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Περίληψη  
 Η παρούσα µεταπτυχιακή διατριβή πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριο 
Ενζυµικής Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστηµίου Κρήτης και επικεντρώθηκε στη 
µελέτη µιας απακετυλάσης χιτοολιγοµερών από τον οργανισµό Bacillus cereus. O 
τελευταίος είναι συγγενικός προς τον Bacillus anthracis µε τον οποίο εµφανίζει 
οµοιότητες σε πολλά πρωτεϊνικά µόρια. Το ένζυµο µε το οποίο ασχοληθήκαµε ανήκει 
στην οικογένεια πρωτεϊνών LmbE οι οποίες δεν έχουν καλά χαρακτηρισµένη 
λειτουργία. Σκοπός της παρούσας µελέτης ήταν η αποµόνωση και ο όσο το δυνατόν 
καλύτερος λειτουργικός χαρακτηρισµός αυτού του ενζύµου, προκειµένου να 
αποκτήσουµε πληροφορίες τόσο για το µονοπάτι στο οποίο συµµετέχει όσο και για τη 
βιολογία του Bacillus anthracis. Με τον τρόπο αυτό αφενός επιτυγχάνουµε την 
κατανόηση της βιολογίας του οργανισµού αυτού που έχει χρησιµοποιηθεί ακόµη και 
ως βιολογικό όπλο (µε απώτερο στόχο ίσως και την καταπολέµησή του) και αφετέρου 
ανακαλύπτουµε ενζυµικούς τρόπους µαζικής παραγωγής γλυκοζαµίνης για διάφορες 
εφαρµογές. 
 
 
 
Abstract  
 The current project took place in the Enzyme Biotechnology laboratory of the 
University of Crete. This thesis is focused on a novel Ν-acetylglucosamine (GlcNAc) 
deacetylase in Bacillus cereus. This organism contains two proteins of the LmbE 
family which are highly identical (99%) to two proteins of Bacillus anthracis. We 
dealt with one of these two proteins (LmbE-1534) which deacetylates GlcNAc and 
(GlcNAc)2 with high specificity. The study of this enzyme will contribute towards 
understanding of the biology of Bacillus cereus and  Bacillus anthracis. In addition an 
alternative enzymatic process for the production of GlcN can be considered, which 
finds applications in many areas such as Medicine, Food Industry and Agriculture.                                    
                                                             
                                                                                         
                                                                                                                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Περιεχόµενα  
 
Περίληψη…..…………………………………………………………………………1  
 
1.Εισαγωγή  
1.1 Απακετυλάσες της χιτίνης…………………………………………………………3 
1.2 Μονοπάτι καταβολισµού χιτίνης σε ευκαρυώτες και βακτήρια……………..........4 
1.3 Μονοπάτι καταβολισµού χιτίνης σε αρχαία……………………………………….5 
1.4 LmbE-like πρωτεΐνες………………………………………………………………7 
 
Σκοπός της εργασίας……...…………………..……………………………………...9 
 
2. Υλικά και Μέθοδοι 
2.1 Υλικά……………………..………………………………………………………10 
2.2 Μέθοδοι 
2.2.1 Κλωνοποίηση του γονιδίου BC1534………..………………………………….10 
2.2.2 Υπερέκφραση της ανασυν. πρωτεΐνης LmbE-1534 σε κύτταρα Ε. coli…….…10 
2.2.3 Αποµόνωση της πρωτεΐνης LmbE-1534……………………………………….11 
2.2.4 Μέθοδος µέτρησης της ενζυµικής ενεργότητας απακετυλάσης χιτίνης……….11 

2.2.5 Υδρόλυση DNA µε περιοριστικά ένζυµα……………………………………...12 

2.2.6 Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων E.coli από πλασµιδιακό φορέα µε τη 
χηµική µέθοδο……………………………………………………………………….12 
2.2.7  Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων E.coli από πλασµιδιακό φορέα 
µέσω ηλεκτρικής εκκένωσης………………………………………………………..13 
2.2.8 Κλωνοποίηση DNA σε πλασµιδιακό φορέα…………………………………..13 
2.2.9 Εκχύλιση DNA από πήκτωµα αγαρόζης µε τη χρήση κολώνας QIAquick.......13 
2.2.10 Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών………………………………….......14 

2.2.11 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών (Western blotting)……………………………14 
 
3. Αποτελέσµατα 
3.1 In silico εύρεση της αλληλουχίας BC1534………………………………………15 
3.2 Υπερέκφραση της πρωτεΐνης LmbE-1534 σε κύτταρα E. coli ………………….15 
3.3 Αποµόνωση της LmbE-1534…………………………………………………….16 
3.4 Μελέτη ενζυµικής ενεργότητας της LmbE-1534…………………………….......20 
 
4.Συζήτηση --Προοπτικές…………………………………………………………..23 
 
5. Βιβλιογραφία……………………………………………………………………..25 
 
 
 
 
 

 
 
 
  
 



1. Εισαγωγή  
 
1.1 Απακετυλάσες της χιτίνης. 
 Από τους πιο διαδεδοµένους δοµικούς πολυσακχαρίτες είναι η κυτταρίνη που 
συµµετέχει στην κατασκευή των κυτταρικών τοιχωµάτων των ανώτερων φυτών, η 
χιτίνη στο σκελετικό υλικό των οστρακόδερµων και οι πεπτιδογλυκάνες στα 
βακτηριακά κύτταρα και τους συνδετικούς ιστούς των ζώων (1). Οι φυσικοί 
πολυσακχαρίτες βρίσκουν ήδη σηµαντικές εφαρµογές σε πολλούς τοµείς όπως η 
βιοτεχνολογία, η ιατρική, η φαρµακευτική και η βιοµηχανία, ενώ παράλληλα 
συνεχίζεται η έρευνα για την εύρεση νέων ιδιοτήτων και εφαρµογών. 

 ∆οµή και φυσικοχηµικές ιδιότητες χιτίνης και χιτοζάνης. Η χιτίνη είναι ένα 
γραµµικό οµοπολυµερές Ν-ακετυλογλυκοζαµινών συνδεµένων µεταξύ τους µε β(1 → 
4) γλυκοσιδικούς δεσµούς, ενώ η χιτοζάνη είναι γραµµικό οµοπολυµερές της 
γλυκοζαµίνης και αποτελεί την απακετυλιωµένη µορφή της χιτίνης (εικ.1). Ωστόσο, ο 
βαθµός ακετυλίωσης της χιτοζάνης, δηλαδή η επιµέρους σύσταση των αλυσίδων σε 
Ν-ακετυλογλυκοζαµίνη και γλυκοζαµίνη, έχει βρεθεί ότι ποικίλλει µεταξύ των 
διαφόρων παρασκευασµάτων και γι’αυτό έχει προταθεί ο ορισµός της ως προς τη 
διαλυτότητα αυτής σε διάλυµα οξικού οξέος 0.1Μ (2).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1. ∆οµή χιτίνης (R=COCH3 και χιτοζάνης R=H ή COCH3).  
 
 
 

∆ιάδοση της χιτίνης και της χιτοζάνης στη φύση. Η χιτίνη είναι το δεύτερο σε 
αφθονία βιολογικό µόριο µετά την κυτταρίνη. Η ευρύτατη διάδοση της χιτίνης θα 
πρέπει να αποδοθεί αφ’ενός στην τάση των αλυσίδων της να συνδέονται µε 
υδρογονικούς δεσµούς και να σχηµατίζουν έτσι πυκνές κρυσταλλικές δοµές και 
αφ’ετέρου στην ποικιλία των µορφών της. Η απακετυλιωµένη µορφή της χιτίνης, η 
χιτοζάνη, δεν βρίσκεται στην φύση στην ίδια έκταση όπως η χιτίνη. Η ύπαρξη των 
ελεύθερων αµινοµάδων κατά µήκος του πολυµερούς προσδίδει στο µόριο νέες, 
εντελώς διαφορετικές ιδιότητες. Η χιτίνη, εξαιτίας της υψηλής της κρυσταλλικότητας, 
είναι αδιάλυτη σε υδατικά διαλύµατα και οργανικούς διαλύτες (3). Η χιτοζάνη είναι 
ένα κατιονικό βιοπολυµερές που υπάρχει φυσιολογικά ή το αποκτούµε απ’την Ν-
απακετυλίωση της χιτίνης. Είναι βιοαποικοδοµήσιµη, µη-τοξική σε ζώα, διαλυτή σε 
όξινα διαλύµατα, διαθέσιµη σε ποικίλες φυσικές µορφές και πιο ελκυστική απ’την 
χιτίνη (3, 4). Τα ολιγοµερή χιτίνης και χιτοζάνης αξίζουν ιδιαίτερης προσοχής επειδή 
παρουσιάζουν συγκεκριµένες φυσιολογικές δραστηριότητες µεγάλου ενδιαφέροντος 
(αντιµικροβιακή και αντικαρκινική δραστηριότητα και ενίσχυση του αµυντικού 
συστήµατος των φυτών) (5, 6).  



Παραγωγή χιτοζάνης. Σήµερα, η χιτοζάνη παράγεται απ’τη χιτίνη µέσω µιας 
σκληρής θερµοχηµικής διαδικασίας, η οποία διαθέτει όλα τα µειονεκτήµατα µιας 
χηµικής διαδικασίας: είναι επιβλαβής για το περιβάλλον και δεν ελέγχεται εύκολα 
οδηγώντας σ’ένα µεγάλο και ετερογενές φάσµα προϊόντων (7). Οµοίως, τα ολιγοµερή  
χιτοζάνης παρασκευάζονται από µερική όξινη υδρόλυση των πολυµερών χιτοζάνης. 
Η χρησιµοποίηση της απακετυλάσης της χιτίνης για την παρασκευή πολυµερών και 
ολιγοµερών χιτοζάνης, προσφέρει την πιθανότητα ανάπτυξης µιας ενζυµικής 
διαδικασίας που θα µπορούσε δυνητικά να προσπεράσει τα περισσότερα απ’αυτά τα 
µειονεκτήµατα.  

Απακετυλάσες της χιτίνης έχουν αποµονωθεί και χαρακτηριστεί από αρκετούς 
µύκητες. Τα πιο καλά µελετηµένα ένζυµα είναι αυτά από τους µύκητες 
Saccharomyces cerevisiae (8), Mucor rouxii (9-11), Absidia coerulea (12), 
Aspergillus nidulans (13) και από δυο στελέχη του Colletotrichum lindemuthianum 
(14, 15). Έχουν προταθεί δυο διαφορετικοί βιολογικοί ρόλοι για τις απακετυλάσες 
της χιτίνης (Chitin Deacetylases, CDAs) των µυκήτων: η συµµετοχή τους στο 
σχηµατισµό του κυτταρικού τοιχώµατος και σε αλληλεπιδράσεις φυτών-παθογόνων. 
Όλες οι CDAs που έχουν ταυτοποιηθεί, είναι γλυκοπρωτεϊνες και εκκρίνονται είτε 
στην περιπλασµική περιοχή είτε στο θρεπτικό µέσο. Επιπλέον, τα περισσότερα 
ένζυµα παρουσιάζουν µια αξιοσηµείωτη θερµική σταθερότητα στην θερµοκρασία 
των 500C και µια προτίµηση για β-(1,4) πολυµερή Ν-ακετυλο-γλυκοζαµίνης. 
 
 
1.2 Μονοπάτι καταβολισµού χιτίνης σε ευκαρυώτες και βακτήρια. 
 Η χιτίνη είναι το γραµµικό οµοπολυµερές της β-1,4-Ν-ακετυλ-γλυκοζαµίνης 
(GlcNAc) και η βιολογική της παραγωγή είναι η πιο άφθονη µετά την κυτταρίνη. Η 
αποικοδόµηση της χιτίνης στους ευκαρυώτες και τα βακτήρια  έχει µελετηθεί πολύ 
καλά και τα καταβολικά µονοπάτια χιτίνης φαίνονται περιληπτικά στην εικ. 2. Η 
χιτίνη αποικοδοµείται σε διακετυλχιτοβιόζη (GlcNAc)2 απ’τον συνδυασµό χιτινασών 
ενδο- και εξω- τύπου (αντιδράσεις 1 και 2) και ακολουθεί επεξεργασία του διµερούς 
µε β-Ν-ακετυλγλυκοσαµινιδάση (GlcNAcase, αντίδραση 3) (16), φωσφορυλάση του  
(GlcNAc)2 (αντίδραση 4), ή µε το σύστηµα φωσφοτρανσφεράσης του (GlcNAc)2 
(αντίδραση 5) και την 6-φωσφο-β-γλυκοσαµινιδάση (αντίδραση 6) (16-19). 
 

 



 
 

Εικόνα 2. Απεικονίζονται γνωστά καταβολικά µονοπάτια χιτίνης. Τα ένζυµα που 
συµµετέχουν, αναπαριστώνται ως 1: ενδοχιτινάση, 2: εξωχιτινάση, 3:  GlcNAcase, 4: 
φωσφορυλάση του  GlcNAc2, 5: σύστηµα φωσφοτρανσφεράσης του GlcNAc2, 6: 6-φωσφο-β-
γλυκοσαµινιδάση, 7: απακετυλάση χιτίνης, 8: χιτοζανάση και 9: GlcNάση. 
 
 
 
Σ’αυτά τα µονοπάτια, η αποµάκρυνση της Ν-ακετυλοµάδας από το αρχικό µόριο 
χιτίνης, συµβαίνει µετά την αποικοδόµηση σε µονοµερή. Αυτό το βήµα καταλύεται 
από την απακετυλάση του GlcNAc-6-phosphate (GlcNAc6P), η οποία απακετυλιώνει 
το GlcNAc6P που παράγεται από το κόψιµο του GlcNAc6P- GlcNAc (αντίδραση 6) ή 
απ’τη φωσφορυλίωση του GlcNAc. Προτείνεται ένα εναλλακτικό µονοπάτι για την 
αποικοδόµηση της χιτίνης, το οποίο ξεκινάει µε απακετυλίωσή της µέσω µιας 
απακετυλάσης της χιτίνης (αντίδραση 7). Η προκύπτουσα χιτοζάνη αποικοδοµείται 
στη συνέχεια σε γλυκοζαµίνη (GlcN) απ’τη χιτοζανάση (ένζυµο ενδο-τύπου, 
αντίδραση 8) σε συνεργασία µε την εξω-β-D-γλυκοσαµινιδάση (GlcNase, αντίδραση 
9) (16). 
 
 
1.3 Μονοπάτι καταβολισµού χιτίνης σε αρχαία. 
 Σε αντίθεση µε τους ευκαρυώτες και τα βακτήρια, υπάρχουν πολύ λίγες 
πληροφορίες όσον αφορά την χιτινόλυση στα αρχαία. Ο πρώτος χαρακτηρισµός µιας 
θερµοσταθερής χιτινάσης έγινε στο υπερθερµόφιλο αρχαίο Thermococcus 
kodakaraensis KOD1 (20, 21). Η χιτινάση Tk-ChiA έχει µια µοναδική δοµή που 
συντίθεται από διπλές καταλυτικές περιοχές και τριπλές περιοχές πρόσδεσης της 
χιτίνης. Πρόσφατα, έχει ταυτοποιηθεί άλλο ένα χιτινολυτικό ένζυµο, µια GlcNάση 
(Tk-GlmA) στο T. kodakaraensis (22), η οποία υδρολύει χιτοβιόζη (GlcN2) προς 
GlcN και επάγεται από (GlcNAc)2, το τελικό προϊόν της χιτίνης από την Tk-ChiA. Η 
δράση αυτών των ενζύµων καθώς και της Tk-Dac (απακετυλάση 
χιτοολιγοσακχαριτών) προτείνουν ένα καινούριο καταβολικό µονοπάτι της χιτίνης για 
τα αρχαία (εικ. 3). 
 
 



 
 

Εικόνα 3. Ένα καινούριο καταβολικό µονοπάτι χιτίνης που προτείνεται στο υπερθερµόφιλο 
αρχαίο Thermococcus kodakaraensis KOD1. Τα ενδιάµεσα µόρια είναι τα ακόλουθα 
GlcNAcn: Ν-ακετυλχιτοολιγοσακχαρίτης, GlcNn: χιτοολιγοσακχαρίτης, GlcNAc1P: GlcNAc-
1-φωσφορικό, GlcNAc6P- GlcNAc: GlcNAc-6-φωσφορικό- GlcNAc και GlcNAc6P: 
GlcNAc-6-φωσφορικό. 
 
 
 
Το  T.  kodakaraensis διαθέτει χιτινάση (Tk-ChiA) και εξω-β-D-γλυκοζαµινιδάση 
(Tk-GlmA) για την αποικοδόµηση της χιτίνης. Η πρώτη παράγει διακετυλ-χιτοβιόζη 
(GlcNAc)2 απ’τη χιτίνη και η τελευταία υδρολύει χιτοβιόζη (GlcN2) προς 
γλυκοζαµίνη (GlcN). Το ένζυµο που συνδέει φυσιολογικά αυτές τις δυο 
δραστηριότητες είναι µια απακετυλάση που παρέχει το υπόστρωµα για την  Tk-GlmA 
απ’την (GlcNAc)2. Το αντίστοιχο γονίδιο (Tk-dac) ταυτοποιήθηκε στο γονιδίωµα του 
Thermococcus kodakaraensis. 
 Το γονίδιο Tk-dac οµαδοποιείται σε µια περιοχή 23.7Kbp του γονιδιώµατος 
του T. kodakaraensis µε τα  Tk-glmA και Tk-chiA καθώς και µε γονίδια για δυνητικά 
συστατικά του µεταφορέα ABC (εικ. 4). 
 

 
 

 



 
 

Εικόνα 4. Γονιδιακή οργάνωση σε µια περιοχή 23.7Kbp του γονιδιώµατος του T.  
Kodakaraensis, στην οποία περιλαµβάνεται το Tk-dac. Τα βέλη υποδεικνύουν τα ανοιχτά 
πλαίσια διαβάσµατος (ORFs). Μαύρο βέλος: Tk-Dac, γκρι βέλη: Tk-GlmA (22), Tk-Gly (23) 
και Tk-ChiA (20, 21), λευκά βέλη: µη χαρακτηρισµένα ORFs. 
 
 
 
Η  απακετυλίωση των Ν-ακετυλχιτοολιγοσακχαριτών (GlcNAc)2-5 απ’το ένζυµο Tk-
Dac συµβαίνει στο µη ανάγων άκρο. Το (GlcNAc)2 φάνηκε να είναι καλύτερο 
υπόστρωµα απ’το (GlcNAc)3 για την Tk-Dac και επιπλέον αυτό το ένζυµο µπορούσε 
να απακετυλιώσει τον µονοσακχαρίτη GlcNAc. Αυτές οι καταλυτικές ιδιότητες 
υποδεικνύουν ένα µοναδικό µονοπάτι καταβολισµού χιτίνης στον T. kodakaraensis. 
Σ’αυτό το µονοπάτι (εικ. 2), το (GlcNAc)2 παράγεται απ’τη χιτίνη µέσω της δράσης 
της εξωκυτταρικής Tk-ChiA και πιθανόν να εισάγεται στα κύτταρα απ’τον ABC 
µεταφορέα που κωδικοποιείται από ένα γονίδιο που ανήκει στη γονιδιακή 
συνάθροιση της εικ. 4 (γονιδιακό cluster). Μέσα στα κύτταρα το GlcNAc2 
απακετυλιώνεται ειδικά στο µη ανάγων κατάλοιπο GlcNAc από την Tk-Dac. Ο 
µερικώς απακετυλιωµένος δισακχαρίτης, GlcN-GlcNAc υδρολύεται στη συνέχεια 
προς µονοµερή GlcN και GlcNAc απ’την Tk-GlmA. Τελικά, το GlcNAc 
απακετυλιώνεται απ’τη δεύτερη δράση της Tk-Dac, οδηγώντας σε πλήρη µετατροπή 
της χιτίνης σε µονοµερή GlcN. Η κοινή µεταγραφική ρύθµιση που παρατηρείται για 
τα οµαδοποιηµένα γονίδια υπό συνθήκες αποικοδόµησης της χιτίνης και ο εντοπισµός 
κάθε ενζύµου υποστηρίζουν την προτεινόµενη in vivo λειτουργία αυτής της οµάδας 
γονιδίων (γονιδιακό cluster). 
 
 
1.4 LmbE-like πρωτεΐνες. 
 Μέχρι τώρα, οι απακετυλάσες χιτίνης από µύκητες και έντοµα, η 
απακετυλάση χιτοολιγοσακχαριτών (NodB) απ’το Rhizobium και η βακτηριακή 
απακετυλάση του GlcNAc6P είναι γνωστές σαν καταλυτικά παρόµοιες 
απακετυλάσες, που εµπλέκονται στην απακετυλίωση µονάδων GlcNAc χιτίνης και 
παρόµοιων σακχάρων. Η απακετυλάση της χιτίνης έχει την ικανότητα να 
αποµακρύνει τυχαία Ν-ακετυλ οµάδες από αλυσίδες χιτίνης (24). Η NodB, που 
εµπλέκεται στο σινιάλο σύνθεσης του nodulation, απακετυλιώνει το µη ανάγων 
κατάλοιπο GlcNAc των Ν-ακετυλχιτοολιγοσακχαριτών όπως και η Tk-Dac (25). 
Παρ’όλα αυτά δεν µπορεί να δράσει σε µονοµερή GlcNAc. Η Tk-Dac απακετυλιώνει 
το µονοµερές GlcNAc καθώς επίσης και ολιγοµερή αλλά δεν έχει καµία ικανότητα να 
δεχτεί το µονοµερές GlcNAc6P ως υπόστρωµα. Επιπλέον, η πρωτοταγής δοµή της 
Tk-Dac δεν έχει καµία σχέση µε κάποια απ’τις παραπάνω απακετυλάσες. Προφανώς, 
η Tk-Dac είναι ένα καινούριο ένζυµο µε καταλυτικές ιδιότητες και πρωτοταγή δοµή 
διαφορετικές από εκείνες των γνωστών απακετυλασών. 
 Η Tk-Dac ταξινοµείται στη µη χαρακτηρισµένη οικογένεια των LmbE-like 
πρωτεϊνών (Pfam02585 καθώς και COG2120), όπου η LmbE είχε αρχικά αποδοθεί σε 
µια υποθετική πρωτείνη που κωδικοποιείται σε ένα γονιδιακό cluster για τη 
βιοσύνθεση λινκοµυκίνης (lincomycin) του Streptomyces lincolnensis. Αυτή η 
οικογένεια περιλαµβάνει τις N-acetylphosphatidylinositol de-N-acetylases απ’τα 
θηλαστικά (26), τον σακχαροµύκητα (27) και τα πρωτόζωα (28) και την 1-D-myo-
inosityl-2-acetamido-2-deoxy-α -D-glucopyranoside deacetylase απ’το µυκοβακτήριο 



(29), που εµπλέκονται στη βιοσύνθεση της άγκυρας γλυκοσυλφωσφατιδυλινοσιτόλης 
και µυκοθειόλης αντίστοιχα. Παρ’όλο που η Tk-Dac έχει µόνο µικρές οµοιότητες µε 
τα παραπάνω ένζυµα, ένα σηµαντικό κοινό χαρακτηριστικό είναι η λειτουργία σαν 
απακετυλάση προς την µονάδα της Ν-ακετυλγλυκοζαµίνης. 
 Πρόσφατα, καθορίστηκε η κρυσταλλική δοµή µιας LmbE-like πρωτεΐνης 
(ΤΤ1542) µε άγνωστη λειτουργία στα πλαίσια δοµικής γενετικής του Thermus 
thermophilus (30). Στην τρισδιάστατη δοµή, υψηλά συντηρηµένα αµινοξέα 
οµαδοποιούνταν σε µια περιοχή µε τις πλευρικές τους αλυσίδες να συνθέτουν την 
επιφάνεια µιας υδρόφιλης κοιλότητας. Αυτή η περιοχή προτάθηκε να είναι ένα 
δυνητικό ενεργό κέντρο, και η υπολογιστική ανάλυση προέβλεψε την καταλυτική 
σηµασία εφτά καταλοίπων στο cluster. 
 Η απακετυλάση MshB (απακετυλιώνει το  GlcNAc-Ins συµµετέχοντας έτσι 
στο µονοπάτι σύνθεσης της µυκοθειόλης: 1-D-myo-inosityl-2-(Nacetyl-L-
cysteinyl)amido-2-deoxy-α-D-glucopyranoside, MSH) αντιστοιχεί στην Rv1170 του 
Mycobacterium  tuberculosis µε µοριακό βάρος 33.400Da. Η MshB είναι µια 
µεταλλοπρωτεϊνη Zn2+ και η ενεργότητα απακετυλάσης εξαρτάται πλήρως απ’την 
παρουσία του δισθενούς µεταλλικού κατιόντος. Καθορίστηκε η κρυσταλλική δοµή 
της MshB, όπου η περιοχή πρόσδεσης του ψευδαργύρου είναι στην αµινοτελική 
περιοχή (εικ. 5). 
 
 

 
 
 
Εικόνα 5. Απεικόνιση της κρυσταλλικής δοµής της MshB, όπου είναι ευδιάκριτα τα 
κατάλοιπα που συντηρούνται µεταξύ απακετυλασών όπως η ΤΤ1542 (απακετυλάσες  που 
κατηγοριοποιούνται στις LmbE-like πρωτεΐνες). 
 
 
 
Η MshB και η ΤΤ1542 απ’τον Thermus thermophilus µοιράζονται ταυτότητα 33% ή 
ισχυρή αλληλουχική οµοιότητα, παρ’όλο που η ΤΤ1542 είναι 80 κατάλοιπα 
µικρότερη σε µήκος. Ο ρόλος της ΤΤ1542 είναι άγνωστος και το υποτιθέµενο ενεργό 
κέντρο του ενζύµου δεν περιέχει άτοµο µετάλλου. Τα ένζυµα έχουν παρόµοια 
αναδίπλωση και κατάλοιπα ενεργού κέντρου και γι’αυτό είναι πιθανό η ΤΤ1542 να 
έχει παρόµοιο ρόλο ως αµινοϋδρολάση ψευδαργύρου (zinc aminohydrolase), παρ’όλο 
που το φυσικό υπόστρωµα παραµένει άγνωστο (εικ. 6). 
 



 

 
 
Εικόνα 6. Στοίχιση (alignment) της MshB (γαλάζιο) µε µια σχετιζόµενη πρωτεϊνη απ’τον 
Thermus thermophilus (ΤΤ1542) (κόκκινο). Και οι 2 πρωτεϊνες δείχνουν παρόµοιες 
αναδιπλώσεις Rossmann µε κοινές περιοχές πρόσδεσης του ψευδαργύρου. Ο καταλυτικός 
ψευδάργυρος φαίνεται σαν σφαίρα. 
 
 
 
 
Σκοπός της εργασίας 
 Ανάλυση των γενωµάτων από B. cereus απεκάλυψε την ύπαρξη δύο γονιδίων 
που κωδικοποιούν πρωτεΐνες της LmbE οικογένειας των οποίων ο ρόλος παραµένει 
άγνωστος (Integrated Genomics, Chicago, US).  Επίσης στο γένωµα του B. anthracis 
(που έχει χρησιµοποιηθεί ως βιολογικό όπλο) υπάρχουν αντίστοιχα γονίδια τα οποία 
εµφανίζουν υψηλή οµολογία µε αυτά του B. cereus. Οι µεγάλες αυτές οµολογίες 
υποδεικνύουν και τη παρόµοια λειτουργία αυτών των ενζύµων στους δύο βακίλους οι 
οποίοι παρουσιάζουν εκτενείς οµοιότητες στο γένωµά τους.  Για αυτό το βακτήριο B. 
cereus µπορεί να αποτελέσει µοντέλο για τη µελέτη γονιδίων που υπάρχουν στο B. 
anthracis.  

Στόχος της παρούσας µεταπτυχιακής εργασίας είναι η κλωνοποίηση του 
γονιδίου BC1534 (η πρωτεϊνη για την οποία κωδικοποιεί, φαίνεται να κατατάσσεται 
στην οικογένεια των LmbE-like πρωτεϊνών) απ’το Bacillus cereus και η µελέτη της 
αντίστοιχης πρωτεϊνικής λειτουργίας (βιοχηµικός χαρακτηρισµός και διαλεύκανση 
ενζυµικού µηχανισµού). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
2. Υλικά και Μέθοδοι 
 
2.1 Υλικά 

  Τα στελέχη Escherichia coli που χρησιµοποιήθηκαν ήταν  BL21 DE3, ΒL21 
pLYS και DH5α. 

Ο πλασµιδιακός φορέας pΕT26b, όπου κλωνοποιήθηκε το γονίδιο BC1534 ήταν 
της εταιρείας Ιnvitrogen Corporation. 

 Tα θρεπτικά υλικά για την καλλιέργεια των βακτηρίων ήταν της εταιρείας Difco 
Laboratories και Merck. Τα διαλύµατα των αντιβιοτικών παρασκευάσθηκαν και 
χρησιµοποιήθηκαν σύµφωνα µε τους Sambrook et al. Τα υπόλοιπα αντιδραστήρια 
αγοράστηκαν από τις εταιρείες Sigma-Aldrich Inc., Promega Corporation, Boehringer 
Mannheim GmbH, Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Qiagen Ltd. 

Η προµήθεια των χρωµατογραφικών υλικών Ni-NTA agarose, έγινε από την 
εταιρεία  Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH. Από την ίδια εταιρεία ήταν 
επίσης και οι µάρτυρες µοριακών βαρών που χρησιµοποιήθηκαν στα αποδιατακτικά 
πηκτώµατα πολυακρυλαµιδίου. 

Tα περιοριστικά και τροποποιητικά ένζυµα των νουκλεϊκών οξέων και τα 
αντίστοιχα διαλύµατα δράσης τους είναι από τις εταιρείες MINOTECH 
Biotechnology, Νew England Biolabs GmbH, Promega Corporation και Stratagene 
GmbH. To µείγµα τυχαίων εξανουκλεοτιδικών εκκινητών ήταν από την εταιρεία 
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH. 

 
 

2.2 Μέθοδοι 
 
2.2.1 Κλωνοποίηση του γονιδίου BC1534. 

Το γονίδιο BC1534 αποµονώθηκε από το γενωµικό DNA του B. cereus. 
Χρησιµοποιώντας ως µήτρα το γενωµικό DNA και εκκινητές τα ολιγονουκλεοτίδια 
LmbE-For (5΄-GGA ATT CCA TAT GAT GAG TGG ATT ACA TAT ATT A-3΄ µε 
NdeI περιοριστική θέση ενσωµατωµένη)  και LmbE-Rev (5΄-CCG CTC GAG TTT 
ACA TCC CCC TAA TAA ATC-3΄ µε XhoI περιοριστική θέση ενσωµατωµένη) 
πραγµατοποιήθηκε PCR για την παραγωγή του συγκεκριµένου γονιδίου. Για την 
ενσωµάτωση του CDA2 γονιδίου στον πλασµιδιακό φορέα pΕT26b  
πραγµατοποιήθηκε διπλή πέψη  τoυ φορέα και του γονιδίου µε τα περιοριστικά 
ένζυµα NdeI και XhoI και ακολούθησε η αντίστοιχη αντίδραση συγκόλλησης.     H 
πλασµιδιακή κατασκευή στάλθηκε για νουκλεοτιδική αλληλούχηση, όπου 
διαπιστώθηκε η ένθεση του σωστού γονιδίου.  Με τον τρόπο αυτό επετεύχθη η 
ενσωµάτωση 6 καταλοίπων ιστιδίνης στο C΄άκρο της πρωτεΐνης Η τελευταία 
κατασκευή για το µετασχηµατισµό Ε. coli Bl21 DE3 και pLYS βακτηριακών 
κυττάρων. 

 
2.2.2 Υπερέκφραση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης LmbE-1534 σε κύτταρα Ε. 
coli. 

Πραγµατοποιείται µετασχηµατισµός σε Bl21 DE3 και pLYS E. coli κύτταρα µε 
τον κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα. Από ένα φρέσκο πιάτο συλλέγεται µια µοναδική 
αποικία µε την οποία µολύνεται υγρή καλλιέργεια LB/καναµυκίνη για τα DE3 
κύτταρα (για 1lt διαλύµατος Luria Bertani Medium : 10gr bacto-tryptone, 5gr bacro-
yeast-extract, 10gr NaCl σε αυτό προσθέτουµε 1ml διαλύµατος καναµυκίνης 
30mg/ml) και LB/καναµυκίνη/χλωραµφαινικόλη για τα pLYS (το stock 



χλωραµφαινικόλης που διαθέτουµε είναι συµπυκωµένο 1000 φορές). Ακολουθεί 
ολονύκτια επώαση στους 300C υπό ανάδευση. Την άλλη µέρα γίνεται προσθήκη 1ml 
της προκαλλιέργειας σε 50ml φρέσκου θρεπτικού µέσου LB/καναµυκίνη για DE3 και  
LB/καναµυκίνη/χλωραµφαινικόλη για pLYS και επωάζεται στους 300C έως ότου η 
οπτική απορρόφηση στα 600nm να είναι 0.6-0.7. Εδώ πρέπει να σηµειωθεί ότι η 
προκαλλιέργεια δεν πρέπει να έχει οπτική απορρόφηση στα 600nm µεγαλύτερη του 
1. Ακολουθεί προσθήκη IPTG (IsoPropyl-beta-D-ThioGalactopyranoside) σε τελική 
συγκέντρωση 1mM και ολονύκτια επώαση Έπεται εναπόθεση της καλλιέργειας σε 
πάγο (40C) για 5 λεπτά, φυγοκέντρηση για 30 λεπτά στις 3000rpm στους 40C, 
συλλογή της βακτηριακής πελέτας και αποθήκευση στους -200C. 

 
2.2.3 Αποµόνωση της πρωτεΐνης LmbE-1534. 
Αποµόνωση από συνολικό κυτταρικό εκχύλισµα. 

H πελέτα συλλέγεται και επαναδιαλύεται σε 25mM Bis-Tris pH 8.0, 300mM 
NaCl (διάλυµα Α). Τα κύτταρα λύονται µε υπέρηχους για χρονικά διαστήµατα 6 x 
30sec µε ενδιάµεσα διαλείµµατα των 30sec σε πάγο. Μετά από αυτή την κατεργασία 
το δείγµα πρέπει να είναι σχεδόν διαφανές. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30 λεπτά 
στις 14.000rpm στους 40C. 

Χρωµατογραφία σε προσροφητή Ni-NTA agarose. 

Το υπερκείµενο από την προηγούµενη διαδικασία φορτώθηκε σε προσροφητή 
Νi-ΝΤΑ agarose εξισορροπηµένο µε το διάλυµα A. Ο προσροφητής εκπλύθηκε µε το 
ίδιο διάλυµα (10 όγκοι στήλης) και µε διάλυµα Α στο οποίο προσθέταµε διαδοχικά 
αυξανόµενες συγκεντρώσεις ιµιδαζολίου (30, 40 και 50mM, 3-4 όγκοι απ’το καθένα) 
και οι κατακρατούµενες πρωτεΐνες εκλούστηκαν µε 5-7 όγκους διαλύµατος Α στο 
οποίο είχαν προστεθεί 250mM imidazole. Τα κλάσµατα στα οποία ανιχνεύθηκε η 
µεγαλύτερη ποσότητα πρωτεΐνης (µετά από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
πολυακρυλαµίδης) υπέστησαν ολονύκτια διαπίδυση µε το διάλυµα Α στους 40C.  

Χρωµατογραφία σε προσροφητή µοριακής διήθησης (gel filtration). 

 Σ’αυτή τη χρωµατογραφική µέθοδο καταφύγαµε προκειµένου να 
διαπιστώσουµε σε τι κατάσταση πολυµερισµού βρίσκεται η πρωτεΐνη µας. Αφού η 
κολώνα εξισορροπηθεί µε το διάλυµα Α, φορτώνουµε σ’αυτήν ποσότητα πρωτεΐνης 
ίση µε ~8mg. Με τον τρόπο αυτό συλλέγουµε εκλουόµενα κλάσµατα ένα από τα 
οποία αντιστοιχεί στο peak που σχηµατίζεται στο αντίστοιχο γράφηµα. Αφού 
επαναληφθεί η διαδικασία φορτώνοντας αυτή τη φορά στην κολώνα διάφορους 
πρωτεϊνικούς µάρτυρες µοριακών βαρών κοντά στο αναµενόµενο (της δικής µας 
πρωτεΐνης), µπορούµε να υπολογίσουµε το µοριακό βάρος που αντιστοιχεί σε κάθε 
peak και άρα να συµπεράνουµε το βαθµό πολυµερισµού της προς µελέτη πρωτεΐνης. 
Στην συγκεκριµένη περίπτωση (πρωτεΐνη LmbE-1534), παίρνουµε µόνο ένα peak που 
αντιστοιχεί σε µονοµερές. 

 

2.2.4 Μέθοδος µέτρησης της ενζυµικής ενεργότητας απακετυλάσης χιτίνης. 

Φασµατοφωτοµετρική µέθοδος µέτρησης της ενζυµικής δραστικότητας. 
    Η µέθοδος αυτή αναπτύχθηκε για την µέτρηση της ενζυµικής δραστικότητας 

απακετυλάσης της χιτίνης σε φυσικά, µη ραδιοσηµασµένα υποστρώµατα (31). 
Χρησιµοποιήθηκαν διάφορα υποστρώµατα όπως είναι το GlcNAc, το (GlcNAc)2 έως 
(GlcNAc)6, GlcNAc6P, GlcNAc1P, GlcNAc-6-sulfate, διµερές GlcNAc(1-6)GlcNAc, 
GalNAc (N-acetylgalactosamine) και ManNAc (N-acetylmannosamine). 



 Mέτρο της ενζυµικής απακετυλίωσης της χιτίνης αποτελεί η απελευθέρωση 
οξικού οξέος το οποίο υπολογίζεται µέσω µιας σειράς συζευγµένων ενζυµικών 
αντιδράσεων (32) (εικ. 7). Ο προσδιορισµός της ποσότητας του παραγόµενου οξικού 
οξέος βασίζεται στο σχηµατισµό του NADH, το οποίο και µετράται µε την αύξηση 
της τιµής της απορρόφησης στα 340 nm. 

                
CDA 

α. χιτίνη              χιτοζάνη + οξικό οξύ  

        

β. οξικό οξύ + ΑΤΡ + CoA     ακετυλο-CoA + ΑΜΡ + ΡPi 
ACS

           

γ. ακετυλο-CoA + οξαλοξικό οξύ + Η2Ο κιτρικό οξύ + CoA 

  

CS

MDH

δ. Μηλικό οξύ + NAD+      οξαλοξικό οξύ + NADH + Η+ 

 
Εικόνα 7. Φασµατοφωτοµετρικός υπολογισµός του παραγόµενου οξικού οξέος µε τη µέθοδο 
των συζευγµένων ενζυµικών αντιδράσεων . Το οξικό οξύ που παράγεται από την ενζυµική 
απακετυλίωση της χιτίνης (αντίδραση α) µετατρέπεται σε ακέτυλο συνένζυµο Α (αντίδραση 
β) το οποίο συµµετέχει στη σύνθεση κιτρικού οξέος από οξαλοξικό οξύ (αντίδραση γ). Το 
αποτέλεσµα της κατανάλωσης του οξαλοξικού οξέος είναι η αναγωγή του NAD+ σε  NADH 
(αντίδραση δ), η οποία και παρακολουθείται φασµατοφωτοµετρικά από τη µεταβολή της 
απορρόφησης στα 340 nm. CDA: απακετυλάση της χιτίνης, ACS: συνθετάση του ακέτυλο-
CoA, CS: συνθετάση του κιτρικού οξέος, MDH: αφυδρογονάση του µηλικού οξέος. 

 

 

 

2.2.5 Υδρόλυση DNA µε περιοριστικά ένζυµα. 
Για να είναι δυνατή η κλωνοποίηση τµήµατος DNA σε πλασµιδιακό φορέα είναι 

απαραίτητη η υδρόλυση του DNA µε τα κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα που 
δηµιουργούν άκρα συµβατά µε αυτά που έχουν επιλεγεί για το φορέα. Μετά την 
επιλογή των κατάλληλων ενζύµων, πραγµατοποιείται η αντίδραση της υδρόλυσης µε 
τα κατάλληλα ρυθµιστικά διαλύµατα και στις κατάλληλες θερµοκρασίες που 
υποδεικνύουν οι κατασκευάστριες εταιρείες. Είναι σηµαντικό ο όγκος του ενζύµου να 
µην ξεπερνά το 1/10 του τελικού όγκου, γιατί η γλυκερόλη στην οποία διατηρείται το 
ένζυµο, σε µεγάλες συγκεντρώσεις µειώνει σηµαντικά την ενεργότητα του. 

 
2.2.6 Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων E.coli από πλασµιδιακό φορέα 
µε τη χηµική µέθοδο.   
¾ Ξεπάγωµα  των δεκτικών κυττάρων από τους -800C, όπου φυλάσσονταν, στον 

πάγο. 
¾ Προσθήκη του DNA στα κύτταρα (όχι περισσότερο από 200ng). 
¾ Επώαση για 30 λεπτά στον πάγο. 



¾ Ακολουθεί θερµικό σοκ των κυττάρων σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 420 C 
για 90 δευτερόλεπτα. 

¾ Προσθήκη 900µl LB και επώαση για 50 λεπτά στους 370 C. 
¾ Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 3000 rpm. 
¾ Αποµάκρυνση της µεγαλύτερης ποσότητας του υπερκειµένου και 

επαναιώρηση των κυττάρων. 
¾ Άπλωµα των κυττάρων σε τριβλίο που περιέχει LB και το κατάλληλο 

αντιβιοτικό επιλογής ανάλογα µε τον πλασµιδιακό φορέα που 
χρησιµοποιήθηκε. 

¾ Επώαση των κυττάρων στους 370 C για 16-20 ώρες. 
 

2.2.7  Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων E.coli από πλασµιδιακό φορέα 
µέσω ηλεκτρικής εκκένωσης. 
¾ Ξεπάγωµα  των δεκτικών κυττάρων από τους -800C, όπου φυλάσσονταν, στον 

πάγο. 
¾ Προσθήκη του DNA στα κύτταρα. 
¾ Προσθήκη των κυττάρων στην ειδική κυβέτα, που φυλάσσονταν στους –200C. 

Με τη βοήθεια ειδικής συσκευής τα κύτταρα υποβάλλονται στιγµιαία σε 
ηλεκτρικό πεδίο 1800Volt. 

¾ Προσθήκη 900µl  παγωµένου LB και επώαση για 90-120 λεπτά στους 370C. 
¾ Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 3000 rpm. 
¾ Αποµάκρυνση της µεγαλύτερης ποσότητας του υπερκειµένου και 

επαναιώρηση των κυττάρων. 
¾ Άπλωµα των κυττάρων σε τριβλίο που περιέχει LB και το κατάλληλο 

αντιβιοτικό επιλογής ανάλογα µε τον πλασµιδιακό φορέα που 
χρησιµοποιήθηκε. 

¾ Επώαση των κυττάρων στους 370 C για 16-20 ώρες. 
 

2.2.8 Κλωνοποίηση DNA σε πλασµιδιακό φορέα. 
Για να πραγµατοποιηθεί κλωνοποίηση ενός τµήµατος DNA σε επιθυµητό 

πλασµιδιακό φορέα, γίνεται αντίδραση σύνδεσης (ligation) στους 160C για 12-16 
ώρες, προσθέτοντας τα εξής : 
¾ 50-100ng φορέα 
¾ ποσότητα ενθέµατος που καθορίζεται από την αναλογία µορίων του φορέα µε 

το ένθεµα, λαµβάνοντας υπόψιν ότι για προεξέχοντα άκρα η ιδανική αναλογία 
µορίων ενθέµατος : φορέα είναι 4 : 1, ενώ για λεία άκρα η ιδανική αναλογία 
µορίων ενθέµατος : φορέα είναι 5-10 :1 

¾ 1x ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης (10χ :0.5 Μ Tris, pH 7.4, 0.1M MgCl2, 0.1M 
DTT, 10mM spermidine, 10mM ATP, 1mg/ml BSA) 

¾ 0.75µl BSA (Bovine Serum Albumin  10mg/ml) 
¾ 0.75µl rATP (20mM) 
¾ 1µl T4 DNA λιγάση (3-5 units) 
¾ Η2Ο µέχρι ο τελικός όγκος να γίνει 20µl. 
 

2.2.9 Εκχύλιση DNA από πήκτωµα αγαρόζης µε τη χρήση κολώνας QIAquick. 
Για την εκχύλιση τµηµάτων DNA (70bp-10kb) από πήκτωµα αγαρόζης 

χρησιµοποιήθηκε κολώνα QIAquick. Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής : 
¾ Με τη βοήθεια καθαρού νυστεριού συλλέγεται το επιθυµητό κοµµάτι DNA 

από το πήκτωµα αγαρόζης. 
¾ Ζύγισµα  του κοµµάτιου που αφαιρέθηκε προηγουµένως. 



¾ Προσθήκη του δείγµατος (ένας όγκος) και τριών όγκων διαλύµατος QG σε 
2ml eppendorf tube  

¾ Επώαση για 10 λεπτά στους 500C. 
¾ Αν το χρώµα του διαλύµατος δεν είναι κίτρινο τότε προστίθενται 10µl  οξικό 

νάτριο 3Μ. 
¾ Προσθήκη ενός όγκου ισοπροπανόλης. 
¾ Τοποθέτηση µιας στήλης QIAquick σε 2ml eppendorf tube. 
¾ Προσθήκη του δείγµατος στην στήλη QIAquick. Φυγοκέντρηση για 60sec. 
¾ Πλύσιµο της στήλης µε 0.75ml διάλυµα ΡΕ. Φυγοκέντρηση για 60sec. 
¾ Τοποθέτηση της στήλης QIAquick σε καθαρό 1.5ml eppendorf tube. 
¾ Έκλουση του DNA µε προσθήκη 30 ή 50µl διαλύµατος ΕΒ (10mM Tris-HCl, 

pH=8.5) ή νερό. Φυγοκέντρηση για 60sec. 
 

2.2.10 Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών. 
Η ηλεκτροφορητική ανάλυση και ο προσδιορισµός των σχετικών µοριακών 

βαρών των πρωτεϊνών έγινε σε αποδιατακτικά πηκτώµατα πολυακρυλαµιδίου (SDS-
PAGE), µε ασυνεχή συστήµατα ρυθµιστικών διαλυµάτων (33), καθώς και σε native 
πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης όπου οι πρωτεϊνες δεν υφίστανται αποικοδόµηση. H 
εµφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών έγινε µέσω χρώσης µε Coomassie Brilliant Blue R. 

 
2.2.11 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών (Western blotting). 
 Μετά την ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης, πραγµατοποιούµε ολονύκτια µεταφορά (transfer) σε µεµβράνη 
νιτροκυτταρίνης (Protran) σε διάλυµα που περιέχει 1x electrophoresis buffer, 
methanol (200ml  σε 1l διαλύµατος). Η µεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωµα 
στην protran γίνεται στους 40C σε τάση 30V και ένταση 110mA .  
 Ακολουθεί επώαση της µεµβράνης σε blocking buffer (200mM Tris-Cl pH 
7.6, 1.37M NaCl, 0.1%Tween-20, 5% γάλα) για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Με τη διαδικασία αυτή επιτυγχάνεται η δέσµευση των µη ειδικών θέσεων ώστε να 
αυξήσουµε τις πιθανότητες να δεσµεύσει το αντίσωµα ειδικά πρωτεϊνικά µόρια 
(ελαχιστοποίηση background). Στη συνέχεια, γίνεται επώαση της µεµβράνης µε το 
πρωτογενές αντίσωµα (ολονύκτια στους 40C). 
 Πραγµατοποιούνται 3 15λεπτα πλυσίµατα µε διάλυµα που έχει την ίδια 
σύσταση µε το blocking buffer, απουσιάζει όµως το γάλα και στη συνέχεια επώαση 
µε το δευτερογενές αντίσωµα για 2-3 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Επαναλαµβάνονται τα πλυσίµατα και εµφανίζουµε φιλµ. 
  
  
 

 

 
 
 

 
 
 

 



3. Αποτελέσµατα 
 
3.1 In silico εύρεση της αλληλουχίας BC1534 

Ανάλυση των γενωµάτων από B. cereus απεκάλυψε την ύπαρξη δύο γονιδίων 
που κωδικοποιούν πρωτεΐνες της LmbE οικογένειας των οποίων ο ρόλος παραµένει 
άγνωστος (Integrated Genomics, Chicago, US). Στην εικ. 8 φαίνεται η στοίχιση 
διαφόρων πρωτεϊνών που ανήκουν στην LmbE οικογένεια καθώς και η ύπαρξη 
συντηρηµένων καταλοίπων. 

Όπως φαίνεται, συντηρούνται τα κατάλοιπα His13, Asp15, Asp16, His144, 
Asp146 και His147 που πιθανότατα σχηµατίζουν το ενεργό κέντρο του ενζύµου. Στο 
σχηµατισµό αυτού του ενεργού κέντρου πιθανότατα συµµετέχουν µέταλλα (π.χ. Zn2+ 
για την MshB όπως φαίνεται και στην εικ. 5). Ενδεικτικά, η LmbE-1534 εµφανίζει 
39% οµολογία µε την ΤΤ1542 και µε την MshB. Αυτή η οµολογία µεταξύ της LmbE-
1534 και αντίστοιχων πρωτεϊνών από άλλους οργανισµούς µας οδηγεί στην υπόθεση 
ότι το ένζυνο που µελετάµε ανήκει στην ίδια οικογένεια και αποτελεί βοηθητικό και 
µάλιστα κατευθυντήριο γεγονός για την έναρξη της παρούσας εργασίας.  
          
          
BC1534_ : 
TK-dac  : 
MshB    : 
TT1542  : 
          

                                                                                      
         *        20         *        40         *        60         *        80      
----------------------------MSGLHILAFGAHADDVEIGMAGTIAKYTKQGYEVGICDLTEADLSSNG----------
MVFEEFNNFDEAFSALLSKLDFKINEPFNDVKKVLCIEPHPDDCAIGLGGTIKKLTDSGIDVVYLLLTDGSMGTTDGE-------V
---------------------------MSETPRLLFVHAHPDDESLSNGATIAHYTSRGAQVHVVTCTLGEEGEVIGDRWAQLTAD
------------------------------MLDLLVVAPHPDDGELGCGGTLARAKAEGLSTGILDLTRGEMGSKG----------
                                                                                      

      
      
 :  48
 :  79
 :  59
 :  46
      

          
          
BC1534_ : 
TK-dac  : 
MshB    : 
TT1542  : 
          

                                                                                      
   *       100         *       120         *       140         *       160         *  
----TIELRKEEAKVAARIMGVKTRLNLAMP----DRGLYMKEE-------------YIREIVKVIRTYKPKLVFAP---YYEDRH
SGHELALRRLEEEKRSAEILGVKKIHALDFG----DTELPYTRE-------------VRKEIVTVIRKERPGIVLMPDPWLPYEGH
HADQLGGYRIGELTAALRALGVSAPIYLGGAGRWRDSGMAGTDQRSQRRFVDADPRQTVGALVAIIRELRPHVVVTYDP-NGGYGH
----TPEEREKEVAEASRILGLDFRGNLGFP----DGGLADVPE-------------QRLKLAQALRRLRPRVVFAP---LEADRH
                                                                                      

      
      
 : 110
 : 148
 : 144
 : 108
      

          
          
BC1534_ : 
TK-dac  : 
MshB    : 
TT1542  : 
          

                                                                                      
     180         *       200         *       220         *       240         *       2
PDHANCAKLVEEAIFSAGIRKYMPE-----LSPHRVESFYNYMING-------------FHKPNFCIDISEYLSI-----------
PDHRHAGFLGIEAVSFAGLPNFNRSDLIAGLDPHSIQAVGFYYT----------------HKPNYFVDISDVMEV-----------
PDHVHTHTVTTAAVAAAGVGSGTADHP---GDPWTVPKFYWTVLGLSALISGARALVPDDLRPEWVLPRADEIAFGYSDDGIDAVV
PDHTAASRLAVAAVHLAGLRKAPLE-----GEPFRVERLFFYPGNH-------------PFAPSFLVKISAFIDQ-----------
                                                                                      

      
      
 : 167
 : 207
 : 227
 : 165
      

          
          
BC1534_ : 
TK-dac  : 
MshB    : 
TT1542  : 
          

                                                                            
60         *       280         *       300         *       320         *    
---------KVEALEAYESQFSTGSDGVKTPLTEGYVETVIAREKMFGKEVGVLYAEGFMSKKPVLLHADLLGGCK
---------KLRAVRTHESQFPED-------VWELWEPYLRTIALYYGKMSGHRYAEGIRFVPGIFLHICPFAHVI
EADEQARAAKVAALAAHATQVVVGPTGRAAALSNNLALPILADEHYVLAGGSAGARDERGWETDLLAGLGFTASGT
---------WEAAVLAYRSQFTG--EAASETVGPKGVEARKAMRRYWGNYLGVDYAEPFVSPLPVLYVPWSRA---
                                                                            

      
      
 : 234
 : 267
 : 303
 : 227
       

 
Εικόνα 8. Απεικονίζονται οι πρωτεϊνικές αλληλουχίες των LmbE-1534 απ’τον B. cereus, η 
Tk-Dac απ’τον Thermococcus kodakaraensis, η MshB απ’το Mycobacterium  tuberculosis και 
η ΤΤ1542 απ’το Thermus thermophilus.  

  
 
3.2 Υπερέκφραση της πρωτεΐνης LmbE-1534 σε κύτταρα E. coli  
 Μια από τις βασικές προϋποθέσεις για τη µελέτη της λειτουργίας και της 
δοµής µιας πρωτεΐνης, είναι η έκφρασή της σε ικανοποιητικά επίπεδα. Προκειµένου 
να αυξήσουµε τις πιθανότητες υπερέκφρασης της LmbE-1534, επιχειρήσαµε την 
κλωνοποίηση του γονιδίου BC1534 σε κύτταρα E. coli δεδοµένου ότι αποτελεί 
δοκιµασµένο σύστηµα υπερέκφρασης πρωτεϊνών, αφού προηγουµένως αποµονώθηκε 
από το γονιδίωµα του Bacillus cereus µε τη µέθοδο της Polymerase Chain Reaction 
(PCR) και χρησιµοποιώντας σαν µήτρα το γενωµικό DNA του βακίλλου. 
 Το γονίδιο BC1534 ενσωµατώθηκε στον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης 
pET26b (εικ. 9) επιτυγχάνοντας την ενσωµάτωση της αλληλουχίας His-Tag6 στο 3΄ 



άκρο του γονιδίου (C΄άκρο της πρωτεΐνης), η οποία κωδικοποιεί 6 κατάλοιπα 
ιστιδίνης για πρόσδεση της πρωτεΐνης σε προσροφητή µε ακινητοποιηµένα µόρια 
νικελίου. Η πλασµιδιακή κατασκευή που προκύπτει, ονοµάστηκε BC1534- pET26b. 
 
 
 
 

 BC1534 His-Tag6  
 
 

pET26b 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 9. Γενική δοµή της πλασµιδιακής κατασκευής BC1534- pET26b. 
 
 
 
Ακολούθησε µετασχηµατισµός της πλασµιδιακής κατασκευής στα βακτηριακά 
στελέχη Ε. coli Bl21 DE3 και pLYS. Η επαγωγή της υπερέκφρασης της επιθυµητής 
πρωτεΐνης (LmbE-1534) επιτυγχάνεται µε την προσθήκη IPTG (βλέπε Υλικά και 
Μέθοδοι). 
 
3.3 Αποµόνωση της LmbE-1534 
 Για την αποµόνωση της πρωτεΐνης LmbE-1534 σε όσο το δυνατόν 
καθαρότερη µορφή, ακολουθήσαµε τη χρωµατογραφία συγγένειας σε προσροφητή 
Ni-NTA agarose. Στην εικ. 10 φαίνεται ο βαθµός καθαρισµού της πρωτεΐνης µετά 
από µια κολώνα νικελίου. 
 

Εικόνα 10. Ηλεκτροφορητική ανά
πυκνότητας 12.5%, όπου φαίνεται στην
3 2 1
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λυση πρωτεϊνών σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 
 πρώτη λωρίδα ο πρωτεϊνικός µάρτυρας, στη δεύτερη, 



το συνολικό κυτταρικό εκχύλισµα (crude) που φορτώθηκε στην κολώνα νικελίου και στην 
τρίτη η εκλουόµενη πρωτεΐνη LmbE-1534 σε µοριακό βάρος (αναµενόµενο) ~30KDa.  
 
 
Παρατηρούµε ότι εκτός από την ζώνη των ~30 KDa στην οποία θεωρούµε ότι 
αντιστοιχεί η LmbE-1534, εκλούεται από την στήλη νικελίου και µια πρωτεΐνη σε 
περίπου διπλάσιο µοριακό βάρος. Πραγµατοποιούµε εποµένως χρωµατογραφία 
µοριακής διήθησης, µε στόχο να εξακριβώσουµε αν πρόκειται για διµερισµό της 
πρωτεΐνης µας (η πρωτεΐνη που φορτώνουµε στην στήλη  είναι περίπου 8mg από 
εκείνη που αποµονώνεται από την χρωµατογραφία συγγένειας σε στήλη νικελίου). 
Από την όλη διαδικασία της χρωµατογραφίας, έχουµε µόνο ένα peak (εικ. 11), το 
οποίο αντιστοιχεί στο µοριακό βάρος του µονοµερούς. Παρ’όλα αυτά µετά την 
ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης το κλάσµα που 
αντιστοιχεί σε αυτό το peak δίνει 2 ζώνες (εικ. 12). 
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Εικόνα 11. Γράφηµα που προκύπτει από την κολώνα µοριακής διήθησης. Το peak αντιστοιχεί 
σε µοριακό βάρος περίπου 30KDa. 
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Εικόνα 12. Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης πυκνότητας 12.5%. Οι λωρίδες 2-4 αντιστοιχούν σε διάφορες ποσότητες 
LmbE-1534 µετά την χρωµατογραφία συγγένειας σε κολώνα νικελίου. Η λωρίδα 5 αποτελεί 
το εκλουόµενο κλάσµα από κολώνα µοριακής διήθησης και αντιστοιχεί στο peak. 
Παρατηρούµε ότι και µετά απ’αυτή τη χρωµατογραφία συνεχίζουµε να έχουµε 2 ζώνες 
παρ’όλο που το γράφηµα δείχνει ότι πρόκειται για µονοµερές.   
 
 
 
Προκειµένου να διαπιστώσουµε αν η πρωτεϊνη που αποµονώνουµε, είναι αυτή που 
µας ενδιαφέρει (LmbE-1534), πραγµατοποιούµε Western blotting χρησιµοποιώντας 
ως αντίσωµα το anti-His (µονοκλωνικό αντίσωµα ειδικό για το His-tag). Τα 
αποτελέσµατα φαίνονται στην εικ. 13. 
 

 

 

       5         4          3       2         1 
 

 
Εικόνα 13. Western blotting µετά την ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε 
αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 12.5%. Στις λωρίδες 1-3 φαίνεται η πρωτεΐνη 
LmbE-1534 µετά την αποµόνωσή της από κολώνα νικελίου, σε διάφορες ποσότητες. Στη 
λωρίδα 4, φαίνεται η πρωτεΐνη LmbE-1534 µετά την πραγµατοποίηση κολώνας µοριακής 
διήθησης (gel filtration). Στη συγκεκριµένη λωρίδα φαίνεται πως η ποσότητα που φορτώσαµε 
στο πήκτωµα, ήταν µικρή. Στη λωρίδα 5 βρίσκεται ως αρνητικό control µια πρωτεΐνη που δε 
διαθέτει His-tag (όπως αναµενόταν, το αντίσωµα δεν δεσµεύτηκε στην πρωτεΐνη).  



 
 
 
Όπως φαίνεται και στην παραπάνω εικόνα, το αντίσωµα ανιχνεύει την πρωτεΐνη µας, 
παρ’όλα αυτά όµως δεσµεύει και την ζώνη των ~60KDa. Είναι εποµένως παράδοξο 
το γεγονός ότι ενώ πρόκειται για µονοµερές, όπως προκύπτει από την χρωµατογραφία 
µοριακής διήθησης, σε ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης εξακολουθούµε να έχουµε 2 ζώνες. Το γεγονός αυτό σε συνδυασµό 
µε την ανίχνευση αυτής της ζώνης και από το αντίσωµα για το His-tag, µας οδηγεί 
στην υπόθεση ότι πιθανότατα αυτό που βλέπουµε στο πήκτωµα αποτελεί ένα artifact, 
το οποίο συµβαίνει κατόπιν κάποιων συγκεκριµένων διαδικασιών που υφίσταται η 
πρωτεΐνη στην ηλεκτροφόρηση. Πιο συγκεκριµένα, υποθέτουµε ότι λόγω της 
ύπαρξης καταλοίπων κυστεϊνης στο µόριο της LmbE-1534 η απουσία 
µερκαπτοαιθανόλης (απ’το διάλυµα της χρωστικής κατά την προετοιµασία των 
δειγµάτων) πιθανότατα οδηγεί σε δηµιουργία διµερούς µέσω της δηµιουργίας 
δισουλφιδικών δεσµών. Για να αποκλείσουµε ή να επιβεβαιώσουµε ένα τέτοιο 
ενδεχόµενο, πραγµατοποιούµε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης χωρίς να 
προηγηθεί αποδιάταξη των πρωτεϊνικών δειγµάτων (native gel electrophoresis). Όπως 
φαίνεται όµως και στην παρακάτω εικόνα, έχουµε πάλι 2 ζώνες, κάτι που δεν εξηγεί 
την υπόθεση του διµερισµού. 
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Εικόνα 14. Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε µια αποδιατακτική πηκτή 
πολυακρυλαµίδης (native gel electrophoresis). Στις 3 πρώτες λωρίδες βρίσκεται η LmbE-
1534 σε διάφορες ποσότητες και στην λωρίδα 4, έχει ηλεκτροφορηθεί το κλάσµα από τη 
χρωµατογραφία µοριακής διήθησης που αντιστοιχεί στο peak. Παρατηρούνται σε όλες τις 
λωρίδες οι 2 ζώνες, πράγµα που δε στηρίζει την παραπάνω υπόθεση.  
 
 
 
Υποθέσαµε στη συνέχεια, ότι η ζώνη των ~60KDa οφείλεται πιθανότατα στην 
ύπαρξη κάποιου µετάλλου το οποίο υπό κάποιες συνθήκες στην προετοιµασία των 
δειγµάτων για ηλεκτροφόρηση, προσδένεται στο His-tag και οδηγεί σε διµερισµό. Για 
να εξακριβώσουµε κατά πόσο ευσταθεί αυτή η υπόθεση, πραγµατοποιήσαµε 
ηλεκτροφόρηση δειγµάτων πριν και µετά την χρωµατογραφία µοριακής διήθησης στα 
οποία προσθέσαµε 1mM EDTA (για δέσµευση του ενδεχόµενου µετάλλου) και τα 
οποία υποβλήθηκαν σε πιο ισχυρές συνθήκες αποικοδόµησης (µεγαλύτερη τελική 



συγκέντρωση β-µερκαπτοαιθανόλης και µεγαλύτερος χρόνος βρασµού των 
δειγµάτων). Παρ’όλα αυτά η ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης αποκάλυψε και πάλι την ύπαρξη 2 ζωνών. 
 
3.4 Μελέτη ενζυµικής ενεργότητας της LmbE-1534 
 Σύµφωνα µε το alignment της LmbE-1534 µε άλλες πρωτεΐνες της 
οικογένειας LmbE, θεωρήσαµε σκόπιµο να ερευνήσουµε κατά πόσο το ένζυµο αυτό 
που αποµονώσαµε από τον Bacillus cereus, συµµετέχει στην απακετυλίωση 
χιτοολιγοµερών. Για το σκοπό αυτό δοκιµάσαµε διάφορα υποστρώµατα και σε 
διάφορες συνθήκες. Η µέθοδος που ακολουθήσαµε προκειµένου να διαπιστώσουµε 
την ποσότητα του οξικού οξέος που παράγεται, είναι µια φασµατοφωτοµετρική 
µέθοδος που βασίζεται στη µέτρηση του παραγόµενου NADH µέσω µιας σειράς 
συζευγµένων ενζυµικών αντιδράσεων (32). Έχοντας σαν υπόστρωµα το µονοµερές 
GlcNAc, δοκιµάσαµε διάφορες τιµές pH πραγµατοποιώντας ολονύκτια ενζυµική 
δοκιµή στους 370C. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στον παρακάτω διάγραµµα. 
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Εικόνα 15. Παρατηρούµε ότι η µέγιστη δράση απακετυλάσης του GlcNAc πραγµατοποιείται 
σε pH 8.0, το οποίο θεωρούµε στη συνέχεια ως το ιδανικό για τις ενζυµικές δοκιµές µας.  
 
 
 
Χρησιµοποιώντας το ίδιο υπόστρωµα και έχοντας υπ’όψιν ότι πολλές LmbE-like 
πρωτεϊνες έχουν Zn2+ στο ενεργό τους κέντρο, πραγµατοποιήσαµε ολονύκτιες  
ενζυµικές δοκιµές σε pH 8.0 και σε θερµοκρασία  370C, δοκιµάζοντας διάφορα 
δισθενή µεταλλικά κατιόντα. Όπως φαίνεται και στον πίνακα 1, το Co2+ ενεργοποιεί 
τη δράση του ενζύµου. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Μέταλλο 
Οξικό οξύ που 

απελευθερώνεται 
(nmoles) 

Σχετική δράση 
απακετυλάσης (%) 

Control (χωρίς µέταλλο) 408.35 27.04 
Co2+ 1510 100 
Zn2+ 6.5 0.43 
Ni2+ 137.2 9.08 
Mn2+ 202.12 13.38 
Mg2+ 322.7 21.37 
Ca2+ 204.02 13.51 
Cu2+ 8.42 0.56 

EDTA 0 0 
 
Πίνακας 1. ∆οκιµάστηκαν διάφορα δισθενή κατιόντα από τα οποία µόνο το  Co2+ φαίνεται να 
ενεργοποιεί και µάλιστα σηµαντικά τη δράση του ενζύµου. ∆οκιµάσαµε επίσης και EDTA 
για να διαπιστώσουµε τι γίνεται σε περίπτωση που δεσµεύεται απ’αυτό ένα ενδεχόµενο 
µέταλλο. 
 
 
 
Παράλληλα, δοκιµάζουµε διάφορες θερµοκρασίες για να διαπιστώσουµε ποια είναι η 
βέλτιστη για την συγκεκριµένη ενζυµική δράση. Το υπόστρωµα που χρησιµοποιούµε 
είναι το µονοµερές GlcNAc και η επώαση είναι ολονύκτια. 
 

Θερµοκρασία (0C) Οξικό οξύ που 
απελευθερώνεται 

(nmoles) 

Σχετική δράση 
απακετυλάσης (%) 

20 233.85 79.22 
37 295.2 100 
50 248.32 84.12 

 
Πίνακας 2. Από τις θερµοκρασίες που δοκιµάστηκαν, η βέλτιστη φαίνεται να είναι των 370C. 
Στο εξής οι ενζυµικές δοκιµές γίνονται σε θερµοκρασία 370C, παρουσία Co2+. 
 
 
 
Προκειµένου να διαπιστώσουµε αν η δράση του ενζύµου είναι εξειδικευµένη ως προς 
το µονοµερές, πραγµατοποιούµε ενζυµικές δοκιµές µε διάφορα χιτοολιγοµερή 
(GlcNAc)1-6 καθώς και το διµερές GlcNAc(1-6)GlcNAc. Τα αποτελέσµατα 
απεικονίζονται στον παρακάτω πίνακα, όπου φαίνεται πως η LmbE-1534 δρα σε 
µονοµερές και διµερές όχι όµως στο GlcNAc(1-6)GlcNAc στο οποίο αλλάζει µόνο το 
είδος του γλυκοζιδικού δεσµού. 
 
 
 
 
 
 
 



 

Υπόστρωµα 
Συγκέντρωση 
υποστρώµατος 

(mM) 

Οξικό οξύ που 
απελευθερώνεται 

(nmoles) 

Σχετική δράση 
απακετυλάσης 

(%) 
GlcNAc 5.00 186.42 100 

(GlcNAc)2 2.50 167.45 89.82 
(GlcNAc)3 1.67 19.6 10.51 
(GlcNAc)4 1.25 10.27 5.51 
(GlcNAc)5 1.00 22.72 12.19 
(GlcNAc)6 0.83 7.33 3.93 

GlcNAc(1-6)GlcNAc 2.50 0.6 0.32 
 
Πίνακας 3. Μετά τη δοκιµή διαφόρων υποστρωµάτων, διαπιστώνουµε την προτίµηση του 
ενζύµου σε µονοµερές και διµερές Ν-ακετυλγλυκοζαµίνης. 
 
 
 
Τέλος, αφού διαπιστώθηκε η εξειδίκευση του LmbE-1534 σε GlcNAc, δοκιµάζουµε 
και άλλα δοµικά παρόµοια µόρια Ν-ακετυλ-γλυκοζαµίνης (Ν-ακετυλγαλακτοζαµίνη 
και Ν-ακετυλµαννοζαµίνη) καθώς και τροποποιηµένα κατάλοιπα Ν-
ακετυλγλυκοζαµίνης (Ν-ακετυλγλυκοζαµίνη-1φωσφορικό, Ν-ακετυλγλυκοζαµίνη-
6φωσφορικό και Ν-ακετυλγλυκοζαµίνη-6θειϊκό) των οποίων τα αποτελέσµατα 
φαίνονται στους 2 ακόλουθους πίνακες. 
 

Υπόστρωµα 
Συγκέντρωση 
υποστρώµατος 

(mM) 

Οξικό οξύ που 
απελευθερώνεται 

(nmoles) 

Σχετική δράση 
απακετυλάσης 

(%) 
GlcNAc 5.00 295.2 100 
GalNAc 5.00 0 0 
ΜanNAc 5.00 0 0 

 
Πίνακας 4. Όπως φαίνεται, το ένζυµο LmbE-1534 έχει εξειδικευµένη δράση σε Ν-
ακετυλγλυκοζαµίνη και όχι σε γαλακτοζαµίνη ή µαννοζαµίνη.  
 
 
 
 
 

Υπόστρωµα Συγκέντρωση 
υποστρώµατος 

(mM) 

Οξικό οξύ που 
απελευθερώνεται 

(nmoles) 

Σχετική δράση 
απακετυλάσης 

(%) 
GlcNAc 5.00 295.2 100 

GlcNAc-1P 5.00 0 0 
GlcNAc-6P 5.00 0 0 
GlcNAc-6S 5.00 0 0 

 
Πίνακας 5. Το ένζυµο LmbE-1534 φαίνεται να έχει εξειδικευµένη δράση απακετυλάσης σε 
GlcNAc και όχι σε τροποποιηµένα µόρια. 
 
 
 



 
4. Συζήτηση-Προοπτικές 
 Η πρόσφατη αλληλούχηση των γονιδιωµάτων του Bacillus cereus (34) και του 
Bacillus anthracis (35) αποκάλυψε µεγάλη οµοιότητα µεταξύ των δυο οργανισµών. 
Στα πλαίσια αυτής της οµοιότητας, έχουν βρεθεί στον Bacillus cereus δυο πρωτεϊνες 
που ανήκουν στην οικογένεια LmbE των οποίων η λειτουργία είναι άγνωστη 
(DUF158: Domain of  Uknown Function). Οι τελευταίες παρουσιάζουν 99% 
ταυτότητα µε αντίστοιχες πρωτεΐνες στον Bacillus anthracis. O οργανισµός αυτός, ο 
οποίος έχει χρησιµοποιηθεί και ως βιολογικό όπλο, µπορεί εποµένως να µελετηθεί ως 
ένα βαθµό, µέσω του Bacillus cereus, λόγω της µεγάλης συγγένειας που φαίνεται να 
έχουν. 

 Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας, αποµονώθηκε και µελετήθηκε η 
πρωτεΐνη LmbE-1534 απ’τον B. cereus. Η πρωτεΐνη αυτή υπερεκφράζεται σε µεγάλες 
ποσότητες, πράγµα που καθιστά πιο εύκολη τη µελέτη τόσο της δοµής όσο και της 
λειτουργίας της. Όπως φαίνεται και στα αποτελέσµατα, η αποµόνωση της πρωτεΐνης 
από το συνολικό κυτταρικό εκχύλισµα δεν δίνει µια και µόνο ζώνη (~30KDa) όπως 
θα περιµέναµε, αλλά η τελευταία συνοδεύεται πάντα από µια επιπλέον πρωτεϊνική 
ζώνη, η οποία εµφανίζεται ακόµη και σε ηλεκτροφόρηση σε µη αποδιατακτική πηκτή 
πολυακρυλαµίδης (native gel electrophoresis). Οι πιθανές εξηγήσεις που 
προσπαθήσαµε να δώσουµε, δεν επιβεβαιώνονται από τα αποτελέσµατα που πήραµε, 
γεγονός που µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι µια αλληλούχηση της πρωτεϊνικής 
ζώνης των ~60KDa, ίσως δώσει την απάντηση. 

Όσον αφορά τη λειτουργία της LmbE-1534, πραγµατοποιήσαµε µια σειρά 
ενζυµικών δοκιµών, µε τις οποίες επιχειρήσαµε να εξακριβώσουµε κατ’αρχήν ποιο 
είναι το υπόστρωµά της και στη συνέχεια ποιες είναι οι συνθήκες βέλτιστης δράσης 
της. Έχοντας σαν οδηγό την Tk-Dac απ’το αρχαίο   Thermococcus kodakaraensis, η 
οποία απακετυλιώνει µονοµερή Ν-ακετυλγλυκοζαµίνης, δοκιµάσαµε διάφορα 
χιτοολιγοµερή σαν πιθανά υποστρώµατα προκειµένου να διαπιστώσουµε κάποια 
πιθανή δράση απακετυλάσης της LmbE-1534. Στον πίνακα 3 είναι εµφανής η 
προτίµηση του ενζύµου σε µονοµερές και διµερές, ενώ αυτή η εξειδίκευση φαίνεται 
να είναι αρκετά ισχυρή αν σκεφτούµε ότι δεν υπάρχει δράση σε υποστρώµατα όπως η 
Ν-ακετυλγαλακτοζαµίνη και η Ν-ακετυλµαννοζαµίνη (βλέπε Πίνακα 4), που έχουν 
πολύ µεγάλη δοµική οµοιότητα µε το GlcNAc. Η αυστηρότητα της εξειδίκευσης 
ενισχύεται επιπλέον από την παρατήρηση της µηδενικής σχεδόν δράσης του ενζύµου 
σε διµερές Ν-ακετυλγλυκοζαµίνης, στο οποίο όµως ο γλυκοσιδικός δεσµός είναι 1-6 
κι όχι 1-4 (βλέπε Πίνακα 3). 

Στην επιδίωξή µας να διαπιστώσουµε αν υπάρχει παράλληλη δράση του 
ενζύµου σε κατάλοιπα Ν-ακετυλγλυκοζαµίνης στα οποία υπάρχει άτοµο φωσφόρου 
(Ν-ακετυλγλυκοζαµίνη-1φωσφορικό, Ν-ακετυλγλυκοζαµίνη-6φωσφορικό), για τα 
οποία έχουν βρεθεί απακετυλάσες σε άλλους οργανισµούς  (Thermus caldophilus, 
Vibrio cholerae) (36, 37), πραγµατοποιήσαµε ενζυµικές δοκιµές µε τέτοια 
υποστρώµατα, οι οποίες όµως δεν έδωσαν θετικά αποτελέσµατα. 

Καθίσταται σαφής επίσης, η ενεργοποίηση του ενζύµου παρουσία του 
δισθενούς µετάλλου Co2+, σε αντίθεση µε άλλα ένζυµα της οικογένειας, όπως η 
MshB που φαίνεται να εξαρτώνται πλήρως απ’την παρουσία Zn2+ (εικ. 5). Μάλιστα, 
η παρουσία Zn2+ φαίνεται να ασκεί από ελάχιστη έως αρνητική επίδραση στη δράση 
του ενζύµου. Πλήρως ανασταλτική επίσης είναι η παρουσία EDTA στο διάλυµα της 
ενζυµικής αντίδρασης, πράγµα που σηµαίνει ότι είναι απαραίτητο το µέταλλο που 
δεσµεύεται για την βέλτιστη δράση της LmbE-1534. 



  Πρόκειται εποµένως για µια πρωτεΐνη, της οποίας η περαιτέρω µελέτη-τόσο 
σε επίπεδο δοµής όσο και σε επίπεδο λειτουργίας-θα ρίξει φως στο µονοπάτι 
καταβολισµού της χιτίνης, ενώ είναι πολύ πιθανή και η αποκάλυψη νέων. Προς την 
κατεύθυνση αυτή εποµένως είναι σκόπιµο να δοκιµαστεί η δράση αυτής της 
απακετυλάσης σε συνδυασµό µε ένζυµα όπως χιτινάσες, χιτοζανάσες, GlcNάσες κλπ. 
ώστε να διαπιστώσουµε αν αυτά τα πρωτεϊνικά µόρια συνεργάζονται και σε ποιο 
βαθµό. Παρακάτω παραθέτουµε επιπλέον λόγους, για τους οποίους η µελέτη αυτού 
του ενζύµου παρουσιάζει µεγάλο ενδιαφέρον µια και τα προϊόντα απακετυλίωσης 
των ολιγοµερών χιτίνης (και της ίδιας της χιτίνης) έχουν σηµαντικές εφαρµογές σε 
πολλούς τοµείς: 

9 Η παραγωγή β-Ν-ακετυλγλυκοζαµίνης (GlcNAc) βασίζεται κυρίως 
στη χηµική κατεργασία της χιτίνης. Η χηµική αυτή κατεργασία 
πραγµατοποιείται και σε µεγαλύτερη κλίµακα για τη βιοµηχανική 
πλέον παραγωγή µεγάλων ποσοτήτων µονοµερούς της χιτίνης. Όπως 
γίνεται κατανοητό, η µέθοδος αυτή παρουσιάζει µια σειρά 
προβληµάτων που ξεκινούν κατά πρώτον από το υψηλό κόστος 
παραγωγής, καθότι είναι µια κατεργασία που απαιτεί µια σειρά 
χηµικών αντιδραστηρίων σε µεγάλες ποσότητες, καθώς και 
συγκεκριµένες απαιτήσεις των χώρων διεξαγωγής των πειραµατικών 
διαδικασιών. Κατά δεύτερον, το τελικό προϊόν εµφανίζει όξινες 
προσµίξεις, λόγω της χρήσης πυκνών διαλυµάτων ισχυρών οξέων, 
καθότι η πλήρης αποµάκρυνση αυτών δεν είναι δυνατή (38) . 

9 Η GlcN αποτελεί την βασική µονάδα σε πολλά και σηµαντικά 
βιολογικά µακροµόρια  όπως είναι οι ολιγοσακχαρίτες, οι 
γλυκοπρωτεΐνες και τα γλυκολιπίδια. Αποτελεί, επίσης τον δοµικό 
λίθο του συνδετικού ιστού και των γλυκοζαµινογλυκανών (GAGs), 
ώστε να συγκρατούνται τα κύτταρα συνδεδεµένα και συµµετέχει στην 
αναδόµηση των ιστών (39). Λόγω των παραπάνω τα τελευταία χρόνια 
πολλά προϊόντα που χρησιµοποιούνται ως διατροφικά συµπληρώµατα  
περιέχουν την γλυκοζαµίνη. 
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