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ΛΛΙΙΣΣΤΤΑΑ ΣΣΥΥΝΝΤΤΟΟΜΜΕΕΥΥΣΣΕΕΩΩΝΝ EEΝΝΖΖΥΥΜΜΩΩΝΝ

Πίνακας 1: Οι συντομεύσεις των ενζύμων που χρησιμοποιούνται μέσα στο κείμενο και στα σχήματα καθώς και οι 
κωδικοί αναφοράς για τα ένζυμα του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών

Σύντμηση Όνομα ενζύμου Ενζυμική κλάση

ABL
Λιγάση των Βιοτίνη:ACC
Biotine:ACC ligase

ACS
Ακέτυλο-CoA συνθάση
Acetyl-CoA synthase

ACC
Καρβοξυλάση του ακέτυλο-CoΑ
Acetyl-CoA carboxylase

C4H
4-Υδροξυλάση του κινναμικού οξέος
Coumaric acid 4-hydroxylase

Cytochrome P450 monooxygenase
(P450)

CHI
Ισομεράση των χαλκονών
Chalcone isomerase

CHS
Συνθάση των χαλκονών
Chalcone synthase

Polyketide synthase

4CL
κουμαρικό οξύ:CoA λιγάση
4-Coumaric acid:CoA ligase

Adenylate-forming enzyme

CPR
Αναγωγάση των P450 κυτοχρωμάτων
Cytochrome P450 reductase

NADPH-depended P450 reductase

ERα και 
ERβ

Οιστρογονικοί υποδοχείς α και β
Estrogen receptors α και β

F3H
(FHT)

3-Υδροξυλάση των φλαβανονών
Flavanone 3-hydroxylase

Oxoglutarate-depended dioxygenase
(ODD)

F3’H
3’-υδροξυλάση των φλαβονοειδών
Flavonoid 3’-hydroxylase

P450

FLS
Συνθάση των φλαβονολών
Flavonol synthase

ODD

IFD
Αφυδατάση των ισοφλαβανονών
Isoflavanone dehydratase

IFS
(2HIS)

Συνθάση των ισοφλαβονών
Isoflavone synthase

P450

PAL
Αµµωνιολυάση της φαινυλαλανίνης
Phenylalanine ammonia lyase

Ammonia lyase

TAL
Αµµωνιολυάση της τυροσίνης
Tyrosine ammonia lyase

Ammonia lyase

RS
(STS)

Συνθάση της ρεσβερατρόλης
Resveratrol (Stilbene) synthase

Polyketide synthase
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ΠΠΕΕΡΡΙΙΛΛΗΗΨΨΗΗ

Οι (πολυ)φαινολικές ουσίες είναι μια σημαντική κατηγορία φυτικών συστατικών που 

εμπλέκονται στο διατροφικό μενού του ανθρώπου. Οι ουσίες αυτές αποτελούν μια 

πολυσύστατη ομάδα με βιολογικώς δραστικές μη-θρεπτικές ενώσεις. Μεταξύ αυτών, τα 

φλαβονοειδή και τα στιλβενοειδή παρουσιάζουν εξαιρετικό ενδιαφέρον, με τα πρώτα να 

αποτελούνται από ενώσεις με συναφή χημική δομή, με την έννοια ότι στηρίζονται στον ίδιο 

C6-C3-C6 σκελετό, προερχόμενα από το βιοσυνθετικό μονοπάτι των φαινυλοπροπανοειδών. Ο 

όρος «φλαβονοειδή» χρησιμοποιείται για να συμπεριλάβει τρεις τάξεις συναφών δομικά 

ομάδων ενώσεων που απορρέουν από μια αντίδραση συμπύκνωσης ενός «ενεργοποιημένου» 

υδροξυ-κινναμικού οξέος (φαινυλοπροπανοειδές) με το μηλόνυλο-CoA, τα κύρια 

φλαβονοειδή, τα ισοφλαβονοειδή και τα νεοφλαβονοειδή. Από την άλλη πλευρά, τα

στιλβενοειδή είναι ενώσεις που προέρχονται από μια παρόμοια αντίδραση συμπύκνωσης, 

αλλά με την διαμεσολάβηση ενός εξελικτικά διαφοροποιημένου ενζύμου.

Η εξέχουσα σημασία των φλαβονοειδών και των στιλβενοειδών πηγάζει από το 

γεγονός ότι εμπλέκονται σε πολλές λειτουργίες της φυσιολογίας των φυτών, όπως τον 

χρωματισμό των ιστών, την ανθεκτικότητα ενάντια σε μικρόβια και έντομα, τις 

αλληλεπιδράσεις με άλλους οργανισμούς, την προστασία από την υπεριώδη ακτινοβολία, την 

μετάδοση και απόκριση σε ερεθίσματα του περιβάλλοντος, την βλάστηση της γύρης και την 

ενεργό μεταφορά αυξινών. Επιπλέον, τα συστατικά αυτά, όπως αποδείχθηκε πρόσφατα,

έχουν εξαιρετικά υψηλή φαρμακολογική αξία. Οι φλαβονοειδείς ενώσεις διαθέτουν αντι-

οξειδωτικές, αντι-φλεγμονώδεις, αντι-μικροβιακές, αντι-καρκινικές ιδιότητες όπως επίσης 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την καταπολέμηση αλλεργιών, για την καταστολή μετα-

εμμηνοπαυσιακών συμπτωμάτων και καρδιαγγειακές θεραπείες. Επίσης, υπάρχει θετική 

συσχέτιση μεταξύ της πρόσληψης φλαβονοειδών και της μείωσης του κινδύνου για πρόκληση 

στεφανιαίας νόσου, εγκεφαλικών επεισοδίων και πολλών ειδών καρκίνου όπως έχει 

αποδειχθεί μέσα από πολυάριθμες επιδημιολογικές μελέτες.

Πολλοί από τους δευτερογενείς μεταβολίτες που κατέχουν τις προαναφερθείσες 

ιδιότητες παράγονται από τα φυτά σε μικροποσότητες ή είναι δύσκολη η επεξεργασία και 

απομονωσή τους. Το ενδιαφέρον για την αξιοποίηση των ιδιοτήτων αυτών των δευτερογενών
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μεταβολιτών σε τομείς όπως η φαρμακοβιομηχανία, η ανθρώπινη υγεία, η γεωπονία (π.χ. 

βιολογική και ολοκληρωμένη φυτοπροστασία), έχει αυξήσει την ανάγκη για την ετερόλογη

βιοσύνθεση των ουσιών που έχουν ή θεωρείται ότι έχουν επωφελείς ιδιότητες, όπως είναι τα 

φλαβονοειδή και τα στιλβενοειδή. Το κουμαρικό οξύ1, ένα φαινολικό οξύ, η ρεσβερατρόλη2,

ένα στιλβενοειδές, η ναριγκενίνη3, μια φλαβανόνη, η γενιστεΐνη, μια ισοφλαβόνη και οι 

φλαβονόλες καμφερόλη και κερκετίνη, έχει αποδειχθεί ότι ανήκουν σε ουσίες με υψηλή 

διατροφική και αγρονομική αξία. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή κατασκευάστηκαν έξι κατάλληλα γενετικά 

τροποποιημένα στελέχη σακχαρομύκητα (Saccharomyces cerevisiae) τα οποία φέρουν 

πλασμίδια με όλα τα απαραίτητα γονίδια που επιτρέπουν τη αντίστοιχη βιοσύνθεση των 

προαναφερόμενων ουσιών μέσω βιο-μετατροπής της φαινυλαλανίνης. Τα μεταγραφικώς 

ενεργά, για τα ετερόλογα διαγονίδια, στελέχη σακχαρομύκητα χρησιμοποιήθηκαν για την 

ποσοτικοποίηση των πρόδρομων ουσιών και των τελικών προϊόντων, επιβεβαιώνοντας την 

παραγωγή 108,6mg/L κουμαρικού οξέος, 0,29-0,31mg/L ρεσβερατρόλης, 8,9-15,6mg/L

ναριγκενίνης, 0,1-7,7mg/L γενιστεΐνης, 0,9-4,6mg/L καμφερόλης και 0,26-0,38mg/L

κερκετίνης στα θρεπτικά μέσα ανάπτυξης, ανάλογα πάντα με την πρόδρομη ένωση που 

χρησιμοποιήθηκε. Επίσης, καταβλήθηκε προσπάθεια βελτιστοποίησης των παραμέτρων που 

εμπλέκονται στα μονοπάτια της ετερόλογης βιοσύνθεσης των προαναφερθέντων ουσιών. 

Μελετήθηκε ιδιαίτερα η δυνατότητα της επιλογής της πρόδρομης ουσίας για την μέγιστη 

παραγωγή τελικού προϊόντος, τα επίπεδα αρχικού μολύσματος, καθώς και η ροή της 

σύνθεσης ουσιών στα ενδιάμεσα βιοσυνθετικά βήματα κάθε τελικού προϊόντος. Τέλος, στη 

συζήτηση αναφέρονται τα πλεονεκτήματα και τα αδύνατα σημεία της ετερόλογης σύνθεσης 

φλαβονοειδών ουσιών από το σακχαρομύκητα με ανάλυση των δυνατοτήτων εφαρμογής/ 

χρήσης τους στη βιομηχανία ποτών (Οινοποιία) και στην φυτοπροστασία (ολοκληρωμένη 

διαχείριση καλλιεργειών).

1 π-κουμαρικό οξύ
2 trans-ρεσβερατρόλη
3 2S-ναριγκενίνη
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In addition to many essential nutritional components, plants contain (poly)phenolic

substances that comprise a large and heterogeneous group of biologically active non-nutrient

compounds. Among them flavonoids and stilbenoids are of exceptional interest, with the

former consisting of a diverse array of structurally related compounds possessing the same

C6-C3-C6 backbone skeleton, derived from the phenylpropanoid biosynthetic pathway. The

term “flavonoids” is used to include the three classes of structurally related compounds

deriving from the condensation reaction of an activated hydroxy-cinnamic acid

(phenylpropanoid) with malonyl-CoA, main flavonoids, isoflavonoids and neoflavonoids. On

the other hand stilbenoids are compounds derived by a similar condensation reaction but with

the participation of an evolutionarily diverged enzyme.

The significance of flavonoids and stilbenoids derives from the fact that they are

involved in aspects of plant physiology such as tissue pigmentation, defence against microbes

or insects, interactions with other organisms, protection against UV irradiation, transmission

and response to specific environmental stimuli, pollen germination and active auxin transfer.

Moreover these compounds, as found recently, have also high pharmacological value.

Flavonoids have long been recognised to possess anti-oxidant, anti-inflammatory, anti-

microbial, anti-proliferative, anti-allergenic activities and acting as post-menopausal and

cardiovascular cures. Inverse relationships between the intake of flavonoids and the risk of

coronary heart disease, stroke and many types of cancer have been shown by epidemiological

studies.

A plethora of secondary metabolites with such exceptional properties are produced

through plant’s metabolic machinery in traceable quantities or are extremely difficult to

extract or process them. The interest for the exploitation of these metabolite properties by the

pharmaceutical or agricultural industry (biological or integrated crop protection) and medicine

has increased the need for heterologous biosynthesis of substances that are assumed or proven

to possess beneficial actions, such as the flavonoids and stilbenoids. Coumaric acid, a

phenolic acid, resveratrol, a stilbenoid, naringenin, a flavanone, genistein, an isoflavone, and

flavonols kaempferol and quercetin have been shown to be substances with potential
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nutritional and agricultural value.

In this doctoral dissertation, six metabolically engineered yeast (Saccharomyces

cerevisiae) strains harbouring plasmids with all the necessary genes that permit the

biosynthesis of the abovementioned compounds, utilizing phenylalanine as a precursor, have

been constructed. Yeast strains with transcriptionally active heterologous genes, were used to

construct time courses showing the dependence of the precursor utilization and the

quantification of the respective end-product synthesis. Thus it has been demonstrated the

production of 108,6mg/L of coumaric acid, 0,29-0,31mg/L of resveratrol, 8,9-15,6mg/L of

naringenin, 0,1-7,7mg/L of genistein, 0,9-4,6mg/L of kaempferol and 0,26-0,38mg/L of

quercetin in culture media, with respect to the precursor molecule that has been tested.

Moreover, experiments were performed to optimize the parameters involved in the

heterologous biosynthetic pathways. Especially, the optimal concentration of the precursor

molecule was studied as well as the relevance of starting inoculum at the end-product

concentration. Furthermore, the fluxes through the intermediate nodes of the pathways were

studied. Finally, the advantages and disadvantages of the use of yeast are discussed as being a

host for the heterologous production of flavonoids and stilbenoids and the kind of their

potential uses in wine and agricultural (phytoprotection) industry.
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11 ΕΕΙΙΣΣΑΑΓΓΩΩΓΓΗΗ

«Υπάρχουν τριών ειδών άνθρωποι. 
Εκείνοι που βλέπουν, εκείνοι που βλέπουν 
όταν τους δείχνουν και εκείνοι που δεν 
βλέπουν»

Λεονάρντο ντα Βίντσι (1452-1519,
καλλιτέχνης, εφευρέτης, επιστήμονας)

1.1 Περί φυτικών βιοενεργών ουσιών του δευτερογενούς μεταβολισμού

Τα φυτά είναι σε θέση να παράγουν ένα ευρύ φάσμα ενώσεων που γενικά ονομάζονται 

δευτερογενείς μεταβολίτες. Οι ενώσεις αυτές αν και δεν είναι απαραίτητες για την 

ολοκλήρωση του βιολογικού κύκλου των οργανισμών, παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

αλληλεπίδρασή τους με το περιβάλλον, επηρεάζοντας την ικανότητά τους για επιβίωση στο 

οικοσύστημα. Κοιτάζοντας τους δευτερογενείς μεταβολίτες από αυστηρά οικονομική πλευρά,

φαίνεται να κατέχουν ιδιαίτερα υψηλή αξία μιας και πολλοί από αυτούς χρησιμοποιούνται 

σαν φάρμακα, ενισχυτικά γεύσης, αρωματικά, χρωστικές ή εντομοκτόνα. 

Η φύση έχει αναπτύξει μια εξαιρετικά μεγάλη ποικιλομορφία ειδών κατά τη διάρκεια 

της εξέλιξης. Μεταξύ των οργανισμών που συνιστούν την ποικιλομορφία αυτή, υπάρχουν 

250.000 περίπου διαφορετικά φυτικά είδη, 30.000.000 περίπου είδη εντόμων, 1.500.000 είδη 
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μυκήτων και παρόμοιας τάξης μεγέθους προκαρυωτικοί οργανισμοί. Μεγάλες ομάδες από 

αυτά τα είδη προσαρμόστηκαν να ζουν μαζί μέσα σε τοπικά οικοσυστήματα, όπου οι 

μηχανισμοί που τελικά καθόρισαν τη σύσταση αυτών των οικοσυστημάτων, εμπλέκουν σε 

μεγάλο βαθμό μηχανισμούς δημιουργίας ετερογένειας στους παραγόμενους δευτερογενείς 

μεταβολίτες.

Λαμβάνοντας υπόψη τον μεγάλο αριθμό οργανισμών και άρα τον μεγάλο αριθμό των 

υφιστάμενων αλληλεπιδράσεων, είναι αναμενόμενο ο αριθμός των δευτερογενών 

μεταβολιτών που παίρνουν μέρος στους μηχανισμούς προσαρμογής να είναι εξαιρετικά 

υψηλός. Είναι εμφανές λοιπόν ότι η φύση αποτελεί μια πολύ σημαντική πηγή εισροών στην 

προσπάθεια για εύρεση και δημιουργία νέων φαρμάκων. Λαμβάνοντας επίσης υπόψη το 

γεγονός ότι μόλις ένα μικρό ποσοστό των φυτικών ειδών έχουν ελεγχθεί για την ύπαρξη 

ουσιών με κάποια βιολογική δράση, φαίνεται το δυναμικό για την ανακάλυψη νέων δομών με 

οικονομικό ενδιαφέρον (Harborne and Williams, 2000; Verpoorte, 2000).

Φυτικά εκχυλίσματα χρησιμοποιούνται από τα αρχαία χρόνια για την θεραπεία 

πολλών ειδών ασθενειών ή φυσιολογικών διαταραχών αν και οι εμπειροτέχνες «πρακτικοί1»

ποτέ δεν γνώριζαν ακριβώς τους μηχανισμούς δράσης των φαρμάκων αυτών. Ακόμα και 

σήμερα εκτιμάται ότι το 80% του πληθυσμού της γης, στηρίζεται σε παραδοσιακές μορφές 

ιατρικής (Farnsworth, 1988). Τότε, στην δεκαετία του 1980, οι προσπάθειες στρέφονταν στην 

εύρεση φυτικών ειδών των οποίων τα εκχυλίσματα φαίνονταν να είναι αποτελεσματικά στην 

παραδοσιακή ιατρική. Αυτό το κεντρικό δόγμα εξακολουθεί να υπάρχει στον αγώνα για την 

εύρεση νέων βιοενεργών συστατικών, αν και σήμερα υπάρχει παράλληλα αυξημένο 

ενδιαφέρον για την αποσαφήνιση της βιοχημικής φύσης των βιοενεργών συστατικών. Η 

γνώση αυτή παρέχει περαιτέρω στο χώρο της έρευνας, την δυνατότητα να αναπτυχθούν 

εναλλακτικές μέθοδοι για την παραγωγή των ουσιών αυτών είτε με χημική σύνθεση είτε με 

χρήση βιοτεχνολογικών μεθόδων. Αποτέλεσμα είναι από τη μια η βιομηχανία τροφίμων να 

έχει αυξήσει το ενδιαφέρον της για τον εμπλουτισμό των τροφικών σκευασμάτων με τέτοιες 

ουσίες και από την άλλη οι καταναλωτές να επιθυμούν να προσθέσουν στην διατροφή τους 

σκευάσματα που εμπεριέχουν τέτοιου είδους ενώσεις. Πρώτον γιατί είναι ουσίες που παράγει 

η φύση και δεύτερο έχει συσχετιστεί ή δειχθεί η θετική τους επίδραση στην ανθρώπινη υγεία, 

όπως αναλύεται παρακάτω.

1 οι άνθρωποι που εφάρμοζαν τις πρακτικές αυτές
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Από όπου κι αν προέρχονται οι δευτερογενείς μεταβολίτες, είτε από τα φυτά, τα ζώα ή 

από τα μικρόβια, φαίνεται να παίζουν έναν πολύ σημαντικό ρόλο στη διατήρηση της καλής 

υγείας ή στην αντιμετώπιση των ασθενειών του ανθρώπου και των φυτών (Newman et al.,

2000). Για περισσότερο από το δεύτερο μισό του εικοστού αιώνα, τα φυσικά προϊόντα 

αποτέλεσαν κεντρικό πεδίο έρευνας από την σύγχρονη φαρμακευτική βιομηχανία. Με την 

αγορά των φαρμάκων να αποτελεί παγκοσμίως μια τεράστια οικονομική αξία (Verpoorte,

2000), τα φυτικής προέλευσης προϊόντα αποκτούν ακόμα μεγαλύτερη αξία. Για παράδειγμα, 

το 49% των νέων ενώσεων που καταχωρήθηκαν για κλινική χρήση μεταξύ 1981 και 2002 

ήταν φυσικά προϊόντα φυτικής προέλευσης (π.χ. βινμπλαστίν1 και ντιγκοξίν2 από είδη του 

γένους Catharanthus και Digitalis αντίστοιχα), με το ποσοστό να αυξάνεται στο 75% όταν 

αναφέρεται σε φάρμακα που χρησιμοποιήθηκαν για την αντιμετώπιση σοβαρών

καταστάσεων της ανθρώπινης υγείας (Wilkinson and Micklefield, 2007).

Είναι σαφές ότι τα φυσικά προϊόντα και κυρίως αυτά που προέρχονται από το φυτικό 

βασίλειο, παίζουν σημαντικό ρόλο στην προσπάθεια για εξεύρεση φαρμακευτικών ουσιών ή 

πρόδρομων ενώσεων οι οποίες μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε διαδικασίες σύνθεσης νέων 

φαρμακευτικών ουσιών. Η ευρύτητα και η πολυπλοκότητα των δομών των ουσιών αυτών τις 

κάνει ιδιαίτερα ελκυστικές σε διαδικασίες σχεδιασμού και παραγωγής νέων φαρμακευτικών 

προϊόντων. Η απομόνωσή τους όμως από φυσικές πηγές είναι μη αποδοτική με αποτέλεσμα 

να κάνει επιτακτική είτε την χημική τους σύνθεση είτε την βιοτεχνολογική τους παραγωγή. Η

υφιστάμενη όμως πολυπλοκότητα τους αποτελεί συνάμα και ένα εμπόδιο στην παραγωγή 

αυτών των ουσιών σε βιομηχανική κλίμακα μιας και είναι διαδικασία δύσκολη και εξαιρετικά 

ακριβή.

1.2 Γενικά στοιχεία για τα φλαβονοειδή

Ο όρος «μεταβολισμός των φαινυλοπροπανοειδών», περικλείει όλα εκείνα τα μεταβολικά

προϊόντα, που μέχρι εσχάτως πιστεύαμε ότι περιορίζονταν στο φυτικό βασίλειο (Moore et al.,

2002), και που προέρχονται από τον μετασχηματισμό της φαινυλαλανίνης προς μια ευρεία 

κλίμακα σημαντικών δευτερογενών μεταβολιτών όπως για παράδειγμα είναι οι λιγνίνες, οι 

εστέρες του σιναπικού οξέος, τα στιλβενοειδή και τα φλαβονοειδή. Τα προϊόντα αυτά όπως

1 vinblastine
2 digoxin
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και όλα τα προϊόντα του δευτερογενούς μεταβολισμού αν και δεν είναι απαραίτητα για την

κανονική αύξηση και ανάπτυξη των φυτών εμπλέκονται σε πολλές φυσιολογικές διεργασίες 

των φυτών. Σύμφωνα με τους Metcalf και Kogan (Metcalf and Kogan, 1987) φαίνεται να 

υπάρχουν μεταξύ 50.000 και 100.000 προϊόντα φυτικής προέλευσης προερχόμενα από τα 

δευτερογενή μεταβολικά μονοπάτια με περίπου το 20% του άνθρακα που δεσμεύεται με την 

φωτοσύνθεση να κατευθύνεται στα μονοπάτια αυτά, δημιουργώντας την πλειονότητα των 

φαινολικών ενώσεων που εντοπίζονται στη φύση, συμπεριλαμβανομένων των φλαβονοειδών 

και των στιλβενοειδών (Ralston et al., 2005).

Ανάμεσα σε αυτές τις ενώσεις, τα φλαβονοειδή έχουν αποκτήσει ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

και ανήκουν σε μια από τις πιο μεγάλες ομάδες φυτικών μεταβολιτών. Το μεγάλο ενδιαφέρον 

των φλαβονοειδών οφείλεται στις ευεργετικές τους ιδιότητες σε σχέση με την ανθρώπινη 

υγεία (Dixon, 2004). Επιπρόσθετα έχουν σημαντική εμπλοκή σε φυσιολογικές διεργασίες των 

φυτών παίζοντας τον ρόλο χρωστικών ή ουσιών αντιμετώπισης των εχθρών (Dixon and

Paiva, 1995; Yedidia et al., 2003). Αν και έχουν χαρακτηριστεί πάνω από 6.500 διαφορετικές 

φλαβονοειδής ενώσεις σε διάφορα φυτικά είδη (Harborne and Williams, 2000), υπολογίζεται 

ότι ο αριθμός αυτών συνολικά ξεπερνάει τις 8.000 (Forkmann and Martens, 2001; Pietta,

2000) και αναμένεται να αυξηθούν (βάση φυσικών προϊόντων NAPRALERT στην 

ηλεκτρονική διεύθυνση http://www.napralert.org).

Η βιοσύνθεση των ουσιών του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών σε

συγκεκριμένους ιστούς ελέγχεται αναπτυξιακά αλλά μπορεί να επαχθεί και έπειτα από 

ερεθίσματα προερχόμενα από το περιβάλλον π.χ. έπειτα από τραυματισμούς, προσβολή από 

παθογόνα ή ακτινοβολία UV (Douglas, 1996). Μια συνοπτική εικόνα των δομών των 

φλαβονοειδών, των στιλβενοειδών, των λιγνινών και των λιγνανών καθώς και οι πρόδρομες 

αυτών ουσίες, φαίνονται στο Σχήμα 1. Η φαινυλαλανίνη προερχόμενη από τον πρωτογενή 

μεταβολισμό, διαμέσου του μονοπατιού του σικιμικού οξέος, αποτελεί ένα εξαιρετικά 

σημαντικό ενδιάμεσο προϊόν που συνδέει τον πρωτογενή μεταβολισμό με τα μονοπάτια 

βιοσύνθεσης των φλαβονοειδών, των στιλβενοειδών και των φαινυλοπροπανοειδών 

γενικότερα. Το μονοπάτι του σικιμικού, που εκτός από τα φυτά εντοπίζεται και σε μικρο-

οργανισμούς (Herrmann and Weaver, 1999), περιλαμβάνει εφτά βήματα. Το πρώτο βήμα 

περιλαμβάνει μια αντίδραση συμπύκνωσης του φωσφοενολοπυροσταφυλικού1 οξέος, 

1 phosphoenolpyruvate (PEP)
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προερχόμενο από το μονοπάτι της γλυκόλυσης, και της 4-φωσφορικής ερυθρόζης1,

προερχόμενη από το μονοπάτι των φωσφορικών πεντοζών2. Το τελευταίο βήμα περιλαμβάνει 

την σύνθεση του χορισμικού οξέος3 (Σχήμα 1) που καταλήγει στη συνέχεια στη σύνθεση των 

αρωματικών αμινοξέων φαινυλαλανίνη, τυροσίνη και τρυπτοφάνη. 

Η εμφάνιση μεγάλης ποικιλίας στις δομές των ενώσεων που προέρχονται από το 

μονοπάτι μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών, όπως εν μέρη φαίνεται στο Σχήμα 1

οφείλεται στην δράση ενζύμων και ενζυμικών συμπλόκων πάνω στον βασικό σκελετό του 

μονοπατιού, προκαλώντας κατάλυση που οδηγεί είτε σε χωρο-ειδική συμπύκνωση, σε

γλυκοσυλίωση, σε ακυλίωση, σε πρενυλίωση, σε σουλφιδίωση, σε μεθυλίωση, είτε και σε 

ισομερισμό (Noel et al., 2005). Σε αυτό το δίκτυο βιοσυνθετικών μονοπατιών που ξεκινάνε 

από την φαινυλαλανίνη, πολλά ένζυμα επιτελούν την ίδια κεντρική αντίδραση 

χρησιμοποιώντας σαν υπόστρωμα ένα ευρύ αριθμό ενώσεων με αποτέλεσμα τη μετατροπή 

του κουμαρικού οξέος (φαινολικό οξύ με C6-C3 βασικό σκελετό φαινυλοπροπανοειδούς,

Σχήμα 1) σε ένα αρκετά μεγάλο αριθμό δευτερογενών ενώσεων. Για παράδειγμα το ένζυμο 

FLS καταλύει την κεντρική αντίδραση οξείδωσης της φλαβανονόλης προς φλαβονόλη

(Σχήμα 2) χρησιμοποιώντας σαν υπόστρωμα τόσο την φλαβανονόλη διυδροκαμφερόλη όσο

και την φλαβανονόλη διυδροκερκετίνη (Σχήμα 3).

Ένα τέτοιο συνονθύλευμα προϊόντων μεταβολισμού είναι αποτέλεσμα της αδιάκοπης 

διαδικασίας εξέλιξης καθώς τα φυτά δυναμικά αναπτύσσουν χημικές ασπίδες είτε για να 

αμυνθούν είτε για να προσαρμοστούν (Dixon and Paiva, 1995; Harborne and Williams, 2000;

Noel et al., 2005). Η περαιτέρω μελέτη της λειτουργίας αυτών των βιοσυνθετικών 

μονοπατιών έδωσε στοιχεία για την μεμβρανική οργάνωση πολύ-πρωτεϊνικών συμπλόκων 

που είναι αναγκαία για την ρύθμιση της διαδικασίας σύνθεσης των ενδιάμεσων και των 

τελικών προϊόντων (Winkel, 2004). Η κατανόηση των μηχανισμών αυτών επιτρέπει τον 

ορθολογικό σχεδιασμό στρατηγικών για την βιοσύνθεση τέτοιων φυτικών μεταβολικών 

προϊόντων σε φυτά (Davies, 2007; Treutter, 2005) και σε μικρόβια (Becker et al., 2003).

Ανάμεσα στις ενώσεις του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών, τα φλαβονοειδή 

(C6-C3-C6, Σχήμα 1) και τα στιλβενοειδή (C6-C2-C6, Σχήμα 1) λαμβάνουν εξαιρετική 

αποδοχή εξαιτίας του γεγονότος ότι προσδίδουν ένα ευρύ φάσμα ιδιοτήτων στα άτομα που τις 

1 erythrose 4-phosphate (E4P)
2 pentose phosphate pathway (PPP)
3 chorismic acid
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παράγουν: α) δρουν σαν επαγώμενα και μη μικροβιοκτόνα (φυτοαλεξίνες και 

φυτοαντισιπίνες αντίστοιχα), β) δρουν σαν φωτουποδοχείς, γ) με το χρώμα τους συμβάλλουν 

σε μηχανισμούς προσέλκυσης εντόμων (φυτικές χρωστικές), δ) προστατεύουν από την 

υπεριώδη (UV) ακτινοβολία, ε) αποτρέπουν με τη γεύση τους την καταστροφή από έντομα ή 

ζώα, στ) υιοθετούν το ρόλο μορίων σηματοδότησης στις συμβιωτικές σχέσεις βακτηρίων-

φυτών, ζ) έχουν ρόλο ρυθμιστών της μεταφοράς αυξινών και η) εμπλέκονται σε μηχανισμούς 

βλάστησης της γύρης (Harborne and Williams, 2000; Williams et al., 2004). Επιπλεόν οι 

επιδράσεις τους στον ανθρώπινο οργανισμό περιλαμβάνει δράσεις όπως: α) αντιαλλεργικές, 

β) αντιφλεγμονώδεις και αναλγητικές, γ) αντιθρομβωτικές και δ) αντικαρκινικές (Dixon and

Paiva, 1995; Goldberg et al., 2003; Pietta, 2000; Williams et al., 2004). Επιπρόσθετα τα

φλαβονοειδή και τα στιλβενοειδή έχουν εξαιρετικά υψηλή αντιοξειδωτική ικανότητα και άρα 

προσφέρουν αξιοσημείωτη προστασία ενάντια σε φαινόμενα εκφυλισμού που προκαλούνται 

από την παρουσία ελεύθερων ριζών (Biondi et al., 2003; Kim et al., 2006; Soleas et al., 2002;

Yu and McGonigle, 2005).

Συμπερασματικά, τα φλαβονοειδή ανήκουν στις πιο άφθονες ενώσεις του 

δευτερογενούς μεταβολισμού των φυτών. Το αυξανόμενο ενδιαφέρον για αυτές τις ενώσεις 

οφείλεται στις ευεργετικές ιδιότητες που κατέχουν και καταδείχτηκε με πολύ εύσχημο τρόπο 

από τον Dixon (Dixon, 2004). Η πληθώρα αυτών των ενώσεων έδωσε την αφορμή για την 

κατηγοριοποίησή τους σε ομάδες με βάση το μοτίβο υποκατάστασης στο βασικό σκελετό 

τους.

1.2.1 Δομή

Η ύπαρξη πληθώρας φλαβονοειδών ενώσεων αλλά και η επιστημονική ευρύτητα των 

ερευνητικών ομάδων που ασχολούνται με το χώρο αυτόν (χημεία, βιολογία, υγεία), έκανε 

απαραίτητη την δημιουργία ενός κοινού τρόπου ταξινόμησης και ονοματολογίας, έτσι ώστε 

να είναι δυνατή η επικοινωνία μεταξύ των ομάδων αυτών. Μια πολύ καλή επιτηδευμένη 

επιστημονική πραγματεία με ταξινομημένες λίστες των περισσότερων φυτικών φαινολικών 

ενώσεων έχει επιμεληθεί ο Harborne (Harborne, 1999). Επίσης σημεία αναφοράς για την 

ονοματολογία των ενώσεων πρόσφατα δημοσιεύτηκαν (Davies, 2006; Marais et al., 2006).
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Σχήμα 1: Ομαδοποιημένα μέλη φλαβονοειδών και στιλβενοειδών καθώς και οι μεταξύ τους σχέσεις όπως 
προκύπτουν από το βιοσυνθετικό μονοπάτι των φαινυλοπροπανοειδών (γκρι περιοχή) και το σημείο σύνδεσης τους 
με τον πρωτογενή μεταβολισμό. Οι διακεκομμένες γραμμές υποδηλώνουν την παρουσία ενδιάμεσων ενζυμικών 
αντιδράσεων ενώ οι συμπαγής γραμμές υποδηλώνουν διαδοχικά βιοσυνθετικά βήματα. Διακρίνονται οι βασικοί
σκελετοί των φλαβονοειδών (C6-C3-C6) και των στιλβενοειδών (C6-C2-C6), όπως επίσης και η γενική χημική δομή 
των φαινυλοπροπανοειδών (C6-C3) (Ververidis, Trantas et al., 2007a).
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Σχήμα 2: Συλλογή από αντιπροσωπευτικά μόρια από κάθε κλάση τα οποία στην διεθνή βιβλιογραφία γενικά 
αναφέρονται σαν φλαβονοειδή. Στα σκιασμένα κουτιά εμφανίζονται ορισμένα χαρακτηριστικοί εκπρόσωποι των 
φλαβονοειδών της ίδιας κλάσης. Με χρώμα έχουν σημανθεί οι ομάδες που συνεισφέρουν στην ονοματοδοσία των 
ομάδων της κάθε κλάσης (Ververidis, Trantas et al., 2007a).
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Σχήμα 3: Σε κάθε βιοσυνθετικό βήμα τα εμπλεκόμενα ένζυμα φαίνονται σε συντετμημένη μορφή (Πίνακας 1).
Επίσης ένζυμα με το ίδιο χρώμα ανήκουν στην ίδια κλάση ανάλογα με τον τύπο των αντιδράσεων που καταλύουν 
και που αντιστοιχούν στην στήλη «Ενζυμική κλάση». Με κόκκινο χρώμα δηλώνονται τα P450 ένζυμα, με μπλε
χρώμα τα εξαρτώμενα από οξογλουταρικό οξύ, με πράσινο οι εξαρτώμενες από NADPH αναγωγάσες και με μαύρο 
χρώμα σημειώνονται τα μη κατηγοριοποιημένα ένζυμα. Με διακεκομμένες γραμμές ορίζεται η παρουσία 
ενδιάμεσων βιοσυνθετικών βημάτων που όμως δεν εμφανίζονται. Οι συμπαγείς γραμμές ορίζουν διαδοχικά 
βιοσυνθετικά βήματα. Κάθε προϊόν του σχήματος ακολουθείται από ένα κοινό όνομα (όπου υπάρχει) ή από ένα 
ημι-επίσημο όνομα κατά IUPAC (που όμως χρησιμοποιείται στις αναφορές διεθνούς βιβλιογραφίας περί των 
φλαβονοειδών) και μέσα σε παρένθεση φαίνεται το όνομα της κλάσης που ανήκει η κάθε ένωση (Σχήμα 1). Όταν 
το βιοσυνθετικό μονοπάτι καταλήγει σε πολυμερές προϊόν το όνομα ή η κλάση στην οποία ανήκει εμφανίζεται σε 
σκιασμένο, με γκρι, κουτί. Το χρωματιστό κουτί στη γωνία του σχήματος δείχνει με μεγαλύτερη λεπτομέρεια ένα 
τμήμα του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών που έχει σαν πρόδρομη ένωση την ναριγκενίνη και καταλήγει 
στην βιοσύνθεση των φλομπαφενίων και των 3-δέοξυ-ανθοκυανινών (Ververidis, Trantas et al., 2007a).

Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής επιχειρήθηκε μια ανασκόπηση της τρέχουσας 

βιβλιογραφίας με σκοπό την ορθολογική ταξινόμηση σε σχέση με τον επικρατέστερο όρο που 

αφορά τις διάφορες κατηγορίες/ ομάδες των φλαβονοειδών/ στιλβενοειδών (Ververidis,

Trantas et al., 2007a). Όπως φαίνεται στο Σχήμα 1, το κουμαρικό οξύ προερχόμενο από τον 

μεταβολισμό της φαινυλαλανίνης, αποτελεί ένα κομβικό μόριο στην βιοσύνθεση τόσο των 

στιλβενοειδών όσο και των φλαβονοειδών. Στη βιβλιογραφία ο όρος «φλαβονοειδή» 

χρησιμοποιείται γενικότερα για να περιγράψει ένα σύνολο φυσικών προϊόντων που 

περιλαμβάνει ενώσεις με έναν χαρακτηριστικό C6-C3-C6 σκελετό. Ο σκελετός αυτός 

αποτελείται από δυο δακτυλίους βενζολίου και έναν δακτύλιο πυρανίου (Σχήμα 4 A), με τον 

δακτύλιο του πυρανίου να είναι είτε κορεσμένος (δακτύλιος τετραυδροπυρανίου ή οξανίου, 

Σχήμα 4 Β αριστερά) είτε ακόρεστος με έναν διπλό δεσμό ανάμεσα στις θέσεις C-2, C-3

(δακτύλιος διυδροπυρανίου, Σχήμα 4 Β δεξιά). Η ομάδα καρβονυλίου στην θέση C-4 (Σχήμα 

4 Γ) δεν αποτελεί μέρος του βασικού σκελετού μιας και ενώ εμφανίζεται στις περισσότερες 

ενώσεις, απουσιάζει από τις φλαβαν-3-όλες ή κατεχίνες και τις ανθοκυανίνες. Η μονάδα που 

αποτελείται από έναν δακτύλιο βενζολίου (δακτύλιος Α) ενωμένο με τον εξαμελή 

ετεροκυκλικό δακτύλιο πυρανίου (δακτύλιος Γ) ονομάζεται μονάδα χρωμενίου ή μονάδα 

βενζοπυρανίου (Σχήμα 4 Α κίτρινο πλαίσιο). Αν στην θέση C-4 υπάρχει και η κετο-ομάδα 

τότε η μονάδα ονομάζεται χρωμονίου ή βενζοπυρονίου.

Ανάλογα με την θέση σύνδεσης της φαινυλομάδας1 στην μονάδα χρωμενίου ή 

χρωμονίου, δημιουργούνται οι κλάσεις των φλαβονοειδών ενώσεων: α) τα πρωτεύοντα 

φλαβονοειδή (2-φαίνυλ-βενζoπυράνια, Σχήμα 2 Α), β) τα ισοφλαβονοειδή (3-φαίνυλ-

βενζoπυράνια, Σχήμα 2 Β) και γ) τα νεοφλαβονοειδή (4-φαίνυλ-βενζoπυράνια, Σχήμα 2 Γ).

1 -Ph ή –C6Η5
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Επιπρόσθετα, άλλη μια κλάση ενώσεων έχει δημιουργηθεί, αυτή με τα «δευτερεύοντα 

φλαβονοειδή». Η κλάση αυτή ονομάστηκε έτσι όχι γιατί θεωρείται λιγότερο σημαντική αλλά 

για να δειχθεί ότι οι ενώσεις με σκελετό C6-C3-C6 που εντάσσονται σε αυτή, δεν διατηρούν 

τον κεντρικό πυρήνα των φλαβονοειδών αλλά ο ετεροκυκλικός δακτύλιος Γ είναι είτε 

ανοικτός, όπως συμβαίνει στις χαλκόνες (Σχήμα 2 Δ) είτε ο δακτύλιος πυρανίου έχει 

αντικατασταθεί από έναν δακτύλιο φουρανίου1, όπως συμβαίνει με την αουρόνη (αουρόνες 

και αουρονόλες, Σχήμα 2 Δ).

Σχήμα 4: Δομή βασικού σκελετού φλαβονοειδών ενώσεων. (Α) Ο βασικός σκελετός των φλαβονοειδών ενώσεων 
αποτελείται από δυο δακτυλίους βενζολίου (δακτύλιοι Α και Β) και έναν εξαμελή ετεροκυκλικό (δακτύλιος Γ), με το 
άτομο του Ο να βρίσκεται στην θέση 1. Ο δακτύλιος βενζολίου B, που είναι μέρος της φαινυλομάδας, ενώνεται στην θέση 
C-2 του ετεροκυκλικού δακτυλίου στην περίπτωση των φλαβονοειδών, στην θέση C-3 στην περίπτωση των 
ισοφλαβονοειδών και στην θέση C-4 στην περίπτωση των νεοφλαβονοειδών. (Β) Ο ετεροκυκλικός δακτύλιος Γ του 
πυρανίου μπορεί να είναι είτε κορεσμένος (δακτύλιος τετραυδροπυρανίου) είτε ακόρεστος με έναν διπλό δεσμό ανάμεσα 
στις θέσεις C-2, C-3. (Γ) Η μονάδα που αποτελείται από έναν δακτύλιο βενζολίου (δακτύλιος Α) ενωμένο με τον εξαμελή 
ετεροκυκλικό δακτύλιο (δακτύλιος Γ) ονομάζεται μονάδα χρωμενίου ή μονάδα βενζοπυρανίου. Αν στην θέση C-4
υπάρχει ομάδα καρβονυλίου, τότε η μονάδα ονομάζεται χρωμονίου ή βενζοπυρονίου.

Όλες αυτές οι ομάδες ενώσεων προέρχονται από ένα κοινό πρόδρομο μόριο χαλκόνης 

1 πενταμελής ετεροκυκλικός δακτύλιος με ένα άτομο οξυγόνου
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και άρα είναι ενώσεις που σχετίζονται δομικά (Marais et al., 2006). Διαφέρουν στον βαθμό 

κορεσμού του δακτυλίου Γ, στην θέση σύνδεσης του αρωματικού δακτυλίου B στον δακτύλιο 

Γ και στο βαθμό υδροξυλίωσης του μορίου (Σχήμα 1, Σχήμα 2). Τα φλαβονοειδή 

τροποποιούνται με υδροξυλίωση, μεθυλίωση, O-γλυκοσυλίωση των υδροξυλομάδων ή με C-

γλυκοσυλίωση των ατόμων άνθρακα του σκελετού των μορίων. Επιπρόσθετα ομάδες 

αλκυλίων μπορούν να προστεθούν στον κεντρικό σκελετό ή επιπρόσθετοι δακτύλιοι μπορεί 

να σχηματιστούν (αυτές οι τελευταίες περιπτώσεις δεν εμφανίζονται στο Σχήμα 2). Επίσης τα 

γλυκοσιδιωμένα φλαβονοειδή συχνά εντοπίζονται ακυλιωμένα με αλιφατικές ομάδες ή 

αρωματικά οξέα (Stobiecki et al., 2003).

Στο Σχήμα 2 φαίνονται οι σημαντικότερες κλάσεις των φλαβονοειδών με τις 

σημαντικότερες ομάδες κάθε κλάσης. Ανάμεσα στις πιο σημαντικές ομάδες των 

πρωτευόντων φλαβονοειδών, που μοιράζονται τον ίδιο βασικό σκελετό βενζοπυρανίου, είναι

οι: α) φλαβονόλες, β) φλαβανόνες, γ) διυδροφλαβονόλες, δ) φλαβόνες, ε) φλαβανόλες ή 

κατεχίνες και στ) ανθοκυανίνες (Σχήμα 2) . Άλλες ομάδες είναι οι διφλαβόνες, οι χαλκόνες, οι 

αουρόνες και οι κουμαρίνες. Οι μοριακές θέσεις 3, 5, 7, 3’ και 4’ αποτελούν τα πιο κοινά 

σημεία του σκελετού για υδροξυλίωση ενώ οι θέσεις 3, 5, 6, 7, 8 και 4’ είναι τα κατ’ εξοχήν 

σημεία για C- και/ή Ο- γλυκοσυλίωση των φλαβονών και φλαβονολών (Stobiecki et al.,

2003).

Με την ίδια λογική ταξινόμησης, οι σημαντικότερες ομάδες ισοφλαβονοειδών (Σχήμα 

2 B) είναι οι: α) ισοφλαβόνες, β) ισοφλαβανόνες και γ) ισοφλαβανόλες. Σε αυτές τις ομάδες 

οι θέσεις που εμφανίζονται πιο συχνά υδροξυλιωμένες είναι οι 5, 7, 2’, 3’ και 4’ ενώ οι θέσεις 

6, 7, 8 και 4’ εμφανίζονται να είναι οι πιο συχνά C- και/ή Ο- γλυκοζυλιούμενες (Stobiecki et

al., 2003). Τα νεοφλαβονοειδή είναι από τις νεότερες κλάσεις φλαβονοειδών που 

δημιουργήθηκαν, με την φαινυλομάδα να συνδέεται στην θέση C-4 του βασικού σκελετού 

όπως συμβαίνει: α) στις 4-αρυλκουμαρίνες, β) στις 3,4-διυδρο-4-αρυλκουμαρίνες, γ) στα

νεοφλαβένια και δ) στα προπ-2-έν-1,1-διυλδιβενζένια (Σχήμα 2 Γ).

Η κλάση των δευτερευόντων φλαβονοειδών περιλαμβάνει τις εξής υποομάδες: α) 2’-

OH χαλκόνες, β) 2’-ΟΗ διυδροχαλκόνες, γ) αουρόνες και δ) αουρονόλες (Σχήμα 2 Δ). 

Πρόσφατα πολύ σημαντικές και συνάμα ενδιαφέρουσες ουσίες που έχουν εντοπιστεί είναι η 

ξανθοχουμόλη (μια πρενυλιωμένη μέθοξυχαλκόνη) και το ισομερές αυτής, ισοξανθοχουμόλη 

(μια πρενυλιωμένη ναρινγκενίνη), που αποτελούν πολύ υποσχόμενες ουσίες, επειδή η λήψη 

τους μέσω της διατροφής έχει άμεσα συσχετισθεί με την πρόληψη διάφορων μορφών 
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καρκίνου (Gerhauser et al., 2002).

Από όλες τις φλαβονοειδής ενώσεις που εντοπίζονται στις τροφές οι πιο σημαντικές 

ομάδες είναι αυτές των φλαβονών, φλαβανονών, ανθοκυανιδινών, ισοφλαβονών,

φλαβονολών, φλαβανολών ή κατεχινών, διυδροφλαβανολών, χαλκονών και αουρονών (Tsang

et al., 2005). Ένα παράδειγμα φλαβονοειδών σημαντικών για την αρνητική επίδραση που 

έχουν στην διατροφή των ζώων και των εντόμων είναι οι ταννίνες1, πολυμερή των φλαβαν-

3,4-διολών και φλαβαν-3-ολών (Σχήμα 2). Εκτός από τις ταννίνες, άλλα πολυμερή που 

προέρχονται από τον μεταβολισμό των φαινυλοπροπανοειδών, είναι οι βινιφερίνες, οι 

λιγνάνες και οι λιγνίνες (Σχήμα 1, Σχήμα 3).

Στα φυτά, τα φλαβονοειδή και τα στιλβενοειδή συνήθως εντοπίζονται σε 

γλυσοσυλιωμένη μορφή. Το γεγονός αυτό δείχνει ότι οι μηχανισμοί που τις μετατρέπουν 

αποτελούν στοιχεία των διαδικασιών οικονομίας των φυτών μιας και στην μορφή αυτή είναι 

περισσότερο διαλυτές και άρα περισσότερο «ευκίνητες» σε σχέση με τις αρχικές άγλυκες 

μορφές τους. Επιπρόσθετα, οι ουσίες αυτές γλυκοσυλιώνονται για να μην υπάρχει περίπτωση 

να εμπλακούν και να καταστείλουν ζωτικές για το φυτό διαδικασίες μιας και στην άγλυκη 

μορφή τους φαίνεται να είναι περισσότερο ενεργές. Τα O- γλυκοσίδια των φλαβονών και των 

φλαβονολών συνιστούν μια πολύ μεγάλη ομάδα φλαβονοειδών με πάνω από 2.000 γνωστές 

ενώσεις. Κοιτάζοντας προσεκτικά τις δομές αυτές, μερικά χρήσιμα συμπεράσματα μπορούν 

να εξαχθούν (Harborne, 1999; Williams et al., 2004). Όταν το μόριο είναι γλυκοσυλιωμένο,

πάντα υπάρχει ένα σάκχαρο στην C-3 θέση του σκελετού. Εάν τα μόρια είναι 

γλυκοσυλιωμένα και σε δεύτερη θέση τότε αυτή είναι συνήθως η θέση C-7. Οι θέσεις του 

βασικού σκελετού που εμφανίζονται πιο συχνά υδροξυλιωμένες ακολουθούν την εξής σχέση: 

3>>7>4’>3’ (Harborne, 1964). Το γλυκοσιδικό μοτίβο των φλαβανονών είναι παρόμοιο με 

αυτό των φλαβονών με τα 7- γλυκοσίδια να είναι οι πιο συχνά απαντώμενες μορφές. 

Αν και η συνηθέστερη μορφή που εντοπίζονται τα φλαβονοειδή στα φυτά είναι τα 

γλυκοσίδια υπάρχουν και οι περιπτώσεις, αν και όχι τόσο συχνές, που αυτά εντοπίζονται στην 

άγλυκη μορφή τους. Άλλες μορφές που μπορεί να εντοπιστούν είναι σε ενώσεις με ομάδες 

θείου. Αν και τα φλαβονοειδή με τις θειούχες ομάδες εντοπίζονται μόνο σε συγκεκριμένα

φυτικά είδη (π.χ. μέσα στην οικογένεια Asteraceae) αυτά φαίνονται να έχουν αρκετά 

ενδιαφέρουσες ιδιότητες (Guglielmone et al., 2005). Από την άλλη μεριά, θειούχα παράγωγα 

1 condensed tannins
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των φλαβονοειδών και στιλβενοειδών αποτελούν μη ενεργές μορφές που δημιουργούνται από 

τους υπατικούς μεταβολικούς μηχανισμούς του ανθρώπου και των ζώων (de Santi et al.,

2000; Guglielmone et al., 2005).

1.3 Βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών

Το μονοπάτι που καταλήγει στην βιοσύνθεση όλων των φλαβονοειδών ενώσεων καθώς και 

των στιλβενοειδών, είναι ένα τμήμα του ευρύτερου μεταβολισμού των 

φαινυλοπροπανοειδών, από το οποίο προέρχονται και άλλες σημαντικές κατηγορίες ενώσεων 

όπως είναι τα διάφορα φαινολικά οξέα, οι λιγνίνες, οι λιγνάνες και οι ανθοκυανίνες. Στην 

βιοσύνθεση όλων αυτών των ενώσεων πρόδρομες ουσίες είναι η φαινυλαλανίνη, 

προερχόμενη από το μονοπάτι του σικιμικού οξέος και το μηλόνυλο-CoA, προερχόμενο από 

την αποκαρβοξυλίωση του ακέτυλο-CoA, μορίου που εμπλέκεται στην παραγωγή ενέργειας 

στους αερόβιους οργανισμούς (Tovar-Mendez et al., 2003).

Όλα τα φλαβονοειδή και τα στιλβενοειδή βιοσυντίθενται από εστέρες υδροξυ-

κινναμικού οξέος (κουμαρικό οξύ) με το συνένζυμο Α (4-κουμάρυλο-CoA) αν και υπάρχουν 

περιπτώσεις όπου μπορεί να χρησιμοποιηθούν τόσο το καφεόυλ-CoA όπως και το 

φερουλόυλ-CoΑ (Davies, 2006). Οι τρεις διαδοχικές αντιδράσεις που καταλήγουν στην 

σύνθεση των «ενεργοποιημένων» εστέρων του κουμαρικού οξέος, καταλύονται από τα 

ένζυμα PAL, C4H και 4CL (Πίνακας 1, Σχήμα 3). Τα ενεργοποιημένα μόρια βρίσκονται στην 

πρώτη σημαντική διασταύρωση του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών και μπορούν 

είτε να μετατραπούν σε στιλβένια είτε να μετατραπούν σε φλαβονοειδή ανάλογα με τον τύπο 

της συνθάσης των πολυκετιδίων που θα τα χρησιμοποιήσει σαν υπόστρωμα. Από την δράση 

του ενζύμου RS πάνω στα μόρια 4-κουμάρυλο-CoA, παράγεται η ρεσβερατρόλη ενώ από την 

δράση του ενζύμου CHS παράγονται οι χαλκόνες. Όποιος τύπος συνθάσης πολυκετιδίων και 

να δράσει πάνω στο 4-κουμάρυλο-CoA σχηματίζονται αλυσίδες πολυκετιδίων από την 

διαδοχική συμπύκνωση με μονάδες οξικού οξέος από το μηλόνυλο-CoA (Ferrer et al., 2008;

Lanz et al., 1991).

Αν και οι χαλκόνες κατέχουν έναν C6-C3-C6 σκελετό δεν ταξινομούνται στα 

φλαβονοειδή μιας και ο ετεροκυκλικός δακτύλιος Γ δεν έχει δημιουργηθεί ακόμα (Σχήμα 2

Δ). Η αντίδραση δημιουργίας του βασικού σκελετού με τους δυο δακτυλίους βενζολίου

(δακτύλιοι Α και Β) και τον έναν ετεροκυκλικό (δακτύλιος Γ) μπορεί να γίνει είτε αυθόρμητα
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είτε με την δράση του ενζύμου CHI. Το ένζυμο CHI είναι απαραίτητο από την μια διότι 

επιταχύνει την ταχύτητα της αντίδρασης και από την άλλη διότι εξασφαλίζει ότι οι 

φλαβανόνες που σχηματίζονται θα έχουν την 2S- μορφή, που είναι η βιολογικά ενεργή (Jez

and Noel, 2002).

Από το σημείο αυτό και μετά οι φλαβανόνες μετασχηματίζονται ώστε να δώσουν τις 

ομάδες των υπόλοιπων κλάσεων των φλαβονοειδών, μέσα από ένα δίκτυο περιπλεκόμενων 

μονοπατιών (Σχήμα 3). Στην αφθονία των ενώσεων που προκύπτουν μέσα από αυτό το 

δίκτυο μονοπατιών, συντελούν δυο γεγονότα. Το πρώτο είναι ότι από συγκεκριμένα 

ενδιάμεσα προϊόντα (π.χ. ναριγκενίνη) μπορούν να προέλθουν περισσότερα του ενός τελικά 

προϊόντα (π.χ. γενιστεΐνη, καμφερόλη και κερκετίνη, Σχήμα 3) μιας και περισσότερα του ενός 

ένζυμα μπορούν να χρησιμοποιήσουν την ίδια ένωση σαν υπόστρωμα όπως συμβαίνει με τα 

ένζυμα IFS και F3H. Το δεύτερο γεγονός είναι ότι συγκεκριμένα ένζυμα μπορούν να δεχθούν 

περισσότερα του ενός υποστρώματα όπως συμβαίνει με το ένζυμο FLS που μπορεί να δεχθεί 

σαν υπόστρωμα την διυδροκαμφερόλη, την διυδροκερκετίνη και την διυδρομυρισετίνη.

Το δίκτυο βιοσύνθεσης των φλαβονοειδών περιλαμβάνει ένα πολύ μεγάλο αριθμό 

αντιδράσεων που καταλύονται από ένζυμα (Πίνακας 1) που τροποποιούν τον βασικό σκελετό 

προς την παραγωγή της πληθώρα των ενώσεων που μέχρι σήμερα έχουν εντοπιστεί, μερικές 

από τις οποίες φαίνονται στο Σχήμα 3. Στην πληθώρα αυτή των ενζύμων περιλαμβάνονται 

ένζυμα της ομάδας του κυτοχρώματος P4501 (Bolwell et al., 1994), που απαιτούν την 

ενεργότητα μιας αναγωγάσης (CPR), ένζυμα της οικογένειας με NADPH-εξαρτώμενες 

αναγωγάσες, ένζυμα της οικογένειας με 2-οξογλουταρικό-εξαρτώμενες διοξυγενάσες, ένζυμα 

της οικογένειας με Ο-μέθυλ-μεταφοράσες, ένζυμα της οικογένειας με άκυλ- και γλυκοσυλ-

μεταφοράσες (Πίνακας 1). Τα ένζυμα αυτά φαίνεται να έχουν δημιουργηθεί μέσα από 

διαρκείς διαδικασίες εξέλιξης κατά την εγκατάσταση των φυτών στη γη έπειτα από την 

μεταφορά τους από τα υδάτινα περιβάλλοντα (Stafford, 1991). Η ίδια συγγραφέας δηλώνει 

ότι οι προαναφερθείσες οικογένειες ενζύμων των μονοπατιών βιοσύνθεσης των 

φλαβονοειδών και των στιλβενοειδών μάλλον προέκυψαν από ένζυμα του πρωτογενούς 

μεταβολισμού. Επιπρόσθετα, αφήνει να εννοηθεί ότι η εμφάνιση των ενώσεων αυτών πρέπει 

να έχει ακολουθήσει τα υπόλοιπα μονοπάτια του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών 

αλλά σε κάθε περίπτωση εμφανίστηκαν πριν την εμφάνιση των λιγνινών, οι οποίες 

1 Το «P» προέρχεται από τη λέξη «pigment» ενώ το «450» από το μήκος κύμματος της χαρακτηριστικής 
απορρόφησης του πρωτεϊνικού συμπλόκου
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εμφανίστηκαν με την εξέλιξη των αγγειόσπερμων φυτών (Stafford, 1991).

Οι φλαβανόνες αποτελούν σημαντικά μόρια στην πορεία δημιουργίας των 

φλαβονοειδών μιας και από αυτές προέρχονται όλες οι υπόλοιπες ομάδες (φλαβονόλες, 

φλαβόνες, ισοφλαβόνες κ.α.). Για να προέλθουν οι φλαβονόλες πρέπει πάνω στις φλαβανόνες 

να δράσουν πρώτα ένζυμα υδροξυλίωσης του Γ (π.χ. F3H) αλλά και του Β δακτυλίου (π.χ. 

F3’H) και στη συνέχεια να δράσουν ένζυμα δημιουργίας ενός διπλού δεσμού (π.χ. FLS)

ανάμεσα στις θέσεις C-2 και C-3 των διυδροφλαβονολών (Davies, 2006).

Τα ισοφλαβονοειδή αποτελούν μια πολύ σημαντική κλάση των φλαβονοειδών και 

προέρχονται και αυτά από τις φλαβανόνες. Ο παράγοντας που διαφοροποιεί τα 

ισοφλαβονοειδή από τις υπόλοιπες ομάδες φλαβονοειδών είναι η σύνδεση του δακτυλίου Β 

στην θέση C-3 αντί της θέσης C-2. του δακτυλίου Γ. Για τον σχηματισμό τους είναι 

απαραίτητη μια αντίδραση μεταφοράς του δακτυλίου Β από την θέση C-2 του ετεροκυκλικού 

δακτυλίου των φλαβονοειδών, στην θέση C-3 με την ταυτόχρονη υδροξυλίωση της C-2

θέσης, σχηματίζοντας τις ενώσεις 2-υδροξυ-ισοφλαβανόνες. Η αντίδραση αυτή καταλύεται 

από το ένζυμο IFS (Davies, 2006). Στη συνέχεια τα μόρια αυτά χάνουν ένα μόριο νερού είτε 

αυθόρμητα είτε με την δράση του IFD ενζύμου (Akashi et al., 2005), δίνοντας τις 

ισοφλαβόνες (π.χ. την γενιστεΐνη).

1.4 Βιολογικές δράσεις φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων

Στα φλαβονοειδή και στιλβενοειδή αποδίδεται μια σειρά από πολύ σημαντικές ιδιότητες και 

συμμετέχουν σε μια ευρεία κλίμακα διεργασιών. Οι πιο σημαντικές από αυτές αναφέρονται 

παρακάτω.

1.4.1 Προσομοίωση λειτουργίας με αυτή των οιστρογόνων

Μια από τις πιο σημαντικές ιδιότητες των φλαβονοειδών και των στιλβενοειδών είναι η 

ομοιότητα τους με τα οιστρογόνα, τις θηλυκές ορμόνες των θηλαστικών

συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπου. Εξαιτίας της φυτικής τους προέλευσης και της 

βιολογικής δράσης που βρέθηκε ότι μπορεί να έχουν αντικαθιστώντας τα οιστρογόνα, 

ονομάστηκαν «φυτο-οιστρογόνα». Οι πρώτες αναφορές της παρουσίας φυτικών ουσιών που 

μιμούνται την δράση των οιστρογόνων προέρχονται από τη δεκαετία του 1950 (Bradbury and
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White, 1954). Ο οιστρογόνος χαρακτήρας αυτών των ενώσεων οφείλεται στις ομοιότητες της 

δομής τους με την δομή του οιστρογόνου εστραδιόλη1. Αυτό το χαρακτηριστικό τους 

επιτρέπει να αλληλεπιδρούν με τους οιστρογονικούς υποδοχείς των κυττάρων των 

θηλαστικών ERα και ERβ2 έτσι ώστε είτε να ενισχύουν είτε να ανταγωνίζονται στην δράση

την εστραδιόλη (Dixon and Ferreira, 2002; Morito et al., 2002). Το 2003, σαν φυτο-

οιστρογόνα ορίστηκαν οι «φυτικής προέλευσης μεταβολίτες οι οποίοι επάγουν βιολογική 

δράση στα σπονδυλωτά και μπορούν να μιμιθούν ή να τροποποιήσουν τη δράση των 

ενδογενώς παραγόμενων οιστρογόνων, συνήθως με αλληλεπίδραση με τους ER υποδοχείς»

(Hughes, 2003).

Ανάμεσα στις πολυφαινολικές ενώσεις που έχουν αποδεδειγμένη φυτο-οιστρογονική 

ενεργότητα, οι διαφορές στην βιολογική τους δράση οφείλεται στον διαφορετικό βαθμό 

δέσμευσης με τους υποδοχείς ER (Ososki and Kennelly, 2003). Η δυναμική των ουσιών σε

σχέση με την αλληλεπίδραση με τους οιστρογονικούς υποδοχείς είναι: εστραδιόλη >>

γενιστεΐνη > νταιντζεΐνη > βιοχανίν A = καμφερόλη = ναριγκενίνη > φορμονονετίνη = 

κερκετίνη για τον υποδοχέα ERα και εστραδιόλη >> γενιστεΐνη > νταϊντζεΐνη > βιοχανίν A = 

καμφερόλη = ναριγκενίνη > κερκετίνη = φορμονονετίνη για τον υποδοχέα ERβ (Kuiper et al.,

1998).

Ανάμεσα στα φυτοοιστρογόνα με μεγάλο φαρμακοχημικό ενδιαφέρον είναι η 

γενιστεΐνη, 4’,5,7-τρι-ύδροξυ-ισοφλαβόνη και η κερκετίνη που αποτελούν επιφανή μέλη των 

ομάδων των ισοφλαβονοειδών και των φλαβονοειδών αντίστοιχα. Λαμβάνοντας υπόψη το 

πλήθος των αρνητικών επιπτώσεων της χρήσης χημικών υποκαταστατών των οιστρογόνων3

στον ανθρώπινο οργανισμό, διαφαίνεται το δυνητικό όφελος από τη χρήση των φυτο-

οιστρογόνων γενιστεΐνης (Mazur et al., 1998; Tham et al., 1998) καμφερόλης και κερκετίνης. 

1.4.2 Εμμηνόπαυση

Οι πρώιμες όσο και οι μακροπρόθεσμες συνέπειες από την έλλειψη οιστρογόνων, όπως 

συμβαίνει στις γυναίκες που έχουν μπεί στην κλιμακτήριο ή πάσχουν από οστεοπόρωση,

θεραπεύονται με αυτό που ονομάζεται ορμονική θεραπεία (Lindsay and Tohme, 1990), με

1 estradiol
2 Estgrogen Receptors α και β
3 Hormone Replacement Therapy (HRT)
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εξωγενή πρόσληψη δηλαδή των ορμονών που αδυνατεί να συνθέσει ο οργανισμός.

Αποτελέσματα, από τυχαιοποιημένες κλινικές μελέτες, συσχέτησαν την ορμονική θεραπεία

με υψηλό ρίσκο εμφάνισης καρκίνου του ενδομητρίου (Beral, 2003; Chlebowski et al., 2003;

Colditz et al., 1995; Magnusson et al., 1999) και φλεβικό θρομβο-εμβολισμό (Rosendaal et

al., 2002; Ross et al., 2000). Επιπρόσθετα, εάν η ορμονική θεραπεία ξεκινήσει κατά την 

περίοδο πριν την εμμηνόπαυση, το ρίσκο για την ανάπτυξη καρκίνου του στήθους αυξάνεται 

(Aggarwal et al., 2004). Είναι εμφανές ότι η ορμονική θεραπεία δεν αποτελεί λύση χωρίς 

ρίσκο με την δημιουργία της ανάγκης για εύρεση εναλλακτικών μορφών θεραπειών.

Εναλλακτικές θεραπείες που να μην περιέχουν τέτοια υψηλά ποσοστά ρίσκου, αποτελούν οι 

θεραπείες όπου η πρόσληψη οιστρογόνων αντικαθίσταται με την πρόσληψη φυτο-

οιστρογόνων (Hughes, 2003).

1.4.3 Αντιοξειδωτική δράση

Μια από τις πιο γνωστές ιδιότητες των φλαβονοειδών και των στιλβενοειδών, πάνω στην 

οποία στηρίζεται η χρήση τους σαν φαρμακευτικά προϊόντα, είναι η ικανότητά τους να 

αποσβένουν τις ενεργές μορφές οξυγόνου1. Εξαιτίας της ιδιότητά τους αυτή δεν είναι κάτι 

νέο, τα φλαβονοειδή αποκτούν όλο και μεγαλύτερη φήμη, εξαιτίας των επιβλαβών συνεπειών 

των ενεργών μορφών οξυγόνου τόσο στη φυσιολογία του ανθρώπου (Guarnieri et al., 2007)

όσο και των φυτών (Reddy et al., 2007). Οι ενεργές μορφές οξυγόνου όπως οι μονήρεις ρίζες 

οξυγόνου (1O2), τα υπεροξείδια (O2
•), τα υπεροξείδια του υδρογόνου (H2O2) και οι ελεύθερες 

ρίζες υδροξυλίου (•OH) επηρεάζουν την φυσιολογία των μεμβρανών και την διαπερατότητά 

τους και εμπλέκονται σε διαδικασίες όπως η οξειδωτική διασύνδεση των πρωτεϊνών και του 

DNA, η οξείδωση των χρωστικών, η μείωση της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας και 

αναπνοής, η γήρανση και ο κυτταρικός θάνατος (Potapovich and Kostyuk, 2003; Williams et

al., 2004).

Είναι επαρκώς τεκμηριωμένο ότι η ικανότητα που έχουν μερικά φλαβονοειδή και 

στιλβενοειδή να αποσβένουν τις ελεύθερες ρίζες, στηρίζεται στο μοτίβο υποκατάστασης του 

κεντρικού σκελετού των φλαβονοειδών (Harborne and Williams, 2000; Pietta, 2000;

Williams et al., 2004). Η δράση αυτή σχετίζεται α) με την παρουσία της μονάδας της 

1 reactive oxygen species, ROS
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πυροκατεχόλης1 με τα μόρια που την κατέχουν να μπορούν να δράσουν σαν δότες πρωτονίων 

με αποτέλεσμα την απόσβεση των ενεργών ριζών, β) με την χημεία του δακτυλίου Γ και πιο 

συγκεκριμένα με την παρουσία της ομάδας καρβονυλίου στην θέση C-4 αυτού, παράλληλα 

με τον κορεσμό ανάμεσα στις θέσεις C-2 και C-3 (Σχήμα 2) και γ) με την παρουσία 

υδροξυλομάδας στη θέση C-3 ή στην θέση C-5 ή κάποιας άλλης ομάδας στη θέση C-3 που να 

προκύπτει από την εστεροποίηση της 3-υδροξυλομάδας με το γαλλικό οξύ. Οι δυο τελευταίες 

περιπτώσεις ευνοούν την δημιουργία χηλικών δεσμών παρουσία μετάλλων και αποτροπή 

καταλυτικών αντιδράσεων με τις ελεύθερες ρίζες (Rice-Evans et al., 1996).

Οι φλαβανονόλες, οι φλαβονόλες και φλαβόνες που περιλαμβάνουν τις περισσότερες 

από τις παραπάνω ιδιότητες εντοπίζονται σε αφθονία στο φυτικό βασίλειο, με τα μέλη της 

πρώτης ομάδας να είναι πιο αποτελεσματικά από τα μέλη της δεύτερης ομάδας εξαιτίας της 

παρουσίας της υδροξυλομάδας στην θέση C-3 του βασικού σκελετού του μορίου. Η 

επιβεβαίωση έρχεται με την κερκετίνη για το μόριο της οποίας ισχύουν τα περισσότερα από 

τα κριτήρια που προαναφέρθηκαν και έχει την μέγιστη αντιοξειδωτική δραστηριότητα 

ανάμεσα στα φλαβονοειδή (Rice-Evans et al., 1996).

1.4.4 Αντικαρκινική δράση

Οι φλαβονοειδείς και στιλβενοειδείς ενώσεις έχουν συσχετιστεί με την μείωση της 

πιθανότητας να προσβληθεί κάποιος από συγκεκριμένους τύπους καρκίνου. Με βάση την 

αντικαρκινική τους δράση, τα φλαβονοειδή και τα στιλβενοειδή μπορούν να χωριστούν σε

δυο κατηγορίες: αυτά που επιδρούν α) στην πρόληψη και β) στην θεραπεία. Αν και τα μέχρι 

τώρα αποτελέσματα που αναφέρονται στη βιβλιογραφία δεν είναι σε θέση να υποστηρίξουν 

μια πιθανή θεραπευτική δράση αυτών των ουσιών, οι φυτικής προέλευσης, μη τοξικές ουσίες 

φαίνεται ότι μπορούν να χρησιμοποιηθούν σαν προληπτικά μέσα αντιμετώπισης του 

καρκίνου. 

Υπάρχει ένας αρκετά μεγάλος αριθμός in vitro και επιδημιολογικών μελετών που 

δείχνουν ότι η πρόσληψη ισοφλαβονών και άλλων πολυφαινολών του μεταβολισμού των

φαινυλοπροπανοειδών μπορούν να συσχετιστούν με την πρόληψη του καρκίνου (Messina,

1999; Nair et al., 2007). Ανάμεσα σε αυτές βρίσκεται η γενιστεΐνη, στην οποία αποδίδονται 

1 δακτύλιος βενζολίου (δακτύλιος Β) υδροξυλιωμένος στις θέσεις 3 και 4. Στην βιβλιογραφία εμφανίζεται και σαν 
μονάδα κατεχόλης
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ιδιότητες όπως η εμπλοκή της στην ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου, των κυτταρικών 

μονοπατιών σηματοδότησης και της αναστολής της αγγειογένεσης. Αυτές οι ιδιότητες μαζί 

με την ομοιότητά της με τα οιστρογόνα καθιστούν την ένωση αυτή πολύ σημαντική στην 

αναστολή της ανάπτυξης καρκινικών κυττάρων σε πρώιμα στάδια (Sarkar and Li, 2004).

Γενικά, οι πολυφαινολικές ουσίες όπως είναι και τα φλαβονοειδή εμφανίζουν χαρακτηριστικά 

που τις κάνει υποψήφια μόρια στην πρόληψη του καρκίνου. 

1.4.5 Καρδιοπροστατευτική δράση

Επιδημιολογικές μελέτες δείχνουν ότι πληθυσμοί οι οποίοι καταναλώνουν τρόφιμα πλούσια 

σε φυτο-οιστρογόνα παρουσιάζουν μικρότερα ποσοστά στεφανιαίων νοσημάτων (Barnes,

1998). Επιπρόσθετα υπάρχει και το λεγόμενο «Γαλλικό παράδοξο», όπου ενώ στη Γαλλία 

υπάρχουν υψηλά ποσοστά πρόσληψης κορεσμένων λιπαρών οξέων, υψηλά ποσοστά 

καπνιστών και έλλειψη άσκησης, παράγοντες που συνιστούν υψηλό κίνδυνο στεφανιαίων 

νοσημάτων για τον πληθυσμό, παραδόξως τα τελευταία εμφανίζονται σε μικρά ποσοστά. Το 

φαινόμενο αυτό αποδίδεται σε μεγάλο βαθμό στις φαινολικές ενώσεις που προέρχονται από 

μονοπάτια του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών, όπως για παράδειγμα είναι η 

ρεσβερατρόλη και η κερκετίνη που εντοπίζονται στα κόκκινα κρασιά τα οποία οι Γάλλοι 

καταναλώνουν σε μεγάλες ποσότητες (Das et al., 1999; Soleas et al., 1997).

Ένας άλλος παράγοντας που είναι γνωστό ότι συντελεί στην υγεία των αγγείων και 

άρα της καρδιάς είναι το λιπιδικό προφίλ. Υπάρχουν πολυφαινολικές ενώσεις που φαίνεται 

να μειώνουν τα συνολικά επίπεδα λιπιδίων και να βελτιώνουν την σχετική αναλογία
[ ]

[ ]

HDL

LDL
,

υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες προς χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνες. Για 

παράδειγμα, έχει βρεθεί ότι βελτιώνονται τα επίπεδα των λιπιδίων στο πλάσμα του αίματος 

όπως επίσης και τα επίπεδα της χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεϊνών και των επιπέδων των 

πολύ χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεϊνών τόσο σε πειράματα με Rhesus (Anthony et al.,

1996) όσο και σε κλινικές μελέτες (Anderson et al., 1995). Ένας από τους παράγοντες που 

εμπλέκονται στην βελτίωση του λιπιδικού προφίλ φαίνεται να είναι η αύξηση της

ευαισθησίας των υποδοχέων της χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνών (LDL) που 

παρατηρείται έπειτα από την πρόσληψη ισοφλαβονών (Kirk et al., 1998).

Δεδομένου ότι η οξείδωση των λιποπρωτεϊνών αποτελεί ένα σημαντικό βήμα στην 
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εγκατάσταση της αθηροματικής πλάκας, οι αντιοξειδωτικές ιδιότητες των φλαβονοειδών και 

των στιλβενοειδών, φαίνεται να αποτελούν έμμεση λύση στην προστασία των οργανισμών 

από τέτοιας φύσεως καρδιολογικά προβλήματα, με το να αυξάνουν την αντίσταση στην 

οξείδωση των χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεϊνών όπως έχει δειχθεί με τις ισοφλαβόνες της 

σόγιας (Tikkanen et al., 1998) και την ρεσβερατρόλη (Frankel et al., 1993). Επιπρόσθετα, η 

ρεσβερατρόλη έχει δειχθεί ότι επηρεάζει όλους εκείνους τους παράγοντες που εμπλέκονται 

στην ανάπτυξη της αθηροσκλήρωσης in vitro, αν και η αποτελεσματικότητα της 

ρεσβερατρόλης στους ανθρώπους in vivo δεν έχει ξεκάθαρα αποδειχθεί ακόμα (Delmas et al.,

2005).

1.4.6 Αντιφλεγμονώδη δράση

Συνήθως οι φλεγμονές αποτελούν μέρος μιας ανοσολογικής αντίδρασης που προκαλείται 

μεταξύ άλλων από βακτηριακές προσβολές, τραυματισμούς και έκθεση σε υπεριώδη

ακτινοβολία. Έτσι είναι απαραίτητη η αντίδραση του σώματος για την προστασία από αυτές 

τις προσβολές και την επούλωση των πληγών. Οι χρόνιες φλεγμονές αυξάνουν το ρίσκο 

ανάπτυξης εκφυλιστικών ασθενειών όπως είναι η αρθρίτιδα, η αθηροσκλήρωση, η ασθένεια 

του Alzheimer και ο καρκίνος (Brod, 2000). Ο σχηματισμός των ενεργών μορφών οξυγόνου 

και η επακόλουθη ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NFkB1, παίζει ρόλο κλειδί 

στην πρόκληση φλεγμονής (Schreck et al., 1991). Για αυτό πολλά από τα αντιφλεγμονώδη 

σκευάσματα αποτελούν εν δυνάμει αντιοξειδωτικές ουσίες που μπλοκάρουν το μονοπάτι 

ενεργοποίησης του μεταγραφικού παράγοντα NFkB. Από τη στιγμή που πολλά φλαβονοειδή, 

όπως είναι η γενιστεΐνη, μεταβολίζονται γρήγορα προς λιγότερο ισχυρά αντιοξειδωτικές 

ενώσεις, ο κύριος τρόπος δράσης τους μάλλον είναι μέσω της εμπλοκής τους σε 

σηματοδοτικά μονοπάτια (Williams et al., 2004).

Η γενιστεΐνη και άλλα φλαβονοειδή όπως είναι η λουτεολίνη, η κερκετίνη και η 

απιγενίνη βελτίωσαν τα ποσοστά πρόκλησης ρευματοειδούς αρθρίτιδας σε μοντέλα με 

ποντίκια (Kumazawa et al., 2006). Η ρεσβερατρόλη, επίσης, φαίνεται να είναι ένας καλός 

αναστολέας της δράσης του μεταγραφικού παράγοντα NFκB όπως επίσης και της έκφρασης 

των κυτοκινών, που σχετίζονται με την έναρξη φλεγμονών. Επιπρόσθετα πιστεύεται ότι η 

1 Nuclear Factor kB
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ρεσβερατρόλη αναστέλλει την μεταφορά του NFκΒ στον πυρήνα και την επακόλουθη δράση 

του (Surh et al., 2001). Αν και οι περισσότερες μελέτες έχουν γίνει in vitro, η δράση της 

ρεσβερατρόλης in vivo θα μπορούσε ομοίως να καταδειχθεί αλλά η βιοδιαθεσιμότητα των 

φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ουσιών γενικά φαίνεται να είναι περιορισμένη. 

1.4.7 Αντιμικροβιακή δράση

Μια από τις πιο ενδιαφέρουσες ιδιότητες των κύριων φλαβονοειδών και των 

ισοφλαβονοειδών καθώς επίσης και της ομάδας των στιλβενοειδών είναι η αντιμικροβιακή 

τους δράση. Αυτό δίνει τη δυνατότητα στους οργανισμούς που τις παράγουν να ελέγχουν την 

ανάπτυξη των παθογόνων μικροβίων, όπως είναι τα βακτήρια οι μύκητες και οι ιοί. Αυτό το 

εξελικτικά αναπτυγμένο χαρακτηριστικό, αποτελεί ένα από τα «όπλα» που έχουν στη 

«φαρέτρα» τους οι φυτικοί οργανισμοί για να αντιμετωπίζουν τα παθογόνα. Άλλοι 

μηχανισμοί αντιμικροβιακής άμυνας των φυτών είναι α) η σύνθεση πρωτεϊνών παθογένειας 

(La Camera et al., 2004), β) η αντίδραση υπερευαισθησίας (Stintzi et al., 1993), γ) η 

παραγωγή ενζύμων λύσης των κυτταρικών τοιχωμάτων (Vigers et al., 1991), δ) η επαγωγή 

«οξειδωτικής έκρηξης1» (Wojtaszek, 1997) και ε) η επαγόμενη λιγνινοποίηση των φυτικών 

κυτταρικών τοιχωμάτων (Vance et al., 1980). Όλοι ή κάποιοι από τους παραπάνω 

μηχανισμούς έχουν αναπτυχθεί για να βοηθήσουν τα «αμετακίνητα» φυτά να προσαρμοστούν 

σε ένα εχθρικό για την ανάπτυξη τους περιβάλλον. Η ανακάλυψη νέων επαγόμενων ή 

προσυντιθεμένων αντιμικροβιακών ουσιών (La Camera et al., 2004; VanEtten et al., 1994)

αποτελεί αντικείμενο εντατικής έρευνας τις δυο τελευταίες δεκαετίες (Dixon, 2004; Dixon

and Ferreira, 2002; Dixon and Paiva, 1995; Harborne and Williams, 2000; Jeandet et al.,

2002) στα πλαίσια της έρευνας για την εξεύρεση εναλλακτικών τρόπων αντιμετώπισης των 

μικροβιακών ασθενειών των φυτών.

Αν και η αντιμικροβιακή δράση των φλαβονοειδών και των στιλβενοειδών έχει 

σαφώς τεκμηριωθεί (Cowan, 1999; Cushnie and Lamb, 2005; Nowakowska, 2007), η απ’

ευθείας χρήση τους για την αντιμετώπιση μολυσματικών ασθενειών δεν είναι διαδεδομένη,

εξαιτίας της μειωμένης δραστικότητας που παρουσιάζουν οι ουσίες φυτικής προέλευσης σε 

σχέση με αυτές που παράγονται από τα μικρόβια (Lewis and Ausubel, 2006; Yamada, 1991).

1 oxidative burst
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Επιπρόσθετα, η ύπαρξη πληθώρας διαθέσιμων πληροφοριών γύρω από τις ιδιότητες τους, τις 

καθιστά μη ελκυστικές για την κατοχύρωση τους (Duke, 1990), με αποτέλεσμα να αποτρέπει 

τις εταιρείες να επενδύσουν σε αυτές. Παρ’ όλες όμως τις αρνητικές προοπτικές που μπορεί 

να υπάρχουν για την γενικευμένη χρήση των φλαβονοειδών και των στιλβενοειδών, μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν σαν αντιμικροβιακές ουσίες για την αντικατάσταση των παραδοσιακών 

αντιβιοτικών, η χρήση των οποίων έχει δημιουργήσει ανθεκτικά στελέχη (Cowan, 1999).

Η δράση των ουσιών που έχουν αντιμικροβιακή δράση οφείλεται πιθανότατα στο 

αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης με εξωκυτταρικές και διαλυτές πρωτεΐνες αφ’ ενός και στην 

αλληλεπίδραση με τα συστατικά των κυτταρικών τοιχωμάτων αφ’ ετέρου. Τα φλαβονοειδή 

που δεν έχουν υδροξυλομάδες στον δακτύλιο Β του βασικού σκελετού έχουν αυξημένη 

αντιμικροβιακή δράση σε σχέση με τα φλαβονοειδή που φέρουν δακτύλιο Β με 

υδροξυλομάδες (Cowan, 1999). Η υδροξυλομάδα στη θέση C-3 και η ομάδα καρβονυλίου 

στη θέση C-4 του δακτυλίου Γ είναι απαραίτητα στοιχεία για την αντιβακτηριακή δράση των 

φλαβονοειδών (Zhou et al., 2007) ενώ ο διπλός δεσμός ανάμεσα στις θέσεις C-2 και C-3 του 

ίδιου δακτυλίου δεν είναι απαραίτητος για την αντιβακτηριακή δράση των ουσιών αυτών. 

Φαίνεται ότι οι διάφορες ομάδες των φλαβονοειδών όπως και των στιλβενοειδών, 

εξελίχθηκαν παράλληλα με την εξέλιξη των φυτών. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι οι εν 

λόγω ομάδες δεν εμφανίζονται μόνο σε συγκεκριμένες οικογένειες φυτών αλλά σε

περισσότερες, με πολλές από αυτές να είναι εξελικτικά απομακρυσμένες (Stafford, 1991). Τα 

φυτά εξέλιξαν τους μηχανισμούς παραγωγής των ενώσεων αυτών για να τις χρησιμοποιήσουν 

ενάντια σε μικροοργανισμούς και με τον τρόπο αυτό να προστατευτούν από μικροβιακές 

καταστροφές. Τα προϊόντα μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών που κατέχουν 

αντιμικροβιακές ιδιότητες διακρίνονται α) στις φυτοαντισιπίνες1, φλαβονοειδή συστατικώς 

παραγώμενα (VanEtten et al., 1994) και β) στις φυτοαλεξίνες2, επαγώμενα φλαβονοειδή,

όπως οι πτεροκαρπάνες στα ψυχανθή (Hinderer et al., 1987; Jeandet et al., 2002), τα

στιλβενοειδή στο αμπέλι και οι 3-δέοξυ-ανθοκυανιδίνες στο σόργο (Snyder and Nicholson,

1990).

Οι φλαβονοειδείς ενώσεις έχει αναφερθεί ότι αναστέλλουν την ανάπτυξη των

μικροβίων που προκαλούν μολυσματικές ασθένειες τόσο στον άνθρωπο (Basile et al., 1999;

1 phytoanticipins
2 phytoalexins
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Baydar et al., 2004; Cowan, 1999; Cushnie and Lamb, 2005; Friedman, 2007; Gibbons, 2004;

Gradisar et al., 2007; Kuete et al., 2007; Lee et al., 2005; Nijveldt et al., 2001; Nowakowska,

2007; Rios and Recio, 2005; Yamada, 1991) όσο και στα φυτά. Όπως αναφέρουν οι Lewis

και Ausubel (Lewis and Ausubel, 2006), το γενικότερο πρόβλημα της πλειονότητας των 

φυτικής προέλευσης αντιβακτηριακών ενώσεων είναι ότι η αντιβακτηριακή τους δράση 

περιορίζεται μόνο στα κατά Gram θετικά βακτήρια, εξαιτίας της διαφορετικής σύστασης των 

εξωτερικών μεμβρανών τους. Οι αμυντικοί μηχανισμοί των φυτών είναι αφενός η σύνθεση 

σχετικά ασθενών αντιβιοτικών και η σύνθεση αναστολέων ανθεκτικότητας1 και αφετέρου η 

σύνθεση ουσιών που στόχο έχουν τα βακτηριακά συστήματα παθογόνου ισχύος2 και όχι την 

βακτηριακή ανάπτυξη. 

Μεταξύ των φυτικών μεταβολιτών με μυκητοστατικές ιδιότητες είναι τα στιλβενοειδή 

(Hart, 1981), οι φλαβονόλες και οι φλαβαν-4-όλες και οι ισοφλαβόνες. Οι τελευταίες από

μόνες τους παρουσιάζουν αντιμικροβιακή δράση αν και τα παράγωγά τους, πτεροκαρπάνες 

και γλυκεολίνες, εμφανίζονται να είναι περισσότερο ενεργά σε in vitro πειράματα (Graham

and Graham, 1996; Subramanian et al., 2005). Η καμφερίδη3, ένα τριγλυκοσίδιο της 

καμφερόλης, είναι ενεργή ενάντια στο Fusarium oxysporum ssp. dianthi έναν μύκητα που 

προσβάλλει τα γαρύφαλλα (Dianthus caryophyllus) ενώ η λουτεοφορόλη, μια φλαβαν-4-όλη, 

είναι ενεργή ενάντια στο βακτήριο Erwinia amylovora (Spinelli et al., 2005).

Ο γενικότερος χαρακτηρισμός των φλαβονοειδών σαν φυτοπροστατευτικές ουσίες 

προκύπτει και μέσα από τα αποτελέσματα πολλών εργασιών που αποδεικνύουν τις 

αντιβακτηριακές ιδιότητες τους. Όπως αναφέρουν οι Gnanamanickam και Mansfield

(Gnanamanickam and Mansfield, 1981), υπάρχουν μερικά ισοφλαβονοειδή και φλαβονοειδή 

που έχουν άμεση δράση ενάντια στα κατά Gram θετικά βακτήρια Bacillus megaterium,

Corynebacterium betae, Corynebacterium fascians, Micrococcus lysodeikticus,

Mycobacterium phlei και Streptomyces scabies.

1.4.8 Αναστολή ενζύμων

Υπάρχουν φαινολικές ουσίες οι οποίες έχουν την ικανότητα να αναστέλλουν την δράση 

1 multi-drug resistance inhibitors
2 bacterial virulence
3 kaempferide
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ενζύμων που εμπλέκονται σε διαδικασίες παραγωγής ενεργών μορφών οξυγόνου, όπως είναι 

η οξειδάση των ξανθινών, η λιποξυγενάση, η μεταφοράση της γλουταθειόνης, η 

μιτοχονδριακή οξειδάση του ηλεκτρικού οξέος1 και η NADPH οξειδάση. Μεταξύ αυτών των 

ενώσεων συμπεριλαμβάνονται τόσο φλαβονοειδή όσο και στιλβενοειδή (Azmi et al., 2006;

Hanasaki et al., 1994; Middleton et al., 2000).

1.5 Μεταβολική μηχανική

Ένα από τα πλέον ενδιαφέροντα επιτεύγματα της σύγχρονης Μοριακής Βιοτεχνολογίας είναι 

η δυνατότητα στον έλεγχο μικροβιακών μεταβολικών μονοπατιών που οδηγούν στην 

βιοσύνθεση ενώσεων με ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Προηγούμενα, ο τρόπος υλοποίησης τέτοιων 

εγχειρημάτων δεν ήταν εύκολος, μιας και στηρίζονταν σε χημικούς παράγοντες που 

προκαλούσαν τυχαίες μεταλλαγές μέσα στο γενετικό υλικό και σε επιλογή των κυττάρων που 

εμφάνιζαν το επιθυμητό χαρακτηριστικό, με την σάρωση εκατοντάδων ή και χιλιάδων σειρών 

κυττάρων. Όλα αυτά μέχρι την στιγμή που τεκμηριώθηκε η τεχνολογία του γενετικού 

ανασυνδυασμού ή της γενετικής μηχανικής. Πιο πρόσφατα αναπτύχθηκε ο κλάδος της 

γενετικής μηχανικής που αφορά την μεταβολική μηχανική και σχετίζεται με την άμεση 

διαδικασία βελτίωσης είτε της βιοσύνθεσης κάποιου μεταβολίτη ή κάποιου γενετικού 

μετασχηματισμού κάποιας κυτταρικής ιδιότητας μέσω της τροποποίησης κάποιας βιοχημικής 

αντίδρασης ή μέσω της εισαγωγής κάποιου νέου βιοσυνθετικού βήματος ή και ολόκληρου 

μονοπατιού, με τη χρήση τεχνολογίας ανασυνδυασμού του DNA (Stephanopoulos et al.,

1998).

Η επιθυμία για παραγωγή φαρμακευτικών προϊόντων μέσω μεταβολικής μηχανικής 

οδήγησε στην δημιουργία νέων καινοτόμων βιοενεργών προϊόντων καθώς επίσης και στην 

βελτίωση της ποιότητας και της απόδοσης αυτών (Lee et al., 2009). Η παραγωγή της 

πενικιλλίνης σε βιομηχανική κλίμακα από τον μύκητα Penicillium notatum στις αρχές του 

1940 αποτελεί το πρώτο επιτυχημένο παράδειγμα χρησιμοποίησης ζωντανών κυττάρων για 

την παραγωγή ενός φαρμάκου ενάντια σε προσβολές του Staphylococcus αλλά και άλλων 

βακτηρίων (Carlile et al., 2001). Από τότε και μετά, η χρήση ζωντανών κυττάρων για την 

παραγωγή θεραπευτικών πρωτεϊνών γενικεύτηκε και ήδη μετρούνται εκατοντάδες 

1 succinic acid
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παραδείγματα (Rodney and Gibaldi, 2003).

Η παγκόσμια αγορά φαρμακευτικών προϊόντων υπολογίζεται ότι θα ανέλθει στα 1,3 

τρισεκατομμύρια δολάρια το 2020 (Abdullah et al., 2008). Ενώ τα φάρμακα που προέρχονται 

από χημική σύνθεση συνεχίζουν να αποτελούν την πλειοψηφία, ο τζίρος που δημιούργησαν 

σκευάσματα προερχόμενα από χρήση βιοτεχνολογίας το 2003 εκτιμήθηκε στα 30-35

δισεκατομμύρια δολάρια, 15% του συνολικού τζίρου των φαρμακευτικών προϊόντων (Walsh,

1999a). Από αυτά, εκείνα που προήλθαν από φυτά είχαν τζίρο 9-11 δισεκατομμύρια δολάρια 

ετησίως (Abdullah et al., 2008). Η συνέργεια ακαδημαϊκών και ερευνητικών ινστιτούτων με 

τη βιομηχανία έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη νέων τεχνολογιών και νέων 

μορίων/σκευασμάτων για την αντιμετώπιση των ασθενειών (Rodney and Gibaldi, 2003).

Για την υλοποίηση της τεχνολογίας αυτής είναι απαραίτητη η άντληση γνώσης και 

τεχνογνωσίας από ένα ευρύ φάσμα επιστημών όπως είναι η χημεία, η βιοχημεία, οι 

υπολογιστικές επιστήμες και η μοριακή βιολογία. Ουσιαστικά η τεχνολογία αυτή άνοιξε το 

πεδίο για την εισαγωγή και εξαγωγή γονιδίων ή ρυθμιστικών παραγόντων προερχόμενων από 

οργανισμούς εξελικτικά απομακρυσμένους από τον οργανισμό δέκτη, επιτρέποντας με τον 

τρόπο αυτό την μεταφορά γενετικού υλικού μεταξύ οργανισμών που ποτέ δεν θα μπορούσαν 

να αναπτύξουν σχέση ανταλλαγής γενετικού υλικού. Ο άμεσος αντίκτυπος αυτής της 

τεχνολογίας στην βιομηχανία (Miller and Nagarajan, 2000) έχει να κάνει με την δημιουργία 

καινοφανών οργανισμών παραγωγής μεταβολιτών οικονομικού ενδιαφέροντος όπως είναι τα 

αμινοξέα, τα αντιβιοτικά, οι διαλύτες, οι βιταμίνες κ.α. (Bailey, 1991; Stephanopoulos, 1999).

Η ανάπτυξη τεχνολογιών για τον χειρισμό του γενετικού υλικού μικροβίων για την 

ετερόλογη έκφραση πρωτεϊνών στο βακτήριο E. coli και τον μύκητα S. cerevisiae επέτρεψε 

την οικονομική παραγωγή φυσικών προϊόντων που παράγονται σε πολύ μικρές ποσότητες 

στους οργανισμούς στους οποίους φυσικά ανιχνεύονται (Khosla and Keasling, 2003). Η 

συνεχιζόμενη ανάπτυξη των τεχνικών ανασυνδυασμού του DNA έφερε στο προσκήνιο την 

δυνατότητα για τον χειρισμό ολόκληρων μεταβολικών μονοπατιών των μικροβίων (Cameron

and Tong, 1993) είτε μέσω της τροποποίησης της έκφρασης είτε μέσω της τροποποίησης της 

ενεργότητας ορισμένων γονιδίων (de Vos and Hugenholtz, 2004; Koffas et al., 2003) ή μέσω 

της ενσωμάτωσης νέων γονιδίων στο γενετικό τους υλικό (Agius et al., 2003; Martin et al.,

2003; Shimada et al., 1998) ή ακόμα μέσω της τροποποίηση των τελικών ενώσεων για την 

παραγωγή νέων πιο ενεργών παραγώγων τους (Katsuyama et al., 2007a).

Βιο-φαρμακευτικά προϊόντα που παράγονται από μικρο-οργανισμούς και έχουν βρει 
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την έξοδό τους προς την αγορά παράγονται αποκλειστικά από το E. coli Κ12. Το στέλεχος 

αυτό αποτελεί ιδανική λύση για εκτέλεση μεθοδολογιών γενετικής τροποποίησης για 

λειτουργική έκφραση πρωτεϊνών μιας και α) είναι πολύ καλά μελετημένο, β) επιτρέπει την 

έκφραση των ετερόλογων πρωτεϊνών σε πολύ υψηλά επίπεδα (μέχρι 25% των συνολικών 

πρωτεϊνών στην περίπτωση της γ-ιντερφερόνης), γ) απαιτεί σχετικά απλά και οικονομικά 

μέσα ανάπτυξης και δ) η τεχνολογία και τεχνογνωσία ανάπτυξής του σε ζυμωτήρες είναι 

τεκμηριωμένη (Walsh, 1999b).

Μειονεκτήματα της χρήσης του E. coli σαν ξενιστή για την ετερόλογη έκφραση 

πρωτεϊνών μπορεί να θεωρηθούν α) η δημιουργία συμπυκνωμένων πρωτεϊνικών 

συσσωματωμάτων1, που μπορούν να επηρεάσουν την λειτουργική έκφραση των πρωτεϊνών,

β) η παρουσία λιπο-πολυσακχαριδίων στις μεμβράνες που δρουν τοξικά στον άνθρωπο εάν 

φτάσουν στην κυκλοφορία του αίματος (Walsh, 1999b), γ) συχνά δεν αναγνωρίζονται

ανωδικά2 στοιχεία γονιδίων που προέρχονται από βακτήρια άλλων γενών ή οικογενειών, δ) η 

ύπαρξη αναφορών για τοξική δράση των εκφραζόμενων πρωτεΐνών στα κύτταρα (Abdullah et

al., 2008) και ε) η ύπαρξη θέματος ασφάλειας από την ενδεχόμενη παρουσία υπολειμμάτων 

DNA στα τελικά προϊόντα.

Πολλές θεραπευτικής φύσεως πρωτεΐνες, όταν παράγονται με φυσικό τρόπο στο 

σώμα, γλυκοσυλιώνονται. Όταν όμως αυτές οι πρωτεΐνες παράγονται σε κάποιον 

προκαρυωτικό οργανισμό η δράση τους συχνά είναι περιορισμένη μιας και δεν έχουν 

αναπτύξει επαρκή μηχανισμό μετα-μεταφραστικής τροποποίησης για την γλυκοσυλίωση,

φωσφορυλίωση, μεθυλίωση, οξείδωση, πρωτεολυτική πέψη συγκεκριμένων καταλοίπων κ.α. 

(Walsh, 1999b; Walsh and Jefferis, 2006). Επειδή κατά την ετερόλογη έκφραση πρωτεϊνών 

σε E. coli δεν εξασφαλίζεται πάντοτε η ενεργότητά τους, τέτοια συστήματα περιορίζονται 

στην έκφραση κυρίως πρωτεϊνών απλής δομής. Όσο αυξάνει η πολυπλοκότητα των 

πρωτεϊνών, ευκαρυωτικά συστήματα έκφρασης είναι προτιμότερα (Gomord and Faye, 2004;

Lienard et al., 2007).

Από την άλλη πλευρά, υπάρχουν οι ευκαρυωτικοί μικρο-οργανισμοί (όπως είναι είδη 

των γενών Saccharomyces, Pichia και Kluyveromyces) που συνδυάζουν τα πλεονεκτήματα 

που έχουν από τη μια οι μονοκύτταροι προκαρυωτικοί οργανισμοί (π.χ. ευκολία στην 

1 inclusion bodies
2 upstream
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ανάπτυξη και στον χειρισμό του γενώματος) με τους μηχανισμούς έκφρασης, 

πρωτεϊνοσύνθεσης και μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων ευκαρυωτικού τύπου (Gellissen

and Hollenberg, 1997; Khosla and Keasling, 2003). Αυτό επιτρέπει για παράδειγμα, την 

έκφραση P450 πρωτεϊνών, που είναι απαραίτητες στην βιοσύνθεση δευτερογενών 

μεταβολιτών, πράγμα που δεν συμβαίνει στα βακτήρια (Hotze et al., 1995). Ιδιαίτερα όσο 

αφορά στον S. cerevisiae, παράλληλα με την ευκολία στους χειρισμούς, η εκτεταμένη μελέτη 

σε επίπεδο γενετικής, βιοχημείας και φυσιολογίας καθώς και η καταχωρημένη αλληλουχία 

του γενώματός του (Yeast Genome Database, http://www.yeastgenome.org/), τον κάνει 

ιδανικό οργανισμό-ξενιστή για την έκφραση γονιδίων βιοσύνθεσης δευτερογενών 

μεταβολιτών άλλων ευκαρυωτικών οργανισμών όπως των φυτών (Goffeau et al., 1996;

Sudbery, 1996). Επιπρόσθετα ο οργανισμός αυτός θεωρείται ότι είναι περιβαλλοντικά 

ασφαλής (GRAS1) και μη-παθογόνος που μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε διαδικασίες 

παραγωγής καταναλωτικών προϊόντων (Chemler et al., 2006).

Η παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών δεν πρέπει να θεωρείται μια μονοδιάστατη 

διαδικασία όπου η εισαγωγή ενός ή περισσότερων γονιδίων καταλήγει στην σύνθεση των 

τελικών προϊόντων όπως μπορεί να διαφαίνεται στο Σχήμα 3 (σελ. 10) και στο απλοποιημένο 

Σχήμα 5 (σελ. 47). Αυτό ισχύει ιδιαίτερα στις περιπτώσεις όπου γίνεται ανασύσταση 

πολυγονιδιακών μονοπατιών όπως είναι αυτά των στιλβενοειδών και των φλαβονοειδών. 

Ενώσεις με ιδιαίτερη αξία που έχουν παραχθεί με τον τρόπο αυτό είναι μερικά ισοπρενοειδή, 

τερπενοειδή και πολυκετίδια (Martin et al., 2003; Mijts and Schmidt-Dannert, 2003), ουσίες 

που προσδίδουν γεύση και άρωμα (Krings and Berger, 1998) καθώς και τα φυτικής 

προέλευσης φλαβονοειδή (Ververidis, Trantas et al., 2007a).

Οι πρώτες μελέτες πάνω στην ετερόλογη έκφραση φυτικής προέλευσης γονιδίων του 

μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών στηρίζονταν στην εκτίμηση της ενεργότητας 

συγκεκριμένων ενζύμων και στην εκτίμηση της ικανότητας μετασχηματισμού συγκεκριμένων

υποστρωμάτων. Αυτές οι πρώτες προσπάθειες για τον διαγονιδιακό έλεγχο των μεταβολικών 

βημάτων σε μικρόβια, έδειξε το δρόμο για την μεταβολική μηχανική ολόκληρων 

βιοσυνθετικών μονοπατιών έτσι ώστε να γίνει δυνατή η παραγωγή συγκεκριμένων φυτικών 

μεταβολιτών. Η δυναμική μιας τέτοιας προσέγγισης φάνηκε μέσα από δυο εργασίες. Στην 

πρώτη οι Szczebara και συνεργάτες κατασκεύασαν γενετικά τροποποιημένο στέλεχος 

1 Generally Regarded As Safe



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Εισαγωγή

29

σακχαρομύκητα το οποίο ήταν σε θέση να βιοσυνθέσει υδροκορτιζόνη με την συνέργεια 13

διαγονιδίων (Szczebara et al., 2003). Στην δεύτερη οι Hauf και συνεργάτες πέτυχαν

ταυτόχρονη έκφραση 7 γονιδίων που κωδικοποιούν για ένζυμα της γλυκόλυσης (Hauf et al.,

2000).

1.6 Σκοποί της διατριβής

Η παρούσα εργασία επικεντρώνεται γύρω από τους εξής άξονες:

 την διερεύνηση της περιοχής των φλαβονοειδών ενώσεων του μεταβολισμού των 

φαινυλοπροπανοειδών (Χημική ετερογένεια, Κατηγοριοποίηση),

 την υιοθέτηση της μεθοδολογίας της μεταβολικής μηχανικής για την ανασύσταση των 

βιοσυνθετικών μονοπατιών εκείνων του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών σε

κατάλληλα στελέχη ζύμης (S. cerevisiae) που καταλήγουν στην βιοσύνθεση της

ρεσβερατρόλης (στιλβένιο), της γενιστεΐνης (ισοφλαβόνη), της καμφερόλης και της 

κερκετίνης (φλαβονόλες) καθώς και των ενδιάμεσων αυτών ενώσεων του κουμαρικού

οξέος και της ναριγκενίνης (φλαβανόνης),  και

 την βελτιστοποίηση παραγωγής τελικών προϊόντων και αξιοποίηση αυτών των τελικών 

προϊόντων σε τομείς επιστημονικών εφαρμογών, όπως φυτοπροστασία και τεχνολογία 

τροφίμων (Οινοποιία).
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22 ΥΥΛΛΙΙΚΚΑΑ

«Τα σοβαρά προβλήματα που 
αντιμετωπίζουμε δεν μπορούν να λυθούν αν 
μείνουμε στο ίδιο επίπεδο σκέψης που 
είχαμε όταν τα δημιουργήσαμε»

Άλμπερτ Αϊνστάιν (1879-1955,
φυσικός) 

2.1 Ένζυμα, αντιδραστήρια και άλλα αναλώσιμα υλικά

Τα ένζυμα που χρησιµοποιήθηκαν κατά την εκπόνηση της παρούσας διατριβής προήλθαν 

από τις εταιρείες Minotech και New England Biolabs (ενδονουκλεάσες περιορισμού), 

Finnzymes (Phusion πολυμεράση, MMLV αντίστροφη μεταγραφάση), Takara (Κινάση, 

DNaseI). Τα αναλώσιμα υλικά (δοχεία, στήλες) που χρησιμοποιήθηκαν για την 

ποσοτικοποίηση στην τριχοειδή ηλεκτροφόρηση ήταν της εταιρείας Agilent Technologies

ενώ τα πρότυπα δείγματα προήλθαν από τις εταιρείες Sigma (ρεσβερατρόλη, γενιστεΐνη,

ναριγκενίνη), TRANSMIT (ναριγκενίνη καθαρότητας >98%) και Fluka (καμφερόλη και 

κερκετίνη). O προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των κλωνοποιημένων 

τμημάτων DNA έγινε στο εργαστήριο της Μικροχημείας (ΙΜΒΒ, ΙΤΕ) και στην εταιρεία 

Macrogen (Κορέα).
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2.2 Θρεπτικά μέσα

2.2.1 Θρεπτικό μέσο καλλιέργειας βακτηριακών κυττάρων Luria-Bertani (LB)

Η σύσταση αυτού του θρεπτικού μέσου που είναι κατάλληλο για την ανάπτυξη βακτηριακών 

καλλιεργειών είναι 10g/L τρυπτόνη, 5g/L εκχύλισμα ζύμης, 10g/L χλωριούχο νάτριο. Για την 

ανάγκη χρήσης στερεών υποστρωμάτων LB προστέθηκαν 15g/L άγαρ. 

2.2.2 Πλήρες θρεπτικό μέσο καλλιέργειας σακχαρομύκητα (YPD)

Για την ανάπτυξη του σακχαρομύκητα χρησιμοποιήθηκε θρεπτικό μέσο που περιείχε 10g/L

εκχύλισμα ζύμης, 20g/L πεπτόνη, 20g/L γλυκόζη με το pH να σταθεροποιείται στο 5,8. Το 

εκχύλισμα ζύμης είναι το υδατοδιαλυτό τμήμα παρασκευάσματος ζύμης με ακέραια β-

σύμπλοκα πρωτεϊνών και πιο συγκεκριμένα είναι μείγμα αμινοξέων, πεπτιδίων,

υδατοδιαλυτών βιταμινών και υδατανθράκων. Για την παρασκευή στερεών υποστρωμάτων 

YPD έγινε προσθήκη 20g/L άγαρ.

2.2.3 Θρεπτικό μέσο καλλιέργειας σακχαρομύκητα για επιλογή (CM)

Για την επιλογή των μετασχηματισμένων κυττάρων σακχαρομύκητα χρησιμοποιήθηκαν 

κατάλληλα πρωτόκολλα επιλογής με βάση τις αυξοτροφίες του κάθε στελέχους. Αυτό 

σήμαινε ότι τα κύτταρα καλλιεργούνταν σε θρεπτικά που τους έλειπε ένα βασικό συστατικό 

όπως η Ιστιδίνη (HIS), η Λευκίνη (LEU), η Τρυπτοφάνη (TRP) και η Ουρακίλη (URA).

Μόνο τα κύτταρα που είχαν μετασχηματιστεί με πλασμίδιο που έφεραν το γονίδιο που 

συμπλήρωνε την αντίστοιχη μεταλαγή αυξοτροφίας σε θέση να αναπτυχθούν. Η σύσταση του 

θρεπτικού μέσου ήταν 6,7g/L για το θρεπτικό υλικό πηγής αζώτου για τον σακχαρομύκητα 

χωρίς αμινοξέα1, 20g/L γλυκόζης, 10mg/L ισολευκίνη, 150mg/L βαλίνη, 20mg/L αδενίνη, 

20mg/L αργινίνη, 30mg/L λυσίνη, 20mg/L μεθειονίνη, 200mg/L θρεονίνη, 30mg/L τυροσίνη 

και 50mg/L φαινυλαλανίνη. Το pH του θρεπτικού κυμαίνονταν γύρω στο 5,8 το οποίο 

1 yeast nitrogen base without aminoacids
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σταθεροποιούνταν με γαλακτικό οξύ1. Τα αμινοξέα ιστιδίνη, λευκίνη, τρυπτοφάνη και 

ουρακίλη προστέθηκαν ανάλογα με τις αυξοτροφίες του στελέχους-ξενιστή σε συγκεντρώσεις 

20mg/L, 100mg/L, 20mg/L και 20mg/L αντίστοιχα.

2.2.4 Θρεπτικό μέσο ανάπτυξης βοτρύτη

Για την ανάπτυξη του βοτρύτη σε τρυβλία Petri χρησιμοποιήθηκε θρεπτικό μέσο 

καλλιέργειας PDA2 της εταιρείας Lab M. 

2.3 Στέλεχος Escherichia coli

Το βασικό στέλεχος του E. coli που χρησιμοποιήθηκε σε αυτό το έργο ήταν το JM83 (F- ara,

∆(lac-proAB), rpsL (Strr)[Φ80, lacZ∆M15], thi).

2.4 Ανάπτυξη και στελέχη σακχαρομύκητα Saccharomyces cerevisiae

2.4.1 Γενικά στοιχεία

Ο S. cerevisiae είναι ένας οργανισμός που πολλαπλασιάζεται τόσο εγγενώς όσο και αγενώς3.

Στα στελέχη που αφήνονται να πολλαπλασιαστούν αγενώς, από κάθε κύτταρο εκβλαστάνει 

ένα νέο κύτταρο που βρίσκεται προσκολλημένο στο μητρικό. Τελικά το νέο κύτταρο φτάνει 

το μέγεθος του μητρικού και αποχωρίζεται. Το αποτέλεσμα αυτού του μοντέλου ανάπτυξης 

των κυττάρων της ζύμης είναι η εκθετική αύξηση του αριθμού των κυττάρων. 

Όταν το θρεπτικό μέσο ανάπτυξης μολύνεται με κύτταρα ζύμης, αυτά χρειάζονται μια 

περίοδο προσαρμογής (φάση υστέρησης). Σε αυτή την φάση ο αριθμός και η μάζα των 

κυττάρων διπλασιάζεται σε σταθερά χρονικά διαστήματα. Ακολουθεί μια περίοδος όπου ο 

ρυθμός ανάπτυξης των κυττάρων είναι σταθερός (εκθετική ανάπτυξη). Στη συνέχεια, καθώς 

τα θρεπτικά στοιχεία καταναλώνονται και η συγκέντρωση των τοξικών μεταβολικών 

ενώσεων αυξάνει, η ανάπτυξη των κυττάρων επιβραδύνεται και εισέρχονται στην στατική 

φάση. Στο στάδιο αυτό η ανάπτυξη των κυττάρων φαίνεται στάσιμη επειδή ο αριθμός των 

1 lactic acid
2 Potato Dextrose Agar
3 το στέλεχος το οποίο χρησιμοποιήθηκε σε αυτό το έργο ήταν απλοειδές
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νέων κυττάρων είναι ίσος με τον αριθμό αυτών που πεθαίνουν στη μονάδα του χρόνου. 

Αποτέλεσμα είναι η συνολική καμπύλη ανάπτυξης να είναι σιγμοειδής (Adams et al., 1997).

Ο μύκητας S. cerevisiae έχει 16 καλά χαρακτηρισμένα χρωμοσώματα, το μέγεθος των 

οποίων κυμαίνεται από 200 μέχρι 2.200kb. Η συνολική αλληλουχία του χρωμοσωμικού DNA 

είναι 12.052kb (Goffeau et al., 1996), έχει 6.183 ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης με περισσότερα 

από 100 αμινοξέα, με περίπου 5.800 από αυτά να αντιστοιχούν σε πραγματικές πρωτεΐνες. Το 

γένωμα του σακχαρομύκητα είναι αρκετά συμπυκνωμένο, με το 72% αυτού να αντιστοιχεί σε 

γονίδια. Το μέσο μέγεθος των γονιδίων είναι 1.450bp ή 483 κωδικώνια με ένα εύρος κωδικού 

μήκους από 40 μέχρι 4.910bp. Το 3,8% των ανοικτών πλαισίων ανάγνωσης περιέχουν 

ιντρόνια και περίπου το 30% έχουν χαρακτηριστεί λειτουργικά (Goffeau et al., 1996).

2.4.2 Στελέχη σακχαρομύκητα

Το βασικό στέλεχος ζύμης που χρησιμοποιήθηκε ήταν το YPH499 (MATα, ura3-52, lys2-

801amber, ade2-101ochre, trp1-Δ63, his3-Δ200, leu2-Δ1). Τα γενετικά τροποποιημένα στελέχη 

που κατασκευάστηκαν στα πλαίσια αυτού του έργου στηρίχτηκαν στο YPH499 και φαίνονται

στο κεφάλαιο των αποτελεσμάτων (Πίνακας 4, σελ. 64).

2.5 Πλασμιδιακοί φορείς

Οι φορείς που χρησιμοποιήθηκαν στην διατριβή αυτή αφορούν βακτηριακούς φορείς 

και φορείς σακχαρομύκητα και περιγράφονται παρακάτω.

2.5.1 Βακτηριακοί φορείς

2.5.1.1 pBluescriptII KS+

Το πλασμίδιο pBluescriptII KS+ (Stratagene) που χρησιμοποιήθηκε για κλωνοποιήσεις και 

για αλληλουχήσεις τμημάτων DNA. Η αλληλουχία του φορέα περιλαμβάνει μια περιοχή 

πολυσυνδέτη που φέρει 21 μοναδικές θέσεις αναγνώρισης (Σχήμα 48, σελ. 118) από 

περιοριστικά ένζυμα. Επίσης στα άκρα του πολυσυνδέτη υπάρχουν υποκινητές για τις T3 και 

T7 RNA πολυμεράσες που μπορούν να χρησιμοποιηθούν είτε για την σύνθεση RNA in vitro

είτε για την αλληλούχηση υποκλωνοποιημένων τμημάτων DNA. 
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2.5.1.2 pGEM T-Easy

Τo πλασμίδιο pGEM T-Easy (Promega) επιτρέπει την κλωνοποίηση προϊόντων PCR. Ο 

φορέας ήταν κομμένος με EcoRV και έφερε προεξέχουσες θυμίνες (T), μη επιτρέποντας την 

επανασύνδεση του κομμένου πλασμιδίου, παρά μόνο έπειτα από την ενζυμική σύνδεση τους 

με τμήματα DNA (π.χ. προϊόντα PCR) που φέρουν προεξέχοντα κατάλοιπα αδενίνης (Σχήμα 

49, σελ. 119).

2.5.1.3 pT20

Ο φορέας pT20 είναι ένα υβρίδιο μεταξύ του φορέα pT3T7lac και του φορέα pSPTBM20. 

Προέκυψε από την υποκλωνοποίηση του τμήματος EcoRI-HindIII του πολυσυνδέτη του 

pT3T7lac στον φορέα pSPTBM20 στις αντίστοιχες θέσεις (Σχήμα 50, σελ. 120).

2.5.2 Φορείς έκφρασης σακχαρομύκητα

Οι φορείς pESC (Stratagene) είναι επισωμικά πλασμίδια ζύμης (YEPs) που στηρίζονται στο 

βασικό κορμό του φορέα pBluescript ΙΙ SK (+). Κάθε φορέας φέρει τα εξής χαρακτηριστικά: 

α) αρχή αντιγραφής του πλασμιδίου pUC και γονίδιο ανθεκτικότητας στην αμπικιλίνη (β-

λακταμάση, bla), που επιτρέπουν την αντιγραφή και την επιλογή σε στελέχη Ε. coli που 

περιέχουν το φορέα, β) την αρχή αντιγραφής 2μ που επιτρέπει την αυτόνομη αντιγραφή του 

σε κύτταρα του S. cerevisiae σε πολλαπλά αντίγραφα ανα κύτταρο, γ) ένα γονίδιο που 

συμπληρώνει μεταλαγές αυξοτροφίας του στελέχους (HIS3, TRP1, LEU2 ή URA3) για την 

επιλογή σε CM θρεπτικό μέσο που δεν είχε προστεθεί αντίστοιχα ιστιδίνη, τρυπτοφάνη, 

λευκίνη ή ουρακίλη, δ) την κασέτα έκφρασης η οποία περιέχει τις αλληλουχίες των 

υποκινητών GAL1 και GAL10 του S. cerevisiae, ε) δυο περιοχές κλωνοποίησης και στ) από 

μια αλληλουχία τερματισμού της μεταγραφής καθοδικά του κάθε υποκινητή.  

Οι φορείς pESC χρησιμοποιήθηκαν για την λειτουργική έκφραση γονιδίων στο 

σακχαρομύκητα υπό τον έλεγχο των επαγόμενων με γαλακτόζη υποκινητών GAL1 και 

GAL10. Φέρουν δυο αρκετά μεγάλες περιοχές υποκλωνοποίησης και δυο περιοχές 

τερματισμού της μεταγραφής. Με αυτούς τους φορείς ένα ή δύο κλωνοποιημένα γονίδια 

μπορούν να εισαχθούν σε στελέχη σακχαρομύκητα. Κάθε φορέας pESC έχει ένα διαφορετικό 
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γονίδιο επιλογής (HIS3, TRP1, LEU2, URA3), όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Έτσι γίνεται 

δυνατή η έκφραση και ανάλυση δύο διαφορετικών γονιδίων ανά φορέα (Σχήμα 44, Σχήμα 45,

Σχήμα 46, Σχήμα 47, σελίδες 116-118).

Ένα μοντέλο που εξηγεί τον μηχανισμό με τον οποίο γίνεται ο έλεγχος της έκφρασης 

των γονιδίων που βρίσκονται καθοδικά των GAL1 ή GAL10 υποκινητών ορίζει ότι η 

πρωτεΐνη GAL4 δρα σαν μεταγραφικός παράγοντας (ενεργοποιητής) υπεύθυνος για την 

ρύθμιση γονιδίων που εμπλέκονται στον καταβολισμό της γαλακτόζης. Σε μη επαγωγικές 

συνθήκες (όταν το θρεπτικό υπόστρωμα περιέχει γλυκόζη) η πρωτεΐνη GAL4 αλληλεπιδρά 

με την πρωτεΐνη GAL80, με αποτέλεσμα να την καταστολή της μεταγραφής των γονιδίων 

μεταβολισμού της γαλακτόζης (στο άγριο στέλεχος). Με την προσθήκη γαλακτόζης στο 

θρεπτικό υπόστρωμα, ενεργοποιείται η πρωτεΐνη GAL3 η οποία αλληλεπιδρά με την GAL80 

πρωτεΐνη αποτρέποντάς την να αλληλεπιδράσει με την πρωτεΐνη GAL4. Με τον τρόπο αυτό 

ενεργοποιείται η μεταγραφή των γονιδίων που βρίσκονται καθοδικά των υποκινητών GAL1

και GAL10 (Johnston, 1987).

2.6 Αλληλουχίες Ολιγονουκλεοτιδίων

Οι αλληλουχίες και η προέλευση των γονιδίων που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 

διατριβή είναι κατατεθημένα στην βάση δεδομένων Genbank με κωδικούς που δίνονται στον 

παρακάτω πίνακα.

Πίνακας 2: Ολιγονουκλεοτίδια που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτό έργο. Για την επεξήγηση των συντομογραφιών των 
γονιδίων βλέπετε τον πίνακα στην σελίδα x.

Γονίδιο/ Πηγή
απομόνωσης

Κατεύθυνση Αλληλουχία (5’3’) Κωδικός 
Genebank
(Μέγεθος 

αλληλουχίας,
bp)

ανοδικός TGTAATCCATCGATTCTAGAAAAATGG

καθοδικός CTCTAGAAGCTTAGCAAATAGGAAGAGG
L11747
(2181)

ανοδικός ACAAGGCGGTGCTCTTCAGA
PAL / P. trichocarpa x
P. deltoides

καθοδικός GGTGACTGGATTGGCGAGAT
Εσωτερικοί 
εκκινητές

ανοδικός GTCGACAATGGATCTCCTCCTTCTGGA
C4H / G. max

καθοδικός CTCGAGTCTAAAATGACCTTGGCTTTGCC
FJ770468

(1530)

ανοδικός ATGATAACTCTAGCTCCTTCTCTTGATAC
4CL / G. max

καθοδικός GCTATCGATTAAGGCGTCTGAGTGGCGGCGG
FJ770469

(1697)

ανοδικός GGATCCATGGCTTCAGTCGAGGAATTTAGAAACRS / V. vinifera cv.
Soultanina καθοδικός CACTTAATTTGTAACCATAGGAATGCTATG

FJ770470
(1188)

ανοδικός GGATCCACGATGTTGCTGGAACTTGCAC
IFS / G. max

καθοδικός GATGGCAAGACACTACTATTG
FJ770473

(1565)
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Γονίδιο/ Πηγή
απομόνωσης

Κατεύθυνση Αλληλουχία (5’3’) Κωδικός 
Genebank
(Μέγεθος 

αλληλουχίας,
bp)

ανοδικός ATGGTCAGTGTTGAAGAGATCC
CHS / G. max

καθοδικός TTAGACAGTGACACTGCGGAG

FJ770471
(1165)

ανοδικός ATGGCATTTCCGTCCGTAACC
CHI / G. max

καθοδικός TCACTTATGAGATTGAGGGTCAC
FJ770472

(680)

ανοδικός CAACATATGGCACCAACAGC
F3H / G. max

καθοδικός TTAAGCAAGAATCTCCTTCAAAGG
FJ770474

(1128)

ανοδικός TGTAATCCATCGATTCTAGAAAAATGG
F3’H / G. max

καθοδικός GTCGACAATTATAAGGAAG
FJ770476

(1540)

ανοδικός ATGAAAACAATTCAAGGTCAGFLS / Solanum
tuberosum καθοδικός CCCATAATTCTTCACTGAGG

FJ770475
(1049)

ανοδικός TACAGCGGGCCCAACATGCAATCATCAAGCAGCTCGCPR/ P. trichocarpa x
P. deltoides καθοδικός TACAGCGTCGACCCATACACGCAGATACCTGC

AF302497
(2140)

ανοδικός TGGATTCCGGTGATGGTGTTACTCACACT
S. cerevisiae καθοδικός ATGGAACAAAGCTTCTGGGGCTCTGA

V01288
(332)
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33 ΜΜΕΕΘΘΟΟΔΔΟΟΙΙ

«Η προετοιμασία είναι το κλειδί της 
επιτυχίας»

Αλεξάντερ Γκράχαμ Μπελ (1847–
1922, φυσικός) 

3.1 Πρωτόκολλα παρασκευής διαλυμάτων απομόνωσης νουκλεϊκών οξέων

3.1.1 Ουδέτερη φαινόλη

Για την παρασκευή της ουδέτερης φαινόλης αναμίχθηκαν 300ml TEMS χωρίς 

μερκαπτοαιθανόλη (100mM Tris-HCl pH 7.5-8, 10mM EDTA, 100mM NaCl, αποστείρωση), 

250ml CHCl3, 1gr 8-υδροξυκινολίνη και 1kg φαινόλη και ανακινήθηκαν μέχρι να διαλυθούν. 

3.1.2 Όξινη φαινόλη

Σε 20ml νερού διαλύθηκαν 100gr φαινόλης με θέρμανση στους 65°C. Στη συνέχεια 

προστέθηκαν 0,2gr υδροξικινολίνης και το διάλυμα αφέθηκε να κρυώσει. Προστέθηκαν άλλα 

10ml περίπου νερού μέχρις ότου το νερό φάνηκε να ξεχωρίζει στην επιφάνεια. Τότε μόνο η 

φαινόλη είναι κορεσμένη σε νερό.
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3.2 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από E. coli

Ποσότητα 1,5ml από καλά αναπτυγμένη υγρή καλλιέργεια σε θρεπτικό με κατάλληλο 

αντιβιοτικό, φυγοκεντρήθηκε σε δοχείο του 1,5ml και η πελέτα επαναδιαλύθηκε σε 100μl

κρύου διαλύματος Ι (50mM γλυκόζη, 25mM Tris-Cl pH 8, 10mM EDTA). Στη συνέχεια 

προστέθηκαν 200μl φρέσκου διαλύματος ΙΙ (0,2N NaOH, 1% SDS) και μετά από ανάδευση, 

τα κύτταρα αφέθηκαν στον πάγο για 5min. Προστέθηκαν 150μl φρέσκου κρύου διαλύματος 

ΙΙΙ (3M οξικό κάλιο, 11,5% καθαρό οξικό οξύ) και μετά από ανάδευση το δείγμα 

φυγοκεντρήθηκε στα 10.000g. Η υδατική φάση μεταφέρθηκε σε καθαρό δοχείο και έγινε 

καθαρισμός με ίσου όγκου ουδέτερη φαινόλη [300ml TEMS χωρίς μερκαπτοαιθανόλη 

(100mM Tris-HCl pH 7,5-8, 10mM EDTA, 100mM NaCl), 250ml CHCl3, 1gr 8-

υδροξυκινολίνη και 1kg φαινόλη ανακινήθηκαν μέχρι να διαλυθούν] και ίσου όγκου 

χλωροφόρμιο. Στη συνέχεια τα νουκλεϊκά οξέα ιζηματοποιούνται με κρύα απόλυτη αιθανόλη. 

Η πελέτα πλύθηκε με 70% αιθανόλη και το DNA επαναδιαλύθηκε σε νερό ή ΤΕ (10mM Tris-

Cl pH 7,5, 1mM EDTA) ή ΝΕ (5mM Tris-Cl, pH 8.5). Ο έλεγχος της ποιότητας και της 

ποσότητας του απομονωμένου DNA έγινε με ανάλυση σε πήκτωμα αγαρόζης με βρωμιούχο 

αιθίδιο (Sambrook et al., 1989).

3.3 Απομόνωση ολικού DNA από S. cerevisiae

Τα κύτταρα από 1,5-3ml καλά ανεπτυγμένης καλλιέργειας συλλέχθησαν με φυγοκέντρηση 

για 5sec, προστέθηκαν 0,2ml του διαλύματος λύσης (2% Triton X-100, 1% SDS, 100mM

NaCl, 10mM Tris-Cl pH8, 1mM EDTA) και 0,3gr πλυμμένων σε οξύ σφαιριδίων υάλου. 

Έγινε ισχυρή ανάμειξη (vortex) για 2min και το δείγμα φυγοκεντρήθηκε για 5min στα

10.000g. Το υπερκείμενο συλλέχθηκε και χρησιμοποιήθηκε σε PCR ή για μετασχηματισμό 

βακτηριακών στελεχών. 

3.4 Απομόνωση φυτικού RNA

Η απομόνωση ολικού RNA από πατάτα και από σόγια έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο Tri

reagent της εταιρίας Sigma (T9424). Περιληπτικά έγινε ομογενοποίηση σε υγρό άζωτο 

100mgr ιστού και προστέθηκε 1ml TriReagent. Έπειτα από 5min σε θερμοκρασία δωματίου 
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προστέθηκαν 0,2ml χλωροφορμίου και έγινε ισχυρή ανάδευση για 15sec. Τα δείγματα 

αφέθηκαν για 15min σε θερμοκρασία δωματίου και η φάση του RNA (επάνω φάση)

απομονώθηκε έπειτα από φυγοκέντρηση στα 12.000g. Προστέθηκε 0,5ml ισοπροπανόλης και 

έπειτα από ανακίνηση τα δείγματα αφέθηκαν για 15min σε θερμοκρασία δωματίου. Τελικά το 

RNA συλλέχθηκε με φυγοκέντρηση στα 12.000g για 15min στους 4°C. Η πελέτα πλύθηκε με 

70% αιθανόλη και επαναδιαλύθηκε σε αποστειρωμένο και απιονισμένο νερό.

3.5 Απομόνωση RNA από σακχαρομύκητα

Η απομόνωση ολικού RNA από καλλιέργεια σακχαρομύκητα ξεκίνησε από 50ml 

καλλιέργειας S. cerevisiae σε μέσο επιλογής στους 30°C. Έγινε φυγοκέντρηση για 5min στα

1500g στους 4°C. Το υπερκείμενο αφαιρέθηκε και προστέθηκε 1/2 του όγκου αποστειρωμένο 

νερό. Έγινε φυγοκέντρηση για 5min στα 1500g, στους 4°C και η πελέτα επαναδιαλύθηκε σε

1ml κρύου αποστειρωμένου νερό. Στη συνέχεια έγινε φυγοκέντρηση για 5min στα 1500g,

στους 4°C και απομακρύνθηκε το υπερκείμενο. Η πελέτα επαναδιαλύθηκε σε 500μl

διαλύματος λύσης (10 mM Tris HCl pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.5% SDS) και προστέθηκαν

500μl (κορεσμένης σε νερό) όξινης φαινόλης. Έγινε ισχυρή ανάδευση για 1,5min και το 

δείγμα τοποθετήθηκε για 2 ώρες στους 65°C. Κάθε 20 min γίνονταν ισχυρή ανάδευση για 

1min. Στη συνέχεια τα δείγματα αφέθηκαν στον πάγο για τουλάχιστον 10 min και 

προστέθηκε 1/10 του όγκου CH3COONa 3M με pH 4. Ακολούθησε φυγοκέντρηση 10min

στους 4°C, το υπερκείμενο συλλέχθηκε και προστέθηκαν 500μl (κορεσμένης σε νερό) όξινης 

φαινόλης και 500μl χλωροφορμίου. Έγινε ισχυρή ανάδευση και το δείγμα φυγοκεντρήθηκε

για 10 min στους 4°C. Έγιναν άλλα δύο πλυσίματα με φαινόλη/χλωροφόρμιο και συλλέχθηκε

η υπερκείμενη υδατική φάση. Προστέθηκαν 2½ όγκοι απόλυτης αιθανόλης και το δείγμα 

τοποθετήθηκε στους -20°C για τουλάχιστον 30 min. Έγινε φυγοκέντρηση στις 13000rpm,

στους 4°C για 30 min και η πελέτα πλύθηκε με 1ml 70% αιθανόλης. Τελικά η πελέτα με το 

RNA διαλύθηκε σε 50-100μl αποστειρωμένου και απιονισμένου νερού. 

3.6 Ενζυμικοί χειρισμοί του DNA

Η ακολουθούμενη στρατηγική κατασκευής των φορέων που φέρουν τα γονίδια απαιτεί μια 

ακολουθία από κλωνοποιήσεις, πέψεις με περιοριστικές ενδονουκλεάσες, λιγοποιήσεις, 
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αποφωσφορυλιώσεις και φωσφορυλιώσεις των τμημάτων DNA που συμμετέχουν στην 

στρατηγική. Σε κάθε περίπτωση οι χειρισμοί έγιναν σύμφωνα με τις οδηγίες που υπήρχαν στα 

εγχειρίδια χρήσης των ενζύμων από τον εκάστοτε προμηθευτή.

3.7 Παρασκευή δεκτικών κυττάρων Escherichia coli

Υγρό θρεπτικό μέσο LB όγκου 100ml μολύνθηκαν με φρέσκια καλλιέργεια του στελέχους 

JM83 του βακτηρίου E. coli και αφέθηκαν να αναπτυχθούν έως η απορρόφηση στα 600nm

φτάσει στο 0,6-0,8. Αμέσως μετά η καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε και η πελέτα 

επαναδιαλύθηκε σε 30ml κρύου διαλύματος Tfb I (30mM CH2COOK, 50mM MnCl2, 50mM

KCl, 10mM CaCl2, 15% γλυκερόλη). Μετά από επώαση στον πάγο για 30 min η καλλιέργεια 

φυγοκεντρήθηκε, τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν σε 4 ml κρύου διαλύματος Tfb II (10mM 

MOPS pH 7, 75mM CaCl2, 10mM KCl, 15% γλυκερόλη) και μοιράστηκαν σε δοχεία των 

1,5ml (100μl/δοχείο). Παγώθηκαν σε υγρό άζωτο και αποθηκεύτηκαν στους -80°C.

3.8 Μετασχηματισμός βακτηρίων με θερμική καταπόνηση (Heat shock)

Σε 100μl JM83 δεκτικών κυττάρων προστέθηκε το μείγμα της αντίδρασης της λιγάσης ή 

κάποιο πλασμίδιο και το μίγμα ανακινήθηκε ελαφρά. Έγινε επώαση στον πάγο για 30min και 

στη συνέχεια προκλήθηκε θερμικό σοκ στους 40°C για 1min. Τα κύτταρα 

επανατοποθετήθηκαν στον πάγο για 3-5min και προστέθηκε 1ml LB χωρίς αντιβιοτικό. Έγινε 

επώαση στους 37°C με ανάδευση για 45-60min και τελικά απλώθηκαν σε πιάτα LB με το 

κατάλληλο αντιβιοτικό για επιλογή.

3.9 Παρασκευή δεκτικών κυττάρων S. cerevisiae και μετασχηματισμός

Ο μετασχηματισμός έγινε με βάση την μεθοδολογία του Gietz (Gietz and Woods, 2002). Για 

τον μετασχηματισμό σακχαρομύκητα έγινε μόλυνση προθερμασμένου στους 30°C θρεπτικού 

μέσου YPD με καλά ανεπτυγμένη καλλιέργεια. Όταν μετά από 3-5 ώρες ανάδευσης (200rpm)

η OD600 έφτασε στο 0.1 (2x107 κύτταρα/ml) τα κύτταρα συλλέχθησαν με φυγοκέντρηση 

(3000g, 3min), πλύθηκαν με 25ml αποστειρωμένου και επαναδιαλύθηκαν σε 1ml

αποστειρωμένου νερού. Τα κύτταρα μεταφέρθηκαν σε δοχεία του 1,5ml, φυγοκεντρήθηκαν 
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για 30sec και το υπερκείμενο απομακρύνθηκε. Προστέθηκε 1ml αποστειρωμένου και 

απιονισμένου νερού και τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν με έντονη ανάδευση. Στη συνέχεια το 

αιώρημα των κυττάρων μοιράστηκε σε δοχεία του 1,5ml έτσι ώστε κάθε δοχείο να περιέχει 

100μl αιωρήματος, φυγοκεντρήθηκαν και απομακρύνθηκε το υπερκείμενο. 

Για τον μετασχηματισμό φτιάχτηκαν 360μl μείγματος μετασχηματισμού το οποίο 

περιείχε 33,3% πολυεθυλενική γλυκόλη 3350 (PEG 3350), 0,1M οξικό λίθιο, 0,28mg/ml

αποδιαταγμένου με βρασμό DNA σπέρματος σολωμού και 1-3μgr του πλασμιδίου. 

Ακολούθησε προσθήκη του παραπάνω μείγματος σε δοχείο που περιείχε τα δεκτικά κυττάρα. 

Μετά από επώαση 30min στους 30°C και 30min στους 42°C τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν 

για 30sec και το υπερκείμενο απομακρύνθηκε. Προστέθηκε 1ml αποστειρωμένου και 

απιονισμένου νερού και ακολούθησε ισχυρή ανάδευση. Τέλος, διαδοχικές αραιώσεις 

απλώθηκαν σε τρυβλία με την κατάλληλη αυξοτροφία. 

3.10 Συνθήκες καλλιέργειας σακχαρομύκητα

Το άγριου τύπου στέλεχος YPH499 καλλιεργήθηκε σε YPD θρεπτικό μέσο ενώ τα γενετικά 

τροποποιημένα στελέχη καλλιεργήθηκαν σε αυξοτροφικά θρεπτικά μέσα με γλυκόζη ή 

γαλακτόζη ανάλογα με το εάν επιθυμούσαμε την επαγωγή της έκφρασης των γονιδίων ή όχι. Σε 

κάθε περίπτωση οι καλλιέργειες γίνονταν με ισχυρή ανάδευση (200rpm) και σε εύρος 

θερμοκρασιών 25-30°C.

3.11 Εκκίνηση καλλιέργειας γενετικά τροποποιημένων κυττάρων 

σακχαρομύκητα

Για την εκκίνηση των καλλιεργειών του εκάστοτε γενετικά τροποποιημένου στελέχους 

σακχαρομύκητα μολύνονταν 2-4ml του κατάλληλου θρεπτικού μέσου σε δοκιμαστικό 

σωλήνα με μόλυσμα από τρυβλίο Petri. Η καλλιέργεια αυτή αφού αφήνονταν να μεγαλώσει 

αρκετά (1,8-2 OD600 μονάδες οπτικής πυκνότητας) για 24 ώρες, χρησιμοποιούταν για την 

εκκίνηση της κύριας 100ml καλλιέργειας. Εάν έπρεπε να χρησιμοποιηθεί η ίδια καλλιέργεια 

με διαφορετικές συνθήκες ανάπτυξης η κύρια αυτή καλλιέργεια χρησιμοποιούνταν για να 

εκκινηθούν οι καλλιέργειες αυτές. 
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3.12 Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης1 αποτελεί μια από τις πιο ριζοσπαστικές 

ανακαλύψεις η οποία διεύρυνε βιοτεχνολογικές εφαρμογές της μοριακής βιολογίας και 

αποτελεί ουσιαστικά μια μέθοδο πολλαπλασιασμού2 συγκεκριμμένων τμημάτων DNA. 

Βασίζεται στην επανάληψη τριών απλών αντιδράσεων, οι οποίες διαφέρουν στη θερμοκρασία 

και το χρόνο. Κάθε κύκλος αποτελείται από τα εξής στάδια: α) αποδιάταξη του δίκλωνου 

DNA, β) υβριδισμός των εκκινητών, γ) σύνθεση συμπληρωματικών αλυσίδων DNA με τη 

βοήθεια μιας θερμοανθεκτικής DNA πολυμεράσης.

Σε μια τυπική αντίδραση, στο πρώτο βήμα του κύκλου γίνεται αποδιάταξη του 

δίκλωνου DNA, με αύξηση της θερμοκρασίας της αντίδρασης συνήθως μεταξύ 92°C και 

96°C. Σε αυτή την θερμοκρασία σπάνε οι δεσμοί υδρογόνου που κρατάνε ενωμένους τους 

δυο κλώνους του DNA. Στο δεύτερο βήμα η θερμοκρασία κατεβαίνει στα επίπεδα των 50-

65°C όπου και επιτυγχάνεται ο υβριδισμός των εκκινητών στις συμπληρωματικές περιοχές 

του DNA. Στο τρίτο βήμα που πραγματοποιείται στους 72°C πραγματοποιείται ουσιαστικά η 

σημαντικότερη αντίδραση της τεχνικής, η σύνθεση των συμπληρωματικών αλυσίδων του 

DNA. Στο τελευταίο αυτό βήμα ένα θερμοανθεκτικό ένζυμο DNA πολυμεράσης 

χρησιμοποιώντας την μια αλυσίδα του DNA σαν εκμαγείο συνθέτει την άλλη. Τα τρια αυτά 

βασικά βήματα (αποδιάταξης, υβριδισμού και σύνθεσης νέου DNA) επαναλαμβάνονται για 

30 με 40 φορές, ενισχύοντας το συγκεκριμένο τμήμα του DNA που οριοθετείται από τους 

δυο εκκινητές. H αδυναμία ενίσχυσης μεγάλων τμημάτων DNA και η έλλειψη 3’5’

ενεργότητα εξωνουκλεάσης που διορθώνει λάθη κατά τη σύνθεση της νέας αλυσίδας

αποκαταστάθηκε με την χρήση του ενζύμου Phusion (τροποποιημένο ένζυμο κλωνοποιημένο 

από το γένος Pyrococcus) της εταιρείας Finnzymes που χρησιμοποιήθηκε σε όλες τις 

αντιδράσεις κλωνοποίησης. H εκτίμηση της απόδοσης της PCR γίνεται συνήθως με 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. 

3.12.1 Αντίστροφη Μεταγραφάση - Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης

Η Αντίστροφη Μεταγραφάση-Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης3 έχει σκοπό τη μελέτη 

1 Polymerase Chain Reaction, PCR
2 στη βιβλιογραφία χρησιμοποιείται και ο όρος «ενίσχυση»
3 Reverse transcription PCR, RT-PCR
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της γονιδιακής έκφρασης δεδομένου ότι επιτρέπει την ανάλυση του αγγελιοφόρου RNA. Σε 

μια τυπική αντίδραση RT-PCR το ολικό RNA απομονώνεται από ιστούς ή κύτταρα και το 

mRNA που βρίσκεται μέσα στο δείγμα μετατρέπεται στο συμπληρωματικό DNA με το 

ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση. Το ένζυμο αυτό απαιτεί δίκλωνο DNA για την παραγωγή 

cDNA. Αυτό εξασφαλίζεται από τον ειδικό για κάθε περίπτωση εκκινητή ο οποίος θα 

υβριδίσει στο συμπληρωματικό κομμάτι του mRNA κάτω από κατάλληλες συνθήκες. Το 

cDNA ενισχύεται στη συνέχεια με την μεθοδολογία της PCR με τους κατάλληλους εκκινητές. 

Η τεχνική RT-PCR έχει σημαντικές εφαρμογές στην κλωνοποίηση γονιδίων και στην μελέτη 

της γονιδιακής έκφρασης. 

3.13 Έλεγχος έκφρασης γονιδίων

Για τον έλεγχο της μεταγραφικής λειτουργίας των διαγονιδίων στα γενετικά τροποποιημένα 

στελέχη σακχαρομύκητα, έγινε χρήση της τεχνικής της αντίστροφης μεταγραφάσης-

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης. Η τεχνική αυτή στηρίζεται στην ενίσχυση μόνο 

των μεταγραφικά ενεργών γονιδίων, των γονιδίων δηλαδή που εκφράζονται μέσα στο 

κύτταρα. Για τον λόγο αυτό έγινε μια αντίδραση με αντίστροφη μεταγραφάση η οποία ήταν

απαραίτητη για την μετατροπή των mRNA σε cDNA. Ακολούθησε μια αντίδραση με DNaseI

για την αποδόμηση των υπολειμμάτων DNA και καθαρισμός της αντίδρασης με 

φαινόλη/χλωροφόρμιο. Η ακόλουθη αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης ενίσχυσε μόνο 

εκείνα τα cDNA που είχαν προέλθει από mRNA.

3.14 Πρωτόκολλο εκχύλισης φλαβονοειδών και στιλβενοειδών

Για την εκτίμηση της ποσότητας των στιλβενοειδών και των φλαβονοειδών στα μέσα 

καλλιέργειας έπρεπε να γίνει εκχύλιση με κάποιον πτητικό οργανικό διαλύτη έτσι ώστε να 

είναι δυνατή η συμπύκνωση των δειγμάτων. Το τελευταίο ήταν εξαιρετικά σημαντικό μιας 

και η δυνατότητα ανίχνευσης του DAD1 ανιχνευτή της τριχοειδούς ηλεκτροφόρησης ήταν

σχετικά μικρό. Για τον σκοπό αυτό επιλέχθηκε ο οξικός αιθυλεστέρας2 ο οποίος είναι 

εξαιρετικά πτητικός και επέτρεπε την σχετικά εύκολη συμπύκνωση των εκχυλισμάτων

1 Diode Array Detector
2 Ethyl acetate



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

44

(Leonard and Koffas, 2007).

Για την απομόνωση των φαινολικών ουσιών λαμβάνονταν δείγματα του 1ml και 

γίνονταν διπλή εκχύλιση με 0,7ml οξικού αιθυλεστέρα. Η δεύτερη εκχύλιση γίνονταν για να 

γίνει εκχύλιση όλης της ποσότητας των φαινολικών από τα δείγματα μιας και όπως είναι 

γνωστό από την θεωρία των διαλυτών καμία εκχύλιση δεν είναι 100% αποδοτική, με την 

απόδοση κάθε εκχύλισης να είναι σταθερή για κάθε σύστημα χρησιμοποιούμενων διαλυτών

(Λυδάκης-Σημαντήρης, 2007).

3.15 Μέθοδος ανάλυσης στιλβενοειδών και φλαβονοειδών

Για την ανάλυση των φλαβονοειδών και των στιλβενοειδών ενώσεων στην τριχοειδή 

ηλεκτροφόρηση δημιουργήθηκε μια ενιαία και βασική μέθοδος η οποία ήταν σε θέση να 

αναλύσει όλες τις εμπλεκόμενες στα ανασυστασσόμενα βιοσυνθετικά μονοπάτια ουσίες. Η 

ανάλυση των ουσιών έγινε σε γυμνή τριχοειδή στήλη πυριτίου1 ενεργού μήκους2 72cm

εσωτερικής διαμέτρου 50μm, τύπου «φούσκας»3, δηλαδή με πεπλατυσμένη διατομή

διαδρομής φωτός μέσα στη στήλη. Η ανάλυση έγινε σε θερμοκρασία 25°C με ρυθμιστικό 

διάλυμα 25mM τετραβορικού νατρίου pH 9,2. Πριν από κάθε ανάλυση τα ρυθμιστικά 

διαλύματα της ανάλυσης ανανεώνονταν4 και ακολουθούσε ένα μικρό στάδιο όπου η στήλη 

καθαρίζονταν και προετοιμάζονταν για την ανάλυση. Το στάδιο αυτό περιελάμβανε ένα 

ξέπλυμα με NaOH 1N για 2min και ένα ξέπλυμα με το ρυθμιστικό διάλυμα της ανάλυσης για 

4min. Ακολουθούσε ένα βήμα όπου στα ρυθμιστικά διαλύματα της ανάλυσης εφαρμόζονταν

σταθερή τάση 20kV για 2min. Ακολουθούσε η ένεση με το άγνωστο δείγμα, η οποία γίνονταν

υπό πίεση 50mbar για 4sec. Η ανάλυση διαρκούσε 16min, χρόνος αρκετός για την ανάλυση 

όλων των ενώσεων. Η ανίχνευση των ουσιών έγινε σε DAD ανιχνευτή, ο οποίος κατέγραφε 

τις απορροφήσεις στο εύρος 192nm-598nm με εύρος φάσματος5 10nm και σήμα αναφοράς 

στα 550nm. Για την μείωση της εξάτμισης των δειγμάτων όσο βρίσκονταν στο 

δειγματολήπτη, αυτός βρίσκονταν μόνιμα στους 10°C.

1 bare fused silica
2 effective length
3 bubble cell
4 replenishment
5 bandwidth
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3.16 Προγράμματα (software) που χρησιμοποιήθηκαν στο έργο

Στο έργο αυτό χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω προγράμματα: α) Microsoft Word 2003 για 

την επεξεργασία κε συγγραφή του κειμένου, β) Microsoft Powerpoint 2003 για την 

δημιουργία διαφανειών και σχημάτων, γ) EndNote X2 για την διαχείρηση των 

βιβλιογραφικών αναφορών, δ) Visual Cloning 2000 για την κατασκευή των χαρτών των 

τροποποιημένων πλασμιδίων έκφρασης, ε) το DNAman 5.2.2 για την διαχείρηση των 

αλληλουχιών των κλωνοποιημένων γονιδίων και την θεωρητική κατασκευή των 

τροποποιημένων πλασμιδίων, στ) το Origin 8 για την στατιστική ανάλυση και την δημιουργία 

των σχημάτων και ζ) το Adobe Photoshop CS3 για την επεξεργασία των εικόνων.

3.17 Απομόνωση κονιδίων βοτρύτη

Από καλά ανεπτυγμένη καλλιέργεια Βοτρύτη σε σπορογένεση, 2 εβδομάδων περίπου

ανάπτυξης σε στερεό υπόστρωμα PDA, απομονώθηκαν τα κονίδια από το μυκήλιο με την 

προσθήκη 20ml αποστειρωμένου νερού και τρίβοντας το μυκήλιο με αποστειρωμένο γυάλινο 

τρίγωνο. Συλλέγχθηκε το αιώρημα κονιδίων/νερού και πέρασε μέσα από αποστειρωμένη 

γάζα σε δοχείο τύπου falcon των 50ml. Έγινε φυγοκέντρηση του αιωρήματος για 5min και 

απομακρύνθηκε το υπερκείμενο. Στη συνέχεια προστέθηκαν στην πελέτα 2ml

αποστειρωμένου νερού και υπολογίστηκε η συγκέντρωση των κονιδίων με αιμοκυτόμετρο1.

1 hemocytometer
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44 ΑΑΠΠΟΟΤΤΕΕΛΛΕΕΣΣΜΜΑΑΤΤΑΑ

«Ο απαισιόδοξος βλέπει δυσκολία 
σε κάθε ευκαιρία. Ο αισιόδοξος βλέπει την 
ευκαιρία σε κάθε δυσκολία»

Ουίνστον Τσώρτσιλ (1874–1965,
Βρετανός πολιτικός)

4.1 Κατασκευή φορέων έκφρασης

4.1.1 Κλωνοποίηση γονιδίων

Η de novo ετερόλογη βιοσύνθεση του κουμαρικού οξέος, της ρεσβερατρόλης, της 

ναριγκενίνης, της γενιστεΐνης, της καμφερόλης και της κερκετίνης στον σακχαρομύκητα, 

απαίτησε την κλωνοποίηση των εμπλεκόμενων στα βιοσυνθετικά τους μονοπάτια γονιδίων 

(Σχήμα 3). Τα γονίδια που χρησιμοποιήθηκαν για την ανασύσταση του βιοσυνθετικού 

μονοπατιού του κουμαρικού οξέος ήταν τα PAL, C4H, CPR (Πίνακας 1, σελ. x για τις 

συντομεύσεις των γονιδίων και Σχήμα 5 για τα απλοποιημένα βιοσυνθετικά μονοπάτια). Για 

την ανασύσταση του μονοπατιού της ρεσβερατρόλης χρησιμοποιήθηκαν τα γονίδια PAL,

C4H, CPR, 4CL και RS. Για την ανασύσταση του βιοσυνθετικού μονοπατιού της φλαβανόνης 

ναριγκενίνης, χρησιμοποιήθηκαν τα γονίδια PAL, C4H, CPR, 4CL, CHS και CHI. Στην 

περίπτωση της ανασύστασης της ισοφλαβόνης γενιστεΐνης τα γονίδια που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν τα PAL, C4H, CPR, 4CL, CHS, CHI και IFS. Στην περίπτωση της φλαβονόλης 

καμφερόλης χρησιμοποιήθηκαν τα γονίδια PAL, C4H, CPR, 4CL, CHS, CHI, F3H και FLS
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ενώ για την βιοσύνθεση της κερκετίνης χρησιμοποιήθηκαν τα γονίδια PAL, C4H, 4CL, CHS,

CHI, F3H, F3’H και FLS.

Σχήμα 5: Σχηματική απεικόνιση των βιοσυνθετικών μονοπατιών του κουμαρικού οξέος, της ρεσβερατρόλης, της 
ναριγκενίνης, της γενιστεΐνης, της καμφερόλης και της κερκετίνης όπως αυτά ανασυστήνονται στα κύτταρα της 
ζύμης. Με κόκκινο χρώμα σημαίνονται τα P450 ένζυμα, με μαύρο χρώμα τα εξαρτώμενα από οξογλουταρικό, με 
πράσινο χρώμα αυτά που ανήκουν στην ομάδα των συνθασών πολυκετιδίων και με μπλε χρώμα τα μη 
κατηγοριοποιημένα ένζυμα
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Το γονίδιο PAL1 από τον φορέα pESC-HIS που είχε ήδη κλωνοποιηθεί (Ro and

Douglas, 2004), υποκλωνοποιήθηκε με PCR στον φορέα pGEM T-Easy δίνοντας το 

πλασμίδιο pGEM-PAL. Το γονίδιο PAL έχει μέγεθος νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 2.180bp.

Για να μπορέσει να αλληλουχηθεί ολόκληρο το ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης του γονιδίου και 

προς τις δυο κατευθύνσεις (5’3’ και 3’5’) σχεδιάστηκαν δυο επιπλέον ολιγονουκλεοτίδια 

ώστε να γίνει αλληλούχηση και του κεντρικού/εσωτερικού τμήματος του γονιδίου (Πίνακας 

2, σελ. 35, εσωτερικοί εκκινητές PAL γονιδίου).

Τα γονίδια C4H, IFS, CHI, F3’H κλωνοποιήθηκαν από φύλλο σόγιας με RT-PCR, σε

κομμένο με EcoRV φορέα pT20 δίνοντας τα πλασμίδια pT20-C4H, pT20-IFS, pT20-CHI και 

pT20-F3’H αντίστοιχα. Για να ελεγχθεί η αξιοπιστία των γονιδίων με αλληλούχηση, το 

τμήμα SalI-SalI του pT20-C4H, το τμήμα BamHI-BamHI του pT20-IFS και το τμήμα SalI-

SalI του pT20-F3’H υποκλωνοποιήθηκαν στον φορέα pBluescriptII KS+ στις αντίστοιχες

θέσεις, δίνοντας τα πλασμίδια pBluescript-C4H, pBluescript-IFS και pBluescript-F3’H. Για 

τον έλεγχο της πιστότητας του CHI με αλληλούχηση, cDNA αυτού κλωνοποιήθηκε 

απ’ευθείας σε pBluescriptII KS+ δίνοντας το πλασμίδιο pBluescript-CHI.

Τα γονίδια 4CL, RS, CHS, FLS, F3H κλωνοποιήθηκαν με RT-PCR από ιστούς φύλλου 

σόγιας και το cDNA τους εισήχθηκε σε φορείς pGEM T-Easy δίνοντας τα πλασμίδια pGEM-

4CL, pGEM-RS, pGEM-CHS, pGEM-FLS και pGEM-F3H αντίστοιχα.

Η επιβεβαίωση της ταυτότητας του κάθε ενός γονιδίου έγινε αρχικά με την 

αλληλούχηση του κλωνοποιημένου προϊόντος και την σύγκριση της με την καταχωρημένη 

στο NCBI αλληλουχία. Από τις αλληλουχήσεις αυτές βρέθηκε ότι τα γονίδια PAL, C4H, CHI,

IFS, F3H και F3’H δεν εμφάνισαν διαφορές στην πρωτοταγή τους αμινοξική αλληλουχία σε 

αντίθεση με τα γονίδια 4CL, RS, CHS και FLS που εμφάνισαν από 1 έως 5 αμινοξικές 

διαφοροποιήσεις (Πίνακας 3).

4.1.2 Κατασκευή βασικών πλασμιδίων

Όλα τα πλασμίδια που κατασκευάστηκαν σε αυτό το έργο και χρησιμοποιήθηκαν για την 

ανασύσταση των βιοσυνθετικών μονοπατιών βασίστηκαν στη χρήση του συστήματος φορέων 

κλωνοποίησης pESC. Η στρατηγική κατασκευής αυτών των πλασμιδίων φαίνεται συνοπτικά 

1 Αναφέρεται σαν PAL2 στην αναφορά Ro and Douglas, 2004
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στο Σχήμα 6. Όλα τα φυτικής προέλευσης γονίδια κλωνοποιήθηκαν με RT-PCR από 

απομονώσεις ολικού RNA διαφόρων πηγών, κάνοντας χρήση συγκεκριμμένων εκκινητών 

(Πίνακας 2, σελ. 35).

Πίνακας 3: Αλλαγές στην πρωτοταγή αλληλουχία αμινοξέων των ενζύμων που χρησιμοποιήθηκαν. Για την εύρεση 
των αλλαγών οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες υποβλήθηκαν σε in-silico μετάφραση και αντιστοίχιση με τις 
καταχωρημένες στο NCBI αλληλουχίες. Υπογραμμίζονται οι αλληλουχίες με μη ομόλογη αντικατάσταση αμινοξέος.

Γονίδιο Αλλαγή Γονίδιο Αλλαγή

PAL Χωρίς αλλαγές CHI Χωρίς αλλαγές
C4H Χωρίς αλλαγές IFS Χωρίς αλλαγές

4CL

Asn123Ser123
Ala140Glu140
Ile143Val143

Gln231Val232Lys231Ile232

F3H Χωρίς αλλαγές

RS
His329Asp329

F3’H Χωρίς αλλαγές

CHS
Gly258Arg258

FLS
aa254+GlyLeuGln

Asn321Lys321

Το γονίδιο PAL (Populus trichocarpa x P. deltoides, μας παρασχέθηκε από τον καθ. 

Carl Douglas, University of British Columbia, Canada) καθώς και το γονίδιο C4H που ήταν 

κλωνοποιημένα από υβρίδιο λεύκας και σόγια (Glycine max) αντίστοιχα,

υποκλωνοποιήθηκαν στον pESC-URA ενώ το γονίδιο CPR που προέρχονταν από υβρίδιο 

λεύκας όπως και το PAL γονίδιο (Ro et al., 2002), υποκλωνοποιήθηκε στο πλασμίδο pESC-

TRP. Το γονίδιο C4H κλωνοποιήθηκε με RT-PCR από ολικό εκχύλισμα RNA φύλλου G.

max στην θέση EcoRV του pT20 (Πίνακας 2). Το SalI-SalI τμήμα από τον pT20, που περιείχε

το ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης του γονιδίου C4H, υποκλωνοποιήθηκε στο πλασμίδιο pESC-

URA δημιουργώντας το πλασμίδιο pESC-URA-C4H. Ομοίως το PAL γονίδιο 

υποκλωνοποιήθηκε με PCR από το πλασμίδιο pESC-HIS-PAL2 (Ro and Douglas, 2004) στο 

πλασμίδιο pGEM T-Easy και από εκεί το NotI-NotI τμήμα υποκλωνοποιήθηκε στο pESC-

URA-C4H δημιουργώντας το πλασμίδιο pESC-URA-C4H-PAL (Σχήμα 6 A). Το τμήμα 

ApaI-SalI του πλασμιδίου pESC-LEU-C4H-CPR2 που περιείχε το γονίδιο CPR (Ro et al.,

2002) υποκλωνοποιήθηκε στο πλασμίδιο pESC-TRP στις αντίστοιχες θέσεις δημιουργώντας 

το πλασμίδιο pESC-TRP-CPR (Σχήμα 6 Γ).

Τα γονίδια 4CL και RS προέλευσης G. max και Vitis vinifera cv. Soultanina

αντίστοιχα, υποκλωνοποιήθηκαν στο πλασμίδιο pESC-HIS (Σχήμα 6 Β). Πιο συγκεκριμένα, 

το γονίδιο 4CL κλωνοποιήθηκε με RT-PCR από ολικό εκχύλισμα RNA φύλλου G. max στο 

πλασμίδιο pGEM T-Easy. Από εκεί το τμήμα EcoRI-ClaI που περιείχε ολόκληρο το ανοικτό 
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πλαίσιο ανάγνωσης, υποκλωνοποιήθηκε στο πλασμίδιο pESC-HIS δίνοντας το πλασμίδιο 

pESC-HIS-4CL. Το γονίδιο RS κλωνοποιήθηκε με RT-PCR από ολικό εκχύλισμα RNA 

φύλλου V. vinifera cv. Soultanina στο πλασμίδιο pGEM T-Easy και από εκεί το τμήμα 

BamHI-ApaI που περιείχε ολόκληρο το RS γονίδιο υποκλωνοποιήθηκε στο πλασμίδιο pESC-

HIS-4CL, δημιουργώντας το πλασμίδιο pESC-HIS-4CL-RS.

Τα γονίδια CHS και CHI προερχόμενα από G. max και τα δύο, υποκλωνοποιήθηκαν 

στο πλασμίδιο pESC-LEU (Σχήμα 6 E). Το γονίδιο CHS κλωνοποιήθηκε αρχικά με RT-PCR

από ολικό εκχύλισμα RNA φύλλου G. max στο πλασμίδιο pGEM T-Easy. Από εκεί το τμήμα 

NotI-NotI που περιείχε ολόκληρο το γονίδιο, υποκλωνοποιήθηκε στο πλασμίδιο pESC-LEU

δίνοντας το pESC-LEU-CHS. Το γονίδιο CHI κλωνοποιήθηκε με RT-PCR από ολικό 

εκχύλισμα RNA φύλλου G. max στο πλασμίδιο pT20 και από εκεί το τμήμα BamHI-HindIII

που περιείχε το CHI γονίδιο, υποκλωνοποιήθηκε στο πλασμίδιο pESC-LEU-CHS,

δημιουργώντας το πλασμίδιο pESC-LEU-CHS-CHI.

Το γονίδιο IFS προέλευσης G. max είχε αρχικά κλωνοποιηθεί με RT-PCR στο 

πλασμίδιο pT20. Από εκεί το τμήμα BamHI-BamHI που έφερε ολόκληρο το ανοικτό πλαίσιο 

ανάγνωσης του IFS, μεταφέρθηκε στο πλασμίδιο pESC-HIS-4CL (που ήδη έφερε το γονίδιο 

4CL) στην αντίστοιχη θέση, δημιουργώντας το πλασμίδιο pESC-HIS-4CL-IFS (Σχήμα 6 Δ).

Το γονίδιο FLS προέλευσης Solanum tuberosum κλωνοποιήθηκε αρχικά στο 

πλασμίδιο pGEM T-Easy ως προϊόν RT-PCR (Σχήμα 6 ΣΤ). Από εκεί το τμήμα NotI-NotI

που έφερε ολόκληρο το γονίδιο FLS, μεταφέρθηκε στην αντίστοιχη θέση του pΤ20. Από εκεί 

μεταφέρθηκε στο pESC-HIS-4CL έπειτα από πέψη με ApaI-BamHI, δημιουργώντας το 

πλασμίδιο pESC-HIS-4CL-FLS.

Το γονίδιο F3H προέλευσης G. max είχε κλωνοποιηθεί στο πλασμίδιο pGEM T-Easy.

Από εκεί το τμήμα NotI-NotI που έφερε ολόκληρο το ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης, 

μεταφέρθηκε στην αντίστοιχη θέση του pESC-TRP-CPR δημιουργώντας το πλασμίδιο με την 

ονομασία pESC-TRP-CPR-F3H (Σχήμα 6 Ζ) καθώς και σε ένα άδειο pESC-TRP φορέα 

δημιουργώντας το πλασμίδιο pESC-TRP-F3H.

Το γονίδιο F3’H προέλευσης G. max κλωνοποιήθηκε αρχικά με RT-PCR στο 

πλασμίδιο pT20. Από εκεί το τμήμα SalI-SalI που έφερε ολόκληρο το ανοικτό πλαίσιο 

ανάγνωσης, μεταφέρθηκε στην αντίστοιχη θέση του pESC-TRP-F3H δίνοντας το πλασμίδιο 

με την ονομασία pESC-TRP-F3H-F3’H (Σχήμα 6 Η).
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(συνέχεια στην επόμενη σελίδα)



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

52

Σχήμα 6: Περιγραφή της στρατηγικής που οδήγησε στην κατασκευή των βασικών κασετών (Α έως Η) ετερόλογης 
έκφρασης γονιδίων για την ανασύσταση των βιοσυνθετικών μονοπατιών των ενώσεων κουμαρικό οξύ, 
ρεσβερατρόλη, γενιστεΐνη, καμφερόλη και κερκετίνη. Με αστερίσκο σημειώνονται οι περιοριστικές θέσεις που 
δημιουργήθηκαν με τον σχεδιασμό των κατάλληλων εκκινητών
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Οι κατασκευές αυτές που περιγράφηκαν παραπάνω και απεικονίζονται στο Σχήμα 6,

χρησιμοποιήθηκαν για να δημιουργηθούν κατάλληλα γενετικά τροποποιημένα στελέχη 

σακχαρομύκητα, που έχουν τη δυνατότητα της ετερόλογης βιοσύνθεσης φλαβονοειδών και 

στιλβενοειδών. Τα στελέχη αυτά που φέρουν την επωνυμία COUM11 ή COUM12 είναι 

ικανά να παράγουν κουμαρικό οξύ. Τα στελέχη που φέρουν την επωνυμία RESV11, NAR12,

GEN23, KAE34 και QUE44 είναι ικανά να παράγουν ως τελικά ετερόλογα προϊόντα τις 

ουσίες ρεσβερατρόλη, ναριγκενίνη, γενιστεΐνη, καμφερόλη και κερκετίνη αντίστοιχα. 

Ανάλυση της δυνατότητας ετερόλογης σύνθεσης για το κάθε ένα τελικό προϊόν και στέλεχος, 

γίνεται στα επόμενα κεφάλαια.

4.2 Πειράματα μεγιστοποίησης ετερόλογης βιοσύνθεσης

4.2.1 Βελτίωση μεθόδου ανάλυσης στην τριχοειδή ηλεκτροφόρηση

Στο πρωτόκολλο ανάλυσης στιλβενοειδών και φλαβονοειδών στην τριχοειδή 

ηλεκτροφόρηση, όπως περιγράφηκε στις Μεθόδους (κεφάλαιο 3.15), συμπεριλήφθηκαν δυο 

επιπλέον βήματα τα οποία βρέθηκε ότι ήταν απαραίτητα για την σταθερότητα των χρόνων 

κατακράτησης των αναλυόμενων ουσιών. Τα βήματα αυτά ήταν α) άδειασμα και 

αναπλήρωση των δοχείων εισόδου και εξόδου με φρέσκο ρυθμιστικό διάλυμα πριν από κάθε 

ανάλυση και β) σταθερή εφαρμογή τάσης 20kV στα ρυθμιστικά αυτά διαλύματα για 2min. Σε 

διαφορετική περίπτωση παρατηρήθηκε αλλαγή των χρόνων κατακράτησης σε διαδοχικές 

αναλύσεις λόγω ηλεκτρόλυσης του ρυθμιστικού διαλύματος στα δοχεία εισόδου και εξόδου 

κατά την διάρκεια της ανάλυσης. Με την συγκεκριμένη τροποποίηση της μεθόδου η 

επαναληψιμότητα κυμάνθηκε σε πολύ υψηλά επίπεδα, τόσο σε πρότυπα δείγματα (Σχήμα 7),

όσο και σε δείγματα που παίρνονταν από τις καλλιέργειες (Σχήμα 8).
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Σχήμα 7: Έλεχος επαναληψιμότητας πέντε μετρήσεων ανάλυσης πρότυπου δείγματος στην τριχοειδή 
ηλεκτροφόρηση που περιείχε ναριγκενίνη σε συγκέντρωση 136mg/L

Σχήμα 8: Έλεχος επαναληψιμότητας της ανάλυσης στην τριχοειδή ηλεκτροφόρηση, οχτώ δειγμάτων που πάρθηκαν 
από καλλιέργεια GEN23 σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα ανάπτυξης. Με την χρησιμοποιούμενη 
τροποποιημένη μέθοδο, οι κορυφές που αντιστοιχούν σε ταυτόσημες ενώσεις συμπίπτουν.
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4.2.2 Μεταβολισμός φαινυλαλανίνης, κουμαρικού οξέος και ναριγκενίνης από 

«άγριο» στέλεχος

Τα αρχικά αυτά πειράματα είχαν σαν στόχο να επιβεβαιωθεί ότι το «άγριο» στέλεχος 

YPH499 δεν ήταν σε θέση να μεταβολίσει το κουμαρικό οξύ και την ναριγκενίνη, τις ουσίες 

δηλαδή που χρησιμοποιήθηκαν σαν πρόδρομες ενώσεις στο έργο. Όταν αυτό αναπτύχθηκε σε 

θρεπτικό μέσο με 0,5mM κουμαρικού οξέος ή με 0,5mM ναριγκενίνης δεν κατάφερε να 

μεταβολίσει τις συγκεκριμένες ουσίες ακόμα και έπειτα από 8 μέρες ανάπτυξης (Σχήμα 9).

Αυτό σημαίνει ότι οποιαδήποτε μεταβολική δραστηριότητα πραγματοποιήθηκε σε 

οποιοδήποτε από τα μετασχηματισμένα στελέχη της διατριβής αυτής, οφείλονταν

αποκλειστικά σε ένα από τα γονίδια που είχαν εισαχθεί στο εν λόγω στέλεχος και αφορούσαν 

βιοσυνθετικές αντιδράσεις καθοδικά του κουμαρικού οξέος (Σχήμα 5). Όταν αντίστοιχα το 

άγριο στέλεχος αναπτύχθηκε σε καλλιέργεια με 10mM φαινυλαλανίνης φάνηκε να την 

καταναλώνει, όπως ήταν αναμενόμενο, αφού το αμινοξύ αυτό συμμετέχει στην 

πρωτεϊνοσύνθεση.

Σχήμα 9: Μεταβολή της συγκέντρωσης φαινυλαλανίνης, κουμαρικού οξέος και ναριγκενίνης από το άγριο 
στέλεχος ζύμης YPH499 που καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό μέσο CM παρουσία των πρόδρομων ουσιών των 
φλαβονοειδών. =φαινυλαλανίνη, =κουμαρικό οξύ, =ναριγκενίνη.



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

56

4.2.3 Καλλιέργεια στελέχους COUM11 σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις

φαινυλαλανίνης

Όπως προαναφέρθηκε στο κεφάλαιο 2.2.3 (σελ. 31), η φαινυλαλανίνη αποτελεί βασικό 

συστατικό του θρεπτικού μέσου ανάπτυξης του σακχαρομύκητα και προστίθεται με βάση το 

πρωτόκολλο του υποστρώματος CM στη βασική συγκέντρωση των 50mg/L. Από την άλλη 

πλευρά, η φαινυλαλανίνη είναι η εναρκτήρια πρόδρομη ένωση των ετερόλογων

βιοσυνθετικών μονοπατιών που μεταφέρθηκαν στον σακχαρομύκητα και οδηγούν στην 

παραγωγή φλαβονοειδών και στιλβενοειδών. Η φαινυλαλανίνη λοιπόν αποτελεί το συνδετικό 

μεταβολικό κρίκο μεταξύ του βασικού μεταβολισμού του σακχαρομύκητα και των νέο-

εισαχθέντων ετερόλογων βιοσυνθετικών μονοπατιών από τα φυτά. Αυτό σημαίνει ότι οι 

ανάγκες σε φαινυλαλανίνη για την ανάπτυξη της ζύμης και ταυτόχρονα για την βέλτιστη 

ετερόλογη παραγωγή φλαβονοειδών είναι αυξημένες. 

Για να βρεθεί η βέλτιστη συγκέντρωση φαινυλαλανίνης που έπρεπε να έχουν οι 

καλλιέργειες των γενετικά τροποποιημένων στελεχών σακχαρομύκητα, το στέλεχος 

COUM11 το οποίο αναπτύχθηκε σε κωνικές φιάλες με CM επαγωγικό θρεπτικό μέσο και 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις φαινυλαλανίνης. Οι συγκεντρώσεις που επιλέχθηκαν ήταν: α) η 

βασική συγκέντρωση 50mg/L, β) 170mg/L, γ) 330mg/L, δ) 830mg/L, ε) 1650mg/L και στ)

3300mg/L. Από κάθε καλλιέργεια παίρνονταν σε τακτά χρονικά διαστήματα δείγματα από τα

οποία εκχυλίζονταν οι φαινολικές ουσίες (τελικό προϊόν του COUM11 αποτελεί το 

κουμαρικό οξύ) και αναλύονταν στην τριχοειδή ηλεκτροφόρηση. Οι καμπύλες παραγωγής

κουμαρικού οξέος και ανάπτυξης των καλλιεργειών για την κάθε συγκέντρωση

φαινυλαλανίνης φαίνονται στο Σχήμα 10 και στο Σχήμα 11 αντίστοιχα.

Για την εκτίμηση της βέλτιστης συγκέντρωσης της φαινυλαλανίνης στο θρεπτικό 

μέσο ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία μαθηματικής ανάλυσης. Χρησιμοποιήθηκαν,

αρχικά, οι μέγιστες τιμές των παραγόμενων συγκεντρώσεων κουμαρικού οξέος (Σχήμα 10).

Αυτός όμως ο τρόπος δεν δίνει πληροφορίες όσο αφορά τη δυναμική της καλλιέργειας, την 

ποσότητα κουμαρικού οξέος που παράγεται στη μονάδα του χρόνου. Μια τέτοια πληροφορία 

θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί για την εύρεση της βέλτιστης περιόδου επώασης μιας 

καλλιέργειας. Για τον σκοπό αυτό κατασκευάστηκαν οι καμπύλες ρυθμού παραγωγής. Για 

την εύρεση τους υποτέθηκε ότι κάθε κύτταρο προήλθε από κλωνική διαίρεση και ότι η 

μεταβολική του δραστηριότητα ήταν σταθερή καθ’ όλη την διάρκεια του βιολογικού του 

κύκλου. Η μελέτη αυτή πραγματοποιήθηκε με το στέλεχος COUM11, που έχει την ικανότητα 
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να μετατρέπει την φαινυλαλανίνη σε κουμαρικό οξύ, γιατί δεν περιλαμβάνονται πολλά 

βιοσυνθετικά βήματα (μόνο δυο) και έτσι οι ανάγκες σε φαινυλαλανίνη στο μονοπάτι αυτό 

διαπιστώνονται άμεσα από την σύνθεση του τελικού προϊόντος (κουμαρικό οξύ).

Σχήμα 10: Παραγωγή κουμαρικού οξέος από το στέλεχος COUM11 σε αυξανόμενες συγκετρώσεις 
φαινυλαλανίνης. Τα σύμβολα αναπαριστούν τις αυξανόμενες συγκεντρώσεις φαινυλαλανίνης =50mg/L,
=170mg/L, =330mg/L, ©=830mg/L, =1650mg/L, =3300mg/L

Σχήμα 11: Καμπύλες ανάπτυξης καλλιεργειών COUM11 σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις φαινυλαλανίνης. Τα 
σύμβολα αναπαριστούν τις αυξανόμενες συγκεντρώσεις φαινυλαλανίνης =50mg/L, =165mg/L, =330mg/L,
©=826mg/L, =1650mg/L, =3300mg/L
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Αρχικά κατασκευάστηκαν οι θεωρητικές καμπύλες που προσαρμόζονται στα 

πειραματικά δεδομένα της παραγωγής κουμαρικού οξέος στις διάφορες συγκεντρώσεις

φαινυλαλανίνης (Σχήμα 12) με τη βοήθεια του προγράμματος Origin (OriginLab). Στη 

συνέχεια αυτές οι καμπύλες χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή των παράγωγων 

συναρτήσεων (Σχήμα 13) που ουσιαστικά αντιπροσωπεύουν τις καμπύλες ρυθμού παραγωγής 

των γενετικά τροποποιημένων στελεχών. Από την μελέτη αυτών των παράγωγων 

συναρτήσεων φάνηκε ότι με αύξηση της συγκέντρωσης της φαινυλαλανίνης από 50mg/L 

μέχρι 3,3g/L παρατηρούνταν μια παράλληλη αύξηση στον ρυθμό παραγωγής του κουμαρικού 

οξέος αν και με μια μετατόπιση του σημείου που επιτυγχάνεται αυτή η μέγιστη μεταβολική 

δραστηριότητα. 

Από τη μελέτη αυτών των καμπύλων με τους δύο αυτούς τρόπους βγαίνει το ίδιο 

συμπέρασμα, ότι η βέλτιστη συγκέντρωση φαινυλαλανίνης που δίνει την μεγαλύτερη 

παραγωγή κουμαρικού οξέος είναι τα 1650mg/L. Αυτή η αρχική συγκέντρωση

φαινυλαλανίνης χρησιμοποιήθηκε στις καλλιέργειες για την ανασύσταση όλων των 

υπόλοιπων μοναπατιών κατά τις καλλιέργειες όλων των γενετικά τροποποιημένων στελεχών 

σακχαρομύκητα αυτής της διατριβής.

Σχήμα 12: Θεωρητικές καμπύλες παραγωγής κουμαρικού οξέος από το στέλεχος COUM11 σε αυξανόμενες 
συγκεντρώσεις φαινυλαλανίνης. A=50mg/L, Β=170mg/L, Γ=330mg/L, Δ=830mg/L, Ε=1650mg/L,
ΣΤ=3300mg/L



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Αποτελέσματα

59

Σχήμα 13: Παράγωγοι συναρτήσεις των καμπύλων παραγωγής κουμαρικού οξέος (Σχήμα 12) για τον υπολογισμό 
του ρυθμού παραγωγής του. A=50mg/L, Β=170mg/L, Γ=330mg/L, Δ=830mg/L, Ε=1650mg/L, ΣΤ=3300mg/L

4.2.4 Βελτιστοποίηση επιπέδων αρχικής συγκέντρωσης μολύσματος

Ένας από τους παράγοντες που επηρεάζουν την ταχύτητα ανάπτυξης και καθορίζουν 

ουσιαστικά τα ποιοτικά χαρακτηριστικά των καμπύλων ανάπτυξης είναι η αρχική ποσότητα 

του μολύσματος μιας καλλιέργειας. Για την εκτίμηση της επιρροής της αρχικής 

συγκέντρωσης του μολύσματος, στην παραγωγικότητα της καλλιέργειας στελέχους GEN23,

έγιναν τρεις καλλιέργειες με αυξανόμενη αρχική συγκέντρωση μολύσματος. Από αυτές τις 

καλλιέργειες παίρνονταν σε τακτά χρονικά διαστήματα δείγματα τα οποία αναλύονταν στο 

σύστημα τριχοειδούς ηλεκτροφόρησης για την εύρεση της συγκέντρωσης των φαινολικών. 

Οι καμπύλες που δείχνουν την πορεία ανάπτυξης των καλλιεργειών αυτών καθώς και 

την πορεία σύνθεσης της γενιστεΐνης φαίνονται στο Σχήμα 14 και στο Σχήμα 15 αντίστοιχα.

Από αυτές φαίνεται ότι όταν για αρχικό μόλυσμα χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα που 

περιέχονταν σε 5ml καλά ανεπτυγμένης καλλιέργειας, η γενιστεΐνη που παράχθηκε ήταν 

0,28mg/L, όταν για αρχικό μόλυσμα χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα από 10ml ανεπτυγμένης 

καλλιέργειας παράχθηκαν 0,26mg/L γενιστεΐνης ενώ όταν χρησιμοποιήθηκαν για αρχικό 

μόλυσμα τα κύτταρα από 25ml ανεπτυγμένης καλλιέργειας, η γενιστεΐνη έφτασε στα 

0,15mg/L.
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Σχήμα 14: Τρόπος ανάπτυξης καλλιέργειας στελέχους ζύμης GEN23 σε σχέση με το διαφορετικό αρχικό μόλυσμα.
=καλλιέργεια με αρχικό μόλυσμα 5ml, = καλλιέργεια με αρχικό μόλυσμα 10ml, = καλλιέργεια με αρχικό 
μόλυσμα 25ml μολυσματος.

Σχήμα 15: Γράφημα που δείχνει την παραγωγή γενιστεΐνης από τον κλώνο GEN23 σε σχέση με το αυξανόμενο 
αρχικό μόλυσμα. =καλλιέργεια με αρχικό μόλυσμα που προήλθε από 5ml μολυσματος, = καλλιέργεια με 
αρχικό μόλυσμα που προήλθε από 10ml μολυσματος, = καλλιέργεια με αρχικό μόλυσμα που προήλθε από 25ml 
μολυσματος.



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Αποτελέσματα

61

4.2.5 Ο ρόλος του φυτικού CPR στα επίπεδα της ετερόλογης εξαρτημένης 

δραστηριότητας του C4H

Δείγματα πάρθηκαν σε τακτά χρονικά διαστήματα από την καλλιέργεια COUM11 που έφερε 

τα γονίδια PAL, C4H και ένα επιπλέον γονίδιο CPR από υβρίδιο λεύκας (Μέθοδοι, 

παράγραφος 3.14, σελ. 43) και από την καλλιέργεια COUM12 που έφερε μόνο το ενδογενές 

γονίδιο CPR του σακχαρομύκητα, για την μέτρηση του παραγόμενου κουμαρικού οξέος. Πιο 

συγκεκριμένα το στέλεχος COUM11, αναπτυσσόμενο σε θρεπτικό μέσο με 1650mg/L

φαινυλαλανίνη παράγει και δίνει 96,7mg/L και 108,6mg/L κουμαρικό οξύ στις 227 και στις 

280 ώρες αντίστοιχα ενώ το στέλεχος COUM12 δίνει 24mg/L και 26,25mg/L στις 227 και 

στις 280 ώρες αντίστοιχα. Από την σύγκριση αυτών των τιμών μεταξύ τους φαίνεται ότι η 

παρουσία του CPR γονιδίου προκαλεί μια αύξηση στην παραγωγή κουμαρικού οξέος κατά 

περίπου 4 φορές (Σχήμα 16).

Σχήμα 16: Διαφορά επιπέδων ετερόλογης βιοσύνθεσης κουμαρικού οξέος από στέλεχος που φέρει επιπλέον CPR
γονίδιο (COUM11) και στέλεχος που δεν φέρει επιπλέον CPR γονίδιο (COUM12) σε δυο χρονικά σημεία. Στις 
227 ώρες το στέλεχος COUM11 έχει παράξει 4 φορές μεγαλύτερη συγκέντρωση και στις 280 ώρες έχει παράξει 4,1
φορές περισσότερο κουμαρικό οξύ από ότι το στέλεχος COUM12. Μοτίβο με ευθείες πλάγιες γραμμές=COUM11,
Μοτίβο με διασταυρώμενες γραμμές=COUM12



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

62

4.2.6 Εκτίμηση τελικών προϊόντων βιοσύνθεσης που παραμένει μέσα στα κύτταρα 

ζύμης

Για να βρεθεί εάν μετά την εκχύλιση με οξικό αιθυλεστέρα (Μέθοδοι, παράγραφος 3.14, σελ. 

43) υπήρχε ποσότητα φαινολικών που παράμενε μέσα στα κύτταρα, ακολουθήθηκε μια 

ελαφρώς τροποποιημένη μέθοδος από αυτήν που περιγράφεται από τον Ro (Ro and Douglas,

2004). Τα κύτταρα από 20ml καλλιέργειας GEN23 που είχε χρησιμοποιηθεί για την εκτίμηση 

των τελικών και των ενδιάμεσων προϊόντων (βλέπετε παρακάτω στην παράγραφο 4.3.4, σελ. 

68), συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση και πλύθηκαν 2 φορές με 20ml νερού και 1 φορά με 70% 

αιθανόλη. Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν για τουλάχιστον 24 ώρες στους -20°C. Η πλύση με 

70% αιθανόλη έγινε για να απομακρυνθούν από τα κυτταρικά τοιχώματα, τυχών αδιάλυτα 

στο νερό υπολείμματα των ουσιών, που υπήρχε περίπτωση να είναι προσκολλημένα. Η 

αποθήκευση στους -20°C βοήθησε στο να υποστούν θραύση τα κυτταρικά τοιχώματα και να 

ελευθερωθούν στο περιβάλλον του διαλύτη τυχών ενώσεις που βρίσκονταν εγκλωβισμένες 

μέσα στα κύτταρα. Στη συνέχεια έγιναν 2 διαδοχικές εκχυλίσεις με 20ml οξικού αιθυλεστέρα

και 20ml χλωροφορμίου. Τα υπερκείμενα που συνολικά συλλέχθησαν εξατμίστηκαν σε 

περιστροφικό συμπυκνωτή και το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 500μl 70% αιθανόλης. Με την 

διαδικασία αυτή οι φαινολικές ενώσεις που υπήρχαν στα 20ml της αρχικής καλλιέργειας 

συμπυκνώθηκαν στο 0,5ml, υπέστησαν δηλαδή συμπύκνωση κατά 40 φορές.

Το δείγμα στη συνέχεια μετρήθηκε στην τριχοειδή ηλεκτροφόρηση για τον 

υπολογισμό της γενιστεΐνης που αντιστοιχούσε στην ποσότητα που παρέμεινε μέσα στα 

κύτταρα. Από την ανάλυση του δείγματος προέκυψε ότι υπάρχουν ίχνη γενιστεΐνης, που 

πιστοποιείται από την εμφάνιση μιας πολύ μικρής κορυφής στο χρόνο κατακράτησης της 

γενιστεΐνης, η ύπαρξη των οποίων όμως δεν είναι σε θέση να ποσοτικοποιηθεί μιας και η 

συγκέντρωσή τους είναι πάρα πολύ μικρή (Σχήμα 17). Συνυπολογίζοντας και το γεγονός ότι 

το δείγμα είναι 40 φορές συμπυκνωμένο, φαίνεται ότι είτε η μέθοδος εκχύλισης με τον οξικό 

αιθυλεστέρα είναι σε θέση να εκχυλίσει τις ποσότητες των ουσιών που παραμένουν μέσα στα 

κύτταρα είτε ότι μέσα στα κύτταρα δεν παραμένουν αρκετά μεγάλες ποσότητες φαινολικών. 

Όποια από τις δυο περιπτώσεις και να ισχύει γεγονός είναι ότι η μέθοδος εκχύλισης είναι 

πολύ ικανοποιητική για την εκτίμηση των ποσοτήτων των φαινολικών ουσιών που 

παράγονται από τα γενετικά τροποποιημένα στελέχη του σακχαρομύκητα. 
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Σχήμα 17: Εκτίμηση μέτρησης επιπέδου γενιστεΐνης που παραμένει μέσα στα κύτταρα της ζύμης μετά από την 
εκχύλιση με οξικό αιθυλεστέρα. Το βέλος δείχνει τον αναμενόμενο χρόνο κατακράτησης της γενιστεΐνης

4.3 Καλλιέργειες γενετικά τροποποιημένων στελεχών σακχαρομύκητα

Για την παραγωγή των στιλβενοειδών και φλαβονοειδών ενώσεων χρησιμοποιήθηκε το 

στέλεχος ζύμης YPH499 το οποίο μετασχηματίστηκε έτσι ώστε να φέρει τα κατάλληλα 

πλασμίδια, τα οποία οδηγούν την έκφραση των γονιδίων για τη βιοσύνθεση της κάθε μιας 

ένωσης. Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 4) φαίνονται συγκεντρωτικά τα πλασμίδια με τα 

οποία τροποποιήθηκε το κάθε ένα γενετικά τροποποιημένο στέλεχος και οι ουσίες που είναι 

σε θέση να βιοσυνθέσει το κάθε ένα. Όλα τα μετασχηματισμένα στελέχη, που 

κατασκευάστηκαν ελέγχθηκαν (Μέθοδοι, παράγραφος 3.13, σελ. 43) και επιβεβαιώθηκε ότι 

τα πλασμίδια που έφεραν τα γονίδια είχαν μεταφερθεί μέσα στον πυρήνα των κυττάρων και 

ότι τα γονίδια αυτά μεταγράφονταν κανονικά. 

Για την καλύτερη διερεύνηση της «μεταβολικής ροής» από την φαινυλαλανίνη προς 

τα τελικά προϊόντα (κουμαρικό οξύ, ρεσβερατρόλη, ναριγκενίνη, γενιστεΐνη, καμφερόλη, 

κερκετίνη) και την εκτίμηση της ικανότητας βιομετατροπής των πρόδρομων και των 

ενδιάμεσων προϊόντων, κατασκευάστηκαν καμπύλες στις οποίες παρακολουθείται η 

συγκέντρωση των τελικών προϊόντων όπως επίσης και των ενδιάμεσων ενώσεων σε σχέση με 

τον χρόνο. Οι καμπύλες αυτές αφορούσαν την παραγωγή του κουμαρικού οξέος από 

φαινυλαλανίνη, την παραγωγή ρεσβερατρόλης από φαινυλαλανίνη και κουμαρικό οξύ, την 

παραγωγή ναριγκενίνης από φαινυλαλανίνη και κουμαρικό οξύ, την παραγωγή γενιστεΐνης 

από φαινυλαλανίνη, κουμαρικό οξύ και ναριγκενίνη, την παραγωγή καμφερόλης από

φαινυλαλανίνη, κουμαρικό οξύ και ναριγκενίνη και την παραγωγή κερκετίνης από

φαινυλαλανίνη, κουμαρικό οξύ και ναριγκενίνη. 
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Πίνακας 4: Γενετικά τροποποιημένα στελέχη σακχαρομύκητα που κατασκευάστηκαν μέσω της μεταβολικής 
μηχανικής με κατάλληλους pESC φορείς για την ετερόλογη παραγωγή φλαβονοειδών και στιλβενοειδών σε σχέση 
με την χρησιμοποιούμενη πρόδρομη ένωση. Φ=φαινυλαλανίνη, Κ=κουμαρικό οξύ, Ν=ναριγκενίνη

Γενετικά τροποποιημένο 
στέλεχος ζύμης

Περιεχόμενα pESC
πλασμίδια

Φυτικός μεταβολίτης που 
παράγεται

(mg/L)

C4H-CPR12
pESC-URA-C4H
pESC-TRP-CPR
(Σχήμα 6 A,Γ)

κουμαρικό οξύ Φ 0

COUM11
pESC-URA-PAL-C4H,
pESC-TRP-CPR
(Σχήμα 6 Α,Γ)

κουμαρικό οξύ Φ 108,6

COUM12
pESC-URA-PAL-C4H,
(Σχήμα 6 Α)

κουμαρικό οξύ Φ 26,25

Φ 0,29

RESV11

pESC-URA-PAL-C4H,
pESC-HIS-4CL-RS,
pESC-TRP-CPR
(Σχήμα 6 Α,Β,Γ)

ρεσβερατρόλη

Κ 0,31

Φ 8,9

NAR12

pESC-URA-PAL-C4H,
pESC-HIS-4CL,
pESC-TRP-CPR
pESC-LEU-CHS-CHI
(Σχήμα 6 Α,Γ,Δ,Ε)

ναριγκενίνη

Κ 15,6

Φ 0,1

Κ 0,14GEN23

pESC-URA-PAL-C4H,
pESC-HIS-4CL-IFS,
pESC-LEU-CHS-CHI,
pESC-TRP-CPR
(Σχήμα 6 Α,Γ,Δ,Ε)

γενιστεΐνη

Ν 7,7

Φ 1,3

Κ 1KAE34

pESC-URA-PAL-C4H,
pESC-HIS-4CL-FLS,
pESC-LEU-CHS-CHI,
pESC-TRP- F3H-CPR,
(Σχήμα 6 Α,Ε,ΣΤ,Ζ)

καμφερόλη

Ν 4,6

Φ ίχνη

Κ 0,26QUE44

pESC-URA-PAL-C4H,
pESC-HIS-4CL-FLS,
pESC-LEU-CHS-CHI,
pESC-TRP- F3H-F3’H,
(Σχήμα 6 Α,Ε,ΣΤ,Η)

κερκετίνη

Ν 0,38



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Αποτελέσματα

65

4.3.1 Κατασκευή στελέχους COUM11 για την βιοσύνθεση κουμαρικού οξέος στη 

ζύμη

Το βιοσυνθετικό μονοπάτι του κουμαρικού οξέος αποτέλεσε το πρώτο από τα μονοπάτια που 

ανασυστάθηκαν σε γενετικά τροποποιημένα στελέχη σακχαρομύκητα και περιελάμβανε την 

μεταφορά των λιγότερων, σε αριθμό, ετερόλογων γονιδίων (PAL, C4H και CPR, Σχήμα 5,

σελ. 47). Καλλιέργεια του στελέχους COUM11 χρησιμοποιήθηκε για την εκκίνηση 

καλλιέργειας όπου σαν πρόδρομη ένωση χρησιμοποιήθηκε η φαινυλαλανίνη, η οποία 

βρέθηκε ότι έπρεπε να βρίσκεται σε συγκέντρωση 1650mg/L. Σε αυτές τις συνθήκες το 

σύστημα κατάφερε να βιοσυνθέσει έως 108,6mg/L κουμαρικού οξέος (Σχήμα 18).

Σχήμα 18: Συσσώρευση παραγωγής κουμαρικού οξέος () σε συνάρτηση με το χρόνο, από το γενετικά 
τροποποιημένο στέλεχος σακχαρομύκητα COUM11 αναπτυσσόμενο σε θρεπτικό μέσο CM (). Αποτυπώνεται η 
κατανάλωση της πρόδρομης ένωσης φαινυλαλανίνης ()

4.3.2 Κατασκευή στελέχους RESV11 για την βιοσύνθεση ρεσβερατρόλης στη ζύμη

Για την βιοσύνθεση της ρεσβερατρόλης ακολουθήθηκαν δυο προσεγγίσεις. Στην πρώτη 

χρησιμοποιήθηκε κουμαρικό οξύ σαν πρόδρομη ένωση και στην άλλη χρησιμοποιήθηκε η 

φαινυλαλανίνη. Οι δυο αυτές προσεγγίσεις κρίθηκαν απαραίτητες για την εκτίμηση της 

ενεργότητας των γονιδίων του βιοσυνθετικού μονοπατιού που βρίσκονταν καθοδικά της 

πρόδρομης ένωσης στο μονοπάτι, από την ικανότητα του συστήματος να βιο-μετατρέπει την 
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πρόδρομη ουσία προς το τελικό προϊόν. Όταν ξεκίνησε καλλιέργεια με αρχική συγκέντρωση

κουμαρικού οξέος 125mg/L, η συγκέντρωση της παραγόμενης ρεσβερατρόλης έφτασε στο 

0,31mg/L έπειτα από 80 ώρες καλλιέργειας (Σχήμα 19). Όταν η καλλιέργεια ξεκίνησε με

αυξημένη συγκέντρωση φαινυλαλανίνης τότε το επίπεδο της ρεσβερατρόλης έφτασε το 

0,29mg/L έπειτα από 120 ώρες καλλιέργειας περίπου (Σχήμα 20).

Σχήμα 19: Συσσώρευση παραγωγής ρεσβερατρόλης () σε συνάρτηση με το χρόνο, από το στέλεχος RESV11
αναπτυσσόμενο σε θρεπτικό μέσο CM (). Η πρόδρομη ένωση που χρησιμοποιήθηκε ήταν το κουμαρικό οξύ ()
όπου στο σχήμα αποτυπώνεται η κατανάλωσή του

Σχήμα 20: Συσσώρευση παραγωγής ρεσβερατρόλης () σε συνάρτηση με το χρόνο, από το στέλεχος RESV11
αναπτυσσόμενο σε θρεπτικό μέσο CM (). Η πρόδρομη ένωση που χρησιμοποιήθηκε ήταν η φαινυλαλανίνη. Στο 
σχήμα αποτυπώνεται και η πορεία του ενδιάμεσου κουμαρικού οξέος ()
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4.3.3 Κατασκευή στελέχους NAR12 για την βιοσύνθεση ναριγκενίνης στη ζύμη

Το μετασχηματισμένο με τα γονίδια βιοσύνθεσης της ναριγκενίνης στέλεχος ζύμης NAR12

χρησιμοποιήθηκε για την εκκίνηση καλλιεργειών θρεπτικού μέσου (CM) όπου οι πρόδρομες 

ενώσεις φαινυλαλανίνη και κουμαρικό οξύ παρέχονταν σε επαρκείς συγκεντρώσεις ώστε να 

βιο-μετατραπούν σε ναριγκενίνη. Όταν το ρόλο της πρόδρομης ένωσης τον έπαιζε το

κουμαρικό οξύ, με αυτό να προστίθεται κάθε 2 ημέρες ώστε να αναπληρώνεται η ποσότητα

που μεταβολίζεται, η συγκέντρωση της παραγόμενης ναριγκενίνης έφτασε τα 15,6mg/L 

έπειτα από 180 ώρες περίπου (Σχήμα 21). Όμοια όταν καλλιέργεια του στελέχους NAR12

ξεκίνησε με 1500mg/L φαινυλαλανίνης τα επίπεδα της παραγόμενης ναριγκενίνης έφτασαν 

τα 8,9mg/L έπειτα από 200 ώρες καλλιέργειας περίπου (Σχήμα 22).

Σχήμα 21: Συσσώρευση παραγωγής ναριγκενίνης () σε συνάρτηση με το χρόνο, από το στέλεχος NAR12
αναπτυσσόμενο σε θρεπτικό μέσο CM (). Η πρόδρομη ένωση που χρησιμοποιήθηκε ήταν το κουμαρικό οξύ. Στο 
σχήμα αποτυπώνεται και η κατανάλωσή της φαινυλαλανίνης ()
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Σχήμα 22: Συσσώρευση παραγωγής ναριγκενίνης () σε συνάρτηση με το χρόνο, από το στέλεχος NAR12 
αναπτυσσόμενο σε θρεπτικό μέσο CM (). Η πρόδρομη ένωση που χρησιμοποιήθηκε ήταν η φαινυλαλανίνη ().
Στο σχήμα αποτυπώνεται η κατανάλωσή της φαινυλαλανίνης καθώς και η πορεία μεταβολισμού του κουμαρικού 
οξέος ()

4.3.4 Κατασκευή στελέχους GEN23 για την βιοσύνθεση γενιστεΐνης στη ζύμη

Το μετασχηματισμένο με τα γονίδια βιοσύνθεσης της γενιστεΐνης στέλεχος ζύμης GEN23

χρησιμοποιήθηκε για την εκκίνηση καλλιεργειών κατάλληλου υγρού θρεπτικού μέσου (CM)

όπου οι πρόδρομες ενώσεις φαινυλαλανίνη, κουμαρικό οξύ και ναριγκενίνη παρέχονταν σε 

ικανοποιητικές συγκεντρώσεις ώστε να βιο-μετατραπούν σε γενιστεΐνη. Όταν το ρόλο της 

πρόδρομης ένωσης τον έπαιζε η ναριγκενίνη σε αρχική συγκέντρωση 160mg/L, η γενιστεΐνη 

που παράχθηκε έφτασε στα 7,7mg/L έπειτα από περίπου 200 ώρες καλλιέργειας (Σχήμα 23).

Όταν στο θρεπτικό μέσο το ρόλο της πρόδρομης ένωσης τον έπαιζε το κουμαρικό οξύ, με 

αυτό να προστίθεται κάθε 2 μέρες για να αναπληρώνονται οι ποσότητες που μεταβολίζονται, 

η συγκέντρωση της παραγόμενης γενιστεΐνης μειώθηκε στα 0,14mg/L έπειτα από 80 ώρες 

περίπου (Σχήμα 24). Όμοια, όταν καλλιέργεια του στελέχους GEN23 ξεκίνησε με 1500mg/L

φαινυλαλανίνης, με την φαινυλαλανίνη δηλαδή να βιο-μετατρέπεται σε γενιστεΐνη τότε το

επίπεδο της τελευταίας μειώθηκε φτάνοντας στα 0,1mg/L έπειτα από 100 ώρες καλλιέργειας

(Σχήμα 25).
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Σχήμα 23: Συσσώρευση γενιστεΐνης () σε συνάρτηση με το χρόνο, από το στέλεχος GEN23, αναπτυσσόμενο σε 
θρεπτικό μέσο CM (). Η πρόδρομη ένωση που χρησιμοποιήθηκε ήταν η ναριγκενίνη () όπου στο σχήμα 
αποτυπώνεται η κατανάλωσή της καθώς επίσης και πορεία του κουμαρικού οξέος ()

Σχήμα 24: Συσσώρευση γενιστεΐνης () σε συνάρτηση με το χρόνο, από το στέλεχος GEN23, αναπτυσσόμενο σε 
θρεπτικό μέσο CM (). Η πρόδρομη ένωση που χρησιμοποιήθηκε ήταν το κουμαρικό οξύ ().). Λόγω της 
κατανάλωσης του κουμαρικού οξέος γίνονταν εκ νέου προσθήκη 164mgr στο θρεπτικό μέσο κάθε 50 περίπου ώρες 
Στο σχήμα αποτυπώνεται η κατανάλωσή του καθώς και η παρακολούθηση της παραγωγής της ενδιάμεσης 
ναριγκενίνης ()
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Σχήμα 25: Συσσώρευση παραγωγής γενιστεΐνης () σε συνάρτηση με το χρόνο, από το στέλεχος GEN23
αναπτυσσόμενο σε θρεπτικό μέσο CM (). Η πρόδρομη ένωση που χρησιμοποιήθηκε ήταν η φαινυλαλανίνη ()
όπου στο σχήμα αποτυπώνεται η κατανάλωσή της καθώς και η πορεία των ενδιάμεσων ενώσεων κουμαρικό οξύ 
() και ναριγκενίνη ()

4.3.4.1 Καλλιέργειες γενετικά τροποποιημένου στελέχους GEN23 σε αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις ναριγκενίνης

Μεθοδολογία παρόμοια με αυτήν που χρησιμοποιήθηκε για την εύρεση της βέλτιστης 

συγκέντρωσης φαινυλαλανίνης χρησιμοποιήθηκε και για την εύρεση της βέλτιστης 

συγκέντρωσης ναριγκενίνης για την παραγωγή γενιστεΐνης από το γενετικά τροποποιημένο 

στέλεχος GEN23. Ο σκοπός αυτού του πειράματος ήταν η εύρεση απάντησης στο ερώτημα 

εάν κατά την ανασύσταση του μονοπατιού της γενιστεΐνης και κατά την τροφοδοσία του 

στελέχους GEN23 με φαινυλαλανίνη, μπορεί η ενδοκυτταρικά παραγόμενη ναριγκενίνη να 

φτάνει σε συγκέντρωση κορεσμού ώστε το ένζυμο IFS να έχει την μέγιστη ενεργότητα του.

Το στέλεχος GEN23 καλλιεργήθηκε σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις ναριγκενίνης και 

αποτυπώθηκε η πορεία ανάπτυξης (Σχήμα 26) καθώς και η παραγωγή της γενιστεΐνης στη 

μονάδα του χρόνου (Σχήμα 27). Από τις καμπύλες αυτές κατασκευάστηκαν οι αντίστοιχες 

θεωρητικές σιγμοειδής καμπύλες με την χρήση του προγράμματος Origin (Σχήμα 28) και 

κατόπιν από αυτές προέκυψαν οι καμπύλες των παραγώγων που αντιστοιχούν στο ρυθμό 

αύξησης της γενιστεΐνης στη μονάδα του χρόνου (Σχήμα 29). Από την μελέτη και των τριών 

αυτών σχημάτων συμπεραίνουμε ότι η βέλτιστη συγκέντρωση ναριγκενίνης για την βέλτιστη 
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ενεργότητα του IFS, του ενζύμου που βρίσκεται καθοδικά της ναριγκενίνης στο βιοσυνθετικό 

μονοπάτι, είναι 136mg/L (Σχήμα 28).

Σχήμα 26: Καμπύλες ανάπτυξης καλλιεργειών GEN23 σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις ναριγκενίνης. Τα σύμβολα 
αναπαριστούν τις αυξανόμενες συγκεντρώσεις ναριγκενίνης =27mg/L, =82mg/L, =136mg/L, ©=191mg/L,
=272mg/L

Σχήμα 27: Μεγιστοποίηση ετερόλογης παραγωγής γενιστεΐνης από καλλιέργεια γενετικά τροποποιημένου 
στελέχους GEN23 σε συνάρτηση με εξωγενώς παρεχόμενες συγκεντρώσεις ναριγκενίνης. =27mg/L, =82mg/L,
=136mg/L, =190mg/L, =272mg/L
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Σχήμα 28: Θεωρητικές καμπύλες παραγωγής γενιστεΐνης από το στέλεχος GEN23 σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις 
ναριγκενίνης. Α=27mg/L ναριγκενίνη, Β=82mg/L ναριγκενίνη, Γ=136mg/L ναριγκενίνη, Δ=190mg/L
ναριγκενίνη, Ε=272mg/L ναριγκενίνη

Σχήμα 29: Παράγωγοι συναρτήσεις των καμπύλων παραγωγής γενιστεΐνης για τον υπολογισμό του ρυθμού 
παραγωγής της από την υγρή καλλιέργεια του GEN23. Α=27mg/L ναριγκενίνη, Β=82mg/L ναριγκενίνη, 
Γ=136mg/L ναριγκενίνη, Δ=190mg/L ναριγκενίνη, Ε=272mg/L ναριγκενίνη
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4.3.5 Κατασκευή στελέχους KAE34 για την βιοσύνθεση καμφερόλης στη ζύμη

Το γενετικά τροποποιημένο στέλεχος KAE34 που περιέχει ολόκληρο το βιοσυνθετικό 

μονοπάτι για την σύνθεση της καμφερόλης (Σχήμα 5, σελ. 47), αναπτύχθηκε σε υγρές 

καλλιέργειες CM, όπου σαν πρόδρομη ένωση έναρξης του μονοπατιού δοκιμάστηκαν ένα 

κάθε φορά εκ των τριών ενδιάμεσων μεταβολιτών (ναριγκενίνη, κουμαρικό οξύ και

φαινυλαλανίνη), που τελικά βιο-μετατράπηκαν σε καμφερόλη. Όταν στο θρεπτικό μέσο 

προστέθηκε ναριγκενίνη, το επίπεδο παραγωγής της καμφερόλης έφτασε τα 4,6mg/L (Σχήμα 

29), ενώ όταν σαν πρόδρομη ένωση προστέθηκε το κουμαρικό οξύ, η καμφερόλη που 

παράχθηκε έφτασε τα 0,9mg/L (Σχήμα 30). Στην τελευταία περίπτωση όπου ως πρόδρομη 

ένωση προστέθηκε φαινυλαλανίνη, το επίπεδο παραγωγής της καμφερόλης έφτασε τα

1,3mg/L (Σχήμα 31).

Σχήμα 30: Συσσώρευτική παραγωγή καμφερόλης () σε συνάρτηση με το χρόνο από το γενετικά τροποποιημένο 
στέλεχος KAE34 που καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό μέσο CM (). Αποτυπώνεται η κατανάλωση της αρχικής 
πρόδρομης ένωσης ναριγκενίνης () που προστέθηκε εξωγενώς (0,5mM). Επίσης καταγράφονται τα επίπεδα 
παραγωγής κουμαρικού οξέος ()
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Σχήμα 31: Συσσώρευτική παραγωγή καμφερόλης () σε συνάρτηση με το χρόνο από το γενετικά τροποποιημένο 
στέλεχος KAE34 που καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό μέσο CM (). Αποτυπώνεται η κατανάλωση της αρχικής 
πρόδρομης ένωσης κουμαρικό οξύ () που προστέθηκε εξωγενώς (1mg/L). Λόγω της κατανάλωσης του 
κουμαρικού οξέος γίνονταν εκ νέου προσθήκη 164mgr στο θρεπτικό μέσο κάθε 50 περίπου ώρες. Επίσης 
καταγράφονται τα επίπεδα της ναριγκενίνης ()

Σχήμα 32: Συσσώρευση παραγωγής καμφερόλης () σε συνάρτηση με το χρόνο, από το στέλεχος KAE34
αναπτυσσόμενο σε θρεπτικό μέσο CM (). Η πρόδρομη ένωση που χρησιμοποιήθηκε ήταν η φαινυλαλανίνη ()
όπου στο σχήμα αποτυπώνεται η κατανάλωσή της καθώς και η πορεία των ενδιάμεσων ενώσεων κουμαρικό οξύ 
() και ναριγκενίνη ()
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4.3.6 Κατασκευή στελέχους QUE44 για την βιοσύνθεση κερκετίνης στη ζύμη

Το γενετικά τροποποιημένο στέλεχος QUE44 περιέχει ολόκληρο το βιοσυνθετικό μονοπάτι 

για την σύνθεση της κερκετίνης με τα οχτώ διαγονίδια PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H,

F3’H και FLS. Για την ανάπτυξη υγρών θρεπτικών καλλιεργειών (CM) χρησιμοποιήθηκε ένα 

από τα τρία πρόδρομα μόρια κάθε φορά, ναριγκενίνη, κουμαρικό οξύ και φαινυλαλανίνη, τα

οποία τελικά βιο-μετατράπηκαν σε καμφερόλη. Η διαφορά με την ανασύσταση των 

υπόλοιπων μονοπατιών που αναφέρθηκαν μέχρι τώρα για τα προαναφερθέντα στελέχη ζύμης 

COUM11, RESV11, NAR12, GEN23 και KAE34, βρίσκεται στο ότι το στέλεχος QUE44 δεν 

φέρει το γονίδιο CPR από τη λεύκα. Ο λόγος που έγινε αυτό, είναι επειδή οι δυνατότητες του

συστήματος φορέων pESC με τα τέσσερα πλασμίδια (pESC-URA, pESC-LEU, pESC-TRP,

pESC-HIS) που χρησιμοποιήθηκαν για την έκφραση των γονιδίων στα κύτταρα της ζύμης δεν 

επέτρεπε την υποκλωνοποίηση περισσότερων από 8 γονιδίων. Για τον λόγο αυτό αλλά και 

επειδή ο σακχαρομύκητας φέρει ενδογενές CPR γονίδιο, επιλέχθηκε να παραληφθεί το 

γονίδιο αυτό από την στρατηγική για την ανασύσταση της βιοσύνθεσης της κερκετίνης.

Σχήμα 33: Συσσώρευτική παραγωγή κερκετίνης (I) σε συνάρτηση με το χρόνο από το γενετικά τροποποιημένο 
στέλεχος QUE44 που καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό μέσο CM (). Αποτυπώνεται η κατανάλωση της αρχικής 
πρόδρομης ένωσης ναριγκενίνης () που προστέθηκε εξωγενώς (0,3mM). Επίσης φαίνονται τα επίπεδα 
παραγωγής της καμφερόλης () από την μερική εκτροπή του βιοσυνθετικού μονοπατιού στο σημείο της 
διυδροκαμφερόλης (Σχήμα 5, σελ. 47)

Όταν στο θρεπτικό μέσο προστέθηκε ναριγκενίνη, το επίπεδο παραγωγής της 

κερκετίνης έφτασε τα 0,38mg/L (Σχήμα 33), ενώ όταν για πρόδρομη ένωση προστέθηκε το 

κουμαρικό οξύ η κερκετίνη που παράχθηκε έφτασε τα 0,26mg/L (Σχήμα 34). Στην τελευταία 



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

76

περίπτωση όπου για πρόδρομη ένωση προστέθηκε φαινυλαλανίνη, τα επίπεδα παραγωγής της 

κερκετίνης δεν μπορούσαν να ανιχνευτούν με την διάταξη της τριχοειδούς ηλεκτροφόρησης 

με τον ανιχνευτή DAD (Σχήμα 35).

Σχήμα 34: Συσσώρευτική παραγωγή κερκετίνης (I) σε συνάρτηση με το χρόνο από το γενετικά τροποποιημένο 
στέλεχος QUE44 που καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό μέσο CM (). Αποτυπώνεται η κατανάλωση της αρχικής 
πρόδρομης ένωσης κουμαρικό οξύ () που προστέθηκε εξωγενώς (1mg/L). Λόγω της κατανάλωσης του 
κουμαρικού οξέος γίνονταν εκ νέου προσθήκη 164mgr στο θρεπτικό μέσο κάθε 50 περίπου ώρες. Επίσης 
φαίνονται τα επίπεδα παραγωγής της καμφερόλης () από την μερική εκτροπή του βιοσυνθετικού μονοπατιού στο 
σημείο της διυδροκαμφερόλης (Σχήμα 5, σελ. 47) και τα επίπεδα της ναριγκενίνης ()

Σχήμα 35: Συσσώρευση παραγωγής κερκετίνης (I) σε συνάρτηση με το χρόνο, από το στέλεχος QUE44
αναπτυσσόμενο σε θρεπτικό μέσο CM (). Η πρόδρομη ένωση που χρησιμοποιήθηκε ήταν η φαινυλαλανίνη ()
όπου στο σχήμα αποτυπώνεται η κατανάλωσή της καθώς και η πορεία των ενδιάμεσων ενώσεων κουμαρικό οξύ 
() και ναριγκενίνη (). Επίσης φαίνονται τα επίπεδα παραγωγής της καμφερόλης () από την μερική εκτροπή 
του βιοσυνθετικού μονοπατιού στο σημείο της διυδροκαμφερόλης (Σχήμα 5, σελ. 47)
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4.4 Συγκαλλιέργειες γενετικά τροποποιημένων στελεχών σακχαρομύκητα 

Επειδή ο απώτερος σκοπός της ετερόλογης παραγωγής των φλαβονοειδών ήταν η περαιτέρω 

χρήση των τελικών προϊόντων του κάθε γενετικά τροποποιημένου στελέχους ζύμης, 

δοκιμάσθηκε η δυνατότητα της συνδυασμένης βιοσύνθεσης φλαβονοειδών από δύο 

συγκαλλιεργούμενα στελέχη. Τα δύο στελέχη GEN23 και KAE34 χρησιμοποιήθηκαν για να 

μολυνθεί κατάλληλο αυξοτροφικό θρεπτικό μέσο φροντίζοντας έτσι ώστε το αρχικό μόλυσμα 

της κάθε καλλιέργειας να είναι το ίδιο, ώστε να αποφευχθεί η επικράτηση του ενός στελέχους 

έναντι του άλλου. Η ανεξάρτητη ανάπτυξη του κάθε ενός μέσα στο κοινό θρεπτικό 

υπόστρωμα επέτρεψε την επίσης ανεξάρτητη βιοσύνθεση της κάθε μιας από τις δυο 

φλαβονοειδής ενώσεις, της γενιστεΐνης και της καμφερόλης. 

Σχήμα 36: Συσσώρευση παραγωγής γενιστεΐνης (©) και καμφερόλης () από συγκαλλιέργεια των στελεχών 
GEN23 και KAE34, σε συνάρτηση με το χρόνο, αναπτυσσόμενες σε θρεπτικό μέσο CM (). Στο σχήμα 
αποτυπώνεται η κατανάλωσή της πρόδρομης ένωσης ναριγκενίνη (), η οποία είχε προστεθεί σε αρχική 
συγκέντρωση 0,3 mM

Η συγκέντρωση των παραγόμενων ουσιών και πάλι εξαρτήθηκε από το είδος της 

πρόδρομης ένωσης που χρησιμοποιήθηκε. Η συγκέντρωση της γενιστεΐνης έφτασε μέχρι τα 

1,7mg/L ενώ αυτή της καμφερόλης έφτασε κοντά στα 4,6mg/L όταν η πρόδρομη ένωση ήταν 

η ναριγκενίνη (Σχήμα 36). Όταν σαν πρόδρομη ένωση χρησιμοποιήθηκε το κουμαρικό οξύ 

τότε οι συγκεντρώσεις των παραγόμενων ουσιών ήταν 0,1mg/L και 0,4mg/L αντίστοιχα

(Σχήμα 37). Στην περίπτωση που πρόδρομη ένωση ήταν η φαινυλαλανίνη τότε οι 

συγκεντρώσεις των ουσιών ήταν 0,05 και 0,5mg/L αντίστοιχα (Σχήμα 38).
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Σχήμα 37: Συσσώρευση παραγωγής γενιστεΐνης (©) και καμφερόλης () από συγκαλλιέργεια των στελεχών 
GEN23 και KAE34, σε συνάρτηση με το χρόνο, αναπτυσσόμενες σε θρεπτικό μέσο CM (). Στο σχήμα 
αποτυπώνεται η κατανάλωσή της πρόδρομης ένωσης κουμαρικό οξύ (), το οποίο αναπληρώνονταν με την 
προσθήκη 164mgr κάθε περίπου 50 ώρες, καθώς και η πορεία της ενδιάμεσης ένωσης κουμαρικό οξύ ()

Σχήμα 38: Συσσώρευση παραγωγής γενιστεΐνης (©) και καμφερόλης () από συγκαλλιέργεια των στελεχών 
GEN23 και KAE34, σε συνάρτηση με το χρόνο, αναπτυσσόμενες σε θρεπτικό μέσο CM (). Στο σχήμα 
αποτυπώνεται η κατανάλωσή της πρόδρομης ένωσης φαινυλαλανίνη η οποία αρχικά είχε προστεθεί σε 
συγκέντρωση 10mM () καθώς και η πορεία των ενδιάμεσων ενώσεων κουμαρικό οξύ () και ναριγκενίνη ()
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4.5 Χρήσεις των παραχθέντων στελεχών και ουσιών

4.5.1 Πειράματα μικρο-οινοποιήσεων

Τα στελέχη σακχαρομύκητα GEN23, KAE34 και QUE44 χρησιμοποιήθηκαν σε πειραματικές 

μικρο-οινοποιήσεις για να βρεθεί εάν θα μπορούσαν να αναπτυχθούν και να εμπλουτίσουν τα 

παραγόμενα κρασιά με τις ουσίες γενιστεΐνη, καμφερόλη και κερκετίνη αντίστοιχα. Όλα τα 

πειράματα των μικρο-οινοποιήσεων πραγματοποιήθηκαν σε χώρο απόλυτα ελεγχόμενων 

συνθηκών και αποκλειστικά για τις ανάγκες της παρούσας διατριβής. Με το πέρας των 

πειραμάτων, το υλικό των οινοποιήσεων αυτών καταστράφηκε με ασφαλή τρόπο. 

Σε δυο πλαστικά βαρέλια τοποθετήθηκαν από 50L μούστου της ποικιλίας Mourvèdre

και στο ένα προστέθηκαν 50gr φαινυλαλανίνης. Επιπρόσθετα σε ένα άλλο βαρέλι 

προστέθηκαν 50L της ποικιλίας Βηλάνα. Στη συνέχεια σε κάθε ένα βαρέλι προστέθηκε 

μόλυσμα από κάθε ένα γενετικά τροποποιημένο στέλεχος σακχαρομύκητα έτσι ώστε 

συνολικά το κάθε βαρέλι να έχει εμβολιαστεί και με τα τρία στελέχη. Στη συνέχεια τα 

βαρέλια κλείστηκαν και εφαρμόστηκαν οι συνηθισμένοι χειρισμοί που ακολουθούνται κατά 

τις οινοποιήσεις.

Αφού τελείωσε η οινοποίηση (ένα μήνα περίπου μετά) τα βαρέλια απολασπώθηκαν, 

απομακρύνθηκε δηλαδή το κατακάθι που αποτελούνταν κυρίως από κύτταρα ζυμών και 

στερεά υπολείμματα προερχόμενα από τον μούστο και στη συνέχεια το κρασί εμφιαλώθηκε. 

Από τον κάθε ένα χειρισμό πάρθηκε δείγμα 50ml, εκχυλίστηκε δυο φορές με αιθυλικό 

αιθυλεστέρα, εξατμίστηκε σε περιστροφικό συμπυκνωτή και τα δείγματα μετρήθηκαν στην 

τριχοειδή ηλεκτροφόρηση. Από τις αναλύσεις αυτές δεν εντοπίστηκαν κορυφές που να 

μπορούν να ταυτοποιηθούν με τις ουσίες γενιστεΐνη, καμφερόλη ή κερκετίνη

4.5.2 Πειράματα in vitro ελέγχου της φυτοπροστατευτικής δράση των ουσιών

Ένας από τους στόχους των πειραμάτων βιοσύνθεσης των στιλβενοειδών και φλαβονοειδών 

ενώσεων ήταν η διέξοδος των αποτελεσμάτων σε πρωτόκολλα φυτοπροστασίας. Πρωταρχικά 

in vitro πειράματα με ημικάθαρη μορφή ρεσβερατρόλης, απομονωμένης από σταφύλια, 

έδειξαν ότι η ρεσβερατρόλη θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί για τον έλεγχο των επιβλαβών 

επιδράσεων που προκαλεί ο σαπροφυτικός μύκητας Botrytis cinerea, σε καλλιέργειες 

αμπελιού αλλά και άλλων καλλιεργειών. Σε θρεπτικά υποστρώματα PDA προστέθηκε η 
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κατάλληλη ποσότητα ημικάθαρης μορφής ρεσβερατρόλης (Lekakis et al., 2005). Στη 

συνέχεια και στο κέντρο του κάθε τρυβλίου προστέθηκαν 10μl αιωρήματος κονιδίων και τα 

τρυβλία αφέθηκαν να αναπτυχθούν σε θάλαμο ανάπτυξης. Έπειτα από εφτά ημέρες

ανάπτυξης τα αποτελέσματα ήταν αυτά που φαίνονται στο Σχήμα 39. Στην συγκέντρωση 

173mg/L φαίνεται να υπάρχει μια μικρή ανάπτυξη του μύκητα ενώ στην συγκέντρωση 

300mg/L φαίνεται ότι η αναστολή της ανάπτυξης είναι πλήρης.

Σχήμα 39: Επίδραση ημικάθαρης μορφής ρεσβερατρόλης, απομονομένης από σταφύλια, στην ανάπτυξη κονιδίων 
βοτρύτη. Α: 0mg/L ,Β: 60mg/L ρεσβερατρόλης, Γ: 173mg/L ρεσβερατρόλης, Δ: 300mg/L ρεσβερατρόλης

Η επιτυχής βιοσύνθεση των στιλβενοειδών και φλαβονοειδών ενώσεων έπρεπε να 

ακολουθηθεί από σειρά πειραμάτων για τον έλεγχο της φυτοπροστατευτικής δράσης των 

ουσιών αυτών. Για τον έλεγχο αυτόν, ποσότητα από τα θρεπτικά μέσα στα οποία είχαν 

μεγαλώσει τα γενετικά τροποποιημένα στελέχη RESV11, GEN23, KAE34 και QUE44 και 

στα οποία είχαν παραχθεί οι ενώσεις ρεσβερατρόλη, γενιστεΐνη, καμφερόλη και κερκετίνη 

αντίστοιχα, αναμίχθηκε με μείγμα PDA σε νερό, ώστε να δημιουργηθούν στερεά 
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υποστρώματα εμπλουτισμένα με τις παραχθείσες ουσίες. Στο κέντρο των υποστρωμάτων 

αυτών τοποθετήθηκαν 10μl από αιώρημα κονιδίων βοτρύτη και τα τρυβλία αφέθηκαν σε 

θάλαμο ανάπτυξης για την ανάπτυξη της ασθένειας. Για την ακριβέστερη αντιπαραβολή και 

ερμηνεία των αποτελεσμάτων ίδια ποσότητα κονιδίων τοποθετήθηκε στο κέντρο τρυβλίου 

που ήταν εμπλουτισμένο (στην ίδια συγκέντρωση) με σκέτο αυξοτροφικό θρεπτικό 

υπόστρωμα και στο κέντρο τρυβλίου που ήταν εμπλουτισμένο με μέσο καλλιέργειας 

ανεπτυγμένης καλλιέργειας YPH499 (θετικός μάρτυρας ανάπτυξης παθογόνου). Με τον 

τρόπο αυτό οποιαδήποτε διαφορά στην ανάπτυξη του μυκηλίου μεταξύ των τρυβλίων με τις 

ενώσεις-στόχους και των τρυβλίων με τα αρνητικά τρυβλία ελέγχου θα οφείλεται στις νέο-

παραχθείσες ενώσεις.

Έπειτα από την αδυναμία αναστολής της ανάπτυξης του βοτρύτη με την 

συγκεκριμένη μεθοδολογία ελέγχθηκε η ικανότητα της φλαβονόλης κερκετίνης να 

αναστέλλει την ανάπτυξη του βοτρύτη. Ο παρακάτω Πίνακας 5 εμφανίζει αποτελέσματα που 

δείχνουν ότι η κερκετίνη στις συγκεντρώσεις 50, 100 και 200mg/L δεν έχει την ικανότητα να 

περιορίσει την ανάπτυξη του παθογόνου.

Πίνακας 5: Έλεγχος της ανάπτυξης του Βοτρύτη σε in vitro πειράματα. Οι τιμές αφορούν το ποσοστό μείωσης της 
διαμέτρου ανάπτυξης του βοτρύτη σε τρυβλίο στο οποίο είχε ενσωματωθεί ποσότητα καλλιέργειας γενετικά 
τροποποιημένου στελέχους σε σχέση με την ανάπτυξη σε τρυβλίο στο οποίο είχε ενσωματωθεί σκέτο θρεπτικό μέσο 
CM (θετικός μάρτυρας ανάπτυξης). Επίσης φαίνεται η ικανότητα αναστολής της ανάπτυξης του βοτρύτη σε τρυβλία 
PDA με τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις κερκετίνης

50% PDA

+

50% PDA +
50% RESV11

50% PDA +
50% GEN23

50% PDA +
50% KAE34

50% PDA +

50% QUE44

50% PDA +
25% GEN23 +
25% KAE34

Επι της 
εκατό (%) 

μείωση 
ανάπτυξης

0 0 0 0 0

PDA

+ κερκετίνη 

50mg/L 100mg/L 200mg/L

Επι της 
εκατό (%) 

μείωση 
ανάπτυξης

0 0 0
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55 ΣΣΥΥΖΖΗΗΤΤΗΗΣΣΗΗ

«Στον τομέα της επιστημονικής 
παρατήρησης, η τύχη βοηθάει μόνο τον 
καλά προετοιμασμένο νου»

Λουδοβίκος Παστέρ (1822-1895,
μικροβιολόγος, χημικός)

Ένας από τους βασικούς στόχους του έργου ήταν η ετερόλογη βιοσύνθεση του κουμαρικού 

οξέος, ενός φαινολικού οξέος, της ρεσβερατρόλης, ενός στιλβενίου, της ναριγκενίνης, μιας 

φλαβανόνης, της γενιστεΐνης μιας ισοφλαβόνης και της καμφερόλης και της κερκετίνης δυο 

σημαντικών φλαβονοειδών που ανήκουν στην κλάση των φλαβονολών (Σχήμα 3, σελ. 10).

Και οι έξι αυτές ενώσεις αποτελούν εξέχοντα μέλη του μεταβολισμού των 

φαινυλοπροπανοειδών στα φυτά, αφ’ ενός διότι εμπλέκονται σε κύριες φυσιολογικές 

διεργασίες των φυτών και αφ’ ετέρου διότι η κατανάλωσή τους από τον άνθρωπο 

συσχετίζεται με πολλές ευεργετικές δράσεις (Dixon and Ferreira, 2002; Nijveldt et al., 2001;

Pace-Asciak et al., 1995).

Αν και η βιοσύνθεση των ενώσεων αυτών σε ετερόλογα μικροβιακά συστήματα 

έκφρασης γονιδίων δεν είναι η πρώτη φορά που εμφανίζεται στην βιβλιογραφία, είναι η 

πρώτη φορά που φυτικά γονίδια χρησιμοποιούνται για την ανασύσταση ολόκληρων των 

μονοπατιών μιας τόσο ευρείας κλίμακας βιοενεργών ουσιών στον σακχαρομύκητα. Η 

ετερόλογη έκφραση των εμπλεκόμενων γονιδίων σε κύτταρα ζύμης ουσιαστικά αποτελεί μια 

εναλλακτική μέθοδο της εκχύλισης των ουσιών από φυτικούς ιστούς και έναν μελλοντικό 
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τρόπο για την παραγωγή τους με οικονομικούς όρους, για εμπορικούς σκοπούς. Η παραγωγή 

των ουσιών αυτών από τη ζύμη προσφέρει το πλεονέκτημα της απλούστερης ρύθμισης των 

γονιδίων σε σχέση με τα φυτά και της έλλειψης φυτικών μηχανισμών απενεργοποίησης των 

μορίων αυτών.

Οι ιδιαίτερες ιδιότητες που παρουσιάζουν οι φλαβονοειδείς και στιλβενοειδείς 

ενώσεις έχουν μετατρέψει την ετερόλογη βιοσύνθεσή τους σε έναν πρώτης τάξεως στόχο.

Σχετικά πρόσφατα επιτεύχθηκε για πρώτη φορά η έκφραση γονιδίων του μεταβολισμού των 

φαινυλοπροπανοειδών σε βακτήρια, κάνοντας δυνατή την βιο-μετατροπή μιας πρόδρομης 

ένωσης στον αντίστοιχο μεταβολίτη, έπειτα από την καταλυτική δράση της εκφραζόμενης 

από το γονίδιο πρωτεΐνης. Πιο συγκεκριμένα, όταν εκφράστηκαν διάφορες ισομορφές της 

PAL, απομονωμένες από τον μαϊντανό, σε κύτταρα E. coli, αυτά απέκτησαν την ικανότητα 

μετατροπής της φαινυλαλανίνης σε κινναμικό οξύ (Schulz et al., 1989). Επιπρόσθετα, όταν 

ένα RS γονίδιο απομονωμένο από ιστούς V. vinifera εκφράστηκε σε E. coli, κυτταρικά 

εκχυλίσματα είχαν την ικανότητα να μετατρέπουν την πρόδρομη ένωση 4-κουμάρυλο-CoA

σε ρεσβερατρόλη (Melchior and Kindl, 1990). Από τότε και μετά, αρκετά άρθρα 

δημοσιεύτηκαν με θέμα την βιοσύνθεση στιλβενοειδών και φλαβονοειδών ενώσεων, τα οποία 

συνοψίστηκαν πρόσφατα (Ververidis et al., 2007a; Ververidis et al., 2007b).

Ο μύκητας S. cerevisiae, σαν ευκαρυωτικός οργανισμός, έχει εξελίξει έναν 

μεταγραφικό και μεταφραστικό μηχανισμό ο οποίος μοιράζεται πολλά κοινά σημεία με τους 

αντίστοιχους μηχανισμούς των φυτών. Το γεγονός αυτό, ανάγει τον σακχαρομύκητα σε έναν 

ιδεώδη οργανισμό για την έκφραση φυτικών γονιδίων που οδηγούν στην βιοσύνθεση φυτικών 

δευτερογενών μεταβολιτών. Αυτή η υπόθεση βέβαια ποτέ δεν επιβεβαιώθηκε μιας και σε 

πολλές περιπτώσεις η παραγωγή φλαβονοειδών ενώσεων σε βακτήρια φαίνεται να είναι 

περισσότερο αποδοτική (Beekwilder et al., 2006; Watts et al., 2006).

Ο λόγος που οδήγησε στην δημιουργία των γενετικά τροποποιημένων στελεχών 

σακχαρομύκητα για την βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων, ήταν η 

ανασύσταση των βιοσυνθετικών μονοπατιών τους για μεγιστοποίηση της βιο-μετατροπής του 

αρωματικού αμινοξέος φαινυλαλανίνη στις αντίστοιχες τελικές ενώσεις. Για την επιβεβαίωση 

αυτού θα έπρεπε αφ’ ενός να υπάρχει ικανοποιητική έκφραση των διαγονιδίων και από την 

άλλη τα ενεργά κέντρα των ενζύμων να είναι «κορεσμένα» με τις βέλτιστες συγκεντρώσεις 

της φαινυλαλανίνης και των υποστρωμάτων των υπόλοιπων εμπλεκόμενων ενζύμων 

αντίστοιχα.
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Το πρώτο ένζυμο όλων των ανασυσταμένων βιοσυνθετικών μονοπατιών της 

διατριβής αυτής είναι η PAL, το υπόστρωμα της οποίας θα έπρεπε να βρίσκεται σε τέτοια 

συγκέντρωση σε κάθε θρεπτικό μέσο, ώστε να δείχνει την μέγιστη ενεργότητα. Το βασικό 

επαγωγικό θρεπτικό μέσο (CM) καλλιέργειας του σακχαρομύκητα, όπως αυτό αναφέρεται 

στην βιβλιογραφία (Ausubel et al., 1994), περιέχει φαινυλαλανίνη σε συγκέντρωση 50mg/L.

Από πείραμα καλλιέργειας του στελέχους COUM11 σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις

φαινυλαλανίνης προέκυψαν δυο σημαντικά στοιχεία. Πρώτον, με την αύξηση της αρχικής 

συγκέντρωσης της φαινυλαλανίνης στο θρεπτικό μέσο παρατηρείται μια αύξηση στην 

απόδοση του συστήματος βιοσύνθεσης κουμαρικού οξέος, με την βέλτιστη συγκέντρωση να 

είναι στα 1650mg/L (Σχήμα 10, σελ. 57). Δεύτερον, βρέθηκε ότι στην συγκέντρωση 

φαινυλαλανίνης 3300mg/L παρατηρείται αυξημένη παραγωγή κουμαρικού οξέος αλλά 

επιπρόσθετα παρατηρείται μια επιβράδυνση στην ανάπτυξη (Σχήμα 11, σελ. 57).

Επιπρόσθετα, όσο αυξάνονταν η αρχική συγκέντρωση της φαινυλαλανίνης τόσο πιο ευρεία 

γίνονταν η φάση της λογαριθμικής αύξησης του σακχαρομύκητα γεγονός που υποδήλωνε μια 

υστέρηση στο ρυθμό ανάπτυξης. Αυτό οφείλονταν μάλλον στην εμφάνιση τοξικών 

φαινόμενων στο θρεπτικό μέσο καλλιέργειας.

Η βιολογική δράση των P450 ενζύμων όπως είναι τα C4H, IFS και F3’H στηρίζεται 

σε ένα σύστημα δότη ηλεκτρονίων. Το CPR γονίδιο μεταφέρει ηλεκτρόνια από το NADPH 

στα P450 ένζυμα (Porter et al., 1987). Αρχικά ελέγχθηκε εάν η χρήση της CPR από υβρίδιο 

λεύκας θα μπορούσε να υποστηρίξει επαρκώς την παραγωγή των τελικών προϊόντων μιας και 

όπως αναφέρουν οι Urban και συνεργάτες, το ενδογενές γονίδιο του σακχαρομύκητα, 

αδυνατεί να υποστηρίξει επαρκώς την έκφραση διαγονιδίων (Urban et al., 1994). Από την 

παράλληλη καλλιέργεια του γενετικά τροποποιημένου στελέχους COUM11, το οποίο 

περιέχει το ενδογενές CPR μαζί με ένα επιπρόσθετο CPR από υβρίδιο λεύκας και του 

γενετικά τροποποιημένου στελέχους COUM12, που περιέχει μόνο το ενδογενές γονίδιο CPR,

φάνηκε ότι παρουσία του CPR λεύκας, η παραγόμενη ποσότητα κουμαρικού οξέος αυξάνεται 

κατά 4 περίπου φορές (Σχήμα 16, σελ. 61), γεγονός που επιβεβαιώνει την παρατήρηση των 

Urban και συνεργατών και επιτάσσει την χρήση του ετερόλογου CPR.

Η αύξηση αυτή της παραγωγής του κουμαρικού οξέος από την συνέκφραση του 

γονιδίου CPR από την λεύκα είναι ίδια με αυτήν που αναφέρεται στην βιβλιογραφία για την 

περίπτωση που χρησιμοποιήθηκε CPR από το ρύζι (Kim et al., 2005), όπου επίσης η αύξηση 

κυμάνθηκε γύρω στις 4 φορές. Επίσης, το γεγονός ότι με την έκφραση του γονιδίου CPR στο 



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Συζήτηση

85

στέλεχος COUM11 παρατηρείται αυξημένη παραγωγή κουμαρικού οξέος σε σχέση με το 

στέλεχος COUM12, ήταν παράλληλα και μια έμμεση απόδειξη ότι το κλωνοποιημένο C4H

γονίδιο, κωδικοποιεί μια P450 πρωτεΐνη μιας και όπως αναφέρθηκε προηγούμενα, οι P450

πρωτεΐνες για την ενεργότητά τους χρειάζεται να συνδυαστούν με αναγωγάσες

κυτοχρωμάτων, οι οποίες παρέχουν το αναγκαίο αναγωγικό δυναμικό (Werck-Reichhart and

Feyereisen, 2000).

Έγινε επίσης προσπάθεια για εύρεση της ποσότητας του αρχικού μολύσματος που θα 

έπρεπε να έχει μια καλλιέργεια έτσι ώστε να έχει την μέγιστη παραγωγή. Από την μελέτη των 

σχημάτων που συσχετίζουν την αρχική συγκέντρωση του μολύσματος με τον τρόπο 

ανάπτυξης και τις παραγόμενες συγκεντρώσεις γενιστεΐνης, από το στέλεχος GEN23,

βγαίνουν δυο συμπεράσματα. Το πρώτο συμπέρασμα είναι ότι η καλλιέργεια που ξεκίνησε με 

την μεγαλύτερη ποσότητα μολύσματος φτάνει σε μεγαλύτερη συγκέντρωση κυττάρων με τα 

ποιοτικά χαρακτηριστικά όμως των καμπύλων να μην αλλάζουν (Σχήμα 14, σελ. 60). Το 

δεύτερο συμπέρασμα που βγαίνει είναι ότι η καλλιέργεια εκείνη που φτάνει στα μεγαλύτερα 

επίπεδα παραγωγής γενιστεΐνης είναι η καλλιέργεια που ξεκίνησε από την μικρότερη 

ποσότητα μολύσματος (Σχήμα 15, σελ. 60), με εμφανή την τάση να πέφτουν τα επίπεδα 

παραγωγής με την αύξηση της αρχικής συγκέντρωσης του μολύσματος. Το γεγονός ότι η

καλλιέργεια που ξεκινάει από μικρότερη συγκέντρωση μολύσματος φτάνει σε μεγαλύτερη 

συγκέντρωση γενιστεΐνης ενδεχομένως να οφείλεται στο γεγονός ότι τα συμτώματα του 

υπερπληθυσμού γίνονται εμφανή αργότερα στις καλλιέργειες αυτές και άρα τα κύτταρα έχουν 

μεγαλύτερη περίοδο παραγωγικότητας.

5.1 Ανασύσταση βιοσυνθετικού μονοπατιού κουμαρικού οξέος

Το κουμαρικό οξύ αποτελεί μια πολύ σημαντική ένωση του μεταβολισμού των 

φαινυλοπροπανοειδών μιας και αποτελεί την πρώτη σημαντική διασταύρωση του δικτύου 

πριν τη βιοσύνθεση των στιλβενοειδών ή των φλαβονοειδών (Σχήμα 3, σελ. 10). Για την 

βιοσύνθεσή του, άγριο στέλεχος σακχαρομύκητα μετασχηματίστηκε έτσι ώστε να φέρει τα 

γονίδια PAL, C4H και CPR δίνοντας το γενετικά τροποποιημένο στέλεχος COUM11. Τα 

γονίδια αυτά είναι κοινά και απαιτήθηκαν για την βιοσύνθεση και των υπόλοιπων τελικών 

προϊόντων αυτού του έργου (ρεσβερατρόλη, ναριγκενίνη, γενιστεΐνη, καμφερόλη και

κερκετίνη). Τα ένζυμα που κωδικοποιούνται από τα γονίδια αυτά προκαλούν διαδοχικά μια 
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αντίδραση απαμίνωσης της φαινυλαλανίνης μετατρέποντάς την σε κινναμικό οξύ και την 

υδροξυλίωση του τελευταίου προς κουμαρικό οξύ (Σχήμα 5, σελ. 47).

Ακολουθώντας αυτή την βιοσυνθετική πορεία, που έτσι κι αλλιώς αποτελεί την 

κυρίαρχη πορεία σύνθεσης του κουμαρικού οξέος στα φυτά, το γενετικά τροποποιημένο 

στέλεχος COUM11 παρήγαγε 108,6mg/L (Πίνακας 4, σελ. 64) της ένωσης. Υπάρχουν 

αναφορές όπου αντί να χρησιμοποιηθούν τα ένζυμα PAL και C4H χρησιμοποιήθηκε το 

ένζυμο TAL, ένα ομόλογο PAL γονίδιο προερχόμενο από τον μύκητα Rhodotorula glutinis.

Το γονίδιο αυτό έχει την ικανότητα να βιο-μετατρέπει την τυροσίνη απ’ευθείας σε κουμαρικό 

οξύ σε μια μονο-ενζυμική αντίδραση (Vannelli et al., 2007). Το παραγόμενο κουμαρικό οξύ 

με την προσέγγιση αυτή έφτασε σε συγκέντρωση τα 91mg/L, συγκέντρωση μικρότερη από 

αυτήν που παρήγαγε το στέλεχος COUM11, δείχνοντας, αν και στο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης 

είχε προστεθεί μόνο 1mM φαινυλαλανίνης, ότι δεν έχει τόση μεγάλη σημασία ο αριθμός των 

εμπλεκόμενων γονιδίων αλλά η ειδικότητα που έχουν τα ένζυμα με τα υποστρώματά τους.

Σε μια παρόμοια με τη δική μας προσέγγιση οι Ro και Douglas κατάφεραν,

χρησιμοποιώντας εν μέρει γονίδια από διαφορετικές πηγές, να συνθέσουν 9,2mg/L

κουμαρικού οξέος (Ro and Douglas, 2004), ποσότητα που υστερεί περίπου 10 φορές σε 

σχέση με την ποσότητα που παράχθηκε στη δική μας περίπτωση. Τα γονίδια PAL και CPR

που χρησιμοποίησε ο Ro ήταν τα ίδια με αυτά που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτό το έργο όπως 

επίσης και το σύστημα έκφρασης των διαγονιδίων ήταν το ίδιο (pESC σύστημα). Αυτό που 

διέφερε μεταξύ των δύο εργασιών ήταν η αρχική συγκέντρωση φαινυλαλανίνης και το C4H

γονίδιο που ενώ ο Ro το κλωνοποίησε από λεύκα, εμείς το κλωνοποιήσαμε από σόγια. Το 

γεγονός αυτό έδειξε ότι το C4H από τη σόγια είχε καλύτερη απόδοση μετατροπής του 

κινναμικού οξέος σε κουμαρικό οξύ. Αυτό ήταν σημαντικό μιας και στόχος μας ήταν η 

ανασύσταση πολύ μεγαλύτερων βιοσυνθετικών μονοπατιών και άρα ήταν απαραίτητα γονίδια 

με βέλτιστη απόδοση.

Η επιβεβαίωση ότι οι παραγόμενες ποσότητες κουμαρικού οξέος προέρχονταν 

αποκλειστικά από την δράση των διαγονιδίων φάνηκε όταν άγριο στέλεχος σακχαρομύκητα 

επωάστηκε σε θρεπτικό μέσο παρουσία φαινυλαλανίνης, κουμαρικού οξέος ή ναριγκενίνης, 

με την συγκέντρωση των δύο τελευταίων ενώσεων να μένει αναλλοίωτη (Σχήμα 9, σελ. 55).

Αν και υπάρχουν αναφορές που δηλώνουν ότι ο S. cerevisiae έχει την ικανότητα να 

μεταβολίζει τα (υδροξυ)-κινναμικά οξέα (Clausen et al., 1994; Goodey and Tubb, 1982) με
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την έκφραση του ενδογενούς PAD11 γονιδίου, το στέλεχος YPH499 που χρησιμοποιήσαμε 

δεν μπόρεσε να μεταβολίσει το κουμαρικό οξύ, γεγονός που μπορεί να οφείλεται στην 

προτίμηση βιο-μετατροπής του από τα ένζυμα του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών 

λόγω της υπερ-έκφρασης αυτών. Επιπρόσθετα το στέλεχος YPH499 δεν είχε την ικανότητα 

να μεταβολίσει την ναριγκενίνη. Στο ίδιο πείραμα η συγκέντρωση της φαινυλαλανίνης 

μειώθηκε αλλά αυτό έτσι κι αλλιώς ήταν αναμενόμενο μιας και εκτός από πρόδρομη ένωση 

για την βιοσύνθεση των φλαβονοειδών και των στιλβενοειδών αποτελεί και ένα αμινοξύ το 

οποίο συμμετέχει στην πρωτεϊνοσύνθεση. 

Παράλληλα, ελέγχθηκε και το κατά πόσο το στέλεχος YPH499 ήταν σε θέση να 

παράξει κάποια από τις τελικές ενώσεις στόχους. Η ανικανότητα μεταβολισμού του

κουμαρικού οξέος και της ναριγκενίνης καθώς και η μη ανίχνευση κουμαρικού οξέος, 

ρεσβερατρόλης, ναριγκενίνης, γενιστεΐνης, καμφερόλης ή κερκετίνης σε καλλιέργειες του 

άγριου στελέχους, υποδηλώνουν ότι το τελευταίο δεν έχει τον κατάλληλο μηχανισμό για την 

βιομετατροπή του κουμαρικού οξέος ή της ναριγκενίνης προς κάποιο από τα φλαβονοειδή ή 

στιλβενοειδή. 

Επιπρόσθετα, το γενετικά τροποποιημένο στέλεχος σακχαρομύκητα C4H-CPR12 που 

έφερε μόνο τα γονίδια C4H και CPR ενώ ήταν σε θέση να αναπτύσσεται κανονικά στο 

επαγωγικό μέσο ανάπτυξης, δεν είχε την ικανότητα να μετατρέπει την παρεχόμενη

φαινυλαλανίνη σε κουμαρικό οξύ (Σχήμα 40). Αυτό επιβεβαιώνει το γεγονός ότι το γονίδιο 

PAL είναι το πρωταρχικό και άκρως απαραίτητο γονίδιο για την βιοσύνθεση του κουμαρικού 

οξέος αλλά και της ρεσβερατρόλης, της ναριγκενίνης, της γενιστεΐνης, της καμφερόλης και 

της κερκετίνης.

5.2 Ανασύσταση βιοσυνθετικού μονοπατιού ρεσβερατρόλης

Αν και η ρεσβερατρόλη αποτελεί ένα πάρα πολύ ενδιαφέρον μόριο (Fremont, 2000) δεν έχει 

ακόμα αναφερθεί η ετερόλογη de novo σύνθεση της από την φαινυλαλανίνη σε 

σακχαρομύκητα. Στο έργο αυτό παρουσιάζεται για πρώτη φορά η βιοσύνθεση της 

ρεσβερατρόλης από φαινυλαλανίνη, με ανασύσταση δηλαδή ολόκληρου του 

βιοσυνθετικού της μονοπατιού. Οι συγκεντρώσεις που παρήχθησαν ήταν 0,31mg/L και 

1 Phenylacrylic Acid Decarboxylase, αποκαρβοξυλάση φαινυλακρυλικού οξέος
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0,29mg/L όταν σαν πρόδρομη ένωση χρησιμοποιήθηκε το κουμαρικό οξύ και η 

φαινυλαλανίνη αντίστοιχα.

Σχήμα 40: Παραγωγή του κουμαρικού οξέος () από την καλλιέργεια του γενετικά τροποποιημένου στελέχους 
C4H-CPR12 που αναπτύσσεται σε CM μέσο () σε συνάρτηση με το χρόνο. Στο στέλεχος αυτό απουσιάζει το 
γονίδιο PAL και έτσι δεν είναι δυνατή η παραγωγή κουμαρικού οξέος, γεγονός αντίθετο με αυτό που συμβαίνει με 
το στέλεχος COUM11 όπου το γονίδιο PAL είναι λειτουργικό (Σχήμα 18, σελ. 65)

Οι Becker και συνεργάτες του αναφέρουν ότι κατάφεραν να παράξουν ρεσβερατρόλη 

από κουμαρικό οξύ με συνέκφραση των 4CL και RS γονιδίων. Στην περίπτωση αυτή, τα

γενετικά τροποποιημένα στελέχη σακχαρομύκητα ήταν σε θέση να παράγουν μέχρι 1,5μg/L

ρεσβερατρόλης (Becker et al., 2003), ποσότητα περίπου 200 φορές μικρότερη από αυτήν του 

έργου. Αργότερα, ακολουθώντας διαφορετική στρατηγική συνέκφρασης των φυτικών 

διαγονιδίων, οι Beekwilder και συνεργάτες κατάφεραν και παρήγαγαν μέχρι 6mg/L

χρησιμοποιώντας επίσης το κουμαρικό οξύ σαν πρόδρομη ένωση (Beekwilder et al., 2006). Η 

διαφορά στην εργασία του Beekwilder ήταν ότι τα διαγονίδια δεν εκφράστηκαν σε

πλασμιδιακούς φορείς αλλά έπειτα από ενσωμάτωση τους σε χρωμόσωμα. Το γεγονός αυτό

έδειξε ότι δεν είναι πανάκεια η έκφραση των διαγονιδίων σε πλασμιδιακούς φορείς για την 

παραγωγή υψηλών ποσοτήτων μεταβολιτών.

Σε μια προσπάθεια να βρεθούν αποδοτικότερες στρατηγικές βιοσύνθεσης του μορίου,

οι Zhang και συνεργάτες κατασκεύασαν μια χιμαιρική πρωτεΐνη αποτελούμενη από τις 
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πρωτεΐνες 4CL και RS ενωμένες με το τρι-πεπτίδιο Gly-Ser-Gly (Zhang et al., 2006). Με 

αυτή την προσέγγιση κατάφεραν και βιοσύνθεσαν μέχρι 5,8mg/L ρεσβερατρόλης, ποσότητα 

περίπου ίση με αυτήν που παράχθηκε με την προσέγγιση του Beekwilder, αλλά τουλάχιστον 

τρεις τάξεις μεγέθους μεγαλύτερη (>3800 φορές) από την ποσότητα που παρήγαγε ο Becker.

Η αυξημένη αυτή παραγωγή μάλλον οφείλεται στο γεγονός ότι με την χιμερική αυτή 

κατασκευή τα δυο ενεργά κέντρα των ενζύμων βρίσκονται πάρα πολύ κοντά, με αποτέλεσμα 

το προϊόν της μιας αντίδρασης άμεσα να παίρνει θέση στο ενεργό κέντρο του ακόλουθου 

ενζύμου με αποτέλεσμα αυτό να μην χάνεται λόγω διάχυσης ή λόγω αλλοίωσης.

Η έκφραση των φυτικών διαγονιδίων για την παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών 

σε κύτταρα σακχαρομύκητα αρχικά φαίνονταν ότι πλεονεκτούσε απέναντι στην έκφραση σε 

βακτήρια. Αυτή η άποψη στηρίζονταν στο γεγονός ότι τα κύτταρα του σακχαρομύκητα 

μοιάζουν πολύ περισσότερο με τα κύτταρα των φυτών από ότι με αυτά των βακτηρίων και 

επιπρόσθετα έχουν α) εξελίξει έναν μεταγραφικό και μεταφραστικό μηχανισμό ο οποίος 

μοιράζεται πολλά κοινά σημεία με τους αντίστοιχους μηχανισμούς των φυτών, β) έναν 

μηχανισμό μετα-μεταφραστικής τροποποίησης των πρωτεϊνών παρόμοιο με εκείνο των 

φυτών και γ) μεμβράνες που επιτρέπουν την σύνδεση των φυτικών P450 ενζύμων, όπως είναι 

το C4H, IFS και F3’H (Ro et al., 2001). Αυτό όμως δεν αποδείχτηκε να είναι αληθινό στις 

περισσότερες περιπτώσεις της ρεσβερατρόλης, μιας και σε περιπτώσεις όπου το E. coli

χρησιμοποιήθηκε σαν ξενιστής των ετερόλογων γονιδίων, η παραγόμενη συγκέντρωση 

ρεσβερατρόλης έφτασε τα 16mg/L (Beekwilder et al., 2006), τα 37mg/L (Katsuyama et al.,

2007a) και τα 100mg/L (Watts et al., 2006). Ο σημαντικότερος λόγος που συνέβει αυτό 

μάλλον είναι ο ταχύτερος ρυθμός ανάπτυξης που ακολουθούν τα βακτήρια. Ο ελαφρά 

διαφορετικός μηχανισμός μετάφρασης και μετα-μεταφραστικής τροποποίησης των 

πρωτεϊνών στα βακτήρια δεν φάνηκε να δημιουργεί πρόβλημα στην ενεργότητα των ενζύμων

που χρησιμοποιήθηκαν.

Η μικρή απόδοση του συστήματος παραγωγής αυτού του έργου δεν φαίνεται να 

οφείλεται στις διαφορές που παρατηρούνται στις πρωτοταγείς αμινοξικές αλληλουχίες των 

ενζύμων του ανασυσταμένου βιοσυνθετικού μονοπατιού σε σχέση με τις αλληλουχίες που 

είναι κατατεθημένες (Πίνακας 3, σελ. 49). Το ένζυμο 4CL γονίδιο που κλωνοποιήθηκε από 

την σόγια για τις ανάγκες του έργου, εμφάνισε τουλάχιστον 68% ταυτοσημεία και 80% 

ομολογία με τις 4CL πρωτεΐνες που εντοπίζονται στο γένωμα της Αραβίδοψις (Πίνακας 8,

Παράρτημα ΙΙ, σελ. 121) και εμφανίζει πέντε αμινοξικές αναντιστοιχίες (Asn123Ser123,
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Ala140Glu140, Ile143Val143, Gln231Val232Lys231Ile232) σε σχέση με την 

αλληλουχία που υπάρχει καταχωρημένη στο NCBI. Από αυτές τις 5 υποκαταστάσεις οι τρεις 

αποτελούν ομόλογες αντικαταστάσεις.

Τα 4CL γονίδια, έχει βρεθεί ότι στην πρωτοταγή τους αλληλουχία διατηρούν μερικά 

συντηρημένα χαρακτηριστικά, όπως μια AMP προσδεόμενη αλληλουχία, ένα ενεργό 

καταλυτικό κέντρο και μερικές συντηρημένες κυστεΐνες (Allina et al., 1998). Τα κριτήρια 

αυτά επιβεβαιώνονται και στην αλληλουχία του ενζύμου που προήλθε από σόγια στην 

παρούσα εργασία (Πίνακας 11, Παράρτημα ΙΙ, σελ.125), με τις αναντιστοιχίες να βρίσκονται 

έξω από αυτές τις περιοχές. Το γεγονός αυτό επιτρέπει την υπόθεση ότι οι αλλαγές που 

εντοπίστηκαν με την αλληλούχηση του κλωνοποιημένου γονιδίου δεν είναι πιθανό να 

προκαλέσουν απώλεια της ενεργότητας του ενζύμου και μάλλον οφείλονται σε ενδοειδική 

παραλλακτικότητα.

Από την αλληλούχηση του κλώνου της RS και την in silico μετάφραση, βρέθηκε ότι 

το αμινοξικό κατάλοιπο 329 διαφέρει από το αντίστοιχο κατάλοιπο της αλληλουχίας 

DQ366302 (Πίνακας 10, παράρτημα ΙΙ, σελ.123) με βάση την οποία σχεδιάστηκαν οι 

εκκινητές. Η αλλαγή αυτή έτσι κι αλλιώς βρίσκεται σε σημείο εκτός του ενεργού κέντρου 

ώστε να αλλοιώνεται η ενεργότητα του ενζύμου (Austin et al., 2004). Το γεγονός ότι τα 

αμινοξικά κατάλοιπα που συνιστούν τις περιοχές πρόσδεσης του μηλόνυλο-CoA, του ενεργού 

κέντρου και του σημείου πρόσδεσης της παραγόμενης ρεσβερατρόλης είναι συντηρημένες,

υποδηλώνει μόνο ότι το κλωνοποιημένο ένζυμο έχει ενεργότητα συνθάσης της 

ρεσβερατρόλης χωρίς να δίνει πληροφορίες για την απόδοση σύνθεσης αυτής. Αυτό σημαίνει 

ότι πιθανότατα ο λόγος της χαμηλής απόδοσης του σακχαρομυκητιακού συστήματος 

παραγωγής ρεσβερατρόλης είναι η μικρή απόδοση σύνθεσης της ουσίας από το ένζυμο RS.

Η καλλιέργεια του κλώνου COUM11 οδηγεί σε σχετικά υψηλή συγκέντρωση 

παραγόμενου κουμαρικού οξέος (108,6mg/L), ποσότητα όμως που δεν μπορεί να ανιχνευτεί 

σε καλλιέργειες γενετικά τροποποιημένων στελεχών που περιέχουν ένα ή περισσότερα 

γονίδια καθοδικά του C4H στα βιοσυνθετικά τους μονοπάτια (RESV11, NAR12, GEN23,

KAE34, QUE44). Αυτό σημαίνει ότι το πρώτο γονίδιο καθοδικά του C4H, που είναι το 4CL,

δέχεται σαν υπόστρωμα αυτή την παραγόμενη ποσότητα κουμαρικού οξέος και την 

μετατρέπει στο επόμενο μεταβολικό προϊόν που είναι το 4-κουμάρυλο-CoA. Έχει δειχθεί 

προηγούμενα ότι ο σακχαρομύκητας δεν έχει την δυνατότητα να μεταβολίσει το κουμαρικό 

οξύ (4.2.2, σελ. 55) και άρα η μη ανίχνευση κουμαρικού οξέος αποδίδεται ολοκληρωτικά 
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στην ενεργότητα του 4CL. Στο μονοπάτι όμως που καταλήγει στην παραγωγή της 

ρεσβερατρόλης το επόμενο και τελευταίο ένζυμο είναι το RS, το οποίο επιτελεί μια 

αντίδραση συμπύκνωσης του παραγόμενου κουμαρικού οξέος με τρια μόρια μηλόνυλο-CoA.

Από ότι φαίνεται το κλωνοποιημένο RS δεν είναι σε θέση να αποδώσει την μέγιστη 

ενεργότητά του και να μετατρέψει το 4-κουμάρυλο-CoA σε ρεσβερατρόλη. Από την στιγμή 

που η ιδιαίτερα υψηλές συγκεντρώσεις παραγωγής κουμαρικού οξέος φαίνεται να 

εξαφανίζονται με την έκφραση του 4CL στο γενετικά τροποποιημένο στέλεχος δείχνει ότι 

στο μέσο, αν και δεν έγινε δυνατό να ανιχνευτεί, πρέπει να υπήρχε συσσώρευση 4-

κουμάρυλο-CoA και άρα θεωρητικά το RS θα έπρεπε να είναι σε θέση να παράξει 

ικανοποιητική συγκέντρωση ρεσβερατρόλης. Υποθέτουμε ότι αυτό δεν έγινε πραγματικότητα 

λόγω της μικρής εξειδίκευσης που εμφάνιζε το κλωνοποιημένο RS για το 4-κουμάρυλο-CoA.

5.3 Ανασύσταση βιοσυνθετικού μονοπατιού ναριγκενίνης

Για την βιοσύνθεση της φλαβανόνης ναριγκενίνης κατασκευάστηκε το γενετικά 

τροποποιημένο στέλεχος NAR12, το οποίο έφερε έξι φυτικής προέλευσης διαγονίδια (PAL,

C4H, CPR, 4CL, CHS και CHI). Από αυτά, τα PAL, C4H και CPR είναι τα ίδια που 

αναφέρθηκαν προηγουμένως (παράγραφοι 5.1) και εκφράζονται στο στέλεχος COUM11.

Από τα υπόλοιπα, μόνο η κλωνοποίηση του CHS, που είναι υπεύθυνο, για την συμπύκνωση 

του 4-κουμάρυλο-CoA με τρία μόρια μηλόνυλο-CoA προς την χαλκόνη ναριγκενίνη, 

εμφάνισε αλλαγές στην αμινοξική της αλληλουχία. Γενικά, η κλωνοποιημένη αλληλουχία του 

CHS παρουσίασε 83% ταυτοσημία και 92% ομολογία με τις CHS πρωτεΐνες στο γένωμα της 

Αραβίδοψις (Πίνακας 9, Παράρτημα ΙΙ, σελ. 122) και διέφερε σε ένα μόνο αμινοξύ 

(Gly258Arg258) σε σχέση με την κατατεθημένη αλληλουχία. Η αναντιστοιχία αυτή δεν 

οφείλεται σε μετάλλαξη που εισήχθηκε με την PCR αλλά σε μετάλλαξη του κλώνου Χ53958

με βάση τον οποίο σχεδιάστηκαν οι εκκινητές για την κλωνοποίησή του. Επιπρόσθετα η 

αλλαγή αυτή δεν εντοπίζεται στην περιοχή του ενεργού κέντρου (κυστεΐνη 164) ή σε κάποια 

άλλη σημαντική περιοχή (Austin et al., 2004) οπότε δεν θεωρήθηκε ότι θα μπορούσε να 

προκαλέσει αλλοίωση στην ενεργότητα του ενζύμου (Πίνακας 12, παράρτημα ΙΙ, σελ. 128).

Το CHI που είναι υπεύθυνο για την ισομερίωση της ναριγκενίνης χαλκόνης προς ναριγκενίνη 

δεν εμφάνισε καμία διαφοροποίηση.

Το στέλεχος NAR12 έχει την ικανότητα να βιο-μετατρέπει την πρόδρομη ένωση σε



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

92

ναριγκενίνη με σχετικά υψηλή απόδοση, σε συγκέντρωση 15,6mg/L όταν παρέχεται στο 

θρεπτικό μέσο κουμαρικό οξύ και 8,9mg/L όταν παρέχεται στο θρεπτικό μέσο φαινυλαλανίνη

(Σχήμα 21 και Σχήμα 22 αντίστοιχα). Αυτή η αύξηση κατά δυο φορές στην συγκέντρωση της 

παραγόμενης ναριγκενίνης, όταν παρέχεται κουμαρικό οξύ, φανερώνει ότι η συγκέντρωση 

του υποστρώματος ενός τουλάχιστον ενζύμου από αυτά που βρίσκονται καθοδικά του 

κουμαρικού οξέος στο βιοσυνθετικό μονοπάτι, δεν είναι αρκετή ώστε να κορεστεί το ενεργό 

κέντρο του ενζύμου ώστε να δείξει την μέγιστη ενεργότητά του.

Γενικά φαίνεται ότι όσο αυξάνει ο αριθμός των γονιδίων που συνιστούν το 

βιοσυνθετικό μονοπάτι μεταβολισμού της πρόδρομης ένωσης, τόσο μειώνεται η 

συγκέντρωση των παραγόμενων τελικών ενώσεων (Πίνακας 7). Χαρακτηριστικό είναι ότι 

όταν στο άγριο στέλεχος εισήχθησαν τα τρία πρώτα γονίδια, που είναι κοινά για όλες τις 

ενώσεις, η παραγωγή κουμαρικού οξέος, ξεκινώντας από φαινυλαλανίνη, έφτασε τα

108,6mg/L (0,66mM) και όταν στο στέλεχος εισήχθησαν τα επόμενα τρία γονίδια 

βιοσύνθεσης των φλαβονοειδών η παραγόμενη ναριγκενίνη έπεσε σε συγκέντρωση κατά 19

φορές φτάνοντας τα 8,9mg/L (0,03mM, Πίνακας 7, σελ. 104).

Ο Jiang και συνεργάτες χρησιμοποιώντας τον S. cerevisiae για την συνέκφραση των 

γονιδίων PAL, 4CL και CHS (Πίνακας 6, σελ. 101) κατάφερε να βιοσυνθέσει μέχρι 7mg/L 

ναριγκενίνης από φαινυλαλανίνη (Jiang et al., 2005), συγκέντρωση μικρότερη από αυτήν που 

επιτεύχθηκε σε αυτό το έργο αν και για την ανασύσταση αυτή χρησιμοποίησε τρία γονίδια 

λιγότερα σε σχέση με αυτά που χρησιμοποιήθηκαν στην διατριβή αυτή. Από την άλλη o Yan

και συνεργάτες κατάφεραν να τροποποιήσουν στέλεχος ζύμης ώστε να βιοσυνθέσει 28,3mg/L

ναριγκενίνης (Yan et al., 2005) χρησιμοποιώντας δυο γονίδια λιγότερα στο 

ανασυστασσόμενο μονοπάτι. Αυτό το τελευταίο γεγονός δείχνει ότι δεν είναι πάντα ο 

αριθμός των γονιδίων αυτός που καθορίζει την απόδοση του συστήματος.

Και σε αυτή την περίπτωση επιβεβαιώθηκε η παρατήρηση ότι η χρησιμοποίηση του

βακτηρίου E. coli είναι προτιμότερη για την ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών. Με 

σχετικά διαφορετικές προσεγγίσεις, διαφορετικές ερευνητικές ομάδες κατάφεραν να 

συνθέσουν 0,45mg/L (Hwang et al., 2003), 20,8mg/L (Watts et al., 2004), 57mg/L (Miyahisa

et al., 2005), 119mg/L (Leonard et al., 2007) και 155mg/L (Leonard et al., 2008)

ναριγκενίνης αντίστοιχα. Ο Hwang και συνεργάτες ακολούθησαν την κλασική στρατηγική 

εκφράζοντας τα διαγονίδια σε πλασμιδιακούς φορείς μέσα στα κύτταρα των βακτηρίων, οι

Watts και συνεργάτες έκαναν το ίδιο με την διαφορά ότι για την παραγωγή της ναριγκενίνης 
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δεν πρόσθεσαν καμία πρόδρομη ένωση παρά μόνο γλυκόζη όπως και οι Miyahisa και 

συνεργάτες που εκτός από τα γονίδια που σχηματίζουν την ναριγκενίνη συνέκφρασαν και τις 

δυο υπομονάδες της ACC που είναι απαραίτητη για την αύξηση της συγκέντρωσης 

μηλόνυλο-CoA μέσα στα κύτταρα. Ο Leonard και συνεργάτες προχώρησαν παραπέρα 

εκφράζοντας μαζί με τα απαραίτητα για την βιοσύνθεση διαγονίδια και τις τέσσερις

υπομονάδες της ACC καθώς και τo γονίδιο ACS για την αύξηση της ενδογενούς ποσότητας 

ακέτυλο-CoΑ. Επίσης τα μέλη της τελευταίας ομάδας, σε μια διαφορετική προσέγγιση,

κατάφεραν να βιο-συνθέσουν ακόμα μεγαλύτερες συγκεντρώσεις ναριγκενίνης όταν 

συνέκφρασαν τα τρία γονίδια που βιοσυνθέτουν την ναριγκενίνη από κουμαρικό οξύ μαζί με 

δυο γονίδια που εμπλέκονται στην αύξηση των συγκεντρώσεων μηλόνυλο-CoA μέσα στα 

κύτταρα.

5.4 Ανασύσταση βιοσυνθετικού μονοπατιού γενιστεΐνης

Στη διατριβή αυτή παρουσιάζεται για πρώτη φορά η ανασύσταση και ετερόλογη 

παραγωγή γενιστεΐνης από την φαινυλαλανίνη κάνοντας χρήση γενετικά 

τροποποιημένου στελέχους σακχαρομύκητα. Το στέλεχος GEN23 (Πίνακας 4), το οποίο 

έφερε εφτά φυτικής προέλευσης γονίδια (PAL, C4H, CPR, 4CL, CHS, CHI, IFS),

αναπτυσσόμενο σε θρεπτικά μέσα όπου πρόδρομη ουσία ήταν η ναριγκενίνη, το κουμαρικό 

οξύ ή η φαινυλαλανίνη παρήγαγε 7,7mg/L, 0,14mg/L και 0,1mg/L αντίστοιχα γενιστεΐνης

(Σχήμα 23-Σχήμα 25, σελ. 69-70).

Αρχικά υπήρχαν αναφορές μόνο για την λειτουργική έκφραση του IFS παρά για την 

χρήση της ετερόλογης έκφρασης για την παραγωγή γενιστεΐνης (Akashi et al., 1999; Kim et

al., 2003; Tian and Dixon, 2006), με αυτήν του Tian να είναι η πιο ενδιαφέρουσα μιας και 

κατάφεραν να κατασκευάσουν μια χιμαιρική πρωτεΐνη με στοιχεία τόσο της IFS όσο και της 

CHI με την διατήρηση των ενεργοτήτων των δυο ενζύμων. Στη συνέχεια παρουσιάστηκαν 

εργασίες στις οποίες έγινε προσπάθεια σύνθεσης της γενιστεΐνης από ναριγκενίνη τόσο σε 

σακχαρομύκητα όσο και σε βακτήρια. Ο Kim και συνεργάτες κατάφεραν να συνθέσουν

20,8mg/L (Kim et al., 2005) ενώ ο Leonard και συνεργάτες 2mg/g ξηρής μάζας κυττάρων 

(Leonard and Koffas, 2007) και οι δυο ερευνητικές ομάδες σε κύτταρα σακχαρομύκητα. Όταν 

ξενιστής ήταν το E. coli η παραγωγή γενιστεΐνης έφτασε στα 0,34mg/L (Katsuyama et al.,

2007b) και στα 18mg/g ξηρής μάζας κυττάρων (Leonard and Koffas, 2007).
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Όσο αφορά την ανασύσταση πλήρους μονοπατιού βιοσύνθεσης, σημαντική είναι η 

προσπάθεια του Katsuyama και συνεργατών η οποία όμως επιτεύχθηκε με μια διαφορετική 

προσέγγιση. Στην περίπτωση αυτή έγινε συγκαλλιέργεια ενός γενετικά τροποποιημένου 

στελέχους E. coli και ενός γενετικά τροποποιημένου στελέχους σακχαρομύκητα. Η

παραγόμενη από το E. coli ναριγκενίνη προσλαμβάνονταν από τον σακχαρομύκητα για την 

μετρατροπή της σε γενιστεΐνη (Katsuyama et al., 2007b). Με τον τρόπο αυτό παράχθηκαν 

6mg/L γενιστεΐνης που είναι μεγαλύτερη από την συγκέντρωση που παράχθηκε σε αυτό το 

έργο αλλά από την μια αυτό επιτεύχθηκε με χρήση συγκαλλιέργειας βακτηρίου με 

σακχαρομύκητα και από την άλλη η ποσότητα αυτή παράχθηκε από την ετερόλογη έκφραση 

έξι γονιδίων αντί για τα εφτά αυτού του έργου.

Όταν το στέλεχος GEN23 καλλιεργήθηκε σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις 

ναριγκενίνης (27mg/L έως 270mg/L) βρέθηκε ότι η βέλτιστη συγκέντρωση ναριγκενίνης η 

οποία δίνει την μέγιστη παραγωγή γενιστεΐνης (7,7mg/L) είναι η 136mg/L (Σχήμα 29, σελ. 

72). Αυτή ουσιαστικά αποτελεί και την μέγιστη συγκέντρωση γενιστεΐνης που μπορεί να 

παράγει το σύστημα όταν τροφοδοτείται με φαινυλαλανίνη. Ένας από τους λόγους που το 

σύστημα απέχει από αυτή την συγκέντρωση όταν τροφοδοτείται με φαινυλαλανίνη είναι ότι η 

συγκέντρωση της παραγόμενης ενδιάμεσης ένωσης ναριγκενίνης είναι μακριά από την 

βέλτιστη συγκέντρωση (136mg/L). Το στέλεχος NAR12 που φέρει τα ίδια γονίδια με το 

GEN23 για την παραγωγή ναριγκενίνης είναι σε θέση να παράξει μόλις 8,9mg/L (0,033mM),

17 φορές δηλαδή μικρότερη από την βέλτιστη συγκέντρωση ναριγκενίνης που χρειάζεται το 

στέλεχος GEN23 για την παραγωγή γενιστεΐνης αντίστοιχα. Ο λόγος που το σύστημα δεν 

είναι σε θέση παράγει την απαιτούμενη συγκέντρωση ναριγκενίνης είναι μάλλον η μικρή 

απόδοση είτε του ενζύμoυ CHS είτε του ενζύμου CHI μιας και τα προηγούμενα ένζυμα 

(PAL, C4H/CPR, 4CL) δείξαμε ότι είναι σε θέση να παράξουν και να μεταβολίσουν, 

τουλάχιστον 108,6mg/L (0,662mM) κουμαρικού οξέος, συγκέντρωση που είναι σχετικά 

υψηλή.

5.5 Ανασύσταση βιοσυνθετικού μονοπατιού καμφερόλης

Για την ανασύσταση του μονοπατιού ήταν απαραίτητη η ενεργότητα οχτώ γονιδίων (PAL,

C4H, CPR, 4CL, CHS, CHI, F3H και FLS), όσων μπορούσε δηλαδή να φέρει το σύστημα 

pESC, συμπληρώνοντας και τις τέσσερις αυξοτροφίες του πειραματικού στελέχους YPH499.
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Τόσο το ένζυμο F3H που είναι υπεύθυνο για την προσθήκη μιας υδροξυλομάδας στην θέση 

C-3 του δακτυλίου Γ, όσο και το ένζυμο FLS που προσθέτει έναν διπλό δεσμό ανάμεσα στην 

θέση C-2 και στην θέση C-3, δεν παρουσίασαν αναντιστοιχίες στις πρωτοταγείς τους 

αλληλουχίες. Και σε αυτή την περίπτωση έγιναν καλλιέργειες του κλώνου KAE34 όπου οι 

ενώσεις ναριγκενίνη, κουμαρικό οξύ και φαινυλαλανίνη χρησιμοποιήθηκαν σαν πρόδρομες 

ουσίες, βιοσυνθέτοντας 4,6mg/L, 0,9mg/L και 1,3mg/L αντίστοιχα. Είναι η πρώτη φορά 

που αναφέρεται στην βιβλιογραφία η βιοσύνθεση της φλαβονόλης αυτής στον 

σακχαρομύκητα και είναι η πρώτη φορά που παράγεται από φαινυλαλανίνη. Στο E. coli

από την άλλη πλευρά, έχουν αναφερθεί 2 περιπτώσεις ανασύστασης. Στην πρώτη έγινε 

σύνθεση της καμφερόλης από τυροσίνη σε συγκέντρωση 15,1mg/L (Miyahisa et al., 2006)

και στην δεύτερη τόσο ναριγκενίνη όσο και κουμαρικό οξύ μετατράπηκαν σε καμφερόλη 

συγκέντρωσης 0,8mg/L και 0,3mg/L αντίστοιχα (Leonard et al., 2006), συγκεντρώσεις που 

υπολείπονται αυτών που παράχθηκαν στην παρούσα διατριβή.

Από την μελέτη των αποδόσεων παραγωγής καμφερόλης από το στέλεχος KAE34 

φαίνεται ότι η απόδοση του συστήματος ήταν σχετικά μικρή, όπως συνέβει και με τις 

υπόλοιπες περιπτώσεις των μεταβολικά τροποποιημένων στελεχών. Από την άλλη πλευρά 

όμως, ενώ το βιοσυνθετικό μονοπάτι της καμφερόλης, που βρίσκεται καθοδικά της

ναριγκενίνη έχει δυο επιπλέον γονίδια (F3H και FLS) και όχι ένα όπως συμβαίνει με το 

στέλεχος GEN23 που καταλήγει στην βιοσύνθεση της γενιστεΐνης (IFS), η απόδοση είναι 

μεγαλύτερη όταν χρησιμοποιούνται σαν πρόδρομες ενώσεις η φαινυλαλανίνη ή το κουμαρικό 

οξύ (Πίνακας 4, σελ. 64). Αυτό επιβεβαιώνει το ότι το κλωνοποιημένο ένζυμο IFS δεν έχει 

την βέλτιστη εξειδίκευση ως προς την ναριγκενίνη για την μετατροπή της σε γενιστεΐνη.

5.6 Ανασύσταση βιοσυνθετικού μονοπατιού κερκετίνης

Για την βιοσύνθεση της κερκετίνης χρηισιμοποιήθηκε το γενετικά τροποποιημένο στέλεχος 

QUE44. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι εάν ακολουθούσαμε παρόμοια στρατηγική με την 

βιοσύνθεση των προηγούμενων ενώσεων θα χρειάζονταν η συνέργεια 9 γονιδίων (PAL, C4H,

CPR, 4CL, CHS, CHI, F3H, F3’H και FLS). Το σύστημα pESC όμως επέτρεπε την 

υποκλωνοποίηση μόνο οχτώ από αυτά. Για τον λόγο αυτό, αν και ήταν γνωστό ότι η χρήση 

CPR από λεύκα ήταν απαραίτητη για την αύξηση των επιπέδων παραγωγής των μεταβολιτών, 

επιλέχθηκε να μην χρησιμοποιηθεί η ενεργότητα του, μιας και ο σακχαρομύκητας φέρει 



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

96

ενδογενές CPR στο γονιδίωμά του. Επομένως για την βιοσύνθεση της φλαβονόλης 

κερκετίνης χρησιμοποιήθηκε η ενεργότητα των γονιδίων PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H,

F3’H και FLS. Σε καλλιέργειες όπου πρόδρομη ένωση ήταν η ναριγκενίνη ή το κουμαρικό 

οξύ (τρία και έξι βιοσυνθετικά βήματα αντίστοιχα) η κερκετίνη που παράχθηκε ήταν 

0,38mg/L και 0,26mg/L αντίστοιχα (Πίνακας 4, σελ. 64). Όταν πρόδρομη ένωση ήταν η

φαινυλαλανίνη (οχτώ βιοσυνθετικά βήματα) δεν ήταν δυνατό να γίνει ποσοτικοποίηση της 

κερκετίνης λόγω της μικρής της συγκέντρωσης.

Αυτή είναι η πρώτη φορά που γίνεται ανασύσταση του βιοσυνθετικού 

μονοπατιού της κερκετίνης στον σακχαρομύκητα. Υπάρχει μόνο μια αναφορά για 

παραγωγή της σε E. coli σε συγκεντρώσεις 0,18mg/L και 0,05mg/L (Leonard et al., 2006). Οι 

συγκεντρώσεις αυτές υπολείπονται αυτών που παράχθηκαν σε αυτό το έργο και μαζί με την 

περίπτωση της γενιστεΐνης είναι από τις λίγες φορές όπου ένας μεταβολίτης παράγεται 

στον σακχαρομύκητα σε υψηλότερη συγκέντρωση από ότι όταν παράγεται σε βακτήρια.

Τα δυο βιοσυνθετικά μονοπάτια που καταλήγουν στην σύνθεση της καμφερόλης και 

της κερκετίνης είναι παρόμοια, με την έννοια ότι διαφέρουν μόνο στην ύπαρξη του γονιδίου 

F3’H. Από την άλλη, και τα δυο βιοσυνθετικά μονοπάτια φέρουν το γονίδιo FLS μιας και το 

τελευταίο μπορεί να δεχτεί σαν υπόστρωμα τόσο την διυδροκαμφερόλη όσο και την 

διυδροκερκετίνη (Σχήμα 5, σελ. 47). Αυτό επιβεβαιώνεται από τις καλλιέργειες του 

στελέχους QUE44 όπου εκτός από την παραγωγή της κερκετίνης, ανιχνεύονται και 

ποσότητες της καμφερόλης. Η παραγόμενη καμφερόλη, φτάνει τα 5,9mg/L, 0,37mg/L και 

0,42mg/L όταν χρησιμοποιούνται σαν πρόδρομες ενώσεις η ναριγκενίνη, το κουμαρικό οξύ 

και η φαινυλαλανίνη αντίστοιχα (Σχήμα 33-Σχήμα 35, σελ. 75-76).

5.7 Ανάλυση μεταβολικής ροής ετερόλογης βιοσύνθεσης

Βασικός στόχος της ανάλυσης της μεταβολικής ροής είναι η εξαγωγή συμπερασμάτων όσο 

αφορά την απόδοση των επί μέρους βιοσυνθετικών βημάτων που εμπλέκονται στην 

παραγωγή των στιλβενοειδών και φλαβονοειδών ενώσεων στη ζύμη. Με τον τρόπο αυτό θα 

είναι δυνατή η εκτίμηση των παραγόντων εκείνων που είναι υπεύθυνοι ώστε ορισμένα 

στελέχη της διατριβής αυτής να μην έχουν υψηλή παραγωγικότητα για τα τελικά προϊόντα.

Επιπρόσθετα παρουσιάστηκαν συνοπτικά (Πίνακας 6) όλα τα ερευνητικά επιτεύγματα που 

έχουν δημοσιευθεί στην διεθνή βιβλιογραφία έως σήμερα και αφορούν την καταγραφή 
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ετερόλογης βιοσύνθεσης φλαβονοειδών και στιλβενοειδών στους οργανισμούς S. cerevisiae

και E. coli. Επίσης στο Σχήμα 41 και στον Πίνακας 7 αποτυπώνονται τα συνολικά επίπεδα 

παραγωγής κουμαρικού οξέος, ρεσβερατρόλης, ναριγκενίνης, γενιστεΐνης, καμφερόλης και 

κερκετίνης ανάλογα με την χρησιμοποιούμενη πρόδρομη ένωση. 

Από τα πειραματικά δεδομένα της διατριβής αυτής (Πίνακας 7) είναι προφανές ότι 

όταν χρησιμοποιείται η φαινυλαλανίνη ως αρχική πρόδρομη ένωση τα επίπεδα βιοσύνθεσης 

των τελικών προϊόντων μειώνονται, καθώς αυξάνονται τα βιοσυνθετικά βήματα παραγωγής 

των τελικών προϊόντων. Έτσι, χρησιμοποιώντας στα θρεπτικά μέσα 10mM φαινυλαλανίνης, 

διαπιστώθηκε ότι οι τελικές συγκεντρώσεις παραγωγής κουμαρικού οξέος (από το στέλεχος 

COUM11, 2 βιοσυνθετικά βήματα), ναριγκενίνης (από το στέλεχος NAR12, 5 βιοσυνθετικά 

βήματα) και καμφερόλης (από το στέλεχος KAE34, 7 βιοσυνθετικά βήματα) ήταν διαδοχικά 

662, 33 και 5μΜ αντίστοιχα (Πίνακας 7) και οι τελικές συγκεντρώσεις παραγωγής 

ναριγκενίνης και καμφερόλης ήταν διαδοχικά 57 και 3,1μΜ αντίστοιχα όταν 

χρησιμοποιήθηκε για πρόδρομη ένωση το κουμαρικό οξύ. «Επιβαρύνοντας» με πρόσθετα 

βιοσυνθετικά βήματα τον ετερόλογο μεταβολισμό της ζύμης, στο στέλεχος GEN23 (έξι 

βιοσυνθετικά βήματα, ένα παραπάνω του NAR12) η συγκέντρωση γενιστεΐνης έφτασε στο 

0,1μΜ, στο στέλεχος KAE34 (εφτά βιοσυνθετικά βήματα, δυο παραπάνω του NAR12) η 

συγκέντρωση καμφερόλης έφτασε τα 5μΜ, ενώ στο QUE44 (οχτώ βιοσυνθετικά βήματα, 

τρια παραπάνω του NAR12) η συγκέντρωση κερκετίνης ήταν σχεδόν αμελητέα. 

Για τον την παραγωγή των μεταβολιτών που αφορούσαν τα τελικά προϊόντα, τα 

στελέχη NAR12, GEN23, KAE34 και QUE44 κατανάλωσαν κατά μέσο όρο 3,4mmoles

αρχικής πρόδρομης ένωσης φαινυλαλανίνης1. Όμως με δεδομένο ότι η φαινυλαλανίνη 

χρησιμοποιείται από τη ζύμη και στον πρωτογενή μεταβολισμό (πρωτεϊνοσύνθεση), η 

ποσότητα αυτή (3,4mmoles) δεν αφορούσε αποκλειστική κατανάλωση στον ετερόλογο 

μεταβολισμό των φαινυλοπροπανοειδών. Για τον λόγο αυτό μετρήθηκε η κατανάλωση της 

φαινυλαλανίνης που χρειάστηκε για την ανάπτυξη άγριου στελέχους (YPH499) σε 

αντίστοιχες συνθήκες θρέψης και χρόνο καλλιέργειας. Βρέθηκε ότι το στέλεχος κατανάλωσε 

2,6mmoles φαινυλαλανίνης. Επομένως η διαφορά των 0,8mmoles (3,4-2,6mmoles) που 

προκύπτει, θα πρέπει να αφορά αποκλειστικά την κατανάλωση της φαινυλαλανίνης που 

σχετίζεται με την ετερόλογη βιοσύνθεση των προαναφερθέντων μεταβολιτών.

1 Τα μmoles αναφέρονται σε τελικό όγκο καλλιέργειας ενός λίτρου
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Επειδή η στοιχειομετρία όλων των αντιδράσεων είναι ένα προς ένα (Σχήμα 5, σελ. 

47), προκύπτει ότι από 800μmoles φαινυλαλανίνης θεωρητικά θα έπρεπε να παραχθούν 

αντίστοιχα, 0,8mmoles κουμαρικού οξέος (από το στέλεχος COUM11), 0,8mmoles

ρεσβερατρόλης (από το στέλεχος RESV11), 0,8mmoles ναριγκενίνης (από το στέλεχος 

NAR12), 0,8mmoles γενιστεΐνης (από το στέλεχος GEN23), 0,8mmoles καμφερόλης (από το 

στέλεχος KAE34) και 0,8mmoles κερκετίνης (από το στέλεχος QUE44). Όμως, από το Σχήμα 

41 φαίνεται ότι παράχθηκαν μόνο 662μmoles κουμαρικού οξέος που αντιστοιχεί στο 83% της 

μέγιστης δυνατής (των 800μmoles όπως εξηγήθηκε παραπάνω). Η υπολειπόμενη διαφορά 

μάλλον οφείλεται στην μη βέλτιστη διαθέσιμη συγκέντρωση των υπόλοιπων ενδιάμεσων 

ουσιών τα οποία συσσωρεύτηκαν (κινναμικό οξύ) και για τα οποία δεν υπάρχουν αναλυτικά 

δεδομένα. Φαίνεται δηλαδή ότι τα γονίδια PAL και C4H λειτουργούν σχετικά ικανοποιητικά

(απόδοση 83%).

Το γονίδιο 4CL επίσης φαίνεται να λειτουργεί ικανοποιητικά μιας και σε καλλιέργειες 

των στελεχών NAR12, GEN23, KAE34 και QUE44 το εξωγενώς παρεχόμενο, ως πρόδρομη 

ένωση, κουμαρικό οξύ, καταναλώνεται σχετικά εύκολα προς την παραγωγή 4-κουμάρυλο-

CoA (αυτό το συμπεράναμε από την κατανάλωση του κουμαρικού οξέος που προστίθονταν 

στις καλλιέργειες και όχι από την απευθείας μέτρηση του 4-κουμάρυλο-CoA). Το γεγονός ότι 

η συγκέντρωση της ρεσβερατρόλης που παράγεται είναι περίπου ίδια είτε χρησιμοποιείται η 

φαινυλαλανίνη σαν πρόδρομη ένωση είτε το κουμαρικό οξύ, δείχνει ότι η ενεργότητα της 

PAL είναι σε θέση να παρέχει στο C4H ένζυμο την βέλτιστη συγκέντρωση κινναμικού οξέος 

ώστε αυτό με τη σειρά του να δείξει την βέλτιστη ενεργότητα σύνθεσης ώστε να καλύψει τις 

ανάγκες σε κουμαρικό οξύ του επόμενου ενζύμου, που είναι το 4CL. 

Καθοδικά του 4CL γονιδίου στα μονοπάτια βιοσύνθεσης βρίσκονται τα γονίδια CHS

και CHI, τα οποία συνθέτουν την χαλκόνη ναριγκενίνη και την ναριγκενίνη αντίστοιχα. Για 

τα γονίδια αυτά δεν μπορούν να εξαχθούν συμπεράσματα λόγω της αδυναμίας 

ποσοτικοποίησης των ενδιάμεσων ενώσεων 4-κουμάρυλο-CoA και χαλκόνη ναριγκενίνη.

Γεγονός είναι όμως ότι η παραγόμενη ναριγκενίνη από το στέλεχος (NAR12) δεν βρίσκεται 

σε υψηλά επίπεδα, υποδηλώνοντας ότι στο σύστημα παραγωγής ναριγκενίνης τα δυο ένζυμα 

CHS και CHI δεν λειτουργούν στη μέγιστη ενεργότητά τους. Από τη στιγμή που το 4CL 

ένζυμο επιδεικνύει ικανοποιητική ενεργότητά σημαίνει ότι το CHS ένζυμο έχει στη διάθεσή 

του την απαραίτητη συγκέντρωση υποστρώματος για την μετατροπή του στην χαλκόνη 

ναριγκενίνη. Η αδυναμία ποσοτικοποίησης της χαλκόνης ναριγκενίνης δεν επέτρεψαν την 
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εξαγωγή συμπεράσματος για την ενεργότητα του ενζύμου αυτού. Επιπρόσθετα, η CHS

ανήκει σε μια πολυγονιδιακή οικογένεια μέσα στο γένωμα της σόγιας και δεν υπάρχουν 

επαρκείς πληροφορίες για την εκτίμηση του βαθμού της εξειδίκευσης για το υπόστρωμά της, 

4-κουμάρυλο-CoA (Wingender et al., 1989). Τα ίδια ισχύουν για την CHI και το υπόστρωμά 

της, την χαλκόνη ναριγκενίνη (Shimada et al., 2003).

Από την άλλη διακλάδωση του μονοπατιού μετά το 4CL (Σχήμα 5, σελ. 47) το ένζυμο 

RS διαπιστώνεται ότι δεν διαθέτει την βέλτιστη δυνατή ενεργότητα μετατροπής του 4-

κουμάρυλο-CoA σε ρεσβερατρόλη. Επιπρόσθετα, στο συμπέρασμα αυτό καταλήξαμε από το 

γεγονός ότι ενώ από το βιοσυνθετικό μονοπάτι βιοσύνθεσης της ρεσβερατρόλης, όπου 

εμπλέκονται πέντε γονίδια (συμπεριλαμβανομένου του CPR), παράγονται 1,27μmoles

ρεσβερατρόλης, από το μονοπάτι που καταλήγει στην βιοσύνθεση της ναριγκενίνης βιο-

συντίθονται 32,7μmoles ναριγκενίνης αν και εμπλέκονται έξι γονίδια (συμπεριλαμβανομένου 

του CPR). Από την στιγμή που τα τέσσερα πρώτα ένζυμα βιο-μετατροπής της 

φαινυλαλανίνης (PAL, C4H, CPR και 4CL) είναι τα ίδια και στις δυο περιπτώσεις, η διαφορά 

στην απόδοση βιοσύνθεσης οφείλεται στις ιδιότητες του ενζύμου RS από την μια πλευρά και 

των ενζύμων CHS και CHI από την άλλη. Φαίνεται λοιπόν ότι από την μια το RS ένζυμο 

εμφανίζει απόδοση 0,16% ενώ οι ενεργότητες των ενζύμων CHS και CHI συνολικά 

αποδίδουν 4% ως προς την δυνατότητα να βιοσυνθέτουν τις αναμενόμενες συγκεντρώσεις 

ρεσβερατρόλης και ναριγκενίνης.

Όσο αφορά το ένζυμο IFS, αυτό φαίνεται να είναι λειτουργικό, με την έννοια ότι είναι 

σε θέση να βιο-μετατρέψει το υπόστρωμα του (ναριγκενίνη) σε γενιστεΐνη αλλά ενδεχομένως 

με όχι αρκετά καλή εξειδίκευση ώστε να παράγονται υψηλές συγκεντρώσεις. Όταν στο 

στέλεχος GEN23 προσφέρθηκε εξωγενώς ναριγκενίνη σε συγκέντρωση 500μM (160mg/L)

και ενώ ήταν απαραίτητη η ενεργότητα ενός μόνο ενζύμου (IFS), αυτή δεν μετατράπηκε 

εξολοκλήρου σε γενιστεΐνη αποδίδοντας μόνο 28,5μmoles (απόδοση 3,6%). Σε αυτή τη μικρή 

απόδοση, σε συγκέντρωση παραγόμενης γενιστεΐνης, μπορεί να συντελεί η μικρή, κατά 

απόλυτη τιμή, βέλτιστη συγκέντρωση παρεχόμενης ναριγκενίνης (500μΜ ή 136mg/L, Σχήμα 

29, σελ. 72, σε σχέση με τα 10.000μM βέλτιστης συγκέντρωσης της φαινυλαλανίνης, Σχήμα 

13, σελ. 59). Από το γεγονός ότι σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις ναριγκενίνης δεν 

παρατηρήθηκε αλλοίωση στα ποιοτικά χαρακτηριστικά των καμπύλων ανάπτυξης του 

στελέχους GEN23 (Σχήμα 26, σελ. 71), μπορεί να ειπωθεί ότι η ναριγκενίνη δεν δρα 

ανασταλτικά στην ανάπτυξη του στελέχους, στις συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν,
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αντίθετα με ότι συμβαίνει με το στέλεχος COUM11 σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις 

φαινυλαλανίνης (Σχήμα 11, σελ. 57) και άρα αποκλείεται η τοξικότητα σαν παράγοντας 

υστέρησης του συστήματος παραγωγής. Όταν το στέλεχος GEN23 αναπτύχθηκε σε θρεπτικό 

μέσο με πρόδρομες ενώσεις την φαινυλαλανίνη και το κουμαρικό οξύ παράχθησαν 0,4 και 

0,52μmoles γενιστεΐνης αντίστοιχα (Πίνακας 7). Αυτό ήταν αναμενόμενο από τη στιγμή που 

η ενδιάμεσα παραγόμενη ναριγκενίνη έφτασε σε συγκέντρωση μόλις τα 17 και 33μΜ, 29 και 

15 φορές μικρότερες αντίστοιχα από την βέλτιστη συγκέντρωση των 500μΜ (παράγραφος 

4.3.4.1, σελ. 70), αναδεικνύοντας ότι τα ένζυμα CHS και CHI δεν έχουν την βέλτιστη δυνατή 

απόδοση.

Σχήμα 41: Συνοπτική παρουσίαση των αποτελεσμάτων από την ανασύσταση των βιοσυνθετικών μονοπατιών για 
την ετερόλογη παραγωγή (μΜ) κουμαρικού οξέος, ρεσβερατρόλης, ναριγκενίνης, γενιστεΐνης, καμφερόλης και 
κερκετίνης. Οι διαγώνιες γραμμές αφορούν τα επίπεδα παραγωγής όταν πρόδρομη ένωση είναι η φαινυλαλανίνη, 
οι οριζόντιες όταν πρόδρομη ένωση είναι η ναριγκενίνη και οι διπλές διαγώνιες γραμμές όταν πρόδρομη ένωση 
είναι το κουμαρικό οξύ. Μέσα σε παρένθεση αναγράφεται το γενετικά τροποποιημένο στέλεχος στο οποίο 
οφείλονται τα συγκεκριμένα επίπεδα παραγωγής. Η γραμμές με μπλε χρώμα αναπαριστούν τις τιμές 
φαινυλαλανίνης που κατανάλωσαν τα γενετικά τροποποιημένα στελέχη ζύμης και του YPH499 στέλεχος 
αντίστοιχα. Η γραμμή με κόκκινο χρώμα αναπαριστά την ποσότητα (σε mmoles) που δρομολογείται για την 
βιοσύνθεση των φλαβονοειδών ουσιών.
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Η αντίδραση βιο-μετατροπής της ναριγκενίνης σε γενιστεΐνη είναι μια αντίδραση δυο 

βημάτων. Στο πρώτο βήμα η ναριγκενίνη μετατρέπεται σε 2-υδροξυ-ισοφλαβανόνη με την 

ενεργότητα της IFS και στο δεύτερο η 2-υδροξυ-ισοφλαβανόνη χάνει ένα μόριο νερού και 

μετατρέπεται σε γενιστεΐνη. Αυτό το τελευταίο βήμα επιτελείται είτε αυθόρμητα είτε με την 

δράση μιας αφυδατάσης, της IFD (Akashi et al., 2005; Davies, 2006). Στη στρατηγική που 

ακολουθήθηκε δεν χρησιμοποιήθηκε κάποιο ένζυμο για την αφυδάτωση της 2-υδροξυ-

ισοφλαβανόνης προς την γενιστεΐνη και ενδεχομένως αυτός να είναι ο λόγος της χαμηλής 

απόδοσης του συστήματος. 

Τέλος, από τις αναλύσεις φαίνεται ότι όσο αυξάνεται ο αριθμός των γονιδίων που 

είναι απαραίτητα για την βιοσύνθεση μιας ένωσης τόσο μειώνεται η απόδοση του 

συστήματος. Αυτό είναι ξεκάθαρο στο Σχήμα 41 (Πίνακας 7) στο οποίο φαίνεται ότι οι 

τελικές συγκεντρώσεις παραγωγής κουμαρικού οξέος, ναριγκενίνης και καμφερόλης είναι 

διαδοχικά 662, 33 και 5μΜ αντίστοιχα όταν χρησιμοποιείται για πρόδρομη ένωση η 

φαινυλαλανίνη και οι τελικές συγκεντρώσεις παραγωγής ναριγκενίνης και καμφερόλης είναι 

διαδοχικά 57 και 3,1μΜ αντίστοιχα όταν χρησιμοποιείται για πρόδρομη ένωση το κουμαρικό 

οξύ.

Πίνακας 6: Σύνοψη των επιτευγμάτων διαφόρων ερευνητικών ομάδων στο πεδίο της ετερόλογης έκφρασης 
ενζύμων του δευτερογενούς μεταβολισμού για την παραγωγή στιλβενοειδών και φλαβονοειδών ενώσεων στους 
οργανισμούς S. cerevisiae και E. coli.

Τελικό προϊόν Πρόδρομη ένωση Πηγές προέλευσης γενετικού υλικού Ξενιστής Παραγόμενη 
συγκέντρωση 

(mg/L)

Αναφορά

κουμαρικό οξύ φαινυλαλανίνη P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
C4H, CPR)

Saccharomyces
cerevisiae

9,2 (Ro and
Douglas,
2004)

κουμαρικό οξύ φαινυλαλανίνη Rhodotorula glutinis (PAL/TAL),
Helianthus tuberosus (C4H, CPR)

S. cerevisiae 91 (Vannelli et
al., 2007)

κουμαρικό οξύ φαινυλαλανίνη Populus trichocarpa x P. deltoides
(PAL, CPR)
Glycine max (C4H)

S. cerevisiae 108,6 Αυτό το
έργο

ρεσβερατρόλη κουμαρικό οξύ P. trichocarpa x P. deltoides (4CL)
V. vinifera (RS)

S. cerevisiae 1,45∙10-3 (Becker et
al., 2003)

ρεσβερατρόλη φαινυλαλανίνη P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
CPR)
Glycine max (C4H, 4CL)
Vitis vinifera (RS)

S. cerevisiae 0,29 Αυτό το
έργο

ρεσβερατρόλη κουμαρικό οξύ P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
CPR)
G. max (C4H, 4CL)
V. vinifera (RS)

S. cerevisiae 0,31 Αυτό το 
έργο

ρεσβερατρόλη κουμαρικό οξύ A. thaliana (4CL)
V. vinifera (RS)

S. cerevisiae 5,25 (Zhang et
al., 2006)

ρεσβερατρόλη κουμαρικό οξύ Nicotiana tabacum (4CL),
V. vinifera (RS)

S. cerevisiae 6 (Beekwilde
r et al.,
2006)
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Τελικό προϊόν Πρόδρομη ένωση Πηγές προέλευσης γενετικού υλικού Ξενιστής Παραγόμενη 
συγκέντρωση 

(mg/L)

Αναφορά

ρεσβερατρόλη κουμαρικό οξύ Nicotiana tabacum (4CL),
Vitis vinifera (RS)

Escherichia coli 16 (Beekwilde
r et al.,
2006)

ρεσβερατρόλη τυροσίνη Rhodotorula rubra (PAL)
Lithospermum
Erythrorhizon (4CL)
Arachis hypogaea (RS)
Corynebacterium glutamicum (ACC)

E.coli 37 (Katsuyama
et al.,
2007a)

ρεσβερατρόλη κουμαρικό οξύ Arabidopsis thaliana (4CL)
Arachis hypogaea (RS)

E.coli 104,5 (Watts et
al., 2006)

ναριγκενίνη φαινυλαλανίνη Rhodosporidium toruloides (PAL)
A. thaliana (4CL)
Hypericum androsaemum (CHS)

S. cerevisiae 7 (Jiang et
al., 2005)

ναριγκενίνη φαινυλαλανίνη P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
CPR)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI)

S. cerevisiae 8,9 Αυτό το
έργο

ναριγκενίνη κουμαρικό οξύ P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
CPR)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI)

S. cerevisiae 15,6 Αυτό το
έργο

ναριγκενίνη κουμαρικό οξύ Arabidopsis thaliana (C4H)
Petroselinum crispum (4CL)
Petunia hybrid (CHS, CHI)

S. cerevisiae 28,3 (Yan et al.,
2005)

ναριγκενίνη τυροσίνη Rhodotorula rubra (PAL)
Streptomyces coelicolor (4CL)
Glycyrrhiza echinata (CHS)

E. coli 0,45 (Hwang et
al., 2003)

ναριγκενίνη χωρίς προσθήκη 
πρόδρομης 
ένωσης

Rhodobacter Sphaeroides (TAL)
Arabidopsis thaliana (CHS)

E. coli 20,8 (Watts et
al., 2004)

ναριγκενίνη τυροσίνη R. rubra (PAL)
S. coelicolor (4CL)
Glycyrrhiza echinata (CHS)
Pueraria lobata (CHI)
Corynebacterium glutamicum (ACC)

E. coli 57 (Miyahisa
et al., 2005)

ναριγκενίνη κουμαρικό οξύ P. crispum (4CL)
Petunia hybrid (CHS, CHI)
Photorhabdus luminescens (ACC)
E. coli (ACS)

E. coli 119 (Leonard et
al., 2007)

ναριγκενίνη κουμαρικό οξύ P. crispum (4CL)
Petunia hybrid (CHS, CHI)
Rhizobium trifolii (MATB, MATC)

E. coli 155 (Leonard et
al., 2008)

γενιστεΐνη φαινυλαλανίνη P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
CPR)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI, IFS)

S. cerevisiae 0,1 Αυτό το 
έργο

γενιστεΐνη κουμαρικό οξύ P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
CPR)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI, IFS)

S. cerevisiae 0,14 Αυτό το 
έργο

γενιστεΐνη ναριγκενίνη P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
CPR)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI, IFS)

S. cerevisiae 7,7 Αυτό το 
έργο

γενιστεΐνη ναριγκενίνη Trifolium pratense (IFS)
Oryza sativa (CPR)

S. cerevisiae 20,8 (Kim et al.,
2005)

γενιστεΐνη ναριγκενίνη G. max(IFS)
Catharanthus roseus (CPR)

S. cerevisiae 2mg/g ξηρής 
μάζας 
κυττάρων

(Leonard
and Koffas,
2007)

γενιστεΐνη τυροσίνη R. rubra (PAL)
S. coelicolor (4CL)
G. echinata (CHS, IFS)
P. lobata (CHI)
Corynebacterium glutamicum (ACC)

Συγκαλλιέργεια 
E. coli και S.
cerevisiae

6 (Katsuyama
et al.,
2007b)

γενιστεΐνη τροποποιημένο 
κουμαρικό οξύ

G. echinata (CHS, IFS)
P. lobata (CHI)

E. coli 0,34 (Katsuyama
et al.,
2007b)

γενιστεΐνη ναριγκενίνη Χίμαιρα από:
G. max(IFS)
Catharanthus roseus (CPR)

E. coli 18mg/g ξηρής 
μάζας 
κυττάρων

(Leonard
and Koffas,
2007)
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Τελικό προϊόν Πρόδρομη ένωση Πηγές προέλευσης γενετικού υλικού Ξενιστής Παραγόμενη 
συγκέντρωση 

(mg/L)

Αναφορά

καμφερόλη κουμαρικό οξύ P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
CPR)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H)
S. tuberosum (FLS)

S. cerevisiae 0,9 Αυτό το 
έργο

καμφερόλη φαινυλαλανίνη P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
CPR)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H)
Solanum tuberosum (FLS)

S. cerevisiae 1,3 Αυτό το 
έργο

καμφερόλη ναριγκενίνη P. trichocarpa x P. deltoides (PAL,
CPR)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H)
S. tuberosum (FLS)

S. cerevisiae 4,6 Αυτό το 
έργο

καμφερόλη κουμαρικό οξύ Petroselinum crispum (4CL)
Petunia hybrid (CHS, CHI)
Malus domestica (F3H)
A. thaliana (FLS)

E. coli 0,3 (Leonard et
al., 2006)

καμφερόλη ναριγκενίνη P. crispum (4CL)
Petunia hybrid (CHS, CHI)
M. domestica (F3H)
A. thaliana (FLS)

E. coli 0,8 (Leonard et
al., 2006)

καμφερόλη τυροσίνη Rhodotorula rubra (PAL)
Streptomyces coelicolor (4CL)
Citrus cinensis (F3H, FLS)
Glycyrrhiza echinata (CHS)
Pueraria lobata (CHI)
Corynebacterium glutamicum (ACC)

E. coli 15,1 (Miyahisa
et al., 2006)

κερκετίνη φαινυλαλανίνη P. trichocarpa x P. deltoides (PAL)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H,
F3’H)
S. tuberosum (FLS)

S. cerevisiae ίχνη Αυτό το 
έργο

κερκετίνη κουμαρικό οξύ P. trichocarpa x P. deltoides (PAL)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H,
F3’H)
S. tuberosum (FLS)

S. cerevisiae 0,26 Αυτό το 
έργο

κερκετίνη ναριγκενίνη P. trichocarpa x P. deltoides (PAL)
G. max (C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H,
F3’H)
S. tuberosum (FLS)

S. cerevisiae 0,38 Αυτό το 
έργο

κερκετίνη κουμαρικό οξύ M. domestica (F3H)
A. thaliana (FLS)
Petunia hybrid (CHS, CHI)
P. crispum (4CL)
Catharanthus
Roseus (F3’5’, CPR)

E. coli 0,05 (Leonard et
al., 2006)

κερκετίνη ναριγκενίνη M. domestica (F3H)
A. thaliana (FLS)
Petunia hybrid (CHS, CHI)
P. crispum (4CL)
Catharanthus
Roseus (F3’5’, CPR)

E. coli 0,18 (Leonard et
al., 2006)
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Πίνακας 7: Πορεία ετερόλογου μεταβολισμού των πρόδρομων ουσιών φαινυλαλανίνη, κουμαρικού οξέος και 
ναριγκενίνης προς τον σχηματισμό ρεσβερατρόλης, ναριγκενίνης, γενιστεΐνης, καμφερόλης και κερκετίνης σε
μεταβολικά τροποποιημένα στελέχη ζύμης στην παρούσα διατριβή.

Βιοσυνθετικό 
μονοπάτι

Ενδιάμεση παραγόμενη 
ένωση/Τελικό προϊόν

Διαγονίδια
μονοπατιού
(Στέλεχος)

Πρόδρομη ένωση

φαινυλαλανίνη κουμαρικό οξύ Ναριγκενίνη

mg/L
(mM)

mg/L
(mM)

mg/L
(mM)

κουμαρικό οξύ
PAL/C4H/CPR

(COUM11)
108,6

(0,662)

ρ
εσ

β
ερ

α
τρ

όλ
η

ς

ρεσβερατρόλη
+

4CL/RS
(RESV11)

0,29
(0,00127)

0,31
(0,00136)

κουμαρικό οξύ
PAL/C4H/CPR

(COUM11)
108,6
(0,66)

να
ρ

ιγ
κ

εν
ίν

η
ς

ναριγκενίνη
+

4CL/CHS/CHI
(NAR12)

8,9
(0,033)

15,6
(0,057)

κουμαρικό οξύ
PAL/C4H/CPR

(COUM11)
108,6

(0,662)

ναριγκενίνη
+

4CL/CHS/CHI
(NAR12)

8,9
(0,033)

15,6
(0,057)

γε
νι

σ
τε

ΐν
η

ς

γενιστεΐνη
+

IFS
(GEN23)

0,1
(0,0004)

0,14
(0,00052)

7,7
(0,0285)

κουμαρικό οξύ
PAL/C4H/CPR

(COUM11)
108,6

(0,662)

ναριγκενίνη
+

4CL/CHS/CHI
(NAR12)

8,9
(0,033)

15,6
(0,057)

κ
α

μ
φ

ερ
ό

λη
ς

καμφερόλη
+

F3H/FLS
(KAE34)

1,3
(0,005)

0,9
(0,0031)

4,6
(0,016)

κουμαρικό οξύ
PAL/C4H

(COUM11)
26,25
(0,16)

κ
ερ

κ
ετ

ίν
η

ς

κερκετίνη
+

F3H/F3’H/FLS
(QUE44)

ίχνη

0,26

(0,0009)

0,38

(0,001)
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5.8 Πολυενζυμικά συστήματα μεταγωγής ενδιάμεσων προϊόντων

(Μεταβολόνια)

Ένα επιπρόσθετο σημείο που είναι ενδιαφέρον και θα πρέπει να συζητηθεί είναι ο τρόπος που 

τα ένζυμα των ετερόλογων βιοσυνθετικών μονοπατιών χωροθετούνται ώστε η πρόδρομη 

ένωση φαινυλαλανίνη να βιο-μετατρέπεται σε κάθε μια από τις προαναφερθείσες φαινολικές 

ενώσεις. Η βιοσύνθεση του κάθε ένα μεταβολικού προϊόντος στα φυτά, προϋποθέτει την 

ενορχηστρωμένη δράση διαδοχικών βιοχημικών αντιδράσεων. Για να είναι μια τέτοια

διεργασία αποδοτική πρέπει να υπάρχει ένα αποδοτικό σύστημα ροής των ενδιάμεσων 

μεταβολικών προϊόντων από το ενεργό κέντρο του ενός ενζύμου στο επόμενο (Winkel,

2004).

Το φαινόμενο αυτό απαιτεί την φυσική αλληλεπίδραση των ενζύμων των διαδοχικών 

βιοχημικών αντιδράσεων ώστε να σχηματίζονται πολυενζυμικά σύμπλοκα ή μεταβολόνια1

όπως ονομάζονται, μέσα από τα οποία τα ενδιάμεσα μεταβολικά προϊόντα ακολουθούν μια 

συγκεκριμένη πορεία με αποτέλεσμα να αποφεύγεται η διάχυσή τους στον κυτταροπλασμικό 

χώρο (Srere, 1987). Αυτού του τύπου η ροή των ενδιάμεσων μεταβολικών προϊόντων 

επιτρέπει την αποδοτικότερη παραγωγή των τελικών προϊόντων ενώ ταυτόχρονα τα 

προστατεύει στην περίπτωση που αυτά είναι ευαίσθητα. Τα περισσότερα από τα ένζυμα του 

φαινυλοπροπανοειδούς μεταβολισμού όπως φαίνεται και στο Σχήμα 42, οργανώνονται σε 

διαφορετικά μεταβολόνια τα οποία χωροθετούνται μέσα στο κύτταρο ανάλογα με την 

ισομορφή (π.χ. της PAL ή της 4CL) και ανάλογα με τα ένζυμα που συμμετέχουν καθοδικά 

(Jorgensen et al., 2005).

Όταν όμως τα ενζυμικά αυτά συστήματα μεταφέρονται από τα φυτά σε κύτταρα 

σακχαρομύκητα, σχηματίζονται αντίστοιχα κανάλια ώστε να γίνει αποδοτικότερη η σύνθεση 

των τελικών προϊόντων; Από την εργασία του Ro και συνεργατών φαίνεται ότι με την 

μεταφορά των ενζύμων δεν μεταφέρεται και η ικανότητα ανασύστασης τέτοιων καναλιών 

ώστε να είναι δυνατή η αποδοτικότερη σύνθεση αυτών (Achnine et al., 2004; Ro and

Douglas, 2004). Άρα, η πιθανή μη επιτυχής ανασύσταση αυτών των πολυενζυμικών 

συμπλόκων στον σακχαρομύκητα είναι ένας επιπρόσθετος λόγος για τον οποίο η παραγωγή 

των τελικών προϊόντων δεν φτάνει στα επίπεδα που αναμένονταν. Επιβεβαίωση αυτού μπορεί 

να είναι το γεγονός ότι όσο αυξάνεται ο αριθμός των γονιδίων που εμπλέκονται στα 

1 metabolons ή multienzyme complexes
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βιοσυνθετικά μονοπάτια, τόσο πέφτει και η απόδοση των συστημάτων παραγωγής. Αυτό 

δείχνει ότι τα ενδιάμεσα μεταβολικά προϊόντα που παράγονται, καθώς αποδεσμεύονται από 

το ενεργό κέντρο του ενός ενζύμου, δεν φτάνουν άμεσα στο ενεργό κέντρο του επόμενου 

ώστε να συνεχιστεί το βιοσυνθετικό μονοπάτι με αποτέλεσμα να υπάρχει διάχυση του στο 

κυταρρόπλασμα. 

Σχήμα 42: Χωροθέτηση των διάφορων κλάδων του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών σε ξεχωριστά 
μεταγωγικά κανάλια. Τα ένζυμα που συμμετέχουν σε περισσότερους του ενός βιοχημικά κανάλια είναι 
χρωματισμένα με κόκκινο και μπλε χρώμα. Τα ένζυμα που συναντώνται σε περισσότερες ισομορφές είναι 
σημειωμένα με ένα αστεράκι. Όλα τα P450 ένζυμα που φαίνονται είναι μεμβρανικές πρωτεΐνες και αποτελούν τα 
σημεία οργάνωσης των μεταγωγικών καναλιών (Jorgensen et al., 2005)

5.9 Παραγωγή φλαβονοειδών με συγκαλλιέργεια

Τα γενετικά τροποποιημένα στελέχη GEN23 και KAE34 όταν καλλιεργήθηκαν χωριστά, 

αποδείχθηκαν ικανά να παράγουν γενιστεΐνη και καμφερόλη αντίστοιχα. Το επόμενο βήμα 

ήταν να ελεγχθεί το κατά πόσο ήταν δυνατή η παραγωγή αυτών των ουσιών σε

συγκαλλιέργειες, σε ταυτόχρονη ανάπτυξη δηλαδή των στελεχών σε ένα κοινό θρεπτικό 

μέσο, ώστε να παράγονται περισσότερες της μιας φλαβονοειδής ενώσεις. Αυτό θα μπορούσε 

να έχει εφαρμογή στις βιομηχανίες τροφίμων όπου μείγμα μεταβολικά τροποποιημένων 

στελεχών ζύμης θα μπορούσαν να εμπλουτίζουν, για παράδειγμα κρασί. 

Το κάθε ένα από τα δυο γενετικά τροποποιημένα στελέχη που χρησιμοποιήθηκε είχε 

μετασχηματιστεί (GEN23 και KAE34) με τέσσερις διαφορετικούς φορείς pESC (pESC-URA-

PAL-C4H, pESC-HIS-4CL-IFS, pESC-LEU-CHS-CHI, pESC-TRP-CPR και pESC-URA-

PAL-C4H, pESC-HIS-4CL-FLS, pESC-LEU-CHS-CHI, pESC-TRP-F3H-CPR αντίστοιχα),
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ώστε να φέρουν από εφτά και οχτώ γονίδια το κάθε ένα αντίστοιχα. Με αυτή την στρατηγική 

και τα δυο γενετικά τροποποιημένα στελέχη συμπλήρωναν τις ίδιες αυξοτροφίες με 

αποτέλεσμα να είναι δυνατή η καλλιέργειά τους σε ένα κοινό θρεπτικό μέσο.

Όταν τα δυο αυτά στελέχη καλλιεργήθηκαν μαζί, οι παραγόμενες συγκεντρώσεις της 

γενιστεΐνης και της καμφερόλης ήταν 1,7mg/L και 4,6mg/L αντίστοιχα (Σχήμα 36, σελ. 77)

όταν πρόδρομη ένωση ήταν η ναριγκενίνη, 0,1mg/L και 0,4mg/L όταν πρόδρομη ένωση ήταν 

το κουμαρικό οξύ (Σχήμα 37, σελ. 78) και 0,05mg/L και 0,5mg/L αντίστοιχα όταν πρόδρομη 

ένωση ήταν η φαινυλαλανίνη (Σχήμα 38, σελ. 78). Είναι φανερό ότι η απόδοση του 

συστήματος παραγωγής φλαβονοειδών με την μέθοδο της συγκαλλιέργειας είναι άκρως 

ανταγωνιστική με την απόδοση των ξεχωριστών καλλιεργειών. Αυτό δείχνει ότι εφόσον είναι 

επιθυμητή η δημιουργία ενός συστήματος παραγωγής περισσότερων της μιας ενώσεων, 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί το σύστημα με τις συγκαλλιέργειες.

5.10 Χρήσεις στην οινοποίηση και στην φυτοπροστασία

Η δυνατότητα χρήσης των προϊόντων του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών σαν 

αντιμικροβιακούς παράγοντες παρατηρήθηκε από πολύ νωρίς. Μόλις το 1974 ο 

χαρακτηρισμός και η ποσοτικοποίηση των ισοφλαβονοειδών εκχυλισμάτων σόγιας έδειξε ότι 

κατείχαν μυκητοστατικές ιδιότητες ακόμα και σε συγκεντρώσεις της τάξης του 0,005% σε 

ισοφλαβόνες (Naim et al., 1974). Μείγμα άγλυκων ισοφλαβονών μείωσε την ανάπτυξη των 

Trichoderma lignorum, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporurn, Pythiurn sp., Sclerotium

rolfsii και Rhizopus sp., κατά περίπου 80%, 45%, 65%, 85%, 45% και 65% αντίστοιχα (Naim

et al., 1974). Αν και η ύπαρξη γλυκοσιλιωμένων μορφών ισοφλαβονών περιόριζε την 

ενεργότητα ενάντια στα παθογόνα, εξωκυτταρικές γλυκοσιδάσες αύξαναν την μυκητοστατική 

δράση των εκχυλισμάτων με την απελευθέρωση των άγλυκων μορφών (Rivera-Vargas et al.,

1993). Επίσης φαίνεται ότι η μεθυλίωση των ενώσεων αύξανε και την ενεργότητα τους λόγω 

της αύξησης της λιποδιαλυτότητας των ουσιών με αποτέλεσμα την ευκολότερη μεταφορά 

τους δια μέσου των κυτταρικών μεμβρανών των μικροβίων (Mead and McNair, 2006; Naim

et al., 1974).

Επιθυμία μας ήταν η αξιοποίηση των παραγόμενων ουσιών από τα γενετικά 

τροποποιημένα στελέχη από την μια σε πρωτόκολλα φυτοπροστασίας και αφετέρου στην 

διερεύνηση του κατά πόσο θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για την δημιουργία 
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λειτουργικών τροφίμων και πιο συγκεκριμένα λειτουργικού κρασιού, κρασιού δηλαδή 

εμπλουτισμένο με τις προαναφερθείσες ενώσεις. Τα πειράματα που έγιναν για την ετερόλογη 

βιοσύνθεση των ενώσεων ρεσβερατρόλη, γενιστεΐνη, καμφερόλη και κερκετίνη ήταν 

πετυχημένα αλλά αναδείχτηκε η μικρή παραγωγικότητα των στελεχών σε συγκέντρωση 

τελικών προϊόντων (Πίνακας 7) και άρα η ανικανότητα ελέγχου του βοτρύτη (Πίνακας 5, σελ. 

81) με την χρησιμοποιούμενη μεθοδολογία. Αυτό που θα πρέπει να γίνει είναι είτε η 

τροποποίηση της στρατηγικής ώστε να επιτευχθούν μεγαλύτερες αποδόσεις σύνθεσης είτε να 

καλλιεργηθούν μεγάλοι όγκοι καλλιεργειών ώστε να γίνει δυνατή η απομόνωση ποσοτήτων 

τελικών προϊόντων που να μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε πειράματα φυτοπροστασίας.

Σχήμα 43: Ημι-ποσοτική PCR (semi-quantitative PCR) για τον έλεγχο της έκφρασης των διαγονιδίων του 
στελέχους GEN23 (A) και KAE34 (B) σε επαγωγικές και μη συνθήκες. Ελέγχθηκαν τα γονίδια PAL, C4H, 4CL,
CHS, CHI, IFS, F3H και FLS όταν η καλλιέργειες αναπτύχθηκαν σε μη επαγωγικές συνθήκες (ni) και όταν η 
καλλιέργειες αναπτύχθηκαν σε επαγωγικές συνθήκες (i). Η έκφραση κάθε ενός γονιδίου (π.χ. PAL) ελέγχθηκε σε μη 
επαγωγικές συνθήκες (π.χ. PALni) και σε επαγωγικές συνθήκες (π.χ. PALi) καθώς επίσης ελέγχθηκε και η έκφραση 
του σε άγριο στέλεχος YPH499 (π.χ. C4H 499)

Από την άλλη, η χρήση των γενετικά τροποποιημένων στελεχών σε πειραματικές 

μικρο-οινοποιήσεις δεν οδήγησε στην παραγωγή των αντίστοιχων ενώσεων. Το γεγονός αυτό,

δεν θεωρείται αποτυχία μιας και άλλοι είναι οι παράγοντες που δεν επέτρεψαν την 

βιοσύνθεση των ουσιών αυτών στο μούστο. Σε αυτούς συγκαταλέγεται το ότι τα γενετικά 

τροποποιημένα στελέχη είχαν τροποποιηθεί μεταβολικά με πλασμίδια που έφεραν τα 

εμπλεκόμενα γονίδια κάτω από τον έλεγχο του συστήματος υποκινητών GAL1-GAL10 που 

όπως είναι γνωστό, η έκφρασή τους καταστέλλεται από την παρουσία γλυκόζης. Παρόλο του 

γεγονότος αυτού, δοκιμάσαμε τα γενετικά τροποποιημένα στελέχη στην οινοποίηση με 

μούστο που περιείχε υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης, επειδή είχαμε βρει ότι όταν τα στελέχη

μεγάλωναν σε γλυκόζη, υπήρχε μια μικρή έκφραση (Σχήμα 43), που υποθέσαμε ότι θα 

μπορούσε να οδηγήσει στην βιοσύνθεση, της γενιστεΐνης, της καμφερόλης ή/και της 
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κερκετίνης στα παραγόμενα κρασιά. Δεν ήταν όμως δυνατή η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση 

κάποιας από τις ουσίες σε συμπυκνωμένα δείγματα κρασιού είτε επειδή η συγκέντρωσή τους 

ήταν πολύ μικρή είτε επειδή τα στελέχη δεν κατάφεραν να αναπτυχθούν στο περιβάλλον του 

μούστου και σε ανταγωνισμό με τα υπόλοιπα στελέχη ζυμών.
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66 ΣΣΥΥΜΜΠΠΕΕΡΡΑΑΣΣΜΜΑΑΤΤΑΑ –– ΜΜΕΕΛΛΛΛΟΟΝΝΤΤΙΙΚΚΕΕΣΣ

ΕΕΡΡΓΓΑΑΣΣΙΙΕΕΣΣ

«Η αλήθεια είναι ένα τόσο σπάνιο 
μόριο, που θα πρέπει να της κάνουμε πολύ
περιορισμένη χρήση»

Μαρκ Τουέιν (1835-1910,
συγγραφέας)

6.1 Συμπεράσματα και προοπτικές

Πολλές από τις φαρμακευτικές ουσίες που χρησιμοποιούνται σήμερα από τον άνθρωπο είναι 

φυτικής προέλευσης, με την έννοια ότι είτε προέρχονται από φυτά είτε ότι αρχικά η δραστική 

τους ουσία βρέθηκε σε φυτά. Είναι επίσης αποδεκτό ότι φυσικά προϊόντα θα συντελέσουν 

στο μέλλον στη δημιουργία νέων φαρμάκων και ότι οργανισμοί, με κατάλληλους χειρισμούς, 

θα είναι σε θέση να παράγουν μη συνηθισμένα φυσικά προϊόντα1 με βελτιωμένες ιδιότητες ή 

νέες βιολογικές δράσεις (Katsuyama et al., 2007a; Lee et al., 2009). Η παραγωγή αυτών των 

φυσικών προϊόντων, κάνοντας χρήση γενετικά τροποποιημένων στελεχών σακχαρομύκητα, 

πιθανότατα να προσφέρει οικονομικά αποδεκτές λύσεις στην παραγωγή νέων φαρμακευτικών 

σκευασμάτων. Παράλληλα, η ανάπτυξη της βιο-πληροφορικής και των αναλυτικών 

εργαλείων βοήθησαν τόσο στον σχεδιασμό των κατάλληλων στρατηγικών ανασύστασης 

1 un-natural natural products
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πολύπλοκων βιοχημικών μονοπατιών, όσο και στην αξιολόγηση τους μέσω της 

παρακολούθησης των παραγόμενων τελικών και ενδιάμεσων προϊόντων. 

Σε αυτή τη διατριβή έγινε αρχικά μια προσπάθεια για την διερεύνηση του πεδίου 

εκείνου του δευτερογενούς μεταβολισμού που οδηγεί στην σύνθεση εξαιρετικά σημαντικών 

φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων, λόγω των ιδιοτήτων που τους αποδίδονται, με 

απώτερο σκοπό την επιλογή αυτών που θα είχαν ενδιαφέρον για την ετερόλογη βιοσύνθεσή 

τους στον σακχαρομύκητα. Ο τελευταίος αποτελεί εξαιρετική λύση για την παραγωγή 

φυτικών δευτερογενών μεταβολιτών μέσω της ετερόλογης έκφρασης γονιδίων και της 

ανασύστασης ολόκληρων βιοσυνθετικών μονοπατιών.

Στην συνέχεια κατασκευάστηκαν γενετικά τροποποιημένα στελέχη ικανά να 

βιοσυνθέσουν τις ενώσεις αυτές και αξιολογήθηκαν ως προς την παραγωγή των τελικών και 

των ενδιάμεσων προϊόντων. Όλα τα γενετικά τροποποιημένα στελέχη σακχαρομύκητα ήταν 

σε θέση να παράγουν τα τελικά προϊόντα, βιο-μετατρέποντας την πρόδρομη ουσία 

φαινυλαλανίνη, μια ουσία που παράγεται από τον πρωτογενή μεταβολισμό του οργανισμού. 

Για τις ουσίες ρεσβερατρόλη, γενιστεΐνη, καμφερόλη και κερκετίνη είναι η πρώτη φορά που 

πλήρη βιοσυνθετικά μονοπάτια χρησιμοποιούνται για την ετερόλογη παραγωγή τους. Αν και 

υπάρχουν και άλλες αναφορές που δείχνουν την δυνατότητα βιοσύνθεσης ορισμένων εκ των 

ουσιών αυτών με άλλες προσεγγίσεις (Πίνακας 6, σελ. 101) οι περισσότερες από αυτές 

περιλαμβάνουν μικρότερο αριθμό ενζυματικών βημάτων των βιοσυνθετικών μονοπατιών 

όπως συζητήθηκαν στο κεφάλαιο 5, χρησιμοποιώντας σαν πρόδρομες ουσίες το κουμαρικό 

οξύ ή την ναριγκενίνη. Τελικά διαφαίνεται ότι ο σακχαρομύκητας έχει αρκετά υψηλή 

δυναμική, αν και υστερεί, στις περισσότερες περιπτώσεις ανασύστασης φλαβονοειδών και 

στιλβενοειδών ενώσεων, στις μέγιστες παραγόμενες συγκεντρώσεις.

Στα συμπεράσματα αυτού του έργου που σχετίζονται με την εμπειρία και την 

τεχνογνωσία που αποκτήθηκαν στην πορεία υλοποίησής του είναι τα εξής:

 Αν και ο σακχαρομύκητας αποτελεί έναν θεωρητικά ιδεώδη οργανισμό για την 

ετερόλογη βιοσύνθεση των επιλεγμένων δευτερογενών μεταβολιτών, 

βιβλιογραφικά δεδομένα στηρίζουν την άποψη ότι η χρήση βακτηρίων για την 

ανασύσταση των βιοχημικών μονοπατιών φλαβονοειδών και στιλβενοειδών 

υπερτερεί, κυρίως λόγω των ταχύτερων ρυθμών ανάπτυξης.

 Ο ελαφρά διαφορετικός μηχανισμός μετάφρασης και μετα-μεταφραστικής 
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τροποποίησης των πρωτεϊνών στα βακτήρια δεν φαίνεται να δημιουργεί 

πρόβλημα στην ενεργότητα των ενζύμων που χρησιμοποιήθηκαν. 

Ενδεχομένως η συγκεκριμένη διαφοροποίηση να επηρεάζει αρνητικά την 

απόδοση σε περισσότερο περίπλοκα δίκτυα παραγωγής μεταβολιτών όπου 

εμπλέκονται ένζυμα από άλλες πρωτεϊνικές ομάδες που δεν υπάρχουν στα 

βακτήρια.

 Όσο αυξάνονταν η αρχική συγκέντρωση της αρχικής πρόδρομης ένωσης, 

φαινυλαλανίνης, στο θρεπτικό μέσο τόσο αυξάνονταν η απόδοση του 

συστήματος στην παραγωγή του τελικού προϊόντος, με την βέλτιστη 

συγκέντρωση να είναι 1650mg/L.

 Η ενσωμάτωση ενός CPR γονιδίου από υβρίδιο λεύκας, στη στρατηγική 

βιοσύνθεσης των φλαβονοειδών και στιλβενοειδών αύξησε την απόδοση του 

συστήματος κατά περίπου τέσσερις φορές. Φαίνεται ότι το ενδογενές γονίδιο 

CPR του σακχαρομύκητα δεν είναι ικανό να υποστηρίξει την ενεργότητα των 

P450 ενζύμων του σακχαρομύκητα (C4H, IFS και F3’H) που εμπλέκονται στη 

βιοσύνθεση των εν λόγω ουσιών.

 Αύξηση του αρχικού μολύσματος δεν συνεπάγεται αύξηση της συγκέντρωσης 

των παραγόμενων ουσιών πιθανότατα επειδή τα φαινόμενα υπερπληθυσμού

εμφανίζονται αργότερα στις καλλιέργειες και άρα τα στελέχη έχουν 

μεγαλύτερη περίοδο παραγωγικότητας.

 Η παραγωγή των φλαβονοειδών και των στιλβενοειδών ενώσεων οφείλεται 

αποκλειστικά στην δράση των ετερόλογων γονιδίων που εισήχθηκαν στο 

άγριου τύπου στέλεχος του σακχαρομύκητα, το οποίο δεν είναι ικανό 

διαφορετικά να βιο-μετατρέψει την φαινυλαλανίνη σε κάποια από τις 

ενδιάμεσες ενώσεις του μεταβολισμού των φαινυλοπροπανοειδών.

 Η έκφραση των διαγονιδίων με κλωνοποίηση τους σε πλασμιδιακούς φορείς 

πολλών αντιγράφων ανα κύτταρο για την επίτευξη υψηλότερων αποδόσεων 

παραγωγής των τελικών προϊόντων, δεν είναι απαραίτητα η μοναδική επιλογή 

στρατηγικής. Υψηλές συγκεντρώσεις μπορούν να επιτευχθούν και με έκφραση 

των διαγονιδίων κατάλληλα ενσωματωμένων σε χρωμοσώματα του 

σακχαρομύκητα.
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 Για την παραγωγή υψηλών συγκεντρώσεων βοηθάει ο ορθολογικός 

σχεδιασμός χιμαιρικών πρωτεϊνών ώστε πολλαπλές ενεργότητες να 

ενσωματωθούν σε ένα πρωτεϊνικό σύντηγμα. Με την στρατηγική αυτή το 

προϊόν του ενός ενεργού κέντρου είναι άμεσα διαθέσιμο στο ενεργό κέντρο 

του επόμενου ενεργού κέντρου και δεν υπάρχει διάχυση των παραγόμενων 

μεταβολιτών στον κυτταροπλασμικό χώρο. Αυτή η άποψη ενισχύεται και από 

το γεγονός ότι όσο αυξάνει ο αριθμός των εμπλεκόμενων σε ένα μονοπάτι 

γονιδίων τόσο μικρότερη γίνεται η συγκέντρωση του παραγόμενου τελικού 

προϊόντος.

 Η μεταφορά ενός ολοκληρωμένου βιοσυνθετικού μονοπατιού σε έναν 

οργανισμό ξενιστή, είναι πιθανό να μην έχει τα αναμενόμενα αποτελέσματα,

όσο αφορά τα επίπεδα παραγόμενων συγκεντρώσεων των τελικών ουσιών.

Αυτό μπορεί να οφείλεται σε φαινόμενα ανταγωνισμού, με άλλα μεταβολικά 

μονοπάτια του οργανισμού για τις ίδιες πρόδρομες ή ενδιάμεσες ουσίες.

Παράλληλα με την μεταφορά του κύριου βιοσυνθετικού μονοπατιού κρίνεται 

απαραίτητο να τροποποιηθούν βασικά σημεία του πρωτογενούς μεταβολισμού 

του ξενιστή, ώστε να μπορεί να υποστηριχτεί η δραστηριότητα των 

ανασυσταμένων μονοπατιών. Αυτό μπορεί να γίνει μέσω της κατασκευής ενός 

στελέχους που υπερ-παράγει φαινυλαλανίνη, πρόδρομη ένωση όλων των 

ουσιών αυτής της διατριβής.

6.2 Πόσοι ακόμα δευτερογενείς μεταβολίτες μπορούν να παραχθούν;

Από τα αποτελέσματα της διατριβής αυτής και την ανασκόπηση της βιβλιογραφίας που τα 

συνοδεύει, φαίνεται ότι ο S. cerevisiae μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την σύνθεση ενός 

μεγάλου αριθμού δευτερογενών μεταβολιτών που εντοπίζονται στη φύση. Πόσοι όμως 

μπορούν να συντεθούν ακόμα; Υπάρχουν όρια στο τι μπορεί να παραχθεί από αυτόν; Η 

πορεία ανάπτυξης της έρευνας δείχνει ότι δεν υπάρχουν σημαντικοί θεωρητικοί λόγοι που να 

εμποδίζουν κάποια συγκεκριμένη χημική ομάδα δευτερογενών μεταβολιτών να παραχθεί 

στον σακχαρομύκητα. Μέχρι στιγμής αρκετές χημικές ομάδες που σχετίζονται ή όχι μεταξύ 

τους έχουν συντεθεί με μεταβολική τροποποίηση του σακχαρομύκητα, όπως είναι τα 

αμινοξέα, τα φλαβονοειδή, οι ανθοκυανίνες, τα τερπενοειδή, τα αλκαλοειδή, κ.α. δείχνοντας 
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την πορεία για την σύνθεση νέων χημικών ομάδων, πιο πολύπλοκων και πιο ενεργών.

Τα δεδομένα από την εργασία αυτή αλλά και από αυτά της βιβλιογραφίας δείχνουν 

ξεκάθαρα ότι η ετερόλογη βιοσύνθεση φυτικών βιοενεργών μεταβολιτών σε μικρόβια 

αποτελεί μια πολύ υποσχόμενη πρακτική στην παραγωγή ενώσεων με εξέχουσες ιδιότητες. 

Το εάν όμως τέτοιες πρακτικές μπορούν να αποτελέσουν συνάμα και οικονομικές λύσεις, όσο 

αφορά τις εισροές στα συστήματα παραγωγής, θα επηρεαστεί από τον βαθμό που νέες 

τεχνολογίες μεταβολικής μηχανικής επιτρέψουν καλύτερο έλεγχο περιοχών του πρωτογενούς 

και του δευτερογενούς μεταβολισμού. 

6.3 Επόμενα βήματα

Με την υλοποίηση αυτού του έργου βρέθηκαν και απομονώθηκαν τα γενετικά εκείνα 

στοιχεία που είναι απαραίτητα για την βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών 

ενώσεων μέσω του σακχαρομύκητα. Από την ανάλυση των αποτελεσμάτων φάνηκε από την 

μια η επιτυχία του εγχειρήματος αλλά από την άλλη καταγράφηκε η αδυναμία των 

χρησιμοποιούμενων συστημάτων να τις παράξουν σε υψηλές συγκεντρώσεις, ώστε να είναι 

οικονομικά συμφέρουσες. Ένας μελλοντικός στόχος θα είναι η βελτιστοποίηση του 

συστήματος βιο-μετατροπής της πρόδρομης ένωσης φαινυλαλανίνης με μια πιθανή λύση να 

βρίσκεται στην ενσωμάτωση των πλασμιδιακών κατασκευών έκφρασης σε πρόσφορους 

γενετικούς τόπους των χρωμοσωμάτων.

Και πάλι όμως, είναι απαραίτητο η φαινυλαλανίνη να προστίθεται στο μέσο 

εξωγενώς, μειώνοντας την ευελιξία που θα πρέπει να έχει ένα σύστημα παραγωγής 

βιοενεργών ενώσεων. Ένας δεύτερος στόχος θα πρέπει να είναι η βελτιστοποίηση των 

επιπέδων της ενδογενώς παραγόμενης φαινυλαλανίνης, ώστε να μπορέσει αυτή να 

υποστηρίξει την αυξημένη βιοσυνθετική δραστηριότητα των πολυγονιδιακών βιοσυνθετικών 

σχημάτων, όπως αυτά που προτάθηκαν στην παρούσα διατριβή. Με τον τρόπο αυτό, αν και 

δεν είναι πάντα δυνατή η ακριβής πρόβλεψη των αποτελεσμάτων που θα έχει μια τέτοιου 

είδους αλλαγή στα ενδιάμεσα μεταβολικά βήματα, απομακρύνεται η ανάγκη για την παροχή 

της φαινυλαλανίνης σε υψηλές συγκεντρώσεις και δημιουργείται ένα πιο αποδοτικό σύστημα,

με μόνη εισροή την αρχική συγκέντρωση σακχάρου (π.χ. γλυκόζη ή γαλακτόζη) στο θρεπτικό 

μέσο.

Παράλληλα με την βελτιστοποίηση του συστήματος παραγωγής των ουσιών του 
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έργου θα πρέπει να αναζητηθούν νέες βιοενεργές ουσίες φυτικής (π.χ. υδροξυτυροσόλης) ή 

άλλης προέλευσης, οι οποίες θα μπορούν να βιοσυντεθούν στον σακχαρομύκητα ή σε 

βακτήρια. Τα φυτά έχουν δώσει στην επιστημονική κοινότητα ένα μεγάλο αριθμό ενώσεων 

με ενδιαφέρουσες ιδιότητες. Για πολλές από αυτές γνωρίζουμε τα βιοσυνθετικά τους 

μονοπάτια ενώ για άλλες οι γνώσεις μας είναι ελλείπεις ή ανύπαρκτες. Μια μελλοντική 

πρόκληση είναι ο εμπλουτισμός της γνώσης μας όσο αφορά τα μονοπάτια βιοσύνθεσης 

αυτών των ουσιών. Καθώς αυτή θα εμπλουτίζεται γύρω από τα μονοπάτια βιοσύνθεσης, θα 

είναι δυνατή η χρήση της γνώσης αυτής για την ετερόλογη βιοσύνθεση δευτερογενών 

μεταβολιτών για χρήση τους από τον άνθρωπο είτε για την βελτίωση της υγείας είτε για 

βελτίωση της διατροφής είτε για την αντιμετώπιση προβλημάτων της γεωργίας. Παράλληλα, 

βελτιώσεις στην τεχνολογία σύνθεσης ενδεχομένως να επιτρέψει την συνθετική κατασκευή 

ομάδων γονιδίων1 τα οποία θα ενσωματώνουν στους οργανισμούς-ξενιστές πολύπλοκα 

βιοσυνθετικά μονοπάτια γρηγορότερα και ευκολότερα.

1 artificial gene clusters
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ΠΠΑΑΡΡΑΑΡΡΤΤΗΗΜΜΑΑ ΙΙ -- ΧΧΑΑΡΡΤΤΕΕΣΣ ΦΦΟΟΡΡΕΕΩΩΝΝ

Σχήμα 44: Επαγόμενος φορέας έκφρασης γονιδίων στον σακχαρομύκητα, pESC-URA (Stratagene)
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Σχήμα 45: Επαγόμενος φορέας έκφρασης γονιδίων στον σακχαρομύκητα, pESC-HIS (Stratagene)

Σχήμα 46: Επαγόμενος φορέας έκφρασης γονιδίων στον σακχαρομύκητα, pESC-TRP (Stratagene)
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Σχήμα 47: Επαγόμενος φορέας έκφρασης γονιδίων στον σακχαρομύκητα, pESC-LEU (Stratagene)

Σχήμα 48: Γενετικός χάρτης και αλληλουχία νουκλεοτιδίων του πολυσυνδέτη του πλασμιδιακού φορέα 
pBluescriptII KS +
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Σχήμα 49: Γενετικός χάρτης φορέα κλωνοποίησης pGEM T-Easy
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Σχήμα 50: Γενετικός χάρτης και θέσεις κοπής περιοριστικών τμημάτων του πολυσυνδέτη του πλασμιδιακού φορέα
pT20
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ΠΠΑΑΡΡΑΑΡΡΤΤΗΗΜΜΑΑ ΙΙΙΙ –– ΑΑΛΛΛΛΗΗΛΛΟΟΥΥΧΧΙΙΕΕΣΣ

Κάνοντας χρήση τον αλγόριθμο CLUSTALW (CLUSTAL 2.0.10 multiple sequence

alignment) έγινε αντιστοίχιση των κλωνοποιημένων αλληλουχιών με τις αλληλουχίες που 

είναι καταχωρημένες στη βάση δεδομένων του National Center for Biotechnology

Information.

Πίνακας 8: Αντιστοίχηση της in silico μεταφρασμένης κλωνοποιημένης αλληλουχίας 4CL αυτού του έργου  με την 
πρώτη σε ομολογία 4CL γονιδίου από το γένωμα της Αραβίδοψις

Score = 759 bits (1961), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 386/566 (68%), Positives = 455/566 (80%), Gaps = 18/566 (3%)

Query: 1 MITLA---PSLDTPKTDQNQVSD------PQTSHVFKSKLPDIPISNHLPLHSYCFQNLS 51
MIT A P + P TD + VSD P T +F+SKLPDI I NHLPLH+YCF+ LS

Sbjct: 1 MITAALHEPQIHKP-TDTSVVSDDVLPHSPPTPRIFRSKLPDIDIPNHLPLHTYCFEKLS 59

Query: 52 QFAHRPCLIVGPASKTFTYADTHLISSKIAAGLSNLGILKGDVVMILLQNSADFVFSFLA 111
+ +PCLIVG K++TY +THLI ++A+GL LGI KGDV+MILLQNSA+FVFSF+

Sbjct: 60 SVSDKPCLIVGSTGKSYTYGETHLICRRVASGLYKLGIRKGDVIMILLQNSAEFVFSFMG 119

Query: 112 ISMIGAVATTASPFYTAPEIFKQFTVSKEKLVITQAMYVDKLRNHDGAKLGEDFKVVTVD 171
SMIGAV+TTA+PFYT+ E++KQ S KL+IT + YVDKL+N LGE+ ++T D

Sbjct: 120 ASMIGAVSTTANPFYTSQELYKQLKSSGAKLIITHSQYVDKLKN-----LGENLTLITTD 174

Query: 172 DP-PENCLHFSVLSEANESDVPE--VEIHPDDAVAMPFSSGTTGLPKGVILTHKSLTTSV 228
+P PENCL FS L +E++ + V+I DDA A+PFSSGTTGLPKGV+LTHKSL TSV

Sbjct: 175 EPTPENCLPFSTLITDDETNPFQETVDIGGDDAAALPFSSGTTGLPKGVVLTHKSLITSV 234

Query: 229 AQKIDGENPNLYLTTEDVLLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGSAVLLMQKFEIGTLLELI 288
AQ++DG+NPNLYL + DV+LCVLPLFHI+SLNSVLL +LR+G+ VLLM KFEIG LL+LI

Sbjct: 235 AQQVDGDNPNLYLKSNDVILCVLPLFHIYSLNSVLLNSLRSGATVLLMHKFEIGALLDLI 294

Query: 289 QRHRXXXXXXXXXXXXXXXKNPMVADFDLSSIRLVLSGAAPLGKELEEALRNRMPQAVLG 348
QRHR KNP V +DLSS+R VLSGAAPLGKEL+++LR R+PQA+LG

Sbjct: 295 QRHRVTIAALVPPLVIALAKNPTVNSYDLSSVRFVLSGAAPLGKELQDSLRRRLPQAILG 354

Query: 349 QGYGMTEAGPVLSMCLGFAKQPFQTKSGSCGTVVRNAELKVVDPETGRSLGYNQPGEICI 408
QGYGMTEAGPVLSM LGFAK+P TKSGSCGTVVRNAELKVV ET SLGYNQPGEICI

Sbjct: 355 QGYGMTEAGPVLSMSLGFAKEPIPTKSGSCGTVVRNAELKVVHLETRLSLGYNQPGEICI 414

Query: 409 RGQQIMKGYLNDEAATASTIDSEGWLHTGDVGYVDDDDEIFIVDRVKELIKYKGFQVPPA 468
RGQQIMK YLND AT++TID EGWLHTGD+GYVD+DDEIFIVDR+KE+IK+KGFQVPPA

Sbjct: 415 RGQQIMKEYLNDPEATSATIDEEGWLHTGDIGYVDEDDEIFIVDRLKEVIKFKGFQVPPA 474

Query: 469 ELEGLLVSHPSIADAAVVPQKDVAAGEVPVAFVVRSNGFDLTEEAVKEFIAKQVVFYKRL 528
ELE LL++H SIADAAVVPQ D AGEVPVAFVVRSNG D+TEE VKE++AKQVVFYKRL

Sbjct: 475 ELESLLINHHSIADAAVVPQNDEVAGEVPVAFVVRSNGNDITEEDVKEYVAKQVVFYKRL 534

Query: 529 HKVYFVHAIPKSPSGKILRKDLRAKL 554
HKV+FV +IPKSPSGKILRKDL+AKL

Sbjct: 535 HKVFFVASIPKSPSGKILRKDLKAKL 560
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Πίνακας 9: Αντιστοίχηση της in silico μεταφρασμένης κλωνοποιημένης αλληλουχίας CHS αυτού του έργου  με την 
πρώτη σε ομολογία CHS γονιδίου από το γένωμα της Αραβίδοψις

Score = 677 bits (1748), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 324/386 (83%), Positives = 356/386 (92%), Gaps = 2/386 (0%)

Query: 3 SVEEIRNAQRAEGPATVMAIGTATPPNCVDQSTYPDYYFRITNSEHMTELKEKFKRMCDK 62
S++EIR AQRA+GPA ++AIGTA P N V Q+ YPDYYFRITNSEHMT+LKEKFKRMCDK

Sbjct: 8 SLDEIRQAQRADGPAGILAIGTANPENHVLQAEYPDYYFRITNSEHMTDLKEKFKRMCDK 67

Query: 63 SMIKKRYMYLNEEILKENPSVCAYMAPSLDARQDMVVVEVPKLGKEAATKAIKEWGQPKS 122
S I+KR+M+L EE LKENP +CAYMAPSLD RQD+VVVEVPKLGKEAA KAIKEWGQPKS

Sbjct: 68 STIRKRHMHLTEEFLKENPHMCAYMAPSLDTRQDIVVVEVPKLGKEAAVKAIKEWGQPKS 127

Query: 123 KITHLIFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRYMMYQQGCFAGGTVLRLAKDLAENNK 182
KITH++FCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKR MMYQQGCFAGGTVLR+AKDLAENN+

Sbjct: 128 KITHVVFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRLMMYQQGCFAGGTVLRIAKDLAENNR 187

Query: 183 GARVLVVCSEITAVTFRGPTDTHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGSDPLPV--EKPLFQLVW 240
GARVLVVCSEITAVTFRGP+DTHLDSLVGQALF DGAAA+IVGSDP EKP+F++V

Sbjct: 188 GARVLVVCSEITAVTFRGPSDTHLDSLVGQALFSDGAAALIVGSDPDTSVGEKPIFEMVS 247

Query: 241 TAQTILPDSEGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKALVEAFQPLGISDYNSIFWI 300
AQTILPDS+GAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNI K+L EAF+PLGISD+NS+FWI

Sbjct: 248 AAQTILPDSDGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIVKSLDEAFKPLGISDWNSLFWI 307

Query: 301 AHPGGPAILDQVEAKLGLKPEKMEATRHVLSEYGNMSSACVLFILDQMRKKSIENGLGTT 360
AHPGGPAILDQVE KLGLK EKM ATRHVLSEYGNMSSACVLFILD+MR+KS ++G+ TT

Sbjct: 308 AHPGGPAILDQVEIKLGLKEEKMRATRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRRKSAKDGVATT 367

Query: 361 GEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLRSV 386
GEGL+WGVLFGFGPGLTVETVVL SV

Sbjct: 368 GEGLEWGVLFGFGPGLTVETVVLHSV 393
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Πίνακας 10: Αντιστοίχιση των αμινοξικών αλληλουχιών των ενζύμων RS προερχόμενων από έξι διαφορετικά είδη 
του γένους Vitis. Με κίτρινη σκίαση φαίνονται οι συντηρημένες περιοχές που οριοθετούν την περιοχή δέσμευσης 
του Μηλόνυλο-CoA. Με πράσινη σκίαση φαίνονται τα κατάλοιπα που συνιστούν το ενεργό κέντρο του ενζύμου. Με 
κυανή σκίαση ορίζεται η αλληλουχία του κλωνοποιημένου γονιδίου. Με ρόζ σκίαση σημαίνονται τα αμινοξικά 
κατάλοιπα που συνιστούν το σημείο πρόσδεσης του παραγόμενου προϊόντος. Με κόκκινη σκίαση σημαίνονται τα 
κατάλοιπα της κλωνοποιημένης αλληλουχίας που δεν ταιριάζουν με τις υπόλοιπες αλληλουχίες. Με την τελεία 
υποδηλώνονται τα μη συντηρημένα κατάλοιπα των αμινοξικών αλληλουχιών, με την άνω-κάτω τελεία οι ομόλογες 
υποκαταστάσεις των αμινοξέων και με το αστεράκι οι συντηρημένες περιοχές. [1]: Vitis rotundifolia, [2]: V. 
pseudoreticulata, [3]: V. riparia, [4]: V. labrusca, [5]: V. vinifera, [6]: κλωνοποιημένο γονίδιο, [7]: 
Parthenocissus henryanaia, [2]: V. pseudoreticulata, [3]: V. riparia, [4]: V. labrusca, [5]: V. vinifera, [6]:
κλωνοποιημένο γονίδιο, [7]: Parthenocissus henryana

[1] MASVEEIRNAQRAKGPATILAIGTATPDHCVYQSDYADYYFRVTKSEHMTELKKKFNRIC 60
[2] MASVEEIRNAQRAKGPATILAIGTATPDHCVYQSDYADYYFRVTKSEHMTELKKKFNRIC 60
[3] MASVEEFRNAQRAKGPATILAIGTATPDHCIYQSDYADYYFRVTKSEHMTELKKKFNRIC 60
[4] MASVEEFRNAQRAKGPATILAIGTATPDHCIYQSDYADYYFRVTKSEHMTELKKKFNRIC 60
[5] MASVEEFRNAQRAKGPATILAIGTATPDHCVYQSDYADYYFRVTKSEHMTELKKKFNRIC 60
[6] MASVEEFRNAQRAKGPATILAIGTATPDHCVYQSDYADYYFRVTKSEHMTELKKKFNRIC 60
[7] MASVEEFRNAQRAKGPATILAIGTATPDQCVYQSDYADYYFRVTKSEHMTELKKKFNRIC 60

******:*********************:*:*****************************

[1] DKSMIKKRYIHLTEEMLEEHPNIGAYMAPSLNIRQEIITAEVPKLGKEAALKALKEWGQP 120
[2] DKSMIKKRYIHLTEEMLEEHPNIGAYMAPSLNIRQEIITAEVPKLGKEAALKALKEWGQP 120
[3] EKSMIKKRYIHLTEEMLEEHPNIGAYMAPSLNIRQEIITAEVPRLGRDAALKALKEWGQP 120
[4] EKSMIKKRYIHLTEEMLEEHPNIGAYMAPSLNIRQEIITAEVPRLGRDAALKALKEWGQP 120
[5] DKSMIKKRYIHLTEEMLEEHPNIGAYMAPSLNIRQEIITAEVPRLGRDAALKALKEWGQP 120
[6] DKSMIKKRYIHLTEEMLEEHPNIGAYMAPSLNIRQEIITAEVPRLGRDAALKALKEWGQP 120
[7] EKSMIKKRYIHLTEKMLEEHPNIGAYMAPSLNIRQEIITAEVPKLGKEAALKALKEWGQP 120

:*************:****************************:**::************

[1] KSKITHLVFCTTSGVEMPGADYKLANLLGLETSVRRVMLYHQGCYAGGTVLRTAKDLAEN 180
[2] KSKITHLVFCTTSGVEMPGADYKLANLLGLETSVRRVMLYHQGCYAGGTVLRTAKDLAEN 180
[3] KSKITHLVFCTTSGVEMPGADYKLANLLGLETSVRRVMLYHQGCYAGGTVLRTAKDLAEN 180
[4] KSKITHLVFCTTSGVEMPGADYKLANLLGLETSVRRVMLYHQGCYAGGTVLRAAKDLAEN 180
[5] KSKITHLVFCTTSGVEMPGADYKLANLLGLETSVRRVMLYHQGCYAGGTVLRTAKDLAEN 180
[6] KSKITHLVFCTTSGVEMPGADYKLANLLGLETSVRRVMLYHQGCYAGGTVLRTAKDLAEN 180
[7] KSKITHLVFCTTSGVEMPGADYKLANLLGLETSVRRVMLYHQGCYAGGTVLRTAKDLAEN 180

****************************************************:*******

[1] NAGARVLVVCSEITVVTFRGPSEDALDSLVGQALFGDGSAAVIVGSDPDVSIERPLFQLV 240
[2] NAGARVLVVCSEITVVTFRGPSEDALDSLVGQALFGDGSAAVIVGSDPDVSIERPLFQLV 240
[3] NAGARVLVVCSEITVVTFRGPSEDALDSLVGQALFGDGSSAVIVGSDPDVSIERPLFRLV 240
[4] NAGARVLVVCSEITVVTFRGPSEDALDSLVGQALFGDGSSAVIVGSDPDVSIERPLFQLV 240
[5] NAGARVLVVCSEITVVTFRGPSEDALDSLVGQALFGDGSSAVIVGSDPDVSIERPLFQLV 240
[6] NAGARVLVVCSEITVVTFRGPSEDALDSLVGQALFGDGSSAVIVGSDPDVSIERPLFQLV 240
[7] NAGARVLVVCSEITVVTFRGPSETALDSLVGQALFGDGSAAVIVGSDPDISIEQPLFQLV 240

*********************** ***************:*********:***:***:**

[1] SAAQTFIPNSAGAIAGNLREVGLTFHLWPNVPALISENIEKCLTQAFDPLGISDWNSLFW 300
[2] SAAQTFIPNSAGAIAGNLREVGLTFHLWPNVPTLISENVEKCLTQAFDPLGISDWNSLFW 300
[3] SAAQTFIPNSAGAIAGNLREVGLTFHLWPNVPTLISENIEKCLTQAFDPLGISDWNSLFW 300
[4] SAAQTFIPNSAGAIAGNLREVGLTFHLWPNVPTLISENIEKCLTQAFDPLGISDWNSLFW 300
[5] SAAQTFIPNSAGAIAGNLREVGLTFHLWPNVPTLISENIEKCLTQAFDPLGISDWNSLFW 300
[6] SAAQTFIPNSAGAIAGNLREVGLTFHLWPNVPTLISENIEKCLTQAFDPLGISDWNSLFW 300
[7] SAAQTFIPNSAGAIAGNLREVGLTFHLWPNVPTLISENIEKCLTQAFDPLGISDWNSLFW 300

********************************:*****:*********************

[1] IAHPGGPAILDAVEAKLNLDKKKLEATRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRKKSLKGEKAT 360
[2] IAHPGGPAILDAVEAKLNLDKRKLEATRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRKKSHKGEKVT 360
[3] IAHPGGPAILDAVEAKLNLEKKKLEATRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRKKSLKGENAT 360
[4] IAHPGGPAILDAVEAKLNLEKKKLEATRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRKRSLKGENAT 360
[5] IAHPGGPAILDAVEAKLNLEKKKLEATRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRKKSLKGEKAT 360
[6] IAHPGGPAILDAVEAKLNLEKKKLEATRDVLSEYGNMSSACVLFILDEMRKKSLKGEKAT 360
[7] IAHPGGPAILDAVEAKLNLDKKKLEATRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRKKSLKGEKAT 360

*******************:*:******.**********************:* ***:.*
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[1] TGEGLDWGVLFGFGPGLTIETVVLHSIPMVTN 392
[2] TGEGLDWGVLFGFGPGLTIETVVLHSIPMVTN 392
[3] TGEGLDWGVLFGFGPGLTIETVVLHSIPTITN 392
[4] TGEGLDWGVLFGFGPGLTIETVVLHSIPTVTN 392
[5] TGEGLDWGVLFGFGPGLTIETVVLHSIPMVTN 392
[6] TGEGLDWGVLFGFGPGLTIETVVLHSIPMVTN 392
[7] TGEGLDWGVLFGFGSGLTIETVVLHSIPMVTN 392

**************.************* :**
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Πίνακας 11: Αντιστοίχιση των αμινοξικών αλληλουχιών ενζύμων 4CL από εννιά διαφορετικά φυτικά είδη. Με 
κίτρινη σκίαση φαίνονται οι δύο συντηρημένες περιοχές και οι συντηρημένες κυστεΐνες. Με τελεία υποδηλώνονται 
τα μη συντηρημένα κατάλοιπα των αμινοξικών αλληλουχιών, με την άνω-κάτω τελεία οι ομόλογες υποκαταστάσεις 
των αμινοξέων και με το αστεράκι τα συντηρημένα κατάλοιπα. Με κυανή σκίαση ορίζεται η αλληλουχία του 
κλωνοποιημένου γονιδίου. [1] Glycine max, [2]: κλωνοποιημένο γονίδιο, [3]: Camelia sinensis, [4] Arabidopsis 
thaliana, [5]: Oryza sativa, [6] Allium cepa, [7]: P. Trichoderma x P. deltoids, [8] P. Trichoderma x P.
deltoids, [9] Salvia miltiorrhiza

[1] MITLAPSLD-----TPKTDQNQVSD------PQTSHVFKSKLPDIPISNHLPLHSYCFQN 49
[2] MITLAPSLD-----TPKTDQNQVSD------PQTSHVFKSKLPDIPISNHLPLHSYCFQN 49
[3] MLSGASAETPKPEFSPPPPQNPQSS------SSQTHVFRSKLPHIPISNHLPLHTYRFQN 54
[4] MITAALHEP---QIHKPTDTSVVSDDVLPHSPPTPRIFRSKLPDIDIPNHLPLHTYCFEK 57
[5] MITVAAPEA-----QPQVAAAVDEAP-----PEAVTVFRSKLPDIDIPSHLPLHEYCFAR 50
[6] MGSISMDQE--------------------------TIFRSKLPDIYIPDHLPLHSYCFQH 34
[7] MEAKNDQAQE-------------------------FIFRSKLPDIHIPNHLPLHTYCFEN 35
[8] MEANKDQVQE-------------------------FIFRSKLPDIYIPNHLPLHTYCFEK 35
[9] MEVP-TMPEE-------------------------IVFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFEN 34

* :*:****.* *..***** * * .

[1] LSQFAHRPCLIVGPASKTFTYADTHLISSKIAAGLSNLGILKGDVVMILLQNSADFVFSF 109
[2] LSQFAHRPCLIVGPASKTFTYADTHLISSKIAAGLSNLGILKGDVVMILLQNSADFVFSF 109
[3] LSQFPNRPCLLIGSTGKSYSFSXTHLVSRKVASGLSLLGIKKGDVIMLLLQNCAEFVFAF 114
[4] LSSVSDKPCLIVGSTGKSYTYGETHLICRRVASGLYKLGIRKGDVIMILLQNSAEFVFSF 117
[5] AAELPDAPCLIAAATGRTYTFAETRLLCRRAAAALHRLGVGHGDRVMVLLQNCVEFAVAF 110
[6] IQEFSDKPCIIDGITEKVYTYADVELTSKRVAVGLRDLGIRKGHVIMILLPNSPEFAFSF 94
[7] LSRFKDNPCLINGPTGEIHTYAEVELTSRKVASGLNKLGIKQGDVILLLLQNSPEFVFAF 95
[8] LSQFKDNPCLINGPTGDIYTYADVELTSRKVASGLYKLGLQQGDVILLLLQNSPEFVFAF 95
[9] ISKFSSRPCIINGATGDVYTYEEVEMTARKVASGLSQVGIQQGETIMLLLPNTPEYIFAF 94

. **:: . : .:: ..: . : * .* :*: :*. :::** * :: .:*

[1] LAISMIGAVATTANPFYTAPEIFKQFTVSKAKLIITQAMYVDKLRNHDG------AKLGE 163
[2] LAISMIGAVATTASPFYTAPEIFKQFTVSKEKLVITQAMYVDKLRNHDG------AKLGE 163
[3] MGASMIGAVTTTANPFYTSAEVFKQFNASKSKLIITHSQYVDKLRDAGDNF----PNWAK 170
[4] MGASMIGAVSTTANPFYTSQELYKQLKSSGAKLIITHSQYVDKLK-----------NLGE 166
[5] FAASFLGAVTTAANPFCTPQEIHKQFKASGVKLILTQSVYVDKLRQHEAFPRIDACTVGD 170
[6] LGASYLGAMSTTANPYYTPAEIKKQAMGSGVRVIITESCYVPKIK-----------DLEH 143
[7] LGASIIGAISTTANPFYTPAEVAKQATASKAKLIITQAVYAEKVQEFVK---------EN 146
[8] LGASFIGAISSTANPFYTSAEIAKQATASKAKLIITHAAYAEKVQQFAQ---------EN 146
[9] LGASYIGAVSTMANPFFTPAEVIKQAKASAAKLIITQACYVDKVRDYAA---------EA 145

:. * :**::: *.*: *. *: ** * ::::*.: *. *::

περιοχή πρόσδεσης AMP
[1] D-FKVVTVDDP---PENCLHFSVLSEANESD--VPEVEIHPDDAVAMPFSSGTTGLPKGV 217
[2] D-FKVVTVDDP---PENCLHFSVLSEANESD--VPEVEIHPDDAVAMPFSSGTTGLPKGV 217
[3] E-FSVITIDDP---PENCLHFSVLSEANESE--IPTVSIDPDDPVALPFSSGTTGLPKGV 224
[4] N-LTLITTDEPT--PENCLPFSTLITDDETNPFQETVDIGGDDAAALPFSSGTTGLPKGV 223
[5] DTLTVITIDDDEATPEGCLPFWDLIADADEGS-VPEVAISPDDPVALPFSSGTTGLPKGV 229
[6] N-VKIVVIDELVDEHSTCIPFSQLSSADERK--LPEVEISPDDVVALPYSSGTTGLPKGV 200
[7] VHVKIVTVDSP---PENYLHFSELTNSDEDD--IPAVEINPDDVVALPYSSGTTGLPKGV 201
[8] DHVKIMTIDSL---TENCLHFSELTSSDENE--IPTVKIKPDDIMALPYSSGTTGLPKGV 201
[9] G-AKVVCIDAP---PAGCLTFSELTAADERE--MPAVKIHPEDAVALPYSSGTTGLPKGV 199

.:: * : * * : * * :* *:*:***********

[1] ILTHKSLTTSVAQQVDGENPNLYLTTEDVLLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGSAVLLMQ 277
[2] ILTHKSLTTSVAQKIDGENPNLYLTTEDVLLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGSAVLLMQ 277
[3] ILTHKSLISSVAQQVDGENPNLRLKGEDMVLCVLPLFHIYSLNSVLLCSLRAGTGVLLMH 284
[4] VLTHKSLITSVAQQVDGDNPNLYLKSNDVILCVLPLFHIYSLNSVLLNSLRSGATVLLMH 283
[5] VLTHRSVVSGVAQQVDGENPNLHMGAGDVALCVLPLFHIFSLNSVLLCAVRAGAAVALMP 289
[6] MLTHEGLITSVAQQVDGENPNLYFRSDDVLLCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRAGSTILLMR 260
[7] MLTHKGLVTSVAQQVDGENPNLYFHEKDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGSAILLMQ 261
[8] MLTHKGLVTSVAQQVDGENPNLYFHERDVILCVLPLFHIYSLNSVFLCGLRAGSAILVMQ 261
[9] MLTHKGLVTSVAQQVDGENPNLYIHSEDVMLCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGAAILIMQ 259

:***..: :.***::**:**** : *: *********:*****:* .:* *: : :*
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[1] KFEIGTLLELIQRHRVSVAMVVPPLVLALAKNPMVADFDLSSIRLVLSGAAPLGKELEEA 337
[2] KFEIGTLLELIQRHRVSVAMVVPPLVLALAKNPMVADFDLSSIRLVLSGAAPLGKELEEA 337
[3] KFEIGALLELIQRHRVSVAAVVPPLVLALAKNPMVVTFDLSSIRMVLSGAAPLGKELEEA 344
[4] KFEIGALLDLIQRHRVTIAALVPPLVIALAKNPTVNSYDLSSVRFVLSGAAPLGKELQDS 343
[5] RFEMGAMLGAIERWRVTVAAVVPPLVLALAKNPFVERHDLSSIRIVLSGAAPLGKELEDA 349
[6] KFDLTKVVELVGKYRVTIAPFVPPICIEIAKNDMVGMCNLLNIRMVMSGAAPMGKELEDK 320
[7] KFEIVTLMELVQKYKVTIAPFVPPVVLAVAKCPVVDKYDLSSIRTVMSGAAPMGKELEDT 321
[8] KFDTVSLMDLVQKYKVTIAPLVPPICLAIAKSPVVDQYDLSSIRTVLSGAAPLGKELEDT 321
[9] KFEIVPFLDLMQRYKVTIGPFVPPIVLAIAKSPLVAKYDLSSVRMVMSGAAPLGKELEDS 319

:*: .: : : :*::. .***: : :** * :* .:* *:*****:****::

[1] LRNRMPQAVLGQGYGMTEAGPVLSMCLGFAKQPFQTKSGSCGTVVRNAELKVVDPETGRS 397
[2] LRNRMPQAVLGQGYGMTEAGPVLSMCLGFAKQPFQTKSGSCGTVVRNAELKVVDPETGRS 397
[3] LRARVPQAIFGQGYGMTEAGPVLSMCLAFAKQPFPTKSGSCGTVVRNAELKVIDPETGCS 404
[4] LRRRLPQAILGQGYGMTEAGPVLSMSLGFAKEPIPTKSGSCGTVVRNAELKVVHLETRLS 403
[5] LRARLPQAIFGQGYGMTEAGPVLSMCPAFAKEPTPAKSGSCGTVVRNAELKVVDPDTGFS 409
[6] LKEKMPNAVLGQGYGMTEAGPVISMCPGFAKHPTQAKSGSCGTIVRNAELKVMDPETGFS 380
[7] VRAKLPNAKLGQGYGMTEAGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPDTGRS 381
[8] VRAKLPNAKLGQGYGMTEAGPVIAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGES 381
[9] VRTKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIIDPQTGVS 379

:: :.*:* :************::*. .***.* ***:***:*****:*::. :* *

Περιοχή ενεργού κέντρου
[1] LGYNQPGEICIRGQQIMKGYLNDEAATASTIDSEGWLHTGDVGYVDDDDEIFIVDRVKEL 457
[2] LGYNQPGEICIRGQQIMKGYLNDEAATASTIDSEGWLHTGDVGYVDDDDEIFIVDRVKEL 457
[3] LGPNHSGEICIRGPQIMKGYLNHAEATATTIDVDGWLHTGDIGYVDDDDE-VIVDRVKEL 463
[4] LGYNQPGEICIRGQQIMKEYLNDPEATSATIDEEGWLHTGDIGYVDEDDEIFIVDRLKEV 463
[5] LGRNLPGEICIRGPQIMKGYLNDPEATAATIDVEGWLHTGDIGYVDDDDEVFIVDRVKEL 469
[6] LGRNLPGEICIRGPQIMKGYLNDPEATSSTIDLEGWLHTGDIGYVDDDDEVFIVDRVKEL 440
[7] LPRNQSGEICIRGSQIMKGYLNDPEATERTVDNDGWLHTGDIGYIDGDDELFIVDRLKEL 441
[8] QPRNKTGEICIRGCQIMKGYLNDPEATERTIDKDGWLHTGDIGYID-EDELFIVDRLKEL 440
[9] LGRNQSGEICIRGDQIMKGYLNDPESTKNTIDEDGWLHTGDIGFIDADDELFIVDRLKEI 439

* .******* **** ***. :* *:* :*******:*::* :** .****:**:

[1] IKYKGFQVPPAELEGLLVSHPSIADAAVVPQKDVAAGEVPVAFVVRSNGFDLTEEAVKEF 517
[2] IKYKGFQVPPAELEGLLVSHPSIADAAVVPQKDVAAGEVPVAFVVRSNGFDLTEEAVKEF 517
[3] IKFKGFQVPPAELEALLVSHPSIADAAVVPQKDDVAGEVPVAFVVRSNGLELTEDAVKEF 523
[4] IKFKGFQVPPAELESLLINHHSIADAAVVPQNDEVAGEVPVAFVVRSNGNDITEEDVKEY 523
[5] IKFKGFQVPPAELESLLIAHPSIADAAVVPQKDDVAGEVPVAFVVRAADSDITEESIKEF 529
[6] IKFKGFQVPPAELESLLVSHPCIADAAVIPQKDEVAGEVPVAFVVKASGSDITEDAVKEF 500
[7] IKYKGFQVAPAELEAMLIAHPDISDCAVVPMKDEAAGEVPIAFVVRANGSKITEDEIKQY 501
[8] IKYKGFQVAPAELEAMLIAHPNISDAAVVPMKDEAAGEVPVAFVVRSNGSKITEDEIKQY 500
[9] IKYKGFQVAPAEIEALLLNNPYISDAAVVSMQDEQAGEVPVAFVVRSNGSTITEDEIKQF 499

**:*****.***:*.:*: : *:*.**:. :* *****:****:: . :**: :*::

[1] IAKQVVFYKRLHKVYFVHAIPKSP-SGKILRKDLRAKLETAATQTP-------------- 562
[2] IAKQVVFYKRLHKVYFVHAIPKSP-SGKILRKDLRAKLETAATQTP-------------- 562
[3] IAKQVVFYKKLHKVYFVPCHSQSLLSGKILRKDLRAKLGHVRSLSNSLETIYMYLFDFHL 583
[4] VAKQVVFYKRLHKVFFVASIPKSP-SGKILRKDLKAKLC--------------------- 561
[5] ISKQVVFYKRLHKVHFIHAIPKSA-SGKILRRELRAKLAAC------------------- 569
[6] ISKQVVFYKRLQTVYFVHAIPKSP-SGKILRKDLRARLSSFT------------------ 541
[7] ISKQVVFYKRISRVFFTEAIPKAP-SGKILRKDLRARLATGDFLIKFQHDTYMQKQQ--- 557
[8] ISKQVIFYKRIGRVFFTEAIPKAP-SGKILRKDLRARVSAGDLPCTSDS----------- 548
[9] ISKQVIFYKRINRVFFIDAIPKSP-SGKILRKDLRARLAAAV------------------ 540

::***:***:: *.* . .:: ******::*:*::
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[1] -----
[2] -----
[3] RVSIN 588
[4] -----
[5] -----
[6] -----
[7] -----
[8] -----
[9] -----
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Πίνακας 12: Αντιστοίχιση των αμινοξικών αλληλουχιών ενζύμων CHS προερχόμενων από οχτώ διαφορετικά
φυτικά είδη. Με κίτρινη σκίαση φαίνονται οι συντηρημένες περιοχές που οριοθετούν την περιοχή δέσμευσης του 
Μηλόνυλο-CoA. Με πράσινη σκίαση φαίνονται τα κατάλοιπα που συνιστούν το ενεργό κέντρο του ενζύμου. Με
κυανή σκίαση ορίζεται η αλληλουχία του κλωνοποιημένου γονιδίου. Με ρόζ σκίαση σημαίνονται τα αμινοξικά 
κατάλοιπα που συνιστούν το σημείο πρόσδεσης του παραγόμενου προϊόντος. Με την τελεία υποδηλώνονται τα μη 
συντηρημένα κατάλοιπα των αμινοξικών αλληλουχιών, με την άνω-κάτω τελεία οι ομόλογες υποκαταστάσεις των 
αμινοξέων και με το αστεράκι οι συντηρημένες περιοχές. [1] Pueraria lobata, [2]: Arachis hypogaea, [3]: 
Medicago tranculata, [4] κλωνοποιημένο γονίδιο, [5]: Pisum sativa, [6] Abelmoschus manihot, [7]: Vitis
vinifera, [8] Arabidopsis thaliana

[1] -----MVSVAEIRQAQRAEGPATILAIGTANPPNCVDQSTYPDYYFRITNSEHMTELKEK 55
[2] -----MVNVSEIRKAQRAEGPATIMAIGTATPQNCVDQSTYPDYYFRITNSQHMTELKEK 55
[3] -----MVSVSEIRNAQRAEGPATILAIGTANPANCVEQSTYPDFYFKITNSEHKTELKEK 55
[4] -----MVSVEEIRNAQRAEGPATVMAIGTATPPNCVDQSTYPDYYFRITNSEHMTELKEK 55
[5] -----MVTVDEIRQAQKAEGPATVLAIGTATPPNCVDQSTYPDYYFRITNSEHKTELKEK 55
[6] -----MVTVEEVRKAQRAEGPATVLAIGTSTPPNCVDQSTYPDYYFRITKSEHKTELKEK 55
[7] -----MVTVNEVRNAQRAEGPATVMAIGTATPPNCVDQSTYPDYYFRITNSEHKTELKEK 55
[8] MVMAGASSLDEIRQAQRADGPAGILAIGTANPENHVLQAEYPDYYFRITNSEHMTDLKEK 60

.: *:*:**:*:*** ::****:.* * * *: ***:**:**:*:* *:****

[1] FQRMCDKSMIKKRYMYLTEEILKENPNMCAYMAPSLDARQDMVVVEVPKLGKEAATKAIK 115
[2] FQRMCDKSMIKKRYMYLTEEILKENPNMCKYMAPSLDARQDMVVVEVPRLGKEAATKAIK 115
[3] FQRMCDKSMIKRRYMYLTEEILKENPSVCEYMAPSLDARQDMVVVEVPRLGKEAAVKAIK 115
[4] FKRMCDKSMIKKRYMYLNEEILKENPSVCAYMAPSLDARQDMVVVEVPKLGKEAATKAIK 115
[5] FQRMCDKSMIKKRYMHLTEEILKENPSVCEYMAPSLDARQDMVVVEVPKLGKEAATKAIK 115
[6] FKRMCEKSMIKKRYMYLTEEILKENPNVCEYMAPSLDARQDMVVVEVPKLGKEAATKAIK 115
[7] FKRMCDKSMIKKRYMHLTEEILKENPNVCEYMAASLDARQDMVVVEVPKLGKEAAAKAIK 115
[8] FKRMCDKSTIRKRHMHLTEEFLKENPHMCAYMAPSLDTRQDIVVVEVPKLGKEAAVKAIK 120

*:***:** *::*:*:*.**:***** :* ***.***:***:******:******.****

[1] EWGQPKSKITHLIFCTTSGVDMPGADYQLTKQLGLRPYVKRYMMYQQGCFAGGTVLRLAK 175
[2] EWGQPKSKITHLIFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRYMMYQQGCFAGGTVLRLAK 175
[3] EWGQPKSKITHLIVCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPYVKRYMMYQQGCFAGGTVLRLAK 175
[4] EWGQPKSKITHLIFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRYMMYQQGCFAGGTVLRLAK 175
[5] EWGQPKSKITHLIFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPHVKRYMMYQQGCFAGGTVLRLAK 175
[6] EWGQPKSKITHLVFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRLMMYQQGCFAGGTVLRVAK 175
[7] EWGQPKSKITHLVFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRFMMYQQGCFAGGTVLRLAK 175
[8] EWGQPKSKITHVVFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRLMMYQQGCFAGGTVLRIAK 180

***********::.***************** ***** *** ***************:**

[1] DLAENNKGARVLVVCSEITAVTFRGPSDTHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGSDP-IPQVEK 234
[2] DLAENNKGARVLVVCSEITAVTFRGPSETHLDSLVGQALFGDGAAALIVGSDP-LPQIEK 234
[3] DLAENNKGARVLVVCSEVTAVTFRGPSDTHLDSLVGQALFGDGAAALIVGSDP-VPEIEK 234
[4] DLAENNKGARVLVVCSEITAVTFRGPTDTHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGSDP-LP-VEK 233
[5] DLAENNKGARVLVVCSEITAVTFRGPSDTHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGSDP-LPQVEK 234
[6] DLAENNKGARVLVVCSEITAVTFRGPSDTHLDSLVGQALFGDGAAAVIIGADP-IPEIEK 234
[7] DLAENNKGARVLVVCSEITAVTFRGPSDTHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGSDP-IPGVEK 234
[8] DLAENNRGARVLVVCSEITAVTFRGPSDTHLDSLVGQALFSDGAAALIVGSDPDTSVGEK 240

******:**********:********::************.*****:*:*:** . **

[1] PLYELVWTAQTIAPDSEGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGIVSKNIDKALFEAFNPLNISD 294
[2] PVFELVWTAQTLAPDSEGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGIVSKNINKALTEAFDPLGISD 294
[3] PIFEMVWTAQTIAPDSEGAIDGHLREAGLTFHLLKDVPGIVSKNITKALVEAFEPLGISD 294
[4] PLFQLVWTAQTILPDSEGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKALVEAFQPLGISD 293
[5] PLFELVWTAQTILPDSEGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKALVEAFQPLGISD 294
[6] PMFELVSAAQTILPDSDGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKSLVEAFQPLGISD 294
[7] PMFELVSAAQTILPDSDGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKSLNEAFQPLGIKD 294
[8] PIFEMVSAAQTILPDSDGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIVKSLDEAFKPLGISD 300

*::::* :***: ***:*********.************::**** *:* ***.**.*.*

[1] YNSIFWIAHPGGPAILDQVEQKLGLKPEKMKATRDVLSDYGNMSSACVLFILDEMRRKSA 354
[2] YNSIFWIAHPGGPAILDQVEDKLKLKPHKLRATRDVLSDYGNMSSACVLFILDHMRNKSL 354
[3] YNSIFWIAHPGGPAILDQVEQKLALKPEKMNATREVLSEYGNMSSACVLFNLDEMRKKST 354
[4] YNSIFWIAHPGGPAILDQVEAKLGLKPEKMEATRHVLSEYGNMSSACVLFILDQMRKKSI 353
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[5] YNSLFWIAHPGGPAILDQVEAKLSLKQRKMQATRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRRKSK 354
[6] WNSLFWIAHPGGPAILDQVEAKLALKPEKLRATRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRKSSK 354
[7] WNSIFWIAHPGGPAILDQVEEKLALKPEKLRSTRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRRKSA 354
[8] WNSLFWIAHPGGPAILDQVEIKLGLKEEKMRATRHVLSEYGNMSSACILFILDEMRRKSA 360

:**:**************** ** ** .*:.:**.***:********:** **.**..*

[1] ENGLKTTGEGLEWGVLFGFGPGLTIETVVLRSVAI 389
[2] QQGLQTTGEGLEWGVLFGFGPGLTIETVVLHSVAI 389
[3] QNGLKTTGEGLEWGVLFGFGPGLTIETVVLRSVTI 389
[4] ENGLGTTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLRSVTV 388
[5] EEQLGTTGEGLEWGVLFGFGPGLTVETVVLHSVAT 389
[6] ENGLGTTGEGLEWGVLFGFGPGLTVETVVLHSVTA 389
[7] EEGLKTTGEGLEWGVLFGFGPGLTVETVVLHSVST 389
[8] KDGVATTGEGLEWGVLFGFGPGLTVETVVLHSVPL 395

:: : ******:************:*****:**.



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

130

ΒΒΙΙΒΒΛΛΙΙΟΟΓΓΡΡΑΑΦΦΙΙΑΑ

Abdullah, M. A., Rahmah, A., Sinskey, A. J., Rha, C. K., 2008. Cell engineering and
molecular pharming for Biopharmaceuticals. The Open Medic. Chem. J. 2, 49-61.

Achnine, L., Blancaflor, E. B., Rasmussen, S., Dixon, R. A., 2004. Colocalization of L-
phenylalanine ammonia-lyase and cinnamate 4-hydroxylase for metabolic channeling
in phenylpropanoid biosynthesis. Plant Cell. 16, 3098-109.

Adams, A., Gottschling, D. E., Kaiser, C. A., Stearns, T., 1997. Methods in yeast genetics. A
Cold Spring Harbor laboratory course manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Aggarwal, B. B., Bhardwaj, A., Aggarwal, R. S., Seeram, N. P., Shishodia, S., Takada, Y.,
2004. Role of resveratrol in prevention and therapy of cancer: preclinical and clinical
studies. Anticancer Res. 24, 2783-840.

Agius, F., Gonzalez-Lamothe, R., Caballero, J. L., Munoz-Blanco, J., Botella, M. A.,
Valpuesta, V., 2003. Engineering increased vitamin C levels in plants by
overexpression of a D-galacturonic acid reductase. Nat Biotechnol. 21, 177-81.

Akashi, T., Aoki, T., Ayabe, S., 2005. Molecular and biochemical characterization of 2-
hydroxyisoflavanone dehydratase. Involvement of carboxylesterase-like proteins in
leguminous isoflavone biosynthesis. Plant Physiol. 137, 882-91.

Allina, S. M., Pri-Hadash, A., Theilmann, D. A., Ellis, B. E., Douglas, C. J., 1998. 4-
Coumarate:coenzyme A ligase in hybrid poplar. Properties of native enzymes, cDNA
cloning, and analysis of recombinant enzymes. Plant Physiol. 116, 743-54.

Anderson, J. W., Johnstone, B. M., Cook-Newell, M. E., 1995. Meta-analysis of the effects of
soy protein intake on serum lipids. N. Engl. J. Med. 333, 276-82.

Anthony, M. S., Clarkson, T. B., Hughes, C. L., Jr., Morgan, T. M., Burke, G. L., 1996.
Soybean isoflavones improve cardiovascular risk factors without affecting the
reproductive system of peripubertal Rhesus monkeys. J Nutr. 126, 43-50.

Austin, M. B., Bowman, M. E., Ferrer, J. L., Schroder, J., Noel, J. P., 2004. An aldol switch
discovered in stilbene synthases mediates cyclization specificity of type III polyketide
synthases. Chem. Biol. 11, 1179-94.

Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Seidman, J. G., Smith, J. A., Struhl,
K., 1994. Current protocols in Molecular Biology. Wiley, New York.

Bailey, J. E., 1991. Toward a science of metabolic engineering. Science. 252, 1668-75.
Barnes, S., 1998. Phytoestrogens and breast cancer. Baillieres Clin. Endocrinol. Metab. 12,

559-79.
Becker, J. V., Armstrong, G. O., van der Merwe, M. J., Lambrechts, M. G., Vivier, M. A.,

Pretorius, I. S., 2003. Metabolic engineering of Saccharomyces cerevisiae for the
synthesis of the wine-related antioxidant resveratrol. FEMS Yeast Res. 4, 79-85.

Beekwilder, J., Wolswinkel, R., Jonker, H., Hall, R., de Vos, C. H., Bovy, A., 2006.
Production of resveratrol in recombinant microorganisms. Appl. Environ. Microbiol.
72, 5670-2.

Biondi, D. M., Rocco, C., Ruberto, G., 2003. New dihydrostilbene derivatives from the leaves
of Glycyrrhiza glabra and evaluation of their antioxidant activity. J Nat Prod. 66, 477-
80.



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Βιβλιογραφία

131

Bolwell, G. P., Bozak, K., Zimmerlin, A., 1994. Plant cytochrome P450. Phytochemistry. 37,
1491-506.

Bradbury, R. B., White, D. E., 1954. Estrogens and related substances in plants. Vitam. Horm.
12, 207-33.

Cameron, D. C., Tong, I. T., 1993. Cellular and metabolic engineering. An overview. Appl.
Biochem. Biotechnol. 38, 105-40.

Carlile, M. J., Watkinson, S. C., Gooday, G. W., 2001. The Fungi. Academic Press, San
Diego.

Chemler, J. A., Yan, Y., Koffas, M. A., 2006. Biosynthesis of isoprenoids, polyunsaturated
fatty acids and flavonoids in Saccharomyces cerevisiae. Microb. Cell. Fact. 5, 20.

Cowan, M. M., 1999. Plant Products as Antimicrobial Agents. Clin. Microbiol. Rev. 12, 564-
582.

Davies, K. M., Schwinn, K. E., 2006. Molecular biology and biotechnology of flavonoid
biosynthesis. In: Andersen, O. M., Markham, K. R., Eds.), Flavonoids : chemistry,
biochemistry, and applications. CRC, Taylor & Francis, Boca Raton, FL, pp. 143-218.

de Santi, C., Pietrabissa, A., Mosca, F., Pacifici, G. M., 2000. Glucuronidation of resveratrol,
a natural product present in grape and wine, in the human liver. Xenobiotica. 30,
1047-54.

de Vos, W. M., Hugenholtz, J., 2004. Engineering metabolic highways in Lactococci and
other lactic acid bacteria. Trends Biotechnol. 22, 72-9.

Delmas, D., Jannin, B., Latruffe, N., 2005. Resveratrol: preventing properties against vascular
alterations and ageing. Mol. Nutr. Food Res. 49, 377-95.

Dixon, R. A., 2004. Phytoestrogens. Annu. Rev. Plant. Physiol. Plant. Mol. Biol. 55, 225-261.
Dixon, R. A., Ferreira, D., 2002. Genistein. Phytochemistry. 60, 205-11.
Dixon, R. A., Paiva, N. L., 1995. Stress-induced phenylpropanoid metabolism. Plant Cell. 7,

1085-1097.
Douglas, C. J., 1996. Phenylpropanoid metabolism and lignin biosynthesis: from weeds to

trees. Trends. Plant. Sci. 1, 171-178.
Duke, S. O., 1990. Natural pesticides from plants. In: Janick, J., Simon, J. E., Eds.), Advances

in new crops. Timber Press, Portland, OR, pp. 511-517.
Farnsworth, N. R., 1988. Screening plants for new medicines. In: Wilson, E., Peters, F., Eds.),

Biodiversity. Academic Press, New York, pp. 61-73.
Ferrer, J. L., Austin, M. B., Stewart, C., Jr., Noel, J. P., 2008. Structure and function of

enzymes involved in the biosynthesis of phenylpropanoids. Plant. Physiol. Biochem.
46, 356-70.

Forkmann, G., Martens, S., 2001. Metabolic engineering and applications of flavonoids. Curr.
Opin. Biotechnol. 12, 155-160.

Frankel, E. N., Waterhouse, A. L., Kinsella, J. E., 1993. Inhibition of human LDL oxidation
by resveratrol. Lancet. 341, 1103-4.

Fremont, L., 2000. Biological effects of resveratrol. Life Sci. 66, 663-73.
Gellissen, G., Hollenberg, C. P., 1997. Application of yeasts in gene expression studies: a

comparison of Saccharomyces cerevisiae, Hansenula polymorpha and Kluyveromyces
lactis -- a review. Gene. 190, 87-97.

Gerhauser, C., Alt, A., Heiss, E., Gamal-Eldeen, A., Klimo, K., Knauft, J., Neumann, I.,
Scherf, H.-R., Frank, N., Bartsch, H., Becker, H., 2002. Cancer chemopreventive
activity of xanthohumol, a natural product derived from hop. Mol. Cancer. Ther. 1,
959-969.



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

132

Gietz, R. D., Woods, R. A., 2002. Transformation of yeast by the LiAc/SS carrier DNA/PEG
method. Methods Enzymol. 350, 87-96.

Gnanamanickam, S. S., Mansfield, J. W., 1981. Selective toxicity of wyerone and other
phytoalexins to gram-positive bacteria. Phytochemistry. 20, 997-1000.

Goffeau, A., Barrell, B. G., Bussey, H., Davis, R. W., Dujon, B., Feldmann, H., Galibert, F.,
Hoheisel, J. D., Jacq, C., Johnston, M., Louis, E. J., Mewes, H. W., Murakami, Y.,
Philippsen, P., Tettelin, H., Oliver, S. G., 1996. Life with 6000 genes. Science. 274,
546, 563-7.

Goldberg, D. M., Yan, J., Soleas, G. J., 2003. Absorption of three wine-related polyphenols in
three different matrices by healthy subjects. Clin Biochem. 36, 79-87.

Gomord, V., Faye, L., 2004. Posttranslational modification of therapeutic proteins in plants.
Curr. Opin. Plant Biol. 7, 171-181.

Graham, T. L., Graham, M. Y., 1996. Signaling in soybean phenylpropanoid responses. Plant.
Physiol. 110, 1123-1133.

Guarnieri, S., Riso, P., Porrini, M., 2007. Orange juice vs vitamin C: effect on hydrogen
peroxide-induced DNA damage in mononuclear blood cells. Br. J. Nutr. 97, 639-43.

Guglielmone, H. A., Agnese, A. M., Nunez Montoya, S. C., Cabrera, J. L., 2005. Inhibitory
effects of sulphated flavonoids isolated from Flaveria bidentis on platelet aggregation.
Thromb. Res. 115, 495-502.

Harborne, J. B., 1964. Plant polyphenols-XI. The structure of acylated anthocyanins.
Phytochemistry. 3, 151-160.

Harborne, J. B., 1999. Classes and functions of secondary products from plants. In: Walton,
N. J., Brown, D. E., Eds.), Chemicals from plants, perspectives on plant secondary
products. Imperial College Press.

Harborne, J. B., Williams, C. A., 2000. Advances in flavonoid research since 1992.
Phytochemistry. 55, 481-504.

Hart, J. H., 1981. Role of phytostilbenes in decay and disease resistance. Annu. Rev.
Phytopathol. 19, 437-458.

Herrmann, K. M., Weaver, L. M., 1999. The shikimate pathway. Annu. Rev. Plant Physiol.
Plant Mol. Biol. 50, 473-503.

Hotze, M., Schroder, G., Schroder, J., 1995. Cinnamate 4-hydroxylase from Catharanthus
roseus, and a strategy for the functional expression of plant cytochrome P450 proteins
as translational fusions with P450 reductase in Escherichia coli. FEBS Lett. 374, 345-
50.

Hughes, I., Phytoestrogens and Health. In: Hughes, I., (Ed.), COT Report. Committee on
toxixity of chemicals in food, consumer products and the environment, 2003.

Hwang, E. I., Kaneko, M., Ohnishi, Y., Horinouchi, S., 2003. Production of plant-specific
flavanones by Escherichia coli containing an artificial gene cluster. Appl. Environ.
Microbiol. 69, 2699-706.

Jez, J. M., Noel, J. P., 2002. Reaction mechanism of chalcone isomerase. pH dependence,
diffusion control, and product binding differences. J. Biol. Chem. 277, 1361-9.

Jiang, H., Wood, K. V., Morgan, J. A., 2005. Metabolic engineering of the phenylpropanoid
pathway in Saccharomyces cerevisiae. Appl. Environ. Microbiol. 71, 2962-9.

Johnston, M., 1987. A model fungal gene regulatory mechanism: the GAL genes of
Saccharomyces cerevisiae. Microbiol. Rev. 51, 458-76.

Jorgensen, K., Rasmussen, A. V., Morant, M., Nielsen, A. H., Bjarnholt, N., Zagrobelny, M.,
Bak, S., Moller, B. L., 2005. Metabolon formation and metabolic channeling in the
biosynthesis of plant natural products. Curr Opin Plant Biol. 8, 280-91.



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Βιβλιογραφία

133

Katsuyama, Y., Funa, N., Horinouchi, S., 2007a. Precursor-directed biosynthesis of stilbene
methyl ethers in Escherichia coli. Biotechnol. J. 2, 1286-1293.

Katsuyama, Y., Miyahisa, I., Funa, N., Horinouchi, S., 2007b. One-pot synthesis of genistein
from tyrosine by coincubation of genetically engineered Escherichia coli and
Saccharomyces cerevisiae cells. Appl. Microbiol. Biotechnol. 73, 1143-1149.

Khosla, C., Keasling, J. D., 2003. Metabolic engineering for drug discovery and development.
Nat. Rev. Drug. Discov. 2, 1019-25.

Kim, D. H., Kim, B. G., Lee, H. J., Lim, Y., Hur, H. G., Ahn, J. H., 2005. Enhancement of
isoflavone synthase activity by co-expression of P450 reductase from rice. Biotechnol.
Lett. 27, 1291-4.

Kim, J.-D., Liu, L., Guo, W., Meydani, M., 2006. Chemical structure of flavonols in relation
to modulation of angiogenesis and immune-endothelial cell adhesion. The Journal of
Nutritional Biochemistry. 17, 165-176.

Kirk, E. A., Sutherland, P., Wang, S. A., Chait, A., LeBoeuf, R. C., 1998. Dietary isoflavones
reduce plasma cholesterol and atherosclerosis in C57BL/6 mice but not LDL receptor-
deficient mice. J. Nutr. 128, 954-9.

Koffas, M. A., Jung, G. Y., Stephanopoulos, G., 2003. Engineering metabolism and product
formation in Corynebacterium glutamicum by coordinated gene overexpression.
Metab Eng. 5, 32-41.

Krings, U., Berger, R. G., 1998. Biotechnological production of flavours and fragrances.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 49, 1-8.

Kuiper, G. G., Lemmen, J. G., Carlsson, B., Corton, J. C., Safe, S. H., van der Saag, P. T., van
der Burg, B., Gustafsson, J. A., 1998. Interaction of estrogenic chemicals and
phytoestrogens with estrogen receptor beta. Endocrinology. 139, 4252-63.

Kumazawa, Y., Kawaguchi, K., Takimoto, H., 2006. Immunomodulating effects of flavonoids
on acute and chronic inflammatory responses caused by tumor necrosis factor alpha.
Curr. Pharm. Des. 12, 4271-9.

La Camera, S., Gouzerh, G., Dhondt, S., Hoffmann, L., Fritig, B., Legrand, M., Heitz, T.,
2004. Metabolic reprogramming in plant innate immunity: the contributions of
phenylpropanoid and oxylipin pathways. Immunol. Rev. 198, 267-84.

Lanz, T., Tropf, S., Marner, F. J., Schroder, J., Schroder, G., 1991. The role of cysteines in
polyketide synthases. Site-directed mutagenesis of resveratrol and chalcone synthases,
two key enzymes in different plant-specific pathways. J. Biol. Chem. 266, 9971-6.

Lee, S. Y., Kim, H. U., Park, J. H., Park, J. M., Kim, T. Y., 2009. Metabolic engineering of
microorganisms: general strategies and drug production. Drug Discov. Today. 14, 78-
88.

Lekakis, J., Rallidis, L. S., Andreadou, I., Vamvakou, G., Kazantzoglou, G., Magiatis, P.,
Skaltsounis, A. L., Kremastinos, D. T., 2005. Polyphenolic compounds from red
grapes acutely improve endothelial function in patients with coronary heart disease.
Eur. J. Cardiovasc. Prev. Rehabil. 12, 596-600.

Leonard, E., Koffas, M. A. G., 2007. Engineering of artificial plant cytochrome P450
enzymes for synthesis of isoflavones by Escherichia coli. Appl. Environ. Microbiol.
73, 7246-7251.

Leonard, E., Lim, K. H., Saw, P. N., Koffas, M. A., 2007. Engineering central metabolic
pathways for high-level flavonoid production in Escherichia coli. Appl. Environ.
Microbiol. 73, 3877-86.



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

134

Leonard, E., Yan, Y., Fowler, Z. L., Li, Z., Lim, C.-G., Lim, K.-H., Koffas, M. A. G., 2008.
Strain improvement of recombinant Escherichia coli for efficient production of plant
flavonoids. Mol. Pharmaceutics. 5, 257-265.

Leonard, E., Yan, Y., Koffas, M. A. G., 2006. Functional expression of a P450 flavonoid
hydroxylase for the biosynthesis of plant-specific hydroxylated flavonols in
Escherichia coli. Metab. Eng. 8, 172-181.

Lewis, K., Ausubel, F. M., 2006. Prospects for plant-derived antibacterials. Nat. Biotechnol.
24, 1504-7.

Lienard, D., Sourrouille, C., Gomord, V., Faye, L., 2007. Pharming and transgenic plants.
Biotech. Ann. Rev. 13, 115-147.

Marais, J., Deavours, B., Dixon, R., Ferreira, D., 2006. The stereochemistry of flavonoids. In:
Grotewold, E., (Ed.), The Science of Flavonoids. vol. Chapter 1. Springer New York,
pp. 1-46.

Martin, V. J., Pitera, D. J., Withers, S. T., Newman, J. D., Keasling, J. D., 2003. Engineering
a mevalonate pathway in Escherichia coli for production of terpenoids. Nat.
Biotechnol. 21, 796-802.

Mazur, W., Duke, J., Wahala, K., Rasku, S., 1998. Isoflavonoids and lignans in legumes:
Nutritional and health aspects in humans. Nutritional Biochemistry. 9, 193-200.

Melchior, F., Kindl, H., 1990. Grapevine stilbene synthase cDNA only slightly differing from
chalcone synthase cDNA is expressed in Escherichia coli into a catalytically active
enzyme. FEBS Lett. 268, 17-20.

Messina, M., 1999. Soy, soy phytoestrogens (isoflavones), and breast cancer. Am. J. Clin.
Nutr. 70, 574-5.

Metcalf, R. L., Kogan, M., 1987. Plant volatiles as insect attractants. Cr. Rev. Plant Sci. 5,
251-301.

Miller, J. A., Jr., Nagarajan, V., 2000. The impact of biotechnology on the chemical industry
in the 21st century. Trends Biotechnol. 18, 190-1.

Miyahisa, I., Funa, N., Ohnishi, Y., Martens, S., Moriguchi, T., Horinouchi, S., 2006.
Combinatorial biosynthesis of flavones and flavonols in Escherichia coli. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 71, 53-8.

Miyahisa, I., Kaneko, M., Funa, N., Kawasaki, H., Kojima, H., Ohnishi, Y., Horinouchi, S.,
2005. Efficient production of (2S)-flavanones by Escherichia coli containing an
artificial biosynthetic gene cluster. Appl. Microbiol. Biotechnol. 68, 498-504.

Morito, K., Aomori, T., Hirose, T., Kinjo, J., Hasegawa, J., Ogawa, S., Inoue, S., Muramatsu,
M., Masamune, Y., 2002. Interaction of phytoestrogens with estrogen receptors alpha
and beta (II). Biol Pharm Bull. 25, 48-52.

Naim, M., Gestetner, B., Zilkah, S., Birk, Y., Bondi, A., 1974. Soybean isoflavones.
Characterization, determination, and antifungal activity. J. Agric. Food Chem. 22,
806-10.

Nair, S., Li, W., Kong, A. N., 2007. Natural dietary anti-cancer chemopreventive compounds:
redox-mediated differential signaling mechanisms in cytoprotection of normal cells
versus cytotoxicity in tumor cells. Acta Pharmacol. Sin. 28, 459-72.

Newman, D. J., Cragg, G. M., Snader, K. M., 2000. The influence of natural products upon
drug discovery. Nat. Prod. Rep. 17, 215-34.

Ososki, A. L., Kennelly, E. J., Phytoestrogens: a review of the present state of research. Vol.
17, 2003, pp. 845-869.

Pietta, P. G., 2000. Flavonoids as antioxidants. J. Nat. Prod. 63, 1035-42.



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Βιβλιογραφία

135

Porter, T. D., Wilson, T. E., Kasper, C. B., 1987. Expression of a functional 78,000 dalton
mammalian flavoprotein, NADPH-cytochrome P-450 oxidoreductase, in Escherichia
coli. Arch. Biochem. Biophys. 254, 353-67.

Potapovich, A. I., Kostyuk, V. A., 2003. Comparative study of antioxidant properties and
cytoprotective activity of flavonoids. Biochemistry (Mosc). 68, 514-9.

Reddy, A. M., Reddy, V. S., Scheffler, B. E., Wienand, U., Reddy, A. R., 2007. Novel
transgenic rice overexpressing anthocyanidin synthase accumulates a mixture of
flavonoids leading to an increased antioxidant potential. Metab. Eng. 9, 95-111.

Rice-Evans, C. A., Miller, N. J., Paganga, G., 1996. Structure-antioxidant activity
relationships of flavonoids and phenolic acids. Free Radic. Biol. Med. 20, 933-56.

Rivera-Vargas, L. I., Schmitthenner, A. F., Graham, T. L., 1993. Soybean flavonoid effects on
and metabolism by Phytophthora sojae. Phytochemistry. 32, 851-857.

Ro, D. K., Douglas, C. J., 2004. Reconstitution of the entry point of plant phenylpropanoid
metabolism in yeast (Saccharomyces cerevisiae): implications for control of metabolic
flux into the phenylpropanoid pathway. J. Biol. Chem. 279, 2600-7.

Ro, D. K., Ehlting, J., Douglas, C. J., 2002. Cloning, functional expression, and subcellular
localization of multiple NADPH-cytochrome P450 reductases from hybrid poplar.
Plant Physiol. 130, 1837-51.

Ro, D. K., Mah, N., Ellis, B. E., Douglas, C. J., 2001. Functional characterization and
subcellular localization of poplar (Populus trichocarpa x Populus deltoides)
cinnamate 4-hydroxylase. Plant Physiol. 126, 317-29.

Rodney, J. Y. H., Gibaldi, M., 2003. Biotechnology and Biopharmaceuticals: Transforming
proteins and genes into drugs. Wiley-Liss:Hoboken, New Jersey.

Rosendaal, F. R., Helmerhorst, F. M., Vandenbroucke, J. P., 2002. Female hormones and
thrombosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 22, 201-10.

Ross, R. K., Paganini-Hill, A., Wan, P. C., Pike, M. C., 2000. Effect of hormone replacement
therapy on breast cancer risk: estrogen versus estrogen plus progestin. J Natl Cancer
Inst. 92, 328-32.

Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T., 1989. Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY.

Sarkar, F. H., Li, Y., 2004. The role of isoflavones in cancer chemoprevention. Front. Biosci.
9, 2714-24.

Schulz, W., Eiben, H.-G., Hahlbrock, K., 1989. Expression in Escherichia coli of catalytically
active phenylalanine ammonia-lyase from parsley. FEBS Lett. 258, 335-338.

Shimada, H., Kondo, K., Fraser, P. D., Miura, Y., Saito, T., Misawa, N., 1998. Increased
carotenoid production by the food yeast Candida utilis through metabolic engineering
of the isoprenoid pathway. Appl Environ Microbiol. 64, 2676-80.

Shimada, N., Aoki, T., Sato, S., Nakamura, Y., Tabata, S., Ayabe, S., 2003. A cluster of genes
encodes the two types of chalcone isomerase involved in the biosynthesis of general
flavonoids and legume-specific 5-deoxy(iso)flavonoids in Lotus japonicus. Plant
Physiol. 131, 941-51.

Snyder, B. A., Nicholson, R. L., 1990. Synthesis of phytoalexins in Sorghum as a site-specific
response to fungal ingress. Science. 248, 1637-1639.

Soleas, G. J., Grass, L., Josephy, P. D., Goldberg, D. M., Diamandis, E. P., 2002. A
comparison of the anticarcinogenic properties of four red wine polyphenols. Clin
Biochem. 35, 119-24.



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

136

Spinelli, F., Speakman, J.-B., Rademacher, W., Halbwirth, H., Stich, K., Costa, G., 2005.
Luteoforol, a flavan-4-ol, is induced in pome fruits by prohexadione-calcium and
shows phytoalexin-like properties against Erwinia amylovora and other plant
pathogens. Eur. J. Plant Path. 112, 133-142.

Srere, P. A., 1987. Complexes of sequential metabolic enzymes. Annu. Rev. Biochem. 56, 89-
124.

Stafford, H. A., 1991. Flavonoid Evolution: An Enzymic Approach. Plant Physiol. 96, 680-
685.

Stephanopoulos, G., 1999. Metabolic fluxes and metabolic engineering. Metab. Eng. 1, 1-11.
Stephanopoulos, G., Nielsen, J., Aristidou, A., 1998. Metabolic Engineering: Principles and

Methodologies. Academic Press, San Diego.
Stobiecki, M., Matysiak-Kata, I., Franski, R., Skala, J., Szopa, J., 2003. Monitoring changes

in anthocyanin and steroid alkaloid glycoside content in lines of transgenic potato
plants using liquid chromatography/mass spectrometry. Phytochemistry. 62, 959-69.

Subramanian, S., Graham, M. Y., Yu, O., Graham, T. L., 2005. RNA interference of soybean
isoflavone synthase genes leads to silencing in tissues distal to the transformation site
and to enhanced susceptibility to Phytophthora sojae. Plant Physiol. 137, 1345-1353.

Sudbery, P. E., 1996. The expression of recombinant proteins in yeasts. Curr. Opin.
Biotechnol. 7, 517-24.

Surh, Y. J., Na, H. K., Lee, J. Y., Keum, Y. S., 2001. Molecular mechanisms underlying anti-
tumor promoting activities of heat-processed Panax ginseng C.A. Meyer. J. Korean.
Med. Sci. 16 Suppl, S38-41.

Szczebara, F. M., Chandelier, C., Villeret, C., Masurel, A., Bourot, S., Duport, C., Blanchard,
S., Groisillier, A., Testet, E., Costaglioli, P., Cauet, G., Degryse, E., Balbuena, D.,
Winter, J., Achstetter, T., Spagnoli, R., Pompon, D., Dumas, B., 2003. Total
biosynthesis of hydrocortisone from a simple carbon source in yeast. Nat. Biotechnol.
21, 143-9.

Tham, D. M., Gardner, C. D., Haskell, W. L., 1998. Clinical review 97: Potential health
benefits of dietary phytoestrogens: a review of the clinical, epidemiological, and
mechanistic evidence. J Clin Endocrinol Metab. 83, 2223-35.

Tikkanen, M. J., Wahala, K., Ojala, S., Vihma, V., Adlercreutz, H., 1998. Effect of soybean
phytoestrogen intake on low density lipoprotein oxidation resistance. Proc. Natl. Acad.
Sci. 95, 3106-10.

Tovar-Mendez, A., Miernyk, J. A., Douglas, D. R., 2003. Regulation of pyruvate
dehydrogenase complex activity in plant cells. Eur. J. Biochem. 270, 1043-1049.

Urban, P., Werck-Reichhart, D., Teutsch, H. G., Durst, F., Regnier, S., Kazmaier, M.,
Pompon, D., 1994. Characterization of recombinant plant cinnamate 4-hydroxylase
produced in yeast. Kinetic and spectral properties of the major plant P450 of the
phenylpropanoid pathway. Eur. J. Biochem. 222, 843-50.

Vance, C. P., Kirk, T. K., Sherwood, R. T., 1980. Lignification as a mechanism of disease
resistance. Annu. Rev. Phytopathol. 18, 259-288.

VanEtten, H. D., Mansfield, J. W., Bailey, J. A., Farmer, E. E., 1994. Two classes of plant
antibiotics: Phytoalexins versus Phytoanticipins. Plant Cell. 6, 1191-1192.

Vannelli, T., Wei Qi, W., Sweigard, J., Gatenby, A. A., Sariaslani, F. S., 2007. Production of
p-hydroxycinnamic acid from glucose in Saccharomyces cerevisiae and Escherichia
coli by expression of heterologous genes from plants and fungi. Metab. Eng. 9, 142-
151.



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Βιβλιογραφία

137

Verpoorte, R., 2000. Secondary metabolism. In: Verpoorte, R., Alfermann, A. W., Eds.),
Metabolic engineering of plant secondary metabolism. Kluwer Academic Publishers,
pp. 1-29.

Ververidis, F., Trantas, E., Douglas, C., Vollmer, G., Kretzschmar, G., Panopoulos, N.,
2007a. Biotechnology of flavonoids and other phenylpropanoid-derived natural
products. Part I: Chemical diversity, impacts on plant biology and human health.
Biotechnol. J. 2, 1214-1234.

Ververidis, F., Trantas, E., Douglas, C., Vollmer, G., Kretzschmar, G., Panopoulos, N.,
2007b. Biotechnology of flavonoids and other phenylpropanoid-derived natural
products. Part II: Reconstruction of multienzyme pathways in plants and microbes.
Biotechnol. J. 2, 1235-1249.

Vigers, A. J., Roberts, W. K., Selitrennikoff, C. P., 1991. A new family of plant antifungal
proteins. Mol. Plant. Microbe In. 4, 315-23.

Walsh, G., 1999a. Biopharmaceuticals, an overview. In: Walsh, G., Murphy, B., Eds.),
Biopharmaceuticals, an Industrial Perspective. Kluwer Academic Publishers,
Massachusetts, pp. 1-34.

Walsh, G., 1999b. Biopharmaceuticals: Biochemistry and Biotechnology. John Wiley & Sons,
New York.

Walsh, G., Jefferis, R., 2006. Post-translational modifications in the context of therapeutic
proteins. Nat Biotechnol. 24, 1241-1252.

Watts, K. T., Lee, P. C., Schmidt-Dannert, C., 2004. Exploring recombinant flavonoid
biosynthesis in metabolically engineered Escherichia coli. ChemBioChem. 5, 500-
507.

Watts, K. T., Lee, P. C., Schmidt-Dannert, C., 2006. Biosynthesis of plant-specific stilbene
polyketides in metabolically engineered Escherichia coli. BMC Biotechnol. 6, 22.

Werck-Reichhart, D., Feyereisen, R., 2000. Cytochromes P450: a success story. Genome
Biol. 1, 3003.1-9.

Wilkinson, B., Micklefield, J., 2007. Mining and engineering natural-product biosynthetic
pathways. Nat. Chem. Biol. 3, 379-86.

Williams, R. J., Spencer, J. P., Rice-Evans, C., 2004. Flavonoids: antioxidants or signalling
molecules? Free Radic. Biol. Med. 36, 838-49.

Wingender, R., Rohrig, H., Horicke, C., Wing, D., Schell, J., 1989. Differential regulation of
soybean chalcone synthase genes in plant defence, symbiosis and upon environmental
stimuli. Mol. Gen. Genet. 218, 315-322.

Winkel, B. S., 2004. Metabolic channeling in plants. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol.
Biol. 55, 85-107.

Wojtaszek, P., 1997. Oxidative burst: an early plant response to pathogen infection. Biochem.
J. 322 ( Pt 3), 681-92.

Yan, Y., Kohli, A., Koffas, M. A. G., 2005. Biosynthesis of natural flavanones in
Saccharomyces cerevisiae. Appl. Environ. Microbiol. 71, 5610-5613.

Yedidia, I., Shoresh, M., Kerem, Z., Benhamou, N., Kapulnik, Y., Chet, I., 2003.
Concomitant induction of systemic resistance to Pseudomonas syringae pv.
lachrymans in cucumber by Trichoderma asperellum (T-203) and accumulation of
phytoalexins. Appl Environ Microbiol. 69, 7343-53.

Yu, O., McGonigle, B., 2005. Metabolic engineering of isoflavone biosynthesis. Advances in
Agronomy. 86, 147-190.



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

138

Zhang, Y., Li, S. Z., Li, J., Pan, X., Cahoon, R. E., Jaworski, J. G., Wang, X., Jez, J. M.,
Chen, F., Yu, O., 2006. Using unnatural protein fusions to engineer resveratrol
biosynthesis in yeast and mammalian cells. J. Am. Chem. Soc. 128, 13030-13031.

Zhou, L., Li, D., Wang, J., Liu, Y., Wu, J., 2007. Antibacterial phenolic compounds from the
spines of Gleditsia sinensis Lam. Nat. Prod. Res. 21, 283 - 291.

Λυδάκης-Σημαντήρης, Ν., 2007. Γενική χημεία & Ενόργανη ανάλυση. Θέματα & 
Εργαστηριακές ασκήσεις. Εκδόσεις Τζιόλα.



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

139

ΔΔΗΗΜΜΟΟΣΣΙΙΕΕΥΥΣΣΕΕΙΙΣΣ

#1



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

140

#2



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

141



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

142



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

143



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

144



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

145



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

146



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

147



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

148



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

149



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

150



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

151



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

152



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

153



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

154



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

155



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

156



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

157



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

158



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

159



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

160



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

161

#3



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

162



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

163



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

164



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

165



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

166



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

167



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

168



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

169



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

170



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

171



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

172



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

173



Διδακτορική διατριβή Τραντά Εμμανουήλ

174



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

175

LOCUS FJ770468 1535 bp mRNA linear PLN 23-MAR-2009

DEFINITION Glycine max coumarate 4-hydroxylase (C4H) mRNA, complete cds.

ACCESSION FJ770468

VERSION FJ770468.1 GI:225194700

KEYWORDS .

SOURCE Glycine max (soybean)

ORGANISM Glycine max

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;

rosids; eurosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Phaseoleae;

Glycine.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1535)

AUTHORS Trantas,E., Panopoulos,N.J. and Ververidis,F.

TITLE Metabolic engineering of the complete pathway leading to

heterologous biosynthesis of various flavonoids and stilbenoids in

Saccharomyces cerevisiae

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1535)

AUTHORS Trantas,E., Milios,D. and Ververidis,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-FEB-2009) Plant Sciences, Technological Educational

Institute of Crete, Estavromenos, Heraklion, Crete, Greece

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1535

/organism="Glycine max"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:3847"

gene 1..1535

/gene="C4H"

CDS 8..1528

/gene="C4H"

/EC_number="1.14.13.11"

/note="P450 enzyme; coumaric acid 4-hydroxylase"

/codon_start=1

/product="coumarate 4-hydroxylase"

/protein_id="ACN81819.1"

/db_xref="GI:225194701"

/translation="MDLLLLEKTLIGLFLAAVVAIAVSTLRGRKFKLPPGPLPVPIFG

NWLQVGDDLNHRNLTDLAKKFGDIFLLRMGQRNLVVVSSPELAKEVLHTQGVEFGSRT

RNVVFDIFTGKGQDMVFTVYGEHWRKMRRIMTVPFFTNKVVQQYRHGWESEAAAVVED

VKKNPDAAVSGTVIRRRLQLMMYNNMYRIMFDRRFESEEDPIFQRLRALNGERSRLAQ

SFEYNYGDFIPILRPFLKGYLKICKEVKETRLKLFKDYFVDERKKLGSTKSTNNNNEL

KCAIDHILDAQRKGEINEDNVLYIVENINVAAIETTLWSIEWGIAELVNHPEIQQKLR

DEIDRVLGAGHQVTEPDIQKLPYLQAVVKETLRLRMAIPLLVPHMNLHDAKLGGYDIP

AESKILVNAWWLANNPAHWKKPEEFRPERFFEEESLVEANGNDFRYLPFGVGRRSCPG

IILALPILGITLGRLVQNFELLPPPGQSQIDTSEKGGQFSLHILKHSTIVAKPRSF"

ORIGIN

1 gtcgacaatg gatctcctcc ttctggaaaa gaccctcata ggtctcttcc tcgctgcggt

61 ggtcgccatc gccgtctcca ccctccgcgg ccggaaattc aagctcccac cgggcccact

121 ccccgtccca atcttcggca actggctcca agtcggcgac gacctcaacc accgcaacct

181 caccgatttg gccaaaaaat tcggtgacat cttcctcctc cgcatggggc agcgcaacct
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241 cgtcgtggtt tcttcccctg agctcgccaa agaggttctc cacacgcagg gcgtggagtt

301 cggctcccgc acccgcaacg tcgtcttcga catcttcacc ggaaagggcc aagacatggt

361 cttcaccgtc tacggcgagc actggcgcaa aatgcgccgc atcatgaccg tccccttctt

421 caccaacaag gttgtgcaac aataccgcca tggatgggaa tcggaggctg ccgccgtcgt

481 cgaggacgtc aagaaaaacc ccgacgccgc cgtctccggc accgtcatcc gccgccgcct

541 tcagctcatg atgtacaaca acatgtaccg cataatgttc gaccggaggt tcgagagcga

601 ggaggatccc atcttccaga ggctaagagc cttgaacgga gagaggagtc gcttggcgca

661 gagctttgag tataactatg gtgattttat tcccatcttg agacccttct tgaagggtta

721 cttgaagatt tgcaaggagg tgaaggagac gaggttgaag cttttcaagg attacttcgt

781 tgacgagagg aagaagcttg gaagcaccaa gagcaccaac aacaataatg aacttaaatg

841 cgctattgac cacattttgg atgcccagag aaaaggcgag atcaacgaag acaacgtcct

901 ctacattgtt gaaaacatca acgttgctgc aattgaaaca actctatggt cgattgagtg

961 gggcattgct gagcttgtga accacccaga gatccagcaa aagttaaggg atgagattga

1021 cagagttctt ggagcagggc accaagtgac tgagccagac atccaaaagc tcccatacct

1081 ccaagcagtg gtcaaggaaa ctcttcgtct tagaatggca atccctctcc ttgtaccaca

1141 catgaacctc cacgacgcaa agcttggggg ctatgatatc ccagctgaga gcaagatctt

1201 ggtgaatgca tggtggctgg ccaacaaccc tgcacactgg aagaagccag aggagttccg

1261 gcctgagagg ttcttcgagg aggagtcgct tgttgaagcc aatggcaatg actttaggta

1321 ccttcccttt ggtgttggca gaagaagctg ccctggaatc attcttgcat tgccaattct

1381 tggcatcact ttgggacgtt tggtccaaaa ctttgagctc ttgcctcccc ctggccagtc

1441 acagattgac actagtgaga aaggagggca atttagcttg cacatactca agcattccac

1501 cattgtggca aagccaaggt cattttagac tcgag

//
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LOCUS FJ770469 1697 bp mRNA linear PLN 23-MAR-2009

DEFINITION Glycine max 4-coumarate:CoA ligase (4CL) mRNA, complete cds.

ACCESSION FJ770469

VERSION FJ770469.1 GI:225194702

KEYWORDS .

SOURCE Glycine max (soybean)

ORGANISM Glycine max

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;

rosids; eurosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Phaseoleae;

Glycine.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1697)

AUTHORS Trantas,E., Panopoulos,N.J. and Ververidis,F.

TITLE Metabolic engineering of the complete pathway leading to

heterologous biosynthesis of various flavonoids and stilbenoids in

Saccharomyces cerevisiae

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1697)

AUTHORS Trantas,E. and Ververidis,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-FEB-2009) Plant Sciences, Technological Educational

Institute of Crete, Estavromenos, Heraklion, Crete, Greece

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1697

/organism="Glycine max"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:3847"

gene 1..1697

/gene="4CL"

CDS 1..1689

/gene="4CL"

/EC_number="6.2.1.12"

/note="adenylate-forming enzyme; p-coumarate:CoA ligase;

4-coumaric acid:CoA ligase; p-coumaric acid:CoA ligase"

/codon_start=1

/product="4-coumarate:CoA ligase"

/protein_id="ACN81820.1"

/db_xref="GI:225194703"

/translation="MITLAPSLDTPKTDQNQVSDPQTSHVFKSKLPDIPISNHLPLHS

YCFQNLSQFAHRPCLIVGPASKTFTYADTHLISSKIAAGLSNLGILKGDVVMILLQNS

ADFVFSFLAISMIGAVATTASPFYTAPEIFKQFTVSKEKLVITQAMYVDKLRNHDGAK

LGEDFKVVTVDDPPENCLHFSVLSEANESDVPEVEIHPDDAVAMPFSSGTTGLPKGVI

LTHKSLTTSVAQKIDGENPNLYLTTEDVLLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGSAVLLM

QKFEIGTLLELIQRHRVSVAMVVPPLVLALAKNPMVADFDLSSIRLVLSGAAPLGKEL

EEALRNRMPQAVLGQGYGMTEAGPVLSMCLGFAKQPFQTKSGSCGTVVRNAELKVVDP

ETGRSLGYNQPGEICIRGQQIMKGYLNDEAATASTIDSEGWLHTGDVGYVDDDDEIFI

VDRVKELIKYKGFQVPPAELEGLLVSHPSIADAAVVPQKDVAAGEVPVAFVVRSNGFD

LTEEAVKEFIAKQVVFYKRLHKVYFVHAIPKSPSGKILRKDLRAKLETAATQTP"

ORIGIN

1 atgataactc tagctccttc tcttgatact ccaaaaactg atcaaaacca agtttctgat

61 ccccaaacta gccatgtctt caaatcaaaa ttaccagata tcccaatctc caaccacctc
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121 cctctccact cctactgctt ccagaacctc tcccaatttg cccaccgccc ttgcctcatc

181 gtcggacccg cctccaaaac cttcacctac gccgacaccc acctcatttc cagcaagatc

241 gccgccggat tgtccaacct cggaatcctc aagggcgacg tcgtcatgat cctcctccag

301 aactccgccg atttcgtctt ctccttcctc gccatctcca tgattggcgc cgtcgccacc

361 accgccagcc cgttctacac cgccccggag atcttcaagc agttcaccgt ctccaaggag

421 aagttggtca taacacaggc aatgtacgtg gacaagctcc gcaaccacga cggcgcgaag

481 ctcggcgagg acttcaaggt cgtaaccgtc gacgatccgc cggagaattg cctccacttc

541 tctgtcctct cggaggcgaa cgagagcgac gtgccagagg tggagatcca cccggacgac

601 gcggtggcga tgccgttctc ctccggcacg acgggtttac ctaaaggagt gattctcacg

661 cacaagagtt taaccacgag tgtggcgcag aagattgacg gagagaaccc taacctctac

721 ctcaccaccg aggacgtgct cctctgcgtg cttccgctct ttcacatatt ctcgctcaac

781 agtgtgctat tgtgcgccct cagggcgggg agtgcagttt tgttgatgca gaagttcgag

841 atcgggacac tgctggagct gatacagcgg caccgagtgt cggtggcgat ggtggtgccc

901 ccgctggtgt tggcgttggc aaagaatccg atggtggcgg attttgacct gagttcaata

961 cggttagtgc tgtccggagc tgctcccttg gggaaggagc tcgaggaggc tctccggaac

1021 aggatgcctc aagctgtttt gggacagggt tacgggatga cagaagcagg gccagtgctg

1081 tccatgtgct tgggctttgc aaagcaacct ttccaaacaa aatcaggctc ttgtggtacc

1141 gtagtcagaa atgcagaact caaggttgtt gaccctgaaa ctggtcgttc tcttggctac

1201 aatcaacccg gtgaaatttg catccgaggg caacagatca tgaaaggata tctgaacgat

1261 gaggcagcga cagcatcgac catagattca gagggttggc ttcacaccgg tgatgttggc

1321 tacgtagatg atgatgacga aattttcatt gttgacaggg tgaaggaact catcaaatat

1381 aaaggcttcc aggtgccccc tgcagaactt gaagggcttc tcgtaagcca tccctccatt

1441 gcagatgcag ctgttgtccc acaaaaggac gttgctgctg gtgaagttcc tgttgccttc

1501 gttgtgagat caaacggctt tgatctaact gaagaggctg taaaagagtt tatagctaaa

1561 caggtagtgt tttacaaaag actgcacaaa gtttattttg ttcatgctat tcccaagtct

1621 ccatcaggaa agatattaag gaaagacctc agagcaaagc tagaaaccgc cgccactcag

1681 acgccttaat cgatagc

//
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LOCUS FJ770470 1188 bp mRNA linear PLN 23-MAR-2009

DEFINITION Vitis vinifera cultivar Soultanina resveratrol synthase (RS) mRNA,

complete cds.

ACCESSION FJ770470

VERSION FJ770470.1 GI:225194704

KEYWORDS .

SOURCE Vitis vinifera

ORGANISM Vitis vinifera

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;

Vitales; Vitaceae; Vitis.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1188)

AUTHORS Trantas,E., Panopoulos,N.J. and Ververidis,F.

TITLE Metabolic engineering of the complete pathway leading to

heterologous biosynthesis of various flavonoids and stilbenoids in

Saccharomyces cerevisiae

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1188)

AUTHORS Trantas,E., Milios,D. and Ververidis,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-FEB-2009) Plant Sciences, Technological Educational

Institute of Crete, Estavromenos, Heraklion, Crete, Greece

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1188

/organism="Vitis vinifera"

/mol_type="mRNA"

/cultivar="Soultanina"

/db_xref="taxon:29760"

gene 1..1188

/gene="RS"

CDS 7..1185

/gene="RS"

/EC_number="2.3.1.95"

/note="polyketide synthase; stilbene synthase"

/codon_start=1

/product="resveratrol synthase"

/protein_id="ACN81821.1"

/db_xref="GI:225194705"

/translation="MASVEEFRNAQRAKGPATILAIGTATPDHCVYQSDYADYYFRVT

KSEHMTELKKKFNRICDKSMIKKRYIHLTEEMLEEHPNIGAYMAPSLNIRQEIITAEV

PRLGRDAALKALKEWGQPKSKITHLVFCTTSGVEMPGADYKLANLLGLETSVRRVMLY

HQGCYAGGTVLRTAKDLAENNAGARVLVVCSEITVVTFRGPSEDALDSLVGQALFGDG

SSAVIVGSDPDVSIERPLFQLVSAAQTFIPNSAGAIAGNLREVGLTFHLWPNVPTLIS

ENIEKCLTQAFDPLGISDWNSLFWIAHPGGPAILDAVEAKLNLEKKKLEATRDVLSEY

GNMSSACVLFILDEMRKKSLKGEKATTGEGLDWGVLFGFGPGLTIETVVLHSIPMVTN"

ORIGIN

1 ggatccatgg cttcagtcga ggaatttaga aacgctcaac gtgccaaggg tccggccacc

61 atcctagcca ttggcacagc tacccccgac cactgtgtct accagtctga ttatgctgat

121 tactatttca gggtcactaa gagcgagcac atgactgagt tgaagaagaa gttcaatcgc

181 atatgtgaca aatcaatgat caagaagcgt tacattcact tgaccgaaga aatgcttgag

241 gagcacccaa acattggtgc ttatatggct ccatctctta acatacgcca agagattatt
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301 actgctgagg tacctagact tggtagggat gcagcattga aggctcttaa agagtggggc

361 caaccaaagt ccaagatcac ccatcttgta ttttgtacaa cctccggtgt agaaatgccc

421 ggtgcggatt acaaacttgc taatctctta ggtcttgaaa catcggttag aagggtgatg

481 ttgtaccatc aagggtgcta tgcaggtgga actgtccttc gaactgctaa ggatcttgca

541 gaaaataatg caggagcacg agttcttgtg gtgtgctctg agatcactgt tgttacattc

601 cgtgggcctt ccgaagatgc tttggactct ttagttggcc aagccctttt tggtgatggg

661 tcttcagctg tgattgttgg atcagatcca gatgtctcga ttgaacgacc actcttccaa

721 cttgtttcag cagcccaaac atttattcct aattcagcag gagccattgc cggaaactta

781 cgtgaggtgg ggctcacctt tcatttgtgg cccaatgtgc ctactttgat ttctgagaac

841 atagagaaat gcttgaccca ggcttttgac ccacttggta ttagcgattg gaactcgtta

901 ttttggattg ctcacccagg tggccctgca attcttgatg cagttgaagc aaaactcaat

961 ttagagaaaa agaaactcga agcaactagg gatgtgttaa gtgagtacgg taacatgtca

1021 agtgcatgtg tgttgtttat tttggatgag atgagaaaga aatccctaaa gggggaaaaa

1081 gccaccactg gtgaaggatt ggattgggga gtactatttg gttttgggcc aggcttgacc

1141 atcgaaactg ttgtgctaca tagcattcct atggttacaa attaagtg

//
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LOCUS FJ770471 1167 bp mRNA linear PLN 23-MAR-2009

DEFINITION Glycine max chalcone synthase (CHS) mRNA, complete cds.

ACCESSION FJ770471

VERSION FJ770471.1 GI:225194706

KEYWORDS .

SOURCE Glycine max (soybean)

ORGANISM Glycine max

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;

rosids; eurosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Phaseoleae;

Glycine.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1167)

AUTHORS Trantas,E., Panopoulos,N.J. and Ververidis,F.

TITLE Metabolic engineering of the complete pathway leading to

heterologous biosynthesis of various flavonoids and stilbenoids in

Saccharomyces cerevisiae

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1167)

AUTHORS Trantas,E. and Ververidis,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-FEB-2009) Plant Sciences, Technological Educational

Institute of Crete, Estavromenos, Heraklion, Crete, Greece

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1167

/organism="Glycine max"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:3847"

gene 1..1167

/gene="CHS"

CDS 1..1167

/gene="CHS"

/EC_number="2.3.1.74"

/note="polyketide synthase"

/codon_start=1

/product="chalcone synthase"

/protein_id="ACN81822.1"

/db_xref="GI:225194707"

/translation="MVSVEEIRNAQRAEGPATVMAIGTATPPNCVDQSTYPDYYFRIT

NSEHMTELKEKFKRMCDKSMIKKRYMYLNEEILKENPSVCAYMAPSLDARQDMVVVEV

PKLGKEAATKAIKEWGQPKSKITHLIFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRYMMY

QQGCFAGGTVLRLAKDLAENNKGARVLVVCSEITAVTFRGPTDTHLDSLVGQALFGDG

AAAVIVGSDPLPVEKPLFQLVWTAQTILPDSEGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISK

NIEKALVEAFQPLGISDYNSIFWIAHPGGPAILDQVEAKLGLKPEKMEATRHVLSEYG

NMSSACVLFILDQMRKKSIENGLGTTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLRSVTV"

ORIGIN

1 atggtcagtg ttgaagagat ccgtaatgca caacgtgcag agggccctgc cactgtcatg

61 gctattggca ccgcaactcc tccaaactgt gtcgatcaga gtacctatcc tgactattat

121 ttccgcatca ccaacagcga gcacatgacc gagctcaaag aaaaattcaa gcgcatgtgt

181 gataagtcaa tgattaagaa gcgatacatg tacttaaatg aagaaatcct gaaagagaat

241 ccgagtgttt gtgcttacat ggcaccttcg ttggatgcaa ggcaagacat ggtggttgtg

301 gaggtaccaa agttgggaaa agaggctgca actaaggcaa tcaaggaatg gggtcaaccc
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361 aagtccaaga ttacccatct catcttttgc accactagtg gtgtcgacat gcctggtgct

421 gattatcagc tcactaaact attaggcctt cgcccctccg tcaagcgtta catgatgtac

481 caacaaggct gctttgccgg tggcacggtg cttcgtttgg ccaaagacct cgctgaaaac

541 aacaagggtg ctcgcgtgct tgtcgtttgt tctgagatca ccgcagtcac attccgcggc

601 ccaactgaca cccatcttga tagccttgtg ggtcaagcct tgtttggaga tggtgcagcc

661 gctgtcattg ttggatcaga ccccttacca gttgaaaagc ctttgtttca gcttgtctgg

721 actgcccaga caatccttcc agacagtgaa ggggctattg atggacacct tcgcgaagtt

781 ggtctcactt tccatctcct caaggatgtt cctggactca tctccaagaa tattgagaag

841 gccttggttg aagccttcca acccttggga atctccgatt acaattctat cttctggatt

901 gcacaccctg gtggacccgc aattttggac caagttgagg ctaagttagg cttgaagcct

961 gaaaaaatgg aagctactag acatgtgctc agcgagtatg gtaacatgtc aagtgcatgt

1021 gtgctattca tcttggatca aatgaggaag aaatcaatag aaaatggact tggcacaacc

1081 ggtgaaggcc ttgactgggg tgtgctattt ggtttcggcc ctggactcac cgttgagact

1141 gttgtgctcc gcagtgtcac tgtctaa

//
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LOCUS FJ770472 681 bp mRNA linear PLN 23-MAR-2009

DEFINITION Glycine max chalcone isomerase (CHI) mRNA, complete cds.

ACCESSION FJ770472

VERSION FJ770472.1 GI:225194708

KEYWORDS .

SOURCE Glycine max (soybean)

ORGANISM Glycine max

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;

rosids; eurosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Phaseoleae;

Glycine.

REFERENCE 1 (bases 1 to 681)

AUTHORS Trantas,E., Panopoulos,N.J. and Ververidis,F.

TITLE Metabolic engineering of the complete pathway leading to

heterologous biosynthesis of various flavonoids and stilbenoids in

Saccharomyces cerevisiae

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 681)

AUTHORS Trantas,E. and Ververidis,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-FEB-2009) Plant Sciences, Technological Educational

Institute of Crete, Estavromenos, Heraklion, Crete, Greece

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..681

/organism="Glycine max"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:3847"

gene 1..681

/gene="CHI"

CDS 1..681

/gene="CHI"

/EC_number="5.5.1.6"

/codon_start=1

/product="chalcone isomerase"

/protein_id="ACN81823.1"

/db_xref="GI:225194709"

/translation="MAFPSVTSVTVENVTFPPTVKPPCSPNTFFLAGAGVRGLQIHHA

FVKFTAICIYLQYDALSFLSVKWKTKSTHQLTESDQFFSDIVTGPFEKFMQVTMIKPL

TGQQYSEKVAENCVAIWRSLGIYTDSEAEAIDKFLSVFKDLTFPPGSSILFTVSPNGS

LTISFSGDETIPEVTSAVIENKLLSEAVLESMIGKNGVSPAAKQSLASRLSHLFKEPG

VCDPQSHK"

ORIGIN

1 atggcatttc cgtccgtaac ctctgtaact gtggagaacg tgacattccc tcccaccgtg

61 aagcctccct gctcccccaa caccttcttc ctcgccggcg ccggcgtcag gggcctccaa

121 attcatcacg ctttcgttaa attcactgcc atctgcattt acctccaata cgacgccctt

181 tccttcctct ccgttaagtg gaaaaccaag tctactcacc agttaacgga atccgaccaa

241 ttcttctcag atatcgttac aggtccattc gagaaattta tgcaggtgac aatgatcaaa

301 cccttgacgg ggcagcaata ctcagagaaa gtggcagaaa attgtgtggc catttggagg

361 tctcttggga tttatacaga ttcagaagcc gaagcaatag acaagtttct ttctgttttc

421 aaagacctaa cattcccacc aggctcctct atccttttca ctgtctcacc caatggatca

481 ttaacgataa gtttctctgg tgatgaaacc attccagaag ttacgagtgc tgttatagag
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541 aataaactac tctcagaggc tgtgttggag tcaatgatag gtaagaatgg cgtttcccct

601 gcagcaaaac agagtttggc ctccagatta tctcacttat tcaaagagcc tggggtttgt

661 gaccctcaat ctcataagtg a

//
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LOCUS FJ770473 1625 bp mRNA linear PLN 23-MAR-2009

DEFINITION Glycine max isoflavone synthase (IFS) mRNA, complete cds.

ACCESSION FJ770473

VERSION FJ770473.1 GI:225194710

KEYWORDS .

SOURCE Glycine max (soybean)

ORGANISM Glycine max

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;

rosids; eurosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Phaseoleae;

Glycine.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1625)

AUTHORS Trantas,E., Panopoulos,N.J. and Ververidis,F.

TITLE Metabolic engineering of the complete pathway leading to

heterologous biosynthesis of various flavonoids and stilbenoids in

Saccharomyces cerevisiae

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1625)

AUTHORS Trantas,E. and Ververidis,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-FEB-2009) Plant Sciences, Technological Educational

Institute of Crete, Estavromenos, Heraklion, Crete, Greece

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1625

/organism="Glycine max"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:3847"

gene 1..1625

/gene="IFS"

CDS 20..1585

/gene="IFS"

/EC_number="5.4.99.-"

/note="P450 enzyme; 2-hydroxyisoflavanone synthase"

/codon_start=1

/product="isoflavone synthase"

/protein_id="ACN81824.1"

/db_xref="GI:225194711"

/translation="MLLELALGLFVLALFLHLRPTPSAKSKALRHLPNPPSPKPRLPF

IGHLHLLKDKLLHYALIDLSKKHGPLFSLSFGSMPTVVASTPELFKLFLQTHEATSFN

TRFQTSAIRRLTYDNSVAMVPFGPYWKFVRKLIMNDLLNATTVNKLRPLRTQQIRKFL

RVMAQSAEAQKPLDVTEELLKWTNSTISMMMLGEAEEIRDIAREVLKIFGEYSLTDFI

WPLKYLKVGKYEKRIDDILNKFDPVVERVIKKRREIVRRRKNGEVVEGEASGVFLDTL

LEFAEDETMEIKITKEQIKGLVVDFFSAGTDSTAVATEWALAELINNPRVLQKAREEV

YSVVGKDRLVDEVDTQNLPYIRAIVKETFRMHPPLPVVKRKCTEECEINGYVIPEGAL

VLFNVWQVGRDPKYWDRPSEFRPERFLETGAEGEAGPLDLRGQHFQLLPFGSGRRMCP

GVNLATSGMATLLASLIQCFDLQVLGPQGQILKGDDAKVSMEERAGLTVPRAHSLVCV

PLARIGVASKLLS"

ORIGIN

1 cttgcactga ggatccacga tgttgctgga acttgcactt ggtttgtttg tgttagcttt

61 gtttctgcac ttgcgtccca caccaagtgc aaaatcaaaa gcacttcgcc acctcccaaa

121 ccctccaagc ccaaagcctc gtcttccctt cattggccac cttcacctct taaaagataa
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181 acttctccac tatgcactca tcgatctctc caaaaagcat ggccccttat tctctctctc

241 cttcggctcc atgccaaccg tcgttgcctc cacccctgag ttgttcaagc tcttcctcca

301 aacccacgag gcaacttcct tcaacacaag gttccaaacc tctgccataa gacgcctcac

361 ttacgacaac tctgtggcca tggttccatt cggaccttac tggaagttcg tgaggaagct

421 catcatgaac gaccttctca acgccaccac cgtcaacaag ctcaggcctt tgaggaccca

481 acagatccgc aagttcctta gggttatggc ccaaagcgca gaggcccaga agccccttga

541 cgtcaccgag gagcttctca aatggaccaa cagcaccatc tccatgatga tgctcggcga

601 ggctgaggag atcagagaca tcgctcgcga ggttcttaag atcttcggcg aatacagcct

661 cactgacttc atctggcctt tgaagtatct caaggttgga aagtatgaga agaggattga

721 tgacatcttg aacaagttcg accctgtcgt tgaaagggtc atcaagaagc gccgtgagat

781 cgtcagaagg agaaagaacg gagaagttgt tgagggcgag gccagcggcg tcttcctcga

841 cactttgctt gaattcgctg aggacgagac catggagatc aaaattacca aggagcaaat

901 caagggcctt gttgtcgact ttttctctgc agggacagat tccacagcgg tggcaacaga

961 gtgggcattg gcagagctca tcaacaatcc cagggtgttg caaaaggctc gtgaggaggt

1021 ctacagtgtt gtgggcaaag atagactcgt tgacgaagtt gacactcaaa accttcctta

1081 cattagggcc attgtgaagg agacattccg aatgcaccca ccactcccag tggtcaaaag

1141 aaagtgcaca gaagagtgtg agattaatgg gtatgtgatc ccagagggag cattggttct

1201 tttcaatgtt tggcaagtag gaagggaccc caaatactgg gacagaccat cagaattccg

1261 tcccgagagg ttcttagaaa ctggtgctga aggggaagca gggcctcttg atcttagggg

1321 ccagcatttc caactcctcc catttgggtc tgggaggaga atgtgccctg gtgtcaattt

1381 ggctacttca ggaatggcaa cacttcttgc atctcttatc caatgctttg acctgcaagt

1441 gctgggccct caaggacaaa tattgaaagg tgatgatgcc aaagttagca tggaagagag

1501 agctggcctc acagttccaa gggcacatag tctcgtttgt gttccacttg caaggatcgg

1561 cgttgcatct aaactccttt cttaattaag ataatcatca tatacaatag tagtgtcttg

1621 ccatc

//



Ετερόλογη βιοσύνθεση φλαβονοειδών και στιλβενοειδών ενώσεων - Δημοσιεύσεις

187

LOCUS FJ770474 1134 bp mRNA linear PLN 23-MAR-2009

DEFINITION Glycine max flavanone 3-hydroxylase (F3H) mRNA, complete cds.

ACCESSION FJ770474

VERSION FJ770474.1 GI:225194712

KEYWORDS .

SOURCE Glycine max (soybean)

ORGANISM Glycine max

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;

rosids; eurosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Phaseoleae;

Glycine.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1134)

AUTHORS Trantas,E., Panopoulos,N.J. and Ververidis,F.

TITLE Metabolic engineering of the complete pathway leading to

heterologous biosynthesis of various flavonoids and stilbenoids in

Saccharomyces cerevisiae

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1134)

AUTHORS Trantas,E. and Ververidis,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-FEB-2009) Plant Sciences, Technological Educational

Institute of Crete, Estavromenos, Heraklion, Crete, Greece

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1134

/organism="Glycine max"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:3847"

gene 1..1134

/gene="F3H"

CDS 7..1134

/gene="F3H"

/EC_number="1.14.11.9"

/note="2-oxoglutarate-dependent dioxygenase; flavanone

3beta-hydroxylase"

/codon_start=1

/product="flavanone 3-hydroxylase"

/protein_id="ACN81825.1"

/db_xref="GI:225194713"

/translation="MAPTAKTLTYLAQEKTLESSFVRDEEERPKVAYNEFSDEIPVIS

LAGIDEVDGRRREICEKIVEACENWGIFQVVDHGVDQQLVAEMTRLAKEFFALPPDEK

LRFDMSGAKKGGFIVSSHLQGESVQDWREIVTYFSYPKRERDYSRWPDTPEGWRSVTE

EYSDKVMGLACKLMEVLSEAMGLEKEGLSKACVDMDQKVVVNYYPKCPQPDLTLGLKR

HTDPGTITLLLQDQVGGLQATRDNGKTWITVQPVEAAFVVNLGDHAHYLSNGRFKNAD

HQAVVNSNHSRLSIATFQNPAPNATVYPLKIREGEKPVMEEPITFAEMYRRKMSKDIE

IARMKKLAKEKHLQDLENEKHLQELDQKAKLEAKPLKEILA"

ORIGIN

1 caacatatgg caccaacagc caagactctg acttacctgg cccaggagaa aaccctagaa

61 tcgagcttcg ttcgggacga ggaggagcgt cccaaggttg cctacaacga attcagcgac

121 gagatcccag tgatttctct tgccggaatc gacgaggtgg atggacgcag aagagagatt

181 tgtgagaaga tcgtggaggc ttgcgagaat tggggtatat tccaggttgt tgatcacggt

241 gtggatcaac aactcgtggc cgagatgacc cgtctcgcca aagagttctt tgctttgcca
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301 ccggacgaga agcttcgttt tgatatgtcc ggcgccaaaa agggtggatt cattgtctcc

361 agccatctcc aaggggaatc ggtgcaggac tggagagaaa tagtgacata cttttcgtac

421 ccaaaaagag agagggacta ttcaaggtgg ccagacacgc cagaagggtg gagatcggtg

481 actgaggaat acagcgacaa agtaatgggt ctagcttgca agctcatgga ggtgttgtcc

541 gaagcaatgg ggttagagaa agagggttta agcaaagcat gtgttgacat ggaccagaag

601 gtggtggtta attactaccc caaatgccct caacctgacc tcactcttgg cctgaagcgc

661 cacacggatc cgggcactat caccttgctg cttcaggacc aagtgggtgg acttcaagcc

721 accagggaca atggcaaaac atggatcacc gttcagcctg tggaggctgc cttcgtcgtc

781 aatcttggag atcatgctca ttatctgagc aatggaaggt tcaagaatgc tgatcaccaa

841 gcggtggtga actcaaacca tagccgtttg tccatagcca cttttcaaaa cccagcacca

901 aatgcaactg tttaccctct gaagataaga gaaggagaga agcctgtgat ggaggaacca

961 atcacttttg ctgaaatgta caggaggaag atgagcaagg acattgagat tgcaaggatg

1021 aagaagctgg ctaaggaaaa gcatttgcag gaccttgaga atgaaaagca tttgcaagaa

1081 cttgatcaga aggcaaaact tgaggccaag cctttgaagg agattcttgc ttaa

//
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LOCUS FJ770475 1070 bp mRNA linear PLN 23-MAR-2009

DEFINITION Solanum tuberosum flavonol synthase (FLS) mRNA, complete cds.

ACCESSION FJ770475

VERSION FJ770475.1 GI:225194714

KEYWORDS .

SOURCE Solanum tuberosum (potato)

ORGANISM Solanum tuberosum

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;

asterids; lamiids; Solanales; Solanaceae; Solanoideae; Solaneae;

Solanum.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1070)

AUTHORS Trantas,E., Panopoulos,N.J. and Ververidis,F.

TITLE Metabolic engineering of the complete pathway leading to

heterologous biosynthesis of various flavonoids and stilbenoids in

Saccharomyces cerevisiae

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1070)

AUTHORS Trantas,E. and Ververidis,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-FEB-2009) Plant Sciences, Technological Educational

Institute of Crete, Estavromenos, Heraklion, Crete, Greece

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1070

/organism="Solanum tuberosum"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:4113"

gene 1..1070

/gene="FLS"

CDS 1..1059

/gene="FLS"

/EC_number="1.14.11.23"

/note="2-oxoglutarate-dependent dioxygenase"

/codon_start=1

/product="flavonol synthase"

/protein_id="ACN81826.1"

/db_xref="GI:225194715"

/translation="MKTIQGQSATTALTMEVARVQAISSITKCMDTIPSEYIRSENEQ

PAATTLQGVVLEVPVIDISNVDDDEEKLVKEIVEASKEWGIFQVINHGIPDEVIENLQ

KVGKEFFEEVPQEEKELIAKKPGAQSLEGYGTSLQKEIEGKKGWVDHLFHKIWPPSAI

NYRYWPKNPPSYREANEEYAKWLRKVADGIFRSLSLGLGLEGHEMMEAAGSEDIVYML

KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSYITLLVPNEVQGLQVFKDGHWYDVNYIPNAIIVH

IGDQVEILSNGKYKSVYHRTTVNKYKTRMSWPVFLEPSSEHEVGPIPKLINEANPPKF

KTKKYKDYVYCKLNKLPQ"

ORIGIN

1 atgaaaacaa ttcaaggtca gagtgcaaca acagccttga cgatggaggt ggcaagggtc

61 caagcaatat cgtcaataac gaaatgcatg gacacaatac catcagaata tattcgttca

121 gagaacgaac aacctgcagc gacaacgctg cagggagtgg tacttgaggt accagtcatc

181 gacataagta atgtcgatga cgacgaagaa aagttagtga aagaaatagt tgaggctagt

241 aaagagtggg gtatttttca agtgataaat catgggatac ctgatgaagt gattgagaat

301 ttgcagaaag ttggaaagga gttttttgag gaagtgccac aagaggaaaa agaattgatt
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361 gcaaagaagc caggggcaca aagtttagaa ggatatggta cttctttgca gaaggaaatt

421 gaagggaaaa aaggttgggt tgatcatttg tttcataaga tttggcctcc ttctgctatt

481 aactatcgtt attggccaaa aaatcctcct tcctacaggg aagcaaatga ggaatacgca

541 aagtggctgc gaaaagttgc tgatggtata tttaggagct tgtcacttgg gcttggtttg

601 gaaggccatg aaatgatgga ggcagctggt agtgaagaca tagtttacat gttaaagatc

661 aattattatc caccatgccc aaggcctgat ttggctcttg gagttgtggc ccatacagat

721 atgtcatata tcacccttct tgtcccaaat gaagtccaag gactccaagt gtttaaggat

781 ggtcattggt atgatgtcaa ctacatacca aatgctataa ttgtccacat tggtgaccaa

841 gttgagattc ttagcaatgg gaaatataag agtgtgtatc ataggacaac agtgaacaag

901 tacaagacaa gaatgtcatg gcctgttttc ttggagccct catcagagca tgaagttggg

961 ccaatcccta agttaattaa tgaggccaac ccacccaaat tcaagaccaa gaagtacaaa

1021 gattatgtct attgtaagct taacaaactt cctcagtgaa gaattatggg

//
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LOCUS FJ770476 1589 bp mRNA linear PLN 23-MAR-2009

DEFINITION Glycine max flavonoid 3'-hydroxylase (F3'H) mRNA, complete cds.

ACCESSION FJ770476

VERSION FJ770476.1 GI:225194716

KEYWORDS .

SOURCE Glycine max (soybean)

ORGANISM Glycine max

Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;

rosids; eurosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Phaseoleae;

Glycine.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1589)

AUTHORS Trantas,E., Panopoulos,N.J. and Ververidis,F.

TITLE Metabolic engineering of the complete pathway leading to

heterologous biosynthesis of various flavonoids and stilbenoids in

Saccharomyces cerevisiae

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1589)

AUTHORS Trantas,E. and Ververidis,F.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-FEB-2009) Plant Sciences, Technological Educational

Institute of Crete, Estavromenos, Heraklion, Crete, Greece

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1589

/organism="Glycine max"

/mol_type="mRNA"

/db_xref="taxon:3847"

gene 1..1589

/gene="F3'H"

CDS 1..1542

/gene="F3'H"

/note="P450 enzyme"

/codon_start=1

/product="flavonoid 3'-hydroxylase"

/protein_id="ACN81827.1"

/db_xref="GI:225194717"

/translation="MSPLIVALATIAAAILIYRIIKFITRPSLPLPPGPKPWPIVGNL

PHMGPVPHHSLAALARIHGPLMHLRLGFVDVVVAASASVAEQFLKIHDSNFSSRPPNA

GAKYIAYNYQDLVFAPYGPRWRLLRKLTSVHLFSGKAMNEFRHLRQEEVARLTCNLAS

SDTKAVNLGQLLNVCTTNALARAMIGRRVFNDGNGGCDPRADEFKAMVMEVMVLAGVF

NIGDFIPSLEWLDLQGVQAKMKKLHKRFDAFLTSIIEEHNNSSSKNENHKNFLSILLS

LKDVRDDHGNHLTDTEIKALLLNMFTAGTDTSSSTTEWAIAELIKNPQILAKLQQELD

TVVGRDRSVKEEDLAHLPYLQAVIKETFRLHPSTPLSVPRAAAESCEIFGYHIPKGAT

LLVNIWAIARDPKEWNDPLEFRPERFLLGGEKADVDVRGNDFEVIPFGAGRRICAGLS

LGLQMVQLLTAALAHSFDWELEDCMNPEKLNMDEAYGLTLQRAVPLSVHPRPRLAPHV

YSMSS"

ORIGIN

1 atgtctccat tgattgttgc cttggctaca atcgcagcag caatcctcat atatcgtata

61 ataaagttca taacacgccc atccctcccc ctcccaccgg gccctaaacc atggcccata

121 gtgggaaact tgccacacat gggcccggtg ccgcaccact ccctcgcggc gttggcccgc

181 atccacggcc cgttgatgca cctccgcctc ggcttcgtcg atgtcgtggt tgccgcgtcg
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241 gcctcggtgg cggaacagtt cttgaagatt catgactcta atttcagcag ccggccaccg

301 aacgccggcg cgaaatatat agcttataac taccaagatc tggtgtttgc tccctacggc

361 ccacgctggc gattgctccg gaaactcacc tccgttcacc tcttctccgg caaggccatg

421 aatgaattta gacacttgcg tcaggaagag gtagctagat tgacatgcaa cttggcaagt

481 tcagacacaa aagcagtgaa tttgggacaa ttattgaatg tatgcaccac caacgcatta

541 gcgagggcaa tgattggacg aagagtgttt aacgatggca atggagggtg tgatcctagg

601 gctgatgagt ttaaggctat ggtgatggag gtgatggtgt tggctggagt tttcaacatt

661 ggtgacttta ttccttcctt ggagtggcta gaccttcaag gggtgcaagc taagatgaaa

721 aaattacaca aaagatttga tgcattttta accagcatta ttgaggagca caataacagt

781 tcttccaaga atgagaatca taagaatttc ttgagtatct tattgtcact taaagatgtg

841 agggatgatc atggaaacca tctcactgat accgagatta aagcactact tctgaacatg

901 tttacggcag gaactgacac atcatcaagc accacagaat gggccattgc ggaactaata

961 aaaaacccac aaattttggc caaactccaa caagagttgg acaccgttgt gggtcgagat

1021 aggagtgtca aagaagagga cttggcccac ctcccatact tacaagctgt tatcaaggaa

1081 accttcagac tccacccatc aacccctctt tctgtgccac gtgctgctgc cgagagttgt

1141 gagatatttg gctaccacat ccccaagggt gctacactct tggtgaacat ttgggccata

1201 gcccgagacc caaaagagtg gaatgaccca ttggagttta ggcccgaaag gtttcttcta

1261 ggtggtgaga aggccgatgt tgatgttagg ggcaatgact ttgaggtgat accttttggt

1321 gctggacgaa gaatttgtgc tggacttagt cttgggcttc aaatggttca acttctcact

1381 gcagccttgg cccattcatt tgattgggaa ctagaagatt gcatgaaccc agaaaagttg

1441 aacatggatg aagcgtatgg gctaacccta caacgggccg tgcctctttc agtgcaccct

1501 aggcccaggc tcgcaccaca tgtgtactca atgtcttcct aatttttaag ttctacattt

1561 tggagttttt cttccttata attgtcgac

//


