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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Η συσσώρευση πλαστικών αποτελεί έναν εκτεταμένο περιβαλλοντικό κίνδυνο. Μελέτες στοχεύουν στην ταυτοποίηση, απομόνωση και ανάλυση ουσιών που παράγονται από μικροοργανισμούς και μπορούν να αξιοποιηθούν στην βιοδιάσπαση των πλαστικών. Στην παρούσα εργασία συλλέχθηκαν δεδομένα από τις πιο πρόσφατες μελέτες του πεδίου και από δημοσιεύσεις ανασκόπησης που αφορούν σε βιοχημικά δεδομένα και στοιχεία δομικής βιολογίας των παραπάνω ενζύμων. Ακολούθησε βιοπληροφορική ανάλυση των αλληλουχιών τους και in silico ταυτοποίηση μικροοργανισμών που συνθέτουν πρωτεΐνες με παρόμοια λειτουργία. Τέλος αξιοποιήθηκαν τα δεδομένα εκτεταμένων μελετών χαρτογράφησης μικροβιωμάτων με στόχο την ανίχνευση μικροοργανισμών που να μπορούν να συμμετάσχουν στη βιοδιάσπαση πλαστικών στην ευρύτερη περιοχή της Μεσογείου.
ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙΔΙΑ: Βιοπληροφορική, Μετά-ανάλυση, Βιοδιάσπαση, Πλαστικά, Ένζυμο.
ΕΙΣΑΓΩΓΗ
Η συσσώρευση πλαστικών αποτελεί ένα σύγχρονο περιβαλλοντικό πρόβλημα. Έτσι τα τελευταία χρόνια η ανακάλυψη της βιοδιάσπασης, δηλαδή της διάσπασης των πλαστικών μέσω ενζυμικών βιολογικών διαδικασιών, προβάλλει ως μια πιθανή λύση. Τα ένζυμα που διασπούν το πολυμερές polyethylene terephthalate (PET), που συχνά αποκαλείται “πλαστικό”, αναφέρονται γενικά ως PETase. Πρόκειται για πρωτεΐνες με ενζυμική δράση που παράγονται από μικροοργανισμούς και μπορούν και καταλύουν μέσω του ενεργού τους κέντρου την υδρόλυση του πλαστικού PET. Στην Εικόνα 1 φαίνεται το ενεργό κέντρο του ενζύμου PETase από το μικρόβιο Ideonella sakaiensis συνδεδεμένο πάνω σε ένα πλαστικό διμερές (PET dimer). Η δομική περιοχή του πρωτεϊνικού μορίου, που αντιστοιχεί στο ενεργό κέντρο, συγκροτείται από μια συγκεκριμένη αλληλουχία αμινοξέων. Η αμινοξική αυτή αλληλουχία, με τη σειρά της κωδικοποιείται από μια αλληλουχία νουκλεοτιδίων που συναντάμε στο DNA διαφόρων μικροοργανισμών. Υπάρχουν λοιπόν πολλές ερευνητικές εργασίες που εξετάζουν τη δομή και την ενεργότητα των ενζύμων PETase κάτω από διάφορες συνθήκες και αναγνωρίζουν τους μικροοργανισμούς από τους οποίους παράγονται (Burgin et al., 2024 Han et al., 2017, Moog et al. 2019). Παράλληλα, διεθνή ερευνητικά προγράμματα μελετούν το μικροβίωμα ξηράς και θάλασσας, ταυτοποιώντας τους μικροοργανισμούς μέσω τεχνικών αλληλούχισης του DNA. Όλα τα παραπάνω δεδομένα  καταχωρούνται σε ειδικά σχεδιασμένες βάσεις δεδομένων (Matias Rodrigues., et al., 2017). Στην παρούσα εργασία αξιοποιήσαμε τα στοιχεία της διεθνούς βιβλιογραφίας και τα δεδομένα έγκριτων βάσεων δεδομένων και με μεθόδους βιοπληροφορικής  αναζητήσαμε μικροοργανισμούς που μπορούν να παράγουν ένζυμα της κατηγορίας PETase. Στη συνέχεια αναζητήσαμε και παρουσιάζουμε την γεωγραφική τους εξάπλωση  εστιάζοντας περισσότερο στην ευρύτερη περιοχή της Μεσογείου. Απώτερος σκοπός αυτής της ερευνητικής εργασίας είναι η εύρεση μικροοργανισμών που εντοπίζονται στην περιοχή της μεσογείου και μπορούν να διασπάσουν τα πλαστικά τύπου PET μέσω των ενζύμων PETase που παράγουν. Έτσι οι περιοχές όπου εντοπίζονται οι εν λόγω μικροοργανισμοί μπορούν να αποτελέσουν επίκεντρο μελετών εγκατάστασης σταθμών βιοδιάσπασης πλαστικών ή απλώς θέσεις αναζήτησης των συγκεκριμένων μικροοργανισμών προς απομόνωση και περαιτέρω μελέτη.
[image: ]
Εικόνα 1: Το Ένζυμο PETase από το Μικρόβιο Ideonella sakaiensisμε το Ενεργό του Κέντρο
Α. Απεικόνιση της επιφάνειας του ενεργού κέντρου του ενζύμου PETase από το μικρόβιο Ideonella sakaiensis (λευκή επιφάνεια) συνδεδεμένο πάνω σε ένα πλαστικό διμερές (PET dimer). Με γκρί χρώμα υποδεικνύονται τα μέρη του πλαστικού, ενώ με κόκκινο, γαλάζιο και πορτοκαλί τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου του ενζύμου που προσδένονται σ' αυτό. Πιο αναλυτικά με κόκκινο χρώμα σημειώνεται το αμινοξύ σερίνη (Ser160), με γαλαζοπράσινο χρώμα η  τρυπτοφάνη (Trp) και με πορτοκαλί τα αμινοξέα  Met 161 και Tyr 87. Β. Λεπτομερής απεικόνιση του ενεργού κέντρου του ενζύμου που εστιάζει στην τριάδα των αμινοξέων που απαρτίζουν την καταλυτική του περιοχή (Ser160, His237 και Asp206).  Το διμερές PET παριστάνεται με γκρι χρώμα. Τα αμινοξέα Trp185 και Trp159 χρωματίζονται γαλαζοπράσινα και τα αμινοξέα Met161 και Tyr87 πορτοκαλί. 

ΔΕΔΟΜΕΝΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
Για τις ανάγκες της παρούσας εργασίας ακολουθήθηκαν τα παρακάτω βήματα ανάλυσης δεδομένων. Συλλογή όλων των κρυσταλλικών δομών πρωτεϊνών που φέρουν τη δομική περιοχή (domain) που αντιστοιχεί στο ενεργό κέντρο του ενζύμου  PETase από τη βάση δεδομένων Protein Data Bank (PDB) https://www.rcsb.org/. Εξαγωγή των αμινοξικών αλληλουχιών των δομών αυτών σε fasta format από τη βάση δεδομένων https://www.rcsb.org/. Μετατροπή των παραπάνω αμινοξικών αλληλουχιών σε νουκλεοτιδικές αλληλουχίες (fasta format) με τον αλγόριθμο tblastn. Αναζήτηση ομολόγων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών, αλληλουχιών δηλαδή που κωδικοποιούν την αλληλουχία των αμινοξέων του ενεργού κέντρου του ενζύμου, σε όλα τα γνωστά γονιδιώματα μικροοργανισμών. Η αναζήτηση των αλληλουχιών αυτών έγινε με τους αλγόριθμους blast genomes και PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST) στον ιστότοπο του National Center for Biotechnology Information (NCBI) https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Αναζήτηση μικροοργανισμών που φέρουν αυτές τις αλληλουχίες στο γονιδίωμά τους στην βάση δεδομένων για το παγκόσμιο μικροβίωμα https://microbeatlas.org/ (Matias Rodrigues., et al., 2017). Αξιολόγηση και ταξινόμηση των αποτελεσμάτων με βάση την ομολογία των αλληλουχιών που βρέθηκαν στα δείγματα των μικροοργανισμών, τα ποσοστά εμφάνισης και την γεωγραφική κατανομή των μικροοργανισμών.
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Στη βάση δεδομένων για το παγκόσμιο μικροβίωμα (https://microbeatlas.org/.) αναζητήθηκε και παρουσιάζεται στην Εικόνα 2 η γεωγραφική κατανομή των πληθυσμών του μικροοργανισμού Ideonella sakaiensis. Πρόκειται για τον μικροοργανισμό από τον οποίο αρχικά απομονώθηκε το ένζυμο PETase και του οποίου η δραστικότητα έχει μελετηθεί διεξοδικά (Bell et al., 2022). Στην Εικόνα 2 λοιπόν παρατηρούμε ότι η εξάπλωση του συγκεκριμένου μικροοργανισμού εκτείνεται σε περιοχές πολύ μακριά από την περιοχή της Μεσογείου.
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Εικόνα 2: Γεωγραφική κατανομή των πληθυσμών του μικροβίου Ideonella sakaiensis. Οι κουκίδες υποδηλώνουν την παρουσία του μικροοργανισμού αναλογικά με το μέγεθος και την πυκνότητά τους.
Εφόσον ο μικροοργανισμός Ideonella sakaiensis δεν έχει αξιοσημείωτη παρουσία στη Μεσόγειο, έγινε προσπάθεια να αναζητηθούν άλλοι μικροοργανισμοί που συνθέτουν το ίδιο ένζυμο και εντοπίζονται εντονότερα στην περιοχή της Μεσογείου. Στον Πίνακα 1 παρουσιάζονται επιλεκτικά οι μικροοργανισμοί που βρέθηκαν με την επιστημονική τους ονομασία, ο αριθμός των δειγμάτων τους, που έχει καταχωρηθεί στην βάση (https://microbeatlas.org/), και το πλήθος των αλληλουχιών τους, που έχει αναλυθεί (Matias Rodrigues., et al., 2017). Στον Πίνακα 1 βλέπουμε επίσης τον μικρό σχετικά αριθμό δειγμάτων, όπου ταυτοποιήθηκε ο μικροοργανισμός Ideonella sakaiensis καθώς και το μικρό πλήθος αλληλουχιών DNA, που ήταν καταχωρημένες στη βάση (https://microbeatlas.org/) και στις οποίες αναζητήθηκε αρχικά η αλληλουχία του ενζύμου PETase. Με αυτά τα πρώτα αποτελέσματα, η αναζήτησή μας στράφηκε στην αναγνώριση άλλων μικροοργανισμών που θα μπορούσαν να συνθέσουν το ένζυμο PETase και που θα είχαν ίσως καλύτερη αντιπροσώπευση σε αριθμό δειγμάτων στην βάση και πιο εστιασμένη γεωγραφική κατανομή στην μεσογειακή περιοχή. Προς τούτο, αφού αρχικά μετατράπηκε η αμινοξική αλληλουχία του ενζύμου PETase σε νουκλεοτιδική, αναζητήθηκαν ομόλογες αλληλουχίες DNA σε όλα τα γνωστά γονιδιώματα μικροοργανισμών. Έτσι και με τη χρήση του αλγορίθμου BLAST σε διάφορες παραλλαγές και με συγκεκριμένες παραμέτρους, όπως προαναφέρθηκε, συλλέχθηκαν νουκλεοτιδικές αλληλουχίες  που κωδικοποιούν την αμινοξική αλληλουχία, που αντιστοιχεί στο ενεργό κέντρο του ενζύμου PETase και ανήκουν σε διάφορα είδη μικροοργανισμών. Θέτοντας αυτές τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες ως κριτήριο αναζήτησης στην παραπάνω βάση δεδομένων (https://microbeatlas.org/), ανευρέθηκαν δείγματα από πληθυσμούς μικροβίων που εντοπίζονται στο χώρο της Μεσογείου. Πολλά από αυτά μάλιστα έχουν απομονωθεί από μικροβιακούς πληθυσμούς μέσα και κοντά στη χώρα μας. Έτσι προέκυψαν οι υπόλοιποι μικροοργανισμοί που παρουσιάζονται στον Πίνακα 1. Η επιλογή των μικροοργανισμών που παρουσιάζονται στον συγκεκριμένο πίνακα έγινε με κριτήριο την ταυτοποίηση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών που παρουσιάζουν ομολογία με την αλληλουχία του ενεργού κέντρου του ενζύμου PETase και με την προϋπόθεση ότι η γεωγραφική κατανομή των δειγμάτων, όπου ανευρέθηκαν οι συγκεκριμένες αλληλουχίες, είναι κοντά στην χώρα μας. Τα παραπάνω αποτελέσματα μας επιτρέπουν να συμπεράνουμε την παραγωγή του ενζύμου PETase από τους αντίστοιχους μικροβιακούς πληθυσμούς. Κάτι τέτοιο είναι θεωρητικά αναμενόμενο από την ομολογία των αλληλουχιών που ανευρίσκονται στο γονιδίωμα των μικροβίων αυτών με την αλληλουχία DNA που κωδικοποιεί το ένζυμο PETase στο μικρόβιο  Ideonella sakaiensis. Έτσι μετά την ταυτοποίηση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που κωδικοποιεί το ενεργό κέντρο του ενζύμου PETase σε διάφορα μικροβιακά είδη, το επόμενο βήμα ήταν η αναζήτηση της γεωγραφικής κατανομής των συγκεκριμένων μικροβιακών πληθυσμών με βάση τα στοιχεία που είχαν καταχωρηθεί στην βάση δεδομένων. Πράγματι για τους μικροοργανισμούς που παρουσιάζονται στον Πίνακα 1 προέκυψαν πολύ ενδιαφέροντα αποτελέσματα. Πιο συγκεκριμένα για τον μικροοργανισμό Thermobifida fusca, για τον οποίο έχουν καταχωρηθεί οι περισσότερες αλληλουχίες απ' όλους τους μικροοργανισμούς που παρουσιάζονται (Πίνακας 1), σε έναν μεγάλο συγκριτικά αριθμό δειγμάτων, βρέθηκε ότι η γεωγραφική κατανομή των μικροοργανισμών που φέρουν αλληλουχίες με μεγάλη ομολογία με αυτήν του ενεργού κέντρου του ενζύμου είναι πολύ έντονη στον ελλαδικό χώρο αλλά και στην ευρύτερη περιοχή της Μεσογείου. Πράγματι στην Εικόνα 3 βλέπουμε την γεωγραφική κατανομή των μικροβιακών πληθυσμών, στα δείγματα των οποίων εντοπίζονται αυτές οι ομόλογες αλληλουχίες DNA. 









	Μικροοργανισμός
	Αριθμός Δειγμάτων
	Πλήθος Αλληλουχιών

	Ideonella sakaiensis
	492
	954

	Thermobifida alba
	2119
	11119

	Streptomyces venezuelae
	16661
	130890

	Thermobifida fusca
	31064
	2181672

	Saccharomonospora viridis
	33100
	1329057


Πίνακας 1: Τα κυριότερα είδη μικροβίων που παράγουν PETase, το σύνολο των δειγμάτων που ανευρέθηκαν και ο αριθμός των αλληλουχιών DNA που αναλύθηκαν.
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Εικόνα 3: Γεωγραφική κατανομή των δειγμάτων DNA διαφόρων μικροοργανισμών που παρουσιάζουν σημαντική ομολογία με αυτή του Thermobifida fusca που κωδικοποιεί το ένζυμο PETase. Οι κουκίδες, υποδηλώνουν την παρουσία των δειγμάτων αναλογικά με το μέγεθός τους.


Επιπλέον στην Εικόνα 4 βλέπουμε την γεωγραφική κατανομή των πληθυσμών του μικροβίου Saccharomonospora viridis, στο γονιδίωμα του οποίου επίσης ταυτοποιήθηκαν ομόλογες αλληλουχίες με αυτήν του ενζύμου PETase. Πρόκειται για τον μικροοργανισμό με τον μεγαλύτερο αριθμό δειγμάτων σε σχέση με άλλα μικροβιώματα που έχουν καταχωρηθεί μέχρι τώρα στη συγκεκριμένη βάση (https://microbeatlas.org/) (Πίνακας 1). Όπως παρατηρούμε στην Εικόνα 4 οι μικροβιακοί πληθυσμοί του συγκεκριμένου είδους στην Μεσογειο είναι λιγότερο διάσπαρτοι, αλλά με μεγαλύτερη πυκνότητα και πιο εντοπισμένοι στην Κύπρο και στα νησιά του Αιγαίου. 
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Εικόνα 4: Γεωγραφική κατανομή των πληθυσμών του μικροβίου Saccharomonospora viridis.  Οι κουκίδες υποδηλώνουν την παρουσία του μικροοργανισμού αναλογικά με το μέγεθος και την πυκνότητά τους.

Σε μια τελευταία ανάλυση των δεδομένων που συμπεριλαμβάνονται στην προαναφερθείσα βάση (https://microbeatlas.org/), αναζητήσαμε την ποσοστιαία εμφάνιση των μικροβίων που παρουσιάζονται στον Πίνακα 1 σε διάφορα δείγματα. Τα μικρόβια αυτά, καθώς φαίνεται, μπορούν να συνθέσουν το ένζυμο PETase και εντοπίζονται στην περιοχή της Μεσογείου, σε χερσαία και υδάτινα δείγματα καθώς και σε δείγματα που απομονώθηκαν από φυτικούς και ζωικούς ιστούς. Παρατηρούμε λοιπόν στο διάγραμμα της Εικόνας 5 γενικά μεγαλύτερη ποσοστιαία εμφάνιση των μικροβίων του ενδιαφέροντος μας (Πίνακας 1) σε χερσαία δείγματα σε σχέση με τα υδάτινα. Στην ίδια εικόνα παρατηρούμε γενικά εντονότερη παρουσία των μικροοργανισμών αυτών σε ζωικούς ιστούς παρά σε φυτά με εξαίρεση τον μικροοργανισμό Streptomyces venezuelae για τον οποίο φαίνεται να ισχύει το αντίθετο.
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Εικόνα 5: Ποσοστιαία κατανομή των μικροβίων του Πίνακα 1 σε διάφορα δείγματα όπου ταυτοποιήθηκαν οι πληθυσμοί τους.

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ-ΠΡΟΤΑΣΕΙΣ
Στηριζόμενοι στα παραπάνω αποτελέσματα θα μπορούσε να προταθεί ο πιλοτικός σχεδιασμός μονάδων βιοδιάσπασης πλαστικών σε περιοχές της χώρας μας, όπου εντοπίστηκαν οι μικροοργανισμοί, που μπορούν να συνθέσουν το ένζυμο PETase. Πιο συγκεκριμένα με βάση τους χάρτες και τα ραβδογράμματα κατανομής των μικροοργανισμών, προτείνεται η κατασκευή χερσαίων μονάδων βιοδιάσπασης τόσο στην ηπειρωτική Ελλάδα π.χ. Αττική και Στερεά όσο και στην νησιωτική χώρα π.χ. Κρήτη και ευρύτερη Περιφέρεια Νοτίου Αιγαίου. Σε περίπτωση που η in vivo δράση του ενζύμου δεν αποδίδει ικανοποιητικά στη βιοδιάσπαση του πλαστικού, προτείνεται εναλλακτικά η καλλιέργεια των εν' λόγω μικροβίων, η απομόνωση του ενζύμου που παράγουν και η  in vitro μελέτη της δράσης του όσον αφορά τη διάσπαση του πλαστικού τύπου PET.
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