
I 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ΠΑΝΓΠΙΣΤΗΜΙΞ ΘΓΣΣΑΛΙΑΣ 

Τμήμα Βιξχημείας & Βιξτεχνξλξγίας 

ΒΙΟΦΗΜΙΚΕ ΜΕΛΕΣΕ ΣΟ ΜΕΣΑΒΟΛΙΜΟ  

ΣΟΤ ΓΛΤΚΟΓΟΝΟΤ 

«Σο ϋργο ςυγχρηματοδοτεύται απϐ την Ελλϊδα και την 
Ευρωπαώκό Ϊνωςη (Ευρωπαώκϐ Κοινωνικϐ Σαμεύο) 
μϋςω του Επιχειρηςιακοϑ Προγρϊμματοσ «Ανϊπτυξη 
Ανθρώπινου Δυναμικοϑ, Εκπαύδευςη και Διϊ Βύου 
Μϊθηςη», ςτο πλαύςιο τησ Πρϊξησ «Ενύςχυςη του 
ανθρώπινου ερευνητικοϑ δυναμικοϑ μϋςω τησ 
υλοπούηςησ διδακτορικόσ ϋρευνασ» (MIS-5000432), 
που υλοποιεύ το Ίδρυμα Κρατικών Τποτροφιών (ΙΚΤ)» 

Λϊριςα 

2020 

 

ΠΑΝΕΠΙΣΗΜΙΟ ΘΕΑΛΙΑ 

Σμόμα Βιοχημεύασ & Βιοτεχνολογύασ 

 

 

 

 

ΕΤΘΤΜΙΟ ΚΤΡΙΑΚΗ 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



II 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΒΙΟΦΗΜΙΚΕ ΜΕΛΕΣΕ ΣΟ ΜΕΣΑΒΟΛΙΜΟ ΣΟΤ ΓΛΤΚΟΓΟΝΟΤ 

 

 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



III 
 

Σριμελήσ ςυμβουλευτική επιτροπή 

Δημήτριοσ Λεωνίδασ (επιβλέπων): 

Καθηγητόσ Βιοχημεύασ, Σμόμα Βιοχημεύασ και Βιοτεχνολογύασ, χολό Επιςτημών Τγεύασ, 

Πανεπιςτόμιο Θεςςαλύασ, Λϊριςα, Ελλϊδα. 

Βαςιλική καμνάκη: 

Επύκουροσ καθηγότρια Βιοχημεύασ-μεταβολιςμοϑ, Σμόμα Βιοχημεύασ και Βιοτεχνολογύασ, 

χολό Επιςτημών Τγεύασ, Πανεπιςτόμιο Θεςςαλύασ,  Λϊριςα, Ελλϊδα. 

Μαρία Κοντογ: 

Επύκουροσ καθηγότρια Πρωτεώνικόσ Φημεύασ, Σμόμα Βιοχημεύασ και Βιοτεχνολογύασ, χολό 

Επιςτημών Τγεύασ, Πανεπιςτόμιο Θεςςαλύασ,  Λϊριςα, Ελλϊδα. 

Επταμελήσ εξεταςτική επιτροπή 

Δημήτριοσ Λεωνίδασ (επιβλέπων): 

Καθηγητόσ Βιοχημεύασ, Σμόμα Βιοχημεύασ και Βιοτεχνολογύασ, χολό Επιςτημών Τγεύασ, 

Πανεπιςτόμιο Θεςςαλύασ, Λϊριςα, Ελλϊδα. 

Βαςιλική καμνάκη: 

Επύκουροσ καθηγότρια Βιοχημεύασ-μεταβολιςμοϑ, Σμόμα Βιοχημεύασ και Βιοτεχνολογύασ, 

χολό Επιςτημών Τγεύασ, Πανεπιςτόμιο Θεςςαλύασ, Λϊριςα, Ελλϊδα. 

Μαρία Κοντογ: 

Επύκουροσ καθηγότρια Πρωτεώνικόσ Φημεύασ, Σμόμα Βιοχημεύασ και Βιοτεχνολογύασ, χολό 

Επιςτημών Τγεύασ, Πανεπιςτόμιο Θεςςαλύασ, Λϊριςα, Ελλϊδα. 

Γεώργιοσ Κοντοπίδησ: 

Καθηγητόσ Βιοχημεύασ, Σμόμα Κτηνιατρικόσ, χολό Επιςτημών Τγεύασ, Πανεπιςτόμιο 

Θεςςαλύασ, Καρδύτςα, Ελλϊδα. 

πυρίδων Ζωγράφοσ: 

Ερευνητόσ Α’, Εργαςτόριο Δομικόσ Βιολογύασ και Φημεύασ, Ινςτιτοϑτο Φημικόσ Βιολογύασ, 

Εθνικϐ Ίδρυμα Ερευνών, Αθόνα, Ελλϊδα. 

Νικβλαοσ Μπαλατςβσ: 

Επύκουροσ καθηγητόσ Βιοχημεύασ, Σμόμα Βιοχημεύασ και Βιοτεχνολογύασ, χολό Επιςτημών 

Τγεύασ, Πανεπιςτόμιο Θεςςαλύασ, Λϊριςα, Ελλϊδα. 

Παναγιώτησ Λιάκοσ: 

Αναπληρωτόσ καθηγητόσ Ιατρικόσ Βιοχημεύασ, Σμόμα Ιατρικόσ, χολό Επιςτημών Τγεύασ, 

Πανεπιςτόμιο Θεςςαλύασ, Λϊριςα, Ελλϊδα.  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



IV 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΕΤΘΤΜΙΟ ΚΤΡΙΑΚΗ 

 

 

ΒΙΟΦΗΜΙΚΕ ΜΕΛΕΣΕ ΣΟ ΜΕΣΑΒΟΛΙΜΟ ΣΟΤ ΓΛΤΚΟΓΟΝΟΤ 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



V 
 

 

ΕΤΘΤΜΙΟ ΚΤΡΙΑΚΗ 

2020 

 

 

 

ΒΙΟΦΗΜΙΚΕ ΜΕΛΕΣΕ ΣΟ ΜΕΣΑΒΟΛΙΜΟ ΣΟΤ ΓΛΤΚΟΓΟΝΟΤ 

ΔΙΔΑΚΣΟΡΙΚΗ ΔΙΑΣΡΙΒΗ 

ΠΑΝΕΠΙΣΗΜΙΟ ΘΕΑΛΙΑ 

 

 

Αριθμϐσ προκαταρκτικών ςελύδων: 11 

υνολικϐσ αριθμϐσ ςελύδων: 262 

Αριθμϐσ πινϊκων: 47 

Αριθμϐσ εικϐνων: 85 

Αριθμϐσ διαγραμμϊτων: 7 

Αριθμϐσ παραρτημϊτων: 1 

Αριθμϐσ βιβλιογραφικών παραπομπών: 291 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



VI 
 

Μέροσ τησ διδακτορικήσ διατριβήσ έχει παρουςιαςτεί ςτισ παρακάτω 

δημοςιεγςεισ 

Chetter, B.A.*; Kyriakis, E.*; Barr, D.; Karra, A.G.; Koulas, S.M.;. Skamnaki, V.T.;. Snape, T.J.; 

Psarra, A-M.G.; Leonidas, D.D.; Hayes, J.M., Synthetic flavonoid derivatives targeting the 

glycogen phosphorylase inhibitor site: QM/MM-PBSA motivated synthesis of substituted 

5,7-dihydroxyflavones, crystallography, in vitro kinetics and ex-vivo cellular experiments 

reveal novel potent inhibitors. Submitted (*equally contributed) 

Kyriakis, E.; Karra, A.G.; Papaioannou, O.; Solovou, T.G.A.; Skamnaki, V.T.; Liggri, P.G.V.; 

Zographos, S.E.; Szennyes, E.; Bokor, E.; Kun, S.; Psarra A-M.G.; Somsák, L.; Leonidas, D.D., 

The architecture of hydrogen and sulfur ς-hole interactions explain differences in the 

inhibitory potency of C-β-D-glucopyranosyl thiazoles, imidazoles and an N-β-D 

glucopyranosyl tetrazole for human liver glycogen phosphorylase. (2020) J. Bioorg. & 

Med. Chem.28, 115196 

Szabó, K.E.*; Kyriakis, E.*; Psarra, A-M.G.; Karra, A.G.; Sipos, Á.; Docsa, T.; Stravodimos, G.A.; 

Katsidou, E.; Skamnaki, V.T.; Liggri, P.G.V.; Zographos, S.E.; Mándi, A.; Király, S.B.; Kurtán, 

T.; Leonidas, D.D.; Somsák, L., Glucopyranosylidene-spiro-imidazolinones, a new ring 

system: Synthesis and evaluation as glycogen phosphorylase inhibitors by enzyme 

kinetics and X-ray crystallography. (2019) J.Med.Chem. 62(13) 6116-6136 (*equally 

contributed) 

Kyriakis, E.*; Solovou, T.G.A.*; Kun, S.; Czifrák, K.; Szőcs, B.; Juhász, L.; Bokor, E.; Stravodimos, 

G. A.; Kantsadi, A. L.; Chatzileontiadou, D. S. M.; Somsák, L.; Leonidas, D. D., Probing the β-

pocket of the active site of human liver glycogen phosphorylase with 3-(C-β-D-

glucopyranosyl)-5-(4-substituted-phenyl)-1,2,4-triazole inhibitors. (2018) Bioorg. Chem 

77, 485-493. (* equally contributed). 

Bokor, E.*; Kyriakis, E.*; Solovou, T. G.; Koppany, C.; Kantsadi, A. L.; Szabo, K. E.; Szakacs, A.; 

Stravodimos, G. A.; Docsa, T.; Skamnaki, V. T.; Zographos, S. E.; Gergely, P.; Leonidas, D. D.; 

Somsak, L., Nanomolar inhibitors of glycogen phosphorylase based on β-D-glucosaminyl 

heterocycles: a combined synthetic, enzyme kinetic and protein crystallography study. 

(2017) J.Med.Chem. 60(22):9251-9262 (* equally contributed).  

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31251604
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2018.02.008
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2018.02.008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28925695
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28925695


VII 
 

Δημοςιεγςεισ ςε ςυναφέσ αντικείμενο 

Fischer, T.*; Koulas, S.M.*; Tsagkarakou, A.S.*; Kyriakis, E.; Stravodimos, G.A.; Skamnaki, V.T.; 

Liggri, P.G.V.; Zographos, S.E.; Riedl, R.; Leonidas, D.D., High Consistency of Structure-

Based Design and X-Ray Crystallography: Design, Synthesis, Kinetic Evaluation and 

Crystallographic Binding Mode Determination of Biphenyl-N-acyl-β-D-

Glucopyranosylamines as Glycogen Phosphorylase Inhibitors. (2019) Molecules, 24, 1322 

(* equally contributed) 

Kun, S.*; Begum, J.*; Kyriakis, E.*; Stamati, E.; Barkas, T.; Szennyes, E.; Bokor, E.; Szabo, K.; 

Stravodimos, G.; Sipos, Á.; Docsa, T.; Gergely, P.; Moffatt, C.; Patraskaki, M.; Kokolaki, M.; 

Gkerdi, A.; Skamnaki, V.; Leonidas, D.; Somsák, L.; Hayes, J., A multidisciplinary study of 3-

(β-D-glucopyranosyl)-5-substituted-1,2,4-triazole derivatives as glycogen phosphorylase 

inhibitors: computation, synthesis, crystallography and kinetics reveal new potent 

inhibitors. (2018) Eur.  J.  Med.  Chem 147, 266-278. (* equally contributed) 

Stravodimos, G. A.; Chetter, B. A.; Kyriakis, E.; Kantsadi, A.L.; Chatzileontiadou, D.S.; Skamnaki, 

V. T.; Kato, A.; Hayes, J. M.; Leonidas, D. D., Phytogenic Polyphenols as Glycogen 

Phosphorylase Inhibitors: The Potential of Triterpenes and Flavonoids for Glycaemic 

Control in Type 2 Diabetes. (2017) Cur. Med. Chem., 24, 384-403. (Front cover 

presentation) 

Stravodimos, G. A.; Kantsadi, A. L.; Apostolou, A.; Kyriakis, E.; Kafaski-Kanelli, V. N.; Solovou, T. 

G. A.; Gatzona, P.; Liggri, P. C.; Theofanous, S.; Gorgogietas, V. A.; Kissa, A.; Psachoula, C.; 

Chatzileontiadou, D. S. M.; Lemonakis, A.; Psarra, A. G.; Skamnaki, V. T.; Haroutounian, S.; 

Leonidas, D. D., Affinity crystallography reveals the bioactive compounds of industrial 

juicing byproducts of Punica granatum for glycogen phosphorylase. (2017) Curr. Drug 

Discov.Technol. 15(1):41-53. 

Kantsadi, A. L.; Stravodimos, G. A.; Kyriakis, E.; Chatzileontiadou, D. S. M.; Solovou, T. G. A.; 

Kun, S.; Bokor, E.; Somsak, L.; Leonidas, D. D., van der Waals interactions govern C-β-D-

glucopyranosyltriazoles' nM inhibitory potency in human liver glycogen phosphorylase. 

(2017) J.Struct. Biol. 199,57-67. 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208

https://doi.org/10.3390/molecules24071322
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2018.01.095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27855623
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28625148
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28625148
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28483603
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28483603


VIII 
 

ΕΤΦΑΡΙΣΙΕ 

Η διδακτορικό διατριβό εκπονόθηκε ςτο Εργαςτόριο Δομικόσ και Λειτουργικόσ Βιοχημεύασ 

του τμόματοσ Βιοχημεύασ και Βιοτεχνολογύασ, χολό Επιςτημών Τγεύασ του Πανεπιςτημύου 

Θεςςαλύασ. Ξεκύνηςα να ςυμμετϋχω ςτισ εργαςύεσ του εργαςτηρύου Δομικόσ και Λειτουργικόσ 

Βιοχημεύασ το 2012 εκπονώντασ την πτυχιακό μου εργαςύα. Σο ςυγκεκριμϋνο εργαςτόριο το 

επϋλεξα γιατύ απϐ το πρώτο ϋτοσ, ςτο μϊθημα τησ βιοχημεύασ, μου εύχε εντυπωθεύ η εικϐνα 

μιασ δομόσ πρωτεϏνησ να ςτρϋφεται ςτο χώρο και τελικϊ όμουν τυχερϐσ που μετϊ απϐ μερικϊ 

χρϐνια μπϐρεςα να αποτελώ μϋλοσ αυτόσ τησ ομϊδασ. Η αρχικό μου διςτακτικϐτητα ωσ προσ 

τουσ κρυςτϊλλουσ και τισ δομϋσ των μακρομορύων ϋχει πλϋον μετατραπεύ ςε ενθουςιαςμϐ και 

δϋοσ για αυτό την ομορφιϊ που υπϊρχει ςτην επιςτόμη. Εύμαι ιδιαύτερα χαροϑμενοσ που 

παρακολοϑθηςα απϐ κοντϊ την πρϐοδο αυτοϑ του εργαςτηρύου το οπούο μϋςα ςε λύγα χρϐνια 

ϋχει αυξηθεύ ςε μϋγεθοσ, ςε προςωπικϐ και ςε εξοπλιςμϐ ενώ ϋχει μετακινηθεύ ςε νϋεσ 

εγκαταςτϊςεισ εφϊμιλλεσ του ϋργου που διεξϊγεται. Εϑχομαι αυτό η ανοδικό πορεύα να 

ςυνεχιςτεύ με ακϐμα μεγαλϑτερουσ ρυθμοϑσ μϋςα ςτα επϐμενα χρϐνια.  

Ευχαριςτώ θερμϊ τον διευθυντό του εργαςτόριου και επιβλϋπων τησ διδακτορικόσ διατριβόσ, 

Καθ. Δημότριο Λεωνύδα γιατύ με τη δικό του βοόθεια βρόκα αυτϐ με το οπούο θϋλω να 

αςχοληθώ ςτην ϋρευνα. Σον ευχαριςτώ επύςησ γιατύ με ϋμαθε ϐτι η ϋρευνα χρειϊζεται μερϊκι 

και δεν μπορεύσ να την αντιμετωπύςεισ απλϊ ωσ ϋνα επϊγγελμα που ςυμπληρώνεισ το ωρϊριο 

ςου και γυρνϊσ ςπύτι ςου. Οι χαρϋσ αλλϊ κυρύωσ οι λϑπεσ και οι ςκϋψεισ ςε ακολουθοϑν πολλϋσ 

φορϋσ εκτϐσ του εργαςτηρύου. Ο ύδιοσ δεν ϋχει ωρϊριο ςτην εργαςύα του καθώσ πολλϋσ φορϋσ 

(ςχεδϐν ϐλεσ) ϋφτανε ςτο εργαςτόριο νωρύτερα απϐ εμϋνα και καθϐταν μϋχρι αργϊ το 

απϐγευμα. Σον ευχαριςτώ επύςησ για την εμπιςτοςϑνη του ϐλα αυτϊ τα χρϐνια γιατύ μου 

ϋμαθε να μη τα παρατϊω και ελπύζω τελικϊ η επιλογό του να ςυνεργαςτοϑμε ςτο πλαύςιο τησ 

εκπϐνηςησ τησ διδακτορικόσ διατριβόσ να τον δικαύωςε.  

Ιδιαύτερα ςημαντικό όταν η ςυνειςφορϊ τησ Επικ. Καθ. Βαςιλικόσ καμνϊκη για την εκπϐνηςη 

τησ διατριβόσ. Σην ευχαριςτώ θερμϊ γιατύ εκτϐσ απϐ τισ πολλϋσ προτϊςεισ που εύχε να μου 

κϊνει για επύλυςη προβλημϊτων πϊντα με ενθϊρρυνε μϋςα απϐ διϊφορεσ ςυζητόςεισ και με 

βοηθοϑςε. Σην ευχαριςτώ επύςησ γιατύ μαζύ με τον Ερευνητό Α’ Δρ. πϑρο Ζωγρϊφο (Εθνικϐ 

Ίδρυμα Ερευνών) με ώθηςαν να αςχοληθώ με τη δημιουργύα τησ ομϊδασ των νϋων ερευνητών 

τησ Ελληνικόσ Κρυςταλλογραφικόσ Εταιρεύασ (ΕΚΕ) και μαζύ με ϊλλουσ ςυναδϋλφουσ να 

διοργανώνουμε ετόςια μια διεθνό ςυνϊντηςη που ςκοπϐ εύχε την γνωριμύα των νϋων 
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επιςτημϐνων αλλϊ και την εϑρεςη πειραματικών λϑςεων και προςεγγύςεων μϋςω 

προφορικών ομιλιών. Ευχαριςτώ επύςησ τον Δρ. πϑρο Ζωγρϊφο για τη φιλοξενύα και τη 

βοόθεια κατϊ τη ςυλλογό δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων-Φ ςτο Εθνικϐ Ίδρυμα Ερευνών. 

Ευχαριςτώ επύςησ την Επύκ. Καθ. Μαρύα Κοντοϑ για την ςυνεργαςύα τησ κατϊ τη διδακτορικό 

διατριβό. Επιπλϋον, ευχαριςτώ θερμϊ τα υπϐλοιπα μϋλη τησ επταμελοϑσ εξεταςτικόσ 

επιτροπόσ Καθ. Γεώργιο Κοντοπύδη, Αν. Καθ. Παναγιώτη Λιϊκο, Επικ. Καθ. Νικϐλαο Μπαλατςϐ 

για το χρϐνο που διϋθεςαν να διαβϊςουν και να κρύνουν τη διδακτορικό διατριβό, καθώσ 

επύςησ και για τα ςχϐλια τουσ. Ευχαριςτώ τον Καθ. Γεώργιο Κοντοπύδη για την ευγενικό 

προςφορϊ των πλαςμιδύων που κωδικοποιοϑν τισ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ αλλϊ και για το κιτ 

ςϊρωςησ ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ PEG4000-Malonate. 

Ευχαριςτώ τα υπϐλοιπα μϋλη ΔΕΠ του εργαςτηρύου, την Επύκ. Καθ. Ωννα-Μαρύα Χαρρϊ, και 

τον Επικ. Καθ. Γεώργιο Παπαδϐπουλο για τη ςυνεργαςύα τουσ. Εκτϐσ απϐ τα μϋλη του 

εργαςτηρύου, θϋλω να ευχαριςτόςω τισ Δρ. Κατερύνα Σςιτςϊνου και Παναγιώτα Λύγγρη απϐ το 

Εθνικϐ Ίδρυμα Ερευνών για την φιλοξενύα τουσ και την ςυμβολό τουσ κατϊ τη ςυλλογό 

δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων-Φ. Ευχαριςτώ τουσ ςυνεργϊτεσ μασ, τον καθηγητό László 

Somsák (University of Debrecen), τον καθηγητό Timothy Snape (University of Central 

Lancashire) για την ςϑνθεςη των χημικών ενώςεων και τον καθηγητό Joe Hayes (University of 

Central Lancashire), για τισ in silico μελϋτεσ. Επύςησ, ευχαριςτώ τον καθηγητό Song Xiang 

(Shanghai Jiaotong University Medical School) για την ευγενικό προςφορϊ του γονιδύου που 

κωδικοποιεύ το ϋνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου απϐ Candida glabrata.  

Ϊνα τερϊςτιο ευχαριςτώ οφεύλω ςτουσ ςυναδϋλφουσ: Θεοδώρα ολοβοϑ, Γεώργιο 

τραβοδόμο, υμεών Κοϑλα, Αναςταςύα Σςαγκαρϊκου, Δόμητρα Φατζηλεοντιϊδου, Φριςτύνα 

Δρϊκου, Όλγα Παπαώωϊννου, Αναςταςύα Καντςϊδη, Αναςταςύα Γκοϑςκου, Ιωϊννη Σςιϊλτα, 

Κατερύνα Καρρϊ, Υωτεινό Καλοϑςη, Διονϑςη Αντωνϐπουλο, Αθανϊςιο Κυρύτςη, Ειρόνη 

Παπαναςτϊςη, και Ζωό Αρςενοποϑλου, ο καθϋνασ τουσ ςυνϋβαλε ςτην ομαλό λειτουργύα του 

εργαςτηρύου και ϐλοι μαζύ δημιουργόςαμε ϋνα οικογενειακϐ κλύμα. Ευχαριςτώ επύςησ τουσ 
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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 

Σο γλυκογϐνο εύναι ϋνα διακλαδιςμϋνο πολυμερϋσ γλυκϐζησ το οπούο αποτελεύ μια αποθόκη 

ενϋργειασ για τον οργανιςμϐ. ε αςθενεύσ με ςακχαρώδη διαβότη τϑπου ΙΙ (Δ2) ϋχει βρεθεύ 

ϐτι η ρϑθμιςη τησ γλυκογονϐλυςησ εύναι ανεπαρκόσ με ςυνϋπεια την αϑξηςη των επύπεδων 

του ςακχϊρου ςτο αύμα. Ϊτςι, ϋχει προταθεύ τα ϋνζυμα του μεταβολιςμοϑ του γλυκογϐνου να 

αποτελϋςουν μοριακοϑσ ςτϐχουσ για την εϑρεςη φαρμϊκων για τον Δ2. Ο καταβολιςμϐσ του 

γλυκογϐνου γύνεται με τη ςυντονιςμϋνη δρϊςη δϑο ενζϑμων, τησ φωςφορυλϊςησ του 

γλυκογϐνου (GP) και του ενζϑμου αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου (GDE). Η GP καταλϑει τη 

ςταδιακό απομϊκρυνςη καταλούπων γλυκϐζησ απϐ το μακρομϐριο του γλυκογϐνου μϋχρι ϋνα 

ςημεύο διακλϊδωςησ, το οπούο διαςπϊ το GDE ώςτε να μπορϋςει η GP να ςυνεχύςει τη δρϊςη 

τησ.  

Η GP βρύςκεται ςτο κϋντρο του κατευθυνϐμενου απϐ τη δομό ςχεδιαςμοϑ ενώςεων οι οπούεσ 

θα μποροϑςαν να χρηςιμοποιηθοϑν για την φαρμακευτικό αντιμετώπιςη του Δ2. Ανϊμεςα 

ςτα κϋντρα πρϐςδεςησ του ενζϑμου, το καταλυτικϐ εύναι αυτϐ που ϋχει μελετηθεύ 

περιςςϐτερο, κυρύωσ με ανϊλογα γλυκϐζησ, ενώ λύγα εύναι γνωςτϊ για τισ ιδιϐτητεσ του 

κϋντρου αναςτολόσ. τη διδακτορικό διατριβό μελετόςαμε 4 διαφορετικϋσ κατηγορύεσ 

αναλϐγων γλυκϐζησ ςτοχεϑοντασ το καταλυτικϐ κϋντρο και μια κατηγορύα αναλϐγων 

χρυςύνησ ςτοχεϑοντασ το κϋντρο αναςτολόσ. την πρώτη κατηγορύα αναλϐγων γλυκϐζησ, 

μελετόςαμε τα (S) και (R) επιμερό γλυκοπυρανοςιλιδενο-ςπεύρο-ιμιδαζολινονών ωσ 

αναςτολεύσ τησ hlGP. Βρϋθηκε ϐτι τα (R) ςπεύρο-επιμερό όταν πιο ιςχυρού αναςτολεύσ απϐ τα 

αντύςτοιχα (S) και ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ όταν ο 30 (Ki = 1.72 μΜ) ο οπούοσ διϋθετε μια 

ομϊδα 2-ναφθαλενύου. Κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ ακτύνων-Φ ϋδειξαν ϐτι μϐνο τα (R) 

επιμερό προςδϋνονται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο τησ GP. Επιπλϋον, οι πληροφορύεσ απϐ τισ δομϋσ 

ϋδωςαν μια εξόγηςη για τισ διαφορϋσ ςτην ιςχϑ τησ αναςτολόσ ςυγκριτικϊ με ϊλλεσ ςπεύρο-

κυκλικϋσ ενώςεισ. τη δεϑτερη κατηγορύα αναλϐγων γλυκϐζησ, μελετόςαμε ανϊλογα C-β-D-

γλυκοπυρανϐςυλο -θειαζολών, -ιμιδαζολών και μιασ N-β-D γλυκοπυρανϐςυλο–τετραζϐλησ ωσ 

αναςτολεύσ τησ hlGP. Ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ όταν η C-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο-ιμιδαζϐλη 9 

(Ki = 3.2 μΜ) η οπούα εύχε ωσ υποκαταςτϊτη ςτον ιμιδαζολικϐ δακτϑλιο μια 2-ναφθαλενομϊδα. 

Οι γλυκοπυρανϐςυλο-θειαζϐλεσ βρϋθηκαν να εύναι αςθενϋςτεροι αναςτολεύσ απϐ τισ 

αντύςτοιχεσ γλυκοπυρανϐςυλο-ιμιδαζϐλεσ ενώ η N-β-D γλυκοπυρανϐςυλο–τετραζϐλη όταν ο 

πλϋον αςθενϋςτεροσ αναςτολϋασ απϐ αυτό τη κατηγορύα ενώςεων. Η εφαρμογό 

κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ ανϋδειξε τη ςημαςύα του δεςμοϑ υδρογϐνου μεταξϑ του 
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δακτυλύου του ιμιδαζολύου και του οξυγϐνου του καρβονυλύου τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ 

His377. την τρύτη κατηγορύα ενώςεων, μελετόθηκαν ανϊλογα C-β-γλυκοςϊμινιλ-τριαζϐλησ 

ωσ αναςτολεύσ τησ hlGPa. Οι ενώςεισ αυτϋσ εύχαν τροποποιημϋνο το δακτϑλιο τησ 

γλυκοπυρανϐζησ καθώσ η ομϊδα -ΟΗ ςτη θϋςη 2’ εύχε αντικαταςταθεύ απϐ μια ομϊδα –ΝΗ2 

(γλυκοζαμύνεσ). Ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ όταν ο 29b (Κi = 7.6 μΜ) ο οπούοσ ϋφερε ωσ 

υποκαταςτϊτη μια ομϊδα 2-ναφθαλενύου και κατατϊςςεται μϋςα ςτισ πϋντε πιο ιςχυρϋσ 

ενώςεισ ωσ προσ την GP με τροποποιημϋνο δακτϑλιο γλυκοπυρανϐζησ που προςδϋνονται ςτο 

καταλυτικϐ τησ κϋντρο. Επιπλϋον, παρατηρόςαμε ϐτι η αντικατϊςταςη τησ ομϊδασ 2’ –ΟΗ τησ 

γλυκοπυρανϐζησ απϐ –ΝΗ2 αν και ϋχει μια αρνητικό επύδραςη ςτη ςταθερϊ αναςτολόσ, οι νϋεσ 

ενώςεισ εξακολουθοϑςαν να εύναι αρκετϊ ιςχυρού αναςτολεύσ τησ GP, ςε αντύθεςη με 

προηγοϑμενεσ μελϋτεσ. την τϋταρτη κατηγορύα ενώςεων, μελετόςαμε τισ ιδιϐτητεσ τησ β-

εςοχόσ του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ GP μϋςω τησ ςϑνδεςησ C-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο-

τριαζολικών ενώςεων. Ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ όταν ο CK900 (Ki = 427 nM) και η εφαρμογό 

κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ ϋδειξε ϐτι οι ενώςεισ βρϋθηκαν προςδεδεμϋνεσ ςτο καταλυτικϐ 

κϋντρο τησ GP. Η ανϊλυςη των δομών των ςυμπλϐκων ανϋδειξε τισ υδρϐφοβεσ και υδρϐφιλεσ 

περιοχϋσ, των οπούων οι αλληλεπιδρϊςεισ με τουσ αναςτολεύσ μποροϑν να αυξόςουν ό να 

εξαςθενύςουν την ιςχϑ τουσ. Σϋλοσ, μελετόςαμε το κϋντρο αναςτολόσ τησ GP μϋςα απϐ τη 

ςϑνδεςη ςε αυτϐ αναλϐγων χρυςύνησ. (Ki = 7.6 μΜ). Κινητικϋσ μελϋτεσ ϋδειξαν ο πιο ιςχυρϐσ 

αναςτολϋασ όταν ο 43 (Ki = 1.0 µM) ο οπούοσ εμφανύζεται ςχεδϐν ιςοδϑναμοσ με τη 

φλαβοπιριδϐλη, τον πιο ιςχυρϐ αναςτολϋα για το κϋντρο αναςτολόσ τησ GP. Κινητικϋσ και 

κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ ϋδειξαν την πρϐςδεςη των αναςτολϋων ςτο κϋντρο αναςτολόσ 

του ενζϑμου και προςϋφεραν τισ πληροφορύεσ για τα επϐμενα βόματα ςτον κατευθυνϐμενο 

απϐ τη δομό ςχεδιαςμϐ ενώςεων.  

Εκτϐσ απϐ τη GP μελετόςαμε και το ανθρώπινο GDE (hGDE) για το οπούο δεν υπϊρχει 

αναφορϊ ςτη βιβλιογραφύα για παραγωγό του ςτο E. coli. Η μϐνη διαθϋςιμη κρυςταλλικό 

δομό για ευκαρυωτικϐ GDE προϋρχεται απϐ τον οργανιςμϐ Candida glabrata (CgGDE). Ϊγιναν 

δοκιμϋσ παραγωγόσ και αναδύπλωςησ τησ πρωτεϏνησ ςτο περύπλαςμα και ςτο κυτταρϐπλαςμα 

του E. coli. ε ϐ,τι αφορϊ το περύπλαςμα, ϋγιναν προςπϊθειεσ αναδύπλωςησ του hGDE ςε αυτϐ 

το χώρο αλλϊ οι ποςϐτητεσ που παρόχθηςαν δεν όταν επαρκόσ για δομικϋσ μελϋτεσ. ε ϐ,τι 

αφορϊ το κυτταρϐπλαςμα, ϋγιναν δοκιμϋσ παραγωγόσ του hGDE ςε διαφορετικϊ ςτελϋχη E. 

coli με χρόςη διαφορετικών διαλυμϊτων λϑςησ, χωρύσ να παρατηρηθεύ παραγωγό διαλυτόσ 

πρωτεϏνησ. υν-ϋκφραςη με μοριακϋσ ςυνοδοϑσ οδόγηςε ςε παραγωγό ικανοποιητικών 
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ποςοτότων διαλυτοϑ hGDE το οπούο απομονώθηκε ςε υψηλό βιοχημικό καθαρϐτητα. 

Επιπλϋον, επετεϑχθη ο διαχωριςμϐσ τησ δραςτικόσ απϐ τη μη δραςτικό πρωτεϏνη μϋςω 

ταχεύασ υγρόσ χρωματογραφύασ πρωτεώνών. Η χρόςη τησ μοριακόσ ςυνοδοϑ trigger factor 

οδόγηςε ςε μεγϊλη παραγωγό διαλυτοϑ hGDE, αλλϊ η χρόςη των μοριακών ςυνοδών 

GroES/EL οδόγηςε ςε παραγωγό λιγϐτερησ αλλϊ πιο δραςτικόσ πρωτεϏνησ. Κινητικϋσ μελϋτεσ 

ϋδειξαν ϐτι το ϋνζυμο ακολουθεύ κινητικό Michaelis-Menten και παρουςιϊζει μϋγιςτη 

δραςτικϐτητα ςε θερμοκραςύα 37 οC ςε pH 6.0. Σϋλοσ, κρϑςταλλοι του hGDE φαύνεται να 

αναπτϑχθηκαν ςε θερμοκραςύα 16 οC ςε δϑο ςυνθόκεσ (0.1 M Tris-HCl pH 8.8, 10 % w/v 

PEG4000 και 0.1 M Hepes-NaOH pH 7.5, 12 % w/v PEG8000). Εκτϐσ απϐ το hGDE, 

απομονώςαμε το CgGDE με χρόςη ςτόλησ ςυγγϋνειασ β-CD sepharose 6B και το 

κρυςταλλώςαμε ςε μια καινοϑρια ςυνθόκη που δεν ϋχει περιγραφεύ ςτη βιβλιογραφύα. ε 

περύπτωςη που οι κρϑςταλλοι του hGDE δεν περιθλοϑν ικανοποιητικϊ τισ ακτύνεσ-Φ, τϐτε 

κρϑςταλλοι του CgGDE μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν για την εϑρεςη του τρϐπου πρϐςδεςησ 

αναςτολϋων ςτο ϋνζυμο εφαρμϐζοντασ κινητικϋσ μελϋτεσ και ςτα δϑο ϋνζυμα για λϐγουσ 

ςϑγκριςησ. 
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1. EΙΑΓΨΓΗ 

1.1.  Σο γλυκογβνο 

Πριν απϐ περύπου 165 χρϐνια ελϊχιςτα όταν γνωςτϊ για την μεταβολικό τϑχη τησ 

προςλαμβανϐμενησ απϐ τη τροφό γλυκϐζησ. Εξαιρετικϐ ενδιαφϋρον παρουςιϊζει η 

αναςκϐπηςη του Young F. G. (1957) [1] ϐπου εξιςτορεύ αναλυτικϊ τη ςυνειςφορϊ κυρύωσ του 

Claude Bernard αλλϊ και ϊλλων ερευνητών ςτην εϑρεςη του γλυκογϐνου. Μϋςα ςε αυτϊ τα 

χρϐνια, το γλυκογϐνο αναδεύχθηκε απϐ ϋνα υλικϐ με ϊγνωςτη ςϑςταςη και προϋλευςη που 

ϋμοιαζε με ϊμυλο και θεωροϑταν πρϐγονοσ του ςακχϊρου ςτο αύμα ςε ϋνα υλικϐ, το οπούο ϋχει 

ςυγκεκριμϋνη ςϑςταςη, μπορεύ να ςυντεθεύ, να αποθηκευθεύ αλλϊ και να καταβολιςτεύ 

ενζυμικϊ ςτο όπαρ παρϊγοντασ γλυκϐζη [1]. Οι βιοχημικού Carl & Gerty Cori αςχολόθηκαν με 

το μεταβολιςμϐ του γλυκογϐνου και τιμόθηκαν με το βραβεύο Νϐμπελ φυςιολογύασ ό ιατρικόσ 

το 1947 για τισ ανακαλϑψεισ τουσ ςτη διαδοχό των γεγονϐτων κατϊ την καταλυτικό 

αποικοδϐμηςη του γλυκογϐνου [2]. Σα πειρϊματα των Cori, τα οπούα ϋγιναν ςε μϑεσ 

βατρϊχων, ϋδειξαν ϐτι το γλυκογϐνο αποικοδομεύται παρουςύα φωςφορικών ιϐντων ςε G1P η 

οπούα μετατρϋπεται ςε G6P, μια μετατροπό η οπούα ευνοεύται παρουςύα τησ AMP [3, 4]. 

όμερα, γνωρύζουμε ϐτι το γλυκογϐνο εύναι ϋνα ϋντονα διακλαδιςμϋνο πολυμερϋσ γλυκϐζησ 

ϐπου μϐρια τησ γλυκϐζησ ςυνδϋονται γραμμικϊ με α-1,4 γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ ενώ κϊθε 6-10 

μϐρια γλυκϐζησ ςχηματύζονται διακλαδώςεισ απϐ α-1,6 γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ (Εικϐνα 1Α). Οι 

διακλαδώςεισ ςτο γλυκογϐνο κατανϋμονται ομοιϐμορφα και ωσ εκ τοϑτου το γλυκογϐνο 

αποκτϊ ϋνα ςφαιρικϐ ςχόμα [5].  

1.1.1. Η δομή του γλυκογβνου 

Σο μακρομϐριο του γλυκογϐνου διαφϋρει ςε μϋγεθοσ μεταξϑ του πληθυςμοϑ και οι 

διακλαδώςεισ δεν βρύςκονται ςε ςυγκεκριμϋνεσ θϋςεισ. Σο γλυκογϐνο αποτελεύται απϐ 

εξωτερικϋσ Α-αλυςύδεσ που δεν φϋρουν κϊποια διακλϊδωςη και απϐ εςωτερικϋσ Β-αλυςύδεσ 

που διαθϋτουν κατϊ μϋςο ϐρο δϑο διακλαδώςεισ, με την κϊθε αλυςύδα να αποτελεύται απϐ ~ 

12 κατϊλοιπα γλυκϐζησ (Εικϐνα 1Β). ϑμφωνα με αυτϐ το μοντϋλο, το γλυκογϐνο μπορεύ να 

οργανωθεύ ςε 12 επύπεδα περιλαμβϊνοντασ 55000 μϐρια γλυκϐζησ με αποτϋλεςμα να ϋχει 

μοριακό μϊζα ~ 107 kDa και διϊμετρο ~ 44 nm. Μελϋτεσ ηλεκτρονιακόσ μικροςκοπύασ ϋχουν 

δεύξει ϐτι τα ςωμϊτια του γλυκογϐνου ςτουσ μϑεσ αποτελοϑνται κατϊ μϋςο ϐρο απϐ 7 επύπεδα 

με διϊμετρο 25 nm. Σο μοντϋλο με τισ εςωτερικϋσ και εξωτερικϋσ αλυςύδεσ δεν ανταποκρύνεται 

πλόρωσ ςτην πραγματικϐτητα καθώσ το ακριβϋσ μόκοσ των αλυςύδων, ιδιαύτερα των 
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εξωτερικών, δεν μπορεύ να προςδιοριςτεύ με ακρύβεια κϊτι το οπούο μπορεύ να επηρεϊςει τη 

δομό και τη ςυμμετρύα του μοντϋλου. Η αποικοδϐμηςη του γλυκογϐνου μπορεύ να γύνει απϐ τα 

μη-αναγωγικϊ του ϊκρα (εξωτερικϋσ Α-αλυςύδεσ) απϐ το ϋνζυμο φωςφορυλϊςη του 

γλυκογϐνου (GP) μϋχρι τϋςςερα κατϊλοιπα πριν απϐ ϋνα ςημεύο διακλϊδωςησ [6]. 

 

Εικβνα 1: Η δομό του γλυκογϐνου. Α) Παρουςιϊζονται οι α-1,4 γλυκοζιτικού δεςμού που ςυνδϋουν τα μϐρια γλυκϐζησ καθώσ 

και οι α-1,6 γλυκοζιτικού δεςμού που δημιουργοϑν τισ διακλαδώςεισ Β) Μύα απλό απεικϐνιςη του μοντϋλου του γλυκογϐνου το 

οπούο οργανώνεται ςε εξωτερικϋσ Α-αλυςύδεσ, χωρύσ διακλαδώςεισ, και ςε εςωτερικϋσ Β-αλυςύδεσ που ϋχουν κατϊ μϋςο ϐρο 

δϑο ςημεύα διακλϊδωςησ. Οι διακεκομμϋνοι κϑκλοι αναφϋρονται ςτα επύπεδα που οργανώνεται το γλυκογϐνο ενώ η κϐκκινη 

ςφαύρα αντιπροςωπεϑει την γλυκογενύνη. Η εικϐνα αποτελεύ ανακαταςκευό τησ εικϐνασ 1 (Figure 1) τησ εργαςύασ των Roach 

J., και ςυνεργατών [6]. 

Σα μϐρια του γλυκογϐνου ϋχει παρατηρηθεύ ϐτι ςυςςωρεϑονται ςτο όπαρ δημιουργώντασ β-

ςωμϊτια και μεγαλϑτερα α-ςωμϊτια. Σα β-ςωμϊτια αντιςτοιχοϑν ςτο μοντϋλο του 

γλυκογϐνου που αναφϋρθηκε παραπϊνω ενώ τα α-ςωμϊτια φαύνεται να δημιουργοϑνται απϐ 

ςυςςωματώματα των β-ςωματύων αν και η χημικό βϊςη για τη δημιουργύα των 

ςυςςωματωμϊτων δεν εύναι εντελώσ κατανοητό [6]. Ϊχει παρατηρηθεύ ϐτι ςτα μεγϊλα α-

ςωμϊτια η αποικοδϐμηςη του γλυκογϐνου γύνεται ςε μικρϐτερο ρυθμϐ ςυγκριτικϊ με τα β-

ςωμϊτια ϐπου ο ρυθμϐσ τησ αποικοδϐμηςησ εύναι μεγαλϑτεροσ [7]. Αυτϐ υποδηλώνει πωσ η 

αφθονύα των α-ςωματιδύων ςτο όπαρ χρηςιμεϑει ςτο να υπϊρχει χαμηλϐσ ρυθμϐσ παραγωγόσ 

γλυκϐζησ, ϐπωσ χρειϊζεται κατϊ τον ϑπνο, ενώ η παρουςύα κυρύωσ β-ςωματύων και μικρών α- 

ςτουσ μϑεσ βοηθϊει ςτη ταχεύα παραγωγό γλυκϐζησ ϐταν εύναι απαραύτητο, ϐπωσ κατϊ την 

κύνηςη. Σο 2018 βρϋθηκε ϐτι η γλυκογενύνη εύναι ο ςυνδετικϐσ κρύκοσ που ενώνει τα β-

ςωματύδια (~ 20 nm διϊμετρο) ώςτε να δημιουργηθοϑν τα α-ςωματύδια (ϋωσ 300 nm 

διϊμετρο) [8]. Η γλυκογενύνη, για την ςϑνθεςη του γλυκογϐνου, αυτογλυκοζιλιώνεται και 

ςχηματύζει ϋνα εναρκτόριο ολιγομερϋσ γλυκϐζησ το οπούο ςτη ςυνϋχεια επεκτεύνει η ςυνθϊςη 

του γλυκογϐνου. Επομϋνωσ, η γλυκογενύνη εντοπύζεται ςτο κϋντρο των β-ςωματιδύων αλλϊ ςε 

κατϊλληλεσ φυςιολογικϋσ ςυνθόκεσ, μη γλυκοζυλιωμϋνα διμερό γλυκογενύνησ προςδϋνονται 
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μη ομοιοπολικϊ ςε τερματικϊ μϐρια (14)-α γλυκϐζησ ςτην επιφϊνεια των β-ςωματιδύων. Με 

αυτό τη αλληλεπύδραςη ςυνδϋονται μεταξϑ τουσ γειτονικϊ β-ςωματύδια δημιουργώντασ 

τελικϊ τα α-ςωματύδια [8]. 

1.1.2. Ορμονική ργθμιςη του γλυκογβνου 

Σο όπαρ ϋχει ομοιοςτατικϐ ρϐλο ςτη ρϑθμιςη τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα ςε ςταθερϊ επύπεδα. Σο 

επύπεδο τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα ρυθμύζεται με τϋτοιο τρϐπο ώςτε να αποφεϑγονται 

ανεπιθϑμητεσ ενϋργειεσ ϐπωσ η υπογλυκαιμύα και η υπεργλυκαιμύα. Για να γύνει αποφυγό τησ 

υπεργλυκαιμύασ, μετϊ απϐ ϋνα γεϑμα πλοϑςιο ςε υδατϊνθρακεσ, ϋνα ποςοςτϐ τησ γλυκϐζησ 

οξειδώνεται για την κϊλυψη των ενεργειακών αναγκών του οργανιςμοϑ και το υπϐλοιπο 

αποθηκεϑεται με τη μορφό γλυκογϐνου ώςτε να χρηςιμοποιηθεύ ωσ πηγό γλυκϐζησ ςε 

καταςτϊςεισ νηςτεύασ. ε ςυνθόκεσ νηςτεύασ, ςηματοδοτεύται η αποικοδϐμηςη του 

γλυκογϐνου ώςτε τα επύπεδα του ςακχϊρου ςτο αύμα να διατηρηθοϑν ςε φυςιολογικϊ 

επύπεδα. Η ομοιοςταςύα τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα μϋςω τησ αποικοδϐμηςησ ό τησ ςϑνθεςησ του 

γλυκογϐνου ϋγκειται ςτη δρϊςη κυρύωσ δϑο ορμονών με αντύθετη δρϊςη, τησ ινςουλύνησ και 

τησ γλυκαγϐνησ. Η ινςουλύνη εύναι η μϐνη ορμϐνη που οδηγεύ ςε μεύωςη τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα 

και ςϑνθεςη γλυκογϐνου, ενώ η γλυκαγϐνη αλλϊ και ϊλλεσ ορμϐνεσ ϐπωσ η αδρεναλύνη, 

ανταγωνύζονται τη δρϊςη τησ ινςουλύνησ οδηγώντασ ςε παραγωγό γλυκϐζησ μϋςω τησ 

αποικοδϐμηςησ του γλυκογϐνου [9]. την Εικϐνα 2 παρουςιϊζεται μια ςϑνοψη του 

μεταβολιςμοϑ του γλυκογϐνου και πωσ αυτϐσ ρυθμύζεται απϐ τη δρϊςη τησ γλυκαγϐνησ [10].  

 

Εικβνα 2: Επιςκϐπηςη του μεταβολιςμοϑ του γλυκογϐνου [10]  

Ινςουλύνη:  

Η ινςουλύνη εύναι μια πεπτιδικό ορμϐνη που παρϊγεται αρχικϊ ωσ ανενεργϐ μϐριο, 

(προώνςουλύνη) το οπούο μετϊ απϐ πρωτεολυτικό διϊςπαςη αποδύδει την ινςουλύνη που 
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εκκρύνεται απϐ τα β-παγκρεατικϊ κϑτταρα. Η ινςουλύνη αποτελεύται απϐ δϑο αλυςύδεσ οι 

οπούεσ μϋνουν ςυνδεδεμϋνεσ μεταξϑ τουσ μϋςω τριών διςουλφιδικών δεςμών. Για να μπορϋςει 

η ινςουλύνη να αςκόςει τη μεταβολικό τησ δρϊςη, πρϋπει να ςυνδεθεύ ςτον διαμεμβρανικϐ τησ 

υποδοχϋα (υποδοχϋασ τησ ινςουλύνησ) ςτα κϑτταρα ςτϐχουσ. το εξωκυττϊριο τμόμα του 

υποδοχϋα προςδϋνεται η ινςουλύνη, ενώ ςτο ενδοκυττϊρικο τμόμα υπϊρχει μια επικρϊτεια με 

δρϊςη κινϊςησ τυροςύνησ. Όταν η ινςουλύνη ςυνδεθεύ ςτον υποδοχϋα τησ, τϐτε επϊγεται η 

φωςφορυλύωςη των καταλούπων τυροςύνησ του ενδοκυτταρικοϑ τμόματοσ με αποτϋλεςμα να 

ενεργοποιεύται η κινϊςη τυροςύνησ. Ϊπειτα, ακολουθεύ ο καταρρϊκτησ του ςηματοδοτικοϑ 

μονοπατιοϑ τησ ινςουλύνησ που οδηγεύ ςε μεταφορϊ των υποδοχϋων τησ γλυκϐζησ (GLUT4) 

ςτη μεμβρϊνη του κυττϊρου ώςτε η γλυκϐζη να ειςϋλθει ςτο κϑτταρο [11]. Μύα γνωςτό νϐςοσ 

που ςχετύζεται με ανεπαρκό δρϊςη τησ ινςουλύνησ και αϑξηςη των επιπϋδων τησ γλυκϐζησ ςτο 

αύμα αποτελεύ ο ςακχαρώδησ διαβότησ (Δ). 

Γλυκαγϐνη 

Ψσ ορμϐνη με αντύθετη δρϊςη απϐ αυτό τησ ινςουλύνησ, η γλυκαγϐνη εκκρύνεται απϐ τα α-

κϑτταρα του παγκρϋατοσ. Η ϋκκριςη τησ γλυκαγϐνησ επϊγεται απϐ τα χαμηλϊ επύπεδα τησ 

γλυκϐζησ ςτο αύμα, ϐπωσ ςε καταςτϊςεισ νηςτεύασ, ενώ η ινςουλύνη επϊγεται ςε κατϊςταςη 

ςιτιςτικόσ επϊρκειασ. Η δρϊςη τησ γλυκαγϐνησ οδηγεύ ςτην αποικοδϐμηςη του γλυκογϐνου 

για παραγωγό ενϋργειασ και για τη διατόρηςη των φυςιολογικών επιπϋδων ςακχϊρου ςτο 

αύμα [12]. Η ςϑνδεςη τησ γλυκαγϐνησ ςτον υποδοχϋα τησ ςτην κυτταρικό μεμβρϊνη οδηγεύ 

ςτην ενεργοπούηςη ενϐσ ςηματοδοτικοϑ μονοπατιοϑ που ξεκινϊει με την παραγωγό τησ cAMP 

και οδηγεύ ςε διαδοχικό ενεργοπούηςη των ενζϑμων, PKA, PhK και GP, με την GP να αποτελεύ το 

ϋνζυμο που ξεκινϊει την αποικοδϐμηςη του γλυκογϐνου απϐ τα μη αναγωγικϊ του ϊκρα 

(Εικϐνα 2). Παρϊλληλα, η ενεργοπούηςη του ςηματοδοτικοϑ μονοπατιοϑ τησ γλυκαγϐνησ 

οδηγεύ ςε απενεργοπούηςη τησ ςυνθϊςησ του γλυκογϐνου με αποτϋλεςμα να επϊγεται μϐνο η 

γλυκογονϐλυςη και ϐχι η ςϑνθεςη του γλυκογϐνου (Εικϐνα 2) [12].  

1.1.3. γνθεςη του γλυκογβνου 

Για τη ςϑνθεςη του γλυκογϐνου, η παροχό των μορύων γλυκϐζησ μπορεύ να γύνει ϊμεςα απϐ 

την προςλαμβανϐμενη τροφό ό ϋμμεςα απϐ πρϐδρομα μϐρια τησ γλυκονεογϋνεςησ. Η ςϑνθεςη 

του γλυκογϐνου γύνεται ςε καταςτϊςεισ αφθονύασ τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα και αφοϑ πρώτα 

ειςαχθεύ ςτα κϑτταρα απϐ τουσ μεταφορεύσ τησ. τουσ μϑεσ υπϊρχουν οι μεταφορεύσ GLUT4 

και GLUT1. Οι GLUT1 βρύςκονται διαρκώσ ςτη μεμβρϊνη του κυττϊρου ενώ οι GLUT4 

μεταφϋρονται ςτη μεμβρϊνη μετϊ τη δρϊςη τησ ορμϐνησ ινςουλύνη ό μετϊ τη μυώκό ςϑςπαςη. 
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το όπαρ και ςτα β- κϑτταρα του παγκρϋατοσ η ειςαγωγό τησ γλυκϐζησ γύνεται απϐ τουσ 

μεταφορεύσ GLUT2 οι οπούοι επιτρϋπουν ςτη γλυκϐζη να ειςϋλθει ςτο κϑτταρα λϐγω 

διαβϊθμιςησ ςυγκϋντρωςησ μεταξϑ του αύματοσ και του ιςτοϑ [5]. Η ςϑνθεςη του γλυκογϐνου 

γύνεται κυρύωσ με τη δρϊςη των παρακϊτω πρωτεώνών: 

 Γλυκογενύνη: Διμερό γλυκογενύνησ αυτογλυκοςιλιώνονται και ςχηματύζουν μια εναρκτόρια 

αλυςύδα μορύων γλυκϐζησ ςυνδεδεμϋνα με α-1,4 γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ [5]. 

 υνθϊςη του γλυκογϐνου: Αλληλεπιδρϊ με τη γλυκογενύνη και επεκτεύνει το νεοςυντιθϋμενο 

ολιγοςακχαρύτη ςχηματύζοντασ α-1,4 γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ [5]. 

 Ϊνζυμο διακλϊδωςησ: χηματύζει τισ α-1,6 διακλαδώςεισ με αποτϋλεςμα να αυξϊνεται η 

διαλυτϐτητα του γλυκογϐνου αλλϊ ταυτϐχρονα να υπϊρχουν και πολλϊ κατϊλοιπα γλυκϐζησ 

απϐ τα οπούα μπορεύ να ξεκινόςει η αποικοδϐμηςη του [5].  

1.1.4. Αποικοδβμηςη του γλυκογβνου 

Η αποικοδϐμηςη του γλυκογϐνου ςυντελεύται ςτο κυτταρϐπλαςμα και ςτα λυςοςώματα, ενώ 

λύγα εύναι γνωςτϊ για την γλυκογονϐλυςη ςτον πυρόνα. Πρϐςφατη μελϋτη ϋδειξε ϐτι 

διαταραχϋσ τησ γλυκογονϐλυςησ ςτον πυρόνα ςχετύζονται με την εξϋλιξη του μη 

μικροκυτταρικοϑ καρκύνου του πνεϑμονα θϋτοντασ το μεταβολιςμϐ του γλυκογϐνου ςτον 

πυρόνα ωσ μια εν δυνϊμει θεραπευτικό προςϋγγιςη για την νϐςο [13]. Σο μεγαλϑτερο μϋροσ 

τησ γλυκογονϐλυςησ ςυμβαύνει ςτο κυτταρϐπλαςμα και εύναι υπεϑθυνο για την κϊλυψη των 

ενεργειακών αναγκών του κυττϊρου αλλϊ και τον εφοδιαςμϐ του οργανιςμοϑ με γλυκϐζη. 

την αποικοδϐμηςη ςυμμετϋχουν κυρύωσ δϑο ϋνζυμα: 

Η φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου: Καταλϑει τη φωςφορολυτικό απομϊκρυνςη καταλούπων 

γλυκϐζησ απϐ τα μη αναγωγικϊ ϊκρα του γλυκογϐνου με αποτϋλεςμα τη παραγωγό G1P και 

γλυκογϐνου με ϋνα λιγϐτερο κατϊλοιπο γλυκϐζησ. Η φωςφορυλϊςη διαςπϊ α-1,4 

γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ και η δρϊςη τησ ςταματϊει τϋςςερα κατϊλοιπα απϐ μια διακλϊδωςη 

(Εικϐνα 4) [5]. 

Σο ϋνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου: τουσ ευκαρυώτεσ εύναι ϋνα ϋνζυμο με δϑο 

διαφορετικϋσ δραςτικϐτητεσ. Μεταφϋρει τρύα κατϊλοιπα γλυκϐζησ απϐ μια διακλϊδωςη ςε 

ϋνα ϊλλο ϊκρο (μεταφορϊςη) και ςτη ςυνϋχεια καταλϑει την υδρϐλυςη του α-1,6 γλυκοζιτικοϑ 

δεςμοϑ του εναπομεύναντοσ μορύου γλυκϐζησ (α-1,6 γλυκοζιτϊςη).  
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Τπϊρχει μια ςημαντικό διαφορϊ μεταξϑ τησ ρϑθμιςησ τησ γλυκογονϐλυςησ ςτο όπαρ και 

ςτουσ μϑεσ. Σϐςο ςτο όπαρ ϐςο και ςτουσ μϑεσ η G1P μετατρϋπεται ςε G6P αλλϊ η τϑχη του 

τελευταύου μορύου διαφϋρει. τουσ μϑεσ, η G6P ειςϋρχεται ςτη γλυκολυτικό πορεύα με ςκοπϐ 

την παραγωγό τησ ATP ενώ ςτο όπαρ μετατρϋπεται ςε ελεϑθερη γλυκϐζη ϑςτερα απϐ τη 

δρϊςη του ενζϑμου φωςφατϊςη τησ G6P, ϋνα ϋνζυμο το οπούο απουςιϊζει απϐ τουσ μϑεσ. 

Επομϋνωσ, το όπαρ εύναι το υπεϑθυνο ϐργανο για τη διατόρηςη τησ ομοιοςταςύασ τησ 

γλυκϐζησ ςτο αύμα [12]. Επιπλϋον, υπϊρχουν ςημαντικϋσ διαφορϋσ ςτη ρϑθμιςη τησ 

φωςφορυλϊςησ του γλυκογϐνου ςτουσ μϑεσ και ςτο όπαρ, καθώσ το ηπατικϐ ϋνζυμο δεν 

επηρεϊζεται απϐ νουκλεοτύδια (AMP, ATP), ςε αντύθεςη με το μυώκϐ ϋνζυμο (Βλ. παρϊγραφο: 

1.2.4.2.4.1) [14].  

1.1.5. Αςθένειεσ αποθήκευςησ του γλυκογβνου 

Οι αςθϋνειεσ αποθόκευςησ του γλυκογϐνου (Glycogen Storage Diseases, GSD) ςχετύζονται με μη 

φυςιολογικό ποιϐτητα ό ποςϐτητα του γλυκογϐνου ςτα κϑτταρα. Ο ϐροσ μη «φυςιολογικό 

ποςϐτητα» αναφϋρεται ςυνόθωσ ςε ποςοςτϊ μεγαλϑτερα απϐ τα φυςιολογικϊ αλλϊ βλϊβεσ 

ςτην ςϑνθεςη του γλυκογϐνου μποροϑν να οδηγόςουν και ςε ποςοςτϊ χαμηλϐτερα απϐ τα 

φυςιολογικϊ επύπεδα. Ο ϐροσ μη «φυςιολογικό ποιϐτητα» αναφϋρεται ςτο γεγονϐσ ϐτι ςε 

μερικϋσ GSDs η διακλαδιςμϋνη μορφό του γλυκογϐνου βρύςκεται διαταραγμϋνη, κϊτι το οπούο 

ςημαύνει ϐτι παρεμποδύζεται ο ρϐλοσ του γλυκογϐνου ωσ μιασ πηγόσ ϊμεςησ παραγωγόσ 

γλυκϐζησ. Εκτϐσ απϐ τα ϋνζυμα που ςυμμετϋχουν ϊμεςα ςτο μεταβολιςμϐ του γλυκογϐνου, 

ϋλλειψη ενζϑμων που ςυμμετϋχουν ςε ϊλλα μεταβολικϊ μονοπϊτια (ϐπωσ η γλυκϐλυςη) 

μποροϑν να επηρεϊςουν τον μεταβολιςμϐ του γλυκογϐνου και την αποθόκευςη του (Πύνακασ 

1) [15]. ε ϐτι αφορϊ τισ αςθϋνειεσ που ςχετύζονται με τα ϋνζυμα καταβολιςμοϑ του 

γλυκογϐνου, ςτη GSD-III, ϐπου επηρεϊζεται το ϋνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου, οι 

αςθενεύσ εμφανύζουν ςυςςώρευςη ανώμαλησ μορφόσ γλυκογϐνου με κοντϋσ εξωτερικϋσ 

αλυςύδεσ. Οι αςθενεύσ με GSD-III μποροϑν να εμφανύςουν ϋνα εϑροσ ςυμπτωμϊτων ανϊλογα με 

το ποιοσ ιςτϐσ επηρεϊζεται (κυρύωσ όπαρ και μϑεσ). Οι αςθενεύσ μπορεύ να εμφανύςουν 

ηπατομεγαλύα, υπογλυκαιμύα, υπερλιπιδαιμύα, αργό ανϊπτυξη και ςε οριςμϋνεσ περιπτώςεισ 

μπορεύ να παρατηρηθεύ κύρρωςη του όπατοσ. την GSD-V, ϐπου επηρεϊζεται η μυώκό GP (mGP), 

οι αςθενεύσ παρουςιϊζουν αδυναμύα ςτην ϊςκηςη, μυώκό αδυναμύα, κρϊμπεσ και πϐνο ςτουσ 

μϑεσ. Σα ϊτομα με GSD-V μποροϑν να ςυνεχύςουν την ϊςκηςη μετϊ απϐ μια μικρό παϑςη. 

Περύπου οι μιςού αςθενεύσ εμφανύζουν μυογλοβινουρύα και ςε ϋνα μικρϐ ποςοςτϐ 

καρδιαγγειακϊ προβλόματα. την GSD-VI, ϐπου επηρεϊζεται η ηπατικό GP (lGP), οι αςθενεύσ 
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εμφανύζουν ςυμπτώματα τα οπούα εύναι εντελώσ διαφορετικϊ απϐ αυτϊ τησ GSD-V ϐπωσ, 

καθυςτϋρηςη τησ ανϊπτυξησ, ηπατομεγαλύα, κετονικό υπογλυκαιμύα και υπερλιπιδαιμύα. 

Πίνακασ 1: Λύςτα με τισ GSDs με τα ϋνζυμα των οπούων η λειτουργύα επηρεϊζεται [16]. 

Σγποσ Εναλλακτικβ βνομα ή υποτγποσ Ϊνζυμο ή μονοπάτι που επηρεάζεται Γονίδιο 

0 0a Ηπατικό ςυνθϊςη του γλυκογϐνου GYS2 

 0b Μυώκό ςυνθϊςη του γλυκογϐνου GYS1 

I Ia (von Gierker) Υωςφατϊςη τησ G6P G6PC 

 Ib (von Gierker) Μεταφορϋασ τησ G6P SLC37A4 

II Pompe α-γλυκοζιτϊςη GAA 

III Cori/Forbes Ϊνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου AGL 

IV Andersen Ϊνζυμο διακλϊδωςησ του γλυκογϐνου GBE1 

V McArdle Μυώκό φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου PYGM 

VI Hers Ηπατικό φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου PYGL 

VII Tarui Κινϊςη τησ μυώκόσ φωςφοφρουκτϐζησ PFKM 

IX IXa Κινϊςη τησ φωςφορυλϊςησ (υπομονϊδα α2) PHKA2 

 IXb Κινϊςη τησ φωςφορυλϊςησ (υπομονϊδα β) PHKB 

 IXc Κινϊςη τησ φωςφορυλϊςησ (υπομονϊδα γ) PHKG2 

 IXd Κινϊςη τησ φωςφορυλϊςησ (υπομονϊδα α1) PHKA1 

X - Μυώκό μουτϊςη του φωςφογλυκερικοϑ PGAM2 

XI Fanconi-Bickel Μεταφορϋασ τησ γλυκϐζησ 2 SLC2A2 

XII - Αλδολϊςη A ALDOA 

XIII - Β-Ενολϊςη ENO3 

XV - Γλυκογενύνη 1 GYG1 

Επιπλϋον, αςθενεύσ με GSD-IX, εμφανύζουν αρκετϊ παρϐμοιο φαινϐτυπο με την GSD-VI καθώσ 

επηρεϊζεται η ηπατικό κινϊςη τησ φωςφορυλϊςησ του γλυκογϐνου η οπούα φωςφορυλιώνει 

και ενεργοποιεύ την lGP [16]. Η διαχεύριςη των ςυμπτωμϊτων των GSDs ελϋγχεται κυρύωσ με 

την διατροφό, ςυγκεκριμϋνη ϊςκηςη ανϊλογα την περύπτωςη ενώ υπϐ διερεϑνηςη βρύςκεται 

η εφαρμογό γονιδιακόσ θεραπεύασ για την θεραπεύα των GSDs [17]. 

1.1.6. Η γλυκογονβλυςη ςτον ςακχαρώδη διαβήτη 

Σα πρώτα κεύμενα που αναφϋρονται με λεπτομϋρεια ςτο ςακχαρώδη διαβότη (Δ) 

προϋρχονται απϐ τον Αρεταύο τησ Καππαδοκύασ, καθώσ όταν ο πρώτοσ που ειςόγαγε τον ϐρο 

«διαβότησ» απϐ το ρόμα «διαβαύνω». Σο ςώμα περιγρϊφεται ωσ ϋνα δοχεύο απϐ το οπούο τα 

προςλαμβανϐμενα υγρϊ λϐγω τησ πολυδιψύασ δεν μϋνουν ςτο ςώμα αλλϊ διαφεϑγουν λϐγω 

τησ πολυουρύασ [18]. Εκτιμϊται ϐτι το 2019 νοςοϑςαν απϐ διαβότη 463 εκατομμϑρια 

ϊνθρωποι (9.3 % του παγκϐςμιου πληθυςμοϑ), ϋνασ αριθμϐσ ο οπούοσ υπολογύζεται ϐτι θα 

ανϋλθει ςε 578 (10.2 %) και 700 εκατομμϑρια (10.9 %) το 2030 και 2045 αντύςτοιχα. Σα 

νοϑμερα εύναι εξαιρετικϊ ανηςυχητικϊ και υπολογύζεται ϐτι οι μιςού αςθενεύσ που νοςοϑν δεν 

ϋχουν ακϐμα διαγνωςθεύ [19]. Τπϊρχουν δϑο κϑριεσ κατηγορύεσ διαβότη, ο Δ τϑπου Ι (Δ1) 

και ο Δ τϑπου ΙΙ (Δ2). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



18 
 

1.1.7. Ο ςακχαρώδησ διαβήτησ τγπου I 

Ο Δ1 χαρακτηρύζεται απϐ αυτοϊνοςη καταςτροφό των β-παγκρεατικών κυττϊρων απϐ τα 

οπούα παρϊγεται η ορμϐνη ινςουλύνη. Η ϋνταςη των ςυμπτωμϊτων αλλϊ και η εξϋλιξη τησ 

νϐςου διαφϋρει απϐ ϊτομο ςε ϊτομο και η χορόγηςη ινςουλύνησ εύναι απαραύτητη για την 

επιβύωςη τουσ (ινςουλινοεξαρτώμενοσ διαβότησ) [20].  

1.1.8. Ο ςακχαρώδησ διαβήτησ τγπου ΙΙ 

Ο Δ2 ςε αντύθεςη με τον Δ1, εύναι μια επύκτητη μη ινςουλινοεξαρτώμενη νϐςοσ και 

οφεύλεται ςε μεύωςη τησ ευαιςθηςύασ των ιςτών ςτισ μεταβολικϋσ δρϊςεισ τησ ορμϐνησ 

ινςουλύνη, ϋνα φαινϐμενο που αναφϋρεται ωσ ανοχό ςτην ινςουλύνη. Κατϊ τη χρϐνια ανοχό 

ςτην ινςουλύνη, ακϐμα και τα αυξημϋνα επύπεδα τησ ςτο αύμα (υπερινςουλιναιμύα) δεν εύναι 

αρκετϊ για τη διατόρηςη των επιπϋδων τησ γλυκϐζησ ςε φυςιολογικϊ επύπεδα. τα αρχικϊ 

ςτϊδια του Δ2 παρατηρεύται μια μϋτριου βαθμοϑ υπεργλυκαιμύα ϑςτερα απϐ τα γεϑματα 

αλλϊ ςτα επϐμενα ςτϊδια τησ νϐςου, ϐπου τα β-κϑτταρα του παγκρϋατοσ «εξαντλοϑνται», δεν 

υπϊρχει αρκετό παραγωγό ινςουλύνησ με αποτϋλεςμα να εμφανύζεται υπεργλυκαιμύα [21]. Η 

χρϐνια δυςλειτουργύα των β-κυττϊρων του παγκρϋατοσ οδηγεύ τελικϊ ςε κυτταρικϐ θϊνατο 

χωρύσ ϐμωσ να εύναι απϐλυτα γνωςτού και κατανοητού οι μηχανιςμού με τουσ οπούουσ 

ςυμβαύνει αυτϐ. Η δυςλειτουργύα των β-κυττϊρων μπορεύ να επϊγεται απϐ χρϐνια 

υπεργλυκαιμύα, υπερλιπιδαιμύα και την παρουςύα κυτοκινών, οδηγώντασ τα κϑτταρα ςε 

απϐπτωςη. Επιπλϋον, η παρουςύα υψηλών ςυγκεντρώςεων ινςουλύνησ, μπορεύ να οδηγόςει ςε 

δημιουργύα αμυλοειδών πλακών κϊτι το οπούο επηρεϊζει την λειτουργύα των παγκρεατικών 

κυττϊρων και οδηγεύ ςτη καταςτροφό τουσ [22, 23]. Η πιο ςυνόθησ φαρμακευτικό αγωγό για 

τη διαχεύριςη του Δ2 αποτελεύ η χορόγηςη μετφορμύνησ, μια χημικό ϋνωςη που επϊγει την 

ινςουλινο-επαγϐμενη πρϐςληψη γλυκϐζησ απϐ τα κϑτταρα [24]. 

1.1.9. Ϊνζυμα του μεταβολιςμογ του γλυκογβνου ωσ ςτβχοι αντι-

υπεργλυκαιμικών ενώςεων 

ε υγιό ϊτομα, ϐπου η γλυκογονϐλυςη επϊγεται απϐ τη γλυκαγϐνη, ϋχει βρεθεύ ϐτι το ~ 90 % 

τησ παραγμϋνησ γλυκϐζησ οφεύλεται ςτη γλυκογονϐλυςη [25]. τον Δ2 παρουςιϊζονται 

αυξημϋνα επύπεδα γλυκογονϐλυςησ με αποτϋλεςμα τα επύπεδα του ςακχϊρου ςτο αύμα να 

αυξϊνονται ακϐμα περιςςϐτερο [26]. Ο ϋλεγχοσ του μεταβολιςμοϑ του γλυκογϐνου ςτον Δ2 

αποτελεύ μια υποςχϐμενη προςϋγγιςη για τον Δ2 με ςκοπϐ τη μεύωςη τησ υπεργλυκαιμύασ 

[27, 28]. Οι περιςςϐτερεσ μελϋτεσ ϋχουν επικεντρωθεύ ςτην lGP η οπούα καταλϑει το πρώτο 

βόμα του καταβολιςμοϑ του γλυκογϐνου για παραγωγό γλυκϐζησ [28] και αποτελεύ ϋναν 
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ϋγκυρο φαρμακευτικϐ ςτϐχο για τον ςχεδιαςμϐ νϋων αντι-υπεργλυκαιμικών ενώςεων [29, 

30].  

Αναςτολεύσ του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ hlGP μποροϑν να αναςτεύλουν το ϋνζυμο in-vitro, ex-

vivo και in-vivo ςε διαβητικϊ ποντύκια. Πιο ςυγκεκριμϋνα, η 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol 

(DAB) προςδϋνεται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου [31] και αναςτϋλλει το ϋνζυμο ιςχυρϊ, 

in-vitro, με Ki 390 nM (Πύνακασ 2, ϋνωςη 6) [32]. Η DAB αναςτϋλλει ιςχυρϊ την παραγωγό 

γλυκϐζησ μϋςω γλυκογονϐλυςησ (IC50 ~ 1 μΜ) χωρύσ να επηρεϊζει την ςϑνθεςη του 

γλυκογϐνου ςε καλλιϋργειεσ ηπατοκυττϊρων αρουραύων [33]. Επιπλϋον, μπορεύ να αναςτεύλει 

τη γλυκογονϐλυςη in-vivo ςε ποντύκια C57BL/6J (ob/ob) [33], τα οπούα εύναι κατϊλληλα για τη 

μελϋτη του διαβότη [34], εκδηλώνοντασ αντι-υπεργλυκαιμικό δρϊςη αλλϊ φαύνεται πωσ ςε 

υψηλϋσ ςυγκεντρώςεισ μπορεύ επύςησ να αναςτϋλλει και το ϋνζυμο αποδιακλϊδωςησ του 

γλυκογϐνου [33]. Η ϋνωςη DAB φαύνεται να εύναι ο πιο καλϊ μελετημϋνοσ και ο δεϑτεροσ πιο 

ιςχυρϐσ αναςτολϋασ τησ γλυκογονϐλυςησ μϋχρι ςόμερα ςε μελϋτεσ in-vivo και ex-vivo, παρϐτι 

ϋχουν μελετηθεύ και πολλϋσ ϊλλεσ [35-39]. Πολϑ πρϐςφατα βρϋθηκε ϐτι ϋνα ανϊλογο 

γλυκϐζησ, η ςπειρο-οξαθειαζϐλη που φϋρει μια ομϊδα ναφθαλενύου ωσ υποκαταςτϊτη ςτον 

ϊνθρακα τησ οξαθειαζϐλησ (Ki 160 nM, Πύνακασ 2, ϋνωςη 2), αποτελεύ ϋνα υποψόφιο αντι-

υπεργλυκαιμικϐ φϊρμακο που εμφανύζεται ελαφρϊ πιο δραςτικϐ απϐ την DAB ςε μελϋτεσ 

ηπατοκυττϊρων αρουραύων. Επιπλϋον, η ϋνωςη αυτό μεύωςε ςημαντικϊ τα επύπεδα του 

ςακχϊρου ςτο αύμα αρουραύων Zucker fa/fa [40]. Μελϋτη του 2018 ϋδειξε ϐτι αναςτολεύσ τησ 

GP βελτιώνουν την εκκριτικό λειτουργύα των β-κυττϊρων του παγκρϋατοσ, με ϋνα μηχανιςμϐ 

που δεν εύναι εντελώσ κατανοητϐσ, προτεύνοντασ ϐτι αναςτολεύσ τησ GP μπορεύ να ςτοχεϑουν 

εκτϐσ απϐ το όπαρ και το πϊγκρεασ [41].  

Ανϊλογα γλυκϐζησ που ςτοχεϑουν ιςχυρϊ τη GP (Πύνακασ 2, ενώςεισ 1, 2, και 8) μοιϊζουν 

δομικϊ με αναςτολεύσ τησ SGLT2 (Εικϐνα 3), οι οπούοι κυκλοφοροϑν ςτην αγορϊ για τη 

διαχεύριςη τησ υπεργλυκαιμύασ, υποδεικνϑοντασ ϐτι ενδεχομϋνωσ αναςτολεύσ τησ GP με ςτϐχο 

το καταλυτικϐ κϋντρο θα μποροϑςαν να περϊςουν ομούωσ επιτυχώσ τισ κλινικϋσ μελϋτεσ [42].  

 
Εικβνα 3: Αναςτολεύσ τησ SGLT2 που κυκλοφοροϑν ςτην αγορϊ μαζύ με την εταιρεύα, την εμπορικό ονομαςύα και το ϋτοσ τησ 

ϋγκριςησ-χορόγηςησ ςε αςθενεύσ. Η δομικό ομοιϐτητα με τα ανϊλογα γλυκϐζησ που ϋχουν μελετηθεύ ωσ προσ την GP εύναι 

μεγϊλη ειδικϊ αν εςτιϊςουμε ςτισ ενώςεισ 1, 2, και 8 του Πύνακασ 2 [42]. 
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Αναςτολεύσ ϋχουν ςχεδιαςτεύ επύςησ για την κινϊςη τησ φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου η 

οπούα ενεργοποιεύται απϐ το ςηματοδοτικϐ μονοπϊτι τησ γλυκαγϐνησ και απϐ Ca2+ 

ενεργοποιώντασ την GP φωςφορυλιώνοντασ την ςτη Ser14. Οι αναςτολεύσ τησ κινϊςησ τησ GP 

ϋχουν ωσ αποτϋλεςμα την μη ενεργοπούηςη τησ GP και τη μεύωςη τησ γλυκογονϐλυςησ. 

Ανϊλογα ινδιρουβύνησ μποροϑν να αναςτεύλουν ιςχυρϊ την PhK με τον πιο ιςχυρϐ αναςτολϋα 

να ϋχει τιμό IC50 170 nM [43]. Σο ϋνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου δεν ϋχει μελετηθεύ 

ςε βϊθοσ ωσ ςτϐχοσ για τον Δ2 καθώσ δεν υπόρχε διαθϋςιμη κρυςταλλικό δομό του 

ευκαρυωτικοϑ ενζϑμου. Πρϐςφατα προςδιορύςτηκε η δομό του ενζϑμου απϐ τον οργανιςμϐ 

Candida glabrata [44]. Ψςτϐςο, ϐπωσ θα αναλυθεύ και παρακϊτω (βλ. παρϊγραφο 1.3.4), 

υπϊρχουν κϊποιεσ μελϋτεσ με αναςτολεύσ α-γλυκοζιταςών με μια απϐ τισ πιο ιςχυρϋσ ενώςεισ 

να αποτελεύ φϊρμακο (Miglitol) το οπούο χρηςιμοποιεύται ςόμερα για τη διαχεύριςη του Δ2 

[45]. 

1.2.  Η φωςφορυλάςη του γλυκογβνου  

Η φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου (EC 2.4.1.1, MW 97.4 kDa), ϋνα ομοδιμερϋσ αλλοςτερικϐ 

ϋνζυμο, ανακαλϑφθηκε ϐτι καταλϑει το πρώτο βόμα του καταβολιςμοϑ του γλυκογϐνου 

παρουςύα ορθοφωςφορικών ιϐντων προσ απϐδοςη G1P απϐ τουσ Carl & Gerty Cori [3, 4]. Οι 

ύδιοι, περιϋγραψαν την απομϐνωςη, την κρυςτϊλλωςη καθώσ και την ϑπαρξη των μορφών a 

και b του ενζϑμου [2, 46, 47]. Οι Cori μελϋτηςαν ςε βϊθοσ το πώσ η ενϋργεια καταναλώνεται 

απϐ τουσ μϑεσ και το όπαρ, κϊτι το οπούο οδόγηςε ςτη βρϊβευςη τουσ με το βραβεύο Νϐμπελ 

το 1947 με την Gerty Cori να γύνεται η πρώτη γυναύκα Αμερικανύδα ςτην οπούα απονεμόθηκε 

αυτϐ το βραβεύο. Οι εργαςύεσ των Cori ϋθεςαν μερικϋσ απϐ τισ θεμελιώδεισ αρχϋσ τησ 

βιοχημεύασ ϐπωσ τη γνωρύζουμε ςόμερα [48].  

Η αντύδραςη που καταλϑει η GP εύναι αντιςτρεπτό (Εικϐνα 4), in vitro, και ο λϐγοσ των 

ςυγκεντρώςεων [G1P]/[Pi] ςτην ιςορροπύα, ςε pH 6.8, ιςοϑται με 0.28. In vivo, η αντύδραςη 

μπορεύ να προχωρόςει μϐνο ωσ προσ τη διϊςπαςη του γλυκογϐνου καθώσ μϋςα ςτο κϑτταρο η 

ποςϐτητα των ορθοφωςφορικών ιϐντων εύναι υψηλϐτερη απϐ αυτόν τησ G1P [49]. 

 

Εικβνα 4: Η αντύδραςη φωςφορϐλυςησ που καταλϑει η φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου. 
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Η GP, ςτα θηλαςτικϊ, υπϊρχει ςε τρεισ ιςομορφϋσ, τη μυώκό (mGP), του εγκεφϊλου (bGP) και 

την ηπατικό (lGP). Η GP ωσ αλλοςτερικϐ ϋνζυμο ακολουθεύ το μοντϋλο MWC [50] και ωσ εκ 

τοϑτου το ϋνζυμο ιςορροπεύ μεταξϑ μιασ ανενεργόσ διαμϐρφωςησ T με χαμηλό ςυγγϋνεια για 

το υπϐςτρωμα και μιασ δραςτικόσ διαμϐρφωςησ R με υψηλό ςυγγϋνεια για το υπϐςτρωμα 

[50]. Η μυώκό GP βρύςκεται κυρύωσ ςτη μη φωςφορυλιωμϋνη μορφό b και ςτην κατϊςταςη T. 

Κατϊ τη μυώκό ςϑςπαςη παρϊγεται AMP η οπούα προςδϋνεται ςτο αλλοςτερικϐ κϋντρο του 

ενζϑμου και το ενεργοποιεύ μετατοπύζοντασ την ιςορροπύα απϐ την Τ ςτην R διαμϐρφωςη. Η 

ηπατικό GP, η οπούα υπϊρχει ςε ϐλουσ τουσ ιςτοϑσ εκτϐσ απϐ τουσ μϑεσ, τα μυοκϑτταρα και 

τον εγκϋφαλο βρύςκεται κυρύωσ ςτην μορφό α και ςτην κατϊςταςη R. Η πρϐςδεςη τησ AMP 

ςτο ηπατικϐ ϋνζυμο δεν επηρεϊζει τη δραςτικϐτητα του ςυγκριτικϊ με το μυώκϐ ϋνζυμο ςτο 

οπούο η πρϐςδεςη τησ AMP ςτη μορφό α οδηγεύ ςε μια επιπλϋον αϑξηςη τησ δραςτικϐτητασ 

κατϊ 10 - 20 % [14]. Η μη ενεργοπούηςη τησ ηπατικόσ GP απϐ την AMP ϋχει φυςιολογικό 

ςημαςύα καθώσ το ηπατοκϑτταρο δεν εμφανύζει τϐςο μεγϊλεσ διαφορϋσ ςτο ενεργειακϐ του 

φορτύο ςυγκριτικϊ με το μυοκϑτταρο (για τη δομικό βϊςη βλ. παρϊγραφο 1.2.4.2.4.1) [12, 51]. 

Η ηπατικό GP ϋχει κυρύωσ ομοιοςτατικϐ ρϐλο καθώσ εύναι αυτό που διατηρεύ τα επύπεδα τησ 

γλυκϐζησ ςτα φυςιολογικϊ επύπεδα και αποτελεύ ϋναν αιςθητόρα γλυκϐζησ για το 

ηπατοκϑτταρο. ε ςυνθόκεσ περύςςειασ γλυκϐζησ, αυτό προςδϋνεται το καταλυτικϐ κϋντρο 

τησ GP και την αναςτϋλλει με ςταθερϊ αναςτολόσ 1.7 mM [52]. Αφοϑ ςυνδεθεύ η γλυκϐζη το 

ϋνζυμο μεταπύπτει απϐ την κατϊςταςη R ςτην T και πλϋον η GPα μπορεύ να αναγνωριςτεύ απϐ 

την PP1 ώςτε να αποφωςφορυλιωθεύ και να απενεργοποιηθεύ. Η δομικό βϊςη που εξηγεύ το 

λϐγο για τον οπούο χρειϊζεται η πρϐςδεςη τησ γλυκϐζησ ςτη GP ϋτςι ώςτε η PP1 να 

αναγνωρύςει και να αποφωςφορυλιώςει το ϋνζυμο αναλϑεται παρακϊτω (Βλ. παρϊγραφο 

1.2.4.1) [53]. Η GP του εγκεφϊλου (bGP), τησ οπούασ η κρυςταλλικό δομό ανακαλϑφθηκε το 

2016 [54], υπϊρχει και ςτα μυοκϑτταρα και ϋχει χαρακτηριςτεύ ωσ πιθανϐσ διαγνωςτικϐσ 

δεύκτησ για τη διϊγνωςη ιςχαιμικοϑ επειςοδύου [55]. 

Σα τρύα ιςοϋνζυμα τησ GP παρουςιϊζουν ομολογύα 80-83 % ςτην αμινοξικό τουσ αλληλουχύα 

ενώ δεν εμφανύζονται μεγϊλεσ διαφορϋσ ςτο καταλυτικϐ κϋντρο. Επιπλϋον, η GP απϐ 

ςκελετικοϑσ μϑεσ κονύκλων εμφανύζει 98 % αμινοξικό ομολογύα με την ανθρώπινη ηπατικό GP 

ςτο καταλυτικϐ κϋντρο (Βλ. Παρϊρτημα, τούχιςη 1) και ωσ εκ τοϑτου οι περιςςϐτερεσ 

μελϋτεσ που ϋχουν γύνει ωσ προσ την rmGPb μποροϑν να ςυςχετιςτοϑν με το ανθρώπινο 

ϋνζυμο. υγκριτικϋσ μελϋτεσ μεταξϑ αυτών των ενζϑμων ϋχουν δεύξει ϐτι αναςτολεύσ που 
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αναςτϋλλουν ιςχυρϊ την rmGPb, rmGPa αναςτϋλλουν το ύδιο ιςχυρϊ ό και πιο ιςχυρϊ την 

hlGPa [56-58]  

1.2.1. Η κρυςταλλική δομή τησ GP 

Η GP εύναι μια ομοδιμερόσ α-β πρωτεϏνη με το κϊθε μονομερϋσ να αποτελεύται απϐ 842 

κατϊλοιπα και να ϋχει μοριακϐ βϊροσ 97.4 kDa. Μεγϊλο μϋροσ τησ μελϋτησ τησ κρυςταλλικόσ 

δομόσ τησ GP ϋγινε απϐ τουσ Johson & Barford [59]. Οι εργαςύεσ τουσ ϋδειξαν ϐτι οι κρϑςταλλοι 

τησ rmGP περιϋχουν υψηλϐ ποςϐ ϑδατοσ (~ 48 %) εγκλωβιςμϋνο ςε επιμόκη κανϊλια 

διαμϋτρου 20 Å κατϊ μόκοσ του ϊξονα του κρυςτϊλλου. Απϐ αυτϊ τα κανϊλια μποροϑν να 

διαχϋονται μικρϊ μϐρια ςτον κρϑςταλλο τα οπούα τελικϊ φτϊνουν και προςδϋνονται ςτα 

κϋντρα πρϐςδεςησ τουσ. Σο κϊθε μονομερϋσ τησ GP ϋχει διαςτϊςεισ 60 x 60 x 55 Å και 

αποτελεύται απϐ 52 % α-ϋλικεσ, 20 % β-πτυχωτϊ φϑλλα, δϑο ϋλικεσ 310 6 και 12 καταλούπων 

καθώσ επύςησ και μύα ϋλικα π, 8 καταλούπων. Οι ϋλικεσ τησ αποτελοϑνται απϐ 7-32 κατϊλοιπα 

και υπϊρχει μια περιοχό 112 καταλούπων (714-825) που αποτελεύται απϐ ϋλικεσ α ενώ 

υπϊρχει και μια περιοχό 95 καταλούπων (153-247) που αποτελεύται μϐνο απϐ β-ελϊςματα. Η 

τριςδιϊςτατη δομό του ενζϑμου ϋχει μια ςυμπαγό δομό με ακτύνα 30 Å και υπϊρχουν περιοχϋσ 

που προεξϋχουν αλλϊ και κανϊλια που βοηθοϑν ςτην επικοινωνύα μεταξϑ των διαφϐρων 

κϋντρων ςϑνδεςησ καθώσ και τη διϋλευςη μικρών μορύων ςτα κϋντρα αυτϊ. Κϊποιεσ 

χαρακτηριςτικϋσ δομικϋσ περιοχϋσ τησ GP εκτϐσ απϐ τα κϋντρα πρϐςδεςησ εύναι το 

επικϊλυμμα (cap, κατϊλοιπα 36-45), ο πϑργοσ (tower, κατϊλοιπα 260-276), ο βρϐχοσ 280s 

(loop 280s, κατϊλοιπα 282-289), ο βρϐχοσ 380s (loop 380s, κατϊλοιπα 380-390) και το Ν-

τελικϐ ϊκρο (κατϊλοιπα 1-18), ςτο οπούο βρύςκεται η θϋςη φωςφορυλύωςησ ςτη Ser14 

(Εικϐνα 5) [29].  

 
Εικβνα 5: Η κρυςταλλικό δομό τησ GP με επιςόμανςη ςτισ επικρϊτειεσ 1 και 2 και ςτισ χαρακτηριςτικϋσ δομικϋσ περιοχϋσ του 

ενζϑμου: βρϐχοσ 380s, βρϐχοσ 280s, πϑργοσ, επικϊλυμμα, Ν-τελικϐ ϊκρο.  
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Η GP αποτελεύται κυρύωσ απϐ δϑο επικρϊτειεσ: την επικρϊτεια 1 που περιλαμβϊνει τα 

κατϊλοιπα 1-484 και την επικρϊτεια 2 που περιλαμβϊνει τα κατϊλοιπα 485-842 [60]. Η 

επικρϊτεια 2 περιλαμβϊνει ϋνα μϋροσ του καταλυτικοϑ κϋντρου ϐπου βρύςκεται προςδεδεμϋνη 

ομοιοπολικϊ το ςυνϋνζυμο τησ, η PLP. Η επικρϊτεια 1 περιλαμβϊνει το αλλοςτερικϐ κϋντρο, το 

κϋντρο αποθόκευςησ του γλυκογϐνου, την Ser14, ϋνα μϋροσ του καταλυτικοϑ κϋντρου και 

ςχηματύζει την περιοχό τησ διεπαφόσ μεταξϑ των δϑο υπομονϊδων. Σϋλοσ, το κϋντρο 

αναςτολόσ και το κϋντρο ςϑνδεςησ τησ κερςετύνησ μοιρϊζονται μεταξϑ των δϑο επικρατειών 

[61, 62]. 

1.2.2. Ο καταλυτικβσ μηχανιςμβσ τησ GP 

Όπωσ αναφϋρθηκε, η φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου απομακρϑνει κατϊλοιπα γλυκϐζησ απϐ 

τα μη αναγωγικϊ ϊκρα του γλυκογϐνου με φωςφορϐλυςη του α-1,4 γλυκοζιτικοϑ δεςμοϑ 

(Εικϐνα 4). Σο προώϐν που προκϑπτει εύναι φωςφορυλιωμϋνο με αποτϋλεςμα να μη χρειϊζεται 

φωςφορυλύωςη ώςτε η φωςφορικό γλυκϐζη να ειςαχθεύ ςτη γλυκολυτικό πορεύα για 

παραγωγό ενϋργειασ. Επομϋνωσ, η φωςφορϐλυςη για παραγωγό G1P πλεονεκτεύ ενεργειακϊ 

ϋναντι απλόσ υδρϐλυςησ για παραγωγό γλυκϐζησ καθώσ δεν καταναλώνεται ATP. Η GP 

επιτυγχϊνει την φωςφορολυτικό διϊςπαςη του γλυκογϐνου με τη βοόθεια την φωςφορικόσ 

πυριδοξϊλησ (PLP) η οπούα εδρϊζεται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο και ςχηματύζει μια βϊςη Schiff 

μϋςω τησ αλδεϒδικόσ τησ ομϊδασ με την λυςύνη 680 του ενζϑμου (Εικϐνα 6B) [12].  

Σο γλυκογϐνο αλλϊ και το προώϐν τησ αντύδραςησ τησ GP (G1P) ϋχει α-διαμϐρφωςη ςτο ϊτομο 

C-1, μια διαμϐρφωςη απαραύτητη για τον καταλυτικϐ μηχανιςμϐ του ενζϑμου. Σο ςυνϋνζυμο 

PLP βρύςκεται κοντϊ ςτη θϋςη πρϐςδεςησ του ορθοφωςφορικοϑ ιϐντοσ αλλϊ και τησ 

γλυκϐζησ (Εικϐνα 9). Η αντύδραςη που καταλϑει η GP μπορεύ να προχωρόςει εύτε προσ τα 

εμπρϐσ, δηλαδό τη φωςφορϐλυςη α-1,4 γλυκοζιτικοϑ δεςμοϑ, εύτε προσ την αντύθετη 

κατεϑθυνςη, δηλαδό τον ςχηματιςμϐ α-1,4 γλυκοζιτικοϑ δεςμοϑ με παραγωγό 

ορθοφωςφορικοϑ ιϐντοσ κατϊ την ενςωμϊτωςη τησ G1P ςτον μακρομϐριο του γλυκογϐνου. Η 

φωςφορικό ομϊδα τησ PLP λειτουργεύ ωσ δϐτησ/δϋκτησ πρωτονύων λειτουργώντασ με την 

μορφό διανιϐντοσ ςϑμφωνα με το ςχόμα τησ οξεοβαςικόσ κατϊλυςησ. Η φωςφορικό ομϊδα 

τησ PLP και του υποςτρώματοσ ϋρχονται κοντϊ ςε απϐςταςη δεςμοϑ υδρογϐνου και ωσ εκ 

τοϑτου εύναι δυνατό η μεταφορϊ πρωτονύων (Εικϐνα 6C). Κατϊ την αποικοδϐμηςη του 

γλυκογϐνου, αρχικϊ, γύνεται η πρωτονύωςη του οξυγϐνου του γλυκοζιδύου απϐ το 

ορθοφωςφορικϐ ιϐν το οπούο λειτουργεύ ςε αυτό τη περύπτωςη ωσ οξϑ. Ϊπειτα, διαςπϊται ο 

γλυκοζιτικϐσ δεςμϐσ και το οξοκαρβονικϐ ιϐν ςταθεροποιεύται απϐ το φωςφορικϐ διανιϐν. Η 
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αντύδραςη εξελύςςεται με νουκλεοφιλικό επύθεςη του φωςφϐρου ςτο καρβονικϐ ιϐν, κϊτι το 

οπούο μπορεύ να ωθεύ το ορθοφωςφορικϐ να επαναπροςαρμϐςει τη θϋςη του ςε αυτό πριν τον 

ςχηματιςμϐ του δεςμοϑ. Σο προώϐν (G1P) απομακρϑνεται και τϐτε ϋνα νϋο φωςφορικϐ ιϐν 

ειςϋρχεται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο. Κατϊ την αντιςτρεπτό πορεύα, γύνεται η δημιουργύα ενϐσ 

α-1,4 γλυκοζιτικοϑ δεςμοϑ και επϋκταςη τησ αλυςύδασ του γλυκογϐνου. Η αντύδραςη ξεκινϊει 

με την πρωτονύωςη του φωςφϐρου τησ G1P, κϊτι το οπούο εξαςθενεύ τον γλυκοζιτικϐ δεςμϐ 

και οδηγεύ ςτη ςταθεροπούηςη του ςυμπλϐκου του καρβονικοϑ ιϐντοσ και φωςφορικοϑ 

ανιϐντοσ. Κατϊ την απομϊκρυνςη του, ο φώςφοροσ, μπορεύ να λειτουργεύ και ωσ αποδϋκτησ 

δεςμοϑ υδρογϐνου απϐ το ϊτομο 4-ΟΗ του τερματικοϑ μορύου γλυκϐζησ απϐ τα μη αναγωγικϊ 

ϊκρα του γλυκογϐνου [49, 63, 64].  

 
Εικβνα 6: Α) Η ενζυμικό αντύδραςη που καταλϑει η GP με τη ςυμμετοχό τησ PLP. Σο πϊνω μιςϐ αναφϋρεται ςτην 

αποικοδϐμηςη του γλυκογϐνου παρουςύα ορθοφωςφορικών ιϐντων ενώ το κϊτω μιςϐ η ςϑνθεςη γλυκογϐνου με προςθόκη 

G1P. PL = πυριδοξϊλη, BH+ = πρωτονιωμϋνη βϊςη που παρϋχεται απϐ το ϋνζυμο [63]. Β) Η PLP η οπούα ςχηματύζει βϊςη Schiff 

με την Lys680. C) Η κοντινό απϐςταςη μεταξϑ (ςε απϐςταςη δεςμοϑ υδρογϐνου) τησ PLP και του υποςτρώματοσ (heptulose-2-

phosphate), PDB-ID: 6GPB [65]. 

1.2.3. Αλλοςτερικά φαινβμενα και αλλοςτερική μετάπτωςη ςτη GP 

Η GP αποτϋλεςε ϋνα εξαιρετικϐ μοντϋλο για τη μελϋτη των αλλοςτερικών φαινομϋνων μιασ και 

φαύνεται να εύναι απϐ τα πρώτα αλλοςτερικϊ ϋνζυμα ςτο οπούο μελετόθηκαν εισ βϊθοσ τα 

αλλοςτερικϊ φαινϐμενα. Σα πειρϊματα των Cori εύχαν δεύξει ϐτι η ταχϑτητα τησ αντύδραςησ 

που καταλϑει η GP αυξϊνεται παρουςύα τησ AMP μϊλλον λειτουργώντασ ωσ πιθανϐσ 

ςυμπαρϊγοντασ του ενζϑμου [4]. Αργϐτερα, με την επύλυςη τησ κρυςταλλικόσ δομόσ τησ GP, 

βρϋθηκε ϐτι η AMP δεν αποτελεύ ςυμπαρϊγοντα του ενζϑμου οϑτε ςυμμετϋχει με κϊποιο τρϐπο 

ςτην αντύδραςη, ϐπωσ η PLP, αλλϊ λειτουργεύ ωσ αλλοςτερικϐσ ενεργοποιητόσ. ϑμφωνα με το 

μοντϋλο MWC, ο αλλοςτερικϐσ ρυθμιςτόσ επιφϋρει αλλαγϋσ ςτην λειτουργύα του ενζϑμου 

αλλϊζοντασ τη δομό του και ϐχι καταςτρϋφοντασ την [50]. Αλλοςτερικού τροποποιητϋσ 

μποροϑν να επηρεϊζουν τη λειτουργύα του ενζϑμου μϋςω μιασ αλλοςτερικόσ μετϊπτωςησ 
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(αλλαγό ςτη διαμϐρφωςη) η οπούα επϊγεται ϐταν δεςμευτεύ ςτο ϋνζυμο κϊποιοσ προςδϋτησ. 

Σα αλλοςτερικϊ ϋνζυμα εμφανύζονται ωσ ολιγομερό των οπούων τα μονομερό μποροϑν να 

ςυνδϋονται με τϋτοιο τρϐπο ώςτε το τελικϐ μϐριο να ϋχει ϋναν τουλϊχιςτον ϊξονα ςυμμετρύασ 

και το κϊθε μονομερϋσ να ιςορροπεύ μεταξϑ μιασ ενεργοϑσ ό αλλιώσ χαλαρόσ κατϊςταςησ R 

(Relax) και μια ανενεργοϑσ ό αλλιώσ τεταμϋνησ κατϊςταςησ Τ (Tense). Η ςϑνδεςη προςδετών 

ςε ϋνα αλλοςτερικϐ ϋνζυμο μπορεύ να μετατοπύςει την ιςορροπύα προσ τη μια ό την ϊλλη 

διαμϐρφωςη με αποτϋλεςμα την εμφϊνιςη ομϐτροπων και ετερϐτροπων αλληλεπιδρϊςεων. Οι 

ετερϐτροπεσ αλληλεπιδρϊςεισ προκαλοϑνται απϐ μϐρια που δεν μοιϊζουν με το υπϐςτρωμα 

και μποροϑν να εύναι εύτε ενεργοποιητϋσ εύτε αναςτολεύσ ενώ οι ομϐτροπεσ αλληλεπιδρϊςεισ 

ςυνόθωσ εμφανύζονται απϐ μικρϊ μϐρια ϐπωσ το υπϐςτρωμα και οδηγοϑν ςε ενεργοπούηςη 

του ενζϑμου. τη GP παρατηρεύται επύςησ το φαινϐμενο τησ ςυνϋργειασ (cooperativity) ϐπου η 

πρϐςδεςη ενϐσ μορύου ςε μια περιοχό δϋςμευςησ επηρεϊζει κϊποια ϊλλη περιοχό πρϐςδεςησ 

για ϋνα ϊλλο μϐριο [50, 66, 67].  

Η αλλοςτερικό μετϊπτωςη ςτην GP 

Όταν το ϋνζυμο βρύςκεται ςτην ςτερεοδιαμϐρφωςη Τ, το καταλυτικϐ κϋντρο δεν εύναι 

προςβϊςιμο λϐγω του βρϐχου 280s (282-287) ο οπούοσ τοποθετεύται με τϋτοιο τρϐπο ώςτε να 

φρϊζει την εύςοδο ςτο καταλυτικϐ κϋντρο (Εικϐνα 7, Εικϐνα 8). Πιο ςυγκεκριμϋνα, το 

κατϊλοιπο Asp283 κατευθϑνεται προσ το εςωτερικϐ του καταλυτικοϑ κϋντρου δημιουργώντασ 

δεςμϐ με τη βοόθεια δυο μορύων ϑδατοσ με την φωςφορικό ομϊδα 5’ του ςυνενζϑμου 

φωςφορικό πυριδοξϊλη. Ο βρϐχοσ 280s τοποθετεύται ϋναντι του βρϐχου 380s (κατϊλοιπα 

377-384) ςταθεροποιώντασ το ϋνζυμο ςτην ανενεργό μορφό (Εικϐνα 5). Όταν το ϋνζυμο 

μεταπύπτει απϐ τη ςτερεοδιαμϐρφωςη Τ- ςτην R-, τϐτε ο βρϐχοσ 280s μετατοπύζεται απϐ το 

καταλυτικϐ κϋντρο, κϊτι το οπούο επιφϋρει αλλαγό και ςτη διαμϐρφωςη του βρϐχου 380s. Η 

His571 αντικαθιςτϊ το δεςμϐ υδρογϐνου που δημιουργοϑςε με το κατϊλοιπο Asp283, 

δημιουργώντασ ϋναν ϊλλο δεςμϐ με την Tyr613 και η Arg569 αντικαθιςτϊ την ϐξινη ομϊδα τησ 

Asp283 με αποτϋλεςμα το καταλυτικϐ κϋντρο να εύναι προςβϊςιμο. Αυτό η αλλαγό ςτην 

διαμϐρφωςη τησ Arg569 οδηγεύ ςε διακοπό τησ αλληλεπύδραςησ με τα κατϊλοιπα Asn133, 

Pro281 και Ile165, με τα οπούα διατηροϑςε αλληλεπιδρϊςεισ ςτην ςτερεοδιαμϐρφωςη Τ. Ψσ 

αποτϋλεςμα, τα κατϊλοιπα Asn133, Pro281 και Ile165 αλλϊζουν διαμϐρφωςη με ςυνϋπεια οι 

αλλαγϋσ ςτο καταλυτικϐ κϋντρο να ςχετύζονται με τισ αλληλεπιδρϊςεισ πϑργου/πϑργου, 

αλλαγϋσ ςτισ αλληλεπιδρϊςεισ ςτο κϋντρο αναγνώριςησ τησ AMP και ςτο κϋντρο 

φωςφορυλύωςησ (Εικϐνα 5, Εικϐνα 7, Εικϐνα 8). την ςτερεοδιαμϐρφωςη Τ, το κατϊλοιπο 
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Glu382 ςχηματύζει μια γϋφυρα ϊλατοσ με το κατϊλοιπο Arg770. Κατϊ την αλλοςτερικό 

μετϊπτωςη διαςπϊται αυτό η γϋφυρα ϊλατοσ καθώσ το κατϊλοιπο Glu382 μετατοπύζεται 

κατϊ 4.5 Å με αποτϋλεςμα να μετακινεύται η C-τελικό περιοχό και η περιοχό αποθόκευςησ του 

γλυκογϐνου και τελικϊ να ελευθερώνεται η πρϐςβαςη ςτο καταλυτικϐ κϋντρο. την 

αλλοςτερικό μετϊπτωςη απϐ τη ςτερεοδιαμϐρφωςη R ςτην T εμφανύζονται μεγϊλεσ διαφορϋσ 

που παρατηροϑνται κυρύωσ ςτην περιοχό αναγνώριςησ των ορθοφωςφορικών ιϐντων το 

οπούο εύναι πλόρωσ διαμορφωμϋνο ςτη ςτερεοδιαμϐρφωςη R [60, 64, 68]. ημαντικϐ ρϐλο 

ςτην κατϊλυςη τησ GP παύζει επύςησ ο ιονιςμϐσ τησ φωςφορικόσ ομϊδασ 5’ τησ PLP ο οπούοσ 

μεταβϊλλεται κατϊ την αλλοςτερικό μετϊπτωςη. Όταν το ϋνζυμο βρύςκεται ςτη 

ςτερεοδιαμϐρφωςη Τ τϐτε η φωςφορικό ομϊδα βρύςκεται ωσ μονοώϐν και το ϋνζυμο εμφανύζει 

χαμηλό αγχιςτεύα για το υπϐςτρωμα. Κατϊ την αλλοςτερικό μετϊπτωςη ςτη 

ςτερεοδιαμϐρφωςη R, ο ιονιςμϐσ τησ φωςφορικόσ ομϊδασ 5’ τησ PLP μεταβϊλλεται ςε διανιϐν 

και τϐτε η GP εμφανύζει μεγϊλη αγχιςτεύα για το υπϐςτρωμα [64]. 

 

Εικβνα 7: Η αλλοςτερικό μετϊπτωςη ςτην GP. Σο γεγονϐτα εντοπύζονται καλϑτερα ςτισ αλλαγϋσ ςτην διαμϐρφωςη των 

πϑργων που οδηγεύ ςε μετατϐπιςη του βρϐχου 280s απϐ το καταλυτικϐ κϋντρο. τη ςτερεοδιαμϐρφωςη R ο βρϐχοσ 280s δεν 

εύναι πλόρωσ ορατϐσ ςτην κρυςταλλικό δομό λϐγω τησ ευκινηςύασ του.  
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1.2.4. Ργθμιςη τησ δράςησ τησ GP 

Η GP υπϐκειται ςε ορμονικϐ ϋλεγχο μϋςω τησ δρϊςησ των ορμονών ινςουλύνη και γλυκαγϐνη 

ϐπωσ αναλϑθηκε προηγουμϋνωσ, αλλϊ και μϋςω αλλοςτερικών ενεργοποιητών ό αναςτολϋων 

οι οπούοι ςυνδϋονται ςε διϊφορα κϋντρα ρϑθμιςησ τησ GP. ε ϐτι αφορϊ την αναγνώριςη 

ορθοφωςφορικών ιϐντων, ςτη GP υφύςτανται τρύα κϋντρα, α) το καταλυτικϐ κϋντρο (Εικϐνα 

9), β) το αλλοςτερικϐ κϋντρο (κϋντρο πρϐςδεςησ ATP/AMP) και γ) το κϋντρο φωςφορυλύωςησ 

τησ Ser14. Η φωςφορυλύωςη τησ Ser14 απϐ την PhK μετατρϋπει την GPb ςε GPa και την 

ενεργοποιεύ, ενώ αντύθετα η PP1 αποφωςφορυλιώνει την GPa ςε GPb και την απενεργοποιεύ 

[60]. 

1.2.4.1. Σο πεπτίδιο φωςφορυλίωςησ 

Ψσ πεπτύδιο φωςφορυλύωςησ αναφϋρεται η αρχό τησ Ν-τελικόσ περιοχόσ του ενζϑμου 

(κατϊλοιπα 5-22) ϐπου βρύςκεται η Ser14. Για να αποφωςφορυλιωθεύ το ϋνζυμο απϐ την PP1 

και να μετατραπεύ ξανϊ ςε GPb, πρϋπει πρώτα το ϋνζυμο να βρεθεύ ςτη ςτερεοδιαμϐρφωςη Τ, 

δηλαδό, φυςιολογικϊ να ϋχει ςυνδεθεύ η γλυκϐζη. Η αιτιολογύα για το φαινϐμενο αυτϐ 

προκϑπτει απϐ το γεγονϐσ ϐτι ϐταν η GPa βρύςκεται ςτην ανενεργό ςτερεοδιαμϐρφωςη Τ το 

πεπτύδιο φωςφορυλύωςησ εύναι αποδιαταγμϋνο (ευκύνητο) ςτην κρυςταλλικό δομό καθώσ δεν 

παρατηρεύται διακριτϐ περύγραμμα ςτον χϊρτη ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ για τα πρώτα 23 

κατϊλοιπα. Επομϋνωσ, ςτην ςτερεοδιαμϐρφωςη Σ το πεπτύδιο φωςφορυλύωςησ εύναι 

προςβϊςιμο για να φωςφορυλιωθεύ απϐ την PhK. Όταν το ϋνζυμο βρύςκεται ςτην ενεργό 

φωςφορυλιωμϋνη ςτερεοδιαμϐρφωςη R (GPa), τϐτε το πεπτύδιο φωςφορυλύωςησ βρύςκεται 

πολϑ καλϊ εντοπιςμϋνο ςτην επιφϊνεια του ενζϑμου ςτην κρυςταλλικό δομό και δημιουργεύ 

αλληλεπιδρϊςεισ με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ. Σα κατϊλοιπα αυτϊ θωρακύζουν την 

φωςφορικό ομϊδα με αποτϋλεςμα να εμποδύζεται η δρϊςη τησ φωςφατϊςησ. Όταν ςυνδεθεύ η 

γλυκϐζη ςτο καταλυτικϐ κϋντρο, τϐτε το ϋνζυμο μεταπύπτει ςτη ςτερεοδιαμϐρφωςη Σ και η 

PP1 μπορεύ να αποφωςφορυλιώςει το ϋνζυμο αφοϑ το πεπτύδιο φωςφορυλύωςησ εύναι και 

πϊλι προςβϊςιμο [53].  

1.2.4.2. Σα κέντρα ςγνδεςησ μικρών μορίων ςτην GP 

Εκτϐσ απϐ φωςφορυλύωςη, η δρϊςη τησ GP ρυθμύζεται απϐ τη δρϊςη μικρών μορύων τα οπούα 

προςδϋνονται ςτα κϋντρα ςϑνδεςησ και μποροϑν εύτε να ενεργοποιόςουν εύτε να αναςτεύλουν 

το ϋνζυμο. Σα κϋντρα αυτϊ εύναι: 

- Καταλυτικϐ κϋντρο [69]. 

- Κϋντρο αναςτολόσ [70]. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



28 
 

- Αλλοςτερικϐ κϋντρο [71]. 

- Νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο [72]. 

- Κϋντρο αποθόκησ του γλυκογϐνου [73]. 

- Κϋντρο πρϐςδεςησ τησ κερςετύνησ [62]. 

- Κϋντρο πρϐςδεςησ τησ βενζαμιδαζϐλησ [74]. 

 
Εικβνα 8: Η κρυςταλλικό δομό τησ GP ςε ςϑμπλοκο με διϊφορουσ προςδϋτεσ με ςτροφό 90ο μεταξϑ τουσ ώςτε να 

παρατηροϑνται καλϑτερα τα κϋντρα πρϐςδεςησ. Αποτυπώνονται το καταλυτικϐ κϋντρο (κύτρινο), το κϋντρο αποθόκευςησ 

του γλυκογϐνου (γαλϊζιο), το κϋντρο αναςτολόσ (γκρι) το αλλοςτερικϐ κϋντρο (καφϋ), το κϋντρο πρϐςδεςησ τησ κερςετύνησ 

(πρϊςινο), το νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο (μωβ), το κϋντρο τησ βενζαμιδαζϐλησ (πορτοκαλύ), η Ser14 (μαϑρο) και ο βρϐχοσ 280s 

(ροζ). 

1.2.4.2.1. Σο καταλυτικβ κέντρο 

το κϋντρο τησ κϊθε υπομονϊδασ, μακριϊ απϐ τη περιοχό τησ διεπαφόσ μεταξϑ των δυο 

υπομονϊδων, βρύςκεται το καταλυτικϐ κϋντρο το οπούο ϐμωσ ςυνδϋεται με την περιοχό τησ 

διεπαφόσ μϋςω του βρϐχου 280s (Εικϐνα 8). Σο καταλυτικϐ κϋντρο βρύςκεται θαμμϋνο, ςτη 

βϊςη μια ςτενόσ διϐδου που ςχηματύζεται ςτη διεπιφϊνεια των δϑο περιοχών τησ κϊθε 

υπομονϊδασ και περιλαμβϊνει το ςυμπαρϊγοντα PLP [68]. Η Lys680 η οπούα εδρϊζεται ςτο 

καταλυτικϐ κϋντρο τησ GP περιορύζεται χωρικϊ λϐγω αλληλεπιδρϊςεων με μια ϋλικα π 

(κατϊλοιπα 488-494) τησ GP η οπούα βρύςκεται αρκετϊ κοντϊ με τη Lys680. Η Trp491 

βρύςκεται τοποθετημϋνη πϊνω απϐ την Lys680 και μϋςω αλληλεπιδρϊςεων van der Waals 

ςταθεροποιεύ τη διϊταξη τησ Lys680-PLP ςε τϋτοια θϋςη ώςτε να εύναι επιτρεπτό η 

αλληλεπύδραςη τησ  φωςφορικόσ ομϊδασ 5’ τησ PLP με το υπϐςτρωμα (ορθοφωςφορικϐ ιϐν) 

[75]. Η θϋςη αναγνώριςησ του ορθοφωςφορικοϑ ανακαλϑφθηκε απϐ τουσ Oikonomakos, N.G 

και ςυνεργϊτεσ ςτο ςϑμπλοκο με IMP και γλυκϐζη [29]. Η θϋςη ςτην οπούα προςδϋνεται το 

ορθοφωςφορικϐ ιϐν, βρύςκεται κοντϊ ςτην περιοχό ϐπου εδρϊζεται η φωςφορικό ομϊδα 5’ 
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τησ PLP και η απϐςταςη μεταξϑ αυτών των δϑο ορθοφωςφορικών ιϐντων εύναι ~1.2 Å 

(Εικϐνα 9) [76].  

Πίνακασ 2: Ενημερωμϋνοσ πύνακασ απϐ την αναςκϐπηςη των Hayes, J., και ςυνεργατών το 2014 για τα πιο ιςχυρϊ ανϊλογα 

γλυκϐζησ και τροποποιημϋνησ γλυκοπυρανϐζησ ωσ προσ την rmGPb [77]. 
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Επιπλϋον, κοντϊ ςτην περιοχό πρϐςδεςησ του ορθοφωςφορικοϑ ιϐντοσ (~5 Å απϐ την 

φωςφορικό ομϊδα 5’ τησ PLP), ϋχει βρεθεύ ϐτι προςδϋνονται θειικϊ ιϐντα ϐταν οι κρϑςταλλοι 

ϋχουν αναπτυχθεύ παρουςύα 1.2 Μ θειικοϑ αμμωνύου. ε αυτοϑσ τουσ κρυςτϊλλουσ η GP 

βρϋθηκε ϐτι ςχηματύζει τετραμερϋσ και βρύςκεται ςτη ςτερεοδιαμϐρφωςη R καθώσ τα θειικϊ 
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το ϋνζυμο [81]. Οι ιδιϐτητεσ του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ GP ϋχουν μελετηθεύ κυρύωσ με την 

πρϐςδεςη τησ γλυκϐζησ, το φυςιολογικϐ αναςτολϋα του ενζϑμου, αλλϊ και με ανϊλογα τησ 

μϋςω του κατευθυνϐμενου απϐ τη δομό ςχεδιαςμοϑ φαρμϊκων [52, 69, 77, 82-84]. Η Ki τησ β-

D-γλυκϐζησ ωσ προσ την GPb εύναι 7.4 mM [52] ενώ τησ α-D-γλυκϐζησ ωσ προσ τισ rmGPb, 

rmGPa και hlGPa εύναι 1.7 mM [52], 2 mM [85] και 4.28 mM [57] αντύςτοιχα. Η χαμηλό 

ςυγγϋνεια τησ γλυκϐζησ προσ το ϋνζυμο, εξαςφαλύζει ϐτι η GP θα απενεργοποιηθεύ μϐνο ςε 

υψηλϋσ ςυγκεντρώςεισ γλυκϐζησ αποτρϋποντασ την υπογλυκαιμύα [12].  

Η πρϐςδεςη τησ γλυκϐζησ ςτο καταλυτικϐ κϋντρο γύνεται κυρύωσ μϋςω δεςμών υδρογϐνου και 

αλληλεπιδρϊςεων van der Waals με τα κατϊλοιπα Gly135, Leu136, Leu139, Asn284, His377, 

Val455, Asn484, Glu672, Ala673, Ser674, Gly675. Επιπρϐςθετα, μϐρια ϑδατοσ γεφυρώνουν 

αλληλεπιδρϊςεισ τησ γλυκϐζησ με γειτονικϊ κατϊλοιπα του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ GP. Κατϊ 

κϑριο λϐγο, η αναςτολό των ενώςεων που προςδϋνονται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο οφεύλεται ςε 

αλληλεπιδρϊςεισ με κατϊλοιπα τησ β-εςοχόσ τησ GP και τη ςταθεροπούηςη του βρϐχου 280s 

ςτην κλειςτό διαμϐρφωςη με αποτϋλεςμα το ϋνζυμο να ςταθεροποιεύται ςτη 

ςτερεοδιαμϐρφωςη Τ. Η β-εςοχό του ενζϑμου εύναι μια περιοχό η οπούα αποτελεύ επϋκταςη 

του καταλυτικοϑ κϋντρου και ονομϊζεται ϋτςι γιατύ μϐνο β-υποκατεςτημϋνα ανϊλογα 

γλυκϐζησ, ϐπωσ αυτϊ που παρουςιϊζονται ςτον Πύνακασ 2, μποροϑν να προςδεθοϑν εκεύ. Η 

εςοχό αυτό του ενζϑμου αποτελεύται κυρύωσ απϐ υδρϐφοβα αλλϊ και υδρϐφιλα κατϊλοιπα. Οι 

ιδιϐτητεσ αυτϋσ τησ β-εςοχόσ αναδεικνϑονται και αξιοποιοϑνται κατϊ τον κατευθυνϐμενο απϐ 

τη δομό ςχεδιαςμϐ ενώςεων [29]. 

 

Εικβνα 9: Η αρχιτεκτονικό του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ rmGPb ςε ςϑμπλοκο με την α-D-γλυκϐζη και φωςφορικϐ ιϐν. PDB-ID: 

2SKD [76]. 

τον Πύνακασ 2 παρουςιϊζονται τα πιο βιοδραςτικϊ ανϊλογα γλυκϐζησ που ϋχουν μελετηθεύ 

ϋναντι τησ GP ςε φθύνουςα ςειρϊ με βϊςη την Κi ωσ προσ την rmGPb [57, 77]. O πιο 

βιοδραςτικϐσ αναςτολϋασ μϋχρι ςόμερα, 8b (Πύνακασ 2-ϋνωςη 1), αναςτϋλλει την rmGPb με Κi 
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31 nM, την hlGPa με 26 nM [57] και διαθϋτει ϋναν δακτϑλιο ναφθαλενύου ο οπούοσ ςυνδϋεται 

με τη γλυκοπυρανϐζη μϋςω ενϐσ ιμιδαζολικοϑ δακτυλύου ενώ αρκετϊ βιοδραςτικό 

εμφανύζεται και η αντύςτοιχη ϋνωςη με τριαζολικϐ δακτϑλιο (Κi: 0.41 μΜ, Πύνακασ 2-ϋνωςη 7). 

Επιπλϋον, ιδιαύτερο ενδιαφϋρον παρουςιϊζουν οι γλυκοπυρανϐςυλο-ςπεύρο-ιςοξαζολύνεσ (Κi 

0.63 μΜ, Πύνακασ 2-ϋνωςη 8) και ςπεύρο-οξαθειαζολύνεσ (Κi: 0.16 μΜ, Πύνακασ 2-ϋνωςη 2) οι 

οπούεσ αναςτϋλλουν ιςχυρϊ το ϋνζυμο και βρύςκονται ςτισ πρώτεσ οκτώ θϋςεισ του πύνακα.  

1.2.4.2.2. Σο κέντρο αναςτολήσ 

Σο κϋντρο πρϐςδεςησ τησ καφεϏνησ ό αλλιώσ κϋντρο αναςτολόσ, το οπούο δεν ϋχει μελετηθεύ 

ςε τϐςη ϋκταςη ϐςο το καταλυτικϐ κϋντρο, βρύςκεται ςτην επιφϊνεια τησ GP ςε απϐςταςη~ 

12 Å απϐ το καταλυτικϐ κϋντρο και αποτελεύ μια ςχιςμό ςτο ϋνζυμο που ςχηματύζεται απϐ την 

παρϊλληλη διϊταξη των αρωματικών δακτυλύων των καταλούπων Tyr613 και Phe285 (Εικϐνα 

10) [86, 87]. Η πιο γνωςτό ϋνωςη που προςδϋνεται ςε αυτϐ το κϋντρο εύναι η καφεϏνη [70] η 

οπούα εμφανύζει Ki ύςη με 130 και 170 μΜ για τισ GPb και GPa, αντύςτοιχα [86]. Επιπλϋον, η 

καφεϏνη εμφανύζει ςυνεργατικό δρϊςη με τη γλυκϐζη, δηλαδό η αναςταλτικό τησ ιςχϑ 

αυξϊνεται παρουςύα γλυκϐζησ και μειώνεται απουςύα τησ [88]. Αυτϐ το φαινϐμενο ϋχει 

ιδιαύτερο βιολογικϐ ενδιαφϋρον διϐτι αναςτολεύσ που εμφανύζουν ςυνεργατικϐτητα με τη 

γλυκϐζη μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν ώςτε να αποτραπεύ το φαινϐμενο τησ υπογλυκαιμύασ 

το οπούο αποτελεύ τη ςυχνϐτερη παρενϋργεια ςτουσ διαβητικοϑσ αςθενεύσ. Όταν θα υπϊρχει 

αυξημϋνη γλυκϐζη ςτο αύμα, τϐτε η αναςτολό τησ GP θα εύναι ιςχυρϐτερη απϐ ϐταν τα επύπεδα 

τησ θα βρύςκονται ςτο φυςιολογικϐ ϐριο.  

 

Εικβνα 10: Απεικϐνιςη του κϋντρου αναςτολόσ ςτο μονομερϋσ τησ GP. Αναςτολεύσ ςε αυτϐ το κϋντρο τοποθετοϑνται μεταξϑ 

των αρωματικών καταλούπων Tyr613 και Phe285 και αποτρϋπουν την εύςοδο του υποςτρώματοσ ςτο καταλυτικϐ κϋντρο. Με 

μαϑρο αποτυπώνεται ο βρϐχοσ 280s, με κϐκκινεσ ςφαύρεσ η γλυκϐζη που προςδϋνεται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο τησ GP και με 

πρϊςινο η θϋςη πρϐςδεςησ του αναςτολϋα.  

Η πρϐςδεςη των αναςτολϋων ςτο κϋντρο αναςτολόσ γύνεται κυρύωσ μϋςω υδροφοβικών 

αλληλεπιδρϊςεων που αναπτϑςςονται μεταξϑ των αναςτολϋων και των πλευρικών αλυςύδων 

των καταλούπων Tyr613 και Phe285 (Εικϐνα 11).  
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Εικβνα 11: Η πρϐςδεςη ςτο κϋντρο αναςτολόσ τησ καφεϏνησ [70, 86], φλαβοπιριδϐλησ [70] και τησ χρυςύνησ [89]. Σα μϐρια 

ϑδατοσ απεικονύζονται με γαλϊζιο χρώμα και οι δεςμού υδρογϐνου με διακεκομμϋνεσ μαϑρεσ γραμμϋσ. 

Επιπλϋον, μϐρια ϑδατοσ γεφυρώνουν αλληλεπιδρϊςεισ μεταξϑ του αναςτολϋα και των 

γειτονικών καταλούπων του κϋντρου αναςτολόσ τησ GP. Εύναι γνωςτϐ ϐτι ςτο κϋντρο αυτϐ 

προςδϋνεται επύςησ η φλαβοπιριδϐλη (Ki 1.24 μΜ, [89]), ϋνα ςυνθετικϐ φλαβονοειδϋσ και 

αντικαρκινικϐ φϊρμακο (αναςτολϋασ τησ CDK2) η οπούα δρα ςυνεργατικϊ με τη γλυκϐζη [70]. 

Όπωσ και ςτο καταλυτικϐ κϋντρο, ϋτςι και ςτο κϋντρο αναςτολόσ, η ςϑνδεςη ενώςεων οδηγεύ 

ςτη ςταθεροπούηςη του βρϐχου 280s ςε μια διαμϐρφωςη η οπούα αποτρϋπει την πρϐςβαςη 

ςτο καταλυτικϐ κϋντρο GP. 

Πίνακασ 3: Ενώςεισ που προςδϋνονται ςτο κϋντρο αναςτολόσ τησ GP μαζύ με τισ τιμϋσ των Κi ωσ προσ την rmGPb [77]. 

Φημικό ϋνωςη          Φημικό δομό Ki [μM]  

ΚαφεϏνη 

 

 130 [86] 

 

Υλαβοπιριδϐλη 
O

OOH

HO

N

CH3

Cl

OH

 

 

 

1.16 [70] 

1.24 [89] 

 

 

Ανϊλογα φλαβοπιριδϐλησ 
O

OOH

HO

N

CH3

R

 

R   

H 1.28 

[90] 

2-Cl 0.99 

3-Cl 0.83 

4-Cl 1.89 

2-F 2.75 

2-Br 1.50 

3,5-diCl 2.50 
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5’-ςουλφονικό ινδιρουβύνη (E226) 

H
N

O

NH

O

HO3S  

 13.8 [91] 

 

Φρυςύνη 

 

 19.01 [89] 

 

Ελλαγικϐ οξϑ 

 

 

13.4 [92] 

(7.5 μΜ, 

rmGPa [92]) 

 

1.2.4.2.3. Σο κέντρο πρβςδεςησ τησ κερςετίνησ 

Σο 2014 οι Kantsadi A.L και ςυνεργϊτεσ πραγματοπούηςαν μια μελϋτη για την αξιολϐγηςη 

εκχυλιςμϊτων παραπροώϐντων οινοπούηςησ με μια μϋθοδο η οπούα αργϐτερα ονομϊςτηκε 

κρυςταλλογραφύα ςυγγϋνειασ (βλ. παρϊγραφο 1.4). Σα αποτελϋςματα ϋδειξαν ϐτι υπόρχε μια 

ϋνωςη η οπούα προςδενϐταν ςε ϋνα κϋντρο τησ GP το οπούο δεν εύχε ανακαλυφθεύ 

προηγουμϋνωσ. Η ανϊλυςη των δεδομϋνων ϋδειξε ϐτι απϐ ϐλα τα ςυςτατικϊ του 

εκχυλύςματοσ, η κερςετύνη όταν αυτό που ταύριαζε καλϑτερα ςτον χϊρτη ηλεκτρονιακόσ 

πυκνϐτητασ που υπολογύςτηκε και ωσ εκ τοϑτου το κϋντρο αυτϐ ονομϊςτηκε κϋντρο 

πρϐςδεςησ τησ κερςετύνησ (Εικϐνα 12).  

 

Εικβνα 12: Σο κϋντρο πρϐςδεςησ τησ κερςετύνησ. PDB-ID: 4MRA. 
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Προηγοϑμενεσ μελϋτεσ εύχαν δεύξει ϐτι η κερςετύνη αναςτϋλλει την GP με IC50 4.8 μM για την 

GPa και 20.9 μΜ για την GPb αλλϊ δεν εύχε ταυτοποιηθεύ το κϋντρο πρϐςδεςησ τησ [93]. Σο 

κϋντρο πρϐςδεςησ τησ κερςετύνησ βρύςκεται κοντϊ ςτην επιφϊνεια του ενζϑμου ςε απϐςταςη 

43 Å απϐ το αλλοςτερικϐ κϋντρο, 15 Å απϐ το καταλυτικϐ κϋντρο και 32 Å απϐ το κϋντρο 

αναςτολόσ και αποτελεύται τϐςο απϐ κατϊλοιπα τησ επικρϊτειασ 1 (Glu120, Glu123) ϐςο και 

απϐ κατϊλοιπα τησ επικρϊτειασ 2 (Tyr548, Lys544, Arg551 και Lys655) [62]. 

1.2.4.2.4. Σο αλλοςτερικβ κέντρο 

Σο αλλοςτερικϐ κϋντρο ςχηματύζεται απϐ την επαφό τησ περιοχόσ του επικαλϑμματοσ 

(κατϊλοιπα 36-47) τησ μιασ υπομονϊδασ με το πτυχωτϐ φϑλλο β7 και την ϋλικα α2 τησ 

δεϑτερησ υπομονϊδασ. το διμερϋσ τησ GP οι δϑο υπομονϊδεσ ϋρχονται κοντϊ απϐ αντύθετεσ 

πλευρϋσ και ςχηματύζονται δϑο επαφϋσ. Η πρώτη επαφό δημιουργεύται απϐ την ϋλικα α2 και 

το φϑλλο β7 τησ πρώτησ υπομονϊδασ με την περιοχό του επικαλϑμματοσ (κατϊλοιπα 36-47) 

τησ δεϑτερησ υπομονϊδασ με τισ αντύςτοιχεσ επαφϋσ να παρατηροϑνται κατϊ τον δυαδικϐ 

ϊξονα ςυμμετρύασ (Εικϐνα 13). τη δεϑτερη επαφό ςυμμετϋχει η διεπαφό του πϑργου (tower) 

και δημιουργεύται απϐ την αντιπαρϊλληλη τοποθϋτηςη των δϑο ςυμμετρικών ελύκων α7 

(κατϊλοιπα 262-276). Σο αλλοςτερικϐ κϋντρο ςυμπληρώνεται απϐ δϑο ϋλικεσ (α2 και α8) και 

απϐ ϋνα μικρϐ β φϑλλο (β7) και εύναι κλειςτϐ απϐ την περιοχό του επικαλϑμματοσ. το κϋντρο 

αυτϐ ϋχουν βρεθεύ να προςδϋνονται μϐρια ϐπωσ η ATP, AMP, IMP G6P, UDP-Glc, δηλαδό 

φωςφορυλιωμϋνοι παρϊγοντεσ με τισ ΑΜP και IMP να ενεργοποιοϑν το ϋνζυμο ενώ οι 

υπϐλοιπεσ το αναςτϋλλουν [29]. Σο γεγονϐσ ϐτι αυτϋσ οι ενώςεισ αλληλεπιδροϑν με το ϋνζυμο 

(κυρύωσ με τη μυώκό μορφό) και επηρεϊζουν τη δραςτικϐτητα του υποδηλώνει ϐτι η 

δραςτικϐτητα του ελϋγχεται απϐ το ενεργειακϐ φορτύο του κυττϊρου.  

Υυςιολογικϊ, ϐταν οι μϑεσ βρύςκονται ςε ηρεμύα, ςχεδϐν ϐλη GPb εύναι μη δραςτικό λϐγω τησ 

αναςταλτικόσ δρϊςησ τησ G6P και τησ ATP. Κατϊ την ϊςκηςη, ϐπου αυξϊνεται η παραγωγό τησ 

AMP, η GPb μεταπύπτει απϐ την ςτερεοδιαμϐρφωςη T ςτην R [12]. Η διαφορϊ ςτην επύδραςη 

των δϑο αυτών νουκλεοτιδύων οφεύλεται ςτον τρϐπο με τον οπούο προςδϋνονται ςτο ϋνζυμο. 

υνοπτικϊ, η AMP προςδϋνεται δημιουργώντασ αλληλεπιδρϊςεισ με τα κατϊλοιπα του 

αλλοςτερικοϑ κϋντρου, προϊγοντασ αλλαγϋσ ςτη διαμϐρφωςη του βρϐχου 280s με 

αποτϋλεςμα να μετατοπύζεται απϐ το καταλυτικϐ κϋντρο και το ϋνζυμο να ενεργοποιεύται 

(Εικϐνα 13). Η ATP παρϐτι ςυνδϋεται ςτο ύδιο κϋντρο, δεν ενεργοποιεύ το ϋνζυμο λϐγω τησ 

τριφωςφορικόσ τησ ομϊδασ. Ο φωςφοδιεςτερικϐσ δεςμϐσ μεταξϑ τησ α- και β- φωςφορικόσ 

ομϊδασ τησ ATP εντοπύζεται ςτη θϋςη τησ φωςφορικόσ ομϊδασ τησ AMP με αποτϋλεςμα η 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



35 
 

νουκλεοτιδικό περιοχό τησ AMP να ωθεύται εξωτερικϊ προσ τον διαλϑτη ςε ςϑγκριςη με την 

αντύςτοιχη θϋςη τησ νουκλεοτιδικόσ περιοχόσ τησ AMP [94]. ε αυτό τη διαμϐρφωςη ο 

δακτϑλιοσ τησ αδενύνησ τησ ATP δεν ςχηματύζει van der Waals αλληλεπιδρϊςεισ ό δεςμοϑσ 

υδρογϐνου με κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ και η πρϐςδεςη του εμφανύζεται αποδιαταγμϋνη. 

Επομϋνωσ, η πρϐςδεςη τησ ATP δεν εύναι ικανό να προκαλϋςει τισ απαραύτητεσ αλλαγϋσ ςτη 

διαμϐρφωςη ώςτε να ενεργοποιηθεύ το ϋνζυμο [94]. το αλλοςτερικϐ κϋντρο προςδϋνεται 

πολϑ ιςχυρϊ η ϋνωςη Bayer-W1807 (Πύνακασ 4, ϋνωςη-1) ςχηματύζοντασ πολλϋσ μη πολικϋσ 

αλληλεπιδρϊςεισ με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ. Η W1807 αναςτϋλλει το ϋνζυμο με Ki 1.6 nM 

και η πρϐςδεςη τησ ςταθεροποιεύ το ϋνζυμο ςτη ςτερεοδιαμϐρφωςη Τ [95].  

 

Εικβνα 13: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςησ των δομών τησ hlGPa (γαλϊζιο, PDB-ID: 1FA9) και τησ hmGPb (πρϊςινο, PDB-

ID: 3Z8D) ςε ςϑμπλοκο με την AMP και ϋναν αναςτολϋα ςτο καταλυτικϐ κϋντρο (δεν παρουςιϊζεται) με ϋμφαςη ςτο 

αλλοςτερικϐ κϋντρο τησ GP1. Παρουςιϊζεται η επικοινωνύα του αλλοςτερικοϑ κϋντρου και του βρϐχου 280s μϋςω τησ ϋλικασ 

α8. Επιπλϋον παρουςιϊζεται η μεγϊλη διαφορϊ που υπϊρχει ςτη διαμϐρφωςη του βρϐχου αδενύνησ μεταξϑ τησ ηπατικόσ και 

τησ μυώκόσ ιςομορφόσ.  

Οριςμϋνεσ απϐ τισ ενώςεισ που παρουςιϊζονται ςτον Πύνακασ 4 εύναι απϐ τρεισ (Πύνακασ 4, 

ϋνωςη 8) ϋωσ εννϋα φορϋσ (Πύνακασ 4, ϋνωςη 5) πιο δραςτικϋσ ωσ προσ την hlGP ςυγκριτικϊ 

με την hmGP [96]. Επιπλϋον, η ϋνωςη 3 απϐ τον Πύνακασ 4 (~ 3 φορϋσ πιο ιςχυρό ωσ προσ την 

hlGP) οδόγηςε ςε ςταθεροπούηςη των επιπϋδων τησ γλυκϐζησ ςε φυςιολογικϊ επύπεδα ϐταν 

χορηγόθηκε ςε ποντύκια db/db (ϋλλειψη λεπτύνησ), ενϐσ μοντϋλου για τον Δ2. Η ύδια ϋνωςη 

φϊνηκε ϐτι μπορεύ να αναςτϋλλει την επαγϐμενη απϐ γλυκαγϐνη γλυκογονϐλυςη ςε 

ηπατοκϑτταρα αρουραύων με τιμό EC50 ύςη με 270 nM [97].  

 

                                                           
1 Η ςϑνδεςη του αναςτολϋα ςτο ςϑμπλοκο hlGPa-AMP δεν οδηγεύ ςε αλλοςτερικό μετϊπτωςη το ϋνζυμο με αποτϋλεςμα η 
hlGPa να βρύςκεται ςτην ςτερεοδιαμϐρφωςη-R, ςε αντύθεςη με το μη φωςφορυλιωμϋνο μυώκϐ ϋνζυμο ςτο οπούο η πρϐςδεςη 
του αναςτολϋα ςταθεροποιεύ το ϋνζυμο ςτην ςτερεοδιαμϐρφωςη-Τ παρϊ την πρϐςδεςη τησ AMP . 
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Πίνακασ 4: Κϊποιοι απϐ τουσ πιο ιςχυροϑσ αναςτολεύσ για το αλλοςτερικϐ κϋντρο τησ GP [77]. 

Αγξων Αριθμβσ Φημική δομή  Τποκαταςτάτεσ hlGPa [nM] 

  R  

1 

N

ClO

O
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CH3

CH3
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NH

O

NH

OCl

F

X2

OMe

X1

 

X  

9 
X1 = H 

X2 = OH 
23 

   

10 
X1 = F 

X2 = NHCONHMe 
53 

* Ki: 1.6 nM ωσ προσ την rmGPb [95] 

1.2.4.2.4.1. Σο αλλοςτερικβ κέντρο ςτην mGP και lGP. 

Η mGPb ενεργοποιεύται απϐ την πρϐςδεςη τησ AMP ενώ η ενεργό φωςφορυλιωμϋνη μορφό, 

mGPa, εμφανύζει μια αϑξηςη ςτη δραςτικϐτητα παρουςύα τησ AMP τησ τϊξησ του ~ 20 %. 

Ψςτϐςο, ϐπωσ αναφϋρθηκε και παραπϊνω, η δραςτικϐτητα τησ lGP δεν φαύνεται να 

επηρεϊζεται απϐ την παρουςύα τησ AMP. Ιδιαύτερο ενδιαφϋρον παρουςιϊζει το γεγονϐσ ϐτι τα 

κατϊλοιπα του αλλοςτερικοϑ κϋντρου τϐςο ςτην mGP ϐςο και ςτην lGP εύναι ςυντηρημϋνα 

αλλϊ πολλϋσ απϐ τισ αλληλεπιδρϊςεισ που δημιουργεύ η AMP με την mGP απουςιϊζουν απϐ το 

ςϑμπλοκο AMP-lGP [53]. Η απώλεια αυτών των αλληλεπιδρϊςεων οφεύλεται κυρύωσ ςε μια 

περιςτροφό μεταξϑ των δϑο υπομονϊδων και δευτερευϐντωσ ςε μεταβολϋσ των θϋςεων των 
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πλευρικών αλυςύδων των καταλούπων. Η περιςτροφό των υπομονϊδων αυξϊνει την 

απϐςταςη μεταξϑ των ατϐμων ϊνθρακα Cα του καλϑμματοσ και τησ ϋλικασ α2 με αποτϋλεςμα 

οι 5 δεςμού υδρογϐνου που υπϊρχουν ςτο ςϑμπλοκο AMP-mGP να απουςιϊζουν ςτο ςϑμπλοκο 

AMP-lGP. το μυώκϐ ϋνζυμο η AMP αλληλεπιδρϊ επύςησ με κατϊλοιπα ενϐσ βρϐχου ςτην 

επιφϊνεια του ενζϑμου, γνωςτϐσ ωσ βρϐχοσ αδενύνησ (κατϊλοιπα 315-325). Οι 

αλληλεπιδρϊςεισ αυτϋσ δεν παρατηροϑνται ςτην lGP καθώσ ο βρϐχοσ αδενύνησ ϋχει 

διαφορετικό διαμϐρφωςη για δϑο βαςικοϑσ λϐγουσ (Εικϐνα 14).  

 

Εικβνα 14: ϑγκριςη τησ δομόσ των hlGPa (γαλϊζιο, PDB-ID: 1FA9 [53]) και hmGPb (πρϊςινο, PDB-ID: 1Z8D [51]) ςε 

ςϑμπλοκο με την AMP και ϋναν αναςτολϋα ςτο καταλυτικϐ κϋντρο (δεν παρουςιϊζεται). Παρατηρεύται η ςαφόσ αλλαγό τησ 

διαμϐρφωςησ του βρϐχου αδενύνησ μεταξϑ του ηπατικοϑ και μυώκοϑ ενζϑμου η οπούα φαύνεται να εύναι υπεϑθυνη για τη 

διαφορετικό απϐκριςη των δϑο ενζϑμων ςτην AMP.  

Αρχικϊ, η διαμϐρφωςη του βρϐχου περιορύζεται χωροταξικϊ απϐ την Tyr75 και επιπλϋον 

πολλού δεςμού υδρογϐνου που ςταθεροποιοϑν τη διαμϐρφωςη του βρϐχου ςτην mGP δεν 

παρατηροϑνται ςτην lGP. Ο βρϐχοσ αδενύνησ ςυνδϋει το αλλοςτερικϐ κϋντρο με το καταλυτικϐ 

κϋντρο μϋςω τησ ϋλικασ α8 (Εικϐνα 13). Επομϋνωσ, η μη αλληλεπύδραςη του βρϐχου τησ 

αδενύνησ με την ΑΜP ςτο ηπατικϐ ϋνζυμο δεν μπορεύ να οδηγόςει ςτισ απαραύτητεσ αλλαγϋσ 

ςτη διαμϐρφωςη ώςτε το καταλυτικϐ κϋντρο να εύναι προςβϊςιμο ςτο υπϐςτρωμα [53]. 

Εκτϐσ απϐ τη διαφορετικό διαμϐρφωςη του βρϐχου αδενύνησ, ςημαντικϐ ρϐλο φαύνεται να 

παύζουν και ϊλλα κατϊλοιπα του ενζϑμου ςτη διαφορετικό απϐκριςη των δϑο ενζϑμων ςτην 

AMP. Σα κατϊλοιπα που αλληλεπιδροϑν με την AMP ςτη mGP εύναι πλόρωσ ςυντηρημϋνα ςτην 

αλληλουχύα τησ lGP. Εύναι ςημαντικϐ ϐτι ακϐμα και ςε απϐςταςη 12 Å απϐ το αλλοςτερικϐ 

κϋντρο, μϐνο εννϋα κατϊλοιπα εντοπύζονται διαφορετικϊ, ενώ ςε απϐςταςη 10 Å μϐνο δϑο. 

Ερευνητϋσ δημιοϑργηςαν μεταλλϊξεισ ςτην lGP ςε δϑο κατϊλοιπα που ϋκριναν ςημαντικϊ 
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ώςτε να εύναι ύδια με αυτϊ τησ mGP. Δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ, ϋδειξαν ϐτι οι μεταλλαγμϋνεσ 

μορφϋσ του ηπατικοϑ ενζϑμου εξακολουθοϑςαν να μην εμφανύζουν ςυγγϋνεια με την AMP. τη 

ςυνϋχεια διερεϑνηςαν την Ν-τελικό περιοχό καθώσ εμφανύζει 10 αντικαταςτϊςεισ 

καταλούπων απϐ τα ςυνολικϊ 48 πρώτα κατϊλοιπα. Ϊτςι λοιπϐν καταςκεϑαςαν μια 

πρωτεώνικό χύμαιρα ώςτε η Ν-τελικό τησ lGP να εύναι ύδια με τησ mGP. Δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ 

παρουςύα AMP ϋδειξαν ϐτι η χιμαιρικό πρωτεϏνη εμφϊνιςε ςημαντικϊ μεγαλϑτερη 

δραςτικϐτητα απϐ το φυςιολογικϐ ηπατικϐ ϋνζυμο ϊλλα ϐχι τϐςο μεγϊλη ϐςο το μυώκϐ. 

Επομϋνωσ, κατϊλοιπα εκτϐσ του αλλοςτερικοϑ κϋντρου παύζουν ςημαντικϐ ρϐλο ςτην 

ενεργοπούηςη απϐ την AMP και εύναι υπεϑθυνα για την μη ενεργοπούηςη του ηπατικοϑ 

ενζϑμου αλλϊ για την ενεργοπούηςη του μυώκοϑ [14]. 

1.2.4.2.5. Σο νέο αλλοςτερικβ κέντρο 

Σο 2000 οι Oikonomakos N.G., και ςυνεργϊτεσ ανακϊλυψαν ϋνα νϋο κϋντρο πρϐςδεςησ ςτη 

rmGPb ςτην διεπιφϊνεια μεταξϑ των δϑο υπομονϊδων κατϊ τη μελϋτη ςϑνδεςησ τησ ϋνωςησ 

CP320626 ςτη GP [72] ό οπούα προηγουμϋνωσ εύχε μελετηθεύ μϐνο με κινητικϋσ μελϋτεσ (IC50: 

205 nM) ωσ προσ την hlGPa (Πύνακασ 5, ϋνωςη 6) [36]. Λύγο αργϐτερα ϋγινε περιγραφό τησ 

ϑπαρξησ αυτοϑ του κϋντρου ςτην hlGP απϐ τουσ Rath, V.L., και ςυνεργϊτεσ αναφϋροντασ ϐτι η 

ϋκδοςη τησ πρώτησ εργαςύασ ϋγινε κατϊ το χρονικϐ διϊςτημα τησ αξιολϐγηςη τησ δικόσ τουσ 

προσ δημοςύευςη [98]. Σο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο βρύςκεται ςτην κεντρικό κοιλϐτητα που 

υπϊρχει μεταξϑ των δϑο υπομονϊδων ςε απϐςταςη ~ 15 Å απϐ το αλλοςτερικϐ κϋντρο, ~ 37 Å 

απϐ το κϋντρο αναςτολόσ και ~ 33 Å απϐ το καταλυτικϐ κϋντρο.  

 

Εικβνα 15: Σο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο τησ GP ςε ςϑμπλοκο με αναςτολϋα (Πύνακασ 5, ϋνωςη 1), PDB-ID: 1EM6. 
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Πίνακασ 5: Οι τιμϋσ των IC50 των πιο δραςτικών αναςτολϋων που ςυνδϋονται ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο τησ hlGPa [77]. 

Αγξων αριθμβσ Φημική δομή IC50 (nM) 
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Η κοιλϐτητα αυτό ϋχει μόκοσ ~ 30 Å, με ακτύνα ~ 4 - 8 Å και περικλεύει ϋναν ϐγκο ~ 1300 Å3. 

Επιπλϋον, η κοιλϐτητα, εύναι κλειςτό απϐ τη μια πλευρϊ απϐ κατϊλοιπα που αποτελοϑν μϋροσ 

του καλϑμματοσ και τησ ϋλικασ α2 (Arg33, His34, Arg60, Asp61 και τα αντύςτοιχα ςυμμετρικϊ 

κατϊλοιπα) και απϐ την ϊλλη πλευρϊ απϐ τισ ϋλικεσ του πϑργου (Asn270, Glu273, Ser276 και 

τα αντύςτοιχα ςυμμετρικϊ κατϊλοιπα) [72]. το νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο ϋχουν βρεθεύ ϐτι 

προςδϋνονται ενώςεισ ϐπωσ αυτϋσ που αναφϋρονται ςτον Πύνακασ 5 και αναςτϋλλουν 

ςημαντικϊ την GP [77]. 

1.2.4.2.6. Σο κέντρο αποθήκευςησ του γλυκογβνου 

Σο κϋντρο αποθόκευςησ του γλυκογϐνου βρύςκεται ςτην επικρϊτεια 1 τησ GP ςτην επιφϊνεια 

τησ πρωτεϏνησ ςε απϐςταςη ~ 40 Å απϐ το αλλοςτερικϐ κϋντρο, ~ 50 Å απϐ το νϋο 

αλλοςτερικϐ κϋντρο και ~ 30 Å απϐ το καταλυτικϐ κϋντρο. Η ςϑνδεςη του γλυκογϐνου αλλϊ 
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και ολιγοςακχαριτών ϐπωσ η μαλτοπενταϐζη και οι κυκλοδεξτρύνεσ ςτο κϋντρο αυτϐ γύνεται 

κυρύωσ μϋςω αλληλεπύδραςησ με την ϋλικα α12. Για το κϋντρο αποθόκευςησ του γλυκογϐνου 

δεν εύναι πολλϊ γνωςτϊ καθώσ δεν ϋχουν γύνει αρκετϋσ κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ, ωςτϐςο 

εύναι γνωςτϐ ϐτι η ςϑνδεςη του γλυκογϐνου ςτο κϋντρο αυτϐ τοποθετεύ την GP ςτην 

επιφϊνεια του γλυκογϐνου και επϊγει τη δημιουργύα ενεργών διμερών. Ψσ προσ το κϋντρο 

αυτϐ ϋχει μελετηθεύ με κινητικϋσ και κρυςταλλογραφικϋσ η αναςτολό που προκαλοϑν ςτο 

ϋνζυμο η ςϑνδεςη β- και γ-κυκλοδεξτρινών (Εικϐνα 16). Οι κυκλοδεξτρύνεσ αυτϋσ αναςτϋλλουν 

το ϋνζυμο με τιμϋσ τησ Ki ςτα 47.1 mΜ, 14.1 mM, 7.4 mM, και για την α-, β- και γ- 

κυκλοδεξτρύνη αντύςτοιχα [73].  

 

Εικβνα 16: Η πρϐςδεςη κυκλοδεξτρινών το κϋντρο αποθόκευςησ του γλυκογϐνου τησ GP. Απϐ αριςτερϊ προσ τα δεξιϊ 

παρουςιϊζονται τα ςϑμπλοκϊ τησ rmGPb με μαλτοπενταϐζη (PDB-ID: 1P2B [73]), γ-κυκλοδεξτρύνη (PDB-ID: 1P2G [73]) ,β-

κυκλοδεξτρύνη (PDB-ID: 1P2D [73]). 

1.3.  Σο ένζυμο αποδιακλάδωςησ του γλυκογβνου 

Οι μελϋτεσ που εύχαν γύνει ςτη φωςφορυλϊςη απϐ τουσ Cori εύχαν δεύξει ϐτι η GP ϋχει την 

ικανϐτητα να καταναλώςει πλόρωσ το γλυκογϐνο κυρύωσ προσ φωςφορικό γλυκϐζη αλλϊ και 

ςε γλυκϐζη ςε ϋνα μικρϐ ποςοςτϐ. Θεωροϑςαν ϐτι ϋνα ποςοςτϐ τησ τϊξησ του 10 % τησ 

φωςφορικόσ γλυκϐζησ υφύςταται υδρϐλυςη με αποτϋλεςμα να παρϊγεται ελεϑθερη γλυκϐζη. 

Όταν ο Larner, J., βρϋθηκε ςτο εργαςτόριο τησ Cori, G., του ζητόθηκε να βρει το λϐγο για τον 

οπούο η κρυςταλλικό μυώκό GP μποροϑςε να αποικοδομόςει πλόρωσ το γλυκογϐνο, ςε 

αντύθεςη με την φωςφορυλϊςη απϐ πατϊτα. Σϐτε, ο Hestrin, S., μεταδιδϊκτορασ ςτο 

ςυγκεκριμϋνο εργαςτόριο, εύχε προτεύνει ϐτι η κρυςταλλικό GP εύχε πρϐςμιξη απϐ κϊποια 

ϊλλη πρωτεϏνη, κϊτι το οπούο ενϐχληςε την Cori, G., καθώσ αποροϑςε πωσ ϋνα κρυςταλλικϐ 

ϋνζυμο που ςυνϋβαλε ςτη βρϊβευςη τησ με το βραβεύο Νϐμπελ μπορεύ να ϋχει προςμύξεισ [99]. 

Η απορύα τησ Cori, G., εύχε να κϊνει με το γεγονϐσ ϐτι για να κρυςταλλωθεύ μια πρωτεϏνη 

πρϋπει να ϋχει ποςοςτϐ βιοχημικόσ καθαρϐτητασ περιςςϐτερο απϐ 95 %, δηλαδό να μην 
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υπϊρχουν προςμύξεισ απϐ ϊλλεσ πρωτεϏνεσ [100]. Επιπλϋον, τα ςτϊδια καθαριςμοϑ τησ GP 

περιϋχουν τα ςτϊδια κρυςτϊλλωςησ και ανακρυςτϊλλωςησ ϐπου η GP κρυςταλλώνεται ενώ οι 

υπϐλοιπεσ πρωτεϏνεσ απομακρϑνονται με φυγοκϋντρηςη και ςυλλϋγονται οι κρϑςταλλοι τησ 

πρωτεϏνησ. Οι κρϑςταλλοι αυτού διαλϑονται ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα και οι διαδικαςύα τησ 

κρυςτϊλλωςησ και ανακρυςτϊλλωςησ επαναλαμβϊνεται (βλ. παρϊγραφο 4.5.1) [101]. Παρϊ 

τα παραπϊνω, η Cori, G., ζότηςε απϐ τον Larner, J., να βρει ποια εύναι αυτό η πρωτεϏνη που 

υπόρχε ωσ πρϐςμιξη. Ο τελευταύοσ, διεξόγαγε 8 ανακρυςταλλώςεισ ςτη GP, αντύ για 2 ϋωσ 3 

που όταν το ςϑνηθεσ, και κρατοϑςε κϊθε φορϊ τα υπερκεύμενα. Οι δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ που 

ϋγιναν ςτα υπερκεύμενα, χρηςιμοποιώντασ ωσ υπϐςτρωμα γλυκογϐνο το οπούο εύχε 

επεξεργαςτεύ με φωςφορυλϊςη απϐ πατϊτα ϋδειξαν ϐτι το προώϐν δεν όταν φωςφορικό 

γλυκϐζη αλλϊ ελεϑθερη γλυκϐζη, δηλαδό το ύδιο προώϐν με αυτϐ τησ διϊςπαςησ του α-1,6 

γλυκοζιτικοϑ δεςμοϑ, ϐπωσ εύχαν δεύξει πειρϊματα διϊςπαςησ τησ ιςομαλτϐζησ [99, 102]. Σα 

πειρϊματα αυτϊ ανϋδειξαν ϐτι υπϊρχει ϋνα ϊλλο ϋνζυμο το οπούο ςόμερα ονομϊζεται ϋνζυμο 

αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου (GDE) και η ςυμμετοχό του μαζύ με την GP οδηγεύ ςε πλόρη 

κατανϊλωςη του μακρομορύου του γλυκογϐνου. 

 

Εικβνα 17: Παρουςιϊζεται η διαδικαςύα τησ γλυκογονϐλυςησ. Σο ϋνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου (GDE) διαθϋτει 

δϑο καταλυτικϊ κϋντρα η δρϊςη των οπούων οδηγεύ ςε υδρϐλυςη του καταλούπου τησ γλυκϐζησ ςτο ςημεύο τησ διακλϊδωςησ 

[103]. 

όμερα, ϐπωσ αναφϋρθηκε παραπϊνω, εύναι γνωςτϐ ϐτι η GP καταλϑει τη ςταδιακό 

απομϊκρυνςη καταλούπων γλυκϐζησ μϋχρι 4 κατϊλοιπα απϐ ϋνα ςημεύο διακλϊδωςησ ϐπου 

αναλαμβϊνει δρϊςη το GDE. Σο GDE ςτουσ ευκαρυώτεσ εύναι μια μονομερόσ πρωτεϏνη με 

μοριακϐ βϊροσ ~ 175 kDa και η μελϋτη του ϋχει εξαιρετικϐ ενδιαφϋρον καθώσ εύναι ϋνα 

διλειτουργικϐ ϋνζυμο διαθϋτοντασ δυο καταλυτικϋσ δραςτικϐτητεσ ςε μια πολυπεπτιδικό 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



42 
 

αλυςύδα. Αποτελεύται απϐ μια α-1,4 γλυκοζυλοτρανςφερϊςη (EC 2.4.1.25) και μια ϊμυλο-α-1,6 

γλυκοζιτϊςη (EC 3.2.1.33) χωρύσ η δραςτικϐτητα τησ μιασ να εξαρτϊται απϐ την ϊλλη [44, 104, 

105]. Όπωσ φαύνεται ςτην Εικϐνα 17, τo GDE δρα ςε γλυκογϐνο το οπούο ϋχει επεξεργαςτεύ 

απϐ την GP (φ-dextrin) μεταφϋροντασ τα τρύα κατϊλοιπα γλυκϐζησ (α-1,4 

γλυκοζυλοτρανςφερϊςη) που βρύςκονται ςυνδεδεμϋνα με α-1,4 γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ, ςε μια 

ϊλλη αλυςύδα του γλυκογϐνου και ϋπειτα υδρολϑοντασ το διακλαδιςμϋνο μϐριο γλυκϐζησ που 

ϋχει απομεύνει (ϊμυλο-α-1,6 γλυκοζιτϊςη), προσ παραγωγό γλυκϐζησ. Με αυτϐ τον τρϐπο 

παρϊγεται γλυκογϐνο το οπούο μπορεύ να καταναλώςει περαιτϋρω η GP.  

Σο GDE ϋχει απομονωθεύ απϐ ευκαρυωτικοϑσ οργανιςμοϑσ ϐπωσ κονύκλουσ (ςκελετικού μϑεσ, 

όπαρ) [106, 107], μϑκητεσ (Candida gabrata, Saccharomyces cerevisiae) [44], χούρουσ (όπαρ, 

εγκϋφαλο) [108, 109], ενώ υπϊρχει αντύςτοιχο ϋνζυμο ςτα φυτϊ (ϋνζυμο αποδιακλϊδωςησ του 

αμϑλου) [110]. Ϊνζυμο αποδιακλϊδωςησ υπϊρχει επύςησ ςτουσ προκαρυώτεσ [111] και τα 

αρχαύα [112, 113] ςτουσ οπούουσ ϐμωσ, η δραςτικϐτητα τησ μεταφορϊςησ και τησ 

γλυκοζιτϊςησ βρύςκεται ςε διαφορετικϋσ πρωτεϏνεσ. Ϊλλειψη ό μεταλλϊξεισ του GDE 

ςχετύζονται με GSD-III, η οπούα αφορϊ περύπου το 24 % ϐλων των GSD και οδηγεύ ςε 

ςυςςώρευςη γλυκογϐνου ανώμαλησ μορφόσ, κϊτι το οπούο εύναι επιβλαβϋσ για τα 

ηπατοκϑτταρα [114]. Παρϊ το μεγϊλο χρονικϐ διϊςτημα που ϋχει παρϋλθει απϐ τϐτε που 

ανακαλϑφθηκε το GDE ϋωσ ςόμερα, δεν υπϊρχει ςτη βιβλιογραφύα αναφορϊ για λειτουργικϋσ 

μελϋτεσ ςε αναςυνδυαςμϋνο ανθρώπινο GDE (hGDE), καθώσ οι περιςςϐτερεσ ϋρευνεσ ϋχουν 

γύνει κυρύωσ ςε GDE απϐ μϑκητεσ. Τπϊρχει μια αναφορϊ για παραγωγό του hGDE ςε κϑτταρα 

εντϐμων [115] και πολϑ πρϐςφατα, δημοςιεϑτηκε μια περύληψη που αφορϊ την παραγωγό 

λειτουργικοϑ hGDE ςε ρύζεσ του φυτοϑ N. Benthamiana, χωρύσ ϐμωσ να εύναι διαθϋςιμο το 

ϊρθρο κατϊ τη ςυγγραφό τησ παροϑςασ διατριβόσ [116] (περύληψη διαθϋςιμη ςτισ 

6/04/2019).  

τον ϊνθρωπο, το GDE αποτελεύ προώϐν ενϐσ μϐνο γονιδύου που εδρϊζεται ςτο χρωμϐςωμα 

1p21.2 [117] και διακρύνεται ςε ϋξι ιςομοφϋσ. Σο όπαρ και οι νεφρού παρϊγουν κυρύωσ την 

ιςομορφό 1, ενώ οι μϑεσ και η καρδιϊ παρϊγουν επιπλϋον τισ ιςομορφϋσ 2, 3 και 4. Σισ 

ιςομορφϋσ 5 και 6 τισ ςυναντϊμε ςε μικρϊ ποςοςτϊ ςτουσ μϑεσ και ςτο όπαρ [118]. Η 

νουκλεοτιδικό αλληλουχύα τησ ιςομορφόσ 1, η οπούα αποτελεύ την κϑρια ιςομορφό του 

όπατοσ, αποτελεύται απϐ μύα 5’ αμετϊφραςτη περιοχό 400 bp, μια κωδικό περιοχό 4596 bp και 

μια 3’ αμετϊφραςτη περιοχό 2371 bp. Η ηπατικό μορφό εύναι ταυτϐςημη με την μυώκό μορφό 

αλλϊ διαφϋρουν εντελώσ ςτην 5’ αμετϊφραςτη περιοχό. Η ιςτοειδικϐτητα των ιςομορφών 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



43 
 

φαύνεται να οφεύλεται ςε δϑο διαφορετικϋσ περιοχϋσ υποκινητών που οδηγοϑν ςε 

διαφορετικό ϋκφραςη των mRNA των ιςομορφών με ϋναν ιςτοειδικϐ τρϐπο. Πιο 

ςυγκεκριμϋνα, ο ϋνασ υποκινητόσ εύναι λειτουργικϐσ ςε ηπατικϋσ και μυώκϋσ κυτταρικϋσ ςειρϋσ, 

ενώ ο δεϑτεροσ υποκινητόσ εύναι λειτουργικϐσ μϐνο ςε μυώκϋσ κυτταρικϋσ ςειρϋσ [119].  

1.3.1. Δομικέσ μελέτεσ ςτο GDE 

ε μελϋτη του 1975 οι Bates E.J., και ςυνεργϊτεσ [104] μελϋτηςαν την επύδραςη τησ θρυψύνησ ό 

χυμοθρυψύνησ, ςτη δραςτικϐτητα του GDE μετρώντασ με διαφορετικό μεθοδολογύα τη 

δραςτικϐτητα τησ τρανςφερϊςησ ό τησ γλυκοζιτϊςησ. Οι ερευνητϋσ ϋδειξαν ϐτι παρόχθηςαν 

πρωτεολϑματα ςε ςυγκεκριμϋνα μοριακϊ βϊρη και ϐταν το δεύγμα αυτϐ εφαρμϐςτηκε ςε 

ςτόλη μοριακόσ διόθηςησ, τϐτε ςτο χρωματογρϊφημα παρατόρηςαν μια κορυφό, ελαφρώσ 

διαφορετικό απϐ αυτό του GDE χωρύσ πϋψη με θρυψύνη (~ 20 % μεύωςη ςτο μοριακϐ βϊροσ), 

προτεύνοντασ ϐτι αυτϋσ οι περιοχϋσ μποροϑν ακϐμα να αλληλεπιδροϑν μεταξϑ τουσ. ε ϐτι 

αφορϊ τη δραςτικϐτητα, παρατηρόθηκε μικρό μεύωςη ςτη δρϊςη τησ γλυκοζιτϊςησ ςε 

αντύθεςη με τη δραςτικϐτητα τησ τρανςφερϊςησ η οπούα μειωνϐταν ςημαντικϊ ϐςο 

αυξανϐταν ο χρϐνοσ επώαςησ με την πρωτεϊςη (~ 75 %). Σα αποτελϋςματα αυτϊ ϋδειξαν ϐτι 

το GDE αποτελεύται απϐ μια πολυπεπτιδικό αλυςύδα ϐπου οι δϑο δραςτικϐτητεσ πρϋπει να 

βρύςκονται ςε αντύθετεσ πλευρϋσ [104]. Παρϐτι το GDE ϋχει κρυςταλλωθεύ απϐ ςκελετικοϑσ 

μϑεσ κονύκλων, δεν ϋχει ακϐμα προςδιοριςτεύ η κρυςταλλικό του δομό [120]. Η μϐνη διαθϋςιμη 

κρυςταλλικό δομό για ευκαρυωτικϐ GDE προϋρχεται απϐ τον οργανιςμϐ Candida glabrata 

[44]. 

1.3.1.1. Μελέτεσ ηλεκτρονιακήσ μικροςκοπίασ ςτο rmGDE 

Μελϋτεσ ηλεκτρονιακόσ μικροςκοπύασ ςτο rmGDE ϋδειξαν ϐτι το ϋνζυμο ϋχει μια επιμόκη δομό 

(ςε ςχόμα κϊρεωσ) και υπϊρχει κατϊ κϑριο λϐγο ωσ μονομερϋσ (Εικϐνα 18Α1) τϐςο ςε 

ελεϑθερη μορφό αλλϊ και παρουςύα γλυκογϐνου (Εικϐνα 18Β). Επιπλϋον, το rmGDE ϋχει ςε 

μικρϐ βαθμϐ την τϊςη να διμερύζεται και να δημιουργεύ κυκλικϋσ δομϋσ (Εικϐνα 18Α2) ςε 

ςυγκϋντρωςη 0.03 mg/mL [121] κϊτι το οπούο οι ερευνητϋσ το απϋδωςαν πιθανϐν ςε 

δημιουργύα ςυςςωματωμϊτων. ε προηγοϑμενεσ μελϋτεσ εύχε φανεύ ϐτι το GDE δημιουργεύ 

ςυςςωματώματα ςε ςυγκϋντρωςη μεγαλϑτερη απϐ 5 mg/mL, ςημαντικϊ υψηλϐτερη απϐ 

αυτό που υπϊρχει φυςιολογικϊ ςτουσ μϑεσ (0.7 mg/mL) [106] αλλϊ και απϐ αυτό που 

χρηςιμοπούηςαν για τισ μελϋτεσ με ηλεκτρονιακϐ μικροςκϐπιο [121]. 
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Εικβνα 18: Μελϋτεσ ηλεκτρονιακόσ μικροςκοπύασ ϋναντι του rmGDE Α) ςε ελεϑθερη μορφό και Β) παρουςύα γλυκογϐνο [121] 

1.3.1.2. Η κρυςταλλική δομή του CgGDE 

Σο CgGDE ϋχει μια επιμόκη δομό και αποτελεύται απϐ τϋςςερισ επικρϊτειεσ (Εικϐνα 19). Η 

επικρϊτεια με δρϊςη γλυκοζιτϊςησ (GC) και η αντύςτοιχη με δρϊςη τρανςφερϊςησ (GT) 

βρύςκονται ςτα δϑο ϊκρα του ενζϑμου και μεταξϑ τουσ παρεμβϊλλονται δϑο ενδιϊμεςεσ 

περιοχϋσ (Μ1 και Μ2). Οι ενδιϊμεςεσ περιοχϋσ δημιουργοϑν ϋνα εκτεταμϋνο δύκτυο 

αλληλεπιδρϊςεων με τισ επικρϊτειεσ GC και GT, ϐμωσ τϐςο οι επικρϊτειεσ GC και GT, ϐςο και οι 

M1 και M2, μοιρϊζονται μεταξϑ τουσ ϋνα μικρϐ αριθμϐ αλληλεπιδρϊςεων. Οι επικρϊτειεσ GC 

και GT μπορεύ να εύναι απαραύτητεσ για την καταλυτικό δρϊςη του ενζϑμου αλλϊ οι 

επικρϊτειεσ Μ1 και Μ2, ςτη διεπιφϊνεια των οπούων ςχηματύζεται μύα κοιλϐτητα, εύναι 

απαραύτητεσ για τη ςταθεροπούηςη του ενζϑμου και τη διατόρηςη τησ τριτοταγοϑσ δομόσ. Η 

Ν-τελικό περιοχό του CgGDE εύναι αυτό που ϋχει τη δρϊςη τησ τρανςφερϊςησ ενώ η C-τελικό 

περιοχό ϋχει τη δρϊςη τησ γλυκοζιτϊςησ. Η Ν-τελικό περιοχό μπορεύ επιπλϋον να χωριςτεύ ςε 

τρεισ υπομονϊδεσ: μια υπομονϊδα Α που ϋχει μια διαμϐρφωςη βαρϋλι TIM, μια υπομονϊδα C2 

με β-πτυχωτϊ φϑλλα και μια υπομονϊδα Β η οπούα βρύςκεται μεταξϑ του φϑλλου β3 και τησ 

ϋλικασ α3 τησ υπομονϊδασ Α. Η περιοχό αυτό ταυτοποιόθηκε ωσ η περιοχό με δρϊςη 

τρανςφερϊςησ καθώσ εμφανύζει δομικό ομολογύα με πρωτεϏνεσ τησ οικογϋνειασ GH13 

(glucoside hydrolase) με τα κατϊλοιπα Asp535 και Glu564 να καταλαμβϊνουν αντύςτοιχεσ 

θϋςεισ ωσ νουκλεϐφιλο και δϐτησ πρωτονύων αντύςτοιχα. Μεταλλαγμϋνεσ μορφϋσ αυτών των 

καταλούπων (D535N, E564Q) ϋδειξαν ϐτι το ϋνζυμο χϊνει τη δραςτικϐτητα τησ τρανςφερϊςησ 

αλλϊ ϐχι τησ γλυκοζιτϊςησ. H C-τελικό περιοχό ϋχει μια διαμϐρφωςη (α/α)6-βαρϋλι, ομϐλογη 

με την καταλυτικό περιοχό γλυκοαμυλαςών αλλϊ και ϊλλων πρωτεώνών τησ οικογϋνειασ GH15 

οι οπούεσ διαςποϑν α-γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ. Σα κατϊλοιπα Asp1241 και Glu1492 

καταλαμβϊνουν αντύςτοιχεσ θϋςεισ με παρϐμοια διαμϐρφωςη ςε δομϋσ γλυκοαμυλαςών. 

Μεταλλαγμϋνεσ μορφϋσ του ενζϑμου ωσ προσ αυτϊ τα κατϊλοιπα ϋδειξαν ϐτι χϊνεται η 

δραςτικϐτητα τησ γλυκοζιτϊςησ αλλϊ ϐχι τησ τρανςφερϊςησ [44]. 
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Εικβνα 19: Η κρυςταλλικό δομό του CgGDE (E564Q) ςε ςϑμπλοκο με ολιγοςακχαρύτεσ (PDB-ID: 5D0F) με απϐκλιςη 180ο. 

Παρουςιϊζονται οι επικρϊτειεσ GC (γλυκοζιτϊςη) και GT (γλυκοτρανςφερϊςη). Η Ν-τελικό περιοχό που περιϋχει την 

επικρϊτεια τησ GT, μπορεύ να χωριςτεύ επιπλϋον ςτισ περιοχϋσ B, C2 και A. Σα καταλυτικϊ κϋντρα επιςημαύνονται με * [44]. Με 

βϊςη την κρυςταλλικό δομό του CgGDE τα κατϊλοιπα 1-131 αντιςτοιχοϑν ςτην περιοχό Μ1, τα κατϊλοιπα 132-237 και 499-

749 ςτην περιοχό Α τησ τρανςφερϊςησ, τα κατϊλοιπα 238-498 ςτην περιοχό Β τησ τρανςφερϊςησ, τα κατϊλοιπα 750-869 

ςτην περιοχό C2 τησ τρανςφερϊςησ, τα κατϊλοιπα 870-1022 ςτην περιοχό Μ2 και τα κατϊλοιπα 1023-1538 ςτην περιοχό τησ 

γλυκοζιτϊςησ. Η εικϐνα αποτελεύ ανακαταςκευό τησ εικϐνα απϐ τη δημοςύευςη των Zhai, L., και ςυνεργατών [44] και 

καταςκευϊςτηκε με το πρϐγραμμα CCP4-MG [122] 

Η περιοχή αναγνώριςησ του υποςτρώματοσ 

Για τισ κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ με ολιγοςακχαρύτεσ, οι ερευνητϋσ χρηςιμοπούηςαν τη 

μεταλλαγμϋνη μορφό E564Q ώςτε να μην εύναι δραςτικό η τρανςφερϊςη.  

Σρανςφερϊςη: την περιοχό τησ τρανςφερϊςησ βρϋθηκαν προςδεδεμϋνοι δϑο 

ολιγοςακχαρύτεσ μόκουσ πϋντε και τεςςϊρων καταλούπων ςε κοντινό θϋςη μεταξϑ τουσ. Ο 

ολιγοςακχαρύτησ με τα πϋντε κατϊλοιπα (αλληλεπιδρϊ με την υπομονϊδα Β τησ GT, κατϊλοιπα 

Trp470, Trp472, Ile494, Gln421, Asn424, Arg425, Tyr428) φαύνεται να αντιπροςωπεϑει την 

κϑρια αλυςύδα του γλυκογϐνου ενώ ο ολιγοςακχαρύτησ με τα τϋςςερα κατϊλοιπα 

(αλληλεπιδρϊ με τισ υπομονϊδεσ Α και Β τησ GT, κατϊλοιπα Glu188, Ser189, Ser191, Asn238, 

Pro450, Trp496, Asp498, Leu713, Val714) φαύνεται να αποτελεύ την διακλαδιςμϋνη αλυςύδα. 

Αυτό η υπϐθεςη προϋκυψε διϐτι μεταξϑ των δϑο ολιγοςακχαριτών και ςυγκριτικϊ με τη δομό 

τησ Taka-amylase A φαύνεται ϐτι υπϊρχει χώροσ για ϋνα ακϐμα μϐριο γλυκϐζησ προτεύνοντασ 

ϐτι εκεύνη εύναι η περιοχό ϐπου διαςπϊται ο α-1,4 γλυκοζιτικϐσ δεςμϐσ μεταξϑ του καταλούπου 

+1 και Β-1 (Εικϐνα 20) [44]. 
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Εικβνα 20: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ περιοχόσ τησ τρανςφερϊςησ ςτο CgGDE. Με λευκϐ παρουςιϊζονται ο ολιγοςακχαρύτησ που 

προςδϋνεται ςτην Taka-amylase A ςε υπϋρθεςη με το CgGDE [44]. Η εικϐνα αποτελεύ ανακαταςκευό τησ εικϐνασ απϐ τη 

δημοςύευςη των Zhai, L., και ςυνεργατών [44] και καταςκευϊςτηκε με το πρϐγραμμα CCP4-MG [122]. 

Γλυκοζιτϊςη: την περιοχό τησ γλυκοζιτϊςησ προςδϋνεται μϐνο ϋνασ ολιγοςακχαρύτησ πϋντε 

καταλούπων και ςυνδϋεται ςε μια ςχιςμό ςε αυτό τη περιοχό. Σα κατϊλοιπα 2-3 τησ 

μαλτοπενταϐζησ αλληλεπιδροϑν με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ Asn1114, Leu1115, Arg1123, 

Asn1125 και Asp1207 ενώ τα κατϊλοιπα 4-5 τησ μαλτοπενταϐζησ αλληλεπιδροϑν με τα 

κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ His1066, Trp1075, Tyr1407, Tyr1424, Asp1503. Σο τϋταρτο 

κατϊλοιπο τησ μαλτοπενταϐζησ και πιο ςυγκεκριμϋνα ο ϊνθρακασ C6 προβϊλει προσ το 

καταλυτικϐ κϋντρο τησ GC ϐπου γύνεται η υδρϐλυςη του α-1,6 γλυκοζιτικοϑ δεςμοϑ (Εικϐνα 

21) [44].  

 

Εικβνα 21: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ ςϑνδεςησ ολιγοςακχαρύτη ςτο κϋντρο τησ γλυκοζιτϊςησ ςτο CgGDE [44]. Η εικϐνα 

αποτελεύ ανακαταςκευό τησ εικϐνασ απϐ τη δημοςύευςη των Zhai, L., και ςυνεργατών [44] και καταςκευϊςτηκε με το 

πρϐγραμμα CCP4-MG [122] 

Περιοχϋσ αλληλεπύδραςησ με το γλυκογϐνο: Εκτϐσ απϐ τη ςϑνδεςη ολιγοςακχαριτών ςτα δυο 

καταλυτικϊ κϋντρα, βρϋθηκαν προςδεδεμϋνοι ολιγοςακχαρύτεσ ςτην υπομονϊδα Β τησ GT, 

ςτην περιοχό Μ2 και ςτην περιοχό τησ GC μακριϊ ϐμωσ απϐ το κϋντρο πρϐςδεςησ του 

υποςτρώματοσ (απϐςταςη ~ 20 Å).  
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Εικβνα 22: Σα κϋντρα πρϐςδεςησ ολιγοςακχαριτών. Απϐ αριςτερϊ προσ τα δεξιϊ παρουςιϊζονται τα κϋντρα πρϐςδεςησ 

ολιγαςκχαριτών ςτισ περιοχϋσ Β, Μ2, GC. Ο ςχεδιαςμϐσ τησ εικϐνασ ϋγινε με το πρϐγραμμα CCP4-MG [44]. 

Οι μεταλλαγμϋνεσ μορφϋσ του ενζϑμου Y408A, W958A και D1400A που καταςκεϑαςαν και 

ειδικϊ το W958A ϋδειξαν μειωμϋνη ικανϐτητα για την ςϑνδεςη με το γλυκογϐνο ςε πειρϊματα 

κατακρόμνιςησ με ςφαιρύδια concanacalin A αλλϊ και μειωμϋνη δραςτικϐτητα. Επομϋνωσ, τα 

κϋντρα αυτϊ εύναι απαραύτητα για την ςϑνδεςη και τη ςωςτό τοποθϋτηςη του γλυκογϐνου 

(Εικϐνα 22) [44]. 

1.3.2. Ο καταλυτικβσ μηχανιςμβσ του GDE  

Σο 1977 οι Gillard B. K., και Nelson T. E., πρϐτειναν ϋνα μηχανιςμϐ δρϊςησ του GDE βαςιζϐμενοι 

ςε κινητικϋσ μελϋτεσ με αναςτολεύσ ωσ προσ το ϋνζυμο (nojiromycin, tris, Bistris κ.α.). Ο 

προτεινϐμενοσ μηχανιςμϐσ δρϊςησ βαςύςτηκε ςτο γεγονϐσ ϐτι, ϐπωσ αναφϋρθηκε και 

παραπϊνω, το GDE αποτελεύται απϐ δυο καταλυτικϋσ περιοχϋσ και κϋντρο/α πρϐςδεςησ 

ολιγοςακχαριτών τα οπούα θεωροϑςαν ϐτι εύτε επικαλϑπτονται μεταξϑ τουσ εύτε 

αλληλεπιδροϑν ιςχυρϊ. Οι ερευνητϋσ πρϐτειναν ϐτι αφοϑ η τρανςφερϊςη διαςπϊςει τον α-1,4 

γλυκοζιτικϐ δεςμϐ, τϐτε απομακρϑνεται το προώϐν (μαλτοτριϐζη) το οπούο μετατοπύζεται ςε 

κϊποιο κϋντρο ςϑνδεςησ ολιγοςακχαριτών και το κατϊλοιπο τησ γλυκϐζησ που ϋχει μεύνει 

ςυνδεδεμϋνο με α-1,6 γλυκοζιτικϐ δεςμϐ μετατοπύζεται ςτο κϋντρο τησ γλυκοζιτϊςησ χωρύσ το 

ϋνζυμο να αποςυνδεθεύ απϐ το γλυκογϐνο. Αυτό η μετατϐπιςη θα μποροϑςε να κατευθϑνει ϋνα 

μη αναγωγικϐ ϊκρο του γλυκογϐνου να ϋρθει ςε κατϊλληλη θϋςη ώςτε να ςυνδεθεύ με την 

μαλτοτριϐζη και να παραχθεύ μια επιμόκησ αλυςύδα. Σϋλοσ, η γλυκοζιτϊςη απομακρϑνει τη 

γλυκϐζη που βρύςκεται ςυνδεδεμϋνη ςτη διακλϊδωςη και επομϋνωσ η ϐλη διαδικαςύα τησ 

κατϊλυςησ βαςύζεται ςτη ςυντονιςμϋνη δρϊςη μεταξϑ των διαφορετικών περιοχών του 

ενζϑμου [123]. Οι Ζhai L., και ςυνεργϊτεσ προςδιϐριςαν τη δομό του CgGDE το 2016, ςε 

ελεϑθερη μορφό (κωδικϐσ PDB 5D06) και ςε ςϑμπλοκο με ολιγοςακχαρύτεσ (κωδικϐσ PDB 

5D0F, E564Q) και μελϋτηςαν την παραπϊνω υπϐθεςη καταςκευϊζοντασ μεταλλαγμϋνεσ 

μορφϋσ του ενζϑμου ςτα οπούα εύχε διαταραχθεύ εύτε η δρϊςη τησ τρανςφερϊςησ εύτε η δρϊςη 

τησ γλυκοζιτϊςησ. Η κϊθε μεταλλαγμϋνη μορφό δεν εμφϊνιζε δραςτικϐτητα παρουςύα φ-
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dextrin, μιασ και για την ολικό δραςτικϐτητα του GDE εύναι απαραύτητο να εύναι δραςτικϋσ και 

οι δϑο καταλυτικϋσ περιοχϋσ. Μύξη τϋτοιων μεταλλαγμϊτων ϋδειξε ϐτι η δραςτικϐτητα όταν 

ϐμοια με αυτό τησ φυςιολογικόσ πρωτεϏνησ με αποτϋλεςμα, η αντύδραςη που καταλϑει το GDE 

να μην εύναι απαραύτητο να ςυμβαύνει μϋςω μεταφορϊσ του προώϐντοσ ςτην περιοχό τησ 

γλυκοζιτϊςησ. Οι ερευνητϋσ προτεύνουν ϐτι το προώϐν τησ τρανςφερϊςησ (μαλτοτριϐζη) 

αποςυνδϋεται απϐ το GDE πριν το διακλαδιςμϋνο κατϊλοιπο ειςϋλθει ςτην περιοχό τησ 

γλυκοζιτϊςησ [44]. 

Ϊνα ερώτημα ςτα παραπϊνω θϋτει η εργαςύα των Min-ho, L., το 2014 ϐπου υποςτόριξαν ϐτι η 

περικομμϋνη μορφό τησ Ν-τελικόσ περιοχόσ του ScGDE, δηλαδό η περιοχό που ϋχει 

χαρακτηριςτεύ με δρϊςη τρανςφερϊςησ, διαθϋτει επιπλϋον και δρϊςη γλυκοζιτϊςησ. Οι 

ερευνητϋσ, δημιοϑργηςαν μια καταςκευό που περιεύχε την Ν-τελικό περιοχό του ενζϑμου 

(κατϊλοιπα 1-644) ςε φυςικό μορφό ό με μύα μετϊλλαξη (D535N ό E564Q). Ψσ υπϐςτρωμα 

χρηςιμοπούηςαν εύτε μαλτοτετραϐζη εύτε β-κυκλοδεξτρύνη με διαφορετικοϑσ υποκαταςτϊτεσ: 

G1-βCD (β-κυκλοδεξτρύνη ςυνδεδεμϋνη με γλυκϐζη με α-1,6 γλυκοζιτικϐ δεςμϐ) και G4-βCD 

(G1-βCD και τα υπϐλοιπα 3 κατϊλοιπα γλυκϐζησ ςυνδεδεμϋνα με α-1,4 γλυκοζιτικϐ δεςμϐ με 

την α-1,6 γλυκϐζη). Σα αποτελϋςματα τουσ ϋδειξαν ϐτι οι μεταλλαγμϋνεσ μορφϋσ του ενζϑμου 

δεν εύχαν δραςτικϐτητα τρανςφερϊςησ αλλϊ εμφϊνιςαν δραςτικϐτητα γλυκοζιτϊςησ ϐταν 

χρηςιμοπούηςαν ωσ υπϐςτρωμα G1-βCD [124]. Ψςτϐςο, μελϋτεσ ςε μεταλλαγμϋνεσ μορφϋσ ςτα 

αντύςτοιχα κατϊλοιπα του ολοενζϑμου του ScGDE και CgGDE δεν ϋχουν δεύξει να υπϊρχει 

δραςτικϐτητα γλυκοζιτϊςησ [44, 125]. Αυτό η νϋα δραςτικϐτητα τησ Ν-τελικόσ περιοχόσ του 

GDE φαύνεται να απορρϋει απϐ τη δημιουργύα τησ ςυγκεκριμϋνησ καταςκευόσ (κατϊλοιπα 1-

644) καθώσ η απώλεια τησ C-περιοχόσ μπορεύ να οδηγόςει ςε αλλαγό τησ γεωμετρύασ του 

παραγϐμενου ενζϑμου και να ςχηματύζει τετραμερό κϊτι το οπούο του προςδύδει την επιπλϋον 

καταλυτικό δρϊςη [124]. Κϊτι ανϊλογο ςυμβαύνει με το ϋνζυμο TreX (EC: 2.4.1.25, 3.2.1.33, 

MW 70 kDa) απϐ το αρχαύο Sulfolobus sulfotaricus το οπούο διαθϋτει τϐςο δραςτικϐτητα 

τρανςφερϊςησ ϐςο και γλυκοζιτϊςησ. Αξύζει να ςημειωθεύ το TreX ςχηματύζει ςτο διϊλυμα 

διμερό και τετραμερό με τα τετραμερό να εύναι 4 φορϋσ περιςςϐτερο καταλυτικϊ δραςτικϊ με 

την δρϊςη τησ τρανςφερϊςησ να ενιςχϑεται ςημαντικϊ απϐ τον τετραμεριςμϐ του ενζϑμου 

[113].  

1.3.3. Η εμπλοκή του GDE ςτον καρκίνο 

Μελϋτεσ ϋχουν δεύξει ϐτι το GDE αποτελεύ ϋνα καταςτολϋα τησ εξϋλιξησ του καρκύνου τησ 

ουροδϐχου κϑςτησ αλλϊ και του μη μικροκυτταρικοϑ καρκύνου του πνεϑμονα και ωσ εκ 
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τοϑτου αποτελεύ ϋνα ϋνζυμο κλειδύ ςτη βιολογύα του καρκύνου. Σα επύπεδα του mRNA του 

hGDE φαύνεται να ςχετύζονται με την εξϋλιξη τησ νϐςου ςτουσ αςθενεύσ καθώσ χαμηλϊ επύπεδα 

hGDE ςχετύζονται με αυξημϋνη θνηςιμϐτητα. Ιδιαύτερο ενδιαφϋρον παρουςιϊζει το γεγονϐσ ϐτι 

η επύδραςη που επιφϋρει η απουςύα του GDE ςτην εξϋλιξη του καρκύνου δεν ςχετύζεται με την 

ϋωσ ςόμερα γνωςτό του καταλυτικό λειτουργύα, δηλαδό τη ςυμμετοχό του ςτο μεταβολιςμϐ 

του γλυκογϐνου [126-129]. Παρϐμοιεσ παρατηρόςεισ ϋχουν γύνει και ςε γλυκολυτικϊ ϋνζυμα 

του μεταβολιςμοϑ που ϋχουν επιπλϋον μη μεταβολικϋσ δρϊςεισ [130, 131]. Οι ερευνητϋσ που 

διεξόγαγαν αυτϋσ τισ μελϋτεσ ϋδειξαν ϐτι ςε κϑτταρα ςτα οπούα εύχε επιτευχθεύ απαλοιφό του 

GDE, παρατηρόθηκε αυξημϋνη ϋκφραςη τησ ςυνθϊςησ του υαλουρονικοϑ οξϋοσ, HAS2 [127, 

128] και ωσ αποτϋλεςμα αυτοϑ, αυξημϋνη παραγωγό υαλουρονικοϑ οξϋοσ που οδηγεύ ςε 

ανϊπτυξη ανεξϊρτητη απϐ προςφϑςεισ. Ο τρϐποσ με τον οπούο η απώλεια του GDE οδηγεύ ςε 

αυξημϋνη ϋκφραςη τησ HAS2 εύναι ακϐμα υπϐ διερεϑνηςη. Οι επιςτόμονεσ που διεξόγαγαν την 

ϋρευνα εικϊζουν ϐτι μπορεύ να προκαλεύται εύτε μϋςω αυξημϋνησ πρϐςληψησ γλυκϐζησ λϐγω 

επαναπρογραμματιςμοϑ του μεταβολιςμοϑ εύτε μϋςω αλληλεπιδρϊςεων με ϊλλεσ πρωτεϏνεσ 

[126-128] χωρύσ ϐμωσ να υπϊρχουν ςτοιχεύα που να ευνοοϑν ςημαντικϊ εύτε ςτη μύα εύτε ςτην 

ϊλλη περύπτωςη. Ενδιαφϋρον εϑρημα πϊνω ςε ϋνα πιθανϐ μηχανιςμϐ εμπλοκόσ του GDE ςτουσ 

δϑο αυτοϑσ τϑπουσ καρκύνου αποτελεύ η αλληλεπύδραςη του με την AMPK και ςυγκεκριμϋνα 

με την υπομονϊδα β1 μϋςω αλληλεπύδραςησ η οπούα δε ςχετύζεται με τη ςϑνδεςη των δϑο 

πρωτεώνών ςτο γλυκογϐνο. Η AMPK αποτελεύ ϋναν ενεργειακϐ αιςθητόρα για το κϑτταρο και 

ϋνα ςημαντικϐ ρυθμιςτό του μεταβολιςμοϑ καθώσ εμπλϋκεται ςτο μεταβολιςμϐ του 

γλυκογϐνου και των λιπιδύων. Όταν χϊνεται η αλληλεπύδραςη του GDE με την AMPK, τϐτε η 

δραςτικϐτητα του GDE μϋνει ανεπηρϋαςτη αλλϊ η δραςτικϐτητα τησ AMPK αυξϊνεται 

ςημαντικϊ [132]. Επομϋνωσ, η αϑξηςη τησ δρϊςησ τησ AMPK λϐγω απώλειασ του GDE, 

ενδεχομϋνωσ, θα μποροϑςε να οδηγόςει ςε επαναπρογραμματιςμϐ του μεταβολιςμοϑ με 

αϑξηςη τησ πρϐςληψησ τησ γλυκϐζησ η οπούα αποτελεύ πρϐδρομο μϐριο για το ςχηματιςμϐ 

υαλουρονικοϑ οξϋοσ. Επιπλϋον, η παρουςύα υψηλών ςυγκεντρώςεων γλυκϐζησ ςτο 

κυτταρϐπλαςμα οδηγεύ ςε ενεργοπούηςη τησ PKC [133] και ςτη ςυνϋχεια ςε ενεργοπούηςη των 

ςυνθαςών του υαλουρονικοϑ οξϋοσ [134]. Απϐ την ϊλλη μεριϊ, μελϋτεσ ϋχουν δεύξει ϐτι η 

AMPK φωςφορυλιώνει και απενεργοποιεύ την HAS2 αλλϊ ϐχι τα ιςοϋνζυμα HAS1 και HAS3 

[135] θϋτοντασ ϋτςι διϊφορεσ παραμϋτρουσ που θα πρϋπει να ικανοποιοϑνται απϐ κϊποιον 

προτεινϐμενο μηχανιςμϐ ρϑθμιςησ. Η διερεϑνηςη του τρϐπου με τον οπούο η απαλοιφό του 

GDE εμπλϋκεται ςτην εξϋλιξη του καρκύνου ύςωσ φϋρει ςτο προςκόνιο επιπλϋον ϊγνωςτεσ 
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λειτουργύεσ του GDE που δεν ςχετύζονται με την καταλυτικό του δρϊςη και μπορεύ προςφϋρει 

νϋα γνώςη γϑρω απϐ τον μεταβολιςμϐ του γλυκογϐνου και την βιολογύα του καρκύνου.  

1.3.4. Αναςτολείσ του GDE 

Απϐ την δρϊςη τησ GP ςτο μακρομϐριο του γλυκογϐνου μπορεύ να καταναλωθεύ μϐνο το 30 % 

[103]. Σο υπϐλοιπο 70 % [103] απαιτεύ τη δρϊςη του GDE με αποτϋλεςμα το ϋνζυμο αυτϐ να 

αποτελεύ ϋναν ςτϐχο για την εϑρεςη μικρών μορύων με ςκοπϐ τη μεύωςη των επιπϋδων τησ 

γλυκογονϐλυςησ ςε διαβητικοϑσ αςθενεύσ. Σο ευκαρυωτικϐ GDE δεν ϋχει μελετηθεύ ςε βϊθοσ 

για την εϑρεςη αναςτολϋων, ϐπωσ η GP, καθώσ δεν υπϊρχει διαθϋςιμη κρυςταλλικό δομό. Η 

ϋνωςη 1-S-dimethylarsino-1-thio-β-D-glucanopyranoside (DATG) αναςτϋλλει και τισ δϑο 

καταλυτικϋσ δρϊςεισ του GDE [136]. Επιπλϋον, εύναι γνωςτϐ ϐτι η nojirimycin (5-amino-D-

glucose), ϋνασ αναςτολϋασ γλυκοζιταςών, αναςτϋλλει την ολικό δρϊςη του rmGDE με Ki 24 μΜ 

και τη δρϊςη τησ α-1,6 γλυκοζιτϊςησ με Ki 3.9 μΜ [123]. Παρϊγωγο τησ nojirimycin, ϐπωσ η 1-

deoxynojirimycin [45, 137], και παρϊγωγα αυτόσ ϐπωσ, ΒΑΤ m 1099 (miglitol) [45, 137], BAY o 

1248 [137], fagomine [45], α-homonijirimycin (HNJ) [45], 7-O-β-D-glucopyranosyl-HNJ [45] και 

N-Methyl-1-Deoxynojirimycin (MOR-14) [138] (Εικϐνα 23), αποτελοϑν ιςχυροϑσ αναςτολεύσ τησ 

α-1,6 γλυκοζιτϊςησ του GDE. In vivo πειρϊματα ςε αρουραύουσ ϋχουν δεύξει ϐτι η dNOJ και η 

miglitol εύναι ιςχυρού αναςτολεύσ τησ επαγϐμενησ γλυκογονϐλυςησ απϐ γλυκαγϐνη και Ca2+ 

χωρύσ ϐμωσ να επηρεϊζεται η ςυγκϋντρωςη τησ GPa [139].  

 

Εικβνα 23: Διϊφοροι αναςτολεύσ που ϋχουν μελετηθεύ με κινητικϋσ μελϋτεσ ωσ προσ το GDE. 

Η dNOJ και παρϊγωγα τησ αναςτϋλλουν την γλυκοζιτϊςη και ϐχι την τρανςφερϊςη του GDE με 

τιμϋσ IC50 τησ τϊξεων των χαμηλών μΜ. ε ςυγκϋντρωςη 100 μΜ dNOJ το GDE εμφανύζει 

δραςτικϐτητα μϐνο 1 - 7 % ωσ προσ το δεύγμα ελϋγχου ενώ η δραςτικϐτητα τησ GP ςε 

ςυγκϋντρωςη 0.6 mM μϋνει πρακτικϊ ανεπηρϋαςτη [137]. Εκτϐσ απϐ τισ παραπϊνω ενώςεισ, 

ϋχουν μελετηθεύ και ϊλλα ςακχαρομιμητικϊ ωσ προσ την ικανϐτητα τουσ να αναςτϋλλουν το 
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GDE αλλϊ και ϊλλεσ α-1,4 γλυκοζιτϊςεσ. τον Πύνακασ 6 παρουςιϊζονται οι πϋντε ενώςεισ οι 

οπούεσ αναςτϋλλουν ιςχυρϊ το GDE. Εκτϐσ απϐ τη miglitol και η fagomine αναςτϋλλει ιςχυρϊ 

το GDE ςυγκριτικϊ με τισ υπϐλοιπεσ α-γλυκοζιτϊςεσ ενώ η δρϊςη τουσ ωσ προσ την GP εύναι 

απϐ μικρό ϋωσ μηδαμινό [37, 45]. Σο εϑρημα αυτϐ εύναι αρκετϊ ςημαντικϐ γιατύ η ϋνωςη 

miglitol ϋχει εγκριθεύ απϐ τον FDA (1996) ωσ φϊρμακο για τη διαχεύριςη του Δ2 καθώσ 

αποτελεύ αναςτολϋα α-γλυκοζιταςών και καθυςτερεύ την πϋψη των υδατανθρϊκων μετϊ απϐ 

ϋνα γεϑμα αποτρϋποντασ ϋτςι την αϑξηςη των επιπϋδων του ςακχϊρου ςτο αύμα [140, 141]. 

Πίνακασ 6: Σα πϋντε πιο βιοδραςτικϊ ςϊκχαρο-μιμητικϊ ωσ προσ το rmGDE και ϊλλεσ γλυκοζιτϊςεσ. Οι τιμϋσ των IC50 

παρουςιϊζονται ςε μΜ [45]. 

Ϊνζυμο dNOJ Fagomine HNJ 7-O-β-D-glucopyranosyl-HNJ Miglitol 

Εντερική α-γλυκοζιτάςη      

Μαλτϊςη αρουραύου 0.13 820 0.08 0.38 1.3 

Ιςομαλτϊςη αρουραύου 0.16 460 0.70 0.60 1.2 

ουκρϊςη αρουραύου 0.21 90 0.17 2.6 0.11 

α-γλυκοζιτϊςη 1.0 -a 1.0 18 0.35 

β-γλυκοζιτϊςη 240 -a -a -a 84 

rmGPb -b 200 -b -b -b 

rmGDE (1,6-Glc) 0.19 2.1 0.11 6.1 0.39 
a Λιγϐτερο απϐ 50 % αναςτολό ςε 1000 μM αναςτολϋα. 
b Λιγϐτερο απϐ 50 % αναςτολό ςε 400 μM αναςτολϋα. 

Η διαθϋςιμη κρυςταλλικό δομό για το CgGDE, του οπούα η αλληλουχύα εύναι αρκετϊ 

ςυντηρημϋνη ςτα καταλυτικϊ κϋντρα (Εικϐνα 24), αλλϊ και η επύλυςη τησ δομόσ του hGDE θα 

δώςει ϐλεσ τισ απαραύτητεσ δομικϋσ πληροφορύεσ ώςτε μϋςω του κατευθυνϐμενου απϐ τη 

δομό ςχεδιαςμοϑ φαρμϊκων να γύνει ςϑνθεςη χημικών ενώςεων πολϑ πιο ιςχυρών, οι οπούεσ 

πιθανϐν να μποροϑν να περϊςουν ςε κλινικϋσ μελϋτεσ, ϐπωσ το miglitol.  

 

Εικβνα 24: Η επιφϊνεια τησ κρυςταλλικόσ δομόσ του CgGDE (PDB-ID: 5D0F, [44]) ςε ςϑμπλοκο με ολιγοςακχαρύτεσ. Με 

διαβϊθμιςη τησ ϋνταςησ των χρωμϊτων παρουςιϊζεται η ςυντόρηςη των καταλούπων μεταξϑ των: Α) CgGDE, ScGDE, hGDE, 

rGDE, pGDE και Β) CgGDE, hGDE. Η ςτούχιςη των αλληλουχιών παρατύθεται ςτο παρϊρτημα (τούχιςη 2). Η απεικϐνιςη των 

ποςοςτών ςυντόρηςησ των καταλούπων ϋγινε με το πρϐγραμμα UCSF Chimera [142]. 
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1.4.  Ορθολογικβσ ςχεδιαςμβσ φαρμάκων κατευθυνβμενοσ απβ τη δομή 

(Structure Based Drug Design, SBDD) 

Η διαδικαςύα η οπούα ακολουθεύται ώςτε ϋνα υποψόφιο φϊρμακο να μπορϋςει να βγει ςτην 

αγορϊ απαιτεύ επϋνδυςη πολλών χρημϊτων απϐ τισ φαρμακευτικϋσ εταιρεύεσ και πϊνω απϐ 15 

χρϐνια μελετών κατϊ μϋςο ϐρο. Σο ποςοςτϐ επιτυχύασ εύναι αρκετϊ μικρϐ (~ 10 %) καθώσ 

πολλϊ υποςχϐμενα φϊρμακα αδυνατοϑν να περϊςουν τισ κλινικϋσ μελϋτεσ εύτε γιατύ 

χαρακτηρύζονται ωσ μη αποτελεςματικϊ εύτε λϐγω ανεπιθϑμητων ενεργειών. Αυτϐ ςημαύνει 

ϐτι το ~ 70 % των χρημϊτων που ϋχουν δαπανηθεύ για κλινικϋσ μελϋτεσ δεν ϋχει οδηγόςει ςε 

παραγωγό νϋων φαρμϊκων. όμερα ο προςδιοριςμϐσ τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ πολλών 

πρωτεώνών μϋςω μεθϐδων ϐπωσ η κρυςταλλογραφύα πρωτεώνών και ο πυρηνικϐσ μαγνητικϐσ 

ςυντονιςμϐσ (NMR) παρϋχουν το απαραύτητο πλαύςιο ώςτε να ςχεδιαςτοϑν αναςτολεύσ με 

μεγϊλη ςυγγϋνεια ωσ προσ τα μϐρια ςτϐχουσ [143]. Μεγϊλη εφαρμογό για τον SBDD βρύςκεται 

ςτην παραγωγό φαρμϊκων εξειδικευμϋνων για παθογϐνα, καθώσ ο SBDD μπορεύ να οδηγόςει 

ςε εξειδικευμϋνη ςτϐχευςη των πρωτεώνών των παθογϐνων οργανιςμών, βαςιζϐμενοι ςτισ 

δομικϋσ διαφορϋσ που εμφανύζουν με τισ αντύςτοιχεσ ανθρώπινεσ πρωτεϏνησ, ώςτε να μην 

επηρεαςτεύ η λειτουργύα του ξενιςτό [144].  

Οι ςυνεχεύσ βελτιώςεισ των υπηρεςιών που παρϋχουν τα αυτοματοποιημϋνα κϋντρα 

ςυγχροτρονικόσ ακτινοβολύασ, ϐπωσ η πιο ιςχυρό ακτινοβολύα και η δυνατϐτητα 

αυτοματοποιημϋνησ ςυλλογόσ δεδομϋνων με μεγϊλη ταχϑτητα χωρύσ φυςικό παρουςύα αλλϊ 

και η ταυτϐχρονα εξϋλιξη των προγραμμϊτων ανϊλυςησ δεδομϋνων μεύωςαν κατϊ πολϑ το 

χρϐνο που χρειϊζεται για την ανακϊλυψη νϋων δομών. Σο πρώτο ςτϊδιο του κατευθυνϐμενου 

απϐ τη δομό ςχεδιαςμοϑ φαρμϊκων εύναι η εϑρεςη του ςτϐχου. Ο ςτϐχοσ μπορεύ να εύναι ϋνα 

βιολογικϐ μακρομϐριο ϐπωσ οι πρωτεϏνεσ και τα νουκλεώκϊ οξϋα. Σα ϋνζυμα, μιασ που 

αποτελοϑν καταλϑτεσ βιολογικών αντιδρϊςεων, αποτελοϑν τουσ πρωταγωνιςτϋσ ςτον SBDD 

καθώσ βλϊβεσ ςτη ρϑθμιςη ό τη λειτουργύα τουσ μπορεύ να οδηγόςει ςε αςθϋνειεσ. Η 

διαδικαςύα του SBDD βαςύζεται ςτην επανϊληψη μιασ ςειρϊσ διεργαςιών, ςυχνϊ μϋςω 

επαναλαμβανϐμενων κϑκλων, με ςκοπϐ τη βελτιςτοπούηςη μιασ ϋνωςησ οδηγοϑ ώςτε να 

χρηςιμοποιηθεύ ςε κλινικϋσ μελϋτεσ (Διϊγραμμα 1). Ο πρώτοσ κϑκλοσ περιλαμβϊνει την 

κλωνοπούηςη του γονιδύου ςτϐχου, τον καθαριςμϐ τησ παραγϐμενησ πρωτεϏνησ και τον 

βιοχημικϐ και δομικϐ χαρακτηριςμϐ τησ. Ο προςδιοριςμϐσ τησ δομόσ μπορεύ να γύνει μϋςω 

κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ, NMR και κρυο-ηλεκτρονιακόσ μικροςκοπύασ, με κϊθε 

μεθοδολογύα να φϋρει πλεονεκτόματα και μειονεκτόματα [144]. Η κρυςταλλογραφύα ακτύνων-
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Φ αποτελεύ την πλϋον παραδοςιακό τεχνικό καθώσ μποροϑν να εξαχθοϑν δεδομϋνα υψηλόσ 

ευκρύνειασ και να παρατηρηθοϑν μϐρια ϑδατοσ τα οπούα μπορεύ να ϋχουν εξαιρετικϊ 

ςημαντικϐ ρϐλο ςτη ςταθερϐτητα τησ πρωτεϏνησ αλλϊ και ςτην καταλυτικό δρϊςη, ϋνασ 

ςημαντικϐσ παρϊγοντασ που πρϋπει να ληφθεύ υπϐψη κατϊ τον SBDD. τη ςυνϋχεια, πρϋπει να 

βρεθεύ μια ϋνωςη οδηγϐσ, η οπούα θα χρηςιμοποιηθεύ για τη δημιουργύα ϊλλων πιο 

βιοδραςτικών ενώςεων. Ϊνωςη οδηγϐ, μπορεύ να αποτελεύ το υπϐςτρωμα τησ πρωτεϏνησ ό 

ςυμπαρϊγοντεσ οι οπούοι αν τροποποιηθοϑν μποροϑν να αποτελϋςουν ιςχυροϑσ αναςτολεύσ 

του ενζϑμου [144, 145]. Αν δεν υπϊρχουν τϋτοια δεδομϋνα, τϐτε μια ϋνωςη οδηγϐσ μπορεύ να 

προκϑψει εύτε πειραματικϊ μϋςω υψηλόσ απϐδοςησ διαλογό ςυλλογών (HTS), 

κρυςταλλογραφύα ςυγγϋνειασ, ςχεδιαςμϐ φαρμϊκων μϋςω θραυςμϊτων (FBDD) εύτε μϋςω 

του ςχεδιαςμοϑ φαρμϊκων in silico (CADD). 

 χεδιαςμϐσ φαρμϊκων in silico (Computer-Aided Drug Discovery, CADD).  

Η ϑπαρξη μεγϊλων βιβλιοθηκών με χημικϋσ ενώςεισ χρηςιμεϑει ςτην in silico διαλογό πολλών 

ενώςεων ώςτε να βρεθεύ ϋνα αρχικϐ μϐριο το οπούο ςτη ςυνϋχεια θα βελτιςτοποιηθεύ ωσ προσ 

τη ςυγκεκριμϋνη πρωτεϏνη ςτϐχο [143]. Για την καταςκευό των κατϊλληλων μοντϋλων για 

μελϋτεσ μοριακοϑ ελλιμενιςμοϑ (docking) μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν δεδομϋνα απϐ 

κρυςταλλογραφύα ακτύνων-Φ και απϐ μελϋτεσ NMR. Επειδό η κρυςταλλογραφύα ακτύνων-Φ 

αποκαλϑπτει μϐνο μια διαμϐρφωςη για την πρωτεϏνη, ςυνόθωσ χρηςιμοποιοϑνται 

διαφορετικϋσ δομικϋσ διαμορφώςεισ για την ύδια πρωτεϏνη με ςκοπϐ την παραγωγό του 

μοντϋλου. Η φαςματοςκοπύα NMR διαθϋτει ϋνα πλεονϋκτημα ςε αυτϐ το κομμϊτι καθώσ 

προκϑπτουν διαφορετικϋσ διαμορφώςεισ τησ ύδιασ πρωτεϏνησ ςτο διϊλυμα. υχνϊ, αν 

υπϊρχουν δεδομϋνα για μια πρωτεϏνη και απϐ τισ δϑο μεθοδολογύεσ, τϐτε ςυνδυϊζονται. Όταν 

ϐμωσ δεν υπϊρχει γνωςτό δομό ςυνόθωσ καταςκευϊζονται μοντϋλα μϋςω ομϐλογου 

ςυνδυαςμοϑ με χρόςη υπολογιςτών. Με υπολογιςτικϊ προγρϊμματα και χρόςη αλγορύθμων 

πολλϋσ ενώςεισ ό θραϑςματα ενώςεων ελϋγχονται για το αν μποροϑν να προςδεθοϑν ςε 

επιλεγμϋνεσ περιοχϋσ τησ δομόσ. Αυτού οι παρϊγοντεσ αξιολογοϑνται, κατηγοριοποιοϑνται και 

ελϋγχονται ςτο εργαςτόριο με βιοχημικϋσ μεθϐδουσ [144]. Ϊπειτα οι πιο υποςχϐμενεσ ενώςεισ 

μπαύνουν ξανϊ ςτη διαδικαςύα βελτιςτοπούηςησ με ςκοπϐ την εϑρεςη πιο ιςχυρών ενώςεων. 

 Διαλογό υψηλόσ απϐδοςησ (High throughput Screening, HTS). 

Η αναγκαιϐτητα για την εϑρεςη φαρμϊκων και ειδικϐτερα η εϑρεςη ενώςεων οδηγών που 

μποροϑν να τροποποιηθοϑν για να δοκιμαςτοϑν ωσ εν δυνϊμει φϊρμακα ϋχει οδηγόςει ςε 

ανϊπτυξη ςημαντικών τεχνολογιών και αυτοματοποιημϋνων μϋςων ώςτε να δοκιμϊζονται με 
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χαμηλϐ κϐςτοσ και ςε ςϑντομο χρονικϐ διϊςτημα πολλϋσ χημικϋσ ενώςεισ ϋναντι ενϐσ ςτϐχου. 

Εκτϐσ απϐ την ανϊπτυξη ςτην υλικοτεχνικό υποδομό, η εϑρεςη νϋων, ϊμεςων, μη ραδιενεργών 

μεθϐδων για τον προςδιοριςμϐ τησ δραςτικϐτητασ ενζϑμων οδηγεύ ςε ταχεύα ςϊρωςη πολλών 

ενώςεων. Ψςτϐςο, η ύδια αυτό η ανϊπτυξη αυτοματοποιημϋνησ τεχνολογύασ που ςυχνϊ 

απαιτεύ την χρόςη 1 - 2 μL ςε πιϊτα ϋωσ και 1536 θϋςεων μειώνει μεν το κϐςτοσ και την 

ταχϑτητα αλλϊ για να εύναι αξιϐπιςτο το αποτϋλεςμα απαιτεύται η χρόςη αξιϐπιςτων οργϊνων 

που μποροϑν να χειριςτοϑν με ακρύβεια τϋτοιουσ ϐγκουσ [146]. Επιπλϋον, η ταχϑτητα 

διαλογόσ πολλών ενώςεων ποικύλει ανϊλογα με την πολυπλοκϐτητα τησ μεθϐδου που 

εφαρμϐζεται. Γενικϊ, η διαλογό ~ 10.000 ενώςεων χρειϊζεται περύπου μια εβδομϊδα ενώ η 

διαλογό ~ 1.000.000 χρειϊζεται περύπου 1-3 μόνεσ [147]. Σο ποςοςτϐ επιτυχύασ του HTS ώςτε 

να βρεθεύ μύα ϋνωςη οδηγϐσ υπολογύζεται ~ 50 % αν και η ολοϋνα αϑξηςη των βιβλιοθηκών με 

χημικϋσ ενώςεισ φαύνεται πωσ μϊλλον δυςκολεϑει το ϋργο του να «βροϑμε μια βελϐνα μϋςα 

ςτα ϊχυρα» αλλϊ αυξϊνει την πιθανϐτητα για εϑρεςη ενώςεων οδηγών για περιςςϐτερα μϐρια 

ςτϐχουσ [146, 147]. Η χρόςη αυτόσ τησ μεθϐδου μπορεύ να εφαρμοςτεύ και ςε κρυςτϊλλουσ 

πρωτεώνών αλλϊ αυτό η προςϋγγιςη εύναι αρκετϊ δαπανηρό και χρονοβϐρα και για αυτϐ 

ςυνόθωσ μϐνο τα αρχικϊ ευρόματα χρηςιμοποιοϑνται για την ανϊλυςη του τρϐπου πρϐςδεςησ 

τουσ ςτο μϐριο ςτϐχο ώςτε ςτη ςυνϋχεια να βελτιςτοποιηθοϑν.  

 χεδιαςμϐσ φαρμϊκων βαςιζϐμενοσ ςε θραϑςματα ενώςεων (Fragment Based Drug Design, 

FBDD). 

Η μεθοδολογύα του FBDD χρηςιμοποιεύται για την εϑρεςη μικρών θραυςμϊτων χημικών 

ενώςεων που μποροϑν να προςδϋνονται ςε ϋνα μεγϊλο εϑροσ θεραπευτικών ςτϐχων, ϐπωσ 

εύναι τα ϋνζυμα. Η βαςικό αρχό που ακολουθεύ ο FBDD ςτηρύζεται ςτη διαλογό ακϐμα και μιασ 

μικρόσ βιβλιοθόκησ μικρών και απλών μορύων (102-104 θραϑςματα) αυξϊνοντασ την 

πιθανϐτητα να βρεθεύ ϋνα εϑρημα που προςδϋνεται ςτον ςτϐχο, ςυγκριτικϊ με τη διαλογό 

μεγϊλων βιβλιοθηκών με μεγαλϑτερα μϐρια ϐπωσ ςτο HTS (ϋωσ 106 ενώςεισ). Αυτϊ τα 

θραϑςματα ενώςεων αξιολογοϑνται αρχικϊ ωσ προσ την ικανϐτητα τουσ να προςδϋνονται ςτο 

ϋνζυμο με βιοχημικϋσ και/ό βιοφυςικϋσ μεθϐδουσ. υνόθωσ, τα ευρόματα δεν προςδϋνονται 

ιςχυρϊ ςτον ςτϐχο με ςταθερϊ διϊςταςησ (KD) απϐ υψηλϊ μΜ ϋωσ mM [148]. Σο γεγονϐσ ϐτι οι 

αρχικϋσ ενώςεισ οδηγού που βρύςκονται ϋχουν χαμηλό ςυγγϋνεια ωσ προσ τουσ ςτϐχουσ εγεύρει 

ερωτόματα γϑρω απϐ το κατϊ πϐςο τϋτοιεσ ενώςεισ που μπορεύ να προςδϋνονται ςτον 

κρϑςταλλο θα παρατηρηθοϑν ςτη δομό μετϊ απϐ αρχικό βελτιςτοπούηςη του χϊρτη 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ. Μελϋτη των Schiebel, J. και ςυνεργατών, ϋδειξε ϐτι το 25 % των 
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ευρημϊτων που εύχαν απϐ αυτό τη μϋθοδο θα εύχε παραλειφτεύ αν δεν εύχαν προχωρόςει ςε 

περαιτϋρω βελτιςτοπούηςη των δομών [149]. Η επύλυςη τησ δομόσ του ςυμπλϐκου ενζϑμου-

θραϑςματοσ, ςυνόθωσ με κρυςταλλογραφύα ακτύνων-Φ αναδεικνϑει το ό τα κϋντρα πρϐςδεςησ 

ςτο ϋνζυμο. Ϊχουν αναφερθεύ περιπτώςεισ ϐπου διαφορετικϊ θραϑςματα ϋχουν βρεθεύ 

προςδεδεμϋνα ςε κοντινϋσ περιοχϋσ του ενζϑμου. Η ϋνωςη αυτών των θραυςμϊτων ςε μια 

χημικό ϋνωςη μϋςω ενϐσ βραχύονα ϋχει οδηγόςει ςε ςημαντικό αϑξηςη τησ δρϊςησ τουσ. 

Ψςτϐςο, η επιλογό του κατϊλληλου βραχύονα ώςτε να μην επηρεαςτεύ ο τρϐποσ πρϐςδεςησ 

των δϑο θραυςμϊτων αποτελεύ μια δϑςκολη διαδικαςύα. Όπωσ και ςτην HTS ϋτςι και εδώ, η 

οποιαδόποτε βελτιςτοπούηςη των αρχικών ευρημϊτων επηρεϊζεται ϊμεςα απϐ την 

δυνατϐτητα οι υποψόφιεσ ενώςεισ να μποροϑν να ςυντεθοϑν ςτο εργαςτόριο [148].  

 Κρυςταλλογραφύα ςυγγϋνειασ  

Η κρυςταλλογραφύα ςυγγϋνειασ αναπτϑχθηκε με ςκοπϐ την εϑρεςη των πιο βιοδραςτικών 

ουςιών απϐ ϋνα μύγμα φυςικών ουςιών (εκχϑλιςμα). Η κλαςςικό μεθοδολογύα που 

ακολουθεύται μϋχρι ςόμερα για την εϑρεςη δραςτικών ουςιών απϐ φυτϊ βαςύζεται ςε 

διαφορετικϊ ςτϊδια εκχϑλιςησ ςτα οπούα πραγματοποιοϑνται δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ ϋναντι 

πρωτεώνών ςτϐχων και ςτη ςυνϋχεια περαιτϋρω καθαριςμϐσ του μύγματοσ και δοκιμϋσ 

δραςτικϐτητασ. το τϋλοσ, ο ερευνητόσ καταλόγει με μια ό λύγεσ ενώςεισ που μποροϑν να 

επηρεϊςουν τη δραςτικϐτητα του ςτϐχου. Η διαδικαςύα αυτό εύναι δαπανηρό και απαιτεύ 

πολλϋσ εργατοώρεσ. Η κρυςταλλογραφύα ςυγγϋνειασ ελαχιςτοποιεύ το χρϐνο διϐτι 

χρηςιμοποιεύ τον κρϑςταλλο ωσ μϋςο εκλεκτικόσ προςρϐφηςησ τησ πιο βιοδραςτικόσ ϋνωςησ 

απϐ το εκχϑλιςμα ςτη βϊςη τησ παραδοχόσ ϐτι η ϋνωςη με τη μεγαλϑτερη ςυγγϋνεια ωσ προσ 

το ςτϐχο θα βρεθεύ ςυνδεδεμϋνη ςτον κρϑςταλλο. Εύναι εντυπωςιακϐ το γεγονϐσ ϐτι μια 

ϋνωςη μπορεύ να βρεθεύ προςδεδεμϋνη ςτον κρϑςταλλο ακϐμα και αν υπϊρχει ςε μικρϊ 

ποςοςτϊ ςτο εκχϑλιςμα [150]. Επιπλϋον, η εφαρμογό αυτόσ τησ μεθϐδου ϋχει οδηγόςει ςτην 

εϑρεςη ενϐσ νϋου κϋντρου τησ GP, το κϋντρο πρϐςδεςησ τησ κερςετύνησ, [62] η οπούα 

αναςτϋλλει το ϋνζυμο in vitro με ςταθερϊ αναςτολόσ 44 μΜ [151]. Επιπλϋον, ϋχει βρεθεύ ϐτι 

προςδϋνεται το χλωρογενικϐ οξϑ ςτο καταλυτικϐ κϋντρο [152] και το ελλαγικϐ οξϑ κϋντρο 

αναςτολόσ [92, 152]. Σο χλωρογενικϐ οξϑ εμφανύζει ςχετικϊ υψηλό τιμό Ki (2.5 mM), παρϐμοια 

με τη γλυκϐζη, [152] και η χορόγηςη του χλωρογενικοϑ οξϋοσ ςε αρουραύουσ Zucker (fa/fa) με 

ανοχό ςτην ινςουλύνη ϋχει δεύξει ϐτι μειώνει το μϋγιςτο επύπεδο του ςακχϊρου ςτο αύμα μετϊ 

απϐ γεϑμα [153]. Σο ελλαγικϐ οξϑ εύναι μια αρκετϊ βιοδραςτικό φυςικό ϋνωςη καθώσ 

αναςτϋλλει το ϋνζυμο με τιμό Ki ύςη με 7.5 μΜ ωσ προσ την rmGPa [92]. Επύςησ η χορόγηςη 
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ελλαγικοϑ οξϋοσ ςε διαβητικϊ ποντύκια οδηγεύ ςε μεύωςη των επιπϋδων τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα 

[154].  

 

Διάγραμμα 1: Ϊνα διϊγραμμα ροόσ που ακολουθεύται ςτον κατευθυνϐμενο απϐ τη δομό ςχεδιαςμών φαρμϊκων. Σο 

διϊγραμμα αποτελεύ ανακαταςκευό του αντύςτοιχου διαγρϊμματοσ τησ δημοςύευςησ των Anderson, A.C., και ςυνεργατών 

[144]. 

Σο ςκεϑαςμα EmulinΤΜ, ϋνα παντενταριςμϋνο προώϐν, το οπούο αποτελεύται απϐ κερςετύνη, 

χλωρογενικϐ οξϑ και μυριςετύνη μπορεύ ςε βϊθοσ χρϐνου να μειώςει τα επύπεδα του ςακχϊρου 

ςτο αύμα αςθενών με Δ2 [155]. Η μυριςετύνη αναςτϋλλει την εντερικό α-γλυκοζιτϊςη 

διαβητικών αρουραύων με τιμό τησ IC50 ςτα 0.44 mM [156] ενώ το χλωρογενικϐ οξϑ και η 
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κερςετύνη αποτελοϑν επύςησ αναςτολεύσ α-γλυκοζιταςών, ϐπωσ η ςουκρϊςη, με τιμό IC50 ύςη 

με 2.18 mM και 1.46 mM αντύςτοιχα [157]. Η κρυςταλλογραφύα ςυγγϋνειασ εύναι μια 

μεθοδολογύα που μπορεύ να χρηςιμοποιηθεύ για υψηλόσ απϐδοςησ ςϊρωςησ εκχυλιςμϊτων με 

ςκοπϐ την εϑρεςη νϋων φυςικών ενώςεων, υποψόφιων για φαρμακευτικό χρόςη αλλϊ και για 

τον κατευθυνϐμενο απϐ τη δομό ςχεδιαςμϐ φαρμϊκων.  

Απϐ τισ παραπϊνω προςεγγύςεισ, προκϑπτουν μϐρια τα οπούα αξιολογοϑνται ωσ προσ την 

ικανϐτητα τουσ να αναςτϋλλουν το ϋνζυμο. Οι ενώςεισ που θα αναςτϋλλουν το ϋνζυμο in vitro 

ςε ςυγκεντρώςεισ χαμηλών μΜ ςυνεχύζουν να αξιολογοϑνται ςε δεϑτερο κϑκλο. τον δεϑτερο 

κϑκλο, γύνεται προςδιοριςμϐσ τησ δομόσ των πιο υποςχϐμενων ενώςεων ςε ςϑμπλοκο με το 

ϋνζυμο ώςτε να αποκαλυφθεύ το κϋντρο ςτο οπούο προςδϋνονται και οι αλληλεπιδρϊςεισ τουσ 

με αυτϐ, με ςτϐχο οι ενώςεισ αυτϋσ να βελτιςτοποιηθοϑν περαιτϋρω με υπολογιςτικϋσ 

μεθϐδουσ. ημαντικϐ παρϊγοντα ςτην επιλογό των υποψόφιων μορύων που θα ςχεδιαςτοϑν 

αποτελεύ η δυνατϐτητα ςϑνθεςησ τουσ ςτο εργαςτόριο καθώσ δεν εύναι εφικτϐ να ςυντεθεύ 

οποιαδόποτε ϋνωςη θεωρεύ ϋνασ επιςτόμονασ ϐτι μπορεύ να αποτελϋςει υποψόφιο φϊρμακο 

[144]. Επιπλϋον, οι ενώςεισ αξιολογοϑνται και ωσ προσ διϊφορουσ περιοριςτικοϑσ παρϊγοντεσ 

ϐπωσ οι ιδιϐτητεσ ADMET (απορρϐφηςη, κατανομό, μεταβολιςμϐσ, απϋκκριςη και τοξικϐτητα) 

κ.α. για να εύναι ϐςο το δυνατϐν πιο πιθανϐ να ϋχουν θετικϐ αποτϋλεςμα ςε κλινικϋσ μελϋτεσ 

[143]. Αφοϑ προκϑψουν οι υποψόφιεσ ενώςεισ ακολουθοϑν και ϊλλοι κϑκλοι ςϑνθεςησ 

χημικών ενώςεων, αξιολϐγηςησ, προςδιοριςμοϑ τησ δομόσ του ςυμπλϐκου και 

βελτιςτοπούηςησ ώςτε ςτο τϋλοσ να προκϑψουν ενώςεισ/η με φανερϊ αυξημϋνη ςυγγϋνεια ωσ 

προσ το ϋνζυμο, ικανϋσ να δοκιμαςτοϑν ςε κλινικϋσ μελϋτεσ [144]. τον Πύνακασ 7 

παρουςιϊζονται κϊποια πολϑ επιτυχημϋνα παραδεύγματα του SBDD που βρύςκονται ςόμερα 

ςτην αγορϊ.  

Πίνακασ 7: Κϊποια επιτυχημϋνα παραδεύγματα του SBDD που ϋχουν επιτϑχει ςε κλινικϋσ μελϋτεσ και κυκλοφοροϑν ςτην 

αγορϊ [143]. 

Υάρμακο Πρωτεανη-τβχοσ Εταιρεία 

Dorzolamid Carbonic Anhydrase Merck Sharp and Dohme (Harlow, UK) 

Saquinavir HIV Protease Roche (Welwyn, UK) 

Zanamivir Neuraminidase Biota (Melbourne, Australia) 

AG85, AG337, AG331 Thymidylate synthase Agouron (La Jolla, CA, USA) 

Ro466240 Thrombin Roche (Basel, Switzerland) 

Imatinib BCR–ABL Novartis (Basel) 
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2. ΑΝΣΙΚΕΙΜΕΝΟ ΜΕΛΕΣΗ 

Σο αντικεύμενο μελϋτησ τησ παροϑςασ διδακτορικόσ διατριβόσ όταν η εϑρεςη μικρών μορύων 

τα οπούα θα μποροϑςαν να αναςτεύλουν ιςχυρϊ την γλυκογονϐλυςη. Σϋτοιεσ ενώςεισ μποροϑν 

να χρηςιμοποιηθοϑν περαιτϋρω ωσ αντι-υπεργλυκαιμικού παρϊγοντεσ για τη διαχεύριςη του 

Δ2, καθώσ ςε αςθενεύσ με αυτό τη νϐςο η γλυκογονϐλυςη αυξϊνει επιπλϋον τα επύπεδα τησ 

γλυκϐζησ ςτο αύμα. Σα κϑρια ϋνζυμα που ςυμμετϋχουν ςτην αποικοδϐμηςη του γλυκογϐνου 

εύναι η φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου (GP) και το ϋνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου 

(GDE). Η GP καταλϑει τη διαδοχικό απομϊκρυνςη καταλούπων γλυκϐζησ απϐ το μακρομϐριο 

του γλυκογϐνου προσ παραγωγό 1-φωςφορικόσ γλυκϐζησ, η οπούα ςτο όπαρ μετατρϋπεται ςε 

ελεϑθερη γλυκϐζη, ώςτε να διατηροϑνται τα επύπεδα τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα ςε φυςιολογικϊ 

επύπεδα [5]. Η δρϊςη τησ GP ςταματϊ τϋςςερα κατϊλοιπα γλυκϐζησ πριν απϐ ϋνα ςημεύο 

διακλϊδωςησ. Σϐτε, το GDE μεταφϋρει τα τρύα κατϊλοιπα γλυκϐζησ απϐ τη διακλϊδωςη ςε μια 

ϊλλη και υδρολϑει τον α-1,6 γλυκοζιτικϐ δεςμϐ του μορύου τησ γλυκϐζησ που εύχε απομεύνει 

ςτη διακλϊδωςη. Ϊτςι, η GP εύναι ελεϑθερη να ςυνεχύςει τον καταβολιςμϐ του γλυκογϐνου [5]. 

Εύναι ςημαντικϐ να ςημειωθεύ ϐτι η GP απϐ μϐνη τησ μπορεύ να διαςπϊςει μϐνο το 30 % του 

γλυκογϐνου και το υπϐλοιπο 70 % μπορεύ να ανοικοδομηθεύ μϐνο με τη βοόθεια του GDE 

[103]. Η GP εύναι ϋνασ φαρμακευτικϐσ ςτϐχοσ για τη διαχεύριςη του Δ2 [29] καθώσ ϋχει φανεύ 

ϐτι αναςτολεύσ τησ GP μειώνουν τα επύπεδα τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα διαβητικών ποντικών και 

οδηγοϑν ςε βελτύωςη τησ ϋκκριςησ τησ ινςουλύνησ [158-160]. Επομϋνωσ, η εϑρεςη ενώςεων 

που θα μποροϑν να αναςτεύλουν ιςχυρϊ την GP ό το GDE ό ενδεχομϋνωσ και τα δϑο ϋνζυμα 

ταυτϐχρονα αποτελεύ μια υποςχϐμενη προςϋγγιςη για τη διαχεύριςη του Δ2. Οι τρεισ κϑριεσ 

κατηγορύεσ αναλϐγων γλυκϐζησ που ϋχουν μελετηθεύ και οδηγοϑν ςε αναςτολό τησ GP με τιμϋσ 

των Κi τησ τϊξησ μικρών μΜ εύναι ανϊλογα: α) c-γλυκοπυρανϐςυλο-ετεροκυκλικών ενώςεων 

[161] β) Ν-ϊκυλο-Ν’-γλυκοπυρανϐςυλο-ουρύασ [82, 162, 163] και γ) γλυκοπυρανοςυλιδενο-

ςπεύρο-ετεροκυκλικών ενώςεων [82]. Αρχικϊ, εςτιϊςαμε ςτισ ςπειροκυκλικϋσ ενώςεισ καθώσ 

προηγοϑμενεσ μελϋτεσ εύχαν δεύξει ϐτι μποροϑν να μειώςουν τα επύπεδα γλυκϐζησ ςτο αύμα 

διαβητικών αρουραύων [158, 160] και να ευαιςθητοποιόςουν τουσ ιςτοϑσ ςτϐχουσ ςτη 

μεταβολικό δρϊςη τησ ινςουλύνησ [159]. υγκριτικϊ με τισ προηγοϑμενεσ μελϋτεσ, 

προςπαθόςουμε να εκμεταλλευτοϑμε τα δομικϊ χαρακτηριςτικϊ που εύχαν βρεθεύ να 

προςδύδουν ιςχυρό αναςτολό ςε ςπεύρο-κυκλικϋσ ενώςεισ. Ϊτςι καταλόξαμε ςτη μελϋτη 

γλυκοπυρανοςυλιδενο-ςπεύρο-ιμιδαζολινονών με κινητικϋσ και δομικϋσ μελϋτεσ ωσ προσ τη GP. 
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Ϊπειτα ςτραφόκαμε ςε C-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο-ετεροκυκλικϋσ ενώςεισ, καθώσ τϋτοιεσ 

ενώςεισ που διαθϋτουν μια ομϊδα ιμιδαζολύου ό τριαζολύου αποτελοϑν τουσ πιο ιςχυροϑσ 

αναςτολεύσ τησ GP για το καταλυτικϐ κϋντρο μϋχρι ςόμερα με τιμό τησ Ki ύςη με 26 nM [57] και 

172 nM αντύςτοιχα [58]. Με ςκοπϐ να προςδιορύςουμε το ρϐλο τησ φϑςησ και τησ θϋςησ των 

ατϐμων ςτον ετεροκυκλικϐ δακτϑλιο μελετόςαμε τη ςϑνδεςη ςτη GP μια ςειρϊσ αναλϐγων C-

β-D-γλυκοπυρανϐςυλο -θειαζολών, -ιμιδαζολών και μιασ N-β-D γλυκοπυρανϐςυλο –

τετραζϐλησ. Επιπλϋον, εξετϊςαμε τον ρϐλο του δακτυλύου τησ γλυκϐζησ, καθώσ προηγοϑμενεσ 

μελϋτεσ εύχαν δεύξει ϐτι η παρεμβολό ςτο δακτϑλιο τησ γλυκϐζησ με αντικατϊςταςη κϊποιων 

ομϊδων τησ εύχε οδηγόςει ςε ςημαντικό μεύωςη τησ ιςχϑσ των αναςτολϋων. Για το λϐγο αυτϐ, 

μελετόςαμε τη ςϑνδεςη ςτη GP δϑο ενώςεων οι οπούεσ εύχαν τροποποιημϋνο το δακτϑλιο τησ 

γλυκοπυρανϐζησ ϐπου η ομϊδα -ΟΗ ςτη θϋςη 2’ (Κi = 172 nM [58]) αντικαταςτϊθηκε απϐ μια 

ομϊδα –ΝΗ2 (γλυκοζαμύνεσ). ε ϐλεσ τισ παραπϊνω αλλϊ και ςε προηγοϑμενεσ μελϋτεσ, ϋχει 

αναδειχθεύ ο ρϐλοσ των υδρϐφοβων ομϊδων ωσ υποκαταςτϊτεσ ςε ϋναν ετεροκυκλικϐ 

δακτϑλιο [57, 58, 80]. Επομϋνωσ, θελόςαμε να εξερευνόςουμε τα φυςικοχημικϊ 

χαρακτηριςτικϊ τησ β-εςοχόσ του καταλυτικοϑ κϋντρου ςτην οπούα προςδϋνονται ϐλοι αυτού 

οι αναςτολεύσ. Ψσ βϊςη, χρηςιμοποιόςαμε πϊλι ανϊλογα C-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο-τριαζϐλησ 

ϐπου ςτο δακτϑλιο του τριαζολύου υπόρχε μια φαινυλομϊδα ωσ υποκαταςτϊτησ. Η 

φαινυλομϊδα με τη ςειρϊ τησ ϋφερε υποκαταςτϊτεσ ςτη θϋςη πάρα, οι οπούοι διϋφεραν ωσ 

προσ το μϋγεθοσ και την πολικϐτητα. Εκτϐσ απϐ το καταλυτικϐ κϋντρο τησ GP μελετόςαμε και 

το κϋντρο αναςτολόσ τησ με ανϊλογα χρυςύνησ. Η μελϋτη του κϋντρου αναςτολόσ ϋχει 

φαρμακολογικϐ ενδιαφϋρον καθώσ ενώςεισ που προςδϋνονται ςε αυτϐ το κϋντρο του ενζϑμου 

εμφανύζουν ςυνϋργεια με τη γλυκϐζη. Αυτϐ ςημαύνει ϐτι οι αναςτολεύσ αυτού αναςτϋλλουν το 

ϋνζυμο πιο ιςχυρϊ παρουςύα γλυκϐζησ και θα μποροϑςαν να χρηςιμοποιηθοϑν για αποφυγό 

τησ υπογλυκαιμύασ [84, 87, 89, 92]. Μελετόςαμε ανϊλογα χρυςύνησ με κινητικϋσ και δομικϋσ 

μελϋτεσ καθώσ η πρϐςδεςη τησ χρυςύνησ ςτο ϋνζυμο εύχε μελετηθεύ εισ βϊθοσ ςτο παρελθϐν 

[89].  

ε ϐ,τι αφορϊ το GDE, δεν υπϊρχουν πολλϋσ μελϋτεσ με αναςτολεύσ του ενζϑμου. Ψςτϐςο, 

ϋχουν αναφερθεύ κϊποιοι αναςτολεύσ οι οπούοι δεν εύναι αρκετϊ ειδικού, καθώσ ςτοχεϑουν και 

ϊλλεσ γλυκοζιτϊςεσ [45, 137, 138]. In vivo πειρϊματα ςε αρουραύουσ ϋχουν δεύξει ϐτι η dNOJ 

και η miglitol εύναι αναςτολεύσ του GDE και τησ επαγϐμενησ γλυκογονϐλυςησ απϐ γλυκαγϐνη 

και Ca2+ χωρύσ ϐμωσ να επηρεϊζεται η ςυγκϋντρωςη τησ GPa [139]. Η πλειοψηφύα των 

μελετών ϋχουν γύνει εύτε ςε rmGDE εύτε ςε ScGDE. ε ϐ,τι αφορϊ το ανθρώπινο GDE (hGDE) δεν 
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υπϊρχει αναφορϊ ςτη βιβλιογραφύα για παραγωγό του hGDE ςτο ετερϐλογο ςϑςτημα 

ϋκφραςησ E. coli και η μϐνη διαθϋςιμη κρυςταλλικό δομό ευκαρυωτικοϑ GDE προϋρχεται απϐ 

τον οργανιςμϐ Candida glabrata [44]. Η εϑρεςη τησ κρυςταλλικόσ δομόσ του hGDE θα 

προςφϋρει πολλϋσ πληροφορύεσ για τον μηχανιςμϐ δρϊςησ του και το ςχεδιαςμϐ εν δυνϊμει 

αναςτολϋων. Για το λϐγο αυτϐ, ϋγιναν δοκιμϋσ παραγωγό διαλυτόσ πρωτεϏνησ ςτο E. coli και 

καθαριςμϐσ, απομϐνωςη, κρυςτϊλλωςη και εκτύμηςη τησ δραςτικϐτητασ του hGDE.  

Η μελϋτη που παρουςιϊζεται ςτη διδακτορικό διατριβό παρϋχει ςημαντικϋσ πληροφορύεσ ςε 

ϐτι αφορϊ τον κατευθυνϐμενο απϐ τη δομό ςχεδιαςμϐ ενώςεων για την GP και θϋτει τισ 

βϊςεισ για τη βιοχημικό και δομικό μελϋτη καθώσ και τον κατευθυνϐμενο απϐ δομό ςχεδιαςμϐ 

αναςτολϋων για το hGDE. 
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3. ΤΛΙΚΑ 

3.1. Όργανα 

Όργανο: μοντέλο Εταιρεία 

FPLC: ÄKTA purifier UPC900 GE Healthcare 

Υαςματοφωτϐμετρο ορατοϑ/υπεριώδουσ φωτϐσ: UV-1600PC VWR 

Υαςματοφωτϐμετρο ορατοϑ/υπεριώδουσ φωτϐσ: LAMBDA Bio PerkinElmer 

υςκευό μϋτρηςησ pH: 827 pH Lab Metrohm 

Υυγϐκεντροσ: eppendorf 5417R Eppendorf 

Υυγϐκεντροσ 50 mL, 500 mL Hitachi 

υςκευό παραγωγόσ υπερόχων Witeg 

υςκευό ηλεκτροδιϊτριςησ Bio-Rad 

Τδατϐλουτρο: Wisebath Witeg 

Heat block Nippon Genetics 

Αναλυτικϐσ ζυγϐσ KERN 

Παραςκευαςτικϐσ ζυγϐσ KERN 

Ανακινοϑμενοσ-ψυχϐμενοσ επωαςτόρασ LabTech 

Ρομποτικϐ ςϑςτημα ςϊρωςησ ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ: OryxNano Douglas Instruments 

υμβατό πηγό παραγωγόσ ακτύνων – Φ: Oxford Diffraction SuperNova Oxford Diffraction 

PCR Eppendorf 

υςκευό κϊθετησ ηλεκτροφϐρηςησ: Mini-PROTEAN tetra cell Bio-Rad 

ϑςτημα απεικϐνιςησ πηκτών πολυακρυλαμύδησ: ChemiDox XR  Bio-Rad 

3.2. Βακτηριακέσ κυτταρικέσ ςειρέσ 

Βακτηριακβ ςτέλεχοσ (DE3) Εταιρεία 

BL21Gold Agilent technologies 

B834 Novagen 

B834 pLysS Novagen 

Rosetta2  Novagen 

Origami Novagen 

3.3. Γονίδια κλωνοποιημένα ςε πλαςμιδιακογσ φορείσ 

Γονίδιο Πλαςμίδιο 

hGP pETM-11 

rmPhK-γ-trunc PGEX-6P-1 

CgGDE pET-26b 

hGDE pET-26b 

hGDE pET-26b 

3.4. τήλεσ/υλικά χρωματογραφίασ 

τήλεσ/υλικά χρωματογραφίασ Εταιρεία 

HisTrap FF (1 και 5 mL) GE Healthcare 

HiTrap TALON Crude (1 mL) GE Healthcare 

Resource Q (1 mL) GE Healthcare 

HiTrapQ (5 mL) GE Healthcare 

HiTrap Blue (1 mL) GE Healthcare 

Epoxy-Activated Sepharose 6B (15 g) GE Healthcare 

Protino Glutathione Agarose 4B (1 mL) Macherey-Nagel 

τόλη ΦΚ16/20 GE Healthcare 
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3.5. Αντιδραςτήρια 

Αντιδραςτήριο Εταιρεία 

Acetic acid (CH3COOH)  Sds 

Acrylamide  Serva 

Activated Charcoal  Sigma 

Adenosine Monophosphate (AMP)  Sigma 

Adenosine Triphosphate (ATP)  Sigma 

Ammonium Molybdate  Sigma 

Ammonium Persulfate (APS)  Serva 

Ammonium sulfate [(NH4)2SO4] ChemLab 

Ampicillin  Serva 

Arabinose Applichem 

BES  Sigma 

Bis acrylamide  Serva 

Bovine Serum Albumin (BSA)  New England Biolabs 

Bradford protein assay 5x  Biorad 

Bromophenole blue  Research Organics 

Calcium Chloride Dehydrate (CaCl2)  Merck 

Coomasie Brilliant Blue R-250  Fluka 

Dimethyl sulfoxide (DMSO)  Panreac 

Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)  Merck 

Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)  Merck 

Dithiothreitol (DTT)  Applichem 

Ethanol Absolute  Sigma 

Ethanolamine Sigma 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  Panreac 

Glucose Liquid Fast Enzymatic GOD-POD: REF 3101 P. Zafiropoulos 

Glycerol  Applichem 

Glycine Serva 

Glycogen from oyster type II  Sigma 

Hepes  Serva 

Hydrochloric acid 37% (HCl)  Applichem 

Imidazole 99%  Sigma 

Imidazole BioUltra  Sigma 

Inosine Monophosphate (IMP)  Sigma 

L-Ascorbic acid  Sigma 

LB-Agar  Serva 

Magnesium acetate tetrahydrate (CH3COOH)2Mg  Applichem 

Magnesium Chloride anhydrous (MgCl2)  Alfa Aesar 

Magnesium sulfate (MgSO4) anhydrous Merck 

Manganese (II) Chloride (MnCl2)  Sigma 

MES Apollo Scientific 

Methanol  Scharleu 

Monopotassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Merck 

Monosodium dihydrogen orthophosphate (NaH2PO4)  Merck 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)  AppliChem 

Potassium bicarbonate (KHCO3)  Merck 

Potassium chloride (KCl) Merck 

Protease inhibitors Roch 

Pyridoxine  Sigma 

Sodium acetate (CH3COONa) Merck 

Sodium carbonate (Na2CO3) anhydrous  sds 

Sodium chloride (NaCl)  Scharleu 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) Serva 

Sodium hydroxide (NaOH)  Merck 

Spermine  Sigma 
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Sucrose Sigma 

TEMED  Invitrogen 

Tris Ultra Pure  Applichem 

Triton X-100 Panreac 

Tryptone  Serva 

Yeast extract  Serva 

Zinc acetate  Sigma 

α-D-Glucose (Glc) Sigma 

α-D-Glucose 1-Phosphate (G1P) Dipotassium Salt hydrate  Sigma 

β-Cyclodextrin (β-CD) Serva 

β-Glycerol phosphate (β-GP)  Sigma 

β-Mercaptoethanol (β-Merc) Sigma 

Πυκνϐ διϊλυμα αμμωνύασ  Fluka 

3.6. Λοιπά υλικα 

Τλικά Εταιρεία 

Υύλτρα ςυμπϑκνωςησ με κατώφλι 10 kDa Amicon Ultra-4, Meck Millipore 

Υύλτρα ςυμπϑκνωςησ με κατώφλι 30 kDa Amicon Ultra-4, Meck Millipore 

Υύλτρα ςυμπϑκνωςησ με κατώφλι 100 kDa Amicon Ultra-15, Meck Millipore 

Μεμβρϊνεσ διαπύδυςησ με κατώφλι 10 kDa Sigma 

Πιϊτα κρυςτϊλλωςησ 96 θϋςεων: SWISSCI MRC 2 Well Jena Bioscience 

Τϊλινοι τριχωειδεύσ ςωλόνεσ διαμϋτρου 1.5 mm  Hilgenberg GmbH 

Υύλτρα για φιλτρϊριςμα διαλυμϊτων: Omni pore membrane filter Merc Millipore 

Υύλτρα ςϑριγγασ 0.2 μm Sartorius 

Υύλτρα ςϑριγγασ 0.45 μm Sartorius 

3.7. Διαλγματα 

Ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 50:50:1, pH 6.8: 50 mM β-φωςφορικό γλυκερϐλη 

 50 mM β-Μερκαπτοαιθανϐλη 

 1 mM EDTA 

Ρυθμιςτικϐ διϊλυμα TEA, pH 6.8: 100 mM Tris-HCl 

 2 mM DTT 

 1 mM EDTA 

Θρεπτικϐ υλικϐ Terrific Broth (1 L): 12.3 g Σρυπτϐνη 

 24.6 Εκχϑλιςμα ζϑμησ 

 4.1 mL γλυκερϐλη 

 12.854 g K2HPO4 

 2.386 g KH2PO4 
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4. ΜΕΘΟΔΟΙ 

4.1.  ΑΡΦΗ ΜΕΘΟΔΨΝ 

4.1.1. ΠΑΡΑΓΨΓΗ ΑΝΑΤΝΔΤΑΜΕΝΨΝ ΠΡΨΣΕΪΝΨΝ ΣΟ ΕΣΕΡΟΛΟΓΟ ΤΣΗΜΑ 

Ε. coli 

Η τεχνολογύα του αναςυνδυαςμϋνου DNA αποτϋλεςε μια μεγϊλη ανακϊλυψη η οπούα 

επϋτρεψε την παραγωγό ανθρώπινων πρωτεώνών, φαρμακευτικοϑ ενδιαφϋροντοσ, ςε 

βακτόρια. Αυτό η δυνατϐτητα οδόγηςε ςε μεγϊλη ανϊπτυξη τησ φαρμακοβιομηχανύασ, ςτην 

ανακϊλυψη νϋων φαρμϊκων και χαρακτηριςμϐ πολλών πρωτεώνών. Σο 1973 οι Cohen, S.N., 

Chang, A.C.Y., Boyer, H.W. και Helling, R.B., [164] περιϋγραψαν ϋναν τρϐπο με τον οπούο 

μεμονωμϋνα γονύδια μποροϑν να κλωνοποιηθοϑν ςε πλαςμύδια και να ειςαχθοϑν ςε βακτόρια. 

Ϊπειτα, ακολοϑθηςαν ϊλλεσ δϑο δημοςιεϑςεισ που ϋδειξαν ϐτι η ύδια διαδικαςύα μπορεύ να 

γύνει ακϐμα και με γονύδια απϐ ζωικϊ κϑτταρα και να παρϊγεται μια λειτουργικό πρωτεϏνη 

απϐ τα βακτόρια [165]. Σο 1979 αναφϋρθηκε για πρώτη φορϊ ςτη βιβλιογραφύα η παραγωγό 

ινςουλύνησ ςτο E. coli [166] και το 1982 εγκρύθηκε απϐ τον FDA [167] η κυκλοφορύα τησ 

αναςυνδυαςμϋνησ ινςουλύνησ ςτην αγορϊ απϐ την εταιρεύα “Genentech”.  

Απϐ την κυκλοφορύα τησ ινςουλύνησ ςτην αγορϊ μϋχρι ςόμερα, η τεχνολογύα του 

αναςυνδυαςμϋνου DNA και η δυνατϐτητα παραγωγόσ πρωτεώνών ςε ετερϐλογα ςυςτόματα 

ϋκφραςησ ϋχει οδηγόςει ςτη μελϋτη πολλών πρωτεώνών φαρμακευτικοϑ ενδιαφϋροντοσ. 

Εκτϐσ απϐ τα βακτόρια, πλϋον χρηςιμοποιοϑνται κϑτταρα θηλαςτικών, ζϑμεσ, φυτϊ και 

ϋντομα με κϊθε ςϑςτημα να ϋχει πλεονεκτόματα και μειονεκτόματα. Σο μεγϊλο πλεονϋκτημα 

τησ χρόςησ βακτηρύων εύναι η γρόγορη ανϊπτυξη τουσ και το χαμηλϐ κϐςτοσ φιλοξενύασ μιασ 

τϋτοιασ εγκατϊςταςησ ςυγκριτικϊ με τισ υπϐλοιπεσ μεθϐδουσ. Επιπλϋον, τα βακτόρια δε 

μποροϑν να επιτελϋςουν μετα-μεταφραςτικϋσ τροποποιόςεισ κϊτι το οπούο ςε οριςμϋνεσ 

περιπτώςεισ μπορεύ να εύναι επιθυμητϐ εϊν, παραδεύγματοσ χϊριν, μια πρωτεϏνη 

ενεργοποιεύται ό απενεργοποιεύται με φωςφορυλύωςη. Σα ςημαντικϊ μειονεκτόματα αυτόσ 

τησ μεθοδολογύασ εύναι τα πιθανϊ χαμηλϊ επύπεδα ϋκφραςησ του γονιδύου, η ϋκφραςη του 

γονιδύου πριν τη προςθόκη του επαγωγϋα τησ υπερϋκφραςησ, η δημιουργύα 

ςυςςωματωμϊτων τησ παραγϐμενησ πρωτεϏνησ και παραγωγό ϋγκλειςτων ςωμϊτων. Σο 

γεγονϐσ ϐτι τα βακτόρια δεν μποροϑν να επιτελϋςουν μετα-μεταφραςτικϋσ τροποποιόςεισ, 

μπορεύ επύςησ να αποτελεύ μειονϋκτημα εϊν αυτϋσ εύναι απαραύτητεσ για τη δομό και 
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λειτουργύα τησ πρωτεϏνησ. Ψςτϐςο, ϋχουν αναπτυχθεύ πολλϋσ μϋθοδοι που βοηθοϑν ςτην 

επύλυςη τϋτοιων προβλημϊτων και ςχετύζονται με την αϑξηςη των επιπϋδων ϋκφραςησ και τη 

παραγωγό ςταθερών πρωτεώνών ϐπωσ αναφϋρεται ςυνοπτικϊ παρακϊτω. 

4.1.1.1. Αντιμετώπιςη προβλημάτων παραγωγήσ αναςυνδυαςμένων 

πρωτεΰνών ςτο ςγςτημα E. coli 

4.1.1.1.1. Φαμηλά επίπεδα τησ παραγβμενησ πρωτεανησ  

Σα 61 κωδικϐνια δεν χρηςιμοποιοϑνται ϐλα ςε ύδια ςυχνϐτητα. Σα γνωςτϊ ωσ “μεύζονα” 

κωδικϐνια βρύςκονται ςε γονύδια που εκφρϊζονται ςε υψηλϊ επύπεδα ενώ αντύθετα τα 

“ςπϊνια” κωδικϐνια βρύςκονται ςε γονύδια που εκφρϊζονται ςε χαμηλϊ επύπεδα. Η 

τοποθϋτηςη των κωδικονύων ςτισ δϑο παραπϊνω κατηγορύεσ εξαρτϊται απϐ τον οργανιςμϐ 

ςτον οπούο γύνεται η πρωτεώνοςϑνθεςη. Η ςυχνϐτητα χρόςησ των κωδικονύων αντανακλϊ την 

αφθονύα των tRNAs τουσ. Ψσ εκ τοϑτου, ϐταν τα κωδικϐνια που χρηςιμοποιοϑνται για την 

παραγωγό τησ επιθυμητόσ πρωτεϏνησ διαφϋρουν ςημαντικϊ απϐ τη μϋςη χρόςη κωδικονύων 

του βακτηρύου, τϐτε μπορεύ να παρατηρηθοϑν προβλόματα κατϊ τη παραγωγό τησ πρωτεϏνησ 

[168]. Σϋτοια προβλόματα μπορεύ να εύναι: 

 Μειωμϋνη ςταθερϐτητα του mRNA (λϐγω καθυςτϋρηςησ τησ μετϊφραςησ). 

 Πρώιμοσ τερματιςμϐσ τησ μεταγραφόσ ό/και τησ μετϊφραςησ, το οπούο οδηγεύ ςε 

παραγωγό πολλών κομματιών τησ ύδιασ πρωτεϏνησ. 

 Αναςτολό τησ πρωτεώνοςϑνθεςησ και τησ ανϊπτυξησ του κυττϊρου. 

Ψσ αποτϋλεςμα των παραπϊνω, παρατηρεύται μειωμϋνη ό ακϐμα και μηδενικό παραγωγό τησ 

επιθυμητόσ πρωτεϏνησ. Ειδικϊ ϐταν τα ςπϊνια κωδικϐνια βρύςκονται ςτο 5’-ϊκρο του mRNA ό 

ςε ςυςτϊδεσ, τϐτε τα επύπεδα ϋκφραςησ τησ πρωτεϏνησ εύναι χαμηλϊ και παρϊγονται 

περικεκομμϋνεσ μορφϋσ τησ πρωτεϏνησ [169, 170].  

Σα επύπεδα τησ παραγϐμενησ πρωτεϏνησ μποροϑν ϐμωσ να βελτιωθοϑν με: 

 Αλλαγό του δεϑτερου κωδικονύου: H επιλογό του κατϊλληλου κωδικονύου ςτη δεϑτερη 

τριπλϋτα μπορεύ να επηρεϊςει τα επύπεδα ϋκφραςησ με ϋωσ και 15-φορϋσ αϑξηςη 

[171]. 

 υν-ϋκφραςη του επιθυμητοϑ γονιδύου με γονύδια που κωδικοποιοϑν ϋναν αριθμϐ 

ςπϊνιων κωδικονύων: Τπϊρχουν εμπορικϊ διαθϋςιμα ςτελϋχη E. coli που φϋρουν 

πλαςμύδια τα οπούα τουσ προςδύδουν αυτό την ιδιϐτητα (Πύνακασ 8) [168].  
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Πίνακασ 8: Εμπορικϊ διαθϋςιμα ςτελϋχη E. coli που παρϊγουν tRNAs για ςπϊνια κωδικϐνια [168]. 

τελέχη E. coli πάνια κωδικβνια 

BL21 (DE3) CodonPlus-RIL Αργινύνη (AGG, AGA), ιςολευκύνη (AUA) και λευκύνη (CUA) 

BL21 (DE3) CodonPlus-RP Αργινύνη (AGG, AGA) και προλύνη (CCC) 

Rosetta ό Rosetta (DE3) 
Αργινύνη (AGG/AGA), Αργινύνη (CGG), ιςολευκύνη (AUA), λευκύνησ (CUA), προλύνη (CCC),και 

γλυκύνη (GGA) 

 Αντικατϊςταςη των ςπϊνιων κωδικονύων ςε ϐλο το γονύδιο με ϊλλα πιο φιλικϊ για την 

E. coli [169]: Πολλϋσ εταιρεύεσ δύνουν τη δυνατϐτητα ςϑνθεςησ τησ αλληλουχύασ που 

κωδικοποιεύ για την επιθυμητό πρωτεϏνη με αντικατϊςταςη ϐλων των ςπϊνιων 

κωδικονύων με ϊλλα πιο φιλικϊ προσ την E. coli. Επιπλϋον ϋχουν αναπτυχθεύ αλγϐριθμοι 

ώςτε να βελτιώνονται και ϊλλα ςτοιχεύα που βοηθοϑν και ςτη ςταθερϐτητα του mRNA 

ϐπωσ το περιεχϐμενο ςε GC, οι επαναλαμβανϐμενεσ αλληλουχύεσ, μοτύβα 

αποςταθεροπούηςησ του RNA κ.α. 

4.1.1.1.2. Δημιουργία ςυςςωματωμάτων και έγκλειςτων ςωμάτων 

ε πολλϋσ περιπτώςεισ η παραγϐμενη πρωτεϏνη εύναι αδιϊλυτη και ςυςςωρεϑεται ςτα 

ϋγκλειςτα ςώματα. Αυτϐ μπορεύ να ςυμβαύνει για διϊφορουσ λϐγουσ, ϐπωσ ο υψηλϐσ ρυθμϐσ 

ϋκφραςησ του γονιδύου, η παρουςύα ςπϊνιων κωδικονύων, η παραγωγό τησ πρωτεϏνησ πριν 

την προςθόκη του επαγωγϋα τησ υπερϋκφραςησ και η τοξικϐτητα τησ παραγϐμενησ 

πρωτεϏνησ. Η πρωτεϏνη ϐταν βρύςκεται ςε ϋγκλειςτα ςώματα, ϋχει χϊςει τη φυςιολογικό 

τριτοταγό τησ διαμϐρφωςη και η ανϊκτηςη τησ μπορεύ να επιτευχθεύ μϐνο με αποδιϊταξη και 

επαναδιϊταξη τησ πρωτεϏνησ. Η διαδικαςύα αυτό εύναι ςυνόθωσ ανεπιτυχόσ για πρωτεϏνεσ με 

μεγϊλη μοριακό μϊζα [168]. Για το λϐγο αυτϐ, ϋχουν αναπτυχθεύ μϋθοδοι που βελτιώνουν τη 

διαλυτϐτητα τησ πρωτεϏνησ, ϐπωσ:  

 Μεύωςη του ρυθμοϑ τησ πρωτεώνικόσ ςϑνθεςησ 

Η μεύωςη του ρυθμοϑ τησ ςϑνθεςησ πρωτεώνών και η παραγωγό διαλυτόσ πρωτεϏνησ μπορεύ 

να επιτευχθεύ με τη μεύωςη τησ θερμοκραςύασ κατϊ την επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ, με τη 

χρόςη ϊλλου υποκινητό, με χρόςη πλαςμιδύου με χαμηλϊ αντύγραφα (low copy number) και με 

τη μεύωςη τησ ςυγκϋντρωςησ του επαγωγϋα τησ υπερϋκφραςησ [168]. 

 Η επιλογό τησ κατϊλληλησ ςϑςταςησ του θρεπτικοϑ υλικοϑ 

Η προςθόκη διαφϐρων παραγϐντων ςτο θρεπτικϐ υλικϐ, ϐπωσ αναςτολεύσ ό ςυμπαρϊγοντεσ 

τησ πρωτεϏνησ ςτϐχου, μποροϑν να οδηγόςουν ςε αυξημϋνη διαλυτϐτητα τησ παραγϐμενησ 

πρωτεϏνησ. Επιπλϋον, η προςθόκη ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ ςτο θρεπτικϐ, εξαςφαλύζει την 

ςταθερϐτητα του pH κατϊ την ανϊπτυξη των βακτηρύων και την παραγωγό τησ πρωτεϏνησ. 
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Επιπλϋον, τα θρεπτικϊ υλικϊ που διαφϋρουν ωσ προσ την ςϑςταςη τουσ ςτα κοινϊ ςυςτατικϊ 

ϐπωσ, NaCl, τρυπτϐνη και εκχϑλιςμα ζϑμησ (LB, 2xYT, TB) μπορεύ να δώςουν διαφορετικϊ 

αποτελϋςματα ωσ προσ τη διαλυτϐτητα τησ πρωτεϏνησ [172].  

 υν-ϋκφραςη με μοριακϋσ ςυνοδοϑσ 

Οι πρωτεϏνεσ αρχικϊ παρϊγονται απϐ το ριβϐςωμα ωσ γραμμικϋσ αμινοξικϋσ αλληλουχύεσ οι 

οπούεσ ςτη ςυνϋχεια αναδιπλώνονται ώςτε να αποκτόςουν την τριτοταγό τουσ διαμϐρφωςη 

και να αςκόςουν τισ βιολογικϋσ του δρϊςεισ. Οι μικρϋσ πρωτεϏνεσ ϋχουν την τϊςη να 

αναδιπλώνονται γρόγορα, ενώ οι μεγϊλεσ πρωτεϏνεσ χρειϊζονται περιςςϐτερο χρϐνο και εύναι 

τελικϊ πιθανϐ να μην αναδιπλωθοϑν in vitro. Η αναδύπλωςη πρωτεώνών ςε κυτταρικϐ επύπεδο 

εύναι ακϐμα πιο δϑςκολη γιατύ το κϑτταρο αποτελεύ ϋνα αςφυκτικϐ περιβϊλλον ϐπου 

ςυνωςτύζονται πολλϋσ πρωτεϏνεσ. Η διατόρηςη τησ ςωςτόσ δομόσ ϐλων των πρωτεώνών εύναι 

ζωτικόσ ςημαςύασ για το κϑτταρο, καθώσ βλϊβεσ ςε αυτϐν το μηχανιςμϐ μπορεύ να οδηγόςουν 

ςε πολλϊ προβλόματα, ϐπωσ η δημιουργύα αμυλοειδών η οπούα ευθϑνεται για πολλϋσ 

αςθϋνειεσ ϐπωσ ο Δ2 και η αςθϋνεια του Parkinson. Για το λϐγο αυτϐ, τα κϑτταρα ϋχουν 

αναπτϑξει μηχανιςμοϑσ που βοηθοϑν τισ πρωτεϏνεσ να αποκτόςουν τη ςωςτό τουσ 

διαμϐρφωςη ό διορθώνουν τισ μη ςωςτϊ αναδιπλωμϋνεσ πρωτεϏνεσ. Οι μοριακϋσ ςυνοδού 

(chaperones) εύναι πρωτεϏνεσ οι οπούεσ διεκπεραιώνουν τϋτοιεσ διεργαςύεσ ςτο κϑτταρο ςυχνϊ 

με την κατανϊλωςη ενϋργειασ (ATP) [173]. Η ςυν-ϋκφραςη με μοριακϋσ ςυνοδοϑσ ϐπωσ η 

Trigger factor και οι GroES/EL ϋχει οδηγόςει με επιτυχύα ςε παραγωγό λειτουργικών 

πρωτεώνών φαρμακευτικοϑ ενδιαφϋροντοσ, μεταξϑ των οπούων και η bGP [54], με αυξημϋνη 

ςταθερϐτητα και μειωμϋνη τϊςη δημιουργύασ ςυςςωματωμϊτων [174-177].  

Παρϐτι η ςυν-ϋκφραςη με μοριακϋσ ςυνοδοϑσ ϋχει αποδεύξει ϐτι μπορεύ να ςυνειςφϋρει ςτην 

παραγωγό διαλυτόσ πρωτεϏνησ, η εφαρμογό αυτόσ τησ μεθοδολογύασ μπορεύ να ϋχει και 

κϊποιεσ παρενϋργειεσ για την πρωτεϏνη ςτϐχο ϐπωσ η πρωτεϐλυςη, η μεύωςη τησ απϐδοςησ 

και η μεύωςη του ρυθμοϑ ανϊπτυξησ των βακτηρύων. Δεδομϋνου ϐτι ςτη βιβλιογραφύα ςπϊνια 

αναφϋρονται περιπτώςεισ αποτυχύασ τησ εφαρμογόσ μιασ μεθϐδου, ενδεχομϋνωσ η ςυν-

ϋκφραςη με μοριακϋσ ςυνοδοϑσ να μη μπορεύ να εφαρμοςτεύ ςε κϊθε περύπτωςη [178]. 

Επιπλϋον, ςε μελϋτη του 2009 φϊνηκε ϐτι αυτό η μεθοδολογύα μπορεύ να οδηγεύ ςε μια 

φαινομενικό αϑξηςη τησ διαλυτϐτητασ πρωτεώνικών κιναςών, ενιςχϑοντασ ϐμωσ την 

παραγωγό διαλυτών ςυςςωματωμϊτων οδηγώντασ ϐμωσ και πϊλι ςε μια μικρό αϑξηςη τησ 

απϐδοςησ. Επομϋνωσ, η παραγωγό διαλυτόσ πρωτεϏνησ με ςυν-ϋκφραςη με μοριακϋσ 
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ςυνοδοϑσ μπορεύ να οφεύλεται ςε αϑξηςη των διαλυτών ςυςςωματωμϊτων και ϐχι 

λειτουργικόσ πρωτεϏνησ [179].  

 Φρόςη ςυγκεκριμϋνων ςτελεχών E. coli 

Τπϊρχουν εμπορικϊ διαθϋςιμα ςτελϋχη E. coli τα οπούα οδηγοϑν ςε αυξημϋνη διαλυτϐτητα τησ 

παραγϐμενησ πρωτεϏνησ η οπούα περιϋχει διςουλφιδικοϑσ δεςμοϑσ. Σο ςτϋλεχοσ Origami 

(Novagen) ϋχει δϑο μεταλλϊξεισ ςτα γονύδια trxB και gor και η χρόςη αυτοϑ του ςτελϋχουσ ϋχει 

οδηγόςει ςε ςημαντικό αϑξηςη τησ ποςϐτητασ διαλυτόσ πρωτεϏνησ με διςουλφιδικοϑσ 

δεςμοϑσ [172, 180].  

 Δημιουργύα χιμαιρικόσ πρωτεϏνησ 

Ϊχει παρατηρηθεύ ϐτι η ςϑζευξη τησ επιθυμητόσ πρωτεϏνησ με μια ϊλλη πρωτεϏνη, ϐπωσ η GST 

(211 aa, 26 kDa), η MBP (396 aa, 43 kDa), η SUMO (~100 aa, ~ 11 kDa) ό η Fh8 (69 aa, 8 kDa), 

μπορεύ να οδηγόςει ςε ςημαντικό αϑξηςη των επιπϋδων τησ διαλυτόσ πρωτεϏνησ. Επιπλϋον, οι 

παραπϊνω πρωτεϏνεσ λειτουργοϑν και ωσ ετικϋτεσ ςυγγϋνειασ οδηγώντασ ςε απομϐνωςη τησ 

χιμαιρικόσ πρωτεϏνησ ςε υψηλό καθαρϐτητα. Ψςτϐςο, η τελικό μοριακό μϊζα τησ παραγϐμενησ 

πρωτεϏνησ, μπορεύ να αποτελϋςει τροχοπϋδη καθώσ οι πρωτεϏνεσ με μεγϊλο μοριακϐ βϊροσ 

αναδιπλώνονται πιο δϑςκολα. Επειδό η χιμαιρικό πρωτεϏνη δεν αποτελεύ τη φυςικό μορφό 

τησ πρωτεϏνησ, ςυνόθωσ η ετικϋτα ςυγγϋνειασ αποκϐβεται με τη χρόςη πρωτεαςών (3C, TEV) 

που αναγνωρύζουν και πρωτεολϑουν ςυγκεκριμϋνη αμινοξικό αλληλουχύα μεταξϑ τησ 

πρωτεϏνησ ςτϐχου και τησ ετικϋτασ ςυγγϋνειασ (Βλ. παρϊγραφο 4.1.4) [181]. 

 Δημιουργύα μικρϐτερων καταςκευών του γονιδύου 

Όπωσ αναφϋρθηκε, μια πρωτεϏνη με μεγϊλη μοριακό μϊζα εύναι δϑςκολο να αναδιπλωθεύ ςτο 

E. coli και πολλϋσ φορϋσ δημιουργοϑν ςυςςωματώματα. Η δημιουργύα καταςκευών που θα 

παρϊγουν μικρϐτερα κομμϊτια τησ πρωτεϏνησ εύναι μια μεθοδολογύα που ακολουθεύται ςυχνϊ 

ϐταν δεν ϋχει επιτϑχει κϊτι απϐ τα παραπϊνω. Όταν μια μεγϊλη πρωτεϏνη αποτελεύται απϐ 

υπομονϊδεσ, τϐτε εκτϐσ απϐ τισ περικεκομμϋνεσ μορφϋσ, μποροϑν να μελετηθοϑν οι 

υπομονϊδεσ ξεχωριςτϊ [172].  

 Αναδύπλωςη τησ πρωτεϏνησ ςτον περιπλαςματικϐ χώρο του E. coli ό/και ϋκκριςη τησ 

ςτο θρεπτικϐ υλικϐ ανϊπτυξησ  

Ο περιπλαςματικϐσ χώροσ βρύςκεται μεταξϑ τησ εξωτερικόσ και τησ εςωτερικόσ μεμβρϊνησ 

του βακτηρύου. Υυςιολογικϊ, πρωτεϏνεσ που φϋρουν κατϊλληλη ςηματοδοτικό αλληλουχύα 

μεταφϋρονται ςτο περύπλαςμα για να αναδιπλωθοϑν και η μεθοδολογύα αυτό ϋχει 
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χρηςιμοποιηθεύ για την παραγωγό αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνών. Η αναδύπλωςη των 

πρωτεώνών ςτο περύπλαςμα φϋρει μια ςειρϊ απϐ πλεονεκτόματα με το βαςικϐτερο να εύναι το 

οξειδωτικϐ περιβϊλλον. Σο περιβϊλλον αυτϐν επιτρϋπει τη δημιουργύα διςουλφιδικών 

δεςμών, κϊτι το οπούο δεν ευνοεύται ςτο αναγωγικϐ περιβϊλλον του κυτταροπλϊςματοσ. Σο 

περύπλαςμα διαθϋτει επύςησ δϑο αναδιπλωδϊςεσ (foldases) την οξειδοαναγωγϊςη 

πρωτεώνικών διςουλφιδικών δεςμών [disulfide oxidoreductase (DsbA)] και την ιςομερϊςη 

πρωτεώνικών διςουλφιδικών δεςμών [(disulfide isomerase (DsbC)], οι οπούεσ καταλϑουν τη 

δημιουργύα και τον ιςομεριςμϐ των διςουλφιδικών δεςμών [182, 183]. Επιπλϋον, η 

αναδύπλωςη πρωτεώνών ςτο περύπλαςμα ευνοεύ τη παραγωγό πρωτεώνών που εύναι τοξικϋσ 

για το βακτόριο ϐταν βρύςκονται ςτο κυτταρϐπλαςμα. Ωλλα πλεονεκτόματα τησ παραγωγόσ 

πρωτεώνών ςτον περιπλαςματικϐ χώρο αποτελοϑν η μειωμϋνη πρωτεϐλυςη ςυγκριτικϊ με το 

κυτταρϐπλαςμα, η αυξημϋνη ςταθερϐτητα και δραςτικϐτητα τησ πρωτεϏνησ, η μεύωςη των 

ςυςςωματωμϊτων καθώσ και ϋκκριςη τησ πρωτεϏνησ ςτο θρεπτικϐ υλικϐ [183]. Η πρωτεϏνη 

που παρϊγεται ςτο περύπλαςμα εύναι πιο εϑκολο να απομονωθεύ ςε καθαρό μορφό γιατύ ςτο 

περύπλαςμα υπϊρχουν λιγϐτερεσ πρωτεϏνεσ απϐ το κυτταρϐπλαςμα και δεν ακολουθεύται η 

κλαςικό μεθοδολογύα βακτηριακόσ λϑςησ με υπερόχουσ αλλϊ η ωςμωτικό λϑςη η οπούα 

διαρρηγνϑει την εξωτερικό μεμβρϊνη των βακτηρύων. Με αυτϐ τον τρϐπο οι πρωτεϏνεσ του 

κυτταροπλϊςματοσ απομακρϑνονται με φυγοκϋντρηςη. [183] Για να μπορϋςει μια πρωτεϏνη 

να εκκριθεύ ςτο περύπλαςμα θα πρϋπει να φϋρει ςτο Ν-τελικϐ τησ ϊκρο, μια ςηματοδοτικό 

αλληλουχύα που θα την κατευθϑνει ςτο περύπλαςμα. την αγορϊ, υπϊρχουν διαθϋςιμοι 

πλαςμιδιακού φορεύσ οι οπούοι προςδύδουν ςτη πρωτεϏνη τϋτοιεσ ςηματοδοτικϋσ αλληλουχύεσ 

(pET26b, pET22b κ.α.). Σο βαςικϐ μονοπϊτι που χρηςιμοποιεύται με αυτϋσ τισ ςηματοδοτικϋσ 

αλληλουχύεσ, εύναι αυτϐ τησ SecΑ. υνοπτικϊ, ςϑμφωνα με αυτϐ το μονοπϊτι, η νϋο-

ςυντιθϋμενη αλυςύδα που παρϊγεται απϐ τα ριβοςώματα, ςυνδϋεται με την trigger factor η 

οπούα βρύςκεται ςυνδεδεμϋνη ςτο τοϑνελ εξϐδου του ριβοςώματοσ. Ϊπειτα η SecB ςυνδϋεται 

με τη νϋο-ςυντιθϋμενη αλυςύδα, δεν την αφόνει να αναδιπλωθεύ και την μεταφϋρει ςτο 

ςϑςτημα μεταφορϊσ SecA. Σϐτε, η προ-πρωτεϏνη λϐγω τησ ςηματοδοτικόσ αλληλουχύασ, 

ςυνδϋεται με την SecA ώςτε να ξεκινόςει η μεταφορϊ τησ ςτο περύπλαςμα και αφοϑ 

ολοκληρωθεύ, αναδιπλώνεται και η ςηματοδοτικό αλληλουχύα αποκϐβεται [184]. Η διαδικαςύα 

αποκοπόσ τησ Ν-τελικόσ αλληλουχύασ οδηγοϑ οδηγεύ και ςτην απομϊκρυνςη τησ πρώτησ Met 

με αποτϋλεςμα η πρωτεϏνη να μπορεύ να μελετηθεύ ςτη φυςιολογικό τησ μορφό (ϐταν η Met 

αποκϐπτεται φυςιολογικϊ ςτισ ευκαρυωτικϋσ πρωτεϏνεσ). Οι πιο ςυχνϋσ αλληλουχύεσ που 

χρηςιμοποιοϑνται μεταξϑ ϊλλων εύναι οι pelB (MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA) και ompT 
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(MRAKLLGIVLTTPIAISSFA) χωρύσ ϐμωσ να υπϊρχει κϊποιοσ τρϐποσ να επιλεχθεύ η βϋλτιςτη, 

παρϊ μϐνο η δοκιμό [185]. Ψςτϐςο, η εϑρεςη τησ κατϊλληλησ αλληλουχύασ μπορεύ να οδηγόςει 

ςε ςημαντικϋσ διαφορϋσ ςτην ποςϐτητα τησ παραγϐμενησ πρωτεϏνησ [186]. Συπικϊ οι 

ςηματοδοτικϋσ αλληλουχύεσ αποτελοϑνται απϐ μια υδρϐφοβη περιοχό περύπου 10-20 

αμινοξϋων η οπούα βρύςκεται ςτο μϋςο τησ αλληλουχύασ, μια θετικϊ φορτιςμϋνη περιοχό ςτην 

αρχό (επιςημαύνεται με ϋντονη γραφό) και μια περιοχό ςτο τϋλοσ, ςυνόθωσ λιγϐτερο 

υδροφοβικό, η οπούα περιϋχει το ςόμα που αναγνωρύζεται απϐ την πεπτιδϊςη ώςτε να 

αποκοπεύ η ςηματοδοτικό αλληλουχύα και να προκϑψει η ώριμη πρωτεϏνη (επιςημαύνεται με 

υπογρϊμμιςη) [185].  

ημαντικϐ μειονϋκτημα αυτόσ τησ μεθϐδου αποτελεύ ο χρϐνοσ που χρειϊζεται ώςτε να 

μεταφερθεύ η πρωτεϏνη ςτο περύπλαςμα. Πολλϋσ πρωτεϏνεσ μπορεύ να προλϊβουν να 

αναδιπλωθοϑν ςτο κυτταρϐπλαςμα με αποτϋλεςμα να μη μποροϑν να μεταφερθοϑν ϋπειτα 

ςτο περύπλαςμα [184]. Ψςτϐςο, πρωτεϏνεσ φαρμακευτικοϑ ενδιαφϋροντοσ ϋχουν απομονωθεύ 

με τη χρόςη αυτοϑ του ςυςτόματοσ, ϐταν οι υπϐλοιπεσ μϋθοδοι εύχαν αποτϑχει. Παρϊδειγμα 

αποτελεύ η παραγωγό διαλυτόσ πρωτεϏνησ τησ ανθρώπινησ αυξητικόσ ορμϐνησ [187] αλλϊ και 

πολλών ϊλλων πρωτεώνών που αναφϋρονται ςτην αναςκϐπηςη των Mergulhaο και 

ςυνεργατών [184]. ΠρωτεϏνεσ που μεταφϋρονται ςτο περύπλαςμα μϋςω του μονοπατιοϑ SecΑ 

μποροϑν να εκκριθοϑν ςτο θρεπτικϐ υλικϐ παρουςύα γλυκίνησ, Triton X-100 και ςουκρϐζησ 

καθώσ οι ενώςεισ αυτϋσ επηρεϊζουν τη διαπερατϐτητα ό την ακεραιϐτητα τησ μεμβρϊνησ του 

κυττϊρου. Η ϋκκριςη πρωτεώνών ςτο εξωκυττϊριο υγρϐ με αυτό τη μϋθοδο ϋχει οδηγόςει ςε 

ϋωσ και 170 φορϋσ αϑξηςη τησ εκκρινϐμενησ πρωτεϏνησ [188-190]. Αυτό η μϋθοδοσ μπορεύ να 

οδηγεύ ςε ςημαντικϊ αποτελϋςματα αλλϊ πρϋπει να ελϋγχεται η βιωςιμϐτητα των κυττϊρων 

καθώσ και το αν ϋχει αποκοπεύ η ςηματοδοτικό αλληλουχύα μετϊ τη μεταφορϊ ςτον 

περιπλαςματικϐ χώρο. 

 Αυςτηρό ρϑθμιςη τησ ϋναρξησ τησ ϋκφραςησ του γονιδύου 

Σο πιο γνωςτϐ ςϑςτημα για την παραγωγό πρωτεώνών ςτο E. coli βαςύζεται ςτη γνωςτό 

λειτουργύα του οπερονύου τησ λακτϐζησ. Απουςύα λακτϐζησ, μια πρωτεϏνη καταςτολϋασ (LacI) 

προςδϋνεται ςτο χειριςτό οπερονύου τησ λακτϐζησ και το οπερϐνιο δεν ενεργοποιεύται αφοϑ η 

πολυμερϊςη δεν μπορεύ να αςκόςει τη δρϊςη τησ. Όταν βρεθεύ λακτϐζη ςτο θρεπτικϐ μϋςο, 

τϐτε ιςομεριώνεται ςε αλλολακτϐζη η οπούα προςδϋνεται ςτον καταςτολϋα και το ςϑμπλοκο 

δεν μπορεύ να ςυνδεθεύ ςτο χειριςτό του οπερονύου και τϐτε, η πολυμερϊςη RNA εύναι 

ελεϑθερη να ξεκινόςει τη μεταγραφό του οπερονύου [12]. τελϋχη E. coli, ϐπωσ τα BL21 (DE3), 
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ϋχουν τροποποιηθεύ ώςτε να ϋχουν ςτο χρωμϐςωμα τουσ το γονύδιο για την παραγωγό τησ 

πολυμερϊςησ Τ7 RNA του βακτηριοφϊγου λ κϊτω απϐ τον ϋλεγχο του υποκινητό του 

οπερονύου τησ λακτϐζησ (LacUV5) αλλϊ και του χειριςτό (LacO). Η πολυμερϊςη Τ7 RNA ϋχει 

υψηλϐ ρυθμϐ λειτουργύασ και υψηλό εξειδύκευςη ωσ προσ τον υποκινητό τησ ο οπούοσ δεν 

υπϊρχει φυςιολογικϊ ςτο E. coli. Αυτϐσ ο υψηλϐσ ρυθμϐσ λειτουργύασ ϋχει φανεύ ϐτι μειώνει τα 

επύπεδα μεταγραφόσ των γονιδύων τησ E. coli μϊλλον λϐγω ανταγωνιςμοϑ των δϑο 

πολυμεραςών για τισ πρώτεσ ϑλεσ για παραγωγό RNA και κατ’ επϋκταςη των πρωτεώνών. 

Επύςησ, τα υψηλϊ ποςοςτϊ του RNA του εκφραζϐμενου γονιδύου ςτϐχου, καταλαμβϊνουν 

ςχεδϐν ϐλα τα διαθϋςιμα ριβοςώματα. Ψσ εκ τοϑτου, το ποςοςτϐ τησ παραγωγόσ μιασ 

πρωτεϏνησ ςτϐχου με το ςϑςτημα τησ πολυμερϊςησ T7 RNA μπορεύ να αποτελϋςει το 50 % ό 

και περιςςϐτερο ςυγκριτικϊ με το ςϑνολο των πρωτεώνών του βακτηρύου. Επομϋνωσ, η τελικό 

απϐδοςη του ςυςτόματοσ για την παραγωγό τησ επιθυμητόσ πρωτεϏνησ ρυθμύζεται απϐ την 

ευκολύα με την οπούα το mRNA μπορεύ να μεταφραςτεύ απϐ τα ριβοςώματα [191, 192]. Οι 

πλαςμιδιακού φορεύσ που χρηςιμοποιοϑνται για την ϋκφραςη των γονιδύων ςτϐχων με αυτϐ το 

ςϑςτημα ελϋγχονται απϐ υποκινητϋσ που αναγνωρύζονται εξειδικευμϋνα απϐ την πολυμερϊςη 

Τ7 RNA. Επομϋνωσ, η ενεργοπούηςη του ςυςτόματοσ οδηγεύ ςε παραγωγό τησ πολυμερϊςησ Τ7 

RNA και κατ’ επϋκταςη την ϋκφραςη του γονιδύου ςτϐχου. Αντύ τησ αλλολακτϐζησ, ωσ 

επαγωγϋασ τησ ϋκφραςησ του γονιδύου ςτϐχου χρηςιμοποιεύται το IPTG (Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside) [192] το οπούο δεν αποικοδομεύται με αποτϋλεςμα η ςυγκϋντρωςη του 

να μϋνει ςταθερό κατϊ την υπερϋκφραςη του γονιδύου ςτϐχου (Εικϐνα 25).  

Ϊνα ςυχνϐ πρϐβλημα με τουσ υποκινητϋσ Σ7 εύναι η μεταγραφό του γονιδύου πριν την 

προςθόκη του IPTG (διαρρϋον πλαςμύδιο). Σο φαινϐμενο αυτϐ, ειδικϊ ϐταν η πρωτεϏνη εύναι 

τοξικό, μπορεύ να οδηγόςει την πρωτεϏνη ςε ϋγκλειςτα ςώματα. Η λακτϐζη που υπϊρχει ςτα 

θρεπτικϊ υλικϊ μπορεύ πολλϋσ φορϋσ να επιφϋρει αυτϐ το αποτϋλεςμα το οπούο 

αντιμετωπύζεται κυρύωσ με τρεισ τρϐπουσ. 

a) Επιλογό φορϋα κλωνοπούηςησ του επιθυμητοϑ γονιδύου ο οπούοσ φϋρει αλληλουχύα για 

παραγωγό του αναςτολϋα του υποκινητό του γονιδύου ςτϐχου (T7lac) και του 

υποκινητό τησ πολυμερϊςησ Τ7 RNA (LacUV5) [193]. 

b) Φρόςη ςτελεχών τησ E. coli, ϐπωσ τα pLysS: Σα κϑτταρα αυτϊ φϋρουν πλαςμύδιο το 

οπούο παρϊγει την Τ7 λυςοζϑμη η οπούα προςδϋνεται ςτην πολυμερϊςη Σ7 και την 

αναςτϋλλει. Ϊτςι, ϐταν προςτεθεύ το IPTG, τϐτε αυτό η αναςτολό αύρεται και ξεκινϊει η 

μεταγραφό του γονιδύου ςτϐχου (Εικϐνα 25) [193, 194]. 
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c) Προςθόκη γλυκϐζησ ςτο θρεπτικϐ υλικϐ: Όταν τα βακτόρια αναπτϑςςονται παρουςύα 

λακτϐζησ και γλυκϐζησ, τϐτε καταναλώνουν πρώτα τη γλυκϐζη για την ανϊπτυξη τουσ 

με αποτϋλεςμα να μην ενεργοποιεύται η παραγωγό τησ πολυμερϊςησ Τ7 [194, 195].  

 

Εικβνα 25: Παραγωγό πρωτεώνών ςε βακτηριακϊ ςτελϋχη Ε. coli DE3. 

 Φρόςη παραγϐντων που ενιςχϑουν τη διαλυτϐτητα τησ πρωτεϏνησ κατϊ τη λϑςη των 

βακτηριακών κυττϊρων. 

Σο γεγονϐσ ϐτι μια πρωτεϏνη μπορεύ να εντοπύζεται ςτα ϋγκλειςτα ςώματα, αυτϐ δεν 

οφεύλεται κϊθε φορϊ ςε προβλόματα κατϊ τη διαδικαςύα τησ μετϊφραςησ. Οριςμϋνεσ φορϋσ οι 

ςυνθόκεσ λϑςησ των βακτηριακών κυττϊρων ϐπωσ το pH, η ιοντικό ιςχϑσ του διαλϑματοσ 

λϑςησ, η παρουςύα ςταθεροποιητών και απορρυπαντικών μπορεύ να βοηθόςουν ςτη 

ςταθεροπούηςη τησ πρωτεϏνησ αποτρϋποντασ τη μετουςύωςη τησ. Επομϋνωσ, με τη χρόςη 

διαφϐρων διαλυμϊτων λϑςησ μια πρωτεϏνη μπορεύ να βρεθεύ ςτο διαλυτϐ κλϊςμα μετϊ την 

λϑςη των βακτηριακών κυττϊρων [196]. 

4.1.2.  ΚΑΘΑΡΙΜΟ ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΨΗ ΠΡΨΣΕΪΝΨΝ 

4.1.3. Σαχεία υγρή χρωματογραφία πρωτεΰνών (FPLC) 

Παλαιϐτερα η διαδικαςύα τησ απομϐνωςησ μιασ πρωτεϏνησ αποτελοϑςε μια αρκετϊ επύπονη 

διαδικαςύα καθώσ δεν υπόρχαν τα μϋςα που υπϊρχουν ςόμερα ςτη διϊθεςη μασ. υνόθωσ 

βαςιζϐταν ςτα φυςικοχημικϊ χαρακτηριςτικϊ τησ πρωτεϏνησ, ϐπωσ η τιμϋσ του pH που μϋνει 

ςταθερό, οι θερμοκραςύεσ αλλϊ και οι ποςϐτητεσ ϊλατοσ που μποροϑν ό ϐχι να την 

καταβυθύςουν. Επιπλϋον, η εφαρμογό χρωματογραφύασ ϐπωσ η ιοντοανταλλαγό και η μοριακό 

διόθηςη αποτελοϑςαν και αποτελοϑν βόματα για τον περαιτϋρω καθαριςμϐ τησ πρωτεϏνησ. ε 

οριςμϋνεσ περιπτώςεισ, ϐπωσ και ςτην απομϐνωςη τησ rmGPb απϐ ςκελετικοϑσ μϑεσ 

κονύκλων, ο καθαριςμϐσ και η απομϐνωςη του ενζϑμου ςτηρύζονται αποκλειςτικϊ ςτα 
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φυςικοχημικϊ χαρακτηριςτικϊ τησ πρωτεϏνησ αλλϊ και ςτην ικανϐτητα τησ να 

κρυςταλλώνεται ςε ςυνθόκεσ που ϊλλεσ πρωτεϏνεσ δεν μποροϑν (βλ. παρϊγραφο 4.5.1). 

όμερα η ανϊπτυξη τησ χρωματογραφύασ και ιδιαύτερα τησ χρωματογραφύασ ςυγγϋνειασ ϋχει 

οδηγόςει ςτον καθαριςμϐ πολλών πρωτεώνών, των οπούων ο καθαριςμϐσ δεν μποροϑςε να 

επιτευχθεύ προηγουμϋνωσ. Μεγϊλο βοόθημα αποτελεύ η ανϊπτυξη ςυςτόματοσ για τον 

διαχωριςμϐ πρωτεώνών απϐ την εταιρεύα Pharmacia LKB το 1982. Απϐ τϐτε μϋχρι ςόμερα, το 

ςϑςτημα ÄKTA FPLC αποτελεύ το πιο αυτοματοποιημϋνο και ςϑγχρονο εργαλεύο για τον 

επιτυχό καθαριςμϐ πρωτεώνών [197].  

Ο καθαριςμϐσ μιασ πρωτεϏνησ απϐ ϋνα μύγμα πρωτεώνών ακολουθεύ ςτη βϊςη του κοινό 

μεθοδολογύα. Σα βακτηριακϊ κϑτταρα διαλυτοποιοϑνται ςε ϋνα διϊλυμα λϑςησ, λϑονται με 

εφαρμογό εφαρμογό υπερόχων και ϋπειτα το διαλυτϐ κλϊςμα παραλαμβϊνεται με 

φυγοκϋντρηςη. Η ςτόλη εξιςορροπεύται με ϋνα διϊλυμα, ςυνόθωσ παρϐμοιο ό ϐμοιο με το 

διϊλυμα λϑςησ, και το διαλυτϐ κλϊςμα εφαρμϐζεται ςτη ςτόλη. Οι πρωτεϏνη ςτϐχοσ ςυνδϋεται 

ςτη ςτόλη εύτε λϐγω ςυγγϋνειασ εύτε λϐγω φορτύου και οι υπϐλοιπεσ πρωτεϏνεσ διαφεϑγουν 

και δεν προςδϋνονται (flow through). Ϊπειτα, η ςτόλη πλϋνεται με το ύδιο διϊλυμα ώςτε να 

απομακρυνθοϑν οι μη ειδικϊ ό αςθενώσ προςδεδεμϋνεσ πρωτεϏνεσ. Σϋλοσ, η πρωτεϏνη ςτϐχοσ 

εκλοϑεται απϐ τη ςτόλη με αλλαγό ςτισ ςυνθόκεσ του διαλϑματοσ ϐπωσ η αλλαγό του pH, η 

αϑξηςη ό μεύωςη τησ ιοντικόσ ιςχϑοσ, η προςθόκη κϊποιου παρϊγοντα που ανταγωνύζεται τη 

πρωτεϏνη για ςϑνδεςη ςτο υλικϐ τησ ςτόλησ κ.α.. Παρακϊτω αναφϋρονται ςυνοπτικϊ τα όδη 

χρωματογραφύασ που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα διατριβό. 

4.1.3.1. Φρωματογραφία ςυγγένειασ (AC) 

Αυτϐσ ο τϑποσ χρωματογραφύασ βαςύζεται ςτην υψηλόσ εξειδύκευςησ βιο-αναγνώριςη μεταξϑ 

δϑο παραγϐντων, ϐπωσ ϋνα ϋνζυμο με το υπϐςτρωμα του ό ϋναν αναςτολϋα. Σο υλικϐ τησ 

μότρασ, το οπούο εύναι ςφαιρύδια ςεφαρϐζησ ό αγαρϐζησ, ςυνδϋεται ςυνόθωσ ομοιοπολικϊ με 

ϋναν προςδϋτη που αναγνωρύζεται απϐ την πρωτεϏνη ςτϐχο.  

 Φρωματογραφύα ςυγγϋνειασ με ακινητοποιημϋνα διςθενό ιϐντα μετϊλλων (IMAC): Σα 

διςθενό ιϐντα μετϊλλων ϐπωσ Ni2+, Co2+, Cu2+, Zn2+ εμφανύζουν ςυγγϋνεια με τισ 

ιςτιδύνεσ. Επομϋνωσ, αναςυνδυαςμϋνεσ πρωτεϏνεσ που παρϊγονται με μια ετικϋτα 

ιςτιδινών (ςυνόθωσ 6) μποροϑν να ςυνδεθοϑν ςε μια τϋτοια ςτόλη και να 

απομακρυνθοϑν με προςθόκη ιμιδαζολύου το οπούο εύναι ϐμοιο με τον δακτϑλιο τησ 

ιςτιδύνησ [198]. 
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 Φρωματογραφύα ςυγγϋνειασ με ακινητοποιημϋνη β-κυκλοδεξτρύνη (β-CD): Η β-CD 

ακινητοποιημϋνη ςε ςφαιρύδια ςεφαρϐζησ 6B ϋχει χρηςιμοποιηθεύ για τον καθαριςμϐ 

του ScGDE ςε ϋνα μϐνο βόμα [199]. Αυτϐ το υλικϐ δεν πωλεύται ςτην τελικό του μορφό 

και πρϋπει να παραςκευϊζεται με χρόςη epoxy-activated sepharose 6B (Βλ. παρϊγραφο 

4.3) [199, 200].  

4.1.3.2. Φρωματογραφία ιοντοανταλλαγήσ 

Η χρωματογραφύα ιοντοανταλλαγόσ εύναι η πιο κλαςικό μϋθοδοσ διαχωριςμοϑ πρωτεώνών. Η 

μεθοδολογύα αυτό βαςύζεται ςτο γεγονϐσ ϐτι μια πρωτεϏνη ϋχει μηδϋν καθαρϐ φορτύο ςτο 

ιςοηλεκτρικϐ τησ ςημεύο. Η πρωτεϏνη μπορεύ να αποκτόςει θετικϐ ό αρνητικϐ φορτύο αν 

βρεθεύ ςε διϊλυμα με τιμό pH κϊτω ό πϊνω απϐ το ιςοηλεκτρικϐ τησ ςημεύο αντύςτοιχα. τη 

χρωματογραφύα ανιοανταλλαγόσ, το υλικϐ τησ ςτόλησ εύναι φορτιςμϋνο θετικϊ και οι 

αρνητικϊ φορτιςμϋνεσ πρωτεϏνεσ μποροϑν να ςυνδϋονται και να απομακρϑνονται με αϑξηςη 

τησ ςυγκϋντρωςησ ϊλατοσ (NaCl, KCl) [201]. 

4.1.3.3. Φρωματογραφία μοριακήσ διήθηςησ (SEC) 

Η SEC διαχωρύζει πρωτεϏνεσ με βϊςη τη διαφορϊ ςτο μοριακϐ τουσ βϊροσ. ε αντύθεςη με την 

AC και IEC οι πρωτεϏνεσ δεν προςδϋνονται ςτο υλικϐ τησ ςτόλησ και επομϋνωσ δεν υπϊρχει 

κϊποιοσ ςημαντικϐσ περιοριςμϐσ ωσ προσ το διϊλυμα που θα χρηςιμοποιηθεύ (πχ 

ςυμπαρϊγοντεσ, μϋταλλα, απορρυπαντικϊ, ϊλατα). Σο υλικϐ τησ SEC αποτελεύται απϐ πορώδη 

ςφαιρύδια με ικανϐτητα να ελαχιςτοποιοϑν την προςρϐφηςη βιομορύων. Σο υλικϐ 

εξιςορροπεύται με διϊλυμα ώςτε να γεμύςουν οι πϐροι του υλικοϑ και ο χώροσ μεταξϑ των 

ςφαιριδύων με το επιθυμητϐ διϊλυμα. Οι πρωτεϏνεσ μεγϊλου μοριακοϑ βϊροσ δεν περνοϑν απϐ 

τουσ πϐρουσ των ςφαιριδύων και ϋτςι εξϋρχονται πρώτεσ απϐ τη ςτόλη. Επιπλϋον, τυχϐν 

ςυςςωματώματα τησ πρωτεϏνησ απομακρϑνονται ςτο νεκρϐ ϐγκο τησ ςτόλησ λϐγω του 

μεγϊλου μοριακοϑ τουσ βϊρουσ. Αντύθετα, οι πρωτεϏνεσ χαμηλοϑ μοριακοϑ βϊρουσ, διϋρχονται 

απϐ τουσ πϐρουσ των ςφαιριδύων και καθυςτεροϑν να εξϋλθουν απϐ τη ςτόλη [202].  

4.1.4. Αποκοπή τησ ετικέτασ ςυγγένειασ αναςυνδυαςμένων πρωτεΰνών. 

Οι ετικϋτεσ ςυγγϋνειασ, ϐπωσ αναφϋραμε και παραπϊνω, χρηςιμοποιοϑνται για τον καθαριςμϐ 

των πρωτεώνών. Ψςτϐςο, για να μελετηθεύ η πρωτεϏνη ςτη φυςιολογικό τησ μορφό, ςυνόθωσ 

οι ετικϋτεσ αυτϋσ αποκϐπτονται με τη βοόθεια πρωτεαςών. Οι πρωτεϊςεσ αυτϋσ 

αναγνωρύζουν και πρωτεολϑουν ςυγκεκριμϋνεσ αμινοξικϋσ αλληλουχύεσ που βρύςκονται 

μεταξϑ τησ πρωτεϏνησ και τησ ετικϋτασ ςυγγϋνειασ. Επιπλϋον, οι αναςυνδυαςμϋνεσ αυτϋσ 
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πρωτεϊςεσ φϋρουν και οι ύδιεσ ετικϋτεσ ςυγγϋνειασ, ςυνόθωσ ϐμοιεσ με τησ πρωτεϏνησ ςτϐχου, 

ώςτε η κομμϋνη πρωτεϏνη να μπορϋςει να διαχωριςτεύ απϐ την ϊκοπη και την πρωτεϊςη 

[203]. 

4.1.4.1. Οι πρωτεάςεσ 3C και TEV. 

Η πρωτεϊςη TEV αναγνωρύζει και πρωτεολϑει την αλληλουχύα Glu-Xaa-Xaa-Tyr-Xaa-

Gln↓Ser/Gly, με το Xaa να εκφρϊζει οποιοδόποτε αμινοξϑ. Η πρωτεϊςη 3C αναγνωρύζει και 

πρωτεολϑει την αμινοξικό αλληλουχύα Leu-Glu-Val-Leu-Phe-Gln↓Gly-Pro [204]. Σϐςο η TEV ϐςο 

και η 3C κυκλοφοροϑν ςτην αγορϊ τϐςο με ετικϋτα GST, (His)6 ό και με τισ δϑο.  

4.1.5. ΚΙΝΗΣΙΚΗ ΕΝΖΤΜΙΚΨΝ ΑΝΣΙΔΡΑΕΨΝ 

4.1.5.1. Σο μοντέλο των Michaelis-Menten 

Σο μοντϋλο Michaelis-Menten εύναι το πλϋον γνωςτϐ για την περιγραφό τησ κινητικόσ ενϐσ 

ενζϑμου. Σο μοντϋλο αυτϐ πόρε το ϐνομα του απϐ τον βιοχημικϐ Michaelis L., και την φυςικϐ 

Menten, M. οι οπούοι πριν απϐ 107 χρϐνια ϋδειξαν ϐτι η ταχϑτητα μιασ αντύδραςησ που 

καταλϑεται απϐ ϋνα ϋνζυμο, εύναι ανϊλογη τησ ςυγκϋντρωςησ του ςυμπλϐκου του ενζϑμου με 

το υπϐςτρωμα (ES) [205]. Οι Michaelis και Menten δεν όταν αυτού που μελϋτηςαν την κινητικό 

των ενζυμικών αντιδρϊςεων εξ αρχόσ αλλϊ βϊδιςαν πϊνω ςε αρκετό δουλειϊ που εύχε γύνει 

απϐ ϊλλουσ επιςτόμονεσ και ειδικϊ απϐ τον Victor Henri. Ο Henri, V., προςπϊθηςε πρώτοσ να 

αναλϑςει την πορεύα μιασ ενζυμικόσ αντύδραςησ ωσ προσ τον χρϐνο και διατϑπωςε μια ςχϋςη η 

οπούα εύναι ανϊλογη τησ εξύςωςησ των Michaelis-Menten. Παρ’ ϐτι ο Henri ειςόγαγε την 

εξύςωςη για την αρχικό ταχϑτητα μιασ ενζυμικόσ αντύδραςησ, δεν την χρηςιμοπούηςε ποτϋ 

[206]. Ϊτςι λοιπϐν, οι Michaelis και Menten όταν οι πρώτοι οι οπούοι αναγνώριςαν τα 

πλεονεκτόματα που θα μποροϑςαν να προκϑψουν απϐ αυτό την ανϊλυςη. Ϊνα ςημαντικϐ 

πλεονϋκτημα εύναι η εξϊλειψη ϐλων των επιπλοκών που οφεύλονται ςτην εξϋλιξη τησ 

αντύδραςησ, ϐπωσ εύναι η αναςτολό απϐ ςυςςωρευμϋνο προώϐν, η απώλεια τησ καταλυτικόσ 

δραςτικϐτητασ και η αλλαγό των ιδιοτότων του προώϐντοσ το οπούο προςδιορύζεται (πχ η 

μετατροπό τησ α-D-γλυκϐζησ ςε β-D-γλυκϐζη). Επιπλϋον, η αντύςτροφη πορεύα των ενζυμικών 

αντιδρϊςεων μπορεύ να αγνοηθεύ καθώσ δεν μπορεύ να επιτευχθεύ αν δεν ςυςςωρευτεύ αρκετϐ 

προώϐν. ημαντικϐ πλεονϋκτημα αποτελεύ επύςησ το γεγονϐσ ϐτι οι εξιςώςεισ αρχικόσ 

ταχϑτητασ εύναι εϑκολο να εξαχθοϑν και να χρηςιμοποιηθοϑν ςυγκριτικϊ με τισ διαφορικϋσ 

εξιςώςεισ. Σϋλοσ, δεν υπϊρχει αλλαγό ςτισ πειραματικϋσ ςυνθόκεσ, το pH και τη θερμοκραςύα 

την χρονικό ςτιγμό t = 0 [206]. 
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Ο Henri ςτα πειρϊματα που διεξόγαγε με την ιμβερτϊςη δεν ϋλαβε υπϐψη του την αυθϐρμητη 

μετατροπό τησ α-D-γλυκϐζησ ςε β-D-γλυκϐζη οϑτε χρηςιμοπούηςε κϊποιο παρϊγοντα ώςτε να 

διατηρεύται ςταθερϐ το pH ςτισ αντιδρϊςεισ. Για το λϐγο αυτϐ οι Michaelis-Menten 

πραγματοπούηςαν πειρϊματα με την ιμβερτϊςη ςε ςταθερϐ pH και όταν οι πρώτοι οι οπούοι 

κατϊφεραν να ϋχουν επαναλόψιμα αποτελϋςματα ςε μελϋτεσ ενζυμικόσ κινητικόσ 

επιςημαύνοντασ τον ρϐλο του ςταθεροϑ pH. Ϊτςι λοιπϐν, οι Michaelis-Menten κατϊφεραν να 

φτιϊξουν ϋνα μοντϋλο το οπούο εξηγεύ ικανοποιητικϊ την αρχικό ταχϑτητα μια ενζυμικόσ 

αντύδραςησ χωρύσ η εφαρμογό του μοντϋλου να περιορύζεται απϐ πειραματικϋσ ςυνθόκεσ, 

ϐπωσ ςυγκεκριμϋνα διαλϑματα και τιμϋσ του pH [205, 207].  

Όμωσ, εξύςωςη η οπούα ϋχει τελικϊ οριςτεύ ωσ Michaelis-Menten προϋρχεται απϐ την υπϐθεςη 

των Briggs και Haldane, γνωςτό ωσ υπϐθεςη ςταθεροποιημϋνησ κατϊςταςησ (steady state). 

ϑμφωνα με αυτό, αφοϑ τα αντιδρώντα αναμιχθοϑν αυξϊνεται γρόγορα η ταχϑτητα με την 

οπούα διαςπϊται το ςϑμπλοκο ES, φτϊνοντασ ςϑντομα την ταχϑτητα ςχηματιςμοϑ του με 

αποτϋλεςμα να δημιουργεύται μια ςταθεροποιημϋνη κατϊςταςη [67]. 

    

   
 

   
⇔
 

    
         
→           (1) 

Όπου: 

- Ε: Ϊνζυμο. 

- S: υπϐςτρωμα. 

- ES: ςϑμπλοκο ενζϑμου-υποςτρώματοσ. 

- P: προώϐν. 

- k1, k2 και k3 εύναι οι ςταθερϋσ διαςτϊςεωσ των αντιδρϊςεων. 

Η εξύςωςη των Michaelis-Menten με βϊςη την αρχό τησ ςταθεροποιημϋνησ κατϊςταςησ ϋχει 

την μορφό: 

   
  [  ][ ]

   [ ]
   (2) 

Όπου: 

- Eo: η αρχικό ςυγκϋντρωςη του Ε. 

- ΚM: 
      

  
 και ορύζεται ωσ η ςταθερϊ Michaelis-Menten [67]. 

- H μϋγιςτη ταχϑτητα Vmax ιςοϑται με: k3[E0]. 
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Η αντύδραςη (1) περιγρϊφει τη ςταθεροποιημϋνη κατϊςταςη. Σο ES διατηρεύ τη ςυγκϋντρωςη 

του ςταθερό ενώ παρϊλληλα υπϊρχει μεγϊλη μεταβολό των απϐλυτων τιμών που αφοροϑν 

τισ ςυγκεντρώςεισ του υποςτρώματοσ και του προώϐντοσ. Με ϊλλα λϐγια ιςχϑει ϐτι d[ES]/dt = 

0 [67]. 

Η ςταθερϊ Michaelis-Menten εκφρϊζει τη ςυγκϋντρωςη του υποςτρώματοσ ϐπου η αντύδραςη 

εξελύςςεται με ταχϑτητα ύςη με τη μιςό τησ Vmax. Επομϋνωσ, υψηλό τιμό τησ KM εκφρϊζει μικρό 

ςυγγϋνεια του υποςτρώματοσ για το ϋνζυμο ενώ αντύθετα, χαμηλό τιμό τησ KM εκφρϊζει 

υψηλό ςυγγϋνεια του υποςτρώματοσ για το ϋνζυμο καθώσ χρειϊζεται μικρό ςυγκϋντρωςη 

υποςτρώματοσ ώςτε να επιτευχθεύ η Vmax/2 [208]. Ο πιο ςυνόθησ τρϐποσ προςδιοριςμοϑ τησ 

KM και τησ Vmax αποτελεύ η μϋθοδοσ των Lineweaver-Burk ό αλλιώσ μϋθοδοσ του διπλοϑ 

αντιςτρϐφου [209].  

Η εξύςωςη (2), αν λϊβουμε υπϐψη ϐτι Vmax = k3[E0], μπορεύ γραφτεύ με μορφό διπλοϑ 

αντιςτρϐφου ωσ: 

 

    
  

  

    
   

 

[ ]
  

 

    
  (3) 

Η εξύςωςη αυτό περιγρϊφει μια γραφικό παρϊςταςη ϐπου ςτον ϊξονα yy’ τοποθετοϑνται οι 

τιμϋσ 1/v και ςτον ϊξονα xx’ οι τιμϋσ 1/[S]. Σο ςημεύο τομόσ τησ ευθεύασ με τον ϊξονα yy’ 

ορύζεται ωσ 1/Vmax και το αντύςτοιχο ςημεύο με τον xx’ ωσ -1/ΚΜ. Σϋλοσ, απϐ την κλύςη τησ 

ευθεύασ προκϑπτει ο λϐγοσ KM/Vmax [67].  

4.1.5.2. Κινητική αλλοςτερικών ενζγμων 

Σο φαινϐμενο τησ ςυνϋργειασ παρατηρεύται ςε πολλϊ ολιγομερό ϋνζυμα ϐταν η πρϐςδεςη ενϐσ 

μορύου ςε κϊποια περιοχό πρϐςδεςησ του ενζϑμου, επηρεϊζει την αγχιςτεύα μιασ ϊλλησ θϋςησ 

πρϐςδεςησ του ενζϑμου για το μϐριο. Για να παρατηρηθεύ το παραπϊνω φαινϐμενο θα πρϋπει 

να υπϊρχει επικοινωνύα μεταξϑ των περιοχών πρϐςδεςησ. Η επικοινωνύα αυτό ςτηρύζεται ςτο 

γεγονϐσ ϐτι ςε ϋνα ϋνζυμο τα κατϊλοιπα εύναι ςε αρκετϊ κοντινό απϐςταςη. υνεπώσ, ακϐμα 

και μικρϋσ αλλαγϋσ ςτη διαμϐρφωςη των πλευρικών αλυςύδων κϊποιων καταλούπων τησ μιασ 

υπομονϊδασ, μποροϑν να μεταφερθοϑν και να επιφϋρουν αλλαγϋσ ςε μια μακρινό περιοχό τησ 

ϊλλησ υπομονϊδασ του ενζϑμου. Η κινητικό των αλλοςτερικών ενζϑμων δεν ακολουθεύ την 

κλαςικό κινητικό των Michaelis-Menten και αντύ ορθογώνιασ υπερβολόσ εμφανύζεται 

ςιγμοειδόσ καμπϑλη ςε ϋνα διϊγραμμα (ειδικόσ δραςτικϐτητασ)/[υπϐςτρωμα]. Όπωσ ϋχει 

αναφερθεύ προηγουμϋνωσ, τα αλλοςτερικϊ ϋνζυμα ιςορροποϑν μεταξϑ μιασ ανενεργόσ 
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ςτερεοδιαμϐρφωςησ-Σ και μιασ ενεργοϑσ ςτερεοδιαμϐρφωςησ-R. Επομϋνωσ, η 

ςτερεοδιαμϐρφωςη-Σ εύναι δομικϐ απϐθεμα τησ ςτερεοδιαμϐρφωςησ-R. Η εμφϊνιςη τησ 

ςιγμοειδοϑσ καμπϑλησ οφεύλεται ςτο γεγονϐσ ϐτι κατϊ τη προςθόκη υποςτρώματοσ η 

ιςορροπύα μετατοπύζεται ςταδιακϊ απϐ την ςτερεοδιαμϐρφωςη-Σ ςτην R. Αντύθετα, ϋνα μη 

αλλοςτερικϐ ϋνζυμο ό ϋνα ενεργοποιημϋνο αλλοςτερικϐ ϋνζυμο (πχ λϐγω τησ παρουςύασ 

ενεργοποιητό) δεν εμφανύζει ςιγμοειδό καμπϑλη καθώσ το ϋνζυμο υπϊρχει ςε μια ενεργό 

διαμϐρφωςη [67].  

Η εξύςωςη του Hill χρηςιμοποιεύται για τη μελϋτη των κινητικών παραμϋτρων ϐταν ϋνα ϋνζυμο 

εμφανύζει ςιγμοειδό καμπϑλη. Σο πρϐτυπο του Hill εφαρμϐζεται για κϊποιο ϋνζυμο το οπούο 

ϋχει ϐμοιεσ θϋςεισ πρϐςδεςησ για ϋνα μϐριο μεταξϑ των οπούων παρατηρεύται θετικό 

ομϐτροπη ςυνϋργεια. Η εξύςωςη η οπούα περιγρϊφει το πρϐτυπο του Hill εύναι η εξόσ: 

            [ ]     (
 

      
)  

Σο διϊγραμμα log[v/(Vmax-v)] ωσ προσ log[S], εύναι γνωςτϐ ωσ διϊγραμμα του Hill και δύνει μια 

ευθεύα γραμμό η οπούα τϋμνει τον ϊξονα yy’ ςτο ςημεύο –logKB. Η κλύςη τησ ευθεύασ ονομϊζεται 

ςυντελεςτόσ του Hill και ορύζεται με n. Η κλύςη δηλώνει τον ελϊχιςτον αριθμϐ ςημεύων 

πρϐςδεςησ ενϐσ μορύου. Όταν n=1, τϐτε δεν παρατηροϑνται φαινϐμενα ςυνϋργειασ. Σο 

διϊγραμμα uo/[S] εύναι υπερβολό και το διϊγραμμα Lineweaver-Burk εύναι ευθεύα. Όταν n>1, 

παρατηρεύται φαινϐμενο θετικόσ ςυνϋργειασ και ϐταν n<1 παρατηρεύται φαινϐμενο αρνητικόσ 

ςυνϋργειασ. ε αυτϋσ τισ δϑο περιπτώςεισ το διϊγραμμα uo/[S] εύναι ςιγμοειδόσ καμπϑλη και 

το διϊγραμμα Lineweaver-Burk κυρτό καμπϑλη. Σο πρϐτυπο του Hill εύναι προτιμϐτερο να 

χρηςιμοποιεύται για τη μελϋτη τησ θετικόσ ςυνϋργειασ γιατύ η ϑπαρξη αρνητικόσ ςυνϋργειασ 

δεν εξαςφαλύζεται [67].  

4.1.5.3. Αναςτολή ενζυμικών αντιδράςεων 

Μια ενζυμικό αντύδραςη εύναι πιθανϐ να αναςταλεύ εύτε απϐ μικρϊ μϐρια τα οπούα εμφανύζουν 

ςυγγϋνεια για τον ϋνζυμο εύτε απϐ το προώϐν τησ αντύδραςησ την οπούα καταλϑουν. Όταν η 

κινητικό ενϐσ ενζϑμου ακολουθεύ την εξύςωςη των Michaelis-Menten, θα ςυνεχύςει να 

υπακοϑει ςε αυτό τη κινητικό ακϐμα και ϐταν βρύςκεται ςε αναςτολό. ε αυτό τη περύπτωςη 

οι τιμϋσ των KM και Vmax μποροϑν να αλλϊξουν με αποτϋλεςμα να υπολογύζονται νϋεσ τιμϋσ οι 

οπούεσ ςυμβολύζονται ωσ KM(app.), Vmax(app.) και ονομϊζονται φαινομενικϋσ τιμϋσ (apparent 

values). Οι τιμϋσ των KM και KM(app.) χρηςιμοποιοϑνται για τον υπολογιςμϐ τησ ςταθερϊσ 

αναςτολόσ (Ki) [67]. 
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Παρακϊτω αναφϋρονται ςυνοπτικϊ οι τϑποι αναςτολόσ.  

- υναγωνιςτικό αναςτολό: Η ΚΜ(app.) αυξϊνεται αλλϊ η Vmax(app.) δεν επηρεϊζεται. Αυτϐ 

ςυμβαύνει γιατύ ϐταν αυξηθεύ ςημαντικϊ η ςυγκϋντρωςη του υποςτρώματοσ, τϐτε 

μπορεύ να ξεπεραςτεύ η αναςταλτικό επύδραςη ςτην ταχϑτητα. Ψσ εκ τοϑτου, αυτοϑ 

του τϑπου η αναςτολό ορύζεται ωσ «ςυναγωνιςτικό» [210]. υναγωνιςτικό αναςτολό 

μπορεύ να εμφανιςτεύ ϐταν ϋνα μϐριο προςδϋνεται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου 

ό κοντϊ ςε αυτϐ. Ϊτςι αποτρϋπεται η ςϑνδεςη του υποςτρώματοσ εύτε ϊμεςα (ςϑνδεςη 

ςτο καταλυτικϐ κϋντρο) εύτε ϋμμεςα λϐγω ςτερεοχημικόσ παρεμπϐδιςησ (ςϑνδεςη ςε 

κοντινό θϋςη του καταλυτικοϑ κϋντρου) [67]. 

- Μη ςυναγωνιςτικό αναςτολό: ε αυτό τη περύπτωςη η ΚΜ(app.) δεν επηρεϊζεται και η 

Vmax(app.) μειώνεται. ε αντύθεςη με την ςυναγωνιςτικό αναςτολό, αυξημϋνεσ 

ςυγκεντρώςεισ υποςτρώματοσ αδυνατοϑν να ϊρουν την αναςταλτικό επύδραςη ςτην 

ταχϑτητα [210].  

- Ανταγωνιςτικό αναςτολό: ε αυτοϑ του τϑπου την αναςτολό επηρεϊζονται τϐςο η KM 

ϐςο και η Vmax του ενζϑμου και αφορϊ ςυνόθωσ πολϑ-υποςτρωματικϋσ αντιδρϊςεισ 

[210]. 

4.1.5.3.1. Κινητικέσ μελέτεσ με δγο αναςτολείσ 

Μελϋτεσ με δϑο αναςτολεύσ μποροϑν να γύνουν ώςτε να προςδιορύςουμε εϊν αυτού οι 

αναςτολεύσ ςυνδϋονται ςτο ύδιο κϋντρο ό ϐχι. Εκτϐσ απϐ δϑο αναςτολεύσ μποροϑν να 

μελετηθοϑν δϑο ενεργοποιητϋσ ό ϋνασ αναςτολϋασ και ϋνασ ενεργοποιητόσ. Όπωσ και πριν, 

ϋτςι και εδώ εμφανύζονται οι ϐροι ςυναγωνιςτικό και μη ςυναγωνιςτικό αναςτολό. ε αυτό τη 

περύπτωςη η αξιολϐγηςη γύνεται μϋςω των διαγραμμϊτων Dixon τα οπούα καταςκευϊζονται 

τοποθετώντασ ςτον ϊξονα yy’ τισ τιμϋσ 1/v και ςτον ϊξονα xx’ τισ τιμϋσ τησ ςυγκϋντρωςησ 

ενϐσ απϐ τουσ δϑο αναςτολεύσ [211, 212]. Με αυτϐ τον τρϐπο, μελετώντασ την ενζυμικό 

αντύδραςη ςε ςταθερό ςυγκϋντρωςη υποςτρώματοσ και του ενϐσ αναςτολϋα, μεταβϊλλοντασ 

την ςυγκϋντρωςη του ϊλλου (Βλ. παρϊγραφο 4.7.1.5), μποροϑμε να καταςκευϊςουμε 

διαγρϊμματα ςτα οπούα οι ευθεύεσ εύτε θα τϋμνονται εύτε θα εύναι παρϊλληλεσ, ορύζοντασ ϋτςι 

τον τϑπο τησ αναςτολόσ [212]. Για δϑο αναςτολεύσ I και X εϊν εμφανύζεται: 

- υναγωνιςτικό αναςτολό: το ϋνζυμο μπορεύ να προςδεθεύ εύτε ο αναςτολϋασ I εύτε ο 

αναςτολϋασ X αλλϊ ποτϋ και οι δϑο ταυτϐχρονα. Σο ςυμπϋραςμα αυτϐ προκϑπτει απϐ 

το γεγονϐσ ϐτι η μύξη των δϑο αναςτολϋων δεν οδηγεύ ςε μεγαλϑτερη αϑξηςη τησ 
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αναςτολόσ ςυγκριτικϊ με ϐτι θα μποροϑςε να προκαλϋςει ο κϊθε ϋνασ αναςτολϋασ. Οι 

ευθεύεσ που λαμβϊνονται απϐ τισ διαφορετικϋσ ςυγκεντρώςεισ του αναςτολϋα ςε αυτό 

τη περύπτωςη εύναι παρϊλληλεσ [212]. 

- Μη ςυναγωνιςτικό αναςτολό: ε αυτό τη περύπτωςη υπϊρχουν δϑο διαφορετικϊ 

κϋντρα ςτο ϋνζυμο ϐπου μποροϑν να ςυνδεθοϑν οι διαφορετικού αναςτολεύσ (I και X). 

Οι τιμϋσ των ςταθερών KX και KI προςδιορύζονται μελετώντασ τον κϊθε αναςτολϋα 

ξεχωριςτϊ. Οι ευθεύεσ που θα προκϑψουν απϐ το διϊγραμμα Dixon θα τϋμνονται με 

ϋναν παρϊγοντα αλληλεπύδραςησ γ ο οπούοσ μπορεύ να υπολογιςτεύ ωσ [I]= -γKΙ ό [X]= -

γKx, ανϊλογα με το ποιου αναςτολϋα η ςυγκϋντρωςη μϋνει ςταθερό ςε κϊθε πεύραμα 

και ποιου μεταβϊλλεται. Εϊν γ = 1, τϐτε οι ευθεύεσ τϋμνονται ςτον ϊξονα xx’, εϊν γ < 1, 

τϐτε οι ευθεύεσ τϋμνονται πϊνω απϐ τον xx’ και εϊν γ > 1, τϐτε οι ευθεύεσ τϋμνονται 

κϊτω απϐ τον xx’ [212]. 

4.1.6. ΚΡΤΣΑΛΛΟΓΡΑΥΙΑ ΑΚΣΙΝΨΝ-Φ 

4.1.6.1. Μια ςγντομη αναςκβπηςη ςτην ιςτορία τησ κρυςταλλογραφίασ 

πρωτεΰνών με χρήςη ακτίνων-Φ 

Οι ακτύνεσ-Φ αποτελοϑν ηλεκτρομαγνητικό ακτινοβολύα με μόκοσ κϑματοσ 0.01 – 10 nm και 

ϋτςι εύναι ιδανικϋσ για τη μελϋτη τησ δομόσ μακρομορύων, μιασ και ϋνασ τυπικϐσ ομοιοπολικϐσ 

δεςμϐσ, δηλαδό η πιο κοντινό απϐςταςη μεταξϑ δϑο ατϐμων, ϋχει μόκοσ ~ 0.12 nm [100]. Η 

εφαρμογό τησ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ ςτη μελϋτη δομών ϋχει οδηγόςει ςτην απονομό 

πολλών βραβεύων Νϐμπελ αλλϊ και ςε πολλϋσ ςημαντικϋσ επιςτημονικϋσ ανακαλϑψεισ, 

κϊποιεσ απϐ τισ οπούεσ θα αναλυθοϑν εν ςυντομύα παρακϊτω [213]. Οι ακτύνεσ-Φ 

ανακαλϑφθηκαν το 1885 απϐ τον Wilhelm Röntgen (βραβεύο Νϐμπελ το 1901). Σο 1912 ο Max 

Von Laue, πρϐτεινε ϐτι η χρόςη τησ ακτινοβολύασ ακτύνων-Φ μπορεύ να χρηςιμοποιηθεύ ςτη 

μελϋτη τησ απϐςταςησ μεταξϑ των ατϐμων ςε ςτερεϊ υλικϊ και παρϊλληλα απϋδειξε ϐτι οι 

κρϑςταλλοι μποροϑν να περιθλοϑν τισ ακτύνεσ-Φ. Για τη ςυνειςφορϊ του, ο Max Von Laue 

βραβεϑτηκε με το βραβεύο Νϐμπελ το 1914, ενώ το 1915 ο William Henry Bragg και ο William 

Lawrence Bragg (πατϋρασ και υιϐσ) βραβεϑτηκαν με το ύδιο βραβεύο για την ανϊλυςη 

κρυςταλλικών δομών με χρόςη ακτύνων-Φ. Μϋχρι τϐτε ϐμωσ, κϊνεισ δεν εύχε δεύξει ϐτι οι 

πρωτεϏνεσ μποροϑν να αναπτϑξουν κρυςτϊλλουσ ϋτςι ώςτε να μπορεύ να μελετηθεύ η δομό 

τουσ [213]. Αργϐτερα, ο James Batcheller Sumner (βραβεύο Νϐμπελ το 1946), ςε μελϋτεσ που 

ϋκανε ςτην ουρεϊςη, ϋδειξε ϐτι τα ϋνζυμα μποροϑν να κρυςταλλωθοϑν [214]. Σo 1962 τα 

βραβεύα Νϐμπελ που απονεμόθηκαν ςτη χημεύα και ςτη φυςιολογύα ό ιατρικό, αποτϋλεςαν 
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δϑο κορυφαύεσ ςτιγμϋσ ςτη δομικό βιολογύα. Οι John Kendrew και Max Perutz βραβεϑτηκαν με 

το Νϐμπελ χημεύασ για δομικϋσ μελϋτεσ ςε ςφαιρικϋσ πρωτεϏνεσ με την μυοςφαιρύνη να 

αποτελεύ την πρώτη πρωτεϏνη τησ οπούασ προςδιορύςτηκε η κρυςταλλικό δομό. Επύςησ, οι 

Francis Crick, James Watson και Maurice Wilkins βραβεϑτηκαν με το Νϐμπελ φυςιολογύασ ό 

ιατρικόσ για την ύςωσ πιο γνωςτό ανακϊλυψη ςτην ιςτορύα τησ κρυςταλλογραφύασ, τη δομό 

του DNA. Σο 1964 η Dorothy Hodgkin βραβεϑτηκε με το βραβεύο Νϐμπελ χημεύασ για τον 

προςδιοριςμϐ τησ δομόσ τησ βιταμύνησ Β12 αλλϊ μεγϊλο τησ επύτευγμα αποτελεύ και ο 

προςδιοριςμϐσ τησ κρυςταλλικόσ δομόσ τησ ινςουλύνησ ϋπειτα απϐ 35 χρϐνια επύμονησ 

εργαςύασ. Αυτό θα μποροϑςαμε να ποϑμε ϐτι όταν ιςτορικϊ η αρχό ςτην κρυςταλλογραφύα 

των μακρομορύων, αν και υπόρξαν και ϊλλεσ ςημαντικϋσ ςτιγμϋσ. Απϐ τϐτε μϋχρι ςόμερα ϋχουν 

απονεμηθεύ περιςςϐτερα απϐ 15 ακϐμα βραβεύα Νϐμπελ ςτον τομϋα τησ κρυςταλλογραφύασ 

ακτύνων-Φ [213]. Η κρυςταλλογραφύα ακτύνων-Φ αποτελεύ ακϐμα και ςόμερα την κϑρια 

μεθοδολογύα προςδιοριςμοϑ δομών μακρομορύων. Εκτϐσ απϐ την κρυςταλλογραφύα, μποροϑν 

να εφαρμοςτοϑν και ϊλλεσ τεχνικϋσ για τον προςδιοριςμϐ τριςδιϊςτατων δομών ςε υψηλό 

ευκρύνεια οι οπούεσ δεν απαιτοϑν την παραγωγό κρυςτϊλλων. Σϋτοιεσ μεθοδολογύεσ εύναι η 

φαςματοςκοπύα πυρηνικοϑ μαγνητικοϑ ςυντονιςμοϑ και η κρυο-ηλεκτρονιακό μικροςκοπύα 

οι οπούεσ ϐμωσ ϋχουν διϊφορουσ περιοριςμοϑσ κυρύωσ ςε ϐτι αφορϊ τη μοριακό μϊζα του 

μακρομορύου που μελετϊται. Επιπλϋον, ο τρϐποσ με τον οπούο προςδιορύζεται η δομό του 

μακρομορύου διαφϋρει ριζικϊ μεταξϑ των τεχνικών με αποτϋλεςμα η κϊθε τεχνικό να 

εμφανύζει πλεονεκτόματα και μειονεκτόματα ανϊλογα την περύπτωςη [215]. Σο 2019 εύχαν 

κατατεθεύ ςτην βϊςη δεδομϋνων για πρωτεϏνεσ (Protein Data Bank, PDB) 9666 δομϋσ με χρόςη 

κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ, 380 δομϋσ με χρόςη NMR και 1422 δομϋσ με χρόςη 3D 

ηλεκτρονιακόσ μικροςκοπύασ [πληροφορύεσ απϐ την PDB www.rcsb.org/stats/growth/xray ή 

/nrm ή /em]. 

Οι πρωτεώνικϋσ δομϋσ εκτϐσ του ϐτι απαντοϑν βαςικϊ βιολογικϊ ερωτόματα μποροϑν να 

χρηςιμοποιηθοϑν ςτο ςχεδιαςμϐ φαρμϊκων ϋναντι ςυγκεκριμϋνων ςτϐχων. Η μεγϊλη 

ανϊπτυξη τησ τεχνολογύασ επιτρϋπει πλϋον τη ςυλλογό κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων 

ακϐμα και απϐ εξαιρετικϊ μικροϑσ κρυςτϊλλουσ ςε υψηλό ευκρύνεια μϋςα ςε λύγα λεπτϊ με 

χρόςη πηγών ςυγχροτρονικόσ ακτινοβολύασ. Ψςτϐςο, η ανϊλυςη των δεδομϋνων, δηλαδό ο 

προςδιοριςμϐσ τησ δομόσ τησ πρωτεϏνησ μπορεύ να εύναι ακϐμα και ςόμερα μια δϑςκολη 

διαδικαςύα. Βαςικϐσ παρϊγοντασ ςτον προςδιοριςμϐ τησ κρυςταλλικόσ δομόσ μιασ πρωτεϏνησ, 

εύναι προφανώσ η ϑπαρξη κρυςτϊλλων. Εϊν η ανϊλυςη των δεδομϋνων μπορεύ να εύναι μια 
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απαιτητικό διαδικαςύα, η παραγωγό κρυςτϊλλων κατϊλληλων για περύθλαςη ακτύνων-Φ ςε 

υψηλό ευκρύνεια (βλ. παρακϊτω) μπορεύ να αποτελεύ μια αρκετϊ επύπονη και χρονοβϐρα 

διαδικαςύα χωρύσ να θεωρεύται δεδομϋνη η επιτυχύα τησ.  

4.1.6.2. Ανάπτυξη κρυςτάλλων πρωτεανησ 

Οι κρϑςταλλοι των πρωτεώνών αναπτϑςςονται ςε ςυνθόκεσ που δεν μετουςιώνουν την 

πρωτεϏνη, μϋςω αργόσ και ελεγχϐμενησ καταβϑθιςησ τησ απϐ ϋνα υδατικϐ διϊλυμα. Η 

καταβϑθιςη τησ πρωτεϏνησ μπορεύ να επιτευχθεύ απϐ μια ςειρϊ ενώςεων, ϐπωσ τα ϊλατα 

μϋςω μιασ διαδικαςύασ που ονομϊζεται εξαλϊτωςη, αλλϊ και με οργανικοϑσ διαλϑτεσ οι οπούοι 

ϐμωσ ενδϋχεται να μετουςιώςουν την πρωτεϏνη. Η πολυαιθυλικό γλυκϐλη (PEG) εύναι ϋνα 

υδατοδιαλυτϐ πολυμερϋσ το οπούο χρηςιμοποιεύται ςυχνϊ ςτην κρυςτϊλλωςη πρωτεώνών 

καθώσ εύναι ιςχυρϐ καταβυθιςτικϐ αν και αποτελεύ ϋναν αςθενό μετουςιωτικϐ παρϊγοντα. Η 

PEG υπϊρχει διαθϋςιμη ςε διϊφορα μοριακϊ βϊρη, ϐπωσ η PEG 400 η οπούα ϋχει μοριακό μϊζα 

400 Da. Ϊνασ τρϐποσ για να προκληθεύ αργό καταβϑθιςη μιασ πρωτεϏνησ εύναι να προςτεθεύ ο 

καταβυθιςτικϐσ παρϊγοντασ ςε ϋνα υδατικϐ διϊλυμα, ςτο οπούο βρύςκεται η πρωτεϏνη, ςε 

ςυγκϋντρωςη ελϊχιςτα λιγϐτερη απϐ αυτόν που οδηγεύ ςτην καταβϑθιςη τησ πρωτεϏνησ. 

Όταν επιτευχθεύ αυτό η ςυγκϋντρωςη, τϐτε, το νερϐ εξατμύζεται αργϊ κϊτι το οπούο οδηγεύ ςε 

αϑξηςη τησ ςυγκϋντρωςησ τϐςο του παρϊγοντα καταβϑθιςησ ϐςο και τησ πρωτεϏνησ με 

αποτϋλεςμα κϊποια ςτιγμό η πρωτεϏνη να μην εύναι πλϋον διαλυτό. ε αυτόν την κατϊςταςη η 

πρωτεϏνη μπορεύ να καταβυθιςτεύ δημιουργώντασ εύτε κρϑςταλλο (Εικϐνα 27) εύτε ϊμορφο 

ύζημα (Εικϐνα 26) [216]. Η διαδικαςύα που περιγρϊφηκε ςτηρύζεται ςτην ανϊπτυξη 

κρυςτϊλλων με μια μεθοδολογύα η οπούα ονομϊζεται διϊχυςη ατμών και εύναι αυτό που 

ακολουθεύται ςυνόθωσ ςτην κρυςτϊλλωςη πρωτεώνών. Όπωσ αναφϋραμε, πρϋπει να 

επιτευχθεύ μεύωςησ τησ διαλυτϐτητασ του μακρομορύου για να αναπτυχθοϑν κρϑςταλλοι. 

υνόθωσ, η ςυνθόκη που θϋλουμε να εξετϊςουμε εϊν μπορεύ να οδηγόςει ςε κρυςτϊλλωςη τησ 

πρωτεϏνησ, τοποθετεύται ςε μια δεξαμενό, ςτο κϋντρο τησ οπούασ υπϊρχει θϋςη για την 

τοποθϋτηςη μιασ ςταγϐνασ τησ πρωτεϏνησ, χωρύσ ϐμωσ τα δϑο υγρϊ να ϋρχονται ςε επαφό. Η 

πρωτεϏνη, αφοϑ αναμιχθεύ με μικρό ποςϐτητα του διαλϑματοσ δεξαμενόσ (ςυνόθωσ ςε 

αναλογύα 1:1, 1:2 ό 1:3), τοποθετεύται ςτη ςυγκεκριμϋνη θϋςη ςτο κϋντρο τησ δεξαμενόσ και 

το ςϑςτημα ςφραγύζεται με μεμβρϊνη ώςτε να μην υπϊρχει επικοινωνύα με το εξωτερικϐ 

περιβϊλλον (Εικϐνα 26). Μϐρια ϑδατοσ αρχύζουν να απομακρϑνονται απϐ τη ςταγϐνα που 

περιϋχει την πρωτεϏνη (διϊχυςη ατμών) προσ την δεξαμενό ϋωσ ϐτου να εξιςορροπηθεύ η τϊςη 

ατμών του ϑδατοσ ςτη ςταγϐνα τησ πρωτεϏνησ και ςτο διϊλυμα τησ δεξαμενόσ. υνόθωσ 
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χρηςιμοποιοϑνται ~ 500 - 700 μL διαλϑματοσ δεξαμενόσ για ςυνολικϊ ~ 1 - 5 μL δεύγματοσ 

πρωτεϏνησ ώςτε να μην εξατμιςτεύ εντελώσ η ςταγϐνα που περιϋχει την πρωτεϏνη [100].   

 

Εικβνα 26: Αριςτερά, ΠρωτεϏνη η οπούα ϋχει ςχηματύςει ύζημα αντύ για κρϑςταλλο. Δεξιά, πιϊτο ανϊπτυξησ κρυςτϊλλων 

μϋςω διϊχυςησ ατμών. 

Ο ςχηματιςμϐσ πρωτεώνικοϑ κρυςτϊλλου ό ϊμορφου ιζόματοσ εξαρτϊται απϐ μια πληθώρα 

παραγϐντων ϐπωσ η ςυγκϋντρωςη τησ πρωτεϏνησ, η ιοντικό ιςχϑσ και το pH του διαλϑματοσ 

αλλϊ και η θερμοκραςύα ςτην οπούα θα γύνει η ανϊπτυξη κρυςτϊλλων. υνόθωσ, χρειϊζονται 

αρκετϋσ προςπϊθειεσ προκειμϋνου να ςχηματιςτοϑν κρϑςταλλοι πρωτεϏνησ καλόσ ποιϐτητασ 

και κατϊλληλοι για περύθλαςη ακτύνων-Φ [216]. 

 

Εικβνα 27: Κρϑςταλλοι πρωτεϏνησ που αναπτϑχθηκαν ςτο Εργαςτόριο Δομικόσ και Λειτουργικόσ Βιοχημεύασ. 

Για να αυξόςουμε τισ πιθανϐτητεσ μια πρωτεϏνη να ςχηματύςει κρϑςταλλο, πρϋπει το δεύγμα 

που θα υποβληθεύ ςε δοκιμϋσ κρυςτϊλλωςησ να εμφανύζει βιοχημικό καθαρϐτητα μεγαλϑτερη 

απϐ 95 %. Ο ϐροσ αυτϐσ χρηςιμοποιεύται για να περιγρϊψει ϋνα δεύγμα το οπούο αποτελεύται 

απϐ ϋνα μακρομϐριο ςε πολλϊ αντύγραφα. Σο δεύγμα πρϋπει επύςησ να εμφανύζει και δομικό 

καθαρϐτητα, δηλαδό ϐλα μϐρια μϋςα ςτο δεύγμα να ϋχουν την ύδια διαμϐρφωςη. Επομϋνωσ, οι 

μϋθοδοι κρυςτϊλλωςησ και τα διαλϑματα επιλϋγονται με ςκοπϐ να ςυνειςφϋρουν ςτη φυςικό 

δομό του μακρομορύου [100].  

Η διαδικαςύα ανϊπτυξησ κρυςτϊλλων χωρύζεται κυρύωσ ςε δϑο ςημαντικϊ βόματα: 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



84 
 

1. Πυρηνοπούηςη 

2. Αϑξηςη του μεγϋθουσ του ςχηματιςμϋνου κρυςτϊλλου (μεταςταθερό φϊςη) 

Η πυρηνοπούηςη εύναι μια κρύςιμη διαδικαςύα για τη δημιουργύα ενϐσ κρυςτϊλλου και μπορεύ 

να ςυμβεύ ϐταν η ςυγκϋντρωςη του μακρομορύου γύνει υψηλϐτερη απϐ αυτό που του 

επιτρϋπει να μεύνει ςτη διαλυτό φϊςη. Ακολοϑθωσ, μϐρια του μακρομορύου προςτύθενται ςτισ 

κρυςταλλικϋσ επιφϊνειεσ ςε ςυγκϋντρωςη η οπούα εύναι χαμηλϐτερη απϐ πριν, δηλαδό ςτην 

εγγενό διαλυτϐτητα. Ανϊμεςα ςτα δϑο βόματα που αναφϋρθηκαν, η πυρηνοπούηςη εύναι το 

ςημαντικϐτερο καθώσ εϊν η ςυγκϋντρωςη του μακρομορύου δεν φτϊςει τον υπερκορεςμϐ, 

τϐτε δεν θα μπορϋςει να ςχηματιςτεύ ο πυρόνασ και κατ’ επϋκταςη ο κρϑςταλλοσ [100]. Όμωσ, 

η δημιουργύα ενϐσ υπϋρκορου διαλϑματοσ δεν λϑνει απϐ μϐνο του το πρϐβλημα καθώσ 

υπϊρχει η πιθανϐτητα να ςχηματιςτοϑν πολλού πυρόνεσ κϊτι το οπούο θα οδηγόςει ςε 

κατανϊλωςη των μορύων τησ πρωτεϏνησ που υπϊρχουν ςτο διϊλυμα. Σο γεγονϐσ αυτϐ με τη 

ςειρϊ του θα οδηγόςει ςε παραγωγό πολλών μικρών κρυςτϊλλων οι οπούοι ςυνόθωσ δεν εύναι 

κατϊλληλοι για περύθλαςη ακτύνων-Φ. Επομϋνωσ, οι ςυνθόκεσ κρυςτϊλλωςησ πρϋπει να 

τροποποιοϑνται με τϋτοιο τρϐπο ώςτε το μακρομϐριο να ςυμπυκνωθεύ με ελεγχϐμενο τρϐπο 

και να επιτευχθεύ μια ιςορροπύα η οπούα θα ευνοεύ τη δημιουργύα μεγϊλων μονοκρυςτϊλλων 

αντύ ιζόματοσ (Εικϐνα 28) [100].  

 

Εικβνα 28: Διϊγραμμα φϊςησ κρυςτϊλλωςησ πρωτεώνών. 

Η διαδικαςύα κρυςτϊλλωςησ αλλϊ και βελτιςτοπούηςησ των κρυςτϊλλων εύναι, ϐπωσ 

αναλϑθηκε παραπϊνω, μια απαιτητικό διαδικαςύα και οριςμϋνεσ φορϋσ μη επιτυχόσ. Για το 

λϐγο αυτϐ, εταιρεύεσ ϋχουν αναπτϑξει διϊφορα κιτ πολλών ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ ϐπου 

μεταβϊλλονται πολλού παρϊγοντεσ ταυτϐχρονα. Η ανϊπτυξη ρομποτικών ςυςτημϊτων ϋχει 

βοηθόςει ςε αυτό τη κατεϑθυνςη ελαχιςτοποιώντασ τον ϐγκο τησ πρωτεϏνησ που 
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καταναλώνεται για αυτϋσ τισ δοκιμϋσ ςε πιϊτα 96 θϋςεων (Εικϐνα 29). Για παρϊδειγμα, με 100 

μL πρωτεϏνη ςτην επιθυμητό ςυγκϋντρωςη, μποροϑν να εξεταςτοϑν ταυτϐχρονα ~ 280 και 

περιςςϐτερεσ διαφορετικϋσ ςυνθόκεσ κρυςτϊλλωςησ ανϊλογα με τον ϐγκο τησ ςταγϐνασ που 

θα επιλεγεύ. 

 

Εικβνα 29: Αριςτερά, το ρομποτικϐ ςϑςτημα OryxNano (Douglas Instruments). Δεξιά: Πιϊτο 96 θϋςεων δοκιμόσ 

διαφορετικών ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ. Η ςυνθόκη κρυςτϊλλωςησ τοποθετεύται ςτο βοθρύο και η πρωτεϏνη με τη ςυνθόκη 

τοποθετοϑνται ταυτϐχρονα ςτη θϋςη τοποθϋτηςησ τησ ςταγϐνασ. 

Η κρυςτϊλλωςη, εκτϐσ απϐ δομικϋσ μελϋτεσ μπορεύ να χρηςιμοποιηθεύ ςτον καθαριςμϐ μιασ 

ϋνωςησ ό ενϐσ μακρομορύου απϐ τα υπϐλοιπα ςυςτατικϊ του διαλϑματοσ. Αυτϐ ςυμβαύνει 

επειδό κατϊ τη διαδικαςύα τησ κρυςτϊλλωςησ τα ςυςτατικϊ τα οπούα δεν μποροϑν να 

κρυςταλλωθοϑν παραμϋνουν ςτο διϊλυμα ςε αντύθεςη με τουσ κρυςτϊλλουσ οι οπούοι 

μποροϑν να ςυλλεχθοϑν και να απομακρυνθοϑν απϐ το διϊλυμα. 

4.1.6.3. Ιδιβτητεσ πρωτεΰνικών κρυςτάλλων 

Οι πρωτεϏνεσ μποροϑν να βρεθοϑν ςε ςτερεό κατϊςταςη με τη μορφό κρυςτϊλλων. Ϊνασ 

κρϑςταλλοσ (πρωτεϏνησ ό μη) μπορεύ να τεμαχιςτεύ νοητϊ ςε πολλϊ μικρϊ κομμϊτια ϋωσ ϐτου 

φτϊςουμε ςε ϋνα ςημεύο ϐπου δεν μποροϑμε να τον κϐψουμε ϊλλο. Αυτό η τελικό μονϊδα η 

οπούα μπορεύ να πολλαπλαςιαςτεύ και με εφαρμογό τελεςτών ςυμμετρύασ να δώςει το αρχικϐ 

αντικεύμενο ονομϊζεται μοναδιαύα ό ςτοιχειώδησ κυψελύδα. Εύναι φανερϐ ϐτι για να 

μπορϋςουμε να προςδιορύςουμε τη δομό ενϐσ κρυςτϊλλου, χρειϊζεται να προςδιορύςουμε 

μϐνο τη δομό του λιγϐτερο ςυμμετρικοϑ ςυςτατικοϑ τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ. Επομϋνωσ, η 

περιγραφό τησ λιγϐτερο ςυμμετρικόσ μονϊδασ (ςυμμετρικϐ μοτύβο) και η εφαρμογό 

ςυμμετρύασ, αρκοϑν για να περιγρϊψουν ϋναν ολϐκληρο κρϑςταλλο [100]. Εύναι φανερϐ ϐτι η 

λιγϐτερο ςυμμετρικό μονϊδα του μακρομορύου μπορεύ να χωριςτεύ ςε μια οντϐτητα η οπούα 

δεν εμφανύζει καμύα ςυμμετρύα και καλεύται αςϑμμετρη μονϊδα. Οι τελεςτϋσ ςυμμετρύασ αλλϊ 

και γενικϐτερα η ςυμμετρύα των κρυςτϊλλων αποτελεύ ϋνα ολϐκληρο κομμϊτι μελϋτησ ςτην 
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κρυςταλλογραφύα ςτο οπούο δεν θα επεκταθοϑμε ιδιαύτερα. Επομϋνωσ, εφϐςον κϊθε επύπεδο 

του κρυςτϊλλου εύναι δυνατϐν να παραχθεύ με εφαρμογό τελεςτών ςυμμετρύασ ςτην 

αςϑμμετρη μονϊδα και κατ’ επϋκταςη ςτο ςυμμετρικϐ μοτύβο, ο προςδιοριςμϐσ τησ δομόσ 

ενϐσ μακρομορύου μπορεύ να επιτευχθεύ με τον προςδιοριςμϐ των θϋςεων των ατϐμων του 

μακρομορύου τησ αςϑμμετρησ μονϊδασ ςτισ τρεισ διαςτϊςεισ (x,y,z) [100]. Σο ςυμμετρικϐ 

μοτύβο μετατοπύζεται προσ τισ τρεισ διαςτϊςεισ ςχηματύζοντασ το κρυςταλλικϐ πλϋγμα. Σα 

γειτονικϊ ςημεύα του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ μποροϑν να ςυνδεθοϑν μεταξϑ τουσ και να 

δημιουργόςουν την μοναδιαύα κυψελύδα η οπούα περιϋχει ϐλα τα ϊτομα τησ αςϑμμετρησ 

μονϊδασ και των μοτύβων του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ [100]. την Εικϐνα 30 παρουςιϊζεται 

μια τϋτοια ςυςτοιχύα μορύων με τισ γραμμϋσ να χωρύζουν τον κρϑςταλλο ςε ςτοιχειώδεισ 

κυψελύδεσ. Ο προςδιοριςμϐσ τησ θϋςησ ενϐσ ατϐμου ςτο χώρο γύνεται απϐ ϋνα ςϑνολο 

ςυντεταγμϋνων (x,y,z) χρηςιμοποιώντασ μια απϐ τισ κορυφϋσ τησ ςτοιχειώδουσ κυψελύδασ ωσ 

αρχό του ςυςτόματοσ των ςυντεταγμϋνων [x,y,z = 0 ό απλϊ (0,0,0,)] (Εικϐνα 30Β) [216]. 

 

Εικβνα 30: Α) Παρουςιϊζονται ϋξι ςτοιχειώδεισ κυψελύδεσ ςε ϋνα κρυςταλλικϐ πλϋγμα. Η κϊθε ςτοιχειώδησ κυψελύδα 

αποτελεύται απϐ δϑο μϐρια αλανύνησ. Β) Μια ςτοιχειώδησ κυψελύδα που περιγρϊφει ϐτι η τοποθϋτηςη κϊθε ατϐμου ενϐσ 

μορύου μϋςα ςτησ ςτοιχειώδη κυψελύδα μπορεύ να γύνει προςδιορύζοντασ τισ ςυντεταγμϋνεσ x,y,z [216]. 

Οι ακμϋσ τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ ορύζουν ϋνα ςϑνολο διανυςματικών αξϐνων (x,y,z) με τισ 

διαςτϊςεισ τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ να ορύζονται απϐ τα αντύςτοιχα μόκη a, b, c (Εικϐνα 31). 

Επιπλϋον, οι γωνύεσ α, β και γ (Εικϐνα 31) που ςχηματύζονται μεταξϑ των αξϐνων (οι οπούοι 

δεν εύναι απαραύτητο να εύναι κϊθετοι μεταξϑ τουσ) ορύζουν μαζύ με τα μόκη a, b και c το 

μϋγεθοσ και τη μορφό κϊθε ςτοιχειώδουσ κυψελύδασ [100].  

 
Εικβνα 31: Παρουςιϊζεται η ςτοιχειώδησ κυψελύδα ςε ϋνα ςϑςτημα διανυςματικών αξϐνων x, y, z. Αναγρϊφονται τα μόκη a, 

b, c και οι γωνύεσ α, β, και γ, ςτοιχεύα τα οπούα καθορύζουν τη μορφό κϊθε ςτοιχειώδουσ κυψελύδασ.  
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Ανϊλογα με τισ γωνύεσ και τα μόκη τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ υπϊρχουν επτϊ διαφορετικϊ 

κρυςταλλικϊ ςυςτόματα τα οπούα χρηςιμοποιοϑνται ςτην ταξινϐμηςη των κρυςτϊλλων 

(Πύνακασ 9) [216].  

Πίνακασ 9: Σα επτϊ κρυςταλλικϊ ςυςτόματα μαζύ με τισ περιοριςτικϋσ παραμϋτρουσ [216]. 

γςτημα Παράμετροι 

Κυβικϐ a=b=c, α=β=γ=90ο 

Σετραγωνικϐ a=b≠c, α=β=γ=90ο 

Ορθορομβικϐ a≠b≠c, α=β=γ=90ο 

Ρομβοεδρικϐ a=b=c, α=β=γ≠90ο 

Εξαγωνικϐ a=b=c, α=β=90ο, γ=120 

Μονοκλινϋσ a≠b≠c, α=γ=90ο, β≠90ο 

Σρικλινϋσ a≠b≠c, α≠β≠γ≠90ο 

Λϐγω των περιοριςμών που υπϊρχουν για την επιτρεπτό μορφό τησ ςτοιχειώδουσ κυψελύδασ, 

μποροϑν να καταςκευαςτοϑν 14 κρυςταλλικϊ πλϋγματα το οπούο ονομϊζονται κρυςταλλικϊ 

πλϋγματα Bravais. Ο ςυνδυαςμϐσ των 14 κρυςταλλικών πλεγμϊτων Bravais και των 

επιτρεπτών τϑπων ςυμμετρύασ που μποροϑν να εφαρμοςτοϑν (περιςτροφόσ και ελικώςεωσ) 

οδηγοϑν ςε 65 διαφορετικϋσ ομϊδεσ χώρου που μποροϑν να υπϊρχουν ςτη φϑςη (απϐ ςϑνολο 

230 αν μποροϑςαν να εφαρμοςτοϑν ϐλοι οι τελεςτϋσ ςυμμετρύασ). την Εικϐνα 32 

παρουςιϊζεται ϋνα δεύγμα των κρυςταλλικών πλεγμϊτων Bravais ωσ προσ το ορθορομβικϐ 

κρυςταλλικϐ ςϑςτημα το οπούο μπορεύ να εμφανύςει και τουσ 4 πιθανοϑσ τϑπουσ 

κρυςταλλικών πλεγμϊτων, οι οπούοι αναλϑονται αμϋςωσ μετϊ. Εϊν τα ςημεύα του 

κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ εντοπύζονται μϐνο ςτισ κορυφϋσ τησ ςτοιχειώδουσ κυψελύδασ, τϐτε η 

ςτοιχειώδησ κυψελύδα εύναι απλό και το κρυςταλλικϐ πλϋγμα ςε αυτό τη περύπτωςη 

ςυμβολύζεται με P (primitive). Εϊν ςημεύα του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ βρύςκονται ςτα 

κϋντρα κϊθε μιασ απϐ τισ δϑο παρϊλληλεσ ϋδρεσ, το κρυςταλλικϐ πλϋγμα ονομϊζεται 

κεντρωμϋνο ό κρυςταλλικϐ πλϋγμα C (centered) ενώ εϊν υπϊρχουν και ςτισ ϋξι ϋδρεσ, τϐτε 

ονομϊζεται κρυςταλλικϐ πλϋγμα F ό αλλιώσ κεντρωμϋνο (face-centered). Σϋλοσ, εϊν ϋνα ςημεύο 

του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ βρύςκεται ςτο κϋντρο τησ ςτοιχειώδουσ κυψελύδασ, τϐτε εύναι 

ενδοκεντρωμϋνη και το κρυςταλλικϐ πλϋγμα ορύζεται ωσ I. Η ςυμμετρύα τησ ςτοιχειώδουσ 

κυψελύδασ και ο τϑποσ του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ ορύζουν την ομϊδα ςυμμετρύασ χώρου 

(space group) [100]. Η ομϊδα ςυμμετρύασ χώρου περιγρϊφει την εςωτερικό ςυμμετρύα τησ 

ςτοιχειώδουσ κυψελύδασ, χρηςιμοποιώντασ τελεςτϋσ και ςτοιχεύα ςυμμετρύασ. Οι πιο απλού 

τελεςτϋσ ςυμμετρύασ που χρειϊζονται για να περιγρϊψουν την ςυμμετρύα τησ ςτοιχειώδουσ 

κυψελύδασ εύναι η μετακύνηςη και η περιςτροφό (ςτοιχεύο ςυμμετρύασ: ϊξονασ περιςτροφόσ). 
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υνδυαςμού αυτών των ςτοιχεύων ςυμμετρύασ μποροϑν να οδηγόςουν ςε πιο πολϑπλοκα ϐπωσ 

οι κοχλιωτού ϊξονεσ, τα κϋντρα ςυμμετρύασ και τα επύπεδα ολύςθηςησ [216]. 

 

Εικβνα 32: Σα 4 απϐ τα 14 δικτυωτϊ πλϋγματα Bravais. Παρουςιϊζεται το ορθορομβικϐ κρυςταλλικϐ ςϑςτημα το οπούο 

μπορεύ να εμφανύςει και τουσ 4 πιθανοϑσ τϑπουσ κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ. 

4.1.6.4. υλλογή κρυςταλλογραφικών δεδομένων περίθλαςησ ακτίνων-Φ 

την Εικϐνα 33 παρουςιϊζεται μια τυπικό διϊταξη ςυλλογόσ δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων-

Φ απϐ ϋναν κρϑςταλλο. Παρατηροϑμε ϐτι ουςιαςτικϊ ο κρϑςταλλοσ λειτουργεύ ςαν ϋνασ 

ενιςχυτόσ του ςόματοσ, καθώσ εϊν υπόρχε η δυνατϐτητα να ακινητοποιόςουμε μια μϐνο 

ςτοιχειώδη κυψελύδα, τϐτε το ςόμα θα όταν τϐςο αςθενϋσ που δεν θα μποροϑςαμε να 

παρατηρόςουμε τισ περιθλϊςεισ. την ύδια εικϐνα παρουςιϊζεται επύςησ ϋνα περιθλαςύγραμμα 

το οπούο αντιςτοιχεύ ςε μια «φωτογραφύα» τησ πρωτεϏνησ ςτη ςυγκεκριμϋνη θϋςη. Επομϋνωσ, 

προκειμϋνου να μπορϋςουμε να δοϑμε την τριςδιϊςτατη δομό τησ πρωτεϏνησ θα πρϋπει 

περιςτρϋψουμε τον κρϑςταλλο ώςτε να ςυλλϋξουμε περιθλαςιγρϊμματα ςε διαφορετικϋσ 

γωνύεσ και ςτη ςυνϋχεια να καταςκευϊςουμε το τριςδιϊςτατο εύδωλο τησ πρωτεϏνησ [217].  

 

Εικβνα 33: Αριςτερά, μια τυπικό διϊταξη ςυλλογόσ δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων-Φ απϐ ϋνα κρϑςταλλο [216]. Δεξιά: 

περιθλαςύγραμμα κρυςτϊλλου τησ rmGPb. 
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Ο κρϑςταλλοσ τησ πρωτεϏνησ τοποθετεύται πϊνω ςε ϋνα γωνιϐμετρο μεταξϑ μιασ πηγόσ 

ακτύνων-Φ και ενϐσ ανιχνευτό. Σο γωνιϐμετρο μασ επιτρϋπει να περιςτρϋψουμε τον κρϑςταλλο 

ςε ςυγκεκριμϋνεσ μούρεσ ώςτε να ςυλλϋξουμε δεδομϋνα περύθλαςησ απϐ διαφορετικϋσ γωνύεσ 

[217]. Εϊν η ςυλλογό δεδομϋνων γύνεται ςε θερμοκραςύα δωματύου, τϐτε ο κρϑςταλλοσ 

τοποθετεύται εντϐσ τριχοειδών ςωλόνων και ςφραγύζεται ςτα ϊκρα του, ϐπωσ φαύνεται ςτην 

Εικϐνα 34. υνόθωσ, επειδό οι κρϑςταλλοι εύναι μικρού ςε μϋγεθοσ, η ςυλλογό δεδομϋνων 

γύνεται με χρόςη υγροϑ αζώτου, το οπούο υαλοποιεύ και δεν παγώνει τον κρϑςταλλο λϐγω 

παρουςύασ κρυοπροςτατευτικών αυξϊνοντασ ςημαντικϊ τον χρϐνο ζωόσ του μϋςω μεύωςησ 

τησ βλϊβησ που προκαλεύται απϐ την ακτινοβολύα. Για το λϐγο αυτϐ η μεθοδολογύα αυτό ϋχει 

χρηςιμοποιηθεύ για το ~ 90 % των δομών που ϋχουν κατατεθεύ ςτην PDB απϐ περύθλαςη 

ακτύνων-Φ [218]. Όταν ϋνα κρϑςταλλοσ τοποθετηθεύ μπροςτϊ απϐ μια δϋςμη ακτύνων-Φ, τϐτε 

κϊθε ηλεκτρϐνιο που υπϊρχει ςτον κρϑςταλλο ξεκινϊει να πραγματοποιεύ εξαναγκαςμϋνη 

ταλϊντωςη. Δηλαδό, το ηλεκτρϐνιο εκπϋμπει δευτερογενώσ ακτινοβολύα ςαν ςφαιρικϐ κϑμα 

προσ ϐλεσ τισ διευθϑνςεισ αλλϊ με μόκοσ κϑματοσ ύδιο με τησ προςπύπτουςασ ακτινοβολύασ. Σο 

κϑμα το οπούο τελικϊ θα εξϋλθει απϐ τον κρϑςταλλο προσ κϊποια κατεϑθυνςη αποτελεύ ϋνα 

ϊθροιςμα ϐλων των κυμϊτων απϐ τα ηλεκτρϐνια του κρυςτϊλλου [217]. 

 

Εικβνα 34: Πειραματικό διϊταξη ςυλλογόσ δεδομϋνων περύθλαςησ ακτύνων-Φ ςτο ςϑςτημα Oxford Diffraction SuperNova.  

Ο λϐγοσ για τον οπούο χρηςιμοποιοϑμε τισ ακτύνεσ-Φ για τη μελϋτη τησ δομόσ των 

μακρομορύων αναφϋρθηκε ςτην αρχό. Εϊν όταν εφικτϐ να χρηςιμοποιόςουμε φακοϑσ ϐπωσ 

γύνεται ςτη μικροςκοπύα, τϐτε γνωρύζοντασ το πλϊτοσ, το μόκοσ, και την φϊςη των κυμϊτων 

θα μποροϑςαμε να δημιουργόςουμε το ανεςτραμμϋνο και μεγεθυμϋνο εύδωλο του 

αντικειμϋνου. Η δρϊςη των φακών εύναι ϋνα προβλϋψιμο και μαθηματικϊ μετρόςιμο 

φαινϐμενο το οπούο μπορεύ να περιγραφεύ με εξιςώςεισ (ςϑνθεςη Fourier). Ο λϐγοσ που δεν 

μποροϑμε να χρηςιμοποιόςουμε φακοϑσ οφεύλεται ςτην φϑςη των ακτύνων-Φ καθώσ δεν 

υπϊρχουν φακού που θα μποροϑςαν να αλλϊξουν ςημαντικϊ τη διεϑθυνςη διϊδοςησ των 
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ακτύνων. Επιπλϋον, η μεγϊλη ςυχνϐτητα των ακτύνων-Φ δεν μασ επιτρϋπει να προςδιορύςουμε 

την φϊςη των κυμϊτων που περιθλώνται [217].  

Οι ιδιϐτητεσ των κυμϊτων εύναι: 

 Η διεϑθυνςη διϊδοςησ του κϑματοσ. 

 Σο μόκοσ του. 

 Σο πλϊτοσ του (ϐςο μεγαλϑτερο το πλϊτοσ, τϐςο πιο «φωτεινϐ» το κϑμα). 

 Η φϊςη η οπούα εύναι αυτό που περιγρϊφει την περιοδικό μεταβολό του κϑματοσ. 

Εϊν υπολογιςτοϑν ϐλεσ οι ιδιϐτητεσ των κυμϊτων που ςκϋδαςε ο κρϑςταλλοσ, τϐτε μποροϑμε 

να καταςκευϊςουμε το εύδωλο του αντικειμϋνου. Σο πλϊτοσ, το μόκοσ και η διεϑθυνςη 

διϊδοςησ, εύναι ιδιϐτητεσ που μποροϑν να προςδιοριςτοϑν απϐ το πειραματικϐ αποτϋλεςμα, 

δηλαδό το περιθλαςύγραμμα. Σο πϐςο ϋντονη εύναι μια αμαϑρωςη ςτο περιθλαςύγραμμα 

δηλώνει το πλϊτοσ των κυμϊτων που ϋχουν ςυμβϊλει ςτο ςυγκεκριμϋνο ςημεύο και απϐ την 

θϋςη πρϐςπτωςησ των κυμϊτων εύναι εφικτϐ να προςδιοριςτεύ η διεϑθυνςη διϊδοςησ των 

κυμϊτων. Σο μόκοσ κϑματοσ που ϋχουν τα κϑματα τα οπούα ςκεδϊζονται εύναι το ύδιο με αυτϐ 

που ϋχει η προςπύπτουςα ακτινοβολύα. Επομϋνωσ, αν γνωρύζαμε τη φϊςη θα μποροϑςαμε, με 

εφαρμογό τησ ςϑνθεςησ Fourier να ανακτόςουμε το εύδωλο τησ πρωτεϏνησ [217].  

4.1.6.5. Σο πρββλημα τησ φάςησ 

Όπωσ αναφϋραμε, δεν εύναι δυνατϐν να προςδιοριςτεύ η φϊςη των κυμϊτων των ακτύνων-Φ 

καθώσ αυτϊ τα κϑματα αλλϊζουν φϊςη αρκετϋσ φορϋσ κϊθε δευτερϐλεπτο. Ψςτϐςο, ϋχουν 

αναπτυχθεύ μεθοδολογύεσ που μασ επιτρϋπουν να βροϑμε τη φϊςη, ϐπωσ: 

 Μοριακό αντικατϊςταςη: Όπωσ αναφϋραμε, εϊν γνωρύζουμε ϐλεσ τισ ιδιϐτητεσ των 

κυμϊτων που ςκεδϊςτηκαν απϐ τον κρϑςταλλο, μποροϑμε να αναςκευϊςουμε το 

εύδωλο τησ πρωτεϏνησ. Αυτϐ δουλεϑει και αντύςτροφα, δηλαδό εϊν γνωρύζουμε το 

εύδωλο τησ πρωτεϏνησ μποροϑμε να υπολογύςουμε τισ ιδιϐτητεσ των κυμϊτων που θα 

ςκεδϊζονταν απϐ τον κρϑςταλλο. Επομϋνωσ, εϊν η δομό που μελετϊμε θεωροϑμε ϐτι 

μοιϊζει αρκετϊ με μια όδη γνωςτό πρωτεϏνη, τϐτε με την μοριακό αντικατϊςταςη 

μποροϑμε να βροϑμε κϊποιεσ αρχικϋσ φϊςεισ για την πρωτεϏνη που μελετϊμε και ςτη 

ςυνϋχεια να βελτιςτοποιόςουμε το μοντϋλο [217].  

 Η ιςϐμορφη αντικατϊςταςη με χρόςη βαρϋων μετϊλλων: Σο πρϐβλημα προςδιοριςμοϑ 

τησ φϊςησ μετατύθεται απϐ τον προςδιοριςμϐ τησ φϊςησ των περιθλϊςεων ϐλων των 
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μορύων τησ πρωτεϏνησ, ςτον προςδιοριςμϐ τησ φϊςησ τησ περύθλαςησ ενϐσ ό 

παραπϊνω βαρϋων ατϐμων που ϋχουν ςυνδεθεύ ςτην πρωτεϏνη [217].  

 MAD, SAD: τηρύζεται ςτη ςυλλογό δεδομϋνων ςε διαφορετικϐ/ϊ μόκοσ/οι κϑματοσ ςτα 

οπούα οριςμϋνα ϊτομα, ϐπωσ το ςελόνιο μιασ ςεληνιομεθειονύνησ, ςκεδϊζουν 

διαφορετικϊ απϐ τα υπϐλοιπα ϊτομα τησ πρωτεϏνησ. Ϊτςι το πρϐβλημα των φϊςεων 

μετατύθεται ςε αυτϊ τα ϊτομα [217].  

4.1.6.6. Ανάλυςη κρυςταλλογραφικών δεδομένων 

Σο πειραματικϐ αποτϋλεςμα τησ περύθλαςησ ακτύνων-Φ απϐ ϋνα κρϑςταλλο πρωτεϏνησ εύναι 

το περιθλαςύγραμμα. Σο κϑμα το οπούο θα «βγει» τελικϊ απϐ τον κρϑςταλλο εύναι οργανωμϋνο 

ςε δϋςμεσ ακτύνων-Φ και διαδύδεται ωσ προσ μια ςυγκεκριμϋνη κατεϑθυνςη. Όταν το κϑμα 

αυτϐ «πϋςει» πϊνω ςτον ανιχνευτό τϐτε θα παρατηρηθεύ μια αμαϑρωςη η οπούα θα αποτελεύ 

το ϊθροιςμα των κυμϊτων απϐ κϊθε ηλεκτρϐνιο του κρυςτϊλλου (Εικϐνα 33). Εϊν το 

ϊθροιςμα των κυμϊτων εύναι ενιςχυτικϐ, τϐτε θα παρατηρηθεύ η αμαϑρωςη ενώ αν εύναι 

αναιρετικϐ τϐτε δεν θα παρατηρηθεύ αμαϑρωςη. Η κϊθε διεϑθυνςη ςτην οπούα θα 

παρατηρηθεύ περύθλαςη καθορύζεται μϐνο απϐ τισ διαςτϊςεισ τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ ενώ 

αντύθετα η φϊςη και το πλϊτοσ των περιθλώμενων κυμϊτων καθορύζονται μϐνο απϐ τισ θϋςεισ 

των ηλεκτρονύων ςτο εςωτερικϐ του κρυςτϊλλου. Η διεϑθυνςη του κϊθε περιθλώμενου 

κϑματοσ, δηλαδό η κϊθε αμαϑρωςη, μπορεύ να χαρακτηριςτεύ απϐ τουσ ακϋραιουσ αριθμοϑσ h, 

k, και l οι οπούοι ονομϊζονται δεύκτεσ του Miller [217]. 

4.1.6.7. Δείκτεσ Miller 

Οι δεύκτεσ Miller εύναι ακϋραιοι αριθμού οι οπούοι χρηςιμοποιοϑνται για να περιγρϊψουν 

κρυςταλλικϊ επύπεδα και κρυςταλλικϋσ διευθϑνςεισ ςε ϋνα κρυςταλλικϐ πλϋγμα. Αν δοϑμε την 

εικϐνα Εικϐνα 31 μποροϑμε να φανταςτοϑμε ϐτι οι δεύκτεσ hkl μασ δεύχνουν τον αριθμϐ των 

επιπϋδων που υπϊρχουν ςτουσ ϊξονεσ x,y,z αντύςτοιχα. Με ϊλλα λϐγια, οι δεύκτεσ hkl μασ 

δεύχνουν ςε πϐςα τμόματα τϋμνονται οι πλευρϋσ a, b, και c αντύςτοιχα απϐ μια οικογϋνεια 

επιπϋδων. Οποιαδόποτε οικογϋνεια επιπϋδων με δεύκτεσ hkl περιλαμβϊνει επύπεδα του 

πλϋγματοσ, μεταξϑ τουσ παρϊλληλα και ςε απϐςταςη d (ανϊμεςα ςε δϑο διαδοχικϊ επύπεδα). 

Η απϐςταςη d εξαρτϊται απϐ τισ διαςτϊςεισ τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ και το κρυςταλλικϐ 

ςϑςτημα [217].  

Οι δεύκτεσ Miller αποτελοϑν επύςησ δεύκτεσ: 

 Οι οπούοι «μετροϑν» ςυντεταγμϋνεσ ςτο περιθλαςύγραμμα (πλϋγμα απϐ ανακλϊςεισ) 

[217]. 
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 Οι οπούοι μετροϑν τη διαφορϊ δρϐμων μεταξϑ των κυμϊτων (ςε ακϋραιο πολλαπλϊςιο 

του μόκουσ κϑματοσ) ώςτε αυτϊ τα κϑματα να μποροϑν να ςυμβϊλουν θετικϊ μεταξϑ 

τουσ [217].  

 Οι οπούοι αντιςτοιχοϑν ςε διαφορετικϋσ γωνύεσ περύθλαςησ με αποτϋλεςμα να μετροϑν 

το φαινομενικϐ λ με το οπούο οι ανακλϊςεισ ςυμβϊλουν ςτη δημιουργύα του ειδώλου. 

Αυτϐ ςυμβαύνει γιατύ κϑματα τα οπούα διαδύδονται απϐ διαφορετικό κατεϑθυνςη 

φαύνεται ϐτι ςυμβϊλουν με διαφορετικϐ μόκοσ κϑματοσ, κϊτι το οπούο πρακτικϊ δεν 

ιςχϑει και οφεύλεται ςτισ διαφορετικϋσ διευθϑνςεισ διϊδοςησ [217]. 

 Οι οπούοι αποτελοϑν δεύκτεσ ευκρύνειασ (Βλ παρϊγραφο 4.1.6.12). Αυτό η ιδιϐτητα των 

δεικτών Miller προκϑπτει απϐ την προηγοϑμενη ιδιϐτητα τουσ που αναφϋρθηκε. Σα 

μικρϊ h δηλώνουν μικρϋσ γωνύεσ περύθλαςησ ενώ τα μεγϊλα h μεγϊλεσ γωνύεσ 

περύθλαςησ. Ψσ αποτϋλεςμα, οι μικρϋσ γωνύεσ περιϋχουν πληροφορύα χαμηλόσ 

ευκρύνειασ ενώ οι μεγϊλεσ γωνύεσ υψηλόσ. Αυτϐ ςυμβαύνει γιατύ οι μικρϋσ γωνύεσ 

βρύςκονται κοντϊ ςτην αρχό των αξϐνων, κοντϊ ςτην διεϑθυνςη τησ προςπύπτουςασ 

ακτινοβολύασ [217].  

4.1.6.8. Ο νβμοσ του Bragg 

το νϐμο του Bragg βαςύζεται ϐλη η θεωρύα τησ περύθλαςησ. Όπωσ αναφϋραμε παραπϊνω, οι 

δεύκτεσ Miller ορύζουν κρυςταλλογραφικϊ επύπεδα τα οπούα εύναι παρϊλληλα μεταξϑ τουσ ςε 

απϐςταςη d και τϋμνουν την μοναδιαύα κυψελύδα ςτουσ ϊξονεσ a, b και c. Η περύθλαςη 

ερμηνεϑεται απϐ αυτϊ τα παρϊλληλα νοητϊ επύπεδα τα οπούα διατρϋχουν τον κρϑςταλλο. Ο 

νϐμοσ του Bragg ερμηνεϑει την περύθλαςη απϐ ϋνα επύπεδο ςυνδϋοντασ το μόκοσ κϑματοσ τησ 

ακτινοβολύασ με τη γωνύα πρϐςπτωςησ ςτα διϊφορα διαδοχικϊ παρϊλληλα επύπεδα.  

την Εικϐνα 35 παρουςιϊζονται δϑο απϐ τα πολλϊ παρϊλληλα επύπεδα. Για να παρατηρηθεύ 

θετικό ςυμβολό (ενιςχυτικό) θα πρϋπει τα δϑο περιθλώμενα κϑματα να ϋχουν την ύδια φϊςη, 

δηλαδό την ύδια χρονικό ςτιγμό πρϋπει να εμφανύζουν τα ύδια μϋγιςτα και ελϊχιςτα. Για να 

γύνει αυτϐ εφικτϐ, θα πρϋπει το μόκοσ διαδρομόσ του περιθλώμενου και του προςπύπτοντοσ 

κϑματοσ (PD) να εύναι ύςη με ακϋραιο πολλαπλϊςιο (n) του λ τησ προςπύπτουςασ 

ακτινοβολύασ. Ϊτςι λοιπϐν, εφαρμϐζοντασ τριγωνομετρύα προκϑπτει ϐτι: 

2dsinθ=nλ 

Απϐ αυτό τη ςχϋςη προκϑπτει ϐτι ενιςχυτικό ςυμβολό μπορεύ να ςυμβεύ για ςυγκεκριμϋνεσ 

γωνύεσ περύθλαςησ (για ακϋραιεσ τιμϋσ του n) [100]. Επιπλϋον γύνεται πϊλι αντιληπτϐ ϐτι οι 
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διευθϑνςεισ των κυμϊτων που τελικϊ θα παρατηρηθεύ περύθλαςη εξαρτώνται μϐνο απϐ το d, 

δηλαδό τισ διαςτϊςεισ τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ [217].  

 

Εικβνα 35: Ο νϐμοσ του Bragg. Οι μπλε γραμμϋσ εύναι τα παρϊλληλα επύπεδα τα οπούα διατρϋχουν τον κρϑςταλλο και οι 

πρϊςινεσ ςφαύρεσ τα ςημεύα του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ. το κρυςταλλικϐ πλϋγμα θα ϋπρεπε να παρουςιϊζονται 

περιςςϐτερα ςημεύα του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ αλλϊ για απλοπούηςη τησ εικϐνασ παρουςιϊζονται μϐνο δϑο. Απϐ αριςτερϊ 

ϋρχεται η προςπύπτουςα ακτινοβολύα και δεξιϊ φαύνεται η ςκεδαζϐμενη δϋςμη. Αν η απϐςταςη μεταξϑ των επιπϋδων εύναι d 

(απϐ τη ςτοιχειώδη κυψελύδα), και τα δϑο κϑματα ϋχουν διαφορϊ μόκουσ διαδρομόσ ύςη με ακϋραιο πολλαπλϊςιο του μόκουσ 

κϑματοσ, τϐτε τα δϑο κϑματα θα ςυμβϊλουν θετικϊ ςτο περιθλαςύγραμμα.  

4.1.6.9. Μεταςχηματιςμοί Fourier 

Ο Fourier ϋδειξε ϐτι κϊθε περιοδικό ςυνϊρτηςη μπορεύ να αναλυθεύ ςε ϊθροιςμα απλών 

κυμϊτων. Ϊνασ κρϑςταλλοσ εύναι μια περιοδικό ςυνϊρτηςη η οπούα αναλϑεται ςε απλϊ 

κϑματα ϐταν πϋςουν πϊνω του ακτύνεσ-Φ οι οπούεσ ςτη ςυνϋχεια περιθλώνται και 

καταγρϊφονται ςε ϋναν ανιχνευτό. Όπωσ ϋχουμε όδη αναφϋρει, εϊν γνωρύζουμε ϐλα τα 

χαρακτηριςτικϊ του κϑματοσ που περιθλϊται (μόκοσ, πλϊτοσ, διεϑθυνςη και φϊςη) μποροϑμε 

μϋςω του μεταςχηματιςμοϑ Fourier θα βροϑμε το εύδωλο του μορύου το οπούο υπϊρχει εντϐσ 

του κρυςτϊλλου. Αυτό η ςχϋςη, δηλαδό ο προςδιοριςμϐσ τησ δομόσ ενϐσ μακρομορύου απϐ ϋνα 

περιθλαςύγραμμα αφοϑ ϋχουμε προςδιορύςει τισ φϊςεισ, λϋγεται ςϑνθεςη Fourier (απλϊ 

κϑματα  περιοδικό ςυνϊρτηςη) και η αντύςτροφη πορεύα, δηλαδό ο προςδιοριςμϐσ των 

κυμϊτων που θα περιθλώνταν απϐ ϋνα μακρομϐριο (ςε μορφό κρυςτϊλλου) εϊν αυτϐ 

βριςκϐταν μπροςτϊ απϐ δϋςμη ακτύνων-Φ λϋγεται ανϊλυςη Fourier (περιοδικό ςυνϊρτηςη  

απλϊ κϑματα). Με πιο απλϊ λϐγια, αν γνωρύζουμε τη δομό του ειδώλου μποροϑμε να 

υπολογύςουμε το φϊςμα περύθλαςησ που θα ϋδινε και αντύςτροφα. Για το λϐγο αυτϐ ο 

μεταςχηματιςμϐσ Fourier χρηςιμοποιεύται για τον υπολογιςμϐ των φϊςεων μϋςω μοριακόσ 

αντικατϊςταςησ, ϐταν η υπϐ μελϋτη πρωτεϏνη μοιϊζει αρκετϊ με μια πρωτεϏνη τησ οπούασ η 

δομό εύναι γνωςτό. Γύνεται ςϑγκριςη του πειραματικοϑ περιθλαςιγρϊμματοσ τησ ϊγνωςτησ 

πρωτεϏνησ και του θεωρητικοϑ (υπολογιςτικοϑ) τησ γνωςτόσ δομόσ και ακολουθεύ 

βελτιςτοπούηςη ςτα ςημεύα ϐπου εντοπύζονται διαφορϋσ [217].  
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Για κϊποιο κϑμα hkl ο παρϊγοντασ δομόσ  ⃗     εύναι αυτϐσ που το αναπαριςτϊ τϐςο κατϊ 

πλϊτοσ (|     |) ϐςο και κατϊ φϊςη (     ). Η διεϑθυνςη ςκϋδαςησ ενϐσ κϑματοσ εξαρτϊται 

απϐ τισ ιδιϐτητεσ τησ ςτοιχειώδουσ κυψελύδασ ενώ το πλϊτοσ και η φϊςη απϐ την εςωτερικό 

δομό του κρυςτϊλλου. Επομϋνωσ, το πλϊτοσ και η φϊςη αποτελοϑν ϊθροιςμα τησ ςυμβολόσ 

ϐλων των κυμϊτων που ςκϋδαςαν ϐλα τα ηλεκτρϐνια του κρυςτϊλλου ςε αυτόν τη διεϑθυνςη. 

ε διαφορετικϋσ διευθϑνςεισ τα κϑματα μποροϑν να ςυμβϊλουν με διαφορετικϐ τρϐπο με 

αποτϋλεςμα οι παρϊγοντεσ δομόσ να ϋχουν διαφορετικϊ πλϊτη και φϊςεισ. Εφϐςον τα 

ηλεκτρϐνια εύναι αυτϊ που ςκεδϊζουν τισ ακτύνεσ-Φ, το τελικϐ προώϐν που προκϑπτει απϐ την 

πειραματικό διαδικαςύα εύναι μια κατανομό των ηλεκτρονύων με τη μορφό πυκνϐτητασ ωσ 

ςυνϊρτηςη τησ θϋςησ (x,y,z) μϋςα ςτη μοναδιαύα κυψελύδα. Αυτό η ςυνϊρτηςη, ονομϊζεται 

ςυνϊρτηςη ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, ρ(x,y,z). Ϊνασ  ⃗     μπορεύ να περιγραφεύ ςαν μια 

ϊθροιςη ηλεκτρονιακών πυκνοτότων ςτον ϐγκο τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ (V) [217]:  

 ⃗      ∫  ∫  
 

 

∫ 
 

 

 

 

                       

-  ⃗    : Παρϊγοντασ δομόσ 

- dV: τοιχειώδησ ϐγκοσ κυψελύδασ 

- xyz: υντεταγμϋνεσ του ςτοιχειώδουσ ϐγκου 

- 2π(hx + ky + lz): φϊςη ςτισ ςυγκεκριμϋνεσ κλαςματικϋσ ςυντεταγμϋνεσ.  

- ρ(xyz): πλϊτοσ του ςτοιχειώδουσ κϑματοσ που περιγρϊφεται ωσ τιμό τησ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ. 

- hkl: Δεύκτεσ Miller του παρϊγοντα δομόσ. 

Η εξύςωςη τησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ που προκϑπτει απϐ την εφαρμογό τησ ςϑνθεςησ 

Fourier μοιϊζει με την παραπϊνω και προςδιορύζει την ηλεκτρονιακό πυκνϐτητα κϊθε ςημεύο 

τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ: 

        ∑  ⃗    

   

                      

ρ(xyz) = υνϊρτηςη ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ. 

  ⃗     = Πλϊτοσ του παρϊγοντα  ⃗   . 

    = Υϊςη του παρϊγοντα  ⃗   . 
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              = Δηλώνει το πϐςο ςυνειςφϋρει ο παρϊγοντασ  ⃗    ςτη διαμϐρφωςη τησ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ ςτη θϋςη xyz [217].  

4.1.6.10. Ενςωμάτωςη κρυςταλλογραφικών δεδομένων (Integration) 

Σο πειραματικϐ αποτϋλεςμα τησ περύθλαςησ ακτύνων-Φ εύναι οι αμαυρώςεισ (ανακλϊςεισ) 

πϊνω ςε ϋναν ανιχνευτό. Επειδό ο κρϑςταλλοσ περιςτρϋφεται κατϊ τη ςυλλογό των 

δεδομϋνων, τελικϊ ςυλλϋγουμε πολλϊ περιθλαςιγρϊμματα τα οπούα αποτελοϑνται απϐ ϋνα 

μεγϊλο αριθμϐ αμαυρώςεων. Η μϋτρηςη των εντϊςεων των αμαυρώςεων ονομϊζεται 

«integration» και εύναι μια ςχετικϊ απλό διαδικαςύα εϊν δεν υπϊρχει καθϐλου θϐρυβοσ 

(background) ςτο περιθλαςύγραμμα. Σϐτε, οι τιμϋσ κϊθε ενϐσ εικονοςτοιχεύου που αποτελεύ 

μια αμαϑρωςη ενώνονται ώςτε να δώςουν την τιμό τησ ϋνταςησ τησ αμαϑρωςησ. Όταν 

υπϊρχει θϐρυβοσ, αυξϊνεται η δυςκολύα αρχικϊ ςτο να εντοπιςτοϑν ϐλεσ οι αμαυρώςεισ με 

ακρύβεια, ώςτε να καθοριςτεύ ποια εικονοςτοιχεύα αποτελοϑν κϊθε αμαϑρωςη και τϋλοσ να 

ληφθεύ υπϐψη ο μη μηδενικϐσ θϐρυβοσ του περιθλαςιγρϊμματοσ. Οπϐτε, πρϋπει να οριςτεύ 

κϊποιο ϐριο ςτο επύπεδο του θορϑβου ώςτε να εύναι δυνατϐν να γύνει διαχωριςμϐσ μεταξϑ 

ενϐσ εικονοςτοιχεύου μιασ αμαϑρωςησ και ενϐσ εικονοςτοιχεύου του θορϑβου. Για τον ςκοπϐ 

αυτϐ ϋχουν αναπτυχθεύ μϋθοδοι οι οπούεσ βοηθοϑν ςτο να γύνει διαχωριςμϐσ των αδϑναμων 

αμαυρώςεων απϐ τον θϐρυβο. Ο βαςικϐσ τρϐποσ που γύνεται αυτϐ εύναι η χρόςη του προφύλ 

των ϋντονων αμαυρώςεων ωσ πρϐτυπο ςτο οπούο μποροϑν να ταιριϊξουν οι γειτονικϋσ 

αδϑναμεσ. Με τον τρϐπο αυτϐ γύνεται μια καλϑτερη εκτύμηςη τησ ϋνταςησ μιασ αδϑναμησ 

αμαϑρωςησ απϐ το να μετροϑςαμε απλϊ τα εικονοςτοιχεύα τησ, ϐπωσ γύνεται για τισ ϋντονεσ 

αμαυρώςεισ [219].  

4.1.6.11. Ργθμιςη κλίμακασ & ςυγχώνευςη (Scaling & merging) 

Σα δεδομϋνα που προκϑπτουν απϐ την παραπϊνω διαδικαςύα (integration), για διϊφορουσ 

φυςικοϑσ λϐγουσ, δεν βρύςκονται ϐλα ςτην ύδια κλύμακα, κϊτι το οπούο πρϋπει να ληφθεύ 

υπϐψη ϐταν τα δεδομϋνα αυτϊ χρηςιμοποιηθοϑν ςτην ανϊλυςη δομόσ. Οι λϐγοι για τουσ 

οπούουσ μπορεύ να ςυμβεύ αυτϐ εύναι πολλού ϐπωσ, αλλαγϋσ ςτην ϋνταςη τησ προςπύπτουςασ 

ακτινοβολύασ, βλϊβη του κρυςτϊλλου λϐγω ακτινοβολύασ, μη ομοιϐμορφη απϐκριςη του 

ανιχνευτό κ.α.. Επομϋνωσ, η ρϑθμιςη κλύμακασ εύναι μια προςπϊθεια ςτο να απαλειφθοϑν ϐλεσ 

αυτϋσ οι αλλαγϋσ που ςυμβαύνουν κατϊ τη ςυλλογό των δεδομϋνων περύθλαςησ και να 

τοποθετηθοϑν ϐλεσ οι ανακλϊςεισ ςτην ύδια κλύμακα εντϊςεων. Επιπλϋον, επειδό οι 

κρϑςταλλοι εμφανύζουν ςυμμετρύα, εύναι αναμενϐμενο ϐτι κϊποιεσ ανακλϊςεισ θα ϋχουν την 

ύδια ϋνταςη και θα πρϋπει να ςυγχωνευτοϑν. Η ςυγχώνευςη των ιςοδϑναμων αμαυρώςεων 
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γύνεται ώςτε να προκϑψουν τελικϊ οι μοναδικϋσ ανακλϊςεισ (με το ςφϊλμα τουσ) [219]. Λϐγω 

τησ υψηλόσ ςημαςύασ αυτόσ τησ διαδικαςύασ τα ςτατιςτικϊ τησ επεξεργαςύασ των δεδομϋνων 

ϋχουν ιδιαύτερη ςημαςύα ςε ςχϋςη με την ευκρύνεια, ϐπωσ αναλϑεται παρακϊτω.  

4.1.6.12. Αξιολβγηςη των δεδομένων περίθλαςησ ςε ςχέςη με την ευκρίνεια 

Σα ςτατιςτικϊ τησ επεξεργαςύασ των δεδομϋνων περύθλαςησ εξαρτώνται απϐ το ϐριο τησ 

μϋγιςτησ ευκρύνειασ που χρηςιμοποιεύται ςτην ανϊλυςη των δεδομϋνων. Σα ςτατιςτικϊ αυτϊ 

μασ δεύχνουν πϐςα καλϊ εύναι τα δεδομϋνα μασ ωσ προσ την ευκρύνεια που χρηςιμοποιόςαμε. 

Η ευκρύνεια (resolution) ϋχει ωσ μονϊδα μϋτρηςησ το Angstrom (Å) και ορύζεται ωσ η ελϊχιςτη 

απϐςταςη των επιπϋδων του κρυςταλλικοϑ πλϋγματοσ τα οπούα μποροϑν να παρϋχουν 

μετρόςιμη περύθλαςη ακτύνων-Φ. Η τιμό αυτό καθορύζει την ελϊχιςτη απϐςταςη που μπορεύ 

να υπϊρχει μεταξϑ δομικών χαρακτηριςτικών ώςτε αυτϊ να μποροϑν να διακρύνονται ςε 

χϊρτη ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ. Με ϊλλα λϐγια η ευκρύνεια ορύζει το επύπεδο τησ 

λεπτομϋρειασ αλλϊ και τησ αξιοπιςτύασ τησ δομόσ. Όςο χαμηλϐτερη η τιμό τησ ευκρύνειασ, τϐςο 

υψηλϐτερησ λεπτομϋρειασ και αξιοπιςτύασ εύναι ο χϊρτησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, διϐτι 

υψηλό ευκρύνεια ςημαύνει χαμηλό απϐςταςη d με αποτϋλεςμα να υπϊρχει μεγϊλοσ αριθμϐσ 

αμαυρώςεων που μετρϊται και τελικϊ να διακρύνονται περιςςϐτερεσ λεπτομϋρειεσ και να 

εύναι πιο αξιϐπιςτη η κρυςταλλικό δομό [220]. Αυτϐ προκϑπτει απϐ το νϐμο του Bragg καθώσ 

υπϊρχει αντύςτροφη ςχϋςη μεταξϑ τησ γωνύασ και τησ απϐςταςησ μεταξϑ των επιπϋδων των 

επαναλαμβανϐμενων μονϊδων. Δηλαδό μικρϐτερεσ αποςτϊςεισ οδηγοϑν ςε μεγαλϑτερεσ 

γωνύεσ περύθλαςησ και τελικϊ ςε αμαυρώςεισ ςε μεγαλϑτερη ακτύνα απϐ το κϋντρο του 

περιθλαςιγρϊμματοσ. Αυτϐσ εύναι και ϋνασ εμπειρικϐσ τρϐποσ τησ γρόγορησ αξιολϐγηςησ τησ 

ευκρύνειασ των δεδομϋνων περύθλαςησ καθώσ ϐςο ςε μεγαλϑτερη απϐςταςη βρύςκονται οι 

αμαυρώςεισ, τϐςο υψηλϐτερησ ευκρύνειασ εύναι τα δεδομϋνα [217]. Η υψηλϐτερη ευκρύνεια 

που μπορεύ να παρατηρηθεύ ορύζεται απϐ την ποιϐτητα του κρυςτϊλλου και το μόκοσ κϑματοσ 

τησ πηγόσ ακτύνων-Φ (ϐριο ευκρύνειασ  = λ/2). Η ατομικό ευκρύνεια ορύζεται ςε 1.2-0.65 Å, η 

υψηλό ςε 2.0-1.2 Å, η ενδιϊμεςη ςε 2.7-2.0 Å και η χαμηλό ≥ 2.7 Å (πληροφορύεσ κυρύωσ για το 

ςχόμα του μακρομορύου). ε δεδομϋνα ενδιϊμεςησ ευκρύνειασ μποροϑν να παρατηρηθοϑν 

μϐρια ϑδατοσ (μόκοσ δεςμών υδρογϐνου ~ 2.7 Å) ενώ ςε ευκρύνεια χαμηλϐτερη του 1 Å 

μποροϑν να παρατηρηθοϑν ϋωσ και τα υδρογϐνα καθώσ ο ομοιοπολικϐσ δεςμϐσ του 

υδρογϐνου ϋχει μόκοσ 0.9-1.0 Å. την κρυςταλλογραφύα πρωτεώνών ςυνόθωσ κινοϑμαςτε 

ςτην υψηλό και ενδιϊμεςη ευκρύνεια [220]. Κϊποια απϐ τα ςτατιςτικϊ που μασ δεύχνουν πϐςο 
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καλϊ εύναι τα δεδομϋνα για τη ςυγκεκριμϋνα ευκρύνεια ωσ προσ την οπούα αναλϑθηκαν 

παρουςιϊζονται παρακϊτω: 

Πολλαπλβτητα (redundancy ή multiplicity): Με τον ϐρο αυτϐ, ορύζεται ο μϋςοσ αριθμϐσ των 

μετρόςεων για κϊθε μια μοναδικό αμαϑρωςη. Όςο πιο μεγϊλη εύναι η πολλαπλϐτητα εύναι 

λογικϐ ϐτι τϐςο πιο ακριβόσ εύναι η μϋτρηςη του μϋςου ϐρου τησ ϋνταςησ τησ κϊθε 

αμαϑρωςησ (καθώσ υπϊρχουν ςφϊλματα ςτον υπολογιςμϐ τησ ϋνταςησ κϊθε αμαϑρωςησ) 

[220].  

Rmerge (Rsym ή Rint): Ο παρϊγοντασ Rmerge εκτιμϊ το εϑροσ των εντϊςεων των ςυμμετρικϊ 

ιςοδϑναμων αμαυρώςεων οι οπούεσ ςυμβϊλουν για τη δημιουργύα μιασ μϐνο και μοναδικόσ 

ανϊκλαςησ.  

Για να εύναι αποδεκτϐ ϋνα ςϑνολο δεδομϋνων περύθλαςησ θα πρϋπει η τιμό του Rmerge να εύναι 

μικρϐτερη απϐ 4 - 5 % ό και μικρϐτερη για καλϊ βελτιςτοποιημϋνα πειραματικϊ ςυςτόματα. 

τη ςτοιβϊδα υψηλόσ ευκρύνειασ ο Rmerge μπορεύ να πϊρει την τιμό 30 - 40 % για κρυςτϊλλουσ 

με χαμηλό ςυμμετρύα και 60 % για κρυςτϊλλουσ με υψηλό ςυμμετρύα γιατύ ςυνόθωσ η 

πολλαπλϐτητα εύναι υψηλϐτερη. Γενικϊ, εύναι επιθυμητϐ η πολλαπλϐτητα των μετρόςεων να 

εύναι υψηλό καθώσ οδηγεύ ςε βελτύωςη τησ ποιϐτητασ των δεδομϋνων ςυγχώνευςησ ϐςον 

αφορϊ την ϋνταςη των αμαυρώςεων και τα εκτιμώμενα ςφϊλματα (estimated uncertainties). 

Όμωσ, ο δεύκτησ Rmerge δεν εύναι ο πιο χρόςιμοσ δεύκτησ γιατύ δεν λαμβϊνει υπϐψη τη 

πολλαπλϐτητα των μετρόςεων [220]. 

Δείκτησ <Ι/ςΙ>: Αποτελεύ δεύκτη αξιολϐγηςησ τησ ευκρύνειασ των δεδομϋνων. Η τιμό αυτοϑ 

του δεύκτη ορύζεται ωσ ο λϐγοσ τησ ϋνταςησ τησ αμαϑρωςησ προσ το ςφϊλμα τησ μϋτρηςησ. Σο 

ϐριο τησ ευκρύνειασ τησ περύθλαςησ ενϐσ κρυςτϊλλου ορύζεται ςυνόθωσ ςε εκεύνη την 

ευκρύνεια ϐπου ο δεύκτησ αυτϐσ ϋχει ςτην μϋςη τιμό ςτην εξωτερικό ςτοιβϊδα ύςη περύπου με 

2. Σιμϋσ < 2 ενϋχουν την παρουςύα ςφαλμϊτων ενώ τιμϋσ > 2 δηλώνουν ϐτι υπϊρχει η 

πιθανϐτητα καλϑτερησ περύθλαςησ απϐ τον κρϑςταλλο αλλϊ η ευκρύνεια των δεδομϋνων 

περιορύζεται απϐ τισ ςυνθόκεσ ςυλλογόσ τουσ [220].  

CC1/2: Παρϐτι ο δεύκτησ Rmerge εύναι αυτϐσ ο οπούοσ χρηςιμοποιεύται κυρύωσ, φαύνεται πωσ δεν 

εύναι ο κατϊλληλοσ για την εϑρεςη τησ βϋλτιςτησ ευκρύνειασ καθώσ αποκλεύονται αρκετϊ 

ςημαντικϊ δεδομϋνα. Σο CC1/2 εύναι ϋνασ δεύκτησ ο οπούοσ εύναι μια ςτατιςτικώσ ςημαντικό 

τιμό για να αποφαςύςουμε ποια δεδομϋνα εύναι ςημαντικϊ. Σα δεδομϋνα χωρύζονται ςε δϑο 

κομμϊτια κϊθε ϋνα απϐ τα οπούα περιϋχει τυχαύα τισ μιςϋσ μετρόςεισ των ανακλϊςεων για 
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κϊθε μοναδικό ανϊκλαςη. Ϊπειτα υπολογύζεται ο ςυντελεςτόσ ςυςχϋτιςησ του Pearson (CC) 

μεταξϑ τησ μϋςησ τιμόσ των ανακλϊςεων απϐ κϊθε ϋνα απϐ τα δϑο κομμϊτια ςτα οπούα εύχαν 

χωριςτεύ τα δεδομϋνα. Η τιμό αυτό ονομϊζεται CC1/2 και ϋχει τιμό κοντϊ ςτο 1.0 ςε χαμηλό 

ευκρύνεια και κοντϊ ςτο 0.1 ςε υψηλό ευκρύνεια [221].  

Πληρβτητα: Αποτελεύ ϋναν δεύκτη αξιολϐγηςησ τησ ποιϐτητασ των δεδομϋνων καθώσ 

εκφρϊζεται απϐ τη πιθανϐτητα να ϋχουν μετρηθεύ θεωρητικϊ ϐλεσ οι μοναδικϋσ ανακλϊςεισ ςε 

ςυγκεκριμϋνη ευκρύνεια. Τπϊρχει περύπτωςη κϊποιεσ αμαυρώςεισ να μη μετρηθοϑν λϐγω 

καταςτροφόσ του κρυςτϊλλου απϐ την ακτινοβολύα, με αποτϋλεςμα να μην ϋχουμε πληρϐτητα 

100 % κϊτι το οπούο επηρεϊζει με αρνητικϐ τρϐπο τουσ χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 

[220]. 

4.1.6.13. Φάρτεσ ηλεκτρονιακήσ πυκνβτητασ - Βελτιςτοποίηςη και 

αξιολβγηςη του τελικογ μοντέλου 

την προηγοϑμενη ενϐτητα δεύξαμε ϐτι μϋςω του μεταςχηματιςμοϑ Fourier μποροϑμε να 

χρηςιμοποιόςουμε τισ πειραματικϋσ ανακλϊςεισ (Fobs) και να υπολογύςουμε ϋνα χϊρτη 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, εϊν γνωρύζουμε τισ φϊςεισ. Όπωσ αναλϑςαμε παραπϊνω, οι 

φϊςεισ (φcalc) δεν παρϋχονται αρχικϊ απϐ τα πειραματικϊ δεδομϋνα αλλϊ υπολογύζονται 

ςυνόθωσ με τη χρόςη ενϐσ μοντϋλου (δηλαδό μιασ γνωςτόσ ό παρϐμοιασ δομόσ), εϊν αυτϐ 

εύναι διαθϋςιμο. Οι φϊςεισ παρϋχονται απϐ τη γνωςτό δομό με μια διαδικαςύα που ονομϊζεται 

μοριακό αντικατϊςταςη ϐπου η γνωςτό δομό τοποθετεύται ςτη ςτοιχειώδη κυψελύδα 

αλλϊζοντασ τη θϋςη και τον προςανατολιςμϐ τησ ώςτε τα πειραματικϊ δεδομϋνα (φϊςεισ και 

πλϊτη) να ταιριϊζουν με αυτϊ που θα προϋκυπταν απϐ τη γνωςτό δομό. τη ςυνϋχεια, γύνεται 

βελτιςτοπούηςη των ςυντεταγμϋνων των ατϐμων ςτο χώρο (xyz) αλλϊ και των παραγϐντων 

θερμικόσ κύνηςησ (B-factor, βλ. παρακϊτω) με μια διαδικαςύα που ονομϊζεται βελτιςτοπούηςη 

με την εφαρμογό περιοριςμών (restrained refinement). Η δομό που προκϑπτει μετϊ απϐ αυτό 

τη διαδικαςύα εύναι το αρχικϐ μοντϋλο ϐπου μελετώνται οι χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ. 

Ϊνασ τϋτοιοσ χϊρτησ αποτελεύ μια προςϋγγιςη τησ αληθινόσ δομόσ αλλϊ η ακρύβεια του 

εξαρτϊται απϐ την ακρύβεια των φϊςεων του μοντϋλου που χρηςιμοποιόθηκε. Προκειμϋνου να 

βελτιςτοποιηθεύ το μοντϋλο τησ υπϐ μελϋτη δομόσ, χρηςιμοποιεύται ϋνασ ϊλλοσ χϊρτησ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, ο οπούοσ ονομϊζεται διαφορικϐσ χϊρτησ ηλεκτρονιακόσ 

πυκνϐτητασ, και υπολογύζεται με βϊςη τισ διαφορϋσ που υπϊρχουν μεταξϑ των πειραματικών 

και τον υπολογιςμϋνων πλατών (εντϊςεισ των ανακλϊςεων) χρηςιμοποιώντασ και πϊλι τισ 

φϊςεισ του μοντϋλου, δηλαδό εύναι ο χϊρτησ Fobs-Fcalc, φcalc. Αυτϐσ ο χϊρτησ ηλεκτρονιακόσ 
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πυκνϐτητασ, παρουςιϊζει τισ διαφορϋσ που υπϊρχουν μεταξϑ των πειραματικών μετρόςεων 

και τησ δομόσ του μοντϋλου. ε αυτϐν τον χϊρτη παρατηροϑμε δϑο τϑπουσ πυκνϐτητασ. 

Τπϊρχει η θετικό πυκνϐτητα που αναφϋρεται ςε περιοχϋσ που υπϊρχουν ςτα πειραματικϊ 

δεδομϋνα αλλϊ ϐχι ςτη δομό μοντϋλο και η υπϊρχει η αρνητικό πυκνϐτητα η οπούα δηλώνει 

περιοχϋσ που υπϊρχουν ςτη δομό μοντϋλο αλλϊ δεν εντοπύζονται ςτα πειραματικϊ δεδομϋνα. 

Πρακτικϊ χρηςιμοποιεύται ο χϊρτησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, 2Fobs-Fcalc, φcalc ο οπούοσ εύναι 

μια υπϋρθεςη των δϑο τϑπων χαρτών που αναφϋρθηκαν προηγουμϋνωσ, ώςτε να 

παρατηρόςουμε τισ βελτιώςεισ που πρϋπει να κϊνουμε ςτο μοντϋλο ώςτε να ενςωματωθεύ 

καλϑτερα ςτην ηλεκτρονιακό πυκνϐτητα [220]. Οι χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ που 

υπολογύζονται περιϋχουν θϐρυβο επειδό τα δεδομϋνα που χρηςιμοποιοϑνται για τον 

προςδιοριςμϐ των χαρτών περιϋχουν ςφϊλματα. Για να αποφϑγουμε τυχϐν λϊθη, πρϋπει να 

χρηςιμοποιόςουμε μύα καλό μονϊδα απεικϐνιςησ η οπούα για το χϊρτη 2Fobs-Fcalc, φcalc εύναι το 

1ς και για τον Fobs-Fcalc, φcalc το 3ς. Σο ς αντιςτοιχεύ ςτην rmsd (root-mean-square deviation), 

δηλαδό ςτη ρύζα τησ μϋςησ τετραγωνικόσ τιμόσ τησ απϐκλιςησ τησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 

απϐ τη μϋςη ηλεκτρονιακό πυκνϐτητα ϐλησ τησ μοναδιαύασ κυψελύδασ [220]. 

Αναφϋρουμε ςυνοπτικϊ ϋνα παρϊδειγμα. Ϊςτω ϐτι μελετϊμε μια πρωτεϏνη τησ οπούασ η δομό 

εύναι γνωςτό και θϋλουμε να παρατηρόςουμε την πρϐςδεςη ενϐσ αναςτολϋα. Αφοϑ μαζϋψουμε 

δεδομϋνα απϐ ϋναν κρϑςταλλο ο οπούοσ εύχε εμποτιςτεύ με τον αναςτολϋα, θα πρϋπει να 

βροϑμε τη δομό τησ πρωτεϏνησ ςε ςϑμπλοκο με τον αναςτολϋα. Για να το κϊνουμε αυτϐ ϐμωσ 

δεν αρκεύ μϐνο το περιθλαςύγραμμα. Επομϋνωσ, χρηςιμοποιοϑμε τη γνωςτό δομό τησ 

πρωτεϏνησ ώςτε να βροϑμε τισ φϊςεισ και ςτη ςυνϋχεια υπολογύζουμε τουσ παραπϊνω χϊρτεσ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, ϐπωσ αναλϑθηκε. Ϊπειτα, μποροϑμε να βροϑμε που και αν ϋχει 

ςυνδεθεύ αυτϐσ ο αναςτολϋασ καθώσ και τι αλλαγϋσ ϋχει επιφϋρει η πρϐςδεςη του ςτη δομό 

τησ πρωτεϏνησ, ϐπωσ φαύνεται ςτην Εικϐνα 36 μϋςω του διαφορικοϑ χϊρτη. τη ςυνϋχεια 

βελτιώνουμε το μοντϋλο κϊνοντασ τισ απαραύτητεσ αλλαγϋσ με αποτϋλεςμα το μοντϋλο να 

αρχύζει να ταιριϊζει ςτα πειραματικϊ δεδομϋνα.  

 

Εικβνα 36: Α) Η ϑπαρξη θετικόσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ Β) Η τοποθϋτηςη του αναςτολϋα ςτον θετικϐ χϊρτη 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ C) Σο μοντϋλο μετϊ τη βελτιςτοπούηςη ϐπου φαύνεται ϐτι ο αναςτολϋασ ταιριϊζει ςτον χϊρτη 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ που υπολογύςτηκε. 
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Οι αλλαγϋσ που πραγματοποιοϑνται ςτο αρχικϐ μοντϋλο αξιολογοϑνται ςτη ςυνϋχεια (μϋςω 

restrained refinement) μελετώντασ τουσ παρακϊτω δεύκτεσ: 

Rfactor: Αποτελεύ δεύκτη τησ αςυμφωνύασ μεταξϑ των πλατών των παραγϐντων δομόσ που 

υπολογύζονται απϐ το μοντϋλο και απϐ τα πλϊτη που μετρόθηκαν απϐ το πεύραμα. Ο δεύκτησ 

Rfactor ορύζεται απϐ τη ςχϋςη: 

∑                  

 ∑     
 [100] 

Ουςιαςτικϊ ο δεύκτησ αυτϐσ εκφρϊζει την απϐκλιςη τησ πραγματικόσ δομόσ απϐ αυτό του 

μοντϋλου. Η τιμό του Rfactor πρϋπει να εύναι μικρϐτερη απϐ 20 % για μια καλϊ προςδιοριςμϋνη 

δομό. Ψςτϐςο, μια χαμηλό τιμό του Rfactor μπορεύ να προκϑψει τεχνικϊ για ϋνα μοντϋλο το 

οπούο δεν εύναι ακριβϋσ απλϊ και μϐνο προςθϋτοντασ περιςςϐτερα μϐρια ϑδατοσ ώςτε να 

καλυφθεύ η ηλεκτρονιακό πυκνϐτητα που παρατηρεύται. Για αυτϐ το λϐγο ϋχουν αναπτυχθεύ 

κριτόρια για την αξιολϐγηςη τησ ςυμφωνύασ μεταξϑ των δεδομϋνων χωρύσ να υπϊρχει η 

προκατϊληψη απϐ το ύδιο το μοντϋλο [100].  

Rfree: Τπολογύζεται ϐπωσ ο δεύκτησ Rfactor αλλϊ για τυχαύα επιλεγμϋνεσ περιθλϊςεισ (περύπου 5 

% των ςυνολικών περιθλϊςεων) οι οπούεσ διαχωρύζονται απϐ την αρχό και δεν 

χρηςιμοποιοϑνται ςτη βελτιςτοπούηςη των δεδομϋνων η οπούα γύνεται με βϊςη τισ υπϐλοιπεσ 

περιθλϊςεισ. Ο δεύκτησ αυτϐσ εύναι πιο ευαύςθητοσ απϐ τον Rfactor και χρηςιμοποιεύται για την 

αποφυγό τησ υπερ-βελτιςτοπούηςησ. Εϊν η δομό μοντϋλο περιϋχει παραμϋτρουσ οι οπούεσ δεν 

υποςτηρύζονται απϐ τισ πειραματικϋσ περιθλϊςεισ, τϐτε ο Rfree δεν θα βελτιςτοποιηθεύ (παρϊ 

το γεγονϐσ ϐτι η τιμό του Rfactor ενδϋχεται να μειωθεύ) κϊτι το οπούο δηλώνει την υπερ-

προςαρμογό των δεδομϋνων. Γενικϊ, ςτα αρχικϊ ςτϊδια τησ βελτιςτοπούηςησ ο Rfree μπορεύ να 

ϋχει τιμϋσ υψηλϐτερεσ του Rfactor αλλϊ ςτα τελικϊ ςτϊδια οι δϑο δεύκτεσ ϋχουν παρϐμοιεσ τιμϋσ. 

Αν υπϊρχει υπερ-βελτιςτοπούηςη τϐτε τη τιμό του Rfree εύναι κατϊ ~ 7 % μεγαλϑτερη απϐ αυτό 

του Rfactor. Επιπλϋον ο δεύκτησ Rfree μπορεύ να μασ δεύξει αν κϊποια μϐρια ϑδατοσ τα οπούα 

προςτϋθηκαν ςτο μοντϋλο κατϊ τα βελτιςτοπούηςη υπϊρχουν ϐντωσ ςτα πειραματικϊ 

δεδομϋνα ό αποτελοϑν θϐρυβο. Η τιμό του Rfree θα πρϋπει να εύναι μικρϐτερη απϐ 28 % και του 

Rfactor μικρϐτερη απϐ 25 % [220]. 

Πληρβτητα: Ϊνασ ϊλλοσ παρϊγοντασ ο οπούοσ μπορεύ να επηρεϊςει τη βελτιςτοπούηςη εύναι 

η πληρϐτητα ενϐσ ατϐμου. Η πληρϐτητα εύναι μια τιμό που δεύχνει ςε πϐςα μϐρια τησ 

μοναδιαύασ κυψελύδασ ϋνα ςυγκεκριμϋνο ϊτομο καταλαμβϊνει ακριβώσ την ύδια θϋςη. Εϊν ϐλα 
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τα μϐρια ςτον κρϑςταλλο εύναι ύδια, τϐτε η πληρϐτητα για ϐλα τα ϊτομα θα εύναι 1.00. Η 

πληρϐτητα χρηςιμοποιεύται γιατύ ςε κϊποιεσ περιπτώςεισ (ϐπωσ ςτην επιφϊνεια των 

πρωτεώνών) ενδϋχεται η πλευρικό αλυςύδα κϊποιου καταλούπου να μπορεύ να ϋχει δϑο ό 

περιςςϐτερεσ διαμορφώςεισ. Η βελτιςτοπούηςη τησ δομόσ μπορεύ να γύνει πιο 

αντιπροςωπευτικό αν το ςυγκεκριμϋνο κατϊλοιπο περιγραφεύ ανϊλογα με τισ διαφορετικϋσ 

του διαμορφώςεισ. Αν για παρϊδειγμα παρατηροϑνται δϑο διαφορετικϋσ διαμορφώςεισ ςτην 

ύδια ςυχνϐτητα, τϐτε η πληρϐτητα για κϊθε πιθανό διαμϐρφωςη εύναι 0.5 [216]. Εϊν οι δϑο 

εναλλακτικϋσ διαμορφώςεισ παρουςιϊζουν διαφορετικό ςυχνϐτητα εμφϊνιςησ, δηλαδό 

φαύνεται πωσ ςτα περιςςϐτερα μϐρια επικρατεύ η μύα ϋναντι τησ ϊλλησ, τϐτε η πληρϐτητα 

μπορεύ να τροποποιηθεύ κατϊλληλα. ε κϊθε περύπτωςη δεν γύνεται προςθόκη επιπλϋον 

ατϐμου ςτη δομό αλλϊ εναλλακτικόσ διαμϐρφωςησ τησ πλευρικόσ αλυςύδασ. Η τροποπούηςη 

τησ πληρϐτητασ μπορεύ να γύνει και για την περύπτωςη αναςτολϋων οι οπούοι φαύνεται να μην 

ϋχουν καταφϋρει να ςυνδεθοϑν ςε ϐλα τα μϐρια τησ πρωτεϏνησ του κρυςτϊλλου.  

B-factors: Οι παρϊγοντεσ θερμικόσ κύνηςησ (B-factors) αποτελοϑν ϋνα μϋτρο με το οπούο τα 

ϊτομα ταλαντώνονται ςτισ τρεισ διαςτϊςεισ. Σο νϋφοσ τησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, 

επηρεϊζεται γϑρω απϐ τον πυρόνα του κϊθε ατϐμου επειδό ο B-factor επιδρϊ ςτον ατομικϐ 

παρϊγοντα ςκϋδαςησ:  

B = 8π2u2 

u2 = δηλώνει το τετρϊγωνο τησ μϋςησ τιμόσ του εϑρουσ ταλϊντωςησ ενϐσ ατϐμου απϐ τη θϋςη 

ηρεμύασ. Η ϑπαρξη υψηλών τιμών των B-factor ειδικϊ για τα μϐρια ϑδατοσ (> 100 Å2) δηλώνει 

ϐτι η βελτιςτοπούηςη των μορύων του διαλϑτη δεν ϋχει γύνει με μεγϊλη προςοχό [216].  

Ο παράγοντασ θερμικήσ κίνηςησ Wilson: Ο παρϊγοντασ αυτϐσ προκϑπτει απϐ την ανϊλυςη 

ενϐσ διαγρϊμματοσ τησ μϋςησ ϋνταςησ τησ αμαϑρωςησ ωσ προσ τον λϐγο sin2(θ)/λ2 

(διϊγραμμα Wilson). Ο παρϊγοντασ θερμικόσ κύνηςησ Wilson δεύχνει τον βαθμϐ τησ τϊξησ εντϐσ 

του κρυςτϊλλου. Αποτελεύ μια προςϋγγιςη των μϋςων ατομικών B-factors που μπορεύ να 

ληφθοϑν αργϐτερα κατϊ τη βελτιςτοπούηςη. Εϊν ο B-factor εύναι υψηλϐσ (> 50 Å2), υπϊρχει 

ςαφόσ διαταραχό ςτη κρυςταλλικό δομό και ύςωσ εύναι δϑςκολο να καθοριςτοϑν ϐλα τα 

τμόματα τησ πρωτεϏνησ ακϐμα και αν η ευκρύνεια εύναι ικανοποιητικό [222].  

Σετραγωνική ρίζα τησ μέςησ τιμήσ απβκλιςησ (rmsd): Η rmsd εύναι μια παρϊμετροσ η 

οπούα μασ δεύχνει τισ αποκλύςεισ απϐ τισ ιδανικϋσ γεωμετρικϋσ παραμϋτρουσ (μόκη και τισ 

γωνύεσ) των δεςμών που εντοπύζονται ςτο μοντϋλο. Αυτού οι γεωμετρικού παρϊμετροι 
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λειτουργοϑν ωσ περιοριςμού κατϊ τη διαδικαςύα βελτιςτοπούηςησ τησ δομόσ. Για τα μόκη των 

δεςμών η τιμό τησ rmsd θα πρϋπει να εύναι μικρϐτερη απϐ 0.02 Å και για τισ γωνύεσ μικρϐτερη 

απϐ 4 ο.  

Διάγραμμα Ramachandran: Όπωσ διαπιςτώθηκε απϐ τον Ramachandran N. G., πολλού 

ςυνδυαςμού γωνιών φ και ψ μεταξϑ των ατϐμων δεν εύναι επιτρεπτού λϐγω ςτερικών 

ςυγκροϑςεων. Ϊνα διϊγραμμα Ramachandran μασ δεύχνει αν κϊθε κατϊλοιπο τησ πρωτεϏνησ 

εμφανύζει ςωςτϋσ γωνύεσ φ και ψ. Εϊν οι γωνύεσ δεν εύναι επιτρεπτϋσ, τϐτε το κατϊλοιπϐ αυτϐ 

θα βρύςκεται ςε μη επιτρεπτό θϋςη ςτο διϊγραμμα και θα πρϋπει να επανεξεταςτεύ (Εικϐνα 

37) [12].  

 

Εικβνα 37: Μια αναπαρϊςταςη του διαγρϊμματοσ Ramachandran [12] 

PDB-REDO: Παραπϊνω αναλϑθηκαν κϊποιοι τρϐποι αξιολϐγηςησ τησ ποιϐτητασ τησ δομόσ 

που προκϑπτει απϐ τα ςτϊδια βελτιςτοπούηςησ. Τπϊρχουν και ϊλλοι παρϊγοντεσ που 

μποροϑν να ελεγχθοϑν και παρϋχονται απϐ τα προγρϊμματα βελτιςτοπούηςησ ϐπωσ τα 

εργαλεύα density fit και geometry analysis που μασ δεύχνουν πϐςο ταιριϊζουν τα κατϊλοιπα 

ςτουσ χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, αλλϊ και πϐςο ςωςτό εύναι η γεωμετρύα τουσ με 

βϊςη τουσ περιοριςμοϑσ. Επιπλϋον, πριν την κατϊθεςη μιασ δομόσ ςτη βϊςη δεδομϋνων για 

πρωτεϏνεσ (Protein Data Bank) γύνεται επιπλϋον ϋλεγχοσ του μοντϋλου που κατατύθεται ϐπου 

ελϋγχεται μεταξϑ ϊλλων και η απϐςταςη μεταξϑ των πλευρικών ομϊδων μεταξϑ δϑο 

αμινοξϋων καθώσ υπϊρχουν και εκεύ περιοριςμού. Σο PDB-REDO αποτελεύ ϋνα εργαλεύο το 

οπούο χρηςιμοποιεύ μια ςειρϊ προγραμμϊτων με αυτοματοποιημϋνο τρϐπο ώςτε να 

βελτιςτοποιόςει τη γεωμετρύα τησ δομόσ και τισ αλληλεπιδρϊςεισ που δημιουργοϑνται μεταξϑ 

των καταλούπων τησ πρωτεϏνησ, ϐπωσ οι δεςμού υδρογϐνου κ.α.. Επιπλϋον, επιλϋγει μια 

ςτρατηγικό βελτιςτοπούηςησ τησ δομόσ ϐπωσ για παρϊδειγμα τϐςο πϐςοι κϑκλοι 

βελτιςτοπούηςησ θα γύνουν και τον τρϐπο με τον οπούο θα γύνει η βελτιςτοπούηςη των B-

factors (ιςοτροπικό, ανιςοτροπικό, χρόςη TLS κ.α.). Σϋλοσ, παρϊγονται τα νϋα ςτατιςτικϊ, τα 
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οπούα ςυνόθωσ εύναι βελτιωμϋνα και ο χρόςτησ ϋχει τη δυνατϐτητα να ελϋγξει κϊθε μια απϐ 

τισ αλλαγϋσ που ϋγιναν ςτη δομό ώςτε να επιλϋξει αν κϊποιεσ εύναι ανεπιθϑμητεσ [223-225]. 

4.2. τοχευμένη μεταλλαξιγένεςη Α308L CgGDE 

Tο πλαςμύδιο ϐπου βριςκϐταν κλωνοποιημϋνη η νουκλεοτιδικό αλληλουχύα που κωδικοποιεύ 

το CgGDE L308A όταν ευγενικό προςφορϊ του καθηγητό S. Xiang, απϐ το Shanghai Jiaotong 

University Medical School. Η κλωνοπούηςη τησ αλληλουχύασ εύχε γύνει ςε φορϋα ϋκφραςησ 

pET26b μεταξϑ των θϋςεων αναγνώριςησ απϐ τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα NdeI/XhoI [44]. Η 

επιλογό αυτόσ τησ θϋςησ κλωνοπούηςησ ϋγινε ώςτε να απομακρυνθεύ η αλληλουχύα pelB η 

οπούα οδηγεύ ςε μεταφορϊ τησ πρωτεϏνησ ςτον περιπλαςματικϐ χώρο του βακτηρύου (Βλ. 

παρϊγραφο 4.1.1.1.2). Με αυτϐ τον τρϐπο η πρωτεϏνη μπορεύ να παραχθεύ, να αναδιπλωθεύ 

και να παραμεύνει ςτο κυτταρϐπλαςμα. Επομϋνωσ, προκειμϋνου να δουλϋψουμε με το 

φυςιολογικϐ ϋνζυμο ϋπρεπε να κϊνουμε τη ςτοχευμϋνη μεταλλαξιγϋνεςη A308L. Η 

νουκλεοτιδικό αλληλουχύα του CgGDE βρϋθηκε ςτη βϊςη δεδομϋνων που περιϋχει το 

γονιδύωμα του Candida (Candida Genome Database) [226] και ςχεδιϊςτηκαν οι εκκινητϋσ των 

οπούων η ςϑνθεςη ϋγινε απϐ την εταιρεύα Eurofins Genomics: 

Εμπρϐςθιοσ: 5' GTGATTGGAGAATTGAAATTGTGGGAATTCTATGTAG 3' 

Οπύςθιοσ: 5' CTACATAGAATTCCCACAATTTCAATTCTCCAATCAC 3' 

Για τη δημιουργύα τησ μετϊλλαξησ ακολοϑθηςαν οι παρακϊτω αντιδρϊςεισ PCR. Σα ςυςτατικϊ 

τησ αντύδραςησ PCR αναγρϊφονται ςτον Πύνακασ 10. 

Πίνακασ 10: υςτατικϊ τησ αντύδραςησ PCR για τη ςτοχευμϋνη μεταλλαξιγϋνεςη. 

 Αντίδραςη εμπρβςθιου εκκινητή Αντίδραςη οπίςθιου εκκινητή 

KAPA High Fidelity HotStart 22.2 μL 22.2 μL 

Εμπρβςθιοσ εκκινητήσ (10 μΜ) 1.3 μL - 

Οπίςθιοσ εκκινητήσ (10 μΜ) - 1.3 μL 

CgGDE-pET26b 1.5 μL 1.5 μL 

ddH2O 25 μL 25 μL 

Ακολοϑθωσ πραγματοποιόθηκαν δϑο αντιδρϊςεισ PCR τα θερμικϊ πρϐτυπα των οπούων 

αναφϋρονται ςτουσ παρακϊτω πύνακεσ. 

Πίνακασ 11: Σο θερμικϐ πρϐτυπο τησ πρώτησ αντύδραςησ PCR. 

 Θερμοκραςία Φρβνοσ  

Αρχική αποδιάταξη 95 oC 3 min 

16 κϑκλουσ 
Αποδιάταξη 98 oC 20 sec 

Τβριδοποίηςη 64 oC 1 min 

Επέκταςη 72 oC 10 min 
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Οι δϑο διαφορετικϋσ αντιδρϊςεισ PCR των εκκινητών ενώθηκαν ςε μια και ακολοϑθηςε 

αντύδραςη PCR το θερμικϐ πρϐτυπο τησ οπούασ παρουςιϊζεται ςτον Πύνακασ 12. 

Πίνακασ 12: Σο θερμικϐ πρϐτυπο τησ δεϑτερησ αντύδραςησ PCR. 

 Θερμοκραςία Φρβνοσ  

Αρχική αποδιάταξη 98 oC 3 min 

18 κϑκλουσ 
Αποδιάταξη 98 oC 20 sec 

Τβριδοποίηςη 60 oC 1 min 

Επέκταςη 72 oC 10 min 

Σελική επέκταςη 72 oC 20 min  

Ακολοϑθηςε πϋψη με το ϋνζυμο Dnp1 ώςτε να διαχωριςτοϑν οι κλώνοι που περιϋχουν τη νϋα 

μετϊλλαξη καθώσ η Dnp1 αναγνωρύζει και πϋπτει το DNA μϐνο εϊν αυτϐ περιϋχει μεθυλιώςεισ. 

Επομϋνωσ, το μητρικϐ δεύγμα DNA καταςτρϋφεται γιατύ εύναι μεθυλιωμϋνο ενώ το 

νεοςυντιθϋμενο DNA δεν καταςτρϋφεται αφοϑ δεν ϋχει μεθυλιώςεισ. Η αντύδραςη αυτό 

εξελύχθηκε ςε θερμοκραςύα 37 οC για 5 h και τα ςυςτατικϊ τησ αντύδραςησ αναγρϊφονται 

ςτον Πύνακασ 13. 

Πίνακασ 13: υςτατικϊ τησ αντύδραςησ πϋψησ με το ϋνζυμο Dpn1. 

υςτατικά Όγκοσ (μL) 

Dnp1 1 

10x Buffer 5 

Αντίδραςη μεταλλαξιγένεςησ 44 

Ϊπειτα, το προώϐν τησ αντύδραςησ κατακρημνύςτηκε με αιθανϐλη προςθϋτοντασ NaCl ςε 

τελικό ςυγκϋντρωςη 0.25 Μ και 3 ϐγκουσ παγωμϋνησ αιθανϐλησ. Ακολοϑθηςε ϋντονη 

ανϊδευςη και το δεύγμα τοποθετόθηκε ςε θερμοκραςύα – 80 οC για χρονικϐ διϊςτημα 30 min. 

τη ςυνϋχεια, προςτϋθηκε 70 % (v/v) παγωμϋνη αιθανϐλη και το υπερκεύμενο 

απομακρϑνθηκε με φυγοκϋντρηςη (15000 rpm, 5 min, 4 oC). Σϋλοσ, το ύζημα αφϋθηκε ώςτε να 

εξατμιςτεύ η αιθανϐλη και διαλυτοποιόθηκε ςε 10 μL ddH2O. 

Ο πολλαπλαςιαςμϐσ του πλαςμιδύου ϋγινε με μεταςχηματιςμϐ βακτηριακών κυττϊρων Xl1-

Blue και η απομϐνωςη και καθαριςμϐσ του πλαςμιδύου με το κιτ NucleoSpin plasmid 

(Macherey-Nagel). Η επιτυχύα τησ μεταλλαξιγϋνεςησ ελϋγχθηκε με αλληλοϑχιςη. 

4.3. Παραςκευή υλικογ β-CD sepharose 6B για χρωματογραφία ςυγγένειασ 

Η παραςκευό τησ β-CD sepharose 6B ϋγινε ϐπωσ αναφϋρεται ςτη βιβλιογραφύα [199, 200] και 

ςτο εγχειρύδιο χρόςησ τησ GE HealthCare. 4 g epoxy-activated sepharose 6B τοποθετόθηκαν ςε 

ϑδωρ (~ 20 mL) και αναδεϑτηκαν για περύπου 1 h ώςτε να μην υπϊρχουν ςυςςωματώματα. 

Σο υλικϐ μεταφϋρθηκε ςε ςτόλη βαρϑτητασ, πλϑθηκε με περύπου 500 mL απιονιςμϋνο ϑδωρ 

και ϋπειτα με περύπου 200 mL NaOH 0.1 M. Ακολοϑθωσ, 400 mg β-κυκλοδεξτρύνησ (β-CD) 

διαλυτοποιόθηκαν ςε 12 mL NaOH 0.1 M (pH ~12) και τϋλοσ το υλικϐ (~12 mL) αναμύχθηκε με 
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τα 12 mL β-CD. Σο μύγμα μεταφϋρθηκε ςε ςωλόνα τϑπου falcon χωρητικϐτητασ 50 mL και 

αφϋθηκε υπϐ ανϊδευςη ςε υδατϐλουτρο ςε θερμοκραςύα 45 οC για 15 h. Σην επϐμενη ημϋρα το 

υλικϐ μεταφϋρθηκε ςε ςτόλη βαρϑτητασ, πλϑθηκε με ~200 mL NaOH 0.1 M ώςτε να 

απομακρυνθεύ η β-CD που δεν ενςωματώθηκε ςτο υλικϐ και ςτη ςυνϋχεια η ςτόλη πλϑθηκε με 

500 mL απιονιςμϋνου ϑδατοσ. Ϊπειτα, ϋγινε προςθόκη διαλϑματοσ 15 mL αιθανολαμύνησ 1 M, 

pH 8.0, και το μύγμα μεταφϋρθηκε ςε ςωλόνα τϑπου falcon 50 mL και παρϋμεινε ςε 

υδατϐλουτρο υπϐ ανϊδευςη ςε θερμοκραςύα 45 οC για 16 h. Σην επϐμενη ημϋρα το υλικϐ 

μεταφϋρθηκε ςε ςτόλη βαρϑτητασ, πλϑθηκε αρχικϊ με απιονιςμϋνο ϑδωρ και ςτη ςυνϋχεια με 

200 mL εναλλϊςςοντασ τα διαλϑματα 0.1 Μ οξικοϑ νατρύου pH 4.0 /0.5 M NaCl, και 0.1 M Tris-

HCl pH 8.0 /0.5 M NaCl, για τουλϊχιςτον 4 φορϋσ. Σϋλοσ το υλικϐ (~ 12 mL) τοποθετόθηκε ςε 

ςτόλη XK 16/20 (GE, HealthCare).  

4.4. Μεταςχηματιςμβσ βακτηριακών κυττάρων 

Η ειςαγωγό ενϐσ πλαςμιδιακοϑ φορϋα ςε βακτηριακϊ κϑτταρα ονομϊζεται μεταςχηματιςμϐσ. 

Οι πιο ςυνόθεισ τρϐποι μεταςχηματιςμοϑ εύναι ο χημικϐσ μεταςχηματιςμϐσ, ο ηλεκτρικϐσ 

μεταςχηματιςμϐσ (ηλεκτροδιϊτρηςη), η βαλλιςτικό μϋθοδοσ και ο μεταςχηματιςμϐσ με χρόςη 

υπερόχων.  

4.4.1. Φημικβσ μεταςχηματιςμβσ 

Η χρόςη πολυαιθυλενικόσ γλυκϐλησ (PEG) και χλωριοϑχου αςβεςτύου (CaCl2) αποτελοϑν τισ 

πιο γνωςτϋσ μεθϐδουσ χημικοϑ μεταςχηματιςμοϑ. Βακτηριακϊ κϑτταρα τα οπούα εύχαν 

επεξεργαςτεύ με CaCl2 ώςτε να εύναι δεκτικϊ ςε ειςαγωγό πλαςμιδύου, επωϊςτηκαν με το 

επιθυμητϐ πλαςμύδιο ςτον πϊγο για ~ 20 min, ςτη ςυνϋχεια για 45 δευτερϐλεπτα ςε 

θερμοκραςύα 42 oC και ϋπειτα ξανϊ ςε πϊγο. Αυτό η απϐτομη διαδοχό ςτην αλλαγό τησ 

θερμοκραςύασ οδηγεύ ςε εκπϐλωςη τησ βακτηριακόσ μεμβρϊνησ των δεκτικών κυττϊρων 

ώςτε το πλαςμύδιο να ειςϋλθει εντϐσ του κυττϊρου. Ϊπειτα η μεταφορϊ των κυττϊρων ςε 

πϊγο οδηγεύ ςε επαναφορϊ τησ κυτταρικόσ μεμβρϊνησ ςτην αρχικό τησ κατϊςταςη ώςτε το 

πλαςμύδιο που ειςόχθη να εγκλωβιςτεύ ςτο εςωτερικϐ του βακτηρύου [227]. Ακολοϑθωσ, 

προςτϋθηκαν 900 μL υγροϑ θρεπτικοϑ υλικοϑ και τα κϑτταρα αναπτϑχθηκαν ςε θερμοκραςύα 

37 οC ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm) για μια ώρα. Σϋλοσ, ποςϐτητα των κυττϊρων 

επιςτρώθηκε ςε τρυβλύα Petri ςε ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ παρουςύα αντιβιοτικοϑ για επιλογό 

των βακτηριών ςτα οπούα ειςόχθη το πλαςμύδιο. Αποικύεσ αναπτϑχθηκαν ϋπειτα απϐ 16 h 

επώαςη ςε θερμοκραςύα 37 οC. 
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4.4.2. Ηλεκτρικβσ μεταςχηματιςμβσ (ηλεκτροδιάτρηςη) 

Η εφαρμογό υψηλόσ ηλεκτρικόσ τϊςησ ςτα βακτόρια οδηγεύ ςε προςωρινό κατϊρρευςη τησ 

μεμβρϊνησ τουσ και ςε δημιουργύα πϐρων, αρκετϊ μεγϊλων ώςτε μεγϊλα μακρομϐρια να 

μποροϑν να ειςϋλθουν ό να εξϋλθουν του κυττϊρου [228].  

Ηλεκτρικϐσ μεταςχηματιςμϐσ κυττϊρων BL21Gold (DE3) για ςυν-ϋκφραςη του hGDE με 

μοριακϋσ ςυνοδοϑσ 

Μια κυψελύδα κατϊλληλη για ηλεκτροδιϊτρηςη τοποθετόθηκε ςε καταψϑκτη το προηγοϑμενο 

βρϊδυ. τη ςυνϋχεια, 1 μL πλαςμύδιο προςτϋθηκε ςε 40 μL κϑτταρα τα οπούα εύχαν όδη 

μεταςχηματιςτεύ με πλαςμύδια που κωδικοποιοϑν μοριακϋσ ςυνοδοϑσ (chaperone plasmid set, 

TaKaRa) και ϋμειναν για 2 min ςτον πϊγο. Ϊπειτα τα κϑτταρα μεταφϋρθηκαν ςε κυψελύδα και 

ακολοϑθηςε ηλεκτρικϐσ μεταςχηματιςμϐσ. Σα κϑτταρα διαλυτοποιόθηκαν ςε 960 μL θρεπτικϐ 

υλικϐ LB-Broth και ακολοϑθηςε επώαςη για 1 h ςε θερμοκραςύα 37 οC ςε επωαςτόρα με 

ανακύνηςη (210 rpm). Ϊπειτα 30 μL κϑτταρα επιςτρώθηκαν ςε τρυβλύα Petri που περιεύχαν 34 

μg/mL καναμυκίνη και 20 μg/mL χλωραμφενικόλη αφοϑ πρώτα αραιώθηκαν ςε αναλογύα 

1/200. Αποικύεσ αναπτϑχθηκαν ςε 16 h ςε θερμοκραςύα 37 οC. 

4.5. ΠΑΡΑΓΨΓΗ, ΚΑΘΑΡΙΜΟ ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΨΗ α-1,4 ΥΨΥΟΡΤΛΑΨΝ 

4.5.1. rmGPb: Απομβνωςη τησ rmGPb απβ ςκελετικογσ μγεσ κονίκλων.  

Η rmGPb απομονώθηκε απϐ ςκελετικοϑσ μϑεσ αρςενικών κονύκλων ακολουθώντασ την μϋθοδο 

των Fisher & Krebs με ελαφρϊ τροποπούηςη καθώσ χρηςιμοποιόθηκε β-μερκαπτοαιθανϐλη 

αντύ για L-κυςτεϏνη [229]. Η διαδικαςύα χωρύζεται κυρύωσ ςε ϋξι βόματα και η καθαρϐτητα του 

ενζϑμου αυξϊνεται κατϊ τα ςτϊδια των ανακρυςταλλώςεων. Μετϊ το τϋλοσ κϊθε βόματοσ, 

κρατόςαμε δεύγμα το οπούο ςτη ςυνϋχεια αναλϑςαμε ςε SDS-PAGE. 

1ο Βόμα: Εκχϑλιςη τησ rmGPb με κατεργαςύα του μυώκοϑ ιςτοϑ 

Οι ςκελετικού μϑεσ απϐ τρεύσ αρςενικοϑσ κονύκλουσ ομογενοποιόθηκαν με παγωμϋνη 

χειροκύνητη μηχανό και ο ομογενοποιημϋνοσ ιςτϐσ ζυγύςτηκε ώςτε να γύνουν τρεισ εκχυλύςεισ 

με απιονιςμϋνο ϑδωρ εν ψυχρώ. Για τισ δϑο πρώτεσ εκχυλύςεισ προςτϋθηκε ύςοσ ϐγκοσ 

απιονιςμϋνου ϑδατοσ με το βϊροσ του ομογενοποιημϋνου ιςτοϑ, ενώ για την τρύτη εκχϑλιςη 

ϋγινε προςθόκη του μιςοϑ ϐγκου απιονιςμϋνου ϑδατοσ. Πιο αναλυτικϊ, μετϊ την προςθόκη 

του απιονιςμϋνου ϑδατοσ εφαρμϐςτηκε μηχανικό πύεςη ςτο ομογενοπούημα για περύπου 25 

min και ϋπειτα ϋγινε διόθηςη μϋςω γϊζασ εν ψυχρώ. Η διϊρκεια τησ κϊθε εκχϑλιςησ δεν 
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ξεπϋραςε τα 30 min. Σϋλοσ, το εκχϑλιςμα φιλτραρύςτηκε με χρόςη υαλοβϊμβακα ώςτε να 

απομακρυνθοϑν αιωροϑμενα ςωματύδια.  

2ο Βόμα: Καταβϑθιςη ανεπιθϑμητων πρωτεώνών με ϐξινη καταβϑθιςη. 

Με χρόςη CH3COOH 1 N ρυθμύςαμε το pH του εκχυλύςματοσ που προϋκυψε απϐ το 1ο βόμα ςτο 

5.1-5.2 με ελαφρϊ ανϊδευςη. Ϊπειτα, αφόςαμε το εκχϑλιςμα ςε πϊγο για 5 min και 

παρατηρόςαμε ϐτι η θολερϐτητα του εκχυλύςματοσ εύχε αυξηθεύ λϐγω τησ κατακρόμνιςησ 

πρωτεώνών. Για να απομακρυνθοϑν αυτϋσ οι πρωτεϏνεσ ακολοϑθηςε φυγοκϋντρηςη (4225 g, 

30 min, 4 οC) και ςτη ςυνϋχεια το υπερκεύμενο διηθόθηκε εν ψυχρώ με χρόςη αντλύασ κενοϑ 

Buchner. Σο pH του εκχυλύςματοσ ρυθμύςτηκε ςτο 6.8 με προςθόκη κεκορεςμϋνου διαλϑματοσ 

KHCO3 και ογκομετρόθηκε ώςτε να προςτεθεύ ο κατϊλληλοσ ϐγκοσ θειικοϑ αμμωνύου.  

3ο Βόμα: Καταβϑθιςη τησ rmGPb με προςθόκη θειικοϑ αμμωνύου. 

Η rmGPb καταβυθύςτηκε με προςθόκη θειικοϑ αμμωνύου ςε κορεςμϐ 41 %. Ο ϐγκοσ του 

θειικοϑ αμμωνύου που προςτϋθηκε όταν 0.837 L θειικοϑ αμμωνύου κορεςμϋνο κατϊ 90 % για 

κϊθε λύτρο εκχυλύςματοσ. Η προςθόκη του θειικοϑ αμμωνύου ϋγινε με αργϐ ρυθμϐ υπϐ αλαφρϊ 

ανϊδευςη και το τελικϐ διϊλυμα αφϋθηκε ςε θερμοκραςύα 4 οC για 36 ώρεσ. ε αυτϐ το ςτϊδιο 

δημιουργόθηκαν δϑο φϊςεισ, μια υδατικό και μύα ςτερεό με την rmGPb να βρύςκεται ςτην 

ςτερεό λϐγω τησ καταβϑθιςησ. Μετϊ τισ 36 ώρεσ, ο περιςςϐτεροσ ϐγκοσ του υπερκεύμενου 

υγροϑ αναρροφόθηκε με χρόςη αντλύασ και το ύζημα το οπούο ςυλλϋχθηκε με φυγοκϋντρηςη 

(5110 g, 40 min, 4 oC) διαλυτοποιόθηκε ςτον ελϊχιςτο ϐγκο απιονιςμϋνου ϑδατοσ. Σϋλοσ, ϋγινε 

διαπύδυςη του πρωτεώνικοϑ διαλϑματοσ ϋναντι 20 L διαλϑματοσ 1 mM Tris-HCl, pH 7.5 για 16 

ώρεσ ςε θερμοκραςύα 4 oC υπϐ ανϊδευςη.  

4ο Βόμα: Θερμικό κατεργαςύα του πρωτεώνικοϑ διαλϑματοσ ςε υψηλϐ pH.  

Σο πρωτεώνικϐ διϊλυμα που υπϋςτη διαπύδυςη φυγοκεντρόθηκε ςε υψηλϋσ ςτροφϋσ (34540 g, 

15 min, 4 oC) ώςτε να απομακρυνθοϑν ςυςςωματώματα.  

το υπερκεύμενο, προςτϋθηκε: 

 Υρϋςκο διϊλυμα β-μερκαπτοαιθανϐλησ 0.3 Μ, pH 7.0 ςε αναλογύα 1/9 του ϐγκου του 

υπερκεύμενου. 

 Διϊλυμα EDTA 0.1 Μ. pH 7.0 ϐγκου ύςου με 5×10-3 του υπερκεύμενου ϑςτερα απϐ την 

προςθόκη τησ β-μερκαπτοαιθανϐλησ.  
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Ϊπειτα, ϋγινε ρϑθμιςη του pH του πρωτεώνικοϑ διαλϑματοσ ςτο 8.8 με προςθόκη διαλϑματοσ 

Tris 2 M. Σο μύγμα ςτη ςυνϋχεια επωϊςτηκε ςε υδατϐλουτρο ςε θερμοκραςύα 37 οC για μύα 

ώρα με ανϊδευςη ανϊ τακτϊ χρονικϊ διαςτόματα. Σο πρωτεώνικϐ διϊλυμα αφϋθηκε να ψυχθεύ 

ςε θερμοκραςύα δωματύου και ακολοϑθηςε ρϑθμιςη του pH ςτο 7.0 με προςθόκη διαλϑματοσ 

CH3COOH 1 N. Σο πρωτεώνικϐ διϊλυμα φυγοκεντρόθηκε (34540 g, 10 min, 4 oC) και το 

υπερκεύμενο ογκομετρόθηκε.  

5ο Βόμα: Κρυςτϊλλωςη και ανακρυςτϊλλωςη τησ rmGPb  

Η κρυςτϊλλωςη τησ rmGPb επετεϑχθη με προςθόκη 1 mL διαλϑματοσ AMP 0.1 M, pH 7.0 και 

διαλϑματοσ (CH3COO)2Mg 1 M, pH 7.0 για κϊθε 100 mL υπερκεύμενου διαλϑματοσ. Σο 

πρωτεώνικϐ διϊλυμα τοποθετόθηκε ςε ςωλόνεσ φυγοκϋντρηςησ και αφϋθηκε ςε θερμοκραςύα 

4 οC για 16 ώρεσ ώςτε να κρυςταλλωθεύ. Σην επϐμενη μϋρα, οι κρϑςταλλοι ςυλλϋχτηκαν με 

φυγοκϋντρηςη (28710 g, 10 min, 4 oC) και το ύζημα διαλυτοποιόθηκε με τον ελϊχιςτο δυνατϐ 

ϐγκο διαλϑματοσ 50:50:1 (50 mM β-φωςφορικό γλυκερϐλη, 50 mM β-μερκαπτοαιθανϐλη, 1 

mM EDTA, pH 6.8) ςε θερμοκραςύα 30 οC και ακολοϑθηςε διαϑγαςη με φυγοκϋντρηςη (28710 

g, 10 min, 30 oC). Η πρώτη ανακρυςτϊλλωςη ϋγινε με την προςθόκη διαλϑματοσ AMP και 

(CH3COO)2Mg ϐπωσ ακριβώσ και η κρυςτϊλλωςη. Σο πρωτεώνικϐ διϊλυμα τοποθετόθηκε ςε 

ςωλόνεσ φυγοκϋντρηςησ και αφϋθηκε ςε θερμοκραςύα 4 oC για τουλϊχιςτον 6 ώρεσ. Η 

παραπϊνω διαδικαςύα πραγματοποιόθηκε τρεισ φορϋσ με προςθόκη διαλϑματοσ AMP και 

(CH3COO)2Mg και δϑο φορϋσ απουςύα διαλϑματοσ AMP και (CH3COO)2Mg. 

6ο Βόμα: Αποθόκευςη τησ rmGPb  

Μετϊ την τελευταύα ανακρυςτϊλλωςη, οι κρϑςταλλοι τησ rmGPb ςυλλϋχθηκαν με 

φυγοκϋντρηςη ϐπωσ και προηγουμϋνωσ και το ύζημα διαλυτοποιόθηκε ςτον ελϊχιςτον δυνατϐ 

ϐγκο διαλϑματοσ 50:50:1 (χρειϊςτηκαν 1 - 3 mL). Ο προςδιοριςμϐσ τησ ςυγκϋντρωςησ τησ 

rmGPb ϋγινε με φαςματοφωτομϋτρηςη του δεύγματοσ ςε μόκοσ κϑματοσ 280 nm και 

εφαρμογό του νϐμου Beer-Lambert γνωρύζοντασ ϐτι για την rmGPb, ε = 1.32 mL×cm-1×mg-1. 

Σϋλοσ, η αποθόκευςη του ενζϑμου ϋγινε ςε θερμοκραςύα -20 οC ϑςτερα απϐ την προςθόκη ύςου 

ϐγκου γλυκερϐλησ  

4.5.2.  hlGPb: Παραγωγή, απομβνωςη και καθαριςμβσ τησ αναςυνδυαςμένησ 

hlGPb ςτο E. coli 

Η βελτιςτοποιημϋνη νουκλεοτιδικό αλληλουχύα που κωδικοποιεύ την ανθρώπινη ηπατικό GP 

(Eurofins genomics), βρύςκεται κλωνοποιημϋνη ςε φορϋα ϋκφραςησ pETM-11 ο οπούοσ 
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προςδύδει ςτη ςυντιθϋμενη πρωτεϏνη μια ετικϋτα ϋξι ιςτιδινών (His)6 που μπορεύ να 

χρηςιμοποιηθεύ για τον καθαριςμϐ τησ πρωτεϏνησ. 

4.5.2.1. Παραγωγή τησ αναςυνδυαςμένησ hlGPb ςτο E. coli  

Σο πλαςμύδιο ειςόχθη ςε χημειοδεκτικϊ βακτηριακϊ κϑτταρα E. coli ςτελϋχουσ BL21-GOLD 

(DE3) μϋςω θερμικοϑ ςοκ και ποςϐτητα των κυττϊρων επιςτρώθηκε ςε τρυβλύα Petri ςε 

ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ (LB-Agar) παρουςύα καναμυκύνησ ςε ςυγκϋντρωςη 34 μg/mL. Απϐ τισ 

αποικύεσ που αναπτϑχθηκαν ςτην ςτερεό καλλιϋργεια διαλϋξαμε μια και την αφόςαμε να 

αναπτυχθεύ ςε υγρϐ θρεπτικϐ υλικϐ (LB-broth, κατϊ Miller) παρουςύα 34 μg/mL καναμυκύνησ, 

600 mg/L MnCl2 και 100 mg/L πυριδοξύνησ. Η υγρό καλλιϋργεια αναπτϑχθηκε ςε επωαςτόρα 

υπϐ ανακύνηςη (210 rpm) ςε θερμοκραςύα 37 οC για 16 h. Σην επϐμενη ημϋρα, 10 mL απϐ την 

καλλιϋργεια μεταφϋρθηκαν ςε κωνικό φιϊλη με αποςτειρωμϋνο θρεπτικϐ υλικϐ LB-Broth, 

ϐγκου 1 L αφοϑ πρώτα ϋγινε η προςθόκη 34 μg/mL καναμυκύνησ, 600 mg/L MnCl2 και 100 

mg/L πυριδοξύνησ. Απϐ το παραπϊνω μύγμα, πριν την προςθόκη των βακτηριακών κυττϊρων, 

ϋγινε λόψη 1 mL ωσ τυφλοϑ μϊρτυρα για την παρακολοϑθηςη τησ ανϊπτυξησ τησ καλλιϋργειασ 

μϋςω φαςματοφωτομετρύασ (λ = 600 nm). Η καλλιϋργεια τοποθετόθηκε ςε επωαςτόρα υπϐ 

ανακύνηςη, ϐπωσ και πριν, ϋωσ ϐτου η οπτικό απορρϐφηςη ςε μόκοσ κϑματοσ 600 nm ϋφταςε 

την τιμό 0.6 - 0.7. Σϐτε, η κωνικό φιϊλη απομακρϑνθηκε απϐ τον επωαςτόρα και 

τοποθετόθηκε ςε πϊγο για να ψυχθεύ ϋωσ ϐτου η θερμοκραςύα τησ ϋφταςε περύπου τουσ 15-

18 οC. Για να επιτευχθεύ η υπερϋκφραςη του γονιδύου ϋγινε προςθόκη IPTG ςε ςυγκϋντρωςη 

0.5 mM και η καλλιϋργεια τοποθετόθηκε ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm) ςε 

θερμοκραςύα 16 οC για 16 h. Η ςυλλογό των βακτηριακών κυττϊρων ϋγινε με φυγοκϋντρηςη 

(6000 rpm, 30 min, 4 oC).  

4.5.2.2. Καθαριςμβσ και απομβνωςη τησ αναςυνδυαςμένησ hlGPb 

Σο ύζημα των βακτηριακών κυττϊρων διαλυτοποιόθηκε ςε διϊλυμα λϑςησ που περιεύχε 20 mΜ 

β-glycerol phosphate, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazole, pH 6.8. Πριν την ϋναρξη τησ λϑςησ 

προςτϋθηκε 1 mM PMSF (αναςτολϋασ πρωτεαςών). Η λϑςη των κυττϊρων ϋγινε με εφαρμογό 

υπερόχων (70 % amplitude, 30 sec εφαρμογό / 30 sec παϑςη, 4 οC για πϋντε κϑκλουσ) και ςτη 

ςυνϋχεια προςτϋθηκε βενζονϊςη και το μύγμα ϋμεινε για 10 min ςε θερμοκραςύα 4 οC. 

Ακολοϑθηςε φυγοκϋντρηςη (19000 rpm, 45 min, 4 oC) και το υπερκεύμενο, αφοϑ πρώτα 

πϋραςε απϐ φύλτρο με πϐρουσ διαμϋτρου 0.45 μm, υποβλόθηκε ςε χρωματογραφικϐ 

καθαριςμϐ με χρόςη του αυτοματοποιημϋνου ςυςτόματοσ ταχεύασ υγρόσ χρωματογραφύασ 

πρωτεώνών ÄKTA-FPLC (GE, HealthCare). Σα διαλϑματα που χρηςιμοποιόθηκαν ςε ϐλα τα 
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ςτϊδια εύχαν φιλτραριςτεύ απϐ φύλτρο με πϐρουσ διαμϋτρου 0.2 μm και απαερωθεύ ςε 

υδατϐλουτρο υπερόχων. Η διαδικαςύα του καθαριςμοϑ πραγματοποιόθηκε ςτουσ 4 oC. 

1ο Βόμα καθαριςμοϑ: HiTrap TALON crude (IMAC με ακινητοποιημϋνα Co2+ ςε ςφαιρύδια 

ςεφαρϐζησ, GE HealthCare) 

Η εξιςορρϐπηςη τησ ςτόλησ ϋγινε με διϊλυμα Α (Πύνακασ 14) με τουλϊχιςτον δϋκα ϐγκουσ 

ςτόλησ. Η εφαρμογό του κυτταρολϑματοσ ϋγινε με ροό 0.3 mL/min και ςυλλϋχθηκαν 

κλϊςματα των 5 mL (flow through). Η πλϑςη τησ ςτόλησ ϋγινε με 10 - 15 ϐγκουσ ςτόλησ με 

εφαρμογό διαλϑματοσ Α με ροό 0.5-0.7 mL/min και ςυλλϋχτηκαν κλϊςματα των 5 mL (wash). 

Η ϋκλουςη των προςδεμϋνων πρωτεώνών ϋγινε με εφαρμογό διαλϑματοσ Β (Πύνακασ 14) και 

ςυλλϋχθηκαν δεύγματα του 1 mL. Η πορεύα του καθαριςμοϑ αξιολογόθηκε με ανϊλυςη των 

κλαςμϊτων ςε SDS-PAGE. Σα κλϊςματα τα οπούα περιεύχαν την πρωτεϏνη ςυλλϋχθηκαν και 

υποβλόθηκαν ςε διαπύδυςη ϋναντι διαλϑματοσ που περιεύχε 20 mM Tris-HCl και 1 mM DTT, pH 

7.5.  

Πίνακασ 14: ϑςταςη διαλυμϊτων για το πρώτο βόμα καθαριςμοϑ τησ hlGPb. 

Διάλυμα Α, pH 6.8 Διάλυμα Β, pH 6.8 

20 mΜ β-glycerol phosphate 20 mΜ β-glycerol phosphate 

0.5 M NaCl 0.5 M NaCl 

20 mM imidazole 0.5 Μ imidazole 

2ο Βόμα καθαριςμοϑ: Resource Q (τόλη ανιοανταλλαγόσ, GE HealthCare) 

Η ςτόλη resource Q εξιςορροπόθηκε με διϊλυμα Α (Πύνακασ 15) για τουλϊχιςτον δϋκα ϐγκουσ 

ςτόλησ. Η εφαρμογό του δεύγματοσ ϋγινε με ροό 0.5 mL/min και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα των 5 

mL (flow through). Η πλϑςη τησ ςτόλησ ϋγινε με διϊλυμα Α για 10 - 15 ϐγκουσ ςτόλησ και ϋγινε 

ςυλλογό κλαςμϊτων ϐγκου 5 mL (wash). Η ϋκλουςη των ςυνδεδεμϋνων πρωτεώνών ϋγινε με 

διαβϊθμιςη ςυγκϋντρωςησ διαλϑματοσ Β (Πύνακασ 15). Πιο ςυγκεκριμϋνα η ϋκλουςη ϋγινε με 0 

- 40 % διαλϑματοσ Β ςε χρονικϐ διϊςτημα 40 min και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα ϐγκου 1 mL 

δηλαδό, ςε κϊθε κλϊςμα η ςυγκϋντρωςη του NaCl αυξανϐταν κατϊ 20 mM. 

Πίνακασ 15: ϑςταςη διαλυμϊτων για το δεϑτερο βόμα καθαριςμοϑ τησ hlGPb. 

Διάλυμα Α, pH 7.5 Διάλυμα Β, pH 7.5 

20 mM Tris-HCl 20 mM Tris-HCl 

1 mM DTT 1 mM DTT 

 1 M NaCl 

Η πορεύα του καθαριςμοϑ αξιολογόθηκε με ανϊλυςη των κλαςμϊτων ςε SDS-PAGE. Σα 

κλϊςματα που περιεύχαν την hlGPb ςυλλϋχθηκαν και προςτϋθηκε ςε αυτϊ η πρωτεϊςη TEV-

(His)6 ςε αναλογύα 1 mg πρωτεϊςη TEV-(His)6 για 40 mg ολικών πρωτεώνών ώςτε να 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



111 
 

επιτευχθεύ η τμόςη τησ ετικϋτασ ςυγγϋνειασ. Η επώαςη με την πρωτεϊςη TEV-(His)6 ϋγινε για 

16 h ςε θερμοκραςύα 4 οC. 

3ο Βόμα καθαριςμοϑ: HisTrap FF, 5 mL (IMAC με ακινητοποιημένα Ni2+, GE HealthCare) 

Μετϊ την επώαςη με την πρωτεϊςη TEV-(His)6 ακολοϑθηςε εφαρμογό του δεύγματοσ ςε ςτόλη 

IMAC με ακινητοποιημϋνα Ni2+ ώςτε να απομακρυνθεύ η ϊτμητη hlGPb. Η επιλογό τησ ςτόλησ 

με Ni2+ αντύ για Co2+, που χρηςιμοποιόθηκε πριν, ϋγινε λϐγω τησ μεγϊλησ ευαιςθηςύασ τησ 

τελευταύασ ςε ιςχυροϑσ αναγωγικοϑσ παρϊγοντεσ ϐπωσ το DTT. Η εξιςορρϐπηςη τησ ςτόλησ 

ϋγινε με διϊλυμα Α (Πύνακασ 16) για τουλϊχιςτον δϋκα ϐγκουσ ςτόλησ. Η εφαρμογό του 

δεύγματοσ ϋγινε με ροό 0.3 mL/min και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα των 5 mL (flow through). Η 

πλϑςη τησ ςτόλησ ϋγινε για 10-15 ϐγκουσ ςτόλησ με εφαρμογό διαλϑματοσ Α με ροό 0.5-.07 

mL/min και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα των 5 mL (wash). Η ϋκλουςη τησ ϊτμητησ πρωτεϏνησ και 

τησ πρωτεϊςησ TEV-(His)6 ϋγινε με εφαρμογό διαλϑματοσ Β (Πύνακασ 16) και ςυλλϋχθηκαν 

κλϊςματα του 1 mL.  

Πίνακασ 16: ϑςταςη διαλυμϊτων για το τρύτο βόμα καθαριςμοϑ τησ hlGPb. 

Διάλυμα Α, pH 7.5 Διάλυμα Β, pH 7.5 

20 mM Tris-HCl 20 mM Tris-HCl 

1 mM DTT 1 mM DTT 

0.3 M NaCl 0.3 M NaCl 

 0.5 M imidazole 

Η πορεύα του καθαριςμοϑ αξιολογόθηκε με ανϊλυςη των κλαςμϊτων ςε SDS-PAGE. Σα 

κλϊςματα τα οπούα περιεύχαν την πρωτεϏνη ςυλλϋχθηκαν, ςυμπυκνώθηκαν με φύλτρο 

ςυμπϑκνωςησ (με κατώφλι 30 kDa) και αφοϑ ϋγινε προςθόκη ύςου ϐγκου γλυκερϐλησ, η 

πρωτεϏνη αποθηκεϑτηκε ςε θερμοκραςύα -20 οC  

4.6. ΠΑΡΑΓΨΓΗ, ΚΑΘΑΡΙΜΟ ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΨΗ ΕΝΖΤΜΨΝ ΑΠΟΔΙΑΚΛΑΔΨΗ 

ΣΟΤ ΓΛΤΚΟΓΟΝΟΤ 

4.6.1. hGDE: Δοκιμέσ έκφραςησ και παραγωγήσ διαλυτήσ πρωτεανησ. 

Απομβνωςη και καθαριςμβσ του hGDE 

4.6.1.1. Δοκιμέσ έκφραςησ και διαλυτβτητασ ςτο hGDE για παραγωγή 

διαλυτήσ πρωτεανησ 

Η βελτιςτοπούηςη τησ νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ που κωδικοποιεύ την ιςομορφό 1 του 

hGDE ϋγινε απϐ την εταιρεύα GenScript ώςτε να αποφευχθοϑν τυχϐν προβλόματα που 

δημιουργοϑνται απϐ τη παρουςύα των ςπϊνιων κωδικονύων, ϐπωσ αναλϑθηκε παραπϊνω (Βλ 
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παρϊγραφο 4.1.1.1.1). Η αλληλουχύα αυτό κλωνοποιόθηκε ςε φορϋα ϋκφραςησ pET26b ο 

οπούοσ προςδύδει ςτην πρωτεϏνη μια ςηματοδοτικό αλληλουχύα (pelB) για μεταφορϊ τησ 

πρωτεϏνησ ςτο περύπλαςμα (Βλ παρϊγραφο 4.1.1.1.2) και μια ετικϋτα (His)6 ςτο C-τελικϐ τησ 

ϊκρο για τον καθαριςμϐ τησ πρωτεϏνησ μϋςω χρωματογραφύασ. Επιπλϋον, κατϊ τη ςϑνθεςη 

του γονιδύου τοποθετόθηκε μια αλληλουχύα αναγνώριςησ και τμόςησ απϐ τη πρωτεϊςη 3C 

μεταξϑ τησ πρωτεϏνησ και τησ ετικϋτασ των ιςτιδινών, ώςτε να εύναι εφικτό η απομϊκρυνςη 

τουσ εϊν εύναι επιθυμητϐ. Η νουκλεοτιδικό αλληλουχύα κλωνοποιόθηκε ςτον φορϋα ϋκφραςησ 

εύτε μεταξϑ των θϋςεων αναγνώριςησ των περιοριςτικών ενζϑμων NcoI/XhoI για ϋκκριςη και 

αναδύπλωςη τησ πρωτεϏνησ περύπλαςμα εύτε μεταξϑ των θϋςεων αναγνώριςησ των 

περιοριςτικών ενζϑμων NdeI/XhoI για αναδύπλωςη τησ πρωτεϏνησ ςτο κυτταρϐπλαςμα 

(Εικϐνα 38). Δοκιμϊςτηκαν οι βακτηριακϋσ κυτταρικϋσ ςειρϋσ E. coli: ΒL21Gold, B834, 

B834pLysS, Rosetta 2 και Origami. Σο γονύδιο ειςόχθη ςτα βακτόρια μϋςω χημικοϑ 

μεταςχηματιςμοϑ και ποςϐτητα των κυττϊρων επιςτρώθηκε ςε τρυβλύα Petri με ςτερεϐ 

θρεπτικϐ υλικϐ LB-agar παρουςύα 34 μg/mL καναμυκύνησ. Για τισ δοκιμϋσ με τα ςτελϋχη 

B834pLysS και Rosetta 2, ςτο ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ εύχε προςτεθεύ επύςησ 25 μg/mL 

χλωραμφαινικϐλη.  

 

Εικβνα 38: Οι δϑο φορεύσ ςτουσ οπούουσ κλωνοποιόθηκε το hGDE (το γονύδιο αναφϋρεται ωσ AGL). Σο γονύδιο 

κλωνοποιόθηκε μεταξϑ των θϋςεων αναγνώριςησ των περιοριςτικών ενζϑμων Αριςτερά, NdeI/XhoI και Δεξιά, των 

NcoI/XhoI. 

Σην επϐμενη ημϋρα μια αποικύα μεταφϋρθηκε ςε υγρϐ θρεπτικϐ υλικϐ LB-broth παρουςύα των 

ύδιων ςυγκεντρώςεων αντιβιοτικών αλλϊ και παρουςύα 1 % w/v γλυκϐζησ. Η γλυκϐζη 

προςτϋθηκε ςε ϐλα τα πειρϊματα εκτϐσ απϐ εκεύνα που ϋγινε χρόςη του ςτελϋχουσ B834pLysS, 

μιασ και αυτϊ τα κϑτταρα ενδεύκνυνται για προβλόματα με διαρρϋον πλαςμύδιο (Βλ. 
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παρϊγραφο 4.1.1.1.2). Διϊλυμα 50 % w/v γλυκϐζησ παραςκευϊςτηκε ςε αποςτειρωμϋνο ζεςτϐ 

υγρϐ θρεπτικϐ υλικϐ LB-broth το οπούο ϋπειτα φιλτραρύςτηκε απϐ φύλτρο με πϐρουσ 

διαμϋτρου 0.2 μm και προςτϋθηκαν τα αντιβιοτικϊ ςτισ ύδιεσ ςυγκεντρώςεισ με τισ υγρϋσ 

καλλιϋργειεσ. Σα κϑτταρα αναπτϑχθηκαν ςε θερμοκραςύα 37 οC για 16 h ςε επωαςτόρα υπϐ 

ανακύνηςη (210 rpm). 

Ϊπειτα ποςϐτητα κυττϊρων μεταφϋρθηκε ςε υγρϐ θρεπτικϐ υλικϐ ςε αναλογύα 1:100 

παρουςύα των ύδιων ςυγκεντρώςεων αντιβιοτικών και γλυκϐζησ. Σα κϑτταρα αναπτϑχθηκαν 

ςε θερμοκραςύα 37 οC ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm) ϋωσ ϐτου η οπτικό πυκνϐτητα 

τησ καλλιϋργειασ ςε μόκοσ κϑματοσ 600 nm ϋφταςε την τιμό ~ 0.6. Η καλλιϋργεια χωρύςτηκε 

ςε αποςτειρωμϋνεσ υϊλινεσ κωνικϋσ φιϊλεσ (10 mL ςε κϊθε κωνικό φιϊλη) και ακολοϑθηςε 

προςθόκη IPTG ςε ςυγκϋντρωςη 1 mM και επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ ςε θερμοκραςύα 37 οC 

για 4 h ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm). Τπερϋκφραςη ϋγινε επύςησ ςε θερμοκραςύα 

16 οC για 16 h ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm). ε αυτό τη περύπτωςη η καλλιϋργεια 

τοποθετόθηκε πρώτα ςε πϊγο και ϋπειτα ϋγινε η προςθόκη του IPTG ςε ςυγκϋντρωςη 0.1 mM. 

ε κϊθε περύπτωςη, τα κϑτταρα ςυλλϋχθηκαν με φυγοκϋντρηςη μετϊ το πϋρασ τησ διϊρκειασ 

τησ επαγωγόσ τησ υπερϋκφραςησ (6000 rpm, 10 min, 4 oC). Σο ύζημα απϐ τα 10 mL 

καλλιϋργειασ διαλυτοποιόθηκε ςε 1 mL διαλϑματοσ λϑςησ το οπούο περιεύχε 20 mM Tris-HCl, 

0.3 M NaCl, 2 mM β-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, pH 7.5. Η λϑςη των κυττϊρων ϋγινε με 

υπερόχουσ [(25 % amplitude, 10 sec εφαρμογό/ 10 sec παϑςη)x2, 4 οC] και το διαλυτϐ κλϊςμα 

ςυλλϋχθηκε με φυγοκϋντρηςη (13000 rpm, 45 min, 4 oC). ε δεύγματα πριν και μετϊ τη 

φυγοκϋντρηςη, δηλαδό ςτο ολικϐ κυτταρϐλυμα αλλϊ και ςτο διαλυτϐ κλϊςμα ϋγινε 

προςδιοριςμϐσ τησ ςυγκϋντρωςησ πρωτεώνών με τη μϋθοδο Bradford. Ϊπειτα, 30 μg 

πρωτεώνών αναλϑθηκαν ςε SDS-PAGE. Η παρουςύα τησ πρωτεϏνησ ςτο διαλυτϐ κλϊςμα 

δηλώνει την παραγωγό διαλυτόσ πρωτεϏνησ ενώ η παρουςύα τησ μϐνο ςτο ολικϐ κυτταρϐλυμα 

δηλώνει ϐτι η πρωτεϏνη εντοπύζεται ςτα ϋγκλειςτα ςώματα.  

4.6.1.1.1. Βελτιςτοποίηςη τησ διαλυτβτητασ του hGDE. 

Όπωσ αναφϋρθηκε και παραπϊνω (Βλ. παρϊγραφο 4.1.1.1.2), η χρόςη του κατϊλληλου 

διαλϑματοσ λϑςησ μπορεύ να επηρεϊςει τη διαλυτϐτητα τησ πρωτεϏνησ. Για το λϐγο αυτϐ 

ελϋγξαμε διϊφορα διαλϑματα λϑςησ (Πύνακασ 17) τα οπούα βρύςκονται ςτον ιςτϐτοπο του 

EMBL [196]. Η διαδικαςύα λϑςησ των βακτηριών ϋγινε ϐπωσ ςτην προηγοϑμενη παρϊγραφο.  
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Πίνακασ 17: Σα διϊφορα διαλϑματα λϑςησ που χρηςιμοποιόθηκαν [196]. 

0-: (-IPTG) 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.3 M NaCl, 2mM β-Merc 11: 10: 50 mM Tris pH 7.5, 1 M KCl 

0+: (+IPTG) 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.3 M NaCl, 2mM β-Merc 12: 50 mM Tris pH 7.5, 0.5 M Urea, 50 mM NaCl 

1: 50 mM Na Acetate pH 5, 50 mM NaCl 13: 50 mM Tris pH 7.5, 1 M Urea, 50 mM NaCl 

2: 50 mM MES pH 6, 50 mM NaCl 14: 50 mM Tris pH 7.5, 2 M Urea, 50 mM NaCl 

3: 50 mM Tris pH 7, 50 mM NaCl 15: 50 mM Tris pH 7.5, 3 M Urea, 50 mM NaCl 

4: 50 mM Tris pH 8, 50 mM NaCl 16: 50 mM Tris pH 7.5, 4 M Urea, 50 mM NaCl 

5: 50 mM Tris pH 9, 50 mM NaCl 17: 50 mM Tris pH 7.5, 5 M Urea, 50 mM NaCl 

6: 50 mM Tris pH 7.5, 0.1 M NaCl 18: 50 mM Tris pH 7.5, 6 M Urea, 50 mM NaCl 

7: 50 mM Tris pH 7.5, 0.5 M NaCl 19: 20mM Tris HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.2 % v/v Triton X-100 

8: 50 mM Tris pH 7.5, 1 M NaCl 20: 20mM Tris HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.2 % v/v Tween-20 

9: 50 mM Tris pH 7.5, 2 M NaCl 21: 20mM Tris HCl pH7.5, 50 mM NaCl, 10 % v/v Glycerol 

10: 50 mM Tris pH 7.5, 0.1 M KCl 22: 20mM Tris HCl pH7.5, 50 mM NaCl, 50 % Glycerol 

4.6.1.1.2. υν-έκφραςη με μοριακέσ ςυνοδογσ 

Η ςυν-ϋκφραςη με μοριακϋσ ςυνοδοϑσ ϋγινε με ςκοπϐ να επιτϑχουμε την παραγωγό διαλυτόσ 

πρωτεϏνησ. Φρηςιμοποιόςαμε το chaperone plasmid set τησ εταιρεύασ TaKaRa, το οπούο 

αποτελεύται απϐ πϋντε διαφορετικϊ πλαςμύδια που κωδικοποιοϑν μοριακϋσ ςυνοδοϑσ ό 

ςυνδυαςμϐ διαφορετικών μοριακών ςυνοδών ϐπωσ φαύνεται ςτην Εικϐνα 39. Κϑτταρα E. coli 

BL21Gold ςτα οπούα εύχαν ειςαχθεύ τα πλαςμύδια για τισ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ (ϋνα κϊθε φορϊ), 

μεταςχηματύςτηκαν με το πλαςμύδιο που κωδικοποιεύ για το hGDE με ηλεκτροδιϊτρηςη. 

Κϑτταρα επιςτρώθηκαν ςε τρυβλύα Petri ςε ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ LB-agar παρουςύα 34 

μg/mL καναμυκύνη, 20 μg/mL χλωραμφαινικϐλη και αναπτϑχθηκαν ςε θερμοκραςύα 37 οC για 

16 h. Σην επϐμενη ημϋρα, μια αποικύα μεταφϋρθηκε ςε υγρϐ θρεπτικϐ υλικϐ LB-broth 

παρουςύα των ύδιων ςυγκεντρώςεων αντιβιοτικών και 1 % (w/v) γλυκϐζησ. Επιπλϋον, 

ανϊλογα το πλαςμύδιο (Εικϐνα 39), ϋγινε προςθόκη L-αραβινϐζησ ςε ςυγκϋντρωςη 0.5 mg/mL 

ό/και τετρακυκλίνησ ςε ςυγκϋντρωςη 5 ng/mL ώςτε να ξεκινόςει η παραγωγό των μοριακών 

ςυνοδών πριν την επαγωγό τησ ϋκφραςησ του hGDE. Σα κϑτταρα αναπτϑχθηκαν ςε 

θερμοκραςύα 37 οC για 16 h ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm) [168]. Σην επϐμενη η 

μϋρα, ποςϐτητα κυττϊρων προςτϋθηκε ςε υγρϐ θρεπτικϐ υλικϐ TB (Terrific Broth) ςε 

αναλογύα 1:100 παρουςύα των ύδιων ςυνθηκών. Σα κϑτταρα αναπτϑχθηκαν ςε θερμοκραςύα 

37 οC ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm) ϋωσ ϐτου η οπτικό πυκνϐτητα τησ καλλιϋργειασ 

ςε μόκοσ κϑματοσ 600 nm ϋφταςε την τιμό ~ 0.5. Σϐτε, οι καλλιϋργειεσ τοποθετόθηκαν για 

λύγη ώρα ςε πϊγο και η υπερϋκφραςη ϋγινε με IPTG ςε ςυγκϋντρωςη 0.1 mΜ, ςε θερμοκραςύα 

16 οC για 16 h ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



115 
 

No.  Πλαςμίδιο  Μοριακέσ ςυνοδοί  Τποκινητήσ  Επαγωγέασ  Αντιβιοτικβ επιλογήσ 

1  pG-KJE8  
dnaK-dnaJ-grpE  

groES-groEL  

araB  

Pzt-1  

L-Αραβινϐζη  

Σετρακυκλύνη 
Φλωραμφαινικϐλη 

2  pGro7  groES-groEL  araB  L-Αραβινϐζη Φλωραμφαινικϐλη 

3  pKJE7  dnaK-dnaJ-grpE  araB  L-Αραβινϐζη Φλωραμφαινικϐλη 

4  pG-Tf2  groES-groEL-tig  Pzt-1  Σετρακυκλύνη Φλωραμφαινικϐλη 

5  pTf16  tig  araB  L-Αραβινϐζη Φλωραμφαινικϐλη 

 

Εικβνα 39: Σα πλαςμύδια που κωδικοποιοϑν τισ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ (TaKaRa Chaperone plasmid set). 

Οι μοριακϋσ μϊζεσ των μοριακών ςυνοδών εύναι: GroEL 60 kDa 

 GroES  10 kDa 

 DnaK 70 kDa 

 DnaJ  40 kDa 

 Tf  56 kDa 

 GrpE 22 kDa 

Σα κϑτταρα ςυλλϋχθηκαν με φυγοκϋντρηςη (6000 rpm, 10 min, 4 oC) και το ύζημα 

διαλυτοποιόθηκε ςε διϊλυμα λϑςησ το οπούο περιεύχε 20 mM Tris-HCl, 0.3 M NaCl, 2 mM β-

Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, pH 7.5. Η λϑςη των κυττϊρων ϋγινε με υπερόχουσ [(25 % 

amplitude, 10 sec εφαρμογό/ 10 sec παϑςη)x2, 4 οC] και το διαλυτϐ κλϊςμα ςυλλϋχθηκε με 

φυγοκϋντρηςη (13000 rpm, 45 min, 4 oC). ε δεύγματα πριν και μετϊ τη φυγοκϋντρηςη, δηλαδό 

το ολικϐ κυτταρϐλυμα αλλϊ και το διαλυτϐ κλϊςμα ϋγινε προςδιοριςμϐσ τησ ςυγκϋντρωςησ 

πρωτεώνών με τη μϋθοδο Bradford. Ϊπειτα 30 μg πρωτεώνών αναλϑθηκαν ςε SDS-PAGE. Η 

παρουςύα τησ πρωτεϏνησ ςτο διαλυτϐ κλϊςμα δηλώνει την παραγωγό διαλυτόσ πρωτεϏνησ 

ενώ η παρουςύα τησ μϐνο ςτο ολικϐ κυτταρϐλυμα δηλώνει ϐτι η πρωτεϏνη εντοπύζεται ςτα 

ϋγκλειςτα ςώματα. 

4.6.1.1.3. Παραγωγή του αναςυνδυαςμένου hGDE ςτον περιπλαςματικβ χώρο 

του E. coli 

Για την παραγωγό του hGDE ςτον περιπλαςματικϐ χώρο του E. coli χρηςιμοποιόθηκε το 

πλαςμύδιο ςτο οπούο το γονύδιο του hGDE ϋχει κλωνοποιηθεύ ςτισ θϋςεισ που αναγνωρύζονται 
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απϐ τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα NcoI/XhoI. Η πρωτεϏνη ϋφερε ςτο Ν-τελικϐ τησ ϊκρο μια 

ςηματοδοτικό αλληλουχύα ώςτε να μεταφερθεύ ςτο περύπλαςμα για να αναδιπλωθεύ (Βλ. 

παρϊγραφο 4.1.1.1.2). Εκεύ, η ςηματοδοτικό αλληλουχύα θα αποκοπεύ και η πρωτεϏνη θα 

αναδιπλωθεύ. Σο πλαςμύδιο ειςόχθη ςτα διϊφορεσ βακτηριακϋσ κυτταρικϋσ ςειρϋσ E. coli 

(BL21Gold, B834, B834pLysS, Rosetta 2) και η διαδικαςύα χειριςμοϑ και ανϊπτυξησ τουσ εύναι 

ύδια ϐπωσ αναφϋρεται παραπϊνω (Βλ. παρϊγραφο 4.6.1.1.1). Η εξαγωγό των πρωτεώνών απϐ 

τον περιπλαςματικϐ χώρο δεν ϋγινε με εφαρμογό υπερόχων αλλϊ με ωςμωτικό λϑςη. Αρχικϊ, 

τα βακτόρια διαλυτοποιόθηκαν και επωϊςτηκαν για ~ 20 min ςε θερμοκραςύα 4 οC ςε 

υπϋρτονο διϊλυμα (25 mL για 1 L καλλιϋργεια) το οπούο περιεύχε 30 mM Tris-HCl pH 8.0, 20 % 

w/v ςουκρϐζη, 1 mM EDTA. Ακολοϑθηςε φυγοκϋντρηςη (13000 rpm, 4 oC, 30 min), φυλϊξαμε 

το διαλυτϐ κλϊςμα και το ύζημα διαλυτοποιόθηκε και επωϊςτηκε ςε υπϐτονο διϊλυμα το 

οπούο περιεύχε 5 mM MgSO4 ςε θερμοκραςύα 4 οC για ~ 20 min (25 mL για 1 L καλλιϋργεια). Με 

φυγοκϋντρηςη (13000 rpm, 4 oC, 30 min), παραλϊβαμε το διαλυτϐ κλϊςμα το οπούο 

αναμύχθηκε με το αντύςτοιχο κλϊςμα απϐ την λϑςη με το υπϋρτονο διϊλυμα. Σα δεύγματα 

αναλϑθηκαν ςε SDS-PAGE. Επιπλϋον, ϋγιναν δοκιμϋσ για αϑξηςη τησ απϐδοςησ τησ παραγωγόσ 

τησ πρωτεϏνησ ςτο περύπλαςμα και τησ ϋκκριςησ τησ ςτο θρεπτικϐ υλικϐ, με προςθόκη 1 % 

w/v γλυκύνησ ό μύγματοσ 1 % w/v γλυκύνησ, 5 % w/v ςουκρϐζησ, 1 % w/v Triton X-100, 

ςϑμφωνα με τη βιβλιογραφύα [188-190]. Σα πυκνϊ διαλϑματα των παραπϊνω ςυςτατικών 

εύχαν διαλυτοποιηθεύ ςε υγρϐ θρεπτικϐ υλικϐ TB ώςτε η προςθόκη τουσ να μην επηρεϊςει τη 

ςϑςταςη του θρεπτικοϑ υλικοϑ. Η γλυκύνη προςτϋθηκε ϐταν η οπτικό πυκνϐτητα τησ 

καλλιϋργειασ ςε μόκοσ κϑματοσ 600 nm όταν ~0.3 ενώ η ςουκρϐζη και το Triton X-100 ϐταν η 

οπτικό πυκνϐτητα όταν ~ 0.6-0.7, πριν την επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ. Η προςθόκη τησ 

γλυκύνησ ϋγινε περύπου ςτη μϋςη τησ φϊςησ ανϊπτυξησ των βακτηρύων καθώσ φαύνεται να 

οδηγεύ ςε αυξημϋνα επύπεδα ϋκκριςησ ςτο θρεπτικϐ υλικϐ [230]. Με τη μϋθοδο αυτό, πρϋπει να 

εκτιμηθεύ και η βιωςιμϐτητα των κυττϊρων καθώσ και αν ϋχει αποκοπεύ η ςηματοδοτικό 

αλληλουχύα κατϊ τη μεταφορϊ τησ πρωτεϏνησ ςτον περιπλαςματικϐ χώρο. 

4.6.1.2. Παραγωγή, απομβνωςη και καθαριςμβσ του αναςυνδυαςμένου 

hGDE ςτο κυτταρβπλαςμα των βακτηριακών κυττάρων 

4.6.1.2.1. Παραγωγή του αναςυνδυαςμένου hGDE ςτο κυτταρβπλαςμα των 

βακτηριακών κυττάρων 
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Η βελτιςτοποιημϋνη νουκλεοτιδικό αλληλουχύα (GenScript) που κωδικοποιεύ την ιςομορφό 1 

του hGDE βρύςκεται κλωνοποιημϋνη ςε φορϋα ϋκφραςησ pET-26b μεταξϑ των θϋςεων που 

αναγνωρύζονται απϐ τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα NdeI/XhoI. Ο φορϋασ ϋχει τροποποιηθεύ ϋτςι 

ώςτε ςτο C-τελικϐ τμόμα τησ πρωτεϏνησ που θα παραχθεύ και πριν την ετικϋτα (His)6 να 

υπϊρχει μια περιοχό αναγνώριςησ και τμόςησ απϐ την πρωτεϊςη 3C ώςτε να αποκοπεύ η 

ετικϋτα (His)6 εϊν το επιθυμοϑμε. Οι ετικϋτα (His)x6 θα χρηςιμοποιηθεύ κατϊ τον καθαριςμϐ 

του ενζϑμου. Σο πλαςμύδιο ειςόχθη με ηλεκτροδιϊτρηςη ςε κϑτταρα BL21Gold τα οπούα εύχαν 

πρώτα μεταςχηματιςτεύ με ϊλλα πλαςμύδια ώςτε να επιτευχθεύ ςυνϋκφραςη με τη μοριακό 

ςυνοδϐ trigger factor ό τισ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ GroES/EL (πλαςμύδιο 5 και 2 αντύςτοιχα, βλ. 

παρϊγραφο 4.6.1.1.2 και 4.1.1.1.2). Ποςϐτητα των κυττϊρων επιςτρώθηκε ςε τρυβλύα Petri ςε 

ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϊ LB-Agar παρουςύα 34 μg/ml καναμυκύνησ και 20 μg/ml 

χλωραμφαινικϐλησ. Σα τρυβλύα τοποθετόθηκαν ςε επωαςτόρα ςε θερμοκραςύα 37 οC για 16 h. 

Σην επϐμενη ημϋρα, μια αποικύα μεταφϋρθηκε ςε υγρϐ θρεπτικϐ υλικϐ LB-Broth (κατϊ Miller) 

και τα βακτόρια αναπτϑχθηκαν παρουςύα των ύδιων ςυγκεντρώςεων αντιβιοτικών με 

επιπλϋον προςθόκη 0.5 mg/mL L-αραβινϐζησ (για την επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ τησ/των 

μοριακών ςυνοδών) και 1 % w/v γλυκϐζησ (για προβλόματα με διαρρϋον πλαςμύδιο, Βλ. 

παρϊγραφο 4.1.1.1.2 και 4.6.1.1.2) για 16 h ςε θερμοκραςύα 37 οC ςε επωαςτόρα υπϐ 

ανακύνηςη (210 rpm). Σην επϐμενη ημϋρα 7.5 mL απϐ την καλλιϋργεια μεταφϋρθηκαν ςε υγρϐ 

θρεπτικϐ υλικϐ Terrific broth ϐγκου 750 mL ςτο οπούο εύχαν πρώτα προςτεθεύ 34 μg/ml 

καναμυκύνη, 20 μg/ml χλωραμφαινικϐλη, 0.5 mg/mL L-αραβινϐζη και 1 % w/v γλυκϐζη. Σο 

μύγμα τοποθετόθηκε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm) ςε θερμοκραςύα 37 οC ϋωσ ϐτου η 

οπτικό πυκνϐτητα ςε μόκοσ κϑματοσ 600 nm ϋφταςε την τιμό 0.5. Σϐτε, οι καλλιϋργειεσ 

τοποθετόθηκαν ςε πϊγο και η επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ του γονιδύου ϋγινε με προςθόκη 

IPTG ςε ςυγκϋντρωςη 0.1 mM. Οι καλλιϋργειεσ τοποθετόθηκαν ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη 

(210 rpm) για 16 h ςε θερμοκραςύα 15 οC. Μετϊ το πϋρασ των 16 ωρών ϋγινε ςυλλογό των 

βακτηριακών κυττϊρων με φυγοκϋντρηςη (6000 rpm, 30 min, 4 oC). 

4.6.1.2.2. Καθαριςμβσ και απομβνωςη του hGDE 

Tο ύζημα των βακτηριακών κυττϊρων διαλυτοποιόθηκε ςε ~ 20 mL διαλϑματοσ λϑςησ το 

οπούο περιεύχε 50 mM sodium phosphate pH 8.0, 0.3 M NaCl, 2 mM DTT, 5 % (v/v) γλυκερϐλη, 

10 mM ιμιδαζϐλιο. Σο pH του διαλϑματοσ λϑςησ ρυθμύςτηκε ςτο 8.0, φιλτραρύςτηκε με φύλτρο 

με πϐρουσ διαμϋτρου 0.2 μm και πριν την διαλυτοπούηςη των κυττϊρων ϋγινε προςθόκη 1 mM 

PMSF. Η διαλυτοπούηςη των κυττϊρων ϋγινε ςε θερμοκραςύα 4 οC και η λϑςη τουσ με 
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εφαρμογό υπερόχων (70 % amplitude, 30 sec εφαρμογό / 30 sec παϑςη, 4 οC για πϋντε 

κϑκλουσ). τη ςυνϋχεια προςτϋθηκε βενζονϊςη και το δεύγμα ϋμεινε για 10 min ςε 

θερμοκραςύα 4 οC. Ακολοϑθωσ, παραλϊβαμε το διαλυτϐ κλϊςμα με φυγοκϋντρηςη (19000 rpm, 

45 min, 4 oC) και το φιλτρϊραμε με φύλτρο με πϐρουσ διαμϋτρου 0.45 μm. Σο τελικϐ δεύγμα 

υποβλόθηκε ςε καθαριςμϐ με χρόςη του ςυςτόματοσ ÄKTA-FPLC (GE, HealthCare) ςε 

θερμοκραςύα 4 οC. Σα διαλϑματα που χρηςιμοποιόθηκαν ςε ϐλα τα ςτϊδια εύχαν φιλτραριςτεύ 

απϐ φύλτρο με πϐρουσ διαμϋτρου 0.2 μm και απαερωθεύ ςε υδατϐλουτρο υπερόχων. 

1ο Βόμα καθαριςμοϑ: HisTrap FF, 5 mL (IMAC με ακινητοποιημένα Ni2+, GE HealthCare) 

Η εξιςορρϐπηςη του υλικοϑ τησ ςτόλησ ϋγινε με διϊλυμα Α (Πύνακασ 18) με τουλϊχιςτον δϋκα 

ϐγκουσ ςτόλησ. Σο δεύγμα εφαρμϐςτηκε ςτη ςτόλη με ροό 0.3 mL/min και ςυλλϋχθηκαν 

κλϊςματα των 5 mL (flow through). Ακολοϑθηςε πλϑςη τησ ςτόλησ με διϊλυμα Α με ροό 0.5 – 

0.7 mL/min για ~ 10-15 ϐγκουσ ςτόλησ και ϋγινε ςυλλογό κλαςμϊτων ϐγκου των 5 mL (wash). 

Η ϋκλουςη των προςδεδεμϋνων πρωτεώνών απϐ τη ςτόλη ϋγινε με διϊλυμα Β (Πύνακασ 18) και 

ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα ϐγκου 1 mL. 

Πίνακασ 18: ϑςταςη διαλυμϊτων για το πρώτο βόμα καθαριςμοϑ του hGDE. 

Διάλυμα Α, pH 8.0 Διάλυμα Β, pH 8.0 

50 mM sodium phosphate pH 8.0 50 mM sodium phosphate pH 8.0 

0.3 M NaCl 0.3 M NaCl 

2 mM DTT 2 mM DTT 

5 % (v/v) glycerol 5 % (v/v) glycerol 

10 mM imidazole 250 mM imidazole 

Η πορεύα του καθαριςμοϑ αξιολογόθηκε με ανϊλυςη των κλαςμϊτων ςε SDS-PAGE. Επιπλϋον, 

ςτα κλϊςματα που περιεύχαν το hGDE ϋγιναν δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ ώςτε να ταυτοποιηθεύ αν 

η πρωτεϏνη όταν καταλυτικϊ ενεργό. Σα δραςτικϊ κλϊςματα ςυγκεντρώθηκαν και 

υποβλόθηκαν ςε διαπύδυςη για 16 h ςε θερμοκραςύα 4 οC ϋναντι διαλϑματοσ το οπούο περιεύχε 

20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 2 mM DTT και 5 % (v/v) γλυκερϐλη, pH 8.0 με χρόςη μεμβρανών 

διαπύδυςησ με πϐρουσ διαμϋτρου 10 kDa.  

2ο Βόμα καθαριςμοϑ: HiTrap Q HP, 5 mL (IEC, GE HealthCare) 

Η ςτόλη εξιςορροπόθηκε με διϊλυμα Α (Πύνακασ 19) για τουλϊχιςτον δϋκα ϐγκουσ ςτόλησ. Σο 

δεύγμα εφαρμϐςτηκε με ροό 0.5 mL/min και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα των 5 mL (flow through). 

Η πλϑςη τησ ςτόλησ ϋγινε με ροό 1 - 1.7 mL/min με εφαρμογό διαλϑματοσ Α για 10-15 ϐγκουσ 

ςτόλησ και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα των 5 mL (wash). Η ϋκλουςη των ςυνδεδεμϋνων 

πρωτεώνών ϋγινε με διαβϊθμιςη ςυγκϋντρωςησ διαλϑματοσ Β (Πύνακασ 19). Πιο ςυγκεκριμϋνα, 

η ϋκλουςη ϋγινε με εφαρμογό 0 - 50 % διαλϑματοσ Β, με ροό 1.25 mL/min ςε ςυνολικϐ χρονικϐ 
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διϊςτημα 132 min και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα των 2.5 mL. Η αξιολϐγηςη τησ πορεύασ 

καθαριςμοϑ ϋγινε με ανϊλυςη των κλαςμϊτων ςε SDS-PAGE και δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ. Σα 

δραςτικϊ κλϊςματα τα οπούα περιεύχαν το hGDE ςυμπυκνώθηκαν με φυγοκϋντρηςη με φύλτρο 

ςυμπϑκνωςησ (με κατώφλι 30 kDa) ώςτε το ϋνζυμο να χρηςιμοποιηθεύ για κινητικϋσ μελϋτεσ 

και δοκιμϋσ κρυςτϊλλωςησ.  

Πίνακασ 19: ϑςταςη διαλυμϊτων για το δεϑτερο βόμα καθαριςμοϑ του hGDE. 

Διάλυμα Α, pH 8.0 Διάλυμα Β, pH 8.0 

20 mM Tris-HCl 20 mM Tris-HCl 

50 mM NaCl 1 M NaCl 

2 mM DTT 2 mM DTT 

5 % (v/v) glycerol 5 % (v/v) glycerol 

4.6.2. CgGDE: Παραγωγή, απομβνωςη και καθαριςμβσ του αναςυνδυαςμένου 

CgGDE ςτο E. coli 

Σο ϋνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου απϐ Candida glabrata απομονώθηκε ςϑμφωνα με 

τη διαδικαςύα που αναφϋρεται ςτη βιβλιογραφύα με τροποποιόςεισ [44] αλλϊ και με μια 

διαφορετικό μεθοδολογύα. Η αλληλουχύα που κωδικοποιεύ το CgGDE βρύςκεται 

κλωνοποιημϋνη ςε φορϋα ϋκφραςησ pET-26b(+) ο οπούοσ προςδύδει ςτη πρωτεϏνη μια 

αλληλουχύα (His)6 ςτο C-τελικϐ τησ ϊκρο ώςτε να χρηςιμοποιηθεύ κατϊ τον καθαριςμϐ τησ.  

4.6.2.1. Παραγωγή, του αναςυνδυαςμένου CgGDE ςτο E. coli 

Σο πλαςμύδιο ειςόχθη ςε χημειοδεκτικϊ κϑτταρα E. coli, ςτελϋχουσ Rosetta-2 μϋςω θερμικοϑ 

ςοκ και ποςϐτητα κυττϊρων επιςτρώθηκε ςε τρυβλύα Petri ςε ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ LB-Agar 

παρουςύα 34 μg/ml καναμυκύνησ και 25 μg/ml χλωραμφαινικϐλησ. Μια αποικύα μεταφϋρθηκε 

ςε υγρϐ θρεπτικϐ υλικϐ LB-broth (κατϊ Miller) και τα βακτηριακϊ κϑτταρα αναπτϑχθηκαν για 

16 h ςε θερμοκραςύα 37 οC ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm) παρουςύα των ύδιων 

ςυγκεντρώςεων αντιβιοτικών. Σην επϐμενη ημϋρα, 10 mL απϐ την καλλιϋργεια μεταφϋρθηκαν 

ςε 1 L υγροϑ θρεπτικοϑ μϋςου LB-Broth παρουςύα των ύδιων ςυγκεντρώςεων αντιβιοτικών 

και τα βακτηριακϊ κϑτταρα αναπτϑχθηκαν ςε θερμοκραςύα 37 οC ςε επωαςτόρα υπϐ 

ανακύνηςη (210 rpm) ϋωσ ϐτου η οπτικό πυκνϐτητα (λ= 600 nm) ϋφταςε την τιμό 0.6-0.7. 

Σϐτε, τα κϑτταρα τοποθετόθηκαν ςε πϊγο και η επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ ϋγινε με την 

προςθόκη IPTG ςε τελικό ςυγκϋντρωςη 0.3 mM. Η επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ ϋγινε ςε 

θερμοκραςύα 16 οC ςε επωαςτόρα υπϐ ανακύνηςη (210 rpm) για 16 h και τα βακτηριακϊ 

κϑτταρα ςυλλϋχθηκαν με φυγοκϋντρηςη (6000 rpm, 30 min, 4 oC). 
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4.6.2.2. Καθαριςμβσ και απομβνωςη του αναςυνδυαςμένου CgGDE ςε τρία 

βήματα (IMAC, IEC, SEC). 

Σο CgGDE απομονώθηκε με βϊςη τη διαδικαςύα που αναφϋρεται ςτη βιβλιογραφύα με 

τροποποιόςεισ [44]. Σο ύζημα των κυττϊρων διαλυτοποιόθηκε ςε διϊλυμα λϑςησ που περιεύχε 

20 mM Tris-HCl, 0.3 M NaCl, 2 mM β-Μερκαπτοαιθανϐλη, 1 mM PMSF, pH 7.5. Η λϑςη των 

βακτηριακών κυττϊρων ϋγινε με εφαρμογό υπερόχων (70 % amplitude, 30 sec εφαρμογό / 30 

sec παϑςη, 4 οC για πϋντε κϑκλουσ) και ακολοϑθωσ προςτϋθηκε βενζονϊςη και το μύγμα ϋμεινε 

για 10 min ςε θερμοκραςύα 4 οC. τη ςυνϋχεια ϋγινε λόψη του διαλυτοϑ κλϊςματοσ με 

φυγοκϋντρηςη (19000 rpm, 45 min, 4 oC), το δεύγμα πϋραςε απϐ φύλτρο με μϋγεθοσ πϐρων 

0.45 μm και υποβλόθηκε ςε χρωματογραφικϐ καθαριςμϐ με χρόςη του ςυςτόματοσ ÄKTA-

FPLC (GE, HealthCare). Σα διαλϑματα που χρηςιμοποιόθηκαν ςε ϐλα τα ςτϊδια εύχαν 

φιλτραριςτεύ απϐ φύλτρο με πϐρουσ διαμϋτρου 0.2 μm και απαερωθεύ ςε υδατϐλουτρο 

υπερόχων. Η διαδικαςύα του καθαριςμοϑ πραγματοποιόθηκε ςτουσ 4 oC. 

1ο Βόμα καθαριςμοϑ: HiTrap TALON crude 1 mL (IMAC με ακινητοποιημϋνα Co2+ ςε ςφαιρύδια 

ςεφαρϐζησ, GE HealthCare) 

Η εξιςορρϐπηςη του υλικοϑ τησ ςτόλησ ϋγινε με διϊλυμα Α (Πύνακασ 20) με τουλϊχιςτον δϋκα 

ϐγκουσ ςτόλησ. Η εφαρμογό του δεύγματοσ ϋγινε με ροό 0.3 mL/min και ςυλλϋχθηκαν 

κλϊςματα των 5 mL (flow through).  

Πίνακασ 20: ϑςταςη διαλυμϊτων για το πρώτο βόμα καθαριςμοϑ του CgGDE. 

Διάλυμα Α, pH 7.5 Διάλυμα Β, pH 7.5 

20 mM Tris-HCl 20 mM Tris-HCl 

0.3 M NaCl 0.3 M NaCl 

 0.5 Μ imidazole 

Η πλϑςη τησ ςτόλησ ϋγινε με διϊλυμα Α με ροό 0.5 – 0.7 mL/min για 10 - 15 ϐγκουσ ςτόλησ και 

ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα των 5 mL (wash). Η ϋκλουςη των ςυνδεδεμϋνων πρωτεώνών απϐ τη 

ςτόλη ϋγινε εφαρμογό διαλϑματοσ Β (Πύνακασ 20) και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα ϐγκου 1 mL. Η 

πορεύα του καθαριςμοϑ αξιολογόθηκε με ανϊλυςη των κλαςμϊτων ςε SDS-PAGE. Σα κλϊςματα 

που περιεύχαν την πρωτεϏνη ςυγκεντρώθηκαν και υποβλόθηκαν ςε διαπύδυςη ϋναντι 

διαλϑματοσ που περιεύχε 20 mM Tris-HCl, 2 mM β-Μερκαπτοαιθανϐλησ και 5 % (v/v) 

γλυκερϐλη, pH 7.5 με χρόςη μεμβρανών διαπύδυςησ με πϐρουσ διαμϋτρου 10 kDa, για 16 ώρεσ 

ςε θερμοκραςύα 4 οC.  
 

2ο Βόμα καθαριςμοϑ: HiTrap Q HP, 5 mL (IEC, GE HealthCare) 

Η ςτόλη εξιςορροπόθηκε με διϊλυμα Α (Πύνακασ 21) για τουλϊχιςτον δϋκα ϐγκουσ ςτόλησ. Σο 

δεύγμα εφαρμϐςτηκε ςτη ςτόλη με ροό 0.5 mL/min και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα των 5 mL (flow 
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through). Η πλϑςη τησ ςτόλησ ϋγινε με ροό 2 mL/min με εφαρμογό διαλϑματοσ Α για 10-15 

ϐγκουσ ςτόλησ και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα των 5 mL (wash). Η ϋκλουςη των ςυνδεδεμϋνων 

πρωτεώνών ϋγινε με διαβϊθμιςη ςυγκϋντρωςησ διαλϑματοσ Β (Πύνακασ 21). 

Πίνακασ 21: ϑςταςη διαλυμϊτων για το δεϑτερο βόμα καθαριςμοϑ του CgGDE. 

Διάλυμα Α, pH 7.5 Διάλυμα Β, pH 7.5 

20 mM Tris-HCl 20 mM Tris-HCl 

2 mM β-Μercaptoethanol 2 mM β-Μercaptoethanol 

5 % (v/v) glycerol 5 % (v/v) glycerol 

 1 M NaCl 

Πιο ςυγκεκριμϋνα, η ϋκλουςη ϋγινε με εφαρμογό 0 - 50 % διαλϑματοσ Β, με ροό 1.5 mL/min ςε 

ςυνολικϐ χρονικϐ διϊςτημα 200 min. Η αξιολϐγηςη τησ πορεύασ καθαριςμοϑ ϋγινε με SDS-

PAGE και τα κλϊςματα που περιεύχαν την πρωτεϏνη ςυμπυκνώθηκαν με φυγοκϋντρηςη με 

φύλτρο ςυμπϑκνωςησ (με κατώφλι 100 kDa) ςτα 300 μL. 

3ο Βόμα καθαριςμοϑ: Superdex S200 (SEC, GE HealthCare) 

Σο ςυμπυκνωμϋνο δεύγμα υποβλόθηκε ςε διαϑγαςη (16000 rpm, 4 oC, 30 min) και 

εφαρμϐςτηκε ςτη ςτόλη μοριακόσ διόθηςησ. Η ςτόλη εξιςορροπόθηκε με διϊλυμα που 

περιεύχε 20 mM Tris-HCl, 2 mM DTT, 5 % (v/v) γλυκερϐλη, 0.2 Μ NaCl, pH 7.5 με ροό 0.5 

mL/min. Η ειςαγωγό του δεύγματοσ ϋγινε με ροό 0.5 mL/min και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα του 1 

mL. Η αξιολϐγηςη τησ πορεύασ του καθαριςμοϑ ϋγινε με SDS-PAGE και τα κλϊςματα που 

περιεύχαν την πρωτεϏνη ςυμπυκνώθηκαν με φύλτρο ςυμπϑκνωςησ (με κατώφλι 30 kDa).  

4.6.2.3. Καθαριςμβσ και απομβνωςη του CgGDE ςε δγο βήματα (AC, SEC) 

1ο Βόμα καθαριςμοϑ: β-CD sepharose 6B, ~ 12 mL 

Η απομϐνωςη διεξόχθη ςϑμφωνα με τη διαδικαςύα που αναφϋρεται ςτη βιβλιογραφύα [199] 

καθώσ το CgGDE αλλϊ και το αντύςτοιχο ϋνζυμο απϐ ςακχαρομϑκητα ϋχουν παρϐμοιο μοριακϐ 

βϊροσ, ιςοηλεκτρικϐ ςημεύο και μοιρϊζονται 70 % ομοιϐτητα ςτην αλληλουχύα (Βλ. 

παρϊρτημα). Η διαδικαςύα παραςκευόσ τησ β-CD sepharose 6B αναφϋρεται ςτην παρϊγραφο 

4.3 και η διαδικαςύα τησ υπερϋκφραςησ του CgGDE εύναι η ύδια που αναφϋρεται ςτην 

προηγοϑμενη παρϊγραφο (4.6.2.1). Σο ύζημα των βακτηριακών κυττϊρων διαλυτοποιόθηκε ςε 

διϊλυμα λϑςησ το οπούο περιεύχε 20 mM Tris-HCl, 0.7 M Ammonium Sulfate, pH 7.5 και 1 mM 

PMSF. Η λϑςη των κυττϊρων ϋγινε με χρόςη υπερόχων (70 % amplitude, 30 sec εφαρμογό / 30 

sec παϑςη, 4 οC για πϋντε κϑκλουσ) και ακολοϑθωσ προςτϋθηκε βενζονϊςη. Σο μύγμα ϋμεινε για 

10 min ςε θερμοκραςύα 4 οC και το διαλυτϐ κλϊςμα παρελόφθη με φυγοκϋντρηςη (19000 rpm, 

45 min, 4 oC). Σο διαλυτϐ κλϊςμα αφοϑ φιλτραρύςτηκε, με φύλτρο με μϋγεθοσ πϐρων 0.45 μm, 

υποβλόθηκε ςε χρωματογραφικϐ καθαριςμϐ με χρόςη του ςυςτόματοσ ÄKTA-FPLC (GE, 
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HealthCare). Σο διαλυτϐ κλϊςμα εφαρμϐςτηκε ςε ςτόλη β-CD sepharose 6B με ροό 0.3 mL/min 

και ακολοϑθηςε η πλϑςη τησ ςτόλησ με διϊλυμα Α (Πύνακασ 22) με ροό 0.5 - 0.7 mL/min για ~ 

10 ϐγκουσ ςτόλησ. 

Πίνακασ 22: ϑςταςη διαλυμϊτων για το πρώτο βόμα καθαριςμοϑ του CgGDE με χρόςη ςτόλησ β-CD sepharose 6B. 

Διάλυμα Α, pH 7.5 Διάλυμα Β, pH 7.5 

20 mM Tris-HCl 20 mM Tris-HCl 

0.7 M Ammonium Sulfate  

Η ϋκλουςη των ςυνδεδεμϋνων πρωτεώνών απϐ τη ςτόλη ϋγινε με αϑξηςη διαβϊθμιςησ 

διαλϑματοσ Β (Πύνακασ 22). Πιο ςυγκεκριμϋνα, ϋγινε ϋκλουςη με εφαρμογό 0 - 100 % 

διαλϑματοσ Β, με ροό 0.5 mL/min, για ςυνολικϐ διϊςτημα 200 min και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα 

των 2 mL. Η αξιολϐγηςη τησ πορεύασ καθαριςμοϑ ϋγινε με SDS-PAGE και τα κλϊςματα που 

περιεύχαν την πρωτεϏνη ςυγκεντρώθηκαν, ςυμπυκνώθηκαν με φύλτρο ςυμπϑκνωςησ (με 

κατώφλι 30 kDa) ςε ςυγκϋντρωςη ~ 12 mg/ml αφοϑ πρώτα ϋγινε αλλαγό του διαλϑματοσ ςε 

20 mM Tris-HCl, 2 mM DTT, 5 % (v/v) glycerol, 0.2 Μ NaCl, pH 7.5 με τη χρόςη του φύλτρου.  

2ο Βόμα καθαριςμοϑ: Superdex S200 (SEC, GE HealthCare) 

Σο ςυμπυκνωμϋνο δεύγμα υποβλόθηκε ςε διαϑγαςη (16000 rpm, 4 oC, 30 min) και 

εφαρμϐςτηκε ςε ςτόλη μοριακόσ διόθηςησ Superdex S200 η οπούα εύχε εξιςορροπηθεύ με 

διϊλυμα το οπούο περιεύχε 20 mM Tris-HCl, 2 mM DTT, 5 % (v/v) glycerol, 0.2 Μ NaCl, pH 7.5 με 

ροό 0.5 mL/min. Η ειςαγωγό του δεύγματοσ ϋγινε με 0.5 mL/min και ςυλλϋχθηκαν κλϊςματα 

του 1 mL. Η αξιολϐγηςη τησ πορεύασ του καθαριςμοϑ ϋγινε με SDS-PAGE και τα κλϊςματα που 

περιεύχαν την πρωτεϏνη ςυμπυκνώθηκαν με φύλτρο ςυμπϑκνωςησ (με κατώφλι 30 kDa). Η 

πρωτεϏνη εμφϊνιςε υψηλό καθαρϐτητα και ϋγιναν δοκιμϋσ κρυςτϊλλωςησ. 

4.7. ΚΙΝΗΣΙΚΕ ΜΕΛΕΣΕ 

4.7.1. Κινητικέσ μελέτεσ ςτη GP 

4.7.1.1. Υωςφορυλίωςη των GPs απβ την rmPhK-γ-trunc 

Η φωςφορυλύωςη των α-1,4 φωςφορυλαςών ϋγινε με χρόςη τησ rmPhK-γ-trunc που 

παρϊγεται ςτο Εργαςτόριο Δομικόσ και Λειτουργικόσ Βιοχημεύασ του Σμόματοσ Βιοχημεύασ 

και Βιοτεχνολογύασ ςϑμφωνα με πρωτϐκολλο που ϋχει αναπτυχθεύ [231]. 

Για την φωςφορυλύωςη τησ rmGPb και hlGPa χρηςιμοποιόθηκε το ϋνζυμο rmPhK-γ-trunc. Η 

φωςφορυλύωςη ϋγινε ςε θερμοκραςύα 30 οC για 4 h και οι ςυνθόκεσ διεξαγωγόσ τησ 

αντύδραςησ φωςφορυλύωςησ αναφϋρονται ςτον Πύνακασ 23. Η rmPhK-γ-trunc αραιώθηκε 
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αρχικϊ ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα με pH 8.2 το οπούο περιεύχε 50 mM Hepes, 50 mM Tris-HCl, 10 

mM (CH3COO)2Mg, 0.5 mM CaCl2, 2 mM DTT και 5 mg/ml BSA. Η ATP προςτϋθηκε τελευταύα 

ώςτε να ξεκινόςει η αντύδραςη. Για την rmGPa  ο τερματιςμϐσ τησ αντύδραςησ 

φωςφορυλύωςησ ϋγινε με προςθόκη του μύγματοσ τησ αντύδραςησ ςτον πϊγο, ενώ για την 

hlGPa με προςθόκη ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ TEA pH 6.8 με κατϊλληλο ϐγκο ώςτε η 

ςυγκϋντρωςη του ενζϑμου να γύνει 10 μg/mL. Όπωσ θα αναλυθεύ και παρακϊτω, για τισ 

κινητικϋσ μελϋτεσ, η rmGPa αραιώνεται επιπλϋον με ρυθμιςτικϐ διϊλυμα και γλυκογϐνο, ενώ 

ςτην hlGPa προςτύθεται μϐνο γλυκογϐνο. Αυτό η διαφορϊ ςτον τρϐπο τερματιςμοϑ τησ 

αντύδραςησ οφεύλεται ςτο γεγονϐσ ϐτι ο ποςϐτητεσ τησ hlGP που απομονώνουμε και οι ϐγκοι 

που χρηςιμοποιοϑμε εύναι ςημαντικϊ χαμηλϐτεροι απϐ τουσ αντύςτοιχουσ τησ rmGP. 

Επομϋνωσ, η αραύωςη τησ αντύδραςησ φωςφορυλύωςησ τησ hlGPa με ρυθμιςτικϐ διϊλυμα TEA 

pH 6.8 εξαςφαλύζει την αλλαγό του pH αλλϊ και τη μη περαιτϋρω αραύωςη του δεύγματοσ με 

προςθόκη ϊλλου ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ (Βλ. παρϊγραφο 4.7.1.4). Ο ϋλεγχοσ τησ επιτυχύασ 

τησ φωςφορυλύωςησ για την rmGPb γύνεται με κινητικϋσ μελϋτεσ. Η rmGPb δεν εύναι καθϐλου 

δραςτικό απουςύα τησ AMP ενώ η rmGPa εμφανύζει αϑξηςη ςτη δραςτικϐτητα ϋωσ ~ 20 % 

παρουςύα 1 mM AMP και 20 mM G1P ςυγκριτικϊ με δεύγμα ελϋγχου χωρύσ AMP (Βλ. παρϊρτημα 

Διϊγραμμα 6).  

Πίνακασ 23: Οι ςυνθόκεσ διεξαγωγόσ τησ φωςφορυλύωςησ των GPb. 

υνθήκεσ τησ αντίδραςησ φωςφορυλίωςησ των GPs 

Θ = 30 oC, Σ = 4 h, pH 8.2 

rmGPa hlGPa 

50 mM Tris-HCl 

Ρυθμιςτικϐ διϊλυμα pH 

8.2 

50 mM Tris-HCl 

Ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 

pH 8.2 

50 mM Hepes 50 mM Hepes 

10 mM (CH3COO)2Mg 10 mM (CH3COO)2Mg 

0.5 mM CaCl2 0.5 mM CaCl2 

2 mM DTT 2 mM DTT 

2 mM ATP  1 mM ATP  

10 ng/ml rmPhK-γ-trunc  16 ng/ml rmPhK-γ-trunc  

0.5 mg/ml rmGPb  0.45 mg/ml hlGPb  

0.1 mg/ml BSA  0.3 mg/ml BSA  

Όγκοσ τησ αντύδραςησ 

~ 1000 μL ~ 50 μL 

4.7.1.2. Παραςκευή γλυκογβνου ελεγθερο νουκλεοτιδίων 

45 g γλυκογϐνο διαλυτοποιόθηκαν ςε 900 mL απιονιςμϋνου ϑδατοσ και προςτϋθηκαν 2 g 

ενεργοϑ ϊνθρακα. Ακολοϑθηςε ανϊδευςη για 10 min και ςτη ςυνϋχεια φυγοκϋντρηςη (5000 

rmp, 5 oC, 10 min). το υπερκεύμενο προςτϋθηκαν ξανϊ 2 g ενεργοϑ ϊνθρακα και 

επαναλόφθηκε η ύδια διαδικαςύα για ϊλλεσ δϑο φορϋσ. Σο υπερκεύμενο φιλτραρύςτηκε ςε 

ςυςκευό διόθηςησ υπϐ κενϐ και ςτο υπερκεύμενο προςτϋθηκε 1.5 ϐγκοσ παγωμϋνησ 

αιθανϐλησ. Αφόςαμε το διϊλυμα ςε πϊγο για 15 min και ακολοϑθηςε φυγοκϋντρηςη (5000 
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rmp, 5 oC, 10 min). Σο ύζημα τοποθετόθηκε ςε υϊλινα ςωληνϊκια ςε λυοφιλιοποιητό ϋωσ ϐτου 

απομακρυνθεύ ϐλη η υγραςύα και το γλυκογϐνο αποκτόςει τη μορφό ςκϐνησ. Σϋλοσ, το 

γλυκογϐνο ζυγύςτηκε και διαλυτοποιόθηκε ςε κατϊλληλο ϐγκο απιονιςμϋνου ϑδατοσ ώςτε να 

αποκτόςει ςυγκϋντρωςη 10 % (w/v). 

4.7.1.3. Ποςοτικβσ προςδιοριςμβσ ορθοφωςφορικών ομάδων 

Κατϊ την αντύςτροφη πορεύα που καταλϑει η GP (Εικϐνα 4), μϐρια G1P ενςωματώνονται ςτο 

μακρομϐριο του γλυκογϐνου με απελευθϋρωςη ορθοφωςφορικών ιϐντων των οπούων η 

ποςϐτητα μπορεύ να προςδιοριςτεύ φαςματοφωτομετρικϊ με τη μϋθοδο των Saheki, S., και 

ςυνεργατών [232]. ϑμφωνα με τη μϋθοδο γύνεται παραςκευό διαλϑματοσ 1 που περιϋχει 10 

% w/v αςκορβικοϑ οξϋοσ (φρϋςκο κϊθε φορϊ) και διαλϑματοσ 2 που περιλαμβϊνει 100 mM 

οξικϐ ψευδϊργυρο και 15 mM μολυβδαινικϐ αμμώνιο. Σο pH και των δϑο διαλυμϊτων 

ρυθμύζεται ςτο 5.0 με πυκνϐ HCl ό NaOH. Ακολουθεύ ανϊμιξη των διαλυμϊτων ςε αναλογύα 

4[διϊλυμα 2]/1[διϊλυμα 1] και επώαςη για 15 min ςε θερμοκραςύα δωματύου ώςτε να 

ςχηματιςτεύ μια ϋγχρωμη ϋνωςη. Ϊπειτα, 700 μL προςτύθενται ςτα δεύγματα για τον 

προςδιοριςμϐ τησ ποςϐτητασ των ορθοφωςφορικών ομϊδων. Ακολουθεύ ανϊδευςη και 

επώαςη ςε θερμοκραςύα 30 oC για 15 min. Σϋλοσ, διεξϊγεται φαςματοφωτομϋτρηςη των 

δειγμϊτων ςε μόκοσ κϑματοσ 850 nm μηδενύζοντασ με τυφλϐ διϊλυμα που περιεύχε νερϐ. 

Επιπλϋον γύνεται προςδιοριςμϐσ κϊθε φορϊ και δϑο προτϑπων δειγμϊτων ώςτε να 

προςδιοριςτεύ ςτη ςυνϋχεια, η ποςϐτητα του φωςφϐρου ςτα υπϐλοιπα δεύγματα. Η μϋθοδοσ 

αυτό βαςύζεται ςτο γεγονϐσ ϐτι τα ορθοφωςφορικϊ ιϐντα που παρϊγονται απϐ την δρϊςη τησ 

GP ςχηματύζουν ςϑμπλοκο με το μολυβδαινικϐ αμμώνιο παρουςύα Zn2+ το οπούο ανϊγεται με 

την προςθόκη αςκορβικοϑ οξϋοσ με αποτϋλεςμα να παρϊγεται τελικϊ ϋνα χρωμοφϐρο το 

οπούο ςε μόκοσ κϑματοσ 850 nm παρουςιϊζει μϋγιςτη απορρϐφηςη [232]. 

4.7.1.4. Προςδιοριςμβσ των κινητικών παραμέτρων των GP’s 

Οι παραςκευϋσ των rmGPa (0.5 mg/ml) και hlGPa (10 μg/ml) αναφϋρονται ςτην παρϊγραφο 

4.7.1.1. Για τα πειρϊματα που ϋγιναν με την rmGPb, το ϋνζυμο αραιώθηκε απϐ το πυκνϐ ϋνζυμο 

(50 % v/v γλυκερϐλη, - 20 οC) ςε ςυγκϋντρωςη 0.5 mg/mL με τη χρόςη διαλϑματοσ 50:50:1. 

Με τον ϐρο ενζυμικϐ διϊλυμα εννοοϑμε ϋνα μύγμα το οπούο περιϋχει ϋνζυμο, γλυκογϐνο και 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα, μϋροσ απϐ το οπούο προςτϋθηκε ςτη ςυνϋχεια ςτο υπϐςτρωμα. Σα 

ενζυμικϊ διαλϑματα που παραςκευϊςτηκαν για τα τρύα διαφορετικϊ ϋνζυμα, παρουςιϊζονται 

ςτον Πύνακασ 24. Αφοϑ παραςκευϊςαμε το ενζυμικϐ διϊλυμα, το τοποθετόςαμε ςε 
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υδατϐλουτρο ςε θερμοκραςύα 30 οC για 15 λεπτϊ ώςτε το ϋνζυμο να ςυνδεθεύ με το 

γλυκογϐνο. Παρϊλληλα, ετοιμϊςαμε τα διαλϑματα των υποςτρωμϊτων (Πύνακασ 25).  

Πίνακασ 24: Ποςϐτητεσ και ςυγκεντρώςεισ για την παραςκευό του ενζυμικοϑ διαλϑματοσ. Εφϐςον οι ςυγκεντρώςεισ τησ 

rmGPa και rmGPb όταν ύδιεσ, ςτο πύνακα αναφϋρονται και οι δϑο περιπτώςεισ ωσ rmGP. την hlGPa δεν προςτύθεται εκ νϋου 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα TEA γιατύ το ϋνζυμο βρύςκεται όδη αραιωμϋνο ςε αυτϐ το διϊλυμα.  

Ποςβτητεσ και αρχικέσ ςυγκεντρώςεισ Σελικέσ ςυγκεντρώςεισ 

rmGP hlGPa rmGP hlGPa 

24 μL γλυκϐγονο 10 % w/v 120 μL γλυκογϐνο 2 % w/v 1 % w/v γλυκογϐνο 

12 μL ρυθ. διϊλυμα 50:50:1  Ρυθ. διϊλυμα 2.5:2.5:0.05 Ρυθ. διϊλυμα TEA 

7.2 μL rmGP 0.5 mg/mL 120 μL hlGPa 10 μg/mL 15 μg/mL rmGP 5 μg/mL hlGPa 

194.8 μL dΗ2Ο    

Vτελ: 240 μL 

τισ κινητικϋσ μελϋτεσ ωσ προσ την GP μελετόςαμε την ενςωμϊτωςη τησ G1P ςτο γλυκογϐνο 

με απελευθϋρωςη ορθοφωςφορικών ιϐντων. Επομϋνωσ, χρηςιμοποιόςαμε ωσ υπϐςτρωμα την 

α-D-1-φωςφορικό γλυκϐζη. Σα πυκνϊ διαλϑματα των υποςτρωμϊτων βρύςκονταν αραιωμϋνα 

ςε διϊλυμα με τιμό pΗ 6.8 το οπούο περιεύχε: 270 mM KCl, 135 mM ιμιδαζϐλιο, 2.7 mM DTT, 2.7 

mM EDTA. Οι ςυγκεντρώςεισ τησ G1P που χρηςιμοποιόςαμε ςτην αντύδραςη (V = 180 μL) όταν 

2, 3, 4, 6, και 10 mM για την rmGP και 1, 2, 3, 4, και 6 mM για την hlGPa. Επύςησ, ςτα διαλϑματα 

των υποςτρωμϊτων για την rmGPb προςθϋςαμε επιπλϋον AMP ςε ςυγκϋντρωςη 1 mM ώςτε 

το ϋνζυμο να βρύςκεται ςτην ςτερεοδιαμϐρφωςη-R κατϊ την εξϋλιξη τησ αντύδραςησ. Η GPa 

δεν χρειϊζεται AMP για την ενεργοπούηςη τησ καθώσ τα φωςφορυλιωμϋνα ϋνζυμα βρύςκονται 

ςτην ςτερεοδιαμϐρφωςη-R2. 

Πίνακασ 25: Σα διαλϑματα των υποςτρωμϊτων. 

G1P (πυκνβ mM) 40 μL (4.5) 40 μL (9) 40 μL (13.5) 40 μL (18) 40 μL (27) 40 μL (45) 40 μL (90) 

dH2O (μL) 100.4 μL 100.4 μL 100.4 μL 100.4 μL 100.4 μL 100.4 μL 100.4 μL 

Αναςτολέασ  

(100 % v/v DMSO) 
3.6 μL 3.6 μL 3.6 μL 3.6 μL 3.6 μL 3.6 μL 3.6 μL 

Vτελ: 144 μl 

υγκεντρώςεισ G1P ςτα 144 μL 

(mM) 1.25  2.5 3.75 5 7.5 12.5 25 

υγκεντρώςεισ G1P ςτα 180 μL τησ αντίδραςησ 

(mM) 1 2 3 4 6 10 20 

* Η G1P προςτϋθηκε πριν την ϋναρξη τησ αντύδραςησ ώςτε να αποφευχθεύ η υδρϐλυςη τησ.  

* ε κϊθε πεύραμα η ςυγκϋντρωςη τησ G1P μεταβαλλϐταν ενώ του αναςτολϋα ϋμενε ςταθερό. 

* Για τα πειρϊματα τησ rmGPb: Απϐ πυκνϐ διϊλυμα τησ AMP [25 mM] προςτϋθηκαν 7.2 μL και ο ϐγκοσ του dH2O όταν 93.2 μL. 

* Οι αναςτολεύσ όταν διαλυμϋνοι ςε DMSO. Η ςυγκϋντρωςη του DMSO ςτην αντύδραςη όταν τελικϊ 2 % v/v. 

Σϋλοσ, οι διϊφοροι αναςτολεύσ (διαλυμϋνοι ςε DMSO) προςτϋθηκαν επύςησ ςτα διαλϑματα των 

υποςτρωμϊτων. Επομϋνωσ, τα διαλϑματα υποςτρωμϊτων περιεύχαν G1P, DMSO/αναςτολϋα 

ό/και AMP (Πύνακασ 25). Σα διαλϑματα των υποςτρωμϊτων τοποθετόθηκαν ςε υδατϐλουτρο 

                                                           
2 Ϊγινε προςδιοριςμϐσ τησ δραςτικϐτητασ τησ rmGPa ςε 20 mM G1P ± 1 mM AMP για να επιβεβαιώςουμε ϐτι η 

φωςφορυλύωςη τησ rmGPa εύχε γύνει με επιτυχύα (βλ. παρϊγραφο 4.7.1.1). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



126 
 

ςε θερμοκραςύα 30 οC πϋντε λεπτϊ πριν το πϋρασ του χρϐνου επώαςησ του ενζυμικοϑ 

διαλϑματοσ. 

4.7.1.4.1. Πειραματική διαδικαςία προςδιοριςμογ κινητικών παραμέτρων 

(ΚM, Vmax, Ki) 

Για τον προςδιοριςμϐ τησ Ki ϋγινε αρχικϊ ο προςδιοριςμϐσ τησ ςταθερϊσ KM (παρουςύα 2 % 

v/v DMSO) και ςτη ςυνϋχεια ο προςδιοριςμϐσ των KM(app.). Για τον προςδιοριςμϐ των KM(app.) 

χρηςιμοποιόθηκαν πϋντε ςυγκεντρώςεισ υποςτρωμϊτων, ϐπωσ και για την KM, αλλϊ κϊθε 

φορϊ προςτϋθηκε μια ςταθερό ςυγκϋντρωςη απϐ τον αναςτολϋα. Σϋλοσ, ο προςδιοριςμϐσ τησ 

Ki ϋγινε με 4 ϋωσ 6 διαφορετικϋσ KM(app.).  

Μετϊ απϐ την προετοιμαςύα των παραπϊνω διαλυμϊτων (παρϊγραφοσ 4.7.1.4), ϋγινε λόψη 36 

μL απϐ το ενζυμικϐ διϊλυμα τα οπούα μεταφϋρθηκαν ςτο πρώτο διϊλυμα υποςτρώματοσ (t = 

0). Η ενζυμικό αντύδραςη εξελύχθηκε ςε ϐγκο v = 180 μL, pH 6.8, ςε θερμοκραςύα 30 oC 

παρουςύα 0.6 mM EDTA, 0.6 mM DTT, 30 mM ιμιδαζϐλιο, και 60 mM KCl. Κατϊ την εξϋλιξη τησ 

αντύδραςησ, 40 μL απϐ το μύγμα τησ αντύδραςησ μεταφϋρθηκαν ςε 1, 2, 3, και 4 λεπτϊ για την 

rmGP και ςε 5, 10, 15, και 20 λεπτϊ για την hlGPa ςε 10 μL 1 % w/v SDS ώςτε να ςταματόςει η 

αντύδραςη. Σα δεύγματα τοποθετόθηκαν ςε θερμοκραςύα 4 οC ϋωσ ϐτου παραςκευαςτεύ το 

διϊλυμα φωτομϋτρηςησ. Επιπλϋον, παραςκευϊςαμε δεύγματα με ρϐλο «τυφλοϑ μϊρτυρα». Σα 

δεύγματα αυτϊ περιεύχαν το μύγμα ό την ϋνωςη τησ οπούασ θϋλαμε να προςδιορύςουμε την 

οπτικό πυκνϐτητα. Για το λϐγο αυτϐ παραςκευϊςαμε εισ διπλοϑν τα παρακϊτω δεύγματα: 

Συφλϐ H2O  40 μl dH2O + 10 μL SDS 

Συφλϐ ενζυμικοϑ διαλϑματοσ  32 μL dH2O + 8 μL ενζυμικοϑ διαλϑματοσ + 10 μL SDS 

Συφλϐ G1P  31.1 μL dH2O + 8.9 μL απϐ τη πιο μεγϊλη ςυγκϋντρωςη G1P, ςυνόθωσ 45 mM + 10 μL SDS 

Συφλϐ φωςφορικών  30 μL dH2O + 10 μL Pi 1 mM + 10 μL SDS 

Επομϋνωσ, ςτα 40 μL των τυφλών μαρτϑρων ϋγινε προςδιοριςμϐσ τησ οπτικόσ πυκνϐτητασ 

του ενζυμικοϑ διαλϑματοσ (1 μg/mL hlGPa, 3 μg/mL rmGP, 1 % ρυθ. διαλ/μα 50:50:1 και 0.2 % 

w/v γλυκογϐνο), τησ G1P (10 mM, αραιωμϋνη ςτο ρυθμιςτικϐ διϊλυμα ςτο οπούο βριςκϐταν 

ςτην αντύδραςη) και ενϐσ πρϐτυπου δεύγματοσ φωςφορικών. Απϐ την οπτικό πυκνϐτητα που 

βρϋθηκε για τα 10 mM G1P υπολογύςτηκε με αναγωγό η απορρϐφηςη για τισ υπϐλοιπεσ 

ςυγκεντρώςεισ. την ςυνϋχεια παραςκευϊςτηκε και ϋγινε ανϊμιξη του διαλϑματοσ 

φωτομϋτρηςησ ϐπωσ αναλϑεται ςτην παρϊγραφο 4.7.1.3. Μετϊ τον χρϐνο επώαςησ του 

μύγματοσ (15 min) προςτϋθηκε ςε ϐλα τα δεύγματα 700 μL απϐ το διαλϑμα φωτομϋτρηςησ. 

Ακολοϑθηςε ϋντονη ανϊδευςη και τοποθϋτηςη των δειγμϊτων ςε θερμοκραςύα 30 οC ςε 
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υδατϐλουτρο για 15 min. Σϋλοσ, ϋγινε μϋτρηςη τησ οπτικόσ πυκνϐτητασ των δειγμϊτων ςε λ = 

850 nm χρηςιμοποιώντασ ωσ τιμό μηδϋν την απορρϐφηςη του τυφλοϑ του H2O.  

4.7.1.4.2. Ανάλυςη κινητικών δεδομένων 

Η ανϊλυςη των κινητικών δεδομϋνων, ο προςδιοριςμϐσ των κινητικών παραμϋτρων και η 

παραγωγό των διαγραμμϊτων ϋγινε με το πρϐγραμμα GraFit [233]. Για τον προςδιοριςμϐ των 

κινητικών παραμϋτρων ϋγινε αρχικϊ η εϑρεςη τησ ειδικόσ δραςτικϐτητασ του ενζϑμου για 

κϊθε ςυγκϋντρωςη υποςτρώματοσ. Με βϊςη την απορρϐφηςη του πρϐτυπου δεύγματοσ των 

φωςφορικών υπολογύςαμε την ποςϐτητα των ορθοφωςφορικών (μmoles) ςε κϊθε χρονικό 

ςτιγμό ϐπου ςταματόςαμε την αντύδραςη. Ψσ ειδικό δραςτικϐτητα ορύζεται η ποςϐτητα 

(μmole) του προώϐντοσ που παρϊγεται ό του υποςτρώματοσ που καταναλώνεται ανϊ μονϊδα 

χρϐνου (min) ωσ προσ την ποςϐτητα τησ πρωτεϏνησ ςτην αντύδραςη (mg), δηλαδό 

μmole/min/mg. Η ειδικό δραςτικϐτητα υπολογύςτηκε με εφαρμογό των δϑο παρακϊτω 

παραμϋτρων: 

            [   ]         (1) 

Όπου, 

- 0.78: Σο επύ τοισ εκατϐ ποςοςτϐ του υποςτρώματοσ το οπούο ϋχει καταναλωθεύ ϐταν η 

αντύδραςη ϋχει ϋρθει ςε ιςορροπύα. 

- [G1P]: Η ςυγκϋντρωςη του υποςτρώματοσ ςτην αντύδραςη. 

- 0.04: Ο ϐγκοσ που απομακρϑνθηκε απϐ την αντύδραςη (40 μL) και μεταφϋρθηκε ςε 1 % 

w/v SDS. 

 

Και, 

   
     

       
  (2) 

Όπου,  

- C: Η ςυγκϋντρωςη τησ GP ςτην αντύδραςη (mg/ml) 

τον παρακϊτω πύνακα (Πύνακασ 26) αναγρϊφονται οι τιμϋσ για τα limit και f που 

χρηςιμοποιόςαμε. Για τον προςδιοριςμϐ των κινητικών παραμϋτρων KM, KM(app.), Vmax, Vmax(app.) 

για τισ ενώςεισ που ςτϐχευαν το καταλυτικϐ κϋντρο χρηςιμοποιόθηκε η εξύςωςη Michaelis-

Menten (απϐ το διϊγραμμα Lineweaver-Burk), ενώ για τισ ενώςεισ που ςτϐχευαν το κϋντρο 

αναςτολόσ χρηςιμοποιόθηκε το πρϐτυπο του Hill. 
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Ο προςδιοριςμϐσ τησ Ki ϋγινε απϐ ϋνα διϊγραμμα ϐπου ςτον ϊξονα xx’ τοποθετόθηκαν οι τιμϋσ 

τησ ςυγκϋντρωςησ του αναςτολϋα, [Ι], και ςτον ϊξονα των yy’ οι τιμϋσ των KM(app.). Σο ςημεύο 

ςτο οπούο η ευθεύα που ενώνει αυτϊ τα ςημεύα τϋμνει τον ϊξονα xx’ εύναι η τιμό -Κi. Η ευθεύα 

αυτό εύναι η κλαςικό γραμμικό εξύςωςη τησ μορφόσ:  

       

Όπου, 

- α: Η κλύςη τησ ευθεύασ (slope) 

- b: Η τεταγμϋνη επύ τησ αρχόσ (intercept) 

Σισ ενώςεισ που ςτϐχευαν το κϋντρο αναςτολόσ τισ χειριςτόκαμε ωσ αλλοςτερικοϑσ 

αναςτολεύσ του ενζϑμου χρηςιμοποιώντασ το πρϐτυπο του Hill. Καταςκευϊςαμε το διϊγραμμα 

του Hill ϐπου ςτον ϊξονα των xx’ τοποθετόςαμε τισ τιμϋσ Log[G1P] και ςτον ϊξονα των yy’ τισ 

τιμϋσ    (
 

      
). Απϐ τισ ευθεύεσ που προϋκυψαν (y = ax + b) υπολογύςαμε τισ τιμϋσ τισ τιμϋσ 

των ΚM(app.). 

         (
 

  
 
 

)     

Όπου, 

- α: Η κλύςη τησ ευθεύασ (slope) 

- b: Η τεταγμϋνη επύ τησ αρχόσ (intercept) 

Σελικϊ υπολογύςαμε την τιμό τησ Ki ϐπωσ αναφϋραμε ςε αυτό τη παρϊγραφο. 

Πίνακασ 26: Τπολογιςμού των limit και f για κϊθε ςυγκϋντρωςη G1P. Με το ςϑμβολο (-) εννοοϑμε ϐτι η ςυγκριμϋνη 

ςυγκϋντρωςη G1P δεν χρηςιμοποιόθηκε για το ςυγκεκριμϋνο ϋνζυμο. Σα 20 mM G1P χρηςιμοποιόθηκαν ωσ προσ την rmGPa 

για την αξιολϐγηςη τησ διαδικαςύασ τησ φωςφορυλύωςησ. 

[G1P]τελική, mM 
rmGP hlGPa 

limit f limit f 

1 - - 0.0312 780 

2 0.0624 520 0.0624 1560 

3 0.0936 780 0.0936 2340 

4 0.1248 1040 0.1248 3120 

6 0.1872 1560 0.1872 4680 

10 0.312 2600 - - 

20 0.624 5200 - - 

4.7.1.5. Κινητικέσ μελέτεσ με δγο αναςτολείσ 

Όπωσ αναλϑθηκε και προηγουμϋνωσ (βλ. παρϊγραφο 4.1.5.3.1) κινητικϋσ μελϋτεσ με δϑο 

αναςτολεύσ ό ϋναν αναςτολϋα και ϋναν ενεργοποιητό μποροϑν να μασ δεύξουν αν τα μϐρια 

αυτϊ προςδϋνονται ςτο ύδιο κϋντρο ςτο ϋνζυμο. Για το λϐγο αυτϐ ενώςεισ που δεν 
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προβλεπϐταν να προςδϋνονται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο, μελετόθηκαν περαιτϋρω (εκτϐσ απϐ 

τον προςδιοριςμϐ των Ki) για τον προςδιοριςμϐ του κϋντρου πρϐςδεςησ τουσ ςτο ϋνζυμο. Για 

το κϋντρο αναςτολόσ επιλϋχθηκε η καφεϏνη, για το αλλοςτερικϐ κϋντρο η AMP 

(ενεργοποιητόσ) και για το καταλυτικϐ κϋντρο η α-D-γλυκϐζη. Οι κινητικϋσ μελϋτεσ ϋγιναν ωσ 

προσ την rmGPb και η προετοιμαςύα τησ διαδικαςύασ εύναι ύδια με αυτό που αναφϋρθηκε 

παραπϊνω (παρϊγραφοι 4.7.1.4 και 4.7.1.4.1) με τη διαφορϊ ϐτι προςτϋθηκε ϋνασ ακϐμη 

αναςτολϋασ. ε κϊθε πεύραμα διατηροϑταν ςταθερό η ςυγκϋντρωςη του πρώτου αναςτολϋα 

και ϊλλαζε η ςυγκϋντρωςη του δεϑτερου αναςτολϋα. Επιπλϋον, η ςυγκϋντρωςη του 

υποςτρώματοσ όταν ςταθερό ςε ϐλα τα πειρϊματα (10 mM) ϐπωσ και η ςυγκϋντρωςη τησ 

AMP (1 mM), εκτϐσ απϐ το πεύραμα ϐπου ϋγιναν μελϋτεσ ωσ προσ το αλλοςτερικϐ κϋντρο τησ 

GP ϐπου χρηςιμοποιόθηκαν διαφορετικϋσ ςυγκεντρώςεισ τησ AMP. τον παρακϊτω πύνακα 

(Πύνακασ 27) αναφϋρονται οι διϊφορεσ ςυγκεντρώςεισ των αναςτολϋων ό του ενεργοποιητό 

που χρηςιμοποιόθηκαν. Η ανϊλυςη των δεδομϋνων ϋγινε πϊλι με το πρϐγραμμα GraFit και οι 

ειδικϋσ δραςτικϐτητεσ υπολογύςτηκαν με τον ύδιο τρϐπο. τη ςυνϋχεια καταςκευϊςαμε τα 

διαγρϊμματα Dixon ϐπου ςτον ϊξονα yy’ τοποθετόθηκαν οι τιμϋσ 1/v και ςτον ϊξονα xx’ τισ 

τιμϋσ 1/[Διαφοροποιοϑμενο αναςτολϋα]. Η ϑπαρξη ςυνϋργειασ μεταξϑ του αναςτολϋα και τησ 

α-D-γλυκϐζησ ϋγινε με τον προςδιοριςμϐ τησ ςταθερϊσ αλληλεπύδραςησ (Βλ. παρϊγραφο 

4.1.5.3.1). 

Πίνακασ 27: Οι ςυγκεντρώςεισ των αναςτολϋων ό ενεργοποιητό που χρηςιμοποιόθηκαν για τισ μελϋτεσ εϑρεςησ του κϋντρου 

πρϐςδεςησ των αναςτολϋων ςτην φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου.  

Κέντρο αναςτολήσ υγκεντρώςεισ Αναςτολέα, μΜ 

(Διαφοροποιοϑμενοσ αναςτολϋασ) 

υγκεντρώςεισ καφεανησ, mM 

(ταθερϐσ αναςτολϋα) 

 0, 0.5, 1, 1.5, 2 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 

Αλλοςτερικβ κέντρο υγκεντρώςεισ Αναςτολέα, μΜ 

(Διαφοροποιοϑμενοσ αναςτολϋασ) 

υγκεντρώςεισ AMP, mM 

(ταθερϐσ αναςτολϋα) 

 0, 0.5, 1, 1.5, 2 0.05, 0.1, 0.2, 1 

Καταλυτικβ κέντρο υγκεντρώςεισ Αναςτολέα, μΜ 

(Διαφοροποιοϑμενοσ αναςτολϋασ) 

υγκεντρώςεισ α-D-γλυκβζησ, mM 

(ταθερϐσ αναςτολϋα) 

 0, 0.5, 1, 1.5, 2 0, 2, 4, 6, 9, 12 

* Η καφεϏνη, η α-D-γλυκϐζη και η AMP όταν διαλυμϋνεσ ςε dH2O. Επομϋνωσ, η προςθόκη τουσ δεν επηρϋαςε τη τελικό 

ςυγκϋντρωςη του DMSO ςτο οπούο βριςκϐταν διαλυτοποιημϋνοσ ο αναςτολϋασ. 

4.7.2. Κινητικέσ μελέτεσ ςτο hGDE 

4.7.2.1. Παραςκευή GPa limit rate dextrin (φ-dextrin) 

Η παραςκευό τησ φ-dextrin ϋγινε ϐπωσ περιγρϊφεται ςτη βιβλιογραφύα [44, 234] με μικρϋσ 

τροποποιόςεισ. Αρχικϊ, ϋγινε φωςφορυλύωςη τησ rmGPb ςε rmGPa ςε τελικό ςυγκϋντρωςη 

0.5 mg/mL ϐπωσ αναφϋρεται ςτην παρϊγραφο 4.7.1.1. Παραςκευϊςθηκε διϊλυμα 4 % (w/v) 
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γλυκογϐνου ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα φωςφορικοϑ νατρύου pH 6.8, ϐγκου 20 mL και 

προςτϋθηκαν 120 μg rmGPa. Σο διϊλυμα του γλυκογϐνου με την rmGPa τοποθετόθηκε ςε 

ςακουλϊκι διαπύδυςησ με κατώφλι 10 kDa και υποβλόθηκε ςε διαπύδυςη ϋναντι ρυθμιςτικοϑ 

διαλϑματοσ φωςφορικοϑ νατρύου pH 6.8. Σο ςϑςτημα τοποθετόθηκε ςε υδατϐλουτρο υπϐ 

ανϊδευςη με μαγνητικϐ αναδευτόρα και η διαπύδυςη εξελύχθηκε ςε θερμοκραςύα 37 οC, για 16 

ώρεσ. Σην επϐμενη ημϋρα προςτϋθηκαν ϊλλα 240 μg rmGPa και το διϊλυμα υποβλόθηκε ξανϊ 

ςε διαπύδυςη ϋναντι φρϋςκου ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ φωςφορικοϑ νατρύου pH 6.8 για 16 

ώρεσ. Μετϊ τισ 16 ώρεσ τισ διαπύδυςησ, το διϊλυμα του γλυκογϐνου όρθε ςε θερμοκραςύα 

βραςμοϑ για 5 min ώςτε να προκληθεύ μετουςύωςη τησ φωςφορυλϊςησ και ακολοϑθηςε 

φυγοκϋντρηςη. το υπερκεύμενο προςτϋθηκαν δϑο ϐγκοι παγωμϋνη αιθανϐλη και το 

γλυκογϐνο ςυλλϋχθηκε με φυγοκϋντρηςη (4200 rcf, 4 OC, 10 min). Σο ύζημα τοποθετόθηκε ςε 

λυοφιλιοποιητό ϋωσ ϐτου απομακρυνθεύ ϐλη η υγραςύα και το γλυκογϐνο αποκτόςει τη μορφό 

ςκϐνησ. Σϋλοσ, το γλυκογϐνο ζυγύςθηκε και διαλϑθηκε ςε απιονιςμϋνο ϑδωρ ώςτε να 

ςχηματιςτεύ διϊλυμα ςυγκϋντρωςησ 10 % (w/v) και η φ-dextrin αποθηκεϑτηκε ςε 

θερμοκραςύα - 20 oC. 

4.7.2.2. Μεθοδολογία προςδιοριςμογ α-D-γλυκβζησ 

Όπωσ ϋχουμε αναφϋρει το GDE καταλϑει τελικϊ την απομϊκρυνςη τησ α-1,6 γλυκϐζησ με 

αποτϋλεςμα την παραγωγό ελεϑθερησ α-D-γλυκϐζησ. Μια απλό, εϑκολη και οικονομικό 

μϋθοδοσ για τον προςδιοριςμϐ τησ γλυκϐζησ αποτελεύ η μϋθοδοσ GOD-POD η οπούα 

χρηςιμοποιεύται κυρύωσ για τον προςδιοριςμϐ τησ γλυκϐζησ ςτο πλϊςμα του αύματοσ. Σο 

αντιδραςτόριο αποτελεύται απϐ ϋνα μύγμα με τα εξόσ ςυςτατικϊ: 

- Phosphate buffer pH 7.5 

- Phenol 

- 4-aminophenazone 

- Glucose oxidase 

- Peroxidase 

- Mutarotase 

ϑμφωνα με τη μϋθοδο, η α-D-γλυκϐζη που υπϊρχει ςε δεύγμα μετατρϋπεται ςε β-D-γλυκϐζη 

απϐ το ϋνζυμο mutarotase [235] και ςτη ςυνϋχεια λαμβϊνουν χώρα οι δϑο παρακϊτω 

αντιδρϊςεισ: 
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→                                 

                                
          
→                           

Η γλυκϐζη οξειδώνεται απϐ την οξειδϊςη τησ γλυκϐζησ ςε γλυκονικϐ οξϑ με απελευθϋρωςη 

υπεροξειδύου. Σο υπεροξεύδιο αντιδρϊ με τη φαινϐλη και την 4-aminophenazone 

δημιουργώντασ ϋνα ςϑμπλοκο με κϐκκινο χρώμα (quinoneimine) η απορρϐφηςη του οπούου 

μπορεύ να προςδιοριςτεύ ςε μόκοσ κϑματοσ 510 nm. υνεπώσ, η ςυγκϋντρωςη τησ γλυκϐζησ ςε 

ϋνα ϊγνωςτο δεύγμα μπορεύ να προςδιοριςτεύ με χρόςη ενϐσ πρϐτυπου δεύγματοσ γλυκϐζησ 

μετρώντασ την οπτικό πυκνϐτητα μόκοσ κϑματοσ 510 nm [236].  

4.7.2.3. Πρβτυπεσ καμπγλεσ γλυκβζησ 

Σο εγχειρύδιο χρόςησ του κιτ προςδιοριςμοϑ γλυκϐζησ αναφϋρει το εξόσ ςε ϐτι αφορϊ τη 

διαδικαςύα: ςε 20 μL δεύγμα προςτύθενται 2 mL αντιδραςτόριο. Ακολουθεύ ανϊδευςη και 

επώαςη για 10 λεπτϊ ςε θερμοκραςύα 20 – 25 οC ό για 5 λεπτϊ ςε θερμοκραςύα 37 οC. Σϋλοσ, 

γύνεται μϋτρηςη των απορροφόςεων ςε μόκοσ κϑματοσ 510 nm εντϐσ μιασ ώρασ απϐ την 

ϋναρξη τησ αντύδραςησ. Η αντύδραςη αυτό εύναι γραμμικό μϋχρι 22.2 mM γλυκϐζησ.  

Δεδομϋνου ϐτι το GDE δεν θα μποροϑςε να παρϊγει τϐςο μεγϊλεσ ποςϐτητεσ γλυκϐζησ οι 

οπούεσ θα όταν ανιχνεϑςιμεσ απϐ αυτϐ το κιτ, ελϋγξαμε τη γραμμικϐτητα τησ αντύδραςησ ςε 

ϋνα εϑροσ διϊφορων ςυγκεντρώςεων πρϐτυπου διαλϑματοσ (ϐγκου 10 μL) με χρόςη 1000 μL 

ό 500 μL αντιδραςτηρύου προςδιοριςμοϑ τησ γλυκϐζησ. Σα αποτελϋςματα παρουςιϊζονται 

ςτο παρϊρτημα (Διϊγραμμα 7). Δεν επιλϋξαμε να αυξόςουμε τον ϐγκο του προσ ανϊλυςη 

δεύγματοσ (πχ 20 μL αντύ για 10 μL) διϐτι δεν θϋλαμε να επηρεαςτεύ η δρϊςη των ενζϑμου του 

αντιδραςτηρύου απϐ ςυςτατικϊ του διαλϑματοσ αντύδραςησ του GDE, ϐπωσ το DTT.  

4.7.2.4. Δοκιμέσ δραςτικβτητασ ςτα ςτάδια απομβνωςησ και καθαριςμογ 

του hGDE 

ε κϊθε ςτϊδιο καθαριςμοϑ του hGDE ϋγινε ανϊλυςη τησ δραςτικϐτητασ των κλαςμϊτων. 

Αρχικϊ παραςκευϊςτηκαν τα δεύγματα που παρουςιϊζονται ςτον Πύνακασ 28. Ακολοϑθηςε 

επώαςη των δειγμϊτων ςε θερμοκραςύα 37 οC ςε υδατϐλουτρο για 10 min. Ο τερματιςμϐσ τησ 

αντύδραςησ επιτεϑχθηκε με τοποθϋτηςη των δειγμϊτων ςε θερμαντικό πλϊκα ςε θερμοκραςύα 

95 οC για 10 λεπτϊ. Σα δεύγματα ςτη ςυνϋχεια τοποθετόθηκαν για 5 λεπτϊ ςε θερμοκραςύα 4 

οC και ακολοϑθηςε προςθόκη 500 μL απϐ το διϊλυμα προςδιοριςμοϑ γλυκϐζησ. Ϊπειτα, ϋγινε 
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όπια ανϊδευςη και επώαςη των δειγμϊτων ςε θερμοκραςύα 37 οC για 10 λεπτϊ. Προκειμϋνου 

να απομακρυνθοϑν τυχϐν ςτερεϊ απϐ τη μετουςύωςη των πρωτεώνών λϐγω θερμικόσ 

κατεργαςύασ, ϋγινε φυγοκϋντρηςη (16000 rpm, 10 min, R.T.) και προςδιοριςμϐσ τησ οπτικόσ 

πυκνϐτητασ των δειγμϊτων ςε λ = 510 nm αφοϑ πρώτα μηδενύςαμε με το τυφλϐ. Ο 

προςδιοριςμϐσ τησ ςυγκϋντρωςησ τησ γλυκϐζησ ςτα δεύγματα ϋγινε ϋχοντασ ωσ οδηγϐ την 

απορρϐφηςη του πρϐτυπου διαλϑματοσ. 

Πίνακασ 28: Προετοιμαςύα των δειγμϊτων για τον προςδιοριςμϐ τησ δραςτικϐτητασ του hGDE ςτα ςτϊδια τησ απομϐνωςησ. 

 Κλϊςμα απομϐνωςησ Συφλϐ Συφλϐ φ-dextrin Πρϐτυπο γλυκϐζησ 

Κλϊςμα απομϐνωςησ 10 μL    

Διϊλυμα που περιϋχει το hGDE  10 μL 10 μL 10 μL 

φ-dextrin [10 % w/v] 5 μL - 5 μL - 

Πρϐτυπο γλυκϐζησ [5.5 mM]  - - 5 μL 

dH2O  5 μL - - 

 Vτελ: 15 μL 

4.7.2.5. Προςδιοριςμβσ βέλτιςτων ςυνθηκών αντίδραςησ για το hGDE. 

4.7.2.5.1. Προςδιοριςμβσ βέλτιςτησ τιμήσ pH δράςησ του hGDE 

Αρχικϊ, προςδιορύςαμε το βϋλτιςτο pH δρϊςησ του hGDE μελετώντασ τη δραςτικϐτητα του 

ενζϑμου ςε ϋνα εϑροσ τιμών pH (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). Προετοιμϊςαμε τα δεύγματα που φαύνονται 

ςτον παρακϊτω Πύνακασ 29. Επομϋνωσ, η αντύδραςη εξελύχθηκε ςε 20 mM ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα, 2.5 % w/v φ-dextrin και 0.05 mg/mL hGDE. Η φ-dextrin προςτϋθηκε τελευταύα και 

αφόςαμε την αντύδραςη να εξελιχθεύ ςε θερμοκραςύα 37 οC ςε υδατϐλουτρο για 15 min. 

Προκειμϋνου να εξαςφαλύςουμε ϐτι οι διϊφορεσ τιμϋσ pH δεν επηρεϊζουν τη μεθοδολογύα 

προςδιοριςμοϑ τησ γλυκϐζησ αλλϊ και ϐτι δεν προκαλοϑν κϊποια βλϊβη ςτο υπϐςτρωμα 

(ϐπωσ η υδρϐλυςη του), πραγματοποιόςαμε παρϊλληλα τρεισ ςειρϋσ αντιδρϊςεων ελϋγχου 

τροποποιώντασ τον Πύνακασ 29. τη πρώτη ςειρϊ η ποςϐτητα του hGDE αντικαταςτϊθηκε 

απϐ το διϊλυμα ςτο οπούο όταν αποθηκευμϋνο το hGDE και επιπρϐςθετα, ςτη δεϑτερη ςειρϊ, 

εκτϐσ απϐ την αντικατϊςταςη του hGDE απϐ το διϊλυμα αποθόκευςησ του, η ποςϐτητα τησ φ-

dextrin αντικαταςτϊθηκε με τον ύδιο ϐγκο πρϐτυπου διαλϑματοσ γλυκϐζησ με ςυγκϋντρωςη 

5.5 mM. 

Πίνακασ 29: Παραςκευό δειγμϊτων για τον προςδιοριςμϐ του βϋλτιςτου pH δρϊςησ του hGDE. 

Ρυθ. διϊλ/μα 

0.2 M  

Na-acetate 

pH 4.0 

0.2 M  

Na-acetate 

pH 5.0 

0.2 M 

MES 

pH 6.0 

0.2 M 

Tris-HCl 

pH 7.0 

0.2 M 

Tris-HCl 

pH 8.0 

0.2 M 

Glycine-NaOH 

pH 9.0 

0.2 M 

Glycine-NaOH 

pH 10.0 

4 μL 4 μL 4 μL 4 μL 4 μL 4 μL 4 μL 

Υ-dextrin [10 %] 10 μL 10 μL 10 μL 10 μL 10 μL 10 μL 10 μL 

hGDE [2mg/mL] 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 

dH2O 25 μL 25 μL 25 μL 25 μL 25 μL 25 μL 25 μL 

 Vτελ = 40 μL 
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Σϋλοσ, ςτην τρύτη ςειρϊ ο ϐγκοσ του hGDE αντικαταςτϊθηκε απϐ το διϊλυμα ςτο οπούο όταν 

αποθηκευμϋνο το hGDE και ο ϐγκοσ τησ φ-dextrin απϐ dH2O. Ο τερματιςμϐσ τησ αντύδραςησ 

ϋγινε με μεταφορϊ 10 μL απϐ τισ αντιδρϊςεισ ςε καθαρϐ δοχεύο και τοποθϋτηςη τουσ ςε 

θερμοκραςύα 95 οC για 10 λεπτϊ. Σα δεύγματα ςτη ςυνϋχεια τοποθετόθηκαν για 5 λεπτϊ ςε 

θερμοκραςύα 4 οC και ακολοϑθηςε προςθόκη 500 μL απϐ το διϊλυμα προςδιοριςμοϑ γλυκϐζησ. 

Ακολοϑθηςε όπια ανϊδευςη και επώαςη των δειγμϊτων ςε θερμοκραςύα 37 οC για 10 λεπτϊ. 

Προκειμϋνου να απομακρυνθοϑν τυχϐν ςτερεϊ απϐ τη μετουςύωςη των πρωτεώνών λϐγω 

θερμικόσ κατεργαςύασ, ϋγινε φυγοκϋντρηςη (16000 rpm, 10 min, R.T.) και μϋτρηςη τησ 

οπτικόσ απορρϐφηςησ των δειγμϊτων ςε λ = 510 nm αφοϑ πρώτα μηδενύςαμε με το τυφλϐ 

(10 μL dH2O + 500 μL αντιδραςτόριο προςδιοριςμοϑ γλυκϐζησ). Ο προςδιοριςμϐσ τησ 

ςυγκϋντρωςησ τησ γλυκϐζησ ςτα δεύγματα ϋγινε ϋχοντασ ωσ οδηγϐ την απορρϐφηςη των 

πρϐτυπων. 

4.7.2.5.2. Προςδιοριςμβσ τησ βέλτιςτησ θερμοκραςίασ δράςησ του hGDE 

Προςδιορύςαμε τη βϋλτιςτη θερμοκραςύα δρϊςησ του hGDE υπολογύζοντασ τη δραςτικϐτητα 

του ενζϑμου ςε pH 6.0 ςε διαφορετικϋσ θερμοκραςύεσ (4, 20, 30, 37 και 45 οC). 

Παραςκευϊςαμε ϋνα ενζυμικϐ διϊλυμα το οπούο περιεύχε τα ςυςτατικϊ που φαύνονται ςτον 

Πύνακασ 30. Όπωσ και πριν, θελόςαμε να ελϋγξουμε αν οι διϊφορεσ θερμοκραςύεσ θα 

επηρεϊςουν τη ςταθερϐτητα του υποςτρώματοσ ό του προώϐντοσ. Για το λϐγο αυτϐ 

παραςκευϊςαμε το δεύγμα ελϋγχου και το πρϐτυπο διϊλυμα γλυκϐζησ (Πύνακασ 30) ϐπου ο 

ϐγκοσ του hGDE εύχε αντικαταςταθεύ απϐ το ρυθμιςτικϐ διϊλυμα ςτο οπούο όταν 

αποθηκευμϋνο το hGDE. Για κϊθε θερμοκραςύα, 5 μL απϐ το ενζυμικϐ διϊλυμα ό το δεύγμα 

ελϋγχου αναμύχθηκαν με 5 μL φ-dextrin 5 % w/v και ακολοϑθηςε επώαςη ςτισ ςυγκεκριμϋνεσ 

θερμοκραςύεσ για 15 min. Επομϋνωσ, οι ςυνθόκεσ διεξαγωγόσ τησ αντύδραςησ όταν 20 mM 

MES pH 6.0, 0.05 mg/mL hGDE και 2.5 % w/v φ-dextrin. Επιπλϋον, το πρϐτυπο διϊλυμα 

γλυκϐζησ και το τυφλϐ διαμοιρϊςτηκαν ςε πϋντε διαφορετικϊ καθαρϊ δοχεύα (10 μL ςε κϊθε 

δοχεύο) και κϊθε ϋνα απϐ αυτϊ τοποθετόθηκε για επώαςη ςε διαφορετικό θερμοκραςύα. 

Πίνακασ 30: Παραςκευό δειγμϊτων για προςδιοριςμοϑ τησ βϋλτιςτησ θερμοκραςύασ δρϊςησ του hGDE. 

 Ενζυμικϐ διϊλυμα Δεύγμα ελϋγχου Πρϐτυπο γλυκϐζησ Συφλϐ 

hGDE [2 mg/ml] 2 μL - - - 

Ρυθ. διϊλ/μα hGDE - 2 μL 2 μL 2 μL 

0.2 M MES, pH 6.0 8 μL 8 μL 8 μL 8 μL 

dH2O 30 μL 30 μL 30 μL 70 μL 

Πρϐτυπο γλυκϐζησ [5.5 mM]   40 μL - 

 Vτελ = 40 μL Vτελ = 80 μL Vτελ = 80 μL 
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Ο τερματιςμϐσ τησ αντύδραςησ επιτεϑχθηκε με τοποθϋτηςη ϐλων των δειγμϊτων ςε 

θερμοκραςύα 95 οC για 10 λεπτϊ. Σα δεύγματα ςτη ςυνϋχεια τοποθετόθηκαν για 5 λεπτϊ ςε 

θερμοκραςύα 4 οC και ακολοϑθηςε προςθόκη 500 μL απϐ το αντιδραςτόριο προςδιοριςμοϑ 

γλυκϐζησ. Ακολοϑθηςε όπια ανϊδευςη και επώαςη των δειγμϊτων ςε θερμοκραςύα 37 οC για 

10 λεπτϊ. Προκειμϋνου να απομακρυνθοϑν τυχϐν ςτερεϊ απϐ τη μετουςύωςη των πρωτεώνών 

λϐγω θερμικόσ κατεργαςύασ, ϋγινε φυγοκϋντρηςη (16000 rpm, 10 min, R.T.) και 

προςδιοριςμϐσ τησ οπτικόσ πυκνϐτητασ των δειγμϊτων ςε λ = 510 nm αφοϑ πρώτα 

μηδενύςαμε με το τυφλϐ. Ο προςδιοριςμϐσ τησ ςυγκϋντρωςησ τησ γλυκϐζησ ςτα δεύγματα 

ϋγινε ϋχοντασ ωσ οδηγϐ την απορρϐφηςη του πρϐτυπου διαλϑματοσ. 

4.7.2.6. Εκτίμηςη τησ κινητικήσ ςυμπεριφοράσ του hGDE 

Εφϐςον προςδιορύςαμε τη βϋλτιςτη τιμό του pH και τησ θερμοκραςύασ για την αντύδραςη που 

καταλϑει το hGDE, θελόςαμε να προςδιορύςουμε αν το ϋνζυμο ακολουθεύ κινητικό Michaelis-

Menten. Αρχικϊ, ετοιμϊςαμε το ενζυμικϐ διϊλυμα και το δεύγμα ελϋγχου ϐπωσ φαύνεται ςτον 

Πύνακασ 30 ςε διπλϊςια ποςϐτητα ενώ το πρϐτυπο γλυκϐζησ και το τυφλϐ παραςκευϊςτηκαν 

ςτη μιςό ποςϐτητα. Ϊπειτα, παραςκευϊςαμε τα διαλϑματα των υποςτρωμϊτων ϐπωσ 

φαύνεται ςτον παρακϊτω πύνακα εισ διπλοϑν (Πύνακασ 31): 

Πίνακασ 31: Παραςκευό διαλυμϊτων υποςτρωμϊτων για κινητικϋσ μελϋτεσ ςτο hGDE. 

 4 mg/mL 

φ-dextrin 

8 mg/mL 

φ-dextrin 

10 mg/mL 

φ-dextrin 

15 mg/mL 

φ-dextrin 

30 mg/mL 

φ-dextrin 

40 mg/mL 

φ-dextrin 

50 mg/mL 

φ-dextrin 

[100 mg/mL] φ-dextrin - - - 3 μL 6 μL 8 μL 10 μL 

[20 mg/mL] φ-dextrin 4 μL 8 μL 10 μL - - - - 

dH2O 6 μL 2 μL - 7 μL 4 μL 2 μL - 

 V = 10 μL 

Όλα τα δεύγματα τοποθετόθηκαν για 5 min ςε υδατϐλουτρο ςε θερμοκραςύα 37 οC ώςτε να 

αποκτόςουν την ύδια θερμοκραςύα. τη ςυνϋχεια, 10 μL απϐ το ενζυμικϐ διϊλυμα ό το δεύγμα 

ελϋγχου μεταφϋρθηκαν ςε κϊθε διϊλυμα υποςτρώματοσ και η αντύδραςη εξελύχθηκε ςε ϐγκο v 

= 20 μL ςτην ύδια θερμοκραςύα για 20 min. Οι ςυνθόκεσ διεξαγωγόσ τησ αντύδραςησ όταν 20 

mM MES pH 6.0, 0.05 mg/mL hGDE και 4, 8, 10, 15, 30, 40, 50, mg/mL φ-dextrin. Ο τερματιςμϐσ 

τησ αντύδραςησ ϋγινε με μεταφορϊ 10 μL απϐ ϐλα τα δεύγματα ςε καθαρϐ δοχεύο και 

τοποθϋτηςη τουσ ςε θερμοκραςύα 95 οC για 10 λεπτϊ. Σα δεύγματα ςτη ςυνϋχεια 

τοποθετόθηκαν για 5 λεπτϊ ςε θερμοκραςύα 4 οC και ακολοϑθηςε προςθόκη 500 μL απϐ το 

διϊλυμα προςδιοριςμοϑ γλυκϐζησ. Ακολοϑθηςε όπια ανϊδευςη και επώαςη των δειγμϊτων ςε 

θερμοκραςύα 37 οC για 10 λεπτϊ. Προκειμϋνου να απομακρυνθοϑν τυχϐν ςτερεϊ απϐ τη 

μετουςύωςη των πρωτεώνών λϐγω θερμικόσ κατεργαςύασ, ϋγινε φυγοκϋντρηςη (16000 rpm, 10 
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min, R.T.) και μϋτρηςη τησ οπτικόσ απορρϐφηςησ των δειγμϊτων ςε λ = 510 nm αφοϑ πρώτα 

μηδενύςαμε με το τυφλϐ. 

Ο προςδιοριςμϐσ τησ ςυγκϋντρωςησ τησ γλυκϐζησ ςτα δεύγματα ϋγινε με αναγωγό ωσ προσ 

την τιμό του πρϐτυπου διαλϑματοσ αφοϑ πρώτα αφαιρϋθηκαν οι τιμϋσ των απορροφόςεων 

τησ φ-dextrin για κϊθε μια απϐ τισ ςυγκεντρώςεισ που χρηςιμοποιόθηκαν. 

4.8. ΚΡΤΣΑΛΛΨΗ ΕΝΖΤΜΨΝ-ΤΛΛΟΓΗ ΚΑΙ ΑΝΑΛΤΗ ΔΕΔΟΜΕΝΨΝ 

4.8.1. Κρυςτάλλωςη rmGPb 

Η rmGPb μετϊ το πϋρασ τησ διαδικαςύασ τησ απομϐνωςησ υποβλόθηκε ςε κατεργαςύα με 

ενεργϐ ϊνθρακα. Η κατεργαςύα οδηγεύ ςτην απομϊκρυνςη τησ AMP, η οπούα υπϊρχει απϐ τα 

ςτϊδια τησ απομϐνωςησ, ώςτε το ϋνζυμο να κρυςταλλωθεύ ςτην ςτερεοδιαμϐρφωςη –T 

καθώσ η AMP μετατοπύζει την ιςορροπύα ςτην ςτερεοδιαμϐρφωςη –R. Αρχικϊ, ϋγινε διαπύδυςη 

του ενζϑμου ϋναντι διαλϑματοσ που αποτελοϑταν απϐ 10 mM BES, 0.02 (w/v) % NaN3, 1 mM 

EDTA και 2 mM DTT pH 6.8 ςτο οπούο εύχε προςτεθεύ ενεργϐσ ϊνθρακασ ςε αναλογύα [1 mg 

rmGPb]/[2 mg ενεργϐ ϊνθρακα]. Ο ενεργϐσ ϊνθρακασ πριν προςτεθεύ ςτη διαπύδυςη εύχε 

πλυθεύ πρώτα δϑο φορϋσ με το ρυθμιςτικϐ διϊλυμα τησ διαπύδυςησ ώςτε να μην επηρεαςτεύ η 

ςϑςταςη του διαλϑματοσ. Η διαπύδυςη ϋγινε ςε θερμοκραςύα δωματύου για 1 h, ώςτε να 

αποφευχθεύ η κρυςτϊλλωςη του ενζϑμου λϐγω τησ AMP, και ϋπειτα για 16 h ςε θερμοκραςύα 4 

οC. Σην επϐμενη ημϋρα ϋγινε κατεργαςύα του ενζϑμου απευθεύασ με ενεργϐ ϊνθρακα. ε αυτό 

τη περύπτωςη ο ενεργϐσ ϊνθρακασ προςτϋθηκε ςε αναλογύα [1 mg rmGPb]/[1.2 mg ενεργϐ 

ϊνθρακα] αφοϑ πρώτα εύχε πλυθεύ δϑο φορϋσ με το ρυθμιςτικϐ διϊλυμα. Ο ενεργϐσ ϊνθρακασ 

προςτϋθηκε ςτο ϋνζυμο και ακολοϑθηςε ανϊδευςη για 15 min ςε θερμοκραςύα δωματύου. 

Ϊπειτα, ο ενεργϐσ ϊνθρακασ διαχωρύςτηκε απϐ το ενζυμικϐ διϊλυμα με φυγοκϋντρηςη (17000 

rpm) ςε θερμοκραςύα δωματύου. Για να απομακρυνθοϑν τα υπολεύμματα του ενεργοϑ 

ϊνθρακα το ενζυμικϐ διϊλυμα πϋραςε απϐ φύλτρο με πϐρουσ διαμϋτρου 0.45 μm. τη ςυνϋχεια, 

προςδιορύςτηκε ο λϐγοσ τησ οπτικόσ απορρϐφηςησ του ενζϑμου ςτα μόκη κϑματοσ [260 

nm/280 nm] ο οπούοσ ϋπρεπε να εύναι μικρϐτεροσ του 0.53. ε περύπτωςη που ο λϐγοσ όταν 

υψηλϐτεροσ, τϐτε η διαδικαςύα με ενεργϐ ϊνθρακα απευθεύασ ςτο ϋνζυμο επαναλαμβανϐταν.  

Η κρυςτϊλλωςη τησ rmGPb ϋγινε με την μϋθοδο batch η οπούα βαςύζεται ςτην προςθόκη του 

διαλϑματοσ τησ πρωτεϏνησ μαζύ με το διϊλυμα καταβϑθιςησ δημιουργώντασ μια κατϊςταςη 

υψηλοϑ κορεςμοϑ. Σο ενζυμικϐ διϊλυμα που παραλϊβαμε μετϊ την κατεργαςύα με ενεργϐ 

ϊνθρακα αραιώθηκε ςε κατϊλληλο ϐγκο ώςτε η ςυγκϋντρωςη του ενζϑμου να όταν 25 mg/ml 
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και ϋπειτα προςτϋθηκαν 3 mM DTT, 1 mM spermine, 6 mM IMP και πυρόνεσ κρυςτϊλλων τησ 

rmGPb (seeding). Σϋλοσ, το μύγμα τοποθετόθηκε εντϐσ υϊλινων ςωλόνων (μόκοσ ~ 3 cm και 

διαμϋτρου 2-3 mm) των οπούων οι ϊκρεσ αςφαλύςτηκαν καλϊ με parafilm. Σετραγωνικού 

κρϑςταλλοι τησ rmGPb πρωτοεμφανύςτηκαν ςε θερμοκραςύα 16 οC ςε χρονικϐ διϊςτημα 24 h 

και η πλόρησ ανϊπτυξη τουσ ολοκληρώθηκε εντϐσ ενϐσ μόνα. 

4.8.2. υλλογή κρυςταλλογραφικών δεδομένων για την rmGPb ςε ςγμπλοκο με 

αναςτολείσ 

Κρϑςταλλοι τησ rmGPb που εύχαν αναπτυχθεύ ςε μικροϑσ ςωλόνεσ τοποθετόθηκαν μικρϐ 

τρυβλύο Petri με προςθόκη διαλϑματοσ 10 mM BES pH 6.8 ώςτε να παραμεύνουν 

ενυδατωμϋνοι. τη ςυνϋχεια μονοκρϑςταλλοι απομακρϑνθηκαν απϐ το διϊλυμα με βοόθεια 

υϊλινησ πιπϋτασ παςτϋρ και τοποθετόθηκαν ςε υϊλινα τριχοειδό. Ακολοϑθωσ, απομακρϑνθηκε 

η περύςςεια διαλϑματοσ γϑρω απϐ τον κρϑςταλλο και ϋγινε προςθόκη διαλϑματοσ που 

περιεύχε τον αναςτολϋα (ςυνόθωσ 10 mM) ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 10 mM BES pH 6.8, 

παρουςύα DMSO (10-30 % v/v) καθώσ οι αναςτολεύσ όταν διαλυτοποιημϋνοι ςε αυτϐ τον 

διαλϑτη. Η επώαςη του κρυςτϊλλου εντϐσ του τριχοειδοϑσ με τον αναςτολϋα ϋγινε ςε 

θερμοκραςύα δωματύου απϐ 5 ώρεσ ϋωσ 5 ημϋρεσ, ανϊλογα την περύπτωςη, ώςτε να επιτευχθεύ 

η πρϐςδεςη του αναςτολϋα ςτη πρωτεϏνη. Οι ακριβεύσ ςυνθόκεσ για κϊθε ϋνωςη 

παρουςιϊζονται ςτην ενϐτητα αποτελϋςματα-ςυζότηςη. Η ςυλλογό των κρυςταλλογραφικών 

δεδομϋνων ϋγινε ςτο Εθνικϐ Ίδρυμα Ερευνών ςτο εργαςτόριο Δομικόσ Βιολογύασ και Φημεύασ 

χρηςιμοποιώντασ ςυμβατό πηγό παραγωγόσ ακτύνων-Φ (CuKa). Σο ςϑςτημα ςυλλογόσ 

δεδομϋνων περύθλαςησ (λ = 1.5419 Å, Oxford Diffraction SuperNova, Agilent Technologies) εύναι 

εξοπλιςμϋνο με γωνιϐμετρο 4κ και ανιχνευτό ATLAS CCD 135 nm (Agilent Technologies). Πριν 

τη ςυλλογό των δεδομϋνων ςυλλϋχθηκε το διϊλυμα του αναςτολϋα απϐ τον τριχοειδϋσ και 

υπολεύμματα του διαλϑματοσ απομακρϑνθηκαν με χρόςη λεπτών απορροφητικών χαρτιών. 

Σϋλοσ, τοποθετόθηκε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα ςτισ ϊκρεσ του τριχοειδοϑσ οι οπούεσ ςφραγύςτηκαν 

με κερύ. Αυτό η διαδικαςύα γύνεται ώςτε κατϊ τη διϊρκεια τησ ςυλλογόσ των δεδομϋνων να 

διατηρηθεύ η εςωτερικό υγραςύα και να μην υπϊρξει εξϊτμιςη του διαλϑτη που περιϋχει ο 

κρϑςταλλοσ, κϊτι το οπούο θα οδηγόςει ςτην καταςτροφό του. Σϋλοσ, το τριχοειδϋσ 

τοποθετόθηκε ςτο γωνιϐμετρο με τη βοόθεια πλαςτελύνησ και προςανατολύςτηκε ωσ προσ την 

πηγό ακτύνων-Φ. Οι βαςικϋσ παρϊμετροι τησ ςυλλογόσ δεδομϋνων περύθλαςησ εύναι οι εξόσ: 
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Θερμοκραςύα (ο C) 25 

Φρϐνοσ ϋκθεςησ (sec) 2 x 20 

Απϐςταςη ανιχνευτό (cm) 82.5 

Περιςτροφό ανϊ εικϐνα, Δφ (ο)  0.8 

Επειδό η ςυλλογό των δεδομϋνων ϋγινε ςε θερμοκραςύα δωματύου και προκειμϋνου να 

αποφευχθεύ καταςτροφό του κρυςτϊλλου απϐ την ακτινοβολύα ακτύνων-Φ, ϋγιναν ~ 3 

μετατοπύςεισ του κρυςτϊλλου κατϊ τον ϊξονα περιςτροφόσ του. Η επεξεργαςύα των 

κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων περύθλαςησ ϋγινε με το πρϐγραμμα CrysAlisPro [237]. Η 

ςυγχώνευςη των εντϊςεων των περιθλϊςεων ϋγινε με το πρϐγραμμα Aimless [238] και η 

βϋλτιςτη ευκρύνεια προςδιορύςτηκε με το κριτόριο CC1/2 [239]. Ο προςδιοριςμϐσ των φϊςεων 

ϋγινε με διεργαςύεσ Fourier και το πρϐγραμμα REFMAC [238] χρηςιμοποιώντασ την γνωςτό 

δομό τησ ςτερεοδιαμϐρφωςησ-Σ τησ rmGPb ελεϑθερη απϐ προςδϋτεσ η οπούα εύχε 

προςδιοριςτεύ ςε ευκρύνεια 1.9 Å (Leonidas et al., μη δημοςιευμϋνα αποτελϋςματα). Η 

βελτιςτοπούηςη των ςυντεταγμϋνων των ατϐμων του μορύου ςτο χώρο (xyz) αλλϊ και των 

παραγϐντων θερμικόσ κύνηςησ (B-factor) ϋγινε επύςησ με το πρϐγραμμα REFMAC [238] (10 

κϑκλοι restrained refinement). Η μελϋτη των χαρτών 2Fobs-Fcalc ϋδειξε την ϑπαρξη θετικόσ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ κϊτι το οπούο ςημαύνει την πρϐςδεςη του αναςτολϋα ςτο 

ςυγκεκριμϋνο κϋντρο του ενζϑμου. Η καταςκευό του δομικοϑ μοντϋλου του αναςτολϋα ϋγινε 

με το πρϐγραμμα AceDRG [240] ό με το πρϐγραμμα JLigand [241]. Η προςθόκη του αναςτολϋα 

ςτουσ χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, αλλϊ και η γενικό αναπροςαρμογό του μοντϋλου 

ϐπωσ η μετακύνηςη πλευρικών αλυςύδων οριςμϋνων καταλούπων, η προςθόκη εναλλακτικών 

διαμορφώςεων των πλευρικών αλυςύδων κϊποιων καταλούπων και η προςθόκη ό διαγραφό 

μορύων ϑδατοσ ϋγινε με το πρϐγραμμα Coot [242, 243]. Ακολοϑθηςε περαιτϋρω 

βελτιςτοπούηςη με το πρϐγραμμα REFMAC (restrained refinement) και οι αλλαγϋσ που 

πραγματοποιόθηκαν αξιολογόθηκαν απϐ το ταύριαςμα τουσ ςτουσ νϋουσ χϊρτεσ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ, απϐ τη γεωμετρύα, απϐ το διϊγραμμα Ramachandran και απϐ τουσ 

B-factors (κυρύωσ για τα μϐρια του διαλϑτη και του αναςτολϋα). Σϋλοσ, η πληρϐτητα των 

αναςτολϋων ςτο κϋντρο πρϐςδεςησ τουσ αξιολογόθηκε μϋςω «βελτιςτοπούηςησ τησ 

πληρϐτητασ» (occupancy refinenemet) με το πρϐγραμμα REFMAC. Η εγκυρϐτητα τησ πορεύασ 

βελτιςτοπούηςησ ελϋγχθηκε χρηςιμοποιώντασ τον διαδικτυακϐ διακομιςτό PDB_REDO [223-

225]. Επειδό υπόρχαν διαθϋςιμεσ περιςςϐτερεσ απϐ πϋντε ανακλϊςεισ για κϊθε ϊτομο, 

εξετϊςτηκε τϐςο το ιςοτροπικϐ ϐςο και το ανιςοτροπικϐ μοντϋλων των B-factors και το 
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ιςοτροπικϐ μοντϋλο επιλϋχθηκε βαςιςμϋνοι ςτη τιμό του λϐγου του παρϊγοντα R του 

Hamilton. Η ςτερεοχημεύα των καταλούπων τησ πρωτεϏνησ ελϋγχθηκε με το πρϐγραμμα 

MolProbity [244]. Οι δεςμού υδρογϐνου και οι αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals αναλϑθηκαν με 

το πρϐγραμμα CONTACT που εμπεριϋχεται ςτη ςειρϊ προγραμμϊτων του CCP4 εφαρμϐζοντασ 

ωσ μϋγιςτεσ αποςτϊςεισ τα 3.3 Å για δεςμοϑσ υδρογϐνου και τα 4.0 Å για αλληλεπιδρϊςεισ van 

der Waals. Σϋλοσ, ϋγινε κατϊθεςη των δομών ςτη βϊςη δεδομϋνων για πρωτεϏνεσ Protein Data 

Bank (https://www.rcsb.org/). Η καταςκευό εικϐνων για αναπαρϊςταςη των τριςδιϊςτατων 

δομών ϋγινε με το πρϐγραμμα CCP4 Molecular graphics [122].  

Για τη ςυλλογό δεδομϋνων περύθλαςησ που ϋγινε ςε πηγό ςυγχροτρονικόσ ακτινοβολύασ ςτο 

ςταθμϐ ID911-2 (λ = 1.0403 Å) ςτο MAX-Lab Synchrotron Radiation Source ςτο Lund τησ 

ουηδύασ, χρηςιμοποιόθηκε ο ανιχνευτόσ MAR CCD (165 mm). ε αυτό τη περύπτωςη η 

επεξεργαςύα των κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων περύθλαςησ διεξόχθη με τα προγρϊμματα 

Mosflm [245] και Aimless [238].  

4.8.3. Κρυςτάλλωςη του CgGDE 

Η κρυςτϊλλωςη του CgGDE εύχε επιτευχθεύ με τη μϋθοδο διϊχυςησ ατμών (καθόμενη 

ςταγϐνα) ςε θερμοκραςύα 20 οC ϐπωσ αναλϑεται ςτη ςχετικό δημοςύευςη [44]. Σο ϋνζυμο εύχε 

ςυμπυκνωθεύ ςε ςυγκϋντρωςη 20 mg/mL και η ςυνθόκη κρυςτϊλλωςησ περιεύχε 10 % PEG 

5000 mme (monometyl ether), 0.1 M Hepes pH 7.0 και 5 % tacsimate pH 7.0. Πριν την 

κρυςτϊλλωςη προςτϋθηκε ςτην πρωτεϏνη 0.3 mM TCEP [44]. τισ δοκιμϋσ κρυςτϊλλωςησ που 

επιχειρόςαμε δεν μπορϋςαμε να επαναλϊβουμε την παραγωγό κρυςτϊλλων ςε αυτό τη 

ςυνθόκη χωρύσ την προςθόκη tacsimate. Σο tacsimate αποτελεύ ςόμα κατατεθϋν τησ Hampton 

Research και αποτελεύται απϐ 1.8305 M Malonic acid, 0.25 M Ammonium citrate tribasic, 0.12 M 

Succinic acid, 0.3 M DL-Malic acid, 0.4 M Sodium acetate trihydrate, 0.5 M Sodium formate, 0.16 

M Ammonium tartrate dibasic και διατύθεται ςε pH 4, 5, 6, 7, 8, και 9 [246]. Για το λϐγο αυτϐ 

ϋγινε ςϊρωςη 96 ςυνθηκών του κιτ JBScreen Basic 1, 2, 3 και 4 τησ εταιρεύασ Jena Biosciences 

με τη χρόςη ρομποτικοϑ ςυςτόματοσ OryxNano (Douglas Instruments). Η βϋλτιςτη 

ςυγκϋντρωςη τησ πρωτεϏνησ για πειρϊματα κρυςτϊλλωςησ εκτιμόθηκε ςε 20 mg/mL με το κιτ 

pre-crystallization test τησ εταιρεύασ Hampton Research. Σο κϊθε βοθρύο του πιϊτου 96 θϋςεων 

περιεύχε 50 μL απϐ την κϊθε ςυνθόκη και ακολοϑθηςε προςθόκη 0.4 μL πρωτεϏνησ με 0.4 μL 

απϐ την ςυνθόκη ςτη θϋςη εναπϐθεςησ τησ ςταγϐνασ. Οι ανϊπτυξη των κρυςτϊλλων ϋγινε ςε 

θερμοκραςύα 16 οC. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



139 
 

4.8.4. Κρυςτάλλωςη hGDE 

Ϊγινε ςϊρωςη 384 ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ χρηςιμοποιώντασ τα κιτ ςϊρωςησ ςυνθηκών 

κρυςτϊλλωςησ: JBScreen Basic 1, 2, 3, 4 και JBScreen Kinase 1, 2, 3, 4 τησ εταιρεύασ Jena 

Biosciences, Structure Screen 1 και 2 τησ εταιρεύασ Molecular Dimensions, και PEG4000-

Malonate τησ εταιρεύασ Molecular Dimensions (custom screen). Η εκτύμηςη τησ βϋλτιςτησ 

ςυγκϋντρωςησ πρωτεϏνησ για πειρϊματα κρυςτϊλλωςησ ϋγινε με το κιτ pre-crystallization test 

τησ εταιρεύασ Hamton Research και προςδιορύςτηκε ςτα 5 mg/ml. Σο κϊθε βοθρύο του πιϊτου 

96 θϋςεων περιεύχε 50 μL απϐ την κϊθε ςυνθόκη και ακολοϑθηςε προςθόκη 0.3 μL πρωτεϏνησ 

με 0.3 μL απϐ την ςυνθόκη ςτη θϋςη εναπϐθεςησ τησ ςταγϐνασ. Οι ανϊπτυξη των κρυςτϊλλων 

ϋγινε ςε θερμοκραςύα 16 οC.   
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5. ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ-ΤΖΗΣΗΗ 

5.1. Απομβνωςη και καθαριςμβσ και κρυςτάλλωςη τησ rmGPb 

Η διαδικαςύα του καθαριςμοϑ τησ rmGPb απϐ ςκελετικοϑσ μϑεσ κονύκλων περιγρϊφεται 

αναλυτικϊ ςτην παρϊγραφο 4.5.1. την Εικϐνα 40 παρουςιϊζεται η ανϊλυςη των δειγμϊτων 

που λϊβαμε κατϊ τα ςτϊδια του καθαριςμοϑ ςε SDS-PAGE. Παρατηροϑμε ϐτι η ποςϐτητα και η 

βιοχημικό καθαρϐτητα τησ rmGPb αυξϊνονται κατϊ τα ςτϊδια των ανακρυςταλλώςεων. Η 

ςυνολικό απϐδοςη τησ μεθϐδου όταν 0.8 g rmGPb ανϊ kg ςκελετικών μυών κονύκλων. 

 

Εικβνα 40: 10 % SDS-PAGE, απϐ την απομϐνωςη τησ rmGPb (97 kDa). Αρχικϊ, παρουςιϊζεται ο πρωτεώνικϐσ μϊρτυρασ 

μοριακών μεγεθών. Ϊπειτα, διαδρομό 1: μετϊ την ολοκλόρωςη του πρώτου βόματοσ, διαδρομό 2: μετϊ την καταβϑθιςη με 

θειικϐ αμμώνιο, διαδρομό 3: πριν τη διαπύδυςη, διαδρομό 4: με τα διαπύδυςη και τη φυγοκϋντρηςη, διαδρομό 5: πριν την 

πρώτη κρυςτϊλλωςη, διαδρομό 6: μετϊ την πρώτη ανακρυςτϊλλωςη, διαδρομό 7: μετϊ τη δεϑτερη ανακρυςτϊλλωςη, 

διαδρομό 8: μετϊ την τρύτη ανακρυςτϊλλωςη, διαδρομό 9: τελικϐ προώϐν. 

Σο ϋνζυμο που προϋκυψε απϐ το τελευταύο βόμα χρηςιμοποιόθηκε για παραγωγό κρυςτϊλλων 

τησ rmGPb ϐπωσ αναλϑεται ςτην παρϊγραφο 4.8.1. Κρϑςταλλοι τησ rmGPb παρουςιϊζονται 

ςτην Εικϐνα 41. 

 

Εικβνα 41: Κρϑςταλλοι τησ rmGPb. 

5.2.  Απομβνωςη και καθαριςμβσ τησ hlGPb 

Η διαδικαςύα αναγρϊφεται αναλυτικϊ ςτην παρϊγραφο 4.5.2. Παρακϊτω παρουςιϊζονται τα 

χρωματογραφόματα και οι αναλϑςεισ ςε SDS-PAGE κατϊ την πορεύα του καθαριςμοϑ. 
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1ο Βόμα καθαριςμοϑ: HiTrap TALON crude (IMAC με ακινητοποιημϋνα Co2+ ςε ςφαιρύδια 

ςεφαρϐζησ, GE HealthCare) 

 

Εικβνα 42: Σο χρωματογρϊφημα και η ανϊλυςη SDS-PAGE που προϋκυψε απϐ τον καθαριςμϐ τησ hlGPb με ςτόλη με 

ακινητοποιημϋνα Co2+. Η ϋκλουςη τησ πρωτεϏνησ ϋγινε ςτα κλϊςματα 14-18. Η μπλε γραμμό αντιπροςωπεϑει την 

απορρϐφηςη του UV (280 nm) του δεύγματοσ που ϋβγαινε απϐ τη ςτόλη και η πρϊςινη γραμμό το επύ τοισ εκατϐ ποςοςτϐ του 

διαλϑματοσ Β. 

2ο Βόμα καθαριςμοϑ: Resource Q (τόλη ϊνιο-ιοντοανταλλαγόσ, GE HealthCare) 

 

Εικβνα 43: Σο χρωματογρϊφημα και η ανϊλυςη SDS-PAGE που προϋκυψε απϐ τον καθαριςμϐ τησ hlGPb με ςτόλη με ϊνιο-

ιοντοανταλλαγόσ. Η ϋκλουςη τησ πρωτεϏνησ ϋγινε ςτα κλϊςμα 11-15 (~ 15 % διαλϑματοσ Β, δηλαδό ~ 150 mM NaCl). Η μπλε 

γραμμό αντιπροςωπεϑει την απορρϐφηςη του UV (280 nm) του δεύγματοσ που ϋβγαινε απϐ τη ςτόλη και η πρϊςινη γραμμό 

το επύ τοισ εκατϐ ποςοςτϐ του διαλϑματοσ Β. 

3ο Βόμα καθαριςμοϑ: HisTrap FF, 5 mL (IMAC με ακινητοποιημένα Ni2+, GE HealthCare) 

 

Εικβνα 44: Σο χρωματογρϊφημα και η ανϊλυςη SDS-PAGE που προϋκυψε απϐ τον καθαριςμϐ τησ hlGPb με ςτόλη με 

ακινητοποιημϋνα Ni2+ με ςκοπϐ το διαχωριςμϐ τησ τμημϋνησ πρωτεϏνησ απϐ την ϊτμητη και την TEV-Hisx6. Η hlGPb δεν 

προςδϋθηκε ςτη ςτόλη (F.T.) ενώ η ϊτμητη hlGPb (hlGPb-Hisx6) και η πρωτεϊςη TEV-Ηisx6 προςδϋθηκαν ςτη ςτόλη και η 

ϋκλουςη τουσ ϋγινε ςτα κλϊςματα 8-9. Η μπλε γραμμό αντιπροςωπεϑει την απορρϐφηςη του UV (280 nm) του δεύγματοσ που 

ϋβγαινε απϐ τη ςτόλη και η πρϊςινη γραμμό το επύ τοισ εκατϐ ποςοςτϐ του διαλϑματοσ Β. Επιπλϋον, παρουςιϊζεται και μια 

διαδρομό με το απομονωμϋνο και ςυμπυκνωμϋνο ϋνζυμο (υμπ.).  
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Η απϐδοςη τησ μεθϐδου όταν 50 μg hlGPb ανϊ λύτρο υγρόσ βακτηριακόσ καλλιϋργειασ. 

5.3.  ΚΙΝΗΣΙΚΕ ΚΑΙ ΚΡΤΣΑΛΛΟΓΡΑΥΙΚΕ ΜΕΛΕΣΕ ΣΗ GP 

5.3.1. Γλυκοπυρανοςιλιδενο-ςπείρο-ιμιδαζολινβνεσ ωσ αναςτολείσ τησ hlGP 

Οι τρεισ κϑριεσ κατηγορύεσ αναλϐγων γλυκϐζησ που ϋχουν μελετηθεύ και οδηγοϑν ςε αναςτολό 

τησ GP με τιμϋσ των Κi τησ τϊξησ μικρών μΜ εύναι ανϊλογα: α) c-γλυκοπυρανϐςυλο-

ετεροκυκλικών ενώςεων [161] β) Ν-ϊκυλο-Ν’-γλυκοπυρανϐςυλο-ουρύασ [82, 162, 163] και γ) 

γλυκοπυρανοςυλιδενο-ςπεύρο-ετεροκυκλικών ενώςεων [82]. Η χορόγηςη 

γλυκοπυρανοςυλιδενο-ςπεύρο-θειουδαντοϏνησ (TH) ςε διαβητικοϑσ αρουραύουσ Zucker [158] 

οδόγηςε ςε μεύωςη των επιπϋδων τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα και ςε αϑξηςη τησ ευαιςθηςύασ των 

ιςτών ςτϐχων ςτην ινςουλύνη [159]. Οι γλυκοπυρανοςυλιδενο-ςπεύρο-θειουδαντοϏνεσ 

εμφανύζουν Ki ςε επύπεδα χαμηλών μΜ και μελϋτεσ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ ϋδειξαν ϐτι 

αυτό η αναςτολό φαύνεται οφεύλεται ςτη ςπειροδικυκλικό δομό. τισ ενώςεισ αυτϋσ το ϊτομο 

ΝΗ ςυμμετϋχει ςε ϋνα δεςμϐ υδρογϐνου με το κατϊλοιπο His377, το οπούο βρύςκεται κοντϊ 

ςτο καταλυτικϐ κϋντρο. Επιπλϋον, οι πολικϋσ ομϊδεσ τησ υδαντοϏνησ ςυμμετϋχουν ςε 

διαμεςολαβοϑμενεσ απϐ μϐρια ϑδατοσ αλληλεπιδρϊςεισ με κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ [29, 

247]. Αργϐτερα, μελετόθηκαν ϊλλεσ ςπειροκυκλικϋσ ενώςεισ ϐπωσ οι οξαθειαζϐλεσ [248] 

(Πύνακασ 32, 37-38) και οι ιςοξαζολύνεσ (Πύνακασ 32, 35-36) [249] οι οπούεσ εμφϊνιςαν Ki ςτο 

εϑροσ των nM ϐταν εύχαν ωσ υποκαταςτϊτη μια ομϊδα 2-ναφθαλενύου. ε αυτϋσ τισ ενώςεισ οι 

κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ απεκϊλυψαν ϐτι δε ςχηματύζεται δεςμϐσ υδρογϐνου με την 

His377 και η ιςχυρό πρϐςδεςη του αναςτολϋα οφεύλεται ςτισ αλληλεπιδρϊςεισ που ςχηματύζει 

ο αρωματικϐσ δακτϑλιοσ με κατϊλοιπα απϐ τη β-εςοχό του καταλυτικοϑ κϋντρου του ενζϑμου. 

Οι αλληλεπιδρϊςεισ αυτϋσ εύναι κυρύωσ van der Waals και ενδεχομϋνωσ αντικαθιςτοϑν τη 

ςυνειςφορϊ των πολικών αλληλεπιδρϊςεων που αναφϋρθηκαν παραπϊνω. Επιπλϋον, η 

χορόγηςη μιασ δϐςησ ςπεύρο-ιςοξαζολύνησ ςε αρουραύουσ Zucker, οδόγηςε ςε μεύωςη τησ 

παραγωγόσ τησ γλυκϐζησ απϐ το όπαρ κατϊ το 1/3 υποδηλώνοντασ ϐτι αυτό η ϋνωςη, 

ενδεχομϋνωσ, θα μποροϑςε να χρηςιμοποιηθεύ για φαρμακευτικοϑσ ςκοποϑσ [160].  

Προκειμϋνου να κατανοόςουμε τα ςημαντικϊ χαρακτηριςτικϊ αυτών των ςπειροκυκλικών 

ενώςεων, μελετόςαμε τισ ενώςεισ που παρουςιϊζονται ςτον Πύνακασ 32 οι οπούεσ μοιρϊζονται 

χαρακτηριςτικϊ με τισ δϑο κατηγορύεσ ςπειροκυκλικών ενώςεων που αναφϋραμε παραπϊνω. 

Αυτϋσ οι γλυκοπυρανοςυλιδενο-ςπεύρο-ιμιδαζολινϐνεσ διϋθεταν ωσ υποκαταςτϊτη ςτο 

δακτϑλιο τησ ιμιδαζολινϐνησ εύτε φαινϑλιο (Πύνακασ 32, 10 και 28), εύτε ναφθαλϋνιο ςτη θϋςη 

1 (Πύνακασ 32, 11 και 29), ό 2 (Πύνακασ 32, 12 και 30). Επιπλϋον, ϋγινε ςϑνθεςη και μελϋτη 
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των (R) και των αντύςτοιχων (S) επιμερών τουσ. Η αξιολϐγηςη τησ αναςτολόσ διεξόχθη με 

κινητικϋσ μελϋτεσ ενώ εκπονόθηκαν και κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ για τον προςδιοριςμϐ 

του τρϐπου πρϐςδεςησ των ενώςεων και τη ςϑγκριςη του με ϊλλεσ ςπειροκυκλικϋσ ενώςεισ. Η 

ςϑνθεςη των ενώςεων αυτών ϋγινε απϐ το εργαςτόριο του καθηγητό László Somsák απϐ το 

Πανεπιςτόμιο του Debrecen τησ Ουγγαρύασ. 

Κινητικέσ μελέτεσ 

Η αξιολϐγηςη των γλυκοπυρανοςυλιδενο -ςπεύρο-ιμιδαζολινονών ωσ προσ την ικανϐτητα τουσ 

να αναςτϋλλουν την GP ϋγινε με προςδιοριςμϐ τησ ςταθερϊσ αναςτολόσ τουσ ωσ προσ τισ 

rmGPa και hlGPa. Οι αναςτολεύσ εμφϊνιςαν ςυναγωνιςτικό αναςτολό ωσ προσ το υπϐςτρωμα 

(G1P) ϐπωσ φϊνηκε απϐ τα διαγρϊμματα Lineweaver-Burk και οι Ki που υπολογύςτηκαν για 

κϊθε ϋνωςη παρουςιϊζονται ςτον Πύνακασ 32. Η ςυγγϋνεια των αναςτολϋων, ϐπωσ 

φανερώνεται απϐ τισ Ki, φαύνεται να ακολουθεύ παρϐμοιο μοτύβο ωσ προσ τα δϑο ϋνζυμα. Αν 

ςυγκρύνουμε τισ τιμϋσ των Ki θα παρατηρόςουμε ϐτι τα (R) ςπεύρο-επιμερό 28, 29, 30 εύναι 

πιο ιςχυρού αναςτολεύσ απϐ τα αντύςτοιχα (S) ςπεύρο-επιμερό 10, 11, και 12 κϊτι το οπούο ϋχει 

παρατηρηθεύ και μεταξϑ των επιμερών ςπεύρο-υδαντοώνών 33 και 34 [250-252] (Πύνακασ 32). 

Η αναςτολό κατϊ φθύνουςα ςειρϊ μεταξϑ των δϑο κατηγοριών των επιμερών ωσ προσ τον 

υποκαταςτϊτη του δακτυλύου τησ ιμιδαζολινϐνησ εύναι: 

 (S) επιμερό: φαινϑλιο (10) > 2-ναφθαλϋνιο (12) > 1-ναφθαλϋνιο (11) 

 (R) επιμερό: 2-ναφθαλϋνιο (30) > φαινϑλιο (28) > 1-ναφθαλϋνιο (29) 

Παρϐμοια κατϊταξη ςε ϐτι αφορϊ τα (R) επιμερό ϋχει παρατηρηθεύ και για ϊλλα ανϊλογα 

γλυκϐζησ ϐπωσ N-ακυλ-β-D-γλυκοπυρανοςυλαμύνεσ, Ν-ακυλ-N’-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο-ουρύεσ 

και C-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο-ετεροκυκλικϋσ ενώςεισ [82, 161]. Ο πλϋον δραςτικϐσ αναςτολϋασ 

εύναι ο 30 με τιμό Ki ύςη με 1.7 μΜ ωσ προσ την hlGPa και αποτελεύ τον τρύτο πιο ιςχυρϐ 

αναςτολϋα απϐ την οικογϋνεια των γλυκοπυρανοςυλιδενο-ςπεύρο-ετεροκυκλικών ενώςεων 

[82] αλλϊ και ϋναν απϐ τουσ πιο ιςχυροϑσ αναςτολεύσ τησ GP γενικϐτερα. Επιπλϋον, η 

απϐκλιςη τησ τιμόσ τησ Ki του 30 μεταξϑ των δϑο ενζϑμων εύναι η μικρϐτερη ςυγκριτικϊ με 

τουσ ϊλλουσ αναςτολεύσ υποδεικνϑοντασ ϐτι ο αναςτολϋασ δε ςυμπεριφϋρεται διαφορετικϊ 

μεταξϑ των δϑο ενζϑμων. Η ςϑγκριςη των υπϐ μελϋτη ενώςεων με ϊλλεσ γνωςτϋσ 

γλυκοπυρανοςυλιδενο-ςπεύρο-ετεροκυκλικϋσ ενώςεισ ωσ προσ την rmGPb ϋδειξε ϐτι η 

ιμιδαζολινϐνη 28 (Ki = 9 μM, [253]) εύναι πιο ιςχυρό απϐ την ιςοξαζολύνη 35 (Ki = 19.6 μM, 

[249]) και την οξαθειαζϐλη 37 (Ki = 26 μM, [248]). 
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Πίνακασ 32: Οι ςταθερϋσ αναςτολόσ μαζύ με την αρύθμηςη που χρηςιμοποιόθηκε για τα πειρϊματα κρυςταλλογραφύασ για 

κϊθε αναςτολϋα. Με ςκύαςη επιςημαύνονται οι ενώςεισ που μελετόθηκαν ςτην παροϑςα διατριβό. Οι τιμϋσ ςτην παρϋνθεςη 

αφοροϑν τισ Κi που ϋχουν προςδιοριςτεύ ωσ προσ την rmGPb. Επιπλϋον, αναφϋρονται και ϊλλεσ ενώςεισ που μελετόθηκαν 

ςτο παρελθϐν για λϐγουσ ςϑγκριςησ.  

Ονομαςύα-Φημικό δομό 
Ki [µM] 

Ονομαςύα-Φημικό δομό 
Ki [µM] 

rmGPa hlGPa rmGPa hlGPa 

 
10 

34.2 ± 0.6 

(136 [253]) 

96.7 ± 2.8 

 

 
 

28 

4.5 ± 0.3 

(9.0 [253]) 

8.4 ± 0.4 

 

11 

653 ± 18 

(Δ.Π. * [253]) 

1174 ± 37 

 

 
 

29 

6.6 ± 0.2 

(13.0 [253]) 

22.2 ± 0.9 

 

12 

212.4 ± 15.9 

(25%** [253]) 

370.8 ± 14.5 

 

 

30 

1.13 ± 0.06 

(2.11 [253]) 

1.72± 0.07 

 

 
33 

(105 [251]) 

(320 [252]) 
 

 

34 

(3.1 [250]) 

 

35 

(19.6 [249]) 

 
36 

(0.63 [249]) 

37 

(26 [248]) 

 
38 

(0.16 [248]) 

*Δεν παρατηρόθηκε αναςτολό ςε 625 μΜ αναςτολϋα. 

**Σο ποςοςτϐ τησ αναςτολόσ επιτεϑχθηκε με χρόςη 625 μΜ αναςτολϋα. 

Αυτό η διαφορϊ (2-3 φορϋσ) αν και δεν εύναι τϐςο μεγϊλη ϐςο θα περιμϋναμε, φαύνεται να 

επαληθεϑει την υπϐθεςη ςτη βϊςη τησ οπούασ ςχεδιϊςτηκαν τα παρϊγωγα ιμιδαζολινϐνησ. 

Αντύθετα, μεταξϑ των παραγώγων τα οπούα εύχαν ωσ υποκαταςτϊτη μια ομϊδα 2-

ναφθαλενύου, δεν παρατηρεύται το ύδιο μοτύβο. Η ιμιδαζολινϐνη 30 (Ki = 2.1 μM, [253]) 

φαύνεται να εύναι αςθενϋςτεροσ αναςτολϋασ απϐ την αντύςτοιχη ιςοξαζολύνη 36 (Ki = 0.63 μM, 
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[249]) και την οξαθειαζϐλη 38 (Ki = 0.16 μM, [248]). Προκειμϋνου να διαλευκϊνουμε την αιτύα 

για την οπούα η υπϐθεςη τησ αυξημϋνησ βιοδραςτικϐτητασ των ιμιδαζολινονών δεν ιςχϑει για 

τα παρϊγωγα με μια ομϊδα 2-ναφθαλενύου προχωρόςαμε ςε δομικϋσ μελϋτεσ 

κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ.  

Κρυςταλλογραφία ακτίνων-Φ 

Ο προςδιοριςμϐσ του τρϐπου πρϐςδεςησ των υπϐ μελϋτη ενώςεων ςτη GP ϋγινε με χρόςη 

κρυςτϊλλων τησ rmGPb, ϐπωσ ϋχει αναφερθεύ προηγουμϋνωσ ςτην παρϊγραφο 4.8.2. Πιο 

ςυγκεκριμϋνα, οι κρϑςταλλοι εμβαπτύςτηκαν ςε διϊλυμα το οπούο περιεύχε 10 mM BES pH 6.7, 

10 % v/v DMSO και αναςτολϋα. Παρακϊτω, αναφϋρονται οι ςυγκεντρώςεισ του κϊθε 

αναςτολϋα που χρηςιμοποιόθηκαν καθώσ και ο χρϐνοσ εμβϊπτιςησ του κρυςτϊλλου ςτο 

διϊλυμα του αναςτολϋα πριν τη ςυλλογό των κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων: 

 10: 10 mM, 19 h  

 28: 10 mM, 14 h  

 11: 7.5 mM, 96 h  

 29: 7.5 mM, 15 h 

 12: 10 mM, 96 h  

 30: 10 mM, 29 h  

 
Εικβνα 45: Φϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ απϐ κρυςτϊλλουσ rmGPb οι οπούοι εύχαν επωαςτεύ με 10 mM διαλϑματοσ του 

αναςτολϋα 11 για διϊφορεσ χρονικϋσ διϊρκειεσ. Παρατηροϑμε ϐτι υπϊρχει αϑξηςη τησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ ςτο 

καταλυτικϐ κϋντρο ωσ προσ τον χρϐνο. Για λϐγουσ ςϑγκριςησ παρουςιϊζεται και η ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ για τον 

αναςτολϋα 29. Σο φαινϐμενο αυτϐ παρατηρεύται λϐγω ςπεύρο-επιμεριςμοϑ του S-επιμεροϑσ 11 (Βλ. παρακϊτω) κατϊ την 

επώαςη με τον κρϑςταλλο. Λϐγω αυτοϑ του ςπεύρο-επιμεριςμοϑ, ο κρϑςταλλοσ δεςμεϑει απϐ το διϊλυμα το επιμερϋσ με τη 

μεγαλϑτερη ςυγγϋνεια, δηλαδό το R, με αποτϋλεςμα η ιςορροπύα ςτο διϊλυμα να μετατοπύζεται ςταδιακϊ προσ αυτϐ.   

Η ςυλλογό των κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων ϋγινε ςε ςυμβατό πηγό ακτύνων-Φ (CuΚα) με 

το ςϑςτημα περύθλαςησ Oxford Diffraction SuperNova ϐπωσ αναλϑεται ςτην αντύςτοιχη 

παρϊγραφο 4.8.2. Σα ςτατιςτικϊ που προϋκυψαν απϐ την επεξεργαςύα των δεδομϋνων 

περύθλαςησ παρουςιϊζονται ςτον Πύνακασ 33. 
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Πίνακασ 33: ϑνοψη των παραμϋτρων τησ επεξεργαςύασ των δεδομϋνων περύθλαςησ και τησ διαδικαςύασ τησ 

βελτιςτοπούηςησ για τα ςϑμπλοκα τησ rmGPb με τουσ αναςτολεύσ. Οι τιμϋσ ςτην παρϋνθεςη αφοροϑν την εξωτερικό 

ςτοιβϊδα ευκρύνειασ. 

γμπλοκο rmGPb 10 11 12 28 29 30 

Στατιςτικοί δείκτεσ ςυλλογήσ και επεξεργαςίασ κρυςταλλογραφικών δεδομένων 

Ευκρύνεια (Å) 13.53 - 2.30 13.55 - 2.30 13.74 - 2.28 13.44 – 2.35 13.70 – 2.36 13.69 – 2.40 

Εξωτερικό ςτοιβϊδα (Å) 2.39 - 2.30 2.38 - 2.30 2.36 - 2.28 2.44 – 2.35 2.45 – 2.36 2.49 – 2.40 

Ανακλϊςεισ 200015 212848 202859 173043 204077 197811 

Μοναδικϋσ ανακλϊςεισ 
39153  

(3172) 

39926 

(3073) 

41141 

(2962) 

37248 

(3258) 

35956 

(3168) 

33997 

(2975) 

Πολλαπλϐτητα 5.1 (3.5) 5.3 (3.3) 4.9 (2.9) 4.6 (3.3) 5.7 (4.1) 5.8 (4.2) 

Rsymm 
0.082 

(0.709) 

0.086 

(0.686) 

0.091 

(0.769) 

0.073 

(0.610) 

0.080 

(0.583) 

0.074 

(0.402) 

Πληρϐτητα (%) 90.4 (71.2) 91.7 (73.8) 92.0 (702) 91.6 (77.9) 90.2 (76.8) 90.3 (76.8) 

<I/ςI> 11.4 (1.4) 11.9 (1.5) 12.2 (1.4) 12.4 (1.6) 15.1 (2.3) 16.5 (3.3) 

CC1/2 
0.991 

(0.784) 

0.993 

(0.805) 

0.991 

(0.727) 

0.993 

(0.804) 

0.996 

(0.859) 

0.997 

(0.925) 

Στατιςτικοί δείκτεσ βελτιςτοποίηςησ 

Rcryst 
0.150 

(0.244) 

0.157 

(0.248) 

0.158 

(0.256) 

0.157 

(0.253) 

0.141 

(0.227) 

0.141 

(0.213) 

Rfree 
0.202 

(0.246) 

0.213 

(0.298) 

0.211 

(0.329) 

0.211 

(0.339) 

0.191 

(0.275) 

0.200 

(0.242) 

Αριθμϐσ μορύων διαλϑτη 261 227 251 221 229 228 

Απόκλιςη r.m.s. από τισ ιδεατέσ τιμέσ 

Μόκοσ δεςμών (Å) 0.008 0.009 0.008 0.007 0.008 0.012 

Γωνύεσ (°) 1.2 1.3 1.5 1.1 1.2 1.5 

Μέςη τιμήσ παράγοντα θερμικήσ κίνηςησ (Å2) 

Ωτομα πρωτεϏνησ 30.9 30.5 21.4 33.7 31.2 29.0 

Μϐρια διαλϑτη 28.9 29.0 30.7 30.7 28.2 26.2 

Ωτομα αναςτολϋα 18.17** 30.3** 55.3* 20.6 20.1 17.3/55.5* 

PDB entry    6QA8 6QA7 6QA6 

*Σιμϋσ για τον αναςτολϋα που βρϋθηκε ςυνδεδεμϋνοσ και ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο. 

** Οι τιμϋσ τισ μϋςησ τιμόσ του παρϊγοντα θερμικόσ κύνηςησ για τα ςϑμπλοκα των S-επιμερών 10 και 11 αναφϋρεται ςτην 

πρϐςδεςη των R-επιμερών, καθώσ μϐνο τα R- επιμερό βρϋθηκαν προςδεδεμϋνα ςτον κρϑςταλλο ακϐμα και ϐταν η επώαςη 

ϋγινε με τα S-επιμερό, ϐπωσ αναλϑεται παρακϊτω. 

Σο πιο ενδιαφϋρον εϑρημα απϐ τισ μελϋτεσ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ όταν η αποτυχύα 

ςϑνδεςησ των αναςτολϋων 10 και 11 ςτο ϋνζυμο ϑςτερα απϐ 10 h επώαςησ με το διϊλυμα του 

αναςτολϋα. Ψςτϐςο, ϐταν εφαρμϐςαμε περιςςϐτερεσ ώρεσ επώαςησ (> 14 h) αρχύςαμε να 

παρατηροϑμε την πρϐςδεςη των επιμερών τουσ (28 και 29 αντύςτοιχα). Η ςταδιακό αϑξηςη 

του χρϐνου επώαςησ οδόγηςε ςε ςταδιακό αϑξηςη τησ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ που 

καταλϊμβανε ο αναςτολϋασ ςτο καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου (Εικϐνα 45:). Η ανϊλυςη των 

χαρτών ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ για τισ ϋξι υπϐ μελϋτη ενώςεισ, ϋδειξε ϐτι ςε κϊθε 

περύπτωςη μϐνο τα (R) επιμερό βρϋθηκαν προςδεδεμϋνα ςτο ϋνζυμο. Αυτό η παρατόρηςη 

βρύςκεται ςε ςυμφωνύα με τισ κινητικϋσ μελϋτεσ ϐπου παρουςιϊζεται μεγϊλη διαφορϊ ςτισ Ki 

μεταξϑ των ζευγών των επιμερών, υποδηλώνοντασ ϐτι η πρωτεϏνη ςτον κρϑςταλλο ςυνδϋει 

κατϊ προτύμηςη μϐνο με το ϋνα επιμερϋσ. Η ςταδιακό εμφϊνιςη και των δϑο επιμερών ςτο 
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διϊλυμα επώαςησ των κρυςτϊλλων ςυνϊδει με τον πιθανϐ ςπεύρο-επιμεριςμϐ των 

ιμιδαζολινονών που παρατηρόθηκε κατϊ τη ςϑνθεςη των ενώςεων [253]. Η πρϐςδεςη τησ 

ϋνωςησ με τη μεγαλϑτερη ςυγγϋνεια οδόγηςε ςε εξϊντληςη αυτοϑ του επιμεροϑσ απϐ το 

διϊλυμα επώαςησ μετατοπύζοντασ την ιςορροπύα προσ αυτϐ το επιμερϋσ με αποτϋλεςμα να 

αυξϊνεται η πληρϐτητα του αναςτολϋα ςτο καταλυτικϐ κϋντρου του ενζϑμου. Ο αναςτολϋασ 

12 δεν φϊνηκε να προςδϋνεται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο ακϐμα και μετϊ απϐ 96 ώρεσ επώαςησ 

αλλϊ παρατηρόθηκε να προςδϋνεται ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο ενώ το αντύςτοιχο (R) 

επιμερϋσ του (30) βρϋθηκε να προςδϋνεται και ςτα δϑο κϋντρα.  

 
Εικβνα 46: Οι χϊρτεσ 2Fo-FC που υπολογύςτηκαν για τισ ενώςεισ 28 και 29 για το καταλυτικϐ κϋντρο. Για τον αναςτολϋα 30 

παρουςιϊζονται οι χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ τϐςο για το καταλυτικϐ κϋντρο (αριςτερϊ) ϐςο και για το νϋο 

αλλοςτερικϐ κϋντρο (δεξιϊ). Οι χϊρτεσ όταν προςαρμοςμϋνοι ςε 1.0 ς πριν την ενςωμϊτωςη των μορύων των αναςτολϋων 

ςτη διαδικαςύα τησ βελτιςτοπούηςησ.  

υνεπώσ, ςϑμφωνα με τα παραπϊνω, η ανϊλυςη του τρϐπου πρϐςδεςησ των υπϐ μελϋτη 

ενώςεων περιορύςτηκε ςτα ςϑμπλοκα rmGPb-28, 29 και 30. Οι ενώςεισ προςδϋνονται ςτο 

καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου και ϐλα τα ϊτομα τουσ εντοπύζονται καλϊ ςτουσ χϊρτεσ 

ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ που υπολογύςτηκαν (Εικϐνα 46), ενώ για το ςϑμπλοκο rmGPb-30 

παρατηρόθηκε επιπλϋον πυκνϐτητα και ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο (Εικϐνα 46). Η εφαρμογό 

βελτιςτοπούηςησ τησ πληρϐτητασ (Βλ. παρϊγραφο 4.1.6.13) για τον αναςτολϋα 30 ϋδειξε ϐτι 

ςτο καταλυτικϐ κϋντρο εμφανύζει πληρϐτητα 1.0 και ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο 0.7, 

υποδηλώνοντασ ϐτι το κϑριο κϋντρο πρϐςδεςησ του αναςτολϋα εύναι το καταλυτικϐ. Η 

πρϐςδεςη αναλϐγων γλυκοπυρανϐζησ δευτερογενώσ ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο ϋχει 

παρατηρηθεύ και ςε ϊλλεσ εργαςύεσ [162].  

Η τιμό τησ r.m.s.d. που προϋκυψε μετϊ απϐ υπϋρθεςη των τριών ςυμπλϐκων των αναςτολϋων 

ωσ προσ την δομό τησ ελεϑθερησ απϐ αναςτολεύσ rmGPb για τα καλϊ καθοριςμϋνα κατϊλοιπα 
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(18 - 49, 262 - 312 και 326 -829) όταν 0.75, 0.67 και 0.66 Å για τα ςϑμπλοκα των αναςτολϋων 

28, 29 και 30 αντύςτοιχα. Οι τιμϋσ αυτϋσ υποδεικνϑουν ϐτι δεν παρατηρεύται ςημαντικό 

αλλαγό ςτη ςυνολικό διαμϐρφωςη τησ πρωτεϏνησ κατϊ την πρϐςδεςη των αναςτολϋων. 

Πίνακασ 34: Πιθανού δεςμού υδρογϐνου που αναπτϑςςονται μεταξϑ των αναςτολϋων και των καταλούπων 

του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ rmGPb. Οι αριθμού αναφϋρονται ςε αποςτϊςεισ ςε Å. 

Ωτομα 

αναςτολϋα* 

Αποςτϊςεισ (Å) 

Κατϊλοιπα πρωτεϏνησ 

και μϐρια ϑδατοσ 
28 29 30 

O2' 

Asn284 (ND2) - 2.8 3.1 

Asn284 (OD1) - - 3.2 

Tyr573 (OH) 3.3 3.3 3.3 

Glu672 (OE1) 3.3 - - 

Water321 (O) 3.0 2.9 3.0 

O3' 

Glu672 (OE1) 2.7 2.8 2.8 

Ala673 (N) 3.2 3.3 3.2 

Ser674 (N) 3.1 3.1 3.1 

Gly675 (N) 3.1 3.2 3.2 

O4' 
Gly675 (N) 2.9 2.9 2.9 

Water133 (O) 2.6 2.6 2.6 

O6' 
Asn484 (ND2) 2.7 2.6 2.8 

His377 (ND1) 2.7 2.7 2.7 

N1 His377 (O) 2.7 2.8 2.9 

N2 
Asn284 (ND2) - - 3.3 

Water311 (O) 3.1 3.0 2.9 

O4 

Gly135 (N) 3.3 3.3 3.2 

Leu136 (N) 3.2 3.2 3.2 

Water59 (O) 3.3 3.2 3.0 

Water311 (O) - 3.3 - 

γνολο 16 17 18 

*Για την αρύθμηςη των ατϐμων των αναςτολϋων δεύτε τον Πύνακασ 32. 

Η πρϐςδεςη των αναςτολϋων ςτο καταλυτικϐ κϋντρο ςυμβαύνει αρχικϊ με την ςϑνδεςη τησ 

γλυκοπυρανϐζησ ςτο κϋντρο πρϐςδεςησ τησ γλυκϐζησ το οπούο αποτελεύ μϋροσ του 

καταλυτικοϑ κϋντρου. Η πρϐςδεςη τησ γλυκοπυρανϐζησ κϊθε αναςτολϋα γύνεται με ϋνα 

τυπικϐ πρϐτυπο δεςμών υδρογϐνων (Πύνακασ 34, Εικϐνα 47) και αλληλεπιδρϊςεων van der 

Waals το οπούο ϋχει παρατηρηθεύ και ςε προηγοϑμενεσ μελϋτεσ. Επιπρϐςθετα, τρύα 

ςυντηρημϋνα μϐρια ϑδατοσ γεφυρώνουν αλληλεπιδρϊςεισ μϋςω δεςμών υδρογϐνου μεταξϑ 

τησ γλυκοπυρανϐζησ κϊθε αναςτολϋα και των καταλούπων Asp283, Asn284, Tyr573, Lys574, 

Thr671, Ala673, Thr676 και τησ φωςφορικόσ ομϊδασ 5’ τησ PLP (Εικϐνα 47). Μεταξϑ των 

ςυμπλϐκων των αναςτολϋων, υπϊρχει μια ςημαντικό διαφορϊ ςε ϐτι αφορϊ το δύκτυο των 

δεςμών υδρογϐνου που δημιουργεύται καθώσ ςτο ςϑμπλοκο με τον αναςτολϋα 28 δε 

ςχηματύζεται ο δεςμϐσ υδρογϐνου μεταξϑ του ατϐμου Ο2’ τησ γλυκοπυρανϐζησ και τησ 

πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Asn284 (Εικϐνα 47, Εικϐνα 48) λϐγω μια ςημαντικόσ δομικόσ 

μεταβολόσ ςτη διαμϐρφωςη του βρϐχου 280s (κατϊλοιπα 282-289). 
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Εικβνα 47: τϋρεο-απεικϐνιςη των αλληλεπιδρϊςεων που δημιουργοϑν οι αναςτολεύσ κατϊ την πρϐςδεςη τουσ ςτο 

καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου. Παρουςιϊζονται τα ςϑμπλοκα των αναςτολϋων a) 28, b) 29 και c) 30. Σα μϐρια ϑδατοσ 

αποτυπώνονται με κυανϋσ ςφαύρεσ και οι δεςμού υδρογϐνου με διακεκομμϋνεσ γραμμϋσ.  

28 

29 

30 

c) 

b) 

a) 
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Εικβνα 48: Τπϋρθεςη τησ διαμϐρφωςησ του βρϐχου 280s των ςυμπλϐκων των rmGPb-28 (πορτοκαλύ), 29 (πρϊςινο), 30 

(καφϋ) ωσ προσ τη δομό τησ ελεϑθερησ απϐ αναςτολεύσ rmGPb ςτη ςτερεοδιαμϐρφωςη-Σ (μωβ). 

το ςϑμπλοκο του 28 ο βρϐχοσ 280s αποκτϊ μια εντελώσ διαφορετικό διαμϐρφωςη 

ςυγκριτικϊ με αυτόν που ϋχει ςτα υπϐλοιπα ςϑμπλοκα αλλϊ και με αυτό που υιοθετεύ ςτην 

ελεϑθερη απϐ αναςτολεύσ δομό (Εικϐνα 48). Η τιμόσ τησ r.m.s.d. για ϐλα τα ϊτομα του βρϐχου 

280s μεταξϑ των ςυμπλϐκων rmGPb-28/rmgGPb-29 και rmGPb-28/rmGPb-30 εύναι 2.0 και 2.1 

Å αντύςτοιχα, με τα κατϊλοιπα Asn282, Asn284, Phe285 και Glu287 να εύναι αυτϊ που 

εμφανύζουν τη μεγαλϑτερη απϐκλιςη. Η νϋα διαμϐρφωςη του βρϐχου 280s οδηγεύ την Asn284 

εκτϐσ του καταλυτικοϑ κϋντρου διακϐπτοντασ το δεςμϐ υδρογϐνου με το ϊτομο τησ 

γλυκοπυρανϐζησ Ο2’. Αυτό η νϋα διαμϐρφωςη ςταθεροποιεύται απϐ το ςχηματιςμϐ ενϐσ νϋου 

δεςμοϑ υδρογϐνου μεταξϑ των καταλούπων His571 και Asp283. Η απώλεια του δεςμοϑ 

υδρογϐνου μεταξϑ του ατϐμου Ο2’ τησ γλυκοπυρανϐζησ και τησ Asn284, ςτο ςϑμπλοκο του 28, 

αντιςταθμύζεται απϐ ϋνα δεςμϐ υδρογϐνου που δημιουργεύται μεταξϑ του ύδιου ατϐμου τησ 

γλυκοπυρανϐζησ και τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Glu672 (Εικϐνα 47, Πύνακασ 34). Η απώλεια 

του δεςμοϑ υδρογϐνου O2’-Asn284 που παρατηρεύται ςτο ςϑμπλοκο rmGPb-28 ύςωσ μπορεύ 

να εξηγόςει γιατύ ο 28 παρουςιϊζει ελαφρώσ και ϐχι αρκετϊ ιςχυρϐτερη αναςτολό ςυγκριτικϊ 

με την αντύςτοιχη ιςοξαζολύνη 35 και την οξαθειαζϐλη 37 (Πύνακασ 32, Εικϐνα 49).  

ε ϐτι αφορϊ τισ δομϋσ των ςυμπλϐκων των 29 και 30, η διαμϐρφωςη του βρϐχου 280s 

παρουςιϊζει μικρϋσ αλλϊ αξιοςημεύωτεσ διαφορϋσ ςυγκριτικϊ με τη δομό τησ ελεϑθερησ απϐ 

αναςτολεύσ rmGPb (Εικϐνα 48). Αυτϋσ οι διαφορϋσ καταγρϊφονται ςτο ςϑνολο του βρϐχου 

280s ωσ μετατϐπιςη εκτϐσ του καταλυτικοϑ κϋντρου κατϊ ~ 0.4 Å ςτο ςϑμπλοκο rmGPb-29 

και ~ 0.3 Å ςτο ςϑμπλοκο rmGPb-30 με το κατϊλοιπο Asn284 να εύναι αυτϐ το οπούο εμφανύζει 
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τη μεγαλϑτερη αλλαγό. Αυτό η μετατϐπιςη ενδϋχεται να οφεύλεται ςτην παρουςύα τησ 

υδρϐφοβησ ομϊδασ ναφθαλενύου των 29 και 30 η οπούα απωθεύ τα πολικϊ κατϊλοιπα εκτϐσ 

του καταλυτικοϑ κϋντρου. Ψσ εκ τοϑτου, ςτο ςϑμπλοκο rmGPb-29 η Asn284 δε βρύςκεται ςε 

απϐςταςη που να τησ επιτρϋπει τη δημιουργύα δεςμοϑ υδρογϐνου με το ϊτομο Ν2 του 

αναςτολϋα ςε αντύθεςη με το ςϑμπλοκο rmGPb-30 ϐπου η απϐςταςη αυτό εύναι μικρϐτερη και 

ο δεςμϐσ υδρογϐνου μπορεύ να ςχηματιςθεύ (Εικϐνα 47, Πύνακασ 34). τα τρύα ςϑμπλοκα των 

αναςτολϋων, το ϊτομο Ο4 του καρβονυλύου του δακτυλύου τησ ιμιδαζολινϐνησ ςχηματύζει δϑο 

δεςμοϑσ υδρογϐνου με τισ αμιδικϋσ ομϊδεσ των καταλούπων Gly135 και Leu136 (Πύνακασ 34). 

Επιπλϋον, ςυμμετϋχει ςε δεςμοϑσ υδρογϐνου που γεφυρώνονται απϐ μϐρια ϑδατοσ με τα 

ϊτομα τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ Arg569, τη φωςφορικό ομϊδα 5’ τησ PLP και τα ϊτομα τησ 

πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Asp283.  

 

Εικβνα 49: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςησ του ςυμπλϐκου rmGPb-28 με το ςϑμπλοκο τησ αντύςτοιχησ ςπεύρο-

ιςοξαζολύνησ 35 [249]. Παρουςιϊζεται η μεγϊλη διαφορϊ ςτη διαμϐρφωςη του βρϐχου 280s (Loop 280s) μεταξϑ των δϑο 

ςυμπλϐκων. 

Κατϊ την πρϐςδεςη τουσ ςτο καταλυτικϐ κϋντρο, οι 28, 29, και 30 ςυμμετϋχουν ςε ςυνολικϊ 

49, 78 και 89 αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals αντύςτοιχα. Αν επικεντρωθοϑμε ςτουσ 

αρωματικοϑσ υποκαταςτϊτεσ των αναςτολϋων, η φαινυλικό ομϊδα του 28 ςυμμετϋχει ςε 5 

μη-πολικϋσ/πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals με τα κατϊλοιπα Asp283, Asp339, His341 

και His377. Η ναφθαλενικό ομϊδα του 29 ςυμμετϋχει ςε 25 αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals: 15 

μη-πολικϋσ/πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ με τα κατϊλοιπα Glu88, Asn282, Asn284, His341, His377, 

Thr378, Ala383 και 10 μη-πολικϋσ/μη-πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ με τα κατϊλοιπα Asn284, 

His341, Thr378 και Ala383. Η ναφθαλενικό ομϊδα του 30 ςυμμετϋχει ςυνολικϊ ςε 26 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



152 
 

αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals: 10 μη-πολικϋσ/μη-πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ με τα κατϊλοιπα 

Asn284, His341 και 16 μη-πολικϋσ/πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ με τα κατϊλοιπα Asn284, Phe285, 

Arg292, His341, His377, Thr378 και Ala383. Η υπϋρθεςη των δομών των τριών ςυμπλϐκων 

παρϋχει μια εξόγηςη για τισ διαφορϋσ που εμφανύζονται ςτισ ςταθερϋσ αναςτολόσ (Εικϐνα 50). 

Σο επύπεδο του φαινυλικοϑ δακτυλύου του 28 εμφανύζει μια κλύςη 50° ωσ προσ τα επύπεδα των 

ομϊδων ναφθαλενύου των 29 και 30 των οπούων τα επύπεδα διαφϋρουν κατϊ ~ 17°. Αυτϋσ οι 

διαμορφώςεισ των αρωματικών ομϊδων επιτρϋπουν το ςχηματιςμϐ μιασ κϊθετησ 

αλληλεπύδραςησ π-επιςτούβαξησ μεταξϑ του ιμιδαζολικοϑ δακτυλύου τησ His341 ςτο ςϑμπλοκο 

rmGPb-30 αλλϊ ϐχι ςτα ϊλλα δϑο ςϑμπλοκα. Σα παραπϊνω, προςφϋρουν μια πιθανό εξόγηςη 

τησ πιο μεγϊλησ ςυγγϋνειασ του 30 για την GP ςυγκριτικϊ με τουσ ϊλλουσ δϑο αναςτολεύσ.  

 

Εικβνα 50: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςησ των τριών ςυμπλϐκων, 28 (πορτοκαλύ), 29 (πρϊςινο), 30 (καφϋ). 

Ο 30, κατϊ τη πρϐςδεςη του ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο του ενζϑμου, ςυμμετϋχει ςε πϋντε 

δεςμοϑσ υδρογϐνου με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ. Σο ϊτομο Ο6’ του αναςτολϋα ςχηματύζει 

δεςμϐ υδρογϐνου με την αμιδικό ομϊδα τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Lys191 ενώ το ϊτομο Ο2’ 

με την αμιδικό ομϊδα τησ Arg60. Σο ϊτομο Ο3’ του αναςτολϋα ςχηματύζει δϑο δεςμοϑσ 

υδρογϐνου με ϊτομα τησ πλευρικόσ ομϊδασ τησ His57’ και τησ Arg60’ τησ ςυμμετρικόσ 

υπομονϊδασ (Πύνακασ 35, Εικϐνα 51). Επιπλϋον, το ϊτομο Ν1 του δακτυλύου τησ 

ιμιδαζολινϐνησ ςχηματύζει δεςμϐ υδρογϐνου με την πλευρικό αλυςύδα του καταλούπου Thr38’ 

τησ ςυμμετρικόσ υπομονϊδασ. Η πρϐςδεςη του 30 ςταθεροποιεύται επιπλϋον απϐ το 

ςχηματιςμϐ 83 αλληλεπιδρϊςεων van der Waals (64 με τη μια υπομονϊδα και 19 με τη 

ςυμμετρικό τησ, Πύνακασ 35). 
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Εικβνα 51: τϋρεο-απεικϐνιςη των αλληλεπιδρϊςεων του 30 ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο τησ rmGPb. Οι δεςμού υδρογϐνου 

αποτυπώνονται με διακεκομμϋνεσ γραμμϋσ και τα κατϊλοιπα τησ ςυμμετρικόσ υπομονϊδασ επιςημαύνονται με το ςϑμβολο «΄» 

(γκρι χρώμα). 

Η πλειοψηφύα των αλληλεπιδρϊςεων αυτών ςχηματύζονται μεταξϑ τησ ομϊδασ του 

ναφθαλενύου και των καταλούπων Arg60, Val64, Trp67, Pro188, Trp189, Glu190, Lys191, Pro229 

τησ μιασ υπομονϊδασ και των καταλούπων Phe37′, Thr38′, Val40 τησ ςυμμετρικόσ τησ 

υπομονϊδασ (Εικϐνα 51).  

Πίνακασ 35: Οι πιθανού δεςμού υδρογϐνου και οι αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals που δημιουργεύ ο αναςτολϋασ 30 

κατϊ τη ςϑνδεςη του ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο. 

Ωτομα 

αναςτολϋα 

Δεςμού υδρογϐνου Απϐςταςη (Å)   Αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals  

Κατϊλοιπα πρωτεϏνησ (ϊτομα) 

C1’   Thr38’(O) 

C2’   Thr38’(CG2) 

O2’ Arg60(NH2) 3.3  

C3’   His57’(NE2) 

O3’ 
Arg60’(NH2) 3.1 

His57’(CD2,CE1), Arg60’(CZ,NH1) 
His57’(NE2) 2.8 

C4’   His57’(CE1,NE2) 

O4’   His57’(NE2) 

O5’   Lys191(CE,NZ) 

C6’   Lys191(NZ) 

O6’ Lys191(NZ) 3.2 Leu39’(CD2) 

N1 Thr38’(O) 2.9 Arg60(NH2), Lys191(CD,CE), Thr38’(C) 

C2   Arg60(CZ,NH1,NH2), Lys191(CD), Thr38’(O) 

N2   Arg60(CZ,NH1,NH2), Glu190(O) 

C5   Arg60(NE,CZ,NH1,NH2), Lys191(CD), Thr38’(O) 

C6   Arg60(NE,CZ,NH2), Phe37’(O), Thr38’(O), Val40’(CG2) 

C7   Arg60(CD,NE,CZ,NH2), Phe37’(O), Val40’(CG2) 

C8   Arg60(CG,CD,NE,CZ) 

C9   Arg60(CD,NE,CZ,NH1), Pro188(O), Glu190(O) 

C10   Arg60(NE,CZ,NH1,NH2), Pro188(O), Glu190(C,O) 

C11   Val64(CG2), Arg60(CG,CD) 

C12   Arg60(CD), Trp67(CZ3), Pro229(CG) 

C13   Pro188(O), Trp67(CZ3), Trp189(CA,O,C), Pro229(CG,CD) 

C14   Arg60(CD), Pro188(O), Trp189(CA,O,C), Glu190(C,O,N) 

γνολο 5 83 

*Για την αρύθμηςη των ατϐμων των αναςτολϋων δεύτε τον Πύνακασ 32 
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Η ςϑνδεςη του 30 ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο προκαλεύ τη μετακύνηςη τησ πλευρικόσ 

αλυςύδασ τησ Arg60 κατϊ ~ 3.0 Å ώςτε να μπορϋςει να τοποθετηθεύ η 2-ναφθαλενομϊδα του 

30. Αυτό η μετακύνηςη προκαλεύ επύςησ, μια μικρό μετατϐπιςη τησ ϋλικασ (κατϊλοιπα 60 – 64) 

με τιμόσ r.m.s.d για ϐλα τα ϊτομα ςτο 1.0 Å, μια δομικό μεταβολό η οπούα ϋχει παρατηρηθεύ και 

ςε ϊλλεσ μελϋτεσ ςϑνδεςησ αναςτολϋων ςτο νϋο αλλοςτερικϐ κϋντρο [36, 58, 98, 254, 255]. 

Οι 28 και 30 οι οπούοι μελετόθηκαν ςτην παροϑςα διατριβό αναμενϐταν να όταν πιο ιςχυρού 

αναςτολεύσ τησ GP απϐ τισ αντύςτοιχεσ ςπεύρο-ιςοξαζολύνεσ 35 και 36 (Πύνακασ 32) καθώσ 

όταν πιθανϐ να δημιουργοϑν δεςμοϑσ υδρογϐνου μϋςω των ατϐμων Ο4 και Ν1 του δακτυλύου 

τησ ιμιδαζολινϐνησ. Πρϊγματι οι 28 και 30 εύναι ικανού να ςχηματύζουν δεςμοϑσ υδρογϐνου 

μϋςω του ατϐμου Ο4 τησ ιμιδαζολινϐνησ και των αμιδικών ομϊδων των κϑριων αλυςύδων των 

καταλούπων Gly135 και Leu136 και μϋςω του ατϐμου Ν1 τησ ιμιδαζολινϐνησ και του οξυγϐνου 

του καρβονυλύου τησ κϑριασ αλυςύδασ του καταλούπου His377 (Εικϐνα 47). Αυτού οι δεςμού 

υδρογϐνου μπορεύ να εύναι ο λϐγοσ για τον οπούο η 28 (Ki = 9.0 μM [253]) εύναι πιο ιςχυρϐσ 

αναςτολϋασ απϐ την αντύςτοιχη 35 (Ki = 19.6 μM [249]). Η παρουςύα αυτών των δεςμών 

υδρογϐνου εύναι ςημαντικό γιατύ δεν οδηγεύ απλϊ ςε εξιςορρϐπηςη του ενεργειακοϑ κϐςτουσ 

λϐγω τησ αλλαγόσ τησ διαμϐρφωςησ του βρϐχου 280s που προκαλεύται απϐ την ςϑνδεςη του 

28 (Εικϐνα 49), αλλϊ προςδύδουν ςτον 28 λύγο περιςςϐτερο απϐ δϑο φορϋσ μεγαλϑτερη 

αναςταλτικό ιςχϑ ςυγκριτικϊ με τον 35. ε ϐτι αφορϊ τον 30 (Ki = 2.1 μM [253]), αυτού οι 

δεςμού υδρογϐνου δεν οδόγηςαν ςε αυξημϋνη ςυγγϋνεια ωσ προσ το ϋνζυμο ςυγκριτικϊ με την 

αντύςτοιχη ςπεύρο-ιςοξαζολύνη 36 (Ki = 0.6 μM [249]). ϑγκριςη τησ δομόσ μεταξϑ των 

ςυμπλϐκων rmGPb-30 και rmGPb-36 ϋδειξε ϐτι η θϋςη τησ ομϊδασ του 2-ναφθαλενύου των 

αναςτολϋων ςτο καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου διαφϋρει κατϊ 180° ωσ προσ τον δεςμϐ C2-

C5 (Εικϐνα 52). Δεν υπϊρχει κϊποιοσ εμφανόσ λϐγοσ για τον οπούο παρατηρεύται αυτό η 

διαφορϊ αλλϊ αυτό η διαφορετικό τοποθϋτηςη, οδηγεύ ςε διαφορετικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ van 

der Waals μεταξϑ των αναςτολϋων και των καταλούπων τησ πρωτεϏνησ. Η 2-ναφθαλενομϊδα 

του 30 ςχηματύζει 26 (10 μη-πολικϋσ/μη-πολικϋσ και 16 μη-πολικϋσ/πολικϋσ) αλληλεπιδρϊςεισ 

van der Waals ενώ του 36 ςχηματύζει 30 (9 μη-πολικϋσ/μη-πολικϋσ και 21 μη-πολικϋσ/πολικϋσ) 

αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals [249]. Επιπλϋον, ο ςχηματιςμϐσ δεςμοϑ υδρογϐνου μεταξϑ του 

ατϐμου Ν1 του 30 και του οξυγϐνου του καρβονυλύου τησ His377 οδηγεύ ςε μια μικρό αλλϊ 

ςημαντικό αλλαγό ςτη διαμϐρφωςη των καταλούπων 377-379 ςυγκριτικϊ με το ςϑμπλοκο 

rmGPb-36, με πιο εμφανό την αλλαγό τησ διαμϐρφωςησ τησ Thr378 (Εικϐνα 52). Σο 

ενεργειακϐ κϐςτοσ που ςχετύζεται με αυτό τη δομικό μεταβολό και ο μικρϐτεροσ αριθμϐσ 
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αλληλεπιδρϊςεων van der Waals τησ 2-ναφθαλενομϊδασ του 30 ςυγκριτικϊ με τον 36 

φαύνεται να αντιςταθμύζονται απϐ τουσ δεςμοϑσ υδρογϐνου που δημιουργοϑν τα ϊτομα Ο4 

και Ν1 του δακτυλύου τησ ιμιδαζολινϐνησ του 30 με τα κατϊλοιπα του καταλυτικοϑ κϋντρου. 

Ϊτςι, δεν παρουςιϊζεται ςημαντικό διαφορϊ ςτην αναςταλτικό ιςχϑ των δϑο ενώςεων. Αυτό 

η παρατόρηςη ενιςχϑει περαιτϋρω πρϐςφατεσ μελϋτεσ [58] ϐπου οι αλληλεπιδρϊςεισ van der 

Waals επηρεϊζουν την αναςταλτικό ιςχϑ παραγώγων γλυκϐζησ. Σο γεγονϐσ ϐτι ο 30 δεν εύναι 

τϐςο ιςχυρϐσ ϐςο αναμενϐταν, μπορεύ επύςησ να αποδοθεύ ςτην ϑπαρξη των ταυτομερών 

30Τa και 30Tb, απϐ τα οπούα μϐνο ο 30Τb (υψηλόσ ενϋργειασ) προςδϋνεται ςτον κρϑςταλλο. 

Επιπροςθϋτωσ, η μϊλλον ομοιϐμορφη κατανομό του πληθυςμοϑ των διαμορφώςεων κοςτύζει 

ςε ενθαλπύα και εντροπύα κατϊ τη διϊρκεια τησ πρϐςδεςησ μειώνοντασ την αναςταλτικό ιςχϑ 

του 30. 

 

Εικβνα 52: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςησ του ςυμπλϐκου rmGPb-30 (καφϋ) ςτο αντύςτοιχο ανϊλογο ςπεύρο-

ιςοξαζολύνησ 36 (μωβ) [249]. 

O 30 ϋχει αξιολογηθεύ επιπλϋον ςε μελϋτεσ ex vivo ϐπου φϊνηκε ϐτι μπορεύ να αναςτεύλει την 

GP ςε κϑτταρα HepG2, ςτα οπούα η γλυκογονϐλυςη εύχε διεγερθεύ με γλυκαγϐνη, με τιμό IC50 

ύςη με 176.8 μΜ, χωρύσ να παρατηρεύται κυτταροτοξικϐτητα [253], υποδηλώνοντασ ϐτι αυτϐσ 

ο αναςτολϋασ θα μποροϑςε να χρηςιμοποιηθεύ ςε μελϋτεσ in vivo.  

υμπεράςματα 

 Σα (R) ςπεύρο-επιμερό όταν πιο ιςχυρού αναςτολεύσ απϐ τα (S) ςπεύρο-επιμερό. 

 Η ϋνωςη 30 που εύχε ωσ υποκαταςτϊτη 2-ναφθαλϋνιο εμφϊνιςε ιςχυρϐτερη αναςτολό 

ωσ προσ τισ rmGPa και hlGPa με τιμϋσ των Ki ςτο εϑροσ των χαμηλών μΜ. 
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 Ο 30 εύναι ϋνα απϐ τα δϋκα πιο ιςχυρϊ ανϊλογα γλυκοπυρανοςυλιδενο-ςπεύρο-

ετεροκυκλικών ενώςεων ωσ προσ την GP. 

 Η κρυςταλλογραφύα ακτύνων-Φ ϋδειξε ϐτι μϐνο τα (R) επιμερό προςδϋνονται ςτον 

κρϑςταλλο. 

 Όλεσ οι ενώςεισ ςχηματύζουν ϋνα εκτεταμϋνο δύκτυο αλληλεπιδρϊςεων με κατϊλοιπα 

του βρϐχου 280s (παρϐτι ο 28 οδηγεύ ςε αλλαγό τησ διαμϐρφωςησ του βρϐχου 280s) 

ςταθεροποιώντασ το ϋνζυμο ςτην διαμϐρφωςη –Τ αποτρϋποντασ ϋτςι την πρϐςβαςη 

του υποςτρώματοσ ςτο καταλυτικϐ κϋντρο.  

 Δομικό ανϊλυςη ανϋδειξε ςημαντικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ: α) μεταξϑ του οξυγϐνου του 

καρβονυλύου τησ ιμιδαζολινϐνησ και των αμινομϊδων των κεντρικών αλυςύδων των 

καταλούπων Gly135 και Leu136 β) μεταξϑ του ατϐμου ΝΗ του δακτυλύου τησ 

ιμιδαζολινϐνησ και του οξυγϐνου του καρβονυλύου τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ His377 γ) 

με μϐρια ϑδατοσ τα οπούα διαμεςολαβοϑν δεςμοϑσ υδρογϐνου με τα κατϊλοιπα Asp283, 

Arg569 και τη φωςφορικό ομϊδα 5’ τησ PLP.  

 ημαντικϐ ρϐλο παύζουν επύςησ και οι αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals των αρωματικών 

δακτυλύων με κατϊλοιπα τησ β-εςοχόσ του ενζϑμου. 

 Η πρϐςδεςη του 28 οδηγεύ ςε αλλαγό τησ διαμϐρφωςησ του βρϐχου 280s η οπούα 

αντιςταθμύζεται κυρύωσ απϐ τουσ δεςμοϑσ υδρογϐνου που ςχηματύζουν τα ϊτομα του 

δακτυλύου τησ ιμιδαζολινϐνησ. 

 Η τοποθϋτηςη του 2-ναφθαλενύου του 30 επιτρϋπει τη δημιουργύα αλληλεπιδρϊςεων 

π-επιςτούβαξησ με την His341  

 υγκριτικϊ με την ςπεύρο-υδαντοϏνη 34 η προςθόκη του 2-ναφθαλενύου ςτον 30 

οδόγηςε ςε αϑξηςη τησ αναςταλτικόσ του δρϊςησ. 

 ϑγκριςη τησ ιςχϑοσ τησ αναςτολόσ μεταξϑ των ιμιδαζολινονών 28, 30 με τισ 

αντύςτοιχεσ ιςοξαζολύνεσ 35, 36 και οξαθειαζϐλεσ 37, 38 ϋδειξε ϐτι η αντικατϊςταςη 

του ετεροδακτυλύου με ιμιδαζολινϐνη οδόγηςε ςε πιο ιςχυρό αναςτολό μϐνο για το 

φαύνυλο-υποκατεςτημϋνο ανϊλογο, ενώ για το 2-νϊφθυλο-υποκατεςτημϋνο ανϊλογο η 

αναςτολό όταν ελαφρώσ αςθενϋςτερη.  
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5.3.2. Μελέτεσ C-β-D-γλυκοπυρανβςυλο -θειαζολών, -ιμιδαζολών και μιασ N-β-D 

γλυκοπυρανβςυλο –τετραζβλησ ωσ αναςτολείσ τησ hlGP 

Οι C-γλυκοπυρανϐςυλο-ετεροκυκλικϋσ ενώςεισ αποτελοϑν μια απϐ τισ τρεισ κατηγορύεσ των 

πιο ιςχυρών αναςτολϋων ωσ προσ την GP [161]. Πιο ςυγκεκριμϋνα, τϋτοιεσ ενώςεισ που 

διαθϋτουν ϋνα δακτϑλιο ιμιδαζολύου ό 1,2,4-τριαζολύου (1-4, Πύνακασ 36) ϋχουν δεύξει 

ιδιαύτερη αναςταλτικό ιςχϑ ςε προηγοϑμενεσ μελϋτεσ [57, 58, 78, 80]. Σϋτοιου τϑπου 

αναςτολεύσ που διαθϋτουν μια ομϊδα 2-ναφθαλενύου ωσ υποκαταςτϊτη ςτον ετεροκυκλικϐ 

δακτϑλιο εμφανύζουν τιμϋσ Ki ύςεσ με 26 nM (2, Πύνακασ 36) και 172 nM (4, Πύνακασ 36) ωσ 

προσ την hlGPa. Η ιςχϑσ τουσ ϋχει αποδοθεύ ςε ϋνα δεςμϐ υδρογϐνου που δημιουργεύ ο 

ετεροκυκλικϐσ ςυνδϋτησ με το οξυγϐνο του καρβονυλύου τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ His377 αλλϊ 

και ςε αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals των ϊρυλο- υποκαταςτατών που εκτεύνονται ςτη β-

εςοχό του καταλυτικοϑ κϋντρου του ενζϑμου [57, 58, 80]. Αυτϋσ οι αλληλεπιδρϊςεισ φαύνεται 

να εύναι ςημαντικϋσ καθώσ οι μιςού αναςτολεύσ απϐ αυτό τη κατηγορύα που δεν ςχηματύζουν 

αυτϋσ τισ αλληλεπιδρϊςεισ παρουςιϊζουν Ki > 100 μΜ [57, 58, 77, 80, 82]. Η αϑξηςη του 

αριθμοϑ των Ν-ατϐμων ςτο ςυνδϋτη, ϐπωσ ςτην περύπτωςη τησ C-γλυκοπυρανϐςυλο-

τετραζϐλησ 5 (Πύνακασ 36) [256], οδόγηςε ςε αδρανό αναςτολϋα ϋναντι τησ GP. Φημικϋσ 

ενώςεισ τησ μορφόσ Ν-γλυκοπυρανϐςυλο-αζϐλησ ϋχουν μελετηθεύ λιγϐτερο ςυγκριτικϊ με τισ 

αντύςτοιχεσ C-γλυκοπυρανϐςυλο-ενώςεισ. Ενώςεισ ϐπωσ οι 1-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο-1,2,3,-

τριαζϐλεσ (ϐπωσ η 7, Πύνακασ 36) [257, 258] αναςτϋλλουν την GP με τιμϋσ Ki ςτο εϑροσ των 

μΜ, ενώ οι 1-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο-4-φαύνυλο-ιμιδαζϐλεσ (ϋνωςη 6, Πύνακασ 36) δεν 

εμφϊνιςαν αναςτολό ωσ προσ το ϋνζυμο [256]. Ϊνα ςημαντικϐ ςυμπϋραςμα απϐ ϐλεσ τισ 

μελϋτεσ που αναφϋρθηκαν παραπϊνω, αποτελεύ ο καθοριςτικϐσ τρϐποσ με τον οπούο 

επηρεϊζει την ιςχϑ ενϐσ αναςτολϋα ο ςυνδϋτησ τησ γλυκοπυρανϐζησ με την φαύνυλο- ό 

ναφθϊλενο- ομϊδα καθώσ επύςησ και το εύδοσ του ςακχϊρου (C- ό N-γλυκοςυλικό δομό). 

Επομϋνωσ, η μελϋτη του τρϐπου πρϐςδεςησ πολλών τϋτοιων ενώςεων θα μασ βοηθόςει να 

κατανοόςουμε ςε βϊθοσ τον τρϐπο δρϊςησ τουσ.  

ε αυτό την ενϐτητα επικεντρωθόκαμε ςε κινητικϋσ και κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ ενώςεων 

των οπούων η ςϑνθεςη δημοςιεϑτηκε πρϐςφατα απϐ την ερευνητικό ομϊδα του καθηγητό 

László Somsák απϐ το Πανεπιςτόμιο του Debrecen τησ Ουγγαρύασ. Μελετόςαμε τισ C-

γλυκοπυρανϐςυλο-ιμιδαζϐλεσ 8, 9 [259], τισ -θειαζϐλεσ 10, 11 [259] και 12, 13 [78] καθώσ 

και την Ν-γλυκοπυρανϐςυλο-τετραζϐλη 14 [256] ωσ προσ την ικανϐτητα τουσ να 

αναςτϋλλουν την GP. Παρϊλληλα μελετόςαμε τον τρϐπο πρϐςδεςησ τουσ ςτο ϋνζυμο. Ενώςεισ 
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που περιϋχουν αζολικϋσ ομϊδεσ και 1,2,3-τριαζϐλεσ εύναι ιδιαύτερα ςημαντικϋσ ωσ ενώςεισ 

οδηγού για το ςχεδιαςμϐ φαρμϊκων για διϊφορεσ παθόςεισ [260]. Επιπλϋον, ενώςεισ που 

περιϋχουν θεύο, ιδιαύτερα με τη μορφό ετεροκυκλικών ενώςεων, βρύςκονται ςε μεγϊλο αριθμϐ 

φαρμϊκων που κυκλοφοροϑν ςτην αγορϊ καθώσ τϋτοιεσ ενώςεισ ϋχει δειχθεύ πωσ ειςϋρχονται 

πιο εϑκολα ςτα κϑτταρα [261]. Επιπροςθϋτωσ, η πρϐςδεςη των θειαζολικών ενώςεων 10 και 

11 ςτη GP ϋχει διερευνηθεύ πρϐςφατα με in silico μελϋτεσ [259].  

Κινητικέσ μελέτεσ 

Ϊγινε προςδιοριςμϐσ των τιμών των Ki για τισ ενώςεισ 8-14 (Πύνακασ 36) ωσ προσ την rmGPa 

και hlGPa. τον Πύνακασ 36 παρουςιϊζονται επύςησ οι τιμϋσ των Ki ωσ προσ την rmGPb για 

λϐγουσ ςϑγκριςησ, μιασ και οι δομικϋσ μελϋτεσ ϋγιναν με κρυςτϊλλουσ τησ rmGPb. Όλοι οι 

αναςτολεύσ εμφϊνιςαν ςυναγωνιςτικό αναςτολό ωσ προσ το υπϐςτρωμα, G1P, ϐπωσ 

παρουςιϊςτηκε ςτα διαγρϊμματα Lineweaver-Burk. Η ϋνωςη η οπούα προκϊλεςε τη 

μεγαλϑτερη αναςτολό όταν η 9 με τιμό τησ Ki ύςη με 3.2 μΜ και 1.6 μΜ ωσ προσ τισ hlGPa και 

rmGPa αντύςτοιχα. Ψσ εκ τοϑτου, η ϋνωςη 9 κατατϊςςεται μϋςα ςτουσ πιο ιςχυροϑσ 

αναςτολεύσ τησ GP [77] και βρύςκεται ςτην τρύτη θϋςη μεταξϑ των γλυκοπυρανϐςυλο-

ιμιδαζολών που ϋχουν ανακαλυφθεύ για την hlGPa [57]. Απϐ τισ τιμϋσ των Ki μποροϑμε να 

εξϊγουμε το ςυμπϋραςμα ϐτι ϐλεσ οι υπϐ μελϋτη ενώςεισ ακολουθοϑν περύπου το ύδιο μοτύβο 

αναςτολόσ μεταξϑ των διαφορετικών ενζϑμων αλλϊ φαύνεται να υπϊρχει μια εκλεκτικϐτητα 

ωσ προσ την rmGPa καθώσ ςχεδϐν ϐλοι οι αναςτολεύσ (εκτϐσ απϐ τουσ 12 και 14), την 

αναςτϋλλουν πιο ιςχυρϊ απϐ ϐτι την rmGPb ό την hlGPa. Η διαφορϊ μεταξϑ τησ rmGPb και τησ 

hlGPa θα μποροϑςε να εξηγηθεύ εϊν αυτού οι αναςτολεύσ προςδϋνονταν και ςε κϊποιο ϊλλο 

κϋντρο τησ GP εκτϐσ απϐ το καταλυτικϐ (π.χ. το αλλοςτερικϐ κϋντρο ό το κϋντρο αναςτολόσ), 

ωςτϐςο δεν παρατηρόθηκε ςυναγωνιςμϐσ με την AMP ό την καφεϏνη ςε κινητικϋσ μελϋτεσ. 

Αυτό η διαφορϊ θα μποροϑςε να εξηγηθεύ αν η ςτερεοδιαμϐρφωςη-R των GPa (rmGPa και 

hlGPa) εμφανύζει μεγαλϑτερη αγχιςτεύα για αυτοϑσ τουσ αναςτολεύσ απϐ ϐτι η 

ενεργοποιημϋνη απϐ ΑΜΡ ςτερεοδιαμϐρφωςη-R τησ rmGPb.  

Όπωσ όταν αναμενϐμενο και απϐ την προηγοϑμενη ενϐτητα, οι αναςτολεύσ οι οπούοι ϋφεραν 

μια ομϊδα 2-ναφθαλενύου όταν πιο ιςχυρού αναςτολεύσ απϐ τουσ αντύςτοιχουσ με μια ομϊδα 

φαινυλύου (Πύνακασ 36). ε ϐτι αφορϊ τισ θειαζϐλεσ, ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ ϋφερε μια 

ομϊδα 2-ναφθαλενύου (11). Σα ιςομερό 10 και 12 εύχαν παρϐμοια τιμό τησ Ki ωσ προσ την 

hlGPa. Επιπλϋον, ο αναςτολϋασ 11 με την ομϊδα του 2-ναφθαλενύου εύχε κατϊ 1.8 φορϋσ 

μικρϐτερη Ki ςυγκριτικϊ με την ϋνωςη 13. 
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Πίνακασ 36: Οι ςταθερϋσ αναςτολεύσ των ενώςεων που μελετόθηκαν ςτην παροϑςα ενϐτητα (επιςημαύνονται με ςκύαςη) ωσ προσ τισ 

rmGPa και hlGPa. Η αρύθμηςη των ατϐμων των αναςτολϋων αντιςτοιχεύ ςε αυτό που χρηςιμοποιόθηκε για την ανϊλυςη των 

κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων και οι τιμϋσ ςτην παρϋνθεςη αφοροϑν πειρϊματα ςτην rmGPb απϐ προηγοϑμενεσ μελϋτεσ. 

Ονομαςύα-Φημικό ϋνωςη 
Ki [µM] 

Ονομαςύα-Φημικό ϋνωςη 
Ki [µM] 

rmGPa hlGPa rmGPa hlGPa 

 
1 

0.226 [57] 

(0.280 [78]) 

0.156 [57] 

 
 

8 

17.7 ± 0.5 

(68.6 [259]) 

25.9 ± 0.8 

 

 
2 

0.065 [57] 

(0.031 [78]) 

0.026 [57] 

 
 

9 

1.6 ± 0.1 

(4.58 [259]) 

3.2 ± 0.1 

 

 
3 

1.74 [58] 

(7 [45]) 

1.35 [58] 

 
 

10 

75.6 ± 5.2 

(326b [259]) 

172.2 ± 8.8 

 

 
4 

0.172 [58] 

(0.41 [262]) 

0.172 [58] 

 
 

11 

28.0 ± 1.1 

(26.2 [259]) 

43.6 ± 1.5 

 

 
5 

(Δ.Π.* [256]) - 
 

12 

156.9 ± 13.6 

(310 [78]) 

179.9 ± 5.5 

 

 
6 

(Δ.Π.* [256]) - 

 
13 

69.1 ± 3.7 

(158 [78]) 

78.0 ± 2.8 

 

 
7 

(162 [257]) 

(151.3 [258]) 
- 

 
14 

146.2 ± 3.0 

(162.3±5.9) 

134.2 ± 3.3 

 

*Δ.Π.: Δεν παρατηρόθηκε αναςτολό ςε ςυγκϋντρωςη αναςτολϋα 625 μΜ. 
bΠροςδιορύςτηκε απϐ την τιμό τησ IC50 με ϋνα διαδικτυακϐ εργαλεύο [263]. 

Ο θειαζϐλεσ εμφανύζουν αςθενϋςτερη αναςτολό απϐ τισ αντύςτοιχεσ ιμιδαζϐλεσ (ςυγκρύνοντασ 

τα ζεϑγη 1–12, 2–13, 8–10 και 9-11) αλλϊ και απϐ τισ 1,2,4,-τριαζϐλεσ 3 και 4 (Πύνακασ 36) 

[58, 80]. Μεταξϑ των ιμιδαζολών, ο αναςτολϋασ 9 (2-ναφθαλενομϊδα) αναςτϋλλει κατϊ 8 

φορϋσ πιο ιςχυρϊ τον ϋνζυμο ςυγκριτικϊ με την ϋνωςη 8 (φαινυλομϊδα) αλλϊ και οι δϑο εύναι 

πιο αςθενεύσ αναςτολεύσ ωσ προσ τα αντύςτοιχα ιςομερό τουσ 2 και 1 [57] (Πύνακασ 36). Η Ν-

γλυκοπυρανϐςυλο-τετραζϐλη 14 εύναι ο πιο αςθενόσ αναςτολϋασ που μελετόθηκε ςτην 

παροϑςα ενϐτητα. Η ικανϐτητα τησ να αναςτϋλλει το ϋνζυμο εύναι ςημαντικϊ αςθενϋςτερη 

ϋναντι των C-γλυκϐςυλo φαινυλοώμιδαζολών 1 και 8 αλλϊ και απϐ την 1,2,4-τριαζϐλη 3. 

Ψςτϐςο, ςϑγκριςη με ϊλλεσ Ν-γλυκοπυρανϐςυλο-αζϐλεσ δεύχνει ϐτι η ϋνωςη 14 αναςτϋλλει 
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την GP ςτα ύδια περύπου επύπεδα με την Ν-γλυκϐςυλο- 1,2,3-τριαζϐλη 7, και πιο ιςχυρϊ απϐ 

την Ν-γλυκϐςυλο-ιμιδαζϐλη 6. Εϊν ςυγκρύνουμε την ιςχϑ των αζολικών αναςτολϋων που 

φϋρουν ϋναν φαινυλικϐ δακτϑλιο (1, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 12 και 14, Πύνακασ 36) παρατηροϑμε ϐτι 

η παρουςύα ενϐσ ϊνθρακα ό ενϐσ αζώτου ςτη θϋςη 5 δεν επηρεϊζει ςημαντικϊ την ιςχϑ των 

αναςτολϋων (7 ϋναντι 14) ςε αντύθεςη με την αντικατϊςταςη ενϐσ ϊνθρακα απϐ ϋνα ϊζωτο 

ςτη θϋςη 1 ό 3 που επηρεϊζει ςημαντικϊ την ιςχϑ του αναςτολϋα (1 ϋναντι 3, 6, 7, 14).  

Κρυςταλλογραφικέσ μελέτεσ: 

Η ςυλλογό των κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων ϋγινε ςε ςυμβατό πηγό ακτύνων-Φ (CuΚα) με 

το ςϑςτημα περύθλαςησ Oxford Diffraction SuperNova ϐπωσ αναλϑει ςτην παρϊγραφο 4.8.2. 

Σα ςτατιςτικϊ που προϋκυψαν απϐ την ανϊλυςη των δεδομϋνων περύθλαςησ παρουςιϊζονται 

ςτον Πύνακασ 37. Πριν τη ςυλλογό των κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων οι κρϑςταλλοι 

εμβαπτύςτηκαν ςε διϊλυμα το οπούο περιεύχε 10 mM BES pH 6.7, 15 % v/v DMSO και 

αναςτολϋα. Παρακϊτω αναφϋρονται οι ςυγκεντρώςεισ του κϊθε αναςτολϋα που 

χρηςιμοποιόθηκαν καθώσ και ο χρϐνοσ επώαςησ του κρυςτϊλλου με το διϊλυμα πριν τη 

ςυλλογό των κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων: 

 8: 10 mM, 18 h 

 9: 1 mM 21 h 

 10, 11, 14: 10 mM, 21 h 

 12: 7.5 mM 48 h 

 13: 1 mM, 24 h 

Οι χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ που υπολογύςτηκαν ϋδειξαν ϐτι και οι επτϊ αναςτολεύσ 

προςδϋθηκαν ςτο καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου (Εικϐνα 53). Ακολοϑθηςε υπϋρθεςη των 

δομών των ςυμπλϐκων των αναςτολϋων με τη δομόσ τησ ελεϑθερησ απϐ αναςτολεύσ GP ωσ 

προσ τα καλϊ καθοριςμϋνα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ (18–49, 262–312, 326–829). Η τιμό τησ 

r.m.s.d. που προϋκυψε κυμαινϐταν απϐ 0.6–0.7 Å για ϐλα τα ςϑμπλοκα κϊτι το οπούο 

υποδηλώνει ϐτι η πρϐςδεςη των αναςτολϋων ςτο καταλυτικϐ κϋντρο δεν προκαλεύ κϊποια 

μεγϊλη αλλαγό ςτο ςϑνολο τησ δομόσ τησ πρωτεϏνησ. Ψςτϐςο, η πρϐςδεςη των αναςτολϋων 8, 

10 και 12 οδόγηςε ςε μια μικρό αλλϊ ςημαντικό διαταραχό του βρϐχου 280s (κατϊλοιπα 282-

289) η οπούα εύναι πιο εμφανόσ αν εςτιϊςουμε ςτα κατϊλοιπα Asn284 και Phe285 των οπούων 

τα ϊτομα απομακρϑνονται κατϊ ~ 1.0 Å απϐ τισ θϋςεισ που ϋχουν ςτη δομό τησ GP χωρύσ 

αναςτολϋα (Εικϐνα 54). 
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Πίνακασ 37: ϑνοψη των παραμϋτρων απϐ την επεξεργαςύα των δεδομϋνων περύθλαςησ και τη διαδικαςύα τησ βελτιςτοπούηςησ για 

τα ςϑμπλοκα τησ rmGPb με τουσ αναςτολεύσ. Οι τιμϋσ ςτην παρϋνθεςη αφοροϑν την εξωτερικό ςτοιβϊδα ευκρύνειασ. 

γμπλοκο rmGPb 8 9 10 11 12 13 14 

Στατιςτικοί δείκτεσ ςυλλογήσ και επεξεργαςίασ κρυςταλλογραφικών δεδομένων 

Ευκρύνεια  (Å) 13.44 – 2.45 13.70 – 2.35 13.74 - 2.37 13.76 - 2.30 13.52 - 2.43 13.88 – 2.37 13.75 – 2.37 

Εξωτερικό 

ςτοιβϊδα (Å) 
2.55 – 2.45 2.44 – 2.35 2.46 - 2.37 2.38 - 2.30 2.53 - 2.43 2.46 – 2.37 2.46 – 2.37 

Ανακλϊςεισ 
195605 

(12606) 

201013 

(12532) 

174479 

(11177) 

211649 

(10137) 

193893 

(13407) 

178537 

(11494) 

184871 

(11780) 

Μοναδικϋσ 

ανακλϊςεισ 

32001 

(3040) 

37798 

(3389) 

35501 

(3121) 

40023 

(3057) 

32703 

(3151) 

35139 

(3118) 

35891 

(3175) 

Πολλαπλϐτητα 6.1 (4.1) 5.3 (3.7) 4.9 (3.6) 5.3 (3.3) 5.9 (4.3) 5.1 (3.7) 5.2 (3.7) 

Rsymm 
0.069 

(0.344) 

0.078 

(0.456) 

0.077 

(0.501) 

0.083 

(0.597) 

0.076 

(0.419) 

0.085 

(0.567) 

0.080 

(0.567) 

Πληρϐτητα (%) 90.2 (77.9) 93.2 (80.9) 90.5 (77.2) 92.5 (73.8) 90.0 (78.6) 90.0 (77.2) 91.1 (78.1) 

<I/ςI> 18.4 (3.6) 13.7 (2.4) 13.9 (2.3) 14.3 (2.0) 16.5 (3.1) 12.6 (2.1) 13.3 (2.0) 

CC1/2 
0.997 

(0.929) 

0.994 

(0.907) 

0.996 

(0.883) 

0.994 

(0.802) 

0.997 

(0.901) 

0.996 

(0.855) 

0.995 

(0.826) 

Στατιςτικοί δείκτεσ βελτιςτοποίηςησ 

Rcryst 
0.136 

(0.187) 

0.153 

(0.236) 

0.153 

(0.241) 

0.150 

(0.233) 

0.152 

(0.221) 

0.154 

(0.255) 

0.146 

(0.237) 

Rfree 
0.188 

(0.215) 

0.208 

(0.346) 

0.205 

(0.279) 

0.197 

(0.258) 

0.211 

(0.287) 

0.213 

(0.348) 

0.204 

(0.286) 

Αριθμϐσ μορύων 

διαλϑτη 
225 244 171 260 225 229 235 

Απόκλιςη r.m.s. από τισ ιδεατέσ τιμέσ 

Μόκοσ δεςμών (Å) 0.007 0.008 0.008 0.008 0.009 0.009 0.012 

Γωνύεσ (°) 1.4 1.5 1.5 1.4 1.5 1.5 1.7 

Μέςη τιμήσ παράγοντα θερμικήσ κίνηςησ (Å2) 

Ωτομα πρωτεϏνησ 30.2 28.9 30.8 28.8 29.4 31.8 28.9 

Μϐρια διαλϑτη 26.2 26.5 24.7 27.9 27.8 28.7 25.5 

Ωτομα αναςτολϋα 16.2 14.8 16.6 33.1 20.7 49.3 15.7 

PDB entry 6S4H 6S4O 6S51 6S4R 6S4K 6S4P 6S52 

 
Εικβνα 53: Παρουςιϊζονται οι χϊρτεσ 2Fo-Fc για τουσ αναςτολεύσ που μελετόθηκαν ςε αυτό την ενϐτητα. Οι χϊρτεσ όταν 

προςαρμοςμϋνοι ςε 1.0 ς πριν την ενςωμϊτωςη των μορύων των αναςτολϋων ςτη διαδικαςύα τησ βελτιςτοπούηςησ. 

Όπωσ και ςτην προηγοϑμενη ενϐτητα, ϋτςι και εδώ, η πρϐςδεςη των αναςτολϋων ςτο 

καταλυτικϐ κϋντρο γύνεται πρωτύςτωσ με την ςϑνδεςη τησ γλυκοπυρανϐζησ ςτο κϋντρο 

πρϐςδεςησ τησ εντϐσ του καταλυτικοϑ κϋντρου. Ο τρϐποσ ςϑνδεςησ του δακτυλύου τησ 

γλυκοπυρανϐζησ γύνεται με παρϐμοιο τρϐπο ϐπωσ ϋχει παρατηρηθεύ και ςτην προηγοϑμενη 

ενϐτητα αλλϊ και ςε προηγοϑμενεσ εργαςύεσ [29, 77, 82, 162]. ε ϐλουσ τουσ αναςτολεύσ που 
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μελετόθηκαν ςτην παροϑςα ενϐτητα, ο δακτϑλιοσ τησ γλυκοπυρανϐζησ ςχηματύζει ϋνα αρκετϊ 

ϐμοιο δύκτυο δεςμών υδρογϐνων με κατϊλοιπα του καταλυτικοϑ κϋντρου (Πύνακασ 38). Η 

μϐνη διαφορϊ υπϊρχει ςτο ςϑμπλοκο με το 12 ϐπου το ϊτομο Ο2’ τησ γλυκοπυρανϐζησ 

βρύςκεται ςε αρκετϊ μεγϊλη απϐςταςη (3.6 Å) απϐ το ϊτομο ΝD2 τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ 

Asn284 με αποτϋλεςμα να μη μπορεύ να ςχηματιςτεύ δεςμϐσ υδρογϐνου (Εικϐνα 54). Αυτό η 

διαφορϊ φαύνεται να οφεύλεται ςε μια μετατϐπιςη κατϊ 0.4 Å του ατϐμου ND2 τησ Asn284 

ςυγκριτικϊ με τη θϋςη που καταλαμβϊνει αυτϐ ςτα υπϐλοιπα ςϑμπλοκα. ε ϐλα τα ςϑμπλοκα 

των αναςτολϋων τρύα ςυντηρημϋνα μϐρια ϑδατοσ διαμεςολαβοϑν αλληλεπιδρϊςεισ μϋςω 

δεςμών υδρογϐνου μεταξϑ τησ γλυκοπυρανϐζησ κϊθε αναςτολϋα και των καταλούπων τησ 

πρωτεϏνησ Asp283, Asn284, Tyr573, Lys574, Thr671, Ala673, Thr676 και τησ φωςφορικόσ 

ομϊδασ 5’ τησ PLP (Εικϐνα 54).  

Πίνακασ 38: Πιθανού θειικού δεςμού οπόσ-ς και δεςμού υδρογϐνου που αναπτϑςςονται μεταξϑ των αναςτολϋων 

και των καταλούπων τησ πρωτεϏνησ του καταλυτικοϑ κϋντρου. Οι αριθμού αναφϋρονται ςε αποςτϊςεισ ςε Å. 

Ωτομα αναςτολέα 
Κατάλοιπα 

πρωτεανησ 
8 9 10 11 12 13 14 

Ωτομα 

γλυκοπυρανϐζησ  

O2' 

Asn284 (ND2) 

Tyr573 (OH) 

Glu672 (OE1) 

3.1 

3.1 

3.2 

3.0 

3.1 

3.2 

3.3 

3.1 

3.3 

3.1 

3.0 

3.1 

- 

3.2 

3.3 

3.3 

3.0 

3.3 

2.7 

3.1 

3.3 

O3' 

Glu672 (ΟΕ1) 

Ala673 (Ν) 

Ser674 (Ν) 

Gly675 (Ν) 

2.8 

3.3 

3.2 

3.2 

2.8 

3.3 

3.1 

3.1 

2.8 

3.2 

3.2 

3.2 

2.8 

3.2 

3.0 

3.0 

2.8 

3.3 

3.2 

3.2 

2.8 

3.2 

3.0 

3.1 

2.8 

3.2 

3.1 

3.2 

O4' Gly675 (N) 2.9 2.8 2.9 2.8 2.9 2.8 2.8 

O6' 
His377 (ND1) 

Asn484 (ND2) 

2.8 

2.7 

2.8 

2.6 

2.8 

2.6 

2.6 

2.6 

2.7 

2.7 

2.6 

2.6 

2.8 

2.6 

Ωτομα ςυνδϋτη 

N3 Asn284 (OD1) 3.3 3.2 - - - - - 

N5 Asn284 (ND2) - - - 3.2 - 3.3 - 

S2 
His377 (O) 

Asn284 (OD1) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

3.2 

3.4 

3.2 

3.4 

- 

- 

S3 Asn284 (OD1) - - 3.3 3.6 - - - 

υνολικβσ αριθμβσ αλληλεπιδράςεων 11 11 11 12 11 13 10 

τα ςϑμπλοκα rmGPb-8 και rmGPb-9 το ϊτομο Ν3 του ςυνδϋτη (Πύνακασ 36, Εικϐνα 54) 

εμπλϋκεται ςε δεςμϐ υδρογϐνου με το ϊτομο OD1 τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Asn284 ενώ ςτα 

ςϑμπλοκα rmGPb-11 και rmGPb-13 το ϊτομο Ν5 ςχηματύζει δεςμϐ υδρογϐνου με το ϊτομο 

ND2 τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Asn284 (Πύνακασ 38, Εικϐνα 54). τα υπϐλοιπα ςϑμπλοκα, τα 

ϊτομα του ςυνδϋτη δεν εμπλϋκονται ςε δεςμοϑσ υδρογϐνου (Εικϐνα 54). Ψςτϐςο, το θεύο, 

ϐπωσ και τα αλογϐνα, διαθϋτει ιδιϐτητεσ οπόσ-ς κϊτι το οπούο οδηγεύ ςε δεςμοϑσ οπόσ-ς, οι 

οπούοι εύναι παρϐμοιοι με τουσ δεςμοϑσ αλογϐνου [264].  
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Εικβνα 54: τϋρεο-απεικϐνιςη των αλληλεπιδρϊςεων που δημιουργοϑν οι αναςτολεύσ κατϊ την πρϐςδεςη ςτο καταλυτικϐ 

κϋντρο. Παρουςιϊζονται τα ςϑμπλοκα των αναςτολϋων a) 8, b) 9, c) 10, d) 11, e) 12, f) 13 και g) 14. Σα ϊτομα των 

αναςτολϋων παρουςιϊζονται με τη μορφό χοντρών κυλύνδρων, τα μϐρια ϑδατοσ ωσ κυανϋσ ςφαύρεσ και οι δεςμού υδρογϐνου 

ωσ διακεκομμϋνεσ γραμμϋσ. 

υγκρύνοντασ τα ςϑμπλοκα μεταξϑ τουσ, παρατηροϑμε ϐτι το ϊτομο του θεύου των 

αναςτολϋων 10 και 11 αλληλεπιδρϊ με το ϊτομο OD1 τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Asn284 ενώ 

ςτουσ αναςτολεύσ 12 και 13 αλληλεπιδρϊ με το οξυγϐνο του καρβονυλύου τησ κϑριασ αλυςύδασ 

τησ His377 και με το ϊτομο OD1 τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Asn284 (Πύνακασ 38). Εκτϐσ απϐ 

αυτϋσ τισ αλληλεπιδρϊςεισ, τα ϊτομα του ςυνδϋτη των 8, 9, 10, 11, 12, 13 και 14 ςυμμετϋχουν 

ςε 11, 17, 15, 19, 17, 15 και 13 αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals αντύςτοιχα, με τα κατϊλοιπα 

Leu136, Asn284, His377 και Thr378. Οι φαινυλικού δακτϑλιοι των 8, 10, 12 και 14 

προςδϋνονται ςτο ϋνζυμο με παρϐμοιο τρϐπο (Εικϐνα 54) και ςυμμετϋχουν ςε 17, 15, 18 και 

15 αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals αντύςτοιχα, με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ Glu88, Asn282, 

Asn284, Phe285 και His341. Επιπρϐςθετα ςε αυτϋσ τισ αλληλεπιδρϊςεισ, οι ναφθαλενικού 

δακτϑλιοι των 9, 11 και 13 ςχηματύζουν 10, 12 και 14 αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals, 

αντύςτοιχα, με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ Glu88, Asn282, Phe285, Arg292, His341, και Ala383. 

ε μια πρϐςφατη δημοςύευςη ϐπου μελετόθηκαν αναςτολεύσ του τϑπου C-β-D-

γλυκοπυρανϐςυλο-αζϐλεσ, ωσ αναςτολεύσ τησ GP, βρϋθηκε ϐτι αυτού οι αναςτολεύσ μειώνουν 

την γλυκογονϐλυςη ςε ηπατοκϑτταρα [259]. Επιπλϋον, υπολογιςτικϋσ μελϋτεσ μοριακόσ 

δυναμικόσ πρϐτειναν ϐτι ςχηματύζεται μια γϋφυρα ϊλατοσ μεταξϑ του δακτυλύου του 

ιμιδαζολύου και τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Asp283, κϊτι το οπούο θα μποροϑςε να ςυμβϊλλει 

ςτην πρϐςδεςη του αναςτολϋα. τα ςϑμπλοκα με τουσ αναςτολεύσ 8 και 9 η απϐςταςη του 

ατϐμου Ν5 των αναςτολϋων απϐ το ϊτομο OD1 τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Asp283 ιςοϑται με 

4.5 Å. Αυτό η απϐςταςη εύναι μεγαλϑτερη κατϊ 0.5 Å απϐ αυτό που επιτρϋπει το ςχηματιςμϐ 

14 

g) 
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γϋφυρασ ϊλατοσ μεταξϑ N-Ο [265]. Ψςτϐςο, αυτό η απϐςταςη επαρκεύ για την ανϊπτυξη 

αλληλεπιδρϊςεων Coulomb μεγϊλησ εμβϋλειασ οι οπούεσ ϋχει δειχθεύ να παύζουν ςημαντικϐ 

ρϐλο ςε αλληλεπιδρϊςεισ μεταξϑ αναςτολϋων και πρωτεώνών [266-268]. Επομϋνωσ, οι 

κρυςταλλικϋσ δομϋσ των ςυμπλϐκων 8 και 9 βρύςκονται ςε ςυμφωνύα με τισ υπολογιςτικϋσ 

μελϋτεσ μοριακόσ δυναμικόσ [259]. 

υγκριτικό ανϊλυςη των δομών των ςυμπλϐκων των θειαζολών (10, 11, 12 και 13) 

αποκαλϑπτει τη δομικό βϊςη για τισ ςημαντικϋσ διαφορϋσ μεταξϑ των ςταθερών αναςτολόσ 

(Πύνακασ 36). Ο 10 ςχηματύζει δϋκα δεςμοϑσ υδρογϐνου και ϋνα δεςμϐ θεύου οπόσ-ς ενώ ο 12 

ςχηματύζει εννϋα δεςμοϑσ υδρογϐνου και δϑο δεςμοϑσ θεύου οπόσ-ς (Πύνακασ 38). Επιπλϋον, οι 

δϑο αναςτολεύσ ςυμμετϋχουν ςε παρϐμοιο αριθμϐ αλληλεπιδρϊςεων van der Waals 

εμφανύζοντασ ςχεδϐν την ύδια αναςταλτικό ιςχϑ. Οι 11 και 13 ςχηματύζουν επιπλϋον ϋναν και 

δϑο δεςμοϑσ υδρογϐνου ό/και δεςμοϑσ θεύου οπόσ-ς, αντύςτοιχα (Πύνακασ 38), αλλϊ και 

περιςςϐτερεσ αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals λϐγω τησ ομϊδασ του 2-ναφθαλενύου, 

ςυγκριτικϊ με την ομϊδα φαινυλύου, με αποτϋλεςμα αυτϋσ οι ενώςεισ να εύναι πιο ιςχυρού 

αναςτολεύσ απϐ τουσ 10 και 12. Σο μόκοσ των δεςμών θεύου οπόσ-ς εύναι αρκετϊ ϐμοιο 

(Πύνακασ 38) κϊτι το οπούο αντανακλϊται και ςτην ομοιϐτητα ςτην ιςχϑ των αναςτολϋων 10 

(Ki = 172.2 µM) και 12 (Ki = 179.9 µM) αλλϊ και των 11 (Ki = 43.6 µM) και 13 (Ki = 78.0 µM). Οι 

διαφορϋσ ςτην ιςχϑ τησ αναςτολόσ μεταξϑ των 11 και 13 μπορεύ να οφεύλεται ςε 

αλληλεπιδρϊςεισ π-επιςτούβαξησ μεταξϑ τησ ομϊδα του 2-ναφθαλενύου και του ιμιδαζολικοϑ 

δακτυλύου τησ His341 (Εικϐνα 55). το πρωτεώνικϐ ςϑμπλοκο του 13 (Εικϐνα 55) ο 

ιμιδαζολικϐσ δακτϑλιοσ τησ His341 ςχηματύζει μια κϊθετη αλληλεπύδραςη π-επιςτούβαξησ με 

τον εξωτερικϐ δακτϑλιο του ναφθανελύου (η απϐςταςη μεταξϑ του κϋντρου του ιμιδαζολικοϑ 

και του αρωματικοϑ δακτυλύου εύναι 3.8 Å) ενώ ςτο ςϑμπλοκο του 11 (Εικϐνα 55) ο δακτϑλιοσ 

του ιμιδαζολύου τησ His341 ςχηματύζει δϑο κϊθετεσ αλληλεπιδρϊςεισ π-επιςτούβαξησ, μια με 

κϊθε αρωματικϐ δακτϑλιο τησ ομϊδασ του ναφθαλενύου (η απϐςταςη μεταξϑ του κϋντρου του 

ιμιδαζολικοϑ και του αρωματικοϑ δακτυλύου εύναι 4.0 και 4.4 Å). Αυτό η π-κατιοντικό 

αλληλεπύδραςη ϋχει παρατηρηθεύ και ςτην προηγοϑμενη ενϐτητα αλλϊ και ςε ϊλλη εργαςύα με 

ναφθϊλενο-υποκατεςτημϋνουσ αναςτολεύσ [56] και ϋχει βρεθεύ ϐτι επηρεϊζει την ιςχϑ τον 

αναςτολϋων. Οι δϑο αναςτολεύσ οι οπούοι διαθϋτουν ιμιδαζολικϐ δακτϑλιο, 8 και 9, 

εμπλϋκονται ςε παρϐμοιο δύκτυο δεςμών υδρογϐνου και αλληλεπιδρϊςεων van der Waals με 

τα κατϊλοιπα του καταλυτικοϑ κϋντρου (Πύνακασ 38). Η ομϊδα ναφθαλενύου του 9 ςχηματύζει 
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επιπλϋον δϋκα αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals ςυγκριτικϊ με την φαινυλομϊδα του 8 και δϑο 

αντύ για μύα κϊθετεσ αλληλεπιδρϊςεισ π-επιςτούβαξησ με τον ιμιδαζολικϐ δακτϑλιο τησ His341. 

 

Εικβνα 55: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςησ των ςυμπλϐκων 13 (πρϊςινο) και 11 (γαλϊζιο). 

Αυτϋσ οι αλληλεπιδρϊςεισ φαύνεται να αποτελοϑν την αιτύα για την οπούα η ϋνωςη 9 εύναι 

ιςχυρϐτεροσ αναςτολϋασ απϐ την 8. ϑγκριςη τησ δομόσ των ςυμπλϐκων 8 και 9 με τα 

αντύςτοιχα ςϑμπλοκα των ιςομερών τουσ 1 και 2 [57], μασ δεύχνει ϐτι τα ιςομερό 

προςδϋνονται με παρϐμοιο τρϐπο (Εικϐνα 56) και το δύκτυο των αλληλεπιδρϊςεων που 

διαμεςολαβεύτε απϐ τα μϐρια ϑδατοσ να εύναι επύςησ ςυντηρημϋνο. Ψςτϐςο, ο δεςμϐσ 

υδρογϐνου που ςχηματύζεται ςτα ςϑμπλοκα των 1 και 2 [57] μεταξϑ του ατϐμου του αζώτου 

του ςυνδϋτη και του οξυγϐνου τησ καρβονυλομϊδασ τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ His377 ϋχει 

αντικαταςταθεύ με ϋνα δεςμϐ υδρογϐνου με το ϊτομο OD1 τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Asn284 

ςτα ςϑμπλοκα των 8 και 9 (Πύνακασ 38). Εκτϐσ απϐ τα ςϑμπλοκα των 1 και 2, αυτό η 

ςυγκεκριμϋνη αλληλεπύδραςη με την His377 ϋχει παρατηρηθεύ και για ϊλλεσ ενώςεισ [58, 74, 

247, 250, 269-272] ϐπου η αναςτολό που εμφϊνιζαν αυτϋσ οι ενώςεισ εύχε αποδοθεύ ςε αυτόν 

την αλληλεπύδραςη καθώσ, ενώςεισ οι οπούεσ δεν ϋχουν ϋνα δϐτη υδρογϐνου ςτη θϋςη 2 

(κρυςταλλογραφικό αρύθμηςη των ατϐμων) του ςυνδϋτη εμφανύζουν χαμηλϐτερη αναςτολό 

[57]. Η απϐςταςη του υδρογϐνου του ατϐμου Ν3 του αναςτολϋα απϐ το ϊτομο OD1 του 

καταλούπου Asn284 εύναι 3.2 Å ςτα ςϑμπλοκα των 8 και 9. Αυτό η απϐςταςη εύναι μεγαλϑτερη 

απϐ την απϐςταςη μεταξϑ του υδρογϐνου του ατϐμου Ν2 του αναςτολϋα και του οξυγϐνου 

του καρβονυλύου τησ His377, η οπούα ιςοϑται με 1.8 Å ςτα ςϑμπλοκα των 1 και 2 [57]. 

Επιπλϋον, η γωνύα του δεςμοϑ Ν3-Η-ΟD1 εύναι ~ 90° ςτα ςϑμπλοκα των 8 και 9 ενώ η γωνύα 
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του δεςμοϑ Ν2-Η-Ο εύναι ~ 170° ςτα ςϑμπλοκα των 1 και 2 [57]. Η πιο κοντινό απϐςταςη και 

ο ςχεδϐν ευθϑγραμμοσ δεςμϐσ υδρογϐνου με το οξυγϐνο του καρβονυλύου τησ His377 ςτα 

ςϑμπλοκα των 1 και 2 υποδεικνϑει ϐτι αυτϐσ ο δεςμϐσ υδρογϐνου εύναι ιςχυρϐτεροσ απϐ τον 

δεςμϐ υδρογϐνου μεταξϑ του ατϐμου Ν3 και του ατϐμου OD1 τησ Asn284 που παρατηρεύται 

ςτα ςϑμπλοκα των 8 και 9 [273, 274]. 

 

 

Εικβνα 56: τϋρεo-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςησ των ςυμπλϐκων του 1 [57] με του 8 (πϊνω) και των ςυμπλϐκων του 2 [57] με 

του 9 (κϊτω). 

Επιπλϋον, οι δεςμού υδρογϐνου μεταξϑ ενϐσ προςδϋτη και τησ πρωτεϏνησ εύναι ιςχυρϐτεροι 

ϐταν ςχηματύζονται με ϊτομα τησ κϑριασ αλυςύδασ (ϐπωσ το οξυγϐνο του καρβονυλύου τησ 

κϑριασ αλυςύδασ τησ His377) απϐ ϐτι με ϊτομα πλευρικών αλυςύδων (ϐπωσ το ϊτομο OD1 τησ 
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πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Asn284) των αμινοξϋων [274]. Σα παραπϊνω μποροϑν να 

προςφϋρουν μια δομικό εξόγηςη για την ιςχϑ των αναςτολϋων 1 και 2 ωσ προσ αυτό των 

αντύςτοιχων ιςομερών 8 και 9.  

Ο αναςτολϋασ 14 παρουςιϊζει χαμηλό αναςτολό (Ki = 134.2 µM) καθώσ κανϋνα απϐ τα ϊτομα 

των αζώτων που φϋρει ςτον τετραζολικϐ δακτϑλιο δεν εύναι ικανϐ να ςχηματύςει δεςμϐ 

υδρογϐνου οϑτε με την πλευρικό αλυςύδα τησ Asn284 (ϊτομο OD1) οϑτε με την κϑρια αλυςύδα 

τησ His377 (καρβονυλικϐ οξυγϐνο). ϑγκριςη τησ δομόσ του ςυμπλϐκου τησ rmGPb με τον 7 

[258] και αυτοϑ με τον 14 αποκαλϑπτει ϐτι οι δϑο αναςτολεύσ προςδϋνονται με αρκετϊ 

διαφορετικϐ τρϐπο ςτο καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου (Εικϐνα 57). το ςϑμπλοκο rmGPb-7 

ϋνα μϐριο DMSO (απϐ το κρυοπροςτατευτικϐ μϋςο) βρϋθηκε προςδεδεμϋνο ςτο καταλυτικϐ 

κϋντρο μαζύ με τον αναςτολϋα. Η πρϐςδεςη του DMSO οδόγηςε ςε μια ςημαντικό μεταβολό 

τησ διαμϐρφωςησ του βρϐχου 280s που φαύνεται ϐτι μϊλλον παρεμβαύνει ςτον τρϐπο 

πρϐςδεςησ τησ ϋνωςησ. Ο φαινυλικϐσ δακτϑλιοσ του 7 περιςτρϋφεται κατϊ ~160° ςυγκριτικϊ 

με τη θϋςη που καταλαμβϊνει ο αντύςτοιχοσ δακτϑλιοσ ςτο ςϑμπλοκο rmGPb-14 με 

αποτϋλεςμα τα κατϊλοιπα του βρϐχου 280s να μετακινοϑνται κατϊ 1-4 Å. Όμωσ, οι 7 και 14 

εύναι ςχεδϐν ιςοδϑναμοι αναςτολεύσ αν ςυγκρύνουμε τισ ςταθερϋσ αναςτολόσ τουσ (Πύνακασ 

36). Επομϋνωσ, φαύνεται πωσ η διαφορϊ ςτον τρϐπο πρϐςδεςησ μεταξϑ των αναςτολϋων 7 και 

14 μπορεύ να οφεύλεται ςτη ςϑνδεςη του DMSO που προϋρχεται απϐ τον τρϐπο ςυλλογόσ των 

κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων του ςυμπλϐκου του 7 (ςυλλογό ςε θερμοκραςύα 100 Κ με 

χρόςη κρυοπροςτατευτικοϑ διαλϑματοσ) καθώσ αυτϋσ οι δομικϋσ διαφορϋσ δεν ςυνϊδουν με 

την ςχεδϐν ϐμοια ιςχϑ τησ αναςτολόσ τουσ.  

 

Εικβνα 57: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςη του ςυμπλϐκου rmGPb-7 (μωβ) [258] ςτο ςϑμπλοκο rmGPb-14 (γκρι). 

Απϐ ϐλεσ τισ παραπϊνω ενώςεισ, ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ (9) ϋχει υποβληθεύ και ςε ex vivo 

μελϋτεσ ώςτε να προςδιοριςτεύ αν μπορεύ να αναςτεύλει την GP ςε ηπατοκϑτταρα HepG2 ςτα 
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οπούα η γλυκογονϐλυςη εύχε διεγερθεύ απϐ γλυκαγϐνη [275]. Η ϋνωςη 9 ςε ςυγκϋντρωςη 100 

μΜ προκϊλεςε 60 % αναςτολό τησ GP χωρύσ να παρατηρηθεύ κυτταροτοξικϐτητα [275]. 

Επύςησ, πρϐςφατη μελϋτη ϋδειξε ϐτι η ϋνωςη 9 μπορεύ να προκαλϋςει αναςτολό τησ 

γλυκογονϐλυςησ ςε ηπατοκϑτταρα ποντικών ςτα οπούα η γλυκογονϐλυςη εύχε διεγερθεύ απϐ 

γλυκαγϐνη [259]. 

υμπεράςματα 

 Οι γλυκοπυρανϐςυλο-θειαζϐλεσ εύναι αςθενϋςτεροι αναςτολεύσ απϐ τισ αντύςτοιχεσ 

γλυκοπυρανϐςυλο-ιμιδαζϐλεσ.  

 Οι γλυκοπυρανϐςυλο-ιμιδαζϐλεσ και ςυγκεκριμϋνα η ϋνωςη με την ομϊδα 2-

ναφθαλενύου (9) εύναι ϋνασ ιςχυρϐσ αναςτολϋασ τησ GP. 

 Η ανϊλυςη των δομών των ςυμπλϐκων ανϋδειξε τη ςημαςύα του δεςμοϑ υδρογϐνου 

μεταξϑ του δακτυλύου του ιμιδαζολύου και του οξυγϐνου του καρβονυλύου τησ κϑριασ 

αλυςύδασ τησ His377. Όταν αυτϐσ ο δεςμϐσ υδρογϐνου αντικαθύςταται απϐ δεςμϐ θεύου 

οπόσ-ς ό με δεςμϐ υδρογϐνου με την πλευρικό αλυςύδα τησ Asn284 (ϊτομο OD1), τϐτε 

εμφανύζεται μειωμϋνη αναςτολό ωσ προσ το ϋνζυμο λϐγω γεωμετρικών περιοριςμών 

των δεςμών υδρογϐνου. 

 Παρϐτι η 2-γλυκϐςυλο-τετραζϐλη 14 φαύνεται να προςδϋνεται ςτο ϋνζυμο με 

διαφορετικϐ τρϐπο απϐ την 1,2,3-τριαζϐλη 7, οι δϑο αναςτολεύσ εύναι ιςοδϑναμοι ςε ϐτι 

αφορϊ την ικανϐτητα τουσ να αναςτϋλλουν το ϋνζυμο.  

5.3.3. β-γλυκοςάμινιλ-τριαζβλεσ ωσ αναςτολείσ τησ hlGPa 

τισ προηγοϑμενεσ ενϐτητεσ αναφερθόκαμε ςε ενώςεισ οι οπούεσ διϋθεταν μια ομϊδα 

γλυκοπυρανϐζησ με διαφορετικοϑσ ετεροκυκλικοϑσ δακτυλύουσ ωσ υποκαταςτϊτεσ 

(γλυκοπυρανϐςυλο -ιμιδαζϐλεσ, -θειαζϐλεσ, -τετραζϐλεσ, γλυκοπυρανοςυλιδενο-ςπεύρο-

ιμιδαζολινϐνεσ). ε αυτό την ενϐτητα μελετόςαμε ενώςεισ οι οπούεσ εύχαν τροποποιημϋνο το 

δακτϑλιο τησ γλυκοπυρανϐζησ ώςτε να αποκτόςουμε επιπλϋον πληροφορύεσ για τα πωσ η 

ποικιλομορφύα του δακτυλύου μπορεύ να επηρεϊζει την αναςτολό τουσ. Προηγοϑμενεσ μελϋτεσ 

ϋχουν δεύξει ϐτι η απομϊκρυνςη τησ -CH2OH ομϊδασ τησ γλυκοπυρανϐζησ, δηλαδό η μετατροπό 

τησ γλυκϐζησ ςε ξυλϐζη, οδόγηςε ςε μειωμϋνη αναςτολό ό ςε ολικό απώλεια τησ αναςτολόσ 

[276-278]. Επιπλϋον, η αντικατϊςταςη τησ υδροξυλομϊδασ τησ θϋςησ 3’3 τησ γλυκϐζησ απϐ 

φθϐριο [279] ό απϐ -CH2OH [280] οδόγηςε και πϊλι ςε μεγϊλη μεύωςη τησ ιςχϑοσ των 

                                                           
3 Για την αρύθμηςη των ατϐμων του μορύου τησ γλυκοπυρανϐζησ βλ. Πύνακασ 39 
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αναςτολϋων ωσ προσ την GP. Σϋλοσ, η δημιουργύα διπλοϑ δεςμοϑ μεταξϑ των ατϐμων 1’ και 2’ 

τησ γλυκϐζησ οδόγηςε και πϊλι ςε μη δραςτικϋσ ενώςεισ [281].  

ε αυτό την ενϐτητα μελετόςαμε με κινητικϋσ και δομικϋσ μελϋτεσ την αναςτολό που 

επιφϋρουν ςτην GP ενώςεισ με τροποποιημϋνο δακτϑλιο τησ γλυκοπυρανϐζησ ςτουσ οπούουσ η 

ομϊδα -ΟΗ ςτη θϋςη 2’ (Πύνακασ 39) εύχε αντικαταςταθεύ απϐ μια ομϊδα –ΝΗ2 (γλυκοζαμύνεσ). 

Οι ενώςεισ αυτϋσ μελετόθηκαν επύςησ ςυγκριτικϊ με τισ αντύςτοιχεσ ενώςεισ με –ΟΗ ομϊδα 

αλλϊ και με ϊλλεσ γλυκοζαμύνεσ (Πύνακασ 39). Οι δϑο ενώςεισ οι οπούεσ μελετόθηκαν 

αποτελοϑνταν απϐ 2-ϊμινο-2-δεϐξυ-β-D-γλυκοπυρανϐζη η οπούα ςυνδεϐταν με ϋνα φαινυλικϐ 

ό 2-ναφθαλενικϐ δακτϑλιο μϋςω ενϐσ 1,2,4-τριαζολικοϑ δακτυλύου. Η μελϋτη των αντύςτοιχων 

ενώςεων με ομϊδα –ΟΗ ςτη θϋςη 2’ τησ γλυκοπυρανϐζησ (δηλαδό φυςιολογικϐσ δακτϑλιοσ τησ 

γλυκϐζησ) εύχε γύνει πρϐςφατα και τα αποτελϋςματα των κινητικών μελετών εύχαν δεύξει ϐτι η 

ϋνωςη με την 2-ναφθαλενομϊδα μποροϑςε να αναςτεύλει την hlGPa με ςταθερϊ αναςτολόσ ύςη 

με 172 nM [58] (Πύνακασ 39). Η ςϑνθεςη των ενώςεων αυτών ϋγινε απϐ το εργαςτόριο του 

καθηγητό László Somsák απϐ το Πανεπιςτόμιο του Debrecen τησ Ουγγαρύασ. 

Κινητικέσ μελέτεσ 

Η ϋνωςη 29a εμφϊνιςε τιμό Ki ύςη με 30.2 και 30.8 μΜ ωσ προσ την rmGPa και hlGPa 

αντύςτοιχα, ενώ η ϋνωςη 29b εμφϊνιςε τιμό Ki ύςη με 5.3 και 7.6 μΜ για τα ύδια ϋνζυμα.  

Πίνακασ 39: Οι τιμϋσ των ςταθερών αναςτολόσ που υπολογύςτηκαν για τισ υπϐ μελϋτη γλυκοζαμύνεσ. Οι γλυκοζαμύνεσ οι οπούεσ 

μελετόθηκαν ςτην παροϑςα ενϐτητα επιςημαύνονται με ςκύαςη και οι υπϐλοιπεσ ενώςεισ παρουςιϊζονται για λϐγουσ ςϑγκριςησ. 

Επιπλϋον, ςτην κορυφό του πύνακα παρουςιϊζεται η δομό τησ ϋνωςησ 29b και η αρύθμηςη που χρηςιμοποιόθηκε για τα πειρϊματα 

κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ.  

 

Φημικό δομό 

  R 

 OH        NH2 

 rmGPb rmGPa hlGPa  rmGPb rmGPa hlGPa 

 

3 7 [262, 282] 1.74 [58] 1.35 [58] 29a 35.2 [79] 30.2 ± 2.2 30.8 ± 1.2 

 

4 
0.41 [262, 

282] 
0.172 [58] 0.172 [58] 29b 4.8 [79] 5.3 ± 0.4 7.6 ± 0.1 

 

5 0.28 [78] 0.226 [57] 0.156 [57] 33a 2.67 [79] 3.11 [79] 2.73 [79] 

 

6 0.031 [78] 0.065 [57] 0.026 [57] 33b 0.191 [79] 0.125 [79] 0.143 [79] 
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Οι ενώςεισ 29a και 29b αναςτϋλλουν το ϋνζυμο ςυναγωνιςτικϊ ωσ προσ το υπϐςτρωμα (G1P) 

και η ϋνωςη 29b αποτελεύ τον τρύτο πιο ιςχυρϐ αναςτολϋα ωσ προσ την GP με τροποποιημϋνο 

δακτϑλιο γλυκοπυρανϐζησ. ϑγκριςη με ανϊλογεσ ενώςεισ που περιϋχουν γλυκοπυρανϐζη 

(Πύνακασ 39, R=OH), δεύχνει ϐτι η αντικατϊςταςη τησ 2’-ΟΗ απϐ –ΝΗ2 οδηγεύ ςε μειωμϋνη 

δραςτικϐτητα κατϊ ~ 5-40 φορϋσ. Επιπλϋον, ϐπωσ ϋχει παρατηρηθεύ για τισ ενώςεισ με ομϊδα 

2’-ΟΗ [57, 58], αυτϋσ που εύχαν ωσ ςυνδϋτη μια ομϊδα ιμιδαζολύου (5, 6, 33) όταν πιο ιςχυρϋσ 

απϐ τισ αντύςτοιχεσ ενώςεισ με 1,2,4-τριαζολικϐ δακτϑλιο (3, 4, 29). 

Δομικέσ μελέτεσ 

Ο προςδιοριςμϐσ του τρϐπου πρϐςδεςησ των υπϐ μελϋτη ενώςεων ςτη GP ϋγινε με χρόςη 

κρυςτϊλλων τησ rmGPb, ϐπωσ ϋχει αναφερθεύ προηγουμϋνωσ (Βλ. παρϊγραφο 4.8.2). Πιο 

ςυγκεκριμϋνα οι κρϑςταλλοι εμβαπτύςτηκαν ςε διϊλυμα το οπούο περιεύχε 10 mM BES pH 6.7, 

10 % v/v DMSO και αναςτολϋα. Ο αναςτολϋασ προςτϋθηκε ςε ςυγκϋντρωςη 10 mM και η 

επώαςη του κρυςτϊλλου με τον αναςτολϋα ϋγινε για 4 h πριν τη ςυλλογό των 

κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων. 

 
Εικβνα 58: Παρουςιϊζονται οι χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 2Fo-Fc για τισ δϑο ενώςεισ που προςδϋνονται ςτο 

καταλυτικϐ κϋντρο. Οι χϊρτεσ όταν προςαρμοςμϋνοι ςε 1.0 ς πριν την ενςωμϊτωςη των μορύων των αναςτολϋων ςτη 

διαδικαςύα τησ βελτιςτοπούηςησ. 

Η ανϊλυςη των κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων (Πύνακασ 40) και οι χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ 

πυκνϐτητασ που υπολογύςτηκαν (Εικϐνα 58) ϋδειξαν ϐτι οι δϑο ενώςεισ προςδϋνονται ςτο 

καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου με τα ϊτομα των αναςτολϋων να εντοπύζονται καλϊ ςτουσ 

χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ. Η τιμό τησ r.m.s.d. που προϋκυψε μετϊ απϐ υπϋρθεςη των 

ςυμπλϐκων των αναςτολϋων ωσ προσ την δομό τησ ελεϑθερησ απϐ αναςτολεύσ rmGPb για τα 

καλϊ καθοριςμϋνα κατϊλοιπα (18 - 49, 262 - 312 και 326 -829) όταν 0.16, 0.17 Å για τα 

ςϑμπλοκα των αναςτολϋων 29a και 29b αντύςτοιχα. Οι τιμϋσ αυτϋσ τησ r.m.s.d. υποδεικνϑουν 

ϐτι δεν παρατηρεύται ςημαντικό μεταβολό ςτη ςυνολικό διαμϐρφωςη τησ πρωτεϏνησ κατϊ την 

πρϐςδεςη των αναςτολϋων. Η πρϐςδεςη των αναςτολϋων ςτο καταλυτικϐ κϋντρο ςυμβαύνει 

αρχικϊ με την ςϑνδεςη τησ γλυκοπυρανϐζησ ςτο κϋντρο πρϐςδεςησ τησ γλυκϐζησ το οπούο 

αποτελεύ μϋροσ του καταλυτικοϑ κϋντρου. Η πρϐςδεςη τησ επικρϊτειασ τησ γλυκοπυρανϐζησ 
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κϊθε αναςτολϋα γύνεται με ϋνα τυπικϐ πρϐτυπο δεςμών υδρογϐνων (Πύνακασ 41) και 

αλληλεπιδρϊςεων van der Waals το οπούο ϋχει παρατηρηθεύ και ςε προηγοϑμενεσ μελϋτεσ 

αλλϊ και ςτισ προηγοϑμενεσ ενϐτητεσ. 

Πίνακασ 40: ϑνοψη των ςτατιςτικών παραμϋτρων απϐ την επεξεργαςύα των δεδομϋνων περύθλαςησ και τη 

διαδικαςύα τησ βελτιςτοπούηςησ για τα ςϑμπλοκα τησ rmGPb με τουσ αναςτολεύσ. Οι τιμϋσ ςτην παρϋνθεςη αφοροϑν 

την εξωτερικό ςτοιβϊδα ευκρύνειασ. 

γμπλοκο rmGPb 29a 29b 

Στατιςτικοί δείκτεσ ςυλλογήσ και επεξεργαςίασ κρυςταλλογραφικών δεδομένων 

Ευκρύνεια  (Å) 13.91 - 2.45 13.56 - 2.45 

Εξωτερικό ςτοιβϊδα (Å) 2.55 - 2.45 2.56 - 2.45 

Ανακλϊςεισ 338576 175278 

Μοναδικϋσ ανακλϊςεισ 33526 (3345) 35487 (4119) 

Πολλαπλϐτητα 10.1 (7.3) 4.9 (3.4) 

Rsymm 0.130 (0.775) 0.122 (0.793) 

Πληρϐτητα (%) 94.2 (84.9) 98.1 (94.8) 

<I/ςI> 17.5 (2.9) 11.1 (1.3) 

Στατιςτικοί δείκτεσ βελτιςτοποίηςησ 

Rcryst 0.144 (0.205) 0.164 (0.269) 

Rfree 0.187 (0.221) 0.229 (0.285) 

Αριθμϐσ μορύων διαλϑτη 238 199 

Απόκλιςη r.m.s. από τισ ιδεατέσ τιμέσ 

Μόκοσ δεςμών (Å) 0.009 0.022 

Γωνύεσ (°) 1.3 2.2 

Μέςη τιμήσ παράγοντα θερμικήσ κίνηςησ (Å2) 

Ωτομα πρωτεϏνησ 18.3 19.2 

Μϐρια διαλϑτη 25.0 25.6 

Ωτομα αναςτολϋα 17.0 17.8 

PDB entry 5O54 5O56 

Η ομϊδα 2’-ΝΗ2 ςχηματύζει τρεισ δεςμοϑσ υδρογϐνου με τισ πλευρικϋσ αλυςύδεσ των Asn284, 

Tyr573, Glu672 ενώ παρϊλληλα, μϐρια ϑδατοσ γεφυρώνουν αλληλεπιδρϊςεισ μϋςω δεςμών 

υδρογϐνου με τισ πλευρικϋσ αλυςύδεσ των ατϐμων Asp283, Thr378, Lys574 και το ϊτομο του 

οξυγϐνου του καρβονυλύου τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ Thr671 (Πύνακασ 41, Εικϐνα 59).  

 

a) 
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Εικβνα 59: τϋρεο-απεικϐνιςη του τρϐπου πρϐςδεςησ των αναςτολϋων a) 29a και b) 29b ςτο καταλυτικϐ κϋντρο τησ GP. Σα 

μϐρια ϑδατοσ παρουςιϊζονται ωσ κυανϋσ ςφαύρεσ και οι δεςμού υδρογϐνου με διακεκομμϋνεσ γραμμϋσ. 

Ο τριαζολικϐσ δακτϑλιοσ ςυμμετϋχει ςε μια ςημαντικό αλληλεπύδραςη δεςμοϑ υδρογϐνου με 

το οξυγϐνο τησ καρβονυλομϊδασ τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ His377. Η ςημαςύα αυτόσ τησ 

αλληλεπύδραςησ αναλϑθηκε εκτενώσ ςτην προηγοϑμενη ενϐτητα (βλ. παρϊγραφο 5.3.2) και 

φαύνεται πωσ η αναςτολό που εμφανύζουν αυτοϑ του τϑπου οι αναςτολεύσ, οφεύλεται 

πρωτύςτωσ ςε αυτό την αλληλεπύδραςη. Οι αρωματικού υποκαταςτϊτεσ των τριαζολικών 

δακτυλύων των 29a (φαινϑλιο) και 29b (ναφθαλϋνιο) εμπλϋκονται ςε αλληλεπιδρϊςεισ van 

der Waals με κατϊλοιπα τησ β-εςοχόσ του καταλυτικοϑ κϋντρου του ενζϑμου.  

Πίνακασ 41: Πιθανού δεςμού υδρογϐνου που αναπτϑςςονται μεταξϑ των αναςτολϋων και τον καταλούπων 

του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ rmGPb. Για την αρύθμηςη των ατϐμων του αναςτολϋα βλ. Πύνακασ 39. 

Ωτομα αναςτολϋα 
Κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ και 

μϐρια ϑδατοσ  
29a 29b 

N2' 

Asn284(OD1) 

Tyr573(OH) 

Glu672(OE2) 

Water261(O) 

Water280(O) 

2.7 

3.1 

3.2 

3.4 

2.8 

3.0 

3.2 

3.0 

3.4 

- 

O3' 

Glu672(OE2) 

Ala673(N) 

Ser674(N) 

Gly675(N) 

2.7 

3.3 

3.1 

3.1 

2.8 

3.2 

2.9 

2.8 

O4' 
Gly675(N) 

Water121(O) 

2.9 

2.6 

2.8 

2.7 

O6' 
His377(ND1) 

Asn484(ND2) 

2.7 

2.8 

2.7 

2.8 

N2 
His377(O) 

Asn284(OD1) 

2.9 

- 

2.9 

3.2 

N5 Water258(O) 2.8 2.9 

γνολο 15 15 

Η αναςτολό που επιφϋρουν οι δϑο αυτϋσ ενώςεισ ςτο ϋνζυμο φαύνεται να οφεύλεται ςτισ 

αλληλεπιδρϊςεισ που δημιουργοϑν με τισ πλευρικϋσ αλυςύδεσ των καταλούπων του βρϐχου 

b) 
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280s (Asn282, Asp283, Asp284) ςταθεροποιώντασ ϋτςι το βρϐχο ςτην κλειςτό διαμϐρφωςη και 

κατ’ επϋκταςη το ϋνζυμο ςτην ανενεργό ςτερεοδιαμϐρφωςη-Τ. Η ςταθεροπούηςη του βρϐχου 

ςτην κλειςτό διαμϐρφωςη ϋχει ωσ αποτϋλεςμα την αποτροπό τησ ειςϐδου του υποςτρώματοσ 

ςτο καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου. Η επιφϊνεια που εύναι εκτεθειμϋνη ςτο διαλϑτη ςτην 

ελεϑθερη απϐ αναςτολεύσ δομό αλλϊ και τησ δομόσ των ςυμπλϐκων εύναι 494 Å2 και 15 Å2 για 

τον 29a και 562 Å2 και 15 Å2 για τον 29b, αντύςτοιχα, υποδηλώνοντασ ϐτι το 97 % (29a, 29b) 

τησ επιφϊνειασ του αναςτολϋα βρύςκεται θαμμϋνη ςτο καταλυτικϐ κϋντρο. Η μεγαλϑτερη 

ςυνειςφορϊ γύνεται απϐ τα μη-πολικϊ κατϊλοιπα τα οπούα ςυνειςφϋρουν κατϊ 56 % (29a) ό 

απϐ τα πολικϊ κατϊλοιπα τα οπούα ςυνειςφϋρουν κατϊ 54 % (29b) ςτην επιφϊνεια η οπούα 

υπερκαλϑπτεται. την επιφϊνεια τησ πρωτεϏνησ, 502 Å2 (29a) και 302 Å2 (29b) απϐ την 

επιφϊνεια που εκτύθεται ςτο διαλϑτη καλϑπτεται κατϊ την πρϐςδεςη των αναςτολϋων. Η 

ςυνολικό καλυπτϐμενη επιφϊνεια (πρωτεϏνη και αναςτολϋασ) για τα ςϑμπλοκα των 

αναςτολϋων rmGPb-29a, -29b εύναι 981, 850 Å2 αντύςτοιχα.  

Αν και ςτα ςϑμπλοκα τησ rmGPb με τουσ αναςτολεύσ 29a και 29b η ομϊδα 2’-ΝΗ2 ςχηματύζει 

τισ ύδιεσ αλληλεπιδρϊςεισ με τισ αντύςτοιχεσ ενώςεισ που διαθϋτουν ομϊδα 2’-ΟΗ (ενώςεισ 3 

και 4, Πύνακασ 39), τα παρϊγωγα γλυκοζαμύνησ που μελετόςαμε εύναι αςθενϋςτεροι 

αναςτολεύσ απϐ τα αντύςτοιχα παρϊγωγα γλυκοπυρανϐζησ. Δεδομϋνου ϐτι δεν υπϊρχει κϊποια 

ςημαντικό διαφορϊ ςτον τρϐπο πρϐςδεςησ μεταξϑ των ςυμπλϐκων rmGb-29a και -3 [58] και 

μεταξϑ των rmGPb-29b και -4 [58], η διαφορϊ αυτό μπορεύ να αποδοθεύ ςτην ιςχϑ του δεςμοϑ 

υδρογϐνου που δημιουργεύται μεταξϑ τησ ομϊδασ τησ θϋςησ 2’ τησ γλυκοπυρανϐζησ και των 

καταλούπων τησ πρωτεϏνησ. Ϊνα δεςμϐσ υδρογϐνου του τϑπου O−H···X εύναι γνωςτϐ ϐτι εύναι 

ιςχυρϐτεροσ απϐ ϋναν του τϑπου Ν−H···X με μια διαφορϊ ενϋργειασ κατϊ μϋςο ϐρο 2 kcal/mol, 

η οπούα εξαρτϊται απϐ τη φϑςη του Χ [283]. Επομϋνωσ, η ιςχϑσ των αναςτολϋων 29a και 29b 

ακολουθεύ το ύδιο πρϐτυπο που ακολουθοϑν και οι αντύςτοιχεσ ενώςεισ με υδροξυλομϊδα ςτη 

2’ θϋςη τησ γλυκοπυρανϐζησ, αλλϊ με διαφορϊ μιασ τϊξησ μεγϋθουσ.  

υνολικϊ, οι αναςτολεύσ 29a και 29b ςχηματύζουν 76 και 87 αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals 

αντύςτοιχα, με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ. Η δομικό βϊςη για τισ διαφορϋσ ςτισ ςταθερϋσ 

αναςτολεύσ μεταξϑ των αναςτολϋων 29a και 29b μπορεύ επύςησ να ςχετύζεται με τη διαφορϊ 

ςτον αριθμϐ των αλληλεπιδρϊςεων van der Waals ϐπωσ ϋχει παρατηρηθεύ επύςησ και ςτισ 

αντύςτοιχεσ ενώςεισ με 1,2,4,-τριαζολικϐ δακτϑλιο ςτισ οπούεσ ςτη θϋςη 2’ τησ 

γλυκοπυρανϐζησ υπϊρχει –ΟΗ ομϊδα (3, 4) [58].  
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Εικβνα 60: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςησ του ςυμπλϐκου 29a ςτο 33a [79] (πϊνω) και του 29b ςτο 33b [79] (κϊτω). Σα 

ςϑμπλοκα με τον αναςτολϋα με ιμιδαζολικϐ δακτϑλιο παρουςιϊζονται με γκρι χρώμα.  

Δομικό ςϑγκριςη των ςυμπλϐκων rmGPb-29a, -29b, οι οπούοι διαθϋτουν ωσ ςυνδϋτη ϋναν 

1,2,4-τριαζολικϐ δακτϑλιο, με τα αντύςτοιχα ςϑμπλοκα των γλυκοζαμινών rmGPb-33a [79], -

33b [79], οι οπούοι διαθϋτουν ωσ ςυνδϋτη ϋνα δακτϑλιο ιμιδαζολύου, ϋδειξε ϐτι παρϐτι το 

επιπλϋον ϊτομο αζώτου του τριαζολικοϑ δακτυλύου (Ν3) δε ςυμμετϋχει ςε δεςμϐ υδρογϐνου 

με κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ, προϊγει μια περιςτροφό κατϊ ~50° τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ 

Asn284. Αυτό η περιςτροφό οδηγεύ ςε μια μικρό μετακύνηςη τησ Asn284 με αποτϋλεςμα να 

χϊνεται ο δεςμϐσ υδρογϐνου που δημιουργεύ η Asn284 με την πλευρικό αλυςύδα τησ Tyr573. 

Αυτό η μικρό αλλϊ ςημαντικό μετακύνηςη του βρϐχου 280s μπορεύ να προςφϋρει μια εξόγηςη 

για τισ διαφορϋσ ςτισ ςταθερϋσ αναςτολεύσ που παρατηροϑνται μεταξϑ των ενώςεων 29a και 

29b με τισ αντύςτοιχεσ γλυκοζαμύνεσ με ιμιδαζολικϐ δακτϑλιο (33a, 33b) [79]. Αυτό η 

διαταραχό τησ Asn284 ϋχει παρατηρηθεύ επύςησ και ςε ενώςεισ με 1,2,4-τριαζολικϐ δακτϑλιο 

ςτισ οπούεσ ςτη θϋςη 2’ τησ γλυκοπυρανϐζησ υπϊρχει –ΟΗ ομϊδα (3, 4) [58]. 
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υμπεράςματα 

 Μελετόθηκαν δϑο Ν-β-D-γλυκοςϊμινιλ-τριαζϐλεσ οι οπούεσ διϋθεταν μια ομϊδα –ΝΗ2 

αντύ για –ΟΗ ςτη 2’ θϋςη τησ γλυκοπυρανϐζησ. Ο τριαζολικϐσ ςυνδϋτησ εύχε ωσ 

υποκαταςτϊτη εύτε με μια φαινυλομϊδα (29a) ό 2-ναφθαλενομϊδα (29b). Οι δϑο αυτϋσ 

ενώςεισ μελετόθηκαν με κινητικϋσ και δομικϋσ μελϋτεσ ωσ προσ την GP. 

 Η ϋνωςη 29b (Κi = 7.6 μΜ) κατατϊςςεται μϋςα ςτισ πϋντε πιο ιςχυρϋσ ενώςεισ ωσ προσ 

την GP με τροποποιημϋνο δακτϑλιο γλυκοπυρανϐζησ. 

 Οι ενώςεισ 29a και 29b εύναι κατϊ μια τϊξη μεγϋθουσ λιγϐτερο ιςχυρού αναςτολεύσ 

ςυγκριτικϊ με τισ αντύςτοιχεσ ενώςεισ που διϋθεταν 2’-ΟΗ ομϊδα ςτο δακτϑλιο τησ 

γλυκοπυρανϐζησ (3 και 4) [58]. 

 Οι μελϋτεσ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ ϋδειξαν ϐτι υπϊρχει διαφορϊ ςτην ιςχϑ του 

δεςμοϑ υδρογϐνου που δημιουργεύται απϐ την ομϊδα που υπϊρχει ςτη 2’ θϋςη τησ 

γλυκοπυρανϐζησ με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ.  

 Ο αναςτολϋασ 29b φαύνεται να εύναι πιο ιςχυρϐσ απϐ τον αναςτολϋα 29a λϐγω των 

παραπϊνω αλληλεπιδρϊςεων van der Waals που δημιουργεύ η 2-ναφθαλενομϊδα. 

 Η ςϑνδεςη των ενώςεων 29a και 29b προκϊλεςε μια μετακύνηςη τησ Asn284 

ςυγκριτικϊ με τισ αντύςτοιχεσ ενώςεισ με ιμιδαζολικϐ δακτϑλιο (33a και 33b) [79] με 

αποτϋλεςμα οι γλυκοζαμύνεσ με τριαζολικϐ δακτϑλιο (29a και 29b) να εύναι λιγϐτερο 

ιςχυρού αναςτολεύσ απϐ τισ αντύςτοιχεσ γλυκοζαμύνεσ με ιμιδαζολικϐ δακτϑλιο (33a και 

33b) [79]. Η ύδια αλλαγό ςτη διαμϐρφωςη του ενζϑμου ϋχει παρατηρηθεύ και για τα 

αντύςτοιχα ανϊλογα με υδροξυλομϊδα ςτη 2’ θϋςη του δακτυλύου τησ γλυκϐζησ [57, 

58]. 

 Παλαιϐτερεσ μελϋτεσ που εύχαν γύνει ςε αναςτολεύσ με τροποποιημϋνο δακτϑλιο τησ 

γλυκοπυρανϐζησ [276-281] εύχαν οδηγόςει ςε ςημαντικϊ χαμηλϐτερησ ιςχϑοσ 

αναςτολεύσ. Ψςτϐςο, ςτην παροϑςα ενϐτητα εύδαμε ϐτι η αντικατϊςταςη τησ ομϊδασ 2’ 

–ΟΗ τησ γλυκοπυρανϐζησ απϐ –ΝΗ2 αν και ϋχει μια αρνητικό επύδραςη ςτη ςταθερϊ 

αναςτολόσ, οι νϋεσ ενώςεισ εξακολουθοϑςαν να εύναι αρκετϊ ιςχυρού αναςτολεύσ τησ 

GP. 

5.3.4. Εξερεγνηςη των ιδιοτήτων τησ β-εςοχήσ του καταλυτικογ κέντρου τησ 

GP με C-β-D-γλυκοπυρανβςυλο-τριαζολικέσ ενώςεισ. 

Οι C-γλυκοπυρανϐςυλο-ετεροκυκλικϋσ ενώςεισ αποτελοϑν μια απϐ τισ τρεισ κατηγορύεσ των 

πιο ιςχυρών αναςτολϋων ωσ προσ την GP [161]. Όπωσ ϋχουμε αναφϋρει και ςε προηγοϑμενη 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



178 
 

ενϐτητα, οι C-β-D-γλυκοπυρανϐςυλο -ιμιδαζϐλεσ [57] και οι -1,2,4-τριαζϐλεσ [58] αποτελοϑν 

τουσ πιο ιςχυροϑσ αναςτολεύσ για την hlGPa με ςταθερϋσ αναςτολόσ ςε τιμϋσ ςτο εϑροσ των 

nM [57, 58]. Η ιςχϑσ αυτών των αναλϐγων γλυκϐζησ μπορεύ να αποδοθεύ ςε ϋνα εκτενϋσ δύκτυο 

αλληλεπιδρϊςεων van der Waals που δημιουργοϑν με τα κατϊλοιπα τησ β-εςοχόσ του ενζϑμου.  

ε αυτό την ενϐτητα εξετϊςαμε τα χαρακτηριςτικϊ τησ β-εςοχόσ του καταλυτικοϑ κϋντρου 

μελετώντασ 4 ανϊλογα γλυκοπυρανϐζησ ωσ πιθανοϑσ αναςτολεύσ τησ GP οι οπούοι 

αποτελοϑνταν απϐ την γλυκοπυρανϐζη, μια φαινυλικό ομϊδα και ϋναν 1,2,4-τριαζολικϐ 

δακτϑλιο ο οπούοσ ςυνϋδεε τη γλυκοπυρανϐζη με τη φαινυλικό ομϊδα. Η φαινυλικό ομϊδα εύχε 

τροποποιηθεύ ώςτε να ϋχει υποκαταςτϊτεσ ςτη θϋςη πάρα οι οπούοι διϋφεραν ωσ προσ το 

μϋγεθοσ και την πολικϐτητα (-CF3, -NO2, -OH και –NH2).  

Κινητικέσ μελέτεσ 

Διεξαγϊγαμε κινητικϋσ μελϋτεσ ϋναντι τησ rmGPa και hlGPa για τον προςδιοριςμϐ των 

ςταθερών αναςτολόσ των ενώςεων ωσ προσ τα ϋνζυμα. Όλεσ οι ενώςεισ εμφϊνιςαν 

ςυναγωνιςτικό αναςτολό ωσ προσ το υπϐςτρωμα (G1P) και τα αποτελϋςματα παρουςιϊζονται 

ςτον Πύνακασ 42 μαζύ με ϊλλεσ πϋντε παρϐμοιεσ ενώςεισ για λϐγουσ ςϑγκριςησ.  

Πίνακασ 42: Οι ςταθερϋσ αναςτολόσ μαζύ με την αρύθμηςη που χρηςιμοποιόθηκε για τα πειρϊματα κρυςταλλογραφύασ για κϊθε 

αναςτολϋα. Οι ενώςεισ που μελετόθηκαν ςτην παροϑςα ενϐτητα επιςημαύνονται με ςκύαςη. Οι τιμϋσ ςτην παρϋνθεςη αφοροϑν τισ Κi που 

ϋχουν προςδιοριςτεύ ωσ προσ την rmGPb. 

Φημική δομή 
Ki (μΜ) 

Φημική δομή 
Ki (μΜ) 

rmGPa hlGPa rmGPa hlGPa 

O

OH
OH

OH

OH

NH

NN

C9

C8
C7

C6

C11 C10
O3'

O6'

C3'
O2'

C2'

C5'

C6'
N3

N2

C1

O5'

C1'

N5

C4'O4' C4

 
2a 

1.74 [58] 

(7 [262]) 

1.35 [58] 

 

O

OH
OH

OH

OH

NH

NN

F

F

FC9

C8
C7

C6

C11 C10
O3'

O6'

C3'
O2'

C2'

C5'

C6'
N3

N2

C1

O5'

C1'

N5

C4'O4' C4
C12

F13

F15

F14

KS172 

36.3 ± 2.0 

(111 [284]) 

55.3 ± 0.8 

 

O

OH
OH

OH

OH

NH

NN

CH3C9

C8
C7

C6

C11 C10
O3'

O6'

C3'
O2'

C2'

C5'

C6'
N3

N2

C1

O5'

C1'

N5

C4'O4' C4

C12

 

2d 

0.283 [58] 

(1.7 [262]) 

0.283 [58] 

 

O

OH
OH

OH

OH

NH

NN

N

O
–

O
–

C9

C8
C7

C6

C11 C10
O3'

O6'

C3'
O2'

C2'

C5'

C6'
N3

N2

C1

O5'

C1'

N5

C4'O4' C4

N12

Ο13

Ο14

CK898 

10.00 ± 0.46 

(33.5 [284]) 

32.70 ± 1.85 

 

O

OH
OH

OH

OH

N

NNH

 
2b 

0.172 [58] 

(0.411 [262]) 

0.172 [58] 

 

O

OH
OH

OH

OH

NH

NN

OHC9

C8
C7

C6

C11 C10
O3'

O6'

C3'
O2'

C2'

C5'

C6'
N3

N2

C1

O5'

C1'

N5

C4'O4' C4 O12

SzB102v 

3.51 ± 0.13 

(2.9 [284]) 

3.66 ± 0.15 

 

O

OH
OH

OH

OH

NH

NN

O

OH

C9

C8
C7

C6

C11 C10
O3'

O6'

C3'
O2'

C2'

C5'

C6'
N3

N2

C1

O5'

C1'

N5

C4'O4' C4

C12

Ο13

Ο14

KS252 

660 ± 55.03 

(Δ.Π.*[284]) 

637.41 ± 32.67 

 

O

OH
OH

OH

OH

NH

NN

NH2C9

C8
C7

C6

C11 C10
O3'

O6'

C3'
O2'

C2'

C5'

C6'
N3

N2

C1

O5'

C1'

N5

C4'O4' C4 N12

CK900 

0.550 ± 0.047 

(0.67 [284]) 

0.427 ± 0.011 

 

O

OH
OH

OH

OH

NH

NN

O

CH3

C9

C8
C7

C6

C11 C10
O3'

O6'

C3'
O2'

C2'

C5'

C6'
N3

N2

C1

O5'

C1'

N5

C4'O4' C4

C13

O12

JLH270 

3.39 ± 0.23 

(1.95 [284]) 

5.25 ± 0.23 
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Ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ όταν η ϋνωςη CK900 με τιμό τησ Ki 0.427 μΜ που ϋφερε μια ομϊδα 

–ΝΗ2 ωσ υποκαταςτϊτη ςτο φαινυλικϐ δακτϑλιο. Όλοι οι υποκαταςτϊτεσ προκϊλεςαν 

αναςτολό ςτο ϋνζυμο, ο καθϋνασ με παρϐμοια ιςχϑ ανϊμεςα ςτο δϑο ϋνζυμα, με τισ τιμϋσ των 

Κi να ακολουθοϑν το πρϐτυπο -CF3 > -NO2 > -OH > -NH2. Απϐ αυτό τη κατϊταξη φαύνεται πωσ 

το πιο βαςικϐ χαρακτηριςτικϐ του υποκαταςτϊτη που ςχετύζεται με ιςχυρϐτερη αναςτολό 

αποτελεύ το μϋγεθοσ του παρϊ η πολικϐτητα του ό η παρουςύα δϐτη/δϋκτη δεςμοϑ υδρογϐνου 

ό η παρουςύα/απουςύα ιδιοτότων οξϋοσ ό βϊςησ. Αυτό η παρατόρηςη ενιςχϑεται επιπλϋον 

απϐ προηγοϑμενεσ μελϋτεσ [58], ϐπου ο αναςτολϋασ 2d ο οπούοσ διαθϋτει μια –CH3 ομϊδα ωσ 

υποκαταςτϊτη, ανϋςτειλε πολϑ ιςχυρϊ το ϋνζυμο με Ki 0.283 μΜ (Πύνακασ 42). Ψςτϐςο, αν 

ςυγκρύνουμε την Ki του 2d με αυτό του KS172 παρατηροϑμε ϐτι η αυξημϋνη υδροφιλικϐτητα 

λϐγω τησ αντικατϊςταςη των υδρογϐνων με φθϐριο οδηγεύ ςε μια ςημαντικό μεύωςη τησ 

ιςχϑοσ του αναςτολϋα κατϊ 195 φορϋσ. 

Κρυςταλλογραφία ακτίνων-Φ 

Ο προςδιοριςμϐσ του τρϐπου πρϐςδεςησ των υπϐ μελϋτη ενώςεων ςτη GP ϋγινε με χρόςη 

κρυςτϊλλων τησ rmGPb, ϐπωσ ϋχει αναφερθεύ προηγουμϋνωσ (Βλ. παρϊγραφο 4.8.2). Πιο 

ςυγκεκριμϋνα, οι κρϑςταλλοι εμβαπτύςτηκαν ςε διϊλυμα το οπούο περιεύχε 10 mM BES pH 6.7, 

10 % v/v DMSO και 10 mM αναςτολϋα για 3 h πριν τη ςυλλογό των κρυςταλλογραφικών 

δεδομϋνων. Η ςυλλογό των κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων ϋγινε ςε πηγό ςυγχροτρονικόσ 

ακτινοβολύασ ςτο MAX-Lab ςτο Lund τησ ουηδύασ ϐπωσ αναλϑεται ςτην αντύςτοιχη 

παρϊγραφο (Βλ. παρϊγραφο 4.8.2).  

 

Εικβνα 61: Οι χϊρτεσ 2Fo-FC που υπολογύςτηκαν για τισ ενώςεισ KS172, CK898, SzB102v και CK900 οι οπούεσ προςδϋνονται 

ςτο καταλυτικϐ κϋντρο. Οι χϊρτεσ όταν προςαρμοςμϋνοι ςε 1.0 ς πριν την ενςωμϊτωςη των μορύων των αναςτολϋων ςτη 

διαδικαςύα τησ βελτιςτοπούηςησ. 

Σα ςτατιςτικϊ που προϋκυψαν απϐ την ανϊλυςη των δεδομϋνων περύθλαςησ παρουςιϊζονται 

ςτον Πύνακασ 43 και οι χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ που υπολογύςτηκαν ϋδειξαν ϐτι 
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ϐλεσ οι ενώςεισ προςδϋνονται ςτο καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου με τα ϊτομα των 

αναςτολϋων να εντοπύζονται καλϊ ςε αυτοϑσ τουσ χϊρτεσ (Εικϐνα 61). 

Πίνακασ 43: ϑνοψη των ςτατιςτικών παραμϋτρων απϐ την επεξεργαςύα των δεδομϋνων περύθλαςησ και τη διαδικαςύα τησ 

βελτιςτοπούηςησ για τα ςϑμπλοκα τησ rmGPb με τουσ αναςτολεύσ. Οι τιμϋσ ςτην παρϋνθεςη αφοροϑν την εξωτερικό ςτοιβϊδα 

ευκρύνειασ. 

γμπλοκο-rmGPb  CK898 CK900 SzB102v KS172 

Στατιςτικοί δείκτεσ ςυλλογήσ και επεξεργαςίασ κρυςταλλογραφικών δεδομένων 

Ευκρύνεια (Å) 
38.75-1.9  

(2.0-1.9) 

38.4-1.8  

(1.9-1.8) 

38.4-1.9 

(2.0-1.9) 

38.4-1.85  

(1.95-1.85) 

Ανακλϊςεισ που μετρόθηκαν 300822 230851 251878 329820 

Μοναδικϋσ ανακλϊςεισ 75574 (10787) 87453 (12453) 72951 (10736) 80615 (11668) 

Rmerge 0.057 (0.318) 0.053 (0.492) 0.064 (0.425) 0.056 (0.396) 

Πληρϐτητα (%) 98.5 (97.6) 97.5 (96.2) 95.8 (97.2) 97.4 (97.3) 

< I /ς(I) > 14.0 (4.0) 10.2 (2.0) 12.2 (3.2) 12.9 (3.3) 

Πολλαπλϐτητα 4.0 (4.0) 2.6 (2.6) 3.5 (3.4) 4.1 (4.1) 

CC1/2 0.997 (0.889) 0.997 (0.713) 0.836 (0.739) 0.996 (0.903) 

B Wilson (Å2) 26.3 28.2 22.1 23.4 

Αριθμϐσ μορύων ϑδατοσ 294 316 304 293 

Αριθμϐσ ατϐμων αναςτολϋα 79 70 70 73 

R (Rfree) (%) 16.5 (19.9) 16.3 (19.1) 16.5 (19.7) 14.9 (18.7) 

Εξωτερικό ςτοιβϊδα R (Rfree) (%) 24.2 (30.4) 27.8 (30.3) 25.8 (29.8) 24.0 (26.6) 

Απβκλιςη r.m.s. απβ τισ ιδεατέσ τιμέσ 

Μόκη δεςμών (Å) 0.010 0.010 0.010 0.020 

Γωνύεσ (°) 1.4 1.4 1.4 1.9 

Μέςη τιμήσ παράγοντα θερμικήσ κίνηςησ (Å2) 

Ωτομα πρωτεϏνησ 33.2 32.4 29.8 33.0 

Μϐρια ϑδατοσ 38.8 37.8 35.6 37.1 

Ωτομα αναςτολϋα 41.5 40.9 30.2 39.4 

PDB entry 5OX0 5OX4 5OX3 5OWZ 

Η τιμό r.m.s.d. που προϋκυψε μετϊ απϐ υπϋρθεςη των τριών ςυμπλϐκων των αναςτολϋων ωσ 

προσ την δομό τησ ελεϑθερησ απϐ αναςτολεύσ rmGPb για τα καλϊ καθοριςμϋνα κατϊλοιπα (18 

- 49, 262 - 312 και 326 -829) όταν 0.125, 0.141, 0.120 και 0.122 Å για τα ςϑμπλοκα των 

αναςτολϋων KS172, CK898, SzB102v, CK900 αντύςτοιχα. Οι τιμϋσ αυτϋσ τησ r.m.s.d. 

υποδεικνϑουν ϐτι δεν παρατηρεύται ςημαντικό μεταβολό ςτη ςυνολικό διαμϐρφωςη τησ 

πρωτεϏνησ κατϊ την πρϐςδεςη των αναςτολϋων. Η πρϐςδεςη των αναςτολϋων ςτο 

καταλυτικϐ κϋντρο ςυμβαύνει αρχικϊ με τη ςϑνδεςη τησ γλυκοπυρανϐζησ ςτο κϋντρο 

πρϐςδεςησ τησ γλυκϐζησ το οπούο αποτελεύ μϋροσ του καταλυτικοϑ κϋντρου. Η πρϐςδεςη τησ 

επικρϊτειασ τησ γλυκοπυρανϐζησ κϊθε αναςτολϋα γύνεται με ϋνα τυπικϐ πρϐτυπο δεςμών 

υδρογϐνων και αλληλεπιδρϊςεων van der Waals το οπούο ϋχει παρατηρηθεύ και ςε 

προηγοϑμενεσ μελϋτεσ αλλϊ και ςτισ προηγοϑμενεσ ενϐτητεσ τησ διατριβόσ. Επιπρϐςθετα, τρύα 

ςυντηρημϋνα μϐρια ϑδατοσ διαμεςολαβοϑν αλληλεπιδρϊςεισ μϋςω δεςμών υδρογϐνου μεταξϑ 

τησ γλυκοπυρανϐζησ κϊθε αναςτολϋα και των καταλούπων τησ πρωτεϏνησ Asp283, Asn284, 

Tyr573, Lys574, Thr671, Ala673, Thr676 και τησ φωςφορικόσ ομϊδασ 5’ τησ PLP. 
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Πίνακασ 44: Πιθανού δεςμού υδρογϐνου που αναπτϑςςονται μεταξϑ των αναςτολϋων και τον καταλούπων 

του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ rmGPb. Οι αριθμού που αναγρϊφονται αναφϋρονται ςε απϐςταςη ςε Å. Για 

την αρύθμηςη των ατϐμων των αναςτολϋων βλ. Πύνακασ 42. 

Ωτομα αναςτολέα 
Κατάλοιπα  

πρωτεανησ 
KS172 CK898 SzB102v CK900 

Ωτομα 

γλυκοπυρανβζησ 

O2' 

Asn284 (ND2) 

Tyr573 (OH) 

Glu672 (OE1) 

3.0 

3.0 

3.1 

2.7 

3.0 

3.2 

2.9 

3.1 

3.2 

3.0 

3.0 

3.2 

O3' 

Glu672 (ΟΕ2) 

Ala673 (Ν) 

Ser674 (Ν) 

Gly675 (Ν) 

2.7 

3.1 

3.0 

3.1 

2.7 

3.2 

3.1 

3.2 

2.8 

3.2 

3.0 

3.1 

2.8 

3.2 

3.0 

3.1 

O4' Gly675 (N) 2.9 2.9 2.9 2.9 

O6' 
His377 (ND1) 

Asn484 (ND2) 

2.7 

2.8 

2.7 

2.8 

2.7 

2.8 

2.7 

2.8 

Ωτομα τριαζολικογ 

δακτυλίου 

N2 His377 (O) 2.8 2.6 2.7 2.7 

N5 Asn284 (ND2) - - - 3.2 

Ωτομα των ομάδων 

ςτη θέςη παρά 

O13 Arg292 (NH2) - 3.3 - - 

F13 Arg292 (NH2) 3.2 - - - 

F14 
Asn282 (O) 

Phe285 (O) 

3.3 

2.8 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

F15 Asn282 (O) 3.1 - - - 

γνολο 15 12 11 12 

Ο τριαζολικϐσ δακτϑλιοσ ςχηματύζει ϋνα δεςμϐ υδρογϐνου με το οξυγϐνο τησ καρβονυλομϊδασ 

τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ His377 (Πύνακασ 44). Αυτό η αλληλεπύδραςη ϋχει παρατηρηθεύ και ςε 

ϊλλουσ GPIs, ανϊλογα γλυκοπυρανϐζησ, ϐπωσ ςτισ γλυκοζαμύνεσ με τριαζολικϐ δακτϑλιο που 

αναλϑθηκαν προηγουμϋνωσ, για τουσ οπούουσ η ιςχϑσ τησ αναςτολόσ ϋχει αποδοθεύ 

πρωτύςτωσ ςε αυτό την αλληλεπύδραςη [57, 58, 74, 247, 250, 271]. Επιπλϋον, ο τριαζολικϐσ 

δακτϑλιοσ ςυμμετϋχει ςε δεςμοϑσ υδρογϐνου, οι οπούοι διαμεςολαβοϑνται απϐ μϐρια ϑδατοσ, 

με την πλευρικό αλυςύδα τησ Asp283 και την κϑρια αλυςύδα τησ Leu136 (Εικϐνα 62). 

 

a) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



182 
 

 
 

 

 

 

Εικβνα 62: Παρουςιϊζονται οι αλληλεπιδρϊςεισ που ςχηματύζουν οι αναςτολεύσ με τα κατϊλοιπα του καταλυτικοϑ κϋντρου: 

a) CK898, b) CK900, c) KS172, d) SzB102v. Σα μϐρια ϑδατοσ απεικονύζονται ωσ κυανϋσ ςφαύρεσ και οι δεςμού υδρογϐνου με 

διακεκομμϋνεσ γραμμϋσ.  

υνολικϊ, οι αναςτολεύσ KS172, CK898, SzB102v και CK900 ςυμμετϋχουν αντύςτοιχα ςε 79, 

78, 75 και 84 αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals με τα κατϊλοιπα του καταλυτικοϑ κϋντρου τησ 

rmGPb. Ο δακτϑλιοσ του φαινυλύου εμπλϋκεται ςε ϋνα εκτενϋσ δύκτυο αλληλεπιδρϊςεων van 

der Waals με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ Glu88, Asn282, Asn284, Phe285 και His341. 

Επιπρϐςθετα, ϐλοι οι αναςτολεύσ ςυμμετϋχουν ςε π-κϊτιοντικεσ αλληλεπιδρϊςεισ μεταξϑ του 

φαινυλικοϑ δακτυλύου και του ιμιδαζολικοϑ δακτυλύου τησ His341. 

b) 

c) 

d) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



183 
 

 

 

Εικβνα 63: Παρουςιϊζονται οι αλληλεπιδρϊςεισ του υποκαταςτϊτη του φαινυλύου για τουσ τϋςςερισ αναςτολεύσ. Σα ϊτομα 

των καταλούπων τησ πρωτεϏνησ που ςυμμετϋχουν ςε αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals παρουςιϊζονται μεγεθυμϋνα μϋςα ςε 

κοκκώδεισ ςφαύρεσ (κϐκκινο χρώμα). Σα μϐρια ϑδατοσ απεικονύζονται με μαϑρεσ ςφαύρεσ (w). 

Αυτϋσ οι αλληλεπιδρϊςεισ ϋχουν παρατηρηθεύ ςτισ προηγοϑμενεσ ενϐτητεσ. Επιπλϋον, η ιςχυρό 

αναςτολό που προκαλοϑν οι 2a και 2b (Πύνακασ 42) ϋχει επύςησ αποδοθεύ ςε αυτϋσ τισ 

αλληλεπιδρϊςεισ, εκτϐσ απϐ το δεςμϐ υδρογϐνου του τριαζολικοϑ δακτυλύου με το οξυγϐνο 

τησ καρβονυλομϊδασ τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ His377 [58]. 
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Για να μπορϋςουμε να διαλευκϊνουμε την αιτύα για την οπούα εμφανύζονται διαφορϋσ ςτισ 

ςταθερϋσ αναςτολόσ, εςτιϊςαμε ςτουσ υποκαταςτϊτεσ ςτη θϋςη πάρα του φαινυλικοϑ 

δακτυλύου. τον KS172 (Ki=53.3 μM) η ομϊδα -CF3 ςχηματύζει τϋςςερισ δεςμοϑσ αλογϐνου με 

τα κατϊλοιπα Asn282, Phe285 και Arg292 (Πύνακασ 44, Εικϐνα 62) και ςυμμετϋχει ςε 11 

αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals (Πύνακασ 45, Εικϐνα 63).  

Πίνακασ 45: Αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals για τα ϊτομα των υποκαταςτατών ςτη θϋςη πάρα του φαινυλικοϑ 

δακτυλύου. Για την αρύθμηςη των ατϐμων των αναςτολϋων βλ. Πύνακασ 42. 

Αναςτολέασ 
Ωτομα τησ ομάδασ 

ςτη θέςη παρά 
Αλληλεπιδράςεισ van der Waals  

KS172 

C12 Asn282 (O), Phe285 (O), Wat195 (O), Wat182 (O), Wat362 (O) 

F13 His341 (CE1,NE2), Arg292 (CZ), Wat182 (O), Wat195 (O) 

F14 Asn282 (C,CB), Phe285 (C), Wat362 (O) 

F15 Glu88 (OE2), Asn133 (ND2), Arg292 (NH2), Wat195 (O) 

CK898 

N12 Wat195 (O), Wat182 (O) 

O13 Asn282 (Ο), Arg292 (CZ), Phe285 (Ο), Wat196 (O) 

O14 Glu88 (ΟΕ2), Asn282 (C), Asn133 (ND2), Tyr280 (Ο), Wat195 (O), Wat182 (O) 

SzB102v O12 Ans282 (O), Arg292 (NH2), Phe285 (O), Wat195 (O), Wat182 (O) 

CK900 N12 Asn282 (O), Arg292 (NH2), Phe285 (O), Wat182 (O), Wat195 (O), Wat632 (O) 

ε προηγοϑμενεσ μελϋτεσ, ο ςχηματιςμϐσ δεςμών αλογϐνου εύχε ωσ αποτϋλεςμα την αϑξηςη 

τησ ιςχϑοσ τησ αναςτολόσ [38, 280]. Η ομϊδα –ΝΟ2 του αναςτολϋα CK898 (Ki=32.7 μM), 

εμπλϋκεται ςε ϋνα δεςμϐ υδρογϐνου με το κατϊλοιπο Arg292 (Πύνακασ 44, Εικϐνα 62) και ςε 8 

αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals (Πύνακασ 45, Εικϐνα 63). Σϋλοσ, η ομϊδα –ΟΗ του αναςτολϋα 

SzB102v (Ki=3.66 μM) και η ομϊδα –ΝΗ2 του αναςτολϋα CK900 (Ki=0.427 μM) δε ςυμμετϋχουν 

ϊμεςα ςε κανϋνα δεςμϐ υδρογϐνου με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ (Πύνακασ 44, Εικϐνα 62) 

και ο καθϋνασ τουσ εμπλϋκεται ςε τρεισ αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals με τα κατϊλοιπα 

Asn282, Ph285 και Arg292 (Πύνακασ 45, Εικϐνα 63). Υαύνεται πωσ δεν υπϊρχει κϊποια 

ςυςχϋτιςη μεταξϑ του αριθμοϑ των αλληλεπιδρϊςεων και των ςταθερών αναςτολόσ αλλϊ 

υπϊρχει κϊποια ςχϋςη μεταξϑ του τϑπου των αλληλεπιδρϊςεων (δεςμού υδρογϐνου, 

αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals) και την ιςχϑ τησ πρϐςδεςησ. Η εγγϑτητα και οι 

αλληλεπιδρϊςεισ των πολικών ατϐμων των καταλούπων τησ πρωτεϏνησ και των μορύων 

ϑδατοσ με το ϊτομο C12 του KS172 (Πύνακασ 45) μπορεύ να μην ευνοεύ τη ςϑνδεςη του 

αναςτολϋα με αποτϋλεςμα η αναςταλτικό ιςχϑσ του KS172 να εύναι η μικρϐτερη απϐ τουσ 

υπϐλοιπουσ αναςτολεύσ (Πύνακασ 42). ε ϐ,τι αφορϊ τον CK898, οι αλληλεπιδρϊςεισ τησ 

ομϊδασ -ΝΟ2 γύνονται με πολικϊ ϊτομα (Πύνακασ 45). Η ομϊδα -ΝΟ2 βρύςκεται επύςησ κοντϊ 

ςτο οξυγϐνο τησ καρβονυλομϊδασ τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ Asn282 (2.8 Å), δημιουργώντασ μια 

μϊλλον μη ευνοώκό αλληλεπύδραςη η οπούα επηρεϊζει αρνητικϊ την ςταθερϊ αναςτολόσ (1.6 

χαμηλϐτερη απϐ αυτό του KS172, Πύνακασ 42). Οι αλληλεπιδρϊςεισ που δημιουργεύ ο 
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υποκαταςτϊτησ του SzB102v (-ΟΗ) εύναι κυρύωσ πολικϋσ/πολικϋσ (Πύνακασ 45). Σϋλοσ, ο 

CK900, ο οπούοσ εύναι ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ τησ παροϑςασ ενϐτητασ αλλϊ και ςτο ςϑνολο 

των αναςτολϋων που μελετόθηκαν ςτο πλαύςιο τησ διατριβόσ, ςχηματύζει μϐνο ευνοώκϋσ 

πολικϋσ/πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals (Πύνακασ 45, Εικϐνα 63) και ϋναν επιπλϋον 

δεςμϐ υδρογϐνου (ϊτομο Ν5 του τριαζολικοϑ δακτυλύου) με το ϊτομο ND2 τησ πλευρικόσ 

αλυςύδασ τησ Asn284 (Πύνακασ 44, Εικϐνα 62) με αποτϋλεςμα να εμφανύζει μια τιμό Ki 

μικρϐτερη κατϊ 8.5 απϐ αυτό του SzB102v. Ο CK900 εύναι ςχεδϐν ιςοδϑναμοσ αναςτολϋασ με 

τον 2d [58], ο οπούοσ ϋχει ωσ υποκαταςτϊτη ςτον τριαζολικϐ δακτϑλιο ϋνα φαινυλικϐ 

δακτϑλιο με ομϊδα –CH3. Παρϐτι τα φυςικοχημικϊ χαρακτηριςτικϊ των δϑο υποκαταςτατών 

εύναι εντελώσ διαφορετικϊ, η β-εςοχό του καταλυτικοϑ κϋντρου αποτελεύται τϐςο απϐ 

πολικϋσ ϐςο και απϐ μη-πολικϋσ ομϊδεσ με αποτϋλεςμα αυτό η μύξη των χαρακτηριςτικών να 

μπορεύ να οδηγεύ ςε ευνοώκϋσ αλληλεπιδρϊςεισ και για τισ δϑο ομϊδεσ (Εικϐνα 64). Οι 

παρϐμοιεσ ςταθερϋσ αναςτολόσ των CK900 και 2d [58], όταν κατϊ κϊποιο τρϐπο μη 

αναμενϐμενεσ κϊτι το οπούο δηλώνει ϐτι ςε κϊθε βόμα τησ βελτιςτοπούηςησ ενϐσ αναςτολϋα 

εύναι απαραύτητη η επύλυςη τησ κρυςταλλικόσ δομόσ των ςυμπλϐκων ώςτε να κατευθυνθεύ 

ορθολογικϊ το επϐμενο βόμα.  

ε προηγοϑμενη εργαςύα [285], μια ςειρϊ απϐ δϋκα ανϊλογα N'-(β-D-γλυκοπυρανϐςυλο)-4-

υποκατεςτημϋνα βενζοϒλ-ουρύασ εύχαν μελετηθεύ με κινητικϋσ και κρυςταλλογραφικϋσ 

μελϋτεσ ωσ προσ την GP. Κϊποιεσ απϐ αυτϋσ τισ ενώςεισ, εύχαν υποκαταςτϊτεσ ύδιουσ με 

αυτοϑσ που παρουςιϊςτηκαν ςε αυτό την ενϐτητα ϐπωσ: –H (2a), –CH3 (2d), -OH (SzB102v), -

NO2 (CK898) και -NH2 (CK900) με παρϐμοιεσ ςταθερϋσ αναςτολόσ μεταξϑ τουσ ςε χαμηλϊ μΜ: 

4.6 (-Η), 2.3 (-CH3), 6.3 (-OH), 3.3 (-NO2) και 6.0 (-NH2) [285]. Αυτό η ομοιϐτητα ςτισ ςταθερϋσ 

αναςτολόσ δεν φϊνηκε να ςχετύζεται καλϊ με τα δομικϊ δεδομϋνα ςτα οπούα παρατηρόθηκαν 

ςημαντικϋσ διαφορϋσ ςτισ αλληλεπιδρϊςεισ για κϊθε υποκαταςτϊτη ςτην πάρα θϋςη κατϊ την 

πρϐςδεςη ςτη rmGPb [285]. Η ανϊλυςη τησ δομόσ των ςυμπλϐκων μϋςω κρυςταλλογραφύασ 

[285] ϋδειξε ϐτι η πρϐςδεςη αυτών των ενώςεων οδηγοϑςε ςε μια ςημαντικό μεταβολό ςτη 

διαμϐρφωςη του βρϐχου 280s ςυγκριτικϊ με τη διαμϐρφωςη του ςτα ςϑμπλοκα που 

παρουςιϊζονται ςε αυτό την ενϐτητα (Εικϐνα 65). Υαύνεται ϐτι το ενεργειακϐ κϐςτοσ για την 

αλλαγό τησ διαμϐρφωςησ του βρϐχου 280s καθϐριςε ςχεδϐν εξ ολοκλόρου την ιςχϑ των 

αναςτολϋων με αποτϋλεςμα οι διαφορετικού υποκαταςτϊτεσ ςτη θϋςη πάρα του βενζολικοϑ 

δακτυλύου να μην επηρεϊζουν με κϊποιο τρϐπο την ςταθερϊ αναςτολόσ. Αντύθετα, οι 

αναςτολεύσ τησ παροϑςασ ενϐτητασ δεν προκϊλεςαν κϊποια ςημαντικό αλλαγό ςτη 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



186 
 

διαμϐρφωςη του βρϐχου 280s με αποτϋλεςμα η επύδραςη του υποκαταςτϊτη ςτην ςταθερϊ 

αναςτολόσ να εύναι πιο εμφανόσ και να ςυςχετύζεται καλϑτερα με τα δομικϊ δεδομϋνα.  

 

Εικβνα 64: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςησ των ςυμπλϐκων rmGPb-CK900 (κύτρινο), -2b (πρϊςινο) και -2d (μωβ). 

Ο πιο ιςχυρϐσ C-β-D γλυκοπυρανϐςυλο-τριϊζολο αναςτολϋασ για την GP εύναι ο 2b [58] ο 

οπούοσ διαθϋτει μια ομϊδα 2-ναφθαλενύου και εμφανύζει μια ςταθερϊ αναςτολόσ ύςη με 0.172 

μΜ (Πύνακασ 42). ε εργαςύα του 2016 [41] προτϊθηκε ϐτι αυτϐσ ο αναςτολϋασ ςτοχεϑει τα β-

κϑτταρα του παγκρϋατοσ και μπορεύ να αποτελεύ ϋνα παρϊγοντα που προςτατεϑει ό ακϐμα 

και βελτιώνει τη δυςλειτουργύα των β παγκρεατικών κυττϊρων ςτο διαβότη. ϑγκριςη τησ 

δομόσ του ςυμπλϐκου rmGPb-2b [58] με το rmGPb-CK900 ϋδειξε ϐτι οι δομϋσ των ςυμπλϐκων 

εύναι πολϑ ϐμοιεσ (Εικϐνα 64).  

 
Εικβνα 65: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςησ των ςυμπλϐκων των rmGPb-CK900 (γκρι) ςτο αντύςτοιχο ανϊλογο ουρύασ 

(μαϑρο) [12].  

το ςϑμπλοκο rmGPb-2b η φαινυλικό ομϊδα του 2b ςυμμετϋχει ςε αλληλεπιδρϊςεισ van der 

Waals με τα κατϊλοιπα Asn282 (1), Asn284 (1), Phe285 (3), Arg292 (2), His341 (7) και Ala383 

(1) [58]. το ςϑμπλοκο rmGPb-CK900 η ομϊδα του –ΝΗ2 ςτην πάρα θϋςη, ςυμμετϋχει ςε 
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πολικϋσ/πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ με το οξυγϐνο τησ καρβονυλομϊδασ τησ κϑριασ αλυςύδασ 

τησ Asn282 και τησ Phe285 αλλϊ και με την πλευρικό αλυςύδα τησ His341 (Πύνακασ 45, Εικϐνα 

63). Επομϋνωσ, παρϐτι οι δϑο αναςτολεύσ ϋχουν διαφορετικοϑσ υποκαταςτϊτεσ ςε ϐτι αφορϊ 

την πολικϐτητα, οι αλληλεπιδρϊςεισ τουσ με τα κατϊλοιπα τησ πρωτεϏνησ οδηγοϑν ςε 

παρϐμοια αναςταλτικό ιςχϑ που επιφϋρει η πρϐςδεςη τουσ ςτο ϋνζυμο [Ki 0.172 (2b) και 

0.427 (CK900), Πύνακασ 42]. 

υμπεράςματα 

 Ο πιο ιςχυρϐσ αναςτολϋασ (CK900) διϋθετε ωσ υποκαταςτϊτη ςτο φαινυλικϐ δακτϑλιο 

μια ομϊδα –ΝΗ2 και εμφϊνιςε Κi με τιμό ύςη με 427 nΜ για την hlGPa. Ο CK900 αποτελεύ 

ϋναν απϐ τουσ δϋκα πιο ιςχυροϑσ αναςτολεύσ τησ GP για το καταλυτικϐ κϋντρο. 

 Η ανϊλυςη των ςυμπλϐκων των δομών ανϋδειξε τισ υδρϐφοβεσ και υδρϐφιλεσ περιοχϋσ, 

οι οπούεσ ανϊλογα με τα χαρακτηριςτικϊ του αναςτολϋα, μποροϑν να ευνοόςουν ό να 

εξαςθενύςουν την ιςχϑ ενϐσ αναςτολϋα. 

 Η εϑρεςη ενϐσ αναςτολϋα που θα μπορεύ να αξιοποιεύ και τισ υδρϐφοβεσ και τισ 

υδρϐφιλεσ περιοχϋσ τησ β-εςοχόσ του καταλυτικοϑ κϋντρου, αποτελεύ την επϐμενη 

πρϐκληςη ςτον κατευθυνϐμενο απϐ τη δομό ςχεδιαςμϐ ενώςεων για την GP. 

5.3.5. τβχευςη του κέντρου αναςτολήσ τησ GP με ανάλογα χρυςίνησ 

Σο κϋντρο αναςτολόσ τησ GP δεν ϋχει μελετηθεύ ςε βϊθοσ ϐπωσ το καταλυτικϐ κϋντρο αλλϊ 

παρουςιϊζει ενδιαφϋρον για το ςχεδιαςμϐ αντι-υπεργλυκαιμικών ενώςεων. Όπωσ ϋχει 

αναφερθεύ και ςτην ειςαγωγό, αναςτολεύσ οι οπούοι προςδϋνονται ςτο κϋντρο αναςτολόσ του 

ενζϑμου δρουν ςε ςυνϋργεια με τη γλυκϐζη κϊτι το οπούο ςημαύνει ϐτι οι δρϊςη των 

αναςτολϋων θα μπορεύ να ρυθμύζεται απϐ τη ςυγκϋντρωςη τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα. Επομϋνωσ, 

ςε ςυνθόκεσ υπεργλυκαιμύασ ο αναςτολϋασ θα αναςτϋλλει ιςχυρϊ το ϋνζυμο ενώ ςε 

φυςιολογικϊ επύπεδα γλυκϐζησ ο αναςτολϋασ θα προκαλεύ αςθενϋςτερη αναςτολό με 

αποτϋλεςμα να μη προκαλεύται υπογλυκαιμύα [84, 87, 89, 92]. Λϐγω αυτόσ τησ ιδιϐτητασ, ο 

ςχεδιαςμϐσ ενώςεων που ςτοχεϑουν το ςυγκεκριμϋνο κϋντρο εύναι αρκετϊ ελκυςτικϐσ για την 

παραγωγό νϋων αντι-υπεργλυκαιμικών φαρμϊκων. Η φλαβοπιριδϐλη, (Ki ~ 1.2 µM [70, 89]) 

και ϋνα ανϊλογο τησ (Ki = 0.83 µM [90]) εύναι η πιο ιςχυρό ϋνωςη που ϋχει βρεθεύ να 

προςδϋνεται ςε αυτϐ το κϋντρο.  

Αν και τα φυςικϊ προώϐντα, ϐπωσ τα φλαβονοειδό αποτελοϑν ικριώματα για το ςχεδιαςμϐ 

αναςτολϋων για την GP, οι μϐνεσ ενώςεισ των οπούων η πρϐςδεςη ϋχει μελετηθεύ λεπτομερώσ 
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ςτο κϋντρο αναςτολόσ εύναι η χρυςύνη (Ki = 19.01 µM, rmGPb) [89] και το ελλαγικϐ οξϑ (Ki = 

7.5 μΜ, rmGPa) [92]. ε αυτό την ενϐτητα μελετόθηκαν ενώςεισ που προϋκυψαν ϑςτερα απϐ 

ςϊρωςη τησ βϊςησ δεδομϋνων ZINC (http://zinc.docking.org) [286] χρηςιμοποιώντασ την 

χρυςύνη ωσ ϋνωςη οδηγϐ. Η ςϊρωςη και οι in silico μελϋτεσ ϋγιναν απϐ την ερευνητικό ομϊδα 

του καθηγητό Joseph M. Hayes απϐ το Πανεπιςτόμιο του Central Lancashire ςτο Ηνωμϋνο 

Βαςύλειο. Οκτώ υποψόφια μϐρια με διαφορετικοϑσ υποκαταςτϊτεσ ςτισ θϋςεισ -όρθο, -μέτα, -

πάρα του δακτυλύου Β τησ χρυςύνησ (Πύνακασ 46) επιλϋχθηκαν για μελϋτεσ ςτην GP. Η ςϑνθεςη 

των χημικών ενώςεων ϋγινε απϐ την ερευνητικό ομϊδα του καθηγητό Timothy J. Snape απϐ το 

Πανεπιςτόμιο του Central Lancashire ςτο Ηνωμϋνο Βαςύλειο. Οι ενώςεισ αυτϋσ μελετόθηκαν 

ωσ προσ την ικανϐτητα τουσ να αναςτϋλλουν τα ϋνζυμα rmGPb, rmGPa και hlGPa και 

μελετόθηκε ο τρϐποσ πρϐςδεςησ τουσ ςτο ϋνζυμο.  

Κινητικέσ μελέτεσ 

Η ικανϐτητα των ενώςεων 1, 2, 9, 10, 11, 20, 43 και 52 (Πύνακασ 46) να ανατϋλλουν την GP 

αξιολογόθηκε ωσ προσ τα ϋνζυμα rmGPa και hlGPa. Κινητικϋσ μελϋτεσ διεξόχθηςαν επύςησ και 

ωσ προσ την rmGPb για λϐγουσ ςϑγκριςησ καθώσ οι κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ ϋγιναν με 

κρυςτϊλλουσ που εύχαν αναπτυχθεύ απϐ το ςυγκεκριμϋνο ϋνζυμο. Επιπλϋον, ϋγινε 

προςδιοριςμϐσ τησ Ki τησ χρυςύνησ καθώσ ςε προηγοϑμενη μελϋτη η Ki τησ εύχε προςδιοριςτεύ 

ωσ προσ την πορεύα αποικοδϐμηςησ του γλυκογϐνου και ϐχι προσ τη ςϑνθεςη [89]. Σα 

αποτελϋςματα των κινητικών μελετών, μαζύ με την αρύθμηςη των ατϐμων που 

χρηςιμοποιόθηκε για τισ κρυςταλλογραφικϋσ μελϋτεσ παρουςιϊζονται ςτον Πύνακασ 46. Οι 1, 

2, και 10 επϋφεραν μϐνο 14 - 27 % αναςτολό ςε ςυγκϋντρωςη 100 μΜ ωσ προσ την rmGPb και 

ωσ εκ τοϑτου δεν προχωρόςαμε ςε περαιτϋρω κινητικϋσ μελϋτεσ. Σο μοτύβο αναςτολόσ των 

ενώςεων φαύνεται να ακολουθεύ το ύδιο πρϐτυπο ωσ προσ τα τρύα ϋνζυμα (τιμϋσ Κi για hlGPa > 

rmGPa > rmGPb). Οι ενώςεισ 11, 20 και 43 εύναι πιο ιςχυρού αναςτολεύσ και για τα τρύα ϋνζυμα 

ςυγκριτικϊ με τη χρυςύνη (Ki < 4 μΜ, Πύνακασ 46), η ϋνωςη 9 εμφανύζει παρϐμοια αναςτολό με 

τη χρυςύνη, ενώ η ϋνωςη 52 εύναι λιγϐτερο δραςτικϐσ αναςτολϋασ ςυγκριτικϊ με τη χρυςύνη 

(Πύνακασ 46). Ο αναςτολϋασ 43 εύναι η πιο δραςτικό απϐ ϐλεσ τισ ενώςεισ που μελετόθηκαν 

και εμφανύζεται ιςοδϑναμοσ με τη φλαβοπιριδϐλη για το κϋντρο αναςτολόσ τησ GP. Επιπλϋον, 

οι αναςτολεύσ 11 και 20 εμφανύζουν παρϐμοια ςταθερϊ αναςτολόσ και κατατϊςςονται 

ανϊμεςα ςτουσ πιο ιςχυροϑσ αναςτολεύσ τησ GP που ϋχουν μελετηθεύ μϋχρι ςόμερα. 

υγκρύνοντασ τουσ υποκαταςτϊτεσ του δακτυλύου Β (Πύνακασ 46), φαύνεται πωσ η παρουςύα 

αλογϐνου ςτη θϋςη 3’, επηρεϊζει την αναςτολό η οπούα εύναι ιςχυρϐτερη ϐταν ςτη θϋςη αυτό 
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υπϊρχει χλώριο και ελαφρώσ λιγϐτερη ιςχυρό ϐταν υπϊρχει φθϐριο. Η αναςτολό ϐμωσ γύνεται 

φανερϊ αςθενϋςτερη ϐταν ςτη θϋςη αυτό (3’) υπϊρχει βρώμιο (10). ε ϐτι αφορϊ τη θϋςη 4’ 

του δακτυλύου Β, η ϑπαρξη φθορύου ςε αυτό τη θϋςη αυξϊνει την αναςτολό (11 και 20) ενώ η 

παρουςύα μεθυλομϊδασ (52) ϋχει, για κϊποιο λϐγο, αρνητικό επύδραςη. Όμωσ, ϐταν υπϊρχει 

βρώμιο ςτη θϋςη 4’, τϐτε και πϊλι η αναςτολό γύνεται ιδιαύτερα αςθενόσ (1). Η ϑπαρξη 

μεθυλομϊδασ ςτη θϋςη 3’ (ό 5’) του δακτυλύου Β (43) οδηγεύ ςτη μεγαλϑτερη αναςτολό που 

παρατηρόθηκε ςυγκριτικϊ με τισ υπϐλοιπεσ ενώςεισ που αξιολογόθηκαν ςε αυτό την ενϐτητα. 

Πίνακασ 46: Παρουςιϊζονται οι ςταθερϋσ αναςτολόσ για τα ανϊλογα χρυςύνησ που μελετόθηκαν ςε αυτό την ενϐτητα ωσ 

προσ την GP. Επιπλϋον, αναγρϊφεται η αρύθμηςη που χρηςιμοποιόθηκε για τα πειρϊματα κρυςταλλογραφύασ. 

Ϊνωςη 
Ki [µM] 

Ϊνωςη 
Ki [µM] 

rmGPb rmGPa hlGPa rmGPb rmGPa hlGPa 

OH

O

O

OH

A C

B
2'

3'

4'

5'

6'

Φρυςίνη 

7.6 ± 0.8 5.1 ± 0.1 7.3 ± 0.1 

OH

O

F

Cl

O

HO

11 

1.9 ± 0.1 2.3 ± 0.1 3.4 ± 0.2 

OH

O

Br

O

HO

1 

14 % * - - 

OH

O

O

HO

F

O4

O2
C1

C2

C3
C4

C5

C6

O1

C7

O7

C8

C9

C10

C14
F1

C13

C12

C11

C15

20 

2.3 ± 0.2 3.5 ± 0.1 3.9 ± 0.1 

OH

O

O

HO

OH

2 

16 % * - - 

OH

O

O

HO

O4

O2
C1

C2

C3
C4

C5

C6

O1

C7

O7

C8

C9

C10

C14

C16

C13

C12

C11

C15

43 

1.0 ± 0.1 1.8 ± 0.2 2.2 ± 0.1 

OH

O

F

O

HO

   
9 

7.3 ± 0.6 8.6 ± 0.6 7.4 ± 0.1 

OH

O

O

HO

O4

O2
C1

C2

C3
C4

C5

C6

O1

C7

O7

C8

C9

C10

C14 C16

C13

C12

C11

C15

52 

11.4 ± 0.4 17.8 ± 2.4 21.4 ± 1.0 

OH

O

F

O

HO

Br

10 

27 % * - - 

    

* Η επύ τοισ εκατϐ αναςτολό υπολογύςτηκε ςε 100 μΜ αναςτολϋα ωσ προσ δεύγμα ελϋγχου. 

Για να ταυτοποιόςουμε το κϋντρο πρϐςδεςησ των ενώςεων 11, 20, 43 και 52, μελετόςαμε τη 

κινητικό ςυμπεριφορϊ του αναςτολϋα 43 παρουςύα καφεϏνησ η οπούα προςδϋνεται ςτο 

κϋντρο αναςτολόσ και παρουςύα τησ ΑΜP η οπούα προςδϋνεται ςτο αλλοςτερικϐ κϋντρο (Βλ. 
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παραγρϊφουσ 4.1.5.3.1 και 4.7.1.5). Σα αποτελϋςματα αναλϑθηκαν ςε διαγρϊμματα Dixon απϐ 

τα οπούα μπορεύ να υπολογιςτεύ η ςταθερϊ αλληλεπύδραςησ μεταξϑ δϑο αναςτολϋων [287]. 

τισ μελϋτεσ που ϋγιναν ωσ προσ την καφεϏνη, το διϊγραμμα Dixon ϋδωςε ϋνα πρϐτυπο 

παρϊλληλων γραμμών (Διϊγραμμα 2) δηλώνοντασ ϐτι υπϊρχει ςυναγωνιςμϐσ του αναςτολϋα 

και τησ καφεϏνησ ωσ προσ το κϋντρο αναςτολόσ [287]. τισ μελϋτεσ που ϋγιναν ωσ προσ την 

AMP, το διϊγραμμα Dixon ϋδωςε ευθεύεσ οι οπούεσ τϋμνονταν μεταξϑ τουσ (Διϊγραμμα 2) 

δηλώνοντασ ϐτι αυτϋσ οι δϑο ενώςεισ μποροϑν να ςυνδεθοϑν ταυτϐχρονα ςτο ϋνζυμο [287]. 

Σο αποτελϋςματα αυτϊ προτεύνουν ϐτι οι υπϐ μελϋτη ενώςεισ προςδϋνονται ςτο κϋντρο 

αναςτολόσ του ενζϑμου. 

 
Διάγραμμα 2: Παρουςιϊζονται τα διαγρϊμματα Dixon. Αριςτερά: υναγωνιςμϐσ του αναςτολϋα 43 με την καφεϏνη για την 

ςϑνδεςη ςτο κϋντρο αναςτολόσ. Δεξιά: Μη ςυναγωνιςμϐσ του αναςτολϋα 43 με την AMP για το αλλοςτερικϐ κϋντρο.  

Ϊπειτα, ερευνόςαμε με κινητικϋσ μελϋτεσ εϊν η πρϐςδεςη του 43 ςτη GPb αλληλεπιδρϊ με την 

πρϐςδεςη τησ γλυκϐζησ ϐπωσ ςυμβαύνει με την καφεϏνη [88], η οπούα εμφανύζει μια ςταθερϊ 

αλληλεπύδραςησ α = 0.2 [88].  

 
Διάγραμμα 3: Αναςτολό τησ rmGPb απϐ την ϋνωςη 43 παρουςύα γλυκϐζησ. Παρουςιϊζεται το διϊγραμμα Dixon και ςτο 

ϋνθετο ϋνα διϊγραμμα τησ κλύςησ κϊθε ευθεύασ (slope) ωσ προσ τη ςυγκϋντρωςη του 43 απϐ ϐπου υπολογύζεται η ςταθερϊ 

αλληλεπύδραςησ του αναςτολϋα 43 με τη γλυκϐζη. Οι ςυγκεντρώςεισ του 43 που χρηςιμοποιόθηκαν όταν 0 (), 0.5 (), 1.0 

(), 1.5 () και 2 μM (). 
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Η ανϊλυςη των αποτελεςμϊτων ςε διϊγραμμα Dixon ϋδωςε ευθεύεσ οι οπούεσ τϋμνονταν 

μεταξϑ τουσ αριςτερϊ του ϊξονα yy’ (Διϊγραμμα 3). Επομϋνωσ, πρϐςδεςη του 43 αλληλεπιδρϊ 

με τη γλυκϐζη με ςυνεργιςτικϐ τρϐπο με ςταθερϊ αλληλεπύδραςησ α = 0.65. Αυτϐ ςημαύνει ϐτι 

η γλυκϐζη και ο 43 εύναι ικανού να προςδϋνονται ςτο ϋνζυμο ςυγχρϐνωσ [287] και η ςϑνδεςη 

του ενϐσ να προϊγει τη ςϑνδεςη του ϊλλου ϐπωσ ςυμβαύνει με την καφεϏνη και τη γλυκϐζη 

[88] αλλϊ και με το ελλαγικϐ οξϑ και την γλυκϐζη [92]. 

Κρυςταλλογραφία ακτίνων-Φ 

Ο προςδιοριςμϐσ του τρϐπου πρϐςδεςησ των υπϐ μελϋτη ενώςεων ςτη GP ϋγινε με χρόςη 

κρυςτϊλλων τησ rmGPb, ϐπωσ ϋχει αναφερθεύ προηγουμϋνωσ (Βλ. παρϊγραφο 4.8.2). Πιο 

ςυγκεκριμϋνα οι κρϑςταλλοι εμβαπτύςτηκαν ςε διϊλυμα το οπούο περιεύχε 10 mM BES pH 6.7, 

25 % v/v DMSO και αναςτολϋα. Παρακϊτω αναφϋρονται οι ςυγκεντρώςεισ του κϊθε 

αναςτολϋα που χρηςιμοποιόθηκαν καθώσ και ο χρϐνοσ επώαςησ του κρυςτϊλλου με το 

διϊλυμα πριν τη ςυλλογό των κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων: 

 20: 10 mM, 38 h 

 43: 10 mM, 24 h 

 52: 10 mM, 47 h 

Η ςυλλογό των κρυςταλλογραφικών δεδομϋνων ϋγινε ςε ςυμβατό πηγό ακτύνων-Φ (CuΚα) με 

το ςϑςτημα περύθλαςησ Oxford Diffraction SuperNova ϐπωσ αναλϑεται ςτο αντύςτοιχο 

κεφϊλαιο (Βλ. παρϊγραφο 4.8.2). Σα ςτατιςτικϊ που προϋκυψαν απϐ την ανϊλυςη των 

δεδομϋνων περύθλαςησ παρουςιϊζονται ςτον Πύνακασ 47. Προςδιορύςτηκε η κρυςταλλικό 

δομό τησ rmGPb ςε ςϑμπλοκο με τουσ αναςτολεύσ 20, 43 και 52 ώςτε να μπορϋςουμε να 

εξηγόςουμε την ιςχυρό αναςτολό που προκαλοϑν ςτο ϋνζυμο. Οι τρεισ ενώςεισ βρϋθηκαν 

ϐπωσ όταν αναμενϐμενο ςυνδεδεμϋνεσ ςτο κϋντρο αναςτολόσ του ενζϑμου με τα ϊτομα των 

αναςτολϋων να εντοπύζονται καλϊ ςτουσ χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ (Εικϐνα 66).  

Οι αναςτολεύσ προςδϋνονται με παρϐμοιο τρϐπο τϐςο μεταξϑ τουσ ϐςο και ωσ προσ τη χρυςύνη 

[89] και τη φλαβοπιριδϐλη [70]. Η τιμό r.m.s.d. μεταξϑ των ςυμπλϐκων 20, 43, 52 και τησ 

ελεϑθερησ απϐ αναςτολεύσ rmGPb για τα καλϊ καθοριςμϋνα κατϊλοιπα (18-249, 262-312, 

326-829) όταν 0.8 Å κϊτι το οπούο δηλώνει ϐτι η πρϐςδεςη των αναςτολϋων δεν προκαλεύ 

κϊποια ςημαντικό μεταβολό ςτην ολικό διαμϐρφωςη τησ πρωτεϏνησ. Οι δακτϑλιοι Α και C 

(Πύνακασ 46) τοποθετοϑνται μεταξϑ των αρωματικών πλευρικών αλυςύδων τησ Phe285 και 

τησ Tyr613 ςχηματύζοντασ παρϊλληλεσ αλληλεπιδρϊςεισ π-επιςτούβαξησ (Εικϐνα 67). Σο 
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ϊτομο του φθορύου του 20 βρύςκεται ςε απϐςταςη 3.1 Å απϐ το ϊτομο NH1 τησ πλευρικόσ 

αλυςύδασ τησ Arg770 και 3.2 Å απϐ το ϊτομο ΟΕ2 τησ πλευρικόσ αλυςύδασ τησ Glu382 με 

αποτϋλεςμα να ςχηματύζει δϑο δεςμοϑσ φθορύου [288]. ε ϐλεσ τισ δομϋσ των ςυμπλϐκων, δϑο 

αλληλεπιδρϊςεισ του ατϐμου τησ υδροξυλομϊδασ (Ο4, Πύνακασ 46) των αναςτολϋων με τα 

ϊζωτα των κϑριων αλυςύδων των καταλούπων Pro611 και Gly612 γεφυρώνονται απϐ μϐρια 

ϑδατοσ (Εικϐνα 67). Επιπλϋον δϑο αλληλεπιδρϊςεισ του ατϐμου του οξυγϐνου (Ο7, Πύνακασ 

46) τησ καρβονυλομϊδασ των αναςτολϋων με το ϊζωτο και του οξυγϐνου του καρβονυλύου 

τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ Asp283 γεφυρώνονται επύςησ απϐ μϐρια ϑδατοσ (Εικϐνα 67).  

Πίνακασ 47: ϑνοψη των ςτατιςτικών παραμϋτρων απϐ την επεξεργαςύα των δεδομϋνων περύθλαςησ και 

τη διαδικαςύα τησ βελτιςτοπούηςησ για τα ςϑμπλοκα τησ rmGPb με τουσ αναςτολεύσ. Οι τιμϋσ ςτην 

παρϋνθεςη αφοροϑν την εξωτερικό ςτοιβϊδα ευκρύνειασ. 

γμπλοκο rmGPb 20 43 52 

Στατιςτικοί δείκτεσ ςυλλογήσ και επεξεργαςίασ κρυςταλλογραφικών δεδομένων 

Ευκρύνεια (Å) 13.74 - 2.33 13.67 - 2.38 13.68 – 2.40 

Εξωτερικό ςτοιβϊδα (Å) 2.42 - 2.33 2.47 - 2.38 2.49 – 2.40 

Ανακλϊςεισ 175524 200647 164680 

Μοναδικϋσ ανακλϊςεισ 38529 (3446) 34581 (3009) 34314 (3151) 

Πολλαπλϐτητα 4.6 (3.1) 5.8 (4.3) 4.8 (3.4) 

Rmerge 0.085 (0.596) 0.095 (0.570) 0.101 (0.623) 

Πληρϐτητα (%) 92.6 (80.3) 90.1 (75.7) 91.2 (80.2) 

<I/ςI> 10.7 (1.7) 11.3 (1.9) 10.7 (1.4) 

CC1/2 0.991 (0.768) 0.995 (0.840) 0.988 (0.754) 

Στατιςτικοί δείκτεσ βελτιςτοποίηςησ 

Rcryst 0.164 (0.256) 0.157 (0.238) 0.168 (0.264) 

Rfree 0.212 (0.294) 0.211 (0.244) 0.211 (0.301) 

Αριθμϐσ μορύων διαλϑτη 241 227 244 

Απόκλιςη r.m.s. από τισ ιδεατέσ τιμέσ 

Μόκοσ δεςμών (Å) 0.005 0.004 0.003 

Γωνύεσ (°) 1.3 1.2 0.9 

Μέςη τιμήσ παράγοντα θερμικήσ κίνηςησ (Å2) 

Ωτομα πρωτεϏνησ 28.8 31.5 27.1 

Μϐρια διαλϑτη 29.1 29.2 24.2 

Ωτομα αναςτολϋα 49.7 41.4 50.7 

PDB entry 6Y5C 6Y55 6Y5O 

 
Εικβνα 66: Οι χϊρτεσ ηλεκτρονιακόσ πυκνϐτητασ 2Fo-FC που υπολογύςτηκαν για τισ ενώςεισ 20, 43 και 52 οι οπούεσ 

προςδϋνονται ςτο κϋντρο αναςτολόσ. Οι χϊρτεσ όταν προςαρμοςμϋνοι ςε 1.0 ς πριν την ενςωμϊτωςη των μορύων των 

αναςτολϋων ςτη διαδικαςύα τησ βελτιςτοπούηςησ. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 17:27:42 EEST - 52.15.105.208



193 
 

υνολικϊ, ο 20 ςχηματύζει 101 (58 μη-πολικϋσ/μη-πολικϋσ, 6 πολικϋσ/πολικϋσ και 37 μη-

πολικϋσ/πολικϋσ) αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals κυρύωσ με τα κατϊλοιπα Phe285, Tyr613 (64 

αλληλεπιδρϊςεισ) και με τα κατϊλοιπα Asn282, Glu382, His571, Ala610, Gly612 και Arg770, 

Phe771 (Εικϐνα 67). Ο 43 ςχηματύζει 91 (58 μη-πολικϋσ/μη-πολικϋσ, 4 πολικϋσ/πολικϋσ και 29 

μη-πολικϋσ/πολικϋσ) αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals κυρύωσ με τα κατϊλοιπα Phe285, Tyr613 

(64 αλληλεπιδρϊςεισ) και με τα κατϊλοιπα Asn282, Asn284, Leu380, Glu382, Glu572, Ala610, 

Gly612 και Arg770 (Εικϐνα 67). Ο 52 ςχηματύζει 89 (55 μη-πολικϋσ/μη-πολικϋσ, 4 

πολικϋσ/πολικϋσ και 30 μη-πολικϋσ/πολικϋσ) αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals κυρύωσ με τα 

κατϊλοιπα Phe285, Tyr613 (59 αλληλεπιδρϊςεισ) και τα κατϊλοιπα Asn282, Asn284, Glu382, 

His571, Glu572, Ala610, Gly612, Arg770, και Phe771 (Εικϐνα 67). Σο ϊτομο του φθορύου του 20 

ςυμμετϋχει ςε 7 (2 πολικϋσ/πολικϋσ και 5 πολικϋσ/μη-πολικϋσ) αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals 

με τα κατϊλοιπα Glu382, Arg770 και Phe771 (Εικϐνα 67). Η μεθυλομϊδα του 43 ςυμμετϋχει ςε 

4 (2 μη-πολικϋσ/μη-πολικϋσ και 2 μη-πολικϋσ/πολικϋσ) αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals με τα 

κατϊλοιπα Asn284, Leu380 and Glu382 (Εικϐνα 67). Η μεθυλομϊδα του 52 ςυμμετϋχει ςε 5 (3 

μη-πολικϋσ/μη-πολικϋσ και 2 μη-πολικϋσ/πολικϋσ) αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals με τα 

κατϊλοιπα Glu382, Arg770 και Phe771 (Εικϐνα 67).  

 

 

a) 

b) 
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Εικβνα 67: τϋρεο-απεικϐνιςη των αλληλεπιδρϊςεων που δημιουργοϑν οι αναςτολεύσ a) 20 b) 43 και c) 52 ςτο κϋντρο 

αναςτολόσ του ενζϑμου. Οι αναςτολεύσ παρουςιϊζονται ωσ χοντρού κϑλινδροι, τα μϐρια ϑδατοσ ωσ κυανϋσ ςφαύρεσ, οι δεςμού 

υδρογϐνου ωσ διακεκομμϋνεσ γραμμϋσ και οι αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals που δημιουργοϑν οι υποκαταςτϊτεσ του 

δακτυλύου B ωσ νϋφοσ απϐ κουκκύδεσ.  

Η εκτεθειμϋνη επιφϊνεια των 20, 43 και 52 εύναι 432, 450 και 448 Å2. Όταν αυτού 

προςδϋνονται ςτην πρωτεϏνη, οι τιμϋσ αυτϋσ μειώνονται ςε 83, 88 και 91 Å2 υποδεικνϑοντασ 

ϐτι το 80 % περύπου τησ επιφϊνειασ τουσ επικαλϑπτεται. Η μεγαλϑτερη ςυνειςφορϊ εύναι απϐ 

τα μη-πολικϊ κατϊλοιπα τησ rmGPb τα οπούα ςυνειςφϋρουν το 77 %, 81 % και 86% τησ 

επιφϊνειασ των 20, 43 και 52 αντύςτοιχα, η οπούα επικαλϑπτεται κατϊ τη ςϑνδεςη τουσ.  

ϑγκριςη τησ δομόσ των ςυμπλϐκων των τριών αναςτολϋων δεύχνει ϐτι ενώ οι 20 και 43 

προςδϋνονται ςτην ύδια περιοχό του κϋντρου αναςτολόσ τησ rmGPb, η περιοχό πρϐςδεςησ του 

52 διαφϋρει κατϊ 0.4 Å και ϋτςι εύναι πιο εκτεθειμϋνοσ ςτο διαλϑτη (ό λιγϐτερο θαμμϋνοσ ςτο 

εςωτερικϐ τησ δομόσ τησ πρωτεϏνησ, Εικϐνα 68). Η ςημαντικό διαφορϊ ςτισ ςταθερϋσ 

αναςτολόσ μεταξϑ των 20 και 52 (Πύνακασ 46) μπορεύ να αποδοθεύ ςτουσ δϑο δεςμοϑσ 

φθορύου και ςτισ 12 παραπϊνω αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals που ςχηματύζει ο 20 ςε 

ςϑγκριςη με τον 52. Παρϐτι ο 20 ςχηματύζει δϑο δεςμοϑσ φθορύου και 10 παραπϊνω 

αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals απϐ τον αναςτολϋα 43, οι δϑο αναςτολεύσ εμφανύζουν 

παρϐμοιεσ ςταθερϋσ αναςτολόσ (Πύνακασ 46). Η παρουςύα τησ μεθυλομϊδασ ςτον αναςτολϋα 

43 επϊγει μια μικρό αλλϊ ςημαντικό αλλαγό τησ διαμϐρφωςησ τησ Glu382 (η τιμό τησ r.m.s.d. 

μεταξϑ των δϑο διαμορφώςεων εύναι 1.1 Å), ςυγκριτικϊ με τα ϊλλα δϑο ςϑμπλοκα (η τιμό τησ 

r.m.s.d. μεταξϑ των δϑο διαμορφώςεων εύναι 0.2 Å), με την πλευρικό αλυςύδα του καταλούπου 

να προβϊλει προσ το καταλυτικϐ κϋντρο του ενζϑμου. Επιπλϋον, η μεθυλομϊδα του 43 

δημιουργεύ δϑο μη-πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals, ςυγκριτικϊ με τα υπϐλοιπα 

ςϑμπλοκα, με το κατϊλοιπο Leu380 το οπούο αποτελεύ βαςικϐ δομικϐ ςυςτατικϐ του 

υδρϐφοβου κϋντρου αναςτολόσ. Υαύνεται πωσ η αλλαγό τησ διαμϐρφωςησ τησ Glu382 και οι 

μη-πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ van der Waals του 43 με την Leu380 ςταθεροποιοϑν τον βρϐχο 

c) 
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380s και ακολοϑθωσ το ϋνζυμο ςτην ανενεργό ςτερεοδιαμϐρφωςη –Σ με αποτϋλεςμα να 

αντιςταθμύζονται η επύδραςη των δεςμών φθορύου του 20 και το ενεργειακϐ κϐςτοσ απϐ τη 

δομικό μεταβολό τησ Glu382. Τπϋρθεςη των δομών των τριών ςυμπλϐκων ςτο ςϑμπλοκο τησ 

rmGPb-χρυςύνησ [89] (Εικϐνα 68) δεύχνει ϐτι παρϐτι η πρϐςδεςη τησ χρυςύνησ εύναι παρϐμοια 

με τουσ τρεισ νϋουσ αναςτολεύσ, η χωροθϋτηςη τησ διαφϋρει κατϊ 0.4, 0.6 και 0.8 Å απϐ αυτό 

των 20, 43 και 52, αντύςτοιχα. Η χρυςύνη, κατϊ τη πρϐςδεςη τησ ςτην rmGPb ςχηματύζει 96 

(54 μη-πολικϋσ/μη-πολικϋσ, 4 πολικϋσ/πολικϋσ και 38 πολικϋσ/μη-πολικϋσ) αλληλεπιδρϊςεισ 

van der Waals και δϑο αλληλεπιδρϊςεισ που γεφυρώνονται απϐ μϐρια ϑδατοσ [89]. Η διαφορϊ 

ςτισ ςταθερϋσ αναςτολόσ μεταξϑ τησ χρυςύνησ και του 20 μπορεύ να ςχετύζεται με τουσ 

δεςμοϑσ φθορύου που δημιουργεύ ο 20. Σϋλοσ, η διαφορϊ ςτισ ςταθερϋσ αναςτολόσ μεταξϑ τησ 

χρυςύνησ και του 43 φαύνεται πωσ και πϊλι ςχετύζεται με την αλλαγό τησ διαμϐρφωςησ τησ 

Glu382 και τισ μη-πολικϋσ αλληλεπιδρϊςεισ που ςχηματύζει η μεθυλομϊδα του 43 με το 

κατϊλοιπο Leu380, ϐπωσ αναλϑθηκε παραπϊνω.  

 

Εικβνα 68: τϋρεο-απεικϐνιςη τησ υπϋρθεςησ των ςυμπλϐκων των 20 (πρϊςινο), 43 (καφϋ) και 52 (γκρι) ςτο ςϑμπλοκο τησ 

rmGPb-χρυςίνη (κϐκκινο) [89]. 

Η ϋνωςη 43 ϋχει υποβληθεύ και ςε ex vivo μελϋτεσ ώςτε να προςδιοριςτεύ αν μπορεύ να 

αναςτεύλει την GP ςε ηπατοκϑτταρα HepG2 ςτα οπούα η γλυκογονϐλυςη εύχε διεγερθεύ απϐ 

γλυκαγϐνη [151]. Η ϋνωςη 43 ϋχει την ικανϐτητα να αναςτϋλλει το ϋνζυμο με τιμό τησ IC50 ύςη 

με 70 μΜ, προτεύνοντασ ϐτι μπορεύ να χρηςιμοποιηθεύ ςε in vivo μελϋτεσ [151]. 

υμπεράςματα 

 Ανϊλογα χρυςύνησ (Κi = 7.6 μΜ) μελετόθηκαν με κινητικϋσ και δομικϋσ μελϋτεσ ωσ προσ 

την ικανϐτητα τουσ να αναςτϋλλουν την GP. 

 Κινητικϋσ μελϋτεσ ωσ προσ την rmGPb ϋδειξαν ϐτι οι αναςτολεύσ 11 (Ki = 1.9 µM), 20 (Ki 

= 2.3 µM) και 43 (Ki = 1.0 µM) εύναι απϐ τουσ πιο ιςχυροϑσ για το κϋντρο αναςτολόσ 
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που ϋχουν μελετηθεύ μϋχρι ςόμερα αλλϊ και πιο ιςχυρού απϐ οποιοδόποτε ϊλλο φυςικϐ 

φλαβονοειδϋσ. 

 Κινητικϋσ μελϋτεσ ϋδειξαν ϐτι οι αναςτολεύσ προςδϋνονται ςτο κϋντρο αναςτολόσ και η 

εφαρμογό κρυςταλλογραφύασ ακτύνων-Φ επιβεβαύωςε αυτϐ το αποτϋλεςμα. 

 Η επύλυςη των δομών των ςυμπλϐκων τησ rmGPb με τουσ αναςτολεύσ αποκϊλυψε τισ 

αλληλεπιδρϊςεισ που οδηγοϑν ςε αυξημϋνη αναςτολό. ε αυτϋσ ςυμπεριλαμβϊνονται 

αλληλεπιδρϊςεισ που δημιουργοϑν τα ϊτομα αλογϐνου του δακτυλύου Β που 

βρύςκονται ςτισ θϋςεισ 3’ και 4’ αλλϊ πιο ςημαντικό αποτελεύ η υποκατϊςταςη τησ 

θϋςησ -πάρα του δακτυλύου Β απϐ μια ομϊδα μεθυλύου.  

 Η βελτιςτοπούηςη του φαρμακολογικοϑ δυναμικοϑ των ενώςεων μπορεύ να 

περιλαμβϊνει την τροποπούηςη των Α ό C δακτυλύων με προςθόκη υποκαταςτατών. Η 

αυξημϋνη ιςχϑσ τησ φλαβοπιριδϐλησ ϋναντι τησ χρυςύνησ, με υποκαταςτϊτεσ ςτο 

δακτϑλιο Α ενιςχϑει αυτό την υπϐθεςη [89, 90]. 

5.4. ΒΙΟΦΗΜΙΚΕ ΜΕΛΕΣΕ ΣΟ ΑΝΑΤΝΔΤΑΜΕΝΟ ΑΝΘΡΨΠΙΝΟ ΕΝΖΤΜΟ 

ΑΠΟΔΙΑΚΛΑΔΨΗ ΣΟΤ ΓΛΤΚΟΓΟΝΟΤ (hGDE) 

Μϋχρι το 2016 δεν υπόρχε διαθϋςιμη κρυςταλλικό δομό για ευκαρυωτικϐ GDE. Όπωσ ϋχουμε 

αναφϋρει και ςτην ειςαγωγό, το ευκαρυωτικϐ GDE εύναι ϋνα διλειτουργικϐ ϋνζυμο που 

αποτελεύται απϐ μια περιοχό α-1,4 γλυκοτρανςφερϊςησ και μια περιοχό α-1,6 γλυκοζιτϊςησ. 

Οι Zhai, L., και ςυνεργϊτεσ [44] προςδιϐριςαν τη δομό του Candida glabrata GDE και ϋδειξαν 

ϐτι το ϋνζυμο ϋχει μια επιμόκη δομό με τα δϑο καταλυτικϊ κϋντρα να βρύςκονται ςτισ δϑο 

ϊκρεσ του ενζϑμου [44], ϐπωσ εύχε προταθεύ προηγουμϋνωσ για το rmGDE [104]. Η GP απουςύα 

του GDE μπορεύ να καταναλώςει μονϐ το 30 % του γλυκογϐνου, καθώσ η δρϊςη τησ ςταματϊει 

τϋςςερα κατϊλοιπα γλυκϐζησ πριν απϐ μια α-1,6 διακλϊδωςη [103]. Σο υπϐλοιπο 70 % μπορεύ 

να καταναλωθεύ μϐνο μετϊ τη δρϊςη του GDE [103] το προώϐν τησ αντύδραςησ του οπούου 

εύναι ελεϑθερη γλυκϐζη. Δεδομϋνου ϐτι η GP αποτελεύ ϋναν φαρμακευτικϐ ςτϐχο για τη 

διαχεύριςη του Δ2 [29], η εϑρεςη φαρμϊκων που θα αναςτϋλλουν το GDE ό και τα δϑο ϋνζυμα 

αποτελεύ μια υποςχϐμενη προςϋγγιςη για την αναςτολό τησ γλυκογονϐλυςησ ςτον ΣΔ2 που θα 

οδηγόςει ςε μεύωςη των επιπϋδων τησ γλυκϐζησ ςτο αύμα των αςθενών ϐπωσ ϋχει προταθεύ 

για την GP απϐ in vitro, ex vivo και in vivo μελϋτεσ. Ψςτϐςο, εκτϐσ απϐ δϑο αναφορϋσ ςτη 

βιβλιογραφύα, που αφοροϑν την παραγωγό του ανθρώπινου GDE ςε ϋντομα [115] και ςε ρύζεσ 

του φυτοϑ N. Benthamiana [116], δεν υπϊρχουν πληροφορύεσ για τον βιοχημικϐ και δομικϐ 

χαρακτηριςμϐ του ενζϑμου. Ο βιοχημικϐσ και δομικϐσ χαρακτηριςμϐσ του ανθρώπινου GDE 
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δεν εύναι ελκυςτικϐσ μϐνο για φαρμακευτικοϑσ ςκοποϑσ καθώσ η μελϋτη του θα μασ δώςει νϋα 

ςτοιχεύα για τη ςυμμετοχό του ςτο μεταβολιςμϐ του κυττϊρου καθώσ ϋχει βρεθεύ επύςησ να 

εμπλϋκεται ςτη βιολογύα του καρκύνου [103, 128, 129].  

Η παραγωγό διαλυτοϑ CgGDE ςτο ετερϐλογο ςϑςτημα ϋκφραςησ E. coli [44] μασ προϋτρεψε να 

χρηςιμοποιόςουμε το ύδιο ςϑςτημα για την παραγωγό του hGDE, ωςτϐςο, η απουςύα 

βιβλιογραφύασ για παραγωγό hGDE ςτο ςϑςτημα E. coli μασ θορϑβηςε ωσ προσ τα 

προβλόματα που θα όταν πιθανϐ να ςυναντόςουμε κατϊ την πορεύα παραγωγόσ διαλυτόσ 

πρωτεϏνησ. Όπωσ ϋχει αναφερθεύ ςτη παρϊγραφο 4.1.1, το πιο ςϑνηθεσ πρϐβλημα εύναι η 

αδυναμύα ϋκφραςησ του γονιδύου ςτϐχου απϐ το E coli κϊτι το οπούο ϋχει ϊμεςη ςχϋςη με τον 

αριθμϐ των ςπϊνιων κωδικονύων ςτην αλληλουχύα. Για το λϐγο αυτϐ ϋγινε ςϑνθεςη τησ 

βελτιςτοποιημϋνησ αλληλουχύασ για το E. coli απϐ την εταιρεύα GenScript ώςτε να 

αντικαταςταθοϑν τα ςπϊνια κωδικϐνια με ϊλλα πιο φιλικϊ για το E. coli χωρύσ ϐμωσ να 

αλλϊξει η αλληλουχύα τησ πρωτεϏνησ που θα παραχθεύ. το παρϊρτημα (τούχιςη 3), 

παρουςιϊζεται η βελτιςτοποιημϋνη αλληλουχύα ςε ςτούχιςη με τη φυςιολογικό καθώσ και ϋνα 

διϊγραμμα με τη ςυχνϐτητα χρόςησ των κωδικονύων πριν και μετϊ τη βελτιςτοπούηςη. Η 

διαδικαςύα τησ βελτιςτοπούηςησ τησ αλληλουχύασ εξαςφαλύζει την επιτυχό ϋκφραςη του 

γονιδύου ςτϐχου αλλϊ ϐχι και τη ςωςτό αναδύπλωςη τησ πρωτεϏνησ και ωσ εκ τοϑτου την 

παραγωγό τησ ςτο διαλυτϐ κλϊςμα. Διϊφοροι τρϐποι με τουσ οπούουσ μπορεύ να 

υπερκεραςθεύ αυτϐ το εμπϐδιο αναγρϊφονται ςτην παρϊγραφο 4.1.1.1.2. Επιλϋξαμε να γύνει 

κλωνοπούηςη τησ βελτιςτοποιημϋνησ αλληλουχύασ ςε φορϋα ϋκφραςησ pET26b ςτα ςημεύα 

που αναγνωρύζονται απϐ τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα NdeI/XhoI για αναδύπλωςη τησ πρωτεϏνησ 

ςτο κυτταρϐπλαςμα και απϐ τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα NcoI/XhoI για αναδύπλωςη τησ 

πρωτεϏνησ ςτο περιπλαςματικϐ χώρο ό ϋκκριςησ τησ ςτο θρεπτικϐ υλικϐ ανϊπτυξησ των 

βακτηρύων.  

5.4.1. Δοκιμέσ έκφραςησ – Διαρρέον πλαςμίδιο 

Αρχικϊ, ξεκινόςαμε ώςτε να επιβεβαιώςουμε ϐτι το γονύδιο ϐντωσ εκφρϊζεται ςε υψηλϊ 

ποςοςτϊ και να ελϋγξουμε αν παρϊγεται διαλυτό πρωτεϏνη ςτο κυτταρϐπλαςμα του 

βακτηρύου χρηςιμοποιώντασ το βακτηριακϐ ςτϋλεχοσ BL21Gold (DE3). Κρατόςαμε ϋνα δεύγμα 

απϐ την καλλιϋργεια πριν την προςθόκη του IPTG και η επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ ϋγινε ςε 

θερμοκραςύα 16 oC για 16 h παρουςύα διαφορετικών ςυγκεντρώςεων IPTG. Ακολουθόςαμε τη 

διαδικαςύα ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 4.6.1.1 και τα δεύγματα αναλϑθηκαν ςε SDS-

PAGE (Εικϐνα 69). Παρατηρόςαμε ϐτι ςτισ ~4 h που χρειϊςτηκαν για να αναπτυχθοϑν τα 
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βακτόρια δεν υπόρξε παραγωγό hGDE χωρύσ την προςθόκη του IPTG. Ψςτϐςο, μεγϊλεσ 

ποςϐτητεσ hGDE παρόχθηςαν ςτο ολικϐ κλϊςμα ςε 16 h χωρύσ την προςθόκη IPTG, ϋνα 

φαινϐμενο που ονομϊζεται διαρρϋον πλαςμύδιο (leaky plasmid) και εύναι αρκετϊ κοινϐ ϐταν 

γύνεται χρόςη των φορϋων ϋκφραςησ pET (βλ. παρϊγραφο 4.1.1). Επιπλϋον, δεν 

παρατηρόθηκε παραγωγό διαλυτόσ πρωτεϏνησ (Εικϐνα 69) κϊτι το οπούο μπορεύ να οφεύλεται 

ςτο διαρρϋον πλαςμύδιο καθώσ πολλϋσ φορϋσ τοξικϋσ για το E. coli πρωτεϏνεσ οδηγοϑνται ςε 

ϋγκλειςτα ςώματα. Επομϋνωσ, εύναι απαραύτητο να υπϊρχει αυςτηρό ρϑθμιςη τησ ϋκφραςησ 

του γονιδύου ςτϐχου.  

 

Εικβνα 69: Δοκιμό ϋκφραςησ του hGDE ςε ςτϋλεχοσ BL21Gold (DE3). Ψσ ολικϐ κλϊςμα αναφϋρουμε τα διαλυτοποιημϋνα 

κϑτταρα ςτα οπούα ϋχει επϋλθει λϑςη με εφαρμογό υπερόχων. Ψσ διαλυτϐ κλϊςμα αναφϋρουμε το δεύγμα που προόλθε μετϊ 

απϐ φυγοκϋντρηςη ςτο ολικϐ κλϊςμα. Η ϋκφραςη του γονιδύου επϊγεται ακϐμα και χωρύσ την προςθόκη του IPTG. Επιπλϋον, 

παρατηροϑμε ϐτι η πρωτεϏνη παρουςιϊζεται ςτο ολικϐ κλϊςμα και ϐχι ςτο διαλυτϐ. 

Για να ρυθμύςουμε το ςϑςτημα ϋκφραςησ μποροϑμε εύτε να χρηςιμοποιόςουμε τα ςτελϋχη 

B834pLysS (DE3) εύτε να προςθϋςουμε ςτο θρεπτικϐ υλικϐ γλυκϐζη (Βλ παρϊγραφο 4.1.1).  

 

Εικβνα 70: Δοκιμό ρϑθμιςησ του ςυςτόματοσ ϋκφραςησ ςε βακτηριακϊ κϑτταρα E. coli ςτελϋχουσ B834pLysS. Δεν 

παρατηρεύται παραγωγό πρωτεϏνησ οϑτε ςτο ολικϐ οϑτε ςτο διαλυτϐ κλϊςμα, προτεύνοντασ ϐτι δεν εκφρϊζεται το γονύδιο 

που κωδικοποιεύ το hGDE. Ψσ ολικϐ κλϊςμα αναφϋρουμε τα διαλυτοποιημϋνα ςτα οπούα ϋχει επϋλθει λϑςη με εφαρμογό 

υπερόχων. Ψσ διαλυτϐ κλϊςμα αναφϋρουμε το δεύγμα που προόλθε μετϊ απϐ φυγοκϋντρηςη ςτο ολικϐ κλϊςμα. 

Η χρόςη του ςτελϋχουσ B834pLysS (DE3) δεν οδόγηςε ςε παραγωγό πρωτεϏνησ οϑτε ςτο ολικϐ 

οϑτε ςτο διαλυτϐ κλϊςμα, ςε δϑο διαφορετικϋσ θερμοκραςύεσ, χωρύσ να μποροϑμε να 
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προςδιορύςουμε το λϐγο που ςυνϋβη αυτϐ. Ακολοϑθωσ, δοκιμϊςαμε να ρυθμύςουμε το 

ςϑςτημα ϋκφραςησ με προςθόκη γλυκϐζησ ςτο θρεπτικϐ υλικϐ ανϊπτυξησ των βακτηρύων. 

την Εικϐνα 71 παρατηροϑμε ϐτι η προςθόκη τησ γλυκϐζησ οδόγηςε ςε αυςτηρό ρϑθμιςη του 

ςυςτόματοσ ϋκφραςησ και η ϋκφραςη του γονιδύου επϊγεται μϐνο μετϊ τη προςθόκη του IPTG 

ςε αναλογύα με την αϑξηςη τησ ςυγκϋντρωςησ του (Εικϐνα 71, ολικϐ κλϊςμα). Ψςτϐςο, παρϊ 

τη ρϑθμιςη τησ ϋκφραςησ του γονιδύου ςτϐχου, δεν παρατηρόθηκε και πϊλι παραγωγό 

διαλυτόσ πρωτεϏνησ.  

 

Εικβνα 71: Δοκιμό ρϑθμιςησ του ςυςτόματοσ ϋκφραςησ ςε βακτηριακϊ κϑτταρα E. coli ςτελϋχουσ B834 με προςθόκη 

γλυκϐζησ ςτο θρεπτικϐ υλικϐ ανϊπτυξησ των βακτηρύων. Παρατηροϑμε ϐτι το ςϑςτημα ρυθμύζεται καλϊ καθώσ δεν υπϊρχει 

παραγωγό hGDE ςτο ολικϐ κλϊςμα χωρύσ την προςθόκη του IPTG. Ψςτϐςο, δεν παρατηρεύται παραγωγό διαλυτόσ πρωτεϏνησ. 

Οι αριθμού πϊνω απϐ τισ θϋςησ τοποθϋτηςησ των δειγμϊτων αναφϋρονται ςε μΜ IPTG. Ψσ «0» ορύζεται το δεύγμα που 

ςυλλϋχθηκε πριν την προςθόκη του IPTG και ωσ «Ο16h» το δεύγμα χωρύσ IPTG το οπούο ςυλλϋχθηκε μετϊ απϐ 16 ώρεσ που 

ϋγινε η επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ. Ψσ ολικϐ κλϊςμα αναφϋρουμε τα διαλυτοποιημϋνα ςτα οπούα ϋχει επϋλθει λϑςη με 

εφαρμογό υπερόχων. Ψσ διαλυτϐ κλϊςμα αναφϋρουμε το δεύγμα που προόλθε μετϊ απϐ φυγοκϋντρηςη ςτο ολικϐ κλϊςμα. 

5.4.2. Αναδίπλωςη του hGDE ςτον περιπλαςματικβ χώρο του βακτηρίου 

Απϐ τα παραπϊνω πειρϊματα, επειδό φϊνηκε πωσ η πρωτεϏνη δεν αναδιπλώνεται ςωςτϊ ςτο 

κυτταρϐπλαςμα του βακτηρύου, και πριν προςπαθόςουμε να αυξόςουμε τη διαλυτϐτητα τησ 

πρωτεϏνησ εκεύ, ςτραφόκαμε ςτην παραγωγό ςωςτϊ αναδιπλωμϋνησ ςτον περιπλαςματικϐ 

χώρο του βακτηρύου. Σο περύπλαςμα (για λεπτομϋρειεσ Βλ. παρϊγραφο 4.1.1) εύναι ο χώροσ 

που βρύςκεται μεταξϑ τησ εξωτερικόσ και εςωτερικόσ μεμβρϊνησ του βακτηρύου. Μια 

πρωτεϏνη που φϋρει ςτην Ν-τελικό τησ περιοχό μια κατϊλληλη ςηματοδοτικό αλληλουχύα 

μπορεύ να ειςϋλθει ςτο περύπλαςμα και ϑςτερα να αναδιπλωθεύ αφοϑ πρώτα αποκοπεύ η 

ςηματοδοτικό αλληλουχύα [185]. την περύπτωςη μασ, η αλληλουχύα αυτό (pelB) παρϋχεται 

απϐ τον φορϋα ϋκφραςησ pET-26b. Η αναδύπλωςη των πρωτεώνών ςτον περιπλαςματικϐ χώρο 

ϋχει μια ςειρϊ απϐ πλεονεκτόματα ϐπωσ τα μειωμϋνα επύπεδα πρωτεϐλυςησ και το γεγονϐσ 

ϐτι ευνοεύται η δημιουργύα διςουλφιδικών δεςμών. Επιπλϋον, εύναι δυνατό η ϋκκριςη τησ 

πρωτεϏνησ ςτο θρεπτικϐ υλικϐ ανϊπτυξησ του βακτηρύου παρουςύα γλυκύνησ, Triton X-100 και 

ςουκρϐζησ [188-190]. Όπωσ φαύνεται και ςτην Εικϐνα 72, δεν παρατηρόςαμε την μετακύνηςη 
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και αναδύπλωςη του hGDE ςτο περύπλαςμα. Μϐνο ϐταν η επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ ϋγινε 

παρουςύα γλυκύνησ, Triton X-100 και ςουκρϐζησ παρατηρόςαμε μια ζώνη που αντιςτοιχοϑςε 

ςτο μοριακϐ βϊροσ του hGDE (Εικϐνα 72, ~ 175 kDa) τϐςο ςτο περύπλαςμα ϐςο και ςτο 

θρεπτικϐ υλικϐ. Ανϊλυςη κατϊ Western χρηςιμοποιώντασ αντύςωμα για τισ His6 επιβεβαύωςε 

το αποτϋλεςμα μϐνο για το περύπλαςμα. Ψςτϐςο, πριν προχωρόςουμε με μελϋτεσ ςε 

μεγαλϑτερη κλύμακα ϋπρεπε να γύνει ϋλεγχοσ αν η ςηματοδοτικό αλληλουχύα ϋχει 

απομακρυνθεύ απϐ την πρωτεϏνη καθώσ και αν υπϊρχει λϑςη των βακτηριακών κυττϊρων. 

Όμωσ, φαύνεται πωσ ποςϐτητα του hGDE δεν εύναι αρκετό για δομικϋσ μελϋτεσ. 

 

Εικβνα 72: Αριςτερά, δεν παρατηρόθηκε παραγωγό τησ πρωτεϏνησ ςτο περύπλαςμα ϐταν η επαγωγό τησ υπερϋκφραςησ 

ϋγινε ςε θερμοκραςύα 37 οC ό 16 οC για 4 ό 16 ώρεσ αντύςτοιχα. Η παρουςύα γλυκύνησ οδόγηςε ςε ϋκκριςη πρωτεώνών ςτο 

θρεπτικϐ υλικϐ αλλϊ δεν υπόρχε ζώνη που να αντιςτοιχοϑςε ςτο μοριακϐ βϊροσ του hGDE. Δεξιά, παρατηρόθηκε ζώνη που 

αντιπροςώπευε το hGDE ςτο περύπλαςμα και ςτο θρεπτικϐ υλικϐ ϐταν η υπερϋκφραςη ϋγινε ςε θερμοκραςύα 16 oC παρουςύα 

γλυκύνησ, Triton X-100 και ςουκρϐζησ. Ανϊλυςη κατϊ Western επιβεβαύωςε το αποτϋλεςμα για το περύπλαςμα.  

5.4.3. Αγξηςη τησ ποςβτητασ διαλυτογ hGDE ςου κυτταρβπλαςμα του E. coli 

Απϐ τα πειρϊματα τησ προηγοϑμενησ παραγρϊφου, φϊνηκε ϐτι παρϊγεται μια μικρό 

ποςϐτητα του hGDE ςτο περύπλαςμα του βακτηριακοϑ κϑτταρου αλλϊ προτοϑ ςτραφοϑμε 

εντελώσ προσ αυτό τη κατεϑθυνςη, θελόςαμε να εξαντλόςουμε τισ πιθανϐτητεσ παραγωγόσ 

διαλυτόσ πρωτεϏνησ ςτο κυτταρϐπλαςμα του E. coli. Αρχικϊ, δοκιμϊςαμε διαφορετικϊ ςτελϋχη 

E. coli (BL21Gold, B834, Rosetta 2, Origami). Όπωσ φαύνεται ςτην Εικϐνα 73, επιτεϑχθηκε 

παραγωγό τησ πρωτεϏνησ ςτο ολικϐ κλϊςμα και ϐχι ςτο διαλυτϐ.  

 

Εικβνα 73: Δοκιμϋσ ϋκφραςησ του hGDE ςτον κυτταροπλαςματικϐ χώρο του E. coli ςε διαφορετικϊ ςτελϋχη. Η υπερϋκφραςη 

ϋγινε παρουςύα 0.1 mM IPTG για 16 h ςε θερμοκραςύα 16 oC υπϐ ανακύνηςη (210 rpm). Ψσ ολικϐ κλϊςμα αναφϋρουμε τα 

διαλυτοποιημϋνα ςτα οπούα ϋχει επϋλθει λϑςη με εφαρμογό υπερόχων. Ψσ διαλυτϐ κλϊςμα αναφϋρουμε το δεύγμα που 

προόλθε μετϊ απϐ φυγοκϋντρηςη ςτο ολικϐ κλϊςμα. 

Όπωσ ϋχει αναφερθεύ και προηγουμϋνωσ (βλ. παρϊγραφο 4.1.1), οι ςυνθόκεσ λϑςησ των 

βακτηριακών κυττϊρων μποροϑν να επηρεϊςουν τη ςταθερϐτητα τησ πρωτεϏνησ. Για αυτϐ το 
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λϐγο δοκιμϊςαμε διαφορετικϊ διαλϑματα λϑςησ των βακτηριακών κυττϊρων με ςκοπϐ να 

ανακτόςουμε μεγαλϑτερεσ ποςϐτητεσ hGDE απϐ το ολικϐ ςτο διαλυτϐ κλϊςμα. Όπωσ φαύνεται 

και ςτην Εικϐνα 74, η εφαρμογό διαφορετικών διαλυμϊτων λϑςησ δεν οδόγηςε ςε ςημαντικό 

αϑξηςη τησ παραγωγόσ διαλυτοϑ hGDE.  

 

Εικβνα 74: Δοκιμϋσ βελτύωςησ τησ διαλυτϐτητασ του hGDE με χρόςη διαφορετικών διαλυμϊτων λϑςησ. Αριςτερά, 

αναγρϊφονται τα διαφορετικϊ διαλϑματα λϑςησ [196] και Δεξιά, η ανϊλυςη των δειγμϊτων ςε SDS-PAGE. Ψσ διϊλυμα λϑςησ 

«0-» ό «0+» αναφϋρεται αυτϐ που χρηςιμοποιόθηκε για τη λϑςη των κυττϊρων ςτισ παραπϊνω μελϋτεσ. Σο ςϑμβολο – ό + 

δηλώνει την παρουςύα (+) ό απουςύα (-) IPTG. 

Σϋλοσ, ςτισ προςπϊθειεσ μασ να επιτϑχουμε την παραγωγό διαλυτοϑ hGDE ςτο 

κυτταρϐπλαςμα του βακτηριακοϑ κυττϊρου δοκιμϊςαμε ςυν-ϋκφραςη με μοριακϋσ ςυνοδοϑσ 

οι οπούεσ βοηθοϑν την πρωτεϏνη να πϊρει τη ςωςτό τησ διαμϐρφωςη (βλ παρϊγραφο 4.1.1). 

Δοκιμϊςαμε πϋντε διαφορετικϊ πλαςμύδια τα οπούα κωδικοποιοϑν διαφορετικϋσ μοριακϋσ 

ςυνοδοϑσ ό ςυνδυαςμϐ μοριακών ςυνοδών (TaKaRa chaperone plasmid set).  

 

Εικβνα 75: υνϋκφραςη του hGDE με μοριακϋσ ςυνοδοϑσ. Αϑξηςη τησ παραγωγόσ διαλυτόσ πρωτεϏνησ παρατηρόθηκε με την 

μοριακό ςυνοδϐ trigger factor (πλαςμύδιο 5), με τισ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ GroES/GroEL (πλαςμύδιο 2) αλλϊ και με τισ μοριακϋσ 

ςυνοδοϑσ dnaK-dnaJ-grpE-groES-groEL (πλαςμύδιο 1). Ψσ ολικϐ κλϊςμα αναφϋρουμε τα διαλυτοποιημϋνα κϑτταρα ςτα οπούα 

ϋχει επϋλθει λϑςη με εφαρμογό υπερόχων. Ψσ διαλυτϐ κλϊςμα αναφϋρουμε το δεύγμα που προόλθε μετϊ απϐ φυγοκϋντρηςη 

ςτο ολικϐ κλϊςμα. Οι αριθμού ςτην κορυφό τησ πηκτόσ αναφϋρονται ςτην κωδικό ονομαςύα του πλαςμιδύου που κωδικοποιεύ 

την/τισ μοριακό/ϋσ ςυνοδϐ/οϑσ (βλ. εικϐνα 39) ενώ τα ςϑμβολα + και – αναφϋρονται ςτην απουςύα (-) ό παρουςύα (+) του 

επαγωγϋα τησ υπερϋκφραςησ (IPTG). 

Η παραγωγό μεγϊλησ ποςϐτητασ διαλυτόσ πρωτεϏνησ επιτεϑχθηκε με ςυν-ϋκφραςη με τη 

μοριακό ςυνοδϐ trigger factor (πλαςμύδιο 5, Εικϐνα 75), με τισ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ 
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GroEs/GroEL (πλαςμύδιο 2, Εικϐνα 75) αλλϊ και με τισ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ dnaK-dnaJ-grpE-

groES-groEL (πλαςμύδιο 1, Εικϐνα 75). Η ςυν-ϋκφραςη με μοριακϋσ ςυνοδοϑσ ϐπωσ η trigger 

factor και οι GroES/EL ϋχει οδηγόςει με επιτυχύα ςε παραγωγό λειτουργικών πρωτεώνών 

φαρμακευτικοϑ ενδιαφϋροντοσ, μεταξϑ των οπούων και η GP του εγκεφϊλου [54], με αυξημϋνη 

ςταθερϐτητα και μειωμϋνη τϊςη δημιουργύασ ςυςςωματωμϊτων [174-177]. Ψςτϐςο, η 

παρατόρηςη απλϊ μιασ αυξημϋνησ παραγωγόσ διαλυτόσ πρωτεϏνησ ςε ανϊλυςη SDS-PAGE με 

τη χρόςη μοριακών ςυνοδών μπορεύ να οφεύλεται ςε παραγωγό διαλυτών ςυςςωματωμϊτων 

και ϐχι ςε παραγωγό λειτουργικόσ πρωτεϏνησ, κϊτι το οπούο πρϋπει να ελεγχθεύ [179].  

5.4.4. Απομβνωςη και καθαριςμβσ του hGDE 

Ϊγινε προςπϊθεια απομϐνωςησ και καθαριςμοϑ του hGDE που εύχε παραχθεύ με τη βοόθεια 

τησ μοριακόσ ςυνοδοϑ trigger factor ό με τισ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ GroES/EL. Η διαδικαςύα ϋγινε 

παρϊλληλα και για τισ δϑο μοριακϋσ ςυνοδοϑσ απϐ αρχικό καλλιϋργεια ϐγκου 750 mL. Η 

ανϊπτυξη των βακτηριακών κυττϊρων αλλϊ και οι διαδικαςύεσ χειριςμοϑ, λϑςησ και τα 

βόματα καθαριςμοϑ αναγρϊφονται αναλυτικϊ ςτην παρϊγραφο 4.6.1.2.  

1ο Βόμα καθαριςμοϑ: HisTrap FF, 5 mL (IMAC με ακινητοποιημϋνα Ni2+, GE HealthCare) 

Σα δεύγματα που ςυλλϋχθηκαν απϐ την FPLC αναλϑθηκαν ςε SDS-PGE και ακολοϑθηςαν 

δοκιμϋσ δραςτικϐτητεσ ςε αυτϊ που περιεύχαν το hGDE (βλ. παρϊγραφο 4.7.2.4). την Εικϐνα 

76, παρουςιϊζονται τα χρωματογραφόματα, οι αναλϑςεισ SDS-PAGE καθώσ και οι δοκιμϋσ 

δραςτικϐτητασ. Οι δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ αποτυπώνονται τϐςο ςτο δεξύ ϊξονα των 

χρωματογραφημϊτων, ϐςο και πϊνω απϐ την ανϊλυςη SDS-PAGE για λϐγουσ ευκολύασ.  
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Εικβνα 76: Φρωματογραφόματα απϐ την εφαρμογό IMAC μετϊ απϐ παραγωγό του hGDE με τη βοόθεια των μοριακών 

ςυνοδών trigger factor (πϊνω) και των GroES/EL (κϊτω). Η μπλε γραμμό αντιπροςωπεϑει την απορρϐφηςη του UV (280 nm) 

του δεύγματοσ που ϋβγαινε απϐ τη ςτόλη. Παρουςιϊζονται επύςησ οι αναλϑςεισ SDS-PAGE και οι δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ τϐςο 

ςτον δεξύ ϊξονα του χρωματογραφόματοσ (καφϋ γραμμό, Act) ϐςο και ςτην κορυφό των πηκτών πολυακρυλαμύδησ. Υαύνεται 

πωσ η χρόςη των μοριακών ςυνοδών GroES/EL οδόγηςε ςε παραγωγό περιςςϐτερησ δραςτικό πρωτεϏνησ ςυγκριτικϊ με τη 

χρόςη τησ μοριακόσ ςυνοδοϑ trigger factor.  

υγκρύνοντασ τα δϑο χρωματογραφόματα μποροϑμε εϑκολα να εξϊγουμε το ςυμπϋραςμα ϐτι 

η ςυνϋκφραςη με τη μοριακό ςυνοδϐ trigger factor οδόγηςε ςε ςημαντικϊ περιςςϐτερη 

διαλυτό πρωτεϏνη ςυγκριτικϊ με τισ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ GroES/EL. Όμωσ, φαύνεται ϐτι παρϐτι 

οι GroES/EL παρόγαγαν λιγϐτερη διαλυτό πρωτεϏνη, αυτό εμφϊνιςε ςημαντικϊ υψηλϐτερη 

δραςτικϐτητα απϐ αυτό που εύχε παραχθεύ με την μοριακό ςυνοδϐ trigger factor. Κϊτι τϋτοιο 

ύςωσ οφεύλεται ςτη παρουςύα δϑο ό περιςςϐτερων διαφορετικών διαμορφώςεων τησ 

πρωτεϏνησ, ϐταν αυτό αναδιπλώνεται παρουςύα τησ trigger factor ό ςε παραγωγό διαλυτών 

ςυςςωματωμϊτων. 

2ο Βόμα καθαριςμοϑ: HiTrap Q HP, 5 mL (IEC, GE HealthCare) 

Σα κλϊςματα που περιεύχαν το hGDE υποβλόθηκαν ςε χρωματογραφύα ϊνιο-ιοντοανταλλαγόσ. 

Η ϋκλουςη ϋγινε με διαβϊθμιςη ςυγκϋντρωςησ NaCl και τα κλϊςματα που προϋκυψαν απϐ τον 

καθαριςμϐ αναλϑθηκαν ςε SDS-PAGE και υποβλόθηκαν ςε δομικϋσ δραςτικϐτητασ. την 

Εικϐνα 77 παρουςιϊζονται τα χρωματογραφόματα, οι αναλϑςεισ SDS-PAGE καθώσ επύςησ και 

οι δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ, τϐςο ςτο δεξύ ϊξονα του χρωματογραφόματοσ ϐςο και ςτην 

κορυφό των πηκτών πολυακρυλαμύδησ για λϐγουσ ευκολύασ. ε ϐτι αφορϊ το hGDE που εύχε 

παραχθεύ με τη βοόθεια τησ μοριακόσ ςυνοδοϑ trigger factor παρατηρόςαμε δϑο κορυφϋσ ςτο 

χρωματογρϊφημα (Εικϐνα 77).  
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Εικβνα 77: Φρωματογραφόματα που προϋκυψαν μετϊ την εφαρμογό χρωματογραφύασ ϊνιο-ιοντοανταλλαγόσ. Πάνω, 

παρουςιϊζονται το χρωματογρϊφημα και η SDS-PAGE ανϊλυςη για το hGDE που εύχε παραχθεύ με τη βοόθεια τησ trigger 

factor και κάτω με τη βοόθεια των GroES/EL. Η μπλε γραμμό αντιπροςωπεϑει την απορρϐφηςη του UV (280 nm) του 

δεύγματοσ που ϋβγαινε απϐ τη ςτόλη και η πρϊςινη γραμμό το επύ τοισ εκατϐ ποςοςτϐ του διαλϑματοσ Β. Παρουςιϊζονται 

επύςησ οι δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ τϐςο ςτο δεξύ ϊξονα του χρωματογραφόματοσ (καφϋ γραμμό, Act) ϐςο και ςτην κορυφό των 

πηκτών πολυακρυλαμύδησ. Υαύνεται πωσ η χρόςη των μοριακών ςυνοδών GroES/EL οδόγηςε ςε παραγωγό περιςςϐτερησ 

δραςτικόσ πρωτεϏνησ ςυγκριτικϊ με τη χρόςη τησ μοριακόσ ςυνοδοϑ trigger factor. Ψςτϐςο, και ςτισ δϑο περιπτώςεισ τα 

κλϊςματα που περιεύχαν τη δραςτικό πρωτεϏνη εμφϊνιςαν την ύδια βιοχημικό καθαρϐτητα. Η μϋγιςτη ςυγκϋντρωςη NaCl που 

χρηςιμοποιόθηκε κατϊ την ϋκλουςη όταν 1 Μ. 

Η πρώτη κορυφό (κλϊςματα 22-25) εμφανύςτηκε ςε περύπου 12 % διαλϑματοσ Β και περιεύχε 

μικρό ποςϐτητα του hGDE ςε υψηλό καθαρϐτητα. Η δεϑτερη κορυφό περιεύχε ςημαντικϊ 

μεγαλϑτερη ποςϐτητα, ςε ςχϋςη με την πρώτη, αλλϊ το δεύγμα εμφϊνιςε ςαφώσ μειωμϋνη 
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βιοχημικό καθαρϐτητα. Δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ ϋδειξαν ϐτι μϐνο το ϋνζυμο που βριςκϐταν 

ςτην πρώτη κορυφό όταν δραςτικϐ. Επομϋνωσ, το μεγαλϑτερο μϋροσ του hGDE που 

παρϊχθηκε με τη βοόθεια τησ μοριακόσ ςυνοδοϑ trigger factor δεν όταν δραςτικϐ. Όπωσ 

αναφϋραμε και παραπϊνω, κϊτι τϋτοιο θα μποροϑςε να οφεύλεται ςτην παρουςύα δϑο ό 

περιςςϐτερων διαφορετικών διαμορφώςεων τησ πρωτεϏνησ, ό ςε παραγωγό διαλυτών 

ςυςςωματωμϊτων. ε ϐτι αφορϊ το hGDE το οπούο εύχε παραχθεύ με τη βοόθεια των 

μοριακών ςυνοδών GroES/EL παρατηρόςαμε ϐτι ςτο χρωματογρϊφημα προϋκυψαν τϋςςερισ 

κορυφϋσ (Εικϐνα 77). Η πρώτη κορυφό (κλϊςματα 20-24) εμφανύςτηκε ςε περύπου 12 % 

διαλϑματοσ Β και περιεύχε το hGDE ςε υψηλό βιοχημικό καθαρϐτητα. Οι υπϐλοιπεσ κορυφϋσ 

περιεύχαν μικρό ποςϐτητα απϐ το hGDE και ϊλλεσ πρωτεϏνεσ. Δοκιμϋσ δραςτικϐτητασ ςε αυτϊ 

τα κλϊςματα ϋδειξαν ϐτι η πρώτη κορυφό περιεύχε δραςτικϐ ϋνζυμο, ϐπωσ και ςτην 

περύπτωςη με τη μοριακό ςυνοδϐ trigger factor. Σα παραπϊνω προτεύνουν ϐτι η παραγωγό 

του hGDE με τη βοόθεια των μοριακών ςυνοδών GroES/EL πλεονεκτεύ ϋναντι τησ χρόςησ τησ 

trigger factor καθώσ παρϊγεται αρκετό διαλυτό και δραςτικό πρωτεϏνη. Η απϐδοςη τησ 

μεθϐδου καθαριςμοϑ με τη μοριακό ςυνοδϐ trigger factor και τισ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ GroES/EL 

όταν 0.35 mg και 0.5 mg αντύςτοιχα, ανϊ λύτρο υγρόσ βακτηριακόσ καλλιϋργειασ. 

5.4.5. Κρυςτάλλωςη του hGDE 

Η εκτύμηςη τησ βϋλτιςτησ ςυγκϋντρωςησ πρωτεϏνησ για πειρϊματα κρυςτϊλλωςησ ϋγινε με το 

με το κιτ pre-crystallization test τησ εταιρεύασ Hamton Research και προςδιορύςτηκε ςτα 5 

mg/ml. Κρϑςταλλοι φαύνεται πωσ αναπτϑχθηκαν ςε δϑο ςυνθόκεσ (Εικϐνα 78). Η πρώτη 

ςυνθόκη εύχε ωσ διϊλυμα κρυςτϊλλωςησ 0.1 M Tris-HCl pH 8.8, 10 % w/v PEG4000 και η 

δεϑτερη ςυνθόκη 0.1 M Hepes-NaOH pH 7.5, 12 % w/v PEG8000. Φρειϊζεται βελτιςτοπούηςη 

των ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ ώςτε να προκϑψουν μεγαλϑτεροι μονοκρϑςταλλοι. 

 

Εικβνα 78: Κρϑςταλλοι του hGDE που αναπτϑχθηκαν ϑςτερα απϐ διαλογό 380 διαφορετικών ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ. A) 

0.1 M Tris-HCl pH 8.8, 10 % w/v PEG4000 B) 0.1 M Hepes-NaOH pH 7.5, 12 % w/v PEG8000. 
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5.4.6. Κινητικέσ μελέτεσ έναντι του hGDE 

Αρχικϊ, προςδιορύςαμε το βϋλτιςτο pH δραςτικϐτητασ του hGDE προςδιορύζοντασ τη 

δραςτικϐτητα του ενζϑμου ςε ϋνα εϑροσ τιμών pH (4-10, Βλ. παρϊγραφο 4.7.2.5.1) και ϋπειτα 

ςε ϋνα εϑροσ διαφορετικών θερμοκραςιών.  

 
Διάγραμμα 4: Κινητικϋσ μελϋτεσ για Α) την εϑρεςη του βϋλτιςτου pH και Β) τησ βϋλτιςτησ θερμοκραςύασ τησ αντύδραςησ που 

καταλϑει το hGDE. C) Η αντύδραςη που καταλϑει το hGDE ακολουθεύ κινητικό Michaelis-Menten. το ϋνθετο παρουςιϊζεται το 

διϊγραμμα Lineweaver-Burk. 

το Διϊγραμμα 4 παρατηροϑμε ϐτι το hGDE εμφανύζει βϋλτιςτη δραςτικϐτητα πρωτύςτωσ ςε 

pH 6.0 και δευτερευϐντωσ ςε pH 9.0. Η βϋλτιςτη θερμοκραςύα που ευνοεύ την καταλυτικό 

δρϊςη του hGDE εύναι οι 37 oC και επιπλϋον παρατηροϑμε ϐτι το ϋνζυμο ακολουθεύ κινητικό 

Michaelis-Menten. Η KM προςδιορύςτηκε ςτα 18.7 ± 0.8 mg/mL φ-dextrin και η Vmax ςτα 1.27 ± 

0.03 mM/min/mg hGDE. 

υμπεράςματα 

 Επετεϑχθη παραγωγό του hGDE ςτο διαλυτϐ κλϊςμα του E. coli με χρόςη μοριακών 

ςυνοδών. 

 Οι μοριακϋσ ςυνοδού GroES/EL οδόγηςαν ςε παραγωγό περιςςϐτερησ δραςτικόσ 

πρωτεϏνησ ςυγκριτικϊ με την trigger factor. 

 Σο hGDE απομονώθηκε ςε υψηλό βιοχημικό καθαρϐτητα. 

 Ϊγινε προςδιοριςμϐσ των βϋλτιςτων ςυνθηκών pH και θερμοκραςύασ για κινητικϋσ 

μελϋτεσ. 

 Σο hGDE ακολουθεύ κινητικό Michaelis-Menten. 

 Κρϑςταλλοι του hGDE φαύνεται να αναπτϑχθηκαν ςε δϑο διαφορετικϋσ ςυνθόκεσ.  
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5.5. ΒΙΟΦΗΜΙΚΕ ΜΕΛΕΣΕ ΣΟ ΕΝΖΤΜΟ ΑΠΟΔΙΑΚΛΑΔΨΗ ΣΟΤ 

ΓΛΤΚΟΓΟΝΟΤ ΑΠΟ ΣΟΝ ΟΡΓΑΝΙΜΟ Candida glabrata (CgGDE) 

Σο hGDE και το CgGDE μοιρϊζονται μεγϊλη ομολογύα ςτα καταλυτικϊ τουσ κϋντρα παρϐτι 

εμφανύζουν μεταξϑ τουσ ςυνολικϊ 37 % ομοιϐτητα [44]. Σα κατϊλοιπα ςτα καταλυτικϊ 

κϋντρα εύναι ςυντηρημϋνα και ανϊμεςα ςε διαφορετικϊ ευκαρυωτικϊ GDE. Επομϋνωσ, ςε 

περύπτωςη που οι κρϑςταλλοι του hGDE δεν περιθλοϑν ικανοποιητικϊ τησ ακτύνεσ-Φ ώςτε να 

ςυλλεχθοϑν δεδομϋνα για τη λϑςη τησ δομόσ του, θα χρηςιμοποιηθεύ για δομικϋσ μελϋτεσ το 

CgGDE. Η εϑρεςη αναςτολϋων θα βαςιςτεύ ςε κινητικϋσ μελϋτεσ που θα γύνονται για λϐγουσ 

ςϑγκριςησ και ςτα δϑο ϋνζυμα, αλλϊ οι δομικϋσ μελϋτεσ θα πραγματοποιοϑνται ςτο CgGDE. 

Κϊτι παρϐμοιο ςυμβαύνει και με την rmGPb και hlGPa ϐπου ϋχει φανεύ ϐτι τα δεδομϋνα που 

προκϑπτουν απϐ τισ κρυςταλλικϋσ δομϋσ τησ rmGPb με αναςτολεύσ μποροϑν να 

χρηςιμοποιηθοϑν για την ςϑνθεςη ιςχυρών ενώςεων για την hlGPa. Σο πλαςμύδιο που 

κωδικοποιεύ το CgGDE μασ χορηγόθηκε απϐ τον καθηγητό Song Xiang (Shanghai Jiaotong 

University Medical School) η ερευνητικό ομϊδα του οπούου απομϐνωςε κρυςτϊλλωςε και ϋλυςε 

τη δομό του ενζϑμου [44].  

Η απομϐνωςη του CgGDE ϋγινε με δϑο μεθοδολογύεσ: 

 ε ϐτι αφορϊ την πρώτη, ακολουθόςαμε παρϐμοιο πρωτϐκολλο με αυτϐ που 

αναφϋρεται ςτη δημοςύευςη ϐπου περιγρϊφεται η απομϐνωςη και κρυςτϊλλωςη του 

CgGDE [44].  

 ε ϐτι αφορϊ τη δεϑτερη μεθοδολογύα, παραςκευϊςαμε υλικϐ χρωματογραφύασ το 

οπούο αποτελοϑταν απϐ ςφαιρύδια ςεφαρϐζησ ςτα οπούα ακινητοποιόςαμε β-

κυκλοδεξτρύνη (β-CD) ςϑμφωνα με τη μεθοδολογύα που αναφϋρεται ςτη βιβλιογραφύα 

[199, 200] και ϋχει αναλυθεύ ςτην παρϊγραφο 4.3. Η εφαρμογό χρωματογραφύασ 

ςυγγϋνειασ με β-CD ϋχει οδηγόςει ςτο καθαριςμϐ του GDE απϐ ςακχαρομϑκητα ςε ϋνα 

μϐνο βόμα [199]. Δεδομϋνου ϐτι το CgGDE και το ScGDE μοιρϊζονται μεταξϑ τουσ 

περιςςϐτερο απϐ 70 % ομολογύα, ακολουθόςαμε και αυτό τη μεθοδολογύα.  

5.5.1. 1η μεθοδολογία απομβνωςησ και καθαριςμογ του αναςυνδυαςμένου 

CgGDE με χρήςη IMAC, IEX και SEC. 

Η πρώτη μεθοδολογύα απομϐνωςησ του CgGDE αποτελεύται απϐ τρύα βόματα και η διαδικαςύα 

αναλϑεται ςτην παρϊγραφο 4.6.2.2. Παρακϊτω παρουςιϊζονται τα χρωματογραφόματα και οι 

αναλϑςεισ SDS-PAGE απϐ κϊθε βόμα καθαριςμοϑ. 
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1ο Βόμα καθαριςμοϑ: HiTrap TALON crude (IMAC με ακινητοποιημϋνα Co2+ ςε ςφαιρύδια 

ςεφαρϐζησ, GE HealthCare) 

 

Εικβνα 79: Σο χρωματογρϊφημα και η ανϊλυςη SDS-PAGE που προϋκυψε απϐ τον καθαριςμϐ του CgGDE με ςτόλη με 

ακινητοποιημϋνα Co2+. Η ϋκλουςη τησ πρωτεϏνησ ϋγινε ςτα κλϊςμα 9-14. Η μπλε γραμμό αντιπροςωπεϑει την απορρϐφηςη 

του UV (280 nm) του δεύγματοσ που ϋβγαινε απϐ τη ςτόλη και η πρϊςινη γραμμό το επύ τοισ εκατϐ ποςοςτϐ του διαλϑματοσ Β. 

 

2ο Βόμα καθαριςμοϑ: HiTrap Q HP, 5 mL (IEC, GE HealthCare) 

 

Εικβνα 80: Σο χρωματογρϊφημα και η ανϊλυςη SDS-PAGE που προϋκυψε απϐ τον καθαριςμϐ του CgGDE με ςτόλη με ϊνιο-

ιοντοανταλλαγόσ. Η ϋκλουςη τησ πρωτεϏνησ ϋγινε ςτα κλϊςμα 61-66. Η μπλε γραμμό αντιπροςωπεϑει την απορρϐφηςη του 

UV (280 nm) του δεύγματοσ που ϋβγαινε απϐ τη ςτόλη και η πρϊςινη γραμμό το επύ τοισ εκατϐ ποςοςτϐ του διαλϑματοσ Β. 
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3ο Βόμα καθαριςμοϑ: Superdex S200 (SEC, GE HealthCare) 

 

Εικβνα 81: Σο χρωματογρϊφημα και η ανϊλυςη SDS-PAGE που προϋκυψε ϑςτερα απϐ καθαριςμϐ του CgGDE με ςτόλη με 

μοριακόσ διόθηςησ. Σo CgGDE εντοπύςτηκε ςτα κλϊςματα 21-33. Η μπλε γραμμό αντιπροςωπεϑει την απορρϐφηςη του UV 

(280 nm) του δεύγματοσ που ϋβγαινε απϐ τη ςτόλη. 

Η απϐδοςη τησ μεθϐδου καθαριςμοϑ όταν 0.7 mg πρωτεϏνησ ανϊ λύτρο υγρόσ βακτηριακόσ 

καλλιϋργειασ.  

5.5.2. 2η μεθοδολογία απομβνωςησ και καθαριςμογ του αναςυνδυαςμένου 

CgGDE με χρήςη β-CD sepharose 6B και SEC 

Η διαδικαςύα αναλϑεται ςτην παρϊγραφο 4.6.2.3. Παρακϊτω παρουςιϊζονται τα 

χρωματογραφόματα και οι αναλϑςεισ SDS-PAGE απϐ κϊθε βόμα καθαριςμοϑ. 

1ο Βόμα καθαριςμοϑ: β-CD sepharose 6B, ~ 12 mL 

 

Εικβνα 82: Σο χρωματογρϊφημα και η ανϊλυςη SDS-PAGE που προϋκυψε απϐ τον καθαριςμϐ του CgGDE με ςτόλη β-CD 

sepharose 6B. Η ϋκλουςη τησ πρωτεϏνησ ϋγινε ςτα κλϊςμα 30-48. Η μπλε γραμμό αντιπροςωπεϑει την απορρϐφηςη του UV 

(280 nm) του δεύγματοσ που ϋβγαινε απϐ τη ςτόλη και η καφϋ την αγωγιμϐτητα.  
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2ο Βόμα καθαριςμοϑ: Superdex S200 (SEC, GE HealthCare) 

 

Εικβνα 83: Σο χρωματογρϊφημα που προϋκυψε ϑςτερα απϐ εφαρμογό του ςυμπυκνωμϋνου CgGDE ςε ςτόλη μοριακόσ 

διόθηςησ. Σα κλϊςμα που προϋκυψαν απϐ τον καθαριςμϐ αναλϑθηκαν ςε SDS-PAGE. Η πρωτεϏνη εντοπύςτηκε ςτα κλϊςματα 

19-24. Η μπλε γραμμό αντιπροςωπεϑει την απορρϐφηςη του UV (280 nm) του δεύγματοσ που ϋβγαινε απϐ τη ςτόλη. 

Η απϐδοςη τησ μεθϐδου καθαριςμοϑ όταν 1.65 mg πρωτεϏνησ ανϊ λύτρο υγρόσ βακτηριακόσ 

καλλιϋργειασ.  

υγκρύνοντασ τισ δϑο μεθϐδουσ, η πρωτεϏνη απομονώθηκε ςε παρϐμοια επύπεδα καθαρϐτητασ 

αλλϊ η εφαρμογό τησ ςτόλησ με β-CD οδόγηςε ςε καθαριςμϐ τησ πρωτεϏνησ ςε ϋνα λιγϐτερο 

βόμα, με υψηλϐτερη απϐδοςη (Εικϐνα 84). 

5.5.3. Κρυςτάλλωςη του CgGDE 

τισ δοκιμϋσ κρυςτϊλλωςησ που επιχειρόςαμε δεν μπορϋςαμε να επιτϑχουμε την παραγωγό 

κρυςτϊλλων ςτη ςυνθόκη που αναφϋρεται ςτη ςχετικό δημοςύευςη [10 % PEG 5000mme 

(monometyl ether), 0.1 M Hepes-NaOH pH 7.0 και 5 % tacsimate pH 7.0] [44] χωρύσ την 

προςθόκη tacsimate. Απϐ την διαλογό 96 διαφορετικών ςυνθηκών κρυςτϊλλωςησ, 

κρϑςταλλοι του CgGDE αναπτϑχθηκαν ςε καινοϑρια ςυνθόκη που περιεύχε 0.1 M Hepes-NaOH 

pH 7.5, 10 % (v/v) 2-προπανϐλη και 20 % w/v PEG4000. Η πρωτεϏνη εύχε αρχικό ςυγκϋντρωςη 

20 mg/mL και αραιώθηκε ςε αναλογύα 1:1 με το διϊλυμα κρυςτϊλλωςησ κατϊ την εναπϐθεςη 

τησ ςταγϐνασ (10 mg/mL CgGDE ςτη ςταγϐνα). Οι κρϑςταλλοι ϊρχιςαν να εμφανύζονται ςε μια 

μϋρα και η ανϊπτυξη τουσ ολοκληρώθηκε εντϐσ 10 ημερών (Εικϐνα 84). Επιπλϋον, κϊναμε 

δοκιμϋσ ανϊπτυξησ κρυςτϊλλων με αρχικό ςυγκϋντρωςη πρωτεϏνησ 10 mg/mL ϐπου πϊλι 

ϋγινε ανϊμιξη με το διϊλυμα κρυςτϊλλωςη ςε αναλογύα 1:1 κατϊ την εναπϐθεςη τησ ςταγϐνασ 

(5 mg/mL CgGDE ςτη ςταγϐνα). Οι κρϑςταλλοι ϊρχιςαν να αναπτϑςςονται ςε 2-3 ημϋρεσ και 

ςταμϊτηςαν να αναπτϑςςονται μετϊ απϐ 7 ημϋρεσ. Οι κρϑςταλλοι ςε αυτό τη περύπτωςη όταν 
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περιςςϐτεροι με μικρϐτερο μϋγεθοσ (Εικϐνα 85). Φρειϊζεται βελτιςτοπούηςη των ςυνθηκών 

κρυςτϊλλωςησ ώςτε να προκϑψουν μεγαλϑτεροι μονοκρϑςταλλοι.  

 

Εικβνα 84: Α) υμπυκνωμϋνη πρωτεϏνη με τη μϋθοδο των Zhai, L., et al., [44] B) ςυμπυκνωμϋνη πρωτεϏνη με χρόςη ςτόλησ με 

β-CD. Κρϑςταλλοι του CgGDE ϊρχιςαν να εμφανύζονται ςε μια μϋρα (αριςτερό εικϐνα) και η ανϊπτυξη τουσ ολοκληρώθηκε ςε 

~ 10 ημϋρεσ (δεξιϊ εικϐνα). τη δεξιϊ εικϐνα των κρυςτϊλλων, επειδό όταν δϑςκολη η εςτύαςη με τον φακϐ ςε ϐλη τη 

ςταγϐνα, η εικϐνα που παρουςιϊζεται αποτελεύται απϐ ϋνωςη δϑο διαφορετικών φωτογραφιών. Η ςυγκϋντρωςη τησ 

πρωτεϏνησ ςε αυτό τη ςταγϐνα όταν 10 mg/mL. 

 

Εικβνα 85: Κρϑςταλλοι του CgGDE που αναπτϑχθηκαν ςε ςυγκϋντρωςη 5 mg/mL CgGDE. 

υμπεράςματα 

 Σο CgGDE απομονώθηκε με ςτόλη ςυγγϋνειασ sepharose 6B με ακινητοποιημϋνη β-

κυκλοδεξτρύνη αυξϊνοντασ την απϐδοςη κατϊ ~2.5 φορϋσ ςυγκριτικϊ με την μϋθοδο 

που αναφϋρεται ςτην δημοςύευςη ϐπου περιγρϊφεται ο καθαριςμϐσ και η 

κρυςτϊλλωςη του ενζϑμου [44]. 

 Σο CgGDE κρυςταλλώθηκε ςε μια νϋα ςυνθόκη.  
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ΕΠΙΛΟΓΟ 

την διδακτορικό διατριβό ϋγινε αξιολϐγηςη μικρών μορύων ωσ εν δυνϊμει αναςτολϋων τησ 

γλυκογονϐλυςησ. Η αναςτολό τησ γλυκογονϐλυςησ αποτελεύ μια προςϋγγιςη για τη 

θεραπευτικό διαχεύριςη τησ υπεργλυκαιμύασ που παρουςιϊζεται ςτον Δ2 και τα ϋνζυμα 

αποικοδϐμηςησ του γλυκογϐνου αποτελοϑν φαρμακευτικοϑσ ςτϐχουσ [29, 30, 33, 35-40, 45]. 

Οι μελϋτεσ τησ διδακτορικόσ διατριβόσ αποκϊλυψαν ϋναν απϐ τουσ δϋκα πλϋον ιςχυροϑσ 

αναςτολεύσ για το καταλυτικϐ κϋντρο τησ GP και ϋναν απϐ τουσ πϋντε για το κϋντρο 

αναςτολόσ του ενζϑμου. Η εϑρεςη ενϐσ αναςτολϋα που θα αξιοποιεύ τϐςο τισ υδρϐφιλεσ ϐςο 

και τισ υδρϐφοβεσ περιοχϋσ τησ β-εςοχόσ του ενζϑμου αποτελεύ την επϐμενη πρϐκληςη ςτον 

κατευθυνϐμενο απϐ τη δομό ςχεδιαςμϐ αναςτολϋων για το καταλυτικϐ κϋντρο τησ GP. 

Επιπλϋον, η βελτιςτοπούηςη του πλϋον ιςχυροϑ αναςτολϋα για το κϋντρο αναςτολόσ θα 

οδηγόςει, ενδεχομϋνωσ, ςε πιο βιοδραςτικϋσ ενώςεισ οι οπούεσ θα εμφανύζουν ιςχυρό 

ςυνϋργεια με την γλυκϐζη, κϊτι το οπούο ϋχει φαρμακολογικϐ ενδιαφϋρον [84, 87, 89, 92]. Ο 

ςκοπϐσ τησ διδακτορικόσ διατριβόσ όταν οι ενώςεισ που αναςτϋλλουν ιςχυρϊ την GP να 

δοκιμαςτοϑν και ωσ προσ το hGDE. Ψςτϐςο, η ϋλλειψη κρυςταλλικόσ δομόσ για το hGDE αλλϊ 

και η απουςύα βιβλιογραφύασ ςε πρωτϐκολλα παραγωγόσ του ενζϑμου ςτο ετερϐλογο 

ςϑςτημα ϋκφραςησ E. coli μασ οδόγηςε ςε ανϊπτυξη πρωτοκϐλλων για την παραγωγό, 

απομϐνωςη, καθαριςμϐ και κρυςτϊλλωςη του hGDE. Επιπλϋον, ϋγιναν κινητικϋσ μελϋτεσ για 

τον προςδιοριςμϐ των βϋλτιςτων ςυνθηκών διεξαγωγόσ τησ αντύδραςησ (pH, θερμοκραςύα) 

και προςδιοριςμϐσ των κινητικών παραμϋτρων του ενζϑμου (KM, Vmax). Η διδακτορικό 

διατριβό θϋτει τα θεμϋλια για τον περαιτϋρω βιοχημικϐ χαρακτηριςμϐ του ενζϑμου ο οπούοσ 

θα μασ δώςει εξαιρετικϊ ςημαντικϋσ πληροφορύεσ καθώσ το hGDE, εκτϐσ απϐ το μεταβολιςμϐ 

του γλυκογϐνου, ςυμμετϋχει ςε αλληλεπιδρϊςεισ με το βαςικϐ ρυθμιςτό του μεταβολιςμοϑ, 

την AMPK, επηρεϊζοντασ την δρϊςη τησ [132] και αποτελεύ ϋναν καταςτολϋα του καρκύνου 

[103, 128, 129]. Παρϊλληλα, ο προςδιοριςμϐσ τησ κρυςταλλικόσ δομόσ θα προςφϋρει το 

απαραύτητο πλαύςιο για τη ςυςχϋτιςη μεταλλϊξεων με γλυκογονιϊςεσ και για τον απϐ την 

δομό κατευθυνϐμενο ςχεδιαςμϐ αναςτολϋων για το hGDE.  

Ενθαρρυντικϐ εύναι το γεγονϐσ ϐτι οι αναςτολεύσ τησ GP αναςτϋλλουν την γλυκογονϐλυςη in 

vivo και μοιϊζουν δομικϊ με αναςτολεύσ τησ SGLT2 (ςυμμεταφορϋασ νατρύου/γλυκϐζησ) οι 

οπούοι κυκλοφοροϑν όδη ςτην αγορϊ [42]. Επιπλϋον, η ϋνωςη miglitol, ϋνα αντι-

υπεργλυκαιμικϐ φϊρμακο [140, 141], εύναι γνωςτϐ ϐτι μπορεύ να αναςτϋλλει τη δρϊςη τησ 

γλυκοζιτϊςησ του GDE [45, 137]. Όπωσ και για την GP, ϋτςι και για το GDE ϋχει βρεθεύ ϐτι 
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αναςτολεύσ του μποροϑν να αναςτϋλλουν τη γλυκογονϐλυςη in vivo [139]. Σα παραπϊνω 

ςυνηγοροϑν ϐτι αναςτολεύσ τησ GP και του GDE ενδεχομϋνωσ να μποροϑν να περϊςουν ομούωσ 

με επιτυχύα ςε κλινικϋσ μελϋτεσ και να χρηςιμοποιηθοϑν για τη διαχεύριςη του Δ2.  
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SUMMARY 
Glycogen is a branched polymer consisting of glucose monomers and serves as glucose storage 

for the body. It has been shown that glycogenolysis increases the blood glucose levels in type 2 

diabetes (T2D) patients even more and therefore several studies have validated glycogen 

metabolism enzymes as pharmaceutical targets for T2D treatment. Glycogen degradation 

occurs mainly, by the action of glycogen phosphorylase (GP) and glycogen debranching enzyme 

(GDE). GP catalyzes glycogen breakdown but its action halts four residues from a branch point. 

GDE removes the branched residues and GP can further degrade glycogen.  

GP has been studied through structure based inhibitor design to discover small molecules that 

could serve as anti-hyperglycaemic agents for T2D patients. Among GP’s binding sites, the 

catalytic site has been studied in depth with glucose derivatives but less is known for the 

inhibitor binding site. Herein, we studied four inhibitor collections targeting the catalytic site 

and one collection of chrysin analogues targeting the inhibitor binding site. The first collection 

included (S) and (R) epimers of glucopyranosylidene-spiro-imidazolinones as inhibitors of 

human liver GP (hlGP). (R) spiro-epimers were found to be more potent than the 

corresponding (S) spiro-epimers. The most potent compound was 2-naphthyl-substituted (R)-

imidazolinone 30 (Ki = 1.72 μΜ) and X-ray crystallography revealed that only the (R) epimers 

were bound in the catalytic site of GP. Furthermore, complex structures revealed the structural 

basis of inhibition in comparison with other glucopyranosylidene-spiro-heterocycles. In the 

second collection of glucose derivatives; we evaluated C-β-D-glucopyranosyl -thiazoles, -

imidazoles and an N-β-D glucopyranosyl –tetrazole as inhibitors of hlGPa. The most potent 

compound was 2-naphthyl-substituted –imidazole 9 (Ki = 3.2 μΜ). C-β-D-glucopyranosyl –

thiazoles were less potent than the corresponding –imidazoles whereas N-β-D glucopyranosyl 

–tetrazole was the less potent inhibitor studied in this section. X-ray crystallography revealed 

crucial interactions with His377 main chain carbonyl oxygen, located at the catalytic site of GP. 

In the third collection of glucose derivatives, we tested β‑D‑Glucosaminyl triazoles as inhibitors 

of hlGPa. In these series, the 2′-OH of the glucose unit was replaced by -NH2 group 

(glucosamines). The most potent compound was the 2-naphthyl-substituted 29b (Κi = 7.6 μΜ) 

which is classified among the top three most potent inhibitors for the catalytic site of GP with a 

modified glucopyranosyl ring discovered thus far. Moreover, we observed that glucose 

modification had a negative effect in the inhibitory potency but these inhibitors where still 

potent against GP, in comparison with previous reported inhibitors with modifications of the 
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glucose unit. In the fourth collection, we assessed the characteristics of the β-pocket of the 

catalytic site of GP by the binding of C-β-D-glucopyranosyl –triazoles. The most potent 

compound was CK900 (Ki = 427 nM) which was found bound at the catalytic site of GP. X-ray 

crystallography revealed hydrophilic and hydrophobic regions in the β-pocket that can be used 

for further rational inhibitor design. Finally, we studied the inhibitor binding site of GP with 

chrysin analogues (Ki = 7.6 μΜ). Kinetic experiments showed that the most potent compound, 

43, displayed a Ki of 1.0 µM, similar to flavopiridol. Kinetic studies and X-ray crystallography 

revealed that these inhibitors bind at the inhibitor site of GP and offered insights for the next 

steps in  the structure based inhibitor design process.   

In addition to GP, we studied human Glycogen Debranching Enzyme (hGDE). There is no 

reference available for hGDE production in E. coli and the only known structure for eukaryotic 

GDE comes for Candida glabrata (CgGDE). We tried to produce and fold the protein in the 

periplasm and the cytoplasm of bacterial strains of E. coli. Regarding periplasmatic localization, 

the amounts of hGDE folded in that area were not enough for structural studies. Focusing in the 

cytoplasmatic space, we tried to enhance protein folding, stability and solubility using different 

E. coli strains and lysis buffers. Unfortunately, we didn’t manage to produce soluble hGDE. Co-

expression with molecular chaperones resulted in soluble protein production. Fast protein 

liquid chromatography was used to separate the active from the inactive protein form. The 

molecular chaperone trigger factor led to high soluble protein production but co-expression 

with molecular chaperones GroES/EL led to less amounts of soluble protein but with higher 

enzymatic activity. Kinetic studies revealed that hGDE follows the Michaelis-Menten kinetics 

and it reaches maximum activity at 37 οC at pH 6.0. Finally, we manage to grow protein crystals 

at 16 οC in two different conditions (0.1 M Tris-HCl pH 8.8, 10 % w/v PEG4000 και 0.1 M Hepes-

NaOH pH 7.5, 12 % w/v PEG8000). Besides hGDE, we also purified CgGDE establishing a new 

protocol using affinity chromatography and a β-CD sepharose 6B column. Crystals of CgGDE 

were grown in a novel condition (0.1 M Hepes-NaOH pH 7.5, 10 % (v/v) 2-propanol, 20 % w/v 

PEG4000).  
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 

Αμινοξικέσ αλληλουχίεσ πρωτεΰνών 

Παρακϊτω παρουςιϊζονται οι αμινοξικϋσ αλληλουχύεσ των πρωτεώνών που μελετόθηκαν ςτην 

παροϑςα διατριβό μαζύ με τα χαρακτηριςτικϊ τουσ τα οπούα προςδιορύςτηκαν με το 

διαδικτυακϐ εργαλεύο ProtParam [289] ςτον διαδικτυακϐ διακομιςτό ExPASy [290]. Επιπλϋον, 

αποτυπώνεται και η αμινοξικό αλληλουχύα του ScGDE λϐγω ςϑγκριςησ με το CgGDE. 

rmGP (UniProtKB - P00489) 
        10         20         30         40         50         60  

MSRPLSDQEK RKQISVRGLA GVENVTELKK NFNRHLHFTL VKDRNVATPR DYYFALAHTV  

 

        70         80         90        100        110        120  

RDHLVGRWIR TQQHYYEKDP KRIYYLSLEF YMGRTLQNTM VNLALENACD EATYQLGLDM  

 

       130        140        150        160        170        180  

EELEEIEEDA GLGNGGLGRL AACFLDSMAT LGLAAYGYGI RYEFGIFNQK ICGGWQMEEA  

 

       190        200        210        220        230        240  

DDWLRYGNPW EKARPEFTLP VHFYGRVEHT SQGAKWVDTQ VVLAMPYDTP VPGYRNNVVN  

 

       250        260        270        280        290        300  

TMRLWSAKAP NDFNLKDFNV GGYIQAVLDR NLAENISRVL YPNDNFFEGK ELRLKQEYFV  

 

       310        320        330        340        350        360  

VAATLQDIIR RFKSSKFGCR DPVRTNFDAF PDKVAIQLND THPSLAIPEL MRVLVDLERL  

 

       370        380        390        400        410        420  

DWDKAWEVTV KTCAYTNHTV LPEALERWPV HLLETLLPRH LQIIYEINQR FLNRVAAAFP  

 

       430        440        450        460        470        480  

GDVDRLRRMS LVEEGAVKRI NMAHLCIAGS HAVNGVARIH SEILKKTIFK DFYELEPHKF  

 

       490        500        510        520        530        540  

QNKTNGITPR RWLVLCNPGL AEIIAERIGE EYISDLDQLR KLLSYVDDEA FIRDVAKVKQ  

 

       550        560        570        580        590        600  

ENKLKFAAYL EREYKVHINP NSLFDVQVKR IHEYKRQLLN CLHVITLYNR IKKEPNKFVV  

 

       610        620        630        640        650        660  

PRTVMIGGKA APGYHMAKMI IKLITAIGDV VNHDPVVGDR LRVIFLENYR VSLAEKVIPA  

 

       670        680        690        700        710        720  

ADLSEQISTA GTEASGTGNM KFMLNGALTI GTMDGANVEM AEEAGEENFF IFGMRVEDVD  

 

       730        740        750        760        770        780  

RLDQRGYNAQ EYYDRIPELR QIIEQLSSGF FSPKQPDLFK DIVNMLMHHD RFKVFADYEE  

 

       790        800        810        820        830        840  

YVKCQERVSA LYKNPREWTR MVIRNIATSG KFSSDRTIAQ YAREIWGVEP SRQRLPAPDE  

 

 

KIP 
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 rmGPb 

Αριθμϐσ αμινοξϋων 843 

Μοριακό μϊζα 97.29 

Θεωρητικϐ pI 6.77 

  Αμινοξγ      γνθεςη 

Ala (A)  63   7.5% 

Arg (R)  63   7.5% 

Asn (N)  46   5.5% 

Asp (D)  49   5.8% 

Cys (C)   9   1.1% 

Gln (Q)  30   3.6% 

Glu (E)  65   7.7% 

Gly (G)  48   5.7% 

His (H)  22   2.6% 

Ile (I)  50   5.9% 

Leu (L)  79   9.4% 

Lys (K)  48   5.7% 

Met (M)  22   2.6% 

Phe (F)  38   4.5% 

Pro (P)  36   4.3% 

Ser (S)  29   3.4% 

Thr (T)  36   4.3% 

Trp (W)  12   1.4% 

Tyr (Y)  36   4.3% 

Val (V)  62   7.4% 

hlGPb (UniProtKB - P06737) 

        10         20         30         40         50         60  

MAKPLTDQEK RRQISIRGIV GVENVAELKK SFNRHLHFTL VKDRNVATTR DYYFALAHTV  

 

        70         80         90        100        110        120  

RDHLVGRWIR TQQHYYDKCP KRVYYLSLEF YMGRTLQNTM INLGLQNACD EAIYQLGLDI  

 

       130        140        150        160        170        180  

EELEEIEEDA GLGNGGLGRL AACFLDSMAT LGLAAYGYGI RYEYGIFNQK IRDGWQVEEA  

 

       190        200        210        220        230        240  

DDWLRYGNPW EKSRPEFMLP VHFYGKVEHT NTGTKWIDTQ VVLALPYDTP VPGYMNNTVN  
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       250        260        270        280        290        300  

TMRLWSARAP NDFNLRDFNV GDYIQAVLDR NLAENISRVL YPNDNFFEGK ELRLKQEYFV  

 

       310        320        330        340        350        360  

VAATLQDIIR RFKASKFGST RGAGTVFDAF PDQVAIQLND THPALAIPEL MRIFVDIEKL  

 

       370        380        390        400        410        420  

PWSKAWELTQ KTFAYTNHTV LPEALERWPV DLVEKLLPRH LEIIYEINQK HLDRIVALFP  

 

       430        440        450        460        470        480  

KDVDRLRRMS LIEEEGSKRI NMAHLCIVGS HAVNGVAKIH SDIVKTKVFK DFSELEPDKF  

 

       490        500        510        520        530        540  

QNKTNGITPR RWLLLCNPGL AELIAEKIGE DYVKDLSQLT KLHSFLGDDV FLRELAKVKQ  

 

       550        560        570        580        590        600  

ENKLKFSQFL ETEYKVKINP SSMFDVQVKR IHEYKRQLLN CLHVITMYNR IKKDPKKLFV  

 

       610        620        630        640        650        660  

PRTVIIGGKA APGYHMAKMI IKLITSVADV VNNDPMVGSK LKVIFLENYR VSLAEKVIPA  

 

       670        680        690        700        710        720  

TDLSEQISTA GTEASGTGNM KFMLNGALTI GTMDGANVEM AEEAGEENLF IFGMRIDDVA  

 

       730        740        750        760        770        780  

ALDKKGYEAK EYYEALPELK LVIDQIDNGF FSPKQPDLFK DIINMLFYHD RFKVFADYEA  

 

       790        800        810        820        830        840  

YVKCQDKVSQ LYMNPKAWNT MVLKNIAASG KFSSDRTIKE YAQNIWNVEP SDLKISLSNE  

 

 

SNKVNGN  

 

 (His)6-hlGP hlGP 

Αριθμϐσ αμινοξϋων 853 847 

Μοριακό μϊζα 97.97 97.15 

Θεωρητικϐ pI 6.85 6.71 

  Αμινοξγ      γνθεςη 

Ala (A)  59   7.0% 

Arg (R)  44   5.2% 

Asn (N)  50   5.9% 

Asp (D)  53   6.3% 

Cys (C)   7   0.8% 

Gln (Q)  29   3.4% 

Glu (E)  59   7.0% 

Gly (G)  48   5.7% 

His (H)  19   2.2% 

Ile (I)  55   6.5% 
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Leu (L)  84   9.9% 

Lys (K)  65   7.7% 

Met (M)  23   2.7% 

Phe (F)  40   4.7% 

Pro (P)  32   3.8% 

Ser (S)  35   4.1% 

Thr (T)  40   4.7% 

Trp (W)  12   1.4% 

Tyr (Y)  35   4.1% 

Val (V)  58   6.8% 

CgGDE (UniProtKB - Q6FSK0) 

        10         20         30         40         50         60  

MSAHRTLLLR LSDSGEPVTS CSYGQGVLTL PSLPLPQGKK LGDMPVYTVK LAIPAGSPVT  

 

        70         80         90        100        110        120  

RDGLIWTNCP PDFSTQFDRE KFYKKIIKTS FHEDDHIDLD IYVPGTYCFY LSFKNDKDEL  

 

       130        140        150        160        170        180  

ETTRKFYFVV LPILSVNDKF IPLNSIAMQS VVSKWMGPTI KDWEKVFARV ASKKYNMIHF  

 

       190        200        210        220        230        240  

TPLQHRGESN SPYSIYDQLE FDPTVFKSEK EVADMVERLR TEHNILSLTD IVFNHTANNS  

 

       250        260        270        280        290        300  

QWLLDHPEAG YNHKTSPHLI SAIELDKKLL DFSEQMEALG YPVDLKTVDD LIKVMDGIKE  

 

       310        320        330        340        350        360  

HVIGELKLWE FYVVDVKQTV SELREKWGNS KSWSDDNIPS KDDSTNLAQF VRDNATEPGF  

 

       370        380        390        400        410        420  

GSLGERGSNK INIDKFAAIL KKLHSEDYNN GIEELATKIL NDINLPFYKE YDDDINEVLE  

 

       430        440        450        460        470        480  

QLFNRIKYLR IDDHGPKQGP ITKKLPLSEP YFTRFKAKDG EEYALANNGW IWDGNPLVDF  

 

       490        500        510        520        530        540  

ASSQSKAYLR REVIVWGDCV KLRYGKGPSD SPYLWERMSK YVEMNARIFN GFRIDNCHST  

 

       550        560        570        580        590        600  

PLHVGQYFLD VARRVNPNLY VVAELFSGSE AMDCLFVERL GISSLIREAM QAWSEEELSR  

 

       610        620        630        640        650        660  

LVHRHGGRPI GSYKFVPLDD FPYPADVKID EEYCAYNPDD HSVKCVSEIM IPKTLTATPP  

 

       670        680        690        700        710        720  

HALFMDCTHD NETPNQKRTV EDTLPNAALV AFCSSAIGSV YGYDEVFPQL LDLVQEKRTY  

 

       730        740        750        760        770        780  

SCAENTGISK VKTLLNNMRE EIASEAVDIE DSEMHVHHDG QYITFHRTNA KNGKGWYLVA  

 

       790        800        810        820        830        840  
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RTKFHSSGDQ MLPRIKLSQT KATFKAAFSL ERTGDAPISD EIIEGIPTKL RELTGFDIGF  

 

       850        860        870        880        890        900  

DENTKETSIL LPQDFPQGSI VIFETQQLGI DDSLDHFIRS GAIKATEKLS LESINYVLYR  

 

       910        920        930        940        950        960  

AEQEEYDYSE GRSGAYDIPD YGKPVYCGLQ GWVSILRKII FYNDLAHPLS NNLRNGHWAV  

 

       970        980        990       1000       1010       1020  

DYVVNRLDLY KDKEGVAEVQ EWLRSRMERI KQLPSYLVPS FFALVVGIMY GCCRLRAMQL  

 

      1030       1040       1050       1060       1070       1080  

MSDNVGKSTV FVQSLAMTSI QMVSAMKSTS ILPDQNIAAM AAGLPHFSTN YMRCWGRDVF  

 

      1090       1100       1110       1120       1130       1140  

ISLRGLLLTT GRYEEAKEHI LAFAKTLKHG LIPNLLDAGR NPRYNARDAA WFFVQAIQDY  

 

      1150       1160       1170       1180       1190       1200  

VTIVPGGVSL LQEKVTRRFP LDDEYIPYDD PKAFSYSSTI EEIIYEILNR HAGGIKYREA  

 

      1210       1220       1230       1240       1250       1260  

NAGPNLDRVM KDEGFNVEVN VDWETGLIHG GSQFNCGTWM DKMGESEKAN SVGVPGTPRD  

 

      1270       1280       1290       1300       1310       1320  

GAAVEINGLL KSCLRFVLQL SKDGKFKYTE VTKPDGSKIS LSSWNDLLQE NFERCFYVPK  

 

      1330       1340       1350       1360       1370       1380  

NKEDDNKFEI DATIINRRGI YKDLYRSGKP YEDYQFRPNF TIAMVVAPEL FTPDYAAGAI  

 

      1390       1400       1410       1420       1430       1440  

ELADQVLRGP VGMRTLDPSD YNYRPYYNNG EDSDDFATSK GRNYHQGPEW VWCYGYFIRA  

 

      1450       1460       1470       1480       1490       1500  

YHYFNFLTNP KCQVEGSAKK LKPSSYLYRK LYSRLLKHRE WIENSPWAGL AELTNKDGEV  

 

      1510       1520  

CNDSSPTQAW STGCLLDLFY DLWISYEE  

 

 CgGDE-(His)6 CgGDE 

Αριθμϐσ αμινοξϋων 1534 1528 

Μοριακό μϊζα 175.09 174.27 

Θεωρητικϐ pI 5.54 5.44 

  Αμινοξγ      γνθεςη 

Ala (A)  87   5.7% 

Arg (R)  74   4.8% 

Asn (N)  76   5.0% 

Asp (D) 110   7.2% 

Cys (C)  22   1.4% 

Gln (Q)  44   2.9% 

Glu (E) 104   6.8% 

Gly (G)  95   6.2% 
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His (H)  36   2.4% 

Ile (I)  90   5.9% 

Leu (L) 139   9.1% 

Lys (K)  98   6.4% 

Met (M)  31   2.0% 

Phe (F)  69   4.5% 

Pro (P)  77   5.0% 

Ser (S) 110   7.2% 

Thr (T)  72   4.7% 

Trp (W)  27   1.8% 

Tyr (Y)  76   5.0% 

Val (V)  91   6.0% 

hGDE (UniProtKB - P35573) 

        10         20         30         40         50         60  

MGHSKQIRIL LLNEMEKLEK TLFRLEQGYE LQFRLGPTLQ GKAVTVYTNY PFPGETFNRE  

 

        70         80         90        100        110        120  

KFRSLDWENP TEREDDSDKY CKLNLQQSGS FQYYFLQGNE KSGGGYIVVD PILRVGADNH  

 

       130        140        150        160        170        180  

VLPLDCVTLQ TFLAKCLGPF DEWESRLRVA KESGYNMIHF TPLQTLGLSR SCYSLANQLE  

 

       190        200        210        220        230        240  

LNPDFSRPNR KYTWNDVGQL VEKLKKEWNV ICITDVVYNH TAANSKWIQE HPECAYNLVN  

 

       250        260        270        280        290        300  

SPHLKPAWVL DRALWRFSCD VAEGKYKEKG IPALIENDHH MNSIRKIIWE DIFPKLKLWE  

 

       310        320        330        340        350        360  

FFQVDVNKAV EQFRRLLTQE NRRVTKSDPN QHLTIIQDPE YRRFGCTVDM NIALTTFIPH  

 

       370        380        390        400        410        420  

DKGPAAIEEC CNWFHKRMEE LNSEKHRLIN YHQEQAVNCL LGNVFYERLA GHGPKLGPVT  

 

       430        440        450        460        470        480  

RKHPLVTRYF TFPFEEIDFS MEESMIHLPN KACFLMAHNG WVMGDDPLRN FAEPGSEVYL  

 

       490        500        510        520        530        540  

RRELICWGDS VKLRYGNKPE DCPYLWAHMK KYTEITATYF QGVRLDNCHS TPLHVAEYML  

 

       550        560        570        580        590        600  

DAARNLQPNL YVVAELFTGS EDLDNVFVTR LGISSLIREA MSAYNSHEEG RLVYRYGGEP  

 

       610        620        630        640        650        660  

VGSFVQPCLR PLMPAIAHAL FMDITHDNEC PIVHRSAYDA LPSTTIVSMA CCASGSTRGY  

 

       670        680        690        700        710        720  

DELVPHQISV VSEERFYTKW NPEALPSNTG EVNFQSGIIA ARCAISKLHQ ELGAKGFIQV  
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       730        740        750        760        770        780  

YVDQVDEDIV AVTRHSPSIH QSVVAVSRTA FRNPKTSFYS KEVPQMCIPG KIEEVVLEAR  

 

       790        800        810        820        830        840  

TIERNTKPYR KDENSINGTP DITVEIREHI QLNESKIVKQ AGVATKGPNE YIQEIEFENL  

 

       850        860        870        880        890        900  

SPGSVIIFRV SLDPHAQVAV GILRNHLTQF SPHFKSGSLA VDNADPILKI PFASLASRLT  

 

       910        920        930        940        950        960  

LAELNQILYR CESEEKEDGG GCYDIPNWSA LKYAGLQGLM SVLAEIRPKN DLGHPFCNNL  

 

       970        980        990       1000       1010       1020  

RSGDWMIDYV SNRLISRSGT IAEVGKWLQA MFFYLKQIPR YLIPCYFDAI LIGAYTTLLD  

 

      1030       1040       1050       1060       1070       1080  

TAWKQMSSFV QNGSTFVKHL SLGSVQLCGV GKFPSLPILS PALMDVPYRL NEITKEKEQC  

 

      1090       1100       1110       1120       1130       1140  

CVSLAAGLPH FSSGIFRCWG RDTFIALRGI LLITGRYVEA RNIILAFAGT LRHGLIPNLL  

 

      1150       1160       1170       1180       1190       1200  

GEGIYARYNC RDAVWWWLQC IQDYCKMVPN GLDILKCPVS RMYPTDDSAP LPAGTLDQPL  

 

      1210       1220       1230       1240       1250       1260  

FEVIQEAMQK HMQGIQFRER NAGPQIDRNM KDEGFNITAG VDEETGFVYG GNRFNCGTWM  

 

      1270       1280       1290       1300       1310       1320  

DKMGESDRAR NRGIPATPRD GSAVEIVGLS KSAVRWLLEL SKKNIFPYHE VTVKRHGKAI  

 

      1330       1340       1350       1360       1370       1380  

KVSYDEWNRK IQDNFEKLFH VSEDPSDLNE KHPNLVHKRG IYKDSYGASS PWCDYQLRPN  

 

      1390       1400       1410       1420       1430       1440  

FTIAMVVAPE LFTTEKAWKA LEIAEKKLLG PLGMKTLDPD DMVYCGIYDN ALDNDNYNLA  

 

      1450       1460       1470       1480       1490       1500  

KGFNYHQGPE WLWPIGYFLR AKLYFSRLMG PETTAKTIVL VKNVLSRHYV HLERSPWKGL  

 

      1510       1520       1530  

PELTNENAQY CPFSCETQAW SIATILETLY DL 

 

 hGDE-(His)6 hGDE 

Αριθμϐσ αμινοξϋων 1538 1532 

Μοριακό μϊζα 175.6 174.8 

Θεωρητικϐ pI 6.38 6.31 

  Αμινοξγ      γνθεςη 

Ala (A)  94   6.1% 

Arg (R)  84   5.5% 

Asn (N)  82   5.4% 

Asp (D)  75   4.9% 

Cys (C)  38   2.5% 
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Gln (Q)  56   3.7% 

Glu (E) 108   7.0% 

Gly (G)  96   6.3% 

His (H)  45   2.9% 

Ile (I)  91   5.9% 

Leu (L) 148   9.7% 

Lys (K)  83   5.4% 

Met (M)  33   2.2% 

Phe (F)  66   4.3% 

Pro (P)  85   5.5% 

Ser (S)  90   5.9% 

Thr (T)  71   4.6% 

Trp (W)  31   2.0% 

Tyr (Y)  63   4.1% 

Val (V)  93   6.1% 

ScGDE (UniProtKB - Q06625) 

        10         20         30         40         50         60  

MNRSLLLRLS DTGEPITSCS YGKGVLTLPP IPLPKDAPKD QPLYTVKLLV SAGSPVARDG  

 

        70         80         90        100        110        120  

LVWTNCPPDH NTPFKRDKFY KKIIHSSFHE DDCIDLNVYA PGSYCFYLSF RNDNEKLETT  

 

       130        140        150        160        170        180  

RKYYFVALPM LYINDQFLPL NSIALQSVVS KWLGSDWEPI LSKIAAKNYN MVHFTPLQER  

 

       190        200        210        220        230        240  

GESNSPYSIY DQLQFDQEHF KSPEDVKNLV EHIHRDLNML SLTDIVFNHT ANNSPWLVEH  

 

       250        260        270        280        290        300  

PEAGYNHITA PHLISAIELD QELLNFSRNL KSWGYPTELK NIEDLFKIMD GIKVHVLGSL  

 

       310        320        330        340        350        360  

KLWEYYAVNV QTALRDIKAH WNDESNESYS FPENIKDISS DFVKLASFVK DNVTEPNFGT  

 

       370        380        390        400        410        420  

LGERNSNRIN VPKFIQLLKL INDGGSDDSE SSLATAQNIL NEVNLPLYRE YDDDVSEILE  

 

       430        440        450        460        470        480  

QLFNRIKYLR LDDGGPKQGP VTVDVPLTEP YFTRFKGKDG TDYALANNGW IWNGNPLVDF  

 

       490        500        510        520        530        540  

ASQNSRAYLR REVIVWGDCV KLRYGKSPED SPYLWERMSK YIEMNAKIFD GFRIDNCHST  

 

       550        560        570        580        590        600  

PIHVGEYFLD LARKYNPNLY VVAELFSGSE TLDCLFVERL GISSLIREAM QAWSEEELSR  
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       610        620        630        640        650        660  

LVHKHGGRPI GSYKFVPMDD FSYPADINLN EEHCFNDSND NSIRCVSEIM IPKILTATPP  

 

       670        680        690        700        710        720  

HALFMDCTHD NETPFEKRTV EDTLPNAALV ALCSSAIGSV YGYDEIFPHL LNLVTEKRHY  

 

       730        740        750        760        770        780  

DISTPTGSPS IGITKVKATL NSIRTSIGEK AYDIEDSEMH VHHQGQYITF HRMDVKSGKG  

 

       790        800        810        820        830        840  

WYLIARMKFS DNDDPNETLP PVVLNQSTCS LRFSYALERV GDEIPNDDKF IKGIPTKLKE  

 

       850        860        870        880        890        900  

LEGFDISYDD SKKISTIKLP NEFPQGSIAI FETQQNGVDE SLDHFIRSGA LKATSSLTLE  

 

       910        920        930        940        950        960  

SINSVLYRSE PEEYDVSAGE GGAYIIPNFG KPVYCGLQGW VSVLRKIVFY NDLAHPLSAN  

 

       970        980        990       1000       1010       1020  

LRNGHWALDY TISRLNYYSD EAGINEVQNW LRSRFDRVKK LPSYLVPSYF ALIIGILYGC  

 

      1030       1040       1050       1060       1070       1080  

CRLKAIQLMS RNIGKSTLFV QSLSMTSIQM VSRMKSTSIL PGENVPSMAA GLPHFSVNYM  

 

      1090       1100       1110       1120       1130       1140  

RCWGRDVFIS LRGMLLTTGR FDEAKAHILA FAKTLKHGLI PNLLDAGRNP RYNARDAAWF  

 

      1150       1160       1170       1180       1190       1200  

FLQAVQDYVY IVPDGEKILQ EQVTRRFPLD DTYIPVDDPR AFSYSSTLEE IIYEILSRHA  

 

      1210       1220       1230       1240       1250       1260  

KGIKFREANA GPNLDRVMTD KGFNVEIHVD WSTGLIHGGS QYNCGTWMDK MGESEKAGSV  

 

      1270       1280       1290       1300       1310       1320  

GIPGTPRDGA AIEINGLLKS ALRFVIELKN KGLFKFSDVE TQDGGRIDFT EWNQLLQDNF  

 

      1330       1340       1350       1360       1370       1380  

EKRYYVPEDP SQDADYDVSA KLGVNRRGIY RDLYKSGKPY EDYQLRPNFA IAMTVAPELF  

 

      1390       1400       1410       1420       1430       1440  

VPEHAIKAIT IADEVLRGPV GMRTLDPSDY NYRPYYNNGE DSDDFATSKG RNYHQGPEWV  

 

      1450       1460       1470       1480       1490       1500  

WLYGYFLRAF HHFHFKTSPR CQNAAKEKPS SYLYQQLYYR LKGHRKWIFE SVWAGLTELT  

 

      1510       1520       1530  

NKDGEVCNDS SPTQAWSSAC LLDLFYDLWD AYEDDS  

 

 ScGDE 

Αριθμϐσ αμινοξϋων 1536 

Μοριακό μϊζα 174.97 

Θεωρητικϐ pI 5.48 

  Αμινοξγ      γνθεςη 

Ala (A)  84   5.5% 

Arg (R)  75   4.9% 
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Asn (N)  89   5.8% 

Asp (D) 110   7.2% 

Cys (C)  20   1.3% 

Gln (Q)  41   2.7% 

Glu (E)  94   6.1% 

Gly (G)  93   6.1% 

His (H)  41   2.7% 

Ile (I)  96   6.2% 

Leu (L) 148   9.6% 

Lys (K)  86   5.6% 

Met (M)  26   1.7% 

Phe (F)  70   4.6% 

Pro (P)  84   5.5% 

Ser (S) 123   8.0% 

Thr (T)  67   4.4% 

Trp (W)  27   1.8% 

Tyr (Y)  78   5.1% 

Val (V)  84   5.5% 
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τοίχιςη αμινοξικήσ αλληλουχίασ μεταξγ rmGP/hlGP 

τοίχιςη 1: τούχιςη τησ αμινοξικόσ αλληλουχύασ τησ rmGP (Uniprot-ID: P00489) ωσ προσ τησ hlGP (Uniprot-ID: P06737). Με 

κύτρινο επιςημαύνονται τα κατϊλοιπα που απαρτύζουν το καταλυτικϐ κϋντρο και την β-εςοχό του ενζϑμου ενώ με πρϊςινο τα 

κατϊλοιπα που απαρτύζουν το κϋντρο αναςτολόσ. 

rmGP  1    MSRPLSDQEKRKQISVRGLAGVENVTELKKNFNRHLHFTLVKDRNVATPRDYYFALAHTV  60 

hlGP  1    .AK..T.....R...I..IV.....A....S.................T...........  60 

rmGP  61   RDHLVGRWIRTQQHYYEKDPKRIYYLSLEFYMGRTLQNTMVNLALENACDEATYQLGLDM  120 

hlGP  61   ................D.C...V.................I..G.Q......I......I  120 

rmGP  121  EELEEIEEDAGLGNGGLGRLAACFLDSMATLGLAAYGYGIRYEFGIFNQKICGGWQMEEA  180 

hlGP  121  ...........................................Y.......RD...V...  180 

rmGP  181  DDWLRYGNPWEKARPEFTLPVHFYGRVEHTSQGAKWVDTQVVLAMPYDTPVPGYRNNVVN  240 

hlGP  181  ............S....M.......K....NT.T..I.......L.........M..T..  240 

rmGP  241  TMRLWSAKAPNDFNLKDFNVGGYIQAVLDRNLAENISRVLYPNDNFFEGKELRLKQEYFV  300 

hlGP  241  .......R.......R.....D......................................  300 

rmGP  301  VAATLQDIIRRFKSSKFGCRDPVRTNFDAFPDKVAIQLNDTHPSLAIPELMRVLVDLERL  360 

hlGP  301  .............A....STRGAG.V......Q..........A........IF..I.K.  360 

rmGP  361  DWDKAWEVTVKTCAYTNHTVLPEALERWPVHLLETLLPRHLQIIYEINQRFLNRVAAAFP  420 

hlGP  361  P.S....L.Q..F.................D.V.K......E.......KH.D.IV.L..  420 

rmGP  421  GDVDRLRRMSLVEEGAVKRINMAHLCIAGSHAVNGVARIHSEILKKTIFKDFYELEPHKF  480 

hlGP  421  K..........I..EGS..........V.........K...D.V.TKV....S....D..  480 

rmGP  481  QNKTNGITPRRWLVLCNPGLAEIIAERIGEEYISDLDQLRKLLSYVDDEAFIRDVAKVKQ  540 

hlGP  481  .............L........L...K...D.VK..S..T..H.FLG.DV.L.EL.....  540 

rmGP  541  ENKLKFAAYLEREYKVHINPNSLFDVQVKRIHEYKRQLLNCLHVITLYNRIKKEPNKFVV  600 

hlGP  541  ......SQF..T....K...S.M.......................M......D.K.LF.  600 

rmGP  601  PRTVMIGGKAAPGYHMAKMIIKLITAIGDVVNHDPVVGDRLRVIFLENYRVSLAEKVIPA  660 

hlGP  601  ....I....................SVA....N..M..SK.K..................  660 

rmGP  661  ADLSEQISTAGTEASGTGNMKFMLNGALTIGTMDGANVEMAEEAGEENFFIFGMRVEDVD  720 

hlGP  661  T...............................................L......ID..A  720 

rmGP  721  RLDQRGYNAQEYYDRIPELRQIIEQLSSGFFSPKQPDLFKDIVNMLMHHDRFKVFADYEE  780 

hlGP  721  A..KK..E.K...EAL...KLV.D.IDN..............I...FY...........A  780 

rmGP  781  YVKCQERVSALYKNPREWTRMVIRNIATSGKFSSDRTIAQYAREIWGVEPSRQRLPAPDE  840 

hlGP  781  .....DK..Q..M..KA.NT..LK...A..........KE..QN..N....DLKISLSN.  840 
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τοίχιςη αμινοξικών αλληλουχιών μεταξγ ευκαρυωτικών GDE 

τοίχιςη 2: τούχιςη αλληλουχιών ευκαρυωτικών GDE. Με βϊςη την κρυςταλλικό δομό του CgGDE τα κατϊλοιπα 1-131 

αντιςτοιχοϑν ςτην περιοχό Μ1, τα κατϊλοιπα 132-237 και 499-749 ςτην περιοχό Α τησ τρανςφερϊςησ, τα κατϊλοιπα 238-

498 ςτην περιοχό Β τησ τρανςφερϊςησ, τα κατϊλοιπα 750-869 ςτην περιοχό C2 τησ τρανςφερϊςησ, τα κατϊλοιπα 870-1022 

ςτην περιοχό Μ2 και τα κατϊλοιπα 1023-1538 ςτην περιοχό τησ γλυκοζιτϊςησ. Με γαλϊζιο επιςημϊνονται τα αμινοξϋα που 

εύναι ςυντηρημϋνα μεταξϑ των GDE. Σα καταλυτικϊ κατϊλοιπα τησ περιοχόσ τησ γλυκοζιτϊςησ επιςημαύνονται με * ενώ τα 

αντύςτοιχα κατϊλοιπα τησ τραςνφερϊςησ με ‡. Μεταλλαγμϋνεσ μορφϋσ του CgGDE ςε αυτϊ τα κατϊλοιπα οδηγοϑν ςε απώλεια 

λειτουργύασ [44]. Η ςτούχιςη ϋγινε με το πρϐγραμμα SnapGene [291].  

 

‡ 

‡ 
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Βελτιςτοποίηςη τησ νουκλεοτιδικήσ αλληλουχίασ του GDE για έκφραςη ςτο 

ςγςτημα έκφραςησ E. coli 

τοίχιςη 3: ϑγκριςη τησ αλληλουχύασ που κωδικοποιεύ για το hGDE μετϊ (κϐκκινο) και πριν (μαϑρο) τη βελτιςτοπούηςη. 

Optimized 7 ATGGGTCATAGCAAACAAATCCGTATCCTGCTGCTGAACGAGATGGAGAAGCTGGAGAAG 
Original 7 ATGGGACACAGTAAACAGATTCGAATTTTACTTCTGAACGAAATGGAGAAACTGGAAAAG 
 
Optimized 67 ACCCTGTTTCGCCTGGAACAAGGTTACGAGCTGCAGTTCCGTCTGGGTCCGACCCTGCAA 
Original 67 ACCCTCTTCAGACTTGAACAAGGGTATGAGCTACAGTTCCGATTAGGCCCAACTTTACAG 
 
Optimized 127 GGCAAGGCGGTGACCGTTTACACCAACTATCCGTTTCCGGGTGAAACCTTCAACCGTGAG 
Original 127 GGAAAAGCAGTTACCGTGTATACAAATTACCCATTTCCTGGAGAAACATTTAATAGAGAA 
 
Optimized 187 AAATTTCGTAGCCTGGACTGGGAGAACCCGACCGAGCGTGAAGACGATAGCGATAAATAC 
Original 187 AAATTCCGTTCTCTGGATTGGGAAAATCCAACAGAAAGAGAAGATGATTCTGATAAATAC 
 
Optimized 247 TGCAAGCTGAACCTGCAGCAAAGCGGCAGCTTTCAGTACTATTTCCTGCAGGGTAACGAA 
Original 247 TGTAAACTTAATCTGCAACAATCTGGTTCATTTCAGTATTATTTCCTTCAAGGAAATGAG 
 
Optimized 307 AAGAGCGGTGGCGGTTATATTGTGGTTGACCCGATCCTGCGTGTGGGCGCGGACAACCAC 
Original 307 AAAAGTGGTGGAGGTTACATAGTTGTGGACCCCATTTTACGTGTTGGTGCTGATAATCAT 
 
Optimized 367 GTTCTGCCGCTGGATTGCGTGACCCTGCAGACCTTCCTGGCGAAGTGCCTGGGTCCGTTT 
Original 367 GTGCTACCCTTGGACTGTGTTACTCTTCAGACATTTTTAGCTAAGTGTTTGGGACCTTTT 
 
Optimized 427 GATGAGTGGGAAAGCCGTCTGCGTGTTGCGAAAGAGAGCGGCTACAACATGATCCACTTT 
Original 427 GATGAATGGGAAAGCAGACTTAGGGTTGCAAAAGAATCAGGCTACAACATGATTCATTTT 
 
 

 

* 

* 
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Optimized 487 ACCCCGCTGCAGACCCTGGGTCTGAGCCGTAGCTGCTATAGCCTGGCGAACCAACTGGAA 
Original 487 ACCCCATTGCAGACTCTTGGACTATCTAGGTCATGCTACTCCCTTGCCAATCAGTTAGAA 
 
Optimized 547 CTGAACCCGGACTTTAGCCGTCCGAACCGTAAATACACCTGGAACGATGTGGGTCAGCTG 
Original 547 TTAAATCCTGACTTTTCAAGACCTAATAGAAAGTATACCTGGAATGATGTTGGACAGCTA 
 
Optimized 607 GTTGAAAAGCTGAAGAAAGAGTGGAACGTTATCTGCATTACCGACGTGGTTTACAACCAC 
Original 607 GTGGAAAAATTAAAAAAGGAATGGAATGTTATTTGTATTACTGATGTTGTCTACAATCAT 
 
Optimized 667 ACCGCGGCGAACAGCAAGTGGATCCAAGAACACCCGGAGTGCGCGTATAACCTGGTTAAC 
Original 667 ACTGCTGCTAATAGTAAATGGATCCAGGAACATCCAGAATGTGCCTATAATCTTGTGAAT 
 
Optimized 727 AGCCCGCACCTGAAACCGGCGTGGGTGCTGGACCGTGCGCTGTGGCGTTTCAGCTGCGAT 
Original 727 TCTCCACACTTAAAACCTGCCTGGGTCTTAGACAGAGCACTTTGGCGTTTCTCCTGTGAT 
 
Optimized 787 GTGGCGGAGGGTAAGTACAAAGAGAAGGGCATCCCGGCGCTGATTGAGAACGACCACCAC 
Original 787 GTTGCAGAAGGGAAATACAAAGAAAAGGGAATACCTGCTTTGATTGAAAATGATCACCAT 
 
Optimized 847 ATGAACAGCATTCGTAAGATCATTTGGGAGGATATCTTCCCGAAACTGAAGCTGTGGGAA 
Original 847 ATGAATTCCATCCGAAAAATAATTTGGGAGGATATTTTTCCAAAGCTTAAACTCTGGGAA 
 
Optimized 907 TTCTTTCAGGTGGATGTTAACAAGGCGGTTGAGCAGTTTCGTCGTCTGCTGACCCAAGAA 
Original 907 TTTTTCCAAGTAGATGTCAACAAAGCGGTTGAGCAATTTAGAAGACTTCTTACACAAGAA 
 
Optimized 967 AACCGTCGTGTGACCAAAAGCGACCCGAACCAGCACCTGACCATCATTCAAGATCCGGAA 
Original 967 AATAGGCGAGTAACCAAGTCTGATCCAAACCAACACCTTACGATTATTCAAGATCCTGAA 
 
Optimized 1027 TACCGTCGTTTCGGCTGCACCGTTGACATGAACATTGCGCTGACCACCTTTATCCCGCAC 
Original 1027 TACAGACGGTTTGGCTGTACTGTAGATATGAACATTGCACTAACGACTTTCATACCACAT 
  
Optimized 1087 GATAAAGGTCCGGCGGCGATCGAGGAATGCTGCAACTGGTTCCACAAACGTATGGAGGAA 
Original 1087 GACAAGGGGCCAGCAGCAATTGAAGAATGCTGTAATTGGTTTCATAAAAGAATGGAGGAA 
 
Optimized 1147 CTGAACAGCGAGAAGCACCGTCTGATTAACTACCACCAGGAACAAGCGGTTAACTGCCTG 
Original 1147 TTAAATTCAGAGAAGCATCGACTCATTAACTATCATCAGGAACAGGCAGTTAATTGCCTT 
 
Optimized 1207 CTGGGCAACGTGTTTTATGAACGTCTGGCGGGTCATGGTCCGAAACTGGGTCCGGTTACC 
Original 1207 TTGGGAAATGTGTTTTATGAACGACTGGCTGGCCATGGTCCAAAACTAGGACCTGTCACT 
 
Optimized 1267 CGTAAGCACCCGCTGGTGACCCGTTACTTCACCTTTCCGTTCGAGGAAATCGACTTCAGC 
Original 1267 AGAAAGCATCCTTTAGTTACCAGGTATTTTACTTTCCCATTTGAAGAGATAGACTTCTCC 
 
Optimized 1327 ATGGAGGAAAGCATGATTCACCTGCCGAACAAGGCGTGCTTTCTGATGGCGCACAACGGT 
Original 1327 ATGGAAGAATCTATGATTCATCTGCCAAATAAAGCTTGTTTTCTGATGGCACACAATGGA 
 
Optimized 1387 TGGGTGATGGGCGACGATCCGCTGCGTAACTTCGCGGAACCGGGCAGCGAGGTTTATCTG 
Original 1387 TGGGTAATGGGAGATGATCCTCTTCGAAACTTTGCTGAACCGGGTTCAGAAGTTTACCTA 
 
Optimized 1447 CGTCGTGAGCTGATCTGCTGGGGCGACAGCGTGAAACTGCGTTACGGTAACAAGCCGGAG 
Original 1447 AGGAGAGAACTTATTTGCTGGGGAGACAGTGTTAAATTACGCTATGGGAATAAACCAGAG 
 
Optimized 1507 GATTGCCCGTATCTGTGGGCGCACATGAAGAAATACACCGAAATCACCGCGACCTATTTT 
Original 1507 GACTGTCCTTATCTCTGGGCACACATGAAAAAATACACTGAAATAACTGCAACTTATTTC 
 
Optimized 1567 CAGGGTGTTCGTCTGGACAACTGCCACAGCACCCCGCTGCATGTGGCGGAATACATGCTG 
Original 1567 CAGGGAGTACGTCTTGATAACTGCCACTCAACACCTCTTCACGTAGCTGAGTACATGTTG 
 
Optimized 1627 GATGCGGCGCGTAACCTGCAACCGAACCTGTATGTGGTTGCGGAACTGTTCACCGGCAGC 
Original 1627 GATGCTGCTAGGAATTTGCAACCCAATTTATATGTAGTAGCTGAACTGTTCACAGGAAGT 
 
Optimized 1687 GAGGACCTGGATAACGTGTTTGTTACCCGTCTGGGTATCAGCAGCCTGATTCGTGAGGCG 
Original 1687 GAAGATCTGGACAATGTCTTTGTTACTAGACTGGGCATTAGTTCCTTAATAAGAGAGGCA 
 
Optimized 1747 ATGAGCGCGTACAACAGCCACGAGGAAGGCCGTCTGGTGTACCGTTATGGCGGTGAACCG 
Original 1747 ATGAGTGCATATAATAGTCATGAAGAGGGCAGATTAGTTTACCGATATGGAGGAGAACCT 
 
Optimized 1807 GTGGGTAGCTTCGTTCAACCGTGCCTGCGTCCGCTGATGCCGGCGATTGCGCATGCGCTG 
Original 1807 GTTGGATCCTTTGTTCAGCCCTGTTTGAGGCCTTTAATGCCAGCTATTGCACATGCCCTG 
  
Optimized 1867 TTTATGGACATCACCCACGATAACGAGTGCCCGATTGTTCACCGTAGCGCGTATGACGCG 
Original 1867 TTTATGGATATTACGCATGATAATGAGTGTCCTATTGTGCATAGATCAGCGTATGATGCT 
 
Optimized 1927 CTGCCGAGCACCACCATCGTGAGCATGGCGTGCTGCGCGAGCGGTAGCACCCGTGGCTAC 
Original 1927 CTTCCAAGTACTACAATTGTTTCTATGGCATGTTGTGCTAGTGGAAGTACAAGAGGCTAT 
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Optimized 1987 GATGAACTGGTTCCGCACCAGATTAGCGTGGTTAGCGAGGAACGTTTCTATACCAAATGG 
Original 1987 GATGAATTAGTGCCTCATCAGATTTCAGTGGTTTCTGAAGAACGGTTTTACACTAAGTGG 
  
Optimized 2047 AACCCGGAGGCGCTGCCGAGCAACACCGGCGAAGTGAACTTTCAGAGCGGTATCATTGCG 
Original 2047 AATCCTGAAGCATTGCCTTCAAACACAGGTGAAGTTAATTTCCAAAGCGGCATTATTGCA 
 
Optimized 2107 GCGCGTTGCGCGATCAGCAAACTGCACCAAGAGCTGGGTGCGAAGGGCTTCATTCAGGTG 
Original 2107 GCCAGGTGTGCTATCAGTAAACTTCATCAGGAGCTTGGAGCCAAGGGTTTTATTCAGGTG 
 
Optimized 2167 TACGTTGACCAAGTTGACGAAGATATCGTGGCGGTTACCCGTCACAGCCCGAGCATTCAC 
Original 2167 TATGTGGATCAAGTTGATGAAGACATAGTGGCAGTAACAAGACACTCACCTAGCATCCAT 
 
Optimized 2227 CAGAGCGTGGTTGCGGTTAGCCGTACCGCGTTCCGTAACCCGAAAACCAGCTTTTACAGC 
Original 2227 CAGTCTGTTGTGGCTGTATCTAGAACTGCTTTCAGGAATCCCAAGACTTCATTTTACAGC 
 
Optimized 2287 AAAGAGGTGCCGCAAATGTGCATCCCGGGCAAGATTGAGGAAGTGGTTCTGGAAGCGCGT 
Original 2287 AAGGAAGTGCCTCAAATGTGCATCCCTGGCAAAATTGAAGAAGTAGTTCTTGAAGCTAGA 
 
Optimized 2347 ACCATCGAGCGTAACACCAAACCGTATCGTAAGGACGAAAACAGCATTAACGGTACCCCG 
Original 2347 ACTATTGAGAGAAACACGAAACCTTATAGGAAGGATGAGAATTCAATCAATGGAACACCA 
 
Optimized 2407 GATATCACCGTGGAAATTCGTGAGCACATCCAGCTGAACGAGAGCAAAATCGTGAAGCAA 
Original 2407 GATATCACAGTAGAAATTAGAGAACATATTCAGCTTAATGAAAGTAAAATTGTTAAACAA 
 
Optimized 2467 GCGGGTGTTGCGACCAAAGGCCCGAACGAATACATCCAGGAGATTGAATTCGAGAACCTG 
Original 2467 GCTGGAGTTGCCACAAAAGGGCCCAATGAATATATTCAAGAAATAGAATTTGAAAACTTG 
 
Optimized 2527 AGCCCGGGTAGCGTGATCATTTTTCGTGTTAGCCTGGACCCGCACGCGCAGGTGGCGGTT 
Original 2527 TCTCCAGGAAGTGTTATTATATTCAGAGTTAGTCTTGATCCACATGCACAAGTCGCTGTT 
 
Optimized 2587 GGCATCCTGCGTAACCACCTGACCCAATTTAGCCCGCACTTCAAAAGCGGTAGCCTGGCG 
Original 2587 GGAATTCTTCGAAATCATCTGACACAATTCAGTCCTCACTTTAAATCTGGCAGCCTAGCT 
 

Optimized 2647 GTTGACAACGCGGATCCGATCCTGAAGATTCCGTTTGCGAGCCTGGCGAGCCGTCTGACC 
Original 2647 GTTGACAATGCAGATCCTATATTAAAAATTCCTTTTGCTTCTCTTGCCTCCAGATTAACT 
 
Optimized 2707 CTGGCGGAGCTGAACCAGATCCTGTACCGTTGCGAAAGCGAGGAAAAAGAGGACGGCGGT 
Original 2707 TTGGCTGAGCTAAATCAGATCCTTTACCGATGTGAATCAGAAGAAAAGGAAGATGGTGGA 
 
Optimized 2767 GGCTGCTACGATATTCCGAACTGGAGCGCGCTGAAATATGCGGGTCTGCAAGGCCTGATG 
Original 2767 GGGTGCTATGACATACCAAACTGGTCAGCCCTTAAATATGCAGGTCTTCAAGGTTTAATG 
 
Optimized 2827 AGCGTGCTGGCGGAGATCCGTCCGAAAAACGACCTGGGCCACCCGTTTTGCAACAACCTG 
Original 2827 TCTGTATTGGCAGAAATAAGACCAAAGAATGACTTGGGGCATCCTTTTTGTAATAATTTG 
 
Optimized 2887 CGTAGCGGTGACTGGATGATTGATTATGTTAGCAACCGTCTGATTAGCCGTAGCGGTACC 
Original 2887 AGATCTGGAGATTGGATGATTGACTATGTCAGTAACCGGCTTATTTCACGATCAGGAACT 
 
Optimized 2947 ATCGCGGAAGTGGGCAAATGGCTGCAGGCGATGTTCTTTTACCTGAAGCAAATTCCGCGT 
Original 2947 ATTGCTGAAGTTGGTAAATGGTTGCAGGCTATGTTCTTCTACCTGAAGCAGATCCCACGT 
 
Optimized 3007 TACCTGATCCCGTGCTATTTCGACGCGATCCTGATTGGTGCGTATACCACCCTGCTGGAT 
Original 3007 TACCTTATCCCATGTTACTTTGATGCTATATTAATTGGTGCATATACCACTCTTCTGGAT 
 
Optimized 3067 ACCGCGTGGAAACAGATGAGCAGCTTCGTTCAAAACGGCAGCACCTTTGTGAAGCACCTG 
Original 3067 ACAGCATGGAAGCAGATGTCAAGCTTTGTTCAGAATGGTTCAACCTTTGTGAAACACCTT 
 
Optimized 3127 AGCCTGGGTAGCGTGCAGCTGTGCGGTGTTGGCAAATTTCCGAGCCTGCCGATCCTGAGC 
Original 3127 TCATTGGGTTCAGTTCAACTGTGTGGAGTAGGAAAATTCCCTTCCCTGCCAATTCTTTCA 
 
Optimized 3187 CCGGCGCTGATGGACGTTCCGTACCGTCTGAACGAGATTACCAAAGAAAAAGAGCAATGC 
Original 3187 CCTGCCCTAATGGATGTACCTTATAGGTTAAATGAGATCACAAAAGAAAAGGAGCAATGT 
 
Optimized 3247 TGCGTGAGCCTGGCGGCGGGTCTGCCGCACTTCAGCAGCGGTATCTTTCGTTGCTGGGGC 
Original 3247 TGTGTTTCTCTAGCTGCAGGCTTACCTCATTTTTCTTCTGGTATTTTCCGCTGCTGGGGA 
 
Optimized 3307 CGTGATACCTTCATTGCGCTGCGTGGTATCCTGCTGATTACCGGCCGTTATGTTGAGGCG 
Original 3307 AGGGATACTTTTATTGCACTTAGAGGTATACTGCTGATTACTGGACGCTATGTAGAAGCC 
 
Optimized 3367 CGTAACATCATTCTGGCGTTTGCGGGTACCCTGCGTCATGGCCTGATCCCGAACCTGCTG 
Original 3367 AGGAATATTATTTTAGCATTTGCGGGTACCCTGAGGCATGGTCTCATTCCTAATCTACTG 
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Optimized 3427 GGTGAAGGCATTTACGCGCGTTATAACTGCCGTGACGCGGTGTGGTGGTGGCTGCAGTGC 
Original 3427 GGTGAAGGAATTTATGCCAGATACAATTGTCGGGATGCTGTGTGGTGGTGGCTGCAGTGT 
  
Optimized 3487 ATCCAAGACTACTGCAAAATGGTTCCGAACGGCCTGGATATTCTGAAGTGCCCGGTGAGC 
Original 3487 ATCCAGGATTACTGTAAAATGGTTCCAAATGGTCTAGACATTCTCAAGTGCCCAGTTTCC 
 
Optimized 3547 CGTATGTATCCGACCGATGATAGCGCGCCGCTGCCGGCGGGTACCCTGGATCAGCCGCTG 
Original 3547 AGAATGTATCCTACAGATGATTCTGCTCCTTTGCCTGCTGGCACACTGGATCAGCCATTG 
 
Optimized 3607 TTCGAAGTTATCCAGGAAGCGATGCAAAAGCACATGCAGGGCATTCAATTTCGTGAGCGT 
Original 3607 TTTGAAGTCATACAGGAAGCAATGCAAAAACACATGCAGGGCATACAGTTCCGAGAAAGG 
 
Optimized 3667 AACGCGGGTCCGCAAATCGACCGTAACATGAAAGATGAAGGTTTCAACATTACCGCGGGC 
Original 3667 AATGCTGGTCCCCAGATAGATCGAAACATGAAGGACGAAGGTTTTAATATAACTGCAGGA 
 
Optimized 3727 GTTGACGAGGAAACCGGTTTCGTGTACGGTGGCAACCGTTTTAACTGCGGCACCTGGATG 
Original 3727 GTTGATGAAGAAACAGGATTTGTTTATGGAGGAAATCGTTTCAATTGTGGCACATGGATG 
 
Optimized 3787 GACAAGATGGGCGAGAGCGATCGTGCGCGTAACCGTGGTATTCCGGCGACCCCGCGTGAT 
Original 3787 GATAAAATGGGAGAAAGTGACAGAGCTAGAAACAGAGGAATCCCAGCCACACCAAGAGAT 
 
Optimized 3847 GGTAGCGCGGTGGAAATTGTTGGTCTGAGCAAGAGCGCGGTTCGTTGGCTGCTGGAGCTG 
Original 3847 GGGTCTGCTGTGGAAATTGTGGGCCTGAGTAAATCTGCTGTTCGCTGGTTGCTGGAATTA 
 
Optimized 3907 AGCAAGAAAAACATCTTCCCGTACCACGAAGTGACCGTTAAACGTCACGGTAAAGCGATC 
Original 3907 TCCAAAAAAAATATTTTCCCTTATCATGAAGTCACAGTAAAAAGACATGGAAAGGCTATA 
 
Optimized 3967 AAGGTGAGCTATGACGAGTGGAACCGTAAGATCCAGGATAACTTCGAAAAGCTGTTCCAC 
Original 3967 AAGGTCTCATATGATGAGTGGAACAGAAAAATACAAGACAACTTTGAAAAGCTATTTCAT 
 
Optimized 4027 GTTAGCGAGGACCCGAGCGATCTGAACGAAAAGCACCCGAACCTGGTGCACAAACGTGGC 
Original 4027 GTTTCCGAAGACCCTTCAGATTTAAATGAAAAGCATCCAAATCTGGTTCACAAACGTGGC 
 
Optimized 4087 ATCTACAAGGACAGCTATGGTGCGAGCAGCCCGTGGTGCGATTACCAACTGCGTCCGAAC 
Original 4087 ATATACAAAGATAGTTATGGAGCTTCAAGTCCTTGGTGTGACTATCAGCTCAGGCCTAAT 
 
Optimized 4147 TTCACCATCGCGATGGTGGTTGCGCCGGAACTGTTTACCACCGAGAAAGCGTGGAAGGCG 
Original 4147 TTTACCATAGCAATGGTTGTGGCCCCTGAGCTCTTTACTACAGAAAAAGCATGGAAAGCT 
 
Optimized 4207 CTGGAAATTGCGGAGAAGAAACTGCTGGGTCCGCTGGGCATGAAAACCCTGGACCCGGAC 
Original 4207 TTGGAGATTGCAGAAAAAAAATTGCTTGGTCCCCTTGGCATGAAAACTTTAGATCCAGAT 
  
Optimized 4267 GATATGGTGTACTGCGGTATCTATGATAACGCGCTGGACAACGATAACTACAACCTGGCG 
Original 4267 GATATGGTTTACTGTGGAATTTATGACAATGCATTAGACAATGACAACTACAATCTTGCT 
 
Optimized 4327 AAGGGCTTCAACTATCACCAGGGTCCGGAATGGCTGTGGCCGATCGGCTACTTCCTGCGT 
Original 4327 AAAGGTTTCAATTATCACCAAGGACCTGAGTGGCTGTGGCCTATTGGGTATTTTCTTCGT 
 
Optimized 4387 GCGAAACTGTATTTTAGCCGTCTGATGGGTCCGGAAACCACCGCGAAAACCATTGTGCTG 
Original 4387 GCAAAATTATATTTTTCCAGATTGATGGGCCCGGAGACTACTGCAAAGACTATAGTTTTG 
 
Optimized 4447 GTTAAGAACGTTCTGAGCCGTCACTACGTGCACCTGGAACGTAGCCCGTGGAAAGGTCTG 
Original 4447 GTTAAAAATGTTCTTTCCCGACATTATGTTCATCTTGAGAGATCCCCTTGGAAAGGACTT 
 
Optimized 4507 CCGGAGCTGACCAACGAGAACGCGCAGTATTGCCCGTTTAGCTGCGAAACCCAAGCGTGG 
Original 4507 CCAGAACTGACCAATGAGAATGCCCAGTACTGTCCTTTCAGCTGTGAAACACAAGCCTGG 
 
Optimized 4567 AGCATTGCGACCATCCTGGAAACCCTGTATGACCTG 
Original 4567 TCAATTGCTACTATTCTTGAGACACTTTATGATTTA 
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Διάγραμμα 5: Παρουςιϊζεται η κατανομό τησ ςυχνϐτητασ χρόςησ των ςπϊνιων κωδικονύων κατϊ το μόκοσ του γονιδύου. Η 

βϋλτιςτη τιμό που μπορεύ να ϋχει το CAI εύναι 1.0 αλλϊ και τιμϋσ μεγαλϑτερεσ του 0.8 οδηγοϑν ςε ικανοποιητικϊ επύπεδα 

ϋκφραςησ. Ο ςχεδιαςμϐσ των διαγραμμϊτων ϋγινε απϐ την εταιρεύα GenScript. 

Υωςφορυλίωςη rmGPb  a. 

Η rmGPa εμφανύζει μια αϑξηςη τησ δραςτικϐτητασ τησ τϊξεωσ του 10 - 20 % [14] παρουςύα 

τησ AMP, ϐπωσ επιβεβαιώνεται ςτο διϊγραμμα 6. 

 

Διάγραμμα 6: Η δραςτικϐτητα τησ rmGPa παρουςύα και απουςύα του αλλοςτερικοϑ ενεργοποιητό (ΑΜP). Η δραςτικϐτητα 

τησ rmGPa παρουςύα 1 mM AMP, 20 mM G1P, διαφϋρει κατϊ ~17 %, ϐπωσ εύναι αναμενϐμενο απϐ τη βιβλιογραφύα [14]. 

Πρβτυπεσ καμπγλεσ για τον ποςοτικβ προςδιοριςμβ γλυκβζησ με τη μέθοδο 

GOD-POD 

 
Διάγραμμα 7: Οι πρϐτυπεσ καμπϑλεσ που προςδιορύςτηκαν για τον ποςοτικϐ προςδιοριςμϐ γλυκϐζησ με τη μϋθοδο GOD-POD. 

Αριςτερά: 10 μL δεύγμα + 1000 μL αντιδραςτόριο. Δεξιά: 10 μL δεύγμα + 500 μL αντιδραςτόριο. 
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ΤΝΣΜΗΕΙ 

AMP Μονοφωςφορικό αδενοςύνη 

ATP Σριφωςφορικό αδενοςύνη 

BES Ν,Ν-δισ (2-υδροξυαύθυλο)-2-αμινοαύθανοςουλφονικϐ οξϑ 

bGP Υωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου του εγκεφϊλου 

CADD Ανακϊλυψη φαρμϊκων κατευθυνϐμενη απϐ υπολογιςτϋσ  

cAMP Κυκλικό μονοφωςφορικό αδενοςύνη 

CgGDE Ϊνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου απϐ τον οργανιςμϐ Candida glabrata 

DMSO Διμϋθυλο ςουλφοξεύδιο  

DTT Διθειοθρεώτϐλη 

EDTA Αιθυλενοδιαμινοτετραοξικϐ οξϑ  

FBDD χεδιαςμϐσ φαρμϊκων μϋςω θραυςμϊτων 

FPLC Σαχεύα υγρό χρωματογραφύα πρωτεώνών 

G1P 1-φωςφορικό γλυκϐζη 

G6P 6-φωςφορικό γλυκϐζη 

GC Γλυκοζιτϊςη 

GDE Ϊνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου 

GP Υωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου 

GPI Αναςτολϋασ τησ φωςφορυλϊςησ του γλυκογϐνου 

GSD Αςθϋνειεσ που ςχετύζονται με την αποθόκευςη του γλυκογϐνου 

GT Γλυκοτρανςφερϊςη 

hGDE Ανθρώπινο ϋνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου 

hlGP Ανθρώπινη ηπατικό φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου 

hmGP Ανθρώπινη μυώκό φωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου 

HTS Διαλογό υψηλόσ απϐδοςησ 

IMP Μονοφωςφορικό ινοςύνη  

IPTG Ιςοπρϐπυλο-θειο-γαλακτοζύτησ 

Ki ταθερϊ αναςτολόσ 

KM ταθερϊ Michaelis-Menten 

KM(app.) Υαινομενικό ςταθερϊ Michaelis-Menten 

MAD Ανώμαλη περύθλαςη ςε πολλαπλϊ μόκη κϑματοσ 

NMR Μαγνητικϐσ πυρηνικϐσ ςυντονιςμϐσ 

PhK Κινϊςη τησ φωςφορυλϊςησ του γλυκογϐνου 

PLP Υωςφορικό πυριδοξϊλη 

PP1 Πρωτεώνικό φωςφατϊςη 1 

rmGDE Ϊνζυμο αποδιακλϊδωςησ του γλυκογϐνου απϐ ςκελετικοϑσ μϑεσ κονύκλων 

rmGP Υωςφορυλϊςη του γλυκογϐνου απϐ ςκελετικοϑσ μϑεσ κονύκλων 

rmPhK Κινϊςη τησ φωςφορυλϊςησ του γλυκογϐνου απϐ ςκελετικοϑσ μϑεσ κονύκλων 

SAD Ανώμαλη περύθλαςη ςε ϋνα μόκοσ κϑματοσ 

SBDD Κατευθυνϐμενοσ απϐ τη δομό ςχεδιαςμϐσ φαρμϊκων 

SDS Δωδεκυκλοθειικϐ νϊτριο 
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SGLT2 υμμεταφορϋασ γλυκϐζησ-νατρύου 2 

Vmax Μϋγιςτη ταχϑτητα 

Vmax(app.) Υαινομενικό μϋγιςτη ταχϑτητα 

β-CD Β-κυκλοδεξτρύνη 

β-GP Μετϊ νατρύου ϊλασ τησ β-φωςφορικό γλυκερϐλη 

Δ ακχαρώδησ διαβότησ 

 

υντμήςεισ αμινοξέων 

Αλανύνη Ala (A) 

Αργινύνη Arg (R) 

Αςπαραγύνη  Asn (N) 

Αςπαρτικϐ Asp (D) 

Βαλύνη  Val (V) 

Γλουταμύνη Gln (Q) 

Γλουταμινικϐ  Glu (E) 

Γλυκύνη Gly (G) 

Θρεονύνη Thr (T) 

Ιςολευκύνη Ile (I) 

Ιςτιδύνη His (H) 

ΚυςτεϏνη  Cys (C) 

Λευκύνη Leu (L) 

Λυςύνη  Lys (K) 

Μεθειονύνη  Met (M) 

Προλύνη  Pro (P) 

ερύνη  Ser (S) 

Σρυπτοφϊνη Trp (W) 

Συροςύνη Tyr (Y) 

Υαινυλαλανύνη Phe (F) 
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