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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 

 

BES-GSH                   1,4-βουτανεδιολ-διγλυκιδυλ-αιθέρα-GSH-Sepharose-CL6B 

BSA                            Aλβουμίνη από ορό μόσχου 

CDNB                        1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο  

CuOOH                     Υδροϋπεροξείδιο του κουμενίου 

DMSO                        Διμεθυλσουλφοξείδιο 

DTNB                         5,5- διθειο-δι̋-(2-νιτροβενζοϊκό) οξύ  

EDTA                         Αιθυλενοδιαμινο-τετραοξικό οξύ 

GPx Υπεροξειδάση του γλουταθείου 

GRd                            Αναγωγάση του γλουταθείου 

GSH Γλουταθείο 

GSTs Μεταφοράσε̋ του γλουταθείου  

IC50                             Συγκέντρωση αναστολέα που προκαλεί 50% αναστολή  

IPTG            Ισοπροπυλ-β-D-θειογαλακτο-πυρανοζίδιο 

kcat                                 Καταλυτική σταθερά   

KD                               Σταθερά διάσταση̋ 

Ki                                                  Σταθερά διάσταση̋ αναστολέα ή σταθερά αναστολή̋    

Km                              Σταθερά Michaelis 

k3                                   Σταθερά μέγιστη̋ ταχύτητα̋ αδρανοποίηση̋  

MeSH                         β-μερκαπτοαιθανόλη 

MTT                           Βρωμίδιο του 3-(4,5-διμεθυλ-θειαζολ-2-υλ) 

                                    -2,5-διφαινυλτετραζολίου 

NADP+                       Φωσφορικό νικοτιναμιδο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο 

NADPH                     Φωσφορικό νικοτιναμιδο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο (ανηγμένο) 

PAGE                         Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου 

PCR                            Αλυσιδωτή αντίδραση τη̋ πολυμεράση̋ 

S.A.                             Ειδική δραστικότητα 

SDS                             Δωδεκανοθειϊκό νάτριο 

TEMED                      Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετραμεθυλαιθυλενοδιαμίνη 

U (unit)                      Ενζυμική μονάδα 

Vmax                            Μέγιστη ταχύτητα ενζυμική̋ αντίδραση̋ 

 

 



 viii 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ix 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 

 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ…………………………………………………………………………xvii 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ……………………………………………………………………………………1 

1.1. Η γλουταθειόνη……………………………………………………………………..3 

   1.1.1. Δράση τη̋ αναγωγάση̋ του δισουλφιδίου τη̋ γλουταθειόνη̋ (GSSG Reductase, 

GR)……………………………………………………………………………………………4 

    1.1.2. Ρόλο̋ τη̋ GSH……………………………………………………………………5 

1.2. Τρανσφεράσε̋ του γλουταθείου (GSTs)………….......................................................7 

1.3. Ταξινόμηση των GSTs…..……………………………………………………………...7 

   1.3.1. Κυτταροπλασματικέ̋ GSTs (cGST)……………………………………….……7 

   1.3.2. Μικροσωμικέ̋ GSTs (MAPEG)………………….……………………………..…..8 

   1.3.3. GSTs που προσδίδουν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό φωσφομυκίνη (FosA)….10 

1.4. Λειτουργικό προφίλ των GSTs…….…………………………………………………13 

   1.4.1. Εξέλιξη τη̋ καταλυτική̋ δράση̋ των GSTs……………………………………13 

   1.4.2. Τρόπο̋ καταλυτική̋ δράση̋…………………….………………………………..13 

1.5. Καταλυτικέ̋ ιδιότητε̋ των GSTs……………………………………………………..14 

   1.5.1. Μεταβολισμό̋ ξενοβιοτικών και ενδοβιοτικών ενώσεων…………………….14 

      1.5.1.1. GST και αποτοξίνωση………………………………..………………………...14 

      1.5.1.2. GSΤ και βιοενεργοποίηση …………………………………………………….20 

      1.5.1.3.  GSΤ και βιοσυνθετικό̋ μεταβολισμό̋…............................................................25 

1.6. Δομή των ενζύμων GSTs………………………………………………………………27 

1.7. Φυτικέ̋ GSTs……………….…………………………………………………………...31 

   1.7.1. Οι φ και τ τάξει̋…………………………………………………………………...32 

   1.7.2. Οι ζ και θ τάξει̋ ……………………………………………………………………32 

   1.7.3. DHAR και λ τάξη̋ GSTs…………..….……………………………………………33 

   1.7.4. TCHQD GSTs………………………………………………………………………34 

   1.7.5. Γονιδιακή δομή των φυτικών GSTs……………………………………………34 

   1.7.6. Πρωτεϊνική δομή και συσχέτιση δομή̋-καταλυτική̋ δράση̋ ………………34 



 x 

1.8. Βακτηριακέ̋ GSTs…....…………………………………………………………….…...36 

   1.8.1. Καταλυτική δράση………………………………………………………………….37 

   1.8.2. Δομή των βακτηριακών GSTs…………………………………………………...….40 

1.9. Bιοτεχνολογικέ̋ εφαρμογέ̋ των GSTs..……..………………………….…………..…44 

   1.9.1. Ιατρική……………...…………………………………………………………….….44 

   1.9.2. Περιβάλλον………...………………………………………………………….…….46 

      1.9.2.1. Η μέθοδο̋ τη̋ βιοεξυγίανση̋ για την αποικοδόμηση ανθεκτικών 

                   περιβαλλοντικών ρύπων………………………………………...……………...46     

      1.9.2.2. Ενζυμική βιοαποκατάσταση…………………………………..……..………...47 

   1.9.3. Ανάπτυξη ανθεκτικών διαγονιδιακών φυτών…………………………………….50 

   1.9.4. Ανάπτυξη βιοαισθητήρων…..………………………………………..…………….52 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ………………………………………………………………...…..57 

2.1. ΥΛΙΚΑ……………………………………………………………………………….…..59 

   2.1.1. Βιολογικά υλικά…………………………………………………………………..…59 

   2.1.2. Ένζυμα και πρωτεΐνε̋ ……………………………………………………………..59 

   2.1.3. Χημικά αντιδραστήρια, Kits και λοιπά υλικά……………………………………..59 

   2.1.4. Αναλώσιμα……………………………………...…………………………………..60 

2.2. ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ……………………………………………………………………….…61 

2.3. ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ………………………......……………………………………………....61 

   2.3.1. Διαλύματα ηλεκτροφόρηση̋ πρωτεϊνών (SDS-PAGE)……………...……………61 

   2.3.2. Διαλύματα ηλεκτροφόρηση̋ DNA……………………………………………...…62 

   2.3.3. Διαλύματα απομόνωση̋ πλασμιδιακού DNA……………………...………...…..63 

   2.3.4. Διάλυμα ΤΒ προετοιμασία̋ δεκτικών κυττάρων …………………...…………....63 

   2.3.5. Θρεπτικά μέσα ανάπτυξη̋ βακτηρίων……………………………….…………...63 

 2.4. ΜΕΘΟΔΟΙ………………………………………………………………………………63 

   2.4.1. Κατεργασία βακτηριακών κυττάρων επιδεκτικών για μετασχηματισμό   

(competent cells)………………………………………………………………………......…63 

   2.4.2. Μετασχηματισμό̋ δεκτικών κυττάρων με τη μέθοδο του θερμικού σοκ (heat-

shock)……………………………………………………………………………………...….64 

   2.4.3. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με τη μέθοδο τη̋ αλκαλική̋ λύση̋…………..65 



 xi 

   2.4.4. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωμα αγαρόζη̋……………………………..……..65 

   2.4.5. Πέψη DNA με περιοριστικά ένζυμα………………………….....………………….66 

   2.4.6. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράση̋ (PCR)………………………………...…….66 

   2.4.7. Κατακρήμνιση DNA…………………………………………………………...……67 

   2.4.8. Προσδιορισμό̋ τη̋ νουκλεοτιδική̋ αλληλουχία̋ του DNA…..…………………67 

2.4.9. Κλωνοποίηση προϊόντων PCR στον πλασμιδιακό φορέα pEXP5-

CT/TOPO®……………………………………………………………………………..……..67 

   2.4.10. Μέθοδο̋ Bradford (Bradford 1976)………………………………………...……..68 

   2.4.11. Διαπίδυση (Dialysis)………………………………………..………………..…….69 

   2.4.12. Ανάλυση πρωτεϊνών………......…………………………………………….…….69 

     2.4.12.1. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου παρουσία δωδεκανοθειϊκού 

νατρίου (SDS-PAGE)………...………………………………………………………..……..69 

     2.4.12.2. Χρώση με Coomassie Brilliant Blue R-250………………………...….……….70 

   2.4.13. Ετερόλογο̋ έκφραση των ενζύμων GSTs σε βακτήρια E. coli ………….….…..70 

   2.4.14. Λύσιμο των κυττάρων και παραλαβή του ενζυμικού εκχυλίσματο̋……....…..71 

   2.4.15. Σύνθεση του προσροφητή συγγένεια̋ 1,4-βουτανεδιολ-διγλυκιδυλ-αιθέρα GSH-

Sepharose-CL6B (BES-GSH).………………………………………..……………………....71 

   2.4.16. Καθαρισμό̋ των ισοενζύμων GSTs μέσω χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ 

χρησιμοποιώντα̋ ω̋ προσροφητή BES-GSH ………………………..……….…..……….72 

   2.4.17. Καθαρισμό̋ των ισοενζύμων GSTs μέσω χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ 

χρησιμοποιώντα̋ ω̋ προσροφητή Ni-NTA-αγαρόζη̋………………………..………... 72 

   2.4.18. Επεξεργασία των πειραματικών αποτελεσμάτων…………………...……...…..73 

   2.4.19. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ μεταφοράση̋ του γλουταθείου (GST)........74 

      2.4.19.1. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ GST χρησιμοποιώντα̋ παράγωγα 

νιτροβενζολίου CDNB, BDNB, FDNB, IDNB, PNBC και NBD-Cl ω̋ 

υποστρώματα……………………………………………………………………...….….....74 

      2.4.19.2. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ GST χρησιμοποιώντα̋ τα 

υδροϋπεροξείδια CuOOH και t-BuOOH ……..………………………………………......75   

      2.4.19.3. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ GST χρησιμοποιώντα̋ το αντιδραστήριο 

HED (2,2-διθειοδιαιθανόλη)……………………………………………………………….76 

      2.4.19.4. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ GST χρησιμοποιώντα̋ το αντιδραστήριο 

DHA (διυδροασκορβικό οξύ)…………………………..………………………..………..76 



 xii 

      2.4.19.5. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ GST χρησιμοποιώντα̋ τα αντιδραστήρια 

EA και trans-4-φαινυλβουτ-3-εν-2-όνη.……..……………..……………………..………..76 

      2.4.19.6. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ GST χρησιμοποιώντα̋ τα υποστρώματα 

BSP (βρωμοσουλφοφθαλεϊνη) και HNE (trans-2-ενενάλη).................................................77 

      2.4.19.7. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ GST χρησιμοποιώντα̋ ισοθειοκυανικέ̋ 

ενώσει̋: ισοθειοκυανικό̋ φαινυλαιθυλ-εστέρα̋ και ισοθειοκυανικό̋ αλλυλ-

εστέρα̋……………………………………………………………………………………….78   

     2.4.19.8. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ GST χρησιμοποιώντα̋ το αντιδραστήριο 

p-NPA (οξική p-νιτροφαινόλη)..............................................................................................79 

     2.4.19.9. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ GST χρησιμοποιώντα̋ 

fluorodifen...............................................................................................................................79 

     2.4.19.10. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ αλογονοϊόντων.............................................80 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ AtuGST4................................................83 

3.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ………………………………………………………………………………85 

3.2. ΜΕΘΟΔΟΙ……………………………………………………………………….………89 

   3.2.1. Απομόνωση γενωματικού DNA……………………………………………..….....89 

   3.2.2. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράση̋ (PCR)………………………………...….....89 

   3.2.3. Έλεγχο̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋……….……………………………..….....91 

   3.2.4. Προσδιορισμό̋ τη̋ νουκλεοτιδική̋ ακολουθία̋ του DNA (DNA 

sequencing)......................................................................................………..………………...92 

   3.2.5. Ανάλυση με τη χρήση βιοϋπολογιστική̋…………………………………...……..92 

 3.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ…………………………………………………………………….92 

   3.3.1. Αναζήτηση GST πρωτεϊνών στο βακτήριο Agrobacterium tumefaciens strain C58 

σε ψηφιακέ̋ τράπεζε̋ δεδομένων…………………………………………………….....…92 

   3.3.2. Απομόνωση ολικού DNA από το βακτήριο Agrobacterium tumefaciens C58....101 

   3.3.3. Αντίδραση PCR για την απομόνωση και ενίσχυση των γονιδίων που   

κωδικοποιούν τα ισοένζυμα GSTs από γενωματικό DNA………………………………102   

    3.3.4. Έλεγχο̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των ισοενζύμων GSTs…………………….107 

    3.3.5. Έλεγχο̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των επιλεγμένων κλώνων για ένα ευρύ 

φάσμα υποστρωμάτων…………………………………………………………………....109 



 xiii 

   

   3.3.6. Φυλογενετική ανάλυση του ενζύμου AtuGST4………………………………….111 

3.4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ…………………………………………………………………………....116 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

ΜΟΡΙΑΚΗ, ΚΙΝΗΤΙΚΗ ΚΑΙ ΔΟΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ AtuGST4……..125 

4.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ……………………………………………………………………………..127 

4.2. ΜΕΘΟΔΟΙ……………………………………………………………………………...129 

   4.2.1. Καθαρισμό̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 μέσω χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ Ni-

NTA-IMAC…………………………………………………………………………………129 

   4.2.2. Κινητική ανάλυση…………………………………………….……………….…..130 

   4.2.3. Επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στην ενζυμική δραστικότητα…………………….130 

   4.2.4. Εξάρτηση των κινητικών παραμέτρων από το ιξώδε̋……………………..…...130 

   4.2.5. Θερμική σταθερότητα………………………………………………………….….130 

   4.2.6. Έλεγχο̋ τη̋ καταλυτική̋ σταθερότητα̋ του ενζύμου παρουσία παραγόντων 

σταθεροποίηση̋……………………………………………………………………………131 

   4.2.7. Κρυσταλλογραφία του ενζύμου AtuGST4………..…………………………...…131 

   4.2.8. Ανάλυση με τη χρήση βιοϋπολογιστική̋ ………...………………………...……131 

   4.2.9. Κατευθυνόμενη μεταλλαξογένεση του ενζύμου AtuGST4 στι̋ θέσει̋ Ser25 και 

Phe22 με τη μέθοδο Quick Change PCR………………………………………………......132 

   4.2.10. Κατευθυνόμενη μεταλλαξογένεση του ενζύμου AtuGST4 στη θέση Arg187 με τη 

μέθοδο αλυσιδωτή̋ αντίδραση̋ πολυμεράση̋ (PCR) δύο σταδίων 

(overlap/extension)………………………………………………………………………... 134 

4.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ…………………………………………………………….……...136 

   4.3.1. Καθαρισμό̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 μέσω χρωματογραφία̋ συγγένεια̋……136 

   4.3.2. Επίδραση του pH στην ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋………………..…139 

   4.3.3. Κινητική μελέτη του ενζύμου AtuGST4………………………………...…...……141 

   4.3.4. Μελέτη τη̋ σταθερότητα̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 υπό την επίδραση 

γλουταθείου και γλυκερόλη̋….………………………………………………………...…149 

   4.3.5. Θερμική σταθερότητα του ένζυμου AtuGST4………………………….…..…….152 

   4.3.6. Επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στην ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋….154 

    



 xiv 

   4.3.7. Ανάλυση τη̋ κρυσταλλική̋ δομή̋ του συμπλόκου τη̋ AtuGST4 με το S-p-

νιτροφαινυλο-GSH………………………………………………………………………... 161 

      4.3.7.1. Ανάλυση τη̋ δευτεροταγού̋ δομή̋………………………………………….161 

         4.3.7.1.1. Διάγραμμα Ramachandran…………..………...………………………….161         

         4.3.7.1.2. Φυσικοχημικό προφίλ τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4………………………....163    

      4.3.7.2. Ανάλυση τη̋ τεταρτοταγού̋ δομή̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4………….......167 

         4.3.7.2.1. Γενικά χαρακτηριστικά τη̋ δομή̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4……............167         

         4.3.7.2.2. Ν-τελική δομική ενότητα………………………….………………………169    

         4.3.7.2.3.  C-τελική δομική ενότητα………………………….……………………....170          

         4.3.7.2.4. Αλληλεπιδράσει̋ μεταξύ δομικών περιοχών και υπομονάδων………...170    

         4.3.7.2.5. Η περιοχή δέσμευση̋ του GSH (G-θέση)………………………………...174          

         4.3.7.2.6. Η περιοχή δέσμευση̋ ξενοβιοτικών ενώσεων (Η-θέση)……….………..177    

   4.3.8. Κατευθυνόμενη μεταλλαξογένεση του ενζύμου AtuGST4……..……………….181 

      4.3.8.1. Κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση του ενζύμου AtuGST4 στι̋ θέσει̋ Phe22 και 

Ser25…………………………………………………………………………………...........182 

      4.3.8.2. Μετάλλαξη του ενζύμου AtuGST4 στη θέση Arg187Ala……………………186 

      4.3.8.3. Καθαρισμό̋ μεταλλαγμένων μορφών Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala του 

ενζύμου AtuGST4…………………………………………………………………………..189 

      4.3.8.4. Κινητική μελέτη των μεταλλαγμένων μορφών Phe22Ala, Ser25Ala και 

Arg187Ala…………………………………………………………………………………. 191 

      4.3.8.5. Καθοριστικό στάδιο τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋ των μεταλλαγμένων 

μορφών Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala……………………..…………………….…195 

4.4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ…………………………………………………………………………....199 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

ΜΟΡΙΑΚΗ ΚΑΙ ΚΙΝΗΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ  GmGSTU2-2 ΚΑΙ GmGSTU10-

10……………………………………………………………………………………….…...209 

5.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ……………………………………………………………………………..211 

5.2. ΜΕΘΟΔΟΙ……………………………………………………………………………..218 

   5.2.1. Ετερόλογο̋ έκφραση των ενζύμων GSTs………………………………………..218 



 xv 

   5.2.2. Καθαρισμό̋ των ισοενζύμων GSTs μέσω χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ 

χρησιμοποιώντα̋ ω̋ προσροφητή BES-GSH…………………………...………………. 218 

   5.2.3. Κινητική ανάλυση ………………………………….…………..……………….…219 

   5.2.4. Επiδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στην ενζυμική δραστικότητα…………...………..219 

   5.2.5. Εξάρτηση των κινητικών παραμέτρων από το ιξώδε̋…………..……………...219 

   5.2.6. Θερμική σταθερότητα………………………………………………….………… 219 

   5.2.7. Εξάρτηση τη̋ Vmax από το pΗ…………………………………………….......…..220 

   5.2.8. Προσδιορισμό̋ τη̋ αναστολή̋ του ενζύμου από ξενοβιοτικέ̋ ενώσει̋……....220 

   5.2.9. Προσδιορισμό̋ του IC50 τη̋ αναστολή̋ του ενζύμου από ξενοβιοτικέ̋ 

ενώσει̋……………………………………………………………………………………...220 

  5.2.10. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράση̋……………………………………..……..220 

  5.2.11. Προσδιορισμό̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ με τη μέθοδο προσδιορισμού 

αλογονοϊόντων………………………………………………………………………...…...221 

  5.2.12. Κινητική μελέτη  με τη μέθοδο προσδιορισμού αλογονοϊόντων………..……...221 

5.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ…………………………………………………………………...222 

   5.3.1. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεραση̋……………………………………………222 

   5.3.2. Καθαρισμό̋ των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 μέσω 

χρωματογραφία̋ συγγενεια̋.…………………………………………………….………226 

   5.3.3. Καθοριστικό στάδιο τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋ των ενζύμων GmGSTU2-2 και 

GmGSTU10-10…………………………………………………………………………….228 

   5.3.4. Επίδραση του pH στην ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ αντιδραση̋……………..…..229 

   5.3.5. Κινητική μελέτη των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10……………....231 

   5.3.6. Θερμική σταθερότητα των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-

10………………………………………………………………………………………..…..238 

   5.3.7. Επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στην ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋...……239 

   5.3.8. Μελέτη τη̋ αναστολή̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των ενζύμων GmGSTU2-2 

και GmGSTU10-10 από ξενοβιοτικέ̋ ενώσει̋…………………………………………....242 

   5.3.9. Προσδιορισμό̋ του IC50 τη̋ αναστολή̋ των ενζύμων GmGSTU2-2 και 

GmGSTU10-10 από ξενοβιοτικέ̋ ενώσει̋……………………………………………..….245 

   5.3.10. Φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ καταλυτική̋ δράση̋ των GSTs έναντι 

αλογονωμένων ενωσεων……………………………………………………………….….249 



 xvi 

   5.3.10.1. Μελέτη τη̋ καταλυτική̋ δράση̋ του GmGSTU4-4 με μεταβολή των 

συνθηκών (υπόστρωμα, συγκέντρωση ενζύμου, χρόνο̋) του φωτομετρικού 

προσδιορισμού………………………………………………………………………….….249 

   5.3.10.2. Μελέτη τη̋ ενζυμική̋ δράση̋ του άγριου τύπου υπό την επίδραση 

αλογονωμένων υποστρωμάτων και πιθανών αναστολέων………………………….....251 

5.3.10.3. Εφαρμογή του φωτομετρικού προσδιορισμού αλογονοϊόντων σε μικροπλακίδια 

με σκοπό τη σάρωση βιβλιοθήκη̋ μεταλλαγμένων μορφών GSTs...................................254 

5.4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ…………………………………………………………………………....255 

 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ…………………………………………………………………………..….263 

 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ…………….…………………………………………………………...…273 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xvii 

 

 

Οι τρανσφεράσε̋ τη̋ γλουταθείονη̋ (GSTs) είναι ένζυμα που συνήθω̋ δρουν ω̋ διμερή και 

καταλύουν τη σύζευξη του τριπεπτιδίου γλουταθειόνη (GSH) με έναν αριθμό 

ηλεκτρονιόφιλων, λιπόφιλων ουσιών δημιουργώντα̋ ένα υδατοδιαλυτό προϊόν, μειωμένη̋ 

τοξικότητα̋. Αυτή η αντίδραση έχει αποδειχθεί πω̋ παίζει σημαντικό ρόλο στην αποδόμηση 

πολλών τοξικών μορίων, συμπεριλαμβανομένων καρκινογόνων και ζιζανιοκτόνων-

εντομοκτόνων, σε ένα μεγάλο εύρο̋ οργανισμών, από θηλαστικά και έντομα έω̋ φυτά. Ένα̋ 

αριθμό̋ GSTs παίζουν ρόλο στην εξουδετέρωση οξειδωτικών καταπονήσεων μέσω μία̋ 

επιπλέον δράση̋ των ενζύμων ω̋ υπεροξειδάσε̋ τη̋ γλουταθειόνη̋, ενώ πλέον των 

καταλυτικών ιδιοτήτων του̋, συγκεκριμένε̋ GSTs ενεργούν και ω̋ πρωτεΐνε̋-μεταφορεί̋ 

για τη μεταφορά υδρόφοβων μορίων εντό̋ του κυττάρου. 

 

Ο στόχο̋ τη̋ παρούσα̋ διδακτορική̋ διατριβή̋ αφορά κυρίω̋ στη μελέτη του 

αποτοξινωτικού ρόλου ενζύμων GSTs ο οποίο̋ βασίζεται στην κατάλυση αντιδράσεων 

σύζευξη̋ με τοξικέ̋ ενώσει̋ και η ανάλυση τη̋ συμπεριφορά̋ φυτικών και βακτηριακών 

GSTs. Κατά την αρχική μελέτη βακτηριακών ισοενζύμων GSTs, πραγματοποιήθηκε μελέτη 

του γονιδιώματο̋ του βακτηριακού στελέχου̋ Agrobacterium tumefaciens C58 και εύρεση 

αλληλουχιών στη βάση δεδομένων που αντιστοιχούν σε πιθανέ̋ GSTs. Σχεδιάστηκαν οι 

κατάλληλοι εκκινητέ̋ για συνολικά 8 ισοένζυμα (AtuGST1, AtuGST2, AtuGST3, AtuGST4, 

AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7 και AtuGST8) και ακολούθησε απομόνωση γενωματικού 

DNA από το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium tumefaciens C58. Με τη μέθοδο τη̋ 

αλυσιδωτή̋ αντίδραση̋ πολυμεράση̋ ενισχύθηκαν και απομονώθηκαν τα γονίδια και 

ακολούθω̋ αλληλουχήθηκαν και κλωνοποιήθηκαν σε πλασμιδιακού̋ φορεί̋ έκφραση̋ τη̋ E. 

coli. 

 

Τα ισοένζυμα που απομονώθηκαν και κλωνοποιήθηκαν  από το βακτηριακό στέλεχο̋ 

Agrobacterium tumefaciens C58 εκφράστηκαν ετερόλογα σε κύτταρα E. coli BL21 (DE3). Η 

σύκριση τη̋ νουκλεοτιδική̋ αλληλουχία̋ των ενζύμων επέτρεψε τη φυλογενετική μελέτη 

του̋ και τον προσδιορισμό τη̋ εξελικτική̋ σχέση̋ τόσο μεταξύ του̋ όσο και με GSTs από 

άλλου̋ οργανισμού̋. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε μελέτη τη̋ ενζυμική̋ του̋ 

δραστικότητα̋ έναντι μεγάλου εύρου̋ αλογονωμένων αρωματικών υποστρωμάτων [1-

χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο (CDNB), 1-βρωμο-2,4-δινιτροβενζόλιο (BDNB), 1-φθορο-2,4-

δινιτροβενζόλιο (FDNB), 1-ιωδο-2,4-δινιτροβενζόλιο (IDNB) και π-νιτροβενζυλ-χλωρίδιο 

(pNBC)]. Η οικογένεια ενζύμων AtuGSTs μελετήθηκε επίση̋ και ω̋ προ̋ τη δραστικότητα 

υπεροξειδάση̋ εξαρτώμενη̋ από τη γλουταθειόνη (GPOX) χρησιμοποιώντα̋ ω̋ 

υποστρώματα το υδροϋπεροξείδιο του κουμενίου (CuOOH) και το tert-βουτυλο-
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υδροϋπεροξείδιο (tert-BuOOH). Η αντίδραση αναγωγή̋ του διυδροασκορβικού (DHA) σε 

ασκορβικό οξύ χρησιμοποιώντα̋ GSH, αποκάλυψε ποια ένζυμα εμφανίζουν δραστικότητα 

ρεδουκτάση̋ του διυδροασκορβικού οξέο̋ (DHAR) ενώ η δραστικότητα θειολτρανσφεράση̋ 

ελέγχθηκε χρησιμοποιώντα̋ τη 2,2-διθειοδιαιθανόλη (HED) ω̋ υπόστρωμα. Το ζιζανιοκτόνο 

fluorodifen (διφαινυλαιθέρα̋), η βρωμοσουλφοφθαλεϊνη και το nitrobenzofurazan 

μελετήθηκαν επίση̋ ω̋ πιθανά υποστρώματα των AtuGSTs. Τα υποστρώματα εθακρυνικό 

οξύ, trans-4-φαινυλβουτ-3-εν-2-όνη και trans-2-ενενάλη θεωρείται ότι σχηματίζουν 

συζευγμένα με τη GSH προϊόντα μέσω αντίδραση̋ προσθήκη̋ Michael στο α,β-ακόρεστο 

καρβονυλικό τμήμα του μορίου και μελετήθηκαν και στην περίπτωση των ισοενζύμων από το 

Ag. tumefaciens C58. Τέλο̋, οι AtuGSTs ελέγχθηκαν επίση̋ για πιθανή δραστικότητα 

εστεράση̋ χρησιμοποιώντα̋ την οξική p-νιτροφαινόλη (p-NPA) ω̋ πρότυπο υπόστρωμα,
 
ενώ 

προκειμένου να  εξεταστεί αν καταλύουν αποτελεσματικά την προσθήκη τη̋ 

σουλφυδρυλομάδα̋ τη̋ GSH στο ηλεκτρονιόφιλο κεντρικό άτομο άνθρακα των 

ισοθειοκυανικών ενώσεων χρησιμοποιήθηκαν ω̋ υποστρώματα ο φαινυλαιθυλ-εστέρα̋ και ο 

ισοθειοκυανικό̋ αλλυλ-εστέρα̋. 
 

 

Από το σύνολο των 8 ισοενζύμων που μελετήθηκαν, επιλέχθηκε το ισοένζυμο AtuGST4, το 

οποίο παρουσίασε αξιοσημείωτα κινητικά χαρακτηριστικά προκειμένου να πραγματοποιηθεί 

περαιτέρω κινητική και δομική μελέτη του ενζύμου. Το ισοένζυμο AtuGST4 εκφράστηκε 

ετερόλογα σε κύτταρα E. coli BL21 (DE3). Ο καθαρισμό̋ του ενζύμου πραγματοποιήθηκε με 

χρωματογραφία συγγένεια̋ σε προσροφητή Ni-NTA-Sepharose με απόδοση και καθαρότητα 

που έφτανε >98%. Πραγματοποιήθηκαν πειράματα επίδραση̋ διάφορων παραγόντων στην 

ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ όπω̋ του pH και τη̋ θερμοκρασία̋. Το άριστο pH 

δράση̋ που εμφανίζει το ένζυμο είναι κοντά στην περιοχή του 8 ενώ για δυο διαφορετικέ̋ 

τιμέ̋ pH 7.6, 7.9, οι τιμέ̋ Tm που προέκυψαν είναι 59,95±0,93 °C και 63,33±1,12 °C 

αντίστοιχα. Λαμβάνοντα̋ υπόψη ότι το άριστο pH δράση̋ που εμφανίζει το ένζυμο είναι 

κοντά στην περιοχή του 8, επιλέχθηκε ένα εύρο̋ τιμών pH από 6 έω̋ 8,3 προκειμένου να 

εξεταστεί η κινητική συμπεριφορά του ένζυμου έναντι του υποστρώματο̋ CDNB. Οι τιμέ̋ 

pH 7.6 και 7.9 παρουσίασαν τι̋ υψηλότερε̋ τιμέ̋ σταθερών εξειδίκευση̋ (kcat/Κm) ενώ για 

την τιμή pH 7.6 παρατηρήθηκε και η χαμηλότερη Km. Πραγματοποιήθηκε επίση̋ κινητική 

μελέτη του ένζυμου για τα υποστρώματα fluorodifen, CuOOH, tert-BuOOH και HED. Οι 

τιμέ̋ σταθερών εξειδίκευση̋ (kcat/Κm) εμφανίζονται σημαντικά υψηλότερε̋ για τα 

υπεροξείδια CuOOH και tert-BuOOH σε σχέση με τα υπόλοιπα υπό μελέτη υποστρώματα. 

Επιπρόσθετα, ερευνήθηκε η δομική του σταθερότητα υπό την επίδραση γλουταθειόνη̋ και 

γλυκερόλη̋.  
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Η τρισδιάστατη δομή του ενζύμου AtuGST4 προσδιορίσθηκε με κρυσταλλογραφία ακτίνων-

Χ σε σύμπλοκο με τον αναστολέα νιτροβενζυλ-γλουταθείο (πραγματοποιήθηκε σε 

συνεργασία με την ομάδα του Δρ. Α. Παπαγεωργίου, Τούρκου, Φιλανδία). Η δομή του 

ενζύμου επιλύθηκε και πραγματοποιήθηκε στη συνέχεια περιγραφή και ανάλυση των 

χαρακτηριστικών τη̋ δομή̋, των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των δομικών περιοχών και των 

υπομονάδων καθώ̋ και των περιοχών δέσμευση̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ και των ξενοβιοτικών 

ενώσεων. Η ανάλυση τη̋ δομή̋ του ενζύμου υπέδειξε τρία αμινοξικά κατάλοιπα που 

αποτέλεσαν στόχο κατευθυνόμενη̋ μεταλλαξιγένεση̋ με σκοπό να προσδιοριστεί ο τρόπο̋ 

αλληλεπίδραση̋ του̋ με το ενεργό κέντρο τη̋ πρωτεΐνη̋ και κατά συνέπεια ο τρόπο̋ με τον 

οποίο συμμετέχουν στην καταλυτική διαδικασία. Ειδικότερα, με τη μέθοδο quick change 

PCR προκληθήκαν σημειακέ̋ μεταλλάξει̋ στα αμινοξικά κατάλοιπα Phe22 και Ser25 τα 

οποία μετατραπήκαν σε Ala. Για τη μετάλλαξη του Arg187σε Ala εφαρμόσθηκε η μέθοδο̋ 

επικαλυπτόμενη̋ επιμήκυνση̋ Προκειμένου να αποσαφηνιστεί ο ρόλο̋ των τριών 

αμινοξικών καταλοίπων (Phe22, Ser25 και Arg187) στην κατάλυση, οι μεταλλαγμένε̋ 

μορφέ̋ καθαρίστηκαν, μελετήθηκε η ενζυμική του̋ δραστικότητα έναντι μια̋ σειρά̋ 

υποστρωμάτων και μελετήθηκε η κινητική του̋ συμπεριφορά. Τέλο̋, ερευνήθηκε η επίδραση 

του ιξώδου̋ στι̋ κινητικέ̋ σταθερέ̋ των μεταλλαγμένων μορφών με σκοπό να βρεθεί το 

καθοριστικό στάδιο τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4. 

 

Η κρυσταλλική δομή του AtuGST4 προσδιορίστηκε με ανάλυση σε 1.4 Å. Παρόλο που το 

ένζυμο AtuGST4 υιοθετεί την κανονική GST αναδίπλωση, αναγνωρίστηκαν ξεχωριστά 

χαρακτηριστικά στη δομή και την αλληλουχία τη̋ πρωτεΐνη̋ που τη διαφοροποιούν από τι̋ 

υπόλοιπε̋ ήδη χαρακτηρισμένε̋ GSTs. Η απουσία των κλασσικών, καταλυτικά απαραίτητων 

αμινοξικών καταλοίπων (Tyr, Ser, Cys) αποτελεί στοιχείο που διακρίνει την AtuGST4 από 

όλε̋ τι̋ άλλε̋ κυτταροπλασματικέ̋ GSTs ταυτοποιημένη̋ δομή̋ και λειτουργία̋. Ένα 

αμινοξικό κατάλοιπο Arg (Arg34), ένα κατανεμημένο δίκτυο ηλεκτρονίων και μια γέφυρα 

ενό̋ δικτύου μορίων νερού πιθανότατα αποτελούν τη βάση του καταλυτικού μηχανισμού του 

ενζύμου. Η συγκριτική ανάλυση τη̋ πρωτεϊνική̋ αλληλουχία̋, οι δομικέ̋ πληροφορίε̋ και η 

κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση σε συνδυασμό με τι̋ κινητικέ̋ μελέτε̋ που 

πραγματοποιήθηκαν, έδειξαν ότι τα κατάλοιπα Phe22, Ser25, και Arg187 αποτελούν 

επιπρόσθετα σημαντικά δομικά στοιχεία τα οποία διαμορφώνουν την καταλυτική 

αποτελεσματικότητα και εξειδίκευση του ενζύμου. Η ευρεία καταλυτική λειτουργική 

ικανότητα του ενζύμου σε συνδυασμό με την περιορισμένη κατανομή ομόλογων GSTs σε 

βακτήρια εδάφου̋, ίσω̋ υπαγορεύουν έναν συγκεκριμένο λειτουργικό ρόλο για το ένζυμο 

AtuGST4 ανάμεσα στα βακτήρια που διαβιούν στο έδαφο̋.  
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Όσον αναφορά τη μελέτη φυτικών ισοενζύμων GSTs, αυτή αρχικά περιλαμβάνει 

κλωνοποίηση δυο ενζύμων (GmGSTU2-2  και GmGSTU10-10) από σόγια (Glycine max) που 

ανήκουν στην οικογένεια τ (tau) των GSTs. Συγκεκριμένα, με τη μέθοδο τη̋ αλυσιδωτή̋ 

αντίδραση̋ πολυμεράση̋ ενισχύθηκαν και απομονώθηκαν τα γονίδια και ακολούθω̋ 

αλληλουχήθηκαν και κλωνοποιήθηκαν σε πλασμιδιακού̋ φορεί̋ έκφραση̋ τη̋ E. coli. Τα 

ισοένζυμα GmGSTU2-2  και GmGSTU10-10 από Glycine max εκφράστηκαν ετερόλογα σε 

κύτταρα E. coli BL21 (DE3) και πραγματοποιήθηκε καθαρισμό̋ των συγκεκριμένων κλώνων 

(καθαρότητα >98%) με χρωματογραφία συγγένεια̋ με προσροφητή που φέρει 

ακινητοποιημένη γλουταθειόνη σε αγαρόζη (BES-GSH). Τα καθαρά ένζυμα 

χρησιμοποιήθηκαν για να ελεγχθεί η ενζυμική του̋ δραστικότητα έναντι μια̋ σειρά̋ πιθανών 

υποστρωμάτων. Οι χημικέ̋ ουσίε̋ οι οποίε̋ μελετήθηκαν ω̋ πιθανά υποστρώματα 

περιλαμβάνουν αλογονομένα παράγωγα, υπεροξείδια, ακόρεστε̋ αρωματικέ̋ ενώσει̋ και 

ισοθειοκυανικά παράγωγα. Ακολούθησε κινητική ανάλυση των ενζύμων ω̋ προ̋ τη 

γλουταθειόνη και τα υποστρώματα: 1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο (CDNB), fluorodifen, 

υδροϋπεροξείδιο του κουμενίου και tert-βουτυλ-υδροϋπεροξείδιο. Παρατηρήθηκε ότι για 

μεταβαλλόμενε̋ συγκεντρώσει̋ του υποστρώματο̋ CDNB, το ένζυμο GmGSTU10-10 

εμφανίζει σχεδόν τριπλάσια Km σε σχέση με το GmGSTU2-2. Τα δυο ένζυμα εμφάνισαν 

παρόμοια κινητική συμπεριφορά όταν χρησιμοποιηθήκαν ω̋ μεταβαλλόμενα υποστρώματα 

τα fluorodifen και GSH. Από τη μελέτη του καθοριστικού σταδίου τη̋ καταλυτική̋ 

αντίδραση̋ για το υπόστρωμα CDNB διαπιστώθηκε ότι για το ένζυμο GmGSTU10-10 

φαίνεται πω̋ το καθοριστικό στάδιο τη̋ αντίδραση̋ σχετίζεται με την απελευθέρωση του 

προϊόντο̋ τη̋ αντίδραση̋, ενώ για το ένζυμο GmGSTU2-2 το καθοριστικό στάδιο συνδέεται 

με τη χημεία τη̋ αντίδραση̋ ή με κάποια μη ελεγχόμενη από τη διάχυση δομική 

ανακατάταξη τη̋ πρωτεΐνη̋. Επιπρόσθετα, εξετάστηκε η επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στη 

σταθερότητα του ενζύμου (Tm=60,95±1,03 °C και Tm=62,43±0,62 °C για τα ένζυμα 

GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 αντίστοιχα) και προσδιορίστηκαν οι θερμοδυναμικέ̋ 

σταθερέ̋ τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋ (Εα, ΔH
≠
, ΔS). Επίση̋, πραγματοποιήθηκαν πειράματα 

για την επίδραση του pH στην ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ από τα οποία προέκυψε 

ότι οι άριστε̋ τιμέ̋ pH, και για τα δυο ένζυμα κυμαίνονται στη βέλτιστη περιοχή pH των 

ενζύμων GSTs. Στο πλαίσιο τη̋ κινητική̋ μελέτη̋ των δύο ενζύμων, ελέγχθηκε η αναστολή 

τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ από ξενοβιοτικέ̋ ενώσει̋, ζιζανιοκτόνα και εντομοκτόνα 

(atrazin, permethrin, α-cypermethrin, β-cypermethrin, alachlor, carbaryl, diazinon, malathion, 

metalochlor, DDT, diuron, fenvalerate, λ-cyhalothrin, dieldrin, aldrin, endosulfan και 

propoxur) και προσδιορίστηκαν οι τιμέ̋ IC50 (ανασταλτική συγκέντρωση) με του̋ 

αναστολεί̋ alachlor, fenvalerate, spirodichlofen και λ-cyhalothrin. 
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Όπω̋ προαναφέρθηκε οι GSTs αποτελούν μια ομάδα ενζύμων που διαδραματίζουν 

σημαντικό ρόλο στην αποτοξίνωση και την εξυγίανση του εδάφου̋ και των φυτών, επειδή 

έχουν την ικανότητα να καταλύουν αντιδράσει̋ με αλογονωμένου̋  ρύπου̋ είτε πρόκειται για 

αλειφατικέ̋ είτε για αρωματικέ̋ ενώσει̋. Ένα̋ ακόμη σημαντικό̋ στόχο̋ τη̋ παρούσα̋ 

διατριβή̋ αφορά την ανάπτυξη μια̋ ταχεία̋ και αξιόπιστη̋ μεθόδου̋ σάρωση̋ και ελέγχου 

μεγάλου αριθμού ισοενζύμων GSTs και μεταλλαγμένων μορφών προκειμένου να καθοριστεί 

ποιε̋ από αυτέ̋ αποτελούν αποτελεσματικού̋ βιοκαταλύτε̋ σε αντιδράσει̋ απαλογόνωση̋. 

Η σπουδαιότητα τη̋ συγκεκριμένη̋ μεθόδου είναι πολυεπίπεδη καθώ̋ σε πρώτο επίπεδο 

καταφέρνουμε να εκμεταλλευτούμε την ποικιλότητα βιβλιοθηκών ενζύμων και την ανάλυση 

πολλών διαφορετικών ενζύμων ταυτόχρονα. Τα σημαντικά πλεονεκτήματα τη̋ μεθόδου 

αφορούν τη μελέτη μεγάλου αριθμού ξενοβιοτικών ενώσεων με τη χρήση ελάχιστων 

ποσοτήτων ενζύμου το οποίο δρα καταλυτικά υπό την επίδραση αλογονομένων ενώσεων. Η 

μέθοδο̋ για τον προσδιορισμό τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ βασίστηκε  στον σχηματισμό 

χρωμογόνου (460 nm) που προκύπτει από την αντίδραση ιόντων υδραργύρου με ελεύθερα 

ιόντα αλογόνων που προκύπτουν από την απαλογόνωση  των υποστρωμάτων. Επιπροσθέτω̋, 

η ένταση του χρώματο̋ δείχνει τον βαθμό την καταλυτική̋ δράση̋ των ενζύμων, που μα̋ 

επιτρέπει να επιλέξουμε όχι μόνο του̋ θετικού̋ κλώνου̋ αλλά και εκείνου̋ με την 

υψηλότερη καταλυτική ικανότητα. Η μέθοδο̋ ανίχνευση̋ αλογονοϊόντων που αναπτύχθηκε 

στην παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκε για τη μελέτη του ενζύμου GmGSTU4-4 (από 

Glycine max) και τη σάρωση μεταλλαγμένων μορφών του ενζύμου που προέκυψαν από DNA 

shuffling ω̋ προ̋ διάφορα υποστρώματα (CDNB, IDNB, alachlor, atrazin, π-

νιτροβενζυλοχλωρίδιο, 1,2-διβρωμοαιθάνιο, metolachlor) και πιθανού̋ αναστολεί̋ (π-

νιτροβενζυλ-GSH, endosulphan, permethrin, και fenvalerate). 
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Glutathione transferases (GSTs) are enzymes that normally act as dimeric proteins and 

catalyze the conjugation of the tripeptide glutathione (GSH) with a number of electrophilic, 

lipophilic substances, creating a water-soluble product, with reduced toxicity. This reaction 

has been shown to play an important role in the degradation of many toxic molecules, 

including carcinogens, pesticides and herbicides in a wide range of organisms, from insects to 

mammals and plants. A number of GSTs play a role in the suppression of oxidative stress 

through an additional action of these enzymes as glutathione peroxidases, while beyond their 

catalytic properties, certain GSTs act as carrier proteins for the transport of hydrophobic 

molecules within the cell. 

 

Τhe overall objective of the present thesis is the study the detoxification role of GSTs 

enzymes isolated from plants and bacteria. Concerning the bacterial GSTs isoenzymes, the 

study was focused on the genome of Agrobacterium tumefaciens C58. A genome survey 

revealed the presence of eight GST-like proteins in A. tumefaciens C58 (AtuGSTs). 

Comparison by multiple sequence alignment generated a dendrogram revealing the 

phylogenetic relationships of AtuGSTs-like proteins. The beta and theta classes identified in 

other bacterial species are represented by five members in A. tumefaciens C58. In addition, 

there are three “orphan” sequences that do not fit into any previously recognized GST classes. 

The eight GST-like genes were cloned, expressed in E. coli and their substrate specificity was 

determined towards eighteen different substrates. The substrate specificity of the AtuGST 

family members was investigated in order to identify catalytic activities that may be related to 

their biological function. The assays included tests of thioether and thioester formation, i.e. 

nucleophilic attack at carbon as well as at electrophilic sulfur with an organic thiocyanate as 

substrate. In addition, the AtuGSTs were also examined whether they exhibit peroxidase, 

dehydroascorbate reductase or thioltransferase activity. The results showed that AtuGSTs 

catalyze a broad range of reactions, with different members of the family exhibiting quite 

varied substrate specificity.  

 

A GST-like sequence from A. tumefaciens C58 (AtuGST4) with low similarity to other 

characterized GST family of enzymes was identified. Phylogenetic analysis showed that it 

belongs to a distinct from previously described GST classes. In order to characterize the 

AtuGST4 protein, the full-length sequence was cloned and expressed in E. coli BL21 (DE3). 

The expressed protein was tested for its ability to catalyze GSH/CDNB conjugation reaction. 

SDS-PAGE analysis of crude lysates showed that the recombinant enzyme was expressed at 

high levels as a soluble protein in E. coli. The enzyme did not bind adequately to the classical 
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affinity adsorbents (GSH-Sepharose or hexyl-GSH-Sepharose) that are widely used for the 

purification of recombinant as well as native GSTs. This indicates differences in G-site 

topology of AtuGST4 compared to the majority of other GST classes that are efficiently 

purified using GSH-based affinity adsorbents. AtuGST4 was purified (>98% purity) in a 

single-step procedure by metal-chelate affinity chromatography on Ni-NTA affinity 

adsorbent, suggesting that the enzyme may exhibits metal binding properties.  

 

Functional analysis showed that AtuGST4 exhibits significant transferase activities against the 

common substrates aryl halides, as well as very high peroxidation activity towards organic 

hydroperoxides. More specifiacally, regarding the several halogenated aromatic compounds 

that were tested, CDNB (and its analogues BDNB, FDNB, IDNB), and p-nitrobenzyl chloride 

were accepted substrates for the enzyme, although significant differences in specific activity 

were observed. The enzyme’s specific activity for the 2,4-dinitrobenzyl halides decrease in 

the order of F>I > Br > Cl. Steady-state kinetic analysis using CDNB and GSH was carried 

out and the kcat, and Km parameters were determined. The Km values for GSH and CDNB 

were determined as 0,29 mM and 1,5 mM, respectively.  

 

We have shown that AtuGST4 exhibits high GSH-dependent peroxidase activity (GPOX) 

towards organic hydroperoxides such as cumene hydroperoxide and tert-butyl hydroperoxide. 

The specific activity with cumene hydroperoxide is 23,6 U/mg which is higher than that 

exhibited by other GST isoenzymes. With cumene hydroperoxide and tert-butyl peroxide as 

electrophile substrates, AtuGST4 exhibits low Km values with high catalytic efficiency 

(kcat/Km). These findings suggest that hydroperoxides may be the ‘natural’ substrates for 

AtuGST4. AtuGST4 does not conjugate efficient ethacrynic acid and the alkenals trans-4-

phenyl-3-buten-2-one and nonenal. These substrates are thought to form conjugates with GSH 

via Michael addition reaction to the α,β-unsaturated ketone moiety. In addition, the enzyme 

does not conjugate efficiently the thiol group of GSH to the electrophilic central carbon of the 

isothiocyanate group using allyl isothiocyanate and phenethyl isothiocyanate as substrates. 

AtuGST4 showed dehydroascorbate reductase (DHAR) activity catalyzing the reduction of 

dehydroascorbate (DHA) to ascorbic acid in the presence of GSH. In addition, the enzyme 

exhibited thioltransferase activity using the 2-hydroxyethyl disulfide (HED) as a substrate. 

The kcat and Km values for HED were determined as 2.43 min
-1

 and 4.12 mM, respectively. 

GSTs have a well-characterized role in determining the metabolism and selectivity of 

diphenylether herbicides such as fluorodifen. Fluorodifen is a photobleaching diphenylether 

herbicide that GSTs catalyze its conjugation with the GSH to form non-toxic S-

glutathionylated products. AtuGST4exhibits relative moderate activity towards fluorodifen 
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and the Km values for GSH and flurodifen were determined as 1.5 mM and 77.03 mM, 

respectively. 

 

The crystal structure of AtuGST4 has been determined at 1.4 Å resolution in complex with S-

(p-nitrobenzyl)-glutathione (Nb-GSH). Although AtuGST4 adopts the canonical GST fold we 

identified sequence and structural characteristics distinct from previously characterized GSTs. 

The absence of the classic catalytic essential residues (Tyr, Ser, Cys) distinguishes 

AtuGST4from all other cytosolic GSTs of known structure and function. An Arg residue 

(Arg34), an electron-sharing network and a bridge of a network of water molecules may form 

the basis of catalytic mechanism. Comparative sequence analysis, structural information and 

site-directed mutagenesis in combination with kinetic analysis showed that Phe22, Ser25, and 

Arg187 are important structural moieties that modulate the enzyme’s catalytic efficiency and 

specificity. The wide catalytic function of this enzyme together with the restricted distribution 

of this class to soil bacteria may indicate a specific functional role for this enzyme in soil 

bacteria.  

 

Regarding the study of plant GST isoenzymes, two GST genes from Glycine max were cloned 

and expressed in E. coli.  The expressed proteins (GmGSTU2-2 and GmGSTU10-10) were 

efficiently purified (>98% purity) using GSH–agarose affinity chromatography adsorbents. 

Enzyme activities were measured for 1-halogen-2,4-dinitrobenzole derivatives (CDNB, 

FDNB, BDNB, IDNB), fluorodifen, ethacrynic acid, 4-nitrobenzylchloride (NBC), 

bromosulfophthalein and trans-4-phenyl-3-buten-2-one. Other substrates used were cumene 

hydroperoxide (CuOOH), tert-butyl hydroperoxide, 4-chloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole 

(NBD-Cl), trans-2-nonenal, phenethyl isothiocyanate and allyl isothiocyanate. 

Dehydroascorbate reductase activity using dehydroascorbate (DHAR) as substrate and 

thioltransferase activity using the 2-hydroxyethyl disulfide (HED) as a substrate were also 

determined. A study for the inhibition of GST activity of GmGST2-2 and GmGST210-10 was 

also carried out using a large number of herbicides atrazine, diuron, alachlor, metolachlor and 

insecticides such us fenvalerate, permethrin, diazinon, malathion, carbaryl, α-cypermethrin, β-

cypermethrin, λ-cyhalothrin, dieldrin, aldrin, DDT, endosulfan, propoxur. The results showed 

that both enzymes are sensitive to selected compounds such as permethrin, fenvalerate, λ-

cyhalothrin, spirodiclofen, DDT and alachlor. 

 

As mentioned above, glutathione transferases (GSTs; EC 2.5.1.18) form a group of 

multifunctional enzymes catalyzing the conjugation of a broad range of toxicologically 

important halogenated compounds to the tripeptide glutathione (GSH) with concomitant 
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halogen ion release. Another important goal of the present thesis was to develop a rapid and 

reliable method of screening of GST isoenzymes and mutant libraries. A rapid quantitative 

screening method for GSTs based on colorimetric measurement of halogen ions released from 

halogenated xenobiotics was developed. The assay is based on the color formation resulting 

from the reaction of Hg(SCN)2 with the released halogen ion of the substrate in the presence 

of Fe
3+. 

The color intensity is proportional to the extent of the catalytic reaction, allowing a 

quantitative measurement of the GST catalytic activity. The assay was performed using crude 

recombinant Escherichia coli cell lysates from the isoenzyme GmGSTU4-4 from Glycine max 

in 96-well microtiter plates. The suitability of the colorimetric assay for screening mutant 

GST variants derived from a directed evolution library was successfully evaluated. In 

addition, the assay was also used for screening synthetic inhibitors. It was concluded that the 

proposed colorimetric assay is selective and sensitive and allows the screening of large 

numbers of samples within a few minutes. The ultimate goal is the application of this method 

in order to evaluate the biodegradative ability of GSTs to transform halogenated toxic 

environmental pollutants into non-toxic products. 
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Η γλουταθειόνη (L-γ-γλουτάμυλο-L-κυστεΐνυλο-γλυκίνη ή GSH) αποτελεί την κύρια μικρο-

μοριακή θειόλη και το πιο άφθονο χαμηλού μοριακού βάρου̋ πεπτίδιο που έχει βρεθεί σε 

φυτικά, ζωικά κύτταρα, αερόβια βακτήρια καθώ̋ επίση̋ σπανιότερα και σε αναερόβια βα-

κτήρια, είναι παρούσα δε σε μικροσκοπικέ̋ συγκεντρώσει̋ τη̋ τάξη̋ των mM (μέχρι 10mM) 

(Rouhier et al. 2008, Pompella et al. 2003). Η γλουταθειόνη είναι στην ουσία ένα τριπεπτίδιο, 

προϊόν συμπύκνωση̋ του γλουταμινικού οξέο̋, τη̋ κυστεΐνη̋ και τη̋ γλυκίνη̋ (Σχήμα 1.1). 

Από χημική άποψη, είναι ιδιαίτερα ασυνήθιστο το γεγονό̋ ότι το γλουταμινικό κατάλοιπο 

συνδέεται με την κυστεΐνη μέσω ενό̋ ισοπεπτιδικού δεσμού μεταξύ τη̋ πλευρική̋ γ-

καρβοξυλική̋ ομάδα̋ του γλουταμινικού και τη̋ αμινική̋ ομάδα̋ τη̋ κυστεΐνη̋ (Σχήμα 

1.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H γλουταθειόνη εναλλάσσεται μεταξύ μια̋ ανηγμένη̋ θειολομορφή̋ (GSH) και μια̋ οξει-

δωμένη̋ μορφή̋ (GSSG). Το δισουλφίδιο τη̋ γλουταθειόνη̋ GSSG, συχνά αναφερόμενο και 

ω̋ οξειδωμένη γλουταθειόνη, προκύπτει ύστερα από οξείδωση και σχηματισμό δισουλφιδι-

κή̋ γέφυρα̋ μεταξύ δύο μορίων γλουταθειόνη̋ (Σχήμα 1.2). Εκτό̋ όμω̋ από την οξείδωση 

με τον εαυτό του, το μόριο τη̋ γλουταθειόνη̋ μπορεί να σχηματίσει δισουλφιδική γέφυρα 

και με άλλα μικρού μοριακού βάρου̋ μόρια όπω̋ ελεύθερη κυστεΐνη, συνένζυμο Α, καθώ̋ 

και με θειολικέ̋ ομάδε̋ πρωτεϊνών (Sies, 1999). 

 

1.1. Η ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΝΗ 

ΣΧΗΜΑ 1.1. Η δομή τη̋ γλουταθειόνη̋ (GSH) (ανηγμένη μορφή). Πρόκειται για ένα τριπεπτίδιο 

συνιστώμενο από τα αμινοξέα γλουταμινικό οξύ (L-Glu), κυστεΐνη (L-Cys) και γλυκίνη (L-Gly). 

O
-
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NH COO

-

H NH3

+

H
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O

Γ-ΓΛΟΥΤΑΜΙΝΙΚΟ ΟΞΥ ΚΥΣΤΕΙΝΗ ΓΛΥΚΙΝΗ
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GSSG + NADPH + H
+
  2GSH + NADP

+
 

 

 

 

 

 

 

Η αναλογία GSH/GSSG σε φυσιολογικά κύτταρα συνήθω̋ είναι υψηλή και διατηρείται χάρη 

στη λειτουργία τη̋ αναγωγάση̋ του GSSG (EC 1.8.1.7) που αναλαμβάνει να ανάγει το 

GSSG σε GSH. 

 

 

 

To απαραίτητο NADPH προέρχεται από διάφορα ενζυμικά συστήματα των φυτικών και ζωι-

κών κυττάρων με κύρια πηγή τον κύκλο των φωσφορικών πεντοζών. Το πρώτο ένζυμο του 

κύκλου αυτού, η αφυδρογονάση τη̋ 6-φωσφορική̋ γλυκόζη̋ (glucose 6-phosphate 

dehydrogenase), καταλύει την αντίδραση σχηματισμού 6-φωσφογλυκονικού οξέο̋ (6-

phosphogluconate) με την ταυτόχρονη παραγωγή NADPH: 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 1.2.  Η ανηγμένη (GSH) και οξειδωμένη μορφή τη̋ γλουταθειόνη̋ (GSSG). 

1.1.1. ΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΑΝΑΓΩΓΑΣΗΣ ΤΟΥ ΔΙΣΟΥΛΦΙΔΙΟΥ ΤΗΣ ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΝΗΣ (GSSG REDUCTASE, 

GR). 
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Στη συνέχεια ένα άλλο ένζυμο, η αφυδρογονάση του 6-φωσφογλυκονικού οξέο̋, καταλύει 

την ακόλουθη αντίδραση: 

 

 

 

Ο ρυθμό̋ λειτουργία̋ του παραπάνω κύκλου εξαρτάται από το πρώτο ένζυμο και την αναλο-

γία NADPH/NADP
+
. Καθώ̋ η δράση τη̋ αναγωγάση̋ του GSSG καταναλώνει NADPH, ο 

παραπάνω κύκλο̋ επιταχύνεται για να αντικαταστήσει το NADPH που καταναλώθηκε. 

 

Η αναγωγάση του GSSG αποτελείται από δύο πρωτεϊνικέ̋ υπομονάδε̋, κάθε μία από τι̋ ο-

ποίε̋ περιέχει ένα μόριο FAD στο ενεργό τη̋ κέντρο. To NADPH ανάγει το FAD το οποίο 

στη συνέχεια δίνει τα ηλεκτρόνιά του για να αναχθεί η δισουλφιδική γέφυρα μεταξύ δύο κυ-

στεϊνών του ενεργού κέντρου. Οι δύο σουλφυδρυλομάδε̋ που δημιουργούνται αλληλεπι-

δρούν και ανάγουν το GSSG σε δύο μόρια GSH, ενώ ξανασχηματίζεται η δισουλφιδική γέ-

φυρα στο ενεργό κέντρο του ενζύμου (Halliwell & Gutteridge, 1999). Η ενεργότητα τη̋ ανα-

γωγάση̋ του GSSG εντοπίζεται κυρίω̋ στο κυτταρόπλασμα, αλλά έχει εντοπιστεί επίση̋ στα 

μιτοχόνδρια και στον πυρήνα (Halliwell & Gutteridge, 1999). 

 

 

Η GSH είναι ευρέω̋ διαδεδομένη σε κατώτερου̋ και ανώτερου̋ οργανισμού̋ και θεωρείται 

ω̋ ο σημαντικότερο̋ ρυθμιστή̋ τη̋ ενδοκυττάρια̋ οξειδοαναγωγική̋ κατάσταση̋ καθώ̋ 

συμμετέχει στι̋ οξειδοαναγωγικέ̋ αντιδράσει̋ μέσω τη̋ αντιστρεπτή̋ οξείδωση̋ τη̋ ενερ-

γή̋ τη̋ θειολική̋ ομάδα̋ (Mendoza-Cozatl et al., 2005). Συμμετέχει επίση̋ σε αντιδράσει̋ 

συμπεριλαμβανομένων τη̋ σύνθεση̋ πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων. Επιπρόσθετα, δρα, 

με την ιονισμένη μορφή τη̋ (GS
-
), ω̋ νουκλεόφιλη ένωση αντιδρώντα̋ με ηλεκτρονιόφιλε̋ 

ενώσει̋, και με αυτόν τον τρόπο τι̋ εμποδίζει να αντιδράσουν με βιομόρια όπω̋ οι πρωτεΐνε̋ 

και το DNA (Meister, 1988).  In vitro η GSH αντιδρά άμεσα και εξουδετερώνει τη ρίζα υδρο-

ξυλίου, το υποχλωριώδε̋ οξύ, το υπεροξυνιτρώδε̋ (peroxynitrite), υπεροξυλικέ̋ και αλκοξυ-

λικέ̋ ρίζε̋, ελεύθερε̋ ρίζε̋ με κέντρο το άτομο του άνθρακα και το μονήρε̋ οξυγόνο 

(Halliwell & Gutteridge, 1999). Επίση̋ ανάγει άμεσα το οξειδωμένο ασκορβικό οξύ (βιταμί-

νη C) ή μέσω τη̋ αναγωγάση̋ του διϋδροασκορβικού (May, Qu and Neel, 2003). Ο κύκλο̋ 

γλουταθειόνη̋-ασκορβικού οξέο̋ στου̋ χλωροπλάστε̋ των φυτικών κυττάρων είναι γνωστό̋ 

ω̋ κύκλο̋ Foyer-Halliwell-Asada (Halliwell & Gutteridge, 1999). Η γλουταθειόνη συμμετέ-

χει σε μεταβολικά μονοπάτια και αποτελεί το μέσο με το οποίο μεταφέρονται αμινοξέα μέσα 

στο κύτταρο (κύκλο̋ τη̋ γ-γλουταμυλ-ομάδα̋) (Σχήμα 1.3), κατά τον οποίο λαμβάνει χώρα 

βιοσύνθεση και διάσπαση τη̋ γλουταθειόνη̋ (στο ήπαρ, στα νεφρά και σε άλλου̋ ιστού̋) 

1.1.2.  ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ GSH 

6-φωσφογλυκονικό οξύ + NADP
+
  CO2 + NADPH + H

+
 + 5-φωσφορική ριβουλόζη 
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(Keppler, 1999). Επιπλέον, υπάρχουν πολλέ̋ ενδείξει̋ ότι συμμετέχει στην ανακύκλωση τη̋ 

βιταμίνη̋ Ε σε ορισμένα μεμβρανικά συστήματα (Halliwell and Gutteridge, 1999). Γενικά, η 

γλουταθειόνη εμποδίζει την οξείδωση των -SH ομάδων στι̋ πρωτεΐνε̋. Έχει βρεθεί ότι η 

GSH αναστέλλει την καταλάση (Sun & Oberley, 1989), ενώ εμπλέκεται και σε πολλέ̋ κυτ-

ταρικέ̋ λειτουργίε̋, όπω̋ στη μεταγωγή κυτταρικών σημάτων, στην έκφραση γονιδίων και 

στην απόπτωση (Sies, 1999). Η γλουταθειόνη αποτελεί, τέλο̋, συμπαράγοντα ή υπόστρωμα 

για διάφορα ενζυμα. Τα ένζυμα τα εξαρτώμενα από τη γλουταθειόνη μαζί με αυτή, παρέχουν 

ένα δευτερεύων πλαίσιο άμυνα̋,  συμμετέχοντα̋ σε διεργασίε̋ αποτοξίνωση̋. 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 1.3. Ο κύκλο̋ τη̋ γ-γλουταμυλ-ομάδα̋ του μεταβολισμού τη̋ γλουταθειόνη̋. Η συνθετάση 

τη̋ γ-γλουταμυλ-κυστεΐνη̋ και η συνθετάση τη̋ GSH εκτελούν τα δυο πρώτα βήματα στη βιοσύνθεση 

τη̋ γλουταθειόνη̋. Τα ένζυμα γ-γλουταμυλτρανσπεπτιδάση, γ-γλουταμυλκυκλοτρανσφεράση, 5-

οξοπρολινάση, και Cys-Gly διπεπτιδάση εμπλέκονται στον καταβολισμό τη̋ γλουταθειόνη̋.   
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Οι τρανσφεράσε̋ του γλουταθείου (GST, ΕC2.5.1.18) αποτελούν μία πολυπληθή οικογένεια 

ενζύμων που απαντώνται ευρέω̋ στη φύση σε ποικίλου̋ οργανισμού̋: μικρόβια, έντομα, 

φυτά, ψάρια, πουλιά και θηλαστικά (Ηayes and Pulford, 1995). Eντοπίστηκαν για πρώτη φο-

ρά σε ζωικού̋ οργανισμού̋ το 1961 (Adler et al., 1999) όταν ανακαλύφθηκε η καταλυτική 

δράση των ενζύμων κατά την αντίδραση σύζευξη̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ με το 1,2-διχλωρο-4-

νιτροβενζόλιο (Booth et al., 1961) και με τη 4,5,6,7-τετραβρωμο-1,3-διυδρο-2-βενζοφουραν-

1-όνη (bromosulphophthalein, BSP) (Coombes & Stakelum, 1960) σε πειράματα που πραγ-

ματοποιήθηκαν κατά τη μελέτη του μεταβολισμού ξενοβιοτικών ουσιών. Στα φυτά, η παρου-

σία των ενζύμων διαπιστώθηκε το 1970, όταν η καταλυτική δράση μια̋ GST από καλαμπόκι 

φάνηκε να είναι υπεύθυνη για τη σύζευξη τη̋ χλωρο-S-τριαζίνη̋, τη̋ δραστική̋ ουσία̋ του 

ζιζανιοκτόνου ατραζίνη, με τη GSH με αποτέλεσμα την προστασία του φυτού από την τοξική 

δράση τη̋ ουσία̋ (Frear & Swanson, 1970). Σήμερα, οι δράσει̋ των GSTs μελετώνται για το 

σύνολο των ζωικών και φυτικών οργανισμών αλλά και για τα βακτήρια και του̋ μύκητε̋ 

(Basantani & Srivastava, 2007) ενώ είναι πλέον γνωστό̋ ο ρόλο̋-κλειδί που  διαδραματίζουν 

στη φάση ΙΙ τη̋ ενζυμική̋ αποτοξίνωση̋. 

 

 

Οι S-τρανσφεράσε̋ του γλουταθείου αντιπροσωπεύουν μία πολύπλοκη οικογένεια πρωτεϊνών 

στην οποία διακρίνονται τρει̋ (3) ξεχωριστέ̋ υπεροικογένειε̋ ενζύμων. H πρώτη υπεροικο-

γένεια περιλαμβάνει τι̋ κυτταροπλασματικέ̋ (cGST) ή διαλυτέ̋ GSTs οι οποίε̋ ήταν οι 

πρώτε̋ που χαρακτηρίστηκαν (Boyland & Chasseaud, 1969), η δεύτερη αποτελείται από τι̋ 

πιο πρόσφατα προσδιορισμένε̋ μικρoσωμικέ̋ GSTs (MAPEG) (Jacobson et al., 1999), ενώ η 

τρίτη οικογένεια αντιπροσωπεύεται από τι̋ GSTs που προσδίδουν ανθεκτικότητα στο αντιβι-

οτικό φωσφομυκίνη (Arca et al., 1990, Bernat et al., 1997). 

 

 

Επτά τάξει̋ κυτταροπλασματικών (ή διαλυτών) GSTs έχουν προσδιοριστεί στα θηλαστικά με 

κριτήριο την ομοιότητα των αμινοξικών αλληλουχιών του̋: οι α, μ, π, σ, θ, ω και ζ (Hayes & 

Pulford, 1995,  Armstrong, 1997,  Sheehan et al. 2001, Hayes & McLellan, 1999). Από δομι-

κή άποψη, οι κυτταροπλασματικέ̋ GSTs από θηλαστικά,  είναι διμερή ένζυμα αποτελούμενα 

από υπομονάδε̋ μήκου̋ 200–240 αμινοξέων. Οι υπόλοιπε̋ τάξει̋ των κυτταροπλασματικών 

GSTs, β, δ, ε, λ, φ, και τ, έχουν ταυτοποιηθεί σε μη θηλαστικά είδη, βακτήρια, έντομα και 

1.2. ΤΡΑΝΣΦΕΡΑΣΕΣ ΤΟΥ ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΥ (GSTS) 

1.3. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΤΩΝ GSTS 

1.3.1. ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΕΣ GSTS (cGST) 
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φυτά (Sheehan et al., 2001, Edwards & Dixon, 2005, Ding et al. 2003). Στι̋ φυτικέ̋ GSTs, 7 

από τι̋ 8 διαφορετικέ̋ κλάσει̋ (φ, ζ, τ, θ, λ, DHAR και TCHQD) αποτελούνται από διαλυτέ̋ 

πρωτεΐνε̋ ενώ μια είναι μικροσωμική̋ φύσεω̋ (Edwards & Dixon, 2005, Basantani & 

Srivastava, 2007). Τα ισοένζυμα των κυτταροπλασματικών GSTs εντό̋ τη̋ ίδια̋ τάξη̋ πα-

ρουσιάζουν ομοιότητα >40% ενώ μεταξύ διαφορετικών τάξεων <25% (Mannervik et al. 

1985).  

 

Οι κυτταροπλασματικέ̋ GSTs στον άνθρωπο περιλαμβάνουν τουλάχιστον 16 γονίδια που 

υποδιαιρούνται σε 8 διαφορετικέ̋ τάξει̋, α, κ, μ, π, σ, θ, ζ και ω (Hayes & McLellan, 1999). 

Αντίθετα με άλλα μέλη τη̋ συγκεκριμένη̋ οικογένεια̋, οι GSTs τη̋ κ τάξη̋ είναι μιτοχον-

δριακέ̋ (Pemble et al. 1996) και παρόλο που η πλειοψηφία των κυτταροπλασματικών GSTs 

εντοπίζονται στο κυτταρόπλασμα, εντούτοι̋, ορισμένε̋ GSTs τη̋ α  και κ τάξη̋ είναι δυνατό 

να συνδέονται με τα μιτοχόνδρια και τι̋ μεμβράνε̋ του κυττάρου (Gardner & Gallagher, 

2001, Raza et al. 2002, Robin et al. 2003).  

 

Εκτό̋ των αντιδράσεων σύζευξη̋, αναγωγή̋ και ισομερείωση̋ που καταλύουν, οι κυτταρο-

πλασματικέ̋ GSTs έχουν και μη καταλυτικό ρόλο αφού δεσμεύουν αντιστρεπτά (ομοιοπολι-

κά ή μη ομοιοπολικά) υδρόφοβε̋ ενώσει̋ οι οποίε̋ δεν αποτελούν υποστρώματά του̋ (Hayes 

& Pulford, 1995). Η δράση αυτή συμβάλλει στην ενδοκυτταρική μεταφορά, απομόνωση και 

αποβολή ξενοβιοτικών ουσιών και ορμονών. Τέτοιε̋ ενώσει̋ αποτελούν οι αζωχρωστικέ̋, η 

χολερυθρίνη, η αίμη, οι πολυκυκλικοί αρωματικοί υδρογονάνθρακε̋ (PAHs), τα στεροειδή 

και οι θυρεοειδεί̋ ορμόνε̋. Οι θέσει̋ δέσμευση̋ των συγκεκριμένων ουσιών (L-θέσει̋ δέ-

σμευση̋) αποτελούν χαρακτηριστικό των GSTs τη̋ α τάξη̋ οι οποίε̋, για τον λόγο αυτόν, 

αρχικά ονομάστηκαν «δεσμευτικέ̋» (Ligandin) (Hayes & Pulford, 1995). 

 

 

Οι μικροσωμικέ̋ GSTs είναι μέλη τη̋ οικογένεια̋ των μεμβρανικών πρωτεϊνών γνωστή̋ ω̋ 

MAPEG (Membrane Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione metabolism), μεμ-

βρανικέ̋ πρωτεΐνε̋ οι οποίε̋ εμπλέκονται στον μεταβολισμό των εικοσανοειδών και τη̋ 

GSH (Jacobsson et al. 2000, Basantani & Srivastava, 2007). Οι ΜΑPEG πρωτεΐνε̋ προσδιο-

ρίστηκαν και ταυτοποιήθηκαν με βάση την ενζυμική δράση του̋, την αμινοξική του̋ αλλη-

λουχία και τα δομικά χαρακτηριστικά του̋ (Jakobsson et al. 2000) Το πρώτο ένζυμο τη̋ οι-

κογένεια̋ MAPEG ανακαλύφθηκε το 1980 (Morgenstern et al., 1980). Σήμερα, έχουν ταυτο-

ποιηθεί έξι 6 μέλη που περιλαμβάνουν τι̋ ανθρώπινε̋ πρωτεΐνε̋: MGST1, MGST2, MGST3, 

τη συνθάση του C4 λευκοτριενίου (LTC4), την πρωτεΐνη που ενεργοποιεί την 5-

λιποξυγενάση (5-lipoxygenase-activating protein, FLAP) και τη συνθάση τη̋ προσταγλανδί-

1.3.2. ΜΙΚΡΟΣΩΜΙΚΕΣ GSTS (MAPEG) 
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νη̋ (PGES1) (Jakobsson et al., 1999). Επίση̋, σε μη θηλαστικά έχουν ταυτοποιηθεί αρκετά 

μέλη συμπεριλαμβανομένων ενζύμων από φυτά (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, και 

Ricinus communis), μύκητε̋ (Aspergillus nidulans), και βακτήρια (Synechocystis sp. 

[SynMGST], Escherichia coli και Vibrio cholerae). Η φυλογενετική ανάλυση που πραγματο-

ποιήθηκε για τι̋ παραπάνω 13 πρωτεΐνε̋ (Jakobsson et al., 2000) υπέδειξε ξεκάθαρα ότι η 

οικογένεια MAPEG μπορεί να υποδιαιρεθεί σε 4 ομάδε̋ (I-IV). Η πρώτη περιλαμβάνει τα 

μέλη FLAP, LTC4 και MGST2 που συμμετέχουν στη βιοσύνθεση των λευκοτριενίων ενώ η 

δεύτερη την MGST3 μαζί με τι̋ πρωτεΐνε̋ που απομονώθηκαν από τα φυτά και του̋ μύκη-

τε̋. Η τρίτη ομάδα αποτελείται από πρωτεΐνε̋ που ταυτοποιήθηκαν στα βακτήρια (E. coli και 

V. cholerae) ενώ στην τέταρτη ανήκουν οι πρωτεΐνε̋ MGST1 και PGES1. 

 

Τα ένζυμα MGST1, MGST2 και MGST3, θεωρούνται αποτοξινωτικά (Morgenstern et al., 

1983) αφού έχουν δράση GST (καταλύουν τη σύζευξη τη̋ γλουταθειόνη̋ με το 1-chloro-2,4-

dinitrobenzene (CDNB). Επιπλέον, όμω̋ λειτουργούν και ω̋ υπεροξειδάσε̋ του γλουταθεί-

ου. Από λειτουργική άποψη, η οικογένεια MAPEG συμμετέχει τόσο στον ενδογενή μεταβο-

λισμό των λευκοτριένιων και προσταγλανδινών όσο και στην αποτοξίνωση ιδιαίτερα δραστι-

κών λιπόφιλων ενώσεων εξωγενού̋ και ενδογενού̋ προέλευση̋ (Jakobsson et al., 1999).  

 

Οι πρωτεΐνε̋ τη̋ οικογένεια̋ MAPEG χαρακτηρίζονται από ένα εντελώ̋ ξεχωριστό δομικό 

μοτίβο γεγονό̋ που τι̋ διαχωρίζει από τι̋ διαλυτέ̋ GSTs (Jakobsson et al., 1999). Ο προσδι-

ορισμό̋ τη̋ κρυσταλλική̋ δομή̋ για το ένζυμο MGST1 (6Å) αποκάλυψε την ομοτριμερή 

τεταρτοταγή δομή τη̋ πρωτεΐνη̋ (Holm et al. 2002), ενώ μια παρόμοια δομή επίση̋ παρατη-

ρήθηκε για το έτερο ένζυμο τη̋ IV ομάδα̋, την PGES1 (Thoren et al. 2003, Jegerschold et al. 

2008) (Σχήμα 1.4). Σε αντίθεση με τι̋ τριμερεί̋ δομέ̋ αυτών των ενζύμων, η ομάδα Ι περιέ-

χει πρωτεΐνε̋ που σχηματίζουν μονομερή ή περισσότερο σύνθετε̋ δομέ̋. Για παράδειγμα, το 

ενζυμο FLAP μπορεί να υφίσταται σε μονομερεί̋, διμερεί̋ και τριμερεί̋ μορφέ̋. Ομοίω̋ το 

ένζυμο LTC4S μπορεί να σχηματίσει πολυμερή σύμπλοκα και ετεροδιμερή με την πρωτεΐνη 

FLAP (Mandal et al. 2004). Περαιτέρω έρευνα, ωστόσο, απαιτείται για την κατανόηση τη̋ 

στοιχειομετρία̋ και τοπολογία̋ των συγκεκριμένων πρωτεϊνών. 
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H τέταρτη οικογένεια των GSTs περιλαμβάνει τι̋ βακτηριακέ̋ μεταλλοθειοπρωτεΐνε̋ (FosA) 

που προσδίδουν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό φωσφομυκίνη [(1R,2S)-1,2 εποξυπροπυλφω-

σφονικό οξύ] (Arca et al. 1988, Arca et al. 1990b). Η οικογένεια FosA συνιστώνται από 

τρανσφεράσε̋ του γλουταθείου εξαρτώμενε̋ από τα Mn(II) και K(+). Οι πρωτεΐνε̋ αυτέ̋ 

σχετίζονται με τι̋ γλυοξυλάσε̋ οι οποίε̋ παρεμβαίνουν στην παραγωγή του γαλακτικού οξέ-

ΣΧΗΜΑ 1.4. Δομικό μοντέλο τη̋ πρωτεΐνη̋  mPGES-1 (Jegerschold et al. 2008). Παρουσιάζονται οι 

υπομονάδε̋ του τριμερού̋ και οι θέσει̋ δέσμευση̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ (κόκκινε̋ σφαίρε̋). Η συγκε-

κριμένη αναπαράσταση, η οποία  παρήχθη με το πρόγραμμα PyMOL (Delano, 2002),  αποτελεί ένα 

ικανοποιητικό προσεγγιστικό δομικό μοντέλο και για την πρωτεΐνη ΜGST1 (Holm et al., 2006). βασι-

σμένο στο ποσοστό ομοιότητα̋ των αμινοξικών αλληλουχιών (38%) μεταξύ των δυο GSTs τη̋ IV 

ομάδα̋ τη̋ οικογένεια̋ MAPEG. 

1.3.3. GSTS ΠΟΥ ΠΡΟΣΔΙΔΟΥΝ ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΣΤΟ ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΟ ΦΩΣΦΟΜΥΚΙΝΗ (FOSA) 
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ο̋ και του γλουταθείου καταλύοντα̋ μια σειρά από διαδοχικέ̋ αντιδράσει̋ (Σχήμα 1.5) (Ber-

nat et al., 1997, Mannervik 2008, Vander Jagt 1993, Thornalley 2003a,2003b).  

 

 

 

Τα ένζυμα FosA αποτελούν, θα μπορούσε να πει κανεί̋, μια οικογένεια από ασυνήθιστε̋ 

τρανσφεράσε̋ του γλουταθείου, οι οποίε̋ εμφανίζουν υψηλή εξειδίκευση ω̋ προ̋ την αντί-

δραση προσθήκη̋ τη̋ GSH στον οξιρανικό δακτύλιο τη̋ φωσφομυκίνη̋ (Rife et al. 2002) 

(Σχήμα 1.6). 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 1.5. Το γλυοξυλικό σύστημα. Οι γλυοξυλάσε̋ I και ΙΙ καταλύουν την μετατροπή τη̋ 2-

οξοαλδεΰδη̋ μεθυλ-γλυοξάλη̋ σε D-γαλακτικό οξύ.S 

ΣΧΗΜΑ 1.6. Αντίδραση προσθήκη̋ τη̋ GSH στον οξιρανικό δακτύλιο τη̋ φωσφομυκίνη̋. 
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Τρει̋ ακόμη οικογένειε̋ ενζύμων προσδίδουν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό φωσφομυκίνη, 

τα ένζυμα FosB οι οποίε̋ είναι θειολτρανσφεράσε̋ τη̋ L-κυστεΐνη̋ εξαρτώμενε̋ από το 

Mg(2
+
) και οι πρωτεΐνε̋ FosX, υδρολάσε̋ του εποξειδίου τη̋ φωσφομυκίνη̋ εξαρτώμενε̋ 

από το Mn(II). Οι πρωτεΐνε̋ FosC χρησιμοποιούν το ATP προσθέτοντα̋ μια φωσφορική ο-

μάδα στο μόριο τη̋ φωσφομυκίνη̋ και καθιστώντα̋ με αυτόν τον τρόπο την ένωση αδρανή 

(García et al., 1995).  

 

 

 

 

Όμοια με τι̋ υπόλοιπε̋ οικογένειε̋ των GSTs, η οικογένεια FosA, περιλαμβάνει ένα εύρο̋ 

πρωτεϊνών που συναντώνται σε βακτήρια, φυτά και ζώα (Σχήμα 1.7). Η πρωτοταγή̋ δομή 

των συγκεκριμένων πρωτεϊνών δεν σχετίζεται με καμία διαλυτή ή μικροσωμική GST, ενώ 

παράλληλα η κρυσταλλική δομή των ενζύμων αυτών ανέδειξε ένα μοναδικό επαναλαμβανό-

μενο μοτίβο εντελώ̋ ξεχωριστό από τι̋ υπόλοιπε̋ οικογένειε̋ των GSTs (Rife et al., 2002, 

ΣΧΗΜΑ 1.7. Φυλογενετικό δέντρο που παρουσιάζει τη σχέση μεταξύ των τριών οικογενειών πρωτεϊ-

νών FosA, FosB και FosX που προσδίδουν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό φωσφομυκίνη. Οι τρει̋ 

οικογένειε̋ FosA, FosB και FosX παρουσιάζονται με πράσινο χρώμα. Οι πρωτεΐνε̋ οι οποίε̋ έχουν 

εκφραστεί και χαρακτηριστεί βιοχημικά παρουσιάζονται με κόκκινο και μπλε χρώμα. Προσδιορισμό̋ 

τη̋ κρυσταλλική̋ δομή̋ έχει πραγματοποιηθεί μόνο για τα ένζυμα που παρουσιάζονται με κόκκινο 

χρώμα (Armstrong et al., 2010). 
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Pakhomova et al., 2004).  Από λειτουργική̋ άποψη̋, επίση̋ ξεχωρίζουν, καθώ̋ δεν συμμετέ-

χουν σε αντιδράσει̋ κατάλυση̋ προσθήκη̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ σε κανένα από τα συνηθισμέ-

να ηλεκτρονιόφιλα υποστρώματα (π.χ το CDNB) τα οποία χρησιμοποιούνται ευρέω̋ στον 

ενζυμικό προσδιορισμό των διαλυτών τρανσφερασών του γλουταθείου (Arca et al. 1990b). 

 

 

 

Κατά τη διάρκεια τη̋ εξέλιξη̋, φαινόμενα όπω̋ γονιδιακοί ανασυνδυασμοί αλλά και μεταλ-

λάξει̋, που έχουν αναδιαμορφώσει (reshape) τη θέση δέσμευση̋ του υποστρώματο̋ και επο-

μένω̋ προκάλεσαν αλλαγέ̋ στην εξειδίκευση του υποστρώματο̋, έδωσαν γένεση στα ένζυμα 

GSTs που υπάρχουν σήμερα.  Τα ένζυμα αυτά είναι ικανά να καταλύουν αντιδράσει̋ με έναν 

τεράστιο αριθμό δομικά διαφορετικών υποστρωμάτων. Αυτό αποδεικνύει τη λειτουργική 

πλαστικότητα του δομικού «καλουπιού» των GSTs. Το γεγονό̋ ότι πολλά μόρια που δρουν 

ω̋ υποστρώματα για τι̋ GSTs είναι ξενοβιοτικά, δείχνει ότι οι GSTs έχουν εξελιχθεί στο να 

ενεργούν πάνω σε λειτουργικέ̋ ομάδε̋ και όχι πάνω σε συγκεκριμένε̋ ενώσει̋, γεγονό̋ α-

ναμενόμενο για αποτοξινωτικά ένζυμα. Ωστόσο, μερικέ̋ GSTs εμφανίζουν υψηλή δραστικό-

τητα έναντι ενό̋ συγκεκριμένου υποστρώματο̋, γεγονό̋ που υποδεικνύει ότι μπορεί να εμ-

φανίζουν υψηλή εξειδίκευση και να επιτελούν συγκεκριμένε̋ καταλυτικέ̋ λειτουργίε̋.  

 

Οι GSTs μπορούν να καταλύουν νουκλεόφιλε̋ αλειφατικέ̋ και αρωματικέ̋ αντιδράσει̋ υπο-

κατάσταση̋ όπω̋ και νουκλεόφιλε̋ αντιδράσει̋ προσθήκη̋. Επίση̋ μπορούν να λειτουργή-

σουν ω̋ υπεροξειδάσε̋ και ισομεράσε̋. Τα περισσότερα υποστρώματα των GSTs έχουν ένα 

ηλεκτρονιόφιλο κέντρο άνθρακα και τα περισσότερα από αυτά ̋ χαρακτηρίζονται και από 

υδρόφοβο χαρακτήρα. Ωστόσο, εκτό̋ από τα άτομα άνθρακα, άτομα αζώτου, οξυγόνου και 

θείου μπορούν επίση̋ να αποτελέσουν στόχο για νουκλεόφιλη προσβολή από τη γλουταθειό-

νη.  

 

 

Η δράση των GSTs δεν περιορίζεται μόνο στο να παρέχουν θέσει̋ δέσμευση̋ για τα υπο-

στρώματα με σκοπό να τα τοποθετούν με τον πιο ευνοϊκό προσανατολισμό για τον σχηματι-

σμό προϊόντο̋. Ανάμεσα στι̋ ιδιότητε̋ των ενζύμων συμπεριλαμβάνεται και η ενεργοποίηση 

τη̋ γλουταθειόνη̋. Η βάση για την καταλυτική λειτουργία των GSTs είναι η ικανότητά του̋ 

να χαμηλώνουν την τιμή pKa τη̋ σουλφυδρυλομάδα̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ η οποία ελαττώνεται 

1.4. ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟ ΠΡΟΦΙΛ ΤΩΝ GST 

1.4.1. ΕΞΕΛΙΞΗ ΤΗΣ ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΤΩΝ GSTS  

1.4.2. ΤΡΟΠΟΣ ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ 
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από την τιμή 9,2 σε διάλυμα (Jung et al., 1972) στην τιμή 6,1-7,5 (εξαρτάται από το ισοένζυ-

μο) κατά τη δέσμευσή τη̋ στο ενεργό κέντρο μία̋ GST (Graminski et al., 1989a, Liu et al., 

1992, Wang et al., 1992, Dietze et al., 1996, Caccuri et al., 1998, Gustafsson et al., 1999). Για 

τον λόγο αυτό, η κυρίαρχη μορφή τη̋ γλουταθειόνη̋ στο ενεργό κέντρο τη̋ πρωτεΐνη̋ σε 

φυσιολογικό pH είναι το ανιόν GS
-
, που είναι ισχυρά νουκλεόφιλο. Η αιτία μείωση̋ τη̋ τιμή̋ 

του pKa φαίνεται να είναι η σταθεροποίηση του ανιόντο̋ GS
-
 λόγω ενό̋ υδρογονικού δεσμού 

που σχηματίζει με την υδροξυλομάδα του αμινοξικού καταλοίπου που βρίσκεται κοντά στο 

θείο τη̋ γλουταθειόνη̋ στο ενεργό κέντρο (Armstrong, 1997). Στι̋ α, μ, π και σ τάξει̋ των 

ενζύμων GSTs, αυτό το υδροξύλιο προσφέρεται από ένα κατάλοιπο τυροσίνη̋ τη̋ Ν-τελική̋ 

περιοχή̋, ενώ τα ένζυμα τη̋ θ, δ, φ και τ τάξη̋ χρησιμοποιούν το υδροξύλιο μια̋ σερίνη̋. Η 

απουσία τη̋ υδροξυλομάδα̋ δείχνει να προκαλεί μία αύξηση του pKa τη̋ σουλφυδρυλομά-

δα̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ και να επηρεάζει αρνητικά σε μεγάλο βαθμό την καταλυτική δράση 

του ενζύμου (Stenberg et al., 1991, Kolm et al. 1992, Liu et al.1992, Board et al. 1995, Jemth 

& Mannervik, 2000). Όταν το GS
-
 σχηματίζεται στο ενεργό κέντρο τη̋ GST, καθίσταται ικα-

νό να αντιδρά αυθόρμητα με ηλεκτρονιόφιλα ξενοβιοτικά που βρίσκονται σε κοντινή από-

σταση. Για το λόγο αυτό, ο καταλυτικό̋ ρόλο̋ των GSTs θεωρείται ότι οφείλεται στη συνδυ-

αστική ικανότητα του ενζύμου να προωθεί τον σχηματισμό του GS
-
 και να δεσμεύει τι̋ υ-

δρόφοβε̋ ηλεκτρονιόφιλε̋ ενώσει̋ στην κοντινότερη περιοχή. Η σύζευξη μεταξύ τη̋ GSH 

και των ηλεκτρονιόφιλων ενώσεων, σχεδόν πάντα οδηγεί σε ένα συζευγμένο προϊόν που είναι 

λιγότερο τοξικό από την αρχική ένωση, για αυτό η δράση των GSTs θεωρείται γενικά αποτο-

ξινωτική.  

 

 

Ένα̋ πολύ σημαντικό̋ ρόλο̋ των τρανσφερασών του γλουταθείου προκύπτει από τη συμμε-

τοχή τη̋ στο μεταβολισμό ξένων προ̋ τον οργανισμό μορίων, γνωστά ω̋ ξενοβιοτικά μόρια 

(xenobiotics). Τα ξενοβιοτικά υποστρώματα για τι̋ GSTs περιλαμβάνουν φάρμακα, καρκινο-

γόνα χημικά, χημειοθεραπευτικέ̋ ουσίε̋ (αιθακρινικό οξύ, cis-

διαμμινοδιχλωρολευκόχρυσο̋, χλωραμβουκίλη), περιβαλλοντικού̋ ρύπου̋, εντομοκτόνα 

(οργανοχλωρικά, πυρεθροειδή, καρβαμιδικά), ζιζανιοκτόνα, παρασιτοκτόνα  και  προϊόντα 

χημική̋ βιομηχανία̋ (Johansson & Mannervik, 2001).  

 

Η σημαντικότερη καταλυτική δράση των GSTs είναι η κατάλυση τη̋ πυρηνόφιλη̋ σύζευξη̋ 

τη̋ ανηγμένη̋ μορφή̋ του τριπεπτιδίου τη̋ GSH με διάφορε̋ υδρόφοβε̋, ηλεκτρονιόφιλε̋ 

1.5. ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΕΣ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ ΤΩΝ GST 

1.5.1. ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΩΝ ΚΑΙ ΕΝΔΟΒΙΟΤΙΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ  

1.5.1.1. GST ΚΑΙ ΑΠΟΤΟΞΙΝΩΣΗ 
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και συνήθω̋ κυτοτοξικέ̋ ενώσει̋, το μεγαλύτερο ποσοστό των οποίων είναι ξενοβιοτικέ̋. 

Πολλά από τα ξενοβιοτικά μόρια αντιδρούν και συνδέονται με την γλουταθειόνη με τη βοή-

θεια τη̋ δράση̋ των GSTs σύμφωνα με την αντίδραση:  

 

 

 

Τα ένζυμα GSTs έχουν την ικανότητα αποτοξίνωση̋ συνθετικών χημικών όπω̋ είναι τα α-

γροχημικά (φυτοφάρμακα, ζιζανιοκτόνα, εντομοκτόνα) τα οποία αποτελούν μία πολύ επικίν-

δυνη κατηγορία περιβαλλοντικών ρύπων. Οι GSTs μεταβολίζουν τέτοιε̋ ενώσει̋ όπω̋ τα 

DDT, ατραζίνη, λινδάνιο και μεθυλικό παραθείο καταλύοντα̋ την αντίδραση σχηματισμού 

των προϊόντων σύζευξη̋ με τη γλουταθειόνη ή δρώντα̋ ω̋ απαλογονάσε̋. 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 1.8. Σχηματική αναπαράσταση του μηχανισμού αποτοξίνωση̋ των φυτικών κυττάρων από βαρέα 

μέταλλα, οργανικού̋ ρύπου̋ και οξειδωτικό στρε̋ μέσω τη̋ γλουταθειόνη̋. Cys: κυστεΐνη, γ-Glu-Cys: γ-L-

γλουτάμυλο-L-κυστεΐνη, γ-ECS: συνθετάση τη̋ γ-γλουταμυλοκυστεΐνη̋, GSH: γλουταθειόνη, GSSG: οξει-

δωμένη γλουταθειόνη, ΦΧ: φυτοχελατίνη, ΙΒΜ: ιόν βαρέο̋ μετάλλου, ΙΒΜ-ΦΧ: σύμπλοκο βαρέο̋ μετάλλου 
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Τα ένζυμα GST διαδραματίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στη φάση II του μεταβολισμού τέ-

τοιων ξενοβιοτικών ενώσεων καθώ̋ συνεισφέρουν στην επιβίωση του κυττάρου μέσω τη̋ 

αποτοξινωτική̋ διαδικασία̋ (Σχήμα 1.8). Στον ρόλο αυτό, η δράση των GST ακολουθεί την 

φάση I του μεταβολισμού η οποία καταλύεται συνήθω̋ από μέλη τη̋ οικογένεια̋ του κυτο-

χρώματο̋ P450 (CYP) (Κlaassen, 1996). Τα ένζυμα CYP καταλύουν την αντίδραση εισαγω-

γή̋ μια̋ λειτουργική̋ ομάδα̋, όπω̋ ενό̋ εποξειδίου, σε ένα χημικά αδρανέ̋ ξενοβιοτικό. 

Αυτή η λειτουργική ομάδα προσφέρει ένα ηλεκτρονιόφιλο κέντρο το οποίο προσβάλλεται 

από την ανηγμένη γλουταθειόνη (νουκλεόφιλο) σε μια αντίδραση η οποία καταλύεται από τα 

ένζυμα GST (Σχήμα 1.10). Η προσθήκη τη̋ γλουταθειόνη̋ στο μόριο τη̋ ξενοβιοτική̋ ένω-

ση̋, λειτουργεί ω̋ μια μοριακή “σημαία”, η οποία επιτρέπει στο συζευγμένο ξενοβιοτικό να 

απομακρυνθεί από το κύτταρο κατά τη φάση III του μεταβολισμού, μια διαδικασία που απαι-

τεί τη συμμετοχή πρωτεϊνών-μεταφορέων. Όταν μεταφερθούν εκτό̋ του κυττάρου, τα προϊό-

ντα τη̋ παραπάνω αντίδραση̋ αποικοδομούνται και στη συνέχεια ακετυλιώνονται ενζυμικά, 

ώστε να σχηματίσουν παράγωγα συνδεδεμένα με Ν-ακετυλοκυστεΐνη γνωστά ω̋ μερκαπτου-

ρικά οξέα, τα οποία απεκκρίνονται. Οι GSTs καταλύουν το πρώτο από τα τέσσερα βήματα 

που απαιτούνται για τη σύνθεση των μερκαπτουρικών οξέων (Boyland and Chasseaud 1969, 

Jakoby and Habig 1980) (Σχήμα 1.9).  

 

Οι τρανσφεράσε̋ του γλουταθείου διαδραματίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στην αποτοξίνωση 

ενό̋ ευρέου φάσματο̋ επιβλαβών χημικών που μπορεί να οδηγήσουν σε μεταλλάξει̋ ή κυτο-

τοξικότητα (Coles and Ketterer 1990, Hayes and Pulford 1995). Η ικανότητα των GSTs να 

καθιστούν χημικά ανενεργέ̋, δυναμικά κυτοτοξικέ̋ και γενοτοξικέ̋ ενώσει̋, αποτελεί το πιο 

εκτενώ̋ μελετημένο θέμα όσον αφορά τη λειτουργία του̋ μέσα στο κύτταρο. Παραδείγματα 

τέτοιων ενώσεων αποτελούν τα καρκινογόνα χημικά που παράγονται από την αφλατοξίνη B1 

και το βενζοπυρένιο και σχηματίζονται μετά την ολοκλήρωση τη̋ φάση̋ I του μεταβολισμού 

των φαρμάκων (Σχήμα 1.10). Σε αυτή την περίπτωση, η σύζευξη τη̋ ένωση̋ με τη γλουτα-

θειόνη οδηγεί στην παραγωγή ενό̋ αβλαβού̋ μεταβολίτη που απομακρύνεται εύκολα από το 

κύτταρο. 

 

 

 

 

–φυτοχελατίνη̋, Τοξίνη: ξενοβιοτικέ̋ ουσίε̋,Τοξίνη–SG: σύζευξη τοξίνη̋–GSH. (1): συνθετάση τη̋ 

γ-γλουταμυλοκυστεΐνη̋ (2): συνθετάση τη̋ γλουταθειόνη̋ (3): συνθετάση τη̋ φυτοχελατίνη̋ (4): S-

τρανσφεράση του γλουταθείου (GST). 
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ΣXHMA 1.9. Σύζευξη τη̋ γλουταθειόνη̋ και βιοσύνθεση μερκαπτουρικού οξέο̋. 
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Ανάμεσα στα υποστρώματα τα οποία καταλύουν οι GSTs μέσω σύζευξη̋ με τη 

γλουταθειόνη, περιλαμβάνονται επίση̋ αλκυλ- και αρυλ-αλογονίδια, ισοθειοκυανικέ̋ ενώ-

σει̋, αλογονομένα νιτροβενζόλια, οξείδια αρενίων, κινόνε̋, και α, β-ακόρεστα καρβονύλια 

(Keen & Jakoby, 1978, Hayes & Pulford,1995, Armstrong, 1997, Hayes & McLellan, 1999, 

Sheehan et al., 2001) (Σχήμα 1.10).  

 

Οι αντιδράσει̋ αποτοξίνωση̋ που προαναφέρθηκαν πραγματοποιούνται προ̋ όφελο̋ του 

ξενιστή καθώ̋ απομακρύνουν τοξικά χημικά από το κύτταρο. Η μοναδική περίπτωση που οι 

τρανσφεράσε̋ του γλουταθείου αποτελούν ένα εν δυνάμει πρόβλημα για τον ξενιστή, παρά 

ΣΧΗΜΑ 1.10. Παραδείγματα αντιδράσεων που καταλύονται από τι̋ GST. Τα υποστρώματα των GST 

που παρουσιάζονται είναι τα εξή̋: A) 1-αφλατοξίνη B1-8,9-εποξείδιο, Β) βενζυλ-ισοθειοκυανίδιο Γ) 

διβρωμοαιθάνιο Δ) μηλεϊνυλο-ακετοξικό οξύ Ε) ο-κινόνη. 
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όφελο̋, είναι στην περίπτωση των καρκινικών κυττάρων. Συγκεκριμένα αντικαρκινικά φάρ-

μακα φαίνεται να αποτοξινώνονται από τι̋ GSTs όπω̋ τα καρμουστίνη, χλωραμβουκίλη, 

κυκλοφωσφαμίδη, το υδροχλωρίδιο melphalan και η θειοτέπα (Tew 1994, Hayes and Pulford 

1995), ενώ φαίνεται ότι η υπερέκφραση των ενζύμων σε καρκινικού̋ όγκου̋ αποτελεί έναν 

σπουδαίο μηχανισμό επίκτητη̋ αντίσταση̋ σε χημειοθεραπευτικέ̋ ουσίε̋ (ξενοβιοτικά) 

(Morrow et al., 1998). 

 

Εκτό̋ από την αποτοξίνωση ξενοβιοτικών ενώσεων, υπάρχει και ένα̋ αρκετά μεγάλο̋ αριθ-

μό̋ επιζήμιων ενδογενών ενώσεων που σχηματίζονται ω̋ παραπροϊόντα του φυσιολογικού 

μεταβολισμού και αποτελούν υποστρώματα των GSTs. Επιπρόσθετα τη̋ σύνθεση̋ συζευγ-

μένων με τη γλουταθειόνη προϊόντων, οι GSTs καταλύουν την αντίδραση αναγωγή̋ των ε-

νώσεων που περιέχουν ομάδε̋ υπεροξειδίου, οι οποίε̋ διαφορετικά αποδεικνύονται τοξικέ̋ 

για το κύτταρο (Mannervik 1985). Η παραγωγή δραστικών προϊόντων (υπεροξείδιο του υ-

δρογόνου, ρίζε̋ υδροξυλίου, ανιόν σουπεροξειδίου) κατά τι̋ διαδικασίε̋ τη̋ αερόβια̋ ανα-

πνοή̋ (Finkel & Holbrook 2000) αλλά και του οξειδωτικού στρε̋ μπορούν να προσβάλλουν 

μεγάλη ποικιλία βιομορίων όπω̋ σάκχαρα, αμινοξέα, φωσφολιπίδια (και γενικά λιπίδια), βά-

σει̋ DNA και οργανικά οξέα. Άλλωστε, όπω̋ είναι γνωστό, η διαταραχή τη̋ ισορροπία̋ προ-

οξειδωτών και αντιοξειδωτών προ̋ όφελο̋ των πρώτων, καταλήγει σε οξειδωτικέ̋ βλάβε̋ 

(oxidative damage). Τα ένζυμα GSTs προστατεύουν από τι̋ ενεργέ̋ αυτέ̋ ενώσει̋, οι οποίε̋ 

παράγονται in vivo σε κατάσταση οξειδωτικού στρε̋, απενεργοποιώντα̋ ενδογενεί̋ ακόρε-

στε̋ αλδεΰδε̋, κινόνε̋, εποξείδια και υδροϋπεροξείδια (Bao et al. 1997).  

 

Η δράση υπεροξειδάση̋ των GST απαιτεί οπωσδήποτε την ύπαρξη γλουταθειόνη̋. Το πρώτο 

στάδιο τη̋ αντίδραση̋ είναι μια ενζυμική αναγωγή του υπεροξειδίου σε μία αλκοόλη με ταυ-

τόχρονη παραγωγή υδροξυλιωμένη̋ γλουταθειόνη̋ (GSOH). Το δεύτερο στάδιο περιλαμβά-

νει την αυθόρμητη αντίδραση τη̋ GSOH με ένα μόριο GSH προ̋ σχηματισμό νερού και ο-

ξειδωμένη̋ γλουταθειόνη̋ (GSSG) (Εξίσωση 1). Παραδείγματα τέτοιου τύπου υποστρωμά-

των αποτελούν τα υδρουπεροξείδια των λιπαρών οξέων και των φωσφολιπιδίων (Εξίσωση 2). 

Οι τρανσφεράσε̋, επομένω̋, ασκούν την προστατευτική του̋ δράση μέσω τη̋ ικανότητά̋ 

του̋ να καταλύουν τη σύζευξη του ανηγμένου γλουταθείου με τελικά προϊόντα οξείδωση̋. 

Συνεπώ̋, οι GST δρώντα̋ και ω̋ υπεροξειδάσε̋ του γλουταθείου (GPXs), μειώνουν τα εν-

δοκυτταρικά επίπεδα του ανηγμένου γλουταθείου και ανάγουν οργανικά υπεροξείδια λιπα-

ρών και νουκλεϊκών οξέων σε μονουδροξυαλκοόλε̋. Με τον τρόπο αυτόν,  αποτρέπουν την 

αποικοδόμηση των οργανικών υδρουπεροξειδίων σε κυτοτοξικά αλδευδικά παράγωγα και 

προστατεύουν του̋ οργανισμού̋ από καταπονήσει̋ (Mannervik 1985). 
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RCH2ONO2 
+ GSH → RCH2OH + [GSNO2] 

               [GSNO2]+ GSH → GSSG+HNO2                           (3)      

 

 

 

 

 

Μία παρόμοια αντίδραση, εξαρτώμενη από τη γλουταθειόνη, είναι η αναγωγή των οργανικών 

νιτρικών εστέρων σε αλκοόλη και ανόργανο άζωτο (Jakoby and Habig 1980). Στην αρχική 

αντίδραση το θείο τη̋ γλουταθειόνη̋ προσβάλλει το ηλεκτρονιόφιλο άτομο αζώτου και στη 

συνέχεια το ενδιάμεσο συζευγμένο προϊόν (GSNO2) προσβάλλεται μη ενζυμικά από ένα δεύ-

τερο μόριο GSH (Εξίσωση 3). Οι GSTs καταλύουν επίση̋ και τι̋ αντίστροφε̋ αντιδράσει̋ 

τη̋ υδρόλυση̋ των GSH θειοεστέρων  (Dietze et al., 1998, Hederos et al., 2004, Ibarra et al., 

2003) Οι αντίστροφε̋ αντιδράσει̋ εμφανίζουν θεραπευτικό και τοξικολογικό ενδιαφέρον 

επειδή η παραγωγή γλουταθειόνη̋ και το ηλεκτρονιόφιλο κέντρο που προκύπτει από το συ-

ζευγμένο με τη GSH προϊόν, αποτελούν ένα πιθανό μονοπάτι για τη μεταφορά τοξινών ή 

φαρμάκων στου̋ ιστού̋ με  ενζυμικέ̋ (ένζυμα GST) ή μη ενζυμικέ̋ διαδικασίε̋.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Όπω̋ προαναφέρθηκε η σύζευξη μεταξύ τη̋ GSH και των ηλεκτρονιόφιλων ενώσεων σχεδόν 

πάντα οδηγεί σε ένα συζευγμένο προϊόν που είναι λιγότερο δραστικό από την αρχική ένωση. 

Ωστόσο, σε ελάχιστε̋ περιπτώσει̋, συμβαίνει ακριβώ̋ το αντίθετο, δηλαδή η δράση των 

GST φαίνεται να οδηγεί σε ένα πιο δραστικό και πιθανότατα τοξικό ενδιάμεσο προϊόν. Οι 

ενώσει̋ που από χημικά αδρανεί̋ μετατρέπονται σε χημικά ενεργέ̋ (βιοενεργοποίηση-

bioactivation) είναι συνθετικέ̋ και δεν απαντώνται στο φυσικό περιβάλλον. Χαρακτηριστικά 

παραδείγματα τέτοιων χημικών είναι τα αλκυλαλογονίδια με μικρή ανθρακική αλυσίδα και  

δύο λειτουργικέ̋ ομάδε̋, μερικά από τα οποία, κατά τη βιομηχανική εποχή χρησιμοποιού-

νταν ω̋ εξαιρετική̋ ικανότητα̋ διαλύτε̋. Το US NTP (National Toxicology Program) ανα-

κοίνωσε το 1986 ότι το διχλωρομεθάνιο (DCM), ένα̋ διαλύτη̋ ευρέω̋ χρησιμοποιούμενο̋ 

στο εμπόριο και τη βιομηχανία, αποδείχτηκε καρκινογόνο σε πειράματα που έγιναν σε ποντί-

κια, γεγονό̋ που οδήγησε στι̋ πρώτε̋ τοξικολογικέ̋ μελέτε̋ (Green 1997). Οι έρευνε̋ απο-

κάλυψαν ότι ποντίκια, που φέρουν gst γονίδια τη̋ θ τάξη̋, είναι ικανά να μεταβολίζουν το 

DCM. Στι̋ αντιδράσει̋ που λαμβάνουν μέρο̋ στη μεταβολική διαδικασία, η σύζευξη τη̋ 

1.5.1.2. GST ΚΑΙ ΒΙΟΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ 

H
2
O

2 
+ 2GSH → GSSG + 2H

2
O                   (1) 

                 ROOH+2GSH → ROH+GSSG+H2O                 (2) 
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GSH με το διχλωρομεθάνιο, οδηγεί στον σχηματισμό ενό̋ υψηλά δραστικού και ιδιαίτερα 

ασταθού̋ προϊόντο̋, τη̋ S-χλωρομεθυλ-γλουταθειόνη̋ (Εξίσωση 4), το οποίο διατηρεί το 

ηλεκτρονιόφιλο κέντρο με ένα άτομο χλωρίου ικανό να προκαλέσει τροποποιήσει̋ στο DNA 

(Anders et al., 1988, Dekant et al, 1994).  

 

 

 

 

 

 

 

To διχλωρομεθάνιο, επομένω̋, αποτελεί ένα ακόμη υπόστρωμα των GSTs που ενεργοποιεί-

ται μέσω τη̋ σύζευξη̋ με τη γλουταθειόνη και οδηγεί σε γενοτοξικά προϊόντα. Αντίθετα, τα 

μονουποκατεστημένα αλογονομεθάνια, παρόλο που μπορούν να αντιδρούν μέσω σύζευξη̋ με 

τη γλουταθειόνη (αντίδραση που καταλύεται από GST τη̋ θ τάξη̋), δεν είναι τοξικά για το 

κύτταρο (Chamberlain et al. 1998).  

 

Η περίπτωση του διχλωρομεθανίου δεν αποτελεί μεμονωμένο γεγονό̋ αφού ένα ακόμη δια-

λογονοαλκάνιο, το διβρωμοαιθάνιο, μετατρέπεται σε χηµικά ενεργή ένωση  μέσω υποκατά-

σταση̋ (van Bladeren 1980) (Σχήμα 1.10). Αξίζει να αναφερθεί ότι σε μερικέ̋ περιπτώσει̋, η 

σύζευξη τη̋ γλουταθειόνη̋ με τα αλογονοαλκάνια, οδηγεί σε τοξικά προϊόντα  που δεν οφεί-

λονται σε αυτή καθαυτή τη σύζευξη αλλά προκύπτουν από τον σχηματισμό ενεργών μεταβο-

λιτών που παράγονται από τη σύζευξη με την κυστεΐνη όπω̋ είναι οι ασταθεί̋ θειόλε̋ υπό τη 

δράση του ενζύμου τη̋ β-λυάση̋ (Anders et al., 1988, Dekant et al., 1994). Τα τεχνητά ηλε-

κτρονιόφιλα διλειτουργικά (bifunctional) χημικά τα οποία καθίστανται ενεργά μέσω σύζευ-

ξη̋ με τα γλουταθειόνη, παρουσιάζονται στον Πίνακα 1.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CH2Cl2     GSH       [GS-CH2Cl]        GS-CH2OH        GSH     CH2O+ +

HCl HCl

H2O
(4)
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Τύπο̋ ενεργοποίηση̋            Κατηγορία ενώσεων Παραδείγματα 

   

Μεταβολισμό̋ προ̋ σχηματισμό ενδιάμεσων 

προϊόντων 

Αλογονομένα αλκάνια 

Οξειδωμένα αλκάνια 

Διχλωρομεθάνιο,  διβρωμοαιθά-

νιο τριχλωροπροπάνιο, διεποξεί-

διο του βουταδιενίου, διεποξείδιο 

του ισοπρενίου 

Αντιστρεπτέ̋ αντιδράσει̋ Ισοθειοκυανικέ̋ ενώσει̋ 

Ισοκυανικέ̋ ενώσει̋ 

ισοθειοκυανικό  βενζόλιο, ισοθει-

οκυανικό φαινεθύλιο, ισοθειοκυ-

ανικό μεθύλιο, ισοκυανικό N-(1-

μεθυλ-3,3-φαινυλ) προπύλιο 

β-εξουδετέρωση τη̋ οξειδωμένη̋ σουλφρυδυ-

λομάδα̋ του συμπλόκου GSH-υποστρώματο̋ 

Αδρανή προ-φάρμακα TER 286 

 

Ενεργοποίηση των συζευγμένων με την κυστεΐ-

νη προϊόντων που παράγονται από τη GSH 

(αντίδραση εξαρτώμενη από τη β-λυάση) 

 

Αλογονομένα αλκάνια 

 

 

Εξαχλωροβουταδιένιο, τετρα-

χλωροαιθάνιο 

 

 

Υπάρχουν επίση̋ παραδείγματα ενώσεων, όπω̋ είναι οι ισοθειακυανικέ̋ ενώσει̋ που μπορεί 

αρχικά να αποτοξινώνονται μέσω τη̋ σύζευξη̋ με τη γλουταθειόνη, αλλά στη συνέχεια αμ-

φίδρομα επαναπαράγεται το τοξικό ξενοβιοτικό (Baillie & Slatter 1991, Baillie &Kassahun, 

1994). Οι ισοθειακυανικέ̋ ενώσει̋ (allyl-, benzyl-, phenethyl-isothiocyanates) αποτελούν 

μέτρια̋ τοξικότητα̋ ενώσει̋ που σχηματίζονται από φυτικού̋ θειογλυκοζίτε̋ (αζωτούχε̋ 

ενώσει̋ που περιέχουν θείο στο μόριό του̋, το οποίο κάτω από κατάλληλε̋ συνθήκε̋ μπορεί 

να απελευθερωθεί ω̋ ισοθειοκυανικό ή θειοκυανικό ιόν). Οι ενώσει̋ αυτέ̋ οδηγούν, μέσω 

σύζευξη̋ με τη γλουταθειόνη, σε θειοκαρβαμίδια (Kolm et al., 1995) (Σχήμα 1.11). Μετά την 

έξοδο του̋ από το κύτταρο τα θειοκαρβαμίδια αποικοδομούνται αυθόρμητα στι̋ αντίστοιχε̋ 

ισοθειακυανικέ̋ ενώσει̋ απελευθερώνοντα̋ γλουταθειόνη. Στη συνέχεια, οι ισοθειακυανικέ̋ 

ενώσει̋ πιθανώ̋ να ληφθούν ξανά από το κύτταρο, να επανασυζευχθούν με τη GSH και να 

επαναπαραχθούν. Η κυκλική αυτή διαδικασία οδηγεί στη μείωση τη̋ ενδοκυτταρική̋ GSH 

με αποτέλεσμα να υπάρχει σημαντικό̋ κίνδυνο̋ τοξικότητα̋ για το κύτταρο (Bruggeman et 

al., 1986). 

 

 

 

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 1.1. Ενώσει̋ οι οποίε̋ ενεργοποιούνται από τι̋ GSTs 
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ΣΧΗΜΑ 1.11. A: Ενζυμική σύζευξη οργανικών ισοθειακυανικών ενώσεων: (i) φαινεθυλ- (ii) βενζυλ- 

(iii) αλλυλ- (iv) μεθυλ-ισοθειοκυανίδια, με τη GSH προ̋ σχηματισμό διθειοκαρβαμιδίων B: Οι GSTs 

καταλύουν την προσβολή τη̋ GSH πάνω στο ηλεκτρονιόφιλο άτομο θείου των οργανικών θειοκυανι-

κών ενώσεων. 

 

 

Η ικανότητα των GST να καθιστούν χημικά ενεργέ̋ ορισμένε̋ ενώσει̋ μετατρέποντα̋ τε̋ σε 

κυτοτοξικά προϊόντα μπορεί να μην θεωρηθεί μόνο μειονέκτημα, αλλά και εξίσου σημαντικό 

πλεονέκτημα. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί το αδρανέ̋ προφάρμακο ΤLK286 το 

οποίο ενεργοποιείται από το ένζυμο GSTP1-1 (Morgan et al. 1996, Τownsend & Tew, 2003) 

μέσω μία̋ αντίδραση̋ β-απόσπαση̋ η οποία οδηγεί σε ένα προϊόν που αποτελεί το τελικό 

αλκυλιωτικό μόριο και σε ένα ανάλογο GSH (Σχήμα 1.12). Η σχεδίαση του προφαρμάκου 

έχει γίνει κατά τέτοιο τρόπο ώστε να διασφαλίσει ότι η αντίδραση ενεργοποίησή̋ του κατα-

λύεται από την Tyr7 του ενεργού κέντρου του ενζύμου GSTP1-1. Το αλκυλιωτικό μόριο α-

ποτελεί μία δραστική ένωση που ανήκει στην ομάδα τη̋ αζωτούχου μουστάρδα̋ (Nitrogen 

Mustard). Η αζωτούχο̋ μουστάρδα μέσω μια̋ αυθόρμητη̋ αντίδραση̋  παράγει μια ένωση 

με ένα αζιριδικό δακτύλιο (Σχήμα 1.12), η οποία μπορεί να αλκυλιώσει το DNA. Η χημική 

αυτή ένωση έχει βρεθεί ότι είναι αποτελεσματική έναντι σε καρκινικά κύτταρα (κυρίω̋ για 

τα πολύ ανθεκτικά καρκινικά κύτταρα στου̋ καρκίνου̋ του πνεύμονα και του παχέο̋ εντέ-
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ρου) και ήδη έχει ενταχθεί στη φάση των κλινικών δοκιμών. Οι μουστάρδε̋ αζώτου αποτε-

λούν μία από τι̋ σημαντικότερε̋ κατηγορίε̋ διλειτουργικών αλκυλιωτικών παραγόντων με 

δράση έναντι διαφόρων τύπων καρκίνου (Ochoa 1969, Bergsagel et al. 1962, Fisher et al. 

1975, Young et al. 1978). Παρά τη μακρόχρονη ιστορία του̋ (Gillman & Phillips, 1946, 

Haskel 1990), λίγοι μόνο εκπρόσωποι τη̋ συγκεκριμένη̋ κατηγορία̋ όπω̋ η μεχλωραιθαμί-

νη (Takimoto & Calvo, 2008), το ισοφωσφαμίδιο (Masurel et al., 1990), το κυκλοφωσφαμί-

διο (Rothenberg et al. 2003), η μελφαλάνη (Hillard et al., 2008) και η χλωραμβουκίλη (Rai et 

al., 2000), χρησιμοποιούνται σήμερα στην κλινική πράξη έναντι μια̋ ποικιλία̋ καρκίνων, 

συμπεριλαμβανομένων τη̋ νόσου Hodgkin, των μη Hodgkin’s λεμφωμάτων, του πολλαπλού 

μυελώματο̋, του μικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύμονα, του καρκίνου των ωοθηκών και 

του καρκίνου του στήθου̋ (Travis et al. 1995). 

 

Πολλά ανάλογα μουσταρδών αζώτου μεταφέρονται στο εσωτερικό των κυττάρων μέσω ενό̋ 

συστήματο̋ μεταφορά̋ (carrier mediated system) και αλκυλιώνουν το DNA το RNA και τι̋ 

πρωτεΐνε̋ (Goldenberg 1974, Tew & Taylor 1977, Hoes et al. 1999). Η αλκυλίωση του DNA 

και ειδικότερα ο σχηματισμό̋ διαμοριακών χιαστών δεσμών (interstrand cross-links), θεω-

ρείται υπεύθυνο̋ για την εμφάνιση του υψηλού βαθμού κυτταροτοξικότητα̋ του̋ (Zwelling 

et al. 1981, Parsons et al. 1981, Ross et al. 1978). 
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ΣΧΗΜΑ 1.12. Βιοενεργοποίηση του προφαρμάκου TLK286 από το ένζυμο GSTP1-1. H Tyr7 αποτελεί 

το καταλυτικό αμινοξύ (Morgan et al. 1996, Τownsend & Tew, 2003).  
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Πέρα από τον αποξινωτικό του̋ ρόλο και τη συμβολή του̋ στην άμυνα των κυττάρων, οι 

GSTs διαδραματίζουν κρίσιμο ρόλο στη σύνθεση βιολογικά σημαντικών ενδογενών μορίων. 

Οι τρανσφεράσε̋ τη̋ υπεροικογένεια̋ MAPEG δρουν ω̋ συνθάσε̋ του λευκοτριενίου C4 

(LTC4) το οποίο είναι ένα παράγωγο τη̋ γλουταθειόνη̋. και τη̋ προσταγλανδίνη̋ Ε2 η οποία 

και εμπλέκεται σε έναν μεγάλο αριθμό προστατευτικών για τον οργανισμό λειτουργιών (π.χ 

διατήρηση/προστασία του γαστρικού βλεννογόνου, ρύθμιση τη̋ αιμοδυναμική̋ των νεφρών, 

συγκόλληση των αιμοπεταλίων).   

 

 

 

 

GSTs τη̋ α και σ τάξη̋ έχει διαπιστωθεί ότι καταλύουν τη σύνθεση τη̋ προσταγλανδίνη̋ F2α 

και τη̋ προσταγλανδίνη̋ D2 αντίστοιχα, ενώ τρανσφεράσε̋ του γλουταθείου τη̋ α, μ και π 

1.5.1.3. GST ΚΑΙ ΒΙΟΣΥΝΘΕΤΙΚΟΣ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ  

ΣΧΗΜΑ 1.13. Μετατροπή τη̋ PGH2 σε PGE2 και κατόπιν σε PGE1. Σύζευξη των  PGA1 και PGA2 με 

τη GSH και αναγωγή τη̋ κετοομάδα̋ προ̋ σχηματισμό των αντίστοιχων  (9-hydroxyl-PGA)-GSH 

συζευγμένων προϊόντων. 
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Τυροσίνη

4-υδροξυ-φαινυλ-πυρουβικό οξύ
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τάξη̋ καταλύουν τη σύζευξη των προσταγλανδινών PGA1 και PGΑ2 με τη γλουταθειόνη 

(Bogaards et al., 1997, Urade et al., 1999b) (Σχήμα 1.13). Ορισμένα μέλη τη̋ οικογένεια̋ των 

διαλυτών GSTs εμπλέκονται επίση̋ στη βιοσύνθεση και άλλων προστανοειδών των οποίων η 

βιολογική δράση είναι πολύπλευρη, ωστόσο σημαντικότερο̋ ρόλο̋ του̋ είναι εκείνο̋ που 

σχετίζεται με την εμφάνιση και εξέλιξη των φλεγμονών.  

 

Οι GSTs δεν εμπλέκονται μόνο στη βιοσύνθεση των προστανοειδών αλλά συνεισφέρουν 

στον μεταβολισμό και άλλων ενδογενών ενώσεων. H ζ τάξη̋ GST γνωστή και ω̋ ισομεράση 

του μαλειλακτοοξικού οξέο̋, παίζει σημαντικό ρόλο στην αποικοδόμηση τη̋ τυροσίνη̋ 

(Fernandez-Canon & Penalva, 1998) (Σχήμα 1.14). Δυσλειτουργίε̋ του συγκεκριμένου μετα-

βολικού μονοπατιού μπορούν να οδηγήσουν σε σοβαρέ̋ παθολογικέ̋ καταστάσει̋ στο συ-

κώτι, του̋ νεφρού̋ και το περιφερικό νευρικό σύστημα.   

 

ΣΧΗΜΑ 1.14. Η αποικοδόμηση τη̋ τυροσίνη̋ κατά την οποία λαμβάνει χώρα  ισομερείωση του μηλεϊνυλο-ακετοξικού 

 σε φουμαρυλο-ακετοξικό οξύ. 
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Από δομική̋ άποψη̋, οι κυτταροπλασματικέ̋ διαλυτέ̋ GSTs είναι διμερή ένζυμα και οι δύο 

υπομονάδε̋, βάρου̋ 22-27 kDa η καθεμία, σχετίζονται μεταξύ του̋ με έναν δεύτερη̋ τάξη̋ 

άξονα συμμετρία̋. Κάθε υπομονάδα έχει ένα ενεργό κέντρο που αποτελείται από δύο δομικέ̋ 

περιοχέ̋, τη θέση δέσμευση̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ (G-θέση) και τη θέση δέσμευση̋ των υδρό-

φοβων υποστρωμάτων (H-θέση) (Σχήμα 1.15) (Mannervik et al., 1978). Η G-θέση αποτελεί-

ται από μια συντηρημένη αμινοξική αλληλουχία και εντοπίζεται στο αμινοτελικό άκρο τη̋ 

πρωτεΐνη̋ (N-terminal). Η H-θέση, αντιθέτω̋, εντοπίζεται στο καρβοξυλικό άκρο (C-

terminal) τη̋ πρωτεΐνη̋ και διαθέτει μια υψηλή̋ παραλλακτικότητα̋ αμινοξική αλληλουχία. 

Εξαίρεση στη διμερή αυτή μορφή αποτελούν οι πρωτεΐνε̋ DHAR και λ κλάση̋, οι οποίε̋ 

περιλαμβάνουν μονομερεί̋ πρωτεΐνε̋, ενώ δομικέ̋ λεπτομέρειε̋ για τι̋ φυτικέ̋ μικροσωμι-

κέ̋ GSTs δεν είναι ακόμη γνωστέ̋.  

 

ΣΧΗΜΑ 1.15. Άποψη τη̋ τρισδιάστατη̋ δομή̋ του ενζύμου τη̋ δ τάξη̋ adGSTD4-4 από το έντομο 

Anopheles dirus (Wongsantichon et al. 2010), σχεδιασμένη χρησιμοποιώντα̋ το πρόγραμμα PyMOL 

(Delano, 2002). Διακρίνονται τα δύο μονομερή (με γαλάζιο και πράσινο χρώμα) και τα δεσμευμένα 

μόρια του S-εξυλο-γλουταθείου (με σφαίρε̋ κόκκινου χρώματο̋) σε κάθε μονομερέ̋.  

 

 

 

1.6. ΔΟΜΗ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ GSTS 
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Παρά τι̋ μεγάλε̋ διαφορέ̋ στι̋ αμινοξικέ̋ αλληλουχίε̋ των διαφορετικών κυτταροπλασμα-

τικών GSTs, όλα τα ισοένζυμα έχουν παρόμοια πρωτεϊνική αναδίπλωση αποτελούμενη από 

δυο περιοχέ̋. Την Ν-δομική ενότητα, η οποία αντιπροσωπεύει περίπου το 1/3 τη̋ πρωτεΐνη̋, 

περιέχει τη G-θέση και συνιστά ένα βαβαββα δομικό μοτίβο. Αυτή η αναδίπλωση, παρόμοια 

με αυτή τη̋ θειορεδοξίνη̋, συναντάται σε αρκετέ̋ πρωτεΐνε̋ από διαφορετικέ̋ οικογένειε̋ 

ενζύμων που φαίνεται να εμπλέκονται στη δέσμευση τη̋ γλουταθειόνη̋ ή τη̋ κυστεΐνη̋ 

(Armstrong, 1997). Η C-δομική ενότητα αποτελείται από α-έλικε̋ και σχηματίζει τη Η-θέση 

(Dirr et al., 1994, Armstrong, 1997) (Σχήμα 1.16). Οι δύο δομικέ̋ ενότητε̋, συνδέονται με-

ταξύ του̋ μέσω μια̋ συνδετική̋ περιοχή̋ αποτελούμενη̋ από 5-10 αμινοξέα, τη̋ οποία̋ η 

αμινοξική αλληλουχία εμφανίζει μεγάλη παραλλακτικότητα. 

 

 

ΣΧΗΜΑ 1.16. Παρουσίαση του μονομερού̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ adGSTD4-4 από το έντομο Anopheles dirus 

(Wongsantichon et al. 2010), όπου διακρίνονται η Ν-τελική περιοχή που περιέχει τη G-θέση και η C-

τελική περιοχή τη̋ πρωτεινη̋ με την Η-θέση. Μία συνδετική αλυσίδα 5-10 αμινοξέων ενώνει την αμι-

νοτελική με την καρβοξυλική περιοχή του ενζύμου. Το σχήμα παρήχθη χρησιμοποιώντα̋ το λογισμικό 

PyMOL (Delano, 2002). 

Η-θέση 

Ν-τελική δομική περιοχή 

G-θέση 

C-τελική δομική περιοχή 

Συνδετική αλυσίδα 



 
30 

Μελέτη και ανάλυση των πρωτεϊνικών δομών έδειξαν ότι η γλουταθειόνη δεσμεύεται με πα-

ρόμοιο τρόπο στα διαφορετικά ένζυμα GSTs. Αντιθέτω̋, η παραλλακτικότητα του καρβοξυ-

λικού άκρου και κατά συνέπεια τη̋ δομή̋ τη̋ Η-θέση̋, που ποικίλλει σημαντικά μεταξύ των 

τάξεων, ακόμη και εντό̋ τη̋ ίδια̋ τάξη̋, είναι αυτή που επιτρέπει την πρόσδεση μεγάλη̋ 

ποικιλία̋ και εύρου̋ υποστρωμάτων και συμμετέχει στον καθορισμό τη̋ εξειδίκευση̋ ω̋ 

προ̋ το υπόστρωμα (Armstrong, 1997, Basantani and Srivastana, 2007). Ακόμη και αν η συ-

νολική τοπολογία είναι παρόμοια ανάμεσα στι̋ διαλυτέ̋ GSTs (Σχήμα 1.17), κάποιε̋ δομικέ̋ 

λεπτομέρειε̋ διαφέρουν. Οι GSTs τη̋ α και θ τάξη̋ χαρακτηρίζονται από μια επιπλέον α-

έλικα στη C-τελική περιοχή και τη̋ μ τάξη̋ έχουν έναν επιπλέον βρόγχο. Και τα δύο αυτά 

δομικά στοιχεία βρίσκονται κοντά στι̋ θέσει̋ δέσμευση̋ του υποστρώματο̋ και φαίνεται να 

συμβάλλουν στον σχηματισμό ενό̋ πιο περιορισμένου σε όγκο ενεργού κέντρου για τα ένζυ-

μα τη̋ α, μ και θ τάξη̋ σε σύγκριση με τα ένζυμα τα οποία ανήκουν στην π και σ τάξη (Arm-

strong, 1997; Rossjohn et al., 1998). 

 

Πρόσφατα, οι Atkinson & Babbitt (2009), πρότειναν τον περαιτέρω διαχωρισμό των κυττα-

ροπλασματικών GTSs σε δυο μεγάλε̋ υπο-ομάδε̋. Τα κριτήρια στα οποία βασίστηκαν για 

την ομαδοποίηση αυτή ήταν οι ομοιότητε̋ στo γενικό αμινοξικό και δομικό προφίλ των κυτ-

ταροπλασματικών GTSs και οι διαφορέ̋ στην οργάνωση και σύνθεση των ενεργών κέντρων 

του̋. Οι κυτταροπλασματικέ̋ GTSs στο σύνολο του̋ έχουν παρόμοια δομή αλλά μεταξύ 

του̋ οι τάξει̋ που πρώτε̋ ανακαλύφθηκαν και που συναντώνται σχεδόν αποκλειστικά στου̋ 

ευκαρυωτικού̋ οργανισμού̋, δηλαδή οι α, μ, π και σ τάξει̋ (Y-GSTs) παρουσιάζουν σημα-

ντικά περισσότερε̋ ομοιότητε̋ συγκριτικά με τι̋ GSTs τη̋ δεύτερη̋ υπο-ομάδα̋ (S/C-

GSTs) που περιλαμβάνει τι̋ τάξει̋ φ, τ, θ, ζ, ω και β. Οι τάξει̋ των ευκαρυωτικών οργανι-

σμών που προαναφέρθηκαν, σύμφωνα με του̋ Atkinson & Babbitt (2009), αποτελούν τι̋ Y-

GSTs και ονομάζονται πρωτεΐνε̋ τύπου τυροσίνη̋ αφού χαρακτηρίζονται από αλληλεπιδρά-

σει̋ μεταξύ μια̋ τυροσίνη̋ η οποία εντοπίζεται στο τέλο̋ τη̋ πρώτη̋ β-στροφή̋ (Β1) και 

τη̋ γλουταθειόνη̋. Τη δεύτερη μεγάλη υπο-ομάδα αποτελούν οι S/C-GSTs ή αλλιώ̋ πρωτεΐ-

νε̋ τύπου σερίνη̋/κυστεΐνη̋ και χαρακτηρίζονται από αλληλεπιδράσει̋ μεταξύ μια̋ σερίνη̋ 

ή κυστεΐνη̋ η οποία εντοπίζεται μερικέ̋ θέσει̋ μετά στο κάμινο-τελικό άκρο τη̋ έλικα̋ 1 

(H1) και τη̋ γλουταθειόνη̋. Οι S/C-GSTs απαντώνται σε όλα τα είδη των οργανισμών εκτό̋ 

από τα αρχαία τα οποία δεν διαθέτουν μηχανισμό σύνθεση̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ (Copley & 

Dhillon 2002). Οι διαφορέ̋ στην αλληλουχία και τη δομή μεταξύ των Y-GSTs και S/C-GSTs 

έγκειται εν μέρει στο αμινοξικό κατάλοιπο που αλληλεπιδρά απευθεία̋ με τη νουκλεόφιλη 

σουλφυδρυλομάδα τη̋ GSH. Οι αλλαγέ̋ τόσο στη θέση όσο και στη χημική συμπεριφορά 

του καταλοίπου σε σχέση με την αναδίπλωση τη̋ πρωτεΐνη̋, προκαλούν μεταβολέ̋ στον κα-

ταλυτικό μηχανισμό τη̋. Σαφέστατα, υπάρχουν σημαντικέ̋ διαφορέ̋ που χαρακτηρίζουν 

ακόμη και μεταξύ του̋ τι̋ παραπάνω τάξει̋, όπω̋ για παράδειγμα μία επιπλέον έλικα στο 
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τάξη α τάξη β τάξη δ 

τάξη θ τάξη μ τάξη π 

τάξη σ τάξη φ τάξη ω 

ενεργό κέντρο στην α τάξη (Sinning et al. 1993) και μια κοινή υδρόφιλη επιφάνεια επαφή̋ 

των δύο μονομερών στη σ τάξη (Jowsey et al., 2001). Παρόλα αυτά, αν κανεί̋ δει τι̋ πρωτεΐ-

νε̋ αυτέ̋ στο σύνολο των κυτταροπλασματικών GSTs, των ενζύμων τη̋ πολυπληθέστερη̋ 

οικογένεια̋ των τρανσφερασών του γλουταθείου, συμπεραίνει ότι είναι στενά συνδεδεμένε̋ 

παρά τι̋ διαφορέ̋ του̋.  

 

ΣΧΗΜΑ 1.17. Σχηματική αναπαράσταση των πρωτεϊνικών δομών των ενζύμων GSTs. Παρουσιάζονται 

οι δομέ̋ των ενζύμων των τάξεων α, μ, π, σ, θ και ω που έχουν εντοπιστεί  σε θηλαστικά και των τά-

ξεων β, δ και φ που έχουν ταυτοποιηθεί σε βακτήρια, έντομα και φυτά, αντίστοιχα (Board et al. 2000). 
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Οι φυτικέ̋ τρανσφεράσε̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ αποτελούνται από κυτταροπλασματικέ̋ και μι-

κροσωμικέ̋ πρωτεΐνε̋. Αρχικά, με βάση τα δομή των γονιδίων ταξινομήθηκαν σε τέσσερι̋ 

τύπου̋ ομάδων (I, II, III και IV) (Dixon et al. 1998a), αλλά αργότερα υποδιαιρέθηκαν σε ο-

χτώ ξεχωριστέ̋ τάξει̋, επτά από τι̋ οποίε̋ αντιπροσωπεύονται από διαλυτέ̋ GST (φ, ζ, τ, θ, 

λ, DHAR και TCHQD) και μία τάξη από μικροσωμικέ̋ GST (Edwards and Dixon, 2005). Η 

χρήση ελληνικών γραμμάτων για την ονομασία των GST προτάθηκε από του̋ Edwards et al. 

(2000) και σύμφωνα με αυτή η ονοματολογία των GST γονιδίων ξεκινά με τη συντομογραφία 

για το γένο̋ και το είδο̋ του φυτού, ακολουθεί η λέξη GST (Glutathione-S-Transferase) και 

στο τέλο̋ ανάλογα με την τάξη τα γράμματα F π.χ (για την τάξη φ), U (για την τ), Ζ (για την 

ζ), Τ (για την θ) κ.ο.κ. 

 

Οι φυτικέ̋ GST έχουν κυρίω̋ μελετηθεί ω̋ προ̋ το ρόλο του̋ στην αποτοξίνωση των ζιζανι-

οκτόνων. Στι̋ συγκεκριμένε̋ αντιδράσει̋ αποτοξίνωση̋ δρουν ω̋ κύρια αποτοξινωτικά έν-

ζυμα στη φάση II του μεταβολισμού των ξενοβιοτικών ενώσεων μαζί με τι̋ γλυκοζυλ-

τρανσφεράσε̋. Τα φυτά εμφανίζουν ανθεκτικότητα ω̋ προ̋ έναν μεγάλο αριθμό ξενοβιοτι-

κών εξαιτία̋ τη̋ ευρεία̋ εξειδίκευση̋ των GST σε ένα μεγάλο αριθμό υποστρωμάτων. Οι 

φυτικέ̋ θ και ζ GSTs εμπλέκονται περισσότερο στον ενδογενή μεταβολισμό και λιγότερο 

στην διαδικασία αποτοξίνωση̋ των ξενοβιοτικών. Οι πρωτεΐνε̋ τη̋ λ τάξη̋ και η αναγωγάση 

τη̋ αφυδροασκορβάση (DHAR, dehydroascorbate reductase) λειτουργούν περισσότερο ω̋ 

οξειδορεδουκτάσε̋ παρά ω̋ πρωτεΐνε̋ σύζευξη̋. 

 

 

 

Οι GSTs τη̋ φ και τ τάξη̋ συναντώνται αποκλειστικά στου̋ φυτικού̋ οργανισμού̋ και είναι 

οι πιο πολυπληθεί̋. Χαρακτηρίζονται από την ικανότητα σύζευξη̋ πολλών και διαφορετικών 

ξενοβιοτικών. Τα συγκεκριμένα ένζυμα είναι παρόμοια, από λειτουργική άποψη, με τι̋ GTSs 

που συναντώνται στου̋ ζωικού̋ οργανισμού̋ και εμπλέκονται στον μεταβολισμό των ξενο-

βιοτικών ουσιών (Edwards and Dixon, 2005). Σύμφωνα με την πιο πρόσφατη ταξινόμηση, τα 

ένζυμα τη̋ φ τάξη̋ αποτελούν τι̋ GSTs Τύπου I (Τype I) και τη̋ τ τάξη̋ Τύπου III (Τype 

III). Οι πρωτεΐνε̋ αυτέ̋ συμμετέχουν επίση̋ στον ενδογενή κυτταρικό μεταβολισμό (Dixon 

et al., 1998b) δρώντα̋ ω̋ υπεροξειδάσε̋ του γλουταθείου (GPOXs) οι οποίε̋ αντιδρούν στο 

οξειδωτικό στρε̋, ω̋ πρωτεΐνε̋ δέσμευση̋ των φλαβονοειδών (Mueller et al., 2000) και ω̋ 

ρυθμιστέ̋ στη διαδικασία τη̋ απόπτωση̋ (Kampranis et al. 2000). 

 

1.7. ΦΥΤΙΚΕΣ GSTS 

1.7.1. ΟΙ φ ΚΑΙ τ ΤΑΞΕΙΣ  
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Ένζυμα από τι̋ δύο αυτέ̋ τάξει̋ τα οποία επιτελούν ποικίλε̋ λειτουργίε̋, έχουν χαρακτηρι-

στεί από διάφορα φυτικά είδη. Πρόσφατα, οι Zeng et al. (2005) δημοσίευσαν την πρώτη 

κλωνοποίηση και χαρακτηρισμό μια̋ GST από γυμνόσπερμα. Το γονίδιο που κλωνοποιήθηκε 

από το Pinus tabulaeformis Carr., ανήκει στην τ τάξη GST. Σε μία άλλη μελέτη, οι Nuticati 

et al. (2006) ανέφεραν την επαγωγή δυο GST γονιδίων, του AtGSTF9 τη̋ φ τάξη̋ και του 

AtGSTU26 τη̋ τ τάξη̋, από το A. thaliana με τη μέθοδο RT-PCR. Παρόλο που και τα δύο 

ένζυμα που προέκυψαν, καταλύουν την κλασική αντίδραση σύζευξη̋ GSH-CDNB, δεν φαί-

νεται να εμφανίζουν δραστικότητα όταν χρησιμοποιείται ω̋ υπόστρωμα το p-

nitrobenzylchloride. Το  AtGSTF9 εμφανίζει δράση υπεροξειδάση̋ τη̋ γλουταθειόνη̋, ενώ 

το AtGSTU26 δεν εμφανίζει δράση GPOX αλλά φαίνεται να παρουσιάζει αυξημένη δραστι-

κότητα ω̋ προ̋ τα χλωρακεταμιδικά ζιζανιοκτόνα, alachlor και metolachlor.  

 

Συμπερασματικά, οι μελέτε̋ που αφορούν τι̋ φ και τ τάξη̋ GST αντανακλούν  την αξιοση-

μείωτη πολυλειτουργικότητα των ενζύμων αυτών είτε αφορά την προστασία των φυτών από 

εξωγενεί̋ παράγοντε̋ είτε το ρόλο του̋ στη διατήρηση τη̋ λεπτή̋ μεταβολική̋ ισορροπία̋ 

που απαιτείται ενδοκυτταρικά για την φυσιολογική ανάπτυξη και εξέλιξη του φυτού.  

 

 

 

Οι GTS τη̋ ζ (Type II) και θ (Type IV) τάξη̋ είναι συντηρημένε̋ στου̋ ζωικού̋ οργανι-

σμού̋ και στα φυτά και έχουν πολύ περιορισμένη δράση έναντι των ξενοβιοτικών. Τα ενζυμα 

τη̋ θ τάξη̋ λόγω τη̋ GPOX δράση̋ του̋ μειώνουν τα επίπεδα των υδρουπεροξειδίων που 

παράγονται κατά την οξειδωτική καταπόνηση. Οι ζ τάξη̋ GST εμπλέκονται στην αποικοδό-

μηση τη̋ τυροσίνη̋ καταλύοντα̋, την εξαρτώμενη από τη γλουταθειόνη αντίδραση μετατρο-

πή̋ του μηλεϊνυλο-ακετοξικού σε φουμαρυλο-ακετοξικό οξύ, δρουν επομένω̋ ω̋ ισομερά-

σε̋ εξαρτώμενε̋ από το γλουταθείο. Τα γονίδια τη̋ ζ τάξη̋ συναντώνται τόσο στα φυτά όσο 

και στου̋ ανθρώπου̋, ενώ σε πρόσφατε̋ μελέτε̋ οι ΜcGonigle et al. (2000) ταυτοποίησαν 

δυο GST αλληλουχίε̋ ζ τάξη̋ στον αραβόσιτο και τη σόγια, ενώ οι Chen et al. (2003) κλω-

νοποίησαν δυο GST τη̋ ζ τάξη̋ από τα A. thaliana και Brassica napus L. χρησιμοποιώντα̋ 

τη μέθοδο τη̋ RT-PCR. Τα κλωνοποιημένα γονίδια εκφράστηκαν τόσο in vivo (E. coli) όσο 

και in vitro (wheat-germ cell-free protein synthesis system) και έδειξαν δραστικότητα έναντι 

του διχλωροοξικού οξέο̋ (αποχλωρίνωση) αλλά και δράση ισομεράση̋ του μηλεϊνυλο-

ακετοξικού οξέο̋. Σε μια πιο πρόσφατη μελέτη, οι Τsuchiya et al. (2004), ερεύνησαν τη δομή 

και έκφραση δυο GST γονιδίων τη̋ ζ τάξη̋ (OsGSTZ1 και OsGSTZ2) τα οποία εντοπίστηκαν 

στο χρωμόσωμα 12 στο ρύζι. Διαπιστώθηκε ότι και τα δυο γονίδια περιέχουν εννιά κωδικο-

ποιημένα εξώνια ενώ η περιοχή που εντοπίζεται στα όρια εξωνίων και εσωνίων (intron-exon 

boundaries) είναι αυστηρά συντηρημένη ανάμεσα στα δύο γονίδια. Οι  αμινοξικέ̋ αλληλου-

1.7.2. ΟΙ ζ ΚΑΙ θ ΤΑΞΕΙΣ  
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χίε̋ των γονιδίων εμφανίζουν ομοιότητα 77.1% μεταξύ του̋ ενώ το δομικό μοτίβο 

SSCXWRVRIAL των GSTs τη̋ ζ τάξη̋ εντοπίζεται στι̋  Ν-τελικέ̋ περιοχέ̋ και στι̋ δύο 

πρωτεΐνε̋.  

 

 

 

Oι DHAR και λ τάξη̋ GSTs λειτουργούν ω̋ θειολτρανσφεράσε̋ ανάγοντα̋ το διυδροασκορ-

βικό οξύ σε ασκορβικό και για αυτόν τον λόγο χαρακτηρίζονται ω̋ οξειδοαναγωγάσε̋ παρά 

ω̋ τρανσφεράσε̋. Η αμινοξική αλληλουχία DHAR που βρέθηκε στο ρύζι (Urano et al., 2000) 

χρησιμοποιήθηκε από του̋ Dixon et al. (2002) προκειμένου να μελετηθεί το γονιδίωμα του 

A. thaliana. Ταυτοποιήθηκαν τέσσερι̋ σχετικέ̋ πρωτεΐνε̋ από το συγκεκριμένο στέλεχο̋ 

(AtDHAR1, AtDHAR2, AtDHAR3, AtDHAR4) ενώ οι ανασυνδυασμένε̋  AtDHARs πρωτεΐνε̋ 

φάνηκε να μην εμφανίζουν καμία ανιχνεύσιμη δραστικότητα έναντι των τυπικών ξενοβιοτι-

κών υποστρωμάτων των GST όπω̋ είναι τα 1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο, 4-

νιτροβενζοϋλοχλωρίδιο, ισοθειοκυανικό βενζύλιο αλλά ούτε και δράση GPOX  ή απαλογο-

νασών. Ωστόσο, όταν χρησιμοποιήθηκε ω̋ υπόστρωμα το 2-υδροξυεθυλδισουλφίδιο, το σύ-

νολο των AtDHARs, εμφάνισε δράση θειολτρανσφεράση̋. Οι DHAR μπορεί να εντοπίζονται 

τόσο στο κυτταρόπλασμα όσο και στα πλαστίδια των χλωροπλαστών. Η GST που απομονώ-

θηκε από ρύζι και χαρακτηρίστηκε από του̋ Urano et al. (2000) θεωρείται κυτταροπλασματι-

κή, ενώ η πρωτεΐνη DHAR η οποία απομονώθηκε από σπανάκι και ταυτοποιήθηκε θεωρείται 

πλαστιδιακή (Shimaoka et al., 2000).  

 

Οι Dixon et al. (2002) μελετώντα̋ το γονιδίωμα του A. thaliana ταυτοποίησαν δυο ακόμη 

GSTs, των οποίων οι αλληλουχίε̋ ήταν παρόμοιε̋ με τι̋ θηλαστικέ̋ GSTs τη̋ ω τάξη̋, και 

οι οποίε̋ ταξινομήθηκαν ω̋ λ τάξη̋ ένζυμα. Οι καθαρέ̋ πρωτεΐνε̋ που μελετήθηκαν, δεν 

είχαν δράση GPOX ή DHAR, επιπλέον δεν εμφάνιζαν ικανότητα σύζευξη̋ με το γλουταθείο 

και δεν παρουσίαζαν δράση απαλογονάση̋. Ωστόσο και τα δύο ένζυμα συμπεριφέρονταν ω̋ 

θειολτρανσφεράσε̋ όταν χρησιμοποιήθηκε ω̋ υπόστρωμα το 2-υδροξυεθυλ δισουλφίδιο. Οι 

κυτταροπλασματικέ̋ DHARs και λ τάξη̋ GSTs διαδραματίζουν επίση̋ αντιοξειδωτικό ρόλο 

όπω̋ έδειξαν πειράματα που πραγματοποιήθηκαν σε ρίζε̋ του A. thaliana μετά την έκθεση 

του̋ σε συνθήκε̋ οξειδωτικού στρε̋ και χημικά. 

 

 

 

Μέχρι σήμερα μόνο ένα γονίδιο που ανήκει στην τάξη TCHQD των GST έχει ταυτοποιηθεί 

στο γονιδίωμα του  A. thaliana (Gen-Bank Accession No. At1g77290). Η συγκεκριμένη πρω-

1.7.3. DHAR ΚΑΙ λ ΤΑΞΗΣ GSTs  

1.7.4. TCHQD GSTS 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1  

 

 
35 

τεΐνη δεν έχει χαρακτηριστεί λειτουργικά, αλλά θεωρείται ότι παρουσιάζει πολλέ̋ ομοιότητε̋ 

με ένζυμα προκαρυωτικά (Edwards and Dixon 2005). 

 

 

 

Η οργάνωση των γονιδίων των φυτικών GST και ο εντοπισμό̋ τη̋ θέση̋ των χρωμοσωμά-

των πολλών GST γονιδίων είναι πλέον γνωστά (Edwards et al. 2000). Η τάξη φ αποτελεί μια 

από τι̋ πολυπληθέστερε̋ ομάδε̋ των GSTs στην οποία συμπεριλαμβάνονται μόνο φυτικέ̋ 

πρωτεΐνε̋. Χαρακτηριστικό των ενζύμων αυτών είναι ότι φέρουν 1 ιντρόνιο και 3 εξώνια. Οι 

πρωτεΐνε̋ τη̋ τάξη̋ ζ βρίσκονται εγγύτερα  ω̋ προ̋ τι̋ θηλαστικέ̋ τάξη̋ ζ και τα γονίδια 

που τι̋ κωδικοποιούν φέρουν 2 ιντρόνια και 10 εξώνια. Οι GSTs τη̋ τ τάξη̋ περιέχουν 2 ι-

ντρόνια και 2 εξώνια και κυριαρχούν αριθμητικά σε όλα  τα δικοτυλήδονα. Στι̋ πρωτεΐνε̋ 

τη̋ θ τάξη̋ περιλαμβάνονται πρωτεΐνε̋ που κωδικοποιούνται από γονίδια του είδου̋ Arabi-

dopsis thaliana και είναι όμοιε̋ με τι̋ θηλαστικέ̋ τάξη̋ θ. Ωστόσο, ενώ οι ομόλογε̋ θηλα-

στικέ̋ φέρουν 4 ιντρόνια, οι φυτικέ̋ φέρουν 5 ιντρόνια, 2 εκ των οποίων βρίσκονται στι̋ 

ίδιε̋ θέσει̋ με αυτέ̋ των θηλαστικών.  

 

 

 

Τυπικά οι GSTs έχουν μοριακέ̋ μάζε̋ περίπου 50 kDa και αποτελούνται από δύο πανομοιό-

τυπε̋ (ομοδιμερέ̋) ή μη πανομοιότυπε̋ (ετεροδιμερέ̋) πολυπεπτιδικέ̋  υπομονάδε̋. Σύμφω-

να με του̋ Edwards and Dixon (2005) οι φ-, τ-, θ- και ζ-τάξη̋ GSTs είναι διμερεί̋ πρωτεΐνε̋ 

και χαρακτηρίζονται από ένα αμινοξικό κατάλοιπο σερίνη̋ στο ενεργό κέντρο. Η TCHQD 

πρωτεΐνη πιθανότατα να έχει και αυτή μια καταλυτική σερίνη στο ενεργό κέντρο. Oι DHAR 

και λ τάξη̋ GSTs διαφοροποιούνται από τα ένζυμα αυτά επειδή είναι μονομερεί̋ και έχουν 

μια καταλυτική κυστεΐνη στο ενεργό κέντρο. Η ικανότητα σχηματισμού ετεροδιμερών αυξά-

νει σημαντικά την ποικιλότητα των φυτικών GSTs. Θεωρείται μάλιστα ότι οι ετεροδιμερεί̋ 

πρωτεΐνε̋ πιθανόν αναγνωρίζουν συγκεκριμένα φυτοχημικά ή εμφανίζουν μοναδικέ̋ κινητι-

κέ̋ ιδιότητε̋ απαραίτητε̋ για τη διαχείριση των μεταβολιτών (Edwards et al., 2000). Πληρο-

φορίε̋ για την τρισδιάστατη δομή των φυτικών GST προέρχονται από μελέτε̋ στα ένζυμα 

τη̋ φ (Reinemer et al., 1996) και ζ τάξη̋ (Thom et al., 2001) που απομονώθηκαν από το A. 

thaliana και τον αραβόσιτο (Neuefeind et al., 1997a, 1997b) καθώ̋ και από GSTs τη̋ τ τά-

ξη̋, από σιτάρι (Thom et al., 2002), σόγια (Axarli et al. 2009) και από το P. Tabulaeformis, 

ένα είδο̋ πεύκη̋ (Zeng & Wang, 2005, Zeng et al., 2005). Οι πρωτεϊνικέ̋ δομέ̋ των ενζύμων 

αυτών είναι παρόμοιε̋ παρά την πολύ μεγάλη απόκλιση στι̋ αμινοξικέ̋ αλληλουχίε̋ των 

GST μεταξύ των διαφορετικών τάξεων. 

 

1.7.5. ΓΟΝΙΔΙΑΚΗ ΔΟΜΗ ΤΩΝ ΦΥΤΙΚΩΝ GSTs 

1.7.6. ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΗ ΔΟΜΗ ΚΑΙ ΣΥΣΧΕΤΙΣΗ ΔΟΜΗΣ-ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ 
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Κάθε υπομονάδα μια̋ διμερού̋ GST πρωτεΐνη̋ περιέχει ένα ανεξάρτητο καταλυτικό/ενεργό 

κέντρο. Το ενεργό κέντρο αποτελείται από δύο θέσει̋ την G- και H- θέση. Η G-θέση αποτε-

λείται από μία συντηρημένη ομάδα αμινοξέων, τοποθετείται στο αμινοτελικό άκρο τη̋ πρω-

τεΐνη̋ και εξειδικεύεται στη δέσμευση τη̋ GSΗ ή άλλων GSH ομολόγων. Επιπλέον διευκο-

λύνει τον σχηματισμό του καταλυτικά ενεργού θειολικού ανιόντο̋ τη̋ GSH (Edwards et al., 

2000). Η περιοχή η οποία αποτελείται από μία μεταβλητή αμινοξική αλληλουχία βρίσκεται 

στο καρβοξυ-τελικό άκρο τη̋ πρωτεΐνη̋. Δεσμεύει τα υδρόφοβα υποστρώματα κατά την κα-

ταλυτική διαδικασία, ενώ η υψηλά μη συντηρημένη αμινοξική αλληλουχία στο καρβοξυ-

τελικό άκρο επιτρέπει την αποδοχή και χρησιμοποίηση ενό̋ εύρου̋ υδρόφοβων ενώσεων ω̋ 

υποστρωμάτων. Επιπρόσθετα, η θέση, συνεισφέρει τα περισσότερα καταλυτικά αμινοξικά 

κατάλοιπα τα οποία αλληλεπιδρούν με το δεύτερο υδρόφοβο υπόστρωμα. Διαφορέ̋ στο καρ-

βοξυ-τελική περιοχή μπορεί να ευθύνονται για διαφορέ̋ στην εξειδίκευση των υποστρωμά-

των μεταξύ των διαφορετικών GST τάξεων (Sheehan et al., 2001). Τα Ν- και C-τελικά άκρα 

συνδέονται μεταξύ του̋ με μία συνδετική περιοχή 5-10 αμινοξέων. Οι τρισδιάστατε̋ πρωτεϊ-

νικέ̋ δομέ̋ των ενζύμων GST αποκαλύπτουν ότι οι G- και H-θέσει̋ εμφανίζουν μία σχετική 

κινητικότητα γεγονό̋ που πιθανότατα οδηγεί σε σημαντικέ̋ αλλαγέ̋ στη διαμόρφωση των 

υπομονάδων μετά τη δέσμευση του υποστρώματο̋. Ωστόσο, δεν είναι ακόμη γνωστό γιατί οι 

διαλυτέ̋ GSTs συνιστούν ομοδιμερή ακόμη  και όταν κάθε υπομονάδα ενό̋ ενζύμου είναι 

καταλυτικά ανεξάρτητη (Dixon et al, 2002).  

 

Η δέσμευση και ο σωστό̋ προσανατολισμό̋ τη̋ GSH, φαίνεται να αποτελούν σημαντικού̋ 

παράγοντε̋  για την καταλυτική διαδικασία και σαφέστατα επηρεάζονται από την G-θέση 

(Dixon et al. 2002). Η G-θέση προωθεί τον ιονισμό τη̋ σουλφρυλομάδα̋ τη̋ GSH που με τη 

σειρά τη̋ οδηγεί στον σχηματισμό ενό̋ ενεργού θειολικού ανιόντο̋ μέσω ενό̋ υδρογονικού 

δεσμού με την παρακείμενη υδροξυλομάδα. Στι̋ φυτικέ̋ GST την λειτουργία αυτή επιτελεί 

ένα αμινοξικό κατάλοιπο σερίνη̋. Η πιο ευμετάβλητη Η θέση, ευθύνεται για τη δέσμευση 

ενό̋ εύρου̋ υδρόφοβων υποστρωμάτων ποικίλλων χημικών δομών. Η κινητική μελέτη των 

ενζύμων όσον αφορά τη σύζευξη τη̋ GSH με πρότυπα υποστρώματα, υπέδειξε ότι ο μηχανι-

σμό̋ που ακολουθείται για τη δέσμευση των υποστρωμάτων είναι μηχανισμό̋ «τυχαία̋ δια-

δοχή̋ δυο υποστρωμάτων, δυο προϊόντων» (Labrou et al., 2001). Η συνολική ταχύτητα τη̋ 

αντίδραση̋, επομένω̋, προσδιορίζεται από τον ρυθμό απελευθέρωση̋ του προϊόντο̋ από το 

ενεργό κέντρο. 

 

Η γνώση των τρισδιάστατων πρωτεϊνικών δομών και τη̋ αρχιτεκτονική̋ των ενεργών κέ-

ντρων των ενζύμων GST υπήρξε αρωγό̋ στην ανάπτυξη ενζύμων με αυξημένη δραστικότητα 

έναντι των ξενοβιοτικών, επιτρέποντα̋ στου̋ γενετικά τροποποιημένου̋ οργανισμού̋ που 

προέκυπταν, να αποκτούν βελτιωμένη ενζυμική δράση έναντι μια̋ συγκεκριμένη̋ ξενοβιοτι-
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κή̋ ένωση̋. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η δημιουργία ενό̋ GST γονιδίου που 

προήλθε από τον συνδυασμό τεχνικών κατευθυνόμενη̋ μεταλλαξιγένεση̋ και DNA shuffling 

(Dixon et al. 2003). Το καινούριο γονίδιο ήταν χίμαιρα δυο GST γονιδίων τη̋ τ τάξη̋ από 

αραβόσιτο ενώ η σημειακή μετάλλαξη που πραγματοποιήθηκε αφορούσε την αντικατάσταση 

μια̋ γλουταμίνη̋ από μια λευκίνη. Το χιμαιρικό γονίδιο εμφάνισε αυξημένη δραστικότητα 

έναντι του ζιζανιοκτόνου fluorodifen κατά 29-φορέ̋. Τα διαγονιδιακά φυτά A. thaliana που 

μετασχηματίστηκαν με αυτό το γονίδιο εμφάνισαν υψηλότερη ανθεκτικότητα έναντι του συ-

γκεκριμένου ζιζανιοκτόνου, ενώ ο ρυθμό̋ ανάπτυξη̋ του̋ δεν επηρεάστηκε σημαντικά. Η 

αντικατάσταση του αμινοξικού καταλοίπου τη̋ γλουταμίνη̋ με αυτό τη̋ λευκίνη̋ έδειξε ότι 

ευνοείται η δέσμευση του συγκεκριμένου διφενυλαιθέρα (fluorodifen) στο ενεργό κέντρο τη̋ 

πρωτεΐνη̋. 

 

 

 

Η πρώτη ένδειξη παρουσία̋ GSTs σε βακτήρια αναφέρθηκε από τον Takashi Shishido όταν 

εντοπίστηκε GST δραστικότητα στο βακτηριακό στέλεχο̋ Escherichia coli (Shishido 1981). 

Από τότε, ένζυμα GSTs έχουν βρεθεί σε πολλού̋ αερόβιου̋ πρωκαρυωτικού̋ οργανισμού̋ 

συμπεριλαμβανομένων παθογόνων, για τον άνθρωπο και τα φυτά, μικροοργανισμών και βα-

κτηρίων του εδάφου̋. Αντιθέτω̋, μέχρι σήμερα δεν έχουν εντοπιστεί GSTs σε αναερόβια 

βακτήρια (Piccolomini 1991) ή σε Αρχαία, την άλλη ομάδα των προκαρυωτικών οργανι-

σμών. Η απουσία του ενζύμου σε αυτού̋ του̋ μικροοργανισμού̋ συνδέεται με την απουσία 

μηχανισμού σύνθεση̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ (Fahey 2001). 

 

 

 

Στι̋ πρώτε̋ μελέτε̋ οι οποίε̋ επικεντρώθηκαν στην αναζήτηση δραστικότητα̋ GST σε βα-

κτήρια χρησιμοποιούνταν, κατά κύριο λόγο, ω̋ υπόστρωμα το CDNB. Οι μελέτε̋ αυτέ̋ οδή-

γησαν στο συμπέρασμα ότι GST δραστικότητα στα βακτήρια είναι σπάνια ενώ τα επίπεδα 

τη̋ είναι σχετικά χαμηλά σε σύγκριση με αυτά που εμφανίζουν οι ευκαρυωτικοί οργανισμοί  

(Fahey & Sundquist 1991, Penninckx & Elskens 1993, Sheehan and Casey 1993). Η ανακά-

λυψη, όμω̋, τη̋ απαλογονάση̋ του διχλωρομεθανίου (DCMD) και GST ενζύμων σε μεθυλο-

τροφικά βακτήρια (Kohler-Staub & Leisinger 1985, Leisinger et al. 1994, Scholtz et al. 1988) 

καθώ̋ και ο καθαρισμό̋ και λεπτομερή̋ χαρακτηρισμό̋ GST ενζύμων από τα βακτήρια P. 

mirabilis (Di Ilio et al. 1988) και E. coli B (Iizuka et al. 1989) άλλαξαν τα μέχρι τότε δεδομέ-

να.  

 

1.8. ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΕΣ GSTS 

1.8.1. ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗ ΔΡΑΣΗ 
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Διαπιστώθηκε ότι ένζυμα που απομονώνονται από βακτηριακά στελέχη δεν εμφανίζουν δρα-

στικότητα μόνο με το CDNB αλλά και με τυπικά υποστρώματα των ευκαρυωτικών GST 

(Σχήμα1.18). Για παράδειγμα μεγάλο̋ αριθμό̋ GST ενζύμων από όλε̋ τι̋ τάξει̋ φαίνεται να 

παρουσιάζουν δραστικότητα ω̋ προ̋ διάφορα εποξείδια (Di Ilio et al. 1988, Mannervik & 

Danielson 1988, Nishida et al. 1994). Η πρόσφατη ανακάλυψη τη̋ πρωτεΐνη̋ YghU από το 

Escherichia coli αποκάλυψε μικρή έω̋ ανύπαρκτη δραστικότητα GSΤ έναντι των περισσότε-

ρων τυπικών ηλεκτρονιόφιλων υποστρωμάτων και μία σημαντική καταλυτική δράση έναντι 

διαφόρων οργανικών υδρουπεροξειδίων (Stourman et al. 2011). Παρόλ' αυτά, το CDNB απο-

τελεί το πιο ευρέω̋ χρησιμοποιούμενο υπόστρωμα για τον προσδιορισμό τη̋ ενζυμική̋ GST 

δραστικότητα̋, επειδή επιτρέπει την εύκολη φασματοφωτομετρική ανίχνευση του συζευγμέ-

νου με τη γλουταθειόνη προϊόντο̋. Οι βακτηριακέ̋ GSTs, ωστόσο, φαίνεται ότι δεν αποτε-

λούν ποσοτικά κυρίαρχε̋ πρωτεΐνε̋ στο κύτταρο (0.002 έω̋ 0.1%) αν κρίνουμε από του̋ 

συντελεστέ̋ καθαρισμού μέσω χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ (Iizuka et al. 1989, Nishida et al. 

1994, Piccolomini et al. 1989). Παρόλ'αυτα, η παρουσία των συγκεκριμένων ενζύμων σχετί-

ζεται με την αυξημένη ανοχή των βακτηρίων σε πολλά αντιβιοτικά  (Perito et al. 1996, 

Piccolomini et al. 1989), ενώ  μερικά ένζυμα φαίνεται να εμφανίζουν και δράση αλκυλ-

υπεροξειδάση̋ (Nishida et al. 1994, Piccolomini et al. 1989).   

 

Οι μικροβιακέ̋ GSTs δρουν και ω̋ απαλογονάσε̋ καθώ̋ διαδραματίζουν ένα ρόλο-κλειδί 

στη βιοαποικοδόμηση διάφορων χλωριωμένων, αλειφατικών και αρωματικών ξενοβιοτικών 

ενώσεων (Vuilleumier & Leisinger 1996, Wang et al. 1996) (Σχήμα1.18). Αλογονομένε̋ ε-

νώσει̋ χρησιμοποιούνται ευρέω̋ στη βιομηχανία και αποτελούν μία σημαντική και επικίνδυ-

νη ομάδα περιβαλλοντικών ρύπων. Οι βακτηριακέ̋ GSTs, χρησιμοποιώντα̋ γλουταθειόνη ω̋ 

συμπαράγοντα, καταλύουν διαφορετικέ̋ αντιδράσει̋ απαλογόνωση̋ όπω̋ την υδρολυτική 

απαλογόνωση του διχλωρομεθανίου σε φορμαλδεΰδη. Η συγκεκριμένη αντίδραση επιτρέπει 

σε μεθυλοτροφικά βακτήρια να αναπτύσσονται πάνω στο DCM χρησιμοποιώντα̋ το ω̋ μο-

ναδική πηγή άνθρακα και ενέργεια̋ (Leisinger et al. 1994). Η γλουταθειόνη στην περίπτωση 

αυτή δρα ω̋ συμπαράγοντα̋ στην καταλυτική αντίδραση και αναγεννάται κατά τη διάρκεια 

τη̋ καταλυτική̋ διαδικασία̋. Γονίδια GST που εντοπίστηκαν σε βακτηριακά στελέχη φαίνε-

ται να εμπλέκονται και στον μεταβολισμό αρωματικών ενώσεων όπω̋ αυτά που εντοπίστη-

καν στο βακτήριο Burkholderia strain LB400 που συμμετέχει στην αποικοδόμηση διφαινυλί-

ων (Seeger 1999) και στο Cycloclasticus oligotrophus RB1, ένα θαλάσσιο μεθυλοτροφικό 

βακτήριο που εμπλέκεται στο μεταβολισμό πολυκυκλικών αρωματικών υδρογονανθράκων 

(Wang et al. 1996) (Σχήμα1.18). 

 

Άλλε̋ βακτηριακέ̋ GST χρησιμοποιούν την GSH ω̋ αναγωγικό παράγοντα κατά την κατα-

λυτική διαδικασία οξειδώνοντα̋ την ανηγμένη γλουταθειόνη σε δισουλφίδιο του γλουταθεί-
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ου. Η αναγωγική απαλογόνωση τη̋ 2,3,5,6-τετραχλωρο-p-υδροξικινόνη̋ σε πενταχλωροφαι-

νόλη  από το Sphingomonas chlorophenolica (Nohynek et al. 1996 formerly identified as a 

Flavobacterium strain) που καταλύεται από το ένζυμο PcpC (Tetrachloro-p-hydroquinone 

Dehydrogenase) φαίνεται να εξαρτάται από την γλουταθειόνη που δρα ω̋ αναγωγικό̋ παρά-

γοντα̋ (Xun et al. 1992).  

 

Η αναγωγική διάσπαση των αιθερικών δακτυλίων (Σχήμα1.18) στου̋ αρυλ-γλυκερολ-β-

αρυλαιθέρε̋, που συναντώνται κυρίω̋ στη λιγνίνη, καταλύεται από το ένζυμο β-αιθεράση 

που κωδικοποιείται από δυο γονίδια, τα ligF κα ligE, τα οποία κλωνοποιήθηκαν και αλλη-

λουχήθηκαν από το  Pseudomonas paucimobilis SYK-6 (Masai et al. 1993). Το LigF θεωρεί-

ται ότι είναι η μοναδική βακτηριακή GST που ανήκει στην οικογένεια των μεμβρανικών 

πρωτεϊνών (Masai et al. 1993). 
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ΣΧΗΜΑ 1.18. Αντιδράσει̋ που καταλύονται από τι̋ βακτηριακέ̋ GSTs. (Α) Σύζευξη του 

CDNB ω̋ δεύτερο υπόστρωμα (Β) απαλογόνωση του DCM σε φορμαλδεΰδη (Γ) αναγωγική 

απαλογόνωση του TCHQ σε τριχλωρουδροκινόνη και τη̋ τριχλωρουδροκινόνη̋ σε 2,6- δι-

χλωρουδροκινόνη (Δ) cis-trans ισομερείωση του μαλειλακετοοξικού οξέο̋ (Ε) απαλογόνωση 

Α 

Β 

Γ 

Δ 

Ε 

ΣΤ 

Ζ 

Η 

Θ 

Ι 
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του 3-χλωρο-HOPDA (2-hydroxy-6-oxo-6-phenyl-2,4-hexadienoic acid) (ΣΤ) υποθετική με-

ταβολική οδό̋ τη̋ ατραζίνη̋ (Ζ) διάνοιξη του εποξειδικού δακτυλίου και αναγωγική απομά-

κρυνση τη̋ GSH στον μεταβολισμό του ισοπρενίου (Η) σπάσιμο του β-αρυλ-αιθέρα (Θ) τέ-

ταρτο στάδιο στο καταβολικό μονοπάτι του ναφθαλενίου (Ι) διάνοιξη του εποξειδικού δακτυ-

λίου τη̋ φωσφομυκίνη̋. 

 

 

 

 

Οι περισσότερε̋ από τι̋ βακτηριακέ̋ GSTs ανήκουν στην β τάξη η οποία είναι αποκλειστικά 

βακτηριακή ενώ από το 1998 έχουν προσδιοριστεί οι κρυσταλλικέ̋ δομέ̋  τεσσάρων αντι-

προσώπων τη̋: P. mirabilis GST (PmGST) (Rossjohn et al. 1998), E. coli GST (EcGST) (Ni-

shida et al. 1998), B. xenovorans BphK (BxGST) (Tocheva et al. 2006) και O. anthropi GST 

(OaGST) (Federici et al. 2007). Οι πληροφορίε̋ για τι̋ πρωτεϊνικέ̋ δομέ̋ των βακτηριακών 

GST σε συνδυασμό με τη χρήση τεχνικών κατευθυνόμενη̋ μεταλλαξιγένεση̋, έχουν επιτρέ-

ψει την αναλυτική διερεύνηση των δομικών και καταλυτικών ιδιοτήτων των  ενζύμων τη̋ β 

τάξη̋. 

 

Οι β τάξη̋ GSTs είναι ομοδιμερή με μήκο̋ αλυσίδα̋ 201–203 αμινοξικών καταλοίπων. Η 

τεταρτοταγή δομή τη̋ Ν-τελική̋ δομική̋ ενότητα̋ υιοθετεί μια χαρακτηριστική ‘‘GST ανα-

δίπλωση’’ ίδια με αυτήν τη̋ θειορεδοξίνη̋ (Katti et al., 1990, Martin, 1995, Wilce & Parker, 

1994) και ακολουθείται από μια C-τελική περιοχή αποτελούμενη από έλικε̋ η οποία συνδέε-

ται με τη Ν-τελική περιοχή με ένα μικρού μήκου̋ σύνδεσμο. Συγκρίνοντα̋ τι̋ κρυσταλλικέ̋ 

δομέ̋ ενζύμων GST, συμπεραίνουμε ότι η συνολική αναδίπλωση στι̋ πρωτεΐνε̋ τη̋ β τάξη̋ 

είναι σε μεγάλο βαθμό συντηρημένη, ενώ αξίζει να σημειωθεί ότι η κανονική αναδίπλωση 

των GSTs φαίνεται ουσιαστικά να διατηρείται από τα βακτήρια στα θηλαστικά. Ο προσανα-

τολισμό̋ των μονομερών μεταξύ των διαφορετικών διμερών είναι επίση̋ αξιοσημείωτα συ-

ντηρημένο̋ (Federici et al. 2007). 

 

Παρά το γεγονό̋ ότι η αναδίπλωση του μονομερού̋ στι̋ GSTs τη̋ β τάξη̋ είναι παρόμοια με 

εκείνη των άλλων cGSTs, η κοινή επιφάνεια μεταξύ των μονομερών παρουσιάζει διαφορέ̋. 

Σε αντίθεση με τι̋ GSTs των άλλων τάξεων, δεν παρατηρείται καμία ανοιχτή επιφάνεια σχή-

ματο̋ V μεταξύ των μονομερών (Rossjohn et al. 1998), ενώ ο υδρόφοβο̋ χαρακτήρα̋ τη̋ 

επιφάνεια̋ αλληλεπίδραση̋ των μονομερών που παρατηρείται στην πλειοψηφία των τάξεων, 

δεν παρατηρείται στι̋ GSTs τη̋ β τάξη̋ όπου έχει χαρακτήρα πολικό. Ω̋ συνέπεια των πα-

ραπάνω, το χαρακτηριστικό μοτίβο κλειδαριά̋-κλειδιού που συναντάται στι̋ GST τη̋ α, π 

και μ τάξη̋ αποτελούμενο από ένα προεξέχον αρωματικό κατάλοιπο του ενό̋ μονομερού̋ το 

1.8.2. ΔΟΜΗ ΤΩΝ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΩΝ GST 
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οποίο «κλειδώνει» σε μια υδρόφοβη «κλειδαριά» του έτερου μονομερού̋, απουσιάζει στι̋ 

GSTs τη̋ β τάξη̋ (Rossjohn et al. 1998, Federici et al. 2007). Υπάρχουν, όμω̋, αλλά δομικά 

μοτίβα που είναι χαρακτηριστικά για τι̋ GSTs από θηλαστικά τα οποία εμφανίζονται και στι̋ 

GSTs τη̋ β τάξη̋, αποκαλύπτοντα̋ την αρχαία κοινή προέλευση του̋. Ανάμεσα σε αυτά, το 

“N-κουτί προσαρμογή̋” (N-capping box) και τα διαδοχικά υδρόφοβα μοτίβα στο N-άκρο τη̋ 

έκτη̋ έλικα̋ τη̋ καρβοξυ-τελική̋ περιοχή̋ (Σχήμα 1.19) παίζουν ένα σημαντικό σταθερο-

ποιητικό ρόλο ενώ συμμετέχουν στι̋ αλληλεπιδράσει̋ με την αμινο-τελική περιοχή (Allocati 

et al. 2006).  

 

 

 

 

 

Επιπρόσθετα, έχει παρατηρηθεί ένα δομικό μοτίβο στα β τάξη̋ ένζυμα που φαίνεται να συ-

ναντάται αποκλειστικά στη συγκεκριμένη τάξη. Το μοτίβο αυτό σχηματίζεται από ένα δίκτυο 

υδρογονικών δεσμών, το οποίο εντοπίζεται κοντά στη G θέση και λειτουργεί ω̋ «φερμουάρ» 

ανάμεσα στην τελική έλικα τη̋ C-τελική̋ περιοχή̋ και την αρχική έλικα τη̋ Ν-τελική̋ περι-

οχή̋ (Σχήμα 1.20). Μάλιστα, μερική διατάραξη του συγκεκριμένου μοτίβου έδειξε να έχει 

ΣΧΗΜΑ 1.19. Η περιοχή με τα αμινοξικά κατάλοιπα που σχηματίζουν το μοτίβο “N-κουτί προσαρμο-

γή̋” (N-capping box) στο ένζυμο PmGST B1-1 (Αllocati et al. 2006). H α1-έλικα παρουσιάζεται με 

μπλε χρώμα και η α6- έλικα με πράσινο χρώμα. Το μοτίβο (Ser/Thr-Xaa-Xaa-Asp) που ονομάζεται 

“capping box” (Baker & Hubbard 1984, Dasgupta & Bell, 1993, Harper & Rose 1993) εμφανίζεται 

στην αρχή τη̋ α6-έλικα̋ σε όλε̋ τι̋ γνωστέ̋ GSTs. To συγκεκριμένο μοτίβο φαίνεται να διαδραματί-

ζει σημαντικό ρόλο στη διαμόρφωση τη̋ α6 έλικα̋ και αποτελεί ένα αυστηρά συντηρημένο μοτίβο του 

υδρόφοβου πυρήνα των GSTs. 
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δραματικέ̋ συνέπειε̋ τοσο στην σταθερότητα οσο και στη λειτουργικότητα τη̋ πρωτεΐνη̋ 

OaGST (Federici et al. 2007). 

 

 

 

 

 

Η γλουταθειόνη δεσμεύεται στι̋ GSTs τη̋ β τάξη̋ με διάφορου̋ τρόπου̋, γεγονό̋ που συμ-

φωνεί με αυτό που παρατηρείται και στα ένζυμα των υπόλοιπων τάξεων. Διάφορε̋ αλληλεπι-

δράσει̋, πολικέ̋ και υδροφοβικέ̋, συνεισφέρουν στη σταθεροποίηση τη̋ συμπεριλαμβανο-

μένου ενό̋ υδρογονικού δεσμού με ένα ασπαρτικό αμινοξικό κατάλοιπο του άλλου μονομε-

ρού̋ (Rossjohn et al. 1998, Federici et al. 2007). 

 

Το σύνολο των GST τη̋ β τάξη̋ χαρακτηρίζονται από την παρουσία μια̋ συντηρημένη̋ κυ-

στεΐνη̋ κοντά στη σουλφυδρυλομάδα τη̋ GSH. Ωστόσο, η απόσταση μεταξύ των δύο ατό-

μων θείου του δισουλφιδικού δεσμού ποικίλλει μεταξύ των βακτηριακών GSTs όπω̋ αποκά-

ΣΧΗΜΑ 1.20. Τα αμινοξικά κατάλοιπα και το δίκτυο υδρογονικών δεσμών κοντά στη G θέση δέσμευ-

ση̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ στο ένζυμο OaGST (Federici et al. 2007). Το συγκεκριμένο μοτίβο είναι συ-

ντηρημένο στην πλειοψηφία των βακτηριακών GSTs. 
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λυψε η κρυσταλλική δομή τριών ενζύμων (PmGST, OaGST, BxGST) (Rossjohn et al. 1998, 

Federici et al. 2007, Tocheva et al. 2006). Επιπρόσθετα, έχει παρατηρηθεί ότι ένα αμινοξικό 

κατάλοιπο ιστιδίνη̋ που βρίσκεται σε απόσταση σχηματισμού υδρογονικού δεσμού με τη 

σουλφυδρυλομάδα τη̋ GSH φαίνεται να είναι συντηρημένο σε πολλέ̋ GTSs τη̋ β τάξη̋  σε 

αντίθεση με ένα αμινοξικό κατάλοιπο σερίνη̋ που επίση̋ βρίσκεται σε απόσταση σχηματι-

σμού υδρογονικού δεσμού με τη σουλφυδρυλομάδα τη̋ GSH αλλά δεν είναι συντηρημένο 

(Nishida et al. 1998, Federici et al. 2007, Tocheva et al. 2006). Είναι αξιοσημείωτο το γεγο-

νό̋ ότι μεταλλάξει̋ στι̋ δυο βακτηριακέ̋ GSTs PmGST and EcGST έδειξαν ότι κανένα από 

το προαναφερόμενα αμινοξικά κατάλοιπα (Ser9, Cys10 and His106) δεν απαιτούνται προκει-

μένου να ενεργοποιηθεί η GSH προ̋ σύζευξη υποστρωμάτων, γεγονό̋ που υποδηλώνει ότι, 

σε αντίθεση με GSTs από θηλαστικά, η σταθεροποίηση του GS
-
 ανιόντο̋ είναι πιθανόν απο-

τέλεσμα ενό̋ δικτύου αλληλεπιδράσεων (Casalone et al. 1998, Allocati et al. 2000, Inoue et 

al. 2000). Δυο άλλε̋ βακτηριακέ̋ πρωτεΐνε̋ εμφανίζουν σημαντική αμινοξική ομοιότητα με 

τι̋ μιτοχονδριακέ̋ GTS τη̋ κ τάξη̋, η DsbA και η ισομεράση HCCA. Το ένζυμο HCCA υιο-

θετεί την ιδία τοπολογία με τι̋ GTS τη̋ κ τάξη̋ με ελάχιστε̋ διαφορέ̋ που αφορούν τον 

τρόπο δέσμευση̋ τη̋ GSH (Thompson et al. 2007), ενώ η πρωτεΐνη DsbA αποτελεί δομικό 

και όχι λειτουργικό ομόλογο των ενζύμων τη̋ κ τάξη̋ αφού το ενεργό κέντρο τη̋ δεν δε-

σμεύει τη GSH και λόγω του μοτίβου του έχει τη δυνατότητα να εκτελεί οξειδοαναγωγικέ̋ 

καταλύσει̋ (Martin et al. 1993). 

 

ΣΧΗΜΑ 1.21. Πρωτεϊνική δομή τη̋ πρωτεΐνη̋ atGST1: παρουσιάζονται τα μονομερή τη̋ πρωτεΐνη̋ 

atGST1 όπου διακρίνονται το N-τελικό άκρο (μπλε) και το C- τελικό άκρο (κόκκινο). Οι έλικε̋ (H1–

H12) και οι β-στροφέ̋ (b1–b4) είναι αριθμημένε̋ (Κοssloff et al. 2006). 
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Η δομική γονιδιωματική αποτελεί αρωγό στην κατανόηση τη̋ εξέλιξη̋ τη̋ πρωτεϊνική̋ ανα-

δίπλωση̋ και του λειτουργικού προφίλ των πρωτεϊνών, των οποίων ο ρόλο̋ προέκυπτε στο 

παρελθόν από υποθέσει̋ βασισμένε̋ μόνο στην ευθυγράμμιση των αμινοξικών του̋ αλλη-

λουχιών. Χαρακτηριστική περίπτωση ενό̋ τέτοιου παραδείγματο̋ αποτελεί το γονίδιο 

Atu5508 του βακτηριακού στελέχου̋ Ag. Tumefaciens του οποίου η δομή προσδιορίστηκε 

πρόσφατα (Kosloff et al. 2006). Η πρωτεΐνη είναι διμερή̋ (Σχήμα 1.21), δεσμεύει τη GSH 

και υιοθετεί μια κανονική GST αναδίπλωση παρά το γεγονό̋ ότι παρουσιάζει ποσοστό ο-

μοιότητα̋ <20% σε σύγκριση με τι̋ αμινοξικέ̋ αλληλουχίε̋ ήδη χαρακτηρισμένων cGSTs. 

Η συγκεκριμένη πρωτεΐνη είναι μια λειτουργική GST αφού καταλύει την αντίδραση σύζευ-

ξη̋ τη̋ GSH με το π-βενζυλοχλωρίδιο, που αποτελεί υπόστρωμα των GST. H αναδίπλωση 

τη̋ πρωτεΐνη̋ και η δομική τη̋ ανάλυση υποδεικνύουν ότι το συγκεκριμένο ένζυμο σχετίζε-

ται περισσότερο με τι̋ GSTs από θηλαστικά παρά με τι̋ βακτηριακέ̋ GSTs. Συγκεκριμένα, 

στερείται τα δομικά χαρακτηριστικά των GSTs τη̋ β τάξη̋ συμπεριλαμβανομένη̋ τη̋ απου-

σία̋ των καταλυτικών αμινοξέων κυστεΐνη̋ και ιστιδίνη̋ στη G θέση και τη̋ παρουσία̋ του 

υδρόφοβου μοτίβου κλειδαριά̋-κλειδιού στην κοινή επιφάνεια επαφή̋ μεταξύ των μονομε-

ρών. Για του̋ λόγου̋ αυτού̋ προτάθηκε η συγκεκριμένη πρωτεΐνη ω̋ πρότυπο μια̋ νέα̋ τά-

ξη̋ βακτηριακών GSTs η οποία περιλαμβάνει διάφορε̋ ομόλογε̋ πρωτεΐνε̋ που ανακαλύφ-

θηκαν αναλύοντα̋ μια μεγάλη σειρά περιβαλλοντικών δειγμάτων (Kosloff et al. 2006). 

 

 

 

 

 

Τα ένζυμα GSTs είναι μια οικογένεια πρωτεϊνών με λειτουργική ποικιλότητα που καλύπτει 

διαδικασίε̋ από την αποτοξίνωση μέχρι τη βιοσύνθεση. Κύριο̋ ρόλο̋ των ενζύμων αποτελεί 

η κατάλυση τη̋ σύζευξη̋ μη πολικών ενώσεων που περιέχουν ένα ηλεκτρονιόφιλο άτομο 

άνθρακα, αζώτου ή θείου με τη GSH, συμβάλλοντα̋ στο μεταβολισμό φαρμάκων, παρασιτο-

κτόνων και άλλων ξενοβιοτικών ουσιών. Η καταλυτική και δομική ποικιλότητα των GSTs 

αποτελούν τη βάση για την αποτελεσματική αξιοποίηση και εφαρμογή των ενζύμων. Τα τε-

λευταία χρόνια, σημαντικέ̋ πρόοδοι έχουν γίνει για την κατανόηση τη̋ δομή̋ και τη̋ λει-

τουργία̋ των GSTs. Καθώ̋ η έρευνα που αφορά τι̋ ιδιότητε̋ νέων ισοενζύμων στα φυτά, τα 

θηλαστικά ή τα μικρόβια συνεχίζεται, οι τομεί̋ τη̋ γονιδιωματική̋ και πρωτεωμική̋ θα πα-

ρέχουν περισσότερε̋ γνώσει̋ και πληροφορίε̋ για την παρουσία και δραστικότητα των GSTs 

στο κύτταρο.  

 

Οι βιοτεχνολογικέ̋ εφαρμογέ̋ των ενζύμων GSTs καλύπτουν σήμερα ένα ευρύ φάσμα επι-

στημονικών κλάδων. Στην ιατρική οι GSTs μελετώνται στον τομέα τη̋ διάγνωση̋ και παρα-

1.9. BΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΚΕΣ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΩΝ GSTS 

1.9.1. ΙΑΤΡΙΚΗ 
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κολούθηση̋ κλινικών περιπτώσεων καρκίνου. Ορισμένα ένζυμα GST χρησιμοποιούνται ω̋ 

ανοσοιστολογικοί δείκτε̋ για πολλού̋ τύπου̋ καρκίνου καθώ̋ αύξηση στα επίπεδα έκφρα-

ση̋ των ενζύμων αυτών συνδέονται με τη διάγνωση διαφόρων μορφών καρκίνου και τον ε-

ντοπισμό προκαρκινικών κυτταρικών βλαβών (Habdous et al. 2002). Τα τελευταία χρόνια  

πραγματοποιούνται επιδημιολογικέ̋ μελέτε̋ οι οποίε̋ διερευνούν τη σχέση μεταξύ γενετικών 

πολυμορφισμών των GST και συγκεκριμένων ασθενειών όπω̋ ο καρκίνο̋ τη̋ ουροδόχου 

κύστη̋ (Covolo et al. 2008). Βρέθηκε μάλιστα ότι πολυμορφισμοί σε ανθρώπινα GST γονίδια 

συνδέονται με τον τρόπο αντίδραση̋ του οργανισμού στην θεραπεία κατά του καρκίνου 

(Oldenburg et al. 2007, Sweeney et al. 2003, Stoehlmacheret et al. 2002, Nunes et al. 2009, 

Keller, et al. 2006, Yoshiga & Soya 2005, Keller, et al. 2002) 

 

Οι παραλλαγέ̋ αυτέ̋ των τρανσφερασών του γλουταθείου θα βοηθήσουν στο μέλλον για την 

επιλογή τη̋ καλύτερη̋ εξατομικευμένη̋ θεραπεία̋ για διάφορου̋ τύπου̋ καρκίνου 

(Oldenburg et al. 2007, Sweeney et al. 2003). Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί το αλ-

λοένζυμο GSTP1 105Val το οποίο φαίνεται να σχετίζεται με την επιμήκυνση τη̋ διάρκεια̋ 

ζωή̋ ασθενών σε προχωρημένα στάδια καρκίνου του παχέο̋ εντέρου που λάμβαναν συνδυα-

σμένη χημειοθεραπεία (Stoehlmacheret et al. 2002). Τα ένζυμα GSTs δεν σχετίζονται μόνο 

με τον καρκίνο. Τα υψηλά επίπεδα έκφραση̋ ισοενζύμων τη̋ π και α τάξη̋ φαίνεται να συν-

δέονται επίση̋ με ασθένειε̋ στο συκώτι και του̋ νεφρού̋ (Sundberg et al. 1994). Σε μία άλ-

λη έρευνα, οι Güven et al. (2011) μελέτησαν την επίδραση των γενετικών πολυμορφισμών 

των GSTs GSTM1, GSTT1 και GSTP1 στι̋ εκφυλιστικέ̋ αλλαγέ̋ στην ωχρά κηλίδα του οφ-

θαλμού που οδηγούν σε απώλεια τη̋ κεντρική̋ όραση̋. GSTs που απομονώθηκαν από μετα-

ξοσκώληκα, εμφάνισαν προστατευτική δράση προλαμβάνοντα̋ την υπατοτοξικότητα σε πο-

ντίκια που του̋ χορηγήθηκε τετραχλωράνθρακα̋ (Yan et al. 2011). 

 

Οι ω τάξη̋ GSTs (GSTO) εμφανίζουν ένα μοναδικό εύρο̋ ενζυμικών ιδιοτήτων σε σύγκριση 

με άλλε̋ GSTs. Το ισοένζυμο GSTO1-1 δρα ω̋ ρεδουκτάση του διυδροασκορβικού οξέο̋ 

και θειολτρανσφεράση ενώ καταλύει επίση̋ και την αναγωγή ενό̋ ενδιάμεσου προϊόντο̋, 

του μονομεθυλαρσενικικού οξέο̋, στο μεταβολικό μονοπάτι βιομετατροπή̋ του αρσενικικού 

οξέο̋ (Board et al. 2000, Li et al. 2006). Ανάμεσα στι̋ λειτουργίε̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ GSTO1-1 

συμπεριλαμβάνεται η αλληλεπίδραση τη̋ με ουσίε̋ αναστολεί̋ τη̋ κυτοκινίνη̋ ενώ επίση̋ 

δρα ενεργοποιώντα̋ του̋ υποδοχεί̋ τη̋ ρυανοδίνη̋. Επιπλέον, η δράση τη̋ GSTO1 έχει 

συνδεθεί με την ηλικία εμφάνιση̋ των ασθενειών του Αλτσχάιμερ και του Πάρκινσον (Li et 

al. 2006). Στην περίπτωση αυτή, ο ρόλο̋ του ενζύμου στη μείωση του διυδροασκορβικού 

οξέο̋ στον εγκέφαλο μπορεί να σχετίζεται με την ηλικία εμφάνιση̋ των δυο ασθενειών  (Li 

et al. 2006, Allen et al. 2003).  
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Σημαντικό̋ είναι επίση̋ ο ρόλο̋ των GSTs στον τομέα τη̋ περιβαλλοντική̋ εξυγίανση̋, κα-

θώ̋ έχουν την ικανότητα βιοαποικοδόμηση̋ τοξικών περιβαλλοντικών ρύπων συμπεριλαμ-

βανομένων επικίνδυνων ζιζανιοκτόνων, εντομοκτόνων  (Roberts et al., 2001) και βαρέων 

μετάλλων (Cursino et al., 2000). Αξίζει να τονισθεί ότι η συμβολή των μεθόδων τη̋ πρωτεϊ-

νική̋ μηχανική̋ και του ανασυνδυασμένου DNA θεωρείται πολύ σημαντική για τη δημιουρ-

γία βελτιωμένων μορφών ενζύμων GSTs με αυξημένη καταλυτική και αποτοξινωτική δράση 

έναντι τοξικών επιβλαβών ενώσεων. Τα μεταλλαγμένα αυτά ένζυμα προκύπτουν από τροπο-

ποίηση συγκεκριμένων αμινοξικών καταλοίπων μέσω σημειακή̋ κατευθυνόμενη̋ μεταλλα-

ξογένεση̋ οπότε δημιουργούνται σημειακέ̋ μεταλλαγέ̋ σε αμινοξικά κατάλοιπα τη̋ ενεργή̋ 

περιοχή̋ του ενζύμου (Κλώνη̋, 2007). Η επιλογή των αμινοξικών καταλοίπων που τροπο-

ποιούνται βασίζεται σε πληροφορίε̋ που αντλούνται από την τριτοταγή δομή τη̋ πρωτεΐνη̋, 

καθώ̋ και το αμινοξικό και λειτουργικό τη̋ προφίλ (ορθολογικό̋ σχεδιασμό̋). Υιοθετώντα̋ 

τη συγκεκριμένη μέθοδο, η σημειακή μετάλλαξη Ile118Phe στο ένζυμο ZmGSTF1 οδήγησε 

σε τετραπλάσια δραστικότητα έναντι του ζιζανιοκτόνου Alachlor (Labrou et al., 2004; La-

brou et al., 2005). Οι Dixon et al., (2003) δημιούργησαν ένα γονίδιο gst με αυξημένη καταλυ-

τική δράση κατά 29 φορέ̋ έναντι του ζιζανιοκτόνου fluorodifen. Τα διαγονιδιακά φυτά τη̋ A. 

thaliana που έφεραν το γονίδιο αυτό, επέδειξαν υψηλότερη ανοχή έναντι του fluorodifen, με 

αποτέλεσμα η αύξησή του̋ να μην επηρεάζεται σε μεγάλο βαθμό από την τοξική του δράση 

(Basantani and Srivastana, 2007). 

 

Η απομάκρυνση των ανθρωπογενών, οργανικών ρύπων από το περιβάλλον θεωρείται ω̋ ένα 

από τα βασικά θέματα για τη βιώσιμη ανάπτυξη του πλανήτη τον 21ο αιώνα. Στα σημαντικό-

τερα πλεονεκτήματα τη̋ βιοεξυγίανση̋ περιλαμβάνονται η αποτελεσματική επί τόπου απο-

δόμηση τοξικών ουσιών με χαμηλότερο κόστο̋ σε σύγκριση με τι̋ παραδοσιακέ̋ φυσικο-

χημικέ̋ μεθόδου̋ απορρύπανση̋. Επιπλέον, η τεχνική τη̋ βιοεξυγίανση̋ αποτελεί μια μέθο-

δο ελάχιστη̋ διαταραχή̋ του μολυσμένου περιβαλλοντικού μέσου κατά την εφαρμογή τη̋ 

για αυτό και κατατάσσεται στι̋ ήπιε̋ τεχνολογίε̋ (soft technologies) (Paul et al. 2005, Su-

therland et al. 2004). Το βιοτεχνολογικό αυτό εργαλείο, χρησιμοποιεί ολόκληρου̋ μικροορ-

γανισμού̋, που είτε φυσικά υπάρχουν είτε εισάγονται στο περιβάλλον, ή απομονωμένα ένζυ-

μα με σκοπό την αποικοδόμηση επίμονων ρυπαντών και τη μετατροπή του̋ σε μη ή λιγότερο 

τοξικέ̋ ενώσει̋. Σε πολλέ̋ περιπτώσει̋, η βιοαπαοκατάσταση μπορεί να συνδυαστεί με συ-

μπληρωματικέ̋ φυσικέ̋, χημικέ̋ ή μηχανικέ̋ διαδικασίε̋ προκειμένου να βελτιωθεί η αξιο-

1.9.2. ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝ 
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πιστία και η αποτελεσματικότητα τη̋ αποτοξίνωση̋. Η μικροβιακή βιοεξυγίανση η οποία 

χρησιμοποιεί φυσικά μικρόβια σε συνδυασμό με μηχανικέ̋ προσεγγίσει̋ αποτελεί σήμερα 

τον κύριο μηχανισμό για την απομάκρυνση χαμηλού και υψηλού μοριακού βάρου̋, πολυκυ-

κλικών αρωματικών υδρογονανθράκων (PAHs). Στην πραγματικότητα, σε αυτόν τον τομέα 

τη̋ βιοτεχνολογία̋, χρησιμοποιούνται και πολλέ̋ άλλε̋ εναλλακτικέ̋ μέθοδοι όπω̋ είναι η 

εφαρμογή τη̋ in situ βιοδιέγερση̋ (βιοεξαερισμό̋ (bioventing), τη̋ φυσική̋ εξασθένηση̋ 

(natural attenuation) (El Fantroussi & Agathos 2005, Thompson et al. 2005) ή των ex situ τε-

χνολογιών (π.χ. βιοκύτταρα, τεχνική landfarming) (Labrou et al. 2004). 

 

 

 

Tα τελευταία χρόνια, η ενζυμική βιοαποκατάσταση αποτελεί μία πολλά υποσχόμενη μέθοδο 

αφού τα ένζυμα παρέχουν πιο απλά συστήματα από έναν ολόκληρο οργανισμό (Sutherland et 

al. 2004, Pieper et al. 2004). Η ενζυμική βιοαποκατάσταση ενδείκνυται για τι̋ περισσότερε̋ 

ξενοβιοτικέ̋ ενώσει̋ όπω̋ για παράδειγμα, του̋ πολυκυκλικού̋ αρωματικού̋ υδρογονάν-

θρακε̋ (PAH) (Samanta 2002), τι̋ πολυνιτρικέ̋ αρωματικέ̋ ενώσει̋ (Ramos et al. 2005), τα 

φυτοφάρμακα, τα χλωριωμένα βιομηχανικά απόβλητα, τι̋ συνθετικέ̋ χρωστικέ̋, τα πολυμε-

ρή και τα συντηρητικά ξύλου (κρεόσωτο, πενταχλωροφαινόλη) (Bajpai 2004) (Σχήμα 1.22). 

Επομένω̋, βασικό θέμα αποτελεί η αναζήτηση μικροοργανισμών που μπορούν να τρέφονται 

με ένα συγκεκριμένο ρύπο και στη συνέχεια η  προσπάθεια για τον προσδιορισμό του ενζύ-

μου (-ων) τα οποία είναι υπεύθυνα.  

 

Ιστορικά, τα πιο μελετημένα ένζυμα στον τομέα τη̋ βιοαποκατάσταση̋ είναι οι βακτηριακέ̋ 

μονο-ή δι-οξυγενάσε̋, οι ρεδουκτάσε̋, οι απαλογονάσε̋, ορισμένε̋ τρανσφεράσε̋, οι μονο-

οξυγενάσε̋ του κυτοχρώματο̋  P450, ένζυμα από μύκητε̋ που εμπλέκονται στον μεταβολι-

σμό τη̋ λιγνίνη̋ (λακάσε̋, υπεροξειδάσε̋ τη̋ λιγνίνη̋ και του μαγγανίου) και οι βακτηρια-

κέ̋ φωσφοτριεστεράσε̋ (Pieper et al. 2004). 

 

Πρόσφατα προέκυψαν νέε̋ εξελίξει̋ στον σχεδιασμό και την εφαρμογή ενζυμικών «κοκτέιλ» 

για την βιοεπεξεργασία των υγρών αποβλήτων. Από περιβαλλοντική άποψη, η χρήση των 

ενζύμων, αντί χημικών ουσιών ή μικροοργανισμών αναμφίβολα παρουσιάζει ορισμένα πλεο-

νεκτήματα (Ahuja et al. 2004). Αρχικά, η βιομετατροπή των ρυπογόνων ενώσεων δεν παρά-

γει τοξικά παραπροϊόντα όπω̋ συμβαίνει συχνά με τι̋ χημικέ̋ και ορισμένε̋ μικροβιακέ̋ 

διαδικασίε̋, καθώ̋ τα ένζυμα πέπτονται, in situ, από του̋ γηγενεί̋ μικροοργανισμού̋. Επί-

ση̋ ενισχύεται η δυνατότητα να παράγονται ένζυμα σε μεγαλύτερη κλίμακα, με αυξημένη 

σταθερότητα ή/και δραστικότητα και χαμηλότερο κόστο̋ χρησιμοποιώντα̋ την τεχνολογία 

1.9.2.2.  ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΒΙΟΑΠΟΚΑΤΑΣΤΑΣΗ  
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του ανασυνδυασμένου DNA. Τέλο̋ σημαντικό πλεονέκτημα αποτελεί η ευκολία και ευελιξία 

στη χρήση ενζύμων σε σύγκριση με τη χρήση ολόκληρων βακτηρίων. 

 

 

 

 

Κατά την ενζυμική βιοαποκατάσταση, θεωρείται επιτακτική η ανάγκη να διατηρούνται οι 

βέλτιστε̋ συνθήκε̋ για το ένζυμο καθ’όλη τη διάρκεια τη̋ διαδικασία̋. Αυτό 

απαιτεί φθηνά παραγόμενα ένζυμα (ετερόλογη̋ έκφραση̋), με υψηλή συγγένεια ω̋ προ̋ το 

υπόστρωμα (τη̋ τάξεω̋ των μM), τα οποία υποστηρίζουν χιλιάδε̋ κύκλου̋ διεργασιών. Την 

ίδια στιγμή, τα ένζυμα θα πρέπει να εμφανίζουν ανθεκτικότητα σε μια σειρά εξωτερικών πα-

ραγόντων και χαμηλή εξάρτηση από ακριβού̋ οξειδοαναγωγικού̋ παράγοντε̋ (όπω̋ το 

ΣΧΗΜΑ 1.22. Παραδείγματα ξενοβιοτικών ενώσεων οι οποίε̋ αποτελούν επικίνδυνου̋ τοξικού̋ 

περιβαλλοντικού̋ ρύπου̋.  
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NAD(P)H), που θα μπορούσαν να αποδειχθούν απαγορευτικοί (Sutherland et al. 2004). Προ-

φανώ̋, μια ιδανική μέθοδο̋ βιοαποκατάσταση̋ θα απαιτούσε την ταυτόχρονη βελτίωση 

πολλών ταυτόχρονα ενζυμικών ιδιοτήτων, όπω̋ η ταυτόχρονη βελτίωση τη̋ σταθερότητα̋ 

και δραστικότητα̋ του ενζύμου. 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 1.23. Σύγκριση του ορθολογικού σχεδιασμού των πρωτεϊνών και τη̋ κατευθυνόμενη̋ εξέλι-

ξη̋. Κατά τη διάρκεια του ορθολογικού σχεδιασμού πρωτεϊνών, οι μεταλλάξει̋ σχεδιάζονται με βάση 

Δομή πρωτεΐνη̋ 

1. Σχεδιασμό̋ μεταλλάξεων 

2. Κατευθυνόμενη μεταλλαξ. 

Φορεί̋ που φέρουν τα με-

ταλλαγμένα γονίδια 

Μετασχηματισμό̋ σε E. coli 

1. Πρωτεϊνική έκφραση 

2. Καθαρισμό̋ πρωτεΐνη̋ 

Τυχαία μεταλλαξιγένεση 

Βιβλιοθήκη μεταλλαγμένων 

γονιδίων 

Μετασχηματισμό̋ 

σε E. coli 

Βιβλιοθήκη μεταλλαγ-

μένων κλώνων 

Πρωτεϊνική έκφραση σε 

μικροπλακίδια 

Παράμετροι επιλογή̋: 

-Εύρο̋ υποστρωμάτων 

-Σταθερότητα σε οργ. διαλ. 

-Σταθερότητα σε συνθήκε̋  

  αντίδραση̋   

-Θερμοσταθερότητα 
Μεταλλαγμένα 

ένζυμα 

Χαρακτηρισμό̋ πρωτεΐνη̋: 

-Εύρο̋ υποστρωμάτων 

-Κινητική μελέτη 

-Σταθερότητα 

-Εναντιοεκλεκτικότητα 

Ανάλυση 

Ανάλυση 

προϊόντο̋ 

Αρνητικέ̋ 

μεταλλάξει̋ 

Βελτιωμένε̋ μεταλλαγμένε̋ 

μορφέ̋ 

In vitro-ανασυνδυασμό̋ 

(DNA-shuffling) 

Γονίδια 
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την πρωτεϊνική του̋ δομή και στη συνέχεια πραγματοποιούνται με κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση. 

Μετά τον μετασχηματισμό του̋ σε έναν ξενιστή (π.χ. E. coli), η μεταλλαγμένη μορφή εκφράζεται, 

υπόκειται σε καθαρισμό και μελετάται για την εύρεση των επιθυμητών ιδιοτήτων. Η 'κατευθυνόμενη 

εξέλιξη' ξεκινά με την προετοιμασία βιβλιοθηκών μεταλλαγμένων γονιδίων που προήλθαν από τυχαία 

μεταλλαξιγένεση, οι οποίε̋ εκφράστηκαν στη συνέχεια σε έναν ξενιστή. Οι βιβλιοθήκε̋ πρωτεϊνών 

συνήθω̋ μελετώνται και ελέγχονται χρησιμοποιώντα̋ μια σειρά από παραμέτρου̋ επιλογή̋. Ο χαρα-

κτηρισμό̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ και η ανάλυση του προϊόντο̋ αποκαλύπτουν τι̋ επιθυμητέ̋ και αρνητικέ̋ 

μεταλλαγμένε̋ μορφέ̋. Η μέθοδο̋ του in vitro ανασυνδυασμού με DNA επανασύνδεση (DNA 

shuffling), για παράδειγμα, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για περαιτέρω βελτιώσει̋. Και οι δύο προσεγγί-

σει̋ πρωτεϊνική̋ μηχανική̋ μπορούν να επαναληφθούν ή να συνδυαστούν μέχρι να προκύψουν βιοκα-

ταλυτέ̋ με τι̋ επιθυμητέ̋ ιδιότητε̋. 

 

 

Πολλά από αυτά τα θέματα έχουν λυθεί επιτυχώ̋ χρησιμοποιώντα̋ τεχνικέ̋ κατευθυνόμενη̋ 

εξέλιξη̋ του ενζύμου ή με ορθολογιστικέ̋ και ημι-ορθολογιστικέ̋ προσεγγίσει̋ (Arnold 

2001, Tao and Cornish, 2002, Chica et al. 2005). Ο ορθολογικό̋ σχεδιασμό̋ αρχίζει από τη 

μελέτη τη̋ πρωτεϊνική̋ δομή̋ (ή ενό̋ ομόλογου μοντέλου), με τη βοήθεια τη̋ οποία̋ εντοπί-

ζονται τα αμινοξικά κατάλοιπα-κλειδιά.  Στη συνέχεια εισάγονται σε γονιδιακό επίπεδο και 

προκύπτει η μεταλλαγμένη μορφή στην οποία αναζητούνται οι επιθυμητέ̋ ιδιότητε̋ (Σχήμα 

1.23). Η κατευθυνόμενη εξέλιξη ξεκινά από ένα ή περισσότερα (ομόλογα) γονίδια, τα οποία 

υπόκεινται σε μια σειρά από μεθόδου̋ τυχαία̋ μεταλλαξιγένεση̋. Από τι̋ προκύπτουσε̋ βι-

βλιοθήκε̋ μεταλλαγμένων κλώνων ή τι̋ χίμαιρε̋ που παράγονται, οι επιθυμητέ̋ μεταλλαγ-

μένε̋ μορφέ̋ πρέπει στη συνέχεια να χαρακτηριστούν χρησιμοποιώντα̋ υψηλή̋ απόδοση̋ 

screening ή μεθόδoυ̋ επιλογή̋ (Σχήμα 1.23). Με τη βοήθεια τεχνικών κατευθυνόμενη̋ εξέ-

λιξη̋, νέα βελτιωμένα χαρακτηριστικά μπορούν να αποδοθούν σε ένζυμα τα οποία δεν πα-

ρουσιάζουν συγγένεια έναντι καινούριων ή ελάχιστα οικοδομήσιμων ξενοβιοτικών (εντομο-

κτόνα, ζιζανιοκτόνα, μυκητοκτόνα, μυκοτοξίνε̋) (Raillard et al. 2001, Cho et al. 2002, Yang 

et al. 2003).  

 

 

 

Η οικογένεια των φυτικών GSTs αποτελείται από οκτώ τάξει̋ (φ, τ, θ, ζ, λ, ρεδουκτάση του 

διυδροασκορβικού) και είναι ιδιαίτερα πολυπληθή̋ (Edwards & Dixon 2005, McGonigle et 

al. 2000).  Συνολικά 25 ένζυμα έχουν βρεθεί στη σόγια (Glycine max), 42 στο σιτάρι (Zea 

mays) 59 στο ρύζι (Oryza sativa), και 54 ισοένζυμα στο Arabidopsis thaliana  έχουν ταυτο-

ποιηθεί μέχρι σήμερα. Ορισμένα μάλιστα από τα ένζυμα αυτά έχουν μελετηθεί εκτενώ̋, χα-

ρακτηριστεί (McGonigle et al. 2000, Labrou et al. 2001, Labrou et al. 2001, Labrou et al. 

1.9.3. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΑΝΘΕΚΤΙΚΩΝ ΔΙΑΓΟΝΙΔΙΑΚΩΝ ΦΥΤΩΝ  



 
52 

2004, Thom et al. 2002) και κατοχυρωθεί (Mcgonigle & O'Keefe 2001, McGonigle & 

O'Keefe 2000, Cole et al. 2004). 

 

Οι φυτικέ̋ GSTs έχουν αναλυτικά ερευνηθεί όσον αφορά κυρίω̋ τη συμμετοχή του̋ στην 

αποτοξίνωση των φυτών από τα ζιζανιοκτόνα (τριαζίνε̋, θειοκαρβαμίδια, χλωροακετανιλίδι-

α, διφαινυλαιθέρε̋ και αρυλόξυ-φενοξυπροπιονικού̋ εστέρε̋) ενώ αρκετέ̋ GSTs φαίνεται να 

προσδίδουν ανθεκτικότητα στα φυτά έναντι των συγκεκριμένων τοξικών ενώσεων (Clarke et 

al. 1998, Schröder et al. 2001, Dixon et al. 2002, McGonigle et al. 2000, Thom et al. 2002). Η 

ικανότητα αυτή των φυτικών ειδών βασίζεται κυρίω̋ στη διαφορετική ικανότητα του̋ να 

αποτοξινώνουν ένα ζιζανιοκτόνο, μέσω του σχηματισμού ενό̋ συμπλόκου ζιζανιοκτόνου-

GSH. Οι φυτικέ̋ GSTs τη̋ φ και τ τάξη̋ είναι πρωτίστω̋ υπεύθυνε̋ για τη διαδικασία τη̋ 

αποτοξίνωση̋, γεγονό̋ που αποκαλύπτει μια συσχέτιση μεταξύ τη̋ τάξη̋ των ενζύμων και 

τη̋ εξειδίκευση̋ του υποστρώματο̋ (Thom et al. 2002, Shimabukuro et al. 1971, Jepson et 

al. 1994). Για παράδειγμα, τα φ τάξη̋ ένζυμα (GSTFs) εμφανίζουν υψηλή δραστικότητα ένα-

ντι των θειοκαρβαμιδικών και χλωροακεταμιδικών ζιζανιοκτόνων (Edwards & Dixon 2000), 

ενώ τη̋ τα ένζυμα τη̋ τ τάξη̋ (GSTUs) είναι αποτελεσματικά στην αποτοξίνωση των διφε-

νυλαιθέρων και αρυλόξυ-φενόξυπροπιονικών εστέρων (Thom et al. 2002, Jepson et al. 1994). 

 

Η χρήση τη̋ γενετική̋ μηχανική̋ κατέστησε εφικτή την βελτίωση ορισμένων χαρακτηριστι-

κών στα φυτά και τη μεταφορά ιδιοτήτων από το ένα φυτό στο άλλο. Οι GSTs, εξαιτία̋ τη̋ 

ικανότητα̋ του̋  να αποτοξινώνουν ζιζανιοκτόνα και οργανικά υπεροξείδια θεωρούνται έν-

ζυμα κατάλληλα για την ανάπτυξη διαγονιδιακών καλλιεργειών ανθεκτικών στα ζιζανιοκτόνα 

και τι̋ καταπονήσει̋. Η παγκόσμια βιβλιογραφία αναφέρεται στην παραγωγή γενετικά τρο-

ποποιημένων φυτών που υπερεκφράζουν ισοένζυμα GST (Cole et al. 2004, Dixon et al. 2003, 

Milligan et al. 2001, Roxas et al. 1997, Roxas et al. 2000, Karavangeli et al. 2005, Ginger et 

al. 2005, Yu et al. 2003, Drost et al. 2000, Danenberg 2006, Helmer  et al. 1991, Takezawa, et 

al. 2001).  Η υπερέκφραση των GSTs που συμμετέχουν σε μεταβολικά μονοπάτια αποτοξί-

νωση̋ τοξικών ενώσεων προσδίδουν σε πολλά διαγονιδιακά φυτά ανθεκτικότητα έναντι διά-

φορων ζιζανιοκτόνων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν τα διαγονιδιακά φυτά καπνού 

στα οποία  εκφράζεται μία GST τη̋ φ τάξη̋ από καλαμπόκι και τα οποία εμφάνισαν αυξημέ-

νη ανθεκτικότητα έναντι των χλωροακεταμιδίων και των θειοκαρβαμιδικών ζιζανιοκτόνων, 

ενώ αυξημένη  ανθεκτικότητα έναντι των παραπάνω κατηγοριών ζιζανιοκτόνων αναφέρθηκε 

και σε διαγονιδιακά φυτά σιταριού (Milligan et al., 2001). Οι Gullner et al., (2001) αύξησαν 

την ανθεκτικότητα δέντρων λεύκη̋ έναντι ορισμένων χλωροακεταμιδικών ζιζανιοκτόνων με 

υπερέκφραση του ενζύμου γ-γλουταμυλοκυστεΐνη̋ το οποίο ευθύνεται για την αυξημένη πα-

ραγωγή GSH. Πιο πρόσφατα, διαγονιδιακά φυτά που συνθέτουν ομογλουταθειόνη (hGSH) σε 

αυξημένα επίπεδα στο κυτταρόπλασμα, εμφάνισαν ανθεκτικότητα έναντι των ζιζανιοκτόνων 
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acifluorfen και fomesafen σε αντίθεση με τα φυτά άγριου τύπου όπου απουσιάζει η παραγω-

γή τη̋ hGSH (Sugiyama & Sekiya, 2005). 

 

Οι Roxas et al. πέτυχαν αυξημένη βλάστηση και βελτιωμένη ανάπτυξη  σπόρων κάτω από 

συνθήκε̋ καταπόνηση̋ με υπερέκφραση του ισοενζύμου ZmGST27 από αραβόσιτο (Roxas et 

al. 1997, Roxas et al. 2000). Σε μία άλλη μελέτη, γενετικά τροποποιημένα φυτά καπνού που 

εκφράζουν ένα χιμαιρικό GST γονίδιο από αρουραίο (Helmer et al. 1991) και μία τροποποιη-

μένη μορφή τη̋ ZmGSTU1 από σιτάρι (Dixon et al. 2003) επέδειξαν αντίσταση σε ζιζανιο-

κτόνα που κανονικά δρουν ανασταλτικά σε μη τροποποιημένα φυτά. Πρόσφατα, οι 

Karavageli et al., δημιούργησαν  γενετικά τροποποιημένα φυτά καπνού εκφράζοντα̋ το γονί-

διο GST I από σιτάρι (Karavangeli et al. 2005). Τα γενετικά τροποποιημένα φυτά επέδειξαν 

φανερά υψηλότερη αντοχή στο alachlor σε σύγκριση με τα μη γενετικά τροποποιημένα φυτά.  

 

Σε ένα άλλο παράδειγμα, γενετικά τροποποιημένα φυτά βαμβακιού (Gossypium hirsutum L.) 

που εκφράζουν το ισοένζυμο  καπνού GST Nt107 αξιολογήθηκαν για την αντοχή που επιδει-

κνύουν  στο ψύχο̋, την αλατότητα και τα ζιζανιοκτόνα. Εξετάστηκε επίση̋ και η αντιοξειδω-

τική δραστικότητα του ενζύμου (Ginger et al. 2005). Παρόλο που τα φυτά εμφάνισαν 5 και 

10-φορέ̋ υψηλότερη δραστικότητα υπό κανονικέ̋ συνθήκε̋ και συνθήκε̋ τοξικότητα̋, λόγω 

υψηλή̋ αλατότητα̋, αντίστοιχα, δεν έδειξαν βελτιωμένη ανθεκτικότητα σε συνθήκε̋ ψύχου̋ 

και σε ζιζανιοκτόνα. Σε μία άλλη έρευνα, το γονίδιο GST (GST-CR1) από βαμβάκι, εισήχθη 

στο Nicotiana tabacum με μετασχηματισμό μέσω του Agrobacterium tumefaciens (Yu et al. 

2003). Τα γενετικά τροποποιημένα φυτά καπνού που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη GST-CR1 

είχαν φυσιολογική ανάπτυξη σε σύγκριση με τα control plants και παρουσίασαν πολύ υψηλό-

τερα επίπεδα GST και GPx δραστικότητα̋. Τα συγκεκριμένα, γενετικώ̋ τροποποιημένα φυ-

τά, παρουσίασαν μια βελτιωμένη αντοχή σε οξειδωτικέ̋ καταπονήσει̋ (methyl viologen). Οι 

Toshikazu et al. (2001), ανέφεραν ότι η έκφραση τη̋ GST Suaeda salsa στο διαγονιδιακό ρύ-

ζι (Oryza sativa) οδήγησε σε αυξημένα επίπεδα ανοχή̋ στο στρε̋  από αβιοτικού̋ παράγο-

ντε̋ (αλατότητα, ζιζανιοκτόνο N,N′-διμέθυλ-4,4′-διπυρινίδιο διχλωριδίου και ψύχο̋) 

(Takezawa et al. 2002). Σε ένα άλλο παράδειγμα, το γονίδιο PjGST από 

το φυτό Prosopis juhflora έχει μελετηθεί για την αντοχή που προσδίδει σε διαγονιδιακά φυτά 

ρυζιού και καπνού υπό συνθήκε̋ αβιοτικού στρε̋ (αλάτι και/ή συνθήκε̋ υψηλή̋ ξηρασία̋) 

(Parida & George 2007).  

 

 

 

Τι̋ τελευταίε̋ δυο δεκαετίε̋, υπάρχει έντονο ερευνητικό ενδιαφέρον στον τομέα των ενζυμι-

κών βιοπροσδιορισμών και την ανάπτυξη βιοαισθητήρων, καθώ̋ αυξήθηκε σημαντικά η α-

1.9.4. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΩΝ 
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νάγκη για φθηνή, γρήγορη και εύκολη αξιολόγηση τη̋ σύνθεση̋ ενό̋ δείγματο̋ (Morou et 

al. 2008, Dowd et al. 2009). Οι βιοαισθητήρε̋ μπορούν να παρέχουν, σε πραγματικό χρόνο, 

ποιοτικέ̋ και ποσοτικέ̋ πληροφορίε̋ υψηλή̋ ακρίβεια̋ και εξειδίκευση̋, με ελάχιστη προε-

τοιμασία των δειγμάτων και των δεδομένων, σε σύγκριση με τι̋ παραδοσιακέ̋ μεθόδου̋ εκ-

χύλιση̋, απομόνωση̋ και συμπύκνωση̋ οργανικών ενώσεων από περιβαλλοντικά δείγματα 

(wet chemistry). Επιπλέον είναι φιλικέ̋ προ̋ το περιβάλλον και σαφώ̋ ασφαλέστερε̋ και 

ταχύτερε̋ για τον χρήστη (Kapoli et al. 2008) καθώ̋ επιτρέπουν την ταυτόχρονη μέτρηση 

πολλών δειγμάτων (Choi et al. 2003). Η ικανότητα των GSTs να καταλύουν τι̋ αντιδράσει̋ 

σύζευξη̋ με τη GSH έχει μελετηθεί με σκοπό τη δημιουργία τριών ενζυμικών βιοαισθητήρων 

για τον προσδιορισμό ζιζανιοκτόνων. Το ισοένζυμο GST I από σιτάρι χρησιμοποιήθηκε, με 

την ακινητοποιημένη μορφή του, για την  ανάπτυξη ενό̋ φορητού βιοαισθητήρα οπτικών 

ινών με σκοπό τον προσδιορισμό ενό̋ κοινού  ζιζανιοκτόνου, τη̋ ατραζίνη̋ (Andreou & 

Clonis 2002). Σε ένα άλλο παράδειγμα, το ισοένζυμο GmGSTU4-4 από σόγια, χρησιμοποιή-

θηκε για τη δημιουργία βιοαισθητήρα με σκοπό τον προσδιορισμό του χλωροακεταμιδικού 

ζιζανιοκτόνου, alachlor (Fragoulaki et al. 2007). Ο προσδιορισμό̋ βασίζεται στο γεγονό̋ ότι 

το ένζυμο καταλύει τη σύζευξη τη̋ GSH με το alachlor με ταυτόχρονη απελευθέρωση πρω-

τονίων (HCl), η συγκέντρωση των οποίων είναι ανάλογη τη̋ ποσότητα̋ του συζευγμένου 

ζιζανιοκτόνου. Πιο πρόσφατα, το ισοένζυμο GST AaGSTE2-2 από το κουνούπι  Aedes ae-

gypti χρησιμοποιήθηκε για τον εξειδικευμένο προσδιορισμό του DDT [dichlorodiphenyl-

trichloroethane1,1,1-trichloro-2,2-bis(p-chlorophenyl)ethane] (Morou et al. 2008). Η ανί-

χνευση βασίστηκε στην αλλαγή του pH που λαμβάνει χώρα κατά την αντίδραση απομάκρυν-

ση̋ δυο ομάδων HCl από το DDT, η οποία καταλύεται από το ένζυμο AaGSTE2-2.  

 

Οι ενζυμικοί βιοπροσδιορισμοί βασίζονται στην αναστολή των ενζύμων από ξενοβιοτικέ̋ 

ενώσει̋ οι οποίε̋ αναστέλλουν τον κύκλο ανανέωση̋ του υποστρώματο̋ (turnover) και επι-

τρέπουν έμμεσα τον προσδιορισμό του ξενοβιοτικού (Kapoli et al. 2008, Dowd et al. 2009, 

Enayati et al. 2001). Παρόλο που τα συγκεκριμένα συστήματα είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα, η 

εξειδίκευσή του̋ περιορίζεται λόγω τη̋ παρεμβολή̋ ομόλογων ή άλλων μορίων που μπορούν 

επίση̋ να δρουν ω̋ αναστολεί̋. Απαιτείται, επομένω̋, μεγάλη προσπάθεια για την ανακάλυ-

ψη ή προσαρμογή των ενζύμων ώστε να αναγνωρίζουν τα μόρια-στόχου̋ των ξενοβιοτικών 

με υψηλή εξειδίκευση.  

 

Ο προσδιορισμό̋ και η ποσοτικοποίηση των ξενοβιοτικών ουσιών βασίζεται σε μετρήσει̋ 

ταχύτητα̋ τη̋ αντίδραση̋ αναστολή̋ χρησιμοποιώντα̋ φασματοφωτομετρικέ̋ ή ποτενσιο-

μετρικέ̋ μεθόδου̋ ανίχνευση̋ ιόντων  (Kapoli et al. 2008, Dowd et al. 2009, Enayati et al. 

2001). Ένζυμα GST χρησιμοποιήθηκαν για την ανάπτυξη ενό̋ φασματοφωτομετρικού προσ-

διορισμού για την ποσοτικοποίηση των πυρεθροειδών εντομοκτόνων με τιτλοδότηση των 
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παραγόμενων ιόντων ιωδίου (Enayati et al. 2001). Ωστόσο ο συγκεκριμένο̋ προσδιορισμό̋ 

ήταν τεχνικά πολύ απαιτητικό̋ και σχετικά μέτρια̋ ακρίβεια̋, δεδομένου ότι βασιζόταν στην 

ανίχνευση του μη συζευγμένου υποστρώματο̋ GSH, από το οποίο μόνο ένα μικρό μέρο̋ 

χρησιμοποιούνταν για την ενζυμική αντίδραση. Σε μια άλλη εφαρμογή, ένα̋ οπτικό̋ βιοαι-

σθητήρα̋ αναπτύχθηκε με σκοπό τον ταχύ και ευαίσθητο προσδιορισμό (έω̋ και 2 ppm) του 

εν δυνάμει καρκινογόνου και επικίνδυνου για τα υδάτινα οικοσυστήματα, χημικού captan  

(Choi et al. 2003). Σε μία πιο πρόσφατη μελέτη βρέθηκε ότι η μετάλλαξη Gln53Ala τη̋ GST 

I από αραβόσιτο οδήγησε σε αύξηση τη̋ αναστολή̋ τη̋ δράση̋ του εντομοκτόνου malathion 

κατά  9.2-φορέ̋ σε σύγκριση με τον άγριο τύπου του ενζύμου. Η μεταλλαγμένη μορφή  χρη-

σιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη ενό̋ ποτενσιομετρικού βιοαισθητήρα για τον προσδιορισμό 

του συγκεκριμένου εντομοκτόνου (Kapoli et al. 2008). Ο ενζυμικό̋ αυτό̋ προσδιορισμό̋ 

ειδικότερα, ερευνά την ικανότητα του εντομοκτόνου να προωθεί την αναστολή τη̋ αντίδρα-

ση̋ σύζευξη̋  CDNB/GSH και βασίζεται στην αλλαγή του pH από την καταλυτική αντίδρα-

ση η οποία μετριέται ποτενσιομετρικά χρησιμοποιώντα̋ ένα ηλεκτρόδιο. 

 

Μία ακόμη ενδιαφέρουσα προσέγγιση ήταν αυτή των Hasegawa et al., (2007) για τον προσ-

διορισμό του ακρυλαμιδίου στα αμυλούχα τρόφιμα (Hasegawa et al. 2007). Το ακρυλαμίδιο 

θεωρείται επικίνδυνη, για την ανθρώπινη υγεία, ουσία και για αυτόν τον λόγο απαιτείται ένα̋ 

ταχύ̋ και φθηνό̋ τρόπο̋ ανίχνευση̋ τη̋. Το γονίδιο gst-4 από το C. elegans χρησιμοποιήθη-

κε για τη δημιουργία ενό̋ ενιαίου gst::gfp γονιδίου το οποίο χρησιμοποιήθηκε για να μετα-

τρέψει το C. elegans σε έναν βιοαισθητήρα ανίχνευση̋ ακρυλαμιδίου. Ο συγκεκριμένο̋ βιο-

αισθητήρα̋ ανιχνεύει το ακρυλαμίδιο ω̋ εκπεμπόμενο φθορίζων σήμα κατά την έκφραση 

του gst γονιδίου, η ένταση του οποίου εξαρτάται από την ποσότητα και το χρόνο έκθεση̋ στο 

ακρυλαμίδιο (Hasegawa et al. 2007). 

 

Τα ένζυμα GSTs χαρακτηρίζονται από την καταλυτική δυνατότητα σύζευξη̋ αλογονομένων 

ενώσεων με τη γλουταθειόνη. Η αντίδραση κατάλυση̋ πραγματοποιείται με ταυτόχρονη α-

πελευθέρωση αλογονοϊόντων, γεγονό̋ που αξιοποιήθηκε για την ανάπτυξη ενό̋ ιδιαίτερα 

ταχέο̋ ποσοτικού προσδιορισμού των ιόντων αλογόνου που παράγονται από αλογονωμένε̋ 

ξενοβοτικέ̋ ενώσει̋.  

 

Ο φασματοφωτομετρικό̋ αυτό̋ υπολογισμό̋ βασίζεται στην χρωματική αλλαγή που προκύ-

πτει από την αντίδραση του Hg(SCN)2 με τα ιόντα αλογόνου που απελευθερώνονται από το 

αλογονωμένο υπόστρωμα παρουσία Fe
3+

. Η ένταση του σχηματιζόμενου χρώματο̋, σε αυτή 

την περίπτωση, είναι ανάλογη του εύρου̋ τη̋ καταλυτική̋ δραστικότητα̋ των GST γεγονό̋ 

που επιτρέπει την ποσοτική τη̋ εκτίμηση. Ο έλεγχο̋ μια̋ βιβλιοθήκη̋ μεταλλαγμένων GST 

μορφών αλλά και πιθανών αναστολέων των ενζύμων πραγματοποιήθηκε επιτυχώ̋ σε μικρο-
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πλακίδια, εκμεταλλευόμενοι την ευαισθησία και την εκλεκτικότητα του συγκεκριμένου ενζυ-

μικού προσδιορισμού,  ο οποίο̋ επιτρέπει τον ταυτόχρονο έλεγχο πολυάριθμων δειγμάτων σε 

ελάχιστα λεπτά. (Skopelitou & Labrou 2010).  
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Η κλωνοποίηση των γονιδίων πραγματοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pEXP5-

CT/TOPO
Ò
 από το pEXP5-CT/TOPO

Ò
TA Expression Kit τη̋ εταιρεία̋ Invitrogen (Η.Π.Α.). 

Το ίδιο kit περιλαμβάνει τα δεκτικά κύτταρα E. coli TOP10F' στα οποία πραγματοποιήθηκε η 

επιλογή, ο πολλαπλασιασμό̋ και η διατήρηση των μετασχηματισμένων πλασμιδίων, καθώ̋ 

και τα δεκτικά κύτταρα E. coli BL21(DE3) στα οποία πραγματοποιήθηκε η έκφραση των πε-

ρισσοτέρων γονιδίων τη̋ παρούσα̋ διατριβή̋.  

 

 

 

Οι περιοριστικέ̋ ενδονουκλεάσε̋ χρησιμοποιήθηκαν για τι̋ πέψει̋ νουκλεϊνικών οξέων. Τα 

περιοριστικά ένζυμα HindIII (10 U/μL), SphI (10 U/μL) και DpnI (20 U/μL) προέρχονται 

από την εταιρεία New England BioLabs. Η περιοριστική ενδονουκλεάση XbaI (10 U/μL) α-

γοράστηκε από την εταιρεία Fermentas (Γερμανία). Η Taq DNA πολυμεράση (5 U/μL) και η 

Pfu DNA πολυμεράση (3 U/μL) αγοράστηκαν από του̋ οίκου̋ New England BioLabs (Αγ-

γλία) και Promega (Η.Π.Α), αντίστοιχα. Η αναγωγάση του γλουταθείου (GRd) αγοράστηκε 

από τον οίκο Sigma-Aldrich (Η.Π.Α.). Τα ένζυμα GmGST2 και GmGST10 από το φυτο σό-

για (Glycine max), προέρχονται από το Εργαστήριο Ενζυμική̋ Τεχνολογία̋, του Γεωπονικού 

Πανεπιστημίου Αθηνών. 

 

 

 

Το 1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο (CDNB) (καθαρότητα 98%), η κρυσταλλική γλουταθειόνη 

(GSH), το ρυθμιστικό Tris, το δωδεκανοθειϊκό νάτριο (SDS), ο 1,4-βουτανεδιολ-διγλυκιδυλ-

αιθέρα̋, το υδροϋπεροξείδιο του κουμενίου (CuOOH), η αλβουμίνη μόσχου (BSA) (fraction 

V), τα αντιβιοτικά αμπικιλλίνη, καναμυκίνη και το μαλεϊμίδιο αγοράστηκαν από τον οίκο 

Sigma-Aldrich (Η.Π.Α.). Τα εντομοκτόνα: fenvalerate, permethrin, diazinonon, malathion, 

carbaryl και τα ζιζανιοκτόνα: atrazine, diuron, fluorodifen (4-νιτροφαινυλ-2-νιτρο-4-

τριφθοπομέθυλ-φαινυλαιθέρα̋), alachlor, metolachlor αγοράστηκαν από την εταιρεία Riedel 

de Haen (Γερμανία). Ο επαγωγέα̋ έκφραση̋ ισοπροπυλο-β-D-θειογαλακτο-πυρανοζίδιο 

(IPTG) και η αγαρόζη αγοράστηκαν από την εταιρεία AppliChem (Γερμανία) και Invitrogen 

(Η.Π.Α.), αντίστοιχα. Η χρωστική Coomasie Brilliant Blue (G-250) αγοράστηκε από τον οίκο 

Merck (Η.Π.Α.). Το εκχύλισμα ζύμη̋, η πεπτόνη και το άγαρ από την εταιρεία Scharlau (Ι-

2.1. ΥΛΙΚΑ 

 

2.1.1. ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΥΛΙΚΑ 

2.1.2 EΝΖΥΜΑ ΚΑΙ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ 

 2.1.3. ΧΗΜΙΚΑ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ, KITS ΚΑΙ ΛΟΙΠΑ ΥΛΙΚΑ. 
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σπανία). Όλα τα άλλα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν (KH2PO4, NaCl, NiCl2κ.λ.π.) 

ήταν αναλυτική̋ καθαρότητα̋ από τον οίκο  Merck (Η.Π.Α.). 

 

Τα χρωματογραφικά υλικά Sephadex G-25, Sepharose CL6B, S-Hexyl-GSH αγοράστηκαν 

από την εταιρεία Sigma-Aldrich (Η.Π.Α.). 

 

Όλοι οι εκκινητέ̋ συντέθηκαν και καθαρίστηκαν από την εταιρεία MWG-Biotech 

(Ebersberg, Γερμανία). 

 

Οι δείκτε̋ μοριακών μαζών που χρησιμοποιήθηκαν κατά τι̋ ηλεκτροφορήσει̋ DNA τη̋ πα-

ρούσα̋ εργασία̋ ήταν οι εξή̋: (i) λDNA κατόπιν πέψη̋ με EcoRI και HindIII και (ii) λDNA 

κατόπιν πέψη̋ με HindIII που αγοράστηκαν από την εταιρεία Roche (Γερμανία), (iii) 1kb 

DNA ladder και (iv) 2-log DNA ladder από την εταιρεία New England BioLabs. Ο δείκτη̋ 

μοριακών μαζών Protein Marker Broad Range (Premixed Format, P7702S) που χρησιμοποιή-

θηκε στι̋ ηλεκτροφορήσει̋ πρωτεϊνών, αγοράστηκε από την εταιρεία New England Biolabs.  

 

Το QIAquickTM Gel Extraction Kit και το QIAquickTM Mini Prep Kit αγοράστηκαν από 

την εταιρεία Qiagen (Γερμανία). Το Sigma GenElute Plasmid Miniprep kit αγοράστηκε από 

την εταιρεία Sigma-Aldrich (Η.Π.Α.).  

 

 

 

Πλαστικά ακρορύγχια (tips) τη̋ εταιρεία̋ Costar. 

Πλαστικοί σωλήνε̋ πολυπροπυλενίου ή πολυστυρενίου των 15 και 50 ml από Falcon. 

Πλαστικά σωληνάρια (eppendorfs) 1,5 ml τη̋ εταιρεία̋ Greiner. 

Tρυβλία για στερεέ̋ καλλιέργειε̋ τη̋ εταιρεία̋ Vive. 

Φίλτρα με διάμετρο πόρου 0,2 και 0,45 μm τη̋ εταιρεία̋ Gelman. 

Φίλτρα υπερδιήθηση̋ τη̋ εταιρεία̋ Amicon. 

Μεμβράνε̋ διαπίδυση̋ τη̋ εταιρεία̋ Spectrum. 

Μεμβράνε̋ διαπίδυση̋ τη̋ εταιρεία̋ Spectrum και φίλτρα συμπύκνωση̋ τη̋ εταιρεία̋ Ami-

con. 

Χαρτί διήθηση̋ 1mm και 3mm τη̋ εταιρεία̋ Whatmann. 

Πλαστικέ̋ κυψελίδε̋ μία̋ χρήση̋ τη̋ εταιρεία̋ Sarstedt. 

Κυψελίδε̋ χαλαζία οπτική̋ διαδρομή̋ για μέτρηση απορρόφηση̋ διαλύματο̋. 

Πλάκε̋ μικροτιτλοδότηση̋ 96 φρεατίων από πολυστυρένιο τη̋ εταιρεία̋. 

Όλα τα γυαλικά και πλαστικά είδη που χρησιμοποιήθηκαν ήταν αποστειρωμένα ή αποστει-

ρώνονταν με υγρή αποστείρωση όπου ήταν απαραίτητο. 

2.1.4. ΑΝΑΛΩΣΙΜΑ 
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Για την αλυσιδωτή αντίδραση τη̋ πολυμεράση̋ χρησιμοποιήθηκε ο θερμικό̋ κυκλοποιητή̋ 

τη̋ εταιρεία̋ PE Applied Biosystems, μοντέλο Gene Amp
®
 9700. 

 

Οι προσδιορισμοί τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ έγιναν σε φασματοφωτόμετρο διπλή̋ δέ-

σμη̋, ορατού-υπεριώδου̋, του οίκου Hitachi (μοντέλο U-2000, μήκο̋ οπτική̋ διαδρομή̋ 

10mm) που φέρει θερμοστατούμενη υποδοχή κυψελίδα̋. 

 

Για τι̋ ηλεκτροφορήσει̋ πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε η ψυχόμενη κάθετη συσκευή του οί-

κου Hoefer, Η.Π.Α., μοντέλο SE 600, συνδεδεμένη με τροφοδοτικό SP 500 x T (500 volt, 

400 mA) επίση̋ του οίκου Hoefer, Η.Π.Α. 

 

Για τι̋ ηλεκτροφορήσει̋ νουκλεϊκών οξέων σε πηκτή αγαρόζη̋ χρησιμοποιήθηκε η συσκευή 

του οίκου Hoefer Η.Π.Α., μοντέλο HE 99X. 

 

Χρησιμοποιήθηκαν οι φυγόκεντροι Heraeus SEPATECH Contrifuge 17RS και Varifuge 

20RS καθώ̋ και η Heraeus Instruments Biofuge primo. 

 

Οι μετρήσει̋ pH των διαλυμάτων πραγματοποιήθηκαν με το pHμετρο ORION μοντέλο 

410Α. 

 

Το λύσιμο των κυττάρων έγινε με το σύστημα υπερήχων Sonics & Materials Inc. Vibra Cell. 

 

 

 

 
 

 

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ (SDS-PAGE) 

 

Διάλυμα ακρυλαμιδίου 30% 

Aκρυλαμίδιο 29,2% (w/v) 

Ν,Ν-μεθυλεν-δι̋-ακρυλαμίδιο 0,8% (w/v) 

 

Πήκτωμα διαχωρισμού 12% (10 ml) 

Διάλυμα ακρυλαμιδίου (30%) 4 ml 

SDS 0,1% (w/v) 

Tris-HCl (pH 8,8) 0,375 M 

TEMED 0,05% (v/v) 

Υπερθειϊκό αμμώνιο (APS) 0,005% (w/v) 

 

2.2 ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ 

2.3. ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ 

2.3.1. ΔΙΑΛYΜΑΤΑ ΗΛΕΚΤΡΟΦOΡΗΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ (SDS-PAGE). 
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Πήκτωμα συμπύκνωση̋ 4% (10 ml) 

Διάλυμα ακρυλαμιδίου (30%) 1,3 ml 

SDS 0,1% (w/v) 0,1% (w/v) 

Tris-HCl (pH 6,8) 0,125 M 

TEMED 0,1% (v/v) 

Υπερθειϊκό αμμώνιο (APS) 0,005% (w/v) 

 

Διάλυμα ηλεκτροδίων 

Tris- HCl pH 8.4 0,025 Μ 

Γλυκίνη 0,192 M 

SDS 0,1 % (w/v) 

 

Ρυθμιστικό διάλυμα μετουσίωση̋ πρωτεϊνικών δειγμάτων (3Χ) 

SDS 10% (w/v) 

Tris- HCl pH 6.8 0,12 M 

β-μερκαπτοαιθανόλη 10% (v/v) 

ή DTT 1,234 % (w/v) 

Γλυκερόλη 20% (v/v) 

Μπλε τη̋ βρωμοφαινόλη̋ 

 

0,05% (w/v) 

 

Διάλυμα χρώση̋ (Stain gel) 

Μεθανόλη 40% (v/v) 

Οξικό οξύ 10% (v/v) 

Coomassie brilliant blue R-250 0,1% (w/v) 

 

Διάλυμα αποχρωματισμού (Destain gel) 

Οξικό οξύ 40% (v/v) 

Μεθανόλη 10% (v/v) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

2.3.2. ΔΙΑΛYΜΑΤΑ ΗΛΕΚΤΡΟΦOΡΗΣΗΣ DNA. 

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗΣ DNA 

 

50x  Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ 

Διάλυμα 1 L περιέχει 24,2 g Tris-base, 100 mL 0,5M EDTA pH 8, 57 mL CH3COOH. 

Βρωμιούχο αιθίδιο 

5 mg/mL σε ddH2O. Το διάλυμα διατηρείται σε σκοτεινόχρωμο δοχείο στου̋ 4 °C. 

Ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωση̋ 

Για 10 mL διαλύματο̋ αναμιγνύονται 10 mL γλυκερόλη̋ 50% (w/v), 200 μL EDTA 0,5 Μ pH 8, και 

25 mg τη̋ χρωστική̋ μπλε τη̋ βρωμοφαινόλη̋. 
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Το διάλυμα TB αποτελείται από 250 mM KCl, 15 mM CaCl2, 10mM Pipes και 55 mM 

MnCl2. Το pH ρυθμίζεται στο 6,7 με προσθήκη διαλύματο̋ ΚΟΗ 5N πριν την προσθήκη του 

MnCl2. 

 

 

 

LB ΥΓΡΟ ΘΡΕΠΤΙΚΟ ΜΕΣΟ 

0,5% (w/v) εκχύλισμα ζύμη̋, 1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) πεπτόνη. Για στερεό θρεπτικό μέσο 

προστίθεται 1,5% (w/v) άγαρ. 

 

 

 

Η τεχνική αυτή έχει ω̋ στόχο να επάγει την επιδεκτικότητα των βακτηριακών κυττάρων 

BL21(DE3), BL21Star
TM

(DE3) και TOP10, ώστε να προσλάβουν τον πλασμιδιακό φορέα 

που περιέχει κλωνοποιημένο το ξένο τμήμα DNA. Η μέθοδο̋ αυτή βασίζεται στην παρατή-

2.3.3. ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA. 

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA 

 

Ρυθμιστικό διάλυμα λύση̋ κυττάρων 

Για την παρασκευή 3 mL διαλύματο̋ αναμιγνύονται 150 μL 0,5 Μ Tris-Cl, pH 8, 60 μL 0,5 Μ ΕDΤΑ, 

pH 8 και 75 μL 2 Μ γλυκόζη̋. 

Διάλυμα NaOH/SDS 

Για την παρασκευή 5 mL διαλύματο̋ αναμιγνύονται 114 μL 10 Μ NaOH και 568 μL 10% (w/v) SDS. 

Διάλυμα CH3COONH4/RNάση̋ Α 

Για την παρασκευή 4,5 mL διαλύματο̋ αναμιγνύονται 4,5 mL CH3COONH4 (7,5 M) pH 7,8 και 45 μL 

διαλύματο̋ RNάση̋ Α. 

RNάση Α 

Διάλυμα RNάση̋ Α 10 mg/mL σε 10 mM Tris-Cl pH 7,4, 15 mM NaCl. Το διάλυμα επωάζεται σε 

υδατόλουτρο 100 °C για 15 min και αφού κρυώσει σε θερμοκρασία δωματίου (25 ˚C) φυλάσσεται 

στου̋ -20 °C. 

2.3.4. ΔΙΑΛΥΜΑ ΤΒ ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑΣ ΔΕΚΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ. 

2.3.5. ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΜΕΣΑ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ. 

2.4. ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.4.1. ΚΑΤΕΡΓΑΣΙΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΕΠΙΔΕΚΤΙΚΩΝ ΓΙΑ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟ (COMPETENT 

CELLS ).  
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ρηση ότι βακτήρια κατεργασμένα με διαλύματα CaCl2 στου̋ 4 
ο
C και με ακόλουθη θέρμανση 

λίγων λεπτών μπορούν να προσλάβουν DNA, το οποίο προέρχεται από διάφορε̋ πηγέ̋. Πολ-

λέ̋ παραλλαγέ̋ τη̋ βασική̋ τεχνική̋ έχουν περιγραφεί, ενώ  στην παρούσα εργασία χρησι-

μοποιήθηκε το πρωτόκολλο που περιγράφεται από του̋ Inoue et al., 1990. 

 

Σύμφωνα με αυτή 20 ml θρεπτικού υλικού LB (Tryptone 1% w/v, Yeast extract 0.5% w/v, 

NaCl 1%) εμβολιάζονται με ένα από τα στελέχη των βακτηριακών κυττάρων που προανα-

φέρθηκαν, απουσία οποιουδήποτε αντιβιοτικού. Η καλλιέργεια αυτή επωάζεται για 12-16 

ώρε̋ στου̋ 37 °C υπό συνεχή ανάδευση στι̋ 240 rpm. Με 10 ml από την καλλιέργεια αυτή 

εμβολιάζουμε 250 ml θρεπτικού υγρού LB και ακολουθεί επώαση τη̋ καλλιέργεια̋ στου̋ 37 

°C μέχρι̋ ότου αυτή παρουσιάσει απορρόφηση ΟD600 = 0.5-0.6. Η καλλιέργεια ψύχεται στον 

πάγο για 10 λεπτά και τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση στι̋ 2500 x g για 10 λεπτά 

σε θερμοκρασία 4 °C. Τα κύτταρα αιωρούνται σε 80 ml (που αντιστοιχούν στο 1/3 του όγκου 

τη̋ καλλιέργεια̋) ρυθμιστικού διαλύματο̋ TB (Transformation Buffer) όπου και αφήνονται 

στον πάγο για 10 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στι̋ 3000 x g και τα κύτταρα 

επαναιωρούνται σε 20 ml του ίδιου ρυθμιστικού διαλύματο̋ (1/12.5 του αρχικού όγκου τη̋ 

καλλιέργεια̋). Στο αιώρημα προστίθεται DMSO τελική̋ συγκέντρωση̋ 7% (v/v). Η διαδικα-

σία πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 4 °C με ταυτόχρονη ήπια ανάδευση. Αφού παραμεί-

νουν στον πάγο για 10 min, τα δεκτικά πλέον βακτηριακά κύτταρα μοιράζονται σε κλάσματα 

των 200 μl σε φιαλίδια τύπου eppendorf  και καταψύχονται με υγρό άζωτο. Η διατήρηση των 

δεκτικών κυττάρων για μεγάλα χρονικά διαστήματα πραγματοποιείται με την αποθήκευσή 

του̋ στου̋ -80 °C. 

 

 

Ο μετασχηματισμό̋ κυττάρων E. coli με το κλωνοποιημένο σε πλασμιδιακού̋ φορεί̋ DNA 

γίνεται ακολουθώντα̋ την εξή̋ διαδικασία: το αιώρημα των επιδεκτικών βακτηρίων (200 μl) 

στο οποίο έχουν προστεθεί 5-25ng DNA που θέλουμε να εισαγάγουμε, αφήνονται στον πάγο 

για 30 min και στο τέλο̋ του χρονικού διαστήματο̋ υπόκεινται σε θερμικό σοκ για 90 sec 

στου̋ 42 °C και στη συνέχεια αφήνονται στον πάγο για χρονικό διάστημα 2 min ώστε να 

μειωθεί η θερμοκρασία του̋. Ακολουθεί η προσθήκη 500 μl υγρού θρεπτικού υλικού LB και 

επώαση στου̋ 37 °C για 60 min. Μετά από φυγοκέντρηση 1 λεπτού στι̋ 5000 x g αφαιρείται 

το μεγαλύτερο μέρο̋ του υπερκειμένου και γίνεται αιώρηση του ιζήματο̋ των κυττάρων με 

το υπερκείμενο που εναπομένει. Το αιώρημα επιστρώνεται σε τριβλία με θρεπτικό μέσο LB 

και στη συνέχεια επωάζονται στου̋ 37 °C για 12-16 h, ώστε να πολλαπλασιαστούν τα μετα-

σχηματισμένα βακτηριακά κύτταρα που περιέχουν του̋ ανασυνδιασμένου̋, με το ξένο DNA, 

2.4.2. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΔΕΚΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟΔΟ ΤΟΥ ΘΕΡΜΙΚΟΥ ΣΟΚ (Heat-

shock) 
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πλασμιδιακού̋ φορεί̋. Η επιλογή των μετασχηματισμένων βακτηριακών κυττάρων γίνεται 

παρουσία κατάλληλων αντιβιοτικών διότι οι ανασυνδυασμένοι πλασμιδιακοί φορεί̋ φέρουν 

γονίδιο αντίσταση̋ σε αντιβιοτικό. Οι αποικίε̋ που αναπτύσσονται στην επιφάνεια των τρι-

βλίων συλλέγονται η καθεμία χωριστά και αναπτύσσονται εκ νέου σε υγρό θρεπτικό μέσο 

LB/αμπικιλλίνη̋ έτσι ώστε είτε να απομονωθεί το πλασμιδιακό DNA, είτε να ακολουθήσει 

έκφραση τη̋ ανασυνδιασμένη̋ πρωτεΐνη̋. 

 

 

 

Η απομόνωση και ο καθαρισμό̋ του πλασμιδιακού DNA από βακτηριακά κύτταρα περιλαμ-

βάνει τρία στάδια: την ανάπτυξη τη̋ μεταμορφωμένη̋ βακτηριακή̋ καλλιέργεια̋, τη συλλο-

γή και λύση των κυττάρων και το καθαρισμό του πλασμιδιακού DNA. Η ανάπτυξη τη̋ βα-

κτηριακή̋ καλλιέργεια̋ γίνεται με επώαση των βακτηρίων στου̋ 37 °C για 16 ώρε̋ σε υγρό 

θρεπτικό μέσο LB παρουσία του αντιβιοτικού αμπικιλλίνη (100 μg/ml). Η συλλογή των βα-

κτηριακών κυττάρων γίνεται με φυγοκέντρηση στι̋ 4000 x g για 10 λεπτά και ακολουθεί η 

αλκαλική λύση του̋ σύμφωνα με τα εξή̋. Το ίζημα των κυττάρων αιωρείται σε 200 μl ρυθ-

μιστικού διαλύματο̋ λύση̋ και στο αιώρημα προστίθεται ο διπλάσιο̋ όγκο̋ (400 μl) διαλύ-

ματο̋ 0,2 Ν NaOH, 1% SDS. Το μίγμα ομογενοποιείται με απλή ανακίνηση του σωλήνα και 

αφήνεται για 5 min στο πάγο. Ακολουθεί προσθήκη 300 μl ψυχρού διαλύματο̋ 3 Μ 

CH3COONH4/RNάση̋ Α και το οποίο αναδεύεται προσεχτικά και επωάζεται στον πάγο για 

10 min. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στι̋ 12000 x g για 10 min. Στο υπερκείμενο που παρα-

λαμβάνεται γίνεται κατακρήμνιση του DNA με την προσθήκη 0,7 mL όγκου ισοπροπανόλη̋ 

και μετά από ανάδευση το δείγμα επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 10 min. Στην υ-

δατική στοιβάδα που απομονώνεται μετά από φυγοκέντρηση 15 min στι̋ 12000 x g, γίνεται 

κατακρήμνιση του DNA με την προσθήκη 21 mL 70% (v/v) απόλυτη̋ παγωμένη̋ αιθανόλη̋. 

Το DNA επαναδιαλυτοποιείται τελικά σε 20 μl αποστειρωμένου ddH2O και φυλάσσεται 

στου̋ -20° C μέχρι τη χρησιμοποίηση του. 

 

 

 

Μόρια DNA μήκου̋ 0.1 - 20 Kb μπορούν να διαχωριστούν ανάλογα με το μοριακό του̋ βά-

ρο̋ σε 0.8-2% οριζόντια πηκτώματα αγαρόζη̋. Η περιεκτικότητα του πηκτώματο̋ σε αγαρό-

ζη είναι αντιστρόφω̋ ανάλογη των μοριακών βαρών των μορίων DNA που πρόκειται να δια-

χωριστούν. Ω̋ διάλυμα ηλεκτροφόρηση̋ χρησιμοποιείται 1 Χ ΤΑΕ, στα οποία προστίθεται 

0,5 μg/ml βρωμιούχο αιθίδιο (EtBr). Τα δείγματα DNA ηλεκτροφορούνται μετά από την 

προσθήκη ειδικού διαλύματο̋ δείγματο̋ (loading buffer 6x), σε σταθερή̋ ένταση̋ ρεύμα 

2.4.3. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA ΜΕ ΑΛΚΑΛΙΚΗ ΛΥΣΗ. 

2.4.4. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ DNA ΣΕ ΠΗΚΤΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 
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110mA. Μετά την ηλεκτροφόρηση τα μόρια του DNA σχηματίζουν ζώνε̋ διακριτέ̋ λόγω 

φθορισμού κατά την διάρκεια έκθεση̋ του πηκτώματο̋ σε υπεριώδη ακτινοβολία, όπου και 

μπορούν να φωτογραφηθούν. Ω̋ μοριακοί δείκτε̋ χρησιμοποιήθηκαν οι 

λDNA/EcoRI+HindIII, λDNA/HindIII, 2-Log DNA ladder και 1kb DNA ladder. 

 

 

 

Για την πέψη μορίων DNA με περιοριστικά ένζυμα ακολουθήθηκαν οι οδηγίε̋ που αναγρά-

φονται στα συνοδευτικά φυλλάδια των ενζύμων και χρησιμοποιήθηκαν τα ρυθμιστικά διαλύ-

ματα (buffers) που συνοδεύουν κάθε ένζυμο. Κατά κανόνα γίνεται πέψη 1 μg DNA με 3-5 

units ενζύμου στα 20 μl συνολικού όγκου αντίδραση̋. 

 

Τα ένζυμα περιορισμού χρησιμοποιήθηκαν για τον έλεγχο ύπαρξη̋ του κατάλληλου προσα-

νατολισμού τη̋ ένθεση̋ στα ανασυνδιασμένα πλασμίδια (παραγραφο̋ 5.3.1.). Για τον σκοπό 

αυτό, πραγματοποιήθηκε πέψη με τι̋ ενδονουκλεάσε̋ περιορισμού SphI και XbaI. Το ένζυμο 

SphI προέρχεται από το βακτηριακό στέλεχο̋ E. coli το οποίο φέρει το SphI γονίδιο από το 

Streptomyces phaeochromogenes (NRRL B-3559) με αλληλουχία αναγνώριση̋ την 

5’…GCATG▼C…3’ και το XbaI  προέρχεται από το βακτηριακό στέλεχο̋ E. coli το οποίο 

φέρει το XbaI γονίδιο από το Xanthomonas badrii (ATCC 11672) με αλληλουχία αναγνώρι-

ση̋ την 5’…T▼CTAGA…3’ (με ▼ συμβολίζεται η θέση υδρόλυση̋ στην νουκλεοτιδική 

αλληλουχία). 

 

 

 

Με βάση τι̋ νουκλεοτιδικέ̋ ακολουθίε̋ των άκρων του εξεταζόμενου DNA, συντίθενται ο-

λιγονουκλεοτιδικοί εκκινητέ̋ (primers), συμπληρωματικοί των παραπάνω ακολουθιών. Η 

χρησιμοποίηση θερμοανθεκτική̋ DNA πολυμεράση̋ (Taq, Pfu πολυμεράση) οδηγεί κάτω 

από προσεκτικά ελεγχόμενε̋ συνθήκε̋ στη σύνθεση νέων κλώνων DNA ταυτόσημων με την 

περιοχή μεταξύ των περιοχών των άκρων, στι̋ οποίε̋ δεσμεύονται οι εκκινητέ̋. Συγκεκριμέ-

να, τα συστατικά τη̋ αντίδραση̋ προστίθενται σε eppendorf χωρητικότητα̋ 0,2 mL κατάλ-

ληλο για αντιδράσει̋ PCR. Οι αναλογίε̋ των συστατικών τη̋ αντίδραση̋ ποικίλλουν ανάλο-

γα με τι̋ απαιτήσει̋ των πειραματικών διαδικασιών που απαιτούνται κάθε φορά. Στη συνέ-

χεια αναμιγνύονται καλά, φυγοκεντρούνται ώστε να συγκεντρωθούν στον πυθμένα του ep-

pendorf  και τοποθετούνται σε θερμοκυκλοποιητή PE Applied Biosystems Gene Amp
®
 9700. 

Το θερμοκρασιακό πρόγραμμα που συνήθω̋ χρησιμοποιείται στα πειράματα τη̋ παρούσα̋ 

εργασία̋ είναι το ακόλουθο: το μίγμα θερμαίνεται στου̋ 95 °C για 2 min οπότε αποδιατάσ-

2.4.5. ΠΕΨΗ DNA ΜΕ ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΑ ΕΝΖΥΜΑ 

2.4.6. ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR). 
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σεται το DNA. Η θερμοκρασία μειώνεται στου̋ 55 °C για 2 min για να επιτρέψει στου̋ εκκι-

νητέ̋ να δεσμευθούν στι̋ περιοχέ̋ άκρων του DNA στόχου, προ̋ τι̋ οποίε̋ είναι συμπλη-

ρωματικοί. Η θερμοκρασία ανέρχεται στου̋ 72 °C για 3 min, επιτρέποντα̋ στην πολυμεράση 

να συνθέσει δύο νέου̋ κλώνου̋ DNA, ο καθένα̋ από του̋ οποίου̋ είναι συμπληρωματικό̋ 

προ̋ τον αρχικό κλώνο. Η τελική επιμήκυνση πραγματοποιήθηκε στου̋ 72 °C για 10 min.  Ο 

κύκλο̋ επαναλαμβάνεται και κάθε φορά οι νεοσυντιθέμενοι κλώνοι αποτελούν εκμαγείο για 

την σύνθεση νέων κλώνων. Με αυτή τη διαδικασία επιτυγχάνεται η σύνθεση εκατομμυρίων 

αντιγράφων του αρχικού DNA σε διάστημα λίγων ωρών και 30-35 κύκλων. 

 

 

 

Η μέθοδο̋ αυτή χρησιμοποιείται για τη συμπύκνωση των νουκλεΐκών οξέων, για την απομά-

κρυνση των αλάτων, ολιγονουκλεοτιδίων και άλλων προσμίξεων από το υδατικό διάλυμα 

των νουκλεϊκών οξέων. Για την κατακρήμνιση των νουκλεϊκών οξέων χρησιμοποιούνται πα-

ράγοντε̋ οι οποίοι μειώνουν τη διαλυτότητα των μορίων των νουκλεϊκών οξέων όπω̋ η χα-

μηλή θερμοκρασία, η παρουσία κατιόντων που αυξάνουν την ιοντική ισχύ του διαλύματο̋ 

και η παρουσία αιθανόλη̋ η οποία απομακρύνει μόρια νερού και αφυδατώνει το δείγμα. Η 

κατακρήμνιση δειγμάτων DNA πραγματοποιείται με την προσθήκη 1/10 του όγκου 3 Μ οξι-

κού νατρίου (CH3COONa) pH 5,2 και διπλάσιου όγκου 100% αιθανόλη̋ υψηλή̋ καθαρότη-

τα̋. Τα δείγματα τοποθετούνται για 1 h στου̋ –80 °C ή για 16 ώρε̋ στου̋ –20 °C και στη 

συνέχεια φυγοκεντρούνται για 15-30 min σε 10000 rpm. Τα ιζήματα πλένονται με 70% αιθα-

νόλη και επαναδιαλύονται σε μικρό όγκο (5-10 μL) ddH2O. 

 

 

Οι προσδιορισμοί τη̋ νουκλεοτιδική̋ αλληλουχία̋ των υπό μελέτη γονιδίων πραγμα-

τοποιήθηκαν από την εταιρεία MWG-Biotech AG (Γερμανία). Η μετάφραση των γο-

νιδίων πραγματοποιήθηκε με χρήση  του  προγράμματο̋  Translate 

(http://www.us.expasy.org/tools/dna.html), διαθέσιμο από το διακομιστή μοριακή̋ 

βιολογία̋ ExPASy. 

 

Για την κλωνοποίηση χρησιμοποιήθηκε το σύστημα TOPO® Cloning (Invitrogen, Η.Π.Α). H 

ένθεση του προϊόντο̋ τη̋ PCR έγινε στον πλασμιδιακό φορέα pEXP5-CT/TOPO
®
. Αυτό το 

σύστημα εκμεταλλεύεται την ύπαρξη μια̋ βάση̋ αδενίνη̋ σε κάθε άκρο του προϊόντο̋ τη̋ 

2.4.7. ΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗ ΤΟΥ DNA. 

2.4.8. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΗΣ ΑΚΟΛΟΥΘΙΑΣ ΤΟΥ DNA (SEQUENCING) 

2.4.9. ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΠΡΟΪΟΝΤΟΣ ΤΗΣ PCR ΣΤΟΝ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟ ΦΟΡΕΑ pEXP5-CT/TOPO
®
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PCR, οι οποίε̋ έχουν τοποθετηθεί από την πολυμεράση κατά την έξοδό τη̋ από το εκμαγείο. 

Ο πλασμιδιακό̋ φορέα̋ pEXP5-CT/TOPO
®
, που παρέχεται σε γραμμική μορφή με μια βάση 

Τ σε κάθε άκρο, υβριδοποιείται με μεγάλη εξειδίκευση με τα προϊόντα τη̋ PCR. H διαδικα-

σία τη̋ κλωνοποίηση̋ γενικά περιλαμβάνει:  

1) Ένθεση του προϊόντο̋ τη̋ PCR σε πλασμιδιακό φορέα και επώαση του μίγματο̋ για 30 

min στου̋ 4-16 
ο
C.  

2) Εισαγωγή του πλασμιδίου στα επιδεκτικά κύτταρα E. coli TOP10F' του βακτηρίου. 

3) Επιλογή και ανάλυση αποικιών για την ανίχνευση τη̋ επιτυχού̋ ένθεση̋ του προϊόντο̋ 

τη̋ PCR.  

 

Στο πρώτο στάδιο τοποθετήθηκαν σε φιαλίδιο (eppendorf) 1 μl πλασμιδιακού φορέα pEXP5-

CT/TOPO
Ò
, 4 μl προϊόντο̋ PCR και 1 μl διαλύματο̋ αλάτων(1,2 Μ NaCl, 0,06 M MgCl2). Η 

αντίδραση επωάζεται για 15-30 min στου̋ 25 °C και διατηρείται στον πάγο. Ακολουθεί με-

τασχηματισμό̋ TOP10F΄ δεκτικών κυττάρων.  

 

 

 

Η μέθοδο̋ Bradford χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό τη̋ συνολική̋ πρωτεϊνική̋ συ-

γκέντρωση̋ σε διάφορα δείγματα. Αρχικά κατασκευάζεται μια πρότυπη καμπύλη, από την 

οποία υπολογίζεται ο συντελεστή̋ μοριακή̋ απόσβεση̋, με γνωστέ̋ συγκεντρώσει̋ τη̋ πρω-

τεΐνη̋ βόεια̋ αλβουμίνη̋ με βάση την απορρόφηση στο ορατό, σε μήκο̋ κύματο̋ 595 nm. 

Κατόπιν μετριέται η απορρόφηση στα 595 nm του άγνωστου δείγματο̋ και μέσω τη̋ καμπύ-

λη̋ υπολογίζεται η πρωτεϊνική συγκέντρωση των άγνωστων δειγμάτων. Η άμεση σχέση τη̋ 

απορρόφηση̋ στα 595nm με την συγκέντρωση τη̋ πρωτεΐνη̋ οφείλεται στον ‘δεσμό’ που 

δημιουργείται μεταξύ τη̋ πρωτεΐνη̋ και τη̋ χρωστική̋ Coomasie Brilliant Blue G-250. Αυτό 

που πραγματικά συμβαίνει είναι το εξή̋: ο ‘δεσμό̋’ τη̋ Coomasie Brilliant Blue G-250 με 

μια πρωτεΐνη προκαλεί μια μετατόπιση τη̋ απορρόφηση̋ τη̋ βαφή̋ από τα 465nm στα 

595nm. Μετά από δύο λεπτά από την προσθήκη τη̋ χρωστική̋ στο δείγμα τη̋ πρωτεΐνη̋ έχει 

ολοκληρωθεί η αλλαγή στο χρώμα και διατηρείται σταθερή για περίπου μία ώρα. Τα πλεονε-

κτήματά τη̋ είναι η ταχύτητα τη̋ μεθόδου και η ευαισθησία τη̋. Πιο συγκεκριμένα η μέθο-

δο̋ μπορεί να προσδιορίσει απόλυτε̋ ποσότητε̋ πρωτεΐνη̋ 1 έω̋ 20μg.  

 

Αναλυτικά η διαδικασία έχει ω̋ εξή̋: Η χρωστική (100 mg) διαλύεται σε 100 mL υδατικού 

διαλύματο̋ μεθανόλη̋ (50% v/v). Στο διάλυμα προστίθενται 100 mL πυκνού φωσφορικού 

οξέο̋ (85% w/v). Όλα τα υλικά προστίθενται εντό̋ σκοτεινού δοχείου και το διάλυμα που 

προκύπτει αποτελεί το πυκνό αντιδραστήριο Bradford, το οποίο διατηρείται σε θερμοκρασία 

2.4.10. ΜΕΘΟΔΟΣ BRADFORD (BRADFORD 1976).  
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25 °C. Για τον προσδιορισμό τη̋ πρωτεΐνη̋ το παραπάνω αντιδραστήριο αραιώνεται με νερό 

σε αναλογία 1/4 και το διάλυμα που προκύπτει διατηρείται σε σκοτεινό δοχείο και σε θερμο-

κρασία 25 °C για 24 h.  

 

Για τον προσδιορισμό αγνώστου δείγματο̋ πρωτεΐνη̋, προστίθενται 50 μL πρωτεΐνη̋ κατάλ-

ληλη̋ συγκέντρωση̋ σε 950 μL του αραιωμένου αντιδραστηρίου Bradford ώστε η τελική 

συγκέντρωση πρωτεΐνη̋ στην κυψελίδα να είναι 2-10 μg. Το μίγμα επωάζεται σε θερμοκρα-

σία 25 °C για 25-35 min και ακολούθω̋ λαμβάνεται η απορρόφηση στα 595 nm, έχοντα̋ ω̋ 

αναφορά διάλυμα που περιέχει όλα τα αντιδραστήρια εκτό̋ από πρωτεΐνη. Η απορρόφηση 

ανάγεται σε συγκέντρωση πρωτεΐνη̋  με βάση την πρότυπη καμπύλη αναφορά̋. 

 

 

 

Τα ενζυμικά εκχυλίσματα πριν τον καθαρισμό του̋ υποβάλλονται σε διαπίδυση έναντι συνή-

θω̋ 500 έω̋ 1000-όγκων ρυθμιστικού διαλύματο̋ κατάλληλη̋ συγκέντρωση̋ και pH προ-

κειμένου να αποκτήσουν την ίδια σύσταση ρυθμιστικού διαλύματο̋ με αυτό τη̋ διαπίδυση̋. 

Για τη μέθοδο χρησιμοποιείται μεμβράνη διαπίδυση̋ από κυτταρίνη (μοριακό κατώφλι 12 

kDa) τη̋ εταιρία̋ Sigma-Aldrich (Η.Π.Α.) η οποία αποτελεί ένα ημιπερατό διάφραγμα που 

επιτρέπει στον διαλύτη και σε μικρά ιόντα να εξισορροπηθούν, αλλά δεν διαπερνάται από τα 

μόρια τη̋ πρωτεΐνη̋.. Η ιοντική ισχύ̋ και το pH του πρωτεϊνικού διαλύματο̋ που περιέχεται 

σε μια τέτοια μεμβράνη ρυθμίζεται με εξισορρόπηση έναντι του ελεύθερου πρωτεΐνη̋ διαλύ-

ματο̋. Η διαδικασία διαρκεί 18-24 h και πραγματοποιείται στου̋ 4 ˚C.  

 

Η διαδικασία τη̋ διαπίδυση̋ πραγματοποιείται και στι̋ περιπτώσει̋ απομάκρυνση̋ του ιμι-

δαζολίου από το έκλουσμα τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 μετά τον καθαρισμό τη̋ με χρωματο-

γραφία συγγένεια̋ σε προσροφητή με ακινητοποιημένο νικέλιο. Το ρυθμιστικό διάλυμα που 

χρησιμοποιείται για το σκοπό αυτό είναι Tris-HCl, 0.5M, pH 8. 

 

 

 

Για την ανάλυση των πρωτεϊνικών δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε η τεχνική τη̋ ηλεκτροφόρη-

ση̋ σε κάθετο πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου, παρουσία δωδεκανοθειϊκού νατρίου (SDS-

PAGE). Η ομοιόμορφη δέσμευση του φορτισμένου απορρυπαντικού SDS στι̋ πρωτεΐνε̋ τι̋ 

κάνει να αποκτήσουν σταθερό αρνητικό φορτίο με αποτέλεσμα παρουσία ηλεκτρικού πεδίου 

2.4.11. ΔΙΑΠΙΔΥΣΗ (DIALYSIS). 

2.4.12. ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ. 

 

2.4.12.1. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΗ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟΥ ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΔΩΔΕΚΑΝΟΘΕΙΪΚΟΥ ΝΑΤΡΙ-

ΟΥ (SDS-PAGE). 
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η κινητικότητα του̋ να εξαρτάται μόνο από το μοριακό του̋ βάρο̋. Η ταχύτητα μετακίνηση̋ 

των πρωτεϊνών εξαρτάται από το μέγεθο̋ των πόρων του πηκτώματο̋, το οποίο ρυθμίζεται 

με τη μεταβολή τη̋ περιεκτικότητα̋ του σε ακρυλαμίδιο. Χρησιμοποιήθηκαν πηκτώματα 

διαχωρισμού συγκέντρωση̋ ακρυλαμιδίου 12,5%. Τα δείγματα φορτώνονται στο πήκτωμα 

αφού προστεθεί σε αυτά το ειδικό διάλυμα δείγματο̋ (sample buffer) και βραστούν για 10 

min στου̋ 95 °C για να αποδιαταχθούν. Η παρουσία του DTT (διθειοθρεϊτόλη) και τη̋ μερ-

καπτοαιθανόλη̋ στο διάλυμα δείγματο̋ προκαλεί την αναγωγή των δισουλφιδικών δεσμών 

τη̋ πρωτεΐνη̋. Το πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου στο οποίο φορτώνονται τα δείγματα είναι 

συγκέντρωση̋ 7.5% και καλείται πήκτωμα συμπύκνωση̋. Τα δείγματα ηλεκτροφορούνται 

υπό σταθερή τάση 200 Volts (η ένταση του ρεύματο̋ στην αρχή είναι περίπου 80 mA και με 

την πάροδο του χρόνου μειώνεται στα 32 mA) για 1 h περίπου σε θερμοκρασία δωματίου.  

Μετά το πέρα̋ τη̋ ηλεκτροφόρηση̋ το πήκτωμα κατεργάζεται με σκοπό την εμφάνιση των 

πρωτεϊνικών ζωνών με διάλυμα χρώση̋ και αποχρωματισμού. 

 

 

 

Η αρχή τη̋ μεθόδου αυτή̋ στηρίζεται στη δημιουργία συμπλόκου κυανού χρώματο̋, μεταξύ 

των πρωτεϊνών και τη̋ χρωστική̋ Coomassie Brilliant Blue R-250. Μετά την ηλεκτροφόρη-

ση η πηκτή πολυακρυλαμιδίου εμβαπτίζεται σε υδατικό διάλυμα  χρώση̋ που περιέχει μεθα-

νόλη (45% v/v), οξικό οξύ (7% v/v) και Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,25-1% w/v), για 

30-60 min με αργή ανακίνηση, προκειμένου να δημιουργηθεί το σύμπλοκο. Κατόπιν, αφαι-

ρείται το διάλυμα χρώση̋ και ξεπλένεται επανειλημμένα σε διαλύματα αποχρωματισμού για 

την απομάκρυνση τη̋ περίσσεια̋ τη̋ χρωστική̋ και την εμφάνιση των διακριτών πρωτεϊνι-

κών ζωνών. Χρησιμοποιούνται δύο υδατικά διαλύματα που περιέχουν: i) μεθανόλη (40% v/v) 

και οξικό οξύ (7% v/v) και ii)  μεθανόλη (5% v/v) και οξικό οξύ (7% v/v). Με τη μέθοδο αυ-

τή είναι δυνατή η ανίχνευση μέχρι και 0.1 μg πρωτεΐνη̋. 

 

 

 

Για την έκφραση τη̋ πρωτεΐνη̋ χρησιμοποιήθηκαν βακτηριακά στελέχη τη̋ E. coli τα οποία 

παράγουν αρκετό lac καταστολέα ώστε να αναστέλλεται αποτελεσματικά η μεταγραφή από 

τον υποκινητή του οπερονίου τη̋ λακτόζη̋ (lac operon). Για την έκφραση τη̋ πρωτεΐνη̋ ι-

δανικό είναι το στέλεχο̋ BL21(DE3), το οποίο μπορεί να οδηγήσει σε αποδοτικότερο έλεγχο 

τη̋ έκφραση̋, γεγονό̋ χρήσιμο ειδικά σε περιπτώσει̋ που το μόριο που εκφράζεται μπορεί 

να είναι τοξικό για τα κύτταρα.  

 

2.4.12.2. ΧΡΩΣΗ ΜΕ COOMASSIE BRILLIANT BLUE R-250. 

2.4.13. ΕΤΕΡΟΛΟΓΟΣ ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ GSTS ΣΕ ΒΑΚΤΗΡΙΑ E. coli. 
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Κύτταρα E. coli BL21(DE3) μετασχηματίζονται με τον ανασυνδυασμένο φορέα pEXP5-

CT/TOPO
®
 και επιστρώνονται σε τρυβλία LB με αμπικιλίνη. Δημιουργείται καλλιέργεια εκ-

κίνηση̋ σε LB (50ml) με 100 μg/ml αμπικιλίνη̋, η οποία επωάζεται όλη τη νύχτα υπό ανά-

δευση στου̋ 37 °C. Νέα καλλιέργεια (500ml) προθερμασμένου LB (37 °C) με τo ίδιo αντιβι-

οτικό, εμβολιάζεται από την καλλιέργεια εκκίνηση̋ και επωάζεται υπό ανάδευση στου̋ 37 

°C, μέχρι η οπτική τη̋ απορρόφηση να είναι OD600nm= 0,5-0,6. Προστίθεται στην καλλιέρ-

γεια IPTG σε τελική συγκέντρωση 1 mM και συνεχίζεται η επώαση τη̋ καλλιέργεια̋ για 4 

ώρε̋. Ανά μία ώρα συλλέγονται δείγματα από την καλλιέργεια, τα οποία φωτομετρούνται. 

Ίσε̋ ποσότητε̋ κυττάρων κατακρημνίζονται, και τα εκχυλίσματά του̋ αναλύονται σε πή-

κτωμα SDS-ακρυλαμιδίου, ώστε να βρεθεί ο καλύτερο̋ χρόνο̋ επαγωγή̋ τη̋ έκφραση̋. 

 

Τέλο̋, τα κύτταρα συλλέγονται (περίπου 0,15 g υγρή̋ πάστα̋ κυττάρων/50 mL καλλιέργει-

α̋) με φυγοκέντριση (8000 rpm) για 15 min και διατηρούνται στου̋ -20 °C μέχρι να χρησι-

μοποιηθούν. 

 

 

 

Αιωρείται μάζα κυττάρων 0,15 g σε τριπλάσιο όγκο 0,1 M ρυθμιστικού διαλύματο̋ φωσφο-

ρικού καλίου, pH 6,5. Η λύση των κυττάρων πραγματοποιείται με επίδραση υπερήχων για 

τρει̋ επαναλήψει̋ χρονική̋ διάρκεια̋ 15-20 s η κάθε μία. Η διαδικασία πραγματοποιείται 

στο παγόλουτρο (2-4˚C). Το τελικό αιώρημα φυγοκεντρείται (13000 rpm) για 5 min και το 

υπερκείμενο συλλέγεται για περαιτέρω επεξεργασία. 

 

 

Για τη σύνθεσή του προσροφητή 1,4-βουτανεδιολ-διγλυκιδυλαιθέρα-GSH-Sepharose-CL6B 

(Se-GSH) χρησιμοποιήθηκαν περίπου 20 g σφαιρίδια αγαρόζη̋ (Sepharose CL6B), τα οποία 

είχαν πλυθεί με δι̋-απιονισμένο νερό (200 ml), και προστέθηκαν σε διάλυμα 0,6 Μ NaOH 

(20 ml) με σκοπό να ενεργοποιηθεί η αγαρόζη. Ακολουθεί ήπια ανάδευση του μίγματο̋ για 3 

ώρε̋ σε θερμοκρασία 25οC. Στη συνέχεια στην ενεργοποιημένη αγαρόζη προστίθενται 4 ml 

1,4-βουτανεδιολ-διγλυκιδυλ-αιθέρα (1,4-Butanediol diglycidyl ether) και η αντίδραση ολο-

κληρώνεται με μια δεύτερη ήπια ανάδευση για 2 ώρε̋ στην ίδια θερμοκρασία. Επόμενο βήμα 

είναι η διήθηση και το πλύσιμο του αιωρήματο̋ με δι̋-απιονισμένο νερό και στη συνέχεια η 

αγαρόζη προστίθεται σε διάλυμα γλουταθείου (400 μmol), το οποίο ήδη έχει διαλυθεί σε φω-

σφορικό διάλυμα 1 Μ Na2HPO4 pH 8 (10 ml). Το μίγμα αφήνεται για 3 ημέρε̋ να αναδεύεται 

ήπια σε θερμοκρασία δωματίου (25 
ο
C) και στη συνέχεια αφού ακολουθήσει διήθηση και 

2.4.14. ΛΥΣΙΜΟ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΚΑΙ ΠΑΡΑΛΑΒΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΙΚΟΥ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΟΣ. 

2.4.15. ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΟΥ ΠΡΟΣΡΟΦΗΤΗ ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ 1,4-ΒΟΥΤΑΝΕΔΙΟΛ-ΔΙΓΛΥΚΙΔΥΛ-ΑΙΘΕΡΑ-GSH-

SEPHAROSE-CL6B (BES-GSH). 
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πλύσιμο με δεκαπλάσιο όγκο δι̋-απιονισμένου νερού, αποθηκεύεται σε διάλυμα 20% αιθα-

νόλη̋, στου̋ 4 
ο
C.  

 

 

Για τον καθαρισμό των ισοενζύμων GST χρησιμοποιήθηκε στήλη χρωματογραφία̋ συγγέ-

νεια̋ με προσροφητή 1,4-βουτανεδιολ-διγλυκιδυλ-αιθέρα-GSH-Sepharose-CL6B (BES-

GSH). Πραγματοποιήθηκε έλεγχο̋ των βέλτιστων συνθηκών καθαρισμού των πρωτεϊνών 

που αφορούν το pH και τι̋ συνθήκε̋ έκλουση̋ των ενζύμων. Σε κάθε στάδιο του καθαρι-

σμού υπολογίζεται η ενζυμική δραστικότητα με τη φωτομετρική μέθοδο (παράγραφο̋ 

2.4.19.1). Για τον ποσοτικό προσδιορισμό τη̋ πρωτεΐνη̋ χρησιμοποιήθηκε η μέθοδο̋ Brad-

ford (παράγραφο̋ 2.4.10).  

 

Το πρωτόκολλο καθαρισμού έχει ω̋ εξή̋: ενζυμικό διάλυμα εξισορροπημένο σε 20 mM 

ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου, pH 7, φορτώνεται σε προσροφητή BES-GSH (1 

mL). Οι μη προσροφημένε̋ πρωτεΐνε̋ απομακρύνονται με 10 mL ρυθμιστικού διαλύματο̋ 

εξισορρόπηση̋. Το ένζυμο εκλούεται με 10 mM GSH, pH 7 (3-5 mL) διαλυμένη σε ρυθμι-

στικό διάλυμα εξισορρόπηση̋. 

 

 

Η παραγόμενη ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη AtuGST4 καθαρίζεται με χρωματογραφία συγγέ-

νεια̋ με ακινητοποιήμενο μέταλλο. Συγκεκριμένα, στο σύστημα που χρησιμοποιήθηκε ιόντα 

Ni
2+

 έχουν ακινητοποιηθεί σε αγαρόζη με τη βοήθεια νιτριλοτριοξικού οξέο̋ (Ni-NTA) 

(Σχήμα 2.1). Η πρωτεΐνη δεσμεύεται στα ιόντα Ni
2+

 τη̋ στήλη̋ με πολύ υψηλή συγγένεια και 

εκλούονται με ανταγωνιστική πρόσδεση ιμιδαζολίου (φυσιολογικέ̋ συνθήκε̋).  

 

Αρχικά ο προσροφητή̋ NTA-αγαρόζη 0.5ml αναγεννάται με 5 ml διαλύματο̋ EDTA 0,1 M 

και 10ml dd H2O. Στη συνέχεια, ο προσροφητή̋ φορτίζεται με διάλυμα NiCl2∙6H2O 50 mM, 

όγκου 2ml, το οποίο παρασκευάζεται εκ νέου για κάθε διαδικασία καθαρισμού. Ακολουθεί 

εξισορρόπηση τη̋ στήλη̋ με 10ml ρυθμιστικού διαλύματο̋ KH2PO4 50 mM περιεκτικότητα̋ 

0,3 M σε NaCl, pH 8. 

 

 

2.4.16. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΙΣΟΕΝΖΥΜΩΝ GSTS ΜΕΣΩ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ ΧΡΗΣΙΜΟ-

ΠΟΙΩΝΤΑΣ ΩΣ ΠΡΟΣΡΟΦΗΤΗ BES-GSH.  

2.4.17. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΙΣΟΕΝΖΥΜΩΝ GSTS ΜΕΣΩ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ ΧΡΗΣΙΜΟ-

ΠΟΙΩΝΤΑΣ ΩΣ ΠΡΟΣΡΟΦΗΤΗ Ni-NTA-ΑΓΑΡΟΖΗΣ.  
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Πρωτεϊνικό εκχύλισμα όγκου 1.5ml φορτώνεται και αφού το ένζυμο προσροφηθεί, πραγμα-

τοποιείται έκπλυση του προσροφητή με 10ml ρυθμιστικού διαλύματο̋ KH2PO4 50mM περιε-

κτικότητα̋ 0.3M σε NaCl, pH 8 και με 10ml του ίδιου διαλύματο̋ με pH 6.2, ώστε να απο-

μακρυνθούν το μη-προσροφημένο στη στήλη υλικό και οι χαλαρά δεσμευμένε̋ πρωτεΐνε̋. 

Ακολουθούν εκλούσει̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ με ιμιδαζόλιο διαλυμένο σε ρυθμιστικό διάλυμα εξι-

σορρόπηση̋ χρησιμοποιώντα̋ σταδιακά αυξανόμενε̋ συγκεντρώσει̋. Συγκεκριμένα πραγ-

ματοποιούνται 5 εκλούσει̋ με: α) δ/μα ιμιδαζολίου 5mM, β) 20mM, γ) 0.1M, δ) 0.2M και ε) 

0.5M. Συλλέγονται κλάσματα των 2 mL και γίνεται έλεγχο̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ (παρά-

γραφο̋ 2.4.14.1) και προσδιορισμό̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ (παράγραφο̋ 2.4.11). 

 

 

 

Για την επεξεργασία των αποτελεσμάτων τη̋ ενζυμική̋ κινητική̋, τη̋ αδρανοποίηση̋ των 

ενζύμων, τη̋ εύρεση̋ του IC50, των τιμών Tm έγινε χρήση του προγράμματο̋ SigmaPlot 

(http://www.sigmaplot.com). H ανάλυση των κρυσταλλογραφικών στοιχείων πραγματοποιή-

θηκε με το πρόγραμμα PISA (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html, Krissinel & 

Henrick, 2007). Οι χάρτε̋ Ramachandran σχεδιαστήκαν με τη βοήθεια των λογισμικών 

RAMPAGE (Lovell et al., 2002) και VMD 1.8.6 (Humphrey et al., 1996, 

http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). Οι αλληλεπιδράσει̋ μεταξύ των αμινοξικών κατα-

λοίπων προσδιορίστηκαν με το πρόγραμμα iMolTalk (http://i.mol.talk.org/). Οι απεικονίσει̋ 

των τριτοταγών δομών των πρωτεϊνών παρήχθησαν χρησιμοποιώντα̋ τα προγράμματα Py-

MOL (Delano, 2002) και Jmol (http://www.jmol.org/). 

 

 

ΣΧΗΜΑ 2.1. Δομή του προσροφητή με συμπλεγμένα ιόντα Ni
+2

 σε ακινητοποιημένο ιμινοδιοξικό οξύ. 

2.4.18. ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ. 
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Η διαδικασία μέτρηση̋ τη̋ δραστικότητα̋ τη̋ GST με τα αλογωνομένα νιτροβενζόλια 1-

βρωμο-2,4-δινιτροβενζόλιο (BDNB), 1-φθορο-2,4-δινιτροβενζόλιο (FDNB), 1-ιωδο-2,4-

δινιτροβενζόλιο (IDNB), π-νιτροβενζυλ-χλωρίδιο (PNBC) και 4-χλωρο-7-νιτοβενζο-2-οξο-

1,3-διαζόλιο (NBD-Cl) είναι παρόμοια με αυτή που εφαρμόζεται για το πρότυπο υπόστρωμα 

των ενζύμων GSTs, το 1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο (CDNB), η οποία βασίζεται στον προσ-

διορισμό τη̋ ταχύτητα̋ σχηματισμού του συμπλόκου GS-CDNB (Labrou et al., 2001). Οι 

νουκλεόφιλε̋ αντικαταστάσει̋ ενό̋ αλκυλ- ή αρυλ- αλογόνου (Σχήμα 2.1.) ήταν οι πιο συχνά 

απαντώμενε̋ αντιδράσει̋. Τα αλογόνα των μορίων αυτών είναι ήπια ηλεκτρονιόφιλα άτομα 

και αντιδρούν άμεσα με τη GSH. Η γενική αντίδραση που ακολουθείται είναι τη̋ μορ-

φή̋:  

 

 

 

 

 

 

Ο προσδιορισμό̋ τη̋ GST δραστικότητα̋ πραγματοποιείται χρησιμοποιώντα̋ το CDNB ω̋ 

υπόστρωμα. Αυτή είναι μια νουκλεόφιλη αρωματική υποκατάσταση που πραγματοποιείται 

μέσω ενό̋ ενδιάμεσου σ-συμπλόκου (Σχήμα 2.2.) (Armstrong, 1997, Hayes et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.19. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΜΕΤΑΦΟΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΥ (GST). 

 

2.4.19.1. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ GST ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΠΑΡΑΓΩΓΑ ΝΙΤΡΟΒΕΝΖΟ-

ΛΙΟΥ CDNB, BDNB, FDNB, IDNB, PNBC ΚΑΙ NBD-Cl ΩΣ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ. 

ΣΧΗΜΑ 2.2. Ηλεκτρονιόφιλη υποκατάσταση ενό̋ ατόμου χλωρίου από την σουλφυδρυλομάδα τη̋ GSH. 

ΣΧΗΜΑ 2.3. Σχηματισμό̋ του ενδιάμεσου σ-συμπλόκου κατά τη σύζευξη τη̋ GSH με το CDNB. 
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Το μίγμα επώαση̋ έχει συνολικό όγκο 1 mL και τοποθετείται σε κυψελίδα όγκου 1,5 ml η 

οποία περιέχει 0,1 M ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου, pH 6,5, 2,5 mM GSΗ, ένζυμο 

GST (έω̋ 0,02 U) και 1 mM υποστρώματο̋, ενώ ο φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ πραγματο-

ποιείται σε μήκο̋ κύματο̋ 340nm για τα υποστρώματα CDNB, BDNB, FDNB και IDNB. 

Για το υπόστρωμα PNBC η συγκέντρωση τη̋ γλουταθειόνη̋ ανέρχεται στα 5mM και ο φω-

τομετρικό̋ προσδιορισμό̋ πραγματοποιείται σε μήκο̋ κύματο̋ 310nm. Ω̋ ενζυμική μονάδα 

GST ορίζεται το ποσό του ενζύμου που καταλύει τη μετατροπή 1 μmol υποστρώματο̋ σε 

σύμπλοκο με τη γλουταθειόνη ανά min στου̋ 37 ºC.  

 

 

Ο φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ μέτρηση̋ τη̋ δραστικότητα̋ τη̋ GST με το υδροϋπεροξεί-

διο του κουμενίου (CuOOH) και το τ-βουτυλο-υδροϋπεροξείδιο (t-BuOOH) πραγματοποιή-

θηκε συμφωνά με τη διαδικασία που έχει περιγραφεί από τον Tappel, 1978. Το μίγμα τη̋ α-

ντίδραση̋ συνολικού όγκου 0,6 mL περιέχει 1 mM GSH, 0,2 mM NADPH, 1 U ενζύμου ρε-

δουκτάση̋ του γλουταθείου (Sigma, St. Louis, MO) και 1,5mM τελική συγκέντρωση υπο-

στρώματο̋, CuOOH ή t-BuOOH σε 0,1 M ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου (pH 7.5) 

με 0.1 mM EDTA. Στη συγκεκριμένη αντίδραση πραγματοποιείται αναγωγή των υπεροξειδί-

ων και σχηματισμό̋ του δισουλφιδίου του GSH (GSSG) συμφωνά με τι̋ αντιδράσει̋: 

 

 

 

++
+¾¾®¾++ NADPGSH2HNADPHGSSG GRd  

 

Η αντίδραση παρακολουθείται φωτομετρικά και προσδιορίζεται η ταχύτητα μετατροπή̋ του 

NADPH σε NADP+ σε μήκο̋ κύματο̋ 340 nm. Ω̋ ενζυμική μονάδα ορίζεται το ποσό του 

ενζύμου που καταλύει τη μετατροπή 1 μmol NADPH σε NADP
+
 ανά min στου̋ 37 °C. Για 

τον ποσοτικό υπολογισμό του NADPH χρησιμοποιείται ω̋ συντελεστή̋ μοριακή̋ απόσβεση̋ 

η τιμή 6,22 L/mmol·cm (Wilson et al., 1989). Όλοι οι ενζυμικοί προσδιορισμοί διορθώθηκαν 

για τη μη ενζυμική αντίδραση η οποία λάμβανε χώρα στι̋ συνθήκε̋ του πειράματο̋.   

 

 

 

 

  

2.4.19.2. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ GST ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΤΑ ΥΔΡΟΫΠΕΡΟΞΕΙΔΙΑ 

CUOOH ΚΑΙ tert-BUOOH.  

OHROHGSSGROOHGSH2 2

GPx
++¾¾®¾+
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Το μίγμα τη̋ αντίδραση̋ περιέχει 0,5 mM GSH, 0,2 mM NADPH, 0,5 U ενζύμου ρεδουκτά-

ση̋ του γλουταθείου (Sigma, St. Louis, MO) και ποσότητα καθαρού ενζύμου σε 100mM 

ρυθμιστικό διάλυμα Tris-Cl (pH 7,8). Η αντίδραση αρχίζει με την προσθήκη 2mM υποστρώ-

ματο̋ 2,2-διθειοδιαιθανόλη̋ (HED) στου̋ 30°C η οποία ακολουθείται από μείωση τη̋ απορ-

ρόφηση̋ σε μήκο̋ κύματο̋ 340nm. Για τον ποσοτικό υπολογισμό του NADPH χρησιμοποι-

είται ω̋ συντελεστή̋ μοριακή̋ απόσβεση̋ η τιμή 6,22 L/mmol·cm (Wilson et al., 1989). 

 

 

Η GST καταλύει την αναγωγή του διυδροασκορβικού οξέο̋ (DHA) σε ασκορβικό χρησιμο-

ποιώντα̋ την ανοιγμένη γλουταθειόνη ω̋ δότη ηλεκτρονίων (Mizohata et al., 2001). Η αντί-

δραση παρακολουθείται φωτομετρικά στα 265 nm. 

 

 

 

 

Το μίγμα τη̋ αντίδραση̋ συνολικού όγκου 3 mL περιέχει 1 mM GSH και 0,25mM τελική 

συγκέντρωση υποστρώματο̋ διυδροασκορβικού οξέο̋ σε 50 mM ρυθμιστικό διάλυμα φω-

σφορικού καλίου (pH 8). 

 

 

Ο φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των GSTs έναντι του αιθακρυ-

νικού οξέο̋ (ΕΑ) δηλαδή ουσιαστικά η ταχύτητα σχηματισμού του συμπλόκου GS-EA (Ha-

big et al., 1974) βασίστηκε στη φωτομετρική μέθοδο του Satoh (1995) όπω̋ περιγράφηκε και 

από του̋ Tirona & Pang, 1999. Το αιθακρυνικό περιέχει ακόρεστο δεσμό που μπορεί να σχη-

ματίσει  διάφορε̋ ενώσει̋ προσθήκη̋  με νουκλεόφιλε̋ ομάδε̋. Η αντίδραση προσθήκη̋ του 

αιθακρυνικού με τη GSH οδηγεί στον σχηματισμό του συμπλόκου GS-EA (Σχήμα 2.3.). Κα-

τά παρόμοιο τρόπο, η ακόρεστη ομάδα τη̋ trans-4-φαινυλβουτ-3-εν-2-όνη̋ δημιουργεί σύ-

μπλοκο με τη γλουταθειόνη. 

 

2.4.19.3. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ GST ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΤΟ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ HED 

(2,2-ΔΙΘΕΙΟΔΙΑΙΘΑΝΟΛΗ). 

2.4.19.4. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ GST ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΤΟ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ DHA 

(ΔΙΥΔΡΟΑΣΚΟΡΒΙΚΟ ΟΞΥ). 

2.4.19.5. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ GST ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΤΑ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ EA 

ΚΑΙ trans-4-ΦΑΙΝΥΛΒΟΥΤ-3-ΕΝ-2-ΟΝΗ. 

+ +GSSG2GSH DHA ASC
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Η αντίδραση, τελικού όγκου 3ml, περιείχε 0,25mM GSH και 0,2mM ή 0,05mM υποστρώμα-

το̋ για το αιθακρυνικό οξύ και η trans-4-φαινυλβουτ-3-εν-2-όνη αντίστοιχα σε  0,1 M ρυθμι-

στικού διαλύματο̋ φωσφορικού καλίου, pH 6,5. Η χρονική διάρκεια του προσδιορισμού ήταν 

συνήθω̋ 3 min. Τα υποστρώματα λόγω τη̋ χαμηλή̋ διαλυτότητα̋ του στο νερό διαλύονταν 

σε αιθανόλη ή ακετόνη η τελική συγκέντρωση των οποίων στο διάλυμα του προσδιορισμού 

ήταν μικρότερη από 4%. Οι φωτομετρικοί προσδιορισμοί διεξάγονταν σε μήκο̋ κύματο̋ 

270nm για το αιθακρυνικό και 290nm για την τραν̋-4-φαινυλβουτ-3-εν-2-όνη.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Συμφωνά με του̋ Javitt et al., 1960,  Goldstein & Combes 1966, ο λακτονικό̋ δακτύλιο̋ του 

BSP (Σχήμα) μπορεί πιθανότατα να αντιδράσει με την ανοιγμένη GSH σχηματίζοντα̋ έναν 

θειοαιθέρα και με αντικατάσταση του βρωμίου πάνω στον δακτύλιο του φθαλικού οξέο̋ οδη-

γείται στον σχηματισμό υδροβρομικού οξέο̋.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 2.4. Σχηματισμό̋ του συμπλόκου EA-GSH. 

2.4.19.6. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ GST ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΤΑ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ BSP 

(ΒΡΩΜΟΣΟΥΛΦΟΦΘΑΛΕΪΝΗ) ΚΑΙ HNE (trans-2-ΕΝΕΝΑΛΗ). 

ΣΧΗΜΑ 2.5.   Συντακτικό̋ τύπο̋ τη̋ βρωμοσουλφοφθαλεΐνη̋. 
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O + GSH

SG

O

Η αντίδραση προσθήκη̋ συμβαίνει και στην περίπτωση του υποστρώματο̋ trans-2-ενενάλη 

(Hiratsuka et al., 2001) η οποία διαθέτει μια ελεύθερη αλδευδομάδα συμφωνά με την παρα-

κάτω αντίδραση: 

 

 

 

 

 

Οι φωτομετρικοί προσδιορισμοί και για τα υποστρώματα βρωμοσουλφοφθαλεΐνη και trans-2-

ενενάλη διεξάγονται σε μήκη κύματο̋ 330nm και 224nm, αντίστοιχα. Οι αντιδράσει̋, τελι-

κού όγκου 3ml, πραγματοποιούνται σε 0,1 M ρυθμιστικού διαλύματο̋ φωσφορικού καλίου, 

pH 6,5. Για τη βρωμοσουλφοφθαλεΐνη, το μίγμα τη̋ αντίδραση̋ περιέχει 5mM GSH και 

0,03mM υποστρώματο̋ και για την trans-2-ενενάλη 0,5mM GSH και 0,1mM υποστρώματο̋.  

 

 

Οι οργανικέ̋ ισοθειακυανικέ̋ ενώσει̋ ισοθειοκυανικό̋ φαινυλαιθυλ-εστέρα̋ και ισοθειοκυ-

ανικό̋ αλλυλ-εστέρα̋ δημιουργούν προϊόντα σύζευξη̋ με τη γλουταθειόνη ενζυμικά και μη 

ενζυμικά προ̋ σχηματισμό διθειοκαρβαμιδίων (Zhang et al., 1996,  Meyer et al., 1995) όπω̋ 

παρουσιάζεται στην παρακάτω αντίδραση: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Το μίγμα τη̋ αντίδραση̋ συνολικού όγκου 3 mL είναι ίδιο και για τα δυο υποστρώματα και 

περιέχει 1 mM GSH και 0,4mM υποστρώματο̋ σε 100 mM ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού 

καλίου (pH 6,5). Η αντίδραση παρακολουθείται φωτομετρικά στα 274nm. 

 

 

 

2.4.19.7. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ GST ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΙΣΟΘΕΙΟΚΥΑΝΙΚΕΣ ΕΝΩ-

ΣΕΙΣ: ΙΣΟΘΕΙΟΚΥΑΝΙΚΟΣ ΦΑΙΝΥΛΑΙΘΥΛ-ΕΣΤΕΡΑΣ ΚΑΙ ΙΣΟΘΕΙΟΚΥΑΝΙΚΟΣ ΑΛΛΥΛ-ΕΣΤΕΡΑΣ. 
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Στην περίπτωση των εστέρων, όπω̋ το υπόστρωμα οξική p-νιτροφαινόλη, η νουκλεόφιλη 

προσβολή από την θειολική οµάδα τη̋ γλουταθειόνη̋ συμβαίνει στην εστερική ομάδα (Σχή-

μα).  

 

Το μίγμα τη̋ αντίδραση̋ συνολικού όγκου 1 mL περιέχει 2,5 mM GSH και 1 mM υποστρώ-

ματο̋ σε 100 mM ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου (pH 6,5). Η αντίδραση παρακο-

λουθείται φωτομετρικά στα 410nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η μέθοδο̋ βασίζεται στη μέτρηση τη̋ αύξηση̋ τη̋ απορρόφηση̋ κατά την αντίδραση του 

GSH με το fluorodifen, σύμφωνα με την αντίδραση (Dixon et al., 2003): 

 

 

 

 

Το μίγμα επώαση̋ έχει τελικό όγκο 1 mL και περιέχει 0,1 M ρυθμιστικό διάλυμα Gly-NaOH  

pH 9,5, 5 mM GSH, 0,05 mM fluorodifen, και GST. Το μίγμα επωάζεται στου̋ 30 ºC για 1 h. 

Ω̋ μάρτυρα̋ χρησιμοποιείται όμοιο μίγμα επώαση̋ που όμω̋ δεν περιέχει το ένζυμο. Μετά 

το πέρα̋ τη̋ 1 h λαμβάνεται απορρόφηση στα 400 nm που οφείλεται στο σχηματισμό τη̋ 4-

νιτροφαινόλη̋. Ω̋ ενζυμική μονάδα GST ορίζεται το ποσό του ενζύμου που καταλύει τη με-

2.4.19.8. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ GST ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΤΟ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΟ p-

NPA.  

ΣΧΗΜΑ 2.6.  Αντίδραση τρανσακετυλίωση̋ στο μόριο τη̋ οξική̋ p-νιτροφαινόλη̋ 

2.4.19.9. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ GST ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ FLUORODIFEN  
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τατροπή ενό̋ 1 μmol fluorodifen σε 4-νιτροφαινόλη ανά min στου̋ 30 ºC. Για τον ποσοτικό 

υπολογισμό τη̋ 4-νιτροφαινόλη̋ χρησιμοποιείται ω̋ συντελεστή̋ μοριακή̋ απόσβεση̋  η 

τιμή 18,5 L/mmol·cm (Dixon et al., 2003).  

 

 

 

Η απελευθέρωση ιόντων αλογόνου από ένα αλογονουποκατεστημένο υπόστρωμα είναι απο-

τέλεσμα τη̋ αντίδραση̋ σύζευξη̋ του με τη γλουταθειόνη η οποία καταλύεται από τι̋ GSTs. 

Ο προσδιορισμό̋ αυτών των αλογονοιοντων βασίζεται στη μέθοδο που υιοθετήθηκε από του̋ 

Iwasaki et al., 1952. Σύμφωνα με τη συγκεκριμένη μέθοδο τα ελεύθερα αλογονοϊόντα αντι-

δρούν με τον θειοκυανιούχο υδράργυρο για να σχηματίσουν HgX2 και SCN
-
 τα οποία προσ-

δίδουν πορτοκαλί χρώμα στο διάλυμα του νιτρικού οξέο̋ παρουσία ιόντων σιδήρου. Η συνο-

λική πορεία των αντιδράσεων συνοψίζεται στι̋ εξισώσει̋ (1) (2) και (3). Ο προσδιορισμό̋ 

του χρώματο̋ του θειοκυανιούχου σιδήρου που σχηματίζεται γίνεται φωτομετρικά σε μήκο̋ 

κύματο̋ 460nm και η συγκέντρωση των ιόντων αλογόνου που απελευθερώνονται προσδιορί-

ζεται με τη βοήθεια μια̋ πρότυπη̋ καμπύλη̋ διαλυμάτων NaCl γνωστών συγκεντρώσεων. 

Ω̋ μονάδα ενζυμική̋ δραστικότητα̋ ορίζεται ω̋ η ποσότητα του ενζύμου που ελευθερώνει 1 

μmol αλογονοϊόντο̋ ανά λεπτό στου̋ 30 °C.  

 

 

 (1) 

  

                                                                                                                             (2) 

  

                                                                                                                             

                                                                                                                             (3) 

 

 

 

Σε πλάκα μικροτιτλοδότηση̋ 96 φρεατίων προστίθεται σε κάθε φρεάτιο συνολικό̋ όγκο̋ 200 

μl σε από τα παρακάτω αντιδραστήρια: 180μl MES buffer pH 6.5, 2,5 mM GSH, 0,2 mM 

υποστρώματο̋ και 10 μl (0,001U) ενζύμου με ακόλουθη ανάδευση. Ω̋ τυφλά χρησιμοποιή-

θηκαν δείγματα που δεν περιέχουν ένζυμο. Η πλάκα επωάζεται στου̋ 30 °C και 37 °C για 30 

min. Στη συνέχεια προστίθεται μαλεϊμίδιο σε τελική συγκέντρωση 10mM σε κάθε φρεάτιο 

και το μίγμα τη̋ αντιδραση̋ αναδεύεται. Το μαλεϊμίδιο χρησιμοποιήθηκε ω̋ παράγοντα̋ 

«μπλοκαρίσματο̋» του θείου τη̋ γλουταθειόνη̋ και επομένω̋ η προσθήκη του οδηγεί σε 

απενεργοποίηση τη̋ αντίδραση̋. Η επαγωγή χρώματο̋, χαρακτηριστική τη̋ ύπαρξη̋ ελεύ-

θερων αλογονοιόντων στο διάλυμα, επιτυγχάνεται με την προσθήκη 31,25 μl  Hg(SCN)2 (τε-

2.4.19.10. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΛΟΓΟΝΟΪΟΝΤΩΝ.  

GSH + RX GS - R + X
- 

+ H+GST

2X- + Hg(SCN)2 HgX2 + 2SCN-

SCN- + Fe3+ Fe(SCN)2+
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λικη συγκέντρωση 2 mM)  και 12,5 μl Fe(NO3)3 (τελική συγκέντρωση 20 mM) σε κάθε 

φρεάτιο. Ο προσδιορισμό̋ τη̋ συγκέντρωση̋ των ιόντων αλογόνου που απελευθερώνονται 

προσδιορίζεται φωτομετρικά σε μήκο̋ κύματο̋ 460 nm και θερμοκρασία 30 °C.  

 

Κάθε τιμή τη̋ απορρόφηση̋ αντιστοιχεί σε συγκεκριμένη συγκέντρωση ιόντων αλογόνου 

(mg/l) στην πρότυπη καμπύλη απορρόφηση̋ στα 460 nm η οποία κατασκευάζεται με διαλύ-

ματα NaCl γνωστή̋ συγκέντρωση̋. Στη συνέχεια κατασκευάζονται οι γραφικέ̋ παραστάσει̋ 

απορρόφηση̋-χρόνου, οπού η κλίση τη̋ ευθεία̋ ισούται με ΔΑ/Δt (οπου ΔΑ, η μεταβολή τη̋ 

απορρόφηση̋ και Δt o χρόνο̋ στον οποίο συμβαίνει η μεταβολή) και ταχύτητα̋ αντίδραση̋-

συγκέντρωση̋ υποστρώματο̋.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
82 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

Κλωνοποίηση και χαρακτηρισμό̋ εν-
ζύμων τη̋ οικογένεια̋ GST από 
Agrobacterium Tumefaciens 
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Οι βακτηριακέ̋ τρανσφεράσε̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ αποτελούν μέρο̋ μια̋ υπεροικογένεια̋ 

ενζύμων που παίζουν ρόλο-κλειδί στην κυτταρική αποτοξίνωση. Οι GSTs κατανέμονται ευ-

ρέω̋ στου̋ προκαρυώτε̋ και ομαδοποιούνται σε διάφορε̋ τάξει̋. Οι βακτηριακέ̋ GSTs ε-

μπλέκονται σε μια ποικιλία διακριτών διαδικασιών όπω̋ είναι η βιοαποικοδόμηση ξενοβιοτι-

κών, η προστασία έναντι του χημικού και οξειδωτικού στρε̋ και η αντίσταση έναντι αντιμι-

κροβιακών φαρμάκων (Gulick & Fahl, 1995).  

 

Η ικανότητα των βακτηριακών GST να αποικοδομούν τοξικού̋ περιβαλλοντικού̋ ρύπου̋, 

του̋ δίνει μια σημαντική και εξέχουσα θέση στον τομέα τη̋ βιοαποικοδόμηση̋ και σαφέστα-

τα στον τομέα τη̋ βιοεξυγίανση̋ του περιβάλλοντο̋. Η βιοεξυγίανση αποτελεί μια πολύτιμη 

διαδικασία ‘καθαρισμού’ των τοξικών περιβαλλοντικών ενώσεων με τη χρήση μικροοργανι-

σμών οι οποίοι αποικοδομούν τι̋ τοξίνε̋ και τι̋ μετατρέπουν σε λιγότερο τοξικέ̋ ή μη τοξι-

κέ̋ ουσίε̋ (Chesney et al. 1996, Hyeyoung & Youn-Kyoo, 2010).  

 

Οι βακτηριακέ̋ GSTs εξειδικεύονται σε τέτοιε̋ διαδικασίε̋ και μηχανισμού̋ αποτοξίνωση̋. 

Έχουν την ικανότητα να αποτοξινώνουν ένα μεγάλο αριθμό μορίων μέσω σύζευξη̋ με τη 

GSH. Οι βακτηριακέ̋ GSTs συμμετέχουν ειδικότερα στην αποικοδόμηση πολλών μονοκυ-

κλικών αρωματικών ενώσεων συμπεριλαμβανομένων χημικών όπω̋ το τολουόλιο, ξυλόλια, 

φαινόλε̋ και ατραζίνη (Santos et al., 2002). Επιπροσθέτω̋, συμμετέχουν στην αποικοδόμηση 

πολυκυκλικών  αρωματικών υδρογονανθράκων, μια κατηγορία επικίνδυνων χημικών ενώσε-

ων τόσο για το περιβάλλον όσο και για την ανθρώπινη υγεία. Εξαιρουμένου του ρόλου του̋ 

στην αποτοξίνωση, οι βακτηριακέ̋ GSTs συμμετέχουν σε μεταβολικέ̋ διαδικασίε̋ όπω̋ εί-

ναι η βιομετατροπή του διχλωρομεθανίου, η αποικοδόμηση τη̋ λιγνίνη̋ και ατραζίνη̋ και η 

αναγωγική αποχλωρίωση τη̋ πενταχλωροφαινόλη̋ (Hofer et al., 1994, Kanaly & Harayama, 

2000, Mueller et al., 1990, Wang et al., 1996).  

 

Οι ευκαρυωτικέ̋ GSTs συνήθω̋ υποκινούν την αδρανοποίηση, αποικοδόμηση ή απέκκριση 

ενό̋ ευρέου̋ φάσματο̋ ενώσεων μέσω σχηματισμού προϊόντων σύζευξη̋ με τη γλουταθειό-

νη. Στα βακτήρια, αντιθέτω̋, οι λίγε̋ GSTs για τι̋ οποίε̋ είναι γνωστά τα υποστρώματα στα 

οποία εξειδικεύονται, όπω̋ η απαλογονάση του διχλωρομεθανίου, η εποξειδάση του 1,2-

διχλωροεποξυαιθανίου και η ρεδουκτάση τη̋ τετραχλωρουδροκινόνη̋, είναι καταβολικά έν-

ζυμα με απαραίτητο ρόλο στη βιοδιάσπαση δύσκολα αποικοδομήσιμων χημικών (Lloyd-

Jones & Lau, 1997, Xia et al., 2005, Cavalca et al., 2007). Επιπλέον, οι βακτηριακέ̋ GSTs σε 

αντίθεση με τι̋ ευκαρυωτικέ̋, εμφανίζουν μικρή ενζυμική δραστικότητα έναντι ηλεκτρονιό-

3.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
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φιλων χημικών ενώσεων όπω̋ αλογονωμένε̋ αρωματικέ̋ και αλειφατικέ̋ ενώσει̋, υπερο-

ξείδια και εποξείδια, ισοθειοκυανιούχε̋ ενώσει̋ και πρωτεϊνικά δισουλφίδια και ειδικεύονται 

στην κατάλυση εξειδικευμένων αντιδράσεων. Πληροφορίε̋ που έχουν αποκωδικοποιηθεί από 

αλληλούχιση βακτηριακών γονιδιωμάτων δείχνουν ότι GSTs είναι παρούσε̋ σε μεγάλα πο-

σοστά σε πρωτεοβακτήρια. Παράδειγμα αποτελούν  τα γονιδιώματα τριών ψευδομονάδων 

που το καθένα περιελάμβανε τουλάχιστον δέκα διαφορετικέ̋ GSTs (Vuilleumier & Pagni, 

2002).    

 

Ο χαρακτηρισμό̋ θηλαστικών GSTs καθίσταται ευκολότερο̋ λόγω τη̋ χαρακτηριστική̋ 

δραστικότητα̋ που εμφανίζουν έναντι του υποστρώματο̋ 1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζολίου 

(CDNB) και τη̋ ικανότητα̋ του̋ να δεσμεύονται σε προσροφητέ̋ συγγένεια̋ με ακινητοποι-

ημένο GSH. Οι περισσότερε̋ γνωστέ̋ βακτηριακέ̋ GSTs, εντούτοι̋, στερούνται και των δυο 

αυτών χαρακτηριστικών (Fahey & Sundquist, 1991, Sheehan & Casey, 1993, Penninckx & 

Elskens, 1993), και αυτό εν μέρει εξηγεί γιατί λιγοστοί αντιπρόσωποι βακτηριακών GSTs 

ήταν γνωστοί κυρίω̋ πριν την έναρξη των μεγάλη̋ κλίμακα̋ εργασίε̋ αλληλούχιση̋ γονιδι-

ομάτων (Vuilleumier 1997). Η ανακάλυψη, ωστόσο, ενζύμων GSTs όπω̋ η απαλογονάση 

του διχλωρομεθανίου σε μεθυλοτροφικά βακτήρια (Scholtz et al. 1988, Leisinger et al., 1994, 

Scholtz et al., 1988) καθώ̋ και ο καθαρισμό̋ και λεπτομερή̋ χαρακτηρισμό̋ των GST ενζύ-

μων από το στέλεχο̋ P. mirabilis (Di Ilio et al., 1988) και E. coli B (Iizuka et al., 1989) άλλα-

ξαν τη συγκεκριμένη πεποίθηση. Η εύρεση και ο χαρακτηρισμό̋ ενζύμων GST με πρωτότυ-

πε̋ λειτουργίε̋ που απομονώθηκαν από βακτήρια, μα̋ παρέχουν καινούριε̋ πληροφορίε̋ για 

τι̋ ιδιότητε̋ και τα λειτουργικά χαρακτηριστικά των GSTs σε βακτηριακού̋ οργανισμού̋.  

 

Ορισμένε̋ βακτηριακέ̋ GSTs εκφράζονται σε αρκετά υψηλά επίπεδα ενδοκυτταρικά, εμπλέ-

κονται στον βασικό μεταβολισμό και εφοδιάζουν έτσι τα βακτηριακά κύτταρα με πηγέ̋ άν-

θρακα (Masip et al., 2006). Ένα στοιχείο επίση̋ που θεωρείται συχνά χαρακτηριστικό των 

βακτηριακών GSTs είναι οι τιμέ̋ Km για τη γλουταθειόνη που κυμαίνονται σε μονάδε̋ τάξη̋ 

μεγέθου̋ mM (Meyer, 1993) και συχνά θεωρούνται χαρακτηριστικέ̋ για ένζυμα τη̋ θ τάξη̋. 

Ωστόσο, υπάρχουν σημαντικέ̋ διαφορέ̋ ακόμη και ανάμεσα σε GST που ανήκουν στην ιδία 

τάξη όσον αφορά την κινητική του̋ συμπεριφορά και την ικανότητα καθαρισμού του̋ με 

χρωματογραφία συγγένεια̋ που βασίζεται σε ακινητοποιημένη γλουταθειόνη ή παράγωγα τη̋ 

(Nishida et al., 1994, Vuilleumier et al., 2009). 

 

Μελέτε̋ που αφορούν τη φυλογενετική ανάλυση των ενζύμων GSTs δείχνουν ότι η φυλογέ-

νεια των συγκεκριμένων πρωτεϊνών είναι ιδιαίτερα πολύπλοκη. Γενικά ταξινομούνται σε 

τέσσερι̋ διαφορετικέ̋ οικογένειε̋ GSTs: τι̋ κυτοπλασματικέ̋, τι̋ μικροσωμιακέ̋ 

(MAPEG), τι̋ μιτοχονδριακέ̋ και τι̋ βακτηριακέ̋ GSTs (Hayes et al., 2005, Armstrong, 
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2000). Επιπλέον, καθεμία από τι̋ τέσσερι̋ οικογένειε̋ πρωτεϊνών GSTs περιέχει μέλη τα 

οποία σαφώ̋ σχετίζονται εξελικτικά, αλλά παρόλα αυτά επιτελούν διαφορετικέ̋ λειτουργίε̋. 

 

Οι φυλογενετικέ̋ σχέσει̋ μεταξύ των βακτηριακών GSTs καθορίζονται με βάση τα γνωστά 

λειτουργικά και δομικά χαρακτηριστικά του̋, επιτρέποντα̋ την κατάταξη του̋ σε διαφορετι-

κέ̋ τάξει̋. Τέσσερι̋ διαφορετικέ̋ τάξει̋ GSTs έχουν εντοπιστεί στα βακτήρια: β, χ, θ και ζ 

(Sheehan et al., 2001, Wiktelius & Stenberg G, 2007, Rossjohn et al., 1998, Vuilleumier S, 

1997). Η β τάξη περιλαμβάνει την πλειοψηφία των βακτηριακών GSTs. GSTs β τάξη̋ έχουν 

απομονωθεί και χαρακτηριστεί από διάφορα βακτήρια.  Η πρώτη GST που χαρακτηρίστηκε 

και ανήκει στη συγκεκριμένη τάξη, προέρχεται από ένα στέλεχο̋ του βακτηρίου Proteus 

mirabilis (PmGST) (Di Ilio et al., 1988, Iizuka et al., 1989, Piccolomini et al., 1989, Arca et 

al., 1990, Di Ilio et al., 1991, Di Ilio et al., 1993, Nishida et al., 1994, Hofer et al., 1994, 

Zablotowicz et al., 1995, Jung et al., 1996, Favaloro et al., 1998, Travensolo et al., 2008). Τα 

ένζυμα θ τάξη̋ στα βακτήρια αντιπροσωπεύονται από δυο απαλογονάσε̋ διχλωρομεθανίου 

(DCM) που παράγονται από μεθυλοτροφικά βακτήρια (Scholtz et al., 1988, La Roche & 

Leisinger (1990), Bader & Leisinger (1994), Vuilleumier et al., 2001, Stourman et al., 2003). 

Οι απαλογονάσε̋ τετραχλωροϋδροκινόνη̋ (TCHQ) από την άλλη, όπω̋ αναφέρεται από του̋ 

Anandarajah et al. (Anandarajah et al., 2000), ανήκουν στη ζ τάξη. Πρόσφατα μάλιστα, προ-

τάθηκε μια καινούρια τάξη GSTs, η χ τάξη (Wiktelius & Stenberg, 2007). Τα ένζυμα που α-

νήκουν στη χ τάξη σχετίζονται στενά με την β τάξη η οποία όπω̋ προαναφέρθηκε περιλαμ-

βάνει την πλειοψηφία των βακτηριακών GSTs. Συγκεκριμένα, δυο πολύ σημαντικά μέλη τη̋ 

χ τάξη̋ αποτελούν οι δυο κυανοβακτηριακέ̋ GSTs που απομονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν 

από Thermosynechoccus elongatus BP-1 (TeGST) και Synechoccus elongates PCC 6301 

(SeGST). 

 

Το Agrobacterium tumefaciens το οποίο μελετάται στην παρούσα εργασία είναι ένα α-

πρωτεοβακτήριο τη̋ οικογένεια̋ Rhizobiaceae, μέλο̋ του γένου̋ Agrobacterium. Το συγκε-

κριμένο βακτήριο το οποίο ζει στο έδαφο̋, είναι υπεύθυνο για την ασθένεια τη̋ νεοπλασία̋ 

των φυτών, που ονομάζεται κορονωτό̋ κάλλο̋ και οφείλεται σε μόλυνση των (πληγωμένων) 

φυτικών ιστών. Για την ακρίβεια, οφείλεται στην παρουσία του πλασμιδίου Ti (Tumor 

inducing) στα κύτταρα του Agrobacterium tumefaciens.  

 

Ο συνδυασμό̋ ενό̋ ευθύγραμμου και ενό̋ κυκλικού χρωμοσώματο̋ αποτελεί μοναδικό και 

σπάνιο χαρακτηριστικό ανάμεσα στα βακτήρια. Ελάχιστα μέλη του γένου̋ Agrobacterium το 

διαθέτουν (Jumas-Bilak, et al., 1998) και ένα από αυτά είναι και το A. tumefaciens C58, το 

οποίο αποτελεί αντικείμενο μελέτη̋ τη̋ παρούσα̋ διατριβή̋. Μια φυλογενετική σύγκριση με 

αλλά βακτήρια αποκαλύπτει ότι το πρωτέωμα του A. tumefaciens παρουσιάζει περισσότερε̋ 
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ομοιότητε̋ με εκείνο δυο άλλων ριζόβιων ειδών, του S. meliloti και του  M. loti (Cangelosi et 

al., 1987), γεγονό̋ που δείχνει ότι πιθανότατα προέρχονται από έναν κοινό πρόγονο. 

 

Στο Escherichia coli και σε αλλά πρωτεοβακτήρια τόσο η γλουταθειόνη όσο και τα ένζυμα 

που εξαρτώνται από αυτήν, μεταξύ των οποίων και οι GSTs, εμπλέκονται σε μια πληθώρα 

μεταβολικών διαδικασιών. Το Agrobacterium tumefaciens κωδικοποιεί πολλέ̋ πρωτεΐνε̋ οι 

οποίε̋ έχουν τη δυνατότητα να προστατεύουν το περιβάλλον από τι̋ επιπτώσει̋ τοξικών ε-

νώσεων. Σε αυτή την κατηγορία ανήκουν και οι GSTs.  

 

Οι βακτηριακέ̋ GSTs μπορούν να αποτελέσουν ένα σημαντικό εργαλείο για ένα πλήθο̋ βιο-

τεχνολογικών εφαρμογών. Στον τομέα τη̋ βιοεξυγίανση̋, για παράδειγμα,  αποτελούν μια 

εναλλακτική οικονομικά μέθοδο στι̋ συμβατικέ̋ φυσικοχημικέ̋ μεθόδου̋ για τον καθαρισμό 

περιβαλλοντικά επιβαρυμένων περιοχών. Πολλέ̋ μελέτε̋ έχουν διεξαχθεί ερευνώντα̋ τη δυ-

ναμική των GST χρησιμοποιώντα̋ τόσο φυσικά ένζυμα όσο και γενετικά τροποποιημένα με 

πρωτεϊνική μηχανική. Παράδειγμα εφαρμογή̋ τη̋ πρωτεϊνική̋ μηχανική̋ σε GSTs αποτελεί 

η τεχνική του DNA shuffling όπω̋ παρουσιάζεται από του̋ Kurtovic et al., 2008. Μετά από 

υβριδισμό έξι α τάξη̋ GSTs προέκυψαν χιμαιρικά ένζυμα με βελτιωμένε̋ καταλυτικέ̋ δυνα-

τότητε̋ και τροποποιημένη εξειδίκευση έναντι διάφορων επιβλαβών ιωδοαλκανίων που χρη-

σιμοποιηθήκαν ω̋ υποστρώματα.  

 

Αλλά ανασυνδυασμένα χιμαιρικά ένζυμα GST δείχνουν να βρίσκουν εφαρμογή στον τομέα 

τη̋ φαρμακευτική̋, στο περιβάλλον (Yan et al., 2008) αλλά και σε βιοαισθητήρε̋ (Kapoli et 

al., 2008). Ένα̋ μεγάλο̋ αριθμό̋ βακτηριακών ειδών έχουν αναπτύξει τη δυνατότητα να α-

ποικοδομούν ξενοβιοτικέ̋ ουσίε̋ που μέχρι πρότινο̋ θεωρούνταν μη αποικοδομήσιμε̋ 

(Timmis & Pieper, 1999). Τα παραδείγματα που προαναφερθήκαν τονίζουν τι̋ δυνατέ̋ βιο-

τεχνολογικέ̋ εφαρμογέ̋ των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών και των βακτηρίων. Από αυτή τη 

σκοπιά, οι βακτηριακέ̋ GSTs οι οποίε̋ χαρακτηρίζονται από υψηλή σταθερότητα και ένα 

μεγάλο εύρο̋ εκλεκτικότητα̋, συνιστούν αδιαμφισβήτητα ένα αποτελεσματικό και πολλά 

υποσχόμενο πεδίο έρευνα̋ και ανάπτυξη̋.   
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Η απομόνωση γενωματικού DNA από το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium tumefaciens 

C.58 πραγματοποιείται συμφωνά με το GenElute
™

 Bacterial Genomic DNA Kit 

(http://www.sigmaaldrich.com). Μετά την απομόνωση τα δείγματα DNA αναλύθηκαν σε πη-

κτή αγαρόζη 0.5% (w/v). 

 

 

 

Με σκοπό να πραγματοποιηθεί πολλαπλή αντιγραφή των γονιδίων που κωδικοποιούν τι̋ 

GST πρωτεΐνε̋ AtuGST1, AtuGST2, AtuGST3, AtuGST4, AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7 και 

AtuGST8 χρησιμοποιήθηκε η μέθοδο̋ τη̋ αλυσιδωτή̋ αντίδραση̋ πολυμεράση̋ (Mullis and 

Falloona, 1987). Για την εφαρμογή τη̋ μεθόδου απαιτείται ο σχεδιασμό̋ ζευγών υποκινητών 

για όλα τα γονίδια (Πίνακα̋ 3.1). Η σύνθεση των συμπληρωματικών κλώνων DNA καταλύε-

ται από τη θερμοσταθερή DNA πολυμεράση Taq παρουσία dNTPs. Η πορεία τη̋ PCR απει-

κονίζεται στο Σχήμα 3.1.  

 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράση̋ (PCR) χρησιμοποιείται συνήθω̋ για την αύξηση τη̋ 

ποσότητα̋ DNA μια̋ συγκεκριμένη̋ αλληλουχία̋, η οποία βρίσκεται ανάμεσα σε δύο περιο-

χέ̋ γνωστή̋ αλληλουχία̋. Στην αντίδραση χρησιμοποιούνται δύο ολιγονουκλεοτίδια ω̋ ε-

ναρκτήρια μόρια (εκκινητέ̋) για μια σειρά από συνθετικέ̋ αντιδράσει̋, οι οποίε̋ καταλύο-

νται από μία DNA πολυμεράση (πχ. Taq πολυμεράση) ανθεκτική σε υψηλέ̋ θερμοκρασίε̋. 

Έτσι, επιτυγχάνεται η de novo σύνθεση τη̋ περιοχή̋ του DNA που πλαισιώνεται από του̋ 

δύο εκκινητέ̋. Το κάθε ολιγονουκλεοτίδιο-εκκινητή̋ είναι συμπληρωματικό (i) με μια από 

τι̋ δύο διαφορετικέ̋ αλυσίδε̋ τη̋ μήτρα̋ DNA και (ii) με τη γειτονική αλληλουχία του προ̋ 

αύξηση τμήματο̋ DNA. Αρχικά, πραγματοποιείται αποδιάταξη τη̋ μήτρα̋ DNA με θέρμαν-

ση. Το μίγμα τη̋ αντίδραση̋ στη συνέχεια ψύχεται σε θερμοκρασία, η οποία επιτρέπει την 

αναδιάταξη των εναρκτήριων μορίων με τι̋ συμπληρωματικέ̋ αλυσίδε̋ και τέλο̋, πραγμα-

τοποιείται επιμήκυνση των αναδιαταγμένων εναρκτήριων μορίων με την DNA πολυμεράση. 

Ο κύκλο̋ τη̋ αποδιάταξη̋, αναδιάταξη̋ και επιμήκυνση̋ επαναλαμβάνεται πολλέ̋ φορέ̋ 

(25-35 κύκλοι) και τα προϊόντα κάθε κύκλου χρησιμοποιούνται ω̋ μήτρα DNA στου̋ επόμε-

νου̋ κύκλου̋. Το διάλυμα τη̋ αντίδραση̋ στο τέλο̋ n κύκλων είναι δυνατόν να περιέχει θε-

ωρητικά 2
n
 μόρια DNA, τα οποία είναι αντίγραφα τη̋ αλληλουχία̋ DNA που βρίσκεται ανά-

μεσα στα εναρκτήρια μόρια. Οι κύκλοι αντίδραση̋ περιλαμβάνουν: 

 

3.2. ΜΕΘΟΔΟΙ   

3.2.1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΓΕΝΩΜΑΤΙΚΟΥ DNA. 

3.2.2. ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR). 
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i. Αποδιάταξη του DNA με θέρμανση στου̋ 94°C 

ii. Υβριδισμό̋ των εκκινητών στο DNA στου̋ 56-60°C (ανάλογα με του̋ εκκινητέ̋ 

iii. Επιμήκυνση του DNA από την Taq πολυμεράση στου̋ 72°C 

 

 

 

 

Μετά από επαναλαμβανόμενε̋ αντιδράσει̋ PCR καθοριστήκαν οι βέλτιστε̋ συγκεντρώσει̋ 

των συστατικών και συνθηκών τη̋ αντίδραση̋. Οι  αντιδράσει̋ πραγματοποιούνται σε ρυθ-

μιστικό διάλυμα Taq DNA πολυμεράση̋ και η κάθε μια περιέχει σε συνολικό όγκο 50 µL τα 

ΣΧΗΜΑ 3.1.  Η μέθοδο̋ τη̋ αλυσιδωτή̋ αντίδραση̋ πολυμεράση̋ (PCR). Με P συμβολίζεται η DNA 

πολυμεράση. Στο τέλο̋ του πρώτου κύκλου οι δυο DNA κλώνοι που προκύπτουν αποτελούν την πλα-

σμιδιακή μήτρα για τον επόμενο κύκλο, διπλασιάζοντα̋ έτσι την ποσότητα του DNA που επαναλαμ-

βάνεται για κάθε νέο κύκλο. 

Αποδιάταξη του δίκλωνου DNA 

Στάδιο επιμήκυνση̋ 

Υβριδοποίηση εκκινητών 

Ολοκλήρωση 1
ου

 κύκλου 

Επανάληψη του κύκλου 

5’ 

3’ 

 

3’      +       5’ 

                        

3’ 

5’ 

3’ 

 5’ 

 3’ 

 

 5’ 

 3’ 

 

3’      5’ 

5’      3’ 

 

3’      5’ 

5’      3’ 

 

3’       

5’       

 

3’       

5’       

 5’ 

 3’ 

 

 5’ 

 3’ 

 

3’      5’ 

5’      3’ 

 

3’      5’ 

5’      3’ 

 

3’      5’ 

5’      3’ 

 

3’      5’ 

5’      3’ 

 

3’      5’ 

5’      3’ 

 

3’      5’ 

5’      3’ 

 

3’       

5’       

 

3’       

5’       

3’ 

5’ 

3’ 

5’ 

3’ 

5’ 

   5’ 

 

3’ 

 

5’ 

 

5’ 

 

5’ 

 

     5’ 

 

 5’ 

 

   5’ 

 

   5’ 

 

   5’ 

 

5’ 

 

5’ 

 

5’ 

 

5’ 

 

5’ 

 

3’ 

 

 3’ 

 

3’ 

 

3’ 

 

3’ 

 

3’ 

3’ 
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3’ 

 

 3’ 

 
5’ 

 

3’ 

 

3’ 

 

+ 

P 
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παρακάτω αντιδραστήρια: 1μL MgCl2 (25 mM), 0,2 mM από καθένα τριφωσφορικό δεοξυρι-

βονουκλεοτίδιο (dNTPs), 1 U Taq DNA πολυμεράση̋ (Promega, U.K.), 8 pmol από τον κάθε 

εκκινητή (Πίνακα̋ 3.1) και 5 ng DNA ω̋ μήτρα.  

 

H θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών υπολογίστηκε για κάθε ζεύγο̋ εκκινητών από την 

παρακάτω εξίσωση: 

 

 

 

 

 

Όπου n είναι το μέγεθο̋ και %GC η επί τοι̋ εκατό περιεκτικότητα γουανίνη̋ (G) και κυτοσί-

νη̋ (C) στον εκκινητή. Το πρόγραμμα θερμοκρασιών που χρησιμοποιήθηκε για τι̋ αντιδρά-

σει̋ PCR είναι το ακόλουθο: η αρχική αποδιάταξη έγινε στου̋ 94 ˚C για 5 min. Ακολούθη-

σαν 35 κύκλοι τoυ 1 min στου̋  94 ˚C, 1 min στην επιθυμητή κάθε φορά θερμοκρασία η ο-

ποία καθορίζεται από την παραπανω εξίσωση και 2 min στου̋ 72 ˚C. Η τελική επιμήκυνση 

πραγματοποιήθηκε στου̋ 72 ˚C για 10 min. 

 

 

Πραγματοποιήθηκε έλεγχο̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των πρωτεϊνών AtuGST1,  

AtuGST2, AtuGST3, AtuGST4, AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7 και AtuGST8 για έναν αριθμό 

υποστρωμάτων. Οι μέθοδοι για του̋ φωτομετρικού̋ προσδιορισμού̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστι-

κότητα̋ των υπό μελέτη ενζύμων περιγράφονται αναλυτικά στι̋ παραγράφου̋ 2.4.19.1. (για 

τα 1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο (CDNB), 1-βρωμο-2,4-δινιτροβενζόλιο (BDNB), 1-φθορο-

2,4-δινιτροβενζόλιο (FDNB), 1-ιωδο-2,4-δινιτροβενζόλιο (IDNB), π-νιτροβενζυλ-χλωρίδιο 

(PNBC) και 4-χλωρο-7-νιτροβενζο-2-οξο-1,3-διαζόλιο (NBD-Cl)), 2.4.19.2. (για τα υδροϋ-

περοξείδιο του κουμενίου (CuOOH) και τ-βουτυλο-υδροϋπεροξείδιο (t-BuOOH)), 2.4.19.3. 

(για τη 2,2-διθειοδιαιθανόλη (HED)), 2.4.19.4. (για το διυδροασκορβικό οξύ (DHA)), 

2.4.19.5. (για τα αιθακρυνικό οξύ (EA) και trans-4-φαινυλβουτ-3-εν-2-όνη), 2.4.19.6. (για τα 

βρωμοσουλφοφθαλεϊνη (BSP) και trans-2-ενενάλη (HNE)), 2.4.19.7. (για τα ισοθειοκυανικό̋ 

φαινυλαιθυλ-εστέρα̋ και ισοθειοκυανικό̋ αλλυλ-εστέρα̋), 2.4.19.8. (για την οξική p-

νιτροφαινόλη (p-NPA) και 2.4.19.9. (για το fluorodifen). 

 

 

 

3.2.3. ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΗΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

/n675GC)0,41(%81,5dT -+=
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Τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια που κατασκευάστηκαν, απομονώθηκαν με τη μέθοδο QIA-

quick
TM 

Mini Prep Kit και στάλθηκαν στην εταιρεία MWG-Biotech AG (Γερμανία) για 

προσδιορισμό τη̋ νουκλεοτιδική̋ αλληλουχία̋ του̋ χρησιμοποιώντα̋ ω̋ εκκινητή τον Τ7-

forward (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’). Τα αποτελέσματα τη̋ αλληλούχιση̋ χρη-

σιμοποιηθήκαν για την επιβεβαίωση και ταυτοποίηση του σωστού αναγνωστικού πλαισίου.  

 

 

 

Η εύρεση και σύγκριση των αμινοξικών ακολουθιών πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool-Βασικό εργαλείο αναζήτηση̋ τοπική̋ ευθυ-

γράμμιση̋) του δικτυακού τόπου NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) και τα αποτελέσματα 

επεξεργαστήκαν με τα προγραμματα  ClustalW (Thompson et al., 1994) και Geneious 4.7.6 

(Steve Rozen et al., 2000). 

 

Η κατασκευή των φυλογενετικών δένδρων πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα Geneious 

4.7.6 (Steve Rozen et al., 2000). Για την εκτίμηση τη̋ αξιοπιστία̋ των φυλογενετικών μεθό-

δων UPGMA και Neighbour-Joining που χρησιμοποιηθήκαν, έγιναν 1000 bootstrap επανα-

λήψει̋ με το πρόγραμμα Seqboot του υπολογιστικού πακέτου Phylip (Felsenstein, 1989).  

 

 

Το γονιδίωµα από το βακτήριο Agrobacterium tumefaciens C58 έχει πλήρω̋ αποκωδικοποι-

ηθεί. Το μέγεθο̋ του γονιδιώματο̋ είναι 5,67-Mb και περιλαμβάνει τέσσερα ρεπλικόνια: ένα 

κυκλικό χρωμόσωμα, ένα ευθύγραμμο χρωμόσωμα και τα πλασμίδια AtC58 και TiC58 (Σχή-

μα 3.2). Στο γονιδίωμα του περιέχονται συνολικά 5419 γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνε̋ 

από τι̋ οποίε̋ αυτέ̋ που έχουν χαρακτηριστεί με συγκεκριμένη λειτουργία αποτελούν το 

64,1% κατανεμημένε̋ στα τέσσερα ρεπλικόνια. Τα υπόλοιπα 1944 γονίδια (35,9%) περιλαμ-

βάνουν 1236 συντηρημένα υποθετικά γονίδια (22,8%) των οποίων τα προϊόντα είναι παρό-

μοια με πρωτεΐνε̋ άγνωστων λειτουργιών που υπάρχουν σε άλλα γονιδιώματα και 708 υπο-

θετικά γονίδια που δεν εμφανίζουν ομοιότητα με καμία από τι̋ γνωστέ̋ αλληλουχίε̋ που 

είναι καταχωρημένε̋ στι̋ βάσει̋ δεδομένων (η αλληλούχιση του γονιδιώματο̋ πραγματο-

3.2.4. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΗΣ ΑΚΟΛΟΥΘΙΑΣ ΤΟΥ DNA (DNA SEQUENCING). 

3.2.5. ΑΝΑΛΥΣΗ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΒΙΟΫΠΟΛΟΓΙΣΤΙΚΗΣ. 

3.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.3.1. ΑΝΑΖΗΤΗΣΗ GST ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΣΤΟ ΒΑΚΤΗΡΙΟ AGROBACTERIUM TUMEFACIENS STRAIN C58 

ΣΕ ΨΗΦΙΑΚΕΣ ΤΡΑΠΕΖΕΣ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ.  
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pAtC58 
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ποιήθηκε στα Cereon Genomics/University of Richmond  και DuPont/Univ. of Washing-

ton/Univ. of Campinas (Wood et al. 2001, Goodner et al., 2001)).  

 

 

ΣΧΗΜΑ 3.2. Διαγραμματική απεικόνιση του γονιδιώματο̋ του βακτηριακού στελέχου̋ Agrobacterium 

tumefaciens C58. Α: το κυκλικό και ευθύγραμμο χρωμόσωμα Β: τα πλασμίδια AtC58 και TiC58. Πα-

ρουσιάζεται η λειτουργική οργάνωση των πλασμιδίων Ti και τα μεγέθη (bp) των τεσσάρων ρεπλικονί-

ων.  
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Για την εύρεση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών που κωδικοποιούν πιθανέ̋ GSTs στο συγκε-

κριμένο βακτήριο πραγματοποιείται αναζήτηση στι̋ αντίστοιχε̋ ψηφιακέ̋ τράπεζε̋ δεδομέ-

νων. Μετά την εύρεση των ισοενζύμων GSTs πραγματοποιείται οµοπαράθεση και πολλαπλή 

ευθυγράμμιση των αλληλουχιών του̋ (ClustalW, Thompson et al., 1994). Τα αποτελέσματα 

που προκύπτουν αναλυθήκαν με το πρόγραμμα Geneious 4.7.4 και παρουσιάζουν τι̋ συντη-

ρημένε̋ αμινοξικέ̋ περιοχέ̋ των πρωτεϊνών καθώ̋ και τον βαθμό ομοιότητα̋ μεταξύ του̋ 

(έγχρωμε̋ γραμμέ̋ identity) (Σχήμα 3.3).  Επιλεχθήκαν συνολικά 8 ισοένζυμα GST οι οποίε̋ 

βρίσκονται στο κυκλικό χρωμόσωμα του βακτηρίου (5 GST), στο ΑΤ πλασμίδιο (2 GST) και 

στο ευθύγραμμο χρωμόσωμα (1GST). Στο πλασμίδιο TiC58 του Agrobacterium tumefaciens 

C58  δεν εντοπίστηκε καμία πρωτεΐνη που να ανήκει στην ομάδα ενζύμων GST. 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 3.3. Οµοπαράθεση και πολλαπλή ευθυγράμμιση των αμινοξικών αλληλουχιών των 8 ισοενζύ-

μων (AtuGST1, AtuGST2, AtuGST3, AtuGST4, AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7, AtuGST8) GST που 

προέρχονται από το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium tumefaciens C58. Παρουσιάζονται οι συντη-

ρημένε̋ αμινοξικέ̋ περιοχέ̋ και ο βαθμό̋ ομοιότητα̋ που εμφανίζουν μεταξύ του̋ (έγχρωμε̋ μπά-

ρε̋). Το σκούρο πράσινο χρώμα αντιστοιχεί σε ποσοστό ομοιότητα̋ 100%, ενώ με κόκκινο απεικονί-

ζονται οι λιγότερο όμοιε̋ αμινοξικέ̋ περιοχέ̋. Η ανάλυση και η σχηματική απεικόνιση των αποτελε-

σμάτων πραγματοποιηθήκαν με το πρόγραμμα Geneious 4.7.6 (Steve Rozen et al., 2000). 
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Το πρόγραμμα ClustalW βασιζόμενο στι̋ κατά ζεύγη ευθυγραμμίσει̋ ζευγών ακολουθιών, 

υπολογίζει το βαθμό ομοιότητα̋ κάθε ακολουθία̋ με τι̋ υπόλοιπε̋. Τα ισοένζυμα GSTs από 

το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium tumefaciens C58 εμφανίζουν ομοιότητα μόλι̋ 18,8% 

(Πίνακα̋ 3.1), σύμφωνα με το πρόγραμμα ClustalW. Ο βαθμό̋ ομοιότητα̋ αυτό̋ δείχνει και 

τη εξελικτική απόσταση ανάμεσα στι̋ ακολουθίε̋, κάτι που απεικονίζει και το φυλογενετικό 

δένδρο που παρουσιάζεται στο Σχήμα 3.4.  

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 3.4. Φυλογενετικό δένδρο πολική̋ μορφή̋ κατασκευασμένο με τη μέθοδο Neighbour-Joining. 

Παρουσιάζεται η εξελικτική σχέση μεταξύ των ισοενζύμων GSTs AtuGST1, AtuGST2, AtuGST3, 

AtuGST4, AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7, AtuGST8 από το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium 

tumefaciens C58. Για την εκτίμηση τη̋ αξιοπιστία̋ των φυλογενετικών μεθόδων που χρησιμοποιηθή-

καν έγιναν 1000 bootstrap επαναλήψει̋ με το πρόγραμμα Seqboot του υπολογιστικού πακέτου PHY-

LIP (Felsenstein, 1989).  
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Επιπροσθέτω̋, πραγματοποιείται σύγκριση των ισοενζύμων προ̋ τι̋ αλληλουχίε̋ των λει-

τουργικά γνωστών GSTs από διαφορετικού̋ οργανισμού̋. Αυτό επιτυγχάνεται με ευθυγράμ-

μιση τη̋ αλληλουχία̋ του κάθε ισοενζύμου µε αλληλουχίε̋ που κωδικοποιούν ήδη χαρακτη-

ρισμένε̋ GSTs. Η διαδικασία εύρεση̋ ομόλογων πρωτεϊνών πραγματοποιείται στο BLAST 

(Βasic Local Alignment Search Tool, Altschul 1997) µέσω του δικτυακού τόπου National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Η 

ανάλυση στοίχιση̋ των αλληλουχιών υποδεικνύει τον βαθμό ομοιότητα̋ του κάθε ισοενζύ-

μου με τι̋ ομόλογε̋ του πρωτεΐνε̋ (Σχήματα 3.5, 3.6). Στα σχήματα που ακολουθούν παρου-

σιάζεται  γραφικά ο βαθμό̋ συγγένεια̋ των ομόλογων πρωτεϊνών (γαλάζια βέλη) για κάθε 

ισοένζυμο (μπλε βέλη), ενώ οι μαύρε̋ ευθείε̋ δείχνουν το μήκο̋ τη̋ αμινοξική̋ ακολουθία̋ 

κάθε πρωτεΐνη̋. Τα αποτελέσματα επεξεργαστήκαν με τη βοήθεια του λογισμικού Geneious 

4.7.6 (Steve Rozen et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3.1.  Ποσοστά ομοιότητα̋ (%) μεταξύ των ισοενζύμων του Ag. Tumefaciens C58. 

Ισοένζυμο AtuGST1 AtuGST2 AtuGST3 AtuGST4 AtuGST5 AtuGST6 AtuGST7 AtuGST8 

AtuGST1 100 24,9 20 25,4 20,9 23 24,2 27,7 

AtuGST2 24,9 100 23,5 20,1 19,3 26,6 20,7 27,2 

AtuGST3 20 23,5 100 22,8 20,4 24 18 23,9 

AtuGST4 25,4 20,1 22,8 100 22 23 22,7 26,9 

AtuGST5 20,9 19,3 20,4 22 100 20,2 20,1 24,2 

AtuGST6 23 26,6 24 23 20,2 100 24,9 24,7 

AtuGST7 24,2 20,7 18 22,7 20,1 24,9 100 21,6 

AtuGST8 27,7 27,2 23,9 26,9 24,2 24,7 21,6 100 
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Α 

Δ 

Γ 

Β 

AtuGST1 
 

Rhizobium etli CFN 42 (67.8%)  

Idiomarina loihiensis L2TR (56.2%) 

Congregibacter litoralis KT71(53.8%)  

Xanthomonas campestris (50.3%) 

Acinetobacter sp. ADP1(39.8%)  

Ralstonia pickettii 12J (35.4%) 

 

 

 

 

 

AtuGST2 
 
Methylobacterium populi BJ001 (59.9%) 

Hyphomonas neptunium ATCC (49.3%) 

Ruegeria sp. R11 (45.5%) 

Hahella chejuensis KCTC 2396  (35.2%) 

Bradyrhizobium sp. BTAi1(31.7%)  

Ralstonia eutropha H16 (29.4%) 

AtuGST3 
 
Rhizobium etli IE4771 (66.2%) 

Agrobacterium radiobacter  (63.6%) 

Brucella melitensis 16M (56.8%) 

Pseudovibrio sp. JE062 (41.6%) 

Rhodobacter sphaeroides (36%)  

Oxalobacter formigenes (34%) 

AtuGST4 
 
Sigmatella aurantiaca DW4/3-1 (68.1%) 

Oligotropha carboxidovorans (59.4%) 

Hyphomonas neptunium ATCC 15444 (46.2%) 

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (41.3%) 

Phenylobacterium zucineum HLK1 (32.8%)  

Aeromonas hydrophila susp. Hydrophila (29.9%) 
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ΣΧΗΜΑ 3.5. Διαγραμματική απεικόνιση τη̋ ομοιότητα̋ (σε ποσοστά %) κάθε ισοενζύμου GST (μπλε 

χρώμα) από το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium tumefaciens C58 με ομόλογε̋ πρωτεΐνε̋ από αλ-

λά βακτήρια (γαλάζιο χρώμα). Το μήκο̋ των αμινοξικών αλληλουχιών απεικονίζεται με μαύρε̋ γραμ-

μέ̋. Η ανάλυση και η σχηματική απεικόνιση των αποτελεσμάτων πραγματοποιηθήκαν με το πρόγραμ-

μα Geneious. Οι οργανισμοί από του̋ οποίου̋ προέρχονται οι αμινοξικέ̋ ακολουθίε̋ καθώ̋ και ο α-

ριθμό̋ καταχώρηση̋ των αλληλουχιών στη βάση δεδομένων NCBI παρουσιάζονται παρακάτω: (Ορ-

γανισμό̋, αριθμό̋ καταχώριση̋ στη NCBI) Α. AtuGST1: Agrobacterium tumefaciens str. C58 

(AAL42867.1), Rhizobium etli CFN 42 (ABC91100.1), Idiomarina loihiensis L2TR (AAV80890.1), 

Congregibacter litoralis KT71 (EAQ96293.1), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str. 85-10 

(CAJ22979.1), Acinetobacter sp. ADP1 (CAG67383.1), Ralstonia pickettii 12J (EAX42011.1), Β. 

AtGSTΒ: Agrobacterium tumefaciens str. C58 (AAΚ90649.1), Methylobacterium populi BJ001 

(ACB80785.1), Hyphomonas neptunium ATCC 15444 (ABI75466.1), Ruegeria sp. R11 (EEB72698.1), 

Hahella chejuensis KCTC 2396  (ABC33351.1), Bradyrhizobium sp. BTAi1 (ABQ38582.1), Ralstonia 

eutropha H16 (CAJ92780.1), Γ. AtuGST3: Agrobacterium tumefaciens str. C58 (AAK86935.1), Rhi-

zobium etli IE4771 (ZP_03519627), Agrobacterium radiobacter K84 (ACM26081.1), Brucella meli-

tensis 16M (YP_001627377.1), Pseudovibrio sp. JE062 (EEA95610.1), Rhodobacter sphaeroides 

ATCC 17029 (ABN75184.1), Oxalobacter formigenes OXCC13 (ACDQ01000000), Δ. AtuGST4: 

Agrobacterium tumefaciens str. C58 (AAK89703.1), Sigmatella aurantiaca DW4/3-1 (EAU64477.1), 

Oligotropha carboxidovorans (ACI92541.1), Hyphomonas neptunium ATCC 15444 (ABI75767.1), 

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (BAC50615.1), Phenylobacterium zucineum HLK1 

(ACG77359.1), Aeromonas hydrophila susp. Hydrophila ATCC 7966 (ABK38517.1). 
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Α 

Δ 

Γ 

Β 

AtuGST5 
 

Rhizobium etli CFN 42 (80.4%) 

Sinorhizobium melitoti 1021 (77.8%)  

Candidatus Liberibacter asiaticus (64.8%) 

Bartonella grahamii as4aup (59.6%)  

Nitrobacter winogradskyi Nb-255 (51.3%) 

Wolbachia en. Onchocerca volv. (38.8%)  

AtuGST6 
 

Ralstonia eutropha H16 (63.2%) 

Burkholderia cenocep.  PC184 (52.9%)  

Variovorax paradoxus S110 (48.6%) 

Photorhabdus lum.. TT01 (44.7%)  

Proteus mirabilis HI4320 (41.8%) 

Escherichia coli SMS-3-5 (37.8%)  

 
AtuGST7 
 

Rhizobium legum. bv. WSM1325 (65%) 

Bradyrhizobium sp. BTAi1 (59.7%)  

Bordetella pertussis Tohama I (48.6%) 

Methylobacterium chlorom. CM4 (40.8%)  

Myxococcus xanthus DK 1622 (35.5%) 

Burkholderia xenovorans LB400 (30.5%)  

AtuGST8 
 

A. radiobacter K84 (64.8%) 

S. meliloti 1021  (60.8%)  

Rhizobium etli IE4771 (56.2%) 

Polaromonas sp. JS666 (40.6%)  

Stigmatella aur. DW4/3-1 (35.6%) 

Pseudomonas aer PA7 (32.1%)  
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Σε γενικέ̋ γραμμέ̋,  για την πλειοψηφία των ισοενζύμων, παρατηρείται συγγένεια με το 

γνωστά γένη ριζόβιων αζωτοβακτηρίων Rhizobium και Bradyrhizobium. Η ανάλυση των α-

ποτελεσμάτων ταυτοποίηση̋ των ισοενζύμων με ομόλογε̋ πρωτεΐνε̋ από άλλου̋ οργανι-

σμού̋ έδειξε ότι ένα μονό ισοένζυμο από αυτά που μελετηθήκαν, το AtuGST5 παρουσιάζει 

ποσοστό μέγιστη̋ ταυτοσημία̋ που ξεπερνά το 80% με ομόλογη του πρωτεΐνη από το στέλε-

χο̋ Rhizobium etli CFN 42 (ποσοστό ταυτοσημία̋ 80,4%). Για τα υπόλοιπα ισοένζυμα οι 

ομόλογε̋ πρωτεΐνε̋ που εμφανίζουν τα μεγαλύτερα ποσοστά ταυτοσημία̋ παρουσιάζουν 

σαφώ̋ χαμηλότερο βαθμό ομοιότητα̋ που κυμαίνεται από 60 έω̋ 68%. 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 3.6. Διαγραμματική απεικόνιση τη̋ ομοιότητα̋ (σε ποσοστά %) κάθε ισοενζύμου GST (μπλε 

χρώμα) από το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium tumefaciens C58 με ομόλογε̋ πρωτεΐνε̋ από αλ-

λά βακτήρια (γαλάζιο χρώμα). Το μήκο̋ των αμινοξικών αλληλουχιών απεικονίζεται με μαύρε̋ γραμ-

μέ̋. Η ανάλυση και η σχηματική απεικόνιση των αποτελεσμάτων πραγματοποιηθήκαν με το πρόγραμ-

μα Geneious. Οι οργανισμοί από του̋ οποίου̋ προέρχονται οι αμινοξικέ̋ ακολουθίε̋ καθώ̋ και ο α-

ριθμό̋ καταχώρηση̋ των αλληλουχιών στη βάση δεδομένων NCBI παρουσιάζονται παρακάτω: (Ορ-

γανισμό̋, αριθμό̋ καταχώριση̋ στη NCBI) A. AtuGST5: Agrobacterium tumefaciens str. C58 

(AAK86108.1), Rhizobium etli CFN 42 (ABC89131.1), Sinorhizobium melitoti 1021 (CAC41764.1), 

Candidatus Liberibacter asiaticus str. Psy62 (ACT57067.1), Bartonella grahamii as4aup 

(ACS51212.1), Nitrobacter winogradskyi Nb-255 (ABA03432.1), Wolbachia endosymbiont of Oncho-

cerca volvulus (CAL29431), Β. AtuGST6: Agrobacterium tumefaciens str. C58 (AAD43999.1), Rals-

tonia eutropha H16 (CAJ95248.1), Burkholderia cenocepacia PC184 (EAY65698.1), Variovorax pa-

radoxus S110 (ACS16705.1), Photorhabdus luminescens subsp. Laumondii TT01 (CAE14968.1), Pro-

teus mirabilis HI4320 (PI5214.2), Escherichia coli SMS-3-5 (ECSMS35_4706), Γ. AtuGST7: Agrobac-

terium tumefaciens str. C58 (AAK86642.2), Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325 

(ACS55200.1), Bradyrhizobium sp. BTAi1 (ABQ34500.1), Bordetella pertussis Tohama I 

(CAE41951.1), Methylobacterium chloromethanicum CM4 (ACK86112.1), Myxococcus xanthus DK 

1622 (ABF87712.1), Burkholderia xenovorans LB400 (ABE37052.1), Δ. AtuGST8: Agrobacterium 

tumefaciens str. C58 (AAK86643.1), Agrobacterium radiobacter K84 (ACM25824.1), Sinorhizobium 

meliloti 1021 (CAC45530.1), Rhizobium etli IE4771 (ZP_03517044.1), Polaromonas sp. JS666 

(ABE43945.1), Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 (EAU63748.1), Pseudomonas aeruginosa PA7 

(ABR81284.1). 
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  23,13 kb  

 9,42 kb  

   4,36 kb  

    Ολικό DNA  

 Μ                1 

   0,56 kb  

 

Η απομόνωση του ολικού DNA του βακτηρίου Agrobacterium tumefaciens C58 πραγματο-

ποιήθηκε σύμφωνα με την διαδικασία που περιγράφεται στην Παράγραφο 3.2.1. Μετά την 

ολοκλήρωση τη̋ διαδικασία̋ το προϊόν αναλύθηκε ηλεκτροφορητικά σε πηκτή αγαρόζη̋ 

0,5% (w/v), και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στο Σχήμα 3.7. Στη θέση 1 διακρίνεται η 

ζώνη που αντιστοιχεί στο ολικό DNA του βακτηρίου. Πρέπει να διευκρινιστεί, ότι η ηλε-

κτροφορητική κινητικότητα του DNA (μ) και η συγκέντρωση τη̋ αγαρόζη̋ στο πήκτωμα (τ) 

συνδέονται με τον τύπο:  

 

 

 

όπου μ0 η ελεύθερη κινητικότητα και Κr ο συντελεστή̋ καθυστέρηση̋ ο οποίο̋ σχετίζεται με 

τι̋ ιδιότητε̋ του πηκτώματο̋, το μέγεθο̋ και το σχήμα των κινουμένων μορίων. Συνεπώ̋, 

είναι δικαιολογημένη η μη αναλογική σχέση μεγέθου̋ του απομονωμένου DNA με του̋ μάρ-

τυρε̋ μοριακού μεγέθου̋ που χρησιμοποιήθηκαν καθώ̋ η κινητικότητα του γενετικού υλικού 

που απομονώθηκε δεν εξαρτάται μονό από το μέγεθο̋ αλλά και στερεοδομή των μορίων 

DNA (γραμμικά και κυκλικά, υπερελικωμένα ή μη μόρια DNA).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ DNA ΑΠΟ ΤΟ ΒΑΚΤΗΡΙΟ AGROBACTERIUM TUMEFACIENS C58. 

ΣΧΗΜΑ 3.7. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζη 0,5% (w/v) του ολικού DNA (θέση 1) από το βακτηριακό 

στέλεχο̋ Agrobacterium tumefaciens C58. Ω̋ μάρτυρα̋ (Μ) χρησιμοποιήθηκε ο λDNA κατόπιν πέψη̋ 

με HindIII. Οι αριθμοί αριστερά τη̋ εικόνα̋ αντιπροσωπεύουν τα μεγέθη των αντίστοιχων ζωνών σε 

αριθμό βάσεων.  

Κrτ0logμlogμ -=
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Χρησιμοποιώντα̋ τα ζεύγη εκκινητών που παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1. πραγματοποιη-

θήκαν αντιδράσει̋ PCR (Polymerase Chain Reaction, PCR) µε εκμαγείο το ολικό DNA που 

απομονώθηκε από το Agrobacterium tumefaciens. Η μέθοδο̋ αυτή συνίσταται σε εκλεκτική 

ενίσχυση ενό̋ τµήµατο̋ DNA, το οποίο ορίζεται από δύο εκκινητέ̋ για το 5΄ και το 3΄ άκρο, 

µε τη δράση του ενζύµου Taq DNA πολυµεράση.  

 

 

 

Γονίδιο Εκκινητέ̋ Αλληλουχία νουκλεοτιδίων 

(5’à3’) 

Μέγεθο̋ προϊόντο̋ 

(bp) 

Agrobacterium tumefaciens 

(AtuGST1) 

AtuGST1F ATGAGTGAATTGATCTTTTATACC 

627 

AtuGST1R TTATCCAGCCGCCTGCAACTCCTTGG 

Agrobacterium tumefaciens 

(AtuGST2) 

AtuGST2F ATGCTAACGCTCTTTCACGCCCCC 

612 

AtuGST2R TCAAGCCGCAACCACGGTGCAGG 

Agrobacterium tumefaciens 

(AtuGST3) 

AtuGST3F ATGGAACTGCTTTATTCGCCCGCCTC 

597 

AtuGST3R CTAGGCGGCGGCTTTCATTTCCGC 

Agrobacterium tumefaciens 

(AtuGST4) 

AtuGST4F ATGTCAAATATCGAAACAGTCCCC 

693 

AtuGST4R TCAGTTCTTTGAGGCCGCGGTGAAG 

Agrobacterium tumefaciens 

(AtuGST5) 

AtuGST5F ATGCCAACTCTCTATCACTCCCCG 

693 

AtuGST5R TCAGAAATCCAGATCGGCGTAGTGG 

Agrobacterium tumefaciens 

(AtuGST6) 

AtuGST6F ATGAAACTCTACTACATGCCCGCCG 

636 

AtuGST6R TCAGCTCAGCGATAAGCCTTCTTC 

Agrobacterium tumefaciens 

(AtuGST7) 
AtuGST7F ATGATGGCTATCCCATGGCCGCCGGC 705 

3.3.3. ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ PCR ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΠΟΥ ΚΩΔΙΚΟΠΟΙΟΥΝ ΤΑ 

ΙΣΟΕΝΖΥΜΑ GSTS ΑΠΟ ΓΕΝΩΜΑΤΙΚΟ DNA. 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3.2. Νουκλεοτιδική αλληλουχία των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση 

των γονιδίων AtuGST1, AtuGST2, AtuGST3 , AtuGST4,  AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7 και AtuGST8. 

Στην τελευταία στήλη αναφέρεται το αναμενόμενο μέγεθο̋ προϊόντο̋ για κάθε γονίδιο μετά τι̋ αντι-

δράσει̋ PCR. 
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AtuGST7R TCA GCC TCT CTC CCC CTC CAG CGC 

Agrobacterium tumefaciens 

(AtuGST8) 

AtuGST8F ATGTTGACGATTTACGGTGTGTACCG 

660 
AtuGST8R TTACGCTGCCTCGGCCGTCCGGCTG 

 

 

Οι συνθήκε̋ για κάθε αντίδραση PCR, καθορίστηκαν μετά από επαναλαμβανόμενε̋ αντι-

δράσει̋, στι̋ οποίε̋ μελετήθηκαν οι σημαντικότερε̋ μεταβλητέ̋ τη̋ αντίδραση̋ (Πίνακα̋ 

3.2). Οι τελικέ̋ συνθήκε̋ είναι οι ακόλουθε̋: η αντίδραση πραγματοποιείται σε ρυθμιστικό 

διάλυμα Taq DNA πολυμεράση̋ και περιέχει σε συνολικό όγκο 50 µL τα παρακάτω αντι-

δραστήρια: 1μL MgCl2 (25 mM), 0,2 mM από καθένα τριφωσφορικό δεοξυριβονουκλεοτίδιο 

(dNTPs), 1 U Taq DNA πολυμεράση̋ (Promega, U.K.), 8 pmol από τον κάθε εκκινητή (Πί-

νακα̋ 3.2) και 5 ng DNA ω̋ μήτρα. Η πρόσδεση των εκκινητών γίνεται σε θερμοκρασία πε-

ρίπου 5
o
C πιο χαμηλά από τι̋ θερμοκρασίε̋ τήξη̋ (Τm) των ολιγονουκλεοτιδίων (Πίνακα̋ 

3.3). Το πρόγραμμα θερμοκρασιών που χρησιμοποιήθηκε για τι̋ αντιδράσει̋ PCR είναι το 

ακόλουθο: η αρχική αποδιάταξη έγινε στου̋ 94 ˚C για 5 min. Ακολούθησαν 35 κύκλοι τoυ 1 

min στου̋  94 ˚C, 1 min στην επιθυμητή κάθε φορά θερμοκρασία η οποία καθορίζεται από το 

Tm των εκκινητών όπω̋ αναφέρθηκε παραπάνω και 2 min στου̋ 72 ˚C. Η τελική επιμήκυνση 

πραγματοποιήθηκε στου̋ 72 ˚C για 10 min. Ω̋ μάρτυρα̋ πραγματοποιήθηκε όμοια PCR α-

ντίδραση χωρί̋ την παρουσία εκκινητών. Τα προϊόντα τη̋ αντίδραση̋ διαχωρίζονται µε ηλε-

κτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζη̋ 1% (w/v) (Σχήμα 3.8) και γίνονται ορατά σε λάµπα υπε-

ριώδου̋ φωτό̋. 

 

 

 

Γονίδιο Θερμοκρασία υβριδισμού
  ( οC) 

AtuGST1 42 

AtuGST2 45 

AtuGST3 48 

AtuGST4 50 

AtuGST5 52 

AtuGST6 55 

AtuGST7 58 

AtuGST8 60 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3.3. Παρουσιάζονται οι θερμοκρασίε̋ υβριδισμού των εκκινήτων των γονιδίων AtuGST1, 

AtuGST2, AtuGST3, AtuGST4,  AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7 και AtuGST8 που εφαρμοσθήκαν στι̋ 

αντιδράσει̋ PCR. 
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Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε κλωνοποίηση του προϊόντο̋ PCR στον πλασμιδιακό φορέα 

pEXP5-CT/TOPO
Ò
 (Σχήμα 3.10) και μετασχηματισμό̋ δεκτικών κυττάρων TOP10 με τα 

ανασυνδιασμένα πλασμίδια χρησιμοποιώντα̋ την τεχνολογία του TOPO Cloning.  

ΣΧΗΜΑ 3.8. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζη̋ 1% (w/v) των αντιδράσεων PCR που πραγματοποιήθηκαν 

για την ενίσχυση των γονιδίων: Α). Θέσει̋ 1, 2, 3: AtuGST1, AtuGST2, AtuGST3, Β). Θέσει̋ 1,2,3: 

AtuGST4,  AtuGST5, AtuGST6, Γ). Θέσει̋ 1, 2: AtuGST7 και AtuGST8 Ω̋ δείκτη̋ μοριακών βαρών 

χρησιμοποιήθηκε ο 2-log DNA marker (M). Οι αριθμοί αριστερά τη̋ εικόνα̋ αντιπροσωπεύουν τα 

μεγέθη των αντίστοιχων ζωνών σε bp. 

600 bp 

500 bp 

 3000 bp 

1000 bp 

3000 bp 

1000 bp 

500 bp 

Α. Β. 

Γ. 

 Μ        1       2          3  Μ        1        2         3 

   Μ           1           2          

600 bp 

500 bp 

 3000 bp 

1000 bp 
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Η κλωνοποίηση TOPO (Σχήμα 3.9) εκμεταλλεύεται την ικανότητα πρόσδεση̋ τη̋ τοποϊσο-

μεράση̋ Ι του ιού Vaccinia σε δίκλωνο DNA σε συγκεκριμένη θέση. Η Taq πολυμεράση έχει 

δραστηριότητα τελική̋ μεταφοράση̋ ανεξαρτήτω̋ ακολουθία̋, η οποία προσθέτει δεοξυαδε-

νοσίνη (Α) στο 3’ άκρο του προϊόντο̋ τη̋ PCR. Ο «ενεργοποιημένο̋» πλασμιδιακό̋ ευθύ-

γραμμο̋ φορέα̋ φέρει προεξέχοντα 3’ κατάλοιπα δεοξυθυμιδίνη̋ (Τ), γεγονό̋ που επιτρέπει 

στα PCR ένθετα να προσδένονται αποτελεσματικά με το φορέα. Η ένωση του φορέα με ένα 

προϊόν PCR που πρέπει να διαθέτει προεξέχοντα άκρα 3’-Α, συμβαίνει αυθόρμητα σε χρονι-

κή διάρκεια 5 λεπτών σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά την ένωση, το πλασμίδιο μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για τον μετασχηματισμό δεκτικών κυτταρων. Το αρχικό στάδιο τη̋ προσθή-

κη̋ καταλοίπων αδενίνη̋ (Α) στο 3΄-άκρο του PCR προϊόντο̋, στη συγκεκριμένη περίπτωση, 

δεν πραγματοποιήθηκε καθόσον το προϊόν PCR παρήχθη με Taq DNA πολυμεράση.  

 

ΣΧΗΜΑ 3.9.  Σχηματική αναπαράσταση τη̋ ΤOPO κλωνοποίηση̋. 

P P 

TOPO 

        CCCTT 

       GGGA 

   

  AGGG 

TTCCC 

 

 

    Προϊόν PCR 

 

  A 

 A   

 

 

    Προϊόν PCR 

 

  A 

 A   

 

AGGG 

TTCCC 

 

        CCCTT 

         GGGA 

TOPO 

TOPO 

TOPO 

Επιτυχή̋ ένωση 

Απελευθέρωση τη̋ 

τοποϊσομεράση̋ 

Επώαση 5 min 

σε Θ δωματίου 

Φορέα̋ κλωνοποίηση̋ TOPO 

Προϊόν PCR ενισχυμένο  

με Taq πολυμεράση 

Θέση αναγνώριση̋ τοποϊσομεράση̋ 

3’ φωσφορική 

ομάδα +  
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Η τοποϊσομεράση Ι καταλύει τη χαλάρωση αρνητικά υπερελικωμένου DNA. Για τη δράση 

του ενζύμου δεν απαιτείται ενέργεια (ATP) είναι θερμοδυναμικά επιτρεπτή. Στο ενεργό κέ-

ντρο του ενζύμου βρίσκεται ένα μόριο τυροσίνη̋ (Tyr), η ελεύθερη υδροξύλ-ομάδα του αμι-

νοξέο̋ κάνει μία πυρηνόφιλη προσβολή σε ένα φωσφορικό μόριο τη̋ μία̋ αλυσίδα̋, στο ση-

μείο αυτό σπάει ο φωσφοδιεστερικό̋ δεσμό̋ και οι αλυσίδε̋ που πλέον είναι ελεύθερε̋ χα-

λαρώνουν. Το ένζυμο παραμένει ομοιοπολικά δεσμευμένο στο 5΄άκρο του “σπασμένου” 

κλώνου. Όταν η ενέργεια του φωσφοδιεστερικού δεσμού αναπληρωθεί η ελεύθερη υδροξύλ-

ομάδα στο 3΄ άκρο του “σπασμένου” κλώνου αντιδρά με το φωσφορικό μόριο προ̋ 

αποκατάσταση του φωσφοδιεστερικού δεσμού.  

ΣΧΗΜΑ 3.10. Χάρτη̋ του πλασμιδιακού φορέα pEXP5-CT/TOPO
Ò 

του οποίου τα χαρακτηριστικά 

παραθέτονται παρακάτω. Όπου Τ7 είναι ο προαγωγέα̋ του βακτηριοφάγου Τ7, lacO είναι ο χειριστή̋ 

του οπερονίου τη̋ λακτόζη̋, RBS είναι η ριβοσωμική θέση δέσμευση̋, TOPO
® 

cloning site είναι η 

θέση εισαγωγή̋ του PCR προϊόντο̋, 6xHis είναι η περιοχή που κωδικοποιεί για έξι ιστιδίνε̋ οι οποίε̋ 

επιτρέπουν τον καθαρισμό του γονιδίου μέσω στήλη̋ Ni-NTA, T7 term είναι η μεταγραφική τελική 

περιοχή του βακτηριοφάγου Τ7, Ampicillin είναι τo γονίδιo ανθεκτικότητα̋ στην αμπικιλλίνη και 

pUC origin είναι η αρχή αντιγραφή̋. 
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Με σκοπό την ετερόλογη έκφραση και τον έλεγχο ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των ανασυνδυα-

σμένων ενζύμων πραγματοποιήθηκε απομόνωση DNA με τη μέθοδο τη̋ αλκαλική̋ λύση̋ 

(Παράγραφο̋ 2.4.3) από 12 τυχαίου̋ κλώνου̋ που επιλεχθήκαν για κάθε ισοένζυμο και ακο-

λούθησε μετασχηματισμό̋ των πλασμιδίων σε δεκτικά κύτταρα E. coli BL21(DE3) (Παρά-

γραφο̋ 2.4.2).    

 

Οι GSTs που προέκυψαν (συνολικά 96 κλώνοι: 12 κλώνοι για κάθε ένα από τα 8 ισοένζυμα) 

χρησιμοποιηθήκαν για μικρή̋ κλίμακα̋ ετερόλογη έκφραση. Τα κύτταρα συλλέχθησαν μετά 

από φυγοκέντρηση και ακολούθησε λύση των βακτηριακών κυττάρων με χρήση υπερήχων. 

Τα ενζυμικά εκχυλίσματα χρησιμοποιηθήκαν για έλεγχο τη̋ δραστικότητα̋ τη̋ βιβλιοθήκη̋ 

των GST ενζύμων που προέκυψε ω̋ προ̋ το υπόστρωμα CDNB (Παράγραφο̋ 2.4.19.1) και 

ποσοτικό προσδιορισμό πρωτεΐνη̋ (Παράγραφο̋ 2.4.10). Στο Σχήμα 3.11  παρουσιάζονται 

τα αποτελέσματα από τον προσδιορισμό τη̋ ειδική̋ δραστικότητα̋ των ενζύμων ω̋ προ̋ το 

υπόστρωμα CDNB. 

 

 

 

Σύμφωνα με τα παραπάνω κριτήρια επιλεχτήκαν οι κλώνοι που παρουσίασαν συγκριτικά αυ-

ξημένη ενζυμική δραστικότητα (Σχήμα 3.11., κόκκινοι ράβδοι). Επιπλέον, ελέγχθηκαν τα 

επίπεδα τη̋ πρωτεϊνική̋ έκφραση̋ των επιλεγμένων ενζύμων και εκτιμήθηκαν ηλεκτροφο-

ρητικά σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (12,5% w/v πολυακρυλαμίδιο) κάτω από συνθήκε̋ με-

 

3.3.4. ΕΛΕΓΧΟΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ ΙΣΟΕΝΖΥΜΩΝ GSTS.  

ΣΧΗΜΑ 3.11. Σχηματική απεικόνιση τη̋ ειδική̋ δραστικότητα̋ (S.A., U/mg πρωτεΐνη̋) των ισοενζύ-

μων GST από το βακτηριακό στέλεχο̋ A. tumefaciens C58 έναντι του υποστρώματο̋ CDNB. Τα έν-

ζυμα που επιλέχθηκαν να μελετηθούν περαιτέρω εμφανίζοναι με κόκκινο χρώμα. 
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 Μ            1       2        3        4      5         6       7         8 

26 kDa 

37 kDa 

19 kDa 

τουσίωση̋ παρουσία SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο του Laemmli (1970) (Σχήμα 3.12). Μετά 

από την απομόνωση των πλασμιδίων του̋ με τη βοήθεια του QIAquickTM Mini Prep Kit, 

υποβλήθηκαν σε αλληλούχιση (MWG-Biotech AG, Γερμανία) χρησιμοποιώντα̋ ω̋ εκκινητή 

τον Τ7-forward. Από τα αποτελέσματα τη̋ αλληλούχιση̋ πραγματοποιήθηκε η μετάφραση 

των γονιδίων μέσω του προγράμματο̋ Translate (http://www.us.expasy.org/tools/dna.html) 

και ταυτοποίηση του σωστού αναγνωστικού πλαισίου. Επιλέχθηκαν να μελετηθούν περαιτέ-

ρω ένα ισοένζυμο (AtuGST1, AtuGST2, AtuGST3, AtuGST4, AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7, 

AtuGST8) από κάθε μία από τι̋ 8 σειρε̋ ισοενζύμων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 3.12. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (12,5% w/v πολυακρυλαμίδιο) παρουσία 

SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο του Laemmli (1970). Η εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών έγινε με χρώ-

ση με Coomassie Brilliant Blue R-250. Παρουσιάζονται τα ακατέργαστα ενζυμικά εκχυλίσματα των 8 

κλώνων που Επιλεχθήκαν για περαιτέρω ανάλυση. θέση 1: AtuGST1,  θέση 2: AtuGST2, θέση 3: 

AtuGST3, θέση 4: AtuGST4, θέση 5: AtuGST5, θέση 6: AtuGST6, θέση 7: AtuGST7, θέση 8: 

AtuGST8. Στα αριστερά παρουσιάζονται τα μεγέθη των αντίστοιχων ζωνών σε kDa. 
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Οι ανασυνδυασμένε̋ AtuGSTs μελετήθηκαν ω̋ προ̋ την καταλυτική του̋ δραστικοτητα 

χρησιμοποιώντα̋ μεγάλο εύρο̋ υποστρωμάτων (Πίνακα̋ 3.4). Η μεθοδολογία προσδιορι-

σμού τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ για κάθε υπόστρωμα περιγράφονται στι̋ παραγράφου̋ 

2.4.19.1. (για τα 1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο (CDNB), 1-βρωμο-2,4-δινιτροβενζόλιο 

(BDNB), 1-φθορο-2,4-δινιτροβενζόλιο (FDNB), 1-ιωδο-2,4-δινιτροβενζόλιο (IDNB), π-

νιτροβενζυλ-χλωρίδιο (PNBC) και 4-χλωρο-7-νιτροβενζο-2-οξο-1,3-διαζόλιο (NBD-Cl)), 

2.4.19.2. (για τα υδροϋπεροξείδιο του κουμενίου (CuOOH) και τ-βουτυλο-υδροϋπεροξείδιο 

(t-BuOOH)), 2.4.19.3. (για τη 2,2-διθειοδιαιθανόλη (HED)), 2.4.19.4. (για το διυδροασκορβι-

κό οξύ (DHA)), 2.4.19.5. (για τα αιθακρυνικό οξύ (EA) και trans-4-φαινυλβουτ-3-εν-2-όνη), 

2.4.19.6. (για τα βρωμοσουλφοφθαλεϊνη (BSP) και trans-2-ενενάλη (HNE)), 2.4.19.7. (για τα 

ισοθειοκυανικό̋ φαινυλαιθυλ-εστέρα̋ και ισοθειοκυανικό̋ αλλυλ-εστέρα̋), 2.4.19.8. (για 

την οξική p-νιτροφαινόλη (p-NPA) και 2.4.19.9. (για το fluorodifen). 

 

Η πλειοψηφία των ενζύμων εμφανίζουν παρόμοια δραστικότητα ω̋ προ̋ τα αρωματικά αλο-

γονοπαράγωγα, CDNB, BDNB, FDNB, IDNB και p-NBC με χαμηλότερη δραστικότητα ένα-

ντι του IDNB (ιωδοπαράγωγο). Όσον αφορά τα ισοθειοκυανικά φαίνεται να μην αποτελούν 

καλά υποστρώματα για τα υπό μελέτη ισοένζυμα. Αυτό πιθανώ̋ να οφείλεται στη δομή των 

συγκεκριμένων χημικών ενώσεων και στον ισχυρό υψηλή̋ ενέργεια̋ δεσμό του CN που δύ-

σκολα διασπάται για να δημιουργηθεί το σύμπλοκο υποστρώματο̋-γλουταθειόνη̋. Το ένζυ-

μο AtuGST6 εμφανίζει εξαπλάσια δραστικότητα ω̋ προ̋ το p-NPA συγκριτικά με το πρότυ-

πο υπόστρωμα CDNB γεγονό̋ που υποδηλώνει πιθανότατα ενζυμική δράση εστεράση̋. Τα 

πιο εντυπωσιακά και αξιοσημείωτα αποτελέσματα αφορούν την πρωτεΐνη AtuGST4. Το συ-

γκεκριμένο ένζυμο παρουσιάζει μια ενδιαφέρουσα και πρωτότυπη συμπεριφορά από άποψη 

ενζυμική̋ δραστικότητα̋ καθώ̋ εμφανίζει αυξημένη δράση υπεροξειδάση̋, δεδομένου ότι τα 

υπεροξείδια φαίνεται να είναι άριστα υποστρώματα του συγκεκριμένου ενζύμου, αλλά και 

σημαντική δραστικότητα ω̋ προ̋ το βασικό υπόστρωμα των GSTs, το CDNB. Αξίζει να α-

ναφερθεί ότι εμφανίζει σχεδόν 24-φορέ̋ μεγαλύτερη δραστικότητα ω̋ προ̋ το υδρουπερο-

ξείδιο CuOOH συγκριτικά  με το σύνολο των ισοενζύμων. Για τον λόγου̋ αυτού̋ ο κλώνο̋ 

AtuGST4 επιλέχθηκε να μελετηθεί περαιτέρω. 

 

 

 

 

 

3.3.5. ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΗΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ ΕΠΙΛΕΓΜΕΝΩΝ ΚΛΩΝΩΝ ΓΙΑ ΕΝΑ ΕΥΡΥ ΦΑ-

ΣΜΑ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΩΝ.  
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Υπόστρωμα Δομή AtuGST1 AtuGST2 AtuGST3 AtuGST4 AtuGST5 AtuGST6 AtuGST7 AtuGST8 

1-χλωρο-2,4-

δινιτροβενζόλιο 

(CDNB) 

 

0,010 0,004 0,010 0,028 0,006 0,002 0,016 0,002 

1-βρωμο-2,4-

δινιτροβενζόλιο 

(BDNB) 

 

0,025 0,011 0,028 0,057 0,012 0,009 0,033 0,032 

1-φθορο-2,4-

δινιτροβενζόλιο 

(FDNB) 

 

0,045 0,009 0,027 0,238 0,010 0,006 0,024 0,007 

1-ιωδο-2,4-

δινιτροβενζόλιο 

(IDNB) 

 

0,003 0,001 0,001 0,002 0,002 0,001 0,002 0,001 

π-νιτροβενζυλ-

χλωρίδιο (PNBC) 

 

0,020 0,002 0,009 0,015 0,001 0,003 0,002 0,003 

Εθακρυνικό οξύ 

 

0,002 0,003 0,004 1,429 0,011 0,004 0,003 0,009 

Βρωμοσουλφοφθα-

λεΐνη 

 0,0003 0,0003 0,0006 0,002 0,0003 0,0006 0,0003 0,001 

Oξική p-

νιτροφαινόλη 

 

0,004 0,003 0,003 0,002 0,004 0,011 0,007 0,006 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3.4. Ειδικέ̋ δραστικότητε̋ (U/mg) των AtuGSTs έναντι επιλεγμένων υποστρωμάτων. Οι ενζυμικοί 

προσδιορισμοί για κάθε υπόστρωμα περιγράφονται αναλυτικά στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι.  

 

N
+

OH

O

Br

N
+

O

OH

Br

Br

Br
Br

O

O

HO3S

OH

SO3H

OH

CH3

CH2

O

Cl

Cl

O

OHO

CH3 C

O

O NO2

N
+

O

OH

Cl

N
+

OH

O

F

N
+

O

OH

N
+

OH

O

I

N
+

O

OH

N
+

OH

O

Cl

N
+

O

OH



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3  

 

 

 
111 

 

 

Η πρωτεΐνη AtuGST4 η οποία προέρχεται από το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium 

tumefaciens C58 μελετήθηκε φυλογενετικά. Η φυλογενετική ανάλυση περιλαμβάνει την κα-

τασκευή του φυλογενετικού δένδρου και την εύρεση φυλογενετικών συσχετίσεων. Πρακτικά 

αυτό που γίνεται είναι η διατύπωση μια̋ υπόθεση̋ για μια εξελικτική διαδικασία που έγινε 

στο παρελθόν, εκμεταλλευόμενοι ένα πολύ μικρό ποσοστό πληροφορία̋ που εμπεριέχεται 

στο σύνολο των δεδομένων που χρησιμοποιούνται (Swofford et al., 1996). Με αυτόν τον 

τρόπο, προκύπτουν πολλά φυλογενετικά δένδρα από τα οποία επιλέγουμε ένα ή περισσότερα, 

Υδροϋπεροξείδιο 

του κουμενίου 

(CuOOH) 

 

0,037 1,100 0,039 4,249 0,002 0,025 0,018 0,016 

Διυδροασκορβικού 

οξέο̋ (DHA) 

 

0,0006 0,077 0,071 0,002 0,002 0,029 0,042 0,034 

trans-2-ενενάλη 
 

0,0001 0,0004 0,0006 0,0002 0,0002 0,0003 0,0001 0,0003 

Fluorodifen 

 

0,008 0,057 0,066 0,013 0,011 0,006 0,009 0,011 

trans-4-φαινυλ-3-

βουτεν-2-όνη 

 

0,0002 0,0001 0,0002 0,0001 0,0001 0,0003 0,002 0,0001 

τ-βουτυλο-

υδροϋπεροξείδιο (t-

BuOOH) 

 

0,012 0,011 0,036 0,080 0,035 0,005 0,013 0,019 

4-νιτροβενζο φουρα-

ζάνιο 

 

0,008 0,002 0,002 0,003 0,006 0,005 0,0004 0,003 

2-υδροξυέθυλ-

δισουλφίδιο 

(2,2 διθειοδιαιθανό-

λη) 
 

0,183 0,011 0,018 0,018 0,146 0,091 0,142 0,128 

Ισοθειοκυανικό̋ 

αλλυλ-εστέρα̋ 

 
0,0002 0,0002 0,004 0,0007 0,001 0,0002 0,0002 0,0003 

Ισοθειοκυανικό̋ 

φαινυλαιθυλ-

εστέρα̋ 

 

0,003 0,0003 0,0003 0,0006 0,002 0,0006 0,001 0,0008 

3.3.6. ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ AtuGST4. 
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αλλά εξίσου ικανά να ερμηνεύσουν τι̋ σχέσει̋ των ακολουθιών που μελετώνται. Οι εξελι-

κτικέ̋ σχέσει̋ αναπαρίστανται ω̋ κλαδιά των οποίων το μήκο̋ και ο βαθμό̋ εμφωλιασμού 

δηλώνουν τη σχέση. Οι ακολουθίε̋ τοποθετούνται στο χαμηλότερο επίπεδο του δέντρου 

(taxa), ενώ οι εσωτερικοί κόμβοι απεικονίζουν το βαθμό συσχέτιση̋ των ακολουθιών. Όπω̋ 

είναι αναμενόμενο, δύο σχετιζόμενε̋ ακολουθίε̋ θα βρίσκονται σε κοντινά κλαδιά. Τα φυλο-

γενετικά δέντρα αναπαρίστανται κυρίω̋ με δυο τρόπου̋ και διακρίνονται σε αυτά με ρίζα 

(rooted trees) στα οποία υπάρχει κοινό̋ πρόγονο̋ για όλε̋ τι̋ ακολουθίε̋ (OTUs: 

Operational Taxonomic Units) και στα οποία το μονοπάτι από τη ρίζα σε κόμβο προσδιορίζει 

το εξελικτικό μονοπάτι, και σε αυτά χωρί̋ ρίζα (unrooted trees) τα οποία προσδιορίζουν σχέ-

ση αλλά όχι το εξελικτικό μονοπάτι. 

 

Υπάρχουν πολλέ̋ μέθοδοι κατασκευέ̋ και ανάλυση̋ φυλογενετικών δέντρων. Με βάση τον 

κύριο διαχωρισμό του̋ αναφέρονται ω̋: (α) μέθοδοι που βασίζονται στι̋ αποστάσει̋ και (β) 

ω̋ διακριτέ̋ μέθοδοι [μέθοδο̋ μέγιστη̋ φειδωλότητα̋ (maximum parsimony), μέθοδο̋ μέγι-

στη̋ πιθανοφάνεια̋ (maximum likelihood) (Page&Holmes, 1998)]. Η επιλογή τη̋ μεθόδου 

εξαρτάται από τι̋ ακολουθίε̋ που συγκρίνονται.  

 

Στη συγκεκριμένη μελέτη κατασκευαστήκαν τρει̋ τύποι φυλογενετικών δένδρων εφαρμόζο-

ντα̋ την προσέγγιση βάσει απόσταση̋ με σκοπό την ανάλυση του ενζύμου AtuGST4. Συγκε-

κριμένα χρησιμοποιήθηκαν οι μέθοδοι Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987) και  UPGMA 

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean)  (Sneath & Sokal, 1973) επειδή οι 

ακολουθίε̋ που συγκρίνονται εμφανίζουν αναγνωρίσιμη ομοιότητα. Ουσιαστικά, πραγματο-

ποιήθηκε μία ιεραρχική ομαδοποίηση όπου οι εξελικτικέ̋ αποστάσει̋ υπολογίζονται για όλε̋ 

τι̋ ακολουθίε̋ (OTUs), και τα μήκη των κλαδιών του δένδρου αντιστοιχούν σε αυτέ̋ τι̋ α-

ποστάσει̋. Η μέθοδο̋ που χρησιμοποιήθηκε για να εκτιμηθεί η αξιοπιστία στην τοπολογία 

των κλάδων ενό̋ δέντρου είναι η bootstrap ανάλυση (Brown & Newey, 2002). Με τη βοή-

θεια του προγράμματο̋ ClustalW (Thompson et al., 1994) πραγματοποιήθηκε πολλαπλή ευ-

θυγράμμιση των αμινοξικών ακολουθιών, ενώ χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό πακέτο Phylip 

(Felsenstein, 1989) για ανάλυση αποστάσεων. Συγκεκριμένα, με τη βοήθεια του ηλεκτρονι-

κού προγράμματο̋ ProDIST (Phylip 3.6) (Felsenstein, 2001) υπολογίστηκαν οι αποστάσει̋ 

μεταξύ ακολουθιών βάσει του μοντέλου Dayhoff (πίνακε̋ PAM) (Dayhoff et al. 1978).  

 

Για την κατασκευή των φυλογενετικών δένδρων εισήχθησαν αντιπρόσωποι από όλε̋ τι̋ 

γνωστέ̋ μέχρι σήμερα τάξει̋ τη̋ ομάδα̋ ενζύμων των GST (συνολικά 16 τάξει̋) οι οποίοι 

ανήκουν σε διαφορετικού̋ οργανισμού̋ και προέκυψε η φυλογενετική σχέση του̋ με το έν-

ζυμο AtuGST4. Στα φυλογενετικά δένδρα που παρουσιάζονται στα Σχήματα 3.12, 3.13., 3.14. 

φαίνεται καθαρά η ομαδοποίηση των διαφορετικών τάξεων των ένζυμων GST με μικρέ̋ δια-
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φοροποιήσει̋ στου̋ ακραίου̋ κλάδου̋ κάθε τάξη̋ που οφείλονται στου̋ διαφορετικού̋ ορ-

γανισμού̋ που έχουν επιλεγεί ω̋ αντιπροσωπευτικοί. Για παράδειγμα, στο Σχήμα 3.12. οι 

οργανισμοί που έχουν επιλεγεί να αντιπροσωπεύουν την τάξη άλφα (GSTA) των GST ανή-

κουν σε τρει̋ διαφορετικού̋ οργανισμού̋: βοοειδέ̋ (GSTA2_BOVI), ποντίκι 

(GSTA4_MOUS) και κοτόπουλο (GSTA1_CHIC). Εντυπωσιακή είναι η διαφοροποίηση του 

ενζύμου AtuGST4 (μπλε χρώμα) και στα τρία φυλογενετικά δένδρα καθώ̋ διακρίνεται ο ξε-

χωριστό̋ κλάδο̋ στον οποίο φαίνεται να ανήκει η συγκεκριμένη πρωτεΐνη καθώ̋ και η εμ-

φανή̋ απόσταση τη̋ από τι̋ υπόλοιπε̋ πρωτεΐνε̋. Πιθανότατα, το υπό μελέτη ένζυμο, εξαι-

τία̋ τη̋ φυλογενετική̋ απόκλιση̋ που εμφανίζει, να μην ανήκει σε καμιά από τι̋ μέχρι τώρα 

γνωστέ̋ οικογένειε̋ των GST όπω̋ επιβεβαιώνεται από το σύνολο των φυλογενετικών δέν-

δρων.  

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 3.13. Φυλογενετικό δένδρο πολική̋ μορφή̋ κατασκευασμένο με τη μέθοδο Neighbour-Joining 

το οποίο παρουσιάζει τη φυλογενετική σχέση του ενζύμου AtuGST49 με αντιπροσώπου̋ από όλε̋ τι̋ 
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γνωστέ̋ τάξει̋ των GSTs. Τάξη → Συμβολισμό̋: α → GSTA,  β → GSTB, δ → GSTD, ε → GSTE, κ 

→ GSTK, θ → GSTT, τ  → GSTU, ρ → GSTR, σ → GSTS, ω → GSTO, χ → GSTX, λ → GSTL, ζ → 

GST, φ → GSTF, π  → GSTP και μ → GSTM. Οι ακολουθίε̋ που χρησιμοποιήθηκαν είναι καταχω-

ρημένε̋ στι̋ βάσει̋ δεδομένων με του̋ ακόλουθου̋ κωδικού̋: άλφα (Q08392 , O18879 , P24472 ), 

βήτα (P15214, D4C334, A7JQU5), δέλτα (B0W6B0, Q9GNE9, B4HHD9), έψιλον (B3NMR7, 

Q7KK90, B3MBB5), φι (A5YWI8, Q5DUH0, P12653), κάππα (Q9DCM2, P24473, Q9Y2Q3), λάμδα 

(B7FHT3, Q9LZ06, B5M1W3), μι (P21266, P15626, P46419), ωμέγα (Q9N1F5, P78417, Q8K2Q2), 

πι (P09211, Q9TTY8, P19157), ρο (A7XZW2, Q0GZP3, Q1L907), σίγμα (Q09596, P46088, P46428) , 

θήτα (E2RD21 , P30711, Q2NL00), ταυ (Q10CE7, A2XMN2, Q06398), χι (A0ZF61, A0YYY7, 

Q8DMB4), και ζήτα (P57108, Q84VH0, Q8H1P7, P28342).   Για την εκτίμηση τη̋ αξιοπιστία̋ των 

φυλογενετικών μεθόδων που χρησιμοποιηθήκαν έγιναν 1000 bootstrap επαναλήψει̋ με το πρόγραμμα  

Seqboot του υπολογιστικού πακέτου PHYLIP (Felsenstein, 1989).  

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 3.14. Φυλογενετικό ορθογώνια̋ μορφή̋ κατασκευασμένο με τη μέθοδο UPGMA το οποίο 

παρουσιάζει τη φυλογενετική σχέση του ενζύμου AtuGST49 με αντιπροσώπου̋ από όλε̋ τι̋ γνωστέ̋ 

τάξει̋ των GSTs. Τάξη → Συμβολισμό̋: α → GSTA,  β → GSTB, δ → GSTD, ε → GSTE, κ → 
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GSTK, θ → GSTT, τ  → GSTU, ρ → GSTR, σ → GSTS, ω → GSTO, χ → GSTX, λ → GSTL, ζ → 

GST, φ → GSTF, π  → GSTP και μ → GSTM. Οι ακολουθίε̋ που χρησιμοποιήθηκαν είναι καταχω-

ρημένε̋ στι̋ βάσει̋ δεδομένων με του̋ ακόλουθου̋ κωδικού̋: άλφα (Q08392 , O18879 , P24472 ), 

βήτα (P15214, D4C334, A7JQU5), δέλτα (B0W6B0, Q9GNE9, B4HHD9), έψιλον (B3NMR7, 

Q7KK90, B3MBB5), φι (A5YWI8, Q5DUH0, P12653), κάππα (Q9DCM2, P24473, Q9Y2Q3), λάμδα 

(B7FHT3, Q9LZ06, B5M1W3), μι (P21266, P15626, P46419), ωμέγα (Q9N1F5, P78417, Q8K2Q2), 

πι (P09211, Q9TTY8, P19157), ρο (A7XZW2, Q0GZP3, Q1L907), σίγμα (Q09596, P46088, P46428), 

θήτα (E2RD21 , P30711, Q2NL00 ), ταυ (Q10CE7, A2XMN2, Q06398), χι (A0ZF61, A0YYY7, 

Q8DMB4), και ζήτα (P57108, Q84VH0, Q8H1P7, P28342).   Για την εκτίμηση τη̋ αξιοπιστία̋ των 

φυλογενετικών μεθόδων που χρησιμοποιηθήκαν έγιναν 1000 bootstrap επαναλήψει̋ με το πρόγραμμα 

Seqboot του υπολογιστικού πακέτου PHYLIP (Felsenstein, 1989).  
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Ένζυμα που ανήκουν στην οικογένεια των GSTs έχουν σχετικά πρόσφατα μελετηθεί σε βα-

κτήρια και επομένω̋ ελάχιστα είναι γνωστά σχετικά με τι̋ ιδιότητε̋ του̋. GSTs έχουν ανι-

χνευθεί σε βακτηριακά είδη όπω̋ τα Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Klebsiella, Entero-

bacter και Serratia (Di Ilio et al., & Federici 1988, Arca et al., 1990, Iizuka et al., 1989). Έ-

να̋ αριθμό̋ βακτηριακών GSTs εμφανίζουν υψηλέ̋ τιμέ̋ ειδική̋ δραστικότητα̋ ω̋ προ̋ 

εξειδικευμένα υποστρώματα και σε αυτέ̋ συμπεριλαμβάνονται η απαλογονάση του διχλωρο-

μεθανίου (La Roche & Leisinger, 1990),  η απαλογονάση τη̋ τετραχλωρουδροκινόνη̋ 

(McCarthy et al., 1996) και μια αιθεράση (Masai et al., 1993).  

 

Οι βακτηριακέ̋ GSTs εμφανίζουν περιορισμένη ενζυμική δραστικότητα ω̋ προ̋ τα πρότυπα 

υποστρώματα τη̋ πλειοψηφία̋ των ένζυμων GSTs και συνεπώ̋ η ύπαρξη του̋ σε βακτηρια-

κού̋ οργανισμού̋ μέχρι πρόσφατα δεν θεωρούνταν σημαντική. Ωστόσο, η υποκυτταρική 

του̋ κατανομή και οι σχετικά υψηλέ̋ ειδικέ̋ δραστικότητε̋ έναντι ενό̋ εύρου̋ διαφορετι-

κών υποστρωμάτων, υποδεικνύουν ότι οι συγκεκριμένε̋ GSTs διαδραματίζουν διαφορετι-

κού̋ ρόλου̋ στου̋ βακτηριακού̋ οργανισμού̋.  

 

Τα φωτοτροφικά βακτήρια, τα κυανοβακτήρια, τα πρωτεοβακτήρια (Faheyand & Sundquist, 

1991) και μερικά α-πρωτεοβακτήρια (Newton et al., 1996) είναι τα μόνα γνωστά βακτήρια 

που περιέχουν γλουταθειόνη. Το A. tumefaciens είναι ένα α-πρωτεοβακτήριο το οποίο απα-

ΣΧΗΜΑ 3.15. Φυλογενετικό ακτινική̋ μορφή̋ κατασκευασμένο με τη μέθοδο Neighbour-Joining το 

οποίο παρουσιάζει τη φυλογενετική σχέση του ενζύμου AtuGST49 με αντιπροσώπου̋ από όλε̋ τι̋ 

γνωστέ̋ τάξει̋ των GSTs. Τάξη → Συμβολισμό̋: α → GSTA,  β → GSTB, δ → GSTD, ε → GSTE, κ 

→ GSTK, θ → GSTT, τ  → GSTU, ρ → GSTR, σ → GSTS, ω → GSTO, χ → GSTX, λ → GSTL, ζ → 

GST, φ → GSTF, π  → GSTP και μ → GSTM. Οι ακολουθίε̋ που χρησιμοποιήθηκαν είναι καταχω-

ρημένε̋ στι̋ βάσει̋ δεδομένων με του̋ ακόλουθου̋ κωδικού̋: άλφα (Q08392 , O18879 , P24472 ), 

βήτα (P15214, D4C334, A7JQU5), δέλτα (B0W6B0, Q9GNE9, B4HHD9), έψιλον (B3NMR7, 

Q7KK90, B3MBB5), φι (A5YWI8, Q5DUH0, P12653), κάππα (Q9DCM2, P24473, Q9Y2Q3), λάμδα 

(B7FHT3, Q9LZ06, B5M1W3), μι (P21266, P15626, P46419), ωμέγα (Q9N1F5, P78417, Q8K2Q2), 

πι (P09211, Q9TTY8, P19157), ρο (A7XZW2, Q0GZP3, Q1L907), σίγμα (Q09596, P46088, P46428), 

θήτα (E2RD21 , P30711, Q2NL00 ), ταυ (Q10CE7, A2XMN2, Q06398), χι (A0ZF61, A0YYY7, 

Q8DMB4), και ζήτα (P57108, Q84VH0, Q8H1P7, P28342). Για την εκτίμηση τη̋ αξιοπιστία̋ των 

φυλογενετικών μεθόδων που χρησιμοποιηθήκαν έγιναν 1000 bootstrap επαναλήψει̋ με το πρόγραμμα 

Seqboot του υπολογιστικού πακέτου PHYLIP (Felsenstein, 1989).  

3.4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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Shinorhizobium 

melitoti 

Mesorhizobium 

loti 

Άλλε̋ ταξινομικέ̋ 

ομάδε̋ (taxa) 

ντάται συχνά στο έδαφο̋ και θεωρείται υπεύθυνο για την ασθένεια του κορονωτού κάλλου  

των φυτών, (Smith & Townsend, 1907), καθώ̋ μολύνει περισσότερε̋ από 90 οικογένειε̋ δι-

κοτυλήδονων φυτών και συντελεί σε τεράστιε̋ καταστροφέ̋ στον τομέ̋ τη̋ αγροτική̋ παρα-

γωγή̋ (DeCleene et al., 1976). Παρολ’αυτά, αποτελεί ένα ιδιαίτερα σημαντικό και μοναδικό 

«όχημα» μεταφορά̋ γονιδίων, απαραίτητο εργαλείο έρευνα̋ και κατασκευή̋ διαγονιδιακών 

φυτών, αφού τα γονίδια του (Ti) πλασμιδίου του μπορούν να αντικατασταθούν από οποιαδή-

ποτε νουκλεοτιδική ακολουθία. Η έρευνα και οι εμπορικέ̋ δυνατότητε̋ του A. tumefaciens 

έχουν διευρυνθεί με την μεταφορά αυτών των γονιδίων (T-DNA) σε  φυτικά είδη που αντιμε-

τωπίζουν εγγενή δυσκολία αναπαραγωγή̋, σε μύκητε̋ (de Groot et al., 1998) και ανθρώπινα 

κύτταρα (Kunik et al., 2001). Το  A. tumefaciens ζει σε παρόμοιο περιβάλλον και μοιράζεται 

μια στενή εξελικτική σχέση με τα αζωτοβακτήρια του γένου̋ Rhizobiaceae (Young et al., 

2001). Το πρωτέωμα δυο αντιπροσώπων του συγκεκριμένου είδου̋ των Sinorhizobium meli-

loti (Galibert et al., 2001) και Mesorhizobium loti (Kaneko et al., 2000) φαίνεται να είναι πε-

ρισσότερο παρόμοιο με αυτό του A. tumefaciens (Σχήμα 3.15).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Το βακτηριακό στέλεχο̋ A. tumefaciens C58 περιέχει στο γονιδίωμα του ένα κυκλικό και ένα 

ευθύγραμμο χρωμόσωμα γεγονό̋ ιδιαίτερα ασυνήθιστο αν λάβουμε υπόψιν το σύνολο των 

βακτηριακών γονιδιωμάτων που έχουν αποκωδικοποιηθεί. Η λεπτομερή̋ ανάλυση του 

ΣΧΗΜΑ 3.16. Σύγκριση του γονιδιώματο̋ του A. Tumefaciens C58 με άλλα βακτηριακά γονιδιώματα. 

Κατανομή του συνόλου των πρωτεϊνών A. Tumefaciens C58 των οποίων η λειτουργία έχει χαρακτηρι-

στεί με πρωτεΐνε̋ όλων των δημοσιευμένων βακτηριακών γονιδιωμάτων (Wood et al., 2001). 
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γoνιδιώματο̋ του A. tumefaciens C58 φαίνεται στον Πίνακα 3.3 όπου παρουσιάζονται τα χα-

ρακτηριστικά του πλήρου̋ γονιδιώματο̋ του συγκεκριμένου βακτηριακού στελέχου̋. 

 

 

 

 

 

Το πρώτο βήμα τη̋ έρευνα̋ αποτέλεσε η αναζήτηση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών που κω-

δικοποιούν πιθανέ̋ GSTs στο βακτηριακό στέλεχο̋ A. tumefaciens C58 στη ψηφιακή βάση 

δεδομένων NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/),. Η επιλογή 8 ισοενζύμων GST (5 

πρωτεΐνε̋ GST από το κυκλικό χρωμόσωμα του βακτηρίου, 2 πρωτεΐνε̋ GST από το ΑΤ 

πλασμίδιο και 1 πρωτεΐνη GST από το ευθύγραμμο χρωμόσωμα), ακολουθήθηκε από κατα-

κόρυφη στοίχιση των ακολουθιών του̋ με στόχο την επίτευξη μέγιστου επιπέδου ταυτοσημί-

α̋.  

 

Τα ισοένζυμα GSTs από το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium tumefaciens C58 εμφανί-

ζουν ομοιότητα μεταξύ του̋ μόλι̋ 18,8% γεγονό̋ που δηλώνει την εξελικτική αποκλιση που 

παρουσιάζουν μεταξύ του̋. Το φυλογενετικό δένδρο που σχεδιάστηκε (Σχήμα 3.16) απεικο-

νίζει τη γενετική σχέση ανάμεσα στι̋ συγκεκριμένε̋ πρωτεΐνε̋ και πω̋ αυτή εξελίχθηκε στο 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3.5. Γενικά χαρακτηριστικά του γoνιδιώματο̋ του A. tumefaciens C58 

(www.agrobacterium.org). Οι αλληλουχίε̋ του γoνιδιώματο̋ του A. tumefaciens C58 έχουν καταχω-

ρηθεί στη βάση δεδομένων GenBank με αριθμού̋ καταχώρηση̋: κυκλικό χρωμόσωμα: AE008688, 

ευθύγραμμο χρωμόσωμα: AE008689,  pAtC58: AE008687, pTiC58: AE008690. 

Χαρακτηριστικό 

Κυκλικό 

χρωμόσωμα 

Ευθύγραμμο  

χρωμόσωμα AtC58 TiC58 Σύνολο 

 

Μέγεθο̋ (bp) 

 

2,841,490 

 

2,075,560 

 

542,779 

 

214,233 

 

5,674,062 

Ποσοστό G+C 59,4 59,3 57,3 56,7 58,13 

 

Χαρακτηρισμένη̋ 

λειτουργία̋ 

 

1715 

 

1286 

 

333 

 

141 

 

3475 (64,1%) 

Συντηρημένα υποθετικά 710 353 128 45 1237 (22,8%) 

Υποθετικά 364 243 89 12 708 (13,1%) 

Συνολικά 2789 1882 550 198 5419 

Μέσο μέγεθο̋ ORF (bp) 892 988 843 925 922 

Κωδικοποιούσα περιοχή 

(%) 

87,9 89,9 85,4 85,5 88,3 

Ρυθμιστέ̋ (%) 7,7 10,4 11,8 5,1 9 

ΑΒC μεταφορέα̋ 47 80 20 6 153 

 Γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνε̋ 
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πέρασμα του χρόνου. Πρέπει να επισημανθεί ότι εξαιτία̋ αυτή̋ τη̋ μεγάλη̋ απόκλιση̋ με-

ταξύ των ακολουθιών του̋, τα ένζυμα GSTs από βακτήρια, φυτά, θηλαστικά άλλα και από 

έντομα δεν είναι δυνατό να ομαδοποιηθούν συμφωνά με τα υπάρχοντα φυλογενετικά σύνολα. 

Αν μάλιστα λάβουμε υπόψη ότι η ταχύτητα τη̋ εξέλιξη̋ ενό̋ είδου̋ είναι ανάλογη τη̋ γενε-

τική̋ ποικιλομορφία̋ που παρουσιάζει, τότε είναι φανερό ότι η εξέλιξη των GSTs υπήρξε 

ταχύτατη μέχρι σήμερα. Αυτό πιθανότατα να αντανακλά την παράλληλη και ανεξάρτητη εξέ-

λιξη των GST γονιδίων από αρχαιοτάτου̋ προγονού̋ αν και η πιθανότητα τη̋ οριζόντια̋ με-

ταφορά̋ GST γονιδίων, εξειδικευμένων σε αντιδράσει̋ αποτοξίνωση̋, δεν θα πρέπει να απο-

κλείεται.  

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 3.17. Φυλογενετικό δένδρο κατασκευασμένο με τη μέθοδο Neighbour-Joining. Παρουσιάζεται 

η εξελικτική σχέση μεταξύ των ισοενζύμων GSTs AtuGST1, AtuGST2, AtuGST3, AtuGST4, AtuGST5, 

AtuGST6, AtuGST7, AtuGST8 από το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium tumefaciens C58. Για την 

εκτίμηση τη̋ αξιοπιστία̋ των φυλογενετικών μεθόδων που χρησιμοποιηθήκαν έγιναν 1000 bootstrap 

επαναλήψει̋ με το πρόγραμμα Seqboot του υπολογιστικού πακέτου PHYLIP (Felsenstein, 1989).   
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Σε δεύτερο επίπεδο πραγματοποιείται εύρεση ομόλογων πρωτεϊνών για τα ισοένζυμα των 

GST στο BLAST (Βasic Local Alignment Search Tool, Altschul 1997) µέσω του δικτυακού 

τόπου National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Η ανάλυση στοίχιση̋ των αλληλουχιών υποδεικνύει 

τον βαθμό ομοιότητα̋ του κάθε ισοενζύμου με τι̋ ομόλογε̋ του πρωτεΐνε̋ (Σχήματα 3.5, 

3.6). Από τα αποτελέσματα τη̋ σάρωση̋ του αλγορίθμου BLAST στη βάση δεδομένων πα-

ρατηρείται ότι για κάθε ισοένζυμο οι ομόλογε̋ πρωτεΐνε̋ από άλλου̋ οργανισμού̋ που εμ-

φανίζουν το μεγαλύτερο βαθμό ομοιότητα̋ πετυχαίνουν αποτελέσματα (score) μικρότερα του 

68%. Αυτό πιθανότατα να οφείλεται στη μεγάλη εξελικτική απόκλιση που εμφανίζουν οι βα-

κτηριακέ̋ GSTs σε σύγκριση με άλλε̋ βακτηριακέ̋ πρωτεΐνε̋.   

 

Με σκοπό την απομόνωση και ενίσχυση των γονιδίων που κωδικοποιούν τι̋ υπό μελέτη GST 

πρωτεΐνε̋ στο βακτηριακό στέλεχο̋ A. tumefaciens C58 σχεδιάζονται οχτώ διαφορετικά ζεύ-

γη εκκινητών (Πίνακα̋ 3.1), ένα για καθένα από τα ισοένζυμα AtuGST1, AtuGST2, 

AtuGST3, AtuGST4, AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7 και AtuGST8. Τα ζεύγη ευκινήτων 

(AtuGST1F/AtuGST1R, AtuGST2F/AtuGST2R, AtuGST3F/AtuGST3R, AtuGST4F/AtuGST4R, 

AtuGST5F/AtuGST5R, AtuGST6F/AtuGST6R, AtuGST7F/AtuGST7R και 

AtuGST8F/AtuGST8R όπου F πρόκειται για Forward εκκινητή και R για Reverse), υβριδο-

ποιούνται στα άκρα τη̋ αλληλουχία̋ των αντίστοιχων γονιδίων. Το μέγεθο̋ των τμημάτων 

των ακολουθιών που ενισχύθηκαν παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1, ενώ ω̋ εκμαγείο για τι̋ 

PCR αντιδράσει̋ χρησιμοποιήθηκε γενωματικό DNA που απομονώθηκε από το βακτηριακό 

στέλεχο̋ A. Tumefaciens C58 (Παράγραφο̋ 3.2.1). Μετά από επαναλαμβανόμενε̋ PCR α-

ντιδράσει̋ για έλεγχο των καταλληλότερων συνθηκών αντίδραση̋ προέκυψαν τα αναμενό-

μενα PCR προϊόντα και ακολούθησε κλωνοποίηση του̋ στον πλασμιδιακό φορέα pEXP5-

CT/TOPO
Ò
. Τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια μετά την εισαγωγή του̋ σε δεκτικά κύτταρα E. 

coli BL21(DE3) χρησιμοποιηθήκαν για μικρή̋ κλίμακα̋ ετερόλογη έκφραση.  

 

Η πειραματική πορεία περιλαμβάνει στη συνέχεια έλεγχο τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των 

επιλεγμένων πρωτεϊνών. Τα αποτελέσματα προσδιορισμού τη̋ ειδική̋ δραστικότητα̋ των 

ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών ω̋ προ̋ το υπόστρωμα CDNB υπέδειξαν οχτώ ένζυμα 

(AtuGST1, AtuGST2, AtuGST3, AtuGST4, AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7, και AtuGST8) τα 

οποία εμφάνισαν τι̋ υψηλότερε̋ τιμέ̋ SA και τα οποία εστάλησαν για αλληλούχιση όπου 

πιστοποιήθηκαν οι αλληλουχίε̋ των συγκεκριμένων γονιδίων. Η περαιτέρω ανάλυση των 

ένζυμων AtuGST1, AtuGST2, AtuGST3, AtuGST4, AtuGST5, AtuGST6, AtuGST7, και 

AtuGST8 συνεχίστηκε με την μελέτη τη̋ λειτουργία̋ του̋ και έλεγχο τη̋ ενζυμική̋ του̋ 

δραστικότητα̋ έναντι μια̋ σειρά̋ υποστρωμάτων. Τα γνωστά υποστρώματα των GSTs ανή-

κουν κατά πλειοψηφία στην κατηγορία των ξενοβιοτικών συνθετικών χημικών. Ωστόσο, ένα̋ 
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αριθμό̋ φυσικών προϊόντων φαίνεται να αποτελούν επίση̋ υποστρώματα για διαφορετικού̋ 

τύπου̋ GST ενζύμων. Μερικά από αυτά τα υποστρώματα αντιπροσωπεύουν ενώσει̋ που 

προκύπτουν κατά τη διαδικασία τη̋ οξειδωτικού στρε̋ στα κύτταρα και μπορεί να είναι εν-

δογενή λιπίδια, DNA υδρουπεροξείδια και υδροξυαλκένια (Berhane et al., 1994). Άλλα φυσι-

κά υποστρώματα περιλαμβάνουν στεροειδή, λευκοτριένια, ανθοκυανίνε̋ (Marrs et al., 1995), 

και οργανικέ̋ ισοθειοκυανιούχε̋ ενώσει̋ (Kolm et al., 1995). Αρκετέ̋ GSTs έχουν την ικα-

νότητα να δεσμεύουν λιπόφιλε̋ ενώσει̋ που δρουν ω̋ υποκαταστάτε̋ (ligands) άλλα όχι ω̋ 

υποστρώματα. Στα αποτελέσματα που παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.4 συγκρίνονται τα επί-

πεδα δραστικότητα̋ των υπό μελέτη πρωτεϊνών για τα διάφορα υποστρώματα. Η ειδική δρα-

στικότητα των μελών τη̋ οικογένεια̋ AtuGSTs προσδιορίστηκε προκειμένου να εξεταστούν 

οι καταλυτικέ̋ ιδιότητε̋ των ενζύμων που μπορεί να σχετίζονται με τη βιολογική του̋ λει-

τουργία. Οι ενζυμικοί προσδιορισμοί συμπεριλαμβάνουν σχηματισμό θειοαιθέρα και θειοε-

στερα, δηλαδή νουκλεόφιλη προσβολή τόσο στον άνθρακα όσο και στο ηλεκτρονιόφιλο άτο-

μο θειου όταν χρησιμοποιείται μια οργανική ισοθεικυανιούχα ένωση ω̋ υπόστρωμα. Επιπρό-

σθετα, οι AtuGSTs μελετήθηκαν με σκοπό να διαπιστωθεί αν εμφανίζουν δραστικότητα υπε-

ροξειδάση̋, ρεδουκτάση̋ του διυδροασκορβικού οξέο̋ ή θειολτρανσφεράση̋. Η ανάλυση 

των πειραματικών δεδομένων οδήγησε σε πολύ ενδιαφέροντα συμπεράσματα.  

 

Οι AtuGSTs χαρατηρίζονται από μια ευρεία εκλεκτικότητα ω̋ προ̋ το υπόστρωμα και πα-

ρουσιάζουν σημαντικέ̋ διαφορέ̋ στι̋ ειδικέ̋ του̋ δραστικότητε̋ για ένα μεγάλο αριθμό δι-

αφορετικών υποστρωμάτων. Από το σύνολο των αλογονωμένων αρωματικών υποστρωμάτων 

που εξετάστηκαν, το 1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο (CDNB), ένα υπόστρωμα “αρυλ-

τρανσφεράση̋” και τα ανάλογά του [1-βρωμο-2,4-δινιτροβενζόλιο (BDNB), 1-φθορο-2,4-

δινιτροβενζόλιο (FDNB), 1-ιωδο-2,4-δινιτροβενζόλιο (IDNB)], και το π-νιτροβενζυλ-

χλωρίδιο (pNBC) ένα υπόστρωμα “αραλκυλ-τρανσφεράση̋”, ήταν δραστικά με όλα τα ένζυ-

μα παρά τι̋ δραματικέ̋ διαφορέ̋ (~10-φορέ̋) που παρατηρήθηκαν στι̋ ειδικέ̋ δραστικότη-

τε̋ των ενζύμων. Για παράδειγμα, το AtuGST4 εμφανίζει την υψηλότερη δραστικότητα ένα-

ντι του CDNB, ενώ το AtuGST1 έναντι του pNBC.  

 

Η οικογένεια ενζύμων AtuGSTs μελετήθηκε και ω̋ προ̋ τη δραστικότητα υπεροξειδάση̋ 

εξαρτώμενη̋ από τη γλουταθειόνη (GPOX) χρησιμοποιώντα̋ ω̋ υποστρώματα το υδροϋπε-

ροξείδιο του κουμενίου (CuOOH) και τ-βουτυλο-υδροϋπεροξείδιο (t-BuOOH). Τα αποτελέ-

σματα έδειξαν ότι όλα τα υπό μελέτη ένζυμα είναι ικανά να μειώσουν αποτελεσματικά τα 

δυο αυτά υποστρώματα. Ανάμεσα σε όλε̋ τι̋  AtuGSTs που εξετάστηκαν, η AtuGST4 εμφα-

νίζει την υψηλότερη δραστικότητα έναντι των συγκεκριμένων υποστρωμάτων. Στο κύτταρο, 

ο σχηματισμό̋ οργανικών υδρουπεροξειδίων, οφείλεται στην προσβολή οργανικών ενώσεων 

από ενεργέ̋ μορφέ̋ οξυγόνου. Οι GSTs συμμετέχουν στου̋ μηχανισμού̋ άμυνα̋ έναντι τη̋ 
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οξειδωτική̋ καταπόνηση̋ καταλύοντα̋ αντιδράσει̋ εξαρτώμενε̋ από τη γλουταθειόνη. Οι 

αντιδράσει̋ αυτέ̋ αδρανοποιούν τα προϊόντα τη̋ οξειδωτική̋ καταπόνηση̋ με σύζευξη ή 

αναγωγή των υδρουπεροξειδίων και σχηματισμό των αντίστοιχων μη-τοξικών αλκοολών 

(Favaloro et al. 2000, Veal et al. 2002, Esterbauer et al. 1986). 

 

Τα ένζυμα AtuGST2, 3, 6, 7 και 8 εμφάνισαν δραστικότητα ρεδουκτάση̋ του διυδροασκορ-

βικού οξέο̋ (DHAR) καταλύοντα̋ την αναγωγή του διυδροασκορβικού (DHA) σε ασκορβι-

κό οξύ χρησιμοποιώντα̋ GSH. Επιπλέον, μέλη τη̋ συγκεκριμένη̋ οικογένεια̋ ενζύμων 

(AtuGST1, 5, 6, 7, 8) εμφανίζουν δραστικότητα θειολτρανσφεράση̋ χρησιμοποιώντα̋ τη 2,2-

διθειοδιαιθανόλη (HED) ω̋ υπόστρωμα. GSTs με δραστικότητα DHAR έχουν ήδη βρεθεί 

στο Arabidopsis (Dixon et al. 2002), στο ρύζι και τη σόγια (Frova, 2006). Αυτά τα φυτικά 

ένζυμα, δεν καταλύουν τι̋ αντιδράσει̋ σύζευξη̋ με τη GSH και αντίθετα με τα περισσότερε̋ 

άλλε̋ GSTs, είναι μονομερεί̋ και σχηματίζουν μικτά δισουλφίδια με τη GSH [Dixon et al. 

2002]. Μέλη τη̋ λ τάξη̋ των GSTs φαίνεται ότι εμφανίζουν δραστικότητα θειολτρανσφερά-

ση̋ χρησιμοποιώντα̋ το HED ω̋ υπόστρωμα (Dixon et al. 2002). Σε περιπτώσει̋ οξειδωτι-

κή̋ καταπόνηση̋ απουσία GSH, ορισμένε̋ πρωτεϊνικέ̋ θειόλε̋ φτιάχνουν πρωτεϊνικά δι-

σουλφίδια μέσω S-θειολίωση̋. Ο μετασχηματισμό̋ αυτό̋ φαίνεται να έχει λειτουργικό και/ή 

προστατευτικό ρόλο για τι̋ πρωτεϊνικέ̋ θειόλε̋ μέσω αντιδράσεων θειολίω-

ση̋/αποθειολίωση̋ (Xing & Lou, 2003).  

 

Οι GSTs έχουν ένα καλά χαρακτηρισμένο ρόλο στο να προσδιορίζουν τον μεταβολισμό και 

την εκλεκτικότητα των ζιζανιοκτόνων-διφαινυλαιθέρων όπω̋ το fluorodifen (Axarli et al., 

2009, Dixon et al. 2003). Το fluorodifen είναι ένα̋ διαφαινυλαιθέρα̋, στην ουσία ένα φωτο-

λευκαντικό ζιζανιοκτόνο, και η σύζευξη του με τη GSH καταλύεται από τι̋ GSTs προκειμέ-

νου να σχηματιστούν μη-τοξικά S-γλουταθειονυλειωμένα προϊόντα. Τα ριζοβακτηρίδια ω̋ 

βακτήρια που διαβιούν στην ριζόσφαιρα, δηλαδή στο έδαφο̋ που βρίσκεται σε άμεση επαφή 

με το ριζικό σύστημα των φυτών, διεισδύουν στι̋ ρίζε̋ των φυτών είτε ενδοκυτταρικώ̋ είτε 

διακυτταρικώ̋ και μπορούν εν δυνάμει να χρησιμοποιηθούν ω̋ σποριακά ενοφθαλμίσματα 

στη βιοαποκατάσταση/αποτοξίνωση συγκεκριμένων ζιζανιοκτόνων ή άλλων ξενοβιοτικών. 

Τα ένζυμα AtuGST2, AtuGST3 and AtuGST5 εμφανίζουν σχετικά υψηλή δραστικότητα ένα-

ντι του fluorodifen  (Table 3). Σε σύγκριση με τα φυτικά ισοένζυμα από τη φ (π.χ. ZmGSTF1-

1) (Dixon et al. 2003) και τ τάξη (π.χ. GmGSTU4-4) (Axarli et al., 2009), οι AtuGSTs έχουν 

συγκριτικά χαμηλότερε̋ δραστικότητε̋ έναντι του fluorodifen. Η καταλυτική δράση των 

GSTs στη σύζευξη του ζιζανιοκτόνου fluorodifen παρατηρήθηκε για μερικά στελέχη Gram-

αρνητικών ριζοβακτηριδίων, ειδικά αυτών που ανήκουν στι̋ οικογένειε̋ Pseudomonadaceae 

και Enterobacteriaceae (Zablotowicz et al. 1994). 

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3  

 

 

 
123 

Οι AtuGSTs ελέγχθηκαν επίση̋ για πιθανή δραστικότητα εστεράση̋ χρησιμοποιώντα̋ την 

οξική p-νιτροφαινόλη (p-NPA) ω̋ πρότυπο υπόστρωμα. Ανάμεσα σε όλα τα εξεταζόμενα 

ισοένζυμα, το AtuGST6 εμφάνισε την υψηλότερη δραστικότητα εστεράση̋. Με εξαίρεση το 

υπόστρωμα CuOOH, η δραστικότητα του ενζύμου AtuGST6 ω̋ προ̋ το pNBC είναι αξιοση-

μείωτη ανάμεσα σε όλα τα άλλα υποστρώματα που εξετάστηκαν, υποδεικνύοντα̋ έναν ση-

μαντικό ενζυμικό ρόλο εστεράση̋ για το συγκεκριμένο ισοένζυμο.  

 

 Οι AtuGSTs δεν καταλύουν αποτελεσματικά την προσθήκη τη̋ σουλφυδρυλομάδα̋ τη̋ 

GSH στο ηλεκτρονιόφιλο κεντρικό άτομο άνθρακα των ισοθειοκυανικών ενώσεων (χρησιμο-

ποιώντα̋  τον φαινυλαιθυλ-εστέρα και τον ισοθειοκυανικό αλλυλ-εστέρα ω̋ υποστρώματα) 

προ̋ σχηματισμό διθειοκαρβαμιδίων [R-NH-C(=S)-SG]. Το ενδιαφέρον με τι̋ ισοθειοκυανι-

κέ̋ ενώσει̋ επικεντρώνεται στο γεγονό̋ ότι οι ενώσει̋ αυτέ̋ βρέθηκε να έχουν χημειοπρο-

στατευτική δράση στον σχηματισμό όγκων σε διάφορα ζώα (Kolm et al. 1995). Πρόσφατα, 

μια καινούρια τάξη βακτηριακών GSTs (χ τάξη) προερχόμενη από κυανοβακτήρια, βρέθηκε 

να καταλύει τη σύζευξη φυσικών ισοθειακυανικών ουσιών από φυτά με τη GSH και μάλιστα 

με υψηλού̋ ρυθμού̋ (Wiktelius & Stenberg, 2007). 

 

Η βρωμοσουλφοφθαλεΐνη και το nitrobenzofurazan, παρόλο που είναι γνωστό ότι έχουν τη 

δυνατότητα σύζευξη̋ με τη GSH (Sano et al. 2002, Sommer et al. 2003), δεν φαίνεται να α-

ποτελούν αποτελεσματικά υποστρώματα για τα AtuGST ισοένζυμα. Παρόμοια, οι AtuGSTs 

δεν φαίνεται να συζεύονται αποτελεσματικά με το εθακρυνικό οξύ, τη trans-4-φαινυλβουτ-3-

εν-2-όνη και την trans-2-ενενάλη. Τα υποστρώματα αυτά θεωρείται ότι σχηματίζουν συζευγ-

μένα με τη GSH προϊόντα μέσω αντίδραση̋ προσθήκη̋ Michael στο α,β-ακόρεστο καρβονυ-

λικό τμήμα του μορίου (Esterbauer et al., 1986).
  

 

Λαμβάνοντα̋ υπόψη τα συνολικά αποτελέσματα που προέκυψαν από την ανάλυση των πει-

ραματικών δεδομένων των ισοενζύμων GST που απομονώθηκαν από το βακτήριο A. tumefa-

ciens C58, η πρωτεΐνη AtuGST4 επιλέχθηκε προκειμένου να αναλυθεί σε φυλογενετικό επί-

πεδο.  

 

Η κατασκευή φυλογενετικών δένδρων βασίστηκε στι̋ αμινοξικέ̋ αποκλίσει̋ μεταξύ των αλ-

ληλουχιών τη̋ υπό μελέτη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 και αντιπροσώπων όλων των γνωστών μέχρι 

σήμερα τάξεων των ένζυμων GSTs από διαφόρου̋ οργανισμού̋. Το φυλογενετικό δέντρο 

που σχεδιάστηκε με τη μέθοδο UPGMA (Σχήμα 3.13) δείχνει ότι η AtuGST4 σχηματίζει έναν 

ξεχωριστό κλάδο ο οποίο̋ δεν ομαδοποιείται σε καμιά γνωστή τάξη GST υποδεικνύοντα̋ 

μεγάλου βαθμού απόκλιση από τι̋ μέχρι τώρα γνωστέ̋ χαρακτηρισμένε̋ GST τάξει̋. Παρό-

μοια αποτελέσματα παρατηρούνται  και στα πολική̋ και ακτινική̋ μορφή̋ φυλογενετικά 
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δένδρα τα οποία κατασκευαστήκαν με τη μέθοδο Neighbour-Joining (Σχήματα 3.12, 3.14). Η 

πρωτεΐνη AtuGST4 ενδεχομένω̋ ανήκει σε μία νέα μη χαρακτηρισμένη τάξη GSTs η οποία 

ωστόσο μοιράζεται εξελικτικά κοινού̋ προγόνου̋ με άλλα ένζυμα GST. Μία προσεκτική 

ανάλυση του φυλογενετικού δένδρου (Σχήμα 3.14) το οποίο κατασκευάστηκε με σκοπό τη 

σύγκριση τη̋ πρωτεΐνη̋ με ήδη γνωστέ̋ ομαδοποιημένε̋ GSTs όλων των τάξεων επιβεβαιώ-

νει αυτή την υπόθεση. Το ένζυμο AtuGST4 και οι GSTs τη̋ θ και κ τάξη̋ αποτελούν ενδεχο-

μένω̋ απόγονα είδη ενό̋ κοινού προγόνου ή πιο σωστά φαίνεται να έχουν μια στενότερη 

εξελικτική σχέση με την πρωτεΐνη AtuGST4 σε σύγκριση με το σύνολο των GST ενζύμων 

που εξετάστηκαν.  
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Οι διαφορετικέ̋ τάξει̋ των ενζύμων GSTs που έχουν προσδιοριστεί (όπω̋ οι α, μ, π, θ, σ, ζ 

και ω στα θηλαστικά, φ και τ στα φυτά, δ στα έντομα και β στα βακτήρια), βασίζονται κυρίω̋ 

στην σύγκριση και ανάλυση των αλληλουχιών του̋ (Armstrong 1997, Board et al., 2000, Po-

lekhina et al., 2001). Ένα σημαντικό στοιχείο που θα μπορούσε να αποτελέσει χρήσιμο εργα-

λείο για την κατανόηση τη̋ λειτουργικότητα̋ και τη̋ αμινοξική̋ ποικιλότητα̋ των ενζύμων 

GSTs ενδεχομένω̋ να είναι κάποια συντηρημένα δομικά χαρακτηριστικά που παρατηρούνται 

ανάμεσα στι̋ GSTs όλων των τάξεων παρά τι̋ συχνά εκτεταμένε̋ αποκλίσει̋ στην ακολου-

θία του̋. Αξίζει να αναφερθεί ότι μετά την αποσαφήνιση τη̋ πρώτη̋ GST δομή̋ τo 1991, 

έχουν βρεθεί, αναλυθεί και δημοσιευθεί οι κρυσταλλικέ̋ δομέ̋ πολλών ενζύμων όλων των 

τάξεων (Armstrong, 1994, Dirr et al., 1994, Reinemer et al., 1996, Wilce & Parker, 1994) 

συμπεριλαμβανομένων των δομών τη̋ θ τάξη̋ ενζύμων από την αυστραλιανή μύγα Lucilia 

cuprina (Wilce et al., 1995) και το φυτό Arabidopsis thaliana (Reinemer et al., 1996).  

 

Τα συντηρημένα δομικά χαρακτηριστικά που προαναφέρθηκαν υιοθετούνται σε όλε̋ τι̋ 

γνωστέ̋ δομέ̋ GSTs όλων των τάξεων και περιλαμβάνουν ομοδιμερεί̋ πρωτεΐνε̋ στι̋ οποίε̋ 

κάθε μονομερέ̋ αναδιπλώνεται σε μια διάταξη η οποία αποτελείται από δυο διακριτέ̋ 

δομικέ̋ περιοχέ̋. Η N-τελική δομική περιοχή αντιπροσωπεύει κυρίω̋ την περιοχή δέσμευ-

ση̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ και αποτελείται από ένα βαβαββα μοτίβο, ενώ η C-τελική δομική πε-

ριοχή, μοτίβου α-έλικα̋, εμπλέκεται πρωτίστω̋ στη δέσμευση υδρόφοβων υποστρωμάτων. 

Ωστόσο, πολλαπλέ̋ ευθυγραμμίσει̋ GST αλληλουχιών υποδεικνύουν ότι η πλειοψηφία των 

αμινοξικών καταλοίπων που είναι υψηλά συντηρημένα στα ένζυμα τη̋ α, μ και π τάξη̋ δεν 

διατηρούνται στι̋ βακτηριακέ̋ και άλλε̋ GSTs τη̋ θ τάξη̋ (Rossjohn et al., 1996, Reinemer 

et al., 1996).  

 

Το γεγονό̋ αυτό τονίζει την ποικιλομορφία των πρωτεϊνικών GST αλληλουχιών η οποία επι-

τρέπει σε διαφορετικά GST ένζυμα να εμφανίζουν μια ευρεία ποικιλία εξαρτώμενων από τη 

γλουταθειόνη λειτουργιών σύζευξη̋. Αν και καμία πρωτεΐνη δεν έχει βρεθεί να υιοθετεί την 

ίδια συνολικά τοπολογία των GSTs, η N-δομική περιοχή τη̋ GST από συκώτι ανθρώπου εμ-

φανίζει δομικέ̋ ομοιότητε̋ με την υπεροξειδάση, θερεδοξίνη και γλουταρεδοξίνη του γλου-

ταθείου (Sinning et al., 1993). Η N-τελική δομική περιοχή των GSTs μπορεί για αυτό τον 

λόγο να χαρακτηριστεί ω̋ μια κανονική περιοχή δέσμευση̋ του GSH. Εκτό̋ από τα παρατη-

ρούμενα συντηρημένα δομικά χαρακτηριστικά στι̋ GSTs όλων των τάξεων, αρκετέ̋ διαφο-

ρέ̋ παρουσιάζονται μεταξύ πρωτεινικών δομών που συγκαταλέγονται στην ίδια τάξη όπω̋ 

των GST ενζύμων τη̋ θ τάξη̋ (Reinemer et al., 1996, Wilce et al., 1995). Οι διαφορέ̋ αυτέ̋ 

αντικατοπτρίζονται τόσο στο χαμηλό επίπεδο ομοιότητα̋ τη̋ αλληλουχία̋ μεταξύ των δυο 

4.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
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GSTs από τα L. cuprina και A. thaliana (21,6%) όσο και στι̋ διακριτέ̋ βιοχημικέ̋ και κατα-

λυτικέ̋ ιδιότητε̋ των συγκεκριμένων ενζύμων. Για παράδειγμα, η πρωτεΐνη από το L. cupri-

na είναι ιδιαιτέρα δραστική με το CDNB, ενώ το φυτικό ένζυμο όχι. Επιπρόσθετα, μια δεύτε-

ρη περιοχή δέσμευση̋ τη̋ γλουταθειόνη̋ παρατηρήθηκε σε φυτική GST (Reinemer et al., 

1996). Αυτό οδηγεί στην θεωρία ότι κατ’αναλογία μεγάλε̋ δομικέ̋ διαφορέ̋ είναι δυνατό να 

αναμένουμε και στι̋ βακτηριακέ̋ GSTs. 

 

Οι περισσότερε̋ βακτηριακέ̋ GSTs που έχουν προσδιοριστεί μέχρι σήμερα ανήκουν στη β 

τάξη και μέχρι το 1998 είχαν αποσαφηνιστεί οι κρυσταλλικέ̋ δομέ̋ τεσσάρων 

αντιπροσώπων τη̋ συγκεκριμένη̋ τάξη̋: οι P. mirabilis GST (PmGST) (Di Ilio et al., 1988), 

E. coli GST (EcGST) (Nishida et al., 1988), B. xenovorans BphK (BxGST) (Elitza et al., 

2006) και O. anthropi GST (OaGST) (Favaloro et al., 2000). Εντούτοι̋, εμφανίζοντα̋ 54% 

ταυτοσημία στι̋ αμινοξικέ̋ του̋ ακολουθίε̋, οι δυο β τάξη̋ πρωτεΐνε̋ από τα Escherichia 

coli (Nishida et al. 1998) και Proteus mirabilis (Rossjohn et al. 1998) έχουν σχεδόν 

παρόμοιε̋ δομέ̋ και αντιπροσωπεύουν μονό ένα μικρό δείγμα τη̋ ποικιλότητα̋ των 

γνωστών βακτηριακών GSTs. Δυο βακτηριακέ̋  πρωτεΐνε̋ των οποίων οι κρυσταλλικέ̋ δο-

μέ̋ έχουν επίση̋ αποσαφηνιστεί (η DsbA και η HCCA ισομεράση), εμφανίζουν σημαντική 

ομοιότητα με τι̋ μιτοχονδριακέ̋ GSTs τη̋ κ τάξη̋ (Martin et al., 1993, Thompson et al., 

2007).  

 

Πολλέ̋ μελέτε̋ βασισμένε̋ στην πρωτεϊνική μηχανική που έχουν διεξαχθεί στι̋ ευκαρυωτι-

κέ̋ GSTs τη̋ α, μ και π τάξη̋, έχουν ήδη επισημάνει τον ρόλο πολλών αμινοξικών καταλοί-

πων στη δομική και λειτουργική υπόσταση αυτών των ενζύμων. Αντιθέτω̋, ανάλογε̋ μελέ-

τε̋ με ένζυμα GSTs από βακτηριακού̋ οργανισμού̋ είναι ελάχιστε̋ και επικεντρώνονται 

στην σπουδαιότητα ενό̋ αμινοξικού καταλοίπου τυροσίνη̋ στη Ν-τελική δομική περιοχή τη̋ 

πρωτεΐνη̋ αμινοξύ το οποίο θεωρείται απαραίτητο και για την λειτουργία των πρωτεϊνών των 

α, μ και π τάξεων. Στα ένζυμα αυτά, η υδροξυλομάδα τη̋ τυροσίνη̋ τοποθετείται κοντά στο 

θείο τη̋ γλουταθειόνη̋ και συνεισφέρει στην ενίσχυση τη̋ νουκλεόφιλη̋ συμπεριφορά̋ τη̋ 

μέσω δεσμών υδρογόνου (Armstrong, R. N. 1994., Dirr et al., 1994, Wilce et al., 1994). 

Παρόλο που το συγκεκριμένο αμινοξικό κατάλοιπο τυροσίνη̋ είναι παρών στην πλειοψηφία 

των GSTs τη̋ θ τάξη̋, η ακριβή̋ του θέση ποικίλλει περισσότερο στα ένζυμα τη̋ θ τάξη̋ 

συγκριτικά με τι̋ GSTs τη̋ α, μ και π τάξη̋ ενώ μερικέ̋ θ GSTs μπορεί ακόμη και να 

στερούνται του συγκεκριμένου αμινοξικού καταλοίπου. Πράγματι, η αντικατάσταση τη̋ Ν-

τελική̋ τυροσίνη̋ σε μια GST θ τάξη̋ από Drosophila (Lee & Tu, 1995) και σε μια E. coli 

GST (Nishida et al., 1994) δεν είχε καμία ιδιαίτερη επίδραση στην δραστικότητα των ενζύ-

μων. Επίση̋, κρυσταλλογραφικέ̋ μελέτε̋ στην θ τάξη̋ GST από το L. cuprina έδειξαν ότι το 

αμινοξικό κατάλοιπο τυροσίνη̋ είναι τόσο μακριά από το ενεργό κέντρο που δεν δύναται να 
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αλληλεπιδράσει με τη σουλφυδρυλομάδα τη̋ γλουταθειόνη̋ (Wilce et al., 1995). Τη θέση 

τη̋ τυροσίνη̋ έχει πάρει ένα αμινοξικό κατάλοιπο σερίνη̋ το οποίο φαίνεται να ενισχύει το 

νουκλεόφιλο χαρακτήρα τη̋ γλουταθειόνη̋. Με τη βοήθεια μεθόδων πρωτεϊνική̋ μηχανική̋ 

βρέθηκε ότι η συγκεκριμένη σερίνη είναι απαραίτητη στην καταλυτική δραστικότητα ενζύ-

μων όπω̋ στο στέλεχο̋ L. cuprina και στην απαλογονάση του διχλωρομεθανίου (DCMD) 

από το στέλεχο̋ DM11 (Board et al., 1995, Vuilleumier & Leisinger, 1996). Λαμβάνοντα̋ 

υπόψη τι̋ μεγάλε̋ διαφορέ̋ στι̋ καταλυτικέ̋ ιδιότητε̋ και τι̋ αλληλουχιε̋ των βακτηρια-

κών GSTs, η πρωτεϊνική μηχανική φαίνεται να αποτελεί μια σπουδαία τεχνική για λεπτομερή 

ερευνά τη̋ σχέση̋ δομή̋-λειτουργία̋ των βακτηριακών GST πρωτεϊνών. 

 

 

 

 

Την έκφραση του ενζύμου σε βακτήρια E. coli η οποια περιγραφεται αναλυτικά στην παρά-

γραφο 2.4.13., ακολούθησε η διαδικασία καθαρισμού του ενζύμου που πραγματοποιείται σε 

θερμοκρασία 4°C. Αρχικά, ο προσροφητή̋ NTA-αγαρόζη 0,5ml αναγεννάται με 5 ml διαλύ-

ματο̋ EDTA 0.1M και 10ml dd H2O. Στη συνέχεια, ο προσροφητή̋ φορτίζεται με διάλυμα 

NiCl2∙6H2O, 50mM, όγκου 2ml, το οποίο παρασκευάζεται φρέσκο σε κάθε διαδικασία 

καθαρισμού. Ακολουθεί εξισορρόπηση τη̋ στήλη̋ με 10ml ρυθμιστικού διαλύματο̋ 

KH2PO4, 50mM περιεκτικότητα̋ 0,3M σε NaCl, pH 8. Πρωτεϊνικό εκχύλισμα όγκου 1,5ml 

φορτώνεται και αφού το ένζυμο προσροφηθεί, πραγματοποιείται έκπλυση του προσροφητή 

με 10ml ρυθμιστικού διαλύματο̋ KH2PO4 50mM περιεκτικότητα̋ 0,3M σε NaCl , pH 8 και 

με 10ml του ίδιου διαλύματο̋ με pH 6,2, ώστε να απομακρυνθούν το μη-προσροφημένο στη 

στήλη υλικό και οι χαλαρά δεσμευμένε̋ πρωτεΐνε̋. Ακολουθεί βαθμιδωτή έκλουση τη̋ πρω-

τεΐνη̋ με την εφαρμογή διαλύματο̋ ιμιδαζολίου 5mM, 20mM, 0,1M, 0,2M και 0,5M. διαλυ-

μένου σε ρυθμιστικό διάλυμα εξισορρόπηση̋. Συλλέγονται όλα τα εκλουόμενα από τη στήλη 

κλάσματα (κλάσματα όγκου 2 mL) και γίνεται έλεγχο̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ 

(παράγραφο̋ 2.4.19.1) και προσδιορισμό̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ (παράγραφο̋ 2.4.10). 

 

Πριν την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (12,5% w/v πολυακρυλαμίδιο) κάτω 

από συνθήκε̋ μετουσίωση̋ παρουσία SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο του Laemmli (1970), τα 

πρωτεϊνικά δείγματα υποβάλλονται σε διαπίδυση για 20h σε διάλυμα Tris-HCl, 0,01M, pH 8 

όγκου 2lt ώστε να απομακρυνθεί το ιμιδαζόλιο των εκλούσεων. 

 

 

4.2. ΜΕΘΟΔΟΙ 

4.2.1. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ AtuGST4 ΜΕΣΩ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ NI-NTA-

IMAC. 
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Πραγματοποιήθηκε ανάλυση τη̋ κινητική̋ συμπεριφορά̋ του άγριου τύπου AtuGST4 και 

των μεταλλαγμένων μορφών τη̋ συγκεκριμένη̋ πρωτεΐνη̋. Οι μέθοδοι ενζυμικού προσδιο-

ρισμού που εφαρμοσθήκαν χρησιμοποιώντα̋ μεταβαλλόμενε̋ συγκεντρώσει̋ των υποστρω-

μάτων CDNB/GSH, CuOOH/GSH και t-BuOOH/GSH και HED/GSH  περιγράφονται αναλυ-

τικά στι̋ παραγράφου̋ 2.4.19.1., 2.4.19.2. και 2.4.19.3. αντίστοιχα. Στα γραφήματα τη̋ κινη-

τική̋ ανάλυση̋ παρουσιάζονται τα σφάλματα που προέκυψαν από την επανάληψη των πει-

ραματικών μετρήσεων και παρουσιάζεται ο μέσο̋ όρο̋ των αποτελεσμάτων. Για την 

επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε χρήση του προγράμματο̋ SigmaPlot 11.0 

(http://www.sigmaplot.com). 

 

 

Η εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ αντίδραση̋ από τη θερμοκρασία εκτιμήθηκε με τον υπολογι-

σμό τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ έναντι των υποστρωμάτων CDNB/GSH σε θερμοκρασιακό 

εύρο̋ από 0-55°C για δυο διαφορετικέ̋ τιμέ̋ pH 7,6 και 7,9 συμφωνά με τη μέθοδο του φω-

τομετρικού προσδιορισμού των ενζύμων GST (παράγραφο̋ 2.4.19.1). Τα αποτελέσματα 

αναλύθηκαν με τι̋ εξισώσει̋ Arrhenius και Eyring και προέκυψαν οι γραφικέ̋ παραστάσει̋ 

lnVmax και lnkcat συναρτήσει του αντιστρόφου τη̋ απόλυτη̋ θερμοκρασία̋ (1/T). 

 

Η επίδραση του ιξώδου̋ στη διαμόρφωση των κινητικών σταθερών τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 

και των μεταλλαγμένων μορφών πραγματοποιήθηκε για τα υποστρώματα CDNB και CuOOH 

υπό τι̋ συνθήκε̋ των φωτομετρικών προσδιορισμών που περιγράφονται στι̋ παραγράφου̋ 

2.4.19.1 και 2.4.19.2. αντιστοίχω̋, με τη διαφορά ότι τα ρυθμιστικά διαλύματα των προσδιο-

ρισμών περιείχαν διάφορε̋ συγκεντρώσει̋ γλυκερόλη̋. Οι τιμέ̋ του ιξώδου̋ (η) στου̋ 37 °C 

υπολογίστηκαν συμφωνά με του̋ Wolf et al. (1985).  

 

 

 

Με σκοπό να υπολογιστούν οι τιμέ̋ Tm τη̋ πρωτεΐνη̋  για δυο διαφορετικέ̋ τιμέ̋ pH 7,6 και 

7,9 μελετήθηκε η θερμική σταθερότητα των ενζύμων για το εύρο̋ θερμοκρασιών 35-60 °C. 

Η διαδικασία που ακολουθείται περιλαμβάνει επώαση ενζύμων δειγμάτων για χρονικό διά-

στημα 5 min. Ακολουθεί υπολογισμό̋ τη̋ υπολείπουσα̋ δραστικότητα̋ των δειγμάτων ε-

φαρμόζοντα̋ τη φωτομετρική διαδικασία που αναλύεται στην παράγραφο 2.4.19.1.  

4.2.2. ΚΙΝΗΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ. 

4.2.3. ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑΣ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ. 

 

4.2.4. ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΩΝ ΚΙΝΗΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΜΕΤΡΩΝ ΑΠΟ ΤΟ ΙΞΩΔΕΣ.  

 

4.2.5. ΘΕΡΜΙΚΗ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ.  
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Η ενζυμική ενεργότητα τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 ελέγχεται με την προσθήκη δύο  ουσιών που 

αποτελούν παράγοντε̋ σταθεροποίηση̋: τη̋ γλουταθειόνη̋ και τη̋ γλυκερόλη̋. Σε τελικό 

όγκο 0,3 ml διαλύματο̋ 0,1Μ φωσφορικού καλίου pH 7,9  προστίθεται καθαρή πρωτεΐνη. 

Προετοιμάζονται δύο ακόμη διαλύματα όπου η αναλογία ενζύμου/προσθετική̋ ουσία̋ είναι 

2/1 και πραγματοποιείται φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ (παράγραφο̋ 2.4.19.1) τη̋ ενζυμική̋ 

δραστικότητα̋ μετά από επώαση των διαλυμάτων σε θερμοκρασία 25°C για χρονικό διάστη-

μα 0-20h. Από τα αποτελέσματα προκύπτει η σύγκριση τη̋ δραστικότητα̋ (σε U/mL) του 

καθαρού ενζύμου απουσία οποιασδήποτε ουσία̋ με τα ενζυμικά δείγματα παρουσία γλουτα-

θειόνη̋ και γλυκερόλη̋, συναρτήσει του χρόνου.  

 

 

 

Πραγματοποιήθηκε επιτυχή̋ κρυσταλλοποίηση καθαρή̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 συγκέντρωση̋ 

20 mg που περιέχεται σε 10 mM ρυθμιστικό διάλυμα Tris, pH 7. Για την κρυσταλλοποίηση 

χρησιμοποιήθηκε η μέθοδο̋ τη̋ κρεμάμενη̋ σταγόνα̋ (hanging drop vapor diffusion me-

thod). Η κρυστάλλωση τη̋ πρωτεΐνη̋, η συλλογή των πειραματικών δεδομένων και η επίλυ-

ση τη̋ δομή̋ πραγματοποιήθηκαν με περίθλαση ακτίνων-Χ στο Κέντρο Βιοτεχνολογία̋ του 

Τούρκου (Τurku) στη Φινλανδία από τον Δρ. Α. Παπαγεωργίου και την ομάδα του.  

 

 

 

Για την αναπαράσταση των κρυσταλλικών δομών χρησιμοποιήθηκαν τα προγράμματα Py-

MOL (DeLano, 2002, http://pymol.sourceforge.net/) και VMD 1.8.6 (Humphrey et al., 1996, 

http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). Οι αλληλεπιδράσει̋ προσδιορίστηκαν με το πρό-

γραμμα iMolTalk (http://i.mol.talk.org/). Η ανάλυση τω κρυσταλλογραφικών στοχείων πραγ-

ματοποιήθηκε με το πρόγραμμα PISA (http://www.ebi.ac.uk/msdsrv/prot_int/pistart.html). Οι 

χάρτε̋ Ramachandran σχεδιάστηκαν με τη βοήθεια τoυ λογισμικού RAMPAGE (Lovell et 

al., 2002). 

   

 

 

 

 

 

4.2.6. EΛΕΓΧΟΣ ΤΗΣ ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗΣ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΣΤΑ-

ΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗΣ. 

4.2.7. ΚΡΥΣΤΑΛΛΟΓΡΑΦΙΑ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ AtuGST4. 

4.2.8. ΑΝΑΛΥΣΗ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΒΙΟΫΠΟΛΟΓΙΣΤΙΚΗΣ. 
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Η τεχνική τη̋ Quick Change PCR (Σχήμα 4.1.) εφαρμόσθηκε με σκοπό να πραγματοποιηθεί 

κατευθυνόμενη μεταλλαξογένεση του ενζύμου AtuGST4. Οι μεταλλάξει̋ αφορούν τα αμινο-

ξέα στι̋ θέσει̋ Phe22 και Ser25 τα οποία μετατραπήκαν σε Ala. Σύμφωνα με τη  συγκεκρι-

μένη τεχνική σχεδιάζονται δύο εκκινητέ̋ που φέρουν την επιθυμητή μετάλλαξη (Πίνακα̋ 

4.1), ο καθένα̋ συμπληρωματικό̋ με τι̋ απέναντι αλυσίδε̋ του δίκλωνου πλασμιδιακού 

DNA που χρησιμοποιείται ω̋ μήτρα. Η σύνθεση των συμπληρωματικών κλώνων πραγματο-

ποιείται κατά τη διάρκεια τη̋ αλυσιδωτή̋ αντίδραση̋ πολυμεράση̋ με τη βοήθεια μια̋ πο-

λυμεράση̋ διορθωτική̋ ανάγνωση̋ (proofreading, Pfu DNA πολυμεράση). Η ενσωμάτωση 

των εκκινητών δημιουργεί ένα μεταλλαγμένο πλασμίδιο το οποίο περιέχει εγκοπέ̋ που δεν 

επικαλύπτονται. Το μίγμα κάθε αντίδραση̋ PCR περιέχει 10Χ ρυθμιστικό διάλυμα Pfu DNA 

πολυμεράση̋, 0,2 mM από καθένα τριφωσφορικό δεοξυριβονουκλεοτίδιο (dNTPs), 8 pmol 

από τον κάθε εκκινητή (fGSTF9-rGSTF9, fGSTS9-rGSTS9), 0,5 U Pfu DNA πολυμεράση̋ 

και 7 ng DNA ω̋ μήτρα. Το πρόγραμμα θερμοκρασία̋ που χρησιμοποιήθηκε είναι το 

ακόλουθο: η αρχική αποδιάταξη έγινε στου̋ 95 ˚C για 2 min. Ακολούθησαν 30 κύκλοι των 2 

min στου̋  95 ˚C, 2 min στου̋ 55 ˚C και 8 min στου̋ 72 ˚C. Η τελική επιμήκυνση 

πραγματοποιήθηκε στου̋ 72 ˚C για 10 min.  

 

 

 

 

4.2.9. ΚΑΤΕΥΘΥΝΟΜΕΝΗ ΜΕΤΑΛΛΑΞΟΓΕΝΕΣΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ ATUGST4 ΣΤΙΣ ΘΕΣΕΙΣ Ser25 ΚΑΙ 

Phe22 ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟΔΟ QUICK CHANGE PCR. 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.1. Οι νουκλεοτιδικέ̋ αλληλουχίε̋ των εκκινητών fGSTF9, rGSTF9, fGSTS9, rGSTS9, 

fGSTR9, rGSTR9 (των μεταλλαγμένων μορφών) και fGSTD9, rGSTD9 (του ενζύμου AtuGST4).  

 
ΕΕκκκκιιννηηττήή̋̋     ΝΝοουυκκλλεεοοττιιδδιικκήή  αακκοολλοουυθθίίαα  ((5' 3')  

  Εκκινητέ̋ με τροποποιημένα  

κωδικόνια 

  

fGSTF9  CGATCACCGTTGCGGAACGCTCTCC  

rGSTF9  GGAGAGCGTTCCGCAACGGTGATCG  

fGSTS9   CGTTTTTGAACGCGCGCCCGATGGCGG  

rGSTS9  CCGCCATCGGGCGCGCGTTCAAAAACG  

fGSTR9  CGTCTTACGCGCGCTGGAATCG  

rGSTR9  

 Εκκινητέ̋ γονιδίου τη̋ πρωτεΐνη̋ 

AtuGST4 

CGATTCCAGCGCGCGTAAGACG  

fGSTD9  ATGTCAAATATCGAAACAGTCCCC  

rGSTD9  TCAGTTCTTTGAGGCCGCGGTGAA  
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ΣΧΗΜΑ 4.1. Συνολική σχηματική αναπαράσταση των τεχνικών PCR, Quick Change με χρήση συ-

μπληρωματικών εκκινητών (A) και επικαλυπτόμενη̋ επιμήκυνση̋ (overlap/extension) με αλληλεπικα-

λυπτόμενου̋ εκκινητέ̋ (B) που χρησιμοποιήθηκαν για την κατευθυνόμενη μεταλλαξογένεση του εν-

ζύμου AtuGST4. 
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Ακολουθεί πέψη των προϊόντων PCR με Dpn I. Το Dpn I  είναι μια ενδονουκλεάση  ειδική 

για μεθυλιωμένο και ημιμεθυλιωμένο DNA και χρησιμοποιείται για την πέψη του μητρικού 

DNA. Το DNA που απομονώνεται από σχεδόν όλα τα στελέχη E. coli είναι μεθυλιωμένο και 

ω̋ εκ τούτου επιδέχεται πέψη με Dpn Ι (Papworth et l., 1996). Το πλασμίδιο που φέρει τι̋ 

εγκοπέ̋ περιέχει και την επιθυμητή μετάλλαξη και μπορεί να μετασχηματιστεί σε δεκτικά 

κύτταρα BL21DE3 (Παράγραφο̋ 2.4.2). 

 

 

Η σημειακή μετάλλαξη του ενζύμου AtuGST4 με σκοπό την αντικατάσταση τη̋ Arg187 από 

Ala, πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο τη̋ επικαλυπτόμενη̋ επιμήκυνση̋ (οverlap extension). 

Η PCR δύο ή περισσότερων σταδίων (Ho et al., 1989, Frillingos et al., 1994, Karatza et al., 

2006) χρησιμοποιεί κατάλληλα συμπληρωματικά ολιγονουκλεοτίδια ω̋ εκκινητέ̋ (primers) 

για να δημιουργήσει από τα γονίδια-στόχου̋ τμήματα DNA με επικαλυπτόμενα άκρα (στάδιο 

1, Σχήμα 4.2). Τα προϊόντα του σταδίου 1 συνδυάζονται και χρησιμοποιούνται ω̋ 

υποστρώματα σε επόμενε̋ αντιδράσει̋ PCR, όπου λόγω των επικαλυπτόμενων άκρων του̋ 

υβριδίζουν και, με τη χρήση των ίδιων εξωτερικών ολιγονουκλεοτιδίων του σταδίου 1, 

επεκτείνονται και δίνουν ένα προϊόν που αποτελείται από την συνεχόμενη συνθετική 

αλληλουχία (contig) όλων των προηγούμενων τμημάτων (στάδιο 2, Σχήμα 4.2). Εφόσον α-

παιτείται από το πρωτόκολλο, τα νέα αυτά προϊόντα, του σταδίου 2, μπορούν και πάλι να 

συνδυασθούν και να υποβληθούν σε νέα αντίδραση PCR, και ούτω καθεξή̋ (Sahin-Toth et 

al., 2000b). Η ανωτέρω μεθοδολογία, που περιγράφεται συνήθω̋ ω̋ PCR 

επικάλυψη̋/επέκταση̋ (overlap/extension) (Ho et al., 1989) αποτελεί μέθοδο εκλογή̋, 

μεταξύ των άλλων, για την κατασκευή χιμαιρικών γονιδίων, in vitro μεταλλαξιγένεση και 

δημιουργία γονιδίων χωρί̋ κωδικόνια Cys (C-less) με συνδυαστική μεταλλαξιγένεση σε 

πολλέ̋ θέσει̋ (Frillingos et al., 1994, Sahin-Toth et al., 2000b, Frillingos and Kaback, 2001, 

Karatza et al., 2006). Το βασικό πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε στην παρούσα εργασία 

φαίνεται διαγραμματικά στο Σχήμα 4.2. Στο τέλο̋ κάθε σταδίου τα προϊόντα τη̋ αντίδραση̋ 

PCR διαχωρίζονται με ηλεκτροφόρηση αγαρόζη̋ (1%).  

 

Το μίγμα των αντιδράσεων PCR του 1ου σταδίου περιέχει 10x ρυθμιστικό διάλυμα Pfu DNA 

πολυμεράση̋, 0,2 mM από καθένα τριφωσφορικό δεοξυριβονουκλεοτίδιο (dNTPs), 8 pmol 

από τον κάθε εκκινητή (fGSTD9-rGSTA9, fGSTA9-rGSTD9), 0.5 U Pfu  DNA πολυμερά-

ση̋. Ω̋ μήτρα και για τι̋ δύο PCR του 1ου σταδίου χρησιμοποιήθηκε το πλασμίδιο 

AtuGST4. Το μίγμα τη̋ αντίδραση̋ του 2ου σταδίου PCR περιέχει 10x ρυθμιστικό διάλυμα 

Taq DNA πολυμεράση̋, 200 μM dNTPs, 8 pmol από τον κάθε εκκινητή fGSTD9 και 

4.2.10. ΚΑΤΕΥΘΥΝΟΜΕΝΗ ΜΕΤΑΛΛΑΞΟΓΕΝΕΣΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ ATUGST4 ΣΤΗ ΘΕΣΗ ARG187 ΜΕ ΤΗ 

ΜΕΘΟΔΟ ΑΛΥΣΙΔΩΤΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) ΔΥΟ ΣΤΑΔΙΩΝ (OVERLAP EXTENSION). 
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rGSTD9, 1 U Taq DNA πολυμεράση και ω̋ μήτρα 10ng από το κάθε ένα από τα προϊόντα 

του 1ου σταδίου PCR. Το πρόγραμμα θερμοκρασιών που χρησιμοποιήθηκε για όλε̋ τι̋ 

αντιδράσει̋ PCR είναι το ακόλουθο: η αρχική αποδιάταξη έγινε στου̋ 95 ˚C για 5 min. Ακο-

λούθησαν 35 κύκλοι των 1 min στου̋  95 ˚C, 1 min στου̋ 55 ˚C και 3 min στου̋ 72 ˚C. Η 

τελική επιμήκυνση πραγματοποιήθηκε στου̋ 72 ˚C για 10 min.  

 

Τα προϊόντα των PCR αντιδράσεων του 1ου σταδίου, πριν την τελική PCR, υποβάλλονται σε 

πέψη με το ένζυμο DpnI έτσι ώστε ώστε να απομακρυνθεί η ποσότητα του μητρικού πλασμι-

δίου που χρησιμοποιήθηκε αρχικά. Η αντίδραση πραγματοποιείται σε τελικό όγκο 20 μL και 

οι ποσότητε̋ που προστίθενται είναι: 15 μL από το προϊόν τη̋ PCR (150 ng), 2 μL (20 U) 

από το ένζυμο DpnI και 2 μL  από το 10x ρυθμιστικό διάλυμα. Στη συνέχεια το δείγμα ανα-

μιγνύεται και επωάζεται για 3,5 h στου̋ 37 ˚C. Η απενεργοποίηση του DpnI πραγματοποιεί-

ται με θερμική κατεργασία στου̋ 80 ˚C για 20 min. Στο τέλο̋ του 1ου σταδίου τα προϊόντα 

τη̋ αντίδραση̋ PCR διαχωρίζονται με ηλεκτροφόρηση αγαρόζη̋ (1%) και ανακτώνται με τη 

βοήθεια πακέτου υλικών καθαρισμού DNA (QIAquick
TM

 Gel Extraction KitQiagen (Γερμα-

νία).  

 

Μετά την τελική PCR ακολούθησε κλωνοποίηση του προϊόντο̋ PCR στον πλασμιδιακό 

φορέα pEXP5-CT/TOPOÒ και μετασχηματισμό̋ δεκτικών κυττάρων BL21(DE3) με τα 

ανασυνδιασμένα πλασμίδια χρησιμοποιώντα̋ την τεχνολογία του TOPO Cloning η οποία 

περιγράφεται αναλυτικά στην Παράγραφο 2.4.9. Το προϊόν PCR παρήχθη με Taq DNA πο-

λυμεράση η οποία έχει την ιδιότητα να προσθέτει στο τέλο̋ τη̋ αντιγραφή̋ αδενίνε̋ και να 

συνθέτονται έτσι μόρια DNA που να φέρουν στο 3΄ άκρο του̋ επιπλέον νουκλεοτίδια αδενί-

νη̋. Το γεγονό̋ αυτό σε συνδυασμό με την ιδιότητα του γραμμοποιημένου TOPO πλασμιδί-

ου να διαθέτει στα 3΄ άκρα του προεξέχουσε̋ θυμίνε̋, διευκολύνουν την αύξηση τη̋ αποτε-

λεσματικότητα̋ τη̋ κλωνοποίηση̋, διότι τα προεξέχοντα αυτά νουκλεοτίδια υβριδίζονται 

λόγω συμπληρωματικότητα̋. 
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Οι αρχικέ̋ προσπάθειε̋ καθαρισμού του ενζύμου πραγματοποιήθηκαν με χρωματογραφία 

συγγένεια̋ σε προσροφητή BES-GSH συμφωνά με το πρωτόκολλο που περιγράφεται στην 

ΣΧΗΜΑ 4.2. Αναλυτικό σχεδιάγραμμα τη̋ μεθόδου PCR επικαλυπτόμενη̋ επιμήκυνση̋ 

(overlap/extension) που χρησιμοποιήθηκε για την κατευθυνόμενη μεταλλαξογένεση του ενζύμου 

AtuGST4.  

4.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.3.1. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ AtuGST4 ΜΕΣΩ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ.  

δίκλωνο DNA 

1ο στάδιο PCR 

προϊόντα PCR 

2ο στάδιο PCR 

τελικό προϊόν PCR 

α 
γ 

δ 
β 
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παράγραφο 2.4.16. Για τον καθαρισμό του ενζύμου δοκιμάσθηκε ένα εύρο̋ pH και ένα 

πλήθο̋ από διαφορετικέ̋ συνθήκε̋ έκλουση̋ έτσι ώστε να πετυχουμε την καλύτερη δυνατή 

απόδοση καθαρισμού τη̋ πρωτεΐνη̋. Μεταξύ των συνθηκών που μελετήθηκαν, αξίζει να 

αναφερθούν οι αλλαγέ̋ που εφαρμοσθήκαν στο βασικό πρωτόκολλο καθαρισμού και 

αφορούσαν το pH του ρυθμιστικού διαλύματο̋ εξισορρόπηση̋ του προσροφητή και των 

εκλούσεων τη̋ πρωτεΐνη̋. Συγκεκριμένα πραγματοποιήθηκαν 5 διαφορετικοί χειρισμοί χρη-

σιμοποιώντα̋ 5 διαφορετικέ̋ τιμέ̋ pH (pH: 6, 6.5, 7, 7.5 και 8) κατά τα στάδια τη̋ προσρό-

φηση̋ και των εκλούσεων. Η καθαρότητα των ενζύμων εκτιμήθηκε ηλεκτροφορητικά σε 

πηκτή πολυακρυλαμιδίου (12,5% w/v πολυακρυλαμίδιο) κάτω από συνθήκε̋ μετουσίωση̋ 

παρουσία SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο του Laemmli (1970) (Σχήμα 4.3.). Τα αποτελέσματα 

εδειξαν ότι το μεγαλύτερο ποσοστό του ενζύμου (95%) δεν συγκρατείται στον προσροφητή 

και εκροφάται μετα τη φόρτωση του διαλύματο̋ έκπλυση̋ του προσροφητή.  

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.3. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (12,5% w/v πολυακρυλαμίδιο) παρουσία 

SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο του Laemmli (1970). Η εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών έγινε με χρώ-

ση με Coomassie Brilliant Blue R-250. Α: καθαρισμό̋ του ενζύμου AtuGST4 με χρωματογραφία συγ-

γένεια̋ σε προσροφητή BES-GSH στον οποίο οι εκλούσει̋ πραγματοποιήθηκαν σε pH 8 και η έκπλυ-

ση του προσροφητή σε pH:6 B: καθαρισμό̋ του ενζύμου AtuGST4 με χρωματογραφία συγγένεια̋ σε 

προσροφητή BES-GSH στον οποίο οι εκλούσει̋ πραγματοποιήθηκαν σε pH 8 και η έκπλυση του 

προσροφητή σε pH:7 Θέση M: μάρτυρα̋ μοριακή̋ μάζα̋ (Protein Market Broad Range) θέσει̋ 1, 7: 

έκπλυση του προσροφητή με  ρυθμιστικό διάλυμα KH2PO4 20mM, pH 6 και pH 7 αντίστοιχα, θέσει̋ 

2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11: ηλεκτροφορικό αποτύπωμα των εκλούσεων τη̋ καθαρή̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 

που παραλήφθηκε μετά από χρωματογραφία συγγένεια̋ σε προσροφητή BES-GSH. Σημειώνεται η 

μοριακή μάζα τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 στα 26kDa περίπου. 

M       1     2     3       4      5       6  M        7        8       9      10      11 

 Α   Β 

26kDa             26kDa             
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  M     1        2         3         4         5 

26 kDa             

Εξαιτία̋ του μη ικανοποιητικού καθαρισμού με τη χρήση χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ σε 

προσροφητή BES-GSH, πραγματοποιήθηκε απόπειρα καθαρισμού τη̋ πρωτεΐνη̋ και με 

χρωματογραφία συγγενεία̋ σε μεταλλοχημικό προσροφητή Ni-NTA-αγαρόζη (παράγραφο̋ 

2.4.17).  

 

Τα αποτελέσματα του καθαρισμού παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.2. Η απόδοση καθαρισμού 

με χρωματογραφία συγγένεια̋ ακινητοποιηµένου µετάλλου (IMAC) έφτασε στο 100% περί-

που. Η καθαρότητα των ενζύμων εκτιμήθηκε ηλεκτροφορητικά σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου 

(12,5% w/v πολυακρυλαμίδιο) κάτω από συνθήκε̋ μετουσίωση̋ παρουσία SDS, σύμφωνα με 

τη μέθοδο του Laemmli (1970) (Σχήμα 4.4.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.4. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (12,5% w/v πολυακρυλαμίδιο) παρουσία 

SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο του Laemmli (1970). Η εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών έγινε με χρώ-

ση με Coomassie Brilliant Blue R-250. Θέση Μ: μάρτυρα̋ μοριακή̋ μάζα̋ (Protein Market Broad 

Range). Θέση 1: ακατέργαστο εκχύλισμα μετασχηματισμένων κυττάρων E. coli BL21(DE3) που φέ-

ρουν τον πλασμιδιακό φορέα pEXP5-CT/TOPO
Ò

, στον οποίο έχει κλωνοποιηθεί το γονίδιο που κωδι-

κοποιεί για τη πρωτεΐνη AtuGST4 μετά από προσθήκη IPTG κατά την έκφραση, θέση 2: μη προσρο-

φημένο κλάσμα θέσeει̋ 3, 4, 5: ηλεκτροφορητικό αποτύπωμα των εκλούσεων τη̋ καθαρή̋ πρωτεΐνη̋ 

AtuGST4 που πραγματοποιήθηκαν με διάλυμα ιμιδαζολίου σταδιακά αυξανόμενων συγκεντρώσεων 

5mM, 20mM και 0.1M αντίστοιχα μέσω χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ σε προσροφητή Ni-NTA. Ση-

μειώνεται η μοριακή μάζα τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 στα 26kDa περίπου.  
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Η εξάρτηση τη̋ ενζυμική̋ δράση̋ από το pH σχετίζεται με την παρουσία ιονιζόμενων ομα-

δων στο ένζυμο. Οποιαδήποτε αλλαγή στην τιμή του pΗ, προκαλεί αλλαγή στην ιοντική κα-

τάσταση των συστατικών του ενζυμικού συστήματο̋, δηλαδή του ενζύμου, του συμπλόκου 

ενζύμου–υποστρώματο̋, του υποστρώματο̋ και των άλλων άμεσων και έμμεσων συστατι-

κών. Tα ένζυμα, σαν ενώσει̋ πρωτεϊνική̋ φύση̋, περιλαμβάνουν πολλέ̋ ομάδε̋ που 

μπορούν να ιονιστούν οι οποίε̋ βρίσκονται στο ενεργό κέντρο του ενζύμου, σε γειτονικέ̋ ή 

σε απομακρυσμένε̋ από το ενεργό κέντρο περιοχέ̋. Επειδή όμω̋ έχει παρατηρηθεί ότι η 

καταλυτική δράση ενό̋ ενζύμου εμφανίζεται σε μία στενή περιοχή του pΗ, είναι πιθανό μόνο 

μία από τι̋ ιοντικέ̋ μορφέ̋ του ενζύμου (ή καλύτερα του ενεργού κέντρου του) να είναι 

ενεργή. Η αλλαγή στην ιοντική κατάσταση των ομάδων του ενζύμου, που είναι απομακρυ-

σμένε̋ από το ενεργό του κέντρο, έχει ελάχιστη ή μηδενική επίδραση στην καταλυτική του 

δράση. Αφού λοιπόν, το ένζυμο εμφανίζει καταλυτική δράση συνήθω̋ μόνο σε μία ιοντική 

κατάσταση, βγαίνει το συμπέρασμα ότι το ενεργό κέντρο του δεν περιέχει συνήθω̋ 

περισσότερε̋ από μία ίδιε̋ ιονιζόμενε̋ ομάδε̋. Η αλλαγή του pΗ επιδρά και στην 

πρωτεϊνική δομή του ενζύμου με αποτέλεσμα την τοπική μεταβολή τη̋ δομή̋ του ενεργού 

κέντρου ή την καταστροφή όλη̋ τη̋ δομή̋ του ενζύμου ή τη μεταβολή τη̋ τάση̋ σύνδεση̋-

διάσταση̋ των υπομονάδων του ενζύμου (όταν έχει τεταρτοταγή δομή).  Όλα τα ανωτέρω 

επιδρούν στη σύνδεση του ενεργού κέντρου με το υπόστρωμα ή τον ενεργοποιητή ή το συ-

νένζυμο, με αποτέλεσμα τη μεταβολή τη̋ κινητική̋ τη̋ όλη̋ αντίδραση̋ και τη̋ ταχύτητα̋. 

Επoμέvω̋ τo pH μεταβάλλει, για κάπoιo από τoυ̋ πιo πάvω λόγoυ̋, τηv κιvητική τoυ 

εvζυμικoύ συστήματő και κατά συvέπεια τηv ταχύτητα τη̋ όλη̋ εvζυμική̋ αvτίδραση̋. Tο 

διάγραμμα τη̋ δραστικότητα̋ του ενζύμου σε συνάρτηση με το pΗ συνηθω̋ έχει τη μορφή 

κωδωνοειδού̋ καμπύλη̋ (Cook & Cleland, 2007).  

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.2. Αποτελέσματα καθαρισμού του ενζύμου AtuGST4 από ακατέργαστο εκχύλισμα μετα-

σχηματισμένων κυττάρων E. coli BL21(DE3) με χρωματογραφία στήλη̋ στον προσροφητή Ni-NTA 

σε θερμοκρασία 4 
o
C.  

Στάδιο Όγκο̋ 

(mL) 

Ενζυμική  

δραστικότητα (U) 

Πρωτεΐνη 

(mg) 

Ειδική   

δραστικότητα 

Καθαρισμό̋ 

(φορέ̋) 

Απόδοση 

(%) 

Ακατέργαστο  

εκχύλισμα 

 

Χρωματογραφία 

συγγένεια̋ IMAC 

 

6 

 

 

12 

18,21 

 

 

18,21 

9,3 

 

 

1,16 

1,95 

 

 

15,69 

- 

 

 

8,04 

>98 

 

 

>98 

  4.3.2. ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ PH ΣΤΗΝ ΤΑΧΥΤΗΤΑ ΤΗΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ. 
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Γενικά τo pH επιδρά τόσο στη Κm (αφoύ μεταβάλλει τι̋ σταθερέ̋ ταχύτητα̋ κ1 και κ-1 τη̋ 

ημιαvτίδραση̋ E+S ↔ ES και συvεπώ̋ και τo Κm=κ-1/κ1), όσo και στη Vmax, (αφού μεταβάλ-

λει τη σταθερά ταχύτητα̋ κ2 τη̋ αvτίδραση̋ ES → E+P και τη (pΚs ) σταθερά ιονισμού του 

ΕS). 

 

Η θεωρητική προσέγγιση τη̋ επίδραση̋ του pH στην ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ 

βρισκει εφαρμογή στον πειραματικό προσδιορισμό για το άριστο pH δράση̋ του ενζύμου 

AtuGST4. Μελετήθηκε η επίδραση του pH στην κινητική παράμετρο Vmax (παράγραφο 

5.2.5). ενώ το εύρο̋ του pH που εξετάστηκε ήταν από 5,2 έω̋ 8,5. Στο Σχήμα 4.5. 

παρουσιάζεται η γραφική παράσταση τη̋ Vmax  σε συνάρτηση με το pH. Όπω̋ φαίνεται και 

στο σχήμα το βέλτιστο pH δράση̋ του AtuGST4 βρίσκεται στην περιοχή του 8. Λαμβάνο-

ντα̋ υπόψη ότι η περιοχή του βέλτιστου pH δράση̋ διαφέρει ανάμεσα στι̋ πρωτεΐνε̋ ακόμη 

και τη̋ ιδία̋ οικογένεια̋, το ένζυμο AtuGST4 φαίνεται να βρίσκεται ανάμεσα στη βέλτιστη 

περιοχή pH των ενζύμων GST (pH 7-7,5) και στη βέλτιστη περιοχή δράση̋ των GPxs που 

έχει προσδιοριστεί κοντά στην τιμή pH 8,8 (Mills, 1958). 

 

 

                 

 

  

ΣΧΗΜΑ 4.5. Εξάρτηση τη̋ κινητική̋ παραμέτρου Vmax του ενζύμου AtuGST4 από το pH. Οι μετρήσει̋ 

τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντα̋ τα υποστρώματα GSH και 

CDNB.   
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Πραγματοποιήθηκε μελετη τη̋ κινητικη̋ συμπεριφορα̋ του ενζύμου AtuGST4 για τα επι-

λεγμένα υποστρώματα 1-χλωρο-2,4-δινιτροβενζόλιο (CDNB), υδροϋπεροξείδιο του κουμενί-

ου (CuOOH), τ-βουτυλο-υδροϋπεροξείδιο (t-BuOOH) και 2,2-διθειοδιαιθανόλη (HED). Οι 

χημικέ̋ δομέ̋ των υποστρωμάτων που εξεταστήκαν παρουσιάζονται στο Σχήμα 4.6. Για το 

υπόστρωμα CDNB οι κινητικέ̋ ιδιότητε̋ του ένζυμου μελετηθήκαν σε μεγάλο εύρο̋ τιμών 

pH: από 6,5 έω̋ 8,3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

   

 

Ο σκοπό̋ τη̋ κινητική̋ μελέτη̋ ήταν να εξετάσουμε την κινητική συμπεριφορά του ένζυμου 

ω̋ προ̋ το υπόστρωμα CDNB σε διαφορετικέ̋ τιμέ̋ pH λαμβάνοντα̋ υπόψη ότι το βέλτιστο 

pH δράση̋ του ένζυμου βρίσκεται κοντά στην περιοχή 8 (παράγραφο̋ 4.3.2), γεγονό̋ όχι 

ιδιαιτέρα σύνηθε̋ για τα ένζυμα GST τα οποία εμφανίζουν βέλτιστη περιοχή pH στο 7-7,5. 

Πραγματοποιήθηκε, επίση̋, υπολογισμό̋ των κινητικών σταθερών Km και kcat για τα υπο 

μελέτη υποστρώματα (Πίνακε̋ 4.3, 4.4). Οι φωτομετρικοί προσδιορισμοί για τον υπολογισμό 

τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ του AtuGST4 έναντι αυτών των υποστρωμάτων περιγράφονται 

4.3.3. ΚΙΝΗΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ AtuGST4. 

ΣΧΗΜΑ 4.6. Συντακτικοί τύποι των υποστρωμάτων CDNB, CuOOH, t-BuOOH και HED που χρησι-

μοποιηθήκαν στην κινητική μελετη του ένζυμου AtuGST4.  

HED CDNB 

CuOOH 
t-BuOOH 
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στι̋ παραγράφου̋ 2.4.19.1. (για το CDNB), 2.4.19.2. (για τα t-BuOOH και CuOOH) και 

2.4.19.3. (για το HED). Οι γραφικέ̋ παραστάσει̋ που προέκυψαν παρουσιάζουν την εξάρτη-

ση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ από τι̋ μεταβολέ̋ στη συγκέντρωση των υπο-

στρωμάτων (Σχήματα 4.7 και 4.8 για το CDNB, Σχήμα 4.9 για το CuOOH, Σχήμα 4.10 για το 

t-ΒuOOH και Σχήμα 4.11 για το HED). 

 

Η κινητική ανάλυση του ενζύμου δείχνει ότι οι μικρότερε̋ τιμέ̋ Km και συγχρόνω̋ οι μεγα-

λύτερε̋ τιμέ̋ σταθερών εξειδίκευση̋ (kcat/Κm) για το υπόστρωμα CDNB εμφανίζονται για τι̋ 

τιμέ̋  pH 7,6 και 7,9. Ανάμεσα στα υπόλοιπα υποστρώματα που χρησιμοποιηθήκαν για την 

κινητική μελέτη του ένζυμου AtuGST4 (fluorodifen, CuOOH, t-BuOOH και HED) οι τιμέ̋ 

σταθερών εξειδίκευση̋ (kcat/Κm) για τα υπεροξείδια CuOOH και t-BuOOH είναι σημαντικά 

υψηλότερε̋. Αναλυτικότερα, η τιμή τη̋ kcat/Km για το υπόστρωμα CuOOH είναι 8,314-φορέ̋ 

υψηλότερη συγκριτικά με το CDNB ενώ όταν χρησιμοποιείται το GSH ω̋ μεταβαλλόμενο 

υπόστρωμα η τιμή τη̋ σταθερέ̋ εξειδίκευση̋ αυξάνεται κατά 2.118-φορέ̋ (Πινακε̋ 4.3. και 

4.4.). Όσον αφορά το υπόστρωμα HED εμφανίζει συνολικά τι̋ χαμηλότερε̋ τιμέ̋ κινητικών 

σταθερών σε σύγκριση με τα υπόλοιπα υπό μελετη υποστρώματα.  
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ΣΧΗΜΑ 4.7. Α. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του 

ενζύμου AtuGST4 σε pH 6,5. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το CDNB (20-900 μΜ) 

ενώ το GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (2,5 mM).  B. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ 

ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4 σε pH 6,5. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα 

χρησιμοποιήθηκε η GSH (50-600 μΜ), ενώ το CDNB ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (1 mM). Γ. Γρά-

φημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4 σε 

pH 6,8. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το CDNB (20-900 μΜ) ενώ το GSH ήταν σε 

σταθερή συγκέντρωση (2,5 mM).  Δ. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυ-

μική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4 σε pH 6,8. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε 

η GSH (50-600 μΜ), ενώ το CDNB ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (1 mM). Ε. Γράφημα που παρι-

στάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4 σε pH 7,2. Ω̋ 

μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το CDNB (25-300 μΜ) ενώ το GSH ήταν σε σταθερή 

συγκέντρωση (2,5 mM).  ΣΤ. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ 

αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4 σε pH 7,2. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το 

GSH (50-1200 μΜ), ενώ το CDNB ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (1 mM). 
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ΣΧΗΜΑ 4.8. Α. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του 

ενζύμου AtuGST4 σε pH 7,6. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το CDNB (20-300 μΜ) 

ενώ το GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (2,5 mM).  B. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ 

ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4 σε pH 7,6. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα 

χρησιμοποιήθηκε το GSH (20-600 μΜ), ενώ το CDNB ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (1 mM). Γ. 

Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου 

AtuGST4 σε pH 7,9. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το CDNB (20-270 μΜ) ενώ το 

GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (2,5 mM).  Δ. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύ-

τητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4 σε pH 7,9. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα 

χρησιμοποιήθηκε το GSH (20-600 μΜ), ενώ το CDNB ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (1 mM). Ε. 

Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου 

AtuGST4 σε pH 8,3. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το CDNB (50-900 μΜ) ενώ το 

GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (2,5 mM).  ΣΤ. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύ-

τητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4 σε pH 8,3. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα 

χρησιμοποιήθηκε το GSH (50-600 μΜ), ενώ το CDNB ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (1 mM). 

ΣΧΗΜΑ 4.9. Α. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του 

ενζύμου AtuGST4. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το CuOOH (0,5-15 mΜ) ενώ το 

GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (1 mM).  B. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτη-

τα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθη-

κε το GSH (0,1-10 mΜ), ενώ το CuOOH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (1,5 mM).  

Α Β 

[CuOOH] (mM)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

U
/

m
L

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

[GSH] (mM)

0 2 4 6 8 10 12

U
/

m
L

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4  

 

 

 
147 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.10. Α. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του 

ενζύμου AtuGST4. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το t-BuOOH (0,1-15,8 mΜ) ενώ 

το GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (1 mM).  B. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύ-

τητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιή-

θηκε το GSH (0,1-10 mΜ), ενώ το t-BuOOH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (1,5 mM).  

ΣΧΗΜΑ 4.11. Α. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του 

ενζύμου AtuGST4. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το HED (1-25 mΜ) ενώ το GSH 

ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (0,5 mM).  B. Γράφημα που παριστάνει την εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ 

τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου AtuGST4. Ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το 

GSH (0,1-5 mΜ), ενώ το HED ήταν σε σταθερή συγκέντρωση (2 mM).  
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Yπόστρωμα 

 

Κm (mΜ) 

 

kcat (min
-1

)
a
 

 

kcat/Κm (mΜ
-1

·min
-1

) 

GSH 0,3±0,03  

31,9±0,05 

 

CDNB 1,5±0,09 21,4 

GSH 

CuOOH 

0,9±0,07 

2,7±0,21 

 

339,4±6,05 

123,9 

GSH 

t-BuOOH 

1,1±0,05 

1,6±0,07 

 

149,7±5,21 

95,3 

 

GSH 

HED 

1,7±0.1 

4,1±0,12 

                 

2,4±0,05 

0,6 

    

 

 

Υπόστρωμα          pH              kcat (s
-1

)        Κm (μΜ)                kcat/Κm (μΜ
-1

·s
-1

)  

GSH 

CDNB 

 

 
 

                           6,06 

  6,5                  0,533 

288,87 0,021 

1485,45                           0,0005 

GSH                           4,8 150,11                              0,031 

CDNB  6,8                 0,66 2206,36                           0,0003 

    

GSH                            4,1 139,05                              0,029 

CDNB  7,2                 0,981 490,94                             0,002 

    

GSH                            5,4 91,40                              0,059 

CDNB  7,6                 1,132 161,77                             0,007 

    

GSH                          5,95 81,64                              0,073 

CDNB  7,9                 1,85 206,18                              0,009 

    

GSH                           3,41 341,87                                0,009 

CDNB  8,3                0,602 861,41                              0,0007 

    

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.3. Κινητικέ̋ σταθερέ̋ του ενζύμου AtuGST4 για τα υποστρώματα GSH, fluorodifen, 

CuOOH, t-BuOOH και HED. 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.4. Κινητικέ̋ σταθερέ̋ του ενζύμου AtuGST4 για τα υποστρώματα GSH και CDNB σε 

εύρο̋ τιμών pH 6,5-8,3. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4  

 

 

 
149 

Ενεργή

μορφή (Ν)

Αποδιαταγμένη

μορφή (U)

Ανενεργή

μορφή (Ι)

Διάσπαση υπομονάδων

Πρωτεόλυση

Διαφυγή συνενζύμου

Καθίζηση

Μετάλλαξη αμινοξέων

Αποδιάταξη

Αναδιάταξη

Απενεργοποίηση Διάσταση  υπομονάδων 

Με τον όρο σταθερότητα ορίζεται η ικανότητα ενό̋ ενζύμου να διατηρεί την καταλυτική του 

δράση όταν επιδέχεται δυσμενεί̋ εξωτερικέ̋ επιδράσει̋. Η αποδιάταξη τη̋ τεταρτοταγού̋ 

δομή̋ ενό̋ ενζύμου (U) (χωροδιάταξη των πολυπεπτιδικών αλυσίδων) είναι το αποτέλεσμα 

τέτοιων εξωτερικών επιδράσεων και είναι ο βασικό̋ λόγο̋ για τη μείωση τη̋ ενεργότητα̋ 

(Σχήμα 4.12). 

 

 

 

 

 

 

 

Ωστόσο αυτή η διαδικασία είναι συνήθω̋ αντιστρεπτή και το ένζυμο μπορεί να επανέλθει 

στην ενεργή του μορφή (Ν) εφόσον η πολυπεπτιδική αλυσίδα δεν έχει υποστεί δραστικέ̋ χη-

μικέ̋ αλλαγέ̋. Αν όμω̋ συμβεί κάποια χημική αλλαγή στην πολυπεπτιδική αλυσίδα τότε το 

ένζυμο απενεργοποιείται μη αντιστρεπτά (I). Σε αυτά τα δύο ξεχωριστά φαινόμενα 

οφείλονται οι δύο διαφορετικοί ορισμοί του όρου σταθερότητα, αυτό̋ τη̋ θερμοδυναμική̋ (ή 

θερμική̋) σταθερότητα̋ και αυτό̋ του χρόνου ζωή̋ (long-term stability). Η θερμοδυναμική 

σταθερότητα περιγράφει την ικανότητα του ενζύμου να αντιστέκεται στην αποδιάταξη τη̋ 

ενεργή̋ του μορφή̋ (N«U). Με τον όρο χρόνο̋ ζωή̋ περιγράφεται η αντίσταση του 

ενζύμου σε χημικέ̋ μεταβολέ̋ που θα το απενεργοποιήσουν (U®I) (Fagain, 1995). Από το 

Σχήμα 4.12 είναι φανερό ότι η αύξηση τη̋ θερμοδυναμική̋ σταθερότητα̋ ενό̋ ενζύμου θα 

επιφέρει βελτίωση και στο χρόνο ζωή̋ του.  

 

Όταν τα ένζυμα χρησιμοποιούνται σε υδατικά διαλύματα η σταθερότητά του̋ μπορεί να αυ-

ξηθεί από την παρουσία συγκεκριμένων προσθέτων. Τέτοια πρόσθετα μπορεί να είναι: πολυ-

αλκοόλε̋, σάκχαρα, αδρανή πολυμερή όπω̋ η πολυαιθυλεν-γλυκόλη, αλλά και φορτισμένα 

πολυμερή όπω̋ πολυαιθυλενιμίνη και διαιθυλαμινοαίθυλ-δεξτράνη. Η γλουταθειόνη και η 

γλυκερόλη αποτελούν παράγοντε̋ σταθεροποίηση̋ των ενζύμων GST και γι' αυτό το λόγω 

4.3.4. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ AtuGST4 ΥΠΟ ΤΗΝ ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΥ 

ΚΑΙ ΓΛΥΚΕΡΟΛΗΣ. 

ΣΧΗΜΑ 4.12. Μοριακά γεγονότα που οδηγούν σε απώλεια τη̋ ενζυμική̋ δομή̋ και λειτουργία̋. 
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πραγματοποιήθηκε έλεγχο̋ τη̋ επίδραση̋ των συγκεκριμένων ουσιών στην σταθερότητα τη̋ 

πρωτεΐνη̋ AtuGST4. 

 

Ο τρόπο̋ με τον οποίο η γλυκερόλη δρα και αυξάνει τη σταθερότητα του ενζύμου δεν είναι 

ακόμα πλήρω̋ κατανοητό̋. Για τα μικρού μοριακού βάρου̋ αφόρτιστα πρόσθετα 

(πολυαλκοόλε̋, σάκχαρα) πιστεύεται ότι αυξάνουν την ενέργεια που χρειάζεται για την 

ενυδάτωση τη̋ αποδιαταγμένη̋ μορφή̋ του ενζύμου. Το αποδιαταγμένο ένζυμο είναι 

λιγότερο συμπαγέ̋ από ότι είναι στην ενεργή του μορφή, με αποτέλεσμα να χρειάζεται 

περισσότερα μόρια νερού στη σφαίρα επιδιαλύτωσή̋ του. Η παρουσία των προσθέτων 

μειώνει τα διαθέσιμα μόρια νερού οπότε η αποδιάταξη του ενζύμου δεν ευνοείται 

θερμοδυναμικά (Fagain 1995, Xie & Timasheff, 1997). 

 

Αναλυτικότερα με την προσθήκη γλυκερόλη̋ στο ενζυμικό διάλυμα αυξάνεται το χημικό 

δυναμικό τη̋ γλυκερόλη̋. Η αλληλεπιδραση είναι θερμοδυναμικά μη προτιμητέα, γι' αυτό το 

λόγω το σύστημα τείνει να μειώσει το φαινόμενο ελαττώνοντα̋ την περιοχή επαφή̋ 

πρωτεΐνη̋-γλυκερόλη̋. Τα περισσότερα από τα μόρια τη̋ γλυκερόλη̋ εμποδίζονται να 

προσδεθούν στην επιφάνεια τη̋ πρωτεΐνη̋. Η γλυκερόλη με τη σειρά τη̋ σχηματίζοντα̋ ι-

σχυρού̋ δεσμού̋ υδρογόνου με τα μόρια του νερού έχει την ικανότητα να κατευθύνει και να 

διατάσσει τα μόρια του νερού ώστε να σχηματίζουν ένα υδατικό στρώμα στην επιφάνειά τη̋ 

(Σχήμα 4.13). Με τον τρόπο αυτόν ενισχύεται η προστασία τη̋ πρωτεΐνη̋ σε ακτίνα γύρω 

από την επιφάνεια τη̋ με την επιλεκτική ενυδάτωση του ένζυμου (Gekko & Timasheff, 

1981). 

 

Όσον αφορά τη γλουταθειόνη, η επίδραση αυτή, θεωρείται ότι οφείλεται κυρίω̋ σε ελάττωση 

τη̋ εντροπία̋ διαμόρφωση̋ τη̋ αλυσίδα̋ του μη αναδιπλωμένου πολυπεπτιδίου (Schellman 

1955, Flory 1956, Poland & Scheraga, 1965, Chan & Dill, 1988). Στην περίπτωση των GSTs, 

η GSH βοηθά στον σχηματισμό του GSH-GST το οποίο έχει χαμηλότερη ευελιξία και κινη-

τικότητα και με αυτόν τον τρόπο το σταθεροποιεί. 
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Η σταθερότητα τη̋ πρωτεΐνη̋ μελετήθηκε με έλεγχο τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ (παρά-

γραφο̋ 4.2.6) για χρονικό διάστημα 0-20h σε θερμοκρασία 25°C για τρία ενζυμικά διαλύμα-

τα. Το πρώτο περιέχει το καθαρό ένζυμο, το δεύτερο περιέχει γλουταθειόνη και καθαρό 

ένζυμο και το τρίτο γλυκερόλη και καθαρό ένζυμο (σε αναλογία 1:2).  

 

Τα αποτελέσματα παριστάνονται γραφικά στο Σχημα 4.14. Η προσθήκη γλουταθειόνη̋ στο 

ενζυμικό διάλυμα φαίνεται να αποτελεί άριστο παράγοντα σταθεροποίηση̋. Όπω̋ φαίνεται 

και από το διάγραμμα διακριτή μείωση στην ενζυμική δραστικότητα παρατηρείται μετά τι̋ 

18 ώρε̋ επώαση̋ σε θερμοκρασία 25°C, ενώ η δραστικότητα του καθαρού ενζύμου, χωρί̋ 

την προσθήκη οποιασδήποτε ουσία̋, αρχίζει να ελαττώνεται αισθητά από την 5η ώρα. Η 

γλυκερόλη επίση̋ δρα ω̋ παράγοντα̋ σταθεροποίηση̋ τη̋ πρωτεϊνική̋ δομή̋, αφού σε σύ-

γκριση με το καθαρό ένζυμο εμφανίζει μικρότερη μείωση στην ενζυμική του δραστικότητα 

σχεδόν στον ίδιο χρόνο. 

 

ΣΧΗΜΑ 4.13. Σχηματική αναπαράσταση του πιθανού τρόπου με τον οποίο τα μόρια τη̋ γλυκερόλη̋ 

και του νερού αλληλεπιδρούν με τη σφαίρα επιδιαλύτωσή̋ του ένζυμου AtuGST4. 

   Μόριο 

    νερού      

 
Μόριο 

γλυκερόλη  ̋
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Η θερμική σταθερότητα του ένζυμου AtuGST4 μελετήθηκε με σκοπό να κατασκευαστούν οι 

καμπύλε̋ θερμική̋ αδρανοποίηση̋ του ένζυμου και να προσδιοριστούν οι τιμέ̋ Tm τη̋ πρω-

τεΐνη̋ (ω̋ Tm ορίζεται η θερμοκρασία στην οποία το ένζυμο χάνει το 50% τη̋ αρχική̋ του 

δραστικότητα̋). Οι πειραματικέ̋ μελέτε̋ πραγματοποιήθηκαν μεταξύ 37-80 °C σε δυο δια-

φορετικέ̋ τιμέ̋ pH 7,6 και 7,9.  Οι τιμέ̋ Tm (°C) που προέκυψαν είναι 59,95±0,93 °C και 

63,33±1,12 για τι̋ τιμέ̋ pH 7,6 και 7,9 αντιστοίχω̋. Η επεξεργασία των αποτελεσμάτων και 

η κατασκευή των καμπύλων αδρανοποίηση̋ του ένζυμου για την τιμή pH 7,6 (Σχήμα 4.15) 

και για την τιμή pH 7,9 (Σχήμα 4.16) πραγματοποιήθηκαν με τη βοήθεια του προγράμματο̋  

Sigma Plot 11. 

 

ΣΧΗΜΑ 4.14. Γράφημα που παρουσιάζει την επίδραση του GSH και τη̋ γλυκερόλη̋ στη σταθερότητα 

του ένζυμου AtuGST4. Με μπλε ράβδου̋ αναπαρίσταται το καθαρό ένζυμο απουσία πρόσθετων ου-

σιών, με κόκκινε̋ ράβδου̋ αναπαρίσταται το ενζυμικό διάλυμα με την προσθήκη GSH, ενώ με πράσι-

νε̋ ράβδου̋ αναπαρίσταται το ενζυμικό διάλυμα με την προσθήκη γλυκερόλη̋.   

4.3.5. ΘΕΡΜΙΚΗ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ AtuGST4. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4  

 

 

 
153 

Θ οC

40 50 60 70 80 90

Υ
π

ο
λ

ε
ίπ

ο
υ

σ
α

 δ
ρ

α
σ

τι
κ
ό

τη
τα

 (
%

)

0

20

40

60

80

100

120

                    

 

 

 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.15. Η καμπύλη θερμική̋ αδρανοποίηση̋ του ενζύμου AtuGST4 σε pH 7,6. Οι υπολείπουσε̋ 

δραστικότητε̋ προσδιορίστηκαν ύστερα από επώαση του ενζύμου για 5 min.  

ΣΧΗΜΑ 4.16. Η καμπύλη θερμική̋ αδρανοποίηση̋ του ενζύμου AtuGST4 σε pH 7,9. Οι υπολείπουσε̋ 

δραστικότητε̋ προσδιορίστηκαν ύστερα από επώαση του ενζύμου για 5 min.  
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S           S         P

 

Για τον προσδιορισμό τη̋ ταχύτητα̋ μια̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ σε συνάρτηση με τη θερμο-

κρασία πρέπει να λαμβάνεται υπόψη ότι καθώ̋ αυξάνεται η θερμοκρασία αυξάνεται και η 

ταχύτητα τη̋ αντίδραση̋, αλλά μονό μέχρι μια ορισμένη τιμή (βέλτιστη θερμοκρασία) πέρα 

από την οποία παρατηρείται μείωση τη̋ ταχύτητα̋. Ερμηνεία στο συγκεκριμένο φαινόμενο 

μπορεί να δοθεί, αν δεχτούμε ότι η αύξηση τη̋ θερμοκρασία̋ επηρεάζει δύο ανεξάρτητε̋ 

διεργασίε̋ την καταλυόμενη αντίδραση και τη θερμική μετουσίωση του ενζύμου. Σε χαμηλέ̋ 

θερμοκρασίε̋, (π.χ μέχρι 30°C), η μετουσίωση των περισσότερων ενζύμων πραγματοποιείται 

με πολύ αργό ρυθμό και επομένω̋ στην πράξη δεν επιδρά στην ταχύτητα τη αντίδραση̋. Γι' 

αυτό το λόγο, σε χαμηλέ̋ θερμοκρασίε̋ οι ενζυμικέ̋ αντιδράσει̋ επηρεάζονται από την αύ-

ξηση τη̋ θερμοκρασία̋ κατά τον ίδιο τρόπο όπω̋ και οι συνηθισμένε̋ χημικέ̋ αντιδράσει̋.  

 

Ο νομό̋ του Arrhenius που περιγράφει την επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στην ταχύτητα τη̋ 

ενζυμική̋ αντίδραση̋ εκφράζεται με την εξίσωση που ακολουθεί: 

  

 

 

 

 

όπου Vmax η μέγιστη ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋, Εα η ενέργεια ενεργοποίηση̋, R η 

παγκόσμια σταθερά των αερίων (8,314 J/mol·K), Τ η απόλυτη θερμοκρασία (T) και Α η στα-

θερά Arrhenius ή παράγοντα̋ συχνότητα̋. Κατασκευάζοντα̋ το διάγραμμα του lnVmax σε 

συνάρτηση με το 1/Τ, από την κλίση τη̋ ευθεία̋ (-Εα/R) που προκύπτει σύμφωνα με την εξί-

σωση (4.1), μπορούμε να υπολογίσουμε την ενέργεια ενεργοποίηση̋ τη̋ αντίδραση̋, η οποία 

θεωρείται σταθερή και ανεξάρτητη από τη θερμοκρασία για ένα ορισμένο, όχι μεγάλο διά-

στημα θερμοκρασιών (Μουμτζή̋ Ι.Α., 1994).  

 

Μια χημική αντίδραση μετατροπή̋ ενό̋ υποστρώματο̋ S σε ένα προϊόν P λαμβάνει χώρα 

μέσω μια̋ μεταβατική̋ κατάσταση̋ S
≠
 που έχει υψηλότερη ελεύθερη ενέργεια από ότι το S ή 

το P. 

 

 

 

 

 

 

4.3.6. ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑΣ ΣΤΗΝ ΤΑΧΥΤΗΤΑ ΤΗΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ. 

RT
aAV

E
-= lnmaxln (4.1) 

(4.2) 
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Κατά την πορεία μια̋ αντίδραση̋ η μεταβατική κατάσταση, λόγω τη̋ υψηλή̋ ελεύθερη̋ ε-

νέργεια̋, είναι η πλέον σπάνια καταλαμβανόμενη διαμόρφωση. Η ελεύθερη ενέργεια ενεργο-

ποίηση̋ κατά Gibbs, που συμβολίζεται με ΔG
≠
 είναι ίση με τη διαφορά τη̋ ελεύθερη̋ ενέρ-

γεια̋ μεταξύ τη̋ μεταβατική̋ κατάσταση̋ και του υποστρώματο̋: 

 

 

 

Η ταχύτητα τη̋ αντίδραση̋ είναι ανάλογη με τη συγκέντρωση του S
≠
, η οποία εξαρτάται από 

τη ΔG
≠
, γιατί βρίσκεται σε ισορροπία με το S οπότε ισχύουν οι παρακάτω αντιδράσει̋: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στην εξίσωση 4.5, k είναι η σταθερά του Boltzmann και h είναι η σταθερά του Planck. Η τιμή 

του kT/h στου̋ 25°C είναι 6,2 x 10
12

s
-1

.  

 

Εισάγοντα̋ και τι̋  μεταβολέ̋ τη̋ ενθαλπία̋ και τη̋ εντροπία̋ τη̋ αντίδραση̋, με τη βοή-

θεια τη̋ εξίσωση̋ του Eyring (Fan et al., 2000), η εξάρτηση τη̋ σταθερά̋ κατάλυση̋ (kcat) 

από τη θερμοκρασία δίδεται από την εξίσωση :  

 

                                                                                                                      

 

 

 

Όπου k  η σταθερά του Boltzmann (1,381·10
-23

 J·K
-1

), h η σταθερά του Plank (6,626·10
-34

 J·s), 

ΔS
≠ 

η μεταβολή τη̋ εντροπία̋ (J·mol
-1

·K
-1

), ΔΗ
≠ 

η μεταβολή τη̋ ενθαλπία̋ (kJ·mol
-1

), R η 

παγκόσμια σταθερά των αερίων (8,314 J/mol·K), Τ η απόλυτη θερμοκρασία (K). Διαπιστώ-

νουμε ότι μείωση τη̋ ΔΗ
≠ 

και αύξηση τη̋ ΔS
≠
 μπορούν να επιδράσουν αυξάνοντα̋ την τιμή 

του αριθμού μετατροπή̋, και σε περιπτώσει̋ που η θερμοκρασία μειώνεται η πρώτη έχει με-

γαλύτερη βαρύτητα. Η μείωση τη̋ ενθαλπία̋ συνοδεύεται από μια αναπόφευκτη μείωση τη̋ 

ΔS
≠
.  

 

R
S

h
Bk

TRT
catk ¹

D
++´

¹
DH

-= ln
1

ln

sGGG S -=D ¹¹

[ ] [ ] RT/GeSS
¹

D-¹
=

[ ] ( )[ ] RT/GeSh/kTSV
¹

D-¹
=n=

(4.3) 

(4.4) 

(4.5) 

(4.6) 
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Η εξάρτηση τη̋ καταλυτική̋ δραστικότητα̋ του ενζύμου από τη θερμοκρασία μελετήθηκε 

για διαφορετικέ̋ τιμέ̋ θερμοκρασία̋ επώαση̋ του μίγματο̋ αντίδραση̋, έτσι ώστε να καθο-

ριστεί η βέλτιστη. Το θερμοκρασιακό εύρο̋ στο οποίο μελετήθηκε η δραστικότητα του 

AtuGST4 είναι από 0 έω̋ 55°C, το οποίο ελέγχθηκε για δυο διαφορετικά υποστρώματα τα 

CDNB και CuOOH. 

 

Αφού υπολογίστηκαν οι τιμέ̋ τη̋ Vmax κατασκευάστηκαν τα διαγράμματα Arrhenius lnVmax- 

1/T (σχήμα 4.17). Η κλίση των ευθειών αυτών ισούται, σύμφωνα με την εξίσωση Arrhenius 

με (–Ea/R). Οπότε από τι̋ ευθείε̋ των διαγραμμάτων του Σχήματο̋ 4.17 υπολογίστηκαν οι 

τιμέ̋ των ενεργειών ενεργοποίηση̋ για τα δυο υποστρώματα (Πίνακα̋ 4.5). Συγκρίνοντα̋ τα 

δύο καταλυτικά συστήματα παρατηρούμε ότι για το υπόστρωμα CuOOH η ενέργεια 

ενεργοποίηση̋ είναι υποτριπλάσια συγκριτικα με αυτή που υπολογίζεται για το υπόστρωμα 

CDNB. Γενικά μικρότερε̋ τιμέ̋ ενέργεια̋ ενεργοποίηση̋ υποδηλώνουν ότι η αντίδραση 

πραγματοποιείται ευκολότερα (Γιαννακουδάκη̋ Δ.Α, 1993). Δομικά η μείωση τη̋ ενέργεια̋ 

ενεργοποίηση̋ επιτυγχάνεται με τη μείωση ενθαλπικών αλληλεπιδράσεων που πρέπει να 

διασπαστούν για να γίνει η αντίδραση, και κατά συνέπεια με την εμφάνιση πιο εύκαμπτη̋ 

δομή̋. Αυτή η αυξημένη ευκαμψία με τη σειρά τη̋ οδηγεί στην ύπαρξη πολλών πιθανών 

διαμορφώσεων ενζύμου–υποστρώματο̋. 

 

Τα πειραματικά αποτελέσματα για την επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στη σταθερά kcat  για το 

υπόστρωμα CDNB και CuOOH επεξεργάστηκαν με τη βοήθεια τη̋ εξίσωση̋ του Eyring και 

παρουσιαζονται με τη γραφική παράσταση του λογαρίθμου τη̋ σταθερά̋ κατάλυση̋ προ̋ 

την απόλυτη θερμοκρασία (kcat/T) έναντι του αντιστρόφου τη̋ απόλυτη̋ θερμοκρασία̋ (Σχή-

μα 4.18). Οι τιμέ̋ τη̋ μεταβολή̋ τη̋ ενθαλπία̋, τη̋ ενέργεια̋ ενεργοποίηση̋ και τη̋ 

μεταβολή̋ τη̋ εντροπία̋ για το ένζυμο AtuGST4 παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.5.  

 

 

 

 

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.5. Οι τιμέ̋ Εa, ΔΗ
≠
 και ΔS

≠
 του ενζύμου AtuGST4 για τα υποστρώματα CDNB και CuOOH. 

 Ea (KJ/mol) ΔS≠ (KJ/mol.K) ΔΗ
≠ (KJ/mol) 

Υπόστρωμα    

CDNB 28,35 -0,12 14,71 

CuOOH 9,9 -0,2 22,2 
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Η ΔS
≠
 δηλώνει την αταξία του συστήματο̋. Η τιμή και το προσημο του ΔS

≠
 μα̋ παρέχει 

πληροφορίε̋ για τη φύση των ενεργοποιημένων συμπλόκων. Πολλοί παράγοντε̋ μπορούν να 

επηρεάσουν τι̋ τιμέ̋ ΔS
≠
 συμπεριλαμβανομένη̋ και μια̋ αναστρέψιμη̋ δομική̋ ανακατάτα-

ξη̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ μετά η κατά τη διάρκεια δέσμευση̋ του υποστρώματο̋ Άλλοι παράγοντε̋ 

που επιδρούν στην εντροπία είναι ο προσανατολισμό̋ των υποστρωμάτων στην μεταβατική 

κατάσταση σε σχέση με τα αδέσμευτα μόρια, η σχετική υδροφοβικότητα του υποστρώματο̋ 

και τη̋ πρωτεΐνη̋, η καθαρή μεταβολή στον αριθμό των δεσμών υδρογόνου μεταξύ υπο-

στρώματο̋ και ένζυμου (Laidler & Bunting, 1973, Fromm, 1975, Jencks, 1969). Θα 

μπορούσε επομένω̋ να ειπωθεί, ότι η διαφορά στι̋ τιμέ̋ τη̋ ΔS
≠ 

που παρατηρείται για τα 

υποστρώματα CuOOH και CDNB ενδεχομένω̋ να οφείλεται στον διαφορετικό τρόπο 

πρόσδεση̋ και των δυο υποστρωμάτων και πιθανώ̋ σε δομικέ̋ ανακατατάξει̋ τη̋ 

πρωτεΐνη̋. 

 

Για το υπόστρωμα CDNB η τιμή τη̋ Εa είναι σχεδόν τριπλάσια συγκριτικά με τη τιμή τη̋ Εa 

για το υπόστρωμα CuOOH. Οι συγκεκριμένε̋ τιμέ̋ σε συνδυασμό με τη διαφορά στι̋ τιμέ̋ 

τη̋ ΔΗ
≠ 

υποδηλώνουν ότι η ταχύτητα τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋ για το υπόστρωμα CDNB 

εμφανίζει ισχυρότερη εξάρτηση από τη θερμοκρασία (Lonhienne et al., 2000) σε σύγκριση με 

την ταχύτητα τη̋ αντίδραση̋ με το υπεροξείδιο CuOOH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.17. Επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στη δραστικότητα του ενζύμου AtuGST4. Τα πειραματικά 

δεδομένα αναλύθηκαν και επεξεργαστήκαν σύμφωνα με την εξίσωση του Arrhenius (εξίσωση 3.5).  
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Η μείωση ενθαλπικών αλληλεπιδράσεων που πρέπει να διασπαστούν για να γίνει η αντίδρα-

ση  και που παρατηρείται για το υπόστρωμα CuOOH σε σχέση με το CDNB, οδηγεί σε μείω-

ση τη̋ ενέργεια̋ ενεργοποίηση̋. Δομικά αυτό ερμηνεύεται με την εμφάνιση πιο εύκαμπτη̋ 

δομή̋. Αυτή η αυξημένη ευκαμψία με τη σειρά τη̋ οδηγεί στην ύπαρξη πολλών πιθανών δι-

αμορφώσεων ενζύμου-υποστρώματο̋ (Lonhienne et al., 2000) και κατά συνέπεια σε αυξημέ-

νη εντροπία του ES συμπλόκου στην περίπτωση του CuOOH.  

 

Η εξίσωση Arrhenius (παράγραφο̋ 4.3.6) που χρησιμοποιείται στη θερμοδυναμική των ενζυ-

μικών αντιδράσεων δεν λαμβάνει υπόψη την περιοριστική επίδραση των μοριακών κινήσεων 

του μέσου στον ρυθμό ταχύτητα̋ μια̋ συγκεκριμένη̋ αντίδραση̋. Η θεωρία του Kramers 

(Kramers, 1940) χρησιμοποιήθηκε για να περιγράψει την επίδραση του ιξώδου̋ στην συμπε-

ριφορά των ενζυμικών αντιδράσεων όταν εμπλέκονται δομικέ̋ ανακατατάξει̋ των πρωτεϊ-

νών (Jacob & Schmid, 1999): σε μια ενζυμική αντίδραση (εξίσωση 4.7) στην οποία το υπό-

στρωμα S συνδέεται με το ένζυμο E για την απόδοση του προϊόντο̋ P κατά την αντίδραση: 

 

  

   

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.18. Επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στη δραστικότητα του ενζύμου AtuGST4. Τα πειραματικά 

δεδομένα αναλύθηκαν και επεξεργαστήκαν σύμφωνα με την εξίσωση του Eyring (εξίσωση 3.5).  

PEESSE ++ ¾¾ ®¾¾¾®¬
kcatKs

(4.7) 
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O ρυθμό̋ σχηματισμού του προϊόντο̋ (kcat) αναστέλλεται από την τριβή που αναπτύσσεται 

μεταξύ του διαλύματο̋ και τη̋ πρωτεΐνη̋ γεγονό̋ που σημαίνει ότι η τριβή αυξάνει την α-

παιτούμενη ενεργεία ενεργοποίηση̋ των αντιδρώντων (Lavalette et al., 1999). Λαμβάνοντα̋ 

υπόψη ότι η τριβή είναι συνάρτηση του ιξώδου̋ η, η σταθερά ταχύτητα̋ τη̋ αντίδραση̋ k 

εξαρτάται γραμμικά από το ιξώδε̋ (Jacob & Schmid, 1999) όπω̋ προκύπτει από την εξίσωση 

που ακολουθεί: 

 

 

   

 

 

 

οπού k είναι η κινητική σταθερά kcat, η το ιξώδε̋ τoυ διαλύματο̋, R η παγκόσμια σταθερά 

των αερίων (8,314 J/mol·K), Τ η απόλυτη θερμοκρασία (K) και ΔU η μεταβολή τη̋ ελεύθε-

ρη̋ ενέργεια̋. Σε μια δεδομένη θερμοκρασία, αύξηση στο ιξώδε̋ προκαλεί αύξηση στο ΔU. 

 

Για να εκτιμηθεί κατά ποσό η καταλυτική δραστικότητα των ενζύμων αναστέλλεται από το 

ιξώδε̋, όπω̋ προβλέπεται από την εξίσωση του Kramer, πραγματοποιήθηκε μελέτη τη̋ επί-

δραση̋ του ιξώδου̋ στην κινητική σταθερά kcat για το υπόστρωμα CDNB στου̋ 37 °C αυξά-

νοντα̋ σταδιακά τι̋ τιμέ̋ ιξώδου̋ του διαλύματο̋. Αυτό επιτεύχθηκε με διαφορετικέ̋ συ-

γκεντρώσει̋ γλυκερόλη̋ που προστεθήκαν στο ρυθμιστικό διάλυμα των αντιδράσεων (Wolf 

et al, 1985). Σχεδιαστήκαν οι γραφικέ̋ παραστάσει̋ k
ο

cat/kcat έναντι του η/η
o
 (όπου k

ο
cat είναι 

η τιμή για ιξώδε̋ η
o
, όπου 

ο
 οι τιμέ̋ απουσία γλυκερόλη̋) με κλίση ίση με τη μονάδα όταν η 

απελευθέρωση του προϊόντο̋ αποτελεί το καθοριστικό στάδιο τη̋ αντίδραση̋ ή με κλίση 

σχεδόν ίση με το μηδέν αν κάποια μη ελεγχόμενη από τη διάχυση δομική ανακατάταξη τη̋ 

πρωτεΐνη̋ αποτελεί το καθοριστικό στάδιο τη̋ αντίδραση̋ (Sampson & Knowles, 1992, La-

brou et al., 2001).  

 

Το καθοριστικό στάδιο τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋ (Rate Determing Step, RDS) αποτελεί το 

πιο αργό στάδιο του καταλυτικού μηχανισμού που τελικά καθορίζει και την ολική ταχύτητα 

τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋. Προκειμένου να βρεθούν οι παράγοντε̋ που επηρεάζουν το καθο-

ριστικό στάδιο τη̋ αντίδραση̋, μελετήθηκε η επίδραση του ιξώδου̋ στι̋ κινητικέ̋ σταθερέ̋ 

τη̋ πρωτεῒνη̋ AtuGST4. Τα υποστρώματα CDNB και CuOOH χρησιμοποιηθήκαν για να 

πραγματοποιηθεί μελέτη τη̋ κινητική̋ συμπεριφορά̋ του υπό εξέταση ένζυμου σε θερμο-

κρασία 37°C προσθέτοντα̋ στο ρυθμιστικό διάλυμα των αντιδράσεων διαφορετικέ̋ συγκε-

ντρώσει̋ γλυκερόλη̋. 

( )RTUk /exp1 D--=h (4.8) 
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Η γραφική παράσταση k
ο

cat/kcat έναντι του η/η
o
 για τα υποστρώματα CDNB (Σχήμα 4.19 A).  

και CuOOH (Σχήμα 4.19 B) έδωσε γραφική εξάρτηση του ιξώδου̋ με κλίσει̋ 0,151±0,003 

και 0,339±0,008 αντιστοίχω̋. Συμπεραίνουμε επομένω̋, ότι για τα δυο υποστρώματα, το 

καθοριστικό στάδιο τη̋ αντίδραση̋ σχετίζεται με τι̋ δομικέ̋ ανακατατάξει̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ 

(Johnson et al., 1993, Labrou et al., 2001). 

 

              

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.19. Η γραφική παράσταση τη̋ επίδραση̋ του ιξώδου̋ στην κινητική σταθερά kcat. Ω̋ υπό-

στρωμα χρησιμοποιήθηκε το CDNB (A) και το CuOOH (B). Παρουσιάζεται η εξάρτηση του k
ο

cat/kcat  

έναντι του η/η
o
. Οι μετρήσει̋ πραγματοποιούνται σε pH 7,9 στου̋ 37 °C για το υπόστρωμα CDNB και 

σε pH 7,5 στου̋ 30 °C για το υπόστρωμα CuOOH χρησιμοποιώντα̋ ω̋ παράγοντα αύξηση̋ του ιξώ-

δου̋ τη γλυκερόλη.  
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Το σύμπλοκο του ενζύμου AtuGST4 με το S-p-νιτροφαινυλ-GSH μελετήθηκε μέσω κρυ-

σταλλογραφία̋ περίθλαση̋ ακτίνων-Χ και προσδιορίστηκε η κρυσταλλική του δομή με ανά-

λυση τάξη̋ μεγέθου̋ 1.4 Å. Η πειραματική διαδικασία που ακολουθείται για τη δημιουργία 

και ανάπτυξη κρυστάλλων του συμπλόκου βασίζεται στη μέθοδο τη̋ διάχυση̋ ατμών με 

κρεμάμενη σταγόνα (hanging drop vapor diffusion method). Η κρυσταλλογραφία πραγματο-

ποιήθηκε από το Κέντρο Βιοτεχνολογία̋ του Τούρκου στη Φινλανδία από την ομάδα του Δρ. 

A. Παπαγεωργίου.  

 

Το διάγραμμα Ramachandran μα̋ δείχνει τι̋ επιτρεπτέ̋ στερεοδιατάξει̋/διαμορφώσει̋ συν-

δυασμού φ & ψ δίεδρων γωνιών σε μια πεπτιδική ακολουθία. Παρόλο που κανεί̋ θα περίμενε 

ότι οι μεγαλύτερε̋ πλευρικέ̋ αλυσίδε̋ θα κατέληγαν σε περισσοτέρου̋ περιορισμού̋ και 

συνεπώ̋ θα εμφανίζονταν σε μια μικρότερη επιτρεπτή περιοχή στον χάρτη, αυτό πρακτικά 

δεν συμβαίνει. Από τη στερεοχημεία τη̋ πρωτεΐνη̋ όπω̋ αυτη παρουσιαζεται στον χάρτη και 

τι̋ τιμέ̋ των δίεδρων γωνιών τη̋ κύρια̋ αλυσίδα̋ και των πλευρικών ομάδων, το μοντέλο 

φαίνεται να έχει πολύ καλή γεωμετρία αφού όλα τα μεγέθη βρίσκονται μέσα στα επιτρεπόμε-

να όρια (Πίνακα̋ 6.6). Στο Σχήμα 4.20 παρουσιάζεται το διάγραμμα των φ/ψ δίεδρων γωνιών 

τη̋ κύρια̋ αλυσίδα̋ (Ramachandran plot) και στο Σχήμα 4.21 ο χάρτη̋ Ramachandran σε 

τρισδιάστατη απεικόνιση. Το 97,1% των αμινοξικών καταλοίπων βρίσκονται στι̋ ευννοού-

μενε̋ περιοχέ̋ και το υπόλοιπο 2,9% στι̋ επιτρεπόμενε̋. Οι γλυκίνε̋ έχοντα̋ ένα άτομο 

υδρογόνου, με μικρότερη ακτίνα van der Waals, εμφανίζουν μεγαλύτερο βαθμό περιορισμού 

και επομένω̋ ένα πολύ περιορισμένο αριθμό πιθανών συνδυασμών ψ και φ. Για παράδειγμα, 

στο πρώτο και τέταρτο τεταρτημόριο του χάρτη παρουσιάζονται τα 11 από τα 13 αμινοξικά 

κατάλοιπα γλυκίνων η πλειοψηφία των οποίων δεν εμφανίζεται στην κεντρική περιοχή αλλά 

στην επιτρεπόμενη και ευρύτερη περιοχή, ενώ τα αμινοξικά κατάλοιπα Glu84 και Glu138 

τοποθετούνται εκτό̋ των ορίων τη̋ επιτρεπόμενη̋ περιοχή̋. Τέσσερα αμινοξικά κατάλοιπα 

Ala137, Pro139, Glu169 και Tyr195 βρίσκονται στην επιτρεπόμενη περιοχή (στον χάρτη 

παριστάνονται ω̋ πορτοκαλί τετράγωνα). Τα αμινοξικά κατάλοιπα που εμφανίζονται στα 

όρια τη̋ επιτρεπόμενη̋ περιοχή̋ με την ευρύτερη, υποδηλώνουν χαμηλότερη δομική 

σταθερότητα. Επίση̋ τα αμινοξέα που βρίσκονται πάνω στου̋ άξονε̋ (συνεχόμενε̋ γραμμέ̋) 

υποδηλώνουν τα N- και C- τελικά αμινοξέα τη̋ υπομονάδα̋. Η πάνω αριστερή περιοχή 

4.3.9. ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΚΡΥΣΤΑΛΛΙΚΗΣ ΔΟΜΗΣ ΤΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ ΤΗΣ AtuGST4 ΜΕ ΤΟ S-P-

ΝΙΤΡΟΦΑΙΝΥΛΟ-GSH.   

4.3.9.1. ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΔΕΥΤΕΡΟΤΑΓΟΥΣ ΔΟΜΗΣ.  

4.3.9.1.1. ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ RAMACHANDRAN. 
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μοιράζεται σε δυο κομμάτια ένα στα αριστερά που περιέχει τα αμινοξέα στα βήτα ελάσματα 

και ένα στα δεξιά που περιέχει τα αμινοξέα σε τυχαία περιέλιξη αυτή̋ τη̋ διαμόρφωση̋.  

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.20. Διάγραμμα Ramachandran τη̋ υπομονάδα̋ Α του ενζύμου AtuGST4. Τα αμινοξικά κα-

τάλοιπα αναπαρίστανται ω̋ κουκίδε̋. Η γενικά επιτρεπόμενη και κεντρική περιοχή παρουσιάζεται με 

θαλασσί και μπλε χρώμα αντίστοιχα. Η ευνοϊκή και επιτρεπόμενη περιοχή για τα αμινοξικά κατάλοιπα 

γλυκίνων παριστάνονται με πορτοκαλί και ροζ χρώμα αντίστοιχα. Επισημαίνονται τα αμινοξικά κατά-

λοιπα Glu84 και Glu138 που εμπίπτουν στην ευρύτερη επιτρεπόμενη περιοχή. Το σχήμα πραγματο-

ποιήθηκε χρησιμοποιώντα̋ το πρόγραμμα RAMPAGE (Lovell et al., 2002).  
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Οι διαφορετικέ̋ ιδιότητε̋ των αμινοξικών καταλοίπων σε μια αλληλουχία φαίνεται να κωδι-

κοποιούν δομικέ̋ πληροφορίε̋ για την πρωτεΐνη (Yang &Yang, 2008). Διαφορετικοί τρόποι 

αναδίπλωση̋ των πρωτεϊνών μπορούν να προσδιοριστούν από τι̋ διαφορέ̋ στι̋ 

φυσικοχημικέ̋ ιδιότητε̋ των αμινοξέων του̋. Η πολυπλοκότητα τη̋ ακολουθία̋ όπω̋ και η 

υδροφοβικότητα αποτελούν χαρακτηριστικά των πρωτεϊνών που προκύπτουν από το 

φυσικοχημικό του̋ προφίλ. Στο σχήμα 4.22 παρουσιάζεται το διάγραμμα του βαθμού πολυ-

πλοκότητα̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4. Σύμφωνα με πρόσφατε̋ έρευνε̋ (Burgin, 2005, Deb-

nath & Burgin, 2003, Li & Vitányi, 1997, Sipser, 1997) η εντροπία του Kolmogorov, γνωστή 

ω̋ K2-εντροπία, χρησιμοποιείται ω̋ ένα μέτρο υπολογισμού τη̋ τοπική̋ πολυπλοκότητα̋ 

τη̋ αμινοξική̋ αλληλουχία̋ χρησιμοποιώντα̋ μια σειρά αλγορίθμων (Dünki, 1991). Είναι 

ΣΧΗΜΑ 4.21. Παρουσιάζεται ο χάρτη̋ Ramachandran σε τρισδιάστατη μορφή. Είναι εμφανή̋ η συ-

γκέντρωση των περισσοτέρων αμινοξικών καταλοίπων στο τρίτο τεταρτημόριο του διαγράμματο̋ (α-

έλικα) οπού εμφανίζεται η πράσινη κορυφή. Η κατανομή των υπολοίπων αμινοξικών καταλοίπων πα-

ρουσιάζεται με διάσπαρτε̋ κορυφέ̋ στον ανάγλυφο χάρτη. Η αναπαράσταση του χάρτη Πραγματο-

ποιήθηκε με το πρόγραμμα VMD 1.8.6 (Humphrey et al., 1996, 

http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). 

4.3.9.1.2. ΦΥΣΙΚΟΧΗΜΙΚΟ ΠΡΟΦΙΛ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ AtuGST4. 
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Θέση αμινοξικών καταλοίπων 

ουσιαστικά η «ποσότητα τη̋ έκπληξη̋» που κρύβει κάθε αμινοξική ακολουθία. Για 

παράδειγμα μια υψηλά διευθετημένη αμινοξική ακολουθία και εύκολη στην περιγραφή τη̋ 

όπω̋ η « Α, Α, Α, Α….., Α» έχει μηδενική εντροπία. Μια εντελώ̋ τυχαία ακολουθία έχει τη 

μεγαλύτερη δυνατή εντροπία (Mitchell, 2009). Η πολυπλοκότητα κάθε αμινοξικού καταλοί-

που σε μια ακολουθία σύμφωνα με τη θεωρία Kolmogorov υπολογίζεται από την εξίσωση: 

 

 

 

 

 

οπου αn ανήκει στο σύνολο των 20 αμινοξέων και Pi η πιθανότητα ενό̋ αμινοξέο̋ να βρί-

σκεται σε μια θέση. Στο Σχήμα 4.23 παρουσιάζεται η συχνότητα εμφάνιση̋ κάθε αμινοξέο̋ 

στο σύνολο των καταλοίπων για το ένζυμο AtuGST4 σε σύγκριση με τι̋ αμινοξικέ̋ ακολου-

θίε̋ όλων των βακτηρίων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.22. Παρουσιάζεται το διάγραμμα του βαθμού τοπική̋ πολυπλοκότητα̋ κατά μήκο̋ τη̋ αμι-

νοξική̋ του ακολουθία̋ για το ένζυμο AtuGST4. Ο χ άξονα̋ δηλώνει τη θέση των αμινοξικών κατα-

λοίπων, ενώ ο ψ άξονα̋ τον βαθμό πολυπλοκότητα̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ σύμφωνα με του̋ Wootton & 

Federhen, 1993. 
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Προκειμένου να πραγματοποιηθεί σύγκριση πεντε διαφορετικών GSTs με τη δευτεροταγή 

δομή του AtuGST4 έγινε ευθυγράμμιση των αμινοξικών ακολουθιών (Clustal W, Thompson 

et al., 1994) του ενζύμου AtuGST4 και των ενζύμων GSTs από πέντε διαφορετικού̋ βακτη-

ριακού̋ οργανισμού̋. Η απεικόνιση τη̋ ευθυγράμμιση̋ και σύγκριση̋ των ακολουθιών 

(Σχήμα 4.24) πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντα̋ το πρόγραμμα CLC Main Workbench 5.  

ΣΧΗΜΑ 4.23. Στο διάγραμμα παρουσιάζεται η συχνότητα εμφάνιση̋ κάθε αμινοξέο̋ στο σύνολο των 

καταλοίπων για το ένζυμο AtuGST4 (γαλάζιοι ράβδοι) και για το σύνολο των βακτηρίων (μαύροι ρά-

βδοι).  
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ΣΧΗΜΑ 4.24. Σύγκριση βακτηριακών GSTs με τη δευτεροταγή δομή του AtuGST4. Με μπλε βέλη πα-

ρουσιάζονται οι α-έλικε̋ και με κόκκινα βέλη τα β-ελάσματα. Παράλληλα παρουσιάζεται με ραβδο-

γράμματα  το πόσο συντηρημένα είναι τα αμινοξέα κατά μήκο̋ τη̋ ακολουθία̋ (conservation %). Με 

τελείε̋ παρουσιάζονται τα μη συντηρημένα αμινοξικά κατάλοιπα μεταξύ των ακολουθιών.  
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Το συμπλοκή AtuGST4:S-p-νιτροφαινυλ-GSH κρυσταλλώνει στην ομάδα συμμετρία̋ χώρου 

C2221 και εμφανίζει τέσσερα ομοδιμερή στην ασύμμετρη μονάδα (Σχήμα 4.26). Σε κάθε μο-

νομερέ̋ προσδένεται ένα μόριο αναστολέα S-p-νιτροφαινυλ-GSH του οποίου η δομική επι-

φάνεια είναι 679,8 Å
2
 (Σχήμα 4.25). Επιπλέον, η δομική επιφάνεια τη̋ πρωτεΐνη̋ σε κάθε 

μονομερέ̋ προσδιορίστηκε σε 10.805,6 Å
2
. Τα κρυσταλλογραφικά δεδομένα που αφορούν τη 

μέτρηση των κρυσταλλογραφικών παραμέτρων και τον προσδιορισμό τη̋ ομάδα̋ συμμετρία̋ 

χώρου (space group) του συγκεκριμένου κρυστάλλου παρουσιάζονται αναλυτικά στον πίνακα 

4.6 και προέκυψαν με τη βοήθεια του προγράμματο̋ PISA (http://www.ebi.ac.uk/msd-

srv/prot_int/pistart.html, Krissinel & Henrick, 2007).  

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.9.2. ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΤΕΤΑΡΤΟΤΑΓΟΥΣ ΔΟΜΗΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ AtuGST4. 

4.3.9.2.1. ΓΕΝΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΗΣ ΔΟΜΗΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ AtuGST4. 

 

ΣΧΗΜΑ 4.25.  Παρουσίαση του ομοδιμερού̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4. Με κουκίδε̋ αναπαρίστανται τα 

δυο μονομερή του ένζυμου, ενώ με κόκκινε̋ σφαίρε̋ τα δυο μόρια του S-p-νιτροφαινυλ-GSH καθένα 

από τα οποία είναι δεσμευμένο στο ενεργό κέντρο κάθε μονομερού̋. Το σχήμα παρήχθη με το πρό-

γραμμα PyMOL (Delano, 2002).         
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Κρυσταλλογραφικά δεδομένα 

Κρυσταλλικό σύστημα Τρικλινέ̋ 

Ομάδα χώρου C2221 

Διαστάσει̋ κυψελίδα̋ 49,4 x 96,0 x 88,4  Å 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η κρυσταλλική δομή τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 αποκαλύπτει σε κάθε μονομερέ̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ 

διακρίνονται 4 β-επιφάνειε̋ και 9 α-έλικε̋ (Σχήμα 4.27). Επιπρόσθετα, κάθε μονομερέ̋ 

υιοθετεί τη δομή α/β στη Ν-τελική δομική ενότητα (αμινοξικά κατάλοιπα 1 έω̋ 92) η οποία  

αποτελείται από συνδυασμού̋ μοτίβων βαβα. Το πρώτο β-έλασμα (αμινοξικά κατάλοιπα 1 

έω̋ 21) συνδέεσαι μέσω μια̋ μακριά̋, εκτιθέμενη̋ προ̋ την επιφάνεια του διαλυτή λούπα̋ 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.6.  Αποτελέσματα υπολογισμού κρυσταλλογραφικών παραμέτρων. 

ΣΧΗΜΑ 4.26. Αναπαράσταση τη̋ ασύμμετρη̋ μονάδα̋ του κρυστάλλου τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4. Πα-

ρουσιάζονται τα τέσσερα ομοδιμερή που περιέχονται στην ασύμμετρη μονάδα τα οποία κρυσταλλώ-

νουν στην ομάδα συμμετρία̋ χώρου C2221 με τι̋ κρυσταλλογραφικέ̋ παραμέτρου̋ που αναφέρονται 

στον Πίνακα 4.6. Τα κρυσταλλογραφικά δεδομένα επεξεργαστήκαν με το πρόγραμμα PISA 

(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html, Krissinel & Henrick, 2007) ενώ το σχήμα παρήχθη 

με το πρόγραμμα Jmol  (http://www.jmol.org/).         
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12 αμινοξέων με την H1 α-έλικα. Στη C-τελική δομική ενότητα υιοθετείται μοτίβο α-έλικα̋ 

(αμινοξικά κατάλοιπα 104 έω̋ 230).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η Ν-τελική δομική ενότητα αποτελείται από δύο μεγάλε̋ α-έλικε̋ (Η1, κατάλοιπα: 34-44, 

Η4, κατάλοιπα 85-95), δυο μικρέ̋ α-έλικε̋ (Η2, κατάλοιπα: 55-59, Η3, κατάλοιπα: 61-66) 

και β-φύλλα αποτελούμενα από τέσσερα β-ελάσματα: β1 (κατάλοιπα 17-21), β2 (κατάλοιπα 

49-53), β3 (κατάλοιπα 75-77) και β4 (κατάλοιπα 79-82). Τα παραπάνω δομικά στοιχειά 

διατάσσονται σε ένα βαβααββα μοτίβο στο οποίο το β3 έλασμα παρατάσσεται 

αντιπαράλληλα στα υπόλοιπα τρία και με το γειτονικό του β4 έλασμα συνδέεσαι με ένα 

βρόγχο φουρκέτα̋ μήκου̋ δυο αμινοξικών καταλοίπων. Η β-πτυχωτή επιφάνεια καλύπτεται 

από τι̋ Η1 και Η4 έλικε̋ οι οποίε̋ τοποθετούνται στην εσωτερική πλευρά προ̋ το κέντρο 

του διμερού̋ και τι̋ μικρέ̋ α-έλικε̋ H2 και H3 οι οποίε̋ βρίσκονται εκτεθειμένε̋ στην 

επιφάνεια του διαλυτή. 

ΣΧΗΜΑ 4.27. Παρουσίαση τη̋ τρισδιάστατη̋ δομή̋ του διμερού̋ AtuGST4. Οι α-έλικε̋ παρουσιάζο-

νται ω̋ κόκκινε̋ περιελίξει̋, τα β-ελάσματα ω̋ κίτρινα βέλη. Τα μόρια των προσδεμένων αναστολέων 

του S-p-νιτροφαινυλ-GSH αναπαρίστανται με πράσινε̋ σφαίρε̋. Το σχήμα παρήχθη με το πρόγραμμα 

PyMOL (Delano, 2002).  

 4.3.9.2.2. Ν-ΤΕΛΙΚΗ ΔΟΜΙΚΗ ΕΝΟΤΗΤΑ. 
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Η C-τελική δομική ενότητα εμφανίζει μοτίβο α-έλικα̋ και αποτελείται από έξι αριστερό-

στροφε̋ α-έλικε̋ (αμινοξικά κατάλοιπα 104 έω̋ 230). Οι α-έλικε̋ H6 (174-189) και  H8 

(196-207)  συνδέονται μεταξύ του̋ με μια μικρή α-έλικα μήκου̋ τεσσάρων αμινοξικών κα-

ταλοίπων (191-194) που βρίσκεται σε ίση απόσταση (ενό̋ αμινοξικού καταλοίπου) και από 

τι̋ δυο μεγάλε̋ έλικε̋ (H6 και H7). Η H8 έλικα σχηματίζει σχεδόν ορθή γωνιά με την H9 

(209-230) έλικα ενώ οι α-έλικε̋ H4 (104-134) και H5 (140-162) βρίσκονται σε παράλληλη 

(up and down) διάταξη. H H6 α-έλικα εμφανίζεται παράλληλη ω̋ προ̋ το επίπεδο των H4 

και H5 ελίκων παρουσιάζοντα̋ μια κλίση με κατεύθυνση προ̋ το κέντρο του διμερού̋. 

 

Οι N- και C-τελικέ̋ δομικέ̋ περιοχέ̋ συγκρατούνται μαζί μέσω αλληλεπιδράσεων που 

αναπτύσσονται μεταξύ των ελίκων Η1 και H3 με τι̋ έλικε̋ H6 και H7. Επιπρόσθετα,  

τμήματα των ελίκων H5 και H6 αλληλεπιδρούν με τα β3 και β4. Οι αλληλεπιδράσει̋ αυτέ̋ 

είναι κυρίω̋ van der Waals οι οποίε̋ μαζί με του̋ υδρογονικού̋ δεσμού̋ πλευρικών αλυσί-

δων σταθεροποιούν την C-δομική περιοχή. Πολικέ̋ αλληλεπιδράσει̋ εμφανίζονται μεταξύ 

των αμινοξικών καταλοίπων Arg109 (NH1)-Ile81(O), Asn119(ND2)-Glu84(OE1), 

Thr120(OG1)-Glu84(OE2) και Arg154(NH1)-Phe69(O). Το αμινοξικό κατάλοιπο Glu84, το 

οποίο συμμετέχει στη διαμόρφωση τη̋ G-θέση̋ αναπτύσσει πολικέ̋ αλληλεπιδράσει̋ με τα 

αμινοξέα Thr120 και Asn119 οι οποίε̋ προσανατολίζουν με τέτοιο τρόπο τη C-δομική περιο-

χή ώστε να μην μπλοκάρει την είσοδο στην καταλυτική περιοχή G του ενεργού κέντρου. 

 

Οι ενδομοριακέ̋ αλληλεπιδράσει̋ μεταξύ τη̋ κοινή̋ επιφάνεια̋ δύο υπομονάδων μπορεί να 

είναι υδροφοβικέ̋ (δημιουργία υδρόφοβου πυρήνα), ιοντικά ζεύγη/δεσμοί άλατο̋, δεσμοί 

(γέφυρε̋) υδρογόνου και ομοιοπολικοί δεσμοί. Βέβαια αυτέ̋ που κυρίω̋ είναι υπεύθυνε̋ για 

τη συμπληρωματικότητα των επιφανειών επαφή̋, είναι οι υδροφοβικέ̋ αλληλεπιδράσει̋ και 

οι δεσμοί άλατο̋/δεσμοί υδρογόνου. Οι συγκεκριμένε̋ αλληλεπιδράσει̋ μαζί με τι̋ πολικέ̋ 

αλληλεπιδράσει̋ που αναπτύσσονται με τα μόρια του νερού καθώ̋ και την τριτοταγή πρωτε-

ϊνική δομή αποτελούν του̋ τρει̋ παράγοντε̋ που καθορίζουν την αναδίπλωση των πρωτεϊ-

νών (folding).  

 

4.3.9.2.3. C-ΤΕΛΙΚΗ ΔΟΜΙΚΗ ΕΝΟΤΗΤΑ. 

4.3.9.2.4. ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΜΕΤΑΞΥ ΔΟΜΙΚΩΝ ΠΕΡΙΟΧΩΝ ΚΑΙ ΥΠΟΜΟΝΑΔΩΝ. 
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Οι ενδομοριακέ̋ αλληλεπιδράσει̋ μεταξύ τη̋ κοινή̋ επιφάνεια̋ δύο υπομονάδων για την 

πρωτεΐνη AtuGST4 παρουσιάζονται στον Πινακα 4.7 και αναπαριστώνται στο Σχήμα 4.29. Η 

κοινή επιφάνεια αλληλεπιδράσεων των δύο υπομονάδων (2600 Å
2
) έχει παραπλήσιο μέγεθο̋ 

με αυτή των θηλαστικών GSTs (2700-3000 Å
2
) (Bogos et al, 2003) και συγκρινόμενη με τι̋ 

ω τάξη̋ GSTs (έω̋ 1960 Å
2
) (Board et al, 2000) εμφανίζει μια ευρεία διεπιφάνεια (Σχήμα 

4.29). Η γέφυρα άλατο̋ που δημιουργείται μεταξύ των πλευρικών αλυσίδων τη̋ Arg136 και 

τη̋ Asp216 ω̋ αποτέλεσμα τη̋ αλληλεπίδραση̋ στην κοινή επιφάνεια του διμερού̋, 

συμμετέχει στη διαμόρφωση του ανοιχτού V σχήματο̋ του διμερού̋.  

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.28. Αναπαράσταση του πρωτεϊνικού ομοδιμερού̋ AtuGST4. Παρουσιάζεται το εύρο̋ 

τη̋ κοινή̋ επιφάνεια̋ (κόκκινε̋ και πράσινε̋ σφαίρε̋) των δυο υπομονάδων (με γαλάζιε̋ σφαί-

ρε̋ η υπομονάδα Α και με μπλε σφαίρε̋ η υπομονάδα Β). Τα κρυσταλλογραφικά δεδομένα επε-

ξεργαστήκαν με το πρόγραμμα PISA (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html, 

Krissinel & Henrick, 2007) ενώ το σχήμα παρήχθη με το πρόγραμμα Jmol 

(http://www.jmol.org/).         
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Υπομονάδα Α  Υπομονάδα Β 

ARG109 (NH1) ILE81(O) 

ASN119(ND2) GLU84(OE1) 

THR120(OG1) GLU84(OE2) 

ARG154(NH1) PHE69(O) 

ARG29(NH2) GLY27(O) 

ASP216(OD1) ARG136(NH1) 

ASP79(OD2) TRP140(N) 

ASP79(OD2) HIS141(N) 

ASN15(N ) ALA207(O) 

SER62(OG) ASP164(OD1) 

TYR66(OH) ASP164(OD2) 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.29. Παρουσίαση των αμινοξικών καταλοίπων τη̋ κοινή̋ επιφάνεια̋ των υπομονάδων Α και 

Β (κόκκινε̋ και πράσινοι ράβδοι αντίστοιχα). Το σχήμα παρήχθη με το πρόγραμμα PyMOL (Delano, 

2002).  

 

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.7. Αλληλεπιδράσει̋ στην κοινή επιφάνεια των υπομανάδων Α και Β. 
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Οι αλληλεπιδράσει̋ μεταξύ τη̋ κοινή̋ επιφάνεια̋ των δυο μονομερών είναι απαραίτητε̋ για 

τη σταθερότητα τη̋ πρωτεΐνη̋ και συνεπώ̋ η ανάλυση του̋ είναι χρήσιμη στην κατανόηση 

τη̋ λειτουργία̋ του ένζυμου. Ένα τέτοιο χαρακτηριστικό που γενικά θεωρείται σημαντικό 

είναι το υδρόφοβο μοτίβο «κλειδαριά̋-κλειδιού» το οποίο θεωρείται συντηρημένο στι̋ α, μ 

και π τάξη̋ GSTs (Sheehan et al., 2001). Το «κλειδί» είναι ένα αρωματικό αμινοξύ στη N-

τελική δομική περιοχή του ενό̋ μονομερού̋  ενώ την «κλειδαριά» αποτελούν κυρίω̋ 

υδρόφοβα αμινοξικά κατάλοιπα τη̋ C-τελική̋ δομική̋ περιοχή̋ του έτερου μονομερού̋. Στο 

ένζυμο AtuGST4 το αμινοξύ Phe69 αποτελεί το «κλειδί» του συγκεκριμένου μοτίβου του 

οποίου η αρωματική πλευρική αλυσίδα στρέφεται προ̋ την διεπιφάνεια του διμερού̋. Η κοι-

λότητα που «δέχεται» το αρωματικό αμινοξύ συγκροτείται από τα κατάλοιπα Glu157, 

Leu158, Lys153, Arg154, Ile121, Thr120, Ala116 και Trp123 τα οποία τοποθετούνται σε 

τμήματα των ελίκων H4 και H5 τη̋ C-τελική̋ δομική̋ περιοχή̋ του δευτέρου μονομερού̋ 

και μερικά αμινοξέα που βρίσκονται μεταξύ τη̋ H2 έλικα̋ και του β4 ελάσματο̋ τη̋ N-

τελική̋ δομική̋ περιοχή̋ του πρώτου μονομερού̋ (Σχήμα 4.30).  Ο βρόγχο̋ που συνδέει την 

H2 έλικα με το β3 έλασμα χαρακτηρίζεται από ένα αμινοξικό κατάλοιπο προλίνη̋ (Pro73) 

που είναι στη λιγότερο προτιμητέα cis διαμόρφωση και είναι υψηλά συντηρημένο σε όλε̋ τι̋ 

GSTs. Παρόλο που δεν παίζει κανένα ρολό στην κατάλυση φαίνεται να είναι σημαντικό στο 

να διατηρεί την πρωτεΐνη σε μια καταλυτικά ικανή (δεκτική) δομή (Allocati et al., 1999).  

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.30. Παρουσίαση του υδρόφοβου μοτίβου  ‘κλειδαριά̋-κλειδιού’ (lock and key) στο διμε-

ρε̋ AtuGST4. Αναπαρίστανται τα αμινοξικά κατάλοιπα που συγκροτούν την ‘κλειδαριά’ (με κόκκινο 

Glu84 

Phe83 

Gln6

Thr12

Ile121 

Ala116 

Arg154 

Lys153 

Glu157 Leu158 

Trp11

Leu64 

Pro68 

Phe69 
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παρουσιάζονται τα αμινοξικά κατάλοιπα που ανήκουν στη Β υπομονάδα, ενώ με κίτρινο τα αμινοξικά 

κατάλοιπα τη̋ Α υπομονάδα̋), στην οποία εισχωρεί το αμινοξικό κατάλοιπο Phe69 (πράσινε̋ σφαί-

ρε̋) που αποτελεί το υδρόφοβο ‘κλειδί’ τη̋ Α υπομονάδα̋. Το σχήμα παρήχθη με το πρόγραμμα Py-

MOL (Delano, 2002). 

 

 

. 

 

Η κρυσταλλική δομή τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4  φανερώνει τη πρόσδεση ενό̋  μορίου S-p-

νιτροφαινυλ-GSH σε κάθε μονομερέ̋ του ένζυμου (Σχήμα 4.27). Το S-p-νιτροφαινυλ-GSH 

αποτελεί για την ομάδα ενζύμων των GSTs ανάλογο υποστρώματο̋-προϊόντο̋ και συναγω-

νιστικό αναστολέα. Στον Πίνακα 4.8 παρουσιάζονται οι κυριότερε̋ αλληλεπιδράσει̋ που 

εμπλέκονται στην πρόσδεση του S-p-νιτροφαινυλο-GSH στην υπομονάδα Α του ενζύμου σε 

απόσταση 3,5 Å.   

 

 

 

 

4.3.9.2.5.  Η ΠΕΡΙΟΧΗ ΔΕΣΜΕΥΣΗΣ ΤΟΥ GSH (G-ΘΕΣΗ) 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.8. Αλληλεπιδράσει̋ μεταξύ τη̋ υπομονάδα̋ Α τη̋ AtuGST4 και του S-p-νιτροφαινυλ-

GSH. Αναφέρονται οι δεσμοί που αναπτύσσονται μεταξύ των ατόμων  τη̋ πρωτεΐνη̋ και του αναστο-

λέα και οι μεταξύ του̋ αποστάσει̋ σε Å με μέγιστο επιτρεπτό όριο τα 3,5 Å. Η ανάλυση πραγματο-

ποιήθηκε με το πρόγραμμα iMolTalk (http://i.mol.talk.org/). 

Αμινοξικό κατάλοιπο (άτομο) Απόσταση (Å) 

 

p-GSH (άτομο) 

 

Είδο̋ αλληλεπίδραση̋ 

PRO25(O) 2,93 GTB3194(O41) O[ ] ... O[ ] 

ASP26(N) 3,28 GTB3194(O41) N[ ] ... O[ ] 

ASP26(CA) 3,24 GTB3194(O41) C[ ] ... O[ ] 

ASP26(CB) 3,39 GTB3194(O42) C[ ] ... O[ ] 

ASP26(CB) 3,49 GTB3194(N41) C[ ] ... N[ ] 

ASP26(CB) 3,43 GTB3194(O41) C[ ] ... O[ ] 

LEU31(O) 3,38 GTB3194(C5') O[ ] ... C[ ] 

LEU31(O) 3,48 GTB3194(C6') O[ ] ... C[ ] 

ARG33(N) 3,48 GTB3194(SG2) N[ ] ... S[ ] 

ARG33(CD) 3,35 GTB3194(O11) C[ ] ... O[ ] 

MET58(CE) 3,49 GTB3194(O2) C[ ] ... O[ ] 

GLN71(CA) 3,25 GTB3194(O2) C[ ] ... O[ ] 

GLN71(CB) 3,24 GTB3194(O2) C[ ] ... O[ ] 

GLN71(CD) 3,47 GTB3194(CD1) C[ ] ... C[ ] 

GLN71(OE1) 3,39 GTB3194(CD1) O[ ] ... C[ ] 

GLN71(OE1) 3,45 GTB3194(OE1) O[ ] ... O[ ] 

GLN71(OE1) 3,45 GTB3194(CG1) O[ ] ... C[ ] 

GLN71(NE2) 2,87 GTB3194(O32) N[ ] ... O[ ] 

GLN71(NE2) 3,32 GTB3194(OE1) N[ ] ... O[ ] 

ILE72(N) 2,88 GTB3194(O2) N[ ] ... O[ ] 

ILE72(O) 2,84 GTB3194(N2) O[ ] ... N[ ] 

ILE72(O) 3,43 GTB3194(CG1) O[ ] ... C[ ] 

GLU84(CA) 3,50 GTB3194(O12) C[ ] ... O[ ] 

GLU84(CD) 3,35 GTB3194(N1) C[ ] ... N[ ] 

SER85(N) 3,44 GTB3194(C1) N[ ] ... C[ ] 

SER85(N) 2,82 GTB3194(O12) N[ ] ... O[ ] 

SER85(OG) 2,76 GTB3194(O11) O[ ] ... O[ ] 
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GSH-τμήμα του 

αναστολέα 

Νιτροφαινυλο-τμήμα του 

αναστολέα 

Η πλειονότητα των αλληλεπιδράσεων αναστολέα-πρωτεΐνη̋ περιλαμβάνουν υδρογονικού̋ 

δεσμού̋ που σχηματίζουν τα πολικά άτομα του αναστολέα και ελάχιστε̋ υδρόφοβε̋ αλληλε-

πιδράσει̋. Εντούτοι̋ το καρβοξυλικό οξυγόνο του γλυκυλο-τμήματο̋ (Ο31) του GSH του 

μορίου S-p-νιτροφαινυλ-GSH δεν σχηματίζει κανένα δεσμό υδρογόνου.  

 

Το τμήμα του GSH του μορίου S-p-νιτροφαινυλ-GSH σταθεροποιείται σε ένα πολικό περι-

βάλλον το οποίο δομείται από την αρχή των ελίκων Η1 και Η2, τη̋ β-στροφή̋ μετά την Η3 

έλικα και την αρχή τη̋ Η4 έλικα̋ στη Ν-τελική δομική περιοχή. Τα αμινοξέα που 

αλληλεπιδρούν με την GSH ενότητα του S-p-νιτροφαινυλ-GSH είναι τα Arg33, Met58, 

Gln71, Ile72, Glu84 και Ser85. Η κρυσταλλική δομή του ενζύμου AtuGST4 αποκαλύπτει ότι 

το γ-γλουταμυλο-τμήμα του μορίου του GSH του αναστολέα είναι προσανατολισμένο προ̋ 

το κέντρο του διμερού̋ ενώ το γλυκυλο-τμήμα του στρέφεται προ̋ τα πάνω και βρίσκεται 

εκτεθειμένο στην περιοχή του διαλυτή (Σχήμα 4.31).  

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.31. Πρόσοψη του ενεργού κέντρου τη̋ υπομονάδα̋ Α του AtuGST4. Το μόριο του αναστο-

λέα του  S-p-νιτροφαινυλ-GSH που είναι προσδεμένο στο ενεργό κέντρο αναπαρίσταται με κόκκινε̋ 

ράβδου̋ σύμφωνα με το συντακτικό του τύπο. Σημειώνονται το GSH- και το νιτροφαινυλο- τμήμα του 

μορίου του αναστολέα. Το σχήμα παρήχθη με το πρόγραμμα PyMOL (Delano, 2002).  
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Αναλύοντα̋ τι̋ αλληλεπιδράσει̋ του γ-γλουταμυλο-τμήματο̋ του GSH του αναστολέα με τα 

αμινοξικά κατάλοιπα που συγκροτούν την G-περιοχή του ενεργού κέντρου (Σχήμα 4.32), πα-

ρατηρείται ότι η κετονομάδα του γ-γλουταμυλο-τμήματο̋ δημιουργεί υδρογονικού̋ δεσμού̋ 

με την αμινομάδα και την κετονομάδα τη̋ πλευρική̋ αλυσίδα̋ τη̋ Gln71. Το αμινοξικό κα-

τάλοιπο Ile72 σχηματίζει δυο δεσμού̋ υδρογόνου, έναν με το N τη̋ ημινομάδα̋ και έναν με 

τον C που ακολουθεί την ομάδα C=O του γ-γλουταμυλο-τμήματο̋ του GSH του αναστολέα. 

Και οι δυο δεσμοί αλληλεπιδρούν με το ΟΗ του καρβοξυλίου τη̋ κύρια̋ αλυσίδα̋ του αμι-

νοξέο̋. Επίση̋ το Ν τη̋ αμινομάδα̋ του γ-γλουταμυλο-τμήματο̋ του GSH του αναστολέα 

σχηματίζει γέφυρε̋ άλατο̋ με την αρνητικά φορτισμένη καρβοξυλομάδα τη̋ πλευρική̋ αλυ-

σίδα̋ του αμινοξικού καταλοίπου Glu84. Ο συγκεκριμένο̋ δεσμό̋ σε συνδυασμό με τι̋ ι-

σχυρέ̋ πολικέ̋ αλληλεπιδράσει̋ του γλυκυλο-τμήματο̋ του GSH του αναστολέα με το άζω-

το και την καρβοξυλομάδα του πεπτιδικού δεσμού τη̋ Ser85 φαίνεται να αποτελούν παράγο-

ντε̋ σταθεροποίηση̋ του προσδεμένου μορίου στη G-θέση του ενεργού κέντρου. 

 

Όσον αφορά το γλυκυλο-τμήμα του GSH του αναστολέα αναπτύσσονται αλληλεπιδράσει̋ με 

τα αμινοξικά κατάλοιπα Met58, Gln71 και Ile 72. Και τα τρία αμινοξέα αλληλεπιδρούν με 

την κετονομάδα του γλυκυλο-τμήματο̋ του GSH του αναστολέα. Ειδικότερα η Met58 

αντιδρά με τον ακραίο άνθρακα τη̋ πλευρική̋ τη̋ ομάδα̋ και η Ile 72 με το άζωτο του 

πεπτιδικού τη̋ δεσμού σχηματίζοντα̋ υδρογονικού̋ δεσμού̋. Η Gln71 δημιουργεί έναν 

ακόμη δεσμό υδρογόνου με την αμινομάδα τη̋ πλευρική̋ αλυσίδα̋ τη̋ με την κετονομάδα 

του γλυκυλο-τμήματο̋ του GSH του αναστολέα. Τέλο̋, η σουλφυδρυλική ομάδα του 

κυστεϊνυλο-τμήματο̋ του GSH του αναστολέα αναπτύσσει δεσμό Van der Waals με την 

Arg33.  
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Ο ρόλο̋ τη̋ H-θέση̋ γενικά είναι να δεσμεύει ηλεκτρονιόφιλα υποστρώματα και να τα προ-

σανατολίζει με τέτοιο τρόπο ώστε να δέχονται νουκλεόφιλη προσβολή από τη –SH ομάδα 

τη̋ γλουταθειόνη̋ (thiolate). Εντούτοι̋, σε μερικέ̋ περιπτώσει̋, η πρόσδεση στην H-θέση 

ενεργοποιεί το ηλεκτρονιόφιλο υπόστρωμα μέσω εξειδικευμένων αλληλεπιδράσεων που 

οδηγούν άμεσα στην κατάλυση. Οι Η-θέσει̋ των GSTs εμπλέκονται στη δέσμευση 

διαφορετικών υποστρωμάτων και για αυτό διαφέρουν σημαντικά ανάμεσα στι̋ διάφορε̋ 

τάξει̋ των συγκεκριμένων πρωτεϊνών και σε μικρότερο βαθμό ανάμεσα στα ένζυμα τη̋ ίδια̋ 

τάξη̋. Οι θ τάξεω̋ GSTs χαρακτηρίζονται από μια συγκεκριμένη, περισσότερο άκαμπτη δο-

μή των Η-θέσεων, ενώ οι H-θέσει̋ των μ, π, α είναι πιο εύκαμπτε̋ ώστε να βελτιστοποιούν 

ΣΧΗΜΑ 4.32. Παρουσιάζονται τα αμινοξικά κατάλοιπα (πράσινοι ράβδοι) που συγκροτούν την G θέση 

του ενεργού κέντρου τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4. Το μόριο του αναστολέα του S-p-νιτροφαινυλ-GSH 

αναπαρίσταται με κόκκινε̋ ράβδου̋. Το σχήμα παρήχθη με το πρόγραμμα PyMOL (Delano, 2002). 

 

4.3.9.2.6. Η ΠΕΡΙΟΧΗ ΔΕΣΜΕΥΣΗΣ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ (Η-ΘΕΣΗ).   

Ser85 

Glu84 

Arg33 

Gln71 

Met58 
Ile72 
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την πρόσδεση του υποστρώματο̋ και την καταλυτική του̋ ικανότητα (Board et al., 1995, 

Lim et al., 1994). Στι̋ μ και α τάξει̋ GSTs οι H-θέσει̋ είναι γενικά υδρόφοβε̋ ενώ οι πρω-

τεΐνε̋ τη̋ π τάξη̋ χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη τόσο υδρόφοβων όσο και υδρόφιλων 

επιφανειών διευκολύνοντα̋ την αναγνώριση υποστρωμάτων που έχουν πολικέ̋ και μη πολι-

κέ̋ ενότητε̋ (Hiratsuka et al., 1994). 

 

Την H-θέση του ενζύμου AtuGST4 σχηματίζουν τα αμινοξικά κατάλοιπα Leu31, Gly30, 

Asp26, Ser24, Pro25, Arg29, Ala32 και Phe21 τα οποία βρίσκονται στο κάτω επίπεδο του 4-

νιτροφαινυλο-τμήματο̋ του αναστολέα και το αμινοξύ Arg185 που τοποθετείται στο πάνω 

επίπεδο (Σχήμα 4.33). Το αμινοξύ Arg29 βρίσκεται στην εξωτερική πλευρά τη̋ H-θέση̋ η 

οποία προσανατολίζεται προ̋ τον διαλυτή, ενώ το αμινοξικό κατάλοιπο Arg33 τοποθετείται 

στην αντίθετη πλευρά, και τα δυο σε κατακόρυφο επίπεδο. Ο αναστολέα̋ βρίσκεται σε 

απόσταση μικρότερη ή ίση με 4Å από όλα τα αμινοξικά κατάλοιπα που προαναφερθήκαν και 

τα οποία δομούν μια κοιλότητα με ω̋ επί το πλείστον υδρόφοβο χαρακτήρα.  

 

Το ογκώδε̋ αμινοξύ Arg29 καλύπτει με την πλευρική αλυσίδα του την είσοδο τη̋ H περιο-

χή̋ που βρίσκεται στην εκτεθειμένη προ̋ το διαλύτη περιοχή. Το 4-νιτροφαινυλο-τμήμα του 

αναστολέα συνδέεσαι με ένα μόνο δεσμό υδρογόνου με τη θετικά φορτισμένη αμινομάδα τη̋ 

πλευρική̋ αλυσίδα̋ τη̋ αργινίνη̋. Εκατέρωθεν τη̋ Arg29 βρίσκονται τέσσερα μικρότερα 

αμινοξέα, η Leu31 από την μια πλευρά και τα Ser24, Pro25 και Asp26 από την άλλη σχημα-

τίζοντα̋ μαζί με το αμινοξικό κατάλοιπο τη̋ αργινίνη̋ ένα προστατευτικο τειχο̋ γύρω από 

την είσοδο τη̋ H-θέση̋ του ενεργού κέντρου (Σχήμα 4.33). Το γεγονό̋ αυτό οδηγεί στο 

συμπερασμα ότι πιθανότατα η ύπαρξη του φυσικού αυτού εμποδίου στην αρχή τη̋ Η-θέση̋ 

να παίζει σημαντικό ρόλο στην εξειδίκευση ω̋ προ̋ το υπόστρωμα. Συνακόλουθα, τα τέσσε-

ρα αμινοξέα είναι δυνατό να επηρεάζουν έμμεσα τη διαμόρφωση τη̋ αρχιτεκτονική̋ τη̋ Η-

θέση̋.  



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4  

 

 

 
179 

Arg33 

Ser24 

Pro25 

Asp26 

Arg29 

Arg185 

Leu31 

Phe21 

Ala32 

Glu30 

 

 

 

Η  Arg185 τοποθετείται σε επίπεδο παράλληλο ω̋ προ̋ το μόριο του αναστολέα και  η πλευ-

ρική ομάδα του αμινοξέο̋ βρίσκεται σχεδόν απέναντι από τη φαινυλ-ομάδα του 4-

νιτροφαινυλο-τμήματο̋ του αναστολέα οπού εντοπίζεται π-ηλεκτρονιακό νέφο̋. Αξίζει να 

τονιστεί ότι η πλευρική ομάδα του αμινοξέο̋ δημιουργεί αλληλεπιδράσει̋ με όλου̋ του̋ άν-

θρακε̋ του φαινολικού δακτυλίου του 4-νιτροφαινυλο-τμήματο̋ του αναστολέα (Σχήμα 

4.34) και προφανώ̋ το συγκεκριμένο αμινοξικό κατάλοιπο συμμετέχει στον καταλυτικό μη-

χανισμό. Η ισχυρή αλληλεπίδραση του με τον φαινολικό δακτύλιο του αναστολέα ενδεχομέ-

νω̋ σταθεροποιεί τη δέσμευση αρωματικών υποστρωμάτων στην καταλυτικά ‘σωστή’ του̋ 

διαμόρφωση. 

 

ΣΧΗΜΑ 4.33. Παρουσίαση των αμινοξικών καταλοίπων που συγκροτούν την Η-θέση δέσμευση̋ στο 

ενεργό κέντρο τη̋ υπομονάδα̋ Α (αναπαράσταση cartoon με πράσινο χρώμα). Τα αμινοξικά κατάλοι-

πα Arg29, Ser24, Pro25 και Asp26 που αποτελούν ένα φυσικό ‘εμπόδιο’ προ̋ την είσοδο τη̋ H-θέση̋ 

αναπαρίστανται με κόκκινο χρώμα. Το μόριο του αναστολέα του S-p-νιτροφαινυλ-GSH αναπαρίσταται 

με μπλε ράβδου̋ σύμφωνα με το συντακτικό του τύπο. Το σχήμα παρήχθη με το πρόγραμμα PyMOL 

(Delano, 2002). 
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H πλευρική αλυσίδα Phe21 αναπτύσσει δεσμού̋ υδρογόνου με την κετονομάδα και την ημι-

νομάδα τη̋ μικρότερη̋ ανθρακική̋ αλυσίδα̋ πλησιέστερα στο 4-νιτροφαινυλο-τμήμα του 

αναστολέα. Επίση̋ αλληλεπιδρά και με τη S-ομάδα και του̋ άνθρακε̋ C2 και C3 του 

φαινoλικού δακτυλίου του αναστολέα. Οι χημικέ̋ αυτέ̋ αλληλεπιδράσει̋ ενδεχομένω̋ να 

επηρεάζουν τη θέση και τον προσανατολισμό του καταλυόμενου μορίου. 

 

 

 

 

 

Το θετικό φορτίο τη̋ Η-θέση̋ δέσμευση̋ των ξενοβιοτικών ενώσεων (Σχήμα 4.36) οφείλεται 

κυρίω̋ την ύπαρξη θετικών αμινοξικών καταλοίπων αργινίνη̋ (Arg29, Arg33, Arg184, 

Arg185) τα οποία περιβάλλουν τη συγκεκριμένη περιοχή. Οι ηλεκτροστατικέ̋ αλληλεπιδρά-

σει̋ τη̋ Η-θέση̋, επομένω̋, επιτρέπει τη δέσμευση αρνητικά φορτισμένων υποστρωμάτων.  

ΣΧΗΜΑ 4.34. Παρουσίαση τη̋ θέση̋ του αμινοξικού καταλοίπου Arg185 τη̋ H-θέση̋ του ενεργού 

κέντρου σε σχέση με το νιτροφαινυλο-τμήμα του αναστολέα. Το Arg185 σχηματίζει πολλαπλού̋ δε-

σμού̋ υδρογόνου με το εντοπισμένο π-ηλεκτρονιακό νέφο̋ του νιτροφαινυλο-τμήματο̋ του αναστο-

λέα. Το σχήμα παρήχθη με το πρόγραμμα PyMOL (Delano, 2002). 

Arg185 

4-νιτροφαινυλο-τμήμα του 

αναστολέα 
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Η ανάλυση τη̋ κρυσταλλική̋ δομή̋ τη̋ πρωτείνη̋ AtuGST4 υπέδειξε τρία αμινοξικά κατά-

λοιπα (Σχήμα 4.36) τα οποία αποτέλεσαν στόχο κατευθυνόμενη̋ μεταλλαξιγένεση̋ προκει-

μένου να αποσαφηνιστεί ο ρόλο̋ του̋ στην καταλυτική διαδικασία.Τα αμινοξικά κατάλοιπα 

στι̋ θέσει̋ Phe22, Ser25 και Arg187 μετατράπηκαν σε αλανίνη χρησιμοποιώντα̋ τι̋ μεθό-

δου̋ PCR, quick change (για τι̋ μεταλλάξει̋ Phe22Ala και Ser25Ala) και επικαλυπτόμενη̋ 

επιμήκυνση̋ (για τη μετάλλάξη Arg187Ala). 

ΣΧΗΜΑ 4.35. Η ηλεκτροστατική επιφάνεια τη̋ Η-θέση̋ του ενεργού κέντρου του ενζύμου AtuGST4. 

Τα αρνητικά, θετικά και ουδέτερα ηλεκτρονιακά φορτία παρουσιάζονται σαν σκιέ̋ κόκκινου, μπλε και 

άσπρου χρώματο̋, αντίστοιχα. Φαίνεται καθαρά ότι η Η-θέση του ενεργού κέντρου αποτελεί μια θετι-

κά φορτισμένη περιοχή. Το σχήμα παρήχθη με το πρόγραμμα PyMOL (Delano, 2002). 

4.3.10. ΚΑΤΕΥΘΥΝΟΜΕΝΗ ΜΕΤΑΛΛΑΞΟΓΕΝΕΣΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ AtuGST4. 
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H μέθοδο̋ τη̋ αλυσιδωτή̋ αντίδραση̋ πολυμερή̋ και η τεχνική quick change (Παράγραφο̋ 

4.2.10) χρησιμοποιηθήκαν για να προκληθούν σημειακέ̋ μεταλλάξει̋ στο ένζυμο AtuGST4. 

Με τη συγκεκριμένη μέθοδο πραγματοποιήθηκε αντικατάσταση δυο αμινοξέων, με μια 

αντίδραση PCR για κάθε υποκατάσταση, με τη  βοήθεια τη̋ Pfu πολυμερή̋  η οποία 

αναπαράγει και τι̋ δυο αλυσίδε̋ του πλασμιδίου με υψηλή πιστότητα και χωρί̋ να εκτοπίζει 

του̋ εκκινητέ̋ που περιέχουν την μετάλλαξη. Οι μεταλλάξει̋ αφορούν τα αμινοξέα στι̋ 

θέσει̋ Phe22 και Ser25 τα οποία μετατραπήκαν σε Ala. Το αναμενόμενο μέγεθο̋ των προϊό-

ντων τη̋ PCR είναι ~3,3 kb (μέγεθο̋ φορέα pEXP5-CT/TOPO 2,6 kb και μέγεθο̋ γονιδίου 

AtuGST4 0,69 kb) το οποίο επιβεβαιώνεται μετά από ανάλυση των προϊόντων σε πηκτή αγα-

ρόζη̋  (Σχήμα 4.37). 

ΣΧΗΜΑ 4.36. Η θέση των αμινοξέων Phe22, Ser25 και Arg187 κοντά στο ενεργό κέντρο τη̋ πρωτεινη̋ 

AtuGST4 τα οποία και αποτέλεσαν στόχο κατευθυνόμενη̋ μεταλλαξιγένεση̋. 

4.3.10.1. ΚΑΤΕΥΘΥΝΟΜΕΝΗ ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ AtuGST4 ΣΤΙΣ ΘΕΣΕΙΣ Phe22 ΚΑΙ 

Ser25. 

Arg187 

Ser25 

Phe22 
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  M          1       2 

3 Kb 

1 Kb 

2 Kb 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Τα νεοσυντεθέντα πλασμίδια, διαχωρίστηκαν στη συνέχεια, από το μητρικό πλασμίδιο με 

πέψη των προϊόντων PCR με το περιοριστικό ένζυμο DpnI (παράγραφο̋ 2.4.5). Η 

ενδονουκλεάση DpnI κατατέμνει το DNA στην παλίνδρομη αλληλουχία GATC μόνο όταν η 

αδενίνη και στι̋ δύο αλυσίδε̋ είναι μεθυλιωμένη (Ν
6
-μεθυλ-αδενίνη, m6A). Εκτεταμένη 

μεθυλίωση των βάσεων αδενίνη̋ συμβαίνει κατά τη σύνθεση του DNA στα προκαρυωτικά 

κύτταρα. H ανθεκτικότητα στην κατάτμηση από DpnI επιτρέπει τη διάκριση DNA που έχει 

συντεθεί in vitro από DNA που προέρχεται από βακτηριακά κύτταρα. 

 

Τα μεταλλαγμένα πλασμίδια απομονωθήκαν με τη βοήθεια τη̋ μεθόδου που περιγράφεται 

στην παραγραφο 2.4.3 και χρησιμοποιήθηκαν για το μετασχηματισμό επιδεκτικών βακτηρια-

κών κυττάρων E. coli BL21DE3 (παράγραφο̋ 2.4.2). Η επιλογή των μετασχηματισμένων με 

τα πλασμίδια βακτηρίων έγινε σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό μέσο LB που περιείχαν αντιβι-

οτικο αμπικιλλίνη. Ανθεκτικέ̋ στην αμπικιλλίνη αποικίε̋ επιλέχτηκαν τυχαία και ακολούθη-

σε ανάπτυξη του̋ σε υγρό θρεπτικό μέσο LB παρουσία του αντιβιοτικού. Προκειμένου να 

ΣΧΗΜΑ 4.37. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζη̋ 1% (w/v) των αντιδράσεων PCR που πραγματοποιήθηκαν 

κατά την κατευθυνόμενη μεταλλαξογένεση του AtuGST4 στι̋ θέσει̋ Phe22 και Ser25. Ω̋ δείκτη̋ 

μοριακών βαρών χρησιμοποιήθηκε ο 2-log DNA marker (M). Θέση 1: το προϊόν τη̋ PCR αντίδραση̋ 

με εκκινητέ̋ fGSTF9 και rGSTF9, δηλαδή το μεταλλαγμένο γονίδιο Phe22Ala μαζί με τον πλασμιδια-

κό φορέα pEXP5-CT/TOPO Θέση 2: το προϊόν τη̋ PCR αντίδραση̋ με εκκινητέ̋ fGSTS9 και 

rGSTS9, δηλαδή το μεταλλαγμένο γονίδιο Ser25Ala μαζί με τον πλασμιδιακό φορέα pEXP5-

CT/TOPO. Οι αριθμοί αριστερά τη̋ εικόνα̋ αντιπροσωπεύουν τα μεγέθη των αντίστοιχων ζωνών σε 

Kb. 
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ελεγχθεί έμμεσα η ύπαρξη των σημειακών μεταλλάξεων ακολούθησε έκφραση των γονιδίων 

με τη γνωστή διαδικασία που περιγράφεται στην παραγραφο 2.4.13. Η παραλαβή του 

ενζυμικού εκχυλίσματο̋ έγινε με λύση των βακτηριακών κυττάρων με τη χρήση υπερήχων 

ενώ ακολούθησε προσδιορισμό̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των μεταλλαγμένων κλώνων 

ω̋ προ̋ τα υποστρώματα CDNB (παράγραφο̋ 2.4.19.1) και CuOOH (παράγραφο̋ 2.4.19.2) 

και ποσοτικό̋ υπολογισμό̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ του̋ με τη μέθοδο Bradford (παράγραφο̋ 2.4.10).  

 

Η επεξεργασία των αποτελεσμάτων κατέδειξε διαφορετικά αποτελέσματα για του̋ μεταλ-

λαγμένου̋ κλώνου̋ που περιείχαν την μετάλλαξη Phe22→Ala22 και για του̋ κλώνου̋ με 

την μετάλλαξη Ser25→ Ala25. Οι κλώνοι που εξετάστηκαν παρουσίασαν διαφορετική ειδική 

δραστικότητα ω̋ προ̋ τα υποστρωματα CDNB και CuOOH.  

 

Το επόμενο στάδιο περιλαμβάνει απομόνωση πλασμιδιακού DNA από δυο επιλεγμένου̋ 

κλώνου̋ (έναν για κάθε μεταλλαξη) με τη συστηματοποιημένη μέθοδο QIAquick
TM

 Mini 

Prep Kit (Qiagen). Η ταυτοποίηση των μεταλλάξεων Πραγματοποιήθηκε με αλληλούχιση 

των πρωτεϊνών (MWG-Biotech AG, Γερμανία) χρησιμοποιώντα̋ του̋ κατάλληλου̋ εκκινη-

τέ̋ (Τ7-forward). Τα αποτελέσματα τη̋ αλληλούχιση̋ επεξεργαστήκαν με τα προγράμματα 

Translate (http://www.us.expasy.org/tools/dna.html) με το οποίο πραγματοποιήθηκε η μετά-

φραση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών και το πρόγραμμα Geneious 4.7.4 με τη βοήθεια 

του οποίου πραγματοποιήθηκε ευθυγράμμιση και σύγκριση των αμινοξικών αλληλουχιών 

του άγριου τύπου με τι̋ μεταλλαγμένε̋ μορφέ̋ (Σχήμα 4.38 για τη μεταλλαγμένη μορφή 

Phe22Ala και Σχήμα 4.39 για τη μεταλλαγμένη μορφή Ser25Ala).    
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ΣΧΗΜΑ 4.38. Ευθυγραμμιση των αμινοξικών αλληλουχιών του ένζυμου AtuGST4 και του μεταλλαγ-

μένου ενζύμου AtuPhe22. Με μπλε χρώμα επισημαίνεται η θέση τη̋ μετάλλαξη̋ Phe22Ala. Στο πάνω 

μέρο̋ τη̋ εικόνα̋ παρατίθεται η αμινοξική ακολουθία του άγριου τύπου AtuGST4 και επισημαίνεται η 

θέση του αμινοξικού καταλοίπου Phe22 το οποίο υπέστη κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση με τη μέ-

θοδο Quick Change PCR. 

Αμινοξικη αλληλουχια μεταλλαγμενου ενζυμου AtuPhe22 

 

AtuGST4 

Phe22Ala 

 

 

AtuGST4 

Phe22Ala 

 

AtuGST4 

Phe22Ala 

 

 

AtuGST4 

Phe22Ala 

 

AtuGST4 

Phe22Ala 
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Η σημειακή μετάλλαξη του ένζυμου AtuGST4 με σκοπό την αντικατάσταση τη̋  Arg187 από 

την Ala πραγματοποιήθηκε σε δυο στάδια με την τεχνική τη̋ επικαλυπτόμενη̋ επιμήκυνση̋ 

(οverlap extension). Η μέθοδο̋ περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 4.2.11. Τα δυο 

τμήματα του γονιδίου που παράγονται κατά το πρώτο στάδιο PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε 

ΣΧΗΜΑ 4.39. Ευθυγραμμιση των αμινοξικών αλληλουχιών του ένζυμου AtuGST4 και του μεταλλαγ-

μένου ενζύμου AtuSer22. Με μπλε χρώμα επισημαίνεται η θέση τη̋ μετάλλαξη̋ Ser22Ala. Στο πάνω 

μέρο̋ τη̋ εικόνα̋ παρατίθεται η αμινοξική ακολουθία του άγριου τύπου AtuGST4 και επισημαίνεται η 

θέση του αμινοξικού καταλοίπου Ser22 το οποίο υπέστη κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση με τη μέ-

θοδο Quick Change PCR. 

4.3.10.2. ΜΕΤΑΛΛΑΞΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ AtuGST4 ΣΤΗ ΘΕΣΗ Arg187Ala. 

Αμινοξικη αλληλουχια μεταλλαγμενου ενζυμου AtuSer25 

 

AtuGST4 

Ser25Ala 

 

 

AtuGST4 

Ser25Ala 

 

AtuGST4 

Ser25Ala 

 

 

AtuGST4 

Ser25Ala 

 

AtuGST4 

Ser25Ala 
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100bp  

  

700bp  

       500bp 

  

 1000bp  

 1000bp  

  

 500bp  

 700bp  

 2000bp  

   3000bp  

M    1     2 M           1           2         3 

πηκτή αγαρόζη̋ (Σχήμα 4.40). Τα τμήματα αδ και γβ έχουν μεγέθη 561 bp και 129 bp 

αντιστοιχα.   

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Τα τμήματα του γονιδίου που παρήχθησαν κατά το πρώτο στάδιο PCR προκειμένου να απαλ-

λαχθούν από υπολείμματα μητρικού πλασμιδίου υπέστησαν πέψη με την περιοριστική ενδο-

νουκλεάση DpnI. Η δράση του περιοριστικού ένζυμου πραγματοποιήθηκε κάτω από 

συγκεκριμένε̋ συνθήκε̋ που περιγράφονται στην παραγραφο 2.4.5. Το δεύτερο στάδιο PCR 

που ακολούθησε έδωσε το τελικό μεταλλαγμένο γονίδιο αποτελούμενο από τα προηγούμενα 

τμήματα που παρήχθησαν κατά το πρώτο στάδιο. Το τελικό προϊόν του δεύτερου σταδίου 

PCR αναλύθηκε σε πηκτή αγαρόζη̋ ενώ το μέγεθο̋ του πλήρου̋ γονιδίου Όπω̋ φαίνεται 

 

ΣΧΗΜΑ 4.40. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζη̋ 1% (w/v) των αντιδράσεων PCR που πραγματοποιήθηκαν 

κατά την κατευθυνόμενη μεταλλαξογένεση του AtuGST4 στη θέση Arg187. Ω̋ δείκτη̋ μοριακών βα-

ρών χρησιμοποιήθηκε ο 2-log DNA marker (M). A. Θέση 1: το προϊόν τη̋ PCR αντίδραση̋ χωρί̋ εκ-

κινητέ̋ (μάρτυρα̋), θέση 2: το προϊόν τη̋ τελική̋ PCR αντίδραση̋ (εκκινητέ̋ fGSTD9 και rGSTD9), 

δηλαδή το πλήρου̋ μήκου̋ μεταλλαγμένο γονίδιο B. Θέση 1: το προϊόν τη̋ PCR αντίδραση̋ με εκκι-

νητέ̋ fGSTD9 και rGSTD9 δηλαδή το πλήρου̋ μήκου̋ γονίδιο, θέση 2: το προϊόν τη̋ PCR αντίδρα-

ση̋ με εκκινητέ̋ fGSTA9 και rGSTD9 (τμήμα γβ μεγέθου̋ περίπου 130 bp), θέση 3: το προϊόν τη̋ 

PCR αντίδραση̋ με εκκινητέ̋ fGSTD9 και rGSTA9 (τμήμα αδ μεγέθου̋ περίπου 600 bp). Οι αριθμοί 

αριστερά τη̋ εικόνα̋ αντιπροσωπεύουν τα μεγέθη των αντίστοιχων ζωνών σε αριθμό βάσεων. 



 
188 

στο Σχήμα 4.45 ήταν το αναμενόμενο (690bp). Ω̋ μάρτυρα̋ πραγματοποιήθηκε όμοια PCR 

αντίδραση χωρί̋ την προσθήκη εκκινητών. Το προϊόν τη̋ τελική̋ PCR κλωνοποιήθηκε στον 

πλασμιδιακό φορέα pEXP5-CT/TOPO
Ò
 και κύτταρα E. coli TOP10 μετασχηματίστηκαν με 

το ανασυνδυασμένο DNA μέσω τη̋ τεχνολογία̋ του TOPO Cloning όπω̋ αυτή περιγράφεται 

στην παράγραφο 2.4.9. Ακολούθησε επίστρωση σε τρυβλία με θρεπτικό υλικό LB και άγαρ 

που φέρουν αμπικιλλίνη (0,1 mg/ml) και καλλιέργειά του̋ για 16 h. Επιλέχθηκαν, στη συνέ-

χεια, αποικίε̋ με βάση την ανθεκτικότητα του̋ στην αμπικιλλίνη και απομονώθηκε DNA σε 

μικρή κλίμακα το οποίο χρησιμοποιήθηκε για τον μετασχηματισμό δεκτικών κυττάρων E. 

coli BL21(DE3) προκειμένου να ακολουθήσει έκφραση των μεταλλαγμένων κλώνων που 

επιλεχθήκαν. Μετά την ολοκλήρωση τη̋ έκφραση̋, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και ακολούθη-

σε η λύση του̋ με επίδραση υπερήχων. Η ενζυμική δραστικότητα των μεταλλαγμένων μορ-

φών ελέγχθηκε με φωτομετρικέ̋ μεθόδου̋ χρησιμοποιώντα̋ ω̋ υποστρώματα το CDNB 

(παράγραφο̋ 2.4.19.1) και το CuOOH (παράγραφο̋ 2.4.19.2), ενώ ο ποσοτικό̋ προσδιορι-

σμό̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο Bradford (παράγραφο̋ 2.4.10). Η ειδι-

κή δραστικότητα (S.A.) των μεταλλαγμένων μορφών κυμάνθηκαν κοντά στην τιμή 0,09 

U/mg για το υπόστρωμα CDNB και 0,25 U/mg για το CuOOH. Με την κατάλληλη 

συστηματοποιημένη μέθοδο του QIAquick
TM

 Mini Prep Kit απομονώθηκε DNA από μια 

μεταλλαγμένη μορφή που επιλεχθηκε με βάση τα προηγούμενα αποτελέσματα και ελέγχθηκε 

ω̋ προ̋ την αλληλουχία τη̋ σε αυτόματο αναλυτή αλληλουχία̋ (MWG-Biotech AG, 

Γερμανία) χρησιμοποιώντα̋ ω̋ ευκίνητη τον Τ7-term. Με τη βοήθεια   των κατάλληλων 

λογισμικών πραγματοποιήθηκε μετάφραση τη̋ νουκλεοτιδική̋ αλληλουχία̋ (ηλεκτρονικό 

πρόγραμμα: Translate, http://www.us.expasy.org/tools/dna.html), ευθυγραμμιση των 

αμινοξικών ακολουθιών του άγριου τύπου και τη̋ μεταλλαγμενη̋ μορφή̋ και επιβεβαίωση 

τη̋ σημειακή̋ μετάλλαξη̋ Arg187→Ala187 (ηλεκτρονικό πρόγραμμα: Geneious 4.7.4). Στο 

Σχήμα 4.41 παρουσιάζεται η αμινοξική ακολουθία τη̋ μεταλλαγμενη̋ μορφή̋ και η σύγκρι-

ση τη̋ με αυτήν του ένζυμου AtuGST4, στι̋ οποίε̋ τονίζεται με έγχρωμο πλαίσιο η μετατρο-

πή του αμινοξέο̋ Arg σε Ala στη θέση 187 τη̋ ακολουθία̋. 
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Ο καθαρισμό̋ των μεταλλαγμένων μορφών του ένζυμου AtuGST4 πραγματοποιήθηκε με 

χρωματογραφία συγγένεια̋ σε στήλη με ακινητοποιημένο νικέλιο (Ni
+2

) (παράγραφο̋ 

2.4.17). Τα αποτελέσματα του καθαρισμού παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.9. Η καθαρότητα 

των ενζύμων εκτιμήθηκε ηλεκτροφορητικά σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (12,5% w/v 

πολυακρυλαμίδιο) κάτω από συνθήκε̋ μετουσίωση̋ παρουσία SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο 

του Laemmli (1970) (Σχήμα 4.43). 

ΣΧΗΜΑ 4.41. Ευθυγραμμιση των αμινοξικών αλληλουχιών του ένζυμου AtuGST4 και του μεταλλαγ-

μένου ενζύμου AtuArg187. Με μπλε χρώμα επισημαίνεται η θέση τη̋ μετάλλαξη̋ Arg187Ala. Στο 

πάνω μέρο̋ τη̋ εικόνα̋ παρατίθεται η αμινοξική ακολουθία του άγριου τύπου AtuGST4 και επισημαί-

νεται η θέση του αμινοξικού καταλοίπου Arg187 το οποίο υπέστη κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση με 

τη μέθοδο PCR επικαλυπτόμενη̋ επιμήκυνση̋. 

4.3.10.3. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΜΟΡΦΩΝ Phe22Ala, Ser25Ala ΚΑΙ Arg187Ala ΤΟΥ ΕΝ-

ΖΥΜΟΥ AtuGST4. 

AtuGST4 

Arg187Ala 

 

 

AtuGST4 

Arg187Ala 

 

AtuGST4 

Arg187Ala 

 

AtuGST4 

Arg187Ala 

 

AtuGST4 

Arg187Ala 

 

 

Αμινοξικη αλληλουχια μεταλλαγμενου ενζυμου AtuArg187 
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 Μ      1      2       3      4 

37kDa             

  26kDa             

19kDa             

       Μ      13       14   15  16 

37kDa             

  26kDa             

19kDa             

Ένζυμο            Απόδοση (%) 

 

 

Phe22Ala 

 

 

45,37 

 

Ser25Ala 

 

 

98,12 

 

Arg187Ala 

 

87,63 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 4.42.  Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (12,5% w/v πολυακρυλαμίδιο) παρουσία 

SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο του Laemmli (1970). Η εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών έγινε με χρώ-

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.9. Απόδοση καθαρισμού των μεταλλαγμένων μορφών Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala 

με χρωματογραφία στήλη̋ στον προσροφητή Ni-NTA. H διαδικασία καθαρισμού περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.4.17. 

 Μ   5        6         7       8 

37kDa             

  26kDa             

19kDa             

 Μ       9      10      11     12 

37kDa             

  26kDa             

19kDa             

A B 

Γ Δ 
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ση με Coomassie Brilliant Blue R-250. Α: Καθαρισμό̋ άγριου τύπου AtuGST4. Β: Καθαρισμό̋ με-

ταλλαγμένη̋ μορφή̋ Phe22Ala, Γ: Καθαρισμό̋ μεταλλαγμένη̋ μορφή̋ Ser25Ala, Δ: Καθαρισμό̋ 

μεταλλαγμένη̋ μορφή̋ Arg187Ala. Αναλυτικά: θέση Μ: μάρτυρα̋ μοριακή̋ μάζα̋ (Protein Market 

Broad Range). θέση 1: ακατέργαστο εκχύλισμα μετασχηματισμένων κυττάρων E. coli BL21(DE3) που 

φέρουν τον πλασμιδιακό φορέα pEXP5-CT/TOPO
Ò

, στον οποίο έχει κλωνοποιηθεί το γονίδιο που κω-

δικοποιεί για τη πρωτεΐνη AtuGST4 μετά από προσθήκη IPTG κατά την έκφραση, θέσει̋ 5, 9, 13: ακα-

τέργαστο εκχύλισμα μετασχηματισμένων κυττάρων E. coli BL21(DE3) που φέρουν τον πλασμιδιακό 

φορέα pEXP5-CT/TOPO
Ò

, στον οποίο έχει κλωνοποιηθεί το γονίδιο που κωδικοποιεί για τι̋ μεταλ-

λαγμένε̋ μορφέ̋ Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala μετά από προσθήκη IPTG κατά την έκφραση, 

θέσει̋ 2, 6, 10, 14: μη προσροφημένα κλάσματα, θέσει̋ 3, 7, 11, 15: ηλεκτροφορητικό αποτύπωμα 

των εκλούσεων των καθαρών πρωτεΐνών AtuGST4, Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala αντίστοιχα, 

θέση 4: ηλεκτροφορητικό αποτύπωμα του καθαρού ενζύμου AtuGST4 που παραλήφθηκε μετά από 

χρωματογραφία συγγένεια̋ σε προσροφητή Ni-NTA, θέση 8, 12, 16: ηλεκτροφορητικό αποτύπωμα 

των καθαρών ενζύμων Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala αντίστοιχα, που παραλήφθηκαν μετά από 

χρωματογραφία συγγένεια̋ σε προσροφητή Ni-NTA. Στα αριστερά παρουσιάζονται τα μεγέθη των 

αντίστοιχων ζωνών σε kDa. 

 

 

 

 

Οι μεταλλαγμένε̋ μορφέ̋ Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala εξεταστήκαν ω̋ προ̋ την κι-

νητική του̋ συμπεριφορά για τα υποστρώματα GSH, CDNB και CuOOH. Οι κινητικέ̋ στα-

θερέ̋ των μεταλλαγμένων ενζύμων καθώ̋ και του άγριου τύπου παρουσιάζονται στον Πίνα-

κα 4.10 για τα ζεύγη υποστρωμάτων GSH/CDNB και GSH/CuOOH, ενώ η εξάρτηση τη̋ εν-

ζυμική̋ ταχύτητα̋ σε διάφορε̋ συγκεντρώσει̋ υποστρωμάτων παριστάνεται γραφικά στο 

σχήμα 4.43 για το GSH/CDNB και στο σχήμα 4.44 για το GSH/CuOOH. 

 

Η εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ των μεταλλαγμένων μορφών Phe22Ala, 

Ser25Ala και Arg187Ala από τη συγκέντρωση του GSH πραγματοποιήθηκε σε 0,1 Μ ρυθμι-

στικό διάλυμα φωσφορικού καλίου, pH 6,5 που περιέχει 1 mM CDNB και GSH σε μεταβαλ-

λόμενη συγκέντρωση με εύρο̋ συγκεντρώσεων 10 έω̋ 250 μΜ. Η κινητική ανάλυση τη̋ ε-

ξάρτηση̋ τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ των μεταλλαγμένων μορφών από τη συ-

γκέντρωση του CDNB πραγματοποιήθηκε σε 0,1 Μ ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλί-

ου, pH 6,5 που περιέχει 2,5 mM GSH και CDNB σε μεταβαλλόμενη συγκέντρωση (10-

1200μΜ). Τα πειραματικά αποτελέσματα αναλυθήκαν με τη βοήθεια του προγράμματο̋ 

Sigma Plot 11.0. 

 

4.3.10.4. ΚΙΝΗΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΜΟΡΦΩΝ Phe22Ala, Ser25Ala ΚΑΙ Arg187Ala. 
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Η κινητική ανάλυση για το υπόστρωμα GSH πραγματοποιήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα 

0,1M KH2PO4 pH 7,5 και 1mM EDTA που περιέχει 1,5 mM CuOOH και GSH σε μεταβαλ-

λόμενη συγκέντρωση (5-200μΜ). Επίση̋, η κινητική ανάλυση τη̋ εξάρτηση̋ τη̋ ταχύτητα̋ 

τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ των μεταλλαγμένων μορφών από τη συγκέντρωση του CuOOH 

πραγματοποιήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα 0,1M KH2PO4 pH 7,5 και 1mM EDTA που περιέ-

χει 1 mM GSH και το υπόστρωμα CuOOH σε ένα εύρο̋ μεταβαλλόμενων συγκεντρώσεων 

25-350μΜ. Περαιτέρω αύξηση τη̋ συγκέντρωση̋ των υποστρωμάτων προκαλεί αναστολή 

των καταλυτικών αντιδράσεων.   

 

 

 

 

Ένζυμο 

  

Km, (mM)  

(GSH) 

 

Km, (mM)  

(CDNB) 

 

kcat 

(% του άγριου τύπου) 

Άγριο̋ τύπο̋ 0,30±0,03 1,5±0,09 100 

Phe22Ala 0,085±0,002 3,2±0,39 90,5 

Ser25Ala 0,14±0,01 1,9±0,18 78,2 

Arg187Ala 0,34±0,08 7,1±0,76 33,5 

 

Ένζυμο 

  

Km, (mM)  

(GSH) 

 

Km, (mM)  

(CuOOH) 

 

kcat 

(% του άγριου τύπου) 

    

Άγριο̋ τύπο̋ 0,9±0,07 2,7±0,21 100 

Phe22Ala 2,9±0,56 39,6±2,81 553,0 

Ser25Ala 17,3±1,11 17,4±1,61 298,1 

Arg187Ala 0,94±0,02 3,5±0,66 79,9 

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.10. Κινητικέ̋ σταθερέ̋ του άγριου τύπου AtuGST4 και των μεταλλαγμένων μορφών 

Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala για τα υποστρώματα GSH/CDNB και GSH/CuOOH.  
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ΣΧΗΜΑ 4.43. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ των μεταλλαγμένων μορφών 

Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala ω̋  προ̋ τα μεταβαλλόμενα υποστρώματα GSH (5-230 μΜ), το 

CDNB ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1 mM) και το CDNB (20-1.200 μΜ), το GSH ήταν 

σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (2,5 mM). 
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ΣΧΗΜΑ 4.44. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ των μεταλλαγμένων μορφών Phe22Ala, 

Ser25Ala και Arg187Ala ω̋  προ̋ τα μεταβαλλόμενα υποστρώματα GSH (2-200 μΜ), το CuOOH ήταν σε στα-

θερή συγκέντρωση κορεσμού (1,5 mM) και CuOOH (25-320 μΜ), το GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κο-

ρεσμού (1 mM). 
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Από την επεξεργασία των αποτελεσμάτων τη̋ κινητική̋ ανάλυση̋ των μεταλλαγμένων μορ-

φών προσδιοριστήκαν οι κινητικέ̋ σταθερέ̋ των ενζύμων ω̋ προ̋ τα υποστρώματα GSH, 

CDNB και CuOOH. Όσον αφορά το μεταλλαγμένο ένζυμο Arg187Ala εμφανίζει δραματική 

μείωση στην καταλυτική του ικανότητα παρουσιάζοντα̋ 30,8-φορέ̋ χαμηλότερη τιμή kcat και 

33-φορέ̋ μειωμένη τιμή kcat/Km σε σύγκριση με τον άγριο τύπο. Τα αποτελέσματα αυτά δεί-

χνουν ότι η Arg187 μπορεί να συμβάλει σημαντικά στο καθοριστικο σταδιο ή στη χημεία τη̋ 

καταλυτική̋ αντίδραση̋.  

 

Στην περίπτωση του συστήματο̋ CDNB/GSH οι μεταλλάξει̋ Phe22Ala και Ser25Ala πα-

ρουσίασαν μετριε̋ διαφορέ̋ στι̋ τιμέ̋ K
m
 για τα CDNB και GSH σε σύγκριση με τον άγριο 

τυπο, γεγονό̋ που υποδηλώνει ότι οι μεταλλάξει̋ δεν αλλάζουν σημαντικά την συγγένεια τη̋ 

H-θεση̋ για τα ηλεκτρονιοφιλα υποστρώματα.  Οι μεγαλύτερε̋ διαφορέ̋ παρατηρήθηκαν για 

τι̋ τιμέ̋ kcat, αν και η καταλυτική ικανότητα (kcat/Km) των ενζύμων ω̋ προ̋ τη GSH παρέμει-

νε ουσιαστικά αμετάβλητη. Αξίζει να σημειωθεί ότι οι μεταλλάξει̋ Ser24Ala και Phe21Ala 

παρουσίασαν μειωμένε̋ τιμέ̋ Km ω̋ προ̋ τη GSH, γεγονό̋ που υποδηλώνει ότι τα κατάλοι-

πα αυτά συμβάλλουν στην δέσμευση και σταθεροποίηση τη̋ GSH στο ενεργό κέντρο.  

 

Η συμπεριφορά των μεταλλαγμένων ενζύμων όταν χρησιμοποιηθηκαν τα  CuOOH/GSH ω̋ 

υπoστρωματα, φαίνεται να είναι σημαντικά διαφορετική από εκείνη που παρατηρήθηκε στο 

σύστημα CDNB/GSH. Οι Phe22 και Ser25 φαίνεται να παίζουν σημαντικό ρόλο στον καθο-

ρισμό των τιμών Κm για το CuOOH δεδομένου ότι παρατηρήθηκε μια σημαντική αύξηση στι̋ 

τιμέ̋ τη̋ (6,4 έω̋ 14,6 φορέ̋). Αξιοσημείωτο είναι ότι και οι δύο μεταλλάξει̋ παρουσιάζουν 

επίση̋ σημαντική αυξηση στι̋ τιμέ̋ kcat.  

 

 

 

Η επίδραση του ιξώδου̋ στι̋ κινητικέ̋ σταθερέ̋ των μεταλλαγμένων μορφών Phe22Ala, 

Ser25Ala και Arg187Ala μελετήθηκε με σκοπό να βρεθούν οι παράγοντε̋ που επηρεάζουν το 

καθοριστικό στάδιο τη̋ αντίδραση̋. Τα υποστρώματα CDNB και CuOOH 

χρησιμοποιηθήκαν για να πραγματοποιηθεί μελετη τη̋ κινητικη̋ συμπεριφορα̋ 

μεταλλαγμένων ενζύμων σε θερμοκρασία 37 °C προσθέτοντα̋ στο ρυθμιστικό διάλυμα των 

αντιδράσεων διαφορετικέ̋ συγκεντρώσει̋ γλυκερόλη̋. 

 

Η γραφική παράσταση k
ο

cat/kcat συναρτήσει του η/η
o
 για το υπόστρωμα CDNB έδωσε ευθείε̋ 

με κλίσει̋ 0,189±0,003, 0,325±0,008 και 0,140±0,005 για τι̋ μεταλλαγμένε̋ πρωτεΐνε̋ 

Phe22Ala, Ser25Ala, και Arg187Ala αντιστοίχω̋. (Σχήμα 4.46). Σε σύγκριση με τον άγριο 

4.3.10.5. ΚΑΘΟΡΙΣΤΙΚΟ ΣΤΑΔΙΟ ΤΗΣ ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ AtuGST4. 
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τύπο AtuGST4 (κλίση 0,151±0,003), φαίνεται ότι οι μεταλλαγμένε̋ μορφέ̋ Arg187Ala και 

Phe22Ala παρουσιάζουν παρόμοιε̋ τιμέ̋ κλίση̋. Το γεγονό̋ αυτό υποδηλώνει ότι τα αμινο-

ξικά κατάλοιπα Arg187 και Phe22Ala πιθανότατα δεν συμμετέχουν στον καθορισμό του κα-

θοριστικού σταδίου τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋. Αντίθετα, το αμινοξικό κατάλοιπο 

Ser25Ala φαίνεται να εμπλέκεται στον προσδιορισμο του καθοριστικού σταδίου τη̋ 

καταλυτική̋ αντίδραση̋ αφού παρουσιάζει διαφορετική κλίση σε σχέση με αυτή του άγριου 

τύπου. 

 

Για το υπόστρωμα CuOOH η γραφική παράσταση τη̋ επίδραση του ιξώδου̋ στι̋ κινητικέ̋ 

σταθερέ̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 έδωσε ευθεία με κλίση 0,339±0,008 (παράγραφο̋ 4.2.4). 

Με σκοπό να διεξαχθούν συγκριτικά αποτελέσματα πραγματοποιήθηκε μελετη τη̋ επίδραση̋ 

του ιξώδου̋ στην κινητική των μεταλλαγμένων μορφών. Οι γραφικέ̋ παραστάσει̋ k
ο

cat/kcat 

συναρτήσει του η/η
o
 έδωσαν ευθείε̋ με κλίσει̋ 0,263±0,003, 0,318±0,005, 0,271±0,002 για 

τι̋ μεταλλάξει̋ στι̋ θέσει̋  Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala αντιστοίχω̋ (Σχήμα 4.48). 

Το σύνολο των μεταλλαγμένων μορφών παρουσίασε παραπλήσιε̋ τιμέ̋ κλίση̋ με την κλίση 

του άγριου τύπου. Σε γενικέ̋ γραμμέ̋ τα αμινοξικά κατάλοιπα Arg187Ala και Phe22Ala 

φαίνεται ότι δενεμπλέκονται στον καθορισμό του καθοριστικού σταδίου τη̋ καταλυτική̋ 

αντίδραση̋ οσον αφορά και τα δυο υπό μελετη υποστρώματα. Αντίθετα η μεταλλαγμένη 

πρωτεΐνη Ser25Ala ενδεχομένω̋ συμμετέχει στον προσδιορισμό του καθοριστικού σταδίου 

τη̋ καταλυτική̋ διαδικασία̋ με το υπόστρωμα CDNB. 
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ΣΧΗΜΑ 4.45. Η γραφική παράσταση τη̋ επίδραση̋ του ιξώδου̋ στην κινητική σταθερά kcat για τι̋ 

μεταλλαγμένε̋ μορφέ̋ Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala. Παρουσιάζεται η εξάρτηση του k
ο
cat/kcat  

έναντι του η/η
o
 για το υπόστρωμα CDNB. Ω̋ παράγοντα̋ αύξηση̋ του ιξώδου̋ χρησιμοποιείται η 

γλυκερόλη. Οι γραφικέ̋ παραστάσει̋ σχεδιαστήκαν με το πρόγραμμα Sigma Plot. 

n/no

0 1 2 3 4 5 6 7

k
o

c
a
t/

k
c
a
t

0

2

4

6

8

10

12

14

16

n/no

0 1 2 3 4 5 6 7

k
o

c
a
t/

k
c
a
t

0

5

10

15

20

n/no

0 1 2 3 4 5 6 7

k
o

k
c
a
t/

k
c
a
t

0

2

4

6

8

10

12

Μεταλλαγμενη μορφη Phe22Ala 

Μεταλλαγμενη μορφη Ser25Ala 

Μεταλλαγμενη μορφη Arg187Ala 



 
198 

 

  

ΣΧΗΜΑ 4.46. Η γραφική παράσταση τη̋ επίδραση̋ του ιξώδου̋ στην κινητική σταθερά kcat για τι̋ 

μεταλλαγμένε̋ μορφέ̋ Phe22Ala, Ser25Ala και Arg187Ala. Παρουσιάζεται η εξάρτηση του k
ο
cat/kcat  

έναντι του η/η
o
 για το υπόστρωμα CuOOH. Ω̋ παράγοντα̋ αύξηση̋ του ιξώδου̋ χρησιμοποιείται η 

γλυκερόλη. Οι γραφικέ̋ παραστάσει̋ σχεδιαστήκαν με το πρόγραμμα Sigma Plot. 
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Ο καθαρισμό̋, ο προσδιορισμό̋ του κινητικού προφίλ και η ανάλυση τη̋ κρυσταλλική̋ δο-

μή̋ του ένζυμου AtuGST4 αποτελέσαν τα αντικείμενα μελέτη̋ του παρόντο̋ κεφαλαίου. Η 

πρωτεΐνη AtuGST4 αποτελεί μια GST από το βακτηριακό στέλεχο̋ Agrobacterium tumefa-

ciens C.58 και για τον λόγο αυτόν επιλεχθηκε αρχικά να εφαρμοσθεί για τον καθαρισμό τη̋ 

χρωματογραφία συγγένεια̋ σε προσροφητή που φέρει GSH ακινητοποιημένο σε αγαρόζη 

(BES-GSH). Η διαδικασία καθαρισμού του ενζύμου με τη συγκεκριμένη μέθοδο, εξετάστηκε 

εφαρμόζοντα̋ εναλλακτικά πρωτόκολλα που περιελάμβαναν παραλλαγέ̋ που αφορούσαν τι̋ 

συνθήκε̋ (τιμέ̋ pH, σύσταση ρυθμιστικού διαλύματο̋) κατά τα στάδια τη̋ προσρόφηση̋, 

έκπλυση̋ του προσροφητή και έκλουση̋ τη̋ πρωτεΐνη̋. Εντούτοι̋, τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν έδειξαν ότι η πρωτεΐνη δεν προσδένεται στον προσροφητή ικανοποιητικά και 

εκλούεται μετά τη φόρτωση του ακατέργαστου ενζυμικού εκχυλίσματο̋ κατά το στάδιο 

έκπλυση̋ του προσροφητή. Σύμφωνα με δημοσιευμένα στοιχεία, παρόμοια συμπεριφορά 

εμφανίζουν οι GSTs τη̋ θ τάξη̋ οι οποίε̋ δεν συγκρατώνται σε στήλε̋ χρωματογραφία̋ 

συγγένεια̋ βασισμένε̋ σε ακινητοποιμένα παράγωγα γλουταθειόνη̋ (GSH-agarose, S-hexyl-

GSH-agarose) τεχνική που χρησιμοποιείται για τον καθαρισμό ενζύμων των υπολοίπων τριών 

τάξεων α, μ, π (Morgenstern et al., 1981,  Simons  and Vander Jagt, 1981). Το συγκεκριμένο 

χαρακτηριστικό άλλωστε, αποτελεί και ένα από τα κριτήρια διαχωρισμού του̋ από τι̋ 

υπόλοιπε̋ τάξει̋ των ενζύμων GSTs (Meyer et al., 1991). Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε 

απόπειρα καθαρισμού του ένζυμου με χρωματογραφία συγγενεία̋ σε μεταλλοχημικό 

προσροφητή NTA-αγαρόζη. Η μέθοδο̋ καθαρισμού σε ακινητοποιημένο ιόν νικελίου έδωσε 

8,04-φορέ̋ καθαρισμού και ανάκτηση περίπου 100%. Ανάλογη μέθοδο̋ καθαρισμού 

χρωματογραφία συγγένεια̋ ακινητοποιημένου νικελίου έχει επίση̋ εφαρμοσθεί για κάποιε̋ 

GSTs που ανήκουν στη θ τάξη ανάμεσα στι̋ οποίε̋ συγκαταλέγεται και η πρωτεΐνη hGST 

T1-1 από άνθρωπο (Shokeer et. al, 2005).  

 

Η κινητική μελέτη του καθαρού ένζυμου AtuGST4 παρείχε χρήσιμε̋ πληροφορίε̋ για τα 

καταλυτικά του χαρακτηριστικά. Λαμβάνοντα̋ υπόψη ότι το άριστο pH δράση̋ που εμφανί-

ζει το ένζυμο είναι κοντά στην περιοχή του 8, επιλέχθηκε ένα εύρο̋ τιμών pH από 6,5 έω̋ 

8,3 προκειμένου να εξεταστεί η κινητική συμπεριφορά του ένζυμου έναντι του υποστρώμα-

το̋ CDNB. Οι τιμέ̋ pH 7,6 και 7,9 παρουσίασαν τι̋ υψηλότερε̋ τιμέ̋ σταθερών εξειδίκευ-

ση̋ (kcat/Κm) ενώ για την τιμή pH 7,6 παρατηρήθηκε και η χαμηλότερη Km. Πραγματοποιή-

θηκε επίση̋ κινητική μελέτη του ένζυμου για τα υποστρώματα CuOOH, t-BuOOH και HED. 

Εντυπωσιακά υψηλότερε̋ εμφανίζονται οι τιμέ̋ σταθερών εξειδίκευση̋ (kcat/Κm) για τα υπε-

ροξείδια CuOOH και t-BuOOH σε σχέση με τα υπόλοιπα υπό μελετη υποστρώματα. Μεταξύ 

των υπεροξειδίων, το ένζυμο φαίνεται να παρουσιάζει μεγαλύτερη αγχιστεία ω̋ προ̋ το υπό-

4.4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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στρωμα CuOOH ενώ το υπόστρωμα HED εμφανίζει συνολικά τι̋ χαμηλότερε̋ τιμέ̋ κινητι-

κών σταθερών.  

 

Η θερμική σταθερότητα του ένζυμου AtuGST4 μελετήθηκε για δυο διαφορετικέ̋ τιμέ̋ pH 

7,6 και 7,9 και οι τιμέ̋ Tm που προέκυψαν είναι 59,95±0,93 °C και 63,33±1,12 °C αντίστοιχα 

σε ένα εύρο̋ θερμοκρασιών 37-80 °C. Η επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στη σταθερά kcat για τα 

υποστρώματα CDNB και CuOOH μελετήθηκε για την περιοχή 0-40 °C. Για το υπόστρωμα 

CuOOH η τιμή τη̋ Εa είναι μικρότερη κατά 2,8-φορέ̋ περίπου συγκριτικά με τη τιμή τη̋ Εa 

για το υπόστρωμα CDNB. Οι συγκεκριμένε̋ τιμέ̋ σε συνδυασμό με τη διαφορά στι̋ τιμέ̋ 

τη̋ ΔΗ
≠
 υποδηλώνουν ότι η καταλυτική αντίδραση για το υπόστρωμα CuOOH πραγματοποι-

είται ευκολότερα και με λιγότερη «σπατάλη» ενέργεια̋. Η υπόθεση αυτή επιβεβαιώνεται 

λαμβάνοντα̋ υπόψη ότι οι ΔΗ
≠
 και Εa εκφράζουν και οι δύο τη διαφορά μεταξύ ES

≠
 και ES 

σε θερμικό περιεχόμενο (Lonhienne et al., 2000). Η μείωση ενθαλπικών αλληλεπιδράσεων 

που πρέπει να διασπαστούν για να γίνει η αντίδραση και που παρατηρείται για το υπόστρωμα 

CuOOH σε σχέση με το CDNB, οδηγεί σε μείωση τη̋ ενέργεια̋ ενεργοποίηση̋. Δομικά αυτό 

ερμηνεύεται με την εμφάνιση πιο εύκαμπτη̋ δομή̋. Αυτή η αυξημένη ευκαμψία με τη σειρά 

τη̋ οδηγεί στην ύπαρξη πολλών πιθανών διαμορφώσεων ενζύμου–υποστρώματο̋ και κατά 

συνέπεια σε αυξημένη εντροπία του ES συμπλόκου στην περίπτωση του CuOOH.  

 

Κατά τη μελετη τη̋ επίδραση̋ του ιξώδου̋ στην κινητική συμπεριφορά του ένζυμου προκει-

μένου να προσδιοριστεί το στάδιο του καταλυτικού μηχανισμού που τελικά καθορίζει και την 

ολική ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋, χρησιμοποιηθήκαν δυο υποστρώματα, τα CDNB 

και CuOOH. Για τα υποστρώματα αυτά βρέθηκε πω̋ το καθοριστικό στάδιο τη̋ αντίδραση̋ 

σχετίζεται με τι̋ δομικέ̋ ανακατατάξει̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ (Johnson et al., 1993, Labrou et al., 

2001). 

 

Ξεκινώντα̋ από τη σημαντική διαπίστωση τη̋ μη πρόσδεση̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 σε 

προσροφητή χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ που φέρει ακινητοποιημένο γλουταθείο, η ανάλυση 

τη̋ κρυσταλλική̋ δομή̋ του ένζυμου αποτέλεσε μια πολύ ενδιαφέρουσα αλλά και απαραίτη-

τη διαδικασία για την πληρέστερη κατανόηση τη̋ λειτουργία̋ του. Το συγκεκριμένο χαρα-

κτηριστικό είναι κοινό για τι̋ τρανσφεράσε̋ του γλουταθείου τη̋ θ τάξη̋ και παρατηρείται 

σε όλε̋ τι̋ GSTs τη̋ τάξη̋ αυτή̋ που έχουν ταυτοποιηθεί μέχρι σήμερα.   

 

Η κρυσταλλική δομη τη̋ υπο μελέτη̋ πρωτεΐνη̋ εμφανίζει τέσσερα ομοδιμερή στην ασύμμε-

τρη μονάδα. Το συγκεκριμένο χαρακτηριστικό σε πρωτεΐνε̋ GSTs έχει παρατηρηθεί μόνο 

στην περίπτωση μια̋ GST που εκφράζεται σε ενήλικα σκουλήκια του στελέχου̋ H. polygy-

rus και ανήκει σε μία νέα μη χαρακτηρισμένη ταξη GSTs (Kriksunov et al., 2003). 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4  

 

 

 
201 

Η πρωτεΐνη AtuGST4 ακολουθεί την κανονική GST αναδίπλωση με κάθε υπομονάδα να απο-

τελείται από δυο διακριτέ̋ δομικέ̋ περιοχέ̋. Η N-τελική δομική περιοχή (αμινοξικά κατά-

λοιπα 1-95) υιοθετεί μια τοπολογία παρόμοια με αυτή τη̋ θειορεδοξίνη̋ (Wilce & Parker 

1994, Katti et al., 1990, Martin, 1995), αποτελούμενη από τέσσερα β-ελάσματα τα οποία πε-

ριστοιχίζονται από 3 α-έλικε̋ (Σχήμα 4.28). Η N-τελική δομική περιοχή τη̋ πρωτεΐνη̋ 

AtuGST4 εμφανίζεται μεγαλύτερη σε σχέση με την πλειοψηφία των GSTs (περίπου 1-80 

αμινοξικά κατάλοιπα). Η διάταξη ξεκινά με ένα Ν-τελικό β-έλασμα (β1) που ακολουθείται 

από μια α-έλικα (Η1) και από ένα δεύτερο β-έλασμα (β2) παράλληλο στο β1 έλασμα. 

Ακολουθούν δυο μικρέ̋ α-έλικε̋ (Η2, Η3: 5 και 6 αμινοξικών καταλοίπων αντίστοιχα) που 

θα μπορούσαν να χαρακτηριστούν και ω̋ Η2a και H2b. Οι συγκεκριμένε̋ συνδέονται με τα 

αντιπαράλληλα β-ελάσματα β3 και β4 μέσω ενό̋ βρόγχου που χαρακτηρίζεται από ένα 

αμινοξικό κατάλοιπο προλίνη̋ (Pro73). Το συγκεκριμένο αμινοξικό κατάλοιπο που 

χαρακτηρίζεται ω̋ cisPro-loop, βρίσκεται στη λιγότερο προτιμητέα cis διαμόρφωση και είναι 

υψηλά συντηρημένο σε όλε̋ τι̋ GSTs. Η Pro73 διαδραματίζει σημαντικό ρολό στην 

διατήρηση τη̋ πρωτεΐνη̋ σε μια καταλυτικά «δεκτική» διαμόρφωση παρόλο που δεν 

σχετίζεται άμεσα με την κατάλυση (Allocati et al., 1999). Η τρίτη α-έλικα (Η3) έλικα ενώνει 

την N- με τη C- τελική δομική περιοχή η οποία αποτελείται από 6 α-έλικε̋ όπω̋ στην 

περίπτωση των GSTs τη̋ α τάξη̋ (Sinning et al., 1993), σε αντίθεση με τη C- τελική δομική 

περιοχή των π, μ τάξεων που περιέχει πέντε α-έλικε̋ (Zhang et al., 1992, Reinemer et al., 

1991). Η C-τελική δομική περιοχή περιέχει τα περισσότερα κατάλοιπα που αλληλεπιδρούν με 

το υδρόφοβο υπόστρωμα, όπω̋ επίση̋ ένα υψηλά συντηρημένο κατάλοιπο ασπαραγίνη̋ 

στην H4 α-έλικα (Asn119) που αλληλεπιδρά με το ενεργό κέντρο τη̋ άλλη̋ υπομονάδα̋. 

Διαφορέ̋ στη C-τελική δομική περιοχή μεταξύ των GSTs μπορεί να είναι υπεύθυνε̋ για 

διάφορε̋ που σχετίζονται με την εξειδίκευση του υποστρώματο̋ (Wilce & Parker, 1994). 

 

Η εξέλιξη στην υπεροικογένεια των GST δείχνει να προτιμά την ανάπτυξη μια̋ υδρόφοβη̋ 

κοινή̋ επιφάνεια̋ μεταξύ των υπομονάδων (von Rosenvigne et al., 1995) με τι̋ πιο 

πρόσφατε̋ GST τάξει̋ (α, μ και π) να χαρακτηρίζονται από το υδρόφοβο μοτίβο 

«κλειδαριά̋-κλειδιού». Η αλλαγή στη φύση τη̋ διεπιφάνεια̋ μπορεί να σχετίζεται με τη 

χαμηλή σταθερότητα τη̋ καταλυτική̋ περιοχή̋ λόγω απουσία̋ αυτή̋ τη̋ αλληλεπίδραση̋. 

Οι απαραίτητε̋ για τη σταθερότητα τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4, αλληλεπιδράσει̋, μεταξύ τη̋ 

κοινή̋ επιφάνεια̋ των δυο μονομερών είναι υδροφοβικού χαρακτήρα. Το υδρόφοβο μοτίβο 

«κλειδαριά̋-κλειδιού» μεταξύ των καταλοίπων τη̋ Ν-τελική̋ περιοχή̋ του ενό̋ μονομερού̋ 

και τη̋ C-τελική̋ περιοχή̋ του άλλου μονομερού̋ είναι μια από τι̋ σημαντικότερε̋ αλληλε-

πιδράσει̋ τέτοιου τύπου. Στην πρωτεΐνη AtuGST4 το αμινοξικό κατάλοιπο Phe69 που 

βρίσκεται στον βρόγχο που προηγείται του β3 ελάσματο̋ λειτουργεί ω̋ «κλειδί» το οποίο 

εισχωρεί σε μια υδρόφοβη «κλειδαριά» που αποτελείται κυρίω̋ από τα αμινοξικά κατάλοιπα 
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των ελίκων H4 και H5 τη̋ άλλη̋ υπομονάδα̋. Τα αρωματικά αμινοξέα που αναφέρονται 

στην παγκόσμια βιβλιογραφία και παίζουν τον ρολό του «κλειδιού» στι̋ διάφορε̋ τάξει̋ των 

ενζύμων GSTs είναι κυρίω̋ τα Phe52 στην α τάξη, Phe56 στη μ τάξη, Tyr49 στην π τάξη 

(Sheehan et al., 2001), Met57 στη ζ τάξη. Στι̋ α, μ, π τάξει̋ το συγκεκριμένο μοτίβο είναι 

συντηρημένο (Kosloff et. al., 2006) ενώ στι̋ β, φ, ω, σ, τ, θ τάξει̋ των GSTs το μοτίβο 

«κλειδαριά̋-κλειδιού» εμφανίζεται σπανιότερα σε σύγκριση με τι̋ υπόλοιπε̋ τάξει̋ των 

GSTs ή εμφανίζεται με κυρίαρχε̋ τι̋ υδρόφιλε̋ αλληλεπιδράσει̋. Χαρακτηριστικό παρά-

δειγμα αποτελεί η συνθάση τη̋ αιματοποιητική̋ προσταγλανδίνη̋ D, που ανήκει στην σ τάξη 

των GSTs και έχει μια υδρόφιλη διεπιφάνεια με ένα μοτίβο «κλειδαριά̋-κλειδιού» παρόμοιο 

με αυτό που εμφανίζεται στι̋ μ, π, α τάξει̋ (Kanaoka et al., 1997). Η ύπαρξη υδροφοβικών 

αλληλεπιδράσεων φαίνεται να «προτρέπουν» σε μεγαλύτερο βαθμό την πρωτεΐνη στην 

ανάπτυξη ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων που σταθεροποιούν το ενεργό κέντρο. 

 

Το χαρακτηριστικό SNAIL/TRAIL μοτίβο (Ser-Asp-Ala-Ile-Leu/Thr-Arg-Ala-Ile-Leu) στην 

έλικα Η3 τη̋ Ν-τελική̋ δομική̋ περιοχή̋ έχει παρατηρηθεί στι̋ περισσότερε̋ GSTs (Koonin 

et al., 1994) και περιλαμβάνει ένα ή περισσότερα κατάλοιπα που συγκροτούν την περιοχή 

δέσμευση̋ τη̋ GSH. Για παράδειγμα η Thr-68 στο μοτίβο TRAIL δημιουργεί δυο δεσμού̋ 

υδρογόνου με την α-καρβοξυλομάδα του Gly-τμήματο̋ τη̋ GSH μέσω τη̋ υδροξυλομάδα̋ 

τη̋ και του αμιδικού αζώτου τη̋ (Sinning et al., 1993). Στην πρωτεΐνη AtuGST4 το 

αντίστοιχο μοτίβο είναι το SGAIV το οποίο τοποθετείται στην έλικα Η4 (αμινοξικά 

κατάλοιπα 85-89). Παρόμοιο μοτίβο έχει παρατηρηθεί στο μοναδικό GST ισοένζυμο (pfGST) 

το οποίο βρίσκεται στο παράσιτο τη̋ μαλάρια̋ Plasmodium falciparum, με τη μόνη διαφορά 

ότι στη θέση τη̋ γλυκίνη̋ (G) υπάρχει μια γλουταμίνη (Q). 

 

Στι̋ α, μ, π, σ GSTs μια συντηρημένη τυροσίνη στην Ν-τελική περιοχή είναι απαραίτητη για 

την κατάλυση η οποία πραγματοποιείται μέσω αλληλεπίδραση̋ τη̋ φαινολική̋ 

υδροξυλομάδα̋ τη̋ τυροσίνη̋ με τη σουλφυλομαδα τη̋ GSH (Liu et al., 1992, Kong et al., 

1992, Stenberg et al., 1991). Το συγκεκριμένο αμινοξικό κατάλοιπο είναι επίση̋ 

συντηρημένο σε αρκετέ̋ βακτηριακέ̋ GSTs. Σε μελέτε̋ που έχουν διεξαχθεί και στι̋ οποίε̋ 

πραγματοποιήθηκαν σημειακέ̋ μεταλλάξει̋, δείχνουν ότι σε κάποιε̋ περιπτώσει̋ η τυροσίνη 

είναι πράγματι απαραίτητη στην κατάλυση (Armstrong, 1997, Wilce and Parker, 1994) ενώ 

σημειακέ̋ μεταλλάξει̋ σε GSTs που απομονωθήκαν από τα βακτήρια E. coli και P. mirabilis 

αποκαλύπτουν ότι η τυροσίνη στη θέση αυτή δεν διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην 

καταλυτική διαδικασία (Nishida, et al., 1994, Casalone et al., 1998). Οι θ τάξη̋ GSTs από το 

φυτό Arabidopsis thaliana (Reinemer et al., 1996) και την αυστραλιανή μυγα Lucilia cuprina 

(Wilce et al., 1995) στερούνται τη̋ συγκεκριμένη̋ τυροσίνη̋ στο ενεργό κέντρο, ενώ 

σημειακέ̋ μεταλλάξει̋ που διεξήχθησαν έδειξαν ότι ένα αμινοξικό κατάλοιπο σερίνη̋ στην 
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Ν-τελική περιοχή  εμπλέκεται στην κατάλυση (Board et al., 1995). Στη δομή αυτή̋ τη̋ GST, 

μάλιστα, η τυροσίνη σε αυτή τη θέση προσανατολίζεται μακριά από το ενεργό κέντρο αντί να 

βρίσκεται άμεσα απέναντι από τη γλουταθειόνη ενώ η Ser9 θεωρήθηκε το καταλυτικό 

αμινοξύ που ενεργοποιεί την GSH (Wilce et al., 1995). Στην πρωτεΐνη AtuGST4 το αμινοξικό 

κατάλοιπο Ser24 (στον βρόγχο που έπεται του β1 ελάσματο̋) ενδεχομένω̋ να εμπλέκεται 

στον μηχανισμό απελευθέρωση̋ του προϊόντο̋ και στη διαμόρφωση τη̋ N-τελική̋ περιοχή̋ 

κοντά στο ενεργό κέντρο. Για να επιβεβαιωθεί αυτή η υπόθεση και να διευκρινιστεί ο ρόλο̋ 

του συγκεκριμένου αμινοξικού καταλοίπου στην κατάλυση, πραγματοποιήθηκε κατευθυνό-

μενη μεταλλαξογένεση του Ser25 σε Ala. Η επίδραση τη̋ μετάλλαξη̋ στην καταλυτική 

συμπεριφορά του ενζύμου αναλύεται στη συνέχεια. 

 

Αξίζει να τονιστεί ότι προκειμένου να προσδεθεί το μόριο του αναστολέα στο ενεργό κέντρο 

τη̋ πρωτεΐνη̋ πρέπει αρχικά να λάβουν την ενεργειακά ευνοϊκότερη διαμόρφωση (Guida, 

1994). Αυτή η διαμόρφωση παίζει καθοριστικό ρόλο στην αλληλεπίδραση του ενεργού 

κέντρου τη̋ πρωτεΐνη̋ με το υπόστρωμα (η αλληλεπίδραση επιτυγχάνεται όταν το μόριο του 

υποστρώματο̋ μεταβαίνει από μία ενεργειακά ευνοϊκή διαμόρφωση στην οποία βρίσκεται, σε 

μία διαμόρφωση συμπληρωματική τη̋ διαμόρφωση̋ του υποδοχέα). Επομένω̋, προκειμένου 

να εντοπιστεί η ευνοϊκότερη διαμόρφωση, απαιτείται να μελετηθούν οι επιφάνειε̋ επαφή̋ με 

σκοπό να εξαχθούν χρήσιμα συμπεράσματα. Στη μελέτη αυτή, πρέπει να ληφθούν υπόψη δύο 

βασικέ̋ αρχέ̋, οι οποίε̋ έχουν αναγνωριστεί ω̋ σημαντικέ̋ τόσο για την αναγνώριση όσο 

και το ταίριασμα του ένζυμου με το υπόστρωμα (Kuntz, 1992). Η πρώτη αρχή είναι γνωστή 

ω̋ αρχή τη̋ συμπληρωματικότητα̋ ω̋ προ̋ τη μορφή-στερεοχημεία. Η μορφή των 

δραστικών μορίων (τουλάχιστον γεωμετρικά) είναι συμπληρωματική, και αυτό γιατί έχει 

παρατηρηθεί ικανοποιητικό ταίριασμα ανάμεσα στα μόρια που έρχονται σε επαφή. H 

δεύτερη αρχή είναι γνωστή ω̋ αρχή τη̋ συμπληρωματικότητα̋ ω̋ προ̋ την ηλεκτρονιακή 

διαμόρφωση. Έχει επίση̋ αποδειχθεί ότι υπάρχει μεγάλη χημική συμπληρωματικότητα 

(δεσμοί υδρογόνου, ηλεκτροστατικέ̋ αντιδράσει̋, κ.τ.λ) ανάμεσα στα μόρια που έρχονται σε 

επαφή (Lenhof, 1995). Παρόλο που η δεύτερη αρχή είναι η πιο σημαντική, υπάρχει η δυνατό-

τητα αναγνώριση̋ πολλών μορίων ικανών να ενωθούν μόνο με τη βοήθεια τη̋ αρχή̋ τη̋ συ-

μπληρωματικότητα̋ τη̋ μορφή̋ (Mezey, 2000). 

 

Η H-θέση του ενεργού κέντρου, όπω̋ παρατηρήθηκε κατά την ανάλυση τη̋ κρυσταλλική̋ 

δομή̋, περιβάλλεται από θετικά αμινοξέα αργινίνη̋ (Arg29, Arg33, Arg184, Arg185) τα ο-

ποία συγκροτούν μια θετικά φορτισμένη περιοχή (Σχήμα 4.34). Η  Arg185 αποτελεί ένα από 

τα αμινοξικά κατάλοιπα που συγκροτούν την Η-θέση του ενεργού κέντρου και αποτέλεσε 

στόχο σημειακή̋ μεταλλαξιγένεση̋. Σκοπό̋ τη̋ μετάλλαξη̋ ήταν να ερευνηθεί αν η θέση 

του συγκεκριμένου αμινοξέο̋ ενδεχομένω̋ ευθύνεται για πιθανή συμμετοχή του στον 
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καταλυτικό μηχανισμό. Η πλευρική ομάδα του αμινοξέο̋ δημιουργεί αλληλεπιδράσει̋ με 

όλου̋ του̋ άνθρακε̋ του φαινολικού δακτυλίου του 4-νιτροφαινυλο-τμήματο̋ του αναστο-

λέα σε αποστάσει̋ 3.47-4.5 Å (Σχήμα 4.33). Η ισχυρή αλληλεπίδραση τη̋ Arg185 με τον 

φαινολικό δακτύλιο του αναστολέα ενδεχομένω̋ σταθεροποιεί τη δέσμευση αρωματικών 

υποστρωμάτων στο ενεργό κέντρο. 

 

Οι αλληλεπιδράσει̋ τη̋ Phe21 με το 4-νιτροφαινυλο-τμήμα του αναστολέα ενδεχομένω̋ να 

παίζουν ρολό στη διαμόρφωση τη̋ θέση̋ και του προσανατολισμού του προσδεμένου στο 

ενεργό κέντρο μορίου. Επίση̋, το συγκεκριμένο αμινοξικό κατάλοιπο πιθανότατα να 

επηρεάζει τη διαμόρφωση τη̋ Η2 α-έλικα̋, γιατί παρόλο που δεν ανήκει σε αυτή βρίσκεται 

σε άμεση επαφή με αμινοξικά τη̋ κατάλοιπα. Οι Η2 έλικε̋ στι̋ GSTs έχουν υψηλή δομική 

ευκαμψία (Ricci et al., 1996). Η ανάλυση τη̋ κρυσταλλική̋ δομή̋ σε GST τη̋ σ τάξη̋ έδειξε 

ότι η περιοχή αυτή είναι ιδιαίτερα εύκαμπτη από στοιχεία που προέκυψαν μελετώντα̋ τον 

μέσο όρο θερμικών συντελεστών (Ji et al., 1995). Επίση̋ η συγκεκριμένη περιοχή εμφανίζει 

ιδιαίτερη ευκαμψία απουσία υποστρωμάτων και στην π τάξη (Vega et al., 1998, Oakley et al., 

1998). 

 

Πραγματοποιήθηκε κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 και με τη μέ-

θοδο quick change PCR προκληθήκαν σημειακέ̋ μεταλλάξει̋ στα αμινοξικά κατάλοιπα 

Phe22 και Ser25 τα οποία μετατραπήκαν σε Ala. Για τη μετάλλαξη του Arg187σε Ala 

εφαρμόσθηκε η μέθοδο̋ επικαλυπτόμενη̋ επιμήκυνση̋ (Παράγραφο̋ 4.3.10.1).  Η μετάλλα-

ξη των τριών συνολικά αμινοξέων (Phe22, Ser25, Arg187) βασίστηκε στη ανάλυση τη̋ κρυ-

σταλλική̋ δομή̋ του ένζυμου και αποσκοπούσε στην αποσαφήνιση του ρόλου των καταλοί-

πων στη διαδικασία του καταλυτικού μηχανισμού. Τα πειραματικά αποτελέσματα που προέ-

κυψαν οδήγησαν σε συγκριτικά συμπεράσματα μεταξύ των ενζύμων συμπεριλαμβανομένου 

και του άγριου τύπου. Ο καθαρισμό̋ πραγματοποιήθηκε με χρωματογραφία συγγένεια̋ σε 

στήλη με ακινητοποιημένο νικέλιο (Ni
+2

) και η διαδικασία που εφαρμόσθηκε είναι η ιδία με 

αυτή που ακολουθήθηκε για ο καθαρισμό του άγριου τύπου (παράγραφο̋ 2.4.17). Σύμφωνα 

με τα αποτελέσματα του καθαρισμού η ανάκτηση που επιτεύχθηκε για τη μεταλλαγμένη 

μορφή Phe22Ala (45,37%) είναι αρκετά χαμηλή συγκριτικά με τα ποσοστά ανάκτηση̋ των 

μεταλλαγμένων ενζύμων Ser25Ala και Arg187Ala (98,12% και 87,63% αντίστοιχα). 

Ωστόσο, η εικόνα τη̋ ηλεκτροφορητική̋ αποτύπωση̋ των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών 

(Σχήμα 4.43) αποκαλύπτει υψηλή καθαρότητα για το σύνολο των ενζύμων. 

 

Όσον αφορά την κινητική μελέτη των μεταλλαγμένων μορφών, πραγματοποιήθηκε αρχικά 

κινητική ανάλυση των ενζύμων ω̋ προ̋ τα υποστρώματα GSH και CDNB. Η μεταλλαγμένη 

μορφή Arg187Ala παρουσίασε αξιοσημείωτη μείωση στι̋ τιμέ̋ σταθερών εξειδίκευση̋ 
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(kcat/Κm) για τα GSH και CDNB σε σχέση με τον άγριο τύπο. Η ταυτόχρονη αύξηση στι̋ τι-

μέ̋ τη̋ Κm σε σύγκριση με τον άγριο τύπο, διαφοροποίησε σε μεγάλο βαθμό την κινητική 

συμπεριφορά τη̋ πρωτεΐνη̋ Arg187Ala σε σχέση με τα μεταλλαγμένα ένζυμα Phe22Ala και 

Ser25Ala τα οποία δεν εμφάνισαν σημαντικέ̋ διαφορέ̋. Από τα παραπάνω γίνεται φανερή η 

άμεση συμμετοχή του καταλοίπου Arg187 στον καταλυτικό μηχανισμό, στη δέσμευση του 

GSH και στη σταθεροποίηση του ενεργού κέντρου.  

 

Ο προσδιορισμό̋ των κινητικών σταθερών των μεταλλαγμένων μορφών και του άγριου τύ-

που πραγματοποιήθηκε και για τα υποστρώματα CuOOH/GSH. Για το υπόστρωμα CuOOH 

για το οποίο η πρωτεΐνη AtuGST4 εμφανίζει αυξημένη ειδική δραστικότητα σε σχέση με το 

προτυπο υπόστρωμα των GSTs το CDNB, οι μεταλλαγμένε̋ μορφέ̋ Phe22 και Ser25 παρου-

σιάζουν δραματικέ̋ μεταβολέ̋ στι̋ τιμέ̋ τη̋ σταθερά̋ εξειδίκευση̋. Το γεγονό̋ αυτό σε 

συνδυασμό με την σημαντική αύξηση στι̋ κινητικέ̋ σταθερέ̋ Km και kcat φανερώνουν ότι τα 

δυο αμινοξικά κατάλοιπα πιθανότατα εμπλέκονται στον μηχανισμό δέσμευση̋ του υπεροξει-

δίου CuOOH. Αναλυτικότερα, λόγω τη̋ μετατροπή̋ του ογκώδου̋ αμινοξέο̋ Phe22, που 

βρίσκεται στο κάτω μέρο̋ τη̋ H θέση̋, σε Ala ενδεχομένω̋ αναπροσαρμόζονται η παύουν 

να υφίστανται οι αλληλεπιδράσει̋ τόσο με το ενεργό κέντρο όσο και με την H2 α-έλικα. 

Πιθανότατα, επομένω̋, επηρεάζουν τη δέσμευση του υπεροξειδίου καθώ̋ είναι δυνατό να 

προκαλείται αναδιοργάνωση τη̋ δομή̋ στη συγκεκριμένη περιοχή.  

 

Σχετικά με το αμινοξικό κατάλοιπο Ser25, παρατηρούμε ότι βρίσκεται στον βρόγχο μήκου̋ 

12 αμινοξικών καταλοίπων που συνδέει το β1 έλασμα με την Η1 έλικα. Ο συγκεκριμένο̋ 

βρόγχο̋ φράζει την είσοδο στην Η-θέση του ενεργού κέντρου και όπω̋ φαίνεται και στο 

Σχήμα 4.47 παρουσιάζει μεγάλη κινητικότητα και ευκαμψία (υψηλοί Β συντελεστέ̋). Η με-

τάλλαξη Ser25Ala πιθανότατα να μεταβάλλει τη διαμόρφωση του βρόγχου με συνακόλουθη 

επίδραση στην πρόσδεση του υποστρώματο̋ αλλά και την απελευθέρωση του προϊόντο̋ τη̋ 

κατάλυση̋.  
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ΣΧΗΜΑ 4.47. Παρουσίαση τη̋ θέση̋ του αμινοξικού καταλοίπου Ser24 τη̋ H θέση̋ του ενεργού κέ-

ντρου τη̋ υπομονάδα̋ Α. H Ser24 τοποθετείται στο βρόγχο που συνδέει το β1 έλασμα με την Η1 α-

έλικα και ο οποίο̋ εμποδίζει την είσοδο στην Η θέση του ενεργού κέντρου. Οι δυο υπομονάδε̋ χρω-

ματίζονται με βάση του̋ Β συντελεστέ̋ που εμφανίζουν, με μπλε χρώμα αναπαρίστανται οι χαμηλότε-

ροι Β συντελεστέ̋ (και ακολουθούν κατά αυξανόμενο βαθμό οι γαλάζιοι, πράσινοι και κίτρινοι). Επο-

μένω̋ ο βρόγχο̋ στον οποίο βρίσκεται η Ser24 είναι ιδιαιτέρα εύκαμπτο̋ (πράσινο χρώμα). Το μόριο 

του αναστολέα παρουσιάζεται με κόκκινε̋ σφαίρε̋ Το σχήμα παρήχθη με το πρόγραμμα PyMOL 

(Delano, 2002). 

 

 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση του ιξώδου̋ στι̋ κινητικέ̋ σταθερέ̋ των μεταλλαγμέ-

νων μορφών έτσι ώστε να αναλυθεί η συνεισφορά των συγκεκριμένων μεταλλάξεων στο κα-

θοριστικό στάδιο (rate limiting step) και στη χημεία τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋. Από τα 

αποτελέσματα τη̋ μελέτη̋ όπω̋ αυτά αναλύονται στην παράγραφο 4.3.10.5, η Ser24 

φαίνεται να εμπλέκεται στον καθορισμό του καθοριστικού σταδίου τη̋ καταλυτική̋ 

αντίδραση̋ όσον αφορά το υπόστρωμα CDNB, ενώ για το CuOOH διαπιστώνουμε ότι το 

συγκεκριμένο κατάλοιπο δεν φαίνεται να επηρεάζει την κατάλυση. Ο ρόλο̋ επομένω̋ που 

παίζει η Ser25 στην κατάλυση φαίνεται να είναι σημαντικό̋ μόνο για μερικά συγκεκριμένα 

δεύτερα υποστρώματα. Η δομή του ένζυμου ενδεχομένω̋ τροποποιείται με το CuOOH ω̋ 

δεύτερο υπόστρωμα τονίζοντα̋ έτσι ότι αλλά αμινοξέα μπορεί να συμμετέχουν στην  κατά-

λυση. Άλλωστε, οι υψηλοί Β-συντελεστέ̋ του βρόγχου στον οποίο τοποθετείται το κατάλοι-

πο τη̋ σερίνη̋, αποκαλύπτουν την αρκετά μεγάλη ευλυγισία του συγκεκριμένου δομικού 

Ser24 
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στοιχειού (Σχήμα 4.47). Το γεγονό̋ αυτό σε συνδυασμό με τη σημαντική θέση του βρόγχου 

σε σχέση με την Η-θέση του ενεργού κέντρου, καθιστούν τη μετάλλαξη Ser25Ala σημαντική 

για τη διαδικασία τη̋ κατάλυση̋ παρουσία του υποστρώματο̋ CDNB. Σημειακέ̋ μεταλλά-

ξει̋ που έχουν πραγματοποιηθεί σε GSTs τη̋ θ και ζ τάξη̋ αλλά και από το στέλεχο̋ Ochro-

bacterium anthropi αποδεικνύουν την ύπαρξη μια̋ συντηρημένη̋ σερίνη̋ κοντά στο ενεργό 

κέντρο που εμπλέκεται στην κατάλυση (Favaloro et al., 1998). 

 

Με βάση τα αποτελέσματα των πειραματικών διαδικασιών συσχέτιση̋ τη̋ μεταβολή̋ του 

ιξώδου̋ και τη̋ κινητικη̋ συμπεριφορα̋ των ενζύμων διαπιστώθηκε ότι  τα κατάλοιπα 

Arg187Ala και Phe22Ala δεν εμπλέκονται στον καθορισμό του καθοριστικού σταδίου τη̋ 

καταλυτική̋ αντίδραση̋.  Συνεπώ̋, οι δομικέ̋ μεταβολέ̋ εκατέρωθεν τη̋ Η-θέση̋ του ενερ-

γού κέντρου ενδεχομένω̋ συνεισφέρουν στον καταλληλότερο προσανατολισμό και την απο-

τελεσματικότερη δέσμευση του υποστρώματο̋ ή ακόμη επηρεάζουν την απελευθέρωση των 

προιοντων από το ενεργό κέντρο. 

 

Η προσπάθεια κατανόηση̋ του καταλυτικού μηχανισμού τη̋ πρωτεΐνη̋ AtuGST4 και τη̋ 

ερμηνεία̋ του με βάση τα δομικά στοιχειά του ένζυμου υποδεικνύουν ότι η συγκεκριμένη 

πρωτεΐνη διαφοροποιείται από άλλε̋ βακτηριακέ̋ GSTs. Το ένζυμο μοιάζει περισσότερο με 

τι̋ ευκαρυωτικέ̋ GSTs τη̋ θ τάξη̋ καθώ̋ εμφανίζει πολλά χαρακτηριστικά που 

παρατηρούνται κυρίω̋ στη συγκεκριμένη τάξη των GSTs. Η μη δέσμευση τη̋ πρωτεΐνη̋ σε 

στήλε̋ χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ βασισμένε̋ σε ακινητοποιμένα παράγωγα γλουταθειόνη̋ 

(GSH-agarose, S-hexyl-GSH-agarose) αποτελεί ένα από αυτά. Γονίδια από ένζυμα παρόμοια 

με αυτά τη̋ θ τάξη̋ είναι ευρέω̋ διάσπαρτα στη φύση, βρίσκονται σε βακτήρια, ζύμη, φυτά, 

έντομα και άλλε̋ πηγέ̋ (Pemble & Taylor, 1992). Επιπλέον, η υπό εξέταση πρωτεΐνη 

εμφανίζει δραστικότητα ω̋ προ̋ το CDNB αλλά κυρίω̋ ω̋ προ̋ το υπεροξείδιο του 

κουμενίου. Κατ’αντιστοιχία πρέπει να τονιστεί ότι κοινό χαρακτηριστικό των GSTs θ τάξη̋ 

είναι η συγγένεια που εμφανίζουν έναντι υδρουπεροξειδίων. Δυο GSTs τη̋ θ τάξη̋ η GST 5-

5 και GST 5*-5* που απομονωθήκαν από αρουραίο βρέθηκε ότι αποτοξινώνουν DNA 

υδρουπεροξείδια (Tan et al., 1988). Η GST Yrs-Yrs, εμφανίζει δραστικότητα έναντι υδρου-

περοξειδίων πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (Hiratsuka et al., 1994) ενώ το CuOOH, έδειξε 

να αποτελεί ένα άριστο υπόστρωμα για την  GSTT2-2 (Hussey & Hayes, 1992).  

 

Για αυτόν τον λόγο, η δραση υπεροξειδάση̋ που εμφανίζει η πρωτεΐνη AtuGST4, ενισχύει 

περαιτέρω την άποψη ότι κύριο̋ ρόλο̋ τη̋ πιθανότατα είναι η προστασία των κυττάρων από 

οξειδωτική καταπόνηση και ενδεχομένω̋ δρα ω̋ μέρο̋ του προστατευτικού μηχανισμού των 

οργανισμών υπό συνθήκε̋ καταπόνηση̋. Τέλο̋, όσον αφορά την ενζυμική δραστικότητα 

έναντι του CDNB, κάποιε̋ GSTs τη̋ θ τάξη̋ παρουσιάζουν δραστικότητα ω̋ προ̋ το συγκε-
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κριμένο υπόστρωμα (π.χ όπω̋ αυτή από το μπρόκολο, Lopez et al., 1994), αποκλείοντα̋ ω̋ 

απόλυτο κριτήριο ταξινόμηση̋ μια̋ πρωτεΐνη̋ στη θ τάξη την έλλειψη ενζυμική̋ δραστικό-

τητα̋ ω̋ προ̋ το CDNB, το οποίο κυριαρχούσε μέχρι πρόσφατα.  
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Οι GSTs αρχικά ανακαλύφθηκαν σε ζώα τη δεκαετία του 1960 λόγω του σημαντικού ρόλου 

που διαδραμάτιζαν στον μεταβολισμό των φαρμάκων (Booth et al., 1961). Η παρουσία του̋ 

στα φυτά εντοπίστηκε λίγο αργότερα το 1970, όταν μια GST από αραβόσιτο εμφάνισε ενζυ-

μική δραστικότητα υπεύθυνη για τη σύζευξη τη̋ ατραζίνη̋ με τη γλουταθειόνη, προστατεύο-

ντα̋ την καλλιέργεια από το συγκεκριμένο ζιζανιοκτόνο (Frear & Swanson, 1970).  

 

Η οικογένεια των φυτικών GSTs υποδιαιρείται σε οχτώ τάξει̋, επτά από τι̋ οποίε̋ [(φ, τ, ζ, 

θ, λ, ομάδα πρωτεϊνών με δράση αναγωγάση̋ τη̋ αφυδροασκορβάση̋ (DHAR) και απαλογο-

νάση̋ τη̋ τετραχλωρο-υδροκινόνη̋ (TCHQD)] είναι διαλυτέ̋ και μια είναι μικροσωμιακή. Η 

κατανομή των ενζύμων GSTs οι οποίε̋ ανήκουν στι̋ προαναφερθείσε̋ τάξει̋, σε ορισμένα 

φυτικά είδη, παρουσιάζεται, στον Πίνακα 5.1. Τον μεγαλύτερο αριθμό GST ισοενζύμων εμ-

φανίζει το ρύζι (συνολικό̋ αριθμό̋ GSTs 59) με αφθονότερο αντιπρόσωπο την τ τάξη. Ακο-

λουθούν το φυτικό είδο̋ Arabidopsis italiana που περιλαμβάνει 54 συνολικά GSTs και το 

σιτάρι με δυο λιγότερου̋ αντιπροσώπου̋. Από τι̋ συνολικά οχτώ φυτικέ̋ τάξει̋, η τ τάξη 

είναι αυτή που περιλαμβάνει τον μεγαλύτερο αριθμό ενζύμων GSTs σε όλα τα φυτικά είδη. 

Εξαίρεση αποτελεί το σιτάρι, στο οποίο το μεγαλύτερο ποσοστό των GSTs προέρχεται από 

την φ τάξη. Μέχρι σήμερα, περισσότερα από 271 ένζυμα GSTs έχουν ανακαλυφθεί σε φυτά. 

Εκτό̋ από τα φυτικά είδη που έχουν ήδη αναφερθεί ο αραβόσιτο̋, η σόγια και το Triticum 

tauschii (αγρία ποικιλία σιταριού) αποτελούν μερικά ακόμη είδη φυτών στα οποία συναντού-

με ένζυμα GSTs.   
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Φυτικά Είδη  φ τ θ ζ DHAR λ TCHQD Μικροσωμιακέ̋ Σύνολο 

 
Αραβίδοψη (Arabidopsis thaliana) 

 

13 

 

28 

 

2 

 

2 

 

4 

 

3 

 

1 

 

1 
 

54 

 

Σιτάρι (Triticum) 

 

Κολοκύθα (Curcurbita pepo) 

 

Αραβόσιτο̋ (Zea mays) 

 

25 

 

 1 

 

12 

 

 

8 

 

3 

 

28 

 

9 

 

— 

 

— 

 

10 

 

— 

 

2 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

52 

 

4 

 

42 

Σόγια (Glycine max) 4 20 — 1 1 — — — 26 

 
Aγριοσίταρο (Triticum tauschii)  

 
Αλεπονουρά (Alopecurus myosuroides)  

 

6 

 

1 

 

8 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

1 

 

— 

 

1 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

16 

 

1 

 

Τομάτα (Lycopersicon) 

 

— 

 

5 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 
 

5 

 

Σινάπι (Brassica juncea) 

 

Ρύζι (Oryza) 

 

1 

 

16 

 

— 

 

40 

 

— 

 

— 

 

— 

 

2 

 

— 

 

1 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

1 

 

59 

 

Σπανάκι (Spinacia) 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

1 

 

— 

 

— 

 

— 
 

1 

 
Τριφύλλι (Medicago truncatula)  

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

1 

 

— 

 

— 

 

— 
 

1 

 

Μπρόκολο (Brassica oleracea italic) 

 

— 

 

— 

 

1 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 
 

1 

 
Ελαιοκράμβη (Brassica napus)  

 
Καπνό̋ (Nicotiana benthamiana)  

 

— 

 

1 

 

— 

 

3 

 

— 

 

— 

 

3 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

3 

 

4 

 

Πεύκο (Pinus  tabulaeformis)  

 

— 

 

1 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 

 

— 
 

1 

 

 

Οι GSTs ήδη από το 1970 εδραιωθήκαν ω̋ αποτοξινωτικά ένζυμα φάση̋ II. Στη φάση Ι οι 

χημικέ̋ ουσίε̋ τροποποιούνται ώστε να αποτελέσουν εύκολο στόχο για ένα ή περισσότερα 

ενζυμικά συστήματα τη̋ φάση̋ II. Η φάση II τη̋ αποτοξίνωση̋ σχετίζεται με τη διαδικασία 

σύζευξη̋ κατά την οποία ένα προστατευτικό συστατικό δεσμεύεται σε μια τοξική ουσία. Η 

αντίδραση σύζευξη̋ είτε απενεργοποιεί την τοξική ουσία είτε την μετατρέπει σε μια άλλη 

μορφή. Επιπλέον συμμετέχουν σε πολλέ̋ ακόμη απαραίτητε̋ για την ανάπτυξη και εξέλιξη 

λειτουργίε̋ των φυτών. Καταλύουν τη νουκλεόφιλη σύζευξη τη̋ GSH με ένα ευρύ φάσμα 

υδρόφοβων ηλεκτρονιόφιλων υποστρωμάτων. Στα φυτά, το συζευγμένο προϊόν απορροφάται 

στο χυμοτόπιο ή μεταφέρεται στον αποπλάστη (Grzam et al., 2006,  2007, Ohkama-Ohtsu et 

al., 2007a, Ferretti et al., 2009).  Οι GSTs των φ και τ τάξεων, οι οποίε̋ εμφανίζουν τη μεγα-

λύτερη αφθονία και ευρεία εξειδίκευση στα φυτά, είναι αυτέ̋ που κυρίω̋ εμπλέκονται στον 

μεταβολισμό ξενοβιοτικών ενώσεων. Η ζ και θ τάξη̋ GSTs παρουσιάζουν πολύ περιορισμέ-

νη ενζυμική δραστικότητα έναντι ξενοβιοτικών ουσιών. Επιπλέον, οι θ τάξη̋ GSTs εμφανί-

ζουν δράση υπεροξειδάση̋ και συμμετέχουν σε διαδικασίε̋ οξειδωτική̋ καταπόνηση̋, σε 

  ΠΙΝΑΚΑΣ 5.1. Κατανομή των GSTs σε διάφορα φυτικά είδη. 
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αντίθεση με τη̋ ζ τάξη̋ GSTS που δρουν ω̋ ισομεράσε̋ και καταλύουν την μετατροπή του 

μαλειλακετοοξικού οξέο̋ σε φουμαρυλακετοοξικό (Fernandez-Canon et al., 1998). Οι GSTs 

τη̋ ζ τάξη̋ παίρνουν επίση̋ μέρο̋ στον καταβολισμό τη̋ τυροσίνη̋ (Thom et al., 2001). Οι  

DHAR και λ τάξη̋ GSTs λειτουργούν ω̋ θειολτρανσφεράσε̋ (Edwards & Dixon, 2005). Οι 

μικροσωμιακέ̋ GSTs αποτελούν μέλη τη̋ οικογένεια̋ MAPEG (μεταβολισμό̋ εικοσανοει-

δών λιπαρών οξέων και γλουταθειόνη̋) (Jakobsson et al., 1999). Μια πληθώρα μελετών ε-

φαρμόζοντα̋ τόσο πρωτεωμικέ̋ όσο και γενωμικέ̋ μεθόδου̋  έχουν σταθεί αρωγοί στο να 

αποκαλυφθεί η λειτουργική ποικιλότητα αυτών των ενζύμων. Το σύνολο των λειτουργιών 

που επιτελούν στα φυτά τα ένζυμα GSTs παρουσιάζεται διαγραμματικά στο Σχήμα 5.1. 
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Τοξίνη-SG Φλαβονοειδέ̋ 

Τοξίνη -SR 

ΟΞΕΙΔΩΤΙΚH KATAΠΟΝΗΣΗ 

(γ) 

Οξειδωτικο στρε̋ 

(δ) 

R-OOH + 2GSH 

GST 

R-OH + GS-SG 

Απόπτωση 

      GST + GSH 

Κυτταρικό̋ θάνατο̋ 

(ε) (στ) 

ΣΗΜΑΤΟΔΟΤΙΚΟ ΜΟΝΟΠΑΤΙ 

UV 

GST + GSH 

Συνθάση τη̋ χαλκόνη̋ 

Φλαβονοειδή 

ΠΡΩΤΟΓΕΝΗΣ  ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ  

Καταβολισμό̋ τυρίνη̋ 

Μαλειλακετοοξικό  οξύ 

Φουμαρυλακετοοξικό οξύ 

Φουμαρικό οξύ + ακετοοξικό οξύ 

ΔΕΥΤΕΡΟΓΕΝΗΣ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ 

Τοξίνη + GSH 

Τοξίνη-SG 

GST 

GST + φλαβονοειδέ̋ 

GST- φλαβονοειδέ̋ σύμπλοκο 

(α) (β) 

GSTZ + GSH 

Κυτοσόλιο 

Χυμοτόπιο 

 

ΣΧΗΜΑ 5.1. Λειτουργίε̋ GST στα φυτά. (α) στο δευτερογενή μεταβολισμό οι GSTs λειτουργούν μέσω 

σύζευξη̋ ηλεκτρονιόφιλων ενώσεων με τη γλουταθειόνη, τα συζευγμένα μόρια μεταφέρονται στη συ-
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νέχεια στο χυμοτόπιο με τη βοήθεια ABC μεταφορέων (στο σχήμα παριστάνονται με κύκλου̋) πριν τη 

διαδικασία τη̋ πρωτεόλυση̋, (β) μερικέ̋ GSTs τη̋ φ και τ τάξη̋ επίση̋ απαιτούνται για τη μεταφορά 

φλαβονοειδών χρωστικών στο χυμοτόπιο (κόκκινο χρώμα). Ο ρόλο̋ των GSTs στον οξειδωτικό μετα-

βολισμό περιλαμβάνει: (γ) δράση ω̋ υπεροξειδάσε̋ του γλουταθείου που μπορούν να μειώσουν τα 

υδρουπεροξείδια των λιπών, (δ) αντιοξειδωτικό ρόλο προστατεύοντα̋ από την απόπτωση και τον κυτ-

ταρικό θάνατο και (ε) συμμετοχή στο σύστημα σηματοδότηση̋ καταπονήσεων παίζοντα̋ ρόλο στην 

επαγωγή τη̋ συνθάση̋ τη̋ χαλκόνη̋ μετά την έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία. Τέλο̋ οι ζ τάξη̋ 

GSTs (GSTZ) συμμετέχουν στον πρωτογενή μεταβολισμό ω̋ μαλειλακετοοξικέ̋ ισομεράσε̋. Τα πλα-

τιά τόξα στο σχήμα υποδηλώνουν διαδικασία επαγωγή̋. Τα λεπτά τόξα δείχνουν ενζυμικέ̋ αντιδρά-

σει̋. Οι λεπτέ̋ κόκκινε̋ οριζόντιε̋ γραμμέ̋  υποδηλώνουν αναστολή τη̋ αντίδραση̋. 

 

 

Οι πρωτεΐνε̋ GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 οι οποίε̋ μελετώνται στο παρόν κεφάλαιο 

προέρχονται από το φυτό σόγια και ανήκουν στην τάξη τ των GSTs (Παράγραφο̋ 2.1.2). Α-

ναφερόμενοι στη διεθνή βιβλιογραφία, οι McGonigle et al. (2000), ταυτοποίησαν και μελέ-

τησαν GST αλληλουχίε̋ από σόγια (Glycine max). Εντόπισαν 25 GSTs στη σόγια οι οποίε̋ 

αντιπροσωπεύουν την πλειοψηφία των επεκφρασμένων GSTs στο συγκεκριμένο φυτικό εί-

δο̋. Σύμφωνα με τα κριτήρια ταξινόμηση̋ των Droog et al. (1995), στη σόγια βρέθηκαν 4 

GSTs τύπου I, 1 GST τύπου II και 20 GSTs τύπου III συμπεριλαμβανομένων αυτών που έ-

χουν ήδη περιγραφεί στη διεθνή λογοτεχνία (Ulmasov et al., 1995, Andrews et al., 1997, 

McGonigle and O’Keefe, 1998, Skipsey et al., 2000). Οι GSTs που εντοπίστηκαν στη σόγια 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.2. 

 

Στην ίδια μελέτη επίση̋ παρατηρήθηκε ότι ο αραβόσιτο̋, ένα μονοκοτυλήδονο φυτό, περιέ-

χει παρόμοιο αριθμό γονιδίων τύπου I και τύπου III ενώ η σόγια, ένα δικοτυλήδονο φυτό, 

έχει σαφώ̋ μεγαλύτερο αριθμό γονιδίων τύπου III παρά τύπου I (McGonigle et al., 2000). 

Παρολαυτά, η παρατήρηση αυτή δεν αποκαλύπτει μία αποδεδειγμένη διαφορά ανάμεσα σε 

μονοκοτυλήδονα και δικοτυλήδονα φυτά αφού στη δικοτυλήδονη Αραβίδοψη (Arabidopsis) 

η πλειοψηφία των (δημοσιευμένων) GSTs είναι τύπου I (Marrs, 1996). Σε μία άλλη μελέτη 

βρέθηκε ότι το σιτάρι, ένα εξαπλοειδέ̋ φυτό, που περιέχει πολύπλοκη ομάδα από GSTs, φαί-

νεται να έχει περίπου ίδιο αριθμό GSTs τύπου I και τύπου III (B. McGonigle and D.P. 

O’Keefe, unpublished data). Αυτό που θα μπορούσε να πει κανεί̋ με μεγαλύτερη σιγουριά, 

είναι ότι οι GSTs Τύπου II φαίνεται να αποτελούν «φτωχού̋» αντιπροσώπου̋ των φυτικών 

ενζύμων αφού εμφανίζονται σε μεμονωμένα γονίδια (2 στον αραβόσιτο και 1 στη σόγια) και 

σε χαμηλά επίπεδα έκφραση̋ (μόνο το 2%–4% μεμονωμένων cDNAs αντιπροσωπεύει τι̋ 

GSTs τύπου II). Ανάμεσα στα φυτικά είδη, έχουν κλωνοποιηθεί GSTs τύπου II και από γα-

ρύφαλλο (Meyer et al., 1991,  Itzhaki and Woodson, 1993).  



 
216 

 

 

ΤΥΠΟΣ ΟΝΟΜΑ ΚΩΔΙΚΟΣ  ΝCBI  

Tύπο̋ I GSTs GmGSTU21 AF243376 

  GmGSTU22 AF243377 

 
 GmGSTU23 AF243378 

 
 GmGSTU24 AF243379 

 
Tύπο̋ II GSTs GmGSTU25 AF243380 

 
Tύπο̋ III GSTs GmGSTU1 J03197, M20363 

 
 GmGSTU2 Y10820 

 
 GmGSTU3 X68819 

 
 GmGSTU4 AF048978 

 
 GmGSTU5 AF243360 

 
 GmGSTU6 AF243361 

 
 GmGSTU7 AF243362 

 
 GmGSTU8 AF243363 

 
 GmGSTU9 AF243364 

 
 GmGSTU10 AF243365 

 
 GmGSTU11 AF243366 

 
 GmGSTU12 AF243367 

 
 GmGSTU13 AF243368 

 
 GmGSTU14 AF243369 

 
 GmGSTU15 AF243370 

 
 GmGSTU16 AF243371 

 
 GmGSTU17 AF243372 

 
 GmGSTU18 AF243373 

 
 GmGSTU19 AF243374 

 
 GmGSTU20 AF243375 

 

 

Ο ρόλο̋ ορισμένων GSTs τη̋ τ τάξη̋ από σόγια στην αποτοξίνωση από ζιζανιοκτόνα πα-

ρουσιάζεται στον Πίνακα 5.3. Η GmGSTU5 εμφανίζει την υψηλότερη δραστικότητα σε σύ-

γκριση με όλα τα ένζυμα έναντι τη̋ σουλφονυλουρία̋, (chlorimuron ethyl). Η πιο άφθονα 

κατανεμημένη GmGSTU8 από σόγια, εμφανίζει σαφώ̋ μικρότερη δραστικότητα (δραστικό-

τητα μικρότερη του 1/10 τη̋ δραστικότητα̋ του GmGST5) έναντι του chlorimuron ethyl. 

Αυτό πιθανότατα δείχνει ότι τα πιο δραστικά ένζυμα (έναντι ενό̋ συγκεκριμένου ξενοβιοτι-

κού υποστρώματο̋) μπορεί να μην είναι αυτά που είναι πρωταρχικά υπεύθυνα για τον μετα-

βολισμό.  

 

Οι GSTs τύπου III στη σόγια, GmGST4, GmGSTU10, και GmGSTU2 διαφέρουν σε επίπεδο 

αμινοξικό <11,5%. Παρολαυτά, οι δραστικότητε̋ του̋ ποικίλλουν δραματικά. Μια άλλη 

GST από την ίδια ομάδα, εμφανίζει την υψηλότερη δραστικότητα με καθένα από τα υπο-

στρώματα alachlor, atrazine, και ethacrynic acid. Η διαφορά μεταξύ του πιο δραστικού και 

ΠΙΝΑΚΑΣ 5.2. Οι GSTs που έχουν εντοπιστεί στη σόγια (Glycine max).  
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του λιγότερο δραστικού ενζύμου στι̋ GSTs τύπου III στη σόγια είναι τουλάχιστον 20-φορέ̋, 

γεγονό̋ που πιθανότατα αποκαλύπτει τον σημαντικό ρόλο που παίζουν συγκεκριμένα αμινο-

ξέα στην εξειδίκευση του υποστρώματο̋.   

 

 

                                                          

  
 

Όπω̋ ήδη αναφέρθηκε, οι GSTs συνήθω̋ έχουν μοριακέ̋ μάζε̋ μεγέθου̋ 50 kDa και συντί-

θενται είτε από δυο πανομοιότυπε̋ (ομοδιμερέ̋) είτε από δυο διαφορετικέ̋ (ετεροδιμερέ̋) 

πολυπεπτιδικέ̋ υπομονάδε̋. Συμφωνά με του̋ Edwards και Dixon, (2005), οι φ, τ, θ και ζ 

τάξη̋ GSTs είναι διμερεί̋ πρωτεΐνε̋ και διαθέτουν ένα κατάλοιπο σερίνη̋ στην ενεργή περι-

οχή. Οι DHAR (ομάδα πρωτεϊνών με δράση αναγωγάση̋ τη̋ αφυδροασκορβάση̋) και οι λ 

τάξη̋ GSTs διαφέρουν από αυτά τα ένζυμα εξαιτία̋ του γεγονότο̋ ότι είναι μονομερή και 

έχουν μια καταλυτική κυστεΐνη στην ενεργή περιοχή. Η TCHQD πρωτεΐνη διαθέτει μια σερί-

νη στην ενεργή περιοχή. Εντούτοι̋, δομικέ̋ λεπτομέρειε̋ των φυτικών μικροσωμιακών 

GSTs δεν είναι ακόμη διαθέσιμε̋. Όσον αφορά τι̋ GSTs τη̋ φ και τ τάξη̋ μπορούν να σχη-

ματίζουν διμερή ακόμη και αν περιλαμβάνουν υπομονάδε̋ των οποίων η αμινοξική ακολου-

θία είναι κάπω̋ διαφορετική (Dixon et al. 2002b). Η ικανότητα των GSTs να σχηματίζουν 

ετεροδιμερή αυξάνει σημαντικά την ποικιλότητα του̋ στα φυτά.  

 

Από δομική̋ άποψη̋ δεν είναι ξεκάθαρο αν ένα ετεροδιμερέ̋ μια̋ φυτική̋ GST έχει διαφο-

ρετική εξειδίκευση από τι̋ υπομονάδε̋ που το απαρτίζουν αφού καθένα από τα δύο ενεργά 

κέντρα σχηματίζεται αποκλειστικά από την υπομονάδα του διμερού̋ στο οποίο ανήκει. Επι-

πλέον, δεν υπάρχουν πολλά στοιχεία που να αποδεικνύουν μια μορφή συνεργασία̋ (θετική ή 

αρνητική) ανάμεσα στι̋ υπομονάδε̋ του ετεροδιμερού̋ μεταξύ των  φυτικών GSTs. Ο αριθ-

μό̋ των πιθανών ετεροδιμερών στι̋ φυτικέ̋ GSTs είναι πολύ μεγάλο̋ και ω̋ εκ τούτου και 

 ΠΙΝΑΚΑΣ 5.3. Δραστικότητα GST ενζύμων τη̋ τ τάξη̋ από σόγια για επτά διαφορετικά υποστρώματα 

(McGonigle et al., 2000). 

GST τ τάξη̋ 

από σόγια 

Ουρά 6-His Chlorimuron 

ethyl 

Alachlor Atrazine CDNB Εθακρινικό 

οξύ 

Οξείδιο του 

στιλβενίου 

1,2-εποξυ-3-(p-

νιτροφαινοξυ) 

προπάνιο 

GmGSTU1 - 0,5 104 0,13 6.030 8 7,93 33 

GmGSTU2 ü 0,5 8 0,76 1.379 4 0,07 9 

GmGSTU4 - 0,5 71 0,03 1.924 109 0,06 22 

GmGSTU5 ü 4,4 168  14.364 1 0,07 20 

GmGSTU6 ü 0,1 1 0,19 2.364 13 0,06 1 

GmGSTU7 ü 0,2 10 1,40 515 17 4,04 12 

GmGSTU8 ü 0,3 111 0,46 2.545 14 0,12 10 

GmGSTU9Π ü 0,9 30 0,00 2.576 68 0,16 10 

GmGSTU10 ü 1,4 166 0,00 2.030 11 0,06 4 

GmGSTU11 ü 0,1 0 0,00 45 9 0,00 1 

GmGSTU12 ü 0,1 7 0,03 470 14 0,02 47 

GmGSTU13 ü 0,1 4 0,03 1.394 13 0,49 19 
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το εύρο̋ των πιθανών εξειδικεύσεων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η σόγια η οποία 

έχει 25 ομοδιμερή και 300 πιθανά ετεροδιμερή. 

 

Είναι ενδιαφέρον να αναρωτηθεί κανεί̋ γιατί υπάρχουν τόσε̋ πολλέ̋ διαφορετικέ̋ GSTs σε 

ένα μόνο είδο̋ δεδομένου ότι οι εξειδικεύσει̋ ω̋ προ̋ τα υποστρώματα φαίνεται να αλληλο-

επικαλύπτονται. Ο αριθμό̋ των GSTs μπορεί απλά να αντικατοπτρίζει την διαδικασία του 

ομόλογου ανασυνδυασμού και τη̋ ανασυναρμολόγηση̋ των εξονίων που οδηγεί στην γονιδι-

ακή ποικιλότητα και όχι στην ανάγκη συγκεκριμένε̋ GSTs να εκπληρώνουν συγκεκριμένου̋ 

ρόλου̋. Από την άλλη πλευρά, έχουμε πολύ περιορισμένε̋ γνώσει̋ σχετικά με τα ενδογενή 

υποστρώματα των GSTs και μπορεί να είναι αυτέ̋ οι ενώσει̋ που εμφανίζουν σαφώ̋ υψηλό-

τερε̋ ειδικέ̋ δραστηριότητε̋ με μια δεδομένη GST. Προκειμένου να οδηγηθούμε σε ολο-

κληρωμένα συμπεράσματα, ίσω̋ είναι σημαντικό να μελετήσουμε την επίδραση ορισμένων 

περιβαλλοντικών συνθηκών πάνω σε διαφορετικέ̋ φυτικέ̋ GSTs, συμπεριλαμβανομένη̋ τη̋ 

επίδραση̋ αλλοχημικών και ξενοβιοτικών. Από πρακτική σκοπιά, η ποικιλομορφία των GSTs 

και οι διαφορέ̋ που παρουσιάζουν σε ειδικέ̋ μορφέ̋ και επίπεδα έκφραση̋ μεταξύ διαφορε-

τικών ειδών επέτρεψε την ανάπτυξη πολλών επιλεκτικών ζιζανιοκτόνων, τα οποία χρησιμο-

ποιούνται ευρέω̋ στη σύγχρονη γεωργία.  

 

 

 

 

 
Για την έκφραση των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα E. coli BL21(DE3) τα οποία 

μετασχηματίστηκαν με τον ανασυνδυασμένο φορέα pEXP5-CT/TOPO
®
 και αναπτύχθηκαν 

σε υγρέ̋ καλλιέργειε̋ LB (θερμοκρασία επώαση̋ 37°C) εμβολιασμένε̋ με αντιβιοτικό αμπι-

κιλίνη. Ω̋ επαγωγέα̋ έκφραση̋ χρησιμοποιείται ο  ισοπροπυλοθειογαλακτοζίτη̋ IPTG. Με-

τά το πέρα̋ τη̋ διαδικασία̋ έκφραση̋, τα κύτταρα συλλέγονται (περίπου 0,15 g υγρή̋ πά-

στα̋ κυττάρων/50 mL καλλιέργεια̋) με φυγοκέντριση (8000 rpm) για 15 min και διατηρού-

νται στου̋ -20 °C
 
μέχρι να χρησιμοποιηθούν (αναλυτική περιγραφή τη̋ μεθόδου αναφέρεται 

στην παράγραφο 2.4.13.). 

 

 

Για τον καθαρισμό των ισοενζύμων GST χρησιμοποιήθηκε στήλη χρωματογραφία̋ συγγέ-

νεια̋ με προσροφητή 1,4-βουτανεδιολ-διγλυκιδυλ-αιθέρα-GSH-Sepharose-CL6B (BES-

GSH). Πραγματοποιήθηκε έλεγχο̋ των βέλτιστων συνθηκών καθαρισμού των πρωτεϊνών 

5.2. ΜΕΘΟΔΟΙ 

5.2.1. ΕΤΕΡOΛΟΓΟΣ EΚΦΡΑΣΗ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ GSTS 

5.2.2. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΙΣΟΕΝZYΜΩΝ GSTS ΜΕΣΩ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙ-

ΩΝΤΑΣ ΩΣ ΠΡΟΣΡΟΦΗΤΗ BES-GSH 
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που αφορούν το pH και τι̋ συνθήκε̋ έκλουση̋ των ενζύμων. Σε κάθε στάδιο του καθαρι-

σμού υπολογίζεται η ενζυμική δραστικότητα με τη φωτομετρική μέθοδο (παράγραφο̋ 

2.4.14.1). Για τον ποσοτικό προσδιορισμό τη̋ πρωτεΐνη̋ χρησιμοποιήθηκε η μέθοδο̋ Brad-

ford (παράγραφο̋ 2.4.11). Το πρωτόκολλο καθαρισμού αναφέρεται αναλυτικά στην παρά-

γραφο 2.4.16. 

 

 

 

Η μελέτη τη̋ κινητική̋ συμπεριφορά̋ των ενζύμων πραγματοποιήθηκε με βάση τι̋ μεθόδου̋ 

ενζυμικού προσδιορισμού που περιγράφονται στην παράγραφο 2.4.19 μεταβάλλοντα̋ τη συ-

γκέντρωση των υποστρωμάτων: GSH, CDNB, fluorodifen, t-BuOOH και CuOOH. Στα γρα-

φήματα τη̋ κινητική̋ ανάλυση̋ εμφανίζονται τα σφάλματα που προέκυψαν από την επανά-

ληψη των πειραματικών μετρήσεων και παρουσιάζεται ο μέσο̋ όρο̋ των αποτελεσμάτων. 

Για την επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε χρήση του προγράμματο̋  SigmaPlot. 

 

 

 

Η εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ αντίδραση̋ από τη θερμοκρασία εκτιμήθηκε με τον υπολογι-

σμό τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ έναντι του υποστρώματο̋ CDNB σε θερμοκρασιακό εύρο̋ 

από 0-45°C υπό τι̋ συνθήκε̋ του φωτομετρικού προσδιορισμού των ισοενζύμων GST (πα-

ράγραφο̋ 2.4.19.1). Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με τι̋ εξισώσει̋ Arrhenius και Eyring και 

προέκυψαν οι γραφικέ̋ παραστάσει̋ lnVmax και lnkcat συναρτήσει του αντιστρόφου τη̋ από-

λυτη̋ θερμοκρασία̋ (1/T). 

 

 

 

Η επίδραση του ιξώδου̋ εκτιμήθηκε στου̋ 37 °C σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου 

(0,1 M), pH 6,5 που περιείχε διάφορε̋ συγκεντρώσει̋ γλυκερόλη̋. Οι τιμέ̋ του ιξώδου̋ (η) 

στου̋ 37 °C υπολογίστηκαν όπω̋ περιγράφουν οι Wolf et al. (1985).  

 

 

 

Με σκοπό να υπολογιστούν οι τιμέ̋ Tm τη̋ πρωτεΐνη̋ μελετήθηκε η θερμική σταθερότητα 

των ενζύμων για το εύρο̋ θερμοκρασιών 20-70 °C. Η διαδικασία που ακολουθείται περιλαμ-

βάνει επώαση ενζυμικών δειγμάτων σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου (20 mM), 

pH 7 για χρονικό διάστημα 5 min. Ακολουθεί υπολογισμό̋ τη̋ υπολείπουσα̋ δραστικότητα̋ 

5.2.3. ΚΙΝΗΤΙΚH ΑΝAΛΥΣΗ 

5.2.4. ΕΠIΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣIΑΣ ΣΤΗΝ ΕΝΖΥΜΙΚH ΔΡΑΣΤΙΚOΤΗΤΑ. 

5.2.5. ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΩΝ ΚΙΝΗΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΜΕΤΡΩΝ ΑΠΟ ΤΟ ΙΞΩΔΕΣ.  

5.2.6. ΘΕΡΜΙΚΗ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ 
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των δειγμάτων εφαρμόζοντα̋ τη φωτομετρική διαδικασία που αναλύεται στην παράγραφο 

2.4.19.1.  

 

 

 

Η εξάρτηση τη̋ Vmax από το pH προσδιορίστηκε με μέτρηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ 

αντίδραση̋ μεταβάλλοντα̋ το pH του ρυθμιστικού διαλύματο̋ (ρυθμιστικό διάλυμα φωσφο-

ρικού καλίου, 0,1 Μ) σε ένα εύρο̋ τιμών από 6-8,5. Ο υπολογισμό̋ τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυ-

μική̋ αντίδραση̋ πραγματοποιήθηκε μέσω φωτομετρικού προσδιορισμού (παράγραφο̋ 

2.4.19.1) διατηρώντα̋ σταθερά τη συγκέντρωση του υποστρώματο̋ CDNB και την ποσότητα 

του ενζύμου.  

 

 

Η μέθοδο̋ βασίζεται στην αναστολή τη̋ αντίδραση̋ του συστήματο̋ CDNB/GSH που κατα-

λύει το ένζυμο παρουσία εντομοκτόνου ή ζιζανιοκτόνου. Το μίγμα επώαση̋ τελικού όγκου 1 

mL περιέχει 2,5 mM GSH,  1 mM CDNB, ένζυμο (0,02 U) και ποσότητα εντομοκτόνου ή 

ζιζανιοκτόνου συγκέντρωση̋ 0,1 mM σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικό καλίου 0,1 M,  pH 

6,5. Ω̋ μάρτυρα̋ χρησιμοποιείται όμοιο μίγμα που όμω̋ δεν περιέχει το ένζυμο. Η αντίδρα-

ση παρακολουθείται φωτομετρικά και υπολογίζεται η αύξηση τη̋ απορρόφηση̋ στα 340 nm 

(παράγραφο̋ 2.4.19.1).    

 

 

Ο προσδιορισμό̋ των τιμών IC50 τη̋ αναστολή̋ των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-

10 πραγματοποιήθηκε για μεταβαλλόμενε̋ συγκεντρώσει̋ των ξενοβιοτικών ενώσεων  alach-

lor, λ-cyhalothrin, fenvalerate, permethrin, DDT και spirodichlofen.  

 

Το μίγμα επώαση̋ περιείχε: 2,5 mM GSH, 1 mM CDNB, ένζυμο  και διαφορετικέ̋ συγκε-

ντρώσει̋ από κάθε ξενοβιοτική ένωση σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου 0,1 M, pH 

6,5 τελικού όγκου 1 mL. Η μέθοδο̋ βασίζεται στη μέτρηση τη̋ αύξηση̋ τη̋ απορρόφηση̋ 

σε μήκο̋ κύματο̋ 340 nm. Ω̋ μάρτυρα̋ χρησιμοποιείται όμοιο μίγμα απουσία ενζύμου. 

 

 

 

Για την ενίσχυση̋ τη̋ περιοχή̋ που κωδικοποιούν τα γονίδια GmGSTU2-2 και GmGSTU10-

10 χρησιμοποιήθηκαν 50 ng cDNA από Glycine max, 10 pmole από τον καθένα από του̋ δύο 

εκκινητέ̋ (Πίνακα̋ 5.2) και 0,2 mM από καθένα τριφωσφορικό δεοξυριβονουκλεοτίδιο 

5.2.7. ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΗΣ Vmax ΑΠΟ ΤΟ PH.  

5.2.8. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΑΝΑΣΤΟΛΗΣ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ ΑΠΟ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ. 

5.2.9. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ IC50 ΤΗΣ ΑΝΑΣΤΟΛΗΣ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ ΑΠΟ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ. 

5.2.10. ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ  
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(dNTPs) σε τελικό όγκο 50μl. Ω̋ DNA πολυμεράση χρησιμοποιήθηκε η Pfu extended 

(3U/μl) σε τελική συγκέντρωση 1Unit και ρυθμιστικό διάλυμα PCR τη̋ εταιρεία̋ Promega. 

 

Οι κύκλοι τη̋ αντίδραση̋ που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη για την ενίσχυση τη̋ 

κωδική̋ περιοχή̋ του γονιδίου είναι οι ακόλουθοι: η αρχική αποδιάταξη έγινε στου̋ 95°C 

για 2 min. Ακολούθησαν 30 κύκλοι των 1.5 min στου̋ 95°C (αποδιάταξη), 2 min στου̋ 55°C 

(υβριδισμό̋ εκκινητών) και 2 min στου̋ 72°C (επιμήκυνση). Η τελική επιμήκυνση πραγμα-

τοποιήθηκαν στου̋ 72°C για 20 min. Η επιλογή του συγκεκριμένου θερμοκρασιακού προ-

γράμματο̋ έγινε λαμβάνοντα̋ υπόψη μια σειρά από παραμέτρου̋ που παρατίθενται παρακά-

τω. Μετά την ολοκλήρωση τη̋ PCR αντίδραση̋, τα προϊόντα αναλύονται σε πηκτή αγαρόζη̋ 

(1% w/v).  

 

 

Πραγματοποιήθηκε μελέτη προσδιορισμού τη̋ δραστικότητα̋ και τη̋ αναστολή̋ τη̋ ενζυμι-

κή̋ δράση̋ με τη μέθοδο προσδιορισμού των αλογονοϊόντων όπω̋ αυτή περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.4.19.10. Οι ξενοβιοτικέ̋ ουσίε̋ που χρησιμοποιηθήκαν για τη μελέτη του άγρι-

ου τύπου και των μεταλλαγμένων μορφών είναι τα: atrazin, π-νιτροφαινυλ-GSH, endosul-

phan, permethrin και fenvalerate (αναστολεί̋) και τα υποστρώματα CDNB, IDNB, 1,2-DBE, 

alachlor, metolachlor και π-νιτροφαινυλ-χλωρίδιο. Η πειραματική διαδικασία διεξήχθη σε 

θερμοκρασία 37
ο
C. 

 

 

 

 

Με σκοπό να αναλυθεί η κινητική συμπεριφορά του ενζύμου, μελετήθηκε η επίδραση τη̋ 

συγκέντρωση̋ του υποστρώματο̋ CDNB σε εύρο̋ τιμών 0-220 μM, καθώ̋ και τη̋ πρωτεΐ-

νη̋ σε τιμέ̋ από 0 έω̋ 50 μg/mL στην ενζυμική δραστικότητα με βάση τον φωτομετρικό 

προσδιορισμό που περιγράφεται στην παράγραφο 2.4.18.11. Με τον ίδιο τρόπο μελετήθηκε η 

επίδραση του χρόνου (0-75 min) στην παραγωγή αλογονοϊόντων διατηρώντα̋ σταθερή τη 

συγκέντρωση του ενζύμου (0,01mg/mL) και του υποστρώματο̋ CDNB (σταθερή συγκέ-

ντρωση κορεσμού 1mM). Τα αποτελέσματα επεξεργαστήκαν με το πρόγραμμα SigmaPlot 

11.0. 

 

 

 

 

5.2.11. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟΔΟ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΑΛΟ-

ΓΟΝΟΪΟΝΤΩΝ. 

5.2.12. ΚΙΝΗΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ  ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟΔΟ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΑΛΟΓΟΝΟΪΟΝΤΩΝ. 
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 1000bp 

3000bp 

  600bp 

            M        1      2 

 

 

 

Για την πολλαπλή αντιγραφή των γονιδίων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 χρησιμοποιή-

θηκε η μέθοδο̋ τη̋ αλυσιδωτή̋ αντίδραση̋ πολυμεράση̋ (PCR) με υπόστρωμα cDNA από 

Glycine max (Axarli et al., 2008). Οι αντιδράσει̋ PCR πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση τη̋ 

πολυμεράση̋ Pfu extended (3U/μl) σε τελική συγκέντρωση 1Unit και εκκινητών οι οποίοι 

σχεδιάστηκαν όπω̋ παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.2. Το πρόγραμμα των αντιδράσεων PCR 

παρουσιάζεται στην παράγραφο 5.2.10. Μετά την ολοκλήρωση των PCR αντιδράσεων, τα 

προϊόντα αναλύθηκαν ηλεκτροφορητικά σε πηκτή αγαρόζη̋ 1% (w/v) (Σχήμα 5.2). 

 

 

Εκκινητέ̋                                        Νουκλεοτιδική αλληλουχία  (5’à3’) 

  

GmGSTU2-2                                               ATGGCAGATGAGGTGGTTCTG 

GmGSTU10-10                                               ATGACAGATGAGGTGGTTCTT 

  

 

Στα  προϊόντα PCR που παρήχθησαν, παρατηρήθηκαν δυο ζώνε̋ κατάλληλου μεγέθου̋ (651 

bp και 669bp είναι το μέγεθο̋ των γονιδίων του  GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 αντιστοί-

χω̋), οι οποίε̋ ήταν και οι αναμενόμενε̋. Η απόδοση τη̋ PCR ήταν ικανοποιητική (συγκέ-

ντρωση τελικού προϊόντο̋ ~20 ng/μl), αρκετή για την αντίδραση TOPO κλωνοποίηση̋ που 

ακολούθησε για την εισαγωγή των προϊόντων PCR στον φορέα pEXP5-CT/TOPO
Ò
.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 5.2. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζη̋ 1% (w/v) των αντιδράσεων PCR για την ενίσχυση των 

γονιδίων που κωδικοποιούν τι̋ πρωτεΐνε̋ GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10. Ω̋ δείκτη̋ μοριακών 

5.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

5.3.1. ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ  

ΠΙΝΑΚΑΣ 5.4. Οι νουκλεοτιδικέ̋ αλληλουχίε̋ των εκκινητών οι οποίοι χρησιμοποιήθηκαν για την 

ενίσχυση των γονιδίων που κωδικοποιούν τα ισοένζυμα GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10.   
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βαρών χρησιμοποιήθηκε ο 1kb DNA Ladder (M). Θέση 1: το προϊόντα PCR του γονιδίου που κωδικο-

ποιεί την πρωτεΐνη GmGSTU2-2, Θέση 2: το προϊόντα PCR του γονιδίου που κωδικοποιεί την πρωτεΐ-

νη GmGSTU10-10. Οι αριθμοί αριστερά τη̋ εικόνα̋ αντιπροσωπεύουν τα μεγέθη των αντίστοιχων 

ζωνών σε αριθμό βάσεων. 

 

 

Τα προϊόντα PCR παρήχθησαν με την πολυμεράση Pfu extended η οποία έχει την ιδιότητα να 

προσθέτει στο τέλο̋ τη̋ αντιγραφή̋ αδενίνη και να συντίθενται έτσι μόρια DNA που να φέ-

ρουν στο 3΄-άκρο του̋ επιπλέον νουκλεοτίδια αδενίνη̋. Επίση̋, το γραμμικό TOPO πλασμί-

διο που χρησιμοποιείται για την κλωνοποίηση του γονιδίου διαθέτει στα 3΄-άκρα του προεξέ-

χουσε̋ θυμίνε̋. Τα χαρακτηριστικά αυτά διευκολύνουν την αύξηση τη̋ αποτελεσματικότη-

τα̋ τη̋ κλωνοποίηση̋, διότι τα προεξέχοντα αυτά νουκλεοτίδια υβριδίζονται λόγω συμπλη-

ρωματικότητα̋.  

 

 Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο εισήχθηκε σε δεκτικά κύτταρα E. coli TOP10 (παράγραφο̋ 

2.4.2) με τη μέθοδο του μετασχηματισμού (transformation). Η επιλογή των θετικών κλώνων 

έγινε σε τριβλύα LB με μάρτυρα επιλογή̋ αμπικιλλίνη στα οποία αναπτύχθηκαν πολλέ̋ α-

ποικίε̋. Τα βακτήρια που αναπτύσσονται παρουσία του αντιβιοτικού φέρουν το επιθυμητό 

πλασμίδιο. 

 

Στη συνέχεια, μονέ̋ αποικίε̋ μετασχηματισμένων κυττάρων αναπτύχθηκαν σε υγρό θρεπτικό 

μέσο παρουσία του αντιβιοτικού αμπικιλλίνη στου̋ 37 ˚C για 16 h υπό συνεχή ανάδευση. 

Κατόπιν πραγματοποιήθηκε απομόνωση του ανασυνδυασμένου πλασμιδιακού DNA με αλ-

καλική λύση (παράγραφο̋ 2.4.3). 

Για τον έλεγχο ύπαρξη̋ του κατάλληλου προσανατολισμού τη̋ ένθεση̋ στα ανασυνδυασμέ-

να πλασμίδια πραγματοποιήθηκε πέψη με τι̋ ενδονουκλεάσε̋ περιορισμού SphI και XbaI 

(παράγραφο̋  2.4.5). Με βάση του̋ χάρτε̋ περιορισμού του φορέα pEXP5-CT/TOPO
Ò
  και 

των γονιδίων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 και λαμβάνοντα̋ υπόψη τα μεγέθη του̋, οι 

φορεί̋ που φέρουν τα γονίδια δίνουν μετά την πέψη δυο ζώνε̋  μεγέθου̋ 3.233 bp και 103 bp 

για το γονίδιο GmGSTU2-2 και δυο ζώνε̋  μεγέθου̋ 3290bp και 79bp για το γονίδιο 

GmGSTU10-10. Οι φορεί̋ που δεν φέρουν ένθεση δίνουν μία μόνο ζώνη. Τα αποτελέσματα 

τη̋ πέψη̋ παρουσιάζονται στο Σχήμα 5.3 για την πρωτεΐνη GmGSTU2-2 και στο Σχήμα 5.4 

για την πρωτεΐνη GmGSTU10-10. 
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ΣΧΗΜΑ 5.4. Τα αποτελέσματα τη̋ πέψη̋ για το γονίδιο τη̋ GmGSTU10-10. Ω̋ δείκτη̋ μοριακών 

βαρών χρησιμοποιήθηκε ο λ DNA (Μ). Στη θέση C είναι ο φορέα̋ πριν την πέψη, στη θέσει̋ 2, 5 

φορεί̋ που φέρουν την ένθεση ενώ στι̋ θέσει̋ 1, 3, 4, 6 μη ανασυνδυασμένοι φορεί̋. Οι αριθμοί αρι-

στερά τη̋ εικόνα̋ αντιπροσωπεύουν τα μεγέθη των αντίστοιχων ζωνών σε αριθμό βάσεων.  

 

ΣΧΗΜΑ 5.3. Τα αποτελέσματα τη̋ πέψη̋ για το γονίδιο τη̋ GmGSTU2-2. Ω̋ δείκτη̋ μοριακών βα-

ρών χρησιμοποιήθηκε ο λ DNA (Μ). Στη θέση C1 είναι ο φορέα̋ πριν την πέψη, στη θέση C2 ο φο-

ρέα̋ μετά από πέψη με το XbaI, στη θέση C3 μετά από πέψη με το SphI, στι̋ θέσει̋ 2, 4  φορεί̋ που 

φέρουν την ένθεση ενώ στι̋ θέσει̋ 1, 3 φορεί̋ που δεν φέρουν την ένθεση (μη ανασυνδυασμένοι φο-

ρεί̋). Οι αριθμοί αριστερά τη̋ εικόνα̋ αντιπροσωπεύουν τα μεγέθη των αντίστοιχων ζωνών σε αριθμό 

βάσεων.  

  M      C1      C2      C3       1          2        3         4 

3000 bp 

2000 bp 

 M           C          1           2         3           4           5         6 

3000 bp 

2000 bp 
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1000 bp 

700 bp 

 M       1       2        3       4 

 

Η ύπαρξη τη̋ ένθεση̋ στα ανασυνδυασμένα γονίδια στον πλασμιδιακό φορέα pEXP5-

CT/TOPO
Ò
 ελέγχθηκε περαιτέρω μέσω PCR αντιδράσεων. Ω̋ μήτρα χρησιμοποιήθηκε το 

πλασμιδιακό DNA των αποικιών των ανασυνδυασμένων γονιδίων, εκκινητέ̋ οι T7 forward 

(που βρίσκεται πάνω στον πλασμιδιακό φορέα πριν τη θέση ένθεση̋ του προϊόντο̋ PCR) και 

οι αντίστροφοι εκκινητέ̋ RGmGSTU2-2 του γονιδίου GmGSTU2-2 και RGmGSTU10-10 

του γονιδίου GmGSTU10-10. Το πρόγραμμα θερμοκρασιών που χρησιμοποιήθηκε είναι ίδιο 

με αυτό που χρησιμοποιήθηκε στην αρχική αντίδραση PCR. Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή α-

γαρόζη̋ επιβεβαίωσε τα αναμενόμενα μεγέθη των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων (~ 730 bp 

για το GmGSTU2-2 και ~750 bp για το GmGSTU10-10). 

 

Στη συνέχεια και με βάση την εικόνα των αποτελεσμάτων από την ηλεκτροφόρηση των δειγ-

μάτων DNA (Σχήμα 5.5), επιλέχθηκαν τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια που έφεραν την ένθε-

ση με τον σωστό προσανατολισμό. Ακολούθησε μετασχηματισμό̋ των θετικών πλασμιδίων 

σε δεκτικά κύτταρα E. coli BL21(DE3) με σκοπό την έκφραση των γονιδίων (παράγραφο 

2.4.16) σε υγρό θρεπτικό μέσο LB παρουσία του αντιβιοτικού αμπικιλλίνη. Μετά το πέρα̋ 

τη̋ έκφραση̋, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και ακολούθησε η λύση του̋ με επίδραση υπερήχων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 5.5. Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζη̋ 1% (w/v) των αντιδράσεων PCR για τον έλεγχο του προσα-

νατολισμού τη̋ ένθεση̋. Ω̋ δείκτη̋ μοριακών βαρών χρησιμοποιήθηκε ο 1kb DNA Ladder (M). Στι̋ 

θέσει̋ 1, 2 είναι τα προϊόντα PCR των κλώνων 2, 4 του ενζύμου GmGSTU2-2 και στι̋ θέσει̋ 3, 4 τα 

προϊόντα PCR των κλώνων 2, 5 του ενζύμου GmGSTU10-10. Οι αριθμοί αριστερά τη̋ εικόνα̋ αντι-

προσωπεύουν τα μεγέθη των αντίστοιχων ζωνών σε αριθμό βάσεων. 
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Στα ακατέργαστα ενζυμικά εκχυλίσματα πραγματοποιήθηκε φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ 

τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ ω̋ προ̋ το υπόστρωμα CDNB (παράγραφο̋ 2.4.19.1). Επίση̋ 

μετρήθηκε η συγκέντρωση τη̋ ολική̋ πρωτεΐνη̋ (παράγραφο̋ 2.4.10). Από τα αποτελέσμα-

τα αυτά προσδιορίστηκε η ειδική δραστικότητα (S.A.), με βάση την οποία επιλέχθηκαν δυο 

κλώνοι. Ο κλώνο̋ 4 από την πρωτεΐνη GmGSTU2-2 και o κλώνο̋ 5, από την GmGSTU10-

10, οι οποίοι και καθαρίστηκαν μέσω χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ στον προσροφητή BES-

GSH όπω̋ περιγράφεται στην παράγραφο 2.4.16.   

 

 

 

Για τον καθαρισμό των ενζύμων χρησιμοποιήθηκε στήλη χρωματογραφία̋ συγγένεια̋ με 

προσροφητή που φέρει GSH ακινητοποιημένο σε αγαρόζη (BES-GSH, παράγραφο̋ 2.4.16). 

Μετά την καλλιέργεια των μετασχηματισμένων κυττάρων E. coli BL21(DE3) και τη συλλογή 

του̋ ακολούθησε λύσιμο με επίδραση υπερήχων και παραλαβή του ενζυμικού εκχυλίσματο̋. 

Στη συνέχεια έγινε δοκιμή ενζυμική̋ δραστικότητα̋ χρησιμοποιώντα̋ το φωτομετρικό 

προσδιορισμό του ενζύμου όπω̋ αυτό̋ περιγράφεται στην παράγραφο 2.4.19.1. Επίση̋, με-

τρήθηκε η συγκέντρωση τη̋ πρωτεΐνη̋ με τη μέθοδο Βradford (παράγραφο̋ 2.4.10). Το εν-

ζυμικό εκχύλισμα φορτώνεται στη χρωματογραφική στήλη που περιέχει 1 mL προσροφητή. 

Ο προσροφητή̋ πριν τη χρωματογραφική διαδικασία εξισορροπείται με 10 mL ρυθμιστικού 

διαλύματο̋ φωσφορικού καλίου κατάλληλη̋ συγκέντρωση̋ και pH όπω̋ περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.4.16. Αφού περάσει το ενζυμικό εκχύλισμα (1 mL) από τη στήλη, ο προσροφη-

τή̋ πλένεται με 20 mL ρυθμιστικού διαλύματο̋ εξισορρόπηση̋, ώστε να απομακρυνθούν το 

μη-προσροφημένο στη στήλη υλικό και οι χαλαρά δεσμευμένε̋ πρωτεΐνε̋. Η έκλουση του 

προσροφημένου ενζύμου πραγματοποιείται με 10 mM GSH  διαλυμένο σε ρυθμιστικό διάλυ-

μα εξισορρόπηση̋. Συλλέγονται κλάσματα του 1 mL και γίνεται έλεγχο̋ ενζυμική̋ δραστι-

κότητα̋ (παράγραφο̋ 2.4.19.1) και προσδιορισμό̋ τη̋ πρωτεΐνη̋ (παράγραφο̋ 2.4.10).  

 

Τα αποτελέσματα καθαρισμού των ενζύμων παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.5. Η καθαρότητα 

του ενζύμου εκτιμήθηκε ηλεκτροφορητικά σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (12,5% w/v πολυα-

κρυλαμίδιο) κάτω από συνθήκε̋ μετουσίωση̋ παρουσία SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο του 

Laemmli (1970) (Σχήμα 5.6).  

 

 

5.3.2. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ GmGSTU2-2 ΚΑΙ GmGSTU10-10 ΜΕΣΩ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ 

ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ.  
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26 kDa 

19 kDa 

  M            1            2                           3            4 

 

   Ένζυμο     Στάδιο Ενζυμικέ̋ 

μονάδε̋ 

(Units) 

Ειδική δραστικό-

τητα 

Καθαρισμό̋ 

   (φορέ̋) 

  Απόδοση 

       (%) 

      

GmGSTU2-2 Ακατέργαστο 

εκχύλισμα 

5,18              2,34 1  

      

 Χρωματογραφία 

συγγένεια̋ 

5,18 26,94 11,51 100 

      

      

GmGSTU10-10 Ακατέργαστο 

εκχύλισμα 

      6,02 1,53 1  

      

 Χρωματογραφία 

συγγένεια̋ 

 

6,02 32,70 21,37 100 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 5.5. Τα αποτελέσματα του καθαρισμού με χρωματογραφία συγγένεια̋ σε προσροφητή BES-

GSH των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10.  

ΣΧΗΜΑ 5.6. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (12,5% w/v πολυακρυλαμίδιο) παρουσία 

SDS, σύμφωνα με τη μέθοδο του Laemmli (1970). Η εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών έγινε με χρώ-

ση με Coomassie Brilliant Blue R-250. Θέση Μ: μάρτυρα̋ μοριακή̋ μάζα̋ (Protein Market Broad 

Range), θέσει̋ 1,2: ακατέργαστο εκχύλισμα μετασχηματισμένων κυττάρων E. coli BL21(DE3) που 

φέρουν τον πλασμιδιακό φορέα έκφραση̋ pEXP5-CT/TOPO
Ò 

στον οποίο έχουν κλωνοποιηθεί τα γο-

νίδια που κωδικοποιούν για τα ένζυμα GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 αντίστοιχα μετά από προσθή-

κη IPTG κατά την έκφραση, θέσει̋ 3, 4 ηλεκτροφορητικό αποτύπωμα των καθαρών πρωτεϊνών  

GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 αντίστοιχα που παραλήφθηκε μετά από χρωματογραφία συγγένεια̋ 

με προσροφητή BES-GSH. Με τα βέλη στα αριστερά παρουσιάζονται οι θέσει̋ και οι μοριακέ̋ μάζε̋ 

των μαρτύρων. 
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Το καθοριστικό στάδιο τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋ των ενζύμων GmGSTU2-2 και 

GmGSTU10-10 μελετήθηκε μέσω τη̋ επίδραση̋ του ιξώδου̋ στην κινητική σταθερά kcat για 

το υπόστρωμα CDNB στου̋ 37 °C, όπω̋ περιγράφεται αναλυτικά στην Παράγραφο 4.3.7. Η 

γραφική παράσταση k
ο

cat/kcat έναντι του η/η
o
 για το υπόστρωμα CDNB έδωσε γραφική εξάρ-

τηση του ιξώδου̋ με κλίσει̋ 0,157±0,007  και 1,106±0,007 για τα ένζυμα GmGSTU2-2 και 

GmGSTU10-10 αντιστοίχω̋ (Σχήμα 5.7). Για το ένζυμο GmGSTU10-10 φαίνεται πω̋ το 

καθοριστικό στάδιο τη̋ αντίδραση̋ σχετίζεται με την απελευθέρωση του προϊόντο̋ τη̋ αντί-

δραση̋ αφού η κλίση βρίσκεται πολύ κοντά στη μονάδα, ενώ για το ένζυμο GmGSTU2-2 

που η κλίση του πλησιάζει το μηδέν το καθοριστικό στάδιο πιθανότατα συνδέεται με τη χη-

μεία τη̋ αντίδραση̋ ή με κάποια μη ελεγχόμενη από τη διάχυση δομική ανακατάταξη τη̋ 

πρωτεΐνη̋ (Johnson et al., 1993, Labrou et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.3. ΚΑΘΟΡΙΣΤΙΚΟ ΣΤΑΔΙΟ ΤΗΣ ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ GmGSTU2-2 ΚΑΙ 

GmGSTU10-10. 
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Τα ένζυμα όπω̋ όλε̋ οι πρωτεΐνε̋ συμπεριφέροντε σαν πολυηλεκτρολύτε̋ δηλαδή ανάλογα 

με το pH του περιβάλλοντο̋ μέσα στο οποίο βρίσκονται περιέχουν ομάδε̋ τόσο με θετικά 

όσο και με αρνητικά φορτία. Η κατανομή, ωστόσο, των φορτιών στο μόριο του ενζύμου πα-

ρότι μεταβάλλεται συνεχώ̋ με αντίστοιχε̋ μεταβολέ̋ του pH του περιβάλλοντο̋, η καταλυ-

τική δράση του ενζύμου διατηρείται ανεπηρέαστη σε μεγάλε̋ περιοχέ̋ τη̋ κλίμακα̋ του pH 

και επηρεάζεται δραματικά σε άλλε̋ περιοχέ̋. Το παραπάνω φαινόμενο εκφράζεται γραφικά 

με μια κωδωνοειδή καμπύλη η οποία παρουσιάζει την επίδραση του pH στην καταλυτική 

δραστηριότητα του ενζύμου. 

 

Το pH, βέβαια, δεν επηρεάζει τον ιονισμό μονό του ενζύμου, αλλά και του υποστρώματο̋, 

του συμπλόκου ενζύμου-υποστρώματο̋, των ενεργοποιητών ή και των αναστολέων. Το γε-

γονό̋ αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την πτώση στη δραστικότητα του ενζύμου που παρατηρείται 

εκατέρωθεν μια̋ βέλτιστη̋ τιμή̋ και η οποία οφείλεται σε έναν η περισσοτέρου̋ παράγοντε̋ 

(Tipton & Dixon, 1979): σε πραγματική και αμφίδρομη επίδραση τη̋ συγκέντρωση̋ πρωτο-

νίων, στην ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋, σε ελάττωση τη̋ δυνατότητα̋ δημιουργία̋ 

ΣΧΗΜΑ 5.7. Παρουσιάζεται η επίδραση του ιξώδου̋ στην κινητική σταθερά kcat (A) για το ένζυμο 

GmGSTU2-2 και (B) για το ένζυμο GmGSTU10-10. Οι γραφικέ̋ παραστάσει̋ του k
ο

cat/kcat  έναντι του 

η/η
o
 προέκυψαν μετά από πειραματικέ̋ μετρήσει̋ χρησιμοποιώντα̋ ω̋ υπόστρωμα το CDNB σε pH 

6,5 στου̋ 37 °C και ω̋ παράγοντα αύξηση̋ του ιξώδου̋, τη γλυκερόλη.  

5.3.4. ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΟΥ PH ΣΤΗΝ ΤΑΧΥΤΗΤΑ ΤΗΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ 
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του συμπλόκου ενζύμου-υποστρώματο̋ με αποτέλεσμα τον ατελή κορεσμό του ενζύμου από 

το υπόστρωμα και σε μεταβολή τη̋ διαμόρφωση̋ του ενζύμου, που μπορεί και να μην είναι 

αμφίδρομη, με αποτέλεσμα την καταστροφή τη̋ καταλυτική̋ ιδιότητα̋ του μορίου. Είναι 

φανερό επομένω̋, ότι το pH έχει επιπτώσει̋ τόσο στη μέγιστη ταχύτητα Vmax τη̋ ενζυμική̋ 

αντίδραση̋ όσο και στη σταθερά Michaelis Km  (Walsh, 1979). 

 

Η επίδραση του pH στην κινητική παράμετρο Vmax (παράγραφο̋ 5.2.5) μελετήθηκε για το 

εύρο̋ τιμών pH 6,5 έω̋ 8,5 και προσδιοριστήκαν τα άριστα pH δράση̋ των ενζύμων 

GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10. Όπω̋ φαίνεται και στο Σχήμα 5.8, το βέλτιστο pH δράση̋ 

του GmGSTU2-2 βρίσκεται στην περιοχή του 7,5 και για το GmGSTU10-10 παρατηρείται 

μια ελάχιστη (ή ασήμαντη) μετατόπιση τη̋ καμπύλη̋ προ̋ τα αριστερά δηλαδή στην περιοχή 

τιμών pH 7-7,5. Οι άριστε̋ τιμέ̋ pH, επομένω̋ και για τα δυο ένζυμα κυμαίνονται στη βέλ-

τιστη περιοχή pH των ενζύμων GST η οποία βρίσκεται κοντά στο 7,5 (Arca et al., 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΣΧΗΜΑ 5.8.A. Εξάρτηση τη̋ κινητική̋ παραμέτρου Vmax του ενζύμου GmGSTU2-2 από το pH. Οι 

μετρήσει̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντα̋ τα υποστρώματα GSH 

και CDNB. 

A 
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Πραγματοποιήθηκε μελέτη των κινητικών ιδιοτήτων των ενζύμων GmGSTU2-2 και 

GmGSTU10-10 και προσδιοριστήκαν οι κινητικέ̋ του̋ σταθερέ̋ Km και kcat. Τα υποστρώμα-

τα που χρησιμοποιηθήκαν για την κινητική μελέτη των ενζύμων είναι τα CDNB, fluorodifen, 

CuOOH και t-BuOOH των οποίων οι δομέ̋ παρουσιάζονται στο Σχήμα 4.6. Η ενζυμική δρα-

στικότητα των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 έναντι αυτών των υποστρωμάτων 

υπολογίστηκε με βάση του̋ φωτομετρικού̋ προσδιορισμού̋ που περιγράφονται στι̋ παρα-

γράφου̋ 2.4.19.1 για το CDNB, 2.4.19.10 για το fluorodifen και 2.4.19.2 για τα t-BuOOH και  

CuOOH.  

 

Η κινητική ανάλυση για τη μελέτη τη̋ εξάρτηση̋ τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ 

των GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 από τη συγκέντρωση του GSH πραγματοποιήθηκε σε 

ρυθμιστικό διάλυμα 0,1 Μ φωσφορικού καλίου, pH 6,5 που περιέχει 1 mM CDNB και GSH 

σε μεταβαλλόμενη συγκέντρωση με εύρο̋ συγκεντρώσεων 37,5 έω̋ 225 μΜ. Η κινητική α-

ΣΧΗΜΑ 5.8.B. Εξάρτηση τη̋ κινητική̋ παραμέτρου Vmax του ενζύμου GmGSTU10-10 από το pH. Οι 

μετρήσει̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντα̋ τα υποστρώματα GSH 

και CDNB. 

5.3.5. ΚΙΝΗΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ GmGSTU2-2 ΚΑΙ GmGSTU10-10. 

B 
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νάλυση τη̋ εξάρτηση̋ τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ των ενζύμων από τη συγκέ-

ντρωση του CDNB πραγματοποιήθηκε σε 0,1 Μ ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου, 

pH 6,5 που περιέχει 2,5 mM GSH και CDNB σε μεταβαλλόμενη συγκέντρωση (15-120 μΜ).  

Η επεξεργασία των πειραματικών αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντα̋ το 

πρόγραμμα SigmaPlot 11.0. Τα αποτελέσματα περιλαμβάνουν τι̋ τιμέ̋  των κινητικών στα-

θερών kcat και Κm  και παρουσιάζονται στου̋ Πίνακε̋ 5.6 και 5.7 ενώ στα Σχήματα 5.9 (για το 

ζεύγο̋ υποστρωμάτων GSH/CDNB), 5.10 (για το ζεύγο̋ υποστρωμάτων GSH/CuOOH), 5.11 

(για το ζεύγο̋ υποστρωμάτων GSH/t-BuOOH) και 5.12 (για το ζεύγο̋ υποστρωμάτων 

GSH/fluorodifen) παρουσιάζεται γραφικά η εξάρτηση τη̋ ενζυμική̋ ταχύτητα̋ από τη συ-

γκέντρωση των διάφορων υποστρωμάτων. 

 

Η ανάλυση των αποτελεσμάτων τη̋ κινητική̋ μελέτη̋ των ενζύμων για το υπόστρωμα fluo-

rodifen πραγματοποιήθηκε σε μεγάλο εύρο̋ συγκεντρώσεων του συγκεκριμένου υποστρώμα-

το̋. Η καμπύλη εξάρτηση̋ τη̋ ταχύτητα̋ από τη συγκέντρωση του υποστρώματο̋ t-BuOOH 

για το ένζυμο GmGSTU2-2, δεν υπακούει σε ορθογώνια υπερβολή τύπου Michaelis-Mentel 

όπω̋ φαίνεται χαρακτηριστικά στο σχήμα. 5.11. (A). Όσον αφορά το υπόστρωμα CuOOH, η 

τιμή τη̋ σταθερέ̋ εξειδίκευση̋ (kcat/Κm) εμφανίζεται να είναι μεγαλύτερη για το 

GmGSTU10-10 κατά 6-φορέ̋ περίπου συγκριτικά με το GmGSTU2-2. Συμπερασματικά, θα 

μπορούσαμε να πούμε ότι το ένζυμο GmGSTU2-2 εμφανίζει γενικά χαμηλέ̋ τιμέ̋ σταθερών 

εξειδίκευση̋ ω̋ προ̋ τα υπεροξείδια που χρησιμοποιηθήκαν για την κινητική μελέτη των 

ενζύμων. Το GmGSTU10-10 εμφανίζει σχεδόν τριπλάσια Km για το t-BuOOH συγκριτικά με 

το έτερο υπεροξείδιο CuOOH. Όσον αφορά το CDNB, το ένζυμο GmGSTU2-2 εμφανίζει 

αξιοσημείωτα μεγαλύτερη συγγένεια ω̋ προ̋ το συγκεκριμένο υπόστρωμα καθώ̋ παρουσιά-

ζει αυξημένη Km κατά 2,7-φορέ̋ για το συγκεκριμένο υπόστρωμα συγκριτικά με το 

GmGSTU10-10. Χρησιμοποιώντα̋ τη GSH ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα και διατηρώντα̋ 

σταθερή τη συγκέντρωση του CDNB, διαπιστώνεται ότι και τα δύο ένζυμα εμφανίζουν ιδιαί-

τερα αυξημένε̋ τιμέ̋ σταθερών εξειδίκευση̋ (1.965 και 2.051 για τα ένζυμα GmGSTU2-2 

και GmGSTU10-10 αντίστοιχα) σε σύγκριση με τι̋ σταθερέ̋ εξειδίκευση̋ για το μεταβαλ-

λόμενο υπόστρωμα CDNB (823 και 569 για τα ένζυμα GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 

αντίστοιχα). 
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Υπόστρωμα kcat (min
-1

) Κm (μΜ)        kcat/Κm (μΜ
-1

·min
-1

)(x 10
-3

)                        

    

 CDNB   

GSH  

CDNB 

151,46 

85 

77,08 

103,29 

  1965 

           823 

 CuOOH   

GSH  

CuOOH 

55,7 

9,6 

21,44 

439,01 

         2.598  

         21,87 

 t-BuOOH   

GSH  

t-BuOOH 

1,58 

85,66 

61,46 

 27,28 

  25,73 

            3,14 

  Fluorodifen   

GSH 

Fluorodifen 

25,99 

59,38   

 

52,43 

78,77 

  495,74 

           753,90 

    

 

 

Υπόστρωμα kcat (min
-1

) Κm (μΜ)        kcat/Κm (μΜ
-1

·min
-1

) (x 10
-3

)                                

    

 CDNB   

GSH  

CDNB 

139,22 

159,27 

67,86 

279,92 

  2.051 

               569 

 CuOOH   

GSH  

CuOOH 

31,5 

35 

28,57 

251,83 

              1.102 

              139 

 t-BuOOH   

GSH  

t-BuOOH 

1,44 

15,81 

87,01 

853,27 

      16,63 

             18,54 

  Fluorodifen   

GSH 

Fluorodifen 

23,11 

49,13 

64,75 

66,16 

  356,99 

          742,65 

    

ΠΙΝΑΚΑΣ 5.6. Αποτελέσματα από τον προσδιορισμό των κινητικών σταθερών του ενζύμου  

GmGSTU2-2 για τα υποστρώματα GSH, CDNB, CuOOH, t-BuOOH και fluorodifen.  

ΠΙΝΑΚΑΣ 5.7. Αποτελέσματα από τον προσδιορισμό των κινητικών σταθερών του ενζύμου 

GmGSTU10-10 για τα υποστρώματα GSH, CDNB, CuOOH, t-BuOOH και fluorodifen. 
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ΣΧΗΜΑ 5.9. A. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU2-2, χρησι-

μοποιώντα̋ ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα το CDNB (15-120 μΜ). Το GSH ήταν σε σταθερή συγκέ-

ντρωση κορεσμού (2,5 mM). B. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου 

GmGSTU2-2, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα το GSH (37,5-230 μΜ). Το CDNB 

ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1 mM). Γ. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδρα-

ση̋ του ενζύμου GmGSTU10-10, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα το CDNB (15-120 

μΜ). Το GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (2,5 mM). Δ. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ 

ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU10-10, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα 

το GSH (37,5-230 μΜ). Το CDNB ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1 mM). 
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ΣΧΗΜΑ 5.10. A. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU2-2, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ 

μεταβαλλόμενο υπόστρωμα το CuOOH (90-580 μΜ). Το GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1 mM). B. 

Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU2-2, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ μεταβαλλόμενο 

υπόστρωμα το GSH (50-600 μΜ). Το CuOOH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1,5 mM). Γ. Εξάρτηση τη̋ 

ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU10-10, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα 

το CuOOH (90-580 μΜ). Το GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1 mM). Δ. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ 

ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU10-10, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα το GSH (50-600 

μΜ). Το CuOOH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1,5 mM). 
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ΣΧΗΜΑ 5.11. A. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU2-2, χρησιμοποιώντα̋ 

ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα το t-BuOOH (100-300 μΜ). Το GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1 

mM). B. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU2-2, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ μετα-

βαλλόμενο υπόστρωμα το GSH (50-600 μΜ). Το t-BuOOH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1,5 mM). Γ. 

Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU10-10, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ μεταβαλλό-

μενο υπόστρωμα το t-BuOOH (200-1000 μΜ).  Το GSH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1 mM). Δ. Ε-

ξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU10-10, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ μεταβαλλόμε-

νο υπόστρωμα το GSH (50-600 μΜ). Το t-BuOOH ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (1,5 mM). 
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ΣΧΗΜΑ 5.12. A. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου GmGSTU2-2 με το 

fluοrodifen ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα (2-22 μΜ) και το GSH σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού 

(5 mM) B. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ για το GmGSTU2-2, χρησιμοποιώντα̋ 

ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα το GSH (10-100 μΜ). Το fluοrodifen ήταν σε σταθερή συγκέντρωση 

κορεσμού (0,05 mM). Γ. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ του ενζύμου 

GmGSTU10-10 με το fluοrodifen ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα (10-120μΜ) και το GSH σε σταθερή 

συγκέντρωση κορεσμού (5 mM) Δ. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋ για το 

GmGSTU10-10, χρησιμοποιώντα̋ ω̋ μεταβαλλόμενο υπόστρωμα το GSH (10-100 μΜ). Το 

fluοrodifen ήταν σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού (0,05 mM). 
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Η θερμική σταθερότητα των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 μελετήθηκε σύμφω-

να με τη μέθοδο που περιγράφεται στην παράγραφο 5.2.4. Οι μελέτε̋ πραγματοποιήθηκαν 

μεταξύ 37-85°C σε pH 7, και παρουσιάζονται στο Σχήμα 5.13. Για την επεξεργασία των απο-

τελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα  SigmaPlot και οι τιμέ̋ Tm που προέκυψαν είναι 

60,95±1,03 °C και 62,43±0,62 °C για τα ένζυμα GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 αντίστοι-

χα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.6. ΘΕΡΜΙΚΗ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ GmGSTU2-2 ΚΑΙ GmGSTU10-10. 

ΣΧΗΜΑ 5.13. Η καμπύλη θερμική̋ αδρανοποίηση̋ του ενζύμου GmGSTU2-2 (Α) και του ενζύμου 

GmGSTU10-10 (Β) σε pH 7. Οι υπολείπουσε̋ δραστικότητε̋ προσδιορίστηκαν ύστερα από επώαση 

των ενζύμων για 5 min σε κάθε θερμοκρασία. Τα σφάλματα των πειραματικών σημείων ήταν <5 ‰.   



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5  

 

 
239 

 

Μελετήθηκε η εξάρτηση τη̋ καταλυτική̋ δραστικότητα̋ του ενζύμου από τη θερμοκρασία. 

Η επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στη σταθερά kcat για το υπόστρωμα CDNB μελετήθηκε για την 

περιοχή 0-50 °C. Πάνω από τη θερμοκρασία αυτή η δραστικότητα μειώνεται λόγω θερμική̋ 

μετουσίωση̋ τη̋ πρωτεΐνη̋.     

 

Εφαρμόζοντα̋ την εξίσωση του Arrhenius (εξίσωση 4.1, παράγραφο̋ 4.3.6), προσδιορίζο-

νται οι τιμέ̋ Vmax και παρουσιάζεται γραφικά (Σχήμα 5.15) η ανάλυση τη̋ επίδραση̋ τη̋ 

θερμοκρασία̋ στη δραστικότητα των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 (γραφική 

παράσταση lnVmax έναντι 1/Τ).   

 

Οι μεταβολέ̋ τη̋ ενθαλπία̋ και τη̋ εντροπία̋ των ενζυμικών αντιδράσεων υπολογίστηκαν 

με την εξίσωση του Eyring (εξίσωση 4.6, παράγραφο̋ 4.3.6). Τα πειραματικά δεδομένα πα-

ρουσιάζονται στη γραφική παράσταση του μεγέθου̋ ln(kcat/T) έναντι του αντιστρόφου τη̋ 

απόλυτη̋ θερμοκρασία̋ (1/Τ)  (Σχήμα 5.16). Η ανάλυση, κατόπιν, των αποτελεσμάτων με τη 

βοήθεια τη̋ εξίσωση̋ του Eyring, οδήγησε στον προσδιορισμό των μεταβολών τη̋ ενθαλπί-

α̋ και τη̋ εντροπία̋ των καταλυτικών αντιδράσεων. 

 

Στον Πίνακα 5.8, παρουσιάζονται οι τιμέ̋ τη̋ μεταβολή̋ τη̋ ενθαλπία̋, τη̋ ενέργεια̋ ενερ-

γοποίηση̋ και τη̋ μεταβολή̋ τη̋ εντροπία̋ για τα ένζυμα GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10. 

Η ΔΗ
≠ 

 είναι η διαφορά τη̋ ενθαλπία̋ μεταξύ τη̋ μεταβατική̋  κατάσταση̋ τη̋ αντίδραση̋ 

και τη̋ θεμελιώδου̋ κατάσταση̋ των αντιδρώντων. Παρατηρούμε πω̋ η ΔΗ
≠
 παρουσιάζεται 

θετική, γεγονό̋ που υποδηλώνει ότι τα αντιδρώντα βρίσκονται σε χαμηλότερο ενεργειακό 

επίπεδο από τα προϊόντα (Σχήμα 5.14). Το φαινόμενο αυτό είναι απόρροια  τη̋  λύση̋ των 

δεσμών των αντιδρώντων κατά τη μεταβατική κατάσταση (Laidler, 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

5.3.7. ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑΣ ΣΤΗΝ ΤΑΧΥΤΗΤΑ ΤΗΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ.  
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Η ΔS
≠
 δηλώνει την αταξία του συστήματο̋. Κατά τον Boltzmann η εντροπία σχετίζεται με 

τον αριθμό των διαφορετικών μικροσκοπικών τρόπων με του̋ οποίου̋ διατάσσονται τα αντι-

δρώντα μόρια κατά τη μεταβατική κατάσταση  προκειμένου να σχηματιστεί το ενεργοποιη-

μένο σταθερό σύμπλοκο (Laidler, 1997). Οι τιμέ̋ τη̋ ΔS
≠

 παρουσίασαν αρνητικό πρόσημο. 

Η αρνητική εντροπία είναι τόσο μεγαλύτερη όσο πιο οργανωμένη είναι η διάταξη των αντι-

δρώντων μορίων. Η ενέργεια ενεργοποίηση̋ Εα  αναφέρεται στην ελάχιστη ποσότητα ενέρ-

γεια̋ που απαιτείται για να πραγματοποιηθεί μια αντίδραση και για τι̋ περισσότερε̋ αντι-

δράσει̋ κατάλυση̋ οι τιμέ̋ τη̋ Εα κυμαίνονται από 2 έω̋ 40Kcal mol
−1

. Για το ένζυμο 

GmGSTU2-2 η τιμή τη̋ Εα είναι μικρότερη κατά 1,5 φορέ̋ περίπου συγκριτικά με τη τιμή 

τη̋ Εα για το ένζυμο GmGSTU10-10. Γενικά μικρότερε̋ τιμέ̋ ενέργεια̋ ενεργοποίηση̋ υπο-

δηλώνουν ότι η αντίδραση πραγματοποιείται ευκολότερα (Γιαννακουδάκη̋, 1993). Η σχέση 

αυτή μπορεί να γίνει κατανοητή με βάση τον παρακάτω συλλογισμό:  τα αντιδρώντα σε μια 

χημική αντίδραση έχουν ενέργεια, την οποία όταν έρθουν σε επαφή μπορούν να χρησιμοποι-

ήσουν για να υπερκαλύψουν το απαιτούμενο ποσό τη̋ ενέργεια̋ ενεργοποίηση̋, και έτσι, 

μέσω τη̋ μεταβατική̋ κατάσταση̋ να μετατραπούν σε προϊόντα.  Είναι προφανέ̋ ότι όλα τα 

αντιδρώντα μόρια δεν έχουν την ίδια ενέργεια.  Άρα, όσο μικρότερο είναι το ενεργειακό «ε-

μπόδιο» τη̋ ενέργεια̋ ενεργοποίηση̋, τόσο αυξάνεται ο αριθμό̋ των μορίων που μπορούν 

να το υπερπηδήσουν και τόσο ταχύτερη είναι η χημική αντίδραση.  Όταν η ενέργεια ενεργο-

ποίηση̋ έχει μεγάλη τιμή, τότε μικρό̋ μόνο αριθμό̋ μορίων μπορεί να την υπερπηδήσει, ε-

κτό̋ και αν δοθεί στην αντίδραση ενέργεια από το περιβάλλον, συνήθω̋ με τη μορφή θερμό-

τητα̋.   

ΣΧΗΜΑ 5.14.  Η διαφορά ενθαλπία̋ (ΔH) έχει θετικό πρόσημο όταν ενθαλπία (H) των αντιδρώντων 

είναι μικρότερη από την ενθαλπία των προϊόντων. 
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ΣΧΗΜΑ 5.15. Επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στη δραστικότητα των ενζύμων GmGSTU2-2 ( ) και 

GmGSTU10-10 ( ). Τα δεδομένα τη̋ δραστικότητα̋ αναλύθηκαν με την εξίσωση του Arrhenius (εξί-

σωση 4.6). 

ΣΧΗΜΑ 5.16. Επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στη δραστικότητα των ενζύμων GmGSTU2-2 ( ) και 

GmGSTU10-10 ( ). Τα δεδομένα τη̋ δραστικότητα̋ αναλύθηκαν με την εξίσωση του Eyring (εξίσωση 

4.6).  
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Ένζυμο Ea(kJ/mol) ΔS
≠
(kJ/mol·K) ΔH

≠
(kJ/mol) 

GmGSTU2-2 14,88 -0,18 16,67 

GmGSTU10-10 19,14 -0,17 12,42 

 

 

 

     

Μελετήθηκε η επίδραση διαφορετικών ξενοβιοτικών ενώσεων (ζιζανιοκτόνων και εντομο-

κτόνων) στην αναστολή τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10. 

Αρχικά, πραγματοποιείται μέτρηση τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των πρωτεϊνών με υπό-

στρωμα το CDNB (παράγραφο̋ 2.4.19.1) για να ελεγχθεί η δραστικότητα του̋, απουσία ξε-

νοβιοτικών ενώσεων. Στη συνέχεια προσδιορίζεται η παραμένουσα ενζυμική δραστικότητα 

% των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 υπό την επίδραση μια̋ σειρά̋ ξενοβιοτι-

κών ενώσεων (τελική συγκέντρωση ξενοβιοτικού 0,1 mM) (παράγραφο̋ 5.2.8). Τα πειραμα-

τικά αποτελέσματα παρουσιάζονται γραφικά  σε ένα διάγραμμα (Σχήμα 5.17) και για τα δυο 

ένζυμα, έτσι ώστε να εξαχθούν συγκριτικά συμπεράσματα. Η χημική δομή των ζιζανιοκτό-

νων και εντομοκτόνων που χρησιμοποιήθηκαν καθώ̋ και σχετικέ̋ πληροφορίε̋ παρέχονται 

στο Παράρτημα. 

 

Παρατηρούμε μεγάλη ελάττωση τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ υπό τη  επίδραση των περισ-

σότερων πυρεθροειδών που εξετάσθηκαν. Αξίζει να τονισθούν τα εντυπωσιακά ποσοστά α-

ναστολή̋ που παρατηρούνται από το πυρεθροειδέ̋  εντομοκτόνο λ cyhalothrin (μείωση κατά 

88,9% για το GmGSTU2-2 και κατά 73,4% για το GmGSTU10-10), τα οποία αποτελούν και 

τα υψηλοτέρα ποσοστά μείωση̋ τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ τη̋ GmGSTU2-2 στο σύνολο 

των ενώσεων που εξεταστήκαν ω̋ πιθανοί αναστολεί̋. 

ΠΙΝΑΚΑΣ 5.8. Οι τιμέ̋ των Ea, ΔS
≠
, ΔH

≠
 των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10. Τα δεδομένα 

αναλύθηκαν με τι̋ εξισώσει̋ του Arrhenius (εξίσωση 4.1) και του Eyring (εξίσωση 4.6). 

5.3.8. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΑΝΑΣΤΟΛΗΣ ΤΗΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ GmGSTU2-2 ΚΑΙ 

GmGSTU10-10 ΑΠΟ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ. 
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Παραμένοντα̋ στην κατηγορία των πυρεθροειδών, το εντομοκτόνο permethrin (τεχνικό πα-

ρασκεύασμα cis:trans 60:40) εξετάστηκε επίση̋ ω̋ πιθανό̋ αναστολέα̋ των ενζύμων όπω̋ 

και ένα μίγμα ισομερών τη̋ ένωση̋ αποτελούμενο από cis:trans 48:52. Το συγκεκριμένο ε-

ντομοκτόνο  απαντάται σε τέσσερα στερεοϊσομερή (Σχήμα 5.18). Το ισομερέ̋ 1R, cis είναι 

το πιο δραστικό ανάμεσα στα ισομερή και γι' αυτό το λόγο και το πιο τοξικό και ακολουθεί-

ται σε βαθμό τοξικότητα̋ από το 1R,trans ισομερέ̋. (Zhang et al., 2008). Μελέτε̋ που έχουν 

πραγματοποιηθεί δείχνουν ότι όσο μεγαλύτερο είναι το ποσοστό τη̋ cis μορφή̋ τη̋ ένωση̋ 

σε ένα μίγμα cis trans ισομερών τόσο περισσότερο τοξική είναι η ένωση (Dornetshuber et al, 

2007, Wallwork et al 1974). Τα πειράματα που διεξήχθησαν για τη μελέτη τη̋ αναστολή̋ τη̋ 

ενζυμική̋ δραστικότητα̋ των ενζύμων έδειξαν ότι το μίγμα ισομερών cis:trans 48:52 εμφά-

νισε μειωμένη αναστολή σε σχέση με το μίγμα cis:trans 60:40 και για τα δυο ένζυμα (μείωση 

κατά 51,39 για το permethrin και 33,34 για το μίγμα ισομερών).  Όσον αφορά το GmGSTU2-

2 και αντιστοίχω̋ 74,67% και 65,34% για το GmGSTU10-10. Συμπερασματικά, μεγαλύτερη 

αναστολή παρατηρήθηκε για το πιο τοξικό μίγμα cis trans ισομερών. 

ΣΧΗΜΑ 5.17. Απεικόνιση τη̋ υπολείπουσα̋ δραστικότητα̋ (%) των ενζύμων GmGSTU2-2 (πράσινο 

χρώμα) και GmGSTU10-10 (κίτρινο χρώμα) υπό την επίδραση διάφορων εντομοκτόνων και ζιζανιο-

κτόνων.  

GmGSTU2-2 
GmGSTU10-10 
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Στην κατηγορία των  πυρεθροϊκών εντομοκτόνων αυξημένη αναστολή παρατηρήθηκε και για 

το fenvalerate ενώ τα α-cypermethrin και β-cypermethrin παρουσίασαν παρόμοια ποσοστά 

αναστολή̋ τη̋ ενζυμική̋ δράση̋.    

  

Όσον αφορά την κατηγορία των οργανοχλωρικών εντομοκτόνων και τον κύριο εκπρόσωπο 

του̋, το DTT, ο προσδιορισμό̋ τη̋ παραμένουσα̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ του ενζύμου 

GmGSTU2-2 δείχνει τη σημαντική επίδραση τη̋ συγκεκριμένη̋ ιδιαιτέρα σταθερή̋ ένωση̋ 

στην αναστολή τη̋ δράση̋ του ενζύμου. Ακόμη πιο εντυπωσιακή είναι η υπολείπουσα δρα-

στικότητα του GmGSTU10-10 υπό την επίδραση του DTT καθώ̋ εμφανίζει υπολείπουσα 

δραστικότητα συγκριτικά με το GmGSTU2-2 υψηλότερη κατά 5-φορέ̋ (41,66% για το 

GmGSTU2-2 σε σχέση με 8% για το GmGSTU10-10). Από το σύνολο των ζιζανιοκτόνων, 

μόνο το alachlor φαίνεται να αναστέλλει αποτελεσματικά τη δράση των δύο ενζύμων και ι-

διαίτερα του GmGSTU10-10. Τα εντομοκτόνα σε γενικέ̋ γραμμέ̋ φαίνεται να αυξάνουν τα 

ΣΧΗΜΑ 5.18. Οι τέσσερι̋ στερεοϊσομερεί̋ μορφέ̋ του εντομοκτόνου permethrin. 
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ποσοστά αναστολή̋ των ενζύμων σε μεγαλύτερο βαθμό συγκριτικά με το σύνολο των ζιζανι-

οκτόνων.  

 

 

Μελετήθηκε περαιτέρω η αναστολή τη̋ δραστικότητα̋ των ενζύμων από τι̋ ξενοβιοτικέ̋ 

ενώσει̋  alachlor, λ-cyhalothrin, fenvalerate, permethrin, DDT και spirodichlofen. Σύμφωνα 

με τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται στην παράγραφο 5.3.8 τα συγκεκριμένα ξενοβιοτι-

κά φαίνεται να εμφανίζουν τα μεγαλύτερα ποσοστά αναστολή̋ τη̋ δραστικότητα̋ για τι̋ 

πρωτεΐνε̋ GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10. Για το σκοπό αυτό επιλέχθηκαν ώστε να μελε-

τηθεί η αποτελεσματικότητα του̋ και να προσδιοριστούν οι τιμέ̋ IC50 των συγκεκριμένων 

αναστολέων (Πίνακα̋ 5.9). Η τιμή IC50 (inhibition concentration)  είναι η τιμή τη̋ συγκέ-

ντρωση̋ του ξενοβιοτικού, που προκαλεί αναστολή τη̋ δραστικότητα̋ του ενζύμου κατά 

50%. Η εξίσωση που χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό των τιμών IC50 (Cheng & 

Prusoff, 1973) είναι η ακόλουθη: 

                                                                                                          

 

 

 

όπου [Ι] η συγκέντρωση του παρεμποδιστή. Η πειραματική διαδικασία περιγράφεται στην 

παράγραφο 5.2.9 και τα αποτελέσματα δίνονται στα Σχήματα 5.19 (για τι̋ ενώσει̋ alachlor, 

λ-cyhalothrin, fenvalerate) και  5.20 (για τι̋ ενώσει̋ permethrin, DDT και spirodichlofen). Οι 

τιμέ̋ IC50 για τι̋ ξενοβιοτικέ̋ ενώσει̋ που μελετήθηκαν προσδιορίστηκαν από την εξίσωση 

και παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.9.  

 

 

 

 Ένζυμο Ξενοβιοτικέ̋ 

ενώσει̋ 

 IC50(mM)  

  

GmGSTU2-2 

 

Alachlor 

  

0,01 ± 0,38 

 

 GmGSTU10-10   0,086 ± 0,48  

      

 GmGSTU2-2 λ-cyhalothrin  0,0048 ± 0,01  

 GmGSTU10-10   0,0079 ± 0,03  

      

 GmGSTU2-2 Fenvalerate  0,0048± 0,01   

 GmGSTU10-10   0,0051 ± 9x10
-5

  

5.3.9. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ IC50 ΤΗΣ ΑΝΑΣΤΟΛΗΣ ΤΩΝ ΕΝΖΥΜΩΝ GmGSTU2-2 ΚΑΙ GmGSTU10-10 

ΑΠΟ ΞΕΝΟΒΙΟΤΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ. 

ΠΙΝΑΚΑΣ 5.9. Οι τιμέ̋ IC50 των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 υπό την επίδραση των 

ξενοβιοτικών ενώσεων alachlor, λ-cyhalothrin, fenvalerate, permethrin, spirodichlofen και DDT. 

[ ]( )I/50IC1

100
Αναστολή  %

+
= (5.9) 
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 GmGSTU2-2 Spirodichlofen  0,0412 ± 0,39  

 GmGSTU10-10   0,0431 ± 0,23  

  

GmGSTU2-2 

GmGSTU10-10 

 

GmGSTU2-2 

GmGSTU10-10 

Permethrin 

 

 

        DDT 

  

0,18  ± 0,64 

0,038 ± 0,12 

 

 

0,0285 ± 0,02 

0,0043 ± 0,003 
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ΣΧΗΜΑ 5.19. Επίδραση των ξενοβιοτικών alachlor (Α), λ-cyhalothrin (Γ), fenvalerate (Ε) στη δραστικότη-

τα του ενζύμου GmGSTU2-2. Επίδραση των ξενοβιοτικών alachlor (Β), λ-cyhalothrin (Δ), fenvalerate (ΣΤ) 

στη δραστικότητα του ενζύμου GmGSTU10-10. 
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ΣΧΗΜΑ 5.20. Επίδραση των ξενοβιοτικών spirodichlofen (Α), permethrin (Γ) και DDT (Ε) στη δραστικότη-

τα του ενζύμου GmGSTU2-2. Επίδραση των ξενοβιοτικών spirodichlofen (Β),  permethrin (Δ) και DDT 

(ΣΤ) στη δραστικότητα του ενζύμου GmGSTU10-10. 
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Η ποσοτική μέθοδο̋ προσδιορισμού GSTs που περιγράφεται στην παράγραφο 2.4.19.10 και 

βασίζεται στον φωτομετρικό υπολογισμό τη̋ συγκέντρωση̋ ιόντων αλογόνων που απελευθε-

ρώνονται από τα αλογονουποκατεστημένα υποστρώματα των GSTs, χρησιμοποιήθηκε με 

σκοπό την ταχεία σάρωση και ανίχνευση GSTs. Η συγκεκριμένη μέθοδο̋ σάρωση̋ αποτελεί 

ιδιαιτέρα σημαντική και χρήσιμη πειραματική τεχνική καθώ̋  παρέχει τη δυνατότητα ανί-

χνευση̋ GSTs ικανέ̋ να καταλύουν αντιδράσει̋ με αλογονωμένε̋ ενώσει̋, μια κατηγορία 

ενώσεων που αποτελούν ιδιαιτέρα τοξικού̋ ρύπου̋ για το περιβάλλον και ειδικότερα για τα 

φυτά και τα ζώα. 

 

 

Με σκοπό να αναλυθεί η κινητική συμπεριφορά του ενζύμου, χρησιμοποιήθηκε ω̋ μοντέλο 

το ένζυμο GmGSTU4-4 (Axarli et al., 2008). Το ένζυμο αυτό ανήκει στην τ τάξη, έχει κλω-

νοποιηθεί από σόγια (Glycine max) και διαθέτει >90% ομολογία με τα ένζυμα GmGSTU2-2 

και GmGSTU10-10. Συγκεκριμένα, μελετήθηκε η επίδραση τη̋ συγκέντρωση̋ του υπο-

στρώματο̋ CDNB καθώ̋ και τη̋ πρωτεΐνη̋ στην ταχύτητα τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋. Αυτό 

επιτεύχθηκε συσχετίζοντα̋ τι̋ τιμέ̋ τη̋ οπτική̋ απορρόφηση̋ που λαμβάνονται με την συ-

γκέντρωση των αντίστοιχων υδραλογόνων που παράγονται ω̋ προϊόντα τη̋ αντίδραση̋ απα-

λογόνωση̋ με τη βοήθεια μια̋ πρότυπη̋ καμπύλη̋ (παράγραφο̋ 2.4.19.10).  

 

Οι γραφικέ̋ παραστάσει̋ που προκύπτουν δείχνουν τι̋ τιμέ̋ τη̋ οπτική̋ απορρόφηση̋ που 

αντιστοιχούν στη συγκεντρωση των ιόντων χλωρίου που απελευθερώνονται από το CDNB 

συναρτήσει τη̋ συγκέντρωση̋ του υποστρώματο̋ (0-220μM) (Σχήμα 5.21 Α), του ενζύμου 

(0-0,042mg/mL) (Σχήμα 5.21 Β) και του χρόνου αντίδραση̋ (Σχήμα 5.21 Γ). Συγκεκριμένα, 

προσδιορίστηκε φωτομετρικά η αλλαγή χρώματο̋ λόγω τη̋ απελευθέρωση̋ αλογονοϊόντων 

στα 460nm ανά διαφορετικά χρονικά διαστήματα από 0 έω̋ 75 λεπτά και παρήχθη η καμπύ-

λη τη̋ οπτική̋ απορρόφηση̋ σε συνάρτηση με το χρόνο (Σχήμα 5.21 Γ). To CDNB βρίσκε-

ται σε σταθερή συγκέντρωση κορεσμού 1mM και το ένζυμο σε σταθερή συγκέντρωση 

0,01mg/mL. Τα αποτελέσματα επεξεργάστηκαν με το πρόγραμμα SigmaPlot.  

 

5.3.10. ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΤΩΝ GSTS ΕΝΑΝΤΙ ΑΛΟΓΟ-

ΝΩΜΕΝΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ.  

5.3.10.1. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ GmGSTU4-4 ΜΕ ΜΕΤΑΒΟΛΗ ΤΩΝ ΣΥΝΘΗΚΩΝ 

(ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ, ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΕΝΖΥΜΟΥ, ΧΡΟΝΟΣ) ΤΟΥ ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΥ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ. 
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Η χρωματική αλλαγή κατά την αντίδραση απαλογόνωση̋ για διαφορετικέ̋ ποσότητε̋ ενζύ-

μου (2-40 μg) απεικονίζεται στο φάσμα απορροφήσεων που παρουσιάζεται στην σχήμα 5.22. 

Τα ενζυμικά δείγματα μελετηθήκαν σε ένα εύρο̋ φάσματο̋  από 320nm έω̋ 750nm. Όπω̋ 

φαίνεται στο φάσμα απορροφήσεων, παρατηρείται μια κορυφή στα 340 nm λόγω τη̋ σύζευ-

ξη̋ του CDNB με τη γλουταθειόνη. Παράλληλα η κορυφή που εμφανίζεται στα 460 nm ο-

φείλεται στην απορρόφηση κατά τον σχηματισμό του πορτοκαλί χρώματο̋ από την αντίδρα-

ΣΧΗΜΑ 5.21. Εξάρτηση τη̋ ταχύτητα̋ απελευθέρωση̋ των ιόντων αλογόνου κατά την καταλυτική 

αντίδραση απαλογόνωση̋ με το CDNB από τη συγκέντρωση του υποστρώματο̋ (Α) και από τη συ-

γκέντρωση του ενζύμου (Β), (Γ): καταλυτική δραστικότητα του ενζύμου συναρτήσει του χρόνου ω̋ 

προ̋ το υπόστρωμα CDNB.  
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ση των αλογονοϊόντων με τον θειοκυανιούχο υδράργυρο και τα ιόντα σιδήρου στο διάλυμα 

του νιτρικού οξέο̋. Στο σχήμα φαίνεται καθαρά ότι η κορυφή στα 460nm γίνεται πιο έντονη 

όσο αυξάνεται η ποσότητα του ενζύμου που προστίθεται. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.10.2. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΝΖΥΜΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΑΓΡΙΟΥ ΤΥΠΟΥ ΥΠΟ ΤΗΝ ΕΠΙΔΡΑΣΗ 

ΑΛΟΓΟΝΩΜΕΝΩΝ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΩΝ ΚΑΙ ΠΙΘΑΝΩΝ ΑΝΑΣΤΟΛΕΩΝ. 

 

Μελετήθηκε η δραστικότητα του ενζύμου GmGSTU4-4 καθώ̋ και η αναστολή τη̋ δραστικό-

τητά̋ του έναντι μια̋ σειρά̋ υποστρωμάτων και πιθανών αναστολέων αντίστοιχα, χρησιμο-

ποιώντα̋ τον φωτομετρικό προσδιορισμό με πλάκε̋ μικροτιτλοδότηση̋ (παράγραφο̋ 

2.4.19.10). Οι ενώσει̋ που χρησιμοποιηθήκαν ω̋ υποστρώματα είναι τα: CDNB, IDNB, 1,2-

DBE, alachlor, metolachlor και p-NBC ενώ οι ενώσει̋ που χρησιμοποιηθήκαν ω̋ πιθανοί 

αναστολεί̋: atrazin, π-νιτροβενζυλ-GSH, endosulphan, permethrin και fenvalerate (τελική 

συγκέντρωση 0,1 mM). Οι χημικέ̋ δομέ̋ των ενώσεων που χρησιμοποιηθήκαν για τον υπο-

λογισμό τη̋ δραστικότητα̋ ή τη̋ αναστολή̋ τη̋ ενζυμική̋ δράση̋ του ενζύμου GmGSTU4-

4, παρουσιάζονται στο σχήμα 5.25.  

ΣΧΗΜΑ 5.22. Φάσμα απορροφήσεων για την αντίδραση απαλογόνωση̋ του υποστρώματο̋ CDNB από 

320nm έω̋ 750nm για διαφορετικέ̋ ποσότητε̋ ενζύμου (2-40 μg). Η μπλε γραμμή αντιστοιχεί στην 

απορρόφηση που παρουσιάζει το διάλυμα με τη μέγιστη ποσότητα ενζύμου (40 μl) ενώ η μωβ γραμμή 

σε αυτή με την ελάχιστη ποσότητα ενζύμου (2 μg).  
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Λόγω τη̋ χημική̋ δομή̋ των ενώσεων, τα άτομα αλογόνου τα οποία βρίσκονται σε ακραίε̋ 

θέσει̋ στον ανθρακικό σκελετό, αντιδρούν εύκολα με τη γλουταθειόνη και οδηγούν σε νου-

κλεόφιλε̋ υποκαταστάσει̋ (Σχήμα 2.1). Τα αποτελέσματα που ακολουθούν  παρουσιάζουν 

την ενζυμική δραστικότητα του GmGSTU4-4 έναντι μια̋ σειρά̋ υποστρωμάτων (Σχήμα 

5.24) και αναστολέων (Σχήμα 5.23) σε θερμοκρασία 37
 ο
C 

 

Τα αποτελέσματα που ελήφθησαν με τη συγκεκριμένη μέθοδο συμφωνούν απόλυτα με εκεί-

να που ελήφθησαν χρησιμοποιώντα̋ τον συμβατικό φωτομετρικό ενζυμικό προσδιορισμό (με 

κυβέττα στα 340 nm). Ο  συντελεστή̋ μοριακή̋ απόσβεση̋ του θειοκυανιούχου σιδήρου 

είναι 0,98 ± 0,02 mM
-1

cm
-1

 και επομένω̋ η συγκεκριμένη αντίδραση προσδιορισμού είναι 

λιγότερο ευαίσθητη σε σύγκριση με την πρότυπη CDNB/GSH αντίδραση (9,3 mM
-1

 cm
-1

). 

Ωστόσο, ο προσδιορισμό̋ με τον θειοκυανιούχο σίδηρο μπορεί να εφαρμοσθεί στι̋ περιπτώ-

σει̋ ισοενζύμων GST που δεν λειτουργούν ικανοποιητικά χρησιμοποιώντα̋ το CDNB ω̋ 

υπόστρωμα.  

 
Στο συγκεκριμένο πείραμα, χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικά αλογονωμένα υποστρώματα ό-

πω̋ τα ζιζανιοκτόνα alachlor, atrazin, and metolachlor προκειμένου να μελετηθεί η δραστι-

κότητα του ενζυμου GmGSTU4-4. Επίση̋ εξετάστηκε το συνθετικό υπόστρωμα π-

νιτροβενζυλ-χλωρίδιο το οποίο αποτελεί ένα «φτωχό», θα λέγαμε, υπόστρωμα για το ένζυμο 

GmGSTU4-4 και το 1,2-διβρωμοαιθάνιο ένα άγνωστο υπόστρωμα για τι̋ GSTs τη̋ τ τάξη̋. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν παρουσία ενζύμου, έδειξαν, διαφορέ̋ στην ένταση του 

χρώματο̋ που υποδεικνύουν διαφορέ̋ στην εξειδίκευση του υποστρώματο̋. Αρνητική τυφλή 

αντίδραση (απουσία ενζύμου) χρησιμοποιήθηκε για καθένα από τα έξι υποστρώματα προκει-

μένου να εξαλειφθεί η πιθανότητα ψευδών θετικών αντιδράσεων και όπω̋ ήταν αναμενόμενο 

τα δείγματα απουσία ενζύμου δεν προκάλεσαν καμία χρωματική αλλαγή. Η μεγαλύτερη δρα-

στικότητα παρατηρήθηκε για τα συνθετικά υποστρώματα  CDNB και IDNB αποτέλεσμα που 

συμφωνεί με δημοσιευμένη μελέτη για το ένζυμο GmGSTU4-4 (Axarli et al., 2009). Τέλο̋, 

παρατηρήθηκε ανιχνεύσιμη δραστικότητα για το 1,2-διβρωμοαιθάνιο που όπω̋ προαναφέρ-

θηκε αποτελεί άγνωστο υπόστρωμα για το GmGSTU4-4.  
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U/mL 

Υποστρώματα 

U/mL 

   Αναστολεί̋ 

 

 

ΣΧΗΜΑ 5.23. Προσδιορισμό̋ δραστικότητα̋ του ενζυμου GmGSTU4-4 χρησιμοποιώντα̋ εναλλακτι-

κά υποστρώματα (τελική συγκέντρωση 1mM) σε μικροπλακίδια.  

ΣΧΗΜΑ 5.24. Σάρωση επιλεγμένων GSTs αναστολέων: carbaryl, fenvalerate, endosulphan, S-(p-

nitrobenzyl)-glutathione, Cibacron blue 3GA και permethrin. Το ένζυμο GmGSTU4-4 χρησιμοποιήθη-

κε σε όλε̋ τι̋ μετρήσει̋ υπό βέλτιστε̋ συνθήκε̋ προσδιορισμου CDNB-GSH. Η πρώτη μπάρα (με τον 

τίτλο CDNB) αναφέρεται στο θετικό control (απουσία αναστολέα).  
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Η σάρωση μια̋ βιβλιοθήκη̋ μεταλλαγμένων μορφών  GSTs με σκοπό την εύρεση εκείνων με 

καταλυτική δράση ω̋ προ̋ αλογονωμένε̋ ενώσει̋ πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντα̋ τον 

φωτομετρικό προσδιορισμό με πλακίδια που περιγράφεται στην παράγραφο 2.4.19.10. Για να 

μελετηθεί η επίδραση των μεταλλάξεων σε έναν αριθμό ενζύμων GSTs, εξεταστήκαν διαφο-

ρετικά υποστρώματα και τα αποτελέσματα χρησιμοποιηθήκαν για την διεξαγωγή συγκριτι-

κών συμπερασμάτων με τον άγριο τύπο του ενζύμου. Η συγκεκριμένη μέθοδο̋ προσδιορι-

σμού μπορεί να βρει εξαιρετική εφαρμογή στη σάρωση βιβλιοθηκών μεταλλαγμένων ενζύ-

μων καθώ̋ παρέχει τη δυνατότητα ταυτόχρονου ελέγχου ενό̋ μεγάλου αριθμού πρωτεϊνικών 

μορφών χρησιμοποιώντα̋ ελάχιστε̋ ποσότητε̋ ενζύμου. 

 

Η εύκολη και άμεση μέθοδο̋ που βασίζεται στην οπτική παρατήρηση, μπορεί επίση̋ να χρη-

σιμοποιηθεί για ταχεία σάρωση πιθανών αναστολέων τη̋ ενζυμική̋ δράση̋ των GSTs. Τα 

αποτελέσματα δείχνουν τη φωτομετρική συμπεριφορά του άγριου τύπου και των μεταλλαγ-

μένων μορφών από μία βιβλιοθήκη που δημιουργήθηκε από ανασυναρμολόγηση DNA (DNA 

shuffling) των ισοενζύμων GmGSTU4-4, GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 (Αξαρλή, 2009). 

Οι πειραματικέ̋ δοκιμέ̋ για την επίδραση των υποστρωμάτων και των πιθανών αναστολέων 

στη δραστικότητα των υπό μελέτη ενζύμων, πραγματοποιήθηκαν σε θερμοκρασία 37
 ο

C 

(Σχήμα 5.25).  

5.3.10.3. ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΟΥ ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΥ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΑΛΟΓΟΝΟΪΟΝΤΩΝ ΣΕ ΜΙΚΡΟΠΛΑΚΙΔΙΑ 

ΜΕ ΣΚΟΠΟ ΤΗ ΣΑΡΩΣΗ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΜΟΡΦΩΝ GSTS. 
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Τα αποτελέσματα (Σχημα 5.25.) έδειξαν διαφορέ̋ στην ένταση του χρώματο̋ που αναπτύ-

χθηκε, γεγονό̋ που οφείλεται στη λειτουργική ποικιλότητα ανάμεσα GSTs καθώ̋ και τι̋ α-

ποκλίνουσε̋  αντιδραστικότητε̋ των διάφορων υποστρωμάτων. Αυτό υποδεικνύει ότι ο 

προσδιορισμό̋ εφαρμόζεται για σάρωση μεταλλαγμένων βιβλιοθηκών ταυτόχρονα χρησιμο-

ποιώντα̋ πολύ μικρέ̋ ποσότητε̋ ακατέργαστου ενζυμικού εκχυλίσματο̋ (0,1 mg/ml ολική 

πρωτεΐνη). Η μεγαλύτερη δραστικότητα επιτεύχθη με τη μεταλλαγμένη μορφή 48 για το σύ-

νολο των υπό εξέταση υποστρωμάτων. Η μετάλλαξη 42 έδειξε σχετικά υψηλή δραστικότητα 

με τα τρία ζιζανιοκτόνα (atrazine, alachlor, and metolachlor). Η χαμηλότερη δραστικότητα 

παρατηρήθηκε για τον κλώνο 21 για όλα τα υπό εξέταση υποστρώματα.  

 

Οι διαφορέ̋ στη δραστικότητα μπορεί να οφείλονται σε μεταβαλλόμενε̋ εγγενεί̋ ιδιοτήτων 

των μεταλλαγμένων ενζύμων και/ή αλλαγμένων επιπέδων έκφραση̋ των ενζύμων. Η βιβλιο-

ΣΧΗΜΑ 5.25. Σάρωση επιλεγμένων κλώνων από τη βιβλιοθήκη μεταλλαγμένων GST ενζύμων χρησι-

μοποιώντα̋, εκτό̋ του συστήματο̋ CDNB-GSH, εναλλακτικά υποστρώματα και τέσσερι̋ συνθετικού̋ 

αναστολεί̋ (p-nitrobenzyl glutathione, endosulphan, permethrin, και fenvalerate) Για όλε̋ τι̋ μετρή-

σει̋ χρησιμοποιήθηκε ακατέργαστο ενζυμικό εκχύλισμα (0,1 lg/ml συνολική πρωτεΐνη). 
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θήκη των μεταλλαγμένων GSTs μελετήθηκε επίση̋ παρουσία 4 αναστολέων (fenvalerate, 

endosulphan, permethrin, S-(p-nitrobenzyl)glutathione) (Σχημα 5.25.), χρησιμοποιώντα̋ την 

CDNB–GSH αντίδραση.  

 

 

Τα ένζυμα που ανήκουν στη φυτική τ τάξη των GSTs εμφανίζουν μεγάλη ποικιλότητα και 

διαφοροποιήσει̋ μεταξύ του̋, τόσο ω̋ προ̋ την αμινοξική ακολουθία όσο και ω̋ προ̋ τα 

καταλυτικά του̋ χαρακτηριστικά. Ταυτόχρονα, η τ τάξη αποτελεί μια από τι̋ δυο πολυπλη-

θέστερε̋ τάξει̋ των φυτικών GSTs με σπουδαία αποτοξινωτική δράση. Η πλειοψηφία των 

αντιπροσώπων τη̋ τ τάξη̋ εμφανίζουν δυνατότητα σύζευξη̋ GSH με ένα ευρύ φάσμα ξενο-

βιοτικών ουσιών. Επιπλέον χαρακτηρίζονται από πολύ σημαντικέ̋ λειτουργίε̋ όσον αφορά 

την προστασία των φυτικών κυττάρων καθώ̋ επάγονται κάτω από συνθήκε̋ υποξία̋ των 

φυτών και καταπονήσεων από βαρέα μέταλλα και άλατα (Moons, 2003). Παρά τι̋ αξιοση-

μείωτε̋ ιδιότητε̋ του̋, λίγε̋ μελέτε̋ έχουν πραγματοποιηθεί σχετικά με τον καταλυτικό μη-

χανισμό που παρουσιάζουν οι συγκεκριμένε̋ πρωτεΐνε̋.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

ΣΧΗΜΑ 5.26. Σύγκριση των αμινοξικών αλληλουχιών των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 

χρησιμοποιώντα̋ το πρόγραμμα ClustalW (Thompson et al., 1994). Το σχήμα παρήχθη με το πρό-

γραμμα Geneious (Steve Rozen et al., 2000). Η πράσινη μπάρα αντιστοιχεί στον βαθμό ομοιότητα̋ 

μεταξύ των δύο αλληλουχιών ενώ με μαύρα γράμματα τονίζονται τα διαφορετικά αμινοξικά κατάλοιπα 

μεταξύ του̋.  

 
 
Ομοιότητα 

 

GmGSTU2-2  
 
 
GmGSTU10-10 
 

 

 

GmGSTU2-2  

 

GmGSTU10-10 

 

 

 

GmGSTU2-2  

 

GmGSTU10-10 
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Τα ένζυμα GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 ανήκουν στην φυτική τάξη τ και κλωνοποιήθη-

καν σε κατάλληλο φορέα (pEXP5-CT/TOPO
Ò
) με σκοπό να μελετηθεί και να ερμηνευτεί ο 

καταλυτικό̋ του̋ μηχανισμό̋. Τα δύο ένζυμα εμφανίζουν ομοιότητα 87,7% σε αμινοξικό 

επίπεδο (Σχήμα 5.26). Ωστόσο, η κινητική μελέτη και ανάλυση των ενζύμων αποκάλυψαν 

σημαντικέ̋ διαφορέ̋ μεταξύ του̋, γεγονό̋ που πιθανότατα δείχνει, τον σημαντικό ρόλο που 

διαδραματίζουν συγκεκριμένα αμινοξέα στην κινητική συμπεριφορά και την εξειδίκευση του 

υποστρώματο̋ των GSTs. 

 

Ο αποδοτικό̋ καθαρισμό̋ των ενζύμων με χρωματογραφία συγγένεια̋ σε προσροφητή που 

φέρει GSH ακινητοποιημένη σε αγαρόζη, αποτελεί ένα από τα σημαντικότερα βήματα για 

την πραγματοποίηση κινητικών και μοριακών μελετών με ακρίβεια. Η απόδοση του καθαρι-

σμού ήταν περίπου 100%. Ακολούθησε μελέτη τη̋ κινητική̋ συμπεριφορά̋ των πρωτεϊνών 

κατά την οποία παρατηρήθηκε ότι για μεταβαλλόμενε̋ συγκεντρώσει̋ του υποστρώματο̋ 

CDNB, το ένζυμο GmGSTU10-10 εμφανίζει σχεδόν τριπλάσια Km σε σχέση με το 

GmGSTU2-2. Τα δυο ένζυμα εμφάνισαν παρόμοια κινητική συμπεριφορά όταν χρησιμοποιη-

θήκαν ω̋ μεταβαλλόμενα υποστρώματα τα fluorodifen και GSH.  

 

Το ένζυμο GmGSTU4-4 (Axarli et al., 2008), παρουσιάζει μεγάλη ομοιότητα στην αμινοξική 

αλληλουχία με τα GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10. Η ομοιότητα μεταξύ των τριών αμινοξι-

κών αλληλουχιών φθάνει το 85,4%, ενώ το GmGSTU2-2 με το GmGSTU4-4 εμφανίζει ο-

μοιότητα 89,5% εναντι 91,3% που εμφανίζει το ένζυμο GmGSTU10-10 με το GmGSTU4-4 

(Σχήμα 5.27). Για το ένζυμο GmGSTU4-4 η αύξηση του μεγέθου̋ του μορίου των υποστρω-

μάτων φαίνεται να σχετίζεται με τη μείωση στη σταθερά εξειδίκευση̋ του ενζύμου. Πιο συ-

γκεκριμένα παρατηρείται μείωση στη σταθερά εξειδίκευση̋ (kcat/Κm) του ενζύμου κατά 365-

φορέ̋ όταν αντί του υποστρώματο̋ CDNB που αποτελείται από ένα αρωματικό δακτύλιο 

χρησιμοποιηθεί το ΜΤΤ που αποτελείται από τρει̋ αρωματικού̋ δακτυλίου̋. Το ένζυμο 

GmGSTU2-2 φαίνεται επίση̋ να επηρεάζεται από το μέγεθο̋ του μορίου του υποστρώματο̋ 

αφού εμφανίζει μείωση στη σταθερά εξειδίκευση̋ κατά 38-φορέ̋ όταν χρησιμοποιείται ω̋ 

υπόστρωμα το CuOOH αντί του CDNB. Αντίθετα το ένζυμο GmGSTU10-10,  δεν φαίνεται 

να επηρεάζεται από το γεγονό̋ αυτό με μόλι̋ υποτετραπλάσια σταθερά εξειδίκευση̋ με το 

υπόστρωμα CuOOH σε σύγκριση με το CDNB. 
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Οι Tm των ενζύμων αποτελούν ένδειξη τη̋ δομική̋ σταθερότητα̋  του̋. Για τα GmGSTU2-2 

και GmGSTU10-10 υπολογίστηκαν στου̋ 60,95±1,03 °C και 62,43±0,62 °C αντιστοίχω̋. Η 

επίδραση τη̋ θερμοκρασία̋ στην κινητική σταθερά kcat για το υπόστρωμα CDNB μελετήθη-

κε για την περιοχή 0-50 °C. Εφαρμόζοντα̋ τι̋ βασικέ̋ θερμοδυναμικέ̋ εξισώσει̋ (παράγρα-

φο̋ 5.3.7.), προσδιοριστήκαν οι τιμέ̋ τη̋ ενέργεια̋ ενεργοποίηση̋ (Ea) και τη̋ διαφορά̋ 

εντροπία̋ (ΔS
≠
) και ενθαλπία̋ (ΔH

≠
) κατά τη μεταβατική κατάσταση για τα δυο ένζυμα. Η 

ενέργεια ενεργοποίηση̋ Εα των πρωτεϊνών GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 εμπίπτουν στο 

εύρο̋ τιμών Εα οι οποίε̋ χαρακτηρίζουν τι̋ περισσότερε̋ αντιδράσει̋ κατάλυση̋ από ένζυμα 

(2 έω̋ 40Kcal mol
−1

). Για το ένζυμο GmGSTU2-2 η μικρότερη τιμή ενέργεια̋ ενεργοποίηση̋ 

συγκριτικά με το ένζυμο GmGSTU10-10, υποδηλώνει ευκολότερη πραγματοποίηση τη̋ κα-

ταλυτική̋ αντίδραση̋ (Γιαννακουδάκη̋ Δ.Α, 1993).  

 

Σε ένα επόμενο βήμα, μελετήθηκε η επίδραση του ιξώδου̋ στι̋ κινητικέ̋ σταθερέ̋ των εν-

ζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 για το υπόστρωμα CDNB με στόχο την εύρεση του 

καθοριστικού σταδίου τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋. Το καθοριστικό στάδιο τη̋ αντίδραση̋ 

για το GmGSTU2-2 πιθανότατα σχετίζεται με τη χημεία τη̋ αντίδραση̋ ή με κάποια μη ε-

λεγχόμενη από τη διάχυση δομική ανακατάταξη τη̋ πρωτεΐνη̋ (Johnson et al., 1993, Labrou 

et al., 2001). Για το ένζυμο GmGSTU10-10 φαίνεται πω̋ το καθοριστικό στάδιο τη̋ αντί-

δραση̋ σχετίζεται με την απελευθέρωση του προϊόντο̋ τη̋ αντίδραση̋. 

 

ΣΧΗΜΑ 5.27. Σύγκριση των αμινοξικών αλληλουχιών των ενζύμων GmGSTU2-2, GmGSTU10-10 

και GmGSTU4-4 χρησιμοποιώντα̋ το πρόγραμμα ClustalW (Thompson et al., 1994). Το σχήμα παρή-

χθη με το πρόγραμμα Geneious (Steve Rozen et al., 2000). Η πράσινη μπάρα αντιστοιχεί στον βαθμό 

ομοιότητα̋ μεταξύ των αλληλουχιών. 
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Οι μεταβολέ̋ του pH έχουν επιπτώσει̋ τόσο στη μέγιστη ταχύτητα Vmax τη̋ ενζυμική̋ αντί-

δραση̋ όσο και στη σταθερά Michaelis Km. Προκειμένου να εξεταστεί η επίδραση του pH 

στην κινητική παράμετρο Vmax τη̋ αντίδραση̋ μελετήθηκε ένα εύρο̋ τιμών pH (6,5 έω̋ 8,5) 

και προσδιοριστήκαν οι βέλτιστε̋ περιοχέ̋ pH και για τα δυο ένζυμα στην οποία η δραστικό-

τητά του̋ είναι μέγιστη. Από την γραφική παράσταση τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ συναρ-

τήσει του pH, φαίνεται ότι το ένζυμο GmGSTU2-2 εμφανίζει βέλτιστη δράση σε μια περιοχή 

τιμών κοντά στο 7,5, ενώ το GmGSTU10-10 κοντά στο 7. Και τα δυο ένζυμα δρουν σε ένα 

εύρο̋ τιμών pH όπου η πλειοψηφία των GSTs παρουσιάζουν βέλτιστη δράση.  

 

Προκειμένου να διερευνηθεί η αναστολή τη̋ δραστικότητά̋ των ενζύμων από μια ομάδα ξε-

νοβιοτικών ενώσεων, πραγματοποιήθηκαν πειράματα χρησιμοποιώντα̋ τα εντομοκτόνα: fen-

valerate, permethrin, diazinon, malathion, carbaryl, α-cypermethrin, β-cypermethrin, λ-

cyhalothrin, dieldrin, aldrin, DDT, endosulfan, propoxur και τα ζιζανιοκτόνα: atrazine, di-

uron, alachlor, metolachlor. Διαπιστώνεται ότι όσον αφορά την ομάδα των εντομοκτόνων 

αυτά που προκαλούν σημαντική αναστολή τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ και στα δυο ένζυμα 

είναι τα permethrin, fenvalerate, λ-cyhalothrin, spirodiclofen και DDT ενώ από το σύνολο 

των ζιζανιοκτόνων το alachlor. Τα συγκεκριμένα ξενοβιοτικά επιφέρουν αναστολή τη̋ ενζυ-

μική̋ δράση̋ σε ποσοστό από 46% έω̋ 92%. Θα μπορούσε να ισχυριστεί κανεί̋ ότι δεν προ-

κύπτει εμφανή̋, τουλάχιστον, συσχέτιση τη̋ χημική̋ δομή̋ των ξενοβιοτικών ουσιών με την 

αναστολή που αυτέ̋ προκαλούν. Στο συμπέρασμα αυτό, οδηγεί το γεγονό̋ ότι οι ενώσει̋ που 

αποτελούν του̋ αποτελεσματικότερου̋ αναστολεί̋ για τα υπό εξέταση ένζυμα, παρουσιά-

ζουν διαφορετικέ̋ δομέ̋ μεταξύ του̋. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το εντομοκτόνο 

DDT υπό την επίδραση του οποίου, παρατηρείται ελάττωση τη̋ εναπομένουσα̋ δραστικότη-

τα̋ κατά πέντε φορέ̋ για το ένζυμο GmGSTU10-10 συγκριτικά με το ένζυμο GmGSTU2-2. 

Αυτό πιθανότατα να οφείλεται στον διαφορετικό τρόπο πρόσδεση̋ του ξενοβιοτικού στο ε-

νεργό κέντρο των πρωτεϊνών και στι̋ αλληλεπιδράσει̋ που αναπτύσσει με τα γειτονικά αμι-

νοξικά κατάλοιπα.  

 

Περαιτέρω μελέτη των ξενοβιοτικών ουσιών που παρουσιάζουν σημαντική αναστολή τη̋ 

δραστικότητα̋ των ενζύμων GmGSTU2-2 και GmGSTU10-10 πραγματοποιήθηκε με τον 

προσδιορισμό των τιμών IC50 για καθεμία από τι̋ ξενοβιοτικέ̋ ενώσει̋  alachlor, λ-

cyhalothrin, fenvalerate, permethrin, DDT και spirodichlofen. Λαμβάνοντα̋ υπόψη ότι η IC50 

είναι η συγκέντρωση του αναστολέα που απαιτείται για να μειωθεί κατά 50% η ενζυμική 

δραστικότητα, οι ενώσει̋ που αποτέλεσαν του̋ αποτελεσματικότερου̋ αναστολεί̋ για το 

ένζυμο GmGSTU2-2 είναι το fenvalerate και το λ-cyhalothrin. Πιθανόν η παρόμοια δομή των 

δυο εντομοκτόνων να σχετίζεται με την υψηλή συγγένεια που εμφανίζουν με την πρωτεΐνη. Η 

ύπαρξη δυο αρωματικών δακτυλίων οι οποίοι συνδέονται μέσω μια̋ αιθερομάδα̋ χαρακτηρί-
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ζει και τι̋ δυο χημικέ̋ ενώσει̋ και ίσω̋ να παίζει ρόλο στην αποτελεσματική πρόσδεση των 

αναστολέων στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Τα πειραματικά αποτελέσματα για την πρωτεΐ-

νη GmGSTU10-10 έδειξαν ότι το ξενοβιοτικό που εμφανίζει υψηλότερο βαθμό αγχιστεία̋ με 

το ένζυμο είναι το DDT και σε μικρότερο βαθμό τα fenvalerate και λ-cyhalothrin.  

 

Η μέθοδο̋ προσδιορισμού τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ που βασίζεται στη μέτρηση των α-

λογονοϊόντων χρησιμοποιήθηκε για τη μελέτη ενζύμων GSTs (άγριου τύπου και μεταλλαγ-

μένων μορφών) έναντι μια̋ σειρά̋ υποστρωμάτων και αναστολέων των πρωτεϊνών. Η  συ-

γκεκριμένη πειραματική διαδικασία πέρα των πλεονεκτημάτων τη̋ παρουσιάζει και αρκετέ̋ 

δυσκολίε̋. Προκειμένου ο φωτομετρικό̋ προσδιορισμό̋ τη̋ ενζυμική̋ ενεργότητα̋ να είναι 

όσο το δυνατόν περισσότερο ακριβή̋ (ελαχιστοποίηση θορύβου) πρέπει να χρησιμοποιούνται 

οι κατάλληλε̋ συγκεντρώσει̋ ρυθμιστικών διαλυμάτων και οι κατάλληλε̋ αναλογίε̋ μεταξύ 

αντιδραστηρίων και πρωτεϊνικού δείγματο̋. Η εφαρμογή μικρότερων συγκεντρώσεων πρω-

τεΐνη̋ δεν επιτρέπει την ανίχνευση ενζυμική̋ δραστικότητα̋, ενώ αντίθετα σε μεγαλύτερε̋ 

τιμέ̋ υπάρχει ο κίνδυνο̋ υποεκτίμηση̋ τη̋ ενεργότητα̋ λόγω τη̋ ταχύτατη̋ απελευθέρωση̋ 

των ιόντων αλογόνου κατά το πρώτο στάδιο τη̋ αντίδραση̋. Επιπροσθέτω̋, επειδή η μέθο-

δο̋ βασίζεται στην ανίχνευση οποιουδήποτε αλογονοϊόντο̋, πρέπει να αποκλειστούν όλε̋ οι 

πιθανέ̋ πηγέ̋ αλογόνων (εκτό̋ βεβαίω̋ των ενώσεων που χρησιμοποιούνται ω̋ υποστρώμα-

τα ή πιθανοί αναστολεί̋) προκειμένου να προσδιοριστεί η απελευθέρωση μονό των επιθυμη-

τών αλογονοϊόντων τη̋ ενζυμική̋ αντίδραση̋. Ένα̋ σημαντικό̋ τέτοιο̋ παράγοντα̋ που 

πρέπει να προβλεφθεί κατά τη διάρκεια τη̋ πειραματική̋ διαδικασία̋, είναι η ρύθμιση του 

pH των διαλυμάτων που χρησιμοποιούνται, με οξέα που δεν περιέχουν αλογόνα. Τέλο̋, λαμ-

βάνοντα̋ υπόψη ότι οι αντιδράσει̋ τη̋ μεθόδου είναι ποσοτικέ̋ και στοιχειομετρικέ̋, ο 

προσδιορισμό̋ τη̋ ποσότητα̋ των αλογόνων που παράγονται είναι εφικτό̋ με τη βοήθεια 

μια̋ πρότυπη̋ καμπύλη̋. Η πρότυπη καμπύλη πρέπει να  λαμβάνεται με πολλαπλή επανάλη-

ψη των πειραματικών σημείων για τη μεγαλύτερη δυνατή εξάλειψη σφαλμάτων.  

 

Αρχικά πραγματοποιήθηκε κινητική μελέτη του άγριου τύπου χρησιμοποιώντα̋ μεταβαλλό-

μενε̋ συγκεντρώσει̋ υποστρώματο̋ αλλά και πρωτεΐνη̋. Μελετήθηκε επίση̋ η ποσότητα 

των ιόντων χλωρίου που παράγονται για χρονικό διάστημα 75min λαμβάνοντα̋ μετρήσει̋ 

ανά τακτά χρονικά διαστήματα. Η γραφική παράσταση τη̋ συγκέντρωση̋ αλογονοϊόντων 

συναρτήσει του χρόνου υπέδειξε μια αυξανομένη απελευθέρωση ιόντων αλογόνου τα πρώτα 

20min ακολουθούμενη από σταθεροποίηση τη̋ συγκέντρωση̋ των Cl
-
 που παράγονται έω̋ 

το πέρα̋ των 75min. Ο μηχανισμό̋ τη̋ αντίδραση̋ απαλογόνωση̋ του υποστρώματο̋ 

CDNB μελετήθηκε και με τη λήψη φασμάτων απορρόφηση̋ χρησιμοποιώντα̋ διαφορετικέ̋ 

ποσότητε̋ ενζυμικού εκχυλίσματο̋. Σε ένα εύρο̋ φάσματο̋ από 320nm έω̋ 750nm παρατη-

ρηθήκαν φωτομετρικά η σύζευξη του CDNB με τη γλουταθειόνη (κορυφέ̋ στα 340 nm) και 
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ταυτόχρονα η αντίδραση των θειοκυανιούχων ιόντων με το νιτρικό σίδηρο (κορυφέ̋ στα 

460nm) τα οποία απελευθερωθήκαν λόγω τη̋ αντίδραση̋ των αλογονοϊόντων με τον σιδηρο-

κυανιούχο υδράργυρο (Hg(SCN)2). Παρατηρήθηκε σταδιακή αύξηση στι̋ τιμέ̋ απορρόφη-

ση̋ στα δυο μήκη κύματο̋, εξαιτία̋ των αυξανόμενων ποσοτήτων ενζύμου που προστίθε-

νται.  

 

Η μελέτη του άγριου τύπου συνεχίστηκε με έλεγχο τη̋ επίδραση̋ στη δραστικότητα του εν-

ζύμου των υποστρωμάτων CDNB, IDNB, 1,2-DBE, alachlor, metolachlor, p-nitrobenzyl 

chloride και των αναστολέων atrazin, π-νιτροβενζυλ-γλουταθείο, endosulphan, permethrin, 

fenavalerate. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων δείχνει την υψηλότερη ελάττωση τη̋ ενζυμική̋ 

δραστικότητα̋ υπό την επίδραση του π-νιτροβενζυλ-γλουταθείου και στι̋ δυο θερμοκρασίε̋. 

Ανάμεσα στα υποστρώματα, το ιωδο-παράγωγο (1-ιωδο-2,4 δινιτροβενζόλιο) φαίνεται να 

προκαλεί παρόμοια ενζυμική δραστικότητα με το CDNB ιδιαιτέρα όταν το πείραμα διεξάγε-

ται στου̋ 37
 ο

C. Ανάμεσα στα εντομοκτόνα που χρησιμοποιηθήκαν, η μικρότερη αναστολή 

τη̋ ενζυμική̋ δραστικότητα̋ παρατηρείται για το εντομοκτόνο permethrin. 

 

Έχοντα̋ υπόψη ότι η επιτυχία των πειραμάτων στην κατευθυνόμενη εξέλιξη πρωτεϊνών βα-

σίζεται στι̋ μεθόδου̋ που εφαρμόζονται για τη σάρωση βιβλιοθηκών μεταλλαγμένων ενζύ-

μων που φέρουν τι̋ επιθυμητέ̋ ιδιότητε̋ (Colin et al. 2010, Wu et al., 2010, Kurtovic & 

Mannervik, 2009). Προκειμένου να επιτευχθεί αυτό και να εκμεταλλευτούμε την ποικιλότητα 

τέτοιων βιβλιοθηκών, απαιτείται διαθεσιμότητα ταχέων τεχνολογιών που επιτρέπουν την α-

νάλυση πολλών διαφορετικών ενζύμων ταυτόχρονα και την εφαρμογή διαφορετικών συνθη-

κών σάρωση̋. Η μέθοδο̋ ανίχνευση̋ αλογονοϊόντων σε μικροπλακίδια όπω̋ περιγράφεται 

αναλυτικά στην Παράγραφο 2.4.19.10., βρίσκει εφαρμογή στην ταυτόχρονη ανίχνευση μεγά-

λου αριθμού ενζύμων που δρουν καταλυτικά υπό την επίδραση αλογονομένων ενώσεων. Ο 

συγκεκριμένο̋ πειραματικό̋ προσδιορισμό̋ εμφανίζει σημαντικά πλεονεκτήματα καθώ̋ επι-

τρέπει την εξέταση πλήθου̋ ξενοβιοτικών ενώσεων με τη χρήση ελάχιστων ποσοτήτων ενζύ-

μου. Η οπτική παρατήρηση τη̋ χρωματική̋ αλλαγή̋ τη̋ καταλυτική̋ αντίδραση̋ λόγω απε-

λευθέρωση̋ των αλογονοϊόντων επιτρέπει την παράλληλη μελέτη πρωτεϊνικών δειγμάτων με 

τρόπο ταχύ, άμεσο και αξιόπιστο (Σχήμα 5.28). 

 

Ο χρωματομετρικό̋ προσδιορισμό̋ που αναπτύχθηκε στην παρούσα διατριβή χρησιμοποιή-

θηκε για τη σάρωση μεταλλαγμένων γονιδίων του GmGSTU4-4 που προέκυψαν από DNA 

shuffling (Αξαρλή, 2009). Ακολούθησε σάρωση 8 επιλεγμένων κλώνων χρησιμοποιώντα̋ 

ακατέργαστο εκχύλισμα κυττάρων. Το πείραμα πραγματοποιήθηκε σε μικροπλακίδια 96 θέ-

σεων (Παράγραφο̋ 5.3.10.3.) χρησιμοποιώντα̋ επτά διαφορετικά υποστρώματα και  τα απο-

τελέσματα συγκρίθηκαν με αυτά του άγριου τύπου (Σχημα 5.25.). 
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ΣΧΗΜΑ 5.28. Παρουσίαση τη̋ χρωματική̋ αλλαγή̋ του ενζυμικού διαλύματο̋ σε 5 αντιδράσει̋ απα-

λογόνωση̋ που βασίστηκε στη μέθοδο Iwasaki et al., 1952 σε πλάκε̋. C: τυφλό δείγμα (αντίδραση 

που δεν περιέχει ένζυμο), θέσει̋ 1, 2, 3, 4: αντιδράσει̋ με αυξανόμενε̋ ποσότητε̋ ενζύμου. Είναι 

χαρακτηριστική η διαφορά που παρατηρείται στην ένταση του πορτοκαλί χρώματο̋ ενδεικτική̋ τη̋ 

απελευθέρωση̋ αυξανόμενη̋ συγκέντρωση̋ ιόντων αλογόνου.  

 

 

Σε πρώτο επίπεδο, με την εφαρμογή τη̋ συγκεκριμένη̋ πειραματική̋ μεθόδου, εκμεταλ-

λευόμαστε τη χρωματική αλλαγή που προκαλείται από την απαλογόνωση των ενώσεων που 

εξετάζονται. Με αυτόν τον τρόπο, γίνεται μια αρχική επιλογή θετικών ή μη κλώνων δηλαδή 

στην πραγματικότητα ενζύμων που έχουν ή όχι τη δυνατότητα να καταλύουν αντιδράσει̋ 

απαλογόνωση̋.  Για αυτόν τον λόγο, άλλωστε, είναι δυνατή η σάρωση μεγάλου αριθμού εν-

ζύμων αλλά και εύρου̋ υποστρωμάτων ή πιθανών αναστολέων. Σε δεύτερο επίπεδο, εξετάζε-

ται το μέγεθο̋ τη̋ καταλυτική̋ δράση̋ των θετικών κλώνων καθώ̋ και τη̋ αναστολή̋ του̋ 

με φωτομετρικό προσδιορισμό τη̋ συγκέντρωση̋ των αλογονοϊόντων που απελευθερώνο-

νται. Κατά αυτόν τον τρόπο, πραγματοποιείται μια δεύτερη, πιο εξειδικευμένη επιλογή, ανά-

μεσα στου̋ θετικού̋ κλώνου̋ που προέκυψαν κατά το πρώτο στάδιο και με βάση τα πειρα-

ματικά αποτελέσματα επιλέγονται αυτοί με την υψηλότερη καταλυτική δράση.   
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Παρά την σπουδαιότητα  των GSTs  στον ιατρικό αλλά και περιβαλλοντικό τομέα, περιορι-

σμένε̋ μελέτε̋ έχουν δημοσιευθεί σχετικά με την ανάπτυξη μια̋ εύκολη̋ μεθόδου σάρωση̋ 

προκειμένου να απλουστευθεί και να επιταχυνθεί η ανακάλυψη μεταλλαγμένων ενζύμων με 

βελτιωμένε̋ ιδιότητε̋, καθώ̋ και νέων αλογονωμένων υποστρωμάτων. Το 2007 δημοσιεύ-

θηκε από του̋ Kurtovic et al. (2007) μια μέθοδο̋ για τον έλεγχο βιβλιοθηκών μεταλλαγμέ-

νων GST ενζύμων χρησιμοποιώντα̋ ιωδοαλκάνια ω̋ υποστρώματα. Το ιόν ιωδίου που παρά-

γεται από την ενζυμική αντίδραση οξειδώνεται σε ιώδιο, που με την παρουσία αμύλου δίνει 

μπλε χρώμα που μπορεί να μετρηθεί στα 610 nm. Παρά το γεγονό̋ ότι η ανάλυση είναι τα-

χεία και ευαίσθητη  μπορεί να χρησιμοποιηθεί μόνο με ιωδιούχο υπόστρωμα.  

 

Πιο πρόσφατα, οι Yasgar et al. (2010) χρησιμοποίησαν ανέπτυξαν έναν ευαίσθητο προσδιο-

ρισμό σάρωση̋ για υποστρώματα GST που βασίζεται στο ένζυμο λουσιφεράση που καταλύει 

την αντίδραση, σχηματίζοντα̋ με ιόντα μαγνησίου ένα σύμπλοκο και πυροσφωσφορικό άλα̋. 

Στη συνέχεια το σύμπλοκο αντιδρά με μοριακό οξυγόνο και εκπέμπεται φω̋. Στο τελευταίο 

στάδιο τη̋ αντίδραση̋, απελευθερώνεται τόση ενέργεια ώστε η διάταξη των ηλεκτρονίων 

μεταπηδά από το κατώτερο ενεργειακό επίπεδο σε κατάσταση διέγερση̋ υψηλή̋ ενέργεια̋. 

Στη συνέχεια το σύμπλοκο χάνει ενέργεια εκπέμποντα̋ ένα φωτόνιο ορατού φωτό̋ και επι-

στρέφει στο κατώτερο ενεργειακό επίπεδο. Ανάλογα με την επίδραση του ενζύμου εκπέμπε-

ται φω̋ διαφορετικού χρώματο̋, από βαθυπράσινο μέχρι ζωηρό κίτρινο. Σε μια άλλη εργα-

σία αναπτύχθηκε μία μέθοδο̋ σάρωση̋ σε μικροπλακίδια 384 θέσεων  

χρησιμοποιώντα̋ το σύστημα προσδιορισμού CDNB / GSH (Zhang et al., 2008). Η ανάλυση 

αυτή χρησιμοποιήθηκε για τη σαρωση GST αναστολέων. 
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Με βάση τη βιολογική του̋ δράση δηλαδή τον εχθρό ή την ασθένεια που προορίζονται να 

αντιμετωπίσουν τα παρασιτοκτόνα διακρίνονται σε διάφορου̋ τύπου̋. 

 

A. ΕΝΤΟΜΟΚΤΟΝΑ 

 

Τα εντομοκτόνα χρησιμοποιούνται για την αντιμετώπιση εντόμων που καταστρέφουν τα διά-

φορα μέρη των φυτών. Πρόκειται για φυσικέ̋ ή συνθετικέ̋ χημικέ̋ ουσίε̋, οι οποίε̋ αυτού-

σιε̋ ή σε μείγματα προκαλούν με την τοξική του̋ δράση τη θανάτωση των εντόμων. Συνι-

στούν τουλάχιστον το 25% των φυτοπροστατευτικών ουσιών. Η χρήση του̋ τουλάχιστον για 

την Καλιφόρνια των ΗΠΑ αυξήθηκε κατά 18% μεταξύ του 1991 και 1995 (Goldman, 2007). 

Ανάλογα με τη δραστική του̋ ουσία (χημική σύνθεση και προέλευση) διακρίνονται 4 μεγά-

λε̋ κατηγορίε̋ που όλε̋ του̋ έχουν άσχημε̋ επιδράσει̋ στου̋ ζωντανού̋ οργανισμού̋ και 

στο περιβάλλον: 

 

· Χλωριωμένοι υδρογονάνθρακε̋: Χαρακτηριστικό παράδειγμα το DDT. Δεν 

προκαλούν μόνο οξεία τοξικότητα αλλά και χρόνια τοξικότητα γιατί διατηρούνται 

για πάρα πολύ καιρό στο περιβάλλον (ακόμα και μετά από 10 χρόνια). Οι νέα̋ γενιά̋ 

χλωριωμένοι υδρογονάνθρακε̋ είναι περισσότερο διαλυτοί στο νερό από τού̋ 

παλαιότερου̋ και με αυτό τον τρόπο κινούνται ευκολότερα στο περιβάλλον. Μακριά 

από το φω̋ και το οξυγόνο διασπώνται αργά και συνήθω̋ απορροφώνται από 

οργανισμού̋ στη βάση τη̋ τροφική̋ αλυσίδα̋. Στα έντομα ενεργούν δια επαφή̋ και 

δια στομαχική̋ δηλητηρίαση̋. Από τη στιγμή που εισέρχονται σε κάποιον 

οργανισμό, συσσωρεύονται στο λιπώδη ιστό. Οι μεγαλύτερε̋ συγκεντρώσει̋ τελικά 

βρίσκονται σε οργανισμού̋ στην κορυφή τη̋ τροφική̋ αλυσίδα̋ όπω̋ ο άνθρωπο̋ 

και τα πουλιά (Fishel, 2005). Οι χημικέ̋ δομέ̋ των οργανοχλωριωμένων εντομοκτό-

νων  που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή παρουσιάζονται στο Σχήμα : 
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ΣΧΗΜΑ 6.1. Συντακτικοί τύποι των οργανοχλωρικών εντομοκτόνων DDT (π, π'-διχλωρο-

διφαινυλοτριχλωροαιθάνιο), Dieldrin, Aldrin και Endosulfan. 

 

 

· Οργανοφωσφορικά και Καρβαμιδικά (αναφέρονται μαζί επειδή επιδρούν με 

παρόμοιου̋ τρόπου̋): Καθώ̋ πολλοί από τού̋ παλαιού̋ χλωριωμένου̋ 

υδρογονάνθρακε̋ έχουν απαγορευτεί, η αγροχημική βιομηχανία στράφηκε σε νέα 

λιγότερο επίμονα χρονικά μα αμεσότερο τοξικά σκευάσματα, τα οργανοφωσφορικά 

και τα καρβαμιδικά. Δεν συσσωρεύονται στου̋ ιστού̋ και στο λίπο̋ των οργανισμών 

αλλά επιδρούν ενεργώντα̋ στο νευρικό σύστημα των εντόμων καθώ̋ και των 

ανθρώπων, ψαριών, άλλων θηλαστικών και πουλιών. Μπλοκάρουν την παραγωγή 

ενό̋ ενζύμου που ονομάζεται χοληνεστεράση και οι οργανισμοί που τα δέχτηκαν 

έχουν ακανόνιστου̋ νευρικού̋ παλμού̋. Αποτελέσματα τη̋ δράση̋ του̋ είναι η 

αρρυθμία, η ακανόνιστη αναπνοή, το τρεμούλιασμα και σε μεγάλε̋ δοσολογίε̋ ο 

θάνατο̋. Χαρακτηρίζονται ω̋ τα περισσότερο τοξικά φυτοπροστατευτικά προϊόντα. 

Από μελέτε̋ που έγιναν στη Μ. Βρετανία μεταξύ 1995 και 2001 έγινε φανερό ότι το 

μεγαλύτερο ποσοστό των δηλητηριάσεων των μελισσών οφείλονταν σε οργανοφο-

σφωρικά και καρβαμιδικά (Oldroyd, 2007). 

ΟΡΓΑΝΟΧΛΩΡΙΚΑ ΕΝΤΟΜΟΚΤΟΝΑ 

DDT Dieldrin 

Aldrin Endosulfan 
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ΣΧΗΜΑ 6.2. Συντακτικοί τύποι των εντομοκτόνων Α: Diazinon και Malathion (οργανοφωσφορικά) και 

Β: Propoxur και Carbaryl (καρβαμιδικά). 

 

 

· Συνθετικά πυρεθροειδή: Είναι συνθετικά παραγόμενε̋ πυρεθρίνε̋, δηλαδή ουσίε̋ 

που φυσιολογικά προέρχονται από συγκεκριμένα είδη του χρυσάνθεμου. Τα 

συνθετικά πυρεθροειδή δρουν με παρόμοιο τρόπο με του̋ χλωριωμένου̋ 

υδρογονάνθρακε̋. Επίση̋ περιέχουν χλώριο το οποίο βοηθάει στη διατήρησή του̋ 

στο περιβάλλον. Στα πυρεθροειδή αποδίδονται και ενδοκρινικέ̋ διαταραχέ̋. Ενώ α-

ναφέρονται ω̋ μέσου τύπου τοξικότητα̋ για τα θηλαστικά και τα πουλιά, θεωρού-

νται πολύ τοξικά για τα έντομα και τα ψάρια (Weston et al., 2010). Η χρήση του̋ 

αυξάνεται συνεχώ̋ (σε ποσότητε̋ αλλά και σε αγρού̋ δέκτε̋) και επειδή η δράση 

του̋ στα έντομα είναι παρόμοια με εκείνη των χλωριωμένων υδρογονανθράκων, η 

ανησυχία για την αυξανόμενη ανθεκτικότητα των εντόμων στα μεν ή στα δε 

αυξάνεται επίση̋ συνεχώ̋. 

 

Α 

Β 

Diazinon 
Malathion 

Carbaryl 
Propoxur 

ΟΡΓΑΝΟΦΩΣΦΟΡΙΚΑ  ΕΝΤΟΜΟΚΤΟΝΑ 

ΚΑΡΒΑΜΙΔΙΚΑ ΕΝΤΟΜΟΚΤΟΝΑ 
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ΣΧΗΜΑ 6.3. Συντακτικοί τύποι των πυρεθροϊκών εντομοκτόνων Fenvalerate, Permethrin, Cypermeth-

rin και Cyhalothrin. 

 

 

B. ΖΙΖΑΝΙΟΚΤΟΝΑ 

 

Τα ζιζανιοκτόνα χρησιμοποιούνται για την αντιμετώπιση των ζιζανίων. Με τον όρο «ζιζάνια» 

εννοούμε τα αυτοφυή φυτά που φυτρώνουν και αναπτύσσονται αυτοδύναμα μέσα στο χώρο 

μια̋ καλλιέργεια̋ χωρί̋ να έχουν σπαρθεί. Τα ζιζάνια συνήθω̋ υπερτερούν, σε συνθήκε̋ 

ανταγωνισμού των καλλιεργούμενων φυτών επιδεικνύοντα̋ υψηλού̋ ρυθμού̋ ανάπτυξη̋ και 

πολλαπλασιασμού καθώ̋ επίση̋ και μεγάλη προσαρμοστικότητα σε διάφορε̋ περιβαλλοντι-

κέ̋ συνθήκε̋. Αποτέλεσμα αυτών των χαρακτηριστικών του̋ είναι να στερούν από τα καλλι-

εργούμενα φυτά θρεπτικά στοιχεία, νερό και συχνά ζωτικό χώρο ανάπτυξη̋ (Kellogg et al., 

2000).                

 

ΠΥΡΕΘΡΟΪΚΑ ΕΝΤΟΜΟΚΤΟΝΑ 

Fenvalerate Permethrin 

Cyhalothrin Cypermethrin 
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ΣΧΗΜΑ 6.4. Συντακτικοί τύποι των ζιζανιοκτόνων Alachlor, Metolachlor, Atrazin, Diuron και Fluo-

rodifen. 

 

Τα ζιζανιοκτονα είναι οργανικέ̋ ή ανόργανε̋ ενώσει̋ που χρησιμοποιούνται για την καταπο-

λέμηση των ζιζανίων (αγρωστωδών – πλατύφυλλων), που αναπτύσσονται σε καλλιεργούμε-

νε̋ και μη εκτάσει̋. Υπάρχουν διάφορε̋ κατηγορίε̋ ζιζανιοκτόνων που έχουν εξειδικευμένη 

– εκλεκτική δράση (είτε σε πλατύφυλλα, είτε σε αγρωστώδη) ή καθολική (Greene & Poha-

nish, 2005).  

 

Με τη συνεχιζόμενη πίεση για λιγότερη ανθρώπινη εργασία στην αγροτική παραγωγή, η 

χρήση ζιζανιοκτόνων αυξήθηκε πολύ. Κάποια από αυτά παρεμποδίζουν τη δράση συγκεκρι-

ΖΙΖΑΝΙΟΚΤΟΝΑ 

Alachlor 

Atrazin 
Diuron 

Fluorodifen 

Metolachlor 

Metolachlor 
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Spirodiclofen 

ΑΚΑΡΕΟΚΤΟΝΟ  ΜΕ ΒΑΣΗ ΤΟ ΤΕΤΡΟΝΙΚΟ ΟΞΥ 

μένων ενζύμων και τα φυτά πεθαίνουν, κάποια άλλα παρεμποδίζουν τη φωτοσύνθεση και 

κάποια άλλα την παραγωγή πρωτεϊνών. Αν και τα περισσότερα δεν προκαλούν οξεία τοξικό-

τητα όπω̋ τα εντομοκτόνα, θεωρούνται όμω̋ ω̋ πιθανά για ανθρώπινη καρκινογένεση. Κά-

ποια από αυτά επίση̋ ενοχοποιούνται και για ενδοκρινικέ̋ διαταραχέ̋ (Gilden et al., 2010). 

Υπάρχει ακόμα μεγάλη έλλειψη γνώση̋ στι̋ επιδράσει̋ των ζιζανιοκτόνων. Η γνωστότερη 

επίδρασή του̋ στα ωφέλιμα έντομα και του̋ επικονιαστέ̋ είναι οι διαταραχέ̋ στο οικοσύ-

στημα και τι̋ συνθήκε̋ διαβίωση̋ των εντόμων. 

 

 

 

Τα ακαροκτόνα χρησιμοποιούνται για την αντιμετώπιση ακάρεων. Παρ' όλο το γεγονό̋ ότι 

αρκετά εντομοκτόνα επιδεικνύουν και ακαρεοκτόνο δράση, υπάρχουν ορισμένε̋ δραστικέ̋ 

ουσίε̋ που χαρακτηρίζονται από εξειδικευμένη τοξική δράση εναντίον των ακάρεων και 

χρησιμοποιούνται αποκλειστικά σαν ακαρεοκτόνα. Τα ακαρεοκτόνα ανήκουν σε διάφορε̋ 

χημικέ̋ ομάδε̋, για πρακτικού̋ όμω̋ λόγου̋ διακρίνονται ανάλογα με το στάδιο των ακάρε-

ων στο οποίο δρουν. Έτσι χαρακτηρίζονται σαν ωοκτόνα, νυμφοκτόνα ή ακμαιοκτόνα, ενώ 

πολλά επιδεικνύουν ταυτόχρονα περισσότερε̋ από μια δράσει̋ (Mullen et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

                              ΣΧΗΜΑ 6.5. Συντακτικο̋ τύπο̋ του μυκητοκτόνου Spirodiclofen. 

 

Το spirodiclofen ανήκει στη νέα χημική ομάδα των τετρονικών οξέων και είναι παρεμποδι-

στή̋ τη̋ σύνθεση̋ λιπιδίων (TETR, tetronic acid derivatives). Παρουσιάζει εξαιρετική δράση 

εναντίον των τετρανύχων σε όλα τα στάδια ανάπτυξή̋ του̋ (Rauch and Nauen 2002).  

Γ. ΑΚΑΡΕΟΚΤΟΝΑ 
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Στα φυτοπροστατευτικά προΐόντα συμπεριλαμβάνονται επίση̋ τα:  

 

Μυκητοκτόνα-βακτηριοκτόνα τα οποια χρησιμοποιούνται για την αντιμετώπιση μυκήτων 

και βακτηρίων που προσβάλλουν τα φυτά. Πρόκειται για ουσίε̋ που προκαλούν θανάτωση ή 

παρεμποδίζουν την αύξηση ή την αναπαραγωγή ή τη δυνατότητα του̋ για πρόκληση ασθέ-

νεια̋. Πάντω̋ αναλογικά η χρήση χημικών μέσων για την καταπολέμηση φυτοπαθογόνων 

μυκήτων ή βακτηρίων είναι παγκόσμια μικρότερη από ότι για την καταπολέμηση εντόμων 

και ακάρεων ή ζιζανίων. Αυτό οφείλεται κατά ένα μεγάλο μέρο̋ στη χρησιμοποίηση ποικι-

λιών φυτών που είναι ανθεκτικέ̋ στι̋ ασθένειε̋. Άλλε̋ εναλλακτικέ̋ μέθοδοι θα μπορούσαν 

επίση̋ να αναπτυχθούν εναντίων ασθενειών που σήμερα αντιμετωπίζονται με χημική κατα-

πολέμηση. Και πάλι όμω̋ δεν υπάρχουν προοπτικέ̋ για υποκατάσταση των φυτοφαρμάκων 

παρά σε μικρό μόνο ποσοστό. Πάντω̋ βελτιώσει̋ είναι δυνατέ̋ όσον αφορά τον περιορισμό 

των περιττών εφαρμογών φυτοφαρμάκων και την ελάττωση των κινδύνων που αυτέ̋ συνεπά-

γονται (Καπετανάκη̋ Ε., 2005). 

 

Οι όροι ‘μυκητοκτόνο’ και ‘βακτηριοκτόνο’ ετυμολογικά υποδηλώνουν ενώσει̋ που θανα-

τώνουν του̋ αντίστοιχου̋ μικροοργανισμού̋. Οι ίδιοι όροι όμω̋ χρησιμοποιούνται και στην 

περίπτωση ενώσεων που δεν προκαλούν το θάνατο, αλλά μόνο παρεμποδίζουν την αύξηση 

των φυτοπαθογόνων, έχουν δηλαδή μυκητοστατική ή βακτηριοστατική δράση. 

 

Στη χημική καταπολέμηση φυτοπαθογόνων θα πρέπει να περιληφθεί και η χρήση ενώσεων 

που δεν εμποδίζουν την ανάπτυξη του παθογόνου, αλλά μόνο την παραγωγή σπορίων (αντι-

σπορογόνα), καθώ̋ και ενώσεων που αυξάνουν την αντοχή του ξενιστή ή επηρεάζουν την 

αλληλεπίδραση ξενιστή - παθογόνου παρεμποδίζοντα̋ την παραγωγή ασθένεια̋ ή μειώνο-

ντα̋ την ένταση τη̋ (αντιπαθογονικοί παράγοντε̋). Πρόσφατε̋ εργασίε̋ επιτρέπουν να ελπί-

ζουμε ότι ενώσει̋ τη̋ τελευταία̋ αυτή̋ κατηγορία̋ μπορεί να εισαχθούν σύντομα για ευρεία 

χρήση στη γεωργική πράξη (Δημόπουλο̋ Β., 1998). 

 

Τα νηματοδωκτόνα, τα οποία χρησιμοποιούνται για την αντιμετώπιση νηματωδών. 

 

Τα τρωκτικοκτόνα, τα οποία χρησιμοποιούνται για την αντιμετώπιση τρωκτικών και άλλων 

θηλαστικών. 

 

Οι φυτορυθμιστικέ̋ ουσίε̋, οι οποίε̋ είναι οργανικέ̋ ενώσει̋ που δεν αποτελουν θρεπτικά 

συστατικά, δεν περιέχουν δηλαδή στο φυτό ενέργεια ή απαραίτητα μεταλλικά στοιχεία και 

που σε πολύ μικρέ̋ συγκεντρώσει̋ προάγουν, παρεμποδίζουν ή τροποποιούν ποιοτικά την 
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αύξηση και την ανάπτυξη των φυτών. Ανάλογα με την προέλευση του̋ διακρίνονται σε φυ-

σικέ̋ και συνθετικέ̋ (Δημόπουλο̋ Β., 1998). 
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