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Summary 
 

Psychrophilic alkaline phosphatase from the Antarctic strain TAB5 is a 

typical cold adapted enzyme exhibiting higher catalytic efficiencies at low and 

moderate temperatures, along with remarkable thermolability. In an effort to 

investigate the evolutionary process and the molecular basis of cold adaptation, 

we have used directed evolution to engineer the cold adapted enzyme. A round of 

error-prone PCR and screening 13000 clones yielded three thermostable and 

three thermolabile mutants. Three libraries were produced by in vitro 

recombination of the selected mutations in different combinations. After 

screening, three thermolabile double mutants were selected. The combination of 

mutations S86A and G87A was achieved through site-directed mutagenesis in 

order to see if there was any additive effect concerning thermostability. 

Selected mutants exhibiting different temperature adaptations than the 

wt were characterized by the calculation of activation parameters. Destabilized 

mutants H135E and H135E/G149D exhibited increased kcat values at 30oC by 2 

and 3 fold respectively when compared to native enzyme. Mutants S42G, S338T, 

S42G/S338T and S42G/H135E were also destabilized but appeared less active. 

This observation demonstrates that several structural constraints should be 

satisfied to maintain optimal activity.  All stabilized variants (S86A, G87A, 

S86A/G87A and G149D) appeared less active compared to wt protein. 

As demonstrated by differential scanning calorimetry the engineered 

mutations exhibited a complete disappearance of unfolding transitions and large 

shifts of the Tm values. Stabilized mutants were characterized by increased Tm1 

and Tm2 as compared to that of the wild type AP. On the contrary, destabilized 

mutants appeared to have completely lost the unfolding intermediates around 60 
oC. Except from S86A/G87A the rest of the mutants with higher Tm1 and Tm2 

have no significant variation of ΔHcal. This value is drastically decreased for the 

mutants with lower Tm values. 

Comparison of the mutated and the wild type enzyme revealed the 

delicate balance that exists between activity and stability. Similarly to previous 

studies we have observed that low temperature activity and thermostability can 

be improved simultaneously when comparing mutant H135E/G149D to H135E. 
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In this work the structure of the wild type TAB5 AP and its comparison 

with other AP structures are also presented. The functional and temperature 

adaptive consequences of the mutations were studied by modelling the changes 

into the crystal structure of the TAB5 AP. All selected mutations were located 

close to the active site, explaining their effects on enzyme activity. Remarkably, 

three out of six of the selected mutations involve a change in a glycine residue 

(two removals, one addition), highlighting the unique properties of this amino 

acid in defining the psychrophilic adaptation of the enzyme. 
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Περίληψη 
 

Η αλκαλική φωσφατάση από το στέλεχος ΤΑΒ5 (ΤΑΒ5 ΑΡ) παρουσιάζει 

χαρακτηριστικά ψυχρόφιλου ενζύµου, δηλαδή υψηλή καταλυτική ενεργότητα σε 

χαμηλές θερμοκρασίες και αξιοσημείωτη θερµοευαισθησία. Στην προσπάθεια 

μας να μελετήσουμε την εξελικτική διαδικασία και την μοριακή βάση της 

προσαρμογής των ενζύμων σε χαμηλές θερμοκρασίες, χρησιμοποιήσαμε τεχνικές 

κατευθυνόμενης εξέλιξης για την τροποποίηση της ΤΑΒ5 ΑΡ. Σε ένα πρώτο 

κύκλο δημιουργήθηκε βιβλιοθήκη μεταλλαγμένων κλώνων με τη χρήση του 

error prone PCR. Ο έλεγχος 13000 κλώνων οδήγησε στην επιλογή τριών  

θερμοσταθερών και τριών θερμοασταθών ενζύμων. Τρεις βιβλιοθήκες 

δημιουργήθηκαν μέσω in vitro ανασυνδυασμού των επιλεγμένων μεταλλαγών σε 

διαφορετικούς συνδυασμούς. Από την σάρωση τους επιλέχθηκαν τρεις 

θερμοασταθείς κλώνοι. Στην προσπάθεια να διερευνήσουμε πιθανό αθροιστικό 

αποτέλεσμα στην θερμοσταθερότητα λόγω της συνύπαρξης των  μεταλλαγών 

S86A και G87A, σχεδιάσαμε το ένζυμο που φέρει την διπλή μεταλλαγή 

S86A/G87A μέσω κατάλληλων τεχνικών PCR. 

Τα επιλεγμένα ένζυμα χαρακτηρίστηκαν με τον προσδιορισμό των 

κινητικών και θερμοδυναμικών τους παραμέτρων. Ο αριθμός μετατροπής (kcat) 

των θερμοασταθών ενζύμων με τις μεταλλαγές H135E και H135E/G149D στους 

30 oC ήταν υψηλότερος κατά 2 και 3 φορές αντίστοιχα, σε σχέση με του φυσικού 

ενζύμου. Τα ένζυμα με τις αμινοξικές αντικαταστάσεις S42G, S338T, 

S42G/S338T και S42G/H135E, αν και θερμοασταθή εμφανίζουν μικρότερη 

ενεργότητα. Αυτή η παρατήρηση μας επισημαίνει ότι μια σειρά δομικών 

απαιτήσεων πρέπει να πληρείται για την διατήρηση της βέλτιστης ενεργότητας. 

Τέλος, όλα τα θερμοσταθερά ένζυμα (S86A, G87A, S86A/G87A και G149D) 

εμφανίζονται λιγότερο ενεργά συγκρινόμενα με το φυσικό ένζυμο. 

Μέσω πειραμάτων διαφορικής θερμιδομετρίας γίνεται εμφανής η πλήρης 

έλλειψη αποδιατακτικών μεταβολών και οι μεγάλες αλλαγές στις τιμές των Tm 

των επιλεγμένων μεταλλαγών. Τα θερμοσταθερά ένζυμα χαρακτηρίζονται από 

αύξηση των Tm1 και Tm2 συγκρινόμενα με το φυσικό ένζυμο. Αντιθέτως τα 

θερμοασταθή ένζυμα φαίνονται να έχουν χάσει τελείως τις ενδιάμεσες 

αποδιατακτικές μορφές γύρω από τους 60°C. Εκτός του διπλά μεταλλαγμένου 

 11



ενζύμου S86A/G87A, τα υπόλοιπα ένζυμα με υψηλότερα  Tm1 και Tm2 δεν 

παρουσιάζουν αξιοσημείωτες μεταβολές της θερμιδομετρικής ενθαλπίας (ΔHcal). 

Ωστόσο, οι τιμές της ΔHcal έχουν δραστικά μειωθεί για τα μεταλλαγμένα ένζυμα 

με χαμηλότερα Tm. 

Η σύγκριση των μεταλλαγμένων ενζύμων με του αγρίου τύπου 

αποκάλυψε την λεπτή ισορροπία που υπάρχει ανάμεσα στην ενζυμική 

ενεργότητα και την δομική σταθερότητα. Σε συμφωνία με προηγούμενες 

εργασίες παρατηρήσαμε ότι η ενεργότητα σε χαμηλές θερμοκρασίες και η 

θερμοσταθερότητα μπορούν να βελτιωθούν ταυτόχρονα. Αυτή η παρατήρηση 

προέκυψε όταν συγκρίναμε το διπλά μεταλλαγμένο ένζυμο H135E/G149D με το 

ένζυμο που φέρει την μεταλλαγή H135E. 

Στην εργασία αυτή παρουσιάζεται η δομή της αγρίου τύπου ΤΑΒ5 ΑΡ 

καθώς και σύγκριση αυτής με άλλες δομές αλκαλικών φωσφατασών. Οι 

επιπτώσεις των επιλεγμένων μεταλλαγών στην θερμοσταθερότητα και την 

ενεργότητα μελετήθηκαν σε μοριακό επίπεδο κάνοντας χρήση αυτών των 

δομικών στοιχείων. Όλες οι επιλεγμένες μεταλλαγές εντοπίζονται γύρω από το 

ενεργό κέντρο, εξηγώντας με αυτόν τον τρόπο την επίδραση τους στην 

ενεργότητα του ενζύμου. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι οι τρεις από τις 

έξι μεταλλαγές αφορούν αλλαγή καταλοίπου γλυκίνης (δύο αφαιρέσεις, μια 

προσθήκη), τονίζοντας την σημασία του συγκεκριμένου καταλοίπου στους 

μηχανισμούς προσαρμογής των ψυχρόφιλων ενζύμων. 
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Εισαγωγή 
 

Ψυχρόφιλα ένζυμα 
 

Η ζωή σε χαμηλές θερμοκρασίες 
Η βιόσφαιρα της γης είναι στο κυριότερο της τμήμα ψυχρή. Πάνω από το 85% 

υφίσταται θερμοκρασίες χαμηλότερες από 5οC κατά τη διάρκεια του χρόνου [1], ενώ 

το 75% είναι διαρκώς σε θερμοκρασία χαμηλότερη των 5οC. 

Πληθώρα διάφορων μικροβίων έχει ταυτοποιηθεί σε διάφορα ψυχρά 

περιβάλλοντα με αντιπροσώπους από τα Βακτήρια, τα Ευκάρυα, και τα Αρχαία [2]. 

Οι περισσότεροι μικροοργανισμοί που απομονώθηκαν από ψυχρές περιοχές είναι είτε 

ψυχρότροφοι (ψυχροανθεκτικοί), είτε ψυχρόφιλοι. Οι ψυχρότροφοι οργανισμοί 

αναπτύσσονται με ανεκτούς ρυθμούς κοντά στο σημείο πήξης του νερού, αλλά 

αναπτύσσονται πιο γρήγορα σε θερμοκρασίες πάνω από 20οC. Ωστόσο οι ψυχρόφιλοι 

έχουν ανώτερο όριο ανάπτυξης από τους 15οC και κάτω, ενώ θερμοκρασίες πάνω από 

τους 20οC είναι απαγορευτικές για την επιβίωση τους. Ανεξάρτητα από το πώς 

ορίζονται, οι ‘ψύχρο-μικροοργανισμοί’ είναι προσαρμοσμένοι σε ψυχρές συνθήκες 

και εμφανίζουν ιδιότητες πολύ διαφορετικές από τους οργανισμούς που 

αναπτύσσονται σε πιο θερμές συνθήκες (μεσόφιλοι και θερμόφιλοι οργανισμοί). 

Στην προσπάθεια να ξεπεράσουν τις ανεπιθύμητες και επιβλαβείς συνέπειες 

που επιφέρουν οι χαμηλές θερμοκρασίες στο σύνολο των κυτταρικών λειτουργιών, οι 

ψυχρόφιλοι οργανισμοί ανέπτυξαν μια μεγάλη ποικιλία προσαρμοστικών 

στρατηγικών από το μοριακό έως το κυτταρικό επίπεδο. Χαρακτηριστικά 

παραδείγματα της ψυχρόφιλης προσαρμογής είναι η διαφορετική ρύθμιση της 

μεμβρανικής ρευστότητας [3], η σύνθεση ειδικών μορίων γνωστών ως cold-shock 

πρωτεΐνες [4], κρυοπροστατευτικών και αντιπαγωτικών μορίων [5], η ρύθμιση της 

διαπερατότητας των διαμεμβρανικών καναλιών ιόντων, του πολυμερισμού των 

μικροσωληνίσκων και κυριότερο απ’ όλα η τροποποίηση των ενζυμικών αντιδράσεων 

και ειδικότερα των ενζύμων που τις ελέγχουν. 
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Ένζυμα προσαρμοσμένα σε χαμηλές θερμοκρασίες (cold adapted 

enzymes) 
Στα διαρκώς ψυχρά περιβάλλοντα, οι χαμηλές θερμοκρασίες ανάγκασαν τους 

ψυχρόφιλους οργανισμούς να αναπτύξουν τροποποιημένες ενζυμικές ιδιότητες που 

καθιστούν εφικτή την επιβίωση και την ανάπτυξή τους υπό φυσιολογικούς ρυθμούς. 

Αυτός ο στόχος θα μπορούσε να επιτευχθεί με μεγαλύτερες συγκεντρώσεις ενζύμων 

ώστε να αναπληρώσουν τους χαμηλούς ρυθμούς της αντίδρασης που επιτελούν. 

Ωστόσο μια τέτοια στρατηγική θα ήταν πολυδάπανη και ασύμφορη ενεργειακά για 

τον εκάστοτε οργανισμό, με αποτέλεσμα να έχει χρησιμοποιηθεί σε ελάχιστες 

περιπτώσεις όπως κατά τον εγκλιματισμό των εξώθερμων οργανισμών [6, 7]. Μια 

άλλη στρατηγική θα μπορούσε να είναι η έκφραση ειδικών ενζυμικών ισομορφών, 

κινητικά προσαρμοσμένων σε διαφορετικές συνθήκες [8, 9]. Αυτού του είδους η 

προσαρμογή είναι εφικτή όταν είναι διαθέσιμα πολλαπλά αντίγραφα των 

συγκεκριμένων γονιδίων και είναι χρήσιμη σε περιπτώσεις οργανισμών που φέρουν 

μηχανισμούς προσαρμογής για διαφορετικές θερμοκρασιακές συνθήκες, όπως μερικά 

ψάρια [10] και στους νηματώδεις [11].  

Μια ακόμη εναλλακτική προσαρμογή θα ήταν η ύπαρξη ενζύμων που η 

ενεργότητα τους θα ήταν ανεξάρτητη από την θερμοκρασία. Σύμφωνα με την βασική 

εξίσωση του Arrhenius και όπως αυτή τροποποιείται από την θεωρία των 

συγκρούσεων (collision theory) (Εξίσωση 1), 

 

 

kcat= Zpe-Ea/RT        (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. Αναλύοντας την εξίσωση αυτή όταν η Ea 

τείνει στο μηδέν τότε ο εκθετικός παράγοντας Eα/RT τείνει στο 1, οδηγώντας σε μια 

αντίδραση ουσιαστικά ανεξάρτητη από την θερμοκρασία. Τέτοιου είδους ένζυμα 

είναι πολύ σπάνια. Γνωστά παραδείγματα είναι η καρβονική ανυδράση των 
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ερυθροκυττάρων, οι καταλάσες από διάφορα είδη και η ισομεράση της φωσφορικής 

τριόζης από το Vibrio marinus. Ωστόσο, σε γενικές γραμμές, οι περισσότεροι 

οργανισμοί που ζουν σε ψυχρά περιβάλλοντα έχουν προσαρμόσει τους μεταβολικούς 

τους ρυθμούς μέσω της αύξησης του καταλυτικού ρυθμού των ενζύμων τους. 

Τρία βασικά χαρακτηριστικά προκύπτουν από την ανάλυση της επίδρασης της 

θερμοκρασίας στην ενεργότητα των ψυχρόφιλων και των μεσόφιλων ενζύμων:  

• Πρώτον, ο υψηλότερος αριθμός μετατροπής των ενζύμων αυτών σε χαμηλές 

θερμοκρασίες συγκριτικά με ένζυμα προσαρμοσμένα σε μέσες θερμοκρασίες. 

Αυτή είναι και η κύρια προσαρμογή σε χαμηλές θερμοκρασίες μιας και 

αναιρεί το αρνητικό αποτέλεσμα που επιφέρουν αυτές οι συνθήκες στο ρυθμό 

της αντίδρασης. 

•  Δεύτερον, η μετατόπιση της βέλτιστης θερμοκρασίας (Toptimum) σε πιο 

χαμηλές τιμές από τα αντίστοιχα ένζυμα που προέρχονται από μεσόφιλους 

οργανισμούς, που αντικατοπτρίζει και την ελαττωμένη ανθεκτικότητα στη 

θερμοκρασία με αποτέλεσμα τα ψυχρόφιλα ένζυμα να αποδιατάσσονται σε 

σχετικά χαμηλές θερμοκρασίες.  

• Τρίτον, η προσαρμογή δεν είναι πλήρης μιας και ο αριθμός μετατροπής σε 

θερμοκρασίες κοντά στους 0οC (πού είναι και η θερμοκρασία δράσης τους), 

δεν είναι τόσο υψηλός όσο των αντίστοιχων ενζύμων από μεσόφιλους 

οργανισμούς στις θερμοκρασίες που αυτά συνήθως δρουν (~40οC). 

 

 

 

Θερμοδυναμικές παράμετροι των ψυχρόφιλων ενζύμων 
Μια πιο αντιπροσωπευτική παράμετρος για να εκτιμήσουμε την ενεργότητα 

ενός ενζύμου είναι η φυσιολογική αποδοτικότητα kef=kcat/Km. Σε κάθε περίπτωση 

πρέπει να λάβουμε υπόψη το περιβάλλον που λειτουργεί ένα ένζυμο. 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 η επιθυμητή [12, 13]. 
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Σε γενικές γραμμές τα ψυχρόφιλα ένζυμα μπορούν να βελτιστοποιήσουν την 

παράμετρο kef με αύξηση της kcat, μείωση της Km ή με ταυτόχρονη αλλαγή και των 

δύο παραμέτρων. Εξετάζοντας όλα τα διαθέσιμα στοιχειά σχετικά με τις κινητικές 

παραμέτρους αυτών των ενζύμων εμφανίζονται δύο προσαρμοστικές τάσεις: τα 

ψυχρόφιλα ένζυμα πού βελτιστοποιούν την kcat σε βάρος της Km (αύξηση των τιμών 

για kcat και Km) και εκείνα που συνολικά βελτιστοποιούν  τον παράγοντα kef (αύξηση 

της kcat και μείωση της Km) [14, 15]. 

Οι υψηλές τιμές της kcat που παρουσιάζουν τα ψυχρόφιλα ένζυμα συνδέεται 

κυρίως με την μείωση της ενέργειας ενεργοποίησης των αντιδράσεων που καταλύουν 

[16]. Η καταλυτική σταθερά kcat αντιστοιχεί στο μέγιστο αριθμό μορίων 

υποστρώματος που μετατρέπονται σε προϊόν ανά ενεργό κέντρο ανά μονάδα χρόνου. 

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

αντίδραση προχωράει με τη δημιουργία ενός σταθερού ενεργοποιημένου συμπλόκου 

ενζύμου υποστρώματος (ES#) σύμφωνα με την παρακάτω ισορροπία 

 
        kcat

E   +   S   ↔   ES   ↔   ES#   →   E   +   P 
 

 

και η επίδραση της θερμοκρασίας στο αριθμό μετατροπής δίνεται από την εξίσωση 2, 

σε πλήρη συσχέτιση με την εξίσωση Arrhenius, 

 

 

kcat=κ (kBT/h)e-ΔG#/RT      (Εξίσωση 2) 

 

 

όπου κ είναι ο συντελεστής διάδοσης και τείνει συνήθως στη μονάδα, kB είναι η 

σταθερά Boltzman (1,3805.10-23 JK-1), h η σταθερά Planck (6,6256.10 -34 Js) και 

ΔG# η ελεύθερη ενέργεια ενεργοποίησης. 

Χρησιμοποιώντας τα παραπάνω μπορούμε να υπολογίσουμε τις τιμές για τις 

παραμέτρους ΔG#, ΔH#, ΔS# σύμφωνα με τις παρακάτω εξισώσεις [17], 

 

ΔG# = RT (ln(kBT/h) - lnkcat)    (Εξίσωση 3) 
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ΔH# = Eα - RT       (Εξίσωση 4) 

ΔS# = (ΔH# - ΔG#)/T      (Εξίσωση 5) 

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). 

Στην προσπάθεια κατανόησης του τρόπου προσαρμογής των ψυχρόφιλων 

ενζύμων (p) σε χαμηλές θερμοκρασίες η σύγκριση των θερμοδυναμικών τους 

παραμέτρων (δηλαδή η Δ(ΔG#)p-m, η Δ(ΔH#)p-m και η Δ(ΔS#)p-m ) με τις αντίστοιχες 

των μεσόφιλων ενζύμων (m) αποκτά ιδιαίτερη σημασία. Στον Πίνακα 1 

παρουσιάζεται μια σειρά τέτοιων συγκρίσεων για διάφορα ένζυμα [17]. 

Η Δ(ΔG#)p-m αντικατοπτρίζει τη διαφορά των kcat μεταξύ των δυο ενζύμων. Η 

αρνητική τιμή της Δ(ΔG#)p-m αποκαλύπτει , όπως αναμενόταν, ότι τα ψυχρόφιλα 

ένζυμα είναι πιο ενεργά από τα ομόλογα μεσόφιλα σε χαμηλές θερμοκρασίες. Από 

την εξίσωση 2 διαπιστώνουμε ότι ακόμα και μεγάλες αλλαγές στην τιμή της kcat 

οφείλονται σε μικρές αλλαγές της ΔG#. Ωστόσο αυτές οι μικρές αλλαγές προκύπτουν 

από μεγάλες διαφορές στην ενθαλπική (Δ(ΔH#)p-m) και εντροπική συμβολή (Δ(ΔS#)p-

m ) μεταξύ των ψυχρόφιλων και των μεσόφιλων ενζύμων που μελετήθηκαν. 

Δ(ΔG#)p-m Δ(ΔH#)p-m TΔ(ΔS#)p-mΔG# ΔH# TΔS# Τ kcat   

(οC) (s-1) (kJ mol-1) (kJ mol-1) (kJ mol-1) (kJ mol-1) (kJ mol-1) (kJ mol-1) ΈΝΖΥΜΟ ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ 

Πίνακας 1. Φυσικοχημικοί παράμετροι της ενεργότητας διαφόρων 
ψυχρόφιλων και μεσόφιλων ενζύμων [17]. 

Αμυλάση 

 

Alteromonasp 

Bacillusm

15 

 

495.2 

90.5 

55.6 

59.7 

73.6 

99.6 

18.0 

39.9 

-4.1 

 

-26.0 

 

-21.9 

 

Χιτινάση Α 

 

Arthrobacterp

S. marcescensm

15 1.7 

3.9 

69.2 

67.2 

60.2 

74.3 

-9.0 

7.1 

2.0 

 

-14.1 

 

-16.1 

 

ArthrobacterpΧιτοβιάση 

 S. marcescensm

15 98.0 

18.0 

59.5 

63.5 

44.7 

71.5 

-14.8 

8.0 

-4.0 

 

-26.8 

 

-22.8 

 

Αφυδρογονάση της 6- 

φωσφορικής γλυκόζης 

Antarctic fishp

Humanm

0 106.5 

42.4 

56.1 

58.2 

36.8 

51.9 

-19.3 

-6.3 

-2.1 

 

-15.1 

 

-13.0 

 

Γλουταμική 

αφυδρογονάση 

Antarctic fishp

Bovinem

5 3.8 

0.9 

64.8 

68.1 

33.4 

59.0 

-31.4 

-9.1 

-3.3 

 

-25.6 

 

-22.3 

 

Σαμπτιλυσίνη 

 

Bacillus TA41p

B. subtillism

15 25.4 

5.4 

62.7 

66.4 

36.0 

46.0 

-26.7 

-20.4 

-3.7 

 

-10.0 

 

-6.3 

 

Τρυπσίνη 

 

Greenland codp

Bovinem

5 82.0 

27.7 

57.7 

60.2 

33.0 

53.9 

-24.5 

-6.2 

-2.5 

 

-20.9 

 

-18.3 

 

Τρυπσίνη 

 

Antarctic codp

Bovinem

15 0.97 

0.68 

70.5 

71.4 

40.6 

82.6 

-29.9 

11.3 

-0.9 

 

-42.0 

 

-41.2 

 

Ξυλανάση 

 

Antarctic yeastp

Yeastm

5 14.8 

4.9 

61.7 

64.3 

45.4 

49.9 

-16.3 

-14.4 

-2.6 

 

-4.5 

 

-1.9 
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Στο σύνολο των ψυχρόφιλων ενζύμων που έχουν μελετηθεί μέχρι σήμερα, έχει 

διαπιστωθεί μείωση της ΔH#. Σύμφωνα με την εξίσωση 6, 

 

 

kcat=κ (kBT/h)e-(ΔH#/RT-ΔS#/R)  (Εξίσωση 6) 

 

 

μείωση της ΔH# και αύξηση της ΔS# οδηγούν σε αύξηση της τιμής του αριθμού 

μετατροπής. Χρησιμοποιώντας τα δεδομένα του Πίνακα 1 και την εξίσωση 6, 

διαπιστώνουμε ότι η ΔG# των ψυχρόφιλων ενζύμων και κατ’ επέκταση η kcat δεν 

εμφανίζουν τις τιμές που θα αναμένονταν με βάση τη μείωση της ΔH#. Αυτό 

οφείλεται στην αρνητική επίδραση που έχει η μείωση της ΔS#. Αυτός είναι και ο 

λόγος που η Δ(ΔS#)p-m έχει πάντα αρνητική τιμή. Συνεπώς σε μια ενζυμική αντίδραση 

που καταλύεται από ψυχρόφιλα ένζυμα, η κύρια προσαρμοστική παράμετρος είναι η 

μείωση της ΔH#. Επομένως, η επακόλουθη μείωση της ενέργειας ενεργοποίησης 

επιτυγχάνεται δομικά με την μείωση των ενθαλπικών αλληλεπιδράσεων που πρέπει 

να σπάσουν στην πορεία σχηματισμού του ΕS#, υποδηλώνοντας την μειωμένη 

σταθερότητα αλλά και την αυξημένη ευκαμψία μέσα ή κοντά στο καταλυτικό κέντρο 

των ψυχρόφιλων ενζύμων [18]. 

Αυτή η αυξημένη ευκαμψία με τη σειρά της οδηγεί στην ύπαρξη πολλών 

πιθανών διαμορφώσεων του συμπλόκου ενζύμου υποστρώματος (ES) και κατά 

συνέπεια σε αυξημένη εντροπία του συμπλόκου ES στο προσαρμοσμένο στη χαμηλή 

θερμοκρασία ένζυμο έναντι του προσαρμοσμένου σε μέσες θερμοκρασίες, άρα και 

στην αρνητική τιμή της Δ(ΔS#)p-m. Οι περισσότερες πιθανές διαμορφώσεις του 

συμπλόκου ΕS συνοδεύονται σε αρκετές περιπτώσεις με μείωση της συγγένειας 

πρόσδεσης του υποστρώματος (δηλαδή αύξηση του Κm), εάν η αύξηση της kcat 

οφείλεται σε αυξημένη ευκαμψία του ενεργού κέντρου. 

Ωστόσο, μερικά ψυχρόφιλα ένζυμα αντιστέκονται στην τάση για αύξηση της 

Κm και εμφανίζουν παρόμοια ή και αυξημένη συγγένεια για το υπόστρωμα. Αυτή η 

στρατηγική είναι καθοριστικής σημασίας για ένζυμα που λειτουργούν σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις υποστρώματος (ενδοκυτταρικά ένζυμα) και επομένως η Κm 

αντικατοπτρίζει την ρυθμιστική παράμετρο της αντίδρασης. Χαρακτηριστικά 

παραδείγματα ψυχρόφιλων ενζύμων με αυξημένη kcat και μειωμένη Κm είναι η κινάση 
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του φωσφογλυκερικού από την Pseudomonas sp. TACII18 [19], η β-γαλακτοσιδάση 

από την Pseudomonas haloplanktis [20] και η χιτοβιάση από το Arthrobacter sp. 

TAD20 [21]. 

 

 

 

Δομική σταθερότητα ψυχρόφιλων ενζύμων 
Λόγω της χαμηλής τους σταθερότητας, τα ψυχρόφιλα ένζυμα είναι πολύ 

χρήσιμα μοντέλα για δομικές μελέτες μέσω εξεζητημένων τεχνικών. Ανάμεσα σε 

αυτές, η θερμιδομετρία διαφορικής σάρωσης (DSC, Differential Scanning 

Calorimetry) προσφέρει ένα ουσιαστικό πλεονέκτημα. Μια σειρά θερμοδυναμικών 

παραμέτρων που σχετίζονται με την δομική σταθερότητα της πρωτεΐνης 

καταγράφονται απευθείας και δεν υπολογίζονται έμμεσα. Στο Σχήμα 1 

απεικονίζονται οι θερμιδομετρικές καταγραφές (ή θερμογραφήματα) κατά την 

θερμική αποδιάταξη μιας ψυχρόφιλης, μιας μεσόφιλης και μιας θερμόφιλης α-

αμυλάσης [22]. Πολλές ενδιαφέρουσες παρατηρήσεις προκύπτουν από αυτά τα 

δεδομένα: 

(1) Η αποδιάταξη του ψυχρόφιλου ενζύμου πραγματοποιείται σε χαμηλότερες 

θερμοκρασίες όπως υποδεικνύεται και από την τιμή της Τm που αντιστοιχεί στην 

θερμοκρασία ημίσιας αποδιάταξης του ενζύμου και υπολογίζεται από την κορυφή της 

μεταβολής. 

(2) Η πρωτεϊνική αποδιάταξη είναι μια ενδόθερμη διαδικασία. Η περιοχή 

κάτω από τις καμπύλες αποτελεί το συνολικό ποσό της ενέργειας που απορροφήθηκε 

κατά την διάρκεια της αποδιάταξης και δίνεται από την θερμιδομετρική ενθαλπία, 

ΔΗcal. Αυτή η παράμετρος αντιστοιχεί σε όλες τις ενθαλπικές διεργασίες που 

συμμετέχουν στην διατήρηση μιας συμπαγούς λειτουργικής δομής και εμφανίζει 

χαμηλότερη τιμή για το ψυχρόφιλο ένζυμο. Επιπρόσθετα, υπάρχει μια εμφανής 

αύξηση της ΔΗcal που ακολουθεί την εξής σειρά ψυχρόφιλο < μεσόφιλο < θερμόφιλο 

ένζυμο. 

(3) Η μεταβολή για το ψυχρόφιλο ένζυμο είναι απότομη και συμμετρική, ενώ 

τα άλλα ένζυμα χαρακτηρίζονται από πιο πεπλατυσμένα θερμογραφήματα. Αυτό 

είναι ενδεικτικό στοιχείο ύπαρξης συνεργατικότητας κατά την αποδιάταξη του 

ψυχρόφιλου ενζύμου. Η δομή του σταθεροποιείται από λιγότερες πιο ασθενείς 
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αλληλεπιδράσεις και η διάσπαση μερικών από αυτών επηρεάζει σε μεγάλο βαθμό την 

συνολική δομική συνοχή του μορίου και προωθεί με γοργούς ρυθμούς στην 

αποδιάταξη του. 

 

 
 

 

 

Σχήμα 1. Θερμική αποδιάταξη διαφόρων α-αμυλασών και καταγραφή 
τους μέσω DSC. Συγκρίνοντας την ψυχρόφιλη α-αμυλάση ΑΗΑ (P. haloplanktis), 
με τα πιο θερμοσταθερά ένζυμα ΡΡΑ (πάγκρεας γουρουνιού) και ΒΑΑ (Bacillus 
amyloliquefaciens) συμπεραίνουμε ότι τα τελευταία χαρακτηρίζονται από 
υψηλότερες τιμές της Τm (κορυφή μεταβολής) και της ΔΗcal (περιοχή κάτω από 
την μεταβολή) και πιο πεπλατυσμένες μεταβολές λόγω της ύπαρξης ενδιάμεσων 
θερμιδομετρικών περιοχών (λεπτές γραμμές) [22]. 
 

 

 

(4) Το ψυχρόφιλο ένζυμο αποδιατάσσεται σε μια διαδικασία ενός ενδιαμέσου 

βήματος, φανερώνοντας την συνολική χαμηλή σταθερότητα του μορίου. Αντίθετα, τα 

ομόλογα πιο θερμοσταθερά ένζυμα εμφανίζουν περισσότερα ενδιάμεσα βήματα (είτε 

άμεσα εμφανή, είτε έμμεσα μέσω ανάλυσης του θερμογραφήματος). Επομένως αυτά 

τα ένζυμα αποτελούνται από δομικές περιοχές διαφορετικής σταθερότητας που 

χαρακτηρίζονται από διαφορετικούς ρυθμούς αποδιάταξης. 
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Από την παραπάνω θερμιδομετρική μελέτη μπορούμε να συμπεράνουμε ότι η 

ψυχρόφιλη α-αμυλάση αποτελείται από μια ομοιόμορφα ασταθή δομή που 

σταθεροποιείται μέσω λιγότερων και πιο ασθενών δεσμών σε σχέση με τις 

αντίστοιχες δομές των πιο θερμοσταθερών ομόλογων ενζύμων [22, 23]. Εναλλακτικά, 

μόνο μια περιοχή της πρωτεΐνης μπορεί να εμφανίζει αυξημένη ευκαμψία, με 

αποτέλεσμα την ύπαρξη μιας ξεχωριστής θερμοασταθούς περιοχής. Αυτή η 

περίπτωση εισήγαγε την έννοια της τοπικής ευκαμψίας ως μιας προσαρμοστικής 

στρατηγικής των ψυχρόφιλων ενζύμων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η 

χιτοβιάση από το ψυχρόφιλο στέλεχος Arthrobacter sp. TAD20 που εμφανίζει τρεις 

δομικές υπομονάδες: το ενεργό κέντρο, την περιοχή πρόσδεσης γαλακτόζης και την 

περιοχή ομοιότητας με ανοσοσφαιρίνες (immunoglobulin-like domain). Οι δύο 

τελευταίες περιοχές πιθανόν συμμετέχουν στην πρόσδεση στον χιτινώδη εξωσκελετό 

των οστρακόδερμων. Το DSC θερμογράφημα αυτού του ψυχρόφιλου ενζύμου 

αποκαλύπτει την ύπαρξη μιας θερμοασταθούς περιοχής, που αντιστοιχεί στην 

καταλυτική περιοχή και μιας θερμοσταθερής περιοχής που αντιστοιχεί στις περιοχές 

πρόσδεσης στο υπόστρωμα (Σχήμα 2) [21]. 

 

 

 

 
 

Σχήμα 2. DSC θερμογράφημα της χιτοβιάσης από το ψυχρόφιλο στέλεχος 
Arthrobacter sp. TAD20 [21]. 
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Αξιοσημείωτο παράδειγμα τοπικής ευκαμψίας αποτελεί και η ψυχρόφιλη 

κινάση του φωσφογλυκερικού (PGK) από την Pseudomonas TACII 18. Πρόκειται για 

ένα ένζυμο που αποτελείται από δύο περιοχές. Κατά την διάρκεια της κατάλυσης 

αυτές οι περιοχές αλληλεπιδρούν και σχηματίζουν στο ενδιάμεσο τους το ενεργό 

κέντρο. Η μια περιοχή είναι θερμοασταθής, ενώ η δεύτερη εμφανίζει τη σταθερότητα 

αντίστοιχης περιοχής μεσόφιλης PGK (Σχήμα 3). Η θερμοασταθής περιοχή φαίνεται 

να παρέχει την ευκαμψία γύρω από το ενεργό κέντρο ενισχύοντας τον ρυθμό της 

αντίδρασης, ενώ η θερμοσταθερή περιοχή είναι υπεύθυνη για την πρόσδεση του 

υποστρώματος (αυξημένη Κm) [19].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήμα 3. Η θερμική αποδιάταξη της ψυχρόφιλης PGK (p) εμφανίζει μια 

θερμοασταθή και μια θερμοσταθερή περιοχή συγκρινόμενη με το ομόλογο 
μεσόφιλο ένζυμο από το σακχαρομήκυτα (m). 
 

 

 

Συσχέτιση της σταθερότητας με δομικούς-μοριακούς 

παράγοντες 
Πολυάριθμες μελέτες δομικών μοντέλων ψυχρόφιλων πρωτεϊνών 

σχεδιασμένων βάσει ομόλογων κρυσταλλογραφικών δομών, αναλύσεις των 
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αλληλουχιών των προσαρμοσμένων στη χαμηλή θερμοκρασία ενζύμων και σύγκριση 

τους με αντίστοιχα ένζυμα από μεσόφιλους ή και θερμόφιλους οργανισμούς και 

κυρίως οι προσφάτως κατατεθειμένες δομές ενζύμων από ψυχρόφιλους οργανισμούς 

έχουν βοηθήσει στην προσπάθεια αποκρυπτογράφησης της μοριακής βάσης της 

μειωμένης σταθερότητας που χαρακτηρίζει αυτά τα μόρια. Όλοι οι δομικοί 

παράγοντες που ευθύνονται για την σταθεροποίηση μιας πρωτεϊνικής δομής 

εμφανίζονται εξασθενημένοι σε ισχύ αλλά και σε ποσότητα στα ψυχρόφιλα ένζυμα 

[14, 24, 25]. Παρακάτω αναφέρονται ορισμένες από της παρατηρήσεις που 

προέκυψαν από τις παραπάνω μελέτες σε σχέση με τους μοριακούς παράγοντες που 

επηρεάζουν τη σταθερότητα των προσαρμοσμένων σε χαμηλές θερμοκρασίες 

ενζύμων. 

(1) Αύξηση του αριθμού και εμφάνιση συναθροίσεων καταλοίπων γλυκίνης. 

Τα κατάλοιπα γλυκίνης 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 [26, 27]. Τα κατάλοιπα 

γλυκίνης οδηγούν σε αύξηση της εντροπίας της αποδιαταγμένης μορφής της 

πρωτεΐνης. 

(2) Μείωση του αριθμού των καταλοίπων προλίνης ιδιαίτερα στις περιοχές 

ελεύθερης δομής. Τα κατάλοιπα προλίνης παρουσιάζουν περιορισμένο εύρος τιμών 

δίεδρης γωνίας και η απουσία τους συνδυάζεται με αυξημένη ευκαμψία ανάμεσα στις 

δευτεροταγείς δομές [28]. 

(3) Μείωση του αριθμού των καταλοίπων αργινίνης. Τα κατάλοιπα αργινίνης 

είναι ικανά για σχηματισμό πολλαπλών δεσμών υδρογόνου και άλατος με 

αποτέλεσμα μείωση του αριθμού τους να συνεπάγεται μείωση αυτών των 

αλληλεπιδράσεων και αύξηση της εντροπίας της αποδιαταγμένης μορφής της 

πρωτεΐνης [29]. 

(4) Ελάττωση των δεσμών άλατος [30]. 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 ψυχρόφιλα ένζυμα [29]. 

(5) Ελάττωση των δεσμών υδρογόνου. Οι δεσμοί υδρογόνου σχηματίζονται 

εξώθερμα και εμφανίζονται ισχυρότεροι σε χαμηλές θερμοκρασίες [24]. 
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(6) Μειωμένη ικανότητα πρόσδεσης ιόντων. Η πρόσδεση σταθεροποιητικών 

ιόντων, όπως το ασβέστιο, εμφανίζεται πολύ εξασθενημένη στα ψυχρόφιλα ένζυμα 

και οι σταθερές πρόσδεσης αυτών διαφέρουν κατά πολύ με των αντίστοιχων 

μεσόφιλων [31]. 

(7) Τροποποιημένα Ν- και C- άκρα των α-ελίκων που οδηγούν σε 

αποσταθεροποίηση τους [23, 32). 

(8) Ελάττωση των επαφών μεταξύ των αρωματικών καταλοίπων. 

(9) Αύξηση των επιφανειακών υδρόφοβων καταλοίπων [33] και ελάττωση 

των επιφανειακών φορτισμένων καταλοίπων [34]. 

(10) Εισαγωγή ή έλλειψη περιοχών υπεύθυνων για συγκεκριμένες λειτουργίες 

όπως την αυξημένη αλληλεπίδραση με το περιβάλλον διάλυμα (εισαγωγή) ή την 

μειωμένη αλληλεπίδραση μεταξύ των υπομονάδων της πρωτεΐνης (έλλειψη). 

(11) Ελάττωση των δισουλφιδικών δεσμών και επακόλουθη 

αποσταθεροποίηση της δομής. 

(12) Μείωση του μεγέθους και της υδροφοβικότητας των μη φορτισμένων 

καταλοίπων στον πυρήνα του μορίου οδηγώντας σε λιγότερο καλό πακετάρισμα του 

και δημιουργία κενών [35]. 

Αναφορικά με τον καταλυτικό πυρήνα των ψυχρόφιλων ενζύμων, τα 

περισσότερα εάν όχι όλα τα κατάλοιπα του ενεργού κέντρου είναι συντηρημένα. 

Αυτό υποδηλώνει ότι ο καταλυτικός μηχανισμός και το μονοπάτι της αντίδρασης 

παραμένει ανεπηρέαστο στα ψυχρόφιλα ένζυμα. Ωστόσο, σε αρκετές περιπτώσεις η 

καταλυτική κοιλότητα εμφανίζει μεγαλύτερες διαστάσεις και προσβασιμότητα στο 

υπόστρωμα. Κάτι τέτοιο πιθανόν να διευκολύνει την ταχύτερη απελευθέρωση των 

παραγόμενων προϊόντων με άμεσο αντίκτυπο στο ρυθμό της αντίδρασης. Αρκετά από 

τα ψυχρόφιλα ένζυμα που εμφανίζουν αυτή την προσαρμογή στις διαστάσεις του 

καταλυτικού τους κέντρου παρουσιάζουν εκτός από αυξημένη kcat και αυξημένη Κm 

(δηλαδή μικρότερη συγγένεια για το υπόστρωμα) και μεγαλύτερο φάσμα 

υποστρωμάτων. 

Ασφαλώς όλα τα προαναφερθέντα στοιχεία δεν εμφανίζονται σε κάθε 

ψυχρόφιλο ένζυμο. Καθένα έχει υιοθετήσει την δική του στρατηγική 

χρησιμοποιώντας διαφορετικούς συνδυασμούς δομικών παραγόντων που θα 

οδηγήσουν σε αύξηση της συνολικής ή της τοπικής του ευκαμψίας (Πίνακας 2) [25]. 
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α-αμυλάση Ψυχρόφιλη Μεσόφιλη 
Κατάλοιπα Προλίνης 13 21 
Δεσμοί άλατος 18 26 
Κατάλοιπα Αργινίνης 13 28 
Δεσμοί άλατος μέσω Arg 8 17 
Αμινο-αρωματικές αλληλεπιδράσεις 
μέσω Arg 

2 13 

Δεσμοί υδρογόνου μέσω Arg 20 42 
Δισουλφιδικοί δεσμοί 4 5 
Υδροφοβικότητα του πυρήνα του 
ενζύμου (Σ Ηi) 

47 103 

Κατάλοιπα με μεγάλο βαθμό 
ελευθερίας στο C άκρο 

6 0 

Αρωματικές-αρωματικές 
αλληλεπιδράσεις 

19 20 

Άμινο-αρωματικές αλληλεπιδράσεις 2 13 
Οξυγόνο-αρωματικές 
αλληλεπιδράσεις 

24 19 

Θείο-αρωματικές αλληλεπιδράσεις 2 5 
Δίπολο α-έλικας (-) στο Να 2 4 
                           (+) στο Cα 3 6 
Σταθερά πρόσδεσης Ca-2 (M-1) 5.0 x 107 2.0 x 1011

Σταθερά πρόσδεσης Cl-1 (M-1) 1.6 x 102 3.5 x 103

 

Πίνακας 2. Δομικοί παράγοντες που πιθανόν εμπλέκονται στην 
σταθερότητα α-αμυλασών όπως έχουν καθοριστεί από τη σύγκριση των 
τρισδιάστατων δομών τους [31, 36, 37,]. 

 

 

 

Διερευνώντας τα εξελικτικά μονοπάτια προσαρμογής των 

ενζύμων 
Στη βιβλιογραφία έχουν προταθεί τόσοι προσαρμοστικοί μηχανισμοί για την 

ενεργότητα των ενζύμων σε χαμηλές θερμοκρασίες με σχεδόν όσες ψυχρόφιλες 

πρωτεΐνες έχουν χαρακτηριστεί. Μια πιθανότητα είναι αυτό το γεγονός να είναι 

αληθές και να υπάρχουν αναρίθμητοι ανεξάρτητοι μηχανισμοί προσαρμογής της 

ενζυμικής ενεργότητας σε ψυχρά περιβάλλοντα. Ωστόσο, αυτός ο μεγάλος αριθμός 

μπορεί να είναι αποτέλεσμα των μεθοδολογιών που χρησιμοποιούνται για την 

ταυτοποίηση των δομικών αλλαγών ανάμεσα στα ψυχρόφιλα, τα μεσόφιλα, και τα 

θερμόφιλα ένζυμα. Διερευνώντας την τακτική που ακολουθείται σε αυτές τις 

συγκρίσεις γίνεται εμφανές ότι οι αλληλουχίες ή οι δομές που χρησιμοποιούνται 

προέρχονται από οργανισμούς που αποκλίνουν εξελικτικά σε πολύ μεγάλο βαθμό και 
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μπορεί να ανήκουν σε τελείως διαφορετικές περιοχές του δέντρου της ζωής (Σχήμα 

4). 

Οι επιδράσεις της γενετικής παρέκκλισης και των ποικίλων εξελικτικών 

πιέσεων που έχουν επηρεάσει κάθε ένζυμο στην διάρκεια της ιστορίας του, αφενός 

απεικονίζονται στην νουκλεοτιδική-αμινοξική του αλληλουχία, αφετέρου εισάγουν 

πολλά ερωτηματικά και ανακρίβειες στα αποτελέσματα των συγκριτικών μελετών 

διαφόρων αλληλουχιών. Οι ανακρίβειες που προκύπτουν δεν εντοπίζονται μόνο στις  

 

 

 

 

Σ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 Σχήμα 4. Υποθετικό φυλογενετικό δέντρο ομόλογων ενζύμων με 
διαφορετικές βιοχημικές ιδιότητες. Τα ένζυμα καταχωρούνται με βάση τον 
οργανισμό. Στο σχήμα παρουσιάζονται αντιπρόσωποι από τα Αρχαία 
(οργανισμός 1), τα Ευβακτήρια (οργανισμοί 2-9) και τα Ευκάρυα (οργανισμοί 10-
16). Γίνεται εμφανής η μεγάλη διαφορά στις αλληλουχίες όταν τα συγκρινόμενα 
ένζυμα είναι γενεαλογικά απομακρυσμένα.  

 

 

 

ταυτοποιημένες διαφορές, που θεωρούνται και άμεσα πληροφοριακές, αλλά και στις 

ομοιότητες μεταξύ των συγκρινόμενων ενζύμων. Ομοιότητες θα μπορούσαν να 

προκύψουν και από διαφορετικές εξελικτικές πιέσεις ή από συνδυασμό της φυσικής 

επιλογής και της γενετικής παρέκκλισης στην περιοχή της ομοιότητας. 

Συγκρίσεις ενζύμων από φυλογενετικά συγγενείς οργανισμούς δίνουν 

πληροφορίες για ‘πρόσφατες’ αλλαγές στις αλληλουχίες τους, αλλά δεν μπορούν να 
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μας δώσουν μια ξεκάθαρη εικόνα για την μοριακή προσαρμογή μιας ιδιότητας όπως η 

ενεργότητα σε χαμηλές θερμοκρασίες. Αυτό οφείλεται στην ύπαρξη και άλλων 

εξελικτικών πιέσεων στην ιστορία ενός οργανισμού, ανεξάρτητων με την 

θερμοκρασία, που έχουν συνεισφέρει τις δικές τους αλλαγές στην πρωτεΐνη. Αν και η 

ανακατασκευή του πλήρους εξελικτικού μονοπατιού ενός ενζύμου είναι σχεδόν 

αδύνατη, μπορούμε μέσω τεχνικών της πρωτεϊνικής μηχανικής, όπως η 

κατευθυνόμενη μεταλλαξογένεση (site-directed mutagenesis) και η κατευθυνόμενη 

εξέλιξη (directed evolution), να εξετάσουμε διάφορους εναλλακτικούς τρόπους 

τροποποίησης μιας ενζυμικής ιδιότητας, όπως για παράδειγμα της 

θερμοσταθερότητας ή της βέλτιστης θερμοκρασίας κατάλυσης. 

Τα περισσότερα ένζυμα λειτουργούν σε ένα περιορισμένο εύρος 

θερμοκρασιών. Αυτό μπορεί να οφείλεται σε φυσικοχημικούς περιορισμούς που 

αποτρέπουν ένα ένζυμο να είναι ενεργό σε μεγαλύτερη θερμοκρασιακή κλίμακα ή 

μπορεί απλά τα ένζυμα να έχουν προσαρμοστεί στο εύρος των συνθηκών που 

αναπτύσσεται ο οργανισμός φορέας. Αρκετά ψυχρόφιλα ένζυμα είναι ενεργά σε 

θερμοκρασία 0οC αλλά είναι αρκετά θερμοασταθή και απενεργοποιούνται σε 

θερμοκρασίες πάνω από 45οC. Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι η ενεργότητα και η 

θερμοσταθερότητα είναι άμεσα συνδεδεμένες και επομένως δομικοί παράγοντες που 

απαιτούνται για την ενεργότητα σε χαμηλές θερμοκρασίες να αποτρέπουν τη δράση 

του ενζύμου σε πιο υψηλές θερμοκρασίες. Εναλλακτικά, λόγω του ότι οι ψυχρόφιλοι 

οργανισμοί αναπτύσσονται σε ψυχρά περιβάλλοντα, δεν συναντούν υψηλές 

θερμοκρασίες εξαλείφοντας την εξελικτική πίεση για διατήρηση της 

θερμοσταθερότητας. Επομένως, η θερμοσταθερότητα και η ενεργότητα σε χαμηλές 

θερμοκρασίες μπορεί να είναι ανεξάρτητες μεταξύ τους αλλά να φαίνονται 

συνδεδεμένες λόγω της μη συχνής συνύπαρξης των δύο εξελικτικών πιέσεων (δηλαδή 

έλλειψη πίεσης για θερμοσταθερά ένζυμα σε χαμηλές θερμοκρασίες). 

Στην προσπάθεια διερεύνησης αυτού του προβλήματος, χρησιμοποιήθηκε η 

τεχνική της κατευθυνόμενης μεταλλαξογένεσης. Μέχρι σήμερα έχουν γίνει πολλές 

προσπάθειες για τροποποίηση της ενεργότητας και της θερμοσταθερότητας ενζύμων 

προσαρμοσμένων σε διάφορες συνθήκες. Σε μερικές περιπτώσεις προέκυψαν ένζυμα 

με αυξημένη σταθερότητα και ενεργότητα και σε άλλες αύξηση της σταθερότητας 

συνοδεύονταν από μείωση της ενεργότητας. Έχουν αναφερθεί μεταλλαγές που 

οδήγησαν σε αύξηση της θερμοσταθερότητας σε μεσόφιλα ένζυμα [38, 39], σε 

μείωση της θερμοσταθερότητας σε θερμόφιλα ένζυμα [40, 41] καθώς και στη 
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δημιουργία πιο θερμοσταθερών ψυχρόφιλων ενζύμων [42, 43]. Αν και έχουν 

προκύψει πολύ ενδιαφέρουσες πληροφορίες μέσω της τεχνικής της κατευθυνόμενης 

μεταλλαξογένεσης, παραμένει μια τεχνική περιορισμένης κλίμακας μιας και μπορεί 

να εφαρμοστεί σε μικρό αριθμό καταλοίπων και η εφαρμογή της εξαρτάται από την 

ύπαρξη δομικών πληροφοριών για το ένζυμο-στόχο. 

Τα τελευταία χρόνια αναπτύχθηκε η τεχνική της κατευθυνόμενης εξέλιξης. 

Μολονότι ούτε αυτή η τεχνική μπορεί να αποκρυπτογραφήσει το πολυδιάστατο 

εξελικτικό μονοπάτι ενός ενζύμου, μπορεί ωστόσο να οδηγήσει στη δημιουργία ενός 

μεγάλου αριθμού ενζύμων με την επιθυμητή ιδιότητα από ένα και μόνο πρόγονο 

(Σχήμα 5). Συγκρίνοντας αυτά τα ένζυμα μπορούμε να ταυτοποιήσουμε αλλαγές που 

οδηγούν στην τροποποιημένη ιδιότητα. Ένα πλεονέκτημα της κατευθυνόμενης 

εξέλιξης έναντι της κατευθυνόμενης μεταλλαξογένεσης είναι ότι δεν απαιτείται 

σχεδιασμός των μεταλλαγών μιας και βασίζεται στην τυχαία εισαγωγή μεταλλάξεων 

σε οποιαδήποτε περιοχή της πρωτεΐνης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Σχήμα 5. Υποθετικό φυλογενετικό δέντρο ενός ενζύμου και 

μεταλλαγμένων κλώνων του που φέρουν τις επιθυμητές τροποποιημένες 
βιοχημικές ιδιότητες. Οι μεταλλαγμένοι κλώνοι έχουν προκύψει μέσω 
τεχνικών κατευθυνόμενης εξέλιξης. 
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Η προσαρμογή μιας ενζυμικής ιδιότητας μπορεί να απεικονιστεί σε ένα 

‘πρωτεϊνικό γράφημα’ (protein landscape) (Σχήμα 6) [44]. Οι κορυφές αυτού του 

γραφήματος απεικονίζουν μορφές του ενζύμου προσαρμοσμένες με τον καλύτερο 

τρόπο στις συγκεκριμένες συνθήκες. Αμινοξικές αλλαγές μπορούν να οδηγήσουν σε 

υψηλότερη κορυφή, άρα και σε καλύτερη ή βελτιστοποιημένη ιδιότητα. Μπορούν 

όμως να επιφέρουν και αρνητικές επιπτώσεις (χαμηλότερα σημεία του γραφήματος). 

Στην κατευθυνόμενη μεταλλαξογένεση, μια μετάλλαξη μπορεί να οδηγήσει την 

πρωτεΐνη σε υψηλότερο ή σε χαμηλότερο σημείο του γραφήματος και το αποτέλεσμα 

αυτό είναι τυχαίο. Στην κατευθυνόμενη εξέλιξη γίνεται επιλογή μόνο των 

μεταλλαγών που στο γράφημα βρίσκονται σε ψηλότερα σημεία και ταυτόχρονη 

περιφρόνηση-απόρριψη εκείνων που οδηγούν χαμηλότερα (Σχήμα 6). Ένα ακόμη 

πλεονέκτημα της κατευθυνόμενης εξέλιξης είναι η δημιουργία πολύ μεγάλου αριθμού 

μεταλλαγμένων μορφών της αρχικής πρωτεΐνης και επομένως ο ταυτόχρονος έλεγχος 

πολλών εναλλακτικών και ανεξάρτητων οδών που οδηγούν στην επιθυμητή 

προσαρμογή. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Σχήμα 6. Πρωτεϊνικό γράφημα (protein landscape) για μια επιθυμητή 
ιδιότητα. Μεταλλαγές μέσω κατευθυνόμενης μεταλλαξογένεσης (●) μπορεί να 
έχουν θετικό ή αρνητικό αποτέλεσμα στην ιδιότητα στόχο. Όλες οι μεταλλαγές 
που επιλέγονται από ένα πείραμα κατευθυνόμενης εξέλιξης (●) έχουν 
βελτιστοποιημένη την επιθυμητή ιδιότητα σε σχέση με το αγρίου τύπου ένζυμο 
(●). 
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Κατευθυνόμενη Εξέλιξη 
Πρωτεϊνική μηχανική 
Η πρωτεϊνική μηχανική αποτελεί ένα ουσιώδες εργαλείο της βιοχημείας και 

της βιοτεχνολογίας. Χρησιμοποιείται στην προσπάθεια διερεύνησης των παραγόντων 

που καθορίζουν την δοµή και την λειτουργία των πρωτεϊνών, ενώ ταυτόχρονα μπορεί 

να οδηγήσει στη δημιουργία τροποποιημένων ενζύμων με μεγαλύτερο εύρος 

βιομηχανικών εφαρμογών. Υπάρχουν δύο βασικές στρατηγικές πρωτεϊνικής 

μηχανικής: η κατευθυνόμενη µεταλλαξογένεση και η κατευθυνόμενη εξέλιξη. 

Η πρώτη στρατηγική στηριζόμενη σε πληροφορίες σχετικές με τη δομή, τη 

λειτουργία και το μηχανισμό δράσης μιας πρωτεΐνης, προβλέπει και εισάγει 

αµινοξικές αλλαγές που πιθανόν να οδηγήσουν στο επιθυμητό αποτέλεσμα. Ωστόσο, 

αυτή η τεχνική είναι εφικτή µόνο αν υπάρχουν οι παραπάνω πληροφορίες. Επιπλέον, 

πολλές προσπάθειες για τροποποίηση ενζυµικών ιδιοτήτων µέσω αυτής της οδού 

έχουν αποτύχει λόγω των µη προβλέψιμων επιπτώσεων που επέφεραν οι αµινοξικές 

αντικαταστάσεις στη δοµή και τη λειτουργία της πρωτεΐνης-στόχου. 

Από την άλλη, η κατευθυνόμενη εξέλιξη δεν προαπαιτεί την ύπαρξη 

δεδομένων που συσχετίζουν τη δομή με την λειτουργία ενός ενζύμου. Η εφαρμογή 

της μιμείται τις αρχές της Δαρβινικής Εξέλιξης σε μια διαδικασία 

επαναλαμβανόμενων κύκλων δημιουργίας μεταλλαγών και εύρεσης εκείνων με τις 

επιθυμητές ιδιότητες (Σχήμα 7). Τα βήματα ενός in vitro πειράματος εξέλιξης σε 

γενικές γραμμές είναι: 

(1) Δημιουργία μιας βιβλιοθήκης αρχικής ποικιλομορφίας (χρήση φυσικών 

αλληλομόρφων ή μεταλλαγμένων που προέκυψαν μέσω κατευθυνόμενης ή τυχαίας 

μεταλλαξογέννεσης). 

(2) Ανασυνδυασμός όλων ή κάποιων προεπιλεγμένων γονιδίων της αρχικής 

βιβλιοθήκης. 

(3) Εφαρμογή εξελικτικής πίεσης (in vivo σάρωση/επιλογή) ή χρήση τεχνικών 

σάρωσης μεγάλης κλίμακας για την εύρεση των τροποποιημένων ενζύμων με τις 

επιθυμητές ιδιότητες. Αυτά τα βήματα επαναλαμβάνονται μέχρι την απόκτηση 

ενζύμων που συγκεντρώνουν τα τελικά επιθυμητά χαρακτηριστικά. 
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Σχήμα 7. Γενικό σχήμα κατευθυνόμενης εξέλιξης πρωτεϊνών.  

 

 

 

Τεχνικές δημιουργίας γενετικής ποικιλομορφίας 
Υπάρχουν πολλοί και διαφορετικοί τρόποι για την in vitro δημιουργία 

γενετικής ποικιλομορφίας [45, 46]. Αυτές οι τεχνικές μπορούν να διακριθούν σε τρεις 

κατηγορίες (Σχήμα 8) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 8. Σύνοψη των τεχνικών δημιουργίας γενετικής ποικιλομορφίας. 
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(1) Εισαγωγή τυχαίων μεταλλάξεων (καθώς και ελλείψεις ή προσθήκες 

ολιγονουκλεοτιδίων) καθ’ όλο το μήκος του γονιδίου. 

(2) Ελεγχόμενη εισαγωγή μεταλλαγών σε περιορισμένες περιοχές της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας-στόχου. 

(3) In vitro ανασυνδυασμός των φυσικών ή μεταλλαγμένων αλληλομόρφων 

που προέκυψαν από τις προηγούμενες τεχνικές [47]. 

Λεπτομέρειες για την καθεμιά από αυτές τις κατηγορίες παρατίθενται στη 

συνέχεια. 

 

 

 

Δημιουργία γενετικής ποικιλομορφίας καθ’ όλο το μήκος του 

γονιδίου 
Δημιουργία μεταλλαγών μπορεί να επιτευχθεί με απευθείας βλάβη της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας μέσω χημικών και φυσικών παραγόντων. 

Χαρακτηριστικά, με χρήση UV ακτινοβολίας και αλκυλικών παραγόντων 

δημιουργούνται βλάβες στην αλληλουχία του DNA που διορθώνονται ή 

αντιγράφονται λανθασμένα, οδηγώντας στην εισαγωγή μεταλλάξεων. Μεταλλαγές σε 

όλο το γονίδιο μπορούν να προκύψουν και με τη χρήση ειδικών μεταλλαξογόνων 

βακτηριακών στελεχών [48]. Αυτά τα στελέχη εμφανίζουν προβλήματα σε ένα ή 

περισσότερους από τους μηχανισμούς επιδιόρθωσης του DNA με άμεσο αποτέλεσμα 

το υψηλό ποσοστό μεταλλαξογέννεσης. 

Τεχνικές τυχαίας εισαγωγής και αφαίρεσης νουκλεοτιδίων από γονίδια 

στόχους έχουν αναπτυχθεί τα τελευταία χρόνια [49-52]. Μια πιο εκλεπτυσμένη 

μέθοδος αυτού του τύπου είναι και η RID (Random Insertion/Deletion mutagenesis) 

που επιτρέπει την αφαίρεση και την επακόλουθη προσθήκη αυθαίρετου αριθμού 

νουκλεοτιδίων σε οποιαδήποτε περιοχή του γονιδίου [49]. 

Σήμερα η προτιμότερη μέθοδος της κατηγορίας και το εναρκτήριο βήμα των 

περισσοτέρων ερευνητικών προσπαθειών κατευθυνόμενης εξέλιξης είναι η error-

prone PCR [53, 54]. Ένα κρίσιμο σημείο αυτής της μεθόδου είναι η προσεκτική 

ρύθμιση της συχνότητας των μεταλλαγών. H αρχή της μεθόδου στηρίζεται σε αυτή 

της PCR µε τη διαφορά όμως ότι εισάγει τυχαίες μεταλλαγές κατά τον 

πολλαπλασιασμό του DNA. Αυτό επιτυγχάνεται µε αλλαγές στην συγκέντρωση των 
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ιόντων Mn2+ και των dNTPs και µε τροποποίηση της χρονικής διάρκειας των 

διαφόρων σταδίων της τεχνικής. 

 

 

 

Δημιουργία γενετικής ποικιλομορφίας σε περιορισμένες περιοχές 

του γονιδίου 
Οι τεχνικές αυτής της κατηγορίας στην πιο απλουστευμένη τους μορφή 

εισάγουν μεταλλαγές σε ένα μόνο σημείο του γονιδίου-στόχου. Η αρχή λειτουργίας 

τους είναι η ενσωμάτωση τυχαίων συνθετικών αλληλουχιών DNA σε συγκεκριμένες 

περιοχές του γονιδίου. Οι διαφορές μεταξύ των τεχνικών αυτής της κατηγορίας 

αποδίδονται σε δύο παράγοντες: (A) τον τρόπο σύνθεσης και τον ρυθμό των αλλαγών 

στα συνθετικά κομμάτια DNA και (Β) την μεθοδολογία εισαγωγής των συνθετικών 

ολιγονουκλεοτιδίων. 

Τα παραγόμενα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια μπορεί να αποτελούνται από 

ένα ή μερικά κωδικόνια και ο ρυθμός μεταλλαγής μπορεί να κυμαίνεται από υψηλά 

έως πολύ χαμηλά επίπεδα [55-58]. Για την ενσωμάτωση τους στην αλληλουχία του 

γονιδίου διάφορες τεχνικές βασισμένες σε αντίστοιχες της κατευθυνόμενης 

μεταλλαξογένεσης έχουν εφαρμοστεί. Τεχνικές που στηρίζονται στο PCR, όπως η 

SOE (Strand Overlap Extension) και η MEGAPRIMER έχουν προτιμηθεί στις 

περισσότερες περιπτώσεις [59-61]. 

 

 

 

Τεχνικές in vitro ανασυνδυασμού 
Η πρώτη τεχνική αυτής της μορφής αναπτύχθηκε από τον Stemmer [62], 

αποτελώντας ένα σημαντικό επίτευγμα στη προσπάθεια για μίμηση των φυσικών 

μηχανισμών εξέλιξης σε εργαστηριακό επίπεδο. Μέσω αυτών των τεχνικών 

δημιουργούνται βιβλιοθήκες γονιδίων προερχόμενες από τον ανασυνδυασμό μιας 

ομάδας ομόλογων φυσικών αλληλουχιών ή προεπιλεγμένων τεχνητών σημειακών 

μεταλλάξεων. Η χρήση του ανασυνδυασµού επιτρέπει την ταχύτερη συσσώρευση 

των ωφέλιμων μεταλλαγών και την ταυτόχρονη απομάκρυνση των επιβλαβών. Τα 
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τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί διάφορες εναλλακτικές τεχνικές ανασυνδυασμού 

(Πίνακας 3) [63]. Οι πιο συχνά χρησιμοποιούμενες είναι: 

Stemmer DNA Shuffling-Σύμφωνα µε αυτή την τεχνική, µέσω της ενζυµικής 

πέψης μητρικών γονιδίων, δημιουργείται μια πληθώρα μικρότερων τµηµάτων DNA 

[62]. Αυτά τα τµήµατα μπορούν να συναρµολογηθούν µέσω διαδοχικών κύκλων 

PCR απουσία εκκινητών. Αυτή η αντίδραση δημιουργεί ένα μείγμα προϊόντων όσον 

αφορά στο μήκος της αλληλουχίας και στον συνδυασμό των μητρικών αλληλουχιών. 

Μόνο οι αλληλουχίες πλήρους μήκους πολλαπλασιάζονται µέσω μιας δεύτερης 

αντίδρασης PCR χρησιμοποιώντας κατάλληλους εκκινητές. Ένας χαμηλός και 

ελεγχόμενος ρυθμός εισαγωγής μεταλλάξεων συνοδεύει την διαδικασία του 

ανασυνδυασµού (Σχήμα 9). 

 

Όμαδα Λογική της Τεχνικής Μέλη 
Shuffling Ανασυνδυασμός μικρών κομματιών DNA βασισμένος στην ομολογία των 

αλληλουχιών που φέρουν μεταλλαγές που έχουν προκύψει από 
οποιαδήποτε τεχνική μεταλλαξογένεσης ή αλληλουχιών που ανήκουν σε 
διαφορετικά μέλη της ίδιας οικογένειας γονιδίων. 
Μεγάλη συχνότητα ανασυνδυασμού, αλλά δύσκολος ο διαχωρισμός 
κοντινών μεταλλαγών. 

Shuffling 
Family shuffling 
RE cut shuffling 
ssDNA shuffling 
Mn2+ DNase cut 
Endonuclease V cut 
RPR 
RETT 
SCRATCHY 
 

Full length parent 
shuffling

Ανασυνδυασμός μικρών κομματιών DNA διαφορετικής προέλευσης 
χρησιμοποιώντας μια ή περισσότερες από τις μητρικές αλυσίδες πλήρους 
μήκους. 
Πολύ υψηλή συχνότητα ανασυνδυασμού, αλλά μεγαλύτερη 
πολυπλοκότητα. 
 

StEP 
RACHITT 

Single cross-over Ανασυνδυασμός μη-ομόλογων γονιδίων με συγκόλληση του εμπρός και 
πίσω άκρου των δύο διαφορετικών γονιδίων και επιλογή τους με βάση το 
μέγεθος. 
Πιθανός ο ανασυνδυασμός μεταξύ γονιδίων χαμηλής ή μηδενικής 
ομολογίας , αλλά μόνο ένα το σημείο ανασυνδυασμού τους. 
 

(THIO)ITCHY 
SHIPREC 
SCRATCHY 

Domain swapping Ανασυνδυασμός δομικών, λειτουργικών ή χαμηλής ομολογίας περιοχών 
μεταξύ διαφορετικών γονιδίων. 
Πιο ενεργά ένζυμα, μικρός αριθμός των σημείων ανασυνδυαμού και 
δύσκολος ο εντοπισμός αυτών των σημείων. 
 

Exon shuffling 
DOGS 
SISDC 
YLBS 
SCOPE 
 

In vivo recombination Ανασυνδυασμός με τη χρήση του συστήματος επιδιόρθωσης χασμάτων 
(gap repair system) από το σακχαρομήκυτα ή του συστήματος recE/recT 
από την E. coli. 
Υψηλό ποσοστό ανασυνδυασμού, αλλά απαιτούνται πολύ ειδικές 
πλασμιδιακές κατασκευές και πολλαπλά βήματα. 
 

CLERY 
ET-recombination 
 

Synthetic shuffling Ανασυνδυασμός γνωστών ή μη μεταλλαγών που περιέχονται σε συνθετικά 
ολιγονουκλεοτίδια.  
Πιθανός ο ανασυνδυασμός κοντινών μεταλλαγών, αλλά απαιτείται η χρήση 
πολύ εκλεπτυσμένων και ακριβών τεχνικών επιλογής. 
 

Single step shuffling 
DHR 
Synthetic shuffling 
ADO 
 

Πίνακας 3. Διάφορες τεχνικές ανασυνδυασμού με τα κυριότερα 
πλεονεκτήματα  και μειονεκτήματα. 

 

 

 35



Τυχαία  
μεταλλαξογένεση 

Τυχαία τμηματοποίηση 

Ανασυγκρότηση  
μέσω PCR 

Επ
αν

άλ
ηψ

η 

Επιλογή ή σάρωση 

Συλλογή ωφέλιμων μεταλλαγών 

Τμήματα DNA  
ποικίλων μεγεθών 

Βιβλιοθήκη 
Μεταλλαγμένων  
κλώνων 

Γονίδιο ή γονίδια αγρίου 
τύπου 

Ανασυνδυασμένες 
αλληλουχίες 

Απόρριψη βλαβερών μεταλλαγών 
 

Σχήµα 9.Μέσω της τεχνικής Stemmer DNA Shuffling καταλήγουμε από 
γονίδιο ή γονίδια αγρίου τύπου στην επιλογή κλώνων µε συσσώρευση ωφέλιμων 
μεταλλαγών (•) και στην απόρριψη των επιβλαβών (•). 
 

 

 

Random Ρriming in vitro Recombination (RPR)-Αυτή η μέθοδος αφορά την 

τυχαία εκκίνηση σύνθεσης πάνω σε πολυνουκλεοτιδική μήτρα µέσω εκκινητών 

τυχαίας αλληλουχίας [64]. Αποτέλεσμα αυτής της διαδικασίας είναι ένας μεγάλος 

αριθμός μικρών τµηµάτων DNA που περιέχουν σημειακές μεταλλαγές υπό 

ελεγχόμενο ρυθμό. Αυτά τα τµήµατα επανασυνδέονται κατά τη διάρκεια κύκλων 

αποδιάταξης, επαναδιάταξης και DNA πολυµερισµού, οδηγώντας στο σχηµατισµό 

μιας βιβλιοθήκης αλληλουχιών πλήρους μήκους (Σχήμα 10). 

Staggered Εxtension Ρrocess (StEP)-Η μέθοδος αυτή περιλαμβάνει μια 

αντίδραση PCR όπου η εκκίνηση σύνθεσης ολιγονουκλεοτιδίων πάνω στην DNA-

μήτρα ακολουθείται από κύκλους αποδιάταξης και πολύ σύντομες περιόδους 

επαναδιάταξης/επέκτασης [65]. Άμεσο αποτέλεσμα είναι ότι σε κάθε κύκλο τα 

νεοσυντιθέµενα τµήµατα επαναδιατάσσονται σε διαφορετικές μήτρες όπου και 

επεκτείνονται περαιτέρω. Η διαδικασία αυτή συνεχίζεται μέχρι τη δημιουργία 

αλληλουχιών πλήρους μήκους (Σχήμα 11). 
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3’ 5’ 

Επανασυγκρότηση και 
σύνθεση μέσω PCR 

Απομάκρυνση DNA-μήτρας 

 DNA σύνθεση μέσω τυχαίων εκκινητών 

Επ
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άλ
ηψ

η 

Συλλογή βελτιωμένων κλώνων 

 
 
Σχήµα 10. Random priming in vitro recombination (RPR). Τα μικρά 

µαύρα τετράγωνα συμβολίζουν νεοεισαχθείσες µεταλλαγές. 
 

 

 
Γονίδιο Α 

Εκκίνηση σύνθεσης DNA από καθορισμένους εκκινητές 
για κάθε γονίδιο 

Σύνθεση μικρών κομματιών DNA μετά από σύντομες 
περιόδους αποδιάταξης, αναδιάταξης/σύνθεσης 

Γονίδιο Β 

Επανάληψη προηγούμενων βημάτων μέχρι το 
σχηματισμό αλληλουχιών πλήρους μήκους 

 
 

Σχήµα 11. Staggered extension process (StEP). 
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Σταδιακή τμηματοποίηση και επανασυγκόλληση γονιδίων για την δημιουργία 

χιμαιρικών ενζύμων (ΙΤCHY, Incremental Truncation for the Creation of Hybrid 

enzymes)-Αυτή η μέθοδος βασίζεται στην απευθείας συγκόλληση κομματιών DNA 

που έχουν προκύψει από την τμηματοποίηση δύο μητρικών αλληλουχιών [67]. 

Πρόκειται για την πρώτη τεχνική που δίνει τη δυνατότητα ανασυνδυασμού δύο μη 

ομόλογων γονιδίων. Με τον τρόπο αυτό καθίσταται εφικτός ο συνδυασμός δύο 

ενζυµικών ιδιοτήτων σε ένα πρωτεϊνικό µόριο. Αυτή η τεχνική πέψης και 

επανασύνδεσης ενζύµων έχει πολλές εφαρμογές στην διερεύνηση νέων καταλυτικών 

ενεργοτήτων µέσω συνδυασμού διαφόρων πρωτεϊνικών μοτίβων, στην χημική 

σύνθεση τροποποιημένων πεπτιδίων και στην μελέτη της δομής λειτουργικών 

βιοκαταλυτών (Σχήμα 12). 

 

 

 

ΠΕΨΗ ΜΕ ΕΝΖ. Α 

ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ

ENZ. A ENZ. A

ENZ. A ENZ. A

 
 

  

ΓΟΝΙΔΙΟ ΒΓΟΝΙΔΙΟ Α 

ΠΕΨΗ ΜΕ ΕΞΩΝΟΥΚΛΕΑΣΗ ΙΙΙ 

ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 
ΣΥΓΚΟΛΛΗΣΗΣ 

 
 
Σχήµα 12. ΙΤCHY (Incremental truncation for the creation of hybrid 

enzymes). Το στάδιο κλειδί αυτής της τεχνικής είναι η πέψη των μητρικών 
γονιδίων (Α και Β) µε την εξωνουκλεάση ΙΙΙ. Με το πέρας αυτού του βήματος 
δημιουργείται μια μεγάλη ποικιλία τµηµάτων των δύο γονιδίων. Ακολουθεί 
πέψη των τµηµάτων µε το περιοριστικό ένζυµο Α (Ενζ. Α) και αντίδραση 
συγκόλλησης. Τελικό αποτέλεσμα είναι μια βιβλιοθήκη χιμαιρικών γονιδίων. 
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In vitro δηµιουργία ετεροδιµερούς µορίου DNA και in vivo διόρθωση-Κατά 

την διαδικασία αυτή ένα ετεροδιµερές µόριο DNA δημιουργείται in vitro και 

χρησιμοποιείται για το μετασχηµατισµό βακτηριακών κυττάρων [66]. Στο εσωτερικό 

των κυττάρων παρατηρείται διόρθωση των περιοχών του ετεροδιµερούς µορίου DNA 

µε μηδενική ομοιότητα, δημιουργώντας μια βιβλιοθήκη νέων, ανασυνδυασµένων 

αλληλουχιών µε στοιχεία από τα μητρικά µόρια. Αυτή η τεχνική είναι ιδιαίτερα 

χρήσιμη για ανασυνδυασµό μεγάλων γονιδίων ή ακόμη και ολόκληρων οπερονίων . 

 

 

 

Τεχνικές ανάλυσης τροποποιημένων ενζυµικών ιδιοτήτων 
Αν και η παραγωγή μιας εκτεταμένης και αμερόληπτης (unbiased) 

βιβλιοθήκης είναι πολύ σημαντική, η επιτυχία ενός πειράματος κατευθυνόμενης 

εξέλιξης εξαρτάται από την μέθοδο εύρεσης των μεταλλαγμένων ενζύμων με τις 

επιθυμητές ιδιότητες. Καθώς το μέγεθος της βιβλιοθήκης των μεταλλαγμένων 

κλώνων είναι συνήθως τεράστιο, είναι απαραίτητη προϋπόθεση ο σχεδιασμός και η 

ανάπτυξη μιας μεγάλης κλίμακας τεχνικής σάρωσης ή επιλογής των επιθυμητών 

ενζυμικών ιδιοτήτων. Η βάση λειτουργίας όλων αυτών των τεχνικών είναι η σύνδεση 

του κάθε γονιδίου με το ένζυμο που κωδικοποιεί και κατ’ επέκταση με το προϊόν της 

ενεργότητας αυτού του ενζύμου. Η διαφορά μεταξύ των τεχνικών σάρωσης και 

επιλογής είναι ότι η σάρωση γίνεται ξεχωριστά σε κάθε γονίδιο ή κλώνο και απαιτεί 

μια καλά σχεδιασμένη χωροταξική οργάνωση των υπό έλεγχο ποικιλόμορφων σε 

πιάτα με άγαρ, σε μικροπλάκες, σε συστοιχίες (arrays) ή σε chips ενώ η επιλογή 

εφαρμόζεται ταυτόχρονα στο σύνολο των γονιδίων. Το πλεονέκτημα των τεχνικών 

σάρωσης είναι ότι μπορεί για κάθε κλώνο άμεσα ή έμμεσα να ταυτοποιηθεί η 

διαφορά στην υπό έλεγχο ιδιότητα. Τα τελευταία χρόνια έχει αναπτυχθεί μια 

πληθώρα τέτοιων μεθόδων [68] που μπορούν να διαχωριστούν στις παρακάτω 

κατηγορίες: 

(1) Μέθοδοι φυσικής σύνδεσης (Physical Linkage). Η αρχή λειτουργίας αυτών 

των μεθόδων είναι η ύπαρξη φυσικής σύνδεσης μεταξύ της πρωτεΐνης και του DNA 

που την κωδικοποιεί. Αυτή η σύνδεση μπορεί να είναι άμεση (μέσω ομοιοπολικής 

σύνδεσης γονιδίου πρωτεΐνης) όπως στη ριβοσωμική έκθεση (ribosome display) [69, 

70], στην έκθεση σε mRNA (mRNA display) [71] και στην πλασμιδιακή έκθεση 
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(peptide on plasmid display) [72, 73], αλλά και έμμεση όπως στην φαγική έκθεση 

(phage display) [74-76] και στην έκθεση στην επιφάνεια κυττάρου (cell-surface 

display) [77-79] (Σχήμα 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 13. Μέθοδοι φυσικής σύνδεσης. 

 

 

 

(2) Μέθοδοι διαμερισματοποίησης (Compartmentalization Methods). Σε αυτές 

τις μεθόδους κάθε πρωτεΐνη και η αντίστοιχη αλληλουχία DNA που την κωδικοποιεί 

περιορίζονται σε ένα ξεχωριστό ‘διαμέρισμα’. Αυτή η διαμερισματοποίηση μπορεί να 

επιτευχθεί με τον μετασχηματισμό κυττάρων με πλασμιδιακές κατασκευές που 

φέρουν τα αντίστοιχα γονίδια ή με την έγκλιση σε υδατικά σωμάτια μέσα σε λάδι 

(water-in-oil emulsions) [80]. Στην κυτταρική διαμερισματοποίηση η σάρωση μπορεί 

να επιτευχθεί με το σχηματισμό κάποιου χρωμογόνου ή φθορίζοντος προϊόντος ή 

μέσω τεχνικών διπλού και τριπλού υβριδίου (two, three hybrid assays) [81-83] 

(Σχήμα 14). 

(3) Μέθοδοι χωροταξικής σύνδεσης (Spatially Addressable Methods) [84-87]. 

Σε αυτές τις μεθόδους η ταυτότητα του πεπτιδίου ή της πρωτεΐνης συνδέεται με ένα 

συγκεκριμένο χώρο όπως το πηγαδάκι μιας μικροπλάκας. Με αυτό τον τρόπο 
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εκατοντάδες πρωτεϊνικά δείγματα, υπό μορφή κυτταροκαλλιεργειών, κυτταρικών 

εκχυλισμάτων ή καθαρών πρωτεϊνικών δειγμάτων διαχωρίζονται στα πηγαδάκια 

μικροπλακών. Κατάλληλη επεξεργασία και βιοχημικές δοκιμές ακολουθούν για κάθε 

δείγμα στην προσπάθεια εύρεσης πρωτεϊνών με τις επιθυμητές ιδιότητες. Στα πλαίσια 

αυτής της λογικής έχουν αναπτυχθεί και χρησιμοποιηθεί πρόσφατα πρωτεϊνικά 

microchips (Σχήμα 15). 

 

 

Σχήμα 14. Μέθοδοι διαμερισματοποίησης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Σχήμα 15. Μέθοδοι χωροταξικής σύνδεσης. 
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Οι τεχνικές επιλογής μιμούνται την στρατηγική της επιβίωσης των κλώνων με 

την καλύτερη προσαρμογή που συναντάμε στη φύση. Η επιλογή στηρίζεται στο 

πλεονέκτημα που δίνει η επιθυμητή ενζυμική ιδιότητα των μεταλλαγμένων κλώνων 

στο κύτταρο φορέα έναντι των βακτηρίων με τα ένζυμα αγρίου τύπου. Δυστυχώς, 

αυτή η προσέγγιση δεν μπορεί να εφαρμοστεί σε όλες τις ενζυμικές ενεργότητες μιας 

και οι περισσότερες δεν είναι απαραίτητες για την επιβίωση του βακτηρίου. Σε 

μερικές περιπτώσεις αυτό μπορεί να ξεπεραστεί με τη σύνδεση της ενεργότητας-

στόχου με μια απαραίτητη για την επιβίωση του βακτηρίου λειτουργία. Τεχνική 

επιλογής χρησιμοποιήθηκε  στην προσπάθεια τροποποίησης ενός ενζύµου από το 

βακτήριο Escherichia coli που προσδίδει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό αµπικιλλίνη 

[88]. Οι κλώνοι εκείνοι που εμφάνιζαν αυξημένη ενεργότητα προσέδιδαν επιλεκτικό 

πλεονέκτημα στα κύτταρα ξενιστές τους, τα οποία και αναπτύσσονταν µε ταχύτερους 

ρυθμούς, οδηγώντας στην επιλογή τους. 

 

 

 

Τροποποίηση ενζυµικών ιδιοτήτων µέσω κατευθυνόμενης 

εξέλιξης 
Το ενδιαφέρον για την τροποποίηση ενζύµων µέσω τεχνικών τυχαίας 

μεταλλαξογένεσης και ανασυνδυασµού έχει αυξηθεί αισθητά τα τελευταία χρόνια.  

Τροποποίηση της θερµοσταθερότητας. Η βελτίωση της θερµοσταθερότητας 

ενός βιοκαταλύτη αποτελεί σημαντικό ερευνητικό στόχο. Στις διάφορες βιομηχανικές 

διαδικασίες η χρήση υψηλών θερμοκρασιών συνεπάγεται μια σειρά πλεονεκτημάτων, 

όπως αυξημένη διαλυτότητα του υποστρώματος, μείωση του ιξώδους του θρεπτικού 

μέσου, μικρότερος κίνδυνος μικροβιακής μόλυνσης. Κάθε ένζυμο εμφανίζει μια 

συγκεκριμένη ενεργότητα σε ένα χαρακτηριστικό εύρος θερμοκρασιών. Αυξάνοντας 

ή μειώνοντας τη θερμοκρασία πέρα αυτού του εύρους παρατηρείται πτώση της 

δραστικότητας του ενζύμου. Η βέλτιστη θερμοκρασία μιας ενζυμικής αντίδρασης 

μπορεί να τροποποιηθεί µέσω της εξέλιξης είτε αυτή πραγματοποιείται στη φύση είτε 

μέσα σε ένα ερευνητικό εργαστήριο. 

Με χρήση τεχνικών κατευθυνόμενης εξέλιξης επιτεύχθηκε μια σημαντική 

αύξηση στην ενεργότητα της subtilisin E από τον μικροοργανισμό Bacillus subtilis, 

σε ένα ευρύτερο φάσμα θερμοκρασιών και ταυτόχρονα αύξηση της ηµίσειας ζωής 
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του ενζύµου στους 65oC κατά περισσότερο από 200 φορές [89]. Το αξιοσημείωτο 

αυτού του πειράματος είναι ότι το τροποποιημένο ένζυμο παρουσίαζε παρόμοια 

θερµοσταθερότητα µε τη θερμόφιλη θερµιτάση από τον ακτινοµύκητα 

Thermoactinomyces vulgaris. 

Τροποποίηση της εναντιοεκλεκτικότητας. Με την αναστροφή της 

εναντιοεκλεκτικότητας ενός ενζύµου-κλειδί σε ένα πολυενζυµικό μονοπάτι, 

βελτιώθηκε η διαδικασία παραγωγής L-μεθειονίνης σε κύτταρα Escherichia coli [90]. 

Μέσω τεχνικών τυχαίας µεταλλαξογένεσης, η εναντιοεκλεκτικότητα του ενζύµου D-

hydantoinase αναστράφηκε και η συνολική του ενεργότητα αυξήθηκε 5 φορές. Η 

εισαγωγή της εξελιγμένης L-hydantoinase σε κατάλληλα βακτηριακά στελέχη 

οδήγησε σε αυξημένη παραγωγή L-µεθειονίνης και σε μειωμένη συγκέντρωση ενός 

ανεπιθύμητου ενδιάμεσου προϊόντος. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι 

το συγκεκριμένο τροποποιημένο ένζυμο προέκυψε από µόνο μια αµινοξική 

αντικατάσταση. 

Τροποποίηση της εξειδίκευσης σε υποστρώματα. Η διεύρυνση του φάσματος 

των υποστρωμάτων διαφόρων ενζύµων αποτελεί ένα από τους πρωταρχικούς στόχους 

για βιοκαταλύτες µε εφαρμογές στη βιομηχανία. Μέσω τεχνικών κατευθυνόμενης 

εξέλιξης επιτεύχθηκε η τροποποίηση της β-γαλακτοσιδάσης από E. coli σε β-

γλουκοσιδάση [91], η μετατροπή της β-γλουκορουνιδάσης από E. coli σε β-

γαλακτοσιδάση [92], η εισαγωγή ενεργότητας φωσφολιπάσης στην λιπάση από 

Staphylococcus aureus [93] και η εξέλιξη μιας αμινοτρανσφεράσης του ασπαρτικού 

σε αμινοτρανσφεράση υποστρωμάτων με β-αλυσίδες [94]. 

Τροποποίηση της σταθερότητας ή της ενεργότητας ενζύµων σε τεχνητές 

συνθήκες. Η χρήση οργανικών διαλυτών μπορεί να διευκολύνει την διαλυτοποίηση 

ενός υποστρώματος ή να ευνοήσει την ολοκλήρωση μιας αντίδρασης έναντι κάποιας 

άλλης. Στις περισσότερες περιπτώσεις ωστόσο, τα ένζυμα αγρίου τύπου χάνουν την 

ενεργότητα τους παρουσία οργανικών διαλυτών, ακόμη και αν η δοµή τους 

παραμένει αμετάβλητη. Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγμα της 

παρανιτροβενζυλεστεράσης όπου µέσω τυχαίας μεταλλαξογένεσης και in vitro 

ανασυνδυασµού, πραγματοποιήθηκε αύξηση της συνολικής ενεργότητας σε διάλυμα 

µε 30% διµεθυλφορµαµίδιο κατά περίπου 100 φορές [95]. 
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Αλκαλική Φωσφατάση 
Από τα βακτήρια στα θηλαστικά 
Οι αλκαλικές φωσφατάσες (EC 3.1.3.1) είναι ομοδιµερείς, µη ειδικές 

φωσφοµονοεστεράσες. Καταλύουν την υδρόλυση και την τρανσφωσφορυλίωση 

(παρουσία δέκτη φωσφορικού) μιας ευρείας ποικιλίας φωσφορικών μονοεστέρων. Η 

ενζυμική αντίδραση προχωράει με την φωσφορυλίωση ενός καταλοίπου του ενεργού 

κέντρου (κατάλοιπο σερίνης) δίνοντας ένα ενδιάμεσο προϊόν υποστρώματος 

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

δίνοντας ένα σύμπλοκο ενζύμου υποστρώματος μη ομοιοπολικά συνδεδεμένου 

(Ε•Ρi). Παρουσία ενός δέκτη φωσφορικών όπως το Tris ή η Αιθανολαμίνη, το ένζυμο 

παρουσιάζει δράση τρανσφωσφορυλάσης μεταφέροντας το φωσφορικό στη αλκοόλη 

σχηματίζοντας ένα νέο φωσφομονοεστέρα (Σχήμα 16) [96, 97]. Στα υποστρώματα 

των ενζύμων αυτών συγκαταλέγονται πρωτεΐνες, DNA και μικρά οργανικά μόρια. 

 

 

 

 

Σχήμα 16. Διαγραμματική απεικόνιση της πορείας της αντίδρασης της 
αλκαλικής φωσφατάσης, με τις δύο πιθανές κατευθύνσεις της αντίδρασης. 
 

 

 

Συναντώνται σε μια μεγάλη ποικιλία οργανισμών από τα βακτήρια έως τα 

θηλαστικά [98]. Στα ευκαρυωτικά είδη εμφανίζονται σε διάφορες ισομορφές, όπως 

στον άνθρωπο, όπου εκφράζονται ιστοειδικά (πλακούντα, έντερο, σπέρμα) και μη 

ιστοειδικά γονίδια αλκαλικής φωσφατάσης. Αν και η φυσιολογική τους λειτουργία 

δεν είναι απόλυτα ξεκαθαρισμένη, φαίνεται να εμπλέκεται στην διαδικασία της 

οστεοποίησης στα θηλαστικά, ενώ στην E. coli συμμετέχει στην προσρόφηση 

φωσφόρου. 
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Υπάρχει μια μακρόχρονη ιστορία βιοχημικών και βιοφυσικών μελετών πάνω 

στις αλκαλικές φωσφατάσες, οι οποίες επικεντρώνονται κατά κύριο λόγο στο 

αντίστοιχο ένζυμο από την E. coli (ΕCAP). Το καταλυτικό κέντρο κάθε μονομερούς 

περιέχει τρεις θέσεις πρόσδεσης μετάλλων, οι οποίες καταλαμβάνονται συνήθως από 

δύο ιόντα ψευδαργύρου και ένα μαγνησίου [99]. Τα ιόντα των μετάλλων αυτών 

σχηματίζουν μια καταλυτική τριάδα, παρόμοια με της φωσφολιπάσης C από τον 

Bacillus cereus [100] και της νουκλεάσης Ρ1 από το Penicillium citrinum [101].  

Μέχρι σήμερα έχουν αναλυθεί οι δομές τριών αλκαλικών φωσφατασών. Η 

εκτενώς μελετημένη ΕCAP επιλύθηκε στα 7.7Å το 1973 [99] και 

επαναπροσδιορίστηκε σε υψηλότερη διακριτική ικανότητα (2.0 Å) σε μεταγενέστερες 

μελέτες (PDB entry code: 1ALK) [102, 103] (Σχήμα 17). Μια σειρά μεταλλαγών της 

ΕCAP και συμπλόκων της με διάφορα υποστρώματα έχουν αναλυθεί δομικά και 

έχουν καταχωρηθεί στην πρωτεϊνική βάση δεδομένων RCSB (RCSB Protein Data 

Bank). Οι άλλες δύο δομές προέρχονται από ευκαρυωτικούς οργανισμούς: η 

αλκαλική φωσφατάση από πλακούντα ανθρώπου (PDB entry code: 1EW2) [104] και 

η θερμοευαίσθητη μη ιστοειδική αλκαλική φωσφατάση από την αρκτική γαρίδα 

Pandalus borealis (PDB entry code: 1K7H) [105]. Οι δομές αυτές έχουν αποκαλύψει 

μια δομή ενζύμου α/β τοπολογίας με β πεδία στο κέντρο του που περιβάλλονται από 

έλικες διαφόρων μεγεθών. Κάθε μονομερές επομένως αποτελείται από μια βασική 

δομική μονάδα η οποία περιέχει τρία ιόντα (δύο Zn2+ και ένα Mg2+). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 17. Αναπαράσταση της δευτεροταγούς δομής της αλκαλικής 
φωσφατάσης από το βακτήριο Escherichia coli. 
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Μετά από συσχέτιση αλληλουχιών διαφόρων αλκαλικών φωσφατασών και σε 

συνδυασμό µε δομικές πληροφορίες έγινε εμφανές ότι οι λειτουργικά σημαντικές 

περιοχές είναι συντηρημένες [106-109]. Αν και οι αµινοξικές αλληλουχίες από 

αλκαλικές φωσφατάσες βακτηρίων και θηλαστικών εμφανίζονται συντηρημένες σε 

ένα ποσοστό 25-30%, υπάρχουν σημαντικές διαφορές. Τα βακτηριακά ένζυμα 

εμφανίζουν υψηλότερη θερµοσταθερότητα, ενώ τα ένζυμα από θηλαστικά 

παρουσιάζουν 20-30 φορές υψηλότερη καταλυτική ενεργότητα και υψηλότερο 

βέλτιστο pH [110]. 

Επίσης, δύο σημαντικές διαφορές υπάρχουν στην περιοχή κοντά στο ενεργό 

κέντρο. Στην ECAP δύο από τα καταλυτικά κατάλοιπα (153 και 328) είναι ασπαρτικό 

(Asp) και λυσίνη (Lys), ενώ τα αντίστοιχα αμινοξέα σε ένζυμα θηλαστικών είναι 

ιστιδίνες (His). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η αµινοξική αντικατάσταση 

Asp His στη θέση 153 στην ECAP, που καταλήγει σε μια μεταλλαγμένη πρωτεΐνη 

µε τυπικές ιδιότητες αλκαλικής φωσφατάσης θηλαστικού, δηλαδή υψηλότερο 

βέλτιστο pH, χαμηλή ενεργότητα απουσία ιόντων μαγνησίου, χρονοεξαρτώµενη 

ενεργοποίηση παρουσία ιόντων μαγνησίου και μείωση της ενεργότητας παρουσία 

ιόντων ψευδαργύρου [111, 112]. 

 

 

 

Μηχανισμός κατάλυσης της αλκαλικής φωσφατάσης 
Η αλκαλική φωσφατάση καταλύει την υδρόλυση ενός μεγάλου αριθμού 

φωσφορικών µονοεστέρων µε παρόμοιους ρυθμούς, ενώ η αντίδραση προχωράει 

µέσω ενός ενδιάμεσου φωσφο-ενζύµου. Το βήμα που καθορίζει την ταχύτητα της 

αντίδρασης εξαρτάται από το pH. Σε όξινο pH το καθοριστικό βήμα είναι η υδρόλυση 

του ομοιοπολικά συνδεδεμένου συµπλόκου Ε-Ρ, ενώ σε αλκαλικές συνθήκες είναι η 

απελευθέρωση του φωσφόρου από το µη ομοιοπολικά συνδεδεμένο σύµπλοκο Ε•Ρi. 

Ο μηχανισμός κατάλυσης που αναφέρεται παρακάτω βασίζεται σε αυτόν που 

προτάθηκε αρχικά από τους Kim & Wyckoff [96] µε κάποιες προσθήκες από τους 

Stec et al [113] (Σχήμα 18). Στο ελεύθερο ένζυμο (Ε) τρία µόρια νερού βρίσκονται 

στην περιοχή του ενεργού κέντρου και η υδροξυλοµάδα της Ser102 συµµετέχει στο 

σχηµατισµό ενός δεσμού υδρογόνου µε το ιόν υδροξυλίου που αλληλεπιδρά µε το  
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Σχήμα 18. Μηχανισμός κατάλυσης της αλκαλικής φωσφατάσης [113]. 
Από τα άτομα υδρογόνου αποτυπώνονται µόνο εκείνα που εντοπίζονται στις 
καταλυτικές περιοχές. 

 

 

 

μαγνήσιο. Ο σχηµατισµός του συµπλόκου E▪ROP περιλαμβάνει την αλληλεπίδραση 

του εστερικού οξυγόνου του υποστρώματος µε το ψευδάργυρο Zn1 και 

αλληλεπιδράσεις των υπολοίπων ατόμων οξυγόνου του υποστρώματος µε το 

ψευδάργυρο Zn2 και την πλευρική ομάδα της Arg166. Κατά την πρόσδεση του 

φωσφορικού μονοεστέρα (ROP) το Ογ της Ser102 αποπρωτονιώνεται πλήρως, 

προετοιμάζοντας το για πυρηνόφιλη προσθήκη στο άτομο φωσφόρου. Παράλληλα 

γίνεται μεταφορά του πρωτονίου στην υδροξυλοµάδα που αλληλεπιδρά µε το 

μαγνήσιο, σχηματίζοντας ένα µόριο νερού. Ο ψευδάργυρος στη θέση Zn2 

σταθεροποιεί το Ογ της Ser102 στην πυρηνόφιλη κατάσταση. Ακολουθεί η προσβολή 
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της ενεργοποιημένης υδροξυλοµάδας της Ser102 στο φωσφορικό κέντρο του 

υποστρώματος στο σύµπλοκο E▪ROP σχηματίζοντας ένα ενδιάμεσο σύµπλοκο 

σερίνης-φωσφόρου (Ε-Ρ). Ο σχηµατισµός αυτού του ενδιάμεσου συµπλόκου (Ε-Ρ) 

έχει ως αποτέλεσμα την αναστροφή του φωσφορικού κέντρου και την απώλεια της 

ομάδας RO-. Ένα πυρηνόφιλο ιόν υδροξυλίου που ελέγχεται από το ψευδάργυρο Zn1, 

προσβάλει το ενδιάμεσο ομοιοπολικό σύµπλοκο Ε-Ρ σχηματίζοντας το µη-

ομοιοπολικό σύµπλοκο Ε▪Pi. Άμεσο αποτέλεσμα είναι μια δεύτερη αναστροφή της 

στερεοδιάταξης του φωσφορικού κέντρου και δράση του µορίου νερού, που 

σχηματίστηκε προηγουμένως και αλληλεπιδρά με το μαγνήσιο, ως γενικευμένου 

οξέος, δίνοντας ένα πρωτόνιο στο Ογ της Ser102 ή εναλλακτικά ενός ανόργανου 

φωσφόρου. Τέλος, η απομάκρυνση του φωσφόρου από το σύµπλοκο Ε▪Pi που 

καταλήγει στη δημιουργία του ελεύθερου ένζυμου (Ε) διευκολύνεται από την 

αυξημένη κινητικότητα της πλευρικής αλυσίδας της Arg166. 

 

 

 

Εφαρμογές της αλκαλικής φωσφατάσης. 
Η αλκαλική φωσφατάση είναι ένα ένζυμο µε πολύ σημαντικό λειτουργικό 

ρόλο για τα θηλαστικά. Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι η θνησιγόνος γενετική 

ασθένεια του ανθρώπου υποφωσφατασία, που οφείλεται στην έλλειψη ενεργότητας 

αλκαλικής φωσφατάσης στα οστά [114, 115]. Στην επιστήμη της ιατρικής, τα επίπεδα 

της αλκαλικής φωσφατάσης στον ανθρώπινο ορό είναι πολύ σημαντικά για την 

διάγνωση φυσιολογικών ή παθολογικών καταστάσεων άμεσα συσχετιζόμενων µε το 

σκελετό, το ηπατοχοληφόρο σύστημα και τον πλακούντα [116-119]. Αξιοσημείωτο 

είναι άλλωστε ότι τα τεστ για αλκαλική φωσφατάση αποτελούν περισσότερο από το 

1/4 των συνολικά χρησιµοποιούµενων τεστ για ανίχνευση ενζυµικών ενεργοτήτων σε 

κλινικά εργαστήρια. 

Επίσης, η αλκαλική φωσφατάση χρησιμοποιείται ευρέως ως αντιδραστήριο σε 

μια σειρά τεχνικών µοριακής βιολογίας. Η απομάκρυνση φωσφόρου από τα άκρα 

DNA και RNA τµηµάτων, η δημιουργία υβριδικών πρωτεϊνών για την μελέτη της 

έκφρασης διαφόρων γονιδίων, η σύνδεση του ενζύµου σε αντισώματα για χρήση σε 

ενζυµικές ανοσοπροσροφητικές δοκιμές (ELISA), η χρήση του ενζύµου για 

ενεργοποίηση φθοριζόντων υποστρωμάτων στη διαδικασία µη ραδιενεργής 
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ανίχνευσης DNA και RNA µορίων είναι ορισμένες µόνο από τις εφαρμογές του 

ενζύµου σε ένα σύγχρονο εργαστήριο µοριακής βιολογίας. 

 

 

 

Αλκαλική φωσφατάση από το ανταρκτικό στέλεχος ΤΑΒ5 
Γενικά, υψηλότερη καταλυτική ενεργότητα σε χαμηλές και μεσαίες 

θερμοκρασίες σε συνδυασμό µε αυξημένη θερµοαστάθεια είναι χαρακτηριστικά 

ψυχρόφιλων ενζύµων [33]. Ένζυμα από ψυχρόφιλους οργανισμούς που εμφανίζουν 

υψηλή δραστικότητα αφενός παρουσιάζουν μεγάλο βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον και 

αφετέρου αποτελούν πηγή πληροφοριών σχετικά µε τις προσαρμογές των 

ψυχρόφιλων πρωτεϊνών. Πρόσφατα κλωνοποιήθηκε από το ανταρκτικό στέλεχος 

ΤΑΒ5 ένα γονίδιο που κωδικοποιεί πρωτεΐνη µε ενεργότητα αλκαλικής φωσφατάσης 

[120]. Η αλκαλική φωσφατάση ΤΑΒ5 (ΤΑΒ5ΑΡ) εκφράστηκε σε βακτηριακά 

στελέχη E. coli. Η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη παρουσιάζει χαρακτηριστικά 

ψυχρόφιλου ενζύµου, δηλαδή υψηλή καταλυτική ενεργότητα σε χαμηλές 

θερμοκρασίες και αξιοσημείωτη θερµοευαισθησία. Απαιτεί την παρουσία δισθενών 

ιόντων Zn2+ και Mg2+ για την λειτουργία της και το βέλτιστο pH δράσης είναι μεταξύ 

8.5 και 10. 

Συγκρίνοντας την αλληλουχία της ΤΑΒ5ΑΡ με τις ήδη γνωστές και 

χαρακτηρισμένες αλκαλικές φωσφατάσες, διαπιστώθηκε η σχεδόν πλήρης διατήρηση 

των καταλοίπων του πυρήνα και του ενεργού κέντρου (Σχήμα 19). Με βάση τη δομή 

της ECAP κατασκευάστηκε το μοριακό μοντέλο της ΤΑΒ5ΑΡ [120]. 

Χρησιμοποιώντας το μοντέλο αυτό και πολλαπλές στοιχίσεις αλληλουχιών (Σχήμα 

19) σχεδιάστηκαν μεταλλαγές στην προσπάθεια διερεύνησης των μηχανισμών 

προσαρμογής του ενζύμου σε χαμηλές θερμοκρασίες [121, 122]. Σε μια πρώτη 

προσπάθεια [121] μελετήθηκε η επίδραση της τοπικής ευκαμψίας στην προσαρμογή 

του ενζύμου σε χαμηλές θερμοκρασίες στοχεύοντας δύο κατάλοιπα του ενεργού 

κέντρου (Trp260 και Ala219) και ένα κατάλοιπο του σημείου πρόσδεσης του Mg2+ 

(His135). Σε μια δεύτερη προσπάθεια [122] διερευνήθηκε ο ρόλος στον ψυχρόφιλο 

χαρακτήρα του ενζύμου ενός ζεύγους καταλοίπων γλυκίνης εντοπισμένου κοντά στο 

ενεργό κέντρο. 
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Σχήμα 19. Στοίχιση της αμινοξικής αλληλουχίας της ΤΑΒ5ΑΡ με άλλες 
αλκαλικές φωσφατάσες από τα βακτήρια E.coli και Β.subtilis, το 
σακχαρομήκυτα (Saccharomyces cerevisiae), την άνθρωπινη εντερική και από το 
θερμόφιλο στέλεχος Thermotonga maritima [120]. Με μαύρο χρώμα 
σημειώνονται τα όμοια αμινοξέα, ενώ με γκρι οι περιοχές που η συντήρηση δεν 
είναι πλήρης. Με πράσινο εμφανίζονται τα αμινοξέα που συμμετέχουν στη 
δέσμευση των μετάλλων, με κόκκινο η καταλυτική Ser και με μπλε τα 
κατάλοιπα που συμμετέχουν στην κατάλυση. 
 

 

 

Σκοπός της εργασίας 
Η παρούσα εργασία ασχολείται με τη μελέτη των πιθανών προσαρμογών της 

αλκαλικής φωσφατάσης ΤΑΒ5ΑΡ στη λειτουργία της σε χαμηλές θερμοκρασίες μέσω 

τεχνικών κατευθυνόμενης εξέλιξης. Μετά την εφαρμογή μιας in vitro εξελικτικής 

διαδικασίας πάνω στο αγρίου τύπου ψυχρόφιλο ένζυμο, επιλέχθηκαν οι πρωτεΐνες με 

τις πιο ενδιαφέρουσες προσαρμογές (αισθητά αυξημένη ή μειωμένη 

θερμοσταθερότητα, αυξημένη ενεργότητα). Τα επιλεγμένα ένζυμα απομονώθηκαν 

και χαρακτηρίστηκαν με τον προσδιορισμό των κινητικών και θερμοδυναμικών τους 
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παραμέτρων. Επιπλέον, έγινε προσπάθεια ανάλυσης της πολυπλοκότητας που ενώνει 

την ενεργότητα με την θερμοσταθερότητα στη ψυχρόφιλη φωσφατάση, συγκρίνοντας 

τη θερμική σταθερότητα της και την θερμοεξαρτώμενη ενεργότητα της με τις 

αντίστοιχες των εξελιγμένων ενζύμων. 

Παράλληλα με την παραπάνω διαδικασία και στα πλαίσια συνεργασίας με τα 

πανεπιστήμια του Τρόμσο και του Ελσίνκι αναλύθηκε η τρισδιάστατη δομή της 

ΤΑΒ5ΑΡ. Κάνοντας χρήση αυτών των δομικών στοιχείων αναλύθηκαν οι επιπτώσεις 

των επιλεγμένων μεταλλαγών σε μοριακό επίπεδο. 
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Υλικά και μέθοδοι 
Υλικά 
Τα στελέχη Escherichia coli που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα: BL21 DE3, 

ΒL21 pLYS, και DH5α. 

Ο πλασμιδιακός φορέας pRsetA, όπου κλωνοποιήθηκε το γονίδιο της 

αλκαλικής φωσφατάσης ήταν της εταιρείας Ιnvitrogen Corporation. 

Τα θρεπτικά υλικά για την καλλιέργεια των βακτηρίων ήταν από τις εταιρείες 

Difco Laboratories και Merck. Τα διαλύματα των αντιβιοτικών παρασκευάσθηκαν 

και χρησιμοποιήθηκαν σύμφωνα με τους Sambrook et al. [123]. 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 (Q Sepharose fast flow, 

Sephacryl S300 HR) έγινε από την εταιρεία Amersham Pharmacia Biotech Europe 

GmbH. Από την ίδια εταιρεία ήταν επίσης και οι πρωτεϊνικοί μάρτυρες μοριακών 

βαρών που χρησιμοποιήθηκαν στα αποδιατακτικά πηκτώματα πολυακρυλαμιδίου. 

Η συσκευή FLUOSTAR Galaxy προμηθεύτηκε από την εταιρεία BMG 

Labtechnologies GmbH. Οι συσκευές Mastercycler gradient και Ellectroporator 2510 

ήταν από την εταιρεία Eppendorf Netheler-Hinz GmbH.  

Για τον καθαρισμό τμημάτων DNA (100bp-10kb) μετά από PCR αντίδραση 

καθώς και για την εκχύλιση τμημάτων DNA (70bp-10kb) από πήκτωμα αγαρόζης 

χρησιμοποιήθηκαν στήλες QIAquick (QIAGEN). 

Για την μικρής κλίμακας απομόνωση πλασμιδιακού DNA από βακτηριακή 

καλλιέργεια έγινε χρήση της στήλης Nucleospin plasmid (MACHEREY NAGEL 

GmbH). 

Tα περιοριστικά και τροποποιητικά ένζυμα των νουκλεϊκών οξέων και τα 

αντίστοιχα διαλύματα δράσης τους ήταν από τις εταιρείες MINOTECH 

Biotechnology, Νew England Biolabs GmbH, Promega Corporation και Stratagene 

GmbH. Τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια εκκινητές (primers) που χρησιμοποιήθηκαν 

στις αντιδράσεις PCR παραγγέλθηκαν και παρασκευάστηκαν στο εργαστήριο 

Μικροχημείας (ΙΜΒΒ, ΙΤΕ). 
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Μέθοδοι 
Κλωνοποίηση του γονιδίου ΤΑΒ5ΑΡ 
Το γονίδιο ΤΑΒ5ΑΡ ήταν ήδη κλωνοποιημένο στην πλασμιδιακή κατασκευή 

pN1 [120]. Χρησιμοποιώντας ως μήτρα την προηγουμένη πλασμιδιακή κατασκευή 

και εκκινητές τα ολιγονουκλεοτίδια PhoNFor (5΄-CAA AAC ACA TAT GGT TTT 

AGT AAA AAA TGA GC-3΄ με NdeI περιοριστική θέση ενσωματωμένη) και 

PhoRev (5΄-TTG AAT TCG TTT ATT GAT TCC ACT TTG-3΄ με EcoRI 

περιοριστική θέση ενσωματωμένη) πραγματοποιήθηκε αντίδραση PCR. Τελικό 

αποτέλεσμα ήταν η παραγωγή γονιδίου από το οποίο απουσίαζε η περιοχή που 

κωδικοποιεί τα 22 πρώτα αμινοξέα. Για την ενσωμάτωση του ΤΑΒ5ΑΡ γονιδίου στον 

πλασμιδιακό φορέα pRsetA πραγματοποιήθηκε διπλή πέψη του φορέα και του 

γονιδίου με τα περιοριστικά ένζυμα NdeI και EcoRI και ακολούθησε η αντίστοιχη 

αντίδραση συγκόλλησης. H πλασμιδιακή κατασκευή στάλθηκε για νουκλεοτιδική 

αλληλούχηση, όπου διαπιστώθηκε η ένθεση του σωστού γονιδίου. Η τελευταία 

κατασκευή ονομάστηκε pRSETWT. 

 

 

 

Δημιουργία βιβλιοθήκης μεταλλαγμένων κλώνων αλκαλικής 

φωσφατάσης 
A.) Error Prone PCR (EP PCR). Mια από τις ευρύτατα χρησιμοποιούμενες 

μεθόδους για την εισαγωγή τυχαίων μεταλλάξεων σε μία αλληλουχία DNA είναι η 

ΕP PCR (Εrror Prone Polymerase Chain Reaction) [124]. H αρχή της μεθόδου 

στηρίζεται σε αυτή της PCR που αφορά την δυνατότητα πολλαπλασιασμού 

οποιασδήποτε αλληλουχίας DNA in vitro με τη χρήση κατάλληλης μήτρας και δύο 

ολιγονουκλεοτιδίων εκκινητών (primers) που υβριδοποιούν εκατέρωθεν της 

αλληλουχίας του DNA που μας ενδιαφέρει. Η διαφορά της ΕP PCR όμως είναι ότι 

εισάγει τυχαίες μεταλλαγές κατά τον πολλαπλασιασμό του DNA. Αυτό επιτυγχάνεται 

με αλλαγές στην συγκέντρωση των ιόντων Mn2+ και των dNTPs και με τροποποίηση 

της χρονικής διάρκειας των διαφόρων σταδίων της τεχνικής. Τροποποιώντας αυτούς 

τους παράγοντες ρυθμίζεται και η συχνότητα των μεταλλαγών. Το μείγμα κάθε 

αντίδρασης περιέχει τα παρακάτω συστατικά: 

• 5-20 ng DNA μήτρα. 
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• 40 pmoles PhoNFor. 

• 40 pmoles PhoRev. 

• EP PCR Buffer (50mM KCl, 10mM Tris-HCl pH 8.5, 0.1% Triton X-100, 

7mM MgCl2). 

• dNTPs mix (1mM dCTP, 1mM dTTP, 0.2mM dATP, 0.2mM dGTP). 

• ddH2O μέχρι συνολικό όγκο 100 μl. 

 

Τα βήματα που εκτελέστηκαν σε κατάλληλη PCR συσκευή (Mastercycler 

gradient, Eppendorf) είναι: 

1. Θέρμανση στους 94οC, 5 min (αποδιάταξη). 

2. 15 sec, 72οC. 

3. Προσθήκη 9units από Taq DNA Polymerase. 

4. 10 sec, 94οC (αποδιάταξη). 

5. 30 sec, 42οC (υβριδοποίηση των εκκινητών στις αλληλουχίες στόχους της 

μήτρας). 

6. 60 sec, 72οC (επιμήκυνση των νέων αλυσίδων). 

7. Επανάληψη βημάτων 4-6 για 30 φορές. 

8. 5 min, 72οC. 

9. Διατήρηση στους 4οC. 

Ακολουθώντας αυτό το πρωτόκολλο ο ρυθμός εισαγωγής νουκλεοτιδικών 

αλλαγών καθορίστηκε σε 2-3/kb. Με την προσθήκη στο αρχικό μείγμα MnCl2 σε 

τελική συγκέντρωση 0.2mM, o ρυθμός αυτός αυξήθηκε σε 5-6/kb. 

Τα μεταλλαγμένα γονίδια-προϊόντα EP PCR υπόκεινται σε διπλή πέψη NdeI – 

EcoRI, απομονώνονται και κλωνοποιούνται σε φορέα pRsetA που έχει κοπεί με τα 

αντίστοιχα ένζυμα. Το αποτέλεσμα αυτής της διαδικασίας είναι η δημιουργία 

βιβλιοθήκης μεταλλαγμένων κλώνων αλκαλικής φωσφατάσης. 

 

B.) Staggered Extension Process (StEP). Η μέθοδος αυτή περιλαμβάνει μια 

αντίδραση PCR όπου η εκκίνηση σύνθεσης ολιγονουκλεοτιδίων πάνω στην DNA-

μήτρα ακολουθείται από κύκλους αποδιάταξης και πολύ σύντομες περιόδους 

επαναδιάταξης-επέκτασης [65]. Άμεσο αποτέλεσμα είναι ότι σε κάθε κύκλο τα 

νεοσυντιθέμενα τμήματα επαναδιατάσσονται σε διαφορετικές μήτρες όπου και 
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επεκτείνονται περαιτέρω. Αυτό συνεχίζεται μέχρι τη δημιουργία αλληλουχιών 

πλήρους μήκους. Οι αντιδράσεις που χρησιμοποιήθηκαν είχαν ως εξής: 

• 25 pmol PhoNFor. 

• 25 pmol PhoRev. 

• 0.2 mM dNTPs. 

• 0.37 pmol από κάθε DNA μήτρα. 

• 5 μl Taq 10X buffer. 

• 1 unit Taq πολυμέραση. 

• ddH2O μέχρι συνολικό όγκο 50 μl. 

 

Για την πραγματοποίηση των αντιδράσεων χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω 

συνθήκες: 

1. 94οC, 5 min. 

2. 30 sec, 94οC. 

3. 10 sec, 50οC 

4. Επανάληψη βημάτων 2-3 για 99 φορές. 

5. 7 min, 72οC. 

6. ∆ιατήρηση στους 4οC. 

Τα μεταλλαγμένα γονίδια-προϊόντα που προέκυψαν από την τεχνική StEP 

υπόκεινται σε διπλή πέψη NdeI – EcoRI, απομονώνονται και κλωνοποιούνται σε 

φορέα pRsetA που έχει κοπεί με τα αντίστοιχα ένζυμα.. Το αποτέλεσμα αυτής της 

διαδικασίας είναι η δημιουργία βιβλιοθήκης κλώνων αλκαλικής φωσφατάσης με 

ποικίλους συνδυασμούς των αρχικών μεταλλαγών που χρησιμοποιήθηκαν ως μήτρες. 

 

 

 

Εισαγωγή σχεδιασμένων μεταλλαγών (Site Directed Mutagenesis) 
Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται 

παρακάτω: 

 (1)PhoNFor  

5’-CAAAACACATATGGTTTTAGTAAAAAATGAGC-3’ 

(2) PhoRev  
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5’-TTGAATTCGTTTATTGATTCCACTTTG-3’ 

(3)APMUTG87As86aFOR. 

5’-GATTCAGCCGCTGCCGCTACTGCTTTTTCCTGT-3’ 

(4)APMUTG87As86Arev 

5’AAAAGCAGTAGCGGCAGCGGCTGAATCAGTTAC-3’ 

Η εισαγωγή της μεταλλαγής πραγματοποιήθηκε σε δύο κύκλους PCR [125]. 

Στον πρώτο κύκλο πολλαπλασιάζονται τμήματα από την αρχή του γονιδίου ως το 

σημείο της μετάλλαξης (εκκινητές (1)-(4)) και από το σημείο της μετάλλαξης ως το 

τέλος του γονιδίου (εκκινητές (2)-(3)). Στο δεύτερο κύκλο χρησιμοποιούνται ως 

μήτρες τα προϊόντα του προηγούμενου κύκλου και οι εξωτερικοί εκκινητές ((1) και 

(2)) ώστε το τελικό προϊόν να αντιστοιχεί στο γονίδιο πλήρους μήκους με την 

επιθυμητή μεταλλαγή. Οι αντιδράσεις που χρησιμοποιήθηκαν είχαν ως εξής: 

• 25 pmol primer forward. 

• 25 pmol primer reverse. 

• 0.2 mM dNTPs. 

• 30 ng DNA μήτρα 

• 5 μl Deep Vent 10X buffer. 

• 1 unit Deep Vent πολυμεράση. 

• ddH2O μέχρι συνολικό όγκο 50 μl 

 

Για την πραγματοποίηση των αντιδράσεων χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω 

συνθήκες: 

1. 94oC, 3 min. 

2. 60 sec, 94oC. 

3. 60 sec, 47oC. 

4. 60 sec, 72oC. 

5. Επανάληψη βημάτων 2-4 για 30 φορές. 

6. 7 min, 72oC. 

7. ∆ιατήρηση στους 4oC. 
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Υπερέκφραση της αλκαλικής φωσφατάσης (αγρίου ή μεταλλαγμένου 

τύπου) σε κύτταρα Ε. coli. 
Πραγματοποιείται μετασχηματισμός σε Bl21 DE3 pLys E. coli κύτταρα με το 

κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα (pRsetA (APWT ή μεταλλαγή)). Από ένα φρέσκο 

πιάτο συλλέγεται μια μοναδική αποικία με την οποία μολύνεται υγρή καλλιέργεια 50 

ml LB/αμπικιλλίνη/χλωραμφενικόλη (για 1 lt διαλύματος Luria Bertani Medium : 10 

gr bacto-tryptone, 5 gr yeast-extract, 10gr NaCl, σε αυτό προσθέτουμε 1ml 

διαλύματος αμπικιλλίνης 150 mg/ml και 1 ml διαλύματος χλωραμφενικόλης 34 

mg/ml). Ακολουθεί ολονύκτια επώαση στους 30oC υπό ανάδευση. Την άλλη μέρα 

γίνεται προσθήκη σε αναλογία 1/50 της προκαλλιέργειας σε 1000 ml φρέσκου 

θρεπτικού μέσου LB/αμπικιλλίνης/χλωραμφενικόλης που περιέχει επιπλέον 10 mM 

MgSO4, 0.4 mM ZnSO4, 10 mM KCl και επωάζεται στους 25oC έως ότου η οπτική 

απορρόφηση στα 600nm να είναι 0.6-0.7. Ακολουθεί προσθήκη IPTG (IsoPropyl-

beta-D-ThioGalactopyranoside) σε τελική συγκέντρωση 0.1 mM και επώαση για 

άλλες 12-14 ώρες στους 20oC. Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγoκέντρηση (10 min, 

7.500 rpm, 4oC), και αποθηκεύονται στους -20oC. 

 

 

 

Απομόνωση πρωτεϊνών 
Α.) Διάρρηξη κυτταρικής πάστας. Η διαδικασία καθαρισμού γίνεται σε 

θερμοκρασία 8oC. Η παγωμένη πάστα κυττάρων ξεπαγώνεται και επαναδιαλύεται σε 

κρύο ρυθμιστικό διάλυμα (1g πάστας σε 3 ml διαλύματος) 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 

200 mM ΝaCl, 1 mM DTT, 0.3 mg/ml λυσοζύμη. Ακολουθεί επώαση στον πάγο υπό 

ήπια ανάδευση για 2.5 ώρες. Ανά 30 min προσθέτουμε PMSF σε τελική συγκέντρωση 

1 mM. Μετά από 45 min επαναπροσθέτουμε λυσοζύμη τόση ώστε να διπλασιαστεί η 

αρχική συγκέντρωση της στο διάλυμα. Μετά από επώαση 1.5 ώρας στον πάγο γίνεται 

προσθήκη Dnase (τελική συγκέντρωση 10 μg/ml) και MgCl2 (τελική συγκέντρωση 10 

mM). Μετά από μια ώρα επώασης το διάλυμα φυγοκεντρείται στους 4οC για 20 min 

στις 10.000 x g ώστε να απομακρυνθούν τα κυτταρικά θραύσματα. Συλλέγουμε το 

υπερκείμενο κυτταρικό εκχύλισμα. 
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Β.) Χρωματογραφία σε προσροφητή Q sepharose fast flow. Το υπερκείμενο 

από το προηγούμενο στάδιο αραιώθηκε (1/3) στο διάλυμα Α (20 mM Tris-HCl, pH 

7.6, 10 mM MgCl2) και φορτώθηκε σε προσροφητή Q sepharose fast flow 

εξισορροπημένο με το διάλυμα Α. Ο προσροφητής εκπλύθηκε με το ίδιο διάλυμα 

μέχρι που η απορρόφηση ήταν μηδενική. Οι κατακρατούμενες πρωτεΐνες αναλύθηκαν 

με γραμμική κλίση συγκέντρωσης φωσφορικού νατρίου στο διάλυμα Α (10 όγκοι 

στήλης, 0-100 mM K2HPO4 – KH2PO4, pH 6.0), ενδιάμεση έκπλυση με το διάλυμα Α 

(4 όγκοι στήλης) και γραμμική κλίση συγκέντρωσης χλωριούχου νατρίου στο 

διάλυμα Α (20 όγκοι στήλης, 0-0.6 M NaCl). Τα κλάσματα που περιέχουν την 

ενεργότητα της αλκαλικής φωσφατάσης αντιστοιχούν στα ~ 0.1-0.18 M NaCl 

συλλέχθηκαν και συμμείχθηκαν. 

 

Γ.) Χρωματογραφία σε προσροφητή Sephacryl S200 HR. Το δείγμα από το 

προηγούμενο στάδιο συγκεντρώθηκε σε centricon (MILLIPORE) σε τελικό όγκο 3 ml 

και φορτώθηκε σε προσροφητή Sephacryl S200 HR εξισορροπημένο με το διάλυμα Β 

(20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 10 mM MgCl2, 200 mM NaCl). Ακολουθεί έκλουση των 

πρωτεϊνών με το διάλυμα Β (1 όγκος στήλης). Τα κλάσματα που φέρουν ενεργότητα 

αλκαλικής φωσφατάσης ελέγχονται σε πηκτή ακρυλαμίδης, συγκεντρώνονται και 

υπόκεινται σε διαπήδηση σε ρυθμιστικό διάλυμα που περιέχει 10 mM Tris-HCl, pH 

7.6, 5 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 50 % γλυκερόλη. Τα καθαρά 

πρωτεϊνικά παρασκευάσματα αποθηκεύονται στους –20oC. 

 

 

 

Σάρωση της μεταλλαγμένης βιβλιοθήκης 
Α.) Μικρής κλίμακας υπερέκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης ΤΑΒ5ΑΡ 

σε κύτταρα Ε. coli. Πραγματοποιείται μετασχηματισμός σε Bl21 DE3 E. coli κύτταρα 

με μέρος της μεταλλαγμένης βιβλιοθήκης. Από ένα φρέσκο πιάτο συλλέγονται 

μοναδιαίες αποικίες. Κάθε μια χρησιμοποιείται για να μολύνει 200 μl υγρής 

καλλιέργειας LB/αμπικιλλίνη που βρίσκεται σε πηγαδάκι πλάκας COSTAR 96 Well 

Flat Bottom. Επωάζουμε για 16 ώρες στους 30οC υπό ανάδευση. Η φύλαξη των 

καλλιεργειών έγινε στους 4οC. 
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Β.) Έλεγχος εναπομένουσας δραστικότητας. Για κάθε COSTAR πλάκα 

(μητρική) δημιουργείται το αντίγραφο της με μεταφορά 60 μl καλλιέργειας στο 

αντίστοιχο πηγαδάκι καινούργιας πλάκας. Η πλάκα-αντίγραφο επωάζεται στους 50οC 

για 45min και τοποθετείται στους 4οC για 15min. Ακολουθεί έλεγχος ενεργότητας 

αλκαλικής φωσφατάσης. Από την μητρική πλάκα υπολογίζεται η αρχική 

δραστικότητα για κάθε πηγαδάκι και από το αντίγραφο της η εναπομένουσα 

δραστικότητα μετά την  θερμική επεξεργασία. 

 

 

 

Φασματοφωτομετρική μέθοδος ανίχνευσης–μέτρησης 

ενεργότητας αλκαλικής φωσφατάσης 
Το άχρωμο υπόστρωμα p-νιτροφαινυλφωσφορικό (p-nitrophenyl phosphate, 

pΝΡΡ) παρουσία ενζύμου με ενεργότητα αλκαλικής φωσφατάσης υδρολύεται σε p-

νιτροφαινόλη (κίτρινη απόχρωση), το οποίο και ανιχνεύεται στα 405nm. H αντίδραση 

πραγματοποιείται σε πηγαδάκια πλάκας COSTAR 96 Well Flat Bottom στους 15οC 

και παρακολουθείται από τη συσκευή FLUOSTAR GALAXY. Κάθε πηγαδάκι 

περιέχει: 

• 100 μl ΑP Buffer (1 M ∆ιαιθανολαμίνη-HCl pH 10, 10 % glycerol, 10 mM 

MgCl2, 1 mM ZnCl2) 

• 20 μl pΝΝΡ συγκέντρωσης 5mΜ. 

• 10 μl δείγμα. 

Λόγω της ευαισθησίας της, η μέθοδος χρησιμοποιήθηκε για την σάρωση των 

βιβλιοθηκών με τους μεταλλαγμένους κλώνους αλκαλικής φωσφατάσης. 

 

 

 

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 [126]. H εμφάνιση των 

πρωτεϊνικών ζωνών έγινε μέσω χρώσης με Coomassie Brilliant Blue R-250. 
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Υπολογισμός πρωτεϊνικής συγκέντρωσης 
Η μέτρηση της ποσότητας της πρωτεΐνης γίνεται χρησιμοποιώντας τη μέθοδο 

Bradford (BIORAD) με βαθμονομημένη καμπύλη με bovine serum albumin [127]. 

 

 

 

Προσδιορισμός της πρωτοταγούς νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 

μορίων DNA (DNA sequencing analysis) 
Εφαρμόστηκε η μέθοδος του τερματισμού της επιμήκυνσης του DNA μέσω 

της ενσωμάτωσης διδεόξυ-αναλόγων. Ως μήτρα χρησιμοποιήθηκε υπερελικωμένο 

πλασμιδιακό DNA και η ταυτοποίηση των αλληλουχιών πραγματοποιήθηκε σε 

αυτοματοποιημένη συσκευή νουκλεοτιδικής αλληλούχισης (ΡΕ-ΑΒ1377) στο 

εργαστήριο Εφαρμοσμένης Εντομολογίας (ΙΜΒΒ, ΙΤΕ). Για την αλληλούχιση της 

εκάστοτε κατασκευής χρησιμοποιήθηκαν οι συνήθεις εκκινητές για το πλασμίδιο 

pRsetA (Τ7 promoter και Τ7 terminator). Οι αλληλουχίες που προσδιορίστηκαν με 

την παραπάνω μέθοδο συλλέχθηκαν και αναλύθηκαν με την χρήση κατάλληλων 

υπολογιστικών προγραμμάτων (CLUSTAL X, VECTOR NΤΙ, BLAST). 

 

 

 

Μετρήσεις κινητικών παραμέτρων 
Οι κινητικές παράμετροι των ενζύμων μετρήθηκαν σε εύρος θερμοκρασιών 

10οC–30οC. Το πρόγραμμα Hyper.exe (v 1.01) χρησιμοποιήθηκε για τον 

προσδιορισμό των παραμέτρων Vmax και Km. Οι τιμές kcat της αλκαλικής φωσφατάσης 

υπολογίστηκαν από τις τιμές της Vmax χρησιμοποιώντας σαν μοριακό βάρος την τιμή 

35.861 (τιμή που αντιστοιχεί στο μονομερές). Όλες οι τιμές μετρήθηκαν εις τριπλούν 

και οι αποκλίσεις δεν υπερβαίνουν το 5 %. 

Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας σαν διάλυμα το ΑΡ 

Buffer. Οι μετρήσεις έγιναν με τη χρήση του μηχανήματος FLUOSTAR (BMG 

LABORATORIES) 
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Σταθερότητα πρωτεϊνών 
Για να μετρηθεί η θερμική σταθερότητα της TAB5AP και των μεταλλάξεων 

αυτής, δείγματα 0.5 μg των καθαρών πρωτεϊνών επωάστηκαν στους 55oC και 60oC σε 

ένα ρυθμιστικό διάλυμα 20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 10 mM MgCl2, 200 mM NaCl για 

διαφορετικές χρονικές περιόδους (55oC : 5 min, 10 min, 20 min, 60 min, 120 min / 

60oC : 5 min, 10 min, 20 min, 60 min) και κατόπιν επωάστηκαν σε πάγο για 15 min. 

Η εναπομένουσα ενεργότητα μετρήθηκε με τη χρήση του μηχανήματος FLUOSTAR 

GALAXY (BMG LABORATORIES), στις συνθήκες που αναφέρονται παραπάνω. Οι 

τιμές που αναφέρονται αποτελούν το μέσο όρο 3 μετρήσεων και οι αποκλίσεις δεν 

υπερβαίνουν το 5 %. 

Η σταθερότητα της ΤΑΒ5ΑΡ και των μεταλλάξεων αυτής μετρήθηκαν με 

διαφορική θερμιδομετρία (DSC) στο εργαστήριο Βιοχημείας του Ινστιτούτου 

Χημείας του Πανεπιστημίου της Λιέγης σε συνεργασία με τον Dr Georges Feller. Η 

επαγόμενη από τη θερμοκρασία αποδιάταξη των πρωτεϊνών μετρήθηκε και 

καταγράφηκε σε συσκευή MicroCal MSC-DSC σε ρυθμό σάρωσης 90 K h-1 σε 

ατμόσφαιρα αζώτου με πίεση 2 Atm. Τα δείγματα  τοποθετήθηκαν για διαπήδηση στο 

ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM MOPS, 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. 

Η πρωτεϊνική συγκέντρωση των δειγμάτων υπολογίστηκε μέσω ειδικού 

αντιδραστηρίου (bicinchoninic acid protein assay reagent, PIERCE) μετά την 

διαπήδηση και εξισορροπήθηκε στα ~4 mg/ml για το καθένα. Η θερμιδομετρική 

ενθαλπία (ΔHcal) υπολογίστηκε από την επιφάνεια κάτω από την μεταβολή του 

θερμογραφήματος και μετά από κανονικοποίηση με την ακριβή πρωτεϊνική 

συγκέντρωση του εκάστοτε δείγματος. Τα σημεία του θερμογραφήματος πάνω από 

τους 70°C αποκλείστηκαν λόγω ύπαρξης εξωθερμικού σήματος πρωτεϊνικής 

συσσώρευσης (exothermic signal drift of aggregation).  
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Ανάλυση της δομής της ψυχρόφιλης ΤΑΒ5ΑΡ 
Κρυστάλλωση της ΤΑΒ5ΑΡ. Για τα πειράματα κρυστάλλωσης 

χρησιμοποιήθηκε καθαρό πρωτεϊνικό δείγμα ΤΑΒ5ΑΡWT το οποίο αποκτήθηκε 

σύμφωνα με τις προαναφερθείσες τεχνικές. Πριν την κρυστάλλωση η πρωτεΐνη 

συγκεντρώθηκε με την χρήση centricon (Mw cutoff 10 kDa, Millipore) και 

επαναδιαλύθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα που περιείχε 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 

mM MgCl2 και 0.01 mM ZnCl2. Μέσω αυτής της διαδικασίας η συγκέντρωση της 

γλυκερόλης μέσα στο δείγμα ελαττώθηκε από 50% (αρχική) σε 1% (τελική). Οι 

κρύσταλλοι αποκτήθηκαν μέσω της τεχνικής  hanging-drop vapor diffusion στους 4oC 

και στις συνθήκες που ακολουθούν: 17 mg / ml TAΒ5ΑΡWT αναμίχθηκαν σε 

αναλογία 1:1 με διάλυμα 23 % PEG 3350, 0.2 M NaAc⋅H2O, 0.01 M φωσφονοοξικό 

οξύ και 0.1 M διάλυμα κακοδυλικού, pH 6.5 και εξισορροπήθηκαν μέσω διάχυσης 

ατμών. Κρύσταλλοι με σχήμα λεπτών, διαφανών πλακών, ποικίλων μεγεθών, 

αποκτήθηκαν μετά από 2-3 εβδομάδες. Το παραπάνω διάλυμα, με την προσθήκη 10% 

γλυκερόλης, χρησιμοποιήθηκε σαν κρυοπροστατευτικό (cryo-protectant) για την 

συλλογή δεδομένων. 

 

Συλλογή δεδομένων. Η συλλογή των δεδομένων έγινε στις εγκαταστάσεις του 

ESRF (European Synchrotron Radiation Facilities) στο ID14-EH2, χρησιμοποιώντας 

ADSC Q4R CCD-ανιχνευτή. Ο κρύσταλλος ψύχθηκε με ήλιο στους 40 Κ και 

συλλέχθηκαν δεδομένα σε διακριτικό όριο 1.95 Å με μήκος κύματος 0.933 Å. Τα 

στοιχεία που προέκυψαν αναλύθηκαν με τα προγράμματα Mosflm και SCALA, 

TRUNCATE (CCP4 suite). 

 

Ανάλυση και βελτιστοποίηση της δομής. Η μοριακή αντικατάσταση (Molecular 

replacement) πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα Molrep (CCP4 suite) 

χρησιμοποιώντας τις συντεταγμένες ενός τροποποιημένου μονομερούς αλκαλικής 

φωσφατάσης από E.coli (pdb, 1ED9) χωρίς κανένα δεσμευτή. 

  

Δομική ανάλυση των μεταλλαγών. Οι δομικές συνέπειες των επιλεγμένων 

μεταλλαγών αναλύθηκαν μέσω μοντελοποίησης στη δομή της ΤΑΒ5ΑΡ. Οι 
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μεταλλαγές σχεδιάστηκαν στο πρόγραμμα Coot [128] και οι αντίστοιχες δομικές 

απεικονίσεις προετοιμάστηκαν με το λογισμικό PyMOL [129] και βελτιστοποιήθηκαν 

στα προγράμματα Photoshop και Corel Draw. 
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Αποτελέσματα 
Κλωνοποίηση – απομόνωση 
Η TAB5AP αγρίου τύπου (ΑΡ wt) καθώς και όλοι οι μεταλλαγμένοι κλώνοι 

υποκλωνοποιήθηκαν σε φορέα pRsetΑ με τη χρήση PCR, σύμφωνα με όσα έχουν 

αναφερθεί στο κεφάλαιο ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ. Από τα υπερεκφρασμένα ένζυμα 

απουσίαζαν τα 22 πρώτα αμινοξέα (Σχήμα 20). Πρόκειται για ένα πεπτίδιο 

αγκυροβόλησης στο εσωτερικό της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Απουσία του 

δεν απαιτείται η προσθήκη απορρυπαντικών για την απομόνωση της πρωτεΐνης από 

τα μεμβρανικά κλάσματα όπου και εντοπίζονταν [121]. 

 

 

 

Πεπτίδιο 
αγκυροβόλησης 

1-22 αα 

pRSETWT

Αλκαλική φωσφατάση ΤΑΒ5 (23-375 αα)

 

Σχήμα 20. Γενική δομή της πλασμιδιακής κατασκευής pRSETWT. 

 

 

 

Τα ένζυμα (μεταλλαγμένου ή αγρίου τύπου) καθαρίστηκαν σύμφωνα με τη 

μέθοδο που αναφέρεται στο αντίστοιχο κεφάλαιο (Σχήμα 21), σε επίπεδα 

καθαρότητας 95% (Εικόνα 1). Το τελικό παρασκεύασμα της αλκαλικής φωσφατάσης 

εμφανίζει μια πρωτεϊνική ζώνη πιο έντονη σε σχέση µε τις υπόλοιπες, η οποία 

εντοπίζεται σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου σε θέση που αντιστοιχεί 

σε σχετικό µοριακό βάρος ~36 kDa (Εικόνα 1). 
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Σχήμα 21. Χρωματογραφήματα καθαρισμού της αλκαλικής φωσφατάσης 
ΤΑΒ5ΑΡ. (Α) Q Sepharose fast flow, (Β) Sephacryl S200 HR. Τα κλάσματα με 
ενεργότητα φωσφατάσης (1) φορτώνονται στην κολώνα Sephacryl S200 HR και 
τα κλάσματα με ενεργότητα φωσφατάσης (2) συλλέγονται. 
 

 

94 

30 

67 

20 

ΤΑΒ5ΑΡ 

43 

Εικόνα 1. Πηκτή ακρυλαμίδης. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε 
αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαµιδίου (Τ=12%). Η εµφάνιση των 
πρωτεϊνικών ζωνών έγινε μετά από χρώση µε Coomasie Brilliant Blue R. 
Διακρίνεται δείγμα TAB5AP μετά το τελικό στάδιο καθαρισμού. Δεξιά 
αναφέρονται οι αντίστοιχες τιμές των δεικτών μοριακού βάρους που 
χρησιμοποιήθηκαν για αυτή την πηκτή. 
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Πειραματική στρατηγική της κατευθυνόμενης εξέλιξης της 

ψυχρόφιλης αλκαλικής φωσφατάσης TAB5ΑΡ 
Βασικό στοιχείο ενός πειράματος κατευθυνόμενης εξέλιξης αποτελεί η 

ανάπτυξη μιας γρήγορης τεχνικής σάρωσης αρκετά ευαίσθητης ώστε να ανιχνεύει 

μικρές αλλαγές στην θερμοσταθερότητα οι οποίες οφείλονται ακόμη και σε 

μοναδικές αμινοξικές αντικαταστάσεις [130]. Η τεχνική σάρωσης που 

χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία βασίζεται στην διατήρηση ή μη της 

ενεργότητας μετά από θερμική επώαση [131] και δεν έχει την δυνατότητα 

διαχωρισμού των ποικίλων μηχανισμών που επιφέρουν τις παρατηρούμενες αλλαγές. 

Οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες των οποίων η αναλογία εναπομένουσα/αρχική 

ενεργότητα στους 15°C εμφανίζεται τροποποιημένη σημαντικά (αυξημένη ή 

μειωμένη) συγκρινόμενη με του φυσικού ενζύμου, συλλέχθηκαν για περαιτέρω 

ανάλυση (Σχήμα 22). 

Η βιβλιοθήκη μεταλλαγμένων κλώνων πρώτης γενιάς δημιουργήθηκε με τη 

χρήση του Error Prone PCR [124]. Οι γονιδιακές βιβλιοθήκες προέκυψαν μέσω αυτού 

του μεταλλαξογόνου τύπου PCR σε συνθήκες κατάλληλα ρυθμισμένες για την 

εισαγωγή ~1-2 αμινοξικών αλλαγών ανά 1000 νουκλεοτίδια. Αυτός ο ρυθμός 

μεταλλαξογένεσης θεωρείται από τους καταλληλότερους για την τροποποίηση 

ενζυμικών ιδιοτήτων [132]. 

Περίπου 13000 κλώνοι ελέγχθηκαν για την ενεργότητα και την 

θερμοσταθερότητα τους μετά από επώαση στους 50°C. Από τους κλώνους που 

έφεραν τροποποιημένες τις ιδιότητες στόχους επιλέχθηκαν τρεις θερμοσταθεροί και 

τρεις θερμοασταθείς κλώνοι με τις μεγαλύτερες μεταβολές μετά από σύγκριση των 

ενεργοτήτων τους πριν και μετά την θερμική επώαση. Το καθένα από τα επιλεγμένα 

ένζυμα έφερε μόνο μια αμινοξική αλλαγή. 

Οι μεταλλαγές που επιλέχθηκαν και ταυτοποιήθηκαν από την πρώτη γενιά, 

ανασυνδυάστηκαν μέσω της μεθόδου StEP [65]. Τελικό αποτέλεσμα ήταν η 

δημιουργία τριών διαφορετικών βιβλιοθηκών ‘ανασυνδυασμένων’ κλώνων. Το πρώτο 

πείραμα in vitro ανασυνδυασμού αφορούσε τις μεταλλαγές στα αμινοξέα 86, 87 και 

149 (θερμοσταθερές μεταλλαγές). Στο δεύτερο πραγματοποιήθηκε ανασυνδυασμός 

των μεταλλαγών στα αμινοξέα 42, 135 και 338 (θερμοασταθείς μεταλλαγές) και στο 

τρίτο ανασυνδυάστηκαν και οι έξι μεταλλαγές.  
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Σχήμα 22. Σάρωση των βιβλιοθηκών κατευθυνόμενης εξέλιξης. Τα 

μεταλλαγμένα γονίδια που έχουν προκύψει μέσω Error prone PCR ή μέσω StEP 
εισάγονται σε κατάλληλους πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης, οι οποίοι και 
μετασχηματίζονται σε κύτταρα E.coli. Οι πρωτεϊνικές βιβλιοθήκες εκφράζονται 
και ελέγχονται σε μικροπλάκες. Οι κλώνοι με τις επιθυμητές ιδιότητες 
συλλέγονται, ταυτοποιούνται και χαρακτηρίζονται. 
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Από κάθε βιβλιοθήκη ελέγχθηκαν κατά προσέγγιση 1000 κλώνοι για την 

ενεργότητά τους πριν και μετά από επώαση στους 50°C. Η σάρωση της πρώτης 

βιβλιοθήκης δεν αποκάλυψε καμία νέα μεταλλαγή ή συνδυασμό των αρχικών που να 

ικανοποιούσε τα κριτήρια της επιλογής. Από τις άλλες δύο βιβλιοθήκες επιλέχθηκαν 

τρεις κλώνοι με διπλές μεταλλαγές στον καθένα: ο S42G/H135E, ο S42G/S338T και 

ο H135E/G149D. Οι επιλεγμένοι κλώνοι αλκαλικής φωσφατάσης και η στρατηγική 

της κατευθυνόμενης εξέλιξης που ακολουθήθηκε, παρουσιάζονται συνοπτικά στο 

Σχήμα 23. 

 

 
 

S42G/H135E 

_ S42G/S338T H135E/G149D 

AP wt 

 
 
 
 
Σχήμα 23. Η γενεαλογία των μεταλλαγμένων ενζύμων από την ψυχρόφιλη 

αλκαλική φωσφατάση αγρίου τύπου (AP wt). Οι μεταλλαγές της πρώτης γενιάς 
δημιουργήθηκαν μέσω error-prone PCR. Οι έξι ‘καλύτεροι’ κλώνοι που 
επιλέχθηκαν από την πρώτη γενιά ανασυνδυάστηκαν μέσω της τεχνικής StEP σε 
τρεις διαφορετικούς συνδυασμούς. Το διπλά μεταλλαγμένο ένζυμο S86A/G87A 
προέκυψε μέσω κατευθυνόμενης μεταλλαξογένεσης. Στο σχήμα παρουσιάζονται 
μόνο οι μη συνώνυμες μεταλλαγές. 

G87A G149D S42G H135E S338T S86A 

Error-prone 
PCR 

StEP 
Recombinationn 

Κατευθυνόμενη 
Μεταλλαξογένεση 

S86A/G87A 
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Χρησιμοποιώντας την μέθοδο StEP ή οποιαδήποτε άλλη τεχνική in vitro DNA 

ανασυνδυασμού υπήρχαν ελάχιστες έως μηδαμινές πιθανότητες να σχηματιστεί ένα 

ένζυμο με την διπλή μετάλλαξη S86A/G87A. Στην προσπάθεια να διερευνήσουμε 

πιθανό αθροιστικό αποτέλεσμα στην θερμοσταθερότητα λόγω της συνύπαρξης των 

δύο αυτών μεταλλαγών, σχεδιάσαμε αυτό το ένζυμο μέσω κατάλληλων τεχνικών 

PCR [125]. 

 

 

 

Θερμική απενεργοποίηση της αλκαλικής φωσφατάσης αγρίου 

τύπου και των μεταλλαγμένων μορφών της 
Με στόχο την διερεύνηση των επιδράσεων που έχουν οι διάφορες μεταλλαγές 

στην σταθερότητα-διατήρηση της ενεργότητας της ψυχρόφιλης αλκαλικής 

φωσφατάσης μετά από θερμική επώαση, τα διάφορα ένζυμα (υπό την μορφή 

καθαρών πρωτεϊνικών παρασκευασμάτων) επωάστηκαν στους 55oC και στους 60oC 

για διάφορα χρονικά διαστήματα. Ακολούθησε υπολογισμός της εναπομένουσας 

ενεργότητας.. Από τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται στους Πίνακες 4 και 5 

συμπεραίνουμε ότι οι μεταλλαγές S86A, G87A και G149D επιφέρουν ένα 

σταθεροποιητικό αποτέλεσμα στην διατήρηση της ενεργότητας. Ο συνδυασμός των 

μεταλλαγών στις θέσεις 86 και 87 έχει ως επακόλουθο ένα ιδιαίτερα σταθερό ένζυμο. 

Μετά από δίωρη επώαση στους 60oC, το διπλά μεταλλαγμένο ένζυμο S86A/G87A 

διατηρεί το 33% της ενεργότητας του, περίπου 66 φορές περισσότερο από του αγρίου 

τύπου ένζυμο. 

Οι μεταλλαγές S42G, H135E και S338T οδήγησαν σε ένζυμα με μειωμένη 

εναπομένουσα ενεργότητα. Μετά από πεντάλεπτη επώαση στους 60oC, το ένζυμο με 

την μεταλλαγή H135E και το διπλά μεταλλαγμένο S42G/S338T διατηρούν μόλις το 

0,6 και 0,9% αντίστοιχα των αρχικών τους ενεργοτήτων, περίπου 10 και 7 φορές 

λιγότερο από του αγρίου τύπου ένζυμο. 
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Πίνακας 4. Θερμική απενεργοποίηση της αλκαλικής φωσφατάσης αγρίου 
τύπου και των μεταλλαγμένων μορφών της στους 55oC. Τα ένζυμα επωάστηκαν 
στους 55oC, σε ρυθμιστικό διάλυμα 20mM Tris-HCl, pH 7.6, 10mM MgCl2, 
200mM NaCl για διαφορετικές χρονικές περιόδους και κατόπιν επωάστηκαν σε 
πάγο για 15 min. Η εναπομένουσα ενεργότητα υπολογίστηκε στους 15oC. Οι 
τιµές που αναφέρονται αποτελούν το µέσο όρο 3 µετρήσεων και οι αποκλίσεις 
δεν υπερβαίνουν το 5 %. 

 
 
 
 

Πίνακας 5. Θερμική απενεργοποίηση της αλκαλικής φωσφατάσης αγρίου 
τύπου και των μεταλλαγμένων μορφών της στους 60oC. Τα ένζυμα επωάστηκαν 
στους 60oC, σε ρυθμιστικό διάλυμα 20mM Tris-HCl, pH 7.6, 10mM MgCl2, 
200mM NaCl για διαφορετικές χρονικές περιόδους και κατόπιν επωάστηκαν σε 
πάγο για 15 min. Η εναπομένουσα ενεργότητα υπολογίστηκε στους 15oC. Οι 
τιµές που αναφέρονται αποτελούν το µέσο όρο 3 µετρήσεων και οι αποκλίσεις 
δεν υπερβαίνουν το 5 %. 

Ένζυμο Αρχική Ενεργότητα 
(%) 

Εναπομένουσα Ενεργότητα (55οC) 
(%) 

Χρόνος Επώασης (min) 0 5 10 20 60 120
WT 100 15 9 7.5 4.2 2.4 

S86A 100 69.2 51.4 39.9 25 15.6 
G87A 100 49.5 32.4 23.3 14.3 11.4 
G149D 100 29.6 25.4 17.9 7.5 2.8 

S86A/G87A 100 54 51 49.8 45.4 39.4 
H135E/G149D 100 24.5 10.3 4.2 1.3 1 

S42G 100 14.5 8 3.1 0.4 0 
H135E 100 5.8 2.4 1.2 0.6 0.4 
S338T 100 17.7 9.4 6 1.7 0.6 

S42G/H135E 100 13.3 6.6 2.8 0.6 0 
S42G/S338T 100 6.7 2.1 0.4 0 0 

Ένζυμο Αρχική Ενεργότητα 
(%) 

Εναπομένουσα Ενεργότητα (60οC) 
(%) 

Χρόνος Επώασης (min) 0 5 10 20 60
WT 100 6 4 2.4 0.5 

S86A 100 25 19.3 15.6 9 
G87A 100 17.1 14.3 12 7.1 
G149D 100 13.2 5.4 1.8 0.7 

S86A/G87A 100 57.5 45.8 36.7 33 
H135E/G149D 100 1.3 0.8 0.7 0.6 

S42G 100 3.7 0.8 0.3 0 
H135E 100 0.6 0.2 0.1 0 
S338T 100 4.8 2.6 0.6 0 

S42G/H135E 100 3.8 0.7 0 0 
S42G/S338T 100 0.9 0.6 0 0 
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Σχήμα 24. Γραφική αναπαράσταση της εναπομένουσας ενεργότητας των 
αλκαλικών φωσφατασών στους 55oC. Με - απεικονίζονται οι θερμοσταθερές 
πρωτεΐνες (A), με - οι θερμοασταθείς (B) και με - το φυσικό ένζυμο. 
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Σχήμα 25. Γραφική αναπαράσταση της εναπομένουσας ενεργότητας των 

αλκαλικών φωσφατασών στους 60oC. Με - απεικονίζονται οι θερμοσταθερές 
πρωτεΐνες (A), με - οι θερμοασταθείς (B) και με - το φυσικό ένζυμο. 
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Κινητικές παράμετροι των ενζύμων 
Οι κινητικές παράμετροι των μεταλλαγμένων ενζύμων αλλά και του αγρίου 

τύπου υπολογίστηκαν για εύρος θερμοκρασιών (10–30oC) όπου η ΑΡwt 

παρουσιάζεται σταθερή. Τα ένζυμα H135E και H135E/G149D είναι τα πιο ενεργά 

απ’ όλα και σε όλες τις θερμοκρασίες. Ο αριθμός μετατροπής (k o
cat) στους 30 C ήταν 

υψηλότερος κατά 2 και 3 φορές αντίστοιχα, σε σχέση με του φυσικού ενζύμου 

(Σχήμα 26). Ωστόσο οι τιμές της Km αυτών των ενζύμων είναι αισθητά μειωμένες 

(Σχήμα 27), οδηγώντας τελικά σε μικρότερη φυσιολογική αποδοτικότητα (kcat /Km) 

σε σχέση με την ΑΡwt, σε οποιαδήποτε θερμοκρασία (Σχήμα 28). 

Τα υπόλοιπα μεταλλαγμένα ένζυμα εμφανίζονται λιγότερο ενεργά 

συγκρινόμενα με το φυσικό ένζυμο, σε όλο το εύρος των θερμοκρασιών. Το διπλά 

μεταλλαγμένο ένζυμο S86A/G87A παρουσιάζει την χαμηλότερη ενεργότητα, περίπου 

7 φορές μικρότερη από του φυσικού ενζύμου στους 30oC (Σχήμα 26). 
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Σχήμα 26. Ο αριθμός μετατροπής kcat για την ψυχρόφιλη αλκαλική 

φωσφατάση και τις μεταλλαγμένες πρωτεΐνες για τις θερμοκρασίες 10-30oC. 
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Σχήμα 27. Η κινητική παράμετρος Km για την ψυχρόφιλη αλκαλική 

φωσφατάση και τις μεταλλαγμένες πρωτεΐνες για τις θερμοκρασίες 10-30oC. (Α) 
Θερμοσταθερά ένζυμα, (Β) θερμοασταθή ένζυμα. 
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Σχήμα 28. Η φυσιολογική αποδοτικότητα kef για την ψυχρόφιλη αλκαλική 

φωσφατάση και τις μεταλλαγμένες πρωτεΐνες για τις θερμοκρασίες 10-30oC. 
 

 

 
Ενέργεια ενεργοποίησης και θερμοδυναμικές παράμετροι των 

ενζύμων 
Στην προσπάθεια να εξακριβώσουμε την επίδραση που επιφέρουν οι 

μεταλλαγές στην προσαρμογή της ενζυμικής αντίδρασης σε χαμηλές θερμοκρασίες, 

υπολογίστηκαν η ενέργεια ενεργοποίησης (Ea) καθώς και οι θερμοδυναμικές 

παράμετροι της αντίδρασης για το φυσικό ένζυμο και τους μεταλλαγμένους κλώνους 

(Πίνακας 6). Στο Σχήμα 29 παρουσιάζονται τα διαγράμματα Arrhenius για το εύρος 

θερμοκρασιών 10–30oC. Οι τιμές της Ea που υπολογίστηκαν μέσω αυτών των 

διαγραμμάτων αποκάλυψαν ότι όλα τα μεταλλαγμένα ένζυμα, εκτός αυτού με την 

μεταλλαγή S86A έχουν υψηλότερες Ea σε σχέση με το φυσικό ένζυμο (Πίνακας 6). 

Ειδικότερα τα ένζυμα με τις μεταλλαγές S338T, H135E/G149D και S42G/S338T 

εμφανίζουν E  περίπου 4 φορές μεγαλύτερη από το ένζυμο αγρίου τύπου. a
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Πίνακας 6. Ενέργεια ενεργοποίησης και θερμοδυναμικοί παράμετροι των 
ενζύμων. Οι αναφερόμενες τιμές για την kcat και τις θερμοδυναμικές 
παραμέτρους υπολογίστηκαν στους 15oC. Η Ea κάθε ενζύμου υπολογίστηκε από 
την κλίση  του αντίστοιχου διαγράμματος Arrhenius για τις θερμοκρασίες 10–
30oC. Οι θερμοδυναμικοί παράμετροι ΔG#, ΔH#, TΔS# υπολογίστηκαν σύμφωνα 
με προηγούμενες εργασίες [17]. 
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Σχήμα 29. Διαγράμματα Arrhenius για τον υπολογισμό της Ea της APwt 

και των μεταλλαγμένων μορφών αυτής. 
 

Enzyme kcat 
(s-1) 

Ea
(kj/mol) 

ΔG#

(kj/mol) 
ΔH#

(kj/mol) 
TΔS#

(kj/mol) 
Δ(ΔG#) wt-mut

(kj/mol) 
Δ(ΔH#) wt-mut 

 (kj/mol) 
TΔ(ΔS#) wt-mut 

(kj/mol) 

WT 236 11,6 57,4 9,2 -48,2    

S86A 203 8,5 57,7 6,1 -51,6 -0,3 3.1 3.4 

G87A 100 17,2 59,4 14,8 -44,6 -2 -5.6 -3.6 

G149D 117 16.8 59 14,4 -44,6 -1,6 -5.2 -3.6 

S86A/G87A 30 19,1 62,3 16,7 -45,6 -4,9 -7.5 -2.6 

H135E/G149D 361 40,1 56,3 37,7 -18,6 1,1 -28.5 -29.6 

S42G 133 18.9 58,7 16,5 -42,2 -1,3 -7.3 -6 

H135E 303 29,4 56,8 27 -29,8 0,6 -17.8 -18.4 

S338T 114 40,9 59,1 38,5 -20,6 -1,7 -29.3 -27.6 

S42G/H135E 70 36,5 60,3 34,1 -26,2 -2,9 -24.9 -22 

S42G/S338T 71 42,6 60,2 40,2 -20 -2,8 -31 -28.2 
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Θερμιδομετρία  διαφορικής σάρωσης (Differential Scanning 

Calorimetry, DSC) 
Το φυσικό ένζυμο (APwt) εμφανίζει ένα πολύπλοκο πρότυπο θερμικά 

επαγόμενης αποδιάταξης όπως αυτή καταγράφεται μέσω διαφορικής θερμιδομετρίας. 

Αυτό γίνεται εμφανές στο Σχήμα 30 (έντονη γραμμή) όπου δομικές αλλαγές 

ανιχνεύονται σε αρκετά χαμηλή θερμοκρασία (35°C) και ακολουθούνται από μία 

κύρια μεταβολή η οποία επικεντρώνεται περίπου στους 45°C. Ωστόσο δύο καλά 

διακριτές αποδιατακτικές μεταβολές γίνονται ανάμεσα στους 50°C και στους 65°C, 

πριν την διατάραξη του θερμιδομετρικού σήματος λόγω πρωτεϊνικής συσσώρευσης 

(aggregation). Στο Σχήμα 30 παρουσιάζονται τα θερμογραφήματα των 

μεταλλαγμένων ενζύμων αλλά και του αγρίου τύπου κατά σειρά αύξησης της 

ανθεκτικότητας έναντι της θερμικής απενεργοποίησης από πάνω προς τα κάτω. 

Στον Πίνακα 7 παρατηρούμε τις θερμιδομετρικές παραμέτρους δομικής 

σταθερότητας όλων των ενζύμων. Τα ένζυμα με τις μεταλλαγές S86A, G87A, G149D 

και S86A/G87A χαρακτηρίζονται από αύξηση των T  και Tm1 m2 συγκρινόμενα με το 

φυσικό ένζυμο. Αντιθέτως τα ένζυμα με τις μεταλλαγές S42G, H135E, S338T, 

S42G/H135E, S42G/S338T και H135E/G149D φαίνονται να έχουν χάσει τελείως τις 

ενδιάμεσες αποδιατακτικές μορφές γύρω από τους 60°C.  

Εκτός του διπλά μεταλλαγμένου ενζύμου S86A/G87A, τα υπόλοιπα ένζυμα με 

υψηλότερα  T  και Tm1 m2 δεν παρουσιάζουν αξιοσημείωτες μεταβολές της 

θερμιδομετρικής ενθαλπίας (ΔHcal). Ωστόσο, οι τιμές της ΔHcal έχουν δραστικά 

μειωθεί για τα μεταλλαγμένα ένζυμα με χαμηλότερα Tm. 
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Σχήμα 30. Διαγράμματα διαφορικής θερμιδομετρίας για την APwt και τα 
μεταλλαγμένα ένζυμα. 
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ΔHcal  T T Tm1 m2 m3

o o oC C C kcal/mol 

S42G 41.7 47.7  78 

S42G/H135E 49.0   91 

S42G/S338T 44.8 50.3  72 

H135E 50.2   98 

S338T 46.5 52.7  97 

H135E/G149D 51.2   109 

APwt 45.4 49.7 58.4 163 

G149D 47.5 54.0  155 

G87A 52.4 62.6  157 

S86A 53.5 62.7  173 

S86A/G87A 57.2 64.4  196 

 
Πίνακας 7. Θερμιδομετρικές παράμετροι της δομικής σταθερότητας της 

APwt και των μεταλλαγμένων ενζύμων. 
 
 
 
 
Ανάλυση της δομής της ΤΑΒ5ΑΡ και δομική επεξήγηση των 

μεταλλαγών 
Η δομή της ΤΑΒ5ΑΡ λύθηκε σε συνεργασία με την διδακτορική φοιτήτρια 

Ellen Wang μέλους της ερευνητικής ομάδας του  Dr. Edward Hough στο 

Πανεπιστήμιο του Tromsø και της ερευνητικής ομάδας της Dr. Pirkko Heikinheimo 

στο Πανεπιστήμιο του Ελσίνκι. Οι λεπτομέρειες των πειραμάτων κρυστάλλωσης και 

της διαδικασίας συλλογής των δεδομένων αναφέρονται στο κεφάλαιο ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ 

ΜΕΘΟΔΟΙ. Η δομή επιλύθηκε σε διακριτικό όριο 1.95 Å. 
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Οι επιπτώσεις των επιλεγμένων μεταλλαγών στην θερμοσταθερότητα και την 

ενεργότητα μελετήθηκαν σε μοριακό επίπεδο χρησιμοποιώντας την 

κρυσταλλογραφική δομή της ΤΑΒ5ΑΡ. Όλες οι επιλεγμένες μεταλλαγές εντοπίζονται 

γύρω από το ενεργό κέντρο, εξηγώντας με αυτόν τον τρόπο την επίδρασή τους στην 

ενεργότητα του ενζύμου (Σχήμα 31). Στο ίδιο σχήμα απεικονίζονται και οι υπόλοιπες 

μεταλλαγές που ανιχνεύθηκαν κατά την διαδικασία σάρωσης των μεταλλαγμένων 

βιβλιοθηκών. Ωστόσο, η περαιτέρω ανάλυσή τους ή χρήση τους στα επόμενα στάδια 

in vitro DNA ανασυνδυασμού απορρίφθηκε λόγω των χαμηλών μεταβολών που 

επέφεραν στις υπό έλεγχο ιδιότητες. Οι τιμές για την αρχική ή την εναπομένουσα 

ενεργότητα μετά  από θερμική επώαση, διέφεραν λιγότερο από 10% σε σύγκριση με 

τις αντίστοιχες τιμές του ενζύμου αγρίου τύπου. 

 

 
Σχήμα 31. Τρισδιάστατη δομή της ομοδιμερούς ψυχρόφιλης αλκαλικής 

φωσφατάσης ΤΑΒ5. Οι μεταλλαγές εντοπίζονται γύρω από το ενεργό κέντρο. Τα 
μονομερή της ΤΑΒ5ΑΡ για λόγους ευκρίνειας παρουσιάζονται με διαφορετικά 
χρώματα (μπλε και μωβ). Ο διακεκομμένος κύκλος οριοθετεί το ενεργό κέντρο 
του ενός μονομερούς, οι γκρι-μπλε σφαίρες αντιστοιχούν σε ιόντα Zn2+, οι μωβ σε 
ιόντα Mg2+ και οι καφέ στα μεταλλαγμένα κατάλοιπα. Με κόκκινο 
(θερμοσταθερές) ή μπλε (θερμοασταθείς) χρώμα απεικονίζονται οι μεταλλαγές 
που ανιχνεύθηκαν αλλά δεν μελετήθηκαν περαιτέρω λόγω των μικρών 
μεταβολών που επέφεραν στις υπό έλεγχο ενζυμικές ιδιότητες 
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Το αμινοξικό κατάλοιπο στη θέση 42 βρίσκεται σε μια μικρή στροφή πού 

συνδέεται με τη β-πτυχωτή επιφάνεια του ενεργού κέντρου. Τα αμινοξέα S86 και G87 

τοποθετούνται μέσα σε μια μικρή α-έλικα (κατάλοιπα 84-93) που συμμετέχει μέσω 

των καταλοίπου S84 και του ζευγαριού D83-R148 στον καταλυτικό μηχανισμό του 

ενζύμου. Το κατάλοιπο Η135 ανήκει στην σφαίρα συντονισμού του καταλυτικής 

σημασίας ιόντος Mg2+ και αποτέλεσε στόχο προηγούμενης μελέτης κατευθυνόμενης 

μεταλλαξογένεσης της ΤΑΒ5ΑΡ [121]. Το αμινοξύ G149 βρίσκεται μέσα σε μια 

στροφή που γειτονεύει με το υπεύθυνο για την πρόσδεση του υποστρώματος R148. 

Τέλος, το κατάλοιπο S338 βρίσκεται στην περιοχή διμερισμού και δίπλα στο αμινοξύ 

H337 που συμμετέχει στο συντονισμό του ιόντος Zn2+.  

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι οι τρεις από τις έξι μεταλλαγές 

αφορούν αλλαγή καταλοίπου γλυκίνης (S42G, G87A και G149D), τονίζοντας την 

σημασία του συγκεκριμένου καταλοίπου στους μηχανισμούς προσαρμογής των 

ψυχρόφιλων ενζύμων. 
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Συζήτηση 
 

Στην παρούσα εργασία εφαρμόσαμε μια εξελικτική στρατηγική αποτελούμενη 

από διαδικασίες τυχαίας μεταλλαξογένεσης, σάρωσης των τροποποιημένων ενζύμων 

και ανασυνδυασμού των επιλεγμένων μεταλλαγών. Σε ένα πρώτο κύκλο 

δημιουργήθηκε βιβλιοθήκη μεταλλαγμένων κλώνων με τη χρήση του error prone 

PCR. Ο έλεγχος 13000 κλώνων οδήγησε στην επιλογή τριών θερμοσταθερών και 

τριών θερμοασταθών ενζύμων. Τρεις βιβλιοθήκες δημιουργήθηκαν μέσω in vitro 

ανασυνδυασμού των επιλεγμένων μεταλλαγών σε διαφορετικούς συνδυασμούς. Από 

την σάρωση τους επιλέχθηκαν τρεις επιπλέον θερμοασταθείς κλώνοι. Στην 

προσπάθεια να διερευνήσουμε πιθανό αθροιστικό αποτέλεσμα στην 

θερμοσταθερότητα λόγω της συνύπαρξης των  μεταλλαγών S86A και G87A, 

σχεδιάσαμε το διπλά μεταλλαγμένο ένζυμο S86A/G87A μέσω κατάλληλων τεχνικών 

PCR. 

 

 

 

Ενεργότητα σε χαμηλές θερμοκρασίες 
Η συνεισφορά της εντροπίας (ΔS#)και της ενθαλπίας (ΔH#) στην ελεύθερη 

ενέργεια ενεργοποίησης (ΔG#) υπολογίστηκαν για την αλκαλική φωσφατάση αγρίου 

τύπου και τις μεταλλαγμένες μορφές της (Πίνακας 6). Από την εξίσωση 2 

διαπιστώνουμε τη σχέση που υπάρχει ανάμεσα στην παράμετρο kcat και την ΔG# και 

επομένως η παράμετρος Δ(ΔG#  αντικατοπτρίζει τη διαφορά των k) catwt-mut  μεταξύ των 

συγκρινόμενων ενζύμων. Η αρνητική τιμή της Δ(ΔG#)wt-mut αποκαλύπτει ότι το 

αγρίου τύπου ψυχρόφιλο ένζυμο είναι πιο ενεργό από τα περισσότερα τροποποιημένα 

ένζυμα. σε χαμηλές θερμοκρασίες. Τα ένζυμα Η135Ε και Η135Ε/G149D είναι οι 

μοναδικές περιπτώσεις που εμφανίζουν θετική τιμή για την παράμετρο Δ(ΔG#)wt-mut 

άρα χαρακτηρίζονται και από υψηλότερες τιμές kcat σε σχέση με το φυσικό ένζυμο. 

Σύμφωνα με την εξίσωση 6, αύξηση της τιμής της kcat μπορεί να επιτευχθεί 

ενθαλπικά μέσω μείωσης της ΔH# και εντροπικά μέσω αύξησης της ΔS#. Ο 

προσαρμοστικός μηχανισμός που συναντάται ως επί το πλείστον στα ψυχρόφιλα 

ένζυμα στην προσπάθεια για υψηλή ενεργότητα σε χαμηλές θερμοκρασίες, 

πραγματοποιείται μέσω μείωσης της ΔH# και κατ’ επέκταση της ενέργειας 
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ενεργοποίησης (Εα). Ωστόσο το ένζυμο S86A αν και εμφανίζεται σταθεροποιημένο 

(υψηλότερες τιμές Τm) είναι το μοναδικό που όχι μόνο διατηρεί αλλά και ενισχύει τον 

ψυχροφιλικό χαρακτήρα της αντίδρασης (μείωση της ΔH# και της Εα). Η χαμηλότερη 

ενεργότητα του σε σχέση με του αγρίου τύπου ένζυμου οφείλεται στην αύξηση της 

εντροπίας. Τα υπόλοιπα μεταλλαγμένα ένζυμα (θερμοσταθερά και θερμοασταθή) 

εμφανίζονται να χάνουν τον ψυχροφιλικό τους χαρακτήρα. (αύξηση της ΔH# και της 

Ε ). α

Οι αρνητικές τιμές της εντροπίας για το φυσικό ένζυμο και τις μεταλλαγμένες 

μορφές του υποδηλώνουν ότι το ενεργοποιημένο σύμπλοκο ES# της μεταβατικής 

κατάστασης είναι περισσότερο οργανωμένο σε σχέση με το αντίστοιχο σύμπλοκο της 

αρχικής κατάστασης (ground state) (Σχήμα 32). Τα ένζυμα με τις μεταλλαγές Η135Ε 

και Η135Ε/G149D αν και παρουσιάζουν αυξημένες τιμές της ΔH# εμφανίζουν 

μεγαλύτερη ενεργότητα έναντι του φυσικού ενζύμου. Αυτό οφείλεται στην αύξηση 

της ΔS#. Υψηλότερη ΔS# συνεπάγεται μείωση του αριθμού των διαμορφώσεων του 

συμπλόκου της αρχικής κατάστασης και μείωση της αρνητικής συνεισφοράς της 

παραμέτρου Δ(ΔS#) στον καθορισμό της kcat. 

S# 

ESwt

ESmutA,B

ES#
wt ES#

mutA,B

ΔS# < 0 

 

Σχήμα 32. Σχηματική αναπαράσταση της παραμέτρου Δ(ΔS#). Στην 
περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης ΤΑΒ5 (μεταλλαγμένου ή αγρίου τύπου), 
η μετάβαση από το σύμπλοκο ΕS στο σύμπλοκο ΕS# γίνεται μέσω μείωσης της 
εντροπίας S# και επομένως η παράμετρος ΔS# έχει πάντοτε αρνητική τιμή. Τα 
ένζυμα με τις μεταλλαγές Η135Ε και Η135Ε/G149D (mutA, B) παρουσιάζουν 
αυξημένη τιμή της ΔS# που συνεπάγεται μείωση του αριθμού των διαμορφώσεων 
του συμπλόκου ΕS και αύξηση της kcat. 
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Δομική σταθερότητα 
Η αλκαλική φωσφατάση αγρίου τύπου εμφανίζει ένα πολύπλοκο 

θερμογράφημα όπως καταγράφεται κατά την θερμική της αποδιάταξη μέσω 

διαφορικής θερμιδομετρίας (Σχήμα 33). Η διαδικασία της αποδιάταξης ξεκινάει γύρω 

στους 35οC. Μία κύρια αποδιατακτική μεταβολή καταγράφεται στους 45.4°C και 

ακολουθείται από δύο καλά διακριτές μεταβολές που γίνονται στους 49.7°C και 

στους 58.4°C. Από την μέτρηση αυτή συμπεραίνουμε ότι αυτή η πρωτεΐνη περιέχει 

τουλάχιστον τρεις δομικές περιοχές που διαφέρουν ως προς την εσωτερική τους 

σταθερότητα. 

 

 

 

 
Σχήμα 33. Διάγραμμα διαφορικής θερμιδομετρίας για την αλκαλική φωσφατάση 
αγρίου τύπου.  

 

 

 

Η διαδικασία αποδιάταξης ενός πρωτεϊνικού μορίου μπορεί να είναι 

αντιστρεπτή ή μη αντιστρεπτή (Σχήμα 34). Στην μη αντιστρεπτή αποδιάταξη η όλη 

διαδικασία χαρακτηρίζεται από τον ρυθμό αποδιάταξης k και γι’ αυτό η διαδικασία 

αυτή ονομάζεται και κινητικά ελεγχόμενη (kinetically driven). Στην αντιστρεπτή 

αποδιάταξη υπάρχει μια θερμοδυναμική ισορροπία ανάμεσα στην αποδιαταγμένη και 
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την μη αποδιαταγμένη μορφή του μορίου, που χαρακτηρίζεται από την αντίστοιχη 

σταθερά ισορροπίας K. Στη περίπτωση της APwt η διαδικασία αποδιάταξης είναι μη 

αντιστρεπτή και επομένως κινητικά καθοδηγούμενη. Το θερμογράφημα της APwt 

υποδηλώνει επομένως ότι το αποδιατακτικό μονοπάτι ανάμεσα στην μη 

αποδιαταγμένη και στην αποδιαταγμένη μορφή της περιλαμβάνει τρία ενδιάμεσα 

βήματα τα οποία διαφέρουν ως προς την κινητική της αποδιάταξης τους και την 

ανθεκτικότητα τους στην θερμική αποδιάταξη. 

 

 

 

 
Ν U k Μη αντιστρεπτή 

αποδιάταξη  

 

 

 

 

 Ν U 
K Αντιστρεπτή 

αποδιάταξη 
 

Σχήμα 34. Μη αντιστρεπτή και αντιστρεπτή αποδιάταξη πρωτεϊνών. 
Όπου Ν η μη αποδιαταγμένη, λειτουργική μορφή της πρωτεΐνης (Ν, Native), U η 
αποδιαταγμένη μορφή (U, Unfolded), k ο ρυθμός αποδιάταξης και Κ η σταθερά 
ισορροπίας αποδιάταξης. 

 

 

 

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι κάθε μεταλλαγή ή συνδυασμός τους 

χαρακτηρίζεται από διαφορετικό προφίλ αποδιάταξης (Σχήμα 30). Τα ένζυμα που 

εμφανίζονται με αυξημένη θερμοανθεκτικότητα της ενεργότητας χαρακτηρίζονται 

μέσω του DSC από αύξηση της θερμοκρασίας αποδιάταξης της πρώτης μεταβολής 

και εμφάνιση της δεύτερης μεταβολής σε ακόμη υψηλότερες θερμοκρασίες. 

Αντίθετα, τα ένζυμα με μειωμένη θερμοανθεκτικότητα της ενεργότητας φαίνονται να 

έχουν χάσει τελείως τις ενδιάμεσες αποδιατακτικές μορφές γύρω από τους 60°C. 

Επιπλέον, τα θερμοσταθερά ένζυμα αποδιατάσσονται σε ένα μεγάλο εύρος 

θερμοκρασιών με αποτέλεσμα την εμφάνιση πεπλατυσμένων μεταβολών και την 
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μειωμένη συνεργατικότητα της αποδιάταξης (αποδιάταξη με χαμηλούς ρυθμούς), ενώ 

τα θερμοασταθή ένζυμα παρουσιάζουν απότομες αποδιατακτικές μεταβολές που 

χαρακτηρίζονται από αυξημένη συνεργατικότητα της αποδιάταξης (αποδιάταξη με 

γοργούς ρυθμούς). Αυτό το αποτέλεσμα συμφωνεί με τις προσαρμογές των 

αποδιατακτικών διαδικασιών σύμφωνα με τις οποίες η σταθερότητα των 

θερμοανθεκτικών πρωτεϊνών επέρχεται μέσω ενδιάμεσων αποδιατακτικών 

μεταβολών που μειώνουν τον ρυθμό αποδιάταξης (μειωμένη συνεργατικότητα της 

αποδιάταξης). Από την άλλη μεριά, οι θερμοασταθείς πρωτεΐνες χαρακτηρίζονται από 

πιο ομοιόμορφες αποδιατακτικές μεταβολές με αυξημένο ρυθμό αποδιάταξης 

(αυξημένη συνεργατικότητα της αποδιάταξης) [133]. 

Η θερμιδομετρική ενθαλπία (ΔHcal) προκύπτει από την κανονικοποίηση της 

περιοχής κάτω από την μεταβολή του θερμογραφήματος και αντιστοιχεί στο σύνολο 

των ενθαλπικών αλληλεπιδράσεων που διασπώνται κατά την θερμική αποδιάταξη. Τα 

θερμοσταθερά ένζυμα S86A, G87A και G149D δεν παρουσιάζουν αξιοσημείωτες 

μεταβολές της θερμιδομετρικής ενθαλπίας (Πίνακας 7) και επομένως η 

σταθεροποίηση τους οφείλεται σε βελτίωση της κινητικής σταθερότητας (μείωση του 

ρυθμού αποδιάταξης) κα όχι σε ενίσχυση της ενθαλπικής σταθερότητας. Ωστόσο, στη 

περίπτωση του μεταλλαγμένου ενζύμου S86A/G87A οι ενθαλπικές αλληλεπιδράσεις 

συνεισφέρουν στην ενίσχυση της σταθερότητας (αύξηση της ΔHcal). Τέλος, όλα τα 

θερμοασταθή ένζυμα παρουσιάζουν μείωση της θερμιδομετρικής ενθαλπίας, 

επισημαίνοντας ότι στην περίπτωσή τους ο κύριος παράγοντας της 

αποσταθεροποίησης τους είναι η ενθαλπική αποδυνάμωση των δομών τους. 

 

 

 

Δομική ανάλυση των μεταλλαγών 
Οι επιδράσεις των μεταλλαγών στην δομική σταθερότητα και στην 

ενεργότητα μπορούν να επιβεβαιωθούν με την δομική ανάλυση των μεταλλαγών 

χρησιμοποιώντας τις πολύτιμες πληροφορίες που μας προσφέρει η προσφάτως 

αναλυμένη τρισδιάστατη δομή της ΤΑΒ5 ΑΡ αγρίου τύπου(Σχήμα 31).  

 

S42G – Στο ένζυμο αγρίου τύπου, το κατάλοιπο S42 προηγείται του D43 το 

οποίο (α) συμμετέχει στον συντονισμό του Mg2+ 2+ (M ) και του Zn  (M ) και (β) 3 2
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εντοπίζεται στο ενεργό κέντρο απέναντι από την καταλυτική σερίνη (S84) (Σχήμα 

35). Η S42 σταθεροποιεί το άκρο ενός β κλώνου (β strand) μέσω αλληλεπίδρασης της 

πλευρικής της ομάδας με την S300 στον γειτονικό κλώνο, σταθεροποιώντας τις 

θέσεις των D43 και D301 που συμμετέχουν στον συντονισμό των μετάλλων του 

ενεργού κέντρου. Η μεταλλαγή S42G έχει ως αποτέλεσμα την απώλεια αυτής της 

αλληλεπίδρασης επηρεάζοντας την σταθερότητα πρόσδεσης των ιόντων Mg2+ (M3) 

και Zn2+ (M2). Η μείωση της ενεργότητας (Σχήμα 26), πιθανόν να αντικατοπτρίζει και 

τις επιμέρους επιδράσεις στην ενεργοποίηση της S84. 

Η μεταλλαγή S42G οδηγεί σε ένα λιγότερο σταθερό ένζυμο σε σύγκριση με 

του αγρίου τύπου και στο DSC θερμογράφημα καταγράφονται μόνο δύο 

αποδιατακτικές μεταβολές εντοπισμένες σε χαμηλότερες θερμοκρασίες (Σχήμα 30). 

Αυτή η αλλαγή μπορεί να απεικονίζει διαφορές στο σχηματισμό της κεντρικής β 

πτυχωτής επιφάνειας του ενζύμου. Το παραπάνω αποτέλεσμα μπορεί να οφείλεται 

στον μεγάλο βαθμό ελευθερίας διαμορφώσεων της γλυκίνης αλλά και στην απώλεια 

του σταθεροποιητικού δεσμού υδρογόνου. Επιπλέον, η αποσταθεροποίηση του 

μεταλλαγμένου ενζύμου μπορεί να έχει προκύψει από την αποσταθεροποίηση της 

πρόσδεσης των μετάλλων του ενεργού κέντρου. 

 

S338T – H S338 εντοπίζεται στην επιφάνεια διμερισμού των δυο μονομερών 

που απαρτίζουν το λειτουργικό μόριο της αλκαλικής φωσφατάσης ΤΑΒ5 (Σχήμα 35). 

Η μεταλλαγή S338T πιθανόν να μην επηρεάζει τις αλληλεπιδράσεις που 

δημιουργούνται στο φυσικό ένζυμο. Ωστόσο, η μετακίνηση της διακλαδωμένης 

πλευρικής αλυσίδας στην καλά πακεταρισμένη περιοχή διμερισμού, πιθανόν να 

αποσταθεροποιεί την Η337 που συμμετέχει στον συντονισμό του Zn2+ (M1). Αυτή η 

μεταβολή αντικατοπτρίζεται στην μειωμένη ΔΗcal του τροποποιημένου μορίου 

(Πίνακας 7). Επίσης η ενέργεια ενεργοποίησης έχει αυξηθεί περίπου 4 φορές, 

αποτέλεσμα που πιθανόν να προέρχεται από τις αλλαγές στον Zn2+ (M ). 2

 

S42G/S338T – Στο ένζυμο S42G/S338T συνδυάστηκαν δυο 

αποσταθεροποιητικές μεταλλαγές με αποτέλεσμα να προκύψει ένας κλώνος με την 

χαμηλότερη ΔΗcal από τα ένζυμα που μελετήθηκαν στην παρούσα εργασία (Πίνακας 

7). Παρόμοια με τις πρωτεΐνες S42G και S338T, το διπλά μεταλλαγμένο ένζυμο 

παρουσιάζει μειωμένη ενεργότητα και αυξημένη ενέργεια ενεργοποίησης 

συγκρινόμενο με το φυσικό (Πίνακας 6). Αυτό το παράδειγμα σε συνδυασμό με τα  
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Σχήμα 35. Σχηματική απεικόνιση των μεταλλαγών S338T, S42G και 
Η135Ε στην δομή της αλκαλικής φωσφατάσης ΤΑΒ5. Τα  χρώματα των 
μονομερών αντιστοιχούν σε εκείνα του Σχήματος 31. Τα άτομα αζώτου και 
οξυγόνου εμφανίζονται σε μπλε και κόκκινο, ενώ τα ιόντα Mg2+ 2+ και Zn  σε μωβ 
και γαλάζιο αντίστοιχα. Τέλος, οι διακεκομμένες γραμμές συμβολίζουν τους 
δεσμούς υδρογόνου και οι ακέραιες τον συντονισμό των μετάλλων. 
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ένζυμα S42G, S338T και S42G/H135E μας επισημαίνει ότι η αποσταθεροποίηση μιας 

πρωτεΐνης δεν οδηγεί απαραίτητα σε ενίσχυση της ενεργότητας. Μια σειρά δομικών 

απαιτήσεων πρέπει να ικανοποιούνται για την διατήρηση υψηλής ενεργότητας σε 

χαμηλές θερμοκρασίες. 

 

S86A, G87A και S86A/G87A – Η πυρηνόφιλη S84 του ενεργού κέντρου 

προηγείται μιας α-έλικας που περιλαμβάνει τα αμινοξέα S86 και G87 (Σχήμα 36). Οι 

επιπτώσεις αυτών των μεταλλαγών μπορούν να θεωρηθούν αποτέλεσμα της 

διαφορετικής χωροταξικής θέσης που λαμβάνει σε κάθε περίπτωση η καταλυτική 

S84. Η πλευρική ομάδα της S86 συγκρατεί την στροφή που περιέχει την καταλυτική 

σερίνη μέσω αλληλεπιδράσεων με την Τ82 και την Ν99. Επιπλέον, λόγω της 

αλληλεπίδρασης της G87 με το D83 πιθανόν να επηρεάζεται η ευκαμψία ενός ακόμη 

πολύ βασικού καταλοίπου του ενεργού κέντρου, μιας και η πλευρική αλυσίδα του 

D83 σταθεροποιεί την R148, η οποία αλληλεπιδρά με τον φώσφορο κατά την 

διάρκεια της κατάλυσης (Σχήμα 35). 

Τα ένζυμα με τις μεταλλαγές S86A, G87A και S86A/G87A είναι πιο σταθερά 

από του αγρίου τύπου, ενώ το διπλά μεταλλαγμένο ένζυμο είναι το πιο θερμοσταθερό 

απ’ όλα τα ένζυμα που μελετήθηκαν στην παρούσα εργασία. Οι δύο αντικαταστάσεις 

σε αλανίνη εξασθενούν τις αλληλεπιδράσεις της πλευρικής αλυσίδας της S86 και 

επηρεάζουν την ευκαμψία της G87. Και οι δύο μεταλλαγές εφαρμόζουν στην δομή 

χωρίς καμία δομική παρεμπόδιση. Η μεταλλαγή S86A εισάγει ένα ελαφρώς 

περισσότερο υδρόφοβο κατάλοιπο και η πλευρική αλυσίδα στην μεταλλαγή G87A 

είναι πιθανόν να εφαρμόζεται στη δομή μέσω αντικατάστασης γειτονικών μορίων 

νερού. Η μεταλλαγή G87A μέσω σταθεροποίησης της βέλτιστης γεωμετρίας της 

στροφής της α-έλικας συνεισφέρει στην δομική σταθεροποίηση του ενζύμου. 

Οι τιμές της Εα για τα ένζυμα G87A και S86A/G87A είναι υψηλότερες από 

του φυσικού ενζύμου (Πίνακας 6). Επίσης η δομική σταθερότητα και η ενζυμική 

ενεργότητα τους έχουν περισσότερο μεσοφιλικό χαρακτήρα. Αντίθετα το ένζυμο 

S86A φέρεται να διατηρεί τον ψυχροφιλικό του χαρακτήρα όπως παρουσιάζεται από 

την μειωμένη τιμή της Εα (Πίνακας 6). Επιπρόσθετα, το ένζυμο S86A είναι πιο 

ενεργό από τα ένζυμα G87A και S86A/G87A και εμφανίζει παραπλήσιες τιμές της 

kcat με του αγρίου τύπου (Σχήμα 26). Η μεταλλαγή S86A είναι ένα ενδιαφέρον 

παράδειγμα σημειακής μεταλλαγής που επιφέρει αύξηση της σταθερότητας και 

παράλληλη διατήρηση του ψυχροφιλικού χαρακτήρα της πρωτεΐνης. 
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Σχήμα 36. Σχηματική απεικόνιση των μεταλλαγών G149D, S86A και 
G87A στην δομή της αλκαλικής φωσφατάσης ΤΑΒ5. Τα χρώματα αντιστοιχούν 
σε εκείνα του Σχήματος 35. Το ενεργό κέντρο εμφανίζεται λευκό. 
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Αν και η μεταλλαγή G87A εφαρμόζει  στην δομή χωρίς καμία δομική 

παρεμπόδιση, η σταθεροποίηση της στροφής της α-έλικας οδηγεί σε μείωση της 

καταλυτικής ενεργότητας. (Σχήμα 26). Το αμινοξύ G87 πιθανόν να παίζει σημαντικό 

ρόλο στην προσαρμογή της ενζυμικής ενεργότητας σε χαμηλές θερμοκρασίες. 

Σύγκριση της αλληλουχίας της ΤΑΒ5ΑΡ με ομόλογα ένζυμα μεσόφιλης ή 

θερμόφιλης προέλευσης ενισχύει την παραπάνω υπόθεση (Σχήμα 37). Αξιοσημείωτο 

είναι ότι το αντίστοιχο κατάλοιπο G87 σε μια σειρά θερμόφιλων αλκαλικών 

φωσφατασών (Thermotoga maritima, Thermus thermophilus, Pyrococcus furiosus 

and Pyrococcus abyssi) είναι αλανίνη. 

 

 

 

Σχήμα 37. Στοίχιση της αμινοξικής αλληλουχίας της ΤΑΒ5ΑΡ με άλλες 
αλκαλικές φωσφατάσες μεσόφιλης ή θερμόφιλης προέλευσης. Με μαύρο χρώμα 
σημειώνονται τα όμοια αμινοξέα, ενώ με γκρι οι περιοχές που η συντήρηση δεν 
είναι πλήρης. Με κόκκινο εμφανίζεται η καταλυτική Ser και με μπλε το 
κατάλοιπο G87 της ΤΑΒ5ΑΡ. 

 

 

 

Η135Ε – Η Η135 εμπλέκεται στην πρόσδεση του Mg2+ στο ενεργό κέντρο της 

ψυχρόφιλης φωσφατάσης ΤΑΒ5 (Σχήμα 35). Αυτό το αμινοξύ παρουσιάζει τις 

περισσότερες μεταβολές σε σχέση με τα υπόλοιπα συντηρημένα κατάλοιπα του 

ενεργού κέντρου των διαφόρων φωσφατασών. Στην ECAP είναι ασπαρτικό (D153), 

ενώ στα θηλαστικά και σε διάφορα βακτήρια είναι ιστιδίνη. Αν και η Η135 δεν 

συμμετέχει άμεσα στον συντονισμό του Mg2+ στη δομή της ΤΑΒ5ΑΡ, έχει προταθεί η 

συμμετοχή της στον καθορισμό του τύπου του μεταλλικού ιόντος στη θέση Μ3. Σε 

προγενέστερη εργασία η μεταλλαγή H135D στην ΤΑΒ5ΑΡ είχε ως αποτέλεσμα ένα 

ένζυμο με μειωμένη ενεργότητα και αυξημένη θερμοσταθερότητα [121]. Ωστόσο 

μεταλλαγή του συγκεκριμένου καταλοίπου στο πιο επιμηκυσμένο γλουταμικό, 
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αποσταθεροποιεί το ένζυμο και ενισχύει την ενεργότητά του. Η μεταλλαγή D153E 

στην ΕCAP ενίσχυσε την καταλυτική του ενεργότητα σε υψηλές συγκεντρώσεις 

ιόντων Mg2+ αλλά μείωσε την συγγένεια ως προς το συγκεκριμένο ιόν [134]. Στην 

ψυχρόφιλη φωσφατάση η μεταλλαγή Η135Ε επιφέρει παρόμοιες συνέπειες: 

διαφοροποίηση της δομής της θέσης πρόσδεσης μετάλλου Μ3 και ασθενέστερη 

πρόσδεση του ιόντος Mg2+ οδηγώντας σε αύξηση της Km (Σχήμα 27) και της kcat 

(Σχήμα 26). 

Το ένζυμο  με την μεταλλαγή Η135Ε εμφανίζεται ενθαλπικά 

αποσταθεροποιημένο με μειωμένη ΔΗcal και με μια μόνο αποδιατακτική μεταβολή 

στο DSC θερμογράφημα του, ενώ το φυσικό ένζυμο εμφανίζει τρεις (Σχήμα 30). Αν 

και το συγκεκριμένο ένζυμο παρουσιάζει αυξημένες τιμές της kcat σε όλο το εύρος 

των θερμοκρασιών που μελετήθηκε, η ενέργεια ενεργοποίησης παρουσιάζεται 

ιδιαίτερα αυξημένη παρουσιάζοντας περισσότερο μεσόφιλο χαρακτήρα (Πίνακας 6). 

Επομένως, το κατάλοιπο αυτό φαίνεται να επηρεάζει την συγγένεια της θέσης Μ3 για 

μεταλλικά ιόντα και παράλληλα τον ψυχροφιλικό χαρακτήρα της κατάλυσης. 

 

G149D – H G149 επηρεάζει την ευκαμψία της R148 και ενδεχομένως να 

επηρεάζει την σταθερότητα της στερεοδιαμόρφωσης του υποστρώματος κατά την 

διάρκεια της κατάλυσης (Σχήμα 36). Στο ένζυμο με την μεταλλαγή G149D 

παρατηρείται αύξηση της ενέργειας ενεργοποίησης, της δομικής σταθερότητας και 

της θερμοανθεκτικότητας της ενεργότητας. Το κατάλοιπο στη θέση 149 εντοπίζεται 

στην εξωτερική επιφάνεια της πρωτεΐνης και επομένως το μεταλλαγμένο ασπαρτικό 

δεν αντιμετωπίζει καμία δομική παρεμπόδιση. Η μεταλλαγή G149D περιορίζει τις 

κινήσεις της στροφής που περιλαμβάνει την R148, έτσι ώστε η R148 να μην μπορεί 

να προσαρμόζεται στις δομικές αλλαγές του ενεργού κέντρου κατά την διάρκεια της 

κατάλυσης καταλήγοντας σε ένα σε λιγότερο ενεργό ένζυμο. 

 

Η135Ε/G149D – Το διπλά μεταλλαγμένο ένζυμο Η135Ε/G149D παρουσιάζει 

τις υψηλότερες τιμές για τις παραμέτρους kcat και Km (Σχήματα 26 και 27). Σε αυτό το 

ένζυμο η επίδραση της μεταλλαγής G149D στην R148 αντιστρέφεται και το ενεργό 

κέντρο προσαρμόζεται πλέον σε διαμορφώσεις κατάλληλες για την σχηματισμό των 

ενδιαμέσων της κατάλυσης. Αυτή η μεταβολή πιθανόν να ευθύνεται και για την 

αυξημένη ενεργότητα του ενζύμου Η135Ε/G149D έναντι του ενζύμου Η135Ε. 
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Συγκρίνοντας τα ένζυμα Η135Ε/G149D και Η135Ε με του αγρίου τύπου, 

συμπεραίνουμε ότι η σχέση ενζυμικής ενεργότητας-δομικής σταθερότητας είναι 

αντιστρόφως ανάλογη (αύξηση της ενεργότητας, μείωση της σταθερότητας). Ωστόσο, 

σύγκριση των δύο μεταλλαγμένων πρωτεϊνών μεταξύ τους αποκαλύπτει ότι η 

εισαγωγή της σταθεροποιητικής μεταλλαγής G149D στο ένζυμο Η135Ε οδηγεί σε 

ταυτόχρονη αύξηση της σταθερότητας (Πίνακας 7) και της ενεργότητας (Σχήμα 

26).Αυτή η παρατήρηση μας επισημαίνει ότι η σχέση μεταξύ αυτών των δύο 

ιδιοτήτων μπορεί να τροποποιηθεί με μικρές αλλαγές στην πρωτεϊνική αλληλουχία. 

Επίσης, έρχεται σε συμφωνία και με προηγούμενες μελέτες [27, 135], όπου 

αποδεικνύεται ότι η ενεργότητα σε χαμηλές θερμοκρασίες και η θερμοσταθερότητα 

μπορούν να βελτιωθούν παράλληλα σε αντίθεση με τα ένζυμα που έχουν προκύψει 

μέσω των διαδικασιών της φυσικής εξέλιξης. Επομένως η κατευθυνόμενη εξέλιξη 

καθίσταται μια πανίσχυρη τεχνική για την ανακάλυψη των φυσικοχημικών ορίων των 

διαφόρων πρωτεϊνικών δομών δίχως να λαμβάνει υπόψη τις βιολογικές και 

περιβαλλοντικές επιρροές. 

 

S42G/H135E – Το ένζυμο S42G/H135E εμφανίζει πανομοιότυπο DSC 

θερμογράφημα με το ένζυμο Η135Ε με την Τm να είναι μετατοπισμένη σε 

χαμηλότερη θερμοκρασία και παράλληλα μειωμένη ΔΗcal (Πίνακας 7και Σχήμα 30). 

Και οι δύο μεταλλαγές επηρεάζουν έμμεσα τον συντονισμό των μετάλλων του 

ενεργού κέντρου (Σχήμα 35). Ωστόσο η kcat εμφανίζεται ιδιαίτερα μειωμένη σε 

σύγκριση με τα άλλα δύο ένζυμα που φέρουν την μεταλλαγή Η135Ε, κάνοντας 

εμφανή τον σημαντικό ρόλο που έχει η σταθεροποίηση του ενεργού κέντρου από τα 

μεταλλικά ιόντα στη διαδικασία της κατάλυσης. 
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Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας και σε συνεργασία με την διδακτορική 

φοιτήτρια Ellen Wang μέλος της ερευνητικής ομάδας του Dr. Edward Hough στο 

Πανεπιστήμιο του Tromsø και της ερευνητικής ομάδας της Dr. Pirkko Heikinheimo 

στο Πανεπιστήμιο του Ελσίνκι, λύθηκε η δομή της ΤΑΒ5ΑΡ. Αυτή είναι η πρώτη 

δομή ψυχρόφιλης αλκαλικής φωσφατάσης βακτηριακής προέλευσης. Αν και το 

διμερές της ΤΑΒ5ΑΡ αποτελείται από περίπου 200 αμινοξέα λιγότερα σε σχέση με 

την αντίστοιχη από ανθρώπινο πλακούντα (PLAP) [104], διατηρεί τα κύρια δομικά 

χαρακτηριστικά που εμφανίζουν η PLAP, η SAP (αρκτική γαρίδα) [105] και η ECAP. 

18 παράλληλα και αντιπαράλληλα β-πεδία στο κέντρο της ΤΑΒ5ΑΡ περιβάλλονται 

από α-έλικες διαφόρων μεγεθών. Η κύρια διαφορά της ΤΑΒ5ΑΡ με τις άλλες ΑΡ 

δομές είναι η σχεδόν πλήρης έλλειψη της δομής στέμματος (crown domain) (Σχήμα 

38). Στην περίπτωση της ΤΑΒ5ΑΡ η δομή στέμματος σχηματίζεται από μια μικρή 

εύκαμπτη λούπα (αμινοξέα 305-335) από το κάθε μονομερές. Επίσης, η ΤΑΒ5ΑΡ 

παρουσιάζει δύο επιπλέον ιόντα Mg

Ανάλυση της δομής της ψυχρόφιλης αλκαλικής φωσφατάσης 

ΤΑΒ5 

2+ ανά μονομερές εντοπισμένα εκτός της περιοχής 

του ενεργού κέντρου (Σχήμα 38). 
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Σχήμα 38. Αναπαράσταση της δευτεροταγούς δομής της αλκαλικής φωσφατάσης από το βακτήριο Escherichia coli (ECAP), την 

αρκτική γαρίδα Pandalus borealis (SAP), ανθρώπινο πλακούντα (PLAP) και το ανταρκτικό βακτηριακό στέλεχος ΤΑΒ5. Ο 
διακεκομμένος κύκλος οριοθετεί τη δομή στέμματος, οι κόκκινες σφαίρες αντιστοιχούν σε ιόντα Zn

ΤΑΒ5ΑΡ

SΑΡΕCΑΡ PLΑΡ

ΤΑΒ5ΑΡ

SΑΡΕCΑΡ PLΑΡ

2+και οι ροζ σε ιόντα Mg2+.

 



 

Δομική ανάλυση του ενεργού κέντρου της ΤΑΒ5ΑΡ και σύγκριση 

με τις ήδη γνωστές αλκαλικές φωσφατάσες 
Η γεωμετρία του ενεργού κέντρου της ΤΑΒ5ΑΡ καθώς και η αμινοξική του 

σύσταση είναι σε πολύ μεγάλο βαθμό συντηρημένη (Πίνακας 8 και 9). Στον Πίνακα 9 

γίνεται εμφανής αυτή η ομοιότητα με την στοίχιση των αμινοξικών καταλοίπων του 

ενεργό κέντρου της TAB5AP και του ρόλου που παίζουν με τα αντίστοιχα της 

εκτεταμένα μελετημένης ECAP. Το ενεργό κέντρο κάθε μονομερούς περιέχει τρεις 

θέσεις πρόσδεσης μετάλλων Μ , Μ  και Μ  (Σχήμα 39). 1 2 3

 

Θέση πρόσδεσης 
μετάλλου 

TAB5ΑΡ SAP PLAP ECAP 

 Asp259 Asp315 Asp316 Asp327 
Μ1 (Zn2+) His263 His319 His320 His331 

His337 His432 His432 His412 
 

 Asp43 Asp37 Asp42 Asp51 
Μ2 (Zn2+) Ser84 Ser86 Ser92 Ser102 

Asp301 Asp356 Asp357 Asp369 
His302 His357 His358 His370 

 
 Asp43 Asp37 Asp42 Asp51 

Μ3 (Mg2+/Zn2+) His135 His149
Thr137 
Glu254 

 His153
Thr151 
Glu310 

 Asp153 
Ser155 Thr155 
Glu311 Glu322 

 

Πίνακας 8. Αμινοξέα που συμμετέχουν στην πρόσδεση των μετάλλων του 
ενεργού κέντρου. Υπογραμμισμένα εμφανίζονται τα αμινοξέα όπου 
παρατηρούνται διαφορές. 
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Σχήμα 39. Το ενεργό κέντρο της ΤΑΒ5ΑΡ. 
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ECAP ΤΑΒ5AP ΡΟΛΟΣ 
ASP51 ASP43 Συμμετέχει στη δέσμευση των μετάλλων. Αλληλεπίδραση με 

Μ3 και Μ2

SER102 SER84 Καταλυτική σερίνη 
ASP153 HIS135 Αλληλεπίδραση με φωσφορικό και Μg 

THR155 THR137 Συμμετέχει στη δέσμευση των μετάλλων. Αλληλεπίδραση με 
Μ3

ARG166 ARG148 Αλληλεπίδραση με φωσφορικό 

GLU322 GLU254 Συμμετέχει στη δέσμευση των μετάλλων. Αλληλεπίδραση με 
Μ3

ASP327 ASP259 Συμμετέχει στη δέσμευση των μετάλλων. Συντονισμός του Μ1

LYS328 TRP260 Αλληλεπίδραση με φωσφορικό μέσω ενός μορίου νερού. 

HIS331 HIS263 Συμμετέχει στη δέσμευση των μετάλλων. Συντονισμός του Μ1

ASP369 ASP301 Συμμετέχει στη δέσμευση των μετάλλων. Συντονισμός του Μ2

HIS370 HIS302 Συμμετέχει στη δέσμευση των μετάλλων. Συντονισμός του Μ2

HIS412 HIS337 Συμμετέχει στη δέσμευση των μετάλλων. Συντονισμός του Μ1

Πίνακας 9. Στοίχιση των αντίστοιχων αμινοξικών καταλοίπων του 
ενεργού κέντρου της TAB5AP με της ECAP. 
 

 

 

Τα κατάλοιπα His263, His337 Asp259 παίζουν ρόλο στον συντονισµό του 

Zn2+ στη θέση Μ1. Τα κατάλοιπα His302, Asp43, Asp301, Ser84 συντονίζουν το ιόν 

Zn2+ στη θέση Μ2 ενώ τέλος τα κατάλοιπα Asp43, Glu254, Thr137 σε συνδυασμό με 

τρία μόρια νερού σχηµατίζουν τη σφαίρα συντονισµού στη θέση M3 που 

καταλαμβάνεται από το ιόν Mg2+ (Σχήμα 38). 

Παρόμοια με την PLAP και την SAP, η ΤΑΒ5ΑΡ έχει His στη θέση 135. Στην 

ECAP αυτή η θέση καταλαμβάνεται από Asp (D153). Στην TΑΒ5AP η H135 απέχει 

2.9Å από τα δύο μόρια νερού που συμμετέχουν στη σφαίρα συντονισμού του ιόντος 

Mg2+ και στρέφεται ταυτόχρονα προς την Αrg148. To δεύτερο αμινοξικό κατάλοιπο 

του ενεργού κέντρου που συνήθως διαφέρει μεταξύ των αλκαλικών φωσφατασών 
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είναι η Trp260 (Lys328 στην ECAP). Μέσω ενός μορίου νερού η Trp260 

αλληλεπιδρά: α) με το φώσφορο του εκάστοτε υποστρώματος και β) με τα μόρια 

νερού που συμμετέχουν στη σφαίρα συντονισμού του ιόντος Mg2+. 

Τέλος, η Αrg148 στρέφεται και αλληλεπιδρά με το φώσφορο του 

υποστρώματος. Η θέση της Arg148 σταθεροποιείται από την Asp83 (Σχήμα 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

MM44 (Mg(Mg2+2+))

MM55 (Mg(Mg2+2+))

MM44 (Mg(Mg2+2+))MM44 (Mg(Mg2+2+))

MM55 (Mg(Mg2+2+))

 

 

Σχήμα 40. Οι δύο επιπλέον θέσεις πρόσδεσης μετάλλων στην ΤΑΒ5ΑΡ. 

 

 

 

Δύο επιπλέον θέσεις πρόσδεσης μετάλλων στην ΤΑΒ5ΑΡ 
Κάθε μονομερές της TΑΒ5AP εμφανίζει δύο επιπλέον θέσεις πρόσδεσης 

μετάλλων (M4 και M5). Παρατηρώντας την δομή οι θέσεις αυτές εντοπίζονται στις 

περιοχές των α-ελικών που περιβάλλουν τα κεντρικά τοποθετημένα β-πεδία (Σχήμα 

40). Τα κατάλοιπα His144, Glu153, Asp157 και τρία μόρια νερού συντονίζουν το ιόν 
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Μg2+ στη θέση Μ4. O πιθανός ρόλος της θέσης Μ4 είναι η σταθεροποίηση της α-

έλικας 151-160 και της Arg148 (Σχήμα 41). 

 

 

 

 

 

 
 

 

Σχήμα 41. Η Μ  θέση πρόσδεσης Mg2+ στην ΤΑΒ5ΑΡ. 4
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H θέση πρόσδεσης Μ5 σχηματίζεται από τα κατάλοιπα Ser268 και Asn266 και 

κατάλληλα γεωμετρικά διατεταγμένα μόρια νερού (Σχήμα 42). Αυτή η θέση 

πρόσδεσης εντοπίζεται στο θετικά φορτισμένο αμινοτελικό άκρο μίας α-έλικας. Αυτή 

η έλικα συμμετέχει στο σχηματισμό ενός μοτίβου έλικα-στροφή-έλικα με μια δεύτερη 

α-έλικα που περιέχει αμινοξικά κατάλοιπα υπεύθυνα για την πρόσδεση των μετάλλων 

του ενεργού κέντρου του ενζύμου (Glu254, Asp259 και His263) και τα κατάλοιπα 

Trp260, Gly261 και Gly262 που αποτέλεσαν στόχο μεταλλαξογένεσης σε 

προηγούμενες ερευνητικές προσπάθειες [121, 122]. Η ύπαρξη της θέσης Μ5 πιθανόν 

να συνδέεται με την σταθεροποίηση της συγκεκριμένης αυτής περιοχής και την 

διατήρηση του μοτίβου έλικα-στροφή-έλικα. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 42. Η Μ  θέση πρόσδεσης Mg2+ στην ΤΑΒ5ΑΡ. 5
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Δομικοί παράγοντες καθορισμού του ψυχρόφιλου χαρακτήρα της 

ΤΑΒ5ΑΡ 
Στην προσπάθεια ταυτοποίησης των δομικών στοιχείων που επηρεάζουν την 

ψυχροφιλικότητα της ΤΑΒ5ΑΡ μελετήσαμε την επίδραση της επιφάνειας διμερισμού, 

της προσβασιμότητας και του φορτίου της εξωτερικής επιφάνειας και των 

σταθεροποιητικών αλληλεπιδράσεων στη δομή της ΤΑΒ5ΑΡ συγκρίνοντας 

παράλληλα με τις άλλες δομές αλκαλικών φωσφατασών. 

 

Επιφάνεια διμερισμού-Η επιφάνεια διμερισμού στην ΤΑΒ5ΑΡ είναι η 

μικρότερη σε σύγκριση με τις άλλες τρεις δομές. Αυτό οφείλεται σε μεγάλο βαθμό 

στην έλλειψη της δομής στέμματος.. Εκτός από μικρότερη εμφανίζεται λιγότερο 

σταθεροποιημένη και με μεγαλύτερους ενδιάμεσους κενούς χώρους μιας και στην 

συγκρότηση της συμμετέχουν μόνο δεσμοί υδρογόνου, ενώ απουσιάζει οποιοδήποτε 

άλλο είδος σταθεροποιητικής αλληλεπίδρασης που εντοπίζεται στις υπόλοιπες 

αλκαλικές φωσφατάσες. Η αποσταθεροποιημένη επιφάνεια διμερισμού της ΤΑΒ5ΑΡ 

είναι ένας πιθανός παράγοντας αύξησης της ευκαμψίας του ενζύμου και ένας από 

τους μηχανισμούς που καθορίζει την προσαρμογή του σε χαμηλές θερμοκρασίες 

(Πίνακας 10). 

 

 

Ανάλυση του διμερούς TAB5AP ECAP PLAP SAP 
Αριθμός αμινοξέων 689 898 962 952 
Ισχυρές ιοντικές 
αλληλεπιδράσεις 

18 38 44 44 

     
Ανάλυση της επιφάνειας 

διμερισμού 
    

Αμινοξικά κατάλοιπα 
επιφάνειας διμερισμού 

/Μονομερές 

51 103 121 120 

Δεσμοί άλατος 0 8 6 8 
Δεσμοί υδρογόνου 26 58 30 54 

(μεταξύ πλευρικών αλυσίδων) (6) (24) (10) (17) 
Πίνακας 10. Δομική ανάλυση των σταθεροποιητικών δεσμών στις 

κρυσταλλογραφικά αναλυμένες δομές αλκαλικών φωσφατασών. 
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Εξωτερική επιφάνεια-Η προσβάσιμη επιφάνεια της ΤΑΒ5ΑΡ είναι μικρότερη 

σε σύγκριση με της ECAP. Ωστόσο αυτό οφείλεται στο ότι η ΤΑΒ5ΑΡ είναι 

μικρότερη ως πρωτεΐνη από την ECAP. Αν υπολογίσουμε όμως την αναλογία 

¨προσβάσιμη επιφάνεια/επιφάνεια ατόμου¨ τότε διαπιστώνουμε ότι η ΤΑΒ5ΑΡ κατά 

μέσο όρο εμφανίζεται πιο προσβάσιμη στο υδατοδιαλυτό της περιβάλλον. Αυτή η 

παρατήρηση ενισχύεται με το γεγονός ότι η ΤΑΒ5ΑΡ είναι λιγότερο ισχυρά 

πακεταρισμένη από την ECAP, που αποτελεί ένα ακόμη στοιχείο του ψυχρόφιλου 

χαρακτήρα της. 

 Στην περίπτωση της SAP η ιδιαίτερα αρνητικά φορτισμένη επιφάνεια της 

προτάθηκε ως ένας πιθανός μηχανισμός της προσαρμογής της σε χαμηλές 

θερμοκρασίες [105]. Αν και η ΤΑΒ5ΑΡ είναι και αυτή ψυχρόφιλη εμφανίζει μια 

σχεδόν ουδέτερα φορτισμένη επιφάνεια. Ωστόσο παρουσία των μετάλλων, τα ενεργά 

κέντρα φορτίζονται θετικά ώστε να μπορούν να προσδέσουν με μεγαλύτερη ευκολία 

τις αρνητικά φορτισμένες ομάδες των υποστρωμάτων (Σχήμα 43). 

 

TTAABB55AAPP  ((ffrroonntt  vviieeww))  

TTAABB55AAPP  ((ttoopp  vviieeww))  

 
Σχήμα 43. Χρωματική απεικόνιση του φορτιού της εξωτερικής 

επιφάνειας των κρυσταλλογραφικά αναλυμένων αλκαλικών φωσφατασών. 
 

 106



 

Σταθεροποιητικές αλληλεπιδράσεις-Μια συχνή διαφορά ανάμεσα στις 

ψυχρόφιλες και τις μεσόφιλες πρωτεΐνες είναι στον αριθμό των συνολικών 

σταθεροποιητικών αλληλεπιδράσεων. Αυτό φαίνεται να ισχύει και στην περίπτωση 

της ΤΑΒ5ΑΡ. Ενδεικτικά αναφέρεται ότι στην μεσόφιλη ECAP παρατηρούνται 15 

ισχυρές ιοντικές αλληλεπιδράσεις ανά μονομερές και 8 επιπλέον στην επιφάνεια 

διμερισμού, δηλαδή 38 ανά διμερές του συγκεκριμένου ενζύμου. Από την άλλη η 

ψυχρόφιλη ΤΑΒ5ΑΡ εμφανίζει συνολικά μόλις 18 ισχυρές ιοντικές αλληλεπιδράσεις 

(Πίνακας 10). 
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Συμπεράσματα 
 

Μέσω τεχνικών της πρωτεϊνικής μηχανικής, όπως η κατευθυνόμενη 

μεταλλαξογένεση και η κατευθυνόμενη εξέλιξη έχουν προκύψει σημαντικές 

πληροφορίες στην προσπάθεια κατανόησης των μηχανισμών προσαρμογής των 

ψυχρόφιλων ενζύμων σε χαμηλές θερμοκρασίες. Στην παρούσα εργασία μέσω 

τεχνικών κατευθυνόμενης εξέλιξης έγινε προσπάθεια ανίχνευσης αμινοξικών 

καταλοίπων υπεύθυνων για τις ιδιότητες της αλκαλικής φωσφατάσης από το 

ψυχρόφιλο στέλεχος ΤΑΒ5 (υψηλή καταλυτική ενεργότητα σε χαμηλές θερμοκρασίες 

και αξιοσημείωτη θερµοευαισθησία). Οι μεταλλαγές με το μεγαλύτερο αντίκτυπο 

στην σταθερότητα και την ενεργότητα του ενζύμου εντοπίστηκαν γύρω από το ενεργό 

κέντρο. Αυτό το αποτέλεσμα θα μπορούσε να είχε προκύψει λόγω της τεχνικής 

σάρωσης που χρησιμοποιήθηκε. Ωστόσο το γεγονός ότι πολλές από τις μεταλλαγές 

που συλλέχθηκαν ήταν διασκορπισμένες σε διάφορες περιοχές του ενζύμου (Σχήμα 

31), ενισχύει την υπόθεση μας ότι στο συγκεκριμένο ένζυμο το ενεργό κέντρο έχει 

σημαντικό ρόλο στην προσαρμογή της πρωτεΐνης σε χαμηλές θερμοκρασίες. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι οι τρεις από τις έξι μεταλλαγές αφορούν 

αλλαγή καταλοίπου γλυκίνης, τονίζοντας την σημασία του συγκεκριμένου 

καταλοίπου στους μηχανισμούς προσαρμογής των ψυχρόφιλων ενζύμων. 

Αξιοσημείωτη είναι και η παρατήρηση ότι σημειακές μεταλλαγές στην 

περιοχή του ενεργού κέντρου επηρεάζουν δραστικά το αποδιατακτικό μονοπάτι του 

ενζύμου. Κατά συνέπεια, τα τροποποιημένα ένζυμα που μελετήθηκαν 

χαρακτηρίζονται από πλήρη έλλειψη αποδιατακτικών μεταβολών και μεγάλες 

αλλαγές στις τιμές των Tm. 

Σε συμφωνία με προηγούμενες εργασίες παρατηρήσαμε ότι η ενεργότητα σε 

χαμηλές θερμοκρασίες και η θερμοσταθερότητα μπορούν να βελτιωθούν ταυτόχρονα. 

Αυτή η παρατήρηση προέκυψε όταν συγκρίναμε το ένζυμο H135E/G149D με το 

H135E. Ωστόσο, στη σύγκριση των θερμοσταθερών ενζύμων με το φυσικό, 

εμφανίζουν χαμηλότερη ενεργότητα και τα θερμοασταθή ένζυμα H135E/G149D και 

H135E χαρακτηρίζονται από υψηλότερες τιμές της kcat. Επομένως, η σχέση αυτών 

των ενζυμικών ιδιοτήτων μπορεί να αλλάξει προς οποιαδήποτε κατεύθυνση ακόμη 

και με μικρές αλλαγές στην πρωτεϊνική αλληλουχία, υπογραμμίζοντας την λεπτή 
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ισορροπία που υπάρχει ανάμεσα στην ενζυμική ενεργότητα και την δομική 

σταθερότητα. 
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