
i

ΠΠεερριιεεχχόόµµεενναα
Περιεχόµενα_______________________________________________________________ i 

Πίνακας εικόνων και πινάκων _________________________________________________iii 

Ευχαριστίες ______________________________________________________________ vi 

Summary _________________________________________________________________1 

Περίληψη _________________________________________________________________2 

Εισαγωγή _________________________________________________________________7 
Γενικά – στόχοι __________________________________________________________7 
Ένζυµα από ψυχρόφιλους οργανισµούς_______________________________________8 
Χαρακτηριστικά των ενζύµων_____________________________________________9 
Ευκαµψία – σταθερότητα – ενεργότητα.___________________________________10 
Θερµοδυναµικές παράµετροι – Ενέργεια ενεργοποίησης ______________________14 
Προσαρµογές του µορίου σε δοµικό επίπεδο________________________________17 
Εφαρµογές των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων ___________20 
Πρόσθετα σε απορρυπαντικά__________________________________________20 
Εριουργία και βιοµηχανία νηµάτων και ενδυµάτων_________________________20 
Βιοµηχανία τροφίµων________________________________________________20 
Περιβαλλοντικές παρεµβάσεις._________________________________________21 
Άλλες βιοµηχανικές εφαρµογές ________________________________________21 

Χιτινάσες ______________________________________________________________22 
Ταξινόµηση των χιτινασών______________________________________________23 
Μηχανισµός δράσης των χιτινασών _______________________________________24 
Οργάνωση των αλληλουχιών των χιτινασών-δοµές. __________________________28 
Εφαρµογές των χιτινασών ______________________________________________32 
Βιολογικός έλεγχος φυτοπαθογόνων µυκήτων και εντόµων__________________32 
Έλεγχος πληθυσµών κουνουπιών ______________________________________33 
∆ηµιουργία βιο-ζιζανιοκτόνων _________________________________________33 
Αντιµικροβιακή δράση _______________________________________________33 
Παραγωγή χιτοολιγοσακχαριτών _______________________________________33 
Παραγωγή πρωτεϊνών _______________________________________________34 
∆ιάφορες άλλες εφαρµογές ___________________________________________34 

Χιτινάσες από το ψυχρόφιλο βακτήριο Arthrobacter sp. Strain TAD20 ___________34 
Αλκαλική φωσφατάση. ___________________________________________________36 
Εφαρµογές της αλκαλικής φωσφατάσης ___________________________________40 
Αλκαλική φωσφατάση από το ψυχρόφιλο στέλεχος TAB5._____________________41 

Υλικά και µέθοδοι__________________________________________________________44 
Μεταλλαξογένεση - Αντιδράσεις PCR ________________________________________44 
Κλωνοποίηση___________________________________________________________46 
Καλλιέργεια κυττάρων – αποµόνωση πρωτεϊνών_______________________________46 
Ανίχνευση – µέτρηση ενεργότητας ενζύµων __________________________________49 
Μετρήσεις κινητικών παραµέτρων __________________________________________50 
Μοντέλα δοµών πρωτεϊνών _______________________________________________50 
Σταθερότητα πρωτεϊνών__________________________________________________52 
Ανάλυση αµινοτελικού άκρου πρωτεϊνών_____________________________________53 
Φασµατοµετρία µάζας____________________________________________________53 
Χρωµατογραφία υψηλής πίεσης (HPLC)______________________________________53 
Επίδραση των χιτινασών στην ανάπτυξη µυκήτων _____________________________54 

Αποτελέσµατα ____________________________________________________________56 
Χιτινάσες ______________________________________________________________56 
Χαρακτηρισµός δραστικότητας των χιτινασών ArChiA και ArChiB σε υποστρώµατα 
χιτίνης. _____________________________________________________________56 
Αποµόνωση της ArChiB και των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών – χαρακτηρισµός. ____65 



ii

Επιλογή των µεταλλάξεων ______________________________________________68 
Κινητικές παράµετροι, των ενζύµων. ______________________________________72 
Η ενέργεια ενεργοποίησης (Εa) των χιτινασών ______________________________73 
Σταθερότητα των πρωτεϊνών____________________________________________74 
Επίδραση των ArChiA και ArChiB στην ανάπτυξη µυκήτων. ____________________77 

Αλκαλική φωσφατάση____________________________________________________79 
Κλωνοποίηση – αποµόνωση _____________________________________________79 
Επιλογή των µεταλλάξεων ______________________________________________79 
Κινητικές παράµετροι των ενζύµων. ______________________________________81 
Η ενέργεια ενεργοποίησης των αλκαλικών φωσφατασών______________________84 
Σταθερότητα των πρωτεϊνών____________________________________________85 

Συζήτηση ________________________________________________________________88 
Κλωνοποίηση και αποµόνωση της ArChiB ____________________________________88 
Ιδιότητες της κλωνοποιηµένης ArChiB _______________________________________88 
Μηχανισµός δράσης των χιτινασών._________________________________________90 
Ανάλυση της δοµής ArChiB. ______________________________________________100 
∆ράση των χιτινασών στην ανάπτυξη µυκήτων_______________________________100 
Μεταλλάξεις των ενζύµων________________________________________________102 

Συµπεράσµατα___________________________________________________________122 
Μελέτη δράσης χιτινασών________________________________________________122 
Μελέτη των χαρακτηριστικών των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων.
_____________________________________________________________________122 

Προοπτικές______________________________________________________________126 

Βιβλιογραφία ____________________________________________________________128 



iii

ΠΠίίνναακκααςς εειικκόόννωωνν κκααιι ππιιννάάκκωωνν  
Εικόνα 1: Μεταβολή της ενεργότητας των ενζύµων σε διαφορετικές θερµοκρασίες. ............ 10 
Εικόνα 2: Η ελεύθερη ενέργεια Gibbs της αποδιάταξης της αµυλάσης από το ψυχρόφιλο 

βακτήριο Pseudoalteromonas haloplanctis (µπλέ γραµµή) και Aspergillus oryzae.(κόκκινη 
γραµµή). ................................................................................................................11 

Εικόνα 3 Οι διαφορές της ενέργειας Gibbs για τα διάφορα στάδια της ενζυµικής αντίδρασης.16 
Εικόνα 4: Το µόριο της χιτίνης. ........................................................................................ 22 
Εικόνα 5: Σχηµατική αναπαράσταση των µηχανισµών δράσης των γλυκοσυλυδρολασών. .... 25 
Εικόνα 6: Προτεινόµενος µηχανισµός δράσης της χιτινάσης. .............................................. 26 
Εικόνα 7: Σχηµατική απεικόνιση των θέσεων πρόσδεσης του υποστρώµατος στο µόριο της 

χεβαµίνης. .............................................................................................................. 27 
Εικόνα 8: Σχηµατική απεικόνιση του ενεργού κέντρου της χεβαµίνης(1) της SmChiA(2) και της 

SmChiB(3). ............................................................................................................ 28 
Εικόνα 9: Σχηµατική απεικόνιση της διάταξης των δοµικών µονάδων της SmChiA................ 29 
Εικόνα 10. Στοίχιση επιλεγµένων περιοχών αντιπροσωπευτικών χιτινασών .......................... 30 
Εικόνα 11: Στοίχιση στην περιοχή των ChBDs διαφόρων χιτινασών. ................................... 31 
Εικόνα 12: Η δοµή της χιτινάσης SmChiA.......................................................................... 32 
Εικόνα 13: Η δοµή του διµερούς της αλκαλικής φωσφατάσης της E.coli.............................. 36 
Εικόνα 14: ∆ιαγραµµατική απεικόνιση της πορείας της αντίδρασης της φωσφατάσης........... 37 
Εικόνα 15. Η σφαίρα συντονισµού του Zn12+..................................................................... 38 
Εικόνα 16. Η σφαίρα συντονισµού του Zn2

2+..................................................................... 38 
Εικόνα 17. Η σφαίρα συντονισµού  του Mg2+ .................................................................... 39 
Εικόνα 18: Ο µηχανισµός δράσης της αλκαλικής φωσφατάσης ........................................... 40 
Εικόνα 19. ∆ιάγραµµα σταθερότητας της TAB5AP (µαύρο) και της αλκαλικής φωσφατάσης 

από έντερο µόσχου (κόκκινο). ................................................................................ 41 
Εικόνα 20: Στοίχιση των αλληλουχιών διαφόρων αλκαλικών φωσφατασών. ....................... 42 
Εικόνα 21: Στοίχιση της ArChiB και της χιτινάσης της SmChiA που χρησιµοποιήθηκε στη 

δηµιουργία του µοντέλου, καθώς και των δύο φωσφατασών. .................................... 51 
Εικόνα 22: Στοίχιση των ArChiA και ArChiB µε τις SmChiA, SmChiB και χεβαµίνη στην περιοχή 

της θέσης πρόσδεσης +2. ....................................................................................... 56 
Εικόνα 23: Στοίχιση των ArChiA και ArChiB µε τις SmChiA, SmChiB και χεβαµίνη στην περιοχή 

της θέσης πρόσδεσης -4. ......................................................................................... 56 
Εικόνα 24: Επώαση πολυ Ν – ακετυλγλυκοσαµίνης µε ArChiA µετά από 2 και 26 ώρες (2 και 

3), µε ArChiB µετά από 2 και 26 ώρες (4 και 5). Η έκλουση των προτύπων διαλυµάτων 
ολιγοσακχαριτών παρουσιάζεται στο (1). .................................................................. 57 

Εικόνα 25: Χρόνοι έκλουσης ολιγοσακχαριτών µετά από επώαση µε την ArChiA για 1 ώρα. . 58 
Εικόνα 26: Χρόνοι έκλουσης ολιγοσακχαριτών µετά από επώαση µε την ArChiA για 20 ώρες. 

.............................................................................................................................. 59 
Εικόνα 27: Πορεία της αντίδρασης επώασης της ArChiA µε εξαµερές σε χρόνο 0 min (2), 

15 min (3), 30 min (4), 45 min (5) και 60 min (6) ..................................................... 60 
Εικόνα 28: Χρόνοι έκλουσης ολιγοσακχαριτών µετά από επώαση µε την ArChiB για 1 ώρα. .. 61 
Εικόνα 29: Χρόνοι έκλουσης ολιγοσακχαριτών µετά από επώαση µε την ArChiB για 20 ώρες.62 
Εικόνα 30: Πορεία της αντίδρασης επώασης της ArChiΒ µε εξαµερές σε χρόνο 0 min (2), 

15 min (3), 30 min (4), 45 min (5) και 60 min (6) ..................................................... 63 
Εικόνα 31: Η ανάλυση των παραγόµενων ολιγοσακχαριτών µετά από επώαση 6 µερούς µε τις 

δύο προσαρµοσµένες σε χαµηλή θερµοκρασία χιτινάσες............................................ 64 
Εικόνα 32: Χρωµατογράφηµα καθαρισµού της ArChiB από στήλη Phenyl Hi-Load................ 65 
Εικόνα 33: Πηκτή ακρυλαµίδης. 1: ∆είγµα ArChiB, 2: ∆είγµα ArChiBtr................................. 66 
Εικόνα 34: Η σχετική ενεργότητα της ArChiΒ σε διαφορετικά ρυθµιστικά διαλύµατα και pH. 66 
Εικόνα 35: Πήκτωµα ισοηλεκτρικής εστίασης. .................................................................. 67 
Εικόνα 36: ∆ράση της ArChiB και ArChiBtr σε πηκτή που περιέχει γλυκολχιτίνη (1), και 

αδιάλυτη χιτίνη (2).................................................................................................. 67 
Εικόνα 37: Η ενεργότητα της ArChiB σε οργανικούς διαλύτες. ........................................... 68 
Εικόνα 38: Στοίχιση της ArChiB µε την SmChiA και άλλες χιτινάσες στην περιοχή της 

µετάλλαξης G93P. .................................................................................................. 69 
Εικόνα 39: Στοίχιση της ArChiB µε την SmChiA και άλλες χιτινάσες στην περιοχή της 

µετάλλαξης G254P. ................................................................................................. 69 



iv

Εικόνα 40: Στοίχιση της ArChiB µε την SmChiA και άλλες χιτινάσες στην περιοχή της 
µετάλλαξης G406Q.................................................................................................. 70 

Εικόνα 41: Στοίχιση της ArChiB µε την SmChiA και άλλες χιτινάσες στις περιοχές των 
µεταλλάξεων N198K, A248D. ................................................................................... 71 

Εικόνα 42: Στοίχιση της ArChiB µε την SmChiA στην περιοχή όπου παρατηρείται ο 
δισουλφιδικός δεσµός στην δεύτερη......................................................................... 71 

Εικόνα 43: Στοίχιση της ArChiB µε άλλες χιτινάσες. Η περιοχή που είναι χαρακτηρισµένη µε 
πορτοκαλί χρώµα αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 175 – 183 και εµφανίζεται στην χιτινάση 
από το ψυχρόφιλο στέλεχος. ................................................................................... 72 

Εικόνα 44: Ramachandran plot που παρουσιάζονται οι γωνίες φ, ψ των καταλοίπων της 
ArChiB που µεταλλάχθηκαν στη παρούσα εργασία..................................................... 72 

Εικόνα 45: Οι κινητικές παράρετροι kcat  και Κm για την ArChiB και τις µεταλλαγµένες πρωτεΐνες 
για τις θερµοκρασίες 12 – 30 oC. .............................................................................. 73 

Εικόνα 46: Η ειδική ενεργότητα της ArChiB και των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών για τις 
θερµοκρασίες 12 – 30 oC. ........................................................................................ 73 

Εικόνα 47: Η πορεία υδρόλυσης της ArChiB µε το χρόνο.................................................... 74 
Εικόνα 48: Θερµική σταθερότητα της ArChiB και των µεταλλαγµένων ενζύµων. .................. 75 
Εικόνα 49: ∆ιάγραµµα διαφορικής θερµιδοµετρίας για τις πρωτεΐνες ArChiB και ArChiBtr...... 76 
Εικόνα 50: Η εναποµένουσα ενεργότητα της ArChiB και των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών ..... 77 
Εικόνα 51: Χρωµατογραφήµατα καθαρισµού της Αλκαλικής φωσφατάσης........................... 79 
Εικόνα 52: Πηκτή ακρυλαµίδης. ∆ιακρίνεται δείγµα TAB5AP µετά το τελικό στάδιο 

καθαρισµού. ........................................................................................................... 79 
Εικόνα 53: Στοίχιση αντιπροσωπευτικών αλκαλικών φωσφατασών στην περιοχή της 

µετάλλαξης H135D.................................................................................................. 80 
Εικόνα 54: Στοίχιση αντιπροσωπευτικών αλκαλικών φωσφατασών στην περιοχή των 

µεταλλάξεων στις θέσεις 260 – 262 και 269. ............................................................. 80 
Εικόνα 55: Οι κινητικές παράµετροι kcat και Κm για την αλκαλική φωσφατάση και τις 

µεταλλαγµένες πρωτεΐνες για τις θερµοκρασίες 10 – 20 oC......................................... 82 
Εικόνα 56: Η ειδική ενεργότητα της αλκαλικής φωσφατάσης και των µεταλλαγµένων 

πρωτεϊνών για τις θερµοκρασίες 10 – 20 oC. ............................................................. 83 
Εικόνα 57. Η σταθερότητα των αλκαλικών φωσφατασών όπως εκτιµάται από την 

εναποµένουσα ενεργότητα ...................................................................................... 86 
Εικόνα 58: Σχηµατική απεικόνιση της πρωτεόλυσης που υφίσταται το πεπτίδιο οδηγητής στην 

φυσική και στην ανασυνδυασµένη ArChiB................................................................. 88 
Εικόνα 59: Οργάνωση των δοµικών µονάδων της ArChiB................................................... 89 
Εικόνα 60: ∆ράση της ArChiA σε εξαµερές ....................................................................... 91 
Εικόνα 61: Η δράση της ArChiA σε ολιγοµερή χιτίνης......................................................... 93 
Εικόνα 62: ∆ράση της ArChiB σε εξαµερές ....................................................................... 94 
Εικόνα 63: Η δράση της ArChiB σε ολιγοµερή χιτίνης......................................................... 96 
Εικόνα 64: Η θέση των δοµικών µονάδων στην αλληλουχία των δυο χιτινασών. ................. 97 
Εικόνα 65: Σχηµατική απεικόνιση του τρόπου δράσης της ArChiA (1) και της ArChiB (2) στο 

υπόστρωµα χιτίνης.................................................................................................. 98 
Εικόνα 66: Τα συνθετικά υποστρώµατα 4-nitrophenyl-N’N’’-diacetyl-chitobiose (1) και  4-

nitrophenyl-N’N’’Ν’’’-triacetyl-chitotriose (2) που χρησιµοποιούνται για την µελέτη της 
ενεργότητας των χιτινασων ArChiA και ArChiB αντίστοιχα. ......................................... 99 

Εικόνα 67: Κρύσταλλοι της ArChiB ................................................................................. 100 
Εικόνα 68: Ανάσχεση της εκβλάστησης των σπορίων και του µήκους του σωλήνα 

αναπαραγωγής του παθογόνου µύκητα Botrytis cinerea str. 309 από την ArChiA και 
ArChiB και του συνδυασµού τους σε διαφορετικές συγκεντρώσεις τους. ................... 101 

Εικόνα 69: Η δοµή του µοντέλου της αλκαλικής φωσφατάσης από το ψυχρόφιλο στέλεχος, 
και οι θέσεις των µεταλλάξεων που µελετήθηκαν. ................................................... 104 

Εικόνα 70: ∆ιαγράµµατα Arrhenius για τον υπολογισµό της Ea της TAB5AP και των 
µεταλλαγµένων ενζύµων. ...................................................................................... 107 

Εικόνα 71: Οι µεταλλάξεις που πραγµατοποιήθηκαν στην αλκαλική φωσφατάση. .............. 110 
Εικόνα 72: Το µοντέλο της δοµής της καταλυτικής δοµικής µονάδας της ArChiB από πρόσθια 

(1) και οπίσθια (2) όψη, και οι θέσεις των µεταλλάξεων που µελετήθηκαν. ............... 111 



v

Εικόνα 73: ∆ιαγράµµατα Arrhenius για τον υπολογισµό της Ea της προσαρµοσµένης στη 
χαµηλή θερµοκρασία χιτινάσης και των µεταλλαγµένων ενζύµων. ............................ 112 

Εικόνα 74: Οι µεταλλάξεις που πραγµατοποιήθηκαν στην ArChiB. .................................... 115 
 
Πίνακας 1: Απόσπασµα από [8] η διάκριση των οργανισµών µε βάση τη θερµοκρασία 

επιβίωσης. ................................................................................................................ 9 
Πίνακας 2: Ενθαλπίες σχηµατισµού διαφόρων ασθενών αλληλεπιδράσεων που παρατηρούνται 

σε πρωτεΐνες [13]. .................................................................................................. 19 
Πίνακας 3. Φυσικοχηµικές παράµετροι των δύο χιτινασών από το ψυχρόφιλο στέλεχος. ...... 35 
Πίνακας 4: Η Εa και η τιµή του Q10 για την ArChiB και τις µεταλλαγµένες πρωτεΐνες............. 74 
Πίνακας 5: Οι φυσικοχηµικές παράµετροι για την χιτινάση από το ψυχρόφιλο στέλεχος και τις 

µεταλλαγµένες πρωτεΐνες στη θερµοκρασία των 16 οC. ............................................. 74 
Πίνακας 6: Οι τιµές Tm για την ArChiB και τα µεταλλαγµένα µόρια, καθώς και οι διαφορές που 

παρουσιάζουν. ........................................................................................................ 76 
Πίνακας 7: Εναποµένουσα ενεργότητα µετά από επώαση των ενζύµων σε θερµοκρασία 45 oC 

για 0 min, 30 min, 60 min........................................................................................ 76 
Πίνακας 8: Η ανάσχεση της εκβλάστησης των σπορίων του µύκητα Botrytis cinerea str. 309 

και η επιµήκυνση του σωλήνα αναπαραγωγής, ύστερα από επώαση µε τα ένζυµα ArChiA 
και ArChiB και του συνδυασµού τους σε διάφορες συγκεντρώσεις. ............................. 78 

Πίνακας 9: H Ea της φυσικής αλκαλικής φωσφατάσης και των µεταλλαγµένων ενζύµων και της 
αλκαλικής φωσφατάσης από E.coli. .......................................................................... 84 

Πίνακας 10: Οι φυσικοχηµικές παράµετροι για την TAB5AP και τις µεταλλαγµένες πρωτεΐνες 
στη θερµοκρασία των 15 οC..................................................................................... 84 

Πίνακας 11: Η εναποµένουσα ενεργότητα της αλκαλικής φωσφατάσης, των µεταλλαγµένων 
ενζύµων και της αλκαλικής φωσφατάσης από E.coli................................................... 85 

Πίνακας 12: Συνοπτικός πίνακας των τιµών της Ea, των κινητικών παραµέτρων και της 
σταθερότητας όλων των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών που χρησιµοποιήθηκαν στην 
εργασία αυτή. ....................................................................................................... 116 

 
 



vi

ΕΕΕΕΕΕΕΕυυυυυυυυχχχχχχχχααααααααρρρρρρρριιιιιιιισσσσσσσσττττττττίίίίίίίίεεεεεεεεςςςςςςςς
Καθώς τελειώνει ένα πόνηµα όπως είναι η συγγραφή µίας διδακτορικής
διατριβής, είναι υποχρέωση µου να ευχαριστήσω εκείνους τους ανθρώπους που
µε την παρουσία τους βοήθησαν στην ολοκλήρωση της.
Πρώτα από όλους οφείλω να ευχαριστήσω τους γονείς µου και την αδερφή µου
που καθόλη τη διάρκεια της παραµονής µου στην Κρήτη µε βοήθησαν και
υλικά και ηθικά, ίσως και το «ευχαριστώ» να είναι λέξη µε µικρή αξία για την
βοήθεια που µου παρείχατε.
Ο υπεύθυνος καθηγητής κος Μπουριώτης αποτέλεσε βασικό µου στήριγµα κατά
τη διάρκεια όλων αυτών των ετών, τόσο συµβουλευτικά όσο και υλικά και τον
ευχαριστώ πολύ που µου έδωσε τη δυνατότητα να λειτουργήσω στο εργαστήριο
του και να ολοκληρώσω τη διατριβή µου. Πολύ σηµαντική υπήρξε και η
βοήθεια του καθηγητή κου Κοκκινίδη του οποίου οι ιδέες και οι βοήθεια
αποτέλεσαν σηµαντικότατα βοηθήµατα.καθώς και του καθηγητή κου
Πανόπουλου. Σας ευχαριστώ πολύ …
Θα ήθελα να ευχαριστήσω και τα υπόλοιπα µέλη της επταµελούς εξεταστικής
επιτροπής για την συνεισφορά τους , τους κους Παπαµατθαιάκη Ι., Οικονόµου
Α., Βοργιά Κ.,και την κα Αλεξανδράκη ..
Σηµαντική υπήρξε και η βοήθεια των εργαστηρίων των καθηγητών Lorito M,
Moerschbacher B,και Domard A, Haser R. και Feller G, στη διεξαγωγή
πειραµάτων.
Θέλω να ευχαριστήσω τους φίλους πρώτα από όλα, και συνεργάτες στο εργαστήριο
Αγγελική, ηµήτρη, Ιάσονα, Μαίρη, Μαρία και τους Μπάµπη και Μαίρη για την
ουσιαστική, υλική και ηθική βοήθεια τους όλα αυτά τα χρόνια µέσα και έξω από το
εργαστήριο.…
Ανάλογο ευχαριστώ οφείλω και στους φίλους µε τους οποίους µοιράστηκα
αυτά τα έξι χρόνια Ανθούλα, Γιάννη, Αλέξανδρο, Λία, Ντίνα, Εύη, Σόνια,
Βασιλική, Χριστόφορο, Γιώργο, Στέλλα και τον «τεράστιο» Γιάννη, Ιδιαίτερα
θα πρέπει να ευχαριστήσω και τον εξαιρετικό φίλο Μανόλη ο οποίος αποτέλεσε
σηµαντικό στήριγµα ιδιαίτερα τα τελευταία χρόνια.
Ένα µεγάλο ευχαριστώ στον τεχνικό Κώστα Πετρόπουλο, και τις γραµµατείς
του τµήµατος Βιολογίας και του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας καθώς και
τους υπεύθυνους της αποθήκης του ΙΜΒΒ των οποίων η παρουσία και η
βοήθεια υπήρξε ανεκτίµητη σε πολλές περιπτώσεις.
εν θα ήθελα να ξεχάσω να αναφερθώ και στην τεχνική υπηρεσία του
Πανεπιστηµίου Κρήτης και στην γραµµατεία του ΕΠΕΑΕΚ για τις πολλές
φορές που µε βοήθησαν να βρω τα όρια της υποµονής µου.



Περίληψη 

1

SSuummmmaarryy
In order to explore the effects of local flexibility on the cold adaptation of enzymes, 

we designed point mutations aiming to modify side chain flexibility at the active site 

of the psychrophilic alkaline phosphatase from the Antarctic strain TAB5. The 

mutations were designed based on multiple sequence alignment, assisted by a 

homology based model. The mutagenesis targets were residues Trp-260 and Ala-219 

of the catalytic site and His-135 of the Mg2+ binding site. The replacement of Trp-260 

by Lys in mutant W260K, resulted in a less active than the wild-type enzyme in the 

temperature range 5-25oC. The additional replacement of Ala-219 by Asn in the 

double mutant W260K/A219N, resulted in a drastic increase in the energy of 

activation which is reflected in a considerably decreased activity at temperatures 5-

15oC and a significantly increased activity at 20-25oC. Further substitution of His135 

by Asp in the triple mutant W260K/A219N/H135D restored the low energy of 

activation. In addition, the His135 to Asp replacement in mutants H135D and 

W260K/A219N/H135D resulted in a considerable stabilization.  

Furthermore, we designed point mutations aiming to alter the distribution of glycine 

residues close to the active site of the psychrophilic alkaline phosphatase. The 

mutagenesis targets were residues Gly-261 and Gly-262. The replacement of Gly-262 

by Ala resulted in an inactive enzyme. Substitution of Gly-261 by Ala resulted in an 

enzyme with lower stability and increased energy of activation. The double mutant 

G261A/Y269A designed on the basis of side-chain packing criteria from a modeled 

structure of the enzyme resulted in restoration of the energy of activation to the 

levels of the native enzyme and in an increased stability compared to the mutant 

G261A. It seems therefore, that the Gly cluster in combination with its structural 

environment plays a significant role in the cold adaptation of the enzyme.  These 

results suggest that the psychrophilic character of mutants can be established or 

masked by very slight variations of the wild-type sequence, which may affect active 

site flexibility through changes in various conformational constraints. 

The gene encoding chitinase ArChiB from the Antarctic bacterium Arthrobacter sp. 

TAD20 has been expressed in E.coli and the recombinant enzyme purified to 

homogeneity. In our effort to engineer cold adapted biocatalysts through rational 

redesign to operate at elevated temperatures, we performed mutations aiming to 

increase the rigidity of the molecular edifice of the selected psychrophilic chitinase at 

remote from the active site positions. The mutations were designed based on 
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multiple sequence alignment, assisted by a homology based model, and included 

restoration of a salt bridge and replacement of selected Gly residues by either Pro or 

Gln. Restoration of a salt bridge in mutant N198K resulted to a more stable protein 

(∆Tm=0.6 oC). The mutant G93P exhibits a ∆Tm of 1.2 oC while mutants G254P, 

G406Q exhibited decreased stability, indicating that the effect of mutating Gly 

residues on enzyme stability is rather complex and can be only seen in combination 

with their structural environment. Further mutations aiming to eliminate a unique in 

this enzyme loop, and restore a disulfide bond did not produce an active enzyme. 

Kinetic and spectroscopic analysis of these enzyme variants revealed that the kinetic 

parameters kcat and Km have been significantly modified. 

The mode of action of ArChiA and ArChiB from the Antarctic Arthrobacter sp. strain 

TAD20 on both N-acetylchitooligomers and chitin polymers was examined using 

HPLC. ArChiB resulted to be an exochitinase cleaving N,N’-diacetylchitobiose from the 

non reducing end while ArChiA an endochitinase cleaving chitin substrates randomly. 

At 100 µg/ml concentration ArChiB inhibited spore germination and hyphal 

elongation of the phytopathogenic fungus Botrytis cinerea strain 309 by 15 % and 

30 % respectively. With ArChiA the effect was more pronounced. At enzyme 

concentration of 100 µg/ml and 200 µg/ml a 70 % and 90 % inhibition of conidial 

germination was observed as well as a 60 % and 90 % inhibition of germination tube 

elongation respectively. The combination of both enzymes at concentrations of 

100 µg/ml produced a 76 % and 53.8 % inhibition of conidial germination and 

hyphal elongation respectively. 

ΠΠεερρίίλληηψψηη
Στην προσπάθεια µας να µελετήσουµε την επίδραση της τοπικής ευκαµψίας στην 

προσαρµογή των ενζύµων σε χαµηλές θερµοκρασίες σχεδιάσαµε σηµειακές 

µεταλλάξεις µε στόχο την µεταβολή της ευκαµψίας των πλευρικών οµάδων των 

αµινοξέων στο ενεργό κέντρο της αλκαλικής φωσφατάσης από το στέλεχος TAB5. Οι 

µεταλλάξεις βασίστηκαν σε πολλαπλές στοιχίσεις αλληλουχιών και την βοήθεια 

µοντέλου της τρισδιάστατης δοµής. Οι µεταλλάξεις έγιναν στα κατάλοιπα Trp-260 και 

Ala-219 του καταλυτικού κέντρου και His-135 του σηµείου πρόσδεσης του ιόντος 

Mg2+. Η αντικατάσταση της Trp-260 από Lys στη µεταλλαγµένη πρωτεΐνη W260K 

οδήγησε σε ένα λιγότερο ενεργό, συγκριτικά µε το φυσικό ένζυµο, στο εύρος 

θερµοκρασιών 5-25oC. Η συµπληρωµατική αντικατάσταση της Ala-219 από Asn στο 

διπλά µεταλλαγµένο ένζυµο W260K/A219N, οδηγεί σε δραστική αύξηση της ενέργειας 
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ενεργοποίησης που αντικατοπτρίζεται στην µειωµένη ενεργότητα σε θερµοκρασίες 5-

15oC και µια σηµαντική αύξηση της ενεργότητας στους 20-25oC. Περεταίρω 

αντικατάσταση της His135 από Asp στο τριπλά µεταλλαγµένο ένζυµο 

W260K/A219N/H135D αποκαθιστά την χαµηλή ενέργεια ενεργοποίησης. Επιπλέον, η 

αντικατάσταση της His135 από Asp στις µεταλλάξεις H135D και 

W260K/A219N/H135D οδηγεί σε σηµαντική σταθεροποίηση. 

Σχεδιάστηκαν σηµειακές  µεταλλάξεις µε στόχο να µεταβάλλουν την συγκέντρωση 

των καταλοίπων Gly κοντά στο ενεργό κέντρο της προσαρµοσµένης στη χαµηλή 

θερµοκρασία αλκαλικής φωσφατάσης. Οι στόχοι των µεταλλάξεων είναι τα κατάλοιπα 

Gly-261 και Gly-262. Η αντικατάσταση της Gly-262 από Ala οδήγησε σε ανενεργό 

ένζυµο. Η αντικατάσταση της Gly-261 από Ala οδήγησε στη παραγωγή ενζύµου µε 

µικρότερη σταθερότητα και αυξηµένη ενέργεια ενεργοποίησης. Το διπλά 

µεταλλαγµένο ένζυµο G261A/Y269A σχεδιάστηκε µε κριτήριο το πακετάρισµα των 

πλευρικών αλυσίδων από τη δοµή του µοντέλου, και οδήγησε στην επαναφορά της 

ενέργειας ενεργοποίησης σε επίπεδα του φυσικού ενζύµου και σε ένζυµο µε 

αυξηµένη σταθερότητα συγκρίνοντας µε το ένζυµο που φέρει τη µετάλλαξη G261A. 

Φαίνεται λοιπόν, ότι το σύµπλεγµα Gly σε συνδυασµό µε το δοµικό περιβάλλον παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην προσαρµογή του ενζύµου στις χαµηλές θερµοκρασίες. Αυτά τα 

αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι ο ψυχρόφιλος χαρακτήρας των µεταλλαγµένων 

ενζύµων µπορούν να εγκαθιδρυθούν ή να αποκρυπτούν από σηµειακές αλλαγές της 

αλληλουχίας φυσικών ενζύµων, που µπορούν να επιδράσουν στην ευκαµψία του 

ενεργού κέντρου. 

Το γονίδιο που κωδικοποιεί την χιτινάση ArChiB από το βακτήριο της Ανταρκτικής 

Arthrobacter sp. TAD20 εκφράστηκε σε κύτταρα E.coli και το ανασυνδυασµένο 

ένζυµο αποµονώθηκε σε οµοιογένεια. Στην προσπάθεια µας να δηµιουργήσουµε 

βιοκαταλύτες που λειτουργούν σε υψηλές θερµοκρασίες µεταλλάσσοντας ένζυµα 

προσαρµοσµένα σε χαµηλές θερµοκρασίες, σχεδιάσαµε µεταλλάξεις που είχαν στόχο 

να αυξήσουν την ακαµψία του µορίου του ενζύµου, σε αποµακρυσµένες από το 

ενεργό κέντρο περιοχές. Οι µεταλλάξεις σχεδιάστηκαν βασισµένες σε στοιχίσεις 

αλληλουχιών και σε µοντέλο δοµής του ενζύµου, και περιλαµβάνουν την επαναφορά 

ενός δεσµού άλατος, και την αντικατάσταση επιλεγµένων καταλοίπων Gly από Pro ή 

Gln. Η επαναφορά του δεσµού άλατος στη µεταλλαγµένη πρωτεΐνη N198K οδήγησε 

σε πιο σταθερή πρωτεΐνη (∆Tm=0.6 oC). Η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη G93P εµφανίζει 

∆Tm 1.2 oC ενώ οι µεταλλαγµένες πρωτεΐνες G254P, G406Q εµφανίζουν µειωµένη 
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σταθερότητα, υποδεικνύοντας ότι η επίδραση των µεταλλαγµένων καταλοίπων Gly, 

στη σταθερότητα, είναι πολυσύνθετο και εµφανίζεται σε συνδυασµό µε το δοµικό 

τους περιβάλλον. Μεταλλάξεις που έγιναν µε στόχο να αποµακρύνουν µια µοναδική 

σε αυτό το ένζυµο περιοχή ελεύθερης δοµής, καθώς και τη δηµιουργία ενός 

δισουλφιδικού δεσµού οδήγησαν σε ανενεργές πρωτεΐνες. Κινητικές και 

φωτοµετρικές αναλύσεις αυτών των ενζύµων δείχνουν ότι οι κινητικές παράµετροι 

kcat and Km έχουν αλλάξει σηµαντικά. 

Ο µηχανισµός δράσης των χιτινασών ArChiA και ArChiB από το βακτήριο Arthrobacter 

sp. strain TAD20 σε Ν-ακετυλχιτοολιγοµερή και πολυµερή χιτίνης εξετάστηκε µε τη 

χρήση HPLC. Η ArChiB αποδείχθηκε ότι είναι εξοχιτινάση που αφαιρεί Ν,Ν’-

διακέτυλχιτοβιόζη από το µη ανάγων άκρο ενώ η ArChiA είναι ενδοχιτινάση που 

υδρολύει το υπόστρωµα χιτίνης σε τυχαίες θέσεις. Σε συγκέντρωση 100 µg/ml η 

ArChiB εµποδίζει την βλάστηση σπορίων και την επιµήκυνση υφών του 

φυτοπαθογόνου µύκητα Botrytis cinerea strain 309 κατά 15 % και 30 % αντίστοιχα. 

Με την ArChiA το φαινόµενο ήταν εντονότερο. Σε συγκεντρώσεις 100 µg/ml και 200 

µg/ml η παρεµπόδιση  της βλάστησης σπορίων ήταν 70 % and 90 % αντίστοιχα, ενώ 

60 % και 90 % η παρεµπόδιση της επιµήκυνσης του σωλήνα αναπαραγωγής. Ο 

συνδυασµός των δύο ενζύµων σε συγκεντρώσεις  100 µg/ml οδήγησε σε 76 % και 

53.8 % αναστολή της βλάστησης των σπορίων και της επιµήκυνσης των µυκητιακών 

υφών αντίστοιχα. 
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ΕΕιισσααγγωωγγήή

Γενικά – στόχοι
Η παρούσα µελέτη διαχωρίζεται σε δύο σκέλη που αφορούν στη µελέτη ενζύµων που 

προέρχονται από οργανισµούς που είναι προσαρµοσµένοι σε χαµηλές θερµοκρασίες.  

Ένα σκέλος της παρούσας εργασίας σχετίζεται µε την βιοχηµική µελέτη δύο 

χιτινασών που έχουν αποµονωθεί στο εργαστήριο ενζυµικής βιοτεχνολογίας του 

Πανεπιστηµίου Κρήτης: τις ArChiA και ArChiB. Πιο συγκεκριµένα, και οι δύο αυτές 

χιτινάσες έχουν κλωνοποιηθεί και η αλληλουχία τους είναι γνωστή γεγονός που µας 

επιτρέπει να ταξινοµήσουµε τις δύο αυτές χιτινάσες, και να εξάγουµε συµπεράσµατα 

για τον µηχανισµό δράσης τους και το ρόλο καίριων αµινοξέων σε αυτόν, καθώς και 

έχουν χαρακτηριστεί όσον αφορά στις βέλτιστες συνθήκες λειτουργίας τους (βλ. 

Εισαγωγή: χιτινάσες). Στην παρούσα µελέτη γίνεται προσπάθεια να χαρακτηριστεί ο 

τρόπος λειτουργίας αυτών των ενζύµων. Επιπλέον, επιχειρούµε να απαντήσουµε σε 

δύο ερωτήµατα που σχετίζονται µε τη βιοχηµεία των ενζύµων αυτών, α) µε ποιο 

τρόπο αναγνωρίζουν και υδρολύουν το φυσικό υπόστρωµα, και ποια είναι τα 

χαρακτηριστικά των προϊόντων της υδρόλυσης, β) ποιός είναι ο ελάχιστος βαθµός 

πολυµερισµού που πρέπει να έχει το υπόστρωµα ώστε να υδρολυθεί από τα ένζυµα; 

Οι απαντήσεις σε αυτά τα ερωτήµατα θα µας επιτρέψουν να αποκτήσουµε µια πιο 

ολοκληρωµένη εικόνα για τα δύο ένζυµα, να κατανοήσουµε τον τρόπο δράσης τους 

και να προτείνουµε πιθανές εφαρµογές για αυτά. Επιπλέον γνωρίζοντας ότι οι 

χιτινάσες αποτελούν παράγοντες µε αντιµυκητιακή δράση, επιχειρήσαµε να 

διαπιστώσουµε αν οι δύο χιτινάσες που µελετούµε εµφανίζουν τέτοια δράση. Το 

γεγονός ότι τα δύο ένζυµα είναι προσαρµοσµένα να λειτουργούν σε χαµηλές 

θερµοκρασίες παρουσιάζοντας υψηλή ενεργότητα σε αυτές µας τα καθιστά 

ενδιαφέροντα για εφαρµογές σε αυτές τις θερµοκρασίες. 

Το δεύτερο σκέλος της εργασίας ασχολείται µε τη µελέτη πιθανών προσαρµογών των 

ενζύµων στη λειτουργία τους στις χαµηλές θερµοκρασίες (βλ. Εισαγωγή: ένζυµα από 

ψυχρόφιλους οργανισµούς). Μία σειρά από ερωτήµατα που σχετίζονται µε τη 

δυνατότητα των ενζύµων να λειτουργούν ικανοποιητικά γίνεται προσπάθεια να 

απαντηθούν χρησιµοποιώντας µεταλλάξεις σε συγκεκριµένες θέσεις των µορίων και 

αναλύοντας την επίδραση τους στα χαρακτηριστικά των ενζύµων. Ο στόχος της 

µελέτης αυτών των ενζύµων είναι η δηµιουργία τροποποιηµένων ενζύµων µε 

δυνατότητα λειτουργίας σε σχετικά υψηλές θερµοκρασίες χωρίς απώλεια της 

ενζυµικής τους ικανότητας η οποία είναι υψηλότερη από ένζυµα προσαρµοσµένα σε 
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µέσες θερµοκρασίες. Στην παρούσα µελέτη γίνεται προσπάθεια να επιτευχθεί αυτός ο 

στόχος, ελέγχοντας παράλληλα την ορθότητα υποθέσεων που έχουν προταθεί για να 

εξηγήσουν τα ειδικά χαρακτηριστικά αυτών των ενζύµων, κατά κύριο λόγο 

επιχειρώντας να µεταβάλλουµε την τοπική ευκαµψία της πρωτεϊνικής δοµής σε 

στρατηγικά επιλεγµένα σηµεία είτε στο χώρο του ενεργού κέντρου είτε στο υπόλοιπο 

µόριο. Οι επιλογές των µεταλλάξεων που επιχειρούµε βασίζονται στη µελέτη των 

αλληλουχιών των ενζύµων (καθώς δεν γνωρίζουµε την δοµή τους) και στη σύγκριση 

τους µε οµόλογα ένζυµα, και στην γνώση βασικών αρχών που διέπουν την οργάνωση 

των δοµών των πρωτεϊνών και των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των αµινοξέων. Οι 

πρωτεΐνες που χρησιµοποιήσαµε για τις µελέτες αυτές είναι οι δύο χιτινάσες που 

προαναφέρθηκαν καθώς και η αλκαλική φωσφατάση TAB5AP που έχει αποµονωθεί 

και χαρακτηριστεί στο Εργαστήριο Ενζυµικής Βιοτεχνολογίας του Τµήµατος Βιολογίας 

του Πανεπιστηµίου Κρήτης.  

Ένζυµα από ψυχρόφιλους οργανισµούς
Ως ψυχρόφιλους χαρακτηρίζουµε οργανισµούς που διαβιούν σε περιβάλλοντα µε 

χαµηλή θερµοκρασία (συνηθέστερα ~0 οC) [1] (Πίνακας 1). Τέτοιους οργανισµούς 

συναντάµε στην Ανταρκτική, στους παγωµένους ωκεανούς και τους παγετώνες, αλλά 

και σε ορεινές περιοχές. Αντιπρόσωποι τους βρίσκονται τόσο στους προκαρυωτικούς 

όσο και στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς (µύκητες, φύκη) [2] αλλά και στα Αρχαία 

[3]. Αντίστοιχα οι οργανισµοί που ζουν σε µέσες θερµοκρασίες (~ 37 oC) 

χαρακτηρίζονται ως µεσόφιλοι (Πίνακας 1). Παλαιότερα αναφέρονταν και η 

ενδιάµεση κατηγορία των ψυχρότροφων οργανισµών οι οποίοι έχουν προσαρµοστεί 

στο κρύο και έχουν ανώτερο όριο ανάπτυξης >20 οC [4], αν και µια τέτοια κατάταξη 

είναι πλέον υπό αµφισβήτηση [5]. 

Οι προκαρυωτικοί ψυχρόφιλοι οργανισµοί προέρχονται κυρίως από τα ευβακτήρια. Τα 

ψυχρόφιλα βακτήρια µπορούν να ακολουθήσουν διαφορετικές στρατηγικές για να 

προσαρµοστούν. Ειδικότερα κάποιοι οργανισµοί να εµφανίζουν αυξηµένους χρόνους 

γενεάς δηλαδή µειωµένους µεταβολικούς ρυθµούς, ενώ κάποιοι άλλοι οργανισµοί 

µπορούν να επιτύχουν ταχύτερους ρυθµούς αύξησης [6]. 

Οι τελευταίοι οργανισµοί είναι ιδιαιτέρως ενδιαφέροντες καθώς αν και ζουν σε 

χαµηλές θερµοκρασίες επιβιώνουν και πολλαπλασιάζονται [5, 7] παρουσιάζοντας 

µεταβολικούς ρυθµούς που είναι συγκρίσιµοι µε τους αντίστοιχους των µεσοφίλων 

[8]. 
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Φαινότυπος οργανισµού Περιβάλλον Τυπικά γένη 
Υπερθερµόφιλος 80 – 113 οC Aquifex1, Archaeoglobus, Sulfolobus, 

Thermococcus, Thermotonga1 
Θερµόφιλος 55 – 80 οC Methanobacterium, Thermoplasma, 

Thermus1 , Bacillus species1 
Μεσόφιλος 20 – 55 οC  
Ψυχρόφιλος -2 – 20 οC Alteromonas1, Psychrobacter1 

Πίνακας 1: Απόσπασµα από [8] η διάκριση των οργανισµών µε βάση τη 
θερµοκρασία επιβίωσης. 

Για την επιβίωση των οργανισµών σε χαµηλές θερµοκρασίες απαιτούνται 

προσαρµογές στα κύτταρα τους, που περιλαµβάνουν τόσο τη σύσταση των 

µεµβράνών, που αποτελούν σηµαντικότατο παράγοντα για την διακίνηση ουσιών και 

την επιβίωση των κυττάρων, όσο και στη ρύθµιση της έκφρασης των γονιδίων, την 

ποσότητα των παραγόµενων πρωτεϊνών, αλλά και στην παραγωγή ενζύµων ικανών 

να λειτουργήσουν αποδοτικά στις χαµηλές θερµοκρασίες κύτταρα [2, 9]. Τα ένζυµα 

αυτά αναφέρονται ως προσαρµοσµένα σε χαµηλές θερµοκρασίες ένζυµα (cold –

 adapted enzymes).  

Χαρακτηριστικά των ενζύµων  

Η βασική ιδιότητα των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων είναι η 

ικανότητα τους να καταλύουν τις αντιδράσεις µε ικανοποιητικό ρυθµό σε χαµηλές 

θερµοκρασίες [1, 10]. 

Αναλυτικότερα τα παρακάτω είναι τα κύρια χαρακτηριστικά των ενζύµων από 

ψυχρόφιλους οργανισµούς (Εικόνα 1) [6 , 7, 11] 

1. Υψηλότερος αριθµός µετατροπής των ενζύµων αυτών σε χαµηλές 

θερµοκρασίες συγκριτικά µε ένζυµα προσαρµοσµένα στις µέσες θερµοκρασίες. 

2. Μετατόπιση της βέλτιστης θερµοκρασίας (Toptimum) σε πιο χαµηλές τιµές από 

τα αντίστοιχα ένζυµα που προέρχονται από µεσόφιλους οργανισµούς. 

3. Ο αριθµός µετατροπής σε θερµοκρασίες κοντά στους 0 οC (πού είναι και η 

θερµοκρασία που συνήθως δρουν αυτά τα ένζυµα), δεν είναι τόσο υψηλός 

όσο των αντίστοιχων ενζύµων από µεσόφιλους οργανισµούς στις 

θερµοκρασίες που αυτά συνήθως δρουν (~40 οC). 

4. Ελαττωµένη ανθεκτικότητα στη θερµοκρασία µε αποτέλεσµα τα ένζυµα αυτά 

να αποδιατάσσονται σε σχετικά χαµηλές θερµοκρασίες. 

1 Τα γένη αυτά ανήκουν στα βακτήρια. Τα υπόλοιπα ανήκουν στα Archaea 
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Εικόνα 1: Μεταβολή της ενεργότητας των ενζύµων σε διαφορετικές θερµοκρασίες. 
Με κόκκινο χρώµα α - αµυλάση από χοίρο, µε µπλέ χρώµα α-αµυλάση από το 
ψυχρόφιλο βακτηριακό στέλεχος Pseudoalteromonas haloplantis. 

Να σηµειωθεί εδώ, ότι αν και αναφερόµαστε στο αριθµό µετατροπής (kcat) των 

ενζύµων, πιο αντιπροσωπευτική παράµετρος για να εκτιµήσουµε την ενεργότητα ενός 

ενζύµου είναι η φυσιολογική αποδοτικότητα keff=kcat/Km. Σε κάθε περίπτωση πρέπει 

να λάβουµε υπόψη το περιβάλλον που λειτουργεί ένα ένζυµο. Έτσι για παράδειγµα, 

αν ένα ένζυµο καλείται να λειτουργήσει σε ένα περιβάλλον πλούσιο στο υπόστρωµα 

του δεν χρειάζεται να βελτιστοποιήσει τον µηχανισµό αναγνώρισης και πρόσδεσης 

του υποστρώµατος, γεγονός που ανακλάται στην τιµή της παραµέτρου Km, αλλά το 

kcat. Ένα ένζυµο που βρίσκεται σε περιβάλλον µε πενία υποστρώµατος η αντίστροφη 

προσαρµογή θα ήταν πλεονεκτικότερη [12, 13]. 

Ευκαµψία – σταθερότητα – ενεργότητα. 

Φαίνεται από τα πειραµατικά δεδοµένα ότι υπάρχει η τάση η υψηλότερη ειδική 

ενεργότητα να συνοδεύεται από χαµηλή ανθεκτικότητα σε αποδιατακτικούς 

παράγοντες [14-25]. Η χαµηλή ανθεκτικότητα των ενζύµων αυτών στην θερµοκρασία 

δεν συνάδει αποκλειστικά µε την αποδιάταξη αυτών των ενζύµων. Στην περίπτωση 

της α-αµυλάσης από το ψυχρόφιλο Pseudoalteromonas haloplanctis φαίνεται ότι η 

απώλεια της ενεργότητας όταν αυξάνεται η θερµοκρασία προηγείται της αποδιάταξης 

του ενζύµου [26]. Να σηµειωθεί ότι η απώλεια της δοµής και της ενεργότητας δεν 

είναι αποτέλεσµα µόνο της αύξησης της θερµοκρασίας, αλλά και της µείωσης της 

κάτω από επιτρεπτά όρια, γεγονός που προβλέπεται από τη συµµετρική µορφή της 

καµπύλης ∆G (ενέργειας που απαιτείται για την αποδιάταξη της δοµής) προς T, και 

έχει αποδειχθεί για την περίπτωση της α – αµυλάσης [27]. Σε αυτές τις περιπτώσεις 

οι θερµοδυναµικές παράµετροι που οδηγούν στην αποδιάταξη είναι διαφορετικές 
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(Εικόνα 2). Στην παρούσα εργασία ασχολούµαστε αποκλειστικά µε την αποδιάταξη 

που οφείλεται στην υψηλή θερµοκρασία. 
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Εικόνα 2: Η ελεύθερη ενέργεια Gibbs της αποδιάταξης της αµυλάσης από το 
ψυχρόφιλο βακτήριο Pseudoalteromonas haloplanctis (µπλέ γραµµή) και 
Aspergillus oryzae.(κόκκινη γραµµή) [27]. Η αποδιάταξη της πρωτεΐνης 
παρατηρείται στις θερµοκρασίες όπου η καµπύλη τέµνει τον οριζόντιο άξονα. 

Το ερώτηµα που τίθεται από την παραπάνω παρατήρηση είναι αν τα ένζυµα αυτά 

έχουν αναγκαστεί από τη διαδικασία της εξέλιξης να «θυσιάσουν» την ανθεκτικότητα 

τους στη θερµοκρασία [5, 13] προκειµένου να αποκτήσουν αυξηµένη φυσιολογική 

αποδοτικότητα ή η ελάττωση της σταθερότητας είναι απλά το αποτέλεσµα 

συσσώρευσης µεταλλαγών που δεν παίζουν ανασταλτικό ρόλο στην επιβίωση του 

οργανισµού αφού ζει σε περιβάλλον µε χαµηλές θερµοκρασίες [28-32]. Υπάρχει 

δηλαδή µια σχέση µεταξύ σταθερότητας και ενεργότητας ή οι δύο αυτές παράµετροι 

είναι ανεξάρτητες µεταξύ τους; ∆εδοµένα από πειράµατα κατευθυνόµενης εξέλιξης 

(directed evolution) συνηγορούν υπέρ της δεύτερης άποψης, καθώς έχουν παραχθεί 

ένζυµα προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία µε αυξηµένη σταθερότητα χωρίς 

απώλεια του ψυχρόφιλου χαρακτήρα τους [33], και αντίστροφα έχει επιτευχθεί 

αύξηση της ειδικής ενεργότητας χωρίς να παρατηρηθεί απώλεια της ανθεκτικότητας 

του ενζύµου [28]. Πάντως δεν είναι απολύτως ξεκάθαρο ότι συµβαίνει κάτι τέτοιο 

καθώς υπάρχουν πολλά σηµεία που πρέπει να ληφθούν υπόψη όπως π.χ. ο τρόπος 

που ελέγχεται η ενεργότητα (το υπόστρωµα που χρησιµοποιείται) και η εξελικτική 

πίεση που ασκείται στη διαδικασία της κατευθυνόµενης εξέλιξης, που δεν είναι όµοια 

µε την πίεση της φυσικής επιλογής [7]. 

Μελέτες που έγιναν στο ενεργό κέντρο των προσαρµοσµένων στη χαµηλή 

θερµοκρασία ενζύµων οδήγησαν στο συµπέρασµα ότι τα κατάλοιπα που βρίσκονται 

σε αυτό, και ο µηχανισµός µε τον οποίο ολοκληρώνεται η κατάλυση είναι 

συντηρηµένα στα προσαρµοσµένα σε µέσες θερµοκρασίες και στα προσαρµοσµένα 

σε χαµηλές θερµοκρασία ένζυµα [7, 34]. Αυτό σηµαίνει ότι η προσαρµογή των 
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ενζύµων στις χαµηλές θερµοκρασίες δεν συνεπάγεται και την ύπαρξη νέων 

µηχανισµών κατάλυσης αλλά προσαρµογή σε άλλα σηµεία του ενζύµου. 

Η βασική έννοια για την κατανόηση των χαρακτηριστικών αυτών των ενζύµων είναι η 

ευκαµψία. Τόσο η αυξηµένη ενεργότητα, όσο και η ελαττωµένη ανθεκτικότητα 

σχετίζονται µε την αυξηµένη ευκαµψία του µορίου [7, 35]. Η ευκαµψία αναλύεται σε 

στατική και δυναµική [7].  

Μια πρωτεΐνη δεν εµφανίζεται µόνο σε µια διαµόρφωση αλλά σε ένα πληθυσµό 

«ισοµερών» διαµορφώσεων παρουσιάζοντας µια κατανοµή Boltzmann. Οι 

διαφορετικές διαµορφώσεις της πρωτεΐνης µέσα στο διάλυµα συνιστούν τη στατική 

ευκαµψία, κατά συνέπεια αναφέρεται στα ενεργειακά ελάχιστα της δοµής και 

σχετίζεται µε τη σταθερά ισορροπίας που αποκαθίσταται µεταξύ τους. 

Η δυναµική ευκαµψία αναφέρεται στην ταχύτητα εναλλαγής της πρωτεΐνης από τη 

µια διαµόρφωση στην άλλη και κατά συνέπεια αποτελεί µέτρο των ενεργειακών 

φραγµάτων που διαχωρίζουν τις διαµορφώσεις και σχετίζονται µε τη σταθερά της 

ταχύτητας µετάβασης από τη µια κατάσταση στην άλλη. 

Αν υπάρχουν µη ενεργές διαµορφώσεις τις πρωτεΐνης που βρίσκονται ενεργειακά 

κοντά σε ενεργές διαµορφώσεις τότε σηµαντικός πληθυσµός των µορίων της 

πρωτεΐνης θα συσσωρευτεί σε αυτές τις µη ενεργές διαµορφώσεις µε αποτέλεσµα να 

παρατηρούµε την αποσταθεροποίηση της πρωτεΐνης. Εποµένως δεν αρκεί να 

γνωρίζουµε µόνο τη δοµή και τα χαρακτηριστικά των ενεργών διαµορφώσεων της 

πρωτεΐνης, πολύ σηµαντικό ρόλο παίζουν και οι µη ενεργές. Από τα παραπάνω 

εξάγεται το συµπέρασµα ότι η σταθερότητα της πρωτεΐνης σχετίζεται αντίστροφα µε 

την στατική ευκαµψία της.  

Στις χαµηλές θερµοκρασίες οι διαµορφώσεις ενός ενζύµου συσσωρεύονται σε 

καταστάσεις χαµηλής ενέργειας (καθώς δεν παρέχεται από το περιβάλλον ενέργεια 

για την µετάβαση και παραµονή στην υψηλότερη ενεργειακά θέση). Εποµένως δεν 

είναι εύκολη η δηµιουργία των ενδιάµεσων, ενεργειακά υψηλών, διαµορφώσεων που 

παρατηρούνται κατά τη διαδικασία της κατάλυσης, κατά συνέπεια επιβάλλεται σε 

στρατηγικά σηµεία του ενζύµου να επιτραπεί η αύξηση της ευκαµψίας ώστε να 

διευκολυνθεί η προσαρµογή του υποστρώµατος [34, 36]. Η δυναµική ευκαµψία, 

εποµένως, παίζει σηµαντικό ρόλο για την προσαρµογή του υποστρώµατος και τις 

µεταβάσεις του ενζύµου στις µεταβατικές καταστάσεις που επιβάλλονται προκειµένου 

να ολοκληρωθεί η κατάλυση. Επιπλέον στα προσαρµοσµένα στη χαµηλή θερµοκρασία 
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ένζυµα έχει παρατηρηθεί καλύτερη πρόσβαση του υποστρώµατος στο ενεργό κέντρο 

[36-38].  

Μετρήσεις µε µεσόφιλα και θερµόφιλα ένζυµα έχουν δείξει ότι παρουσιάζουν 

συγκρίσιµη ευκαµψία, στις θερµοκρασίες που λειτουργούν, και αν συγκριθούν σε 

µέση θερµοκρασία τα θερµόφιλα εµφανίζονται πιο άκαµπτα. Συνεπώς θα περιµέναµε 

τα προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα να εµφανίζουν αντίστοιχη 

ευκαµψία µε τα ένζυµα που προέρχονται από µεσόφιλους οργανισµούς σε 

θερµοκρασίες χαµηλές και µεγαλύτερη σε µέση θερµοκρασία [35, 39, 40]. 

Ειδικότερα για προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα έχει παρατηρηθεί ότι 

η αυξηµένη ευκαµψία και συνεπώς η µειωµένη σταθερότητα µπορεί να βρίσκεται είτε 

σε όλο το µόριο όπως στην περίπτωση της α – αµυλάσης [27],  είτε εντοπισµένη σε 

µία µόνο δοµική µονάδα όπως συµβαίνει στην περίπτωση της φωσφογλυκερινικής 

κινάσης (PGK) [41]. Αυτός ο διαχωρισµός της ενεργότητας και της σταθερότητας σε 

διαφορετικές δοµικές περιοχές εµφανίζεται και σε θερµόφιλα ένζυµα [42] και πιθανόν 

είναι µια κοινή στρατηγική για αρκετά ένζυµα. 

Από τα παραπάνω συµπεραίνουµε ότι προκειµένου τα προσαρµοσµένα σε χαµηλή 

θερµοκρασία ένζυµα να επιτύχουν την προσαρµογή τους  οφείλουν να αυξήσουν την 

ευκαµψία σε συγκεκριµένες περιοχές [34] που συµµετέχουν στις αλλαγές της 

διαµόρφωσης κατά τη διάρκεια της κατάλυσης οπότε θα επιτύχουν να αυξήσουν τη 

παράµετρο kcat, και να συντηρήσουν ή και να αυξήσουν την ακαµψία σε άλλες 

περιοχές [43, 44] µε τέτοιο τρόπο ώστε να επιτευχθεί η βέλτιστη ισορροπία. 

Εποµένως κάθε προσπάθεια µεταλλαξογένεσης πρέπει να εντάσσεται µέσα στο 

παραπάνω γενικό σχέδιο. 

Οι πρωτεΐνες είναι σταθερές στην διπλωµένη – ενεργή τους µορφή χάριν ενός πολύ 

µικρού ενεργειακού κέρδους της τάξης λίγων δεσµών υδρογόνου (∆∆GN Æ U δεν 

υπερβαίνει τα 100 kJ/mol) και οδηγούνται στην τελική διπλωµένη τους µορφή 

καθοδηγούµενες από µια σειρά ενθαλπικών κοντινών αλληλεπιδράσεων που 

βελτιστοποιούν το πακετάρισµα, και εντροπικών παραµέτρων που οφείλονται στην 

απελευθέρωση µορίων νερού από υδρόφοβες επιφάνειες. Οι δύο αυτές κατηγορίες 

αλληλεπιδράσεων επηρεάζονται από τις ακραίες συνθήκες που ενδέχεται να 

βρίσκονται οι πρωτεΐνες (θερµοκρασία, παρουσία αποδιατακτικών παραγόντων).  Η 

αύξηση των ενθαλπικών αλληλεπιδράσεων της πρώτης κατηγορίας οδηγεί σε 

ελάττωση της ευκαµψίας και κατά συνέπεια σε ελάττωση της εντροπίας [45] που µε 

τη σειρά της ελαττώνει την ικανότητα του µορίου να ολοκληρώσει την κατάλυση.  
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Θερµοδυναµικές παράµετροι – Ενέργεια ενεργοποίησης 

Οι χαµηλές θερµοκρασίες έχουν αρνητικό αντίκτυπο στην ενεργότητα των ενζύµων 

σύµφωνα µε την βασική εξίσωση του Arrhenius όπως τροποποιείται από την θεωρία 

των συγκρούσεων (collision theory)(Εξίσωση 1). 

RT
E

cat

a

Zpek
−

=  Εξίσωση 1 

όπου kcat είναι ο αριθµός µετατροπής του ενζύµου, Ζ είναι η συχνότητα των 

συγκρούσεων των µορίων, p είναι µια παράµετρος, που σχετίζεται µε παράγοντες 

χώρου και την συχνότητα των συγκρούσεων των µορίων, Ea η ενέργεια 

ενεργοποίησης, R η παγκόσµια σταθερά των αερίων (8,314 kJ/mol), και Τ είναι η 

απόλυτη θερµοκρασία σε βαθµούς Kelvin. 

Σύµφωνα µε την Εξίσωση 1 οι ταχύτητα των βιοχηµικών αντιδράσεων ελαττώνεται 

κατά 2 µε 3 φορές αν η θερµοκρασία ελαττωθεί κατά 10 oC. Αν λοιπόν συγκρίνουµε 

µια αντίδραση στους 37 oC και στους 0 oC θα διαπιστώσουµε ότι αυτή γίνεται κατά 

16 – 80 φορές πιο αργά. Τα προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα 

παρουσιάζουν στις συνήθεις θερµοκρασίες που λειτουργούν (0 oC), kcat συγκρίσιµο µε 

αυτό των µεσοφίλων ενζύµων στις θερµοκρασίες που συνήθως λειτουργούν (37 oC). 

Αυτό αποτελεί και το κύριο στοιχείο που χαρακτηρίζει τα προσαρµοσµένα σε χαµηλή 

θερµοκρασία ένζυµα, δηλαδή η υψηλή ταχύτητα όπως αυτή εκφράζεται µε την 

παράµετρο kcat σε χαµηλές θερµοκρασίες.  

Η στρατηγική που επιτρέπει στα ένζυµα να επιτύχουν υψηλή ταχύτητα  κατάλυσης 

είναι η ελάττωση του Ea σύµφωνα µε την Εξίσωση 1. Με τον τρόπο αυτό τα ένζυµα 

από τους ψυχρόφιλους οργανισµούς είναι σε θέση να εκµεταλλευτούν τη χαµηλή 

κινητική ενέργεια που τους παρέχει το περιβάλλον. Εποµένως µπορούµε να 

θεωρήσουµε την Ea σαν µέτρο της «ψυχροφιλικότητας» των ενζύµων [10, 13, 46, 

47] και πραγµατικά αυτό παρατηρείται σε διάφορες περιπτώσεις που έχουν εξεταστεί 

πειραµατικά [19, 23, 48]. 

Η παράµετρος Q10 εκφράζει το λόγο της kcat σε µια θερµοκρασία προς την kcat σε µια 

θερµοκρασία 10 oC χαµηλότερα (Εξίσωση 2). Η παράµετρος αυτή δείχνει πόσο 

ευαίσθητη είναι η ταχύτητα της αντίδρασης στη θερµοκρασία. Σε αντιδράσεις µε 

Q10 < 2 η ταχύτητα της αντίδρασης εξαρτάται από τη διάχυση, ενώ αντιδράσεις µε 

Q10 > 2 ελέγχονται από εντροπικά φαινόµενα και απαιτούν δοµικές ανακατατάξεις 

[11]. Σε προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα όπου έχει βελτιστοποιηθεί η 
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ταχύτητα της αντίδρασης τότε είναι λογικό να περιµένουµε τιµές Q10 < 2 ενώ σε 

µεσόφιλα είναι λογικό να περιµένουµε τιµές Q10 > 2 χωρίς αυτό να είναι απόλυτο. 

1010 −= T
cat

T
cat

k
kQ  Εξίσωση 2 

Σύµφωνα µε τη θεωρία της µεταβατικής κατάστασης (transition state) η ενζυµική 

αντίδραση προχωράει µε τη δηµιουργία ενός σταθερού ενεργοποιηµένου συµπλόκου 

ενζύµου υποστρώµατος σύµφωνα µε την παρακάτω ισορροπία 

E + S       ES       ES        E + P#
 

Οπότε και η επίδραση της θερµοκρασίας στο αριθµό µετατροπής δίνεται από την 

εξίσωση 3 

RT
G

B
cat e

h

Tk
k

#∆−
=  Εξίσωση 3 

όπου kB είναι η σταθερά Boltzman (1,3805.10-23 JK-1), h η σταθερά Planck 

(6,6256.10 -34 Js) και ∆G# η ελεύθερη ενέργεια ενεργοποίησης Εικόνα 3 . Θεωρούµε 

ότι το σύµπλοκο ES έχει χαµηλότερη ενέργεια από το E+S.  

Χρησιµοποιώντας τα παραπάνω µπορούµε να υπολογίσουµε τις τιµές για τις 

παραµέτρους ∆G#, ∆H#, ∆S# σύµφωνα µε τις παρακάτω εξισώσεις [43]. 

( )catcat
B kTRTk
h

Tk
RTG lnln76,23lnln# −+×=






 −×=∆  Εξίσωση 4 (σε kJ mol-1) 

RTEH a −=∆ #  Εξίσωση 5 

( ) TGHS ### ∆−∆=∆  Εξίσωση 6 

Η µέτρηση της kcat σε διάφορες θερµοκρασίες χρησιµοποιείται για να υπολογίσουµε 

την ενέργεια ενεργοποίησης από την κλίση της ευθείας που προκύπτει από την 

γραφική παράσταση lnkcat προς 1/T (Arrhenius plot). 

Συγκρίνοντας τις εξισώσεις 1 και 3 µπορούµε να διαπιστώσουµε ότι η ∆G# 

αντιπροσωπεύει το ενεργειακό φράγµα που πρέπει να υπερπηδηθεί προκειµένου να 

ολοκληρωθεί η αντίδραση. Η ∆H# και η Εa έχουν την ίδια σηµασία, καθώς και οι δύο 

εκφράζουν τη διαφορά µεταξύ ES# και ES σε θερµικό περιεχόµενο [43].  
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E+S

ES#

G#

ES
E+P

G

Πορεία αντίδρασης  

Εικόνα 3 Οι διαφορές της ενέργειας Gibbs για τα διάφορα στάδια της ενζυµικής 
αντίδρασης. 

Αν και οι παραπάνω εξισώσεις είναι υπεραπλουστευµένες προσεγγίσεις µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για να γίνουν συγκρίσεις µεταξύ των προσαρµοσµένων σε µέσες 

και χαµηλές θερµοκρασίες ενζύµων µε ικανοποιητική αξιοπιστία [43]. Οι παράµετροι 

∆(∆G#)p-m, ∆(∆H#)p-m, και ∆(∆S#)p-m µας επιτρέπουν την σύγκριση των δύο 

κατηγοριών ενζύµων (όπου p αναφέρεται σε ένζυµο που προέρχεται από ψυχρόφιλο 

οργανισµό και m αναφέρεται σε ένζυµο που προέρχεται από µεσόφιλο οργανισµό).  

Η ∆(∆G#)p-m αντικατοπτρίζει τη διαφορά των kcat µεταξύ των δυο ενζύµων. Από την 

εξίσωση 3 διαπιστώνουµε ότι ακόµα και µεγάλες αλλαγές στην τιµή της kcat 

οφείλονται σε µικρές αλλαγές της ∆G#. 

Η ∆(∆H#)p-m αποτελεί ένα µέτρο ανάλυσης των δύο κατηγοριών ενζύµων καθώς 

αντανακλά την διαφορά της Ea (Ea=∆H#+RT). Σύµφωνα µε την παρακάτω εξίσωση  

( )RSRTHB
cat e

h

Tk
k

## ∆−∆−=  Εξίσωση 7 

διαπιστώνουµε ότι µείωση της ∆H# και αύξηση της ∆S# µπορούν να επιδράσουν 

αυξάνοντας την τιµή του αριθµού µετατροπής, και σε περιπτώσεις που η 

θερµοκρασία µειώνεται η πρώτη έχει µεγαλύτερη βαρύτητα. Εποµένως η εξέλιξη των 

προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων µπορεί να οδηγεί σε µείωση της  

∆H# και εποµένως σε χαµηλότερη εξάρτηση του αριθµού µετατροπής από την 

θερµοκρασία.  

Η µείωση της ενθαλπίας συνοδεύεται από µια αναπόφευκτη µείωση της ∆S#
 µε 

αποτέλεσµα ο αριθµός µετατροπής σε χαµηλές θερµοκρασίες να είναι µικρότερος από 

τον αντίστοιχο των µεσόφιλων σε µέσες θερµοκρασίες.  

∆οµικά η µείωση της ενέργειας ενεργοποίησης επιτυγχάνεται µε τη µείωση 

ενθαλπικών αλληλεπιδράσεων που πρέπει να διασπαστούν για να γίνει η αντίδραση, 

και κατά συνέπεια µε την εµφάνιση πιο εύκαµπτης δοµής. Αυτή η αυξηµένη ευκαµψία 
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µε τη σειρά της οδηγεί στην ύπαρξη πολλών πιθανών διαµορφώσεων ενζύµου – 

υποστρώµατος και κατά συνέπεια σε αυξηµένη εντροπία του ES συµπλόκου στο 

προσαρµοσµένο στη χαµηλή θερµοκρασία ένζυµο έναντι του προσαρµοσµένου σε 

µέσες θερµοκρασίες.  

Λαµβάνοντας υπόψη ότι οι ενθαλπικές και εντροπικές επιδράσεις στο αριθµό 

µετατροπής είναι ανταγωνιστικές, φαίνεται ότι για να µειωθεί ο αριθµός µετατροπής 

επιβάλλεται η αύξηση της ευκαµψίας σε περιοχές του ενζύµου που παίζουν ρόλο 

στην κατάλυση και από την άλλη η µείωση της σε περιοχές που δεν συµµετέχουν 

στην κατάλυση [43], όπως έχει διατυπωθεί και προηγούµενα.  

Προσαρµογές του µορίου σε δοµικό επίπεδο 

Η ανάλυση των αλληλουχιών των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία 

ενζύµων και η σύγκριση τους µε αντίστοιχα ένζυµα από µεσόφιλους ή και 

θερµόφιλους οργανισµούς έχει οδηγήσει σε µερικές παρατηρήσεις που σχετίζονται µε 

την φύση της αυξηµένης τοπικής ευκαµψίας και της µειωµένης τους σταθερότητας, 

σε επίπεδο αµινοξικών αντικαταστάσεων. Φαίνεται ότι στα ένζυµα αυτά 

παρουσιάζεται ένα σύνολο από αλλαγές [5, 6, 11, 12, 47, 49, 50] προς την αντίθετη 

κατεύθυνση από αυτή που έχει προταθεί γενικότερα για την µείωση της ευκαµψίας 

των ενζύµων όχι απαραίτητα προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων.  

Πρέπει να λάβουµε υπόψη µας ότι στα ένζυµα αυτά παρατηρούνται πολλές διαφορές 

οι οποίες δεν σχετίζονται µε την προσαρµογή τους στις χαµηλές θερµοκρασίες αλλά 

έχουν συσσωρευτεί είτε γιατί ήταν απαραίτητες για άλλου τύπου προσαρµογές (π.χ. 

κάποιο ιδιαίτερο υπόστρωµα, προσαρµογή σε υψηλή αλατότητα), είτε γιατί ήταν 

ουδέτερες για τις συνθήκες διαβίωσης του οργανισµού. Κατά συνέπεια η αναγνώριση 

των χαρακτηριστικών διαφορών των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία 

ενζύµων είναι δύσκολη, αν λάβουµε υπόψη ότι τόσο η µειωµένη σταθερότητα όσο 

και η αυξηµένη καταλυτική ικανότητα είναι αποτέλεσµα ενός υποσυνόλου των 

διαφορών που παρουσιάζουν µε τα αντίστοιχα µεσόφιλα. Συγκρίσεις σε επίπεδο 

γονιδιώµατος µπορούν ενδεχοµένως να αποκαλύψουν µε µεγαλύτερη αξιοπιστία 

γενικές τάσεις που παρουσιάζουν οι διάφορες κατηγορίες οργανισµών [51, 52]. 

Προσπαθώντας να τροποποιήσουµε ένζυµα µε σκοπό τη δηµιουργία πιο σταθερών 

ενζύµων οι παρατηρήσεις αυτές αποτελούν τη βάση για την αναζήτηση και τον 

σχεδιασµό των µεταλλάξεων. 

Συνοπτικά αναφορικά µε τη σταθερότητα των ενζύµων παρατηρούµε: 
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1. Ελάττωση των δεσµών άλατος [20]. Οι ιοντικοί δεσµοί σχηµατίζονται 

εξώθερµα και σε χαµηλές θερµοκρασίες παρουσιάζονται ισχυρότεροι. Οι 

δεσµοί αυτοί παίζουν σηµαντικό ρόλο στην σταθεροποίηση των θερµόφιλων 

ενζύµων σχηµατίζοντας δίκτυα που σταθεροποιούν την πρωτεΐνη, τα οποία 

δεν παρουσιάζουν την ίδια έκταση στα προσαρµοσµένα σε χαµηλή 

θερµοκρασία ένζυµα [53, 54] Πίνακας 2. 

2. Ελάττωση των δεσµών υδρογόνου. Οι δεσµοί υδρογόνου σχηµατίζονται 

εξώθερµα και εµφανίζονται ισχυρότεροι σε χαµηλές θερµοκρασίες [44]. 

Αλλαγές στον αριθµό των δεσµών υδρογόνου µπορεί να είναι εντοπισµένες σε 

συγκεκριµένες περιοχές [53, 55] Πίνακας 2. 

3. Μειωµένη ικανότητα πρόσδεσης ιόντων [26]. 

4. Ελάττωση των επιφανειακών φορτισµένων καταλοίπων και ελάττωση των 

µεταξύ τους αλληλεπιδράσεων [25, 56, 57].  

5. Ελάττωση των επαφών µεταξύ αρωµατικών καταλοίπων. Στα θερµόφιλα 

ένζυµα παρατηρείται η αντίστροφη τάση [58] Πίνακας 2. 

6. Ελαττωµένες υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις στον πυρήνα του µορίου. Στις 

χαµηλές θερµοκρασίες αυτές οι αλληλεπιδράσεις εµφανίζονται ασθενέστερες 

καθώς σχηµατίζονται ενδόθερµα [3, 59] και ενδεχόµενη αύξηση των φορτίων 

στον πυρήνα [60] Πίνακας 2. 

7. Λιγότερο καλό πακετάρισµα του πυρήνα και δηµιουργία κενών [55, 61] [3, 

17, 62, 63]. Αυτός ο συσχετισµός σταθερότητας – πακεταρίσµατος 

τουλάχιστον για τα θερµόφιλα ένζυµα δεν είναι απόλυτα αποδεκτός [64]. Στα 

κενά αυτά ενδέχεται να παρουσιάζονται µόρια νερού που αυξάνουν την 

ευκαµψία του µορίου [65] ή ενισχύουν τη σταθερότητα του ενζύµου ανάλογα 

το περιβάλλον τους [66]. 

8. Αύξηση των επιφανειακών υδρόφοβων καταλοίπων [50] [47]. 

9. Μείωση στον αριθµό των Arg. Η παρουσία Arg αντί Lys επιτρέπει το 

σχηµατισµό περισσότερων δεσµών υδρογόνου (ως 5) µε τα καρβονυλικά Ο 

της πρωτεΐνης, κατά συνέπεια η µείωση των Arg οδηγεί στο σχηµατισµό 

λιγότερων δεσµών υδρογόνου [53]. 

10. Μείωση του αριθµού των Pro ιδιαίτερα στις περιοχές ελεύθερης δοµής. Τα 

κατάλοιπα Pro παρουσιάζουν περιορισµένο εύρος τιµών δίεδρης γωνίας 
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περιορίζοντας την ευκαµψία της περιοχής [67], και ελαττώνοντας την 

εντροπία της αποδιαταγµένης µορφής της πρωτεΐνης. Να σηµειωθεί ότι η 

παρουσία Pro σε περιοχές α – έλικας είναι επίσης παράγοντας 

αποσταθεροποίησης [3, 6, 25, 53, 67-69]. 

11. Αποσταθεροποίηση των δίπολων των α – ελίκων [17, 27, 70-72]. 

12. Αύξηση του αριθµού ή της συσσώρευσης των καταλοίπων Gly. Τα κατάλοιπα 

Gly έχουν τη δυνατότητα να εµφανιστούν µε δίεδρη γωνία που δεν 

επιτρέπεται σε άλλα κατάλοιπα, αυξάνοντας τις δυνατότητες στροφής της 

περιοχής µε συνέπεια αύξηση της τοπικής ευκαµψίας [67, 68]. Τα κατάλοιπα 

Gly αυξάνουν την εντροπία της αποδιαταγµένης µορφής της πρωτεΐνης.  

13. Εισαγωγή ή έλλειψη περιοχών ελεύθερης δοµής που συνοδεύεται και µε 

αντίστοιχη προσθήκη ή αφαίρεση καταλοίπων (Gly ή Pro αντίστοιχα) που 

επιδρούν στην ευκαµψία [25, 44]. 

14. Εισαγωγή καταλοίπων Met στο πυρήνα του µορίου [11]. 

15. Απουσία δισουλφιδικών δεσµών. Οι δισουλφιδικοί δεσµοί ελαττώνουν την 

εντροπία της µη διπλωµένης µορφής και σταθεροποιούν την διπλωµένη 

µορφή του ενζύµου. Πάντως αυτή η παρατήρηση δεν τυγχάνει καθολικής 

αποδοχής ειδικά για τα προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα [13, 

73 ].  

Τύπος δεσµού / αλληλεπίδρασης Ενθαλπία σχηµατισµού (kcal/mol) 
Van der Waals’ -1 
∆εσµοί υδρογόνου -3 – -7 
Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις -5 
Υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις -1 – -3 

Πίνακας 2: Ενθαλπίες σχηµατισµού διαφόρων ασθενών αλληλεπιδράσεων που 
παρατηρούνται σε πρωτεΐνες [13]. 

Πρέπει να σηµειωθεί ότι αν και τα παραπάνω αποτελούν γενικές παρατηρήσεις που 

παίζουν ρόλο στην σταθερότητα πρωτεϊνών και έχουν προκύψει από συγκρίσεις 

πρωτεϊνών που προέρχονται από µεσόφιλους και θερµόφιλους οργανισµούς, στα 

προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα παρατηρούµε γενικά αντίστροφες 

τάσεις [44].  

Όπως αναµένουµε από τη σύγκριση των αλληλουχιών προσαρµοσµένων σε µέσες και 

χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων, τα τελευταία δεν πρέπει να έχουν σηµαντικές δοµικές 

διαφορές από τα πρώτα. Πραγµατικά αυτό φαίνεται να ισχύει όπως έχουν δείξει οι 

δοµές των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων που έχουν λυθεί. 
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Ήδη κατατεθειµένες στη βάση δεδοµένων των δοµών είναι οι δοµές διάφορων 

ενζύµων προερχόµενων από ψυχρόφιλους µικροοργανισµούς όπως α-αµυλάση από 

Ps.haloplanctis [74], ισοµεράση της φωσφορικής τριόζης από V.marinus [75],  

αφυδρογονάση του µηλικού οξέος από Aquaspirillium arcticum [76], κιτρική συνθάση 

[37], αλκαλική πρωτεάση από Pseudomonas aeruginosa [77] και πεψίνη από Gadus 

morhua  [78]. Η µελέτη αυτών των δοµών έχει δείξει ότι κάθε ένζυµο έχει και ένα 

διαφορετικό τρόπο προσαρµογής στις συνθήκες που λειτουργεί, µέσα στα πλαίσια 

των παραπάνω παρατηρήσεων. Γενικότερα στα ένζυµα που έχουν µελετηθεί 

εµφανίζεται ένα υποσύνολο των παραπάνω παρατηρήσεων [44] ενώ σε κάποιες 

περιπτώσεις παρατηρούνται ακόµα και αντίστροφες προσαρµογές [55], αλλά όπως 

έχει ήδη αναφερθεί αυτό ίσως είναι αποτέλεσµα κάποιου άλλου είδους προσαρµογής 

(π.χ. διαφορετικό υπόστρωµα, αύξηση της ακαµψίας σε ειδικές περιοχές κ.α.). 

Εφαρµογές των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία 

ενζύµων 

Εκτός από το γεγονός ότι τα προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα 

αποτελούν ενδιαφέροντα µοντέλα για την µελέτη της εξέλιξης και των αρχών που 

διέπουν την σταθερότητα των πρωτεϊνών τα ένζυµα αυτά έχουν πληθώρα άλλων 

εφαρµογών [5, 11], γεγονός που δικαιολογεί τη µελέτη τόσο των βιοχηµικών 

χαρακτηριστικών όσο και των προσαρµογών τους στη λειτουργία στις χαµηλές 

θερµοκρασίες. 

Πρόσθετα σε απορρυπαντικά  
Χρήση προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων σε απορρυπαντικά 

επιτρέπουν το πλύσιµο σε χαµηλές θερµοκρασίες και µείωση του ενεργειακού 

κόστους. 

Εριουργία και βιοµηχανία νηµάτων και ενδυµάτων 
Ένζυµα όπως οι κυτταρινάσες χρησιµοποιούνται για την λείανση βαµβακερών 

υφασµάτων και η χρήση των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων 

επιτρέπει η διαδικασία αυτή να γίνει σε χαµηλή θερµοκρασία και την εύκολη 

απενεργοποίηση τους. 

Βιοµηχανία τροφίµων 
Προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα χρησιµοποιούνται για την 

επεξεργασία τροφίµων σε χαµηλές θερµοκρασίες. Επιπλέον η υψηλή τους 
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φυσιολογική αποδοτικότητα επιτρέπει την µείωση του χρόνου επεξεργασίας, και την 

µείωση της ποσότητας των ενζύµων που απαιτούνται. 

Περιβαλλοντικές παρεµβάσεις. 
Τα ψυχρόφιλα στελέχη αποτελούν ελκυστικούς οργανισµούς για τη χρήση τους σε 

περιβάλλοντα που έχουν µολυνθεί και απαιτείται κάποιου τύπου παρέµβαση για την 

βελτίωση τους, καθώς τα στελέχη αυτά µπορούν να λειτουργήσουν σε χαµηλές 

θερµοκρασίες όπου τα συνήθη µεσόφιλα δεν έχουν τη δυνατότητα. 

Άλλες βιοµηχανικές εφαρµογές 
Βιοµηχανικές εφαρµογές όπου απαιτείται ενεργότητα σε χαµηλές θερµοκρασίες, ή 

περιπτώσεις όπου χρειάζεται η απενεργοποίηση του ενζύµου. 
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Χιτινάσες
Η χιτίνη είναι ένας άφθονος και ανανεώσιµος πόρος που λαµβάνεται κυρίως από 

θαλάσσια ασπόνδυλα, έντοµα, µύκητες και φύκη. Σχεδόν το 10 % των 

κατακρηµνίσεων στο βυθό αποτελείται από πλούσιους σε χιτίνη οργανισµούς (10–

55 % του ξηρού τους βάρους) όπως γαρίδες, καβούρια, καλαµάρια κ.α.. 

Περισσότεροι από 80.000 µετρικοί τόνοι χιτίνης λαµβάνονται ετησίως από αυτές τις 

πηγές [79, 80]. Η χιτίνη, επίσης, αποτελεί το 22–44 % των τοιχωµάτων των 

µυκήτων, πάντως, σε σχέση µε τα προαναφερθέντα, η ποσότητα αυτή είναι αµελητέα 

[80, 81].  

Όπως η κυτταρίνη, η χιτίνη είναι ένα πολυµερές αποτελούµενο από µη 

διακλαδιζόµενες αλυσίδες Ν–ακέτυλ–γλυκοζαµίνης (GlcNAc) συνδεδεµένες µε β–1,4–

γλυκοσιδικό δεσµό (Εικόνα 4). Στους περισσότερους οργανισµούς η χιτίνη σχηµατίζει 

σύµπλοκα µε άλλα πολυµερή όπως γλυκάνες, πρωτεΐνες, κ.α. ενώ εµφανίζεται και σε 

µερικώς απακετυλιωµένη µορφή. Πάντως κάποια διάτοµα όπως το Thalassiosira 

fluviatilis παράγουν ακτινωτές ακίδες που αποτελούν την πλέον καθαρή µορφή 

χιτίνης που είναι γνωστή στη φύση καθώς είναι 100 % ακετυλιωµένη και δεν 

σχηµατίζει σύµπλοκο µε άλλες ενώσεις [82]. 
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Εικόνα 4: Το µόριο της χιτίνης. 

Η ενζυµική υδρόλυση της χιτίνης σε Ν–ακέτυλ–γλυκοζαµίνη ολοκληρώνεται από 

χιτινολυτικά συστήµατα, που αποτελούνται από διάφορα ένζυµα που  λειτουργούν 

συνεργατικά [83-85]. 

∆ιάφοροι οργανισµοί παράγουν µια µεγάλη ποικιλία από υδρολυτικά ένζυµα που 

παρουσιάζουν διαφορετική εξειδίκευση ως προς το υπόστρωµα καθώς και άλλα 

χαρακτηριστικά, χρήσιµα για βιοτεχνολογικές εφαρµογές. Στα βακτήρια οι χιτινάσες 

παίζουν ρόλο στη θρέψη και στον παρασιτισµό, ενώ σε µύκητες, πρωτόζωα και 

ασπόνδυλα παίζουν ρόλο και στην µορφογένεση. Επίσης, στα φυτά και σπονδυλόζωα 
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έχουν αµυντικό ρόλο, ενώ και οι βακουλοϊοί, που χρησιµοποιούνται για το βιολογικό 

έλεγχο επιβλαβών εντόµων, παράγουν χιτινάσες [86]. Ενεργότητα χιτινάσης, τέλος, 

έχει αναφερθεί και στον άνθρωπο και ο ρόλος της είναι µάλλον αµυντικός έναντι 

παθογόνων µυκήτων [87, 88]. 

Ταξινόµηση των χιτινασών 

Χιτινάσες (E.C. 3.2.1.14) χαρακτηρίζονται τα ένζυµα που υδρολύουν τον β-1,4 

γλυκοσιδικό δεσµό µεταξύ των Ν-ακετυλ-D-γλυκοσαµινών στο πολυµερές της χιτίνης 

(Εικόνα 4).  

Οι χιτινάσες έχουν ταξινοµηθεί ανάλογα µε τη δραστικότητα τους σε: ενδοχιτινάσες 

(που υδρολύουν το µακροµοριακό υπόστρωµα σε τυχαίες θέσεις), εξοχιτινάσες (οι 

οποίες απελευθερώνουν διµερή Ν–ακετυλγλυκοζαµίνης, GlcNAc2 από το ένα άκρο, 

συνηθέστερα το µη ανάγων) και N-ακετυλ-β-γλυκοσαµινιδάσες (οι οποίες διασπούν 

τη χιτοβιόζη σε µονοµερή Ν-ακετυλγλυκοζαµίνης) [89]. Πάντως και αυτές οι 

κατηγορίες δεν είναι απόλυτες καθώς έχουν αναφερθεί και χιτινάσες µε δυνατότητα 

να αποσπούν και τριµερή χιτίνης από το µη ανάγων άκρο, ενώ κάποια χιτινολυτικά 

ένζυµα παρουσιάζουν δράση από τη πλευρά του ανάγοντος άκρου [90]. 

Η παραπάνω ονοµατολογία της IUBMB, όµως, δεν βοηθάει στην κατανόηση δοµικών 

και  εξελικτικών σχέσεων ανάµεσα στα ένζυµα αυτά. Για το σκοπό αυτό έχουν 

προταθεί τρεις διαφορετικές ταξινοµήσεις των χιτινασών.  

1. Όλες οι γλυκοσυλ-υδρολάσες βάση των αµινοξικων τους αλληλουχίών έχουν 

ταξινοµηθεί σε οικογένειες [91, 92]. Οι οικογένειες 18 και 19, αυτής της 

ταξινόµησης, αποτελούνται από χιτινάσες, ποικίλης προέλευσης: οι χιτινάσες 

της οικογένειας 18 προέρχονται από ιούς, βακτήρια, µύκητες, έντοµα και 

φυτά, και της οικογένειας 19 κυρίως από φυτά. Περισσότερες πληροφορίες 

για τις δύο αυτές οικογένειες θα αναφερθούν στη συνέχεια. 

2. Οι χιτινάσες ταξινοµήθηκαν σε δύο διαφορετικές κλάσεις βάση των 

αλληλουχιών των γνωστών γονιδίων, τις Ι και ΙΙ [93] που ανταποκρίνονται 

στις οικογένειες 19 και 18 της ταξινόµησης των γλυκοσυλ-υδρολασών κατά 

Henrissat. 

3. Τα φυτά παράγουν ένα µεγάλο αριθµό χιτινασών έναντι µολύνσεων από 

παθογόνους οργανισµούς, που είναι ειδικές για τον ιστό και το στάδιο 
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διαφοροποίησης. Ανάλογα µε την αλληλουχία τους οι φυτικές χιτινάσες 

ταξινοµούνται σε έξι κλάσεις [94], µε τις κλάσεις III, VI να ανήκουν στην 

οικογένεια 18 και τις I, II, IV και V στην οικογένεια 19 της ταξινόµησης των 

γλυκοσυλ-υδρολασών κατά Henrissat [95]. 

Η ταξινόµηση κατά Henrissat είναι αυτή που κυρίως χρησιµοποιείται για τις χιτινάσες, 

και σε αυτή την εργασία (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/). 

Μηχανισµός δράσης των χιτινασών 

Γενικά οι γλυκοσυλ-υδρολάσες µπορούν να διακριθούν σε δύο κατηγορίες, σύµφωνα 

µε το µηχανισµό που δρουν στο υπόστρωµα [96]. Αυτές που υδρολύουν το 

γλυκοσιδικό δεσµό µε αντιστροφή της ανωµερικής διαµόρφωσης (inversion), (Εικόνα 

5.1), και αυτές που ολοκληρώνουν την υδρόλυση µε συντήρηση (retention) της 

ανωµερικής διαµόρφωσης του γλυκοσιδικού δεσµού (Εικόνα 5.2). Στην πρώτη 

περίπτωση συµβαίνει µια απευθείας αντικατάσταση της οµάδας που αφαιρείται από 

νερό, ενώ στην δεύτερη η αντικατάσταση αυτή επιτελείται σε δύο στάδια 

δηµιουργώντας και ένα ενδιάµεσο στάδιο γλυκοσυλιωµένου ενζύµου. Πάντως και στις 

δύο περιπτώσεις στο ενεργό κέντρο συµµετέχουν δύο καρβοξυλικά οξέα. Στα ένζυµα 

αντιστροφής της ανωµερικής διαµόρφωσης το ένα κατάλοιπο δρα ως οξύ και το άλλο 

ως βάση, ενώ στα ένζυµα συντήρησης της ανωµερικής διαµόρφωσης το ένα δρα ως 

οξύ και ως βάση και το άλλο σαν πυρηνόφιλος υποκαταστάτης. Και στις δυο 

περιπτώσεις εµφανίζεται ενδιάµεσο προϊόν µε χαρακτήρα οξοκαρβονιόντος. 
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Εικόνα 5: Σχηµατική αναπαράσταση των µηχανισµών δράσης των 
γλυκοσυλυδρολασών. (1) Μηχανισµός αντιστροφής ανωµερικής διαµόρφωσης. (2) 
Μηχανισµός συντήρησης ανωµερικής διαµόρφωσης. 

Στο ενεργό κέντρο και οι δυο κατηγορίες ενζύµων παρουσιάζουν οµοιότητες, αλλά η 

σηµαντική διαφορά τους έγκειται στην απόσταση που παρατηρείται µεταξύ των δύο 

καταλυτικών καταλοίπων. Στις β – γλυκοσυλ-υδρολασες που δρουν µε µηχανισµό 

αντιστροφής της ανωµερικής διαµόρφωσης η απόσταση αυτή είναι περίπου 9,5 Å ενώ 

στα ένζυµα συντήρησης της ανωµερικής διαµόρφωσης η απόσταση αυτή είναι  

µικρότερη και περίπου 5,3 Å. 

∆οµικά και βιοχηµικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι στην περίπτωση των χιτινασών της 

οικογένειας 18 η αντίδραση ολοκληρώνεται µε µηχανισµό συντήρησης της 

ανωµερικής διάταξης του σακχάρου ενώ τα ένζυµα της οικογένειας 19 χρησιµοποιούν 

τον µηχανισµό αντιστροφής της ανωµερικής διαµόρφωσης [97, 98].  

Το συντηρηµένο, σε όλες τις ενεργές χιτινάσες Glu (Εικόνα 10.E) είναι το υπεύθυνο 

για την δράση του ενζύµου κατάλοιπο, και τα υπόλοιπα κατάλοιπα που συντηρούνται 

παίζουν επικουρικό ρόλο [99, 100]. Βιοχηµικά και δοµικά δεδοµένα [101] 

επιβεβαιώνουν ότι το Glu315 στην ChiA από Serattia marcescens και το αντίστοιχο 

κατάλοιπο Glu171 στην χιτινάση από Coccidioides immitis, αποτελούν το καταλυτικό 

κατάλοιπο. 

Σύµφωνα µε τα παραπάνω, η υδρόλυση ενός σακχάρου, µε µηχανισµό συντήρησης 

της ανωµερικής διαµόρφωσης του υποστρώµατος, προϋποθέτει την συµµετοχή ενός 

πυρηνόφιλου αρνητικά φορτισµένου υποκαταστάτη που οδηγεί στο σχηµατισµό ενός 
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ενδιάµεσου συµπλόκου ενζύµου – υποστρώµατος που κατόπιν υδρολύεται από ένα 

µόριο νερού. Έχει προταθεί [102, 103] ότι οι χιτινάσες της οικογένειας 18 

χρησιµοποιούν το µηχανισµό οξέος – βάσης µε το Glu του καταλυτικού κέντρου να 

παίζει το ρόλο του οξέος και η Ν – ακετυλ-οµάδα του υποστρώµατος να υποκαθιστά 

την πυρηνόφιλη βάση που εµφανίζεται σε άλλες γλυκοσυλυδρολάσες καθώς δεν 

εµφανίζεται κατάλληλα τοποθετηµένο πυρηνόφιλο, αρνητικά φορτισµένο, κατάλοιπο 

στο χώρο του ενεργού κέντρου (Εικόνα 6.1). Αυτός ο µηχανισµός χαρακτηρίζεται ως 

υποβοηθούµενη από το υπόστρωµα κατάλυση (substrate assisted catalysis). 

Εναλλακτικά έχει προταθεί ότι το ρόλο του πυρηνόφιλου υποκαταστάτη, τον παίζει 

ένα µόριο H2O το οποίο αλληλεπιδρά µε την συντηρηµένη Tyr390 [104] (Εικόνα 6.2). 
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Εικόνα 6: Προτεινόµενος µηχανισµός δράσης µε υποβοηθούµενη από το 
υπόστρωµα κατάλυση [102] (1). Προτεινόµενος µηχανισµός δράσης της χιτινάσης 
κατά [104] (2). 
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Από τις γνωστές δοµές χιτινασών της οικογένειας 18 [103, 105 , 106, 107] µπορούµε 

να κατανοήσουµε τον ρόλο των συντηρηµένων καταλοίπων και το µηχανισµό 

αναγνώρισης του υποστρώµατος. Τα κατάλοιπα Asp (D2, D1) σχηµατίζουν µια σειρά 

δεσµών µε άλλα κατάλοιπα της πρωτεΐνης. Το D3 σχηµατίζει δεσµό υδρογόνου µε το 

E που είναι και το κατάλοιπο υπεύθυνο για την κατάλυση, και ενδεχοµένως αυτός ο 

δεσµός να κατευθύνει το κατάλοιπο αυτό στη σωστή θέση για την κατάλυση. Η G3 

βρίσκεται δίπλα σε κατάλοιπα µε ογκώδη πλευρική οµάδα. Στην περίπτωση των 

καταλοίπων G1, G2 παρατηρείται ότι εµφανίζουν γωνίες φ, ψ που δεν επιτρέπονται 

για άλλα κατάλοιπα, και κατά συνέπεια επιτρέπουν µια απότοµη στροφή στη δοµή σε 

εκείνο το σηµείο, που δεν θα ήταν δυνατή αν δεν υπήρχαν Gly σε εκείνες τις θέσεις. 

Το υπόστρωµα µπορεί να συνδεθεί µε την πρωτεΐνη µε µια σειρά δεσµών υδρογόνου 

καθώς και µε δεσµούς Van der Waals µε διάφορα κατάλοιπα. Υπάρχουν έξι θέσεις 

πρόσδεσης σακχάρου στο καταλυτικό κέντρο: -4, -3, -2, -1, +1, +2 µε τη θέση -4 να 

αντιστοιχεί στο µη ανάγων άκρο του σακχάρου (Εικόνα 7). Το κατάλοιπο Ε βρίσκεται 

στη θέση ανάµεσα στα -1 και +1. To Glu σε αυτή τη θέση παρέχει το πρωτόνιο στο 

Ο του γλυκοσιδικού δεσµού, και σαν συνέπεια ο δεσµός αυτός σπάει, δηµιουργώντας 

ένα ενδιάµεσο οξοκαρβονιόν θετικά φορτισµένο. 
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Εικόνα 7: Σχηµατική απεικόνιση των θέσεων πρόσδεσης του υποστρώµατος στο 
µόριο της χεβαµίνης. 

Έχει προταθεί ότι η δοµή των ενζύµων στο χώρο του ενεργού κέντρου συνδέεται µε 

τη λειτουργία των ενζύµων [100]. Στην περίπτωση της χεβαµίνης, που παρουσιάζει 

δράση ενδοχιτινάσης, δηλαδή υδρολύει το µακροµόριο της χιτίνης σε τυχαίες 

εσωτερικές θέσεις, η περιοχή ελεύθερης δοµής β5α5 είναι µια πολύ καλά οργανωµένη 

«σφικτή» περιοχή. Αυτή η περιοχή βρίσκεται στο άκρο του χώρου που προσδένεται 

το υπόστρωµα στη θέση +2. Κατά συνέπεια ο χώρος πρόσδεσης του υποστρώµατος 

παρουσιάζει άνοιγµα στο άκρο αυτό επιτρέποντας στο προσδεδεµένο υπόστρωµα να 

βρίσκεται και πέρα από αυτή τη θέση (Εικόνα 8.1). Στην περίπτωση της SmChiA η 

περιοχή αυτή σχηµατίζει µια µικρή α – έλικα και κατά συνέπεια µπλοκάρει την έξοδο 

από την πλευρά αυτή. Σαν αποτέλεσµα και σε συνδυασµό µε το γεγονός ότι η 
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κατάλυση γίνεται µεταξύ των θέσεων +1 και -1 παράγεται κυρίως χιτοβιόζη (Εικόνα 

8.2). Στην περίπτωση της SmChiB στη -4 πλευρά υπάρχει µια µεγάλη περιοχή 

ελεύθερων δοµών που εµποδίζει την διέλευση του υποστρώµατος, και κατά συνέπεια 

οδηγεί στο συµπέρασµα ότι δρα ως χιτοτριοσιδάση που λειτουργεί από το µη ανάγων 

άκρο (Εικόνα 8.3) [90] πάντως αυτός ο συσχετισµός δεν είναι απόλυτος [103].   
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Εικόνα 8: Σχηµατική απεικόνιση του ενεργού κέντρου της χεβαµίνης(1) της 
SmChiA(2) και της SmChiB(3). Η χιτίνη στην πρώτη περίπτωση µπορεί να 
τοποθετηθεί σε οποιαδήποτε θέση, ενώ στις SmChiA και SmChiB η ύπαρξη της 
έλικας (σκουρόχρωµη περιοχή) περιορίζει το χώρο όπου µπορεί να κινηθεί το 
υπόστρωµα προκαλώντας και διαφορετικό τρόπο υδρόλυσης του υποστρώµατος 
κατά περίπτωση. 

Οργάνωση των αλληλουχιών των χιτινασών-δοµές. 

Τα τελευταία χρόνια έχουν λυθεί οι δοµές διαφόρων εκπροσώπων των δύο 

οικογενειών των χιτινασών. Από την οικογένεια 18 οι δοµές των χιτινασών Α 

(SmChiA) [106] και Β (SmChiB) [90, 103] της S.marcescens, της χιτινάσης από το 

µύκητα C.immitis (CiX1) [107], και της Χεβαµίνης (Hevamine) από Hevea brasiliensis 

[100, 105]. Άλλες πρωτεΐνες που παρουσιάζουν χιτινολυτική δράση όπως η ενδο-β-Ν-

ακετυλγλυκοσαµινιδαση Η (EndoH) από Streptomyces plicatus [108] καθώς και η 

ενδο-β-Ν-ακετυλγλυκοσαµινιδάση F1 (EndoF1) από Flavobacterium meningosepticum 

[109] έδειξαν ανάλογη δοµή µε τις χιτινάσες της οικογένειας 18. Στην ίδια κατηγορία 

αν και χωρίς δραστικότητα ανήκουν και η Ναρβονίνη (Narbonin) από τους σπόρους 

του Vicia narbonensis [110] και η Κονκαναβαλίνη Β (Concanavalin B) από Canavalia 

ensiformis η δοµή της οποίας έδειξε µεγάλη οµοιότητα µε τις προηγούµενες, εκτός 
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από την καταλυτική περιοχή όπου παρουσιάζονται διαφορές στις οποίες οφείλεται και 

η έλλειψη της χιτινολυτικής ενεργότητας [111].  

Οι χιτινάσες της οικογένειας 19 παρουσιάζουν αρκετή διαφοροποίηση της 

αλληλουχίας τους αλλά εµφανίζουν οµοιότητες µε την λυσοζύµη, τόσο σε επίπεδο 

µηχανισµού δράσης όσο και σε δοµικό επίπεδο όπως έχει αποδειχθεί µε τη λύση της 

δοµής της ενδοχιτινάσης από Hordeum vulgare [112]. Οι δύο χιτινάσες που 

αποτελούν αντικείµενο της µελέτης της παρούσας εργασίας ανήκουν στην οικογένεια 

18 και στη συνέχεια θα παρουσιαστούν τα βασικά σηµεία των ενζύµων αυτής της 

οικογένειας. 

Ένζυµα που υδρολύουν υδατάνθρακες παρουσιάζουν κοινή αρχιτεκτονική 

διαµόρφωση των δοµικών τους µονάδων (domains) [113]. Χιτινάσες φυτικής 

προέλευσης (από καπνό, φασόλι κ.α.) παρουσιάζουν µία µόνο δοµική µονάδα, 

προφανώς υπεύθυνη για την κατάλυση. Σε άλλες περιπτώσεις διαπιστώθηκε η 

ύπαρξη περισσοτέρων δοµικών µονάδων [114, 115], όπως δοµικών µονάδων 

αναγνώρισης του υποστρώµατος κ.α..  

Η επίλυση της δοµής της χιτινάσης Α της S.marcescens της οικογένειας 18 

αποκάλυψε µια πρωτεΐνη που αποτελείται από µια δοµική µονάδα β πτυχωτής 

επιφάνειας, τοπολογίας που χαρακτηρίζεται ως Fibronectin III (FnIII) δοµικής 

µονάδας (κατάλοιπα 24-137,Εικόνα 9.1), µια δοµική µονάδα τοπολογίας α/β8 

βαρελιού (κατάλοιπα 159 – 442 και 517 – 563, Εικόνα 9.3 και Εικόνα 9.5), που φέρει 

τα κατάλοιπα που επιτελούν την αντίδραση και µια µικρή α+β δοµική µονάδα 

(κατάλοιπα 443 – 516, Εικόνα 9.4), ενώ οι δύο πρώτες συνδέονται µεταξύ τους µε 

µια συνδετική περιοχή (κατάλοιπα 138 – 158, Εικόνα 9.2). 

1 5

4

32  

Εικόνα 9: Σχηµατική απεικόνιση της διάταξης των δοµικών µονάδων της SmChiA. 
(1) δοµική µονάδα FnIII, (2) συνδετική περιοχή, (3,5) καταλυτική δοµική µονάδα, 
(4) µικρή δοµική µονάδα α+β. 

Η αλληλουχία των καταλυτικών δοµικών µονάδων των χιτινασών της οικογένειας 18 

παρουσιάζει µεγάλη διαφοροποίηση. Πάντως είναι δυνατόν να διακριθούν δύο 

περιοχές σε αυτές τις αλληλουχίες που είναι χαρακτηριστικές για αυτά τα ένζυµα. 

Αυτές συνιστούν τα µοτίβα SXGG και DXDXE (στις θέσεις 271 – 274 και 311 – 315 
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αντίστοιχα στην αλληλουχία της χιτινάσης Α από S.marcescens (SmChiA). Το Glu της 

θέσης 315 είναι και το κατάλοιπο που επιτελεί την κατάλυση όπως έχουν αποκαλύψει 

βιοχηµικές µελέτες και µελέτες στις οποίες αυτό το κατάλοιπο µεταλλάσεται (Εικόνα 

10) [115] .  

Μόριο – Προέλευση Μοτίβο SXGG  Μοτίβο DXDXE  
Ajellomyces dermatitis H M K V L L S I G G W T Y 103 M G F D G L D V D W EY P K N D 147
Cellulomonas uda G L K G L W S F G G W T W 313 G L F D G I D V D W EY P N A C 359
C.immitis 1 N L K T L L S I G G W T Y 133 L G F D G I D I D W EY P E D E 177
Hypocrea vinosa N L K V M L S I G G W T W 127 W G F D G I D V D W EY P A D D 171
S.marcescens A D L K I L P S I G G W T L 277 K F F D G V D I D W EF P G G K 321
S.marcescens B S L R I M F S I G G W Y Y 99 G - F D G V D I D W EY P Q - - 147
Stenotrophomonas maltophilia N V K V L I S L G G W T W 414 G V F D G I D I D W EY P V A C 473
Streptomyces coelicolor H L K V V V S L G G W T Y 464 G I F D G I D I D W EW P G S E 524
Trichoderma atroviride N L K V M L S I G G W T W 134 W G F D G I D V D W EY P A D D 178

Narbonin E V K V V I S I G G R G V 89 N L I D G I D I H Y EH I R S D 138

Hevamine - I K V M L S L G G G I G 83 A V L D G I D F D I EH - - - - 128

Concanavalin B - V K V F L A L G G P K G 88 V A L D G I H F D I Q K P - - - 133
Συναινετική αλληλουχία - - K - - - S - G1G2- - - - - - D1G3-D2- D3-E-- - - -

Εικόνα 10. Στοίχιση επιλεγµένων περιοχών αντιπροσωπευτικών χιτινασών, 
Ναρβονίνης, Χεβαµίνης και Κονκαναβαλίνης Β. Μόνο οι περιοχές που αντιστοιχούν 
στα συντηρηµένα µοτίβα των χιτινασών της οικογένειας 18 παρουσιάζονται. Με 
κόκκινο χρώµα παρουσιάζεται το καταλυτικό Glu. 

Η καταλυτική δοµική µονάδα (β/α)8 αποτελεί κοινή τοπολογία µεταξύ των γνωστών 

δοµών και ιδιαίτερα των γλυκοσυλυδρολασών [98, 116, 117]. Αυτή η δοµική µονάδα 

µπορεί να πλαισιώνεται από άλλες δοµικές µονάδες, όπως η παρόµοια µε FnIII, που 

παίζουν βοηθητικό ρόλο στη λειτουργία του ενζύµου. 

Το (β/α)8 δοµικό µοτίβο παρουσιάζει 8 παράλληλες β πτυχωτές επιφάνειες (Εικόνα 

12.2) που περιβάλλονται από 7 ή 8 α – έλικες [118]. Στη δοµική µονάδα αυτή 

µπορούν να διακριθούν οι δύο περιοχές που παρουσιάζονται ισχυρά συντηρηµένες 

µεταξύ των χιτινασών της οικογένειας 18 [115]. Όπως αναφέρθηκε πιο πριν, οι δοµές 

των υπόλοιπων χιτινασών της οικογένειας 18 παρουσιάζουν αντίστοιχη δοµή, στη 

καταλυτική δοµική τους µονάδα. 

Οι καταλυτικές δοµικές µονάδες συνοδεύονται και από άλλες που παίζουν ρόλο στην 

αναγνώριση του υποστρώµατος ή ενισχύουν την υδρολυτική ικανότητα του ενζύµου 

έναντι συγκεκριµένων υποστρωµάτων [115]. Οι περιοχές αυτές ονοµάζονται δοµικές 

περιοχές πρόσδεσης χιτίνης (Chitin binding domain: ChBD). Τα ChBDs αποτελούν 

δοµικές µονάδες οι οποίες φαίνεται να εξελίσσονται ανεξάρτητα από τις καταλυτικές 

[119]. Για τις δοµικές µονάδες αναγνώρισης πολυσακχαριτών υπάρχει ταξινόµηση 

τους σε οικογένειες (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/), όπου περιλαµβάνονται δοµικές 

µονάδες από ποικίλα ένζυµα και µε ποικίλες εξειδίκευσεις ως προς τον πολυσακχαρίτη 

που αναγνωρίζουν (κυτταρίνη, χιτίνη κ.α.). Συγκρίσεις διαφόρων ChBDs αποκαλύψαν 
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µια συναινετική αλληλουχία (consensus) από 17 κατάλοιπα (Εικόνα 11). Από ότι 

φάνηκε τα ChBDs είναι υπεύθυνα για την αναγνώριση του υποστρώµατος, καθώς έχει 

δειχθεί ότι η σύντηξη ChBD σε χιτινάσες που φυσιολογικά δεν είχαν κάποια τέτοια 

δοµική µονάδα βελτιώνει την ικανότητα τους να αναγνωρίζουν και να προσδένουν 

υποστρώµατα χιτίνης [120], αλλά και για την καταλυτική δράση του ενζύµου 

διευκολύνοντας την θραύση των δεσµών υδρογόνου στο µακροµόριο της χιτίνης, 

επιτρέποντας στο καταλυτικό κέντρο καλύτερη πρόσβαση στο υπόστρωµα [119], σε 

κάποιες περιπτώσεις ακόµα και αν το υπόστρωµα είναι κρυσταλλική χιτίνη [121]. Τα 

ChBD ποικίλουν τόσο σε αριθµό (κανένα, ένα, δύο ή και τρία) αλλά και τη σχετική ως 

προς τη καταλυτική δοµική µονάδα θέση τους [122-124], δηλαδή µπορούν να 

βρίσκονται είτε προς το Ν είτε προς το C άκρο του µορίου σχετικά µε την καταλυτική 

υποµονάδα. 

Μοριο – Προέλευση Αλληλουχία 
Vibrio harveyi A AAAWDANTVYVEGDQVSHDGATWVAGWYTRGEEPG--TT--GE---W 511
Alteromonas.sp.A -PTWDRSTVYVGGDRVIHNSNVFEAKWWTQGEEPG--TAD-----VW 777
Aeromonas sp.I --AWSAGTVYNTNDKVSHKQLVWQAKYWTQGNEPS-RTAD-----QW 772
Aeromonas.sp.II ---WDAGVVYNGGDVTSHNGRKWKAQYWTKGDEPG---KAA----VW 820
Aeromonas sp.II AATWSSSTAYNGGATVAYNGHNYQAKWWTQGNVPSSST---GDGQPW 392
Aeromonas sp.ORF 1 APVWSSSTAYNGGWQVSYNGHTYTAKWWTQGNVPSSST---GDGSPW 122
Aeromonas sp.ORF 2 AAAWSAGTAYNGGTQVSYNGRNYTAKWWTQGNVPSSST---GEGQPW 139
Aeromonas sp.ORF 3 --AWSSGTAYNGGAQVSYNGHLYTAKWWTQGNVPSSST---GDGQPW 122
Aeromonas sp.ORF 4 --AWNTGTAYNGGVQVSYNGHTYTAKHWTQGNIPSSST---GDGQPW 146
S.marcescens B APAYVPGTTYAQGALVSYQGYVWQTKWGYITSAPGS------D-SAW 453
Janthinobacterium
lividum

ALAWAAGTAYSAGATVSYAGTNYRANYWTQGDNPSTSSGGAGTGKPW 151

Bacillus circulans.A1 VSAWQVNTAYTAGQLVTYNGKTYKCL------QPH--TSLAG----W 653
B.circulans.D AAQWQAGTAYKQGDLVTYLNKDYECI------QPH--TALTG----W 31
Συναινετική αλληλουχία W---T-Y--G--VS--G--@-A-W@T-G--P(-)T(-)G(--)W

Εικόνα 11: Στοίχιση στην περιοχή των ChBDs διαφόρων χιτινασών [119]. Με @ 
συµβολίζονται αρωµατικά αµινοξέα. 

Η δοµική µονάδα που βρίσκεται στο Ν άκρο (και αναφέρεται και ως ChiN για την 

SmChiA), παίζει ρόλο στην ανίχνευση και ευθυγράµµιση του υποστρώµατος ως προς 

το καταλυτικό κέντρο [101]. Η δοµική αυτή περιοχή (Εικόνα 7.1) παίζει εποµένως το 

ρόλο ChBD. Φέρει τέσσερα αρωµατικά κατάλοιπα (Trp) στην επιφάνεια της, τα οποία 

αναγνωρίζουν το υπόστρωµα και το τοποθετούν στη σωστή θέση ως προς το ενεργό 

κέντρο του ενζύµου [125], όπως αντίστοιχα συµβαίνει και στην περίπτωση των 

δοµικών µονάδων πρόσδεσης σε κυτταρίνη (Cellulose binding domains) [126]. Να 

σηµειωθεί ότι το χαρακτηριστικό αυτό παρατηρείται σε δοµικές µονάδες αναγνώρισης 

της χιτίνης που προέρχονται από διαφορετικές οικογένειες. 
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Εικόνα 12: Η δοµή της χιτινάσης SmChiA, (1) FnIII δοµική µονάδα (ChiN), (2) 
καταλυτική δοµική µονάδα τοπολογίας (β/α)8, (3) δοµική µονάδα α+β. 

Εφαρµογές των χιτινασών 

Οι χιτινάσες παρουσιάζουν ποικίλες εφαρµογές γεγονός καθιστά αναγκαία τη 

βιοχηµική µελέτη αυτών των ενζύµων. 

Βιολογικός έλεγχος φυτοπαθογόνων µυκήτων και εντόµων 
Σε πολλά φυτά η µόλυνση από ένα παθογόνο οργανισµό επάγει την παραγωγή PR 

(Pathogenesis related) πρωτεϊνών όπως χιτινάσες, β-1,3-γλυκανάσες, πρωτεάσες 

κ.α.. ∆εδοµένου ότι οι παθογόνοι µύκητες και τα έντοµα περιέχουν χιτίνη στο 

τοίχωµα τους, η επαγωγή χιτινασών στα φυτά συνιστά την κύρια αµυντική 

αντίδραση. Χιτινάσες που έχουν αποµονωθεί από κόκκους σταριού, κριθάρι και 

καλαµπόκι λειτουργούν ως ενδοχιτινάσες και εµποδίζουν την ανάπτυξη υφών 

παθογόνων µυκήτων (Trichoderma reesei, P.blackesleeanus). Αντίθετα βακτηριακής 

προέλευσης χιτινάσες από S.marcesens, Streptomyces griseus, Pseudomonas stutzeri 

λειτουργούν ως εξοχιτινάσες και δεν εµφανίζουν ανάλογη δράση στις µυκητιακές 

υφές [127]. Πάντως άλλοι ερευνητές έδειξαν ότι η χιτινάση από S.marcesens είναι 

αποτελεσµατική στην µείωση της µόλυνσης των φασολιών από Sclerotium rolfsii και 

του βαµβακιού από Rhizoctonia solani σε συνθήκες θερµοκηπίου [128, 129]. Η 

διαφορά µεταξύ των παραπάνω µελετών ίσως οφείλεται στη χρήση διαφορετικού 

µύκητα για τον έλεγχο της δράσης των χιτινασών. ∆ιάφορα είδη µυκήτων 

λειτουργούν ως παράγοντες περιορισµού παθογόνων µυκήτων και εντόµων. Τέτοιοι 

µύκητες παράγουν χιτινάσες για να εισβάλλουν και να εξοντώσουν το ξενιστή [130-

132]. 
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Έλεγχος πληθυσµών κουνουπιών 
Η παγκόσµια κοινωνική και οικονοµική επίδραση ασθενειών που οφείλουν την 

εξάπλωση τους στα κουνούπια τα καθιστούν δυνητικούς στόχους για 

παρασιτοκτόνους παράγοντες. Ένας σαπροφυτικός µύκητας το Myrothecium 

verrucaria παράγει ένα σύµπλεγµα χιτινολυτικών ενζύµων µε ικανότητα λύσης του 

τοιχώµατος των εντόµων [84]. ∆είχθηκε ότι τόσο το πρώτο (Ι) όσο και το τέταρτο 

(IV) προνυµφικό στάδιο του κουνουπιού Aedes aegypti µπορεί να θανατωθεί σε 

48 ώρες µε τη χρήση παρασκευάσµατος από τον εν λόγω µύκητα [133].  

∆ηµιουργία βιο-ζιζανιοκτόνων  
Η χιτίνη υπάρχει στον εξοσκελετό και τα εντερικά τοιχώµατα των εντόµων. Η 

χιτινάση παίζει σηµαντικό ρόλο στην έκδυση των εντόµων και έχει ανιχνευθεί σε είδη 

όπως Bombyx mori, Manduca sexta. Ανάλογα και σε µύκητες οι χιτινάσες παίζουν 

ρόλο στη µορφογενεση του οργανισµού [134]. Η αλλοζαµιδίνη είναι ένας 

ψευδοτρισακχαρίτης που έχει δειχθεί ότι αποτελεί αναστολέα για τις περισσότερες 

χιτινάσες [135].Χορηγούµενο σαν τροφή αναστέλλει την ανάπτυξη του ακάρεως 

Tetranychum urticae και την νύµφης της οικιακής µύγας Musca domestica. Πάντως 

δεν υπάρχει αναφορά για αναστολή ανάπτυξης λεπιδόπτερων µε τοπική η στοµατική 

χορήγηση. 

Αντιµικροβιακή δράση 
Καθώς η χιτίνη αποτελεί συστατικό του κυτταρικού περιβλήµατος των βακτηρίων οι 

χιτινάσες έχουν δειχθεί ότι παρουσιάζουν αντιµικροβιακή δράση. Σε συνδυασµό µε το 

γεγονός ότι οι χιτινάσες έχουν ακινητοποιηθεί µε επιτυχία [136] πιθανή εφαρµογή 

των χιτινασών σαν αντιµικροβιακός παράγοντας εµφανίζεται ελπιδοφόρα. 

Παραγωγή χιτοολιγοσακχαριτών 
Ολοένα και περισσότερο οι ολιγοσακχαρίτες αποκτούν ενδιαφέρον, τόσο στο χώρο 

της έρευνας αλλά και της εφαρµογής. Παίζουν σηµαντικό ρόλο στη δηµιουργία 

ριζικών φυµατίων και παρουσιάζουν ιατρικό ενδιαφέρον.  

Η GlcNAc αποτελεί έναν αντιφλεγµονώδη παράγοντα. Στο ανθρώπινο σώµα 

συντίθεται από γλυκόζη και ενσωµατώνεται σε γλυκοπρωτεΐνες και 

γλυκοσαµινογλυκάνες. Χορηγούµενο ενδοµυϊκώς, ενδοφλεβίως και ακόµα και από το 

στόµα αναφέρθηκε ότι παρουσιάζει αντι-φλεγµονώδη δράση ειδικά σε περιπτώσεις 

ελκωτικής κολίτιδας και άλλες γαστρεντερικές φλεγµονές [137, 138].  
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Η χιτοεξαόζη (GlcNAc)6 και η χιτοεπταόζη (GlcNAc)7 εµφανίζουν αντι-ογκογενετική 

δράση. Γίνεται αντιληπτό ότι κατάλληλος συνδυασµός χιτινολυτικών ενζύµων µπορεί 

να χρησιµοποιηθεί για την παρασκευή των χρήσιµων ολιγοµερών [138]. Εναλλακτικά 

η χρήση χιτινασών που παρουσιάζουν τρανσγλυκοσιδική δράση θα µπορούσε να 

οδηγήσει στη δηµιουργία των επιθυµητών ολιγοσακχαριτών [139].  

Παραγωγή πρωτεϊνών 
Έχει προταθεί η χρήση των παραπροϊόντων που περιέχουν χιτίνη για την καλλιέργεια 

µικροοργανισµών και παραγωγή πρωτεΐνης (single cell protein, SCP). ∆ιάφοροι 

µύκητες χρησιµοποιούνται ως πρώτη ύλη και τέτοιες προσπάθειες έχουν αποφέρει 

ενθαρρυντικά αποτελέσµατα[140]. 

∆ιάφορες άλλες εφαρµογές 
Οι µυκητιακοί πρωτοπλάστες παρουσιάζουν ενδιαφέρον στην έρευνα και στην 

δηµιουργία βελτιωµένων στελεχών για βιοτεχνολογικές εφαρµογές. Η χιτινάση 

αποτελεί σηµαντικό ένζυµο για την λύση των µυκητιακών κυτταρικών τοιχωµάτων. 

Υψηλά επίπεδα χιτινάσης στο µυκητολυτικό παρασκεύασµα έχουν µεγάλη 

αποτελεσµατικότητα στην λύση του κυτταρικού τοιχώµατος [141, 142]. 

Υδρολυτικά ένζυµα όπως οι χιτινάσες µπορούν να χρησιµοποιηθούν για να 

εντοπιστούν παθογόνοι µύκητες που φέρουν κυτταρικό τοίχωµα από χιτίνη. Το 

σύµπλεγµα χιτινάσης – χρυσού µπορεί να χρησιµοποιηθεί για το σκοπό αυτό [143]. 

Η παραγωγή χιτινολυτικών ενζύµων έχει παρατηρηθεί σε µύκητες τόσο παρουσία όσο 

και απουσία χιτίνης στο θρεπτικό µέσο. Αν και δράση Ν-ακετυλγλυκοσαµινιδάσης έχει 

παρατηρηθεί και στα βακτήρια εντούτοις η δράση αυτών των ενζύµων σε φθορίζοντα 

υποστρώµατα µπορεί να συσχετιστεί µε µια εκτίµηση για την µυκητιακή βιοµάζα 

[144]. Ανάλογα, χρησιµοποιώντας χιτινάση και µια πρωτεΐνη που προσδένεται σε 

χιτίνη έχει προταθεί µέθοδος για την ανίχνευση µυκητιακής µόλυνσης στον άνθρωπο 

[145]. 

Χιτινάσες από το ψυχρόφιλο βακτήριο Arthrobacter sp. Strain 

TAD20 

Έχει αναφερθεί η αποµόνωση και η κλωνοποίηση δύο χιτινασών από το ψυχρόφιλο 

στέλεχος [146]. Οι δύο χιτινάσες ονοµάζονται αντίστοιχα ArChiA και ArChiB και 

ανήκουν στην οικογένεια 18. Η ArChiA αποτελείται από 846 αµινοξέα και έχει µοριακό 

βάρος, όπως προκύπτει από την µετάφραση του γονιδίου της, 89.415 Da και 
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φαινόµενο µοριακό βάρος σε πήκτωµα ακρυλαµίδης ~110 Kda, αντίστοιχα η ArChiB 

αποτελείται από 539 αµινοξέα και έχει µοριακό βάρος 57.123 και φαινόµενο µοριακό 

βάρος ~80 Kda. Και οι δύο χιτινάσες αποτελούνται από µια καταλυτική δοµική 

µονάδα που παρουσιάζει τα µοτίβα των χιτινασών της οικογένειας 18 των γλυκοσυλ-

υδρολασών, και η ArChiA έχει δύο ChBDs ένα στο N άκρο και ένα στο C άκρο. Η 

ArChiB έχει ένα ChBD στο C άκρο. Όλα τα ChBDs ανήκουν στην οικογένεια 5 των 

δοµικών µονάδων αναγνώρισης πολυσακχαριτών. 

Όπως αναµένεται οι πρωτεΐνες αυτές παρουσιάζουν τα χαρακτηριστικά των χιτινασών 

της οικογένειας 18 που έχουν αναφερθεί προηγούµενα και αναφέρονται στα 

χαρακτηριστικά της αλληλουχίας και είναι αναµενόµενο να αφορούν και στο 

µηχανισµό δράσης και στα βασικά δοµικά χαρακτηριστικά. Το γεγονός αυτό µας 

επιτρέπει να εντοπίσουµε οµοιότητες αλλά και διαφορές µε τις υπόλοιπες γνωστές 

χιτινάσες, κυρίως σε επίπεδο αλληλουχίας, για να µελετήσουµε τις προσαρµογές του 

ενζύµου για τη λειτουργία του στη χαµηλή θερµοκρασία.   

Οι δύο χιτινάσες δεν φαίνονται να επηρεάζονται από την παρουσία ιόντων, έχουν 

βέλτιστο pH λειτουργίας µεταξύ 7,3 και 8 και το βέλτιστο ρυθµιστικό διάλυµα για τη 

δράση τους είναι το HEPES (20 mM, pH 7,3 – 8). Μετρήσεις της καµπύλης 

αποδιάταξης έδειξαν ότι οι δύο χιτινάσες ArChiA και ArChiB έχουν Tm 54,3 οC και 

54 οC αντίστοιχα, ενώ η SmChiA έχει Tm 64,2 οC. 

Η ανάλυση των κινητικών τους παραµέτρων έδειξε ότι τα ένζυµα αυτά παρουσιάζουν 

το κύριο χαρακτηριστικό των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων 

δηλαδή µειωµένη ενέργεια ενεργοποίησης. Ενδεικτικά παρατίθεται ο παρακάτω 

πίνακας που παρουσιάζει τις τιµές των σταθερών καθώς και τις αντίστοιχες τιµές για 

την SmChiA: 

Παράµετρος  ArChiA ArChiB SmChiA 
kcat (sec-1) 1,71 ± 0,3 1,35 ± 0,1 3,91 ± 0,1 
∆G#(kJ/mol) 69,2 ± 0,2 69,7 ± 0,2 67,2 ± 0,1 
Ea (kJ/mol) 62,6 ± 1,1 62,1 ± 1,1 76,7 ± 1,4 
∆H#(kJ/mol) 60,2 ± 1,1 59,7 ± 1,1 74,3 ± 1,4 
T∆S# (kJ/mol) -9 ± 1,3 -10 ± 1,3 7,1 ± 1,5 

Πίνακας 3. Φυσικοχηµικές παράµετροι των δύο χιτινασών από το ψυχρόφιλο 
στέλεχος. 

Οι παραπάνω τιµές µετρήθηκαν µε υπόστρωµα κολλοειδή χιτίνη και σε θερµοκρασία 

15 οC [147]. 
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Αλκαλική φωσφατάση.
Οι αλκαλικές φωσφατάσες (E.C. 3.1.3.1) είναι διµερή ένζυµα που υδρολύουν 

φωσφοµονοεστέρες παράγοντας είτε ανόργανο φωσφορικό οξύ και αλκοόλη (υδρόλυση), 

είτε µεταφέρουν το φωσφορικό σε άλλες οµάδες αλκοόλης (τρανσφωσφορυλίωση). 

Εµφανίζονται σε µεγάλο αριθµό οργανισµών, προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών [148]. Οι 

πρωτεΐνες αυτές χρειάζονται ιόντα Zn2+ και Mg2+ για τη λειτουργία, και την σταθεροποίηση 

τους [148-150]. 

Οι συγκρίσεις των αλληλουχιών των αλκαλικών φωσφατασών από διάφορους οργανισµούς 

έχουν δείξει ότι αν και οι οµοιότητες είναι µικρές (σε κάποιες περιπτώσεις <20%) υπάρχουν 

συγκεκριµένες περιοχές και κατάλοιπα που συντηρούνται (Εικόνα 20). 

Η δοµές αλκαλικών φωσφατασών που έχουν λυθεί [151-153] έχουν αποκαλύψει µια δοµή 

ενζύµου α/β τοπολογίας µε 10 β πεδία στο κέντρο που περιβάλλονται από 15 έλικες 

διαφόρων µεγεθών [151]. Κάθε µονοµερές εποµένως αποτελείται από µια βασική δοµική 

µονάδα (Εικόνα 13) η οποία περιέχει τρία ιόντα (δύο Zn2+, και ένα Mg2+). 

 

Εικόνα 13: Η δοµή του διµερούς της αλκαλικής φωσφατάσης της E.coli., µε στικτή γραµµή 
διαχωρίζονται οι δύο υποµονάδες. ∆ιακρίνονται και τα µόρια του υποστρώµατος και τα 
ιόντα (πράσινο χρώµα) µε χωροπληρωτικό µοντέλο (βέλη). 

Επιπλέον οι παραπάνω δοµές, ιδιαίτερα η πρώτη, έχουν δώσει εξήγηση για την συντήρηση 

αυτών των καταλοίπων καθώς και πληροφορίες για τον µηχανισµό δράσης των ενζύµων 

αυτών. 
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Στο ενεργό κέντρο της πρωτεΐνης εµφανίζονται τρεις θέσεις πρόσδεσης ιόντων (Μ1, Μ2, Μ3). 

Ιόντα Zn2+ βρίσκονται στις δύο πρώτες (Zn1, Zn2 αντίστοιχα) ενώ στην M3 παρουσιάζεται 

Mg2+. Για να προχωρήσει η κατάλυση χρειάζεται η παρουσία µετάλλου στη θέση Μ1 και 

ενισχύεται από το µέταλλο της θέσης Μ2 [154, 155]. 

Η πρώτη δοµή αλκαλικής φωσφατάσης που έγινε γνωστή και η διασαφήνιση του µηχανισµού 

δράσης αυτών των ενζύµων αναφέρεται στην αλκαλική φωσφατάση από E.coli  και η 

αρίθµηση των καταλοίπων αναφέρεται µε βάση την αλληλουχία αυτού του ενζύµου [151]. 

Η Ser 102 αποτελεί το βασικό καταλυτικό κατάλοιπο, το οποίο δρα ως πυρηνόφιλος 

υποκαταστάτης, φωσφορυλιώνεται δίνοντας ένα ενδιάµεσο προϊόν υποστρώµατος 

οµοιοπολικά συνδεδεµένου µε το ένζυµο (Ε-Ρ), που στη συνέχεια υδρολύεται δίνοντας ένα 

σύµπλοκο ενζύµου υποστρωµατος που όµως δεν είναι οµοιοπολικά συνδεδεµένα (Ε•Ρi). 

Παρουσία ενός δέκτη φωσφορικών όπως το Tris ή Αιθανολαµίνη το ένζυµο παρουσιάζει 

δράση τρανσφωσφορυλάσης µεταφέροντας το φωσφορικό στη αλκοόλη σχηµατίζοντας ένα 

νέο φωσφοµονοεστέρα (Εικόνα 14) [151, 156].  

E + R OP1 E-P

E•Pi E+Pi

E•R OP1

E•R OP2 E+R OP2

R OH1

R OH2

H O2

 

Εικόνα 14: ∆ιαγραµµατική απεικόνιση της πορείας της αντίδρασης της φωσφατάσης, 
διακρίνονται οι δύο πιθανές κατευθύνσεις της αντίδρασης. 

Μελέτες µε NMR έχουν δείξει ότι το τελευταίο στάδιο της αποµάκρυνσης του Pi από το 

ένζυµο αποτελεί και το βασικό στάδιο που καθορίζει την ταχύτητα της αντίδρασης.  

Το ιόν Zn2
2+ είναι τοποθετηµένο σε τέτοια θέση και συντονίζει το ΟΗ της Ser102, και την 

καθιστά έτοιµη για πυρηνόφιλη υποκατάσταση στο υπόστρωµα (Εικόνα 15). Το ιόν της 

θέσης Zn12+ παίζει διπλό ρόλο, συντονίζει το αρνητικά φορτισµένο φωσφορικό στο πρώτο 

στάδιο της αντίδρασης και κατόπιν ενεργοποιεί ένα µόριο H2O στο δεύτερο. Το ιόν Mg2+ 

παρουσιάζει οκταεδρική γεωµετρία που διατηρεί τη πλευρική οµάδα του Asp 51 σε τέτοια 

θέση που µπορεί να µεταφέρει ηλεκτρόνια µεταξύ του Mg2+ και Zn2
2+ κατά τη διάρκεια της 

αντίδρασης, εποµένως επιτρέπει στο ένζυµο να διατηρήσει τη δοµή που το καθιστά 

περισσότερο ενεργό, επιπλέον ενεργοποιεί ένα µόριο νερού που παίζει ρόλο βάσεως που 

ενεργοποιεί την Ser. Τα κατάλοιπα His 331, His 412 Asp 327 παίζουν ρόλο στον συντονισµό 

του Zn12+ (Εικόνα 15). Τα κατάλοιπα His 370, Asp 51, Asp 369 συντονίζουν το ιόν Zn2
2+ 

(Εικόνα 16) ενώ τέλος τα κατάλοιπα Asp 51, Glu 322, Thr 155 σχηµατίζουν τη σφαίρα 
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συντονισµού του ιόντος στη θέση M3 (Εικόνα 17) [151]. Η πορεία της αντίδρασης 

περιγράφεται στην Εικόνα 18. 

His331

Asp327

Zn1

His412
PO4

 

Εικόνα 15. Η σφαίρα συντονισµού του Zn12+ 

Η Arg 166 σταθεροποιεί το ενδιάµεσο προϊόν και αλληλεπιδρά µε το φωσφορικό. Τα 

κατάλοιπα Asp 101, Asp 153 και Lys 328 αλληλεπιδρούν µε το φωσφορικό είτε µέσω µορίων 

νερού είτε µέσω της Arg 166 [151].  

PO4

His370

Asp369

Asp51

Zn2

 

Εικόνα 16. Η σφαίρα συντονισµού του Zn2
2+. 

Οι αλκαλικές φωσφατάσες από θηλαστικά παρουσιάζουν αυξηµένη kcat 10 – 100 φορές σε 

σύγκριση µε την αλκαλική φωσφατάση από Escherichia coli. Μεταξύ των µορίων των 

αλκαλικών φωσφατασών δύο κατάλοιπα, τα Asp 153 και Lys 328 δεν εµφανίζονται 

συντηρηµένα. Στην περίπτωση των αλκαλικών φωσφατασών από θηλαστικά έχει προταθεί 

ότι η παρουσία καταλοίπων His στις δύο αυτές θέσεις παίζει σηµαντικό ρόλο στην αυξηµένη 

ειδική ενεργότητα αυτών των ενζύµων έναντι των αντίστοιχων από E.coli. [157].Μεταλλάξεις 

στην πρώτη έχουν δείξει ότι η αυξηµένη καταλυτική ενεργότητα των φωσφατασών από 

θηλαστικά µπορεί να οφείλεται και σε αυτή τη θέση. Όµως ο ρόλος αυτής της θέσης είναι 

πιο σύνθετος καθώς µετέχει στη σφαίρα συντονισµού του µετάλλου Μ3. Στην περίπτωση που 

στη θέση αυτή υπάρχει Asp η σφαίρα συντονισµού είναι κατάλληλη για το ιόν Mg2+ που 

απαιτείται για την κατάλυση ενώ όταν είναι His είναι κατάλληλη για το ιόν Zn2+ µε 
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αποτέλεσµα η συγκεκριµένη θέση να καταλαµβάνεται από ιόν Zn2+. Εποµένως για να 

περατωθεί η κατάλυση πρέπει να αντικατασταθεί από Mg2+, κατά συνέπεια η πρωτεΐνη 

υφίστανται δοµικές αλλαγές ώστε να σχηµατιστεί το σύµπλοκο µε το Mg2+, µε αποτέλεσµα 

την αποσταθεροποίηση του µορίου [158]. 

. 

w

w

w

Glu322

Thr155

Mg

Asp51

 

Εικόνα 17. Η σφαίρα συντονισµού  του Mg2+ 

Επιπλέον µε τα προαναφερθέντα πειράµατα µεταλλαξογένεσης που έχουν γίνει στην 

περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης από έντερο µόσχου, έχουν αποδώσει µέρος της 

αυξηµένης ειδικής ενεργότητας στην παρουσία κατάλοιπου Gly στην θέση 322 [152] στο 

συγκεκριµένο ένζυµο. Σε αντίστοιχες θέσεις σε άλλες πρωτεΐνες και στις προσαρµοσµένες σε 

χαµηλή θερµοκρασία δεν παρατηρείται Gly. Να σηµειωθεί όµως ότι αυτή η θέση βρίσκεται 

κοντά σε κατάλοιπα που συµµετέχουν στην κατάλυση και η αύξηση της τοπικής ευκαµψίας 

σε αυτή την περιοχή του µορίου, µέσω της παρουσίας Gly, ενδέχεται να ενισχύει την 

ενεργότητα του ενζύµου. 

Από τις συγκρίσεις αλληλουχιών αλκαλικών φωσφατασών έχει εντοπιστεί η παρουσία µίας 

µικρής δοµικής περιοχής µεταξύ των καταλοίπων 373 – 410 της E.coli η οποία 

χαρακτηρίζεται ως PQR [159, 160] και φαίνεται να παίζουν ρόλο στην αλληλεπίδραση µεταξύ 

των υποµονάδων που σχηµατίζουν το διµερές της αλκαλικής φωσφατάσης, ενώ φαίνεται να 

παίζει ρόλο και σε διάφορες καταλυτικές παραµέτρους και στην χωροθέτηση του ενζύµου. 
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Εικόνα 18: Ο µηχανισµός δράσης της αλκαλικής φωσφατάσης όπως προτείνεται [151] 
λαµβάνοντας υπόψη τα δοµικά χαρακτηριστικά της καταλυτικής περιοχής. Στο ελεύθερο 
ένζυµο (Ε) η περιοχή πρόσδεσης του υποστρώµατος περιέχει τρία µόρια νερού. Το 
υδροξύλιο της Ser102 σχηµατίζει ένα δεσµό υδρογόνου µε ένα υδροξύλιο συντονισµένο 
από το Mg2+. Ο σχηµατισµός του συµπλόκου ένζυµου-υποστρώµατος (E.ROP) 
περιλαµβάνει την αλληλεπίδραση του εστερικού οξυγόνου µε το Zn12+ και επιπλέον 
αλληλεπιδράσεις των λοιπών οξυγόνων του υποστρώµατος µε τον Zn2

2+ και την Arg166. Η 
Ser102 βρίσκεται αντιδιαµετρικά από την οµάδα που θα αποµακρυνθεί. Το υδροξύλιο που 
είναι συντονισµένο από το Mg2+ δρα σαν βάση και αποπρωτονιώνει την Ser102 και την 
ετοιµάζει για πυρηνόφιλη «επίθεση» στο άτοµο του φωσφόρου. Ο σχηµατισµός του 
οµοιοπολικού συµπλόκου ένζυµου – υποστρώµατος (Ε-Ρ) αντιστρέφει τη γεωµετρία του 
φωσφόρου και οδηγεί στην απελευθέρωση της οµάδας RΟ-, ένα πυρηνόφιλο υδροξύλιο 
συντονισµένο από το Zn12+ αλληλεπιδρά µε το E-P και σχηµατίζει το µή οµοιοπολικό 
σύµπλοκο ενζύµου υποστρώµατος (E.P) και προκαλεί µια δεύτερη αντιστροφή της 
γεωµετρίας του φωσφόρου. Το µόριο νερού που είναι συντονισµένο από το Mg2+ δρα σαν 
οξύ και πρωτονιώνει τη Ser102.  

Εφαρµογές της αλκαλικής φωσφατάσης 

Η αλκαλική φωσφατάση χρησιµοποιείται ευρέως σε τεχνικές µοριακής βιολογίας και 

ανοσοδιάγνωσης. Χρησιµοποιείται για αποφωσφορυλίωση των 5’ φωσφορυλιωµένων άκρων 

των µορίων DNA και RNA [161]. Στην περίπτωση αυτή είναι επιθυµητή η απενεργοποίηση 
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του ενζύµου ώστε να µην επηρρεάζει επόµενα στάδια που χρησιµοποιείται το δείγµα DNA. 

Έχουν γίνει αναφορές για την αποµόνωση και χαρακτηρισµό αλκαλικών φωσφατασών που 

παρουσιάζουν µεγάλη ευαισθησία στη θερµοκρασία και κατά συνέπεια τις καθιστά ελκυστικές 

για χρήση σε τεχνικές µοριακής βιολογίας [15, 162].  

Αλκαλική φωσφατάση από το ψυχρόφιλο στέλεχος TAB5. 

Η κλωνοποίηση και η αποµόνωση της αλκαλικής φωσφατάσης από το ψυχρόφιλο στέλεχος 

TAB5 (TAB5AP) έχει αναφερθεί [163]. Είναι µια πρωτεΐνη µε µοριακό βάρος 40.433 και 

µέγεθος 375 αµινοξέα και δεν φαίνεται να παρουσιάζει PQR δοµική περιοχή. Απαιτεί την 

παρουσία δισθενών ιόντων Zn2+ και Mg2+ για την λειτουργία της, και το βέλτιστο pH 

λειτουργίας είναι µεταξύ 8,5 και 10. Επειδή αποµονώνεται από το µεµβρανικό κλάσµα των 

κυττάρων E.coli και αυτό επιβάλλει την παρουσία TritonX 100 σε όλα τα στάδια καθαρισµού 

και χειρισµού του ενζύµου.  

Παρουσιάζει τυπικά χαρακτηριστικά προσαρµοσµένου σε χαµηλή θερµοκρασία ενζύµου, µε 

µειωµένη σταθερότητα σε σύγκριση µε αντίστοιχες µεσόφιλες πρωτεΐνες σε µέσες 

θερµοκρασίες (Εικόνα 19), και αυξηµένη ειδική ενεργότητα.  

Η ποικιλοµορφία που παρουσιάζεται στις θέσεις 153 και 328 (στην αρίθµηση της E.coli) µας 

επιτρέπει την εκλογικευµένη µετάλλαξη των θέσεων αυτών µε κατάλοιπα που εµφανίζονται 

σε φυσικές πρωτεΐνες και την πρόβλεψη και µελέτη της επίδρασης αυτών των καταλοίπων 

στην αλλαγή της τοπικής ευκαµψίας και στην εµφάνιση των χαρακτηριστικών των ενζύµων.  

Θερµοκρασία ( C)o

Σχ
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ικ
ή
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γό
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(%
) 100

80

60

40

20

010 30 50 70

 

Εικόνα 19. ∆ιάγραµµα σταθερότητας της TAB5AP (µαύρο) και της αλκαλικής φωσφατάσης 
από έντερο µόσχου (κόκκινο). Τα ένζυµα επωάστηκαν σε θερµοκρασίες 20 – 70 0C για 
15 min σε 1 Μ Diethanolamine/HCl pH 8,5 και 10 mM MgCl2 για την πρώτη και pH 9,8 και 
0,5 mM MgCl2. 
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ΥΥλλιικκάά κκααιι µµέέθθοοδδοοιι
Τα χρωµατογραφικά υλικά που χρησιµοποιήθηκαν (Q Sephahose fast flow, Phenyl Hi 

load) ήταν της εταιρείας PHARMACIA όπως και οι µάρτυρες µοριακού βάρους και 

ισοηλεκτρικού σηµείου που χρησιµοποιήθηκαν. Ο προσροφητής Mimetic blue agarose 

ήταν της εταιρείας AFFINITY CHROMATOGRAPHY Ltd (Cambridge). 

Τα χρωµατογραφικά υλικά που χρησιµοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια της Υγρής 

Χρωµατογραφίας Υψηλής Πίεσης (HPLC) και ο εξοπλισµός προµηθεύτηκαν από την 

εταιρεία WATERS ASSOCIATES. Η στήλη µ-Bondapak-NH2 αγοράστηκε από την ίδια 

εταιρεία ενώ η στήλη TSK-Amide-80 από την εταιρεία TOSOH-BIOSEP. Η επεξεργασία 

των χρωµατογραφηµάτων έγινε µε το πρόγραµµα Millenium Chromatography 

Manager v2.10 της WATERS ASSOCIATES. 

Όλες οι διαδικασίες κλωνοποίησης έγιναν µε τις συνήθεις µεθόδους [161]. Τα 

πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν, pBluescript KS, pRSETA, pET26b ανήκαν στην 

συλλογή πλασµιδίων του εργαστηρίου. Τα περιοριστικά ένζυµα NdeI, MscI, καθώς και 

η Vent πολυµεράση, τα διαλύµατα και τα dNTPs αγοράστηκαν από την NEW ENGLAND 

BIOLABS. Όλα τα υπόλοιπα ένζυµα αγοράστηκαν από την MINOTECH. Για την 

αποµόνωση DNA από πήκτωµα αγαρόζης χρησιµοποιήθηκε QIAquick (QIAGEN). Οι 

αντιδράσεις αλληλούχισης έγιναν στο εργαστήριο Μοριακής Εντοµολογίας του 

Ιντιτούτου Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας.  

Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε πηκτή ακρυλαµίδης 10 % σύµφωνα µε τη µέθοδο 

Laemmli [164]. Οι πρωτεΐνες εµφανίζονται χρησιµοποιώντας βαφή µε Coomassie 

Brilliant Blue R-250. Η µέτρηση της ποσότητας της πρωτεΐνης γίνεται 

χρησιµοποιώντας τη µέθοδο Bradford (BIORAD) µε βαθµονοµηµένη καµπύλη µε 

bovine serum albumin [165]. Η ηλεκτροφόρηση ισοηλεκτρικής εστίασης έγινε 

χρησιµοποιώντας έτοιµες πηκτές σε PhastSystem (PHARMACIA). Τα δείγµατα 

φορτώθηκαν στη πηκτή µε συσκευή εναπόθεσης δείγµατος (sample applicator). Οι 

πηκτές έτρεξαν για 1,5 ώρες σε θερµοκρασία 15 oC (2000 v, 2 mA, 3,5w). 

Μεταλλαξογένεση - Αντιδράσεις PCR
Οι αντιδράσεις PCR έγιναν σε Mastercycler gradient (EPPENDORF). Τα συνθετικά 

ολιγονουκλεοτίδια εκκινητές (primers) που χρησιµοποιήθηκαν παραγγέλθηκαν στο 

εργαστήριο ΜΙΚΡΟΧΗΜΕΙΑΣ του Ι.Τ.Ε.. Οι αλληλουχίες τους παρουσιάζονται στον 

παρακάτω πίνακα: 
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ArChiB - ArChiA 

Όνοµα 5’ – Αλληλουχία – 3’ 
ChiB forward  CTGCACCGCCCAACACCGC 
ChiB reverse GCAGGAATTCGATCTAGTT 
Α248Ε forward CTGCTAATCCTGAGGACATCGATGCAGGTGGC 
A248E reverse GCATCGATGTCCTCAGGATTAGCAGGCAGGAA 
G254P forward CGATGCAGGTCCCTGGGATGACCCTGCCAACT 
G254P reverse GTCATCCCAGGGACCTGCATCGATGTCCGCAG 
Cys56 forward CGGTAACATCTGCAACAACCAGACATTGACCTG 
Cys56 reverse TCTGGTTGTTGCAGATGTTACCGAAAGAGTAGT 
Cys79 forward CCCAACGGCTCCTGTGATGGCGCCGGCGATGCT 
Cys79 reverse GGCGCCATCACAGGAGCCGTTGGGACCGGTTCC 
G406Q forward TGTCAGCAAGCAGCTTGGCGGCGGCATGTGGT 
G406Q reverse CGCCGCCAAGCTGCTTGCTGACAATGTAGTCA 
G93P forward TTCGGCATGCCTTATGCGGCCGACAAGTCC 
G93P reverse GGCCGCATAAGGCATGCCGAAGTCTGCCCA 
N198K forward CGGGCACAAAGTCCGGTCTAGAAGGCAACG 
N198K reverse TTCTAGACCGGACTTTGTGCCCGGCCATTC 
∆175-183 forward AACTTCGAAATTTTTGACGGCATTGACAT 
∆175-183 reverse GTCAAAAATTTCGAAGTTTGGCAGGTTGC 

 

Αλκαλική φωσφατάση 

Όνοµα 5’ – Αλληλουχία – 3’ 
Nde forward GCTAGCATATGAAGCTTAAAAAAATT 
EcoRI reverse TTGAATTCGTTTATTGATTCCACTTTG 
Η135D forward  TCCTCCATTACAGATGCTACGCCTGCAAGT 
H135D reverse TGCAGGCGTAGCATCTGTAATGGAGGACGT 
W260K forward TCTCAAATAGATAAAGGTGGCCATGCAAAT 
W260K reverse TTGCATGGCCACCTTTATCTATTTGAGAAC 
W260H forward TCTCAAATAGATCATGGTGGCCATGCAAAT 
W260H reverse TTGCATGGCCACCATGATCTATTTGAGAAC 
A219N forward TTAGCGGATGAAAACATGCCTACTATGGAA 
A219N reverse  CCATAGTAGGCATGTTTTCATCCGCTAATA 
G261A forward CAAATAGATTGGGCTGGCCATGCAAATAAT 
G261A reverse TATTTGCATGGCCAGCCCAATCTATTTGAG 
G262A forward ATAGATTGGGGTGCCCATGCAAATAATGCA 
G262A reverse ATTATTTGCATGGGCACCCCAATCTATTTG 
Y269A forward TAATGCATCCGCTTTAATTTCTGAAATTAATG 
Y269A reverse TCAGAAATTAAAGCGGATGCATTATTTGCATG 

 

Οι µεταλλάξεις πραγµατοποιήθηκαν σε δύο κύκλους  PCR [166]. Στον πρώτο κύκλο 

πολλαπλασιάζονται τµήµατα από την αρχή του γονιδίου ως το σηµείο της 

µετάλλαξης, και από το σηµείο της µετάλλαξης ως το τέλος του γονιδίου. Στο 

δεύτερο κύκλο χρησιµοποιούνται σαν υπόστρωµα τα προϊόντα του προηγούµενου 

κύκλου και οι εξωτερικοί εκκινητές και το τελικό προϊόν αντιστοιχεί στο γονίδιο που 

φέρει τη µεταλλαγή. Οι αντιδράσεις που χρησιµοποιήθηκαν είχαν ως εξής: 
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Primer forward 25 pmol 
Primer reverse 25 pmol 
DNTPs 400 nmol 
Template 30 ng2 
Vent 10X 5 µl 
Vent 1 unit 
ddH2O Μέχρι συνολικό όγκο 50 µl 

 

Για την πραγµατοποίηση των αντιδράσεων χρησιµοποιήθηκαν οι παρακάτω 

συνθήκες: 

 ArChiB 

 Πρώτος κύκλος ∆εύτερος κύκλος  
2 min 95οC 95οC  
30 sec 95οC 95οC 
30 sec 50οC 45οC 
1 min 40 sec 72οC 72οC 30

 
κύ
κλ
οι

 

1 min 72οC 72οC  

Αλκαλική φωσφατάση 

 Πρώτος κύκλος ∆εύτερος κύκλος  
2 min 95οC 95οC  
30 sec 95οC 95οC 
30 sec 47οC 45οC 
1 min  72οC 72οC 30

 
κύ
κλ
οι

 

1 min 72οC 72οC  

Κλωνοποίηση
Στην περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης τα γονίδια – προϊόντα PCR 

κλωνοποιούνται σε φορέα pBluescript KS που έχει κοπεί µε EcoRV, και ελέγχονται µε 

αντίδραση αλληλούχισης για την επιβεβαίωση της ύπαρξης της µετάλλαξης. Για την 

αλληλούχιση της κατασκευής χρησιµοποιούνται οι συνήθεις εκκινητές για το 

pBluescript: Τ7 και Τ3. Κατόπιν µε διπλή πέψη NdeI – EcoRI, το ένθεµα – που 

αντιστοιχεί στο γονίδιο – αποµονώνεται και κλωνοποιείται σε φορέα pRSETA που έχει 

κοπεί µε αντίστοιχα ένζυµα. Το πλασµίδιο που προκύπτει ονοµάζεται κατά περίπτωση 

pRSETPho(mutation).  

Στην περίπτωση της ArChiΒ το προϊόν της αντίδρασης PCR κόβεται µε EcoRI, και 

κλωνοποιείται σε pET26b που έχει κοπεί µε MscI και EcoRI. Κατόπιν γίνεται 

αλληλούχιση για την επιβεβαίωση της παρουσίας της µετάλλαξης. Το πλασµίδιο που 

προκύπτει ονοµάζεται κατά περίπτωση pETChiB(mutation). 

Καλλιέργεια κυττάρων – αποµόνωση πρωτεϊνών
Για την αποµόνωση της ArChiB χρησιµοποιήθηκαν τα εξής διαλύµατα: 

2 Στο δεύτερο κύκλο χρησιµοποιούνται 30 ng από κάθε ένα από τα προϊόντα του πρώτου κύκλου. 
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Buffer ChiBstd   50mM HEPES pH 7,4. 
Buffer ChiBprec 1.0  50mM HEPES pH 7,4 + 1,0M (NH4)2SO4. 

 

Τα θρεπτικά υλικά που χρησιµοποιήθηκαν (Luria – Bertani, LB) περιείχαν αντιβιοτικό 

καναµυκίνη 50 mg/ml. 

Κύτταρα E.coli BL21(DE3) µετασχηµατίζονται µε το πλασµίδιο pETchiB και αφήνονται 

να µεγαλώσουν σε στερεή καλλιέργεια σε θερµοκρασία 30 οC. Μερικές αποικίες 

χρησιµοποιούνται για τον εµβολιασµό 200 ml υγρού θρεπτικού µέσου και η 

καλλιέργεια µεγαλώνει σε θερµοκρασία 20 οC µε έντονη ανάδευση. 50 ml από αυτή 

τη καλλιέργεια χρησιµοποιούνται σαν εµβόλιο σε 1 l θρεπτικού µέσου. Συνολικά 

εµβολιάζονται 4 l, και επωάζονται σε θερµοκρασία 20 οC µε έντονη ανάδευση. Σε 

OD600 ~ 0,6 – 0,8  η καλλιέργεια επάγεται µε 0,1 mM ισοπροπυλ-β-D-

θειογαλακτοπυρανοζίτη (IPTG). 

Όλες οι διαδικασίες για τον καθαρισµό της ArChiΒ γίνονται σε θερµοκρασία 8 οC. 

Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται 8-12 ώρες µετά την επαγωγή. Το υπερκείµενο, περιέχει 

την ενεργότητα της ArChiΒ και συγκεντρώνεται µέχρι τελικού όγκου 200 ml µε τη 

χρήση µονάδας υπερδιήθησης (MILLIPORE) µε PTGC µεµβράνες (10 kDa cutoff). 

Παράλληλα το συγκεντρωµένο δείγµα αραιώνεται σε ChiBstd και επανασυγκεντρώνεται 

ώστε το τελικό δείγµα να είναι διαλυµένο σε αυτό το ρυθµιστικό διάλυµα. Στο δείγµα 

προστίθεται (NH4)2SO4 µέχρι τελικής συγκέντρωσης 1,8 Μ και το δείγµα 

φυγοκεντρείται σε 10000 σαλ για 3 ώρες. Η πελέτα επαναδιαλύεται σε ChiBstd και 

κατόπιν προστίθεται (NH4)2SO4 σε τελική συγκέντρωση 1 Μ και το δείγµα 

φυγοκεντρείται σε 10000 σαλ για 3 ώρες. Το υπερκείµενο φορτώνεται σε στήλη 

Phenyl Hi Load (12.5 x 3.2cm, 50 ml) (PHARMACIA) που προηγουµένως έχει 

εξισορροπιστεί σε ChiBprec 1.0. Ακολουθεί απόπλυση µε 500 ml από το ίδιο διάλυµα και 

κλίση συγκέντρωσης από ChiBprec 1.0 προς ChiBstd συνολικού όγκου 250 ml. Κατόπιν 

εφαρµόζεται διάλυµα ChiBstd όγκου 500 ml. 

Τα κλάσµατα που περιέχουν την ενεργότητα της χιτινάσης αντιστοιχούν στο  ChiBstd 

ελέγχονται σε πήκτωµα SDS και συγκεντρώνονται µέχρι τελικού όγκου 2ml.  

Τα δείγµατα φυλάσσονται σε θερµοκρασία –20 οC µε 20 % γλυκερόλη, 0,5 mM EDTA 

και αναστολείς πρωτεασών PMSF, Leu peptine, Benzamidin. 

Η αποµόνωση της χιτινάσης Α (ArChiA) έχει αναφερθεί [146].  

Για την αποµόνωση της TAB5AP χρησιµοποιούνται τα παρακάτω διαλύµατα. 
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Buffer AP Tris-HCl 50mM, 10mM MgCl2, 0,001mM ZnCl2, Triton 0,2%, pH 7,6, 10 % γλυκερόλη  
Buffer APNaCl Tris-HCl 50mM, 10mM MgCl2, 0,001mM ZnCl2, Triton 0,2%, 1M NaCl, pH 7,6 
Buffer APphosphate Tris-HCl 50mM, 10mM MgCl2, 0,001mM ZnCl2, Triton 0,2%, 50mM K2HPO4 – KH2PO4  pH 7,6 

 

Ο φορέας  έκφρασης pRsetA (INVITROGEN) φέροντας το γονίδιο της αλκαλικής 

φωσφατάσης µετασχηµατίζει κύτταρα E.coli BL21(pLys). Για την υπερέκφραση της 

TAB5AP τα κύτταρα µεγαλώνουν σε 50 ml LB µε 150 µg/ml αµπικιλίνη στους 20 oC. 

Η καλλιέργεια αυτή χρησιµοποιείται σαν εµβόλιο για 500 ml LB που περιέχει επιπλέον 

10 mM MgSO4, 0,4 mM ZnSO4, 10 mM KCl, 150 µg/ml αµπικιλίνη. Η καλλιέργεια 

επάγεται µε IPTG 0,1 mM όταν OD600 ~ 0,8, η καλλιέργεια συνεχίζεται στους 20 oC 

µέχρι να φτάσει σε OD600 ~ 1,5-1,8. Τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση 

(SHARPLESS), και παγώνουν στους –70 oC.

Η διαδικασία καθαρισµού γίνεται σε θερµοκρασία 8 oC. Η παγωµένη πάστα κυττάρων 

ξεπαγώνει σε 10 ml ρυθµιστικού διαλύµατος 20 mM Tris-HCl, pH 7,6, 10 mM MgCl2, 

1 mM ZnCl2 10 mg/ml DNase, 0,3 mg/ml λυσοζύµης και 10 % γλυκερόλη. Μετά από 

1 ώρα επώαση στον πάγο το διάλυµα φυγοκεντρείται στους 4 oC για 20 min στις 

5000 x g ώστε να αποµακρυνθούν µεγάλα κυτταρικά θραύσµατα. Το κυτταρικό 

εκχύλισµα φυγοκεντρείται στις 105,000 x g και η πελέτα που αντιστοιχεί στις 

κυτταρικές µεµβράνες επαναδιαλύεται σε 20 mM Tris-HCl, pH 7,6, 10 mM MgCl2, 

1 mM ZnCl2, 0,2 M NaCl και 2 % TritonX-100. Το µίγµα εκχυλίζεται δυο φορές µε 

διαρκή και ήπια ανάδευση στους 4 oC για 4 ώρες, και το αδιάλυτο υλικό 

αποµακρύνεται µε φυγοκέντρηση στις 105,000 x g για 1 ώρα. Τα υπερκείµενα από τις 

δύο εκχυλίσεις τοποθετούνται µαζί και χρησιµοποιούνται για τον καθαρισµό της 

αλκαλικής φωσφατάσης. Το δείγµα αυτό αραιώνεται 10 φορές σε Buffer AP και 

φορτώνεται σε προσροφητή Q-Sepharose fast flow (12.5 x 3.2cm, 100ml) που έχει 

προηγουµένως εξισορροπιστεί στο ίδιο ρυθµιστικό. Η στήλη αποπλένεται µε το ίδιο 

ρυθµιστικό µέχρι που η απορρόφηση ήταν µηδενική. Ακολουθεί κλίση µε buffer AP - 

APphosphate (600 ml) και αµέσως ακολουθεί κλίση µε buffer AP – APNaCl (600 ml). Τα 

κλάσµατα (6ml) που περιέχουν την ενεργότητα της αλκαλικής φωσφατάσης 

αντιστοιχούν στα ~ 0,25-0,35 M NaCl συγκεντρώνονται σε ultrafiltration (AMICON) 

cell και ακολουθεί διάλυση σε buffer AP. Το δείγµα φορτώνεται σε προσροφητή 

Mimetic blue AP A6XL-Agarose (5,3 x 2,2, 20 ml) που έχει προηγουµένως 

εξισορροπιστεί στο ίδιο ρυθµιστικό. Η στήλη αποπλένεται µε το ίδιο ρυθµιστικό µέχρι 

που η απορρόφηση ήταν µηδενική. Ακολουθεί κλίση µε buffer AP – APNaCl  και κατόπιν 

µε AP - APphosphate (100 ml). Τα κλάσµατα (2 ml) που φέρουν ενεργότητα αλκαλικής 

φωσφατάσης αντιστοιχούν στα ~10 mM K2HPO4 – KH2PO4 , ελέγχονται σε πηκτή 
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ακρυλαµίδης  και συγκεντρώνονται και γίνεται διάλυση σε ρυθµιστικό που 

περιέχει10 mM Tris-HCl, pH 7,6, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM ZnCl2, 50 % 

γλυκερόλη. Τα καθαρισµένα ένζυµα αποθηκεύονται στους –20 oC.  

Ανίχνευση – µέτρηση ενεργότητας ενζύµων
Η µέτρηση της χιτινολυτικής ενεργότητας έγινε σε θερµοκρασία δωµατίου 

χρησιµοποιώντας 0,1 mM p-nitrophenyl-chitobiose (SIGMA) σαν υπόστρωµα ArChiA 

και 0,1 mM  p-νιτροφαίνυλ N,N’,N’’-τριακέτυλχιτοτριόζη (pNP-χιτοτριόζη) (SIGMA) σαν 

υπόστρωµα της ArChiB σε ρυθµιστικό διάλυµα ChiBstd. Το προϊόν της χιτινολυτικής 

δράσης, η απελευθέρωση p-νιτροφαινολυκής οµάδος δίνει χαρακτηριστικό κίτρινο 

χρώµα που µετριέται στα 405 nm. Ποιοτικές µετρήσεις ενεργότητας, για τον έλεγχο 

της παρουσίας χιτινολυτικής ενεργότητας χρησιµοποιήθηκε υπόστρωµα 0,01 mM  4-

µεθυλουµπελιφερυλ N,N’-διακετυλχιτοβιόζη (4-MU-χιτοβιόζη) σαν υπόστρωµα ArChiA 

και 4- µεθυλουµπελιφερυλ N,N’,N’’- τριακέτυλχιτοτριόζη (4-MU- χιτοτριόζη) (SIGMA), 

σαν υπόστρωµα της ArChiB σε ChiBstd. Η υδρόλυση αυτών των υποστρωµάτων 

οδηγεί σε απελευθέρωση της φθορίζουσας ουσίας 4-methylumbelliferone η οποία 

ανιχνεύεται στο υπεριώδες. 

Η ενεργότητα της αλκαλικής φωσφατάσης µετράται φωτοµετρικά χρησιµοποιώντας 

p-νιτροφαινυλφωσφορικό (pNPP) σαν υπόστρωµα. Η απελευθέρωση του προϊόντος 

p-νιτροφαινόλης σαν αποτέλεσµα της δράσης της αλκαλικής φωσφατάσης 

παρακολουθείται στα 405 nm.  Η αντιδράση γίνεται σε διάλυµα 1 M ∆ιαιθανολαµίνη-

HCl pH 10, 10 % glycerol, 10 mM MgCl2, 1 mM ZnCl2, and 10 mM pNPP στους 20 oC. 

Η ενεργότητα των χιτινασών σε πηκτή ακρυλαµίδης µετρήθηκε στο εργαστήριο 

Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας Φυτών του καθ. Bruno Moerschbacher στο 

Πανεπιστήµιο του Muenster. 

Πηκτές ακρυλαµίδης απο ηλεκτροφόρηση IEF, επωάστηκαν σε 0,1 M CH3COONa pH 

5,0 για 5 min. Οι πηκτές καλύφθηκαν µε νέες πηκτές 10 % πολυακρυλαµίδης που 

περιέχουν 0,04 % γλυκολ χιτίνης, ή χιτίνης (οι πηκτές ήταν προσφορά του καθ. Alain 

Domard (Πανεπιστήµιο Claude Bernard στη Λυών)). Οι πηκτές επωάστηκαν στους 

40 οC για 1,5 ώρες. Οι υπερκείµενες πηκτές επωάστηκαν σε διάλυµα 0,01 % (w/v) 

ενίσχυτικού φθορισµού 28, σε 500 mM Tris pH 8,9 για 5 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε νερό σε θερµοκρασία δωµατίου σε 

σκοτεινό θάλαµο για 16 ώρες. Η δράση χιτινάσης εµφανίζεται σαν ζώνη στην πηκτή 

όταν αυτή τοποθετηθεί πάνω σε λάµπα υπεριώδους.  
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Μετρήσεις κινητικών παραµέτρων
Οι κινητικές παράµετροι των ενζύµων µετρήθηκαν σε εύρος θερµοκρασιών 12 oC – 

30 oC. Το πρόγραµµα Hyper.exe (v 1.01) χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό των 

παραµέτρων vmax και Km.  

Αναφορικά στην περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης οι τιµές kcat υπολογίστηκαν 

από τις τιµές της vmax χρησιµοποιώντας σαν µοριακό βάρος την τιµή 76.122 (τιµή που 

αντιστοιχεί στο διµερές). Όλες οι τιµές µετρήθηκαν εις τριπλούν και οι αποκλίσεις δεν 

υπερβαίνουν το 10 %. 

Οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν χρησιµοποιώντας σαν διάλυµα 40 mM Γλυκίνη, 

10 mM MgCl2, 1 mM ZnCl2, 0,2 % TritonX100, 20 % glycerol, pH 10,0,  ενώ για την 

περίπτωση που χρησιµοποιήθηκε διάλυµα σαν δέκτης φωσφορικής οµάδας 

χρησιµοποιήθηκε διάλυµα 1 M Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM ZnCl2, 0,2 % 

TritonX100, 20 % γλυκερόλη, pH 8,8. 

Στην περίπτωση της ArChiB οι τιµές kcat υπολογίστηκαν από τις τιµές vmax 

χρησιµοποιώντας ως µοριακό βάρος την τιµή 56.640. Σαν διάλυµα χρησιµοποιήθηκε 

το ChiBstd. 

Οι µετρήσεις έγιναν µε τη χρήση του µηχανήµατος FLUOSTAR (BMG LABORATORIES) 

Μοντέλα δοµών πρωτεϊνών
Το τρισδιάστατο µοντέλο της TAB5AP βασίστηκε στη δοµή της µεταλλαγµένης E.coli 

αλκαλικής φωσφατάσης D153H (pdb:2anh) [150], επειδή στοιχίσεις αλληλουχίας 

υπέδειξαν ότι τα δύο µόρια εµφάνιζαν το κατάλοιπο His στη θέση 153 (αρίθµηση 

E.coli) που παίζει σηµαντικό ρόλο στη λειτουργία και δοµή του ενζύµου. Οι δύο 

αλκαλικές φωσφατάσες εµφανίζουν µια συνολική οµοιότητα της τάξης του 33% και 

κατά συνέπεια µπορεί να κατασκευαστεί µοντέλο τουλάχιστον για την βασική δοµή 

της πρωτεΐνης µε αρκετή αξιοπιστία. 

Το µοντέλο κατασκευάστηκε µε τη χρήση του προγράµµατος Modeler V3.0 [167] σε 

ένα SILICON GRAPHICS INDIGO2 workstation µε λειτουργικό σύστηµα IRIX 6.2. Οι 

δοµές των πρωτεϊνών προβάλλονται και µελετώνται µε τη χρήση του προγράµµατος 

RASMOL [168]. Οι ατοµικές επαφές των µοντέλων υπολογίστηκαν και µελετήθηκαν 

µε τη χρήση του προγράµµατος CONTACTS της οµάδας εφαρµογών CCP4 [169]. ∆εν 

επιχειρήθηκε να σχηµατιστεί µοντέλο της αλκαλικής φωσφατάσης σε διµερή µορφή 

καθώς δεν υπήρξαν βιοχηµικά δεδοµένα που να υποστήριζαν την ύπαρξη του 

ενζύµου στη µορφή αυτή [163]. 
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ArChiB : ------------------------------------------------------------ : -
SmChiA : AAPGKPTIAWGNTKFAIVEVDQAATAYNNLVKVKNAADVSVSWNLWNGDTGTTAKILLNG : 60

ArChiB : ------------------------------------------------------------ : -
SmChiA : KEAWSGPSTGSSGTANFKVNKGGRYQMQVALCNADGCTASDATEIVVADTDGSHLAPLKE : 120

ArChiB : -------------GYRNVGYFAQWGVYGRAFQAKQLDVSGTAKNLTHINYSFGNINNQT- : 46
SmChiA : PLLEKNKPYKQNSGKVVGSYFVEWGVYGRNFTVDKI----PAQNLTHLLYGFIPICGGNG : 176

ArChiB : -LTCFMANKAQGTGPN-GSDGAGDAWADFGMGYAADKSVSGKADTWEYPLAGSFNQLKQL : 104
SmChiA : INDSLKEIEGSFQALQRSCQGREDFKISIHDPFAALQKAQKGVTAWDDPYKGNFGQLMAL : 236

ArChiB : KAKNPKLKVMISLGGWTWSKNFSKAAATEQSRQKLVSSCIDLYIKGNLPNFEGRGGAGAA : 164
SmChiA : KQAHPDLKILPSIGGWTLSDPFFF-MGDKVKRDRFVG-----SVKEFLQTWK-------- : 282

ArChiB : AGIFDGIDIDWEWPGTNSGLEGNGVDTFNDRANFKALLAEFRKQLDAYGSTNNKKYVLSA : 224
SmChiA : --FFDGVDIDWEFPGGKGANPNLGSP--QDGETYVLLMKELRAMLDQLSTETGRKYELTS : 338

ArChiB : FLPANPADIDAGGWDDPANFKSLDFGSIQGYDLHGAWNPTLTGHQANLYDDPADPREPSK : 284
SmChiA : AISAGKDKIDKVAYNVAQ--NSMDHIFLMSYDFYGAFDLKNLGHQTAL-NAPA--WKPDT : 393

ArChiB : KFSADKAVKKYLAAGIDPKQLGLGLAAYGRGWTGAKN----VSPWGPATDGAPGTYEKAN : 340
SmChiA : AYTTVNGVNALLAQGVKPGKIVVGTAMYGRGWTGVNGYQNNIPFTGTATGPVKGTWENGI : 453

ArChiB : EDYDKLKTL-----GTDHYDAATGSAWRYDGT--QWWSYDNIATTKQKTDYIVSKGLGGG : 393
SmChiA : VDYRQIAGQFMSGEWQYTYDATAEAPYVFKPSTGDLITFDDARSVQAKGKYVLDKQLGGL : 513

ArChiB : MWWELSGDRNGELVGAMSDKFRAAAP : 419
SmChiA : FSWEIDAD-NGDILNSMNASLGNSAG : 538

2anha : MPVLENRAAQGDITAPGGARRLT-GDQTAALRDSLSDKPAKNIILLIGDGMGDSEITAAR : 59
Tab5 : -----MKLKKIVFT-LIALGLFSCKTTSVLVKNEPQLKTPKNVILLISDGAGLSQISSTF : 54

2anha : NYAEGAGGFFKGIDALPLTGQYTHYALNKKTGKPDYVTDSAASATAWSTGVKTYNGALGV : 119
Tab5 : YFK----------EGTPNYTQFKNIGLIKTSSSREDVTDSASGATAFSCGIKTYNAAIGV : 104

2anha : DIHEKDHPTILEMAKAAGLATGNVSTAELQHATPAALVAHVTSRKCYGPSATSEKCPGNA : 179
Tab5 : ADDSTAVKSIVEIAALNNIKTGVVATSSITHATPASFYAHALNRGL-------------- : 150

2anha : LEKGGKGSITEQLLNARADVTLGGGAKTFAETATAGEWQGKTLREQAQARGYQLVSDAAS : 239
Tab5 : -----EEEIAMDMTESDLDFFAGGGLNYFTKR-------KDKKDVLAILKGNQFTINTTG : 198

2anha : LNSVTEANQQKPLLGLFADGNMPVRWLGPKATYHGNIDKPAVTCTPNPQRNDSVPTLAQM : 299
Tab5 : LTDFSSIASNRKMGFLLADEAMPTMEKGR------------------------GNFLSAA : 234

2anha : TDKAIELLSKNEKGFFLQVEGASIDKQDHAANPCGQIGETVDLDEAVQRALEFAKKEGNT : 359
Tab5 : TDLAIQFLSKDNSAFFIMSEGSQIDWGGHANNASYLISEINDFDDAIGTALAFAKKDGNT : 294

2anha : LVIVTADHAHASQIVAPDTKAPGLTQALNTKDGAVMVMSYGNSEEDSQEHTGSQLRIAAY : 419
Tab5 : LVIVTSDHETGGFTLAAKKNKREDGSEYSDYTEIGPTFSTG-------GHSATLIPVFAY : 347

2anha : GPHAANVVGLTDQTDLFYTMKAALGLK- : 446
Tab5 : GPGSEEFIGIYENNEIFHKILKVTKWNQ : 375

Εικόνα 21: Στοίχιση της ArChiB και της χιτινάσης της SmChiA που χρησιµοποιήθηκε 
στη δηµιουργία του µοντέλου, καθώς και των δύο φωσφατασών. 

Το τρισδιάστατο µοντέλο της ArChiB κατασκευάστηκε µόνο για τη καταλυτική δοµική 

υποµονάδα και βασίστηκε στη δοµή της χιτινάσης Α από το βακτήριο S.marcesens 

[106]. Οι δύο πρωτεΐνες παρουσιάζουν συνολικά οµολογία της τάξης του 33 % στα 

καταλυτικά domains καθιστώντας ικανή την κατασκευή ενός εν γένει αξιόπιστου 

µοντέλου δοµής. Το µοντέλο κατασκευάστηκε κάνοντας χρήση της web υπηρεσίας 

Swiss Model [170] και χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα SwissPDB [170] για την 

εµφάνιση και βελτίωση των µοντέλων.  
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Και στις δύο περιπτώσεις για την κατασκευή του µοντέλου χρησιµοποιήθηκαν 

περιοχές µήκους µεγαλύτερου από 10 κατάλοιπα, του µορίου, που παρουσίαζαν 

οµοιότητα µε τη γνωστή µεγαλύτερη από 50 %. Στη συνέχεια µικρές περιοχές 

ελεύθερης δοµής προστίθενται στο µοντέλο είτε µε απευθείας τοποθέτηση 

αντίστοιχων τέτοιων περιοχών από γνωστές δοµές και µε ελαχιστοποίηση ενέργειας. 

Περαιτέρω βελτιστοποίηση του τελικού µοντέλου έγινε χρησιµοποιώντας το 

πρόγραµµα XPLOR [171] και η αξιολόγηση των µοντέλων έγινε µε τη χρήση του 

προγράµµατος PROCHECK [172]. Οι στοιχίσεις των αλληλουχιών των 

προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία πρωτεϊνών µε τις πρωτεΐνες των οποίων 

οι δοµές είναι γνωστές παρουσιάζονται στην Εικόνα 21. 

Σταθερότητα πρωτεϊνών
Για να µετρηθεί η θερµική σταθερότητα της TAB5AP και των µεταλλάξεων αυτής, 

δείγµατα  επωάστηκαν στους 50 oC σε ένα ρυθµιστικό διάλυµα 1 M ∆ιαιθανολαµίνη 

pH 10,0, 10 mM MgCl2, 1 mM ZnCl2 και 10 % γλυκερόλη για διαφορετικές χρονικές 

περιόδους και κατόπιν επωάστηκαν σε πάγο για 30 min. Η εναποµένουσα ενεργότητα 

µετρήθηκε όπως αναφέρεται παραπάνω. Οι τιµές που αναφέρονται αποτελούν το 

µέσο όρο 3 µετρήσεων και οι αποκλίσεις δεν υπερβαίνουν το 10 %. 

Για να µετρηθεί η θερµική σταθερότητα της ArChiB και των µεταλλάξεων αυτής 

δείγµατα 1,5 µg των καθαρών πρωτεϊνών (0,1 µg/µl) επωάστηκαν στους 45 oC, σε 

ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM HEPES pH 7,3 για χρονικές περιόδους 30 min και 60 min 

και κατόπιν τοποθετήθηκαν στον πάγο για 30 min. Η εναποµένουσα ενεργότητα 

µετρήθηκε όπως αναφέρεται παραπάνω. Οι τιµές που αναφέρονται αποτελούν το 

µέσο όρο 5 µετρήσεων και οι αποκλίσεις δεν υπερβαίνουν το 8 %. 

Η σταθερότητα της ArChiB και των µεταλλάξεων αυτής µετρήθηκαν 

φασµατοφθορισµετρικά και µε διαφορική θερµιδοµετρία στο εργαστήριο Βιοχηµείας 

του Ινστιτούτου Χηµείας του Πανεπιστηµίου της Λιέγης από τον Dr George Feller. 

Η επαγόµενη από τη θερµοκρασία αποδιάταξη των πρωτεϊνών µετρήθηκε και 

καταγράφηκε παρακολουθώντας τον φθορισµό των δειγµάτων χρησιµοποιώντας 

φασµατοφθορισµόµετρο SML-AMINCO Model 8100 (SPECTRONIC INSTRUMENTS) σε 

µήκος κύµατος διέγερσης 280 nm και εκποµπής στα 340 nm. Για να περιοριστεί η 

λεύκανση των δειγµάτων (photobleaching), η δίοδος διέγερσης (excitation bandpass) 

κρατήθηκε στο 1 nm (4 nm για την εκποµπή) και κλείνονταν µεταξύ των 

καταγραφών. ∆είγµατα (1 ml) σε ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM HEPES, pH 7,3 
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ρυθµίστηκαν ώστε A280 = 0,1 και θερµάνθηκαν στην κυψελίδα του οργάνου µε ρυθµό 

2 oC/min χρησιµοποιώντας προγραµµατιζόµενο υδατόλουτρο Lauda Ecoline RE306. Η 

θερµοκρασία του δείγµατος καταγράφηκε στην κυψελίδα από ένα διµεταλλικό 

έλασµα χαλκού – κονσταντανίου συνδεδεµένου µε ένα βαθµονοµηµένο ψηφιακό 

θερµόµετρο (THERMO ELECTRIC). Τα δεδοµένα οµαλοποιήθηκαν χρησιµοποιώντας τις 

κλίσεις της βασικής γραµµής πριν και µετά τη µετάπτωση [173]. 

Η διαφορική θερµιδοµετρία (DSC) έγινε σε συσκευή MicroCal MSC-DSC  σε ρυθµό 

σάρωσης 60 K h-1 σε ατµόσφαιρα αζώτου µε πίεση 2 Atm. Τα δείγµατα αφήνονταν σε 

διάλυση µε το ρυθµιστικό διάλυµα HEPES 50 mM, pH 7,5 για 16 ώρες. Το ίδιο 

ρυθµιστικό χρησιµοποιήθηκε στην κυψελίδα αναφοράς και για τον προσδιορισµό της 

βασικής γραµµής του ρυθµιστικού διαλύµατος. Οι καµπύλες αποδιάταξης αναλύθηκαν 

µε το πρόγραµµα MicroCal Origin v 2.9.  

Ανάλυση αµινοτελικού άκρου πρωτεϊνών
Οι πρωτεΐνες αλληλουχίθηκαν στο αµινοτελικό άκρο χρησιµοποιώντας αυτόµατο 

όργανο πεπτιδικής αλληλούχισης ABI 476A (APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA) µε 

on-line ανιχνευτή των PTH-amino acids. 

Φασµατοµετρία µάζας
Οι ανάλυσες φασµατοµετρίας µάζας έγιναν σε ένα οργανο Q-TOF hybrid quadrupole-

Time-of-Flight (MICROMASS, Manchester, UK) εξοπλισµένο µε πηγή nano-electrospray. 

5 µl από διάλυµα πρωτεΐνης 1 pmol/µl σε ακετονιτρίλιο/0,1 % φορµικό οξύ σε νερό 

(1:1) φορτώθηκε σε τριχοειδές borosilicated καλυµµένο µε Au/Pd (PROTANA, Odense, 

Dk) στο οποίο εφαρµόστηκε 1,1 kV. Τα φάσµατα λήφθηκαν στη διάρκεια 3 min. Το 

όργανο βαθµονοµήθηκε χρησιµοποιώντας µυογλοβίνη αλόγου πριν τη µέτρηση. 

Χρωµατογραφία υψηλής πίεσης (HPLC)
Η ανάλυση των υποστρωµάτων των χιτινασών ArChiA και ArChiB έγινε µε τη χρήση 

HPLC (Controller WATERS 600/Detector WATERS 480).Ο διαχωρισµός έγινε 

χρησιµοποιώντας διάλυµα ddH2O/ακετονιτριλίου (25:75), σε ροή 3 ml/min και η 

πίεση ήταν ~1300 psi και η ανίχνευση έγινε στα 210 nm. Η στήλη που 

χρησιµοποιήθηκε ήταν η µBondapak NH2, 125 Å, 10 µm (3,9 x 300 mm)(WATERS). 

H ανάλυση των ανωµερών των ολιγοσακχαριτών έγινε χρησιµοποιώντας στήλη 

TSK Amide 80 (TOSOH BIOSEP) χρησιµοποιώντας διάλυµα ddH2O/ ακετονιτριλίου 

(20:80), σε ροή 1 ml/min και η πίεση ήταν ~1500 psi και η ανίχνευση έγινε στα 

210 nm 
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Τα υποστρώµατα Ν-ακετυλγλυκοσαµίνη (GlcNAc, µονοµερές), GlcNAc2 (διµερές), 

GlcNAc3 (τριµερές), GlcNAc4 (τετραµερές), GlcNAc5 (πενταµερές), GlcNAc6 (εξαµερές) 

αγοράστηκαν από τη SIGMA και η καθαρότητα τους ελέγχθηκε µε HPLC πριν από κάθε 

χρήση. Η πολυ Ν-ακετυλγλυκοσαµίνη ήταν προσφορά του κου Βουρνάκη. Η 

κολλοειδής χιτίνη προετοιµάστηκε από χιτίνη [174].  

Για την εύρεση των µικρότερων υποστρωµάτων που αναγνωρίζουν τα ένζυµα 

δείγµατα 1 µg πρωτεΐνης (ArChiA και ArChiB) επωάστηκαν µε 10 µg υπόστρωµα κάθε 

φορά σε ρυθµιστικό 5 mM HEPES pH 7,3 και σε τελικό όγκο 30 µl για 1 ώρα και 

16 ώρες. Για την µελέτη της πορείας της αντίδρασης πρωτεΐνης – εξαµερούς 

χρησιµοποιήθηκαν 0,5 µg πρωτεΐνης και 100 µg εξαµερους σε ρυθµιστικό 5 mM 

HEPES pH 7,3 και σε τελικό όγκο 150 µl. Από αυτή την αντίδραση λαµβάνονταν 

δείγµατα όγκου 30 µl σε χρόνους 0, 15, 30, 45, 60 min τα οποία φορτώνονταν στην 

στήλη αµέσως. 25 µg κολλοειδούς χιτίνης και πολυ Ν – ακέτυλ γλυκοζαµίνης 

επωάστηκαν για 26 ώρες µε 1 µg ενζύµου σε αντιδράσεις όγκου 100 µl. 30 µl από 

αυτή την αντίδραση φορτώνονται στη κολόνα.  

Ο χρόνος έκλουσης κάθε υποστρώµατος ελέγχθηκε φορτώνοντας δείγµα 10 µg του 

κάθε σακχάρου σε ρυθµιστικό 5 mM HEPES pH 7,3 και σε τελικό όγκο 30 µl.  

Επίδραση των χιτινασών στην ανάπτυξη µυκήτων
Σαν µύκητας µοντέλο χρησιµοποιήθηκε ο µύκητας Botrytis cinerea strain 309. Η 

µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για να ανιχνευθούν οι επιδράσεις των ενζύµων στην 

ανάπτυξη του µύκητα έχει περιγραφεί [175, 176].  

Οι αντιδράσεις έγιναν σε πλάκες ELISA και κάθε αντίδραση έγινε σε τρία πηγάδια. Για 

έλεγχο προστέθηκαν σε κάθε πηγάδι 30 µl PDB, 30 µl ddH2O, 30 µl Na2PO4 0,1 M pH 

6,7 και 10 µl σπόρια του µύκητα διαλυµένα σε 20 mM γλυκόζη και 20 mM KH2PO4. 

Σαν τυφλό χρησιµοποιήθηκε η παραπάνω σύσταση όπου τα σπόρια έχουν 

αντικατασταθεί από νερό.  

Για τον έλεγχο της επίδρασης των χιτινασών σε καθε πηγάδι προστέθηκαν 30 µl PDB, 

30 µl Na2PO4 0,1 M pH 6,7 και 10 µl σπόρια του µύκητα διαλυµένα σε 20 mM 

γλυκόζη και 20 mM KH2PO4 και ποσότητα της χιτινάσης ώστε κατά περίπτωση να 

υπάρχουν 50, 100, 200 και 400 µg πρωτεΐνης. Το υπόλοιπο συµπληρώνεται µε 

ddH2O. 
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ΑΑπποοττεελλέέσσµµαατταα

Χιτινάσες

Χαρακτηρισµός δραστικότητας των χιτινασών ArChiA και ArChiB σε 

υποστρώµατα χιτίνης. 

Οι δυο προσαρµοσµένες σε χαµηλή θερµοκρασία χιτινάσες, µελετήθηκαν 

προκειµένου να αποκαλυφθεί η προτίµηση τους σε υποστρώµατα και ο µηχανισµός 

µε τον οποίο αναγνωρίζουν το υπόστρωµα χιτίνης. Πιο συγκεκριµένα ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η ανεύρεση των υποστρωµάτων ελαχίστου βαθµού πολυµερισµού που 

απαιτούν αυτά τα ένζυµα και η δράση τους επάνω στο µόριο της χιτίνης, δηλαδή αν 

δρουν σαν εξοχιτινάσες ή ενδοχιτινάσες και στην πρώτη περίπτωση ποιο είναι το 

άκρο από το οποίο αναγνωρίζεται το υπόστρωµα και η κατεύθυνση της υδρόλυσης 

του. 

Όπως έχει αναφερθεί το µέγεθος του υποστρώµατος που αναγνωρίζει ένα 

χιτινολυτικό ένζυµο και η πολικότητα µε την οποία το ένζυµο υδρολύει το 

υπόστρωµα εξαρτάται από δοµικά χαρακτηριστικά του ενζύµου και κατά συνέπεια 

από την αλληλουχία του ενζύµου. Οι δύο προσαρµοσµένες σε χαµηλή θερµοκρασία 

χιτινάσες στοιχήθηκαν µε τις δύο χιτινάσες από S.marsescens και τη χεβαµίνη 

προκειµένου να αποκαλυφθούν οµοιότητες µε κάθε µια στην περιοχή πρόσδεσης του 

υποστρώµατος +2 (Εικόνα 22) και στην περιοχή -4 (Εικόνα 23). 

SmChiA : --PAQNLTHLLYGFIPICGGNGINDSLKEIEGSFQALQRSCQGREDFKISIH--DPFAAL : 212
SmChiB : A-KAKQLTHINFSFLDINSN--------------------------LECAWDPATND--A : 67
Hevamin : TCSTRKYSYVNIAF---------------------------------------------- : 32
ArChiB : SGTAKNLTHINYSFGNINNQTLTCFMANKAQGT----------GPNGSDGAGDAWADFGM : 107
ArChiA : DIPWKKLSHINYAFAHIDKN-------N-------------------KVSVGAETPGNAA : 204

Εικόνα 22: Στοίχιση των ArChiA και ArChiB µε τις SmChiA, SmChiB και χεβαµίνη 
στην περιοχή της θέσης πρόσδεσης +2. Η στοίχιση έχει βασιστεί στη δοµική 
στοίχιση των SmChiA, SmChiB και χεβαµίνης και την προσθήκη σε αυτή των 
ArChiA και ArChiB µε τον αλγόριθµο CLUSTAL. 

SmChiA : I-PFTGTATGPVK-----------------GTWENGIVDYRQIAGQFMS----- : 465
SmChiB : NGGQYSSHSTPGEDPYPSTDYWLVGCEECVRDKDPRIASYRQLEQMLQGN---- : 350
Hevamine : ------------------------------------------------------ : 000
ArChiB : VSPWGPATDGAPG------------------TYETANEDYDKLKT--------- : 380
ArChiA : TGPKAGGNSKCGDGAGGIDNLWHDSDPMGGELAAGANPIWHVLNLQKGVVGDYA : 533

Εικόνα 23: Στοίχιση των ArChiA και ArChiB µε τις SmChiA, SmChiB και χεβαµίνη 
στην περιοχή της θέσης πρόσδεσης -4. Η στοίχιση έχει βασιστεί στη δοµική 
στοίχιση των SmChiA, SmChiB και χεβαµίνης και την προσθήκη σε αυτή των 
ArChiA και ArChiB µε τον αλγόριθµο CLUSTAL. 

∆ιακρίνουµε ότι η SmChiA παρουσιάζει οµοιότητες µε την ArChiB ενώ η SmChiB 

παρουσιάζει οµοιότητες µε την ArChiA.  
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Η δράση των δυο χιτινασών µελετήθηκε απέναντι σε υπόστρωµα κολλοειδούς χιτίνης 

και, προκειµένου να αποκαλυφθεί ο τρόπος δράσης τους απέναντι σε φυσικά 

υποστρώµατα. Στην Εικόνα 24 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της ανάλυσης των 

παραγόµενων ολιγοσακχαριτών από την δράση των χιτινασών σε πολυ – Ν-

ακετυλγλυκοσαµίνη (ταυτόσηµα αποτελέσµατα ήταν και στην περίπτωση της 

κολλοειδούς χιτίνης). Η ArChiA µετά από πολύωρη επώαση παράγει µικρές ποσότητες 

ολιγοσακχαριτών ενώ η ArChiB σχεδόν αποκλειστικά διµερές.  
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Εικόνα 24: Επώαση πολυ Ν – ακετυλγλυκοσαµίνης µε ArChiA µετά από 2 και 26 
ώρες (2 και 3), µε ArChiB µετά από 2 και 26 ώρες (4 και 5). Η έκλουση των 
προτύπων διαλυµάτων ολιγοσακχαριτών παρουσιάζεται στο (1).  

Η δράση της ArChiΑ µελετήθηκε απέναντι σε υποστρώµατα ολιγοσακχαριτών ύστερα 

από επώαση 1 ώρας (Εικόνα 25) και 20 ωρών (Εικόνα 26). Το ένζυµο αυτό δεν 

αναγνωρίζει το διµερές χιτίνης, ενώ και το τριµερές το αναγνωρίζει και το υδρολύει 

µόνο µετά από πολύωρη επώαση. Το ένζυµο αναγνωρίζει ολιγοσακχαρίτες 
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µεγαλύτερους από τριµερές και τους υδρολύει παράγοντας διµερή από το τετραµερές 

και διµερή και τριµερή από τα υπόλοιπα υποστρώµατα.  
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Εικόνα 25: Χρόνοι έκλουσης ολιγοσακχαριτών µετά από επώαση µε την ArChiA για 
1 ώρα. (1) έκλουση πρότυπων διαλυµάτων ολιγοσακχαριτών, στην κορυφή 
αναγράφονται τα αντίστοιχα ολιγοµερή, (2) επώαση διµερούς, (3) επώαση 
τριµερούς, (4) επώαση τετραµερούς, (5) επώαση πενταµερούς, (6) επώαση 
εξαµερούς. 
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Εικόνα 26: Χρόνοι έκλουσης ολιγοσακχαριτών µετά από επώαση µε την ArChiA για 
20 ώρες. (1) έκλουση πρότυπων διαλυµάτων ολιγοσακχαριτών, στην κορυφή 
αναγράφονται τα αντίστοιχα ολιγοµερή, (2) επώαση διµερούς, (3) επώαση 
τριµερούς, (4) επώαση τετραµερούς, (5) επώαση πενταµερούς, (6) επώαση 
εξαµερούς. 

Το ένζυµο επωάστηκε µε εξαµερές και η αντίδραση παρακολουθήθηκε καθώς 

εξελίσσονταν χρονικά (Εικόνα 27). Όπως φαίνεται το ένζυµο υδρολύει το εξαµερές σε 

διµερές και τριµερές σε όλη τη διάρκεια της αντίδρασης µε την ίδια αναλογία. 
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Αντίστοιχη µελέτη έγινε για την ArChiB η οποία αναγνωρίζει υποστρώµατα 

µεγαλύτερα από το τριµερές και παράγει κυρίως διµερές όταν επωάζεται µε αυτά για 

1 ώρα (Εικόνα 28). Μετά από επώαση 20 ωρών το ένζυµο υδρολύει και το τριµερές 

σε µονοµερές και διµερές (Εικόνα 29). 
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Εικόνα 28: Χρόνοι έκλουσης ολιγοσακχαριτών µετά από επώαση µε την ArChiB για 
1 ώρα. (1) έκλουση πρότυπων διαλυµάτων ολιγοσακχαριτών, στην κορυφή 
αναγράφονται τα αντίστοιχα ολιγοµερή, (2) επώαση διµερούς, (3) επώαση 
τριµερούς, (4) επώαση τετραµερούς, (5) επώαση πενταµερούς, (6) επώαση 
εξαµερούς 
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Εικόνα 29: Χρόνοι έκλουσης ολιγοσακχαριτών µετά από επώαση µε την ArChiB για 
20 ώρες. (1) έκλουση πρότυπων διαλυµάτων ολιγοσακχαριτών, στην κορυφή 
αναγράφονται τα αντίστοιχα ολιγοµερή, (2) επώαση διµερούς, (3) επώαση 
τριµερούς, (4) επώαση τετραµερούς, (5) επώαση πενταµερούς, (6) επώαση 
εξαµερούς 

Και σε αυτή τη περίπτωση το ένζυµο επωάστηκε µε εξαµερές και η αντίδραση 

παρακολουθήθηκε καθώς εξελίσσονταν χρονικά  (Εικόνα 30). 
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Προκειµένου να αποκαλυφθεί η πολικότητα µε την οποία οι δύο χιτινάσες 

αναγνωρίζουν και κόβουν το υπόστρωµα αναλύθηκαν τα ανωµερή των 

ολιγοσακχαριτών που προκύπτουν από την πέψη εξαµερούς σε στήλη Tosoh Biosep 

Amide-80. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 31 η ArChiA υδρολύει το εξαµερές 

παράγοντας διµερές και τριµερές χωρίς προτίµηση σε κάποιο ανωµερές. Αντίθετα η 

ArChiΒ αναγνωρίζει το υπόστρωµα και παράγει κυρίως διµερές β µορφής και 

τετραµερές α και β. Για να επιβεβαιωθεί η παραγωγή διµερούς β ανωµερικής 

διαµόρφωσης από την ArChiB το διµερές που παρήχθει από την υδρόλυση πολυ-Ν-

ακετυλγλυκοζαµίνης αποµονώθηκε και αναλύθηκε µε την στήλη Tosoh Biosep Amide-

80, και διαπιστώθηκε η σχεδόν αποκλειστική β διαµόρφωση του. 
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Εικόνα 31: Η ανάλυση των παραγόµενων ολιγοσακχαριτών µετά από επώαση 6 
µερούς µε τις δύο προσαρµοσµένες σε χαµηλή θερµοκρασία χιτινάσες. (1) πρότυπο 
έκλουσης προτύπων διαλυµάτων ολιγοσακχαριτών, (2) προιόντα επώασης 
εξαµερούς µε ArChiA, (3) ανάλυση του διµερούς που παράγεται από την επώαση Ν-
ακετυλγλυκοζαµίνης µε ArChiB, (4) προϊόντα επώασης εξαµερούς µε ArChiB. 
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Αποµόνωση της ArChiB και των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών – 

χαρακτηρισµός.  

Η ArChiB κλωνοποιήθηκε σε pET26b όπως περιγράφηκε νωρίτερα. Ακολουθώντας τη 

διαδικασία καθαρισµού που περιγράφεται στα «Υλικά και µέθοδοι» τόσο η ArChiB όσο 

και οι µεταλλαγµένες χιτινάσες, καθαρίστηκαν σε 95 % καθαρότητα, και µε απόδοση 

15 mg/l καλλιέργειας.  

Ενεργότητα χιτινάσης παρατηρείται σε δύο διαφορετικά κλάσµατα κατά την έκλουση 

της στήλης Phenyl sepharose Hi load. Το πρώτο κλάσµα, που ονοµάστηκε ArChiBtr, 

εκλούεται στα 500 mM (NH4)2SO4 (Εικόνα 32.1), και το δεύτερο, που ονοµάστηκε 

ArChiB, στο τέλος της βαθµίδωσης (NH4)2SO4 (Εικόνα 32.2). Τα δύο κλάσµατα 

παρουσιάζουν µοριακό βάρος ~65 Kda και ~80 Kda αντίστοιχα (Εικόνα 33). 
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Εικόνα 32: Χρωµατογράφηµα καθαρισµού της ArChiB από στήλη Phenyl Hi-Load. 
∆ύο περιοχές κλασµάτων παρουσιάζουν ενεργότητα: (1) ArChiBtr, (2) ArChiB. 

Ανάλυση του αµινοτελικού άκρου των δύο κλασµάτων έδειξε κοινή αλληλουχία : Η2Ν 

– AlaAspGlyProLeu... . Ανάλυση του µοριακού βάρους των δύο κλασµάτων µε 

φασµατοµετρία µάζας έδειξε για το πρώτο 48250 ± 5 Da και 56440 ± 5 για το 

δεύτερο. Κατά συνέπεια η ArChiBtr αντιστοιχεί στα πρώτα 452 αµινοξέα της ArChiB 

που συνιστούν τη καταλυτική δοµική µονάδα του ενζύµου. Αντίστοιχη εικόνα 

παρουσιάζεται και στον καθαρισµό των υπολοίπων µεταλλαγµένων πρωτεϊνών 

(Εικόνα 33). 
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Εικόνα 33: Πηκτή ακρυλαµίδης. 1: ∆είγµα ArChiB, 2: ∆είγµα ArChiBtr, αριστερά 
διακρίνονται τα µοριακά βάρη των δεικτών µοριακού βάρους που 
χρησιµοποιήθηκαν σε αυτή την πηκτή. 

Τόσο η ArChiB  και οι µεταλλαγµένες µορφές της χιτινάσης, όσο και η ArChiBtr 

παρουσιάζουν µέγιστη ενεργότητα σε τιµές pH κοντά στο 7,5 σε ρυθµιστικό διάλυµα 

HEPES.   

 

Εικόνα 34: Η σχετική ενεργότητα της ArChiΒ σε διαφορετικά ρυθµιστικά διαλύµατα 
και pH. 



Αποτελέσµατα 

67

Το ισοηλεκτρικό σηµείο της ArChiB και ArChiBtr είναι αντίστοιχα ~7,8 και ~5,5 

(Εικόνα 35), ενώ η ανάλυση της αλληλουχίας των πρωτεϊνών προέβλεψε 

ισοηλεκτρικό σηµείο 6,3 και 5,7 για την ArChiB και ArChiBtr αντίστοιχα. 
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Εικόνα 35: Πήκτωµα ισοηλεκτρικής εστίασης. 1: ∆είκτες ισοηλεκτρικού σηµείου, 2: 
ArChiBtr, 3: ArChiB. 

Η δραστικότητα της ArChiB απέναντι σε γλυκολ χιτίνη και αδιάλυτη χιτίνη (κολλ. 

Χιτίνη) ελέγχθηκε (Εικόνα 36) σύµφωνα µε όσα αναφέρονται στο κεφάλαιο «Υλικά 

και Μέθοδοι» σε πηκτές που περιέχουν αυτό το υπόστρωµα. 

1 2
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Εικόνα 36: ∆ράση της ArChiB και ArChiBtr σε πηκτή που περιέχει γλυκολχιτίνη (1), 
και αδιάλυτη χιτίνη (2). 

Η δραστικότητα της ArChiB ελέγχθηκε σε υδατοσυµβατούς οργανικούς διαλύτες: 

αιθανόλη, ισοπροπανόλη, ακετόνη, και διαπιστώθηκε η παραγωγή προϊόντος στους 

δύο πρώτους (Εικόνα 37). 
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1 432

 

Εικόνα 37: Η ενεργότητα της ArChiB σε οργανικούς διαλύτες. Για κάθε αντίδραση 
περιέχονται 36µl οργανικού διαλύτη, υπόστρωµα (methylumbeliferyl chitotriose) 
και 2 µl ένζυµο. (1) ενεργότητα σε αιθανόλη, (2) ενεργότητα σε ισοπροπανόλη, (3) 
ενεργότητα σε ακετόνη, (4) ενεργότητα σε H2O. Στην πρώτη σειρά τα διαλύµατα 
δεν περιέχουν ένζυµο, στη δεύτερη σειρά δεν περιέχουν υπόστρωµα. Στην τρίτη 
σειρά περιέχεται υπόστρωµα και ένζυµο. 

Επιλογή των µεταλλάξεων 

Η επιλογή των µεταλλάξεων περιορίστηκε σε περιοχές της πρωτεΐνης όπου η στοίχιση 

µε την SmChiA κατά κύριο λόγο, και µε άλλες χιτινάσες απο οργανισµούς ποικίλης 

προέλευσης (βακτήρια, ευκαρυωτικούς, ιούς) έδειξε σηµαντική οµολογία, και κατά 

συνέπεια η πρόβλεψη της δοµής και η επίδραση των µεταλλάξεων µπορούσε να γίνει 

µε µεγαλύτερη ακρίβεια. Οι µεταλλάξεις που προτείνονται έχουν σκοπό να 

βελτιώσουν την σταθερότητα του ενζύµου, χωρίς αυτό να έχει σηµαντική επίπτωση 

στην ειδική ενεργότητα του. 

G93P: Η Gly στη θέση 93 της ArChiB στοιχίζεται µε τις αλληλουχίες χιτινασών σε 

θέση που παρατηρείται κάποιο άλλο κατάλοιπο, κυρίως Pro αλλά και Ala. Επιπλέον, 

στην δοµή της SmChiA αυτή η θέση βρίσκεται στην έναρξη µιας α –έλικας (Εικόνα 

38). Αυτή η Gly αποτελεί εποµένως ενδιαφέρον στόχο για µετάλλαξη προς Pro καθώς 

επιτυγχάνεται η αντικατάσταση ενός εύκαµπτου καταλοίπου µε το πλέον άκαµπτο, 

και η αντικατάσταση αυτή συµβαίνει στην έναρξη α-έλικας, θέση όπου η Pro αποτελεί 

πολύ καλό υποκαταστάτη λόγω της δίεδρης γωνίας της, επιπλέον σύµφωνα µε το 

µοντέλο της τρισδιάστατης δοµής, η τοπική διάµόρφωση της θέσης αυτής είναι 

συµβατή µε τις γωνίες φ, ψ της Pro (Εικόνα 44). 
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ArChiB : FGMGYAADKS : 99
SmChiA : IHDPFAALQK : 214
Altso ChiA : IHDPWAAVQK : 236
B.malayi : DSKPFEWND- : 75
C.elegans : -VRAYDPAD- : 105
OpMNPV : IHDPWAAIQK : 226
AcMNPV : IHDPWAAVQK : 227
Hevamin : -QTPQINLAG : 48
SmChiB : LECAWDPATN : 65

Εικόνα 38: Στοίχιση της ArChiB µε την SmChiA και άλλες χιτινάσες στην περιοχή 
της µετάλλαξης G93P. Με κόκκινο χρώµα παρουσιάζονται τα κατάλοιπα της θέσης 
93 στην ArChiB. Στην πρώτη σειρά απεικονίζεται η δευτεροταγής δοµή της 
περιοχής στην SmChiA. 

G254P: Στις θέσεις 254 και 255 σχηµατίζεται µια οµάδα Gly η οποία δεν 

παρατηρείται σε άλλες χιτινάσες. Έχει αναφερθεί ότι οι οµάδες Gly ενδέχεται να 

αποτελούν προσαρµογή των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων. Η 

οµάδα αυτή, σύµφωνα µε την δοµή αναφοράς της SmChiA βρίσκεται σε περιοχή 

ελεύθερης δοµής (Εικόνα 39). Στη συγκεκριµένη θέση όπως προκύπτει από τη µελέτη 

του µοντέλου της δοµής της ArChiB µπορεί η Gly της θέσης 254 να αντικατασταθεί 

µε ένα πιο άκαµπτο κατάλοιπο, και η Pro φαίνεται ότι είναι συµβατή µε την 

διαµόρφωση της δοµής στον χώρο αυτό όπως προκύπτει από ενεργειακούς 

υπολογισµούς (Εικόνα 44), επιπλέον έχει αναφερθεί ότι η παρουσία Pro σε περιοχές 

ελεύθερης δοµής έχει θετικό αντίκτυπο στη σταθερότητα της πρωτεΐνης 

περιορίζοντας την τοπική ευκαµψία. 

ArChiB : IDAGGWDDPA : 259
SmChiA : IDKVAYNVAQ : 356
Altso ChiA : IEDVDYQAAQ : 378
B.malayi : IDGSYNVESL : 201
C.elegans : IDAGYDIPNL : 234
OpMNPV : IAVVKYDAAQ : 369
AcMNPV : IAVVNYAEAQ : 370
Hevamin : VWVQFYNNPP : 187
SmChiB : LSRYYSKLAQ : 199

Εικόνα 39: Στοίχιση της ArChiB µε την SmChiA και άλλες χιτινάσες στην περιοχή 
της µετάλλαξης G254P. Με κόκκινο χρώµα παρουσιάζονται τα κατάλοιπα της θέσης 
254 στην ArChiB. Στην πρώτη σειρά απεικονίζεται η δευτεροταγής δοµή της 
περιοχής στην SmChiA.  

G406Q: Η θέση 406 στην ArChiB βρίσκεται πλησίον µιας οµάδας Gly σε µια περιοχή 

που παρουσιάζει αρκετά σηµαντική συντήρηση µεταξύ των χιτινασών. Στην δοµή της 

SmChiA φαίνεται ότι η περιοχή αυτή των Gly βρίσκεται στην έναρξη ενός στοιχείου 

δευτεροταγούς δοµής. Η θέση 406 σε αρκετές περιπτώσεις είναι συντηρηµένη, ενώ 

σε άλλες στη θέση αυτή παρατηρούµε κατάλοιπα µε ογκωδέστερες πλευρικές οµάδες. 

Η οµολογία της περιοχής µε την αντίστοιχη της SmChiA µας οδήγησε στην 

αντικατάσταση της Gly 406 µε Gln. Στην θέση αυτή σύµφωνα µε το µοντέλο, δεν θα 
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µπορούσαµε να τοποθετήσουµε Pro αφού οι δίεδρες γωνίες της περιοχής δεν είναι 

συµβατές µε αυτές της Pro (Εικόνα 44) [177], ενώ συνήθως παρατηρούνται µεγάλα 

κατάλοιπα µε υδρόφιλο ή πολικό χαρακτήρα, καθώς κατευθύνονται προς το διαλύτη, 

όπως Gln και Lys. Είναι αξιοσηµείωτο πάντως ότι στη δοµή της SmChiA η Gln της 

θέσης αυτής παρουσιάζει δίεδρη γωνία που εντάσσεται σε περιοχή του 

Ramachandran plot που δεν είναι συνηθισµένη για τέτοια κατάλοιπα. Όπως και στην 

προηγούµενη µετάλλαξη αναµένουµε την ελάττωση της τοπικής ευκαµψίας, καθώς 

τοποθετούµε ένα πιο άκαµπτο κατάλοιπο σε µια περιοχή ελεύθερης δοµής, 

αντικαθιστώντας την πολύ εύκαµπτη Gly. 

ArChiB : DYIVSKGLGGGMWW : 412
SmChiA : KYVLDKQLGGLFSW : 516
Altso ChiA : QYANTHQLAGLFGW : 568
B.malayi : KWLKEKGYGGAFIW : 362
C.elegans : AYVKREGYGGAFVW : 394
OpMNPV : VYVQQNGLGGLFAW : 527
AcMNPV : KYVDRNKLGGLFAW : 528
Hevamin : -------------- : -
SmChiB : KYIKQQQLGGVMFW : 401

Εικόνα 40: Στοίχιση της ArChiB µε την SmChiA και άλλες χιτινάσες στην περιοχή 
της µετάλλαξης G406Q. Με κόκκινο χρώµα παρουσιάζονται τα κατάλοιπα της θέσης 
406 στην ArChiB. Στην πρώτη σειρά απεικονίζεται η δευτεροταγής δοµή της 
περιοχής στην SmChiA.  

N198K, A248D: Η θέση 198 στην ArChiB βρίσκεται κοντά στα κατάλοιπα του 

ενεργού κέντρου, και παρουσιάζει αρκετή ποικιλοµορφία µεταξύ των χιτινασών. Στην 

SmChiA και άλλες χιτινάσες σε αυτή τη θέση παρατηρείται Lys η οποία σχηµατίζει 

δεσµό άλατος µε Asp που απαντά στην αντίστοιχη θέση 248 της ArChiB (Εικόνα 41). 

Στην ArChiB στη θέση 248 βρίσκεται Ala αλλά συναντάµε Asp στην αµέσως γειτονική 

θέση 249. Η δηµιουργία ενός δεσµού άλατος, σε ένα µόριο, όπως έχει αναφερθεί 

φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο στην σταθεροποίηση της πρωτεΐνης. Η µετάλλαξη 

της θέσης 198 σε Lys έχει σκοπό την αποκατάσταση της αλληλεπίδρασης µε το Asp 

της θέσης 249. Επιπλέον, επειδή η θέσεις 248 και 249 βρίσκονται σύµφωνα µε την 

πρόβλεψη του µοντέλου της δοµής σε α – έλικα και είναι πιθανό η θέση 249 να µην 

είναι σωστά προσανατολισµένη ώστε να σχηµατιστεί ο δεσµός άλατος, 

κατασκευάστηκε η διπλή µετάλλαξη N198K/A248D. Στις περιπτώσεις αυτές, οι 

δίεδρες γωνίες των καταλοίπων που εισάγονται στην περίπτωση της θέσης 248 είναι 

συµβατές µε τις δίεδρες γωνίες της θέσης που εισάγονται, κρίνοντας από το µοντέλο 

της δοµής, ενώ για τη θέση 198 παρατηρούµε ότι το κατάλοιπο αυτής της θέσης 

εµφανίζεται σε µή ευνοϊκή διαµόρφωση [177] (Εικόνα 44). Επιπλέον ενεργειακοί 
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υπολογισµοί στο µοντέλο της µεταλλαγµένης δοµής υποδεικνύουν τη δυνατότητα της 

δοµής τοπικά να προσαρµοστεί γύρω από το νέο κατάλοιπο. 

ArChiB : EWPGTNSGLE : 202 LSAFLPANPADIDA : 252
SmChiA : EFPGGKGANP : 301 LTSAISAGKDKIDK : 349
Altso ChiA : EFPGGDGPNP : 322 LTSAIGAGYDKIED : 371
B.malayi : EYPVGVAEEH : 157 LTAAVSAGKGTIDG : 195
C.elegans : EYPSGATDMA : 188 VTAAVAAGPATIDA : 228
OpMNPV : EFPGGKGANP : 313 LTSAISSGYDKIAV : 362
AcMNPV : EFPGGKGANP : 314 LTSAISAGYDKIAV : 363
Hevamin : EHGSTLYWDD : 136 GTALNTGLFDYVWV : 180
SmChiB : EYPQAAEVDG : 151 LTIAGAGGAFFLSR : 192

Εικόνα 41: Στοίχιση της ArChiB µε την SmChiA και άλλες χιτινάσες στις περιοχές 
των µεταλλάξεων N198K, A248D. Με κόκκινο χρώµα παρουσιάζονται τα κατάλοιπα 
της θέσης 198 και 248 στην ArChiB. Στην πρώτη σειρά απεικονίζεται η 
αλληλεπίδραση µεταξύ των καταλοίπων που σχηµατίζουν το δεσµό άλατος στην 
SmChiA.  

 C56/C79: Η παρουσία δισουλφιδικών δεσµών σε ένα µόριο ενδέχεται να παίζει 

ρόλο στην σταθεροποίηση ενός ενζύµου, ειδικά στην περίπτωση που αυτό είναι 

εξωκυτταρικό. Στην περίπτωση της SmChiA υπάρχει ένας δισουλφιδικός δεσµός που 

σχηµατίζεται µεταξύ των καταλοίπων των αντιστοίχων θέσεων 56 και 79 (στην 

αρίθµηση της ArChiB). Η ArChiB ήδη έχει δυο Cys που ενδέχεται να σχηµατίζουν 

δισουλφιδικό δεσµό αν και αυτό δεν µπορεί να ελεγχθεί από το µοντέλο της δοµής. 

Οι αντίστοιχες περιοχές µε την SmChiA στα σηµεία που παρατηρούνται Cys δεν είναι 

καλά συντηρηµένες (Εικόνα 42). Έγινε µια προσπάθεια χρησιµοποιώντας τεχνικές 

στοίχισης threading να προβλεφθεί η στοίχιση των δύο χιτινασών ώστε να προταθεί 

η εισαγωγή δύο Cys σε θέσεις αντίστοιχες µε αυτές της SmChiA.  

ArChiB : S-FGNINNQTLTCFMANKAQGTGPNGS-DGAGDAWADFGMG : 93
SmChiA : ICGGNGINDSLKEIEG-SFQALQR--SCQGREDFKISIHDP : 208

Εικόνα 42: Στοίχιση της ArChiB µε την SmChiA στην περιοχή όπου παρατηρείται ο 
δισουλφιδικός δεσµός στην δεύτερη. Με κόκκινο χρώµα σηµειώνονται τα δύο 
κατάλοιπα Cys, που σχηµατίζουν το δισουλφιδικό δεσµό στην SmChiA. 

∆175-183: Η στοίχιση της ArChiB άλλες χιτινάσες έδειξε ότι υπάρχει µια περιοχή 

µεταξύ των καταλοίπων 175 και 183 που εµφανίζεται µόνο στην προσαρµοσµένη στη 

χαµηλή θερµοκρασία χιτινάση (Εικόνα 43). Η περιοχή αυτή βρίσκεται στο τέλος µιας 

α – έλικας η οποία οδηγεί στα καταλυτικά κατάλοιπα του ενζύµου. Όπως έχει 

αναφερθεί στα προσαρµοσµένα στη χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα συχνά 

παρατηρούνται ενθέσεις σε περιοχές ελεύθερης δοµής οι οποίες θεωρούνται 

χαρακτηριστικό του ψυχρόφιλου χαρακτήρα καθώς προσφέρουν περισσότερους 

βαθµούς ελευθερίας στην δοµή τοπικά, συνεισφέροντας στην τοπική ευκαµψία της 

πρωτεΐνης. Κατά συνέπεια η εξάλειψη της περιοχής αυτής αποτελεί ελκυστική 

πρόταση. Προτιµήθηκε να απαλειφθούν τα κατάλοιπα 175 – 183 καθώς στη περιοχή 
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αυτή παρατηρούνται πολλές Gly και Ala γεγονός που συνηγορεί στο ότι η περιοχή 

αυτή είναι ελεύθερης δοµής και δεν εντάσσεται σε περιοχή δευτεροταγούς δοµής. 

ArChiB : LYIKGNLPNFEGRGGAGAAAGIF : 185
SmChiA : EFLQ----TWK----------FF : 284
Altso_ChiA : QFLK----TWK----------FY : 305
B.malayi : AFLR----KNN-----------F : 140
C.elegans : TFVR----TWG-----------F : 171
OpMNPV : EFLQ----VWK----------FF : 296
AcMNPV : EFLQ----VWK----------FF : 297
Hevamin : NFLG----GKS--SSRPLGDAVL : 119
SmChiB : RIMK----DYG-----------F : 134

Εικόνα 43: Στοίχιση της ArChiB µε άλλες χιτινάσες. Η περιοχή που είναι 
χαρακτηρισµένη µε πορτοκαλί χρώµα αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 175 – 183 και 
εµφανίζεται στην χιτινάση από το ψυχρόφιλο στέλεχος. 
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Εικόνα 44: Ramachandran plot που παρουσιάζονται οι γωνίες φ, ψ των 
καταλοίπων της ArChiB που µεταλλάχθηκαν στη παρούσα εργασία. 

Κινητικές παράµετροι, των ενζύµων. 

Ο υπολογισµός των κινητικών παραµέτρων για την ArChiB και τις µεταλλαγµένες 

µορφές της  στις διάφορες θερµοκρασίες παρουσιάζεται στην Εικόνα 45. Η 

διακύµανση της καταλυτικής ικανότητας (kcat/KM) µε τη θερµοκρασία παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 46.  
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Εικόνα 45: Οι κινητικές παράρετροι kcat  και Κm για την ArChiB και τις 
µεταλλαγµένες πρωτεΐνες για τις θερµοκρασίες 12 – 30 oC. 
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Εικόνα 46: Η ειδική ενεργότητα της ArChiB και των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών για 
τις θερµοκρασίες 12 – 30 oC. 

Η ενέργεια ενεργοποίησης (Εa) των χιτινασών 

Η Εa της ArChiB και των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών παρουσιάζεται στον Πίνακα 4. 

Παρατηρούµε ότι οι G93P, G406Q  εµφανίζουν αυξηµένη Εa, οι G254P και 
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N198K/A248D εµφανίζουν σηµαντική ελάττωση της Ea ενώ η Ν198Κ παρόµοια µε την 

Ea της ArChiB. 

Πρωτεΐνη Q10 Ea  (KJ/mol) 

ArChiB 1,64 50,7 

G93P 2,50 67,9 

N198K 2,05 53,9 

G254P 1,66 27,8 

N198K/ A248D 1,49 25,3 

G406Q 3,57 73,5 

Πίνακας 4: Η Εa και η τιµή του Q10 για την ArChiB και τις µεταλλαγµένες πρωτεΐνες. 

Στον πίνακα 5 παρουσιάζονται οι φυσικοχηµικές παράµετροι που χαρακτηρίζουν το 

φυσικό ένζυµο και τις µεταλλαγµένες µορφές του. 

 ∆G# ∆H# T∆S# ∆(∆G#)n-m ∆(∆H#)n-m T∆(∆S#)n-m 

 (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) 

ArChiB 69,8 48,3 -21,5    

G93P 71,9 65,5 -6,4 -2,2 -17,2 -15,0 

N198K 73,2 51,5 -21,7 -3,5 -3,2 0,3 

G254P 67,1 25,4 -41,7 2,6 22,9 20,3 

A248D/N198K  71,8 22,9 -48,9 -2,0 25,4 27,4 

G406Q 72,4 71,1 -1,3 -2,6 -22,8 -20,2 

Πίνακας 5: Οι φυσικοχηµικές παράµετροι για την χιτινάση από το ψυχρόφιλο 
στέλεχος και τις µεταλλαγµένες πρωτεΐνες στη θερµοκρασία των 16 οC. 

Σταθερότητα των πρωτεϊνών 

Η ArChiB παραµένει σταθερή όταν αποθηκεύεται σε θερµοκρασία –20 oC παρουσία 

γλυκερόλης, EDTA, και αναστολέων πρωτεασών (Υλικά και µέθοδοι), ενώ σε 

θερµοκρασία 4 oC παρουσιάζει φαινόµενα πρωτεολυτικής αποικοδόµησης (Εικόνα 47). 

1 32

120kda
84Kda

60Kda

39Kda

28Kda

 

Εικόνα 47: Η πορεία υδρόλυσης της ArChiB µε το χρόνο. 1: δείκτες µοριακού 
βάρους, 2: ∆είγµα ArChiB (ίδιο µε Εικόνα 33) αποθηκευµένο στους –20 oC µε 
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γλυκερόλη, EDTA και αναστολείς πρωτεασών, 3: ∆είγµα συντηρηµένο στους 4 oC.  
Τα δύο δείγµατα έχουν αποθηκευτεί για 4 µήνες. 

Η ArChiB και η ArChiBtr παρουσιάζουν όµοιο πρότυπο εναποµένουσας ενεργότητας 

µετά από επώαση σε θερµοκρασία 45 oC (Εικόνα 50 - ένθετο). Σε µετρήσεις που 

έγιναν µε ∆ιαφορική Θερµιδοµετρία Σάρωσης (DSC) η παραπάνω παρατήρηση 

επιβεβαιώθηκε δίνοντας τιµές Tm για την ArChiB και την ArChiBtr 49,9 και 49,8 

αντίστοιχα (Εικόνα 49). 

Η σταθερότητα των µεταλλαγµένων µορφών της ArChiB µετρήθηκε µε τη χρήση 

φθορισµοµετρίας και παρουσιάζονται στην Εικόνα 48 και στον πίνακα 6. Η 

εναποµένουσα ενεργότητα µετά από επώαση σε θερµοκρασία 45 oC αποτελεί µέτρο 

της σταθερότητας των πρωτεϊνών και παρουσιάζονται στον πίνακα 7 και στην Εικόνα 
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 Εικόνα 48: Θερµική σταθερότητα της ArChiB και των µεταλλαγµένων ενζύµων. 
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Εικόνα 49: ∆ιάγραµµα διαφορικής θερµιδοµετρίας για τις πρωτεΐνες ArChiB και 
ArChiBtr. 

Πρωτεΐνη Tm (°C) ∆Tm (°C)

ArChiB 50,5

G93P 51,7 1,2

Ν198Κ 51,1 0,6

G254P

N198K/A248D 47,0 -3,5

G406Q 49,9 -0,6

Πίνακας 6: Οι τιµές Tm για την ArChiB και τα µεταλλαγµένα µόρια, καθώς και οι 
διαφορές που παρουσιάζουν. 

  

Πρωτεΐνη Χρόνος επώασης

0' 30' 60'
ArChiB 100% 27% 7%
G93P 100% 40% 18%
Ν198Κ 100% 28% 8%
G254P 100% 9% 3%

N198K/A248D 100% 2% 1%
G406Q 100% 3% 0%
SmChiA 100% 100% 100% 

Πίνακας 7: Εναποµένουσα ενεργότητα µετά από επώαση των ενζύµων σε 
θερµοκρασία 45 oC για 0 min, 30 min, 60 min. 
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Εικόνα 50: Η εναποµένουσα ενεργότητα της ArChiB και των µεταλλαγµένων 
πρωτεϊνών, µετά από επώαση στους 45 oC. Στο ένθετο διάγραµµα η αντίστοιχη 
εναποµένουσα ενεργότητα της ArChiB και της ArChiBtr. 

Όπως φαίνεται οι G93P και Ν198Κ παρουσιάζονται σταθερότερες από την ArChiB ενώ 

οι υπόλοιπες πρωτεΐνες ασταθέστερες. 

Επίδραση των ArChiA και ArChiB στην ανάπτυξη µυκήτων. 

Η επίδραση των χιτινασών στην ανάπτυξη των µυκήτων µελετήθηκε στο µύκητα 

Botrytis cinerea str. 309 µε τη συνεργασία του εργαστηρίου του καθ. Matteo Lorito 

στην Napoli.  

Μετά την πάροδο 12 και 24 ωρών παρατηρείται η ανάπτυξη των µυκήτων µετρώντας 

το µήκος του σωλήνα αναπαραγωγής (germination tube), καθώς και τον αριθµό των 

σπορίων που βλαστάνουν. Παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα µετά από 12 ώρες, 

ανάλογα είναι και τα αποτελέσµατα µετά από 24 ώρες. 

∆ιακρίνουµε ότι η ArChiA µόνη της έχει µεγαλύτερη επίδραση στην εκβλάστηση 

σπορίων του µύκητα, η ArChiB µικρότερη ενώ ο συνδυασµός τους έχει παρόµοια 

αποτελέσµατα µε την ArChiA (Πίνακας 8). Μετρώντας το µήκος του σωλήνα 

αναπαραγωγής τα αποτελέσµατα είναι ανάλογα (Πίνακας 8). Πιο συγκεκριµένα 100 

µg/ml ArChiA προκαλούν 70% αναστολή της εκβλάστησης των σπορίων και 60% της 

επιµήκυνσης του σωλήνα γονιµοποίησης. Αντίστοιχα η ArChiB 15 % και 30 %. Ο 

συνδυασµός των δύο σε συγκέντρωση 100 µg/ml προκαλεί αντίστοιχα 68 % και 
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70 % αναστολή της εκβλάστησης των σπορίων και επιµήκυνσης του σωλήνα 

γονιµοποίησης. 

 Ανάσχεση βλάστησης σπορίων Επιµήκυνση σωληνα αναπαραγωγής

Μg/ml ArChiA ArChiB ArChiA + 
ArChiB 

ArChiA ArChiB ArChiA + 
ArChiB 

0 0 0 0 100 100 100 

25   15   80 

50 50 10 30 60 100 50 

100 70 15 68 40 70 30 

200 90 45,7 84 20 40 10 

400 95 80  10 20  

Πίνακας 8: Η ανάσχεση της εκβλάστησης των σπορίων του µύκητα Botrytis cinerea 
str. 309 και η επιµήκυνση του σωλήνα αναπαραγωγής, ύστερα από επώαση µε τα 
ένζυµα ArChiA και ArChiB και του συνδυασµού τους σε διάφορες συγκεντρώσεις. 
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Αλκαλική φωσφατάση

Κλωνοποίηση – αποµόνωση  

Η TAB5AP υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα pRSETΑ, µε τη χρήση PCR, σύµφωνα µε όσα 

έχουν αναφερθεί στο κεφάλαιο «Υλικά και µέθοδοι» και καθαρίστηκε, σύµφωνα µε τη 

µέθοδο που αναφέρεται στο αντίστοιχο κεφάλαιο (Εικόνα 51), σε επίπεδα 

καθαρότητας 95% (Εικόνα 52). 
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Εικόνα 51: Χρωµατογραφήµατα καθαρισµού της Αλκαλικής φωσφατάσης. Στην 
κορυφή η έκλουση από την στήλη Qff. Τα κλάσµατα µε ενεργότητα φωσφατάσης 
(1) φορτώνονται στην κολώνα mimetic blue agarose και τα κλάσµατα µε 
ενεργότητα φωσφατάσης (2) συλλέγονται. 

 

Εικόνα 52: Πηκτή ακρυλαµίδης. ∆ιακρίνεται δείγµα TAB5AP µετά το τελικό στάδιο 
καθαρισµού. Αριστερά αναφέρονται οι αντίστοιχες τιµές των δεικτών µοριακού 
βάρους που χρησιµοποιήθηκαν για αυτή την πηκτή. 

Επιλογή των µεταλλάξεων 

Η πλέον συντηρηµένη περιοχή στις αλκαλικές φωσφατάσες όπως προκύπτει από τις 

στοιχίσεις των αλληλουχιών τους, εντοπίζεται στο καταλυτικό κέντρο και στα 

κατάλοιπα που δεσµεύουν τα ιόντα Zn και Mg. Τα κατάλοιπα 135 και 260 (στην 

αρίθµηση της TAB5AP) παρουσιάζουν διαφοροποίηση (Εικόνα 53). Στην περιοχή αυτή 

µπορούµε µε σχετική ακρίβεια να υπολογίσουµε τις θέσεις των καταλοίπων και να 

προτείνουµε µεταλλάξεις. 
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H135D. Στη θέση 135 παρατηρούµε σε αρκετές περιπτώσεις αλκαλικών 

φωσφατασών His (Εικόνα 53) που όπως προκύπτει από την οµολογία µε την 

αλκαλική φωσφατάση της E.coli αλλά και το µοντέλο της δοµής της TAB5AP, ανήκει 

στα κατάλοιπα που σχηµατίζουν την σφαίρα συντονισµού της θέσης Μ3 που δεσµεύει 

το ιόν Mg. Όπως έχει αναφερθεί η δέσµευση του Mg ευνοείται παρουσία Asp. 

Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι η βελτίωση της πρόσδεσης των µετάλλων στη δοµή µιας 

πρωτεΐνης ευνοεί την σταθεροποίηση της [178, 179]. Κατά συνέπεια η θέση αυτή 

παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς η µετάλλαξη της σε Asp αναµένουµε να 

ενισχύσει την σταθερότητα του ενζύµου. 

TAB5 :TGVVATSSITHATPASFYAH
T.maritima :TGIVVTCRVTHATPAAFYAH
E.coli :TGNVSTAELQDATPAALVAH
Human :VGIVTTTRVNHATPSAAYAH
B.subtilis :TGLVATSEITHATPASFGSH
Yeast :TGLVVTTRITDATPASFSSH

Εικόνα 53: Στοίχιση αντιπροσωπευτικών αλκαλικών φωσφατασών στην περιοχή 
της µετάλλαξης H135D. Με κόκκινο χρώµα παρουσιάζεται το κατάλοιπο της θέσης 
135 στην αλκαλική φωσφατάση TAB5. 

W260K, W260H. Το κατάλοιπο 260 που στην περίπτωση της TAB5AP είναι Trp και 

αλληλεπιδρά µε το φωσφορικό. Στην περίπτωση της E.coli παρουσιάζεται Lys. Η Trp 

είναι ένα κατάλοιπο µε µεγάλη πλευρική αλυσίδα που αναµένουµε να παρουσιάζει 

µειωµένη ευκαµψία. Αντίθετα η παρουσία Lys στη θέση αυτή προσφέρει σηµαντική 

ευκαµψία που προέρχεται από την µεγάλη και εύκαµπτη πλευρική αλυσίδα αυτού του 

καταλοίπου. Σε άλλες περιπτώσεις αλκαλικών φωσφατασών παρουσιάζεται His στη 

θέση αυτή, που έχει µικρότερη πλευρική οµάδα και κατά συνέπεια αναµένουµε να 

παρουσιάζει πιο αυξηµένη ευκαµψία συγκριτικά µε το φυσική µορφή του ενζύµου 

(Εικόνα 54). Η µετάλλαξη της θέσης αυτής σε His ή Lys παρουσιάζει ενδιαφέρον για 

την µελέτη της ευκαµψίας της θέσης αυτής. 

TAB5 : FFIMSEGSQIDWGGHANNASYL 
T.maritima : FFLMVEGSQIDWEAHDNDIYGV 
E.coli : FFLQVEGASIDKQDHAANPCGQ 
Human : FFLLVEGGRIDHGHHEGKAKQA 
B.subtilis : FFLMVEGSQIDWAGHDNDIVGA 
Yeast : FFLMVEGSRIDHAGHQNDPASQ 

Εικόνα 54: Στοίχιση αντιπροσωπευτικών αλκαλικών φωσφατασών στην περιοχή 
των µεταλλάξεων στις θέσεις 260 – 262 και 269. Με κόκκινο χρώµα παρουσιάζεται 
το κατάλοιπο της θέσης 260 στην TAB5AP, µε µπλε τα κατάλοιπα των θέσεων 261 
και 262 και µε πράσινο το κατάλοιπο της θέσης 269. 

W260K/A219N. Με βάση το µοριακό µοντέλο της TAB5AP παρατηρείται ότι το 

ογκώδες κατάλοιπο Trp 260 τοποθετείται απέναντι από το κατάλοιπο Ala 219 που µε 

τη µικρή του πλευρική οµάδα αντιπαρέρχεται τον µεγάλο όγκο της Trp. Η µετάλλαξη 

της Trp 260 σε Lys δηµιουργεί κενό στην δοµή, που όπως έχει ήδη αναφερθεί οδηγεί 
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σε αποσταθεροποίηση της δοµής, αλλά και δίνει στη πλευρική αλυσίδα της Lys 

µεγαλύτερο χώρο για να κινείται. Η µετάλλαξη του καταλοίπου Ala 219 σε 

ογκωδέστερο προτείνεται προκειµένου να ελεγχθούν οι παραπάνω υποθέσεις. Στη 

θέση αυτή τοποθετείται Gln αφού αντίστοιχο κατάλοιπο παρατηρείται στην 

περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης από E.coli. 

W260K/A219N/H135D. Το κατάλοιπο 135 εκτός από τη συµµετοχή του στη 

δέσµευση του µετάλλου Μ3 όταν είναι Asp αλληλεπιδρά µε τη Lys στη θέση 260, 

όπως προκύπτει από τη µελέτη της δοµής της αλκαλικής φωσφατάσης της E.coli. Η 

επιπρόσθετη µετάλλαξη της His 135 σε Asp στο διπλά µεταλλαγµένο ένζυµο 

W260K/A219N αναµένεται να περιορίσει ακόµα περισσότερο την ευκαµψία της Lys 

στη θέση 260. 

G262A, G261A. Στις θέσεις 262 και 261 TAB5AP παρατηρείται µια οµάδα 

καταλοίπων Gly. Όπως έχει τονιστεί και νωρίτερα αυτές οι οµαδοποιήσεις Gly 

ενδέχεται να παίζουν σηµαντικό ρόλο στην εµφάνιση του ψυχρόφιλου χαρακτήρα. Οι 

δυο αυτές Gly παρουσιάζονται µόνο στην περίπτωση της προσαρµοσµένης στη 

χαµηλή θερµοκρασία φωσφατάσης ενώ σε άλλες περιπτώσεις παρατηρείται είτε µια 

Gly είτε καµιά (Εικόνα 54). Επιπλέον και οι δυο βρίσκονται κοντά στην περιοχή όπου 

η παρουσία των Gly έχει συνδεθεί µε την εµφάνιση της αυξηµένης ενεργότητας 

αλκαλικών φωσφατασών [152]. Οι θέσεις αυτές έχουν µεγάλο ενδιαφέρον για την 

µελέτη των Gly στην εµφάνιση του ψυχρόφιλου χαρακτήρα. 

G261A/Y269A. Όπως προκύπτει από τη µελέτη του µοριακού µοντέλου της 

TAB5AP, ο αρωµατικός δακτύλιος της πλευρικής οµάδας της Tyr 269 στρέφεται προς 

τη πλευρική οµάδα της Gly 261 και σε περίπτωση που αυτή αντικατασταθεί από µια 

ογκωδέστερη, αναµένουµε να παρατηρηθούν στερεοχηµικές παρεµποδίσεις που θα 

οφείλονται στην σύγκρουση των δύο πλευρικών οµάδων. Στην περίπτωση άλλων 

αλκαλικών φωσφατασών στην αντίστοιχη θέση της 269 παρουσιάζονται µικρότερα σε 

όγκο κατάλοιπα, αν στην αντίστοιχη θέση της 261 εµφανίζεται κατάλοιπο µεγαλύτερο 

από Gly (Εικόνα 54). Προκειµένου να αποφευχθούν αυτές οι παρεµποδίσεις που θα 

αποσταθεροποιούσαν τη δοµή της αλκαλικής φωσφατάσης η Tyr 269 µεταλλάχθηκε 

σε Ala. 

Κινητικές παράµετροι των ενζύµων. 

Οι κινητικές παράµετροι των ενζύµων παρουσιάζονται παρακάτω (Εικόνα 55). 
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Η καταλυτική ικανότητα των µεταλλαγµένων ενζύµων µετρήθηκε στο εύρος 

θερµοκρασιών 5 – 25 oC όπου η TAB5AP παρουσιάζεται σταθερή (Εικόνα 56). Το 

διπλά µεταλλαγµένο ένζυµο W260K/A219N είναι περισσότερο ενεργό στις ψηλές 

θερµοκρασίες (20 – 25 oC) αλλά λιγότερο στις χαµηλότερες θερµοκρασίες, 

συγκρινόµενο µε το φυσικό ένζυµο. Οι υπόλοιπες µεταλλάξεις παρουσιάζουν 

χαµηλότερη ενεργότητα από το φυσικό ένζυµο. Το ένζυµο W260H παρουσιάζει στις 

χαµηλές θερµοκρασίες αντίστοιχη ενεργότητα η οποία όµως δεν ακολουθεί 

αντίστοιχη αύξηση µε του φυσικού ενζύµου καθώς αυξάνεται η θερµοκρασία. 

Αντίστοιχη συµπεριφορά µε το W260K/A219N παρουσιάζει και το G261A 

εµφανίζοντας ενεργότητα συγκρίσιµη µε του φυσικού ενζύµου σε υψηλή 

θερµοκρασία αλλά πολύ χαµηλότερη σε χαµηλές θερµοκρασίες. Το διπλά 

µεταλλαγµένο ένζυµο G261A/Y269A εµφανίζει χαµηλότερη ενεργότητα σε όλες τις 

θερµοκρασίες. 
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Εικόνα 55: Οι κινητικές παράµετροι kcat και Κm για την αλκαλική φωσφατάση και τις 
µεταλλαγµένες πρωτεΐνες για τις θερµοκρασίες 10 – 20 oC. 

Το ένζυµο το οποίο φέρει τη µετάλλαξη G262A δεν εµφάνιζε µετρήσιµη ενεργότητα 

και για το λόγο αυτό δεν κατέστη δυνατή η σύγκριση του µε τα υπόλοιπα ένζυµα. 
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Εικόνα 56: Η ειδική ενεργότητα της αλκαλικής φωσφατάσης και των 
µεταλλαγµένων πρωτεϊνών για τις θερµοκρασίες 10 – 20 oC. 
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Η ενέργεια ενεργοποίησης των αλκαλικών φωσφατασών 

Η Ea της φυσικής αλκαλικής φωσφατάσης και των µεταλλαγµένων ενζύµων 

υπολογίστηκε και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα 9. Η Ea έχει 

υπολογιστεί και για την περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης από E.coli για λόγους 

σύγκρισης. Παρατηρούµε ότι οι W260K/A219N, G261A εµφανίζουν Ea σηµαντικά 

µεγαλύτερη από την φυσική αλκαλικη φωσφατάση, ακόµα και της E.coli, ενώ οι 

υπόλοιπες φωσφατάσες διατηρούν χαµηλές τιµές, σε κάποιες περιπτώσεις 

χαµηλότερες και από τη φυσική αλκαλική φωσφατάση. 

Ένζυµο Ea (kJ/mol) 
Φυσική αλκαλική φωσφατάση 42,8 
W260K 48,6 
H135D 44,6 
W260H 34,4 
W260K/A219N 117 
W260K/A219N/H135D 34,1 
G261A 102,1 
G262A Μη µετρήσιµη 
G261A/Y269A 45,1 
E.coli αλκαλική φωσφατάση 67,4 

Πίνακας 9: H Ea της φυσικής αλκαλικής φωσφατάσης και των µεταλλαγµένων 
ενζύµων και της αλκαλικής φωσφατάσης από E.coli. 

Στον πίνακα 10 παρουσιάζονται οι φυσικοχηµικές παράµετροι που χαρακτηρίζουν την 

φυσική αλκαλική φωσφατάση και τις µεταλλαγµένες µορφές αυτής. 

 ∆G# ∆H# T∆S# ∆(∆G#) ∆(∆H#) T∆(∆S#) 

 kJ/mol kJ/mol kJ/mol kJ/mol kJ/mol kJ/mol 
TAB5 αλκαλική 
φωσφατάση 52,7 40,4 -12,3    

H135D 55,5 42,2 -13,3 -2,8 -1,8 1,0 

W260K/A219N/H135D 55,9 31,7 -24,2 -3,2 8,7 11,9 

G261A/Y269A 55,9 42,7 -13,2 -3,1 -2,3 0,8 

G261A 54,1 104,1 50,0 -1,4 -63,7 -62,3 

W260H 52,7 32,0 -20,7 0,0 8,4 8,4 

W260K 54,2 46,2 -8,0 -1,5 -5,8 -4,3 

W260K/A219N 54,7 114,6 59,9 -2,0 -74,2 -72,2 

Πίνακας 10: Οι φυσικοχηµικές παράµετροι για την TAB5AP και τις µεταλλαγµένες 
πρωτεΐνες στη θερµοκρασία των 15 οC. 
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Σταθερότητα των πρωτεϊνών 

Η σταθερότητα της TAB5AP και των µεταλλαγµένων µορφών της παρουσιάζονται 

στον πίνακα 11. Όπως φαίνεται η µετάλλαξη His 135 σε Asp οδηγεί σε σταθερότερη 

πρωτεΐνη αφού τόσο το H135D, όσο και το W260K/A219N/H135D είναι αρκετά 

σταθερότερα από τη φυσική πρωτεΐνη. Η µετάλλαξη Ala 219 σε Gln φαίνεται να 

αποσταθεροποιεί λίγο τη µεταλλαγµένη αλκαλική φωσφατάση που φέρει τις 

µεταλλάξεις W260K/A219N. Η µετάλλαξη Trp 260 σε Lys δεν φαίνεται να επηρεάζει 

την σταθερότητα του ενζύµου, ενώ η παρουσία His σε αυτή τη θέση προσφέρει µια 

µικρή σταθερότητα. Η παρουσία της Ala στη θέση 261 φαίνεται να προκαλεί µια 

µικρή αποσταθεροποίηση ενώ η ταυτόχρονη µετάλλαξη της Tyr 269 σε Ala δίνει ένα 

ένζυµο που είναι σταθερότερο από τη φυσική αλκαλική φωσφατάση (Εικόνα 57). Οι 

τιµές που προκύπτουν από τη µέτρηση της εναποµένουσας ενεργότητας 

παρουσιάζονται στον πινακα 11. 

Πρωτεΐνη Χρόνος επώασης 

 0’ 15’ 30’ 60’ 
ΤΑΒ5 αλκαλική φωσφατάση 100% 10% 2% 1% 

G261A 100% 12% 3% 0%
H135D 100% 100% 95% 90%
W260H 100% 20% 10% 5%
W260K 100% 11% 3% 1%

W260K/A219N 100% 0% 0% 0%
W260K/A219N/H135D 100% 80% 75% 70%

G261A/Y269A 100% 30% 15% 8%
E.coli αλκαλική φωσφατάση 100% 100% 100% 100%

Πίνακας 11: Η εναποµένουσα ενεργότητα της αλκαλικής φωσφατάσης, των 
µεταλλαγµένων ενζύµων και της αλκαλικής φωσφατάσης από E.coli. 
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Εικόνα 57. Η σταθερότητα των αλκαλικών φωσφατασών όπως εκτιµάται από την 
εναποµένουσα ενεργότητα 
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ΣΣυυζζήήττηησσηη

Κλωνοποίηση και αποµόνωση της ArChiB
Η εµφάνιση της ενεργότητας της πρωτεΐνης στο θρεπτικό µέσο δεν είναι 

αναµενόµενη καθώς το πεπτίδιο οδηγητής pElB καθοδηγεί την έκκριση των 

πρωτεϊνών στον περιπλασµικό χώρο. Η ArChiB που αποµονώνεται από σύµφωνα µε 

τη παραπάνω διαδικασία εµφανίζει µικρότερο µοριακό βάρος από το αναµενόµενο, 

ενώ και η αµινοτελική ανάλυση του ενζύµου δείχνει ότι η πρωτεΐνη είναι µικρότερη 

κατά 7 αµινοξέα από την ώριµη ArChiB που αποµονώνεται από καλλιέργειες 

Arthrobacter [146]. Φαίνεται ότι αυτή η επιπλέον πρωτεόλυση οδηγεί τελικά στην 

έκκριση της πρωτεΐνη στο θρεπτικό υλικό και όχι στο περίπλασµα (Εικόνα 58).  

1

54

3

2

2

 

Εικόνα 58: Σχηµατική απεικόνιση της πρωτεόλυσης που υφίσταται το πεπτίδιο 
οδηγητής στην φυσική και στην ανασυνδυασµένη ArChiB. (1) τµήµα του φυσικού 
πεπτιδίου οδηγητή, (2) η ώριµη ArChiB. (3) τµήµα του pElB και το σηµείο που 
αναµένονταν η πρωτεόλυση του και η απελευθέρωση της ώριµης ArChiB στο 
περίπλασµα. (4,5) το σηµείο στο οποίο παρατηρείται η πρωτεόλυση στο 
ανασυνδυασµένο ένζυµο το πεπτίδιο βρίσκεται 7 αµινοξέα µετά το αναµενόµενο 
σηµείο πρωτεόλυσης. 

Σύµφωνα µε τα παραπάνω φαίνεται ότι ο συνδυασµός του pElB µε τα επιπλέον 7 

αµινοξέα δηµιουργεί ένα «νέο» πεπτίδιο οδηγητή που οδηγεί την εκφραζόµενη 

πρωτεΐνη στο θρεπτικό υλικό. Πειράµατα που έγιναν, πάντως, διατηρώντας το «νεο» 

πεπτίδιο οδηγητή και αντικαθιστώντας το υπόλοιπο τµήµα του γονιδίου της archiB µε 

άλλα γονίδια δεν οδήγησαν στην έκκριση της πρωτεΐνης αλλά εντοπίζονταν στον 

περιπλασµικό χώρο (∆εδοµένα δεν παρουσιάζονται). 

Σαν αποτέλεσµα αυτής της έκκρισης της πρωτεΐνης στο θρεπτικό υλικό, η ποσότητα 

της πρωτεΐνης που εκφράζεται είναι σηµαντική, και αρκετά εµπλουτισµένη, σε 

σύγκριση µε πρωτεΐνες που εκφράζονται στο κυτταρόπλασµα ή στον περιπλασµικό 

χώρο. 

Ιδιότητες της κλωνοποιηµένης ArChiB
Εκτός από την ArChiB κατά τη διάρκεια καθαρισµού του ενζύµου παρατηρείται και 

ένα δεύτερο κλάσµα που έχει ενεργότητα χιτινάσης: η ArChiBtr (Εικόνα 32). Η 
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ArChiBtr εµφανίζει κοινό Ν άκρο µε την ArChiB και µοριακό βάρος 48 Kda που 

αντιστοιχεί στα πρώτα 452 κατάλοιπα του ενζύµου, τα οποία σχηµατίζουν την 

καταλυτική δοµική υποµονάδα (Εικόνα 59.3). 

 

3

2

1

 

Εικόνα 59: Οργάνωση των δοµικών µονάδων της ArChiB. (1) Φυσική πρωτεΐνη, (2) 
τµήµα της πρωτεΐνης που κλωνοποιήθηκε, (3) τµήµα της πρωτεΐνης που 
χρησιµοποιήθηκε για τη δηµιουργία του µοντέλου της δοµής, το τµήµα αυτό 
ταυτίζεται µε την ArChiBtr.  

Αυτό το κλάσµα εµφανίζεται τόσο στην διάρκεια του καθαρισµού όσο και κατόπιν, 

όταν δείγµατα ArChiB παραµείνουν για χρονικό διάστηµα µερικών εβδοµάδων σε 

θερµοκρασία 4 oC (Εικόνα 47). Η χρήση αναστολέων πρωτεασών (benzamidin, Leu 

peptine, PMSF), EDTA, και γλυκερόλης φαίνεται ότι εµποδίζει τη δηµιουργία της 

ArChiBtr από την παραµονή της ArChiB. Το γεγονός αυτό συνηγορεί υπερ της 

δηµιουργίας της ArChiBtr από πρωτεόλυση της ArChiB η οποία οφείλεται είτε σε ίχνη 

πρωτεασών είτε σε αυτόλυση. 

Η Τm των δύο µορφών της προσαρµοσµένης στη χαµηλή θερµοκρασία χιτινάσης 

παρουσιάζουν πολύ µικρή διαφορά γεγονός που υποδηλώνει ότι η αποδιάταξη της 

χιτινάσης ελέγχεται από τη καταλυτική δοµική υποµονάδα και είναι ανεξάρτητη από 

την δοµική υποµονάδα αναγνώρισης της χιτίνης, αντίστοιχο συµπέρασµα µε αυτό 

που προκύπτει από τη µελέτη της φωσφογλυκερινικής κινάσης (PGK) [41]. Είναι 

λογικό να υποθέσουµε ότι η καταλυτική δοµική υποµονάδα φέρει τα χαρακτηριστικά 

για τις ιδιότητες του ενζύµου (υψηλή ενεργότητα, µειωµένη σταθερότητα) και η 

υποµονάδα αναγνώρισης της χιτίνης παίζει επικουρικό ρόλο στην αναγνώριση του 

υποστρώµατος µόνο.  

Το ισοηλεκτρικό σηµείο της ανασυνδυασµένης ArChiB είναι ~7,8 (Εικόνα 35) ενώ της 

φυσικής ArChiB ~8,1 [146]. Η διαφορά αυτή είναι πιθανό να οφείλεται στην έλλειψη 

των 7 αµινοξέων από το Ν – άκρο της κλωνοποιηµένης πρωτεΐνης.  
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Όπως φαίνεται η ArChiB είναι ενεργή τόσο απέναντι σε αδιάλυτες όσο και διαλυτές 

µορφές της χιτίνης (κολλοειδής χιτίνη και γλυκολχιτίνη αντίστοιχα) ενώ ή ArChiBtr 

είναι ενεργή µόνο απέναντι σε διαλυτές µορφές του υποστρώµατος (Εικόνα 36). 

Η ενεργότητα του ενζύµου παρουσιάζει µέγιστο σε pH ~7,3 και σε ρυθµιστικό 

διάλυµα HEPES (Εικόνα 34). Στο ίδιο pH και µε ρυθµιστικό διάλυµα Tris η ενεργότητα 

της ArChiB είναι ελαττωµένη κατά 10 – 20 %. Το Tris έχει αναφερθεί και στην 

περίπτωση άλλων γλυκοσυλ-υδρολασών ότι µπορεί να αναστέλλει µερικά τη δράση 

τους παρεµβαλλόµενο στο ενεργό τους κέντρο [117].   

H Τm της ανασυνδυασµένης ArChiB είναι 50,5 oC (σύµφωνα µε µετρήσεις φθορισµού) 

και 49,9 (σύµφωνα µε µετρήσεις διαφορικής θερµιδοµετρίας), µια τιµή 3,5 – 4,1 oC 

µικρότερη από την τιµή του φυσικού ενζύµου (Εικόνα 49). Η διαφορά αυτή είναι 

πιθανό να οφείλεται στην απώλεια των πρώτων αµινοξέων του ενζύµου ή και στη 

διαφορά των συνθηκών µέτρησης της Tm (διαφορετικές συγκεντρώσεις πρωτεΐνης και 

ρυθµιστικού διαλύµατος). Σε ανάλογες περιπτώσεις η διαφορά της Tm 

ανασυνδυασµένων και φυσικών ενζύµων µπορεί να αποδοθεί στο σύστηµα 

έκφρασης, καθώς ενδέχεται ένζυµα να µην αποκτούν την βέλτιστη δοµή σε 

περιβάλλον E.coli [5]. 

Η ArChiB παρουσιάζει ενεργότητα και σε υδατοσυµβατούς οργανικούς διαλύτες όπως 

αιθανόλη και ισοπροπανόλη αλλά όχι σε ακετόνη (Εικόνα 37). Η δράση ενζύµων σε 

οργανικούς διαλύτες είναι ένα πολύ ενδιαφέρον σηµείο µελέτης της ενζυµολογίας µε 

πολλές προεκτάσεις σε ερευνητικές και βιοµηχανικές εφαρµογές. Η δράση 

προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων σε οργανικούς διαλύτες, δεν 

έχει µελετηθεί σε µεγάλο βαθµό, έχει διαπιστωθεί πάντως ότι λιπάση από 

Pseudomonas sp. είναι δραστική σε οργανικούς διαλύτες [23].  

Μηχανισµός δράσης των χιτινασών.
Η ανάλυση των προϊόντων της υδρόλυσης των µεγαλοµοριακών υποστρωµάτων και 

των ολιγοµερών χιτίνης από τις δύο χιτινάσες, µας επιτρέπει να αντιληφθούµε το 

πρότυπο υδρόλυσης, το µικρότερο υπόστρωµα που αυτά τα ένζυµα αναγνωρίζουν και 

την κατεύθυνση που υδρολύουν το υπόστρωµα (ανάγων, µή ανάγων άκρο). 

ArChiA. Η ArChiA όταν επωάζεται µε υπόστρωµα κολλοειδούς χιτίνης και πολύ – Ν –

 ακετυλγλυκοσαµίνης δεν παράγει ολιγοµερή παρά µόνο µετά από πολύωρη επώαση 

(Εικόνα 24). Τα παραγόµενα ολιγοµερή εµφανίζουν ποικιλία στο µέγεθος. Αυτό 

µπορεί να εξηγηθεί αν θεωρήσουµε ότι το συγκεκριµένο ένζυµο παρουσιάζει δράση 
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ενδοχιτινάσης, δηλαδή αναγνωρίζει το µεγάλου µεγέθους υπόστρωµα και το υδρολύει 

σε τυχαίες θέσεις παράγοντας µικρότερου, αλλά τυχαίου, µεγέθους κοµµάτια χιτίνης.  

Σύµφωνα µε το παραπάνω µοντέλο, η ArChiA αρχικά θα παράγει µεγάλα µόρια 

χιτίνης, και µόνο µετά από µεγάλους χρόνους επώασης θα παράγονται µόρια µικρού 

µεγέθους, τα οποία είναι διαλυτά, και µπορούν να ανιχνευθούν µε τη µεθοδολογία 

που χρησιµοποιήσαµε.  

Τα αποτελέσµατα που προκύπτουν από την υδρόλυση του εξαµερούς είναι σε 

συµφωνία µε τα παραπάνω. Το ένζυµο αναγνωρίζει το υπόστρωµα και το υδρολύει 

σε τυχαίες θέσεις και παράγονται διµερή και τριµερή (Εικόνα 27). Η ανάλυση των 

ανωµερών που παράγονται από αυτή την υδρόλυση (Εικόνα 31) δείχνει ότι δεν 

υπάρχει κάποια προτίµηση για κάποιο ανωµερές, γεγονός που υποδεικνύει ότι η 

υδρόλυση γίνεται µε τυχαίο τρόπο (Εικόνα 60). 
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Εικόνα 60: ∆ράση της ArChiA σε εξαµερές (1). Με κόκκινο συµβολίζεται το ΟΗ του 
ανάγωντος άκρου. Το ένζυµο παράγει αρχικά τριµερές (2) και διµερές και 
τετραµερές αρχικά (3) το οποίο υδρολύεται σε διµερή (4). 

Πειράµατα που έγιναν µε ολιγοµερή διαφόρων µεγεθών έδειξαν ότι η ArChiA 

αναγνωρίζει και υδρολύει ολιγοµερή µεγαλύτερα από τετραµερές (Εικόνα 25). Το 

τριµερές αναγνωρίζεται και υδρολύεται µόνο µετά από πολύωρη επώαση (Εικόνα 26), 

γεγονός που υποδεικνύει ότι δεν αποτελεί ένα υπόστρωµα που αναγνωρίζει εύκολα το 

ένζυµο. Το διµερές δεν αναγνωρίζεται από το ένζυµο και δεν το υδρολύει ούτε µετά 

από επώαση 6 ηµερών (Εικόνα 61). Συνδυάζοντας αυτά τα αποτελέσµατα µε τα 

προηγούµενα µπορούµε να εξηγήσουµε και τα αποτελέσµατα της υδρόλυσης των 

χιτοολιγοσακχαριτών. Το ελάχιστο υπόστρωµα που αναγνωρίζεται είναι το τριµερές 

και το ελάχιστο υπόστρωµα που παράγεται είναι χιτοβιόζη (µε εξαίρεση την 

περίπτωση της επώασης του τριµερούς για πολλές ώρες όπου παράγεται χιτοβιόζη και 

Ν-ακετυλγλυκοσαµίνη). Κατά συνέπεια το πενταµερές αναγνωρίζεται και υδρολύεται 
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σε κάποια κατά πάσα πιθανότητα τυχαία θέση ώστε παράγεται διµερές και τριµερές ή 

τριµερές και διµερές. Στο τετραµερές µόνο µια θέση υπάρχει για την υδρόλυση και το 

προϊόν είναι µόνο δύο µόρια χιτοβιόζης. 
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ArChiB. Η ArChiB όταν επωάζεται µε υπόστρωµα κολλοειδούς χιτίνης και πολύ – Ν –

 ακετυλγλυκοσαµίνης παράγει διµερή (Εικόνα 24). Αυτό µπορεί να εξηγηθεί αν 

θεωρήσουµε ότι το συγκεκριµένο ένζυµο παρουσιάζει δράση εξωχιτινάσης, δηλαδή 

αναγνωρίζει το µεγάλου µεγέθους υπόστρωµα και το υδρολύει από το ένα άκρο 

διαδοχικά αφαιρώντας διµερή.  

Τα αποτελέσµατα που προκύπτουν από την υδρόλυση του εξαµερούς είναι σε 

συµφωνία µε τα παραπάνω (Εικόνα 30). Το ένζυµο αναγνωρίζει το υπόστρωµα και το 

υδρολύει παράγοντας διµερή και τετραµερή τα οποία µε τη σειρά τους υδρολύονται 

σε διµερή. Όπως γνωρίζουµε το µόριο της χιτίνης παρουσιάζει πολικότητα µε το ένα 

άκρο να εµφανίζει ένα υδροξύλιο µε αναγωγικές ιδιότητες ενώ το άλλο δεν 

παρουσιάζει τέτοια χαρακτηριστικά. Το ανάγων υδροξύλιο µπορεί να εµφανίζεται σε 

δύο µορφές – ανωµερή – το α, και το β τα οποία είναι σε ισορροπία. Τα παραγόµενα 

διµερή από την δράση του ενζύµου, εµφανίζουν µόνο β διαµόρφωση, ενώ τα 

παραγόµενα τετραµερή έχουν µικτή διαµόρφωση (α και β) (Εικόνα 31). Καθώς ο 

δεσµός µεταξύ των µονάδων Ν – ακετυλγλυκοσαµίνης είναι β – γλυκοσιδικός και οι 

χιτινάσες της οικογένειας 18 εµφανίζουν µηχανισµό συντήρησης της ανωµερικής 

διαµόρφωσης συµπεραίνουµε ότι δρα από το µη ανάγων άκρο. Σε διαφορετική 

περίπτωση θα αναµέναµε ότι το παραγόµενο διµερές θα εµφανίζονταν σαν µίγµα α 

και β ανωµερούς (Εικόνα 62).  

ArChiB

ArChiB

1

4

32

OH

H

O
OH

O

OH

N H

OOH

OH

H OH

N H

OOH

OH

O

OH

H

OH
O

OH

N H

OOH

OH

H OH

N H

OOH

OH

OH

OH

H

OH
O

OH

N H

OOH

OH

H OH

N H

OOH

OH

+OH

H

OH
O

OH

N H

OOH

O
H

H OH

N H

OOH

OH

O

O
H

H

OH
O

OH

N H

OOH

O
H

H OH

N H

OOH

OH

OH OH OH

OH

H

OH
O

OH

N H

OOH

O
H

H OH

N H

OOH

OH + OH

H

OH
O

OH

N H

OOH

O
H

H OH

N H

OOH

OH

O

O
H

H

OH
O

OH

N H

OOH

O
H

H OH

N H

OOH

OH

OHOH

OH

H

OH
OH

O

OH

N H

OOH

O
H

H OH

N H

OOH

OH

+ +OH

OH

H

OH
OH

O

OH

N H

OOH

OH

H OH

N H

OOH

OH

OH

OH

H

OH
OH

O

OH

N H

OOH

OH

H OH

N H

OOH

OH

OH

OH

H

OH
O

OH

N H

OOH

OH

H OH

N H

OOH

OH

 

Εικόνα 62: ∆ράση της ArChiB σε εξαµερές (1). Με κόκκινο συµβολίζεται το ΟΗ του 
ανάγωντος άκρου. Το ένζυµο παράγει αρχικά διµερές. Στην εικόνα παρουσιάζεται 
το αποτέλεσµα της δράσης του ενζύµου είτε από το ανάγων άκρο (2) είτε από το 
µη ανάγων (3). Εντέλει το υπόστρωµα υδρολύεται σε διµερή (4). 

Πειράµατα που έγιναν µε ολιγοµερή διαφόρων µεγεθών έδειξαν ότι η ArChiB 

αναγνωρίζει και υδρολύει ολιγοµερή µεγαλύτερα από τετραµερές (Εικόνα 28). Το 
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τριµερές αναγνωρίζεται και υδρολύεται µόνο µετά από πολύωρη επώαση (Εικόνα 29), 

γεγονός που υποδεικνύει ότι δεν αποτελεί ένα υπόστρωµα που αναγνωρίζει εύκολα το 

ένζυµο. Το διµερές δεν αναγνωρίζεται από το ένζυµο και δεν το υδρολύει ούτε µετά 

από επώαση 6 ηµερών (Εικόνα 63). 

Με αυτά τα αποτελέσµατα κατα νού, µπορούµε να ερµηνεύσουµε τα προϊόντα της 

υδρόλυσης των χιτοολιγοµερών. ∆ιαπιστώνουµε ότι το ελάχιστο υπόστρωµα που 

υδρολύει το ένζυµο σε κανονικές συνθήκες είναι το τετραµερές και το ελάχιστο 

προϊόν που παράγεται είναι διµερές (εξαίρεση αποτελεί η επώαση για πολλές ώρες 

του τριµερούς µε το ένζυµο που παράγει χιτοβιόζη και Ν-ακετυλγλυκοσαµίνη). Κάθε 

χιτοολιγοµερές υδρολύεται παράγοντας διµερές (προφανώς από το µη ανάγων άκρο) 

και στη συνέχεια το υπόλοιπο µόριο υδρολύεται παράγοντας διµερές κ.ο.κ.. Το 

εξαµερές όπως έχει αναφερθεί πιο πάνω υδρολύεται σε χιτοβιόζη και τετραµερές το 

οποίο στη συνέχεια υδρολύεται σε δύο µόριο χιτοβιόζης. Από το πενταµερές 

παράγεται χιτοβιόζη και τριµερές που στη συνέχεια υδρολύεται µετά από πολλές ώρες 

σε χιτοβιόζη και Ν-ακετυλγλυκοσαµίνη. Το τετραµερές υδρολύεται σε δύο µόρια 

χιτοβιόζης. 

 



 
 

Σ
υ
ζή
τη
σ
η
 

9
6

A
rC

hi
B

1

5
4

3

2

A
rC

hi
B

A
rC

hi
B

A
rC

hi
B

A
rC

hi
B

A
rC

hi
B

A
rC

hi
B

A
rC

hi
B

O
H

H

O
O

HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H O

O
H

H O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H O

H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

O
H

H

O
O

HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H O

O
H

H O
HO

H

O
H N

H O

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

O
H

H

O
O

HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H O

H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

O
H

H

O
O

HO
H

O
H N

H O

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

O
H

H

O
O

HO
H

O
H N

H O

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

+
O

H

H

O
O

HO
H

O
H N

H O

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

O
H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

O
H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H O

H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H O

H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

+
+

H
O

O
H

H
O

HN

HO

O
H O

H
O

H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

O
H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

+
H

O

O
H

H
O

HN

HO

O
H O

H
O

H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

+ OH
O

H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

O
H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

+
+

O
H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

O
H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

O
H

O
H

H

O
H

O
HO

O
H N

H O

O
H

H
O

HN

HO

O
H

 

Ει
κό
να

 6
3

: 
Η

 δ
ρά
σ
η

 τ
η
ς 

A
rC

h
iB

 σ
ε 
ολ
ιγ
οµ
ερ
ή

 χ
ιτ
ίν
η
ς,

 ε
ξα

µ
ερ
ές

 (
1

),
 τ
ετ
ρα

µ
ερ
ές

 (
2

),
 π
εν
τα

µ
ερ
ές

 (
3

),
 τ
ρι

µ
ερ
ές

 (
4

),
 τ
ρι

µ
ερ
ές

(5
).

 



  Συζήτηση 

97

Συµπερασµατικά διαπιστώνουµε ότι η ArChiA εµφανίζει δράση ενδοχιτινάσης ενώ η 

ArChiB εξοχιτινάσης που δρα από το µη ανάγων άκρο.  

Και οι δυο πρωτεΐνες αναγνωρίζουν υποστρώµατα µικρού µεγέθους, τουλάχιστον 

τετραµερούς.  

Ο τρόπος δράσης των ενζύµων µας επιτρέπει να συσχετίσουµε την διάταξη των 

δοµικών µονάδων τους µε τη λειτουργία τους. Η ArChiA εµφανίζει δυο δοµικές 

µονάδες αναγνώρισης της χιτίνης, εκατέρωθεν της καταλυτικής όπως προκύπτει από 

την αλληλουχία της (Εικόνα 64). Οι δύο αυτές δοµικές µονάδες µπορούν και δοµικά 

να βρίσκονται εκατέρωθεν της καταλυτικής, και να αναγνωρίζουν το υπόστρωµα 

καθοδηγώντας το µόριο σε τυχαίες θέσεις (Εικόνα 65).  
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2
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ArChiA

1

4

3
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Εικόνα 64: Η θέση των δοµικών µονάδων στην αλληλουχία των δυο χιτινασών. (1) 
Καταλυτική δοµική µονάδα, (2) δοµική µονάδα πρόσδεσης της χιτίνης, (3) 
συνδετική περιοχή πλούσια σε Pro, Thr, (4) πεπτίδιο οδηγητής. 

Η ArChiB έχει µια δοµική µονάδα αναγνώρισης της χιτίνης στο C άκρο του µορίου 

(Εικόνα 64). Ο προσανατολισµός αυτός είναι αντίθετος µε τον προσανατολισµό της 

SmChiA που δρα ως εξοχιτινάση από το ανάγων άκρο και σύµφωνος µε τον 

προσανατολισµό της SmChiB που δρα ως εξοχιτινάση από το µη ανάγων άκρο, 

γεγονός που µας οδηγεί να υποθέσουµε ότι και στην περίπτωση αυτή, αυτή η δοµική 

µονάδα αναγνωρίζει το υπόστρωµα της χιτίνης και καθοδηγεί τη καταλυτική µονάδα 

στο µη ανάγων άκρο (Εικόνα 65).  

Όπως όµως προκύπτει από τα µικρά ολιγοµερή, των οποίων το µέγεθος δεν επαρκεί 

για να αναγνωρίζονται από τη δοµική µονάδα αναγνώρισης χιτίνης και να βρίσκονται 

στο καταλυτικό κέντρο, η αναγνώριση του υποστρώµατος, και η υδρόλυση του µε 

συγκεκριµένο τρόπο εξαρτάται από ιδιότητες της καταλυτικής δοµικής υποµονάδας, 

και η υποµονάδα αναγνώρισης της χιτίνης λειτουργεί επικουρικά κατευθύνοντας το 
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ένζυµο στο υπόστρωµα µε µεγαλύτερη αποδοτικότητα όπως φαίνεται και από το 

γεγονός ότι η µορφή του ενζύµου ArChiBtr δεν λειτουργεί απέναντι σε µη διαλυτά 

υποστρώµατα ενώ η παρουσία της δοµικής µονάδας αναγνώρισης της χιτίνης της 

επιτρέπει να αναγνωρίσει και κατά συνέπεια να λειτουργήσει απέναντι σε αυτά τα 

υποστρώµατα.  
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Εικόνα 65: Σχηµατική απεικόνιση του τρόπου δράσης της ArChiA (1) και της ArChiB 
(2) στο υπόστρωµα χιτίνης. Με πράσινο χρώµα συµβολίζονται οι δοµικές µονάδες 
πρόσδεσης της χιτίνης.  

Τα παραπάνω αποτελέσµατα δεν συµφωνούν µε την πρόβλεψη που προκύπτει από 

την αλληλουχία των ενζύµων αυτών (Εικόνες 22 και 23) και τη σύγκριση τους µε της 

αντίστοιχες χιτινάσες από S.marcescens. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η 

αλληλουχία των ενζύµων δεν µπορεί να χρησιµοποιηθεί µε αξιοπιστία για την 

πρόβλεψη του τρόπου δράσης τους.  

Κατανοώντας τον τρόπο µε τον οποίο αναγνωρίζουν και κόβουν το υπόστρωµα τα 

ένζυµα αυτά δηµιουργείται απορία σχετικά µε τον τρόπο που αναγνωρίζουν και 

κόβουν τα συνθετικά υποστρώµατα που χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση και τη 

µελέτη τους. Τα συνθετικά υποστρώµατα που χρησιµοποιούνται για την ArChiA και 

την ArChiB παρουσιάζονται στην Εικόνα 66. 
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Εικόνα 66: Τα συνθετικά υποστρώµατα 4-nitrophenyl-N’N’’-diacetyl-chitobiose (1) 
και  4-nitrophenyl-N’N’’Ν’’’-triacetyl-chitotriose (2) που χρησιµοποιούνται για την 
µελέτη της ενεργότητας των χιτινασων ArChiA και ArChiB αντίστοιχα. 

Προκειµένου να παρατηρήσουµε είτε κίτρινο χρώµα, είτε φθορισµό, θα πρέπει η 

χρωµοφόρος οµάδα να απελευθερωθεί από το υπόστρωµα λόγω της δράσης της 

χιτινάσης. Στην περίπτωση της ArChiA γνωρίζουµε ότι υδρολύει το 

χρωµοφόρο+GlcNAc2. Έχει αναφερθεί ότι ο ελάχιστος βαθµός πολυµερισµού που 

πρέπει να έχει το υπόστρωµαγια να µπορεί το ένζυµο να αναγνωρίσει είναι 4 

(τετραµερές), και κατά συνέπεια πρέπει να θεωρήσουµε ότι το συνθετικό υπόστρωµα 

δρα ως τέτοιο. Εναλλακτικά µπορούµε να υποθέσουµε ότι το αναγνωρίζει ως GlcNAc3 

και η υδρόλυση που γίνεται είναι εξαιρετικά αργή, όµως η ανίχνευση γίνεται από πολύ 

νωρίς γιατί το προϊόν της αντίδρασης είναι πολύ ευαίσθητο και ανιχνεύεται πολύ 

εύκολα. Στην περίπτωση της ArChiB το υπόστρωµα που αναγνωρίζει είναι το 

χρωµοφόρο + GlcNAc3. Με δεδοµένο ότι το ένζυµο αφαιρεί GlcNAc2 από το µη 

ανάγων άκρο η απελευθέρωση του χρωµοφόρου δεν δικαιολογείται.  

Συµπερασµατικά µπορούµε να πούµε ότι τα συγκεκριµένα υποστρώµατα δεν είναι 

κατάλληλα για τη µελέτη αυτών των ενζύµων, καθώς η συµπεριφορά τους δεν 

ερµηνεύεται σύµφωνα µε τα αναµενόµενα. Οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ του ενζύµου 

και του υποστρώµατος σε αυτή την περίπτωση δεν µπορούν να ερµηνευθούν 

συγκρίνοντας τις αλληλεπιδράσεις µε τα φυσικά υποστρώµατα. 

Στην παρούσα εργασία οι κινητικές παράµετροι των ενζύµων µετρήθηκαν 

χρησιµοποιώντας το συνθετικό υπόστρωµα. Όπως παρατηρήθηκε οι τιµές kcat που 

µετρήθηκαν µε το υπόστρωµα αυτό και το φυσικό υπόστρωµα της κολλοειδούς 

χιτίνης είναι παρόµοιες. Επιπλέον, αυτό που επιθυµούσαµε να µελετήσουµε 
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ιδιαιτέρως, ήταν οι σχετικές τιµές µεταξύ των µεταλλαγµένων ενζύµων και οι 

επιδράσεις που είχαν οι µεταλλάξεις στα µόρια, και στην περίπτωση αυτή θεωρούµε 

ότι διαφορές που παρατηρούνται στις αντιδράσεις µε το συνθετικό υπόστρωµα 

αντιστοιχούν σε διαφορές απέναντι στα φυσικά υποστρώµατα.  

Ανάλυση της δοµής ArChiB.
Η δοµή της ArChiB λύθηκε σε συνεργασία µε την Dr. Mahnaz Ayati µέλος της 

ερευνητικής οµάδας του Dr. Richard Haser στο CNRS στη Λυών. Η πρωτεΐνη 

κρυσταλλώθηκε σε θερµοκρασία δωµατίου µε 0,9 M (ΝΗ4)2SO4, 0,1 M MES pH 6,0 

και 0,1 Μ β νικοτιναµινο-αδενινο δινουκλεοτίδιο (NAD). Οι κρύσταλλοι είναι 

εξαγωνικοί και ανήκουν στην οµάδα χώρου   P3221 ή P3 11121 και οι παράµετροι της 

στοιχειώδους κυψελίδας είνα οι ακόλουθοι  a = b= 114.28 Å c=102.79 Å α= β=90° 

και γ=120°. Οι κρύσταλλοι διαθλούν σε διακριτικό όριο 1.7 Å. Ένα µόριο χιτινάσης 

αντιστοιχεί σε κάθε ασσύµετρη µονάδα. Η επίλυση της δοµής είναι σε εξέλιξη. 

 

 

Εικόνα 67: Κρύσταλλοι της ArChiB 

ράση των χιτινασών στην ανάπτυξη µυκήτων
Η δράση των δύο χιτινασών στην ανάπτυξη µυκήτων µελετήθηκε χρησιµοποιώντας 

το µύκητα Botrytis cinerea str. 309 σαν οργανισµό – µοντέλο. 

Ο συγκεκριµένος µύκητας είναι ιδιαίτερα παθογόνος για φυτά οικονοµικής σηµασίας 

για τον άνθρωπο. Παρατηρήθηκε ότι οι δύο χιτινάσες τόσο η κάθε µια µόνη της όσο 

και σε συνδυασµό προκαλούν αναστολή της εκβλάστησης των σπορίων του µύκητα 

και της ανάπτυξης του σωλήνα αναπαραγωγής. Η ArChiA φαίνεται ότι παρουσιάζει 

ισχυρότερη επίδραση στην εκβλάστηση των σπορίων από την ArChiB. Σε 

συγκέντρωση 100 µg/ml η ArChiA προκαλεί αναστολή της εκβλάστησης κατά 70 % 

ενώ αναστέλλει την ανάπτυξη του σωλήνα γονιµοποίησης κατά 60 %. Η ArChiB 

προκαλεί αντίστοιχα 15 % αναστολή της εκβλάστησης και 30 % αναστολή της 
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ανάπτυξης του σωλήνα γονιµοποίησης. Ο συνδυασµός και των δύο ενζύµων προκαλεί 

ανάσχεση της εκβλάστησης κατά 68 % και της επιµήκυνσης του σωλήνα 

αναπαραγωγής κατά 60 %. Αναλυτικά η αναστολή που προκαλεί κάθε ένζυµο και ο 

συνδυασµός τους στην ανάπτυξη του µύκητα παρουσιάζεται στην Εικόνα 68. 
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Εικόνα 68: Ανάσχεση της εκβλάστησης των σπορίων και του µήκους του σωλήνα 
αναπαραγωγής του παθογόνου µύκητα Botrytis cinerea str. 309 από την ArChiA και 
ArChiB και του συνδυασµού τους σε διαφορετικές συγκεντρώσεις τους. 

Γνωρίζοντας τον τρόπο που δρα κάθε ένζυµο µπορούµε να θεωρήσουµε ότι η ArChiA 

καταστρέφει τα µόρια χιτίνης του τοιχώµατος του µύκητα σε τυχαίες θέσεις 

προκαλώντας βλάβες στις αναπτυσσόµενες υφές, ενώ η ArChiB εντοπίζει τη δράση 

της στα άκρα των µορίων τα οποία είτε είναι προστατευµένα είτε η δράση της δεν 

είναι αρκετή να αντιπαρέλθει τους µηχανισµούς σύνθεσης χιτίνης του οργανισµού και 

κατά συνέπεια η βλάβες που προκαλεί είναι περιορισµένης έκτασης. Ο συνδυασµός 

των δύο χιτινασών έχει αυξηµένη επίδραση, καθώς η ArChiB είναι σε θέση να 

συνεχίσει την αποικοδόµηση των τοιχωµάτων στα σηµεία όπου η ArChiA έχει 

προκαλέσει αρχικά την υδρόλυση τους.  

Τα αποτελέσµατα αυτά είναι σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα άλλων οµάδων οι 

οποίες διαπίστωσαν ότι οι ενδοχιτινάσες έχουν ισχυρότερη επίδραση στην ανάπτυξη 

φυτοπαθογόνων µυκήτων [180-182]. Η αναστολή που παρατηρείται είναι συγκρίσιµη 

µε την αναστολή που παρατηρείται σε άλλες περιπτώσεις [183]. Σε πολλές 

περιπτώσεις, πάντως, παρατηρείται συνέργια µεταξύ των χιτινολυτικών ενζύµων και 
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µε άλλες κατηγορίες ενζύµων, όπως γλουκανάσες, ώστε η τελική επίδραση να είναι 

σηµαντικά ισχυρότερη [184, 185]. 

Μεταλλάξεις των ενζύµων
Η µελέτη της αλληλουχίας των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων 

που µελετήσαµε στην παρούσα εργασία έδειξε ένα σύνολο από πιθανές προσαρµογές 

των ενζύµων στο περιβάλλον χαµηλής θερµοκρασίας οι οποίες είναι σύµφωνες µε 

αυτές που έχουν προταθεί και αναφέρονται στο σχετικό τµήµα της εισαγωγής. 

Πολλές από αυτές τις προτάσεις δεν µπορούν να ελεγχθούν στις συγκεκριµένες 

περιπτώσεις λόγω της άγνοιας της τρισδιάστατης δοµής των ενζύµων, π.χ. το 

πακετάρισµα του πυρήνα και οι αλληλεπιδράσεις που εξαρτώνται από πολύ µικρές 

διαφοροποιήσεις της δοµής του ενζύµου (αρωµατικές αλληλεπιδράσεις κ.α.). Η 

ποιότητα των µοντέλων τρισδιάστατων δοµών των ενζύµων, επιπλέον, µας επιτρέπει 

να προτείνουµε και να ελέγξουµε αλλαγές που βασίζονται στην οµολογία µε άλλες 

γνωστές δοµές και όχι ab initio.   

Ο σχεδιασµός και η πραγµατοποίηση µεταλλάξεων σε συγκεκριµένα σηµεία της 

αλληλουχίας πρωτεϊνών έχει χρησιµοποιηθεί πλειστάκις στο παρελθόν προκειµένου να 

βελτιωθούν οι φυσικοχηµικές ιδιότητες ενζύµων, και να παραχθούν ένζυµα µε νέες 

εφαρµογές στη βιοτεχνολογία, µοριακή βιολογία και ιατρική [186].  Η επιλογή των 

µεταλλάξεων γίνεται µε τρεις µεθόδους [187]: 

• Την κατευθυνόµενη µεταλλαξογένεση (rational design) που περιλαµβάνει τη 

σύγκριση µε πιο σταθερές πρωτεΐνες και την ανίχνευση προτύπων 

αλληλουχιών που σχετίζονται µε τη σταθερότερη δοµή. Η µέθοδος αυτή 

προϋποθέτει τη γνώση ή πρόβλεψη της δοµής του ενζύµου και την επιλογή 

µεταλλάξεων µε βάση την πρόβλεψη των επιδράσεων αυτών. Σηµαντικός 

βαθµός των προτεινόµενων µεταλλάξεων µπορεί να έχει απρόβλεπτες 

συνέπειες, ή η διαφοροποίηση µεταξύ των πρωτεϊνών να οφείλεται σε 

«θόρυβο» που προκαλεί η εξελικτική διαδικασία και να µην παίζουν τον 

προτεινόµενο ρόλο [6]. Επιτρέπει όµως την µελέτη συγκεκριµένων 

παρεµβάσεων, και του ρόλου συγκεκριµένων επεµβάσεων στη δοµή. 

• Την κατευθυνόµενη εξέλιξη (directed evolution) που περιλαµβάνει µεθόδους 

τυχαίας µεταλλαξογένεσης και ανασυνδυασµού των µεταλλαγµένων γονιδίων 

επιλέγοντας κάθε φορά κάποια συγκεκριµένη ιδιότητα. Η µέθοδος αυτή δε 

χρειάζεται γνώση της δοµής της πρωτεΐνης, παράγει µεταλλάξεις µε το 
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επιθυµητό αποτέλεσµα αλλά που δεν ήταν προβλέψιµες, µπορούν να 

ακολουθηθούν παράλληλα µονοπάτια εξέλιξης και δίνονται εποµένως 

διαφορετικές λύσεις. 

• Τη επιλογή συναινετικής αλληλουχίας (consensus concept) όπου επιλέγονται 

κατάλοιπα της συναινετικής αλληλουχίας των συγκεκριµένων πρωτεϊνών για 

µια δεδοµένη θέση [188].  

Στο παρελθόν έχουν γίνει µερικές προσπάθειες µελέτης του ψυχρόφιλου χαρακτήρα 

ενζύµων µε τη χρήση µεταλλάξεων αν και αυτές περιλαµβάνουν κυρίως µεθόδους 

κατευθυνόµενης εξέλιξης [33, 189] ενώ οι προσπάθειες που περιλαµβάνουν 

µεταλλάξεις σε συγκεκριµένες θέσεις του µορίου είναι περιορισµένες και τα 

αποτελέσµατα δεν είναι εύληπτα και αναµενόµενα [179]. 

Στην παρούσα εργασία, κατασκευάστηκαν τα µοριακά µοντέλα της TAB5AP (Εικόνα 

69), µε βάση τη δοµή της αλκαλικής φωσφατάσης της E.coli (2anha), και της 

καταλυτικής υποµονάδας της ArChiB βασισµένο στη δοµή της SmChiA (Εικόνα 72), 

για τις υπόλοιπες δοµικές υποµονάδες δεν κατέστη δυνατό να σχηµατιστεί µοριακό 

µοντέλο καθώς η οµολογία µε γνωστές δοµές ήταν µικρή.  

Η παρούσα προσπάθεια αποτελεί προσπάθεια µεταλλαξογένεσης προσαρµοσµένων 

στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων βασισµένη σε ένα µοντέλο δοµής και στις βασικές 

αρχές που διέπουν την ευκαµψία των πλευρικών οµάδων των αµινοξέων, και τις 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ τους, καθώς και στοιχίσεις των προσαρµοσµένων στη 

χαµηλή θερµοκρασία πρωτεϊνών µε άλλες οµόλογες τους πρωτεΐνες. Στην περίπτωση 

της TAB5AP, έγινε προσπάθεια της µελέτης της τοπικής ευκαµψίας σε κατάλοιπα του 

ενεργού κέντρου. Η επιλογή των µεταλλάξεων έγινε µε τη µέθοδο της 

κατευθυνόµενης µεταλλαξογένεσης καθώς επιθυµούµε την µελέτη συγκεκριµένων 

τύπων µεταλλάξεων στην αλληλουχία των ενζύµων. 

Ο αρχικός στόχος των µεταλλάξεων ήταν η παραγωγή ενζύµων στα οποία ο 

ψυχρόφιλος χαρακτήρας των ενζύµων διατηρείται και η σταθερότητα τους έχει 

βελτιωθεί. Ως κριτήριο για τον ψυχρόφιλο χαρακτήρα ενός ενζύµου χρησιµοποιούµε 

την ενέργεια ενεργοποίησης (Ea), η οποία όπως έχει αναφερθεί εµφανίζεται 

χαµηλότερη στα προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα συγκρίνοντας µε τα 

αντίστοιχα µεσόφιλα.  

Η σταθερότητα των ενζύµων, στην περίπτωση της ArChiB υπολογίζεται τόσο µε τη 

µέθοδο της φθορισµοµετρίας, όσο και µε την εναποµένουσα ενεργότητα του 
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ενζύµου, µετά από επώαση σε θερµοκρασία 45 oC, ενώ στην περίπτωση της 

αλκαλικής φωσφατάσης η σταθερότητα υπολογίζεται µόνο από την εναποµένουσα 

ενεργότητα του ενζύµου µετά από επώαση σε θερµοκρασία 50 oC. Στην τελευταία 

περίπτωση θεωρούµε ότι η σταθερότητα των ενζύµων είναι άρρηκτα συνδεδεµένη µε 

την ενεργότητα και κατά συνέπεια η απώλεια της ενεργότητας συνδέεται µε την 

τοπική ή και ολική απώλεια της ενεργής δοµής του ενζύµου. Η δυνατότητα ενός 

ενζύµου να ανακτήσει την δοµή του µετά από αποδιάταξη ενδέχεται να δηµιουργήσει 

προβλήµατα στην αξιολόγηση αποτελεσµάτων όπου µετράµε την εναποµένουσα 

ενεργότητα για να συγκρίνουµε ένζυµα [7]. Στα ένζυµα που µελετούµε στην 

παρούσα εργασία δεν έχουµε επαναδιάταξη, καθώς κάτω από οποιεσδήποτε 

συνθήκες και αν τοποθετήθηκαν τα ένζυµα ύστερα από την επώαση τους στη 

θερµοκρασία δεν παρατηρήθηκε οποιαδήποτε ανάκτηση ενεργότητας. Στην 

περίπτωση της ArChiB τα αποτελέσµατα µέτρησης της θερµικής αποδιάταξης µε τις 

µεθόδους της φθορισµοµετρίας και της εναποµένουσας ενεργότητας εµφανίζουν 

ανάλογα αποτελέσµατα υποστηρίζοντας την προηγούµενη υπόθεση. 

 

Εικόνα 69: Η δοµή του µοντέλου της αλκαλικής φωσφατάσης από το ψυχρόφιλο 
στέλεχος, και οι θέσεις των µεταλλάξεων που µελετήθηκαν. ∆ιακρίνεται ακόµα το 
υπόστρωµα φωσφορικού οξέος, και τα µέταλλα της δοµής µε χωροπληρωτικό 
µοντέλο. 
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W260K. Η µετάλλαξη στη θέση 260 σε Lys παράγει ένα ένζυµο µε χαµηλότερη kcat 

σε όλες τις θερµοκρασίες ενώ ο ψυχρόφιλος χαρακτήρας διατηρείται (Ea του 

µεταλλαγµένου ενζύµου 48,6 KJ/mol έναντι 42,8 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, 

Πίνακας 9). Η σταθερότητα του ενζύµου δεν παρουσιάζει σηµαντική µεταβολή 

συγκριτικά µε το φυσικό ένζυµο. Το κατάλοιπο στόχος, η Trp260 (Εικόνα 54) 

προβλέπεται από το µοντέλο της τρισδιάστατης δοµής και σε αναλογία µε το µόριο 

της αλκαλικής φωσφατάσης από E.coli να αλληλεπιδρά µε τη φωσφορική οµάδα. 

Περιορισµοί που θέτει ο µεγάλος όγκος της πλευρικής οµάδας αυτού του καταλοίπου 

περιορίζουν την κινητικότητα του και κατά συνέπεια τις πιθανές διατάξεις αυτού του 

καταλοίπου ως προς τη φωσφορική οµάδα. Η αντικατάσταση του από την Lys 

προκαλεί αλλαγή τόσο στον όγκο όσο και στο φορτίο σε αυτό το σηµείο του ενεργού 

κέντρου. Η πλευρική οµάδα της Lys είναι ιδιαίτερα εύκαµπτη [190] και κατά συνέπεια 

αυτή η µετάλλαξη προκαλεί σηµαντική αύξηση στην ευκαµψία της πλευρικής οµάδας 

στο ενεργό κέντρο. Κατά αναλογία µε τη δοµή της αλκαλικής φωσφατάσης από E.coli 

η πλευρική οµάδα της Lys µπορεί να αλληλεπιδράσει µε τη φωσφορική οµάδα, 

συγκρατώντας το υπόστρωµα στο χώρο του ενζύµου, ελαττώνοντας την ταχύτητα 

της αντίδρασης µε συνακόλουθη µείωση της τιµής του kcat (Εικόνα 55)[156]. Η 

αποµάκρυνση της Trp από τη θέση αυτή αναµένεται να προκαλέσει και την ελάττωση 

των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των πλευρικών οµάδων των καταλοίπων της περιοχής. 

Όπως έχει δειχθεί τέτοια µείωση αλληλεπιδράσεων προκαλεί τοπική αύξηση της 

κινητικότητας των πλευρικών οµάδων. Από τα παραπάνω προκύπτει ότι ο όγκος της 

πλευρικής οµάδας, και οι αλληλεπιδράσεις µε γειτονικές οµάδες, είναι σε άµεση 

συσχέτιση µε την τοπική ευκαµψία µιας θέσης [61]. Η ελάττωση της ειδικής 

ενεργότητας του ενζύµου στην περίπτωση αυτή είναι πιθανόν συνδεδεµένη µε την 

µεγάλη ευκαµψία της πλευρικής οµάδας της Lys, η οποία έχει σαν αποτέλεσµα την 

αύξηση των πιθανών καταστάσεων της από τις οποίες µικρός αριθµός αλληλεπιδρά µε 

τη φωσφορική οµάδα µε τον επιθυµητό για την κατάλυση τρόπο. Σε σχέση µε την 

σταθερότητα του ενζύµου, η αντικατάσταση της Trp µε Lys δεν αναµένεται να έχει 

σηµαντικά αποσταθεροποιητικά αποτελέσµατα (Εικόνα 57 και Πίνακας 11) [61], ενώ 

δεν προβλέπεται η δηµιουργία σηµαντικών νέων αλληλεπιδράσεων της πλευρικής 

οµάδας της Lys. 

W260K/A219N. Η επιπλέον µετάλλαξη της Ala219 από το Asn προκαλεί την 

απώλεια του ψυχρόφιλου χαρακτήρα (Ea του µεταλλαγµένου ενζύµου 117 KJ/mol 

έναντι 42,8 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, Πίνακας 9). Σε χαµηλές θερµοκρασίες η 

ειδική ενεργότητα του ενζύµου είναι χαµηλότερη από του φυσικού, αλλά σε υψηλές 
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θερµοκρασίες (20 – 25 oC) η κατάσταση αντιστρέφεται και το µεταλλαγµένο ένζυµο 

παρουσιάζει αυξηµένη ενεργότητα (Εικόνα 56). Η µετάλλαξη αυτή (Εικόνα 54), 

χρησιµοποιώντας το µοντέλο της τρισδιάστατης δοµής, τοποθετεί κάποιες 

αλληλεπιδράσεις στην εύκαµπτη πλευρική οµάδα της Lys από το Asn219. 

Εξετάζοντας το µοντέλο της τρισδιάστατης δοµής δείχνει ότι διάφοροι συνδυασµοί 

προτιµόµενων ροταµερών οδηγούν στο σχηµατισµό δεσµού υδρογόνου µεταξύ 

αυτων των δύο καταλοίπων. Αυτοί θα πρέπει να σπάσουν προκειµένου η πλευρική 

οµάδα της Lys να κατευθυνθεί προς  τη φωσφορική οµάδα και να προχωρήσει η 

κατάλυση. Αυτή η αλληλεπίδραση, εποµένως, θα οδηγούσε σε αύξηση της Ea και 

κατά συνέπεια απώλεια του ψυχρόφιλου χαρακτήρα. Επιπλέον, η παρουσία της Asn 

στη θέση της Ala περιορίζει το χώρο στον οποίο κινείται η πλευρική οµάδα της Lys 

καθώς το Asn φέρει µεγαλύτερη πλευρική οµάδα, και πληρώνει το κενό που αφήνει η 

αποµάκρυνση της Trp από τη θέση αυτή. Σαν συνέπεια σε υψηλές θερµοκρασίες, 

όταν οι προαναφερθέντες δεσµοί υδρογόνου σπάνε εύκολα, οι πιθανές διαµορφώσεις 

της πλευρικής οµάδας της Lys είναι πολύ λιγότερες από ότι στη περίπτωση της 

µετάλλαξης W260K µε αποτέλεσµα ένα πιο ενεργό ένζυµο σε αυτές τις θερµοκρασίες. 

Σε χαµηλές θερµοκρασίες ένας σηµαντικός αριθµός αυτών των διαµορφώσεων 

παραµένει παγιδευµένος λόγω των δεσµών υδρογόνου µε την Asn219.  

W260K/A219N/H135D. Η βασική διαφορά µεταξύ αυτής της µετάλλαξης και της 

W260K/A219N είναι η επαναφορά του ψυχρόφιλου χαρακτήρα του ενζύµου (Ea του 

µεταλλαγµένου ενζύµου 34,1 KJ/mol έναντι 42,8 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, 

Πίνακας 9). Επιπλέον παρατηρείται σηµαντική βελτίωση της σταθερότητας του 

ενζύµου (Εικόνα 57 και Πίνακας 11). Το τρισδιάστατο µοντέλο της TAB5AP και η 

µελέτη της δοµής της αλκαλικής φωσφατάσης της E.coli επιτρέπουν την ερµηνεία της 

παραπάνω παρατήρησης. Η Lys260 σχηµατίζει ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση µε το 

Asp135. Αυτή η αλληλεπίδραση τοποθετεί τη Lys σε θέση που δεν σχηµατίζουν 

δεσµούς υδρογόνου µε το Asn219. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω αυτές οι 

αλληλεπιδράσεις ενδέχεται να είναι υπεύθυνες για την αύξηση της Ea στην περίπτωση 

της W260K/A219N µετάλλαξης. Κατά συνέπεια στην παρούσα περίπτωση η Ea 

επανέρχεται στα προηγούµενα επίπεδα καθώς εκλείπουν αυτές οι αλληλεπιδράσεις. Η 

αυξηµένη σταθερότητα του ενζύµου οφείλεται στην αντικατάσταση της His135 µε 

Asp (Εικόνα 53) καθώς αυτό παρατηρείται και στο ένζυµο που φέρει τη µετάλλαξη 

H135D. O συνδυασµός Lys260/Asp135 δηµιουργεί ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις 

που έχουν σαν αποτέλεσµα την αύξηση της συγγένειας για το φωσφορικό µε 
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συνακόλουθη µείωση της Km [156], ενώ η παρουσία Asp135 οδηγεί σε µείωση της 

kcat όπως εξηγείται στην περίπτωση της επόµενης µετάλλαξης (Εικόνα 55).  
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Εικόνα 70: ∆ιαγράµµατα Arrhenius για τον υπολογισµό της Ea της TAB5AP και των 
µεταλλαγµένων ενζύµων. 

H135D. Στη περίπτωση της αντικατάστασης της His135 µε Asp (Εικόνα 53) 

παρατηρείται σηµαντική αύξηση της σταθεροποίησης του ενζύµου (Εικόνα 57 και 

Πίνακας 11). Το κατάλοιπο Asp135 αποτελεί πολύ καλύτερο δεσµευτή για το ιόν Mg2+ 

από την His, όπως έχει αναφερθεί και στην εισαγωγή, και η συνεισφορά του στην 

σταθερότητα του ενζύµου είναι αναµενόµενη [178, 179]. Ο ψυχρόφιλος χαρακτήρας 

του ενζύµου δεν παρουσιάζει µεταβολή (Ea του µεταλλαγµένου ενζύµου 44,6 KJ/mol 

έναντι 42,8 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, Πίνακας 9). Επιπλέον, σύµφωνα και µε 

άλλες εργασίες [156] η παρουσία του αρνητικά φορτισµένου Asp στη θέση 135 

δηµιουργεί αλληλεπίδραση µε την Arg 148. Αυτή η αλληλεπίδραση αυξάνει τη 

συγγένεια του ενζύµου µε τη φωσφορική οµάδα, καθώς ελαττώνονται οι πιθανές 

θέσεις της πλευρικής οµάδας της Arg που δεν αλληλεπιδρούν µε τη φωσφορική 

οµάδα µε συνέπεια τη µείωση της ταχύτητας απελευθέρωσης της και συνακόλουθη 

µείωση της τιµής kcat. Πάντως η προσθήκη του αρνητικού φορτίου του Asp µπορεί να 

οδηγήσει σε απωστικές αλληλεπιδράσεις µε το υπόστρωµα και κατά συνέπεια την 

παρατηρούµενη µείωση της Km (Εικόνα 55) [191]. 
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W260H: Στην περίπτωση της αντικατάστασης της Trp260 από την His (Εικόνα 54), 

παρατηρούµε ότι η σταθερότητα του ενζύµου παρουσιάζει µικρή βελτίωση, αν και όχι 

σηµαντική, καθώς βρίσκεται µέσα στα όρια του πειραµατικού σφάλµατος. Η Ea του 

ενζύµου εµφανίζει µικρότερη τιµή από το φυσικό ένζυµο (Ea του µεταλλαγµένου 

ενζύµου 34,4 KJ/mol έναντι 42,8 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, Πίνακας 9). Η kcat του 

ενζύµου σε χαµηλές θερµοκρασίες έχει τιµές αντίστοιχες µε το φυσικό ένζυµο ενώ σε 

υψηλότερες τιµές δεν ακολουθεί ανάλογη αύξηση αλλά οι τιµές µοιάζουν µε του 

W260K (Εικόνα 55). Η His είναι ένα κατάλοιπο που µοιάζει µε τον ένα δακτύλιο της 

Trp. Το µέγεθος της είναι µικρότερο, οπότε και αναµένουµε µεγαλύτερη ευκαµψία 

της πλευρικής της οµάδας. Συγκρίνοντας το ένζυµο αυτό µε τη φυσική µορφή 

παρατηρούµε ότι η His έχει µεγαλύτερη ευκαµψία από την Trp αλλά δεν έχει 

σηµαντικά µεγάλο αριθµό διαµορφώσεων, καθώς ο ιµιδαζολικός της δακτύλιος είναι 

αρκετά ογκώδης, έτσι σε χαµηλές θερµοκρασίες παρουσιάζει ανάλογη λειτουργία µε 

την Trp ενώ σε υψηλότερες θερµοκρασίες η κινητικότητα που αποκτά έχει σαν 

αποτέλεσµα την µείωση των διαµορφώσεων που οδηγούν στην ολοκλήρωση της 

κατάλυσης. Σε κάθε περίπτωση όµως η ιµιδαζολική οµάδα της His είναι 

προσανατολισµένη προς το υπόστρωµα της φωσφορικής οµάδας, και σε αυτό 

οφείλεται η µειωµένη Ea που παρατηρείται.   

G262A: Η αντικατάσταση της Gly262 από Ala (Εικόνα 54) οδήγησε σε ένα ένζυµο µε 

πολύ µικρή ειδική ενεργότητα (µικρότερη από 1/1000 του φυσικού ενζύµου). Το 

γεγονός αυτό δεν µας επέτρεψε τη µέτρηση των κινητικών παραµέτρων και της 

σταθερότητας του ενζύµου. Φαίνεται από αυτή τη µετάλλαξη ότι η παρουσία της Gly 

στη θέση αυτή είναι απαραίτητη και η αντικατάσταση της οδηγεί σε ένα ένζυµο 

πρακτικά ανενεργό. Σε πολλές αλκαλικές φωσφατάσες παρατηρούµε την παρουσία 

Gly στην αντίστοιχη θέση µε την 262 ή 261, γεγονός που συνηγορεί υπέρ της 

αναγκαιότητας της παρουσίας εύκαµπτου καταλοίπου σε αυτή τη θέση, ενώ στην 

περίπτωση της προσαρµοσµένης στη χαµηλή θερµοκρασία αλκαλικής φωσφατάσης 

υπάρχουν Gly και στις δυο θέσεις.  

G261A: Η αντικατάσταση της Gly261 µε Ala (Εικόνα 54) οδηγεί σε ένα ένζυµο που 

έχει απολέσει τον ψυχρόφιλο χαρακτήρα του, όπως παρατηρούµε από την αυξηµένη 

Ea που αυτό εµφανίζει (Ea του µεταλλαγµένου ενζύµου 102,1 KJ/mol έναντι 

42,8 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, Πίνακας 9). Η τιµή της Ea εµφανίζεται τριπλάσια 

συγκριτικά µε την τιµή του φυσικού ενζύµου, ξεφεύγοντας και από τα όρια του 

µεσόφιλου ενζύµου (Ea της αλκαλικής φωσφατάσης από E.coli 67,4 KJ/mol). 
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Επιπλέον, το ένζυµο αυτό παρουσιάζει χαµηλές τιµές kcat σε χαµηλές θερµοκρασίες 

ενώ σε υψηλότερες θερµοκρασίες οι τιµές αυτές είναι ελαφρώς µεγαλύτερες από του 

φυσικού ενζύµου (Εικόνα 55). Μπορούµε να ερµηνεύσουµε αυτή τη συµπεριφορά, 

λαµβάνοντας υπόψη µας στερεοχηµικές παρεµποδίσεις που θέτει η παρουσία της 

πλευρικής οµάδας της Ala στη θέση 261. Οι δύο Gly στις θέσεις 262 και 261 

παρέχουν στην Trp260 την απαραίτητη ευκαµψία ώστε να συµµετέχει στην 

κατάλυση και αυτή να γίνεται µε ικανούς ρυθµούς για τις χαµηλές θερµοκρασίες. Η 

τοποθέτηση στη θέση 261 ενός καταλοίπου µε µικρότερη ευκαµψία οδηγεί κατά 

συνέπεια σε µειωµένη απόδοση σε χαµηλές θερµοκρασίες. Σε υψηλότερες 

θερµοκρασίες η ενέργεια που παρέχεται από το περιβάλλον επιτρέπει την κατάλυση 

µε συγκρίσιµους ρυθµούς µε αυτή του φυσικού ενζύµου. Εξετάζοντας το 

τρισδιάστατο µοντέλο της TAB5AP διαπιστώνουµε ότι η πλευρική οµάδα της Ala 

αλληλεπιδρά µε τον αρωµατικό δακτύλιο της Tyr269. Αυτή η αλληλεπίδραση 

δηµιουργεί στερεοχηµική παρεµπόδιση η οποία ανακλάται στην αύξηση της Ea.  

G261A/Y269A: Η επιπλέον µετάλλαξη, της θέσης 269 σε Ala (Εικόνα 54), έγινε µε 

σκοπό την επιβεβαίωση της παραπάνω υπόθεσης. Στόχος της ήταν η ελάττωση των 

στερεοχηµικών παρεµποδίσεων που δηµιουργούνται λόγω της αλληλεπίδρασης 

µεταξύ Ala261 και Tyr269. Η βασική διαφορά που παρατηρείται µεταξύ των δύο 

µεταλλαγµένων ενζύµων (G261A και G261A/Y269A) είναι η επαναφορά του 

ψυχρόφιλου χαρακτήρα στο δεύτερο ένζυµο (Ea του µεταλλαγµένου ενζύµου 

45,1 KJ/mol έναντι 42,8 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, Πίνακας 9). Επιπλέον, το διπλά 

µεταλλαγµένο ένζυµο παρουσιάζει µικρή σταθεροποίηση (Εικόνα 57 και Πίνακας 11). 

Αυτό πιθανά οφείλεται στην «αποσυµφόρηση» των αλληλεπιδράσεων των πλευρικών 

οµάδων των καταλοίπων 261 και 269. Όπως παρατηρούµε και από στοιχίσεις άλλων 

αλκαλικών φωσφατασών η αντίστοιχη θέση 269 σε άλλες αλκαλικές φωσφατάσες 

καταλαµβάνεται από κατάλοιπα µε µικρή πλευρική οµάδα, όταν η αντίστοιχη θέση 

261 δεν καταλαµβάνεται από Gly. Στην περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης από 

το θερµόφιλο στέλεχος Thermotonga maritima η µεγάλη πλευρική αλυσίδα του 

καταλοίπου Glu της αντίστοιχης θέσης 261 συνοδεύεται από την παρουσία Gly στην 

αντίστοιχη θέση 269 αντισταθµίζοντας την παρουσία του µεγάλου όγκου της 

πλευρικής οµάδας της πρώτης. Η ενεργότητα του ενζύµου αυτού όπως µετράται από 

την κινητική παράµετρο kcat, πάντως, εµφανίζεται χαµηλότερη σε όλες τις 

θερµοκρασίες (Εικόνα 55). Η παραπάνω παρατήρηση µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι 

η εµφάνιση χαµηλής τιµής Ea είναι απόρροια των αλληλεπιδράσεων των θέσεων 261 
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– 269 αλλά οι δύο Gly στις θέσεις 261 και 262 είναι απαραίτητες για την επίτευξη 

υψηλών τιµών kcat. 

Στην προσαρµοσµένη στη χαµηλή θερµοκρασία χιτινάση ArChiB οι µεταλλάξεις 

βασίστηκαν στην οµολογία της µε άλλες χιτινάσες, και στο µοντέλο της 

τρισδιάστατης δοµής της που κατασκευάστηκε µε βάση την οµολογία της µε την 

SmChiA της οποίας η δοµή ήταν διαθέσιµη κατά την έναρξη της εργασίας αυτής, και 

πιο συγκεκριµένα στη καταλυτική δοµική υποµονάδα.   

Οι µεταλλάξεις περιορίστηκαν σε θέσης µακριά από το ενεργό κέντρο του ενζύµου, 

µε εξαίρεση δύο περιπτώσεις, και σαν στόχο είχαν να αλλάξουν την ευκαµψία τοπικά 

στη πρωτεΐνη µε µηχανισµούς που µπορούσαµε να προβλέψουµε (Εικόνα 72). Η 

αντικατάσταση Gly από πιο σταθερά αµινοξέα, η δηµιουργία δεσµού άλατος, και η 

αποµάκρυνση περιοχής ελεύθερης δοµής περιλαµβάνονται σε αυτούς. 
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Εικόνα 71: Οι µεταλλάξεις που πραγµατοποιήθηκαν στην αλκαλική φωσφατάση. 
(1) τα κατάλοιπα του φυσικού ενζύµου, (2) η µετάλλαξη W260K, (3) η µετάλλαξη 
G261A, (4) η µετάλλαξη G261A/Y269A, (5) η µετάλλαξη W260K, διακρίνονται οι 
πιθανές διαµορφώσεις του καταλοίπου Lys260, (6) η µετάλλαξη W260K/A219N, 
διακρίνονται οι πιθανές διαµορφώσεις της Lys260 που είναι περιορισµένες σε 
σχέση µε την προηγούµενη µετάλλαξη, (7) η µεταλλαξη W260K/A219N/H135D, 
διακρίνονται οι πιθανές διαµορφώσεις της Lys260 η οποία περιορίζεται σηµαντικά 
λόγω της αλληλεπίδρασης της µε το Asp135, (8) η µετάλλαξη H135D. 

C57 – C80: Στην περίπτωση αυτή ο στόχος ήταν η δηµιουργία ενός δισουλφιδικού 

δεσµού ανάλογου µε αυτόν που παρατηρείται στη δοµή της SmChiA, βασισµένοι στη 
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στοίχιση των δύο πρωτεϊνών (Εικόνα 42). ∆εν κατέστη δυνατό να ανιχνευθεί 

ενεργότητα χιτινάσης στα κύτταρα που φέρουν το µεταλλαγµένο γονίδιο. Η 

ενεργότητα δεν ανιχνεύεται ούτε στο κυτταρόπλασµα ούτε στο περίπλασµα ούτε στο 

θρεπτικό υλικό, κατά τη διάρκεια καλλιέργειας 24 ωρών ύστερα από επαγωγή µε 

IPTG. Επιπλέον το κλάσµα που αντιστοιχεί στο περίπλασµα και στο θρεπτικό υλικό 

µετά από διαδικασία καθαρισµού ανάλογη µε αυτό που ακολουθήθηκε για τα 

υπόλοιπα ένζυµα δεν έδωσε κάποια ζώνη σε πήκτωµα ακρυλαµίδης (∆εν δείχνονται 

τα δεδοµένα). Η πρόβλεψη της δηµιουργίας ενός δισουλφιδικού δεσµού δεν είναι µια 

εύκολη διαδικασία και σε πολλές περιπτώσεις αυτή αποδεικνύεται λανθασµένη. Συχνά 

η προσθήκη αµινοξέων αλλάζει το δίπλωµα της πρωτεΐνης µε αποτέλεσµα τη 

δηµιουργία ανενεργής πρωτεΐνης η οποία γρήγορα καταστρέφεται στο κυτταρικό 

περιβάλλον. Επιπλέον η ArChiB περιέχει δυο Cys τα οποία είναι πιθανό να 

αλληλεπιδρούν µε τα νεοεισαχθέντα κατάλοιπα Cys οδηγώντας σε κακώς διπλωµένη 

πρωτεΐνη χωρίς ενεργότητα.  

1 2

 

Εικόνα 72: Το µοντέλο της δοµής της καταλυτικής δοµικής µονάδας της ArChiB από 
πρόσθια (1) και οπίσθια (2) όψη, και οι θέσεις των µεταλλάξεων που µελετήθηκαν. 

∆175-183: Η αποµάκρυνση της περιοχής ελεύθερης δοµής µεταξύ των καταλοίπων 

175 – 183 (Εικόνα 43) οδήγησε στη δηµιουργία µιας πρωτεΐνης, που όπως και στην 

περίπτωση του C57-C80 δεν ήταν δυνατόν να ανιχνευθεί η ενεργότητα σε κανένα 

κυτταρικό διαµέρισµα και δεν ανιχνεύεται η ζώνη της πρωτεΐνης µετά από καθαρισµό 

των κλασµάτων του περιπλάσµατος και του θρεπτικού µέσου. Είναι πιθανό ότι αυτή η 

περιοχή να ανήκει σε κάποιο σηµαντικό στοιχείο δευτεροταγούς δοµής το οποίο δεν 

κατέστη δυνατό να υπολογιστεί από το µοντέλο της τρισδιάστατης δοµής και αυτή η 

αποµάκρυνση οδήγησε σε ένζυµο µε αδυναµία να διπλωθεί. 
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Εικόνα 73: ∆ιαγράµµατα Arrhenius για τον υπολογισµό της Ea της προσαρµοσµένης 
στη χαµηλή θερµοκρασία χιτινάσης και των µεταλλαγµένων ενζύµων. 

G93P: Η µετάλλαξη αυτή οδηγεί στη δηµιουργία ενός ενζύµου πιο σταθερού από την 

ανασυνδυασµένη ArChiB έχοντας ένα υψηλότερο Tm κατά 1,2 oC, και οφείλεται 

πιθανόν στην ελάττωση της εντροπίας της ενεργής διαµόρφωσης της πρωτεΐνης 

(Εικόνα 48, Πίνακες 6,7). Αντίστοιχη εικόνα παρατηρούµε και όταν µετρούµε την 

εναποµένουσα ενεργότητα µετά από επώαση στους 45 oC. Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι 

η αντικατάσταση της Gly στη θέση 93 από Pro αυξάνει την σταθερότητα του ενζύµου 

όπως είχε αρχικά σχεδιαστεί (Εικόνα 38). Αντικαθιστά ένα κατάλοιπο Gly 

περιορίζοντας την τοπική ευκαµψία, ενώ παράλληλα τοποθετείται Pro στην αρχή α –

 έλικας, θέση στην οποία η δίεδρη γωνία της ταιριάζει απόλυτα. Αν και η θέση 93 

είναι αποµακρυσµένη από το ενεργό κέντρο η καταλυτική ικανότητα του ενζύµου 

υποδιπλασιάζεται σε όλες τις θερµοκρασίες που µετρήθηκε (Εικόνα 45,46). Η Ea του 

ενζύµου, όπως παρατηρούµε από το διάγραµµα Arrhenius (Εικόνα 73), αυξάνεται 

(67,9 KJ/mol έναντι 50,6 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, Πίνακας 4) και δικαιολογεί µια 

τάση προς την εκδήλωση µεσόφιλου χαρακτήρα. 

N198K: Η µετάλλαξη αυτή οδηγεί στη δηµιουργία ενός πιο σταθερού ενζύµου από 

την ανασυνδυασµένη ArChiB. Η τιµή του Tm αυξάνεται κατά 0,6 oC (Εικόνα 48, 

Πίνακες 6,7), γεγονός που οφείλεται πιθανότατα σε αύξηση της ενθαλπίας 

αποδιάταξης [36]. Μελετώντας το µοντέλο της δοµής του ενζύµου, παρατηρούµε ότι 

η παρουσία Lys στη θέση 198 µπορεί να αλληλεπιδράσει µε το κατάλοιπο της θέσης 

249 σχηµατίζοντας ένα δεσµό άλατος (Εικόνα 41). Αυτή η αλληλεπίδραση 
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παρατηρείται στη δοµή της SmChiA. Αντίστοιχου βαθµού σταθεροποίηση 

παρατηρείται και σε άλλες εργασίες στις οποίες γίνεται προσπάθεια εισαγωγής ενός 

δεσµού άλατος [36], και παρατηρείται αύξηση της σταθερότητας κατά 0,8 oC. Και 

στην περίπτωση αυτή η σταθεροποίηση του ενζύµου συνοδεύεται από αντίστοιχη 

ελάττωση της καταλυτικής ικανότητας του ενζύµου, η οποία ελαττώνεται κατά 2,5 

φορές (Εικόνα 45,46). Η Ea (53,9 KJ/mol έναντι 50,6 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, 

Πίνακας 4) είναι παραπλήσια του ανασυνδυασµένου ενζύµου υποδηλώνοντας ότι ο 

ψυχρόφιλος χαρακτήρας διατηρείται σε αυτό το ένζυµο, όπως διακρίνουµε και από το 

διάγραµµα Arrhenius (Εικόνα 73). Η θέση 198 είναι κοντά στο ενεργό κέντρο και η 

µετάλλαξη που εισάγουµε είναι πιθανό να επιδρά στο φορτίο και την κινητικότητα 

του ενεργού κέντρου, επιπλέον το κατάλοιπο της θέσης αυτής, όπως έχει αναφερθεί 

νωρίτερα, είναι σε περιοχή του διαγράµµατος Ramachandran που δεν είναι ιδιαίτερα 

ευνοϊκή για κατάλοιπα όπως η Lys και η προσαρµογή της δοµής γύρω από το νέο 

κατάλοιπο επιδρά µε τη σειρά της στη κινητικότητα του ενεργού κέντρου και στην 

ευκαµψία της πρωτεΐνης. 

N198K/A248D: Το διπλά µεταλλαγµένο ένζυµο παρουσιάζει σηµαντική µείωση της 

σταθερότητας του κατά 3,5 oC (Εικόνα 48, Πίνακες 6,7). Η αστάθεια του ενζύµου 

είναι πιθανό να οφείλεται στην συγκέντρωση αρνητικά φορτισµένων καταλοίπων στις 

θέσεις 248 και 249 που είναι και στις δύο περιπτώσεις Asp (Εικόνα 41). Η 

συγκέντρωση των αρνητικών φορτίων αυξάνει την τοπική ευκαµψία και είναι δυνατό 

να µεταδίδεται στο ενεργό κέντρο, επιπλέον έχει δειχθεί ότι η τοποθέτηση αρνητικού 

φορτίου στο εσωτερικό ενός ενζύµου ελαττώνει σηµαντικά την σταθερότητα του αν 

αυτό δεν σχηµατίζει δεσµούς άλατος. Η θέση αυτή βρίσκεται σε α – έλικα και η 

αύξηση της ευκαµψίας σε µια τέτοια περιοχή έχει θεωρηθεί σηµαντική παράµετρος 

αποσταθεροποίησης ενζύµων [192]. Αυτό είναι δυνατό να υπερκαλύπτει τη θετική 

επίδραση που έχει στη δοµή η αλληλεπίδραση Lys198 – Asp249, εφόσον αυτή 

διατηρείται. Το ένζυµο αυτό παρουσιάζει διπλασιασµό της καταλυτικής ικανότητας 

του ενζύµου, σε όλες τις θερµοκρασίες (Εικόνα 45,46). Η τιµή της Ea (52,3 KJ/mol 

έναντι 50,6 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, Πίνακας 4) παρουσιάζει σηµαντική 

ελάττωση υποστηρίζοντας ένα εντονότερο ψυχρόφιλο χαρακτήρα, ενώ σε χαµηλές 

θερµοκρασίες παρατηρούµε ότι η κλίση της καµπύλης είναι πιο απότοµη, γεγονός που 

υποδηλώνει ότι αυξάνει σε χαµηλές θερµοκρασίες. 

G254P: Το ένζυµο αυτό παρουσιάζει µειωµένη σταθερότητα, κρίνοντας από την 

εναποµένουσα ενεργότητα του µετά από επώαση στους 45 oC (Εικόνα 50, Πίνακας 
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7). Παράλληλα παρατηρείται µια σηµαντική αύξηση στην τιµή kcat και µείωση στην 

τιµή του Km γεγονός που οδηγεί σε τετραπλασιασµό της καταλυτικής ενεργότητας. 

Όπως φαίνεται από αυτή τη µετάλλαξη η αντικατάσταση ενός καταλοίπου Gly και η 

συνακόλουθη καταστροφή µιας οµάδας Gly, και η τοποθέτηση ενός καταλοίπου Pro 

δεν οδηγεί σε σταθεροποίηση του µορίου. Σε εργασίες που έγιναν µε την 

ψυχροανθεκτική ευαίσθητη σε ορµόνη λιπάση [193] φάνηκε ότι η οµαδοποίηση Gly 

συνδέεται µε την ειδική ενεργότητα και όχι µε την σταθερότητα του µορίου. Και στην 

περιπτωση που µελετούµε παρατηρούµε ότι η οµαδοποίηση των καταλοίπων Gly 

σχετίζεται µε την καταλυτική ενεργότητα και τη σταθερότητα αλλά όχι µε 

αναµενόµενο τρόπο (Εικόνα 45,46). Είναι πιθανό η τοποθέτηση της Pro στη θέση 254 

(Εικόνα 39) να µην είναι συµβατή µε την τοπική δοµή του µορίου και να 

δηµιουργούνται στερεοχηµικές παρεµποδίσεις (Εικόνα 44), οι οποίες υποχρεώνουν το 

µόριο να προτιµά διαµορφώσεις ευνοϊκές για την κατάλυση αλλά όχι για τη 

σταθερότητα του, από το µοντέλο παρατηρούµε ότι η Arg212 είναι πιθανό να 

αλληλεπιδρά µε τη θέση 254 προκαλώντας τέτοιες µη ευνοϊκές αλληλεπιδράσεις, αν 

και η ακρίβεια το µοντέλου δεν είναι πολύ καλη στη θέση αυτή, αλλά και η Arg212 

έχει τη δυνατότητα να λάβει διαµορφώσεις που δεν αλληλεπιδρούν µε τη Pro254. Η 

µειωµένη Ea του µορίου (27,8 KJ/mol έναντι 50,6 KJ/mol του φυσικού ενζύµου, 

Πίνακας 4) οδηγεί στο συµπέρασµα ότι ο ψυχρόφιλος χαρακτήρας έχει παραµείνει και 

ενισχυθεί.  

G406Q: Στη περίπτωση αυτή τόσο η σταθερότητα (Εικόνα 48,Πίνακες 6, 7) όσο και 

η καταλυτική ενεργότητα του ενζύµου έχουν µειωθεί. Η Ea του ενζύµου έχει αυξηθεί 

και πλησιάζει σε τιµές τυπικές για µεσόφιλα ένζυµα (73,5 KJ/mol έναντι 50,6 KJ/mol 

του φυσικού ενζύµου, Πίνακας 4). Φαίνεται λοιπόν, ότι η θέση 406 είναι κατάλοιπο 

κλειδί για την εµφάνιση του ψυχρόφιλου χαρακτήρα όπως προκύπτει από τις τιµές 

της Ea. Η Gly στη θέση αυτή είναι κατάλληλη για την προσαρµογή του ενζύµου στη 

λειτουργία σε χαµηλές θερµοκρασίες καθώς η ευκαµψία της επιτρέπει στο ένζυµο να 

υφίσταται τις απαιτούµενες δοµικές αλλαγές, και η µετάλλαξη της σε πιο σταθερό 

κατάλοιπο όπως είναι το Gln είναι καταλληλότερο για την ενεργότητα σε ποιο ψηλές 

θερµοκρασίες οπότε και το περιβάλλον παρέχει την απαιτούµενη ενέργεια για την 

κίνηση του µορίου (Εικόνα 45,46). Η σταθερότητα του ενζύµου µε την 

αντικατάσταση της Gly σε Gln (Εικόνα 40) είναι πιθανό να οφείλεται στην ύπαρξη 

στερεοχηµικών παρεµποδίσεων οι οποίες, όµως, δεν είναι προβλέψιµες από τη µελέτη 

του τρισδιάστατου µοντέλου όπως στην περίπτωση της µετάλλαξης G261A στην 

αλκαλική φωσφατάση, αλλά και στο γεγονός ότι το κατάλοιπο στη θέση αυτή 
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βρίσκεται σε θέση στο διάγραµµα Ramachandran που δεν είναι ευνοϊκή για 

κατάλοιπα όπως η Gln, γεγονός που προσδίδει τοπική αστάθεια στο µόριο της 

πρωτεΐνης (Εικόνα 44). 

Όπως έχει αναφερθεί η προσαρµογή των ενζύµων στις χαµηλές θερµοκρασίες 

επιτυγχάνεται µέσω της προσαρµογής της ευκαµψίας του ενζύµου είτε συνολικά είτε 

εντοπισµένο σε στρατηγικά σηµεία του ενζύµου. Η µελέτη της ευκαµψίας των 

προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων µε µεταλλάξεις έχει εντοπιστεί 

σε περιοχές του µορίου που δεν εµπλέκονται άµεσα στις λειτουργίες και τη δοµή του 

ενεργού κέντρου. Στην περίπτωση της ArChiB η µελέτη περιορίζεται σε τέτοιες 

περιοχές ενώ στην περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης εξετάσαµε τη δυνατότητα 

να επηρεάσουµε τον ψυχρόφιλο χαρακτήρα µεταβάλλοντας την ευκαµψία 

καταλοίπων που συµµετέχουν στο καταλυτικό κέντρο. 

1 2 3
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Εικόνα 74: Οι µεταλλάξεις που πραγµατοποιήθηκαν στην ArChiB. (1) η φυσική 
πρωτεΐνη στη θέση των µεταλλάξεων N198, A248, (2) η µετάλλαξη N198K, 
διακρίνεται η πιθανή αλληλεπίδραση µεταξύ Lys198 µε το Asp249, (3) η µετάλλαξη 
A248D, διακρίνονται οι πιθανές αλληλεπιδράσεις µεταξύ της Lys198 µε τα 
κατάλοιπα Asp249 και Asp248, (4) η φυσική πρωτεΐνη στη θέση 254, (5) η 
µετάλλαξη G254P, διακρίνεται η Arg212 η οποία ενδέχεται να αλληλεπιδρά µε τη 
Pro254, (6) η φυσική πρωτεΐνη στη θέση 93, (7) η µετάλλαξη G93P, (8) η φυσική 
πρωτεΐνη στη θέση 406, (9) η µετάλλαξη G406Q.  
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Οι µεταλλάξεις των θέσεων 261 και 262 στην αλκαλική φωσφατάση έγιναν µε σκοπό 

τη µελέτη της τοπικής ευκαµψίας της αλυσίδας της πρωτεΐνης. Στόχος αυτής της 

µελέτης ήταν η οµάδα καταλοίπων Gly στις θέσεις 261 και 262 ακριβώς δίπλα στην 

θέση 260 της οποίας η ευκαµψία επίσης µελετήθηκε. Έχει αναφερθεί ότι η 

οµαδοποίηση καταλοίπων Gly έχει θεωρηθεί ως χαρακτηριστικό των 

προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων. Όπως φαίνεται, όµως, η 

οµαδοποίηση αυτή δεν συνάδει µε την εµφάνιση του ψυχρόφιλου χαρακτήρα, καθώς 

το ένζυµο G261A/Y269A εµφανίζει ψυχρόφιλα χαρακτηριστικά (Ea). Η οµάδα αυτή 

των Gly φαίνεται ότι είναι σηµαντική για την αυξηµένη καταλυτική ενεργότητα του 

ενζύµου. 

Πρωτεΐνη Κατάλοιπα 
ενεργού 
κέντρου 

Ea 
(KJ/mol) 

KM (µΜ) 
(15 oC) 

kcat (s-1) 

(15 oC) 
kcat/Km  

(s-1 µΜ-1) 
Σταθερότητα 

ΤΑΒ5 αλκαλική φωσφατάση W H 50,7 190 1636 8,61  ßßßß ßßßß 
W260K K H 48,6 2224 888 0,40  ØØØØ ßßßß 

W260K/A219N K H 117,0 1213 711 0,59  ØØØØ ØØØØ 
W260K/A219N/H135D K D 34,1 104 427 4,11  ØØØØ ×××× 

H135D W D 44,6 4583 513 0,11  ØØØØ ×××× 
W260H H H 34,4 2385 1659 0,70  ØØØØ ×××× 
G261A W H 102,1 220 912 4,15  ØØØØ ßßßß 

G261A/Y269A W H 45,1 178 440 2,47  ØØØØ ×××× 
G262A W H Μη µετρήσιµη 
ArChiB  50,7 13,06 1,05 0,08  ßßßß ßßßß 
G93P  67,9 13,76 0,58 0,04  ØØØØ ×××× 
N198K  53,9 6,15 0,25 0,04  ØØØØ ×××× 

N198K/A248D  25,3 2,59 0,46 0,18  ×××× ØØØØ 
G406Q  73,5 8,82 0,36 0,04  ØØØØ ØØØØ 
G254P  27,8 10,24 3,15 0,31  ×××× ØØØØ 

C56-C79  Μη µετρήσιµη 
∆175-183  Μη µετρήσιµη 

Πίνακας 12: Συνοπτικός πίνακας των τιµών της Ea, των κινητικών παραµέτρων και 
της σταθερότητας όλων των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών που χρησιµοποιήθηκαν 
στην εργασία αυτή. 

Οι µεταλλάξεις G93P, G254P και G406Q στην ArChiB είχαν σαν στόχο τη µελέτη της 

τοπικής ευκαµψίας της αλυσίδας που προσδίδεται σε αυτή από την παρουσία 

καταλοίπων Gly και την µετάλλαξη τους σε πιο σταθερά κατάλοιπα. Τα αποτελέσµατα 

δείχνουν ότι δεν υπάρχει κανόνας που να συνδέει τη παρουσία των καταλοίπων 

αυτών µε την σταθερότητα και την ενζυµική ικανότητα του ενζύµου. Η 

αντικατάσταση των καταλοίπων Gly οδήγησε σε σταθερότερα ένζυµα, αλλά και 

ασταθέστερα, µε αυξηµένη ή ελαττωµένη ενζυµική ικανότητα. Σε συνδυασµό µε τα 

αποτελέσµατα από τις αντίστοιχες µεταλλάξεις στην αλκαλική φωσφατάση 

διαπιστώνουµε ότι ο ρόλος των καταλοίπων Gly είναι πολύπλοκος και εξαρτάται 

σηµαντικά από το περιβάλλον τους.  

Οι µεταλλάξεις N198K και N198K/A248D έχουν στόχο τη δηµιουργία ενός δεσµού 

άλατος που απαντάται στη δοµή της SmChiA και που αντίστοιχα κατάλοιπα ικανά να 
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δηµιουργήσουν δεσµό άλατος υπάρχουν και σε άλλες χιτινάσες. Όπως 

διαπιστώσαµε η σταθερότητα βελτιώθηκε στην πρώτη περίπτωση, ένδειξη της 

δηµιουργίας του δεσµού ενώ η περαιτέρω προσθήκη αρνητικού φορτίου 

αποσταθεροποιεί το µόριο σηµαντικά. 

Η τοποθέτηση του καταλοίπου Pro αντικαθιστώντας τη Gly της θέσης 93 έδωσε 

ένζυµο µε αυξηµένη σταθερότητα, ακολουθώντας τη γενικότερη κατεύθυνση 

µεταλλάξεων που έχει προταθεί, δηλαδή ελάττωση των καταλοίπων Gly και αύξηση 

των Pro.  

Μελέτες που αναφέρονται στις γλυκοσυλ-υδρολάσες µε τοπολογία α/β8 [194] έδειξαν 

ότι η διαφορά στην περιεκτικοτητα καταλοίπων Gly παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

αυξηµένη σταθερότητα θερµόφιλων µορίων, οι θέσεις αυτές βρίσκονται στην 

αντίθετη πλευρά από το ενεργό κέντρο σε περιοχές ελεύθερης δοµής, και 

ανταποκρίνονται στις µεταλλάξεις των θέσεων 254 και 406. Οι µεταλλάξεις των 

θέσεων αυτών και της θέσης 93 προβλέπονται ότι βρίσκονται στο εξωτερικό κέλυφος 

της πρωτεΐνης και όχι στον πυρήνα του µορίου, σύµφωνα µε παρατηρήσεις από 

άλλους ερευνητές [63].  

Η µετάλλαξη των καταλοίπων των θέσεων 260, 135 της αλκαλικής φωσφατάσης 

επιδρούν στην σταθερότητα και την ενεργότητα του ενζύµου. Οι δύο αυτές 

παράµετροι επηρεάζονται σηµαντικά από µεταλλάξεις που επηρεάζουν την ευκαµψία 

της πλευρικής αλυσίδας που αλληλεπιδρά µε τη φωσφορική οµάδα. Οι 

αλληλεπιδράσεις της πλευρικής οµάδας µε άλλα κατάλοιπα στην ευρύτερη περιοχή 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στην εµφάνιση του χαρακτήρα κάθε ενζύµου. Έχει 

αναφερθεί ότι τα προσαρµοσµένα σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµα και τα µεσόφιλα 

έχουν πανοµοιότυπο ενεργό κέντρο. Συνέπεια αυτού είναι η αναζήτηση των 

προσαρµογών των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων σε άλλα 

σηµεία της πρωτεΐνης. Στην περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης οι µεταλλάξεις 

που εισάγουµε είναι στο χώρο του ενεργού κέντρου αλλά δεν δηµιουργούν ένα νέο 

µηχανισµό κατάλυσης. Οι µεταλλάξεις που επιλέγουµε δηµιουργούν συνδυασµούς 

καταλοίπων στο ενεργό κέντρο που ήδη παρατηρούνται σε άλλες φυσικές αλκαλικές 

φωσφατάσες. Φαίνεται ότι ένας υπάρχον συνδυασµός καταλοίπων στο ενεργό κέντρο 

είναι ικανός να αλλάξει το χαρακτήρα και τη σταθερότητα ενός ενζύµου 

προσαρµοσµένου στη χαµηλή θερµοκρασία. Σε πρόσφατη εργασία [191], όπου 

µεταλλάσσοντας κατάλοιπα της ευρύτερης περιοχής του ενεργού κέντρου της 

κιτρικής συνθάσης, ώστε να προσοµοιώνει τα αντίστοιχα µεσόφιλων και θερµοφίλων 
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ενζύµων, και αλλάζοντας την προσβασιµότητα του ενεργού κέντρου στο υπόστρωµα 

είτε µε στερεοχηµικές είτε µε ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις, αλλάζει η καταλυτική 

ικανότητα του ενζύµου. Στην εργασία αυτή όπως και στην παρούσα διαπιστώνουµε 

ότι η αλλαγή των καταλοίπων του ενεργού κέντρου είναι σε θέση να οδηγήσει σε 

ένζυµο µε διαφορετικά χαρακτηριστικά ενζυµικά, και σταθερότητας από το φυσικό. 

Από τις µεταλλάξεις που πραγµατοποιήθηκαν στην αλκαλική φωσφατάση 

διαπιστώσαµε ότι µπορούµε να επέµβουµε στον ψυχρόφιλο χαρακτήρα και να τον 

αλλάξουµε µε τη χρήση κατάλληλου συνδυασµού περιοριστικών παραγόντων στην 

ευκαµψία των καταλοίπων του ενεργού κέντρου. Παράλληλα η επιλογή κατάλληλων 

µεταλλάξεων που επιδρούν στην δέσµευση ιόντων αλλά και άλλων που ελαττώνουν 

την τοπική ευκαµψία, χωρίς όµως να θέτουν επιπλέον περιορισµούς, µπορεί να 

βελτιώσουν την σταθερότητα της πρωτεΐνης.  

Η παρουσία οµάδων Gly συσχετίζεται άµεσα µε την εµφάνιση του ψυχρόφιλου 

χαρακτήρα. Στην περίπτωση των καταλοίπων Gly261,262 στην αλκαλική 

φωσφατάση διαπιστώσαµε ότι η παρουσία τους είναι απαραίτητη για την 

ενεργότητα του ενζύµου, και ειδικά η Gly262 αποτελεί θέση κλειδί για την 

ενεργότητα του ενζύµου ανεξάρτητα θερµοκρασίας. Η διπλανή θέση 261 ενισχύει 

την υψηλή ενεργότητα και συνακόλουθη χαµηλή Ea που απαιτεί το ένζυµο σε 

χαµηλές θερµοκρασίες. Η οµάδα αυτή των καταλοίπων δεν φαίνεται να επηρρεάζει 

τη σταθερότητα του ενζύµου. Στην ArChiB η οµάδα καταλοίπων Gly στις θέσεις 

254,255 έχει τελείως διαφορετικό χαρακτήρα, καθώς η µετάλλαξη της θέσης 254 

οδηγεί σε ένζυµο µε ακόµα µικρότερη Ea και µειωµένη σταθερότητα, οδηγώντας 

στο συµπέρασµα ότι οι θέσεις αυτές παίζουν ρόλο στη δοµική σταθερότητα του 

µορίου και λιγότερο στην καταλυτική του ικανότητα. 

Οι µεταλλάξεις που αναφέρθηκαν στην ArChiB έδωσαν ένζυµα σταθερότερα µε 

χαµηλότερη καταλυτική ικανότητα ή ασταθέστερα ένζυµα µε καλύτερη καταλυτική 

ενεργότητα, αντίθετα οι µεταλλάξεις που πραγµατοποιήθηκαν στην TAB5AP έδωσαν 

ένζυµα µε χαµηλότερη καταλυτική ικανότητα ανεξάρτητα της σταθεροποίησης τους ή 

µη. ∆ε φαίνεται να υπάρχει απευθείας συσχέτιση µεταξύ της ευκαµψίας, της 

σταθερότητας και της ενεργότητας καθώς κάθε µετάλλαξη έχει διαφορετική επίδραση 

στην προσαρµογή του ενζύµου και µερικές φορές αντίθετες. Το γεγονός αυτό 

δηλώνει ότι κατά τη διάρκεια της εξέλιξης έχουν συσσωρευτεί µεταλλάξεις που δρουν 

εν πολλοίς συνεργιστικά. Πάντως οι µεταλλάξεις ακόµα και σε αποµακρυσµένα από το 

ενεργό κέντρο του ενζύµου επιδρούν έµµεσα στις λειτουργίες του ενεργού κέντρου 
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[31, 34] και για το λόγο αυτό είναι δύσκολο να αποµονωθούν και να διαχωριστούν οι 

ιδιότητες της σταθερότητας και της ενζυµικής ικανότητας.  

Η επίδραση των µεταλλάξεων στα κινητικά χαρακτηριστικά των ενζύµων δεν είναι 

εύκολο να ερµηνευτεί. Στην περίπτωση της TAB5AP, που η επίδραση περιορίζεται σε 

περιοχές άµεσα συνδεδεµένες µε το ενεργό κέντρο διαπιστώνουµε µια συσχέτιση του 

φορτίου και της κινητικότητας των καταλοίπων µε τις κινητικές παραµέτρους του 

ενζύµου, συµπεράσµατα όµως δεν µπορούµε να εξάγουµε για όλες τις µεταλλάξεις 

ούτε στην περίπτωση της προσαρµοσµένης στη χαµηλή θερµοκρασία χιτινάσης. 

Εργασίες που έχουν γίνει κυρίως µε τη µέθοδο της κατευθυνόµενης εξέλιξης, 

οδηγούν στο συµπέρασµα ότι υπάρχουν και µεταλλάξεις µε ανεξάρτητη επίδραση σε 

κάθε χαρακτηριστικό. Όπως έχει δειχθεί ένα µόνο κατάλοιπο είναι αρκετό να 

καθορίσει τη διαφορά µεταξύ  προσαρµοσµένων σε µέσες και χαµηλές θερµοκρασίες 

ενζύµων [34], και να µετατρέψει ένα ένζυµο σε ιδιαίτερα σταθερό, χωρίς µείωση της 

ειδικής ενεργότητας [195]. Στις περιπτώσεις που εξετάσαµε, διαπιστώσαµε ότι 

υπάρχουν κατάλοιπα «κλειδιά» για την εµφάνιση της ειδικής ενεργότητας που 

χαρακτηρίζει το προσαρµοσµένο σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµο και όχι σηµαντική 

επίδραση στη σταθερότητα. Σε κάθε περίπτωση δεν είναι εύκολη η µελέτη και η 

αναγνώριση καταλοίπων «κλειδιά» που θα µας επέτρεπαν την αλλαγή των 

χαρακτηριστικών του ενζύµου κατά βούληση. Το πλέγµα των αλληλεπιδράσεων 

µεταξύ των καταλοίπων στη δοµή των ενζύµων καθιστά αυτό το έργο ιδιαίτερα 

δύσκολο και πολύπλοκο. Φαίνεται ότι υπάρχουν πολλά κατάλοιπα που, µέσω του 

προαναφερθέντος δικτύου, παίζουν ρόλο και στην ενεργότητα και στην 

σταθερότητα, οπότε και κάθε αλλαγή επιδρά και στα δυο χαρακτηριστικά. Αν 

µπορέσουµε να αλλάξουµε κατάλοιπα τα οποία παίζουν ρόλο µόνο στη δυναµική 

ευκαµψία του µορίου τότε επιτυγχάνουµε το διαχωρισµό των ιδιοτήτων.  

Σε κάθε περίπτωση όµως στην περίπτωση της µεταλλαξογένεσης στην TAB5AP, η 

δηµιουργία των µεταλλάξεων δεν δηµιούργησε ένα ένζυµο µε ψυχρόφιλα 

χαρακτηριστικά αλλά και µεγαλύτερη ειδική ενεργότητα. Αν και επιτυγχάνουµε να 

αλλάξουµε τη σταθερότητα και τον ψυχρόφιλο χαρακτήρα, δεν κατορθώσαµε να 

δηµιουργήσουµε προσαρµοσµένο σε χαµηλή θερµοκρασία ένζυµο και σταθερότερο 

αλλά και µε υψηλότερη ειδική ενεργότητα. Στην περίπτωση της ArChiB διαπιστώσαµε 

τη δηµιουργία ενζύµου µε τέτοιο συνδυασµό ιδιοτήτων αν και η µελέτη των 

χιτινολυτικών ενζύµων έγινε µε υποστρώµατα τα οποία δεν είναι τα καταλληλότερα 

για αυτά τα ένζυµα. Είναι προφανές, και ιδιαίτερα έντονο στην περίπτωση της 
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TAB5AP, ότι η φυσική επιλογή µέσα από τις πολυετείς διαδικασίες δοκιµής και 

επιλογής έχει τη δυνατότητα να βελτιστοποιήσει το πλέγµα αλληλεπιδράσεων που 

αναφέρθηκε παραπάνω οδηγώντας στη δηµιουργία κατάλληλα προσαρµοσµένων 

ενζύµων στις συνθήκες που αυτά εργάζονται, και η κατευθυνόµενη µεταλλαξογένεση 

δεν είναι εύκολο να προβλέψει όλες τις αλληλεπιδράσεις ώστε να υποκαταστήσει 

αυτή τη διαδικασία. 



  Συµπεράσµατα 

121

 



  Συµπεράσµατα 

122

ΣΣυυµµππεερράάσσµµαατταα

Μελέτη δράσης χιτινασών
Η ανάλυση των ολιγοµερών χιτίνης που αναγνωρίζουν, υδρολύουν και παράγουν τα 

ένζυµα ArChiA και ArChiB µας επιτρέπουν να συµπεράνουµε το τρόπο δράσης και το 

υπόστρωµα µε τον ελάχιστο βαθµό πολυµερισµού που αναγνωρίζουν. ∆ιαπιστώνουµε 

ότι η ArChiA εµφανίζει δράση ενδοχιτινάσης ενώ η ArChiB έξοχιτινάσης που δρα από 

το µη ανάγων άκρο. Και οι δυο πρωτεΐνες αναγνωρίζουν υποστρώµατα µικρού 

µεγέθους, τουλάχιστον τετραµερούς. 

∆ιαπιστώνουµε ότι ο ρόλος των δοµικών µονάδων αναγνώρισης της χιτίνης είναι 

επικουρικός, καθώς δεν είναι απαραίτητες για την αναγνώριση του υποστρώµατος και 

το µηχανισµό υδρόλυσης του. Η θέση αυτής της υποµονάδας σχετικά µε την 

καταλυτική υποµονάδα µπορεί να αποτελέσει και ένδειξη για τον τρόπο που το 

ένζυµο υδρολύει το υπόστρωµα (εξοχιτινολυτικός µηχανισµός, ανάγων µή ανάγων 

άκρο) όπως φαίνεται από τα παραδείγµατα µε τις SmChiA και SmChiB και την ArChiB. 

Αντίθετα φαίνεται ότι η καταλυτική υποµονάδα είναι ανεξάρτητη και διατηρεί τις 

ιδιότητες αυτές ακόµα και όταν η δοµική µονάδα αναγνώρισης της χιτίνης δεν 

συµµετέχει. Επιπλέον όπως προκύπτει στην περίπτωση της ArChiB η καταλυτική 

δοµική υποµονάδα είναι και υπεύθυνη για την σταθερότητα του ενζύµου και τυχόν 

αλληλεπιδράσεις της µε την δοµική µονάδα αναγνώρισης της χιτίνης δεν αλλάζουν τη 

συµπεριφορά της ως προς αυτή την ιδιότητα.  

Μελέτη των χαρακτηριστικών των προσαρµοσµένων στη
χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων.
Στην παρούσα εργασία πρωταρχικός στόχος ήταν η δηµιουργία ενζύµων µε 

µεγαλύτερη σταθερότητα, χρησιµοποιώντας την κατευθυνόµενη µετάλλαξη, 

βασισµένοι σε µοντέλα δοµής και σε βασικές γνώσεις για τη δοµή και τη λειτουργία 

πρωτεϊνικών δοµών. Το βασικό εργαλείο για την επίτευξη αυτού του στόχου ήταν η 

σύγκριση των αλληλουχιών των προσαρµοσµένων στη χαµηλή θερµοκρασία ενζύµων 

µε αντίστοιχα προσαρµοσµένα σε µέσες ή υψηλές θερµοκρασίες σε συνδυασµό µε 

χρήση µεθόδων πρόβλεψης της δοµής και τις ιδιότητες των καταλοίπων. Αυτός ο 

στόχος επιτεύχθηκε τόσο στην περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης, όσο και στην 

περίπτωση της προσαρµοσµένης στη χαµηλή θερµοκρασία χιτινάσης σε σηµαντικό 

βαθµό. Τα αποτελέσµατα µας επιτρέπουν να εξάγουµε συµπεράσµατα που αφορούν 

στους µηχανισµούς προσαρµογής ενός ενζύµου στη λειτουργία σε χαµηλές 
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θερµοκρασίες, και κυρίως µηχανισµούς που επιτρέπουν την αλλαγή της 

σταθερότητας του ενζύµου.  

Η προσθήκη καταλοίπων Pro, µε ταυτόχρονη ελάττωση του αριθµού των καταλοίπων 

Gly και η δηµιουργία δεσµού άλατος στην προσαρµοσµένη στη χαµηλή θερµοκρασία 

χιτινάση αποδείχθηκαν σηµαντικοί παράγοντες σταθεροποίησης του µορίου. 

Σε καµιά περίπτωση δεν µπορούµε, όµως, να γενικεύσουµε την παραπάνω πρόταση 

καθώς όπως φάνηκε η θέση των καταλοίπων στη δοµή παίζει σηµαντικό ρόλο και 

είναι πιθανή και η δηµιουργία ενός ενζύµου µε αντίθετα από τα επιθυµητά 

χαρακτηριστικά. Εποµένως αν και η παραπάνω τάση εµφανίζεται σωστή, πρέπει οι 

θέσεις στις οποίες επεµβαίνουµε να είναι στρατηγικά τοποθετηµένες. 

Η δηµιουργία ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων και η δηµιουργία καλύτερου πεδίου 

πρόσδεσης ιόντων αποδείχθηκε ότι παίζει επίσης σηµαντικό ρόλο στην σταθερότητα 

του ενζύµου στην περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης.  

Η τοπική ευκαµψία του ενζύµου όπως αυτή επιτυγχάνεται µε την οµαδοποίηση 

καταλοίπων Gly παρουσιάζεται ως σηµαντικός παράγοντας για την καταλυτική 

ικανότητα του ενζύµου (kcat), δεν είναι όµως νευραλγικό χαρακτηριστικό υπεύθυνο 

για την εµφάνιση του ψυχρόφιλου χαρακτήρα, δηλαδή χαµηλή Ea και µικρή 

σταθερότητα. Στην περίπτωση της ArChiB και της µετάλλαξης G406Q διαπιστώνουµε 

ότι η παρουσία του καταλοίπου Gly παίζει ρόλο στην µείωση της ενέργειας 

ενεργοποίησης. Οι δύο παραπάνω παρατηρήσεις δείχνουν τη σηµασία του τοπικού 

περιβάλλοντος για το ρόλο κάθε καταλοίπου σε ένα ένζυµο. 

Γενικά φαίνεται ότι οι µεταλλάξεις που µπορούν να αλλάξουν το χαρακτήρα του 

ενζύµου, και τη σταθερότητα του µπορούν να είναι διάσπαρτες σε όλο το µόριο και 

στο χώρο του ενεργού του κέντρου, ενώ όπως διαπιστώσαµε στην περίπτωση των 

µεταλλάξεων της TAB5AP η ευκαµψία του ενεργού κέντρου και πιο συγκεκριµένα η 

«κατεύθυνση» της προς συγκεκριµένη κατεύθυνση επιδρά στο χαρακτήρα του 

ενζύµου, αλλάζοντας τον σε µερικές περιπτώσεις δραµατικά. 

Οι ιδιότητες της µειωµένης σταθερότητας, της αυξηµένης ενεργότητας και της 

µειωµένης ενέργειας ενεργοποίησης δεν είναι άµεσα συνδεδεµένες αλλά οφείλονται 

σε αλλαγές του ενζύµου σε στρατηγικά σηµεία, αν και στις περισσότερες περιπτώσεις 

εµφανίζεται µια τέτοια συσχέτιση. Αυτό πρέπει µάλλον να αποδοθεί στο πολλαπλό 

ρόλο που µπορούν να έχουν κατάλοιπα στη δοµή και όχι στην άµεση συσχέτιση των 
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δυο ιδιοτήτων. Εξάλλου όπως έχει ήδη αναπτυχθεί στην εισαγωγή κάθε ένζυµο 

εµφανίζει διαφοροποιήσεις που το υποβοηθούν στη λειτουργία σε χαµηλές 

θερµοκρασίες που περιλαµβάνει ποικίλες και πολλές φορές ειδικές προσαρµογές και 

σε αρκετές περιπτώσεις οι προσαρµογές αυτές συνοδεύονται από άλλες 

συµπληρωµατικές σε άλλα σηµεία του ενζύµου που παίζουν σηµαντικό ρόλο καθώς 

ενισχύουν τον χαρακτήρα του ενζύµου.  



  Προοπτικές 

125

 



  Προοπτικές 

126

ΠΠρροοοοππττιικκέέςς
Οι δύο χιτινάσες που µελετήσαµε στην παρούσα εργασία παρουσιάζουν µερικές 

βιοχηµικές ιδιότητες που τις καθιστούν ενδιαφέρουσες για περαιτέρω µελέτη. Η 

δραστικότητα τους σε οργανικούς διαλύτες καθιστά τις πρωτεΐνες αυτές 

ενδιαφέροντες βιοκαταλύτες σε τέτοιους διαλύτες. Η δράση των δύο αυτών ενζύµων 

σαν αναστολείς της ανάπτυξης του µύκητα Botrytis cinerea, σε συνδυασµό µε την 

δυνατότητα των ενζύµων να λειτουργούν σε χαµηλές θερµοκρασίες, και να 

αποδιατάσσονται εύκολα, καθιστούν τα ένζυµα αυτά πιθανούς παράγοντες ελέγχου 

της ανάπτυξης των µυκήτων σε χαµηλές θερµοκρασίες, µε αρκετές εφαρµογές, π.χ. 

την χρήση τους για την συντήρηση αποθηκευµένων σε χαµηλές θερµοκρασίες 

προϊόντων. 

Η µελέτη των προσαρµογών των ενζύµων σε χαµηλές θερµοκρασίες βρίσκεται σε 

εξέλιξη και οδηγεί τόσο στην δηµιουργία εφαρµογών όσο και στην κατανόηση των 

σχέσεων δοµής – λειτουργίας και σταθερότητας που διέπουν τις πρωτεΐνες. Η 

επίλυση της δοµής της ArChiB που ήδη είναι σε εξέλιξη, µπορεί να προσφέρει 

πληροφορίες προς αυτή την κατεύθυνση. Επιπλέον µπορεί να συνεισφέρει στην 

κατανόηση του µηχανισµού δράσης και της λειτουργίας των ενζύµων αυτής της 

κατηγορίας.  

Η περαιτέρω µελέτη των προσαρµογών των ενζύµων σε χαµηλές θερµοκρασίες, τόσο 

της αλκαλικής φωσφατάσης όσο και της χιτινάσης, µπορεί να οδηγήσει στην 

κατανόηση των µηχανισµών αυτής της προσαρµογής. Η µελέτη αυτή µπορεί να 

συνεχιστεί είτε µε ανάλογη προσέγγιση µε την παρούσα, δηλαδή σηµειακές 

µεταλλάξεις, είτε µε κατευθυνόµενη εξέλιξη. Σε κάθε περίπτωση η αποκάλυψη και 

κατανόηση των στρατηγικών που χρησιµοποιούν τα ένζυµα για την προσαρµογή τους 

θα αποτελέσει σηµαντική γνώση στην προσπάθεια δηµιουργίας βελτιωµένων 

βιοκαταλυτών. 
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