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ΡΕΙΛΘΨΘ 

Θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ (xanthine oxidase, XO, EC 1.1.3.22) και θ 

αωυδρογονάςθ τθσ ξανκίνθσ (xanthine dehydrogenase, XDH, EC 1.2.1.37) είναι οι 

δφο μορωζσ του ενηφμου οξειδοαναγωγάςθ τθσ ξανκίνθσ (xanthine oxidoreductase 

XOR). Πρόκειται για μόλυβδο-ζνηυμα, τα οποία αποτελοφνται από δφο 

πανομοιότυπεσ μονάδεσ των 145 kDa. τα κθλαςτικά θ XOR ςυντίκεται ςτθ μορωι 

τθσ αωυδρογονάςθσ τθσ ξανκίνθσ αλλά μετατρζπεται άμεςα ςε οξειδάςθ με 

οξείδωςθ των κειολικϊν ομάδων ι με πρωτεόλυςθ. Θ XOR βρίςκεται ςε διάωορα 

όργανα όπωσ το ιπαρ, το ζντερο, τουσ πνεφμονεσ, τουσ νεωροφσ, τθν καρδιά, τον 

εγκζωαλο κακϊσ και ςτον ορό του αίματοσ. 

Θ XO χρθςιμοποιεί το οξυγόνο ωσ τελικό αποδζκτθ θλεκτρονίων, ενϊ θ XDH 

χρθςιμοποιεί το NAD+. Και οι δφο είναι εξίςου ικανζσ να παράγουν δραςτικζσ 

μορωζσ οξυγόνου. Σα ωυςιολογικά υποςτρϊματα είναι θ ξανκίνθ και θ υποξανκίνθ, 

τα οποία προςδζνονται ςτο οξειδωμζνο ζνηυμο και δίνουν δφο θλεκτρόνια ςτον 

μολυβδαινικό ςυμπαράγοντα (molybdenum cofactor) τον οποίο ανάγουν από 

Mo(VI) ςε Mo(IV). Σα υποςτρϊματα υδροξυλιϊνονται από μόρια Θ2Ο ςτο 

μολυβδαινικό κζντρο κακϊσ τα θλεκτρόνια ταξιδεφουν μζςω δφο ςιδθροκειοφχων 

κζντρων ςτθν ωλαβινο-αδενινο-δινουκλεοτιδικι ομάδα (flavine adenine 

dinucleotide, FAD). Θ ανθγμζνθ FAD μπορεί να επαναοξειδωκεί διςκενϊσ από το 

οξυγόνο και να παράγει υπεροξείδιο του υδρογόνου ι μονοςκενϊσ ςε δφο βιματα 

και να παράγει δφο ιςοδφναμα τθσ ελεφκερθσ ρίηασ του ςουπεροξειδίου.  

ε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, αυτά τα ζνηυμα ςυμμετζχουν ςε πολλζσ 

βιοχθμικζσ οδοφσ, όπωσ ςτθν υδροξυλίωςθ πουρινϊν, πτερινϊν, αλειωατικϊν και 

αρωματικϊν αλδεχδϊν, ςυμβάλλοντασ ζτςι ςτθν αποτοξίνωςθ ι ςτθν 

ενεργοποίθςθ ενδογενϊν ενϊςεων και ξενοβιοτικϊν. Ο πρωταρχικόσ ρόλοσ του 

ενηφμου είναι θ μετατροπι τθσ υποξανκίνθσ ςε ξανκίνθ και τθσ ξανκίνθσ ςε ουρικό 

οξφ. Γι’ αυτό, ςε κλθρονομικζσ πακιςεισ που υπάρχει ζλλειψθ του ενηφμου, τα 

άτομα χαρακτθρίηονται από ξανκινουρία και δυςλειτουργία πολλϊν οργάνων από 

υπερβολικι ςυςςϊρευςθ ξανκίνθσ ςε αυτά. Επίςθσ, ζχει δειχκεί ότι ςυμμετζχει ςε 
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διάωορεσ άλλεσ πακολογικζσ καταςτάςεισ όπωσ θ ιςχαιμία, το αιμορραγικό ςοκ, θ 

ακθροςκλιρυνςθ και θ δρεπανοκυτταρικι αναιμία, λόγω παραγωγισ τθσ 

ελεφκερθσ ρίηασ του ςουπεροξειδίου. Επιπλζον, θ παρουςία του ενηφμου ζχει 

βρεκεί ςε αυξθμζνα επίπεδα ςτον ορό ανκρϊπων με βλάβθ ςτο ιπαρ και ςτο 

πάγκρεασ κακϊσ και ςε αςκενείσ με διαβιτθ τφπου Ι. 

υνεπϊσ, θ λεπτομερισ διευκρίνιςθ τθσ δομισ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

κα ςυνζβαλε ςτο μελλοντικό ςχεδιαςμό ουςιϊν για κεραπευτικι χριςθ. τα 

πλαίςια αυτισ τθσ προςζγγιςθσ ςτθν παροφςα διατριβι πραγματοποιικθκε 

απομόνωςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ από βόειο γάλα και εκτενισ κακαριςμόσ τθσ 

με χρωματογραωία ςυγγζνειασ και χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ και 

μελετικθκε θ ενηυμικι δραςτικότθτα. τθ ςυνζχεια, προςδιορίςτθκαν οι ςυνκικεσ 

κρυςτάλλωςθσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με χριςθ των τεχνικϊν τθσ κρεμάμενθσ 

και τθσ επικακιμενθσ ςταγόνασ. Σζλοσ, ζγιναν προςπάκειεσ για βελτιςτοποίθςθ τθσ 

ανάπτυξθσ κρυςτάλλων, ζτςι ϊςτε να δθμιουργθκοφν κρφςταλλοι ικανοί να 

περικλοφν τισ ακτίνεσ Χ ςε υψθλι ευκρίνεια.  
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ABSTRACT 

Xanthine oxidase (XO, EC 1.1.3.22) and xanthine dehydrogenase (XDH, EC 

1.17.1.4) are interconvertible forms of the same enzyme, known as xanthine 

oxidoreductase (XOR). The enzymes are molybdopterin-containing flavoproteins that 

consist of two identical subunits of approximately 145 kDa. The enzyme from 

mammalian sources, including man, is synthesized as the dehydrogenase form, but it 

can be readily converted to the oxidase form by oxidation of sulfhydryl residues or 

by proteolysis. XOR is widely distributed throughout various organs including the 

liver, gut, lung, kidney, heart, and brain as well as the plasma. 

The XO form utilizes molecular oxygen as the electron acceptor, whereas the 

XDH form utilizes NAD+ as the preferred electron acceptor, thereby producing 

reactive oxygen species. Xanthine interacts with XO or XDH at the xanthine binding 

site, which contains molybdopterin. Two electrons are transferred from xanthine to 

Mo(VI), reducing the metal to Mo(IV). Following the initial reduction of the Mo, 

electrons are passed via two [2Fe-2S] clusters to an FAD cofactor, at which reducing 

equivalents pass out of the enzyme. Both forms, xanthine oxidase and xanthine 

dehydrogenase, generate significant amounts of both hydrogen peroxide and 

superoxide when reacting with O2. 

Physiologically, XO and XDH participate in a variety of biochemical reactions 

including the hydroxylation of various purines, pterins, and aromatic heterocycles, as 

well as aliphatic and aromatic aldehydes, thereby contributing to the detoxification 

or activation of endogenous compounds and xenobiotics. One of XOR’s primary roles 

is the conversion of hypoxanthine to xanthine and xanthine to uric acid. Inherited 

XOR deficiency leads to xanthinuria and a characteristic multiple organ failure 

syndrome characterized by the deposition of xanthine in various tissues. It can also 

act as a circulating mediator that is responsible for remote organ injury in a variety 

of pathophysiological conditions including hepatic ischemia and reperfusion, 

hemorrhagic shock, atherosclerosis and sickle cell disease. 
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Consequently, a detailed clarification of the structure of xanthine oxidase 

would contribute to the design of compounds with therapeutic potential. 

Under this approach, in the present study xanthine oxidase, isolated from cow's milk, 

was purified using affinity chromatography and gel filtration chromatography.  The 

enzyme function was verified with kinetic analysis. Subsequently, 

crystallization conditions for xanthine oxidase were established screening 

commercially available crystallization solutions, with the use of a crystallization 

robot. Initial crystallization conditions were refined using vapor diffusion methods 

(hanging and sitting drop), to grow crystals of suitable size for X-ray diffraction 

studies at high resolution.   
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΘ 

Θ οξειδοαναγωγάςθ τθσ ξανκίνθσ (XOR) καταλφει τθν οξείδωςθ τθσ 

υποξανκίνθσ ςε ξανκίνθ και ςτθ ςυνζχεα τθσ ξανκίνθσ ςε ουρικό οξφ. Σο ζνηυμο 

πρϊτθ ωορά ανακαλφωκθκε το 1902 από τον αυςτριακό βιοχθμικό Franz 

Schardinger, ο οποίοσ παρατιρθςε ότι το μπλε του μεκυλενίου μπορεί να αναχκεί 

ςτο ωρζςκο γάλα, ζπειτα από προςκικθ ωορμαλδεψδθσ, και ιταν γνωςτό ωσ 

ζνηυμο Schardinger. Σο ζνηυμο αυτό απομονϊκθκε και μελετικθκε το 1920 από 

τουσ Malcolm Dixon και Sylva Thurlow και το 1938 προτάκθκε από τον V.H. Booth το 

ζνηυμο Schardinger να αναωζρεται ωσ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ. Αργότερα, θ XOR 

βρζκθκε ότι είναι υπεφκυνθ για τθν οξείδωςθ αλδεχδϊν και τθσ ξανκίνθσ και είναι 

το πρωτότυπο μζλοσ τθσ οικογζνειασ των πρωτεϊνϊν γνωςτϊν ωσ υδροξυλάςεσ 

μολυβδαινίου. 

Αρχικϊσ, κεωρικθκε ότι θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ (XO) και θ αωυδρογονάςθ 

τθσ ξανκίνθσ (XDH) είναι δυο διαωορετικά ζνηυμα. Αρχικζσ προςπάκειεσ 

απομόνωςθσ του ενηφμου από βόειο γάλα ζδιναν πάντα τθ μορωι XO 

χρθςιμοποιϊντασ το οξυγόνο ωσ τελικό αποδζκτθ θλεκτρονίων, ενϊ όταν θ πθγι 

ιταν από άλλα είδθ όπωσ κοτόπουλο ι ζντομα ζδιναν τθ μορωι XDH με 

προτιμϊμενο αποδζκτθ θλεκτρονίων το NAD+. Ωςτόςο, αργότερα ανακαλφωκθκε 

ότι οι μορωζσ XDH και XO είναι προϊόντα του ίδιου γονιδίου. Αρχικϊσ το ζνηυμο XOR 

ςυντίκεται ςτθ μορωι τθσ αωυδρογονάςθσ αλλά μετατρζπεται άμεςα ςε οξειδάςθ 

με οξείδωςθ των κειολικϊν ομάδων ι με πρωτεόλυςθ. 

 

1.1. Δομι γονιδίου XOR 

Σο γονίδιο XOR ςτον άνκρωπο αρχικά προςδιορίςτθκε ςτο χρωμόςωμα 2 

(Ichida et al. 1993). τθ ςυνζχεια, τρεισ ερευνθτικζσ ομάδεσ τοποκζτθςαν το γονίδιο 

XOR ςτο χρωμόςωμα 2p22 ι 2p23 (Xu et al. 1994, Minoshima et al. 1995, Rytkönen 

et al. 1995). Όταν θ αλλθλουχία του ανκρϊπινου γονιδιϊματοσ δθμοςιεφκθκε, θ 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/05/2024 12:40:04 EEST - 18.223.159.57



6 

 

κζςθ του γονιδίου XOR επιβεβαιϊκθκε ότι είναι ςτο χρωμόςωμα 2p23.1 

(International Human Genome Sequencing Consortium 2001). 

Ζχουν αναωερκεί τρεισ αλλθλουχίεσ του cDNA τθσ XOR ςτον άνκρωπο  από 

τρεισ ερευνθτικζσ ομάδεσ (Ichida et al. 1993, Xu et al. 1994,  Saksela και Raivio 

1996). Σο ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςθσ του γονιδίου XOR ςτον άνκρωπο αποτελείται 

από 3999bp και κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνθ 1333 αμινοξζων. Σο cDNA που 

αναωζρκθκε από τθν ομάδα Saksela και Raivio (1996) κωδικοποιεί για το ενεργό 

ζνηυμο XOR και είναι 99% ταυτόςθμθ με αυτι που αναωζρκθκε από τθν ομάδα 

Ichida et al. (1993) και 94% ταυτόςθμθ με τθν αλλθλουχία που αναωζρκθκε από τθν 

ομάδα Xu et al. (1994). Θ αλλθλουχία των αμινοξζων, που προκφπτει από το cDNA 

τθσ XOR ςτον άνκρωπο, που αναωζρκθκε από τθν ομάδα Ichida et al. (1993) ιταν 

90% ταυτόςθμθ με αυτι του αρουραίου (Amaya et al. 1990) και 52% ταυτόςθμθ με 

αυτι τθσ Drosophila (Keith et al. 1987). Θ αλλθλουχία των αμινοξζων, που 

προκφπτει από το cDNA τθσ XOR ςτον αρουραίο είναι 94% ταυτόςθμθ με αυτι που 

προκφπτει από τθν πρωτοταγι δομι τθσ πρωτεΐνθσ XOR ςτο ποντίκι (Terao et al. 

1992).  

Σο γονίδιο που κωδικοποιεί για τθν ανκρϊπινθ οξειδοαναγωγάςθ τθσ 

ξανκίνθσ είναι >60kb και περιλαμβάνει 36 εξϊνια (Xu et al.1996) και 35 εςϊνια. Ο 

αρικμόσ των εξωνίων και των εςωνίων είναι ίδιοσ ςτον άνκρωπο και ςτο ποντίκι, 

ενϊ ςτον αρουραίο διαωζρει (Cazzaniga et al. 1994, Chow et al. 1994, Xu et al. 

1996). Επιπλζον, το μζγεκοσ του δεφτερου εςωνίου ςτο γονίδιο τθσ XOR ςτον 

άνκρωπο και ςτον αρουραίο υπερβαίνει τα 8kb αλλά είναι ςθμαντικά μικρότερο,  

1.6kb, ςτο ποντίκι. τθ Drosophila το γονίδιο XOR περιλαμβάνει μόνο 4 εξϊνια, 

ωςτόςο, παρουςιάηει εντυπωςιακι ομοιότθτα ςτα επίπεδα πρωτεΐνθσ με αυτι τθσ 

XOR ςτα κθλαςτικά (Keith et al. 1987, Ichida et al. 1993). Σα ζνηυμα XOR και ΑΟ 

ζχουν πολλζσ ομοιότθτεσ ςτθ δομι και ςτισ βιοχθμικζσ ιδιότθτζσ τουσ κακϊσ και 

ςχεδόν ταυτόςθμθ δομι των εξωνίων/εςωνίων των γονιδίων που κωδικοποιοφν για 

αυτά τα δυο ζνηυμα. Αυτό υποδθλϊνει μια κοινι εξελικτικι πορεία αυτϊν των δφο 

ενηφμων (Terao et al. 1998, Garattini et al. 2003).  
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1.2.  Ζκφραςθ και ρφκμιςθ του XOR γονιδίου  

Θ ζκωραςθ του XOR γονιδίου ρυκμίηεται από διάωορουσ μεταγραωικοφσ 

παράγοντεσ. Για παράδειγμα, πολλά μοτίβα ακολουκιϊν, τοποκετοφνται ανοδικά 

τθσ κωδικισ αλλθλουχίασ τθσ XOR και δεςμεφουν  C/EBP, ETS-1, AP-1, AP-2 και TF-

IID (Xu et al. 2000). Επιπλζον, ζχει αποδειχτεί ότι ο πυρθνικόσ παράγοντασ Τ 

ενεργοποιεί τθ μεταγραωι τθσ XOR (Martelin et al. 2000). 

Δυο μεταγραωικζσ κζςεισ, που βρίςκονται ςτο -59 και -82 από το κωδικόνιο 

ζναρξθσ ATG τθσ μετάωραςθσ ζχουν εντοπιςτεί ςτθν 5’-ςυνοδευτικι αλλθλουχία 

του γονιδίου XOR του ανκρϊπου. Θ λειτουργία αυτϊν των δφο πικανϊν 

μεταγραωικϊν κζςεων δεν είναι γνωςτι, αλλά ζχει βρεκεί ότι mRNAs με 

διαωορετικά 5ϋ άκρα διαδραματίηουν κάποιο ρόλο ςτθ μετά-μεταγραωικι ρφκμιςθ 

ι θ ζκωραςι τουσ μπορεί να είναι ιςτό-ειδικι. Λαμβάνοντασ υπόψθ ότι ςτο ποντίκι 

ζχει βρεκεί μόνο μια μεταγραωικι κζςθ ζναρξθσ, ενϊ ςτον αρουραίο ζχουν 

αναγνωριςτεί τουλάχιςτον τζςςερισ κζςεισ, ςυμπεραίνουμε ότι θ λειτουργία τουσ 

εξαρτάται από τθ παρουςία αλλθλουχιϊν δζςμευςθσ ρυκμιςτικϊν πρωτεϊνϊν ςτο 

πρϊτο εξϊνιο (Cazzaniga et al. 1994, Chow et al. 1994, Chow et al. 1995, Clark et al. 

1998).  

Με κλωνοποίθςθ περίπου 2 kb του υποκινθτι τθσ XOR του ανκρϊπου, 

βαςιηόμενοι ςτθν αλλθλουχία του, ζχουν εντοπιςτεί πολλζσ πικανζσ κζςεισ 

δζςμευςθσ μεταγραωικϊν παραγόντων (Xu et al. 1996). Ωςτόςο, υπάρχουν μόνο 

λίγεσ αναωορζσ ςχετικά με τθ λειτουργία και τθ ρφκμιςθ του υποκινθτι του 

γονιδίου XOR του ανκρϊπου (Xu et al. 2000). Ανάμεςα ςτο ποντίκι και ςτον 

άνκρωπο υπάρχουν διαωορζσ ςτα επίπεδα ζκωραςθσ τθσ XOR ςτουσ ιςτοφσ και 

ςτθν δραςτικότθτα του ενηφμου. Επίςθσ, με πειράματα διαμόλυνςθσ ζχει βρεκεί ότι 

τα επίπεδα των XOR μεταγράωων ςτο ιπαρ ποντικοφ και θ δραςτικότθτα του 

τμιματοσ υποκινθτι του ποντικοφ (από -1 ζωσ -588 από το κωδικόνιο ζναρξθσ 

μετάωραςθσ) είναι υψθλότερα ςε ςφγκριςθ με αυτά του ανκρϊπινου ιπατοσ και 

του αντίςτοιχου τμιματοσ του υποκινθτι του ανκρϊπου (από -1 ζωσ -463). Θ 

περιοχι του υποκινθτι του γονιδίου τθσ XOR του ανκρϊπου που αντιςτοιχεί ςτα 
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νουκλεοτίδια -1 ζωσ -138 από το κωδικόνιο ζναρξθσ μετάωραςθσ ζχει αποδειχκεί 

ότι είναι απαραίτθτθ και επαρκισ για τθν βαςικι δράςθ του υποκινθτι, ενϊ θ 

περιοχι -258 ζωσ -228 είναι κρίςιμθ για τθν καταςτολι τθσ κεντρικισ δραςτικότθτασ 

του υποκινθτι (Xu et al. 2000). Σα αποτελζςματα που προκφπτουν από τουσ Xu et 

al. υποδθλϊνουν ότι ο υποκινθτισ τθσ XOR ςτον άνκρωπο ωζρει ζνα ςτοιχείο όμοιο 

του ΣΑΣΑ, το οποίο δεςμεφει τα ςτοιχεία τθσ βαςικισ μεταγραωικισ μθχανισ (TFIID 

ςφμπλεγμα), ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ RNA πολυμεράςθσ II, που απαιτοφνται για 

τθ βαςικι δραςτικότθτα του υποκινθτι. Ωςτόςο, το E-box, το οποίο είναι γνωςτό ότι 

δεςμεφει τόςο ενεργοποιθτζσ όςο και καταςτολείσ τθσ μεταγραωισ, τοποκετείται 

ςτο -240 και κανονικά κα ζπρεπε μαηί με το ςτοιχείο ΣΑΣΑ να περιορίηουν τθ 

δραςτικότθτα του υποκινθτι τθσ XOR, αωοφ τοποκετοφνται ςτθ κρίςιμθ περιοχι 

καταςτολισ δραςτικότθτασ του υποκινθτι.  

Ο υποκινθτισ του γονιδίου τθσ XOR ςτον αρουραίο ζχει κλωνοποιθκεί και 

ζχει διευκρινιςτεί θ λειτουργία του (Chow et al. 1995, Clark et al. 1998). ε αντίκεςθ 

με τον υποκινθτι του γονιδίου τθσ XOR ςτον άνκρωπο, ςτον αρουραίο δεν ζχει 

εντοπιςτεί κανζνα ΣΑΣΑ κουτί. ε αντίκεςθ, πρωτεΐνεσ C/EBP ζχει δειχκεί ότι 

δεςμεφονται ςτον υποκινθτι και μαηί με τον μεταγραωικό παράγοντα YY-1, ο 

οποίοσ ζχει τθν ικανότθτα να κάμπτει το DNA, είναι αναγκαία για τθ βαςικι 

δραςτικότθτα του υποκινθτι (Clark et al. 1998). Επιπλζον, πολλοί άλλοι παράγοντεσ 

ςυμπεριλαμβανομζνων των παραγόντων που ςχετίηονται με τα NF-1, Oct-1, c-Myc 

και USF ζχει προτακεί ότι δεςμεφονται ςτον υποκινθτι του γονιδίου τθσ XOR ςτον 

αρουραίο.  

 

1.3. Δομι τθσ XOR πρωτεΐνθσ 

 Μόλυβδο-φλαβινο ζνηυμα 

Σα μόλυβδο-ωλαβινοζνηυμα απαιτοφν τόςο τον ςυμπαράγοντα 

μολυβδαινίου όςο και το ωλαβινο-αδενινο δινουκλεοτίδιο (FAD) για τθν 

δραςτικότθτά τουσ. τον άνκρωπο ζχουν εντοπιςτεί μόνο δυο μολυβδο-

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/05/2024 12:40:04 EEST - 18.223.159.57



9 

 

ωλαβινοζνηυμα, θ οξειδοαναγωγάςθ τθσ ξανκίνθσ (XOR) και θ οξειδάςθ τθσ 

αλδεφδθσ (ΑΟ). τα κθλαςτικά, θ XOR και θ ΑΟ ζχουν υψθλά επίπεδα ομολογίασ 

ςτο γονίδιο και ςτα επίπεδα πρωτεΐνθσ, υποδθλϊνοντασ μια κοινι εξελικτικι 

προζλευςθ (Ichida et al. 1993, Terao et al. 2000). Θ XOR καταλφει τα δφο τελευταία 

ςτάδια κατά τον καταβολιςμό των πουρινϊν, ενϊ ο ωυςιολογικόσ ρόλοσ τθσ ΑΟ δεν 

είναι ςαωισ. Ωςτόςο, ζχει προτακεί ότι θ ΑΟ διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο κατά 

τον μεταβολιςμό των ξενοβιοτικϊν. Θ XOR εμωανίηεται ςε δφο μορωζσ, τθ μορωι 

XDH και τθ μορωι XO, οι οποίεσ χρθςιμοποιοφν το NAD+ και O2, αντίςτοιχα, ωσ 

αποδζκτθ θλεκτρονίων, ενϊ θ ΑΟ υπάρχει μόνο ςε μια μορωι, θ οποία δίνει 

θλεκτρόνια ςτο O2. Θ κατανομι αυτϊν των δυο ενηφμων ςτουσ ιςτοφσ διαωζρει 

αρκετά, ιδιαίτερα ςτο ζντερο όπου τα επίπεδα ζκωραςθσ τθσ XOR είναι υψθλά ενϊ 

τθσ ΑΟ χαμθλά και ςτο πνεφμονα, όπου τα επίπεδα ζκωραςθσ ΑΟ είναι υψθλά ενϊ 

τθσ XOR χαμθλά.  

Και τα δφο ζνηυμα είναι ομοδιμερι με τθ κάκε υπομονάδα να είναι 145kDa 

και να αποτελείται από μια Ν-τελικι περιοχι 20kDa που περιζχει 2 ςιδθροκειοφχα 

κζντρα (Fe-SI και Fe-SII), μια κεντρικι περιοχι 40kDa που περιζχει FAD, και μια C- 

τελικι περιοχι 85kDa που περιζχει τον ςυμπαράγοντα μολυβδαινίου και τθ κζςθ 

δζςμευςθσ του υποςτρϊματοσ (εικόνα 1) (Bray et al., 1996; Hille και Nishino, 1995).  

 

Εικόνα 1. Δομι XOR πρωτεΐνθσ. Α) Απεικόνιςθ υπομονάδασ τθσ XOR πρωτεΐνθσ κατά αντιςτοιχία με 

τθν υπομονάδα τθσ ΑΟ. Β) Περιοχζσ ςτισ οποίεσ ςυνίςταται θ κάκε υπομονάδα τθσ XOR. 
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Σο ομοδιμερζσ ζνηυμο ζχει δυο πανομοιότυπα ενεργά κζντρα, τα οποία 

ευκυγραμμίηονται από κατάλοιπα και των δυο υπομονάδων. Απόκλιςθ μεταξφ τθσ 

αλλθλουχίασ των αμινοξζων τθσ XOR και τθσ ΑΟ γφρω από τον ςυμπαράγοντα FAD 

και τθσ κζςθσ μολυβδοπτερίνθσ μπορεί να ευκφνεται για τισ διαωορζσ ςτον 

αποδζκτθ θλεκτρονίων και τθσ ειδικότθτασ για το υπόςτρωμα του κάκε ενηφμου 

αντίςτοιχα (Calzi et al. 1995, Enroth et al. 2000, Garattini et al. 2003). 

 

 Ενεργό κζντρο τθσ XOR 

Βαςιηόμενοι ςτισ κρυςταλλογραωικζσ μελζτεσ τθσ XOR από βόειο γάλα 

(Enroth et al. 2000) και τθσ ΑΟ από Desulfovibrio gigas (Romao et al. 1995, Huber et 

al. 1996), θ δομι και θ λειτουργία του ενεργοφ κζντρου του ενηφμου ζχει 

διευκρινιςτεί. Οι δομζσ από τισ κρυςταλλογραωικζσ μελζτεσ (εικόνα 2) για τισ 

απομονωμζνεσ από βόειο γάλα XDH (Protein Data Bank (PDB) 1FO4) και XO (PDB, 

1FIQ) δείχνουν ότι θ υποξανκίνθ και θ ξανκίνθ δεςμεφονται ςτθ C- τελικι περιοχι 

τθσ XOR κοντά ςτον ςυμπαράγοντα μολυβδοπτερίνθσ (molybdopterin).  

 

Εικόνα 2. Σριςδιάςτατθ απεικόνιςθ τθσ XOR πρωτεΐνθσ από βόειο γάλα. Α) Απεικόνιςθ τθσ οξειδάςθσ 

τθσ ξανκίνθσ (PDB, 1FIQ). Β) Απεικόνιςθ τθσ αωυδρογονάςθσ τθσ ξανκίνθσ(PDB, 1FO4) 

 

Κατά τθν οξείδωςθ του υποςτρϊματοσ, αρχικά το κζντρο Mo τθσ XOR 

ανάγεται από τα θλεκτρόνια που λαμβάνει από το υπόςτρωμα και ςτθ ςυνζχεια 
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οξειδϊνεται ξανά κακϊσ τα θλεκτρόνια περνοφν πρϊτα από τα ςίδθρο-κειοφχα 

κζντρα και ςτθ ςυνζχεια ςτο FAD κζντρο για να καταλιξουν τελικά ςτο NAD+ ι ςτο 

O2 (Hille and Nishino 1995). τθν οξειδωμζνθ μορωι τθσ XOR, τα ιόντα Mo 

ςχθματίηουν δεςμοφσ με δυο ςυμπαράγοντεσ πτερίνθσ, ζνα διπλό δεςμό με κείο, 

ζνα διπλό δεςμό με οξυγόνο, και ζνα δεςμό με υδροξφλιο, ενϊ ςτθν αναγμζνθ 

μορωι ο διπλόσ δεςμόσ με το κείο αντικακίςταται από μια ςουλωιδριλικι ομάδα 

(εικόνα 3) (Enroth et al. 2000). 

 

Εικόνα 3. Απεικόνιςθ δεςμϊν που ςχθματίηονται με το Μο ςτθν οξειδωμζνθ και αναγμζνθ μορωι 

του ενηφμου XOR κακϊσ και ςτθν desulfo μορωι. 

 

Σο άτομο οξυγόνου που είναι ςυνδεδεμζνο με το υπόςτρωμα κατά τθν 

αντίδραςθ οξείδωςθσ προζρχεται από ζνα διαλυτό μόριο νεροφ. Πρόςωατα μια 

μετάλλαξθ ςτο γονίδιο ςουλωουράςθσ του ςυμπαράγοντα Mo αναγνωρίςτθκε ωσ θ 

αιτία τθσ ζλλειψθσ δραςτικότθτασ XOR και ΑΟ ςτθν ξανκινουρία τφπου ΙΙ (Ichida et 

al. 2001). Αυτι θ ςουλωουράςθ ειςάγει ζνα άτομο κείου ςτθ κζςθ του οξυγόνου 

ςτο κζντρο Mo τθσ XOR και τθσ ΑΟ. ε κφτταρα από ιπαρ αρουραίου ζχει 

ανιχνευκεί μια ανενεργι μορωι XOR, θ desulfo, ςτθν οποία απουςιάηει ο διπλόσ 

δεςμόσ του κείου με το μολυβδαίνιο (Ikegami and Nishino 1986). Θ ςουλωουράςθ 

ωαίνεται να ζχει ζναν ωυςιολογικό ρόλο κατά τθν αναγζννθςθ τθσ δραςτικισ 

μορωισ, sulfo μορωι, τθσ XOR. Επίςθσ, μια ανενεργι μορωι τθσ XOR, demolybdo 

μορωι, ζχει ανιχνευκεί ςτο γάλα του ανκρϊπου (Abadeh et al. 1992) και βοοειδϊν. 
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 Σίδθρο-κειοφχο ςφμπλεγμα και κζντρο FAD 

Θ Ν- τελικι περιοχι τθσ XOR περιζχει πολλά κατάλοιπα κυςτεΐνθσ ςθμαντικά 

για τθ δζςμευςθ των δυο ανόμοιων ςίδθρο-κειοφχων ςυμπλεγμάτων. Σα Fe/S 

ςυμπλζγματα είναι τφπου ωερρεδοξίνθσ ([2Fe-2S]) και διαωζρουν μεταξφ τουσ ωσ 

προσ τα ςιματα θλεκτρονικοφ παραμαγνθτικοφ ςυντονιςμοφ και το 

οξειδοαναγωγικό τουσ δυναμικό (Enroth et al. 2000; Iwasaki et al. 2000; Nishino and 

Okamoto 2000). Θ μεταωορά των θλεκτρονίων από το αναγμζνο κζντρο Mo ςτα 

Fe/S ςυμπλζγματα είναι κερμοδυναμικά ευνοθμζνθ και ακολουκείται από τθ ροι 

των θλεκτρονίων ςτο FAD.  

 Ο ςυμπαράγοντασ FAD βρίςκεται ςτθ κεντρικι περιοχι τθσ XOR. τθν 

αωυδρογονάςθ τθσ ξανκίνθσ, το θλεκτροςτατικό και ςτερεοχθμικό περιβάλλον του 

κζντρου FAD ευνοοφν τθ δζςμευςθ του NAD+ και ςυνεπϊσ τθν τελικι μεταωορά των 

θλεκτρονίων ςτο NAD+ αντί ςτο O2, υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ (Harris and Massey 

1997). Ωςτόςο, υπό οριςμζνεσ ςυνκικεσ θ XDH είναι ικανι να χρθςιμοποιιςει το O2 

ωσ αποδζκτθ θλεκτρονίων. ε αντίκεςθ θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ δεν μπορεί να 

δεςμεφςει κακόλου το NAD+ (Enroth et al. 2000, Kuwabara et al. 2003). 

 

1.4. Μετατροπι XDH ςε XΟ 

Τπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, θ μορωι τθσ αωυδρογονάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

είναι θ κυρίαρχθ μορωι τθσ οξειδοαναγωγάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςτουσ ιςτοφσ. Μελζτεσ 

με απομονωμζνθ XOR κακϊσ και οι κρυςταλλικζσ δομζσ των XDH και XΟ βόειο γάλα 

(Enroth et al. 2000) υποδθλϊνουν μια μετατροπι τθσ XDH ςε XΟ είτε αναςτρζψιμθ 

με οξείδωςθ των κειολικϊν ομάδων είτε αμετάκλθτθ με πρωτεόλυςθ (εικόνα 4).  
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Εικόνα 4. Μθχανιςμόσ μετατροπισ XDH ςε XO. Θ μετατροπι αυτι μπορεί να  

πραγματοποιθκεί μζςω οξείδωςθσ των κειολικϊν ομάδων είτε μζςω πρωτεόλυςθσ.  

 

Ο ακριβισ μθχανιςμόσ κακϊσ και ο βακμόσ ςτον οποίο πραγματοποιείται 

αυτι θ μετατροπι ςτουσ ιςτοφσ των κθλαςτικϊν δεν είναι πλιρωσ γνωςτόσ. Οι 

ομάδεσ κείου των ςυντθρθμζνων καταλοίπων κυςτεΐνθσ, Cys535 και Cys992, είναι 

κρίςιμεσ για το ςχθματιςμό δεςμϊν διςουλωιδίου κατά τθ διάρκεια μετατροπισ τθσ 

XDH ςε XΟ, θ οποία μπορεί να επανζλκει με χριςθ δικειοκρειτόλθσ ι άλλων 

αναγωγικϊν ουςιϊν (Nishino 1997; Enroth et al. 2000; McManaman and Bain 2002). 

Θ αντιςτρεπτι αυτι μετατροπι προκφπτει λόγω οξείδωςθσ των ομάδων κείου των 

δυο καταλοίπων κυςτεΐνθσ. Εντοφτοισ, ζχει προτακεί ότι υπάρχουν και άλλα 

κατάλοιπα κυςτεΐνθσ τα οποία είναι ηωτικισ ςθμαςίασ για τθ μετατροπι αυτι και 

που δεν ζχουν αναγνωριςτεί ακόμα (McManaman and Bain 2002).  

Επεξεργαςία τθσ  XDH με τρυψίνθ ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν πρωτεολυτικι 

πζψθ τθσ μετά τθν Lys-551. Ενϊ επεξεργαςία με παγκρεατίνθ προκαλεί τθν πζψθ 

τθσ XDH μετά τισ Leu219 και Lys569, οι οποίεσ βρίςκονται ςτα ςυνδετικά τμιματα 

των υπο-περιοχϊν τθσ XOR και αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν αμετάκλθτθ 

μετατροπι τθσ XDH ςε XΟ (Enroth et al. 2000). Παρά τθ διάςπαςθ των 

πολυπεπτιδικϊν αλυςίδων, τα τμιματα παραμζνουν ενωμζνα εκτόσ αν 

εωαρμοςτοφν αναγωγικζσ ςυνκικεσ. Θ πρωτεάςθ που είναι υπεφκυνθ για τθ 

μετατροπι τθσ XDH ςε XΟ in vivo δεν ζχει προςδιοριςτεί ακόμα. 
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Ωςτόςο, ςτθ μετατροπι τθσ XDH ςε XO ωαίνεται να διαδραματίηουν 

ςθμαντικό ρόλο και κάποια άλλα αμινοξζα. Θ XO, όπωσ είναι γνωςτό, μεταωζρει 

ανθγμζνα ιςοδφναμα ςτο οξυγόνο, ενϊ θ XDH χρθςιμοποιεί το NAD+ ςαν τελικό 

αποδζκτθ θλεκτρονίων. Θ επίλυςθ τθσ δομισ τθσ XOR ζδειξε ότι αλλαγζσ ςτθ κζςθ 

του FAD προκαλοφν αυτι τθν αλλαγι προτίμθςθσ του αποδζκτθ θλεκτρονίων 

ανάμεςα ςτισ δφο μορωζσ του ενηφμου. Με τθ βοικεια πειραμάτων κζςι-

κατευκυνόμενθσ μεταλλαξιγζνεςθσ εντοπίςτθκε μια ομάδα αμινοξζων (Phe549, 

Arg335, Trp336, Arg427), τα οποία υωίςτανται δομικζσ μεταβολζσ κατά τθ 

μετατροπι τθσ XDH ςε XO, και αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν απϊλεια 

αλλθλεπίδραςθσ των αμινοξζων Phe549 και Trp336. Θ δομικι αυτι μεταβολι 

αλλάηει ςθμαντικά τθ διαμόρωωςθ του κζντρου ςφνδεςθσ τθσ ωλαβίνθσ και τθν 

κακιςτά απρόςιτθ ςτο NAD+ (εικόνα 5). Σαυτόχρονα, δθμιουργεί και ζνα κανάλι που 

διευκολφνει τθ προςζγγιςθ του μοριακοφ οξυγόνου (Kuwabara et al., 2003).   

 

Εικόνα 5. χθματικι αναπαράςταςθ των ςτοιχείων που εμπλζκονται ςτθ μετατροπι τθσ XDH ςε XO 
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1.5. φκμιςθ ζκφραςθσ και δραςτικότθτασ τθσ XOR 

Θ XOR υπόκειται ςε μια ςειρά από μετά-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ 

(πίνακασ 1). Θ υποξία είναι ζνασ από τουσ πιο γνωςτοφσ παράγοντεσ που ρυκμίηουν 

τθν XOR (Lanzillo et al., 1996). Θ δραςτικότθτα τθσ XOR αλλάηει δραματικά λόγω τθσ 

υποξίασ (μζςα ςε 4 ϊρεσ), υποδεικνφοντασ ζτςι ότι θ πρωτεϊνικι ςφνκεςθ δεν 

απαιτείται αρχικϊσ, ενϊ ςε μεταγενζςτερο επίπεδο (μετά τισ 24 ϊρεσ) χρειάηεται. Θ 

κινάςθ p38 εμπλζκεται ςτθν ωωςωορυλίωςθ τθσ XDH/XO, θ οποία ρυκμίηεται από 

τθν υποξία. Θ δραςτικότθτα τθσ XOR μπορεί να αυξάνεται κατά τθν υποξία, ενϊ να 

καταςτζλλεται υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ.  

Αρνθτικοί ρυκμιςτζσ Τπεροξία 

Θετικοί ρυκμιςτζσ Τποξία 

Λιποπολυςακχαρίδια 

Ιντερωερόνθ γ 

Ιντερλευκίνθ 1 

Ιντερλευκίνθ 6 

Παράγοντασ α νζκρωςθσ όγκου 

Κορτιηόλθ 

προλακτίνθ 

Ρίνακασ 1. Ρυκμιςτζσ ζκωραςθσ και δραςτικότθτασ τθσ XOR 

 

Φλεγμονϊδεισ μεςολαβθτζσ, όπωσ οι κυτοκίνεσ και οι λιποπολυςακχαρίτεσ, 

ζχει αναωερκεί ότι αυξάνουν τθν ζκωραςθ τθσ XOR ςτο ενδοκιλιο (Brandes et al., 

1999). Θ ζκωραςθ τθσ XOR επάγεται από κυτοκίνεσ, όπωσ TNF-α, IL-Iβ και IFN-γ, 

υποδθλϊνοντασ το ρόλο τθσ XOR ςτισ ωλεγμονϊδεισ διεργαςίεσ. Θ IL-3 ωαίνεται να 

ςυμβάλλει ςτθ μετατροπι τθσ XDH ςε XO.  

Θ XOR είναι μια πρωτεΐνθ που είναι άωκονθ ςτο γάλα. Ζτςι, θ ζκωραςθ τθσ 

XOR ςτο μαςτικό αδζνα ρυκμίηεται από τθν εκκριτικι δραςτικότθτα (McManaman 

et al., 2002). υγκεκριμζνα, θ προλακτίνθ και θ κορτιηόλθ, αυξάνουν τθν ζκωραςθ 

τθσ XOR και τθσ δραςτικότθτάσ τθσ κατά 500%. 
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1.6. Φυςιολογικόσ ρόλοσ τθσ XΟ πρωτεΐνθσ 

Οι κφριεσ λειτουργίεσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ αωοροφν το μεταβολιςμό των 

πουρινϊν και τθν αντιοξειδωτικι τθσ δράςθ. 

 Καταβολιςμόσ πουρινών 

Οι πουρίνεσ, αδενίνθ και γουανίνθ, είναι ςθμαντικά ςυςτατικά των 

νουκλεϊκϊν οξζων, των υψθλισ ενζργειασ ωωςωορικϊν και τα μόρια κλειδιά 

ςθματοδότθςθσ τθσ κυκλικισ μονοωωςωορικισ αδενοςίνθσ (cAMP) και κυκλικισ 

μονοωωςωορικισ γουανοςίνθσ (cGMP). Θ XOR καταλφει τισ δυο τελευταίεσ 

αντιδράςεισ αποικοδόμθςθσ των πουρινϊν, τθν οξείδωςθ τθσ υποξανκίνθσ ςε 

ξανκίνθ και τθν μετζπειτα οξείδωςθ τθσ ξανκίνθσ ςε ουρικό οξφ (εικόνα 6), το οποίο 

αποβάλλεται από τουσ νεωροφσ υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ.   

 

Εικόνα 6. Καταβολιςμόσ πουρινϊν από τθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ 

Σο πρϊτο ςτάδιο αποικοδόμθςθσ πουρινϊν περιλαμβάνει τθν απομάκρυνςθ 

τθσ ωωςωορικισ ομάδασ, οπότε μετατρζπονται ςε νουκλεοηίτεσ. Θ διεργαςία αυτι 

γίνεται είτε με μια ποικιλία από νουκλεοτιδάςεσ (εξειδικευμζνεσ ςτισ βάςεισ) είτε 

από μθ εξειδικευμζνεσ ωωςωατάςεσ. Οι νουκλεοηίτεσ, μποροφν να διαςπαςτοφν 

περαιτζρω ςε ελεφκερθ βάςθ και ριβόηθ με τισ νουκλεοηιδάςεσ, ι ςε ελεφκερθ 
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βάςθ και 1-ωωςωοριβόηθ με τισ ωωςωορυλάςεσ των νουκλεοηιτϊν. υγκεκριμζνα, 

τo ιvoςιvικό oξφ (ΙΜΡ) με απομάκρυνςθ τθσ ωωςωορικισ ομάδασ δίνει ινοςίνθ και 

μετά από απομάκρυνςθ τθσ ριβόηθσ δίνει τθν ελεφκερθ βάςθ υποξανκίνθ.  Ανάλογθ 

μεταβολικι πορεία ακολουκοφν και τα γoυαvυλικό oξφ (GMP) και ξανκυλικό οξφ 

(XMP). Δθλαδι το γουανυλικό οξφ μπορεί να δϊςει ξαvκίvθ, μζςω γoυαvoςίvθσ και 

γoυαvίvθσ. Σο ξανκυλικό οξφ μπορεί να μεταβολιςκεί ςε ξανκοςίνθ και ξανκίνθ. τθ 

ςυνζχεια, δρα θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ οξειδϊνοντασ τθν υποξανκίνθ ςε ξανκίνθ και 

μετζπειτα τθ ξανκίνθ ςε ουρικό οξφ παράγοντασ όχι μόνο υπεροξείδιο του 

υδρογόνου αλλά και ανιόντα υπεροξειδίου του οξυγόνου (.Ο2
-). Σo αδεvυλικό oξφ 

(ΑΜΡ) ακολουκεί λίγο διαωορετικι πορεία, αωοφ δεν αποικοδομείται (ςτα 

κθλαςτικά) από τθν αντίςτοιχθ ωωςωορυλάςθ των νουκλεοηιτϊν. Μπορεί όμωσ να 

μετατραπεί ςε αδεvoςίvθ και ιvoςίvθ με τθν απαμινάςθ τθσ αδενοςίνθσ είτε να 

μετατραπεί ςε ιvoςιvικό οξφ με τθν απαμινάςθ του αδενυλικοφ. Σζλοσ, το ΙΜΡ 

ακολουκεί τθ παραπάνω πορεία για να μετατραπεί ςε ουρικό οξφ μζςω τθσ 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ. 

 

 Αντίδραςθ αναγωγισ και αντίδραςθ οξείδωςθσ 

Θ αντίδραςθ αναγωγισ (εικόνα 7Α) ςυμβαίνει ςτο Mo-Co, όπου θ XOR 

δζχεται δυο θλεκτρόνια από τθν ξανκίνθ, ανάγοντασ τον Μο(VI) ςε Mo(IV). Από τθ 

κζςθ C8 τθσ ξανκίνθσ, μεταωζρεται ζνα υδρογόνο ςτο κείο του μολυβδαινίου, με 

αποτζλεςμα το Mo=S να μετατρζπεται ςε Mo-SH. Σαυτόχρονα μια πυρθνόωιλθ 

ειςβολι μιασ ομάδασ υδροξυλίου επιτελείται ςτον C8 τθσ ξανκίνθσ ςχθματίηοντασ 

ουρικό οξφ. Αυτι θ ομάδα υδροξυλίου προζρχεται από το νερό, αλλά είναι ακόμα 

άγνωςτο αν αυτι αντιδρά αυτόνομα ι ωσ προςδζτθσ Mo. Ζπειτα από δομικι μελζτθ 

τθσ XOR από βόειο γάλα με κρυςταλλογραωία ακτίνων Χ (Enroth et al., 2000), ζχουν 

εντοπιςτεί πολλά μόρια φδατοσ ςτο ενεργό τθσ κζντρο, τα οποία είναι δυνατό να 

εμπλζκονται ςε αυτι τθ διαδικαςία. Επίςθσ, από τισ δομικζσ μελζτεσ ζχει προκφψει 

ότι ζνα βαςικό αμινοξφ (Glu1261) τθσ XOR βοθκάει ςτθν πυρθνόωιλθ προςβολι 

διαδραματίηοντασ ςθμαντικό ρόλο ςτθ μεταωορά πρωτονίων.  
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Εικόνα 7. Μθχανιςμόσ τθσ XOR αντίδραςθσ με το υπόςτρωμα ξανκίνθσ. Α) αντίδραςθ αναγωγισ του 

ΧΟ ενηφμου κατά τθν δζςμευςθ του υποςτρϊματοσ. Β) αντίδραςθ οξείδωςθσ του ΧΟ ενηφμου ςτο 

FAD. 

 ε αντίκεςθ με τθν αντίδραςθ αναγωγισ, θ αντίδραςθ οξείδωςθσ λαμβάνει 

χϊρα ςτο FAD (εικόνα 7Β). Θ ενδομοριακι μεταωορά θλεκτρονίων μεταξφ Mo-Co 

και FAD γίνεται με τθ μεςολάβθςθ των κζντρων Fe2-S2, τα οποία χρθςιμεφουν ωσ 

δεξαμενι θλεκτρονίων για να διατθριςουν το Mo-Co ωσ Mo(VI) και τθ ωλαβίνθ ωσ 

FADH2, για να είναι αποτελεςματικι θ αντίδραςθ. Σα θλεκτρόνια ςτθ ςυνζχεια 

μεταωζρονται από το FAD ςτο NAD+ ι ςτο O2 (Olson et al., 1974, Hille & Massey, 

1981). Κατά τθν επανα- οξείδωςθ τθσ πλιρωσ ανθγμζνθσ XO, τα δυο πρϊτα βιματα 

ζχουν ωσ αποτζλεςμα τθ μεταωορά δυο θλεκτρονίων ςτο O2 και ςυνεπϊσ τθ 

δθμιουργία υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2). τθ ςυνζχεια, θ XO μεταωζρει τα 

θλεκτρόνια που απομζνουν ςε ξεχωριςτά βιματα, με κάκε θλεκτρόνιο να ανάγει 

ξεχωριςτά το O2 προσ παραγωγι ∙O2
-. Ζτςι, θ επαναοξείδωςθ τθσ ανθγμζνθσ ΧΟ 

αποδίδει δυο μόρια H2O2 και δυο ανιόντα ∙O2
-. Ενδιαωζρον παρουςιάηει το γεγονόσ 

ότι θ XDH παράγει περιςςότερα ανιόντα ∙O2
- ανά mole O2, λόγω τθ υψθλότερθσ 

κερμοδυναμικισ ςτακερότθτασ του FAD, το οποίο αντιδρά με το οξυγόνο (Hunt et 

al., 1993). Ωςτόςο, παρά τθν μεγαλφτερθ αποτελεςματικότθτα ςτθν παραγωγι 

ανιόντων ∙O2
-, θ XDH αντιδρά με πιο αργό ρυκμό με το οξυγόνο με ζνα μζγιςτο 

ποςό παραγωγισ ανιόντων ∙O2
- που αναλογεί ςτο 25% τθσ Vmax τθσ XO (Saito & 

Nishino, 1989). 
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 Αντιοξειδωτικι δράςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

Σο ουρικό οξφ αποτελεί ωυςιολογικά ζνα ςθμαντικό αντιοξειδωτικό του 

πλάςματοσ, το οποίο οξειδϊνεται από διάωορεσ δραςτικζσ ομάδεσ και κακίςταται 

ζνα ςχετικά ςτακερό προϊόν οξείδωςθσ.  Σα επίπεδα του ουρικοφ οξζοσ ςτο πλάςμα 

είναι ςθμαντικά υψθλότερα ςε ςχζςθ με τα υπόλοιπα αντιοξειδωτικά πλάςματοσ. 

Είναι ζνα υδατοδιαλυτό αντιοξειδωτικό που προςτατεφει αποτελεςματικά τα 

βιολογικά μόρια- ςτόχουσ από οξείδωςθ από τισ ρίηεσ υδροξυλίου (∙ΟΘ) και του 

υποχλωριϊδουσ οξζοσ. Ο ρόλοσ του ουρικοφ οξζοσ είναι ακόμα πιο ςθμαντικόσ 

κατά τθν περίοδο κφθςθσ, όπου δρα ςαν το κφριο υδατοδιαλυτό αντιοξειδωτικό για 

τισ αντιοξειδωτικζσ άμυνεσ του οργανιςμοφ. Εκτόσ από τθ λειτουργία του ωσ 

αντιοξειδωτικό, ςε ωυςιολογικζσ ςυγκεντρϊςεισ ουρικοφ οξζοσ παρατθρείται 

αναςτολι τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ και του ςχθματιςμοφ ∙Ο2
- ςτο πλάςμα του 

ανκρϊπου. τα νεογζννθτα άτομα, παρατθρείται παρόμοιο μοτίβο αναςτολισ τθσ 

ΧΟ από το ουρικό οξφ ενϊ θ αναςτολι του ςχθματιςμοφ ∙Ο2
- ςυμβαίνει ςε πολφ 

μεγαλφτερο βακμό ςε ςφγκριςθ με των ενθλίκων (Tan et al., 1993).  

 

1.7. Κατανομι τθσ XOR  

 Κατανομι τθσ XOR ςτουσ ανκρώπινουσ ιςτοφσ 

Πολλζσ μελζτεσ ζχουν πραγματοποιθκεί για το προςδιοριςμό τθσ κατανομισ 

τθσ ενηυμικισ δραςτικότθτασ τθσ XOR, τθσ πρωτεΐνθσ XOR και του mRNA τθσ ςτουσ 

ανκρϊπινουσ ιςτοφσ. Σα ςτοιχεία όμωσ είναι εν μζρει αντιωατικά πικανόν λόγω των 

διαωορετικϊν μεκόδων προςδιοριςμοφ τθσ δραςτικότθτασ XOR (Parks and Granger 

1986, Kooij 1994, Harrison 2002). Οι περιςςότερεσ μελζτεσ δείχνουν  ςτακερά 

υψθλότερα επίπεδα ζκωραςθσ τθσ XOR ςτο ιπαρ και ςτο κεντρικό ζντερο 

(Vettenranta and Raivio 1990, Moriwaki et al. 1993,  Kooij 1994, Sarnesto et al. 1996, 

Saksela et al. 1998, Linder et al. 1999). Επίςθσ υψθλά επίπεδα τθσ XOR εμωανίηονται 

ςτο μαςτικό αδζνα και ιδιαίτερα κατά τθ διάρκεια κθλαςμοφ. Σο ανκρϊπινο γάλα 

περιζχει υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ τθσ XOR (Bruder et al. 1984, Sarnesto et al. 1996, 
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Linder et al. 1999). Ωςτόςο, θ δραςτικότθτα τθσ XOR ςτο γάλα είναι χαμθλι ςε 

ςχζςθ με αυτι από το ιπαρ ι το ζντερο, ενϊ ανιχνεφονται ςε αυτό και οι δυο 

μορωζσ του ανενεργοφ ενηφμου, δθλαδι θ demolybdo- και desulfo- μορωι (Abadeh 

et al. 1992). Από τθν άλλθ πλευρά, τα υψθλά επίπεδα ζκωραςθσ τθσ XOR ςτο 

μαςτικό αδζνα κθλαςμοφ, αποδεικνφουν ότι θ XOR διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο 

κατά τθν ζκκριςθ γάλακτοσ (McManaman et al. 1999; McManaman et al. 2002; 

Vorbach et al. 2002). Ενδιαωζρον παρουςιάηει το γεγονόσ ότι κατά τον κακοικθ 

όγκο του μαςτοφ δεν ανιχνεφεται θ πρωτεΐνθ XOR (Cook et al. 1997). 

 Σα δεδομζνα που αωοροφν τον πνεφμονα και τα νεωρά είναι αμωιλεγόμενα. 

Σα όργανα αυτά παρουςιάηουν αιςκθτά χαμθλότερα επίπεδα ζκωραςθσ τθσ XOR ςε 

ςχζςθ με το ιπαρ και το ζντερο. Επίςθσ ζχει προτακεί θ παρουςία τθσ XOR ςτο 

τριχοειδζσ και αρτθριακό ενδοκιλιο πολλϊν οργανιςμϊν και πικανόν να εξθγείται 

ζτςι θ ανίχνευςθ mRNA τθσ XOR με ευαίςκθτεσ μεκόδουσ (π.χ. RT-PCR) ςε 

οργανιςμοφσ που δεν ζχουν εμωανι ανοςοδραςτικι πρωτεΐνθ XOR (Saksela et al. 

1998). Θ XOR ζχει κεωρθκεί ότι είναι κυτταροπλαςματικι πρωτεΐνθ (Jarasch et al. 

1981, Ichikawa et al. 1992), το οποίο ςυμωωνεί με το ωυςιολογικό τθσ ρόλο ςτο 

καταβολιςμό των πουρινϊν, αλλά ζχει αναωερκεί ότι εντοπίηεται και ςτθν 

επιωάνεια καλλιεργοφμενων ενδοκθλίων (Rouquette et al. 1998; Harrison 2002).  

Σζλοσ, μερικζσ μελζτεσ απζδειξαν τθν δραςτικότθτα τθσ XOR και τθν εμωάνιςθ 

αντιςωμάτων ςτον ανκρϊπινο ορό (Bruder et al. 1984, Spiekermann et al. 2003), 

ενϊ άλλεσ απζτυχαν να επιβεβαιϊςουν αυτά τα αποτελζςματα (Sarnesto et al. 

1996).  Εντοφτοισ, ζχει προτακεί ότι θ XOR μπορεί περιςταςιακά, για παράδειγμα 

λόγω βλάβθσ των ιςτϊν ςε όργανα με υψθλι περιεκτικότθτα ςε XOR, να τίκεται ςτθ 

κυκλοωορία και να δεςμεφεται ςτο ενδοκιλιο, ςυμβάλλοντασ με αυτό τον τρόπο 

ςτα απομακρυςμζνα ςθμεία βλάβθσ των οργάνων (Pesonen et al. 1998, Houston et 

al. 1999, Weinbroum et al. 1999).  
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 Ζκφραςθ τθσ XOR ςε άλλα είδθ 

ε όλα τα κθλαςτικά θ δραςτικότθτα τθσ XOR είναι υψθλότερθ ςτο ιπαρ και ςτο 

ζντερο. Σα ανιχνεφςιμα ποςοςτά δραςτικότθτασ τθσ XOR ςτον άνκρωπο 

περιορίηονται ςε λίγα όργανα, ενϊ ςτον αρουραίο διακρίνονται ςτουσ 

περιςςότερουσ ιςτοφσ. το ποντίκι τα υψθλότερα επίπεδα XOR ανιχνεφονται ςτο 

λεπτό ζντερο, πνεφμονα και ιπαρ, ενϊ τα χαμθλότερα ςτα νεωρά, ςπλινα και ςτθ 

καρδιά. Θ πρωτεΐνθ XOR είναι παροφςα ςτουσ αντίςτοιχουσ ιςτοφσ εκτόσ από τα 

νεωρά ςτα οποία υπάρχει ζλλειψθ ανοςοδραςτικότθτασ τθσ. Σο mRNA τθσ XOR 

εκωράηεται ιςχυρά ςτο λεπτό ζντερο, πνεφμονα, ςτομάχι και ςτθ καρδιά αλλά ςε 

χαμθλά επίπεδα ςε άλλουσ ιςτοφσ (Kurosaki et al. 1995). Θ XOR που ζχει 

απομονωκεί από βόειο γάλα, εντοπίηεται ςτα επικθλιακά κφτταρα και ςτο 

τριχοειδζσ ενδοκιλιο του μαςτικοφ αδζνα κακϊσ και ςτο τριχοειδζσ ενδοκιλιο 

πολλϊν άλλων ιςτϊν (Jarasch et al. 1981). ε ςφγκριςθ με τον άνκρωπο, τα επίπεδα 

δραςτικότθτασ τθσ XOR (ςυμπεριλαμβανομζνου και τθσ δραςτικότθτασ ςτον ορό) 

είναι αιςκθτά υψθλοτζρα και υπάρχει ευρφτερθ κατανομι τθσ ςτουσ ιςτοφσ των 

τρωκτικϊν και των άλλων κθλαςτικϊν (Kooij 1994).  

Δθμιουργία ποντικιϊν με μεταλλάξεισ που ζχουν ςαν αποτζλεςμα τθ 

παραγωγι μθ λειτουργικισ XOR ζδειξε ότι τα ετερόηυγα (+/-) παρότι ωαίνονται υγιι 

αδυνατοφν να διατθριςουν τθ γαλουχία. Αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ πείνα και ςτθ 

ςυνζχεια το κάνατο των νεογνϊν. Σα ομόηυγα για τθ μετάλλαξθ ποντίκια (-/-) 

πεκαίνουν ςε μικρι θλικία μετά τθ γζννθςθ χωρίσ όμωσ να ζχει περιγραωεί ακόμα 

λεπτομερϊσ ο ωαινότυπόσ τουσ. Ωςτόςο, με βάςθ τα ευριματα ςτα ετερόηυγα 

ποντίκια ωαίνεται ότι θ XOR κατζχει ζναν πολφ ςθμαντικό ρόλο ςτθν ζκκριςθ 

γάλακτοσ (Vorbach et al. 2002). 

 

1.8. Αναςτολείσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ: 

Οι αναςτολείσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ (πίνακασ 2) μειϊνουν τθ 

παραγωγι του ουρικοφ οξζοσ και των ελευκζρων ριηϊν. Διακρίνονται ςτουσ 
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αναςτολείσ που είναι ανάλογα πουρινϊν όπωσ αλλοπουρινόλθ, οξυπουρινόλθ και 

τιςοπουρίνθ και ςε μόρια όπωσ πολυωαινόλεσ.  

Αναςτολείσ Ενώςεισ 

Ραράγωγα πουρινών 8 azaadenine 

9-phenylguanine 

9-phenyl-6-guanine 

Ραράγωγα πυριμιδίνθσ 4amino-6-hydroxypyrazolo[3,4-d]pyrimidine 

4 amino-6- mercaptopyrazolo[3,4-d] pyrimidine 

4 aminopyrazolo[3,4-d] pyrimidine 

Ανάλογα βενηοκιαηινών 2-amino- 4H-1,3- benzothiazin-4 one 

2-guanidino-4H-1,3- benzothiazin-4 one 

Φλαβονοειδι Quercetin, Baicalein, Apigenin 

Κουμαρίνεσ 7-hydrocumarin 

Ξανκόνεσ Norathyriol 

Αουρόνεσ Sulfuretin 

Ρίνακασ 2. Αναςτολείσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ. 

Ο πιο γνωςτόσ αναςτολζασ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ είναι θ 

αλλοπουρινόλθ (1,5-dihydro- 4H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-one) (εικόνα 8) τθσ 

οποίασ θ χρόνια χοριγθςθ είναι κλινικά αποτελεςματικι ενάντια ςτθν 

υπερουριχαιμία. Θ αλλοπουρινόλθ είναι ζνα δομικό ιςομερζσ τθσ υποξανκίνθσ και ο 

καλφτερα μελετθμζνοσ αναςτολζασ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ. Ουςιαςτικά, θ 

οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ προκαλεί τθν οξείδωςθ τθσ αλλοπουρινόλθσ ςτον ενεργό 

μεταβολίτθ τθσ οξυπουρινόλθ, ο οποίοσ είναι επίςθσ αναςτολζασ του ενηφμου. ε 

χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ, θ αλλοπουρινόλθ αποτελεί ζναν ςυναγωνιςτικό αναςτολζα 

τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ, ενϊ ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ είναι μθ ςυναγωνιςτικόσ 

αναςτολζασ του ενηφμου. Θ οξυπουρινόλθ αποτελεί μθ ςυναγωνιςτικό αναςτολζα 

τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ και ο ςχθματιςμόσ τθσ ςε ςυνδυαςμό με τθν μεγάλθ 

υπομονι τθσ ςτουσ ιςτοφσ είναι αυτι που είναι υπεφκυνθ για ζνα μεγάλο μζροσ τθσ 

ωαρμακευτικισ δράςθσ τθσ αλλοπουρινόλθσ. Όςο αωορά τθ ωαρμακοκινθτικι 

δυναμικι του αναςτολζα, θ αλλοπουρινόλθ απορροωάται ταχζωσ, ωκάνοντασ τισ 
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μζγιςτεσ τιμζσ ςτο πλάςμα μζςα ςε 30-60 λεπτά μετά από χοριγθςθ από το ςτόμα. 

Θ οξυπουρινόλθ ζχει χαμθλότερθ βιοδιακεςιμότθτα από τθν αλλοπουρινόλθ. Θ 

αλλοπουρινόλθ ζχει ςχετικά μικρό χρόνο θμιηωισ ςτο πλάςμα (2-3 ϊρεσ), ενϊ θ 

οξυπουρινόλθ ζχει πολφ μεγαλφτερο χρόνο θμιηωισ (14-30 ϊρεσ) λόγω τθσ 

νεωρικισ επαναρρόωθςθσ (Pea F., 2005). Θ αλλοπουρινόλθ χρθςιμοποιείται ωσ 

ωάρμακο ςε διάωορεσ πακιςεισ και ζχει δειχκεί πωσ μειϊνει τουσ δείκτεσ 

οξειδωτικοφ ςτρεσ, ςε μοντζλα όπωσ αυτό του αποωρακτικοφ ίκτερου αλλά και ςε 

μοντζλα αρουραίων με διαβιτθ και ιςχαιμία-επαναιμάτωςθ. 

 

Εικόνα 8. Δομι αναςτολζων τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ.  

Παρόλο που θ αλλοπουρινόλθ αποτελεί ζνα πολφ αποτελεςματικό ωάρμακο, 

είναι ζνασ ςχετικά αςκενισ αναςτολζασ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ (IC50 τιμζσ από 

0.2 ζωσ 50μM). Θ αναηιτθςθ νζων αναςτολζων τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ζχει 

ςτραωεί περιςςότερο ςε ςυνκετικά ανάλογα πουρινϊν και πυριμιδινϊν κακϊσ και 

ςε ωλαβονοειδι, ωαινολικζσ ενϊςεισ, κουμαρίνεσ και ςτερεοειδι. 

Κάποια ωλαβονοειδι είναι γνωςτό ότι δρουν in vitro ωσ ιςχυρά 

αντιοξειδωτικά με το να εξουδετερϊνουν ελεφκερεσ ρίηεσ. Πολλά από αυτά ζχει 

αποδειχκεί ότι εμωανίηουν και αναςταλτικι δράςθ ςτθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ. 

Επίςθσ, ζχει δειχκεί ότι οι ωλαβόνεσ εμωανίηουν ελαωρϊσ υψθλότερθ αναςταλτικι 

δράςθ από τισ ωλαβονόλεσ. Σζλοσ, οι ωυτικζσ ωλαβόνεσ και ωλαβονόλεσ είναι 

περιςςότερο αναςταλτικζσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ από τισ μθ ωυτικζσ.  

Δφο από τουσ πιο ιςχυροφσ αναςτολείσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ που 

ζχουν ανακαλυωκεί τελευταίωσ είναι το febuxostat [2-[3-cyano-4-(2-

methylpropoxy)phenyl)-4-methylthiazole-5-carboxylic acid; TMX-67, TEI-6720] και το 

Y-700 (εικόνα 8). Οι αναςτολείσ αυτοί ζχουν ευνοϊκό τοξικολογικό προωίλ, υψθλι 
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βιοδιακεςιμότθτα και ιςχυρότερθ και πιο μακροχρόνια δράςθ ενάντια τθσ 

υπερουριχαιμίασ ςε ςφγκριςθ με τθν αλλοπουρινόλθ. Και οι δφο αυτζσ ενϊςεισ 

βρίςκονται υπό κλινικζσ δοκιμζσ ςτον άνκρωπο για τθν αντιμετϊπιςθ τθσ 

υπερουριχαιμίασ και τθσ ουρικισ αρκρίτιδασ. 

 

1.9. Κλινικι ςθμαςία αναςτολζων τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

 Αναςτολείσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ για αντιμετώπιςθ τθσ ουρικισ αρκρίτιδασ 

και του ςυνδρόμου λφςθσ όγκου 

 Θ ουρικι αρκρίτιδα εμωανίηεται ςε άτομα που ζχουν υψθλά επίπεδα 

ουρικοφ οξζοσ, ωσ απάντθςθ ςτο ςχθματιςμό κρυςταλλικοφ ουρικοφ μονονατρίου 

ςε διάωορουσ ιςτοφσ. Σα τυπικά ςυμπτϊματα τθσ ουρικισ αρκρίτιδασ 

περιλαμβάνουν οξείεσ επαναλαμβανόμενεσ ουρικζσ αρκρίτιδεσ, ςχθματιςμό 

κρυςτάλλων ςτουσ αρκρικοφσ υμζνεσ και το αρκρικό υγρό, νεωρόλικουσ και 

τόωουσ. Θ πρόλθψθ και θ κεραπεία τθσ ουρικισ αρκρίτιδασ είναι μια αντι-

υπερουριχαιμικι κεραπεία είτε με ουρικοηουρικά ωάρμακα είτε με αναςτολείσ τθσ 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ, όπωσ θ αλλοπουρινόλθ.  

 Σο ςφνδρομο λφςθσ του όγκου περιλαμβάνει τισ μεταβολικζσ διαταραχζσ 

που ςυμβαίνουν κατά τθ λφςθ των βλαςτϊν πριν ι ςυχνότερα μετά τθν ζναρξθ τθσ 

κυτταροτοξικισ κεραπείασ κακοθκϊν νοςθμάτων. Αποτελεί αποτζλεςμα τθσ 

καταςτροωισ των καρκινικϊν κυττάρων και τθσ απελευκζρωςθσ ενδοκυττάριων 

ιόντων, νουκλεϊκϊν οξζων, πρωτεϊνϊν και των μεταβολιτϊν τουσ ςτον εξωκυττάριο 

χϊρο. Όταν οι ομοιοςτατικοί μθχανιςμοί κορεςτοφν εκδθλϊνεται το ςφνδρομο 

λφςθσ όγκου που ςυνοδεφεται από υπερουριχαιμία, υπερκαλιαιμία, 

υποαςβεςτιαιμία και ουραιμία. Θ υπερουριχαιμία είναι το αποτζλεςμα 

απελευκζρωςθσ και καταβολιςμοφ ενδοκυττάριων νουκλεϊκϊν οξζων. Από το 

καταβολιςμό των πουρινϊν ςχθματίηεται ουρικό οξφ μζςω τθσ οξειδάςθσ τθσ 

ξανκίνθσ. υνεπϊσ, θ αλλοπουρινόλθ, αναςτολζασ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ, 

μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςτθ κεραπεία του ςυνδρόμου λφςθσ όγκου που 

ςχετίηεται με τθ χθμειοκεραπεία του όγκου (Smalley et al., 2000). Ωςτόςο, θ ανάγκθ 
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εφρεςθ νζων βελτιωμζνων αναςτολζων τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ είναι μεγάλθ 

κακότι θ χοριγθςθ αλλοπουρινόλθσ ςχετίηεται με πολλζσ ανεπικφμθτεσ ενζργειεσ 

(πυρετό, θπατικι και νεωρικι δυςλειτουργία).  

 

 Οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ και ιςχαιμία/ςφνδρομο επαναιμάτωςθσ 

Οι ιςτικζσ βλάβεσ που ςχετίηονται με τθν παροδικι διακοπι τθσ αιματικισ 

ροισ διαμζςου ενόσ ιςτοφ ωαίνεται ότι ςχετίηονται περιςςότερο με τθν περίοδο 

επαναιμάτωςθσ παρά τθν ιςχαιμία αυτι κακαυτι. Σο ςφνολο των βλαβϊν που 

παρατθροφνται ςε ιςτοφσ μετά τθν επαναιμάτωςθ, ζπειτα από παρατεταμζνθ 

ιςχαιμία, ζχει ονομαςτεί φνδρομο Επαναιμάτωςθσ. Κατά τθν ιςχαιμία, θ 

αωυδρογονάςθ τθσ ξανκίνθσ μετατρζπεται ςε οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ, θ οποία 

χρθςιμοποιεί το O2 ωσ αποδζκτθ θλεκτρονίων με αποτζλεςμα να δθμιουργείται O2∙¯ 

και H2O2. ε ιςχαιμικοφσ ιςτοφσ, ελαττϊνονται τα επίπεδα ATP και το ποςό των 

υποςτρωμάτων τθσ XOR αυξάνεται. Με βάςθ αυτό, κεωρείται ότι θ XOR και 

ιδιαίτερα θ μετατροπι τθσ XDH ςε XΟ διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ 

πακογζνεια τθσ ιςχαιμίασ και των βλαβϊν από επαναιμάτωςθ (εικόνα 9). Ωςτόςο, 

παρόλο που το NAD+ είναι ο αποδζκτθσ θλεκτρονίων υπό ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, θ  

XDH είναι ικανι να παράγει εξίςου O2∙¯ και H2O2 δίνοντασ θλεκτρόνια ςτο O2 όταν 

τα επίπεδα NAD+ είναι χαμθλά (Hille and Nishino 1995, Harris and Massey 1997). Θ 

ςθμαςία των ROS που παράγονται από τθν XDH in vivo δεν είναι ςαωισ αλλά 

επικρατοφν ευνοϊκζσ ςυνκικεσ π.χ. κατά τθν επανοξυγόνωςθ που ακολουκεί τθσ 

ιςχαιμίασ. 
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Εικόνα 9. Ρόλοσ τθσ XOR πρωτεΐνθσ κατά τθν ιςχαιμία και επαναιμάτωςθ. 

 

 Οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ και οξειδωτικό ςτρεσ 

Ζχει βρεκεί ότι θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ εμπλζκεται ςτθν παραγωγι 

ελευκζρων ριηϊν κατά τθ διάρκεια τθσ άςκθςθσ και ςυνεπϊσ ςτθν εμωάνιςθ 

οξειδωτικοφ ςτρεσ. Κατά τθ διάρκεια τθσ άςκθςθσ, το ATP διαςπάται ςε AMP και 

ADP λόγω αυξθμζνων ενεργειακϊν απαιτιςεων. Αν θ παροχι οξυγόνου είναι 

ανεπαρκισ, τα επίπεδα του AMP αυξάνονται ςυνεχϊσ με αποτζλεςμα να ευνοείται 

θ μετατροπι τθσ αωυδρογονάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςτθν οξειδωμζνθ τθσ μορωι, τθν 

οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ, και τθν αποικοδόμθςθ του AMP ςε υποξανκίνθ. Θ 

υποξανκίνθ αποτελεί το υπόςτρωμα τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ και μζςω τθσ 

δράςθσ τθσ μετατρζπεται ςε ξανκίνθ και τελικά παράγεται ουρικό οξφ και ROS. τθ 

ςυνζχεια, το ουρικό οξφ διαχζεται ςτο εςωτερικό των μυϊν και λειτουργεί 

προςτατευτικά απζναντι ςτθν προκαλοφμενθ από ROS οξείδωςι τουσ (Hellsten Y. et 

al., 1998).  

 

 Οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ και χρόνια καρδιακι ανεπάρκεια 

Πρόςωατεσ μελζτεσ ζχουν δείξει ότι θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ ςχετίηεται με τθ 

χρόνια καρδιακι ανεπάρκεια (Berry και Hare, 2004, Doehner και Anker, 2005, 

Kittleson και Hare, 2005). In vitro μελζτεσ ςε καρδιά ζχουν δείξει ότι θ προοδευτικι 

ανάπτυξθ τθσ καρδιακισ ανεπάρκειασ ςχετίηεται με τα υψθλά επίπεδα τθσ 
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οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςτο μυοκάρδιο, θ οποία ςυμβάλλει ςτθν αφξθςθ του 

οξειδωτικοφ ςτρεσ ςτθν καρδιά (Ferdinandy et al., 1999). Θ χοριγθςθ 

αλλοπουρινόλθσ, προκαλεί τθ μείωςθ κατανάλωςθσ οξυγόνου από το μυοκαρδιο 

και οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ ςυςταλτικότθτασ τθσ καρδιάσ. Αξιοςθμείωτο είναι επίςθσ, 

ότι τα οωζλθ τθσ αλλοπουρινόλθσ ςτθ καρδιακι ανεπάρκεια μποροφν να 

αντιςτακμιςτοφν με τθ χοριγθςθ αναςτολζων τθσ ςυνκετάςθσ NOS, γεγονόσ που 

υποδθλϊνει ότι τα ανιόντα ςουπεροξειδίου που παράγονται από τθν οξειδάςθ τθσ 

ξανκίνθσ μποροφν να παρζμβουν ςτθν ρφκμιςθ του ΝΟ. Επίςθσ, θ αλλοπουρινόλθ 

ωαίνεται να μειϊνει τθ διαςτολι τθσ αριςτερισ κοιλιακισ κοιλότθτασ και τθν 

υπερτροωία του μυοκαρδίου (Engberding et al., 2004).  

 

 Οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ και αγγειακζσ πακιςεισ: υπζρταςθ, 

υπερχολθςτερολαιμία, ακθροςκλιρωςθ και διαβιτθσ. 

ε αςκενείσ με ςτεωανιαία νόςο, καρδιακι ανεπάρκεια ι με διαβιτθ 

παρατθροφνται υψθλά επίπεδα ουρικοφ οξζοσ ςτον ορό. Αν και δεν είναι πλιρωσ 

κατανοθτοί οι μθχανιςμοί με τουσ οποίουσ το ουρικό οξφ παρουςιάηει 

πακογενετικό ρόλο ςτισ καρδιαγγειακζσ νόςουσ, θ υπερουριχαιμία ωαίνεται να 

ςχετίηεται με αρνθτικζσ επιπτϊςεισ ςτισ καρδιακι λειτουργία. Επιπλζον, το ουρικό 

οξφ βρζκθκε ότι αναςτζλλει τον ενδοκθλιακό αυξθτικό παράγοντα που επάγεται 

από τθ παραγωγι νιτρικοφ οξειδίου ςτα βόεια ενδοκθλιακά κφτταρα. Θ 

ενδοκθλιακι δυςλειτουργία, αποτελεί ζνα κυρίαρχο πρόωρο χαρακτθριςτικό τθσ 

ακθροςκλιρωςθσ, του διαβιτθ και τθσ υπζρταςθσ και κακιςτά το πλθκυςμό 

επιρρεπι ςε καρδιακζσ επιπλοκζσ και ςε ςχθματιςμό κρόμβων. Ζχει αποδειχκεί ότι 

θ ενδοκθλιακι δυςλειτουργία που ςυνδζεται με αυτζσ τισ διαταραχζσ ςχετίηεται με 

τον τοπικό ςχθματιςμό ελευκζρων ριηϊν οξυγόνου και αηϊτου ςτθ περιοχι του 

αγγειακοφ ενδοκθλίου. Τπάρχουν ενδείξεισ ότι θ παραγωγι ιόντων ςουπεροξειδίου 

που επάγεται από τθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ μπορεί να ςχετίηονται με τισ αγγειακζσ 

νόςουσ και θ αναςτολι αυτοφ του ενηφμου μπορεί να ζχει κετικζσ επιδράςεισ ςε 

αυτζσ τισ διαταραχζσ. Θ αλλοπουρινόλθ ωαίνεται να βελτιϊνει τθν αγγειακι 
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λειτουργία ςε αςκενείσ με καρδιακι ανεπάρκεια, ςτουσ οποίουσ παρατθροφνται 

αυξθμζνα επίπεδα δραςτικότθτασ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ.  

Θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ ζχει ςχετιςτεί επίςθσ, με τθ πακογζνεια τθσ 

ενδοκθλιακισ λειτουργίασ που ςχετίηεται με αρτθριοςκλιρυνςθ και 

υπερχολθςτερολαιμία. ε πειράματα ςε κουνζλια με υπερχολθςτερολαιμία, 

παρατθρικθκε ότι μετά από κεραπεία με οξυπουρινόλθ, μειϊκθκαν τα αγγειακά 

επίπεδα ελευκζρων ριηϊν (Ohara et al., 1993, White et al., 1996). Θ δραςτικότθτα 

τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςτο αγγειακό ςφςτθμα οωείλεται ςτθν εναπόκεςθ τθσ 

κυκλοωοροφντοσ XO ςε κειικζσ γλυκοςαμινογλυκάνεσ ςτθν επιωάνεια του 

ενδοκθλίου.  

 

1.10. Μελλοντικόσ ςχεδιαςμόσ αναςτολζων με κεραπευτικι χριςθ  

Θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ ωαίνεται ότι διαδραματίηει ζνα πολφ ςθμαντικό 

παράγοντα για τθν ανάπτυξθ πολλϊν αςκενειϊν. Θ ανάπτυξθ αναςτολζων 

αποτελεςματικότερων, πιο ιςχυρϊν και με καλφτερο ωαρμακοδυναμικό προωίλ ςε 

ςφγκριςθ με τθν αλλοπουρινόλθ/οξυπουρινόλθ ζχει προςελκφςει αρκετό 

ενδιαωζρον. Ωςτόςο, είναι αξιοςθμείωτο ότι οι αναςτολείσ τθσ XO, 

ςυμπεριλαμβανόμενθσ και τθσ αλλοπουρινόλθσ, εκτόσ από τθν αναςτολι τθσ 

δραςτικότθτασ του ενηφμου μποροφν να μειϊςουν ςθμαντικά το ζνηυμο με 

μεταωορά ενόσ θλεκτρονίου ςτο οξυγόνο, δθμιουργϊντασ ζτςι ςουπεροξείδιο 

(Miyamoto et al., 1996). υνεπϊσ, θ ανάπτυξθ αναςτολζων τθσ XO ςτον μζλλον 

ςτοχεφει ςτθν δθμιουργία αναςτολζων που κα ζχουν και αντιοξειδωτικά 

αποτελζςματα.  

Ζνασ άλλοσ τομζασ που χριηει βελτίωςθσ είναι θ δθμιουργία αναςτολζων με 

ςαωϊσ λιγότερεσ παρενζργειεσ ςε ςφγκριςθ με τθν αλλοπουρινόλθ. Θεωρθτικά, 

αναςτολείσ που δεν είναι ανάλογα πουρινϊν όπωσ θ αλλοπουρινόλθ, δεν κα 

παρουςιάηουν αυτζσ τισ παρενζργειεσ, αν και κα εγκυμονεί ο κίνδυνοσ εμωάνιςθσ 

νζων τοξικϊν δράςεων. Όςο αωορά τθν ανάπτυξθ αναςτολζων για τθ κεραπεία 

άλλων πακολογικϊν καταςτάςεων εκτόσ τθσ ουρικισ αρκρίτιδασ (επαναιμάτωςθ, 
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καρδιακι ανεπάρκεια) κα πρζπει πρϊτα να απαντθκοφν τα εξισ ερωτιματα: αν 

υπάρχει υπζρ-ρφκμιςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςτθν ανκρϊπινθ αςκζνεια και αν 

θ δθμιουργία δραςτικϊν μορωϊν οξυγόνου από τθν XO ςχετίηεται με τθν 

πακογζνεια τθσ νόςου. Προσ το παρϊν είναι αςαωζσ αν οι νζοι αναςτολείσ τθσ 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ που αναπτφςςονται κα είναι αποτελεςματικοί για τθ 

κεραπεία τθσ ιςχαιμίασ/ επαναιμάτωςθσ, των ωλεγμονωδϊν πακιςεων, τθσ 

καρδιακισ ανεπάρκειασ και του διαβιτθ. Μια ςειρά από αυτοφσ τουσ αναςτολείσ 

βρίςκονται ςε κλινικζσ δοκιμζσ και αναμωίβολα υπάρχει τεράςτιο ενδιαωζρον για 

τθν ανάπτυξθ νζων. Σζλοσ, ενδιαωζρον ζχει θ εφρεςθ των προωίλ 

αποτελεςματικότθτασ ςε ςχζςθ με τισ παρενζργειεσ των νζων αναςτολζων ςε 

ςφγκριςθ με αυτό τθσ αλλοπουρινόλθσ.  
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2. ΚΥΣΤΑΛΛΟΓΑΦΙΑ ΡΩΤΕΙΝΩΝ ΜΕ ΑΚΤΙΝΕΣ Χ 

2.1. Ειςαγωγι 

Για να γίνει κατανοθτι θ ωφςθ του χθμικοφ δεςμοφ, οι λειτουργιζσ των 

μορίων ςε βιολογικά πλαίςια, οι μθχανιςμοί και θ δυναμικι των αντιδράςεων, θ 

γνϊςθ τθσ μοριακισ δομισ είναι απαραίτθτθ. Οι χθμικζσ αντιδράςεισ 

περιλαμβάνουν αλλθλεπιδράςεισ ατόμων ι μορίων, τα οποία δεν είναι τίποτε άλλο 

από τριςδιάςτατα αντικείμενα- δομζσ. Προκειμζνου να γίνει πλιρωσ κατανοθτόσ ο 

τρόποσ αλλθλεπίδραςθσ ςε μια αντίδραςθ είναι απαραίτθτο να γνωρίηουμε τισ 

δομζσ των μορίων που παίρνουν μζροσ. Αυτι θ προςζγγιςθ ιςχφει και για τα 

μεγάλα βιολογικά μακρομόρια όπωσ οι πρωτεΐνεσ και τα νουκλεϊκά οξζα.  

Αν και οι πρωτεΐνεσ είναι πολφ ςθμαντικά μόρια για όλεσ τισ διεργαςίεσ των 

κυττάρων και είναι υπεφκυνεσ για τθ ςωςτι λειτουργία του, για ζνα μόνο μικρό 

ποςοςτό είναι πλιρωσ κατανοθτόσ ο μθχανιςμόσ δράςθσ τουσ. Για να διαλευκανκεί 

ο τρόποσ λειτουργίασ μιασ πρωτεΐνθσ είναι απαραίτθτο να γνωρίηουμε τθ δομι τθσ. 

Με τον όρο δομι μιασ πρωτεΐνθσ εννοοφμε τθ ςχετικι διευκζτθςθ ςτον 

τριςδιάςτατο χϊρο των ατόμων τθσ πρωτεΐνθσ από τα οποία αποτελείται. Από τθ 

ςτιγμι που προςδιοριςτεί θ δομι μιασ πρωτεΐνθσ, είμαςτε ςε κζςθ να εντοπίςουμε 

τισ αλλθλεπιδράςεισ που ςχθματίηουν τα μόριά τθσ και να αναλφςουμε το 

μθχανιςμό δράςθσ. Επίςθσ, μασ δίνεται θ δυνατότθτα να ςχεδιάςουμε αναςτολείσ ι 

ενεργοποιθτζσ τθσ, οι οποίοι μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ εν δυνάμει  

ωαρμακευτικζσ ουςίεσ.  

Σο αντικείμενο τθσ κρυςταλλογραωίασ τα πρϊτα χρόνια περιοριηόταν ςτθν 

ανάπτυξθ κρυςτάλλων και τθ μελζτθ τθσ γεωμετρίασ, των εξωτερικϊν μορωϊν και 

των ωυςικϊν ιδιοτιτων τουσ. Σο γεγονόσ που ςυντζλεςε ςτθν αλματϊδθ ανάπτυξθ 

αυτοφ του τομζα ιταν θ χριςθ των ακτίνων Χ. Με τθ βοικεια των ακτίνων Χ άρχιςε 

ςταδιακά να γίνεται προςδιοριςμόσ τθσ δομισ των πρωτεϊνϊν. τα πρϊτα χρόνια ο 

προςδιοριςμόσ αυτόσ ιταν μια διαδικαςία που απαιτοφςε πολφ χρόνο. Οι 

ανακλάςεισ προζρχονταν από αςκενείσ πθγζσ ακτίνων Χ και καταγράωονταν ςε 

ωιλμ. Κατόπιν οι ανακλάςεισ ζπρεπε να ωωτομετρθκοφν και να υπολογιςτοφν οι 
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εντάςεισ τουσ μια- μία. Οι δυνατότθτεσ των υπολογιςτϊν ιταν περιοριςμζνεσ και 

δεν μποροφςαν να καλφψουν τισ ανάγκεσ των πρϊτων κρυςταλλογράωων. Ζτςι, ο 

προςδιοριςμόσ τθσ δομισ μιασ μικρισ πρωτεΐνθσ ζπαιρνε αρκετά χρόνια. Αντικζτωσ, 

ςιμερα οι πθγζσ ακτίνων Χ ζχουν βελτιωκεί και οι ανακλάςεισ καταγράωονται από 

θλεκτρονικοφσ ανιχνευτζσ με θλεκτρονικοφσ υπολογιςτζσ που μεταωράηουν και 

επεξεργάηονται αμζςωσ τα δεδομζνα.  

 

2.2. Γενικά χαρακτθριςτικά κρυςταλλογραφίασ 

Μια τυπικι κρυςταλλογραωικι ανάλυςθ μιασ πρωτεΐνθσ είναι μια ςειρά 

πειραματικϊν ι αναλυτικϊν διεργαςιϊν (εικόνα 10). Αρχικϊσ, αναπτφςςονται 

κρφςταλλοι τθσ πρωτεΐνθσ, ςυλλζγονται τα δεδομζνα τθσ περίκλαςθσ ακτίνων Χ, 

προςδιορίηονται οι ωάςεισ και υπολογίηεται ο χάρτθσ θλεκτρονιακισ πυκνότθτασ. 

τθ ςυνζχεια, ςτο εςωτερικό τθσ θλεκτρονιακισ πυκνότθτασ τοποκετείται ζνα 

ατομικό μοντζλο και τελικά αυτό το μοντζλο βελτιςτοποιείται.  

 

Εικόνα 10. Βιματα κρυςταλλογραωίασ για εφρεςθ τθ δομισ μια πρωτεΐνθσ. 

 

2.3. Κρφςταλλοι πρωτεϊνών 

 Οι κρφςταλλοι είναι μια ωάςθ τθσ ςτερεάσ κατάςταςθσ, ςτθν οποία τα μόρια 

(ι άτομα) που αποτελοφν τον κρφςταλλο είναι περιοδικά διευκετθμζνα ςτο χϊρο. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/05/2024 12:40:04 EEST - 18.223.159.57



32 

 

Σα κυριότερα γνωρίςματα των κρυςτάλλων είναι θ ςυμμετρία, θ περιοδικότθτα και 

το γεγονόσ ότι παρουςιάηουν διαωορετικά ωυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά ανάλογα 

με τθν διευκζτθςι τουσ, με αποτζλεςμα να χαρακτθρίηονται ανιςότροπα. 

 Θ βαςικι δομικι μονάδα του κρυςτάλλου είναι θ ςτοιχειϊδθσ κυψελίδα. αν 

ςτοιχειϊδθσ κυψελίδα ορίηεται θ μικρότερθ ςτοιχειϊδθσ ομάδα, θ οποία 

αντιπροςωπεφει πλιρωσ τθν κρυςταλλικι δομι. Ζνασ κρφςταλλοσ αποτελείται από 

όμοιεσ κυψελίδεσ που ζχουν τον ίδιο προςανατολιςμό και επαναλαμβάνονται ςτισ 

τρεισ διαςτάςεισ, ϊςτε να δθμιουργοφν ζνα κανονικό τριςδιάςτατο πλζγμα (εικόνα 

11). Οι αλλθλεπιδράςεισ που κρατοφν τισ πρωτεΐνεσ ςτο κρυςταλλικό πλζγμα 

ονομάηονται κρυςταλλικζσ επαωζσ και είναι ίδιεσ ςε κάκε οργανωμζνθ βαςικι 

μονάδα μορίων που περιζχεται ςτθν ςτοιχειϊδθ κυψελίδα του κρυςταλλικοφ 

πλζγματοσ. 

 

Εικόνα 11. Απεικόνιςθ ςτοιχειϊδουσ κυψελίδασ. Ο κρφςταλλοσ αποτελείται από όμοιεσ κυψελίδεσ 

που ζχουν τον ίδιο προςανατολιςμό.  

  

Σο μζγεκοσ και θ δομι τθσ ςτοιχειϊδουσ κυψελίδασ περιγράωεται από τρία 

διανφςματα a, b και c, τα οποία ζχουν ζνα κοινό ςθμείο επαωισ, μια γωνία τθσ 

κυψελίδασ. Σα διανφςματα αυτά ςχθματίηουν τουσ άξονεσ, οι οποίοι καλοφνται 

κρυςταλλογραωικοί άξονεσ. Κάκε διάνυςμα ςχθματίηει με κάποιο άξονα αναωοράσ 

μια γωνία (α, β, γ). υνεπϊσ, το ςφνολο των διανυςμάτων a, b, c και των γωνιϊν α, 

β, γ που ςχθματίηουν μεταξφ τουσ, ονομάηονται πλεγματικζσ παράμετροι και 

ορίηουν πλιρωσ τθ ςτοιχειϊδθ κυψελίδα. Αντίςτοιχα, το ςθμειακό πλζγμα του 

κρυςτάλλου τθσ πρωτεΐνθσ είναι δυνατόν να οριςκεί με ακρίβεια αν μετατοπιςτοφν 

διαδοχικά τα διανφςματα a, b, c. Τπάρχουν 14 είδθ πλεγμάτων, τα πλζγματα 

Bravais, τα οποία κατανζμονται ςε 7 κρυςταλλικά ςυςτιματα (πίνακασ 3).  
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Κρυςταλλικό 
Σφςτθμα 

Γεωμετρικά 
χαρακτθρις

τικά 

Πλζγματα 
Bravais 

Σχθματικι Απεικόνιςθ 

Κυβικό 
a = b = c  

α = β = γ = 
90° 

P 
I 
F 

  

Τετραγωνικό 

a = b ≠ c  
α = β = γ = 

90° 
 

P 
I 
 

  

Μονοκλινζσ 

a ≠ b ≠ c  
α = γ = 90° 
και β > 90° 

 

 
P 
C 
 

  

Τρικλινζσ 

a ≠ b ≠ c  
α ≠ β ≠ γ ≠ 

90° 
 

 
 

P 
   

Ορκορομβικ
ό 

a ≠ b ≠ c  
α = β = γ = 

90° 
 

 
P 
I 
C 
F 
   

Τριγωνικό 
ι 

ρομβοεδρικό 

a = b = c 
α ≠ β ≠ γ  

≠90° 
R 

  

Εξαγωνικό 
a = b ≠ c  

α = β = 90° 
γ = 120° 

 
P 
 

  
    Ρίνακασ 3. Κρυςταλλικά ςυςτιματα και τα αντίςτοιχα ςθμειακά πλζγματα (πλζγματα Bravais) 
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 Ο προςδιοριςμόσ τθσ ςυμμετρίασ του πλζγματοσ αποτελεί βαςικι 

προχπόκεςθ τθσ κρυςταλλογραωικισ μελζτθσ. Θ ςυμμετρία ελαττϊνει τον αρικμό 

των πειραματικϊν δεδομζνων τα οποία πρζπει να ςυλλεχκοφν και τισ προσ 

προςδιοριςμό ατομικζσ παραμζτρουσ. Σο κρυςταλλικό πλζγμα μπορεί να ζχει μόνο 

10 ςτοιχεία ςυμμετρίασ: άξονεσ 1θσ, 2θσ, 3θσ, 4θσ και 6θσ τάξεωσ κακϊσ και τουσ 

αντίςτοιχουσ άξονεσ αναςτροωισ. Ο ςυνδυαςμόσ τουσ δίνει τισ 32 κρυςταλλικζσ 

τάξεισ. Σο κρυςταλλικό πλζγμα όμωσ χαρακτθρίηεται και από τθ ςυμμετρία 

μεταωοράσ Σ ωσ προσ τισ τρεισ διαςτάςεισ του χϊρου. Αν ςτισ παραπάνω πράξεισ 

προςκζςουμε και τθ ςυμμετρία μεταωοράσ, δθμιουργοφνται νζα ςτοιχεία 

ςυμμετρίασ, οι άξονεσ ελικϊςεωσ και τα επίπεδα ολιςκιςεωσ. Ζτςι από τισ 32 

κρυςταλλικζσ τάξεισ προκφπτουν 230 ομάδεσ χϊρου (εικόνα 12). Κάκε ομάδα 

χϊρου ςχετίηεται με μια κρυςταλλικι τάξθ. Ωςτόςο, τα βιολογικά μακρομόρια 

(πρωτεΐνεσ και νουκλεϊκά οξζα) επειδι εμωανίηουν μόνο ζνα οπτικό ιςομερζσ, 

κρυςταλλϊνονται ςφμωωνα με 65 ομάδεσ ςυμμετρίασ χϊρου.  

 

Εικόνα 12. Από τα 7 κρυςταλλικά ςυςτιματα ςτισ 230 ομάδεσ χϊρου. 

Κάκε εςωτερικό επίπεδο του κρυςτάλλου μπορεί να περιγραωτεί από τισ 

ςυντεταγμζνεσ των ςθμείων όπου τζμνει τουσ κρυςταλλογραωικοφσ άξονεσ. Όταν 

ζνα επίπεδο είναι παράλλθλο ςε κάποιον κρυςταλλογραωικό άξονα, το ςθμείο 

τομισ αυτϊν βρίςκεται ςτο άπειρο. Ο κρυςταλλογράωοσ Miller για να αποτρζψει 

τθν ζννοια του άπειρου, όριςε τουσ δείκτεσ h, k, l, με τζτοιο τρόπο, ϊςτε οι 
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ςυντεταγμζνεσ των ςθμείων τομισ του επίπεδου με τουσ κρυςταλλογραωικοφσ 

άξονεσ να ιςοδυναμοφν με 1/h, 1/k, 1/l και οι αντίςτοιχεσ αποςτάςεισ των ςθμείων 

τομισ από τθν αυκαίρετα οριςμζνθ αρχι των αξόνων να είναι a/h, b/k, c/l.  

 

2.4. Κρυςτάλλωςθ Ρρωτεϊνών 

 Θ κρυςτάλλωςθ μιασ πρωτεΐνθσ είναι το κακοριςτικό βιμα ςτο 

προςδιοριςμό τθσ δομισ τθσ με κρυςταλλογραωία. Ζνασ κρφςταλλοσ αναπτφςςεται 

όταν ζνα ςφςτθμα αςφμμετρων αντικειμζνων επιλζξει αυκόρμθτα να μειϊςει τουσ 

βακμοφσ ελευκερίασ του και να διαταχκεί με ακρίβεια ςε ζνα ςτακερό πλζγμα. 

Απαραίτθτθ προχπόκεςθ για να επιτευχκεί κρυςτάλλωςθ είναι να δθμιουργθκοφν 

ςυνκικεσ υπερκορεςμοφ. Αυτζσ οδθγοφν ςε μια κατάςταςθ ιςορροπίασ ςτθν οποία 

θ προσ διάλυςθ ουςία διαωοροποιείται ςε διαλφτθ και ςτερεά ωάςθ. Λόγω των 

μεταωορικϊν κινιςεων, τα μεμονωμζνα μόρια χάνουν βακμοφσ ελευκερίασ και 

αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ μείωςθ τθσ εντροπίασ του ςυςτιματοσ. Σαυτόχρονα 

όμωσ, ςχθματίηονται πολλοί νζοι δεςμοί με αποτζλεςμα να ελαττϊνεται θ ελεφκερθ 

ενζργεια του ςυςτιματοσ. Αυτι θ ελάττωςθ είναι θ κινθτιρια δφναμθ που 

δικαιολογεί τθ διεργαςία ςχθματιςμοφ των κρυςτάλλων. 

 Θ κρυςτάλλωςθ των πρωτεϊνϊν βαςίηεται κατά μεγάλο μζροσ ςε εμπειρικζσ 

παρατθριςεισ, επειδι δεν υπάρχει ακόμα κεωρία ικανι να ερμθνεφςει τον ακριβι 

μθχανιςμό τθσ κρυςταλλογζννεςθσ. Θ μείωςθ τθσ διαλυτότθτασ μιασ πρωτεΐνθσ που 

προχποκζτει θ κρυςταλλογζννεςθ μπορεί να γίνει με ζναν από τουσ παρακάτω 

τρόπουσ: 

Α) εξαλάτωςθ (salting out): ςτα πυκνά θλεκτρολυτικά διαλφματα θ διαλυτότθτα των 

πρωτεϊνϊν ελαττϊνεται όςο αυξάνει θ ςυγκζντρωςθ των ιόντων. Αυτι θ διαδικαςία 

βαςίηεται ςτον υδρόωοβο χαρακτιρα τθσ πρωτεΐνθσ, θ οποία, ςε αυτζσ τισ 

ςυνκικεσ, ςυμπεριωζρεται ωσ ουδζτερο δίπολο. 

Β) εωαλάτωςθ (salting in): για πολφ χαμθλζσ τιμζσ ιονικισ ιςχφοσ θ διαλυτότθτα των 

βιομορίων μειϊνεται όςο ελαττϊνεται θ ςυγκζντρωςθ του θλεκτρολφτθ. Σο γεγονόσ 
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αυτό οωείλεται ςτθν μείωςθ των μθ ειδικϊν θλεκτροςτατικϊν αλλθλεπιδράςεων 

μεταξφ των ωορτίων των βιομορίων και των ιόντων που βρίςκονται ςτο διάλυμα. 

Γ) προςκικθ οργανικϊν διαλυτϊν: θ διαλυτότθτα των πρωτεϊνϊν ελαττϊνεται με 

τθν αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των οργανικϊν διαλυτϊν λόγω μείωςθσ τθσ 

διθλεκτρικισ ςτακεράσ του διαλφματοσ. Σα διαλφματα πολυαικυλενογλυκόλθσ 

(PEG), θ οποία αποτελεί ζναν από τουσ ευρφτερα χρθςιμοποιοφμενουσ παράγοντεσ 

κατακριμνιςθσ, είναι μια ειδικι περίπτωςθ, γιατί δρα τόςο ςαν οργανικόσ διαλφτθσ 

όςο και ςαν άλασ. Επίςθσ ςτθν δράςθ τθσ ςυντελεί και το ότι θ προςκικθ PEG ςτο 

διάλυμα μειϊνει τον ωωζλιμο όγκο του διαλφτθ.  

 

2.4.1. Στάδια κρυςτάλλωςθσ 

Σα διαγράμματα διαλυτότθτασ των πρωτεϊνϊν (εικόνα 13) ςυναρτιςει των 

διαωόρων παραγόντων που επθρεάηουν τθν κρυςτάλλωςθ (ςυγκζντρωςθ 

βιομορίου και παράγοντα κατακριμνιςθσ, κερμοκραςία, pH κτλ.) μποροφν να 

αποβοφν πολφ χριςιμα ςτθν προςπάκεια παραγωγισ κρυςτάλλων αλλά ζχουν το 

μειονζκτθμα ότι απαιτοφν πολφ χρόνο και κυρίωσ πολφ μεγάλεσ ποςότθτεσ 

πρωτεΐνθσ. Ζνα τζτοιο διάγραμμα ςυνικωσ χωρίηεται ςε δυο ηϊνεσ: τθν ηϊνθ 

υποκορεςμοφ για χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ πρωτεΐνθσ ι παράγοντα κατακριμνιςθσ, 

όπου θ πρωτεΐνθ είναι διαλυτι, και τθν ηϊνθ υπερκορεςμοφ για υψθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ πρωτεΐνθσ και παράγοντα κατακριμνιςθσ, όπου τα μόρια του 

βιομορίου εγκαταλείπουν τθν υγρι ωάςθ και δθμιουργοφν ςυςςωματϊματα. τθν 

περίπτωςθ που οι ςυνκικεσ ευνοοφν τθν κρυςταλλογζνεςθ, θ ηϊνθ υπερκορεςμοφ 

(εικόνα 13) μπορεί να διαιρεκεί ςε τρεισ υποπεριοχζσ: 

α) τθ ηϊνθ πυρινωςθσ, ςτθν οποία δθμιουργοφνται πυρινεσ κρυςτάλλων, δθλαδι 

μικροςκοπικζσ οργανωμζνεσ μορωζσ βιομοριακϊν ςυςςωματωμάτων. 

β) τθ μεταςτακερι ηϊνθ ςτθν οποία δεν μποροφν να δθμιουργθκοφν πυρινεσ 

κρυςτάλλων, αλλά μποροφν να μεγαλϊνουν ιδθ προχπάρχοντεσ πυρινεσ, και 
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γ)  τθ ηϊνθ κατακριμνιςθσ, όπου δθμιουργείται άμορωο ίηθμα, δθλαδι άτακτθ 

οργάνωςθ των βιομοριακϊν ςυςςωματωμάτων. 

 

Εικόνα 13. Α) Διάγραμμα διαλυτότθτασ. Β) τάδια κρυςτάλλωςθσ 

Θ διαδικαςία τθσ πυρινωςθσ ευνοείται κερμοδυναμικά αν υπάρχουν ςτο 

διάλυμα μερικά ξζνα ςωματίδια, που λειτουργοφν ωσ κζντρα πυρινωςθσ. Για αυτό 

το λόγο είναι απαραίτθτο θ πρωτεΐνθ που χρθςιμοποιείται να ζχει υψθλό βακμό 

κακαρότθτασ.  

 

2.4.1.1. Ρυρινωςθ  

το ςτάδιο αυτό τα πρωτεϊνικά μόρια ςυνδζονται μεταξφ τουσ και είναι 

ικανά να ςχθματίςουν ςυςςωματϊματα γφρω από ςυγκεκριμζνα κζντρα ςφνδεςθσ. 

Θ ςυνολικι ελεφκερθ ενζργεια κακορίηεται από το μζγεκοσ του ςυςςωματϊματοσ 

και μπορεί να αποκτιςει τθ μζγιςτθ τιμι τθσ όταν ςχθματιςτεί ο πυρινασ, δθλαδι 

όταν το ςυςςωμάτωμα αποκτιςει ζνα κρίςιμο μζγεκοσ. υνεπϊσ, προκειμζνου να 

επιτευχκεί θ ανάπτυξθ κρυςτάλλου ςτο υπζρκορο διάλυμα, το ςφςτθμα κα πρζπει 

να υπερπθδιςει το ενεργειακό ωράγμα που ονομάηεται ελεφκερθ ενζργεια 

πυρινωςθσ (Kam et al., 1978). 

Αν ο βακμόσ υπερκορεςμοφ είναι χαμθλόσ τότε το εφροσ των ενεργειακϊν 

διακυμάνςεων δε κα είναι αρκετά μεγάλο ϊςτε να ξεπεραςτεί το ενεργειακό 

ωράγμα και να αναπτυχκεί κρφςταλλοσ. Μόλισ όμωσ δθμιουργθκεί πυρινασ τότε 

ξεκινά θ αυκόρμθτθ ανάπτυξθ του ςυςςωματϊματοσ (εικόνα 14). Παράλλθλα 
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μικρότερα ςυςςωματϊματα τείνουν να διαλυτοποιθκοφν (Kam et al., 1978). Ο 

χρόνοσ που απαιτείται για να ςχθματιςτεί ο πυρινασ ποικίλλει ανάλογα με τισ 

ςυνκικεσ και τθν κρυςταλλικι δομι. Δυο ςυναγωνιςτικζσ διαδικαςίεσ λαμβάνουν 

χϊρα ςτο ςτάδιο τθσ πυρινωςθσ, θ μια οδθγεί ςτθ δθμιουργία κρυςταλλικισ δομισ 

ενϊ θ άλλθ ςτθ δθμιουργία άμορωου ιηιματοσ. 

 

Εικόνα 14. Απεικόνιςθ τθσ μεταβολισ τθσ ελεφκερθσ  

ενζργειασ κατά τθ διάρκεια τθσ κρυςτάλλωςθσ. 

 

 

2.4.1.2. Ανάπτυξθ Ρυρινων 

ε αυτό το ςτάδιο αρχίηει θ διαδικαςία ανάπτυξθσ των κρυςτάλλων. Σα  

μόρια πρωτεΐνθσ επικάκονται από το διάλυμα ςτο ςχθματιςμζνο πυρινα, ενϊ 

ταυτόχρονα προκαλείται μείωςθ τθσ πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ ςτο διάλυμα λόγω 

διάχυςθσ των πρωτεϊνικϊν μορίων. Θ μείωςθ αυτι είναι εντονότερθ ςτθν 

επιωάνεια του κρυςτάλλου με αποτζλεςμα νζα μόρια να διαχζονται προσ το 

ςχθματιηόμενο κρφςταλλο (Kam et al., 1978). Ο ρυκμόσ εναπόκεςθσ των 

πρωτεϊνικϊν μορίων ςτθν επιωάνεια του κρυςτάλλου ορίηεται ςφμωωνα με το νόμο 

του Fick: 
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όπου,  

:θ βακμίδα ςυγκζντρωςθσ ςτθν επιωάνεια του κρυςτάλλου  

S: θ επιωάνεια τθσ κρυςταλλικισ περιοχισ 

D: ο μζςοσ ςυντελεςτισ διάχυςθσ 

κεωρϊντασ ότι θ ανάπτυξθ προχωράει μζςω ςφνδεςθσ μονομερϊν, θ ςτακερά του 

ρυκμοφ ανάπτυξθσ μπορεί να προςδιοριςτεί από τθ ςχζςθ: 

 

όπου, 

C1 (0): θ ςυγκζντρωςθ ςτθν κατάςταςθ κορεςμοφ 

C1: θ ςυγκζντρωςθ του διαλφματοσ 

K: ο ςυντελεςτισ ταχφτθτασ ανάπτυξθσ 

Σζλοσ, ζχει παρατθρθκεί ότι όςο πιο γριγορα αναπτφςςονται οι κρφςταλλοι 

τόςο αυξάνει ο αρικμόσ των πυρινων, με αποτζλεςμα να υπάρχουν ςτο τελικό 

διάλυμα περιςςότεροι κρφςταλλοι μικρότερου μεγζκουσ. 

 

2.4.1.3. Αναςτολι ανάπτυξθσ κρυςτάλλου 

Θ ταχφτθτα ανάπτυξθσ κρυςτάλλου ελαττϊνεται με το χρόνο και τελικά 

μθδενίηεται. Θ αναςτολι τθσ ανάπτυξθσ είναι αποτζλεςμα τθσ εξάντλθςθσ τθσ 

πρωτεΐνθσ ςτο διάλυμα αλλά πικανόν να οωείλεται και ςε κάποια μεταβολι ςτισ 

ιδιότθτεσ τθσ επιωάνειασ του κρυςτάλλου (Kam et al., 1978).  
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2.4.2. Ραράγοντεσ που επθρεάηουν τθν κρυςτάλλωςθ 

Τπάρχουν πολλοί παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν κρυςτάλλωςθ των 

πρωτεϊνϊν (πίνακασ 4) και ςυγκεκριμζνα τθ πικανότθτα εμωάνιςισ τουσ, το ρυκμό 

και τθν πικανότθτα εμωάνιςθσ πυρινων κρυςτάλλωςθσ κακϊσ και το μζγεκοσ και 

τθν ποιότθτά τουσ. Ζνασ ακόμθ κακοριςτικόσ παράγοντασ για τθν ανάπτυξθ 

κρυςτάλλων είναι θ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ. ε πολλζσ περιπτϊςεισ, θ φπαρξθ 

ςτο διάλυμα υποςτρϊματοσ, ςυνενηφμου ι αναςτολζα, ςυμβάλλει ςτο πιο 

ςυμπαγζσ και ςτακερό πακετάριςμα του ενηφμου. 

Ενδογενείσ φυςικοχθμικζσ 
παράμετροι 

Βιοχθμικζσ και βιοφυςικζσ 
παράμετροι 

Κακαρότθτα των 
μακρομορίων 

Τπερκορεςμόσ (ςυγκζντρωςθ 
πρωτεΐνθσ και παραγόντων 

κατακριμνιςθσ) 
Ευαιςκθςία τθσ δομισ τθσ πρωτεΐνθσ 

ςε ωυςικζσ παραμζτρουσ 
(κερμοκραςία, pH, ιοντικι ιςχφσ, 

διαλφτεσ . 

Μακρομοριακζσ επιμολφνςεισ 
(με άλλα μακρομόρια ι άλλα 

μικρά μόρια) 
Θερμοκραςία, pH (μεταβολζσ) 

Χρόνοσ (ρυκμοί εξιςορρόπθςθσ και 
αφξθςθσ) 

Ιοντικι ιςχφσ και κακαρότθτα των 
χθμικϊν (ωφςθ των παραγόντων 

κατακριμνιςθσ, ρυκμιςτικά 
διαλφματα, επιπρόςκετεσ χθμικζσ 

ουςίεσ) 
Δζςμευςθ άλλων υποκαταςτατϊν 
(υποςτρϊματα, ςυμπαράγοντεσ, 

μεταλλικά ιόντα, άλλα ιόντα) Δομικι (μικρο)ετερογζνεια 
(βακμόσ και τρόποσ 

πολυμεριςμοφ, 
ςυςςωματϊματα, 

αποδιάταξθ) 

Όγκοσ και γεωμετρία του 
δείγματοσ και των πειραματικϊν 

ςυςκευϊν (επιωάνεια των 
ςυςκευϊν κρυςτάλλωςθσ) 

τερεά ςωματίδια, 
αλλθλεπιδράςεισ με τα τοιχϊματα 

και με τισ διάμεςεσ επιωάνειεσ 
(ομοιογενισ, ετερογενισ 

πυρινωςθ) 

Ειδικζσ πρόςκετεσ ουςίεσ 
(ανταγωνιςτικζσ ουςίεσ, μθ ιοντικά 

απορρυπαντικά, πολυαμίνεσ) 

Φαινόμενα εξαρτθμζνα από τθν 
πυκνότθτα ι το ιξϊδεσ (διαωορζσ 
μεταξφ κρυςτάλλου και μθτρικοφ 

υγροφ) 
Ιδιότθτεσ των πρωτεϊνϊν (οξείδωςθ, 
υδροωοβικότθτα, υδροωιλικότθτα ) 

(Μικρο)ετερογζνεια τθσ 
ακολουκίασ (πζψθ από 

πρωτεάςεσ ι νουκλεάςεσ -τα 
κλάςματα μακρομορίων 

μπορεί να κρυςταλλϊνουν 
ευκολότερα) 

Πίεςθ, θλεκτρικά και μαγνθτικά 
πεδία 

Δονιςεισ και ιχοσ 
Γιρανςθ του δείγματοσ 

(οξειδοαναγωγικζσ μεταβολζσ, 
αποδιάταξθ, αποικοδόμθςθ) 

ειρά των γεγονότων, 
επαναλθψιμότθτα (ερευνθτισ ι 

ρομπότ) 

Ρίνακασ 4. Παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν κρυςτάλλωςθ πρωτεϊνϊν. 
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2.4.3. Ραράγοντεσ κακίηθςθσ 

Οι παράγοντεσ κακίηθςθσ είναι απαραίτθτο ςυςτατικό τθσ διαδικαςίασ 

κρυςτάλλωςθσ. Σουσ παράγοντεσ κακίηθςθσ μποροφμε να τουσ κατατάξουμε με 

βάςθ το μθχανιςμό μζςω του οποίου προάγουν τθν κρυςτάλλωςθ ςε τζςςερισ 

κατθγορίεσ: 

 Άλατα π.χ κειικά, ωωςωορικά και κιτρικά άλατα 

Σα άλατα δρουν κυρίωσ αωυδατϊνοντασ τισ πρωτεΐνεσ ςε ζνα ςυναγωνιςμό για 

μόρια νεροφ που προκφπτουν ςτο διάλυμα και τα οποία είναι απαραίτθτα για τθ 

διαλυτοποίθςθ. Όταν θ ςυγκζντρωςθ των αλάτων γίνει αρκετά μεγάλθ δεν κα 

υπάρχουν μόρια διαλφτθ για να διαλυτοποιθκοφν τα μακρομόρια. Οπότε, τα 

μακρομόρια αλλθλεπιδροφν μεταξφ τουσ και είναι πικανι θ εμωάνιςθ κρυςτάλλων 

ι άμορωου ιηιματοσ. 

 Ρτθτικοί οργανικοί διαλφτεσ π.χ αικυλενικι αλκοόλθ 

Οι οργανικοί διαλφτεσ πρζπει να χρθςιμοποιοφνται ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ. 

υχνά μετουςιϊνουν τισ πρωτεΐνεσ, για αυτό κα πρζπει διατθρείται θ ιονικι ιςχφσ 

ςε χαμθλά επίπεδα, ϊςτε να αποωευχκεί θ αποδιάταξθ.  

 Μακρομοριακά πολυμερι π.χ πολυαικυλενικι γλυκόλθ 6000 

Οι πολυμερικοί παράγοντεσ κακίηθςθσ, αντίκετα με τισ πρωτείνεσ, δεν ζχουν κάποια 

ςτακερι διαμόρωωςθ, ςυςπϊνται και περιπλζκονται τυχαία ςτο διάλυμα και 

καταλαμβάνουν πολφ χϊρο. Αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τα άλλα μόρια να διακζτουν 

πολφ λιγότερο χϊρο για τθ διαλυτοποίθςθ με αποτζλεςμα να διαχωρίηονται και να 

ςχθματίηουν ςυςςωματϊματα τα οποία τελικά ςχθματίηουν κρυςτάλλουσ. 

 Μικροφ μοριακοφ βάρουσ πολυμερι και μθ πτθτικοί οργανικοί διαλφτεσ 

π.χ πολυαικυλενικζσ γλυκόλεσ με μοριακό βάροσ μικρότερο από 1000 και θ 3,4-

μζκυλο πεντενδιόλθ (MPD) 
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2.5. Ακτίνεσ Χ 

Για να προςδιοριςτεί θ δομι μιασ πρωτεΐνθσ είναι απαραίτθτθ θ χριςθ 

ακτινοβολίασ κατάλλθλου μικουσ κφματοσ, θ οποία αωοφ προςπίπτει ςτθν 

πρωτεΐνθ να μπορεί να δϊςει ανιχνεφςιμο ςιμα, από το οποίο και κα λάβουμε τθ 

δομι. Θ ακτινοβολία που μπορεί να χρθςιμοποιθκεί είναι οι ακτίνεσ Χ, οι οποίεσ 

προςπίπτουν ςε κρυςτάλλουσ τθσ πρωτεΐνθσ, ςκεδάηονται και δίνουν τα 

απαραίτθτα δεδομζνα. Με κατάλλθλθ επεξεργαςία με θλεκτρονικά προγράμματα 

προκφπτει θ δομι τθσ πρωτεΐνθσ. Οι ακτίνεσ Χ χρθςιμοποιοφνται  διότι το μικοσ 

κφματόσ τουσ είναι τζτοιο που επιτρζπει να επιτφχουμε ατομικι διακριτικότθτα τθσ 

δομισ. Αυτι θ διαδικαςία είναι γνωςτι ωσ κρυςταλλογραωία πρωτεϊνϊν με ακτίνεσ 

Χ και ουςιαςτικά εκμεταλλεφεται το γεγονόσ ότι οι ακτίνεσ Χ περικλϊνται από τουσ 

κρυςτάλλουσ των πρωτεϊνϊν. 

Σο τμιμα του ωάςματοσ τθσ θλεκτρομαγνθτικισ ακτινοβολίασ που 

καλφπτουν οι ακτίνεσ Χ είναι 0,1-100 Å μικοσ κφματοσ. Οι ακτίνεσ Χ παράγονται 

όταν θλεκτρόνια μεταπίπτουν από ζνα υψθλότερο ςε ζνα χαμθλότερο ενεργειακό 

δυναμικό. Για τθν κρυςταλλογραωία αυτό που απαιτείται είναι όςο το δυνατόν πιο 

ιςχυρι, παράλλθλθ, μονοχρωματικι και ομοιογενισ δζςμθ ακτίνων Χ. Σο ςυνεχζσ 

πολυχρωματικό ωάςμα δεν είναι κατάλλθλο για κρυςταλλογραωικά πειράματα και 

αωαιρείται με χριςθ ωίλτρων. Θ μονοχρωματικότθτα είναι απαραίτθτθ διότι θ 

διάμετροσ τθσ ςωαίρασ ανάκλαςθσ είναι 1/λ, οπότε θ πθγι που παράγει δυο 

διακριτά μικθ κφματοσ δίνει δυο ςωαίρεσ ανάκλαςθσ και δυο διάςπαρτα ςφνολα 

ανακλάςεων με αποτζλεςμα να γίνεται ςχεδόν αδφνατοσ ο προςδιοριςμόσ των 

δεικτϊν λόγω των επικαλυπτόμενων ανακλάςεων (Rhodes, 1999). 

Οι εργαςτθριακζσ πθγζσ ακτίνων Χ χρθςιμοποιοφν τθν ακτινοβολία που 

παράγεται όταν θλεκτρόνια κατάλλθλθσ ενζργειασ προςκροφουν ςε μεταλλικό 

ςτόχο. Θλεκτρόνια παράγονται ζπειτα από κζρμανςθ τθσ κακόδου. Λόγω τθσ 

υψθλισ τάςθσ τα θλεκτρόνια επιταχφνονται και προςπίπτουν ςτον μεταλλικό ςτόχο- 

άνοδο. τθν άνοδο χρθςιμοποιείται μζταλλο κατάλλθλου ατομικοφ αρικμοφ, 

ςυνικωσ χαλκόσ και κοβάλτιο. τθ ςυνζχεια, λόγω των τυχαίων ςυγκροφςεων με τα 
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άτομα του ςτόχου, τα θλεκτρόνια επιβραδφνονται και αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν 

εκπομπι ενόσ ςυνεχοφσ πολυχρωματικοφ ωάςματοσ. Όταν θ ενζργεια των 

θλεκτρονίων είναι κατάλλθλθ, προκαλοφνται μεταπτϊςεισ θλεκτρονίων εςωτερικϊν 

ςτοιβάδων του μετάλλου-ςτόχου. Θ αποδιζγερςθ αυτϊν των ατόμων γίνεται με 

εκπομπι μονοχρωματικισ ακτινοβολίασ, θ ςυχνότθτα τθσ οποίασ εξαρτάται από τθν 

ενεργειακι διαωορά μεταξφ των ςτοιβάδων, δθλαδι είναι χαρακτθριςτικζσ των 

ατόμων του μετάλλου- ςτόχου (Blundel & Johnson, 1976).  

Τπάρχουν δυο κφρια είδθ πθγϊν ακτίνων Χ, οι ςυμβατικζσ και οι 

ςυγχροτρονικζσ πθγζσ. Οι ςυμβατικζσ πθγζσ ελευκερϊνουν ακτινοβολία μετά από 

επιτάχυνςθ θλεκτρονίων και ςτθ ςυνζχεια μετάπτωςθ θλεκτρονίων εςωτερικϊν 

ςτοιβάδων του μετάλλου-ςτόχου. Οι πιο ςυνθκιςμζνεσ είναι οι ςωλινεσ ακτίνων Χ 

και οι ςωλινεσ με περιςτρεωόμενθ άνοδο. τουσ ςωλινεσ ακτίνων Χ 

αντιμετωπίηεται πρόβλθμα υπερκζρμανςθσ του μεταλλικοφ ςτόχου λόγω τθσ 

υψθλισ τάςθσ. υνεπϊσ, το ςφςτθμα κα πρζπει να ψφχεται ςυνεχϊσ. Σο ίδιο 

πρόβλθμα αντιμετωπίηεται και με τουσ ςωλινεσ με περιςτρεωόμενθ άνοδο. 

τισ ςυγχροτρονικζσ πθγζσ χρθςιμοποιοφνται επιταχυντζσ ςωματιδίων 

(θλεκτρονίων, ποηιτρονίων), οι οποίοι προκαλοφν τθ κίνθςθ των ςωματιδίων ςχεδόν 

ςε ταχφτθτα ωωτόσ. Κατά τθν αλλαγι κατεφκυνςισ τουσ παράγεται 

θλεκτρομαγνθτικι ακτινοβολία. Οι επιταχυντζσ ςωματιδίων είναι γιγάντιοι 

δακτφλιοι, όπου τα θλεκτρόνια υποκινοφνται από ενζργεια, θ οποία προζρχεται από 

πομποφσ ραδιοςυχνότθτασ. Θ  κίνθςθ τουσ διατθρείται ςε μια κυκλικι τροχιά με τθ 

βοικεια πανίςχυρων μαγνθτϊν εκπζμποντασ ενζργεια με τθ μορωι ςυγχροτρονικισ 

ακτινοβολίασ. Με χριςθ πθγϊν ςυγχροτρονικισ ακτινοβολίασ, θ ςυλλογι των 

κρυςταλλογραωικϊν δεδομζνων γίνεται μζςα ςε λίγα λεπτά. Επίςθσ, με τθ 

δυνατότθτα παραγωγισ πολφ ιςχυρισ δζςμθσ, ςε ςχζςθ με αυτι των ςυμβατικϊν 

πθγϊν, κατζςτθ δυνατι θ ςυλλογι δεδομζνων από περίπλοκεσ δομζσ ι μικροφσ 

κρυςτάλλουσ, οι οποίοι είναι δφςκολο να δϊςουν επαρκι περίκλαςθ. 
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 Βαςικζσ αρχζσ περίκλαςθσ ακτίνων Χ: 

Οι ακτίνεσ Χ κατά τθν πρόςπτωςι τουσ αυξάνουν τθ κερμοκραςία του 

κρυςτάλλου, ςχθματίηοντασ ελεφκερεσ ρίηεσ από τα μόρια του διαλφτθ και ζτςι 

καταςτρζωεται ο κρφςταλλοσ. Αυτό μπορεί να αποωευχκεί αν θ ςυλλογι των 

δεδομζνων πραγματοποιθκεί κάτω από κρυοςκοπικζσ ςυνκικεσ, δθλαδι ςε 

κερμοκραςία ~100:Κ.  

 τθν κρυςταλλογραωία ακτίνων Χ, ζνασ κρφςταλλοσ βομβαρδίηεται από 

ακτίνεσ Χ τισ οποίεσ και περικλά (εικόνα 15). Περίκλαςθ είναι το ωαινόμενο κατά το 

οποίο το ωωσ ι οποιοδιποτε άλλο κφμα αποκλίνει από τθν ευκφγραμμθ πορεία του 

όταν ςυναντιςει εμπόδιο. τθν περίπτωςθ που το εμπόδιο ςτο οποίο προςπίπτουν 

οι ακτίνεσ Χ είναι κρφςταλλοσ εμωανίηονται κάποιεσ ιδιαιτερότθτεσ. τισ 

περιςςότερεσ περιπτϊςεισ οι ακτίνεσ Χ αλλθλοαναιροφνται. Όταν όμωσ 

προζρχονται από οριςμζνεσ γωνίεσ πρόςπτωςθσ αλλθλοενιςχφονται και παράγουν 

δζςμεσ περικλϊμενθσ ακτινοβολίασ, οι οποίεσ μποροφν να καταγραωοφν και να 

δϊςουν χριςιμεσ πλθροωορίεσ για τθ δομι.  

 

Εικόνα 15. Περίκλαςθ ακτίνων Χ ζπειτα από βομβαρδιςμό του κρυςτάλλου. 

Θ περίκλαςθ από ζναν κρφςταλλο αντιςτοιχεί ςε ανακλάςεισ από ςφνολα 

παράλλθλων επιπζδων. Ο  Bragg ζδειξε ότι θ περίκλαςθ ςυμβαίνει μόνο όταν για 

δυο γειτονικά επίπεδα, θ διαωορά ςτθν διαδρομι των ακτίνων είναι ίςθ με το 

μικοσ κφματοσ τθσ δζςμθσ των ακτίνων Χ. Αυτι θ απόςταςθ εξαρτάται από τθν 
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γωνία τθσ ανάκλαςθσ μεταξφ τθσ κφριασ δζςμθσ και των επιπζδων και δίνεται από 

τθ ςχζςθ: 

 

όπου,   λ: μικοσ κφματοσ ακτίνων Χ 

 n: θ τάξθ των ανακλάςεων και λαμβάνει ακζραιεσ τιμζσ (n= 1,2,3,...) 

 κ: θ γωνία πρόςπτωςθσ τθσ ακτινιβολίασ 

 d: θ ιςαπόςταςθ δικτυωτϊν επιπζδων 

Όταν οι ςκεδαηόμενεσ ακτίνεσ, από όλα τα άτομα του δικτυωτοφ επιπζδου, 

είναι ςε ωάςθ, ενιςχφονται. Σο ίδιο ςυμβαίνει ςε κάκε δικτυωτό επίπεδο χωριςτά. 

Με τθ ςχζςθ αυτι κακίςταται δυνατόσ ο προςδιοριςμόσ του μεγζκουσ τθσ 

ςτοιχειϊδουσ κυψελίδασ. Ζνα πλιρεσ διάγραμμα περίκλαςθσ μπορεί να κεωρθκεί 

ότι αποτελείται από ζνα τριςδιάςτατο πλζγμα ανακλάςεων, το οποίο ονομάηεται 

αντίςτροωο πλζγμα, επειδι οι παράμετροί του είναι αντιςτρόωωσ ανάλογοι των 

παραμζτρων του πραγματικοφ κρυςταλλικοφ πλζγματοσ. Κάκε ανάκλαςθ του 

αντιςτρόωου πλζγματοσ χαρακτθρίηεται από τρεισ δείκτεσ h, k, l, ζτςι ϊςτε 

ςφμωωνα με το νόμο του Bragg, να προζρχεται από ανάκλαςθ των ακτίνων Χ από τα 

επίπεδα (h k l) του πραγματικοφ πλζγματοσ. Από αυτό το μοντζλο τθσ περίκλαςθσ 

των ακτίνων Χ ωαίνεται ότι οι κζςεισ και ο αρικμόσ των ανακλάςεων κακϊσ και θ 

ςυμμετρία του διαγράμματοσ περίκλαςθσ εξαρτάται μόνο από το μικοσ κφματοσ 

τθσ ακτινοβολίασ και τισ διαςτάςεισ και τθ ςυμμετρία τθσ ςτοιχειϊδουσ κυψελίδασ. 

Κάκε ανάκλαςθ μπορεί να κεωρθκεί ωσ το άκροιςμα των “ςυνειςωορϊν” από όλεσ 

τισ περιοχζσ τθσ επαναλαμβανόμενθσ κυψελίδασ. Θ κάκε ςυνειςωορά είναι ζνα 

κφμα και μπορεί να εκωραςκεί ωσ μία ςειρά Fourier: 
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Άρα, ο παράγων δομισ Fhkl ςτο ςθμείο (h,k,l) του χϊρου των ανακλάςεων 

είναι μεταςχθματιςμόσ Fourier τθσ θλεκτρονιακισ πυκνότθτασ. Ουςιαςτικά, το 

περικλαςίγραμμα αποτελεί το μεταςχθματιςμό Fourier  τθσ θλεκτρονιακισ 

πυκνότθτασ  και αντίςτροωα, θ θλεκτρονιακι πυκνότθτα αποτελεί το 

μεταςχθματιςμό Fourier  του περικλαςιγράμματοσ. Ο παράγων δομισ όμωσ δεν 

είναι ζνασ απλόσ αρικμόσ. Είναι και αυτόσ μία κυματικι ςυνάρτθςθ, θ οποία ζχει, 

όπωσ κάκε κφμα, ζνταςθ, ςυχνότθτα και ωάςθ. Θ ςυχνότθτα είναι γνωςτι και είναι 

αυτι τθσ αρχικισ μασ ακτινοβολίασ. Θ ζνταςθ τθσ περικλϊμενθσ ακτινοβολίασ (hkl) 

είναι ανάλογθ του τετραγϊνου του πλάτουσ του δομικοφ παράγοντα Fhkl. Ωςτόςο, 

οι ωάςεισ δεν μποροφν να προκφψουν κατευκείαν από το περικλαςίγραμμα 

(πρόβλθμα ωάςεων). 

 

2.6. Συλλογι κρυςταλλογραφικών δεδομζνων 

 Θ ςυλλογι των δεδομζνων πρζπει να γίνεται ςε ςφντομο χρονικό διάςτθμα, 

για να αποωευχκεί θ καταςτροωι του κρυςτάλλου. Αρχικόσ ςτόχοσ είναι να 

καταγραωοφν οι εντάςεισ και να υπολογιςτοφν οι δείκτεσ Miller.  Επειδι δεν 

υπάρχει κατάλλθλοσ ωακόσ ϊςτε να ςυγκεντρϊνει τισ ακτίνεσ Χ και να ζχουμε τθν 

απεικόνιςθ του μορίου, χρθςιμοποιοφνται κατάλλθλοι ανιχνευτζσ. Ζτςι, το πρότυπο 

των περικλάςεων αποτυπϊνεται ςτα περικλαςιγράμματα (εικόνα 16). Από τα 

περικλαςιγράμματα υπολογίηονται θ διεφκυνςθ και το πλάτοσ των κυμάτων, με τθ 

χριςθ νόμων και εξιςϊςεων. Για τον προςδιοριςμό των ωάςεων όμωσ πρζπει να 

ακολουκθκοφν διάωορεσ μζκοδοι. τθ ςυνζχεια όλα τα δεδομζνα ςυνδυάηονται και 

με τθ χριςθ των μεταςχθματιςμϊν Fourier υπολογίηεται ο χάρτθσ θλεκτρονιακισ 

πυκνότθτασ του μορίου, με τθ χριςθ θλεκτρονικϊν υπολογιςτϊν.  
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Εικόνα 16. Αποτφπωςθ του προτφπου περικλάςεων- περικλαςίγραμμα  

Ωςτόςο, υπάρχει ζνα βαςικό πρόβλθμα. Προκειμζνου να υπολογιςτεί θ 

ςυνάρτθςθ θλεκτρονιακισ πυκνότθτασ πρζπει να είναι γνωςτά τόςο το πλάτοσ όςο 

και θ ωάςθ του παράγοντα δομισ. Από το περικλαςίγραμμα μποροφν να λθωκοφν 

μόνο οι μετριςεισ του πλάτουσ. Όλεσ οι πλθροωορίεσ για τθ ωάςθ χάνονται, 

γεγονόσ που αποτελεί πρόβλθμα. Ζχουν προτακεί διάωορεσ μζκοδοι για τον 

προςδιοριςμό των ωάςεων και είναι θ μζκοδοσ ‘δοκιμι και ςωάλμα’, άμεςοι 

μζκοδοι, θ ςυνάρτθςθ Patterson, θ μζκοδοσ βαριοφ ατόμου, μζκοδοσ ιςόμορωθσ 

αντικατάςταςθσ και θ μζκοδοσ τθσ μοριακισ αντικατάςταςθσ.  

 

2.7. Ερμθνεία χαρτών-Βελτίωςθ Δομισ 

το ςτάδιο αυτό ςυνδυάηονται οι πλθροωορίεσ που δίνει ο χάρτθσ 

θλεκτρονιακισ πυκνότθτασ με αυτζσ τθσ δευτεροταγοφσ και πρωτοταγοφσ δομισ 

του μακρομορίου για να καταςκευαςτεί ζνα ατομικό ι μοριακό μοντζλο. τθ 

ςυνζχεια, ακολουκοφν διορκϊςεισ τθσ δομισ, με διαδοχικζσ ςυςχετίςεισ με 

διάωορουσ ςυντελεςτζσ ακριβείασ που καταλιγουν ςτθ βελτίωςθ τθσ 

προτεινόμενθσ δομισ. Θ αφξθςθ τθσ υπολογιςτικισ ικανότθτασ των ςφγχρονων 

υπολογιςτϊν ζχει ςυμβάλλει κεαματικά ςτθν επιτάχυνςθ των διαδικαςιϊν 

ερμθνείασ- βελτίωςθσ τθσ δομισ μακρομορίων και ςτθν ανάπτυξθ ευκολότερου ςτθ 

χριςθ λογιςμικοφ για τθν τεχνικι τθσ περίκλαςθσ των ακτίνων Χ ςε βιοδομζσ.  
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3. ΣΚΟΡΟΣ ΕΓΑΣΙΑΣ 

Θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ και θ αωυδρογονάςθ τθσ ξανκίνθσ είναι οι δφο 

μορωζσ του ενηφμου οξειδοαναγωγάςθ τθσ ξανκίνθσ. Πρόκειται για μόλυβδο-

ζνηυμα που περιζχουν ωλαβινοπρωτεΐνεσ και αποτελοφνται από δφο 

πανομοιότυπεσ μονάδεσ των 145 kDa. ε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, αυτά τα ζνηυμα 

ςυμμετζχουν ςε πολλζσ βιοχθμικζσ οδοφσ όπωσ θ υδροξυλίωςθ πουρινϊν, 

πτερινϊν, αλειωατικϊν και αρωματικϊν αλδεχδϊν, ςυμβάλλοντασ ςτθν 

αποτοξίνωςθ ι ςτθν ενεργοποίθςθ ενδογενϊν ενϊςεων και ξενοβιοτικϊν. Ωςτόςο, 

θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ ωαίνεται ότι διαδραματίηει και ζνα πολφ ςθμαντικό ρόλο 

ςε πολλζσ πακολογικζσ καταςτάςεισ. υνεπϊσ, θ ανάπτυξθ αναςτολζων τθσ 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ αποτελεςματικότερων, πιο ιςχυρϊν και με καλφτερο 

ωαρμακοδυναμικό προωίλ ςε ςφγκριςθ με του αναςτολζα αλλοπουρινόλθ/ 

οξυπουρινόλθ είναι απαραίτθτθ. 

τα πλαίςια αυτισ τθσ προςζγγιςθσ, ςτθ παροφςα εργαςία 

πραγματοποιοφνται προςπάκειεσ κρυςτάλλωςθσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ για 

εφρεςθ ςθμαντικϊν πλθροωοριϊν για τθ δομι τθσ.  Αρχικόσ ςτόχοσ ιταν θ 

απομόνωςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ από βόειο γάλα και ο εκτενισ κακαριςμόσ 

τθσ με χρωματογραωία ςυγγζνειασ με χριςθ τθσ ςτιλθσ ΕAH Sepharose 4B/folic 

Acid και με χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ με ςτιλθ Sephadex G-25. 

Απαραίτθτθ προχπόκεςθ πριν τισ δοκιμζσ κρυςτάλλωςθσ τθσ οξειδάςθσ τθσ 

ξανκίνθσ αποτζλεςε θ εφρεςθ τθσ δραςτικότθτασ του ενηφμου με χριςθ του 

υποςτρϊματόσ του, τθσ ξανκίνθσ. τθ ςυνζχεια, πραγματοποιικθκαν μια ςειρά από 

δοκιμζσ κρυςτάλλωςθσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ παρουςία του αναςτολζα τθσ, 

τθν αλλοπουρινόλθ, ςε διαωορετικζσ ςυνκικεσ κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα ϊςτε 

να βρεκοφν οι ςυνκικεσ ανάπτυξθσ κρυςτάλλου. Για τθν βελτιςτοποίθςθ των 

κρυςτάλλων, ϊςτε να είναι εωικτι θ ςυλλογι αποτελεςμάτων με ακτίνεσ Χ, 

πραγματοποιικθκαν δοκιμζσ κρυςτάλλωςθσ με διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ 

πρωτεΐνθσ και με διαωορετικζσ τεχνικζσ κρυςτάλλωςθσ. υγκεκριμζνα, οι τεχνικζσ 

που χρθςιμοποιικθκαν ιταν θ τεχνικι τθσ κρεμάμενθσ ςταγόνασ και τθσ 

επικακιμενθσ ςταγόνασ.  
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4. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

4.1. ΥΛΙΚΑ 

4.1.1. Αντιδραςτιρια 

 Κατά τθν εκπόνθςθ τθσ παροφςασ εργαςίασ χρθςιμοποιικθκε απεςταγμζνο 

φδωρ και HPLC φδωρ για τθν παραςκευι των διαλυμάτων. Σα χθμικά αντιδραςτιρια 

που χρθςιμοποιικθκαν, προιλκαν από τισ εταιρείεσ SIGMA, Aldrich, Merck, 

Scharlau, Research Organics, New England Biolabs, Fluka, Serva, Panreac, 

AppliChem, Fermentas, Lennox και Riedel-de Haen. Για τον προςδιοριςμό τθσ 

ςυγκζντρωςθσ πρωτεϊνϊν χρθςιμοποιικθκε το αντιδραςτιριο Quick Start™ 

Bradford τθσ εταιρείασ Bio-Rad. Θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ που χρθςιμοποιικθκε ωσ 

μάρτυρασ για ςφγκριςθ με τθν ΧΟ που απομονϊκθκε από γάλα ιταν τθσ εταιρείασ 

SIGMA (grade III). 

 

4.1.2. Υλικά ςυμπφκνωςθσ πρωτεϊνών 

Για τισ ςυμπυκνϊςεισ πρωτεϊνϊν χρθςιμοποιικθκε Polyethylene glycol, PEG 

40000, τθσ εταιρείασ Serva και ωίλτρα όγκου των 500μl, των 4ml και των 20ml μθ 

περατά από μόρια με μοριακό βάροσ μεγαλφτερο των 10KDa τθσ εταιρείασ 

VIVASPINTM. 

 

4.1.3. Υλικά χρωματογραφίασ 

τιλθ ΕΑΘ-Sepharose 4B και Sephadex G-25 τθσ εταιρείασ GE Healthcare. Για 

το πακετάριςμα των ςτθλϊν χρθςιμοποιικθκαν άδειεσ κολϊνεσ XK16/20 και C26/40 

τθσ εταιρείασ GE Healthcare. Ενϊ, θ πραγματοποίθςθ χρωματογραωίασ ζγινε με 

χριςθ τθσ αντλίασ Peristaltic Pump P-1 και του κλαςματοςυλλζκτθ SuperFrac™ 

Fraction Collector τθσ εταιρείασ GE Healthcare. 
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4.1.4. Πργανα 

Φυγόκεντροσ τφπου centrifuge 5810R eppendorf, ψυχϊμενθ ωυγόκεντροσ 

τφπου sorvall, RC5-C (DuPont, Wilmington-USA), μινι- ωυγόκεντροσ τφπου 

eppendorf centrifuge 5415D, ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ (BioRad), ωωτόμετρο 

(Spectronic Instruments, Spectronic® 20 Genesys), ωωτόμετρο UV (Spectronic 

Unicam Genesys 10UV), Vortex (MS2 Minishaker, IKA®), αναδευτιρασ τφπου GFL 

3015, πεχάμετρο (744 pH Meter, Ω. Metrohm), αντλία κενοφ Buchner (Pall, Live 

Sciences) και ηυγόσ (KERN, Ew).  

 

4.1.5. Υλικά κρυςταλλώςεων 

Για τθ πραγματοποίθςθ των κρυςταλλϊςεων χρθςιμοποιικθκαν πλάκεσ 

Linbro, καλυπτρίδεσ ςιλικόνθσ και πιπζτα Gilson MICROMAN M50. Επίςθσ, 

χρθςιμοποιικθκαν το αυτόματο μθχάνθμα κρυςτάλλωςθσ OryxNano (Douglas 

Instruments) και το ςτερεοςκόπιο Leica ΜΗ16, 160X, εωοδιαςμζνο με ψθωιακι 

κάμερα και ςφςτθμα πολωμζνου ωωτόσ. Θ ςυλλογι κρυςταλλογραωικϊν 

δεδομζνων με ακτίνεσ Χ πραγματοποιικθκε με χριςθ γεννιτριασ ακτίνων Χ, Oxford 

Diffraction, με κρυογονικό ςφςτθμα διπλοφ ομοκεντρικοφ ρεφματοσ αηϊτου, του 

εργαςτθρίου Δομικισ Βιολογίασ και Χθμείασ, ΕΙΕ. 

 

4.2. ΜΕΘΟΔΟΙ 

4.2.1. Απομόνωςθ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ από βόειο γάλα 

Για τθν απομόνωςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςτθ παροφςα εργαςία 

χρθςιμοποιικθκε ωσ πθγι το βόειο γάλα. Σο γάλα πριν χρθςιμοποιθκεί ωιλτράρεται 

μζςω γάηασ για να απομακρυνκοφν διάωορα υπολείμματα και ςκόνεσ που μπορεί 

να περιζχει. Θ διαδικαςία διακρίνεται ςτα ακόλουκα ςτάδια: 
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Στάδιο 1: Αρχικϊσ, το γάλα ωυγοκεντρείται ςτισ 2000g, 4:C για 30 λεπτά και 

ςυλλζγεται με προςοχι θ λευκι κρζμα που ςχθματίηεται ςτθν επιωάνεια του 

γάλακτοσ. Αν θ κερμοκραςία κατά τθν ωυγοκζντρθςθ πζςει κάτω των 4:C 

παρατθρείται ο ςχθματιςμόσ βουτφρου ανάμεςα ςτθν κρζμα με αποτζλεςμα να 

είναι δφςκολοσ ο διαχωριςμόσ τουσ. ε αυτι τθ περίπτωςθ απαιτείται θ κζρμανςθ 

ςτουσ 30:C ζωσ ότου διαλυκεί το βοφτυρο και μπορεί να απομονωκεί θ κρζμα. Θ 

αναλογία κρζμασ ανά lt γάλακτοσ είναι: 120gr κρζμα/ lt γάλα. τθ ςυνζχεια, θ κρζμα 

επαναδιαλφεται ςε τρεισ όγκουσ (100gr κρζμα ςε 300ml διάλυμα) διαλφματοσ (0,2Μ 

K2HPO4, 0,2mM EDTA, 5mM cysteine-HCl, 1mM sodium salicylate) υπό ανάδευςθ με 

μαγνιτθ ςε κερμοκραςία δωματίου. Αωοφ θ κρζμα επαναδιαλυκεί ρυκμίηεται το 

pH=8-8,3 και επωάηεται υπό απαλι ανάδευςθ (85rpm) για 2 ϊρεσ ςτουσ 38:C. 

Ζπειτα, προςτίκεται παγκρεατίνθ ςε αναλογία 1,6gr παγκρεατίνθσ/1lt διαλφματοσ 

κρζμασ και αωινεται να διαλυκεί υπό ανάδευςθ με μαγνθτάκι ςε κερμοκραςία 

δωματίου. Σζλοσ, ακολουκεί επϊαςθ τθσ κρζμασ ςτουσ 37,5:C υπό ανάδευςθ 

(85rpm) για 3 ϊρεσ. Θ κρζμα ωυλάςςεται ςτουσ 4:C για 12-16 ϊρεσ. 

 

Στάδιο 2:  Όλα τα επόμενα βιματα πραγματοποιοφνται ςτουσ 4:C. Θ κρζμα μετά 

τθν ωφλαξι τθσ ςτουσ 4:C παρατθρείται ότι πιηει. Για το λόγο αυτό προςτίκεται ςτθ 

κρζμα ζνασ όγκοσ διαλφματοσ (0,2Μ K2HPO4, 0,2mM EDTA, 5mM cysteine-HCl, 1mM 

sodium salicylate) και αωινεται να επαναδιαλυκεί. τθ ςυνζχεια, υπό πολφ γριγορθ 

ανάδευςθ προςτίκεται 15%v/v 1-βουτανόλθ (παγωμζνθ ςτουσ -20:C). Θ προςκικθ 

τθσ βουτανόλθσ πραγματοποιείται μζςα ςε 10-20 λεπτά. Αωοφ προςτεκεί όλθ θ 

ποςότθτα τθσ βουτανόλθσ θ κρζμα αωινεται υπό απαλι ανάδευςθ για 10 λεπτά. 

Σζλοσ, προςτίκεται κειικό αμμϊνιο ςε αναλογία 15gr /100ml κρζμασ υπό απαλι 

ανάδευςθ. Σο κειικό αμμϊνιο είναι ςθμαντικό να προςτίκεται ςτθ κρζμα με πολφ 

αργό ρυκμό και να ζχει διαλυκεί όλθ θ ποςότθτά του πριν προςτεκεί θ επόμενθ. 

Σζλοσ, θ κρζμα αωινεται υπό χαμθλι ανάδευςθ για 50 λεπτά ςτουσ 4:C και ςτθ 

ςυνζχεια ςε θρεμία για 12-16 ϊρεσ.  
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Στάδιο 3: Ζπειτα από ωυγοκζντρθςθ ςτα 5000g, 4:C για 30 λεπτά παρατθρείται ο 

ςχθματιςμόσ 3 ωάςεων. το επάνω μζροσ ςχθματίηεται θ ωάςθ του οργανικοφ 

διαλφτθ (βουτανόλθ), ςτθν ενδιάμεςθ ωάςθ το λίποσ και ςτο κάτω μζροσ 

ςχθματίηεται θ υδατικι ωάςθ. Με προςοχι αωαιρείται με αντλία κενοφ θ επάνω 

ωάςθ του οργανικοφ διαλφτθ και με ζνα κουτάλι θ μεγαλφτερθ ποςότθτα λίπουσ. 

Ωςτόςο, δεν είναι δυνατι θ απομάκρυνςθ όλου του ςτερεοφ λίπουσ με αυτό τον 

τρόπο διότι κατά τθν ωυγοκζντρθςθ μζροσ του λίπουσ ειςζρχεται μζςα ςτθν 

υδατικι ωάςθ. Για το ςκοπό αυτό, τα υπολείμματα λίπουσ απομακρφνονται από τθν 

υδατικι ωάςθ ζπειτα από ωιλτράριςμα μζςω υαλοβάμβακα. Αν το λίποσ είναι ςε 

πολφ μεγάλθ ποςότθτα απαιτείται θ υδατικι ωάςθ να διζλκει μζςω υαλοβάμβακα 

και δεφτερθ ωορά. τθ ςυνζχεια, προςτίκεται με αργό ρυκμό και υπό χαμθλι 

ανάδευςθ κειικό αμμϊνιο ςε αναλογία 20gr /100ml υδατικισ ωάςθσ. Σζλοσ, θ 

κρζμα αωινεται υπό χαμθλι ανάδευςθ για 30 λεπτά ςτουσ 4:C και ςτθ ςυνζχεια ςε 

θρεμία για 8 ϊρεσ.  

 

Στάδιο 4: Ζπειτα από τθν κατακριμνιςθ των πρωτεϊνϊν με κειικό αμμϊνιο 

παρατθρείται ότι οι πρωτεΐνεσ επιπλζουν ςτθν επιωάνεια του διαλφματοσ 

(ςχθματιςμόσ λευκισ κροφςτασ ςτθν επιωάνεια). Με ζνα ποτιρι ηζςεωσ 

ςυλλζγονται οι πρωτεΐνεσ που επιπλζουν (μαηί με ελάχιςτο από το διάλυμα που 

βρίςκεται από κάτω) και ωυγοκεντροφνται ςτισ 9500g, 4:C για 30 λεπτά. 

Παρατθρείται ο ςχθματιςμόσ 3 ωάςεων. Επάνω βρίςκεται θ ωάςθ του οργανικοφ 

διαλφτθ και κάτω θ υδατικι ωάςθ. Ενδιάμεςα βρίςκεται το καωζ ίηθμα ςτο οποίο 

βρίςκονται οι πρωτεΐνεσ. Με προςοχι αποχφνονται οι ωάςεισ του οργανικοφ 

διαλφτθ και τθσ υδατικισ και το ίηθμα επαναδιαλφεται ςε διάλυμα Α (40mM Tris-

HCl pH 7,8, 20mM sodium pyrophosphate pH 8,5, 0,2mM EDTA). Κατόπιν, το  

πρωτεϊνικό διάλυμα υποβάλλεται ςε διαπίδυςθ ζναντι του ιδίου διάλυματοσ, με 

ςυχνζσ αλλαγζσ του διαλφματοσ, για 24 ϊρεσ ςτουσ 4:C. Σζλοσ, το  πρωτεϊνικό 

διάλυμα ωυγοκεντρείται ςτισ 14000g, 18:C για 30 λεπτά και ςυλλζγεται με προςοχι 

το υπερκείμενο. Σο δείγμα ωυλάςςεται ςτουσ 4:C και ελζγχεται ωσ προσ τθν φπαρξθ 
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δραςτικότθτασ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςε αυτό, πριν απομονωκεί με 

χρωματογραωία ςυγγζνειασ. 

4.2.2. Χρωματογραφία ςυγγζνειασ- ΕAH Sepharose 4B/folic Acid  

Για περαιτζρω κακαριςμό και απομόνωςθ μόνο τθσ επικυμθτισ πρωτεΐνθσ, 

χρθςιμοποιείται ςτιλθ ςυγγζνειασ με ςυηευγμζνο ωολικό οξφ. Θ ςτιλθ αυτι 

κατακρατά τθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ μζςω ςφνδεςισ τθσ με το ωολικό ενϊ αωινει 

τισ υπόλοιπεσ πρωτεΐνεσ να τθ διαπεράςουν. Θ ζκλουςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

από τθ ςτιλθ πραγματοποιείται με τθ διαβίβαςθ αλλοπουρινόλθσ. Ουςιαςτικά, θ 

αλλοπουρινόλθ ανταγωνίηεται το ωολικό οξφ ωσ προσ τθ δζςμευςθ τθσ οξειδάςθσ 

τθσ ξανκίνθσ.  

 

4.2.2.1. Δθμιουργία ςτιλθσ ΕAH Sepharose 4B/folic Acid 

Θ δθμιουργία τθσ ςτιλθσ ςυγγζνειασ για τθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ απαιτεί 

αρχικϊσ τθν ενεργοποίθςθ των ςωαιριδίων EAH Sepharose 4B με ωολικό οξφ και 

ςτθν ςυνζχεια τθν απομάκρυνςθ τθσ περίςςειασ ωολικοφ οξζοσ για να αποωευχκεί 

θ μθ ειδικι δζςμευςθ πρωτεϊνϊν. 

 Ενεργοποίθςθ ςφαιριδίων με φολικό οξφ: 

Αωοφ απομακρυνκεί θ αικανόλθ από 14ml ςτιλθσ EAH Sepharose 4B 

πραγματοποιείται ζκπλυςι τθσ με 10 όγκουσ ςτιλθσ dH2O, pH=4,5 και ςτθ ςυνζχεια 

με 1lt 0,5M NaCl, το οποίο προςτίκεται ςταδιακά ανά ζναν όγκο ςτιλθσ.  Ζπειτα, 

αωοφ θ ςτιλθ καλυωκεί με αλουμινόχαρτο προςτίκεται ςε αυτι διάλυμα ωολικοφ 

οξζοσ (πίνακασ 5) και ςτθ ςυνζχεια προςτίκενται 187,5mg EDC.  

Αντιδραςτιρια Ποςότθτα 

DMF 100% 10ml 

dH2O 10ml 

Φολικό οξφ 57μmol 

Ρφκμιςθ pH=6 (με πεχαμετρικό χαρτί) με 10N NaOH 

Ρίνακασ 5. Διάλυμα ενεργοποίθςθσ ςωαιριδίων EAH Sepharose 4B με ωολικό οξφ 
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Θ ςτιλθ αωινεται υπό χαμθλι ανάδευςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 3 

ϊρεσ.  Μζςα ςτθ πρϊτθ ϊρα ελζγχεται το pH και ςε περίπτωςθ που ζχει ελαττωκεί 

ρυκμίηεται ςτο pH=6 με 1N NaOH.  Μετά το πζρασ τθσ αντίδραςθσ, το διάλυμα  

ωυγοκεντρείται ςτα 2500g, 4:C για 10 λεπτά και απομακρφνεται με προςοχι το 

υποκίτρινο υπερκείμενο και ςτα ςωαιρίδια προςτίκενται άλλα 20ml διαλφματοσ 

ωολικοφ οξζοσ (πίνακασ 5) με 187,5mg EDC και αωινεται υπό ανάδευςθ ςε 

κερμοκραςία δωματίου για 12 ϊρεσ. Κατόπιν, το εναιϊρθμα ωυγοκετρείται ςτισ 

2500g, 4:C για 10 λεπτά και αποχφνεται το υπερκείμενο. ε περίπτωςθ που το 

υπερκείμενο παραμζνει υποκίτρινο θ διαδικαςία επαναλαμβάνεται για άλλεσ 3 

ϊρεσ με ωρζςκο διάλυμα ωολικοφ οξζοσ. ε κάκε επϊαςθ με ωολικό οξφ είναι 

απαραίτθτοσ ο ζλεγχοσ και θ ρφκμιςθ του pH=6 με 1N NaOH μζςα ςτθ πρϊτθ ϊρα 

ενϊ ςε όλθ τθ διαδικαςία αποωεφγεται θ ζκκεςθ του εναιωριματοσ ςτο ωωσ.  

 

 Απομάκρυνςθ περίςςειασ φολικοφ οξζοσ 

Για τθν απομάκρυνςθ τθσ περίςςειασ ωολικοφ οξζοσ είναι απαραίτθτθ θ 

διαδοχικι διαβίβαςθ από τθ ςτιλθ 3 όγκων ςτιλθσ διαλφματοσ 1 (0,1M Acetate, 

0,5M NaCl, 50%DMF με pH=4) και ςτθ ςυνζχεια 3 όγκων ςτιλθσ διαλφματοσ 2 (0,1M 

Tris-HCl, 0,5M NaCl, 50%DMF με pH=8). Θ διαδικαςία εναλλαγισ των pH 

επαναλαμβάνεται άλλεσ δυο ωορζσ. Σζλοσ, πραγματοποιείται ζκπλυςθ τθσ ςτιλθσ 

με 5 όγκουσ ςτιλθσ 50%DMF και ςτθ ςυνζχεια με 10 όγκουσ ςτιλθσ dH2O. Θ ςτιλθ 

ωολικοφ οξζοσ αωινεται ςτουσ 4:C για να αποκτιςει τθ κερμοκραςία ςτθν οποία 

κα πραγματοποιθκεί και το πακετάριςμά τθσ ςτθν άδεια κολϊνα. 

 

4.2.2.2. Κακαριςμόσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με ςτιλθ φολικοφ οξζοσ 

Πριν τθ ειςαγωγι του πρωτεϊνικοφ δείγματοσ που απομονϊκθκε από το 

γάλα (ενότθτα 4.2.1) ςτθ ςτιλθ ωολικοφ οξζοσ απαιτείται θ ωυγοκζντρθςι του ςτισ 

12000g, 4:C για 20 λεπτά και ςτθ ςυνζχεια, θ διαβίβαςθ του υπερκειμζνου μζςω 
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ωίλτρου με 0,22μm διάμετρο πόρων. Θ διαδικαςία κακαριςμοφ τθσ οξειδάςθσ τθσ 

ξανκίνθσ με ςτιλθ ςυγγζνειασ πραγματοποιείται ςτουσ 4:C και διακρίνεται ςε δφο 

ςτάδια. Κατά το πρϊτο ςτάδιο το πρωτεϊνικό δείγμα που απομονϊκθκε από το 

γάλα διαβιβάηεται μζςω ςτιλθσ ωολικοφ οξζοσ και θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ 

δεςμεφεται ςτθ ςτιλθ, ενϊ οι υπόλοιπεσ πρωτεΐνεσ τθν διαπερνοφν. Θ ζκλουςι τθσ 

επικυμθτισ πρωτεΐνθσ πραγματοποιείται με αλλοπουρινόλθ. Κατά το δεφτερο 

ςτάδιο, θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ που είναι ςυνδεδεμζνθ με αλλοπουρινόλθ 

διαβιβάηεται ξανά από ςτιλθ ωολικοφ οξζοσ. Σο πολφ ενεργό ζνηυμο διαπερνά τθ 

ςτιλθ, ενϊ το χαμθλισ ενεργότθτασ ζνηυμο δεςμεφεται ςτθ ςτιλθ.  

 

Στάδιο 1: Αρχικά πριν τθ χριςθ τθσ ςτιλθσ ωολικοφ οξζοσ για τον κακαριςμό τθσ 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ απαιτείται θ εξιςορρόπθςι τθσ με 10 όγκουσ ρυκμιςτικοφ 

διαλφματοσ Α (πίνακασ 6). Εν ςυνεχεία, διαβιβάηεται με αργό ρυκμό το πρωτεϊνικό 

δείγμα ςτθ ςτιλθ και ςυλλζγονται κλάςματα του 1,5ml (flowthrough). Παρατθρείται 

ότι κακϊσ διζρχεται από τθ ςτιλθ το δείγμα, θ ςτιλθ αποκτά ελαωρϊσ καωζ χρϊμα. 

Όταν το καωζ χρϊμα καλφψει το 1/3 του όγκου τθσ ςτιλθσ (ςτο επάνω τμιμα τθσ) 

ςταματά θ ειςαγωγι δείγματοσ και αρχίηει θ πλφςθ τθσ ςτιλθσ με τουλάχιςτον 4 

όγκουσ ςτιλθσ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ Β (πίνακασ 6). Κατά τθν διαδικαςία 

πλφςεων παρακολουκείται θ απορρόωθςθ των κλαςμάτων που ςυλλζγονται (wash 

κλάςματα) ςτα 280nm. Σα κλάςματα αυτά περιζχουν πρωτεΐνεσ που 

κατακρατοφνται αςκενϊσ ςτθ ςτιλθ. Θ πλφςθ τθσ ςτιλθσ ςυνεχίηεται ζωσ ότου θ 

απορρόωθςθ των κλαςμάτων είναι μθδενικι. Ζπειτα, για τθν ζκλουςθ τθσ 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ από τθ ςτιλθ (elution κλάςματα) διαβιβάηονται 2 όγκοι 

ςτιλθσ διαλφματοσ C (πίνακασ 6) και ςτθ ςυνζχεια ςταματά θ ροι για 1 ϊρα. 

Κατόπιν, επαναωζρεται θ ροι ςτθ ςτιλθ και αωινεται να διζλκει διάλυμα C, 

τουλάχιςτον άλλοι 3 όγκοι, μζχρισ ότου θ απορρόωθςθ των κλαςμάτων ςτα 280nm 

να είναι μθδζν. Σζλοσ, ςτθ ςτιλθ διαβιβάηονται 5 όγκοι διαλφματοσ D (πίνακασ 6) 

και ςτθ ςυνζχεια 10 όγκοι dH2O.  
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Διάλυμα Α Διάλυμα Β Διάλυμα C Διάλυμα D 

80% 50mM Tris-

HCl, 0,2mM EDTA 

(pH 7,8) 

70% 50mM Tris-

HCl, 0,2mM EDTA 

(pH 7,8) 

70% 50mM Tris-HCl, 0,2mM 

EDTA (pH 7,8) 

 

0,1M sodium 

pyrophosphate pH 8,5 

20% 0,1M sodium 

pyrophosphate, 

0,2mM EDTA (pH 

8,5) 

30% 0,1M sodium 

pyrophosphate, 

0,2mM EDTA (pH 

8,5) 

30% 0,1M sodium 

pyrophosphate, 0,2mM 

EDTA (pH 8,5) 

- 

- - 2,5mM allopurinol - 

Ρίνακασ 6. φςταςθ ρυκμιςτικϊν διαλυμάτων ςτιλθσ ωολικοφ οξζοσ. 

Όλα τα ςτάδια κακαριςμοφ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ελζγχονται ςε πθκτι 

πολυακρυλαμιδίου 10% ι 12%. Σα κλάςματα που περιζχουν τθν επικυμθτι 

πρωτεΐνθ ςυλλζγονται και υποβάλλονται ςε O/N διαπίδυςθ ςτουσ 4°C ςε διάλυμα Α 

(πίνακασ 6).  

 

Στάδιο 2: Αρχικϊσ, θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ που είναι ςυνδεδεμζνθ με 

αλλοπουρινόλθ από το ςτάδιο 1 ςυμπυκνϊνεται με χριςθ PEG40000 ςε όγκο που 

αντιςτοιχεί ςτο 10-20% του όγκου ςτιλθσ ωολικοφ οξζοσ. Αωοφ θ ςτιλθ 

εξιςορροπθκεί με 10 όγκουσ διαλφματοσ Α, διαβιβάηεται ςε αυτιν το δείγμα τθσ 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ. Ζπειτα, πραγματοποιείται πλφςθ τθσ ςτιλθσ με διάλυμα Β 

ζωσ ότου θ απορρόωθςθ ςε μικοσ κφματοσ 280nm να είναι μθδενικι και 

ςυλλζγονται κλάςματα όγκου 1,5ml. Θ υψθλισ ενεργότθτασ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ 

που βρίςκεται ςυνδεδεμζνθ με αλλοπουρινόλθ δεν δεςμεφεται ςτθν ςτιλθ. Σο 

χαμθλισ δραςτικότθτασ ζνηυμο δεςμεφεται ςτθ ςτιλθ και εκλοφεται μόνο μετά τθ 

διαβίβαςθ διαλφματοσ C. Όλα τα ςτάδια κακαριςμοφ τθσ πρωτεΐνθσ ελζγχονται ςε 

πθκτι πολυακρυλαμιδίου 10% ι 12% και εξετάηονται για τθν φπαρξθ ενηυμικισ 

δραςτικότθτασ. τθ ςυνζχεια, θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ, θ οποία είναι ςυνδεδεμζνθ 

με αλλοπουρινόλθ, μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για κρυςτάλλωςθ ι μπορεί να 

επεξεργαςτεί με K3Fe(CN)6, ϊςτε να απομακρυνκεί θ αλλοπουρινόλθ από αυτι.  
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4.2.3. Ενεργοποίθςθ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με K3Fe(CN)6 

τθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ με αλλοπουρινόλθ που απομονϊκθκε κατά το 

ςτάδιο 2 τθσ χρωματογραωίασ ςυγγζνειασ ωολικοφ οξζοσ προςτίκεται 1mM Sodium 

salycilate (τελικι ςυγκζντρωςθ) και K3Fe(CN)6 ςε αναλογία 15mmol K3Fe(CN)6 ανά 

1mmol οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ. Σο K3Fe(CN)6 προςτίκεται υπό μορωι ςκόνθσ ςτο 

διάλυμα του ενηφμου και θ αντίδραςθ ενεργοποίθςθσ πραγματοποιείται ςτο 

ςκοτάδι για 22 ϊρεσ υπό ιπια ανάδευςθ ςτουσ 4:C. Σζλοσ, πραγματοποιείται 

κατακριμνιςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με 60% κειικό αμμϊνιο υπό ιπια 

ανάδευςθ ςτουσ 4:C. Σο δείγμα ωυγοκεντρείται ςτισ 14000g, 4:C για 30 λεπτά και 

το ίηθμα επαναδιαλφεται ςτον ελάχιςτο όγκο διαλφματοσ Α (πίνακασ 6), ϊςτε να 

καταςτεί ζτοιμο για το επόμενο βιμα κακαριςμοφ του ενηφμου με χρωματογραωία 

μοριακισ διικθςθσ. 

 

4.2.4. Χρωματογραφία μοριακισ διικθςθσ 

Με τθ χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ (gel filtration), οι πρωτεΐνεσ 

διαχωρίηονται με βάςθ το μοριακό τουσ βάροσ κατά τθ διζλευςι τουσ από υλικό με 

ςυγκεκριμζνθ διάμετρο πόρων. Μόρια με μζγεκοσ μεγαλφτερο από τθ διάμετρο 

των πόρων δεν διζρχονται από το υλικό πλιρωςθσ τθσ ςτιλθσ και εκλοφονται 

πρϊτα. Μόρια με μικρότερα μεγζκθ, κακυςτεροφν περιςςότερο μζςα ςτο υλικό 

πλιρωςθσ και εκλοφονται αργότερα (εικόνα 17).  

 

Εικόνα 17. Χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ. 
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Για τουσ κακαριςμοφσ τθσ πρωτεΐνθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ που 

πραγματοποιικθκαν ςτθ ςυγκεκριμζνθ μελζτθ χρθςιμοποιικθκε θ ςτιλθ Sephadex 

G-25. 

 Ρροετοιμαςία ςτιλθσ Sephadex G-25 

Για να χρθςιμοποιθκεί θ ςτιλθ  Sephadex G-25 για χρωματογραωία 

μοριακισ διικθςθσ απαιτείται θ προετοιμαςία των ςωαιριδίων και το πακετάριςμα 

ςε άδεια κολϊνα C26/40. Αρχικϊσ, 50gr ςωαιριδίων Sephadex G-25 τοποκετοφνται 

ςε 700ml dH2O και αωινονται ςτουσ 70:C για 1 ϊρα. Κατά τθ διάρκεια τθσ 

κζρμανςθσ πραγματοποιείται απαλι ανάδευςθ με μια γυάλινθ ράβδο ανά τακτά 

χρονικά διαςτιματα. τθ ςυνζχεια, αωινεται ςε κερμοκραςία δωματίου για 12-16 

ϊρεσ και ζπειτα πραγματοποιείται απαζρωςθ. Σζλοσ, αωοφ θ ςτιλθ αποκτιςει τθ 

κερμοκραςία ςτθν οποία κα πραγματοποιθκεί ο κακαριςμόσ των πρωτεϊνϊν (4:C) 

πακετάρεται ςε μια άδεια κολϊνα C26/40. Σο πακετάριςμα πραγματοποιείται με τθ 

βοικεια μιασ αντλίασ παροχισ διαλφματοσ (Peristaltic Pump P-1) ςε ροι υψθλότερθ 

από αυτιν που κα πραγματοποιθκεί ο κακαριςμόσ των πρωτεϊνϊν.  

 

 Διαδικαςία κακαριςμοφ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

Απαραίτθτθ προχπόκεςθ για τθν πραγματοποίθςθ κακαριςμοφ των πρωτεϊνϊν με 

τθ ςτιλθ Sephadex G-25 είναι θ απαζρωςθ όλων των διαλυμάτων που κα 

χρθςιμοποιθκοφν. Αρχικϊσ, θ ςτιλθ μοριακισ διικθςθσ εξιςορροπείται με 5 όγκουσ 

διαλφματοσ Α (πίνακασ 6) πριν χρθςιμοποιθκεί. Μικρόσ όγκοσ οξειδάςθσ τθσ 

ξανκίνθσ (0,1-1% του όγκου ςτιλθσ) ωορτϊνεται ςτθν επιωάνεια τθσ ςτιλθσ και 

αωινεται να ειςζλκει ςτουσ πόρουσ τθσ. τθ ςυνζχεια, το επάνω μζροσ τθσ ςτιλθσ 

ςυνδζεται με τθν αντλία και το κάτω μζροσ με τον κλαςματοςυλλζκτθ και 

πραγματοποιείται ζκλουςθ με 2 όγκουσ διαλφματοσ Α υπό ροι 0,7ml/min. Σα 

κλάςματα που ςυλλζγονται ζχουν όγκο 1,4ml και ωωτομετροφνται ςτα 280nm ϊςτε 

να εντοπιςτοφν τα κλάςματα που περιζχουν πρωτεΐνεσ. Θ κακαρότθτα τθσ 
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οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ επιβεβαιϊνεται φςτερα από θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι 

πολυακρυλαμιδίου 10% ι 12%. 

 

4.2.5. Κινθτικζσ μελζτεσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

Θ δραςτικότθτα τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ υπολογίηεται με βάςθ τθν 

παραγωγι ουρικοφ οξζοσ λόγω οξείδωςθσ τθσ ξανκίνθσ. Θ ταχφτθτα οξείδωςθσ του 

υποςτρϊματοσ μπορεί να προςδιοριςτεί ωαςματοωωτομετρικά με τθν αφξθςθ τθσ 

απορρόωθςθσ λόγω παραγωγισ ουρικοφ οξζοσ και να υπολογιςτεί θ Κm του 

ενηφμου με διάωορεσ ςυγκεντρϊςεισ υποςτρϊματοσ (πίνακασ 7). Αρχικϊσ, 

πραγματοποιείται μθδενιςμόσ του ωωτόμετρου με ρυκμιςτικό διάλυμα (33mM 

KH2PO4, 33mM Na2HPO4, 0,1mM EDTA, pH=7,5) ςε μικοσ κφματοσ 295nm.  Ζπειτα, 

καταγράωεται θ απορρόωθςθ του τυωλοφ του υποςτρϊματοσ και του ενηφμου. Σο 

τυωλό υποςτρϊματοσ πραγματοποιείται ςτισ ίδιεσ ςυγκεντρϊςεισ ξανκίνθσ (5μΜ, 

10μΜ, 20μΜ, 30μΜ και 50μΜ) που κα πραγματοποιθκοφν και οι δοκιμζσ 

δραςτικότθτασ τθσ ΧΟ. Σζλοσ, ςτθ κυψελίδα προςτίκεται το ρυκμιςτικό διάλυμα  

και θ ξανκίνθ και ακολουκεί ανάδευςθ. ε κάκε δείγμα προςτίκεται ίδια ποςότθτα 

ενηφμου και ίςθ με 5,264μg και ακολουκεί καταγραωι των απορροωιςεων ςε 

μικοσ κφματοσ 295nm ανά 10 δευτερόλεπτα για 10 λεπτά. 

Αντιδραςτιρια 
Τυφλό 

ενηφμου 

5μΜ 

ξανκίνθ 

10μΜ 

ξανκίνθ 

20μΜ 

ξανκίνθ 

30μΜ 

ξανκίνθ 

50μΜ 

ξανκίνθ 

Ρυκμιςτικό 

διάλυμα 
484μl 471,5μl 459μl 434μl 409μl 359μl 

Διάλυμα 

ξανκίνθσ 200μΜ 
- 12,5μl 25μl 50μl 75μl 125μl 

Οξειδάςθ τθσ 

ξανκίνθσ 

0,329mg/ml 

16μl 16μl 16μl 16μl 16μl 16μl 

Ρίνακασ 7. Τπολογιςμόσ δραςτικότθτασ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςε διάωορεσ ςυγκεντρϊςεισ 

υποςτρϊματοσ- ξανκίνθσ. 
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Από τισ οπτικζσ απορροωιςεισ των δειγμάτων όπου ζγινε θ αντίδραςθ 

αωαιρείται το τυωλό υποςτρϊματοσ και το τυωλό ενηφμου. Για κάκε αντίδραςθ 

ςυλλζγεται ζνα ςφνολο ςθμείων τα οποία ςχθματίηουν τθν καμπφλθ τθσ 

αντίδραςθσ. Για μικρό χρονικό διάςτθμα θ καμπφλθ μπορεί να κεωρθκεί ευκεία. 

Ζτςι, με τθ χριςθ του προγράμματοσ Grafit μπορεί να προςδιοριςτεί θ κλίςθ τθσ 

καλφτερα προςαρμοςμζνθσ ευκείασ που διατρζχει τα ςθμεία. Θ κλίςθ 

αντιπροςωπεφει το ρυκμό τθσ απορρόωθςθσ ανά λεπτό, ο οποίοσ μπορεί να 

μετατραπεί ςε ταχφτθτα αντίδραςθσ ςφμωωνα με τον τφπο: 

 

Όπου, 

υντελεςτισ μοριακισ απορροωθτικότθτασ ουρικοφ οξζοσ: 9600 L/mol∙cm 

Σα δεδομζνα αυτά ςτθ ςυνζχεια μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τον υπολογιςμό 

τθσ Km και τθσ Vmax. τθ ςτατιςτικι επεξεργαςία εωαρμόηεται θ μζκοδοσ τθσ μθ 

γραμμικισ παλινδρόμθςθσ (non-linear fit), θ οποία παρζχει και τισ τυπικζσ 

αποκλίςεισ (ς2) των τιμϊν (explicit weighting). Ο υπολογιςμόσ των τιμϊν τθσ Km και 

τθσ Vmax γίνεται από τθν εξίςωςθ των Michaelis-Menten: 

 

Σο πρόγραμμα χρθςιμοποιεί τα δεδομζνα ςτθν εξίςωςθ και υπολογίηει τθν Km και 

τθ Vmax με το τυπικό ςωάλμα για τθν κάκε μια. Σζλοσ, γίνεται από το ίδιο 

πρόγραμμα και το γράωθμα Lineweaver-Burk.  
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4.2.6. Ανάλυςθ πρωτεϊνικών δειγμάτων με θλεκτροφορθτικζσ τεχνικζσ 

τα πειράματα που πραγματοποιικθκαν, θ ανάλυςθ των πρωτεϊνϊν ζγινε με 

θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα πολυακρυλαμιδίου, παρουςία αποδιατακτικϊν 

παραγόντων (SDS- PAGE θλεκτροωόρθςθ) ι χωρίσ (Native-PAGE θλεκτροωόρθςθ). 

 

4.2.6.1. Θλεκτροφόρθςθ πρωτεϊνών υπό αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ (SDS- 

PAGE) 

Κατά τθν  θλεκτροωόρθςθ υπό αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ χρθςιμοποιείται το 

SDS, το οποίο είναι ζνα ανιονικό απορρυπαντικό που δεςμεφεται ςτισ πρωτεΐνεσ. Θ 

αποδιάταξθ των πρωτεϊνϊν επιτυγχάνεται πλιρωσ με τθ κζρμανςθ των δειγμάτων 

για 5min ςτουσ 100:C, παρουςία των αποδιατακτικϊν παραγόντων. Για τθν 

διαδικαςία θλεκτροωόρθςθσ χρθςιμοποιικθκε αςυνεχζσ ςφςτθμα ρυκμιςτικϊν 

διαλυμάτων (discontinuous PAGE) ςφμωωνα με τθ μζκοδο του Laemmli (Laemmli, 

1970). 

 Ρροετοιμαςία πθκτισ θλεκτροφόρθςθσ 

Θ πθκτι ακρυλαμιδίου/bis- ακρυλαμιδίου διακρίνεται ςε δυο επιμζρουσ 

μζρθ. Σο πρϊτο τμιμα αποτελείται από τθ πθκτι επιςτοίβαξθσ (stacking gel), όπου 

τα δείγματα των πρωτεϊνϊν πακετάρονται υπό ςτακερι τάςθ. Θ πθκτι αυτι ζχει 

ςτακερό ποςοςτό ακρυλαμιδίου (5%), ανεξάρτθτο από το μζγεκοσ των προσ 

ανάλυςθ πρωτεϊνϊν (πίνακασ 8).  

Αντιδραςτιρια Όγκοσ (ml) 

Ακρυλαμίδιο 30% 0,5 

1,0M Tris-HCl (pH 6,8) 0,38 

SDS 10% 0,03 

dH2O 2,1 

TEMED 0,003 

APS 10% 0,03 

Ρίνακασ 8. φςταςθ πθκτισ επιςτοίβαξθσ ςυγκζντρωςθσ 5%. 
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Σο δεφτερο τμιμα αποτελείται από τθ πθκτι διαχωριςμοφ (separating gel, 

running gel), τθσ οποίασ το ποςοςτό ακρυλαμιδίου εξαρτάται από το μοριακό 

μζγεκοσ των μορίων προσ διαχωριςμό (πίνακασ 9).  

 

Αντιδραςτιρια 

Συγκζντρωςθ 
8% 

Συγκζντρωςθ 
10% 

Συγκζντρωςθ 
12% 

Όγκοσ (ml) 

Ακρυλαμίδιο 
30% 

1,3 1,7 2,0 

1,5M Tris-HCl 
(pH 8,8) 

1,3 1,3 1,3 

SDS 10% 0,05 0,05 0,05 

TEMED 0,003 0,002 0,002 

APS 10% 0,05 0,05 0,05 

dH2O 2,3 1,9 1,6 

Ρίνακασ 9. φςταςθ πθκτισ διαχωριςμοφ ανάλογα με το ποςοςτό ακρυλαμιδίου. 

Σο APS και το TEMED προςτίκενται ςτο τζλοσ, κακϊσ είναι υπεφκυνα για τον 

πολυμεριςμό του ακρυλαμιδίου. 

 

 Ρροετοιμαςία των προσ θλεκτροφόρθςθ δειγμάτων 

Θ προετοιμαςία των δειγμάτων πριν ωορτωκοφν ςτθν πθκτι περιλαμβάνει 

τθν προςκικθ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ διαχωριςμοφ ςε αυτά (loading buffer, 4x) 

(πίνακασ 10) και τθν αποδιάταξθ των πρωτεϊνϊν. Θ αποδιάταξθ επιτυγχάνεται με 

κζρμανςθ των δειγμάτων ςτουσ 100°C, για 5 λεπτά. 

Αντιδραςτιριο Περιεκτικότθτα/ Συγκζντρωςθ 

Tris-HCl, (pH 6,8) 62,5mM 

SDS 10% 2% 

Γλυκερόλθ 10% 

β- Μερκαπτοαικανόλθ 2% 

Bromophenol blue 0,05% 

Ρίνακασ 10. Ρυκμιςτικό διάλυμα διαχωριςμοφ (loading buffer, 4x). 
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 Διαδικαςία θλεκτροφόρθςθσ 

Αωοφ εξαςωαλιςτεί ότι θ πθκτι είναι ζτοιμθ, τα δείγματα και οι μάρτυρεσ 

μοριακοφ βάρουσ ωορτϊνονται ςτισ ειδικζσ αφλακεσ τθσ πθκτισ. Σζλοσ, προςτίκεται 

το ρυκμιςτικό διάλυμα θλεκτροωόρθςθσ (running buffer) (πίνακασ 11) , ζτςι ϊςτε 

να ζρχεται ςε επαωι με τθν πθκτι.  

Αντιδραςτιριο Ποςότθτα 

Γλυκίνθ 14,41g 

Tris 3,0275g 

SDS 1g 

dH2O Ζωσ 1L 

Ρίνακασ 11. φςταςθ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ θλεκτροωόρθςθσ πρωτεϊνϊν. 

 

Σζλοσ, ςυνδζονται τα θλεκτρόδια με τθν ςυςκευι τροωοδότθςθσ και 

εωαρμόηεται τάςθ 180V, μζχρι τα δείγματα να διανφςουν τθν πθκτι επιςτοίβαξθσ, 

ενϊ μόλισ ωτάςουν ςτθ πθκτι διαχωριςμοφ θ τάςθ αυξάνεται ςτα 200V. Θ 

διαδικαςία πραγματοποιείται ςε κερμοκραςία δωματίου. 

 

4.2.6.2. Θλεκτροφόρθςθ πρωτεϊνών ςε μθ αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ 

(Native-PAGE) 

Θ τεχνικι αυτι διαωζρει κατά πολφ με τθν θλεκτροωόρθςθ SDS- PAGE. τθν 

SDS θλεκτροωόρθςθ χρθςιμοποιείται το απορρυπαντικό SDS για τθν αποδιάταξθ 

των πρωτεϊνϊν, ενϊ ςτθν Native-PAGE οι πρωτεΐνεσ δεν υποβάλλονται ςε καμία 

επεξεργαςία, βρίςκονται ςτθ ωυςικι τουσ κατάςταςθ. τθ Native-PAGE 

θλεκτροωόρθςθ τα ςφμπλοκα των πρωτεϊνϊν παραμζνουν όςο το δυνατόν 

περιςςότερο ενωμζνα, όπωσ ακριβϊσ βρίςκονται ςτο κφτταρο. 

 Ρροετοιμαςία πθκτισ θλεκτροφόρθςθσ 

τθ Native-PAGE θλεκτροωόρθςθ θ πθκτι ακρυλαμιδίου/bis- ακρυλαμιδίου 

διακρίνεται ςε δυο επιμζρουσ μζρθ, όπωσ και ςτθν SDS- PAGE. Σο πρϊτο τμιμα 
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αποτελείται από τθ πθκτι επιςτοίβαξθσ (stacking gel), όπου τα δείγματα των 

πρωτεϊνϊν πακετάρονται υπό ςτακερά mA. Θ πθκτι αυτι ζχει ςτακερό ποςοςτό 

ακρυλαμιδίου (%), ανεξάρτθτο από το μζγεκοσ των προσ ανάλυςθ πρωτεϊνϊν 

(πίνακασ 12). Σο δεφτερο τμιμα αποτελείται από τθ πθκτι διαχωριςμοφ (separating 

gel), τθσ οποίασ το ποςοςτό ακρυλαμιδίου εξαρτάται από το μοριακό μζγεκοσ των 

μορίων προσ διαχωριςμό (πίνακασ 12). 

Αντιδραςτιρια 

Stacking gel 
Συγκέντρωση 4% 

Separating gel 
Συγκέντρωση 7,5% 

Όγκοσ (ml) 

Ακρυλαμίδιο 30% 0,375 1,875 

1,0M Tris-HCl (pH 6,8) 0,375 - 

1,5M Tris-HCl (pH 8,8) - 1,875 

TEMED 0,004 0,004 

APS 10% 0,025 0,04 

ddH2O 2,23 3,7 

Ρίνακασ 12. φςταςθ πθκτισ επιςτοίβαξθσ και πθκτισ διαχωριςμοφ τθσ native θλεκτροωόρθςθσ. 

Σo APS και το TEMED προςτίκενται ςτο τζλοσ, κακϊσ είναι υπεφκυνα για τον 

πολυμεριςμό του ακρυλαμιδίου. 

 Ρροετοιμαςία των προσ θλεκτροφόρθςθ δειγμάτων 

Θ προετοιμαςία των δειγμάτων πριν ωορτωκοφν ςτθν πθκτι περιλαμβάνει τθν 

προςκικθ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ διαχωριςμοφ ςε αυτά (loading buffer, 5x) 

(πίνακασ 13) 

Αντιδραςτιριο Περιεκτικότθτα/ Συγκζντρωςθ 

Tris-HCl, (pH 6,8) 0,31M 

Γλυκερόλθ 50% 

Bromophenol blue 0,05% 

Ρίνακασ 13. Ρυκμιςτικό διάλυμα διαχωριςμοφ (loading buffer, 5x). 

 Διαδικαςία θλεκτροφόρθςθσ 

Αωοφ εξαςωαλιςτεί ότι θ πθκτι είναι ζτοιμθ, τα δείγματα ωορτϊνονται ςτισ ειδικζσ 

αφλακεσ τθσ πθκτισ. Σζλοσ, προςτίκεται το ρυκμιςτικό διάλυμα θλεκτροωόρθςθσ 

(running buffer) (πίνακασ 14) , ζτςι ϊςτε να ζρχεται ςε επαωι με τθν πθκτι. Σζλοσ, 
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ςυνδζονται τα θλεκτρόδια με τθν ςυςκευι τροωοδότθςθσ και εωαρμόηεται ςτακερι 

ζνταςθ ρεφματοσ 20mA ςε κερμοκραςία 4:C. 

Αντιδραςτιριο Ποςότθτα 

Γλυκίνθ 14,4g 

Tris 3g 

dH2O Ζωσ 1L 

Ρφκμιςθ pH=8,3-8,5 

Ρίνακασ 14. φςταςθ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ θλεκτροωόρθςθσ πρωτεϊνϊν. 

Μετά τθν θλεκτροωόρθςθ, θ χρϊςθ τθσ πθκτισ ακρυλαμιδίου μπορεί να 

πραγματοποιθκεί με Coomasie Brilliant Blue ι με νιτρικό άργυρο, ανάλογα με τον 

επικυμθτό βακμό ευαιςκθςίασ ςτθν ανίχνευςθ πρωτεϊνϊν. 

 

4.2.7. Χρώςθ πθκτών πολυακρυλαμιδίου 

4.2.7.1. Χρώςθ με κυανό του Coomasie 

Θ πθκτι τοποκετείται ςε διάλυμα χρωματιςμοφ (staining solution: 40% 

μεκανόλθ, 10% οξικό οξφ, 0,2%w/v Coomasie Brilliant Blue G-250)  για 30 λεπτά υπό 

ανάδευςθ, ϊςτε να γίνουν ορατζσ οι ηϊνεσ των πρωτεϊνϊν. τθ ςυνζχεια, 

πραγματοποιείται αποχρωματιςμόσ τθσ πθκτισ με διάλυμα αποχρωματιςμοφ 

(destaining solution: 40% μεκανόλθ, 10% οξικό οξφ), μζχρισ ότου εμωανιςτοφν οι 

πρωτεϊνικζσ ηϊνεσ.  

το τζλοσ τθσ διαδικαςίασ είναι ευδιάκριτεσ οι ηϊνεσ των πρωτεϊνϊν, 

εξαιτίασ τθσ μπλε χρωςτικισ Coomasie Brilliant Blue, ενϊ είναι δυνατόσ και ο 

προςδιοριςμόσ του μοριακοφ βάρουσ των πρωτεϊνικϊν τμθμάτων μζςω τθσ 

ςφγκριςθσ των ηωνϊν με τουσ μάρτυρεσ μοριακοφ βάρουσ τθσ BioRad. 
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4.2.7.2. Χρώςθ με νιτρικό άργυρο (AgNO3) 

Θ βαωι των πρωτεϊνϊν ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου με νιτρικό άργυρο 

χρθςιμοποιείται αντί τθσ πιο απλισ μεκόδου με Coomasie Brilliant Blue για τθν 

μεγαλφτερθ ευαιςκθςία τθσ ςτθν ανίχνευςθ των πρωτεϊνικϊν ηωνϊν. Οι ποςότθτεσ 

των πρωτεϊνϊν που μπορεί να ανιχνεφςει αυτι θ μζκοδοσ είναι μζχρι 1ng ζχοντασ 

100 ωορζσ μεγαλφτερθ ευαιςκθςία ςε ςχζςθ με τθ χρωςτικι Coomasie. 

Αρχικά, θ πθκτι πολυακρυλαμιδίου εμβαπτίηεται ςε διάλυμα που 

αποτελείται από 50% μεκανόλθ και 5% οξικό οξφ και αναδεφεται για 20 λεπτά 

(ςτάδιο κακιλωςθσ). Μετά τθν απομάκρυνςθ του διαλφματοσ πραγματοποιείται 

ζκπλυςθ τθσ πθκτισ με 50% μεκανόλθ για 10 λεπτά και ςτθ ςυνζχεια ακολουκοφν 5 

πλφςεισ των 10 λεπτϊν θ κάκε μια με dH2O. τθ ςυνζχεια, θ πθκτι τοποκετείται ςε 

διάλυμα 0,02% Na2S2O3 (διάλυμα sensitize) και αναδεφεται για 30sec. Ακολουκοφν 

3 πλφςεισ του ενόσ λεπτοφ με dH2O και κατόπιν θ πθκτι επωάηεται με 0,1% AgNO3 

(staining διάλυμα, 4:C) υπό απαλι ανάδευςθ για 20 λεπτά. Αωοφ απομακρυνκεί το 

staining διάλυμα πραγματοποιοφνται 3 πλφςεισ του ενόσ λεπτοφ με dH2O. Κατόπιν, 

θ πθκτι εμβαπτίηεται ςε διάλυμα developer (2% Na2CO3, 0,04%HCHO) και 

αναδεφεται απαλά ζωσ ότου εμωανιςτοφν οι πρωτεϊνικζσ ηϊνεσ. Σζλοσ, για τον 

τερματιςμό τθσ αντίδραςθσ εμωάνιςθσ, θ πθκτι μεταωζρεται ςε 5% οξικό οξφ 

(διάλυμα stopper) για 30 λεπτά. Θ πθκτι αωοφ ξεπλυκεί με dH2O ωυλάςςεται ςτουσ 

4:C. 

  

4.2.8.Ροςοτικι ανάλυςθ πρωτεϊνών 

Για τον προςδιοριςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ των πρωτεϊνϊν χρθςιμοποιοφνται 

ωαςματοςκοπικζσ ι χρωματομετρικζσ τεχνικζσ.  

4.2.8.1.Φαςματοςκοπικζσ μζκοδοι ποςοτικοποίθςθσ πρωτεϊνών 

Θ ςυγκζντρωςθ μια πρωτεΐνθσ ςε ζνα διάλυμα προςδιορίηεται βάςθ 

εμπειρικϊν τφπων που αποδίδουν τθν απορρόωθςθ του πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ, 
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ςτθν περιοχι του υπεριϊδουσ θλεκτρομαγνθτικοφ ωάςματοσ, όπου και 

απορροωοφν τα αρωματικά αμινοξζα των πρωτεϊνϊν. Θ μζκοδοσ απαιτεί μικρζσ 

ποςότθτεσ δείγματοσ, είναι γριγορθ και δεν είναι καταςτροωικι για το δείγμα. 

Αρχικά, μετριζται θ απορρόωθςθ του δείγματοσ ςε μικοσ κφματοσ 280nm και 

υπολογίηεται θ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ με βάςθ τον τφπο: 

 

ο οποίοσ λαμβάνει υπόψθ τθν περιεκτικότθτα ςε κατάλοιπα τρυπτοωάνθσ και 

τυροςίνθσ (NW και NY οι αρικμοί των καταλοίπων τρυπτοωάνθσ και τυροςίνθσ 

αντίςτοιχα) ςτθ μετροφμενθ πρωτεΐνθ και NS-S ο αρικμόσ των διςουλωιδικϊν 

δεςμϊν.  

Ζνασ άλλοσ τρόποσ για τον υπολογιςμό τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ ςε 

μικοσ κφματοσ 280nm είναι θ χριςθ του ςυντελεςτι αποςβζςεωσ για τθν 

ςυγκεκριμζνθ πρωτεΐνθ. Θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ ζχει Ε1% = 11,7. υνεπϊσ, 1mg/ml 

οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ δίνει ε= 1,17.  

 

4.2.8.2.Χρωματομετρικι μζκοδοσ ποςοτικοποίθςθσ πρωτεϊνών - Μζκοδοσ 

Bradford 

Ο προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ ενόσ δείγματοσ ςε πρωτεΐνθ 

πραγματοποιείται με τθ μζκοδο Bradford με τθ χριςθ του αντιδραςτθρίου Quick 

Start™ Bradford τθσ εταιρείασ Bio-Rad. Θ προσ μζτρθςθ πρωτεΐνθ αντιδρά με το 

αντιδραςτιριο ςε περίςςεια προσ ςχθματιςμό ζγχρωμθσ ζνωςθσ. ε οριςμζνο 

εφροσ ςυγκεντρϊςεων θ ποςότθτα τθσ ςχθματιηόμενθσ ζγχρωμθσ ζνωςθσ είναι 

ανάλογθ τθσ ποςότθτασ τθσ αρχικισ ουςίασ. Για τθν ποςοτικοποίθςθ του δείγματοσ 

με τθ μζκοδο αυτι, είναι απαραίτθτθ θ καταςκευι πρότυπθσ καμπφλθσ ςυςχζτιςθσ 

τθσ οπτικισ πυκνότθτασ με τθν πρωτεϊνικι ςυγκζντρωςθ, με τθ χριςθ δειγμάτων 

γνωςτισ ςυγκζντρωςθσ πρωτεΐνθσ.  

Αρχικά, μετράται θ απορρόωθςθ μιασ ςειράσ προτφπων διαλυμάτων BSA 

(Bovine Serum Albumin) ςε μικοσ κφματοσ 595nm. υγκεκριμζνα, ςε 20μl από το 
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κάκε δείγμα γνωςτισ ςυγκζντρωςθσ (0,2- 1,4 mg/ml) προςτίκενται 980μl 

διαλφματοσ Bradford. Ακολουκεί καλι ανάδευςθ και μζτρθςθ τθσ οπτικισ 

απορρόωθςθσ ςε μικοσ κφματοσ 595nm ζπειτα από 5 λεπτά. Ακολοφκωσ, μετράται 

θ οπτικι απορρόωθςθ του προσ ανάλυςθ δείγματοσ και με βάςθ τθν εξίςωςθ τθσ 

πρότυπθσ καμπφλθσ γίνεται προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ. 

 

4.2.9.Κρυςτάλλωςθ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

Θ μζκοδοσ τθσ διάχυςθσ ατμϊν (vapor diffusion) είναι θ ευρφτερα 

χρθςιμοποιοφμενθ μζκοδοσ ςτθ κρυςτάλλωςθ πρωτεϊνϊν. Σο βαςικό τθσ 

πλεονζκτθμα είναι ότι δεν απαιτεί μεγάλεσ ποςότθτεσ πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ, 

ςτοιχείο πολφ ςθμαντικό, τουλάχιςτον για τισ αρχικζσ προςπάκειεσ εφρεςθσ των 

ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ. Θ βαςικι τθσ αρχι είναι θ εξισ: μια ποςότθτα πρωτεΐνθσ 

ςε ρυκμιςτικό διάλυμα ενόσ κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα ςυγκζντρωςθσ α, 

εξιςορροπείται, ςε κλειςτό ςφςτθμα, με δεξαμενι, όπου θ ςυγκζντρωςθ του 

κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα είναι β (β>α). Θ ςταδιακι μεταβολι τθσ 

ςυγκζντρωςθσ του παράγοντα κακίηθςθσ, λόγω διάχυςθσ ατμϊν διαλφτθ από τθν 

πρωτεΐνθ ςτθ δεξαμενι, οδθγεί το πρωτεϊνικό διάλυμα ςε κατάςταςθ 

υπερκορεςμοφ, με αποτζλεςμα τθν ςταδιακι εναπόκεςθ των πρωτεϊνικϊν μορίων 

ςε πυρινεσ κρυςτάλλωςθσ. Σο διάλυμα τθσ πρωτεΐνθσ πρζπει να ζχει τθν 

μεγαλφτερθ δυνατι κακαρότθτα και ομοιογζνεια και να είναι απαλλαγμζνο από 

ςωματίδια ςκόνθσ και άλλα αιωροφμενα ςτερεά ςωματίδια με ωυγοκζντρθςθ. 

Τπάρχουν δυο παραλλαγζσ τθσ μεκόδου διάχυςθσ ατμϊν, θ τεχνικι τθσ κρεμάμενθσ 

ςταγόνασ και θ τεχνικι τθσ επικακιμενθσ ςταγόνασ που χρθςιμοποιοφνται ςτθ 

παροφςα εργαςία.  

 

4.2.9.1. Τεχνικι τθσ «κρεμάμενθσ ςταγόνασ» (hanging drop) 

τθ τεχνικι αυτι χρθςιμοποιείται πλάκα 24 κζςεων ‘Linbro’, ςτθν οποία τα 

χείλθ του κάκε ωρεατιδίου ζχουν επαλειωκεί με ςιλικόνθ. ε κάκε ωρεατίδιο 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/05/2024 12:40:04 EEST - 18.223.159.57



69 

 

(δεξαμενι) τοποκετείται 0,7ml διαλφματοσ του κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα ςτο 

κατάλλθλο ρυκμιςτικό διάλυμα (πίνακασ 15).  

Δοκιμι Salt Buffer Precipitant 

1 50mM KH2PO4 pH6,5 0,2 mM EDTA 6% (w/v) PEG 8000 

2 50mM KH2PO4 pH6,5 0,2 mM EDTA 7% (w/v) PEG 8000 

3 50mM KH2PO4 pH6,5 0,2 mM EDTA 8% (w/v) PEG 8000 

4 50mM KH2PO4 pH6,5 0,2 mM EDTA 10% (w/v) PEG 8000 

5 50mM KH2PO4 pH6,5 30% (v/v) glycerol,  0,2 mM EDTA 4,5% (w/v) PEG 4000 

6 50mM KH2PO4 pH6,5 30% (v/v) glycerol,  0,2 mM EDTA 5,5% (w/v) PEG 4000 

7 50mM KH2PO4 pH6,5 30% (v/v) glycerol,  0,2 mM EDTA 6,5% (w/v) PEG 4000 

8 50mM KH2PO4 pH6,5 30% (v/v) glycerol,  0,2 mM EDTA 7,5% (w/v) PEG 4000 

Ρίνακασ 15. φςταςθ διαλυμάτων εξιςορρόπθςθσ για τισ δοκιμζσ κρυςταλλϊςεωσ τθσ ΧΟ. 

 

ε καλυπτρίδα ςιλικόνθσ τοποκετείται ςταγόνα του πρωτεϊνικοφ 

διαλφματοσ, όγκου 1,5μl και ςυγκζντρωςθσ 14mg/ml,  και αναμιγνφεται με ίςο όγκο 

κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα από τθν δεξαμενι (διάλυμα εξιςορρόπθςθσ). Θ τελικι 

ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ είναι 7mg/ml.  Θ καλυπτρίδα αναςτρζωεται και εωαρμόηει 

ερμθτικά ςτα χείλθ του ωρεατιδίου, ζτςι ϊςτε θ ςταγόνα, θ οποία ςυγκρατείται με 

δυνάμεισ ςυνάωειασ ςτθ καλυπτρίδα, να αιωρείται πάνω από τθν δεξαμενι (εικόνα 

18).  

 

Εικόνα 18. Κρυςτάλλωςθ με τθ μζκοδο τθσ κρεμάμενθσ ςταγόνασ. 

Θ πλάκα Linbro τοποκετείται ςε περιβάλλον ςτακερισ κερμοκραςίασ (16:C) 

και παρακολουκείται ςυχνά για πικανι εμωάνιςθ κρυςτάλλων και άλλων 

μεταβολϊν ςτθ ςταγόνα (ςχθματιςμόσ μικροκρυςταλλικοφ ι άμορωου ιηιματοσ 

κτλ.). Ο ςχθματιςμόσ των κρυςτάλλων εμωανίηεται μζςα ςε 3 μζρεσ. Για 
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βελτιςτοποίθςθ των κρυςτάλλων πραγματοποιοφνται δοκιμζσ με μικρότερθ 

ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ (τελικι ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ ίςθ με 4,6mg/ml).  

 

4.2.9.2. Τεχνικι τθσ «επικακιμενθσ ςταγόνασ» (sitting drop) 

Θ διαωορά τθσ μεκόδου αυτισ από τθ μζκοδο τθσ κρεμάμενθσ ςταγόνασ 

ζγκειται ςτο γεγονόσ ότι το πρωτεϊνικό διάλυμα δεν τοποκετείται ςε καλυπτρίδα 

αλλά ςε ειδικι υποδοχι που υπάρχει ςτισ πλάκεσ Linbro (εικόνα 19).  

 

Εικόνα 19. Πλάκα 96 κζςεων ‘Linbro’. 

Θ πρωτεΐνθ αναμιγνφεται με διάλυμα κατακριμνιςθσ το οποίο ζχει 

προθγουμζνωσ τοποκετθκεί ςτθν δεξαμενι. τθ ςυνζχεια, θ πλάκα κλείνεται 

ερμθτικά με ζνα διαωανζσ πλαςτικό αυτοκόλλθτο και αωινεται ςε περιβάλλον 

ςτακερισ κερμοκραςίασ (16:C). Θ τεχνικι αυτι χρθςιμοποιικθκε για τθν εφρεςθ 

των ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ με τθ βοικεια του αυτόματου μθχανιματοσ 

OryxNano (Douglas Instruments) ςτο εργαςτιριο Δομικισ Βιολογίασ και Χθμείασ του 

ΕΙΕ ςτθν Ακινα (εικόνα 20).   
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Εικόνα 20. Ρομποτικό μθχάνθμα κρυςταλλϊςεων OryxNano (Douglas Instruments) του εργαςτθρίου 

Δομικισ Βιολογίασ και Χθμείασ, ΕΙΕ. 

Σο ρομπότ αυτόματα τοποκετεί ςε κάκε υποδοχι 200nl οξειδάςθ τθσ 

ξανκίνθσ 14mg/ml και 200nl διάλυμα εξιςορρόπθςθσ. Σα διαλφματα εξιςορρόπθςθσ 

που δοκιμάςτθκαν ιταν από τα εμπορικά προςυςκευαςμζνα διαλφματα (kits) PEG 

SUIT τθσ εταιρείασ QIAGEN (παράρτθμα, πίνακασ 18) και τα structure screen I 

(παράρτθμα, πίνακασ 19) και II (παράρτθμα, πίνακασ 20) τθσ molecular 

dimensions. 

Για τθν βελτιςτοποίθςθ των κρυςτάλλων που αναπτφχκθκαν ςε οριςμζνεσ 

από τισ ςυνκικεσ που δοκιμάςτθκαν, πραγματοποιικθκαν επιπλζον δοκιμζσ με 

μικρότερθ ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ με χριςθ του αυτόματου μθχανιματοσ. 

υγκεκριμζνα το ρομπότ τοποκετεί ςε κάκε υποδοχι 100nl οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ 

14mg/ml και 300nl διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ. Οι κρφςταλλοι αωινονται να 

αναπτυχκοφν ςε περιβάλλον ςτακερισ κερμοκραςίασ (16:C). 
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5. ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

5.1. Κακαριςμόσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ από βόειο γάλα 

Για τθν απομόνωςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςτθ παροφςα εργαςία 

χρθςιμοποιικθκε ωσ πθγι το βόειο γάλα. Σο γάλα προιλκε μόνο από μια αγελάδα, 

ϊςτε να αποωευχκεί το πρόβλθμα ετερογζνειασ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ. 

Αρχικά, πραγματοποιικθκε απομόνωςθ των πρωτεϊνϊν από το γάλα ςφμωωνα με 

τθ διαδικαςία που περιγράωκθκε ςτθν ενότθτα 4.2.1. Κατά τθ διαδικαςία αυτι, θ 

πθγι τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ιταν θ κρζμα γάλακτοσ που ςχθματίηεται ζπειτα 

από ωυγοκζντρθςθ του γάλακτοσ. Με τον τρόπο αυτό απομακρφνεται το λίποσ, το 

οποίο κα αποτελοφςε πρόβλθμα κατά τα επόμενα βιματα κακαριςμοφ τθσ 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με χρωματογραωία ςυγγζνειασ. Προκειμζνου να 

διαπιςτωκεί θ φπαρξθ πρωτεϊνϊν ςτο δείγμα που απομονϊκθκε ζπειτα από τθ 

δεφτερθ κατακριμνιςθ με κειικό αμμϊνιο, ακολοφκθςε θλεκτροωόρθςθ  ςε πθκτι 

πολυακρυλαμιδίου, SDS-PAGE 12%. Θ επιτυχισ απομόνωςθ πρωτεϊνϊν 

ταυτοποιείται μετά από χρϊςθ τθσ πθκτισ με χρωςτικι Coomasie Brilliant Blue G-

250 (εικόνα 21). 

 

Εικόνα 21. Θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE 12%. Δείγμα 1: 15μg μίγμα 

πρωτεϊνϊν που απομονϊκθκε από το γάλα. Δείγμα 2: 20μg μίγματοσ πρωτεϊνϊν που απομονϊκθκε 

από το βόειο γάλα. 
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 Σο πρωτεϊνικό δείγμα που απομονϊκθκε από 6lt γάλακτοσ ιταν 

ςυγκζντρωςθσ 21mg/ml και ςυνολικά 515mg. Μετά τθ διαπίδυςθ κατά το τελικό 

ςτάδιο απομόνωςθσ των πρωτεϊνϊν (ενότθτα 4.2.1., ςτάδιο 4) πραγματοποιικθκε 

ωυγοκζντρθςθ ςτουσ 18:C. Σο ίηθμα που ςχθματίςτθκε περιείχε 160mg πρωτεΐνθ 

ενϊ το υπερκείμενο 355mg. Και τα δφο δείγματα αναλφκθκαν ςε πθκτι 

πολυακρυλαμιδίου, SDS-PAGE 12%. Για τθν διαπίςτωςθ φπαρξθσ οξειδάςθσ τθσ 

ξανκίνθσ ςτο πρωτεϊνικό δείγμα που απομονϊκθκε από το γάλα χρθςιμοποιικθκε 

ωσ μάρτυρασ εμπορικι οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ (Sigma, grade III). Θ επιτυχισ 

απομόνωςθ πρωτεϊνϊν ταυτοποιείται μετά από χρϊςθ τθσ πθκτισ με χρωςτικι 

Coomasie Brilliant Blue G-250 (εικόνα 22). 

 

Εικόνα 22. Θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE 12%. XO (με βελάκια): 16μg 

εμπορικι οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ (Sigma, grade III). Τπερκείμενο: 13μg πρωτεϊνικό δείγμα από το 

υπερκείμενο. Κηθμα: 12μg πρωτεϊνικό δείγμα ιηιματοσ από βόειο γάλα. 

 

 Θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ κατά τθν θλεκτροωόρθςθ SDS-PAGE διαχωρίηεται 

ςτισ τρεισ υπομονάδεσ τθσ (85kDa, 40kDa και 20kDa) και ςπάνια ςτθν μορωι των 

145kDa. το δείγμα τθσ εμπορικισ ΧΟ διαπιςτϊκθκε θ φπαρξθ τθσ υπομονάδασ των 

85kDa, ωςτόςο οι δφο άλλεσ υπομονάδεσ διαχωρίηονται ςε μικρότερο μοριακό 

βάροσ (33kDa και 17kDa). το υπερκείμενο και ςτο ίηθμα του πρωτεϊνικοφ 

δείγματοσ που απομονϊκθκε από το γάλα, διαπιςτϊκθκε θ φπαρξθ ηωνϊν ςτο 

αντίςτοιχο μοριακό βάροσ για τισ υπομονάδεσ των 85kDa και 17kDa αλλά όχι ςτο 

μοριακό βάροσ των 33kDa. Ωςτόςο, ςτο δείγμα που απομονϊκθκε από το γάλα 

υπάρχει μια ηϊνθ ςε μοριακό βάροσ 40kDa, θ οποία κα μποροφςε να αντιςτοιχεί 
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ςτθν υπομονάδα των 40kDa τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ. Θ φπαρξθ ΧΟ ςτο ίηθμα δεν 

μασ αωορά κακότι αντιςτοιχεί ςτθν ανενεργι τθσ μορωι. Για τθν πλιρθσ 

ταυτοποίθςθ τθσ φπαρξθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςτο πρωτεϊνικό δείγμα που 

απομονϊκθκε από το βόειο γάλα (υπερκείμενο) πραγματοποιικθκε μελζτθ 

δραςτικότθτασ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με το υπόςτρωμά τθσ, τθν ξανκίνθ. 

υγκεκριμζνα, ςε ρυκμιςτικό διάλυμα (33mM KH2PO4, 33mM Na2HPO4, 0,1mM 

EDTA, pH=7,5) με 20μΜ ξανκίνθ προςτζκθκαν 0,24mg πρωτεϊνικοφ δείγματοσ που 

απομονϊκθκε από το γάλα και παρακολουκικθκε θ αφξθςθ απορρόωθςθσ ςτα 

295nm για 3 λεπτά (πίνακασ 16). 

Χρόνοσ (sec) Απορρόφθςθ (295nm) 

5 0,073 

10 0,103 

15 0,167 

40 0,172 

60 0,172 

120 0,172 

180 0,171 

Ρίνακασ 16. Μεταβολι απορρόωθςθσ ςτα 295nm ςε ςυνάρτθςθ με το χρόνο. Θ μεταβολι αυτι 

οωείλεται ςτθ παραγωγι ουρικοφ οξζοσ από τθν οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με υπόςτρωμα τθν ξανκίνθ. 

Θ αφξθςθ ςτθν απορρόωθςθ οωείλεται ςτθν παραγωγι ουρικοφ οξζοσ και 

ςυνεπϊσ ςτο πρωτεϊνικό δείγμα που απομονϊκθκε από το γάλα διαπιςτϊνεται θ 

φπαρξθ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ. Για τθν περαιτζρω απομόνωςθ μόνο τθσ 

επικυμθτισ πρωτεΐνθσ, τθσ ΧΟ, από το πρωτεϊνικό δείγμα χρθςιμοποιικθκε 

χρωματογραωία ςυγγζνειασ.   

 

5.2. Απομόνωςθ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με χρωματογραφία 

ςυγγζνειασ 

Θ διαδικαςία κακαριςμοφ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με ςτιλθ ςυγγζνειασ 

πραγματοποιικθκε ςτουσ 4:C και διακρίνεται ςε δφο ςτάδια. Κατά το πρϊτο ςτάδιο 

το πρωτεϊνικό δείγμα που απομονϊκθκε από το γάλα διαβιβάςτθκε μζςω ςτιλθσ 
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ωολικοφ οξζοσ και απομονϊκθκε θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ από τισ υπόλοιπεσ 

πρωτεΐνεσ του δείγματοσ. Κατά το δεφτερο ςτάδιο, θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ που 

είναι ςυνδεδεμζνθ με αλλοπουρινόλθ διαβιβάηεται ξανά από ςτιλθ ωολικοφ οξζοσ. 

Σο πολφ ενεργό ζνηυμο διαπερνά τθ ςτιλθ, ενϊ το χαμθλισ ενεργότθτασ ζνηυμο 

δεςμεφεται ςτθ ςτιλθ. 

 

Στάδιο 1: 

Για τθν απομόνωςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ από το πρωτεϊνικό δείγμα 

χρθςιμοποιικθκε αρχικϊσ χρωματογραωία ςυγγζνειασ με ςτιλθ ΕAH Sepharose 

4B/folic Acid. Σο πρωτεϊνικό δείγμα που απομονϊκθκε από το γάλα διαβιβάςτθκε 

ςε ςτιλθ ωολικοφ οξζοσ και πραγματοποιικθκε κακαριςμόσ τθσ οξειδάςθσ τθσ 

ξανκίνθσ ςφμωωνα με τθ διαδικαςία που περιγράωκθκε ςτθν ενότθτα 4.2.2.2. 

(ςτάδιο 1). Θ διαδικαςία πραγματοποιικθκε υπό ροι 0,7ml/min και τα κλάςματα 

που ςυλλζχκθςαν ιταν όγκου 1,5ml. Θ οπτικι απορρόωθςθ των κλαςμάτων 

παρακολουκικθκε ςτα 280nm και το αποτζλεςμα εμωανίηεται με τθ μορωι 

χρωματογραωιματοσ (εικόνα 23). 

 

Εικόνα 23. Χρωματογράωθμα ςτιλθσ ΕAH Sepharose 4B/folic Acid για τθν απομόνωςθ τθσ οξειδάςθσ 

τθσ ξανκίνθσ. Κλάςματα 1- 10: κλάςματα (flowthrough), κλάςματα 11-120: κλάςματα πλφςεωσ 

(wash), κλάςματα 121-150: κλάςματα ζκλουςθσ (elution) οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ, κλάςματα 151-160: 

κλάςματα πλφςεωσ με διάλυμα D. 
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Προκειμζνου να διαπιςτωκεί θ φπαρξθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ και ο 

βακμόσ κακαρότθτάσ τθσ, ακολοφκθςε θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι 

πολυακρυλαμιδίου, SDS-PAGE 12% και χρϊςθ με χρωςτικι Coomasie Brilliant Blue 

G-250 (εικόνα 24). 

 

Εικόνα 24. Θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE 12%. Διαδρομι 1: μάρτυρασ 

μοριακοφ βάρουσ.  Διαδρομι 2: πρωτεϊνικό δείγμα πριν διαπεράςει τθ ςτιλθ. Διαδρομι 3: Δείγμα 

flowthrough. Διαδρομζσ 4-5: δείγματα κλαςμάτων πλφςεωσ. Διαδρομζσ 6-8: δείγματα ζκλουςθσ ΧΟ.  

 

 Θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ εμωανίηεται με υψθλό βακμό κακαρότθτασ ςε 

μοριακό βάροσ 85kDa, 40kDa και 17kDa, ηϊνεσ που αντιςτοιχοφν ςτισ τρεισ 

υπομονάδεσ τθσ. Θ ζκλουςι τθσ από τθ ςτιλθ πραγματοποιικθκε με 2,5mM 

αλλοπουρινόλθ και τα κλάςματα που τθν περιείχαν ιταν τα κλάςματα 126-141. τθ 

ςυνζχεια, τα κλάςματα αυτά ενϊκθκαν και υποβλικθκαν ςε O/N διαπίδυςθ ςτουσ 

4°C ςε ρυκμιςτικό διάλυμα (40mM Tris-HCl pH 7,8, 20mM sodium pyrophosphate 

pH 8,5, 0,2mM EDTA).  Θ ποςότθτα τθσ ΧΟ που απομονϊκθκε αντιςτοιχεί ςε 59mg. 

Σζλοσ, θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ ςυμπυκνϊκθκε με PEG40000 ςε όγκο που 

αντιςτοιχεί ςτο 20% του όγκου ςτιλθσ ωολικοφ οξζοσ, δθλαδι ςτα 3ml, πριν 

υποβλθκεί ςε κακαριςμό με δεφτερθ χρωματογραωία ςυγγζνειασ ωολικοφ οξζοσ.  
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Στάδιο 2: 

 Σο δείγμα οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ που απομονϊκθκε κατά τθ πρϊτθ 

χρωματογραωία ςυγγζνειασ διαβιβάςτθκε ςε δεφτερθ ςτιλθ ωολικοφ οξζοσ και 

πραγματοποιικθκε κακαριςμόσ τθσ ςφμωωνα με τθ διαδικαςία που περιγράωκθκε 

ςτθν ενότθτα 4.2.2.2. (ςτάδιο 2). Με τθ δεφτερθ χρωματογραωία ςυγγζνειασ 

επιτυγχάνεται ο διαχωριςμόσ τθσ πολφ ενεργισ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ από τθν 

λιγότερο ενεργι. Θ διαδικαςία πραγματοποιικθκε υπό ροι 0,7ml/min και τα 

κλάςματα που ςυλλζχκθςαν ιταν όγκου 1,5ml. Θ οπτικι απορρόωθςθ των 

κλαςμάτων παρακολουκικθκε ςτα 280nm και το αποτζλεςμα εμωανίηεται με τθ 

μορωι χρωματογραωιματοσ (εικόνα 25). 

 

Εικόνα 25. Χρωματογράωθμα ςτιλθσ ΕAH Sepharose 4B/folic Acid για τθν απομόνωςθ τθσ οξειδάςθσ 

τθσ ξανκίνθσ. Κλάςματα 1- 3: κλάςματα (flowthrough), κλάςματα 4-75: κλάςματα πλφςεωσ (wash) 

που περιζχουν τθν υψθλισ δραςτικότθτασ ΧΟ, κλάςματα 76-105: κλάςματα ζκλουςθσ (elution) 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ χαμθλισ ενεργότθτασ. 

 

Προκειμζνου να διαπιςτωκεί θ φπαρξθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ και ο 

βακμόσ κακαρότθτάσ τθσ, ακολοφκθςε θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι 

πολυακρυλαμιδίου, SDS-PAGE 12%. Θ φπαρξθ πρωτεΐνθσ επιβεβαιϊνεται μετά από 

χρϊςθ τθσ πθκτισ με χρωςτικι Coomasie Brilliant Blue G-250 (εικόνα 26). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/05/2024 12:40:04 EEST - 18.223.159.57



78 

 

 

Εικόνα 26. Θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE 12%. Διαδρομι 1: μάρτυρασ 

μοριακοφ βάρουσ.  Διαδρομζσ 2-5: κλάςματα πλφςεωσ, που ζχουν τθν υψθλισ δραςτικότθτασ ΧΟ. 

Διαδρομι 6: κλάςματα ζκλουςθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ χαμθλισ δραςτικότθτασ. 

 

Θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ εμωανίηεται με υψθλό βακμό κακαρότθτασ. Με τθν 

θλεκτροωόρθςθ και τθ παρατιρθςθ των απορροωιςεων ςτα 280nm διαπιςτϊκθκε 

ότι ςτα κλάςματα πλφςεωσ ςυλλζχκθκε θ μεγαλφτερθ ποςότθτα οξειδάςθσ τθσ 

ξανκίνθσ που αντιςτοιχεί κεωρθτικά ςτθν υψθλισ δραςτικότθτασ ΧΟ. τα κλάςματα 

ζκλουςθσ με χριςθ αλλοπουρινόλθσ απομακρφνκθκε μικρότερο ποςοςτό ΧΟ. Σα 

κλάςματα πλφςεωσ 7-21 ενϊκθκαν και ςυμπυκνϊκθκαν με χριςθ ωίλτρων όγκου 

4ml, μθ περατϊν από μόρια με μοριακό βάροσ μεγαλφτερο των 10KDa. Θ ποςότθτα 

τθσ ΧΟ που απομονϊκθκε αντιςτοιχεί ςε 30mg. τθ ςυνζχεια, πραγματοποιικθκε 

μελζτθ δραςτικότθτασ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με το υπόςτρωμά τθσ, τθν 

ξανκίνθ, για να διαπιςτωκεί αν θ ΧΟ είναι ενεργι. υγκεκριμζνα, ςε ρυκμιςτικό 

διάλυμα (33mM KH2PO4, 33mM Na2HPO4, 0,1mM EDTA, pH=7,5) με 20μΜ ξανκίνθ 

προςτζκθκαν 0,061mg ΧΟ που απομονϊκθκε με τθ χρωματογραωία ςυγγζνειασ και 

παρακολουκικθκε θ αφξθςθ απορρόωθςθσ ςτα 295nm για 5 λεπτά (πίνακασ 17, 

εικόνα 27). 
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Χρόνοσ (sec) Απορρόφθςθ (295nm) Χρόνοσ (sec) Απορρόφθςθ (295nm) 

5 0,057 45 0,178 

10 0,068 50 0,180 

15 0,124 55 0,183 

20 0,138 60 0,186 

25 0,144 120 0,189 

30 0,155 180 0,191 

35 0,169 240 0,191 

40 0,175 300 0,192 

Ρίνακασ 17. Μεταβολι απορρόωθςθσ ςτα 295nm ςε ςυνάρτθςθ με το χρόνο. Θ μεταβολι αυτι 

οωείλεται ςτθ παραγωγι ουρικοφ οξζοσ από τθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ με υπόςτρωμα τθν ξανκίνθ. 

 

 

Εικόνα 27. Διάγραμμα μεταβολισ απορρόωθςθσ ςτα 295nm ςε ςυνάρτθςθ με το χρόνο (sec). 

 

Θ αφξθςθ ςτθν απορρόωθςθ οωείλεται ςτθν παραγωγι ουρικοφ οξζοσ και 

ςυνεπϊσ θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ είναι δραςτικι ςτο δείγμα που απομονϊκθκε με 

τθ χρωματογραωία ςυγγζνειασ. Για να διαπιςτωκεί ο βακμόσ κακαρότθτασ του 

δείγματοσ πραγματοποιικθκε θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου SDS-

PAGE 10% και χρϊςθ με νιτρικό άργυρο (εικόνα 28Α). Θ τεχνικι αυτι ζχει 

μεγαλφτερθ ευαιςκθςία ανίχνευςθσ πρωτεϊνϊν. Σαυτόχρονα, πραγματοποιικθκε 

θλεκτροωόρθςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςε μθ αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ 

(Native-PAGE) για να διερευνθκεί ο διαχωριςμόσ του ενηφμου ςτθ ωυςικι του 

διμερι μορωι (εικόνα 28Β). 
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Εικόνα 28. Α) Θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE 10% και χρϊςθ με νιτρικό 

άργυρο. Δείγμα 1: 5μg XO, Δείγμα 2:  7μg XO, Δείγμα 3: 14μg XO. Β) Native-PAGE θλεκτροωόρθςθ ςε 

πθκτι 7,5%. Θ ωωςωορυλάςθ (195KDa) και το BSA (67KDa) χρθςιμοποιικθκαν ωσ μάρτυρεσ 

μοριακοφ βάρουσ. 

 

Με τθν θλεκτροωόρθςθ ςε μθ αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ παρατθρικθκε ότι θ 

μεγαλφτερθ ποςότθτα οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ διαχωρίηεται ςτθ διμερι τθσ μορωι, 

δθλαδι ςτα 290KDa. Από τθν θλεκτροωόρθςθ SDS-PAGE και τθν επικείμενθ χρϊςθ 

με νιτρικό άργυρο διαπιςτϊκθκε ότι ο βακμόσ κακαρότθτασ τθσ οξειδάςθσ τθσ 

ξανκίνθσ που απομονϊκθκε ιταν πολφ υψθλόσ. τθ ςυνζχεια, μζροσ του δείγματοσ 

τθσ ΧΟ χρθςιμοποιικθκε για κρυςτάλλωςθ, ενϊ το υπόλοιπο επεξεργάςτθκε με 

K3Fe(CN)6, ϊςτε να απομακρυνκεί θ αλλοπουρινόλθ από το ζνηυμο.  

 

5.3. Κακαριςμόσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με χρωματογραφία μοριακισ 

διικθςθσ 

Ζπειτα από επεξεργαςία τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με K3Fe(CN)6 ςφμωωνα 

με τθ διαδικαςία που περιγράωκθκε ςτθν ενότθτα 4.2.3. πραγματοποιικθκε 

χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ για να απομακρυνκεί θ αλλοπουρινόλθ και το 

K3Fe(CN)6 από το δείγμα ΧΟ. Θ χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ 

πραγματοποιικθκε με ςτιλθ Sephadex G-25 ςφμωωνα με τθ διαδικαςία που 

περιγράωκθκε ςτθν ενότθτα 4.2.4.  Θ διαδικαςία πραγματοποιικθκε υπό ροι 

0,7ml/min και τα κλάςματα που ςυλλζχκθςαν ιταν όγκου 1,4ml. Θ οπτικι 
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απορρόωθςθ των κλαςμάτων παρακολουκικθκε ςτα 280nm και το αποτζλεςμα 

εμωανίηεται με τθ μορωι χρωματογραωιματοσ (εικόνα 29) 

 

Εικόνα 29. Χρωματογράωθμα ςτιλθσ μοριακισ διικθςθσ G-25 για τθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ. 

 

Προκειμζνου να διαπιςτωκεί θ φπαρξθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ και ο 

βακμόσ κακαρότθτάσ τθσ, ακολοφκθςε θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι 

πολυακρυλαμιδίου, SDS-PAGE 12% και χρϊςθ τθσ πθκτισ με Coomasie Brilliant Blue 

G-250 (εικόνα 30). 

 

Εικόνα 30. Θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE 12%. Διαδρομι 1: μάρτυρασ 

μοριακοφ βάρουσ.  Διαδρομι 2: Δείγμα ΧΟ πριν τθ χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ. Διαδρομζσ 

4-8: κλάςματα από χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ. 
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Από τθν θλεκτροωόρθςθ διαπιςτϊκθκε θ φπαρξθ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

ςτα κλάςματα 54-71. Σα κλάςματα αυτά ενϊκθκαν και ςυμπυκνϊκθκαν με χριςθ 

ωίλτρων όγκου 4ml, μθ περατϊν από μόρια με μοριακό βάροσ μεγαλφτερο των 

10KDa. Ο βακμόσ κακαρότθτασ του ενηφμου διαπιςτϊκθκε με θλεκτροωόρθςθ SDS-

PAGE 12% και χρϊςθ με νιτρικό άργυρο. Σαυτόχρονα το δείγμα αναλφκθκε με 

θλεκτροωόρθςθ ςε μθ αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ (εικόνα 31). 

 

Εικόνα 31. Α) Θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE 10% και χρϊςθ με νιτρικό 

άργυρο. Διαδρομι 1: μάρτυρασ μοριακοφ βάρουσ, Διαδρομι 2: 12μg XO. Β) Native-PAGE 

θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι 7,5%. Θ ωωςωορυλάςθ (195KDa) και το BSA (67KDa) χρθςιμοποιικθκαν ωσ 

μάρτυρεσ μοριακοφ βάρουσ. Διαδρομι 1: 25μg ωωςωορυλάςθ, Διαδρομι 2: 20μg ΧΟ, Διαδρομι 3: 

25μg ΧΟ, Διαδρομι 4: 20μg BSA. 

 

 Από τθν χρϊςθ τθσ πθκτισ πολυακρυλαμιδίου με νιτρικό άργυρο 

παρατθρικθκε ότι θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ που απομονϊκθκε με χρωματογραωία 

μοριακισ διικθςθσ ζχει πολφ υψθλό βακμό κακαρότθτασ και ςυνεπϊσ μπορεί να 

χρθςιμοποιθκεί για κινθτικζσ και κρυςταλλογραωικζσ μελζτεσ. 

 

5.4. Κινθτικζσ μελζτεσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

 Θ ςτακερά Km (ςτακερά Michaelis) αποτελεί το μζτρο τθσ ςυγγζνειασ του 

ενηφμου ωσ προσ το υπόςτρωμα. υγκεκριμζνα, θ Km ορίηεται ωσ θ ςυγκζντρωςθ 

του ενηφμου που επιτρζπει ςτθν καταλυτικι αντίδραςθ να προχωρά με ρυκμό μιςό 
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εκείνου τθσ μζγιςτθσ ταχφτθτασ (Vmax). Για τον προςδιοριςμό τθσ Km και Vmax 

ζγινε χριςθ του προγράμματοσ grafit ςφμωωνα με τθ διαδικαςία που 

περιγράωκθκε ςτθν ενότθτα 4.2.5. Για μικρό χρονικό διάςτθμα (2min) θ καμπφλθ 

μπορεί να κεωρθκεί ευκεία. Ζτςι, με τθ χριςθ του προγράμματοσ μπορεί να 

προςδιοριςτεί θ κλίςθ τθσ καλφτερα προςαρμοςμζνθσ ευκείασ που διατρζχει τα 

ςθμεία. τθ ςτατιςτικι επεξεργαςία εωαρμόηεται θ μζκοδοσ τθσ μθ γραμμικισ 

παλινδρόμθςθσ (non-linear fit), θ οποία παρζχει και τισ τυπικζσ αποκλίςεισ των 

τιμϊν (εικόνα 32).  
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Εικόνα 32. Διάγραμμα κινθτικισ μελζτθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςε διάωορεσ ςυγκεντρϊςεισ 

υποςτρϊματοσ (ξανκίνθ). 

 

Ο υπολογιςμόσ των τιμϊν τθσ Km και τθσ Vmax γίνεται από τθν εξίςωςθ των 

Michaelis-Menten. Σο πρόγραμμα χρθςιμοποιεί τα δεδομζνα ςτθν εξίςωςθ και 

υπολογίηει τθν Km και τθ Vmax με το τυπικό ςωάλμα για τθν κάκε μια. Σζλοσ, 

γίνεται από το ίδιο πρόγραμμα και το γράωθμα Lineweaver-Burk (εικόνα 33). 
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Εικόνα 33. Διάγραμμα Lineweaver-Burk για τθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ. 

 

 Σα χαρακτθριςτικά του ενηφμου βρζκθκαν να είναι Km = 5,5592 ± 0,7389 μΜ 

και Vmax= 1,9799 ± 0,037 μmol/min∙mg.  

 

5.5. Κρυςτάλλωςθ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

Για τθν κρυςτάλλωςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με αλλοπουρινόλθ 

χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ τθσ κρεμάμενθσ ςταγόνασ και τθσ επικακιμενθσ 

ςταγόνασ (ενότθτα 4.2.9).  

 Μζκοδοσ τθσ «κρεμάμενθσ ςταγόνασ» (hanging drop) 

Με τθν μζκοδο τθσ κρεμάμενθσ ςταγόνασ ζγιναν προςπάκειεσ 

κρυςτάλλωςθσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςε διάωορεσ ςυνκικεσ 

κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα (πίνακασ 15). Αρχικϊσ, πριν τθν κρυςτάλλωςθ 

προςτζκθκε ςτο δείγμα τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 6,67mM DTT. τθ ςυνζχεια, για 

κάκε δοκιμι τοποκετικθκε 1,5μl ΧΟ και ίςοσ όγκοσ κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα 

από τθν δεξαμενι. Θ τελικι ςυγκζντρωςθ τθσ ΧΟ ςτθ ςταγόνα ιταν 7mg/ml και θ 

κρυςτάλλωςθ πραγματοποιικθκε ςε περιβάλλον ςτακερισ κερμοκραςίασ (16:C). Ο 

ςχθματιςμόσ κρυςτάλλων ζγινε εμωανισ με ςτερεοςκόπιο Leica ΜΗ16, 160X, με  
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εωοδιαςμζνο ςφςτθμα πολωμζνου ωωτόσ μετά από τρεισ μζρεσ. Θ ωωτογράωιςθ 

των κρυςτάλλων ζγινε μζςω ψθωιακισ κάμερασ (εικόνεσ 34 και 35). 

 

Εικόνα 34. Παρακολοφκθςθ κρυςτάλλων με ςτερεοςκόπιο Leica ΜΗ16, 160X,  εωοδιαςμζνο με 

ςφςτθμα πολωμζνου ωωτόσ και ωωτογράωιςθ με ψθωιακι κάμερα. Κρυςτάλλωςθ οξειδάςθσ τθσ 

ξανκίνθσ με αλλοπουρινόλθ ςε ςυνκικεσ κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα Α) 8% (w/v) PEG 8000, 0,2 

mM EDTA, 50mM KH2PO4 pH6,5. Β) 10% (w/v) PEG 8000, 0,2 mM EDTA, 50mM KH2PO4 pH6,5. 

 

 

Εικόνα 35. Παρακολοφκθςθ κρυςτάλλων με ςτερεοςκόπιο Leica ΜΗ16, 160X, εωοδιαςμζνο με 

ςφςτθμα πολωμζνου ωωτόσ και ωωτογράωιςθ με ψθωιακι κάμερα. Κρυςτάλλωςθ οξειδάςθσ τθσ 

ξανκίνθσ με αλλοπουρινόλθ ςε ςυνκικεσ κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα: 7% (w/v) PEG 8000, 0,2 mM 

EDTA, 50mM KH2PO4 pH6,5. 
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Από τισ δοκιμζσ κρυςτάλλωςθσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με 

αλλοπουρινόλθ παρατθρικθκε θ ανάπτυξθ κρυςτάλλων ςε ςυνκικεσ 

κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα 7% (w/v) PEG 8000, 0,2 mM EDTA, 50mM KH2PO4 

pH6,5. Ενϊ με αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του PEG 8000 ςε 8% (w/v) παρατθρικθκε 

θ ανάπτυξθ μικρότερου μεγζκουσ κρυςτάλλων. ε ςυνκικεσ 10% (w/v) PEG 8000 

παρατθρικθκε ανάπτυξθ μικροκρυςτάλλων, ενϊ ταυτόχρονα μζροσ τθσ πρωτεΐνθσ 

ζπεςε ίηθμα. υνεπϊσ, οι βζλτιςτεσ ςυνκικεσ για τθν ανάπτυξθ κρυςτάλλου είναι 

7% (w/v) PEG 8000, 0,2 mM EDTA, 50mM KH2PO4 pH6,5.  

 

 Μζκοδοσ τθσ «επικακιμενθσ ςταγόνασ» (sitting drop) 

Με τθν μζκοδο τθσ επικακιμενθσ ςταγόνασ ζγιναν προςπάκειεσ 

κρυςτάλλωςθσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςε διάωορεσ ςυνκικεσ 

κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα (παράρτθμα, πίνακεσ 18, 19 και 20). Αρχικϊσ, πριν 

τθν κρυςτάλλωςθ προςτζκθκε ςτο δείγμα τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 6,67mM DTT. 

τθ ςυνζχεια, για κάκε δοκιμι τοποκετικθκαν 200nl ΧΟ και ίςοσ όγκοσ 

κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα από τθν δεξαμενι με τθ βοικεια αυτόματου 

μθχανιματοσ. Θ τελικι ςυγκζντρωςθ τθσ ΧΟ ςτθ ςταγόνα ιταν 7mg/ml και θ 

κρυςτάλλωςθ πραγματοποιικθκε ςε περιβάλλον ςτακερισ κερμοκραςίασ (16:C). Ο 

ςχθματιςμόσ κρυςτάλλων ζγινε εμωανισ με ςτερεοςκόπιο Leica ΜΗ16 μζςα ςε μια 

μζρα. Θ ωωτογράωιςθ των κρυςτάλλων ζγινε μζςω ψθωιακισ κάμερασ (εικόνα 36). 
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Εικόνα 36. Παρακολοφκθςθ κρυςτάλλων με ςτερεοςκόπιο Leica ΜΗ16, 160X, εωοδιαςμζνο με 

ςφςτθμα πολωμζνου ωωτόσ και ωωτογράωιςθ με ψθωιακι κάμερα. Κρυςτάλλωςθ 7mg/ml 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με αλλοπουρινόλθ ςε ςυνκικεσ κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα: Α)  0.1M 

Sodium acetate pH 4.6, 25% (w/v) PEG 8000 και Β) 0.1 M Na HEPES pH 7.5, 10 % w/v PEG 6000, 5% 

v/v MPD. 

 

 Κατά τθν εξζταςθ ενόσ πολφ μεγάλου αρικμοφ διαλυμάτων εξιςορρόπθςθσ 

με τθ βοικεια του ρομπότ, οι ςυνκικεσ που ζδωςαν κρυςτάλλουσ τθσ οξειδάςθσ 

τθσ ξανκίνθσ (7mg/ml) ιταν οι ςυνκικεσ 0.1M Sodium acetate pH 4.6, 25% (w/v) 

PEG 8000 και 0.1 M Na HEPES pH 7.5, 10 % w/v PEG 6000, 5% v/v MPD. Ωςτόςο, ςτθ 

πρϊτθ ςυνκικθ παρά το γεγονόσ ότι ο κρφςταλλοσ που αναπτφχκθκε πολϊνει το 

ωωσ, θ ανάπτυξθ μόνο ενόσ μικροφ μεγζκουσ κρυςτάλλου κζτει ερωτιματα για το 

αν είναι κρφςταλλοσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ι κρφςταλλοσ που αναπτφχκθκε λόγω 

του οξικοφ νάτριου που περιζχει το διάλυμα κατακριμνιςθσ. Για το λόγο αυτό 

πραγματοποιικθκε επανάλθψθ ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ κακϊσ και ςε ςυνκικεσ με 

μικρότερθ ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ (τελικι ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ ίςθ με 

4,6mg/ml). Κατά τθν επανάλθψθ δεν παρατθρικθκε θ ανάπτυξθ κανενόσ 

κρυςτάλλου και επομζνωσ, ο κρφςταλλοσ που είχε αναπτυχκεί αρχικϊσ, πικανόν να 

οωειλόταν ςτο οξικό νάτριο. τθ δεφτερθ ςυνκικθ διαλφματοσ εξιςορρόπθςθσ (0.1 

M Na HEPES pH 7.5, 10 % w/v PEG 6000, 5% v/v MPD) παρατθρικθκε θ ανάπτυξθ 

πολλϊν μικροκρυςτάλλων οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ. Θ επανάλθψθ του πειράματοσ 

ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ κρίκθκε απαραίτθτθ για τθν επιβεβαίωςθ του αποτελζςματοσ. 

Επίςθσ, για τθν βελτίωςθ του ςχθματιςμοφ του κρυςτάλλου πραγματοποιικθκε  
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δοκιμι ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα με μικρότερθ 

ςυγκζντρωςθ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ (τελικι ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ ςτθ ςταγόνα 

ίςθ με 4,6mg/ml). Ο ςχθματιςμόσ κρυςτάλλων ζγινε εμωανισ με ςτερεοςκόπιο 

Leica ΜΗ16 μζςα ςε τρεισ μζρεσ. Θ ωωτογράωιςθ των κρυςτάλλων ζγινε μζςω 

ψθωιακισ κάμερασ (εικόνα 37). 

 

Εικόνα 37. Παρακολοφκθςθ κρυςτάλλων με ςτερεοςκόπιο Leica ΜΗ16, 160X, εωοδιαςμζνο με  

ςφςτθμα πολωμζνου ωωτόσ και ωωτογράωιςθ με ψθωιακι κάμερα. Κρυςτάλλωςθ 4,6mg/ml 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με αλλοπουρινόλθ ςε ςυνκικεσ κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα: 0.1 M Na 

HEPES pH 7.5, 10 % w/v PEG 6000, 5% v/v MPD. 

  

Θ επανάλθψθ του πειράματοσ ζδωςε τα ίδια αποτελζςματα, δθλαδι τθν 

ανάπτυξθ πολλϊν μικροκρυςτάλλων, ενϊ οι δοκιμζσ με μικρότερθ ςυγκζντρωςθ 

οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ ςε ίδια ςυγκζντρωςθ κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα ζδωςε 

κρυςτάλλουσ αρκετά μεγαλφτερουσ και ικανοφσ για να ςυλλεχκοφν και να 

επεξεργαςτοφν με ακτίνεσ Χ. 
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6. ΣΥΗΘΤΘΣΘ 

Θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ πρόκειται για ζνα μόλυβδο-ζνηυμο, το οποίο 

αποτελείται από δφο πανομοιότυπεσ μονάδεσ των 145 kDa. Θ κάκε υπομονάδα 

αποτελείται από μια Ν-τελικι περιοχι 20kDa που περιζχει 2 ςιδθροκειοφχα κζντρα 

(Fe-SI και Fe-SII), μια κεντρικι περιοχι 40kDa που περιζχει FAD, και μια C- τελικι 

περιοχι 85kDa που περιζχει τον ςυμπαράγοντα μολυβδαινίου και τθ κζςθ 

δζςμευςθσ του υποςτρϊματοσ. υμμετζχει ςε πολλζσ βιοχθμικζσ οδοφσ, όπωσ ςτθν 

υδροξυλίωςθ πουρινϊν, πτερινϊν, αλειωατικϊν και αρωματικϊν αλδεχδϊν, 

ςυμβάλλοντασ ζτςι ςτθν αποτοξίνωςθ ι ςτθν ενεργοποίθςθ ενδογενϊν ενϊςεων 

και ξενοβιοτικϊν ουςιϊν. Ο πρωταρχικόσ ρόλοσ του ενηφμου είναι θ μετατροπι τθσ 

υποξανκίνθσ ςε ξανκίνθ και τθσ ξανκίνθσ ςε ουρικό οξφ. Γι’ αυτό, ςε κλθρονομικζσ 

πακιςεισ που υπάρχει ζλλειψθ του ενηφμου, τα άτομα χαρακτθρίηονται από 

ξανκινουρία και δυςλειτουργία πολλϊν οργάνων από υπερβολικι ςυςςϊρευςθ 

ξανκίνθσ ςε αυτά.  

Επίςθσ, θ ΧΟ αποτελεί ζνα από τα ςθμαντικότερα ζνηυμα που ςυμβάλλουν 

ςτθν παραγωγι ελευκζρων ριηϊν ςε πολλζσ πακολογικζσ καταςτάςεισ. 

υγκεκριμζνα, θ δράςθ τθσ ςχετίηεται με καταςτάςεισ ιςχαιμίασ, υποξίασ, 

υπζρταςθσ κακϊσ και με τθ χρόνια καρδιακι ανεπάρκεια, τθν ακθροςκλιρωςθ, το 

διαβιτθ και διάωορεσ μορωζσ καρκίνου. Ωςτόςο, θ δράςθ τθσ ςχετίηεται και με 

πακολογικζσ καταςτάςεισ εξαιτίασ τθσ ςυμμετοχισ τθσ ςτθν παραγωγι του ουρικοφ 

οξζοσ. Τπζρμετρθ παραγωγι ουρικοφ οξζοσ οδθγεί ςτθν κρυςτάλλωςι του και ςτθν 

εναπόκεςι του ςτισ αρκρϊςεισ, τουσ ςυνδετικοφσ ιςτοφσ και τουσ νεωροφσ. Ζτςι, θ 

αναςτολι τθσ δράςθσ τθσ XO δεν ζχει μόνο ενδιαωζρον ωσ προσ τθν παρεμπόδιςθ 

τθσ παραγωγισ ελευκζρων ριηϊν αλλά ζχει και κεραπευτικι ςθμαςία. Θ επίλυςθ 

τθσ δομισ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ μπορεί να δϊςει πλθροωορίεσ τόςο για τον 

μθχανιςμό κατάλυςθσ τθσ αντίδραςθσ των ωυςικϊν υποςτρωμάτων τθσ, όςο και 

πλθροωορίεσ για τθν ςυμμετοχι τθσ ςε πολλζσ από αυτζσ τισ πακολογικζσ 

καταςτάςεισ.  
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τα πλαίςια αυτισ τθσ προςζγγιςθσ, ζγιναν προςπάκειεσ εφρεςθσ των 

κατάλλθλων ςυνκθκϊν κρυςτάλλωςθσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ, ϊςτε να 

δθμιουργθκοφν κρφςταλλοι ικανοί να περικλοφν τισ ακτίνεσ Χ. Πρωταρχικόσ ςτόχοσ 

τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν θ απομόνωςθ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ από βόειο 

γάλα. Για το ςκοπό αυτό χρθςιμοποιικθκε χρωματογραωία ςυγγζνειασ ΕAH 

Sepharose 4B/folic Acid ςε δυο ςτάδια. το πρϊτο ςτάδιο θ οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ 

απομονϊκθκε από τισ υπόλοιπεσ πρωτεΐνεσ του γάλακτοσ με ςτιλθ ωολικοφ οξζοσ 

κακθλωμζνου ςε αδρανζσ υλικό (ςεωαρόηθ). Σο ζνηυμο εκλοφεται από τθ ςτιλθ με 

χριςθ αλλοπουρινόλθσ με πολφ υψθλό βακμό κακαρότθτασ. Για τον διαχωριςμό 

του πολφ ενεργοφ ενηφμου από το λιγότερο ενεργό πραγματοποιείται ζνασ 

δεφτεροσ κακαριςμόσ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ με χρωματογραωία ςυγγζνειασ 

ωολικοφ οξζοσ. Κατά το ςτάδιο αυτό το ςφμπλοκο οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ/ 

αλλοπουρινόλθ δεν δεςμεφεται ςτθ ςτιλθ και διαχωρίηεται με αυτό τον τρόπο από 

το ζνηυμο που είναι λιγότερο ενεργό και δεςμεφεται ςε αυτι.  

τθ ςυνζχεια, για να απομακρυνκεί από τθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ θ 

αλλοπουρινόλθ πραγματοποιικθκε επεξεργαςία του ενηφμου με K3Fe(CN)6 και 

κακαριςμόσ του με χρωματογραωία μοριακισ διικθςθσ. Για τθν εφρεςθ τθσ 

δραςτικότθτασ του ενηφμου χρθςιμοποιικθκαν διάωορεσ ςυγκεντρϊςεισ ξανκίνθσ, 

δθλαδι του υποςτρϊματοσ του ενηφμου, και παρατθρικθκαν οι διαωορζσ 

απορρόωθςθσ ςτα 295nm. Θ αφξθςθ ςτθν απορρόωθςθ οωείλεται ςτθν παραγωγι 

ουρικοφ οξζοσ από τθν ξανκίνθ με δράςθ του ενηφμου οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ. Σα 

χαρακτθριςτικά του ενηφμου βρζκθκαν να είναι Km = 5,5592 ± 0,7389 μΜ και 

Vmax= 1,9799 ± 0,037 μmol/min∙mg. Θ Km που βρζκθκε αποδεικνφει ότι το ζνηυμο 

είναι πολφ δραςτικό.  

Σελικόσ ςτόχοσ τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν οι προςπάκειεσ κρυςτάλλωςθσ 

τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ μαηί με τον αναςτολζα τθσ, τθν αλλοπουρινόλθ. Οι 

δοκιμζσ κρυςταλλϊςεων πραγματοποιικθκαν ςε διάωορεσ ςυνκικεσ 

κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα με τθ μζκοδο τθσ κρεμάμενθσ ςταγόνασ και τθσ 

επικακιμενθσ ςταγόνασ. Με τθ μζκοδο τθσ  κρεμάμενθσ ςταγόνασ παρατθρικθκε θ 

ανάπτυξθ κρυςτάλλων ικανοποιθτικοφ μεγζκουσ ςε ςυνκικεσ κατακρθμνιςτικοφ 
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παράγοντα 7% (w/v) PEG 8000, 0,2 mM EDTA, 50mM KH2PO4 pH6,5. Ενϊ με αφξθςθ 

τθσ ςυγκζντρωςθσ του PEG 8000 ςε 8% (w/v) παρατθρικθκε θ ανάπτυξθ 

μικρότερου μεγζκουσ κρυςτάλλων και ςε ςυνκικεσ 10% (w/v) PEG 8000 

παρατθρικθκε ανάπτυξθ μικροκρυςτάλλων με ταυτόχρονθ επικάκιςθ τθσ 

πρωτεΐνθσ ωσ ίηθμα. Με τθ μζκοδο τθσ επικακιμενθσ ςταγόνασ παρατθρικθκε θ 

ανάπτυξθ μικροκρυςτάλλων ςε ςυνκικεσ 0.1 M Na HEPES pH 7.5, 10 % w/v PEG 

6000, 5% v/v MPD, όταν χρθςιμοποιικθκε ςυγκζντρωςθ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ 

7mg/ml. Για βελτιςτοποίθςθ του μεγζκουσ ανάπτυξθσ των κρυςτάλλων 

πραγματοποιικθκαν δοκιμζσ ςε μικρότερθ ςυγκζντρωςθ ΧΟ (4,6mg/ml) παρουςία 

του ίδιου κατακρθμνιςτικοφ παράγοντα. Οι κρφςταλλοι που αναπτφχκθκαν μζςα ςε 

μια μζρα ςε αυτζσ τισ ςυνκικεσ ιταν ικανοποιθτικοφ μεγζκουσ, ενϊ παρατθρικθκε 

ότι οι κρφςταλλοι αναπτφχκθκαν περιςςότερο με τθ πάροδο των θμερϊν.  

Θ παροφςα εργαςία αποτελεί τμιμα μιασ ςυνολικότερθσ ζρευνασ που ωσ 

απϊτερο ςτόχο ζχει τθ διερεφνθςθ τθσ δομισ τθσ οξειδάςθσ τθσ ξανκίνθσ κακϊσ και 

τθ μελζτθ ςφνδεςθσ αναςτολζων ςε αυτιν, με κρυςταλλογραωία ακτίνων Χ. Θ 

διευκρίνιςθ του τρόπου ςφνδεςθσ των αναςτολζων ςτθν οξειδάςθ τθσ ξανκίνθσ κα 

ςυνζβαλε ςτο κατευκυνόμενο από τθ δομι ςχεδιαςμό ωαρμάκων (structure-based 

drug design), κακϊσ το ζνηυμο ωαίνεται να εμπλζκεται ςε μια πλθκϊρα 

πακολογικϊν καταςτάςεων και αςκενειϊν.  
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ΡΑΑΤΘΜΑ 

 
Ρίνακασ 18. φςταςθ διαλυμάτων κρυςταλλϊςεων –PEG SUIT kit. 

Number Salt Buffer Precipitant 

1  0.1M Sodium acetate pH 4.6 40% (v/v) PEG 200  

2  0.1M Sodium acetate pH 4.6 30% (v/v) PEG 300 

3  0.1M Sodium acetate pH 4.6 30% (v/v) PEG 400 

4  0.1M Sodium acetate pH 4.6 25% (v/v) PEG 550 MME 

5  0.1M Sodium acetate pH 4.6 25% (w/v) PEG 1000 

6  0.1M Sodium acetate pH 4.6 25% (w/v) PEG 2000 MME 

7  0.1M MES pH 6.5 40% (v/v) PEG 200  

8  0.1M MES pH 6.5 30% (v/v) PEG 300 

9  0.1M MES pH 6.5 30% (v/v) PEG 400 

10  0.1M MES pH 6.5 25% (v/v) PEG 550 MME 

11  0.1M MES pH 6.5 25% (w/v) PEG 1000 

12  0.1M MES pH 6.5 25% (w/v) PEG 2000 MME 

13  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 40% (v/v) PEG 200  

14  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 30% (v/v) PEG 300 

15  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 30% (v/v) PEG 400 

16  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 25% (v/v) PEG 550 MME 

17  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 25% (w/v) PEG 1000 

18  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 25% (w/v) PEG 2000 MME 

19  0.1M Tris-HCl pH 8.5 40% (v/v) PEG 200  

20  0.1M Tris-HCl pH 8.5 30% (v/v) PEG 300 

21  0.1M Tris-HCl pH 8.5 30% (v/v) PEG 400 

22  0.1M Tris-HCl pH 8.5 25% (v/v) PEG 550 MME 

23  0.1M Tris-HCl pH 8.5 25% (w/v) PEG 1000 

24  0.1M Tris-HCl pH 8.5 25% (w/v) PEG 2000 MME 

25  0.1M Sodium acetate pH 4.6 25% (w/v) PEG 3000 

26  0.1M Sodium acetate pH 4.6 25% (w/v) PEG 4000 

27  0.1M Sodium acetate pH 4.6 25% (w/v) PEG 6000 

28  0.1M Sodium acetate pH 4.6 25% (w/v) PEG 8000 

29  0.1M Sodium acetate pH 4.6 20% (w/v) PEG 10000 

30  0.1M Sodium acetate pH 4.6 15% (w/v) PEG 20000 

31  0.1M MES pH 6.5 25% (w/v) PEG 3000 
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32  0.1M MES pH 6.5 25% (w/v) PEG 4000 

33  0.1M MES pH 6.5 25% (w/v) PEG 6000 

34  0.1M MES pH 6.5 25% (w/v) PEG 8000 

35  0.1M MES pH 6.5 20% (w/v) PEG 10000 

36  0.1M MES pH 6.5 15% (w/v) PEG 20000 

37  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 25% (w/v) PEG 3000 

38  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 25% (w/v) PEG 4000 

39  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 25% (w/v) PEG 6000 

40  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 25% (w/v) PEG 8000 

41  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 20% (w/v) PEG 10000 

42  0.1M Sodium HEPES pH 7.5 15% (w/v) PEG 20000 

43  0.1M Tris-HCl pH 8.5 25% (w/v) PEG 3000 

44  0.1M Tris-HCl pH 8.5 25% (w/v) PEG 4000 

45  0.1M Tris-HCl pH 8.5 25% (w/v) PEG 6000 

46  0.1M Tris-HCl pH 8.5 25% (w/v) PEG 8000 

47  0.1M Tris-HCl pH 8.5 20% (w/v) PEG 10000 

48  0.1M Tris-HCl pH 8.5 15% (w/v) PEG 20000 

49 0.2M Sodium Fluoride  20% (w/v) PEG 3350 

50 0.2M Potassium Fluoride  20% (w/v) PEG 3350 

51 0.2M Ammonium Fluoride  20% (w/v) PEG 3350 

52 0.2M Lithium Chloride  20% (w/v) PEG 3350 

53 0.2M Magnesium Chloride  20% (w/v) PEG 3350 

54 0.2M Sodium Chloride  20% (w/v) PEG 3350 

55 0.2M Calcium Chloride  20% (w/v) PEG 3350 

56 0.2M Potassium Chloride  20% (w/v) PEG 3350 

57 0.2M Ammonium Chloride  20% (w/v) PEG 3350 

58 0.2M Sodium Iodide  20% (w/v) PEG 3350 

59 0.2M Potassium Iodide  20% (w/v) PEG 3350 

60 0.2M Ammonium Iodide  20% (w/v) PEG 3350 

61 0.2M Sodium Thiocyanate  20% (w/v) PEG 3350 

62 0.2M Potassium Thiocyanate  20% (w/v) PEG 3350 

63 0.2M Lithium Nitrate  20% (w/v) PEG 3350 

64 0.2M Magnesium Nitrate  20% (w/v) PEG 3350 

65 0.2M Sodium Nitrate  20% (w/v) PEG 3350 

66 0.2M Potassium Nitrate  20% (w/v) PEG 3350 

67 0.2M Ammonium Nitrate  20% (w/v) PEG 3350 
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68 0.2M Magnesium Formate  20% (w/v) PEG 3350 

69 0.2M Sodium Formate  20% (w/v) PEG 3350 

70 0.2M Potassium Formate  20% (w/v) PEG 3350 

71 0.2M Ammonium Formate  20% (w/v) PEG 3350 

72 0.2M Lithium Acetate  20% (w/v) PEG 3350 

73 0.2M Magnesium Acetate  20% (w/v) PEG 3350 

74 0.2M Zinc Acetate  20% (w/v) PEG 3350 

75 0.2M Sodium Acetate  20% (w/v) PEG 3350 

76 0.2M Calcium Acetate  20% (w/v) PEG 3350 

77 0.2M Potassium Acetate  20% (w/v) PEG 3350 

78 0.2M Ammonium Acetate  20% (w/v) PEG 3350 

79 0.2M Lithium Sulfate  20% (w/v) PEG 3350 

80 0.2M Magnesium Sulfate  20% (w/v) PEG 3350 

81 0.2M Sodium Sulfate  20% (w/v) PEG 3350 

82 0.2M Potassium Sulfate  20% (w/v) PEG 3350 

83 0.2M Ammonium Sulfate  20% (w/v) PEG 3350 

84 0.2M di-Sodium Tartrate  20% (w/v) PEG 3350 

85 0.2M K/Na Tartrate  20% (w/v) PEG 3350 

86 0.2M di-Ammonium Tartrate  20% (w/v) PEG 3350 

87 0.2M Sodium Phosphate  20% (w/v) PEG 3350 

88 0.2M di-Sodium Phosphate  20% (w/v) PEG 3350 

89 0.2M Potassium Phosphate  20% (w/v) PEG 3350 

90 0.2M di-Potassium Phosphate  20% (w/v) PEG 3350 

91 0.2M Ammonium Phosphate  20% (w/v) PEG 3350 

92 0.2M di-Ammonium Phosphate  20% (w/v) PEG 3350 

93 0.2M tri-Lithium citrate  20% (w/v) PEG 3350 

94 0.2M tri-Sodium citrate  20% (w/v) PEG 3350 

95 0.2M tri-Potassium citrate  20% (w/v) PEG 3350 

96 0.2M tri-Ammonium citrate  20% (w/v) PEG 3350 
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Ρίνακασ 19. φςταςθ διαλυμάτων κρυςταλλϊςεων – Structure screen I kit. 

Number Salt Buffer pH Precipitant 

1 0.02 M calcium chloride 0.1M Sodium acetate  pH 4.6 30 % v/v MPD 

2 0.2 M ammonium acetate 0.1M Sodium acetate  pH 4.6 30 % w/v PEG 4K 

3 0.2 M ammonium sulfate 0.1M Sodium acetate  pH 4.6 25 % w/v PEG 4K 

4 None 0.1M Sodium acetate  pH 4.6 2.0 M sodium formate 

5 None 0.1M Sodium acetate  pH 4.6 2.0 M ammonium sulfate 

6 None 0.1M Sodium acetate  pH 4.6 8 % w/v PEG 4K 

7 0.2 M ammonium acetate 0.1 M tri-sodium citrate  pH 5.6 30 % w/v PEG 4K 

8 0.2 M ammonium acetate 0.1 M tri-sodium citrate  pH 5.6 30 % v/v MPD 

9 None 0.1 M tri-sodium citrate  pH 5.6 20 % v/v 2-propanol, 
20%w/v PEG 4K 

10 None 0.1 M tri-sodium citrate  pH 5.6 1.0 M ammonium 
dihydrogen phosphate 

11 0.2 M calcium chloride 0.1M Sodium acetate  pH 4.6 20 % v/v 2-propanol 

12 None 0.1 M sodium cacodylate  pH 6.5 1.4 M sodium acetate 

13 0.2 M tri-sodium citrate 0.1 M sodium cacodylate  pH 6.5 30 % v/v 2-propanol 

14 0.2 M ammonium sulfate 0.1 M sodium cacodylate  pH 6.5 30 % w/v PEG 8K 

15 0.2 M magnesium acetate 0.1 M sodium cacodylate  pH 6.5 20 % w/v PEG 8K 

16 0.2 M magnesium acetate 0.1 M sodium cacodylate  pH 6.5 30 % v/v MPD 

17 None 0.1 M imidazole  pH 6.5 1.0 M sodium acetate 

18 0.2 M sodium acetate 0.1 M sodium cacodylate  pH 6.5 30 % w/v PEG 8K 

19 0.2 M zinc acetate 0.1 M sodium cacodylate  pH 6.5 18 % w/v PEG 8K 

20 0.2 M calcium acetate 0.1 M sodium cacodylate  pH 6.5 18 % w/v PEG 8K 

21 0.2 M tri-sodium citrate 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 30 % v/v MPD 

22 0.2 M magnesium chloride 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 30 % v/ v 2-propanol 

23 0.2 M calcium chloride 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 28 % v/v PEG 400 

24 0.2 M magnesium chloride 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 30 % v/v PEG 400 

25 0.2 M tri-sodium citrate 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 20 % v/v 2-propanol 

26 None 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 0.8 M K/Na tartrate 

27 None 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 1.5 M lithium sulfate 

28 None 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 0.8 M sodium dihydrogen 
phosphate/ 0.8 M K 
dihydrogen phosphate 

29 None 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 1.4 M tri-sodium citrate 

30 None 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 2 % v/v PEG 400, 2.0 M 
ammonium 
sulfate 
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31 None 0.1 M Na HEPES  pH 7.5 10 % v/v 2-propanol, 20% 
w/v PEG 4K 

32 None 0.1 M Tris  pH 8.5 2.0 M ammonium sulfate 

33 0.2 M magnesium chloride 0.1 M Tris  pH 8.5 30 % w/v PEG 4K 

34 0.2 M tri-sodium citrate 0.1 M Tris  pH 8.5 30 % v/v PEG 400 

35 0.2 M lithium sulfate 0.1 M Tris  pH 8.5 30 % w/v PEG 4K 

36 0.2 M ammonium acetate 0.1 M Tris  pH 8.5 30 % v/v 2-Propanol 

37 0.2 M sodium acetate 0.1 M Tris  pH 8.5 30 % w/v PEG 4K 

38 None 0.1 M Tris  pH 8.5 8 % w/v PEG 8K 

39 None 0.1 M Tris  pH 8.5 2.0 M ammonium 
dihydrogen phosphate 

40 None None - 0.4 M K/Na Tartrate 

41 None None - 0.4 M ammonium 
dihydrogen phosphate 

42 0.2 M ammonium sulfate None - 30 % w/v PEG 8K 

43 0.2 M ammonium sulfate None - 30 % w/v PEG 4K 

44 None None - 2.0 M ammonium sulfate 

45 None None - 4.0 M sodium formate 

46 0.05 M potassium 
dihydrogen phosphate 

None - 20 % w/v PEG 8K 

47 None None - 30 % w/v PEG 1.5K 

48 None None - 0.2 M magnesium formate 

 

 

 

Ρίνακασ 20. φςταςθ διαλυμάτων κρυςταλλϊςεων – Structure screen II kit. 

Number Salt Buffer pH Precipitant 

1 0.1 M sodium chloride 0.1 M Bicine pH 9.0 30 % v/v PEG 550 MME 

2 None 0.1 M Bicine pH 9.0 2.0 M magnesium chloride 

3 None 0.1 M Bicine pH 9.0 2 % v/v 1,4-Dioxane/10 % w/v PEG 
20,000 

4 0.2 M magnesium chloride 0.1 M Tris pH 8.5 3.4 M 1,6-hexanediol 

5 None 0.1 M Tris pH 8.5 25 % v/v tert-butanol 

6 0.01 M nickel chloride 0.1 M Tris pH 8.5 1.0 M lithium sulfate 

7 1.5 M ammonium sulfate 0.1 M Tris pH 8.5 12 % v/v glycerol 

8 0.2 M ammonium 
dihydrogen phosphate 

0.1 M Tris pH 8.5 50 % v/v MPD 

9 None 0.1 M Tris pH 8.5 20 % v/v ethanol 
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10 0.01 M nickel chloride 0.1 M Tris pH 8.5 20 % w/v PEG 2000 MME 

11 0.5 M ammonium sulfate 0.1 M Na HEPES pH 7.5 30 % v/v MPD 

12 None 0.1 M Na HEPES pH 7.5 10 % w/v PEG 6000, 5% v/v MPD 

13 None 0.1 M Na HEPES pH 7.5 20 % v/v Jeffamine M-600 

14 0.1 M sodium chloride 0.1 M Na HEPES pH 7.5 1.6 M ammonium sulfate 

15 None 0.1 M Na HEPES pH 7.5 2.0 M ammonium formate 

16 0.05 M cadmium sulfate 0.1 M Na HEPES pH 7.5 1.0 M sodium acetate 

17 None 0.1 M Na HEPES pH 7.5 70 % v/v MPD 

18 None 0.1 M Na HEPES pH 7.5 4.3 M sodium chloride 

19 None 0.1 M Na HEPES pH 7.5 10 % w/v PEG 8000, 8 % v/v 
ethylene glycol 

20 None 0.1 M MES pH 6.5 1.6 M magnesium sulfate 

21 0.1 M potassium 
phosphate, 0.1 M sodium 
phosphate 

0.1 M MES pH 6.5 2.0 M sodium chloride 

22 None 0.1 M MES pH 6.5 12 % w/v PEG 20,000 

23 1.6 M ammonium sulfate 0.1 M MES pH 6.5 10 % v/v Dioxane 

24 0.05 M caesium chloride 0.1 M MES pH 6.5 30 % v/v Jeffamine M-600 

25 0.01 M cobalt chloride 0.1 M MES pH 6.5 1.8 M ammonium sulfate 

26 0.2 M ammonium sulfate 0.1 M MES pH 6.5 30 % w/v PEG 5000 MME 

27 0.01 M zinc sulfate 0.1 M MES pH 6.5 25 % v/v PEG 550 MME 

28 None 0.1 M Na HEPES pH 7.5 20 % w/v PEG 10,000 

29 0.2 M potassium sodium 
tartrate 

0.1 M Na citrate pH 5.6 2.0 M ammonium sulfate 

30 0.5 M ammonium sulfate 0.1 M Na citrate pH 5.6 1.0 M lithium sulfate 

31 0.5 M sodium chloride 0.1 M Na citrate pH 5.6 4 % v/v polyethyleneimine 

32 None 0.1 M Na citrate pH 5.6 35 % v/v tert-butanol 

33 0.01 M ferric chloride 0.1 M Na citrate pH 5.6 10 % v/v Jeffamine M-600 

34 0.01 M manganese 
chloride 

0.1 M Na citrate pH 5.6 2.5 M 1,6-hexanediol 

35 None 0.1 M Na acetate pH 4.6 2.0 M sodium chloride 

36 0.2 M sodium chloride 0.1 M Na acetate pH 4.6 30 % v/v MPD 

37 0.01 M cobalt chloride 0.1 M Na acetate pH 4.6 1.0 M 1,6-hexanediol 

38 0.1 M cadmium chloride 0.1 M Na acetate pH 4.6 30 % v/v PEG 400 

39 0.2 M ammonium sulfate 0.1 M Na acetate pH 4.6 30 % w/v PEG 2000 MME 

40 2.0 M sodium chloride None None 10 % w/v PEG 6000 

41 0.01 M CTAB None None 0.5 M sodium chloride, 0.1 M 
magnesium chloride 

42 None None None 25 % v/v ethylene glycol 

43 None None None 35 % v/v dioxane 
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44 2.0 M ammonium sulfate None None 5 % v/v 2-propanol 

45 None None None 1.0 M imidazole pH 7.0 

46 None None None 10 % w/v PEG 1000, 10 % w/v PEG 
8000 

47 1.5 M sodium chloride None None 10 % v/v ethanol 

48 None None None 1.6 M sodium citrate pH 6.5 
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