
∆ΙΑΤΡΙΒΗ ∆ΙΠΛΩΜΑΤΟΣ ΕΙ∆ΙΚΕΥΣΗΣ 
 

 

 

 
 

 

 

 

  

 

Ειρήνη Γ. Τσιρογιάννη  
 

 

 

 

Τοµέας Βιοχηµείας-Τµήµα Χηµείας 

Σχολή Θετικών και Τεχνολογικών Επιστηµών 

Πανεπιστήµιο Κρήτης 

 
ΗΡΑΚΛΕΙΟ 2004 

 

ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΥ ΤΗΣ 

ΦΑΙΝΟΛΗΣ ΑΠΟ ΕΝΑ ΝΕΟ ΒΑΚΤΗΡΙΟ 

ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ Pseudomonas 



 2

Ευχαριστίες 
 

 Η παρούσα µεταπτυχιακή εργασία εκπονήθηκε στο Tοµέα Βιοχηµείας  του 

Τµήµατος Χηµείας του Πανεµιστηµίου Κρήτης υπό την επιστηµονική επιµέλεια του 

επίκουρο καθηγητή κ. Γεώργιου Τσιώτη, τον οποίο θα ήθελα να ευχαριστήσω θερµά 

για τη βοήθεια, την ενθάρρυνση και τη συµπαραστασή του κατά τη διάρκεια της 

παραµονής µου στο εργαστήριό του. Οι πάντα εποικοδοµητικές συζητήσεις για τα 

προβλήµατα που παρουσιάζονταν κατά τη διάρκεια των πειραµάτων, αποτέλεσαν 

το σηµαντικότερο βοήθηµα για τη πραγµάτωση της εργασίας µου. 

 Ευχαριστώ επίσης τον καθηγητή κ. ∆ηµήτριο Γανωτάκη από το Πανεπιστήµιο 

Κρήτης και τον ∆ρ. Μιχαήλ Φουντουλάκη από το Ίδρυµα Ιατροβιολογικών Ερευνών 

της Ακαδηµίας Αθηνών, που δέχτηκαν µε ευχαρίστηση να συµµετάσχουν στην 

τριµελή εξεταστική επιτροπή µου. 

 Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον καλό µου φίλο, υποψήφιο διδάκτορα, κ 

Μιχάλη Αϊβαλιώτη για την πολύτιµη βοήθεια και συνεργασία του κατά τη διάρκεια 

πραγµατοποίησης της εργασίας. 

 Ακόµα, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον καθηγητή Michael Karas και την 

ερευνητική του οµάδα στο πανεπιστήµιο της Φρανκφούρτης, για την δυνατότητα 

που µου έδωσε να πραγµατοποιήσω τις αναλύσεις φασµατοµετρία µάζας ΜΑLDI-

TOF MS στο εργαστήριο ενόργανης αναλυτικής χηµείας, τοµέας φαρµακευτικής 

χηµείας του πανεπιστηµίου Φρανκφούρτης. 

 Επίσης ευχαριστώ τον καθηγητή κ. Ευριπίδη Στεφάνου για την ευγενική 

προσφορά του νέου βακτηριακού στελέχους του γένους Pseudomonas.   

 Ευχαριστώ επίσης το τµήµα Χηµείας που µε δέχθηκε ως µεταπτυχιακή 

φοιτήτρια και για την ευκαιρία που µου έδωσε να διευρύνω του επιστηµονικούς µου 

ορίζοντες στον τοµέα Βιοχηµείας.  

 Επίσης θα ήθελα να ευχαριστήσω όλα τα άτοµα του εργαστηρίου στο οποίο 

πραγµατοποίησα τη παρούσα εργασία για την ενθάρρυνση και την συνεργασία 

τους.  

 Tέλος θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα τους γονείς µου Γρηγόρη και 

∆ήµητρα και τον αδελφό µου Χρήστο για την συνεχή τους ενθάρρυνση και την 

οικονοµική και ηθική στήριξη όλα αυτά τα χρόνια των σπουδών µου.    



 3

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 
 
ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ……………………………..……………………..………………………2 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ………………………………………………………………………….3 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ………………………………………………………………………….…….5 

ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ.........................................................................................................7 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ……………………………………………………………………………...8 

1.1 Βιοαποικοδόµηση……………………………………………………………………….8 

1.2 Βακτήρια που αποικοδοµούν αρωµατικές ενώσεις……………………………………..9 

1.3 Χαρακτηριστικά των gram αρνητικών βακτηρίων...................…………………….…...9 

1.4 Αποικοδόµηση της φαινόλης…………………………………………………………..13 

1.4.1 Μέτα µεταβολισµός της φαινόλης…………………………………………………...15 

1.4.2 Όρθο µεταβολισµός της φαινόλης…………………………………………………..18 

1.5 Απεικόνιση του πρωτεόµατος: ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση……………………20 

1.6 Ταυτοποίηση πρωτεϊνών................................................................................................20 

1.7 Ανάλυση πρωτεϊνών µε φασµατοµετρία µάζας………………………………………..21 

1.7.1 ΜΑLDI………………………………………………………………………………21 

1.8 Σκοπός της εργασίας…………………………………………………………………..24 

2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ………………………………………………………………25 

2.1 Υλικά ………………………………………………………………………………….25 

2.1.1 Αντιδραστήρια –διαλύµατα………………………………………………………….25 

2.2 Μέθοδοι………………………………………………………………………………..31 

2.2.1 Oργανισµός…………………………………………………………………………..31 

2.2.2 Αποµόνωση της 23 διοξυγενάσης της κατεχόλης…………………………………...32 

2.2.3 Χρωµατογραφία ιονανταλλαγής……………………………………………………..32 

2.2.4 Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση……………………………………………………..33 

2.2.5 ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση (IEF / SDS PAGE)………………………………33 

2.2.5.1 1η διάσταση: αναλυτική ισοηλεκτρική εστίαση…….……………………………..33 

2.2.5.2 2η διάσταση: SDS-PAGE………………………………………………………….34 

2.2.6 ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση (Blue Native PAGE / SDS PAGE)……………...35 

2.2.6.1 1η διάσταση: µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση…………………………………35 

2.2.6.2 2η διάσταση: SDS PAGE………………………………………………………......35 

2.2.7 Φασµατοφωτοµετρία υπεριώδους-ορατού ακτινοβολίας……………………………36 

2.2.8 Πρωτεολυτική διάσπαση in situ σε πηκτή ακρυλαµιδίου……………………………36 



 4

2.2.9 Ανάλυση πρωτεϊνών µε φασµατοµετρία µάζας……………………………………...37 

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ……………………………………………………………………38 

3.1 Αποµόνωση και χαρακτηρισµός της 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης………………..38 

3.1.1 Αποµόνωση του ενζύµου 2,3 διοξυγενάση  της κατεχόλης………………………….38 

3.1.2 Ανιοντική χρωµατογραφία…………………………………………………………...39 

3.1.3 Χαρακτηρισµός του ενζύµου µε φασµατοµετρία υπεριώδους-ορατού……………...40 

3.1.4 Χαρακτηρισµός του αποµονωµένου ενζύµου µε φασµατοµετρία µάζας…………....41 

3.2 Προσδιορισµός και λειτουργικός χαρακτηρισµός των ενζύµων που συµµετέχουν στο 

µεταβολισµό της φαινόλης………………………………………………………………...44 

3.2.1 ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση (IEF / SDS PAGE)………………………………44 

3.2.2 Αποδιατακτική ηλεκροφόρηση………………………………………………………46  

3.2.3 ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση (Βlue Native PAGE / SDS PAGE)………………50 

4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ....................................................................................................................58 

5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ …………………………………………………………………..63 

6. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ............................................................................................................64 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 5

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Η διαδικασία αποικοδόµησης µονοαρωµατικών ενώσεων και κυρίως ο µηχανισµός 

αποικοδόµησης της φαινόλης από το νέο βακτήριο phDV1 του γένους Pseudomonas, 

υπήρξε αντικείµενο µελέτης της παρούσας εργασίας. Η πλήρης αποκωδικοποίηση του 

γονιδιώµατος του βακτηρίου Pseudomonas aeruginosa καθώς και ο λειτουργικός 

χαρακτηρισµός πολλών πρωτεϊνών, διαφόρων βακτηριακών στελεχών του γένους 

Pseudomonas υπήρξαν χρήσιµα εργαλεία στη διαδικασία µελέτης του µηχανισµού 

αποικοδόµησης της φαινόλης. 

Για τον προσδιορισµό του µεταβολικού µονοπατιού που ακολουθεί το βακτήριο για 

το µεταβολισµό της φαινόλης αποµονώθηκε και χαρακτηρίστηκε το ένζυµο «κλειδί» στην 

διάσπαση του αρωµατικού δακτυλίου της κατεχόλης, η 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης. Η 

αποµόνωση του ενζύµου πραγµατοποιήθηκε µε διαβάθµισης ζάχαρης και ανιοντική 

χρωµατογραφία, ενώ ο χαρακτηρισµός του ενζύµου έγινε µε φασµατοφωτοµετρία 

υπεριώδους-ορατού και φασµατοµετρία µάζας. 

Στη συνέχεια, προσδιορίστηκαν και τα υπόλοιπα ένζυµα που συµµετέχουν στο 

µεταβολισµό της φαινόλης. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε αρχικά δύο διαστάσεων 

ηλεκτροφόρηση µία µέθοδος που επιτρέπει το διαχωρισµό µεγάλου αριθµού πρωτεϊνών. 

Πιο συγκεκριµένα οι υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες κυττάρων που καλλιεργήθηκαν σε φαινόλη 

και γλυκόζη, αντίστοιχα, ηλεκτροφορήθηκαν αρχικά σε πηκτές πολυακρυλαµιδίου µε 

διαβάθµιση pH (Ισοηλεκτρική εστίαση µε αµφολύτες φορείς). Κατόπιν πραγµατοποιήθηκε  

αποδιατακτική ηλεκροφόρηση ώστε να ληφθεί το πρωτεϊνικό αποτύπωµα των δύο 

δειγµάτων και να γίνει σύγκριση µεταξύ τους. Η µέθοδος αυτή δεν είχε µεγάλη 

επαναληψιµότητα λόγω της πρώτης διάστασης της ισοηλεκτρικής εστίασης που 

χρησιµοποιήθηκαν πηκτές ακρυλαµιδίου που παρασκευάσαµε µε αµφολύτες φορείς.  

Έπιτα δοκιµάστηκε κλασµατοποίηση των υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών µε χρήση 

υπερφυγοκέντρησης σε διαβάθµιση ζάχαρης ώστε να γίνει απλούστευση και εµπλουτισµός 

του δείγµατος µε πρωτεΐνες που συµµετέχουν στο µεταβολισµό της φαινόλης Στη συνέχεια 

οι πρωτεΐνες ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης ώστε να 

εντοπισθούν πρωτεϊνικές διαφοροποιήσεις µεταξύ των δειγµάτων των διαφορετικών 

καλλιεργειών. Με χρήση φασµατοµετρίας µάζας επιτεύχθει η ταυτοποίηση όλων των 

βασικών ενζύµων που συµµετέχουν στο µέτα µεταβολικό µονοπάτι αποικοδόµησης της 

φαινόλης. 
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 Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια προσδιορισµού πιθανών αλληλεπιδράσεων µεταξύ 

των ενζύµων που συµµετέχουν στο µεταβολισµό της φαινόλης µε χρήση µη 

αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης (Blue Native ηλεκτροφόρηση) σε συνδυασµό µε δεύτερη 

διάσταση αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης και ταυτοποίηση των πρωτεϊνών µε 

φασµατοµετρία µάζας. Κατά τη διαδικασία αυτή βρέθηκαν ταυτοποιήθηκαν πρωτεϊνικά 

σύµπλοκα που περιέχουν ένζυµα του µεταβολισµού της φαινόλης αλλά και άλλες 

υδατοδιαλυτες πρωτεΐνες του κυττάρου. 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ  

 

ΑCN                    : ακετονιτρίλιο 

ΑPS                     : υπερθειϊκό αµµώνιο 

DTT                     : διθειοθρεϊτόλη 

EDTA                  : αιθυλενο-διαµινο-τετραοξικό οξύ 

IEF                       : ισοηλεκτρική εστίαση  

kDa     : kilodalton 

NADP   : νικοτινάµιδο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο φωσφορικού εστέρα 

NADH : νικοτινάµιδο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο 

PAGE         : ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου   

SDS       : δωδεκυλοθειϊκό νάτριο 

MS     : φασµατοµετρία µάζας 

MALDI   : ιονισµός µε laser απόπτυση υποβοηθούµενη µε υπόστρωµα (matrix   

                              (assisted laser desorption) 

ESI       : ιονισµός µε ηλεκτροψεκασµό (electronspray ionization) 

LC : υγρή χρωµατογραφία 

ΤΕΜΕD              : N,N,N’,N’-τετραµεθυλενοδιαµίνη 

ΤFA                    : τριφθοροξικό 

TOF                    : time of flight (χρόνος πτήσης) 

Tris       : τρις-υδροξυµεθυλ-αµινοµεθάνιο 

AB-mix      : διάλυµα ακρυλαµιδίου, δισακρυλαµιδίου 

Tricine      : N-τρις(υδροξυµέθυλο-)µέθυλο-γλυκίνη 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
  
1.1 Βιοαποικοδόµηση 
 

Η ανάπτυξη ης βιοµηχανίας προκάλεσε την ραγδαία αύξηση των χηµικών 

συνθετικών ουσιών που εναποτίθονται καθηµερινά στο περιβάλλον.  Μόνο στις Ηνωµένες 

Πολιτείες  Αµερικής συντίθονται ετήσια πάνω από 1700 εκατοµµύρια κιλά φαινόλης και 

τεράστιες ποσότητες φαινολικών παραγώγων παράγονται σαν βιοµηχανικά παραπροϊόντα 

[1]. Πέρα από τα βιοµηχανικά απόβλητα, πολλές πετρελαϊκές ενώσεις είναι τοξικές για το 

περιβάλλον.  

Η βιοαποικοδόµηση είναι µια διαδικασία που συντελείται από µικροοργανισµούς 

όπως τα βακτήρια και οι µύκητες, του εδάφους και του νερού. Αρκετά βακτηριακά 

στελέχη έχουν την ικανότητα να διασπούν ή να µετασχηµατίζουν τις χηµικές ουσίες και να 

τις χρησιµοποιούν ως πηγή άνθρακα. 

Τα βακτήρια χρησιµοποιούνται ευρέως για την βιοαποικοδόµηση και την 

βιοεπαναφοράς του εδάφους και νερού λόγω της δυνατότητας που έχουν να 

καλλιεργούνται εύκολα και σε µεγάλες ποσότητες. Επίσης µε τη βοήθεια της µοριακής 

βιολογίας επιδέχονται εύκολα χρωµοσωµικές τροποποιήσεις, ώστε να αποικοδοµούν 

µεγαλύτερο αριθµό αρωµατικών και χλωριωµένων ενώσεων και έχουν τη δυνατότητα 

στοιχειοποίησης των χηµικών ενώσεων χρησιµοποιώντας αυτές ως πηγή άνθρακα και 

ενέργειας. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι οι µικροοργανισµοί έχουν την ικανότητα να 

αποικοδοµούν µία ή περισσότερες µονοαρωµατικές και πολυαρωµατικές ενώσεις, τα 

υποκατεστηµένα παράγωγα τους όπως επίσης και αλκυλικές ενώσεις. Εποµένως η 

αποτελεσµατική in situ βιοαποικοδόµηση πετρελαϊκής ή βιοµηχανικής µόλυνσης απαιτεί 

µίγµα πληθυσµών από διαφορετικά γένη ώστε να επιτυγχάνεται η αποικοδόµηση όσο το 

δυνατόν µεγαλύτερου αριθµού ρύπων. 

Παρόλο που οι µύκητες έχουν την ικανότητα αποικοδόµησης αρωµατικών 

ενώσεων, απαιτούν για την αποικοδόµηση τους την συνοξείδωση γλυκόζης ή κυτταρίνης. 

Σε πολλές περιπτώσεις η οξείδωση των αρωµατικών ενώσεων δεν είναι πλήρης, αλλά 

σχηµατίζονται πολλές φορές τοξικά ενδιάµεσα και είναι αναγκαία η παρουσία άλλου 

βακτηρίου για την πλήρη στοιχειοποίηση των συγκεκριµένων οργανικών ενώσεων . 
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1.2 Βακτήρια που αποικοδοµούν αρωµατικές ενώσεις 

 

 Η αποµόνωση και ο χαρακτηρισµός µεγάλου αριθµού µικροοργανισµών που έχουν 

την δυνατότητα να µεταβολίζουν αρωµατικές ενώσεις δείχνει τη  µεγάλη ποικιλότητα που 

υπάρχει στο µικροβιακό κόσµο. Βακτηριακά γένη που µπορούν να µεταβολίζουν 

αρωµατικές ενώσεις είναι  το γένος Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes  και 

Bacillus[2]. 

 Η ικανότητα των βακτηρίων αυτών να µεταβολίζουν αρωµατικές ενώσεις οφείλεται 

στην έκφραση επαγόµενων πρωτεϊνών από γονίδια που βρίσκονται στο χρωµοσωµικό 

DNA του βακτηρίου αλλά και σε έξτρα χρωµοσωµικό (πλασµιδιακο) DNA. Η ύπαρξη των 

πλασµιδίων δίνει την δυνατότητα στο βακτήριο να επάγει την σύνθεση αναγκαίων  

πρωτεϊνών πολύ γρήγορα και ανεξάρτητα από την υπόλοιπη πρωτεϊνοσύνθεση που 

συντελείται στον οργανισµό. Η διάταξη των γονιδίων αυτών των πρωτεϊνών σε οπερόνια 

στο πλασµιδιακό DNA δίνει την δυνατότητα στο βακτήριο να ελέγχει  την σύνθεση όλων 

των µεταβολικών  πρωτεϊνών για µια ουσία. 

 

1.3 Χαρακτηριστικά των gram αρνητικών βακτηρίων  

 

Το γένος Pseudomonas ανήκει στην τάξη των gram-αρνητικών βακτηρίων και είναι 

ευρέως διαδεδοµένα σε πολλά φυσικά περιβάλλοντα. Τα διάφορα είδη του γένους 

διαθέτουν ένα µεγάλο αριθµό δυνατοτήτων σχετικών κυρίως µε τη στοιχειοποίηση του 

οργανικού άνθρακα και τη διατήρηση του κύκλου του. Στο σχήµα 1.1 φαίνεται η δοµή 

ενός gram αρνητικού βακτηριδίου. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.1: Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής ενός gram αρνητικού βακτηριδίου 
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Το κυτταρικό τοίχωµα των gram-αρνητικών βακτηρίων, έχει διαφορετική δοµή από 

το αντίστοιχο τοίχωµα των gram-θετικών βακτηρίων. Αποτελειται απο µια επιπλέον 

κυτταρική µεµβράνη εκτός από την κυτταροπλασµατική. Η κυτταροπλασµατική µεµβράνη 

περιβάλλεται από µια ανοιχτή περιοχή η οποία ονοµάζεται περιπλασµατικός χώρος, στην 

οποία υπάρχει µια λεπτή στοιβάδα πεπτιδογλυκάνης. Εξωτερικά της πεπτιδογλυκάνης 

υπάρχει µια επιπλέον στοιβάδα, η εξωτερική µεµβράνη (Σχήµα 1.2).     

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.2: ∆οµή του κυτταρικού τοιχώµατος των Gram αρνητικών βακτηριδίων 

 Η εξωτερική µεµβράνη είναι µια διπλοστοβάδα λιπιδίων, όπως και η 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη, που περιέχει λιπίδια, πρωτεϊνες, αλλά και λιποσακχαρίδια. 

Η µεµβράνη αυτή έχει διακριτές πλευρές, µε την πλευρά που περιέχει τα λιποσακχαρίδια 

να είναι προς τον εξωκυττάριο χώρο. Τα λιποσακχαρίδια προσδίδουν ένα αρνητικό φορτίο 

στο βακτήριο και απωθούν υδρόφοβα µόρια. Μερικά είδη ζουν στο έντερο των 

θηλαστικών και τα λιποσακχαρίδια απωθούν κάποια µόρια που διαλυτοποιούν τα λίπη. Το 

Ο-αντιγόνο συµµετέχει, επίσης, στην αναγνώριση συγκεκριµένων βακτηριοφάγων. Τα 

ελεύθερα λιποσακχαρίδια σε διάλυµα είναι τοξικά και ονοµάζονται ενδοτοξίνες. Για το 

λόγω αυτό τα gram αρνητικά βακτήρια χαρακτηρίζονται και ως παθογόνα.      

Α. Εξωτερική µεµβράνη 

Τα είδη των διαφορετικών πρωτεϊνών της εξωτερικής µεµβράνης είναι πολύ 

λιγότερα σε σύγκριση µε αυτά των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών, αλλά βρίσκονται σε 
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µεγαλύτερη αφθονία. Αποτελούν περίπου το 50% της συνολικής µάζας της εξωτερικής 

µεµβράνης [3, 4] Στις πρωτεΐνες αυτές συµπεριλαµβάνονται διαµεµβρανικές πρωτεϊνες, 

αλλά, και λιποπρωτεϊνες που είναι ακινητοποιηµέµες στην εξωτερική µεµβράνη µε λιπίδια 

προσδεδεµένα στο Ν-τερµατικό τους. Οι διαµεµβρανικές πρωτεϊνες είναι βασικές για την 

διατήρηση της ακεραιότητας και της επιλεκτικής διαπερατότητας των βακτηριακών 

µεµβρανών [4]. Η παραγωγή των πρωτεϊνών της εξωτερικής µεµβράνης συχνά ρυθµίζεται 

από περιβαλλοντικά ερεθίσµατα και για το λόγο αυτό παίζουν σηµαντικό ρόλο στην 

βακτηριακή παθογένεση αυξάνοντας την προσαρµοστικότητα των βακτηρίων σε διάφορα 

περιβάλλοντα. Ο ρόλος της εξωτερικής µεµβράνης στην λειτουργία του βακτηρίου, όπως 

ήδη αναφέρθηκε είναι πολύ σηµαντικός. Οι σηµαντικότερες λειτουργίες της είναι: 

• Προσδίδει αρνητικό φορτίο στο κύτταρο. 

• Επιλεκτική διαπερατότητα για την είσοδο υδρόφυλων µορίων. 

• Περιέχει υποδοχείς φάγων.  

• Παθογόνες ιδιότητες. 

• Σταθεροποιεί την επικοινωνία των κυττάρων. 

• ∆ιατηρεί τα ένζυµα στο περίπλασµα. 

Β. Περιπλασµατικός χώρος     

 Ο περιπλασµατικός χώρος είναι ο χώρος µεταξύ της στοιβάδας της 

πεπτιδογλυκάνης και της εξωτερικής µεµβράνης, όπου περιέχονται αρκετές διαφορετικές 

πρωτεϊνες. Ο ρόλος των πρωτεϊνών αυτών είναι να ανιχνεύουν το περιβάλον και να 

µεταφέρουν τα απαραίτητα θρεπτικά εντός του κυττάρου. Μερικά παραδείγµατα 

περιπλασµατικών ενζύµων αναφέρονται παρακάτω: 

1. Υδρολυτικά ένζυµα 

• Φωσφατάσες 

• Πρωτεάσες 

• Ενδονουκλεάσες 

2. πρωτεΐνες πρόσδεσης- αναγνωρίζουν συγκεκριµένες ενώσεις και τις µεταφέρουν 

διαµέσου της µεµβράνης: 

• σάκχαρα 

• αµινοξέα 
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• ανόργανα ιόντα 

• βιταµίνες 

3. Χηµουποδοχείς- βοηθούν την αναγνώριση της χηµικής σύστασης του 

περιβάλλοντος από το κύτταρο. 

4. Ένζυµα αποτοξίνωσης- τροποποιούν επικίνδυνες ενώσεις πριν εισέλθουν εντός του 

κυττάρου, π.χ. β- λακταµάση. 

5. Οσµωτική προστασία- όταν τα κύτταρα τοποθετηθούν σε υψηλή οσµωτική πίεση 

προκαλεί την ροή νερού έξω από το κύτταρο.      

Γ. Πεπτιδογλυκάνη 

 

 Η πεπτιδογλυκάνη στα Gram-αρνητικά βακτήρια περιέχει λιγότερες διασυνδέσεις 

και καθόλου πεπτιδικές διασυνδέσεις. Συγκριτικά µε την στοιβάδα της πεπτιδογλυκάνης 

των Gram-θετικών βακτηρίων είναι µόνο το 20% αυτής. Οµοιοπολικά προσδεδεµένες στην 

πεπτιδογλυκάνη είναι λιποπρωτεϊνες οι οποίες έχουν υδρόφοβες περιοχές που 

προσδένονται στην εξωτερική µεµβράνη. Με αυτόν τον τρόπο η πεπτιδογλυκάνη 

προσδένεται ισχυρά στην εξωτερική µεµβράνη. 

 

∆. Κυτταροπλασµατική µεµβράνη 

 Η κυτταροπλασµατική µεµβράνη είναι ένα οργανωµένο συγκρότηµα το οποίο 

απότελείται από διπλοστοιβάδα λιπιδίων, κυρίως φωσφολιπίδια, και πρωτεϊνες βυθισµένες 

στην λιπιδική στοιβάδα. Προσδίδει στα κύτταρα την ατοµικότητα τους, διαχωρίζοντας το 

κάθε κύτταρο από το περιβάλον του. Παρέχει επιλεκτική διαπερατότητα, επειδή περιέχει 

εξειδικευµένες µοριακές αντλίες και µοριακά κανάλια. Ειδικοί υποδοχείς για εξωτερικά 

ερεθίσµατα που βρίσκονται στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη ελέγχουν την ροή 

πληροφοριών.  

Ε. Κυτταρόπλασµα  

Το κυτταρόπλασµα είναι το µέρος του κυττάρου που περιβάλλεται από την 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη και αποτελείται κυρίως από νερό και πρωτεΐνες. Σε αυτό 

πραγµατοποιούνται οι ζωτικές για το κύτταρο χηµικές αντιδράσεις. Περιέχει επίσης το 

πλασµιδιακό και τα χρωµοσωµικό DNA του βακτηρίου το οποίο δε περιβάλλεται από 

πυρηνική µεµβράνη όπως στα ευκαρυωτικά κύτταρα. Το κυτταρόπλασµα έχει 



 13

παχύρρευστη υφή και περιέχει διακριτές περιοχές στις οποίες πραγµατοποιούνται διάφορες 

βιοχηµικές αντιδράσεις. Για παράδειγµα, τα ένζυµα της γλυκόλυσης οργανώνονται σε µια 

µονάδα και αποικοδοµούν τι υπόστρωµα µε µια γραµµικά καθορισµένη διαµόρφωση. 

Επίσης, πολλά ένζυµα της σύνθεσης του DNA συναθροίζονται στην φουρκέτα αντιγραφής 

Το κυτταρόπλασµα αποτελείται από πρωτεΐνες, βιταµίνες, ιόντα, νουκλεϊκα οξέα, 

αµινοξέα, υδατάνθρακες, υδρογονάνθρακες και τα παράγωγα τους καθώς επίσης και 

λιπαρά οξέα και τα παράγωγα τους. Πολλά κυτταρικά συστατικά συµπεριλαµβανοµένων 

και των παραπάνω µορίων συνυπάρχουν στο κυτταρόπλασµα επιτελώντας µια πληθώρα 

χηµικών αντιδράσεων. Οι χηµικές αντιδράσεις που πραγµατοποιούνται στο 

κυτταρόπλασµα είναι πολύ σηµαντικές για την ανάπτυξη του κυττάρου, τον µεταβολισµό 

και την µεταφορά πληροφοριών µεταξύ του κυττάρου και του περιβάλλοντος.  

Η ύπαρξη καταβολικών πλασµιδίων και η ικανότητα εξειδίκευσης των ενζύµων 

επιτρέπουν στις ψευδοµονάδες να µεταβολίζουν ένα µεγάλο αριθµό αρωµατικών ενώσεων. 

Επίσης µέσο του γονιδιακού ανασυνδυασµού είναι σε θέση να δηµιουργούν αυθόρµητα 

νέα µεταβολικά µονοπάτια για την αποικοδόµηση περισσότερων και πολυπλοκότερων  

χηµικών ενώσεων. 

1.4 Αποικοδόµηση της Φαινόλης 

 Οι περισσότερες µονοαρωµατικες ενώσεις όπως η φαινόλη αποικοδοµούνται κάτω 

από αερόβιες συνθήκες. Οι αερόβιες διαδικασίες είναι σχετικά γρήγορες και ο µοναδικός 

περιοριστικός παράγοντας είναι η διαθεσιµότητα του οξυγόνου και των µεταβολικών 

ενζύµων.  Μονοαρωµατικές ενώσεις µπορούν επίσης να αποικοδοµηθούν  υπό αναερόβιες 

συνθήκες, παρουσία ιόντων ΝΟ3
-, Fe+3, SO4

-2 και διοξειδίου του άνθρακα, τα οποία 

λειτουργούν ως αποδέκτες ηλεκτρονίων [5, 6]. Η αναερόβια αποικοδόµηση των 

µονοαρωµατικών υδρογονανθράκων θεωρείται ότι σχετίζεται µε την παραγωγή λιπαρών 

οξέων, µεθανίου, διοξειδίου του άνθρακα, µε την διαλυτοποίηση του  σιδήρου, καθώς και 

µε τη µείωση των νιτρικών και θειικών ιόντων.  

 Ο αερόβιος καταβολισµός αρωµατικών ενώσεων έχει διερευνηθεί διεξοδικά για ένα 

µεγάλο πλήθος µικροοργανισµών σε διάφορες φυσικές και ξενοβιοτικές ενώσεις. Κύρια 

µονοπάτια καταβολισµού αρωµατικών ενώσεων στα βακτήρια έχουν οδηγήσει στο 

συµπέρασµα ότι ενώ διαφορετικά ένζυµα συµµετέχουν στα αρχικά στάδια µεταβολισµού 
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των ενώσεων, αυτές µετατρέπονται σε ένα περιορισµένο αριθµό κεντρικών ενδιαµέσων 

όπως η πρωτοκατεχάση και οι υποκατεστηµένες κατεχόλες. Αυτά τα διυδροξυλιωµένα 

ενδιάµεσα εισάγονται στο όρθο η /και µέτα µεταβολικό µονοπάτι [7, 8]. Στο σχήµα 1.3 

περιγράφονται σχηµατικά τα στάδια αποικοδόµησης της φαινόλης στα δύο µεταβολικά 

µονοπάτια. Ως τελικά προϊοντα λαµβάνουµε για το µεν µέτα µεταβολικό µονοπάτι το 

πυροσταφυλικό οξύ και την ακεταλδεϋδη  ενώ για το όρθο µεταβολικό µονοπάτι το 

ηλεκτρικό, τα οποία εισάγονται στο κύκλο του   κιτρικού οξέος και µεταβολίζονται τελικά 

από τον οργανισµό για την παραγωγή ενέργειας. 

Α. Μέτα µεταβολικό µονοπάτι 
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Β.Όρθο µεταβολικό µονοπάτι  

 

 
 

Σχήµα 1.3: Σχηµατική αναπαράσταση του µεταβολισµού της φαινόλης A) στο µέτα και Β) 

στο ορθο µεταβολικό µονοπάτι. 

 

1.4.1 Μέτα µεταβολισµός της φαινόλης 

Τα ένζυµα που συµµετέχουν στο µέτα µεταβολικό µονοπάτι προκύπτουν από την 

έκφραση γονιδίων που βρίσκονται σε οπερόνια στο πλασµιδιακό DNA του βακτηρίου. Η 

έκφραση των γονιδίων αυτών ρυθµίζεται από ένα ρυθµιστικό γονίδιο  που βρίσκεται 

ανοδικά του οπερονίου. Αναγνώριση των διαφόρων ενώσεων από τον ρυθµιστή έχει ως 

αποτέλεσµα την έκφραση όλων των ενζύµων που λαµβάνουν  µέρος στο µεταβολισµού της  

ένωσης. Στο σχήµα 1.4 φαίνεται το οπερόνιο του καταβολικού πλασµιδίου που εκφράζει 
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τις πρωτεΐνες του µέτα µεταβολικού µονοπατιού, από τον οργανισµό CF600 του γένους 

Pseudomonas καθώς και το µεταβολικό µονοπάτι καταβολισµού της φαινόλης µε τα 

συµµετέχοντα ένζυµα [9]. Στον πίνακα 1.1 συνοψίζονται όλα τα γονίδια και οι πρωτεΐνες 

που εκφράζονται από αυτά, στο dmp οπερόνιο.   

 

 

 

Σχήµα 1.4: Σχηµατική αναπαράσταση του µέτα µεταβολικού µονοπατιού αποικοδόµησης 

της φαινόλης  από το pV1150  καταβολικό πλασµίδιο του στελέχους CF600 του γένους 

Pseudomonas. 

Γονίδιο 
Αριθµός 
αµινοξέων 

Μοριακό βάρος (kDa) 
θεωρητικό/πρακτικό Πρωτεΐνη  Λειτουργεία 

dmpK 92 10.6/12.5 P0 άγνωστη 
dmpL 331 38.2/34.0 P1 Phenol hydroxylase component 
dmpM 90 10.5/10.0 P2 Phenol hydroxylase component 
dmpN 517 60.5/58.0 P3 Phenol hydroxylase component 
dmpO 119 13.2/13.0 P4 Phenol hydroxylase component 
dmpP 353 38.5/39.0 P5 Phenol hydroxylase component 
dmpQ 112 12.2/12.0 DmpQ Ferredoxin-like protein 
dmpB 307 35.2/32.0 C2,3O Catechol 2,3 dioxygenase 

dmpC 486 51.7/50.0 HSMD 
2-Hydroxymuconic semialdehyde 

dehydrogenase  

dmpD  283 31.0/30.0 HMSH 
2-Hydroxymuconic semialdehyde 

hydrolase  
dmpE 261 27.9/28.0 OEH 2-Oxopent-4-dienoate hydratase 
dmpF 312 32.7/35.0 ADA Aldehyde dehydrogenase  
dmpG 345 37.5/39.0 HOA 4-Hydroxy-2-oxovalerate hydratase 
dmpH 264 28.4/28.5 4OD 4-Oxalocrotonate decarboxylase 
dmpI 63 7.1/6.7 4OI 4-Oxalocrotonate isomerase 

Πίνακας 1.1: Σύνοψη των γονιδίων και των γονιδιακών προϊόντων του οπερονίου dmp 
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Στο µέτα µεταβολικό µονοπάτι, η φαινολική υδροξυλάση καταλύει το πρώτο στάδιο 

υδροξυλίωσης της φαινόλης. Απαντάται συνήθως ως ένζυµο µε πολλές υποµονάδες. Έχουν 

ταυτοποιηθεί έξι γονίδια που κωδικοποιούν τις Ρ0 – Ρ5 υποµονάδες,. ∆ιαδικασίες 

αποµόνωσης του ολοενζύµου έδειξαν ότι οι υποµονάδες απαντώνται σε τρία διαφορετικά 

σύµπλοκα: η υποµονάδα Ρ2 µόνη της, οι υποµονάδες Ρ1, Ρ3, Ρ4 σχηµατίζούν ένα 

σύµπλοκο το οποίο για να είναι καταλυτικά ενεργό  in vitro χρειάζεται την παρουσία της 

αναγωγάσης Ρ5.  

Το ένζυµο «κλειδί» στη µέτα διάσπαση της φαινόλης είναι η 2,3 διοξυγενάση της 

κατεχόλης. Πρόκειται για το ένζυµο που διασπά τον αρωµατικό δακτύλιο της κατεχόλης σε 

µέτα θέση σχηµατίζοντας το ενδιάµεσο της ηµιαλδεϋδης του 2-ύδροξυ µουκονικού οξέος. 

Η παρουσία αυτού του ενδιαµέσου έχει ως αποτέλεσµα την χρωµατική αλλαγή του 

θρεπτικού µέσου κατά τη διαδικασία καταβολισµού της φαινόλης [10]. Η 2,3 

διοξυγενάσης της κατεχόλης έχει µοριακό βάρος 30-35 kDa. και το όλοένζυµο της είναι 

ένα οµοτετραµερές που φέρει ένα µη αιµικό Fe (II) στο ενεργό κέντρο κάθε µονοµερούς. 

Κρυσταλλογραφικές µελέτες έδειξαν ότι το ενεργό κέντρο βρίσκεται σε µία δοµή χωνιού 

στην καρβοξυ-τελική περιοχή. Σε αυτή την κοιλότητα ο σίδηρος σχηµατίζει δεσµούς µε 

τρία κατάλοιπα αµινοξέων της πρωτεΐνης (Ηis153, His214 και Glu265) και δυο µόρια 

νερού, όπως φαίνεται στο σχήµα 1.5 [11]. 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.5: Το περιβάλλον συναρµογής του σιδήρου στην κρυσταλλική δοµή της 2,3 

διοξυγενάσης της κατεχόλης παρουσία ακετόνης 

H ακετόνη είναι ένας ασθενής συναγωνιστικός αναστολέας εναντίον της κατεχόλης 

(συγκέντρωση αναστολής 13 mM) καθιστώντας την ως τον καταλληλότερο σταθεροποιητή 

του ενζύµου. Η ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης µειώνεται κατά 80% µέσα σε 
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λίγες µέρες ενώ παρουσία 10 mM ακετόνης παραµένει σταθερή για µήνες [12]. Στο σχήµα 

1.6 φαίνεται ο προτεινόµενος µηχανισµός  της µέτα διάσπασης (proximal extradiol 

cleavage) της κατεxόλης και της 3- ή 4-  άλκυλουποκατεστηµένης κατεχόλης από την 2,3 

διοξυγενάση της κατεχόλης. 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.6: Προτεινόµενος µηχανισµός διάσπασης της κατεχόλης και της 3- ή 4- άλκυλο 

υποκατεστηµένης κατεχόλης από την 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης 

1.4.2 Όρθο µεταβολισµός της φαινόλης 

 Στο όρθο µεταβολικό µονοπάτι η φαινολική υδροξυλάση που καταλύει το αρχικό 

στάδιο υδροξυλίωσης της φαινόλης, απαντάται συνήθως ως µονοµερές σε αντίθεση µε το 

αντίστοιχο ένζυµο στο µέτα µεταβολικό µονοπάτι. Τα ένζυµα αυτά είναι κυρίως 

φλαβοπρωτεϊνικες υδροξυλάσες που υδροξυλιώνουν τον φαινολικό δακτύλιο συνήθως σε 

όρθο θέση. Ο ρόλος της φλαβίνης στα ένζυµα αυτά είναι η ενεργοποίηση του µοριακού 

οξυγόνου µε την αντίδραση της ανιγµένης φλαβίνης µε το µοριακό οξυγόνο προς το 

σχηµατισµό του 4α-υδρουπεροξειδίου. 

 Το ένζυµο «κλειδί» στην όρθο διάσπαση της φαινόλης είναι η 1,2 διοξυγενάση της 

κατεχόλης. Το ένζυµο αυτό καταλύει τη διάσπαση της κατεχόλης σε όρθο θέση, 

σχηµατίζοντας το ενδιάµεσο του cis-cis  µουκονικού οξέος. Το λειτουργικό ένζυµο της 1,2 

διοξυγενάσης της κατεχόλης είναι ένα οµοδιµερές  µε ένα µη αιµικό σίδηρο Fe (III) στο 

καταλυτικό ενεργό κέντρο κάθε µονοµερούς. Ο σίδηρος στο καταλυτικό κέντρο 
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συναρµόζεται µε τέσσερα  κατάλοιπα αµινοξέων της πρωτεΐνης όπως φαίνεται στο σχήµα 

1.7 [13]. 

 

 

 

Σχήµα 1.7: Το περιβάλλον συναρµογής του Fe+3 στο ενεργό κέντρο της 1,2 διοξυγενάσης 

της κατεχόλης. 

Ο µηχανισµός της καταλυτικής δράσης της 1,2 δυοξυγενάσης της κατεχόλης στη διάσπαση 

του δακτυλίου της κατεχόλης φαίνεται στο σχήµα 1.8. 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.8: Σχηµατική αναπαράσταση του µηχανισµού διάσπασης της κατεχόλης στο 

ενεργό κέντρο της 1,2 δυοξυγενάσης της κατεχόλης. 

Τα γονίδια των ενζύµων που επάγονται στο όρθο µεταβολικό µονοπάτι βρίσκονται 

συνήθως στο χρωµοσωµικό DNA του  βακτηριδίου και όχι στο πλασµιδιακό DNA, όπως 

τα γονίδια του µέτα µεταβολικού µονοπατιού, µε αποτέλεσµα η διαδικασία της 

αποικοδόµησης να είναι πολλές φορές βραδύτερη. 
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1.5 Απεικόνιση του πρωτεόµατος: ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση   

 Οι πρωτεΐνες είναι τα βιοµόρια τα οποία επιτελούν όλες τις διεργασίες στο κύτταρο. 

Αν και η χρήση µεθόδων µοριακής βιολογίας επιτρέπει την ανίχνευση των γονιδίων δεν 

µπορεί να δώσει ποιοτικές και ποσοτικές πληροφορίες για την έκφραση των πρωτεϊνών 

στο κύτταρο. Για αυτό το λόγο αναπτύχθηκαν διάφοροι µέθοδοι διαχωρισµού πρωτεϊνών 

που βασίζονται στο συνδυασµό δυο ή και περισσότερων βιοχηµικών µεθόδων. Μία ευρέως 

διαδεδοµένη µέθοδος µε διαχωριστική ικανότητα µεγάλου αριθµού πρωτεϊνών είναι η 

ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων [14, 15]. Οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται στη πρώτη 

διάσταση µε βάση το ισοηλεκτρικό τους σηµείο, ενώ στη δεύτερη διάσταση διαχωρίζονται 

µε βάση το µοριακό τους βάρος. Αυτή η µεθοδολογία επιτρέπει την ανάλυση 

περισσότερων από 1000 πρωτεϊνών και µπορεί να διακρίνει πολλές µέτα µεταφραστικές 

τροποποιήσεις µίας πρωτεΐνης. Η αύξηση της επαναληψιµότητας έχει επιτευχθεί µε τη 

χρήση εµπορικά διαθέσιµων πηκτών µε διαβάθµιση pH  για την πρώτη διάσταση [16], που 

επιτρέπουν ασφαλή και ποσοτική σύγκριση δισδιάστατων πηκτών του πρωτεόµατος. Το 

µειονέκτηµα της δύο διαστάσεων ηλεκτροφόρησης έγκειται στην αδυναµία της να 

αναλύσει συγκεκριµένες κατηγορίες πρωτεϊνών, υδρόφοβες πρωτεΐνες (κυρίως 

µεµβρανικές), κυτταροσκελετικές και πρωτεΐνες µε ισοηλεκτρικό σηµείο σε ακραίες 

περιοχές της κλίµακας του pH (όπως όξινες, υπερφωσφορυλιωµένες πρωτεΐνες και 

αλκαλικές, πρωτεΐνες προσδεόµενες σε DNA). Υπάρχουν επίσης προβλήµατα ποσοτικού 

προσδιορισµού των πρωτεϊνών λόγω του χαµηλού δυναµικού εύρους των χρώσεων. Η 

χρώση αργύρου, η πιο ευαίσθητη ευρέως χρησιµοποιούµενη χρώση, εµφανίζει 

γραµµικότητα µόνο στη περιοχή 0.04 ng/mm2 και 2 ng/mm2. Η χρήση πηκτών µικρού 

εύρους pΗ και η µέθοδος εισαγωγής του δείγµατος µε ενυδάτωση µπορούν να ξεπεράσουν 

ως ένα βαθµό αυτό το πρόβληµα επιτρέποντας τη χρήση µεγαλύτερης ποσότητας 

δείγµατος.  

1.6 Ταυτοποιήση πρωτεϊνών  

 

Αν και οι µεθοδοι διαχωρισµου µεγαλου αριθµού πρωτεϊνών ήταν γνωστές από το 

1975 δεν βρήκαν µεγάλη απήχηση λόγω της µεγάλης δυσκολίας ταυτοποίησης των 

πρωτεϊνών. Οι συνήθεις µεθοδοι ταυτοποίησης είναι η ανοσοανιχνευση µε χρήση 

αντισωµάτων για γνωστές πρωτεϊνες και η Ν-τερµατική ανάλυση των αµινοξέων και 

ταυτοποίηση αυτών σε βάση δεδοµένων. Οι αναφερόµενες µέθοδοι είναι χρονοβόρες και 
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αυτό είχε σαν συνέπεια την ανάλυση µικρού αριθµού πρωτεϊνών. Η φασµατοµετρία µάζας 

ΜS είναι µια τεχνική που µετράει µε µεγάλη ακρίβεια την µάζα των µορίων, µία φυσική 

ιδιότητα χαρακτηριστηκή για κάθε µόριο. Η µέθοδος αυτή αν και πρωτοεµφανίστηκε στις 

αρχές του προηγούµενου αιώνα άργησε να βρει εφαρµογή στην ανάλυση βιολογικών 

µορίων λόγω της δυνατότητας ανάλυσης µόνο φορτισµένων και πτητκών µορίων. Τα 

βιοµόρια είναι µεγάλα και πολικά µόρια που δεν µεταφέρονται και δεν ιονίζονται εύκολα 

στην αέρια φάση. Ο ηλεκτροψεκασµός (ΕS) [14] και η απόπτυση µε laser υποβοηθούµενη 

από υπόστρωµα (ΜΑLDI) [15] είναι οι τεχνικές ιονισµού στις οποίες οφείλεται η 

επιτυχηµένη χρήση της φασµατοσκοπίας µάζας σε βιολογικά µόρια. Η ραγδαία αναπτυξη 

της πληροφορικής σε συνδυασµό µε την αποδικωποιήση του γενετικού υλικού µεγαλου 

αριθµου οργανσιµών περειχαν στην MS τα εργαλεια για την γρηγορή και ακριβή 

ταυτοποίηση µεγάλου αριθµού πρωτεινενων σε µικρο χρονικο διάστηµα.  

 

1.7 Αναλυση πρωτεϊνών µε φασµατοµετρίαµάζας  

 

Με τον όρο πρωτεοµική ανάλυση ορίζεται η µεγάλου εύρους ανάλυση της 

λειτουργίας των γονιδίων. Η αρχή της χρήσης της πρωτεοµικής ανάλυσης χρονολογείται 

στις αρχές της δεκαετίας του 1970 µε την ανακάλυψη της δισδιάστατης ηλεκτροφόρησης, 

η οποία παρείχε για πρώτη φορά την δυνατότητα αποτύπωσης εκατοντάδων ή ακόµα και 

χιλιάδων πρωτεϊνών σε µία απλή πηκτή [17, 18]. Ταυτοποίηση των πρωτεϊνικών 

στιγµάτων που διαχωρίζονταν στη πηκτή µε χρήση της φασµατοµετρίαµάζας ανέδειξε την 

µέθοδο αυτή ως αναπόσπαστο κοµµάτι του τοµέα της πρωτεοµικής ανάλυσης και 

χρησιµοποιήται κυρίως σε τρία πεδία. Στη µοριακή βιολογία για το χαρακτηρισµό και τον 

έλεγχο ποιότητας ανασυνδιασµένων πρωτεϊνών και άλλων µακροµορίων. Στην 

ταυτοποίηση πρωτεϊνών σε απλά βιοχηµικά πειράµατα ή σε µεγάλης κλίµακας πρωτεοµική 

ανάλυση. Τέλος, για τον προσδιορισµό και τον χαρακτηρισµό µέτα µεταφραστικών 

τροποποιήσεων  προσδιορίζοντας µεγάλου εύρους οµοιοπολικών τροποποιήσεων στις 

πρωτεϊνες.  

 

1.7.1 MALDI 

  

To MALDI ανακαλύφθηκε από τους Karas & Hillenkamp  στα τέλη της δεκαετίας 

του 1980. Στη µέθοδο αυτή, για να δηµιουργηθει η απαραίτητη αέρια φάση, πρωτονιοµένα 

µόρια και µεγάλη ποσότητα υποστρώµατος συνκρυσταλλώνονται µε µόρια του αναλύτη 
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πάνω σε µεταλλική επιφάνεια. Στη συνέχεια οι κρύσταλλοι ακτινοβολούνται απο παλµό 

laser, συνήθως αζώτου µε µήκος κύµατος 337 nm. To υπόστρωµα είναι συνήθως µικρό 

οργανικό µόριο που εµφανίζει απορρόφηση στο µήκος κύµατος του laser που 

χρησιµοποιείται. Τα πιο συχνά χρησιµοποιούµενα υποστρώµατα είναι το α-κυάνο-4-

κιναµινικό οξύ και το διύδροξυβενζοϊκό οξύ (DHB). Τα υποστρώµατα διαφέρουν στην 

ενέργεια που µεταφέρουν στο βιοµόριο κατα την απόπτυση και τον ιονισµό και έτσι 

καθορίζουν το βαθµό θραυσµατοποίησης του αναλύτη. Η  διαδικασία ιονισµού που 

επιτυγχάνεται στο ΜΑLDI παραµένει ως ένα µεγάλο βαθµό ακόµα άγνωστη και η ένταση 

του σήµατος εξαρτάται από την ποσότητα των πεπτιδίων στον κρύσταλλο, την δυνατότητα 

του βιοµορίου να προσλαβει ή να δώσει ένα πρωτόνιο κατα τη διαδικασία της απόπτυσης 

και ένα µεγάλο αριθµό άλλων παραγόντων. Για το λόγο αυτό δεν είναι αξιοόπιστη για 

ποσοτικές µετρήσεις. 

 Τρεις είναι οι βασικές αρχές διαχωρισµού µαζών: διαχωρισµός στηριζόµενος  στο 

χρόνο  πτήσης των ιόντων (time of flight, TOF), διαχωρισµός από τετραπολικό ηλεκτρικό 

πεδίο που δηµιουργειται από µεταλλικούς ράβδους (quatropole MS), ή από επιλεκτική 

εισαγωγή ιόντων σε τρισδιάστατο πεδίο παγίδευσης (ion trap). Για δοµική ανάλυση, όπως 

προσδιορισµός αλληλουχίας αµονοξέων των πεπτιδίων, χρησιµοποιείται 

φασµατοµετρίαµάζας σε σειρά (ΜS/MS), η οποία µπορεί να πραγµατοποιηθεί 

εφαρµόζοντας δύο φορές την ίδια αρχή ή συνδιάζοντας δύο διαφορετικές αρχές 

διαχωρισµού. 

 Στο σχήµα 1.9 φαίνεται ένας µηχάνηµα φασµατογραφίας µάζας που συνδυάζει τη 

µέθοδο ιονισµού MALDI µε τη µέθοδο διαχωρισµού TOF. Κατά τη διαδικασία αυτή τα 

δείγµατα τοποθετούνται σε µεταλλική επιφάνεια που µπορεί να χωρέσει µεγάλο αριθµό 

πρωτεϊνικών στιγµάτων. Τα δείγµατα στη συνέχεια ακτινοβολούνται από παλµό laser, 

δηµιουργόντας µία µικρή δέσµη ιόντων. Τα ιόντα επιταχύνονται µε καθορισµένο ποσό 

κινητικής ενέργειας και στη συνέχεια ταξιδεύούν στο σωλήνα πτήσης. Τα µικρότερα ιόντα 

έχουν µεγαλύτερη ταχύτητα και φτάνουν στον ανιχνευτή πριν από τα µεγαλύτερα ιόντα, 

παράγοντας το φάσµα του χρόνου πτήσης.  
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Σχήµα 1.9: Σχηµατική αναπαράσταση της αρχής λειτουργείας ενός φασµατογράφου µάζας 

ΜΑLDI-TOF ΜS. A) Το συγκρυσταλλωµένο δείγµα µε το υπόστρωµα ακτινοβολείται µε 

δέσµη laser και επιτυγχανεται η εξάχνωση και ο ιονισµός των πεπτιδίων. Β) 100-500 ns 

µετά ττον παλµό του laser ένα ισχυρό πεδίο επιτάγχυνσης ενεργοποιείται το οποίο δίνει 

καθορισµένη κινητική ενέργεια στα ιόντα που έχουν παραγχθεί από το MALDI. Στη 

συνεχεια ταξιδεύουν στο σωλήνα πτήσης και στρίβουν στο καθρέπτη ιόντων ή σε 

ανακλαστήρα. Ο λόγος µαζας προς φορτιο σχετιζεται µε το χρονο που χρειάζεται το ιόν για 

να φτάσει στον ανιχνευτη.  
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1.7 Σκοπός της εργασίας 
 

Η ανακάλυψη καινούργιων βακτηριακών στελεχών που να µπορούν να εποικοδοµούν 

αρωµατικές ενώσεις αυξάνει τις δυνατότητες βιοαποικοδόµησης περιβαντολογικών ρύπων. 

Ένα νέο βακτήριο phDV1 του γένους Pseudomonas, αποµονώθηκε από Ένα διυλιστήριο 

στην ∆ανία λόγω τις ικανότητας του να αποικοδοµεί αρωµατικές ενώσεις.   

Η κατανόηση της αποικοδόµησης µονοαρωµατικών ενώσεων από το νέο βακτήριο 

ήταν κεντρικός στόχος της παρούσας εργασίας. Η συµπεριφορά του βακτηρίου µελετήθηκε 

παρουσία διαφόρων µονορωµατικών ενώσεων και βασικός στόχος ήταν ο χαρακτηρισµός 

του µεταβολισµού που χρησιµοποιείται για την αποικοδόµηση αυτών. Βασικός στόχος της 

παρούσας εργασίας είναι η µελέτη του µεταβολισµού της φαινόλης. Για την επίτευξη του 

στόχου αυτού απαραίτητη είναι η αποµόνωση και ο χαρακτηρισµός του ενζύµου 

«κλειδιού» στην διάσπαση του αρωµατικού δακτυλίου της κατεχόλης. Επίσης ο 

χαρακτηρισµός των υπόλοιπων επαγόµενων ενζύµων που συµµετέχουν στο µεταβολισµό 

αλλά και οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ τους θα δώσει απαντήσεις για τα 

λειτουργικά πρωτεϊνικά σύµπλοκα που είναι απαραίτητα για τον µεταβολισµό της 

φαινόλης.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
2.1 Yλικά 

 
2.1.1 Αντιδραστήρια-διαλύµατα 

 

 Τα αντιδραστήρια και τα διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα που 

περιγράφονται στην εργασία αυτή, παρουσιάζονται παρακάτω και προµηθεύτηκαν από τις 

εταιρίές Sigma, Fluka, Pharmacia, Roche. Το νερό που χρησιµοποιήθηκε για την παρασκευή 

των διαλυµάτων ήταν απιονισµένο, µε στήλη ιοντοανταλλακτικών ρητινών.  

 

Αντιδραστήρια 

 

1. όξινο φωσφορικό νάτριο 

2. δισόξινο  φωσφορικό κάλιο 

3. χλωριούχο αµµώνιο 

4. χλωριούχο νατριο 

5. καυστικό νάτριο 

6. θειϊκό αµµώνιο 

7. θειϊκος σίδηρος 

8. Ουρία 

9. νιτρικός άργυρος 

10. αµφολύτες, pH 3-6 

11. αµφολύτες, pH 3-10 

12. Τriton X-100 

13. µερκαπτοαιθανόλη 

14. ΑPS 

15. TEMED 

16. coomassie blue 

17. γλυκερόλη 

18. ιοδοακεταµίδιο 

19. ζάχαρη 

20. κατεχόλη  

21. α-κυάνο-4-υδροξυκινναµικό οξύ 
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22. διττανθρακικό αµµώνιο 

23. βοδινή θρυψίνη (Sequence Grade from Boehringer/Roche) 

 

∆ιάλυµα καλλιέργειας 

 
 Ρυθµιστικό διάλυµα  5 x Μ9 pH=7.4 (Sokol 1988) 

37.61 gr/lt               Na2HPO4  

15 gr/lt                    KH2PO4 

2.5 gr/lt                   NaCl  

5 gr/lt                      NH4Cl  

 

 Θειϊκά άλατα 

      10% w/v               MgSO4 x 7H2O 

      1% w/v                 FeSO4 x 7H2O 

 

Tο τελικό διάλυµα καλλιέργειας (1 lt) περιείχε 200 ml ρυθµιστικού διαλύµατος Μ9, 7 ml 

διαλύµατος θειϊκών αλάτων, 2 ml διαλύµατος1 M Mg2SO4, 0.1 ml διαλύµατος 1 Μ CaCl2 

και 4 ml 0.5 Μ Φαινόλης. Το κάθε διάλυµα αποστειρώθηκε ξεχωριστά, στους 120 οC για 

20 min. Το τελικό διάλυµα καλλιέργειας παρασκευάστηκε αµέσως πριν την χρήση. 

 

 Ρυθµιστικό διάλυµα οµογενοποίησης (I)  pH = 8 

 50 mM                      Tris / H2SO4                

 

 Ρυθµιστικό διάλυµα διαπίδυσης  (ΙI)  pH = 8 

20 mM                        Tris / H2SO4 

10 mM                        Ακετόνη     

 

 ∆ιάλυµα λύσης IEF µε αµφολύτες φορείς 

9.8 M                          Ουρία   

     100 mM                       DTT 

     2 % (v/v)                     Triton X-100  

     2 % (v/v)                     ∆ιάλυµα αµφολυτών, pH 3-10  
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 ∆ιάλυµα επικάλυψης IEF µε αµφολύτες φορείς 

8 M                             Ουρία                              

100 mM                      DTT    

5 % (v/v)                    Triton X-100  

1 % (v/v)                    ∆ιάλυµα αµφολυτών, pH 3-10  

 

 ∆ιάλυµα εξισορρόπησης IEF µε αµφολύτες φορείς 

0.06 M                         Tris / HCl, pH=6,8 

2 % w/v                       SDS         

100 mM                       DTT  

10 % v/v                      Γλυκερόλη 

  

 ∆ιάλυµα αγαρόζης IEF µε αµφολύτες φορείς 

      0.06 M                        Tris / HCl, pH=6,8                                                   

      2% w/v                       SDS                                                                           

      100 mM                      DTT                                                                         

      10% v/v                      Γλυκερόλη                                                                     

      1% w/v                       Aγαρόζη   

      0.002% w/v                Mπλέ βρωµοφαινόλη                                               

 

 Μίγµα βαθµονόµησης MALDI-TOF MS 

der – Arg1-Bradykinin              (904.47 Da) 

Glu – Fibrinopeptide B            (1570.68 Da) 

ACTH         (2093.0, 2465.20, 3657.93 Da) 

 

 ∆ιάλυµα πρωτεόλυσης  

50 mM                        διττανθρακικό αµµώνιο   

5 mM                          χλωριούχο ασβέστιο  

 

∆ιαλύµατα παρασκευής αποδιατακτικών πηκτών Tricine-SDS PAGE 

 

 AB-mix   (49.5%T, 3%C) 

      48 gr/100ml                       Ακρυλαµιδιο     

1.5 gr/100ml                      ∆ισακρυλαµίδιο   
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 Gel Buffer (3x)  pH = 8.45    

3 M                                   Tris /HCl    

0.3% (w/v)                        SDS   

  

 ∆ιάλυµα µετουσίωσης pH=7 

150 mM                            Tris / HCl                        

12% (w/v)                        SDS    

10% (w/v)                        Γλυκερόλη  

6% (v/v)                           Μερκαπτοαιθανόλη           

0.05% (w/v)                     Coomassie blue G   

 

 Ρυθµιστικό διάλυµα ανόδου  (10x)  pH = 8.9 

1 M                               Tris / HCl   

 

 Ρυθµιστικό διάλυµα καθόδου (10x)  pH = 8.25      

1 M                              Tris /HCl    

1 M                              Tricine    

1.0% (w/v)                  SDS    

 

 Οι πηκτές Tricine - SDS -πολυακρυλαµιδίου παρασκευάστηκαν σε πλάκες 

διαστάσεων: 16 cm x 18 cm και πάχος 1 mm. Η σύσταση των διαλυµάτων που 

χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των πηκτών φαίνονται παρακάτω. 

 

 ∆ιάλυµα για τη πηκτή διαχωρισµού  (60 ml) 
                         
                 10% Τ 

       12 ml              Ακρυλαµίδιο (AΒmix) stock 

       20 ml              Gel buffer (3x) 

       6 gr                 Γλυκερόλη  

                              Η2Ο    

       300 µl             APS (10%) 

       30 µl               TEMED         
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 ∆ιάλυµα για τη πηκτή στοίβαξης (18 ml) 
 
                   3% Τ 

       1.5 ml             Ακρυλαµίδιο (AΒmix) stock 

       4.5 ml             Gel buffer 

       12 ml              Η2Ο    

       135 µl             APS (10%) 

       13.5 µl            TEMED         

 

Τα παραπάνω διαλύµατα απαερώθηκαν πριν την προσθήκη των ΑΡS και TEMED. 

 

 Πρότυπες πρωτεϊνες για SDS-PAGE (Fluka) 

• α-λακταλβουµίνη από βοδινό γάλα          14.2 kDa 

• αναστολέας θρυψίνης από σόγια             20 kDa 

• θρυψινογόνο από βοδινό πάγκρεας             24 kDa 

• καρβονική ανυδράση από βοδινά ερυθροκύτταρα        29 kDa 

• γλυκεραλδεϋδη-3-φωσφορική-δευδρογωνάση             36 kDa 

      από µύ κουνελιού 

• α-λακταλβουµίνη από το λεύκωµα αυγού κότας           45 kDa 

• α-λακταλβουµίνη από βοδινό ορό                                  67 kDa 

 

 ∆ιάλυµα σταθεροποίησης για χρώση µπλε Coomassie 

50% (v/v)                                       Μεθανόλη   

10% (v/v)                                       Οξικό οξύ  

 

 ∆ιάλυµα χρώσης για χρώση µπλε Coomassie 

0.025% (w/v)                                 Μπλε Coomassie G250    

10% (v/v)                                       Οξικό οξύ         

 

 ∆ιάλυµα αποχρωµατισµού για χρώση µπλε Coomassie 

10% (v/v)                                       Οξικό οξύ  
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 ∆ιάλυµα σταθεροποίησης για χρώση κολλοειδές µπλε Coomassie  

50% (v/v)                                       Μεθανόλη          

1% (v/v)                                         Οξικό οξύ 

 

 ∆ιάλυµα χρώσης για χρώση κολλοειδές µπλε Coomassie  

0.1% (w/v)                                  Μπλε Coomassie G250  

0.5% (v/v)                                    Οξικό οξύ 

34% (v/v)                                     Μεθανόλη  

17% (w/v)                                    Θειικό αµµώνιο   

 

∆ιαλύµατα παρασκευής µη αποδιατακτικών πηκτών Blue Native  

 

 ∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου (AB-mix buffer) stock 
 

48% (w/v)                         Ακρυλαµίδιο            

1.5% (w/v)                        ∆ισακρυλαµίδιο       

 
 Gel buffer pH=7 / HCl 

1500 mM                          6- Άµινο-καπροϊκό οξύ 

150 mM                            Bis Tris 

 

  Ρυθµιστικό διάλυµα ανόδου pH=7 / HCl 

50 mM                             Bis Tris                 

 

 Ρυθµιστικό διάλυµα καθόδου pΗ=7 / HCl 

50 mM                              Tricine                     

15 mM                              Bis Tris                   

0.02% (w/v)                      Serva Blue G        

 

Προετοιµασία των πηκτών: 
 
 Οι πηκτές πολυακρυλαµιδίου, για την µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση, 

παρασκευάστηκαν σε πλάκες διαστάσεων 20 x 27 cm και πάχος 1.5 mm 
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 ∆ιάλυµα για τη πηκτή διαχωρισµού 
 
             8% 

     9.7 ml            AB-mix 

     20.0 ml          Gel buffer 

     30.3 ml          H2O 

     250 µl            APS 

     50 µl               TEMED 

 ∆ιάλυµα για τη πηκτή στοίβαξης 
 
            3% 

     1.9 ml            AB-mix 

     10 ml             Gel buffer 

     18.1 ml          H2O 

     100 µl            APS 

     30 µl              TEMED 

 

Τα παραπάνω διαλύµατα απαερώθηκαν πριν την προσθήκη των ΑΡS και TEMED. 

 

2.2 Μέθοδοι  

 

2.2.1 Οργανισµός 

 

Το βακτήριο που µελετήθηκε στη παρούσα εργασία ήταν µια ευγενική προσφορά 

του εργαστηρίου Περιβαλλοντικών Χηµικών διεργασιών του Πανεπιστηµίου Κρήτης. Το 

βακτήριο αποµονώθηκε από µολυσµένο έδαφος, σε βιοµηχανική περιοχή της ∆ανίας. Το 

βακτήριο αναφέρεται  ως στέλεχος phDVI  του γένους Psaeudomonas. Aνάλυση της 

αλληλουχίας του 16S-rRNA, έδωσε 99.8% οµολογία µε το γένος Pseudomonas 

Pseudoalcaligenes [19].  

Οι υγρές καλλιέργειες πραγµατοποιήθηκαν σε κωνικές φιάλες µε πώµα 1lt  οι 

οποίες περιείχαν 500 ml θρεπτικού µέσου Μ9R µε πηγή άνθρακα φαινόλη, στους 30οC υπό 

ανάδευση (170στροφές/min) και περιείχαν 1%(v/v) εγκλιµατισµένα κύτταρα. Η συλλογή 

των κυττάρων έγινε µετά από 24 h, όταν η οπτική πυκνότητα των κυττάρων, µετρούµενη 

στα 600 nm, ήταν ίση µε 1.  
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2.2.2 Αποµόνωση της 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης 

 

 Υγρά κύτταρα οµογενοποιούνται µε ρυθµιστικό διάλυµα οµογενοποίησης Ι σε 

αναλογία 1:2. Στη συνέχεια τα κύτταρα σπάζονται µε υπερήχους (Βroxon ultrasonic 

processor) στη µέγιστη ισχύ (20 φορές 15 sec υπέρηχοι, 45 sec παύση). Η  διαδικασία 

γίνεται σε παγόλουτρο ώστε η θερµοκρασία να µην ξεπερνά τους 10 οC. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στα 10.000 g για 15 min στους 4ο C για την αποµάκρυνση των  άσπαστων 

κυττάρων. Το υπερκείµενο στη συνέχεια φυγοκεντρείται στα 100.000 g για 1 h, στους 4 oC 

για την κατακρήµνιση των µεµβρανών. Οι υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες στη συνέχεια 

κλασµατοποιούνται µε διαβάθµιση ζάχαρης. Ο σωλήνας της υπερφυγοκέντρου περιείχε  

βήµατα πυκνότητας ζάχαρης 30% (1 ml), 20% (4 ml) και 10% (4ml) σε ρυθµιστικό 

διάλυµα οµογενοποίησης Ι µε 10 mΜ ακετόνη. Η φυγοκέντρηση πραγµατοποιήθηκε στα 

210.000 g, σε Sorval TH-641 ρότορα και είχε διάρκεια 10 h. Μετά την φυγοκέντρηση η 

περιοχή που έδωσε ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης συλεχθηκε. 

     

2.2.3 Χρωµατογραφία ιονανταλλαγής 

 

Για την αποµόνωση της 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης το κλάσµα της 

διαβάθµισης ζάχαρης που έδειξε ενζυµική ενεργότητα, χρησιµοποιήθηκε χρωµατογραφία 

ιονανταλλαγής. Το κλάσµα εισήχθηκε σε µία στήλη ανιοντικής χρωµατογραφίας Μοno Q 

(Pharmacia). H στήλη ήταν συνδεδεµένη σε σύστηµα HPLC και ισορροπήθηκε µε 

ρυθµιστικό διάλυµα Ι που περιείχε επιπλέον 10 mM ακετόνη και 25 mM Na2SO4. Ο όγκος 

του δείγµατος που εισήχθη ήταν 10 ml και πραγµατοποιήθηκε πλύση µε ρυθµιστικό 

διάλυµα Ι οκταπλάσιου όγκου. Για την έκλουση των πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκε  

γραµµική διαβάθµιση άλατος Na2SO4 από 25-500 mΜ µε ροή 1 ml/min. Συλλέχθηκαν 

κλάσµατα µε αυτόµατο συλλέκτη κλασµάτων ανά 3min. Για περαιτέρω καθαρισµό, τα 

κλάσµατα που περιείχαν την µεγαλύτερη ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης 

συλλέχθηκαν και µετά από διαπίδυση σε ρυθµιστικό διάλυµα ΙΙ, εισήχθησαν ξανά σε 

στήλη Mono Q ισορροπηµένη σε ρυθµιστικό διάλυµα ΙΙ. Οι πρωτεΐνες εκλούσθηκαν µε  

γραµµική διαβάθµιση άλατος NaCl από 0-500 mM µε ροή 1 ml/min. Tα κλάσµατα 

συλλέχθηκαν ανά 3 min. 
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2.2.4 Aποδιατακτική ηλεκτροφόρηση  

 

Η πρωτεϊνική σύσταση των δειγµάτων εξετάστηκε µε αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαµιδίου µε την χρήση Tricine και του απορρυπαντικού 

SDS (Tricine-SDS-PAGE), σύµφωνα µε τους Schägger and von Jagow [20]. H πηκτή 

συµπύκνωσης είχε συγκέντρωση 4% ακρυλαµιδίου/ δις-ακρυλαµιδίου και η πηκτή 

διαχωρισµού είχε συγκέντρωση 16.5% ακρυλαµιδίου/ δις-ακρυλαµιδίου, για τον 

διαχωρισµό πρωτεϊνών µε µοριακό βάρος από 5-70 kDa, και 10% για τον διαχωρισµό 

πρωτεϊνών από 1-100 kDa.  

  Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε αρχικά υπό χαµηλή τάση (~30 V), µέχρι τα 

δείγµατα να συµπυκνωθούν στη πηκτή συµπύκνωσης και κατόπιν η τάση αυξήθηκε στα 

130 -150 V χωρίς το ρεύµα να ξεπερνάει τα 100 mA ανά πηκτή. Η ηλεκτροφόρηση είχε 

διάρκεια περίπου 8 h. Τα δείγµατα πριν την ηλεκτροφόρηση αναµείχθηκαν µε ρυθµιστικό 

διάλυµα µετουσίωσης σε αναλογία 3:1 και στη συνέχεια θερµάνθηκαν στους 40 οC για 30 

min. 

 Οι χρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν ήταν µε µπλε Coomassie και κολλοειδές µπλε 

Coomassie. 

Η διαδικασία της χρώσης µε µπλε Coomassie ήταν η εξής: 

1. ∆ιάλυµα σταθεροποίησης  15-30min 

2. ∆ιάλυµα χρώσης 30-60min 

3. ∆ιάλυµα αποχρωµατισµού 2 x 30min 

 

H διαδικασία της χρώσης µε κολλοειδές µπλε Coomassie ήταν η εξής: 

1. ∆ιάλυµα σταθεροποίησης  τουλάχιστον 20min 

2. ∆ιάλυµα χρώσης        12-18 h 

3. Αποχρωµατισµός µε απιονισµένο νερό µέχρι να έχουµε το επιθυµητό αποτέλεσµα 

Για την εύρεση των φαινοµενικών µοριακών βαρών των πρωτεϊνών συγκρίθηκαν µε δείκτη 

πρωτεϊνών γνωστού µοριακού βάρους (βλ. §2.1.1). 

 

2.2.5 ∆ύο-διαστάσεων ηλεκτροφόρηση (ΙΕF / SDS PAGE) 

         

2.2.5.1 1η διάσταση: Αναλυτική ισοηλεκτρική εστίαση 

Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για την αναλυτική ισοηλεκτρική εστίαση ήταν 

πηκτές πολυακρυλαµιδίου µε διαβάθµιση pH δηµιουργούµενη µε αµφολύτες φορείς [21]. 
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Η πηκτή δηµιουργήθηκε σε γυάλινους σωλήνες διαστάσεων, 14 cm µήκος και 2 mm 

εσωτερική διάµετρος (δικιάς µας κατασκευής). Το µήκος των πηκτών εντός των σωλήνων 

ήταν 12.5 cm..  

 

Η πηκτή περιείχε τα εξής: 

1,46 ml ακρυλαµίδιο/δις-ακρυλαµίδιο (stock: 28.38% Α / 1.62 ∆ις- Α) 

2.25 ml Triton X-100 (10% w/v) 

2.25 ml H2O 

0.45 ml Aµφολύτες pH = 3-6 

0.15 ml Aµφολύτες pH = 3-10 

 

Ο πολυµερισµός του ακρυλαµιδίου επιτεύχθει µε την χρήση υπερθειικού αµµωνίου 

και TEMED. Οι γυάλινοι σωλήνες τοποθετήθηκαν σε ειδική συσκευή IEF (δικιάς µας 

κατασκευής) στην οποία µπορούν να τρέξουν ταυτόχρονα 12 γυάλινοι σωλήνες. Οι πηκτές 

IEF αρχικά έτρεξαν χωρίς δείγµα για την δηµιουργία της διαβάθµισης pH. Στο επάνω 

µέρος των πηκτών (άνοδος) τοποθετήθηκε αντί για δείγµα, 10µl διάλυµα λύσης και 10 µl 

διάλυµα επικάλυψης. Στην επάνω δεξαµενή της συσκευής τοποθετήθηκε διάλυµα 20 mM 

NaOH και στην κάτω 10 mM H3PO4. Οι πηκτές έτρεξαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 

15min στα 200 V, 30min στα 300 V και 60 min στα 400 V. Στην συνέχεια το επάνω µέρος 

των σωλήνων πλύθηκε µε νερό και σκουπίστηκε µε χαρτί Whatmann 3mm. 

Τοποθετήθηκαν 50µl δείγµατος σε διάλυµα λύσης και στη συνέχεια 10µl διαλύµατος 

επικάλυψης. Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν στην συσκευή  τα διαλύµατα ανόδου και 

καθόδου  10 mM H3PO4  και 20 mM NaOH αντίστοιχα., και  πραγµατοποιήθηκε 

ισοηλεκτρική εστίαση για 19 h στα 400 V, σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά την 

ισοηλεκτρική εστίαση οι πηκτές αφαιρέρθηκαν από τους γυάλινους σωλήνες και 

τοποθετήθηκαν σε διάλυµα εξισορρόπησης για 2-5 min σε θερµοκρασία δωµατίου και 

στην συνέχεια αποθηκεύτηκαν στους –20 °C, µέχρι την χρήση τους. Μέτρηση του pH τους 

έδειξε ότι η διαβάθµιση του pH που δηµιουργήθηκε ήταν εύρους 4-7 περίπου. 

 

2.2.5.2  2η διάσταση: SDS-PAGE 

 

 Οι πηκτές από την IEF τοποθετήθηκαν σε πηκτές SDS-PAGE (βλ. § 2.2.4 ) για τον 

διαχωρισµό των πρωτεϊνών σύµφωνα µε το µοριακό τους βάρος. Οι πηκτές τοποθετήθηκαν 

επάνω στην πηκτή συµπύκνωσης και σταθεροποιήθηκαν µε διάλυµα αγαρόζης (βλ. 2.1.1). 
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Παράλληλα τοποθετήθηκε  µίγµα µε πρότυπες πρωτεΐνες για SDS-PAGE, για τον 

υπολογισµό των µοριακών βαρών. Η SDS-PAGE πραγµατοποιήθηκε ολονύχτια µε αρχική 

σταθερή τάση 50 V για 1 h και στην συνέχεια σταθερή τάση 100 V µέχρι το τέλος της 

ηλεκτροφόρησης. Η χρώση των πηκτών πραγµατοποιήθηκε µε µπλε Coomassie ως εξής: 

 

1. ∆ιάλυµα σταθεροποίησης  τουλάχιστον 20 min 

2. ∆ιάλυµα χρώσης     12-18 h 

3. Αποχρωµατισµός µε απιονισµένο νερό µέχρι να έχουµε το επιθυµητό αποτέλεσµα 

 

2.2.6 ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση (Blue Native PAGE/SDS PAGE) 

 

2.2.6.1 1η διάσταση: Μη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση 

 

Τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα µελετήθηκαν µε  µη αποδιατακτική ηλεκροφόρηση σε 

πηκτή ακρυλαµιδίου Blue Native PAGE [22].  

Η πηκτή συµπύκνωσης είχε συγκέντρωση 3% ακρυλαµιδίου / δις-ακρυλαµιδίου και 

η πηκτή διαχωρισµού είχε συγκέντρωση 8% ακρυλαµιδίου / δις-ακρυλαµιδίου. Τα 

δείγµατα που ηλεκτροφορήθηκαν περιείχαν 20% γλυκερόλη. Η ηλεκτροφόρηση 

πραγµατοποιήθηκε  σε θερµοκρασία 10 οC, αρχικά σε χαµηλή τάση (~80 V) µέχρι τα 

δείγµατα να συµπυκνωθούν στη πηκτή συµπύκνωσης και στη συνέχεια στα 160 V και είχε 

διάρκεια περίπου 12 h. 

 

2.2.6.2 2η διάσταση: SDS PAGE 

 

Tα διαχωρισµένα πρωτεϊνικά σύµπλοκα ηλεκτροφορήθηκαν σε µια δεύτερη 

διάσταση αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης SDS PAGE για τον προσδιορισµό των 

πρωτεϊνών που συγκροτούν τα σύµπλοκα αυτά. Η ζώνη από την µην αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση που φέρει τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα, επωάζεται για 30 min σε διάλυµα που 

περιέχει 1% SDS / 1% µερκαπτοαιθανόλη και στη συνέχεια σε διάλυµα µε 1% SDS µόνο. 

Στη συνέχεια η ζώνη της πηκτής ηλεκτροφορείται σε µια δεύτερη διάσταση 

αποδιατακτικής πηκτής Τricine-SDS PAGE, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.2.4. Η 

αποδιατακτική πηκτή αποτελείται µόνο από τη πηκτή διαχωρισµού που είχε συγκέντρωση 

10% ακρυλαµιδίου / δις ακρυλαµιδίου.  
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2.2.7 Φασµατοφωτοµετρία υπεριώδους-ορατού ακτινοβολίας 

 

Η παρουσία ενεργότητας 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης  και 1,2 διοξυγενάσης 

της κατεχόλης, εξετάστηκε φασµατοφωτοµετρικά σε φασµατοφωτόµετρο διπλής δέσµης 

(Aminco DW2000) παρατηρώντας το σχηµατισµό της ηµιαλδεϋδης του 2-υδροξυ 

µουκονικού οξέως και του cis-cis µουκονικου οξέως στα  375 nm και 260 nm, αντίστοιχα.  

Οι ενζυµικές αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν στους 25 οC σύµφωνα µε τις διαδικασίες 

των F. Briganti et al. 1997 [23]. Oι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν σε κυψελίδες χαλαζία 

όγκου 3 ml και πλάτος 1 cm. 

 Η ενεργότητα 1,2 διοξυγενάσης της κατεχόλης µετρήθηκε σε διάλυµα όγκου 2ml 

που περιείχε 1 mM EDTA, 33 mM Tris / ΗCl pH = 8 και 10 µl δείγµατος. Η αντίδραση 

ξεκινάει µε την προσθήκη κατεχόλης και παρατηρείται στα 260 nm ο σχηµατισµός του  

cis-cis µουκονικού οξέως (ε260 = 1.6 x 104 mole-1 cm-1, 25 οC) και συγκρίνεται µε το µείγµα 

αντίδρασης χωρίς κατεχόλη.  

Η ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης προσδιορίστηκε µετρώντας την 

απορρόφηση στα 375 nm που οφείλεται στο σχηµατισµό της ηµιαλδεϋδης του 2-ύδροξυ 

µουκονικού οξέως (ε375 = 4.4 x 104 mole-1 cm-1, 25 οC).Το µείγµα αντίδρασης όγκου 2 ml 

περιείχε 50 mM Tris / HCl, pH = 7.5 και 10µl δείγµατος. Όµοια η αντίδραση ξεκινάει µε 

τη προσθήκη κατεχόλης. Το φάσµα απορρόφησης συγκρίνεται µε αυτό του µείγµατος 

αντίδρασης χωρίς την παρουσία κατεχόλης.  

Μία ενζυµική µονάδα ορίζεται ως η ποσότητα  του ενζύµου που παράγει 1µmol cis-

cis µουκονικού οξέως ή ηµιαλδεϋδη του 2 -ύδροξυ µουκονικού οξέως ανά   λεπτό    στους 

25 οC. 

 

2.2.8 Πρωτεολυτική διάσπαση in situ σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 

 

 Τα στίγµατα των πρωτεϊνών αποκόπηκαν από τις βαµµένες µε µπλε Coomassie και 

αποχρωµατίστηκαν µε ένα διάλυµα 50% v/v ακετονιτρίλιο και 25 mM διττανθρακικό 

αµµώνιο, pH=8.0. Τα κοµµάτια της πηκτής αφυδατώθηκαν µε ακετονιτρίλιο και 

ξηράθηκαν σε µία Speed Vac. Αναγωγή των ξηραµένων πηκτών πραγµατοποιήθηκε µε 10 

mM DTT σε 100 mM διττανθρακικό αµµώνιο για 1h στους 56 oC. Στην συνέχεια 

πραγµατοποιήθηκε αλκυλίωση µε 55 mM ιοδοακεταµίδιο σε 100 mM διττανθρακικό 

αµµώνιο για 45 min σε θερµοκρασία δωµατίου στο σκοτάδι. Τα κοµµάτια της πηκτής 

πλύθηκαν µε 100 mM διττανθρακικό αµµώνιο, αφυδατώθηκαν µε ακετονιτρίλιο και 
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ξηράθηκαν σε Speed Vac. Στα ξηραµένα κοµµάτια της πηκτής προστέθηκε το ρυθµιστικό 

διάλυµα της πρωτεόλυσης το οποίο περιείχε 125-300 ng βοδινής θρυψίνης και αφέθηκαν 

για 45min σε πάγο. Το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και αντικαταστάθηκε µε ρυθµιστικό 

διάλυµα πρωτεόλυσης χωρίς θρυψίνη. Πραγµατοποιήθηκε ολονύχτια πρωτεόλυση στους 

37 oC. Το υπερκείµενο συλλεχθεί έπειτα από φυγοκέντρηση για 20 min στα 15000 g. Τα 

πεπτίδια από τα κοµµάτια της πηκτής εκχειλίστηκαν µε 50% v/v ακετονιτρίλιο / 0.1% v/v 

τριφθοροξικό και το εκχύλισµα συλλέχθηκε και ενώθηκε µε το υπερκείµενο. Το συνολικό 

διάλυµα που προέκυψε ξηράθηκε σε Speed Vac. 

 

2.2.9 Ανάλυση πρωτεϊνών µε φασµατοµετρία µάζας (MS) 

 

Τα δείγµατα που προέκυψαν από την πρωτεόλυση των στιγµάτων, αναλύθηκαν µε 

MALDI-TOF MS. Τα ξηρά δείγµατα, µετά την πρωτεόλυση (βλ. § 2.2.5), 

επαναδιαλύθηκαν σε 5 µL 50% ακετονιτρίλιο / 0.5-1.0% v/v τριφθοροξικό. 0.5 µl από 

κάθε δείγµα τοποθετήθηκε σε πλακίδιο 96 θέσεων MALDI και προστέθηκαν 0.5 µl 

διαλύµατος 10 mg / ml α-κυάνο-4-υδροξυκινναµικό οξύ σε 50% v/v ακετονιτρίλιο και 1% 

v/v τριφθοροξικό. Τα δείγµατα αφέθηκαν να ξηραθούν σε θερµοκρασία δωµατίου και το 

πλακίδιο τοποθετήθηκε στο φασµατογράφο µάζας Voyager-DE STR instrument (Aplied 

Biosystems). Οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν µε την µέθοδο της αργής εξαγωγής ( 

delayed extraction ) και µε την χρήση του ανακλαστήρα µε τις παρακάτω παραµέτρους: 

950-1100 ένταση laser, 20 kV τάση επιτάχυνσης, 68.5% τάση πλέγµατος, 0.02% τάση 

σύρµατος καθοδήγησης, 150 ns καθυστέρηση και πύλη χαµηλού µοριακού βάρους 500 Da. 

Τα φάσµατα που ελήφθησαν βαθµονοµήθηκαν µε ένα µίγµα πέντε πεπτιδίων µε την χρήση 

του  λογισµικού Data Explorer (Αplied  Biosystems). Τα  αποτυπώµατα πεπτιδικών  µαζών 

(peptide mass fingerprints, PMF) που προέκυψαν χρησιµοποιήθηκαν για ταυτοποίηση των 

πρωτεϊνών µε την χρήση των λογισµικών MS-Fit, PROWL, Mascot, Spectrum Mill MS 

Proteomics Workbench [24]. 
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Κύτταρα Pseudomonas 
(σε ρυθµιστικό 20mΜ Tris pH=8)  

Υπέρηχοι 

Σπασµένα κύτταρα 
Φυγοκένρηση 
(100.000g, 1h) 

Υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες 

Φυγοκέντρηση σε διαβάθµιση ζάαρης 
(10%, 20% και 30%,  252.000g, 5h) 

Ζώνη µε ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης 
Ανιοντική χρωµατογραφία (διαβάθµιση
άλατος Νa2SO4 0-500mM) 

Kλάσµατα µε ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης 
Ανιοντική χρωµατογραφία (διαβάθµιση
άλατος Νa2SO4 0-500mM) 

  2,3 διοξυγενάση 

 

 

3.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 
3.1 Αποµόνωση και Χαρακτηρισµός της 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης 

 

 Για τον προσδιορισµό του µεταβολικού µονοπατιού που ακολουθεί το βακτήριο 

παρουσία µονοαρωµατικών ενώσεων, εξετάστηκε η ικανότητα του να αποικοδοµεί 

βενζόλιο, τολουόλιο, µ-κρεσόλη µ-νιτροβενζόλιο µ-βρωµοβενζόλιο και φαινόλη. Σε 

συγκέντρωση ρύπου 100 mg/l και 200 mg/l το βακτήριο µεγάλωσε µόνο σε φαινόλη, όπως 

φαίνεται στον πίνακα 3.1. Κατόπιν αυτού µελετήθηκε το εύρος της ποσότητας της 

φαινόλης που µπορεί να αποικόδοµει το βακτήριο και κυµαίνεται µεταξύ 0.2–1200 mg/l. 

Πηγή άνθρακα Καλλιέργεια 
Βενζόλιο - 
Τολουόλιο - 
Φαινόλη + 

µ-Κρεσόλη - 
µ-Νιτροβενζόλιο - 
µ-Βρωµοβενζόλιο - 
Βενζοϊκό οξυ                 + 

 

3.1.1 Αποµόνωση του ενζύµου 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης 

 

 Η διαδικασία που περιγράφεται στοπαρακάτω διάγραµµα είχε σαν αποτέλεσµα την 

αποµόνωση του ενζύµου 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης. 
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Η πρωτεΐνη αποµονώθηκε από τις κλασµατοποιηµενες υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες µε 

την χρήση διαβάθµιση ζάχαρης. Κατά τη διαδικασία αυτή παρατηρήθηκε µια κίτρινη ζώνη 

η οποία έδειξε ενζυµική ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης. (Σχήµα 3.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.1: ∆ιαβάθµιση ζάχαρης σε βήµατα 30%, 20% και 10% ζάχαρης σε ρυθµιστικό 

διάλυµα οµογενοποίησης Ι. Η κίτρινη ζώνη που σχηµατίστηκε σε πυκνότητα ζάχαρης 20% 

- 10% έδειξε ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης. 

 

3.1.2 Ανιοντική χρωµατογραφία 

 

 Μετά την διαβάθµιση ζάχαρης, η κίτρινη ζώνη µε ενεργότητα  2,3 διοξυγενάσης 

διαβιβάσθηκε σε στήλη ανιοντικής χρωµατογραφίας Mono Q. Για τη βελτίωση της 

καθαρότητας της 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης, χρησιµοποιήθηκε και δεύτερη 

ανιοντική στήλη Mono Q. Έτσι τα κλάσµατα που έδωσαν µεγάλη ενεργότητα 2,3 

διοξυγενάσης µετά την πρώτη ανιοντική χρωµατογραφία, εισήχθηκαν µετά από διαπίδυση  

στο ρυθµιστικό διάλυµα διαπίδυσης ΙΙ, ξανά στην ανιονανταλλακτική στήλη, µετά την 

οποία επιτεύχθηκε ο καθαρισµός της πρωτεΐνης (βλ. § 2.2.2). Η αποµονωµένη πρωτεΐνη 

εκλούσθηκε στα 100 mM Na2SO4, όπως έδειξε και το λειτουργικό τεστ ενεργότητας 

(Σχήµα 3.2 Α). Η πρωτεϊνική σύσταση του εκλουόµενου κλάσµατος που περιέχει την 2,3  

διοξυγενάση της κατεχόλης εξετάστηκε µε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση Tricine SDS-

PAGE. Όπως φαίνεται στο σχήµα 3.2 Β µετά τη διαδικασία της αποµόνωσης το 

αποµονωµένο ένζυµο λαµβάνεται σαν µια απλή πρωτεϊνική ζώνη µε µοριακό βάρος 32000 

Da. 
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Σχήµα 3.2: Α) Χρωµατογράφηµα έκλουσης από τη δεύτερη Μono Q. Το βέλος στα 100 

mM Na2SO4 αντιστοιχεί στην κορυφή που έδωσε ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης της 

κατεχόλης. 

B)  Πηκτή Tricine SDS – PAGE σε 16.5% ακρυλαµίδιο και χρώση coomassie της 

αποµονωµένης πρωτεΐνης που εκλούεται στα 100 mM Na2SO4 µετά τη δεύτερη Μono Q.  

  

3.1.3 Χαρακτηρισµός του ενζύµου µε φσµατοφωτοµετρία υπεριώδους - ορατού (UV-

VIS) 

 

 Το αποµονωµένο ένζυµο χαρακτηρίστηκε µε φασµατοφωτοµετρία ορατού 

υπεριώδους µε βάση το λειτουργικό τεστ ενεργότητας (§ 2.2.7). Στο σχήµα 3.3 φαίνεται το 

φάσµα απορρόφησης της καθαρής πρωτεΐνης παρουσία κατεχόλης στο εύρος µηκών 

κύµατος 230-450 nm µετά από 1 min αντίδρασης (διακεκοµµένη γραµµή) και µετά από 4 

min (συνεχής γραµµή), λαµβάνοντας σαν φάσµα υποβάθρου το διάλυµα αντίδρασης χωρίς 

κατεχόλη.  Η κορυφή στα 274 nm αντιστοιχεί στην κατεχόλη ενώ η κορυφή στα  375 nm 

αντιστοιχεί στη σχηµατιζόµενη ηµιαλδεϋδη του 2-ύδροξυ µουκονικού οξέως. Η µείωση 

της κορυφής στα 274 nm και η αύξηση της κορυφής στα 375 nm µε την πάροδο του 

χρόνου πιστοποιεί την ύπαρξη της 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης η οποία οξειδώνει την 

κατεχόλη σε ηµιαλδεϋδη του 2-υδροξυ µουκονικού οξέως. 
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Σχήµα 3.3: Φάσµα απορρόφησης της αποµονωµένης πρωτεΐνης παρουσία κατεχόλης σε 1 

min αντίδρασης (διακεκοµµένη γραµµή) και σε 4 min αντίδρασης (συνεχής γραµµή). Το 

φάσµα δείχνει ότι η κορυφή στα 274 nm µειώνεται ενώ η κορυφή στα  375 nm αυξάνεται. 

 

3.1.4 Χαρακτηρισµός του αποµονωµένου ενζύµου µε φασµατοµετρία µάζας 

 
Η ταυτοποίηση της αποµονωµένης επιτεύχθηκε µε χαρτογράφηση των πεπτιδίων µε 

φασµατοµετρία µάζας. Για την φασµατοσκοπική ανάλυση η ζώνη στα  32.000 Da της 

πηκτής Tricine SDS PAGE που αντιστοιχεί στην αποµονωµένη πρωτεΐνη τεµαχίστηκε και 

πρωτεολύθηκε σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο § 2.2.8. Mε 

χρήση φασµατογράφου µάζας MALDI-TOF MS σύµφωνα µε τις συνθήκες που 

περιγράφονται στην παράγραφο § 2.2.9, προέκυψε το φάσµα µάζας του πρωτεολυµένου 

µείγµατος της πρωτεΐνης. Tο φάσµα µάζας του πρωτεολυµένου ένζυµου (σχήµα 3.4 Α) 

εµφανίζει 71% οµολογία (218 / 307 αµινοξέα) µε τη 2,3 διοξυγενάση της κτεχόλης από τον 

οργανισµό Pseudomonas aeruginosa (Q8KQ37,  αριθµός καταχώρησης στο Swiss–Prot) 

[25]. Στο σχήµα 3.4 Β φαίνεται η αλληλουχία των πεπτιδίων (έντονα γράµµατα) που 

προέκυψαν από την πρωτεολυµενη πρωτεΐνη και απαντώνται στην αλληλουχία αµινοξέων 

της 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης από τον οργανισµό Pseudomonas aeruginosa. Οι 

υπογραµµισµένες περιοχές δηλώνουν τις θέσεις πρωτεόλυσης από την θρυψινη. 
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Η χρήση της φασµατοµετρίας µάζας επέτρεψε την ταυτοποίηση µε µεγάλη 

ακρίβεια της αποµονωµένης πρωτεΐνης ως 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης. Προσπάθειες 

ανίχνευσης του γονιδίου της 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης και 1,2 διοξυγενάση της 

κατεχόλης µε χρήση εκκινιτών για συντηρητικές περιοχές των πρωτεϊνών και PCR δεν 

ήταν επιτυχείς. 
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Σχήµα 3.4: Α) MALDI -TOF MS στην πρωτεολυµένη πρωτεϊνική ζώνη από την πηκτή Tricine-

SDS PAGE (σχήµα 4.2Β). Στο σχήµα φαίνονται η ακριβής µάζα των πεπτιδίων και η θέση τους 

στην αλληλουχία αµινοξέων της πρωτεΐνης.  

Β) Η παρατηρούµενη αλληλουχία πεπτιδίων (έντονα γράµµατα) που ταιριάζει µε την αλληλουχία 

αµινοξέων της 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης από τον οργανισµό Pseudomonas aeruginosa    
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3.2 Προσδιορισµός και λειτουργικός χαρακτηρισµός των ενζύµων που συµµετέχουν 

στο µεταβολισµό της φαινόλης 

 

3.2.1 ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση (ΙΕF / SDS PAGE) 

 

 Για τον προσδιορισµό των ενζύµων που συµµετέχουν στο µεταβολισµό της 

φαινόλης χρησιµοποιήθηκε αρχικά δύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση (ΙΕF / SDS PAGE). 

Οι υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες που προέκυψαν µετά από υπερφυγοκέντρηση των 

διαρυγµένων κυττάρων, από καλλιέργειες γλυκόζης και φαινόλης (§ 2.2.2) 

ηλεκτροφορήθηκαν αρχικά µε βάση το ισοηλεκτρικό τους σηµείο. 150 mg πρωτεΐνης 

µεταφέρθηκαν σε διάλυµα λύσης (§ 2.1.2) και διαχωρίστηκαν σε  σωληνοειδής πηκτές 

πολυακρυλαµιδίου. Μετά την πρώτη διάσταση της ισοηλεκτρικής εστίασης, οι πρωτεΐνες  

διαχωρίστηκαν µε βάση το µοριακό τους βάρος σε αποδιατακτική πηκτή 15% 

πολυακρυλαµιδίου. Το πρωτεϊνικό αποτύπωµα µετά από δισδιάστατη ηλεκτοφόρηση των 

υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών, κυττάρων που µεγάλωσαν σε θρεπτικό µέσο µε  πηγή άνθρακα 

γλυκόζη και φαινόλη φαίνεται στο σχήµα 3.5 Α και 3.5 Β, αντίστοιχα. Κατόπιν έγινε 

προσπάθεια συσχετισµού των δύο αποτυπωµάτων και προσδιορισµού πιθανών 

διαφοροποιήσεων στο πρωτεϊνικό αποτύπωµα των δύο δειγµάτων. Κατά τη διαδικασία 

αυτή ήταν δύσκολος ο προσδιορισµός πρωτεϊνικών διαφοροποιήσεων µεταξύ των δύο 

δειγµάτων, λόγω του ότι δεν υπήρχε επαναληψηµότητα στο µοτίβο  της δεύτερης 

διάστασης, γεγονός που δεν επέτρεπε τον προσδιορισµό µε ακρίβεια κοινών και µη 

πρωτεϊνών µεταξύ των δειγµάτων. 

 



 45

 

 

 

Σχήµα 3.5: Α) ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών 

κυτταροκαλλιέργειας µε πηγή άνθρακα γλυκόζη. Πηκτή πολυακριλαµιδίου 15% και χρώση 

µπλε κολλοειδές coomassie.  

B) ∆ισδιάστατη ηλεκτροφόρηση υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών κυτταροκαλλιέργειας µε πηγή 

άνθρακα φαινόλη. Πηκτή πολυακριλαµιδίου 15% και χρώση µπλε κολλοειδές coomassie. 
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3.2.2 Αποδιατακτική ηλεκτροφόρησης 

 

 Μετά τη δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση (ΙΕF / SDS PAGE) έγινε προσπάθεια 

απλούστευσης και εµπλουτισµού του δείγµατος που περιέχει ένζυµα που συµµετέχουν στο 

µεταβολισµό της φαινόλης. Η κλασµατοποίηση και ο εµπλουτισµός του δείγµατος 

επιτεύχθηκε µε υπερφυγοκέντρηση σε διαβάθµιση ζάχαρης (§ 2.1.2). Η κιτρίνη ζώνη µετά 

τη διαβάθµιση ζάχαρης που έδειξε ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης καθώς και η αντίστοιχη 

ζώνη από διαβάθµιση ζάχαρης των υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών κυττάρων που µεγάλωσαν 

σε γλυκόζη, ηλεκτροφορήθηκαν σε αποδιατακτική πηκτή Τricine SDS –PAGE Οι 

διαφορές που εντοπίστηκαν στο πρωτεϊνικό περιεχόµενο των δύο κλασµάτων  µετά τη 

διαδικασία της µονοδιάστατης αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης φαίνονται στο σχήµα 3.6. 

Τα πρωτεϊνικά στίγµατα αποκόπηκαν από την πηκτή, πρωτεολύθηκαν σύµφωνα µε τη 

διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο § 2.2.8 και αναλύθηκαν µε φασµατοµετρία 

µάζας MALDI-TOF MS (βλ. § 2.2.9). Μετά από επεξεργασία του πεπτιδικού 

αποτυπώµατος  µαζών (PMF) κάθε πρωτεΐνης, επιτεύχθηκε ο προσδιορισµός των 

πρωτεϊνών. Στον πίνακα 3.2 περιγράφονται οι ταυτοποιηµένες πρωτεΐνες. από τις 19 

πρωτεΐνες οι 15 είναι πρωτεΐνες που ανήκουν στο οπερόνιο dmp που κωδικοποιεί τις 

πρωτεΐνες µεταβολισµού της φαινόλης. Στο σχήµα 3.7 φαίνεται το µέτα µεταβολικό 

µονοπάτι αποικοδόµησης της φαινόλης και τα στάδια στα οποία συµµετέχουν τα ένζυµα 

που προσδιορίστηκαν. 
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Σχήµα 3.6: Τricine SDS PAGE  ηλεκτροφόρηση του κλάσµατος µε ενεργότητα 2,3 

διοξυγενάσης και του αντίστοιχου κλάσµατος από διαβάθµιση ζάχαρης υδατοδιαλυτών 

πρωτεϊνών, κυττάρων που µεγάλωσαν σε γλυκόζη. H χρώση των πρωτεϊνών έγινε µε 

κολλοειδές µπλε Coomassie. Τα βέλη δείχνουν διαφοροποιήσεις στις πρωτεΐνες που 

εκφράζονται ανάλογα µε το θρεπτικό µέσο. 
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Σχήµα 3.7: Σχηµατική αναπαράσταση των σταδίων του µέτα µεταβολικού µονοπατιού που 

συµµετέχουν τα παραπάνω ένζυµα. 
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3.2.3 ∆ύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση (Blue Native PAGE / SDS PAGE) 

 

Μελέτες πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων παρέχουν σηµαντικές δοµικές και 

λειτουργικές πληροφορίες. Για το λόγο αυτό χρησιµοποιήθηκε µη αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση κατά την οποία τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα δεν αποδιατάσονται λόγω των 

ήπιων συνθηκών διαχωρισµού [22]. Στη συνέχεια για τον προσδιορισµό του πλήθους και 

του είδους των πρωτεϊνών που σχηµάτισαν σύµπλοκα χρησιµοποιήθηκε ως δεύτερη 

διάσταση η αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση Τricine SDS–PAGE. Όπως και στην 

αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση Τricine SDS-PAGE έτσι και εδώ χρησιµοποιήθηκε η 

αντίστοιχη ζώνη στα 10% ζάχαρης από καλλιέργεια γλυκόζης, ώστε να είναι πιο εύκολος ο 

εντοπισµός πρωτεϊνικών συµπλόκων που σχετίζονται µε το µεταβολισµό της φαινόλης. 

Στο σχήµα 3.8 φαίνονται τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα  του κλάσµατος στα 10% ζάχαρης µε 

ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης, µετά την υποφυγοκέντρηση σε διαβάθµιση ζάχαρης και της 

αντίστοιχης περιοχής στα 10% ζάχαρης από καλλιέργεια κυττάρων σε γλυκόζη. Όµοια µε 

την αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση τα πρωτεϊνικά στίγµατα αποκόπηκαν από την πηκτή, 

πρωτεολύθηκαν σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο § 2.2.8 και 

αναλύθηκαν µε φασµατοµετρία µάζας MALDI-TOF (βλ. § 2.2.9). 
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Σχήµα 3.8: Μη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (Blue Native PAGE) στο κλάσµα µε 

ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης µετά τη διαβάθµιση ζάχαρης και της 

αντίστοιχης ζώνης από καλλιέργεια γλυκόζης. Τα νούµερα µε κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν 

σε πρωτεϊνικά σύµπλοκα που περιέχουν ένζυµα του µεταβολισµού της φαινόλης. 
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Αριθµός 
Ζώνης Ορισµός πρωτεΐνης Αρ. Καταχώρησης ή γονίδιο/ Οργανισµός

Προβλεπόµενα 
pI/MΒ(kDa) Πεπτίδια

Κάλυψη 
Πεπτιδίων

%
1 DNA-directed RNA polymerase, alpha subunit RpoA/Pseudomonas putida KT2440 4.9 /36.73 9 19

DNA-directed RNA polymerase, beta subunit rpoB/Pseudomonas putida KT2440 5.6 /151.55 30 23
2 DNA gyrase subunit A GyrA/Pseudomonas aeruginosa PA01 4.9/ 101.23 22 21

 putative TraC protein traC/ Pseudomonas putida 9.4/108.95 21 29
type III helper protein HrpK(Pto) hrpK/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.3 /81.08 15 27
ATP-dependent protease, putative PSPTO4585/ Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 4.8 /89.98 13 19

3  4-oxalocrotonate decarboxylase  dmpH/Pseudomonas putida  5.1 / 28.52 6 30
2-hydroxypent -2,4 dienoate hydratase dmpE/Pseudomonas putida  5.2 / 28.13 9 51

4 polyribonucleotide nucleotidyltransferase pnp/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.2 /75.14 13 24
isocitrate dehydrogenase, NADP-dependent PSPTO3356/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.5/ 81.05 15 25

sulfate adenylate transferase, subunit 1/adenylylsulfate kinase cysNC/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.5/ 69.21 15 28
5 aldehyde dehydrogenase family protein PP2680/Pseudomonas putida KT2440 5.5/ 55.23 13 31
6 isocitrate dehydrogenase idh/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.8 /81.84 15 30

 pyruvate dehydrogenase, E1 component aceE-2/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.5/ 99.53 15 21
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 8 23
oxidoreductase, FMN-binding PP0310/Pseudomonas putida KT2440 5.8/ 76.37 13 30

7  aspartyl-tRNA synthetase gi|28871126/ Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.3 /66.62 12 25

non-ribosomal peptide synthetase, initiating component gi|28871652/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.9 /196.28 14 14
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 7 19

8 phosphoenolpyruvate synthase PpsA/Pseudomonas putida KT2440 5.0/86.02 21 32
benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9 /58.17 13 34
 pyruvate dehydrogenase, E1 component aceE-2/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.5 /99.53 17 28
translation elongation factor G fusA-1/Pseudomonas putida KT2440 5.1 /79.08 19 37

9 2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase dmpC/Pseudomonas Putida 5.4 /52.06 14 34
COG1112: Superfamily I DNA and RNA helicases and 
helicase subunits Paer033801/Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 5.6 /230.29 15 11
still frameshift probable component of chemotactic signal 
transduction system PA0413/Pseudomonas aeruginosa PA01 4.4/ 269.07 13 9
 DNA polymerase III, alpha chain dnaE/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.3/ 131.63 12 14

10 benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9 /58.17 26 43
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 13 36
phosphoenolpyruvate synthase PpsA/Pseudomonas putida KT2440 86017/5.0 21 29
probable polyketide synthase type I pltB/Pseudomonas fluorescens 5.3 /265.17 22 14
oxaloacetate decarboxylase, alpha subunit oadA/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.5 /65.81 13 37
DNA-directed RNA polymerase, beta subunit rpoB/Pseudomonas putida KT2440 5.6 /151.55 11 11

11 oxaloacetate decarboxylase, alpha subunit oadA/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.5 /65.81 16 27
succinyl-CoA synthetase, beta subunit sucC/Pseudomonas putida KT2440 5.8 /41.51 14 40
 succinyl-CoA synthetase, alpha subunit sucD/Pseudomonas putida KT2440 5.9 /30.49 9 57
aconitate hydratase, putative PP2336/Pseudomonas putida KT2440 5.4/ 94.46 14 26
clpB protein clpB/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.4 /95.28 11 17

12 hypothetical protein Psyr1985/Pseudomonas syringae pv. syringae B728a 8.7 /198.23 28 24
 glutamate synthase large subunit gltB/Pseudomonas aeruginosa 5.8 /162.77 22 30
exodeoxyribonuclease V, gamma subunit recC/Pseudomonas putida KT2440 5.3 /131.00 19 19
 DNA polymerase III, alpha chain dnaE/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.3 /131.63 15 14
clpB protein clpB/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.4/ 95.28 19 29
translation elongation factor G fusA-1/Pseudomonas putida KT2440 5.1 /79.08 14 31
 pyruvate dehydrogenase, E1 component aceE-2/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.5 /99.53 11 16

13 probable polyketide synthase type I pltB/Pseudomonas fluorescens 5.3 /265.17 17 13
 DNA polymerase III, alpha chain dnaE/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.3 /131.63 13 13
2-oxoglutarate dehydrogenase kdgA/Pseudomonas putida 6.2 /103.87 15 23
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 10 35
 glutamate synthase large subunit gltB/Pseudomonas aeruginosa 5.8 /162.77 13 16
clpB protein clpB/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.4 /95.28 13 23

14 acetaldehyde dehydrogenase (acetylating) (EC 1.2.1.10) dmpF/Pseudomonas putida 5.9/ 32.78 17 60
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 10 20
 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase dmpG/Pseudomonas Putida 5.9 /36.49 11 46
ATP-dependent helicase HrpA hrpA/Pseudomonas putida KT2440 8.5 /147.50 14 17
prolyl-tRNA synthetase proS/Pseudomonas putida KT2440 5.2 /63.78 11 33
ClpB protein clpB/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.9 /32.78 19 28

15 acetaldehyde dehydrogenase (acetylating) (EC 1.2.1.10) dmpF/Pseudomonas putida 5.9 /32.78 16 61
 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase dmpG/Pseudomonas Putida 5.9 /36.49 12 48
benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9/ 58.17 9 19

16 benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9/ 58.17 12 24
 lysyl-tRNA synthetase lysS/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.0 /57.04 11 25

17 hypothetical protein gi|23470359/[Pseudomonas syringae pv. syringae B728a] 8.7 /198.23 34 28
benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9/ 58.17 17 32
 pyruvate dehydrogenase, E1 component aceE-2/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.5 /99.53 21 30

18 benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9 /58.17 15 32
catechol 2,3 dioxygenase dmoB/Pseudomonas Putida 5.6/ 35.58 13 48
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 8 25

19 catechol 2,3 dioxygenase dmoB/Pseudomonas Putida 5.6 /35.58 24 68
benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9 /58.17 22 41
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 14 39
2-oxoglutarate dehydrogenase (E1 subunit) sucA/ Pseudomonas aeruginosa PA01 6.1 /106.43 11 20
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Πίνακας 3.3: πρωτεΐνες που περιέχονται στα πρωτεϊνικά σύµπλοκα που διαχωρίστηκαν µε 

ΒΝ PAGE. Tο πρωτεϊνικό περιεχόµενο κάθε συµπλόκου υπολογίστηκε µε το λογισµικό 

Spectrum Mill MS Proteomics Workbench. Mε έντονα γράµµατα φαίνονται τα ένζυµα που 

προσδιορίστηκαν και σχετίζονται µε το µεταβολισµό της φαινόλης. 

 

Για τον προσδιορισµό των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων των ενζύµων που 

σχετίζονται µε το µεταβολισµό της φαινόλης πραγµατοποιήθηκε δεύτερη διάσταση 

αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης για να προσδιοριστούν οι πρωτεΐνες που περιέχονται σε 

κάθε πρωτεϊνικό σύµπλοκο. Για τον ευκολότερο εντοπισµό των ενζύµων που σχετίζονται 

µε το µεταβολισµό της φαινόλης, χρησιµοποιήθηκε ως σηµείο αναφοράς το πρωτεϊνικό 

αποτύπωµα από καλλιέργεια γλυκόζης. Τα πρωτεϊνικά στίγµατα αποκόπηκαν από την 

πηκτή, πρωτεολύθηκαν σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο § 

2.2.8 και αναλύθηκαν µε φασµατοµετρία µάζας MALDI-TOF MS (βλ. § 2.2.9). Σε όλα τα 

επιπλέον πρωτεϊνικά σύµπλοκα ταυτοποιήθηκαν πρωτεΐνες που λαµβάνουν µέρος στην 

αποικοδόµηση της φαινόλης (Εικόνα 3.9 Α. κόκκινα στίγµατα). Ορισµένες από αυτές τις 

πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µεταξύ τους δηµιουργώντας πρωτεϊνικά συµπλοκα όπως στην 

περίπτωση των DmpH και DmpE, DmpG και DmpF όπως και της DmoA µε το εαυτο της. 

Σύγκριση των ταυτοποιηµένων πρωτεϊνών µετά από την δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση µε 

αυτές που ταυτοποιήθηκαν στη µη αποδιατακτηκή ηλεκτροφόρηση δείχνει την αύξηση του 

αριθµού των ταυτοποιµένων πρωτεϊνών. 

Αριθµός 
Ζώνης Ορισµός πρωτεΐνης Αρ. Καταχώρησης ή γονίδιο/ Οργανισµός

Προβλεπόµενα 
pI/MΒ(kDa) Πεπτίδια

Κάλυψη 
Πεπτιδίων

%
20 benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9 /58.17 17 33

catechol 2,3 dioxygenase dmoB/Pseudomonas Putida 5.6 /35.58 13 48
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 14 36
Phenol 2-monooxygenase P1 component dmpL/Pseudomonas Putida 5.2 /38.30 10 36
phosphoribosylformylglycinamidine synthase purL/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.0/ 141.43 14 19

21 benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9 /58.17 20 31
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 10 28
translation elongation factor G fusA-1/Pseudomonas putida KT2440 5.1 /79.08 20 36
phosphoribosylformylglycinamidine synthase purL/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.0 /141.43 9 12

22 benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9 /58.17 25 45
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 12 33
Phenol 2-monooxygenase P1 component dmpL/Pseudomonas Putida 5.2/ 38.30 9 35

23 benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9 /58.17 30 52
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 13 31
translation elongation factor G fusA-1/Pseudomonas putida KT2440 5.1 /79.08 11 26

24 benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9 /58.17 22 37
phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0 / 60.90 11 27

Phenol 2-monooxygenase P1 component dmpL/Pseudomonas Putida 5.2 /38.30 12 44

COG3519: Uncharacterized protein conserved in bacteria gi|23472744/Pseudomonas syringae pv. syringae B728a 6.8 /70.16 17 33
 pyruvate dehydrogenase, E1 component aceE-2/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.5 /99.53 16 24
sigma-54 dependent transcriptional regulator PP3467/Pseudomonas putida KT2440 6.3/ 69.56 14 36

25 benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9 /58.17 18 36
phosphoribosylformylglycinamidine synthase purL/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.0 /141.43 15 20
DNA-directed RNA polymerase, beta subunit rpoB/Pseudomonas putida KT2440 5.6 /151.55 16 18
 pyruvate dehydrogenase, E1 component aceE-2/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.5 /99.53 13 24
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Αριθµός 
Ζώνης Ορισµός πρωτεΐνης Αρ. Καταχώρησης ή γονίδιο/ Οργανισµός

Προβλεπόµενα 
pI/MW(kD) Πεπτίδια

Κάλυψη 
Πεπτιδίων

%

1  4-oxalocrotonate decarboxylase  dmpH/Pseudomonas putida 5.1/28.52 7 31
2 2-hydroxypent -2,4 dienoate hydratase  dmpE/Pseudomonas putida 5.2/28.13 11 56
3 phenol 2-monooxygenase P3 component dmpN/Pseudomonas Putida 6.0/60.90  10 23

4 acetaldehyde dehydrogenase (acetylating) (EC 1.2.1.10) dmpF/Pseudomonas putida  5.9/32.78 13 44
5 2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase dmpC/Pseudomonas Putida 5.4 / 52.06 8 26
6 catechol 2,3 dioxygenase dmoB/Pseudomonas Putida 5.6 / 35.58 7 39
7  4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase dmpG/Pseudomonas Putida 5.9 / 36.49 8 30
8 Phenol 2-monooxygenase P1 component dmpL/Pseudomonas Putida 5.2 / 38.30 16 51
9 bmoB bmoB/Pseudomonas aeruginosa  6.4 / 98.10 4 47

10 benzene monooxygenase oxygenase subunit BmoA/Pseudomonas aeruginosa 4.9/ 58.17 19 35

11
4-carboxy-2-hydroxymuconate-6-semialdehyde dehydrogenase (EC 
1.2.1.45)  JC5779/Pseudomonas sp 4.8 / 51.95 15 39

12 aldehyde dehydrogenase family protein PP2680/Pseudomonas putida KT2440 5.5 / 55.23 13 44

13 probable FMN oxidoreductase                       PA5398/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.6 / 76.38 14 31
14 COG0210: Superfamily I DNA and RNA helicases  ZP_00141777/Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 5.7 / 76.09 11 22
15 DNA gyrase subunit A  gyrA/Pseudomonas aeruginosa PA01 4.9 / 101.23 19 24
16 proline dehydrogenase PutA /Pseudomonas aeruginosa PA01 5.8 / 11.62 15 27

17 COG1157: Flagellar biosynthesis/type III secretory pathway ATPase Psyr3586/Pseudomonas syringae pv. syringae B728a /8.8 / 50.86 16 34
18  translation elongation factor G fusA/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.2 / 77.44 18 33
19 biotin carboxylase/biotin carboxyl carrier protein PSPTO5381/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.3 / 62.16 9 20
20 PapB protein papB/Pseudomonas aeruginosa 5.0 / 73.65 24 42
21 polyribonucleotide nucleotidyltransferase pnp/Pseudomonas putida KT2440 5.1 / 75.22 22 39
22 sulfate adenylyltransferase, subunit 1/adenylylsulfate kinase  cysNC/Pseudomonas putida KT2440 5.5 /69.20 14 28
23 probable oxidoreductase PA5309/Pseudomonas aeruginosa PA01 6.9 / 48.08 9 24
24 COG2130: Putative NADP-dependent oxidoreductases Psyr0699/Pseudomonas syringae pv. syringae B728a 5.9 / 36.30 11 46
25 COG2897: Rhodanese-related sulfurtransferase ZP_00141428/Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 5.3 / 29.48 9 47
26  hypothetical protein     PA0861/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.2 / 91.70  11 18
27   chaperone-associated ATPase, putative PP3316/Pseudomonas putida KT2440 5.8 / 103.92  24 26
28 phosphoenolpyruvate synthase  ppsA/Pseudomonas putida KT2440 5.0 / 86.02 19 29
29 isocitrate dehydrogenase  idh/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.8 / 81.84 16 27
30 probable isocitrate lyase PA2634/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.7 / 59.33 13 34
31  heat shock protein HslV PP5000/Pseudomonas putida KT2440 5.8 / 18.81 8 64
32 adenylosuccinate lyase purB/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.6 / 50.98 10 28
33 argininosuccinate synthase argG/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.3 / 45.51 9 30
34 COG0105: Nucleoside diphosphate kinase Psyr2037/Pseudomonas syringae pv. syringae B728a 5.4 / 14.93 5 29
35 3-dehydroquinate dehydratase, type II AROQ/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 6.1 / 16.40 6 76
36  argininosuccinate lyase argH/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.5 / 51.91 17 37
37 COG2718: Uncharacterized conserved protein Psyr3165/Pseudomonas syringae pv. syringae B728a 6.8 / 48.77 15 48
38 COG0137: Argininosuccinate synthase  gi|23471208/Pseudomonas syringae pv. syringae B728a 5.3 / 45.49 22 53
39 phage terminase, large subunit, putative PP3881/Pseudomonas putida KT2440 5.4 / 67.58 9 27
40 glycosyl hydrolase, family 15 PSPTO2493/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.1 / 69.91 12 28
41 HrpK [Pseudomonas syringae pv. syringae] HrpK/Pseudomonas syringae pv. Syringae 5.1 / 79.82 15 34
42 TPA: putative type III effector HolPsyAG DAA00387/Pseudomonas syringae pv. syringae B728a 9.8 / 79.28 12 22
43 phosphoenolpyruvate synthase ppsA/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.0 / 86.26 30 43
44 carbamoyl-phosphate synthase, large subunit carB/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.2 / 118.77 15 19
45 organic solvent tolerance protein OstA precursor  ostA/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.4 / 104.60 10 16
46 ClpB protein ClpB/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.3 / 95.10 27 30
47 DNA helicase II PP5352/Pseudomonas putida KT2440 5.9 / 81.79 16 25
48 oxaloacetate decarboxylase, alpha subunit OadA/Pseudomonas putida KT2440 5.4 / 65.89 21 39
49 Glu-tRNA(Gln) amidotransferase subunit A PA4483/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.5 / 52.07 9 28
50 malate synthase G GlcB-2/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.9 / 80.38 14 23
51 glutaryl-CoA dehydrogenase  gcdH/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.8 / 43.64 13 51
52 chorismate synthase aroC/Pseudomonas putida KT2440 6.1 / 39.14 12 44
53 succinyl-CoA synthetase, beta subunit  sucC/Pseudomonas putida KT2440 5.8 / 41.51 24 63
54 hypothetical protein  Paer360601/Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 5.9 / 35.59 11 38
55 glutathione synthetase gshB/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.2 / 35.55 10 51
56 succinyl-CoA synthetase alpha chain   sucD/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.8 / 30.65 15 56
57 Dihydrodipicolinate reductase (DHPR) dapB/Pseudomonas struzeri 6.2 / 28.16 9 33
58 COG4067: Uncharacterized protein conserved in archaea  ZP_00139426/Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 9.7 / 24.57 9 52
59  alkyl hydroperoxide reductase subunit C  ahpC/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.9 / 20.64 9 44
60 enoyl-(acyl-carrier-protein) reductase fabI/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.4 / 28.07 9 29
61 electron transfer flavoprotein beta-subunit EtfB/Pseudomonas aeruginosa PA01 9.0 / 26.42 11 45
62 valyl-tRNA synthetase  valS/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.4 / 107.45 15 16
63  lysyl-tRNA synthetase lysS/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.0 / 57.04 17 43
64 GMP synthase GuaA/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.4 / 58.56 19 44
65 COG1960: Acyl-CoA dehydrogenases ZP 00138778/Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 8.8 / 51.22 14 36

66
COG3200: 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate (DAHP) 
synthase Pflu1193/Pseudomonas fluorescens PfO-1 6.0 / 51.07 11 46

67 ribosomal protein S1 gi|28868956/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 4.9 / 62.43 12 24

68
Chaperone protein dnaK (Heat shock protein 70) (Heat shock 70 kDa 
protein) dnaK/Pseudomonas aeruginosa PA01 4.9 / 68.99 14 20
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Πίνακας 3.4: Πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν µετά τη δεύτερη διάσταση της 

αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης. Με έντονα γράµµατα φαίνονται τα ένζυµα που 

συµµετέχουν στο µεταβολισµό της φαινόλης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αριθµός 
Ζώνης Ορισµός πρωτεΐνης Αρ. Καταχώρησης ή γονίδιο/ Οργανισµός

Προβλεπόµενα 
pI/MW(kD) Πεπτίδια

Κάλυψη 
Πεπτιδίων

%

69 dihydroxy-acid dehydratase IlvD/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.7 / 65.88 13 32
70 heat shock protein HtpG HtpG/Pseudomonas putida KT2440 5.2 / 71.59 12 20
71 WspE  WspE/Pseudomonas fluorescens 5.0 / 83.50 19 39
72 phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase PtsP/Pseudomonas putida KT2440 5.4 / 83.49 15 30
73 hypothetical protein  PSPTO4884/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 8.6 / 85.91 17 30
74 malate synthase G GlcB-2/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.9 / 80.38 19 32
75 leucyl-tRNA synthetase leuS/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.5 / 98.31 24 31
76 probable transcarboxylase subunit PA5435/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.6 / 66.31 21 39
77 aspartate kinase, monofunctional class gi|28869048/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.2 / 44.50 10 33
78 malic enzyme PA5046/Pseudomonas aeruginosa PA01 5.1 /  45.75 11 26
79 COG4067: Uncharacterized protein conserved in archaea Paer380001/Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 9.7 /  24.57 8 43
80 COG0360: Ribosomal protein S6 Psyr1537/Pseudomonas syringae pv. syringae B728a 4.9 / 16.38 9 59
81 aspartyl-tRNA synthetase aspS/Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 5.3 / 66.62 19 34
82 methyl-accepting chemotaxis protein NahY/Pseudomonas putida 5.0 / 58.97 12 38
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

  
Η ικανότητα πολλών µικροοργανισµών να αποικοδοµούν αρωµατικές ενώσεις έχει 

µελετηθεί εκτενώς και τα περισσότερα από τα µεταβολικά µονοπάτια έχουν αναφερθεί [7, 

8, 26]. Στην παρούσα εργασία µελετήθηκαν οι συνθήκες καλλιέργειας καθώς και το 

µεταβολικό µονοπάτι αποικοδόµησης της φαινόλης από ένα νέο βακτηριακό στέλεχος 

phDV1 που ανήκει στο γένος Pseudomonas. ∆οκιµάστηκαν πολλές διαφορετικές 

συγκεντρώσεις φαινόλης 10-1000 mg/l, κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας χωρίς να 

παρατηρείται αλλαγή στο µεταβολικό µονοπάτι αποικοδόµησης της. Τελικά, για την 

µελέτη των ενζύµων που συµµετέχουν στο µεταβολικό µονοπάτι αποικοδόµησης της 

φαινόλης χρησιµοποιήθηκάν καλλιέργειες που περιείχαν 200 mg/ml φαινόλη. 

 Τα αποτελέσµατα µας, έδειξαν ότι το στέλεχός phDV1 του γένους  Pseudomonas 

ακολουθεί το µέτα µεταβολικό µονοπάτι αποικοδόµησης της φαινόλης. Σε όλες τις 

διαφορετικές συγκεντρώσεις φαινόλης που δοκιµάστηκαν (10-1000 mg/l), το θρεπτικό 

µέσο κατά τη διάρκεια της εκθετικής φάσης ανάπτυξης των κυττάρων είχε χρώµα κίτρινο-

πράσινο, χαρακτηριστικό του σχηµατισµού του ενδιαµέσου ηµιαλδεϋδη του 2-ύδροξυ 

µουκονικού οξέως. Επίσης το εκχύλισµα κυττάρων εµφάνιζε απορρόφηση στα 375 nm που 

οφείλονταν στο σχηµατισµό της ηµιαλδεϋδης του 2-ύδροξυ µουκονικού οξέως. Ο 

σχηµατισµός της ηµιαλδεϋδης του 2-ύδροξυ µουκονικού οξέως, η οποία είναι ένα 

µεταβολικό ενδιάµεσο στο µέτα σχάσιµο της κατεχόλης οφείλεται στην επαγωγή της 2,3 

διοξυγενάσης της κατεχόλης  από την φαινόλη. Ένα εναλλακτικό µονοπάτι αποικοδόµησης 

του βενζοϊκου οξέος, όταν αυτό χρησιµοποιείται ως µοναδική πηγή άνθρακα, έχει 

µελετηθεί πρόσφατα από τους Loh και Chua [27] Σύµφωνα µε τους Loh  και Chua το 

βενζοϊκό οξύ µπορεί να αποικοδοµηθεί από ένα στέλεχος του γένους Pseudomonas 

ακολουθώντας το όρθο µεταβολικό µονοπάτι αλλά σε υψηλές συγκεντρώσεις ρύπου 

επάγεται το µετά µεταβολικό µονοπάτι [27]. Οι συγγραφείς πρότειναν ότι το βενζοϊκό από 

µόνο του δεν µπορεί να είναι ο επαγωγέας του µέτα µεταβολικού µονοπατιού. Αντίθετα δεν 

παρατηρείται καµία µεταβολή στο µεταβολικό µονοπάτι που χρησιµοποιείται από τον 

οργανισµό Acinetobacter radioresistences , το οποίο χρησιµοποιεί το όρθο µεταβολικό 

µονοπάτι για την αποικοδόµηση της φαινόλης και του βενζοϊκού οξέως, ανεξάρτητα από 

την συγκέντρωση του ρύπου [28]. Tα δικά µας αποτελέσµατα έδειξαν ότι η µεταβολή της 

συγκέντρωσης της φαινόλης δεν επηρεάζει το µεταβολικό µονοπάτι και κανένα ίχνος 

ταυτόχρονης παρουσίας του όρθο µεταβολικού µονοπατιού δεν βρέθηκε. Αυτές οι 
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παρατηρήσεις δείχνουν ότι ο ίδιος µεταβολίτης µπορεί να δράσει ως επαγωγέας 

διαφορετικών ενζύµων και κατά συνέπεια διαφορετικών µεταβολικών µονοπατιών στο ίδιο 

στέλεχος ή σε διαφορετικά κυτταρικά στελέχη. 

  Για τον προσδιορισµό των πρωτεϊνών που επάγονται από την φαινόλη καθώς και 

για την αποµόνωση της 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα που 

καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο που περιείχε φαινόλη ως αποκλειστική πηγή άνθρακα. 

∆ύο βήµατα καθαρισµού οδήγησαν στην αποµόνωση του ενζύµου 2,3 διοξυγενάση της 

κατεχόλης, µε ενζυµική ενεργότητα 20 U/mg και απόδοση 49%, παρόµοια µε αυτή που 

επιτεύχθει κατά την αποµόνωση της 1,2 διοξυγενάσης της κατεχόλης από τον οργανισµό 

Αcinetobacter radioresistens [23, 29]. Το µοριακό βάρος της αποµονωµένης πρωτεΐνης 

προσδιορίστηκε µε αποδιατακτηκή ηλεκτροφόρηση Τricine SDS-PAGE γύρω στα 32000 

Da όµοιο µε αυτό που προσδιορίστηκε για άλλες 2,3 διοξυγενάσες [30-32]. Στη συνέχεια 

έγινε χαρτογράφηση των πεπτιδίων της αποµονωµένης πρωτεΐνης µε χρήση 

φασµατοµετρίας MALDI-TOF. Επιπρόσθετα δοκιµάστηκε η χρήση γενικών προαγωγέων 

για την εύρεση των γονιδίων που αντιστοιχούν στα ένζυµα κλειδιά 1,2 διοξυγενάση της 

κατεχόλης και 2,3 διοξυγενάσης κατεχόλης, όµως η προσπάθεια δεν ήταν επιτυχής [33]. 

Έτσι η χαρτογράφηση των πεπτιδίων της πρωτεΐνης  µε φασµατοµετρία µάζας αποδείχθει 

πιο ευαίσθητη µέθοδος συγκρινόµενη µε τη µελέτη  του γενετικού υλικού µε χρήση 

κατάλληλων προαγωγέων. 

 Η µέθοδος της δύο διαστάσεων ηλεκτροφόρησης (1η διάσταση ισοηλεκτρική 

εστίαση και 2η διάσταση αποδιατακτική SDS PAGE), χρησιµοποιείται ευρέως για τον 

προσδιορισµό ολόκληρου του κυτταρικού εκχυλίσµατος. Η µέθοδος αυτή φάνηκε 

αναποτελεσµατική στον προσδιορισµό των πρωτεϊνών που επάγονται κατά τον 

καταβολισµό του παρα-ύδροξυ βενζοϊκου οξέως [34]. Αυτό φανερώνει τα όρια των 

δυνατοτήτων της µεθόδου λόγω του ότι εκατοντάδες πρωτεϊνικά στίγµατα από τα 

εκχυλιζόµενα κύτταρα εµφανίζονται στη πηκτή µετά τη δεύτερη διάσταση, καθιστώντας 

δύσκολο τον προσδιορισµό των πρωτεϊνών που επάγονται από το πάρα βενζοϊκό οξύ. 

Γενικά όταν χρησιµοποιείται η δύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση για τον προσδιορισµό 

όλων των πρωτεϊνών του κυττάρου, τότε τόσο ο αριθµός όσο και το είδος των πρωτεϊνών 

που µπορούν να αναλυθούν περιορίζουν τη δυναµική της µεθόδου. Επιπλέον στην πρώτη 

διάσταση της ισοηλεκτικής εστίασης χρησιµοποιήθηκαν αµφολύτες φορείς, που καθιστούν 

τη διαδικασία ακόµα πιο ευαίσθητη λόγω της ποικιλίας στο εύρος του pH που 

σχηµατίζεται, µε αποτέλεσµα να διαφέρει το πρωτεϊνικό αποτύπωµα από διαδικασία σε 

διαδικασία. Για το λόγο αυτό στις υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες κυττάρων από καλλιέργειες 
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φαινόλης και γλυκόζης εφαρµόστηκε υπερφυγοκέτρηση σε διαβάθµιση ζάχαρης ώστε να 

µειωθεί η πολυπλοκότητα του δείγµατος και να συλλεχθεί σε µεγαλύτερη συγκέντρωση το 

κλάσµα που εµφανίζει ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης.  

 Πρόσφατα, έγινε πρωτεοµική ανάλυση κυτταρικού εκχυλίσµατος του οργανισµού 

Acinetobacter radioresistens από καλλιέργειες φαινόλης και βενζοϊκου [35]. Αν και 29 

πρωτεϊνικά στίγµατα προσδιορίστηκαν, µόνο 4 από αυτά ταυτοποιήθηκαν µε Ν-τερµατική 

αλληλουχία ως πρωτεΐνες που συµµετέχουν στο µεταβολισµό των ρύπων. Αντίθετα ένα 

υποσύνολο 19 πρωτεϊνών φαίνεται να υπερεκφράζεται στην ζώνη της διαβάθµισης 

ζάχαρης που εµφανίζει ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης που ηλεκτροφορήθηκε σε µία 

διάσταση αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης (σχήµα 3.6) Κατά την πρωτεοµική ανάλυση 

πιστοποιήθηκαν πολλές πρωτεΐνες που σχετίζονται µε το µεταβολισµό της φαινόλης 

(πίνακας 3.2, σχήµα 3.7). Έτσι οδηγηθήκαµε  στο συµπέρασµα ότι η µονοδιάστατη 

αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση σε συνδυασµό µε µεθόδους εµπλουτισµού του δείγµατος, 

είναι πιο ευαίσθητη µέθοδος από την δυο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση του κυτταρικού 

εκχυλισµατος, όταν ο βασικός στόχος µας είναι ο προσδιορισµός επαγόµενων πρωτεϊνών. 

Συνοψίζοντας, συµπεραίνουµε ότι διαταραχές στο µεταβολισµό, που επάγονται όταν 

χρησιµοποιείται ως πηγή άνθρακα κάποιος ρύπος, µπορούν να προκαλέσουν µεταβολές 

στην έκφραση και άλλων πρωτεϊνών που δεν σχετίζονται µε το µεταβολισµό του ρύπου. 

 Για να εξαχθούν συµπεράσµατα σχετικά µε το λειτουργικό ρόλο των πρωτεϊνών 

που εκφράζονταί όταν το βακτήριο καλλιεργείται σε θρεπτικό µε µοναδική πηγή άνθρακα 

φαινόλη, πρέπει  να εστιάσουµε το ενδιαφέρον µας στο πρώτο βήµα µετατροπής της 

φαινόλης σε κατεχόλη. Η φαινολική υδροξυλάση είναι υπεύθυνη για την µετατροπή της 

φαινόλης σε κατεχόλη. Στο µετά µεταβολικό µονοπάτι το ένζυµο αυτό αποτελείται από 

πολλές ετεροµερείς υποµονάδες [36]. Οι υποµονάδες 1, 3 και 5 χαρακτηρίστηκαν. Τα 

ένζυµα που βρέθηκαν να σχετίζονται µε το µεταβολισµό της φαινόλης είναι η 

αφυδρογονάση της ηµιαλδεϋδης του 2-ύδροξυ-µουκονικού οξέως, η ταυτοµεράση του 

οξαλοκροτονικου, η αποκαρβοξυλάση του οξαλοκροτονικού, 2-υδροξυπεντ-2,4-διεν 

υδρατάση, 4-ύδροξυ 2-οξοβαλερική αλδολάση, και η αφυδρογονάση της ακεταλδεϋδης , 

τα οποία οξειδώνουν τη φαινόλη σε πυροσταφυλικό και ακετυλ-CoA, τα οποία εισάγονται 

τελικά στο κύκλο του κιτρικού οξέως και αποδίδουν ενέργεια στον οργανισµό [37]. 

Επιπλέον η ταυτοποίηση της υδρολάσης της ηµιαλδεϋδης του 2-ύδροξυ µουκονικού οξέως 

έδειξέ ότι το 2-οξοπεντ 4-ενοϊκό σχηµατίζεται απευθείας από την ηµιαλδεϋδη του 2-

ύδροξυ µουκονικού οξέως [38].  
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 Συµπερασµατικά, πρωτεοµική ανάλυση µετά από κλασµατοποίηση κυτταρικού 

εκχυλίσµατος του  στελέχους phDV1 του γένους Pseudomonas, που καλλιεργήθηκε σε 

φαινόλη και γλυκόζη, οδήγησε στην ταυτοποίηση όλων των ενζύµων που συµµετέχουν 

στον καταβολισµό αρωµατικών µορίων. 

 Για τον προσδιορισµό αλληλεπιδράσεων µεταξύ των ενζύµων που συµµετέχουν 

στο µεταβολισµό της φαινόλης, χρησιµοποιήθηκε η µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση σε 

συνδυασµό µε δεύτερη διάσταση αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης, µια διαδικασία 

γρήγορη και µε µεγάλη επαναληψιµότητα. Κατά την µη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση 

του κλάσµατος µε ενεργότητα 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης από τη διαβάθµιση 

ζάχαρης, χρησιµοποιώντας το αντίστοιχο κλάσµα από καλλιέργεια γλυκόζης, ήταν εύκολος 

ο προσδιορισµός δεκαπέντε συµπλόκων που απαντώνται µόνο στο κλάσµα της φαινόλης 

(πίνακας 3.3). Ανάλυση αυτών των συµπλόκων, τα οποία µετά από αποκοπή των ζωνών, 

πρωτεόλυση και ανάλυση µε φασµατοµετρία µάζας MALDI TOF MS επιβεβαιώθηκε ότι 

περιέχουν ένζυµα του µεταβολικού µονοπατιού. Παράλληλα µόνο πρωτεΐνες που 

λαµβάνουν µέρος γενικά στον µεταβολισµό του κυττάρου εντοπίστηκαν στις περιοχές που 

δεν υπήρξε διαφοροποίηση. Αυτό δείχνει την µεγάλη ευαισθησία της φασµατοσκοπίας 

µάζας σε σχέση µε άλλες µεθόδους διότι είναι σε θέση να ταυτοποιήσει πρωτεΐνες σε 

µείγµα πρωτεϊνών.  

Ο προσδιορισµός των πρωτεϊνών που περιέχονται σε κάθε σύµπλοκο µετά από 

πρωτεόλυση των ζωνών και ανάλυση στο φασµατογράφο µάζας καθιστά δύσκολο τον 

προσδιορισµό πρωτεϊνών µε χαµηλό µοριακό βάρος και µικρή αφθονία. Στις περιπτώσεις 

αυτές το πρωτεϊνικό αποτύπωµα που λαµβάνεται για τη συγκεκριµένη ζώνη περιέχει 

πεπτίδια των πρωτεϊνών αυτών σε πολύ µικρό, αναλογικά, ποσοστό. Έτσι η δεύτερη 

διάσταση της αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης µπορεί να δώσει περισσότερες 

πληροφορίες για πρωτεΐνες των παραπάνω κατηγοριών.  

Στη δεύτερη διάσταση της αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης προσδιορίστηκαν 

αρχικά τα ένζυµα που συµµετέχουν στο µεταβολισµό της φαινόλης χρησιµοποιώντας ως 

σηµείο αναφοράς τη δεύτερη διάσταση της αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης από 

καλλιέργεια γλυκόζης και τη πρώτη διάσταση της µη αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης. 

Μετά από πρωτεόλυση των πρωτεϊνικών στιγµάτων και ανάλυση του πρωτεϊνικού 

αποτυπώµατος µε ΜALDI TOF, επιτεύχθηκε ο προσδιορισµός όλων σχεδόν των ενζύµων 

που σχετίζονται µε το µεταβολισµό της φαινόλης και περιγράφονται στο σχήµα 3.9 και 

περιέχονται στον πίνακα 3.4.     
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Η ανάλυση µε ΜALDI ΤΟF των πρωτεϊνικών συµπλόκων και των πρωτεϊνών που 

αυτά περιέχουν, µε δεύτερη διάσταση αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης, έδειξε ξεκάθαρα 

ότι η 4-οξαλοκροτονική αποκαρβοξυλάση (DmpH) σχηµατίζει σύµπλοκο µε την 2-οξοπεντ 

4- διενοϊκή υδρατάση (DmpE) (σύµπλοκο 3). Επίσης η αφυδρογονάση της αλδεϋδης 

σχηµατίζει σύµπλοκα (14, 16) µε την 4-ύδροξυ 2-οξοβαλερική υδρατάση. Η 2,3 της 

κατεχόλης φαίνεται να αλληλεπιδρά  µε την ΒmοΑ, την αφυδρογονάση της αλδεύδης.    

Τα αποτελέσµατα της δισδιάστατης ηλεκτροφόρησης δείχνουν την ύπαρξη 

πρωτεϊνών που δεν σχετίζονται άµεσα µε το µεταβολισµό της φαινόλης στα πρωτεϊνικά 

σύµπλοκα των ενζύµων του µεταβολικού µονοπατιού. Αυτό µπορεί να οφείλεται σε 

πιθανές αλληλεπιδράσεις κάποιων κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών µε µεταβολικά 

ένζυµα, όµως είναι επίσης πιθανό στις πρωτεϊνικές ζώνες της πρώτης διάστασης να 

εµπεριέχονται περισσότερα από ένα πρωτεϊνικά σύµπλοκα στα οποία δεν επιτεύχθει ο 

διαχωρισµός τους λόγω του ότι τα σύµπλοκα αυτά έχουν παρόµοια µοριακά βάρη. 

 Πρωτεϊνικά σύµπλοκα στη πρώτη διάσταση, είναι πιθανόν λόγω µεγάλης 

πρωτεϊνικής πυκνότητας να εµφανίζονται διαχυµένα, µε αποτέλεσµα να παρατηρείται 

‘σύρσιµο’ στα πρωτεϊνικά στίγµατα που περιέχονται σε αυτά και να µην βρίσκονται 

απόλυτα στην ίδια κατακόρυφο. Το γεγονός ότι κάποια από τα ένζυµα του µεταβολικού 

µονοπατιού βρίσκονται σε περισσότερα από ένα πρωτεϊνικά σύµπλοκα, όπως η υποµονάδα 

P3 της φαινολικής 2 µονοξυγενάσης δείχνει ότι τα ένζυµα αυτά µπορούν να 

αλληλεπιδρούν µε πολλές άλλες πρωτεΐνες µία δεδοµένη στιγµή.  
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 Η αποµόνωση της 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης µε χρήση διαβάθµισης ζάχαρης 

και ανιοντικής χρωµατογραφίας έδειξε ότι το νέο βακτηριακό στέλεχος phDV1 του γένους 

Pseudomonas ακολουθεί το µέτα µεταβολικό µονοπάτι αποικοδόµησης της φαινόλης.  

Στη συνέχεια µε δύο διαστάσεων ηλετροφόρηση (IEF/SDS-PAGE) δοκιµάστηκε ο 

προσδιορισµός και των υπόλοιπων ενζύµων που συµµετέχουν στο µεταβολισµό της 

φαινόλης. Λόγω µικρής επαναληψιµότητας της µεθόδου και πολυπλοκότητας του 

δείγµατος, πραγµατοποιήθηκε απλούστευση και εµπλουτισµός του δείγµατος µε ένζυµα 

του µεταβολικού µονοπατιού. Πραγµατοποιήθηκε υπερφυγοκέντρηση σε διαβάθµιση 

ζάχαρης και κατόπιν µία διάσταση αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης, χρησιµοποιώντας σε 

όλη τη διαδικασία ως σηµείο αναφοράς το αντίστοιχο δείγµα από καλλιέργεια γλυκόζης. 

Κατά τη διαδικασία αυτή προσδιορίστηκαν όλα τα κύρια ένζυµα του µεταβολισµού της 

φαινόλης και ταυτοποιήθηκαν µε φασµατοµετρία µάζας. 

Προσπάθεια προσδιορισµού πιθανών αλληλεπιδράσεων των ενζύµων που 

συµµετέχουν στο µεταβολισµό της φαινόλης έγινε µε δύο διαστάσεων ηλεκτροφόρηση 

(Blue Native/SDS PAGE) και ταυτοποίηση των ενζύµων µε φασµατοµετρία µάζας. Όµοια 

στη διαδικασία αυτή χρησιµοποιήθηκε ως σηµείο αναφοράς το αντίστοιχο δείγµα από 

καλλιέργεια γλυκόζης Κατά τη διαδικασία αυτή εντοπίστηκαν τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα 

που περιέχουν τα ένζυµα του µεταβολικού µονοπατιού. Είναι όµως δύσκολο να εξάγουµε 

κάποιο συµπέρασµα για το αν τα ένζυµα αυτά σχηµατίζουν πρωτεϊνικά σύµπλοκα και µε 

άλλες υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες που βρίσκονται στην ίδια κατακόρυφο Κατά τη δεύτερη 

διάσταση της αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης. Η δυσκολία αυτή οφείλεται στην 

αδυναµία διαχωρισµού στη πρώτη διάσταση της µη αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης 

πρωτεϊνικών συµπλόκων µε µικρή διαφορά µοριακών βαρών. 
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