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ΠΕΡΙΛΗΨΗ


Οι αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι μεταλλοένζυμα τα οποία καταλύουν την αλληλομετατροπή του διοξειδίου του άνθρακα σε δικαρβονικά ιόντα, σύμφωνα με την αντίδραση:

CΟ2 + Η2Ο 
[image: image161.png]


 HCO
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 + H
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Τα ένζυμα αυτά απαντούν στους περισσότερους οργανισμούς, συμπεριλαμβανομένων των θηλαστικών, των φυτών των αρχαιοβακτηρίων και των ευβακτηρίων. Οι αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι σημαντικές σε πολλές φυσιολογικές διαδικασίες που περιλαμβάνουν αντιδράσεις καρβοξυλίωσης και αποκαρβοξυλίωσης, όπως η φωτοσύνθεση και η αναπνοή. Επιπλέον, λαμβάνει μέρος σε μια πληθώρα βιολογικών διεργασιών, στις οποίες εμπλέκονται η οξεοβασική ισορροπία, η μεταφορά του ανόργανου άνθρακα και η ανταλλαγή ιόντων.


Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη της έκφρασης κλωνοποιημένου γονιδίου της αφυδατάσης των δισανθρακικών β-τύπου από το αζωτοδεσμευτικό βακτήριο Azotobacter vinelandii  στέλεχος AvOP. Στο γένωμα του A.vinelandii AvOP βρέθηκε το γονίδιο AvCAb το οποίο κωδικοποιεί για μια αφυδατάση των δισανθρακικών β-τύπου 343 αμινοξέων με μοριακό μέγεθος 37659,91 Dalton και θεωρητικό ισοηλεκτρικό σημείο (PI) 8,73. Η πρωτεΐνη δεν διαθέτει πεπτίδιο οδηγό και λαμβάνει κυτταροπλασματική κατεύθυνση. 


Το γονίδιο AvCAb κλωνοποιήθηκε στον φορέα έκφρασης pET28a(+). Εκφράστηκε ετερόλογα σε κύτταρα E.coli BL21 (DE3) και εξετάστηκε το επίπεδο έκφρασης (στο διαλυτό και αδιάλυτο κλάσμα) της ανασυνδυασμένης αφυδατάσης των δισανθρακικών σε τρεις διαφορετικές θερμοκρασίες καλλιέργειας (37ºC, 30ºC και 25ºC).  Στη συνέχεια καθαρίστηκε με χρωματογραφία συγγένειας σε στήλη ρητίνης φορτισμένης με νικέλιο (Ni-NTA Resin, Quiagen). 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι κατά την μείωση της θερμοκρασίας επαγωγής της ανασυνδυασμένης αφυδατάσης των δισανθρακικών, το διαλυτό τμήμα της παραγόμενης πρωτεΐνης αυξήθηκε. Συγκεκριμένα, κατά την επαγωγή της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης στους 25ºC παρατηρήθηκε υψηλότερη συγκέντρωση του διαλυτού μέρους αυτής, σε σχέση με τις θερμοκρασίες επαγωγής των 37ºC και 30ºC.
ABSTRACT

Carbonic anhydrases are metalloenzymes that catalyze the interconversion of CΟ2 and HCO
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 according to the equation: 

CΟ2 + Η2Ο 
[image: image5.wmf]Û

 HCO
[image: image6.wmf]-

3

 + H
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These enzymes have been found in most organisms including animals, plants, archaeobacteria and eubacteria. Carbonic anhydrases are important in many physiological functions that include carboxylation and decarboxylation reactions, including both photosynthesis and respiration. In addition, carbonic anhydrases participate in a variety of biological activities that involve acid-base balance, the transport of the inorganic carbon and ion exchange.


The aim of this study was to over express and characterize a gene encoding for putative b-type carbonic anhydrases in nitrogen-fixing bacterium Azotobacter vinelandii strain AvOP. The whole genome sequence of A. vinelandii strain AvOP revealed AvCAb gene which encodes a putative b-type carbonic anhydrase comprising 343 amino acids with a molecular mass 37659,91 Dalton and tσωheoretical isoelectric point (PI) 8,73. The protein does not include a leader peptide and appears to be located in the cytoplasm.


The gene coding for the putative β-type carbonic anhydrase was cloned in pET28a(+) and expressed in E.coli BL21 (DE3). The expression level (soluble and insoluble fraction) was examined using three different incubation temperatures (37ºC, 30ºC και 25ºC). Then, it was purified by affinity chromatography in Ni-NTA Resin column charged with nickel (Ni-NTA Resin, Quiagen).

The results shown that the reduction of the temperature used for the induction of bacterial cells containing the cloned carbonic anhydrase, resulted in an increase of the soluble fraction of the carbonic anhydrase. Specifically, the amount of soluble fraction of the produced protein was significantly higher at 25ºC than at 37ºC so as 30ºC.  

ΕΙΣΑΓΩΓΗ
Α.1. ΑΦΥΔΑΤΑΣΕΣ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ

Α.1.1. ΓΕΝΙΚΑ


Η περιβαλλοντική συγκέντρωση CΟ2, ενός κεντρικού μεταβολίτη σε όλους τους ζωντανούς οργανισμούς, είναι σπανίως υψηλή. Επιπρόσθετα, το CΟ2 βρίσκεται σε ισορροπία με το HCO
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, με καρβονικά οξέα και εστέρες του CΟ2, εκ των οποίων πιο σημαντικό είναι το HCO
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.

CΟ2 + Η2Ο 
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 HCO
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  (1)


Το HCO
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 είναι αρνητικά φορτισμένο και ευδιάλυτο στην υδατική φάση, δεν είναι όμως ευδιάλυτο στην λιπιδική φάση, ενώ το CΟ2 είναι ευδιάλυτο τόσο στην υδατική όσο και στη λιπιδική φάση. Επομένως, αν και το CΟ2 έχει τη δυνατότητα να διαχέεται ελεύθερα εντός και εκτός κυττάρου, το HCO
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 πρέπει να μεταφερθεί δια μέσου της κυτταρικής μεμβράνης.    


Σε τιμές pH άνω του 6.3 η ισορροπία της παραπάνω αντίδρασης μεταφέρεται προς το HCO
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, γεγονός που επιφέρει προβλήματα στην διατήρηση των απαιτούμενων ενδοκυττάριων συγκεντρώσεων HCO
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 και CΟ2. Επίσης, η αλληλομετατροπή μεταξύ HCO
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 και CΟ2 είναι χαμηλή σε φυσιολογικές τιμές pH με αποτέλεσμα να επιβάλλεται ενζυμική κατάλυση για την πραγματοποίηση της συγκεκριμένης αντίδρασης. 


Η μετατροπή του HCO
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 σε CΟ2 ενδέχεται να διευκολύνει την μεταφορά του εντός του κυττάρου, ενώ αντίστοιχα η μετατροπή του CΟ2 σε HCO
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 ενδέχεται να είναι καθοριστική για τον ενδοκυτταρικό εγκλεισμό του CΟ2. Ως εκ τούτου, η ενζυμική αλληλομετατροπή μεταξύ HCO
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 και CΟ2 όχι μόνο εξασφαλίζει την απαιτούμενη για την ενζυμική ενεργότητα  ενδοκυτταρική συγκέντρωση CΟ2, αλλά επιπρόσθετα συνεισφέρει στην διατήρηση των απαιτούμενων επιπέδων HCO
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 και CΟ2 για την εκτέλεση ενδοκυτταρικών λειτουργιών. 


Αφυδατάσες των δισανθρακικών έχουν ανεβρεθεί σχεδόν σε όλα τα θηλαστικά, όπως επίσης σε φυτά και άλγη και έχει αποδειχθεί ότι αποτελούν θεμελιώδη μόρια σε πολλές βιολογικές λειτουργίες των ευκαρυωτικών οργανισμών όπως η φωτοσύνθεση, η αναπνοή, η μεταφορά ιόντων και CΟ2 και η οξεοβασική ισορροπία (Hewett-Emmet and Tashian, 1996).
Εξελικτικά έχουν ανεβρεθεί τρεις διακριτές κατηγορίες των ενζύμων, ήτοι οι τύποι α- β- γ-, (με πρόσφατες έρευνες να αναφέρουν επιπλέον δύο κατηγορίες δ-,ε-). Μεταξύ των αλληλουχιών των τριών τύπων αυτών, δεν έχουν βρεθεί σημαντικές ομοιότητες, κάτι το οποίο καταδεικνύει ότι οι αφυδατάσες των δισανθρακικών αποτελούν λαμπρά παραδείγματα της συγκλίνουσας εξέλιξης της καταλυτικής λειτουργίας.    
Η ενζυμολογία (Silverman, 1982, Silverman and Vincent, 1983, Silverman and Linskog, 1988, Chiristianson and Fierke, 1996, Lindskog, 1997) και η φυσιολογία (Reed  and Graham, 1981, Graham et al., 1984, Tashian, 1989, Badger and Price, 1994, Sly and Hu, 1995, Henry, 1996, Nogradi, 1998) των εξεταζόμενων ενζύμων από την οικογένεια των ευκαρύων και ειδικότερα των ανθρώπινων, έχουν μελετηθεί εκτεταμένα. H διαθεσιμότητα αντισωμάτων και η εξέλιξη στην αλληλούχιση των γονιδιωμάτων έδωσαν τη δυνατότητα να αναπτυχθεί μια εκτεταμένη έρευνα περί αφυδατασών των δισανθρακικών σε μεταβολικά και φυλογενετικά διαφορετικούς προκαρυωτικούς οργανισμούς (Smith et al., 1999).
H πρώτη αφυδατάση των δισανθρακικών που ανακαλύφθηκε (Meldrum and Roughton, 1993, Stadie and O’ Brien, 1993) χαρακτηρίστηκε ως αποτέλεσμα έρευνας για κάποιον καταλυτικό παράγοντα ο οποίος κρίθηκε απαραίτητος για τη γρήγορη μεταφορά του HCO
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 από τα ερυθρά αιμοσφαίρια στα τριχοειδή αγγεία των πνευμόνων.

Στη συνέχεια απομονώθηκε η αφυδατάση των δισανθρακικών των ερυθρών αιμοσφαιρίων σε σχετικά υψηλό βαθμό και ολοκληρώθηκε η απομόνωση της αφυδατάσης των δισανθρακικών από ερυθροκύτταρα μόσχων.

Αργότερα, αποδείχθηκε ότι ο ρόλος του ψευδαργύρου στην πραγματοποίηση της ενζυμικής αντίδρασης είναι δομικός δεδομένου ότι η ενζυμική ενεργότητα ήταν ανάλογη με την συγκέντρωσή του. Έτσι, η αφυδατάση των δισανθρακικών ήταν το πρώτο μεταλλοένζυμο που είχε ανακαλυφθεί.

Το ένζυμο αυτό στη συνέχεια, ανεβρέθηκε σε όλα τα θηλαστικά στα οποία εξετάστηκε η παρουσία του. Αρχικά, υπήρχαν αμφιβολίες για την ύπαρξή του στα φυτά. Ωστόσο, η χρήση σουλφυδρυλικών προστατευτικών παραγόντων για την διατήρηση της ενεργότητας κατά τη διάρκεια της απομόνωσης, επιβεβαίωσαν την ύπαρξη φυτικών αφυδατασών των δισανθρακικών. Τα φυτικής προέλευσης ένζυμα της κατηγορίας αυτής, φάνηκε να διαφέρουν από τα αντίστοιχα των θηλαστικών ως προς την ευαισθησία τους στα σουλφοναμίδια.


Έπειτα, έγινε αναφορά για την πρώτη έως τότε βακτηριακή αφυδατάση των διασανθρακικών. Η παρουσία του ενζύμου εντοπίστηκε στις ρινικές απεκκρίσεις ασθενών που έπασχαν από λοίμωξη του αναπνευστικού. Το είδος Lactobacillus, 9 σειρές του είδους Neisseria και το στέλεχος Streptococcus salivarius εξετάστηκαν ως προς την πιθανότητα το ένζυμο να προερχόταν από μικρόβια. Το ένζυμο από το Neisseria sicca strain 6021 απομονώθηκε και φάνηκε να έχει παρόμοιες ιδιότητες με τις ανθρώπινες αφυδατάσες των δισανθρακικών (Adler et al., 1972, Brundell et al., 1972). Τέλος, η παρουσία αφυδατασών των δισανθρακικών στα Αρχαία εντοπίστηκε πρώτη φορά στο μεθανοαρχαίο Methanosarcina bakeri (Karrasch et al., 1989) και ένζυμο της κατηγορίας αυτής απομονώθηκε και χαρακτηρίστηκε πρώτη φορά από το Methanosarcina thermophila.
Α.1.2. ΤΥΠΟΙ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ

Α.1.2.1. ΑΦΥΔΑΤΑΣΕΣ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ α-ΤΥΠΟΥ

Οι α-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι τα πλέον καλά μελετημένα ένζυμα της κατηγορίας αυτής. Τα εν λόγω ένζυμα των θηλαστικών αποτελούνται από 10 ισότυπους (CA I-VI, IX, XII και XIV) με καθορισμένη δράση αφυδατάσης των δισανθρακικών, τρεις πρωτεΐνες σχετιζόμενες με αφυδατάσες των δισανθρακικών, (CA-RP VIII, X και XI) και δύο πρωτεΐνες του τύπου υποδοχέα φωσφατασών τυροσίνης (RPTPβ και RPTPγ)  (Hewett- Emmet and Tashian, 1996, Sly and Hu, 1995, Tashian, 1992, Mori et al., 1999). Υποκυτταρικά, οι ισότυποι δύνανται να είναι κυτταροπλασματικοί (CA I, II, III, και VII), συνδεδεμένοι στη μεμβράνη (CA IV, IX, XII, XIV), μιτοχονδριακοί (CA V) ή απεκκρινόμενοι (CA VI) (Hewett- Emmet and Tashian, 1996, Lindskog, 1997, Sly and Hu, 1995, Tashian, 1992, Mori et al., 1999). 

Μέχρι πρόσφατα, δεν είχαν βρεθεί λειτουργικά ένζυμα της κατηγορίας αυτής στα ανώτερα φυτά (αν και δύο γονίδια που πιθανόν κωδικοποιούν για αφυδατάση των δισανθρακικών έχουν βρεθεί στο Arabidopsis thaliana) (Hewett- Emmet and Tashian, 1996). Παρ’ όλα αυτά στα μονοκύτταρα άλγη Chlamydomonas reinhardtii, υπάρχουν α-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών στον περιπλασμικό χώρο και στους χλωροπλάστες (Fukuzawa et al., 1990).

Στους προκαρυωτικούς οργανισμούς, η πρώτη α-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών απομονώθηκε από το Neisseria gonorhoeae (Chirica et al., 1997) και εν συνεχεία ακολούθησαν αναφορές για την ύπαρξη ενζύμων της κατηγορίας αυτής στα Ευβακτήρια Rhodopseudomonas palustris και Helicobacter pylori (Elleby et al., 2001, Puskas et al., 2000, Chirica et. al., 2001) και τα κυανοβακτήρια Anabaena sp και Synechococcus sp (Soltes-Rak et al., 1997, So et al., 1998). 

Διερεύνηση στις βάσεις δεδομένων βάσει της αμινοξικής αλληλουχίας της α-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του Anabaena (ecaA), παρουσίασε δέκα αλληλουχίες θηλαστικών και εννέα Βακτηριακές αλληλουχίες που πιθανόν κωδικοποιούν για αφυδατάσες των δισανθρακικών είτε για πρωτεΐνες που σχετίζονται με αφυδατάσες των δισανθρακικών, εκ των οποίων καμία δεν ανήκει στα Αρχαία. Επίσης, αλληλουχίες τέτοιου τύπου ανεβρέθηκαν σε σπονδυλωτά, φυτά, νηματώδεις, και φύκη.

Τα ένζυμα της κατηγορίας αυτής είναι μονομερή με μοριακό βάρος περί τα 30 kDa. Η δομή τους βασίζεται σε δύο αντιπαράλληλες β-πτυχωτές επιφάνειες οι οποίες σχηματίζουν ένα σφαιρικό μόριο, με το αμινο-τελικό άκρο να είναι χαλαρά συνδεδεμένο με το υπόλοιπο μόριο. Το ενεργό κέντρο του ενζύμου βρίσκεται σε μία κωνική σχισμή η οποία χωρίζει το μόριο σε δύο συμμετρικά τμήματα. Η μία πλευρά της κοιλότητας αποτελείται από υδρόφοβα αμινοξικά κατάλοιπα ενώ η δεύτερη από υδρόφιλα. Το ιόν Zn²
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 βρίσκεται στο κάτω μέρος της σχισμής και σταθεροποιείται από τρία κατάλοιπα ιστιδίνης και ένα μόριο νερού, συνδεόμενα με το ιόν Zn²
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 μέσω δεσμών υδρογόνου (σχήμα. 1) (Sly and Hu, 1995). 
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Εικόνα 1. α) Σχηματική αναπαράσταση της τεταρτοταγούς δομής της α-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών (μονομερές). Οι β-πτυχωτές επιφάνειες απεικονίζονται με κίτρινο και οι α-έλικες με πράσινο. Το ιόν ψευδαργύρου απεικονίζεται με τη μορφή ροζ σφαίρας. β) Σχηματική αναπαράσταση του ενεργού κέντρου της α-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών με συνδεδεμένο ένα δικαρβονικό ιόν. Το ιόν ψευδαργύρου απεικονίζεται με τη μορφή μοβ σφαίρας.
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Το καλύτερα μελετημένο ένζυμο της κατηγορίας αυτής, είναι η α-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών hCA II, ισότυπος που απομονώθηκε από ανθρώπινα ερυθροκύτταρα (Henderson et al., 1973, Lin and Deutsch, 1974). Όπως φαίνεται και στην εικόνα 1, οι υποκαταστάτες του ιόντος Zn²
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 είναι τα κατάλοιπα His-94, His-96 και His-119 τοποθετημένα σε μια β-πτυχωτή επιφάνεια. Το ιόν Zn²
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 σταθεροποιείται από ορισμένα κατάλοιπα τα οποία είναι συντηρημένα σε όλες τις α-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών, ήτοι η Gln-92 (σταθεροποιεί την His-94) το Glu-117 (σταθεροποιεί την His-119), το οξυγόνο του πλευρικού καρβοξυλίου της Asn-244 (σταθεροποιεί την His-96). Στη διαμόρφωση της β-πτυχωτής επιφάνειας συμβάλλουν τα αρωματικά αμινοξέα: Phe-93, Phe-95 και Trp-97. 


Το σύμπλοκο ιόντος Zn²
[image: image28.wmf]+

-υδροξυλίου, συνδέεται με την Thr-199 η οποία μέσω δεσμού υδρογόνου συνδέεται με το Glu-106. Τα δύο αυτά αμινοξικά κατάλοιπα είναι απόλυτα συντηρημένα στις α-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών, επιτελώντας δύο πολύ χρήσιμες λειτουργίες. Αφ’ ενός προσανατολίζουν κατάλληλα το υδροξύλιο του συμπλόκου ιόντος Zn²
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-υδροξυλίου ώστε να είναι προσβάσιμο στο CΟ2 και αφ’ ετέρου δημιουργούν μία στένωση στην υδρόφοβη περιοχή σύνδεσης του CΟ2, με αποτέλεσμα να επιτρέπεται η είσοδος μόνο πρωτονιωμένων μορίων (Cox et al., 2000).


Όσον αφορά τις προκαρυωτικές α-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών, βρέθηκε ότι ορισμένα αμινοξικά κατάλοιπα τα οποία είναι σημαντικά για την κατάλυση στα ευκαρυωτικής προέλευσης αντίστοιχα ένζυμα, είναι απόλυτα συντηρημένα και στα ένζυμα προκαρυωτικής προέλευσης αυτού του τύπου. Συγκεκριμένα, τα κατάλοιπα: His-92, His-94 και His-111, Gln-92, Glu-117, Ala/Val-121 και Val-143 της ανθρώπινης α-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών hCA II τα οποία είναι απαραίτητα για την κατάλυση, βρίσκονται και στα προκαρυωτικά ένζυμα της κατηγορίας αυτής. Επίσης, αμινοξικά κατάλοιπα όπως: Glu-98 και Thr-177 τα οποία υποβοηθούν τη σύνδεση του ιόντος Zn²
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 με το υδροξύλιο είναι συντηρημένα στα προκαρυωτικά ένζυμα, το κατάλοιπο His-64 του ανθρώπινου ισότυπου hCA II που υποβοηθά τη ενδοκυτταρική μεταφορά πρωτονίου (Eriksson et al., 1988, Tu et al., 1989) είναι συντηρημένο και στα αντίστοιχα προκαρυωτικά ένζυμα (με εξαίρεση το Anabaena και την αντικατάσταση της His-64 με His-66 στο Neisseria) και τέλος, η Cys-28 και η Cys-181 της α-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του Neisseria που συνδέονται με δισουλφιδικό δεσμό (Huang et al., 1998) είναι συντηρημένα μεταξύ των προκαρυωτικής προέλευσης ενζύμων, καθώς επίσης υπάρχουν αναφορές για τα κατάλοιπα αυτά και σε ανθρώπινους ισότυπους.  

Κατά την ετερόλογη έκφραση της α-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του N.gonorhoeae στο E.coli, φάνηκε ότι το ένζυμο παρουσίασε μία έλλειψη 26 αμινοξέων στο αμινο-τελικό άκρο. Το γεγονός αυτό σημαίνει ότι η αλληλουχία αυτή αναγνωρίστηκε από το E.coli ως αλληλουχία σινιάλο, οδηγώντας το ένζυμο στον περιπλασμικό χώρο του κυττάρου (Chirica et al., 1997). Το χαρακτηριστικό αυτό εμφανίζεται και στα υπόλοιπα προκαρυωτικά ένζυμα της κατηγορίας.  
Α.1.2.2. ΑΦΥΔΑΤΑΣΕΣ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ β-ΤΥΠΟΥ


Πολλά είδη τα οποία ανήκουν στα Βακτήρια, ορισμένα Αρχαία (όπως το Methanobacterium thermoautotrophicum), άλγη και χλωροπλάστες ανώτερων φυτών περιέχουν β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών. Η κύρια διαφορά μεταξύ των ενζύμων αυτών και των αντίστοιχων α-τύπου, έγκειται στο γεγονός ότι οι β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι συνήθως ολιγομερή, τα οποία αποτελούνται από 2-6 μονομερή μοριακού βάρους 25-30 kDa (Smith and Ferry, 2000, Cronk et.al., 2001, Cox et.al., 2000, Kimber and Pai, 2000). Τα ένζυμα της κατηγορίας αυτής που ανήκουν στα δικότυλα είναι οκταμερή αποτελούμενα από δύο τετραμερή, ενώ τα αντίστοιχα ένζυμα των μονοκότυλων είναι διμερή (Bjorkbacka et al., 1997). Η β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών: CynT του E.Coli  (Guilloton et al., 1992), το ένζυμο του  Coccomyxa (Stemler 1997, Kleber, 1997) και η Cab (Smith and Ferry, 1999) του M.thermoautotrophicum φάνηκαν να είναι τετραμερή.

Μέχρι πρόσφατα, οι β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών πιστευόταν ότι προέρχονταν εξ’ ολοκλήρου από μονοκότυλα και δικότυλα φυτά. Η ανακάλυψη μιας μιτοχονδριακής β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών  από το C.reinhardtii (Eriksson et al., 1996) και άλλων ενζύμων της κατηγορίας αυτής από τα άλγη (Hiltonen et al., 1995, Hiltonen et al., 1998) παραμέρισαν την άποψη που επικρατούσε μέχρι τότε.


Στη συνέχεια, ακολούθησαν αναφορές για την απομόνωση γονιδίων που κωδικοποιούσαν για β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών από τα Βακτήρια. Συγκεκριμένα, το γονίδιο CynT που απομονώθηκε από το E.coli, (Guilloton et al., 1992) ήταν η απαρχή της μετέπειτα απομόνωσης και άλλων παρόμοιων βακτηριακών γονιδίων (Fukuzawa et al., 1992, So et al., 1998, So and Espie, 1998). Επίσης, ακολούθησαν αναφορές για γονίδια που κωδικοποιούσαν για ένζυμα της κατηγορίας αυτής από την οικογένεια των Αρχαίων, έπειτα από την απομόνωση της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών  Cab από το M.thermoutotrophicum. 

Διερεύνηση στις βάσεις δεδομένων, παρουσίασε 76 ανοικτά αναγνωστικά πλαίσια με αμινοξικές αλληλουχίες οι οποίες παρουσίαζαν χαρακτηριστική ομολογία με την Cab. Μεταξύ των ανοικτών αναγνωστικών πλαισίων που μελετήθηκαν, 41 προέρχονται από Βακτήρια και Αρχαία, εκ των οποίων μόλις τρεις έχουν χαρακτηριστεί (η CynT του E.Coli, η CcaA του Synechocystis sp. PCC6803 και η Cab του M.thermoautotrophicum) και φαίνεται να κωδικοποιούν για πρωτεΐνες οι οποίες παρουσιάζουν ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών (Guilloton et al., 1992, Smith and Ferry 1999, So and Espie, 1998).  

Από την ευθυγράμμιση των 76 αλληλουχιών που προαναφέρθηκαν, φάνηκε ότι πέντε αμινοξικά κατάλοιπα μεταξύ των 76 αλληλουχιών είναι απόλυτα συντηρημένα. Συγκεκριμένα, οι υποκαταστάτες του ψευδαργύρου του ενεργού κέντρου φάνηκε να είναι τα αμινοξέα: Cys-32, His-87 και Cys-90 (Rowlett et al., 2000, Bracey et al., 1994). Επίσης, τα αμινοξέα: Asp-34 και η Arg-36 είναι απόλυτα συντηρημένα μεταξύ των β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών και φαίνεται να έχουν ουσιαστικό ρόλο είτε στη διαμόρφωση είτε στις καταλυτικές ιδιότητες του ενζύμου. Τέλος, το κατάλοιπο Gly-50 είναι συντηρημένο σε όλες εκτός μιας (του Sulfolobus solfataricus) μεταξύ των 76 αλληλουχιών που μελετήθηκαν ως προς την ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών.
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Εικόνα 2. α) Σχηματική αναπαράσταση της τεταρτοταγούς δομής της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών ECCA του Escherichia Coli (διμερές). Το άμινο-τελικό άκρο απεικονίζεται με κόκκινο χρώμα, το ενεργό κέντρο με κίτρινο και το καρβοξυ-τελικό άκρο με μπλε. Στο δεύτερο μονομερές, τα αντίστοιχα χρώματα είναι μοβ, πράσινο και κυανό. β) Σχηματική αναπαράσταση του ενεργού κέντρου της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών με συνδεδεμένο ένα δικαρβονικό ιόν. Το ιόν ψευδαργύρου απεικονίζεται με τη μορφή μοβ σφαίρας.


Πρόσφατη αναφορά για τη σύγκριση των κρυσταλλικών δομών των α- και β-τύπου  αφυδατασών των δισανθρακικών, αποκάλυψε ότι τα αμινοξικά κατάλοιπα του ενεργού κέντρου των β-τύπου ενζύμων, είναι στερεοχημικά το κατοπτρικό είδωλο των αμινοξέων της υδρόφοβης του ενεργού κέντρου των α-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών (Kimber and Pai, 2000).

Η β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών του δικότυλου P.sativum είναι οκταμερές μήκους 1,93
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. Το ενεργό κέντρο εντοπίζεται στο ενδιάμεσο δύο μονομερών με τα αμινοξικά κατάλοιπα: Cys-160, His-220 και Cys-223 να αποτελούν τους υποκαταστάτες του ιόντος Zn²
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 του ενεργού κέντρου και τα κατάλοιπα: Asp-162, Gly-224, Gln-151, Val-184, Phe-179 και Tyr-205 να αλληλεπιδρούν με το οξικό οξύ (Kimber and Pai, 2000).
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Εικόνα 3. α) Σχηματική αναπαράσταση της τεταρτοταγούς δομής της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του P.sativum (οκταμερές). Οι β-πτυχωτές επιφάνειες απεικονίζεται με πράσινο χρώμα και οι α-έλικες με κόκκινο. β) Σχηματική αναπαράσταση της τεταρτοταγούς δομής της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών άλγους (διμερές). Οι β-πτυχωτές επιφάνειες απεικονίζονται με κίτρινο και οι α-έλικες με πράσινο. Το ιόν ψευδαργύρου απεικονίζεται με τη μορφή ροζ σφαίρας.


Η β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών ‘Cab’ του M.thermoautotrophicum είναι τετραμερές. Οι υποκαταστάτες του ιόντος Zn²
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 του ενεργού κέντρου είναι τα αμινοξικά κατάλοιπα: Cys-32, His-87 και Cys-90 με τον τετραεδρικό δεσμό να συμπληρώνεται από ένα μόριο Η2Ο. Η κύρια διαφορά μεταξύ των φυτικών και των ‘Cab’ β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών συσχετίζεται με την οργάνωση της υδρόφοβης περιοχής του ενζύμου (εκτός από τη διαφορετικότητα των υποκαταστατών του ιόντος Zn²
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) (Smith and Ferry, 1999). 
Α.1.2.3. ΑΦΥΔΑΤΑΣΕΣ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ γ-ΤΥΠΟΥ

Αφυδατάσες των δισανθρακικών της κατηγορίας αυτής έχουν απομονωθεί από ποικίλα είδη, η μόνη όμως που έχει χαρακτηριστεί βιοχημικά είναι η Cam του M.thermophila (Alber and Ferry, 1994). Αλληλουχίες που παρουσιάζουν ομολογία με την Cam έχουν απομονωθεί, αλλά οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούν δεν έχουν ακόμη εξεταστεί όσον αφορά την ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών (Smith et al., 1999). Παρά τις ομοιότητες που εμφανίζουν οι γ- και οι α-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών, τα γ-τύπου ένζυμα δεν παρουσιάζουν δράση εστεράσης και φαίνεται να παρεμποδίζονται λιγότερο κατά την επίδραση σουλφοναμιδίων. 


Διερεύνηση στις βάσεις δεδομένων παρουσίασε 35 ανοικτά αναγνωστικά πλαίσια, με αλληλουχίες οι οποίες εμφανίζουν χαρακτηριστική ομολογία με την Cam, εκ των οποίων 30 ανήκουν στα Βακτήρια και 5 στα Αρχαία. Από την ευθυγράμμιση των αμινοξικών ακολουθιών, προέκυψε ότι υποκαταστάτες του ψευδαργύρου του ενεργού κέντρου, δηλαδή τα αμινοξικά κατάλοιπα: His-81, His-117 και His-122 (Kisker et al., 1996) είναι απόλυτα συντηρημένα σε όλες τις αλληλουχίες που εξετάστηκαν, γεγονός που υποδεικνύει ότι οι αλληλουχίες αυτές αποτελούν ενεργές αφυδατάσες των δισανθρακικών. Τα κατάλοιπα: Arg-59, Asp-61 και Gln-75 είναι επίσης συντηρημένα μεταξύ των παραπάνω αλληλουχιών.


Η Cam είναι ομοτριμερές ένζυμο, με τα μονομερή να δημιουργούν δομή αριστερόστροφης β-έλικας. Στη διαμόρφωση της Cam, η πλευρική αλυσίδα της Arg-59 δημιουργεί μια γέφυρα άλατος μεταξύ της Asp-61 του ίδιου μονομερούς και της Asp-76 του γειτονικού μονομερούς, υποδηλώνοντας ότι ο ρόλος της Arg-59 είναι σημαντικός (Kisker et al., 1996). Τα αμινοξικά κατάλοιπα: Glu-62 (σημαντική για την υδρόλυση του CΟ2 στην Cam) και Glu-84 (συμμετέχει στη μεταφορά πρωτονίου) είναι συντηρημένα μεταξύ της Cam και των αλληλουχιών CcmM των κυανοβακτηριών. Τα δύο αυτά κατάλοιπα δεν είναι συντηρημένα μεταξύ των υπόλοιπων γ-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών, κάτι το οποίο σημαίνει ότι κάποια άλλα αμινοξέα στις αλληλουχίες αυτές αναλαμβάνουν το ρόλο που περιγράφθηκε για την Glu-62 και την Glu-84 της Cam και των CcmM αλληλουχιών.  


Η Cam αποτελεί αντικείμενο περαιτέρω μελέτης, δεδομένης της πιθανότητας που έχουν δώσει οι ερευνητές, το ενεργό κέντρο του ενζύμου αυτού να περιέχει Fe
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. Κατά την παραγωγή της Cam στο E.coli και την απομόνωσή της υπό αερόβιες συνθήκες (Alber and Ferry, 1994), το ένζυμο φάνηκε να περιέχει στο ενεργό του κέντρο Zn, το μέταλλο δηλαδή που έχει αναφερθεί για την παρουσία του στο ενεργό κέντρο των α- και β- τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών. Όταν ο Zn αντικαθίσταται in vitro με Co
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 είτε με Fe
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, η δραστικότητα της Cam αυξάνεται σε σχέση με την παρουσία Zn στο ενεργό κέντρο του ενζύμου (Tripp et al., 2004). Πρόσφατη δημοσίευση (MacAuley et al., 2009) αναφέρει ότι όντως το μέταλλο του ενεργού κέντρου της Cam όταν αυτή παράγεται in vivo είναι ο Fe
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.
Πολλοί προκαρυώτες περιέχουν αλληλουχίες που παρουσιάζουν ομολογία με την Cam. Το E.coli και το Synechococcus sp. 6803 περιέχουν δύο αλληλουχίες τέτοιου τύπου, ενώ το P. aeruginosa τρεις. 
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Εικόνα 4. α) Σχηματική αναπαράσταση της τεταρτοταγούς δομής της γ-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών. Οι β-πτυχωτές επιφάνειες απεικονίζονται με κίτρινο και οι α-έλικες με πράσινο. Το ιόν ψευδαργύρου απεικονίζεται με τη μορφή ροζ σφαίρας.
 β) Σχηματική αναπαράσταση του ενεργού κέντρου της γ-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών με συνδεδεμένο ένα δικαρβονικό ιόν. Το ιόν ψευδαργύρου απεικονίζεται με τη μορφή μοβ σφαίρας.


Α.1.2.4. ΑΦΥΔΑΤΑΣΕΣ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ δ-ΤΥΠΟΥ   

Η μέθοδος της φασματοσκοπίας ακτινών Χ αποκάλυψε ότι το ενεργό κέντρο του ενζύμου TWCA1 του θαλάσσιου Thalassiosira weissfloggi είναι σε μεγάλο βαθμό όμοιο με αυτό των α-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών των θηλαστικών (Cox et al., 2000) και με την CAH1 του Chlamydomonas reinhardtii (Hobohm and Sander 1995). Ο ψευδάργυρος του ενεργού κέντρου συνδέεται με τρία κατάλοιπα ιστιδίνης και ένα μόριο Η2Ο, γεγονός που υποδηλώνει ότι το ένζυμο αυτό πιθανόν να χρησιμοποιεί τον ίδιο μηχανισμό κατάλυσης με τις αφυδατάσες των δισανθρακικών.

Το T.weissfloggi φάνηκε να περιέχει τουλάχιστον μια αφυδατάση των δισανθρακικών. Το γονίδιο twca1 κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη 34 kDa. Σύγκριση της αλληλουχίας της TWCA1 σε σχέση με άλλες γνωστές αφυδατάσες των δισανθρακικών, έδειξε ότι τα συντηρημένα κατάλοιπα που χαρακτηρίζουν τις α-, β- και γ-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών δεν είναι παρόντα στην αλληλουχία της TWCA1 (Roberts et al., 1997).

Η TWCA1 θωρείται ότι αποτελεί την πρώτη δ-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών (Tripp et al., 2001). Το ένζυμο φαίνεται να επηρεάζεται από τη συγκέντρωση Zn και CΟ2 του μέσου, υποδεικνύοντας με αυτό τον τρόπο ότι έχει ενεργό μέρος στην διαδικασία παραγωγής ανόργανου άνθρακα. 

Πειραματικά στοιχεία αναφέρουν, ότι ο Zn του ενεργού κέντρου της TWCA1 μπορεί να αντικατασταθεί in vivo με κοβάλτιο (Co), κάτι το οποίο σημαίνει ότι μπορεί να ξεπεραστεί μερικά ο περιορισμός όσον αφορά την παρουσία Zn (Price and Morel, 1990, Morel et al., 1994, Lane et al., 2000, Yee and Morel, 1996). Επίσης, υπάρχουν αναφορές ότι η απαίτηση για την παρουσία Zn και CΟ2 μπορεί να ξεπεραστεί με την παρουσία καδμίου (Cd). Το φαινόμενο αυτό μπορεί να πραγματοποιηθεί με τρεις τρόπους: i) Ο Zn του ενεργού κέντρου της TWCA1 μπορεί να αντικατασταθεί με Cd με τον ίδιο τρόπο που κάτι τέτοιο γίνεται και από το Co. ii) Το Cd μπορεί να δράσει ως το κεντρικό μέταλλο του ενεργού κέντρου του ενζύμου και iii) Το Cd μπορεί να αντικαταστήσει τον Zn άλλων μεταλλοπρωτεϊνών απελευθερώνοντας τον τελευταίο ώστε να είναι διαθέσιμος κατά τη δράση των αφυδατασών των δισανθρακικών. Σε γενικές γραμμές, οι αφυδατάσες των δισανθρακικών στις οποίες ο Zn του ενεργού κέντρου έχει αντικατασταθεί με Cd, παρουσιάζουν μειωμένη ενεργότητα (Coleman, 1998).  

Πρόσφατα πειράματα, ενισχύουν την άποψη ότι το Cd παίζει σπουδαίο ρόλο στη λειτουργία των αφυδατασών των δισανθρακικών του T.weissfloggi. Τα πειραματικά ευρήματα (Lane et al., 2000) αναφέρουν ότι η προσθήκη Cd όχι μόνο αυξάνει το ρυθμό ανάπτυξης των κυττάρων, αλλά επιπλέον, επάγει υψηλότερη έκφραση των αφυδατασών των δισανθρακικών σε σχέση με την έκφραση του κανονικού ισοτόπου. 

Συνοψίζοντας, αναφέρεται ότι στο θαλάσσιο διάτομο T.weissfloggi ανεβρέθηκε μια νέα αφυδατάση των δισανθρακικών, η TWCA1, η οποία θεωρείται ότι αποτελεί μία νέα κατηγορία των ενζύμων αυτών (δ-τύπου). Το γεγονός ότι το Co και ειδικότερα το Cd προσδίδουν νέες ιδιότητες στις αφυδατάσες των δισανθρακικών του T.weissfloggi, χρήζει περαιτέρω μελέτης για τον αν τα ένζυμα αυτά που περιέχουν Cd στο ενεργό τους κέντρο αποτελούν μια πρόσθετη νέα κατηγορία αφυδατασών των δισανθρακικών  
Α.1.2.5. ΑΦΥΔΑΤΑΣΕΣ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ε-ΤΥΠΟΥ

Πρόσφατα (2003), έγινε αναφορά για μια καρβοξυσωμική πρωτεΐνη, CsoS3, του χημειολιθοαυτότροφου Halothiobacilus neapolitanus, η οποία θεωρείται ότι αποτελεί έναν ξεχωριστό τύπο αφυδατάσης των δισανθρακικών. Η CsoS3 αποτελεί την απαρχή των ε-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών, παρουσιάζοντας φυλογενετικές διαφορές με τα ήδη χαρακτηρισμένα ένζυμα της κατηγορίας.  Λειτουργικά ένζυμα τα οποία κωδικοποιούνται από το γονίδιο csoS3, βρέθηκαν επίσης στα κυανοβακτήρια Prochlorococcus sp. Synechococcus sp.  

Η τοποθεσία της CsoS3 στο κύτταρο, ήτοι στο καρβοξύσωμα, υποδηλώνει ότι το ένζυμο αυτό πιθανόν να τροφοδοτεί το ενεργό κέντρο της RuBisCo με υψηλά ποσοστά CΟ2, τα οποία είναι απαραίτητα για την βέλτιστη δράση της RuBisCo και την επαρκή παραγωγή άνθρακα στους παραπάνω προκαρυώτες, οι οποίοι συνεισφέρουν τα μέγιστα στον παγκόσμιο κύκλο του άνθρακα. 


Η φασματομετρία μάζας αποκάλυψε ότι η CsoS3 του Halothiobacilus neapolitanus καταλύει την αμφίδρομη υδρόλυση του CΟ2 και την ανταλλαγή 
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[image: image44.wmf]13

C
[image: image45.wmf]18

O2 και Η2Ο, χαρακτηριστικές αντιδράσεις των αφυδατασών των δισανθρακικών. Η ανασυνδυασμένη  CsoS3 των θαλάσσιων κυανοβακτηρίων Prochlorococcus και Synechococcus καταλύουν επίσης τις παραπάνω αντιδράσεις και φαίνεται να παρουσιάζει σημαντική ομολογία με την αντίστοιχη ακολουθία του Halothiobacilus neapolitanus.


Το μονομερές της CsoS3 είναι αξιοσημείωτα μεγαλύτερο (>50%) από τα τυπικά μονομερή των α-, β-, και γ-τύπου ενζύμων. Λειτουργικές αφυδατάσες των δισανθρακικών με μονομερή που έχουν παρόμοιο μέγεθος με αυτό της CsoS3, έχουν απομονωθεί από τα αλατοανθεκτικά πράσινα φύκη Dunaliella salina (60 kDa) (Fisher et al., 1996) και από τα κόκκινα φύκη Porphyridium purpureum (50 kDa) (Mitsuhashi and Miyachi, 1996). Το μεγαλύτερο μέγεθος και η μεγαλύτερη μάζα της CsoS3 πιθανόν να υποδηλώνει έναν διπλό ρόλο ως καταλυτικά ενεργό ένζυμο και ως ένα δομικό καρβοξυσωμικό συστατικό.


Σε όλες τις περιπτώσεις που εξετάστηκαν, ο ψευδάργυρος του ενεργού κέντρου του ενζύμου έχει ως υποκαταστάτες τρία κατάλοιπα ιστιδίνης, είτε ένα συνδυασμό καταλοίπων ιστιδίνης, κυστεΐνης και μερικές φορές ασπαραγινικού (Tripp et al., 2001). Μεταξύ των αλληλουχιών που ευθυγραμμίστηκαν, έξι ιστιδίνες, δύο κυστεΐνες και έξι  κατάλοιπα ασπαραγινικού είναι απόλυτα συντηρημένα. Τα περισσότερα από αυτά τα κατάλοιπα βρίσκονται σε ένα συντηρημένο τμήμα 140 αμινοξέων, το οποίο βρίσκεται στο μέσο της πρωτεΐνης. 

Η απουσία καρβοξυσωμικών αφυδατασών των δισανθρακικών από το γένωμα ορισμένων οργανισμών, δημιούργησε απορίες σχετικά με τη χρησιμότητα των ενζύμων αυτών στην αυτοτροφική παραγωγή CΟ2. Έπειτα από την ανακάλυψη της CsoS3, έγινε σαφές ότι οι καρβοξυσωμικές αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι ένζυμα καθοριστικής σημασίας για τον αυτοτροφικό μεταβολισμό.

Αν και η ύπαρξη και πέμπτης κατηγορίας αφυδατασών των δισανθρακικών με βάση τα προηγούμενα ενισχύθηκε και πιο πρόσφατα (So et al., 2004), υπάρχουν ερευνητές που υποστηρίζουν ότι πρόκειται για παραλλαγή των β-τύπου ενζύμων (Sawaya et al., 2006) μη αποτελώντας ξεχωριστή κατηγορία.
Α.1.3. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΚΑΤΑΛΥΣΗΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ
Α.1.3.1. ΓΕΝΙΚΑ

 
Οι διαφορές που παρατηρούνται στη δομή των τριών κατηγοριών των αφυδατασών των δισανθρακικών είναι δεδομένες. Παρ’ όλα αυτά, φαίνεται ότι όλοι οι τύποι των ενζύμων αυτών ακλουθούν παρόμοιο μηχανισμό κατάλυσης, με το ενεργό κέντρο να αποτελείται από ένα σύμπλοκο ψευδαργύρου-νερού, το οποίο ιονίζεται σε ιόν υδροξυλίου (Lidskog, 1997, Christianson and Cox, 1999, Silverman and Lindskog, 1988). Σύμφωνα με το μηχανισμό αυτό, η ενζυμική αντίδραση πραγματοποιείται σε δύο στάδια.

Κατά το πρώτο στάδιο λαμβάνει χώρα η αλληλομετατροπή μεταξύ CΟ2 και HCO
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 σύμφωνα με τις ημιαντιδράσεις (2α και 2β). Ο ρυθμός της μετατροπής αυτής είναι ανόλογος της σταθερής παραμέτρου kcat/km .
Ε – Zn²
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- HCO
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   (2α)
Ε – Zn²
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[image: image53.wmf]Û

 Ε – Zn²
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 - Η2Ο + HCO
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 (2β)


Κατά το δεύτερο στάδιο της αντίδρασης λαμβάνει χώρα η αναγέννηση της ενεργής μορφής του ενζύμου, με ιονισμό του συμπλόκου ψευδαργύρου νερού και απομάκρυνση πρωτονίου από το ενεργό κέντρο (2γ και 2δ). Ο ρυθμός της μεταφοράς του πρωτονίου είναι ανάλογος της σταθερής παραμέτρου kcat.
Ε – Zn²
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 - Η2Ο 
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 - Ε – Zn²
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- OH‾  (2γ)
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 - Ε – Zn²
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- OH‾ + Β 
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 Ε – Zn²
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- OH‾ + Β Η
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(2δ)

Όπου: Ε: ένζυμο και Β: εξωτερικό διάλυμα
Α.1.3.2. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΚΑΤΑΛΥΣΗΣ β-ΤΥΠΟΥ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ


‘Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, η πραγματοποίηση της αντίδρασης που εξετάζεται πραγματοποιείται σε δύο στάδια. Κατά την πραγματοποίηση του πρώτου σταδίου αντίδρασης των β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών, ένα δικαρβονικό ιόν προσδένεται στο ενεργό κέντρο του ενζύμου, δημιουργώντας δεσμούς υδρογόνου με τα κατάλοιπα Gly-224, Asp-162 και Glu-151 και έναν δεσμό υδρογόνου με την υδρόφοβη περιοχή του ενζύμου (εικόνα 5Α). Αυτές οι αλληλεπιδράσεις, σταθεροποιούν το δικαρβονικό ιόν κατά τη μετατροπή του σε CΟ2 και υδροξείδιο, δίνοντας τη δυνατότητα στο CΟ2 να διαχέεται ελεύθερα εκτός του ενεργού κέντρο. Το υδροξείδιο παραμένει πλησίον του ενεργού κέντρο και δημιουργεί δεσμούς υδρογόνου με τα κατάλοιπα Asp-162 και Gly-224 (εικόνα 5Β). 


Ο ρόλος του Asp-162 (συντηρημένο κατάλοιπο) στις β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι κατά κάποιο τρόπο προστατευτικός, εξασφαλίζοντας ότι το υδροξείδιο είναι κατάλληλα προσανατολισμένο προς τον ψευδάργυρο ώστε να πραγματοποιηθεί πυρηνόφιλη προσβολή και επίσης πιθανόν συνεισφέρει στην μείωση της pΚa του υδροξειδίου. Προστατευτικά δρα κατά κάποιο τρόπο και η Gly-224, η οποία παρεμποδίζει τη σύνδεση του ψευδαργύρου με άτομα τα οποία έχουν τουλάχιστον  ένα πρωτόνιο και δύο ελεύθερα ζεύγη ηλεκτρονίων. Συντηρημένα κατάλοιπα είναι επίσης η Gln-151 και η Ser-163 (προσανατολίζει την Gln-151), καθώς και τα υπόλοιπα κατάλοιπα της υδρόφοβης περιοχής του ενεργού κέντρου.

Το δεύτερο στάδιο της αντίδρασης περιλαμβάνει την αναγέννηση της ενεργής μορφής του ενζύμου, με ένα μόριο Η2Ο να παραμένει συνδεδεμένο με το ενεργό κέντρο (εικόνες 5C, 5D). Φαίνεται ότι στις β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών ένα ρυθμιστικό μόριο λειτουργεί ως γενικός αποδέκτης πρωτονίων, καθώς η αντίδραση δεν μπορεί να πραγματοποιηθεί γρηγορότερα από 10
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 όταν το ρόλο αυτό αναλαμβάνει το μόριο του νερού (Lindskog, 1997).
[image: image67.emf]

 Εικόνα 5. Πιθανός μηχανισμός κατάλυσης των β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών.  Α) Το δικαρβονικό προσδένεται στο ενεργό κέντρο, δημιουργώντας δεσμούς υδρογόνου με τα κατάλοιπα: Asp-162, Gly-224 και Gln-151. Β) Το δικαρβονικό μετατρέπεται σε CΟ2 το οποίο αλληλεπιδρά με την Gln-151 και το υδροξείδιο. C) Το CΟ2 διαχέεται εκτός του ενεργού κέντρου και ένα ιόν υδροξειδίου προσδένεται στον ψευδάργυρο του ενεργού κέντρου. Το ιόν αυτό στη συνέχεια δέχεται ένα πρωτόνιο από ένα ρυθμιστικό μόριο. D) Αναγέννηση του ενζύμου, ένα μόριο Η2Ο προσδένεται στο ενεργό κέντρο.   

Στις β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών, δεν παρατηρείται η συνεισφορά ορισμένων καταλοίπων στην δημιουργία μιας διόδου μεταφοράς των πρωτονίων. Αρχικά πιστευόταν ότι η His-209 εμπλεκόταν σε έναν τέτοιο μηχανισμό (Bjorkbacka et al., 1999), αλλά το γεγονός ότι το ενεργό κέντρο των ενζύμων αυτών είναι πολύ κοντά με την επιφάνειά τους, υποδεικνύει ότι ένας τέτοιος μηχανισμός μεταφοράς πρωτονίων δεν απαιτείται. 

Α.1.4. ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ


Από τη θέση των αλληλουχιών που κωδικοποιούν για αφυδατάσες των δισανθρακικών (secreted ή μεμβρανοσύνδετων) στα φυλογενετικά δέντρα, μπορεί να θεωρηθεί ότι η μητρική α-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών ήταν συνδεδεμένη στην εξωτερική μεμβράνη, είτε εντοπιζόταν εξωτερικά αυτής και επιπλέον οι ενδοκυτταρικές μορφές του ενζύμου εξελίχθηκαν αργότερα.  Επίσης, όλες οι προκαρυωτικές α-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών φαίνεται να προέρχονται από αυτό το μητρικό ένζυμο. Η εξέλιξη των α-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών από ένα κοινό προγονικό γονίδιο πριν από 0.5-0.6 δισεκατομμύρια χρόνια, (Hewett-Emmet and Tashian, 1996) είναι σύμφωνη με το γεγονός ότι λίγα προκαρυωτικά γονιδιώματα κωδικοποιούν α-τύπου ένζυμα της κατηγορίας αυτής.


Φυλογενετικές αναλύσεις στις β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών υποδεικνύουν ότι τα ένζυμα αυτά είναι διαδεδομένα σε μεταβολικά και φυλογενετικά μεταβλητούς προκαρυωτικούς οργανισμούς (Smith et al., 1999) και ότι σε ορισμένες περιπτώσεις έχει επέλθει οριζόντια μεταφορά γονιδίων. Ένα παράδειγμα του προηγούμενου, αποτελεί το γεγονός ότι το γoνίδιο mig-5 του Salmonella typhimurium (Valdivia and Falkow, 1997) παρουσιάζει 61.3% ομοιότητα με την β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών ΥΡ1 του Yersinia pestis. Ένα δεύτερο παράδειγμα αποτελεί το γεγονός της στενής σχέσης που φαίνεται να έχει η αλληλουχία YadF του E.coli με το Dictyostelium discoideum. 


Ορισμένοι προκαρυώτες περιέχουν περισσότερες της μιας αλληλουχίες β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών. Αν και οι φυσιολογία των πολλαπλών γονιδίων που κωδικοποιούν για τις αλληλουχίες αυτές είναι άγνωστη, μία προσέγγιση του γεγονότος αυτού είναι ότι οι αφυδατάσες των δισανθρακικών έχουν διάφορες λειτουργίες και αποτελούνται από διάφορους ισοτύπους.


Η έντονη ποικιλομορφία που παρατηρείται μεταξύ των αλληλουχιών των β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών θερμόφιλων οργανισμών (οι οποίοι αποτελούν τον αρχαιότερο κλάδο στο παγκόσμιο δέντρο της ζωής), καταδεικνύει την αρχαία προέλευση των ενζύμων αυτών. Σε ορισμένες περιπτώσεις πιθανόν να έχει πραγματοποιηθεί οριζόντια μεταφορά γονιδίων. Πρόσφατες αναλύσεις έδειξαν εκτεταμένη μεταβλητότητα μεταξύ της αρχικής μορφής και των αλληλουχιών που ακολούθησαν εξελικτικά. Η μεταβλητότητα αυτή πιθανόν συσχετίζεται με αλλαγές που πραγματοποιήθηκαν στην τεταρτοταγή δομή των ενζύμων της κατηγορίας αυτής (Smith et al., 1999). 


Κατά την ανάλυση των αλληλουχιών που παρουσιάζουν ομολογία με την γ-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών του M.thermophila, φάνηκε ότι τα ένζυμα της κατηγορίας αυτής χρονολογούνται περί τα 4,2 εκατομμύρια χρόνια. Επίσης, τα αντίστοιχα ένζυμα των βακτηρίων και των αρχαίων παρουσιάζουν μια κοινή προγονική δομή που χρονολογείται στα 2,2 εκατομμύρια χρόνια, γεγονός που υποδεικνύει την αρχαία προέλευση των ενζύμων της κατηγορίας αυτής (Smith et al., 1999).


Η αρχαία προέλευση των β- και γ-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών πιθανόν υποδηλώνει το ενεργό ρόλο των ενζύμων αυτών στην πρόσφατη ενδοσυμβιωτική θεωρία η οποία σχετίζεται με την προέλευση των ευκαρυωτικών οργανισμών (Martin and Muller, 1998, Moreira and Lopez-Garcia, 1998). Η θεωρία αυτή αναφέρει, ότι η συμβιωτική σχέση μεταξύ ενός μεθανοαρχαίου το οποίο χρησιμοποιεί Η2 και CΟ2 και ενός ζυμωτικού βακτηριακού είδους το οποίο παράγει Η2 και CΟ2 είχε ως αποτέλεσμα την εγκόλπωση  του τελευταίου ώστε τελικά προέκυψε η δομή του μιτοχονδρίου. Οι αφυδατάσες των δισανθρακικών πιθανόν συνεισέφεραν στην μεταφορά CΟ2 μεταξύ βακτηριακού είδους και ξενιστή (μεθανογόνο). 

Τέλος, όσον αφορά τις δ-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών, παρόλο που η TWCA1 παρουσιάζει παρόμοιες βιοχημικές ιδιότητες, φαίνεται να μην παρουσιάζει σημαντική ομολογία με τις έως σήμερα χαρακτηρισμένες αφυδατάσες των δισανθρακικών, αποτελώντας ίσως με αυτό τον τρόπο ένα παράδειγμα συγκλίνουσας εξέλιξης σε μοριακό επίπεδο (Roberts et al. 1997).
Α.1.5. ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟΙ ΡΟΛΟΙ ΑΦΥΔΑΤΑΣΏΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ 

Α.1.5.1. ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟΥΣ ΠΡΟΚΑΡΥΩΤΙΚΟΥΣ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟΥΣ

Α.1.5.1.1. ΓΕΝΙΚΑ


Οι σποραδικές αναφορές για την ύπαρξη αφυδατασών των δισανθρακικών στους προκαρυωτικούς οργανισμούς, θα μπορούσαν να οδηγήσουν σε εσφαλμένες εκτιμήσεις περί της αφθονίας των συγκεκριμένων ενζύμων στα Βακτήρια και τα Αρχαία. Τα προηγούμενα χρόνια, διάφορες ερευνητικές ομάδες έχουν εξετάσει ορισμένους προκαρυώτες για την ύπαρξη των ενζύμων αυτών (Karrasch et al., 1989, Romanova et al., 1992, Braus-Stromeyer et al., 1997). Πολλοί προκαρυωτικοί οργανισμοί περιέχουν πολλαπλά γονίδια τα οποία κωδικοποιούν για περισσότερους του ενός τύπου των εν λόγω ενζύμων, υποδεικνύοντας ότι οι αφυδατάσες των δισανθρακικών έχουν σημαντικό ρόλο στη φυσιολογία των προκαρυωτών.  


Μια πρώτη προσέγγιση αναφέρει τη χρήση αντισωμάτων για τον προσδιορισμό της α-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών στο Neisseria sicca  (Nafi et al., 1990). Η ενζυμική ενεργότητα εξετάστηκε επίσης σε πλήθος φωτοτροφικών βακτηρίων (Ivanovskii and Rodova, 1997). Πρόσφατα, η ύπαρξη των ενζύμων εξετάστηκε σε προκαρυώτες που οξειδώνουν οξικούς εστέρες (Karrasch, et al., 1989) ή τους παράγουν ως τελικό ζυμωτικό προϊόν (Braus-Stromeyer et al., 1997). Επιπλέον, αφυδατάσες των δισανθρακικών έχουν ταυτοποιηθεί σε κυανοβακτήρια (Fukuzawa et al., 1992, Soltes-Rak et al., 1997) και στο E.colii (Guilloton et al., 1992), σε Αρχαία (γ-τύπου) (Alber and Ferry, 1994) και σε θερμόφιλα χημειολιθότροφα μεθανοαρχαία (β-τύπου).


Η χρήση των μεθόδων BLASTp  και tBLASTn (Altschul et al., 1990) χρησιμοποιώντας την αμινοξική αλληλουχία των γονιδίων ecaA του Anabaena (α-τύπου) (Soltes-Rak et al., 1997), cab του M.thermoautotrophicum (β-τύπου) (Smith et al., 1997) και cam του M. thermophila (Alber and Ferry, 1994) προσδιόρισαν 6 α-τύπου, 26 β-τύπου και 25 γ-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών δείχνοντας ότι οι τύποι β- και γ- είναι κυρίαρχοι στην οικογένεια των προκαρυωτών. 


Ενδείξεις για την παρουσία αφυδατασών των δισανθρακικών σε προκαρυώτες υπάρχουν για υδρόβιους (θαλάσσιους και γλυκού νερού), μεσόφιλους, θερμόφιλους, αερόβιους, αναερόβιους, παθογόνους, συμβιωτικούς, μεθυλοτροφικούς, ακετοτροφικούς, μεθανογόνους, ακετογόνους, αυτότροφους, ετερότροφους και φωτοσυνθετικούς οργανισμούς. 
Α.1.5.1.2. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑ
Α.1.5.1.2.1. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ E.coli


Η κυανάση είναι ένζυμο το οποίο καταλύει την αντίδραση μετατροπής των ιόντων κυανίου σε αμμωνία, σύμφωνα με την παρακάτω αντίδραση. 
NCO¯ + 3H
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Τα ιόντα κυανίου μπορεί να είναι τοξικά για το E.coli κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες ανάπτυξης, παράλληλα όμως μπορεί να αποτελέσουν και μοναδική πηγή αζώτου ως αποτέλεσμα της μετατροπής τους σε αμμωνία σύμφωνα με την εξίσωση 3 (Anderson et al., 1990).


Το γονίδιο που κωδικοποιεί για την κυανάση, το επονομαζόμενο cynS, είναι μέρος ενός οπερονίου (Sung and Fuchs, 1988) το οποίο περιέχει γονίδια που κωδικοποιούν για μια αφυδατάση των δισανθρακικών (cynΤ) και μια πρωτεΐνη άγνωστης λειτουργίας (cynX) (Kozliac et al., 1994). Το οπερόνιο της κυανάσης επηρεάζεται από την παρουσία των ιόντων κυανίου και το γονιδίου cynΤ εντοπίστηκε στο κυτταρόπλασμα (Sung and Fuchs, J.A. 1988, Kozliac et al., 1994).

Η αμινοξική αλληλουχία του γονιδίου cynΤ, αποτελεί την πρώτη αλληλουχία β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών που ανακαλύφθηκε στους προκαρυωτικούς οργανισμούς, παρουσιάζοντας σημαντική ομολογία με τις αντίστοιχες αλληλουχίες του αρακά και του σπανακιού. Η μοριακή μάζα της υπομονάδας του γονιδίου cynΤ υπολογίστηκε στα 24 kDa, σε κάθε υπομονάδα δε αντιστοιχεί ένα άτομο Zn (Guilloton et al., 1992).  

Το απομονωμένο ένζυμο είναι σχετικά ασταθές υπό την απουσία αιθυλενογλυκόλης και φαίνεται να συμπυκνώνεται μη αντιστρεπτά.  Το μοριακό βάρος του cynΤ είναι περίπου 90 kDa, κάτι το οποίο υποδηλώνει το ένζυμο αυτό είναι τετραμερές, μία ιδιότητα καθόλου συνηθισμένη στις φυτικές αφυδατάσες των δικαρβονικών.     

Ενδείξεις πειραματικών στοιχείων υποδηλώνουν ότι η ενζυμική ενεργότητα του cynΤ πιθανόν να ρυθμίζεται εντός του κυττάρου. Το πρώτο βήμα της ρύθμισης πραγματοποιείται με την αποικοδόμηση πρωτεϊνών. Έπειτα από την απομάκρυνση των ιόντων κυανίου από το μέσο, το cynΤ αποδομήθηκε γρήγορα σε υψηλές συγκεντρώσεις CΟ2 (Kozliac et al., 1994). Ένας δεύτερος μηχανισμός ρύθμισης πιθανόν να αποτελεί η ενζυμική αποδιάταξη υπό την παρουσία HCO
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Η ανακάλυψη ότι το γονίδιο cynΤ κωδικοποιεί για αφυδατάση των δισανθρακικών και ότι η κυανάση σύμφωνα με την εξίσωση 3 συνεισφέρει στην παραγωγή δύο μορίων CΟ2, υποδηλώνει ότι ο ρόλος του cynΤ είναι η κατάλυση της υδρόλυσης του CΟ2 σε HCO
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 (Guilloton et al., 1993).  


Άλλες αναφορές υποστηρίζουν ότι ο ρόλος του cynΤ πιθανόν να είναι σημαντικότερος από τη συνεισφορά του στο HCO
[image: image74.wmf]-

3

 κατά την αποικοδόμηση των ιόντων κυανίου. Αρχικά, παρατηρήθηκε ότι η ανάπτυξη μιας σειράς του στελέχους όπου ολόκληρο το οπερόνιο της κυανάσης είχε απενεργοποιηθεί, ήταν επίσης ευαίσθητο στην αναστολή της κυανάσης σε χαμηλή συγκέντρωση CΟ2 (Kozliac et al.,1995). 
Α.1.5.1.2.2. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ Helicobacter pylori     

To Helicobacter pylori είναι ένα σπειροειδές, Gram-αρνητικό παθογόνο βακτήριο, το οποίο αποικίζει τη βλεννώδη επιφάνεια του στομάχου (gastric mucosa) του ανθρώπου και είναι ικανό να υφίσταται ισόβια (Blaster, 1992). Στο περιβάλλον του στομάχου το H. Pylori εκτίθεται σε διάφορες περιβαλλοντικές συνθήκες, όπως η παρουσία ουρίας, δικαρβονικού και οξέων, η συγκέντρωση των οποίων εξαρτάται από την πέψη των τροφών και την τοποθεσία του βακτηρίου εντός του στομάχου. Η πάθηση που προκαλείται στον ξενιστή κατά την προσβολή από το H. Pylori είναι χρόνια γαστρίτιδα, η οποία σταδιακά μπορεί να εξελιχθεί σε έλκος και καρκίνο του πεπτικού συστήματος (Dunn et al., 1997). Το  συγκεκριμένο βακτήριο είναι ικανό να διατηρεί το pH του περιπλασμικού χώρου στα επίπεδα του 6.1 και απαιτεί υψηλά επίπεδα CΟ2 για την ανάπτυξή του (Kelly, 1998). 

Ένας από τους κύριους παράγοντες μολυσματικότητας του H. Pylori είναι το ένζυμο ουρεάση (το οποίο παράγεται σε μεγάλες ποσότητες από το βακτήριο) (Hu and Mobley, 1990), δεδομένου ότι μεταλλαγμένα στελέχη τα οποία στερούνται της δράσης του ενζύμου αυτού, δεν είναι ικανά να αποικίζουν το όξινο περιβάλλον του ανθρώπινου στομάχου (Tsuda et al., 1994). Η ουρεάση καταλύει την υδρόλυση της ουρίας σε αμμωνία και καρβαμιδικό οξύ, το οποίο στη συνέχεια υδρολύεται αυθόρμητα σε δικαρβονικό και αμμωνία σύμφωνα με τις παρακάτω αντιδράσεις.

CΟ(ΝΗ2) 2 + Η2Ο → ΝΗ2CΟΟΗ + ΝΗ3  (δράση ουρεάσης)  (5)
             ΝΗ2CΟΟΗ+ Η2Ο → Η2CΟ3+ ΝΗ3 (αυθόρμητα)       (6)
Επομένως, κατά την υδρόλυση της ουρίας παράγονται δύο mole αμμωνίας και ένα mole δικαρβονικού, όπου το τελευταίο διασπάται και το παραγόμενο CΟ2 μετατρέπεται σε HCO
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 σύμφωνα με τις παρακάτω αντιδράσεις.   

Η2CΟ3
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 Η2Ο+ CΟ2    (7)
CΟ2+ Η2Ο
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Από τις παραπάνω αντιδράσεις γίνεται σαφές ότι το H. Pylori εκτίθεται σε συγκεντρώσεις δικαρβονικού -το οποίο παράγεται συνεχώς από τα επιθηλιακά κύτταρα  κατά την ανάπτυξή του στο περιβάλλον του στομάχου (Hogan et al., 1994)- γεγονός που υποδηλώνει ότι η δράση αφυδατασών των δισανθρακικών (αλληλομετατροπή του δικαρβονικού) ενδεχομένως να ήταν ζωτική για την δραστηριότητα της ουρεάσης και κατ’ επέκταση για την ικανότητα επιβίωσης του βακτηρίου. 



Κατά την αναζήτηση τέτοιου είδους ακολουθιών, βρέθηκαν δύο ανοικτά αγνωστικά πλαίσια τα οποία κωδικοποιούν για μια α-τύπου (γονίδιο cahA) και μια β-τύπου (γονίδιο icfA) αφυδατάση των δισανθρακικών (Tomb et al., 1997). Το α-τύπου ένζυμο εντοπίζεται στην κυτταροπλασματική μεμβράνη, ενώ το β-τύπου ένζυμο εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα, στην εσωτερική μεμβράνη και στον περιπλασμικό χώρο του βακτηρίου (Chirica et al., 2002).

Για την μελέτη πιθανών λειτουργιών των CahA και IcfA αφυδατασών των δισανθρακικών που να επηρεάζουν το περιβάλλον του στομάχου επομένως και την ανάπτυξη του εξεταζόμενου βακτηρίου, τα γονίδια cahA και icfA που κωδικοποιούν για τα παραπάνω ένζυμα απενεργοποιήθηκαν. Χρησιμοποιώντας το στέλεχος H. Pylori 26695 δημιουργήθηκαν οι μεταλλαγμένοι τύποι:  H. Pylori 26695- cahA, H. Pylori 26695- icfA και H. Pylori 26695- cahA/ icfA. Η ανάπτυξη των τριών μεταλλαγμένων τύπων δεν διέφερε από αυτήν του αγρίου τύπου, κάτω από κανονικές συνθήκες ανάπτυξης. 

Η πρώτη απόπειρα εκτίμησης του ρόλου των αφυδατασών των δισανθρακικών στην ανάπτυξη του H. Pylori, αφορούσε την δραστικότητα της ουρεάσης στα μεταλλαγμένα στελέχη που προαναφέρθηκαν. Παρατηρήθηκε ότι η δραστικότητα της ουρεάσης μειώθηκε σημαντικά και στα τρία στελέχη αυτά σε σχέση με τον άγριο τύπο του βακτηρίου. Η προσθήκη νικελίου αποκατέστησε κατά 50% την δράση της ουρεάσης, γεγονός που εμμέσως υποδηλώνει την εξάρτηση του ενεργού κέντρου του ενζύμου αυτού -κατά την ενσωμάτωση του νικελίου- από το δικαρβονικό.  


Έχει αποδειχθεί, ότι σε ουδέτερο pH η ουρία είναι τοξική για τα θετικά στην ουρία στελέχη του H. Pylori (Meyer- Roseberg et al., 1996). Σε τιμές pH που κυμαίνονται από 4.5 ως 7.2 η τοξικότητα αυτή εξαρτάται από τη δράση της ουρεάσης (Clyne et al., 1995). Για να εκτιμηθεί η σχέση των αφυδατασών των δισανθρακικών με την δραστικότητα της ουρέασης και με την ικανότητα ανάπτυξης και επιβίωσης του H. Pylori  σε συνθήκες ανάλογες με αυτές του ανθρώπινου στομάχου, εξετάστηκε in vitro η επίδραση των αφυδατασών των δισανθρακικών σε σχέση με την τοξικότητα της ουρεάσης σε ουδέτερο pH. 


Τα μεταλλαγμένα στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν (H. Pylori 26695- cahA, H. Pylori 26695- icfA και H. Pylori 26695- cahA/ icfA) παρουσίασαν αύξηση στο ρυθμό ανάπτυξής τους σε σχέση με τον άγριο τύπο του βακτηρίου κατά την προσθήκη στο μέσο ανάπτυξης 50 και 150 mM ουρίας. Το αποτέλεσμα αυτό υποδεικνύει ότι οι αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι πολύ σημαντικές για την δράση της ουρεάσης και ότι η λειτουργία των πρώτων έχουν άμεση σχέση με την ευαισθησία της ουρίας κατά την απουσία οξέος στο μέσο ανάπτυξης.


Το δικαρβονικό εκκρίνεται συνεχώς από τα γαστρικά επιθηλιακά κύτταρα (Hogan et al., 1994) και είναι σε ισορροπία με το CΟ2. Επομένως, οι αφυδατάσες των δισανθρακικών θα μπορούσαν κάλλιστα να συσχετιστούν με τα αυξημένα επίπεδα δικαρβονικού στο περιβάλλον ανάπτυξης του H. Pylori. Για την εκτίμηση αυτού του φαινομένου, εξετάστηκε η ανάπτυξη τόσο των μεταλλαγμένων στελεχών όσο και του αγρίου τύπου του βακτηρίου σε μέσο ανάπτυξης το οποίο εμπλουτιζόταν με δικαρβονικό σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις. Τα μεταλλαγμένα στελέχη παρουσίασαν αύξηση στο ρυθμό ανάπτυξής τους σε σχέση με τον άγριο τύπο, κατά την προσθήκη στο μέσο 50 mM δικαρβονικού. Η αυξημένη αντίσταση στο δικαρβονικό καταδεικνύει ότι οι αφυδατάσες των δισανθρακικών εμπλέκονται εμφανώς στον μεταβολισμό του δικαρβονικού, το οποίο είναι άμεσα συνδεδεμένο με την ανάπτυξη του H. Pylori (Stahler et al., 2004).  


Τέλος, έγινε απόπειρα εκτίμησης του κατά πόσο εξαρτάται η ανάπτυξη του βακτηρίου σε όξινες συνθήκες από τις αφυδατάσες των δισανθρακικών. Ο άγριος τύπος του βακτηρίου καθώς και τα μεταλλαγμένα στελέχη αναπτύχθηκαν σε υγρό μέσο BBF, του οποίου το pH ρυθμίστηκε με HCL σε καθορισμένες τιμές. Σε τιμές pH 6.25 μόνο το μεταλλαγμένο στέλεχος που στερούταν του γονιδίου icfA (κωδικοποιεί για β-CA) παρουσίασε μείωση στο ρυθμό ανάπτυξης σε σχέση με τον άγριο τύπο και τα υπόλοιπα δύο μεταλλαγμένα στελέχη. Πιθανόν η IcfA (κυτταροπλασματική) να είναι απαραίτητη για την ανθεκτικότητα του βακτηρίου στην παρουσία οξέος όταν ο α-τύπου ισότυπος CahA είναι ενεργός. Όταν η CahA είναι ανενεργή, η IcfA δεν έχει κάποια συγκεκριμένη δράση (Stahler et al., 2004).  


Από τα παραπάνω είναι φανερό ότι η δράση των αφυδατασών των δισανθρακικών είναι πολύ σημαντική για την χημειόσταση σε σημαντικά μεταβολικά μονοπάτια του H. Pylori. Δεδομένου ότι η δράση των ενζύμων αυτών συνδέεται άρρηκτα και με τη δράση της ουρεάσης, περαιτέρω μελέτη στις λειτουργίες των αφυδατασών των δισανθρακικών στο συγκεκριμένο βακτήριο. Ένας μηχανισμός που περιγράφει το ρόλο των αφυδατασών των δισανθρακικών και της ουρεάσης στη διατήρηση του περιπλασμικού pH του H. Pylori σε όξινο μέσο αναφέρεται στην εικόνα 6 (Sachs et al., 2006).

Υπό την παρουσία όξινου pH στο μέσο (pH<6.5), η ουρία μεταφέρεται στο κυτταρόπλασμα μέσω του μεταφορέα της ουρίας UreI όπου και υδρολύεται από την ενεργή ουρεάση. Ένα από τα προϊόντα της υδρόλυσης, το Η2CΟ3, μετατρέπεται γρήγορα σε CΟ2 και Η2Ο από την κυτταροπλασματική β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών και τόσο η ΝΗ3 όσο και το CΟ2 (αέρια) απομακρύνονται γρήγορα από την εσωτερική μεμβράνη προς τον περιπλασμικό χώρο, όπου η ΝΗ3 πρωτονιώνεται και το CΟ2 μετατρέπεται σε δικαρβονικό από τη μεμβρανοσύνδετη α-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών. Η ΝΗ3 καταναλώνει τα εισερχόμενα πρωτόνια που παράγονται από τη δράση της αφυδατάσης των δισανθρακικών και το HCO
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 ρυθμίζει το pH του περιπλασμικού χώρου στα επίπεδα του 6.1 (Seron et al., 2004).
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 Εικόνα 6.  Σχηματική αναπαράσταση του ρόλου της ουρεάσης και των αφυδατασών των δισανθρακικών στη διατήρηση του περιπλασμικού pH του H. Pylori σε όξινο μέσο.     
Α.1.5.1.2.3. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ Corynebacterium glutamicum            
Το βακτήριο Corynebacterium glutamicum χρησιμοποιείται σε βιομηχανικό επίπεδο κατά την παραγωγή διάφορων αμινοξέων, εκ των οποίων ειδικότερα L-γλουταμινικό οξύ και η L-λυσίνη (Ikeda, 2003, Kinoshita and Nakayama, 1978). Η απόδοση και η παραγωγικότητα του βακτηρίου σε αμινοξέα όπως το γλουταμινικό, η γλουταμίνη, η αργινίνη, η προλίνη, η λυσίνη, η θρεονίνη και η ισολευκίνη εξαρτάται από τη ροή του άνθρακα δια μέσου αναπληρωτικών μεταβολικών μονοπατιών, δεδομένου ότι ο κύκλος του τρικαρβοξυλικού οξέος (TCA) απαιτεί συνεχή ανεφοδιασμό C4 μορίων ώστε να αντικατασταθούν τα ενδιάμεσα που απομακρύνονται κατά την βιοσύνθεση των αμινοξέων. Η σύνθεση του οξαλοξικού, ενός σημαντικού ενδιαμέσου, μέσω των μονοπατιών αυτών περιλαμβάνει δύο ένζυμα τα οποία εξαρτώνται από το HCO
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, την καρβοξυλάση του πυροσταφυλικού οξέος και την καρβοξυλάση του φωσφοενολοπυροσταφυλικού οξέος.


Από την αλληλούχιση του γονιδιώματος του C. glutamicum (Nakagawa et al., 2001) προέκυψαν δύο γονίδια (bca, gca) τα οποία κωδικοποιούν για αφυδατάσες των δισανθρακικών. 

Το γονίδιo bca, το οποίο βρέθηκε να έχει μέγεθος 627 bp  και μοριακό βάρος 22,196 kDa, κωδικοποιεί για μια β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών. Κατά την ευθυγράμμιση του bca με άλλες β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών προέκυψε ότι οι υποκαταστάτες του ψευδαργύρου του ενεργού κέντρου είναι τα συντηρημένα κατάλοιπα: Cys-55, His-108, Cys-111. Επίσης ένα κατάλοιπο ασπαραγινικού (Asp-57) βρέθηκε να είναι συντηρημένο και πιθανόν να είναι ο τέταρτος υποκαταστάτης του ψευδαργύρου του ενεργού κέντρου.

To γονίδιο gca, το οποίο βρέθηκε να έχει μέγεθος 564 bp και μοριακό βάρος 19,179 kDa, κωδικοποιεί για μια γ-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών. Κατά την ευθυγράμμιση του gca με άλλες β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών προέκυψε ότι οι υποκαταστάτες του ψευδαργύρου του ενεργού κέντρου είναι τα συντηρημένα κατάλοιπα: His-69,His-86 και His-91. Ένα κατάλοιπο αργινίνης (Arg-48) πιθανόν να είναι σημαντικό για την υδρόλυση του CΟ2.

Εσωτερική διαγραφή του γονιδίου bca στο στέλεχος Δbca, είχε ως αποτέλεσμα την δημιουργία ενός φαινοτύπου ο οποίος παρουσίασε δραματική μείωση στην ανάπτυξή του κάτω από ατμοσφαιρικές συνθήκες (0.04% CΟ2), τόσο σε πλήρη όσο και σε φτωχά θρεπτικά μέσα (Mitsuhashi et al., 2003). Ο ρυθμός ανάπτυξης του βακτηρίου αποκαθίσταται έπειτα από την έκθεσή του σε υψηλές συγκεντρώσεις CΟ2 (5%). Κατά την εσωτερική διαγραφή του γονιδίου gca δεν παρατηρήθηκε διαφορά στην ανάπτυξη του μεταλλαγμένου στελέχους σε σχέση με τον άγριο τύπο του βακτηρίου.

Κατά τη μελέτη της επίδρασης της συγκέντρωσης των bca και gca στην παραγωγή L-λυσίνης, δημιουργήθηκαν μεταλλαγμένα στελέχη του C.glutamicum AHD-2 (AHD-bca21, AHD-gca21) στα οποία είχε εισαχθεί και δεύτερο αντίγραφο των γονιδίων bca και gca αντίστοιχα. Δεν παρατηρήθηκε επίδραση στην ανάπτυξη του βακτηρίου και σημαντικότερα, δεν παρατηρήθηκε αύξηση στην παραγωγή L-λυσίνης, δεδομένου ότι και οι τρεις τύποι απέδωσαν την ίδια ποσότητα αμινοξέος έπειτα από 30 h ζύμωση.


Τα παραπάνω συνηγορούν στο ότι το προϊόν του γονιδίου bca είναι σημαντικό στα να εξασφαλίζει ήπιες συνθήκες ανάπτυξης κάτω από κανονικές περιβαλλοντικές συνθήκες, ιδιότητα η οποία πιθανόν να οφείλεται στην ικανότητα του προϊόντος αυτού να διατηρεί ευνοϊκά ενδοκυτταρικά επίπεδα δικαρβονικού και CΟ2 (Mitsuhashi et al., 2003).
Α.1.5.1.2.4. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ Mycobacterium tuberculosis 

Σύμφωνα με τον παγκόσμιο οργανισμό υγείας, 1.8 δισεκατομμύρια άνθρωποι μολύνονται ετησίως από το Mycobacterium tuberculosis, 2 εκατομμύρια εκ των οποίων πεθαίνουν. Η καταπολέμησή του με αντιβιοτικά δεν φαίνεται να είναι ιδιαίτερα αποτελεσματική. Στο M. tuberculosis ανεβρέθηκαν τρεις ισότυποι ενζύμων οι οποίοι κωδικοποιούν για β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών, εκ των οποίων δύο (Rv1284 και Rv3588c)  θα αναλυθούν στις επόμενες παραγράφους. 


Κρυσταλλογραφικές μελέτες έδειξαν ότι το ένζυμο Rv1284 αποτελείται από δύο διμερή, κάθε ένα από τα οποία είναι μέρος ενός τετραμερούς και ότι το ένζυμο αυτό παρουσιάζει δομή β-πτυχωτής επιφάνειας. Τα κατάλοιπα: Cys-35, His-88, Cys-91 καθώς και ένα μόριο Η2Ο συνδέονται με το ιόν του ψευδαργύρου, ενώ τα κατάλοιπα: Asp-37 και Arg-39 δημιουργούν γέφυρα άλατος. Όλοι οι υποκατάστατες του ψευδαργύρου του ενεργού κέντρου συνδέονται με την μία υπομονάδα του διμερούς. Κατά την εξέταση της ενζυμικής ενεργότητας, το συγκεκριμένο ένζυμο δεν φάνηκε να είναι ενεργό σε τιμή pH 7.5 (Covarrubias et al., 2005).


Έπειτα από την εξέταση του έτερου ενζύμου, προέκυψε ότι το Rv3588c περιέχει μόνο μία υπομονάδα η οποία δημιουργεί ένα διμερές και παρουσιάζει δομή β-πτυχωτής επιφάνειας. Στο ενεργό κέντρο του ενζύμου βρέθηκαν οι ίδιοι υποκαταστάτες με αυτούς του Rv1284, με τη διαφορά ότι το μόριο Η2Ο αντικαθίσταται από το κατάλοιπο Asp-53. Επίσης, παρατηρείται ένας επιπλέον δεσμός υδρογόνου, μεταξύ Tyr-89 και Asp-53. Κατά την εξέταση της ενζυμικής ενεργότητας, το Rv3588c είναι μια ενεργή β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών σε τιμή pH 8.4 (Covarrubias et al., 2005).

Από τα προηγούμενα, προκύπτει ότι και οι δύο ισότυποι αποτελούν αφυδατάσες των δισανθρακικών, με τη διαφορά ότι το ένζυμο Rv3588c έχει διακριτή ενεργότητα σε σχέση με το ένζυμο Rv1284. Το γεγονός αυτό οφείλεται στην παρατήρηση ότι στο Rv1284 υπάρχει έλλειψη ψευδαργύρου στο ενεργό του κέντρο. Παρ’ όλα αυτά, κατά την προσθήκη ψευδαργύρου η ενεργότητα του ενζύμου αποκαθίσταται. Αμφότερα τα συγκεκριμένα ένζυμα φαίνεται να είναι ζωτικής σημασίας, ιδιαιτέρως δε το Rv3588c φαίνεται να είναι απαραίτητο όσον αφορά την ικανότητα επιβίωσης του M. tuberculosis (Sassetti and Rubin, 2003).

Α.1.5.1.2.5. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ Neisseria sicca


Η πρώτη αναφορά για ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών έγινε για το βακτήριο Neisseria sicca, με το συγκεκριμένο ένζυμο να είναι το πρώτο της κατηγορίας που απομονώθηκε από προκαρυωτικό οργανισμό (Neitch and Blakenship, 1963). Το γονίδιο που κωδικοποιεί για αυτό το ένζυμο δεν έχει ακόμη κλωνοποιηθεί, με αποτέλεσμα να μην υπάρχουν ασφαλή συμπεράσματα για τον τύπο στον οποίο ανήκει. Παρ’ όλα αυτά, φαίνεται να αποτελεί μια α-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών, δεδομένου ότι το αντιγόνο του αντιδρά με την α-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών του N. gonorrhoeae (Nafi, B.M. et al., 1990). Επιπλέον, η μέθοδος του κυκλικού διχρωϊσμού (CD) έδειξε ότι τα δύο ένζυμα έχουν παρόμοια δευτεροταγή δομή (Brundell et al., 1972, Chirica et al., 1997). Τέλος, φάνηκε ότι το ένζυμο αυτό παρουσιάζει παρόμοιες ενζυμικές ιδιότητες με τα αντίστοιχα ένζυμα των θηλαστικών, δεδομένου ότι κυκλικά και αρωματικά σουλφοναμίδια είχαν δριμεία ανασταλτική δράση έναντί του και ότι το ένζυμο αυτό παρουσίασε δραστηριότητα εστεράσης με υπόστρωμα 4-νιτροφαινυλοξικό (χαρακτηριστικές ιδιότητες α-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών των θηλαστικών).   


Η αφυδατάση των δισανθρακικών του Neisseria sicca είναι μονομερές με μοριακό βάρος 28,6 kDa (Brundell et al., 1972) και περιέχει σχεδόν 1 mole Zn. Μέγιστη ενζυμική ενεργότητα παρατηρήθηκε όταν το pH του μέσου ήταν 7.1 και η συγκέντρωση CΟ2 χαμηλή (Adler, L. et al., 1972). Η παρουσία σουλφοναμιδίων, ακετυλοζαμιδίων και αιθoξυζολαμιδίων φάνηκε να παρεμποδίζει την ανάπτυξη του Neisseria sicca (Sanders and Maren, 1967, MacLeod and DeVoe 1981). Η παρεμπόδιση μειώθηκε είτε με προοδευτική αύξηση της συγκέντρωσης CΟ2 είτε με την παρουσία υπερβολικής συγκέντρωσης  HCO
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 στο μέσο ανάπτυξης, γεγονός που υποδηλώνει ότι η αφυδατάση των δισανθρακικών του Neisseria sicca  διευκολύνει την ανταλλαγή CΟ2 και HCO
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 κάτι το οποίο προάγει την ανάπτυξη του βακτηρίου. Η ενεργότητα της  συγκεκριμένης αφυδατάσης των δισανθρακικών συσχετίστηκε με την εσωτερική μεμβράνη γεγονός που ενισχύει την άποψη ότι ο ρόλος της είναι η δέσμευση και η μεταφορά του CΟ2 μετατρέποντάς το από ένα ελεύθερα διαχεόμενο αφόρτιστο αέριο σε ένα φορτισμένο μόριο το οποίο απελευθερώνεται στην κυτταρική μεμβράνη.
Α.1.5.1.2.6. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ Neisseria gonorrhoeae

Παρ’ όλο που η πρώτη αφυδατάση των δισανθρακικών που αναφέρθηκε ήταν αυτή του N.sicca, καμία αλληλουχία του είδους Neisseria δεν ήταν διαθέσιμη πριν την παρουσίαση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ενός γονιδίου του N.gonorrhoeae το οποίο ονομάστηκε ORF2 (Black et al.,. 1995). Το συγκεκριμένο γονίδιο κλωνοποιήθηκε και βρέθηκε να κωδικοποιεί για μία πρωτεΐνη 252 αμινοξικών καταλοίπων, έχοντας μοριακό βάρος 28.1 kDa (Chirica et al., 1997). Η πρωτεΐνη αυτή εκφράστηκε ετερόλογα στον περιπλασμικό χώρο του βακτηρίου E.coli. Αν και η ακριβής τοποθεσία της στο N.gonorrhoeae δεν έχει ακόμη εξακριβωθεί βιοχημικά, πιθανολογείται ότι βρίσκεται εντός ή εκτός της κυτταρικής μεμβράνης. Επομένως, η αφυδατάση των δισανθρακικών του N.gonorrhoeae πιθανόν να έχει τις ίδιες καταλυτικές ιδιότητες με αυτήν του N.sicca.


Η υδρόλυση του CΟ2 κατά τη δράση του ενζύμου του N.gonorrhoeae είναι αντίστοιχη της ανθρώπινης αφυδατάσης των δισανθρακικών CA III (Chirica et al., 1997).Οι τιμές kcat σε pH 9.0 είναι σχεδόν ίδιες, αλλά η km της αφυδατάσης των δισανθρακικών του N.gonorrhoeae είναι σχεδόν 2,5 φορές υψηλότερη από την αντίστοιχη ανθρώπινη. Τέλος, το ένζυμο αυτό φαίνεται να παρουσιάζει δράση εστεράσης, υδρολύοντας το 4-νιτροφαινυλοξικό, αλλά η συγκεκριμένη ιδιότητα είναι μόλις 5% σε αντιστοιχία με το αντίστοιχο ανθρώπινο ένζυμο.
Α.1.5.1.2.7. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ Salmonella typhimurium

Μέχρι πρόσφατα, η γνώση για το ποια γονίδια ήταν απαραίτητα για την ανάπτυξη και επιβίωση των παθογόνων ήταν περιορισμένη. Μία τεχνική τέτοιου είδους ανάλυσης εφαρμόστηκε για το S.typhimurium. Η συγκεκριμένη τεχνική στηρίχτηκε στην διαφορική ικανότητα φθορισμού για την ταυτοποίηση γονιδίων των οποίων η έκφραση επάγεται κατά τη συνεργασία του παθογόνου με τον ξενιστή (Valdivia and Falkow, 1997) .

Για την επιλογή των γονιδίων χρησιμοποιήθηκε η χρωστική Gfp (Green fluorescent protein). Οι ξενιστές μολύνθηκαν με βακτήρια τα οποία περιείχαν μεταγραφικά ενεργά γονίδια (gfp) σε σύντηξη τα οποία διαχωρίζονταν από λυμένα κύτταρα ευαίσθητα στον φθορισμό. Τα βακτήρια στη συνέχεια αναπτύχθηκαν in vitro και αυτά τα οποία φθόριζαν λίγο ή καθόλου απομονώθηκαν. 


Ένα από τα γονίδια που εντοπίστηκαν ονομάστηκε mig-5 και βρέθηκε ότι εμφανίζει 24% ομολογία με το γονίδιο cynT, με άλλα λόγια την β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών του E.coli. Το προϊόν αυτού του γονιδίου φάνηκε να έχει μεγαλύτερη σχέση ως προς την επιβίωση του βακτηρίου στον ξενιστή (το S.typhimurium αποικίζει τη σπλήνα των θηλαστικών) και πιθανόν η αφυδατάση των δισανθρακικών να έχει σχέση με τη μολυσματικότητά του (Valdivia and Falkow, 1997) .  
Α.1.5.1.2.8. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ ΚΥΑΝΟΒΑΚΤΗΡΙΑ

Σε σχέση με τα φυτά, τα κυανοβακτήρια έχουν πολύ μεγαλύτερη εξάρτηση από την περιβαλλοντική συγκέντρωση CΟ2 (Aizawa and Miyachi, 1986, Coleman, 1991, Kaplan et al., 1991, Price et al., 1998, Kaplan and Reinhold, 1999) και η ανάπτυξή τους εξαρτάται τόσο από το ρυθμό φωτοσύνθεσης όσο και από την παραγωγή CΟ2 σύμφωνα με τον κύκλο του Calvin (Badger and Price, 1994). 

Το ένζυμο Rubisco (ριβουλόζη της 1,5 διφωσφορικής καρβοξυλάσης) το οποίο καταλύει την αντίδραση παραγωγής CΟ2, παρουσιάζει πολύ μικρή συγγένεια με το CΟ2 έχοντας km σχεδόν ίση με 100-150 μΜ (Badger, 1980). Παρ’ όλα αυτά, τα κυανοβακτήρια έχουν τη δυνατότητα να αναπτύσσονται ακόμη και σε χαμηλές συγκεντρώσεις CΟ2, της τάξης των 10 μΜ (Sultemeyer et al., 1993). Η ικανότητα της επιβίωσης των οργανισμών αυτών σε χαμηλές συγκεντρώσεις CΟ2, θεωρείται ότι είναι το αποτέλεσμα ενός μηχανισμού συγκέντρωσης CΟ2 (CCM) (Aizawa and Miyachi, 1986, Coleman, 1991, Kaplan et al., 1991, Price et al., 1998, Kaplan and Reinhold, 1999), του οποίου οι βασικές αρχές είναι: α) ενεργή μεταφορά ανόργανου άνθρακα Ci (CΟ2 και HCO
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) εντός του κυττάρου από ενεργοεξαρτώμενους μεταφορείς, με επακόλουθη συσσώρευση HCO
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 ενδοκυτταρικά και β) αναγέννηση CΟ2 σε υψηλά επίπεδα μέσα στα καρβοξυσώματα, για επαρκή δέσμευση του CΟ2 από την Rubisco. Οι αφυδατάσες των δισανθρακικών θεωρείται ότι παίζουν κεντρικό ρόλο στον μηχανισμό CCM και σε διάφορες άλλες διαδικασίες που πραγματοποιούνται στην κυτταροπλασματική μεμβράνη και στα καρβοξυσώματα (Bedu and Joset, 1991, Bedu et al., 1992, Price et al., 1992).  


Τα κυανοβακτήρια είναι ικανά να χρησιμοποιούν τόσο το CΟ2 όσο και το HCO
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. Το HCO
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 συσσωρεύεται στο κυτταρόπλασμα (Miller et al., 1990, Miller et al., 1991, Espie et al., 1991), κάτι το οποίο υποδηλώνει ότι το CΟ2 μετατρέπεται σε HCO
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. Πρόσφατες μελέτες περί της μεταφοράς ανόργανου άνθρακα στα κύτταρα του είδους Synechococcus υπέδειξαν διάφορους μεταφορείς CΟ2 και HCO
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 (Price et al., 1998, Kaplan and Reinhold, 1999). Δεδομένου ότι μεταφορά του CΟ2 παρεμποδίζεται από τον λιποδιαλυτό αναστολέα της αφυδατάσης των δισανθρακικών εθοξυζολαμίδιο, θεωρείται ότι στην διαδικασία της μεταφοράς εμπλέκεται μια μεμβρανοσύνδετη αφυδατάση των δισανθρακικών (Price and Badger, 1989) μετατρέποντας το CΟ2 σε HCO
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. Επιπλέον, μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στο Synechococcus PCC7942 έδειξαν ότι στο συγκεκριμένο στέλεχος υπάρχουν και οι τρεις τύποι αφυδατασών των δισανθρακικών, γεγονός που υποδεικνύει ότι υπάρχουν γονίδια που κωδικοποιούν και για τους τρεις τύπους των ενζύμων αυτών, κάθε ένζυμο από τα οποία έχει συγκεκριμένη και διαφορετική λειτουργία όσον αφορά τη δέσμευση και τη μεταφορά του CΟ2.  


Το αποτέλεσμα της μεταφοράς ανόργανου άνθρακα είναι η μετατόπιση της ισορροπίας του CΟ2 και του HCO
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 προς το HCO
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. Δεδομένου ότι η Rubisco χρησιμοποιεί CΟ2 ως υπόστρωμα (Badger, 1980), αναμένεται να μεσολαβεί μία ενδοκυτταρική αφυδατάση των δισανθρακικών η οποία καταλύει την μετατροπή του HCO
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 σε CΟ2. Η συγκεκριμένη αφυδατάση των δισανθρακικών εντοπίζεται στα καρβοξυσώματα, οργανίδια τα οποία περιέχουν το μεγαλύτερο μέρος της Rubisco και θεωρείται ότι αποτελούν ένα φυσικό φράγμα στη διάχυση του CΟ2 ώστε να αποτρέπεται η διαρροή του από το κύτταρο. Το HCO
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 έχει τη δυνατότητα να διαχέεται ελευθέρα από το κυτταρόπλασμα στο καρβοξύσωμα όπου η αφυδατάση των δισανθρακικών καταλύει την αφυδάτωσή του προς CΟ2 για τη δέσμευσή του από τη Rubisco.
α-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών

Το γονίδιο ecaA (external carbonic anhydrase alpha class) το οποίο κωδικοποιεί για αφυδατάση των δισανθρακικών της τάξης των 29 kDa, απομονώθηκε από το Anabaena sp. PCC 7120 και φαίνεται ότι παρουσιάζει ομολογία με διάφορους ισότυπους αντίστοιχων ανθρώπινων ενζύμων. Η έκφραση του ecaA φαίνεται να ρυθμίζεται από τα επίπεδα CΟ2  στο μέσο ανάπτυξης (Soltes-Rak et al., 1997). Υψηλά επίπεδα ecaA παρατηρούνται σε κύτταρα τα οποία αναπτύσσονται σε συγκεντρώσεις CΟ2 της τάξης του 1% αλλά και χαμηλότερες ενώ είναι δυνατός ο εντοπισμός του γονιδίου έπειτα από έκθεση σε χαμηλή συγκέντρωση CΟ2 (0,01%) για 24h. Παρά την βελτιστοποίηση των καλλιεργητικών συνθηκών που χρησιμοποιήθηκαν, δεν ήταν δυνατός ο ακριβής εντοπισμός της τοποθεσίας (location) του ενζύμου εντός του κυττάρου. 


Χρησιμοποιώντας εκκινητές βάσει της αλληλουχίας του γονιδίου ecaA του Anabaena, απομονώθηκε ομόλογο γονίδιο από το Synechococcus sp. PCC7942 (Soltes-Rak et al., 1997). Το γονίδιο αυτό κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη 26 kDa με πλήθος θετικά φορτισμένων καταλοίπων στο άμινο-τελικό άκρο υποδεικνύοντας μια αλληλουχία σινιάλο για πρόσδεση στην κυτταροπλασματική μεμβράνη. 


Σε μια προσπάθεια να διευκρινιστεί ο ρόλος του γονιδίου ecaA στο μηχανισμό CCM των κυανοβακτηρίων, μεταλλαγμένα στελέχη (mutants) συγκρίθηκαν με τον άγριο τύπο (wild-type) του βακτηρίου Synechococcus. Δεν παρατηρήθηκαν αξιοσημείωτες διαφορές μεταξύ των δύο στελεχών όσον αφορά την ενεργότητα της αφυδατάσης των δισανθρακικών. Το μεταλλαγμένο στέλεχος αρχικά αναπτύχθηκε βραδύτερα από τον άγριο τύπο υπό την παρουσία υψηλής και χαμηλής συγκέντρωσης ανόργανου άνθρακα, αλλά οι ρυθμοί ανάπτυξης εξομαλύνθηκαν στην στατική φάση. Επίσης, παρατηρήθηκε ότι η συγκέντρωση CΟ2 που ήταν άμεσα διαθέσιμη για μεταφορά ήταν υψηλότερη στο μεταλλαγμένο στέλεχος. Τόσο ο άγριος τύπος όσο και το μεταλλαγμένο στέλεχος του βακτηρίου παρουσίασαν παρόμοια επίπεδα φωτοσυνθετικού Ο2 κατά τη μειωμένη παρουσία HCO
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. Τέλος, στον άγριο τύπο η ενεργότητα του γονιδίου ecaA φάνηκε να υδρολύει γρηγορότερα την περισσότερη ποσότητα του CΟ2 που ήταν παρούσα τη δεδομένη χρονική στιγμή. 


Τα παραπάνω αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι το γονίδιο ecaA δεν παίζει ουσιαστικό ρόλο στον μηχανισμό συγκέντρωσης CΟ2 (CCM). Η χρησιμότητά του βέβαια σε πιο όξινες ή πιο αλκαλικές συνθήκες ανάπτυξης δεν πρέπει να αποκλειστεί (Soltes-Rak et al., 1997). Εναλλακτικά, το γονίδιο ecaA δύναται να δράσει σαν αισθητήρας αναγνωρίζοντας αλλαγές στο επίπεδο του CΟ2 (So et al., 1998). Πρόσφατες μελέτες υποδεικνύουν ότι το HCO
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 είναι το μήνυμα για την γρήγορη επαγωγή της φάσης υψηλής συγγένειας του μηχανισμού CCM με αποτέλεσμα η εκτίμηση του επιπέδου του CΟ2 να είναι απαραίτητη (Sultemeyer et al., 1998, Badger and Gallagher, 1987, Mayo et al., 1986).   
 β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών


Αρχικά απομονώθηκαν μεταλλαγμένα στελέχη Synechococcus τα οποία είχαν την ικανότητα να συσσωρεύουν ανόργανο άνθρακα στο εσωτερικό του κυττάρου, αλλά δεν μπορούσαν να τον χρησιμοποιήσουν για την παραγωγή CΟ2 (Fukuzawa et al., 1992, Price and Badger, 1989, Badger et al., 1991). Τα στελέχη αυτά απαιτούσαν υψηλή συγκέντρωση CΟ2 (4-5%) για να αναπτυχθούν και βρέθηκε ότι παρουσίαζαν μειωμένη δράση αφυδατάσης των δισανθρακικών στο καρβοξύσωμα. 


Τα αποτελέσματα αυτά συσχετίστηκαν με την απενεργοποίηση του γονιδίου isfA, το οποίο κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη 252 αμινοξέων η οποία παρουσιάζει 31% ομολογία με το γονίδιο cynT, την β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακιικών του βακτηρίου E.Coli. Επομένως, είναι πιθανό το παραπάνω γονίδιο να κωδικοποιεί για μια καρβοξυσωμική αφυδατάση των δισανθρακικών, της οποίας κύρια λειτουργία είναι η αφυδάτωση του HCO
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 μετατρέποντάς το σε CΟ2, το οποίο εν συνεχεία χρησιμοποιείται από τη Rubisco (Fukuzawa et al., 1992).  Μέχρι πρόσφατα, δεν έχουν αναφερθεί μελέτες περί της φυσιολογίας και του βιοχημικού χαρακτηρισμού του ενζύμου αυτού.


Αντίστοιχες μελέτες πραγματοποιήθηκαν για το στέλεχος Synechocystis sp. PCC6803 (So and Espie, 1998). Στη συγκεκριμένη εργασία γίνεται αναφορά για την απομόνωση ενός γονιδίου εν ονόματι ccaA  το οποίο κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη 274 αμινοξέων και μοριακής μάζας 30.7 kDa. Η πρωτεΐνη αυτή παρουσιάζει 55% ομολογία με το προϊόν του γονιδίου isfA  του Synechococcus. Μία βελτιωμένη προσέγγιση της παραπάνω μελέτης (So and Espie, 1998) για τον ενδοκυτταρικό διαχωρισμό των ενζύμων σε κλάσματα (Price et al., 1992) υπέδειξε ότι το γονίδιο ccaA κωδικοποιεί για μια καρβοξυσωμική αφυδατάση των δισανθρακικών η οποία παρέχει CΟ2 στη Rubisco.
   



Επιπλέον, στο στέλεχος Synechocystis PCC6803 ανεβρέθηκε το γονίδιο ecaB το οποίο παρουσίασε υψηλό ποσοστό ομολογίας με το γονίδιο CynT του βακτηρίου E.Coli, το οποίο κωδικοποιεί για μια β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών (So et al., 1998). Το γονίδιο ecaB κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη 263 αμινοξέων η οποία θεωρείται ότι περιέχει θέση πρόσδεσης σε λιπίδια, υποδεικνύοντας ότι η πρωτεΐνη που παράγεται από το συγκεκριμένο γονίδιο (ΕcaB) σχετίζεται με την κυτταρική μεμβράνη ή εντοπίζεται στον περιπλασμικό χώρο. Παρ’ όλα αυτά η ακριβής τοποθεσία της δεν έχει ακόμη εξακριβωθεί.


Η ετερόλογη έκφραση της ΕcaB στο E.Coli δεν είχε αποτέλεσμα όσον αφορά την ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών. Ο φαινότυπος μεταξύ του μεταλλαγμένου στελέχους του Synechocystis PCC6803 και του μεταλλαγμένου στελέχους Synechococcus PCC7042 παρουσίασε χαρακτηριστική ομοιότητα, δεδομένου ότι δεν παρατηρήθηκε ουσιαστική διαφορά μεταξύ αγρίου-τύπου και μεταλλαγμένου όσον αφορά την ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών, τη μεταφορά CΟ2 και HCO
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 και το ρυθμό ανάπτυξης στη στατική φάση (So et al., 1998).

Όπως η α-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών ΕcaA, έτσι και η ΕcaB δεν φαίνεται να παίζουν σπουδαίο ρόλο στη λειτουργία του μηχανισμού συσσώρευσης CΟ2. Επομένως, η αφυδατάση των δισανθρακικών ΕcaB του Synechocystis πιθανόν να έχει την ίδια λειτουργία με την α-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών ΕcaA του Synechococcus. Ως εκ τούτου, αυτά τα δύο διαφορετικά γένη κυανοβακτηρίων πιθανόν να χρησιμοποιούν δύο διαφορετικές αφυδατάσες των δισανθρακικών για την ίδια λειτουργία.         

γ-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών


Ένα πλήθος γονιδίων τα οποία ονομάστηκαν ccm απομονώθηκαν από μια περιοχή ανωφερικά του οπερονίου rbcLS του Synechococcus PCC7942, το οποίο κωδικοποιεί γονίδια για τις υπομονάδες της Rubisco. Κάθε ένα από τα γονίδια ccm (ccmΚ, ccmL, ccmM, ccmN, ccmO) είναι απαραίτητα για την ανάπτυξη του βακτηρίου σε συνθήκες μειωμένης συγκέντρωσης CΟ2 και για τη σωστή συγκρότηση του καρβοξυσώματος (Price et al., 1993). 


Το γονίδιο ccmM παράγει ένα πολυλειτουργικό προϊόν 539 αμινοξέων εκ των οποίων τα πρώτα 219 παρουσιάζουν 35% ομολογία με αυτά της Cam, της γ-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του Μ. thermophila. Τρεις εσωτερικές επαναλήψεις στα 320 αμινοξέα του καρβόξυ-τελικού άκρου παρουσιάζουν 49-51% ομολογία με την περιοχή του καρβόξυ-τελικού άκρου της αναγωγάσης της Rubisco του Anabaena. Γονίδια τα οποία παρουσιάζουν ομολογία με τη μικρή υπομονάδα της Rubisco έχουν επίσης ανευρεθεί στο Synechocystis sp. PCC6803 και στο Synechococcus sp. PCC7002 (Price et al., 1998).  


Χρησιμοποιώντας αντισώματα έναντι της 58 kDa μεγέθους CcmM πρωτεΐνης του Synechococcus PCC7942 η οποία υπερεκφράστηκε στο E.Coli, φάνηκε ότι η CcmM είναι μια μέτρια παρούσα πρωτεΐνη η οποία βρίσκεται στο καρβοξύσωμα, αν και ακόμη δεν έχει εξακριβωθεί η ακριβής της τοποθεσία, ήτοι αν βρίσκεται εσωτερικά η περιφερειακά του καρβοξυσώματος (Price et al., 1998). 


Ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών δεν έχει ακόμη αναφερθεί έπειτα από την ετερόλογη έκφραση της CcmM στο E.Coli και ο ρόλος της στην παραγωγή CΟ2 δεν έχει ακόμη διευκρινιστεί. Επιπρόσθετα με τον δομικό ρόλο, η CcmM πιθανόν να προστατεύει και από τυχούσα διαρροή CΟ2 από το καρβοξύσωμα.  

Α.1.5.1.2.9. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ ΑΚΕΤΟΓΟΝΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑ

Από μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στα ακετογόνα βακτήρια: A.woodii, Acetohalobium arabaticum, Clostridium formicoaceticum και Sporomusa silvacetica, βρέθηκε ότι όλα παρουσιάζουν ενεργότητας αφυδατάσης των δισανθρακικών (Braus-Stromeyer et al., 1997). Από τα παραπάνω στελέχη, το A.woodii παρουσίασε την υψηλότερη δραστικότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών (14 U mg-1) σε κυτταρικά εκχυλίσματα που καλλιεργήθηκαν είτε σε γλυκόζη είτε σε Η2-CΟ2, με το ένζυμο να εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα.


Ο ακριβής φυσιολογικός ρόλος της αφυδατάσης των δισανθρακικών στα εκετογόνα βακτήρια είναι ακόμη αδιευκρίνιστος, πολλά μπορούν όμως να θεωρηθούν. Τα ακετογόνα έχουν μεγάλη εξάρτηση από το CΟ2 τόσο στον ενεργειακό μεταβολισμό όσο και σε μεταβολικά μονοπάτια παραγωγής CΟ2. Επομένως, μια πιθανή λειτουργία της αφυδατάσης των δισανθρακικών στα εκετογόνα βακτήρια πιθανόν να είναι η αύξηση των επιπέδων του ενδοκυτταρικού CΟ2.


Πολλοί ακετογόνοι οργανισμοί δεν έχουν τη δυνατότητα να αναπτυχθούν ακετογονικά υπό ετεροτροφικές ή αυτοτροφικές συνθήκες απουσία CΟ2. Προφανώς, απαιτείται ένας μηχανισμός συσσώρευσης CΟ2 κατά την αυτοτροφική ανάπτυξη, όπου το CΟ2 χρησιμοποιείται τόσο ως πηγή άνθρακα όσο και ως δέκτης ηλεκτρονίων. Το ακετυλοζαμίδιο δεν επηρέασε την ανάπτυξη του A.woodii, υπό ετεροτροφικές συνθήκες ανάπτυξης (Braus-Stromeyer et al., 1997). Η ανάπτυξη όμως σε Η2-CΟ2 παρεμποδίστηκε πλήρως, υποδεικνύοντας ότι η αφυδατάση των δισανθρακικών  παίζει σπουδαίο ρόλο στην αυτοτροφική ανάπτυξη.     


Άλλοι πιθανοί ρόλοι για την αφυδατάση των δισανθρακικών του A.woodii, περιλαμβάνουν την ενδοκυτταρική ρύθμιση του pH ως αποτέλεσμα της υψηλής ποσότητας οξικού οξέος που παράγεται κατά την ανάπτυξη. Δεδομένου ότι οι ακετογόνοι οργανισμοί πρέπει να εκκρίνουν το οξικό οξύ και να δεσμεύουν HCO
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και CΟ2, είναι πιθανή η ύπαρξη αντιμεταφορέων οξικού οξέος και HCO
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, με μία κυτταροπλσματική αφυδατάση των δισανθρακικών να συνδέεται έμμεσα με τη μεταφορά του οξικού οξέος (Braus-Stromeyer et al., 1997).  
Α.1.5.1.2.10. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ Rastolnia eutropha

Το Rastolnia eutropha είναι ένα χημειοαυτότροφο βακτήριο. Οργανικά οξέα όπως το πυρουβικό, το γαλακτικό και το μηλονικό είναι συνήθη οργανικά υποστρώματα για την ανάπτυξη του στελέχους. Το βακτήριο αυτό περιέχει ένα γονίδιο (can) το οποίο κωδικοποιεί για μια β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών, η οποία ονομάστηκε Can (Kusian et al., 2002). Ετερόλογη έκφραση της Can στο E.Coli σε συνδυασμό με τη χρήση φασματομετρίας μάζας έδειξε ότι το γονίδιο can κωδικοποιεί μια λειτουργική αφυδατάση των δισανθρακικών. Το ένζυμο αυτό παρεμποδίζεται από το αιθόξυζολαμίδιο και απαιτεί 40 mM MgSO4 για μέγιστη δραστικότητα.  


Το μεταλλαγμένο ως προς το γονίδιο can στέλεχος, φάνηκε να έχει μεγάλη εξάρτηση από τη συγκέντρωση CΟ2 και αδυνατεί να αναπτυχθεί υπό την παρουσία ατμοσφαιρικού CΟ2. Μέσω ετερόλογης έκφρασης αφυδατασών των δισανθρακικών άλλων βακτηριακών στελεχών, το μεταλλαγμένο στέλεχος φάνηκε να έχει τη δυνατότητα να αναπτύσσεται υπό ατμοσφαιρικές συνθήκες. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι η ανάπτυξη του R. eutropha σε χαμηλές συγκεντρώσεις CΟ2 είναι άμεσα συνδεδεμένη με τη δράση μιας αφυδατάσης των δισανθρακικών παρά την εξειδικευμένη δράση της Can.
Α.1.5.1.2.11. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ Mesorhizobium loti

Το M. loti είναι ένα συμβιωτικό αζωτοδεσμευτικό βακτήριο (ριζόβιο). Το αποτέλεσμα της δημιουργίας συμβιωτικής σχέσης του βακτηρίου αυτού με ανώτερα φυτά (Lotus spp.) είναι ο σχηματισμός ενός νέου φυτικού οργάνου με ιδιαίτερα μορφολογικά και φυσιολογικά χαρακτηριστικά, το οποίο ονομάζεται φυμάτιο. Εντός του φυματίου οι διαφοροποιημένη μορφή του ριζοβίου (βακτηριοειδές) βρίσκει το κατάλληλο περιβάλλον για να φέρει σε πέρας τη βιοχημική μετατροπή του μοριακού αζώτου σε αμμωνία. Η παραπάνω σχέση είναι αμοιβαία επωφελής, δεδομένης της παροχής φωτοσυνθετικού άνθρακα από το φυτό προς το βακτήριο (αποκλείοντας τον ανταγωνισμό από άλλους μικροοργανισμούς) αλλά και την προσφορά του τελευταίου σε αφομοιώσιμο άζωτο προς το φυτό.


Στο γένωμα του M. loti στέλεχος R7A βρέθηκε το γονίδιο msi0040 το οποίο κωδικοποιεί για μια α-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών, η οποία ονομάστηκε MlCAA1. Το ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο της MlCAA1 κλωνοποιήθηκε, εκφράστηκε και χαρακτηρίστηκε βιοχημικά, με τα αποτελέσματα να αποδεικνύουν ότι η συγκεκριμένη πρωτεΐνη παρουσιάζει ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών. 


Η MlCAA1 εκφράστηκε τόσο σε αζωτοδεσμευτικά βακτηριοειδή όσο και σε ελεύθερα διαβιούντα βακτήρια. Τα φυτά του L.japonicus τα οποία ενοφθαλμίστηκαν με μεταλλαγμένα στελέχη που περιείχαν την MlCAA1, παρουσίασαν φαινότυπο που δεν διέφερε όσον αφορά τα χαρακτηριστικά και την θρέψη με το άγριο τύπο, παρουσίασαν όμως αυξημένο αριθμό φυματίων, περιεκτικότητα μοριακού αζώτου, δράση νιτρογενάσης και αφθονία σε δ
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C.


Εκ των αποτελεσμάτων, φάνηκε ότι MlCAA1 δεν συμμετέχει στην ανάπτυξη των φυματίων και την βιολογική αζωτοδέσμευση, πιθανόν όμως να συμμετέχει σε έναν μηχανισμό ο οποίος ρυθμίζει τον περιπλασμικό χώρο του βακτηριοειδούς υποβοηθώντας την πρωτονίωση της αμμωνίας, με αποτέλεσμα να διευκολύνεται η διάχυση και η μεταφορά της εντός του φυτού. Επιπλέον, η μεταβολή στην αφθονία δ
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C υποδεικνύει ότι η ανακύκλωση τουλάχιστον μέρους του HCO
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 παράγεται από την MlCAA1(Kalloniati et al., 2009).
Α.1.5.1.2.12. ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ ΑΡΧΑΙΑ
Α.1.5.1.2.12.1. ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ M. Thernoautotrophicum ΔΗ


Πρόσφατα, η αλληλούχιση του γονιδιώματος του θερμόφιλου, υποχρεωτικά χημειολιθοαυτροτροφικού μεθανοαρχαίου M. Thernoautotrophicum ΔΗ, αποκάλυψε ένα ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο με αμινοξική αλληλουχία η οποία παρουσιάζει 34% ομολογία με την πρωτεΐνη CynT, την β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών του E.Coli. (Noling and Reeve, 1997, Smith et al., 1997). Η πρωτεΐνη αυτή (Cab) εκφράστηκε ετερόλογα στο E.Coli, αναλύθηκε ηλεκτροφορητικά και φάνηκε να παρουσιάζει δραστικότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών, με μοριακό βάρος 90 kDa (Smith and Ferry, 1999).   


Η καθαρισμένη Cab διατηρεί πλήρη ενζυμική ενεργότητα, έπειτα από επώαση για τουλάχιστον 15 min σε θερμοκρασίες παραπάνω από 75
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C. Το γεγονός αυτό καθιστά την Cab την πιο θερμοάντοχη αφυδατάση των δισανθρακικών που έχει χαρακτηριστεί. Ιωδιούχα, νιτρικά διαλύματα και αζίδια είναι πιθανοί αναστολείς. Όπως και οι υπόλοιπες χαρακτηρισμένες αφυδατάσες των δισανθρακικών, η Cab παρεμποδίζεται από σουλφοναμίδια, ακετυζολαμίδια, αιθοξυζολαμίδια και δεν εμφανίζει δράση εστεράσης.   

Η Cab είναι η πρώτη αφυδατάση των δισανθρακικών β-τύπου της οποίας οι κινητικές ιδιότητες μελετήθηκαν και τα αποτελέσματα υπέδειξαν έναν μηχανισμό Zn-OH (Smith and Ferry, 1999, Smith et al., 2000). Τα αμινοξικά κατάλοιπα της Cab : Cys-32, His-87 και Cys-90  είναι απόλυτα συντηρημένα στις αλληλουχίες των β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών. Η βέλτιστη θερμοκρασία για την ενεργότητα της Cab είναι σχεδόν ίδια με τη θερμοκρασία ανάπτυξης του βακτηρίου, ήτοι μεταξύ 65
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C και 75
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C. Παρ’ όλα αυτά, η μειωμένη διαλυτότητα του CΟ2 σε αυτές τις θερμοκρασίες υπό την επίδραση ατμοσφαιρικής πίεσης, καθιστά δύσκολο τον προσδιορισμό των κινητικών παραμέτρων σε θερμοκρασίες άνω των 25
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C. 


Τα χημειολιθότροφα μεθανοαρχαία παρουσιάζουν μεγάλη εξάρτηση από το CΟ2 τόσο σε καταβολικές όσο και σε αναβολικές αντιδράσεις, κάτι το οποίο σημαίνει ότι η παρουσία αφυδατάσης των δισανθρακικών πιθανόν να είναι απαραίτητη για τη μεταφορά CΟ2 εντός του κυττάρου με επακόλουθη συσσώρευσή και αξιοποίησή του. Επί παραδείγματι, μια αφυδατάση των δισανθρακικών η οποία εδράζει στο κυτταρικό τοίχωμα πιθανόν να διευκολύνει τη μεταφορά CΟ2 εντός του κυττάρου, ενώ κάποια άλλη η οποία εδράζει στο κυτταρόπλασμα πιθανόν να καταλύει τη μετατροπή του HCO
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 σε CΟ2 ,το υπόστρωμα της διυδρογονάσης του φορμυλομεθανοφουρανίου, ενός ενζύμου το οποίο καταλύει το πρώτο στάδιο της αναγωγής του CΟ2 σε μεθάνιο (Vorholt and Thauer, 1997).     
Α.1.5.1.2.12.2. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ Methanosarcina thermophila

Το αρχαίο M. thermophila περιέχει τη μοναδική γ-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών (Cam) η οποία έχει χαρακτηριστεί. Η αλληλούχιση του κλωνοποιημέμου γονιδίου παρουσίασε ένα ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο το οποίο κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη 247 αμινοξέων, με ένα κατάλοιπο 34 αμινοξέων στο άμινο-τελικό άκρο το οποίο δεν ανευρίσκεται στο καθαρισμένο ένζυμο (Alber and Ferry, 1994). Η όξινη αυτή περιοχή των 34 αμινοξέων παρουσιάζει χαρακτηριστικές ιδιότητες αλληλουχιών σινιάλων, από εκκρινόμενες πρωτεΐνες τόσο των προκαρυωτικών όσο και των ευκαρυωτικών οργανισμών.  Η κεντρική υδρόφοβη περιοχή (μεταξύ των αμινοξέων 7-26) συνορεύει με δύο υδρόφιλες περιοχές με το άμινο-τελικό άκρο να περιέχει ένα θετικά φορτισμένο αμινοξύ (Nielsen et al., 1997, von Heijne, 1985, von Heijne, 1986). Ως εκ τούτου, η Cam θεωρείται ότι εδράζεται μεταξύ της κυτταροπλασματικής μεμβράνης και του εξωτερικού του κυττάρου.


Το τμήμα της Cam το οποίο στερείται του καταλοίπου των 34 αμινοξέων εκφράστηκε ετερόλογα στο E.coli ως διαλυτή πρωτεΐνη και χαρακτηρίστηκε. Όμοια με τις β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών, δεν παρατηρήθηκε δράση εστεράσης κατά την παρουσία 4-νιτροφαινυλοξικού στο μέσο ανάπτυξης. Τόσο η αρχική όσο και η ετερόλογα εκφρασμένη Cam φάνηκε να επηρεάζονται από σουλφοναμίδια και ανιόντα, ο μηχανισμός κατάλυσής της δε, φαίνεται να είναι όμοιος με τις ανθρώπινες α-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών (Alber et al., 1999).
Το ενεργό κέντρο της ετερόλογα εκφρασμένης Cam μπορεί να αντικατασταθεί με κοβάλτιο (Co) έναντι του Zn, μέσω αποδιάταξης της πρωτεΐνης και στη συνέχεια μέσω επαναδιάταξής της με επακόλουθη αντικατάσταση του μετάλλου. Η πιθανότητα βέβαια το  μέταλλο του ενεργού κέντρου της Cam να είναι Co χρειάζεται ακόμη διερεύνηση. Το μέταλλο του ενεργού κέντρου του ενζύμου, περικλείεται από τρεις ιστιδίνες και δύο ή πιθανόν τρία μόρια νερού (Alber et al., 1999). Επομένως, η γ-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών φαίνεται να ομοιάζουν με τα αντίστοιχα α-τύπου ένζυμα, δεδομένου ότι ο Zn του ενεργού κέντρου περιβάλλεται από τρία κατάλοιπα ιστιδίνης. Παρ’ όλα αυτά, σε αντίθεση με την Cam, στο ενεργό κέντρο της ανθρώπινης α-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών CA II υπάρχει μόνο ένα μόριο νερού. (Eriksson et al., 1988,  Hakanson et al., 1992).     


Η κρυσταλλική δομή της Cam δείχνει ότι πρόκειται για ένα ομοτριμερές με τα μονομερή να ακολουθούν μια διαμόρφωση αριστερόστροφης β-έλικας. Τα τρία άτομα Zn του ενεργού κέντρου τα οποία βρίσκονται μεταξύ δύο μονομερών συνδέονται αντίστοιχα με τρεις ιστιδίνες, δύο εκ των οποίων (His-81 και His-122) προερχόμενες από τη μία υπομονάδα και μία (His-117) από τη γειτονική της (Kisker et al., 1996). Εκτός από τα κατάλοιπα ιστιδίνης που συνδέονται με τον Zn, οι υπόλοιπες δομικές μονάδες του ενεργού κέντρου της Cam διαφέρουν σημαντικά από τις αντίστοιχες των ενζύμων α-τύπου. Παρά ταύτα, ο μηχανισμός κατάλυσης της Cam σε υψηλές τιμές pH είναι παρόμοιος με την ανθρώπινη αφυδατάση των δισανθρακικών CA II, υποδεικνύοντας ότι ορισμένα δομικά κατάλοιπα και των δύο ενζύμων έχουν παρόμοια λειτουργία (Alber et al., 1999).  

Το M. thermophila είναι μεταβολικά ένα από τα πιο ποικιλόμορφα μεθανοαρχαία, δεδομένου ότι αποκομίζει ενέργεια για την ανάππτυξή του μετατρέποντας της μεθυλικές ομάδες διαφόρων ενώσεων (όπως οξικό, μεθανόλη ή μεθυλαμίνες) σε μεθάνιο (Ferry, 1997). Η ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών σχεδόν δεκαπλασιάστηκε όταν στο μέσο ανάπτυξης το οξικό αντικαταστάθηκε με μεθανόλη (Alber and Ferry, 1996).

Α.1.5.2. ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟΥΣ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΟΥΣ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟΥΣ

Α.1.5.2.1. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ ΦΥΤΑ

Α.1.5.2.1.1. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ C3 ΦΥΤΑ


Οι αφυδατάσες των δισανθρακικών πλεονάζουν στα C3 φυτά, δεδομένου ότι αποτελούν το 1-2% της ολικής πρωτεΐνης των φύλλων (Okabe et al., 1984). Στα φύλλα των συγκεκριμένων φυτών οι αφυδατάσες των δισανθρακικών εντοπίζονται στους χλωροπλάστες (Jacobson et al., 1975, Tsusuki et al., 1985), το κυτταρόπλασμα (Poincelot 1977, Reed and Graham, 1981), τους ιστούς της ρίζας και τα χλωρωτικά φύλλα (Graham et al., 1984).

Οι φυσιολογικοί ρόλοι των φυτικών αφυδατασών των δισανθρακικών είναι άμεσα συνδεδεμένοι με την τοποθεσία τους. Πράγματι, η χλωροπλαστική αφυδατάση των δισανθρακικών φαίνεται να σχετίζεται με τη φωτοσυνθετική δέσμευση του CΟ2, επιταχύνοντας την αφυδάτωση του HCO
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 προς CΟ2 με αποτέλεσμα να τροφοδοτείται συνεχώς η RuBisCO. Επιπλέον, το συγκεκριμένο ένζυμο διευκολύνει τη διάχυση του CΟ2 διαμέσου του χλωροπλαστικού φακέλου. Η παρουσία δε αφυδατασών των δισανθρακικών σε ιστούς όπως οι ρίζες και τα χλωρωτικά φύλα πιθανόν να συνδέεται με τη ρύθμιση του pH ή τη διευκόλυνση μεταφοράς του CΟ2 διαμέσου της κυτταροπλασματικής μεμβράνης (Graham et al., 1984).  

Διαδοχικές έρευνες για την ύπαρξη και τη λειτουργία αφυδατασών των δισανθρακικών στα C3 φυτά έχουν πραγματοποιηθεί βάση του A.thaliana. Το 1994 έγινε αναφορά για δύο γονίδια τα οποία κωδικοποιούν για β-τύπου ένζυμα της κατηγορίας, εκ των οποίων η το ένα φάνηκε να λαμβάνει κυτταροπλασματική θέση και το άλλο, του οποίου η έκφραση ρυθμιζόταν από το φώς και την ανάπτυξη των χλωροπλαστών, φάνηκε να βρίσκεται στους χλωροπλάστες (Fett and Coleman, 1994). Το 2001, με δεδομένο ότι το 70% του γενώματος του A.thaliana είχε αλληλουχηθεί, έγινε αναφορά για έξι γονίδια που κωδικοποιούν για α-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών, τέσσερα για β- και τρία για γ- τύπου ένζυμα (Moroney et al., 2001). Ακολούθησε αναφορά για την ύπαρξη γονιδίων τα οποία κωδικοποιούν για γ-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών (Parisi et al., 2004). Τα προϊόντα των γονιδίων αυτών, φάνηκε να σχετίζονται με τα μιτοχόνδρια (Millar et al., 2001 Perales et al., 2005, Sunderhaus et al., 2006). Τέλος, το 2007 ακολούθησε αναφορά για την ύπαρξη οκτώ γονιδίων α-τύπου (AtαCA1-8) και έξι β-τύπου (AtβCA1-6) αφυδατασών των δισανθρακικών. Από την έρευνα που πραγματοποιήθηκε, φάνηκε ότι όλα τα γονίδια που πιθανόν κωδικοποιούν για β-τύπου ένζυμα εκφράζονται, ενώ μόλις τρία εκ των αντίστοιχων α-τύπου εκφράζονται ανάλογα. Με τη χρήση ημιποσοτικού PCR φάνηκε ότι τα λειτουργικά γονίδια που κωδικοποιούν για αφυδατάσες των δισανθρακικών εκφράζονται κατά κύριο λόγο στον φυλλώδη ιστό και στο ριζικό σύστημα του φυτού, ενώ άλλα συσχετίστηκαν με την παροχή CΟ2  στην RuBisCO και με διάφορα οργανίδια των κυττάρων (Fabre et al., 2007).  

Α.1.5.2.1.2. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ C4 ΦΥΤΑ

Η κύρια λειτουργία των φωτοσυνθετικών αντιδράσεων των C4 φυτών είναι η συσσώρευση ανόργανου άνθρακα εντός των κυττάρων (Hatch and Osmond, 1976, Hatch, 1987). Η πρώτη αντίδραση καρβοξυλίωσης που πραγματοποιείται στην C4 φωτοσυνθετική οδό καταλύεται από την καρβοξυλάση του φωσφοενολοπυροσταφυλικού (PEPC), η οποία χρησιμοποιεί HCO
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 ως υπόστρωμα (Reed and Graham, 1981). Για τη διατήρηση της συγκεκριμένης λειτουργίας, το ατμοσφαιρικό CΟ2 που εισέρχεται στα κύτταρα του μεσοφύλλου πρέπει να μετατραπεί γρήγορα σε HCO
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, μία αντίδραση η οποία είναι η πρώτη στην C4 φωτοσυνθετική οδό. 

Οι περισσότερες αφυδατάσες των δισαννθρακικών των φύλλων των C4 φυτών βρίσκονται στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων του μεσοφίλου μαζί με την PEPC (Gutierrez et al., 1974, Ku and Edwards, 1975, Burnell and Hatch, 1988, Ku et al., 1996) και χρησιμεύουν στο να παρέχουν επαρκή επίπεδα HCO
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 στην PEPC (Hatch and Burnell, 1990, Von Caemmerer et al., 2004), με αποτέλεσμα την παραγωγή C4 οξέων. Τα οξέα αυτά αποκαρβοξυλιώνονται ώστε να παρέχεται CΟ2 στην RuBisCO.


Στο Flaveria bidentis, ανιχνεύθηκαν τρεις αλληλουχίες cDNA (από βιβλιοθήκη cDNA φύλλων του φυτού) οι οποίες κωδικοποιούν για θεωρητικές αφυδατάσες των δισανθρακικών, τις CA1, CA2, CA3 (Von Caemmerer et al., 2004). Πρόσφατη μελέτη, κατά την οποία χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα για την ρύθμιση της έκφρασης της CA3 (της κύριας κυτταροπλασματικής αφυδατάσης των δισανθρακικών της εξεταζόμενης κατηγορίας), έδειξε ότι η παρουσία αφυδατασών των δισανθρακικών είναι ζωτικής σημασίας στην βελτιστοποίηση της C4 φωτοσυνθετικής οδού (Von Caemmerer et al., 2004).

Α.1.5.2.1.3. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ CAM ΦΥΤΑ

Τα CAM φυτά παρουσιάζουν ομοιότητες στη φωτοσύνθεση τόσο με τα C3 όσο και με τα C4 φυτά (Smith and Bryce, 1992). Στο σκοτάδι πραγματοποιείται η σύνθεση των C4 οξέων μέσω της PEPC και κατά τη διάρκεια της ημέρας πραγματοποιείται αποκαρβοξυλίωση και επαναδέσμευση του CΟ2 από τη RuBisCO. Στα CAM φυτά απαιτείται αφ΄ ενός μια κυτταροπλασματική αφυδατάση των δισανθρακικών για τη μετατροπή του CΟ2 σε HCO
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, προϊόντα τα οποία αποτελούν υπόστρωμα για την PEPC και αφ’ ετέρου μια χλωροπλαστική αφυδατάση των δισανθρακικών για επαρκή φωτοσύνθεση στις περιόδους ρύθμισης του CΟ2 από τη RuBisCO (Badger and Price, 1994).
Α.1.5.2.2. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ ΦΥΚΗ


Πολλά κυανοβακτήρια, πράσινα άλγη και υδρόβια μακρόφυτα, έχουν αναπτύξει μηχανισμούς συσσώρευσης άνθρακα (CCMs), οι οποίοι τους επιτρέπουν να συγκεντρώνουν ανόργανο άνθρακα και να ευδοκιμούν σε συνθήκες μειωμένης συγκέντρωσης CΟ2 (Raven, 1985, Badger, 1987, Kaplan et al., 1990, Badger and Price, 1994). Στα πράσινα άλγη, υπάρχουν ενδείξεις ότι ένας μεταφορέας ανόργανού άνθρακα και η εξειδικευμένη δράση αφυδατασών των δισανθρακικών παίζουν σπουδαίο ρόλο στη λειτουργία του μηχανισμού συσσώρευσης άνθρακα (Badger, 1987).    

Κατά την ανάπτυξη του φίκους Chlamydomonas reinhardtii σε αυξημένα επίπεδα CΟ2, η απαίτηση για ανόργανο άνθρακα είναι περιορισμένη. Επίσης, η ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών του περιπλασμικού χώρου στα κύτταρα που αναπτύσσονται σε αυτές τις συνθήκες είναι πολύ χαμηλή. Αντίθετα, τα κύτταρα που αναπτύσσονται υπό την παρουσία ατμοσφαιρικού οξυγόνου, παρουσιάζουν υψηλή ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών του περιπλασμικού χώρου (Spalding and Ogren, 1982). Όταν τα κύτταρα που αναπτύσσονται σε υψηλές συγκεντρώσεις CΟ2 μεταφερθούν σε μέσο χαμηλής συγκέντρωσης CΟ2, προσαρμόζονται σε διάστημα μεταξύ 3h και 5h (Coleman et al., 1984). Η προσαρμοστικότητα αυτή θεωρείται ότι οφείλεται στη δράση μιας αφυδατάσης των δισανθρακικών του περιπλασμικού χώρου (Coleman et al., 1984, Kimpel et al., 1983, Spalding and Ogren, 1982, Spencer et al., 1983, Yang et al., 1985).


Στο γονιδίωμα του C. reinhardtii είχαν ανεβρεθεί έξι γονίδια τα οποία κωδικοποιούν για αφυδατάσες των δισανθρακικών (Moroney et al., 2001, Mitra et al., 2004). Από τις αλληλουχίες αυτές τρεις ανήκουν στις α-τύπου (Cah1, Cah2, Cah3) και τρεις στις β-τύπου (Cah4, Cah5, Cah6) (Moroney et al., 1985, Fujiwara et al., 1990, Fukuzawa et al., 1990, Karlsson et al., 1998, Hanson et al., 2003, Eriksson et al., 1996, Raven, 2001, Mitra et al., 2004 
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 Εικόνα 7. Πιθανός μηχανισμός δράσης της Cah6 και άλλων γνωστών αφυδατασών των δισανθρακικών οι οποίες εμπλέκονται στον μηχανισμό συσσώρευσης ανόργανου άνθρακα στο C. reinhardtii. Τα σύμβολα Ρ, Cy, Ch, και Py αντιπροσωπεύουν τον περιπλασμικό χώρο, το κυτταρόπλασμα, τον χλωροπλάστη και το πυρηνοειδές αντίστοιχα. Οι μεταφορείς του HCO
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 παρουσιάζονται με μαύρες σφαίρες.

Αναφορές για την παρουσία αφυδατασών των δισανθρακικών έχουν γίνει και για άλλους οργανισμούς της οικογένειας των φυκών, όπως στο θαλάσσιο διάτομο Thalassiosira weissflogii (TWCA1) η οποία λόγω της διαφορετικότητάς της (Lane et al., 2005) αποτελεί μια ξεχωριστή κατηγορία των ενζύμων αυτών (δ-τύπου), και στο Emiliania Huxley από το οποίο έχουν απομονωθεί και χαρακτηριστεί δύο αφυδατάσες των δισανθρακικών (Soto et al., 2006) οι οποίες ανήκουν στις γ- και δ-τύπου αντίστοιχα (γ-EhCA2, δ-EhCA1).
Α.1.5.2.3. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ


Οι αφυδατάσες των δισανθρακικών των θηλαστικών διατηρούν τη χημειόσταση των κυττάρων, δεδομένης της αντίδρασης που καταλύουν (CΟ2 + Η2Ο 
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). (Sly and Hu, 1995, Tashian, 1989). Τουλάχιστον 15 πρωτεΐνες με δομή παρόμοια με αυτή των αφυδατασών των δισανθρακικών είναι γνωστές, εκ των οποίων οι 11 είναι ενεργές (Lehtonen et al., 2004). Η ύπαρξη πολλών ισοτύπων αφυδατασών των δισανθρακικών στα θηλαστικά, υποδηλώνει τη χρησιμότητα των ενζύμων αυτών σε διάφορες βιολογικές διαδικασίες, όπως: εξισορρόπηση οξέων βάσεων, μεταφορά CΟ2 και ανταλλαγή ιόντων. Οι παραπάνω ιδιότητες περιλαμβάνονται σε διάφορες φυσιολογικές λειτουργίες των θηλαστικών, όπως η αναπνοή, η παραγωγή εγκεφαλικού υγρού, γαστρικού οξέος και παγκρεατικού υγρού, η βιοσύνθεση ουρικού οξέος, η γλυκονεογένεση, η λιπογένεση, η απελευθέρωση πρωτονίων και η απορρόφηση HCO
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 (Tashian, 1992, Chomczynski and Sacchi, 1987).
Α.1.5.2.4. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟΥΣ ΜΥΚΗΤΕΣ

Τα τελευταία χρόνια, υπάρχουν αναφορές ότι μέλη των β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών υπάρχουν στους μύκητες. Στο στέλεχος Saccharomyces cerevisiae- μία ζύμη η οποία δεν έχει τη δυνατότητα ανάπτυξης υπό αερόβιες συνθήκες- το προϊόν του γονιδίου NCE103 βρέθηκε να είναι παρόμοιο με τις β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών (Cleves et al., 1996). Το συγκεκριμένο προϊόν (NCE103) δεν παρουσιάζει υψηλό ποσοστό ομολογίας με τα μέχρι σήμερα χαρακτηρισμένα ένζυμα της κατηγορίας αυτής, περιέχει όμως όλα τα συντηρημένα κατάλοιπα που χαρακτηρίζουν το ενεργό κέντρο των β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών, με εξαίρεση την Tyr-204 στη θέση της οποίας υπάρχει ένα κατάλοιπο φαινυλαλανίνης (Phe) (Kimber and Pai, 2000). 

Κατά τη χρήση ηλεκτρομετρικής μεθόδου (Gotz et al., 1999) δεν παρατηρήθηκε ενζυμική ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών σε εκχύλισμα αγρίου τύπου της ζύμης. Η αφαίρεση του γονιδίου NCE103, είχε ως αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός φαινοτύπου (ΔNCE103) ο οποίος παρουσίασε ανικανότητα ανάπτυξης υπό αερόβιες, όχι όμως και υπό αναερόβιες συνθήκες. Επίσης, το στέλεχος ΔNCE103 φάνηκε να παρουσιάζει αυξημένη ευαισθησία στο Η2Ο2 σε σχέση με τον άγριο τύπο. 
Α.1.5.2.5. ΡΟΛΟΣ ΑΦΥΔΑΤΑΣΩΝ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΑ ΕΝΤΟΜΑ

Είναι γνωστό, ότι οι προνύμφες ορισμένων εντόμων όπως των κουνουπιών και των κάμπιων παρουσιάζουν ένα ιδιαίτερα αλκαλικό πεπτικό σύστημα (Dadd, 1975).  Το ισχυρά αλκαλικό περιβάλλον που παρουσιάζεται στο εντερικό σύστημα των εντόμων αυτών, πιθανόν να τα υποβοηθά ως προς την αποδόμηση ορισμένων πρωτεϊνών οι οποίες περιέχουν τανίνες. 


Οι αφυδατάσες των δισανθρακικών πιθανολογείται ότι δρουν εσωτερικά του εμπρόσθιου τμήματος του εντερικού συστήματος, στο οποίο παρουσιάζονται οι υψηλότερες αλκαλικές τιμές στο pH του πεπτικού συστήματος. Μια άλλη άποψη αναφέρει ότι οι αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι παρούσες στην γαστρική απόληξη και στο όπισθεν τμήμα του εντερικού συστήματος αλλά όχι στο εμπρόσθιο τμήμα του εντερικού συστήματος (Corena et al., 2002). Αν και ενζυμική ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών δεν εντοπίστηκε στο εμπρόσθιο τμήμα του εντερικού συστήματος, παρατηρήθηκε μείωση της αλκαλικότητας του συγκεκριμένου τμήματος κατά την επώαση με συγκεκριμένους αναστολείς των αφυδατασών των δισανθρακικών (Corena  et al., 2002). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι οι αφυδατάσες των δισανθρακικών όντως εμπλέκονται στη διαδικασία εφαρμογής αλκαλικού περιβάλλοντος στο εντερικό σύστημα των προνυμφών ορισμένων εντόμων. 


Κατά τη μελέτη των αφυδατασών των δισανθρακικών της προνύμφης του Aedes aegypti ανεβρέθηκαν ένζυμα της κατηγορίας αυτής τα οποία παρουσιάζουν κοινά χαρακτηριστικά με τον ισότυπο CA IV των θηλαστικών, συμπεριλαμβανομένου ενός GPI δεσμευτή στην κυτταροπλασματική μεμβράνη. Η παρουσία του CA IV ισότυπου στο εντερικό σύστημα των οργανισμών αυτών πιθανόν να λειτουργεί ρυθμιστικά ως προς τις πολύ υψηλές τιμές pH (Seron, 2004).        


Αντίστοιχες μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί και για τις αφυδατάσες των δισανθρακικών των ενήλικων εντόμων. Η περιεκτικότητα αφυδατασών των δισανθρακικών στο εντερικό σύστημα ενήλικων κουνουπιών (pH 8.0-9.5) εξαρτάται τόσο από το είδος όσο και από το φύλο και το μέγεθος του εξεταζόμενου δείγματος. Η αναστολή της δράσης αυτών των ενζύμων είχε ως αποτέλεσμα τη μεταβολή του pH με πιθανή παρεμπόδιση των μηχανισμών μεταφοράς ιόντων, κάτι τι οποίο οδήγησε στη μείωση της αλκαλικότητας του εντερικού συστήματος των ειδών που εξετάστηκαν (Corena et al., 2005).
Α.2. Η ΑΖΩΤΟΔΕΣΜΕΥΣΗ 
Α.2.1. ΓΕΝΙΚΑ


Το άζωτο αποτελεί ένα εκ των βασικότερων χημικών στοιχείων που ανευρίσκονται στη φύση, δεδομένης της παρουσίας του σε πολλά βιομόρια όπως οι πρωτεΐνες, τα νουκλεΐνικά οξέα και ορισμένα συνένζυμα. Η ατμόσφαιρα της γης περιέχει 78% άζωτο και είναι η κύρια πηγή παροχής του στοιχείου αυτού. Το γεγονός όμως ότι στη μορφή που παρέχεται από την ατμόσφαιρα δεν είναι αφομοιώσιμο από τους ανώτερους φυτικούς και ζωικούς οργανισμούς, οδήγησε αφ’ ενός ορισμένους οργανισμούς εξελικτικά να αναπτύξουν ειδικά ενζυμικά συστήματα για τη μετατροπή του αζώτου σε αφομοιώσιμη μορφή (βιολογική αζωτοδέσμευση) και αφ΄ ετέρου στην ανάπτυξη και βελτιστοποίηση των ανθρώπινων πρακτικών (επιστήμες χημείας, γεωπονίας κ.τ.λ.) για την εξασφάλιση αφομοιώσιμων πηγών αζώτου.


Η βιολογική αζωτοδέσμευση πραγματοποιείται από φυλογενετικά διαφορετικούς προκαρυωτικούς οργανισμούς οι οποίοι ανήκουν στις οικογένειες των βακτηρίων και των αρχαίων (Eady, 1991, Young, 1992). Οι διαφορετικές απαιτήσεις που παρουσιάζουν οι οργανισμοί αυτοί για την ανάπτυξή τους, αποκλείουν την απόπειρα ταυτόχρονης ανάπτυξής τους (Knowles and Baraqqio, 1994, Weaver and Graham 1994). Επιπλέον η αδυναμία ανάπτυξης ορισμένων τέτοιων οργανισμών σε εργαστηριακό επίπεδο (Roszak and Colwell, 1987) καθιστούν αδύνατη την in vitro παραγωγή μεγάλων ποσοτήτων αζωτοδεσμευτικών οργανισμών. 

Η παραγωγή αζώτου από τους παραπάνω οργανισμούς υπολογίζεται περί τα 2x10
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 g/χρόνο (Falkovski, 1997). Η αντίστοιχη ποσότητα αζώτου που προέρχεται από την εκκένωση ατμοσφαιρικών ηλεκτρικών φορτίων υπολογίζεται στα 10
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 με 10
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  g/χρόνο. Η ικανότητα αζωτοδέσμευσης των οργανισμών αυτών οφείλεται στο ενζυμικό σύστημα της νιτρογενάσης (στην απόμενη παράγραφο ακολουθεί εκτεταμένη αναφορά). Δεδομένου ότι η λειτουργία του συστήματος αυτού απαιτεί την υδρόλυση 16 ΑΤΡ για την παραγωγή ενός μορίου αζώτου, είναι προφανές ότι ενεργειακά πρόκειται για ένα εξαιρετικά απαιτητικό ενζυμικό σύστημα (Simpson and Burris, 1984). 


Οι σημαντικότεροι αζωτοδεσμευτικοί μικροοργανισμοί είναι αυτοί που δημιουργούν συμβιωτικές σχέσεις με ανώτερα φυτά. Στους μικροοργανισμούς αυτούς (ριζόβια) περιλαμβάνονται βακτήρια που ανήκουν στα γένη Rhizobium, Mesorhizobium, Shinorhizobium, Bradyrhizobium και Azorhizobium και επίσης στο γένος Frankia . Τα ριζόβια επάγουν το σχηματισμό φυματίων της οικογένειας των ψυχανθών (Leguminosae, Fabaceae). Υπολογίζεται ότι το ετήσιο κέρδος του εδάφους σε άζωτο από το σχηματισμό φυματίων είναι μεταξύ 57 και 600 Kg/ha. Το Frankia είναι ένας νηματοειδής Gram θετικός μύκητας που επάγει το σχηματισμό φυματίων σε ξυλώδη φυτά των οικογενειών Betulaceae, Casuarinaceae, Myricaceae, Elaegnaceae, Rhamnaceae, Rosaceae, Coriariaceae και Datisticacae (Benson and Clawson, 2000, Benson and Silvester, 1993).


Υπάρχουν αναφορές για την ύπαρξη και άλλων αζωτοδεσμευτικών οργανισμών. Ένα παράδειγμα αποτελούν τα κυανοβακτήρια Tricodesmium τα οποία αναπτύσσονται στα ολιγοτροφικά ενδιαιτήματα των ωκεανών (Zehr et al., 1998). Επίσης, υπάρχουν αναφορές ότι το πρωτεοβακτήριο Methylobacterium επάγει το σχηματισμό φυματίων στο Crotalaria καθώς επίσης και β-πρωτεοβακτήρια συγγενικά του Burkholderia με τα φυτά Machaerium lunatum και Aspalathus carnosa (Sy et al., 2001, Chen et al., 2003).  

Α.2.2. ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΖΩΤΟΔΕΣΜΕΥΣΗ ΚΑΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΔΡΑΣΗΣ ΤΗΣ ΝΙΤΡΟΓΕΝΑΣΗΣ

Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, η βιολογική αζωτοδέσμευση είναι μια διαδικασία η οποία εκτελείται τόσο από προκαρυωτικούς όσο και από ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Οι οργανισμοί που έχουν τη δυνατότητα πραγματοποίησης της συγκεκριμένης λειτουργίας διαθέτουν το ενζυμικό σύστημα της νιτρογενάσης (Burgess and Lowe, 1996, Rees and Howard, 2000, Lawson and Smith, 2002, Seefeldt et al., 2004). Η νιτρογενάση αποτελείται από δύο υπομονάδες (μεταλλοπρωτεΐνες) εκ των οποίων η μία  περιέχει σίδηρο (Fe-protein) και η δεύτερη περιέχει μολυβδένιο και σίδηρο (ΜοFe-protein). Υπάρχουν βέβαια αναφορές και για εναλλακτικού τύπου νιτρογενάσες στις οποίες το Μο αντικαθίσταται από βανάδιο ή σίδηρο (Eady, 1996).

Η ΜοFe υπομονάδα (ΜοFe-protein) αποτελεί το ενεργό κέντρο του ενζυμικού συστήματος της νιτρογενάσης και καταλύει τη μετατροπή του μοριακού αζώτου σε αμμωνία, μία αντίδραση που για την πραγματοποίησή της απαιτεί ΑΤΡ. Πρόκειται για ένα τετραμερές 240 kDa, οι υπομονάδες (α2β2) του οποίου κωδικοποιούνται από τα γονίδια nifD και nifΚ. Ανά μόριο περιέχει 2 άτομα Μο, 30 άτομα Fe και 32 άτομα S τα οποία κατανέμονται σε αντίστοιχα Μο-FeS σύμπλοκα (Eady, 1996).

Η Fe υπομονάδα (Fe-protein) του ενζυμικού συστήματος της νιτρογενάσης είναι διμερές με την κάθε υπομονάδα να έχει μοριακό βάρος περίπου 60 kDa, κωδικοποιείται από το γονίδιο nifΗ  και μεσολαβεί στην υδρόλυση του ΑΤΡ για την παροχή ηλεκτρονίων κατά τη διάρκεια πραγματοποίησης της ενζυμικής αντίδρασης. Η συγκεκριμένη υπομονάδα περιέχει ένα σύμπλοκο [4Fe-4S] ανά διμερές και μπορεί να δράσει ως δότης ηλεκτρονίων κατά την αναγωγή του υποστρώματος (Eady, 1996).


Σε πρωτεϊνικό επίπεδο, ο μηχανισμός δράσης της νιτρογενάσης (Thorneley and Lowe, 1985, Burgess and Lowe, 1996) περιλαμβάνει: i) Σύνδεση μεταξύ της Fe υπομονάδας με δύο μόρια ΑΤΡ και της ΜοFe υπομονάδας, ii) μεταφορά ηλεκτρονίων μεταξύ των πρωτεϊνών οι οποίες είναι συζευγμένες με το ΑΤΡ, iii) αποδέσμευση της Fe υπομονάδας συνοδευόμενη από εκ νέου αναγωγή μέσω φερεδοξίνης (Fd) ή φλαφοδοξίνης (Fld) και μετατροπή του ΑΤΡ σε ADP και iv) επανάληψη των προηγούμενων διαδικασιών μέχρι τη συσσώρευση επαρκούς συγκέντρωσης ηλεκτρονίων και πρωτονίων ώστε να αναχθούν εκ νέου διαθέσιμα υποστρώματα  (εικόνα 8).
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 Εικόνα 8. Σχηματική αναπαράσταση του μηχανισμού δράσης της νιτρογενάσης κατά την πραγματοποίηση της βιολογικής αζωτοδέσμευσης. Στο σχήμα φαίνεται η ροή ηλεκτρονίων από μόρια μεταφορείς όπως η φερεδοξίνη (Fd)  και η φλαβοδοξίνη (Fld) στην Fe υπομονάδα (αριστερά) , η μεταφορά ηλεκτρονίων από την Fe υπομονάδα στην ΜοFe υπομονάδα σε συνδυασμό με την υδρόλυση του ΑΤΡ (κέντρο) και η επακόλουθη αναγωγή των εκάστοτε υποστρωμάτων με την επιστροφή της ΜοFe υπομονάδας στην αρχική της μορφή


.    
Η πιθανή στοιχειομετρία (ακόμη δεν έχει καθοριστεί επακριβώς) της συνολικής αντίδρασης αναγωγής του μοριακού αζώτου η οποία καταλύεται από το ενζυμικό σύστημα της νιτρογενάσης, παρουσιάζεται στην παρακάτω αντίδραση (Rees and Howard, 2000):


     (10)

Σύμφωνα με την παρουσίαση του προηγούμενου μοντέλου, θα πρέπει n=1 και p=2. Παρ’ όλα αυτά, υπό φυσιολογικές πειραματικές συνθήκες υπολογίζεται ότι n>1 και p>2 (Eriksson et al., 1999).


Τέλος, αναφέρεται ότι το μοριακό οξυγόνο μπορεί να δράσει μη αντιστρεπτά παρεμποδιστικά ως προς την πραγματοποίηση της ως άνω αντίδρασης, απενεργοποιώντας και τα δύο σύμπλοκα της νιτρογενάσης. Επιπλέον, η νιτρογενάση έχει υπό προϋποθέσεις την ικανότητα να καταλύει διάφορες αντιδράσεις όπως η αναγωγή πρωτονίων προς μοριακό υδρογόνο (2Η
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+2e
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 EMBED Equation.3  [image: image127.wmf]®

 Η2) και η αναγωγή αιθυλενίου C2Η2 +2e
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 C2Η4 (Heldt,1999).

A.2.3. ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ Azotobacter 

Το γένος Azotobacter περιλαμβάνει αρνητικούς κατά Gram, υποχρεωτικά αερόβιους και ελεύθερα διαβιούντες (μη συμβιωτικούς) οργανισμούς, ικανούς να δεσμεύουν Ν2. Στο συγκεκριμένο γένος περιλαμβάνονται 9 είδη τα οποία φυλογενετικά ανήκουν στα γ-πρωτεοβακτήρια. Τα κύτταρά τους έχουν σχεδόν το μέγεθος ζυμομύκητα, με διαμέτρους από 2-4μm ή και περισσότερο. Ο πλειομορφισμός είναι συνήθης και έχουν περιγραφεί πολλά σχήματα και μεγέθη κυττάρων. Μερικά στελέχη είναι αυτοκινούμενα, διαθέτοντας περίτριχα μαστίγια (Brock, 2005). 

Παρά το γεγονός ότι το Azotobacter είναι υποχρεωτικά αερόβιο, το ενζυμικό σύστημα που διαθέτει για τη βιολογική δέσμευση Ν2 του είναι ευαίσθητο στο Ο2. Πιστεύεται ότι ο χαρακτηριστικός για το Azotobacter υψηλός ρυθμός αναπνοής και η πλούσια γλοιώδης στοιβάδα της κάψας βοηθούν στην προστασία του ενζυμικού αυτού συστήματος από το Ο2. Το Azotobacter μπορεί να αναπτύσσεται με μεγάλη ποικιλία υδατανθράκων, αλκοολών και οργανικών οξέων. Ο μεταβολισμός ενώσεων του άνθρακα είναι αυστηρά οξειδωτικός και σπάνια παράγονται οξέα ή άλλα προϊόντα ζύμωσης. Όλα τα στελέχη του γένους Azotobacter είναι ικανά να δεσμεύουν Ν2 ενώ αναπτύσσονται και με απλές μορφές δεσμευμένου αζώτου όπως η αμμωνία, η ουρία και τα νιτρικά άλατα (Brock, 2005).
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Εικόνα 9. Βλαστικά κύτταρα του στελέχους Azotobacter vinelandii.


Το Azotobacter μπορεί να σχηματίσει ληθαργικές μορφές οι οποίες ονομάζονται κύστες. Όπως και τα ενδοσπόρια των βακτηρίων, οι κύστες του Azotobacter έχουν αμελητέα ενδογενή αναπνοή και είναι ανθεκτικές στην αποξήρανση, τη μηχανική αποδόμηση και την υπεριώδη και την ιοντίζουσα ακτινοβολία. Αντίθετα με τα ενδοσπόρια όμως, δεν είναι ιδιαίτερα ανθεκτικές στη θερμότητα και δεν βρίσκονται σε απόλυτο λήθαργο, διότι οξειδώνουν ταχύτατα εξωγενείς πηγές ενέργειας (Brock, 2005).

Όλα τα στελέχη του Azotobacter είναι θετικά στη δοκιμή της ουρίας, μία ιδιότητα που τα διαχωρίζει από τα στελέχη του Azomonas. Το γεγονός αυτό είναι σύμφωνο με την ικανότητα του Azotobacter vinelandii και του Azotobacter chroococcum να χρησιμοποιούν ουρία ως πηγή αζώτου (Thompson and Skerman, 1979, Kennedy et al., 2003). 
Α.2.4. ΤΟ ΒΑΚΤΗΡΙΟ Azotobacter vinelandii
Α.2.4.1. ΓΕΝΙΚΑ


Τις τελευταίες δεκαετίες, οι έρευνες έχουν εστιάσει στο στέλεχος Azotobacter vinelandii AvOP και τα παράγωγά του, λόγω της δεκτικότητας του συγκεκριμένου οργανισμού σε γενετικούς χειρισμούς, δεδομένου ότι είναι εξαιρετικός δέκτης DNA που προέρχεται από άλλους οργανισμούς είτε μέσω μετασχηματισμού (Transformation) είτε μέσω σύζευξης (Conjugation) (Kennedy and Bishop, 2004). Το στέλεχος αυτό μπορεί να δεχθεί πλασμίδια σε μεγάλο αριθμό από το E.coli ή από άλλα στελέχη του γένους Azotobacter και μπορεί να μετασχηματιστεί είτε με γραμμικό είτε με πλασμιδιακό DNA.

Το γένωμα του Azotobacter vinelandii AvOP αποτελείται από 5.3 Μb DNA, με περιεκτικότητα G,C περίπου 65%. Ο αριθμός των χρωμοσωμάτων του κυμαίνεται από ένα, σε αρχικά στάδια ανάπτυξης (φάση υστέρησης, αρχή λογαριθμικής), μέχρι περισσότερα και από 80 στη λογαριθμική και την φάση στασιμότητας (Maldonado, R. et al., 1994). Το A. vinelandii AvOP δεν περιέχει ενδογενή πλασμίδια, σε σχέση με άλλα είδη όπως το A.chroococcum το οποίο περιέχει οκτώ (Robson et al., 1984, Kennedy et al., 2003). 

Όλα τα είδη του Azotobacter είναι θετικά στη δοκιμή της ουρίας, γεγονός που τα διαχωρίζει από τα ελιδη του Azomonas (Kennedy et al., 2003). Το χαρκτηριστικό αυτό είναι σύμφωνο με το ότι η ουρία είναι πολύ καλή πηγή αζώτου για τα παραπάνω στελέχη. Επίσης, είναι μια χρήσιμη ιδιότητα δεδομένου ότι η προσθήκη ουρίας σε συγκεντρώσεις της τάξης των 5-10 mM δεν περιορίζει τη σύνθεση της νιτρογενάσης (Walmsley and Kennedy, 1991).
Α.2.4.2. ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΖΩΤΟΔΕΣΜΕΥΣΗ ΚΑΙ Azotobacter vinelandii 


Το βακτήριο Azotobacter vinelandii , έχοντας την ικανότητα δέσμευσης μοριακού αζώτου και μετατροπής του σε αφομοιώσιμη μορφή, διαθέτει το ενζυμικό σύστημα της νιτρογενάσης το οποίο αναλύθηκε διεξοδικά σε προηγούμενη παράγραφο. Στην συγκεκριμένη παράγραφο θα αναφερθούν τα γονίδια εκείνα που εμπλέκονται στη διαδικασία της βιολογικής αζωτοδέσμευσης του οργανισμού αυτού (Rangaraj et al., 2000, Dixon, 1998) :
i) Το γονίδιο nifΗ κωδικοποιεί για την Fe υπομονάδα (Fe-protein) του ενζυμικού συστήματος της νιτρογενάσης, ενώ τα γονίδια nifD και nifΚ κωδικοποιούν για τις υπομονάδες της ΜοFe υπομονάδας (ΜοFe-protein).

ii) Τα προϊόντα των γονιδίων nifΒ, nifV, nifENX, nifQ και nifΗ απαιτούνται για την σύνθεση του συνενζύμου FeΜο, το οποίο είναι σημαντικό για την πρόσδεση και κατ’ επέκταση αναγωγή του Ν2 στο ενεργό κέντρο του ενζυμικού συστήματος της νιτρογενάσης.  
iii) Τα προϊόντα των γονιδίων nifU και nifS είναι απαραίτητα κατά το σχηματισμό των συμπλόκων Fe-S, ορισμένα εκ των οποίων εμπλέκονται στη διαδικασία μεταφοράς ηλεκτρονίων στο συνένζυμο FeΜο.

iv) Τα προϊόντα των γονιδίων NifΜ και nifW υποβοηθούν την ικανότητα κατάλυσης της νιτρογενάσης.

v)  Τα προϊόντα του οπερονίου nifLA εμπλέκονται στη ρύθμιση της λεκφρασης όλων των nif γονιδίων.


Σε αντιπαραβολή του ενζυμικού συστήματος της νιτρογενάσης στο οποίο υπάρχει Μο, όλα τα στελέχη του Azotobacter που εξετάστηκαν, φαίνεται να έχουν την ιδιότητα κτήσης εναλλακτικού τύπου νιτρογενασών,  οι οποίες δεν περιέχουν Μο στο ενεργό τους κέντρο. Ορισμένα στελέχη  φάνηκε να παρουσιάζουν μεταλλάξεις στα γονίδια nifΗ και nifD τα οποία κωδικοποιούν για πρωτεϊνικές υπομονάδες του ενζυμικού συστήματος της νιτρογενάσης (Kennedy and Bishop, 2004). 

To A. Vinelandii φάνηκε να έχει τρία γενετικά διαφορετικά ενζυμικά συστήματα νιτρογενάσης (Bishop and Premakumar, 1992). Ένα εξ αυτών ως αναμενόταν περιέχει Μο στο ενεργό του κέντρο και ονομάστηκε νιτρογενάση-1, εκφράζεται δε όταν ο οργανισμός αυτός αναπτύσσεται σε μέσο που περιέχει Μο. Το δεύτερο περιέχει βανάδιο (V) και ονομάστηκε νιτρογενάση-2 (Hales et al., 1986, Hales et al., 1986, Robson et al., 1986) ενώ εκφράζεται κατά την ανάπτυξη του οργανισμού σε μέσο το οποίο δεν περιέχει Μο αλλά V. Το τρίτο περιέχει Fe και ονομάστηκε νιτρογενάση-3, εκφράζεται δε κατά την διαζοτροφική ανάπτυξη του οργανισμού σε μέσο το οποίο παρουσιάζει έλλειψη σε Μο και V (Chisnell et al., 1988). 
ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
Β.1. ΤΟ ΑΖΩΤΟΔΕΣΜΕΥΤΙΚΟ ΒΑΚΤΗΡΙΟ Azotobacter vinelandii

Για τη διεξαγωγή των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκε το αζωτοδεσμευτικό βακτήριο Azotobacter vinelandii στέλεχος AvOP. Το Azotobacter vinelandii είναι ένας μη συμβιωτικός αρνητικός κατά Gram, υποχρεωτικά αερόβιος οργανισμός, ικανός να δεσμεύει Ν2. Φυλογενετικά ανήκει στα γ-πρωτεοβακτήρια της οικογένειας Pseudomonadaceae της τάξεως Pseudomonadales.   

Β.2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΓΕΝΩΜΑΤΙΚΟΥ DNA ΑΠΟ ΒΑΚΤΗΡΙΑ Azotobacter vinelandii AvOP
· 30 ml θρεπτικού διαλύματος εμβολιάζεται με μια μεμονωμένη αποικία βακτηρίου. Η καλλιέργεια επωάζεται υπό συνεχή ανάδευση στους 30ºC για 48 ώρες.

· Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 6.000 σ.α.λ. για 10 λεπτά στους 4ºC.

· Το υπερκείμενο απομακρύνεται και το βακτηριακό ίζημα επαναδιαλύεται σε 10 ml 150mM NaCl και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 6.000 σ.α.λ. για 10 λεπτά στους 4ºC.

· Επαναλαμβάνεται το προηγούμενο βήμα.

· Το υπερκείμενο απομακρύνεται και το βακτηριακό ίζημα επαναδιαλύεται σε 10 ml ΤΕS.

· Επαναλαμβάνεται φυγοκέντρηση στις 6.000 σ.α.λ. για 10 λεπτά στους 4ºC
· Το υπερκείμενο απομακρύνεται και το βακτηριακό ίζημα επαναδιαλύεται σε 6 ml ΤΕ’.

· Προστίθενται 21 µl διαλύματος λυσοζύμης (2mg/ml TE) και το μίγμα επωάζεται στους 37ºC για 20 λεπτά.

· Προστίθενται 500 µl Sarkosyl/πρωτεϊνάση Κ (10% LauroSarkosyl + 5mg/ml pronase in TE) και το μίγμα επωάζεται στους 37ºC για 1 ώρα.

· Προστίθενται 3 ml φαινόλη και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 10.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά στους 4ºC.

· Η υδατώδης φάση μεταφέρεται σε νέο eppendorf. Η διαδικασία επαναλαμβάνεται με 2 ml φαινόλη και 2 ml χλωροφόρμιο.

· Η υδατώδης φάση μεταφέρεται σε νέο eppendorf και προστίθεται 1/10 του όγκου διάλυμα οξικού νατρίου 3Μ pH:4.8 για την τελική κατακρήμνιση του DNA και ίσο όγκο ισοπροπανόλης. Το μίγμα παραμένει για 16 ώρες στους -20ºC.

· Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 15 λεπτά στους 4ºC

· Το υπερκείμενο απομακρύνεται πλήρως και το ίζημα επαναδιαλύεται σε 400 µl ΤΕ.

· Το μίγμα επωάζεται στους -20ºC για 1 ώρα

· Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 15 λεπτά στους 4ºC.

· Το υπερκείμενο απομακρύνεται πλήρως και το ίζημα επαναδιαλύεται σε 300 µl αιθανόλη.

· Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.

· Το υπερκείμενο απομακρύνεται πλήρως και το ίζημα επαναδιαλύεται σε 500 µl ΤΕ.

· Προστίθενται 3 μl RNaseA και το μίγμα επωάζεται στους 37ºC για 30 λεπτά.
· Προστίθενται 500 µl φαινόλη και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.

· Η υδατώδης φάση μεταφέρεται σε νέο eppendorf και προστίθεται 500 µl χλωροφόρμιο.

· Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.

· Η υδατώδης φάση μεταφέρεται σε νέο eppendorf και προστίθεται 1/10 του όγκου διάλυμα οξικού νατρίου 3Μ pH:4.8 για την τελική κατακρήμνιση του DNA και ίσο όγκο ισοπροπανόλης.

· Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.

· Το υπερκείμενο απομακρύνεται και το ίζημα επαναδιαλύεται σε 300 µl αιθανόλη.

· Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.

· Το υπερκείμενο απομακρύνεται πλήρως και το ίζημα επαναδιαλύεται σε 50 µl ΤΕ.

· Το δείγμα φυλάσσεται στους -20ºC.
Β.3. ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (POLYMERASE CHAIN REACTION-PCR)

Οι συμβατικές μέθοδοι μοριακής κλωνοποίησης θεωρούνται εργαλεία in vivo πολλαπλασιασμού του DNA. Ωστόσο, με την ανάπτυξη του συνθετικού DNA δημιουργήθηκε μια νέα μέθοδος γρήγορου πολλαπλασιασμού του DNA in vitro, η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) (Brock, 2005). Η τεχνική αυτή (Mullis et al., 1986, Mullis and Faloona, 1987) είναι η πλέον εξειδικευμένη και ευαίσθητη μέθοδος ενίσχυσης ακολουθιών DNA και RNA in vitro και in situ. 


Η βασική αρχή της αντίδρασης PCR βασίζεται σε συγκεκριμένα χαρακτηριστικά της αντιγραφής του DNA: Το εκμαγείο DNA αρχικά αποδιατάσσεται σε δύο μονόκλωνες αλυσίδες.  Στη συνέχεια, δύο ολιγονουκλεοτίδια (εκκινητές), τα οποία καθορίζουν τα σημεία έναρξης της αντιγραφής υβριδίζονται με το εκμαγείο, ένα με κάθε αλυσίδα. Ακολούθως, μια θερμοανθεκτική DNA πολυμεράση χρησιμοποιεί το μονόκλωνο DNA για τη σύνθεση μιας καινούργιας συμπληρωματικής αλυσίδας κατά την κατεύθυνση 5΄-3΄, ξεκινώντας από το τμήμα του μορίου το οποίο είναι δίκλωνο. Για τη σύνθεση αυτή είναι απαραίτητη η παρουσία μίγματος νουκλεοτιδίων και ιόντων Mg
[image: image132.wmf]2

+

. Στη συνέχεια, οι αρχικές αλυσίδες καθώς και οι νεοσυντιθέμενες, αφού πρώτα αποδιαταχθούν, χρησιμεύουν εκ νέου ως μήτρες αντιγραφής όπου θα υβριδιστούν οι εκκινητές. 


Κατά την πραγματοποίηση του παραπάνω κύκλου αντίδρασης ν φορές, το αποτέλεσμα θα είναι η σύνθεση 2
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 δίκλωνων μορίων DNA που αποτελούν αντίγραφα των αλληλουχιών ανάμεσα από τους εκκινητές και περιέχουν τις αλληλουχίες των εκκινητών στα άκρα τους. Σε κάθε κύκλο δηλαδή ουσιαστικά διπλασιάζεται το περιεχόμενο του αρχικού DNA-στόχου. Στην πράξη, συνήθως πραγματοποιούνται 20-30 κύκλοι, κάτι που οδηγεί σε αύξηση της αλληλουχίας-στόχου κατά 10
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 έως 10
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 φορές. Η εκθετική βέβαια συσσώρευση του επιθυμητού προϊόντος πραγματοποιείται κατά την απουσία περιοριστικών παραγόντων, όπως η έλλειψη νουκλεοτιδίων και εκκινητών και η παραγωγή παρεμποδιστών της πολυμεράσης. Η εξειδίκευση του προϊόντος εξαρτάται κυρίως από τη θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών και από την εξειδίκευση των θέσεων υβριδισμού των εκκινητών αυτών στη μήτρα του DNA.        


Οι ακριβείς συνθήκες πραγματοποίησης μιας τυπικής αντίδρασης PCR εξαρτώνται από τις απαιτήσεις του εκάστοτε πειράματος. Η ποσότητα της μήτρας DNA που προστίθεται κάθε φορά εξαρτάται από την πηγή προέλευσης του DNA αυτού. Συγκεκριμένα, στην περίπτωση γενωματικού DNA χρησιμοποιείται ποσότητα ίση με 1μg, ενώ για πλασμιδιακό DNA αρκούν 10-100 ng. Επίσης, η θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών εξαρτάται κάθε φορά από τη θερμοκρασία τήξεώς τους (Τm). Οι συνθήκες της αντίδρασης PCR που πραγματοποιήθηκε για την εκτέλεση των πειραμάτων είχαν ως εξής:  

· Σε ειδικό σωλήνα eppendorf προστίθενται:
●  DNA εκμαγείο A.vinelandii AvOP 50ng  



1μl


●  εκιννητής ευθείας κατεύθυνσης (Forward) (300 ng/μl)
            1μl
●  εκκινητής αντίστροφης κατεύθυνσης Reverse (300 ng/μl)
1μl 

●  μίγμα dNTP’s (1,25 mM το καθένα)



1μl
●  10X ρυθμιστικό διάλυμαPCR διάλυμα

                        5μl
●  Taq DNA πολυμεράση [ExPol] (1u/μl )

                        1μl
●  DMSO (5%)                                                                       2.5μl
· ddΗ2Ο                                         έως τελικό όγκο 50 μl (37.5 μl) 

Το μίγμα αναμιγνύεται καλά και ακολουθεί η πραγματοποίηση της αντίδρασης PCR. Οι συνθήκες πραγματοποίησης της αντίδρασης για την ενίσχυση του τμήματος DNA ήταν:

· Αρχική αποδιάταξη                                                 94ºC για 3 λεπτά

· Αποδιάταξη                                                            94ºC για 1 λεπτό

· Υβριδισμός εκκινητών                                            54ºC για 1 λεπτό                  35 κύκλοι

· Επιμήκυνση                                                           72ºC για 1 λεπτό

· Τελική επιμήκυνση                                                72ºC για 10 λεπτά

 Β.4. PCR PURIFICATION

Έπειτα από την πραγματοποίηση της αντίδρασης PCR ακολούθησε καθαρισμός του προϊόντος της αντίδρασης, σύμφωνα με το QIAquick PCR Purification kit της QIAGEN.

· Σε κάθε δείγμα προστίθεται διάλυμα ΡΒ, πενταπλάσιου όγκου από αυτόν της αντίδρασης PCR.

· Το διάλυμα μεταφέρεται προσεκτικά στη στήλη << QIAquick spin column>>. Ακολουθεί φυγοκέντρηση της στήλης για ένα λεπτό στις 13.000 σ.α.λ. σε θερμοκρασία δωματίου.

· Το διάλυμα που συλλέχθηκε στο κάτω μέρος της στήλης πετάγεται.

· Προστίθενται στη στήλη 750μl PE.
· Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 13.000 σ.α.λ. σε θερμοκρασία δωματίου. Το διάλυμα που συλλέχθηκε στο κάτω μέρος της στήλης πετάγεται.

· Επαναλαμβάνεται το προηγούμενο βήμα.

· Το πάνω μέρος της στήλης τοποθετείται σε σωλήνα eppendorf. Για την έκλουση του DNA προστίθεται ddΗ2Ο
 είτε διάλυμα ΕΒ (30μl). 
· Έπειτα από 1 λεπτό ακολουθεί φυγοκέντρηση της στήλης για 1 λεπτό στις 13.000 σ.α.λ. σε θερμοκρασία δωματίου. 

· Το δείγμα φυλάσσεται στους -20ºC.    

Β.5. ΑΝΑΛΥΣΗ ΔΕΟΞΥΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΪΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ (DNA) ΣΕ ΠΗΚΤΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ

Ο διαχωρισμός των δεοξυρυβονουκλεΐνικών οξέων γίνεται με βάση το μέγεθος και τη διαμόρφωσή τους με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Σε περίπτωση γραμμικών κλασμάτων DNA ο διαχωρισμός είναι ανάλογος του μεγέθους τους. Το εύρος των μεγεθών που μπορούν να διαχωριστούν σε πηκτή αγαρόζης εξαρτάται από τη συγκέντρωση της αγαρόζης και κυμαίνεται από 0,1 έως 100Kb. Στον πίνακα 1 αναφέρονται οι τυπικές συγκεντρώσεις αγαρόζης σε σχέση με το επιθυμητό εύρος διαχωρισμού.   
	Αγαρόζη (%)
	Εύρος διαχωρισμού γραμμικών μορίων DNA (kb)

	0.3
	1.0-70

	0.5
	0.7-45

	0.8
	0.4-20

	1.0
	0.3-10

	1.2
	0.2-8

	1.5
	0.2-6

	2.0
	0.1-5




  Πίνακας 1. Συγκέντρωση πηκτής αγαρόζης ανάλογα με το επιθυμητό εύρος διαχωρισμού.



Τα μόρια DNA γίνονται ορατά με την προσθήκη βρωμιούχου αιθιδίου, το οποίο έχει την ιδιότητα να παρεμβάλλεται μεταξύ των βάσεων του DNA και φθορίζει παρουσία υπεριώδους φωτός. Η προετοιμασία της πηκτής αγαρόζης γίνεται ως εξής:

· Κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης αναμιγνύεται σε κωνική φιάλη με ορισμένο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος 1XΤΑΕ και θερμαίνεται σταδιακά σε φούρνο μικροκυμάτων έως ότου η αγαρόζη διαλυθεί εντελώς.

· Η θερμοκρασία του διαλύματος αφήνεται να πέσει έως τους 60οC και αφού προστεθεί διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου (0,001% v/v), αφήνεται να στερεοποιηθεί σε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης. Στην συσκευή προσαρμόζεται η κατάλληλη ″χτένα″ έτσι ώστε να σχηματιστούν στην πηκτή τα βοθρία φόρτωσης (″πηγαδάκια″). 
· Η ″χτένα″ απομακρύνεται από την πηκτή. Η συσκευή γεμίζεται με διάλυμα ηλεκτροφόρησης 1XΤΑΕ, έτσι ώστε η πηκτή να παραμένει βυθισμένη 1-2 mm από την επιφάνεια του.

· Τα δείγματα των νουκλεοξέων, αφού αναμιχθούν σε ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης (Loading Dye Solution), τοποθετούνται στα βοθρία φόρτωσης (″πηγαδάκια″) της πηκτής.
· Τα δείγματα αναλύονται σε ηλεκτρικό πεδίο εντάσεως που δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 5 V/cm.
Β.6. ΑΝΑΚΤΗΣΗ ΚΛΑΣΜΑΤΟΣ DNA ΑΠΟ ΠΗΚΤΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ

· Έπειτα από το πέρας της ηλεκτροφόρησης, απομονώνεται από την πηκτή  αγαρόζης με τη χρήση καθαρού νυστεριού, το τμήμα εκείνο το οποίο περιέχει την επιθυμητή ζώνη DNA. Το κομμάτι αυτό τοποθετείται σε σωλήνα eppendorf, ζυγίζεται και προστίθενται τρεις όγκοι ρυθμιστικού διαλύματος QG.
· Ακολουθεί επώαση στους 50ºC για περίπου 10 λεπτά, έως ότου διαλυθεί η αγαρόζη. Συνίσταται ανάδευση με μηχανικό αναδευτήρα (vortex) για κάθε 2 λεπτά της επώασης (κίτρινο χρώμα).
· Στο διάλυμα προστίθεται ένας όγκος ισοπροπανόλης, ανακινείται ήπια, μεταφέρεται σε κολώνα QIA quick column και φυγοκεντρείται για 1 λεπτό στις 13.000 σ.α.λ.
· Το υγρό αδειάζεται, η στήλη ξεπλένεται με 750μl ρυθμιστικού διαλύματος ΡΕ και φυγοκεντρείται για 1 λεπτό στις 13.000 σ.α.λ.
· Αδειάζεται ξανά η στήλη και πραγματοποιείται μια επιπλέον φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 13.000 σ.α.λ.
· Η κολώνα QIA quick column τοποθετείται σε καθαρό ένα καθαρό σωλήνα eppendorf 1,5ml και προστίθενται 50μl dΗ2Ο (στο κέντρο της κολώνας).
· Μετά από αναμονή 1 λεπτού ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 13.000 σ.α.λ.
· Το υγρό που συγκεντρώνεται περιέχει το ένθετο τμήμα DNA.  
Β.7. ΠΕΨΗ ΔΕΟΞΥΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΪΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ (DNA) ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΕΝΔΟΝΟΥΚΛΕΑΣΩΝ ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΥ 


Οι πέψεις των δειγμάτων DNA γίνονται σε τελικό όγκο ο οποίος εξασφαλίζει την πραγματοποίηση των αντιδράσεων. Ο όγκος αυτός καθορίζεται τόσο από την ποσότητα και καθαρότητα του DNA όσο και από τη ποσότητα του ενζύμου περιορισμού το οποίο χρησιμοποιείται κάθε φορά. Συνήθως κυμαίνεται μεταξύ 20–100 μl. Στο πείραμα της παρούσας εργασίας πραγματοποιήθηκαν δύο πέψεις με τη χρήση ενζύμων περιορισμού, μία για τον φορέα κλωνοποίησης (pET28a) και μία για το τμήμα ένθεσης DNA (insert) που μελετήθηκε, αμφότερες σε τελικό όγκο 50μl.

Σε σωλήνα eppendorf τοποθετείται το δείγμα DNA, το ρυθμιστικό διάλυμα που απαιτείται για τη δράση του ενζύμου, RNaseA εάν το δείγμα περιέχει RNΑ και την ενδονουκλεάση περιορισμού. Συνήθως χρησιμοποιείται μια μονάδα ενζύμου (1 unit) ανά μικρογραμμάριο δείγματος DNA. Τέλος προστίθεται ddΗ2Ο μέχρι τον τελικό όγκο.

pET28a
· Διάλυμα DNA pET28a                                       15μl
· Ένζυμο περιορισμού XhoI                                  1μl
· Ένζυμο περιορισμού NcoI                                  1μl
· 10 x Ρυθμιστικό διάλυμα ενζύμου (Buffer red)    5μl
· ddΗ2Ο                                                                 28μl                                  
Insert

· Διάλυμα DNA insert                                            26μl

· Ένζυμο περιορισμού BspHI (PagI)                       1μl
· Ένζυμο περιορισμού NcoI                                    1μl
· 10 x Ρυθμιστικό διάλυμα ενζύμου (TANGO)         5μl
· ddΗ2Ο                                                                  17μl

Η αντίδραση πραγματοποιείται με επώαση των μειγμάτων στην ιδανική θερμοκρασία για τη δράση των ενζύμων περιορισμού (συνήθως 37ºC). Η επώαση διαρκεί ανάλογα με την ποσότητα των ενζύμων περιορισμού (3ώρες). Μετά το πέρας της αντίδρασης τα προϊόντα αναλύονται σε πηκτή αγαρόζης.
	           Ενδονουκλεάση
              περιορισμού
	Αλληλουχία                                            αναγνωρίσεως
	Βέλτιστη θερμοκρασία δράσης

	              XhoI
	      C/ TCCAG
	                       37οC

	              NcoI
	      C /CATGG
	                       37οC

	              BspHI (PagI)
	      T/CATGA
	                       37οC

	              XbaI
	      T/CTAGA
	                       37οC

	/ : ορισμός σημείου πέψεως στην αλληλουχία 



   

   Πίνακας. 2.  Ενδονουκλεάσες περιορισμού που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία.
Β.8. ΥΠΟΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΤΜΗΜΑΤΩΝ DNA ΣΕ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥΣ ΦΟΡΕΙΣ
Β.8.1. Ο ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΣ ΦΟΡΕΑΣ pET28a (+)


Ο πλασμιδιακός φορέας που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία ήταν ο pET28a (+) (ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Δ). Οι πλασμιδιακοί φορείς pET28a (+) φέρουν τον Τ7 προαγωγό της RNA πολυμεράσης καθώς επίσης άμινο- και κάρβοξυ- τελικά άκρα με κατάλοιπα ιστιδίνης (His-Tag). Φέρουν επίσης γονίδιο ανθεκτικότητας στην καναμυκήνη (ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Γ).


Ο σκοπός της χρησιμοποίησης του συγκεκριμένου φορέα ήταν η υποκλωνοποίηση τμήματος DNA προκειμένου να γίνει ευκολότερος ο προσδιορισμός της αλληλουχίας του και ο χαρακτηρισμός του. Ο προσδιορισμός της αλληλουχίας αυτής έγινε με αυτοματοποιημένες μεθόδους.

Β.8.2. ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΩΝ ΦΟΡΕΩΝ ΓΙΑ ΕΝΣΩΜΑΤΩΣΗ   

· Ο πλασμιδιακός φορέας υφίσταται πέψη με το επιθυμητό ένζυμο περιορισμού για 3 ώρες.  
· Η πορεία της αντίδρασης παρακολουθείται κατά τακτά χρονικά διαστήματα με ανάλυση δειγμάτων σε πηκτή αγαρόζης.

· Μόλις διαπιστωθεί η πλήρης πέψη του πλασμιδίου, οι ενδονουκλεάσες περιορισμού αδρανοποιούνται με θέρμανση στους 75οC για 20 λεπτά.

· Ο πλασμιδιακός φορέας κατακρημνίζεται με την προσθήκη 1/10 όγκου 3Μ οξικού νατρίου pH:5.2 και δύο όγκων αιθανόλης και συλλέγεται με φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 15 λεπτά στους 4 οC.

· Τέλος, το πλασμιδιακό DNA ξεπλένεται με 70% αιθανόλη, στεγνώνεται και επεναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο ddΗ2Ο.

B.8.3. ΕΝΣΩΜΑΤΩΣΗ ΤΜΗΜΑΤΩΝ DNA ΣΕ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥΣ ΦΟΡΕΙΣ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ DNA ΛΙΓΑΣΗΣ


Η μέθοδος στηρίζεται στην δημιουργία συμπληρωματικών άκρων μεταξύ του τμήματος του DNA και του πλασμιδιακού φορέα στον οποίο θέλουμε να το εισαγάγουμε. Για τον σκοπό αυτό τόσο το τμήμα του DNA όσο και ο φορέας, υφίστανται πέψεις με ένζυμα περιορισμού τα οποία εξασφαλίζουν συμπληρωματικότητα στα άκρα τους. Στην περίπτωση που για την κατεργασία του πλασμιδιακού φορέα χρησιμοποιείται μόνο ένα ένζυμο περιορισμού, πραγματοποιείται ένας ακόμα χειρισμός, ο οποίος αποσκοπεί στην αποφυγή επανασύνδεσης των άκρων του.


Στην αντίδραση ενσωμάτωσης (ligation), η αναλογία των μορίων του πλασμιδιακού φορέα και του προς ένθεση τμήματος DNA ρυθμίζεται στο 1:3 για τη μεγιστοποίηση της πιθανότητας δημιουργίας ανασυνδυασμένων πλασμιδίων. Η αραίωση τόσο του φορέα όσο και του ένθετου τμήματος DNA γίνεται ώστε να διευκολύνεται η επίτευξη της απαιτούμενης αναλογίας.  


Σε σωλήνα eppendorf αναμίχθηκαν τα παρακάτω:

· DNA πλασμιδιακός φορέας                                        1μl       

· DNA ένθεσης (insert)                                                 1μl
· 10X ρυθμιστικό διάλυμα λιγάσης                           1μl
· Ένζυμο Λιγάση Τ4 (1unit/μl)                                      2μl
· ddΗ2Ο                                                                        6μl
Β.9. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ E.coli
B.9.1. ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΙΚΑΝΩΝ ΓΙΑ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟ (Competent cells)

· 10 ml LB θρεπτικού υλικού (ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β) εμβολιάζονται με μια αποικία E. coli (στέλεχος XL-blue) και επωάζονται, με ανακίνηση, για περίπου 18 ώρες στους 37οC.
· 2 ml της παραπάνω καλλιέργειας χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό 200 ml αποστειρωμένου θρεπτικού υλικού LB. Ακολουθεί επώαση με ανακίνηση στους 37οC, για 2 περίπου ώρες μέχρις ότου η οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας, μετρούμενης στα 600nm να είναι περίπου 0.3-0.4 (O.D.600=0,3-0,4).
· Οι χειρισμοί οι οποίοι ακολουθούν παρακάτω  γίνονται ή στον πάγο ή στους 4οC.  Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται στις 6.000 σ.α.λ. για 10 λεπτά.
· Το ίζημα των κυττάρων αφού επαναδιαλυθεί με ήπια ανάδευση σε 50 ml 0,1 M MgCl2, φυγοκεντρείται για 10 λεπτά στις 6.000 σ.α.λ.
· Το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 25 ml 0,1 M CaCl2 και διατηρείται σε πάγο για 20 λεπτά.  Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 6.000 σ.α.λ.
· Το ίζημα επαναδιαλύεται σε 10 ml 0,1 M CaCl2 και προστίθεται γλυκερόλη σε τελική συγκέντρωση 20% (v/v).
· Τα κύτταρα αφού μοιραστούν σε σωλήνες eppendorf φυλάσσονται στους -80οC.
Β.9.2. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΙΚΑΝΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ E.coli ΜΕ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑ

· Τα ικανά προς μετασχηματισμό κύτταρα από το κατάλληλο στέλεχος E.coli μεταφέρονται σε πάγο για να ξεπαγώσουν.

· Σε σωλήνα eppendorf μέσα σε πάγο, μεταφέρονται 100μl δεκτικά κύτταρα XL-blue και προστίθενται 10-100ng πλασμιδιακού DNA σε όγκο που δεν πρέπει να υπερβαίνει το 1/10του όγκου των προς μετασχηματισμό κυττάρων (10μl από το ligate DNA).

· Το μίγμα κυττάρων-πλασμιδιακού DNA επωάζεται στον πάγο για περίπου 30 λεπτά.

· Η είσοδος του πλασμιδίου στα κύτταρα επιτυγχάνεται με την υποβολή τους σε θερμικό σοκ (Heat-Shock) στους 42οC για 1 λεπτό και την απ’ ευθείας μεταφορά τους στη συνέχεια στον πάγο. 

· Προστίθενται 150-200μl LB θρεπτικού διαλύματος και τα δείγματα επωάζονται στους 37οC για 40-60 λεπτά.

· Έπειτα από ανάδευση τα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία με θρεπτικό υλικό με το κατάλληλο αντιβιοτικό (ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Γ) για την επιλογή των μετασχηματισμένων κυττάρων. Για τον πλασμιδιακό φορέα που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία (pET28a+) χρησιμοποιήθηκαν τρυβλία με θρεπτικό υλικό LB και καναμυκίνη.

· Στην περίπτωση που επιθυμείται η επιλογή αποικιών που φέρουν ανασυνδυασμένο πλασμίδιο, γίνεται στα κύτταρα προσθήκη 15μl IPTG 100mM και 50μl X-Gal (2% διμεθυλοφορμαμίδιο). Οι αποικίες που φέρουν το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο, λόγω της διακοπής του γονιδίου που κωδικοποιεί για τη β-γαλακτοζιδάση από το ένθεμα, εμφανίζονται λευκές.
Β.10. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA 
Β.10.1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA με QIAprep Miniprep
· 5 ml θρεπτικού διαλύματος LB που περιέχουν το κατάλληλο αντιβιοτικό εμβολιάζονται µε µία μεμονωμένη αποικία κυττάρων E. coli, τα οποία έχουν μετασχηματισθεί με το προς απομόνωση πλασμίδιο. Ακολουθεί επώαση με συνεχή ανακίνηση στους 37ºC για περίπου 16 ώρες.
· 1,5 ml από την παραπάνω καλλιέργεια μεταφέρονται σε σωλήνα Eppendorph και φυγοκεντρούνται στις 6.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου.
· Το υπερκείμενο απομακρύνεται σχολαστικά και το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 250 μl διαλύματος P1 (περιέχει RNAseA).

· Προστίθενται 250 μl διαλύματος P2 (περιέχει ΝαΟΗ), το δείγμα αναδεύεται απαλά και αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου για διάστημα λιγότερο από 5 λεπτά.

· Προστίθενται 350 µl διαλύματος εξουδετέρωσης Ν3 (περιέχει οξικό οξύ και γουανιδίνη-HCl), ακολουθεί ανάμιξη και φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.

· Το υπερκείμενο απομακρύνεται προσεκτικά και μεταφέρεται στην στήλη QIAprep.

· Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 1 λεπτό σε θερµοκρασία δωµατίου.
· Το διάλυμα που διαπέρασε την στήλη πετάγεται, σε αυτό το στάδιο το πλασμιδιακό DNA έχει προσδεθεί στην στήλη.

· Προστίθενται 350 µl διαλύματος ΡΕ (περιέχει αιθανόλη). Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 1 λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου, το διάλυμα που διαπερνά την στήλη πετάγεται και επαναλμβάνεται η φυγοκέντρηση, ώστε να απομακρυνθεί τελείως το διάλυμα ΡΕ καθώς περιέχει αιθανόλη, η οποία αν παραμείνει μπορεί να παρεμποδίσει περαιτέρω ενζυμικές αντιδράσεις.

· Το πάνω μέρος της στήλης τοποθετείται σε σωλήνα eppendorf. Για την έκλουση του DNA προστίθεται ddH2O ή διάλυμα 30 μl ΕΒ (10 mM Tris-Cl, pH: 8.5). 

· Ακολουθεί φυγοκέντρηση της στήλης για 1 λεπτό στις 13000 στρ./λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου. Το δείγμα φυλάσσεται στους -20ºC.
Β.10.2. ΜΕΘΟΔΟΣ ΒΡΑΣΜΟΥ (Boiling PREP)

(Holmes and Quigley, 1981)

· 5ml θρεπτικού υλικού LB που περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό σε ποσότητα 5μl εμβολιάζονται με μια μεμονωμένη αποικία μετασχηματισμένων κυττάρων E.coli τα οποία φέρουν τα πλασμίδια που φέρουν την ένθεση που επιθυμείται η μελέτη. Ακολουθεί επώαση με ανακίνηση στους 37ºC για περίπου 16 ώρες.

· Από την καλλιέργεια αυτή 2 x 1.5ml μεταφέρονται σε σωλήνα eppendorf και φυγοκεντρούνται στις 6.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά.

· Το υπερκείμενο απομακρύνεται σχολαστικά αφήνοντας το ίζημα των κυττάρων όσο το δυνατόν στεγνό. 

·  Το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 150 μl διαλύματος STET παρουσία λυσοζύμης (Sigma) σε τελική συγκέντρωση 0,5 mg/ml.
· Ακολουθεί βρασμός του δείγματος για 45 δευτερόλεπτα και μετά φυγοκέντρησή του στις 13.000 σ.α.λ. για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου.

· Το ίζημα που αποτελείται από τα κυτταρικά υπολείμματα απομακρύνεται με τη βοήθεια αποστειρωμένης οδοντογλυφίδας. Για την κατακρήμνιση του πλασμιδιακού DNA προστίθενται στο υπερκείμενο 180 μl ισοπροπανόλης. 

· Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου για τη συλλογή του πλασμιδιακού DNA.

· Αφού το ίζημα ξεπλυθεί με 70% αιθανόλη και στεγνώσει στον αέρα επαναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος ΤΕ.   
· Το ίζημα φυλάσσεται στους -20ºC.
Β.11. ΕΚΦΡΑΣΗ, ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ


Για την έκφραση και την απομόνωση της ανασυδυασμένης β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του A.vinelandii χρησιμοποιήθηκε το QIAexpress® System Type IV της εταιρείας QIAGEN. Ως φορέας έκφρασης χρησιμοποιήθηκε ο φορέας pET-28a. Η έκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης γίνεται στο στέλεχος BL21(DE3).
Β.11.1. ΕΛΕΓΧΟΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ

· 5 ml θρεπτικού διαλύματος LB, στο οποίο έχει προστεθεί καναμυκίνη εμβολιάζονται με μια αποικία μετασχηματισμένων E. coli στέλεχος BL21(DE3) με τον ανασυνδυασμένο φορέα έκφρασης και επωάζονται για περίπου 16 ώρες στους 37ºC, με συνεχή ανακίνηση.
· 1,5 ml της παραπάνω καλλιέργειας χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό 30 ml αποστειρωμένου θρεπτικού διαλύματος LB με καναμυκίνη. Η καλλιέργεια αναπτύσσεται στους 37ºC, με συνεχή ανακίνηση έως ότου η οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας να είναι O.D.600=0,6.

· Τότε, 1 ml από την καλλιέργεια μεταφέρεται σε σωλήνα eppendorf, φυγοκεντρείται στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. Απομακρύνεται το υπερκείμενο, τα κύτταρα επαναδυαλύονται σε 20μl ddH2O. Προσθέτονται 20 μl Ρυθμιστικό διάλυμα μετουσίωσης, ακολουθεί επώαση στους 100οC για 5 λεπτά και φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα δείγματα αποθηκεύονται στους -20ºC.

· Στην υπόλοιπη καλλιέργεια προστίθεται IPTG σε τελική συγκέντρωση 0.5 mM και ZnSO4 σε τελική συγκέντρωση 0.5 mM.

· Η καλλιέργεια συνεχίζει να αναπτύσσεται στους 37ºC, με συνεχή ανακίνηση για 6 ώρες.

· 1 ml από την καλλιέργεια μεταφέρεται σε σωλήνα eppendorf, φυγοκεντρείται στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. Απομακρύνεται το υπερκείμενο, τα κύτταρα επαναδυαλύονται σε 50μl ddH2O. Προσθέτονται 50 μl Ρυθμιστικό διάλυμα μετουσίωσης, ακολουθεί επώαση στους 100οC για 5 λεπτά και φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα δείγματα αποθηκεύονται στους -20ºC.
· Η υπόλοιπη καλλιέργεια τοποθετείται στον πάγο και ακολουθεί φυγοκέντρησή της στις 6.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά, στους 4ºC, απομακρύνεται το υπερκείμενο.
· Επαναδυάλυση σε 500μl διαλύματος 50mM Tris-HCl pH 7.
· Σπάσιμο των κυττάρων με υπέρηχους. Φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 10 λεπτά, στους 4ºC.

· Συλλέγεται και φυλάσσεται προσεκτικά το υπερκείμενο (περιέχει τις διαλυτές πρωτεΐνες των κυττάρων).

· Τα κυτταρικά θραύσματα επαναδυαλύονται σε 500 μl διαλύματος 50 mM Tris-HCl pH 7.
· Σε 100 μl διαλυτών πρωτεϊνών προσθέτονται 100 μl Ρυθμιστικό διάλυμα μετουσίωσης, ακολουθεί επώαση στους 100ºC για 5 λεπτά και φυγοκέντρηση στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα δείγματα αποθηκεύονται στους -20ºC.

· Το παραπάνω βήμα επαναλαμβάνεται για τα κυτταρικά θραύσματα.
Η ύπαρξη της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης ελέγχεται με την ανάλυση των παραπάνω πρωτεϊνικών κλασμάτων σε πηκτή πολυακρυλαμίδης.

Β.11.2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ


Η αποµόνωση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης γίνεται µε τη µέθοδο της χρωµατογραφίας συγγενείας. Σφαιρίδια αγαρόζης είναι φορτισμένα µε νικέλιο (Ni-NTA Agarose, QIAGEN) στο οποίο δεσμεύεται η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη εξ’ αίτιας της δημιουργίας συμπλόκου ανάμεσα στο νικέλιο και το εξαπεπτίδιο ιστιδίνης.
· 50 ml θρεπτικού διαλύματος LB, στο οποίο έχει προστεθεί καναμυκίνη  (ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ) εμβολιάζονται με μια αποικία μετασχηματισμένων E. coli στέλεχος BL21(DE3) με τον ανασυνδυασμένο φορέα έκφρασης και επωάζονται για περίπου 16 ώρες στους 37οC, με συνεχή ανακίνηση.

· 12,5  ml της παραπάνω καλλιέργειας χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό 750 ml αποστειρωμένου θρεπτικού διαλύματος LB με καναμυκίνη. Η καλλιέργεια αναπτύσσεται στους 37ºC, με συνεχή ανακίνηση έως ότου η οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας να είναι O.D.600=0,6.

· Όταν O.D.600=0,6, προστίθεται IPTG σε τελική συγκέντρωση 0.5 mM και ZnSO4 σε τελική συγκέντρωση 0.5 mM.

· Η καλλιέργεια συνεχίζει να αναπτύσσεται στους 37ºC, με συνεχή ανακίνηση για 6 ώρες.

· Τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 4.000 στρ./λεπτό για 20 λεπτά, στους 4ºC. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και τα κύτταρα τοποθετούνται στον πάγο.

· Επαναδιάλυση των κυττάρων με 2-5 ml Διάλυµα λύσης, ανά gr κυττάρων.

· Προστίθεται λυσοζύμη σε τελική συγκέντρωση 1 mg/ml.

· Επώαση για 30 λεπτά στον πάγο.

· Προστίθεται ο αναστολέας πρωτεασών PMSF  σε τελική συγκέντρωση 0.5 mM.

· Τα κύτταρα λύονται με υπέρηχους (6 φορές για 10sec στα 200-300Watt με ενδιάμεση παύση 10 sec).

· Φυγοκέντρηση στις 10.000 σ.α.λ. για 20 λεπτά, στους 4ºC.

· Συλλέγεται προσεκτικά το υπερκείμενο.

· Στο υπερκείμενο προστίθεται 2.5ml 50% Ni-NTA. Επώαση υπό συνεχή ήπια ανακίνηση στους 4ºC για 30 λεπτά.

· Το παραπάνω δείγμα τοποθετείται σε ειδική στήλη χρωματογραφίας.

· Το διάλυμα που διαπερνά την στήλη συλλέγεται.

· Ακολουθεί καθαρισμός της στήλης με τουλάχιστον τετραπλάσιο όγκο στήλης διαλύματος Διάλυµα πλύσης για δύο φορές. Συλλέγουμε δύο δείγματα.

· Ακολουθεί έκλουση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης από την στήλη με 2,5 ml Διάλυµα έκλουσης, επαναλαμβάνουμε τέσσερις φορές. 

Β.13. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΣΕ ΠΗΚΤΗ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟΥ
Β.13.1. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΜΕΤΟΥΣΙΩΣΗΣ ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΔΩΔΕΚΑΝΟΘΕΙΪΚΟΥ ΝΑΤΡΙΟΥ (SDS)


Η ανάλυση πρωτεϊνών έγινε σε πηκτή πολυακρυλαμίδης κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE). Το απορρυπαντικό SDS σε συνδυασμό με έναν ισχυρό αναγωγικό παράγοντα όπως η β-μερκαπτοαιθανόλη και με θέρμανση οδηγούν στον διαχωρισμό των πρωτεϊνών στις πολυπεπτιδικές τους αλυσίδες που όλες πλέον αποκτούν αρνητικό φορτίο. Ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών γίνεται βάση το μοριακό τους μεγέθους 

Στον πίνακα 3 παρουσιάζονται τα αντιδραστήρια και οι ποσότητες που χρησιμοποιούνται για την παρασκευή της πηκτής διαχωρισμού και της πηκτής επιστοίβαξης (Stacking Gel).

Η διαδικασία παρασκευής της πηκτής διαχωρισμού είναι η ακόλουθη:
· Αναμειγνύονται τα διαλύματα 1, 2, 3, 5 και 6 και στη συνέχεια προστίθενται τα διαλύματα 7 και 8.
· Το μίγμα αναδεύεται ελαφρώς και εισάγεται αμέσως στο γυάλινο κάθετο καλούπι όπου αφήνεται να πολυμεριστεί για 1 ώρα (20-25ºC).
· Αφού ολοκληρωθεί ο πολυμερισμός, εισάγεται η πηκτή επιστοίβαξης, η οποία παρασκευάζεται με τον ίδιο τρόπο με τη διαφορά ότι περιέχει το διάλυμα 4 αντί το 5. Το μίγμα αναδεύεται ελαφρώς και εισάγεται στο γυάλινο κάθετο καλούπι.
· Πριν ξεκινήσει ο πολυμερισμός, στην κορυφή της πηκτής εισάγεται κατάλληλος υποδοχέας (χτένα) ώστε να δημιουργηθούν τα κανάλια-θέσεις εισαγωγής των δειγμάτων. Ο πολυμερισμός ολοκληρώνεται σε περίπου 30 min (25ºC).
· Μετά τον πολυμερισμό και της πηκτής επιστοίβασης η πηκτή τοποθετείται στην συσκευή ηλεκτροφόρησης.
· Στην συσκευή προστίθεται 1Χ ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης.
· Τέλος, με μια σύριγγα απομακρύνονται οι φυσαλίδες που σχηματίζονται στο κάτω μέρος της πηκτής μεταξύ των τζαμιών. 
	
	Πηκτή διαχωρισμού
	Πηκτή επιστοίβαξης
(Stacking Gel)

	
	7,5%
	10%
	12,5%
	15%
	17,5%
	20%
	25%
	

	1
	Ακρυλαμίδη 30%
	7,5
	10
	12,5
	15
	17,5
	20
	25
	1.3

	2
	1% Bis-ακρυλαµίδη
	5,2
	3,9
	3,1
	2.6
	2,2
	1.9
	1.5
	1

	3
	3 Μ Tris pH:8,8
	3.75
	3.75
	3.75
	3.75
	3.75
	3.75
	3.75
	-

	4
	1M Tris pH:6,8
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	1.25

	5
	10% SDS
	0.3
	0.3
	0.3
	0.3
	0.3
	0.3
	0.3
	0.1

	6
	dH2O
	13,04
	11,85
	10,14
	8,14
	6,04
	3.84
	-
	6.24

	7
	TEMED
	0,015
	0,015
	0,015
	0,015
	0,015
	0,015
	0,015
	0,015

	8
	10% APS
	0,15
	0,15
	0,15
	0,15
	0,15
	0,15
	0,15
	0,15



Πίνακας 3. Σύσταση πηκτής πολυακριλαμίδης ανάλογα με την τελική συγκέντρωση σε ακρυλαμίδη.
Β.13.2. ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΤΟΥ ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ ΚΑΤΩ ΑΠΟ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΜΕΤΟΥΣΙΩΣΗΣ

· Κατάλληλος όγκος πρωτεϊνικού δείγματος διαλύεται σε ρυθμιστικό διάλυμα μετουσίωσης όπου θερμαίνεται στους 75-100°C. Το ρυθμιστικό διάλυμα μετουσίωσης περιέχει και τη χρωστική μπλε της βρωμοφαινόλης που χρησιμοποιείται ως μάρτυρας της εξέλιξης της ηλεκτροφόρησης.

· Τα δείγματα φυγοκεντρούνται στις 13.000 σ.α.λ. για 5 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου.
· Τέλος, αφαιρείται προσεκτικά η χτένα και τα δείγματα φορτώνονται στα πηγαδάκια.
· Τα δείγματα αναλύονται σε ηλεκτρικό πεδίο εντάσεως 110V για το Stacking Gel και main 160V μόλις περάσουν στο main Gel.
· Η ηλεκτροφόρηση διακόπτεται μόλις η χρωστική του δείγματος φτάσει στο κάτω μέρος της πηκτής.
Β.13.3. ΒΑΦΗ ΜΕ Coomassie Brilliant Blue R-250


Η μέθοδος αυτή εφαρμόζεται μετά από ηλεκτροφόρηση για την βαφή των πρωτεϊνικών ζωνών. Η πηκτή εμβαπτίζεται σε διάλυμα χρώσης (Coomassie staining solution) για 30 λεπτά στους 600C µε ελαφρά ανακίνηση και ακολουθεί αποχρωματισμός της πηκτής με εμβάπτισή της σε διάλυμα αποχρωματισµού (destaining) σε θερμοκρασία δωματίου, µε ελαφρά ανακίνηση. Το διάλυμα αποχρωματισµού αντικαθίσταται με νέο ανά 1 ώρα, έως ότου να φανούν καθαρά οι πρωτεϊνικές ζώνες.
B.14. ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΑΚΟΛΟΥΘΙΩΝ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ


Η ευθυγράμμιση της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του A.vinelandii AvOP με αντίστοιχα ένζυμα άλλων οργανισμών, καθώς και η εύρεση της ομολογίας μεταξύ τους έγινε με τη χρήση του προγράμματος BioEdit. Η κατασκευή του φυλογενετικού δέντρου βάσει των αμινοξικών ακολουθιών έγινε με χρήση του προγράμματος ClustalW. Η εύρεση της τριτοταγούς δομής πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα SWISS-MODEL (http://www.expasy.org/swissmod/). Η πρόβλεψη της πιθανής ύπαρξης πεπτιδίου οδηγού και της τοπολογίας της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του A.vinelandii AvOP πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα PSORTb v 2.0 (http://psort.org/psortb/index.html).  

Οι κωδικοί πρόσβασης (Accession numbers) στις βάσεις δεδομένων των ακολουθιών των β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών που χρησιμοποιήθηκαν είναι: ZP_00417286:Azotobacter vinelandii, ΑP_00099:Escherichia coli, BAF34127:Helicobacter pylori, AAB80735: Salmonella typhimurium, ABB57477:Synechococcus sp. strain PCC7942, YP_001598343: Neisseria meningitidis, NP_441886:Synechocystis sp. Strain PCC6803, NP_218105: Mycobacterium tuberculosis, AAA34027: Spinachia oleracea, 1G5C_F: Methanobacterium Thermoautotrophicum, NP_601868: Corynebacerium glutamicum, YP_724689:Rastolnia eutropha, AAR82948:Chlamydomonas reinhardtii, NP_014362:Saccharomyces serevisiae, P17067:Pisum sativum.

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α
ΣΥΝΘΕΣΗ ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΩΝ ΔΙΑΛΥΜΑΤΩΝ
Ακρυλαµίδη (30%): 60 gr ακρυλαµίδης διαλύονται σε 200 ml dH2O. To διάλυµα αναδεύεται παρουσία ιοντοανταλλακτικής ρητίνης για 30 λεπτά, φιλτράρεται και φυλάσσεται στους 4ºC.

Αντιδραστήριο Bradford: 100mg χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 διαλύεται σε 100ml υδατικού διαλύματος μεθανόλης (50% v/v). Στο διάλυμα προστίθενται 100ml πυκνού φωσφορικού οξέος (85% w/v). Όλα τα υλικά προστίθενται εντός σκοτεινού δοχείου και το διάλυμα που προκύπτει διατηρείται σε θερμοκρασία 25°C.
APS (10%): 1 gr APS (Amonium Persulfate) διαλύονται σε 10 ml dH2O. Το διάλυµα φυλάσσεται στους -20ºC.

Βρωµιούχο αιθίδιο :Το βρωµιούχο αιθίδιο παρασκευάζεται ως πυκνό διάλυµα 0,5 mg/ml σε dH2O και φυλλάσεται στους 4ºC. Η τελική συγκέντρωση του βρωµιούχου αιθιδίου στην πηκτή είναι 0,5 µg/ml.

BIS (1%)-ακρυλαµίδη: 0,5 gr BIS-ακρυλαµίδης διαλύονται σε 50 ml dH2O. To διάλυµα φυλάσσεται στους 4ºC. 

Διάλυµα αποχρωµατισµού: 30% Μεθανόλη, 10% οξικό οξύ.

Διάλυµα έκλουσης: 300 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4, 250 mM ιμιδαζόλιο-NaOH pH:8,0.
Διάλυµα λύσης: 300 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4, 10 mM ιμιδαζόλιο-NaOH pH:8,0.
Διάλυµα πλύσης: 300 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4, 20 mM ιμιδαζόλιο-NaOH pH:8,0.

Διάλυμα φόρτωσης: 0,25% μπλε της βρωμοφαινόλης, 0,25% κυανό του ξυλενίου και 30% γλυκερόλη.

∆ιάλυµα χρώσης: 450 gr/lt Μεθανόλη, 100 ml/lt οξικό οξύ, 0,25 gr/lt Coomasie Brilliant Blue R250.
IPTG (100 mM): 23,8 gr IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside) διαλύονται σε 1 ml ddH2O. Το διάλυμα αποστειρώνεται με φιλτράρισμα (0,22 μm Millipore) και φυλάσσεται στους -20ºC.

Λυσοζύµη: 50 mg λυσοζύµης διαλύονται σε 1 ml dH2O. Το διάλυµα φυλάσσεται στους -20ºC.

NaCl (150mM): Σε τελικό όγκο 1 lt H2O διαλύονται 8.77 gr χλωριούχο νάτριο.

NaP (0.1 M pH:7.4): Σε τελικό όγκο 1 lt H2O διαλύονται 2.48 gr NaH2PO4 και 11.64 gr Na2HPO4.
Οξικό νάτριο (3Μ pH:4.8): Σε τελικό όγκο 1 lt H2O διαλύονται 246,09 gr άνυδρο οξικό νάτριο. To pH του διαλύµατος ρυθµίζεται στο 4.8 µε την προσθήκη πυκνού οξικού οξέος. Το τελικό διάλυµα αποστειρώνεται και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου.

PMSF (PhenylMethylSulfonyl Fluoride) (0.1 M): Σε 1 ml ισοπροπανόλης διαλύονται 17.41 mg PMSF.
Ρυθμιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρεσης (10x): 144 gr/lt γλυκίνη, 30,25 gr/lt Tris και 10 gr/lt SDS.

Ρυθμιστικό διάλυμα λιγάσης (10x): 0,66 Μ Tris-HCl pH:7,6 , 50 mM MgCl2 , 50 mM  DTT , 10 mM ATP. To πυκνό ρυθμιστικό διάλυμα λιγάσης φυλάσσεται σε μικρές ποσότητες στους -20 οC.

Ρυθμιστικό διάλυμα μετουσίωσης: 4% SDS, 10% β-μερκαπτοαιθανόλη, 20% γλυκερόλη, 0,1M Tris pH6.8 και 0.0005% χρωστική μπλε της βρωμοφαινόλης
Ρυθμιστικό διάλυμα PCR (10x): 100 mM Tris-HCl pH:8,3 , 500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 0,1% (w/v) gelatin.

RNase A: 10 mg RNase A διαλύονται σε 1 ml 10 mM Tris-HCl pH:7,5 / 15 mM NaCl. Το διάλυµα θερµαίνεται στους 100ºC για 15 λεπτά, µε σκοπό την αδρανοποίηση τυχόν δράσης DNase, αφήνεται να κρυώσει σε θερµοκρασία δωµατίου και φυλάσσεται στους -20ºC.

Sarkosyl/πρωτεϊνάση Κ: 0,1 gr Sarkosyl και 5 mg πρωτεϊνάσης Κ διαλύονται σε ΤΕ με επώαση στους 37ºC για μία ώρα. 
STET: 8% σακχαρόζη, 5% Triton x 100, 50 mM Tris-HCl pH:8,0 , 50 mM EDTA.

TAE (1x): Αρχικά παρασκευάζεται διάλυμα 50 x TAE το οποίο αραιώνεται 50 φορές, 50 x TAE: 242 gr Tris base, 57,1 ml οξικού οξέος και 0,5 ml EDTA pH: 8,0 σε ddH2O μέχρι τελικού όγκου 1lt.
TE: 10 mM Tris-HCL pH:8, 1 mM EDTA.

TE’: 10 mM Tris-HCL pH:8, 25 mM EDTA.

TES: 10 mM Tris-HCL pH:8, 25 mM EDTA, 150mM NaCl.

Tris.SO4 (1M pH:8): Σε τελικό όγκο 1 lt H2O διαλύονται 121,14 gr Tris-Base. To pH του διαλύµατος ρυθµίζεται στο 8,0 µε την προσθήκη πυκνού H2SO4. Το τελικό διάλυµα αποστειρώνεται και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου.

Tris-HCl (1M pH:7): Σε τελικό όγκο 1 lt H2O διαλύονται 121,14 gr Tris-Base (BDH). To pH του διαλύµατος ρυθµίζεται στο 7,0 µε την προσθήκη πυκνού HCl. Το τελικό διάλυµα αποστειρώνεται και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου.

Φαινόλη: Σε 500 ml φαινόλη προστίθενται 200 ml διαλύµατος 1 Μ Tris-HCl pH:8,0. Ακολουθεί καλή ανάδευση και οι δύο φάσεις αφήνονται να διαχωριστούν. Η άνω υδάτινη φάση αποµακρύνεται και προστίθενται 200 ml διαλύµατος 100 mM Tris-HCl pH:8,0. Μετά από καλή ανάδευση το µείγµα φυλάσσεται ανά 40 ml σε σωλήνες Falcon στους -20ºC.

X-Gal (2%): 0,02 gr X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-β-D-galactosidase, Boehringer-Mannheim) προστίθενται σε 1 ml διμεθυλ-φορμαμίδιο.
ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β
ΣΥΝΘΕΣΗ ΘΡΕΠΤΙΚΩΝ ΜΕΣΩΝ 

LB: ΘΡΕΠΤΙΚΟ ΜΕΣΟ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ E.coli:
Για την παρασκευή ενός λίτρου (1L) θρεπτικού διαλύματος LB εκτελούνται τα εξείς:

· Σε 1L απιονισμένου νερού προστίθενται 10 gr NaCL, 10gr Bacto-Trypton (Casein) και 5 gr Yeast extract.  
· Για την παρασκευή στερεού θρεπτικού μέσου σε τρυβλία, προστίθεται στο διάλυμα 1,5% agar. Ακολουθεί αποστείρωση. Το υγρό θρεπτικό μέσο φυλάσσεται σε φιαλίδια MacCartney σε θερμοκρασία δωματίου, ενώ τα τρυβλία με το στερεό μέσο φυλάσσονται στους 4°C.

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Γ

ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΚΑΙ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΑΝΙΒΙΩΤΙΚΩΝ

Καναμυκίνη: 

Μητρικό διάλυμα: 25mg/ml σε dH2O.

Τελική συγκέντρωση: 25mg/ml θρεπτικού διαλύματος.

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Δ
Ο ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΣ ΦΟΡΕΑΣ pET28a (+)
[image: image136.emf]
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Γ.1. ΜΕΛΕΤΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΠΟΥ ΚΩΔΙΚΟΠΟΙΟΥΝ ΓΙΑ ΤΗΝ Β-ΤΥΠΟΥ ΑΦΥΔΑΤΑΣΗ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ ΑΖΩΤΟΔΕΣΜΕΥΤΙΚΟ ΒΑΚΤΗΡΙΟ Azotobacter vinelandii AvOP
Γ.1.1. ΑΝΑΛΥΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΠΟΥ ΚΩΔΙΚΟΠΟΙΟΥΝ ΓΙΑ ΤΗΝ Β-ΤΥΠΟΥ ΑΦΥΔΑΤΑΣΗ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΣΤΟ ΑΖΩΤΟΔΕΣΜΕΥΤΙΚΟ ΒΑΚΤΗΡΙΟ Azotobacter vinelandii AvOP

Το γένωμα του Azotobacter vinelandii AvOP διερευνήθηκε, μέσω της βάσης δεδομένων NCBI (National Center for Biotechnology Information. http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/), για τον εντοπισμό γονιδίων, που κωδικοποιούν για πιθανές β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών. Η έρευνα είχε ως αποτέλεσμα τον εντοπισμό ενός γονιδίου που παρουσιάζει υψηλή ομολογία με γονίδια διαθέσιμα στο διαδίκτυο, τα οποία κωδικοποιούν για αφυδατάσες των δισανθρακικών β-τύπου που έχουν απομονωθεί και χαρακτηριστεί από άλλους οργανισμούς. 


Πρόκειται για το γονίδιο AvCab, το ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο του οποίου αποτελείται από 1043 νουκλεοτίδια που κωδικοποιούν για ένα πολυπεπτίδιο 343 αμινοξέων μοριακού βάρους 37659,91 Dalton και θεωρητικού ισοηλεκτρικού σημείου (pI) 8.73 (κωδικός πρόσβασης: ΖΡ_00417286) Οι προηγούμενοι υπολογισμοί έγιναν μέσω του προγράμματος Compute pI/Mw της βάσης δεδομένων Expasy.


Κατόπιν έγινε μελέτη περί της πιθανής ύπαρξης πεπτιδίου οδηγού και της τοπολογίας της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του A.vinelandii AvOP. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα PSORTb v 2.0 (http://psort.org/psortb/index.html). Τέλος, έγινε εκτίμηση της τριτοταγούς δομής της πρωτεΐνης χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα SWISS-MODEL (http://www.expasy.org/swissmod/).
Γ.1.2. ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΑΜΙΝΟΞΙΚΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ ΤΗΣ β-ΤΥΠΟΥ ΑΦΥΔΑΤΑΣΗΣ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΤΟΥ Azotobacter vinelandii AvOP, ΜΕ ΑΦΥΔΑΤΑΣΕΣ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΑΠΟ ΔΙΑΦΟΡΟΥΣ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟΥΣ  

Η αμινοξική αλληλουχία της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του Azotobacter vinelandii AvOP ευθυγραμμίστηκε με αφυδατάσες των δισανθρακικών β-τύπου των μικροοργανισμών: Escherichia coli, Helicobacter pylori, Salmonella typhimurium, Synechococcus sp. strain PCC7942, Neisseria meningitidis, Synechocystis sp. strain PCC6803, Mycobacterium tuberculosis, Methanobacterium Thermoautotrophicum, Corynebacerium glutamicum, Rastolnia eutropha, Chlamydomonas reinhardtii, Saccharomyces serevisiae και των φυτικών ειδών Pisum sativum και Spinachia oleracea μέσω του προγράμματος BioEdit (εικόνα 10).

[image: image137.emf]Εικόνα 10. Ευθυγράμμιση της αμινοξικής αλληλουχίας της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του AvOP

με β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών άλλων οργανισμών. Με κόκκινο κύκλο σημειώνονται τα κατάλοιπα που αποτελούν τους υποκατα-

-στάτες του ιόντος ψευδαργύρου του ενεργού κέντρου. Με πράσινο πολύγονο σημειώνονται τα κατάλοιπα τα οποία συμβάλλουν στη διαμόρφω-

-ση της στένωσης υδρόφοβης περιοχής του ενεργού κέντρου του ενζύμουκαθώς επίσης και στην πραγματοποίηση της ενζυμικής αντίδρασης 

δεδομένου ότι το δικαρβονικό ιόν δημιουργεί δεσμούς υδρογόνου με τα συγκεκριμένα κατάλοιπα κατά την πρόσδεσή του στο ενεργό κέντρο.Με

μπλέ τεράγωνο σημειώνονται διάφορα κατάλοιπα τα οποία συμβάλλουν στη διαμόρφωση της υδρόφοβης περιοχής του ενεργού κέντρου του εν-

-ζύμου. Τέλος, με κίτρινη έλλειψη σημειώνονται ορισμένα κατάλοιπα που παρουσιάζουν υψηλό ποσοστό ομολογίας μεταξύ των αλληλουχιών που 

ευθυγραμμίστηκαν και πιθανόν να παίζουν σημαντικό ρόλο στη διαμόρφωση και τη λειτουργία του ενζύμου.  

 CAb Ac Azotobacter vinelandii 



Από τα αποτελέσματα φαίνεται ότι μεταξύ των ακολουθιών που χρησιμοποιήθηκαν και της εξεταζόμενης, υπάρχουν περιοχές έντονα συντηρημένες, αλλά και περιοχές με μικρότερη ή μηδενική ομολογία. Από την ευθυγράμμιση των παραπάνω αλληλουχιών κατασκευάστηκε και το φυλογενετικό δενδρόγραμμα της εικόνας 11. Οι κωδικοί πρόσβασης των αλληλουχιών των β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών που χρησιμοποιήθηκαν κατά την ευθυγράμμισή τους (Alignment) όπως επίσης και κατά την κατασκευή του δενδρογράμματος, αναφέρονται στην παράγραφο Β.14
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Εικόνα 11. Φυλογενετικό δενδρόγραμμα μέσω της εφαρμογής Clustal, που προέκυψε από την ευθυγράμμιση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών AvCAb του Azotobacter vinelandii με β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών άλλων οργανισμών. 
   


Σημειώνεται ότι κατά τη χρήση του προγράμματος PSORTb V. 2.0 προέκυψε ότι η αλληλουχία της AvCAb δεν είναι συνδεδεμένη με πεπτίδιο οδηγό και φαίνεται να λαμβάνει κυτταροπλασματική θέση εντός του κυττάρου. 
Γ.1.3. ΜΟΡΙΑΚΗ ΜΟΝΤΕΛΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ ΔΟΜΗΣ ΤΗΣ β-ΤΥΠΟΥ ΑΦΥΔΑΤΑΣΗΣ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΤΟΥ Azotobacter vinelandii AvOP  


Η τρισδιάστατη απεικόνιση της δομής της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών του Azotobacter vinelandii AvOP που μελετήθηκε στην παρούσα εργασία, πραγματοποιήθηκε μέσω της χρήσης των μοριακών μοντέλων που παρέχει ο διαδικτυακός τόπος Expasy (http://www.expasy.org/spdby)  και συγκεκριμένα μέσω του προγράμματος SWISS-MODEL (http://www.expasy.org/swissmod/). 
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Εικόνα 12. Τρισδιάστατη απεικόνιση της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών AvCAb του Azotobacter vinelandii.

Γ.2. ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ ΚΩΔΙΚΗΣ ΠΕΡΙΟΧΗΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ AvCab

Η ενίσχυση της αλληλουχίας του γονιδίου AvCAb έγινε μέσω της χρήσης της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) κατόπιν επιλογής κατάλληλων εκκινητών (Primers). Ο σχεδιασμός των εκκινητών έγινε βάσει του μήκους τους (αριθμού νουκλεοτιδίων) και της αλληλουχίας τους (περιεκτικότητα σε G-C). Οι εκκινητές σχεδιάστηκαν έτσι ώστε να φέρουν στα άκρα τους θέσεις αναγνώρισης από τις ενδονουκλεάσες περιορισμού BspHI και XhoI ώστε να είναι δυνατή η κλωνοποίηση της ένθεσης στο φορέα έκφρασης pET28a (+).

Οι εκκινητές που επιλέχθηκαν είναι οι ακόλουθοι:

AvCAbE-F: 5’- AAA TCATGACTC TGC GAC ATC GAT GCC GCA G-3’
AvCAbE-R: 5’- AAA CTCGAGGCC TTG GTG GAA ACG CGG GC -3’

Οι συνθήκες πραγματοποίησης της αντίδρασης περιγράφηκαν στην παράγραφο Β.3. Το προϊόν της αντίδρασης που προέκυψε κατόπιν της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης αναλύθηκε σε πηκτή αγαρόζης 1,5% w/v (εικόνα 13). 

                                                        1             2
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Εικόνα 13. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 1.5% w/v του προϊόντος της αντίδρασης PCR που πραγματοποιήθηκε για την ενίσχυση του γονιδίου AvCAb του Azotobacter vinelandii. 1. Δείκτης μοριακών μεγεθών (DNA Marker) See blue (Invitrogen). 2. Προϊόν της αντίδρασης PCR. 
Η επιθυμητή ζώνη ανακτήθηκε από την πηκτή (Gel extraction) και το προϊόν της συγκεκριμένης εργασίας ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης 1.5% w/v για να επιβεβαιωθεί η ύπαρξη του ένθετου τμήματος (εικόνα 14).

Ακολούθησε πέψη του προϊόντος PCR και του φορέα έκφρασης pET28a (+) με τα ένζυμα περιορισμού BspHI, NCoI και XhoI, NCoI αντίστοιχα. Στη συνέχεια, τα απομονωμένα τμήματα κλωνοποιήθηκαν στον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) με τη βοήθεια του ενζύμου DNA λιγάση. Τα πλασμίδια που δημιουργήθηκαν ονομάστηκαν pAvCab και έχουν συντηγμένο το 3’ άκρο του ένθετου με τα 6 κωδικώνια ιστιδίνης του pET28a (+), γεγονός που διευκολύνει τον καθαρισμό της εκφραζόμενης πρωτεΐνης. Το προβλεπόμενο μοριακό βάρος (Mw) της εκφραζόμενης πρωτεΐνης είναι 38,755 kDa.  
                                                                     1              2                                                      
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Εικόνα 14. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 1.5% w/v του τμήματος DNA που ανακτήθηκε έπειτα από την ηλεκτροφόρηση του προϊόντος που προέκυψε από την αντίδραση PCR. 1. Δείκτης μοριακών μεγεθών (DNA Marker). 2. Ένθετο τμήμα (Insert). 
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Εικόνα 15. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 1.5% w/v των πέψεων του προϊόντος PCR και του φορέα έκφρασης pET28a (+) με τα ένζυμα περιορισμού BspHI, NCoI και XhoI, NCoI αντίστοιχα. 1. Δείκτης μοριακών μεγεθών (DNA Marker). 2,4. Τμήματα DNA που προέκυψαν από την πέψη του pET28a (+). 3. Προϊόν πέψης του ένθετου τμήματος DNA. 

Έπειτα από τα προηγούμενα, πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός ικανών κυττάρων του κατάλληλου στελέχους E.coli  (XL-1 Blue) με το προϊόν της αντίδρασης της DNA λιγάσης. Τα μετασχηματισμένα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υλικό LB το οποίο ήταν εμπλουτισμένο με το αντιβιοτικό καναμυκίνη. Για τον έλεγχο της ύπαρξης του ένθετου τμήματος DNA επιλέχθηκαν ενδεικτικά οκτώ αποικίες οι οποίες καλλιεργήθηκαν σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα για 16h στους 370C. 

Ακολούθησε απομόνωση του πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα με τη μέθοδο του βρασμού και πέψη με τα ένζυμα περιορισμού XhoI και Xba για τη διαπίστωση της ύπαρξης του ένθετου τμήματος. Οι βακτηριακές αποικίες που περιείχαν τη σωστή ένθεση ανακαλλιεργήθηκαν σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα για 16h στους 370C, ώστε με τη χρήση της μεθόδου Miniprep (Qiagen) να απομονωθεί το πλασμίδιο pAvCab σε υψηλότερη καθαρότητα από αυτό της μεθόδου βρασμού. Οι πέψεις των καθαρών πλασμιδίων ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1,5% w/v.
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Εικόνα 16. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 1.5% w/v των πέψεων των πλασμιδίων pAvCab που απομονώθηκαν με τη μέθοδο Miniprep (Qiagen) για τον έλεγχο της ύπαρξης του επιθυμητού κλώνου στους φορείς έκφρασης. 1. Δείκτης μοριακών μεγεθών (DNA Marker).  2-9. Ανάλυση των πέψεων, εκ των οποίων φαίνεται η ένθεση του τμήματος DNA στους φορείς έκφρασης.    
  
Ακολούθησε αλληλούχιση (Sequencing) του πλασμιδίου pAvCab όπου και επιβεβαιώθηκε η ένθεση του επιθυμητού τμήματος DNA, με την πρωτεϊνική αλληλουχία η οποία προέκυψε κατόπιν της αλληλούχισης να παρουσιάζει 98% ομολογία με την πρότυπη αλληλουχία του γονιδίου AvCAb. Οι ελλείψεις που παρουσίασε η πρωτεΐνη που προέκυψε κατόπιν της αλληλούχισης (AvCAb1) σε σχέση με την AvCAb, παρουσιάζονται στην εικόνα 17, έπειτα από την ευθυγράμμιση των δύο αλληλουχιών. 


[image: image144.emf]MALRHRCRRVPAGTI GRDELRCI RFHLSCVAGYSVSLKLWAPRI Q 1 AvCAb 

MTLRHRCRRAPAGTI GRDELRCI RFHLSCVAGYSVSLKLWAPRI Q 1 AvCAb1

LYLSWLTQADFHRGHPSAPRPPVPKSSSRLVI NGDDHRALPLSAT 46 AvCAb 

LYLSCLTQADFHRGHPSAPRPPVPKSSSRLVI NGDDHRALPLSAT 46 AvCAb1

QGGYAMNNVI SKQGPSQGTTEARTESENAEVALKNI VDGFHRFRT 91 AvCAb 

QGGYAMNNVI SKQGPSQGTNEARTESENAEVALKNI VDGFHRFRT 91 AvCAb1

EVFPQQKEFYRSLASAQRPRAMFI TCADSRI VPELI TQSAPGDLF 136 AvCAb 

EVFPQQKEFYRSLASAQRPRAMFI TCADSRI VPELI TQSAPGDLF 136 AvCAb1

VSRNVGNVVPPYGQI NGGVSTAI EYAVAALGVHHI VVCGHSDCGA 181 AvCAb 

VSRNVGNVVPPYGQI NGGVSTAI EYAVAALGVHHI VVCGHSDCGA 181 AvCAb1

MKAVLDPPTLESMPTVKAWLRHAEVAKTVVLENRCSCNGRDTLEV 226 AvCAb 

MKAVLDPPTPESMPTVKAWLRHAEVAKTVVLENRCSCNGRDTLEV 226 AvCAb1

LTEENVVAQLDHLRTHPSVAARLASGQLFI HGWVYSI ETAEI KAY 271 AvCAb 

LAEENVVAQLDHLRTHPSVAARLASGQLFI HGWVYSI ETAEI KAY 271 AvCAb1

DAEQGCFRPLDSEGSI PVATPRPRFHQG 316 AvCAb 

DAEQGCFRPLDSEGSI PI ATPRPRFHQGLEHHHHHH 316 AvCAb1

.



Εικόνα 17. Ευθυγράμμιση της αμινοξικής αλληλουχίας της β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών AvCAb του Azotobacter vinelandii με την αμινοξική ακολουθία της πρωτεΐνης AvCAb1, η οποία προέκυψε από την υποκλωνοποίηση της AvCAb στον πλασμιδιακό  φορέα pET28a(+).  
Γ.3. ΕΤΕΡΟΛΟΓΗ ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ AvCab ΠΟΥ ΚΩΔΙΚΟΠΟΙΕΙ ΓΙΑ ΠΙΘΑΝΗ ΑΦΥΔΑΤΑΣΗ ΤΩΝ ΔΙΣΑΝΘΡΑΚΙΚΩΝ ΑΠΟ ΤΟ ΑΖΩΤΟΔΕΣΜΕΥΤΙΚΟ ΒΑΚΤΗΡΙΟ Azotobacter ninelandii AvOP ΣΤΟ E.coli  


Ικανά κύτταρα (Competemt Cells) E.coli  BL21 μετασχηματίστηκαν με το πλασμίδιο pAvCab. Οι αποικίες από το μετασχηματισμό, ελέγχθηκαν για την παραγωγή της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης. Η επαγωγή της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης έγινε σε υγρές καλλιέργειες σε διάφορες θερμοκρασίες (370C, 300C, 250C), με την προσθήκη β-D-ισοπροπυλικής-θειογαλακτοπυρανοσίδης (IPTG), η οποία αποτελεί τον επαγωγέα του προαγωγέα του πλασμιδίου έκφρασης. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε υγρή καλλιέργεια βακτηρίων τα οποία έφεραν τον φορέα έκφρασης με το τμήμα ένθεσης. Ακολούθησε θραύση των κυττάρων με υπερήχους και έγινε διαχωρισμός των πρωτεϊνών σε διαλυτές και αδιάλυτες. Οι πρωτεΐνες για τις οποίες γίνεται λόγος αναλύθηκαν αρχικά σε πηκτή πολυακρυλαμίδης στους 370C  SDS-PAGE (Εικόνα 18).    
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Εικόνα 18. Ανάλυση σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαμίδης (SDS-PAGE) 20%, ολικών πρωτεϊνών, των μετασχηματισμένων με το πλασμίδιο pET28a (+), κυττάρων E.coli  BL21. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν 6 ώρες μετά την προσθήκη IPTG (1mM) και επώαση στους 370C. Με βέλος αναπαρίσταται η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη (AvCab1).     
· Στήλη 1: Ολικές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, χωρίς την προσθήκη IPTG.
· Στήλη 2: Ολικές πρωτεΐνες του πλασμιδιακού φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, χωρίς την προσθήκη IPTG.
· Στήλη 3: Ολικές πρωτεΐνες του πλασμιδιακού φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από την προσθήκη IPTG.
· Στήλη 4: Ολικές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από την προσθήκη IPTG.
· Στήλη 5: Ολικές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από επώαση 6h στους 370C,  χωρίς την προσθήκη IPTG.
· Στήλη 6: Αδιάλυτες πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από την προσθήκη IPTG και τη θραύση των κυττάρων με υπερήχους. 
· Στήλη 7: Αδιάλυτες πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από θραύση των κυττάρων με υπερήχους χωρίς την προσθήκη IPTG. 
· Στήλη 8: Διαλυτές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από την προσθήκη IPTG και τη θραύση των κυττάρων με υπερήχους.
· Στήλη 9: Διαλυτές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από θραύση των κυττάρων με υπερήχους χωρίς την προσθήκη IPTG.

Όπως παρατηρείται στην εικόνα 18, η ανάλυση των ολικών πρωτεϊνών των κυττάρων  E.coli τα οποία μετασχηματίστηκαν με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος έφερε το γονίδιο ένθεσης AvCab1, είχε ως αποτέλεσμα την επαγωγή της πρωτεΐνης που μελετήθηκε, ήτοι του προϊόντος του γονιδίου AvCab1. Στο σχήμα παρατηρείται η αύξηση της παραγόμενης πρωτεΐνης έπειτα από την προσθήκη IPTG (στήλες 4,6,8). Στη στήλη 6 δε, παρατηρείται υψηλή συσσώρευση αδιάλυτης πρωτεΐνης.


Στη συνέχεια, οι ως άνω διαδικασίες εκτελέστηκαν σε θερμοκρασία επαγωγής πρωτεϊνών 300C. Στην εικόνα 19 φαίνεται το αποτέλεσμα της ανάλυσης των προϊόντων της διαδικασίας αυτής σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαμίδης (SDS-PAGE)15%.         
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Εικόνα 19. Ανάλυση σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαμίδης (SDS-PAGE) 15%, ολικών πρωτεϊνών, των μετασχηματισμένων με το πλασμίδιο pET28a (+), κυττάρων E.coli  BL21. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν 6 ώρες μετά την προσθήκη IPTG (1mM) και επώαση στους 300C. Με βέλος αναπαρίσταται η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη (AvCab1).     
· Στήλη 1: Ολικές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, χωρίς την προσθήκη IPTG.
· Στήλη 2: Ολικές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από την προσθήκη IPTG.
·  Στήλη 3: Ολικές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από επώαση 6h στους 300C,  χωρίς την προσθήκη IPTG.
· Στήλη 4: Αδιάλυτες πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από την προσθήκη IPTG και τη θραύση των κυττάρων με υπερήχους.
· Στήλη 5: Αδιάλυτες πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από θραύση των κυττάρων με υπερήχους χωρίς την προσθήκη IPTG. 
· Στήλη 6: Διαλυτές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από την προσθήκη IPTG και τη θραύση των κυττάρων με υπερήχους.
· Στήλη 7: Διαλυτές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από θραύση των κυττάρων με υπερήχους χωρίς την προσθήκη IPTG.

Όπως παρατηρείται στην εικόνα 19, η προσθήκη IPTG (στήλες 2,4,6) είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση της παραγόμενης πρωτεΐνης. Επιπλέον, σε σχέση με την διαδικασία επαγωγής των πρωτεϊνών σε θερμοκρασία 370C παρατηρείται αύξηση της παραγωγής των διαλυτών πρωτεϊνών έπειτα από την προσθήκη IPTG σε θερμοκρασία επώασης 300C (στήλη 6). 

Γ.4. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΤΗΣ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ AvCab1 ΑΠΟ ΚΥΤΤΑΡΑ E.coli     


Για την απομόνωση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης AvCab1 από κύτταρα  E.coli επιλέχθηκε θερμοκρασία επαγωγής πρωτεϊνών 250C. Η παραγόμενη πρωτεΐνη φέρει ουρά 6 ιστιδινών, γεγονός που καθιστά δυνατή την απομόνωσή της με μεθόδους χρωματογραφίας συγγένειας νικελίου. Κατά τη μέθοδο της χρωματογραφίας συγγένειας, η ουρά ιστιδινών αλληλεπιδρά με το νικέλιο με αποτέλεσμα η πρωτεΐνη να συγκρατείται στη στήλη αγαρόζης (Ni-NTA agaroge, Qiagen). Στη συνέχεια, η πρωτεΐνη ανακτάται με την προσθήκη ιμιδαζολίου (παράγραφος Β.11.2.). Τα κλάσματα έκλουσης της στήλης και των πρωτεϊνών που παρήχθησαν αναλύθηκαν σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαμίδης (SDS-PAGE)15% (εικόνα 20).

                  1         2        3         4              5          6         7           8            9

            

Εικόνα 20. Ανάλυση σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαμίδης (SDS-PAGE) 15%, ολικών πρωτεϊνών, των μετασχηματισμένων με το πλασμίδιο pET28a (+), κυττάρων E.coli  BL21. Στο σχήμα φαίνονται επίσης τα κλάσματα έκλουσης που συλλέθηκαν από τη στήλη έπειτα από την διαδικασία της χρωματογραφίας συγγένειας.Τα κύτταρα συλλέχθηκαν 4 ώρες μετά την προσθήκη IPTG (1mM) και επώαση στους 250C. Με βέλος αναπαρίσταται η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη (AvCab1).
· Στήλη 1: Ολικές πρωτεΐνες του πλασμιδιακού φορέα pET28a (+) έπειτα από επώαση 4h στους 250C.
· Στήλη 2: Ολικές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, χωρίς την προσθήκη IPTG.
· Στήλη 3: Ολικές πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από επώαση 6h στους 250C,  χωρίς την προσθήκη IPTG.
· Στήλες 4-7: Τέσσερα διαδοχικά κλάσματα έκλουσης (Elusion) της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης AvCab1.
· Στήλη 8: Κλάσμα πλύσης (Wash) της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης AvCab1.
· Στήλη 9: Αδιάλυτες πρωτεΐνες των βακτηριακών κυττάρων E.coli που έχουν μετασχηματιστεί με τον πλασμιδιακό φορέα pET28a (+) ο οποίος φέρει το γονίδιο ένθεσης AvCab1, έπειτα από την προσθήκη IPTG και τη θραύση των κυττάρων με υπερήχους.  


Από την παρατήρηση της εικόνας 20 φαίνεται ότι ο καθαρισμός της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης AvCab1 έπειτα από επαγωγή των πρωτεϊνών σε θερμοκρασία 250C πραγματοποιήθηκε σε ικανοποιητικό επίπεδο. Επιπλέον, φαίνεται ότι στο συγκεκριμένο πείραμα η συσσώρευση αδιάλυτων πρωτεϊνών μειώθηκε.  
ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Οι αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι μεταλλοένζυμα τα οποία καταλύουν την αλληλομετατροπή του διοξειδίου του άνθρακα σε δικαρβονικά ιόντα, σύμφωνα με την αντίδραση:

CΟ2 + Η2Ο 
[image: image145.wmf]Û

 HCO
[image: image146.wmf]-
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 + H
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Τα ένζυμα αυτά απαντούν στους περισσότερους οργανισμούς, συμπεριλαμβανομένων των θηλαστικών, των φυτών των αρχαιοβακτηρίων και των ευβακτηρίων. Οι αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι σημαντικές σε πολλές φυσιολογικές διαδικασίες που περιλαμβάνουν αντιδράσεις καρβοξυλίωσης και αποκαρβοξυλίωσης, όπως η φωτοσύνθεση και η αναπνοή. Επιπλέον, λαμβάνει μέρος σε μια πληθώρα βιολογικών διεργασιών, στις οποίες εμπλέκονται η οξεοβασική ισορροπία, η μεταφορά του ανόργανου άνθρακα και η ανταλλαγή ιόντων.

Πολλά είδη τα οποία ανήκουν στα Βακτήρια, ορισμένα Αρχαία (όπως το Methanobacterium thermoautotrophicum), άλγη και χλωροπλάστες ανώτερων φυτών περιέχουν β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών. Οι β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών είναι συνήθως ολιγομερή, τα οποία αποτελούνται από 2-6 μονομερή μοριακού βάρους 25-30 kDa (Smith and Ferry, 2000, Cronk et.al., 2001, Cox et.al., 2000, Kimber and Pai, 2000).

Μέχρι πρόσφατα, οι β-τύπου αφυδατάσες των δισανθρακικών πιστευόταν ότι προέρχονταν εξ’ ολοκλήρου από μονοκότυλα και δικότυλα φυτά. Η ανακάλυψη μιας μιτοχονδριακής β-τύπου αφυδατάσης των δισανθρακικών  από το C.reinhardtii (Eriksson et al., 1996) και άλλων ενζύμων της κατηγορίας αυτής από τα άλγη (Hiltonen et al., 1995, Hiltonen et al., 1998) παραμέρισαν την άποψη που επικρατούσε μέχρι τότε.

Διερεύνηση στις βάσεις δεδομένων, παρουσίασε 76 ανοικτά αναγνωστικά πλαίσια με αμινοξικές αλληλουχίες οι οποίες παρουσίαζαν χαρακτηριστική ομολογία με την β-τύπου αφυδατάση των δισανθρακικών Cab του M.thermoutotrophicum. Από την ευθυγράμμιση των 76 αλληλουχιών που προαναφέρθηκαν, φάνηκε ότι πέντε αμινοξικά κατάλοιπα μεταξύ των 76 αλληλουχιών είναι απόλυτα συντηρημένα. Συγκεκριμένα, οι υποκαταστάτες του ψευδαργύρου του ενεργού κέντρου φάνηκε να είναι τα αμινοξέα: Cys-32, His-87 και Cys-90 (Rowlett et al., 2000, Bracey et al., 1994). Επίσης, τα αμινοξέα: Asp-34 και η Arg-36 είναι απόλυτα συντηρημένα μεταξύ των β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών και φαίνεται να έχουν ουσιαστικό ρόλο είτε στη διαμόρφωση είτε στις καταλυτικές ιδιότητες του ενζύμου. Τέλος, το κατάλοιπο Gly-50 είναι συντηρημένο σε όλες εκτός μιας (του Sulfolobus solfataricus) μεταξύ των 76 αλληλουχιών που μελετήθηκαν ως προς την ενεργότητα αφυδατάσης των δισανθρακικών.

Το Azotobacter vinelandii είναι ένας μη συμβιωτικός, αρνητικός κατά Gram, υποχρεωτικά αερόβιος οργανισμός, ικανός να δεσμεύει Ν2. Στο γένωμα του A.vinelandii AvOP βρέθηκε το γονίδιο AvCAb το οποίο κωδικοποιεί για μια αφυδατάση των δισανθρακικών β-τύπου 343 αμινοξέων με μοριακό μέγεθος 37659,91 Dalton και θεωρητικό ισοηλεκτρικό σημείο (PI) 8,73. Η πρωτεΐνη δεν διαθέτει πεπτίδιο οδηγό και λαμβάνει κυτταροπλασματική κατεύθυνση. 

Από την ευθυγράμμιση της αλληλουχίας αυτής με αλληλουχίες β-τύπου αφυδατασών των δισανθρακικών άλλων οργανισμών παρατηρήθηκε ότι τα αμινοξικά κατάλοιπα τα οποία είναι συντηρημένα στους οργανισμούς αυτούς και συμμετέχουν είτε ως υποκαταστάτες του ενεργού κέντρου, είτε στη διαμόρφωση της υδρόφοβης περιοχής αυτού, είτε στην πραγματοποίηση της ενζυμικής αντίδρασης, είναι συντηρημένα και στην αλληλουχία που μελετήθηκε.


 Το γονίδιο AvCAb κλωνοποιήθηκε στον φορέα έκφρασης pET28a(+). Εκφράστηκε ετερόλογα σε κύτταρα E.coli BL21 (DE3) και εξετάστηκε το επίπεδο έκφρασης (στο διαλυτό και αδιάλυτο κλάσμα) της ανασυνδυασμένης αφυδατάσης των δισανθρακικών σε τρεις διαφορετικές θερμοκρασίες καλλιέργειας (37ºC, 30ºC και 25ºC). Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε υγρή καλλιέργεια βακτηρίων τα οποία έφεραν τον φορέα έκφρασης με το τμήμα ένθεσης. Ακολούθησε θραύση των κυττάρων με υπερήχους και έγινε διαχωρισμός των πρωτεϊνών σε διαλυτές και αδιάλυτες. Στη συνέχεια καθαρίστηκε με χρωματογραφία συγγένειας σε στήλη ρητίνης φορτισμένης με νικέλιο (Ni-NTA Resin, Quiagen).  


Εκ των αποτελεσμάτων φάνηκε ότι η εξεταζόμενη πρωτεΐνη παρήχθησε ετερόλογα και η ποσότητά της αυξήθηκε κατά την προσθήκη IPTG. Σχετικά με τις τρεις θερμοκρασίες που επιλέχθηκε να γίνει η επαγωγή, φάνηκε ότι αυτή των 25ºC είναι η προτιμότερη, δεδομένου ότι το διαλυτό τμήμα της παραγόμενης πρωτεΐνης αυξήθηκε.  Συμπερασματικά λοιπόν, κατά την μείωση της θερμοκρασίας επαγωγής της ανασυνδυασμένης αφυδατάσης των δισανθρακικών, το διαλυτό τμήμα της παραγόμενης πρωτεΐνης αυξάνεται.
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

Adler, L., Brundell, J., Falkbring, S.O. and Nyman, P.O. (1972) Carbonic anhydrase from Neisseria sicca strain 6021 I. Bacterial growth and purification of the enzyme. Biochim. Biophys. Acta 284, 298-310.

Alber, B.E. and Ferry, J.G. (1994) A carbonic anhydrase from the archaeon Methanosarcinna thermophila. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 6909-6913. 

Alber, B.E. and Ferry, J.G. (1996) Characterization of heterologously produced carbonic anhydrase from Methanosarcina thermophila. J. Bacteriol. 178, 3270-3274.

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W., and Lipman, D.J. (1990) Basic local alignment search tool .J. Mol. Biol. 215, 403-410. 

Anderson, P.M., Sung, Y.C. and Fuchs, J.A. (1990) The cyanase operon and cyanate metabolism. FEMS Microbiol. Rev. 7, 247-252. 

Aizawa, k. and Miyachi, S. (1986) Carbonic anhydrase and CΟ2 concentrating mechanisms in microalgae and cyanobacteria. FEMS Microbiol. Rev. 39, 215-233.

Badger, M.R. (1980) Kinetic properties of ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase from Anabaena variabilis. Arch. Biochem. Biophys. 231, 233-242.

Badger, M.R. (1987) The CΟ2-concentrating mechanism in aquatic phototrophs. In MD Hatch, NK Boardman, eds, The biochemistry of plants: A comprehensive Treatise, vol10: Photosynthesis. Academic press, New York, pp 219-274. 

Badger, M.R. and Gallagher, A. (1987) Adaptation of photosynthetic CΟ2 and HCO
[image: image148.wmf]-

3

 accumulation the cyanobacterium Synechococcus PCC6301 to growth at different inorganic carbon concentrations. Aust. J. Plant Physiol, 14, 189-201.

Badger, M.R. and Price, G.D. (1994) The role of carbonic anhydrase in photosynthesis. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 45, 369-392.

Badger, M.R., Price, G.D. and Yu, J.W. (1991) Selection and analysis of mutants of the CΟ2 – concentrating mechanism in cyanobacteria. Can. J. Bot. 69, 974-983.

Bedu, S., Laurent, b. and Joset, F. (1992) Membraneous and soluble carbonic anhydrase activity in a cyanobacterium. In: Research in photosynthesis (Murata, N., Ed.), pp. 819-822. Kluwer Academic, Dordrecht. 

Bedu, S. and Joset, F. (1991) Studies on the Carbonic anhydrase activity in Synechocystis PCC6803 wild type and an acetazolamide-resistant mutant. Can. J. Bot. 69, 1103-1108.

Benson, D.R. and Silvester, W.B. (1993). Biology of Frankia strains, actinomycete symbionts of actinorhizal plants. Microbiol. Rev. 57:293-319.

Benson, D.R. and Clawson, M.L. (2000) Evolution of the actinorhizal plant nitrogen-fixing symbiosis, p. 207-224. In E. Triplett (ed.), Prokaryotic nitrogen fixation: a model system for the analysis of a biological process. Horizon Scientific Press, Wymondham, England.

Bishop, P.E. and Premakumar, R. (1992) Alternative nitrogen fixation systems. In G. Stacey, R.H. Burris, H.J. Evans (Eds.), Biological nitrogen fixation. (pp.736-762). New York: Chapman and Hall.

Bjorkbacka, H., Johanson, I.M., Skarfstad, E. and Forsman, C. (1997) The sulfhydryl goups of Cys 269 and Cys 272 are critical for the oligomeric state of chloroplast carbonic anhydrase from Pisum sativum. Biochemistry 36, 4287-4294.
Bjorkbacka, H., Johanson, I.M. and Forsman, C. (1999) Possible roles for His-208 in the active-site region of chloroplast carbonic anhydrase of Pisum sativum. Arch. Biochem. Biophys., 361, 17-24.

Black, C.G., Fyfe, J.A.M. and Davies, J.K. (1995) A promoter associated with the neisserial repeat can be used to transcribe the uvrB gene from Neisseria gonorrhoeae. J. Bacteriol. 177, 1952-1958.

Blaster, M.J. (1992) Hypotheses on the pathogenesis and natural history of Helicobacter pylori-induced inflammation. Gastroenterology 102, 720-727.

Bracey, M.H., Christiansen, J., Tovar, P., Cramer, S.P. and Barlett, S.G. (1994) Spinach carbonic anhydrase: investigation of the zinc-binding ligands by site-directed mutagenesis, elemental analysis and EXAFS. Biochemistry 33, 13126-13131.

Braus-Stromeyer, S.A., Shcnappauf, G., Braus G.H., Gossner, A.S. and Drake, H.L. (1997) Carbonic anhydrase in Acetobacterium woodii and other acetogenic bacteria. J. Bacteriol. 179, 7197-7200.
Brock. (2005) Βιολογία των μικροοργανισμών. Τόμος Ι. Πανεπιστημιακές Εκδόσεις Κρήτης.

Brundell, J., Falkbring, S.O. and Nyman, P.O. (1972) Carbonic anhydrase from Neisseria sicca strain 6021 II. Properties of the purified enzyme. Biochim. Biophys. Acta 284, 311-323.

Burgess, B.K. and Lowe, D.J. (1996) Mechanism of molybdenum nitrogenase. Chem. Rev. 96, 2983-3011.

Burnell, J.N. and Hatch, M.D. (1988) Low bundle sheath carbonic anhydrase is apparently essential for effective C4 pathway operation. Plant physiol 86: 1252-1256.
Chegwidden, W.R., Dogson, S.J. and Spencer, I.M. (2000) The roles of carbonic anhydrase in metabolism, cell growth and cancer in animals. EXS 343-63.

Chen, W.M., Moulin, L., Bontemps, C., Vandamme, P., Bena, G. and Boivin-Masson, C. (2003) Legume Symbiotic Nitrogen Fixation by β-Proteobacteria is Widespread in Nature. J. Bacteriol. P. 7266-7272.

Chisnell, J.R., Premakumar, R. and Bishop, P.E. (1988) Purification of a second alternative nitrogenase from a nifHDK deletion strain of Azotobacter vinelandii. J. Bacteriol., 170, 27-33.

Chirica, L.C., Elleby, B., Johnson, B.H., and Lindskog, S. (1997) The complete sequence, expression in Escherichia coli, purification and some properties of carbonic anhydrase from Neisseria gonorhoeae. Eur. J. Biochem. 244, 755-760.   

Chirica, L.C., Elleby, B. and Lindskog, S. (2001) Cloining, expression and some properties of alpha-carbonic anhydrase from Helicobacter pylori. Biochim Biophys Acta. 1544:1-2) 55-63. 

Chirica, L.C., Petersson, C., Hurtig, M., Johnsson, B.H., Boren, T. and Lindskog, S. (2002) Expression and localization of a- and b- carbonic anhydrase in Helicobacter pylori. Biochim. Biophys. Acta 1601 (2), 192-199.

Chiristianson, D.W. and Fierke, C.A. (1996) Carbonic anhydrase: evolution of the zinc binding site by nature and by design. Acc. Chem. Res. 29, 331-339.
Chomczynski, P. and Sacchi, N. (1987) Single-step method of RNA isolation by acin guanidimium thyocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal. Biochem. 162:156-159.

Clark, D., Rowlett, R.S., Coleman, J.R. and Klessig, D.F. (2004) Complementation of the yeast deletion mutant ΔNCE103 by members of the β class of carbonic anhydrases is depended on carbonic anhydrase activity rather than on antioxidant activity. J. Biochem. 379, 609-615. 

Cleves, A.E., Cooper, D.N.W., Barondes, S.H. and Kelly, R.B. (1996) A new pathway for protein export in Saccharomyces cerevisiae. J. Cell Biol. 103, 1017-1026.

Clyne, M., Labigne, A. and Drumm, B. (1995) Helicobacter pylori requires an acidic environment to survive in the presence of urea. Infect. Immun. 63, 1669-1673.
Coleman, J.E. (1998) Zinc enzymes. Curr Opin Chem Biol 2: 222-234.

Coleman, J.R., Berry, J.A., Togasaki, R.K. and Grossman (1984) Identification of extracellular carbonic anhydrase of Chlamydomonas reinhardtii. Plant. Physiol. 76: 472-477.

Coleman, J.R. (1991) The molecular and biochemical analyses of CΟ2-concentrating mechanisms in cyanobacteria and microalgae. Plant  Cell Environ. 14,861-867.

Corena, M.P., Seron, T.J., Lehman, H.K., Ochrietor, J.D., Kohn, A., Tu, C. and Linser, P.J.  (2002) Carbonic anhydrases in the midgut of larval Aedes aegypti : cloning, localization and inhibition. J. Exp. Biol. 205, 591-602.

Corena, M.P., Van Ekeris, L., Salazar, M.I., Bowers, D., Fiedler, M.M., Silverman,D., Tu, C. and Linser, P.J. (2005) Carbonic anhydrase in the adult mosquito midgut. J Exp Biol. 208, 3263-3273.

Covarrubias, A.S., Larsson, A.M., Hogbom, M., Lindberg, J., Bergfos, T., Bjorkelid, C., Mowbray, S.L., Unge, T. and Jones T.A. (2005) Structure and function of carbonic anhydrases from Mycobacterium tuberculosis. J. Biol. Chemistry. 18782-18789.

Cox, E.H., Mc Lendon, G.L., Morel, F.M., Lane, T.W., Prince, R.C., Pickering, I.J. and George, G.N. (2000) The active site structure of Thalassiosira weissflogii carbonic anhydrase 1. Biochemistry. 39, 12128-30.

Cox, J.D., Hunt. J.A., Compher, K.M., Fierke, CA. and Christianson, D.W. (2000) Structural influence of hydrophobic core residues on metal binding and specificity in carbonic anhydrase II. Biochemistry. 39 (45): 13687-94.
Cronk, J.D., Endrizzi, J.A., Cronk, M.R., O’ neill, J.W. and Zhang, K.Y. (2001) Crystal structure of E. coli beta-carbonic anhydrase, an enzyme with an unusual pH-dependent activity. Protein. Sci. 10 (5): 911-922.

Dadd, R.H. (1975) Alkalinity within the midgut of mosquito larvae with alkaline-active digestive enzymes. J. Insect Physiol. 21, 1847-1853.

Dixon, R. (1998) The oxygen-responsive NIFL-NIFA complex, a novel two component regulatory system controlling nitrogenase synthesis in gamma-proteobacteria, Arch Microbiol., 169, 371-380.

Dunn, B.E., Cohen, H. and Blaster, M.J. (1997) Helicobacter pylori. Clin. Microbiol. Rev. 10, 720-741.

Eady, R.R. (1991) The dinitrogen -fixing bacteria, p. 534-553. In A. Balows, H.G. Truper, M. Dworkin, W. Harder and K.H. Schleifer (ed.), The prokaryotes, Springer Verlag, New York, N.Y. 

Eady, R.R. (1996) Structure –function relationships of alternative nitrogenases. Chem. Rev. 96, 3013-3030. 
Eaton, K.A. and Krakowka, S. (1994) Effect o gastric pH on urease-dependent colonization of gnotobiotic piglets by Helicobacter pylori. Infect. Immun. 62, 3604-3607.

Elleby, B., Chirica, L.C., Tu, C., Zeppezauer, M. And Lindskog, S. (2001) Characterization of carbonic anhydrase from Neisseria gonorrhoeae. Eur. J. Biochem. 268, 1613-1619.  

Eriksson, A.E., Jones, T.A. and Liljas, A. (1988) Refined structure of human carbonic anhydrase II at 2.0 angstrom resolution. Protein Struct. Funct. Genet. 4, 274-282.

Eriksson, A.E., Kylsten, P.M., Jones, T.A. and Liljas, A. (1988) Crystallographic studies of inhibitor binding sites in human carbonic anhydrase II: a pentacoordinated binding of the SCNG ion to the zinc at high pH. Protein Struct. Funct. Genet. 4, 283-293.     

Eriksson, M., Karlsson, J., Ramazanov, Z., Gardestrom, P. and Samuelsson, G. (1996) Discovery of an algal mitochondrial carbonic anhydrase: molecular cloning and characterization of a low-CΟ2- induced polypeptide in Chlamydomonas reinhardtii. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 12031-12034.
Eriksson, M., Villand, P., Gardestrom, P. and Samuelsson, G. (1998) Induction and regulation of expression of a low- CΟ2- induced mitochondrial carbonic anhydrase in Chlamydomonas reinhardtii. Plant Physiol 116:637-641. 

Eriksson, J.A., Nyborg, C.A., Johnson, J.L., Truscott, S.M., Gunn, A., Nordmeyer, F.R. and Watt, G.D. (1999) Enhanced efficiency of ATP hydrolysis during nitrogenase catalysis utilizing reductants that form the all-ferrous redox state of the Fe protein. Biochemistry 38, 14279-14285.
Espie, G.S., Miller, A.G. and Calvin, D.T. (1991) High affinity transport of CΟ2 in the cyanobacterium Synechococcus UTEX 625. Plant. Physiol. 97, 943-953.

Espie, G.S., Miller, A.G., Kandasami, R.A. and Calvin, D.T. (1991) Active HCO
[image: image149.wmf]-

3

 transport in cyanobacteria Can. J. Bot. 69, 936-944.
Fabre, N., Reiter, M. I., Linka, B.N., Genty, B. and Rumeau, D. (2007) Characterization and expression analysis of genes encoding α and β carbonic anhydrases in Arabidopsis. Plant, Cell and Environment. 30, 617-629.
Falkovski, P.G. (1997) Evolution of the nitrogen cycle and its influence on the biological sequestration of CΟ2  in the ocean. Nature 387:272-275.

Ferry, J.G. (1997) Enzymology of the fermentation of acetate to methane by Methanosarcina thermophila. Biofactors 6, 25-35.
Fett, J.R. and Coleman, J.R. (1994) Characterization and expression of two cDNAs encoding carbonic anhydrase in Arabidopsis thaliana. Plant Physiology 105, 707-713.
Fisher, M., Gokhman, I., Pick, U. and Zamir, A. (1996) A salt-resistant plasma membrane carbonic anhydrase is induced by salt in Dunaliella salina. J. Biol. Chem. 271: 17718-17723.

Flemstrom, G. (1994) Gastric and duonenal mucosal bicarbonate secretion In: Physiology of the Gastrointestinal Tract, third ed, pp. 1285-1309. Raven, New York, NY.

Fukuzawa, H., Fujiwara, S., Yamamoto, Y., Dionisio-Sese, M.L. and Miyachi S. (1990) cDNA cloning, sequence and expression of carbonic anhydrase in Chlamydomonas reinhardtii- regulation by environmental CΟ2 concentration. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4383-4387.
Fujiwara, S., Fukuzawa, H., Tachiki, A. and Miyachi S. (1990) Structure and differential expression of two genes encoding carbonic anhydrase in Chlamydomonas reinhardtii. Proc Natl Acad Sci USA 87:9779-9783.

Fukuzawa, H., Fujiwara, S., Tachiki, A. and Miyachi S. (1990) Nucleotide sequences of two genes CAH1 and CAH2 which encode carbonic anhydrase polypeptides in Chlamydomonas reinhardtii. Nucleic Acids Res. 18, 6441-6442. 
Fukuzawa, H., Susuki, E., Komukai, Y. and Miyachi, S. (1992) A gene homologous to chloroplast carbonic anhydrase (icfA) is essential to photosynthetic carbon dioxide fixation by 
Synechococcus PCC7942. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4437-4441. 

Giordano, M., Norici, A., Forssen, M., Eriksson, M. And Raven, J. (2003) An anaplerotic role for mitochondrial carbonic anhydrase in Chlamydomonas reinhardtii. Plant Physiol 132:2126-2134.

Gotz, R., Gnann, A. and Zimmermann, F.K. (1999) Deletion of the carbonic anhydrase-like gene NCE103 of the yeast Saccharomyces cerevisiae causes an oxygen-sensitive growth defect. Yeast 15, 855-864. 
Graham, D., Reed, M.L., Patterson, B.D., Hockley, D.G. and Dwyer, M.R. (1984) Chemical properties, distribution and physiology of plant and algal carbonic anhydrases. Ann. NY Acad. Sci. 429, 222-237.
Guilloton, M.B., Korte, J.J., Lamblin, A.F., Fuchs, J.A. and Anderson, P.M. (1992) Carbonic anhydrase in Escherichia coli. A product of the cyn opron. J. Biol. Chem. 267, 3731-3734. 
Guilloton, M.B., Lamblin, A.F., Kozliac, EI., Gerami-Nejad, M., Tu, C., Silverman, D., Anderson, P.M. and Fuchs, J.A. (1993) A physiological role for cyanate-induced carbonic anhydrase in Escherichia coli. J. Bacteriol. 175, 1443-1451.
Gutierrez, M., Huber, S.C., Ku, S.B., Kanai, R. and Edwards, G.E. (1974) Intracellular location of carbon metabolism in the mesophyll cells of C4 plants. In Avron, Ed, Proceedings of the Third International Congress on Photosynthesis. Elsevier, Amsterdam pp 1219-1230.
Hakanson, K., Carlsson, M., Svensson, L.A. and Liljas, A. (1992) The structure of native and apo carbonic anhydrase II and some of its anion-ligand complexes. J. Mol. Biol. 227, 1192-1204.

Hales, B.J., Case, E.E., Morningstar, J.E., Dezda, M.F. and Mauterer, L.A. (1986) Isolation of a new vanadium-containing nitrogenase from Azotobacter vinelandii. Biochemistry, 25, 7251-7255.

Hales, B.J., Langosch, D.J. and Case, E.E. (1986) Isolation and characterization of second nitrogenase Fe-protein from Azotobacter vinelandii. J. Biol. Chem., 261, 15301-15306. 

Hanson, D.T., Franklin, L.A., Samuelsson, G., Badger, M.R. (2003) The Chlamydomonas reinhardtii cia3 mutant lacking a thylakoid lumen-localized carbonic anhydrase is limited by CΟ2 utilization by Rubisco and not PSII function in vivo. Plant Physiol 132:2267-2275.

Hatch, M.D. and Osmond, C.B. (1976) Compartmentation and transport in C4 photosynthesis. In CR Stocking, U Heber, eds, Encyclopedia of Plant Physiology, New Series, Vol 3, Transport in Plants. Springer-Verlag, Berlin, pp. 144-184.
Hatch, M.D., (1987) C4 Photosynthesis: a unique blend of modified biochemistry, anatomy and ultrastructure. Biochimica et Biophysica Acta 895, 81-106.
Hatch, M.D. and Burnell, J. (1990) Carbonic Anhydrase Activity in Leaves and its Role in the First Step of C4 Photosynthesis. Plant Physiol. 93, 825-828.

Heldt, H.W. (1999) Plant biochemistry and molecular biology (ed.) Oxford University press 278-288.

Henderson, L.E., Henriksson, D. and Nyman, P.O. (1973) Amino acid sequence of human erythrocyte carbonic anhydrase C.Biochem. Biophys. Res. Commun. 52, 1388-1394. 

Henry, R.P. (1996) Multiple roles of carbonic anhydrase of carbonic anhydrase in cellular transport and metabolism. Annu. Rev. Physiol. 58, 523-538.

Hewett-Emmet, D. and Tashian, R.E. (1996) Functional diversity, conservation and convergence in the evolution of the a-, b- and γ- carbonic anhydrase gene families. Mol. Phylogent. Evol. 5, 50-77. 

Hiltonen, T., Bjorkbacka, H., Forsman, C., Clarke, A.K. and Samuelsson, G. (1998) Intracellular beta-carbonic anhydrase of the unicellular green algae Coccomyxa. Cloning of the cDNA and characterizationof the functional enzyme over expressed in Escherichia coli. Plant Physiol. 117, 1341-1349.       

Hiltonen, T., Karlsson, J., Palmqvist, K., Clarke, A.K. and Samuelsson, G. (1995) Purification and characterization of an intracellular carbonic anhydrase from the unicellular green alga Coccomyxa. Planta 195, 345-351. 

Hobohm U. and Sander C. (1995) A sequence property approach to searching protein databases. J. Mol Biol. 251: 390-399.

Hogan, D.L., Ainsworth, M.A. and Isenberg, J.I. (1994) Review article: gastroduodenal bicarbonate secretion. Aliment. Pharmacol. Ther. 8, 475-488.

Holmes, D.S. and Quigley, M. (1981) A rapid boiling method for the preparation of bacterial plasmids. Anal. Biochem., 114:193-197.

Holt, R.A., Subramanian, G.M., Halpern, A., Sutton, G.G., Charlab, R., Nusskern, D.R., Wincker, P., Clark, A.G., Ribeiro, J.M. and Wides, R. et al. (2002) The genome sequence of the malaria mosquito Anopheles gambiae. Science 298, 129-149.

Hu, L.T. and Mobley, H.L. (1990) Purification and N-terminal analysis of urease from Helicobacter pylori. Infect. Immun. 58, 992-998.            
Huang, S., Xue, Y., Sauer-Eriksson, E., Chirica, L., Lindskog, S. and Jonnson, B.H. (1998) Crystal structure of carbonic anhydrase from Neisseria gonorrhoeae and its complex with the inhibitor acetazolamide. J. Mol. Biol. 283, 301-310. 

Ikeda, M. (2003) Amino acid production processes. In: Faurie, R., Thomel, J (eds) Microbial production of L-amino acids, (Adv Biochem Eng Biotechnol, vol 79) Springer, Berlin Heidelberg New York, pp 1-35.

Ivanovskii, R.N. and Rodova, N.A. (1997) Carbonanhydrase activity of phototrophic bacteria. Microbiologiya 46, 409-413. 

Jacobson, B.S., Fong, F. and Heath, R.L. (1975) Carbonic Anhydrase of Spinach. Studies on its Location, Inhibition and Physiological Function. Plant Physiol. 55, 468-474.
Kalloniati, C., Tsikou, D., Lampiri, V., Fotelli, M.N., Rennenberg, H., Chatzipavlidis, I., Fasseas, C., Katinakis, P and Flemetakis, E. (2009) Characterization of a Mesorhizobium loti alpha-type carbonic anhydrase and its role in symbiotic nitrogen fixation. J. Bacteriol. 191(8) : 2593-600.
Kamao, T., Shimogawara, K., Fukuzawa, H., Muto, S. and Miyachi S. (1990) Subunit constitution of carbonic anhydrase from Chlamydomonas reinhardtii. Eur. J. Biochem. 192, 557-562.

Karlsson, J., Hiltonen, H., Husic, D.H., Ramazzanov, Z. and Samuelsson, G. (1995) Intracellular Carbonic Anhydrase of Chlamydomonas reinhardtii. Plant Physiol. 109:533-539.

Karlsson, J., Clarke, A.K., Chen, Z.Y., Hugghins, S.Y. Park, Y.I., Husic, H.D., Moroney, J.V. and Samuelsson, G. (1988) A novel alpha type-carbonic anhydrase associated with the thylakoid membrane in Chlamydomonas reinhardtii is required for growth at ambient CΟ2. EMBO J 17:1208-1216.

Karrasch, M., Bott, M. and Thauer, R.K. (1989) Carbonic anhydrase activity in acetate grown Methanosarcina bakeri. Arch. Microbiol. 151, 137-142.

Kaplan, A. and Reinhold, L. (1999) CΟ2-concentrating mechanism in photosynthetic microorganisms. Anuu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 50, 539-570.

Kaplan, A., Schwarz, R., Ariel, R. and Reinhold, L. (1990) The CΟ2-concentrating mechanism of cyanobacteria: physiological, molecular and theoretical studies. Bot Mag Tokyo 2: 53-72.  

Kaplan, A., Schwarz, R., Lieman-Hurwitz, J. and Reinhold, L. (1991) Physiological and molecular aspects of the inorganic carbon-concentrating mechanisms in cyanobacteria. Plant Physiolo. 97, 851-856.

Keilin, D. and Mann, T. (1939) Carbonic anhydrase. Nature 144, 442-443.

Keilin, D. and Mann, T. (1940) Carbonic anhydrase. Purification and nature of the enzyme. Biochem. J. 34, 1163-1176.
Keilin, D. and Mann, T. (1944) Activity of purified carbonic anhydrase. Nature 153, 107-108.

Kelly, D.J. (1998) Physiology and metabolism of Helicobacter pylori. Adv. Microb. Physiol. 40 (1998) 137-189.

Kennedy, C., Rudnick, P., MacDonald, M. and Melton, T. (2003) Genus Azotobacter. In G. Garrity et al.(Eds.), Bergey’s manual of systematic bacteriology, Volume II, The proteobacteria (in press). New York: Springer.

Kennedy, C and Bishop, P. (2004) Genetics of nitrogen fixation and related aspects of metabolism in species of Azotobacter: History and current status. W. Klipp, B. Masepohl, J.R. Gallon and W.E. Newton (eds.), Genetics and regulation of nitrogen fixation in Free-Living Bacteria, 27-52.

Kimber, M.S. and Pai, E.F. (2000) The active site architecture of Pisum sativum b-carbonic anhydrase is a mirror image of that of a- carbonic anhydrases. EMBO. J. 19, 1407-1418.

Kimpel D.L., Togasaki, R.K. and Miyachi S. (1983) Carbonic anhydrase in Chlamydomonas reinhardtii. I: Localization. Plant Cell Physiol. 24: 255-259.

Kinoshita, S. and Nakayama, K. (1978) Amino acids. In: Ροσε ΑΗ (ed) Primary products of metabolism. Academic Press, London, pp 209-261.

Kisker, C., Schindelin, H., Alber, B.E., Ferry J.G. and Rees, D.C. (1996) A left-hand beta-helix revealed by the crystal structure of a carbonic anhydrase from the archaeon Methanosarcina thermophila. EMBO. J. 15, 2323-2330.

Kleber, H.P. (1997) Bacterial carnitine metabolism. FEMS Microbiol. Lett. 147, 1-9.

Knowles, R. and Baraqqio, W.L. (1994) Fre-living dinitrogen-fixing bacteria, p.179-197.In R.W. Weaver, S. Angle, P. Bottomley, D. Bezdicek, S. Smith, A, Tabatabai and A. Wollum (ed.), Methods of soil analysis. Part 2. Microbiological and biochemical properties. Soil Science Society of America, Inc, Madison, Wis.

Kozliac, E.I., Fuchs, J.A., Guilloton, M.B. and Anderson, P.M. (1995) Role of bicarbonate/ CΟ2 in the inhibition of Escherichia coli growth by cyanate. J. Bacteriol. 177, 3213-3219.
Kozliac, E.I., Guilloton, M.B., Gerami-Nejad, M., Fuchs, J.A. and Anderson, P.M. (1994) Expression of proteins encoded by the Escherichia coli cyn operon: carbon dioxide-enhanced degradation of carbonic anhydrase. J. Bacteriol. 176, 5711-5717. 
Ku, M., Kano-Murakami Y. and Matsuoka, M. (1996) Evolution and Expression of C4 Photosynthesis genes. Plant Physiology 111, 949-957.  
Ku, S.B. and Edwards, G.E. (1975) Photosynthesis in mesophyll protoplasts and bundle sheath cells of various types of C4 plants. ZPflanzephysiol 77:16-32.

Kusian, B., Sultemeyer, D. and Bowien B. (2002) Carbonic anhydrase is essential for growth of Rastolnia eutropha at ambient CΟ2 concentrations. J. Bacteriol. 5018-5026.

Lane, Todd. W. And Morrel, Francois. M. M. (2000) A biological function for cadmium in marine diatoms. PNAS. Vol.97. no.9. 4627-4631.
Lane, Todd. W. And Morrel, Francois. M. M. (2000) Regulation of Carbonic Anhydrase Expression by Zinc, Cobalt and Carbon Dioxide in the Marine Diatom Thalassiosira weissfloggi. Plant Physiol. Vol. 123, 345-352.

Lane, T., Saito, M.A., George, G.N., Pickering, I.J., Prince, R.C. and Morel, F.M.M. (2005) Isolation and preliminary characterization of a cadmium carbonic anhydrase from a marine diatom. Nature 435: 42.
Lawson, D.M. and Smith, B.E. (2002) Molybdenum nitrogenases: a crystallographic and mechanistic view. Metal Ions Biol. Syst. 39, 75-119.

Lehtonen, J., Shen, B., Vihinen, M., Casini, A., Scozzafava, A., Supuran, C.T., Parkkila, A.K., Saarnio, J., Kivela, A.J., Waheed, A., Sly, W.S. and Parkkila, S. (2004) Characterization of CA XIII, a novel member of carbonic anhydrase isozyme family. J. Biol. Chem. 279: 2719-2727.

Liljas, A. and Laurberg, M. (2000) A wheel invented three times. The molecular structures of the three carbonic anhydrases. EMBO Reports vol.1 no.1. pp16-17.

Lin, K.T. and Deutsch, H.F.. (1974) Human carbonic anhydrase XII. The complete primary structure of carbonic anhydrase. C. J. Biol. Chem. 249, 2329-2337.
Lindskog, S. (1997) Structure and mechanism of carbonic anhydrase. Pharmacol. Ther. 74, 1-20. 
MacAuley, R.S., Zimmerman A.S., Apolinario, E.E., Evilia, C., Hou, Y.M., Ferry, J.G and Sowers, K.R (2009) The Archetype γ-Class Carbonic Anhydrase (Cam) Contains Iron When Synthesised in vivo. Biochemistry, 2009, 48 (5), 817-819.
MacLeod, M.N. and DeVoe, I.W. (1981) Localization of carbonic anhydrase in the cytoplasmic memrane of Neisseria sicca (strain 19). Can. J. Microbiol. 27, 87-92.

Maldonado, R., Jiminez, J. and Casadesus, J. (1994) Changes of ploidy during the Azotobacter vinelandii growth cycle. J. Bacteriol., 176, 3911-3919.

Martin, W. and Muller, M. (1998) The hydrogen hypothesis for the first eukaryote. Nature 392, 37-41.

Mayo, W.P., Williams, T.G., Birch, D.G. and Turpin, D.H. (1986) photosynthetic adaptation by Synechococcus leopoliensis in response to exogenous dissolved inorganic carbon. Plant Physiol. 80, 1038-1040.

Meldrum, N.N. and Roughton, F.J.W. (1993) Carbonic anhydrase: its preparation and properties. Nature 80, 113-142. 

Meyer- Roseberg, K., Scott, D.R., Rex, D., Melchers, K. and Sachs, G. (1996) The effect of the environmental pH on the proton motive force of Helicobacter pylori. Gastroenterology 111, 886-900.
Millar, A.H., Sweetlove, L.J., Giege, P. and Leaver, C.J. (2001) Analysis of the Arabidopsis mitochondrial proteome. Plant Physiology 127, 1771-1727.
Miller, A.G., Espie, G.S. and Calvin, D.T. (1991) Active CΟ2 transport in cyanobacteria. Can. J. Bot. 69, 925-935.

Miller, A.G., Espie, G.S. and Calvin, D.T. (1990) Physiological aspects of CΟ2 and HCO
[image: image150.wmf]-

3

 transport by cyanobacteria: a review. Can. J. Bot. 68, 1291-1302.

Mitra, M., Lato, S.M., Ynalvez, R.A., Xiao, Y. and Moroney, J.V. (2004) Identification of anew chloroplast carbonic anhydrase in Chlamydomonas reinhardtii. Plant Physiol. 135:173-182.

Mitsuhashi, S., and Miyachi, S. (1996) Amino acid sequence homology detween N- and C- terminal halves of a carbonic anhydrase in Porphyridium purpureum, as deduced from the cloned cDNA. J. Biol. Chem. 271:28703-28709.  

Mitsuhashi, S., Misuzhima, T., Yamashita, E., Yamamoto, M., Kumasaka, T., Moriyama, H., Ueki, T., Miyachi, S. and Tsukihara, T. (2000) X-ray structure of beta-carbonic anhydrase from the red algae, Porphyridium purpureum, reveals a novel catalytic site for CΟ2 hydration. J. Biol. Chem 275: 5521-5526.

Mitsuhashi, S., Ohnishi, J., Hayashi, M., and Ikeda M.  (2003) A gene homologous to β-type carbonic anhydrase is essential for the growth of Corynebacterium glutamicum under atmospheric conditions. Appl. Microbiol. Biotechnol. 63:592-601.  

Moreira, D. and Lopez-Garcia, P. (1998) Symbiosis between methanogenic archaea δ-proteobacteria as the origin of eukaryotes: the syntropic hypothesis. J. Mol. Evol. 47, 517-530.

Morel, F.M.M. Reinfelder, J.R., Roberts, S.B., Chamberlain, C.P., Lee, J.G. and Yee. D. (1994) Zinc and carbon co-limitation of marine phytoplankton. Nature 369: 740-742.
Mori, K., Ogawa, Y., Ebihara, K., Tamura, N., Tashiro, K., Kuwahara, T., Mukoyama, M., Sugawara, A., Ozaki., S., Tanaka, I. and Nakao, K. (1999) Isolation and characterization of CA XIV, a novel membrane-bound carbonic anhydrase from mouse kidney. J. Biol. Chem. 274, 15701-15705.
Moroney, J.V., Husic, H.D. and Tolbert, N.E. (1985) Effect of carbonic anhydrase inhibitors of inorganic carbon accumulation by Chlamydomonas reinhardtii. Plant Physiol 79:177-183.

Moroney, J.V., Bartlett, S.G. and Samuelsson, G. (2001) Carbonic anhydrases in plants and algae. Plant Cell Environ 24:141-153.

Mullis, Κ., Faloona, F., Scharf S., Saiki, R., Horn, G. and Erlich, H. (1986) Specific enzymatic amplification of DNA in vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spirg Harb Symp Quant Biol. 51 pt 1:263-73.

Mullis, Κ. & Faloona, F. (1987) Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase-catalyzed chain reaction. Methods Enzymol. 155:335-50.
Nafi, B.M., Miles , R.J., Butler, L.O., Carter, N.D., Kelly, C. and Jeffery, S. (1990) Expression of carbonic anhydrase in neisseriae and other heterotrophic bacteria. J. Med. Microbiol. 32, 1-7. 

Nakagawa, S., Mizoguchi H., Ando S., Hayashi M., Ochiai K., Yokoi, H., Tateishi, N., Senoh, A., Ikeda, M. and Ozaki, A. (2000) Novel polynukleotides. Eur Patent 1,108,790.

Neish, A.C. (1939) Studies on chloroplasts. Their chemical composition and the distribution of certain metabolites between the chloroplasts and the remainder of the leaf. Biochem. J. 33, 300-308.

Neitch, F.P., and Blakenship, L.C. (1963) Carbonic anhydrase activity in bacteria. Nature 197, 76-77.

Nielsen, H., Engelbrecht, J., Brunak, S. and von Heijne, G. (1997) Identification of prokaryotic and eykaryotic signal peptides and prediction of their cleavage sites. Protein Eng. 10, 1-6. 

Nogradi, A. (1998) The role of carbonic anhydrases in tumors. Am. J. Pathol. 153, 1-4.

Noling, J. and Reeve, J.N. (1997) Growth- and substrate-dependent transcription of the formate dehydrogonase (fdhCAB) operon in Methanobacterium thernoautotrophicum Z-245. J. Bacteriol. 179, 899-908.

Okabe, K., Yang, S.Y., Tsusuki, M. and Miyachi S. (1984) Carbonic anhydrase: its content in spinach leaves and its taxonomic diversity studied with antispinach leaf carbonic anhydrase antibody. Plant Sci Lett 33: 145-153.

Pastorek, J., Pastorekova, S., Callebaut, I., Mornon, J,P., Zelnik, V., Opavsky, R., Zatonicova, M., Liao, S., Portetelle, D., Stanbridge, E.J., Zavada, J., Burny, A and Kettmann, R. (1994) Cloning and characterization of MN, a human tumor-associated protein with a domain homologous to carbonic anhydrase and a putative helix-loop-helix DNA binding segment. Oncogene 9, 2877.

Parisi, G., Perales, M., Fornasari, M.S. et al. (2004) Gaama carbonic anhydrases in plant mitochondria. Plant Molecular Biology 55, 193-207.
Pastorekova, S., Parkkila, S., Pastorek, J. and Supuran, C.T. (2004) Carbonic anhydrases: current state of the art, therapeutic applications and future prospects. J Enzyme Inhib Med Chem. 199-229. 
Perales, M., Eubel, H., Heinemeyer, J., Colaneri, A., Zabaleta, E. and Braun, H.P. (2005) Disruption of a nuclear gene encoding a mitochondrial gamma carbonic anhydrase reduces complex I and supercomplex I+III2 levels and alters mitochondrial physiology in Arabidopsis. Journal of Molecular Biology 350, 263-277.
Poincelot, R.P. (1972) Intracellular distribution of carbonic anhydrase in spinach leaves. Biochim. Biophys. Acta  258: 637-642. 
Poincelot, R.P. (1977) Isolation of Envelope Membrane from Bundle Sheath Chloplast of Maize. Plant Physiol. 60, 767-770.

Price, G.D. and Badger, M.R. (1989) Ethoxyzolamide inhibition of CΟ2 uptake in the cyanobacterium Synechococcus PCC7942 without apparent inhibition of internal carbonic anhydrase activity. Plant Physiol. 89, 37-43.

Price, G.D. and Badger, M.R. (1989) Ethoxyzolamide inhibition of CΟ2 –dependent photosynthesis in the cyanobacterium Synechococcus PCC7942. Plant Physiol. 89, 37-43.

Price, G.D. and Badger, M.R. (1989) Isolation and characterization of high CΟ2 -requiring-mutants of the cyanobacterium Synechococcus PCC7942. Two phenotypes that accumulate inorganic carbon but are apparently unable to CΟ2 generate within the carboxysomes. Plant Physiol. 91, 514-525.  
Price, G.D., Coleman, J.R. and Badger, M.R. (1992) Association of carbonic anhydrase activity with carboxysomes isolated from the cyanobacterium Synechococcus PCC7942. Plant Physiol. 100, 784-793.

Price, G.D., Howitt, S.M., Harrison, K. and Badger, M.R. (1993) Analysis of a genomic DNA region from the cyanobacterium Synechococcus sp. PCC7942 involved in carboxysome assembly and function. J. Bacteriol. 175, 2871-2879. 
Price, Ν.Μ. and Morel, F.M.M. (1990) Cadmium and cobalt substitution for zinc in a marine diatom. Nature 344: 658-660. 

Price, G.D., Sultemeyer, D., Klughammer, B., Ludwig, M. and Badger, M.R. (1998) The functioning of the CΟ2-concentrating mechanism in several cyanobacterial strains: a review of general physiological characteristics, genes, proteins and recent advances. Can. J. Bot. 76, 973-1002.

Puskas L.G., Inui, M., Zahn, K. and Yukawa, H. (2000) A periplasmic, a-type carbonic anhydrase from Rhodopseudomonas palustris is essential for bicarbonate uptake. Microbiology. 146, 2957-2966.

Rangaraj, P., Ruttiman-Johnson, C., Shah, V.K. and Ludden, P. (2000) Biosynthesis of the iron-molybdenum and iron-vanadium cofactors of the nif- and vnf-encoded nitrogenases. In E. Triplett (Ed.), Prokaryotic nitrogen fixation (pp 55-80). Wymondham, UK: Horizon Scientific Press.  

Raven, J.A. (1985) The CΟ2-concentrating mechanism. In WJ Lucas, JA Berry, eds, Inorganic carbon uptake by aquatic photosynthetic Organisms. American Society of Plant Physiologists, Rockville, MD, pp 67-82. 
Raven, J.A. (2001) A role for mitochondrial carbonic anhydrase in limiting CΟ2 leakage from low CΟ2  -grown cells of Chlamydomonas reinhardtii. Plant Cell Environ 24:261-265.

Reed , M.L. and Graham, D. (1981) Carbonic anhydrase in plants: distribution, properties, and possible physiological roles. In: Progress in Phytochemistry  (Reinhold, L., Harborne, J.B. and Swain, T., Eds.), pp. 47-94. Pergamon Press, Oxford. 

Rees, D.C. and Howard, J.B. (2000) Nitrogenase: standing at the crossroads. Curr. Opin. Chem. Biol. 4, 559-556.
Roberts, S.B., Lane, T.W. and Morel, F.M.M. (1997) Carbonic anhydrase in the marine diatom Thalassiosira weissfloggi (Bacillariophyceae). J Physiol. 33: 845-850.
Robson, R.L., Chesshyre, J.A., Wheeler, C., Jones, R., Woodley, P.R and Postgate, J.R. (1984) Genome size and complexity in Azotobacter chrococcum. J. Gen. Microbiol., 130, 1603-1612.

Robson, R.L., Eady, R.R., Richardson, T.H., Miller, R.W., Hawkins, M. and Postgate, J.R. (1986) The alternative nitrogenase of Azotobacter chrococcum is a vanadium enzyme. Nature, 322, 388-390.

Romanova, A.K., Rusinova, P.G. and Kornitskaya, V.M. (1992) On the participation of carbonic anhydrase in the assimilation of carbon dioxide in the chemosynthesis of Thiobacillus thiooxidans 58R. Dokl. Acad. Sci. USSR 203, 1209-1212. 

Roszak, D.B. and Colwell, R.R. (1987) Survival strategies of bacteria in the naturan environment. Microbiol. Rev. 51:365-379.

Rowlett, R.S., Chance, M.R., Wirt, M.D., Sidelinger, D.E., Royal, J.R., Woodroffe, M., Wang, Y.F., Saha, R.P. and Lam, M.G. (1994) Kinetic and structural characterization of spinach carbonic anhydrase. Biochemistry 33, 13967-13976.

Sachs, G., Kraut, J.A., Wen, Y., Feng, J. And Scott, D.R. (2006) Urea Transport in Bacteria: Acid Accimilation by Gastric Helicobacter spp. J. Membrane Biol. 212, 71-82. 

Salon C., Mir, N.A. and Calvin, D.T. (1996) Influx and efflux of inorganic carbon in Synechococcus UTEX 625. Plant Cell Environ. 19, 247-259.
Sanders, E., and Maren, T.H. (1967) Inhibition of carbonic anhydrase in Neisseria: effects on enzyme activity and growth. Mol. Pharmacol. 3, 204-215.

Sassetti, C.M. and Rubin, E.J. (2003) Genetic requirements for mycobacterial survival during infection. PNAS. Vol.100/no.22. 12989-12994.
Sawaya, M.R., Cannon, G.C., Heinhorst, S., Tanaka, S., Williams, E.B., Yeates, T.O. and Kerfeld, C.A. (2006) The structure of β-carbonic anhydrase from the carboxysomal shell reveals a distinct subclass with one active site for the price of two. Journal of Biological Chemistry. 281, 7546-7555.
Seefeldt, L.C., Dance I.G. and Dean, D.R. (2004) Substrate interactions with nitrogenase: Fe versusMo. Biochemistry 43, 1401-1409.

Seron, T.J., Hill, J. and Linser, P.J. (2004) A GPI-linked carbonic anhydrase expressed in the larval mosquito midgut. J Exp Biol. 207, 4559-4572.

Silverman, D.N. (1982) Carbonic anhydrase: oxygen-18 exchange catalyzed by an enzyme with rate-contributing proron-transfer steps. Methods Enzymol. 87, 732-752.

Silverman, D.N. and Linskog, S. (1988) The catalytic mechanism of carbonic anhydrase: implications of a rate-limiting proteolysis of water. Acc. Chem. Res. 21, 30-36. 
Silverman, D.N. and Vincent, S.H. (1983) Proton transfer in the catalytic mechanism of carbonic anhydrase. CRC Crit. Rev. Biochem. 14, 207-255.
Simpson, F.B. and Burris, R.H. (1984) A nitrogen pressure of 50 atmospheres does not prevent evolution of hydrogen by nitrogenase. Science 224:1095-1097. 
Slaymaker, D.H., Navarre, D.A., Clark, D., del Pozo, O., Martin, G.B. and Klassig, D.F.  (2002) Tobacco salicylic acid binding protein 3 (SABR3) in the hloroplast carbonic anhydrase, which exhibits antioxidant activity and plays a role in the hypersensitive defense response. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99, 11640-11645. 

Sly, W.S. and Hu, P.Y. (1995) Human carbonic anhydrases and carbonic anhydrase deficiencies. Annu. Rev. Biochem. 64, 375-401.

Smith, D.R., Doucette-Stamm, L.A., Deloughery, C., Lee, H., Dubois, J., Aldredge., T., Bashirzadeh, R., Blakely, D., Cook, R., Gilbert, K., Harisson., D., Hoang, L., Keagle, P., Lumm, W., Pothier, B., Qiu, D., Spadafora, R., Vicaire, R., Wang, Y., Wierzbowski, J., Gibson, R., Jiwani, N., Caruso, A., Bush, D., Safer, H., Patwell, D., Prabhakar, S., McDougall, S., Shimer, G., Goyal, A., Pietrokovski, S., Church, G.M., Daniels, C.J., Mao, J-I., Rice, P., Nolling, J., and Reeve, J.N. (1997) Complete genome sequence of Methanobacterium thermoautotrophicum deltaH: functional analysis and comparative genomics. J. Bacteriol. 179, 7135-7155. 

Smith, J.A.C. and Bryce, J.H. (1992) Metabolite compartmentation and teransport in CAM plants. Society for Experimental Biology Seminar Ser: Plant organelles. ed. A.K. Tobin, 50:141-167. 
Smith, K.S., Cosper, M.J., Stalhandske, C.M.V., Scott, R.A. and Ferry, J.G., (2000) Structural and kinetic characterization of an archaeal beta class carbonic anhydrase. J. Bacteriol. 182 (23): 6605-13.
Smith, K.S. and Ferry, J.G. (1999) A plant type (β class) carbonic anhydrase from the thermophilic methanoarchaeon Methanobacterium thermoautotrophicum. J. Bacteriol. 181, 6247-6253. 
Smith, K.S. and Ferry, J.G. (2000) Prokaryotic carbonic anhydrases. FEMS Microbiol. Rev. 24: 335-356.

Smith, K.S., Jakubzick, C., Whittam, T.S. and Ferry, J.G. (1999) Carbonic anhydrase is an ancient enzyme widespread in prokaryotes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 15184-15189.

So, A.K.C, and Espie, G.S. (1998) Cloning, characterization and expression of carbonic anhydrase from the cyanobacterium Synechococcus PCC6803. Plant Mol. Biol. 37, 205-215.  
So, A.K.C., Espie, G.S., Williams, E.B., Shively, J.M., Heinhorst, S and Cannon, G.C. (2004) A novel evolutionary lineage of carbonic anhydrase (ε class) is a component of the carboxysome shell. Journal of Bacteriology. 186, 623-630. 
So, A.K.C., Van Spall, H.G.C., Coleman, J.R. and Espie, G.S. (1998) Catalytic exchange of  
[image: image151.wmf]18

O from  
[image: image152.wmf]13

C
[image: image153.wmf]18

O-labelled CΟ2 by wild-type cells and ecaA, ecaB and ccaC mutants of the cyanobacteria Synechococcus PCC7942 and Synechocystis PCC6803. Can. J. Bot. 76, 1153-1160.      
Soltes-Rak, E., Mulligan, M.E. and Coleman, J.R. (1997) Identification and characterization of a gene encoding a vertebrate-type carbonic anhydrase in cyanobacteria. J. Bacteriol. 32, 1-7.  
Soto, A.R., Zheng, H., Shoemaker, D., Rodriguez J., Read, B.A. and Wahlund., T.M. (2006) Identification and preliminary Characterization of Two cDNAs Encoding Unique Carbonic Anhydrases from the Marine Alga Emiliania huxleyi. APLIED AND ENVIRONM. MICROBIOL. P. 5500-5511. 

Spalding, M.H. and Ogren WL. (1982) Photosynthesis is required for induction of the CΟ2-concentrating system in Chlamydomonas reinhardtii. FEBS Lett 145: 41-44.
Spencer KG., Kimpel, D.L., Fisher, M.L., Togasaki, R.K. and Miyachi S. (1983) Carbonic anhydrase in Chlamydomonas reinhardtii II: requirements for carbonic anhydrase induction. Plant Cell Physiol 24: 301-304.

Stadie, W.C. and O’ Brien, H. (1993) The catalysis of the hydration of carbon dioxide and dehydration of carbonic acid by the enzyme from red blob cells. J. Biochem. 103, 521-529.
Stahler, F.N., Ganter, L., Lederer, K., Kist, M., Bereswill, S. (2004) Mutational analysis of the Helicobacter pylori carbonic anhydrases. FEMS Immunology and Medical Microbiology 44: 183-189.

Stemler, A.J. (1997) The case for chloroplast thylakoid carbonic anhydrase. Physiol. Plant. 99, 348-353. 

Sultemeyer, D., Klughammer, B., Badger, M.R. and Price, G.D. (1998) Fast induction of high affinity HCO
[image: image154.wmf]-

3

 transport in cyanobacteria. Plant. Physiol. 116, 183-192.

Sultemeyer, D., Schmidt, C. and Fock, H.P. (1993) Carbonic anhydrase in higher plants and aquatic microorganisms. Physiol. Plant. 88, 179-190.
Sunderhaus, S., Dudkina, N,V., Jansch, L., Klodmann, J., Heirenmeyer, J., Perales, M., Zabaleta, E., Boekema, E.J. and Braun, H.-P. (2006) Carbonic anhydrase subunits form a matrix-exposed domain attached to the membrane arm of mitochondrial complex I in plants. Journal of Biological Chemistry. 281, 6482-6488.
Sung, Y.C. and Fuchs, J.A. (1988) Characterization of the cyn operon in Escherichia coli K12. J. Biol. Chem. 263, 14769-14775.

Supuran, C.T., Scozzafava, A. and Conley, J. (2004) Carbonic anhydrase-Its imhibitors and activators. CRC Press: Boca Raton (FL), USA 1-363.

Supuran, C.T. and Scozzafava, A. (2007) Carbonic anhydrases as targets for medical chemistry. Science Direct. Bioorganic and medical chemistry 15: 4336-4350.
Sy, A., Giraud, E., Jourand, F., Garcia, N., Willems, Anne., Lajudie, P., Prin, Y., Neyra, M., Gillis, M., Boivin-Masson, C. and Dreyfus, B. (2001) Methylotrophic Methylobacterium Bacteria Nodulate and Fix Nitrogen in Symbiosis with Legumes. J. Bacteriol. p. 214-220.  

Tashian R.E. (1989) The carbonic anhydrases: widening perspectives on their evolution, expression and function. BioEssays 10, 186-192.

Tashian R.E. (1992) Genetics of the mammalian carbonic anhydrases. Adv. Genet. 30,321-356.

Thiry, A., Dogne, J.M., Masereel, B.  and Supuran, C.T. (2006) Targeting tumor-associated carbonic anhydrase IX in cancer therapy. Trends Pharmacol Sci. 27, 566.

Tomb, J.F., White, O., Kerlavage. A.R., Clayton, R.A., Sutton, G.G., Fleischmann, R.D., Ketchum, K.A., Klenk, HP., Gill, S., Dougherty, B.A., Nelson K., Quackenbush, J., Zhou, L., Kirkness, E.F., Peterson, S., Loftus, B., Richardson, D., Dodson, R., Khalak, H.G., Glodek, A., McKenney, K., Fitzegerald, L.M., Lee, N., Adams, M.D. and Venter, J.C. (1997) The complete genome sequence of the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature 388, 539-547. 
Thompson, J.P. and Skerman, V.B.D. (1979) Azotobacteriaceae, the taxonomy and ecology of the aerobic nitrogen fixing bacteria (417p.). London: Academic press.

Thorneley, R.N.F. and Lowe, D.J. (1985) Kinetics and mechanism of the nitrogenase enzyme system. In Molybdenum enzymes (ed. T.G. spiro), pp. 221-284. New York: John Wiley.
Tripp, B, C., Smith, K.S. and Ferry, G.G. (2001) Carbonic anhydrase: new insights for an ancient enzyme. J. Biol. Chem. 276:48615-48618.
Tripp, B, C., Bell, C.B., Cruz, F., Krebs, C. and Ferry, J.G. (2004) A role for iron in an ancient carbonic anhydrase. J. Biol. Chem. 279,6683-6687. 
Tsuda, M., Karita, M., Morshed, M.G., Okita, K. and Nakazawa, T. (1994) A urease-negative mutant of Helicobacter pylori constructed by allelic exchange mutagenesis lacks the ability to colonize the nude mouse stomach. Infect. Immun. 58, 992-998.
Tsusuki, M., Miyachi, S. and Edwards, G.E. (1985) Localization of carbonic anhydrase in mesophyll cells of terrestrial C3 plants in relation to CΟ2 assimilation. Plant Cell Physiol. 26: 881-891.

Tu, C.K., Silverman, D.N., Forsman, C., Jonnson, B.H. and Lindskog, S. (1989) Role of histidine 64 in the catalytic mechanism of human carbonic anhydrase II studied with a site-specific mutant. Biochemistry 28, 7913-7918. 
Valdivia, R.H., and Falkow, S., (1997) Fluorescence-based isolation of bacterial genes expressed within host cells. Science 277, 2007-2011. 

Veitch, F.P. and Blankenship, L.C. (1963) Carbonic anhydrase activity in bacteria. Nature 197, 76-77.

Vorholt, J.A. and Thauer, R.K. (1997) The active species of ‘CΟ2‘ utilized by formylmethanofuran dehydrogenase from methanogenic Archaea. Eur. J. Biochem. 248, 919-924.
Von Caemmerer S., Quinn, V., Hancock, N.C., Price, G.D., Furbank, R.T. and Ludwig, M. (2004) Carbonic anhydrase and C4 photosynthesis: a transgenic analysis. Plant, Cell & Environment 27, 697-703. 
Von Heijne, G. (1985) Signal sequences. The limits of variation. J. Mol. Biol. 184, 99-105.
Von Heijne, G. (1986) A new method for predicting signal sequence cleavage sites. Nucleic Acids Res. 14, 4683-4690.
Walmsley, J and Kennedy, C. (1991) Temperature-depentent regulation by molybdenum and vanadium of expression of the structural genes encoding three nitrogenases in Azotobacter vinelandii. Appl. Environm. Microbiol., 57,622-624.
Weaver, R.W. and Graham, P.H. (1994) Legume nodule symbionts, p. 199-222. In R.W. Weaver, S. Angle, P. Bottomley, D. Bezdicek, S. Smith, A, Tabatabai and A. Wollum (ed.), Methods of soil analysis. Part 2. Microbiological and biochemical properties. Soil Science Society of America, Inc, Madison, Wis.

Yang S.Y., Tsusuki, M. and Miyachi, S. (1985) Carbonic anhydrase of Chlamydomonas: purification and studies on its induction using antiserum against Chlamydomonas carbonic anhydrase. Plant Cell Physiol 26: 25-34.
Yee, D. and Morel, F.M.M. (1996) In vivo substitution of zinc by cobalt in carbonic anhydrase of a marine diatom. Limnol. Oceanogr. 41:573-577.
Young, J.P.W. (1992) Phylogenetic classification of nitrogen-fixing organisms, p.43-86. In G. Stacy, R.H. Burris. And H.J. Evans (ed), Biological nitrogen fixation. Chapman and Hall, New York, N.Y. 
Zehr, J.P., Mellon, M.T. and Sani, S. (1998) New nitrogen fixing microorganisms detected in oligotrophic oceans by the amplifications of nitrogenase (nifH) genes. Appl. Environ Microbiol 64:3444-3450.

PAGE  
113

_1254078723.unknown

_1259404382.unknown

_1298281636.unknown

_1299661484.unknown

_1299923176.unknown

_1299661878.unknown

_1298282098.unknown

_1259842602.unknown

_1262090166.unknown

_1262503154.unknown

_1262503576.unknown

_1262504506.unknown

_1262503380.unknown

_1262502209.unknown

_1262070868.unknown

_1259842179.unknown

_1259842578.unknown

_1259841770.unknown

_1256892245.unknown

_1258365439.unknown

_1259404365.unknown

_1258365453.unknown

_1259404335.unknown

_1256892281.unknown

_1255165247.unknown

_1256892166.unknown

_1254832209.unknown

_1254995768.unknown

_1254995786.unknown

_1254995723.unknown

_1254078748.unknown

_1253613229.unknown

_1253613369.unknown

_1253613388.unknown

_1254049086.unknown

_1253613267.unknown

_1253090569.unknown

_1253090603.unknown

_1253444430.unknown

_1250588793.unknown

_1253019157.unknown

_1253089706.unknown

_1253090563.unknown

_1253089677.unknown

_1250588744.unknown

