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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Ζ θοάζδ ημο οδνμτπενμλεζδίμο ηςκ θζπανχκ μλέςκ (HPL), απμηεθεί 

ζδιακηζηυ πανάβμκηα ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ θζπμλοβεκάζδξ, δδθαδή ηδξ αιοκηζηήξ 

δνάζδξ ηςκ θοηχκ εκάκηζα ζε ελςβεκείξ πανάβμκηεξ. Ζ δνάζδ ηδξ θοάζδξ μδδβεί 

ζηδκ παναβςβή ιζηνμφ ιμνζαημφ αάνμοξ εκχζεςκ, ιεβάθδξ ζπμοδαζυηδηαξ βζα 

ηα θοηά, υπςξ είκαζ δ 2-(Δ)-ελεκάθδ ηαζ δ ελακάθδ. ΢ηδκ πανμφζα ενβαζία, έβζκε 

πνμζπάεεζα απμιυκςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ, δ μπμία είκαζ οπενεηθναζιέκδ ζε 

ααηηήνζα E. coli, ιε ηδ πνήζδ δφμ δζαθμνεηζηχκ ιδ ζμκζηχκ απμννοπακηζηχκ, ημο 

Triton X-100 ηαζ ημο Dodecyl maltoside (DM). Απυ ηα απμηεθέζιαηα ηζξ ενβαζίαξ, 

ςξ ηαηαθθδθυηενμ απμννοπακηζηυ εεςνείηαζ ημ DM ηαεχξ επζηνέπεζ ηαζ ηδκ 

πεναζηένς ακάθοζδ ηδξ πνςηεΐκδξ, ιε θαζιαημζημπζηέξ ιεευδμοξ. Έπεζηα, 

πναβιαημπμζήεδηε ιεθέηδ ηδξ πνςηεΐκδξ πνδζζιμπμζχκηαξ ηζξ ηεπκζηέξ ημο 

ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ ηαζ ηδξ θαζιαημζημπίαξ ιάγαξ, εκχ έβζκε ηαζ πνμζπάεεζα 

απμιυκςζδξ ηδξ απεοεείαξ απυ θφθθα εθζάξ. Ζ πνςηεΐκδ πμο ηεθζηά 

απμιμκχεδηε ηαζ ηαοημπμζήεδηε είκαζ ιζα πανυιμζα ζε δνάζδ πνςηεΐκδ, ιζα 

οπενμλεζδάζδ.  

Σέθμξ, πνδζζιμπμζήεδηακ μζ εκχζεζξ 2-(Δ)-ελεκάθδ ηαζ δ ελακάθδ μζ μπμίεξ 

απμηεθμφκ ηα πανάβςβα ηδξ δνάζδξ ηδξ θοάζδξ, χζηε κα απμδεζπηεί δ 

ακηζιζηνμαζαηή, δ ακηζιοηδηζαηή ηαζ ηέθμξ δ ακηζηανηζκζηή ημοξ δνάζδ. 

Πανμοζζάζηδηε έκημκδ δνάζδ ηδξ 2-(Δ)-ελεκάθδξ, εκχ αζζεδηά ιεζςιέκδ ηδξ 

ελεκάθδξ. 

 

Λέμεηο θιεηδηά : Λοάζδ ημο οδνμτπενμλεζδίμο ηςκ θζπανχκ μλέςκ, E.coli, 

ηοηθζηυξ δζπνςζζιυξ, θαζιαημζημπία ιάγαξ, οπενμλεζδάζδ, 2-(Δ)-ελεκάθδ, 

ελακάθδ.  
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ABSTRACT 

Fatty acid hydroperoxide lyase (HPL), is an important factor of the lipoxygenase 

path, that is the defense system of plants against exogenous factors. HPL’s 

function leads to small molecular weight products, of great importance, such as 2-

(E)-hexenal and hexanal. In this work, HPL was isolated from E. coli bacteria in 

which it was cloned, using two different types of nonionic detergents, Triton X-100 

and Dodecyl Maltoside (DM). The results of this work showed that, DM is the most 

appropriate detergent, as it allows further analysis of the protein using 

spectroscopic techniques. Afterwards, HPL was characterized using circular 

dichroism and mass spectroscopy, while an attempt isolating the protein directly 

from olive leaves was carried out. The protein, which was isolated and identified, 

was a similar in action protein, a peroxidase. 

 Finally, 2-(E)-hexenal and hexanal, two of the HPL’s products, were tested 

for their antimicrobial, antifungal and anticancer properties. 2-(Δ)-hexenal has an 

intense effect, while hexanal is less effective. 

 

Key words: fatty acid hydroperoxide lyase (HPL), E.coli, circular dichroism, mass 

spectroscopy, peroxidase, 2-(Δ)-hexenal, hexanal. 
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1. ΘΔΧΡΖΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

1.1 Βηνινγηθέο κεκβξάλεο 

 

Οζ αζμθμβζηέξ ιειανάκεξ είκαζ ζδζαίηενα ζδιακηζηέξ βζα ηδκ φπανλδ ηδξ γςήξ 

ιε ηδ ιμνθή πμο ηδ αθέπμοιε ζήιενα. Κφνζα θεζημονβία ηςκ πνςηεσκχκ είκαζ κα 

δζαηδνμφκ ημ status quo ηςκ ηοηηάνςκ [1,2], πανειπμδίγμκηαξ ηδκ απχθεζα 

γςηζηχκ ζοζηαηζηχκ ηαζ ηδκ είζμδμ αθααενχκ μοζζχκ. Πζζηεφεηαζ πςξ δ πνχηδ 

γςκηακή μκηυηδηα πνμέηορε υηακ πνυδνμια αζμιυνζα εβηθςαίζηδηακ ζε ιζα 

θζπζδζηή ιειανάκδ ζπδιαηίγμκηαξ έηζζ έκα ανπέβμκμ ηφηηανμ. Ωζηυζμ, πανάθθδθα 

ιε ηδ ζοβηεηνζιέκδ θεζημονβία, μζ ιειανάκεξ πνέπεζ επίζδξ κα ζοιιεηέπμοκ ζε 

δζενβαζίεξ επζθεηηζηήξ ιεηαθμνάξ.  

Οζ δζενβαζίεξ αοηέξ πναβιαημπμζμφκηαζ ιέζς ηςκ ιειανακζηχκ 

πνςηεσκχκ, ηαζ ζοβηεηνζιέκα ηςκ ιειανακζηχκ ηακαθζχκ ηαζ ακηθζχκ, μζ μπμίεξ 

είκαζ οπεφεοκεξ βζα ηδκ ιμνζαηή ηαζ ζμκηζηή ζφζηαζδ ημο ηοηηάνμο. ΢διακηζηυξ 

είκαζ επίζδξ μ νυθμξ ηςκ ιειανακχκ ζηδκ επζημζκςκία ημο ηοηηάνμο ιε ημ 

πενζαάθθμκ ημο. ΢οβηεηνζιέκεξ πνςηεΐκεξ, μζ ιειανακζημζ οπμδμπείξ, θαιαάκμοκ 

πδιζηά ιδκφιαηα απυ ημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ ηαζ δίκμοκ ημ ακάθμβμ ζήια βζα ηδκ 

έκανλδ ζοβηεηνζιέκςκ εκδμηοηηάνζςκ θεζημονβζχκ.   

 

1.2 Αλαζπλδπαζκέλνη νξγαληζκνί θαη πιαζκίδηα  

 

Οζ ηαζκμηυιεξ ενβαζίεξ πμο πναβιαημπμζήεδηακ ζηδκ ανπή ηδξ δεηαεηίαξ 

ημο 1970, μδήβδζε ζηδκ ακάπηολδ ηδξ ηεπκμθμβίαξ ημο ακαζοκδοαζιέκμο DNA. 

Με ηδκ εθανιμβή ηςκ ηεπκζηχκ ημο ακαζοκδοαζιέκμο DNA, ιπμνμφκ κα 

δδιζμονβδεμφκ ζοκδοαζιμί απυ βμκίδζα δζαθμνεηζηά ιεηαλφ ημοξ, ηα μπμία ζηδ 

ζοκέπεζα είκαζ δοκαηυκ κα ηθςκμπμζδεμφκ, δδθαδή κα παναπεμφκ πμθθά 

ακηίβναθα. Καη’ αοηυκ ημκ ηνυπμ ακαπανάβμκηαζ πνδζζιμπμζχκηαξ ημ ιδπακζζιυ 

ζφκεεζδξ ημο ηοηηάνμο λεκζζηή, ζοκήεςξ εκυξ ααηηδνζαημφ ηοηηάνμο [2]. 

Πνμηεζιέκμο ημ λέκμ DNA κα παναιείκεζ ζημ ααηηδνζαηυ ηφηηανμ, πνδζζιμπμζείηαζ   

ςξ     θμνέαξ, έκα πθαζιίδζμ – ημ πθαζιίδζμ θμνέαξ (plasmid cloning vector), ημ 

μπμίμ είκαζ έκα ζπεηζηά ιζηνυ ηοηθζηυ ιυνζμ DNA, ιήημοξ θίβςκ πζθζάδςκ γεοβχκ 

κμοηθεμηζδίςκ, ζηακυ κα ακηζβνάθεηαζ ιέζα ζε έκα ααηηήνζμ. ΢οκήεςξ ημ 

πθαζιίδζμ αοηυ, πενζέπεζ επζπθέμκ έκα βμκίδζμ βζα ηάπμζα επζθέλζιδ ζδζυηδηα, 
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υπςξ δ ακημπή ζηα ακηζαζμηζηά, πμο επζηνέπεζ ηδκ ηαοημπμίδζδ ηςκ ααηηδνίςκ 

πμο έπμοκ πνμζθάαεζ ημ ακαζοκδοαζιέκμ πθαζίδζμ. 

Ζ δζαδζηαζία ηδξ ηθςκμπμίδζδξ λεηζκάεζ ιε ηδ δνάζδ ιζαξ πενζμνζζηζηήξ 

εκδμκμοηθεάζδξ, δ μπμία ηυαεζ ημ πθαζιίδζμ ζε ιία ζοβηεηνζιέκδ εέζδ. Αοηυ έπεζ 

ζακ απμηέθεζια ημ βμκίδζμ πμο εηθνάγεζ ιζα ζοβηεηνζιέκδ πνςηεΐκδ, κα  

ζοκδέεηαζ μιμζμπμθζηά ιε ημ πθαζιζδζαηυ DNA απυ ηδκ T4 DNA θζβάζδ. (εζηυκα 

1) 

 

 

Δηθφλα 1 : Σεπκζηή ημο ακαζοκδοαζιέκμο DNA.  
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1.3 Σν πιαζκίδην pQE-31 

 

 Σμ πθαζιίδζμ pQE-31 ακήηεζ ζηδκ ηαηδβμνία ηςκ πθαζιζδίςκ pQE, ιε ηα 

μπμία, ορδθά πμζμζηά ιζα πνςηεΐκδξ ιπμνμφκ κα εηθναζημφκ, έπεζηα απυ ηδκ 

πνμζεήηδ ζε αοηά, ημο ηαηάθθδθμο βμκζδίμο πμο ηδκ ηςδζημπμζεί. Ζ πνςηεΐκδ ιε 

ημκ ηνυπμ αοηυ εηθνάγεηαζ πανμοζία έλζ ζζηζδζκχκ, ζημ Ν- ηεθζηυ ή C-ηεθζηυ άηνμ 

ηδξ (6xHis tag), ιε ζημπυ ηδκ ιεηέπεζηα εφημθδ απμιυκςζδ ηδξ. ΢ηδκ παναηάης 

εζηυκα θαίκεηαζ ημ πθαζιίδζμ pQE31.  

 

 

Δηθφλα 2 : Σμ πθαζιίδζμ pQE-31. 

 

1.4  Λπάζε ηνπ πδξνυπεξνμεηδίνπ ησλ ιηπαξψλ νμέσλ 

 

Ζ θοάζδ ημο οδνμτπενμλεζδίμο ηςκ θζπανχκ μλέςκ (fatty acid 

hydroperoxide lyase, HPL ή HPO lyase), είκαζ έκα έκγοιμ πμο ηαηαθφεζ ηδκ 

δζάζπαζδ ηςκ οδνμτπενμλεζδίςκ ηςκ θζπανχκ μλέςκ ζημ δεζιυ πμο ανίζηεηαζ 

ιεηαλφ ημο άκεναηα πμο θένεζ ηδκ μιάδα ημο οδνμτπενμλεζδίμο ηαζ ημο 

παναηείιεκμο δζπθμφ trans (Δ) δεζιμφ. ΢οβηεηνζιέκα δ HPL ηαηαθφεζ ηδ 

δζάζπαζδ ημο θζκεθασημφ ηαζ ημο θζκμθεκζημφ μλέμξ, δφμ πμθοαηυνεζηςκ  θζπανχκ 

μλέςκ πμο θένμοκ ηδκ οδνμτπενυλο μιάδα ζημκ C-13 ή ζημκ C-9, πανάβμκηαξ 

αθδετδεξ ηαζ ς-μλμ-μλέα. [9,10,16,17,18] 
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Ζ HPL έπεζ απμιμκςεεί απυ ιία πθδεχνα πνάζζκςκ θοηχκ. Πνχηα 

ιεθεηήεδηε ζημοξ ηανπμφξ ηανπμογζμφ [7], ζηδ ζοκέπεζα υιςξ ζε πμθθμφξ ζζημφξ 

δζαθυνςκ μνβακζζιχκ, υπςξ ηα θφθθα πνάζζκμο ηζαβζμφ [8], ηδκ πνάζζκδ 

πζπενζά [9,10], ηα αββμφνζα [11], ηδκ ημιάηα [12] , ηα θφθθα ηδξ ημιάηαξ [13,19], 

ηδκ εθζά [6], ηαεχξ ηαζ ηα θφθθα αοηήξ [14].  

Ζ HPL απυ πζπενζά πνυηεζηαζ βζα ιία μιμηνζιενή πνςηεΐκδ, υπμο 

απμηεθείηαζ απυ 480 αιζκμλέα ηαζ έπεζ ιμνζαηυ αάνμξ 55 kDa [9,10,13]. Δίκαζ ιζα 

πνςηεΐκδ πμο ειθακίγεζ ιεβάθδ μιμθμβία ιε ηδκ μζημβέκεζα ηςκ ηοημπνςιάηςκ 

P450 (CYP74) [4,5,15].  Όπςξ ηαζ ηα ηοημπνχιαηα P450, έηζζ ηαζ δ HPL, είκαζ ιία 

αζιμπνςηεΐκδ, δ μπμία θένεζ ιζα πνςημαίιδ IX ςξ πνμζεεηζηή μιάδα.  Ζ 

αιζκμλζηή αθθδθμοπία έδεζλε 40% μιμθμβία ιε ηδκ Allene oxide synthase (AOS), 

ιέθμξ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ ηοημπνςιάηςκ (CYP74A). Όπςξ δ AOS έηζζ ηαζ δ HPL 

(CYP74B) πνμζδέκεζ ηδκ αίιδ πνδζζιμπμζχκηαξ ιζα ηοζηεΐκδ, ηαζ δεκ απαζημφκ 

ιμνζαηυ μλοβυκμ ή ηάπμζμκ άθθμ ακαβςβζηυ πανάβμκηα βζα κα δνάζμοκ. Αοηυ 

ζοιααίκεζ δζυηζ δεκ εκενβμπμζμφκ ημ ιμνζαηυ μλοβυκμ αθθά ηδκ μιάδα ημο 

οδνμτπενμλεζδίμο δ μπμία είκαζ ακδβιέκδ ηαηά 2e- ζε ζπέζδ ιε ημ ιμνζαηυ 

μλοβυκμ. 

 

 

εξανάλη 12-όξο-9-δωδεκενοϊκό 
οξύ 

O

OH

OOH

O

H

O

OH

O

H

HPL

Δηθφλα 3 :  Ζ ακηίδναζδ πμο ηαηαθφεηαζ 

απυ ηδκ θοάζδ ηςκ οδνμτπενμλεζδίςκ. 
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                Δηθφλα 4 : ΢φκδεζδ ημο Fe ηδξ αίιδξ ιε ηδκ ηοζηεΐκδ. 

 

Ζ HPL ακήηεζ ζημ ιεηααμθζηυ ιμκμπάηζ ηδξ θζπμλοβεκάζδξ (lipoxygenase 

LOX) [9,10,16,17,18]. Ζ ιεηααμθζηή μδυξ ηδξ θζπμλοβεκάζδξ λεηζκά ιε ηδκ 

ιεηαηνμπή ηςκ πμθοαηυνεζηςκ θζπανχκ μλέςκ απυ ηδ ίδζα πνμξ ηα ακηίζημζπα 

οδνμτπενμλείδζα ημοξ, ηαηαθφμκηαξ ηδκ πνμζεήηδ εκυξ οδνμτπενμλεζδίμο ζηδκ 

εέζδ 9 ή ζηδ εέζδ 13 ημο θζπανμφ μλέμξ. Σμ ιμκμπάηζ ζοκεπίγεηαζ ιε ημ 

ιεηααμθζζιυ ηςκ θζπανχκ μλέςκ απυ ιεβάθμ ανζειυ εκγφιςκ, ιεηαλφ αοηχκ ηαζ 

δ HPL, πνμξ ιζηνμφ ιμνζαημφ αάνμοξ εκχζεζξ, ηονίςξ αθδεΰδεξ ηαζ ς-μλμ-μλέα, 

ιεβάθδξ ζπμοδαζυηδηαξ βζα ηα θοηά, πμο μκμιάγμκηαζ μλοθζπίκεξ. Μεηαλφ ηςκ 

μοζζχκ πμο πανάβμκηαζ είκαζ ημ ζαζιμκζηυ μλφ (jasmonate) ηαζ ημ 12-μλμ-9-(Δ)-

δςδεηακμσηυ μλφ, ημ μπμίμ είκαζ πνυδνμιμξ ηδξ μνιυκδξ ηναοιαηίκδξ. Έπεζ 

ανεεεί υηζ ηα πανάβςβα ηδξ δνάζδξ ηδξ HPL έπμοκ έκημκεξ ακηζιζηνμαζαηέξ ηαζ 

ακηζιοηδηζαηέξ ζδζυηδηεξ [16], υπςξ επίζδξ ηαζ ακηζηανηζκζηή δνάζδ [20]. Σέθμξ, μζ 

εκχζεζξ αοηέξ είκαζ οπεφεοκεξ ηαζ βζα ημ παναηηδνζζηζηυ άνςια ηςκ πνάζζκςκ 

θοηχκ (green odor) [16].  
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Δηθφλα 5 : Μεηααμθζηυ ιμκμπάηζ ηδξ θζπμλοβεκάζδξ. 

 

Μέπνζ πνυηζκμξ, μ ιδπακζζιυξ δνάζδξ ηδξ HPL πζζηεουηακ υηζ 

πενζθαιαάκεζ ιζα ζεζνά εκδζάιεζςκ πνμζδειέκα ζημ έκγοιμ [17]. Καηά ηδκ πμνεία 

αοηή, ιζα επυλο νίγα (1) ή έκα ηαηζυκ (2) πανάβμκηαζ απυ ηδ δζάζπαζδ ημο δεζιμφ 

Ο-Ο ημο οδνμτπενμλεζδίμο, ηαζ οθίζηακηαζ ακαδζάηαλδ πνμξ ζπδιαηζζιυ εκυξ 

αζκοθζημφ ηαηζυκημξ εκυξ αζεένα (3), ημ μπμίμ ηαηυπζκ δθεηηνμκζυθζθδξ πνμζαμθήξ 

απυ ημ κενυ δδιζμονβεί ιζα διζαηεηάθδ (4), δ μπμία εκ ηέθεζ δζαζπάηαζ, δίκμκηαξ ηα 

ηεθζηά πνμσυκηα. Ζ δζαδζηαζία αοηή πανμοζζάγεηαζ ηαζ ζηδκ παναηάης εζηυκα.  

 

 

Δηθφλα 6 : Μδπακζζιυξ δνάζδξ ηδξ HPL ιέζς νζγχκ. 



 7 

 

΢ε πζμ πνυζθαηεξ ιεθέηεξ [18], απμδείπηδηε υηζ ημ ηφνζμ πανάβςβμ ηδξ 

δνάζδξ ηδξ HPL είκαζ δ διζαηεηάθδ ζηδκ μπμία ειπενζέπμκηαζ ηα μλοβυκα πμο 

πνμένπμκηαζ απυ ημ οδνμτπενμλείδζμ, πνμηείκμκηαξ έηζζ έκακ μιμθοηζηυ 

ιδπακζζιυ, μ μπμίμξ πενζθαιαάκεζ ιζα επμλο-αθθοθζηή νίγα.  

΢φιθςκα ιε αοηυκ ημκ ιδπακζζιυ δνάζδξ, μ δεζιυξ Ο-Ο ημο 

οδνμτπενμλεζδίμο μιμθφεηαζ πανάβμκηαξ ιζα αθηυλο νίγα, δ μπμία 

επακαδζαηάζζεηαζ πνμξ ιζα επμλο-αθθοθζηή νίγα, εκχ μ ζίδδνμξ ιεηαααίκεζ απυ 

ηδκ μλεζδςηζηή ηαηάζηαζδ +3 ζηδκ ηαηάζηαζδ +2 (ζοβηεηνζιέκα είκαζ FeIV-OH). Ζ 

μιμθοηζηή δζάζπαζδ ημο δεζιμφ C-C ηαζ δ ηαοηυπνμκδ ιεηαθμνά ηδξ νίγαξ ημο –

OH, μθμηθδνχκεζ ημκ ζπδιαηζζιυ ηδξ διζαηεηάθδξ (εζηυκα 7).  

Οζ αθδεΰδεξ πμο πανάβμκηαζ, θμζπυκ, απυ ηδ δνάζδ ηδξ HPL, είκαζ 

πανάβςβα ηδξ διζαηεηάθδξ ελαζηίαξ ηδξ ορδθήξ ηδξ αζηάεεζαξ (πνυκμξ διζγςήξ 

ζημοξ 0 °C, 20 δεοηενυθεπηα) [18] . Δπζπθέμκ δ δζάζπαζδ ηδξ διζαηεηάθδξ δεκ 

πανάβεζ απεοεείαξ δφμ ιυνζα αθδεΰδδξ, αθθά έκα ιυνζμ αθδεΰδδξ ηαζ έκα ιυνζμ 

εκυθδξ, ημ μπμίμ είκαζ ηαζ ζδζαίηενα ζηαεενυ (πνυκμξ διζγςήξ ζημοξ 0 °C, 180 

δεοηενυθεπηα).  

 

 

 

Δηθφλα 7 : Απμδεηηυξ ιδπακζζιυξ δνάζδξ ηδξ HPL. 
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1.5 Πηεηηθέο ελψζεηο έμη αηφκσλ άλζξαθα 

 

 Σμ θνέζημ άνςια πμο ακαδφεηαζ απυ ηα πνάζζκα θφθθα, είκαζ βκςζηυ ιε 

ημ υκμια green – odor [16,20]. Σμ άνςια αοηυ απμηεθείηαζ απυ μηηχ πηδηζηέξ 

εκχζεζξ ηαζ αζμ-ζοκηίεεηαζ απυ ημ θζκμθεκζηυ ηαζ ημ θζκμθεσηυ μλφ, ιέζς ηςκ 

ακηίζημζπςκ οδνμτπενμλεζδίςκ ημοξ. Οζ μηηχ αοηέξ πηδηζηέξ εκχζεζξ, είκαζ 

ηέζζενζξ αθεζθαηζηέξ αθημυθεξ ιε έλζ άημια άκεναηα ( n-ελακυθδ, 2-(Δ)-, 3-(Ε)- ηαζ 

3-(Δ)-ελεκυθδ) ηαζ μζ ηέζζενζξ ακηίζημζπεξ αθδεΰδεξ (n-ελεκάθδ, 2-(Δ)-, 3-(Ε)- ηαζ 3-

(Δ)-ελεκάθδ) [16] (εζηυκα 8). 

 

 

Δηθφλα 8 : Οζ 6 απυ ηζξ 8 ανςιαηζηέξ εκχζεζξ ηςκ πνάζζκςκ θοηχκ.  

 

 Δίκαζ βκςζηυ υηζ μζ εκχζεζξ αοηέξ, ηαηέπμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζε δζάθμνεξ 

θεζημονβίεξ, υπςξ δ ιεηαθμνά μοζζχκ ιεηαλφ θοηχκ (αθθδθμπάεεζα), ιεηαλφ 

θοηχκ ηαζ εκηυιςκ (θενμνιυκεξ), ιεηαλφ θοηχκ ηαζ ιζηνμμνβακζζιχκ 

(θοημηηυκα) ηαζ ηέθμξ ιεηαλφ θοηχκ ηαζ ακενχπςκ (ανςιαημεεναπεία).  

 Απυ ηδκ ανπαζυηδηα είκαζ βκςζηέξ μζ ακηζζδπηζηέξ ζδζυηδηεξ αμηάκςκ ηαζ 

ιπαπανζηχκ, ηαεχξ ηαζ ανςιαηζηχκ θοηχκ, μζ μπμίεξ ζήιενα έπεζ ανεεεί υηζ 

μθείθμκηαζ ζηζξ εκχζεζξ αοηέξ. Μεθέηεξ πμο πναβιαημπμζήεδηακ απυ ηδκ 

ενεοκδηζηή μιάδα ημο Kubo et al [21], μζ ημνεζιέκεξ ηαζ αηυνεζηεξ αθδεΰδεξ, μζ 

μπμίεξ πνμένπμκηαζ απυ ημοξ ηανπμφξ ηδξ εθζάξ, ειθακίγμοκ εονφ ακηζιζηνμαζαηυ 

θάζια, ιε πανυιμζα δναζηζηυηδηα εκακηίμκ ηςκ Gram-ανκδηζηχκ ηαζ Gram-

εεηζηχκ ααηηδνίςκ. Ζ ααηηδνζμηηυκμξ ηαζ ααηηδνζμζηαηζηή ημοξ δνάζδ, ηαεχξ ηαζ 
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ημ βεβμκυξ υηζ έπμοκ παναηηδνζζηεί ςξ αζθαθείξ – GRAS (Generally Recognized 

As Safe) - ηζξ ηαεζζηά ζδζαίηενα πνήζζιεξ ςξ πνυζεεηα ηνμθίιςκ ηαζ πμηχκ 

[20,23].  Υαναηηδνζζηζηυ είκαζ υηζ δ 2-(Δ)-ελεκάθδ πνδζζιμπμζείηαζ ήδδ ζακ 

πνυζεεημ ζε πμθθά ηνυθζια, ηονίςξ ςξ εκζζποηζηυ βεφζδξ. Έπεζ ανεεεί ζε 80 

δζαθμνεηζημφξ ηφπμοξ θαβχζζιςκ, υπςξ π.π ζημκ ποιυ ιήθμο (ζε ζοβηέκηνςζδ 

18 ppm), ζημ ιαφνμ ηζάζ (ζε ζοβηέκηνςζδ 25 ppm) [25], υπςξ επίζδξ ηαζ ζε 

θνμφηα υπςξ δ ιπακάκα (ζε ζοβηέκηνςζδ 40 ηαζ 34 ppm). 

 Ο αηνζαήξ ιδπακζζιυξ δνάζδξ ηςκ εκχζεςκ αοηχκ δεκ είκαζ αηυιδ 

απμθφηςξ βκςζηυξ, ιε ιυκδ ελαίνεζδ ηδκ 2-(Δ)-ελεκάθδ. Ζ 2-(Δ)-ελεκάθδ πενκά 

ιέζς παεδηζηήξ δζάποζδξ δζα ιέζμο ηδξ ιειανάκδξ. Όηακ ανίζηεηαζ ιέζα ζημ 

ηφηηανμ ημ α,α–αηυνεζημ ηιήια ηδξ ακηζδνά ιε αζμθμβζηήξ ζδιαζίαξ πονδκυθζθεξ 

μιάδεξ. Οζ πονδκυθζθεξ αοηέξ μιάδεξ, είκαζ ζμοθθοδνφθ-μιάδεξ ηαζ 

πναβιαημπμζμφκηαζ ηονίςξ 1,4-πνμζεήηεξ, πάκς ζημκ δζπθυ δεζιυ, ζφιθςκα ιε 

ημκ ιδπακζζιυ ηδξ ακηίδναζδξ Michael (εζηυκα 9 ) [22,26]  

 

 

Δηθφλα 9 : Μδπακζζιυξ πνμζεήηδξ ηαηά Michael. 

 

Ζ δζαννμή ζοβηεηνζιέκςκ ζυκηςκ ελαζηίαξ ηδξ δνάζδξ ηέημζςκ ιμνίςκ ζηδκ 

ηοηηανζηή ιειανάκδ, έπεζ δναιαηζηά απμηεθέζιαηα ζηδκ πνςημκζμηίκδηδ δφκαιδ, 

ιε απμηέθεζια ηδ ιείςζδ ημο εκδμηοηηάνζμο ATP, ηαεχξ ηαζ ηδ ιείςζδ ηδξ 

ζοκμθζηήξ δναζηδνζυηδηαξ ηςκ ιζηνμαζαηχκ ηοηηάνςκ, ζοιπενζθαιαακμιέκμο ηαζ 

ημο ιεηααμθζζιμφ [28].  

Όζμκ αθμνά ημ DNA, δ 2-(Δ)-ελεκάθδ, υπςξ ηαζ άθθεξ α,α- αηυνεζηεξ 

ηαναμκοθμ-εκχζεζξ, ζπδιαηίγεζ ελςηοηθζηά πανάβςβα 1,Ν2 –πνμπακμδεμλο-

βμοακμζίκδξ (εζηυκα 10) [27,29]. 
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              Δηθφλα 10 : Πανάβςβα ημο DNA πμο ζπδιαηίγμκηαζ απυ 2-(Δ)-ελεκάθδ. 

 

Καεχξ δ αζμδναζηζηυηδηα πμθθχκ εκχζεςκ πμο πνμζδίδμοκ άνςια ζηα 

θοηά, ελανηάηαζ ηαηά ηφνζμ θυβμ απυ ημκ δζαπςνζζιυ ημοξ απυ ηδκ πθαζιαηζηή 

ιειανάκδ, ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ ημλζηυηδηα ημοξ απμδίδεζ δ ηάζδ αηιχκ ημοξ. 

΢οκεπχξ, μζ πανάβμκηεξ πμο ιπμνμφκ κα αολήζμοκ ηδκ ηάζδ αηιχκ ηςκ μοζζχκ 

αοηχκ, υπςξ δ εενιμηναζία, ιπμνμφκ κα ζοιαάθθμοκ ζηδκ αφλδζδ ηδξ 

ημλζηυηδηαξ ημοξ, ιε ημ κα εκζζπφμοκ ηδκ δζαθοηυηδηα ημοξ ζηδκ ηοηηανζηή 

ιειανάκδ. Ζ ιζηνμαζμηηυκμξ δνάζδ ηδξ ελακάθδξ ηαζ ηδξ 2-(Δ)-ελεκάθδξ, 

ελανηάηαζ απυ ηδκ ηάζδ αηιχκ ημοξ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα απυ ηδκ εενιμηναζία. 

Αφλδζδ ηδξ εενιμηναζίαξ μδδβεί ζηδκ αφλδζδ ηδξ ηάζδξ αηιχκ εκυξ ιμνίμο, ιε 

απμηέθεζια αοηυ κα πενκάεζ πζμ βνήβμνα ζηδκ αένζα θάζδ ηαζ κα αολάκεηαζ δ 

ιζηνμαζμηηυκμξ ηαζ δ ιοηδηζμηηυκμξ δνάζδ ημο [30,31,32,33]. Παν’ υθα αοηά, 

ιζηνά οδνυθμαα ιυνζα, υπςξ είκαζ μζ αθδεΰδεξ ιε έλζ άημια άκεναηα, ιπμνμφκ κα 

εζζέθεμοκ απεοεείαξ, ιέζς πμνζκχκ, ζε ααεφηενα ηιήιαηα ηςκ Gram-ανκδηζηχκ 

ααηηδνίςκ, πςνίξ ηαιία δζαθμνμπμίδζδ ζηδκ δζαπεναηυηδηα ηδξ ελςηενζηήξ 

ιειανάκδξ. Σμ βεβμκυξ αοηυ, πνμζδίδεζ ιία επζπθέμκ ζδζυηδηα ζηζξ εκχζεζξ αοηέξ, 

χζηε κα εεςνδεμφκ ακηζιζηνμαζαημί πανάβμκηεξ ζηα ηνυθζια, εκακηίμκ ηαζ ημκ 

Gram-ανκδηζηχκ ααηηδνίςκ [33]. 

 

1.6 Αλάιπζε πξσηετλψλ κε θπθιηθφ δηρξσηζκφ 

 

 Ωξ ηοηθζηυξ δζπνςζζιυξ, μνίγεηαζ δ άκζζδ απμννυθδζδ ημο 

ανζζηενυζηνμθμο ή δελζυζηνμθμο ηοηθζηά πμθςιέκμο θςηυξ [34,35,36].  

Μζα αηηίκα θςηυξ απμηεθείηαζ απυ πνμκζηά ελανηχιεκα δθεηηνζηά ηαζ 

ιαβκδηζηά πεδία. Καεχξ ημ θςξ πενκάεζ ιέζα απυ ηαηάθθδθα πνίζιαηα ή θίθηνα 
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πμθχκεηαζ, ιε απμηέθεζια ημ δθεηηνζηυ ημο πεδίμ, Δ, κα ηαθακηχκεηαζ 

διζημκμεζδχξ. Ακ ημ διζημκμεζδέξ ηφια, ιπμνμφζε κα εζδςεεί απυ ιπνμζηά, ηυηε 

εα ιπμνμφζε κα απεζημκζζεεί ςξ ημ άενμζζια δφμ δζακοζιάηςκ ίζμο ιήημοξ, ηα 

μπμία ζπδιαηίγμοκ ηφηθμοξ, εη ηςκ μπμίςκ μ έκαξ ηζκείηαζ δελζυζηνμθα, ER, ηαζ μ 

άθθμξ ανζζηενυζηνμθα, EL (εζηυκα 11).  

 

 

Δηθφλα 11 : Κοηθζηά πμθςιέκμ θςξ. 

 

Σα δφμ αοηά ηοηθζηά πμθςιέκα ηφιαηα έπμοκ θοζζηή οπυζηαζδ. 

Βνίζημκηαζ 90° εηηυξ θάζδξ ημ έκα απυ ημ άθθμ ηαζ ιπμνμφκ κα δζαπςνζζημφκ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ιζα πμζηζθία πνζζιάηςκ ηαζ δθεηηνμκζηχκ ζοζηεοχκ, μζ μπμίεξ 

εηιεηαθθεφμκηαζ ημ θαζκυιεκμ ημο Pockel.  

Όηακ αζφιιεηνα ιυνζα αθθδθεπζδνάζμοκ ιε ημ θςξ, ιπμνεί κα 

απμννμθήζμοκ δελζυζηνμθμ ή ανζζηενυζηνμθμ ηοηθζηά πμθςιέκμ θςξ ζε 

δζαθμνεηζηή έκηαζδ, ιε απμηέθεζια κα έπμοκ δζαθμνεηζηέξ εκδείλεζξ ηδξ 

δζάεθαζδξ ηςκ δφμ ηοιάηςκ. Σμ απμηέθεζια είκαζ υηζ ημ επίπεδμ ημο θςηυξ 

ζηνέθεηαζ ηαζ δ πνμζεήηδ ζημ δζάκοζια είηε ημο ER, είηε ημο EL, μδδβεί ζηδ 

δδιζμονβία εκυξ δζακφζιαημξ εθθεζρμεζδμφξ ηνμπζάξ, απυ υπμο πνμήθεε ηαζ μ 

υνμξ ημο εθθεζπηζηά πμθςιέκμο θςηυξ (εζηυκα 12) [34]. 
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Δηθφλα 12 : Δθθεζπηζηά πμθςιέκμ θςξ. 

 

 Ζ δζαθμνεηζηή απμννυθδζδ ηςκ δομ αοηχκ ζοζηαηζηχκ πνμηαθεί ημ 

θαζκυιεκμ ημο ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ. Ο ηοηθζηυξ δζπνςζζιυξ ηαηαβνάθεηαζ είηε ζε 

ιμκάδεξ ΓΔ, υπμο ΓΔ είκαζ δ δζαθμνά ιεηαλφ ημο ER  ηαζ ημο EL, είηε ζε ααειμφξ 

εθθεζπηζηυηδηαξ, δ μπμία μνίγεηαζ ςξ δ βςκία ηδξ μπμίαξ δ εθαπηυιεκδ είκαζ μ 

θυβμξ ημο ιζηνυηενμο πνμξ ημ ιεβαθφηενμ άλμκα ηδξ έθθεζρδξ. ΢οιαμθίγεηαζ ιε ε, 

ηαζ ζζμφηαζ ιε 12deg dmolcm , υπμο 298,3deg 12 dmolcm ΓΔ.  

 Ο ηοηθζηυξ δζπνςζζιυξ, είκαζ ιζα ελαζνεηζηή ιέεμδμξ πνμζδζμνζζιμφ ηδξ 

δεοηενμηαβμφξ δμιήξ ηςκ πνςηεσκχκ [34,36]. Οζ μπηζηά, εκενβέξ μιάδεξ ζηζξ 

πνςηεΐκεξ είκαζ μζ πεπηζδζημί δεζιμί ηδξ ηφνζαξ αθοζίδαξ ηαζ μζ ανςιαηζηέξ 

πθεονζηέξ αθοζίδεξ. Οζ πεπηζδζημί δεζιμί απμννμθμφκ ημ πμθςιέκμ θςξ ζηδκ 

πενζμπή ημο άπς-οπενζχδμοξ (far UV, 240-180nm), εκχ μζ ανςιαηζηέξ πθεονζηέξ 

αθοζίδεξ απμννμθμφκ ζημ εββφξ-οπενζχδεξ (near UV, 320 -260nm).  

Όηακ μζ πνςηεΐκεξ είκαζ πθήνςξ ακαδζπθςιέκεξ, ειθακίγμοκ αζφιιεηνα 

δμιζηά ζημζπεία, υπςξ α-έθζηεξ ηαζ α-επζθάκεζεξ, ηα μπμία έπμοκ ηαζ ηα 

παναηηδνζζηζηά ημοξ θάζιαηα. Γζα πανάδεζβια, μζ πνςηεΐκεξ πμο απμηεθμφκηαζ 

ηονίςξ απυ α-έθζηα ειθακίγμοκ δφμ ανκδηζηέξ ημνοθέξ ζηα 222 ηαζ 208 nm ηαζ 

ιία εεηζηή ζηα 193 nm, εκχ πνςηεΐκεξ ιε ηαθά ηαεμνζζιέκεξ α- επζθάκεζεξ, 

ειθακίγμοκ ιία ανκδηζηή ημνοθή ζηα 218 nm ηαζ ιία εεηζηή ζηα 195 nm (εζηυκα 

13). 
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Δηθφλα 13 : Υαναηηδνζζηζηά θάζιαηα ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ δζάθμνςκ δεοηενμηαβχκ δμιχκ. 

  

Δπζπνυζεεηα, δ ιέεμδμξ αοηή πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ 

ζοιπενζθμνάξ ιζαξ πνςηεΐκδξ ηαηά ηδκ εενιζηή, ή πδιζηή ηδξ απμδζάηαλδ ηαζ 

επακαδζάηαλδ [35]. Όηακ μζ πνςηεΐκεξ απμδζαηάζζμκηαζ, πάκμοκ ηδκ ηαθά 

μνβακςιέκδ δμιή ημοξ ηαζ μζ ημνοθέξ ζημ θάζια ημο ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ, 

ιεηααάθθμκηαζ. Κάπμζεξ πνςηεΐκεξ ηαηά ηδκ απμδζάηαλδ ημοξ πενκμφκ απυ ηδκ 

ακαδζπθςιέκδ ηαηεοεείακ ζηδ απμδζεηαβιέκδ ιμνθή ημοξ (two states unfolding) 

ηαζ ειθακίγμοκ θάζια πςνίξ ημνοθέξ, εκχ ηάπμζεξ άθθεξ πνςηεΐκεξ 

απμδζαηάζζμκηαζ ζηαδζαηά πενκχκηαξ απυ εκδζάιεζεξ δμιέξ, ιενζηχξ 

ακαδζπθςιέκεξ, ηαζ ειθακίγμοκ ςξ θάζια ιία ιμκμημκζηή ηαιπφθδ, πςνίξ ηαιία 

δζαηνζηή ιεηαθμνά απυ ηδκ ακαδζπθςιέκδ ηαηάζηαζδ ζηδ ιεημοζζςιέκδ. 

 Οζ αθθαβέξ ζε έκα θάζια ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ, ζοκανηήζεζ ηδξ 

εενιμηναζίαξ, ζε παναηηδνζζηζηά ιήηδ ηφιαημξ, ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί βζα κα 

ηαεμνζζηεί δ εενιμδοκαιζηή ηδξ απμδζάηαλδξ ηδξ πνςηεΐκδξ.  

 

1.7 Αλάιπζε πξσηετλψλ κε θαζκαηνζθνπία κάδαο 

 

Ζ θαζιαημζημπία ιάγαξ (ΜS) είκαζ ιζα ελεθζζζυιεκδ ηεπκζηή πμο 

ειθακίζηδηε ζηζξ ανπέξ ημο πνμδβμφιεκμο αζχκα. Ακάιεζα ζηζξ ακαθοηζηέξ 

ηεπκζηέξ δ MS έπεζ λεπςνζζηή εέζδ θυβς ημο υηζ ιεηνάεζ ιία θοζζηή ζδζυηδηα ηςκ 

ιμνίςκ, ηδ ιάγα ημοξ, ιε πμθφ ιεβάθδ αηνίαεζα. Ζ θαζιαημζημπία ιάγαξ άνβδζε 
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κα ανεζ εθανιμβή ζηα αζμθμβζηά ζοζηήιαηα ηονίςξ θυβς ηδξ δοκαηυηδηαξ 

ακάθοζδξ ιυκμ-θμνηζζιέκςκ ηαζ πηδηζηχκ ιμνίςκ. Σα αζμιυνζα είκαζ ιεβάθα ηαζ 

πμθζηά ιυνζα πμο δεκ ιεηαθένμκηαζ ηαζ δεκ ζμκίγμκηαζ εφημθα ζηδκ αένζα θάζδ. Ο 

δθεηηνμρεηαζιυξ (ΔS) ηαζ δ απυπηοζδ ιε laser οπμαμδεμφιεκδ απυ οπυζηνςια 

(ΜΑLDI) [38,39] είκαζ μζ ηεπκζηέξ ζμκζζιμφ ζηζξ μπμίεξ μθείθεηαζ δ επζηοπδιέκδ 

πνήζδ ηδξ θαζιαημζημπίαξ ιάγαξ ζε αζμθμβζηά ιυνζα. 

΢ηδ ιέεμδμ ημο MALDI,  βζα κα δδιζμονβδεεί δ απαναίηδηδ αένζα θάζδ, ηα 

πνςημκζμιέκα αζμιυνζα ηαζ ιεβάθδ πμζυηδηα οπμζηνχιαημξ 

ζοκηνοζηαθθχκμκηαζ ιε ιυνζα ημο ακαθφηδ πάκς ζε ιία ιεηαθθζηή επζθάκεζα. ΢ηδ 

ζοκέπεζα μζ ηνφζηαθθμζ αηηζκμαμθμφκηαζ απυ παθιυ laser, ζοκήεςξ αγχημο ιε 

ιήημξ ηφιαημξ 337 nm. Σμ οπυζηνςια είκαζ ζοκήεςξ έκα ιζηνυ μνβακζηυ ιυνζμ 

πμο ειθακίγεζ απμννυθδζδ ζημ ιήημξ ηφιαημξ ημο laser πμο πνδζζιμπμζείηαζ. Σα 

πζμ ζοπκά πνδζζιμπμζμφιεκα οπμζηνχιαηα είκαζ ημ δζοδνμλοαεκγμσηυ μλφ (DHB). 

Σα οπμζηνχιαηα δζαθένμοκ ζηδκ εκένβεζα πμο ιεηαθένμοκ ζημ αζμιυνζμ ηαηά ηδκ 

απυπηοζδ ηαζ ημκ ζμκζζιυ ηαζ έηζζ ηαεμνίγμοκ ημ ααειυ εναοζιαημπμίδζδξ ημο 

ακαθφηδ. Ζ έκηαζδ ημο ζήιαημξ ελανηάηαζ απυ ηδκ πμζυηδηα ηςκ πεπηζδίςκ ζημκ 

ηνφζηαθθμ, ηδκ δοκαηυηδηα ημο αζμιμνίμο κα πνμζθάαεζ ή κα δχζεζ έκα πνςηυκζμ 

ηαηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ απυπηοζδξ ηαζ έκα ιεβάθμ ανζειυ άθθςκ παναβυκηςκ. Γζα 

ημ θυβμ αοηυ είκαζ δφζημθδ δ ακηζζημζπία ηδξ ημνοθήξ ημο πεπηζδίμο ιε ηδκ 

πμζυηδηα ημο δείβιαημξ πμο ακαθφεηαζ. 

Σνεζξ είκαζ μζ ααζζηέξ ανπέξ δζαπςνζζιμφ ιαγχκ: μ δζαπςνζζιυξ 

ζηδνζγυιεκμξ ζημ πνυκμ πηήζδξ ηςκ ζυκηςκ (time of flight, TOF), μ δζαπςνζζιυξ 

απυ ηεηναπμθζηυ δθεηηνζηυ πεδίμ πμο δδιζμονβείηαζ απυ ιεηαθθζηέξ νάαδμοξ 

(quatropole MS), ή απυ επζθεηηζηή εζζαβςβή ζυκηςκ ζε ηνζζδζάζηαημ πεδίμ 

παβίδεοζδξ (ion trap). Γζα δμιζηή ακάθοζδ, υπςξ μ πνμζδζμνζζιυξ αθθδθμοπίαξ 

αιζκμλέςκ ηςκ πεπηζδίςκ, πνδζζιμπμζείηαζ θαζιαημζημπία ιάγαξ ζε ζεζνά 

(ΜS/MS), δ μπμία ιπμνεί κα πναβιαημπμζδεεί εθανιυγμκηαξ δφμ θμνέξ ηδκ ίδζα 

ανπή δζαπςνζζιμφ ηςκ ζυκηςκ ή ζοκδοάγμκηαξ δφμ δζαθμνεηζηέξ ανπέξ. 
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Δηθφλα 14 : Ονβακμθμβία ημο TOF–MS/MS. 

 

 Γζα ηδ ιέεμδμ MS/MS, δφμ TOF ακαθοηέξ ιαγχκ είκαζ δζαδμπζηά 

ημπμεεηδιέκμζ, έηζζ χζηε ημ ζυκ πμο επζεοιμφιε κα ακαθοεεί, κα επζθεπεεί ηαζ κα 

δζαζπαζηεί. Σα ιδηνζηά ζυκηα επζηαπφκμκηαζ ανπζηά ιε έκα ζπεηζηά ιζηνυ δοκαιζηυ 

(8kV), ιε απμηέθεζια κα έπμοκ έκα ανηεηά ιεβάθμ πνυκμ πηήζδξ, ηδξ ηάλδξ ηςκ 

10 – 20 ιs, ιέζα ζημκ TOF-1 ακαθοηή, ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο μπμίμο 

δδιζμονβμφκηαζ ηα εοβαηνζηά ζυκηα ιε αοευνιδηδ εναοζιαημπμζήζδ [3,40]. Σα 

ιδηνζηά ηαζ ηα εοβαηνζηά ζυκηα απμηεθμφκ ιία «μζημβέκεζα ζυκηςκ». Έκαξ 

επζθμβέαξ ζυκηςκ πνυκμο (Timed Ion Selector – TIS), επζθέβεζ ηδκ «μζημβέκεζα», 

ηθείκμκηαξ ημ δοκαιζηυ ηαηά ημ πέναζια ηδξ, εκχ άθθεξ μζημβέκεζεξ ακαηθχκηαζ. 

Έπεζηα, δ «μζημβέκεζα ζυκηςκ», εζζένπεηαζ ζηδ ζοζηεοή LIFT, ζηδκ μπμία 

επζηαπφκεηαζ πεναζηένς (19kV). Καη’ αοηυκ ημκ ηνυπμ επζηοβπάκεηαζ μ 

δζαπςνζζιυξ ημο ιδηνζημφ απυ ηα εοβαηνζηά ζυκηα (εζηυκα 14).  

Ζ εναοζιαημπμίδζδ, ιπμνεί κα ζοιαεί ζε δζάθμνεξ εέζεζξ ζηδκ 

πμθοπεπηζδζηή αθοζίδα, δδιζμονβχκηαξ δζαθμνεηζημφ ηφπμο ζυκηα, ιε ημ θμνηίμ 

κα παναιέκεζ ζημ αιζκμ-ηεθζηυ ή ημ ηαναυλο-ηεθζηυ άηνμ [3,40]. Ζ δνάζδ ηδξ 

ενορίκδξ, δδιζμονβεί πεπηίδζα πμο θένμοκ ςξ ηαναυλο-ηεθζηά άηνα ηαηάθμζπα 

ανβζκίκδξ ή θοζίκδξ. Έηζζ ηα πεπηίδζα λεηζκάκε ιε ιάγεξ y1 = 147 (θοζίκδ) ή 175 

(ανβζκίκδ). Ζ δζαθμνά ιάγαξ ημο επυιεκμο y2 ζυκημξ ακηζζημζπεί ζημ επυιεκμ 

αιζκμλφ (εζηυκα 15). 
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Δηθφλα 15 : Θναοζιαημπμίδζδ πεπηζδίςκ  ζηδκ ηεπκζηή MS/MS. 
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2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.1 ΑΠΟΜΟΝΧ΢Ζ ΛΤΑ΢Ζ΢ ΣΟΤ ΤΓΡΟΫΠΔΡΟΞΔΗΓΗΟΤ ΣΧΝ ΛΗΠΑΡΧΝ 

ΟΞΔΧΝ 

 

2.1.1 Γηαιχκαηα 

 

1. Θνεπηζηυ ιέζμ Σ.Β. :12gr/L Bacto-peptone, 24gr/L Bacto-yeast extract, 

5mL/L gLycerol, 100mL/L απμζηεζνςιέκμο δζαθφιαημξ ιε 0,17Μ KH2PO4 

ηαζ 0,72Μ K2HPO4. 

2. Γζάθοια Γζάζπαζδξ (lysis buffer) : 50mM Tris-Cl , pH 8,0, 1mM EDTA, 

0,1M NaCl, 0,1mM PMSF, 1mg/mL lysozyme. 

3. Γζάθοια δζαθοημπμίδζδξ : 50mΜ NaH2PO4, pH 7,0, 1M NaCl, 0,5% v/v 

Triton X-100, 0,1mM PMSF. 

4. Γζάθοια έηπθοζδξ : 50mM NaH2PO4, pH 7,0, 1M NaCl, 0,2% v/v Triton X-

100. 

5. Γζαθφιαηα έηθμοζδξ ιε Triton X-100 : 50mM Na2HPO4, pH 7,0, 1M NaCl, 

0.2% v/v Triton X-100, ηαζ 10mM, 20mM, 30mM ηαζ 200mM ζιζδαγμθίμο. 

6. Γζαθφιαηα έηθμοζδξ  ιε Dodecyl Maltoside (DM) : 50mM Na2HPO4, pH 7,0, 

1M NaCl, 0,05% w/v DM ηαζ 200mM ζιζδαγμθίμο.  

 

2.1.2 Καιιηέξγεηα βαθηεξίσλ Escherichia coli 

 

΢ε απμζηεζνςιέκμ οβνυ ενεπηζηυ οθζηυ (TB medium), ζημ μπμίμ 

πνμζηίεεκηαζ αιπζηζθίκδ (50ιg/mL) ηαζ ηακαιζηίκδ (25ιg/mL), πνμζηίεεκηαζ 100ιL 

ααηηδνίςκ E. coli ηα μπμία πενζέπμοκ ημ πθαζιίδζμ pQE31 ιε ημ cDNA ημο 

εκγφιμο HPL απυ πζπενζά. Ζ αιπζηζθίκδ ηαζ δ ηακαιζηίκδ είκαζ ακηζαζμηζηά ηα μπμία 

ημπμεεημφκηαζ ιε ζημπυ ηδκ εακάηςζδ ααηηδνίςκ πμο δεκ εηθνάγμοκ ημ  

ααηηήνζμ πμο ιαξ εκδζαθένεζ. Σα ηφηηανα ακαπηφζζμκηαζ ιε ακάδεοζδ ζημοξ 36 

°C βζα 16 χνεξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα αναζχκμκηαζ ζε ιεβαθφηενεξ ηαθθζένβεζεξ 

(αναίςζδ 1:10) ηαζ αθήκμκηαζ οπυ ακάδεοζδ βζα άθθεξ 8 χνεξ. Ζ εενιμηναζία 

ιεζχκεηαζ ζημοξ 16°C ιε ζημπυ κα ζηαιαηήζεζ δ ακάπηολδ ηςκ ααηηδνίςκ. Ζ 

επαβςβή ηδξ πνςηεΐκδξ πναβιαημπμζείηαζ ιε πνμζεήηδ 1mM IPTG ηαζ επχαζδ 
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ζημοξ 20°C βζα 22 χνεξ. Σα ηφηηανα ζοθθέβμκηαζ ιε θοβμηέκηνδζδ ζηα 4000g βζα 

15 θεπηά (Φοβυηεκηνμξ Hereaus Suprafuge 22, νυημναξ HFA 14.29). 

 

2.1.3 Υξσκαηνγξαθία ζπγγέλεηαο 

 

Οζ δζενβαζίεξ ιε ζηήθεξ απμηεθμφκ ηζξ πζμ απμηεθεζιαηζηέξ ηαζ εφπνδζηεξ 

ιεευδμοξ ηαεανζζιμφ ηςκ πνςηεσκχκ [1,2]. ΢ηζξ πενζζζυηενεξ δζενβαζίεξ ιε 

ζηήθεξ, μζ πνςηεΐκεξ πανμοζζάγμοκ δζαθμνεηζημφ ααειμφ πνυζδεζδ ιε ηδ ζηενεά 

θάζδ ηδξ ζηήθδξ, εκχ ηαζ δ ιεηααμθή ημο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ έηθμοζδξ ηζξ 

ηάκεζ κα εηθμφμκηαζ ιε δζαθμνεηζηέξ ηαπφηδηεξ, μζ μπμίεξ ελανηχκηαζ απυ ημ 

ααειυ ζοββέκεζαξ ημοξ πνμξ ημ οθζηυ ηδξ ζηήθδξ. 

Ζ πνςιαημβναθία ζοββέκεζαξ πνδζζιμπμζεί πδιζηέξ μιάδεξ πμο 

ειθακίγμοκ ιζα εζδζηή ζοββέκεζα πνυζδεζδξ πνμξ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο 

ακαγδημφκηαζ. Πμθθά έκγοια πνμζδέκμκηαζ εηθεηηζηά ζε μνζζιέκμοξ 

ζοιπανάβμκηεξ, ηαζ μ δζαπςνζζιυξ ημοξ απυ ηζξ οπυθμζπεξ πνςηεΐκεξ  ιπμνεί κα 

επζηεοπεεί απυ ιζα ζηήθδ πμο πενζέπεζ ηαεδθςιέκμ ηάπμζμ απυ αοημφξ ημοξ 

ζοιπανάβμκηεξ. Καεχξ ημ ιίβια πενκά απυ ηδ ζηήθδ, μζ πνςηεΐκεξ πμο 

ειθακίγμοκ επζθεηηζηή ζοββέκεζα βζα ημκ εηάζημηε ηαεδθςιέκμ ζοιπανάβμκηα, 

πνμζδέκμκηαζ ζε αοηυκ. Ανβυηενα, δ πνμζδειέκδ πνςηεΐκδ, ιπμνεί κα εηθμοζεεί 

ιε έκα δζάθοια ημ μπμίμ πενζέπεζ αοηυκ ημκ ζοιπανάβμκηα. Γζα πανάδεζβια, δ 

πνμζεήηδ έλζ ζζηζδζκχκ ζημ άηνμ ιζαξ πμθοπεπηζδζηήξ αθοζίδαξ έπεζ ςξ 

απμηέθεζια κα δεζιεφεηαζ δ πνςηεΐκδ ζημ ζφιπθμημ Ni-NTA ηδξ ημθυκαξ. 

΢οβηεηνζιέκα ζε ηάεε άημιμ ημο κζηεθίμο δεζιεφμκηαζ δφμ ζζηζδίκεξ ζπδιαηίγμκηαξ 

μηηαεδνζηυ ζφιπθμημ. 

 

 

Δηθφλα 16 : Αθθδθεπίδναζδ ηςκ ζζηζδζκχκ ιζαξ πνςηεΐκδξ ηαζ ημο Ni ηδξ ημθυκαξ. 
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΢ηδκ ζοκέπεζα δ απμιάηνοκζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο θένμοκ ζζηζδίκεξ, 

απμιαηνφκμκηαζ απυ ηδκ ζηήθδ, πνδζζιμπμζχκηαξ δζάθοια πμο πενζέπεζ 

ζιζδαγυθζμ, χζηε κα δεζιεοηεί αοηυ ζημ οθζηυ ηδξ ζηήθδξ ηαζ κα απμιαηνοκεμφκ μζ 

πνςηεΐκεξ.  

 

      Δηθφλα 17 :  Σμ ιυνζμ ηδξ Ηζηζδίκδξ ηαζ ημο ζιζδαγμθίμο.                                   

 

2.1.4 Γηαπίδπζε 

 

Οζ πνςηεΐκεξ είκαζ δοκαηυκ κα δζαπςνζζημφκ απυ ιζηνυηενα ιυνζα ιε ηδ 

ιέεμδμ ηδξ δζαπίδοζδξ (dialysis) ιέζα απυ ιζα διζδζαπεναηή ιειανάκδ, υπςξ δ 

ιειανάκδ ηοηηανίκδξ ιε πυνμοξ [1]. Σα ιυνζα πμο έπμοκ δζαζηάζεζξ ζδιακηζηά 

ιεβαθφηενεξ απυ ηδ δζάιεηνμ ηςκ πυνςκ δζαηδνμφκηαζ ιέζα ζημ ζάημ 

δζαπίδοζδξ, εκχ ηα ιζηνυηενα ιυνζα ηαζ ζυκηα πενκμφκ απυ ημοξ πυνμοξ ηδξ 

ιειανάκδξ ηαζ ειθακίγμκηαζ ζημ δζάθοια εηηυξ ζάημο. Ζ ηεπκζηή αοηή, δ μπμία 

είκαζ πνήζζιδ βζα ηδκ απμιάηνοκζδ αθάηςκ ή άθθςκ ιζηνχκ ιμνίςκ,  

πανμοζζάγεηαζ ζηδκ εζηυκα 18. 
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            Δηθφλα 18 : Ανπή ηδξ δζαπίδοζδξ. 

 

Καεχξ δ HPL απμιαηνφκεηαζ απυ ηδ ζηήθδ ιε δζάθοια 200mM 

ζιζδαγμθίμο, ηαείζηαηαζ απαναίηδηδ δ απμιάηνοκζδ ημο ιε ηδκ ηεπκζηή ηδξ 

δζαπίδοζδξ δζυηζ ημ ζιζδαγυθζμ ζοκανιυγεηαζ  ζημ ζίδδνμ ηδξ αίιδξ ηδξ HPL ηαζ 

ηδκ ηαεζζηά ακεκενβή [9].  

 

2.1.5 Απνκφλσζε ηεο ιπάζεο ηνπ πδξνυπεξνμεηδίνπ ησλ ιηπαξψλ νμέσλ 

 

Σα ηφηηανα απυ Ε. coli επακαζςνμφκηαζ ζε δζάθοια δζάζπαζδξ ζε ακαθμβία 

3mL δζαθφιαημξ ακά βναιιάνζμ ηοηηάνςκ. ΢ημ δζάθοια δζάζπαζδξ πενζέπεηαζ 

θοζμγφιδ ηδξ μπμίαξ δ δνάζδ είκαζ δ δζάζπαζδ ημο ηοηηανζημφ ημζπχιαημξ ηαζ 

PMSF ημ μπμίμ ακαζηέθθεζ ηδ δνάζδ ηςκ πνςηεαζχκ άνα ηαζ ηδκ εκδεπυιεκδ 

δζάζπαζδ ηςκ πνςηεσκχκ. Σμ ιίβια μιμβεκμπμζείηαζ ηαζ ημπμεεηείηαζ ζημοξ -80 °C 

βζα 10 πενίπμο θεπηά ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζε οδαηυθμοηνμ ζημοξ 37 °C. Αθμφ 

λεπαβχζεζ, ζπάγμκηαζ ηα ηοηηανζηά ημζπχιαηα ιε πνήζδ οπενήπςκ ζημοξ 4°C. Σα 

οπμθείιιαηα ηςκ ααηηδνίςκ ηαεζγάκμοκ ιε θοβμηέκηνδζδ ζηα 10.000g βζα 15 

θεπηά (θοβυηεκηνμξ Hereaus Suprafuge 22, νυημναξ HFA 21.94). Σμ οπενηείιεκμ 

ηδξ θοβμηέκηνδζδξ, θοβμηεκηνείηαζ εη κέμο ζηα 160.000g βζα 1 χνα ζημοξ 4°C 

(θοβυηεκηνμξ Sorvall Ultra 80, νυημναξ Sorvall T-865). Σμ ίγδια ηδξ 

θοβμηέκηνδζδξ απμηεθεί ημ ιειανακζηυ ηθάζια ηςκ ηοηηάνςκ. Οζ ιειανάκεξ 

επακαζςνμφκηαζ ζε δζάθοια δζαθοημπμίδζδξ. Σμ δζάθοια μιμβεκμπμζείηαζ ηαζ 

αθήκεηαζ βζα επχαζδ οπυ ακάδεοζδ βζα 1 χνα. ΢ηδ ζοκέπεζα αημθμοεεί 
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θοβμηέκηνδζδ βζα 1 χνα ζηα 160.000g ηαζ ζημοξ 4°C (θοβυηεκηνμξ Sorvall Ultra 

80, νυημναξ Sorvall T-865). Ζ οδαημδζαθοηή ιμνθή ηδξ πνςηεΐκδξ θαιαάκεηαζ ζημ 

οπενηείιεκμ. Σμ οπενηείιεκμ θζθηνάνεηαζ ζε δειυ ιε ιέβεεμξ πυνςκ 0,2 ιm, ηαζ 

εζζένπεηαζ ζηδκ ζηήθδ ζοββέκεζαξ ιεηάθθμο, Ni-IDA agarose, αθμφ πνμδβμοιέκςξ 

έπεζ ελζζμννμπδεεί ιε δζάθοια δζαθοημπμίδζδξ. ΢ηδ ζοκέπεζα αημθμοεμφκ μζ 

δζαδμπζηέξ εηπθφζεζξ ιε αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ ζιζδαγμθίμο. Ζ έηθμοζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ βίκεηαζ ζε ζοβηέκηνςζδ ζιζδαγμθίμο 200mM. 

΢ηδκ πενίπηςζδ ηδξ απμιυκςζδξ ηδξ HPL πνδζζιμπμζχκηαξ ημ 

απμννοπακηζηυ Dodecyl Maltoside (DM), ακηί ημο απμννοπακηζημφ Triton X-100, δ 

δζαδζηαζία παναιέκεζ δ ίδζα ιε ηδ ιυκδ αθθαβή κα πανμοζζάγεηαζ ζηδκ πενίπηςζδ 

ηδξ απμιάηνοκζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ απυ ηδκ ζηήθδ πνςιαημβναθίαξ. Αθμφ βίκμοκ 

μζ εηπθφζεζξ ιε δζαθφιαηα ιε αολακυιεκδ ζοβηέκηνςζδ ζιζδαγμθίμο, δ ζηήθδ 

ελζζμννμπείηαζ ιε δζάθοια ημ μπμίμ πενζέπεζ 0,05% DM w/v ηαζ ζηδ ζοκέπεζα δ 

πνςηεΐκδ απμιαηνφκεηαζ ιε δζάθοια ζοβηέκηνςζδξ ζιζδαγμθίμο 200mΜ.  

Σέθμξ, βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημο ζιζδαγμθίμο απυ ηδκ HPL ιε δζαπίδοζδ, ημ 

δζάθοια ηδξ HPL ημπμεεηείηαζ ιέζα ζηδκ διζδζαπεναηή ιειανάκδ ηαζ έπεζηα 

ημπμεεημφκηαζ ζε δζάθοια υιμζαξ ζφζηαζδξ ιε ημ δζάθοια ζημ μπμίμ είκαζ 

δζαθοημπμζδιέκδ (δζάθοια έηπθοζδξ). Αθήκεηαζ οπυ ακάδεοζδ ζημοξ 6 °C. ΢ηδ 

ζοκέπεζα ακακεχκεηαζ ημ δζάθοια ηαζ αθήκεηαζ οπυ ακάδεοζδ βζα δζάζηδια ιζαξ 

κφπηαξ ζηδκ ίδζα εενιμηναζία.  

 

2.1.6 Μειέηε ηεο δξαζηηθφηεηαο ηεο HPL 

 

Ζ δναζηζηυηδηα ημο εκγφιμο πνμζδζμνίζηδηε ζημοξ 25 μC ιεηνχκηαξ ηδκ 

ιείςζδ ηδξ απμννυθδζδξ ζηα 234 nm θυβς ηδξ δζάζπαζδξ ημο δεζιμφ C-C πμο 

μδδβεί ζηδκ ελαθάκζζδ ημο ζογοβζαημφ ζοζηήιαημξ ζημ 13-οπενμλείδζμ ημο 

θζκεθασημφ μλέμξ (13-HPOD). 

Ζ ακηίδναζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ζοκεπή ακάδεοζδ ζε ηορεθίδα Quartz 

πμο πενζέπεζ νοειζζηζηυ δζάθοια 50mΜ Na2HPO4, 1M NaCl ηαζ pH 7,0  ζημ μπμίμ 

έπμοκ πνμζηεεεί 20ιL HPL ηαζ 20ιL 13-ΖΡΟD.  Ο ζοκηεθεζηήξ απυζαεζδξ ημο 

13-ΖΡΟD είκαζ 25000 Μ-1 ηαζ ςξ ιμκάδα εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ (1 Unit) 

μνίζηδηε δ πμζυηδηα ηδξ HPO lyase πμο πνμηαθεί ηδκ ηαηακάθςζδ εκυξ ιΜ 

οπμζηνχιαημξ ακά θεπηυ ζημοξ 25 μC. 
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Σμ οπυζηνςια 13-HPOD (13-S-hydroperoxy-9-Z,11-E-octa-decadienoic 

acid), παναζηεοάζηδηε ιε ηδ πνήζδ ηδξ soybean LOX.  ΢ε ζθαζνζηή θζάθδ 

ακαιίπεδηακ πενίπμο 10mg θζκεθασημφ μλέςξ ιε 5mL δζαθφιαημξ 0,1Μ αμνζημφ, 

pH 9,0.  Σμ ιίβια ηέεδηε ζε ακάδεοζδ ιε πανάθθδθδ δζμπέηεοζδ μλοβυκμο 

δζαηδνχκηαξ ηδκ εενιμηναζία ζημοξ 0 μC.  Ζ έκανλδ ηδξ ακηίδναζδξ 

πναβιαημπμζήεδηε ιε πνμζεήηδ 4 mg LOX. Όηακ δ ακηίδναζδ μθμηθδνχεδηε, ημ 

pH ημο δζαθφιαημξ νοειίζηδηε ζημ pH 4,0 ιε πνμζεήηδ ΖCl.  Σμ δζάθοια 

ημνέζεδηε ιε NaCl ηαζ ημ ιίβια εηπεζθίζηδηε ηνεζξ θυνεξ ιε 5mL δζαζεοθαζεένα.  Ζ 

μνβακζηή ζηζαάδα εηπθφεδηε ιε κενυ, λδνάκεδηε ιε άκοδνμ εεζζηυ κάηνζμ ηαζ 

ζοιποηκχεδηε. Σμ οπυθεζιια επακαδζαθφεδηε ζε 2mL αζεακυθδξ ηαζ 

ηαηαρφπεδηε ζημοξ -20 μC. 

 

2.1.7 Φαζκαηνζθνπία ππεξηψδνπο – νξαηνχ 

 

΢ηδκ θαζιαημζημπία οπενζχδμοξ – μναημφ (UV-Vis) ιεθεημφκηαζ μζ 

αθθδθεπζδνάζεζξ ηδξ φθδξ ιε αηηζκμαμθία ζηδκ πενζμπή ημο οπενζχδμοξ (200-

400nm) ηαζ ημο μναημφ (400-800nm). Σα ηιήιαηα ημο ιμνίμο πμο είκαζ οπεφεοκα 

βζα ηδκ απμννυθδζδ ηδξ δθεηηνμιαβκδηζηήξ αηηζκμαμθίαξ θέβμκηαζ πνςιμθυνα 

ηαζ δ ειθάκζζδ ηςκ  ηαζκζχκ απμννυθδζδξ ζε έκα θάζια, είκαζ εκδεζηηζηή ηδξ 

φπανλδξ ημοξ. Ζ ζοβηέκηνςζδ ηδξ μοζίαξ πμο απμννμθά ζοκδέεηαζ βναιιζηά ιε 

ηδκ απμννυθδζδ ζφιθςκα ιε ηδκ ελίζςζδ, δ μπμία απμηεθεί ηδκ ιαεδιαηζηή 

έηθναζδ ημο κυιμο ηςκ Lambert – Beer : 

A b c  

υπμο Α, δ απμννυθδζδ ηδξ μοζίαξ, b, ημ ιήημξ δζαδνμιήξ ηδξ αηηζκμαμθίαξ, c, δ 

ζοβηέκηνςζδ ηδξ μοζίαξ ηαζ ε, δ βναιιμιμνζαηή απμννμθδηζηυηδηα, δ μπμία 

εηθνάγεηαζ ζε mol/L. 

O θαζιαημζημπζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ HPL έβζκε ζημ εφνμξ 350 – 750nm 

ηαζ βζα ημ ζημπυ αοηυ πνδζζιμπμζήεδηε ημ θαζιαημθςηυιεηνμ AMINCO DW 

2000 δζπθήξ δέζιδξ. 
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2.1.8 Ζιεθηξνθφξεζε 

 

 Σμ θαζκυιεκμ, ηαηά ημ μπμίμ έκα ιυνζμ ιε ηαεανυ θμνηίμ εα ιεηαηζκδεεί ζε 

έκα δθεηηνζηυ πεδίμ, μκμιάγεηαζ δθεηηνμθυνδζδ [1,2,4]. Ζ δθεηηνμθυνδζδ 

πδηηχιαημξ είκαζ μ ηαθφηενμξ ηνυπμξ βζα ηδκ ακάθοζδ ιζβιάηςκ ηαζ ηδκ εηηίιδζδ 

ηδξ ηαεανυηδηαξ ημοξ. 

Ζ ηαπφηδηα ιεηαηίκδζδξ (u) ιζαξ πνςηεΐκδξ ζε έκα δθεηηνζηυ πεδίμ 

ελανηάηαζ απυ ηδκ έκηαζδ ημο δθεηηνζημφ πεδίμο (Δ), ημ ηαεανυ θμνηίμ ιζαξ 

πνςηεΐκδξ (z) ηαζ ημ ζοκηεθεζηή ηνζαήξ (f). 

E z
u

f
 

 

Ζ δθεηηνμθυνδζδ βίκεηαζ ζπεδυκ πάκημηε ζε πδηηή, δζυηζ δ πδηηή 

θεζημονβεί ςξ ιμνζαηυξ δειυξ πμο εκζζπφεζ ημ δζαπςνζζιυ. Σα ιυνζα πμο είκαζ 

ιζηνά ζε ζπέζδ ιε ημοξ πυνμοξ ηδξ πδηηήξ ιεηαηζκμφκηαζ εφημθα δζα ιέζμο 

αοηήξ, εκχ ηα ιεβάθα ιέκμοκ ζπεδυκ αιεηαηίκδηα. Ζ δθεηηνμθυνδζδ 

πναβιαημπμζείηαζ ζε ιζα θεπηή πθάηα πμθοαηνζθαιζδίμο. Οζ πδηηέξ 

πμθοαηνζθαιζδίμο είκαζ απμηέθεζια ζοιπμθοιενζζιμφ αηνοθαιζδίμο ιε Ν,Ν 

ιεεφθεκμ-δζξ-αηνοθαιίδζμ. Σα ζοζηαηζηά αοηά είκαζ ζηαεενά απυ ιυκα ημοξ αθθά 

πμθοιενίγμκηαζ βνήβμνα ιε ηδκ πνμζεήηδ εκυξ ζοζηήιαημξ πμο δδιζμονβεί 

εθεφεενεξ νίγεξ, ηδξ ιμνθήξ S2O8
2- → 2SO4

-. [1,4] Ζ μοζία πμο πνμηαθεί ηδ 

δδιζμονβία εθεοεένςκ νζγχκ είκαζ ημ οπενεεζζηυ αιιχκζμ (APS) ηαζ δ δζάδμζδ ηςκ 

νζγχκ βίκεηαζ απυ ημκ ηαηαθφηδ Ν,Ν,-ηεηναιέεοθμαζεοθεκμδζαιίκδ (TEMED). ΢ηδκ 

απμδζαηαηηζηή δθεηηνμθυνδζδ πνδζζιμπμζείηαζ ημ δςδεηαηοθμ-εεζζηυ κάηνζμ 

(SDS), έκα ακζμκζηυ απμννοπακηζηυ, ημ μπμίμ ηαηαζηνέθεζ ζπεδυκ υθεξ ηζξ ιδ 

μιμζμπμθζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιζαξ πνςηεΐκδξ. 

Οζ πνςηεΐκεξ ζημζαάγμκηαζ ζηδκ πδηηή ζημίααλδξ (stacking gel), δ μπμία 

πενζέπεζ 6% (w/v) αηνοθαιίδζμ/ δζξ-αηνοθαιίδζμ ηαζ δζαπςνίγμκηαζ ζηδκ πδηηή 

δζαπςνζζιμφ (running gel), δ μπμία πενζέπεζ 15% (w/v) αηνοθαιίδζμ/ δζξ-

αηνοθαιίδζμ ηαζ 6Μ μονία. Σα δείβιαηα πνζκ ηδκ απμδζαηαηηζηή δθεηηνμθυνδζδ 

ακαιζβκφμκηαζ ιε ίζμ υβημ νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ ιεημοζίςζδξ (Sample buffer) 

ηαζ εενιαίκμκηαζ ζημοξ 50μC βζα 20 – 30 θεπηά.  

Ζ πνχζδ ηςκ πνςηεσκχκ βίκεηαζ είηε ιε Coomasie Brillant Blue είηε ιε 

πνςζηζηή ανβφνμο (silver staining). Υνδζζιμπμζήεδηε δ ζοζηεοή TV100Y SCIE-
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PLAS ηαζ μζ ζοκεήηεξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ δζαδζηαζία ήηακ 35mA δ έκηαζδ ημο 

νεφιαημξ ηαζ 200V ημ δοκαιζηυ. 

 Ζ πνχζδ ιε δζάθοια Coomassie Brilliant Blue (CBB) πνδζζιμπμζείηαζ 

εονέςξ βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηαζ ημκ παναηηδνζζιυ πνςηεσκχκ. 

Γζαδζηαζία: 

Ανπζηά, πνμζηίεεηαζ ζηδκ πδηηή δζάθοια πνχζδξ, ημ μπμίμ απμηεθείηαζ απυ 45% 

(v/v) ιεεακυθδ, 10% (v/v) μλζηυ μλφ, 45% (v/v) κενυ ηαζ 0,1% (w/v) CBB ηαζ 

παναιέκεζ οπυ ακάδεοζδ βζα ιία πενίπμο χνα. Έπεζηα ημ δζάθοια πνχζδξ 

απμιαηνφκεηαζ ηαζ πνμζηίεεηαζ ημ δζάθοια απμπνςιαηζζιμφ. Ζ πδηηή παναιέκεζ 

οπυ ακάδεοζδ ιέπνζ ηδκ απμιάηνοκζδ ημο δζαθφιαημξ, υηακ είκαζ πθέμκ μναηέξ 

ιυκμ μζ πνςηεΐκεξ. Σέθμξ δ πδηηή δζαηδνείηαζ ζε δζάθοια 5% (v/v) μλζημφ μλέμξ 

 Σα δζαθφιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ακαθφμκηαζ ζημοξ παναηάης πίκαηεξ 

 

Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα κεηνπζίσζεο  

150mM Tris-HCI, pH=7.0 

0,09% w/v  Serva blue G 

30% v/v βθοηενυθδ 

12% w/v SDS 

6% v/v Β- ιενηαπημαζεακυθδ 

 

Γηάιπκα αλφδνπ (10x) 

1Μ Tris-base, pH=8,9 

  

Γηάιπκα θάζφδνπ (10x) 

1M Tris-base, pH 8,25 

1M  Tricine 

1% SDS 
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Γηάιπκα πεθηήο ζηνίβαμεο 

4,125% w/v Αηνοθαιίδζμ – δζξ αηνοθαιίδζμ 

0,75Μ Tris-HCl, pH=6,8 

0,001% v/v APS 

0,075% SDS 

0,07% v/v TEMED 

 

Γηάιπκα πεθηήο δηαρσξηζκνχ 

16,5% w/v Αηνοθαιίδζμ – δζξ αηνοθαιίδζμ 

1Μ Tris-HCl, pH=6,8 

0,1% SDS 

0,001% v/v APS 

0,07% v/v TEMED 

6Μ Οονία 

 

2.1.9 Μέζνδνο Bradford 

 

H ιέεμδμξ Bradford είκαζ ιζα ακαθοηζηή ηεπκζηή ιέηνδζδξ ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ηςκ πνςηεσκχκ [42]. Γζα κα οπμθμβζζηεί δ ζοβηέκηνςζδ ιζαξ 

πνςηεΐκδξ, πνδζζιμπμζείηαζ ιζα άθθδ βκςζηήξ ζοβηέκηνςζδξ πνςηεΐκδ, ιε ηδκ 

αμήεεζα ηδξ μπμίαξ ηαηαζηεοάγεηαζ βναθζηά, ιζα πνυηοπδ ηαιπφθδ. 

Ακαθοηζηυηενα, ημ δζάθοια “working solution”, πνμζηίεεηαζ ζε ανηεηά δείβιαηα ηδξ 

βκςζηήξ πνςηεΐκδξ (BSA), ηαζ θαιαάκμκηαζ μζ απμννμθήζεζξ ζε ιήημξ ηφιαημξ 

595nm. ΢ηδκ ζοκέπεζα ηαηαζηεοάγεηαζ ιζα πνυηοπδ ηαιπφθδ, ζημκ ηαηαηυνοθμ 

άλμκα ηδξ μπμίαξ είκαζ δ απμννυθδζδ εκχ ζημκ μνζγυκηζμ άλμκα ακηζζημζπεί μ 

υβημξ ηδξ πνςηεΐκδξ (ιL) πμο πνδζζιμπμζήεδηε (μ μπμίμξ ακηζζημζπεί ζε 

ζοβηέκηνςζδ ιg/mL). Αημθμοεεί δ θήρδ ηςκ απμννμθήζεςκ ζημ ίδζμ ιήημξ 

ηφιαημξ ηςκ δζαθοιάηςκ ηδξ πνμξ ιέηνδζδ πνςηεΐκδξ αολάκμκηαξ ζηαδζαηά ημκ 

υβημ.  

Ο ζοζπεηζζιυξ ηδξ απμννυθδζδξ ζηα 595nm ιε ηδκ ζοβηέκηνςζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ μθείθεηαζ ζημκ δεζιυ πμο δδιζμονβείηαζ ιεηαλφ ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ ημο 
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Serva Blue G. Ο δεζιυξ ημο Serva Blue G ιε ιζα πνςηεΐκδ πνμηαθεί ιζα 

ιεηαηυπζζδ ηδξ απμννυθδζδξ ηδξ ααθήξ απυ ηα 465nm ζηα 595nm. 

 

 

Δηθφλα 19 : Ζ πνςζηζηή  Serva Blue G. 

 

Σα δζαθφιαηα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ζηδκ ιέεμδμ Bradford, 

πανμοζζάγμκηαζ ζημοξ παναηάης πίκαηεξ.  

 

Stock Γηάιπκα Bradford 

100mL 
95% v/v αζεακυθδξ 

200mL 
88%v/v θςζθμνζημφ μλέμξ 

350mg 
Serva Blue G 

 

Γηάιπκα εξγαζίαο Bradfod 

425mL 
H2O 

15mL 
95% v/v αζεακυθδξ 

30mL 
88% v/v θςζθμνζημφ μλέμξ 

30mL 
Bradford stock solution 
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2.2 Απνκφλσζε κίαο ππεξνμεηδάζεο απφ θχιια ειίαο 

 

΢ημπυξ ημο ζοβηεηνζιέκμο πεζνάιαημξ, ήηακ δ απμιυκςζδ ηδξ θοάζδξ ημο 

οδνμτπενμλεζδίμο απεοεείαξ απυ ηα θφθθα ηδξ εθζάξ ηαζ μ παναηηδνζζιυξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ.  

 

2.2.1 Γηαιχκαηα 

 

1. Γζάθοια άθεζδξ : 50mM Na2HPO4, pH 6,7, 3mM EDTA, 3mM dithiothreitol 

(DTT). 0,5% v/v Triton X-100 ηαζ 0,1 mM PMSF.  

2. Γζάθοια πμθοαζεοθεκμβθοηυθδξ (PEG 6000) 60% w/v. 

3. Γζάθοια επακαζχνδζδξ : 20mM Tris-HCl, pH 9,0, 0,5% v/v Triton X-100, 

0,1 mM α-ιενηαπημαζεακυθδ.  

 

2.2.2 Γηαδηθαζία  

 

 Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε πενζβνάθεηαζ ζηδκ ενβαζία ηςκ 

Fauconnier et al. [13]. 170g θφθθα εθζάξ ηαεανίγμκηαζ ηαζ λεπθέκμκηαζ ιε 

απζμκζζιέκμ κενυ. ΢ηδ ζοκέπεζα αθέεμκηαζ ιε ημ δζάθοια άθεζδξ ζε ιίλεν. 

Αημθμοεεί θζθηνάνζζια ιε ηέζζενα θφθθα βάγαξ ηαζ ημ δζήεδια θοβμηεκηνείηαζ 

ζηα 7000g βζα 10 θεπηά (θοβυηεκηνμξ Hereaus Suprafuge 22, νυημναξ HFA 

21.94). Σμ οπενηείιεκμ αθήκεηαζ βζα επχαζδ, οπυ ακάδεοζδ, ζημοξ 4 °C βζα 

ιζάιζζδ χνα. Έπεζηα θοβμηεκηνείηαζ ζηα 26000g βζα 20 θεπηά (θοβυηεκηνμξ 

Hereaus Suprafuge 22, νυημναξ HFA 21.94). ΢ημ οπενηέζιεκμ ηδξ 

θοβμηέκηνδζδξ, πνμζηίεεηαζ δζάθοια PEG ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 7% v/v. 

Αθήκεηαζ βζα ιζζάςνδ επχαζδ ζημοξ 4 °C ηαζ θοβμηεκηνείηαζ ζηα 26000g βζα 

άθθα 20 θεπηά.  

 Ζ δζαδζηαζία πνμζεήηδξ PEG επακαθαιαάκεηαζ άθθεξ δφμ θμνέξ ζηζξ ίδζεξ 

ζοκεήηεξ, ιε αολδιέκδ ηδ ζοβηέκηνςζδ ηδξ ζηα 23% v/v.  

 Σέθμξ ηα ζγήιαηα πμο εθήθεδζακ απυ ηζξ δφμ πνμζεήηεξ ηδξ PEG 23% 

v/v, επακαζςνμφκηαζ, θοθάζζμκηαζ ηαζ δμηζιάγμκηαζ βζα ηδκ πανμοζία ηδξ θοάζδξ. 

Σμ δζάθοια απυ ηδ δεφηενδ πνμζεήηδ PEG θοβμηεκηνείηαζ ιία επζπθέμκ θμνά 

ζηα 26000g βζα 20 θεπηά, ιε ζημπυ κα ηαεζγάκεζ δ πενίζζεζα ηδξ 

πμθοαζεοθεκμβθοηυθδξ πμο επακαζςνήεδηε ιαγί ιε ηδκ πνςηεΐκδ.  
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  Υαναηηδνζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ έβζκε ιε SDS-PAGE δθεηηνμθυνδζδ, 

θαζιαημζημπία μναημφ ηαζ θαζιαημζημπία ιάγαξ (mass spectroscopy).  

 

2.3 Αλάιπζε πξσηετλψλ κε ρξήζε θπθιηθνχ δηρξσηζκνχ  

  

2.3.1 Πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ 

 

Γζα ηδκ αλζυπζζηδ ελαβςβή ζοιπεναζιάηςκ εα πνέπεζ κα ηδνμφκηαζ 

ηάπμζεξ ααζζηέξ ανπέξ, υπςξ μζ ελήξ: 

α. Ο θυβμξ ζήια/ ευνοαμξ (signal noise ratio, S/N) εα πνέπεζ κα είκαζ υζμ ημ 

δοκαηυκ ορδθυηενμξ. Αοηυ επζηοβπάκεηαζ ανπζηά ιε ηδ πνήζδ ηαηάθθδθμο 

πνςηεσκζημφ δζαθφιαημξ. Σα ζοκήεδ νοειζζηζηά δζαθφιαηα απμννμθμφκ ανηεηά 

έκημκα ζημ άπς-οπενζχδεξ ιε απμηέθεζια ηδ ζδιακηζηή ιείςζδ ημο θυβμο S/N. 

Έηζζ, είκαζ ακαβηαία δ επζθμβή ημο ηαηάθθδθμο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ. Ο θυβμξ 

S/N επδνεάγεηαζ ηαζ απυ ηζξ δζάθμνεξ παναιέηνμοξ, πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ηαηά 

ηδ ιέηνδζδ ηςκ θαζιάηςκ. Γζα ημ θυβμ αοηυ μνζζιέκα ζυκηα, υπςξ είκαζ ημ πθχνζμ 

(Cl-), είκαζ απαβμνεοηζηά ζηδ πνήζδ ηαεχξ ακεαάγμοκ πμθφ βνήβμνα ημκ θυβμ 

S/N. 

Όπςξ ακαθένεδηε ηαζ παναπάκς, ημ δζάθοια ηδξ HPL, ιεηαλφ άθθςκ 

πενζέπεζ ηαζ 1Μ NaCl, μπυηε είκαζ απαναίηδηδ δ δζαδζηαζία ηδξ δζαπίδοζδξ, βζα κα 

απμιαηνοκεεί ημ Cl-. 

α. Σα θάζιαηα ηςκ πνςηεσκχκ εα πνέπεζ κα πενζθαιαάκμοκ ανηεηή πθδνμθμνία, 

δδθαδή μζ ιεηνήζεζξ κα πενζθαιαάκμοκ ηζιέξ ζε, υζμ ημ δοκαηυκ, παιδθέξ 

πενζμπέξ ημο άπς-οπενζχδμοξ. Γζα ημ θυβμ αοηυ, απμδεηηέξ ηζιέξ 

ζοβηεκηνχζεςκ είκαζ απυ 0,1 εχξ 0,5 mg/mL, ακ ηαζ δ πθέμκ ηαηαθθδθυηενδ 

ζοβηέκηνςζδ είκαζ πενίπμο 0,3 mg/mL. Ζ ζοβηέκηνςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 

οπμθμβίγεηαζ ιε ηδ ιέεμδμ Bradford ηαζ βίκμκηαζ μζ ηαηάθθδθεξ αναζχζεζξ.  

 

2.3.2 Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

 

 ΢ηδκ πανμφζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηε ημ θαζιαημθςηυιεηνμ J-810 ηδξ 

Jasco. Γζα ηδ νφειζζδ ηδξ εενιμηναζίαξ πνδζζιμπμζήεδηε ημ PTC-423S/L Peltier 

Type Temperature Control System ηδξ Jasco. Ζ νμή ημο αγχημο (απαναίηδημ βζα 

ηδκ ηαθή θεζημονβία ημο θαζιαημθςημιέηνμο, ηαεχξ απμιαηνφκεζ ημ Ο2 απυ ηα 
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εζςηενζηά ζοζηήιαηά ημο) ήηακ 3-5 L/min. Ζ ακάθοζδ ηςκ θαζιάηςκ έβζκε ιε ηα 

πνμβνάιιαηα Spectra Analysis ηαζ Interval Analysis ηδξ Jasco. Οζ ιεηνήζεζξ 

έβζκακ ζε ηορεθίδα ιήημοξ 0,1cm ηαζ ηα πνςηεσκζηά δζαθφιαηα πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ είπακ ζοβηέκηνςζδ 0,3 mg/mL ζε 50mM PO4
- ,pH 7,0, 0,05% 

w/v DM. 

Λαιαάκεηαζ έκα θάζια ζε εφνμξ 190 – 260 nm, ακά 5 °C, λεηζκχκηαξ απυ ημοξ 10 

°C ηαζ ηαηαθήβμκηαξ ζημοξ 80 °C. Πανάθθδθα ηαηαβνάθεηαζ ηαζ δ έκδεζλδ ζηα 222 

nm, ςξ πανάβμκηαξ έκδεζλδξ απμδζάηαλδξ ηδξ πνςηεΐκδξ. 

 

2.3.3 Δπεμεξγαζία απνηειεζκάησλ 

 

 Σα δεδμιέκα ημο θάζιαημξ, ιεηαηνέπμκηαζ έηζζ χζηε μζ ιμκάδεξ 

απμννυθδζδξ κα είκαζ ηδξ ιμνθήξ ε, δδθαδή ιμνζαηήξ εθθεζπηζηυηδηαξ ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα επελενβάγμκηαζ ιε ηδ αμήεεζα ηςκ πνμβναιιάηςκ SELCON 3, CDSSTR 

ηαζ CONTINLL. Ανπζηά ηα δεδμιέκα πνμεημζιάγμκηαζ ιε ηδ αμήεεζα ημο 

πνμβνάιιαημξ CRDATA, έηζζ χζηε κα είκαζ ζε ηαηάθθδθδ ιμνθή επελενβαζίαξ 

απυ ηα παναπάκς πνμβνάιιαηα. Όθα ηα παναπάκς πνμβνάιιαηα ακήημοκ ζημ 

παηέημ επελενβαζίαξ δεδμιέκςκ, βζα θάζιαηα ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ, δζαεέζζιμ 

ζημ δζαδίηηομ,  CDpro. 

 

2.4 Αλάιπζε πξσηετλψλ κε ρξήζε θαζκαηνζθνπίαο κάδαο 

 

2.4.1 Γηαιχκαηα 

 

1.  Κμθθμεζδήξ πνχζδ Coomasie : 17% w/v (NH4)2SO4, 30% v/v ιεεακυθδ, 

0,5% v/v μλζηυ μλφ, 0,1% w/v coomasie blue. 

2. Γζάθοια απμπνςιαηζζιμφ - DestSol : 50% v/v ACN 

3. Ροειζζηζηυ Α - ABS : 50mM NH4HCO3 

4. Γζάθοια 1 : 10mM DTT, 50mM NH4HCO3 

5. Γζάθοια 2 : 55mM IAA, 50mM NH4HCO3 

6. Ροειζζηζηυ Β : 10mM ABS, 10% v/v ACN 

7. Ροειζζηζηυ Γ : 50% v/v ΑCN, 0,1% v/v TFA.  

8. Γζάθοια ιήηναξ : 8,33 mg/mL α-ηοάκμ-4-οδνυλο-ηζκκαιζηυ μλφ. 



 30 

Όθα ηα παναπάκς δζαθφιαηα έπμοκ πνμεημζιαζηεί ιε nanopure κενυ (dd H2Ο), ιε 

ζημπυ κα ιδκ επδνεάζμοκ «λέκα» ζυκηα ηζξ ιεηνήζεζξ.  

 

2.4.2 Γηαδηθαζία ζξπςηλνπνίεζεο.  

 Ζ δζαδζηαζία πμο πενζβνάθεηαζ απμηεθεί ιία παναθθαβή ημο πνςημηυθθμο 

ημο Schevchenko [41].  

Σα ζηίβιαηα ηςκ πνςηεσκχκ απμηυπδηακ απυ ηζξ πδηηέξ ηαζ 

απμπνςιαηίζηδηακ ιε δζαδμπζηέξ 15θεπηεξ πθφζεζξ εκαθθάζζμκηαξ ημ DestSol 

ηαζ ημ ABS. Ζ δζαδζηαζία επακαθήθεδηε δφμ ιε ηνεζξ θμνέξ ακάθμβα ηδκ έκηαζδ 

ημο πνχιαημξ ηςκ ζηζβιάηςκ. ΢ηδ ζοκέπεζα αημθμοεεί ακαβςβή  ηςκ πνςηεσκχκ 

ηδξ πδηηήξ δ μπμία βίκεηαζ ιε επχαζδ ηςκ πδηηχκ ζε Γζάθοια 1, βζα 45 θεπηά 

ζημοξ 56 °C. Έπεζηα, πναβιαημπμζήεδηε αθηοθίςζδ ηςκ πδηηχκ ιε επχαζδ ιε 

ημ Γζάθοια 2,  βζα 45 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ζημ ζημηάδζ. Σα ημιιάηζα 

ηδξ πδηηήξ λεπθφεδηακ ηνεζξ θμνέξ ιε DestSol ηαζ Ροειζζηζηυ Α εκαθθάλ βζα 15 

θεπηά ηάεε θμνά, επί ηνεζξ θμνέξ. ΢ηδ ζοκέπεζα, ζηα ημιιάηζα ηδξ πδηηήξ 

πνμζηέεδηε ημ νοειζζηζηυ δζάθοια ηδξ πνςηευθοζδξ ημ μπμίμ πενζείπε πενίπμο 

20 ιg ενορίκδξ αναζςιέκδ ιε ημ  νοειζζηζηυ Β ηαζ αθέεδηακ οπυ ακάδεοζδ 

ζημοξ 40 °C, βζα δζάζηδια 14 – 16 ςνχκ. Μεηά ημ πέναξ ηδξ ενορζκμπμίδζδξ, ημ 

δζάθοια απυ ηάεε δείβια απμιαηνφκεηαζ ηαζ ημπμεεηείηαζ ζε ηαζκμφνζμ ηαζ ηαεανυ 

eppendorf. ΢ηα ημιιάηζα ηδξ πδηηήξ ημπμεεηείηαζ dd H2O ηαζ λεπθέκμκηαζ βζα 20 

θεπηά. Σμ οπενηείιεκμ πνμζηίεεηαζ ζημ πνμδβμφιεκμ ηαζ ηα ημιιάηζα ηδξ πδηηήξ 

λεπθέκμκηαζ βζα 20 θεπηά ιε DestSol. Σμ οπενηείιεκμ πνμζηίεεηαζ ζημ 

πνμδβμφιεκμ, εκχ ζηα ημιιάηζα ηδξ πδηηήξ πνμζηίεεηαζ δζάθοια Γ βζα 20 θεπηά. 

Σα οπενηείιεκα εκχκμκηαζ,  παβχκμκηαζ αηανζαία ιε ηδ πνήζδ οβνμφ αγχημο ηαζ 

λδναίκμκηαζ ζε θοβμηεκηνζηυ λδνακηήνα βζα 4 – 5 χνεξ πενίπμο.  

 

2.4.3 Πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ 

 

Σα λδνά δείβιαηα, ιεηά ηδκ πνςηευθοζδ, επακαδζαθφεδηακ ζε 7ιL 50% v/v 

ACN. 1ιL απυ ηάεε δείβια ημπμεεηήεδηε ζε πθαηίδζμ MALDI ηαζ πνμζηέεδηε 1 

ιL δζαθφιαημξ ιήηναξ, α-ηοάκμ-4-οδνυλο-ηζκκαιζηυ μλφ. Σα δείβιαηα αθέεδηακ 

κα λδναεμφκ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ ημ πθαηίδζμ ημπμεεηήεδηε ζημ 

θαζιαημβνάθμ ιάγαξ ultrafleXtreme MALDI - TOF/TOF mass spectrometer ηδξ 

Bruker.  
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Οζ ιεηνήζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ιε έκηαζδ laser 19% - 71%, 25 kV ηάζδ 

επζηάποκζδξ, 0 ns ηαεοζηένδζδ ηαζ πφθδ παιδθμφ ιμνζαημφ αάνμοξ 500 Da. 

Υνδζζιμπμζήεδηε έκα laser αγχημο ιε ιήημξ ηφιαημξ 337 nm ηαζ ζοπκυηδηα 200 

Hz. O ακαηθαζηήναξ ηέεδηε ζηδκ ηαηάζηαζδ ακάθοζδξ εεηζηχκ ζυκηςκ ηαζ 

εθήθεδζακ θάζιαηα ιε εφνμξ ιαγχκ απυ 500-4000 Da. 

 

2.4.4 Δπεμεξγαζία απνηειεζκάησλ 

 

 Σα θάζιαηα θήθεδηακ ιε ηδ αμήεεζα ημο πνμβνάιιαημξ flexcontrol version 

3.3 (Bruker Daltonics) ηαζ δ επελενβαζία ημοξ πναβιαημπμζήεδηε 

πνδζζιμπμζχκηαξ ημ πνυβναιια flexanalysis version 3.3 (Bruker Daltonics). Δκ 

ζοκεπεία, ημ πνυβναιια BioTools version 3.2 (Sequence editor version) 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηδ αάζδ δεδμιέκςκ βζα ηα πνάζζκα θοηά ζημ NCBI ηαζ ηδ 

ιδπακή ακαγήηδζδξ Mascot δείπκεζ ηδκ μιμθμβία ηδξ πνςηεΐκδξ ζε ζπέζδ ιε 

άθθεξ ήδδ βκςζηέξ. Σμ πενζεχνζμ θάεμοξ ζηδκ ιδπακή ακαγήηδζδξ μνίζηδηε ζε ± 

20 ppm, ιε πενζεχνζμ απχθεζαξ ιίαξ ιυκμ απμημπήξ ηδξ ενορίκδξ ζε 

μλεζδςιέκδ ιεεεζμκίκδ ηαζ ηανααιζδμιεεοθεζςιέκδ ηοζηεΐκδ.  

 

2.5 Αληηκηθξνβηαθέο θαη αληηκπθεηηαθέο ηδηφηεηεο ηεο 2-(Δ)-εμελάιεο θαη 

εμαλάιεο 

 

2.5.1 Θξεπηηθά δηαιχκαηα 

 

Υνδζζιμπμζήεδηε ημ ενεπηζηυ δζάθοια LB βζα ημ ααηηήνζμ Escherichia coli 

InvaF1 (10 gr/L πεπηυκδ, 5 gr/L yeast extract, 5 gr/L NaCl) ηαζ ημ ενεπηζηυ 

δζάθοια YPD βζα ημοξ ιφηδηεξ Saccharomyces cerivisiae pNAY1 (1% w/v yeast 

extract, 2% w/v πεπηυκδ, 2% w/v δεληνυγδ) Γζα ηδκ παναζηεοή ηςκ ηνοαθίςκ 

απαζηείηαζ επζπθέμκ πνμζεήηδ 1,5% w/v άβαν. Σα ενεπηζηά δζαθφιαηα ηαεχξ ηαζ  

υθα ηα πνμξ πνήζδ ζηεφδ απμζηεζνχκμκηαζ. 
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2.5.2 Παξαζθεπή δηαθφξσλ ζπγθεληξψζεσλ 2-(Δ)-εμελάιεο θαη εμαλάιεο 

 

 Ζ 2-(Δ)-ελεκάθδ ηαζ δ ελακάθδ αβμνάζηδηακ απυ ηδκ Aldrich ηαζ είκαζ ζε 

πμζμζηυ ηαεανυηδηαξ 98%. Ζ αναίςζδ ημοξ έβζκε ιε 50% DMSO. Δίκαζ 

απαναίηδημ κα είκαζ δ βκςζηή δ πμζυηδηα ηάεε μοζίαξ, υηακ αοηή ημπμεεηείηαζ 

ζημκ δίζημ ακαζημθήξ, ηαζ βζα αοηυ ημ θυβμ οπμθμβίζηδηακ ηα ιg ηςκ δφμ μοζζχκ 

ακάθμβα ηδκ ζοβηέκηνςζδ ημοξ. ΢ημοξ παναηάης πίκαηεξ πανμοζζάγμκηαζ μζ 

πμζυηδηεξ αοηέξ. 

 

Πμζυηδηεξ 2-(Δ)-ελεκάθδξ : 

  2-(Δ)-εμελάιεο (κL) κg 

15 12,7 

12 10,1 

10 8,5 

7,5 6,3 

5 4,2 

2 1,7 

 

Πμζυηδηεξ ελακάθδξ : 

εμαλάιεο (κL) κg 

20 16,7 

15 12,5 

10 8,3 

5 4,2 

2 1,7 

 

2.5.3 Παξαζθεπή ησλ ηξπβιίσλ 

 

Σμ πάπμξ ημο άβαν ζηα ηνοαθία είκαζ ηαεμνζζηζηυξ πανάβμκηαξ βζα ηδ 

δζαιυνθςζδ ηδξ γχκδξ ακαζημθήξ. Ζ δζάποζδ ημο ακηζαζμηζημφ βίκεηαζ ζε 3 

δζεοεφκζεζξ, εηηυξ ακ ημ πάπμξ ημο οθζημφ είκαζ πμθφ ιζηνυ μπυηε πμθφ βνήβμνα 
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(υηακ δ ποηκυηδηα ημο ακηζαζμηζημφ ζημκ ποειέκα είκαζ δ ίδζα υπςξ ζηδκ 

επζθάκεζα) βίκεηαζ ζε 2 δζεοεφκζεζξ, ιε απμηέθεζια κα δζαιμνθχκεηαζ ηεθζηά γχκδ 

ακαζημθήξ ιε ιεβαθφηενδ δζάιεηνμ. Δκχ υηακ ημ πάπμξ ημο ενεπηζημφ οθζημφ 

είκαζ ιεβαθφηενμ απυ 4 mm βίκεηαζ ιεβαθφηενδ δζάποζδ ημο ακηζαζμηζημφ πνμξ ημ 

αάεμξ, ιε απμηέθεζια ιζηνυηενεξ γχκεξ ακαζημθήξ. Καηά ζοκέπεζα, πνέπεζ δ 

επζθάκεζά ημοξ κα είκαζ μιμζυιμνθδ ηαζ ημ πάπμξ ημο οθζημφ κα είκαζ πενίπμο 4 

mm. Απαζημφκηαζ 25 mL οθζημφ βζα ηνοαθία εζςηενζηήξ δζαιέηνμο 9 cm, χζηε ημ 

πάπμξ κα είκαζ ημ επζεοιδηυ.  

 

2.5.4 Σερληθή ηεο κεζφδνπ Bauer-Kirby 

 

1. Λαιαάκεηαζ ιε ηνίημ ιζηνυ ηιήια απυ 4-5 απμζηίεξ ηαεανμφ 

ηαθθζενβήιαημξ ημο εηάζημηε ιζηνμμνβακζζιμφ ηαζ ημπμεεηείηαζ ζε δμηζιαζηζηυ 

ζςθήκα ιε 4 mL ηαηάθθδθμο ενεπηζημφ. 

2. Ο γςιυξ επςάγεηαζ ζημοξ 35-37 C βζα 24 χνεξ ζηδκ πενίπηςζδ ημο 

ααηηδνίμο E.coli ηαζ 48 χνεξ ζηδκ πενίπηςζδ ημο ιφηδηα S.cerivisiae. Ζ 

εμθενυηδηα ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζημ ηέθμξ ηδξ επχαζδξ πνέπεζ κα είκαζ ίζδ ημο 

πνυηοπμο εμθςζζιεηνζημφ δζαθφιαημξ McFarland No 0,5, δ μπμία ακηζζημζπεί ζε 

ποηκυηδηα ηοηηάνςκ ίζδ ιε 1x105 ηφηηανα/ mL. 

1. Πνμζανιυγεηαζ δ εμθενυηδηα ημο ηαθθζενβήιαημξ ιε θοζζμθμβζηυ μνυ, 

ζφιθςκα ιε ημ πνυηοπμ McFarland 0,5 ημ μπμίμ απμηεθείηαζ απυ 0,5mL 0,048Μ 

BaCl2 ηαζ 99,5mL 1% v/v Ζ2SO4. Ζ αναίςζδ βίκεηαζ ανπζηά θαιαάκμκηαξ 1 mL ημο 

ηαθθζενβήιαημξ ηαζ ακαιζβκφμκηαξ ημ ιε 1 mL θοζζμθμβζηυ μνυ. Ακ ηνίκεηαζ 

απαναίηδημ, πναβιαημπμζείηαζ πεναζηένς πνμζανιμβή ηδξ εμθενυηδηαξ.  

 4. ΢ηδ ζοκέπεζα, ειααπηίγεηαζ ααιααημθυνμξ ζηοθευξ ζημ ηαθθζένβδια. 

 5. Ζ ημπμεέηδζδ ημο εκμθεαθιίζιαημξ βίκεηαζ ιε επίζηνςζδ πνμξ ηνεζξ 

δζεοεφκζεζξ (εζηυκα 20). Γίκεηαζ ηαη’ αοηυκ ημκ ηνυπμ βζα κα επζηεοπεεί δ 

ζοννέμοζα ακάπηολδ ημο ααηηδνίμο ή ημο ιφηδηα. Σέθμξ, βίκεηαζ ηαζ ιζα επζπθέμκ 

επίζηνςζδ ηοηθζηήξ θμνάξ, ηαηά ηδκ πενίιεηνμ ημο ηνοαθίμο.  
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Δηθφλα 20 : Σνυπμζ επίζηνςζδξ ημο εκμθεαθιίζιαημξ ζηα ηνοαθία. 

 

6.  Μεηά ηδκ πανέθεοζδ 5-15 , ημπμεεημφκηαζ μζ δίζημζ ακηζαζμηζηχκ, μζ 

μπμίμζ πνμδβμοιέκςξ έπμοκ απμζηεζνςεεί ηαζ ζημοξ μπμίμοξ έπεζ ημπμεεηδεεί δ 

επζεοιδηή πμζυηδηα ηδξ μοζίαξ πμο ελεηάγεηαζ. Σα ηνοαθία ημπμεεημφκηαζ βζα 

επχαζδ ζημοξ 37 ºC. Δηηυξ απυ ημοξ δίζημοξ πμο είκαζ ειπμηζζιέκμζ ιε ηδκ 

επζεοιδηή μοζία,  παναζηεοάγεηαζ ηαζ ζεζνά δίζηςκ πμο είκαζ ειπμηζζιέκμζ ιε ηα 

ηαηάθθδθα ακηζαζμηζηά (εεηζημί ιάνηονεξ). Οζ ιάνηονεξ είκαζ, 10 ιL δζαθφιαημξ 

Ampicillin 50 mg/mL (δ ηεθζηή πμζυηδηα αιπζηζθθίκδξ είκαζ 0,5 mg) ηαζ 10 ιL 

δζαθφιαημξ Miconazole 1 mg/mL (δ ηεθζηή πμζυηδηα ιζημκαγυθδξ είκαζ 0,01 mg). 

Οζ δίζημζ αοημί εα πνδζζιμπμζδεμφκ ςξ εεηζημί ιάνηονεξ, δδθαδή ςξ ιάνηονεξ 

πμο ζπδιαηίγμοκ λεηάεανεξ γχκεξ ακαζημθήξ ζηα ηνοαθία ιε ημοξ 

ιζηνμμνβακζζιμφξ Ε.coli ηαζ S.cer., ακηίζημζπα. Ωξ ανκδηζηυξ ιάνηοναξ ηαζ ζηζξ 

δφμ πενζπηχζεζξ, πνδζζιμπμζείηαζ δίζημξ, μ μπμίμξ δεκ έπεζ ειπμηζζηεί ιε ηίπμηα 

ηαζ ηαηά ζοκέπεζα δεκ  εα ειθακίζεζ ηαιία ακαζημθή ζηα ζηεθέπδ πμο 

ακαπηφζζμκηαζ.  

7. Με ημ πέναξ ηςκ 24 ή 48 ςνχκ ιεηνχκηαζ ηα απμηεθέζιαηα. Ζ ιέηνδζδ 

βίκεηαζ αηνζαχξ ιέπνζ ημ πθδζζέζηενμ πζθζμζηυ. ΢ακ υνζμ ηδξ γχκδξ ακαζημθήξ 

εεςνείηαζ ημ ζδιείμ υπμο δεκ παναηδνείηαζ ιζηνμαζαηή ακάπηολδ ιε βοικυ ιάηζ. 
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2.6 Αληηθαξθηληθέο ηδηφηεηεο ηεο 2-(Δ)-εμελάιεο 

 

2.6.1 Γηαιχκαηα 

 

1. Θνεπηζηυ δζάθοια MEM : 10 % v/v FBS ηαζ 2,0mM βθμοηαιίκδ, 0,15 % 

w/v NaHCO3, 1,0mM πονμζηαθοθζηυ κάηνζμ ηαζ 0,1mM ιδ απαναίηδηα 

αιζκμλέα. 

2. Γζάθοια HBSS 10x : 4 gr/L KCl, 0.6gt/L KH2PO4, 80gr/L NaCl, 0.621gr/L 

Na2HPO4·2H2O 

3. Γζάθοια ενορίκδξ : 0,25% v/v ενορίκδ ζε δζάθοια HBSS 

 

2.6.2 Παξαζθεπή δηαιπκάησλ 2-(Δ)-εμελάιεο 

 

 Όπςξ ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ηςκ ακηζιζηνμαζαηχκ ηαζ ακηζιοηδηζαηχκ 

ζδζμηήηςκ, έηζζ ηαζ ημκ πνμζδζμνζζιυ ηςκ ακηζηανηζκζηχκ ζδζμηήηςκ ηδξ 2-(Δ)-

ελεκάθδξ, ήηακ απαναίηδημ κα είκαζ βκςζηή δ αηνζαήξ ζοβηέκηνςζδ ηδξ μοζίαξ. 

Πνέπεζ κα ζδιεζςεεί υηζ ζε ηάεε πδβαδάηζ, ημπμεεηήεδηακ 20 ιL ηδξ εηάζημηε 

ζοβηέκηνςζδξ ηδξ ελεκάθδξ, ζε ζοκμθζηυ υβημ 800 ιL, ζοκεπχξ δ ζοβηέκηνςζδ 

ηδξ μοζίαξ ήηακ ζαθχξ ιζηνυηενδ απυ ημ δζάθοια πμο πνδζζιμπμζμφηακ. ΢ημκ 

παναηάης πίκαηα θαίκμκηαζ μζ ζοβηεκηνχζεζξ αοηέξ.  

 

΢πγθέληξσζε 

δηαιχκαηνο 2-(Δ)-

εμελάιεο (mM) 

Πξαγκαηηθή 

ζπγθέληξσζε ζηα 

800κL (κM) 

5 0,125 

10 0,25 

15 0,375 

20 0,5 

25 0,625 

30 0,75 

35 0,875 

40 1 
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45 1,125 

50 1,25 

55 1,375 

60 1,5 

65 1,625 

70 1,75 

 

Ωξ ιάνηοναξ εεςνείηαζ δ ιδδεκζηή ζοβηέκηνςζδ ηδξ 2-(E)-ελεκάθδξ.  

 

2.6.3 Καιιηέξγεηα θπηηάξσλ HeLa 

 

 Σα ηφηηανα HeLa, είκαζ ιία απυ ηζξ παθαζυηενεξ ηαζ εονέςξ 

πνδζζιμπμζμφιεκεξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ. Ζ ζεζνά πνμήθεε απυ ηανηζκζηά ηφηηανα 

ημο ηναπήθμο ηδξ ιήηναξ, απυ ηδκ αζεεκή Henrietta Lacks, δ μπμία ηεθζηά 

απεαίςζε ημ 1951, θυβς ημο ηανηίκμο. 

Έκα mL ημ  μπμίμ πενζέπεζ πενίπμο 105 ηφηηανα, ημπμεεηείηαζ ζε θθάζηα 

επζθάκεζαξ 25 cm2, ιαγί ιε επζπθέμκ 7 mL ενεπηζημφ δζαθφιαημξ ηαζ αθήκεηαζ βζα 

επχαζδ ζε ζοκεήηεξ 37 °C ηαζ 5% CO2, βζα δζάζηδια ιίαξ ιέναξ πενίπμο ή υζμ 

πνεζαζηεί ακαβηαίμ. Όηακ ηα ηφηηανα έπμοκ ακαπηοπεεί ηαζ έπμοκ ηαθφρεζ ηδκ 

επζθάκεζα ηδξ θθάζηαξ (εζηυκα 21), ηυηε ημ ενεπηζηυ απμννίπηεηαζ ηαζ ηα ηφηηανα 

λεπθέκμκηαζ δφμ θμνέξ ιε 5 mL δζαθφιαημξ HBSS. Έπεζηα ηα ηφηηανα 

απμημθθχκηαζ απυ ηδκ επζθάκεζα ηδξ θθάζηαξ, ιε ηδ πνήζδ 2 mL ενορίκδξ. ΢ημ 

δζάθοια πνμζηίεεκηαζ  5mL ενεπηζημφ δζαθφιαημξ ηαζ ημ αζχνδια θοβμηεκηνείηαζ 

ζηα 400g βζα δφμ θεπηά πενίπμο. Αθμφ ιεηνδεεί δ ποηκυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηδ πθάηα , Neubauer ημ αζχνδια ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί είηε 

βζα ακαηαθθζένβεζα είηε ζε πεναζηένς εθανιμβέξ. 
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Δηθφλα 21 : Μμκμζηζαάδα ηοηηάνςκ HeLa. 

 

2.6.4 Δπψαζε ησλ θπηηάξσλ παξνπζία ησλ νπζηψλ. 

 

 Αθμφ ιεηνδεεί δ ποηκυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ, ημπμεεηείηαζ δ ηαηάθθδθδ 

πμζυηδηα αοηχκ ζε ηάεε ιία εη ηςκ 24 εέζεςκ, έηζζ χζηε ιέζα ζε ηάεε εέζδ κα 

οπάνπμοκ 4103 ηφηηανα/mL. Πνμζηίεεηαζ ενεπηζηυ οθζηυ ζε ηεθζηυ υβημ 800ιL. 

Σα ηφηηανα αθήκμκηαζ βζα επχαζδ ιία ιένα, ιε ζημπυ κα ακαπηοπεμφκ ιέζα ζε 

ηάεε εέζδ. ΢ηδ ζοκέπεζα, ιε πνμζμπή απμννίπηεηαζ ημ ενεπηζηυ οθζηυ ηαζ 

πνμζηίεεηαζ εη κέμο ενεπηζηυ ιαγί ιε ηδκ πνμξ ελέηαζδ μοζία ζε ηεθζηυ υβημ 

800ιL.  

 ΢ε ηάεε εέζδ ημπμεεηήεδηακ 20ιL ηδξ εηάζημηε ζοβηέκηνςζδξ ηδξ 

ελεκάθδξ, ηαζ 780ιL ενεπηζηυ οθζηυ. Αθήκμκηαζ βζα 24h ή 48h επχαζδ. 

 

2.6.5 Μέζνδνο ΜΣΣ 

 

Ζ ιέεμδμξ ΜΣΣ ζηδνίγεηαζ ζημ δζαπςνζζιυ ημο ηίηνζκμο άθαημξ ημο 

ηεηναγμθίμο (ΜΣΣ), πνμξ αδζάθοημοξ ζημφνμοξ ιςα ηνοζηάθθμοξ θμνιαγάκδξ 

(εζηυκα 22). Ο δζαπςνζζιυξ αοηυξ, βίκεηαζ ιυκμ απυ ηα γςκηακά ηφηηανα, ηαζ 

ζοβηεηνζιέκα απυ ημ έκγοιμ ζμοηζκζηή δετδνμβμκάζδ ζηα ιζημπυκδνζα ηςκ 

ηοηηάνςκ [43,44,45]. Οζ αδζάθοημζ ηνφζηαθθμζ θμνιαγάκδξ δζαθφμκηαζ ζηδκ 

ζζμπνμπακυθδ ή άθθμ μνβακζηυ δζαθφηδ (π.π. DMSO). Ζ μπηζηή ποηκυηδηα ημο 

δζαθοιέκμο οθζημφ ιεηνάηαζ θαζιαημθςημιεηνζηά θυβς απμννυθδζδξ ηδξ ααθήξ 



 38 

(ιςα πνχια), δ μπμία ακηζζημζπεί ζημκ ανζειυ ηςκ δσληαλψλ ηοηηάνςκ ζημ 

δζάθοια.  

 

 

Δηθφλα 22 : Μεηαηνμπή ημο άθαημξ ημο ηεηναγμθίμο ζε ηνοζηάθθμοξ θμνιαγάκδξ. 
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΢ΚΟΠΟ΢ ΣΖ΢ ΔΡΓΑ΢ΗΑ΢ 

 

 ΢ημπυξ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ είκαζ δ εφνεζδ ηςκ ηαηάθθδθςκ ζοκεδηχκ 

απμιυκςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ θοάζδξ ημο οδνμτπενμλεζδίμο ηςκ θζπανχκ μλέςκ, 

ηαεχξ ηαζ μ παναηηδνζζιυξ αοηήξ ιε δζάθμνεξ ιεευδμοξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ 

πνδζζιμπμζήεδηακ δφμ δζαθμνεηζηά απμννοπακηζηά βζα ημκ ηαεανζζιυ ηαζ ηδκ 

απμιυκςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ηαηά ηδ πνςιαημβναθία ζοββέκεζαξ ηαεχξ ηαζ 

δζάθμνεξ θαζιαημζημπζηέξ ηεπκζηέξ βζα ημκ παναηηδνζζιυ ηδξ, ιεηαλφ αοηχκ ηαζ 

δ θαζιαημζημπία ιάγαξ, ηαεχξ ηαζ μ ηοηθζηυξ δζπνςζζιυξ. Δηηυξ απυ ηδκ 

οπενεηθναζιέκδ ζε ααηηήνζα πνςηεΐκδ, ζηυπμξ είκαζ ηαζ δ απμιυκςζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ απεοεείαξ απυ ηα θφθθα ηδξ εθζάξ. Σέθμξ, έκαξ επζπθέμκ ζηυπμξ ηδξ 

πανμφζαξ ενβαζίαξ είκαζ δ απυδεζλδ ηδξ ζζπφμξ ηςκ ακηζιζηνμαζαηχκ, 

ακηζιοηδηζαηχκ ηαζ ακηζηανηζκζηχκ ζδζμηήηςκ ηςκ παναβχβςκ ηδξ δνάζδξ ημο 

εκγφιμο. 
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3. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 

3.1 Απνκφλσζε ηεο ιπάζεο ηνπ πδξνυπεξνμεηδίνπ ησλ ιηπαξψλ νμέσλ 

παξνπζία Triton X-100 

 

 1. Ο παναηηδνζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ έβζκε ιε θήρδ θάζιαημξ ζηδκ πενζμπή 

ημο μναημφ ηαζ ζοβηεηνζιέκα ζε εφνμξ 350 – 700 nm. Σμ θάζια θαιαάκεηαζ 

πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ ηοθθυ δζάθοια ιε 50mM Na2HPO4, 1M NaCl, pH 7,0, 0.2% 

(v/v) Triton X-100. Δίκαζ ειθακήξ δ παναηηδνζζηζηή ημνοθή Soret ηδξ HPL ζηα 400 

nm (εεςνδηζηή ηζιή ζηα 393nm [9]), θυβς ηδξ αίιδξ  εκχ ειθακίγεηαζ ηαζ δ ιπάκηα 

α ζηα 536nm (εεςνδηζηή ηζιή ζηα 540nm [9]). Ζ ηαζκία ιεηαθμνάξ θμνηίμο 

ειθακίγεηαζ ζηα 643nm (εεςνδηζηή ηζιή ζηα 640nm [9]) ηαζ είκαζ παναηηδνζζηζηή 

ηδξ ηαηάζηαζδξ ορδθμφ spin ημο ζζδήνμο. ΢ηδκ παναηάης εζηυκα θαίκεηαζ ημ 

θάζια ηδξ θοάζδξ ημο οδνμτπενμλεζδίμο ηςκ θζπανχκ μλέςκ. Πανμοζία ημο 

απμννοπακηζημφ Triton X-100, ήηακ αδφκαημξ μ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ ιε ηδ ιέεμδμ Bradford. Παν’ υθα αοηά εεςνχκηαξ 

υηζ δ πνςηεΐκδ έπεζ ζοκηεθεζηή απμννυθδζδξ 100 cm-1 mΜ-1, υπςξ υθεξ μζ 

αζιμπνςηεΐκεξ, ηυηε ιπμνμφιε κα πμφιε υηζ δ HPL έπεζ ζοβηέκηνςζδ πενίπμο 1,6 

mg/mL.  
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Δηθφλα 23 : Φάζια ηδξ θοάζδξ ζε Triton X-100 ζε εφνμξ 350-700 nm. 

  

2. Δπζπθέμκ πνδζζιμπμζχκηαξ απμδζαηαηηζηή SDS-PAGE δθεηηνμθυνδζδ, 

παναηδνήεδηε υηζ δ πνςηεΐκδ ηαεανίζηδηε ηαζ απμιμκχεδηε επζηοπχξ ηαζ έπεζ 

ιμνζαηυ αάνμξ πενίπμο 55 kDa. ΢ηδ ζοκέπεζα ειθακίγεηαζ δ εζηυκα απυ ιία πδηηή 

πμθοαηνοθαιζδίμο. ΢ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ ημ πνςηεσκζηυ ιείβια ιεηά ηδ δζάζπαζδ 

ηςκ ιειανακχκ ηαζ ζηδ εέζδ 2 ημ ιείβια ηςκ πνςηεσκχκ πμο δεκ ζοβηναηείηαζ 

απυ ηδκ ημθυκα. ΢ηδκ εέζδ 3 ειθακίγεηαζ δ έηπθοζδ ιε δζάθοια ζιζδαγμθίμο 10 

mM, εκχ ζηδκ εέζδ 4 είκαζ ειθακήξ δ ηαεανή πνςηεΐκδ, HPL, δ μπμία 

απμιαηνφκεδηε απυ ηδκ ημθυκα ιε πνήζδ δζαθφιαημξ ζιζδαγμθίμο 200 mM. Σέθμξ 

ζηδ εέζδ 5, ανίζηεηαζ ιείβια πνςηεσκχκ βκςζημφ ιμνζαημφ αάνμοξ, ιε αάνδ 97, 

66, 45, 31, 21,5, 14,5 kDa (marker). 
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Δηθφλα 24 : Πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο, απμιυκςζδξ ηδξ HPL ιε Triton X-100. 

  

3. Σέθμξ, ιεηνήεδηε δ δναζηζηυηδηα ηδξ θοάζδξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ 

ιεθεηήεδηε δ ιείςζδ ηδξ απμννυθδζδξ ζηα 234 nm, υπμο ανίζηεηαζ δ 

παναηηδνζζηζηή ημνοθή ημο 13-HPOD. Μείςζδ ηδξ απμννυθδζδξ ζοκεπάβεηαζ ηαζ 

δζάζπαζδ ημο οπμζηνχιαημξ ζηα πνμσυκηα ημο. Ζ δναζηζηυηδηα ημο εκγφιμο 

πνμζδζμνίζηδηε ζημοξ 25 μC ηαζ δ απμννυθδζδ ιεηαηνάπδηε ζε ιμκάδεξ 

ζοβηέκηνςζδξ οπμζηνχιαημξ ([S]), πνδζζιμπμζχκηαξ ημκ ζοκηεθεζηή απυζαεζδξ 

ημο 13-ΖΡΟD, μ μπμίμξ είκαζ 25000 cm-1 Μ-1.  Ζ ακηίδναζδ πνεζάγεηαζ ιέβζζημ 

πνυκμ 180 δεοηενυθεπηα βζα κα μθμηθδνςεεί, ακ ηαζ ζοκήεςξ ιέπνζ ηα 90 

δεοηενυθεπηα έπεζ μθμηθδνςεεί. Απυ ηδκ ηθίζδ ηδξ εοεείαξ οπμθμβίγεηαζ δ 

ηαπφηδηα ηδξ ακηίδναζδξ, δ μπμία ζηδκ ζοβηεηνζιέκδ πενίπηςζδ είκαζ 0,32 

κM/sec 

Θέζε ζην gel Γείγκα 

1 crude 

2 flow through 

3 Ηιζδαγυθζμ 10mM 

4 HPL 

5 Marker 
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Δηθφλα 25 : Γζάβναιια ηζκδηζηήξ ηδξ θοάζδξ ζε Triton X-100. 

 

 

3.2 Απνκφλσζε ηεο ιπάζεο νπ πδξνυπεξνμεηδίνπ ησλ ιηπαξψλ νμέσλ 

παξνπζία Dodecyl Maltoside (DM) 

 

 1. Ζ απμιυκςζδ ηδξ θοάζδξ πανμοζία 0,05% w/v dodecyl maltoside (DM) 

δεκ πανμοζίαζε ζδζαίηενεξ δζαθμνέξ ζε ζπέζδ ιε ηδκ πενίπηςζδ ημο Triton X-100. 

Σμ θάζια ήηακ πανυιμζμ, υπςξ ηαζ δ δναζηζηυηδηα ηδξ θοάζδξ δ μπμία δεκ 

ιεηααάθθεηαζ. Σμ θάζια απμννυθδζδξ θήθεδηε πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ ηοθθυ 

δζάθοια ιε 50mM PO4
2-, pH 8,0, 1M NaCl ηαζ 0,05% w/v DM. Δίκαζ ειθακήξ δ 

παναηηδνζζηζηή ημνοθή Soret ηδξ HPL ζηα 393nm εκχ ειθακίγμκηαζ ηυζμ δ 

ιπάκηα α ηαζ α ζηα 541nm (εεςνδηζηή ηζιή ζηα 540nm) ηαζ 515nm ακηίζημζπα 

(εεςνδηζηή ηζιή ζηα 512nm). Ζ ηαζκία ιεηαθμνάξ θμνηίμο ειθακίγεηαζ ζηα 647nm 

(εεςνδηζηή ηζιή ζηα 640nm). Παναηάης αημθμοεεί ημ θάζια ηδξ θοάζδξ 

πανμοζία DM ζε εφνμξ 350 – 700 nm.  ΢ηδκ πενίπηςζδ ημο απμννοπακηζημφ DM, 

μ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ ιε ηδ ιέεμδμ Bradford, ήηακ 

δοκαηυξ ηαεχξ ημ απμννοπακηζηυ αοηυ δεκ επδνεάγεζ ηδ πνςζηζηή. ΢ηδ 

ζοβηεηνζιέκδ πενίπηςζδ δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ήηακ 1 mg/mL. 
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Δηθφλα 26 : Φάζια ηδξ θοάζδξ ζε απμννοπακηζηυ DM ζε εφνμξ 350-750 nm. 

 

 2. Πανυιμζα ήηακ ηαζ δ πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο, υπμο είκαζ ειθακέξ υηζ δ 

θοάζδ ηαεανίζηδηε ηαζ απμιμκχεδηε ιε επζηοπία. ΢ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ ημ 

πνςηεσκζηυ ιίβια έπεζηα απυ ημ ζπάζζιμ ηςκ ιειανακχκ ηαζ ζηδ εέζδ 2, ημ 

δζάθοια ηςκ πνςηεσκχκ πμο δεκ ζοβηναηείηαζ απυ ηδκ ημθυκα. ΢ηδ εέζδ 3 

ειθακίγεηαζ δ έηπθοζδ ιε δζάθοια ζιζδαγμθίμο 10 mM. ΢ηδ εέζδ 4 ανίζηεηαζ δ 

απμιμκςιέκδ HPL. Σέθμξ ζηδ εέζδ 5 ανίζηεηαζ ιείβια πνςηεσκχκ βκςζημφ 

ιμνζαημφ αάνμοξ (marker). 
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Eηθφλα 27: Πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο, απμιυκςζδξ ηδξ HPL ιε DM.  
 

 
 
 

 3. Σέθμξ, έβζκε ηαζ ιέηνδζδ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ θοάζδξ, ιε ημκ ίδζμ 

ηνυπμ υπςξ ζηδκ πενίπηςζδ ημο Triton X-100. ΢ηδ ζοκέπεζα αημθμοεεί ημ 

δζάβναιια ηζκδηζηήξ. Ζ δναζηζηυηδηα ημο εκγφιμο πνμζδζμνίζηδηε ζημοξ 25 μC 

ηαζ δ απμννυθδζδ ιεηαηνάπδηε ζε ιμκάδεξ ζοβηέκηνςζδξ οπμζηνχιαημξ ([S]), 

πνδζζιμπμζχκηαξ ημκ ζοκηεθεζηή απυζαεζδξ ημο 13-ΖΡΟD. 
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Δηθφλα 28 :  Γζάβναιια ηζκδηζηήξ ηδξ θοάζδξ ζε DM. 

Θέζε ζην gel Γείγκα 

1 crude 

2 flow through 

3 Ηιζδαγυθζμ 10mM 

4 HPL ζε DM 

5 marker 
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3.3 Μειέηε ηεο ιπάζεο ηνπ πδξνυπεξνμεηδίνπ ησλ ιηπαξψλ νμέσλ κε 
θπθιηθφ δηρξσηζκφ 
 
 
 Ανπζηά θήθεδηε θάζια ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε δζάθμνεξ 

ζοβηεκηνχζεζξ πνμηεζιέκμο κα πνμζδζμνζζεεί δ δεοηενμηαβήξ δμιή ηδξ. Όθα ηα 

θάζιαηα ειθακίγμοκ εζηυκα ακάθμβδ ιε αοηή παναηάης, υπμο δ ζοβηέκηνςζδ 

είκαζ 0,2 mg/mL ζε 50mM PO4
2-, 0,05% w/v DM (οπμθμβζζιέκμ ιε ηδ ιέεμδμ 

Bradford). Σμ θάζια ειθακίγεζ δφμ ανκδηζηέξ ημνοθέξ ζηα 220 ηαζ 208 nm ηαζ ιία 

εεηζηή ζηα 193 nm (εζηυκα 29). 

 

 

 

Δηθφλα 29 : Φάζια ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ ηδξ HPL. 

  

  Ζ εζηυκα αοηή ηαζνζάγεζ ιε ηα εεςνδηζηά δεδμιέκα ηα μπμία πανμοζζάγμκηαζ 

ηαζ ζηδ δμοθεζά ηδξ Santiago-Gomez et al. [37] ηαζ ηα μπμία πνμήθεακ απυ ηδκ 

ιέεμδμ Predator (εζηυκα 30) ηαζ GOR (δζαεέζζια ζημ δζαδίηηομ ςξ ιένμξ ημο 

παηέημο ακάθοζδξ δμιήξ πνςηεσκχκ ANTHEPROT) ηαζ ηα μπμία δίκμοκ 

απμηεθέζιαηα ζφιθςκα ιε ηα μπμία δ HPL απμηεθείηαζ απυ 33% α-έθζηα, 18% α-

επζθάκεζα, 7% ζηνμθή ηαζ 42% coil.  
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Δηθφλα 30 : Θεςνδηζηή δεοηενμηαβήξ δμιή ηδξ HPL αάζεζ ημο πνμβνάιιαημξ Predator, υπμο Ζ ακηζζημζπεί 

ζε α-έθζηα, Δ ζε α-επζθάκεζα ηαζ – ζε ζηνμθή. 

  

 Παν’ υθα αοηά έβζκε ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ δεδμιέκςκ ηςκ θαζιάηςκ ημο 

ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ ιε ηα πνμβνάιιαηα Selcon 3, Continll ηαζ CDsstr 

(πανάβναθμξ 2.3.3). ΢φιθςκα ιε ηα πνμβνάιιαηα αοηά, δ πεζναιαηζηή ηζιή ηςκ 

πμζμζηχκ δζαθένεζ. ΢ηδ ζοκέπεζα πανμοζζάγμκηαζ ηα ζηαηζζηζηά απμηεθέζιαηα 

ηςκ ηνζχκ πνμβναιιάηςκ ηαεχξ ηαζ μ ιέζμξ υνμξ αοηχκ. Ζ ζηήθδ RMSD (root 

mean square deviation), ακηζζημζπεί ζημ ηαηά πυζμ μζ πεζναιαηζηέξ ηζιέξ 

ζοιπίπημοκ ιε ηζξ ηζιέξ ηςκ ηνζχκ πνμβναιιάηςκ. Γζα κα εεςνμφκηαζ αλζυπζζηα 

ηα απμηεθέζιαηα πμο δίκεζ ημ ηάεε πνυβναιια εα πνέπεζ δ ηζιή RMSD (exp-calc) 

κα είκαζ ιζηνυηενδ ημο 1. 
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 Α-έιηθα Β-

επηθάλεηα 

΢ηξνθή Unordered RMSD 

Selcon3 7,3% 34,3% 22,5% 33,5% 0,386 

Continll 17,7% 30,6% 21,1% 30,5% 0,071 

CDsstr 15,6% 33,3% 21,7% 29,4% 0,119 

Μέζνο 

φξνο 

13,53% 32,73% 21,76% 31,13%  

 

Οζ πεζναιαηζηέξ ηζιέξ ηδξ ενβαζίαξ αοηήξ βζα ηδ δεοηενμηαβή δμιή ηδξ HPL, 

είκαζ 13,53% α-έιηθα, 32,73% β-επηθάλεηα, 21,76% ζηξνθή θαη 31,13% 

unordered. Οζ ηζιέξ αοηέξ δζαθένμοκ εθάπζζηα απυ ηζξ πεζναιαηζηέξ ηζιέξ ηδξ 

Santiago-Gomez et al. μζ μπμίεξ είκαζ 13% α-έθζηα, 29% α-επζθάκεζα, 5% ζηνμθή 

ηαζ 53% random coil ζε 0,2% (v/v) Triton X-100. [37].  

 ΢ηδ παναηάης εζηυκα (εζηυκα 31) θαίκεηαζ πςξ ημ πνυβναιια ακάθοζδξ 

Continll, ζοζπεηίγεζ ηζξ πεζναιαηζηέξ ηζιέξ ιε ηζξ ηζιέξ ηςκ αάζεςκ δεδμιέκςκ ημο. 

Με * ζοιαμθίγεηαζ δ ηζιή πμο πνδζζιμπμζεί ημ πνυβναιια ηαζ ιε º μζ πεζναιαηζηέξ 

ηζιέξ, υπςξ έπμοκ πνμέθεεζ απυ έκα θάζια ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ. Όηακ 

ζοιπίπημοκ μζ πεζναιαηζηέξ ιε ηζξ εεςνδηζηέξ ηζιέξ, υπςξ ηαζ ζηδκ παναηάης 

πενίπηςζδ, ηυηε ημ απμηέθεζια είκαζ ημ ηαθφηενμ δοκαηυ.   

 

 

               Δηθφλα 31 : ΢οζπέηζζδ πεζναιαηζηχκ ηζιχκ ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ ημο πνμβνάιιαημξ Continll. 
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Δπζπθέμκ ηα πνμβνάιιαηα αοηά είκαζ δοκαηυκ κα εηηζιήζμοκ ηα ζοκμθζηά 

ιήηδ ηςκ α-εθίηςκ ηαζ ηςκ α-επζθακεζχκ ζηδκ πνςηεΐκδ, ηα μπμία ηαζ 

πανμοζζάγμκηαζ ζημκ παναηάης πίκαηα :  

 

 Μήθνο α-ειίθψλ Μήθνο Β-επηθαλεηψλ 

Selcon3 9,518 Α 8,225 Α 

Continll 7,443 Α 5,958 Α 

CDsstr 7,182 Α 6,047 Α 

Μέζνο φξνο 8,048 Α 6,743 Α 

 

Σέθμξ, εηηυξ απυ ημ απθυ θάζια ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ ηδξ πνςηεΐκδξ, ιε 

ζημπυ ηδκ πνυαθερδ ηδξ δεοηενμηαβμφξ δμιήξ, θήθεδηε ηαζ θάζια αοηήξ ζε 

εφνμξ εενιμηναζζχκ. ΢οβηεηνζιέκα, απυ 10 °C έςξ 80 °C ακά 10 °C ιε ηαπφηδηα 

80 μC/h (εζηυκα 32). Πανάθθδθα, βζκυηακ ζοκεπήξ ιέηνδζδ ημο θάζιαημξ ζηα 222 

nm, ηαεχξ ημ ζοβηεηνζιέκμ ιήημξ ηφιαημξ είκαζ παναηηδνζζηζηυ βζα ηδκ α-έθζηα 

ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ παναημθμφεδζδ ηδξ ιεημοζίςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ 

(εζηυκα 33).  Μεθεηχκηαξ ημ θάζια ηδξ HPL ζημ εφνμξ ηςκ εενιμηναζζχκ είκαζ 

ειθακέξ υηζ δ πνςηεΐκδ έπεζ πμθθά εκδζάιεζα. Μέπνζ πενίπμο ημοξ 40 °C δ 

πνςηεΐκδ αθθμζχκεηαζ αθθά δεκ απμδζαηάζζεηαζ πθήνςξ. Σμ δζάβναιια ηδξ 

πνςηεΐκδξ ζηα 222 nm ηαηαβνάθεηαζ ςξ ιμκμημκζηή ηαιπφθδ, πςνίξ ηαιία 

δζαηνζηή ιεηαθμνά απυ ηδκ ακαδζπθςιέκδ ηαηάζηαζδ ζηδ ιεημοζζςιέκδ. Ζ 

ιμνθή αοημφ ημο θάζιαημξ είκαζ παναηηδνζζηζηή βζα ηα ιυνζα πμο ανίζημκηαζ ζε 

“molten globule” ηαηάζηαζδ ηαζ δεκ επζηνέπεζ ηδκ ακάθοζή ημο βζα ελαβςβή 

ζοιπεναζιάηςκ ζπεηζηά ιε ηδ εενιμηναζία απμδζάηαλδξ ηδξ πνςηεΐκδξ. Παν’ 

υθα αοηά, απυ ηδ ιμνθή ημο θάζιαημξ ζημ εφνμξ ηςκ εενιμηναζζχκ, θαίκεηαζ 

πςξ δ πνςηεΐκδ απμδζαηάζζεηαζ πθήνςξ ιεηά ημοξ 60 μC (εζηυκα 32). 
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Δηθφλα 32 : Φάζια ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ ηδξ θοάζδξ ζε εφνμξ εενιμηναζζχκ. 

 
 

 

Δηθφλα 33 : Γζάβναιια ηδξ εενιζηήξ ιεημοζίςζδξ ηδξ θοάζδξ. 
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3.4 Μειέηε ηεο ιπάζεο ηνπ πδξνυπεξνμεηδίνπ ησλ ιηπαξψλ νμέσλ κε 
θαζκαηνζθνπία κάδαο 
 

Ανπζηά θήθεδηε ημ θάζια ιάγαξ ηδξ θοάζδξ δ μπμία είκαζ 

οπενεηθναζιέκδ ζε ααηηήνζα Escherichia coli. Σμ θάζια ιάγαξ πανμοζζάγεηαζ 

ζηδκ παναηάης εζηυκα (εζηυκα 34).  

 

 

 

Δηθφλα 34 : MS θάζια ηδξ HPL 

 
 Απυ ημ παναπάκς θάζια επζθέπεδηακ ηα πεπηίδζα ιε ιάγα 1214.6539, 

1711.8327, 1729.8457, 1787.9508, 1916.0428, 2071.002 , βζα κα δζαζπαζημφκ 

πεναζηένς (MS/MS). ΢ηδ ζοκέπεζα παναηίεεκηαζ ηα MS/MS θάζιαηα (εζηυκα 35) 
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Δηθφλα 35 : MS/MS θάζιαηα ηςκ πεπηζδίςκ ηδξ θοάζδξ. 
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 Ζ ιδπακή ακαγήηδζδξ Mascot πνδζζιμπμίδζε υθα ηα θάζιαηα ηςκ 

πεπηζδίςκ ηαζ ηα ακηίζημζπα αιζκμλέα ημοξ, πθδκ ημο 1711.8327, ηαζ έαβαθε ιε 

ζημν 487, υηζ δ πνςηεΐκδ πμο ακαθφεδηε είκαζ δ θοάζδ ημο οδνμτπενμλεζδίμο ηςκ 

θζπανχκ μλέςκ απυ πζπενζά (Capsicum annuum). Σα αιζκμλέα πμο πνμέηορακ 

απυ ηα πεπηίδζα θαίκμκηαζ ζημκ παναηάης πίκαηα. 

 

Πεπηίδην ΢θνξ Αιιεινπρία 

1214.6539 83 LSPPVPSQYAR 

1729.8457 109 EMELVQSFVYESLR 

1787.9508 96 IPGSYGFPLLGPLWDR 

1916.0427 82 KIPGSYGFPLLGPLWDR 

2071.0017 117 ANVLVGDFMPSVVYTGDMR 

 
 
3.5 Απνκφλσζε κηαο ππεξνμεηδάζεο απφ ηα θχιια ηεο ειηάο 

 

 Όπςξ ακαθένεδηε ηαζ ζηδκ πανάβναθμ 2.2, έβζκε πνμζπάεεζα 

απμιυκςζδξ ηδξ θοάζδξ ημο οδνμτπενμλεζδίμο ηςκ θζπανχκ μλέςκ απυ ηα 

θφθθα ηδξ εθζάξ. Ζ απμιυκςζδ πναβιαημπμζήεδηε πανμοζία ημο 

απμννοπακηζημφ Triton X-100. Πναβιαημπμζήεδηε θαζιαημζημπζηυξ 

πνμζδζμνζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ  ηαεχξ ηαζ ιεθέηδ αοηήξ ιε απμδζαηαηηζηή 

δθεηηνμθυνδζδ. Σέθμξ πναβιαημπμζήεδηε ηαζ παναηηδνζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ ιε 

πνήζδ θαζιαημζημπίαξ ιάγαξ. 

 1.  Ζ θαζιαημζημπία οπενζχδμοξ μναημφ ζε εφνμξ ηφιαημξ 350-750 nm 

έδεζλε ιζα ημνοθή ζηα 388 nm, βεβμκυξ πμο οπμδεζηκφεζ υηζ πνυηεζηαζ βζα ιζα 

αζιμπνςηεΐκδ ιε ηδκ ημνοθή αοηή κα απμηεθεί ηδκ Soret ημνοθή ηδξ. ΢ηδ 

ζοκέπεζα αημθμοεεί ημ θάζια οπενζχδμοξ-μναημφ ηδξ πνςηεΐκδξ αοηήξ.  
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Δηθφλα 36 : Φάζια οπενζχδμοξ-μναημφ ηδξ πνςηεΐκδξ πμο απμιμκχεδηε απυ θφθθα εθζάξ. 

 

2. ΢ηδ ζοκέπεζα δ πνςηεΐκδ ιεθεηήεδηε ιε ηδ πνήζδ απμδζαηαηηζηήξ  

δθεηηνμθυνδζδξ. Ζ πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο έδεζλε υηζ δ εκ θυβς πνςηεΐκδ είκαζ 

ιζα πνςηεΐκδ ιε ιμνζαηυ αάνμξ πανυιμζμ ιε αοηυ ηδξ θοάζδξ ημο 

οδνμτπενμλεζδίμο ηςκ θζπανχκ μλέςκ (55kDa). Τπμθμβίγεηαζ υηζ ημ ιμνζαηυ 

αάνμξ αοηήξ ηδξ πνςηεΐκδξ είκαζ πενίπμο 50 kDa. ΢ηδ εέζδ 1 ανίζηεηαζ θοάζδ ημο 

οδνμτπενμλεζδίμο απμιμκςιέκδ ηαζ ηαεανζζιέκδ, ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ ςξ δείηηδξ. 

΢ηδ εέζδ 2 ανίζηεηαζ δ οπενμλεζδάζδ  ηαζ ηέθμξ ζηδ εέζδ 3 ανίζηεηαζ ιείβια 

πνςηεσκχκ βκςζημφ ιμνζαημφ αάνμοξ (marker). 

 

                1           2           3  

 

 55                  50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Δηθφλα 37 : Πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο ηδξ οπενμλεζδάζδξ. 

Θέζε ζην gel Γείγκα 

1 HPL 

2 οπενμλεζδάζδ 

3 marker 
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3. Σέθμξ έβζκε ηαοημπμίδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ιε πνήζδ θαζιαημζημπίαξ 

ιάγαξ. Ανπζηά θήθεδηε ημ θάζια ιάγαξ ηδξ πνςηεΐκδξ απυ ηα θφθθα ηδξ εθζάξ. 

Σμ θάζια ιάγαξ πανμοζζάγεηαζ παναηάης (εζηυκα 38). Απυ ηζξ ημνοθέξ ημο 

θάζιαημξ επζθέπεδηακ ηα πεπηίδζα ιε ιάγα 1089.4980, 1759.8076, 1791.8785, 

2047.9675, 2120.9675, 948.4524 βζα κα δζαζπαζημφκ πεναζηένς (MS/MS). Σμ 

πεπηίδζμ ιε ιάγα 2465.1650 δεκ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ ακάθοζδ δζυηζ είκαζ έκαξ 

απυ ημοξ εζςηενζημφξ ααειμκμιδηέξ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ.  

 

 

 

Δηθφλα 38 : MS θάζια ηδξ πνςηεΐκδξ πμο απμιμκχεδηε απυ ηα θφθθα ηδξ εθζάξ. 

  
 
 

΢ηδ ζοκέπεζα αημθμοεμφκ ηα MS/MS θάζιαηα ηδξ πνςηεΐκδξ. 
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Δηθφλα 39 : MS/MS θάζιαηα ηδξ πνςηεΐκδξ πμο απμιμκχεδηε απυ ηα θφθθα ηδξ εθζάξ. 
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 Ζ ιδπακή ακαγήηδζδξ Mascot πνδζζιμπμίδζε απυ υθα ηα θάζιαηα ηςκ 

πεπηζδίςκ ηαζ ηα ακηίζημζπα αιζκμλέα ημοξ, ιυκμ ηα πεπηίδζα ιε ιάγα 1089.4980 

ηαζ 1759.8076 ηαζ έδεζλε ιε ζημν 124 υηζ δ πνςηεΐκδ πμο ακαθφεδηε είκαζ δ  

Peroxidase 12 precursor, πανυιμζα υπςξ ζημκ μνβακζζιυ Ricinus communis. Σα 

αιζκμλέα πμο πνμέηορακ απυ ηα πεπηίδζα θαίκμκηαζ ζημκ παναηάης πίκαηα. 

 

Παν’ υθμ πμο ανπζηυξ ζημπυξ ήηακ δ απμιυκςζδ ηδξ θοάζδξ ημο 

οδνμτπενμλεζδίμο,  ηεθζηά δ πνςηεΐκδ πμο απμιμκχεδηε δεκ ήηακ αοηή, αθθά 

υπςξ θάκδηε ιε ηδ πνήζδ θαζιαημζημπίαξ ιάγαξ επνυηεζημ βζα ηδκ πνςηεΐκδ 

οπενμλεζδάζδ. 

Ζ πνχηδ οπενμλεζδάζδ πμο απμιμκχεδηε, πνμήθεε απυ ηα θφθθα ημο 

μνβακζζιμφ Brassica Napus (εθαζμηνάιαδ) ηαζ ειθακίγεζ πμθθέξ μιμζυηδηεξ ιε ηδκ 

Horseradish peroxidase (HRP) [47]. 

΢ημοξ ζπυνμοξ ημο θοημφ Ρίηζκμξ μ ημζκυξ (Ricinus communis) δ 

οπενμλεζδάζδ, ιαγί ιε άθθεξ ιζηνμφ ιμνζαημφ αάνμοξ εκχζεζξ, υπςξ ημ 

αζημναζηυ μλφ, δ βθμοηαεεζυκδ, δ α-ημημθενυθδ, αθθά ηαζ έκγοια υπςξ μζ 

ηαηαθάζεξ, απμηεθμφκ έκα αιοκηζηυ ζφζηδια εκακηίμκ ηδξ μλείδςζδξ πμο 

πνμηαθείηαζ απυ εθεφεενεξ νίγεξ μλοβυκμο ( 2O ) ηαζ απυ οπενμλείδζμ ημο 

οδνμβυκμο (Ζ2Ο2). Μέπνζ πνυηζκμξ δ δζάζπαζδ ημο Ζ2Ο2 απμδζδυηακ 

απμηθεζζηζηά ζηδ δνάζδ ηςκ ηαηαθαζχκ, παν’ υθα αοηά δ απμιυκςζδ ιζαξ 

αζημναζηήξ οπενμλεζδάζδξ (ascorbic peroxidase - APX) απυ ημοξ ηανπμφξ ηδξ 

ημθμηφεαξ, απέδεζλε υηζ μζ ηαηαθάζεξ δεκ είκαζ ηα ιμκαδζηά έκγοια πμο 

ζοιιεηέπμοκ [47]. Όπςξ θμζπυκ δ δνάζδ ηδξ θοάζδξ ημο οδνμτπενμλεζδίμο είκαζ 

πνμζηαηεοηζηή πνμξ ηα θοηά, δζαζπχκηαξ ηα οδνμτπενμλείδζα ηςκ θζπανχκ 

μλέςκ πνμξ δδιζμονβία εκχζεςκ ζδιακηζηχκ βζα ηδκ άιοκα ημο θοημφ, έηζζ ηαζ δ 

οπενμλεζδάζδ πνμζηαηεφεζ ημκ μνβακζζιυ απυ ηδ δνάζδ ημο οπενμλεζδίμο ημο 

οδνμβυκμο. 

Πεπηίδην ΢θνξ Αιιεινπρία 

1089.4980 16 
YYVDLMNR 

 

1759.8076 108 
QGLFTSDQDLYTDTR 
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 Ζ αζημναζηή οπενμλεζδάζδ, οπάνπεζ ζε ηνία δζαηνζηά ζζμέκγοια, έκα 

ελ αοηχκ ανίζηεηαζ ζημ ηοημζυθζμ, εκχ ηα αθθά ζημοξ πθςνμπθάζηεξ έκα ζημ 

ζηνχια ηαζ ημ άθθμ ζηζξ εοθαημεζδείξ ιειανάκεξ. Γνμοκ ςξ ζοθθέηηεξ Ζ2Ο2, εζξ 

αάνμξ ημο αζημναζημφ, πνμζηαηεφμκηαξ ηαη’ αοηυκ ημκ ηνυπμ ηα θοηζηά ηφηηανα 

απυ ηα ηαηαζηνμθζηά απμηεθέζιαηα ημο Ζ2Ο2, ηαεχξ αοηυ, αηυιδ ηαζ ζε πμθφ 

ιζηνέξ ζοβηεκηνχζεζξ, ακαζηέθθεζ ηδ δνάζδ εκγφιςκ, υπςξ δ 1,6- δζθμζθςνζηή 

θνμοηηυγδ [48]. Όθα ηα ζζμέκγοια είκαζ αζιμπνςηεΐκεξ, μζ μπμίεξ θένμοκ ςξ 

πνμζεεηζηή μιάδα ηδκ πνςημαίιδ ΗΥ, εκχ ημ έκγοιμ ιπμνεί κα οπάνλεζ είηε ςξ 

ιμκμιενέξ είηε ςξ δζιενέξ. ΢οβηνίκμκηαξ ηδκ οπενμλεζδάζδ, ιε ηδκ θοάζδ, 

ζοιπεναίκεηαζ υηζ ηαζ μζ δφμ πνςηεΐκεξ είκαζ ιειανακζηέξ ηαζ αζιμπνςηεΐκεξ πμο 

θένμοκ ηδκ πνςημαίιδ ΗΥ ςξ πνμζεεηζηή μιάδα. Όπςξ είκαζ θοζζηυ ηαζ μζ δφμ 

πνςηεΐκεξ δνμοκ ιεηααάθθμκηαξ ηδκ μλεζδςηζηή ηαηάζηαζδ ημο ζζδήνμο ηδξ αίιδξ 

απυ Fe+3 ζε Fe+4-OH δ θοάζδ, ηαζ Fe+4=O δ οπενμλεζδάζδ. 

 Ζ δνάζδ ημο εκγφιμο APX πενζβνάθεηαζ απυ ηδκ παναηάης ελίζςζδ.  

OHMDAOHascorbate 222 22  

Κφνζμ πανάβςβμ ηδξ δνάζδξ ηδξ APX, είκαζ ημ monodehydroascorbate 

(MDA), ημ μπμίμ ιπμνεί κα ιεηαηναπεί πάθζ ζε αζημναζηυ απυ ημ έκγοιμ 

monodehydroascorbate reductase (MDAR). Έηζζ, ζοκμθζηά, δ APX ηαηακαθχκεζ 

Ζ2Ο2 ηαηακαθχκμκηαξ αζημναζηυ, εκχ δ MDAR επακαθένεζ ημ αζημναζηυ 

ηαηακαθχκμκηαξ NADPH [47]. Ζ δνάζδ ηςκ δφμ εκγφιςκ πενζβνάθεηαζ απυ ηδκ 

παναηάης ελίζςζδ : 

)(22 PNADAscorbateNADPHMDA  

Ζ APX ηαζ δ MDAR, ζοκδέμκηαζ ιεηαλφ ημοξ ιέζς εκυξ ηνίημο ιειανακζημφ 

ηιήιαημξ, απαναίηδημ χζηε κα αθθδθεπζδνμφκ ηυζμ μζ οδνυθμαεξ, υζμ ηαζ μζ 

εκενβέξ πενζμπέξ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ (εζηυκα 40). 

 

 

                   Δηθφλα 40 : Αθθδθεπίδναζδ ηςκ πνςηεσκχκ APX ηαζ MDAR. 
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3.6 Αληηκηθξνβηαθέο θαη αληηκπθεηηαθέο ηδηφηεηεο ηεο 2-(Δ)-εμελάιεο θαη 
εμαλάιεο 
 
 Όζμκ αθμνά ηζξ ακηζιζηνμαζαηέξ ζδζυηδηεξ ηςκ δφμ μοζζχκ πνέπεζ κα 

ζδιεζςεεί υηζ δ δνάζδ ηδξ 2-(Δ)-ελεκάθδξ ήηακ ζαθχξ εκημκυηενδ απυ αοηή ηδξ 

ελακάθδξ. ΢οβηεηνζιέκα δ γχκδ ακαζημθήξ βζα ηα 20, 15 ηαζ 10 ιL, λεπενκμφζε 

ηδκ επζθάκεζα ημο ηνοαθίμο, εκχ δ ελακάθδ πανμοζίαζε γχκδ ακαζημθήξ ιυκμ 

ζηα 20ιL μοζίαξ ηαζ αοηή ιζηνή. ΢ηδκ πενίπηςζδ ηςκ ιοηήηςκ υιςξ ηαζ μζ δφμ 

μοζίεξ ήηακ ζδζαίηενα δναζηζηέξ. Ζ 2-(E)-ελεκάθδ ειθάκζζε μναηή γχκδ ακαζημθήξ 

ιυκμ ζηα 2ιL, εκχ δ ελακάθδ ζε υθμ ημ εφνμξ ηςκ ζοβηεκηνχζεςκ. Παναηάης 

πανμοζζάγμκηαζ ηα βναθήιαηα ακαζημθήξ ηςκ μοζζχκ.  

5 uL 2-(E)-hexenal 20 uL hexanal

0

2

4

(c
m

)

s ( L)

E.coli

7,5 L 2 L ampicillin

2,96

1,26

0,76

0,50

4,00

 

Δηθφλα 41 : Ακαζημθή ηςκ ααηηδνίςκ E.coli πανμοζία ηςκ πνμξ ελέηαζδ μοζζχκ. 
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15 uL hexanal 5 uL hexanal 2 uL 2-(E) hexenal

0

2

4
(c

m
)

s ( L)

S. cer

20 L 10 L miconazole2 L

2,9

1,9

1,4
1,0

0,8

2,8

3,7

 

      Δηθφλα 42 : Ακαζημθή ηςκ ιοηήηςκ S. cer   πανμοζία ηςκ πνμξ ελέηαζδ μοζζχκ. 

 

 ΢ηδκ παναηάης εζηυκα (εζηυκα 43) ειθακίγεηαζ εκδεζηηζηά έκα ηνζαθφμ ζημ 

μπμίμ έπμοκ ακαπηοπεεί ιφηδηεξ Saccharomyces cerivisiae ηαζ μζ δίζημζ 

ακαζημθήξ έπμοκ ειπμηζζηεί ιε 15 ιL ελακάθδξ (δίζημξ Β) ηαζ 10 ιL ιζημκαγυθδξ 

(δίζημξ Α) 

 

 

 

 

   Β 

 

 

 

 

Α 

 

 

 

 

 

Δηθφλα 43 : Σνζαθφμ ιε ιφηδηεξ S. cer πανμοζία 15 ιL ελακάθδξ (δίζημξ Β) ηαζ 10 ιL ιζημκαγυθδξ (δίζημξ 

Α). 
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3.7 Αληηθαξθηληθέο ηδηφηεηεο 2-(Δ)-εμελάιεο 

 

 Καζ μζ δφμ μοζίεξ ελεηάζηδηακ βζα ηζξ ακηζηανηζκζηέξ ημοξ ζδζυηδηεξ, ςζηυζμ 

δ ελακάθδ ηαζ ζε ιεβάθεξ ζοβηεκηνχζεζξ δεκ είπε δνάζδ, ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ 2-(Δ)-

ελεκάθδ πμο είπε έκημκδ ηοηηανμημλζηή δνάζδ. Ζ δνάζδ ηδξ λεηζκά, υπςξ 

ακαθένεδηε ηαζ ζηδκ πανάβναθμ 2.6.2 λεηζκά απυ ηα 0,125 ιM, εκχ ζηα 1,75 ιM 

πθέμκ δεκ οπάνπμοκ γςκηακά ηφηηανα. Παναηάης πανμοζζάγμκηαζ μζ ηζιέξ ηαζ ημ 

βνάθδια ηδξ ιεηααμθήξ ημο ανζειμφ ηςκ γςκηακχκ ηοηηάνςκ ζε ζπέζδ ιε ηδ 

ζοβηέκηνςζδ ηδξ 2-(Δ)-ελεκάθδξ. 

 

[2-(Δ)-εμελάιεο] 

ζηα 800κL (κM) 

Μέζνο φξνο 

απνξξνθήζεσλ 

ζηα 556nm 

% Πνζνζηφ 

δσληαλψλ 

θπηηάξσλ 

0 (ιάνηοναξ) 0,4972 100 

0,125 0,4536 91,23 

0,25 0,3619 72,79 

0,375 0,2471 49,70 

0,5 0,2175 43,75 

0,625 0,2156 43,36 

0,75 0,1831 36,83 

0,875 0,1907 38,35 

1 0,158 31,78 

1,125 0,1496 30,09 

1,25 0,1409 28,34 

1,375 0,1057 21,26 

1,5 0,0984 19,80 

1,625 0,0876 17,62 

1,75 0,0758 15,24 
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Δηθφλα 44 : Ακαζημθή ηςκ ηοηηάνςκ HeLa, πανμοζία δζαθυνςκ ζοβηεκηνχζεςκ 2-(Δ)-ελεκάθδξ 

 

 Απυ ημ παναπάκς δζάβναιια (εζηυκα 44) είκαζ ειθακέξ υηζ δ IC50 ηδξ 2-(Δ)-

ελεκάθδξ, δδθαδή δ ζοβηέκηνςζδ ζηδκ μπμία ημ 50% ηςκ ηοηηάνςκ είκαζ γςκηακά 

είκαζ ηα 0,247 ιΜ πενίπμο.  

IC50 = 0,247 κM. 
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4. ΑΝΑΛΤ΢Ζ ΚΑΗ ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ ΣΧΝ ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΧΝ 

 

4.1 Απνκφλσζε ηεο ιπάζεο ηνπ πδξνυπεξνμεηδίνπ ησλ ιηπαξψλ νμέσλ 

 

 Καζ ζηζξ δφμ πενζπηχζεζξ ηςκ ιδ ζμκζηχκ απμννοπακηζηχκ (Triton X-100 

ηαζ DM), δ πνςηεΐκδ ηαεανίζηδηε ηαζ απμιμκχεδηε ιε ιεβάθδ επζηοπία, υπςξ 

θάκδηε απυ ηζξ πδηηέξ πμθοαηνοθαιζδίμο. ΢ηδκ πενίπηςζδ ημο Triton Υ-100 δ 

ζοβηέκηνςζδ ηδξ HPL ήηακ 1,6 mg/mL εκχ ζηδκ πενίπηςζδ ημο DM 1,0 mg/mL. 

Απυ ηα θάζιαηα οπενζχδμοξ-μναημφ, παναηδνείηαζ υηζ δ απμιυκςζδ ιε ημ DM, 

ήηακ ζαθχξ πενζζζυηενμ επζηοπδιέκδ, ηαεχξ υθεξ μζ παναηηδνζζηζηέξ ημνοθέξ 

ηδξ πνςηεΐκδξ ήηακ δζαηνζηέξ ηαζ πενζζζυηενμ ημκηά ζηζξ εεςνδηζηέξ. Δπζπθέμκ, μ 

νοειυξ ηαηακάθςζδξ ημο οπμζηνχιαημξ 13-HPOD ήηακ ιεβαθφηενμξ ζηδκ 

πενίπηςζδ ημο DM (1,43 ιΜ/sec) απυ υηζ ζηδκ πενίπηςζδ ημο Triton X-100 (0,32 

ιΜ/sec). Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ, ημ Triton X-100, υκηαξ πμθοιενέξ, ειθακίγεζ 

ημνοθέξ ζηδκ οπενζχδδ πενζμπή, βεβμκυξ πμο ημ ηαεζζηά απαβμνεοηζηυ βζα 

ιεευδμοξ υπςξ είκαζ δ ιέεμδμξ Bradford, μ ηοηθζηυξ δζπνςζζιυξ αηυιδ ηαζ δ 

θήρδ θάζιαημξ IR. ΢οκεπχξ ημ DM, απμηεθεί ημκ ζδακζηυηενμ πανάβμκηα 

απμιυκςζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ, ιε ιυκμ απαβμνεοηζηυ ηδκ ηζιή ημο.  

 

4.2 Υαξαθηεξηζκφο ηεο ιπάζεο ηνπ πδξνυπεξνμεηδίνπ κε θπθιηθφ δηρξσηζκφ 

θαη θαζκαηνζθνπία κάδαο 

 

 Ζ πανμοζία ημο DM, επέηνερε ηδκ ιεθέηδ ηδξ HPL ιε δζάθμνεξ ιεευδμοξ, 

ιεηαλφ αοηχκ ηαζ μ ηοηθζηυξ δζπνςζζιυξ. Καηά ηδ ιεθέηδ ηδξ πνςηεΐκδξ ανέεδηε, 

ζε ακηίεεζδ ιε ηα εεςνδηζηά δεδμιέκα, υηζ δ πνςηεΐκδ απμηεθείηαζ ηαηά ηφνζμ 

θυβμ απυ α-επζθάκεζεξ ηαζ ζε ιζηνυηενμ πμζμζηυ απυ α-έθζηεξ. ΢οβηεηνζιέκα ηα 

πμζμζηά είκαζ ηα ελήξ : 13.53% α-έθζηα, 32.73% α-επζθάκεζα, 21.76% ζηνμθή ηαζ 

31.13% unordered. Δπζπθέμκ οπμθμβίζηδηε υηζ δ HPL θένεζ ζοκμθζηυ ιήημξ α- 

εθίηςκ 8,048 Α, ηαζ ζοκμθζηυ ιήημξ α-επζθακεζχκ 6,743 Α. Σέθμξ, παναηδνήεδηε 

υηζ ζε εενιμηναζίεξ ιεβαθφηενεξ ηςκ 60 °C, δ πνςηεΐκδ απμδζαηάζζεηαζ.   

Πανμοζία Triton X-100, ήηακ αδφκαηδ δ θήρδ θάζιαημξ ηοηθζημφ δζπνςζζιμφ, 

ελαζηίαξ ηδξ απμννυθδζδξ ημο πμθοιενμφξ ζηδκ οπενζχδδ πενζμπή.  
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 Όζμκ αθμνά ημκ παναηηδνζζιυ ηδξ HPL ιε θαζιαημζημπία ιάγαξ, 

παναηηδνίζηδηακ ηιήιαηα ηδξ αθθδθμοπίαξ ηδξ, έπεζηα απυ ενορζκμπμίδζδ, ηα 

μπμία επέηνερακ ηαζ ηδκ ηαοημπμίδζδ ηδξ απυ ηδκ ιδπακή ακαγήηδζδξ Mascot. 

Σα πεπηίδζα πμο παναηηδνίζηδηακ απμηεθμφκηαζ απυ ηα ελήξ αιζκμλέα: 

LSPPVPSQYAR, EMELVQSFVYESLR, IPGSYGFPLLGPLWDR, 

ANVLVGDFMPSVVYTGDMR, KIPGSYGFPLLGPLWDR.  

 

4.3 Απνκφλσζε κίαο πξσηεΐλεο απφ ηα θχιια ηεο ειηάο 

 

Παν’ υθμ πμο ανπζηυξ ζηυπμξ ηδξ ενβαζίαξ ήηακ κα απμιμκςεεί δ HPL απυ ηα 

θφθθα ηδξ εθζάξ, δ δζαδζηαζία απμιυκςζδξ, δ μπμία έβζκε πανμοζία ημο 

απμννοπακηζημφ Triton X-100, μδήβδζε ζηδκ απμιυκςζδ ιίαξ άθθδξ πνςηεΐκδξ 

ζοββεκζηήξ ιε ηδκ HPL, ηδξ αζημναζηήξ οπενμλεζδάζδξ (APX – ascorbic 

peroxidase). Ζ θαζιαημζημπία οπενζχδμοξ – μναημφ έδεζλε υηζ πνυηεζηαζ βζα ιία 

αζιμπνςηεΐκδ, δ μπμία θένεζ ηδ Soret ημνοθή ηδξ ζηα 388 nm ηαζ δ 

δθεηηνμθυνδζδ πδηηήξ πμθοαηνοθαιζδίμο υηζ έπεζ ιμνζαηυ αάνμξ πενίπμο 40 

kDa. Υνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ ηεπκζηή ηδξ θαζιαημζημπίαξ ιάγαξ, έβζκε ηαοημπμίδζδ 

ηδξ APX απυ ηδ ιδπακή ακαγήηδζδξ Mascot, πνδζζιμπμζχκηαξ ηα πεπηίδζα πμο 

απμηεθμφκηαζ απυ ηα ελήξ αιζκμλέα : QGLFTSDQDLYTDTR, YYVDLMNR. 

 

4.4 Αληηκηθξνβηαθέο, αληηκπθεηηαθέο θαη αληηθαξθηληθέο ηδηφηεηεο ηεο 2-(Δ)-

εμελάιεο θαη εμαλάιεο 

 

Απυ υθα ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα, είκαζ ειθακήξ δ εκημκυηενδ δνάζδ 

ηδξ 2-(Δ)-ελεκάθδξ έκακηζ ηδξ ελακάθδξ. Ζ πνχηδ ειθακίγεζ έκημκδ ακηζααηηδνζαηή 

δνάζδ εκχ δ δεφηενδ ζπεδυκ εθάπζζηδ. Υαναηηδνζζηζηυ είκαζ υηζ δ ακηζααηηδνζαηή 

δνάζδ ηδξ 2-(Δ)-ελεκάθδξ είκαζ ηυζμ έκημκδ, χζηε κα είκαζ ειθακήξ απυ ηα 7,5 ιL 

ηαζ ηάης, εκχ παναπάκς πμζυηδηεξ ειθακίγμοκ γχκδ ακαζημθήξ ιεβαθφηενδ ηδξ 

δζαιέηνμο ημο ηνζαθφμο. ΢ηδκ πενίπηςζδ ηςκ ιοηήηςκ δ ελακάθδ έπεζ έκημκδ 

δνάζδ, δ μπμία υιςξ ελαημθμοεεί κα είκαζ ιζηνυηενδ έκακηζ ηςκ ακηίζημζπςκ 

πμζμηήηςκ ηδξ 2-(Δ)-ελεκάθδξ. Σέθμξ ζηδκ πενίπηςζδ ηςκ ακηζηανηζκζηχκ 

ζδζμηήηςκ, δ ελακάθδ ειθακίγεζ ιδδεκζηή δνάζδ, ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ 2-(Δ)-ελεκάθδ 

ηδξ μπμίαξ δ δνάζδ είκαζ εκημκυηαηδ αηυιδ ηαζ ζε πμθφ ιζηνέξ πμζυηδηεξ. ΢ε 

ζοβηέκηνςζδ 2-(Δ)-ελεκάθδξ ιυθζξ 0,125 ιΜ, ημ πμζμζηυ ηςκ γςκηακχκ 
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ηοηηάνςκ ιεζχκεηαζ απεοεείαξ ηαηά 10%, εκχ ζε ζοβηέκηνςζδ ιυθζξ 1,75 ιΜ, ηα 

γςκηακά ηφηηανα είκαζ πθέμκ εθάπζζηα.  
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5. ΠΡΟΟΠΣΗΚΔ΢ ΚΑΗ ΜΔΛΛΟΝΣΗΚΟΗ ΢ΣΟΥΟΗ 

 

Μεηά ηδκ επζηοπδιέκδ απμιυκςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ, θοάζδξ ημο 

οδνμτπενμλεζδίμο, έκαξ ιεθθμκηζηυξ ζηυπμξ είκαζ δ αηζκδημπμίδζδ ηδξ ζε ηάπμζμκ 

θμνέα. Ζ αηζκδημπμίδζδ εκυξ εκγφιμο ιπμνεί κα ζοιαάθθεζ ζδιακηζηά ζηδ 

ζηαεενμπμίδζή ημο.  Έκα έκγοιμ εεςνείηαζ αηζκδημπμζδιέκμ υηακ δ ηζκδηζηυηδηά 

ημο πενζμνίγεηαζ ιε ηεπκδηυ ηνυπμ εκχ πανάθθδθα δζαηδνείηαζ δ δναζηζηυηδηά ημο.  

Ζ αηζκδημπμίδζδ επζηοβπάκεηαζ ιε δζάθμνμοξ ηνυπμοξ υπςξ θοζζηή πνμζνυθδζδ 

ή μιμζμπμθζηή πνυζδεζδ ζε ηάπμζμ ζηενευ θμνέα, παβίδεοζδ εκηυξ πμθοιενμφξ 

ή διζπεναηήξ ιειανάκδξ ηαζ δζαιμνζαηή δζαζφκδεζδ ηςκ εκγφιςκ ιεηαλφ ημοξ. Ζ 

πζμ ζοκδεζζιέκδ ιέεμδμξ βζα ηδ ζηαεενμπμίδζδ ιζαξ ιειανακζηήξ πνςηεΐκδξ είκαζ 

δ εζζαβςβή ηδξ ζε ιζα αηζκδημπμζδιέκδ δζπθμζημζαάδα θζπζδίςκ. Δίκαζ δοκαηυκ 

υιςξ κα βίκεζ πνμζπάεεζα αηζκδημπμίδζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε θμνείξ υπςξ ηα 

ζημζααβιέκα δζπθά οδνμλείδζα (Layered Double Hydroxides, LDH), ηαζ ηα αθβζκζηά 

ζθαζνίδζα (alginate beads).  

Ζ απμιυκςζδ ηδξ οπενμλεζδάζδξ απυ ηα θφθθα εθζάξ, ακμίβεζ ηαζκμφνζμοξ 

ζηυπμοξ ζηδκ πεναζηένς ιεθέηδ ηδξ πνςηεΐκδξ αοηήξ. Μεθθμκηζηυξ ζηυπμξ, είκαζ δ 

απμιυκςζδ ηδξ ζε ζηακμπμζδηζηέξ πμζυηδηεξ ηαζ μ παναηηδνζζιυξ ηδξ ιε 

δζάθμνεξ θαζιαημζημπζηέξ ιεευδμοξ. Ζ ζπέζδ ηδξ ηαζ δ αθθδθεπίδναζδ ηδξ ιε 

άθθεξ πνςηεΐκεξ είκαζ ιζα επζπθέμκ ιεθέηδ πμο ιπμνεί κα πναβιαημπμζδεεί. 

Καεχξ δ ζοβηεηνζιέκδ πνςηεΐκδ έπεζ απμιμκςεεί απμ θφθθα ααιααηζμφ, 

ζπακαηζμφ ηαεχξ ηαζ εθαζμηνάιαδξ, αθθά υπζ απμ θφθθα εθζάξ, δ απμιυκςζδ ηαζ 

δ ακάθοζδ ηδξ είκαζ έκαξ δεθεαζηζηυξ ζηυπμξ.  
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