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1 .1 .  Ο ρ γ ά ν ω σ η  τ η ς  γ ε ν ε τ ι κ ή ς  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ς  ε ν τ ό ς  τ ο υ  ε υ κ α ρ υ ω τ ι κ ο ύ  κ υ τ τ ά ρ ο υ

1 .1 .1  Χ ρ ω μ α τ ί ν η
Η  π η γ ή  τ η ς  γ ε ν ε τ ι κ ή ς  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ς  ε ν ό ς  ε υ κ α ρ υ ω τ ι κ ο ύ  κ υ τ τ ά ρ ο υ  β ρ ί σ κ ε τ α ι  σ τ ο ν  π υ ρ ή ν α  
τ ο υ ,  ό π ο υ  ε ν δ η μ ε ί  τ ο  μ α κ ρ ο μ ό ρ ι ο  π ο υ  φ έ ρ ε ι  α υ τ ή  τ η ν  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ,  τ ο  D N A .  Ό μ ω ς ,  ό σ ο  
ε π ι τ υ χ ή ς  “ χ ω ρ ο τ α ξ ι κ ά ”  ε ί ν α ι  η  π α ρ α π ά ν ω  α π λ ή  π ρ ό τ α σ η ,  ά λ λ ο  τ ό σ ο  α π ο τ υ γ χ ά ν ε ι  ν α  φ ω τ ί σ ε ι  
τ η  δ υ σ κ ο λ ί α  τ ο υ  ε γ χ ε ι ρ ή μ α τ ο ς .  Γ ι α τ ί  π ό σ ο  ε ύ κ ο λ α  μ π ο ρ ε ί  ν α  “ δ ι ε υ θ ε τ ή σ ε ι ”  τ ο  κ ύ τ τ α ρ ο  μ ι α  
ρ ά β δ ο  μ ή κ ο υ ς  δ ύ ο  μ έ τ ρ ω ν  σ ε  έ ν α  π υ ρ ή ν α  ε ν τ ό ς  τ ο υ  ο π ο ί ο υ  η  μ α κ ρ ύ τ ε ρ η  ε υ θ ε ί α  γ ρ α μ μ ή  ε ί ν α ι  
τ η ς  τ ά ξ η ς  τ η ς  μ ι α ς  δ ε κ ά δ α ς  μ ι κ ρ ο μ έ τ ρ ω ν ;  Η  χ α ο τ ι κ ή  ό μ ω ς  δ ι α φ ο ρ ά  τ ω ν  δ υ ο  σ υ γ κ ρ ι ν ό μ ε ν ω ν  
μ ε γ ε θ ώ ν  σ υ ν υ π ά ρ χ ε ι  μ ε  τ ο  δ υ σ α ν ά λ ο γ α  μ ι κ ρ ό  π ά χ ο ς  τ η ς  ρ ά β δ ο υ  τ ο υ  D N A  σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  τ ο  
μ ή κ ο ς  τ η ς .  Α φ ο ύ  λ ο ι π ό ν  η  έ λ ι κ α  ε ν ό ς  δ ί κ λ ω ν ο υ  μ ο ρ ί ο υ  β - D N A  έ χ ε ι  δ ι ά μ ε τ ρ ο  2 θ Α  μ ό ν ο  ( ή  
α λ λ ι ώ ς  2 x 1 0 '3 p m )  γ ι α  ν α  χ ω ρ έ σ ε ι  τ ο  D N A  σ τ ο ν  π υ ρ ή ν α  ε ν ό ς  ε υ κ α ρ υ ω τ ι κ ο ύ  κ υ τ τ ά ρ ο υ  α ρ κ ε ί  
ν α  . . . “ δ ι π λ ω θ ε ί ” . Ό μ ω ς ,  ό σ ο  κ α ι  α ν  τ ο  σ υ μ π έ ρ α σ μ α  α υ τ ό  δ ε ν  μ π ο ρ ε ί  π α ρ ά  ν α  ε ί ν α ι  δ ι α λ ε κ τ ι κ ά  
σ ω σ τ ό ,  γ ε ν ν ά  μ ε  τ η  σ ε ι ρ ά  τ ο υ  ε ρ ω τ η μ α τ ι κ ά  κ α ι  ν έ α  π ρ ο β λ ή μ α τ α ,  α φ ο ύ  υ π ά ρ χ ε ι  κ α λ ό ς  λ ό γ ο ς  
γ ι α  τ ο ν  ο π ο ί ο  τ ο  δ ί κ λ ω ν ο  μ ό ρ ι ο  τ ο υ  D N A  π α ί ρ ν ε ι  τ η  μ ο ρ φ ή  ρ ά β δ ο υ .  Σ ε  α υ τ ή  τ η  
σ τ ε ρ ε σ δ ι ά τ α ξ η ,  κ ά θ ε  φ ω σ φ ο ρ ι κ ή  ο μ ά δ α  α π έ χ ε ι  τ η  μ έ γ ι σ τ η  δ υ ν α τ ή  α π ό σ τ α σ η ,  τ ό σ ο  α π ό  τ η ν  
ε π ό μ ε ν η  ό σ ο  κ α ι  α π ό  τ η ν  π ρ ο η γ ο ύ μ ε ν ή  τ η ς ,  έ τ σ ι  ώ σ τ ε  ν α  ε λ α χ ι σ τ ο π ο ι ο ύ ν τ α ι  κ α ι  ν α  
ι σ ο ρ ρ ο π ο ύ ν  ο ι  α π ω σ τ ι κ έ ς  δ υ ν ά μ ε ι ς  σ τ η ν  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ή  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ η ς  ρ ά β δ ο υ .  Ε π ο μ έ ν ω ς  τ υ χ ό ν  
κ ά μ ψ η  τ ο υ  D N A  θ α  ο δ η γ ο ύ σ ε  σ ε  τ ο π ι κ ή  δ ι α τ α ρ α χ ή  τ η ς  δ ί κ λ ω ν η ς  δ ο μ ή ς  τ ο υ  π ο υ  μ ε  τ η  σ ε ι ρ ά  
τ η ς  θ α  σ υ ν ε π α γ ό τ α ν  α π ό κ λ ι σ η  α π ό  τ η ν  ι σ ο ρ ρ ο π ί α  α π ώ σ ε ω ν  π ο υ  ε π ι τ υ γ χ ά ν ε ι  η  δ ο μ ή  τ η ς  
ρ ά β δ ο υ .  Ε π ι π λ έ ο ν  α π ο κ λ ί σ ε ι ς  θ α  ε π ά γ ο ν τ α ν  κ α ι  σ τ α  ι δ α ν ι κ ά  μ ή κ η  κ α ι  γ ω ν ί ε ς  τ ω ν  

υ δ ρ ο γ ο ν ο δ ε σ μ ώ ν  μ ε τ α ξ ύ  τ ω ν  ζ ε υ γ ώ ν  β ά σ ε ω ν  σ τ ο  ε σ ω τ ε ρ ι κ ό  τ η ς  ρ ά β δ ο υ .  Π ο λ λ α π λ έ ς  τ ο π ι κ έ ς  
κ ά μ ψ ε ι ς  λ ο ι π ό ν  θ α  ή τ α ν  μ η  ε υ ν ο η μ έ ν ε ς  ε ν ε ρ γ ε ι α κ ά  δ ι α δ ι κ α σ ί ε ς  κ α θ ώ ς  έ τ σ ι  θ α  α υ ξ α ν ό τ α ν  η  
ε σ ω τ ε ρ ι κ ή  ε ν έ ρ γ ε ι α  τ ο υ  β ι ο μ ο ρ ί ο υ .  Π ο ι α  ε ί ν α ι  λ ο ι π ό ν  η  α π ά ν τ η σ η  τ η ς  ε ξ έ λ ι ξ η ς  σ ε  α υ τ ή  τ η  
“ σ π α ζ ο κ ε φ α λ ι ά ” ; Μ ε  π ο ι ό  μ η χ α ν ι σ μ ό  ε π ι τ υ γ χ ά ν ε τ α ι  η  δ ι ε υ θ έ τ η σ η  τ ο υ  D N A  σ τ ο ν  π υ ρ ή ν α  τ ο υ

Σχήμα 1.1 “Beads on a string”-  η διαδοχή νουκλεοσωμάτων 
έχει παρομοιασθεί με «χάνδρες σε νήμα»
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ε υ κ α ρ υ ω τ ι κ ο ύ  κ υ τ τ ά ρ ο υ ;
Ό π ω ς  κ α ι  σ τ η ν  π λ ε ι ο ψ η φ ί α  τ ω ν  β ι ο λ ο γ ι κ ώ ν  ε ρ ω τ η μ ά τ ω ν  ( π λ η ν  ε κ ε ί ν ω ν  δ η λ α δ ή  ό π ο υ  

μ ό ρ ι ο  ή  μ ό ρ ι α  R N A  κ α λ ο ύ ν τ α ι  ν α  π α ί ξ ο υ ν  κ α τ α λ υ τ ι κ ό - λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ό  ρ ό λ ο )  η  α π ά ν τ η σ η  σ τ ο  
σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν ο  δ ί ν ε τ α ι  μ ε  τ η ν  ε π ι σ τ ρ ά τ ε υ σ η  ε ξ ε ι δ ι κ ε υ μ έ ν ω ν  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  π ο υ  κ α λ ο ύ ν τ α ι  ν α  
χ α μ η λ ώ σ ο υ ν  τ α  ε ν ε ρ γ ε ι α κ ά  φ ρ ά γ μ α τ α  τ ω ν  ε κ ά σ τ ο τ ε  δ ι ε ρ γ α σ ι ώ ν  π ρ ο σ φ έ ρ ο ν τ α ς  ε ν α λ λ α κ τ ι κ έ ς  
ε ν ε ρ γ ε ι α κ έ ς  δ ι α δ ρ ο μ έ ς .  Ο ι  ι σ τ ό ν ε ς  ε ί ν α ι  ο ι  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  τ ι ς  ο π ο ί ε ς  τ ο  ε υ κ α ρ υ ω τ ικ ό  κ ύ τ τ α ρ ο  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ε ί  γ ι α  ν α  σ υ μ π υ κ ν ώ σ ε ι  τ ο  δ ί κ λ ω ν ο  D N A  ε ν τ ό ς  τ ο υ  π υ ρ ή ν α  τ ο υ .  Τ α  μ έ λ η  τ η ς  
π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ή ς  α υ τ ή ς  ο μ ά δ α ς  δ ο μ ο ύ ν τ α ι  π ρ ω τ ο τ α γ ώ ς  - ω ς  ε π ί  τ ο  π λ ε ί σ τ ο ν -  α π ό  α μ ι ν ο ξ έ α  μ ε  
θ ε τ ι κ ά  φ ο ρ τ ι σ μ έ ν ε ς  π λ ε υ ρ ι κ έ ς  α λ υ σ ί δ ε ς ,  ιδ ιό τ η τ α  π ο υ  τ α  κ α θ ισ τ ά  “ η λ ε κ τ ρ ο ν ι α κ ά  
σ υ μ π λ η ρ ω μ α τ ι κ ά ”  τ ο υ  α ρ ν η τ ι κ ά  φ ο ρ τ ι σ μ έ ν ο υ  D N A .  Έ τ σ ι ,  η  κ ά μ ψ η  τ ο υ  D N A  - κ α ι  ά ρ α  ο  
π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ό ς  τ ο υ  μ ή κ ο υ ς  τ ο υ -  ε π ι τ υ γ χ ά ν ε τ α ι  μ ε  π ε ρ ι έ λ ι ξ ή  τ ο υ  γ ύ ρ ω  α π ό  ε π α ν α λ α μ β α ν ό μ ε ν ε ς  
μ ο ν ά δ ε ς  τ ο υ  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ο ύ  σ υ μ π λ ό κ ο υ  π ο υ  σ χ η μ α τ ί ζ ο υ ν  τ έ σ σ ε ρ ι ς  ι σ τ ό ν ε ς  σ α ν  έ ν α  ν ή μ α  π ο υ  
π ε ρ ι ε λ ί σ σ ε τ α ι  γ ύ ρ ω  α π ό  δ ι α δ ο χ ι κ ο ύ ς  κ υ λ ί ν δ ρ ο υ ς  (Σχ.1.1). Α υ τ ό  ε ί ν α ι  κ α ι  τ ο  π ρ ώ τ ο  σ τ ά δ ιο  
μ ι α ς  δ ι α δ ι κ α σ ί α ς  π ο υ  σ υ μ π υ κ ν ώ ν ε ι  τ ο  D N A  σ ε  σ ω λ η ν ο ε ι δ ή  π ά χ ο υ ς  3 0  r a n  (Σχ.1.2) κ α ι  τ ε λ ικ ά  
σ ε  δ ο μ έ ς  υ ψ η λ ό τ ε ρ η ς  τ ά ξ η ς .  D N A  κ α ι  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  α π ο τ ε λ ο ύ ν  τ η  χ ρ ω μ α τ ί ν η ,  ε ν ώ  κ ά θ ε  
ε π α ν α λ α μ β α ν ό μ ε ν η  μ ο ν ά δ α  τ η ς  - κ ά θ ε  κ ύ λ ι ν δ ρ ο ς  μ ε  τ ο  π ε ρ ι ε λ ι γ μ έ ν ο  ‘ν ή μ α ”  D N A -  τ ο  
ν ο υ κ λ ε ό σ ω μ α .

Σχήμα 1.2 (Α) Η συμπύκνωση του γενετικού υλικού εντός του πυρήνα και οι υποδομές της 
χρωματίνης. (Β) Πιθανές διατάξεις νουκλεοσωμάτων στις σωληνοειδείς ίνες χρωματίνης.

Ε ν ώ  η  χ α μ η λ ή ς  α ν ά λ υ σ η ς  ε ι κ ό ν α  τ η ς  λ ι γ ό τ ε ρ ο  σ υ μ π υ κ ν ω μ έ ν η ς  μ ο ρ φ ή ς  χ ρ ω μ α τ ίν η ς  
(Σχ.1.3Β) σ τ η ν  ο π ο ί α  μ π ο ρ ο ύ σ ε  κ α ν ε ί ς  ν α  δ ε ι  τ η ν  ε π α ν α λ α μ β α ν ό μ ε ν η  φ ύ σ η  τ η ς  ή τ α ν  
δ ι α θ έ σ ι μ η  γ ι α  α ρ κ ε τ ό  κ α ι ρ ό ,  η  δ η μ ο σ ί ε υ σ η  τ ο  1 9 9 7 121 τ ο υ  μ ο ν τ έ λ ο υ  τ η ς  τ ρ ιτ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  
τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς  σ ε  α τ ο μ ι κ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α  ε ξ ή γ η σ ε  π ώ ς  η  χ ρ ω μ α τ ίν η  υ ι ο θ ε τ ε ί  α υ τ ή  τ η
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δ ι α μ ό ρ φ ω σ η .  Κ α ι  ε ν ώ  ο  K o m b e r g  α π ό  τ ο  1 9 7 4 111 ε ι σ ή γ α γ ε  τ η ν  έ ν ν ο ι α  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς  
π ρ ο σ π α θ ώ ν τ α ς  ν α  ε ξ η γ ή σ ε ι  τ η ν  ε ι κ ό ν α  τ ω ν  “ χ α ν δ ρ ώ ν  σ ε  ν ή μ α ”  { b e a d s  o n  a  s tr in g )  έ π ρ ε π ε  ν α  
π α ρ έ λ θ ε ι  ε ι κ ο σ α ε τ ί α  ώ σ τ ε  ν α  ξ ε κ α θ α ρ ί σ ε ι  η  “ ν ε φ ε λ ώ δ η ς ”  α υ τ ή  έ ν ν ο ι α  κ α ι  τ α υ τ ό χ ρ ο ν α  ν α  
υ π ο δ ε ι χ θ ο ύ ν  ν έ ε ς  κ α τ ε υ θ ύ ν σ ε ι ς  π ρ ο β λ η μ α τ ι σ μ ο ύ  σ τ ο ν  τ ο μ έ α  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  κ α ι  τ ο υ  ε λ έ γ χ ο υ  
έ κ φ ρ α σ η ς  γ ο ν ι δ ί ω ν .

00 rmi
Σχήμα 1.3 Χρωματίνη σε δομή (Α) σωληνοειδούς διαμέτρου 30nm και (Β) 
“χανδρών σε νήμα” όπως φαίνεται στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο141

1.1.2 Το νουκλεόσωμα ως επαναλαμβανόμενη δομική υπομονάδα της χρωματίνης
Μ ε  τ η  δ η μ ο σ ί ε υ σ η  τ η ς  κ ρ υ σ τ α λ λ ι κ ή ς  δ ο μ ή ς  τ ο υ  νουκλεοσώματος ( Σ χ .1 .4 )  α π ο κ α λ ύ φ θ η κ α ν  
1 4 6  ζ ε ύ γ η  β ά σ ε ω ν  π ο υ  α π α ρ τ ί ζ ο υ ν  δ ύ ο  σ χ ε δ ό ν  π λ ή ρ ε ι ς  π ε ρ ι σ τ ρ ο φ έ ς  δ ί κ λ ω ν ο υ  D N A  γ ύ ρ ω

η 20 40 60 S0 -20 0 20 40

Χ[Α] Ζ[λ]
Σχήμα 1.4 Το μοντέλο της δομής του νουκλεοσώματος όπως προσδιορίσθηκε με 
τη χρήση περίθλασης ακτίνων X. Οι ιστόνες απεικονίζονται με πράσινο χρώμα ενώ 
το DNA με μωβ.
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α π ό  τ ο  ι σ τ ο ν ι κ ό  σ ω μ α τ ί δ ι ο  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ο ύ  π υ ρ ή ν α  (h is to n e  c o r e  p a r tic le ) . T o
ο κ τ α μ ε ρ έ ς  α υ τ ό  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ό  σ ύ μ π λ ο κ ο  σ υ ν θ έ τ ο υ ν  ο ι  τ έ σ σ ε ρ ι ς  ι σ τ ό ν ε ς  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ο ύ  
π υ ρ ή ν α  { c o r e  h is t o n e s ) ,  ο ι  ι σ τ ό ν ε ς  Η2Α, Η2Β, Η3 κ α ι  Η4, σ υ ν ε ι σ φ έ ρ ο ν τ α ς  η  κ α θ ε μ ία  έ ν α  
ζ ε ύ γ ο ς  μ ο ρ ί ω ν .  Κ ά θ ε  ο κ τ α μ ε ρ έ ς  σ υ ν τ ί θ ε τ α ι  α π ό  έ ν α  τ ε τ ρ α μ ε ρ έ ς  ( δ ι μ ε ρ έ ς  δ ι μ ε ρ ώ ν )  (Η 3 - Η 4 ) 2  
κ α ι  δ ύ ο  δ ιμ ε ρ ή  Η 2 Α - Η 2 Β .  Τ ο  σ χ ή μ α  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς  π ρ ο σ ε γ γ ί ζ ε ι  κ ύ λ ι ν δ ρ ο  μ ε  δ ιά μ ε τ ρ ο  
1 0  κ α ι  ύ ψ ο ς  6 n m  π ε ρ ί π ο υ .  Α π ό  τ ο  σ ώ μ α  τ ο υ  κ υ λ ί ν δ ρ ο υ  κ α ι  π ε ρ ν ώ ν τ α ς  δ ίπ λ α  α π ό  μ ία  ή  
α ν ά μ ε σ α  α π ό  δ ύ ο  έ λ ι κ ε ς  D N A  “ δ ι α φ ε ύ γ ο υ ν ”  τ α  α μ ι ν ο τ ε λ ι κ ά  τ μ ή μ α τ α  τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν  γ ν ω σ τ ά  
κ α ι  ω ς  α μ ι ν ο τ ε λ ι κ έ ς  ο υ ρ έ ς  { N -te r m in a l ta ils )  ε ξ  α ιτ ία ς  τ η ς  ε υ ε λ ι ξ ί α ς  τ ο υ ς  π ο υ  ε ν  μ έ ρ ε ι  
ο φ ε ί λ ε τ α ι  σ τ η  δ ο μ ή  τ ο υ  τ υ χ α ί ο υ  σ π ε ι ρ ά μ α τ ο ς  { r a n d o m  c o i l)  π ο υ  α υ τ έ ς  υ ι ο θ ε τ ο ύ ν  α π ο υ σ ί α  
τ ο π ι κ ώ ν  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ώ ν  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ω ν .  Α υ τ ό ς  ε ί ν α ι  κ α ι  ο  λ ό γ ο ς  - η  ε υ ε λ ι ξ ί α  τ ο υ ς  δ η λ α δ ή -  
γ ι α  τ ο ν  ο π ο ί ο  δ ε ν  ε ι κ ο ν ί ζ ο ν τ α ι  ο λ ό κ λ η ρ ε ς ,  μ ι α ς  κ α ι  η  μ έ θ ο δ ο ς  τ η ς  π ε ρ ί θ λ α σ η ς  α κ τ ι ν ώ ν  X  
α δ υ ν α τ ε ί  ν α  ο δ η γ ή σ ε ι  σ ε  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ η ς  δ ο μ ή ς  α σ α φ ώ ς  ο ρ ι σ μ έ ν ω ν  κ α ι  ιδ ια ίτ ε ρ α  
ε υ κ ί ν η τ ω ν  π ε ρ ι ο χ ώ ν  μ ο ρ ί ω ν .  Ε ξ α ί ρ ε σ η  α π ο τ ε λ ο ύ ν  μ α κ ρ ύ τ ε ρ α  τ μ ή μ α τ α  τ η ς  ο υ ρ ά ς  ε ν ό ς  
μ ο ρ ί ο υ  ι σ τ ό ν η ς  Η 3  κ α ι  λ ι γ ό τ ε ρ ο  ε ν ό ς  τ η ς  Η 4  τ α  ο π ο ί α  λ ό γ ω  δ ι α ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ώ ν  
α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ω ν  α κ ι ν η τ ο π ο ι ο ύ ν τ α ι  σ τ ο ν  κ ρ ύ σ τ α λ λ ο  κ α ι  έ τ σ ι  η  η λ ε κ τ ρ ο ν ι α κ ή  π υ κ ν ό τ η τ α  τ ω ν  
α τ ό μ ω ν  π ο υ  τ α  α π ο τ ε λ ο ύ ν  μ π ο ρ ε ί  - ε σ τ ι α σ μ έ ν η  π ι α -  ν α  α π ο δ ο θ ε ί  σ ε  α υ τ ά  {Σχ.ΐ.δΛ). Α κ ό μ α  
ό μ ω ς  κ α ι  α ν  δ ε ν  “ φ α ί ν ο ν τ α ι ”  ο λ ό κ λ η ρ ε ς  ο ι  ο υ ρ έ ς  τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν ,  π α ρ α μ έ ν ε ι  τ ο  γ ε γ ο ν ό ς  ό τ ι  
ξ ε π ρ ο β ά λ λ ο υ ν  α π ό  τ ο ν  π υ ρ ή ν α  κ α ι  ε ί ν α ι  π ρ ο σ ι τ έ ς  σ τ η ν  ε ξ ω τ ε ρ ικ ή  ε π ιφ ά ν ε ια  τ ο υ  
ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς  (Σχ.Ι.δΒ). Π ρ έ π ε ι  ν α  π ρ ο σ τ ε θ ε ί  σ ε  α υ τ ό  τ ο  σ η μ ε ί ο  ό τ ι  δ ια δ ο χ ικ ά  
ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ α  σ υ ν δ έ ο ν τ α ι  μ ε τ α ξ ύ  τ ο υ ς  μ ε  σ υ ν δ ε τ ι κ ό  { lin k e r )  D N A  μ ή κ ο υ ς  π ο υ  π ο ι κ ί λ λ ε ι

Σχήμα 1.5 (Α) Χωροπληρωτικό μοντέλο του νουκλεοσώματος151. To DNA -που εδώ εικονίζεται λευκό- 
αφήνει ακάλυπτες τόσο τις αμινοτελικές ουρές όσο και την επιφάνεια των ιστονών που βρίσκεται στις δυο 
βάσεις του ‘νουκλεοσωμικού κυλίνδρου’. (Β) Σχηματική παράσταση του νουκλεοσώματος όπου φαίνονται 
οι ‘προσιτές’ (μη καλυμμένες από το DNA) πρωτεΐνικές περιοχές141.
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α π ό  8  έ ω ς  1 4  ζ ε υ γ ώ ν  β ά σ ε ω ν  α ν ά  ν ο υ κ λ ε ό σ ω μ α .  Η  σ υ ν δ ε τ ι κ ή  ι σ τ ό ν η  Η 1  σ φ ρ α γ ί ζ ε ι  τ α  σ η μ ε ί α  
ε ι σ ό δ ο υ  κ α ι  ε ξ ό δ ο υ  τ ο υ  D N A  σ υ μ μ ε τ έ χ ο ν τ α ς  έ τ σ ι  σ τ ο  σ χ η μ α τ ι σ μ ό  χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ώ ν  δ ο μ ώ ν  
υ ψ η λ ό τ ε ρ η ς  τ ά ξ η ς .

1.1.3 Δομή και οργάνωση των πυρηνικών ιστονών

1 #αμινοξέων Μ . W  (kDa) ρ ΐ αμινοξική αλληλουχία

Η 2 Α 130 14.10 10.9
SGRGKQGGKARAK SKSRS SRAGLQFPV GRIHRLLR 
KGNYAERIGAGAPVYLAAVLEYLTAEILELAGNAS 
RDNKKTRIIPRHLQLAIRNDEELNKLLGGVTIAQGG  
VLPNIQAVLLPKKTESHHHKAQSK

Η 2 Β 125 13.82 10.3
PEPSKSAPAPKKGSKKAITKAQKKDGKKRKRSRKE
SYSIYVYKVLKQVHPDTGISSKAMGIMNSFVNDIFE
RIAGEASRLAHYNKRSTITSREIQTAVRLLLPGELAK
HAVSEGTKAVTKYTSSK

Η 3 135 15.27 11.1
ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGG  
VKKPHR YRPGTVALREIRR Υ QKSTELLIRKLPFQRL 
VREIAQDFKTDLRFQSSAVMALQEACEAYLVGLFE  
DTNLCAIHAKRVTIMPKDIQLARRIRGERA

Η 4 102 11.24 11.4
SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDNIQGITKPAIR  
RLARRGGV  KRISGLI YEETRG VLKVF LENVIRD AVT  
YTEHAKRKTVTAM DW YALKRQGRTLYGFGG

Πίνακας 1.1 Μερικά χαρακτηριστικά των ιστσνών του νουκλεοσωμικοό πυρήνα του ανθρώπου

Ο ι  τ έ σ σ ε ρ ι ς  ι σ τ ό ν ε ς  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ο ό  π υ ρ ή ν α  ε ί ν α ι  σ χ ε τ ι κ ά  μ ι κ ρ έ ς  ( η  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ η  - η  Η 3 -  
σ τ ο ν  ά ν θ ρ ω π ο  α π ο τ ε λ ε ί τ α ι  α π ό  1 3 5  α μ ι ν ο ξ έ α )  β α σ ι κ έ ς ,  π υ ρ η ν ι κ έ ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  (Πιν.1.1). 

Δ ο μ ι κ ά ,  α π ο τ ε λ ο ύ ν τ α ι  α π ό  έ ν α  κ ε ν τ ρ ι κ ό ,  σ υ ν τ η ρ η μ έ ν ο  μ ε τ α ξ ύ  τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν ,  π υ ρ ή ν α  π ο υ  
α π α ρ τ ί ζ ε τ α ι  α π ό  τ ρ ί α  ε λ ι κ ο ε ι δ ή  τ μ ή μ α τ α  κ α ι  δ ύ ο  μ ι κ ρ έ ς  σ υ ν δ ε τ ι κ έ ς  θ η λ ι έ ς  ( lo o p s )  γ ν ω σ τ ό  ω ς  
χαρακτηριστική αναδίπλωση των ιστονών (h is t o n e  f o l d ) .  Ε κ α τ έ ρ ω θ ε ν  α υ τ ο ύ ,  
π α ρ α τ η ρ ο ύ ν τ α ι  α μ ι ν ο τ ε λ ι κ ά  κ α ι  κ α ρ β ο ξ υ τ ε λ ι κ ά  τ μ ή μ α τ α  π ο ι κ ί λ η ς  έ κ τ α σ η ς  (Σχ.1.6). Ο ι  

α μ ι ν ο τ ε λ ι κ έ ς  ο υ ρ έ ς  τ ω ν  τ ε σ σ ά ρ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν  κ α θ ώ ς  κ α ι  τ ο  κ α ρ β ο ξ υ τ ε λ ι κ ό  τ μ ή μ α  τ η ς  Η 2 Α  δ ε ν  
κ α λ ύ π τ ο ν τ α ι  α π ό  τ ο  D N A  π ο υ  π ε ρ ι β ά λ λ ε ι  τ ο  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ό  ο κ τ α μ ε ρ έ ς  κ α ι  έ τ σ ι  ε ί ν α ι

Σχήμα 1.6 (Α) Απεικόνιση των τμημάτων των ιστονών του νουκλεοσωμικοό πυρήνα και της 
δευτεροταγούς δομής τους. (Β) Η χαρακτηριστική τριτοταγής δομή ιστονών (histone fold) όπως 
φαίνεται στο αντίστοιχο (ομόλογο μεταξύ των ιστονών) τμήμα της Η2Α14’.
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π ρ ο σ π ε λ ά σ ι μ α  α π ό  τ η ν  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ή  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς .  Π ε ρ ι ο ρ ι σ μ έ ν ε ς  
δ ι α κ υ μ ά ν σ ε ι ς ,  τ ό σ ο  ω ς  π ρ ο ς  τ ο  μ ή κ ο ς ,  ό σ ο  κ α ι  ω ς  π ρ ο ς  τ η ν  α μ ι ν ο ξ ι κ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α  τ ω ν  
ι σ τ ο ν ι κ ώ ν  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  έ χ ο υ ν  β ρ ε θ ε ί ,  ο  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ό ς  ό μ ω ς  ρ ό λ ο ς  τ ω ν  ι σ τ ο ν ι κ ώ ν  α υ τ ώ ν  
ι σ ο μ ο ρ φ ώ ν  { h is to n e  v a r ia n ts )  δ ε ν  έ χ ε ι  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ θ ε ί  ικ α ν ο π ο ιη τ ικ ά 1'*11. Π ά ν τ ω ς ,  η  σ χ ε τ ικ ή  
δ ι ε υ θ έ τ η σ η  τ ω ν  ι σ τ ο ν ι κ ώ ν  ι σ ο μ ο ρ φ ώ ν  σ τ ο  π λ α ί σ ι ο  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς  δ ε ν  μ ε τ α β ά λ λ ε τ α ι .

1 .2  Κ α τ α ν ο μ ή  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  μ ο ρ φ ώ ν  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  ε ν τ ό ς  τ ο υ  π υ ρ ή ν α
Π α ρ α τ η ρ ώ ν τ α ς  τ ο ν  π υ ρ ή ν α  ε ν ό ς  ε υ κ α ρ υ ω τ ι κ ο ύ  κ υ τ τ ά ρ ο υ  σ τ ο  η λ ε κ τ ρ ο ν ι κ ό  μ ικ ρ ο σ κ ό π ιο  
μ π ο ρ ε ί  κ α ν ε ί ς  ν α  δ ε ι  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ο  κ α ι  λ ι γ ό τ ε ρ ο  η λ ε κ τ ρ ο σ κ ι ε ρ έ ς  π ε ρ ι ο χ έ ς  χ ρ ω μ α τ ίν η ς  {Σχ.1.7). 

Ή δ η  α π ό  τ η  δ ε κ α ε τ ί α  τ ο υ  ’3 0 ,  ο ρ ί σ τ η κ α ν  δ ύ ο  τ ύ π ο ι  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  α ν ά λ ο γ α  μ ε  τ ο  β α θ μ ό  
σ υ μ π ύ κ ν ω σ η ς  π ο υ  α ν τ α ν α κ λ ά τ α ι  σ τ η ν  « π υ κ ν ό τ η τ α »  π ο υ  π α ρ ο υ σ ί α ζ α ν  σ ε  μ ικ ρ ο σ κ ο π ικ έ ς  
π α ρ α τ η ρ ή σ ε ι ς .  Σ τ ι ς  π ι ο  σ κ ο ύ ρ ε ς  π ε ρ ι ο χ έ ς  η  χ ρ ω μ α τ ίν η  ε ί ν α ι  π ιο  σ υ μ π υ κ ν ω μ έ ν η  κ α ι  
ο ν ο μ ά ζ ε τ α ι  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ί ν η  { h e te r o c h r o m a tin ) , ε ν ώ  α ν τ ί σ τ ο ι χ α  σ τ ις  π ιο  α ν ο ι χ τ έ ς  β ρ ί σ κ ε τ α ι  
π ι ο  “ χ α λ α ρ ή ”  { r e la x e d )  η  ε υ χ ρ ω μ α τ ί ν η  (ιe u c h r o m a tin ) .  Σ ή μ ε ρ α  ε ί ν α ι  γ ν ω σ τ ό  π ω ς  η  
ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ί ν η  π ε ρ ι έ χ ε ι  π ρ ό σ θ ε τ ε ς  σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  τ η ν  ε υ χ ρ ω μ α τ ί ν η  - μ η - ι σ τ ο ν ι κ έ ς -  π ρ ω τ ε ΐν ε ς ,  
ο ι  ο π ο ί ε ς  σ υ ν τ ε λ ο ύ ν  σ τ ο  σ χ η μ α τ ι σ μ ό  δ ο μ ώ ν  α ν ώ τ ε ρ η ς  τ ά ξ η ς  α π ό  α υ τ ή  τ η ς  π ιο  π υ κ ν ή ς  
ε υ χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ή ς  δ ι ά τ α ξ η ς ,  τ η ς  σ ω λ η ν ο ε ι δ ο ύ ς  ί ν α ς  π ά χ ο υ ς  3 0 n m .  Ω σ τ ό σ ο  δ ε ν  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  
π ε ρ ι γ ρ α φ ο ύ ν  η  δ ο μ ή  ή  ο ι  δ ο μ έ ς  π ο υ  α υ τ ή  υ ι ο θ ε τ ε ί  σ ε  μ ο ρ ι α κ ό  ε π ί π ε δ ο  σ τ ο  β α θ μ ό  π ο υ  γ ί ν ε τ α ι  
γ ι α  τ η ν  ε υ χ ρ ω μ α τ ί ν η ,  κ α θ ώ ς  κ α ι  ο ι  κ υ τ τ α ρ ικ ο ί  μ η χ α ν ι σ μ ο ί  π ο υ  τ ι ς  δ η μ ι ο υ ρ γ ο ύ ν  ή  τ ις  
δ ι α σ π ο ύ ν .  Η  π λ ε ι ο ψ η φ ί α  τ ο υ  D N A  π ο υ  β ρ ί σ κ ε τ α ι  σ τ η ν  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ί ν η  δ ε ν  π ε ρ ι έ χ ε ι  γ ο ν ί δ ι α ,  
ε ν ώ  π ο λ ύ  μ ικ ρ ό  π ο σ ο σ τ ό  α υ τ ώ ν  π ο υ  π ε ρ ι έ χ ε ι  ε ί ν α ι  ε ν ε ρ γ ά 141. Σ τ α  θ η λ α σ τ ικ ά ,  ε κ τ ιμ ά τ α ι  ό τ ι  τ ο  
1 0 %  τ ο υ  γ ο ν ι δ ι ώ μ α τ ο ς  β ρ ί σ κ ε τ α ι  σ τ η ν  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ί ν η .  Η  τ ε λ ε υ τ α ί α  α π α ν τ ά τ α ι  κ ο ν τ ά  σ τ η ν

Σχήμα 1.7 Ευκαρυωτικό κύτταρο όπως φαίνεται στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. (Α) Η 
ετεροχρωματίνη, ως πυκνότερη, διακρίνεται πιο σκουρόχρωμη από την ευχρωματίνη*61 
εντός του πυρήνα. (Β) Κατανομή των δύο τύπων χρωματίνης κοντά σε πυρηνικό πόρο.
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π ε ρ ι φ έ ρ ε ι α  τ ο υ  π υ ρ ή ν α  - μ ε  ε ξ α ί ρ ε σ η  τ α  σ η μ ε ί α  ε ι σ ό δ ο υ - ε ξ ό δ ο υ  σ τ ο  π υ ρ η ν ό π λ α σ μ α -  γ ύ ρ ω  
α π ό  τ ο υ ς  π υ ρ η ν ί σ κ ο υ ς  κ α ι  σ ε  ν η σ ί δ ε ς  ε ν τ ό ς  τ η ς  ε υ χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ή ς  “ λ ί μ ν η ς ” . Μ ε τ α γ ρ α φ ή  
γ ο ν ι δ ί ω ν  λ α μ β ά ν ε ι  χ ώ ρ α  σ τ ι ς  ε υ χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ έ ς  π ε ρ ι ο χ έ ς  ε ν ώ  ο  ρ ό λ ο ς  τ η ς  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  δ ε ν  
ε ί ν α ι  ξ ε κ ά θ α ρ ο ς .  Π α ρ ό λ ο  π ο υ  ε ί ν α ι  γ ε ν ι κ ά  α π ο δ ε κ τ ό  ό τ ι  α π ο τ ε λ ε ί  τ η ν  “ α π ο θ ή κ η ”  γ ι α  τ η  
γ ε ν ε τ ι κ ή  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  π ο υ  δ ε ν  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ε ί τ α ι  σ ε  δ ε δ ο μ έ ν ο  χ ρ ό ν ο ,  ε ί ν α ι  α μ φ ί β ο λ ο  ό τ ι  ο  
έ λ ε γ χ ο ς  τ η ς  μ ε τ α γ ρ α φ ή ς  ε ί ν α ι  κ α ι  ο  λ ό γ ο ς  τ η ς  ύ π α ρ ξ ή ς  τ η ς ,  α φ ο ύ  α π ο τ ε λ ε ί τ α ι  κ υ ρ ί ω ς  α π ό  
D N A  π ο υ  δ ε ν  π ρ ο ο ρ ί ζ ε τ α ι  γ ι α  τ η ν  έ κ φ ρ α σ η  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν .  Ί σ ω ς  - ε ν  μ έ ρ ε ι  τ ο υ λ ά χ ι σ τ ο -  ν α  π α ί ζ ε ι  
σ τ η ρ ι κ τ ι κ ό - δ ο μ ι κ ό  ρ ό λ ο  ή  ν α  ε π ι κ ο υ ρ ε ί  σ ε  σ τ ό χ ε υ σ η  λ ε ι τ ο υ ρ γ ώ ν τ α ς  ω ς  ε ν δ ο π υ ρ η ν ι κ ό  δ ί κ τ υ ο  
ν η σ ί δ ω ν  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η ς .

1.3 Δυναμική φύση της χρωματίνης
1.3.1 Αναδιοργάνωση της χρωματίνης
Μ π ο ρ ε ί  ο ι  δ ι ε ρ γ α σ ί ε ς  π ο υ  ο δ η γ ο ύ ν  σ τ ο  σ χ η μ α τ ι σ μ ό  τ η ς  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  ν α  μ η ν  ε ί ν α ι  α κ ό μ α  
κ α τ α ν ο η τ έ ς ,  δ ε ν  σ υ μ β α ί ν ε ι  ό μ ω ς  τ ο  ί δ ι ο  κ α ι  γ ι α  τ η ν  ε υ χ ρ ω μ α τ ί ν η  ό π ο υ  β ρ ί σ κ ε τ α ι  η  
σ υ ν τ ρ ι π τ ι κ ή  π λ ε ι ο ψ η φ ί α  τ ο υ  γ ο ν ι δ ι ώ μ α τ ο ς .  Η  δ ι α θ έ σ ι μ η  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  α φ ή ν ε ι  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  κ ε ν ά  
σ χ ε τ ι κ ά  μ ε  τ η  φ ύ σ η  τ η ς  ε υ χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  κ α ι  τ ο  μ η χ α ν ι σ μ ό  δ η μ ι ο υ ρ γ ί α ς  τ η ς ,  ο ι  β α σ ι κ έ ς  α ρ χ έ ς  
τ ο υ  ο π ο ί ο υ  π ε ρ ι γ ρ ά φ η κ α ν  π α ρ α π ά ν ω .  Ό μ ω ς ,  ε ν ώ  ο  μ η χ α ν ι σ μ ό ς  “ τ α κ τ ο π ο ί η σ η ς ”  τ η ς  γ ε ν ε τ ι κ ή ς  
π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ς  ε ν τ ό ς  τ ο υ  π υ ρ ή ν α  ε ν ό ς  ε υ κ α ρ υ ω τ ι κ ο ύ  κ υ τ τ ά ρ ο υ  ε ί ν α ι  π ε ρ ί τ ε χ ν ο ς ,  η  σ υ μ π ί ε σ η  
τ η ς ,  τ η ν  ο π ο ί α  α υ τ ό ς  ε π ά γ ε ι  ω ς  α π ά ν τ η σ η  σ τ ο  π ρ ό β λ η μ α  τ ο υ  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ έ ν ο υ  ε ν δ ο π υ ρ η ν ι κ ο ύ  
χ ώ ρ ο υ ,  ο δ η γ ε ί  σ ε  ν έ ο υ ς  π ρ ο β λ η μ α τ ι σ μ ο ύ ς .  Κ α ι  α υ τ ό  γ ι α τ ί  η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  α π ο θ ή κ ε υ σ η ς  τ ο υ  
D N A  π ο υ  π ρ ο α ν α φ έ ρ θ η κ ε  π ε ρ ι ο ρ ί ζ ε ι  δ ρ α σ τ ι κ ά  τ η ν  ε κ τ ε θ ε ι μ έ ν η  σ τ ο  υ δ α τ ι κ ό  π ε ρ ι β ά λ λ ο ν  τ ο υ  
π υ ρ ή ν α  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ ,  κ α θ ι σ τ ώ ν τ α ς  έ τ σ ι  α δ ύ ν α τ η  τ η ν  π ρ ό σ β α σ η  έ ν ζ υ μ ω ν  κ α ι  π ρ ω τ έ ϊ ν ι κ ώ ν  
σ υ μ π λ ο κ ώ ν  π ρ ο ς  τ ι ς  α λ υ σ ί δ ε ς  τ ο υ  σ τ ο  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ο  μ έ ρ ο ς  τ ο υ  μ ή κ ο υ ς  τ ο υ ς .  Σ υ ν ε π ώ ς ,  κ ά τ ω  
α π ό  α υ τ έ ς  τ ι ς  σ υ ν θ ή κ ε ς ,  κ ε φ α λ α ι ώ δ ε ι ς  λ ε ι τ ο υ ρ γ ί ε ς  τ ο υ  κ υ τ τ ά ρ ο υ  ό π ω ς  η  α ν τ ι γ ρ α φ ή ,  η  
μ ε τ α γ ρ α φ ή  κ α ι  η  ε π ι δ ι ό ρ θ ω σ η  τ ο υ  D N A  δ ε ν  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  έ λ θ ο υ ν  σ ε  π έ ρ α ς  α φ ο ύ  ο ι  
α ν τ ί σ τ ο ι χ ε ς  π ρ ω τ έ ϊ ν ι κ έ ς  μ η χ α ν έ ς  δ ε ν  έ χ ο υ ν  π ρ ό σ β α σ η  σ τ ο  υ π ό σ τ ρ ω μ ά  τ ο υ ς .  Α ρ κ ε ί  μ ι α  
δ ε ύ τ ε ρ η  μ α τ ι ά  σ τ ο  σ χ ή μ α  2  γ ι α  ν α  α ρ χ ί σ ε ι  ν α  σ υ ν ε ι δ η τ ο π ο ι ε ί  κ α ν ε ί ς  π ω ς  έ ν α  μ ό ν ο  
ν ο υ κ λ ε ό σ ω μ α  μ π ο ρ ε ί  ν α  ε μ π ο δ ί σ ε ι  τ η ν  έ κ φ ρ α σ η  ε ν ό ς  γ ο ν ι δ ί ο υ ,  π ό σ ω  μ ά λ λ ο ν  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ α  
α π ό  έ ν α  σ ε  ε υ θ ύ γ ρ α μ μ η  δ ι α δ ο χ ή  ή  σ ε  δ ι ά τ α ξ η  σ ω λ η ν ο ε ι δ ο ύ ς .  Π ώ ς  λ ο ι π ό ν  τ ο  D N A  
δ ι κ α ι ο λ ο γ ε ί  τ η  φ ή μ η  τ ο υ  ω ς  “ φ έ ρ ο ν  τ η  γ ε ν ε τ ι κ ή  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  μ ό ρ ι ο ”  α ν  η  π ρ ο σ β α σ ι μ ό τ η τ ά  
τ ο υ  ε ί ν α ι  τ ό σ ο  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ έ ν η ;  Μ ο ι ρ α ί α  λ ο ι π ό ν ,  κ α ι  ε ν ώ  η  δ η μ ι ο υ ρ γ ί α  τ η ς  ε υ χ ρ ω μ α τ ί ν η ς
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μ π ο ρ ε ί  ν α  ε κ λ η φ θ ε ί  ω ς  μ έ ρ ο ς  τ η ς  δ ια δ ικ α σ ία ς  τ ο υ  ε λ έ γ χ ο υ  τ η ς  μ ε τ α γ ρ α φ ή ς * 71 σ τ α  
ε υ κ α ρ υ ω τ ι κ ά  κ ύ τ τ α ρ α ,  η  α ν ά γ κ η  γ ι α  σ υ μ π ύ κ ν ω σ η  τ ο υ  D N A  π ρ ο κ α θ ο ρ ί ζ ε ι  τ η  δ υ ν α τ ό τ η τ α  
α π ο σ υ μ π ύ κ ν ω σ ή ς  τ ο υ .  Τ ο  σ ύ ν ο λ ο  τ ω ν  κ υ τ τ α ρ ικ ώ ν  δ ι ε ρ γ α σ ι ώ ν  π ο υ  α λ λ ά ζ ε ι  τ ο  β α θ μ ό  
σ υ μ π ύ κ ν ω σ η ς  κ α ι ,  ω ς  ε κ  τ ο ύ τ ο υ ,  τ η ν  τ ο π ι κ ή  π ρ ο σ β α σ ι μ ό τ η τ α  τ η ς  ε υ χ ρ ω μ α τ ίν η ς  
α ν α δ ε ι κ ν ύ ο ν τ α ς  έ τ σ ι  τ η  δ υ ν α μ ι κ ή  φ ύ σ η  τ η ς , ε ί ν α ι  γ ν ω σ τ ό  ω ς  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η  τ η ς  
χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  ( c h r o m a tin  r e m o d e lin g )  ή  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ά τ ω ν  (n u c le o s o m e  

r e m o d e lin g ) .

1 . 3 .2  Π α ρ ά γ ο ν τ ε ς  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς
Α ξ ί ζ ε ι  ν α  τ ο ν ι σ θ ε ί  ό τ ι  η  χ ρ ω μ α τ ί ν η  έ χ ε ι  ε γ γ ε ν ώ ς  δ υ ν α μ ι κ ό  χ α ρ α κ τ ή ρ α , π ο υ  μ π ο ρ ε ί  ν α  
ε κ φ ρ α σ θ ε ί  κ α ι  α π ο υ σ ί α  ο π ο ι ω ν δ ή π ο τ ε  ε π ι κ ο υ ρ ι κ ώ ν  π α ρ α γ ό ν τ ω ν .  Έ χ ε ι  δ ε ι χ θ ε ί  ό τ ι  τ α  
ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ α  έ χ ο υ ν  τ η  δ υ ν α τ ό τ η τ α  ν α  “ α ν α π ν έ ο υ ν ” , ν α  ε ν α λ λ ά σ σ ο ν τ α ι  δ η λ α δ ή  τ α χ ύ τ α τ α  
μ ε τ α ξ ύ  δ ι α μ ο ρ φ ώ σ ε ω ν ,  κ ά π ο ι ε ς  α π ό  τ ι ς  ο π ο ί ε ς  ε π ι τ ρ έ π ο υ ν  τ η ν  π ρ ό σ β α σ η  σ τ ο  D N A  τ η ς  
μ ε τ α γ ρ α φ ι κ ή ς  μ η χ α ν ή ς  χ ω ρ ίς  τ η  σ υ ν ε π ι κ ο υ ρ ί α  κ ά π ο ι ο υ  ε ξ ω γ ε ν ο ύ ς  π α ρ ά γ ο ν τ α * 122*. Η  
δ υ ν α μ ι κ ή  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  ε κ φ ρ ά ζ ε τ α ι  ε π ί σ η ς  μ ε  τ η  σ υ ν ε χ ή  α ν τ ικ α τ ά σ τ α σ η  τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν  τ ο υ  
ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς ,  κ υ ρ ί ω ς  τ ο υ  δ ι μ ε ρ ο ύ ς  Η 2 Α / Η 2 Β ,  κ α ι  τ η ν  α ν τ α λ λ α γ ή  ι σ τ ο ν ι κ ώ ν  
ι σ ο μ ο ρ φ ώ ν * 123*. Σ υ χ ν ά  ό μ ω ς  τ η ν  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  α ν α λ α μ β ά ν ο υ ν  π ρ ω τ ε ΐν ικ ά  
σ ύ μ π λ ο κ α - μ η χ α ν έ ς  γ ν ω σ τ ά  ω ς  π α ρ ά γ ο ν τ ε ς  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  (<c h r o m a tin

Factor ATPase
ATPase
Essential? Organism

No. of
Subunits Comments

s w i/ s n f  family
SWI/SNF SWI2/SNF2 no S. cerevlslae 11 Required for activation and repression of specific genes.
RSC STH1 yes S. cerevisiae 15 Shares subunit similarities with SWI/SNF complex.
Brahma BRM yes D. melanogaster 2 7 Drosophila counterpart of yeast SWI/SNF.
hSWI/SNF HBRM no H. sapiens -10 1 hSNF5/lNll is associated with malignant rhabdoid tumors. 

J Have tissue-specific subunit heterogeneity.hSWI/SNF BRG1 yes H. sapiens -10

Mi-2/CHD family
Mi-2 complex MI-2/CHD yes X. laevis 6 i  NuRD, NRD, NURD, and Mi-2 complex are related or Identical. 

Complexes contain Mi-2n/CHD3 and/or MI-2ii/CHD4.
MI-2 subunit is a dermatomyositis-speciftc autoantigon. 
MTA2 subunit is related to metastasis-associated factor 

MTA1.
HDAC1/HDAC2 subunits are histone deacetylase enzymes. 
Interacts directly or Indirectly with methylated DNA.

NuRD MI-2/CHD (In Drosoplitla) H. sapiens 27

ISWI family
ISWI ISWI no S. cerevisiae 4 Has nucleosome disruption and spacing activities.
ISW2 ISW2 no S. cerevisiae 2 Has nucleosome spacing activity.
NURF ISWI ? D. melanogaster 4 Disrupts nudeosomes during transcriptional activation.
ACF ISWI ? D. melanogaster 2 Mediates chromatin assembly, spacing, and remodeling.
CHRAC ISWI ? 0. melanogaster 5 Contains topolsomerase II. Has disruption and spacing 

activities.
RSF hSNF2h ? H. sapiens 2 Facilitates transcription from chromatin templates.

'Nucleosome disruption activity" refers to the ability of the factor to Increase the accessibilliy of a nucloase 10 nudeosomal DNA. ' Nucleosome 
spacing activity" refers to the ability of the factor to form a regularly spaced nucleosome array from randomly distributed nudeosomes. 
'Nucleosome remodeling activity" refers to the ability of the factor to alter the structure and/or position of a nucleosome

Πίνακας 1.2 Γνωστοί παράγοντες αναδιοργάνωσης χρωματίνης*71.
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  1. Ε ΙΣ Α Γ Ω Γ Η

r e m o d e lin g  f a c t o r s )  ή  α ν α δ ι ο ρ γ α ν ω τ έ ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  (<c h r o m a tin  r e m o d e le r s ) . Κ α θ ε μ ί α  α π ό  
τ ι ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  π ο υ  σ υ ν θ έ τ ο υ ν  τ ι ς  μ η χ α ν έ ς  α υ τ έ ς  ε ί ν α ι  ε π ι φ ο ρ τ ι σ μ έ ν η  μ ε  έ ν α ν  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  ρ ό λ ο  
τ η ς  δ ι α δ ι κ α σ ί α ς .  Α ν  κ α ι  ο  τ ε λ ε υ τ α ί ο ς  δ ε ν  ε ί ν α ι  π ά ν τ α  ξ ε κ α θ α ρ ι σ μ έ ν ο ς ,  ε ί ν α ι  γ ν ω σ τ ό  ό τ ι  
κ ά π ο ι ε ς  ε ί ν α ι  α π ο λ ύ τ ω ς  α π α ρ α ί τ η τ ε ς ,  ε ν ώ  ά λ λ ε ς  β ε λ τ ι σ τ ο π ο ι ο ύ ν  μ ι α  δ ι α δ ι κ α σ ί α  π ο υ  μ π ο ρ ε ί  
ν α  έ ρ θ ε ι  σ ε  π έ ρ α ς  κ α ι  χ ω ρ ί ς  τ η  σ υ ν δ ρ ο μ ή  τ ο υ ς .  Α ν ά λ ο γ α  μ ε  τ ο ν  α ρ ι θ μ ό  τ ω ν  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  
π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ώ ν  σ υ σ τ α τ ι κ ώ ν  α υ τ ώ ν  τ ω ν  σ υ μ π λ ο κ ώ ν ,  τ ο  μ ο ρ ι α κ ό  τ ο υ ς  β ά ρ ο ς  μ π ο ρ ε ί  ν α  ξ ε π ε ρ ν ά  
κ α ι  τ ο  l M D a ,  γ ε γ ο ν ό ς  π ο υ  υ π ο δ η λ ώ ν ε ι  τ ο  π λ ή θ ο ς ,  α λ λ ά  κ α ι  τ η ν  π ο λ υ π λ ο κ ό τ η τ α  τ ω ν  
ε π ι μ έ ρ ο υ ς  δ ι ε ρ γ α σ ι ώ ν  π ο υ  π ρ έ π ε ι  ν α  σ υ ν τ ε λ ε σ θ ο ύ ν  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  α λ λ ά ξ ε ι  τ ο π ι κ ά  η  
π ρ ο σ β α σ ι μ ό τ η τ α  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  (Π ιν ΐ.2 ) .

Π ο ι έ ς  ε ί ν α ι  ό μ ω ς  ο ι  σ υ ν έ π ε ι ε ς  γ ι α  τ α  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ α  τ η ς  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η ς  π ο υ  
ε π ι φ έ ρ ο υ ν  α υ τ ο ί  ο ι  π α ρ ά γ ο ν τ ε ς ;  Α ς  σ κ ε φ τ ο ύ μ ε  τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  π ο υ  η  έ κ φ ρ α σ η  ε ν ό ς  γ ο ν ι δ ί ο υ  
π α ρ ε μ π ο δ ί ζ ε τ α ι  α π ό  μ ι α  σ ε ι ρ ά  δ ι α δ ο χ ι κ ώ ν  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ά τ ω ν  π ο υ  μ ε  τ η  φ υ σ ι κ ή  τ ο υ ς  π α ρ ο υ σ ί α  
κ α ι  μ ό ν ο  κ α θ ι σ τ ο ύ ν  μ η  π ρ ο σ ι τ ό  σ τ η ν  R N A  π ο λ υ μ ε ρ ά σ η  μ έ ρ ο ς  τ ο υ  D N A  τ ο υ  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν ο υ  
γ ο ν ι δ ί ο υ ,  ε ν ώ  τ η ν  ί δ ι α  σ τ ι γ μ ή  α π α γ ο ρ ε ύ ο υ ν  τ ο  ά ν ο ι γ μ α  τ η ς  δ ι π λ ή ς  έ λ ι κ α ς  τ ο υ  D N A .  Μ ε  
δ ε δ ο μ έ ν ο  ό τ ι  η  έ κ φ ρ α σ η  α υ τ ο ύ  τ ο υ  γ ο ν ι δ ί ο υ  έ χ ε ι  “ ε γ κ ρ ι θ ε ί ”  α π ό  τ ο υ ς  α ρ μ ό δ ι ο υ ς  κ υ τ τ α ρ ι κ ο ύ ς  
μ η χ α ν ι σ μ ο ύ ς  ε λ έ γ χ ο υ  τ η ς  μ ε τ α γ ρ α φ ή ς ,  τ ο  μ ό ν ο  π ο υ  μ έ ν ε ι  ε ί ν α ι  ν α  υ π ε ρ κ ε ρ α σ τ ε ί  η  
π α ρ ε μ π ό δ ι σ η  π ο υ  σ υ ν ε π ά γ ε τ α ι  η  π α ρ ο υ σ ί α  τ ω ν  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ά τ ω ν .  Α υ τ ή  τ η ν  π α ρ ε μ π ό δ ι σ η  
κ α λ ο ύ ν τ α ι  ν α  ά ρ ο υ ν  ο ι  π α ρ ά γ ο ν τ ε ς  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η ς  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς .  Η  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η  σ ε  
α υ τ ή  τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  λ ο ι π ό ν  σ υ ν ε π ά γ ε τ α ι  μ ι α  α ρ χ ι κ ή  δ ι α τ α ρ α χ ή  ( χ α λ ά ρ ω σ η )  τ η ς  δ ο μ ή ς  τ ω ν  
ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ά τ ω ν ,  η  ο π ο ί α  μ π ο ρ ε ί  ν α  ο δ η γ ή σ ε ι  ε ί τ ε  σ ε  δ ι ά σ π α σ η  ε ί τ ε  σ ε  μ ε τ α κ ί ν η σ η  τ ο υ ς  
π ά ν ω  σ τ ο  “ ν ή μ α ”  τ ο υ  D N A ,  έ τ σ ι  ώ σ τ ε  ν α  ε κ τ ε θ ε ί  η  “ κ ρ υ μ μ έ ν η ”  π ε ρ ι ο χ ή  D N A .  Α ν τ ί σ τ ο ι χ ε ς  

α ρ χ έ ς  ε φ α ρ μ ό ζ ο ν τ α ι  κ α ι  σ τ η ν  α ν τ ί σ τ ρ ο φ η  π ε ρ ί π τ ω σ η ,  ό τ α ν  δ η λ α δ ή  έ ν α  τ μ ή μ α  D N A  
χ ρ ε ι ά ζ ε τ α ι  ν α  υ ι ο θ ε τ ή σ ε ι  μ ι α  π ι ο  σ υ μ π υ κ ν ω μ έ ν η  δ ι α μ ό ρ φ ω σ η  ε ί τ ε  γ ι α  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ό  τ ο υ  χ ώ ρ ο υ  

π ο υ  κ α τ α λ α μ β ά ν ε ι  ( α π ο θ ή κ ε υ σ η )  ε ί τ ε  γ ι α  κ α τ α σ τ ο λ ή  τ η ς  μ ε τ α γ ρ α φ ή ς  τ ο υ ί?1.
Ό μ ω ς ,  μ ε  π ο ι ο υ ς  μ η χ α ν ι σ μ ο ύ ς  δ ρ ο υ ν  ο ι  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ έ ς  α υ τ έ ς  μ η χ α ν έ ς ;  Π ώ ς  

ε π ι τ υ γ χ ά ν ο υ ν  τ η  μ ε τ α κ ί ν η σ η  ή  τ η  δ ι ά σ π α σ η  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ά τ ω ν ;  Α ρ χ ι κ ά  ε ί χ α ν  π ρ ο τ α θ ε ί  δ ύ ο  

αμοιβαία αποκλειόμενοι μ η χ α ν ι σ μ ο ί .  Σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  τ η  μ έ χ ρ ι  π ρ ό τ ι ν ο ς  ε π ι κ ρ α τ ο ύ σ α  ά π ο ψ η ,  
κ ά π ο ι ο ι  π α ρ ά γ ο ν τ ε ς  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η ς  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  δ ρ ο υ ν  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  τ η ν  ε κ λ υ ό μ ε ν η  
ε ν έ ρ γ ε ι α  α π ό  τ η ν  υ δ ρ ό λ υ σ η  τ ο υ  Α Τ Ρ ,  ε ν ώ  ά λ λ ο ι  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ώ ν τ α ς  μ ε  κ α τ ά λ λ η λ α  μ ε τ α -  

μ ε τ α φ ρ α σ τ ι κ ά  τ ρ ο π ο π ο ι η μ έ ν ε ς  ε κ τ ε θ ε ι μ έ ν ε ς  ι σ τ ο ν ι κ έ ς  ο υ ρ έ ς .  Σ ή μ ε ρ α  ε ί ν α ι  γ ν ω σ τ ά  
π α ρ α δ ε ί γ μ α τ α  α ν α δ ι ο ρ γ α ν ω τ ώ ν  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  ο ι  ο π ο ί ο ι  σ υ ν δ υ ά ζ ο υ ν  τ ο υ ς  δ υ ο  μ η χ α ν ι σ μ ο ύ ς
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φ ι λ ο ξ ε ν ώ ν τ α ς  έ ν ζ υ μ α  π ο υ  α ν ή κ ο υ ν  σ ε  κ α θ ε μ ι ά  α π ό  τ ι ς  δ ύ ο  κ α τ η γ ο ρ ί ε ς  ή  τ α υ τ ό χ ρ ο ν α  κ α ι  σ τ ι ς  
δ ύ ο 11241.

1.4 Υπόθεση του κώδικα των ιστονών
Ο  σ υ ζ ε υ γ μ έ ν ο ς  μ ε  τ η ν  υ δ ρ ό λ υ σ η  τ ο υ  Α Τ Ρ  μ η χ α ν ι σ μ ό ς  κ α τ ά λ υ σ η ς  ε ί ν α ι  γ ν ω σ τ ό ς  κ α ι  κ α λ ά  
χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ έ ν ο ς ,  μ ι α  κ α ι  α π α ν τ ά τ α ι  σ ε  π ο λ λ έ ς  β ι ο λ ο γ ι κ έ ς  δ ι ε ρ γ α σ ί ε ς ,  α φ ή ν ο ν τ α ς  μ ό ν ο  
μ ε ρ ι κ ά  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  μ η χ α ν ι σ τ ι κ ά  ε ρ ω τ ή μ α τ α  π ρ ο ς  δ ι α λ ε ύ κ α ν σ η  κ α τ ά  π ε ρ ίπ τ ω σ η .  Α ν τ ίθ ε τ α ,  η  
ύ π α ρ ξ η  ε ν ό ς  μ η χ α ν ι σ μ ο ύ  χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ή ς  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η ς  β α σ ι σ μ έ ν ο υ  σ ε  μ ε τ α - μ ε τ α φ ρ α σ τ ικ έ ς  
τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ι ς  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ώ ν  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  ε μ φ α ν ι ζ ό τ α ν  ιδ ια ίτ ε ρ α  κ α ι ν ο φ α ν ή ς  κ α ι  
“ γ ο η τ ε υ τ ι κ ή ” . Η  δ υ ν α τ ό τ η τ α  μ ά λ ι σ τ α  π ο ι κ ι λ ί α ς  σ υ ν δ υ α σ μ ώ ν  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ω ν ,  κ α θ ώ ς  κ α ι  η  
α ρ χ ι κ ή  σ υ σ χ έ τ ι σ η  κ ά π ο ι ω ν  ε ξ  α υ τ ώ ν  μ ε  μ ε τ α γ ρ α φ ικ ή  κ α τ α σ τ ο λ ή  ή  ε ν ε ρ γ ο π ο ί η σ η ,  ο δ ή γ η σ ε  
γ ρ ή γ ο ρ α  σ τ η ν  ι δ έ α  τ η ς  ύ π α ρ ξ η ς  ε ν ό ς  κ ώ δ ι κ α  π ο υ  “ ε γ γ ρ ά φ ε τ α ι ”  π ά ν ω  σ τ α  ε κ τ ε θ ε ι μ έ ν α  
α μ ι ν ο τ ε λ ι κ ά  τ μ ή μ α τ α  τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν  ε ν ό ς  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς  κ α ι  κ α θ ο ρ ί ζ ε ι  τ η ν  π ρ ο σ β α σ ι μ ό τ η τ α  
( κ α ι  ά ρ α  τ η  χ ρ ή σ η )  σ ε  δ ε δ ο μ έ ν ο  χ ρ ό ν ο  τ ο υ  α ν τ ί σ τ ο ι χ ο υ  τ μ ή μ α τ ο ς  D N A .  Η  θ ε ω ρ ία  τ ο υ

Α .  Πλευρική αλυσίδα λυσίνης

Οχ
δι-μεθυλιωμένημη τροποποιημένη μονο-μεθυλιωμένη 

Β. Πλευρική αλυσίδα αργινίνης

xt Ο χ

συμμετρικάμη τροποποιημένη μονο-μεθϋλιωμένη ασύμμετρα
δι-μεθνλιωμένη δι-μεθολιωμένη

Σχήμα 1.8 Γνωστές, βιολογικά υπαρκτές μορφές μεθυλίωσης 
πλευρικών αμτνομάδων καταλοίπων (Α) λυσίνης και (Β) αργινίνης
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  1. Ε ΙΣ Α Γ Ω Γ Η

ιστονικού κώδικα { h is to n e  c o d e ) ^  α ν α π τ ύ χ θ η κ ε  γ ι α  ν α  ε ξ η γ ή σ ε ι  τ η  σ η μ α σ ί α  σ υ ν δ υ α σ μ ώ ν  
τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ω ν  δ ρ α σ τ ι κ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  α λ υ σ ί δ ω ν  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  π ο υ  σ υ ν έ θ ε τ α ν  τ ι ς  
α μ ι ν ο τ ε λ ι κ έ ς  ο υ ρ έ ς  τ ω ν  τ ε σ σ ά ρ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ο ύ  π υ ρ ή ν α .  Ά λ λ ω σ τ ε  ή τ α ν  ή δ η  
γ ν ω σ τ ά  ε ξ ε ι δ ι κ ε υ μ έ ν α  έ ν ζ υ μ α  π ο υ  κ α τ α λ ύ ο υ ν  μ ό ν ο -  δ ι -  κ α ι  τ ρ ι -  μ ε θ υ λ ί ω σ η  π λ ε υ ρ ι κ ή ς  
α μ ι ν ο μ ά δ α ς  λ υ σ ί ν η ς ,  μ ο ν ο μ ε θ υ λ ί ω σ η ,  σ υ μ μ ε τ ρ ι κ ή  κ α ι  α σ ύ μ μ ε τ ρ η  δ ι μ ε θ υ λ ί ω σ η  τ η ς  
γ ο υ α ν ι δ ι ν ι κ ή ς  ο μ ά δ α ς  α ρ γ ι ν ί ν η ς  ( Σχ.1.8) ,  α κ ε τ υ λ ί ω σ η  π λ ε υ ρ ι κ ή ς  α μ ι ν ο μ ά δ α ς  λ υ σ ί ν η ς ,  
φ ω σ φ ο ρ υ λ ί ω σ η  τ η ς  υ δ ρ ο ξ υ λ ο μ ά δ α ς  κ α τ α λ ο ί π ω ν  σ ε ρ ί ν η ς  κ α ι  θ ρ ε ο ν ί ν η ς ,  ο ι  ο π ο ί ε ς  ή τ α ν  
μ ε ρ ι κ έ ς  μ ό ν ο  α π ό  τ ι ς  α ρ χ ι κ ά  δ ι α θ έ σ ι μ ε ς  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ι ς  σ τ η  “ φ α ρ έ τ ρ α ”  τ ο υ  κ ώ δ ι κ α .  Έ τ σ ι  ο ι  
π ρ ώ τ ε ς  σ υ σ χ ε τ ί σ ε ι ς  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ω ν  ή  α π λ ώ ν  σ υ ν δ υ α σ μ ώ ν  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ω ν  κ α ι  μ ε τ α γ ρ α φ ι κ ή ς  
ε ν ε ρ γ ό τ η τ α ς  ά ρ χ ι σ α ν  ν α  δ ι α μ ο ρ φ ώ ν ο υ ν  τ ο ν  κ ώ δ ικ α * 91, ο  ο π ο ί ο ς  έ μ ε λ λ ε  ν α  σ υ μ π λ η ρ ώ ν ε τ α ι  τ α  
ε π ό μ ε ν α  χ ρ ό ν ι α  μ ε  ζ έ σ η  (Σχ.1.9).

Τ ε λ ε υ τ α ί α  ά ρ χ ι σ ε  ν α  δ ι α φ α ί ν ε τ α ι  ό τ ι  η  π ρ α γ μ α τ ι κ ό τ η τ α  δ ε ν  ε ί ν α ι  τ ό σ ο  “ α π λ ή ” . Α ρ κ ε ί  
κ α ν ε ί ς  ν α  σ κ ε φ τ ε ί  ό τ ι  σ ε  κ ά θ ε  ν ο υ κ λ ε ό σ ω μ α  υ π ά ρ χ ο υ ν  ο κ τ ώ  ι σ τ ό ν ε ς ,  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ε ς  τ η ς  μ ί α ς  
θ έ σ ε ι ς  τ ρ ο π ο π ο ί η σ η ς  α ν ά  ι σ τ ο ν ι κ ή  ο υ ρ ά ,  κ α ι  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ α  τ ο υ  ε ν ό ς  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ α  α ν ά  
γ ο ν ί δ ι ο  ώ σ τ ε  ν α  α ν τ ι λ η φ θ ε ί  τ η ν  υ π ε ρ α π λ ο υ σ τ ε υ μ έ ν η  φ ύ σ η  τ η ς  ε ρ μ η ν ε ί α ς  π ο υ  ε π ι χ ε ι ρ ε ί τ ο .  Η  
κ α τ ά σ τ α σ η  π ε ρ ι π λ έ κ ε τ α ι  π ε ρ α ι τ έ ρ ω  μ ε  β ά σ η  ο ρ ι σ μ έ ν α  ν ε ό τ ε ρ α  δ ε δ ο μ έ ν α ,  α λ λ ά  κ α ι  μ ι α  
κ ρ ι τ ι κ ό τ ε ρ η  α ν τ ι μ ε τ ώ π ι σ η  τ ω ν  β ι β λ ι ο γ ρ α φ ι κ ώ ν  α π ο τ ε λ ε σ μ ά τ ω ν ,  π ο υ  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  
σ υ ν ο ψ ι σ θ ο ύ ν  ω ς  ε ξ ή ς :

i )  Η  χ ρ ή σ η  α ν τ ι σ ω μ ά τ ω ν  “ ε ι δ ι κ ώ ν ”  έ ν α ν τ ι  κ ά π ο ι α ς  τ ρ ο π ο π ο ί η σ η ς  δ ε ν  μ π ο ρ ε ί  ν α  
α π ο κ λ ε ί σ ε ι  τ η ν  τ α υ τ ό χ ρ ο ν η  ύ π α ρ ξ η  κ ά π ο ι α ς  ά λ λ η ς  τ ρ ο π ο π ο ί η σ η ς  ( κ α ι  ά ρ α  
δ ι α φ ο ρ ε τ ι κ ό  σ υ ν δ υ α σ μ ό )  σ ε  π α ρ α κ ε ί μ ε ν ο  α μ ι ν ο ξ ύ  τ η ς  ίδιας ή  άλλης ι σ τ ο ν ι κ ή ς  

ο υ ρ ά ς  τ ο υ  ί δ ι ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς ,  π ό σ ω  μ ά λ λ ο ν  π α ρ α κ ε ί μ ε ν ο υ  
ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς .

ϋ )  Σ ε  κ ά θ ε  ν ο υ κ λ ε ό σ ω μ α  ε π α ν α λ α μ β ά ν ο ν τ α ι  σ ε  δ ύ ο  “αντίγραφα” τ έ σ σ ε ρ ι ς  
ι σ τ ό ν ε ς .  Μ ε  τ ι ς  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ο ύ μ ε ν ε ς  μ ε θ ό δ ο υ ς  δ ε ν  μ π ο ρ ο ύ σ ε  ν α  δ ε ι χ θ ε ί  ό τ ι  

αμφότερα τα μόρια κ α θ ε μ ί α ς  α π ό  τ ι ς  τ έ σ σ ε ρ ι ς  ι σ τ ό ν ε ς  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ο ύ  
π υ ρ ή ν α  ε ν ό ς  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς  ε μ φ ά ν ι ζ α ν  τ ο ν  ί δ ι ο  σ υ ν δ υ α σ μ ό  μ ε τ α -  
μ ε τ α φ ρ α σ τ ι κ ώ ν  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ω ν .

i i i )  Σ υ μ π ε ρ ά σ μ α τ α  π ο υ  ε ξ ά γ ο ν τ α ι  α π ό  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν η  κ υ τ τ α ρ ι κ ή  σ ε ι ρ ά  

σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν ο υ  ο ρ γ α ν ι σ μ ο ύ  δ ε ν  ε ί ν α ι  α π α ρ α ί τ η τ ο  ν α  έ χ ο υ ν  γ ε ν ι κ ό τ ε ρ η  ι σ χ ύ .
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i v )  Θ έ σ ε ι ς  μ ε τ α - μ ε τ α φ ρ α σ τ ι κ ώ ν  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ω ν 1101 κ α ι  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η ς  μ ε  
π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  π ο υ  “ α π ο δ ε δ ε ι γ μ έ ν α ”  χ α ρ α κ τ η ρ ί ζ ο υ ν  κ ά π ο ι α  μ ο ρ φ ή  χ ρ ω μ α τ ίν η ς  
( π . χ  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ί ν η ) 1111 έ χ ο υ ν  ε ν τ ο π ι σ θ ε ί  ό χ ι  μ ό ν ο  σ τ ι ς  ι σ τ ο ν ι κ έ ς  ο υ ρ έ ς ,  α λ λ ά  
κ α ι  σ τ ο  κ ε ν τ ρ ι κ ό  τ μ ή μ α  τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν .

Μ ο ι ρ α ί α  λ ο ι π ό ν ,  τ η ν  ε μ φ ά ν ι σ ή  τ ο υ ς  σ τ η  β ι β λ ι ο γ ρ α φ ί α  ά ρ χ ι σ α ν  ν α  κ ά ν ο υ ν  μ ε λ έ τ ε ς ,  τ ω ν  
ο π ο ί ω ν  τ α  σ υ μ π ε ρ ά σ μ α τ α  έ ρ χ ο ν τ α ν  σ ε  α ν τ ι δ ι α σ τ ο λ ή  μ ε  τ ο ν  κ ώ δ ικ α  έ τ σ ι  ό π ω ς  α υ τ ό ς  έ ω ς  τ ό τ ε  
δ ι α μ ο ρ φ ω ν ό τ α ν 112’13 .̂ Α ν  κ α ι  τ ο  σ χ ε τ ι κ ό  π ε δ ί ο  έ ρ ε υ ν α ς  γ ν ω ρ ί ζ ε ι  ε ξ α ι ρ ε τ ικ ή  ά ν θ ισ η  κ α ι  
ε ξ α κ ο λ ο υ θ ε ί  ν α  π ρ ο σ ε λ κ ύ ε ι  έ ν τ ο ν ο  ε ν δ ι α φ έ ρ ο ν ,  τ η ν  α ρ χ ικ ή  “ φ ρ ε ν ή ρ η ”  δ η μ ο σ ι ο π ο ί η σ η  
ε ρ μ η ν ε ι ώ ν  τ ο υ  κ ώ δ ικ α  τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν  έ χ ε ι  π ρ ό σ φ α τ α  δ ι α δ ε χ θ ε ί  έ ν α ς  σ κ ε π τ ι κ ι σ μ ό ς  ό σ ο ν  α φ ο ρ ά
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Σχήμα 1.9 Σχηματική παράσταση μερικών τροποποιήσεων που έχουν 
βρεθεί σε τρεις από τις ιστόνες του πυρήνα του νουκλεοσώματος καθώς και 
μερικών από τα προβλεπόμενα από τον ιστσνικό κώδικα για τις Η3 και H4W.
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  1. Ε ΙΣ Α Γ Ω Γ Η

τ η  θ ε ω ρ ί α  α υ τ ή 1125'1281. Έ τ σ ι  σ ή μ ε ρ α  π ο λ λ ο ί  μ ε λ ε τ η τ έ ς  α ν α φ έ ρ ο ν τ α ι  σ ε  “ υ π ό θ ε σ η ”  τ ο υ  
κ ώ δ ι κ α  τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν ,  ί σ ω ς  ό χ ι  γ ι α τ ί  α π ο κ λ ε ί ο υ ν  τ η ν  π ι θ α ν ό τ η τ α  ν α  υ π ά ρ χ ε ι ,  α λ λ ά  γ ι α τ ί  η  
π ι σ τ ο π ο ί η σ η  τ η ς  ύ π α ρ ξ ή ς  τ ο υ  ε ί ν α ι  ά ρ ρ η κ τ α  σ υ ν δ ε δ ε μ έ ν η  μ ε  τ η ν  “ α π ο κ ω δ ι κ ο π ο ί η σ η ”  τ ω ν  
σ υ σ τ α τ ι κ ώ ν  α ρ χ ώ ν  ε ν ό ς  τ έ τ ο ι ο υ  κ ώ δ ικ α .

1 .5 .1  Ε π ι μ έ ρ ο υ ς  δ ο μ ι κ έ ς  π ε ρ ι ο χ έ ς  π ο υ  ε μ π λ έ κ ο ν τ α ι  σ τ η ν  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η  τ η ς  
χ ρ ω μ α τ ί ν η ς -  τ ο  c h r o m o d o m a i n  κ α ι  ο  ρ ό λ ο ς  τ ο υ
Π ο λ λ έ ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  π ο υ  σ υ μ μ ε τ έ χ ο υ ν  σ ε  α ν α δ ι ο ρ γ α ν ω τ έ ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  ή  π ο υ  σ χ ε τ ί ζ ο ν τ α ι  μ ε  
κ ά π ο ι ο  τ ρ ό π ο  μ ε  τ η  χ ρ ω μ α τ ί ν η ,  φ ι λ ο ξ ε ν ο ύ ν ,  μ ε τ α ξ ύ  ά λ λ ω ν 1141, ε ν τ ό ς  τ η ς  α μ ι ν ο ξ ι κ ή ς  
α λ λ η λ ο υ χ ί α ς  τ ο υ ς  τ ο υ λ ά χ ι σ τ ο ν  έ ν α  α υ τ ό ν ο μ ο  - δ ο μ ι κ ά  κ α ι  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ά -  π ε π τ ι δ ι κ ό  τ μ ή μ α  
γ ν ω σ τ ό  ω ς  χ ρ ω μ ο π ε ρ ι ο χ ή  { c h r o m o d o m a in ) . Π ά ν ω  α π ό  4 0 0  τ έ τ ο ι ε ς  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ έ ς  π ε ρ ι ο χ έ ς  
έ χ ο υ ν  τ α υ τ ο π ο ι η θ ε ί  σ ή μ ε ρ α  σ ε  δ ι ά φ ο ρ ο υ ς  ο ρ γ α ν ι σ μ ο ύ ς .  Π α ρ ά  τ ο  μ ι κ ρ ό  τ ο υ  μ έ γ ε θ ο ς  ( π ε ρ ί π ο υ  
5 5  α μ ι ν ο ξ έ α  - 6 . 5 k D a -  ε ν ώ  μ π ο ρ ε ί  ν α  ε ί ν α ι  κ α ι  λ ί γ ο  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ο  κ α τ ά  π ε ρ ί π τ ω σ η )  τ ο  
c h r o m o d o m a i n  θ ε ω ρ ε ί τ α ι  ό τ ι  π α ί ζ ε ι  κ ε ν τ ρ ι κ ό  ρ ό λ ο  σ τ η ν  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς .  
Α υ τ ό  ε ί ν α ι  ε μ φ α ν έ ς  α π ό  τ ο  α κ ρ ω ν ύ μ ι ο  - π ρ ώ τ ο  σ υ ν θ ε τ ι κ ό  τ ο υ  ο ν ό μ α τ ό ς  τ ο υ -  τ ο  ο π ο ί ο  
σ υ ν τ έ μ ν ε ι  τ η  φ ρ ά σ η :  “ τ ρ ο π ο π ο ι η τ ή ς  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ή ς  ο ρ γ ά ν ω σ η ς ”  { C H R r o m a tin  

O r g a n iz a tio n  M o d if ie r ) .  T o  1 9 9 7 ,  μ ε  χ ρ ή σ η  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α ς  N M R ,  δ η μ ο σ ι ε ύ θ η κ ε  σ ε  
α τ ο μ ι κ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α  η  τ ρ ι τ ο τ α γ ή ς  δ ο μ ή  τ ο υ  κ α λ ύ τ ε ρ α  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ έ ν ο υ  ε κ π ρ ο σ ώ π ο υ 1151 τ η ς  
π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ή ς  α υ τ ή ς  ο ι κ ο γ έ ν ε ι α ς ,  τ ο υ  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ή ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  1 ή  
Η Ρ 1  { H e te r o c h r o m a tin  P r o te in  1 ) .  Η  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ή ς  δ ο μ ή  τ ο υ  α π ο τ ε λ ε ί τ α ι  α π ό  μ ι α  β -  
π τ υ χ ω τ ή  ε π ι φ ά ν ε ι α  (β - s h e e t )  τ ρ ι ώ ν  κ λ ώ ν ω ν  { s tr a n d s )  κ α ι  μ ι α  κ α ρ β ο ξ υ τ ε λ ι κ ή  έ λ ι κ α .  Η  β -

'I

C
Σχήμα 1.10 Η τριτοταγής δομή του chromodomain της ΗΡ1β ποντικού (Μ 31)1151.
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π τ υ χ ω τ ή  ε π ι φ ά ν ε ι α  α π ο κ λ ί ν ε ι  α π ό  τ η ν  ε π ι π ε δ ό τ η τ α  κ α ι  π ρ ο ς  τ ο  κ ο ί λ ο  τ η ς  μ έ ρ ο ς  β ρ ί σ κ ε τ α ι  η  
έ λ ι κ α ,  ο  κ ύ ρ ι ο ς  ά ξ ο ν α ς  τ η ς  ο π ο ί α ς  ε ί ν α ι  κ α τ ά  π ρ ο σ έ γ γ ι σ η  κ ά θ ε τ ο ς  π ρ ο ς  τ ι ς  δ ι ε υ θ ύ ν σ ε ι ς  τ ω ν  
κ λ ώ ν ω ν  (Σχ.1.10).

Η  Η Ρ 1 Ρ, μ ί α  α π ό  τ ι ς  τ ρ ε ι ς  τ α υ τ ο π ο ι η μ έ ν ε ς  ι σ ο μ ο ρ φ έ ς  τ η ς  Η Ρ 1  ο μ ό λ ο γ η  τ η ς  Μ 3 1  
π ο ν τ ι κ ο ύ ,  θ ε ω ρ ε ί τ α ι  ό τ ι  σ υ μ β ά λ λ ε ι  κ α θ ο ρ ισ τ ικ ά  σ τ ο  σ χ η μ α τ ι σ μ ό  τ η ς  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  κ α ι  
σ υ ν ε π ώ ς  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ή  γ ι α  τ ο ν  τ ύ π ο  α υ τ ό  χ ρ ω μ α τ ίν η ς .  Α ρ χ ι κ ά ,  α υ τ ό  θ ε ω ρ ε ίτ ο  ό τ ι  ί σ χ υ ε  γ ια  
ό λ ε ς  τ ι ς  ι σ ο μ ο ρ φ έ ς  τ η ς  Η Ρ 1 ,  ε ξ  ο υ  κ α ι  η  ο ν ο μ α σ ί α - ο μ π ρ έ λ α .  Π ρ ο ο δ ε υ τ ι κ ά ,  τ η ν  ε μ φ ά ν ι σ ή  
τ ο υ ς  σ τ η  β ι β λ ι ο γ ρ α φ ί α  έ κ α ν α ν  α ν α φ ο ρ έ ς  π ο υ  α μ φ ι σ β η τ ο ύ σ α ν  τ ο ν  α μ ιγ ή  ε τ ε ρ ο χ ρ ω μ α τ ιν ικ ό  
ε ν δ ο π υ ρ η ν ι κ ό  ε ν τ ο π ι σ μ ό  τ ο υ  σ υ ν ό λ ο υ  τ ω ν  ι σ ο μ ο ρ φ ώ ν ,  ό π ω ς  γ ι α  π α ρ ά δ ε ι γ μ α  τ η ς  Η Ρ 1 γΙ12,16* 
191. Α κ ό μ α  κ α ι  έ τ σ ι  ό μ ω ς ,  ο  χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ό ς  ε ν τ ο π ι σ μ ό ς  τ η ς  Η Ρ 1  θ ε ω ρ ε ίτ α ι  ό τ ι  κ α θ ο ρ ί ζ ε τ α ι  α π ό  
τ ο  c h r o m o d o m a i n  τ η ς .  Γ ι α τ ί  ε ν ώ  τ η ν  Η Ρ 1  κ α ρ β ο ξ υ τ ε λ ι κ ά  τ ο υ  c h r o m o d o m a in  σ υ μ π λ η ρ ώ ν ε ι  
μ ί α  π α ρ ό μ ο ι α  σ ε  μ έ γ ε θ ο ς  κ α ι  δ ο μ ή  π ε π τ ιδ ικ ή  π ε ρ ι ο χ ή ,  γ ν ω σ τ ή  ω ς  “ σ υ ν ο δ ό ς  τ ο υ  
c h r o m o d o m a i n  π ε ρ ι ο χ ή ”  (<c h r o m o s h a d o w  d o m a in ) ,  μ ό ν ο  τ ο  c h r o m o d o m a in  έ χ ε ι  δ ε ι χ θ ε ί  ν α  
α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά  ά μ ε σ α  μ ε  κ ά π ο ι ο  α π ό  τ α  χ ρ ω μ α τ ιν ικ ά  σ υ σ τ α τ ικ ά .  Α ν τ ιθ έ τ ω ς  τ ο  c h r o m o s h a d o w  
d o m a i n  θ ε ω ρ ε ί τ α ι  ό τ ι  ε υ θ ύ ν ε τ α ι  γ ι α  τ ο  δ ι μ ε ρ ι σ μ ό  τ η ς  Η Ρ 1  κ α ι  γ ι α  τ η ν  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  μ ε

Σχήμα 1.11 (Α) Τριτοταγής δομή σε ατομική λεπτομέρεια του συμπλόκου που σχηματίζει το 
chromodomain της ΗΡ1 από Drosophila melanogaster με το πεπτίδιο ARTKQTARKMe2STGGKAY που 
αντιστοιχεί στα πρώτα 16 αμινοξέα της ιστόνης Η3 με διμεθυλίωση στη λυσίνη 9. (Β) Λεπτομέρεια στην 
οποία φαίνεται η διάταξη των αρωματικών αμινοξέων Υ24, W45, Υ48 του chromodomain και ο 
εγκλωβισμός των μεθυλομάδων της πλαϊνής αλυσίδας της λυσίνης 9 της Η3 που αυτή συνεπάγεται. Στην 
αλληλεπικάλυψη διακρίνεται με κίτρινο η διμεθυλιωμένη εκδοχή του πεπτιδίου και με κόκκινο η 
τριμεθυλιωμένη*201. Με στικτές γραμμές απεικονίζονται οι δεσμοί υδρογόνου που ευθύνονται για το 
σχηματισμό της επαγόμενης από την αλληλεπίδραση β-πτυχωτής επιφάνειας (βλ. κείμενο).
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  1. Ε ΙΣ Α Γ Ω Γ Η

π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  π ο υ  σ χ ε τ ί ζ ο ν τ α ι  μ ε  τ η  χ ρ ω μ α τ ί ν η  α λ λ ά  ό χ ι  α π ’ ε υ θ ε ί α ς  μ ε  α υ τ ή 188,891.
Η  ι σ τ ό ν η  Η 3 ,  κ α ι  π ι ο  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν α  έ ν α  τ μ ή μ α  τ η ς  α μ ι ν ο τ ε λ ι κ ή ς  ο υ ρ ά ς  τ η ς  π ο υ  φ έ ρ ε ι  

μ ε τ α - μ ε τ α φ ρ α σ τ ι κ ή  τ ρ ο π ο π ο ί η σ η ,  ε ί ν α ι  τ ο  χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ό  σ τ ο ι χ ε ί ο  π ο υ  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ε ι  τ ο  
c h r o m o d o m a in  τ η ς  Η Ρ 1 .  Η  τ ρ ο π ο π ο ί η σ η  α υ τ ή  ε ί ν α ι  μ ε θ υ λ ί ω σ η  τ η ς  π λ ε υ ρ ι κ ή ς  α μ ι ν ο μ ά δ α ς  
τ η ς  λ υ σ ί ν η ς  σ τ η  θ έ σ η  9  ε π ί  τ η ς  Η 3 .  Ο  β α θ μ ό ς  μ ά λ ι σ τ α  τ η ς  μ ε θ υ λ ί ω σ η ς  ε ί ν α ι  α ν ά λ ο γ ο ς  τ ο υ  
β α θ μ ο ύ  σ υ γ γ έ ν ε ι α ς  τ ω ν  δ ύ ο  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ώ ν τ ω ν  μ ο ρ ί ω ν  i n  v i t r o [20J. Έ τ σ ι  ο λ ι γ ο π ε π τ ί δ ι ο  π ο υ  
α ν τ ι σ τ ο ι χ ε ί  σ τ η ν  α μ ι ν ο τ ε λ ι κ ή  ο υ ρ ά  τ η ς  Η 3  μ ε  μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν η  τ η ν  π λ ε υ ρ ι κ ή  α μ ι ν ο μ ά δ α  τ η ς  
λ υ σ ί ν η ς  9  π ρ ο σ δ έ ν ε τ α ι  ι σ χ υ ρ ό τ ε ρ α  σ τ ο  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  Η Ρ 1  α ν  φ έ ρ ε ι  τ ρ ε ι ς  μ ε θ υ λ ο μ ά δ ε ς  
α ν τ ί  γ ι α  δ ύ ο  κ α ι  δ ύ ο  α ν τ ί  γ ι α  μ ία .

Η  ε ξ ή γ η σ η  γ ι α  α υ τ ή  τ η  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  σ τ η  σ υ γ γ έ ν ε ι α  δ ό θ η κ ε  μ ε  τ η ν  ε π ί λ υ σ η  τ η ς  
τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  σ ε  α τ ο μ ι κ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α  τ ο υ  σ υ μ π λ ό κ ο υ  τ ο υ  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  Η Ρ 1  μ ε  
ο λ ι γ ο π ε π τ ί δ ι ο  π ο υ  α ν τ ι σ τ ο ι χ ε ί  σ τ η ν  ο υ ρ ά  τ η ς  ι σ τ ό ν η ς  Η 3  μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν η ς  σ τ η ν  λ υ σ ί ν η  9 120’21* 
κ α ι  α π ο τ ε λ ε ί  τ ο  “ σ ή μ α  κ α τ α τ ε θ έ ν ”  τ η ς  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η ς .  Δ ύ ο  κ α τ ά λ ο ι π α  τ υ ρ ο σ ί ν η ς  κ α ι  έ ν α  
τ ρ υ π τ ο φ ά ν η ς  π ο υ  α ν ή κ ο υ ν  σ τ ο  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  Η Ρ 1  δ ι α τ ά σ σ ο υ ν  τ ι ς  π λ ε υ ρ ι κ έ ς  α λ υ σ ί δ ε ς  
τ ο υ ς  έ τ σ ι  ώ σ τ ε  ν α  σ χ η μ α τ ί σ ο υ ν  έ ν α ν  “ α ρ ω μ α τ ι κ ό  κ λ ω β ό ”  (a r o m a tic  c a g e )  ε ν τ ό ς  τ ο υ  ο π ο ί ο υ  
δ υ ν ά μ ε ι ς  v a n  d e r  W a a l s  σ τ α θ ε ρ ο π ο ι ο ύ ν  τ ι ς  ο γ κ ώ δ ε ι ς  Λ ^ - μ ε θ υ λ ο μ ά δ ε ς  τ ο υ  ι σ τ ο ν ι κ ο ύ  π ε π τ ι δ ί ο υ  
(Σχ.Ι.ΙΙΒ). Π ρ ό σ φ α τ α ,  η  κ ι ν ο ύ σ α  δ ύ ν α μ η  γ ι α  τ η ν  π ρ ό σ δ ε σ η  α υ τ ή  α π ο δ ό θ η κ ε  σ ε  ι σ χ υ ρ ή  
α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  κ α τ ι ο ν τ ι κ ή ς  ο μ ά δ α ς  ( α π ο  τ η  λ υ σ ί ν η  9  τ η ς  Η 3 )  μ ε  τ ο  π - σ ύ σ τ η μ α  τ ο υ  
α ρ ω μ α τ ι κ ο ύ  δ α κ τ υ λ ί ο υ  τ η ς  T r p 4 5  τ ο υ  c h r o m o d o m a i n 1129*. Ε π ι π λ έ ο ν ,  η  κ ύ ρ ι α  α λ υ σ ί δ α  τ η ς  
ι σ τ ο ν ι κ ή ς  ο υ ρ ά ς  σ υ μ μ ε τ έ χ ε ι  σ τ ο  σ χ η μ α τ ι σ μ ό  μ ι α ς  ν έ α ς ,  ε π α γ ό μ ε ν η ς  α π ό  τ η ν  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η ,  
α ν τ ι π α ρ ά λ λ η λ η ς  β -  π τ υ χ ω τ ή ς  ε π ι φ ά ν ε ι α ς  τ ρ ι ώ ν  κ λ ώ ν ω ν  σ υ ν ε ι σ φ έ ρ ο ν τ α ς  τ ο ν  μ ε σ α ί ο  ε ξ  

α υ τ ώ ν .  Ε κ α τ έ ρ ω θ ε ν  α υ τ ο ύ ,  μ η  δ ο μ η μ έ ν α  σ τ ο  ε λ ε ύ θ ε ρ ο  c h r o m o d o m a i n  τ μ ή μ α τ α  σ χ η μ α τ ί ζ ο υ ν  
τ ο υ ς  ά λ λ ο υ ς  δ ύ ο  κ λ ώ ν ο υ ς  τ η ς  “ υ β ρ ι δ ι κ ή ς ”  α υ τ ή ς  β -  π τ υ χ ω τ ή ς  ε π ι φ ά ν ε ι α ς  σ τ ο  σ ύ μ π λ ο κ ο

Ν Η ο  - A R T  Κ Ο  TIa R K S I T G G K  A P R K Q L A T  K A l A R K  SlA Ρ A  Τ G G V K  . . .
9  2 7

Σχήμα 1.12 (A) Στοίχιση πρωτοταγούς αλληλουχίας των chromodomain από τις πρωτεΐνες 
ΗΡ1 και polycomb από Drosophila. Με κόκκινους κύκλους επισημαίνονται τα αμινοξέα του 
αρωματικού κλωβού ενώ με μπλε τα στοιχεία δευτεροταγούς δομής το σχηματισμό των 
οποίων επάγει η πρόσδεση της πεπτιδικής ουράς της Η3. (Β) Η πρωτοταγής αλληλουχία της 
ουράς της Η3. Εντός κόκκινου παραλληλογράμμου τα αμινοξέα που πλαισιώνουν τα 
κατάλοιπα λυσίνης επί των δύο θέσεων τροποποίησης1221.
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(Σχ.ΐ.ΠΑ). Α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ι ς  π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  π ο υ  π ρ ο η γ ο ύ ν τ α ι  τ η ς  λ υ σ ί ν η ς  9  
σ τ η  γ ρ α μ μ ι κ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α  τ ο υ  π ε π τ ι δ ί ο υ  μ ε  τ ο  c h r o m o d o m a in  τ η ς  Η Ρ 1  σ υ μ π λ η ρ ώ ν ο υ ν  τ η ν  
ε ι κ ό ν α  τ η ς  π ρ ό σ δ ε σ η ς  α π ο δ ί δ ο ν τ α ς  ε ιδ ικ ό τ η τ α  ω ς  π ρ ο ς  τ η ν  Η 3  α λ λ ά  κ α ι  τ η  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν η  
θ έ σ η  τ ρ ο π ο π ο ί η σ η ς .

Τ α  ε υ ρ ή μ α τ α  π ο υ  π ρ ο έ κ υ ψ α ν  α π ό  τ η ν  α ν ά λ υ σ η  τ η ς  δ ο μ ή ς  τ ο υ  σ υ μ π λ ό κ ο υ  τ ο υ  
c h r o m o d o m a i n  τ η ς  Η Ρ 1  μ ε  τ η ν  μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν η  σ τ η  λ υ σ ί ν η  9  ο υ ρ ά  τ η ς  Η 3  α π ο κ ά λ υ ψ α ν  β α σ ικ ά  
χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ά  τ ο υ  μ η χ α ν ι σ μ ο ύ  π ρ ό σ δ ε σ η ς  π ο υ  δ ε ν  ά ρ γ η σ α ν  ν α  γ ε ν ι κ ε υ θ ο ύ ν  σ ε  μ ια  
ο λ ό κ λ η ρ η  τ ά ξ η  α φ ο ύ  ε π α λ η θ ε ύ θ η κ α ν  κ α ι  γ ι α  ά λ λ ε ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς  c h r o m o d o m a in  
π ρ ο ε ρ χ ό μ ε ν ω ν  α π ό  δ ι ά φ ο ρ ε ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  π ο ι κ ι λ ί α ς  ο ρ γ α ν ι σ μ ώ ν  ό π ω ς  α υ τ ο ύ  τ η ς  π ρ ω τ ε ΐν η ς  τ η ς  
D r o s o p h i l a  m e la n o g a s t e r  P o l y c o m b  ( P c ) .  Η  ο μ ο λ ο γ ί α  τ ο υ  μ ε  α υ τ ό  τ η ς  Η Ρ 1  ε ί ν α ι  π ο λ ύ  
υ ψ η λ ή  κ α ι ,  ε ν ώ  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ε ι  τ ρ ο π ο π ο ί η σ η  σ ε  δ ια φ ο ρ ε τ ικ ή  θ έ σ η  ε π ί  τ η ς  Η 3  ( μ ε θ υ λ ίω σ η  σ τ η  
λ υ σ ί ν η  2 7 ) ,  ε ν  τ ο ύ τ ο ι ς  τ α  γ ε ι τ ν ι ά ζ ο ν τ α  μ ε  τ η  θ έ σ η  τ η ς  τ ρ ο π ο π ο ί η σ η ς  α μ ι ν ο ξ έ α  τ η ς  Η 3  ε ί ν α ι  
τ α  ί δ ι α  κ α ι  σ τ ι ς  δ ύ ο  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς  (Σχ.1.12). Ο ι ο μ ο ι ό τ η τ ε ς  α υ τ έ ς  α ν τ ικ α τ ο π τ ρ ί ζ ο ν τ α ι  κ α ι  σ τ ις  
δ ο μ έ ς  τ ω ν  δ ύ ο  σ υ μ π λ ο κ ώ ν  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  ο ι  π ο λ υ π ε π τ ι δ ι κ ο ί  κ ο ρ μ ο ί  ( C a-tr a c e )  

α λ λ η λ ε π ι κ α λ ύ π τ ο ν τ α ι  σ ε  μ ε γ ά λ ο  β α θ μ ό  (Σχ.1Λ3Α) .  Ό μ ο ι α  δ ιά τ α ξ η  ε μ φ α ν ί ζ ο υ ν  κ α ι  τ α  
α ρ ω μ α τ ι κ ά  α μ ι ν ο ξ έ α  π ο υ  σ χ η μ α τ ί ζ ο υ ν  τ ο υ ς  δ ύ ο  “ α ρ ω μ α τ ι κ ο ύ ς  κ λ ω β ο ύ ς ”  ε ν τ ό ς  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  
β ρ ί σ κ ο ν τ α ι  ο ι  h fi-  μ ε θ υ λ ι κ έ ς  ο μ ά δ ε ς  τ ω ν  μ ε τ α - μ ε τ α φ ρ α σ τ ικ ά  τ ρ ο π ο π ο ι η μ έ ν ω ν  λ υ σ ι ν ώ ν  π α ρ ά  
τ ο  γ ε γ ο ν ό ς  ό τ ι  τ η  θ έ σ η  μ ί α ς  ε κ  τ ω ν  τ υ ρ ο σ ι ν ώ ν  τ ο υ  c h r o m o d o m a in  τ η ς  Η Ρ 1  κ α τ α λ α μ β ά ν ε ι

Σχήμα 1.13 (Α) Απεικόνιση της αλληλεπικάλυψης των κύριων αλυσίδων των συ μπλόκων των 
chromodomain των πρωτεϊνών Polycomb (καφέ) και ΗΡ1 (μπλε) με τα τριμεθυλιωμένα πεπτίδια 
APRKQLATKAARKMe3SAPST και ARTKQTARKMe3STGGKAY που αντιπροσωπεύουν την ουρά της 
Η3 τροποποιημένη στις θέσεις 27 και 9 αντίστοιχα. (Β) Στερεοδιάγραμμα αλληλεπικάλυψης των 
αρωματικών κλωβών και των εγκλωβιζόμενων σε αυτούς πλευρικών αλυσίδων των μέθυλ-λυσινών. Τα 
κατάλοιπα της Pc διακρίνσνται με μπλε ενώ της ΗΡ1 με πράσινο. Η μέθυλ-λυσίνη 9 με κίτρινο ενώ η 27 
με κόκκινο’221.
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  1. Ε ΙΣ Α Γ Ω Γ Η

κ α τ ά λ ο ι π ο  τ ρ υ π τ ο φ ά ν η ς  σ τ η ν  α λ λ η λ ο υ χ ί α  α υ τ ο ύ  τ η ς  P o l y c o m b  (.Σχ.1.13Β) .

1 .5 .2  C h r o m o d o m a i n  π ο υ  φ έ ρ ο ν τ α ι  ν α  δ ι α φ ο ρ ο π ο ι ο ύ ν τ α ι  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ά
Η  ε π ί λ υ σ η  τ ω ν  δ ο μ ώ ν  τ ω ν  σ υ μ π λ ο κ ώ ν  c h r o m o d o m a i n  μ ε  μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν ε ς  ι σ τ ο ν ι κ έ ς  ο υ ρ έ ς  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  π ε ρ ί θ λ α σ η  α κ τ ι ν ώ ν  X  ή  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  N M R ,  έ ρ ι ξ ε  φ ω ς  σ τ ο  μ η χ α ν ι σ μ ό  
α ν α γ ν ώ ρ ι σ η ς  μ ε τ α - μ ε τ α φ ρ α σ τ ι κ ώ ν  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ω ν  ε π ί  τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν  α π ό  μ έ λ η  χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ώ ν  
α ν α δ ι ο ρ γ α ν ω τ ώ ν  π ρ ο ω θ ώ ν τ α ς  έ τ σ ι  σ η μ α ν τ ι κ ά  τ η ν  κ α τ α ν ό η σ η  σ τ ο  π ε δ ί ο  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  κ α ι  
κ α τ η ύ θ υ ν ε  σ τ ο  ε ξ ή ς  ε ν  π ο λ λ ο ί ς  τ η ν  ε ρ ε υ ν η τ ι κ ή  σ κ έ ψ η .  Τ η ν  ί δ ι α  σ τ ι γ μ ή  ό μ ω ς ,  ε ν ί σ χ υ σ ε  
π ε ρ α ι τ έ ρ ω  τ η ν  ή δ η  ε π ι κ ρ α τ ο ύ σ α  α ν τ ί λ η ψ η  σ χ ε τ ι κ ά  μ ε  τ ο  ρ ό λ ο  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  σ τ η ν  
χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ή  ο ρ γ ά ν ω σ η .  Έ τ σ ι  κ α τ έ σ τ η  γ ε ν ι κ ώ ς  α π ο δ ε κ τ ό  ό τ ι  ο ι  ε κ π ρ ό σ ω π ο ι  α υ τ ή ς  τ η ς  τ ά ξ η ς  
π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ώ ν  π ε ρ ι ο χ ώ ν  σ υ λ λ ή β δ η ν  ε ί ν α ι  σ ε  θ έ σ η  ν α  “ δ ι α β ά ζ ο υ ν ”  τ ο ν  ι σ τ ο ν ι κ ό  κ ώ δ ι κ α  
α ν α γ ν ω ρ ί ζ ο ν τ α ς  μ ε θ υ λ ι ώ σ ε ι ς  π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  λ υ σ ι ν ώ ν  σ τ η ν  α λ λ η λ ο υ χ ί α  ι σ τ ο ν ι κ ώ ν  ο υ ρ ώ ν  
( η  α ν τ ί λ η ψ η  α υ τ ή  μ ά λ ι σ τ α  ε π ε κ τ ά θ η κ ε  κ α ι  σ τ η ν  π ι θ α ν ή  λ ε ι τ ο υ ρ γ ί α  ά λ λ ω ν  d o m a i n  ό π ω ς  τ α  
T u d o r ,  P H D ,  P W W P ,  W D R 5  χ ω ρ ί ς  ε ξ ί σ ο υ  ι σ χ υ ρ ή  β ά σ η ) .  Κ α ι  ε ν ώ  α υ τ ή  η  δ υ ν α τ ό τ η τ α  
π ρ ό σ δ ε σ η ς  τ ρ ο π ο π ο ι η μ έ ν ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν  ή τ α ν  π λ έ ο ν  κ α λ ά  θ ε μ ε λ ι ω μ έ ν η  γ ι α  μ ε ρ ι κ ά  μ έ λ η  τ η ς  
ο ι κ ο γ έ ν ε ι α ς  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n ,  σ τ η  β ι β λ ι ο γ ρ α φ ί α  υ π ή ρ ξ α ν  α ν α φ ο ρ έ ς  π ο υ  π ρ ο σ έ δ ι δ α ν  σ ε  
κ ά π ο ι α  ά λ λ α  έ ν α ν  δ ι α φ ο ρ ε τ ι κ ό  ρ ό λ ο .  Α ν  κ α ι  α π ο μ ο ν ω μ έ ν ε ς ,  ο ι  α ν α φ ο ρ έ ς  α υ τ έ ς  γ ι α  π ρ ώ τ η  
φ ο ρ ά  ε ν έ π λ ε κ α ν  c h r o m o d o m a i n  σ τ η ν  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η  μ η  ι σ τ ο ν ι κ ώ ν  χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ώ ν  σ υ σ τ α τ ι κ ώ ν .  
Π ι ο  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν α ,  τ ο  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  MOF α π ό  D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r  
ε ν ε π λ ά κ η  σ τ η ν  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η  τ ω ν  μ η  κ ω δ ι κ ο π ο ι ώ ν  R N A  r o X l  κ α ι  r o X 2  π ο υ  κ α λ ύ π τ ο υ ν  τ ο  
α ν ε ν ε ρ γ ό  X  χ ρ ω μ ό σ ω μ α 1245, ε ν ώ  τ ο  έ ν α  ε κ  τ ω ν  δ ύ ο  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  dMi-2 α π ό  D r o s o p h i l a

Σχήμα 1.14 Στερεοδιάγραμμα της τριτοταγούς δομής σε ατομική λεπτομέρεια 
του “χρωμοβαρελιού” (chromobarrel) της πρωτεΐνης της μύγας (Drosophila 
melanogaster) MOF όπως επιλύθηκε με χρήση φασματοσκοπίας NMR,
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m e la n o g a s t e r  σ τ η ν  α π ’ ε υ θ ε ί α ς  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ο ύ  D N A 123’. Π ρ ό σ φ α τ α  δ ε ίχ θ η κ ε  
ό τ ι  τ ο  “ c h r o m o d o m a i n ”  τ η ς  M O F  ε σ φ α λ μ έ ν α  κ α τ η γ ο ρ ιο π ο ι ή θ η κ ε  ω ς  τ έ τ ο ιο ,  μ ε  β ά σ η  
π ε ρ ι ο ρ ι σ μ έ ν η  ο μ ο λ ο γ ί α  σ ε  σ τ ο ί χ ι σ η  π ρ ω τ ο τ α γ ο ύ ς  α λ λ η λ ο υ χ ί α ς  μ ε  α υ τ ά  τ ω ν  Η Ρ 1  κ α ι  P c ,  μ ια ς  
κ α ι  δ ε ν  υ ι ο θ ε τ ε ί  τ η ν  χ α ρ α κ τ η ρ ισ τ ικ ή  τ ρ ιτ ο τ α γ ή  δ ια μ ό ρ φ ω σ η  {Σ χ .1 .1 4 ), ε ν ώ  δ ε ν  κ α τ έ σ τ η  
δ υ ν α τ ή  η  ε π ι β ε β α ί ω σ η  τ η ς  π ρ ό σ δ ε σ η ς  R N A 1251. Έ τ σ ι ,  έ ν α ς  μ ό ν ο  ε κ π ρ ό σ ω π ο ς  τ η ς  ο ι κ ο γ έ ν ε ι α ς  
τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  ε ξ α κ ο λ ο υ θ ε ί  ν α  δ ι α φ ο ρ ο π ο ι ε ί τ α ι  ω ς  π ρ ο ς  τ ο  χ ρ ω μ α τ ιν ικ ό  σ υ σ τ α τ ικ ό  π ο υ  
π ι θ α ν ό τ α τ α  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ε ι  κ α ι  ν α  ε ν έ χ ε τ α ι  σ ε  π ρ ό σ δ ε σ η  ν ο υ κ λ ε ϊ κ ο ύ  ο ξ έ ο ς .

1 .6  Σ ύ ν τ ο μ η  π ε ρ ι γ ρ α φ ή  τ ο υ  ρ ό λ ο υ  κ α ι  τ η ς  δ ο μ ι κ ή ς  ο ρ γ ά ν ω σ η ς  τ η ς  d M i - 2
Η  d M i - 2 ,  η  π ρ ω τ ε ΐ ν η  σ τ η ς  ο π ο ί α ς  τ η ν  α λ λ η λ ο υ χ ί α  σ υ μ π ε ρ ι λ α μ β ά ν ε τ α ι  τ ο  c h r o m o d o m a in  π ο υ  
π ι θ α ν ό ν  ν α  ε ν έ χ ε τ α ι  σ ε  π ρ ό σ δ ε σ η  D N A ,  π ή ρ ε  τ ο  ό ν ο μ ά  τ η ς  α π ό  τ η ν  ο μ ό λ ο γ η  α ν θ ρ ώ π ιν η  M i-  
2 β .  Ε ί ν α ι  μ έ λ ο ς  τ η ς  ο ι κ ο γ έ ν ε ι α ς  χ ρ ω μ α τ ιν ικ ώ ν  ε λ ικ α σ ώ ν / Α Τ Ρ α σ ώ ν  π ρ ο σ ό ε τ ώ ν  D N A  ή  

C H D  f a m i l y  ( C h r o m o - H e lic a s e / A T P a s e -  D N A  b in d in g  fa m ily )  κ α ι  φ α ί ν ε τ α ι  ν α  ε μ π λ έ κ ε τ α ι  
σ τ η  μ ε τ α γ ρ α φ ι κ ή  κ α τ α σ τ ο λ ή  ο μ ο ι ω τ ι κ ώ ν  γ ο ν ι δ ί ω ν ,  σ τ η  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  ν ε υ ρ ι κ ώ ν  κ υ τ τ ά ρ ω ν  
κ α ι  σ τ η ν  ο μ α λ ή  α ν ά π τ υ ξ η  ε μ β ρ ύ ω ν  D r o s o p h i la  ll30~1331.  In  v i v o ,  λ ε ι τ ο υ ρ γ ε ί  ω ς  υ π ο μ ο ν ά δ α  τ ο υ  
π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ο ύ  σ υ  μ π λ ό κ ο υ  τ η ς  d M i - 2 .  Τ ο  σ ύ μ π λ ο κ ο  α υ τ ό  - τ ο  α ν τ ί σ τ ο ι χ ο  τ ο υ  ο π ο ί ο υ  σ τ α  
θ η λ α σ τ ι κ ά  ο ν ο μ ά ζ ε τ α ι  σ ύ μ π λ ο κ ο  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η ς  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ά τ ω ν  κ α ι  α π ο - α κ ε τ υ λ ίω σ η ς  
N u R D  (N u c le o s o m e  R e m o d e lin g  a n d  D e - a c e t y la t io n ) -  ε κ τ ε λ ε ί  κ α ι  τ ι ς  δ ύ ο  α υ τ έ ς  δ ι ε ρ γ α σ ίε ς ,  
δ η λ α δ ή  α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς  κ α ι  α π ο - α κ ε τ υ λ ί ω σ η  ι σ τ ο ν ώ ν .  Η  d M i - 2  α π ο τ ε λ ε ί  β α σ ικ ό  
σ υ σ τ α τ ι κ ό  τ ο υ  - ά λ λ ω σ τ ε  δ ί ν ε ι  τ ο  ό ν ο μ ά  τ η ς  σ τ ο  σ ύ ν ο λ ο -  σ υ ν τ ί θ ε τ α ι  α π ό  1 9 8 2  α μ ι ν ο ξ έ α ,  έ χ ε ι  
μ ο ρ ι α κ ό  β ά ρ ο ς  ί σ ο  μ ε  π ε ρ ί π ο υ  2 1 8 k D a  κ α ι  ε π ι τ ε λ ε ί  τ η  δ ι ε ρ γ α σ ί α  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ιν ικ ή ς  
α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η ς  μ έ σ ω  σ ύ ζ ε υ ξ ή ς  τ η ς  μ ε  υ δ ρ ό λ υ σ η  Α Τ Ρ ί231. In  v i t r o ,  α υ τ ό  ε π ιτ υ γ χ ά ν ε τ α ι  μ ε  τη  
μ ε τ α κ ί ν η σ η  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ά τ ω ν  κ α τ ά  μ ή κ ο ς  τ η ς  α λ υ σ ί δ α ς  D N A  ώ σ τ ε  ν α  μ ε τ α β ά λ λ ο ν τ α ι  τ α  
ε κ τ ε θ ε ι μ έ ν α  τ μ ή μ α τ ά  τ ο υ 1231. Ε κ τ ό ς  α π ό  τ η ν ,  κ ε ν τ ρ ι κ ή  σ τ η ν  α μ ι ν ο ξ ι κ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α ,  α υ τ ό ν ο μ η  
δ ο μ ι κ ά  κ α ι  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ά  π ε ρ ι ο χ ή  ( d o m a i n )  Α Τ Ρ ά σ η ς  υ π ε ύ θ υ ν η ς  γ ι α  τ η ν  κ α τ ά λ υ σ η  τ ο υ  Α Τ Ρ  σ ε

HMC
Ν Τ Κ

PHD
1

Chromo

CTR

dMi-2 1 1 9 8 2 a a  218kDa
Σχήμα 1.15 Σχηματική παράσταση της dMi-2 όπου διακρίνονται τα είδη και οι θέσεις δομικά 
και λειτουργικά ανεξάρτητων περιοχών που περιέχονται σε αυτή. Με κόκκινο επισημαίνονται 
τα δύο chromodomain.
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A D P ,  ε ν τ ό ς  τ ο υ  π λ α ι σ ί ο υ  τ η ς  d M i - 2  σ υ ν α ν τ ώ ν τ α ι  κ α ι  ά λ λ ε ς ,  ε ξ ί σ ο υ  ε ν δ ι α φ έ ρ ο υ σ ε ς .  
Α μ ι ν ο τ ε λ ι κ ά  τ η ς  π ε ρ ι ο χ ή ς  Α Τ Ρ ά σ η ς  β ρ ί σ κ ο ν τ α ι  μ ί α  π ε ρ ι ο χ ή  H M G  { H ig h  M o b ility  G r o u p ) , 

δ ύ ο  π ε ρ ι ο χ έ ς  P H D  ( P la n t  H o m e o D o m a in  f in g e r s )  κ α ι  δ ύ ο  c h r o m o d o m a i n  (Σχ.1.15).

Α ν  κ α ι  π ε ρ ι ο χ έ ς  ο μ ό λ ο γ ε ς  τ ω ν  H M G  κ α ι  P H D  τ η ς  d M i - 2  έ χ ο υ ν  σ υ σ χ ε τ ι σ τ ε ί  μ ε  
π ρ ό σ δ ε σ η  D N A  κ α ι  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ά τ ω ν 127'291, ο  ρ ό λ ο ς  τ ω ν  π ε ρ ι ο χ ώ ν  α υ τ ώ ν  τ η ς  d M i - 2  δ ε ν  έ χ ε ι  
ε ξ α κ ρ ι β ω θ ε ί .  Η  β ι ο τ ε χ ν ο λ ο γ ι κ ή  α φ α ί ρ ε σ ή  τ ο υ ς  π ά ν τ ω ς ,  δ ε ν  ε π η ρ ε ά ζ ε ι  τ η ν  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  
ε ί τ ε  μ ε  τ ο  έ ν α  ε ί τ ε  μ ε  τ ο  ά λ λ ο 1231. Ε ξ  ά λ λ ο υ ,  σ τ η ν  α ν θ ρ ώ π ι ν η  Μ ι - 2 β  τ α  P H D  τ μ ή μ α τ α  
ε υ θ ύ ν ο ν τ α ι  γ ι α  τ η ν  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  τ η ς  μ ε  τ η ν  α π ο - α κ ε τ υ λ ά σ η  τ ο υ  N u R D  HDAC11261. 
Ε ν δ έ χ ε τ α ι  λ ο ι π ό ν  ο ι  π ε ρ ι ο χ έ ς  α υ τ έ ς  σ τ η  d M i - 2  ν α  ε μ π λ έ κ ο ν τ α ι  σ ε  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ έ ς  
α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ι ς  ή ,  α ν  ό ν τ ω ς  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ο υ ν  D N A ,  τ ό τ ε  ο  ρ ό λ ο ς  τ ο υ ς  ν α  ε ί ν α ι  ε π ι κ ο υ ρ ι κ ό ς  κ α ι  
ό χ ι  κ ρ ιτ ικ ή ς  σ η μ α σ ί α ς .  Α ξ ί ζ ε ι  π ά ν τ ω ς  ν α  α ν α φ ε ρ θ ε ί  ό τ ι  ο ι  H M G  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  υ φ ί σ τ α ν τ α ι  
μ ε τ α - μ ε τ α φ ρ α σ τ ι κ έ ς  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ι ς 1291 ό π ω ς  σ υ μ β α ί ν ε ι  κ α ι  σ τ ι ς  ι σ τ ό ν ε ς ,  π ο υ  δ ε ν  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  
ε ί ν α ι  π α ρ ο ύ σ ε ς  σ ε  υ λ ι κ ό  ε κ φ ρ α σ μ έ ν ο  κ α ι  α π ο μ ο ν ω μ έ ν ο  α π ό  β α κ τ ή ρ ια .  Π α ρ ό λ α  α υ τ ά ,  η  
π ε ρ ι ο χ ή  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  d M i - 2  ε ί ν α ι  κ ρ ι τ ι κ ή ς  σ η μ α σ ί α ς  γ ι α  τ η ν  π ρ ό σ δ ε σ η  D N A ,  έ τ σ ι  
ώ σ τ ε  χ ω ρ ί ς  α υ τ ή ν  ν α  μ η ν  μ π ο ρ ε ί  ν α  λ ά β ε ι  χ ώ ρ α  α υ τ ή  η  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η ,  ε ν ώ  υ π ά ρ χ ο υ ν  
ι σ χ υ ρ έ ς  ε ν δ ε ί ξ ε ι ς  γ ι α  α π ’ ε υ θ ε ί α ς  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  τ ο υ  δ ε ύ τ ε ρ ο υ  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  d M i - 2  
( c 2 )  μ ε  δ ί κ λ ω ν ο  D N A  χ ω ρ ί ς  π ρ ο α π α ι τ ο ύ μ ε ν η  σ υ ν θ ή κ η  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν η ς  ν ο υ κ λ ε ο τ ι δ ι κ ή ς  
α λ λ η λ ο υ χ ί α ς 1231.

1.7 Διαφοροποιήσεις των chromodomain της dMi-2 σε σχέση με αυτά των ΗΡ1 και Pc 
στη βάση της πρωτοταγούς δομής
Ό π ω ς  μ π ο ρ ε ί  ν α  α ν τ ι λ η φ θ ε ί  κ α ν ε ί ς  ή δ η  α π ό  τ η ν  κ α τ α κ ό ρ υ φ η  σ ύ γ κ ρ ι σ η  κ α τ α λ ο ί π ω ν  σ ε  
σ τ ο ί χ ι σ η  π ρ ω τ ο τ α γ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ι ώ ν  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  d M i - 2  κ α ι  α υ τ ώ ν  τ ω ν  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  
Η Ρ 1  κ α ι  P c  (Σχ.1.16), κ α ι  τ α  δ ύ ο  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  d M i - 2  δ ι α φ ο ρ ο π ο ι ο ύ ν τ α ι  σ ε  θ έ σ ε ι ς -  
κ λ ε τ δ ιά  γ ι α  τ η ν  κ ο ι ν ή  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ό τ η τ α  α υ τ ώ ν  π ο υ  π ρ ο έ ρ χ ο ν τ α ι  α π ό  τ ι ς  Η Ρ 1  κ α ι  P c .  Τ ο  τ ρ ί τ ο  
- σ τ η  γ ρ α μ μ ι κ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α  α μ ι ν ο ξ έ ω ν -  α ρ ω μ α τ ι κ ό  κ α τ ά λ ο ι π ο  τ ο υ  κ λ ω β ο ύ  τ ω ν  Η Ρ 1  κ α ι  P c  
( Υ 4 8  κ α ι  W 5 0  α ν τ ί σ τ ο ι χ α 120,221)  α π ο υ σ ι ά ζ ε ι  α π ό  τ η ν  α ν τ ί σ τ ο ι χ η  θ έ σ η ,  τ ό σ ο  σ τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  

τ ο υ  π ρ ώ τ ο υ  (cl), ό σ ο  κ α ι  σ ε  α υ τ ή  τ ο υ  δ ε ύ τ ε ρ ο υ  ( c 2 )  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  d M i - 2 .  Τ α  ά λ λ α  δ ύ ο  
π ά ν τ ω ς  ε μ φ α ν ί ζ ο ν τ α ι  σ υ ν τ η ρ η μ έ ν α  σ τ ο  π λ α ί σ ι ο  τ ο υ  c 2  ε ν ώ  μ ό ν ο  τ ο  έ ν α  σ τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  τ ο υ  

c l . Α ξ ί ζ ε ι  ί σ ω ς  ν α  α ν α φ ε ρ θ ε ί  ό τ ι  α π ό  δ υ ο  έ ω ς  τ έ σ σ ε ρ ι ς  θ έ σ ε ι ς  σ τ η ν  α μ ι ν ο ξ ι κ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α  
μ ε τ ά  τ ο  α ν τ ί σ τ ο ι χ ο  τ ο υ  α π ο υ σ ι ά ζ ο ν τ ο ς  α ρ ω μ α τ ι κ ο ύ  κ α τ ά λ ο ι π ο  σ τ ι ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς  τ ω ν  δ υ ο
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c h r o m o d o m a i n  τ η ς  d M i - 2  β ρ ί σ κ ο ν τ α ι  κ α τ ά λ ο ι π α  τ υ ρ ο σ ί ν η ς ,  τ ρ υ π τ ο φ ά ν η ς  κ α ι  ισ τ ιδ ίν η ς ,  γ ια  
τ ο  ρ ό λ ο  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  π ά ν τ ω ς  δ ε ν  μ π ο ρ ε ί  ν α  γ ί ν ε ι  κ α μ ία  α σ φ α λ ή ς  υ π ό θ ε σ η  σ τ η  β ά σ η  τ η ς  
σ τ ο ί χ ι σ η ς  α μ ι ν ο ξ ι κ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ι ώ ν .  Ε π ί  π λ έ ο ν ,  τ ο  c l  π α ρ ο υ σ ι ά ζ ε ι  μ ια  ε μ φ α ν ή  ιδ ια ιτ ε ρ ό τ η τ α .  
Μ ε τ α ξ ύ  τ ω ν  δ ύ ο  π ρ ώ τ ω ν  α ν α μ ε ν ό μ ε ν ω ν  β - κ λ ώ ν ω ν  β ρ ί σ κ ε τ α ι  μ ια  μ η  σ τ ο ιχ ίσ ιμ η  μ ε  τ α  ά λ λ α  
c h r o m o d o m a i n  α κ ο λ ο υ θ ί α  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  γ ν ω σ τ ή  ω ς  έ ν θ ε σ η  ( in s e r t io n ) . Τ έ τ ο ι ε ς  ε ν θ έ σ ε ι ς  
α μ ι ν ο ξ έ ω ν  σ τ η ν  α μ ι ν ο ξ ι κ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α  σ υ ν τ η ρ η μ έ ν ω ν ,  α υ τ ό ν ο μ α  δ ο μ η μ έ ν ω ν  π ε ρ ι ο χ ώ ν  
( d o m a i n s )  π α ρ ο υ σ ι ά ζ ο υ ν  ε ν δ ι α φ έ ρ ο ν  γ ε ν ι κ ά ,  μ ια ς  κ α ι  η  ύ π α ρ ξ ή  τ ο υ ς  σ ε  π ο λ λ έ ς  π ε ρ ιπ τ ώ σ ε ι ς  
κ α θ ο ρ ί ζ ε ι  μ ι α  ε π ι π ρ ό σ θ ε τ η  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ό τ η τ α  τ η ς  φ έ ρ ο υ σ α ς  π ε ρ ι ο χ ή ς .

• · ·
0HLHP1 Ε ΥΑ. VEKI ID R R ..................................................VRKGKVEYYUKWKGYPE TENTWEPENNLD - -CQOL IQQYEASRK
Om.Pc V Y A .A E K I IO K R..................................................VKK6VVEYRVKWKQWNQRYNTWEPEVNI L · -DRRL I Ο I YEQTMK
Dm.dftfr* el TGK . ΑΕΚ I I TWVIWAQRSNDDQP8T8KGSKNSN8RVREYF I KWHNUSYYVHC EWV PEVQLD VHHPLM I R8 FQRKVD 

D IM M K C 2 E W LIYQ RVINHR...........................................* TAROGSTMYLVKWRE IPYDKSTWEEEGDDEQGLRQA IOYYQOLRA
3

loop 1 loop 2 &-»h—13 loop 3

Σχήμα 1.16 Στοίχιση πρωτοταγούς αλληλουχίας των chromodomam της dMi-2 με αυτά των ΗΡ1 και Pc για 
τα οποία υπάρχει δομική πληροφορία σε ατομική λεπτομέρεια. Συντηρημένα κατάλοιπα σε τουλάχιστον 
τρία chromodomain εμφανίζονται σκιασμένα, ενώ οι μαύροι κύκλοι επισημαίνουν τα κατάλοιπα που 
σχηματίζουν τον αρωματικό κλωβό στις ΗΡ1 και Pc*23'. Οι θέσεις και η έκταση των στοιχείων 
δευτεροταγούς δομής αντιστοιχούν στο chromodomam της ΗΡ1|151.

1 .8  Ε ν δ ε χ ό μ ε ν η  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ή  σ υ σ χ έ τ ι σ η  μ ε τ α ξ ύ  c h r o m o d o m a m  κ α ι  S a c 7 d /  S s o 7 d  β ά σ ε ι  
δ ο μ ι κ ή ς  ο μ ο λ ο γ ί α ς -  D A L I
Σ υ ν δ υ ά ζ ο ν τ α ς  λ ο ι π ό ν  τ η  δ ια θ έ σ ιμ η  δ ο μ ι κ ή  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  σ ε  α τ ο μ ικ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α  κ α ι  μ ια  
π ρ ο σ ε κ τ ι κ ή  α ν ά λ υ σ η  τ η ς  σ τ ο ί χ ι σ η ς  α μ ι ν ο ξ ι κ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ι ώ ν  φ α ίν ε τ α ι  “λ ο γ ι κ ή ”  ή  κ α ι  
α ν α μ ε ν ό μ ε ν η  η  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ή  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  τ ω ν  c h r o m o d o m a in  τ η ς  d M i - 2 .  Κ α ι  α ν  γ ι α  τ ο  c l  
δ ε ν  δ ι α μ ο ρ φ ώ ν ε τ α ι  ξ ε κ ά θ α ρ η  ε ι κ ό ν α ,  γ ι α  τ ο  c 2  υ π ά ρ χ ο υ ν  - ό π ω ς  ά λ λ ω σ τ ε  π ρ ο α ν α φ έ ρ θ η κ ε -  
ι σ χ υ ρ έ ς  ε ν δ ε ί ξ ε ι ς  ω ς  π ρ ο ς  τ η ν  ι κ α ν ό τ η τ ά  τ ο υ  ν α  δ ε σ μ ε ύ ε ι  D N A 1231. Τ ις  ε ν δ ε ί ξ ε ι ς  α υ τ έ ς  
ι σ χ υ ρ ο π ο ι ε ί  κ α ι  μ ί α  α κ ό μ α  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  π ο υ  μ π ο ρ ε ί  ν α  ε ξ α χ θ ε ί  α π ό  σ ύ γ κ ρ ισ η  τ ρ ιτ ο τ α γ ώ ν ,  
α υ τ ή  τ η  φ ο ρ ά ,  δ ι α μ ο ρ φ ώ σ ε ω ν .  Α π ό  τ ο  1 9 9 7  ή δ η 1151 μ ε  χ ρ ή σ η  τ ο υ  λ ο γ ι σ μ ι κ ο ύ  D A L I 133 351 τ ο  
c h r o m o d o m a i n  τ η ς  Μ 3 1  ( Η Ρ 1  π ο ν τ ι κ ο ύ )  σ υ σ χ ε τ ί σ τ η κ ε  μ ε  τ ις  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  S a c 7 d  κ α ι  S s o 7 d  τ ω ν  
υ π ε ρ θ ε ρ μ ό φ ι λ ω ν  α ρ χ α ι ο β α κ τ η ρ ί ω ν  S u lf o lo b u s  a c id o c a ld a r iu s  κ α ι  S u lfo lo b u s  s o lfa ta r ic u s  

α ν τ ί σ τ ο ι χ α  ο ι  ο π ο ί ε ς  π ρ ο σ δ έ ν ο υ ν  D N A [30'321 (Σ χ .1 .1 7 ). Ο  α λ γ ό ρ ι θ μ ο ς  τ ο υ  D A L I  σ υ γ κ ρ ίν ε ι  τ η ν  
τ ρ ι τ ο τ α γ ή  δ ι ά τ α ξ η  τ ω ν  σ τ ο ι χ ε ί ω ν  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  ( f o l d )  μ ια ς  π ρ ω τ ε ΐν η ς  ή  π ρ ω τ ε ίν ικ ή ς  
π ε ρ ι ο χ ή ς  μ ε  τ ο  σ ύ ν ο λ ο  τ ω ν  ε π ι λ υ μ έ ν ω ν  π ρ ω τ ε ϊν ικ ώ ν  δ ο μ ώ ν  κ α τ α τ ε θ ε ιμ έ ν ω ν  σ τ η  β ά σ η  
δ ε δ ο μ έ ν ω ν  P D B  ( P r o te in  D a ta  B a n k - Π ρ ω τ ε ϊν ικ ή  τ ρ ά π ε ζ α  δ ε δ ο μ έ ν ω ν ). Έ τ σ ι  ω ς  π ιο
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  1. Ε ΙΣ Α Γ Ω Γ Η

“ σ υ ν α φ ε ί ς ”  μ ε  τ η ν  π ρ ο ς  σ ύ γ κ ρ ι σ η  π ρ ω τ ε ΐ ν η  ε μ φ α ν ί ζ ο ν τ α ι  ο ι  δ ο μ ικ ά  ο μ ό λ ο γ ε ς  τ η ς ,  χ ω ρ ί ς  ν α  
β α θ μ ο λ ο γ ε ί τ α ι  η  ο μ ο λ ο γ ί α  τ ω ν  α μ ι ν ο ξ ι κ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ι ώ ν .  Μ ε  τ ο ν  τ ρ ό π ο  α υ τ ό  κ α θ ί σ τ α τ α ι  
δ υ ν α τ ή  η  “ α λ ί ε υ σ η ”  α π ό  τ η  β ά σ η  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  ό μ ο ι ω ν  α ν α δ ι π λ ώ σ ε ω ν  π ο υ  μ π ο ρ ο ύ ν  υ π ό  
π ρ ο ϋ π ο θ έ σ ε ι ς  ν α  υ π ο δ ε ι κ ν ύ ο υ ν  κ ο ι ν ή  λ ε ι τ ο υ ρ γ ί α .  Η  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  π ο υ  ε μ φ α ν ί ζ ε ι  
τ ο  c 2  σ ε  σ υ ν τ η ρ η μ έ ν ε ς  θ έ σ ε ι ς  μ ε  τ α  μ η  ε μ π λ ε κ ό μ ε ν α  σ ε  π ρ ό σ δ ε σ η  D N A  c h r o m o d o m a i n ,  θ α  
μ π ο ρ ο ύ σ ε  ν α  σ τ ο ι χ ε ι ο θ ε τ ε ί  μ ία  τ έ τ ο ι α  π ρ ο ϋ π ό θ ε σ η .
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Σχήμα 1.17 Στερεοδιαγράμματα όπου φαίνεται (Α) η αλληλεπικάλυψη των στοιχείων δευτεροταγούς 
δομής των Sac7d,i01 (μαύρο) και chromodomain της M3l ,,S| (κόκκινο), (Β) (Γ) το σύμπλοκο Sac7d- 
DNA*30' υπό δύο διαφορετικές γωνίες θέασης. Η πρωτεΐνη Sac7d στρεβλώνει τοπικά τη διπλή έλικα 
DNA χρησιμοποιώντας πλευρικές αλυσίδες με θετικό φορτίο και άλλες με αρωματικούς δακτυλίους 
κατάλληλα τοποθετημένες στην πλευρά της β-πτυχωτής επιφάνειας που “κοιτάζει” προς το DNA.

Τ η ν  ί δ ι α  σ τ ι γ μ ή  ό μ ω ς ,  α ν τ ί θ ε τ α  μ ε  ό ,τ ι  θ α  π ε ρ ί μ ε ν ε  κ α ν ε ί ς  γ ι α  μ ια  π ρ ω τ ε ϊν ικ ή  π ε ρ ιο χ ή  
π ο υ  μ π ο ρ ε ί  ν α  δ ε σ μ ε ύ ε ι  D N A  μ η  ε ιδ ικ ά  ( χ ω ρ ίς  π ρ ο α π α ι τ ο ύ μ ε ν η  σ υ ν θ ή κ η  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν η ς  
ν ο υ κ λ ε ο τ ι δ ι κ ή ς  α λ λ η λ ο υ χ ί α ς ) ,  τ ο  c 2  ε μ φ α ν ί ζ ε τ α ι  κ υ ρ ίω ς  α ρ ν η τ ι κ ά  φ ο ρ τ ι σ μ έ ν ο  σ ε  ο υ δ έ τ ε ρ ο  
p H  ( ρ ϊ = 5 . 3 ) .  Β έ β α ι α  η  σ η μ α ν τ ι κ ή  γ ι α  μ ια  τ έ τ ο ια  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  π α ρ ά μ ε τ ρ ο ς  ε ί ν α ι  τ ο  
ε κ τ ε θ ε ι μ έ ν ο  σ τ η ν  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ  τ ο π ι κ ό  φ ο ρ τ ίο  κ α ι  ό χ ι  τ ο  θ ε ω ρ η τ ικ ό  ο λ ι κ ό  φ ο ρ τ ίο  
π ο υ  α ν τ ι κ α τ ο π τ ρ ί ζ ε τ α ι  α π ό  τ ο  ι σ ο η λ ε κ τ ρ ι κ ό  σ η μ ε ί ο  ε ν ό ς  μ ο ρ ί ο υ .  Σ τ η  γ ρ α μ μ ικ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α  
τ ο υ  c 2  δ ε ν  δ ι α κ ρ ί ν ε τ α ι  ι κ α ν ό ς  α ρ ι θ μ ό ς  γ ε ι τ ο ν ι κ ώ ν  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  μ ε  θ ε τ ικ ά  φ ο ρ τ ι σ μ έ ν ε ς  
π λ ε υ ρ ι κ έ ς  α λ υ σ ί δ ε ς  π ο υ  θ α  μ π ο ρ ο ύ σ ε  ν α  φ ο ρ τ ί ζ ε ι  θ ε τ ικ ά  έ ν α  τ μ ή μ α  τ ο υ  μ ο ρ ίο υ .  Ό μ ω ς ,  
π λ ε υ ρ ι κ έ ς  ( α λ λ ά  κ α ι  α ν ή κ ο υ σ ε ς  σ τ η ν  κ ύ ρ ι α  α λ υ σ ί δ α )  δ ρ α σ τ ικ έ ς  ο μ ά δ ε ς  π ο υ  α π έ χ ο υ ν  
σ η μ α ν τ ι κ ά  κ α τ ά  μ ή κ ο ς  τ η ς  γ ρ α μ μ ι κ ή ς  α μ ι ν ο ξ ι κ ή ς  α λ λ η λ ο υ χ ί α ς  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  γ ε ι τ ν ι ά ζ ο υ ν  σ α ν  
σ υ ν έ π ε ι α  τ η ς  α ν α δ ί π λ ω σ η ς  τ η ς  π ε π τ ιδ ικ ή ς  α λ υ σ ί δ α ς  κ α ι  υ ι ο θ έ τ η σ η ς  τ η ς  β έ λ τ ισ τ η ς  ε ν ε ρ γ ε ι α κ ά  
τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς .  Η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  α υ τ ή ,  ε κ τ ό ς  α π ό  τ η  θ έ σ η  φ ο ρ τ ί ω ν ,  κ α θ ο ρ ί ζ ε ι  κ α ι  τ η  σ χ ε τ ικ ή  
χ ω ρ ο τ α ξ ί α  ό γ κ ω ν  κ α ι  ά ρ α  τ η ν  έ κ θ ε σ η  τ ω ν  π ρ ώ τ ω ν  σ τ η ν  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ .  Τ έ τ ο ια  ό μ ω ς  
χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ά  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  δ ι ε υ κ ρ ι ν ι σ θ ο ύ ν  κ α ι  ν α  α ξ ι ο λ ο γ η θ ο ύ ν ,  μ ό ν ο  α ν  ε ί ν α ι  γ ν ω σ τ ή  η  
τ ρ ι τ ο τ α γ ή ς  δ ο μ ή  ε ν ό ς  μ ο ρ ί ο υ .

1 .9  Σ κ ο π ό ς  τ η ς  δ ι α τ ρ ι β ή ς
Σ κ ο π ό ς  τ η ς  π α ρ ο ύ σ α ς  δ ια τ ρ ιβ ή ς  ε ίν α ι:

•  Η  δ ι ε ρ ε ύ ν η σ η  τ η ς  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η ς  τ ο υ  δ ε ύ τ ε ρ ο υ  c h r o m o d o m a in  τ η ς  d M i- 2  ( c 2 )  μ ε  
ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ά  σ υ σ τ α τ ι κ ά  ( D N A ,  ι σ τ ό ν ε ς )

•  Ο  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό ς  τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  τ ο υ  c 2  σ ε  α τ ο μ ι κ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α  μ ε  χ ρ ή σ η  
φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α ς  N M R

•  Ο  ε ν τ ο π ι σ μ ό ς  τ ω ν  θ ε μ ε λ ι ω δ ώ ν ,  α ν α π ό σ π α σ τ ω ν  γ ια  τ η ν  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  μ ε  τη  
χ ρ ω μ α τ ί ν η ,  δ ο μ ι κ ώ ν  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ώ ν  τ ο υ  c 2  (s tr u c tu r a l  d e t e r m in a n t s )

•  Η  σ ύ γ κ ρ ι σ η  τ η ς  σ χ έ σ η ς  δ ο μ ή ς /λ ε ι τ ο υ ρ γ ί α ς  τ ο υ  c 2  μ ε  α υ τ ή ν  τ ω ν  ά λ λ ω ν  μ ε λ ώ ν  τ η ς  
ο ι κ ο γ έ ν ε ι α ς  τ ω ν  c h r o m o d o m a in

•  Η  σ υ μ β ο λ ή  σ τ η  δ ι α λ ε ύ κ α ν σ η  τ ο υ  μ η χ α ν ι σ μ ο ύ  δ ρ ά σ η ς  τ ο υ  c 2  κ α ι  τ η ς  d M i- 2  
γ ε ν ι κ ό τ ε ρ α ,  β ά σ ε ι  τ ω ν  σ τ ο ι χ ε ί ω ν  π ο υ  π ρ ο κ ύ π τ ο υ ν  α π ό  τ η ν  π α ρ α π ά ν ω  μ ε λ έ τ η
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΥΛΙΚΑ- ΜΕΘΟΔΟΙ



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 Βακτηριακά στελέχη -πλασμιδιακοί φορείς
Π ο λ υ π ε π τ ί δ ι α  α π ο μ ο ν ώ θ η κ α ν  α π ό  B L 2 1  ( D E 3 )  κ α ι  B L 2 1  ( D E 3 )  μ ε τ α σ χ η μ α τ ι σ μ έ ν α  μ ε  τ ο  
π λ α σ μ ί δ ι ο  p l y s S .  Τ ο  τ ρ ο π ο π ο ι η μ έ ν ο  α υ τ ό  σ τ έ λ ε χ ο ς  E .c o l i ,  α π ό  τ ο  ο π ο ί ο  έ χ ο υ ν  γ ε ν ε τ ι κ ά  
α φ α ι ρ ε θ ε ί  ο ι  π ρ ω τ ε ά σ ε ς  I o n  κ α ι  o m p T ,  α π ο τ ε λ ε ί  ε υ ρ έ ω ς  δ ι α δ ε δ ο μ έ ν η  ε π ι λ ο γ ή  γ ια  τ η ν  
υ π ε ρ έ κ φ ρ α σ η  γ ο ν ι δ ί ω ν .  Σ τ ο υ ς  φ ο ρ ε ί ς  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  σ ε  α υ τ ή  τ η  δ ια τ ρ ιβ ή ,  τ α  γ ο ν ί δ ι α  
τ ω ν  π ρ ο ς  έ κ φ ρ α σ η  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  β ρ ί σ κ ο ν τ α ι  κ ά τ ω  α π ό  τ ο ν  έ λ ε γ χ ο  τ ο υ  υ π ο κ ιν η τ ή  
(p r o m o te r )  Τ 7  κ α ι  τ ο υ  κ α τ α σ τ ο λ έ α  τ η ς  λ α κ τ ό ζ η ς  (Σχ.2.1). Η  χ ρ ω μ ο σ ω μ ικ ή  έ ν θ ε σ η  τ ο υ  
τ μ ή μ α τ ο ς  D E 3  β α κ τ η ρ ι ο φ ά γ ο υ  π ε ρ ι έ χ ε ι  τ ο  γ ο ν ί δ ι ο  π ο υ  κ ω δ ικ ο π ο ιε ί  τ η ν  Τ 7  R N A  
π ο λ υ μ ε ρ ά σ η ,  τ ο  ο π ο ί ο  ε π ί σ η ς  ε λ έ γ χ ε τ α ι  α π ό  τ ο ν  κ α τ α σ τ ο λ έ α  τ η ς  λ α κ τ ό ζ η ς .  Η  έ κ φ ρ α σ η  τ ο υ  
ε κ ά σ τ ο τ ε  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ  ε π ιτ ε λ ε ί τ α ι  λ ο ι π ό ν  κ α τ ’ α π ο κ λ ε ισ τ ικ ό τ η τ α  α π ό  τ η ν  Τ 7  R N A  
π ο λ υ μ ε ρ ά σ η ,  κ α τ ό π ι ν  ρ ύ θ μ ι σ η ς  μ ε  π ρ ο σ θ ή κ η  I P T G 1102'. Μ ε  τ ο ν  τ ρ ό π ο  α υ τ ό  α π ο φ ε ύ γ ε τ α ι  η  
π ρ ό ω ρ η  έ κ φ ρ α σ η  κ α ι  ε π ι τ υ γ χ ά ν ε τ α ι  υ ψ η λ ή  α π ό δ ο σ η .  Π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  π ε ρ ί  τ ο ξ ικ ώ ν  γ ι α  τ ο  
κ ύ τ τ α ρ ο ,  ή  ε χ ο υ σ ώ ν  τ η ν  τ ά σ η  γ ι α  σ υ σ σ ω μ ά τ ω σ η  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν ,  ε ι σ ά γ ε τ α ι  έ ν α  δ ε ύ τ ε ρ ο  σ η μ ε ί ο  
ε λ έ γ χ ο υ  τ η ς  μ ε τ α γ ρ α φ ή ς  ώ σ τ ε  ν α  α ν τ ι μ ε τ ω π ί ζ ε τ α ι  ε ν δ ε χ ό μ ε ν η  ά κ α ιρ η  έ κ φ ρ α σ η  ( le a k y  

e x p r e s s io n ) .  Τ ο  π λ α σ μ ί δ ι ο  p l y s S  κ ω δ ι κ ο π ο ι ε ί  τ η ν  λ υ σ ο ζ ύ μ η  Τ 7 ,  η  ο π α ί α  κ α θ ισ τ ά  τ η ν  Τ 7  
R N A  π ο λ υ μ ε ρ ά σ η  α ν ε ν ε ρ γ ή  π ρ ο σ δ έ ν ο ν τ ά ς  τ η ν .  Η  ε π α γ ω γ ή  ( in d u c tio n )  τ η ς  π ρ ω τ ε ϊν ικ ή ς  
έ κ φ ρ α σ η ς  μ ε  τ η ν  π ρ ο σ θ ή κ η  I P T G , ο δ η γ ε ί  σ ε  π λ ε ό ν α σ μ α  τ η ς  π ο λ υ μ ε ρ ά σ η ς  σ ε  ε ν ε ρ γ ή  μ ο ρ φ ή .

Ο  π ο λ λ α π λ α σ ι α σ μ ό ς  κ α ι  α π ο μ ό ν ω σ η  π λ α σ μ ι δ ι α κ ο ύ  D N A  έ γ ι ν ε  μ ε  χ ρ ή σ η  τ ω ν  
σ τ ε λ ε χ ώ ν  E . c o l i  D H 5 a  κ α ι  X L  1 B l u e  π ο υ  ε ί ν α ι  κ α τ α λ λ η λ ό τ ε ρ α  α π ό  τ α  B L 2 1  γ ι α  ε φ α ρ μ ο γ έ ς  
D N A  λ ό γ ω  έ λ λ ε ι ψ η ς  κ ά π ο ι ω ν  α ν α σ υ ν δ υ α σ ώ ν  κ α ι  χ α μ η λ ό τ ε ρ ο υ  ε π ι π έ δ ο υ  ε π ι μ ό λ υ ν σ η ς  μ ε

IPTG Induction
E .co li RHA X
polymerase __ _ polymerase

T7 gene 1 3 -—  "H
| T7 RHA polymerase .g

i iaco
I \ la c  p r o m o t e r . · / --------------------i \ ^ 7 ylQUlotel>/

IPTG Induction
T7RHA |

target gene

T7 lysozyme

T71yslzym^f)
| gene —

E. coli genonve

Σχήμα 2.1 Έλεγχος της υπερέκφρασης γονιδίου στο στέλεχος BL21(DE3).
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υ δ α τ ά ν θ ρ α κ ε ς .
Γ ι α  τ η ν  υ π ε ρ έ κ φ ρ α σ η  τ ω ν  κ α τ α σ κ ε υ ώ ν  τ η ς  d M i - 2  ε π ι σ τ ρ α τ ε ύ τ η κ α ν  π λ α σ μ ι δ ι α κ ο ί  

φ ο ρ ε ί ς  π ο υ  ε κ μ ε τ α λ λ ε ύ ο ν τ α ι  τ ο υ ς  κ υ τ τ α ρ ι κ ο ύ ς  μ η χ α ν ι σ μ ο ύ ς  ώ σ τ ε  ν α  δ ι α τ η ρ ο ύ ν  υ ψ η λ ό  
α ρ ι θ μ ό  α ν τ ι τ ύ π ω ν  σ τ ο  κ υ τ τ α ρ ό π λ α σ μ α  (Σχ.2,2). Π ρ ό ν ο ι α  έ χ ε ι  λ η φ θ ε ί  κ α ι  γ ι α  τ η  δ ι ε υ κ ό λ υ ν σ η  
τ η ς  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ή ς  α π ο μ ό ν ω σ η ς  μ ε  τ η ν  α μ ι ν ο τ ε λ ι κ ή  σ υ ν έ κ φ ρ α σ η  μ ί α ς  ή  π ε ρ ι σ σ ο τ έ ρ ω ν  
ε π ι σ η μ ά ν σ ε ω ν  ( ta g s ) . Χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  τ ο  φ ο ρ έ α  p E T 1 5 b ,  ε ι δ ι κ ή  θ έ σ η  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η ς  
θ ρ ο μ β ί ν η ς  μ ε σ ο λ α β ε ί  μ ε τ α ξ ύ  ε ξ α ϊ σ τ ι δ ι ν ι κ ή ς  ο υ ρ ά ς  κ α ι  τ ο υ  ε π ι θ υ μ η τ ο ύ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ .  Ο ι  
τ ρ ο π ο π ο ι η μ έ ν ο ι  φ ο ρ ε ί ς  ρ Ε Τ Μ 3 0 ,  ρ Ε Τ Μ 4 1  κ α ι  ρ Ε Τ Μ 6 0 ι39,101] - ε κ τ ό ς  α π ό  τ η ν  ι σ τ ι δ ι ν ι κ ή  
ο υ ρ ά -  π ρ ο σ φ έ ρ ο υ ν  τ η  δ υ ν α τ ό τ η τ α  σ υ ν έ κ φ ρ α σ η ς  μ ε  τ ι ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  G S T ,  Μ Β Ρ ,  κ α ι  N u s A  
α ν τ ί σ τ ο ι χ α ,  ε ν ώ  η  δ υ ν α τ ό τ η τ α  α π ο κ ο π ή ς  τ ο υ ς  δ ι α τ η ρ ε ί τ α ι  μ ε  τ η ν  ύ π α ρ ξ η  θ έ σ η ς  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η ς  
τ η ς  π ρ ω τ ε ά σ η ς  T E V .  Ο ι  π ρ ο α ν α φ ε ρ θ έ ν τ ε ς  φ ο ρ ε ί ς  π ρ ο σ δ ί δ ο υ ν  σ τ ο  κ ύ τ τ α ρ ο  α ν θ ε κ τ ι κ ό τ η τ α  
σ τ ο  α ν τ ι β ι ο τ ι κ ό  κ α ν α μ υ κ ί ν η ,  μ ε  τ η ν  ε ξ α ί ρ ε σ η  τ ο υ  p E T 1 5 b  π ο υ  χ α ρ ί ζ ε ι  α ν θ ε κ τ ι κ ό τ η τ α  σ τ η ν  
α μ π ι κ ι λ λ ί ν η .

AMfKKS),swksstn
ραι kMeii

6pui10iWC7»
BarnHIOm 
Xho LU4) tMeliUti r>;-:· iaa»> 

to Βφ
siat how» EoMunn

B lfU 'l I KJOfc

•M l Ι·}*ΒΜΐι AWtiKMi'' ewAkwai 
T IM IIM W )

k22M> 
NwlfllM· 

BWIQXm

Hindrn (51-0) NbeW 9)

Smal (4876) 

Xbol <4600)

Origin (3445) 

Sap[ (40S5)

BajnHI (360)
- Notl (373) 

SaoII (379)
• Kpnl (3S4)
- Ncol (394)

Origin (5551)
Xbel (1636)

Sail (1976)

D rain (7392) 

Smal (6565)

Xbal C 600)

Bgll (4452)
M*ol C771)

Σχήμα 2.2 Χάρτες των πλασμιδίων pET15b, ρΕΤΜ30, ρΕΤΜ41 και ρΕΤΜ60
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2.2 Κλωνοποίηση -πλασμιδιακές κατασκευές

2.2.1 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA
Η  α π ο μ ό ν ω σ η  τ ω ν  φ ο ρ έ ω ν  α π ό  β α κ τ ή ρ ια  έ γ ι ν ε  κ α τ ά  κ α ν ό ν α  μ ε  τ η  μ έ θ ο δ ο  τ η ς  α λ κ α λ ικ ή ς  
λ ύ σ η ς ,  σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  κ α θ ι ε ρ ω μ έ ν α  π ρ ω τ ό κ ο λ λ α 1981. Η  ε π α ν α δ ι ά λ υ σ η  τ ο υ  ι ζ ή μ α τ ο ς  D N A  έ γ ι ν ε  
σ ε  ν ε ρ ό  κ α ι  η  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ ή  τ ο υ  μ ε τ ρ ή θ η κ ε  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ι κ ά .  Η  ε κ τ ί μ η σ η  τ η ς  κ α θ α ρ ό τ η τ α ς  
έ γ ι ν ε  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ι κ ά  κ α ι  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ά  σ ε  g e l  α γ α ρ ό ζ η ς  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  0 .8 %  έ ω ς  1 .2 % .

2.2.2 Παρασκευή των κωδικοποιών τμημάτων DNA των πολυπεπτιδίων του 
chromodomain c2 με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR)
Ω ς  ε κ μ α γ ε ί ο  γ ι α  τ η ν  ε κ κ ί ν η σ η  τ η ς  α λ υ σ ι δ ω τ ή ς  α ν τ ί δ ρ α σ η ς  π ο λ υ μ ε ρ ά σ η ς  χ ρ η σ ιμ ο π ο ιή θ η κ ε  
π λ α σ μ ι δ ι α κ ή  κ α τ α σ κ ε υ ή  τ η ς  π ε ρ ι ο χ ή ς  τ ω ν  δ ύ ο  c h r o m o d o m a in  τ η ς  d M i - 2 ,  c l + 2  π ο υ  μ α ς  
π α ρ α χ ω ρ ή θ η κ ε  α π ό  τ ο ν  A .  B r e h m  ( U n iv e r s i t y  o f  M a r b u r g , Γ ε ρ μ α ν ί α ) .  Ο ι  ε κ κ ιν η τ έ ς  (p r im e r s )  
π ε ρ ι ε ί χ α ν  θ έ σ ε ι ς  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η ς  τ ω ν  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ι κ ώ ν  ε ν ζ ύ μ ω ν  N c o l  κ α ι  Ν ο ίΙ , ώ σ τ ε  τ α  π ρ ο ϊό ν τ α  
μ ί α ς  P C R  ν α  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  ε ι σ α χ θ ο ύ ν  σ τ ο υ ς  τ ρ ε ι ς  ρ Ε Τ Μ  φ ο ρ ε ί ς  ( Πιν.2.1) .  Σ τ ο ν  α ν τ ίσ τ ρ ο φ ο  
ε κ κ ι ν η τ ή  ( r e v e r s e  p r im e r )  σ χ ε δ ι ά σ τ η κ α ν  δ ύ ο  δ ι α δ ο χ ικ ά  κ ω δ ικ ό ν ια  τ ε ρ μ α τ ι σ μ ο ύ  τ η ς  
μ ε τ α γ ρ α φ ή ς ,  κ α θ ώ ς  κ α ι  η  μ ε τ ά λ λ α ξ η  κ α ρ β ο ξ υ τ ε λ ι κ ο ύ  κ α τ α λ ο ί π ο υ  κ υ σ τ ε ΐ ν η ς  σ ε  σ ε ρ ί ν η  ( C 7 3 S  
σ τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  τ ο υ  E E D - c 2 ) .

Όνομα Αλληλουχία (5 '-3')
Ευθείς (forward)
Β CATGCCATGGAGAAGAATGGCGTCAAGCCAGAG
C C ATGCC ATGG AGG AGCGGTTCT AC AAG ΑΑ
D CATGCCATGGAGGAGCGGGACGACAAGAATG
AAA CATGCCATGGAGGAGGAGGACGACGAGGATGGC
Anew CATGCCATGGTTCAGCGCGTAATCAACCA
Bnew CATGCCATGGGCAAGGCTGAGAAGATCATCA
Cnew________CATGCCATGGAGTGGCTCATTGTTCAGCGGGTA______________
Αντίστροφοι (reverse)
A ATAAGAATGCGGCCGCTTACTACTCCGAGGTGGAAACCGCAC
E ATAAGAATGCGGCCGCTTACTAACCCGCACGCAGATCCTGA
F ATAAGAATGCGGCCGCTTACTAGTCGTACTTGCGCTGG

Πίνακας 2.1 Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στις 
κατασκευές των πολυπεπτιδίων c2. Με έντονους χαρακτήρες διακρίνονται οι θέσεις 
αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύμων Ncol και Notl.

Γ ια  τ ι ς  P C R ,  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  ο ι  D N A  π ο λ υ μ ε ρ ά σ ε ς  p la t in u m  p f x  ( in v i t r o g e n )  κ α ι
T a q  ( N E B ) ,  σ ε  δ ι α λ ύ μ α τ α  ό γ κ ο υ  5 0 p L  η  σ ύ ν θ ε σ η  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  ή τ α ν  σ ύ μ φ ω ν η  μ ε  τ α
σ υ ν ο δ ε υ τ ι κ ά  π ρ ω τ ό κ ο λ λ α .  5 0 p L  λ α δ ι ο ύ  P C R  π ρ ο σ τ έ θ η κ α ν  σ ε  κ ά θ ε  e p p e n d o r f  π ρ ο ς  α π ο φ υ γ ή
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μ ε ί ω σ η ς  τ ο υ  ό γ κ ο υ  τ η ς  α ν τ ί δ ρ α σ η ς  λ ό γ ω  ε ξ ά τ μ ι σ η ς .  Τ υ π ι κ ά ,  τ ο  π ρ ό γ ρ α μ μ α  δ ι α δ ο χ ι κ ώ ν  
ε ν α λ λ α γ ώ ν  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α ς  ε ί χ ε  ω ς  ε ξ ή ς :

5  λ ε π τ ά 9 4 ° C  ( α π ο δ ι ά τ α ξ η  D N A )

1 λ ε π τ ό 9 4 ° C
1 λ ε π τ ό 6 0 - 6 5 ° C  ( ε π α ν α δ ι ά τ α ξ η ) >“ 3 0  κ ύ κ λ ο ι
1 λ ε π τ ό 6 8  ή  7 2 ° C  ( ε π ι μ ή κ υ ν σ η )  ,,

1 0  λ ε π τ ά 6 8  ή  7 2 ° C  ( τ ε λ ι κ ή  - σ υ μ π λ η ρ ω μ α τ ι κ ή  ε π ι μ ή κ υ ν σ η )  
4 ° C  ( φ ύ λ α ξ η  π ρ ο ϊ ό ν τ ω ν )

Η  α π ό δ ο σ η τ ω ν  α ν τ ι δ ρ ά σ ε ω ν  κ α ι  η  κ α θ α ρ ό τ η τ α  τ ω ν  π ρ ο ϊ ό ν τ ω ν  ε λ έ γ χ θ η κ ε  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ά
σ ε  g e l  α γ α ρ ό ζ η ς .

Όνομα Χρησιμοποιούμενοι Εκκινητές
KNG-C2 B, A
ERF-C2 C, A
ERD-C2 D, A
EED-C2 AAA, A
KNGs-c2 B, E
ERFs-c2 C, E
ERDs-c2 D, E
EEDs-c2 AAA, E
VQRs-c2 Anew? E
EWLs-c2 Gnew> E
c l B„ew, F
cl+2s Bnewj E
Πίνακας 2.2 Αντιστοιχία πολυπεπτιδίων c2 
και εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην 
κατασκευή των πλασμιδίων έκφρασης.

2.2.3 Ηλεκτροφόρηση gel αγαρόζης
Η  ε κ τ ί μ η σ η  τ η ς  κ α θ α ρ ό τ η τ α ς ,  α λ λ ά  κ α ι  η  α π ο μ ό ν ω σ η  D N A  α π ό  τ α  π α ρ α π ρ ο ϊ ό ν τ α  
α ν τ ι δ ρ ά σ ε ω ν  έ γ ι ν ε  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ά .  Γ ι α  π ρ ο ϊ ό ν τ α  P C R  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  π υ κ ν ό τ ε ρ α  g e l  
α γ α ρ ό ζ η ς  ( 1 - 1 .5 % )  α π ό  α υ τ ά  σ τ α  ο π ο ί α  δ ι α χ ω ρ ί σ τ η κ α ν  π λ α σ μ ί δ ι α  ( 0 . 7 - 1 .2 % ) .  
Χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  α γ α ρ ό ζ η  χ α μ η λ ο ύ  σ η μ ε ί ο υ  ζ έ σ ε ω ς  κ α ι  ο ι  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ ή σ ε ι ς  έ λ α β α ν  χ ώ ρ α  

σ ε  ρ υ θ μ ι σ τ ι κ ό  δ ι ά λ υ μ α  Ι χ Τ Α Ε  ή  Ι χ Τ Β Ε .

2.2.4 Ενζυμικές πέψεις- κατεργασία πλασμιδιακών φορέων
Π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  ε ι σ α χ θ ο ύ ν  τ α  γ ο ν ί δ ι α  τ ω ν  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  c 2  κ α ι  c l  
(Π ιν .2 .2 ) σ τ ο υ ς  ρ Ε Τ Μ  φ ο ρ ε ί ς ,  π ρ α γ μ α τ ο π ο ι ή θ η κ α ν  δ ι π λ έ ς  π έ ψ ε ι ς  μ ε  τ α  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ι κ ά  έ ν ζ υ μ α  
N c o l  κ α ι  N o t l  ώ σ τ ε  ν α  δ η μ ι ο υ ρ γ η θ ο ύ ν  α λ λ η λ ε π ι κ α λ υ π τ ό μ ε ν α  ά κ ρ α  { s t ic k y  e n d s ) .  Ο ι  δ ύ ο
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α ν τ ι δ ρ ά σ ε ι ς  έ γ ι ν α ν  δ ι α δ ο χ ικ ά .  Γ ια  τ η ν  π ρ ώ τ η ,  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  μ ία  μ ο ν ά δ α  N c o l  
( F E R M E N T A S )  α ν ά  μ μ τ  φ ο ρ έ α  κ α ι  η  α ν τ ί δ ρ α σ η  α φ έ θ η κ ε  ν α  ο λ ο κ λ η ρ ω θ ε ί  σ τ ο υ ς  3 7 ° C  γ ια  
μ ί α  ώ ρ α .  Α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  η  δ ε ύ τ ε ρ η  π έ ψ η  μ ε  μ ία  μ ο ν ά δ α  N o t l  ( F E R M E N T A S )  α ν ά  μ$ρ· φ ο ρ έ α  
σ τ ο υ ς  3 7 ° C  γ ι α  μ ι ά μ ι σ η  ώ ρ α . Τ α  π ρ ο ϊ ό ν τ α  υ π ο β λ ή θ η κ α ν  σ ε  κ α τ ε ρ γ α σ ί α  μ ε  α λ κ α λ ικ ή  
φ ω σ φ α τ ά σ η  ( F E R M E N T A S )  γ ι α  4 5  λ ε π τ ά  σ τ ο υ ς  3 7 ° C  ώ σ τ ε  ν α  α π ο κ ο π ε ί  η  φ ω σ φ ο ρ ικ ή  
ο μ ά δ α  α π ό  τ ο  3 ' -  ά κ ρ ο .  Η  α π ε ν ε ρ γ ο π ο ί η σ η  τ ο υ  ε ν ζ ύ μ ο υ  σ τ ο υ ς  6 5 ° C  γ ι α  4 5  λ ε π τ ά  
α κ ο λ ο υ θ ή θ η κ ε  α π ό  η λ ε κ τ ρ ο φ ό ρ η σ η  σ ε  g e l  α γ α ρ ό ζ η ς ,  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  δ ια χ ω ρ ισ τ ο ύ ν  ο ι  
γ ρ α μ μ ι κ ο ί  ρ Ε Τ Μ  φ ο ρ ε ί ς .  Η  ε π α ν ά κ τ η σ η  τ ο υ  D N A  α π ό  τ ο  g e l  έ γ ι ν ε  μ ε  τ η  μ έ θ ο δ ο  τ η ς  
π ρ ό σ δ ε σ η ς  σ ε  γ υ ά λ ι ν α  σ φ α ι ρ ί δ ι α 11001. Α ρ χ ι κ ά  τ ο  τ μ ή μ α  τ ο υ  g e l  π ο υ  π ε ρ ι ε ί χ ε  τ η  ζ ώ ν η  τ ο υ  
ε ν δ ι α φ έ ρ ο ν τ ο ς  μ α ς  α π ο χ ω ρ ί σ τ η κ ε  κ α ι  θ ε ρ μ ά ν θ η κ ε  μ έ χ ρ ι  ν α  λ ιώ σ ε ι .  Κ α τ ό π ι ν  π ρ ο σ τ έ θ η κ ε  
α ι ώ ρ η μ α  γ υ ά λ ι ν ω ν  σ φ α ι ρ ι δ ί ω ν  ( F E R M E N T A S )  κ α ι  α κ ο λ ο υ θ ή θ η κ α ν  ο ι  σ υ ν ο δ ε υ τ ι κ έ ς  ο δ η γ ίε ς .  
Η  έ κ λ ο υ σ η  τ ο υ  D N A  έ γ ι ν ε  σ ε  ν ε ρ ό .

2.2.5 Ενζυμικές πέψεις- κατεργασία ενθεμάτων (inserts)
Γ ι α  τ η ν  π ρ ο ε τ ο ι μ α σ ί α  τ ω ν  κ ω δ ι κ ο π ο ι ώ ν  τ μ η μ ά τ ω ν  D N A  τ ω ν  c h r o m o d o m a in  α κ ο λ ο υ θ ή θ η κ ε  η  
δ ι α δ ι κ α σ ί α  π ο υ  π ε ρ ι γ ρ ά φ η κ ε  γ ι α  τ ο υ ς  π λ α σ μ ι δ ι α κ ο ύ ς  φ ο ρ ε ί ς  μ ε  δ ύ ο  δ ια φ ο ρ ο π ο ιή σ ε ι ς :  Τ ο  
D N A  δ ε ν  υ π έ σ τ η  κ α τ ε ρ γ α σ ί α  μ ε  α λ κ α λ ι κ ή  φ ω σ φ α τ ά σ η ,  ε ν ώ  δ ύ ο  μ ο ν ά δ ε ς  α ν ά  μgΓ  D N A  α π ό  
τ α  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ι κ ά  έ ν ζ υ μ α  α φ έ θ η κ α ν  ν α  π έ ψ ο υ ν  τ α  ε ν θ έ μ α τ α  γ ι α  1 2 - 1 4  ώ ρ ε ς  σ τ ο υ ς  3 7 ° C .

2.2.6 Κατάλυση φωσφοδιεστερικών δεσμών από την Τ4 λιγάση
Ο ι  γ ρ α μ μ ι κ ο ί  φ ο ρ ε ί ς  κ α ι  τ α  ε ν θ έ μ α τ α ,  σ ε  α ν α λ ο γ ί α 1 : 3 .5 ,  α φ έ θ η κ α ν  γ ι α  1 2 - 1 4  ώ ρ ε ς  σ τ ο υ ς  
1 4 ° C  κ α τ ό π ι ν  π ρ ο σ θ ή κ η ς  μ ι σ ή ς  μ ο ν ά δ α ς  Τ 4  λ ι γ ά σ η ς  ( F E R M E N T A S )  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  
ο λ ο κ λ η ρ ω θ ο ύ ν  ο ι  κ α τ α σ κ ε υ έ ς .  Η  α π ε ν ε ρ γ ο π ο ί η σ η  τ ο υ  ε ν ζ ύ μ ο υ  έ γ ι ν ε  μ ε  θ έ ρ μ α ν σ η  σ τ ο υ ς  
5 6 ° C  γ ι α  1 ώ ρ α .

2.2.7 Μετασχηματισμός επιδεκτικών (ιcompetent) βακτηρίων

2.2.7.1 Παρασκευή επιδεκτικών Ε. coli
Κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι ε ς  β α κ τ η ρ ί ω ν  E .c o l i  B L 2 1 ( D E 3 ) ,  B L 2 1 ( D E 3 )  p l y s S ,  D H 5 a ,  X L  1 B lu e  
φ υ γ ο κ ε ν τ ρ ή θ η κ α ν  κ α ι  τ ο  β α κ τ η ρ ια κ ό  ί ζ η μ α  υ π έ σ τ η  κ α τ ε ρ γ α σ ία  μ ε  δ ια λ ύ μ α τ α  C a C l2 κ α ι
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R b C l 1" 1. Β α κ τ η ρ ι α κ ά  ε ν α ι ω ρ ή μ α τ α  χ ω ρ ί σ τ η κ α ν  σ ε  ό γ κ ο υ ς  1 0 0  κ α ι  5 0 p L ,  κ α ι  α π ο θ η κ ε ύ θ η κ α ν  
σ τ ο υ ς  - 8 0 ° C .

2 2 .1 ,2  Μ ε τ α σ χ η μ α τ ι σ μ ό ς  ε π ι δ ε κ τ ι κ ώ ν  E . c o l i  μ ε  τ ι ς  π λ α σ μ ι δ ι α κ έ ς  κ α τ α σ κ ε υ έ ς 1" 1
Σ ε  5 0  ή  1 0 0  μ Ι , ε ν α ι ω ρ ή μ α τ ο ς  ε π ι δ ε κ τ ι κ ώ ν  κ υ τ τ ά ρ ω ν  π ρ ο σ τ έ θ η κ α ν  5 - 1 0 p L  α π ό  τ ο  δ ι ά λ υ μ α  
τ ω ν  α ν τ ι δ ρ ά σ ε ω ν  λ ι γ ά σ η ς  ή  ν ε ρ ό .  Τ ο  μ ί γ μ α  α φ έ θ η κ ε  γ ι α  2 0  λ ε π τ ά  σ τ ο ν  π ά γ ο  κ α ι  κ α τ ό π ι ν  
υ π έ σ τ η  θ ε ρ μ ι κ ό  s h o c k  σ τ ο υ ς  4 2 ° C  γ ι α  9 0 s e c .  Α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  π ρ ο σ θ ή κ η  θ ρ ε π τ ι κ ο ύ  δ ι α λ ύ μ α τ ο ς  
S O C  κ α ι  τ ο π ο θ έ τ η σ η  σ τ ο υ ς  3 7 ° C  γ ι α  9 0  λ ε π τ ά .  Δ ι ά φ ο ρ ο ι  ό γ κ ο ι  α π ό  τ ο  α ι ώ ρ η μ α  τ ω ν  
κ υ τ τ ά ρ ω ν  α π λ ώ θ η κ α ν  σ ε  τ ρ υ β λ ί α  μ ε  θ ρ ε π τ ι κ ό  υ λ ι κ ό  L B  κ α ι  ε π ω ά σ τ η κ α ν  σ τ ο υ ς  3 7 ° C  γ ι α  1 2 -  
1 4  ώ ρ ε ς .  Η  ε π ι λ ο γ ή  τ ω ν  θ ε τ ι κ ώ ν  α π ο ι κ ι ώ ν  έ γ ι ν ε  μ ε  χ ρ ή σ η  τ ο υ  α ν τ ι β ι ο τ ι κ ο ύ  κ α ν α μ υ κ ί ν η .  Η  
ύ π α ρ ξ η  τ ο υ  ε ν θ έ μ α τ ο ς  σ τ ι ς  κ α τ α σ κ ε υ έ ς  ε π ι β ε β α ι ώ θ η κ ε  μ ε  P C R  ή /  κ α ι  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ι κ έ ς  π έ ψ ε ι ς  
τ ω ν  ε ξ α γ χ θ έ ν τ ω ν  π λ α σ μ ι δ ί ω ν  κ α ι  ν ο υ κ λ ε ο τ ι δ ι κ ή  α λ λ η λ ο ύ χ ι σ η  ( s e q u e n c in g ) .  Π ο σ ό τ η τ α  τ ό σ ο  
α π ό  τ ι ς  π λ α σ μ ι δ ι α κ έ ς  κ α τ α σ κ ε υ έ ς  ό σ ο  κ α ι  α π ό  τ α  μ ε τ α σ χ η μ α τ ι σ μ έ ν α  β α κ τ ή ρ ι α  α π ο θ η κ ε ύ τ η κ ε  
σ τ ο υ ς  - 2 0 ° C  ή  τ ο υ ς  - 8 0 ° C  σ ε  s t o c k  γ λ υ κ ε ρ ό λ η ς .

2 .3  Υ π ε ρ έ κ φ ρ α σ η  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν

2 .3 .1  Υ π ε ρ έ κ φ ρ α σ η  ι σ ο τ ο π ι κ ά  μ η  σ η μ α σ μ έ ν ω ν  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν 11021
Υ γ ρ ή  κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι α  L B  ό γ κ ο υ  lO O m L , π ο υ  π ε ρ ι ε ί χ ε  τ ο  κ α τ ά λ λ η λ ο  α ν τ ι β ι ο τ ι κ ό ,  ε π ι μ ο λ ύ ν θ η κ ε  
μ ε  β α κ τ ή ρ ι α  B L 2 1 ( D E 3 )  μ ε τ α σ χ η μ α τ ι σ μ έ ν α  μ ε  τ ο  ε π ι θ υ μ η τ ό  π λ α σ μ ί δ ι ο  π ρ ο ε ρ χ ό μ ε ν α  α π ό  
μ ο ν ή  α π ο ι κ ί α  τ ρ υ β λ ί ο υ .  Κ α τ ό π ι ν  π α ρ ό δ ο υ  1 2 - 1 4  ω ρ ώ ν  σ τ ο υ ς  3 7 ° C ,  ν έ ε ς  κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι ε ς  ό γ κ ο υ  
5 0 0 - 1 0 0 0 m L  ε π ι μ ο λ ύ ν θ η κ α ν  μ ε  α ρ α ί ω σ η  1 : 1 0 0  α π ό  τ η ν  α ρ χ ι κ ή .  Η  ε π α γ ω γ ή  τ η ς  έ κ φ ρ α σ η ς  
τ ο υ  ε π ι θ υ μ η τ ο ύ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ  μ ε  χ ρ ή σ η  I P T G  έ γ ι ν ε  ό τ α ν  η  ο π τ ι κ ή  π υ κ ν ό τ η τ α  τ ω ν  
κ α λ λ ι ε ρ γ ε ι ώ ν  σ τ α  6 0 0 n m  α ν ή λ θ ε  σ τ ο  0 . 5 - 0 . 6 .  Τ υ π ι κ ά ,  ο ι  κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι ε ς  α φ έ θ η κ α ν  σ τ ο υ ς  3 7 ° C  
γ ι α  τ ρ ε ι ς  ώ ρ ε ς  π α ρ ο υ σ ί α  0 .4 m M  I P T G  ώ σ τ ε  ν α  ε π α χ θ ε ί  η  π α ρ α γ ω γ ή  τ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ .  
Π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  π ε ρ ί  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  π ο υ  ε μ φ ά ν ι ζ α ν  έ ν τ ο ν η  τ ά σ η  γ ι α  σ υ σ σ ω μ ά τ ω σ η ,  η  ε ν δ ο κ υ τ τ ά ρ ι α  
δ ι α λ υ τ ό τ η τ α  α υ ξ ή θ η κ ε  ε π ά γ ο ν τ α ς  τ η ν  έ κ φ ρ α σ ή  τ ο υ ς  σ τ ο υ ς  1 8 - 2 0 ° C  γ ι α  1 2 - 1 4  ώ ρ ε ς  π α ρ ο υ σ ί α  
0 . 0 5 m M  I P T G . Π ρ α κ τ ι κ ά ,  μ ό ν ο  τ α  ο μ ο ι ο π ο λ ι κ ά  σ υ ν δ ε δ ε μ έ ν α  μ ε  Μ Β Ρ  π ο λ υ π ε π τ ί δ ι α  ή τ α ν  
α π ο δ ο τ ι κ ό  ν α  ε π ά γ ο ν τ α ι  σ τ ο υ ς  3 7 ° C .  Μ ε τ ά  τ ο  π έ ρ α ς  τ η ς  ε π α γ ω γ ή ς ,  ο ι  κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι ε ς  
φ υ γ ο κ ε ν τ ρ ή θ η κ α ν  κ α ι  τ ο  ί ζ η μ α  τ ω ν  κ υ τ τ ά ρ ω ν  φ υ λ ά χ θ η κ ε  σ τ ο υ ς  - 8 0 ° C .
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2 3 .2  Υ π έ ρ  έ κ φ ρ α σ η  ι σ ο τ ο π τ κ ά  σ η μ α σ μ έ ν ω ν  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν
Γ ι α  τ η ν  υ π ε ρ έ κ φ ρ α σ η  ε μ π λ ο υ τ ι σ μ έ ν ω ν  σ ε  χ ρ ή σ ι μ α  γ ι α  τ ο  N M R  ι σ ό τ ο π α  ( ι5Ν ,  ,3C )
π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  α κ ο λ ο υ θ ή θ η κ ε  η  ίδ ια  δ ια δ ι κ α σ ί α  μ ε  τ η  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  τ η ς  σ ύ σ τ α σ η ς  τ ο υ  
θ ρ ε π τ ι κ ο ύ  μ έ σ ο υ .  Σ τ η ν  ο υ σ ί α ,  ε λ ή φ θ η  π ρ ό ν ο ι α  ώ σ τ ε  η  μ ό ν η  π η γ ή  α ζ ώ τ ο υ  ή  ά ν θ ρ α κ α  ν α  ε ί ν α ι  
ε μ π λ ο υ τ ι σ μ έ ν η  σ τ ο  ε π ι θ υ μ η τ ό  ι σ ό τ ο π ο .  Η  α ν ά π τ υ ξ η  τ ω ν  β α κ τ η ρ ίω ν  ή τ α ν  σ η μ α ν τ ικ ά  
ε π ι β ρ α δ υ μ έ ν η ,  ό μ ω ς  η  τ ε λ ικ ή  α π ό δ ο σ η  δ ι α λ υ τ ή ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  δ ε ν  υ π ο λ ε ι π ό τ α ν  π ο λ ύ  τ η ς
α ν τ ί σ τ ο ι χ η ς  μ η  σ η μ α σ μ έ ν η ς .  Η  σ ύ σ τ α σ η  τ ο υ  θ ρ ε π τ ι κ ο ύ  υ λ ι κ ο ύ  ε ί χ ε  ω ς  ε ξ ή ς :
Κ 2Η Ρ 0 4 .3 Η 20
κ η 2ρ ο 4
Κ ι τ ρ ι κ ό  N a  
M g S 0 4.7 H 20  
,S N -  ( N H 4 ) 2S 0 4 
13C -  D - γ λ υ κ ό ζ η  
D -  β ιο τ ί ν η
Υ δ ρ ο χ λ ω ρ ι κ ή  θ ε ι α μ ί ν η

1 4 g r /L
6 g r /L
l g r / L

0 .2 g r /L
l g r / L
3 g r /L

l m g r / L
ΙΟ μ Μ

► Ά λ α τ α  S p i t z i z e n

I c f
Γ ι α  τ η ν  α π ο μ ό ν ω σ η  N -  ε π ι σ η μ α σ μ έ ν ω ν  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  η  C -  D - γ λ υ κ ό ζ η  α ν τ ικ α τ α σ τ ά θ η κ ε  μ ε  
12C -  D - γ λ υ κ ό ζ η .

2 . 4  Α π ο μ ό ν ω σ η  π ο λ υ π ε τ τ τ ι δ ί ω ν

2 . 4 . 1  Λ ύ σ η  τ ω ν  β α κ τ η ρ ί ω ν
Τ ο  β α κ τ η ρ ι α κ ό  ί ζ η μ α  ε π α ν α ι ω ρ ή θ η κ ε  σ ε  κ α τ ά λ λ η λ ο  ρ υ θ μ ισ τ ικ ό  δ ιά λ υ μ α  λ ύ σ η ς  φ ω σ φ ο ρ ικ ώ ν  
ρ Η = 7  π ο υ  π ε ρ ι ε ί χ ε  5 0 0 m M  N a C l ,  2 m M  β -  μ ε ρ κ α π τ ο ε θ α ν ό λ η ,  1 0 m M  ιμ ι δ α ζ ό λ ι ο ,  0 .2 m M  
P M S F ,  0 .0 1 %  I G E P A L .  Η  λ ύ σ η  τ ω ν  κ υ τ τ ά ρ ω ν  ε π ε τ ε ύ χ θ η  ε ί τ ε  μ ε  π ρ ο σ θ ή κ η  λ υ σ ο ζ ύ μ η ς  κ α ι  
ε π ώ α σ η  σ τ ο ν  π ά γ ο  γ ι α  μ ί α  ώ ρ α , ε ί τ ε  μ ε  χ ρ ή σ η  σ υ σ κ ε υ ή ς  υ π ε ρ ή χ ω ν  ή  π ρ έ σ α ς  F r e n c h .  Τ α  
κ υ τ τ α ρ ι κ ά  υ π ο λ ε ί μ μ α τ α ,  κ α θ ώ ς  κ α ι  τ α  α κ έ ρ α ι α  κ ύ τ τ α ρ α  δ ια χ ω ρ ίσ τ η κ α ν  μ ε  φ υ γ ο κ έ ν τ ρ η σ η .  Τ ο  
ί ζ η μ α  ε π α ν α ι ω ρ ή θ η κ ε  σ ε  δ ι ά λ υ μ α  λ ύ σ η ς  ί σ ο υ  ό γ κ ο υ  μ ε  τ ο  υ π ε ρ κ ε ί μ ε ν ο  δ ι ά λ υ μ α  κ α ι  
λ ή φ θ η κ α ν  δ ε ί γ μ α τ α  γ ι α  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ή  α ν ά λ υ σ η .

Η  α π ο μ ό ν ω σ η  τ ω ν  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  τ ο υ  ε ν δ ι α φ έ ρ ο ν τ ο ς  μ α ς  έ γ ι ν ε  α π ό  τ ο  υ π ε ρ κ ε ί μ ε ν ο  
δ ι ά λ υ μ α .  Ό π ο υ  α υ τ ό  δ ε ν  ή τ α ν  δ υ ν α τ ό ,  ε ξ  α ιτ ία ς  π ο λ ύ  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ έ ν η ς  δ ια λ υ τ ό τ η τ α ς ,  τ ο  ί ζ η μ α  
ε π α ν α δ ι α λ ύ θ η κ ε  μ ε  χ ρ ή σ η  8 Μ  ο υ ρ ί α ς  ή  6 Μ  υ δ ρ ο χ λ ω ρ ι κ ή ς  γ ο υ α ν ι δ ί ν η ς  κ α ι  τ ο  π ρ ο κ ύ π τ ο ν  
δ ι ά λ υ μ α  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  γ ι α  τ η ν  α π ο μ ό ν ω σ η .
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2.4.2 Χρωματογραφικές τεχνικές

2.4.2.1 Χρωματογραφία συγγένειας ιόντων νικελίου
Τ ο  υ π ε ρ κ ε ί μ ε ν ο  δ ι ά λ υ μ α  υ π ε β λ ή θ η  σ τ η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  π ο υ  σ υ σ τ ή ν ε ι  ο  π ρ ο μ η θ ε υ τ ή ς  τ ω ν

ε ξ α ϊ σ τ ι δ ι ν ι κ ή  ο υ ρ ά  π ε π τ ί δ ι α  σ ε  χ α μ η λ ή  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η  ι μ ι δ α ζ ο λ ί ο υ .  Η  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η  τ ο υ

1 5 0 m M , α φ ο ύ  δ ο κ ι μ ά σ τ η κ ε  β α θ μ ί δ ω σ η  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  ι μ ι δ α ζ ο λ ί ο υ .
Η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  α π ο μ ό ν ω σ η ς  σ ε  α π ο δ ι α τ α κ τ ι κ έ ς  σ υ ν θ ή κ ε ς  δ ε ν  δ ι α φ ο ρ ο π ο ι ε ί τ α ι  α π ό  τ η ν

II π έ ψ η  ή  ά λ λ η  δ ι α δ ι κ α σ ί α ,  ο  α π ο δ ι α τ α κ τ ι κ ό ς  π α ρ ά γ ο ν τ α ς  α π ο μ α κ ρ ύ ν θ η κ ε  μ ε  δ ι α π ί δ υ σ η ,  
 ̂II χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  δ ι α λ ύ μ α τ α  β α θ μ ι α ί α  μ ε ι ο ύ μ ε ν ω ν  σ υ γ κ ε ν τ ρ ώ σ ε ω ν  τ ο υ  π α ρ ά γ ο ν τ α  α υ τ ο ύ .

2.4.2.2 Χρωματογραφία συγγένειας αμυλόζης
|  Τ α  ε π ι σ η μ α σ μ έ ν α  μ ε  Μ Β Ρ  π ο λ υ π ε π τ ί δ ι α  π ρ ο σ δ έ θ η κ α ν  σ ε  σ φ α ι ρ ί δ ι α  α κ ι ν η τ ο π ο ι η μ έ ν η ς  

α μ υ λ ό ζ η ς  ( Ν Ε Β )  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  α π ο μ ο ν ω θ ο ύ ν  ε ί τ ε  α π ό  τ α  υ π ό λ ο ι π α  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ά  σ υ σ τ α τ ι κ ά  
τ ο υ  κ υ τ τ α ρ ο π λ ά σ μ α τ ο ς  τ ω ν  E . c o l i ,  ε ί τ ε  α π ό  σ υ ν α π ο μ ο ν ω μ έ ν ε ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  κ α τ ά  τ ο  π ρ ώ τ ο  
σ τ ά δ ι ο  κ α θ α ρ ι σ μ ο ύ  μ ε  χ ρ ω μ α τ ο γ ρ α φ ί α  σ υ γ γ έ ν ε ι α ς  ι ό ν τ ω ν  ν ι κ ε λ ί ο υ .  Η  έ κ λ ο υ σ η  έ γ ι ν ε  μ ε  

[ 5 0 m M  μ α λ τ ό ζ η ς .  Η  χ ρ ω μ α τ ο γ ρ α φ ί α  σ υ γ γ έ ν ε ι α ς  α μ υ λ ό ζ η ς  δ ε ν  ε ί ν α ι  δ υ ν α τ ό  ν α  

χ ρ η σ ι μ ο π ο ι η θ ε ί  κ ά τ ω  α π ό  α π ο δ ι α τ α κ τ ι κ έ ς  σ υ ν θ ή κ ε ς .

2.4.3 Αποκοπή πρόσθετων -επικουρικών κατά την απομόνωση- πεπτιδικών τμημάτων 
με χρήση της πρωτεάσης TEV
Τ α  c h r o m o d o m a i n  π ο υ  έ φ ε ρ α ν  α μ ι ν ο τ ε λ ι κ ά  σ υ ν ε κ φ ρ α ζ ό μ ε ν α  π ε π τ ι δ ι κ ά  τ μ ή μ α τ α  π ο υ  
ε π ι κ ο υ ρ ο ύ ν  σ τ η  δ ι α λ υ τ ό τ η τ α  ή  τ η ν  α π ο μ ό ν ω σ η  υ π ο β λ ή θ η κ α ν  σ ε  ε ν ζ υ μ ι κ ή  π έ ψ η  μ ε  τ η ν  

π ρ ω τ ε ά σ η  T E V .  Τ ο  έ ν ζ υ μ ο  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ε ι  τ ο  ο λ ι γ ο π ε π τ ί δ ι ο  E N L Y F Q G  π ο υ  π ρ ο η γ ε ί τ α ι  τ η ς  
α λ λ η λ ο υ χ ί α ς  τ ω ν  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  c h r o m o d o m a i n ,  κ α ι  δ ι α σ π ά  τ ο ν  π ε π τ ι δ ι κ ό  δ ε σ μ ό  

I γ λ ο υ τ α μ ί ν η ς -  γ λ υ κ ί ν η ς .  Γ ι α  τ η ν  π έ ψ η  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  έ ν α  μ ό ρ ι ο  T E V  γ ι α  κ ά θ ε  μ ό ρ ι ο  
υ π ο σ τ ρ ώ μ α τ ο ς ,  ε ν ώ  η  α ν τ ί δ ρ α σ η  έ λ α β ε  χ ώ ρ α  σ τ ο υ ς  4 ° C  γ ι α  1 4 - 1 8  ώ ρ ε ς  ή  σ ε  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α

σ φ α ι ρ ι δ ί ω ν  σ υ μ π λ ο κ ο π ο ι η μ έ ν ω ν  ι ό ν τ ω ν  ν ι κ ε λ ί ο υ  ( Q I A G E N ) 1" 1. Τ υ π ι κ ά ,  σ τ ή λ η  σ φ α ι ρ ι δ ί ω ν  
ι ό ν τ ω ν  ν ι κ ε λ ί ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  α κ ι ν η τ ο π ο ι η θ ο ύ ν  τ α  ε π ι σ η μ α σ μ έ ν α  μ ε

ι μ ι δ α ζ ο λ ί ο υ  α υ ξ ή θ η κ ε  κ α τ ά  τ ι ς  ε κ π λ ύ σ ε ι ς  τ η ς  σ τ ή λ η ς  έ ω ς  5 0 m M ,  ε ν ώ  η  έ κ λ ο υ σ η  έ γ ι ν ε  σ ε

π ρ ο α ν α φ ε ρ θ ε ί σ α  π α ρ ά  μ ό ν ο  σ τ η ν  ύ π α ρ ξ η  8 Μ  ο υ ρ ί α ς  ή  6 Μ  υ δ ρ ο χ λ ω ρ ι κ ο ύ  γ ο υ α ν ι δ ι ν ί ο υ  σ ε  
ό λ α  τ α  δ ι α λ ύ μ α τ α .  Π ρ ι ν  υ π ο β λ η θ ο ύ ν  τ α  π ρ ο κ ύ π τ ο ν τ α  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ά  δ ι α λ ύ μ α τ α  σ ε  ε ν ζ υ μ ι κ ή
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δ ω μ α τ ί ο υ  γ ι α  τ ρ ε ι ς  ώ ρ ε ς .  Η  α π ό δ ο σ η  τ η ς  π έ ψ η ς  ή τ α ν  τ υ π ικ ά  σ τ ο  7 0 %  μ ε  ε ξ α ί ρ ε σ η  τ ις  
π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  π ο υ  έ φ ε ρ α ν  α μ ι ν ο τ ε λ ι κ ά  Μ Β Ρ ,  γ ια  τ ι ς  ο π ο ί ε ς  9 0 %  τ ω ν  μ ο ρ ίω ν  α π ο κ ό π τ ο ν τ α ν  μ ε τ ά  
τ ο  π έ ρ α ς  τ ω ν  τ ρ ι ώ ν  ω ρ ώ ν .  Η  π ρ ω τ ε ά σ η  T E V  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  φ έ ρ ε ι  ε ξ α ΐ σ τ ιδ ι ν ικ ή  ο υ ρ ά ,  
ώ σ τ ε  ν α  α π ο μ α κ ρ ύ ν ε τ α ι  μ α ζ ί  μ ε  τ α  π α ρ α π ρ ο ϊ ό ν τ α  τ η ς  π έ ψ η ς  κ α ι  τ α  α κ έ ρ α ι α  μ ό ρ ια  μ ε  έ ν α  
α κ ό λ ο υ θ ο  χ ρ ω μ α τ ο γ ρ α φ ι κ ό  σ τ ά δ ι ο  σ υ γ γ έ ν ε ι α ς  ι ό ν τ ω ν  ν ι κ ε λ ί ο υ .

2 . 4 . 4  Η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ή  α ν ά λ υ σ η  σ ε  g e l  S D S - π ο λ υ α κ ρ ι λ α μ ι δ ί ο υ  σ υ σ τ ή μ α τ ο ς  δ ι α λ υ μ ά τ ω ν  
T r i s -  γ λ υ κ ί ν η ς
Ο ι  δ ι α δ ι κ α σ ί ε ς  υ π ε ρ έ κ φ ρ α σ η ς  κ α ι  α π ο μ ό ν ω σ η ς  τ ω ν  c h r o m o d o m a in  ε λ έ γ χ ο ν τ α ν  
η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ά .  Δ ε ί γ μ α τ α  φ υ λ ά σ σ ο ν τ α ν  σ ε  ό λ α  τ α  σ τ ά δ ια  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  τ ο  π ρ ω τ ε ϊν ικ ό  τ ο υ ς  
π ε ρ ι ε χ ό μ ε ν ο  ν α  δ ι α χ ω ρ ι σ τ ε ί  σ ε  g e l  π ε ρ ι ε κ τ ικ ό τ η τ α ς  1 0 - 1 5 %  σ ε  α κ ρ υ λ α μ ίδ η . Η  
η λ ε κ τ ρ ο φ ό ρ η σ η  έ γ ι ν ε  σ ε  σ ύ σ τ η μ α  m i n i  p r o te a n  II  ( B I O - R A D ) ,  σ τ α  2 0 0 m V t .  Ο ι  ζ ώ ν ε ς  τ ω ν  
π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  β ά φ ο ν τ α ν  μ ε  c o o m a s s i e  b r i l ia n d  b lu e  R - 2 5 0 .

2 . 4 . 5  Η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ή  α ν ά λ υ σ η  σ ε  g e l  S D S - π ο λ υ α κ ρ ι λ α μ ι δ ί ο υ  σ υ σ τ ή μ α τ ο ς  δ ι α λ υ μ ά τ ω ν  
T r i s -  T r i c i n e 11031
Τ ο  σ ύ σ τ η μ α  δ ι α λ υ μ ά τ ω ν  T r is  - T r i c i n e  ( N - [ t r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) m e t h y l ] g l y c i n e )  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  γ ι α  τ η  β ε λ τ ι σ τ ο π ο ί η σ η  τ ο υ  δ ι α χ ω ρ ι σ μ ο ύ  π ρ ω τ ε ϊν ικ ώ ν  ζ ω ν ώ ν  σ χ ε τ ικ ά  
μ ι κ ρ ο ύ  μ ο ρ ι α κ ο ύ  β ά ρ ο υ ς .  Η  π α ρ α λ λ α γ ή  α υ τ ή  τ η ς  η λ ε κ τ ρ ο φ ό ρ η σ η ς  π ρ ω τ ε ϊν ώ ν  φ ά ν η κ ε  
ι δ ι α ί τ ε ρ α  χ ρ ή σ ι μ η  γ ι α  τ ο  δ ι α χ ω ρ ι σ μ ό  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  σ ε  α υ τ ή  τ η  
δ ι α τ ρ ι β ή ,  μ ο ρ ι α κ ή ς  μ ά ζ α ς  7 - 9 k D a .  Ο ι  δ ι α φ ο ρ ο π ο ι ή σ ε ι ς  ε σ τ ι ά ζ ο ν τ α ι  σ τ η  χ ρ ή σ η  ρ υ θ μ ισ τ ικ ο ύ  
δ ι α λ ύ μ α τ ο ς  0 .2 Μ  T r is  ρ Η = 8 .9  ω ς  δ ι ά λ υ μ α  α ν ό δ ο υ  κ α ι  0 .1  Μ  T r is ,  0 .1  Μ  t r ic in e ,  0 .1 %  S D S  
κ α θ ό δ ο υ ,  α λ λ ά  κ α ι  σ τ η  χ ρ ή σ η  1 0 %  γ λ υ κ ε ρ ό λ η ς  σ τ ο  g e l  δ ι α χ ω ρ ι σ μ ο ύ  ( s e p a r a t in g ) .  Η  
η λ ε κ τ ρ ο φ ό ρ η σ η  έ γ ι ν ε  σ τ α  1 5 0 V t  κ α ι  η  ε μ φ ά ν ι σ η  τ ω ν  ζ ω ν ώ ν  μ ε  β α φ ή  c o o m a s s i e  b r i l ia n d  b lu e  
R - 2 5 0 .

2 . 4 . 6  Δ ι α π ί δ υ σ η
Η  τ ε χ ν ι κ ή  τ η ς  δ ι α π ί δ υ σ η ς  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  γ ι α  τ η ν  α λ λ α γ ή  μ έ ρ ο υ ς  ή  ό λ ω ν  τ ω ν  σ υ σ τ α τ ικ ώ ν  
ρ υ θ μ ι σ τ ι κ ώ ν  δ ι α λ υ μ ά τ ω ν  α π ό  π ρ ω τ ε ϊν ικ ά  δ ε ίγ μ α τ α .  Χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  μ ε μ β ρ ά ν ε ς  
( S P E C T R A P O R ,  S I G M A ,  P I E R C E )  μ ε  ό ρ ι α  α π ο κ λ ε ι σ μ ο ύ  α π ό  3  έ ω ς  1 2 k D a  α ν ά λ ο γ α  μ ε  τ ο  
μ έ γ ε θ ο ς  τ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ .
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Ε ιδ ικ ό τ ε ρ α ,  γ ι α  τ η ν  α π ο μ ά κ ρ υ ν σ η  α π ο δ ι α τ α κ τ ι κ ώ ν  π α ρ α γ ό ν τ ω ν  ( ο υ ρ ί α ,  υ δ ρ ο χ λ ω ρ ι κ ή  
γ ο υ α ν ι δ ί ν η )  α π ό  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ά  δ ε ί γ μ α τ α ,  π ρ ο ο δ ε υ τ ι κ ά  α ρ α ι ό τ ε ρ α  δ ι α λ ύ μ α τ α  τ ω ν  ε ν ώ σ ε ω ν  
α υ τ ώ ν  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  σ τ α δ ι α κ ά ,  μ ε  σ κ ο π ό  τ η ν  ο μ α λ ή  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ή  α ν α δ ι ά τ α ξ η .  Έ τ σ ι ,  
π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  α π ο μ α κ ρ υ ν θ ε ί  ο υ ρ ί α  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  8 Μ ,  δ ι α λ ύ μ α τ α  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  6 Μ ,  4 Μ ,  
2 Μ ,  1 Μ , Ο Μ  σ ε  ο υ ρ ί α  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  κ α τ ά  τ η  δ ι α π ί δ υ σ η ,  μ ε  κ ά θ ε  σ τ ά δ ι ο  ν α  δ ι α ρ κ ε ί  α π ό  
έ ξ ι  έ ω ς  δ ώ δ ε κ α  ώ ρ ε ς .

2.4.7 Συμπύκνωση δειγμάτων NMR
Τ υ π ικ ά ,  η  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η  τ ω ν  δ ι α λ υ μ ά τ ω ν  τ ω ν  α π ο μ ο ν ω μ έ ν ω ν  c h r o m o d o m a i n  c 2  μ ε τ ά  τ η  
χ ρ ω μ α τ ο γ ρ α φ ί α  σ υ γ γ έ ν ε ι α ς  ι ό ν τ ω ν  ν ι κ ε λ ί ο υ ,  τ η ν  π έ ψ η  μ ε  T E V  κ α ι  τ η ν  α π ο μ ά κ ρ υ ν σ η  τ ω ν  
π α ρ α π ρ ο ϊ ό ν τ ω ν ,  ή τ α ν  τ η ς  τ ά ξ η ς  τ ω ν  O . lm g r / m L  ή  Ι Ο μ Μ . Α π ό  δ ε ί γ μ α τ α  τ έ τ ο ι ω ν  
σ υ γ κ ε ν τ ρ ώ σ ε ω ν  ή τ α ν  α δ ύ ν α τ η  η  λ ή ψ η  φ α σ μ ά τ ω ν  N M R  π ο υ  μ π ο ρ ο ύ σ α ν  ν α  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι η θ ο ύ ν  
γ ι α  τ ο ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς .  Τ α  δ ε ί γ μ α τ α  σ υ μ π υ κ ν ώ θ η κ α ν  4 0  έ ω ς  6 0  φ ο ρ έ ς ,  
κ ά τ ω  α π ό  π ί ε σ η  α ε ρ ί ο υ  α ζ ώ τ ο υ  μ ε  τ η  χ ρ ή σ η  τ η ς  σ υ σ κ ε υ ή ς  σ υ μ π ύ κ ν ω σ η ς  a m i c o n  
( M I L L I P O R E )  κ α ι  η θ μ ώ ν  ο ρ ί ο υ  α π ο κ λ ε ι σ μ ο ύ  3  ή  1 0 k D a .

2.5 Εκτίμηση του βαθμού ολιγομερισμού του chromodomain c2

2.5.1 Χρωματογραφία μοριακής διήθησης
Δ ε ί γ μ α τ α  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  φ ο ρ τ ώ θ η κ α ν  σ ε  σ τ ή λ η  s u p e r d e x  2 0 0  ( P H A R M A C I A )  
π ρ ο σ α ρ μ ο σ μ έ ν η  σ ε  F P L C  a c t a  p u r i f i e r  ( P H A R M A C I A )  ( N I M R - L o n d o n ) ,  μ ε  ε ν έ σ ε ι ς  ό γ κ ο υ  
5 0 - 1 0 0 p L .  Η  τ α χ ύ τ η τ α  ρ ο ή ς  τ ο υ  ρ υ θ μ ι σ τ ι κ ο ύ  δ ι α λ ύ μ α τ ο ς  φ ω σ φ ο ρ ι κ ώ ν  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  
2 0 m M ,  N a C l  1 5 0 m M , N a N 3 1 .5 m M , 2 m M  β - Μ Ε  ή τ α ν  0 .5 m L / m i n  ε ν ώ  η  α π ο ρ ρ ό φ η σ η  
μ ε τ ρ ή θ η κ ε  σ ε  μ ή κ ο ς  κ ύ μ α τ ο ς  2 8 0 n m .  Ο  ό γ κ ο ς  κ α τ α κ ρ ά τ η σ η ς  τ ω ν  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  c 2  
σ υ γ κ ρ ί θ η κ ε  μ ε  α υ τ ό ν  π ο υ  κ α τ α γ ρ ά φ η κ ε  γ ι α  β ι ο μ ό ρ ι α  -  δ ε ί κ τ ε ς  μ ο ρ ι α κ ώ ν  β α ρ ώ ν  ( Α λ β ο υ μ ί ν η  
6 7 k D a -  1 3 .8 9 m L ,  Ο β α λ β ο υ μ ί ν η  4 3 k D a - 1 4 .8 6 m L ,  Χ υ μ ο τ ρ υ ψ ι ν ο γ ό ν ο  A  2 5 k D a -  1 6 .6 5 m L ,  
Ρ ι β ο ν ο υ κ λ ε ά σ η  A  1 3 .7 k D a -  1 7 .2 1 m L )  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  ε κ τ ι μ η θ ε ί  τ ο  μ ο ρ ι α κ ό  μ έ γ ε θ ο ς  τ ω ν  

π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  τ ο υ  c h r o m o d o m a i n .  Η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  έ λ α β ε  χ ώ ρ α  σ ε  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α  δ ω μ α τ ί ο υ .

2.5.2 Αναλυτική υπερφυγοκέντρηση
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Δ ι α λ ύ μ α τ α  α π ο μ ο ν ω μ έ ν ω ν  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  c 2  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  4 0 μ Μ  τ ο π ο θ ε τ ή θ η κ α ν  σ τ η ν  
ε ι δ ι κ ή  κ υ ψ ε λ ί δ α  σ ε  δ ι α μ ε ρ ί σ μ α τ α  π ί σ ω  α π ό  α υ τ ά  π ο υ  π ε ρ ι ε ί χ α ν  τ ο  α ν τ ί σ τ ο ι χ ο  ρ υ θ μ ισ τ ικ ό  
δ ι ά λ υ μ α  ( τ υ φ λ ό ) .  Η  φ υ γ ό κ ε ν τ ρ ο ς  ι σ ο σ τ α θ μ ί σ τ η κ ε  κ α ι  ξ ε κ ί ν η σ ε  η  λ ε ι τ ο υ ρ γ ί α  τ η ς  α ν τ λ ία ς  
κ ε ν ο ύ .  Η  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α  ρ υ θ μ ί σ τ η κ ε  σ τ ο υ ς  2 0 ° C .  Ο ι  μ ε τ ρ ή σ ε ι ς  σ ε  ι σ ο ρ ρ ο π ί α  ( s e d im e n t a t io n  
e q u i l ib r i u m )  έ γ ι ν α ν  σ ε  3 5 0 0 0 r p m ,  ε ν ώ  τ α  δ ε δ ο μ έ ν α  σ υ λ λ έ χ θ η κ α ν  μ ε τ ά  τ η ν  ε π ίτ ε υ ξ η  α υ τ ή ς ,  
ό π ω ς  κ ρ ί θ η κ ε  ύ σ τ ε ρ α  α π ό  λ ή ψ η  δ ι α δ ο χ ι κ ώ ν  α λ λ η λ ε π ι κ α λ υ π τ ό μ ε ν ώ ν  κ α μ π ύ λ ώ ν .  Η  
κ α τ α γ ρ α φ ή  τ ω ν  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  κ α τ ά  τ η  δ ι ε ξ α γ ω γ ή  π ε ι ρ α μ ά τ ω ν  τ α χ ύ τ η τ α ς  κ α τ α β ύ θ ισ η ς  
( s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y )  έ γ ι ν ε  χ ω ρ ί ς  κ α θ υ σ τ έ ρ η σ η  κ α τ ά  τ η  φ υ γ ο κ έ ν τ ρ η σ η  σ ε  μ έ γ ισ τ η  
τ α χ ύ τ η τ α .  Χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  φ υ γ ό κ ε ν τ ρ ο ς  B e c k m a n  O p t im a  X L - A  κ α ι  τ α  δ ε δ ο μ έ ν α  
α ν α λ ύ θ η κ α ν  μ ε  τ ο  ε ι δ ι κ ό  a d d - o n  m o d u le  σ τ ο  λ ο γ ι σ μ ι κ ό  O r ig in 175*. Η  δ ιε ξ α γ ω γ ή  τ ω ν  
π ε ι ρ α μ ά τ ω ν  α ν α λ υ τ ι κ ή ς  υ π ε ρ φ υ γ ο κ έ ν τ ρ η σ η ς  κ α ι  η  α ν ά λ υ σ η  τ ω ν  α π ο τ ε λ ε σ μ ά τ ω ν  έ γ ι ν ε  σ ε  
σ υ ν ε ρ γ α σ ί α  μ ε  τ ο ν  J o h n  E c c l e s t o n  ( N I M R -  L o n d o n ) .

2.6 Φασματοσκοπικές τεχνικές

2.6.1 Φασματοσκοπία κυκλικού διχρωισμού (CD)
Η  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  κ υ κ λ ι κ ο ύ  δ ι χ ρ ω ι σ μ ο ύ  ε κ μ ε τ α λ λ ε ύ ε τ α ι  τ η  δ ια φ ο ρ ά  σ τ η ν  α π ο ρ ρ ό φ η σ η  
μ ε τ α ξ ύ  τ ω ν  δ ύ ο  φ ο ρ ώ ν  κ υ κ λ ι κ ά  π ο λ ω μ έ ν ο υ  φ ω τ ό ς  α π ό  μ ό ρ ι α  π ο υ  π ε ρ ι έ χ ο υ ν  α σ ύ μ μ ε τ ρ α  
κ έ ν τ ρ α .  Η  μ ε τ α β ο λ ή  τ η ς  δ ι α φ ο ρ ά ς  α π ο ρ ρ ό φ η σ η ς  τ ο υ  α ρ ι σ τ ε ρ ό σ τ ρ ο φ α  κ υ κ λ ικ ά  π ο λ ω μ έ ν ο υ  
φ ω τ ό ς  α π ό  τ ο  δ ε ξ ι ό σ τ ρ ο φ α  ( A A = A l - A r)  σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  τ ο  μ ή κ ο ς  κ ύ μ α τ ο ς  ε ί ν α ι  π λ ο ύ σ ι α  σ ε  
π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  σ χ ε τ ι κ ά  μ ε  τ η  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ή  δ ο μ ή  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  σ τ η ν  π ε ρ ι ο χ ή  τ ο υ  α π ώ τ ε ρ ο υ  
υ π ε ρ ι ώ δ ο υ ς  ( f a r - U V ) .  Α π ό  φ ά σ μ α τ α  C D  μ π ο ρ ε ί  ν α  π ι σ τ ο π ο ι η θ ε ί  η  α ν α δ ίπ λ ω σ η  μ ια ς  
π ρ ω τ ε ΐ ν η ς ,  α λ λ ά  κ α ι  ν α  ε κ τ ι μ η θ ε ί  τ ο  π ο σ ο σ τ ό  σ υ μ μ ε τ ο χ ή ς  κ ά θ ε  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  τ ύ π ο υ  
δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  σ τ η  σ υ ν ο λ ι κ ή .  Δ ε ί γ μ α τ α  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  c 2  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  2 0 - 5 0 μ Μ  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  γ ι α  τ η  λ ή ψ η  φ α σ μ ά τ ω ν  κ υ κ λ ι κ ο ύ  δ ι χ ρ ω ι σ μ ο ύ  ( Δ Α  v s .  λ )  κ α ι  θ ε ρ μ ικ ή ς  
α π ο δ ι ά τ α ξ η ς  ( Δ Α  v s .  Τ ) .  Η  π ε ρ ι ο χ ή  τ ο υ  φ ά σ μ α τ ο ς  π ο υ  σ α ρ ώ θ η κ ε  α ν τ ι σ τ ο ι χ ο ύ σ ε  σ τ α  1 9 0 -  
2 5 0 n m .  Χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  κ υ ψ ε λ ί δ ε ς  q u a r tz - s u p r a s i l  ( H E L L M A )  ο π τ ι κ ώ ν  δ ια δ ρ ο μ ώ ν  0 .2 -  
0 .5 c m .  Τ α  φ ά σ μ α τ α  κ α τ α γ ρ ά φ η κ α ν  σ ε  φ α σ μ α τ ο π ο λ ω σ ί μ ε τ ρ α  J a s c o  J - 8 1 0  ( N I M R -L o n d o n ,  
Ε Κ Ε Φ Ε  “ Δ Η Μ Ο Κ Ρ Ι Τ Ο Σ ” )  σ υ ν δ ε δ ε μ έ ν α  μ ε  σ υ σ κ ε υ ή  ε λ έ γ χ ο υ  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α ς  τ ύ π ο υ  P e lt ie r .  
Η  π ρ ο τ υ π ο π ο ί η σ η  ( s t a n d a r d iz a t io n )  κ α ι  η  σ υ ν τ ή ρ η σ η  τ ω ν  ο ρ γ ά ν ω ν  έ γ ι ν ε  μ ε  χ ρ ή σ η  
δ ι α λ υ μ ά τ ω ν  κ α μ φ ο ρ ο σ ο υ λ φ ο ν ι κ ο ύ  ο ξ έ ο ς .
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2 . 6 . 2  Φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  φ θ ο ρ ι σ μ ο ύ  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν
Τ ο  φ α ι ν ό μ ε ν ο  τ ο υ  φ θ ο ρ ι σ μ ο ύ  β α σ ί ζ ε τ α ι  σ τ η ν  ε κ π ο μ π ή  α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  κ α τ ά  τ η ν  ε π ι τ ρ ε π τ ή  
μ ε τ ά π τ ω σ η  η λ ε κ τ ρ ο ν ί ω ν  α π ό  α π λ ή  ( s i n g l e t )  δ ι ε γ ε ρ μ έ ν η  σ τ η  β α σ ι κ ή  κ α τ ά σ τ α σ η ,  κ α τ ό π ι ν  
δ ι έ γ ε ρ σ η ς  α π ό  α π ο ρ ρ ό φ η σ η  ε ν έ ρ γ ε ι α ς  μ ε  τ η  μ ο ρ φ ή  α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς .  Ο ι  α ρ ω μ α τ ι κ ο ί  δ α κ τ ύ λ ι ο ι  
κ υ ρ ί ω ς  δ ύ ο  ε κ  τ ω ν  τ ρ ι ώ ν  φ υ σ ι κ ώ ν  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ώ ν  χ ρ ω μ ο φ ό ρ ω ν  ( W ,  Υ )  σ υ ν ε ι σ φ έ ρ ο υ ν  σ τ ο  
φ θ ο ρ ι σ μ ό  α υ τ ώ ν  τ ω ν  β ι ο μ ο ρ ί ω ν .  Η  ε κ π ο μ π ή  φ ω τ ό ς  κ α τ ά  τ ο  φ θ ο ρ ι σ μ ό  ε ί ν α ι  π ο λ ύ  ε υ α ί σ θ η τ η  
σ ε  α λ λ α γ έ ς  τ ο υ  μ ι κ ρ ο π ε ρ ι β ά λ λ ο ν τ ο ς  τ ο υ  χ ρ ω μ ο φ ό ρ ο υ ,  κ α θ ι σ τ ώ ν τ α ς  έ τ σ ι  τ η ν  τ ε χ ν ι κ ή  
ε ν δ ε δ ε ι γ μ έ ν η  γ ι α  τ η  μ ε λ έ τ η  τ η ς  δ ο μ ι κ ή ς  σ τ α θ ε ρ ό τ η τ α ς  ε ν ό ς  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ ,  τ ο  β α θ μ ό  έ κ θ ε σ η ς  
τ ω ν  χ ρ ω μ ο φ ό ρ ω ν  σ τ ο  δ ι α λ ύ τ η  ή  τ η ν  α ν ί χ ν ε υ σ η  δ ο μ ι κ ώ ν  α λ λ α γ ώ ν  π ο υ  σ υ ν ο δ ε ύ ο υ ν  β ι ο λ ο γ ι κ έ ς  
α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ι ς .  Η  δ ι έ γ ε ρ σ η  δ ε ι γ μ ά τ ω ν  c 2  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  0 .2 - 1  μ Μ  έ γ ι ν ε  σ ε  μ ή κ η  κ ύ μ α τ ο ς  
2 8 5 - 2 9 2 n m  κ α ι  η  κ α τ α γ ρ α φ ή  τ ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  έ γ ι ν ε  σ τ ο υ ς  2 0 ° C  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  κ υ ψ ε λ ί δ ε ς  
q u a r t z - s u p r a s i l  ( H E L L M A ) .  Γ ι α  τ η ν  κ α τ α γ ρ α φ ή  φ α σ μ ά τ ω ν  θ ε ρ μ ι κ ή ς  α π ο δ ι ά τ α ξ η ς  κ α λ ύ φ θ η κ ε  
ε ύ ρ ο ς  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ι ώ ν  α π ό  2 0  έ ω ς  9 0 ° C ,  μ ε  α π ο τ έ λ ε σ μ α  ν α  π α ρ α τ η ρ η θ ε ί  μ ε τ α β ο λ ή  τ ο υ  
μ έ γ ι σ τ ο υ  τ η ς  έ ν τ α σ η ς  φ θ ο ρ ι σ μ ο ύ  α π ό  τ α  3 3 7  σ τ α  3 4 5 n m .  Η  τ ι μ ή  τ η ς  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α ς  
κ α τ α γ ρ ά φ η κ ε  μ ε  τ η  χ ρ ή σ η  ε υ α ί σ θ η τ ο υ  θ ε ρ μ ο μ έ τ ρ ο υ  π ρ ο σ α ρ μ ο σ μ έ ν ο υ  σ τ η ν  κ υ ψ ε λ ί δ α .  
Χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  φ θ ο ρ ι σ μ ό μ ε τ ρ ο  H i t a c h i  F 2 5 0 0 .  Η  ε π ι λ ο γ ή  τ η ς  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α ς  έ γ ι ν ε  μ ε  
χ ρ ή σ η  υ δ α τ ό λ ο υ τ ρ ο υ  ψ ύ ξ η ς -  θ έ ρ μ α ν σ η ς  ( N E S L A B )  σ υ ν δ ε δ ε μ έ ν ο υ  μ ε  τ ο  θ ά λ α μ ο  υ π ο δ ο χ ή ς  
τ η ς  κ υ ψ ε λ ί δ α ς .

2 . 6 . 3  Φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  π υ ρ η ν ι κ ο ύ  μ α γ ν η τ ι κ ο ύ  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ  ( N M R )
Φ ά σ μ α τ α  π υ ρ η ν ι κ ο ύ  μ α γ ν η τ ι κ ο ύ  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ  κ α τ α γ ρ ά φ η κ α ν  σ ε  φ α σ μ α τ ό μ ε τ ρ α  5 0 0  κ α ι  6 0 0  
M H z  ( V A R I A N ,  B R U K E R )  (Πιν.2.3)  κ α τ ά λ λ η λ α  ε ξ ο π λ ι σ μ έ ν α  γ ι α  δ ι ε ξ α γ ω γ ή  π ε ι ρ α μ ά τ ω ν  
τ ρ ι π λ ο ύ  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ  ( δ ο κ ι μ α σ τ ή ς  σ υ χ ν ο τ ή τ ω ν  ( p r o b e )  τ ρ ι π λ ο ύ  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ ,  σ ύ σ τ η μ α  
ε λ έ γ χ ο υ  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α ς  μ ε  π ρ ο σ α ρ μ ο σ μ έ ν ο  θ ά λ α μ ο  δ ε ί γ μ α τ ο ς  ( j a c k e t )  ε ν τ ό ς  τ ο υ  μ α γ ν ή τ η ) .  
Χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  δ ε ί γ μ α τ α  c h r o m o d o m a i n  c 2  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  0 .1  έ ω ς  0 . 7 m M  σ ε  ρ υ θ μ ι σ τ ι κ ό  
δ ι ά λ υ μ α  φ ω σ φ ο ρ ι κ ώ ν ,  0  έ ω ς  1 5 0 m M  N a C l  κ α ι  0 .0 1 %  N a N 3. 1 0 %  D 2O  π ρ ο σ ε τ έ θ η  σ ε  κ ά θ ε  

δ ε ί γ μ α  ώ σ τ ε  ν α  κ α θ ί σ τ α τ α ι  δ υ ν α τ ό ς  ο  έ λ ε γ χ ο ς  τ η ς  σ τ α θ ε ρ ό τ η τ α ς  τ η ς  έ ν τ α σ η ς  τ ο υ  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ο ύ  
μ α γ ν η τ ι κ ο ύ  π ε δ ί ο υ  B o  ( l o c k i n g ) .  Σ ε  1 0 0 %  D 2O  ε π α ν α δ ι α λ ύ θ η κ ε  δ ε ί γ μ α  E E D - c 2 ,  α π ό  τ ο  ο π ο ί ο  

ο  δ ι α λ ύ τ η ς  ( Η 2Ο )  ε ί χ ε  υ π ο σ τ ε ί  δ ι π λ ή  ε ξ ά χ ν ω σ η  ( fr e e z e - d r y in g ) ,  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  κ α τ α γ ρ α φ ο ύ ν  
φ ά σ μ α τ α  13C - H S Q C  κ α ι  I3C - e d i t e d  N O E S Y .  Σ ε  ό λ ε ς  τ ι ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς  η  κ ο ρ υ φ ή  τ ο υ  ν ε ρ ο ύ



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟI

( [ Η 2 θ ] = 5 0 Μ  σ ε  δ ε ί γ μ α τ α  π ο υ  έ χ ε ι  π ρ ο σ τ ε θ ε ί  10% D 2O )  κ α τ ε σ τ ά λ η  {w a te r  s u p p r e s s io n )  μ ε  

χ ρ ή σ η  κ α τ ά λ λ η λ ω ν  π α λ μ ι κ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ι ώ ν .  Η  κ α τ α γ ρ α φ ή  ό λ ω ν  τ ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  π ο υ  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  γ ι α  τ η ν  ε π ί λ υ σ η  τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  έ γ ι ν ε  σ τ ο υ ς  17 ° C .

Τ α  ο λ ι γ ο ν ο υ κ λ ε ο τ ί δ ι α  π α λ ι ν δ ρ ο μ ι κ ή ς  α λ λ η λ ο υ χ ί α ς  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  γ ια  τ α  
π ε ι ρ ά μ α τ α  π ρ ό σ δ ε σ η ς  σ τ ο  E E D - c 2  ή τ α ν  τ α :  5 ' - G C G  A T C  G C - 3 ' ,  5 ' - G T A  A T T  A C - 3 ' ,  5 ' -  
C T A  G C G  C G C  T A G - 3 '  ( S I G M A - G E N O S Y S ) .  Η  κ α τ α γ ρ α φ ή  τ ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  N M R  έ γ ι ν ε  μ ε  
τ η ν  π ο λ ύ τ ι μ η  σ υ μ β ο λ ή  τ ω ν  G e o f f  K e l l y ,  T o m  F r e n k ie l ,  A n n a l i s a  P a s to r e  κ α ι  A n d r e s  R a m o s  
( N I M R - L o n d o n ) .

Τύπος φάσματος διαστάσεις
Ισοτοπική
επισήμανση διαλύτης Mixing time

Χρόνος
καταγραφής

1D 1 - H20 l-10min
1D - d 2o l-10min
15N-labeled ID 15n h 2o l-10min
13C-labeled ID 13C h 2o l-10min
13C-labeled ID decoupled 13c h 2o l-10min
2D TOCSY 2 - h2o 60-80msec 10-15h
2D NOESY - h 2o 100-150msec 10-15h
15n -h s q c 15n h 2o 20-40min
15N-HSQC-NH2 filtered 15n h 2o 30min
13c -h s q c 13c h 2o 20-4 Omin
13c -h s q c 13c d 2o 20-40min
CbHd 13c d 2o 6h
CbHe 13c d 2o 6h
Ti 3(2) 15N h 2o 12h
T2 15n h 2o 12h
15n -’h -n o e 15n h 2o 15h
3D-15N-NOESY h s q c 3 iaN h 2o 120msec 50-60h
3D-13C-NOESYHSQC 13c h 2o 120msec 50-60h
3D-l3C-NOESY h s q c 13c d 2o 120msec 50-60h
HNCa ,5n , 13c h 2o 50h
HNCaCb 15n , 13c h 2o 50h
HCCH-TOCSY aliphatic 13c h 2o 18msec 50h
H(CC)CONH-TOCSY 15n , 13c h 2o 40h

Πίνακας 2.3 Συγκεντρωτική καταγραφή των φασμάτων NMR που καταγράφηκαν σε αυτή τη διατριβή 
σε φασματόμετρα 500 και 600ΜΗζ.

2.7 Ανίχνευση μεταβολής ηλεκτροφορητικής κινητικότητας
Τ α  π ε ι ρ ά μ α τ α  α ν ί χ ν ε υ σ η ς  τ η ς  μ ε τ α β ο λ ή ς  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ή ς  κ ιν η τ ικ ό τ η τ α ς  ( g e l - s h i f t  a s s a y s )  
β α σ ί σ τ η κ α ν  σ τ η ν  ι δ έ α  ό τ ι  μ ό ρ ι α  D N A  π ρ ο σ δ ε δ ε μ έ ν α  σ ε  π ο λ υ π ε π τ ί δ ι α  μ ε τ α ν α σ τ ε ύ ο υ ν  μ ε  
μ ι κ ρ ό τ ε ρ η  τ α χ ύ τ η τ α  α π ό  ε λ ε ύ θ ε ρ α  κ α τ ά  τ η ν  η λ ε κ τ ρ ο φ ό ρ η σ η 1231. Χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  g e l  
α γ α ρ ό ζ η ς  0 .7  έ ω ς  1 .5 %  σ ε  Ι χ Τ Α Ε 198*. Η  α ν ί χ ν ε υ σ η  τ ο υ  D N A  έ γ ι ν ε  μ ε  χ ρ ή σ η  E tB r  μ ε τ ά  τ ο  
π έ ρ α ς  τ η ς  η λ ε κ τ ρ ο φ ό ρ η σ η ς  π ρ ο ς  α π ο φ υ γ ή  α ν α σ τ ο λ ή ς  τ η ς  π ρ ό σ δ ε σ η ς  c h r o m o d o m a in - D N A .
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2.8 Ανίχνευση αλληλεπιδράσεων ακινητοποιημενού chromodomain με πειράματα 
συγκατακρήμνισης (pull-down assay)
Δ ι α λ ύ μ α τ α  π ι θ α ν ώ ν  π ρ ο σ δ ε τ ώ ν  τ ο υ  c h r o m o d o m a i n  c 2  π έ ρ α σ α ν  α π ό  σ τ ή λ η  σ τ η ν  ο π ο ί α  ε ί χ ε  
α κ ι ν η τ ο π ο ι η θ ε ί  M B P - E E D - c 2  ή  M B P - K N G - C 2 .  Δ ε ί γ μ α τ α  α π ό  τ α  κ λ ά σ μ α τ α  π ο υ  α π έ τ υ χ α ν  ν α  
π ρ ο σ δ ε θ ο ύ ν  ( f l o w - t h r o u g h )  κ α θ ώ ς  κ α ι  τ ο  έ κ λ ο υ σ μ α  α ν α λ ύ θ η κ α ν  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ά  σ ε  g e l  
S D S -  π ο λ υ α κ ρ υ λ α μ ί δ η ς .
Γ ια  τ η ν  α ν ί χ ν ε υ σ η  τ η ς  π ρ ό σ δ ε σ η ς  D N A  ( 5 ' - C A T  T C T  T G T  C G T  C C C  G C T  C C T  C C A  T G G  
C A T  G - 3 3  ' - G T A  A G A  A C A  G C A  G G G  C G A  G G A  G G T  A C C  G T A  C - 5 ' )  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  σ φ α ι ρ ί δ ι α  σ υ γ γ έ ν ε ι α ς  ι ό ν τ ω ν  ν ι κ ε λ ί ο υ  κ α ι  η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  έ λ α β ε  χ ώ ρ α  σ ε  
θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α  δ ω μ α τ ί ο υ ,  σ ε  ρ υ θ μ ι σ τ ι κ ό  δ ι ά λ υ μ α  φ ω σ φ ο ρ ι κ ώ ν  ρ Η = 7 .  Η  έ κ λ ο υ σ η  τ η ς  σ τ ή λ η ς  
έ γ ι ν ε  μ ε  χ ρ ή σ η  δ ι α λ ύ μ α τ ο ς  ι μ ι δ α ζ ο λ ί ο υ  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  1 5 0 m M .

Η  π ρ ό σ δ ε σ η  ι σ τ ο ν ώ ν  α π ό  θ ύ μ ο  α δ έ ν α  μ ο σ χ α ρ ι ο ύ  δ ο κ ι μ ά σ τ η κ ε  σ ε  3 0 0  έ ω ς  lO O O rn M  
N a C l  σ ε  ρ υ θ μ ι σ τ ι κ ό  δ ι ά λ υ μ α  φ ω σ φ ο ρ ι κ ώ ν  ρ Η = 7  κ α ι  σ φ α ι ρ ί δ ι α  α μ υ λ ό ζ η ς .  Η  έ κ λ ο υ σ η  τ η ς  
σ τ ή λ η ς  έ γ ι ν ε  μ ε  δ ι ά λ υ μ α  μ α λ τ ό ζ η ς  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η ς  5 0 m M .

2.9 Πειράματα φασματοσκοπίας μαζών (MALDI-TOF και tandem MS/MS)
Δ ε ί γ μ α τ α  ι σ τ ό ν η ς  Η 3 ,  ε κ λ ο ύ σ μ α τ ο ς  κ α ι  f l o w - t h r o u g h  π ο υ  π ρ ο έ κ υ ψ α ν  α π ό  τ α  π ε ι ρ ά μ α τ α  
σ υ γ κ α τ α κ ρ ή μ ν ι σ η ς  μ ε  ι σ τ ό ν η  Η 3  κ α ι  α π ο κ ό π η κ α ν  α π ό  τ η ν  π η κ τ ή  π ο λ υ α κ ρ υ λ α μ ι δ ί ο υ  

υ π ο β λ ή θ η κ α ν  σ ε  π ρ ω τ ε ο λ υ τ ι κ ή  π έ ψ η  μ ε  θ ρ υ ψ ί ν η  κ α ι  ε ι δ ι κ ή  γ ι α  A r g  π ρ ω τ ε ά σ η  ( R - s p e c i f i c  
p r o t e a s e )  κ α ι  τ ο  μ ε ί γ μ α  τ ω ν  π ρ ω τ ε ο λ υ τ ι κ ώ ν  π ε π τ ι δ ί ω ν  α ν α λ ύ θ η κ ε  μ ε  M A L D I - T O F  ( M a t r i x -  

A s s i s t e d  L a s e r  D e s o r p t i o n - I o n i z a t i o n  T i m e - o f  F l i g h t )  κ α ι  t a n d e m  M S / M S  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  
μ α ζ ώ ν .  Τ α  π ε ι ρ ά μ α τ α  α υ τ ά  κ α θ ώ ς  κ α ι  η  α ν ά λ υ σ η  τ ω ν  α π ο τ ε λ ε σ μ ά τ ω ν  δ ι ε ξ ή χ θ η σ α ν  κ α θ ’ 
ο λ ο κ λ η ρ ί α ν  α π ό  τ η ν  Z s u z a n a  D a r u la  ( Ο υ γ γ ρ ι κ ή  Α κ α δ η μ ί α  Ε π ι σ τ η μ ώ ν ) .
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  5. Ε ΙΣ Α Γ Ω Γ Η  Σ Τ Η  Θ ΕΩ ΡΙΑ Κ Α Ι Τ Η  Χ Ρ Η Σ Η  Τ Ο Υ  Β ΙΟ Μ Ο Ρ ΙΑ Κ Ο Υ  N M R

3.1 Εισαγωγή στην αρχή λειτουργίας του NMR
Ε π ε ιδ ή  σ τ η ν  π α ρ ο ύ σ α  δ ια τ ρ ιβ ή  έ χ ε ι  γ ί ν ε ι  ε κ τ ε ν ή ς  χ ρ ή σ η  N M R ,  τ ό σ ο  γ ι α  τ η ν  ε π ί λ υ σ η  τ η ς  
δ ο μ ή ς  τ ο υ  c 2 ,  ό σ ο  κ α ι  γ ι α  τ ο  β ι ο φ υ σ ι κ ό  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ ό  τ ο υ ,  κ ρ ί ν ε τ α ι  σ κ ό π ι μ ο  ν α  π ρ ο η γ η θ ε ί  
τ η ς  π ε ρ ι γ ρ α φ ή ς  τ ω ν  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν ω ν  α π ο τ ε λ ε σ μ ά τ ω ν ,  μ ι α  π ο λ ύ  σ υ ν ο π τ ι κ ή  π α ρ ο υ σ ί α σ η  τ η ς  
α ρ χ ή ς  κ α ι  τ η ς  “ χ ρ η σ τ ι κ ό τ η τ α ς ”  τ η ς  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α ς  N M R  γ ι α  τ η  μ ε λ έ τ η  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν .

3.1.1 Αλληλεπίδραση πυρήνων- μαγνητικού πεδίου
Η  τ ε χ ν ι κ ή  τ η ς  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α ς  π υ ρ η ν ι κ ο ύ  μ α γ ν η τ ι κ ο ύ  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ  ( N M R )  ε κ μ ε τ α λ λ ε ύ ε τ α ι  
τ η  μ α γ ν η τ ι κ ή  ιδ ιό τ η τ α  τ η ς  ιδιοστροφορμής I ( s p in )  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν ω ν  π υ ρ ή ν ω ν .  Κ ά θ ε  έ ν α  α π ό  
τ α  π υ ρ η ν ι κ ά  σ ω μ α τ ί δ ι α  έ χ ε ι  τ η ν  ι δ ι ό τ η τ α  α υ τ ή ,  ε ν ώ  τ ο  σ υ ν ο λ ι κ ό  s p i n  ε ν ό ς  π υ ρ ή ν α  ε ξ α ρ τ ά τ α ι  
α π ό  τ ι ς  σ υ ζ ε ύ ξ ε ι ς  τ ο υ ς .  Ο ι  π υ ρ ή ν ε ς  μ ε  1 ^ 0  ε ί ν α ι  μαγνητικά ενεργοί. Η  μ ε λ έ τ η  
π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν ,  β α σ ί ζ ε τ α ι ,  κ α τ ά  κ ύ ρ ι ο  λ ό γ ο ,  σ τ ι ς  μ α γ ν η τ ι κ έ ς  π υ ρ η ν ι κ έ ς  ι δ ι ό τ η τ ε ς  τ ω ν  
ι σ ο τ ό π ω ν  Ή ,  15Ν ,  13C ,  2Η . Μ ε  τ η ν  ε φ α ρ μ ο γ ή  εξωτερικού μαγνητικού πεδίου έ ν τ α σ η ς  Βο, η  
π υ ρ η ν ι κ ή  μαγνητική ροπή ε υ θ υ γ ρ α μ μ ί ζ ε τ α ι  μ ε  τ η  δ ι ε ύ θ υ ν σ η  τ ο υ  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ο ύ  π ε δ ί ο υ  κ α ι  
α π ο κ τ ά  φ ο ρ ά  παράλληλη ή  αντιπαράλληλη μ ε  α υ τ ό .  Η  δ ι α φ ο ρ ά  ε ν έ ρ γ ε ι α ς  τ ω ν  δ ύ ο  σ τ α θ μ ώ ν  
ε ί ν α ι  μ ικ ρ ή  κ α ι  ε ξ α ρ τ ά τ α ι  α π ό  τ η ν  έ ν τ α σ η  τ ο υ  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ο ύ  π ε δ ί ο υ  Β ο  κ α ι  τ η  φ υ σ ι κ ή  σ τ α θ ε ρ ά  
π ο υ  κ α λ ε ί τ α ι  γυρομαγνητικός λόγος γ τ ο υ  π υ ρ ή ν α  (εξ.Α).

Δ Ε  = yhBp
2π (Α)

Μ ι κ ρ ό τ ε ρ η ς  ε ν έ ρ γ ε ι α ς ,  κ α ι  ά ρ α  m o  π ι θ α ν ή ,  ε ί ν α ι  η  κ α τ ά σ τ α σ η  σ τ η ν  ο π ο ί α  η  π υ ρ η ν ι κ ή  
μ α γ ν η τ ι κ ή  ρ ο π ή  ε ί ν α ι  π α ρ ά λ λ η λ η  π ρ ο ς  τ ο  ά ν υ σ μ α  τ η ς  έ ν τ α σ η ς  τ ο υ  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ο ύ  μ α γ ν η τ ι κ ο ύ  
π ε δ ί ο υ .  Ο  λ ό γ ο ς  τ ο υ  α ρ ι θ μ ο ύ  τ ω ν  μ ο ρ ί ω ν  μ ε  α ν τ ι π α ρ ά λ λ η λ η  π ρ ο ς  τ ο  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ό  π ε δ ί ο  
μ α γ ν η τ ι κ ή  ρ ο π ή  ( Ν ' )  π ρ ο ς  α υ τ ό ν  μ ε  π α ρ ά λ λ η λ η  ( Ν * )  π ρ ο β λ έ π ε τ α ι  α π ό  τ η  σ τ α τ ι σ τ ι κ ή  
B o l t z m a n  (εξ.Β):

ΛΓ
Ν +

= e
ΔΕ
κΊ (Β)

3.1.2 Διέγερση και παραγωγή σήματος στο NMR

Η  διέγερση ε ν ό ς  π υ ρ ή ν α  ώ σ τ ε  α υ τ ό ς  ν α  μ ε τ α π έ σ ε ι  α π ό  τ η  β α σ ι κ ή  κ α τ ά σ τ α σ η  ( μ ι κ ρ ό τ ε ρ η  
ε ν έ ρ γ ε ι α -  π α ρ ά λ λ η λ η  π ρ ο ς  τ ο  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ό  μ α γ ν η τ ι κ ό  π ε δ ί ο  δ ι ά τ α ξ η  τ η ς  μ α γ ν η τ ι κ ή ς  τ ο υ  ρ ο π ή ς )  
σ τ η  δ ι η γ ε ρ μ έ ν η ,  ε ί ν α ι  ε φ ικ τ ή  μ ε  τ η ν  π ρ ό σ λ η ψ η  π ο σ ο ύ  ε ν έ ρ γ ε ι α ς  Δ Ε  (εξ.Α). Η  ε ν έ ρ γ ε ι α  α υ τ ή
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π ρ ο σ δ ί δ ε τ α ι  μ ε  τ η  μ ο ρ φ ή  ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας σ τ η ν  π ε ρ ι ο χ ή  τ ω ν  
ραδιοσυχνοτήτων ( R F ) ,  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  έ ν α  πηνίο εκπομπής ( tr a n s m itte r  c o il) .  Η  
π ρ ό σ λ η ψ η  π ο σ ο ύ  ε ν έ ρ γ ε ι α ς  μ ε  α π ο τ έ λ ε σ μ α  τ η  μ ε τ ά π τ ω σ η  α π ό  μ ια  β α σ ικ ή  ε ν ε ρ γ ε ι α κ ή  σ τ ά θ μ η  
σ ε  δ ι η γ ε ρ μ έ ν η  ο ν ο μ ά ζ ε τ α ι  συντονισμός (,r e s o n a n c e ) .

Η  σ υ ν ι σ τ α μ έ ν η  ό λ ω ν  τ ω ν  μ α γ ν η τ ι κ ώ ν  ρ ο π ώ ν  τ ω ν  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  π υ ρ ή ν ω ν  ε ν ό ς  μ ο ρ ί ο υ  
ο ν ο μ ά ζ ε τ α ι  μαγνήτιση (im a g n e tiz a tio n ) .  Π ρ ο κ ύ π τ ε ι  α π ό  τ η  σ υ μ β ο λ ή  ό λ ω ν  τ ω ν  
π ε ρ ι σ τ ρ ε φ ό μ ε ν ω ν  υ π ό  γ ω ν ί α  θ  σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  τ η  δ ι ε ύ θ υ ν σ η  τ ο υ  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ο ύ  π ε δ ί ο υ  ( γ ια  τ ο  
π ρ ω τ ό ν ι ο  5 4 .4 ° )  α ν υ σ μ ά τ ω ν  μ α γ ν η τ ι κ ώ ν  ρ ο π ώ ν .  Α π ό  τ η  δ ια χ ε ί ρ ι σ η  α υ τ ο ύ  τ ο υ  α ν ύ σ μ α τ ο ς  
π ρ ο έ ρ χ ε τ α ι  τ ο  σ ή μ α  σ τ ο  N M R .  Μ ε  τ η  χ ρ ή σ η  τ ο υ  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ο ύ  π ε δ ί ο υ  η  μ α γ ν η τ ικ ή  α υ τ ή  
σ υ ν ι σ τ α μ έ ν η  α π ο κ τ ά  μ έ γ ι σ τ η  έ ν τ α σ η  κ α τ ά  τ η ν  κατεύθυνση ( δ ι ε ύ θ υ ν σ η  κ α ι  φ ο ρ ά )  τ ο υ  
ε ξ ω τ ε ρ ι κ ο ύ  π ε δ ί ο υ .  Α ν  κ α ρ τ ε σ ι α ν ό  σ ύ σ τ η μ α  α ν α φ ο ρ ά ς  ο ρ ι σ τ ε ί  ώ σ τ ε  ο  ά ξ ο ν α ς  τ ω ν  z  ν α  
τ α υ τ ί ζ ε τ α ι  μ ε  τ η  δ ι ε ύ θ υ ν σ η  τ ο υ  Β ο , τ ό τ ε  η  ε κ π ο μ π ή  ρ α δ ι ο σ υ χ ν ο τ ή τ ω ν  γ ί ν ε τ α ι  κ α τ ά  τ ο ν  ά ξ ο ν α  
τ ω ν  χ  κ α ι  ι σ ο δ υ ν α μ ε ί  μ ε  δ η μ ι ο υ ρ γ ί α  ε ν ό ς  ν έ ο υ  μ α γ ν η τ ι κ ο ύ  π ε δ ί ο υ  έ ν τ α σ η ς  Β ι ,  μ ικ ρ ό τ ε ρ η ς  
τ η ς  Β ο , κ α τ ά  τ ο ν  ά ξ ο ν α  α υ τ ό .  Τ ο  μ α γ ν η τ ι κ ό  π ε δ ί ο  Β ι  ε κ τ ρ έ π ε ι  τ η  σ υ ν ι σ τ α μ έ ν η  τ ω ν  
μ α γ ν η τ ι κ ώ ν  ρ ο π ώ ν  ( μ α γ ν ή τ ι σ η )  α π ό  τ ο ν  ά ξ ο ν α  τ ω ν  z  σ υ ν τ ο ν ί ζ ο ν τ α ς  τ ο υ ς  π υ ρ ή ν ε ς  κ α ι  
κ α θ ι σ τ ώ ν τ α ς  τ ο υ ς  συμφασικούς. Ε ξ ι σ ώ ν ε ι  δ η λ α δ ή  τ η  φ ά σ η  π ε ρ ι σ τ ρ ο φ ή ς  ό λ ω ν  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  
π ο υ  π ε ρ ι σ τ ρ έ φ ο ν τ α ι  μ ε  τ η  σ υ χ ν ό τ η τ α  L a r m o r  ( ε ξ , Γ ) :

Δ Ε  γ Β ( (Ο
υ h  2 π

Μ ε  τ ο ν  τ ρ ό π ο  α υ τ ό  δ η μ ι ο υ ρ γ ε ί τ α ι  σ υ ν ι σ τ ώ σ α  μ α γ ν ή τ ι σ η ς  σ τ ο  ε π ί π ε δ ο  x y  π ο υ  κ α λ ε ίτ α ι  M xy. 
Η  π ε ρ ι σ τ ρ ο φ ή  τ η ς  γ ύ ρ ω  α π ό  τ ο ν  ά ξ ο ν α  τ ω ν  z  ε γ ε ί ρ ε ι  η λ ε κ τ ρ ι κ ό  ρ ε ύ μ α  ( ε π α γ ω γ ή  F a r a d a y )  
σ τ ο  π η ν ί ο -  δ έ κ τ η  ( r e c e iv e r  c o i l) ,  τ ο  ο π ο ί ο  α π ο τ ε λ ε ί  ο υ σ ι α σ τ ι κ ά  τ η  μ ε τ ρ ο ύ μ ε ν η  π ο σ ό τ η τ α  σ τ ο  
N M R .

3.1.3 Αποδιέγερση
Η  α ν τ α λ λ α γ ή  ε ν έ ρ γ ε ι α ς  κ α τ ά  τ η ν  κ α τ α γ ρ α φ ή  τ ο υ  σ ή μ α τ ο ς  ο δ η γ ε ί  σ τ η ν  αποδιέγερση 
( r e l a x a t i o n )  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  κ α ι  τ η ν  ε π ι σ τ ρ ο φ ή  τ η ς  μ α γ ν ή τ ι σ η ς  σ τ η  θ έ σ η  ισ ο ρ ρ ο π ί α ς  μ ε  
δ ι ε ύ θ υ ν σ η  π α ρ ά λ λ η λ η  π ρ ο ς  τ ο  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ό  μ α γ ν η τ ι κ ό  π ε δ ίο  ( ά ξ ο ν α ς  ζ ) .  Τ ο  φ α ι ν ό μ ε ν ο  τ η ς  
α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η ς  λ α μ β ά ν ε ι  χ ώ ρ α  ω ς  α π ο τ έ λ ε σ μ α  δ ύ ο  μ η χ α ν ι σ μ ώ ν  α ν τ α λ λ α γ ή ς  ε ν έ ρ γ ε ια ς :  τ ο υ  
διαμήκη ( lo n g itu d in a l)  κ α ι  τ ο υ  εγκάρσιου ( tr a n s v e r s e ). Ο  π ρ ώ τ ο ς  χ α ρ α κ τ η ρ ίζ ε τ α ι  α π ό  τ η  
χ ρ ο ν ι κ ή  σ τ α θ ε ρ ά  Τ ι  ( ε ξ . Δ )  κ α ι  π ε ρ ι γ ρ ά φ ε ι  τ η ν  ε π ι σ τ ρ ο φ ή  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  σ τ η ν  κ α τ ά σ τ α σ η  π ο υ
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π ρ ο β λ έ π ε τ α ι  α π ό  τ η  σ τ α τ ισ τ ικ ή  B o l t z m a n  {εξ.Β), κ α ι  ο  δ ε ύ τ ε ρ ο ς  α π ό  τ η  χ ρ ο ν ι κ ή  σ τ α θ ε ρ ά  Τ 2 
(εξ.Ε) κ α ι  α ν α φ έ ρ ε τ α ι  σ τ η ν  α π ώ λ ε ι α  τ η ς  σ υ μ φ ω ν ί α ς  φ ά σ ε ω ν  π ε ρ ι σ τ ρ ο φ ή ς  σ τ ο  ε π ί π ε δ ο  x y ,  
λ ό γ ω  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η ς  ζ ε υ γ ώ ν  π υ ρ η ν ι κ ώ ν  s p in .

M t = M 0[ l - e - t,T' ]  ( Δ )

Μ , = M ae ~ " Tl ( Ε )

Μ ε  Μ ο  σ υ μ β ο λ ί ζ ε τ α ι  η  μ α γ ν ή τ ι σ η  σ ε  ά π ε ι ρ ο  χ ρ ό ν ο  μ ε τ ά  τ η  δ ι έ γ ε ρ σ η ,  ό τ α ν  θ ε ω ρ η τ ι κ ά  έ χ ε ι  
ε π ι σ τ ρ έ φ ε ι  σ τ η  θ έ σ η  ι σ ο ρ ρ ο π ί α ς  κ α ι  Μ ο  η  μ α γ ν ή τ ι σ η  α μ έ σ ω ς  μ ε τ ά  τ η  δ ι έ γ ε ρ σ η ,  ό τ α ν  κ α ι  έ χ ε ι  
τ η  μ ε γ ί σ τ η  τ ι μ ή  τ η ς .  Γ ρ ή γ ο ρ η  α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η  ( μ ι κ ρ έ ς  τ ι μ έ ς  τ ω ν  χ ρ ο ν ι κ ώ ν  σ τ α θ ε ρ ώ ν )  ο δ η γ ε ί  σ ε  
γ ρ ή γ ο ρ η  α π ώ λ ε ι α  σ ή μ α τ ο ς ,  κ ά τ ι  π ο υ  δ υ σ χ ε ρ α ί ν ε ι  τ η  μ ε λ έ τ η  σ υ σ τ η μ ά τ ω ν  μ ε  N M R .  Σ ε  
μ α κ ρ ο μ ό ρ ι α ,  η  χ ρ ο ν ι κ ή  σ τ α θ ε ρ ά  Τ 2 ε ί ν α ι  σ η μ α ν τ ι κ ά  μ ι κ ρ ό τ ε ρ η  α π ό  τ η ν  Τ ι  κ α θ ι σ τ ώ ν τ α ς  τ η ν  
ε γ κ ά ρ σ ι α  α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η  τ ο ν  κ ύ ρ ι ο  μ η χ α ν ι σ μ ό  α π ώ λ ε ι α ς  σ ή μ α τ ο ς  μ ε  τ η ν  π ά ρ ο δ ο  τ ο υ  χ ρ ό ν ο υ .  
Κ α θ ο ρ ι σ τ ι κ ή  π α ρ ά μ ε τ ρ ο ς  γ ι α  τ ο  χ ρ ό ν ο  α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η ς  ε ί ν α ι  ο χρόνος ιδιοσυσχετισμού 
(c o r r e la t io n  t im e )  r c π ο υ  α ν τ α ν α κ λ ά  τ ο  μ ο ρ ι α κ ό  μ έ γ ε θ ο ς .  Ό σ ο  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ο  ε ί ν α ι  έ ν α  
μ α κ ρ ο μ ό ρ ι ο ,  τ ό σ ο  π ι ο  α ρ γ ά  κ ι ν ε ί τ α ι  σ τ ο  δ ι ά λ υ μ α  μ ε  σ υ ν έ π ε ι α  ν α  ε μ φ α ν ί ζ ε ι  μ ε γ ά λ ο  χ ρ ό ν ο  
ι δ ι ο σ υ σ χ ε τ ι σ μ ο ύ .  Ό σ ο  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ο ς  ε ί ν α ι  ο  χ ρ ό ν ο ς  ι δ ι ο σ υ σ χ ε τ ι σ μ ο ύ ,  τ ό σ ο  μ ι κ ρ ό τ ε ρ η  η  
χ ρ ο ν ι κ ή  σ τ α θ ε ρ ά  α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η ς  Τ 2 κ α ι  ά ρ α  γ ρ η γ ο ρ ό τ ε ρ η  η  α π ώ λ ε ι α  τ ο υ  σ ή μ α τ ο ς .

3.1.4 Μαγνητική διαφοροποίηση- Χημική μετατόπιση
Τ ο  ηλεκτρονιακό νέφος γ ύ ρ ω  α π ό  κ ά θ ε  π υ ρ ή ν α  δ η μ ι ο υ ρ γ ε ί  έ ν α  τ ο π ι κ ό  μ α γ ν η τ ι κ ό  π ε δ ί ο  
α ν τ ί θ ε τ η ς  έ ν τ α σ η ς  π ρ ο ς  τ ο  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ό .  Έ τ σ ι ,  ό σ ο  π υ κ ν ό τ ε ρ ο  ε ί ν α ι  τ ο  η λ ε κ τ ρ ο ν ι α κ ό  ν έ φ ο ς  

γ ύ ρ ω  α π ό  έ ν α ν  π υ ρ ή ν α ,  τ ό σ ο  μ ι κ ρ ό τ ε ρ η  η  έ ν τ α σ η  τ ο υ  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ο ύ  μ α γ ν η τ ι κ ο ύ  π ε δ ί ο υ  π ο υ  
α υ τ ό ς  “ α ι σ θ ά ν ε τ α ι ” . Τ ο  φ α ι ν ό μ ε ν ο  α υ τ ό  κ α λ ε ί τ α ι  προάσπιση { s h ie ld in g ) . Σ υ ν ά γ ε τ α ι  λ ο ι π ό ν  
ό τ ι  η  ε ν έ ρ γ ε ι α  ( κ α ι  ά ρ α  η  ρ α δ ι ο σ υ χ ν ό τ η τ α )  π ο υ  α π α ι τ ε ί τ α ι  γ ι α  τ ο  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ό  δ ε ν  ε ί ν α ι  ί δ ι α  
γ ι α  ό λ ο υ ς  τ ο υ ς  π υ ρ ή ν ε ς  ί δ ι ο υ  τ ό π ο υ  α τ ό μ ο υ  ε ν ό ς  μ ο ρ ί ο υ .  Η  σ υ χ ν ό τ η τ α  σ τ η ν  ο π ο ί α  
σ υ ν τ ο ν ί ζ ε τ α ι  κ ά θ ε  π υ ρ ή ν α ς  ε ν ό ς  δ ε ί γ μ α τ ο ς  σ τ ο  N M R  σ υ ν ή θ ω ς  ε κ φ ρ ά ζ ε τ α ι  σ ε  κ λ α σ μ α τ ι κ έ ς  
μ ο ν ά δ ε ς  ( p p m )  δ  σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  τ η  σ υ χ ν ό τ η τ α  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ  ε ν ό ς  π υ ρ ή ν α  α ν α φ ο ρ ά ς  κ α ι  κ α λ ε ί τ α ι  
χημική μετατόπιση { c h e m ic a l s h if t )  τ ο υ  π υ ρ ή ν α  α υ τ ο ύ  {εξ.ΣΤ).

δ  = V. l l ”l . \ t f p p m  ( Σ Τ )
η

Μ ε  v ref  σ υ μ β ο λ ί ζ ε τ α ι  η  σ υ χ ν ό τ η τ α  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ  π υ ρ ή ν α  έ ν ω σ η ς  α ν α φ ο ρ ά ς ,  ό π ω ς  τ ο  
τ ε τ ρ α μ έ θ υ λ - σ ι λ ά ν ι ο  ( T M S ) .
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Γ ια  έ ν α  π ο λ υ π ε π τ ί δ ι ο ,  ε ύ κ ο λ α  γ ί ν ε τ α ι  α ν τ ι λ η π τ ό  ό τ ι  π υ ρ ή ν ε ς  τ ο υ  ίδ ιο υ  α τ ό μ ο υ  π ο υ  
δ ι α φ ο ρ ο π ο ι ο ύ ν τ α ι  χ η μ ι κ ά  ( σ υ μ μ ε τ έ χ ο υ ν  σ ε  σ χ η μ α τ ι σ μ ό  δ ια φ ο ρ ε τ ικ ώ ν  χ η μ ι κ ώ ν  δ ε σ μ ώ ν ) ,  
ε π ι δ ε ι κ ν ύ ο υ ν  κ α ι  δ ι α φ ο ρ ε τ ι κ ή  χ η μ ικ ή  μ ε τ α τ ό π ισ η  σ τ ο  N M R . Δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  σ τ η  χ η μ ικ ή  
μ ε τ α τ ό π ι σ η  ό μ ω ς  ε π ά γ ε ι  κ α ι  η  τ ρ ι τ ο τ α γ ή ς  δ ο μ ή ,  μ ια ς  κ α ι  ε π η ρ ε ά ζ ε ι  τ η ν  η λ ε κ τ ρ ο ν ι α κ ή  
κ α τ α ν ο μ ή  γ ύ ρ ω  α π ό  κ ά θ ε  π υ ρ ή ν α .  Σ ε  α υ τ ό  τ ο  γ ε γ ο ν ό ς  τ ε λ ικ ά  β α σ ί ζ ε τ α ι  κ α ι  ο  δ ο μ ι κ ό ς  
χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ ό ς  ε ν ό ς  β ι ο μ ο ρ ί ο υ  μ ε  N M R .

3 . 1 . 5  Μ α γ ν η τ ι κ έ ς  σ υ ζ ε ύ ξ ε ι ς
Π υ ρ η ν ι κ ά  s p i n  ε ί ν α ι  δ υ ν α τ ό  ν α  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ο ύ ν  μ ε τ α ξ ύ  τ ο υ ς .  Τ έ τ ο ι ε ς  σ υ ζ ε ύ ξ ε ι ς  ( c o u p lin g s ) 

π α ρ α τ η ρ ο ύ ν τ α ι  ό τ α ν  ο ι  α ν τ ί σ τ ο ι χ ο ι  π υ ρ ή ν ε ς  ε ί ν α ι  μ α γ ν η τ ι κ ά  μ η  ι σ ο δ ύ ν α μ ο ι  κ α ι  α π ο τ ε λ ο ύ ν  
π η γ ή  π ο λ ύ τ ι μ η ς  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ς .  Μ α γ ν η τ ι κ ά  ι σ ο δ ύ ν α μ ο ι  ο ν ο μ ά ζ ο ν τ α ι  ο ι  χ η μ ικ ά  ι σ ο δ ύ ν α μ ο ι  
π υ ρ ή ν ε ς  π ο υ  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  α ν τ α λ λ ά σ σ ο υ ν  θ έ σ ε ι ς  λ ό γ ω  σ υ μ μ ε τ ρ ί α ς .  Ο ι  π υ ρ ή ν ε ς  α υ τ ο ί  
ε π ι δ ε ι κ ν ύ ο υ ν  τ η ν  ίδ ι α  χ η μ ι κ ή  μ ε τ α τ ό π ι σ η .

3 . 2  Χ ρ ή σ ε ι ς  τ ο υ  β ι ο μ ο ρ ι α κ ο ύ  N M R
Α ν τ ί θ ε τ α  μ ε  ά λ λ ε ς  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ι κ έ ς  τ ε χ ν ι κ έ ς  η  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  N M R  δ ύ ν α τ α ι  ν α  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι η θ ε ί  γ ι α  κ α τ α γ ρ α φ ή  φ α σ μ ά τ ω ν  α ν ό μ ο ι ω ν  μ ε τ α ξ ύ  τ ο υ ς  ω ς  π ρ ο ς  τ η  μ ο ρ φ ή  α λ λ ά  κ α ι  
τ ο  ε ί δ ο ς  τ η ς  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ς  π ο υ  π ε ρ ι έ χ ο υ ν .  Η  “ α π ά ν τ η σ η ”  π ο υ  ε μ π ε ρ ι έ χ ε τ α ι  σ ε  κ ά θ ε  τ ύ π ο  
φ ά σ μ α τ ο ς  ε ξ α ρ τ ά τ α ι  α π ό  τ η ν  “ ε ρ ώ τ η σ η ”  π ο υ  θ α  τ ε θ ε ί ,  κ ά τ ι  π ο υ  γ ί ν ε τ α ι  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  τ η  
“ γ λ ώ σ σ α ”  τ ο υ  N M R .  Έ τ σ ι  μ ι α  δ ι α δ ο χ ή  π α λ μ ώ ν  η λ ε κ τ ρ ο μ α γ ν η τ ι κ ή ς  α κ τ ι ν ο β ο λ ί α ς  σ ε  μ ή κ η  
κ ύ μ α τ ο ς  ρ α δ ι ο σ υ χ ν ο τ ή τ ω ν  κ α ι  π α ύ σ ε ω ν ,  γ ν ω σ τ ή  ω ς  π α λ μ ι κ ή  α κ ο λ ο υ θ ί α  ( p u ls e  s e q u e n c e ) ,  
κ α θ ο ρ ί ζ ε ι  τ α  π υ ρ η ν ι κ ά  s p i n  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  ο ι  μ α γ ν η τ ι κ έ ς  σ υ ζ ε ύ ξ ε ι ς  (m a g n e tic  c o u p lin g s )  θ α  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι η θ ο ύ ν  σ τ η ν  κ α τ α γ ρ α φ ή  τ ο υ  φ ά σ μ α τ ο ς .  Η  σ ύ ν τ α ξ η  π α λ μ ι κ ώ ν  α κ ο λ ο υ θ ι ώ ν  
κ α τ ά λ λ η λ ω ν  γ ι α  τ η ν  κ α τ α γ ρ α φ ή  δ ε δ ο μ έ ν η ς  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ς  ε ί ν α ι  π ο λ ύ π λ ο κ ο  έ ρ γ ο  κ α ι  σ τ ις  
μ έ ρ ε ς  μ α ς  τ ο  κ ύ ρ ι ο  ε π ί π ε δ ο  ε ι σ α γ ω γ ή ς  κ α ι ν ο τ ο μ ι ώ ν  κ α ι  τ ε χ ν ο λ ο γ ι κ ώ ν  β ε λ τ ι ώ σ ε ω ν  σ τ ο  π ε δ ίο  

Μ ε  τ η ν  κ α τ α γ ρ α φ ή  κ α τ ά λ λ η λ ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  N M R ,  ε ί ν α ι  δ υ ν α τ ό  ν α  ε ξ α χ θ ε ί  π ο ι κ ί λ ο υ  
τ ύ π ο υ  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α .  Σ τ ι ς  ε π ό μ ε ν ε ς  π α ρ α γ ρ ά φ ο υ ς  γ ί ν ε τ α ι  μ ια  σ ύ ν τ ο μ η  π α ρ ά θ ε σ η  τ ω ν  
ε φ α ρ μ ο γ ώ ν  τ η ς  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α ς  N M R  σ ε  β ι ο λ ο γ ι κ ά  σ υ σ τ ή μ α τ α  μ ε  έ μ φ α σ η  σ τ ο ν  τ ύ π ο  τ η ς  
π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ς  π ο υ  μ π ο ρ ε ί  ν α  α ν τ λ η θ ε ί  α π ό  τ η ν  κ α θ ε μ ία  κ α ι  τ ο  β ι ο λ ο γ ι κ ό  ε ρ ώ τ η μ α  π ο υ  
μ π ο ρ ε ί  ν α  α π α ν τ η θ ε ί .  Λ ε π τ ο μ ε ρ ή ς  α ν ά λ υ σ η  τ ω ν  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν ω ν  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ικ ώ ν  
μ ε θ ο δ ο λ ο γ ι ώ ν  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  σ τ η ν  π α ρ ο ύ σ α  δ ια τ ρ ιβ ή  κ α ι  τ ω ν  σ υ μ π ε ρ α σ μ ά τ ω ν  π ο υ
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π ρ ο έ κ υ ψ α ν ,  κ ρ ί θ η κ ε  σ κ ό π ι μ ο  ν α  σ υ μ π ε ρ ι λ η φ θ ε ί  σ τ η ν  π α ρ ο υ σ ί α σ η  τ ω ν  π ε ι ρ α μ α τ ι κ ώ ν  
α π ο τ ε λ ε σ μ ά τ ω ν  α υ τ ή ς  τ η ς  δ ια τ ρ ιβ ή ς ,  ώ σ τ ε  ο  μ η  ε ξ ο ι κ ε ι ω μ έ ν ο ς  μ ε  τ η ν  τ ε χ ν ι κ ή  τ ο υ  N M R  
α ν α γ ν ώ σ τ η ς  ν α  β ο η θ η θ ε ί  σ τ ο  έ ρ γ ο  τ η ς  κ α τ α ν ό η σ η ς .

3.2.1 Χρήση του NMR για τον προσδιορισμό τριτοταγών δομών βιομορίων
Η  m o  γ ν ω σ τ ή  χ ρ ή σ η  τ η ς  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α ς  N M R  σ ε  β ι ο λ ο γ ι κ ά  σ υ σ τ ή μ α τ α  ε ί ν α ι  η  επίλυση 
τριτοταγών δομών βιομορίων σε ατομική λεπτομέρεια. Γ ε γ ο ν ό ς  ε ί ν α ι  π ά ν τ ω ς  ό τ ι  η  μ ε γ ά λ η  
π λ ε ι ο ψ η φ ί α  τ ω ν  γ ν ω σ τ ώ ν  σ ή μ ε ρ α  δ ο μ ώ ν  έ χ ε ι  ε π ι λ υ θ ε ί  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  τ η ν  τ ε χ ν ι κ ή  τ η ς  
κρυσταλλογραφίας ακτινών X .  Η  κ ρ υ σ τ α λ λ ο γ ρ α φ ί α  α κ τ ι ν ώ ν  X  ε ί ν α ι  π ρ ο γ ε ν έ σ τ ε ρ η  τ ε χ ν ι κ ή  
κ α ι  σ χ ε δ ό ν  π λ ή ρ ω ς  α υ τ ο μ α τ ο π ο ι η μ έ ν η  κ α ι ,  α ν  κ α ι  α π α ι τ ε ί  τ η ν  α β έ β α ι η ς  έ κ β α σ η ς  δ ι α δ ι κ α σ ί α  
τ η ς  κ ρ υ σ τ ά λ λ ω σ η ς  μ ι α ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς ,  ε ί ν α ι  τ ε λ ι κ ά  m o  ε ύ χ ρ η σ τ η .  Α π ό  τ η ν  ά λ λ η  μ ε ρ ι ά  η  φ ύ σ η  
τ η ς  μ ε θ ό δ ο υ  τ ο υ  N M R  κ α ι  κ υ ρ ί ω ς  η  έ λ λ ε ι ψ η  ι κ α ν ο π ο ι η τ ι κ ο ύ  β α θ μ ο ύ  α υ τ ο μ α τ ο π ο ί η σ ή ς  τ η ς  
τ η ν  κ α θ ι σ τ ά  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ο  χ ρ ο ν ο β ό ρ α  π α ρ ά  τ α  π ρ ό σ φ α τ α  τ ε χ ν ι κ ά  κ α ι  τ ε χ ν ο λ ο γ ι κ ά  ά λ μ α τ α  σ τ ο  
π ε δ ί ο .  Π ά ν τ ω ς ,  τ ο  N M R  ε ί ν α ι  η  μ έ θ ο δ ο ς  ε π ι λ ο γ ή ς  σ τ ι ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  π ο υ  
κ ρ υ σ τ α λ λ ώ ν ο ν τ α ι  δ ύ σ κ ο λ α  ή /  κ α ι  ε ί ν α ι  ιδ ι α ί τ ε ρ α  ε υ κ ί ν η τ ε ς .

(Α) :
t

4 .

\

(Β>

*··*;«!

Calculated structure

Σχήμα 3.1 Υπολογισμός τριτοταγών δομών σε ατομική λεπτομέρεια χρησιμοποιώντας 
περιορισμούς που εξάγονται από φάσματα NMR. (Α) Σήματα NOESY φανερώνουν τα πρωτόνια 
(ενωμένα με στικτές γραμμές) που απέχουν μικρή απόσταση μεταξύ τους στο χώρο (<5Α). (Β)
Μια τρισδιάστατη δομή υπολογισμένη έτσι ώστε να ικανοποιούνται οι περιορισμοί NMR σχετικά 
με την απόσταση μεταξύ αυτών των ζευγών πρωτονίων1511.

Τ υ π ι κ ά ,  γ ι α  τ η ν  ε π ι τ υ χ ή  έ κ β α σ η  τ η ς  δ ι α δ ι κ α σ ί α ς  ε π ί λ υ σ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  μ ε  N M R  
α π α ι τ ε ί τ α ι  η  κ α τ α γ ρ α φ ή  π ο ι κ ί λ ω ν  κ α ι  π ο λ ύ π λ ο κ ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  β ι ο μ ο ρ ι α κ ώ ν  δ ε ι γ μ ά τ ω ν  

υ ψ η λ ώ ν  α π α ι τ ή σ ε ω ν  σ ε  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η  κ α ι  κ α θ α ρ ό τ η τ α .  Η  σ ύ ν θ ε σ η  τ ω ν  π λ η ρ ο φ ο ρ ι ώ ν  π ο υ  
π ρ ο κ ύ π τ ο υ ν  α π ό  τ ο ν  κ ά θ ε  τ ό π ο  φ ά σ μ α τ ο ς  ο δ η γ ε ί  σ τ η ν  κ α τ ά ρ τ ι σ η  μ ί α ς  λ ί σ τ α ς  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν  
δ ι α τ ο μ ι κ ώ ν  α π ο σ τ ά σ ε ω ν  κ α ι  γ ω ν ι ώ ν ,  η  ι κ α ν ο π ο ί η σ η  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  ο δ η γ ε ί  σ τ η ν  ε π ί λ υ σ η  τ η ς  
δ ο μ ή ς .  Σ τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν ,  η  π λ ε ι ο ν ό τ η τ α  τ ω ν  π ρ ο α ν α φ ε ρ θ ε ι σ ώ ν  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ι κ ώ ν

-47 -



σ υ ν θ η κ ώ ν  α φ ο ρ ο ύ ν  α π ο σ τ ά σ ε ι ς  ζ ε υ γ ώ ν  π ρ ω τ ο ν ί ω ν  (Σ/.JJ),  ε ν ώ  δ ί ε δ ρ ε ς  γ ω ν ί ε ς  σ τ η ν  κ ύ ρ ια  
π ο λ υ π ε π τ ι δ ι κ ή  α λ υ σ ί δ α  π ο υ  σ χ η μ α τ ί ζ ο υ ν  τ α  α ν ύ σ μ α τ α  δ ι π ό λ ω ν  Η - Ν  μ ε  τ ο ν  κ ύ ρ ιο  ά ξ ο ν α  τ ο υ  
μ ο ρ ί ο υ ,  σ υ μ π λ η ρ ώ ν ο υ ν  τ η  λ ί σ τ α  β ε λ τ ι ώ ν ο ν τ α ς  τ η ν  α κ ρ ί β ε ι α  (p r e c is io n )  τ η ς  υ π ο λ ο γ ι ζ ό μ ε ν η ς  
δ ο μ ή ς .  Τ ο  π λ ή θ ο ς  τ ω ν  σ η μ ά τ ω ν  σ τ α  φ ά σ μ α τ α  N M R  α λ λ ά  κ α ι  η  δ ι α σ π ο ρ ά  τ ο υ ς  ε ί ν α ι  
π α ρ ά γ ο ν τ ε ς  κ α θ ο ρ ι σ τ ι κ ο ί  γ ι α  τ η  σ υ λ λ ο γ ή  ι κ α ν ο ύ  α ρ ι θ μ ο ύ  α ξ ι ό π ι σ τ ω ν  π ε ρ ιο ρ ισ τ ικ ώ ν  
σ υ ν θ η κ ώ ν  κ α ι  τ η ν  ε π ι τ υ χ ή  τ ε λ ι κ ά  έ κ β α σ η  τ ο υ  ε γ χ ε ι ρ ή μ α τ ο ς .  Ο  χ ρ ό ν ο ς  α ν ά λ υ σ η ς  τ ω ν  
φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ι κ ώ ν  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  ώ σ τ ε  ν α  α π ο κ ρ υ π τ ο γ ρ α φ η θ ε ί  η  π ε ρ ι ε χ ό μ ε ν η  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ,  
σ υ ν α ρ τ ά τ α ι  ι σ χ υ ρ ά  α π ό  τ ο  μ έ γ ε θ ο ς  κ α ι  τ η  σ τ α θ ε ρ ό τ η τ α  τ ο υ  β ι ο μ ο ρ ί ο υ .  Σ χ ε τ ικ ώ ς  μ ικ ρ ά ,  
μ ο ν ο μ ε ρ ή ,  θ ε ρ μ ο δ υ ν α μ ι κ ά  σ τ α θ ε ρ ά  β ι ο μ ό ρ ι α  ή  μ ικ ρ ά  σ ύ μ π λ ο κ α  ε ί ν α ι  σ υ ν ε π ώ ς  τ α  π ιο  
κ α τ ά λ λ η λ α  σ υ σ τ ή μ α τ α  γ ι α  ν α  μ ε λ ε τ η θ ο ύ ν  μ ε  N M R . .

3 . 2 . 2  Χ ρ ή σ η  τ ο υ  N M R  γ ι α  τ ο  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ ό  τ η ς  δ υ ν α μ ι κ ή ς  φ ύ σ η ς  β ι ο μ ο ρ ί ω ν
Η  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  N M R  ε ί ν α ι  π ο λ ύ τ ι μ ο  κ α ι  α ν α ν τ ι κ α τ ά σ τ α τ ο  ε ρ γ α λ ε ί ο  γ ι α  τ ο  χ α ρ α κ τ η ρ ισ μ ό  
τ η ς  κ ί ν η σ η ς  σ ε  μ ο ρ ι α κ ό ,  α κ ό μ α  κ α ι  υ π ο μ ο ρ ι α κ ό  ε π ί π ε δ ο .  Ε ί ν α ι  δ η λ α δ ή  δ υ ν α τ ό  ν α  μ ε λ ε τ η θ ε ί  ο  
δ υ ν α μ ι κ ό ς  χ α ρ α κ τ ή ρ α ς  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  τ μ η μ ά τ ω ν  ε ν ό ς  β ι ο μ ο ρ ί ο υ  σ ε  ε π ίπ ε δ ο  α τ ό μ ω ν  κ α ι  ν α  
ε ξ α χ θ ο ύ ν  σ υ μ π ε ρ ά σ μ α τ α  γ ι α  τ η  σ η μ α σ ί α  τ η ς  ε υ ε λ ι ξ ί α ς  δ ρ α σ τ ικ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  σ τ η  σ υ ν ο λ ι κ ή  
β ι ο λ ο γ ι κ ή  δ ρ α σ τ ι κ ό τ η τ α  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ .  Σ τ ι ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν ,  τ α  π ε ιρ ά μ α τ α  
χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ ο ύ  τ η ς  δ υ ν α μ ι κ ή ς  σ υ μ π ε ρ ι φ ο ρ ά ς  α π ο σ κ ο π ο ύ ν  σ τ ο ν  υ π ο λ ο γ ι σ μ ό  π α ρ α μ έ τ ρ ω ν  
ό π ω ς  ο ι  χ ρ ο ν ι κ έ ς  σ τ α θ ε ρ έ ς  α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η ς  Τ ι  κ α ι  Τ 2 γ ι α  κ ά θ ε  π υ ρ ή ν α  *Η  α μ ιδ ικ ή ς  ο μ ά δ α ς  τ ο υ  
π ο λ υ π ε π τ ι δ ι κ ο ύ  σ κ ε λ ε τ ο ύ ,  κ α ι  σ υ ν ε π ώ ς  σ ε  έ μ μ ε σ η  ε κ τ ί μ η σ η  τ η ς  ε υ ε λ ι ξ ί α ς  τ ο υ ς .

3 . 2 . 3  Χ ρ ή σ η  τ ο υ  N M R  γ ι α  τ ο  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ ό  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ω ν
Τ ο  α τ ο μ ι κ ό  ε π ί π ε δ ο  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α ς ,  σ ύ μ φ υ τ ο  μ ε  τ η  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  N M R ,  α π ο δ ε ικ ν ύ ε τ α ι  
χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ό  κ ε φ α λ α ι ώ δ ο υ ς  σ η μ α σ ί α ς  κ α ι  σ τ η  μ ε λ έ τ η  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ω ν  σ ε  β ι ο λ ο γ ι κ ά  
σ υ σ τ ή μ α τ α .  Σ χ ε τ ι κ ά  α π λ ά  κ α ι  μ ε τ ρ ίω ς  α π α ιτ η τ ικ ά  ω ς  π ρ ο ς  τ η  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η  δ ε ίγ μ α τ ο ς ,  
φ ά σ μ α τ α  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι η θ ο ύ ν  ώ σ τ ε  ν α  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ τ ο ύ ν  ο ι  σ υ μ μ ε τ έ χ ο υ σ ε ς  σ τ η ν  
α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  π ε ρ ι ο χ έ ς  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ .  Κ α τ α γ ρ ά φ ο ν τ α ς  φ ά σ μ α τ α  π ρ ι ν  κ α ι  μ ε τ ά  τ η ν  π ρ ο σ θ ή κ η  
π ρ ο σ δ έ τ η  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ τ ο ύ ν  ο ι  π υ ρ ή ν ε ς  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  τ ο  χ η μ ι κ ό  μ ικ ρ ο π ε ρ ιβ ά λ λ σ ν  
α λ λ ά ζ ε ι  λ ό γ ω  τ η ς  π ρ ό σ δ ε σ η ς .  Ε ί ν α ι  δ υ ν α τ ό  έ τ σ ι  ν α  χ α ρ τ ο γ ρ α φ η θ ο ύ ν  ο ι  κ ρ ιτ ικ ή ς  σ η μ α σ ί α ς  
γ ι α  τ η ν  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  ο μ ά δ ε ς  σ τ η ν  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ  κ α ι  ν α  κ α τ α γ ρ α φ ο ύ ν  κ α μ π ύ λ ε ς  
π ρ ό σ δ ε σ η ς  ε π ί  τ η  β ά σ ε ι  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  μ π ο ρ ε ί  ν α  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ τ ε ί  η  τ ιμ ή  τ η ς  σ τ α θ ε ρ ά ς  σ ύ ν δ ε σ η ς .
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3 . 2 . 4  Χ ρ ή σ η  τ ο υ  N M R  γ ι α  τ ο  β ι ο χ η μ ι κ ό  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ ό  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν -  Μ ο ρ ι α κ ό  

μ έ γ ε θ ο ς  κ α ι  N M R
Η  ε π α γ ω γ ή  τ η ς  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η ς  τ ω ν  χ η μ ι κ ώ ν  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  λ ό γ ω  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  μ π ο ρ ε ί  
ν α  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι η θ ε ί  γ ι α  ν α  π ι σ τ ο π ο ι η θ ε ί  η  σ ω σ τ ή  α ν α δ ί π λ ω σ η  ε ν ό ς  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ .  Η  ε υ ρ ε ί α  
δ ι α σ π ο ρ ά  τ ω ν  σ η μ ά τ ω ν  N M R  σ τ ο υ ς  ά ξ ο ν ε ς  τ ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  ο φ ε ί λ ε τ α ι  σ τ η ν  ύ π α ρ ξ η  π ο ι κ ί λ ω ν  
χ η μ ι κ ώ ν  μ ι κ ρ ο π ε ρ ι β α λ λ ό ν τ ω ν  π ο υ  ε π ά γ ο υ ν  μ α γ ν η τ ι κ έ ς  δ ι α φ ο ρ ο π ο ι ή σ ε ι ς  σ ε  χ η μ ι κ ά  ό μ ο ι ο υ ς  
π υ ρ ή ν ε ς .  Α υ τ ή  η  κ ά λ υ ψ η  ε υ ρ έ ω ς  φ ά σ μ α τ ο ς  σ υ ν τ ε τ α γ μ έ ν ω ν  α π ο τ ε λ ε ί  σ υ ν ε π ώ ς  σ τ ο ι χ ε ί ο  
ε ν δ ε ι κ τ ι κ ό  τ η ς  ύ π α ρ ξ η ς  δ ο μ ή ς  κ α ι  τ ο  α ν τ ί σ τ ρ ο φ ο .  Η  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  α υ τ ή  ε μ π ε ρ ι έ χ ε τ α ι  σ ε  κ ά θ ε  
τ ύ π ο  φ ά σ μ α τ ο ς  N M R ,  α π ό  τ ο  α π λ ο ύ σ τ ε ρ ο  ω ς  τ ο  π ι ο  π ο λ ύ π λ ο κ ο .  Η  κ α τ α γ ρ α φ ή  δ ι α δ ο χ ι κ ώ ν  
φ α σ μ ά τ ω ν  τ ο υ  ί δ ι ο υ  δ ε ί γ μ α τ ο ς  ε ί ν α ι  σ ε  θ έ σ η  ν α  α π ο κ α λ ύ ψ ε ι  α π ο δ ι ά τ α ξ η ,  π ρ ω τ ε ό λ υ σ η  ή  
δ ι α μ ο ρ φ ω σ ι α κ ή  α λ λ α γ ή  τ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ .

Ε κ τ ό ς  α π ό  τ ο ν  υ ψ η λ ό  β α θ μ ό  δ ι α σ π ο ρ ά ς  τ ω ν  κ ο ρ υ φ ώ ν  ε ν ό ς  φ ά σ μ α τ ο ς  N M R ,  
π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  π ε ρ ι έ χ ε ι  κ α ι  η  μ ο ρ φ ή  κ ά θ ε  κ ο ρ υ φ ή ς  κ α ι ,  π ι ο  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν α ,  τ ο  ε ύ ρ ο ς  μ ι α ς  
κ ο ρ υ φ ή ς  σ τ ο  μ έ σ ο  τ ο υ  ύ ψ ο υ ς  τ η ς .  Η  π α ρ ά μ ε τ ρ ο ς  α υ τ ή  σ χ ε τ ί ζ ε τ α ι  ά μ ε σ α  μ ε  τ ο  μ έ γ ε θ ο ς  τ ο υ  
π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ .  Τ ο  μ ο ρ ι α κ ό  μ έ γ ε θ ο ς  α π ο τ ε λ ε ί  σ η μ α ν τ ι κ ή  π α ρ ά μ ε τ ρ ο  σ τ η  β ι ο μ ο ρ ι α κ ή  
φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  N M R .  Μ ά λ ι σ τ α ,  μ ε  τ α  δ ι α θ έ σ ι μ α  σ ή μ ε ρ α  μ α γ ν η τ ι κ ά  π ε δ ί α ,  τ ο  ό ρ ι ο  μ ο ρ ι α κ ο ύ  
β ά ρ ο υ ς  κ ά τ ω  α π ό  τ ο  ο π ο ί ο  η  ε π ί λ υ σ η  τ η ς  δ ο μ ή ς  μ ι α ς  σ φ α ι ρ ι κ ή ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  ε ί ν α ι  ε φ ι κ τ ή  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  τ α  σ υ ν ή θ η  π ρ ω τ ό κ ο λ λ α  τ η ς  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α ς  N M R  ε ί ν α ι  3 0 k D a .  Β έ β α ι α ,  
τ ε λ ε υ τ α ί α  έ χ ο υ ν  α ν α π τ υ χ θ ε ί  ε ξ ε ι δ ι κ ε υ μ έ ν ε ς  σ τ ρ α τ η γ ι κ έ ς  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  α υ ξ η θ ε ί  α υ τ ό  τ ο  
ό ρ ι ο 146·491 μ ε  α ρ κ ε τ ή  ε π ι τ υ χ ί α  μ ά λ ι σ τ α  σ ε  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς 144’451, ό μ ω ς  τ ο  ε γ χ ε ί ρ η μ α  
ε ξ α κ ο λ ο υ θ ε ί  ν α  ε ί ν α ι  α μ φ ί β ο λ η ς  έ κ β α σ η ς  α κ ό μ α  κ ι  έ τ σ ι .

Π ο ύ  ο φ ε ί λ ε τ α ι  ό μ ω ς  α υ τ ό ς  ο  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ό ς ;  Μ ε  α π λ ά  λ ό γ ι α ,  σ τ η  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  N M R ,  
κ α ν ε ί ς  ε ξ ά γ ε ι  σ υ μ π ε ρ ά σ μ α τ α  α π ό  τ η  θ έ σ ε ι ς  κ α ι  τ ι ς  ε ν τ ά σ ε ι ς  κ ο ρ υ φ ώ ν .  Τ ό σ ο  π ι ο  ε ύ κ ο λ α

\ ·
M W :

Σχήμα 3.2 Οι περιοχές συντονισμού των αρωματικών και αμιδικών πρωτονίων μονοδιάστατων 
φασμάτων ’H-NMR πολυπεπτιδίων αυξανόμενου μοριακού μεγέθους143*.
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μ π ο ρ ε ί  κ α ν ε ί ς  ν α  μ ε τ ρ ή σ ε ι  α υ τ ή  τ η ν  έ ν τ α σ η ,  ό σ ο  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ η  ε ί ν α ι ,  α λ λ ά  κ α ι  ό σ ε ς  λ ι γ ό τ ε ρ ε ς  
α λ λ η λ ε π ι κ α λ ύ ψ ε ι ς  κ ο ρ υ φ ώ ν  υ π ά ρ χ ο υ ν  σ ε  έ ν α  φ ά σ μ α .  Φ υ σ ικ ά , α π ό  ό σ ο  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ α  
α μ ι ν ο ξ έ α  α π ο τ ε λ ε ί τ α ι  μ ια  π ρ ω τ ε ΐ ν η ,  τ ό σ ο  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ α  σ ή μ α τ α  α ν α μ έ ν ο ν τ α ι ,  κ α ι  
σ υ ν α κ ό λ ο υ θ α  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ε ς  α λ λ η λ ε π ι κ α λ ύ ψ ε ι ς .  Ό μ ω ς ,  α υ τ ό  δ ε ν  α π ο τ ε λ ε ί  τ ο  μ ο ν α δ ι κ ό  α ίτ ιο  
τ ο υ  π ρ ο α ν α φ ε ρ θ έ ν τ ο ς  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ο ύ ,  κ α ι  ί σ ω ς  ό χ ι  κ α ι  τ ο  π ι ο  β α σ ικ ό .  Γ ια τ ί ,  ό σ ο  ο γ κ ω δ έ σ τ ε ρ ο  
ε ί ν α ι  έ ν α  μ ό ρ ι ο  τ ό σ ο  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ο υ  ε ύ ρ ο υ ς  κ α ι  χ α μ η λ ό τ ε ρ η ς  έ ν τ α σ η ς  ε ί ν α ι  ο ι  κ ο ρ υ φ έ ς  π ο υ  
κ α τ α γ ρ ά φ ο ν τ α ι  σ τ α  φ ά σ μ α τ α  δ ε ι γ μ ά τ ω ν  τ ο υ .  Έ τ σ ι ,  α ν  τ ο  μ ό ρ ι ο  ε ί ν α ι  α ρ κ ε τ ά  μ ε γ ά λ ο ,  ε ί ν α ι  
δ υ ν α τ ό  ό χ ι  α π λ ά  ν α  δ υ σ χ ε ρ α ί ν ο ν τ α ι  η  α κ ρ ι β ή ς  μ έ τ ρ η σ η  τ η ς  έ ν τ α σ η ς  κ α ι  ο  α κ ρ ιβ ή ς  
π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό ς  τ η ς  θ έ σ η ς  κ ο ρ υ φ ώ ν ,  α λ λ ά  ν α  κ α θ ί σ τ α ν τ α ι  α δ ύ ν α τ ο ι .  Μ ια  “ α ί σ θ η σ η ”  γ ι α  τ η  
σ χ έ σ η  μ ε γ έ θ ο υ ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  -  ε υ κ ρ ί ν ε ι α ς  κ ο ρ υ φ ώ ν  π α ί ρ ν ε ι  κ α ν ε ί ς  σ υ γ κ ρ ί ν ο ν τ α ς  τ ο  τ μ ή μ α  τ η ς  
α ρ ω μ α τ ι κ ή ς  κ α ι  α μ ι δ ι κ ή ς  π ε ρ ι ο χ ή ς  μ ο ν ο δ ι ά σ τ α τ ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  !H - N M R  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  
δ ι α φ ό ρ ω ν  μ ε γ ε θ ώ ν  (Σ χ .3 .2 ).

Σχήμα 3.3 Γραφικές παραστάσεις της εξάρτησης του χρόνου 
αποδιέγερσης Τ2 έξι χρησιμοποιούμενων στο NMR πυρηνικών 
spin από το χρόνο ιδιοσυσχετισμού (correlation time)1431.

Τ ο  ε ύ ρ ο ς  τ ω ν  κ ο ρ υ φ ώ ν  N M R  σ τ ο  μ ι σ ό  τ ο υ  ύ ψ ο υ ς  τ ο υ ς  ε ί ν α ι  α ν τ ισ τ ρ ό φ ω ς  α ν ά λ ο γ ο  
τ ο υ  χ ρ ό ν ο υ  α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η ς  Τ 2:

Ο  χ ρ ό ν ο ς  α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η ς  Τ 2 ε μ φ α ν ί ζ ε ι  ε π ί σ η ς  υ π ε ρ β ο λ ι κ ή  σ χ έ σ η  α ν τ ί σ τ ρ ο φ ο υ  α ν α λ ό γ ο υ  μ ε  τ ο  
χ ρ ό ν ο  π ε ρ ι σ τ ρ ο φ ι κ ο ύ  ι δ ι ο σ υ σ χ ε τ ι σ μ ο ύ  (r o ta tio n a l c o r r e la tio n  tim e )  t c, τ ο  χ ρ ό ν ο  δ η λ α δ ή
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π ο υ  α π α ι τ ε ί τ α ι  ώ σ τ ε  τ ο  μ ό ρ ι ο  ν α  ο λ ο κ λ η ρ ώ σ ε ι  μ ι α  π ε ρ ι σ τ ρ ο φ ή  γ ύ ρ ω  α π ό  τ ο ν  κ ύ ρ ι ο  ά ξ ο ν ά  
τ ο υ  ( tu m b lin g )  λ ό γ ω  κ ί ν η σ η ς  B r o w n ,  ό π ω ς  α π ο κ α λ ύ π τ ο υ ν  τ α  σ χ ε τ ι κ ά  γ ρ α φ ή μ α τ α  γ ι α  
κ ά π ο ι ο υ ς  α π ό  τ ο υ ς  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ο ύ μ ε ν ο υ ς  π υ ρ ή ν ε ς  σ τ ο  N M R  (Σχ.3.3). Ε ξ ά γ ε τ α ι  λ ο ι π ό ν  ό τ ι  τ ο  
ε ύ ρ ο ς  τ ω ν  κ ο ρ υ φ ώ ν  ε ν ό ς  φ ά σ μ α τ ο ς  N M R  ε ί ν α ι  ε υ θ έ ω ς  α ν ά λ ο γ ο  μ ε  τ ο  χ ρ ό ν ο  ι δ ι ο σ υ σ χ ε τ ι σ μ ο ύ  
τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ  π ο υ  μ ε λ ε τ ά τ α ι ,  κ α ι  β έ β α ι α  α υ τ ό  ε ί ν α ι  α λ ή θ ε ι α  ε ί τ ε  π ρ ό κ ε ι τ α ι  γ ι α  κ ά π ο ι ο  β ι ο μ ό ρ ι ο  
( π ρ ω τ ε ΐ ν η ,  D N A ,  R N A ,  π ο λ υ σ α κ χ α ρ ί τ η ς  κ .ά )  ε ί τ ε  γ ι α  κ ά π ο ι α  ο ρ γ α ν ι κ ή  έ ν ω σ η .  Ε ύ κ ο λ α  
κ α τ α λ α β α ί ν ε ι  κ α ν ε ί ς  ό τ ι  ο  τ ρ ό π ο ς  π ο υ  π ε ρ ι σ τ ρ έ φ ε τ α ι  έ ν α  μ ό ρ ι ο  σ ε  δ ι ά λ υ μ α  κ α ι  ά ρ α  κ α ι  η  
τ α χ ύ τ η τ α  μ ε  τ η ν  ο π ο ί α  τ ο  ε π ι τ υ γ χ ά ν ε ι  ε ξ α ρ τ ά τ α ι  κ α ι  α π ό  τ ο  σ χ ή μ α  τ ο υ .  Π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  π ά ν τ ω ς  
π ε ρ ί  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  π ο υ  μ π ο ρ ο ύ ν  μ ε  κ α λ ή  π ρ ο σ έ γ γ ι σ η  ν α  θ ε ω ρ η θ ο ύ ν  σ φ α ι ρ ι κ έ ς  η  ε ξ ί σ ω σ η  
S t o k e s - E i n s t e i n  π ρ ο β λ έ π ε ι  ό τ ι  ο  χ ρ ό ν ο ς  ι δ ι ο σ υ σ χ ε τ ι σ μ ο ύ  ε ί ν α ι  α ν ά λ ο γ ο ς  τ ο υ  ό γ κ ο υ  τ η ς  
σ υ μ π α γ ο ύ ς  σ φ α ί ρ α ς :

η  4 π  3 
c  k T  3

ό π ο υ  η  τ ο  ι ξ ώ δ ε ς  τ ο υ  δ ι α λ ύ μ α τ ο ς ,  k  η  σ τ α θ ε ρ ά  B o l t z m a n ,  Τ  η  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α  κ α ι  r  η  α κ τ ί ν α  τ η ς  
σ φ α ί ρ α ς .  Κ α τ α δ ε ι κ ν ύ ε τ α ι  δ η λ α δ ή  α υ τ ό  π ο υ  ί σ ω ς  α ν α μ έ ν ε ι  κ α ν ε ί ς  ε ξ  α ρ χ ή ς :  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  π ο υ  
κ α τ α λ α μ β ά ν ο υ ν  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ο  ό γ κ ο  ε ί ν α ι  m o  β ρ α δ υ κ ί ν η τ ε ς .  Α ς  σ η μ ε ι ω θ ε ί  ε δ ώ  ό τ ι  ο  ό γ κ ο ς  μ ι α ς  
π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  δ ε ν  π ε ρ ι ο ρ ί ζ ε τ α ι  σ ε  α υ τ ό ν  π ο υ  κ α τ α λ α μ β ά ν ο υ ν  τ α  σ υ σ τ α τ ι κ ά  τ η ς  α μ ι ν ο ξ έ α ,  α λ λ ά  
σ ε  α υ τ ό ν  π ρ ο σ τ ί θ ε τ α ι  κ α ι  έ ν α ς  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ό ς  “ φ λ ο ι ό ς ”  μ ο ρ ί ω ν  ν ε ρ ο ύ  π ο υ  ε ν υ δ α τ ώ ν ο υ ν  
δ ρ α σ τ ι κ έ ς  ο μ ά δ ε ς  σ τ η ν  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  β ι ο μ ο ρ ί ο υ .  Ό σ ο  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ η  ε ί ν α ι  μ ι α  π ρ ω τ ε ΐ ν η ,  τ ό σ ο  
μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ο ς  κ α ι  ο  φ λ ο ι ό ς  π ο υ  τ η ν  π λ α ι σ ι ώ ν ε ι .

Ο  π α ρ α π ά ν ω  σ υ λ λ ο γ ι σ μ ό ς  ε ξ η γ ε ί  γ ι α τ ί  φ ά σ μ α τ α  N M R  ο γ κ ω δ έ σ τ ε ρ ω ν  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  
π ε ρ ι έ χ ο υ ν  ε υ ρ ε ί ε ς  κ α ι  μ ι κ ρ ό τ ε ρ η ς  έ ν τ α σ η ς  κ ο ρ υ φ έ ς  κ α ι  σ υ ν α κ ό λ ο υ θ α  δ ι κ α ι ο λ ο γ ε ί  τ η ν  
υ π ε ρ α ν τ ι π ρ ο σ ώ π ε υ σ η  μ ι κ ρ ώ ν  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  σ τ η ν  κ α τ α ν ο μ ή  μ ο ρ ι α κ ώ ν  β α ρ ώ ν  τ ω ν  ε π ι λ υ μ έ ν ω ν  
μ ε  N M R  δ ο μ ώ ν ,  ό μ ω ς  δ ε ν  ε ί ν α ι  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ι κ ό ς  ω ς  π ρ ο ς  τ η  σ υ σ τ α τ ι κ ή  μ ά ζ α  τ η ς  “ π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ή ς  
σ φ α ί ρ α ς ” . Ε κ τ ό ς  λ ο ι π ό ν  α π ό  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  π ο υ  α π ο τ ε λ ο ύ ν τ α ι  α π ό  μ ε γ ά λ ο  α ρ ι θ μ ό  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  
( ε ν δ ε ι κ τ ι κ ά ,  π ά ν ω  α π ό  3 0 0 )  ε ξ ί σ ο υ  “ μ ε γ ά λ ε ς  γ ι α  N M R ”  μ π ο ρ ε ί  ν α  α π ο δ ε ι κ ν ύ ο ν τ α ι  κ α τ ά  
π ε ρ ί π τ ω σ η  κ α ι  μ ι κ ρ ό τ ε ρ ε ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς .  Τ έ τ ο ι ε ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς  ε ί ν α ι  α υ τ έ ς  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  

π ρ ο σ δ ε δ ε μ έ ν ω ν  σ ε  κ ά π ο ι ο  ο γ κ ώ δ η  υ π ο κ α τ α σ τ ά τ η ,  ε ι σ η γ μ έ ν ω ν  σ ε  μ ι κ κ ύ λ ι α ,  ή  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  π ο υ  
έ χ ο υ ν  τ η ν  τ ά σ η  ν α  ο μ ο -  ή  ε τ ε ρ ο -  π ο λ ύ  μ ε ρ ί ζ ο ν τ α ι .

Ό π ω ς  π ρ ο α ν α φ έ ρ θ η κ ε ,  α ν α λ υ τ ι κ ό τ ε ρ η  π ε ρ ι γ ρ α φ ή  τ η ς  χ ρ ή σ η ς  τ ο υ  N M R  γ ι α  τ ο  
β ι ο χ η μ ι κ ό  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ ό  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ω ν  σ υ ν ο δ ε ύ ε ι  τ η  σ χ ε τ ι κ ή  π α ρ ά θ ε σ η  α π ο τ ε λ ε σ μ ά τ ω ν  γ ι α  
τ ο  ε ξ ε τ α ζ ό μ ε ν ο  σ ε  α υ τ ή  τ η  δ ι α τ ρ ι β ή  π ο λ υ π ε π τ ί δ ι ο ,  τ ο  c h r o m o d o m a i n  c 2 .
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ ΤΑ

4.1 Απομόνωση- αρχικός βιοφυσικός χαρακτηρισμός πολυπεπτιδίων

4.1.1 Στρατηγική απομόνωσης πρωτεΤνών για δομικές μελέτες
Π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  ε π ι λ υ θ ε ί  η  τ ρ ι τ ο τ α γ ή ς  δ ο μ ή  β ι ο μ ο ρ ί ω ν  σ ε  α τ ο μ ι κ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α  μ ε  τ ι ς  
δ ι α θ έ σ ι μ ε ς  σ ή μ ε ρ α  τ ε χ ν ι κ έ ς  ( κ ρ υ σ τ α λ λ ο γ ρ α φ ί α  α κ τ ι ν ώ ν  X ,  N M R ) ,  π ρ έ π ε ι  ν α  π ρ ο η γ η θ ε ί  
α π ο μ ό ν ω σ ή  τ ο υ ς  κ α ι  μ ά λ ι σ τ α  σ ε  π ο σ ό τ η τ ε ς  σ η μ α ν τ ι κ ά  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ε ς  α π ό  τ ι ς  α π α ι τ ο ύ μ ε ν ε ς  γ ι α  
τ α  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ α  π ε ι ρ ά μ α τ α  π ο υ  α π ο σ κ ο π ο ύ ν  σ τ ο ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ η ς  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ό τ η τ α ς  ε ν ό ς  
τ έ τ ο ι ο υ  β ι ο μ ο ρ ί ο υ .  Έ τ σ ι ,  γ ι α  τ ο  λ ό γ ο  α υ τ ό ,  β ι ο τ ε χ ν ο λ ο γ ι κ ά  τ ρ ο π ο π ο ι η μ έ ν α  β α κ τ ή ρ ι α  E . c o l i  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  τ ο  c h r o m o d o m a i n  τ η ς  d M i - 2  ν α  π α ρ α χ θ ε ί  κ α ι  ν α  
α κ ο λ ο υ θ ή σ ε ι  α π ο μ ό ν ω σ ή  τ ο υ  α π ό  τ α  υ π ό λ ο ι π α  κ υ τ τ α ρ ο π λ α σ μ α τ ι κ ά  σ υ σ τ α τ ι κ ά .  Η έκφραση 
( e x p r e s s io n )  ε ν ό ς  γ ο ν ι δ ί ο υ  - π ρ ο ε ρ χ ό μ ε ν ο υ  α π ό  ο π ο ι ο ν δ ή π ο τ ε  ο ρ γ α ν ι σ μ ό -  σ ε  β α κ τ η ρ ι α κ ά  
σ υ σ τ ή μ α τ α ,  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ε ί τ α ι  ε υ ρ έ ω ς  γ ι α  τ η ν  π α ρ α γ ω γ ή  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  γ ι α  ε ρ ε υ ν η τ ι κ ο ύ ς  α λ λ ά  κ α ι  
ε μ π ο ρ ι κ ο ύ ς  σ κ ο π ο ύ ς .  Η α π ο δ ο τ ι κ ό τ η τ α  ( π α ρ α γ ω γ ή  ι κ α ν ώ ν  π ρ ω τ έ ϊ ν ι κ ώ ν  π ο σ ο τ ή τ ω ν  γ ι α  τ ι ς  
π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ε ς  ε φ α ρ μ ο γ έ ς  μ ε  σ χ ε τ ι κ ά  χ α μ η λ ό  κ ό σ τ ο ς )  ε ί ν α ι  ί σ ω ς  η  π ρ ώ τ η  α π ά ν τ η σ η  π ο υ  
έ ρ χ ε τ α ι  σ τ ο  μ υ α λ ό  ό τ α ν  κ α ν ε ί ς  κ α λ ε ί τ α ι  ν α  δ ι κ α ι ο λ ο γ ή σ ε ι  τ η ν  ε π ι λ ο γ ή  ε ν ό ς  τ έ τ ο ι ο υ  
σ υ σ τ ή μ α τ ο ς .  Δ ε ν  ε ί ν α ι  ό μ ω ς  η  μ ό ν η  ή  η  π ι ο  σ η μ α ν τ ι κ ή .  Ε ξ  α ι τ ί α ς  τ η ς  β ι ο λ ο γ ί α ς  τ ο υ ς  α λ λ ά  κ α ι  
τ η ς  π ο λ ύ χ ρ ο ν η ς  π ι α  χ ρ ή σ η ς  β α κ τ η ρ ι α κ ώ ν  σ υ σ τ η μ ά τ ω ν  έ κ φ ρ α σ η ς ,  υ π ά ρ χ ε ι  δ ι α θ έ σ ι μ η  π ο ι κ ι λ ί α  
δ ο κ ι μ α σ μ έ ν ω ν - β ε λ τ ι σ τ ο π ο ι η μ έ ν ω ν  π ρ ω τ ο κ ό λ λ ω ν  π ο υ  κ α λ ύ π τ ο υ ν  α κ ό μ α  κ α ι  ε ξ ε ι δ ι κ ε υ μ έ ν ε ς  
α ν ά γ κ ε ς .  Σ τ ο ν  τ ο μ έ α  τ ο υ  π υ ρ η ν ι κ ο ύ  μ α γ ν η τ ι κ ο ύ  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ  ( N M R )  ι δ ι α ί τ ε ρ α  χ ρ ή σ ι μ η  ε ί ν α ι  
η  π α ρ α γ ω γ ή  β ι ο μ ο ρ ί ω ν  ε μ π λ ο υ τ ι σ μ έ ν ω ν  μ ε  σταθερά ισότοπα { s ta b le  is o t o p e s )  π ο υ  
β ρ ί σ κ ο ν τ α ι  σ ε  π ο λ ύ  χ α μ η λ ά  π ο σ ο σ τ ά  σ τ η  φ ύ σ η  ό π ω ς  α υ τ ά  τ ο υ  15Ν  κ α ι  τ ο υ  13C . Π ρ α κ τ ι κ ά ,  η  
ε π ί τ ε υ ξ η  τ ο υ  π α ρ α π ά ν ω  σ τ ό χ ο υ  μ ε  χ ρ ή σ η  β α κ τ η ρ ι α κ ο ύ  σ υ σ τ ή μ α τ ο ς  έ κ φ ρ α σ η ς  δ ε ν  
σ υ ν ε π ά γ ε τ α ι  ε π ι π λ έ ο ν  ε π ι π λ ο κ έ ς  ή  ι δ ι α ί τ ε ρ ε ς  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ι ς  μ ε  ε ξ α ί ρ ε σ η  α υ τ ή  τ ο υ  
ο ι κ ο ν ο μ ι κ ο ύ  π ρ ο γ ρ α μ μ α τ ι σ μ ο ύ .

4.1.2 Αρχικές προσπάθειες απομόνωσης του c2- αρχικά προβλήματα
Ο ι  α ρ χ ι κ έ ς  π ρ ο σ π ά θ ε ι ε ς  έ κ φ ρ α σ η ς  κ α ι  α π ο μ ό ν ω σ η ς  τ ο υ  c 2  π ε ρ ι ε λ ά μ β α ν α ν  μ ε τ α σ χ η μ α τ ι σ μ ό  

β α κ τ η ρ ί ω ν  E . c o l i  ( σ τ ε λ ε χ ώ ν  B L 2 1 ( D E 3 )  κ α ι  B L 2 1 ( D E 3 )  p l y s S )  μ ε  π λ α σ μ ί δ ι ο  p E T 1 5 b  σ τ ο  
ο π ο ί ο  ε ί χ ε  ε ι σ α χ θ ε ί  τ ο  c D N A  τ ο υ  c 2 1231. Κ α τ ό π ι ν  επαγωγής { in d u c t io n )  τ η ς  έ κ φ ρ α σ η ς ,  σ τ ο  

κ υ τ τ α ρ ό π λ α σ μ α  τ ω ν  β α κ τ η ρ ί ω ν  E . c o l i  B L 2 1 ( D E 3 )  p l y s S  δ ε ν  μ π ο ρ ο ύ σ ε  ν α  α ν ι χ ν ε υ θ ε ί  
η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ά  τ ο  c 2  {Σχ.4.1,1-2). Τ ο  α π ο τ έ λ ε σ μ α  α υ τ ό  θ α  μ π ο ρ ο ύ σ ε  ν α  ο φ ε ί λ ε τ α ι  ε ί τ ε  σ ε
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19!
Σχήμα 4.1 Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων από τις διαδικασίες έκφρασης και καθαρισμού του c2 σε gel 
ακρυλαμιδίου περιεκτικότητας 15% με χρήση συστήματος ρυθμιστικών διαλυμάτων Tris- Tricine. 
Διαδρομές: 2. ίσος αριθμός βακτηρίων του στελέχους BL21(DE3) plysS αντίστοιχα πριν και μετά την
επαγωγή της έκφρασης με χρήση IPTG. 3., 4. τα ίδια δείγματα απουσία του πλασμιδίου plysS. 5. διάλυμα 
πρωτεΐνών-δεικτών {marker solution) μοριακών βαρών 66, 45, 36, 29, 24, 20, 14.2, 6.5kDa κατά σεφά. 
6. βακτηριακό διάλυμα μετά τη λύση των κυττάρων. 7. το ίδιο υλικό μετά το πέρασμα από στήλη ιόντων 
Νί. 8., 9., 10. εκπλύσεις με διάλυμα ιμιδαζολίου συγκέντρωσης 5mM. 11., 12. lOmM. 13., 14. 20mM. 
15.-18. τμηματικές εκλούσεις με διάλυμα ιμιδαζολίου συγκέντρωσης 150mM. 19. συνολική έκλουση.

χ α μ η λ ά  ε π ί π ε δ α  έ κ φ ρ α σ η ς ,  ε ί τ ε  σ ε  έ ν τ ο ν η  ε ν δ ο κ υ τ τ ά ρ ι α  π ρ ω τ ε ό λ υ σ η  χ ω ρ ίς  τ ο  έ ν α  
ε ν δ ε χ ό μ ε ν ο  ν α  α π ο κ λ ε ί ε ι  τ ο  ά λ λ ο .  Π ι θ α ν ό τ ε ρ η  ό μ ω ς  ε κ δ ο χ ή  κ ρ ίν ε τ α ι  η  π ρ ώ τ η  α φ ο ύ  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  τ ο  ί δ ι ο  σ τ έ λ ε χ ο ς  χ ω ρ ί ς  τ ο  π λ α σ μ ί δ ι ο  p l y s S  δ ι α κ ρ ί ν ε τ α ι  π ια  έ κ φ ρ α σ η  τ ο υ  c 2  
{Σχ.4.1,3-4). Β έ β α ι α ,  ε κ τ ό ς  α π ό  τ α  ε π ί π ε δ α  έ κ φ ρ α σ η ς ,  σ ε  μ ι α  δ ια δ ικ α σ ία  π α ρ α γ ω γ ή ς  κ α ι  
α π ο μ ό ν ω σ η ς  μ ια ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  ε ξ ί σ ο υ  σ η μ α ν τ ι κ ό  ρ ό λ ο  π α ί ζ ε ι  κ α ι  η  δ ια λ υ τ ό τ η τ ά  τ η ς . Μ ε ιω μ έ ν η  
δ ι α λ υ τ ό τ η τ α  σ υ ν ε π ά γ ε τ α ι  σ υ σ σ ω μ ά τ ω σ η  μ ο ρ ί ω ν  τ η ς  κ α ι  κ α τ α κ ρ ή μ ν ισ ή  τ ο υ ς  μ α ζ ί  μ ε  τ α  μ η  
υ δ α τ ο δ ι α λ υ τ ά  μ έ ρ η  τ ο υ  κ υ τ τ ά ρ ο υ ,  ό π ω ς  δ ι α μ ε μ β ρ α ν ι κ έ ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς ,  υ π ο λ ε ί μ μ α τ α  μ ε μ β ρ α ν ώ ν  
μ ε τ ά  τ η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  τ η ς  λ ύ σ η ς .  Τ α  ε ν δ ο κ υ τ τ ά ρ ι α  α υ τ ά  σ υ σ σ ω μ α τ ώ μ α τ α  γ ν ω σ τ ά  ω ς  σ ω μ ά τ ι α  
ε γ κ λ ε ι σ μ ο ύ  ( in c lu s io n  b o d ie s ) , π ε ρ ι ε ί χ α ν  π ε ρ ί π ο υ  τ ο  8 0 %  τ η ς  σ υ ν ο λ ι κ ή ς  ε κ φ ρ α ζ ό μ ε ν η ς  
π ο σ ό τ η τ α ς  σ τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  τ ο υ  c 2 ,  π ε ρ ι ο ρ ί ζ ο ν τ α ς  έ τ σ ι  τ ο  π ο σ ο σ τ ό  τ η ς  π ρ ω τ ε ΐν η ς  π ο υ  μ π ο ρ ε ί  
ν α  α π ο μ ο ν ω θ ε ί  α π ό  τ ο  κ υ τ τ α ρ ο δ ι ά λ υ μ α .  Ε ξ ί σ ο υ  ό μ ω ς  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ έ ν η  ή τ α ν  κ α ι  η  ε π ιτ υ χ ία  π ο υ  
γ ν ώ ρ ι σ ε  η  π ρ ο σ π ά θ ε ι α  α π ο μ ό ν ω σ η ς  τ η ς  δ ι α λ υ τ ή ς  π ο σ ό τ η τ α ς  τ η ς  π ρ ω τ ε ΐν η ς  μ ε  χ ρ ή σ η  
χ ρ ω μ α τ ο γ ρ α φ ί α ς  σ υ γ γ έ ν ε ι α ς  ι ό ν τ ω ν  ν ι κ ε λ ί ο υ .  Π α ρ ’ ό τ ι  σ τ η ν  π λ α σ μ ιδ ια κ ή  κ α τ α σ κ ε υ ή  
υ π ή ρ ξ ε  π ρ ό ν ο ι α  ώ σ τ ε  τ ο  c 2  ν α  σ υ ν ε κ φ ρ ά ζ ε τ α ι  μ α ζ ί  μ ε  μ ια  μ ικ ρ ή  α μ ιν ο τ ε λ ικ ή  ο υ ρ ά  έ ξ ι  
κ α τ α λ ο ί π ω ν  ι σ τ ι δ ί ν η ς ,  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  δ ι ε υ κ ο λ υ ν θ ε ί  η  α π ο μ ό ν ω σ ή  τ ο υ  μ ε  χ ρ ή σ η  τ η ς  
π ρ ο α ν α φ ε ρ θ ε ί σ α ς  τ ε χ ν ι κ ή ς ,  τ ο  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ό  π ρ ο φ ί λ  τ η ς  ε κ λ ο υ ό μ ε ν η ς  π ρ ω τ ε ΐν η ς  δ ε ν  ή τ α ν  
“ κ α θ α ρ ό ”  {Σχ.4.1,15-19). Ε κ τ ό ς  α π ό  τ η ν  α ν α μ ε ν ό μ ε ν η  κ ύ ρ ι α  ζ ώ ν η  π ο υ  α ν τ ι σ τ ο ι χ ο ύ σ ε  σ τ ο  c 2  
κ α ι  π α ρ ά  τ ι ς  ε π ί μ ο ν ε ς  π λ ύ σ ε ι ς  τ η ς  σ τ ή λ η ς  {Σχ.4.1,9-14), σ τ ο  έ κ λ ο υ σ μ α  ε μ φ α ν ί ζ ο ν τ α ν  κ α ι  
ό ιλ λ ε ς  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ έ ς  ζ ώ ν ε ς  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ο υ  μ ο ρ ι α κ ο ύ  β ά ρ ο υ ς .  Τ η ν  ε ι κ ό ν α  α υ τ ή  θ α  ε ξ η γ ο ύ σ α ν  μ ια  
σ ε ι ρ ά  α π ό  ε ν δ ε χ ό μ ε ν α ,  ό π ω ς  π ρ ο β λ η μ α τ ι κ ό ς  τ ε ρ μ α τ ι σ μ ό ς  τ η ς  μ ε τ α γ ρ α φ ή ς ,  α ν θ ε κ τ ικ ά  σ τ ις  
α π ο δ ι α τ α κ τ ι κ έ ς  σ υ ν θ ή κ ε ς  τ η ς  η λ ε κ τ ρ ο φ ό ρ η σ η ς  σ υ σ σ ω μ α τ ώ μ α τ α  μ ο ρ ίω ν  c 2 ,  ή  ύ π α ρ ξ η
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β α κ τ η ρ ι α κ ώ ν  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  π ο υ  σ υ ν ε κ λ ο ύ ο ν τ α ι  μ ε  τ ο  c 2  ε ί τ ε  λ ό γ ω  μ η  ε ι δ ι κ ή ς  σ υ σ σ ω μ ά τ ω σ η ς  
μ α ζ ί  τ ο υ  ε ί τ ε  λ ό γ ω  π λ η μ μ ε λ ο ύ ς  κ α θ α ρ ι σ μ ο ύ .  Ο ι  π α ρ α π ά ν ω  ε ξ η γ ή σ ε ι ς  ε ί ν α ι  α μ ο ι β α ί α  μ η  
α λ λ η λ ο α π ο κ λ ε ι ό μ ε ν ε ς  κ α ι  ό π ο ι ο ς  σ υ ν δ υ α σ μ ό ς  τ ο υ ς  κ α ι  α ν  α λ η θ ε ύ ε ι  τ ο  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ό  
π α ρ α σ κ ε ύ α σ μ α  π α ρ έ μ ε ν ε  μ η  ι κ α ν ο π ο ι η τ ι κ ό  ω ς  π ρ ο ς  τ η ν  κ α θ α ρ ό τ η τ α  κ α ι  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ έ ν ο  ω ς  
π ρ ο ς  τ η ν  π ο σ ό τ η τ α .  Τ ο  π ι ο  α π ο κ α ρ δ ι ω τ ι κ ό  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ό  τ η ς  π α ρ α σ κ ε υ ή ς  ό μ ω ς  ή τ α ν  η  
κ α τ α β ύ θ ι σ η  τ η ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  μ ε  τ ο  π έ ρ α ς  τ ο υ  χ ρ ό ν ο υ  ( ή δ η  α π ό  τ ι ς  π ρ ώ τ ε ς  δ ώ δ ε κ α  ώ ρ ε ς )  α κ ό μ α  
κ α ι  σ ε  σ υ γ κ ε ν τ ρ ώ σ ε ι ς  δ έ κ α  φ ο ρ έ ς  α ρ α ι ό τ ε ρ ε ς  α π ό  α υ τ έ ς  π ο υ  α π α ι τ ο ύ ν τ α ι  γ ι α  τ η  λ ή ψ η  
α π α ρ α ί τ η τ ω ν  γ ι α  τ η ν  ε π ί λ υ σ η  δ ο μ ή ς  φ α σ μ ά τ ω ν  N M R .  Η  σ υ μ π ε ρ ι φ ο ρ ά  α υ τ ή  δ ε ν  ά λ λ α ξ ε  
α κ ό μ α  κ α ι  έ π ε ι τ α  α π ό  ε ι σ α γ ω γ ή  ε ν ό ς  δ ε ύ τ ε ρ ο υ  χ ρ ω μ α τ ο γ ρ α φ ι κ ο ύ  σ τ α δ ί ο υ  ( ι ο ν τ ο α ν τ α λ λ α γ ή )  
σ τ η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  κ α θ α ρ ι σ μ ο ύ  π ο υ  α π ά λ λ α σ σ ε  τ ο  c 2  α π ό  κ ά π ο ι ε ς  α π ό  τ ι ς  φ α ι ν ο μ ε ν ι κ ά  
σ υ ν ε κ λ ο υ ό μ ε ν ε ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς .  Ε ξ  ά λ λ ο υ ,  κ α μ ί α  ο υ σ ι α σ τ ι κ ή  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  δ ε ν  π α ρ α τ η ρ ή θ η κ ε  
κ α τ ό π ι ν  δ ο κ ι μ ή ς  μ ε γ ά λ η ς  π ο ι κ ι λ ί α ς  ρ υ θ μ ι σ τ ι κ ώ ν  δ ι α λ υ μ ά τ ω ν  κ α ι  ι ο ν ι κ ή ς  ι σ χ ύ ο ς .

4 . 1 . 3  Π ι θ α ν έ ς  α ι τ ί ε ς  π ο υ  κ α θ ι σ τ ο ύ σ α ν  δ υ σ χ ε ρ ή  τ η ν  α π ο μ ό ν ω σ η  δ ε ί γ μ α τ ο ς  N M R
Μ ε ρ ι κ έ ς  φ ο ρ έ ς  η  α ιτ ία  π ο υ  ε ξ η γ ε ί  “ σ υ μ π τ ώ μ α τ α ”  ό π ω ς  α υ τ ά  π ο υ  π ε ρ ι γ ρ ά φ η κ α ν  π α ρ α π ά ν ω  
κ α τ ά  τ η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  έ κ φ ρ α σ η ς  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  σ ε  β α κ τ η ρ ι α κ ά  σ υ σ τ ή μ α τ α  ( π ε ρ ι ο ρ ι σ μ έ ν η  
δ ι α λ υ τ ό τ η τ α ,  “ ε π ί μ ο ν α  α κ ά θ α ρ τ ο ”  η λ ε κ τ ρ ο φ ο ρ η τ ι κ ό  π ρ ο φ ί λ ) ,  ε ί ν α ι  η  λ α ν θ α σ μ έ ν η  
α ν α δ ί π λ ω σ η  ( m is fo ld in g ) . Ε ί ν α ι  π ι θ α ν ό  δ η λ α δ ή ,  τ ο  ν ε ο σ υ ν τ ι θ έ μ ε ν ο  κ α τ ά  τ η  μ ε τ ά φ ρ α σ η  
ε ν τ ό ς  τ ο υ  β α κ τ η ρ ί ο υ  μ ό ρ ι ο ,  ν α  μ η ν  υ ι ο θ ε τ ε ί  τ η  σ τ α θ ε ρ ή ,  β έ λ τ ι σ τ η  θ ε ρ μ ο δ υ ν α μ ι κ ά ,  τ ρ ι τ ο τ α γ ή  
δ ο μ ή  α λ λ ά  α υ τ ή  ν α  “ σ τ ρ ε β λ ώ ν ε τ α ι ”  σ ε  κ ά π ο ι ο  β α θ μ ό .  Υ π ο ν ο μ ε ύ ε τ α ι  έ τ σ ι  η  σ τ α θ ε ρ ό τ η τ α  τ η ς  
π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  μ ε  α π ο τ έ λ ε σ μ α ,  σ τ η ν  π λ ε ι ο ψ η φ ί α  τ ω ν  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ω ν ,  α υ τ ή  ν α  υ φ ί σ τ α τ α ι  κ α τ ά  
π ε ρ ί π τ ω σ η  ε ί τ ε  σ υ σ σ ω μ ά τ ω σ η  κ α ι  κ α τ α β ύ θ ι σ η ,  ε ί τ ε  π ρ ω τ ε ό λ υ σ η  ( η  τ ε λ ε υ τ α ί α  σ υ ν ή θ ω ς  
σ χ ε τ ί ζ ε τ α ι  μ ε  τ η ν  έ κ φ ρ α σ η  ο λ ι κ ώ ς  ή  μ ε ρ ι κ ώ ς  α π ο δ ι π λ ω μ έ ν ω ν  ( u n fo ld e d )  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν ) .  Π ο ι έ ς  
ό μ ω ς  ο ι  α ι τ ί ε ς  π ο υ  ο δ η γ ο ύ ν  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  σ ε  ε σ φ α λ μ έ ν η  α ν α δ ί π λ ω σ η  σ ε  τ έ τ ο ι α  σ υ σ τ ή μ α τ α  
έ κ φ ρ α σ η ς  κ α ι  τ ι  - α ν  υ π ά ρ χ ε ι  κ ά τ ι -  μ π ο ρ ο ύ μ ε  ν α  κ ά ν ο υ μ ε  γ ι α  ν α  τ ι ς  ά ρ ο υ μ ε ;

Ο  κ α κ ό ς  σ χ ε δ ι α σ μ ό ς  τ η ς  π λ α σ μ ι δ ι α κ ή ς  κ α τ α σ κ ε υ ή ς  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ε ί τ α ι  γ ι α  τ η ν  
έ κ φ ρ α σ η  ε ί ν α ι  σ υ χ ν ά  ο  λ ό γ ο ς  π ο υ  η  π α ρ α γ ό μ ε ν η  π ρ ω τ ε ΐ ν η  ε ί ν α ι  ε σ φ α λ μ έ ν α  α ν α δ ι π λ ω μ έ ν η  ή  

κ α ι  τ ε λ ε ί ω ς  α π ο δ ι π λ ω μ έ ν η ,  ε ι δ ι κ ό τ ε ρ α  σ ε  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς  π ρ ω τ ε ϊ ν ι κ ώ ν  π ε ρ ι ο χ ώ ν  ( d o m a i n ) ,  ό π ω ς  
ε ί ν α ι  τ ο  c 2 ,  κ α ι  ό χ ι  τ ό σ ο  σ υ χ ν ά  σ ε  α υ τ έ ς  α κ έ ρ α ι ω ν  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν .  Κ α ι  α υ τ ό  γ ι α τ ί ,  ό τ α ν  η  δ ο μ ή  

δ ε ν  ε ί ν α ι  γ ν ω σ τ ή ,  υ π ά ρ χ ε ι  ο  κ ί ν δ υ ν ο ς  τ ο υ  ε σ φ α λ μ έ ν ο υ  κ α θ ο ρ ι σ μ ο ύ  τ ω ν  ο ρ ί ω ν  τ έ τ ο ι ω ν  
π ε ρ ι ο χ ώ ν ,  τ ο υ  “ π ο ύ  ξ ε κ ι ν ά ε ι ”  δ η λ α δ ή  κ α ι  “ π ο υ  τ ε λ ε ι ώ ν ε ι ”  τ ο  π α ρ α γ ό μ ε ν ο  β ι ο π ο λ υ μ ε ρ έ ς 1111'
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1191. Έ τ σ ι ,  α ν  α υ τ ό  ε ί ν α ι  “ m o  κ ο ν τ ό ”  ή  ε κ τ ε ν έ σ τ ε ρ ο  α π ό  “ ό σ ο  π ρ έ π ε ι ”  ε ν δ έ χ ε τ α ι  κ ά π ο ιο  
σ τ ο ι χ ε ί ο  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  ν α  δ ι α κ ό π τ ε τ α ι  - ν α  “ κ ό β ε τ α ι  σ τ η  μ έ σ η ”-  δ ι α τ α ρ ά σ σ ο ν τ α ς  έ τ σ ι  
ό χ ι  μ ό ν ο  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ε ί ς  τ ο π ι κ έ ς  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ι ς  α λ λ ά  π ι θ α ν ά  κ α ι  τ ρ ιτ ο τ α γ ε ί ς ,  
α π ο σ τ α θ ε ρ ο π ο ι ώ ν τ α ς  τ ο  β ι ο μ ό ρ ι ο .  Π ώ ς  ό μ ω ς  ξ ε φ ε ύ γ ε ι  κ α ν ε ί ς  α π ό  τ ο  φ α ύ λ ο  κ ύ κ λ ο  π ο υ  
δ ια γ ρ ά φ ε τ α ι ;  Π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  ε π ι λ υ θ ε ί  η  δ ο μ ή  τ ο υ  c 2 ,  π ρ έ π ε ι  ο υ σ ι α σ τ ι κ ά  α υ τ ή  ν α  ε ί ν α ι  
γ ν ω σ τ ή  ώ σ τ ε  ν α  κ α τ α σ κ ε υ α σ τ ε ί  ο  κ α τ ά λ λ η λ ο ς  φ ο ρ έ α ς  έ κ φ ρ α σ η ς . . .  Η  α λ ή θ ε ι α  ε ί ν α ι  ό τ ι  η  
γ ν ώ σ η  π ο υ  “ π ρ ο α π α ι τ ε ί τ α ι ”  ε ί ν α ι  α υ τ ή  τ η ς  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς ,  ε ν ώ  π ρ α κ τ ι κ ά  α ρ κ ε ί  μ ια  
“ ζ υ γ ι σ μ έ ν η  ε κ τ ί μ η σ η ”  σ χ ε τ ι κ ά  μ ε  τ α  ό ρ ι α  τ ω ν  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  σ τ ο ι χ ε ί ω ν  τ η ς . Μ ια  ιδ έ α  λ ο ι π ό ν  
μ π ο ρ ε ί  κ α ν ε ί ς  ν α  π ά ρ ε ι ,  π ρ ο τ ο ύ  μ π ε ι  σ τ η  δ ια δ ικ α σ ία  κ α τ α σ κ ε υ ή ς  τ ο υ  π λ α σ μ ι δ ί ο υ  π ο υ  θ α  
ε κ φ ρ ά ζ ε ι  τ ο  α π ο μ ο ν ω μ έ ν ο  d o m a in ,  α π ό  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ έ ν η  π ρ ω τ ε ό λ υ σ η  (lim ite d  p r o te o ly s is )  τ η ς  
π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  α π ό  τ η ν  ο π ο ί α  π ρ ο έ ρ χ ε τ α ι .  Η  τ ε χ ν ι κ ή  α υ τ ή  π ά ν τ ω ς  δ ε ν  μ π ο ρ ε ί  π α ρ ά  ν α  ο δ η γ ε ί  σ ε  
ε π ι σ φ α λ ή  σ υ μ π ε ρ ά σ μ α τ α ,  μ ια ς  κ α ι  α υ τ ό  π ο υ  ξ ε χ ω ρ ί ζ ε ι  ε ί ν α ι  τ α  σ υ μ π α γ ή  δ ο μ η μ έ ν α  d o m a in  
α π ό  τ ι ς  χ α λ α ρ έ ς  θ η λ ι έ ς  ( l o o p s )  π ο υ  σ υ ν ή θ ω ς  τ α  σ υ ν δ έ ο υ ν .  Τ έ τ ο ια  ό μ ω ς  π ιο  χ α λ α ρ ά  δ ο μ η μ έ ν α  
τ μ ή μ α τ α  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  ε μ π ε ρ ι έ χ ο ν τ α ι  σ ε  έ ν α  d o m a in  ε ί τ ε  ω ς  θ η λ ι έ ς  π ο υ  σ υ ν δ έ ο υ ν  τ α  σ τ ο ιχ ε ία  
δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  ε ί τ ε  κ α ι  ω ς  τ μ ή μ α τ α  τ υ χ ό ν  ε ν θ έ σ ε ω ν  ( in s e r t io n s ) .  Κ α ι  β έ β α ια ,  κ α ν ε ί ς  
π ρ έ π ε ι  ν α  δ ε χ θ ε ί  μ ι α  λ ί γ ο - π ο λ ύ  ι σ ό ρ ρ ο π η  κ α τ α ν ο μ ή  τ ω ν  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  π ο υ  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ο υ ν  τ έ τ ο ι ε ς  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ο ύ μ ε ν ε ς  π ρ ω τ ε ά σ ε ς  ( σ υ ν ή θ ω ς  α υ τ ά  μ ε  θ ε τ ικ ά  φ ο ρ τ ι σ μ έ ν η  π λ α ϊ ν ή  α λ υ σ ί δ α )  σ τ ο  
σ ύ ν ο λ ο  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ ,  π α ρ α δ ο χ ή  μ ά λ λ ο ν  χ ο ν δ ρ ο ε ι δ ή ς .  Υ π ό  π ρ ο ϋ π ο θ έ σ ε ι ς ,  έ ν α  π ιο  “ α π λ ο ϊ κ ό ”  
ε ρ γ α λ ε ί ο  μ π ο ρ ε ί  ν α  δ ώ σ ε ι  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ο  α ξ ι ό π ι σ τ η  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α .  Ό π ω ς  σ υ μ β α ί ν ε ι  κ α ι  σ τ η ν  
π ε ρ ί π τ ω σ η  τ ο υ  c 2 ,  ό τ α ν  υ π ά ρ χ ε ι  δ ι α θ έ σ ι μ η  δ ο μ ι κ ή  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  σ ε  σ υ ν δ υ α σ μ ό  μ ε  υ ψ η λ ό  
β α θ μ ό  ο μ ο λ ο γ ί α ς ,  η  σ τ ο ί χ ι σ η  τ ω ν  α μ ι ν ο ξ ι κ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ι ώ ν  δ ύ ο  d o m a in  μ π ο ρ ε ί  ν α  ο δ η γ ή σ ε ι  
σ ε  μ ία  “ ε λ ε γ χ ό μ ε ν α  α σ φ α λ ή ”  ε κ τ ί μ η σ η  σ χ ε τ ι κ ά  μ ε  τ ι ς  θ έ σ ε ι ς  τ ω ν  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  σ τ ο ι χ ε ί ω ν  
δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς .  Έ τ σ ι ,  η  σ τ ο ί χ ι σ η  τ ο υ  c h r o m o d o m a in  τ η ς  d M i- 2  π ο υ  μ α ς  ε ν δ ι α φ έ ρ ε ι ,  μ ε  
τ α  γ ν ω σ τ ή ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ι α μ ό ρ φ ω σ η ς  ( ά ρ α  κ α ι  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς )  α ν τ ί σ τ ο ι χ α  τ ω ν  P o ly c o m b  
κ α ι  Η Ρ 1  δ ε ν  α π ο κ α λ ύ π τ ε ι κ ά π ο ι ο  χ ο ν δ ρ ο ε ι δ έ ς  λ ά θ ο ς  σ τ ο  σ χ ε δ ι α σ μ ό  τ η ς  δ ια θ έ σ ιμ η ς  
κ α τ α σ κ ε υ ή ς  π ο υ  θ α  ε ξ η γ ο ύ σ ε  τ η  “ δ ύ σ τ ρ ο π η  σ υ μ π ε ρ ι φ ο ρ ά ”  τ ο υ  π α ρ α γ ό μ ε ν ο υ  
π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ 1231.

Ε κ τ ό ς  ό μ ω ς  α π ό  τ ο ν  ε σ φ α λ μ έ ν ο  κ α θ ο ρ ι σ μ ό  τ ο υ  d o m a in ,  π ιο  “ β ι ο λ ο γ ι κ έ ς ”  κ α ι  σ υ ν ά μ α  
π ι ο  δ ύ σ κ ο λ α  α ν τ ι μ ε τ ω π ί σ ι μ ε ς  α ιτ ί ε ς  ε ί ν α ι  σ ε  θ έ σ η  ν α  ε ξ η γ ή σ ο υ ν  τ η ν  τ ά σ η  γ ια  σ υ σ σ ω μ ά τ ω σ η  
τ ο υ  π ρ ο ς  μ ε λ έ τ η  β ι ο μ ο ρ ί ο υ .  Μ ια  π α ρ ά μ ε τ ρ ο  π ρ ο ς  α υ τ ή  τ η ν  κ α τ ε ύ θ υ ν σ η  ε ι σ ά γ ο υ ν  ο ι  σ υ ν ο δ ο ί  
π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  ή  σ α π ε ρ ό ν ε ς  ( c h a p e r o n e s ) .  Ο  ρ ό λ ο ς  τ ω ν  μ ο ρ ί ω ν  α υ τ ώ ν  ε ί ν α ι  ε π ικ ο υ ρ ικ ό ς  κ α τ ά
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

την αναδίπλωση πρωτεϊνών. Δεν υποδεικνύουν τη δομή που οφείλει να υιοθετήσει μια 

πρωτεϊνική αλληλουχία, αλλά είναι σε θέση να “συντομεύσουν την ενεργειακή διαδρομή” 

που πρέπει αυτή να ακολουθήσει ώστε να αναδιπλωθεί151. Σε κάποιες περιπτώσεις μάλιστα, η 

εναλλακτική αυτή διαδρομή είναι που αποτρέπει την εσφαλμένη αναδίπλωση, και έτσι η 

αντίστοιχη σαπερόνη καθίσταται απαραίτητη για τη σωστή αναδίπλωση. Σε περιπτώσεις -  

όπως είναι και αυτή του c2-  που το προς μελέτη πολυπεπτίδιο προέρχεται από διαφορετικό 

οργανισμό από αυτόν στον οποίο εκφράζεται και αποτελεί τμήμα μόνο της αλληλουχίας της 

πρωτεΐνης από την οποία προέρχεται, ενδέχεται να μη δρα η αντίστοιχη σαπερόνη. Ο ρυθμός 

δε, αλλά και το ποσοστό της υπερέκφρασης (overexpression), μπορεί να είναι τόσο υψηλά 

που τυχόν υπάρχουσες και συμβατές βακτηριακές σαπερόνες να μην προλαβαίνουν να 

ανταποκριθούν.

4.1.4 Προσεγγίσεις που ακολουθήθηκαν ώστε να καταστεί δυνατή η απομόνωση 

δείγματος c2 συμβατού με τις απαιτήσεις προσδιορισμού τριτοταγούς δομής με NMR

4.1.4.1 Χρήση αποδιατακτικών παραγόντων

Μία από τις συνήθεις πρακτικές που ακολουθεί κανείς όταν αντιμετωπίζονται προβλήματα 

διαλυτότητας κατά την έκφραση πρωτεϊνών σε βακτήρια και πριν καταφύγει σε πιο 

εξειδικευμένες και περίπλοκες προσεγγίσεις, είναι η προσπάθεια απομόνωσης του αδιάλυτου 

πληθυσμού. Άλλωστε αν, όπως συμβαίνει στην περίπτωση του c2 για παράδειγμα, για κάθε 2 

mgr που βρίσκονται στο κυτταροδιάλυμα υπάρχουν άλλα 8 ή και περισσότερα στα σωμάτια 

εγκλεισμού γιατί αυτή η ποσότητα να αφήνεται ανεκμετάλλευτη; Η διαδικασία που 

ακολουθείται περιλαμβάνει ένα αρχικό στάδιο διαλυτοποίησης των αδιάλυτων υπολειμμάτων 

μετά την κυτταρική λύση -στα οποία βρίσκονται τα σωμάτια εγκλεισμού- ενώ κατά τα άλλα 

δεν διαφοροποιείται από πρωτόκολλα που χρησιμοποιούν το κυτταρικό διάλυμα ως αρχικό 

υλικό για την απομόνωση. Η διαλυτοποίηση επιτυγχάνεται με χρήση ουρίας ή υδροχλωρικής 

γουανιδίνης. Τα αντιδραστήρια αυτά διαταράσσουν τις διαμοριακές αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

μορίων της ίδιας, αλλά και διαφορετικών πρωτεϊνών, διασπώντας έτσι τα συσσωματώματα 

και βελτιστοποιώντας την καθαρότητα του προς απομόνωση βιομορίου. Παράλληλα με τις 

διαμοριακές αλληλεπιδράσεις όμως, διαταράσσονται και οι ενδομοριακές οδηγώντας έτσι το 

πολυπεπτίδιο σε αποδιάταξη. Και ενώ στη θεωρία αυτή η “παρενέργεια” είναι αναστρέψιμη
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με την απομάκρυνση του αποδιατακτικού παράγοντα, στην πράξη η εύρεση των κατάλληλων 

συνθηκών μπορεί να αποδειχθεί έως και αδύνατη για δεδομένη χρονική επένδυση.

Στην περίπτωση του c2 η διάσπαση των σωματίων εγκλεισμού με χρήση ουρίας ή 

υδροχλωρικής γουανιδίνης και η απομόνωσή του από αυτό το αρχικό υλικό με χρήση 

χρωματογραφίας συγγένειας ιόντων νικελίου οδήγησε σε διαλύματα πολύ υψηλής 

καθαρότητας, ενώ παράλληλα βελτιώθηκε και η ποσοτική απόδοση της διαδικασίας σε σχέση 

με τις προηγούμενες προσπάθειες απομόνωσης από το κυτταροδιάλυμα. Και ενώ η χρήση 

αποδιατακτικών παραγόντων τεκμηρίωσε τη συσσωμάτωση (μεταξύ μορίων c2 ή c2 και 

άλλων βακτηριακών πρωτεϊνών) ως την αιτία του πρότερου “ακάθαρτου” ηλεκτροφορητικού 

προφίλ δεν έμελλε να οδηγήσει σε απτά οφέλη. Προκειμένου να επιτευχθεί επαναδιάταξη 

(irefolding) του c2 εφαρμόστηκαν πρωτόκολλα σταδιακής απομάκρυνσης του αποδιατακτικού 

παράγοντα κατά τη διάρκεια διαπίδυσης (dialysis) ή ενώ το πολυπεπτίδιο βρισκόταν
Λ ι

ακινητοποιημένο σε στήλη Νι . Η διαδικασία επαναλήφθηκε με διαφοροποιήσεις στο ρυθμό 

μείωσης της συγκέντρωσης του αποδιατακτικού παράγοντα, τη θερμοκρασία, τα συστατικά 

των ρυθμιστικών διαλυμάτων αλλά και τις συγκεντρώσεις αυτών, την παρουσία μικρών 

ποσοτήτων μη ιονικών απορρυπαντικών, με αδιαφοροποίητο όμως το τελικό αποτέλεσμα: την 

εντυπωσιακή, εμφανή δια γυμνού οφθαλμού, και σχεδόν ποσοτική, όπως αποκαλύφθηκε 

ηλεκτροφορητικά, καταβύθιση της πρωτεΐνης.

Όπως γίνεται λοιπόν εύκολα αντιληπτό από τα προαναφερθέντα, οι προσπάθειες 

απομόνωσης του c2 κατόπιν έκφρασής του σε βακτήρια χρησιμοποιώντας την αρχική 

πλασμιδιακή κατασκευή δεν καρποφόρησαν. Στην καλύτερη περίπτωση μπορούσε να εξαχθεί 

ανεπαρκής ποσότητα (^0.4mgr για κάθε ένα λίτρο υγρής καλλιέργειας), μέτριας 

καθαρότητας, περιορισμένης διαλυτότητας σε σχετικά μικρή μάλιστα συγκέντρωση 

(=0.1mgr/ml), ακολουθώντας μια διαδικασία χαμηλής απόδοσης. Ενδεικτικά, αναφέρεται ότι 

προκειμένου να καταστεί δυνατή η επίλυση της τριτοταγούς δομής μιας μικρής 

πρωτεΐνης του μοριακού βάρους του c2 με χρήση φασματοσκοπίας NMR, απαιτούνται 

κατ’ ελάχιστο και κατά προσέγγιση 2.5mgr, σε συγκέντρωση 5mgr/ml υψηλής 

καθαρότητας δείγματος για κάθε πείραμα που οδηγεί στη λήψη ενός μόνο φάσματος από 

το σύνολο των απαιτουμενων. Η αδυναμία τήρησης μίας μόνο από τις προαναφερθείσες 

ελάχιστες συνθήκες εμποδίζει και την έναρξη ακόμα της διαδικασίας δομικού 

χαρακτηρισμού, τη στιγμή που το δείγμα που μπορούσε να παραχθεί τη δεδομένη χρονική
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στιγμή παραβίαζε ταυτόχρονα και τις τρεις. Αν σε αυτό προσθέσει κανείς τη σταθερότητα της 

φυσικοχημικής κατάστασης του δείγματος σε θερμοκρασία δωματίου ή και υψηλότερη για 

διάστημα τριών ημερών κατ’ ελάχιστο που επιβάλλεται από τεχνικούς φασματοσκοπικούς 

λόγους, καταλαβαίνει πόσο απείχε από το να καταστεί οριακά χρήσιμο για την επίλυση της 

τριτοταγούς δομής σε ατομική λεπτομέρεια το δεδομένο πρωτεϊνικό παρασκεύασμα.

Για κάποιες πρωτεΐνες/ πρωτεϊνικές περιοχές η εύρεση των κατάλληλων συνθηκών 

ώστε να καταστεί δυνατός ο δομικός τους χαρακτηρισμός αποδεικνύεται “πρακτικά 

ανέφικτηΣε αυτή την κατηγορία για παράδειγμα, ανήκει η πλειοψηφία των διαμεμβρανικών 

ή των περιφερειακά σχετιζόμενων με τη μεμβράνη πρωτεϊνών. Αυτό άλλωστε καταδεικνύεται 

και από τον μικρό αριθμό επιλυμένων δομών τέτοιων πρωτεϊνών. Οι περιπτώσεις κάποιων 

άλλων φανερώνουν ότι αρχικά προβλήματα περιορισμένης έκφρασης, πρωτεόλυσης, 

αποδιάταξης ή περιορισμένης διαλυτότητας μπορεί να έχουν την αιτία τους όχι στα 

χαρακτηριστικά αυτού καθεαυτού του βιομορίου, αλλά σε προσαπτόμενα ή υπολειπόμενα 

κατά την έκφραση ή την απομόνωση. Έτσι εκτός από τις σχετικά εύκολα τροποποιήσιμες 

επιμέρους παραμέτρους που αφορούν στις διαδικασίες της έκφρασης ή της απομόνωσης, 

σημαντικό ρόλο παίζουν ο φορέας έκφρασης, αλλά και τα όρια του εκφραζόμενου βιομορίου 

προκειμένου περί δομικής περιοχής (domain).

4.1.4.2 Τροποποίηση παραμέτρων κατά την επαγωγή και την απομόνωση
Η περιορισμένη διαλυτότητα, αιτία για την αδυναμία παρασκευής δείγματος ικανοποιητικής 

καθαρότητας, ποσότητας και συγκέντρωσης, που παρατηρήθηκε για το c2 ήταν λοιπόν 

γνώρισμα του domain αυτού καθεαυτού ή της δεδομένης παρασκευής; Ποικιλία ρυθμιστικών 

διαλυμάτων διαφόρων ιονικών ισχύων, εναλλακτικοί τρόποι απομόνωσης και τροποποίηση 

άλλων επιμέρους παραμέτρων των πρωτοκόλλων απομόνωσης εξετάστηκαν χωρίς όμως να 

βελτιστοποιήσουν τη συμπεριφορά του δείγματος. Αντίστοιχης έκβασης αποδείχθηκαν και οι 

τροποποιήσεις παραμέτρων που επιχειρήθηκαν κατά την επαγωγή ή την κυτταρική λύση, 

όπως είναι η οπτική πυκνότητα της βακτηριακής καλλιέργειας τη στιγμή της επαγωγής, η 

συγκέντρωση του αντιδραστηρίου επαγωγής (IPTG) ή η παρουσία μη ιονικών 

απορρυπαντικών κατά τη λύση. Ας σημειωθεί βέβαια εδώ ότι για λόγους που έχουν να 

κάνουν με τη λήψη φασμάτων NMR η αγωγιμότητα (και άρα η ιονική ισχύς) του διαλύματος 

πρέπει να διατηρείται όσο το δυνατό χαμηλότερη136'381, και να αποφεύγεται η παρουσία
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μικρών οργανικών μορίων (όπως η γλυκερόλη ή τα απορρυπαντικά). Σε αντίθετη περίπτωση 

ό,τι κανείς κερδίζει σε επιπλέον διαλυτότητα με χρήση τέτοιων αντιδραστηρίων ενδέχεται να 

μην μεταφράζεται τελικά σε ουσιαστικό κέρδος, δηλαδή σε σήμα NMR, ενώ παράλληλα να 

υποβαθμίζεται η ποιότητα των φασμάτων. Με αυτούς τους περιορισμούς λοιπόν ένα ευρύ 

φάσμα παραμέτρων και συνθηκών που μπορούσαν να μεταβληθούν ώστε να βελτιστοποιηθεί 

η συμπεριφορά του πολυπεπτιδίου που προέκυπτε από τη δεδομένη κατασκευή είχε ήδη 

καλυφθεί. Έτσι αυτό που έμενε να εξεταστεί ήταν ο αντίκτυπος που θα μπορούσαν να έχουν 

στη συμπεριφορά του πολυπεπτιδίου διαφορετικοί πλασμιδιακοί φορείς έκφρασης, αλλά και 

διαφορετικά ενθέματα.

4.1.4.3 Χρήση εναλλακτικών φορέων έκφρασης

Η επιλογή των πλασμιδίων που θα χρησιμοποιούνταν στις νέες κατασκευές έγινε βάσει 

συγκεκριμένων χαρακτηριστικών που εν δυνάμει τα καθιστούσαν καταλληλότερα του έως 

τώρα χρησιμοποιούμενου pET15b. Κατ’ αρχήν οι τρεις πλασμιδιακοί φορείς στους οποίους 

εντέθηκε το cDNA του c2 είναι ρΕΤ, τροποποιημένοι έτσι ώστε το c2 να συνεκφράζεται 

αμινοτελικά με μια ουρά έξι καταλοίπων ιστιδίνης και μία πρωτεΐνη (Σχ.4.2). Έτσι κατόπιν 

έκφρασης παράγεται ένα βιομόριο του οποίου μόνο η αμινοξική αλληλουχία του 

καρβοξυτελικού μέρους αντιστοιχεί στο c2. Αμινοτελικά κωδικοποιούνται στον ρΕΤΜ41 ο 

προσδέτης της μαλτόζης {Maltose Binding Protein-MBP), στον ρΕΤΜ30 η S-μεταφοράση 

της γλουταθειόνης {Glutathione S- Transferase-GST) και στον ρΕΤΜ60 η πρωτεΐνη 

επιμήκυνσης της μεταγραφής NusA {Transcription elongation protein ή N- utilization 

substance A-NusA). Στα πλεονεκτήματα της χρήσης αυτών των φορέων συγκαταλέγονται: 

ί) η ευελιξία μιας και το ίδιο ένθεμα μπορεί να εισαχθεί εύκολα σε καθέναν από αυτούς 

(αλλά και μια σειρά άλλων) χρησιμοποιώντας τα ίδια περιοριστικά ένζυμα,

ii) η δυνατότητα εισαγωγής ενός ακόμα σταδίου απομόνωσης, εκτός της
Λ  ι

χρωματογραφίας συγγένειας Νί , με χρήση στηλών χρωματογραφίας συγγένειας 

αμυλόζης ή γλουταθειόνης στις οποίες προσδένεται ο ΜΒΡ ή η GST αντίστοιχα,

iii) η δυνατότητα αποκοπής του αμινοτελικού, συνεκφραζόμενου με το c2, τμήματος με 

τη χρήση μιας εξειδικευμένης πρωτεάσης (TEV) προκειμένου να καταστεί δυνατή η 

απομόνωση του c2.
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Το σημαντικότερο όμως εκτιμώμενο/ προσδοκώμενο όφελος -και ο κύριος λόγος για την 

επιλογή αυτών των φορέων για την έκφραση του c2-  είναι η αύξηση της διαλυτότητας του 

παραγόμενου βιομορίου. Κάτι τέτοιο αναμένεται αφού η ύπαρξη μιας ογκώδους πρωτεΐνης 

δίπλα σε κάθε μόριο c2 δεν μπορεί παρά, στερικά και μόνο, να εμποδίζει σε κάποιο βαθμό τη 

συσσωμάτωση πολλών μορίων που οδηγεί σε καταβύθιση. Επιπλέον, σε περίπτωση που 

μόρια της πρωτεΐνικής περιοχής του ενδιαφέροντος μας οδηγούνται σε συσσωμάτωση εξ 

αιτίας εσφαλμένης αναδίπλωσης (misfolding), η ύπαρξη μιας καλά αναδιπλωμένης, σταθερής 

πρωτεΐνης μπορεί ίσως να σταθεροποιήσει κάποιο ενεργειακό ενδιάμεσο απαραίτητο για τη 

σωστή αναδίπλωση του c2. Μεγαλύτερης όμως βαρύτητας από οποιοδήποτε επιχείρημα 

μπορεί κανείς να επικαλεστεί προκειμένου να υποστηρίξει την καταλληλότητα των 

συγκεκριμένων εργαλείων έκφρασης, είναι ίσως το γεγονός ότι η χρήση τους έχει φανεί 

ευεργετική σε παρόμοιες περιπτώσεις στην πράξη139"42*. Βέβαια, κάτι τέτοιο δεν μπορεί να 

εκλαμβάνεται ως a priori εγγύηση παρόμοιου ευεργετικού αποτελέσματος στην υπερέκφραση 

κάθε πρωτεΐνης, αλλά μάλλον σαν μια υποσχόμενη προσέγγιση προς διερεύνηση.

T7IacO TE V site

Σχήμα 4.2 Απλοποιημένη αναπαράσταση των ρΕΤΜ φορέων που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 
μελέτη. Με κόκκινο φαίνεται το ένθεμα του ενδιαφέροντός μας μεταξύ των θέσεων που ορίζονται 
από τα περιοριστικά ένζυμα Ncol και Notl.

4.1.4.4 Χρήση εναλλακτικών ενθεμάτων- νέες πλασμιδιακές κατασκευές
Όσο αφορά το ένθεμα, το οποίο άλλωστε θα καθορίσει το μήκος και την ακριβή διαδοχή 

αμινοξέων του εκφραζόμενου c2, όπως ήδη αναφέρθηκε δεν διαφαινόταν κάποιο κρίσιμο

T7/acO TEVsite TTtacO TEVsite
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λάθος στο σχεδίασμά του υπάρχοντος στο έως πρότινος χρησιμοποιούμενο πλασμίδιο που θα 

δικαιολογούσε προβληματική συμπεριφορά. Έτσι, δεν υπήρχε και επιτακτική ανάγκη 

ανασχεδιασμού του. Παρόλα αυτά η διαλυτότητα της προκύπτουσας πρωτεΐνης παρέμενε 

εμφατικά χαμηλή, ενώ το γεγονός ότι, ακόμα και με τη χρήση των νέων φορέων μετά την 

αποκοπή του αμινοτελικού συνεκφραζόμενου τμήματος, το cDNA του c2 θα ήταν αυτό που 

θα καθόριζε τη συμπεριφορά του πολυπεπτιδίου, καθιστούσε την επιλογή του ενθέματος 

κεντρικής σημασίας. Με δεδομένη λοιπόν την επικείμενη ανακατασκευή των φορέων 

έκφρασης, αποφασίστηκε να προχωρήσει παράλληλα η ένθεση περισσοτέρων του ενός cDNA 

που τελικά θα κωδικοποιούσαν ελαφρώς διαφοροποιημένες εκδοχές του c2, ώστε να επιλεγεί 

η βέλτιστη εξ αυτών, αν φυσικά υπήρχε κάποια που πληρούσε τις προαναφερθείσες ελάχιστες 

προϋποθέσεις. Η κατασκευή αυτών των τμημάτων DNA έγινε in vitro με τη μέθοδο της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction-PCR) ενώ ο 

σχεδιασμός τους βασίστηκε στις εξής αρχές και επιμερους σκεπτικά:

i) Το κεντρικό τμήμα του c2 που υιοθετούσε τη χαρακτηριστική αναδίπλωση (fold) των 

chromodomain, ευνόητα, δεν θα αλλοιωνόταν καθ’ οιονδήποτε τρόπο, 

ϋ) Εκατέρωθεν αυτού του κεντρικού “πυρήνα” -η  θέση και η έκταση του οποίου 

μπορούσε να προβλεφθεί με αρκετή ασφάλεια δεδομένης της υψηλής ομολογίας του 

c2 με chromodomain γνωστής δομής- θα επιλεγόταν ένας συνδυασμός αμινο- και 

καρβοξυ-τελικών ορίων του εκφραζόμενου πολυπεπτιδίου, ώστε να προσδιοριστεί ο 

αντίκτυπος της ύπαρξης “ουρών” στη διαλυτότητα του μορίου, 

iii) Στις περιπτώσεις των chromodomain της ΗΡ1 από Drosophila και ποντικό ειδικότερα, 

η αμινοτελική αυτή “ουρά” εμφανίζεται στις χρησιμοποιούμενες για την επίλυση της 

δομής κατασκευές έντονα αρνητικά φορτισμένη αφού υπάρχουν έξι κατάλοιπα 

γλουταμικού σε διαδοχή. Το τμήμα αυτό αποδεικνύεται από τα διαθέσιμα μοντέλα σε 

ατομική λεπτομέρεια (lAPO.pdb, IGUW.pdb, lKNA.pdb) ότι δεν επηρεάζει τη δομή 

του domain. Ενδέχεται το συγκεντρωμένο αυτό αρνητικό φορτίο, να απωθεί ομώνυμα 

με αυτό φορτία αποτρέποντας έτσι τη συσσωμάτωση και δεδομένου και του σαφώς 

υδρόφιλου χαρακτήρα του να επιφέρει αύξηση της διαλυτότητας αυτών των 

βιομορίων. Άλλωστε έχει ήδη δοκιμασθεί με επιτυχία η εισαγωγή τέτοιων αμινοξικών 

τμημάτων στο αμινοτελικό άκρο δυσδιάλυτων πρωτεϊνών11341. Έτσι, αφού στο c2 δεν 

παρατηρείται αντίστοιχη ομαδοποίηση αρνητικών φορτίων, θα εισαγόταν με
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μεταλλάξεις προς γλουταμικό ή ασπαρτικό στο πλαίσιο της αμινοτελικής “ουράς” με 

την προσδοκία της βελτίωσης της διαλυτότητας κατ’ αντιστοιχία με τις 

προαναφερθείσες περιπτώσεις παρόμοιων απαιτήσεων διαλυτότητας, 

ίν) Στην καρβοξυτελική “ουρά” του c2 βρίσκεται ένα μη συντηρημένο κατάλοιπο 

κυστεΐνης, το οποίο είναι άλλωστε και το μοναδικό στο πολυπεπτίδιο. Ο σχηματισμός 

ενός άστοχου διαμοριακού δισουλφιδικού δεσμού είναι συχνά το αίτιο που πυροδοτεί 

τα πρώτα στάδια συσσωμάτωσης, μιας διαδικασίας που μπορεί τελικά να οδηγήσει 

στην καταβύθιση μιας πρωτεΐνης. Έτσι, και αφού η συγκεκριμένη κυστε'ίνη δεν 

μπορεί προφανώς να συμμετέχει σε σχηματισμό δισουλφιδίου ενδομοριακά που τυχόν 

θα σταθεροποιούσε τη δομή του domain, είτε θα μεταλλασσόταν σε σερίνη, είτε θα 

περιοριζόταν η καρβοξυτελική “ουρά” κατά πέντε αμινοξέα ώστε αυτή να μην 

περιέχεται πλέον στο εκφραζόμενο πολυπεπτίδιο.

Συνολικά λοιπόν, και σε διάφορα χρονικά σημεία κατά τη διάρκεια αυτής της διατριβής, 11 

διαφορετικά τμήματα DNA που κωδικοποιούσαν και από μια εκδοχή του δεύτερου 

chromodomain της dMi-2 (Πιν.4.1) εισήχθησαν σε κάθε έναν από τους 3 προαναφερθέντες 

ρΕΤΜ φορείς συνιστώντας έτσι 33 πλασμιδιακές κατασκευές προκειμένου να καταστεί 

δυνατή η απομόνωση επαρκούς -ποιοτικά και ποσοτικά— δείγματος για την επίλυση της 

τριτοταγούς δομής του σε ατομική λεπτομέρεια. Επιπροσθέτως, σχεδιάστηκαν και 

κατασκευάστηκαν 6 πλασμίδια που θα διευκόλυναν την έκφραση και απομόνωση του πρώτου 

chromodomain της dMi-2 αλλά και της περιοχής που ορίζει και τα δύο μαζί με το ενδιάμεσο 

συνδετικό τμήμα (Πιν.4.1) προκειμένου να μελετηθεί η λειτουργία του c l αλλά και ο τρόπος 

με τον οποίο τα δύο συνεργάζονται -αν κάτι τέτοιο συμβαίνει.
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Ονομασία Μ ήκος MB (kDa) P1 Αλληλουχία
c2 70 8.19 4.97 GAMGKPEWLIVQRVINHRTARDGSTM

YLVKWRELPYDKSTWEEEGDDIQGLRQ
AIDYYQDLRAVCTSETT

KNG-c2 72 8.44 5.09 GAMEKNGVKPEWLIVQRVINHRTARD
GSTMYLVKWRELPYDKSTWEEEGDDIQ
GLRQAIDYYQDLRAVSTSE

ERF-C2 76 9.04 5.13 GAMEERFYKNGVKPEWLIVQRVINHRT
ARDGSTMYLVKWRELPYDKSTWEEEG
DDIQGLRQAIDYYQDLRAVSTSE

ERD-c2 76 8.96 4.81 GAMEERDDKNGVKPEWLIVQRViNHRT
ARDGSTMYLVKWRELPYDKSTWEEEG
DDIQGLRQAIDYYQDLRAVSTSE

EED-C2 76 8.93 4.37 GAME EEDDEDG VKPE WLIVQRVINHRT 
ARDGSTMYLVKWRELPYDKSTWEEEG

KNGs-c2 67 7.94 5.26 |G AME KNG VKPE WLI VQRVINHRTARD 
GSTMYLVKWRELPYDKSTWEEEGDDIQ 
GLRQ AID YY QDLRA

ERFs-c2 71 8.54 5.31 GAMEtERFYKNGVKPEWLIVQRVINHRT
ARDGSTMYLVKWRELPYDKSTWEEEG
DDIQGLRQAIDYYQDLRA

ERDs-c2 71 8.46 4.86 (g a m e |e r d d k n g v k p e w l iv q r v in h r t
ARDGSTMYLVKWRELPYDKSTWEEEG
DDIQGLRQAIDYYQDLRA

EEDs~c2 71 8.43 4.36 (g a m e Ie e d d e d g v k p e w l iv q r v in h r t
ARDGSTMYLVKWRELPYDKSTWEEEG
DDIQGLRQAIDYYQDLRA

VQRs-c2 56 6.65 5.15 |g a m ]v q r v in h r t a r d g s t m y l v k w r e
LPYDKSTWEEEGDDIQGLRQAIDYYQD
LRA

EWLs-c2 60 7.19 4.90 |g a m |e w l iv q r v in h r t a r d g s t m y l v
KWRELPYDKSTWEEEGDDIQGLRQAID
YYQDLRA

c l 75 9.01 9.52 GAM GKAEKIITWRWAQRSNDDGPSTSK
GSKNSNSRVREYFIKWHNMSYWHCEW
VPEVQLDVHHPLMIRSFQRKYD

cl+2s 182 21.87 6.67 |GAM|GKAEKIITWRWAQRSNDDGPSTSK
GSKNSNSRVREYFIKWHNMSYWHCEW
VPEVQLDVHHPLMIRSFQRKYDMEEPP
KFEESLDEADTRYKRIQRHKDKVGMKA
NDDAEVLEERFYKNGVKPEWLIVQRVI
NHRT ARDGSTMYLVK WRELPYDKSTW
EEEGDDIQGLRQAID YYQDLRA

'J

Πίνακας 4.1 Συγκεντρωτική παράθεση των πολυπεπτιδίων που κατασκευάστηκαν και απομονώθηκαν στην 
παρούσα μελέτη. Σε κίτρινο φόντο εμφανίζονται τα μεταλλαγμένα αμινοξέα εντός του domain, ενώ αυτά που 
εισάγονται από το φορέα κατά τη διαδικασία της κλωνοποίησης περιγράφονται.
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4.1.5 Έκφραση, απομόνωση και αρχικός χαρακτηρισμός του chromodomain c2

4.1.5.1.1 Απομόνωση c2 από His-GST-c2

Η πρώτη προσπάθεια να απομονωθεί το c2 χρησιμοποιώντας κάποια από τις νέες 

κατασκευές, ήταν ως συνεκφραζόμενο αμινοτελικά με ουρά έξι ιστιδινών και την πρωτεΐνη 

GST (αυτή η πλασμιδιακή κατασκευή έγινε από το Salvatore Adinolfi, NIMR -  Λονδίνο). Η 

χρήση αυτού του πλασμιδίου αποδείχθηκε ελάχιστα επωφελής γιατί, αντίθετα με τις 

προσδοκίες, το παραγόμενο πολυπεπτίδιο εμφάνιζε μικρότερη διαλυτότητα από αυτό που 

προοριζόταν να αντικαταστήσει. Μάλιστα, κατόπιν τρίωρης επαγωγής σε 37°C και λύσης των 

κυττάρων, το GST-c2 βρισκόταν σχεδόν εξ ολοκλήρου στα αδιάλυτα κυτταρικά υπολείμματα 

(Σχ.4.3Α). Παρόλα αυτά, δείγμα πρωτεΐνης πολύ ικανοποιητικής καθαρότητας κατέστη δυνατό 

να παρασκευαστεί έπειτα από επαγωγή δεκατεσσάρων ωρών σε 18°C (20-30% του GST-c2 

διαλυτό), απομόνωση του GST-c2 με χρήση χρωματογραφίας ιόντων νικελίου από το 

κυτταρόπλασμα, αποκοπή του c2 από το συνεκφραζόμενο GST χρησιμοποιώντας την

Σχήμα 4.3 (Α) Επαγωγή του GST-c2 σε 37°C για τρεις ώρες και (Β) σε 18°C για δεκατέσσερις 
και συνακόλουθος καθαρισμός. Διαδρομές: 1., 2. ίσος αριθμός βακτηρίων του στελέχους 
BL21(DE3) πριν και μετά την επαγωγή της έκφρασης με χρήση IPTG αντίστοιχα. 3. αδιάλυτα 
κυτταρικά υπολείμματα μετά τη λύση των βακτηρίων επαναδιαλυτοποιημένα σε ίσο όγκο με 
το προκύπτον κυτταροδιάλυμα. 4. βακτηριακό κυτταρόπλασμα. 5., 6. το ίδιο διάλυμα κατόπιν 
διέλευσης από στήλη ιόντων νικελίου μία και δύο φορές αντίστοιχα. 7., 8. εκπλύσεις της 
στήλης με 10 και 20mM ιμιδαζολίου αντίστοιχα. 9., 10., 11. τα 4° 10° και 16° μέρη της 
τμηματικής έκλουσης με 150mM ιμιδαζολίου. 12. το προκυπτον συνολικό διάλυμα έκλουσης 
κατόπιν σύνθεσης των μερών 10ου και εξής. 13., 14. το ίδιο διάλυμα κατόπιν προσθήκης της 
πρωτεάσης TEV σε αναλογία ενός μορίου για κάθε εκατό μόρια GST-c2 και πάροδο 12 ή 18 
ωρών αντίστοιχα. 15. το τελευταίο διάλυμα μετά από διέλευση από στήλη ιόντων νικελίου και 
αφού είχε προηγηθεί διαπίδυση προς απομάκρυνση του ιμιδαζολίου. 16., 17. 16 και 8 pgr 
αντίστοιχα του δείγματος της διαδρομής 15 συμπυκνωμένου σε συγκέντρωση 0.2mM ή 
1.6mgr/ml.
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πρωτεάση TEV, και τελικά καθαρισμό του c2 επιστρατεύοντας για δεύτερη φορά τη στήλη 

ιόντων νικελίου {Σχ.4.3Β). Η συμπεριφορά του δείγματος με την πάροδο του χρόνου ήταν... 

μακροσκοπικά σταθερή -δεν καθίζανε ορατά όπως πριν- σε συγκέντρωση έως 0.2mM 

(1.6mgr/ml). Υπολειπόταν σε συγκέντρωση κατά περίπου 2.5 φορές από το οριακά αποδεκτό 

για επίλυση δομής με NMR δείγμα και η απόδοση της διαδικασίας παρασκευής ήταν μικρή 

(lmgr από 1 Lt καλλιέργειας βακτηρίων). Ανησυχητικό παρέμενε το γεγονός της καταβύθισης 

των ορατών συσσωματωμάτων σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες των 0.2mM αλλά πλέον 

υπήρχε ένα δείγμα του πολυπεπτιδίου του οποίου ο αρχικός τουλάχιστον βιοφυσικός 

χαρακτηρισμός μπορούσε να υλοποιηθεί.

4.1.5.1.2 Φασματοσκοπικός έλεγχος της δομικής ακεραιότητας του c2

Μία από τις ανησυχίες που συνοδεύουν τη διαδικασία υπερέκφρασης μιας πρωτεΐνης είναι η 

πιθανή απουσία της δομικής της ακεραιότητας. Όταν μάλιστα πρόκειται για πρωτέϊνικό 

domain ή η προέλευση του βιομορίου δεν είναι βακτηριακή -όπως συμβαίνει συνήθως- το 

ενδεχόμενο απομόνωσης ενός αποδιατεταγμένου, μη λειτουργικού πολυπεπτιδίου δεν είναι 

απίθανο. Προτού λοιπόν επενδύσει κανείς επιπλέον χρόνο και πόρους είναι λογικό να 

τεκμηριώσει τη δομική ακεραιότητα του πολυπεπτιδίου που απομόνωσε. Σε κάποιες 

περιπτώσεις -όπως για παράδειγμα ένζυμων που καταλύουν κάποια οργανική αντίδραση- 

αυτό γίνεται έμμεσα, επιβεβαιώνοντας τη λειτουργικότητα του βιομορίου. Σε αυτή τη 

διατριβή πιστοποιήθηκε η δομική ακεραιότητα των χρησιμοποιούμενων πολυπεπτιδίων απ’ 

ευθείας με χρήση φασματοσκοπικών τεχνικών. Ο έλεγχος αυτός μάλιστα έγινε στη βάση 

τριών διαφορετικών προσεγγίσεων σύμφωνα με τις βασικές αρχές και το επίπεδο διακριτικής 

ικανότητας των χρησιμοποιούμενων τεχνικών. Έτσι, χρησιμοποιώντας φασματοσκοπία 

κυκλικού διχρωϊσμού1110', τεκμηριώθηκε η αναδίπλωση του μορίου σε επίπεδο 

δευτεροταγούς δομής, αλλά και η συνεισφορά σε αυτή -όπως άλλωστε αναμενόταν βάσει της 

υψηλής ομολογίας με chromodomain ήδη γνωστής δομής- και των δύο κύριων ειδών 

δευτεροταγούς δομής: της α- έλικας και της β- πτυχωτής επιφάνειας (Σχ.4.4Β). Η 

φασματοσκοπία φθορισμού, και πιο συγκεκριμένα η εκπομπή του ινδολικού δακτυλίου της 

πλευρικής ομάδας τρυπτοφανών, χρησιμοποιήθηκε προκειμένου να πιστοποιηθεί η ύπαρξη 

τριτοταγών αλληλεπιδράσεων στο άμεσο - “γειτονικό” περιβάλλον αυτών των καταλοίπων. 

Το μήκος κύματος στο οποίο η καμπύλη της εκπομπής εμφανίζει το μέγιστο είναι
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παράμετρος ενδεικτική του μέτρου της έκθεσης του ινδολικού δακτυλίου στο διαλύτη11091. Η 

υδροφοβικότητα τέτοιων ομάδων είναι, κατά θερμοδυναμική επιταγή, και ο λόγος για τον 

οποίο η εκτεθειμένη στο νερό επιφάνειά τους είναι συνήθως περιορισμένη κατά το μάλλον ή 

ήττον στις πρωτεΐνες. Με τον τρόπο αυτό ελαττώνεται η ενέργεια του συστήματος και 

σταθεροποιείται η τριτοταγής δομή του μορίου1104’1051. To c2 περιέχει τρία κατάλοιπα 

τρυπτοφάνης, ενώ η συμβολή των αντίστοιχων τριών καμπύλών εμφανίζει μέγιστο έντασης 

στα 342nm (Σχ.4.4Α), σαφής ένδειξη ότι κάποια ή κάποιες από τις τρεις πλευρικές αλυσίδες 

αυτών των καταλοίπων είναι μερικώς “θαμμένες”, γεγονός μη αναμενόμενο για πρωτεΐνη 

αποδιατεταγμένη. Θερμαίνοντας στους 70°C και ευνοώντας έτσι τη διατάραξη τριτοταγών 

και δευτεροταγών αλληλεπιδράσεων, το μέγιστο της έντασης του φθορισμού του c2

Σχήμα 4.4 Φασματοσκοπικός χαρακτηρισμός του c2 μετά την αποκοπή και το διαχωρισμό του από 
το GST. (Α) Φάσμα εκπομπής φθορισμού τρυπτοφανών κατόπιν διέγερσης στα 287nm στους 16 
(μαύρη γραμμή) και στους 70°C (κόκκινη γραμμή). (Β) Φάσμα κυκλικού διχρωϊσμού στους 15°C. 
(Γ) Μονοδιάστατο φάσμα NMR στους 10°C, σε φασματόμετρο 600ΜΗζ, σε ρΗ=8.
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μετακινείται στα 348nm.

Έχοντας λοιπόν κατοχυρώσει τη δομική ακεραιότητα του απομονωμένου 

πολυπεπτιδίου με τεχνικές “χαμηλής ευκρίνειας”, ο δρόμος είχε πια ανοίξει για την 

παρασκευή του πρώτου δείγματος που θα ελεγχόταν με NMR. Όπως προαναφέρθηκε, η 

συγκέντρωση που επετεύχθη απείχε από αυτή που απαιτείται για λήψη φασμάτων χρήσιμων 

για τον προσδιορισμό της τριτοταγούς δομής του βιομορίου σε ατομική λεπτομέρεια, όμως τα 

προκαταρκτικά φάσματα που ήταν δυνατό να καταγραφούν τη δεδομένη στιγμή οδήγησαν 

στην εξαγωγή συμπερασμάτων που συνέβαλαν στο χαρακτηρισμό της συμπεριφοράς του c2. 

Η καταγραφή του πρώτου κιόλας μονοδιάστατου (1D) φάσματος NMR μπορούσε να 

επιβεβαιώσει την αναδίπλωση του c2. Βασικό κριτήριο αποτέλεσε η εκτενής διασπορά των 

κορυφών του φάσματος (Σχ.4.4Γ). Τέτοια διασπορά προκύπτει από διαφορετικά 

μικροπεριβάλλοντα των πυρήνων που μπορούν να επαχθούν μόνο από την ύπαρξη 

συγκεκριμένης τριτοταγούς δομής.

4.1.5.1.3 Προσδιορισμός βέλτιστων βιοχημικών συνθηκών για την καταγραφή 
πολυδιάστατων φασμάτων NMR δειγμάτων c2
Προκειμένου να προσδιοριστούν οι βέλτιστες συνθήκες για την καταγραφή πολυδιάστατων 

φασμάτων NMR, καταγράφηκε η μεταβολή του φθορισμού για μια σειρά θερμικών 

αποδιατάξεων του c2 σε διαφορετικά ρυθμιστικά διαλύματα. Τόσο σταθερότερο 

θερμοδυναμικά είναι το πολυπεπτίδιο όσο περισσότερη ενέργεια απαιτείται ώστε να 

αποδιαταχθεί. Στη συγκεκριμένη μεθοδολογία η ενεργειακή στάθμη του συστήματος 

ανεβαίνει με εξωγενή προσθήκη θερμικής ενέργειας καθώς η θερμοκρασία αυξάνεται με 

σταθερό ρυθμό. Η σύσταση των ρυθμιστικών διαλυμάτων επιλέχθηκε με γνώμονα την 

καταλληλότητα τους σχετικά με τη φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού. 

Έτσι, και σύμφωνα με τους σχετικούς περιορισμούς που ήδη αναφέρθηκαν, εκτιμήθηκε ότι η 

ιονική ισχύς δεν θα έπρεπε να υπερβαίνει τα 200mM, ενώ αναφορικά με το pH, προτιμάται 

να ρυθμίζεται σε όξινα επίπεδα προκειμένου να περιορίζονται διαστάσεις πρωτονίων και 

συνεπακόλουθη απώλεια σημάτων. Στην πράξη, ουδέτερο pH με απόκλιση μισής μονάδας 

αποδεικνύεται λειτουργικό. Για το c2 δεν παρατηρήθηκε ισχυρή εξάρτηση της 

θερμοδυναμικής σταθερότητας από το pH για τιμές κοντά στο 7. Η επιλογή τιμής pH ίσης με 

το ισοηλεκτρικό του σημείο (5) θα ήταν εσφαλμένη όπως άλλωστε αναμενόταν, ενώ και για

- 7 0 -



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

τιμές pH χαμηλότερες από 5 η πρωτεΐνη αποδεικνύεται ασταθέστερη (Πιν.4.2χ. Αντίθετα η 

ιονική ισχύς αποδείχθηκε βαρύνουσας σημασίας παράμετρος για τη σταθερότητα του μορίου 

αυξάνοντας τη θερμοκρασία αποδιάταξης έως και κατά 5°C (Σχ.4.5-Πιν.4.2). Η χρήση Να+ ή 

Κ+ ως αντισταθμιστικό του χλωριόντος κατιόν δεν διαφοροποιούσε το αποτέλεσμα.

διαλύματα χαμηλής (μαύρα τετράγωνα) και υψηλότερης ιονικής ισχύος (κόκκινοι κύκλοι). Οι 
συνεχόμενες γραμμές αναπαριστούν τις θεωρητικές καμπύλες που περιγράφουν το φαινόμενο 

-της αποδιάταξης σε ένα στάδιο και συμφωνούν καλύτερα με τα πειραματικά δεδομένα.

Buffer c
(saM)

R&
Had
(saM)

“ S a l
< m

gcetaie
18

3 .7
5 37 .$ ± 0.0 0.10  ± 0.00

50 200 35.3  ±  0.4 0.08  ±  0.00
18 5.0 5 - 28-30
50 5.7 200 4 2 .0  ± 0.0 0.12  ±  0.00

18 6.5
5 37.6  ± 0.1 0.10  ± 0.00

185 4 1 .9  ± 0.0 0.10  ± 0.00
50 7.2 200 43 .6  ±  0.0 0.12  ±  0.00
18

8.0

5 40.4  ± 0.0 0.11  ± 0.00
20 227 44 .0  ± 0.0 0.13  ±  0.00

50
200 44 .9  ± 0.0 0.14  ± 0.00

200 43 .5  ±  0 .0* * 0.15  ±  0.00

50 8.0
50 40 .6  ± 0.1 0.09  ± 0.00
185 - 43-44

Πίνακας 4.2 Συγκεντρωτική παράθεση των ρυθμιστικών διαλυμάτων που χρησιμοποιήθηκαν 
προκειμένου να επιλεγούν οι καταλληλότερες συνθήκες ώστε να αυξηθεί η θερμοδυναμική 
σταθερότητα του e2 και οι τιμές που προέκυψαν για το σημείο τήξης και την κλίση της 
καμπύλης κατά την αποδιάταξη.

4.1.5.1.4 Αρχικές ενδείξεις ολιγομερισμού του c2

Ο σχηματισμός πολυμερών στο διάλυμα ενός βιομορίου δυσχεραίνει το έργο του 

φασματοσκόπου για τους λόγους που περιγράφηκαν (Κεφ 2). Ανάλογα δε, με το βαθμό του 

πολυμερισμού και το μέγεθος του μονομερούς, η φασματοσκοπία NMR μπορεί να ανάγεται

-7 1  -



σε ακατάλληλη μέθοδο για τον προσδιορισμό της δομής του εν λόγω μορίου. Πρακτικά και 

προκειμένου περί ενός πολυπεπτιδίου με σφαιρική κατά προσέγγιση συμμετρία του οποίου το 

μοριακό βάρος υπολείπεται κατά τι των lOkDa, το μεγαλύτερο ολιγομερές που μπορεί να 

μελετηθεί με τις παρούσες δυνατότητες NMR, είναι το διμερές ή ίσως το τριμερές. Η 

διαφορά της επένδυσης σε κόπο και χρόνο μάλιστα, για την επεξεργασία των φασμάτων 

μεταξύ των δύο αυτών βαθμών ολιγομερισμού είναι σημαντική. Ιδιαίτερα προβληματική για 

τη δυνατότητα μελέτης ενός τέτοιου συστήματος θα ήταν και η ύπαρξη περισσοτέρων του 

ενός είδους ολιγομερών σε δυναμική ισορροπία μεταξύ τους, μια και αυτό θα είχε ως 

αποτέλεσμα την παρατήρηση περισσοτέρων της μίας κορυφών για κάθε έναν από πολλούς 

πυρήνες, αυξάνοντας τις αλληλεπικαλύψεις και μειώνοντας περαιτέρω το λόγο σήματος προς 

θόρυβο (S/N).

Η βιομοριακή φασματοσκοπία NMR δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ακριβή 

μέτρηση του αριθμού των μορίων από τα οποία απαρτίζεται ένα πρωτεϊνικό ομοπολυμερές σε 

διάλυμα. Η συγκρατημένη ερμηνεία των φασμάτων όμως μπορεί να οδηγήσει σε ασφαλείς 

εκτιμήσεις. Στην περίπτωση του c2, από το μονοδιάστατο φάσμα 'Η-NMR, προέκυπταν 

ενδείξεις ότι τα παρατηρούμενα σήματα πιθανότατα δεν προέρχονταν από το μονομερές 

πολυπεπτίδιο των 8kDa, ούτε όμως και από ένα συσσωμάτωμα πολλών μορίων του 

chromodomain. Μάλιστα, το μεγαλύτερο των πιθανών ολιγομερών για το οποίο 

παρατηρούνταν σήματα θα έπρεπε να είναι μικρότερο από 30kDa βάσει της εικόνας του 

φάσματος.

Αν και εκτός προγραμματισμού, ο σχηματισμός ολιγομερούς από δύο ή τρία μόρια c2 

δεν ήταν από μόνος του απαγορευτικός για την επίλυση της τριτοταγούς δομής σε ατομική 

λεπτομέρεια. Μάλιστα, το πρώτο ετεροπυρηνικό φάσμα NMR lsN-HSQC (Heteroatom 

Single Quantum Coherence) του c2 σε συγκέντρωση 0.2mM ήταν πολύ ενθαρρυντικό 

(Σχ.4.6). Το φάσμα αυτό αποτελεί το “χάρτη” των αμιδικών και αμινικών πρωτονίων. Είναι η 

βάση πάνω στην οποία “χτίζονται” mo πολύπλοκα -και χρησιμότερα- τρισδιάστα φάσματα, 

ενώ η εξοικείωση που αποκτά τελικά με τη μορφή του ο φασματοσκόπος είναι τέτοια που το 

καθιστά τόσο χαρακτηριστικό για το μόριο όσο και το μοντέλο της τρισδιάστατης δομής. Η 

καλή διασπορά των συντεταγμένων των κορυφών (όπως και σε όλα τα φάσματα NMR), ο 

μικρός αριθμός αλληλεπικαλύψεων, και η εμφάνιση του αναμενόμενου αριθμού σημάτων
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(περίπου όσα και τα αμινοξέα) είναι επιθυμητά χαρακτηριστικά ενός 15N-HSQC φάσματος, 

ενδεικτικά ενός δείγματος στο οποίο μπορεί να επενδυθεί περισσότερος χρόνος.

Σχήμα 4.6 Ετεροπυρηνικό 15N-HSQC δείγματος c2 εμπλουτισμένου στο ισότοπο 15Ν συγκέντρωσης 
0.2mM στα 600ΜΗζ και σε ρυθμιστικό διάλυμα μονόξινου/ δισόξινου φωσφορικών αλάτων καλίου 
ρΗ:8.0 και 150mM NaCl.

4.1.5.1.5 Δραστική επίπτωση του ολιγομερισμού δειγμάτων c2 στην ικανότητα 
μαγνητικών συζεύξεων “μέσω δεσμών”- φασματοσκοπία TOCSY
Στη φασματοσκοπία NMR κανείς εκμεταλλεύεται τη μαγνητική σύζευξη πυρήνων είτε 

συνδεδεμένων ομοιοπολικά -απ’ ευθείας ή μέσω τρίτων- είτε γειτνιαζόντων σε απόσταση 

έως 5Α. Εξειδικευμένα πειράματα χρησιμοποιούνται ώστε να εξαχθούν δύο ειδών 

πληροφορίες: ποιοι πυρήνες συνδέονται μέσω δικτύου ομοιοπολικών δεσμών (πρακτικά έως 

πέντε) και ποιοι γειτνιάζουν στο χώρο χωρίς να είναι απαραίτητα “γραμμικά” γειτονικοί, 

δηλαδή κατά μήκος της αμινοξικής αλληλουχίας. Απολύτως απαραίτητοι για την επίλυση της 

τριτοταγούς δομής ενός βιομορίου είναι και οι δύο τύποι πληροφορίας για τη συντριπτική 

πλειοψηφία των πυρήνων. Η ποιότητα των φασμάτων και των δύο υποκατηγοριών 

επηρεάζεται αρνητικά από τη γρήγορη αποδιέγερση (μικρό Τ2), όπως ήδη εξηγήθηκε.
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Παρόλα αυτά, όσο περισσότεροι είναι οι πυρήνες που διαμεσολαβούν μέχρι την καταγραφή 

του σήματος, τόσο περισσότερος χρόνος απαιτείται, με αποτέλεσμα ακόμα και την ολική 

εξάλειψη του σήματος στην περίπτωση γρήγορα αποδιεγέρσιμων πυρήνων. Κατά την 

ανίχνευση των μαγνητικά συζευγμενών μέσω δεσμών πυρήνων, αντίθετα με τους 

συζευγμένους λόγω απόστασης, η υπεύθυνη για το σήμα παράμετρος -η μαγνήτιση 

(magnetization) -  μεταφέρεται από κάποιον αρχικό πυρήνα στους επόμενους ώσπου τελικά 

να αποσβεστεί. Ο αριθμός των δεσμών λοιπόν που θα καταφέρει να διανύσει (και άρα αυτός 

των πυρήνων που μπορούν να συσχετιστούν μεταξύ τους) εξαρτάται δραματικά από το χρόνο 

αποδιέγερσης Τ2 αυτών των πυρηνικών spin, και κατ’ επέκταση από το βαθμό πολυμερισμού 

του βιομορίου. Ο τελευταίος μάλιστα μπορεί να καθορίσει όχι μόνο αν θα μπορέσουν να 

συσχετιστούν από ομοπυρηνικό φάσμα πρωτονίου πυρήνες που τους χωρίζει απόσταση πέντε 

δεσμών (συνήθως το μέγιστο), αλλά ακόμα και αν θα υπάρχουν κορυφές πέραν αυτών της 

διαγώνιου.

Το ομοπυρηνικό πρωτονιακό δισδιάστατο φάσμα TOCSY (Total Correlation 

Spectroscopy) που θα ανίχνευε μαγνητικές συζεύξεις μέσω δεσμών για το c2, αποδείχθηκε 

εξαιρετικά φτωχό σε σήματα. Για κάποιους από τους πυρήνες που πιθανόν ανήκαν σε 

ευκίνητες περιοχές του μορίου (αμινο- καρβοξυ- τελικές ουρές, συνδετικές θηλιές) 

μπορούσαν να διακριθούν συζεύξεις μέσω τριών ή και πέντε δεσμών, αλλά για την 

πλειοψηφία -δεδομένης και της αναγκαστικά χαμηλής συγκέντρωσης του δείγματος- δεν 

μπορούσαν να ανιχνευθούν τέτοιες συζεύξεις. Με χρήση αυτών των σημάτων καθίσταται 

δυνατή η απόδοση {assignment) των κορυφών στους πυρήνες που χαρακτηρίζουν, ενώ η 

αδυναμία αντιστοίχησης συντεταγμένων σημάτων σε χημικές μετατοπίσεις πυρήνων 

μεταφράζεται τελικά και σε αδυναμία επίλυσης της δομής.

Με στόχο λοιπόν να βελτιωθεί η διαλυτότητα του πολυπεπτιδίου ώστε να καταστεί 

δυνατή η παρασκευή δείγματος μεγαλύτερης συγκέντρωσης, αλλά και να αρθεί αν αυτό ήταν 

δυνατό ο πολυμερισμός, το chromodomain εκφράστηκε χρησιμοποιώντας εναλλακτικές 

κατασκευές για τις οποίες έγινε ήδη λόγος {Ihv.4.1) και απομονώθηκε. Ο βαθμός 

πολυμερισμού —και άρα η καταλληλότητα του κάθε δείγματος όσο αφορά τη φασματοσκοπία 

NMR- θα εξαγόταν εμμέσως από το βαθμό διαλυτότητας και την ποιότητα των φασμάτων 

NMR (που είναι και το τελικό ζητούμενο), αλλά και αμέσως χρησιμοποιώντας εξειδικευμένες 

τεχνικές. Αποφασίστηκε δηλαδή να μελετηθεί απ’ ευθείας ο πολυμερισμός του c2 και να
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χαρακτηριστεί με χρήση τεχνικών που εστιάζουν στο μοριακό μέγεθος, όπως η 

χρωματογραφία μοριακής διήθησης (gel filtration chromatography) και η αναλυτική 

υπερφυγοκέντρηση. Εξάλλου και κατά περίπτωση, λήφθηκαν φωτογραφίες μέσω 

ηλεκτρονικού μικροσκοπίου προκειμένου να διερευνηθεί το επίπεδο οργάνωσης των 

πιθανών πολυμερών που θα προδιδόταν από το σχήμα όσων ήταν αρκετά μεγάλα ώστε να 

διακριθούν.

4.1.5.2.1 Έκφραση His-NusA-c2, His-MBP-c2 και απομόνωση c2

Οι πρώτες κατασκευές που δοκιμάστηκαν ήταν αυτές που διαφοροποιούνταν όχι ως προς το 

domain αυτό καθεαυτό, αλλά ως προς την αμινοτελικά συνεκφραζόμενη πρωτεΐνη. Η 

αντικατάσταση του GST από τις πρωτεΐνες ΜΒΡ ή NusA είχε άμεσο αντίκτυπο στη 

διαλυτότητα. Κατόπιν τρίωρης επαγωγής στους 37°C το 20% με 30%, κατ’ εκτίμηση, του 

συνολικά εκφραζόμενου ποσού NusA-c2 μπορούσε να βρεθεί στο διάλυμα μετά την 

κυτταρική λύση (Σχ.4.?Α,4-5) σε αντίθεση με την περίπτωση του GST-c2 όπου το αντίστοιχο 

ποσοστό ήταν μηδενικό ή ελάχιστο (Σχ.4.3Α,3-4). Είναι αξιοσημείωτο ότι το NusA-c2 

παρουσίαζε παρόμοια διαλυτότητα με το His-c2, την πρώτη δηλαδή κατασκευή που 

χρησιμοποιήθηκε σε αυτή τη διατριβή, παρατήρηση που εγείρει υπόνοιες σχετικά με τη 

συνεισφορά του GST στην τάση σχηματισμού σωματίων εγκλεισμού που εμφάνιζε το GST-

Α. ' ...^  ■-

Σχήμα 4.7 (Α) Έκφραση και διαλυτότητα των NusA-c2 και MBP-c2. Διαδρομές: 1. δείγμα καλλιέργειας 
BL21(DE3) πριν την επαγωγή με IPTG 2, 3. δείγμα αντίστοιχου αριθμού βακτηρίων με αυτόν της 
διαδρομής 1 φέροντα το πλασμίδιο για την έκφραση του NusA-c2 και του MBP-C2 αντίστοιχα, τρεις ώρες 
κατόπιν προσθήκης EPTG σε 37°C. 4, 5. επαναδιαλυμένο στερεό υπόλειμμα και κυτταρόπλασμα 
αντίστοιχα μετά τη λύση των κυττάρων στα οποία εκφράστηκε το NusA-c2,6, 7. αντίστοιχα δείγματα για 
το MBP-c2. (Β) Διαδοχική απομόνωση των MBP-c2 και c2. Διαδρομές: 1, 2. Δείγματα από το υλικό της 
διαδρομής 7 πριν και μετά το πέρασμά του από στήλη ιόντων νικελίου αντίστοιχα. 3, 4. δείγματα 
εκπλύσεων της στήλης με ρυθμιστικά διαλύματα που περιείχαν 10 και 30mM ιμιδαζολίου αντίστοιχα. 5, 
6, 7. δείγματα διαδοχικών εκλούσεων χρησιμοποιώντας 150mM ιμιδαζολίου. 8. Οι τμηματικές εκλούσεις 
MBP-c2 των διαδρομών 5 6 και 7 συμπτυγμένες και κατόπιν προσθήκης TEV. 9. Απομονωμένο c2 μετά 
το πέρασμα του υλικού της διαδρομής 8 από στήλη ιόντων νικελίου.
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c2. Η σημαντική αυτή βελτίωση της διαλυτότητας του αρχικού υλικού από το οποίο θα 

παρασκευαζόταν το δείγμα του c2, με ό,τι αυτό πιθανά συνεπάγεται για το βαθμό ή το 

ποσοστό πολυμερισμού του απομονωμένου chromodomain, ήταν πολύ ενθαρρυντική αλλά 

έμελλε να στερηθεί πρακτικής σημασίας. Ο λόγος ήταν η εντυπωσιακά καλύτερη “επίδοση” 

του MBP-c2 του οποίου το 70%-80% της βιοσυντιθέμενης ποσότητας μπορούσε να βρεθεί 

στο διάλυμα μετά τη λύση των κυττάρων (Σχ.4.7Λ,6-7). Το ποσό του c2 που μπορούσε πλέον 

να απομονωθεί ήταν 7-10mgr από κάθε λίτρο υγρής καλλιέργειας. Το δείγμα του 

chromodomain που προέκυψε από την απομόνωση του MBP-c2 ακολουθούμενη από την 

αποκοπή και το διαχωρισμό του ΜΒΡ (Σχ.4.7Β), κατέστη δυνατό να συμπυκνωθεί έως 1.1 mM 

αν και κατά τη διάρκεια της συμπύκνωσης σχηματίζονταν ορατά καθιζήματα, γεγονός όχι 

ασυνήθιστο πάντως για οποιαδήποτε παρασκευή c2.

4.1.5.2.2 Αρχικός χαρακτηρισμός δείγματος c2 που απομονώθηκε από His-MBP-c2 με 
χρήση φασματοσκοπίας NMR
Χωρίς αμφιβολία αυτό ήταν το περισσότερα υποσχόμενο δείγμα του c2 που είχε 

παρασκευαστεί μέχρι τότε και το μόνο που πληρούσε τη συνθήκη του επιθυμητού ύψους 

συγκέντρωσης για καταγραφή φασμάτων NMR. Όμως, ήδη από το μονοδιάστατο φάσμα ιΗ- 

NMR {Σχ.4.8), το δείγμα μπορούσε να χαρακτηριστεί ακατάλληλο για περαιτέρω δομικό 

χαρακτηρισμό. Η πρωτεΐνη διατηρούσε τη δομή της όπως φανέρωνε η ύπαρξη της κορυφής 

στα -0.7ppm (πιθανότατα κάποιο μεθύλιο μετατοπισμένου συντονισμού λόγω του σχετικού 

προσανατολισμού του με κάποιο κοντινό αρωματικό δακτύλιο) και του “ωμίσκου” κοντά στα 

9ppm (συντονισμοί αμιδικών πρωτονίων όπως φαίνεται από το 15N-HSQC), όμως η ποιότητα 

του φάσματος είχε σημαντικά υποβαθμιστεί. Αν και πέντε φορές πυκνότερο σε σχέση με 

προηγούμενα δείγματα NMR, ο λόγος του σήματος προς το θόρυβο είχε μειωθεί, ενώ το 

εύρος των κορυφών της πρωτεΐνης είχε αυξηθεί (Σχ.4.4Γ -  Σχ.4.8). Γινόταν κατανοητό λοιπόν 

πως η ισορροπία των πληθυσμών των όποιων πολυμερών σχηματίζονταν από το c2 στο 

διάλυμα είχε μετατοπιστεί ευνοώντας το σχηματισμό μεγαλύτερων σωματιδίων. To c2 είχε 

“μεγαλώσει” με όρους NMR. Ενδεχομένως η συγκέντρωση της τάξης του ImM να ήταν 

υπερβολικά φιλόδοξη, ή η συνέκφραση με το ΜΒΡ να είχε ως αποτέλεσμα τη διατήρηση εν 

διαλύσει ογκωδών πολυμερών που με τη χρήση του GST καθίζαναν απαλλάσσοντας έτσι το 

δείγμα από αυτούς τους πληθυσμούς.
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1Η ppm
Σχήμα 4.8 Μονοδιάστατο φάσμα του c2 όπως προέκυψε κατόπιν αποκοπής του συνεκφρασμένου 
ΜΒΡ με χρήση της πρωτεάσης TEV. Το φάσμα λήφθηκε στους 17°C, σε φασματόμετρο 500ΜΗζ 
σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων του καλίου ρΗ=8 και 150mM NaCl.

4.1,5,2.3 Εκτίμηση ταυ βαθμού ολίγο μερισμού του c2 με χρήση χρωματογραφίας 

μοριακής διήθησης- εξάρτηση από τη συγκέντρωση

Η χρωματογραφία μοριακής διήθησης αποκάλυψε, πράγματι, εξάρτηση του προφίλ του c2 

από τη συγκέντρωση (Σχ.4.9). Σε χαμηλές συγκεντρώσεις μπορούσαν να διακριθούν 

τουλάχιστο τρεις υποπληθυσμοί, με τη σχετική ένταση των κορυφών που τους 

αντιπροσώπευαν να μεταβάλλεται και παράλληλα να εμφανίζονται νέες κορυφές 

χαρακτηριστικές μεγαλύτερων πολυμερών κατόπιν συμπύκνωσης του δείγματος σε “επίπεδα 

NMR”. Η κατασκευή καμπύλης συσχετισμού του όγκου κατακράτησης (retention volume 

Vr) με το μοριακό βάρος προτύπων πρωτεϊνών επέτρεψε την εκτίμηση του μεγέθους των 

ολιγομερών του c2 που αντιστοιχούσαν στις τρεις κορυφές. Σύμφωνα με τους υπολογισμούς 

λοιπόν οι τρεις υποπληθυσμοί ήταν βαρύτεροι του μονομερούς κατά 1.9, 3.6 και 5.5 φορές. 

Με άλλα λόγια η πρώτη κορυφή συσχετιζόταν καλά με το διμερές, ενώ στο εμβαδόν κάτω 

από τη δεύτερη και την τρίτη συνεισέφεραν πιθανά ολιγομερή από το τριμερές έως το
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εξαμερές. Ο αρχικός ώμος που παρατηρείται, ίσως να οφείλεται και σε ελαφρώς μεγαλύτερα 

ολιγομερή. Για μια τεχνική που μπορεί να διαχωρίζει βιομόρια βάσει διαφορών στον όγκο και 

τη συμμετρία (μέγεθος και σχήμα), οι εκτιμήσεις των μοριακών βαρών των ολιγομερών 

κρίνονται ποιοτικά καλές αν και απέχουν κατά τι από το ακριβές υπολογιζόμενο μοριακό 

βάρος των επιμέρους ολιγομερών. Εξάλλου είναι σε συμφωνία με τη “γενική εικόνα” του 

μορίου και εξηγούν την ποιότητα των φασμάτων NMR. Το μέγεθος των μεγαλύτερων 

πολυμερών που εμφανίζονται ως συνέπεια της αύξησης της συγκέντρωσης δεν μπορεί να 

εκτιμηθεί μιας και πέφτει έξω από τα όρια των μοριακών βαρών της πρότυπης καμπύλης. 

Αυτό που μπορεί να εξαχθεί πάντως είναι ότι είναι μεγαλύτερα από 67kDa (το βαρύτερο 

βιομόριο που συμμετέχει στην καμπύλη εκλούεται αργότερα), δηλαδή μεγαλύτερα του 

οκταμερούς c2, ενώ υπάρχουν και πολυμερή που δεν διαχωρίζονται από τη στήλη 

(εκλούονται στο νεκρό όγκο Vo) μιας και όπως φαίνεται είναι μεγαλύτερα από το όριο 

αποκλεισμού {exclusion limit) 1.3MDa. Ο κύριος “τροφοδότης” της μάζας τους φαίνεται να 

είναι το υποθετικό τετραμερές/ πενταμερές μιας και η κορυφή του δείχνει να μειώνεται προς 

όφελος των μεγαλύτερων σωματιδίων με αύξηση της συγκέντρωσης.

Σχήμα 4.9 Διαχωρισμός των πολυμερών c2 με χρήση χρωματογραφίας μοριακής διήθησης. 
Μαύρη γραμμή: c2 σε συγκέντρωση 40μΜ, κόκκινη: c2 σε συγκέντρωση 40μΜ κατόπιν 
αραίωσης IQrain πριν την ένεση στη στήλη από συμπυκνωμένο διάλυμα 500μΜ, μπλε: δείγμα 
του ρυθμιστικού διαλύματος που κρατήθηκε κατά τη συμπύκνωση του c2. Χρησιμοποιήθηκε 
στήλη Superdex 200 της Amersham. Η διαδικασία έλαβε χώρα σε θερμοκρασία δωματίου, 
ταχύτητα 0.5ml/min, σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών συγκέντρωσης 20mM, NaCl 
150mM, NaN3 1.5mM, 2mM β-ΜΕ και η απορρόφηση μετρήθηκε σε μήκος κύματος 280nm.
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4.1.5.3 Διερεύνηση της διάταξης πολυμερών c2- ηλεκτρονική μικροσκοπία

Με τη βοήθεια του ηλεκτρονικού μικροσκοπίου (Lesley Calder- NIM R-Λονδίνο) λήφθηκαν 

φωτογραφίες δείγματος c2 στις οποίες τα μεγαλύτερα πολυμερή είναι εμφανή (Σχ.4.10). Στις 

φωτογραφίες δεν παρατηρείται ο σχηματισμός κάποιας αυστηρά διατεταγμένης 

υπερμοριακής δομής. Μάλιστα, η ύπαρξη του συμπλόκου GroEL/ES στο δείγμα -αρκετά 

μεγάλο ώστε να μπορεί να διακριθεί- ενισχύει την ιδέα της μη ειδικής συσσωμάτωσης του 

chromodomain.

Και ενώ αυτή η ανάλυση έδινε απαντήσεις σχετικά με την τάση προς πολυμερισμό 

που εμφάνιζε το c2 εξηγώντας την βιοχημική αλλά και βιοφυσική του συμπεριφορά, το 

γεγονός της απουσίας κατάλληλου για δομική δουλειά δείγματος του chromodomain 

παρέμενε. Προς αναζήτηση ενός τέτοιου δείγματος λοιπόν, το ενδιαφέρον μετατοπίστηκε 

προς την κατεύθυνση του μαζικότερου χαρακτηρισμού και άλλων κατασκευών του c2 , κάτι 

που -σ ε  κάποιο βαθμό- συνέβαινε ήδη.

Σ χήμ α  4.10 Φωτογραφία δείγματος c2 μέσω ηλεκτρονικού μικροσκοπίου. Σε κόκκινο πλαίσιο σύμπλοκα 
GroEL/ES που συναπομονώθηκαν, γεγονός ενδεικτικό της ύπαρξης πρώιμων συσωματομάτων c2 στο 
βακτηριακό κυτταρόπλασμα. Στην ένθετη φωτογραφία ο χαρακτηριστικός επταμελής δακτύλιος σε μεγέθυνση 
και αριστερά η κρυσταλλική δομή του συμπλόκου-σαπεοόντκ πηηΓ mWirni™



4.1.5.4 Απομόνωση και χαρακτηρισμός ολιγομερών εναλλακτικών κατασκευών c2

4.1.5.4.1 Χρωματογραφία μοριακής διήθησης
Μια σειρά από ελαφρώς διαφοροποιημένα ως προς την αμινοξική αλληλουχία c2 

chromodomain εκφράστηκαν ομοιοπολικά συνδεδεμένα στο ΜΒΡ και απομονώθηκαν 

(Σχ.4.11). Οι αποδόσεις των διαδικασιών έκφρασης και καθαρισμού ήταν παρεμφερείς, της 

τάξης των 7-10mgr chromodomain για κάθε λίτρο υγρής καλλιέργειας LB. Εξαίρεση 

αποτελεί η περίπτωση της απομόνωσης του EED-c2 η απόδοση της οποίας ήταν ελαφρά 

υψηλότερη. Η συμπύκνωση σε συγκεντρώσεις έως 0.6mM απεδείχθη επιτεύξιμη για όλα τα 

δείγματα που δοκιμάστηκαν. Η ανάλυση των χρωματογραφημάτων μοριακής διήθησης έδειξε 

ότι αντίθετα με το c2, τα KNG-c2, ERF-c2, ERD-c2 και EED-c2 σχηματίζουν, σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις (40μΜ), έναν μόνο τύπο ολιγομερούς (Σχ.4.ΐ2Α). Μάλιστα, κατόπιν 

συμπύκνωσης σε συγκεντρώσεις κατά 2.5 ή 3 φορές υψηλότερες από τη μεγίστη επιτευξιμη 

για το c2, δεν παρατηρείται ο αντίστοιχος σχηματισμός ογκωδών πολυμερών. Ο

q l O
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ι 7 % λ  ς a  7 « ο in ιι η
Σχήμα 4.11 Έκφραση του MBP-EED-C2 και απομόνωση του EED-c2 με χρήση 
της πρωτεάσης TEV. Διαδρομές: 1, 2. δείγμα βακτηρίων πριν και μετά την 
επαγωγή με IPTG για τρεις ώρες στους 37°C. 3, 4. επαναδιαλυμένο στερεό 
υπόλειμμα και κυτταροδιάλυμα αντίστοιχα, μετά τη λύση των βακτηρίων. 5. τα 
πρωτεΐνικά συστατικά του δείγματος της διαδρομής 4 που δεν συγκρατήθηκαν σε 
στήλη σφαιριδίων συγγένειας νικελίου. 6, 7, 8. τρεις διαδοχικές εκπλύσεις της 
στήλης με διαλύματα ιμιδαζολίου συγκέντρωσης 10, 30 και 50mM αντίστοιχα. 9. 
έκλουση της στήλης με διάλυμα ιμιδαζολίου συγκέντρωσης 150mM. 10. το δείγμα 
της διαδρομής 9 μετά από ολονύκτια επώαση με TEV. 11. EED-C2 συμπυκνωμένο 
σε συγκέντρωση 0.65mM. 12. διάλυμα πρωτεϊνών-δεικιών μοριακού βάρους.
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υπερδεκαπλασιασμός της συγκέντρωσης των δειγμάτων ευνοεί τη σταθεροποίηση 

ολιγομερών υψηλότερης τάξης, διαδικασία αναστρέψιμη κατά το μάλλον ή ήττον για τα νέα 

πολυπεπτίδια (Σχ.4.12Β) τηρουμένων δύο συνθηκών: ί) αποφυγή μακροχρόνιας φύλαξης σε 

υψηλές συγκεντρώσεις, και ii) διατήρηση της ιονικής ισχύος.

Ο προσδιορισμός των μεγεθών των ολιγομερών με σύγκριση των χρόνων κατακράτησης των 

πολυπεπτιδίων c2 και αυτών των προτύπων πρωτεϊνών - δεικτών, δεν οδήγησε σε εξίσου 

ξεκάθαρα συμπεράσματα. Τα εκτιμώμενα μοριακά βάρη εμφάνιζαν μη συστηματικές 

αποκλίσεις από τα κοντινότερα ακέραια πολλαπλάσια του μοριακού βάρους του μονομερούς 

(Ώτν.4.3). Τέτοιες αποκλίσεις είναι εν πολλοίς αναμενόμενες λόγω της ίδιας της “φύσης” της 

τεχνικής και των βασικών αρχών στις οποίες στηρίζεται, όπως της εξάρτησης του 

διαχωρισμού βάσει του σχήματος και του όγκου και όχι της μάζας, αλλά και της σύγκρισης 

με πρότυπα (calibration) που δεν είναι κατ’ ανάγκη απόλυτα σφαιρικά ούτε επιδεικνύουν 

ανάλογο βαθμό ενυδάτωσης.

A

Σχήμα 4.12 (Α) Διαχωρισμός των πολυμερών κάποιων 
κατασκευών του chromodomain c2 σε συγκέντρωση 
40μΜ με χρήση χρωματογραφίας μοριακής διήθησης.
(Β) Σύγκριση του μείγματος ολιγομερών για τρία από τα 
παραπάνω πολυπεπτίδια ανά ζεύγη δειγμάτων: ένα σε 
υψηλή συγκέντρωση -χρήσιμη για δείγμα NMR- και 
ένα σε χαμηλή (40μΜ) προκύπτον με αραίωση του Ίο  
πρώτου. Χρησιμοποιήθηκε στήλη Superdex 200 της ^  
Amersham. Η διαδικασία έλαβε χώρα σε θερμοκρασία ^  
δωματίου, ταχύτητα 0.5ml/min, σε ρυθμιστικό διάλυμα 
φωσφορικών συγκέντρωσης 20mM, NaCl 150mM,
NaN3 1.5mM, και στην περίπτωση του c2 2mM β-ΜΕ.
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4.1.5.4.2 Αναλυτική υπερφυγοκέντρηση

4.1.5.4.2.1 Ισορροπία φυγοκέντρου- άνωσης- τριβής
Σε μια προσπάθεια βελτίωσης της εκτίμησης του βαθμού πολυμερισμού των πολυπεπτιδίων 

c2 χρησιμοποιήθηκαν δύο παραλλαγές της τεχνικής της αναλυτικής υπερφυγοκέντρησης. Η 

πρώτη παραλλαγή στηρίζεται στη φασματοσκοπική ανάλυση της ισορροπίας δυνάμεων 

(φυγοκέντρου, άνωσης και τριβής) που ασκούνται στο μόριο κατά την υπερφυγοκέντρηση. 

Για τον υπολογισμό του μοριακού βάρους δεν απαιτείται καμπύλη προτύπων όπως συμβαίνει 

με τη χρωματογραφία μοριακής διήθησης, ωστόσο και σε αυτή την τεχνική ο όγκος και το 

σχήμα χαρακτηρίζουν τη συμπεριφορά των βιομορίων και όχι απλά το μοριακό τους βάρος.

d

Σχήμα 4.13 Κατανομή του c2 στον άξονα της γραμμικής κίνησης κατά την 
ισορροπία φυγοκέντρου -  άνωσης -  τριβής {sedimentation equilibrium). Η 
απορρόφηση μετρήθηκε στα 280nm μετά από φυγοκέντριση στις 35000η)ΐη 
για 41 ώρες σε 20°C σε Beckman Optima XL-A.

Τα μοριακά βάρη που υπολογίστηκαν για τα πολυπεπτίδια c2 με αυτή την τεχνική 

(Σχ.4.13) και υποθέτοντας ότι στα διαλύματά τους μπορεί να βρεθεί ένα μόνο είδος 

σωματιδίου (μονομερές, ολιγομερές, ή πολυμερές) (Πιν.4.4), απείχαν από το κοντινότερο 

ακέραιο πολλαπλάσιο του μοριακού βάρους του μονομερούς όπως συνέβαινε και με τα 

υπολογισθέντα από τα χρωματογραφήματα μοριακής διήθησης (Πιν.4.3). Παρόλα αυτά δεν 

υπήρχε σύγκλιση στις εκτιμήσεις του βαθμού πολυμερισμού που μπορούσαν να γίνουν βάσει
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της ανάλυσης των δεδομένων από τις δύο τεχνικές. Έτσι, σύμφωνα με τη χρωματογραφία 

μοριακής διήθησης, σε χαμηλές συγκεντρώσεις, τα KNG-c2, ERF-c2, ERD-c2, και EED-c2 

δεν επιδείκνυαν τον ίδιο βαθμό πολυμερισμού. Το αντίθετο μπορεί κανείς να ισχυριστεί 

αναλύοντας τα πειραματικά δεδομένα των υπερφυγοκεντρήσεων, τα οποία υποδεικνύουν μια 

σχετικά μικρή συστηματική απόκλιση από το μοριακό βάρος του εκάστοτε μονομερούς. Η 

χρωματογραφία μοριακής διήθησης μπορούσε να συνηγορήσει υπέρ της ύπαρξης του 

μονομερούς μόνο στην περίπτωση του KNG-c2. Αν και όχι στα υπολογιζόμενα μεγέθη, 

συμφωνία πάντως μεταξύ των δύο τεχνικών υπάρχει στην περίπτωση του c2, το οποίο δείχνει 

“συνολικά μεγαλύτερο” από τα υπόλοιπα πολυπεπτίδια.

Concentration c2 KNG-C2 ERF-C2 ERD-c2 EED-c2
Low (40μΜ) 15.249 (1.9x) 

29.789 (3.6x) 
45.001 (5.5x)

6.525 (0.8x) 17.934 (2.0x) 19.947 (2.2x) 27.776 (3.1x)

High (0.5- 0.65mM) - 15.697 (1.9-x) 
56.633 (6.7x)

17.950 (2.0x) 
57.975 (6.4x)

- 29.342 (3.3x) 
72.068 (8.1x)

Πίνακας 4.3 Μοριακά βάρη (σε kDa) των διαφόρων ολιγομερών που σχηματίζουν πολυπεπτίδια 
του e2 ehromodomain σε διάλυμα, όπως- εκτιμώνται από χρωματογραφήματα μοριακής διήθησης.

Concentration c2 I KNG-c2 ERF-c2 ERD-C2 EED-c2
Low (40μΜ) 13.88 (1.7x)l 11.17 (1.3x) 11.29 (1.2x) 10.80 (1.2x) 10.97 (1.2x)

Πίνακας 4.4 Μοριακά βάρη (σε kDa) των διαφόρων ολιγομερών που σχηματίζουν πολυπεπτίδια 
του c2 ehromodomain σε διάλυμα, όπως εκτιμώνται με χρήση αναλυτικής υπερφυγοκέντρησης.

4.1.5.4.2.2 Ταχύτητα καταβύθισης
Καταφεύγοντας σε μια διαφορετική ανάλυση, η τεχνική της αναλυτικής υπερφυγοκέντρισης, 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί όχι για τον προσδιορισμό του μοριακού βάρους ενός σωματιδίου, 

αλλά για αυτόν της κατανομής των διαφόρων ολιγομερών ενός βιομορίου ανάλογα με το 

μοριακό τους βάρος σε διάλυμα. Αυτή η παραλλαγή της τεχνικής ονομάζεται ταχύτητα 
καταβύθισης (sedim entation  velocity) και δεν θεωρείται το ίδιο ακριβής, αλλά προσφέρει 

επιπλέον πληροφορία στις περιπτώσεις ανομοιογενών δειγμάτων όπως φαίνεται να είναι αυτή 

του ehromodomain c2. Η ανάλυση στηρίζεται στην καταγραφή του προφίλ της απορρόφησης 

σε σχέση με την απόσταση επί της ακτίνας περιστροφής, όχι όμως μετά την επίτευξη 

ισορροπίας, αλλά κατά τη διάρκεια της βύθισης των διαλυτών σωματιδίων προς το εξωτερικό 

μέρος της κυψελίδας κατά την υπερφυγοκέντρηση (Σχ.4.14).

Τα γραφήματα που προκύπτουν από την ανάλυση της ταχύτητας καταβύθισης για 

κάποια από τα πολυπεπτίδια c2 {Σχ.4.15) αποκαλύπτουν περισσότερα του ενός είδους
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Σχήμα 4.14 Μετακίνηση και παράλληλη διεύρυνση ως προς την απόσταση από τον 
άξονα περιστροφής, του ορίου μεταξύ του διαλύτη και του διαλύματος κατά την 
βύθιση βιομορίου προς τον πάτο της κυψελίδας εξ’ αιτίας της φυγοκέντρου δύναμης.
Η θέση του ορίου σημειώνεται με σταυρό1501.

σωματίδια ανά πολυπεπτίδιο. Με την εξαίρεση του c2, για το οποίο η κύρια κορυφή 

επικεντρώνεται στα 10.5kDa αλλά είναι πολύ ευρεία για να οφείλεται σε έναν μόνο τύπο

c2 σε συγκέντρωση 40μΜ βάσει της διαφορετικής ταχύτητας καταβύθισης 
{sedimentation velocity) στους 20°C. Τα μοριακά βάρη που αντιστοιχούν στα 
μέγιστα των κορυφών αναγράφονται εντός παρενθέσεων.
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ολιγομερούς, το κύριο είδος σωματιδίου για τα υπόλοιπα πολυπεπτίδια σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις (40μΜ) δείχνει να είναι το μονομερές. Στα ίδια δείγματα ανιχνεύεται με καλή 

αριθμητική αντιστοιχία πληθυσμός κάποιου μικρού ολιγομερούς (πενταμερές για το KNG-c2, 

τετραμερές για το EED-c2). Τα ευρήματα αυτά είναι σε καλή ποιοτική συμφωνία με τα 

πρακύπτοντα από τη χρωματογραφία μοριακής διήθησης, όσον αφορά την ύπαρξη 

πληθυσμών με διαφορετικό βαθμό πολυμερισμού, αν κανείς σκεφτεί και το ρόλο που 

ενδέχεται να παίζουν στην κινητικότητα οι μη δομημένες και κατά περίπτωση φορτισμένες 

ουρές των κατασκευασμένων πολυπεπτιδίων. Οι ποσοτικές εκτιμήσεις αναφορικά με το 

βαθμό πολυμερισμού όμως δεν συμπίπτουν απολύτως.

4.1.5.4.3 Φασματοσκοπία NMR

Η ύπαρξη σημαντικού πληθυσμού κάποιου από τα πολυπεπτίδια σε μονομερή μορφή δεν 

φαίνεται πιθανή από την εικόνα των φασμάτων NMR (Σχ.4.16). Όμως, η συνολική εικόνα των 

φασμάτων NMR ήταν εν μέρει αναντίστοιχη και με τα συμπεράσματα που προέκυψαν από τη 

μοριακή διήθηση. Και αυτό γιατί τα φάσματα των τεσσάρων πολυπεπτιδίων c2 (KNG-c2, 

ERF-c2, ERD-c2, EED-c2) δεν εμφάνιζαν σημαντικές ποιοτικές διαφορές που θα μπορούσαν 

να αποδοθούν σε διαφορετικό βαθμό πολυμερισμού, αλλά μάλλον επιμέρους, εξ’ αιτίας 

αποκλίσεων παραμέτρων κατά την καταγραφή των φασμάτων ή την παρασκευή των 

τεσσάρων δειγμάτων (π.χ: συγκέντρωση).
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Σχήμα 4.16 (Α) Μονοδιάστατα και (Β) δισδιάστατα ομοπυρηνικά TOCSY φάσματα NMR 
πολυπεπτιδίων του chromodomain c2 στους 17°C σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 
αλάτων καλίου ρΗ=7, l50mM N ad , 0,01%NaN3. Για τη λήψη των φασμάτων των KNG-c2, 
ERF-c2 και EED-c2 χρησιμοποιήθηκε φασματόμετρο 600ΜΗζ και mixing time 90msec, 
ενώ για του ERD-c2 500ΜΗζ και 80msec. Οι συγκεντρώσεις των διαλυμάτων είχαν ως 
εξής: [KNG-c2]=0.54mM, [ERF-c2]=0.47mM, [ERD-c2]=0.40mM, [EED-c2]=0.61mM
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4.1.5.5 Αντίκτυπος της συγκέντρωσης δειγμάτων chromodomain c2 στο βαθμό 
πολυμερισμού- συμπεράσματα
Όπως ήδη αναφέρθηκε, η συγκέντρωση των δειγμάτων του c2 chromodomain είναι 

καθοριστικός παράγοντας για το σχηματισμό πολυμερών. Έτσι, η εξήγηση για τις 

διαφοροποιήσεις στις εκτιμήσεις του βαθμού πολυμερισμού του c2 ανάλογα με την 

χρησιμοποιούμενη τεχνική προέκυψε από ένα πείραμα ταχύτητας καταβύθισης στην 

αναλυτική υπερφυγόκεντρο σε δείγμα EED-c2 συγκέντρωσης της τάξης δείγματος NMR 

(Σχ.4.17). Στη συγκέντρωση αυτή δεν ανιχνεύεται πλέον μονομερές, ενώ η αποκατασταθείσα 

ισορροπία αναδεικνύει το διμερές ως το μικρότερο ανιχνευόμενο ολιγομερές, εύρημα 

απόλυτα σύμφωνο με τα δεδομένα της φασματοσκοπίας NMR. Ο διμερισμός του EED-c2 

είναι αναστρέψιμος με την αραίωση του δείγματος κατά 15 φορές, γεγονός ελάχιστης 

πρακτικής σημασίας αναφορικά με τη φασματοσκοπία NMR.

Σχήμα 4.17 Διαχωρισμός των ολιγομερών του EED-c2 σε συγκεντρώσεις 0.6mM (κυανή 
γραμμή) και 40μΜ κατόπιν αραίωσης από 0.6mM (πορτοκαλί γραμμή), βάσει της 
διαφορετικής ταχύτητας καταβύθισης (sedimentation velocity) στους 20°C. Τα μοριακά 
βάρη που αντιστοιχούν στα μέγιστα των κορυφών αναγράφονται εντός παρενθέσεων.

Συνοπτικά, η παρασκευή αποκλειστικά μονομερούς μορφής του c2 δεν κατέστη 

εφικτή με μεταβολή των παραμέτρων παρασκευής του δείγματος ή καταφεύγοντας στη 

βιοτεχνολογία προκειμένου να διαφοροποιηθεί το προς μελέτη πολυπεπτίδιο. Παρόλα αυτά 

κατέστη δυνατή η παρασκευή δείγματος με τη διμερή μορφή να συνεισφέρει στα φάσματα 

NMR. Αν και μη ιδεατή περίπτωση, ο σχηματισμός διμερούς για πολυπεπτίδιο του μοριακού
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βάρους του c2 δεν καθίσταται απαγορευτικός για την επίλυση της τριτοταγσός δομής σε 

ατομική λεπτομέρεια με χρήση φασματοσκοπίας NMR.

Προκειμένου να καταγραφούν τα απαιτούμενα και πιο σύνθετα φάσματα, έπρεπε να 

επιλεγεί μία από τις διαθέσιμες πολυπεπτιδικές εκδοχές του c2 chromodomain. Η ανάλυση 

που προηγήθηκε προσδιορίζει με σαφήνεια το c2 ως το λιγότερο κατάλληλο πολυπεπτίδιο, 

αλλά μεταξύ των KNG-c2, ERF-c2, ERD-c2 και EED-c2 δεν καταδεικνύει σημαντική 

διαφοροποίηση. Έτσι η επιλογή έγινε βάσει της συνολικής βιοχημικής και φασματοσκοπικής 

εικόνας των βιομορίων εστιάζοντας στις όποιες επιμέρους διαφορές μεταξύ τους. Με αυτό το 

σκεπτικό επελέγη το EED-c2 λόγω

i) υψηλότερης απόδοσης κατά την παρασκευή δειγμάτων NMR

ii) οριακά υψηλότερης διαλυτότητας (πυκνότερα δείγματα εφικτά χωρίς να παρατηρείται 

καθίζηση)

iii) και -πιθανότατα εξ αιτίας των δύο προαναφερθέντων συγκριτικών πλεονεκτημάτων- 

πλουσιότερων σε σήματα φασμάτων TOCSY.
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4.2 Πειραματική στρατηγική για τον υπολογισμό της τριτοταγούς του EED-c2- 

Παρουσίαση και επεξήγηση φασμάτων NMR- Ανάλυση των επιλυμένων δομών

4.2.1 Επιλογή παρουσιαζόμενων φασμάτων

Τα φάσματα NMR μπορούν να κατηγοριοποιηθούν ποικιλοτρόπως. Το κριτήριο της 

ομαδοποίησης μπορεί να είναι ο αριθμός των συσχετιζόμενων πυρήνων (μονο- δισ- τρισ- 

τετρα- διάστατα φάσματα) ή η καταγραφή μαγνητικών συσχετισμών μεταξύ ενός ή 

περισσοτέρων ειδών πυρήνων (ομοπυρηνικά, ετεροπυρηνικά φάσματα). Η παρούσα εισαγωγή 

επικεντρώνεται στην περιγραφή των φασμάτων που καταγράφηκαν και αναλύθηκαν 

προκειμένου να γίνει ο αρχικός χαρακτηρισμός και να επιλυθεί η δομή του chromodomain c2, 

με έμφαση στο είδος της πληροφορίας που μπορεί να αντληθεί από το καθένα και όχι στον 

τρόπο με τον οποίο αυτό επιτυγχάνεται.

4.2.2 Πιστοποίηση αναδίπλωσης με NMR

Η καλή διασπορά των σημάτων NMR στους άξονες των φασμάτων αποτελεί -όπως ήδη 

σχολιάστηκε- στοιχείο ενδεικτικό αναδίπλωσης και το αντίστροφο. Όντας χαρακτηριστικός 

για το ίδιο το βιομόριο, ο βαθμός διασποράς είναι ανεξάρτητος του τόπου του φάσματος που 

καταγράφεται και άρα σταθερός από το απλούστερο μονοδιάστατο έως τους “κύβους”. Η

Σχήμα 4.18 Μονοδιάστατο φάσμα NMR πολυπεπτιδίων του chromodomain EED-c2 στους 
17°C σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων καλίου ρΗ=7, 150mM NaCl, 0.01%NaN3 
σε φασματόμετρο 600MHz.
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καλύτερη όμως απεικόνιση για να τον εκτιμήσει κανείς είναι σε δύο διαστάσεις. Προκειμένσυ 

περί πολυπεπτιδίων, για το σκοπό αυτό μπορεί να χρησιμοποιηθεί το ετεροπυρηνικό, 

δισδιάστατο φάσμα-φωτογραφία του μορίου 15N-HSQC, όπου ανιχνεύονται τα αμιδικά και 

αμινικά σήματα. Κάθε κορυφή, που διακρίνεται στο φάσμα με τη μορφή κλειστών ισοϋψών 

γραμμών, αντιπροσωπεύει το μαγνητικό συσχετισμό των πυρηνικών spin δύο ομοιοπολικά 

συνδεδεμένων ατόμων: ενός 15Ν και ενός !Η. Στην περίπτωση του chromodomain c2 η 

πλειοψηφία των σημάτων, τόσο στο μονοδιάστατο (Σχ.4.18), όσο και σε διδιάστατο ,5N-HSQC 

φάσμα (Σχ.4.19) ανιχνεύεται εκτός της περιοχής όπου αναμένονται οι συντονισμοί πυρήνων 

που ανήκουν σε μη δομημένα τμήματα του πολυπεπτιδίου Μάλιστα, η διασπορά των 

σημάτων στον άξονα των συντονισμών των πρωτονίων είναι περίπου 5 φορές μεγαλύτερη εξ 

αιτίας της τριτοταγούς δομής.

1Η ppm

1
5
Ν

Ρ
Ρ
m

1
5
Ν

Ρ
Ρ
m

Σχήμα 4.19 Φάσματα HSQC επισημασμένου με 15Ν δείγματος VQRs-c2 (Α) ακέραιου και (Β) 
έντονα πρωτεολυμένου. Η περιοχή του φάσματος όπου αναμένονται τα αμιδικά πρωτόνια 
τμημάτων τυχαίου σπειράματος οριοθετείται με κόκκινες γραμμές. Η καταγραφή των 
φασμάτων έγινε στα 600MHz, σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 20mM ρΗ=7, στους 17°C. 
Η συγκέντρωση του chromodomain ήταν 0.5mM.
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4.2.3 Καταγραφή τρισδιάστατων φασμάτων με σκοπό την άρση αλληλεπικαλύψεων- 
Φάσματα ΝΟΕ αποκαλύπτουν μαγνητικές συζεύξεις μέσω χώρου
Π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  σ υ ν τ α χ θ ε ί  η  λ ί σ τ α  τ ω ν  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ι κ ώ ν  σ υ ν θ η κ ώ ν  π ο υ  μ ε τ α φ ρ ά ζ ο ν τ α ι  σ ε  
α π ο σ τ ά σ ε ι ς  μ ε τ α ξ ύ  π υ ρ ή ν ω ν ,  ε π ι σ τ ρ α τ ε ύ ο ν τ α ι  - ε ν  ε ί δ ε ι  “ μ ο ρ ι α κ ο ύ  χ ά ρ α κ α ” -  φ ά σ μ α τ α  
N O E S Y  ( N u c le a r  O v e r h a u s e r  E f f e c t  S p e c tr o s c o p Y ) . T o  φ α ι ν ό μ ε ν ο  N O E  α ν α φ έ ρ ε τ α ι  σ τ η  
μ α γ ν η τ ι κ ή  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  ε ν ό ς  π υ ρ ή ν α  μ ε  ά λ λ ο υ ς  μ ε  τ η ν  π ρ ο ϋ π ό θ ε σ η  τ η ς  ε γ γ ύ τ η τ α ς  σ τ ο  
χ ώ ρ ο .  Τ ο  ο λ ο κ λ ή ρ ω μ α  τ η ς  κ ο ρ υ φ ή ς  π ο υ  π ρ ο κ ύ π τ ε ι  α π ό  α υ τ ό  τ ο  μ α γ ν η τ ι κ ό  σ υ σ χ ε τ ι σ μ ό  δ ύ ο  
π υ ρ ή ν ω ν  ε ί ν α ι  α ν τ ι σ τ ρ ό φ ω ς  α ν ά λ ο γ ο  τ η ς  έ κ τ η ς  δ ύ ν α μ η ς  τ η ς  μ ε τ α ξ ύ  τ ο υ ς  α π ό σ τ α σ η ς .  Α υ τ ό  
π ρ α κ τ ι κ ά  σ η μ α ί ν ε ι  ό τ ι  α π ο σ τ ά σ ε ι ς  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ε ς  α π ό  π ε ρ ί π ο υ  5 Α  ε ί ν α ι  α π α γ ο ρ ε υ τ ι κ έ ς  γ ι α  τ η ν  
π α ρ α τ ή ρ η σ η  σ η μ ά τ ω ν  Ν Ο Ε ,  γ ε γ ο ν ό ς  π ο υ  ό μ ω ς  δ ε ν  α π ο τ ε λ ε ί  τ ρ ο χ ο π έ δ η  ε ξ  α ι τ ί α ς  τ η ς  φ υ σ ι κ ή ς  
δ ι α σ π ο ρ ά ς  π ρ ω τ ο ν ί ω ν  σ ε  ό λ η  τ η  μ ά ζ α  τ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ .  Έ τ σ ι ,  μ ε  τ η ν  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  π ο υ  
μ π ο ρ ε ί  ν α  ε ξ α χ θ ε ί  α π ό  φ ά σ μ α τ α  N O E S  Υ  μ π ο ρ ε ί  ν α  κ α τ α σ κ ε υ α σ θ ε ί  έ ν α  δ ί κ τ υ ο  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ι κ ώ ν  
σ υ ν θ η κ ώ ν  π ο υ  ν α  κ α λ ύ π τ ε ι  τ ο  σ ύ ν ο λ ο  τ ο υ  ό γ κ ο υ  μ ι α ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς .

Η  α κ ρ ί β ε ι α  σ τ ο ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ ο υ  ο λ ο κ λ η ρ ώ μ α τ ο ς  κ ο ρ υ φ ώ ν  Ν Ο Ε  ε ί ν α ι  κ α ί ρ ι α ς  
σ η μ α σ ί α ς  α φ ο ύ  μ ε τ α φ ρ ά ζ ε τ α ι  σ ε  δ ί κ τ υ ο  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν  α π ο σ τ ά σ ε ω ν  κ α ι  σ τ α δ ι α κ ά  σ ε  
τ ρ ι σ δ ι ά σ τ α τ η  δ ο μ ή .  Σ υ ν α κ ό λ ο υ θ α ,  ε ξ ί σ ο υ  β α σ ι κ ή ς  σ η μ α σ ί α ς  ε ί ν α ι  κ α ι  τ ο  π ο σ ο σ τ ό  τ ω ν  
α λ λ η λ ε π ι κ α λ υ π τ ό μ ε ν ω ν  κ ο ρ υ φ ώ ν  σ ε  έ ν α  φ ά σ μ α  N O E S Y ,  μ ι α ς  κ α ι  ο  υ π ο λ ο γ ι σ μ ό ς  τ ο υ  ό γ κ ο υ  
τ ο υ ς  ή  κ α ι  ο  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό ς  τ η ς  θ έ σ η ς  τ ο υ ς  π ο λ λ έ ς  φ ο ρ έ ς  κ α θ ί σ τ α τ α ι  α π ό  α ν α κ ρ ι β ή ς  έ ω ς  
α δ ύ ν α τ ο ς .  Σ τ ι ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς  ο λ ι γ ο π ε π τ ι δ ί ω ν ,  η  κ α τ α γ ρ α φ ή  ο μ ο π υ ρ η ν ι κ ώ ν  δ ι σ δ ι ά σ τ α τ ω ν  
φ α σ μ ά τ ω ν  N O E S Y  α ρ κ ε ί  γ ι α  τ η ν  κ α τ ά ρ τ ι σ η  τ η ς  λ ί σ τ α ς  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν ,  σ ε  α υ τ έ ς  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  
ό μ ω ς ,  ό π ο υ  ο  α ρ ι θ μ ό ς  τ ω ν  σ η μ ά τ ω ν  μ ο ι ρ α ί α  μ ε γ α λ ώ ν ε ι ,  τ έ τ ο ι α  φ ά σ μ α τ α  ε ί ν α ι  κ α τ ά  κ α ν ό ν α  
α κ α τ ά λ λ η λ α  ή  α ν ε π α ρ κ ή  ( Σχ.4.20) .  Η  ά ρ σ η  α λ λ η λ ε π ι κ α λ ύ ψ ε ω ν  κ α θ ί σ τ α τ α ι  λ ο ι π ό ν  α ν α γ κ α ί α  
ώ σ τ ε  ν α  ε ί ν α ι  ε φ ι κ τ ή  η  ε π ί λ υ σ η  τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  μ ι α ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς ,  α κ ό μ α  κ α ι  ε ν ό ς  
μ ι κ ρ ο ύ  d o m a i n ,  ό π ω ς  ε ί ν α ι  τ ο  c 2 .  Α υ τ ό  ε ί ν α ι  ε φ ι κ τ ό  - π ρ α κ τ ι κ ά  γ ι α  τ η ν  π λ ε ι ο ψ η φ ί α  τ ω ν  
α λ λ η λ ε π ι κ α λ ύ ψ ε ω ν  σ ε  μ ι α  μ ικ ρ ή  π ρ ω τ ε ΐ ν η -  κ ά ν ο ν τ α ς  χ ρ ή σ η  τ ο υ  δ ι α φ ο ρ ε τ ι κ ο ύ  μ α γ ν η τ ι κ ο ύ  
σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  α τ ό μ ω ν  π ο υ  ε ί ν α ι  ο μ ο ι ο π ο λ ι κ ά  σ υ ν δ ε δ ε μ έ ν α  μ ε  α υ τ ά  π ο υ  
ε μ π λ έ κ ο ν τ α ι  σ τ ι ς  α λ λ η λ ε π ι κ α λ ύ ψ ε ι ς .  Η  κ α τ α γ ρ α φ ή  κ α ι  η  ε π ε ξ ε ρ γ α σ ί α  τ ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  γ ί ν ε τ α ι  
μ ε  τ έ τ ο ι ο  τ ρ ό π ο  ώ σ τ ε  ο ι  μ α γ ν η τ ι κ ο ί  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ί  π ο υ  ε ι σ ά γ ο υ ν  τ η ν  ε π ι θ υ μ η τ ή  ε π ι π λ έ ο ν  
δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  τ ω ν  σ η μ ά τ ω ν  ν α  π α ρ α τ ί θ ε ν τ α ι  κ α τ ά  μ ή κ ο ς  ε ν ό ς  τ ρ ί τ ο υ  ά ξ ο ν α  κ ά θ ε τ ο υ  σ τ ο  
ε π ί π ε δ ο  τ ω ν  ά λ λ ω ν  δ ύ ο ,  α ν ε β ά ζ ο ν τ α ς  έ τ σ ι  τ ο ν  α ρ ι θ μ ό  τ ω ν  φ α σ μ α τ ι κ ώ ν  δ ι α σ τ ά σ ε ω ν  κ α τ ά



Σχήμα 4.20 Ομοπυρηνικό δισδιάστατο φάσμα NOESY του c2. Η καταγραφή έγινε χρησιμοποιώντας δείγμα 
συγκέντρωσης 0.2mM, σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων καλιού συγκέντρωσης 20mM ρΗ=8 , 
150mM NaCl, στους 17°C σε μαγνήτη 600ΜΗζ.

έ ν α 1541. Α ν  κ α ι  η  α ν ά λ υ σ η  σ ε  κ ά θ ε  δ ι ά σ τ α σ η  δ ε ν  ε ί ν α ι  α π α ρ α ίτ η τ α  ίδ ια  α υ τ ο ύ  τ ο υ  ε ί δ ο υ ς  τ α  
φ ά σ μ α τ α  ο ν ο μ ά ζ ο ν τ α ι  “ κ ύ β ο ι ”  κ α ι  ό χ ι  “ ο ρ θ ο γ ώ ν ι α  π α ρ α λ λ η λ ε π ί π ε δ α ”  ό π ω ς  θ α  ή τ α ν  
γ ε ω μ ε τ ρ ι κ ά  σ ω σ τ ό .

Ο ι  ε τ ε ρ ο π υ ρ ή ν ε ς  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ο ύ ν τ α ι  γ ι α  τ η ν  κ α τ α γ ρ α φ ή  κ ύ β ω ν  α ξ ι ο π ο ι ή σ ι μ ω ν  γ ια  
τ ο ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ η ς  δ ο μ ή ς  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν  ε ί ν α ι  α υ τ ο ί  τ ω ν  ι σ ο τ ό π ω ν  τ ο υ  15Ν  κ α ι  τ ο υ  13C . Έ τ σ ι  
τ α  π ρ ο κ ύ π τ ο ν τ α  τ ρ ι σ δ ι ά σ τ α τ α  φ ά σ μ α τ α  ε ί ν α ι  δ ι α χ ω ρ ι σ μ έ ν α  ε ί τ ε  κ α τ ά  15Ν  ε ίτ ε  κ α τ ά  13C  
(I5N -s e p a r a te d , 13C -s e p a r a te d )  μ ε  β α σ ικ ή  κ ο ιν ή  “ σ υ ν τ ε τ α γ μ έ ν η ”  τ ο υ ς  τ ο υ ς  μ α γ ν η τ ι κ ο ύ ς  
σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ ς  π ρ ω τ ο ν ί ω ν .  Η  κ α τ α γ ρ α φ ή  κ α ι  η  α ν ά λ υ σ η  τ ω ν  δ ύ ο  τ ύ π ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  
σ υ ν ε ι σ φ έ ρ ε ι  δ ι α φ ο ρ ε τ ι κ ή  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α .  Γ ια  τ ο ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ η ς  τ ρ ιτ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  τ ο υ  
E E D - c 2  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  τ ρ ε ι ς  τ έ τ ο ι ο ι  κ ύ β ο ι :  15N - N O E S Y  H S Q C  ( Σχ.4.21), κ α ι  ,3C -  
N O E S Y  H S Q C  σ τ η ν  α λ ε ι φ α τ ι κ ή  κ α ι  τ η ν  α ρ ω μ α τ ικ ή  π ε ρ ι ο χ ή .  Α π ό  τ ο ν  π ρ ώ τ ο  ε ξ ά γ ο ν τ α ι  τ α  
σ ή μ α τ α  τ ω ν  πυρήνων υ δ ρ ο γ ό ν ο υ  π ο υ  γ ε ι τ ν ι ά ζ ο υ ν  μ ε  π ρ ω τ ό ν ι α  ο μ ο ι ο π ο λ ι κ ά  σ υ ν δ ε δ ε μ έ ν α  μ ε
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ά τ ο μ ο  15Ν .  Α π ό  τ ο  δ ε ύ τ ε ρ ο  κ α ι  τ ο ν  τ ρ ίτ ο ,  τ α  σ ή μ α τ α  π ο υ  ο φ ε ί λ ο ν τ α ι  σ ε  γ ε ι τ ν ί α σ η  π ρ ω τ ο ν ί ω ν  
τ ο  έ ν α  ε κ  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  ε ί ν α ι  σ υ ν δ ε δ ε μ έ ν ο  σ ε  α λ ε ι φ α τ ι κ ό  ή  α ρ ω μ α τ ι κ ό  ά ν θ ρ α κ α  α ν τ ί σ τ ο ι χ α .  
Σ υ ν δ υ ά ζ ο ν τ α ς  τ η ν  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  α π ό  τ ο υ ς  τ ρ ε ι ς  α υ τ ο ύ ς  κ ύ β ο υ ς  N O E S Y  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  
κ α θ ο ρ ι σ τ ο ύ ν  ο ι  κ ο ρ υ φ έ ς  π ο υ  ο φ ε ί λ ο ν τ α ι  σ τ α  γ ε ι τ ο ν ι κ ά  π ρ ω τ ό ν ι α  τ ω ν  α μ ι δ ι κ ώ ν  κ α ι  α μ ι ν ι κ ώ ν  
π ρ ω τ ο ν ί ω ν ,  τ ω ν  α λ ε ι φ α τ ι κ ώ ν  κ α ι  τ ω ν  α ρ ω μ α τ ι κ ώ ν  π ρ ω τ ο ν ί ω ν ,  α λ λ ά  κ α ι  ν α  ε ξ α χ θ ο ύ ν  ο ι  
α π ο σ τ ά σ ε ι ς  μ ε τ α ξ ύ  τ ο υ ς .  Ε ί ν α ι  π ρ ο φ α ν έ ς  ό τ ι  κ ά π ο ι ο  π ο σ ο σ τ ό  τ η ς  σ υ ν ο λ ι κ ή ς  “ π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ς  
α π ο σ τ ά σ ε ω ν ”  α π ο τ ε λ ε ί  κ ο ι ν ό  π ε ρ ι ε χ ό μ ε ν ο  σ τ ο υ ς  τ ρ ε ι ς  κ ύ β ο υ ς  α ν ά  ζ ε ύ γ η ,  γ ε γ ο ν ό ς  π ο υ  
λ ε ι τ ο υ ρ γ ε ί  ε ί τ ε  ω ς  ε π ι β ε β α ί ω σ η ,  ε ί τ ε  ω ς  δ ι α τ ή ρ η σ η  μ έ ρ ο υ ς  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ς  π ο υ  γ ι α  τ ε χ ν ι κ ο ύ ς  
λ ό γ ο υ ς  ( π . χ  α λ λ η λ ε π ι κ ά λ υ ψ η )  σ ε  α ν τ ί θ ε τ η  π ε ρ ί π τ ω σ η  θ α  χ α ν ό τ α ν .

Σχήμα 4.21 Εστιάζοντας στην τρίτη διάσταση. Η καταγραφή τρισδιάστατων φασμάτων (κύβων) 
NMR αίρει σημαντικό ποσοστό αλληλεπικαλύψεων αν και τελικά αυτές που αναλύονται είναι οι 
επίπεδες τομές τέτοιων κύβων. Εδώ η προβολή του ι5Ν- NOESY HSQC του EED-C2 στο επίπεδο 1Η- 
*Η και το επίπεδο σε “ύψος” 122.21ppm όπου συντονίζεται ο πυρήνας 15Ν της α- αμινομάδας της 
αλανίνης 62.
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4 . 2 . 4  Α ν τ ι σ τ ο ί χ η σ η  κ ο ρ υ φ ώ ν  σ ε  π υ ρ ή ν ε ς -  Μ α γ ν η τ ι κ έ ς  σ υ ζ ε ύ ξ ε ι ς  μ έ σ ω  δ ι κ τ ύ ο υ  
ο μ ο ι ο π ο λ ι κ ώ ν  δ ε σ μ ώ ν
Η  ε ξ α γ ω γ ή  ό μ ω ς  κ α ρ τ ε σ ι α ν ώ ν  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν  α π ο σ τ ά σ ε ω ν  α τ ό μ ω ν  α ν ά  ζ ε ύ γ η ,  δ ε ν  ε ί ν α ι  ά μ ε σ α  
ε φ ι κ τ ή  έ χ ο ν τ α ς  ω ς  μ ο ν α δ ι κ ή  π η γ ή  φ ά σ μ α τ α  N O E S Y .  Π ρ ο τ ο ύ  κ ά τ ι  τ έ τ ο ιο  κ α τ α σ τ ε ί  δ υ ν α τ ό ,  ο ι  
κ ο ρ υ φ έ ς  τ ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  N M R  π ρ έ π ε ι  ν α  α ν τ ι σ τ ο ι χ η θ ο ύ ν  -  α π ο δ ο θ ο ύ ν -  σ ε  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν ο υ ς  
π υ ρ ή ν ε ς  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ  ( p e a k  a s s ig n m e n t) . Τ ο  π ρ ό β λ η μ α  τ ε λ ικ ά  α ν ά γ ε τ α ι  σ τ η ν  α ν τ ισ τ ο ίχ η σ η  
χ η μ ι κ ώ ν  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  σ ε  σ υ ν τ ε τ α γ μ έ ν ε ς  κ ο ρ υ φ ώ ν .  Η  α ν ά λ υ σ η  τ ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  
N O E S Y  λ ο ι π ό ν ,  α ν  κ α ι  κ α τ έ χ ε ι  κ ε ν τ ρ ι κ ό  ρ ό λ ο ,  π ρ ο ϋ π ο θ έ τ ε ι  λ ι γ ό τ ε ρ ο  ί σ ω ς  α π ό  τ ο  έ ν α  τ ρ ίτ ο  
τ ο υ  σ υ ν ο λ ι κ ο ύ  “ ό γ κ ο υ  δ ο υ λ ε ι ά ς ”  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  ε π ι λ υ θ ε ί  μ ια  δ ο μ ή  μ ε  N M R ,  ε ν ώ  δ ε ν  μ π ο ρ ε ί  
π α ρ ά  ν α  έ π ε τ α ι  τ η ς  δ ι α δ ι κ α σ ί α ς  ε ύ ρ ε σ η ς  τ ω ν  χ η μ ι κ ώ ν  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  τ ο υ  σ υ ν ό λ ο υ  τ ω ν  
π υ ρ ή ν ω ν  τ ο υ  β ι ο μ ο ρ ί ο υ .  Μ ι α  α μ υ δ ρ ή  ι δ έ α  τ ο υ  μ ε γ έ θ ο υ ς  τ η ς  ε π έ ν δ υ σ η ς  σ ε  κ ό π ο  κ α ι  χ ρ ό ν ο  
π ο υ  α π α ι τ ε ί τ α ι  μ π ο ρ ε ί  κ α ν ε ί ς  ν α  σ χ η μ α τ ί σ ε ι  μ ε τ α φ ρ ά ζ ο ν τ α ς  α π ό  τ η  “γ λ ώ σ σ α  τ ω ν  α ρ ιθ μ ώ ν ” : 
T o  E E D - c 2 ,  έ ν α  μ ά λ λ ο ν  μ ι κ ρ ό  π ο λ υ π ε π τ ί δ ι ο ,  α π ο τ ε λ ε ί τ α ι  α π ό  5 9 5  ά τ ο μ α  Η ,  1 0 7  ά τ ο μ α  Ν ,  
κ α ι  3 8 8  ά τ ο μ α  C . Π ε ρ ί π ο υ  1 2 0 0  κ ο ρ υ φ έ ς  π ε ρ ι έ χ ο ν τ α ι  σ τ ο  15N - N O E S Y  H S Q C , 2 0 0 0  σ τ ο  
α λ ε ι φ α τ ι κ ό  C - N O E S Y  H S Q C ,  κ α ι  1 0 0  σ τ ο  α ρ ω μ α τ ικ ό .  Μ ε  δ ε δ ο μ έ ν ε ς  τ ι ς  χ η μ ικ έ ς  
μ ε τ α τ ο π ί σ ε ι ς  τ η ς  σ υ ν τ ρ ι π τ ι κ ή ς  π λ ε ι ο ψ η φ ί α ς  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν ,  η  δ ια δ ικ α σ ία  τ η ς  α π ό δ ο σ η ς  τ ω ν  
σ η μ ά τ ω ν  Ν Ο Ε  σ ή μ ε ρ α  π λ έ ο ν  ε ί ν α ι  σ ε  κ ά π ο ι ο  β α θ μ ό  α υ τ ο μ α τ ο π ο ι η μ έ ν η 155'581, ό μ ω ς ,  ό π ω ς  
σ υ ν ή θ ω ς ,  έ τ σ ι  κ α ι  σ τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  τ ο υ  E E D - c 2 ,  ο  ε π α ν έ λ ε γ χ ο ς  τ ω ν  α π ο δ ό σ ε ω ν  τ ο υ  σ υ ν ό λ ο υ  
τ ω ν  σ η μ ά τ ω ν  μ ί α ς  π ρ ο ς  μ ί α ,  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ε ς  μ ά λ ι σ τ α  α π ό  μ ί α  φ ο ρ έ ς ,  α π ε δ ε ίχ θ η  α ν α π ό φ ε υ κ τ ο ς .

Ο  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό ς  τ ο υ  μ ε γ ά λ ο υ  π ο σ ο σ τ ο ύ  τ ω ν  χ η μ ι κ ώ ν  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  
* Η , Ι5Ν ,  i3C  - α π α ρ α ί τ η τ ω ν  γ ι α  τ η ν  ε π ί λ υ σ η  τ η ς  δ ο μ ή ς -  γ ί ν ε τ α ι  ε π ι σ τ ρ α τ ε ύ ο ν τ α ς  τ η ν  
π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  π ο υ  μ π ο ρ ε ί  ν α  α ν τ λ η θ ε ί  α π ό  τ ι ς  μ α γ ν η τ ι κ έ ς  σ υ ζ ε ύ ξ ε ι ς  π υ ρ ή ν ω ν  ο μ ο ι ο π ο λ ι κ ά  
σ υ ν δ ε δ ε μ έ ν ω ν  α τ ό μ ω ν  α ν ε ξ ά ρ τ η τ α  α π ό  τ η ν  μ ε τ α ξ ύ  τ ο υ ς  α π ό σ τ α σ η .  Ε π ιτ υ γ χ ά ν ε τ α ι  έ τ σ ι  
σ υ σ χ έ τ ι σ η  τ ω ν  σ υ ν τ ε τ α γ μ έ ν ω ν  ο μ ά δ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν ,  ώ σ τ ε  η  τ α υ τ ο π ο ίη σ η  μ ία ς  ν α  α π ο κ α λ ύ ψ ε ι  
κ α ι  τ ι ς  υ π ό λ ο ι π ε ς  τ η ς  ο μ ά δ α ς .  Η  σ τ ρ α τ η γ ικ ή ,  π ο υ  α κ ο λ ο υ θ ή θ η κ ε  σ τ η ν  π ε ρ ίπ τ ω σ η  τ ο υ  E E D -  
c 2  π ε ρ ι λ α μ β ά ν ε ι  π ρ ώ τ α  α π ’ ό λ α  τ ο  δ ι α χ ω ρ ι σ μ ό  τ ο υ  σ υ ν ό λ ο υ  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  τ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ιδ ίο υ  
σ ε  δ ύ ο  υ π ο σ ύ ν ο λ α .  Σ τ ο  π ρ ώ τ ο  π ε ρ ι έ χ ο ν τ α ι  ο ι  π υ ρ ή ν ε ς  τ ω ν  α τ ό μ ω ν  π ο υ  α π α ρ τ ί ζ ο υ ν  τ η ν  κ ύ ρ ια  
α λ υ σ ί δ α  π λ η ν  τ ο υ  α - α τ ό μ ο υ  Η ,  κ α ι  σ τ ο  δ ε ύ τ ε ρ ο  ο ι  υ π ό λ ο ι π ο ι ,  δ η λ α δ ή  α υ τ ο ί  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  τ α  
ά τ ο μ α  α ν ή κ ο υ ν  σ τ ι ς  π λ ε υ ρ ι κ έ ς  α λ υ σ ί δ ε ς  κ α ι  τ ο  H q.

-94-



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

4 . 2 .4 .1  Α π ό δ ο σ η  κ ο ρ υ φ ώ ν  σ ε  π υ ρ ή ν ε ς  τ η ς  κ υ ρ ί α ς  π ο λ υ π ε π τ ι δ ι κ ή ς  α λ υ σ ί δ α ς  π λ η ν  τ ο υ  Η α-  
Φ ά σ μ α τ α  H N C a ,  H N C a C b
Η  π ι σ τ ο π ο ί η σ η  τ ω ν  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ώ ν  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  τ η ς  κ ύ ρ ι α ς  α λ υ σ ί δ α ς  β α σ ί σ θ η κ ε  σ τ ο  
π ρ ω τ ό κ ο λ λ ο  τ η ς  δ ι α δ ο χ ι κ ή ς  α π ό δ ο σ η ς  { s e q u e n t ia l a s s ig n m e n t ^ )  α ξ ι ο π ο ι ώ ν τ α ς  τ α  
φ ά σ μ α τ α  H N C a 1591 (Σχ.4.22), H N C a C b 1601. Σ τ ο ν  π ρ ώ τ ο  α π ό  τ ο υ ς  δ ύ ο  α υ τ ο ύ ς  ε τ ε ρ ο π υ ρ η ν ι κ ο ύ ς  
κ ύ β ο υ ς  τ ρ ι π λ ο ύ  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ  { tr ip le  r e s o n a n c e , 1Η -  15Ν -  13C )  κ α τ α γ ρ ά φ ο ν τ α ι  ο ι  μ α γ ν η τ ι κ έ ς  
σ υ ζ ε ύ ξ ε ι ς  τ ο υ  α μ ι δ ι κ ο ύ  π ρ ω τ ο ν ί ο υ  τ η ς  α -  α μ ι ν ο μ ά δ α ς  ε ν ό ς  α μ ι ν ο ξ έ ο ς  μ ε  τ α  α -  ά τ ο μ α  C  τ ο υ  
ί δ ι ο υ  κ α ι  τ ο υ  π ρ ο η γ ο ύ μ ε ν ο υ  σ τ η  γ ρ α μ μ ι κ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α  α μ ι ν ο ξ έ ο ς ,  ε ν ώ  σ τ ο ν  δ ε ύ τ ε ρ ο  
π ε ρ ι λ α μ β ά ν ο ν τ α ι  κ α ι  ο ι  σ υ ζ ε ύ ξ ε ι ς  μ ε  τ α  β -  ά τ ο μ α  C . Ε ί ν α ι  π ρ ο φ α ν έ ς  ό τ ι  ο ι  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ί  
κ α θ ε ν ό ς  α π ό  τ ο υ ς  π υ ρ ή ν ε ς  ά ν θ ρ α κ α  ε μ φ α ν ί ζ ο ν τ α ι  δ ύ ο  φ ο ρ έ ς  σ τ ο ν  κ ύ β ο :  μ ί α  σ ε  σ ύ ζ ε υ ξ η  μ ε  τ ο  
π ρ ω τ ό ν ι ο  τ ο υ  ί δ ι ο υ  κ α τ α λ ο ί π ο υ  κ α ι  μ ί α  μ ε  α υ τ ό  τ ο υ  ε π ο μ έ ν ο υ  σ τ η  γ ρ α μ μ ι κ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α .  
Έ τ σ ι ,  τ ο  φ ά σ μ α  μ π ο ρ ε ί  ν α  τ μ η θ ε ί  σ ε  λ ω ρ ί δ ε ς  σ τ ο  ε π ί π ε δ ο  Η -  C  π ο υ  σ τ η  σ υ ν έ χ ε ι α  
δ ι α τ ά σ σ ο ν τ α ι  ( κ α ι  μ α ζ ί  μ ε  α υ τ έ ς  κ α ι  ο ι  π υ ρ ή ν ε ς  σ τ ο υ ς  ο π ο ί ο υ ς  ο φ ε ί λ ο ν τ α ι  τ α  σ ή μ α τ α )  κ α τ ά  
τ η  σ ε ι ρ ά  τ η ς  α μ ι ν ο ξ ι κ ή ς  α λ λ η λ ο υ χ ί α ς  {Σχ.4.23Α). Τ ο  έ ρ γ ο  α υ τ ό  δ ι ε υ κ ο λ ύ ν ε τ α ι  α π ό  τ η ν  
“ κ α τ ε υ θ υ ν τ ι κ ό τ η τ α ”  π ο υ  ε ν υ π ά ρ χ ε ι  σ ε  κ ά θ ε  λ ω ρ ί δ α  μ ι α ς  κ α ι  η  ε ν δ ο - α μ ι ν ο ξ ι κ ή  σ ύ ζ ε υ ξ η  ( κ α ι  
ά ρ α  κ α ι  η  έ ν τ α σ η  τ η ς  α ν τ ί σ τ ο ι χ η ς  κ ο ρ υ φ ή ς )  ε ί ν α ι  ι σ χ υ ρ ό τ ε ρ η  α π ό  τ η  δ ι α - α μ ι ν ο ξ ι κ ή .  Σ τ ο  
τ ε λ ε υ τ α ί ο  σ τ ά δ ι ο  τ η ς  ε π ε ξ ε ρ γ α σ ί α ς  τ ο υ  H N C a  έ ν α ς  ή  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ο ι  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ο ί

1Η ppm

Σχήμα 4.22 Ο κύβος HNCa για το EED-c2 προβεβλημένος στο επίπεδο 1Η- 13C. Η 
καταγραφή έγινε χρησιμοποιώντας δείγμα συγκέντρωσης 0.5mM, σε ρυθμιστικό 
διάλυμα φωσφορικών αλάτων καλίου συγκέντρωσης 20mM ρΗ=7 , 150mM NaCl, 
στους 17°C σε μαγνήτη 600ΜΗζ.
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σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ί  C a - σ υ ν ή θ ω ς  γ λ υ κ ί ν η ς ,  ι σ ο λ ε υ κ ί ν η ς ,  π ρ ο λ ί ν η ς ,  θ ρ ε ο ν ί ν η ς  ή  β α λ ί ν η ς -
π υ ρ ο δ ο τ ο ύ ν  τ η ν  ε ξ α γ ω γ ή  τ η ς  τ ι μ ή ς  τ ω ν  χ η μ ι κ ώ ν  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  'Η ,  ,5Ν β κ α ι  
«

C a τ ω ν  δ ι α δ ο χ ι κ ώ ν  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  ( Σχ.4.23Γ) . Σ τ η ν  π ρ ά ξ η ,  η  δ ι α σ π ο ρ ά  τ ω ν  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ώ ν  τ ω ν  
π ε ρ ι σ σ ο τ έ ρ ω ν  C a δ ε ν  ε ί ν α ι  τ έ τ ο ια  ώ σ τ ε  ν α  ε π α ρ κ ε ί  τ ο  H N C a  γ ι α  τ η ν  ε ύ ρ ε σ η  τ ω ν  χ η μ ικ ώ ν  
μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  ό λ ω ν  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  τ η ς  κ ύ ρ ι α ς  π ο λ υ π ε π τ ι δ ι κ ή ς  α λ υ σ ί δ α ς .  Α κ ό μ α  κ α ι  γ ι α  έ ν α  
μ ι κ ρ ό  d o m a i n  ό π ω ς  τ ο  c 2 ,  η  σ υ ν δ ρ ο μ ή  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  C p ή τ α ν  α π α ρ α ίτ η τ η  γ ι α  ν α  ξ ε π ε ρ α σ τ ο ύ ν  
τ α  ε μ π ό δ ι α  π ο υ  έ θ ε τ α ν  ο ι  α λ λ η λ ε π ι κ α λ ύ ψ ε ι ς  τ ω ν  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ώ ν  τ ω ν  C a (Σχ.4.24). Ε ξ  ά λ λ ο υ ,  η  
ε π ε ξ ε ρ γ α σ ί α  τ ο υ  H N C a C b  α π ο δ ί δ ε ι  τ ι ς  χ η μ ι κ έ ς  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ι ς  κ α ι  τ ω ν  α τ ό μ ω ν  Cp.

H O  H O  H O

HN proton

l5N ppm

13135  112.83 123.14 119.86

“1-----1------1-----1--
9.23 9.03 7.82 8.74

Σχήμα 4.23 (A) Σχηματική 
παράσταση της ανάλυσης του 
HNCa. (Β) Διευθετημένες 
λωρίδες από το HNCa του 
EED-c2 για τα αμινοξέα 57- 
60 του πολυπεπτιδίου. (Γ) Οι 
συντονισμοί των πυρήνων 
HN, Ν και Ca των αμινοξέων 
57-60 όπως προσδιορίστηκαν 
με χρήση των κύβων HNCa 
και HNCaCb.

156 Q 57

Η Ν  9.23
Ν  131.35

C a  61.48 58.54

G 58 L59 R60

9.03 7.82 8.74

112.83 123.14 119.86

45.53 58.93 59.19

-96-



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ Ε

Σχήμα 4.24 Φάσμα HNCaCb δείγματος EED-c2. Η πορεία του 
συσχετισμού των αμινοξέων V22-H25 διακρίνεται με λευκά βέλη.

4.2.4.2 Απόδοση κορυφών σε πυρήνες αλειφατικών πλευρικών ομάδων και τον Ηα 

Φάσμα HCCH-TOSCY
Με δ ε δ ο μ έ ν ε ς  τ ι ς  χ η μ ι κ έ ς  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ι ς  τ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ι κ ο ύ  σ κ ε λ ε τ ο ύ  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ ,  α π ό  το>  
π λ ή ρ η  κ α τ ά λ ο γ ο  τ ω ν  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ώ ν  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  Η, Ν, C υ π ο λ ε ί π ο ν τ α ι  π λ έ ο ν  α υ τ έ ς  τ ω ι  
π υ ρ ή ν ω ν  τ ω ν  π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  α λ υ σ ί δ ω ν .  Η γ ν ώ σ η  τ ω ν  χ η μ ι κ ώ ν  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  τ ο υ  κ α ρ β ο ν υ λ ι κ ο τ  
ά ν θ ρ α κ α  τ ω ν  π ε π τ ι δ ι κ ώ ν  δ ε σ μ ώ ν  δ ε ν  ε ί ν α ι  α π α ρ α ί τ η τ η  γ ι α  τ ο ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  

δ ο μ ή ς ,  ε ν ώ  ο ι  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ί  τ ω ν  Ηα π ρ ο σ δ ι ο ρ ί ζ ο ν τ α ι  κ α τ ά  κ ύ ρ ι ο  λ ό γ ο  π α ρ ά λ λ η λ α  μ ε  α υ τ ο ύ ς  
τ ω ν  π ρ ω τ ο ν ί ω ν  τ ω ν  α λ ε ι φ α τ ι κ ώ ν  π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  α π ό  τ η ν  ε π ε ξ ε ρ γ α σ ί α  τ ο υ  HCCH- 
TOCSY*62,631 σ τ η ν  α λ ε ι φ α τ ι κ ή  π ε ρ ι ο χ ή .  Π ρ ό κ ε ι τ α ι  γ ι α  ε τ ε ρ ο π υ ρ η ν ι κ ό  κ ύ β ο  1Η- 13C μ ε  τ ο ν  
Ο 7ΐοίο  α ν ι χ ν ε ύ ο ν τ α ι  ο ι  μ α γ ν η τ ι κ έ ς  σ υ ζ ε ύ ξ ε ι ς  π ρ ω τ ο ν ί ω ν  σ ο ν δ ε δ ε μ έ ν ω ν  μ ε τ α ξ ύ  τ ο υ ς  μ έ σ ω  
δ ι κ τ ύ ο υ  ο μ ο ι ο π ο λ ι κ ά  δ ε σ μ ε υ μ έ ν ω ν  π ρ ω τ ο τ α γ ώ ν ,  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ώ ν  ή  τ ρ ι τ ο τ α γ ώ ν  α τ ό μ ω ν  
ά ν θ ρ α κ α .  Η π α λ μ ι κ ή  α κ ο λ ο υ θ ί α  επ ιτρ έπ ει τ η ν  κ α τ α γ ρ α φ ή  σ η μ ά τ ω ν  σ ε  σ υ ν ά ρ τ η σ η  μ ε  τ ο  

π ρ ω τ ό ν ι ο  ε κ κ ί ν η σ η ς  τ η ς  μ α γ ν ή τ ι σ η ς  ε π ί  τ η ς  π λ ε υ ρ ι κ ή ς  α λ υ σ ί δ α ς  ( Σχ.4.25Γ) .  Η κ α τ α χ ώ ρ ι σ η  
γ ί ν ε τ α ι  σ ε  δ ι α φ ο ρ ε τ ι κ ά  ε π ί π ε δ α  τ ο υ  κ ύ β ο υ  τ ω ν  ο π ο ί ω ν  η  σ υ ν τ ε τ α γ μ έ ν η  σ τ ο ν  ά ξ ο ν α  l3C 
ι σ ο ύ τ α ι  μ ε  τ η  χ η μ ι κ ή  μ ε τ α τ ό τ α σ η  τ ο υ  τ ι υ ρ ή ν α  ά ν θ ρ α κ α  ε κ κ ί ν η σ η ς .  Έ τ σ ι ,  η  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  π ο υ  
ε μ τ ι ε ρ ι έ χ ε τ α ι  σ τ ο ν  κ ύ β ο  ε ί ν α ι  δ υ ν α τ ό  ν α  ε π α ν α λ α μ β ά ν ε τ α ι  γ ι α  κ ά θ ε  α μ ι ν ο ξ ύ  τ ό σ ε ς  φ ο ρ έ ς  

ό σ ο ι  ε ί ν α ι  κ α ι  ο ι  μ α γ ν η τ ι κ ά  μ η  ι σ ο δ ύ ν α μ ο ι  π υ ρ ή ν ε ς  ιΗ σ ε  κ ά θ ε  π λ ε υ ρ ι κ ή  α λ υ σ ί δ α .  Σε
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α ν τ ι σ τ ο ι χ ί α  μ ε  τ α  H N C a  κ α ι  H N C a C b ,  η  α ν ά λ υ σ η  τ ο υ  H C C H - T O C S Y  β α σ ί ζ ε τ α ι  σ τ η ν  
ο μ α δ ο π ο ί η σ η  ό λ ω ν  τ ω ν  ε ν δ ο α μ ι ν ο ξ ι κ ώ ν  π υ ρ η ν ι κ ώ ν  s p in  υ δ ρ ο γ ό ν ο υ -  ά ν θ ρ α κ α  κ α ι  ε ν  
σ υ ν ε χ ε ί α  σ τ ο ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ ω ν  χ η μ ι κ ώ ν  τ ο υ ς  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  δ ε δ ο μ έ ν ο υ  ό τ ι  α υ τ έ ς  τ ω ν  C a 
κ α ι  Ο β ε ί ν α ι  ή δ η  γ ν ω σ τ έ ς .  Η  ε π ε ξ ε ρ γ α σ ί α  τ ο υ  φ ά σ μ α τ ο ς  γ ί ν ε τ α ι  κ α τ ά  ο μ ο π υ ρ η ν ι κ ά  ε π ίπ ε δ α  
*Η  μ ε  τ η ν  τ ι μ ή  τ η ς  χ η μ ι κ ή ς  μ ε τ α τ ό π ι σ η ς  τ η ς  τ ρ ίτ η ς  δ ι ά σ τ α σ η ς  ν α  α ν τ ι σ τ ο ι χ ε ί  σ ε  έ ν α ν  
α λ ε ι φ α τ ι κ ό  μ η -  τ ε τ α ρ τ ο τ α γ ή  ά ν θ ρ α κ α  τ η ς  π λ ε υ ρ ι κ ή ς  α λ υ σ ί δ α ς  ή  τ ο ν  C a (.Σχ.4.25Β).

Σχήμα 4.25 HCCH-TOCSY στην περιοχή συντονισμού των αλειφατικών πρωτονίων του EED-c2 σε 
διάλυμα φωσφορικών ρΗ=7, 0.01% (w/v) NaN3, στους 17°C και τα 500MHz. (Α) Η προβολή του κύβου 
στο επίπεδο 'Η- ’Η. (Β) Το επίπεδο άνθρακα όπου συντονίζεται ο πυρήνας του α- ατόμου άνθρακα της 
λυσίνης 13. Με μοβ επισημαίνονται οι πυρήνες που έχουν αποδοθεί στις αντίστοιχες κορυφές. (Γ) 
Σχηματική παράσταση των μαγνητικών συζεύξεων που δύνανται να ανιχνευθούν χρησιμοποιώντας την 
παλμική ακολουθία HCCH-TOCSY. Επισημαίνεται ότι στο φάσμα καταγράφονται ταυτόχρονα οι συζεύξεις 
που υφίστανται με τη μαγνήτιση να εκκινεί από οποιοδήποτε πρωτόνιο της πλευρικής αλυσίδας ή το Η<ι.

4.2.73 Απόδοση κορυφών σε πυρήνες αρωματικών πλευρικών ομάδων- Φάσματα 
CbHd, CbHe
Α π ό  τ α  φ ά σ μ α τ α  π ο υ  σ υ ζ η τ ή θ η κ α ν  σ τ ι ς  δ ύ ο  π ρ ο η γ ο ύ μ ε ν ε ς  π α ρ α γ ρ ά φ ο υ ς  α π ο υ σ ι ά ζ ο υ ν  ο ι  
σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ί  τ ω ν  α ρ ω μ α τ ικ ώ ν  π ρ ω τ ο ν ί ω ν .  Σ υ ν ή θ ω ς  δ ε ,  ε ξ  α ιτ ία ς  τ η ς  υ δ ρ ό φ ο β η ς  φ ύ σ η ς  τ ο υ ς ,
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ο ι  α ρ ω μ α τ ι κ έ ς  π λ ε υ ρ ι κ έ ς  α λ υ σ ί δ ε ς  β ρ ί σ κ ο ν τ α ι  σ ε  κ ά π ο ι ο  β α θ μ ό  “ θ α μ μ έ ν ε ς ”  σ τ ο  σ ώ μ α  τ η ς  
π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  μ ε  α π ο τ έ λ ε σ μ α  τ α  α ν τ ί σ τ ο ι χ α  π ρ ω τ ό ν ι α  ν α  γ ε ι τ ν ι ά ζ ο υ ν  μ ε  π λ η θ ώ ρ α  ά λ λ ω ν  
π ρ ω τ ο ν ί ω ν  κ α ι  ν α  ε ί ν α ι  έ τ σ ι  σ υ ν υ π ε ύ θ υ ν α  γ ι α  τ η ν  έ γ ε ρ σ η  π ο λ λ α π λ ώ ν  σ η μ ά τ ω ν  Ν Ο Ε .  Τ α  
σ ή μ α τ α  α υ τ ά  α ν α δ ε ι κ ν ύ ο ν τ α ι  σ υ ν ε π ώ ς  ι δ ια ίτ ε ρ α  χ ρ ή σ ι μ α  σ τ ο ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ η ς  δ ο μ ή ς .  
Ε κ τ ό ς  α υ τ ο ύ ,  η  β ι ο χ η μ ι κ ή  σ η μ α σ ί α  τ ω ν  α ρ ω μ α τ ι κ ώ ν  π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  α λ υ σ ί δ ω ν  ε ί ν α ι  μ ε γ ά λ η  μ ι α ς  
κ α ι  π ο λ ύ  σ υ χ ν ά  τ ο υ ς  α π ο δ ί δ ε τ α ι  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ό ς  ρ ό λ ο ς  σ ε  π ο ι κ ι λ ί α  δ ι α δ ι κ α σ ι ώ ν .  Ο  
π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό ς  τ η ς  α κ ρ ι β ο ύ ς  θ έ σ η ς  τ ο υ ς ,  τ ο υ  π ρ ο σ α ν α τ ο λ ι σ μ ο ύ  κ α ι  τ η ς  έ κ θ ε σ ή ς  τ ο υ ς  σ τ ο ν  
υ δ ρ ό φ ι λ ο  δ ι α λ ύ τ η  λ ο ι π ό ν  δ ε ν  μ π ο ρ ε ί  ν α  σ τ ε ρ ε ί τ α ι  ε ν δ ι α φ έ ρ ο ν τ ο ς .  Γ ι α  τ ο υ ς  π α ρ α π ά ν ω  
λ ό γ ο υ ς ,  α λ λ ά  κ α ι  γ ι α  τ ο υ ς  π ρ ο φ α ν ε ί ς  λ ό γ ο υ ς  π λ η ρ ό τ η τ α ς ,  γ ί ν ε τ α ι  η  κ α τ α γ ρ α φ ή  κ α ι  
ε π ε ξ ε ρ γ α σ ί α  ε ξ ε ι δ ι κ ε υ μ έ ν ω ν  φ α σ μ ά τ ω ν  γ ι α  ν α  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ θ ο ύ ν  ο ι  χ η μ ι κ έ ς  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ι ς  τ ο υ ς .  
Σ τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  τ ο υ  E E D - c 2  ε π ι λ έ χ θ η κ ε  τ ο  ζ ε ύ γ ο ς  τ ω ν  δ ι σ δ ι ά σ τ α τ ω ν  ε τ ε ρ ο π υ ρ η ν ι κ ώ ν  
C b H d l64] κ α ι  C b H e l64J. Η π α λ μ ι κ ή  α κ ο λ ο υ θ ί α  τ ο υ  π ρ ώ τ ο υ  σ υ ν δ έ ε ι  τ α  δ -  π ρ ω τ ό ν ι α  τ ω ν  
δ α κ τ υ λ ί ω ν  μ ε  τ ο ν  π υ ρ ή ν α  τ ο υ  β -  α τ ό μ ο υ  ά ν θ ρ α κ α  τ ο υ  ί δ ι ο υ  α μ ι ν ο ξ έ ο ς ,  ε ν ώ  α υ τ ή  τ ο υ  
δ ε ύ τ ε ρ ο υ  ε π ι τ ρ έ π ε ι  τ η ν  α ν ί χ ν ε υ σ η  κ ο ρ υ φ ώ ν  π ο υ  ο φ ε ί λ ο ν τ α ι  σ τ η  σ ύ ζ ε υ ξ η  Οβ-Ηε. Σ τ η ν  π ρ ά ξ η  
σ τ ο  C b H e  κ α τ α γ ρ ά φ ο ν τ α ι  κ α ι  μ ι κ ρ ό τ ε ρ η ς  έ ν τ α σ η ς  κ ο ρ υ φ έ ς  ο φ ε ι λ ό μ ε ν ε ς  σ τ η  σ ύ ζ ε υ ξ η  Ο β -Η §  
δ ι κ α ι ο λ ο γ ώ ν τ α ς  έ τ σ ι  τ η ν  α ν α φ ο ρ ά  σ ε  α υ τ ό  κ α ι  ω ς  C b H d H e .  Τ α  δ ύ ο  α υ τ ά  φ ά σ μ α τ α  π ο υ  
κ α τ α γ ρ ά φ η κ α ν  γ ι α  τ ο  E E D - c 2  ε μ φ ά ν ι σ α ν  μ ι κ ρ ό  λ ό γ ο  σ ή μ α τ ο ς  π ρ ο ς  θ ό ρ υ β ο  {Σχ.4.26) μ ε  
α π ο τ έ λ ε σ μ α  ο ι  α ρ ω μ α τ ι κ ο ί  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ί  τ ω ν  τ ε σ σ ά ρ ω ν  κ α τ α λ ο ί π ω ν  τ υ ρ ο σ ί ν η ς  κ α ι  τ ω ν  τ ρ ι ώ ν  
τ ρ υ π τ ο φ ά ν η ς  ν α  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ τ ο ύ ν  α π ό  τ ο  ο μ ο π υ ρ η ν ι κ ό  T O C S Y  τ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ  c 2  κ α ι  ν α  
ε π ι β ε β α ι ω θ ο ύ ν  ε μ μ έ σ ω ς  α π ό  τ α  N O E S Y  τ ο υ  E E D - c 2 .  Α π ό  τ α  C b H d  κ α ι  C b H e  ε ξ ή χ θ η  μ ι κ ρ ό  
π ο σ ο σ τ ό  τ ω ν  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ώ ν  τ ω ν  α ρ ω μ α τ ι κ ώ ν  π ρ ω τ ο ν ί ω ν  ό π ω ς  α υ τ ό ς  τ ο υ  Η δ  τ η ς  ι σ τ ι δ ί ν η ς  2 5 .
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Σχήμα 4.26 Φάσματα NMR CbHd και CbHe στα οποία καταγράφονται οι μαγνητικοί συσχετισμοί των 
πυρήνων Cp αρωματικών καταλοίπων με τα αρωματικά πρωτόνια Ηδ (Α) και Ηε (Β) αντίστοιχα.
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4.2.7.4 Πληρότητα αντιστοίχησης χημικών μετατοπίσεων σε πυρήνες- Πρόσθετη 
πληροφορία
Η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  π ο υ  π ρ ο α ν α φ έ ρ θ η κ ε  α κ ο λ ο υ θ ή θ η κ ε  γ ι α  τ ο ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ ω ν  χ η μ ικ ώ ν  
μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  τ η ς  σ υ ν τ ρ ι π τ ι κ ή ς  π λ ε ι ο ψ η φ ί α ς  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  ’Η , 13C  κ α ι  15Ν  τ ο υ  E E D - c 2 .  Ο ι  
ε λ λ ε ί ψ ε ι ς  σ τ ο ν  τ ιλ ή ρ η  κ α τ ά λ ο γ ο  σ υ ν τ ο ν ι σ μ ώ ν  τ ο υ  β ι ο μ ο ρ ί ο υ  π ο υ  π ρ ο έ κ υ ψ α ν  α π ό  τ η ν  
π ρ ο α ν α φ ε ρ θ ε ί σ α  δ ι α δ ι κ α σ ί α  α ν ά λ υ σ η ς  κ α λ ύ φ θ η κ α ν  σ τ η ν  π ε ρ ίπ τ ω σ η  τ ο υ  E E D - c 2  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α  α π ό  “ π α ρ α γ κ ω ν ι σ μ έ ν α ”  σ τ α  α ρ χ ικ ά  σ τ ά δ ια  τ η ς  ε π ε ξ ε ρ γ α σ ί α ς  
φ ά σ μ α τ α ,  ό π ω ς  τ ο  ο μ ο π υ ρ η ν ι κ ό  T O C S Y ,  τ ο  C - T O C S Y  H S Q C , κ α ι  τ ε λ ικ ά  φ ά σ μ α τ α  
N O E S Y .  Σ υ ν ο λ ι κ ά ,  ε ξ α ι ρ ώ ν τ α ς  τ ο υ ς  π υ ρ ή ν ε ς  τ η ς  μ ε τ α λ λ α γ μ έ ν η ς  α μ ι ι ν ο τ ε λ ι κ ή ς  ο υ ρ ά ς  (a a :  1 -  
1 0 )  κ α ι  α υ τ ο ύ ς  τ ω ν  κ α ρ β ο ν υ λ ι κ ώ ν  α ν θ ρ ά κ ω ν ,  κ α τ έ σ τ η  δ υ ν α τ ό ς  ο  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό ς  τ ο υ  9 6 .5 %  
τ ω ν  χ η μ ι κ ώ ν  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  *Η , 15Ν  κ α ι  13C , π ο σ ο σ τ ό  π ο υ  α π ε δ ε ίχ θ η  
ε π α ρ κ έ σ τ α τ ο  γ ι α  τ η ν  ε π ί λ υ σ η  τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  τ ο υ  c 2  σ ε  α τ ο μ ι κ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α  κ α ι  ε ί ν α ι  
α ρ κ ε τ ά  υ ψ η λ ό  σ ε  σ ύ γ κ ρ ι σ η  μ ε  α υ τ ό  π ο υ  α ν α φ έ ρ ε τ α ι  σ τ η  δ ιε θ ν ή  β ι β λ ι ο γ ρ α φ ί α  σ ε  π ε ρ ιπ τ ώ σ ε ι ς  
ά λ λ ω ν  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν .

Ή δ η ,  μ ε  τ η ν  ο λ ο κ λ ή ρ ω σ η  τ η ς  α π ό δ ο σ η ς  τ ω ν  κ ο ρ υ φ ώ ν  π ο υ  ο φ ε ί λ ο ν τ α ι  σ τ ι ς  α μ ιδ ικ έ ς  
ο μ ά δ ε ς  τ η ς  κ ύ ρ ι α ς  α λ υ σ ί δ α ς  ε ν ό ς  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ  (Σχ.4.27Α) κ α ι  π ρ ι ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ θ ε ί  
ο π ο ι ο δ ή π ο τ ε  σ τ ο ι χ ε ί ο  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς ,  ε ί ν α ι  δ υ ν α τ ό  ν α  ε ξ α χ θ ο ύ ν  τ ό σ ο  δ ο μ ι κ ά  ό σ ο  κ α ι  
δ υ ν α μ ι κ ά  σ υ μ π ε ρ ά σ μ α τ α .  Μ ά λ ι σ τ α ,  ο  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ ό ς  τ η ς  δ υ ν α μ ι κ ή ς  τ μ η μ ά τ ω ν  τ η ς  κ ύ ρ ια ς  
α λ υ σ ί δ α ς  ε ν ό ς  β ι ο μ ο ρ ί ο υ  θ α  μ π ο ρ ο ύ σ ε  ν α  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι η θ ε ί  σ τ η  μ ε λ έ τ η  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ω ν .  Η  
ε π ό μ ε ν η  π α ρ ά γ ρ α φ ο ς ,  π α ρ ό λ ο  π ο υ  φ α ί ν ε τ α ι  ε μ β ό λ ι μ η  σ τ η ν  α ν α φ ο ρ ά  τ η ς  π ο ρ ε ί α ς  ε π ί λ υ σ η ς  
τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς ,  α ν τ ι σ τ ο ι χ ε ί  σ τ η  χ ρ ο ν ι κ ή  σ ε ι ρ ά  μ ε  τ η ν  ο π ο ί α  σ υ ν ή θ ω ς  γ ί ν ε τ α ι  η  
α ν ά λ υ σ η  κ α ι  π ε ρ ι γ ρ ά φ ε ι  τ η  μ ε λ έ τ η  τ η ς  δ υ ν α μ ι κ ή ς  σ υ μ π ε ρ ι φ ο ρ ά ς  τ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ιδ ικ ο ύ  
σ κ ε λ ε τ ο ύ  τ ο υ  E E D -C 2  κ α θ ώ ς  κ α ι  τ α  σ υ μ π ε ρ ά σ μ α τ α  κ α ι  τ ις  ε ν δ ε ί ξ ε ι ς  π ο υ  μ π ο ρ ο ύ σ α ν  ή δ η  ν α  
ε ξ α χ θ ο ύ ν  σ τ ο  σ τ ά δ ι ο  α υ τ ό .

4.2.8 Δυναμική συμπεριφορά κατά μήκος της κύριας πολυπεπτιδικής αλυσίδας
'Ο π ω ς  π ρ ο α ν α φ έ ρ θ η κ ε  (Κεφ. 2 ), ο  μ έ σ ο ς  χ ρ ό ν ο ς  α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η ς  Τ 2 τ ω ν  σ η μ ά τ ω ν  N M R  ε ν ό ς  
β ι ο μ ο ρ ί ο υ  σ χ ε τ ί ζ ε τ α ι  μ ε  τ η  μ ο ρ ια κ ή  κ ιν η τ ικ ό τ η τ α  κ α ι  ε ξ α ρ τ ά τ α ι  α π ό  τ ο  χ ρ ό ν ο  
ι δ ι ο σ υ σ χ ε τ ι σ μ ο ύ  τ 0 ( c o r r e la t io n  t i m e ) .  Α ύ ξ η σ η  τ ο υ  τ ε λ ε υ τ α ί ο υ  ( ε λ ά τ τ ω σ η  τ ο υ  ρ υ θ μ ο ύ  
π ε ρ ι σ τ ρ ο φ ή ς  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ )  σ υ ν ε π ά γ ε τ α ι  μ ε ί ω σ η  τ ο υ  Τ 2, δ η λ α δ ή  τ α χ ύ τ ε ρ η  μ α γ ν η τ ικ ή
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α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η .  Μ ε  τ ο ν  ί δ ι ο  τ ρ ό π ο  η  τ ο π ι κ ή  ε υ ε λ ι ξ ί α  ε π η ρ ε ά ζ ε ι  τ ο υ ς  χ ρ ό ν ο υ ς  Τ 2 τ ω ν  ε π ι μ έ ρ ο υ ς  
π υ ρ ή ν ω ν .  Κ α τ α γ ρ ά φ ο ν τ α ς  λ ο ι π ό ν  δ ι α δ ο χ ι κ ά  H S Q C  μ ε  π ρ ο ο δ ε υ τ ι κ ά  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ε ς  χ ρ ο ν ι κ έ ς  
α ν α μ ο ν έ ς  μ ε τ ά  τ η  δ ι έ γ ε ρ σ η ,  ε ί ν α ι  δ υ ν α τ ό  ν α  υ π ο λ ο γ ι σ θ ο ύ ν  ο ι  χ ρ ό ν ο ι  Τ 2 γ ι α  κ ά θ ε  α μ ί δ ι ο  τ η ς

\ \ Γ~* π τ  ι τ ι  ι | r ι ι ι ι  ι » ι ι | ι ι  « ι ι ι ι ι ι | ι ι ι ι ι ι  ι ι » ι ι ι ι  ι \ ι ι ί  ι ι  ι > ι ι ι ι ι -1 | ι

10 20 30 40 50 60 70
Σχήμα 4.27 (A) 15N-HSQC του EED-c2 συγκέντρωσης 0.5mM σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 
ρΗ= 8  και 150mM NaCl σε 600MHz. Με κόκκινο χρώμα επισημαίνονται οι κορυφές που έχουν αποδοθεί 
σε αμίδια της κύριας αλυσίδας ενώ με πράσινο σε αμίδια ή αμίνες των πλευρικών. Για δύο αμίδια της 
ραχοκοκαλιάς του μορίου ανιχνεύεται και δευτερεύον σήμα που τους αποδίδεται με μπλε. (Β) Διάγραμμα 
του χρόνου αποδιέγερσης Τ2 σε συνάρτηση με τα αμιδικά πρωτόνια της κύριας αλυσίδας του EED-C2 
συγκέντρωσης 0.5mM, σε 17°C, ρΗ =8,150mM NaCl, στα 500MHz. (Γ) Η καμπύλη έντασης κορυφής σε 
συνάρτηση με το χρόνο καταγραφής, απ’ όπου εξάγεται ο χρόνος Τ2 για το ΗΝ της ασπαραγίνης 24
προσαρμόζοντας μαθηματικά (fitting) την εν λόγω μεταβλητή της εξίσωσης /  =  e tlTl στα δεδομένα1651.
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κ ύ ρ ι α ς  α λ υ σ ί δ α ς  (.Σχ.4.27Γ) .  Π ρ ο κ ύ π τ ε ι  έ τ σ ι  έ ν α  δ ι ά γ ρ α μ μ α  τ ο υ  Τ 2 σ ε  σ υ ν ά ρ τ η σ η  μ ε  τ η  
γ ρ α μ μ ι κ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α  ( Σχ.4.27Β) ,  ε ν δ ε ι κ τ ι κ ό  τ η ς  τ ο π ι κ ή ς  ε υ ε λ ι ξ ί α ς  τ η ς  κ ύ ρ ια ς  α λ υ σ ίδ α ς .  Α υ τ ή  
η  γ ρ α φ ι κ ή  π α ρ ά σ τ α σ η  κ α τ α δ ε ι κ ν ύ ε ι  τ η  δ υ ν α μ ι κ ή  τ ο υ  β ι ο μ ο ρ ί ο υ  κ α ι  μ π ο ρ ε ί  ν α  π ε ρ ι έ χ ε ι  
ε π ι π λ έ ο ν  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α .  Σ τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  τ ο υ  E E D - c 2  λ ο ι π ό ν ,  μ ε  γ ν ω σ τ ο ύ ς  μ ό ν ο  τ ο υ ς  
σ υ ν τ ο ν ι σ μ ο ύ ς  τ ω ν  α μ ι δ ί ω ν  τ η ς  κ ύ ρ ι α ς  α λ υ σ ί δ α ς ,  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  ε ξ α χ θ ο ύ ν  τ α  ε ξ ή ς  
σ υ μ π ε ρ ά σ μ α τ α :
i )  Τ α  δ ύ ο  ά κ ρ α  τ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ  ( 1 - 1 4  κ α ι  7 2 - 7 6 )  κ ι ν ο ύ ν τ α ι  α ν ε ξ ά ρ τ η τ α  α π ό  τ ο  

υ π ό λ ο ι π ο  μ ό ρ ι ο ,  κ ά τ ι  π ο υ  α ν α μ έ ν ε τ α ι  α φ ο ύ  σ τ η  χ α ρ α κ τ η ρ ισ τ ικ ή  α ν α δ ίπ λ ω σ η  τ ο υ  
d o m a i n  π ρ ο β λ έ π ε τ α ι  ν α  σ υ μ μ ε τ έ χ ο υ ν  τ α  α μ ι ν ο ξ έ α  1 9 -7 1  β ά σ ε ι  α ν τ ι σ τ ο ί χ η σ η ς  τ ω ν  
π ρ ω τ ο τ α γ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ι ώ ν  τ ο υ  c 2  μ ε  τ α  c h r o m o d o m a in  γ ν ω σ τ ή ς  τ ρ ιτ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  
ό π ω ς  α υ τ ό  τ η ς  Η Ρ 1 .  Η  α υ ξ η μ έ ν η  κ ι ν η τ ι κ ό τ η τ α  π ο υ  ε μ φ α ν ί ζ ο υ ν  τ α  ά κ ρ α  ε ί ν α ι  ε ξ ί σ ο υ  
α ν α μ ε ν ό μ ε ν η  α φ ο ύ  δ ε ν  π ρ ο β λ έ π ε τ α ι  ν α  υ ι ο θ ε τ ο ύ ν  δ ο μ ή  δ ια φ ο ρ ε τ ικ ή  α π ό  α υ τ ή  τ ο υ  
τ υ χ α ί ο υ  σ π ε ι ρ ά μ α τ ο ς .

ϋ )  Η  θ έ σ η  τ ω ν  θ η λ ι ώ ν  ( 2 8 - 3 2 ,  5 3 - 5 5 )  π ο υ  σ υ ν δ έ ο υ ν  τ α  σ τ ο ι χ ε ί α  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  
π ρ ο δ ί δ ε τ α ι  α π ό  τ η ν  ε υ ε λ ι ξ ί α  τ ω ν  α μ ι δ ί ω ν  τ η ς  κ ύ ρ ι α ς  α λ υ σ ί δ α ς .  Ο  Τ 2 γ ι α  τ α  α μ ι ν ο ξ έ α  4 1  -  
4 3  α π ο υ σ ι ά ζ ε ι  α π ό  τ ο  γ ρ ά φ η μ α  ε ί τ ε  λ ό γ ω  έ λ λ ε ι ψ η ς  α μ ιδ ικ ο ύ  π ρ ω τ ο ν ί ο υ  ( Ρ 4 3 ) ,  ε ί τ ε  γ ια τ ί  
δ ε ν  κ α τ έ σ τ η  δ υ ν α τ ό  ν α  π α ρ α τ η ρ η θ ο ύ ν  κ α ι  ν α  τ α υ τ ο π ο ι η θ ο ύ ν  τ α  σ ή μ α τ α  τ ω ν  α μ ιδ ικ ώ ν  
π ρ ω τ ο ν ί ω ν  ( Ε 4 1 ,  L 4 2 ) .  Κ ά τ ι  τ έ τ ο ι ο  μ π ο ρ ε ί  ν α  ε ξ η γ η θ ε ί  ε ί τ ε  α π ό  ε λ λ ε ι π ή  α π ό δ ο σ η  τ ω ν  
κ ο ρ υ φ ώ ν  α υ τ ώ ν  ε ί τ ε  α π ό  τ η  γ ρ ή γ ο ρ η  α ν τ α λ λ α γ ή  α υ τ ώ ν  τ ω ν  π ρ ω τ ο ν ίω ν  μ ε  α υ τ ά  τ ο υ  
δ ι α λ ύ τ η .  Τ ο  φ α ι ν ό μ ε ν ο  α υ τ ό  ε ί ν α ι  σ υ ν η θ έ σ τ α τ ο  γ ι α  ε κ τ ε θ ε ι μ έ ν α  α μ ιδ ικ ά  π ρ ω τ ό ν ι α  σ ε  
θ η λ ι έ ς .  Σ υ ν ο π τ ι κ ά  λ ο ι π ό ν ,  ο ι  θ έ σ ε ι ς  κ α ι  τ ω ν  τ ρ ι ώ ν  π ρ ο β λ ε π ό μ ε ν ω ν  θ η λ ιώ ν  ε ί ν α ι  σ ε  
σ υ μ φ ω ν ί α  μ ε  τ ι ς  α ν α μ ε ν ό μ ε ν ε ς  α π ό  τ η  σ τ ο ί χ ι σ η  γ ρ α μ μ ι κ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ι ώ ν .

i i i )  Τ α υ τ ό χ ρ ο ν α ,  σ κ ι α γ ρ α φ ε ί τ α ι  σ τ ο  δ ι ά γ ρ α μ μ α  κ α ι  η  θ έ σ η  τ ω ν  σ τ ο ι χ ε ί ω ν  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  
δ ο μ ή ς  ( 1 9 - 2 7 ,  3 4 - 3 9 ,  4 4 - 5 1 ,  5 6 - 7 0 ) .  Τ α  α κ ρ ιβ ή  ό ρ ι α  τ ω ν  δ ο μ η μ έ ν ω ν  κ α ι  μ η  τ μ η μ ά τ ω ν  
μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  π ρ ο κ ό ψ ο υ ν  μ ό ν ο  μ ε  ε π ί λ υ σ η  τ η ς  τ ρ ιτ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  σ ε  α τ ο μ ικ ή  
λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α ,  ε ν  τ ο ύ τ ο ι ς  τ α  α ν α φ ε ρ ό μ ε ν α  σ υ μ π ί π τ ο υ ν  μ ε  τ η ν  θ ε ω ρ η τ ικ ά  π ρ ο β λ ε π ό μ ε ν η  
δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ή  δ ο μ ή .

i v )  Π α ρ α τ η ρ ε ί τ α ι  ό τ ι  ο  χ ρ ό ν ο ς  Τ 2 γ ι α  τ ο  σ ύ ν ο λ ο  τ ω ν  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  π ο υ  δ ε ί χ ν ο υ ν  ν α  α π ο τ ε λ ο ύ ν  
τ α  σ τ ο ι χ ε ί α  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  ε ί ν α ι  π α ρ ό μ ο ι ο ς  ( π ε ρ ί π ο υ  7 0 m s e c ) .  Τ ο  σ τ ο ι χ ε ί ο  α υ τ ό  
ε ί ν α ι  ι σ χ υ ρ ά  ε ν δ ε ι κ τ ι κ ό  τ η ς  ύ π α ρ ξ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ώ ν  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ω ν  π ο υ  ε ν ώ ν ο υ ν  τ α  
σ τ ο ι χ ε ί α  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  ώ σ τ ε  ν α  κ ι ν ο ύ ν τ α ι  ω ς  έ ν α  σ ώ μ α .
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ν )  Τ έ λ ο ς ,  α ν  κ α ι  ο ι  χ ρ ό ν ο ι  α π ο δ ι έ γ ε ρ σ η ς  Ί ι  κ α ι  ι δ ι ο σ υ σ χ ε τ ι σ μ ο ύ  x c δ ε ν  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι η θ ο ύ ν  γ ι α  ν α  υ π ο λ ο γ ι σ θ ε ί  τ ο  μ ο ρ ι α κ ό  β ά ρ ο ς  ε ν ό ς  β ι ο μ ο ρ ί ο υ ,  ο  μ έ σ ο ς  
χ ρ ό ν ο ς  Τ 2 τ ο υ  d o m a i n  π ο υ  ε μ π ε ρ ι έ χ ε τ α ι  σ τ ο  π ο λ υ π ε π τ ί δ ι ο  E E D - c 2  ε ί ν α ι  μ ι κ ρ ό τ ε ρ ο ς  α π ό  
τ ο ν  α ν α μ ε ν ό μ ε ν ο  γ ι α  μ ια  σ φ α ι ρ ι κ ή  π ρ ω τ ε ΐ ν η  9 k D a ,  ε ν ώ  θ α  α ν τ ι σ τ ο ι χ ο ύ σ ε  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ο  

σ ε  δ ι μ ε ρ έ ς .

4 . 2 . 9  Π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ο ί  δ ί ε δ ρ ω ν  γ ω ν ι ώ ν -  T A L O S
Έ χ ο ν τ α ς  π ρ ο σ δ ι ο ρ ί σ ε ι  τ η  μ ε γ ά λ η  π λ ε ι ο ψ η φ ί α  τ ω ν  χ η μ ι κ ώ ν  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  *Η , 
15Ν ,  13C  τ ο υ  E E D - c 2 ,  ε ί ν α ι  π λ έ ο ν  ε φ ι κ τ ή  η  α π ό δ ο σ η  τ ω ν  κ ο ρ υ φ ώ ν  τ ω ν  τ ρ ι σ δ ι ά σ τ α τ ω ν  
φ α σ μ ά τ ω ν  N O E S Y  σ τ α  α ν τ ί σ τ ο ι χ α  ζ ε ύ γ η  π υ ρ ή ν ω ν .  Α υ τ ή  η  π λ η ρ ο φ ο ρ ί α ,  σ ε  σ υ ν δ υ α σ μ ό  μ ε  
τ η ν  ο λ ο κ λ ή ρ ω σ η 166* τ ω ν  σ η μ ά τ ω ν  σ ε  δ ύ ο  δ ι α σ τ ά σ ε ι ς  σ τ ο  ε π ί π ε δ ο  τ η ς  μ ε γ ί σ τ η ς  έ ν τ α σ ή ς  τ ο υ ς ,  
α π ο τ ε λ ε ί  τ η  β ά σ η  τ η ς  σ ύ ν τ α ξ η ς  λ ί σ τ α ς  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν  ω ς  π ρ ο ς  τ η  μ ε γ ί σ τ η  α π ό σ τ α σ η  π ο υ  ε ί ν α ι  
δ υ ν α τ ό  ν α  χ ω ρ ί ζ ε ι  κ α θ έ ν α  α π ό  τ α  ζ ε ύ γ η  τ ω ν  σ υ ζ ε υ γ μ έ ν ω ν  π υ ρ ή ν ω ν .  Ε κ τ ό ς  α π ό  τ ι ς  σ υ ν θ ή κ ε ς  
α π ο σ τ ά σ ε ω ν  - α π α ρ α ί τ η τ ε ς  γ ι α  τ ο ν  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό  τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς -  σ τ ο υ ς

Σχήμα 4.28 (Α) Εξάρτηση των χημικών μετατοπίσεων των Ca και Cp από τη 
δευτεροταγή δομή. (Β), (Γ) Διαγράμματα των προβλέψεων που έγιναν χρησιμοποιώντας 
το πρόγραμμα TALOS με βάση χημικές μετατοπίσεις σε σχέση με τις μετρούμενες τιμέςΑ ^
των φ  και ψ  αντίστοιχα της κρυσταλλικής δομής της ουμπικου'ίτίνης.
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π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ο ύ ς  σ υ χ ν ά  σ υ μ π ε ρ ι λ α μ β ά ν ο ν τ α ι  κ α ι  α υ τ έ ς  γ ω ν ι ώ ν .  Α ν  κ α ι  η  ε ισ α γ ω γ ή  σ τ η  
δ ια δ ι κ α σ ί α  ε π ί λ υ σ η ς  τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  γ ια  τ ι ς  φ κ α ι  ψ  δ ε ν  ε ί ν α ι  α π α ρ α ίτ η τ η ,  
ε ν  τ ο ύ τ ο ι ς  ε π ι τ α χ ύ ν ε ι  τ η  δ ια δ ι κ α σ ί α  κ α ι  τ ε λ ι κ ά  β ε λ τ ι ώ ν ε ι  τ η ν  π ο ι ό τ η τ α  τ η ς  δ ο μ ή ς ,  γ ε γ ο ν ό ς  
α ν α μ ε ν ό μ ε ν ο  δ ε δ ο μ έ ν ο υ  ό τ ι  ο ι  δ ύ ο  δ ί ε δ ρ ε ς  γ ω ν ί ε ς  φ κ α ι  ψ  ε ί ν α ι  ο ι  μ ό ν ε ς  π α ρ ά μ ε τ ρ ο ι  π ο υ  
κ α θ ο ρ ί ζ ο υ ν  τ η  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ή  δ ο μ ή .

flraMguoas Bad

Prev I Next | Redraw | gear | Save

e  >c 1 TALOS EED c o r tt t l.  }.tab Residues 1 10 76
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Σχήμα 4.29 Οι προβλέψεις ταυ TALOS για το EED-c2. Σε πράσινο φόντο τα αμινοξέα για τα
 ̂ Α

οποία οι προβλέψεις για τις φ  και ψ  εκτιμήθηκαν ως αξιόπιστες. Σε γκρι αυτά για τα οποία 
δεν έγινε πρόβλεψη, σε κίτρινο αυτά για τα οποία οι προβλέψεις του προγράμματος κρίθηκαν 
αναξιόπιστες. Στο διάγραμμα Ramachandran οι συντεταγμένες των δίεδρων γωνιών για το 
κεντρικό κατάλοιπο των τριάδων που αντιστοιχήθηκαν με την Ι23Ν24Η25 του EED-c2.

Η  ε ξ α γ ω γ ή  ε κ τ ι μ ή σ ε ω ν  τ ω ν  τ ι μ ώ ν  μ έ ρ ο υ ς  τ ω ν  δ ί ε δ ρ ω ν  γ ω ν ι ώ ν  τ ο υ  E E D - c 2  α π ό  τ ις
χ η μ ι κ έ ς  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ι ς  π υ ρ ή ν ω ν  τ η ς  κ ύ ρ ι α ς  α λ υ σ ί δ α ς  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ  έ γ ι ν ε  μ ε  τ ρ ό π ο  η μ ιε μ π ε ιρ ικ ό .  
Η  α π ό κ λ ι σ η  τ η ς  χ η μ ι κ ή ς  μ ε τ α τ ό π ι σ η ς  ε ν ό ς  π υ ρ ή ν α  τ η ς  κ ύ ρ ι α ς  α λ υ σ ί δ α ς  μ ια ς  π ρ ω τ ε ΐν η ς  α π ό
τ η ν  τ ι μ ή  π ο υ  α υ τ ή  θ α  ε ί χ ε  α ν  τ ο  α ν τ ί σ τ ο ι χ ο  ά τ ο μ ο  α ν ή κ ε  σ ε  π ε ρ ι ο χ ή  τ υ χ α ίο υ  σ π ε ιρ ά μ α τ ο ς

Λ
σ υ σ χ ε τ ί ζ ε τ α ι  μ ε  τ η  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ή  δ ο μ ή  ( κ α ι  ά ρ α  τ ι ς  φ κ α ι  ψ )  σ τ η ν  ο π ο ί α  α ν ή κ ε ι  (Σχ.4.28Α).

Γ Ι α ρ ό μ ο ιε ς  π α ρ α τ η ρ ή σ ε ι ς  μ π ο ρ ο ύ ν  ν α  γ ί ν ο υ ν  κ α ι  γ ια  π υ ρ ή ν ε ς  α ν ή κ ο ν τ ε ς  σ ε  π λ ε υ ρ ι κ έ ς  
ι λ υ σ ί δ ε ς  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  (Οβ), μ ε  τ ο  σ υ σ χ ε τ ι σ μ ό  ν α  φ θ ί ν ε ι  ό σ ο  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ο  α π έ χ ο υ ν  α π ό  τ ο  Ca. 

Γ ο π ρ ό γ ρ α μ μ α  T A L O S 1671 { T o r s io n  A n g le  L ik e lih o o d  O b ta in e d  fr o m  S h i f t  a n d  s e q u e n c e  

im ila r ity )  ε κ μ ε τ α λ λ ε ύ ε τ α ι  α υ τ ή  τ η ν  π α ρ α τ ή ρ η σ η  γ ια  ν α  κ ά ν ε ι  π ρ ο β λ έ ψ ε ι ς  σ χ ε τ ικ ά  μ ε  τ ις

ι μ έ ς  τ ω ν  φ κ α ι  ψ .  Τ α  α μ ι ν ο ξ έ α  ο μ α δ ο π ο ι ο ύ ν τ α ι  σ ε  α λ λ η λ ε π ι κ α λ υ π τ ό μ ε ν ε ς  τ ρ ιά δ ε ς  π ο υ
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σ υ γ κ ρ ί ν ο ν τ α ι  μ ε  α ν τ ί σ τ ο ι χ ε ς  τ ρ ι ά δ ε ς  μ ι α ς  β ά σ η ς  δ ε δ ο μ έ ν ω ν  7 8  ε π ι λ υ μ έ ν ω ν  μ ε  
κ ρ υ σ τ α λ λ ο γ ρ α φ ί α  δ ο μ ώ ν .  Γ ν ώ μ ο ν α  α π ο τ ε λ ε ί  τ ό σ ο  η  ο μ ο λ ο γ ί α  τ η ς  α λ λ η λ ο υ χ ί α ς  ό σ ο  κ α ι  η  
χ η μ ι κ ή  μ ε τ α τ ό π ι σ η  τ ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  Ν ,  Η « , C O ,  C a,  C p  τ ω ν  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  τ η ς  τ ρ ι ά δ α ς .  Ε π ι λ έ γ ο ν τ α ι  
ο ι  1 0  π ι ο  σ υ μ β α τ έ ς  τ ρ ι ά δ ε ς  κ α ι  ο ι  δ ί ε δ ρ ε ς  γ ω ν ί ε ς  τ ο υ  κ ε ν τ ρ ι κ ο ύ  α μ ι ν ο ξ έ ο ς  ό π ω ς  μ ε τ ρ ο ύ ν τ α ι  
α π ό  τ η ν  α ν τ ί σ τ ο ι χ η  κ ρ υ σ τ α λ λ ι κ ή  δ ο μ ή  κ α τ α γ ρ ά φ ο ν τ α ι  σ ε  δ ι ά γ ρ α μ μ α  R a m a c h a a d r a n .  
Α ν ά λ ο γ α  μ ε  τ ο  β α θ μ ό  σ υ μ φ ω ν ί α ς  τ ω ν  1 0  α υ τ ώ ν  σ η μ ε ί ω ν  γ ι α  κ ά θ ε  α μ ι ν ο ξ ύ ,  κ ρ ί ν ε τ α ι  κ α ι  η  
α ξ ι ο π ι σ τ ί α  τ η ς  π ρ ό β λ ε ψ η ς  (Σχ.4.29) .  Δ ε δ ο μ έ ν ο υ  ό τ ι  α π ο φ ε ύ γ ε τ α ι  η  κ α τ ά χ ρ η σ η ,  τ ο  π ο σ ο σ τ ό  
ο ρ θ ώ ν  π ρ ο β λ έ ψ ε ω ν  τ ο υ  T A L O S  ε ί ν α ι  9 7 % . Τ υ χ ό ν  ε σ φ α λ μ έ ν η  π ρ ό β λ ε ψ η  μ π ο ρ ε ί  ν α  
ε ν τ ο π ι σ θ ε ί  κ α τ ά  τ ο ν  υ π ο λ ο γ ι σ μ ό  τ η ς  δ ο μ ή ς  α φ ο ύ  θ α  έ ρ χ ε τ α ι  σ ε  α ν τ ί θ ε σ η  μ ε  δ ε δ ο μ έ ν α  α π ό  
Ν Ο Ε .  Η  π ρ α κ τ ι κ ή  ε μ π ε ι ρ ί α  έ χ ε ι  κ α θ ι ε ρ ώ σ ε ι  τ ο  π ρ ό γ ρ α μ μ α  ω ς  π ο λ ύ  χ ρ ή σ ι μ ο  κ α ι  γ ε ν ι κ ά  
α ξ ι ό π ι σ τ ο  ( Σχ.4.28Β,Γ).

4.2.10 Μετάβαση από περιοριστικές συνθήκες στην τριτοταγή δομή

Σχήμα 4.30 (Α) Στερεοδιάγραμμα 
της κύριας αλυσίδας του EED-C2 
όπως υπολογίστηκε με το CYANA. 
Με μπλε, οι ανώτατες αποστάσεις 
μεταξύ ατόμων όπως εξήχθησαν 
από φάσματα NMR. (Β)
Διάγραμμα ένδο- και δια-
αμινοξικών περιορισμών ανώτατων 
αποστάσεων. Οι μαύροι κύκλοι 
αντιπροσωπεύουν δέκα τουλάχιστο 
περιοριστικές συνθήκες. Οι γκρι 
τουλάχιστο μία.
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Ο  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ό ς  τ η ς  δ ο μ ή ς  ε ν ό ς  β ι ο μ ο ρ ί ο υ  α π ό  τ η  λ ί σ τ α  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν  π ο υ  ε ξ ή χ θ η σ α ν  α π ό  
φ ά σ μ α τ α  N M R  γ ί ν ε τ α ι  μ ε  τ ρ ό π ο  υ π ο λ ο γ ι σ τ ι κ ό .  Π ρ α κ τ ικ ά ,  ο ι  δ ια δ ικ α σ ίε ς  τ η ς  α π ό δ ο σ η ς  τ ω ν  
κ ο ρ υ φ ώ ν  Ν Ο Ε  κ α ι  τ ο υ  υ π ο λ ο γ ι σ μ ο ύ  τ η ς  τ ρ ι σ δ ι ά σ τ α τ η ς  δ ο μ ή ς  λ α μ β ά ν ο υ ν  χ ώ ρ α  σ ε  κ ά π ο ιο  
β α θ μ ό  π α ρ ά λ λ η λ α .  Σ ε  π ο λ λ έ ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς ,  ο ι  χ η μ ι κ έ ς  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ι ς  π ρ ω τ ο ν ί ω ν  π ο υ  
τ α ι ρ ι ά ζ ο υ ν  μ ε  μ ί α  α π ό  τ ι ς  σ υ ν τ ε τ α γ μ έ ν ε ς  ε ν ό ς  σ ή μ α τ ο ς  Ν Ο Ε  ε ί ν α ι  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ε ς  α π ό  μ ία .  
Ε κ τ ε λ ώ ν τ α ς  υ π ο λ ο γ ι σ μ ο ύ ς  δ ο μ ώ ν ,  σ υ μ π ε ρ ι λ α μ β ά ν ο ν τ α ς  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ο ύ ς  π ρ ο κ ύ π τ ο ν τ ε ς  α π ό  
π ι θ α ν ά  ε ν δ ε χ ό μ ε ν α  α π ο δ ό σ ε ω ν  σ η μ ά τ ω ν ,  τ α  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ο ύ μ ε ν α  υ π ο λ ο γ ι σ τ ι κ ά  
π ρ ο γ ρ ά μ μ α τ α 155-581 υ π ο δ ε ι κ ν ύ ο υ ν  τ α  ε ν δ ε χ ό μ ε ν α  ε κ ε ί ν α  π ο υ  ε ί ν α ι  σ υ μ β α τ ά  μ ε  τ ο  κ ύ ρ ιο  σ ώ μ α  
τ ω ν  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν  π ο υ  κ α θ ο ρ ί ζ ε ι  τ η ν  υ π ο λ ο γ ι ζ ό μ ε ν η  δ ο μ ή .  Τ α  π ρ ο γ ρ ά μ μ α τ α  α υ τ ά  ε κ τ ε λ ο ύ ν  
δ ι α δ ο χ ι κ ο ύ ς  κ ύ κ λ ο υ ς  υ π ο λ ο γ ι σ μ ώ ν  μ ε ι ώ ν ο ν τ α ς  σ τ α δ ι α κ ά  τ η ν  α ν ε κ τ ικ ό τ η τ α  τ ω ν  α π ο κ λ ί σ ε ω ν  
τ ω ν  υ π ο λ ο γ ι ζ ό μ ε ν ω ν  δ ι α - α τ ο μ ι κ ώ ν  α π ο σ τ ά σ ε ω ν  α π ό  α υ τ έ ς  σ τ η  λ ί σ τ α  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν .  Μ ε τ ά  τ ο

Γ Σήματα ΝΟΕ
15n -h s q c 836
Αλειφατικό l3C-HSQC 1371
Αρωματικό 13C-HSQC 84
Σύνολο 2291
Περιορισμοί ανώτατων αποστάσεων
Ενδοαμινοξικές 265
Διαδοχικές (ι+Ι) 252
Μέσες (ι+2-ι+4) 149
Μακρινές (>ι+4) 260
Σύνολο 926
Περιορισμοί δίεδρων γωνιών
A

φ 39
A

Ψ 39
Σύνολο 78

Παραβιάσεις ΝΟΕ
>0.40 A 0

0.31-0.40Α 13
0.21-0.30Α 31
0 .1 1 -0 .2 0 Α 13
Σύνολο 57

1 Μέσος όρος παραβιάσεων (Α ) 0.25

Sequence
Σχήμα 4.31 Δομικά χαρακτηριστικά σχετικά με τα σήματα ΝΟΕ και τους περιορισμούς που 
χρησιμοποιήθηκαν για την επίλυση της τριτοταγούς δομής του chromodomain c2 καθώς 
και τις παραβιάσεις αυτών. (Α) Διάγραμμα περιορισμών μέγιστων αποστάσεων μεταξύ δύο 
πυρήνων σε σχέση με την απόστασή τους στη γραμμική αλληλουχία. (Β) Διάγραμμα 
περιορισμών μέγιστων αποστάσεων για τους πυρήνες κάθε αμινοξέος. Με λευκό χρώμα 
εμφανίζονται οι κολώνες που αντιπροσωπεύουν στο σύνολο των ενδο-αμινοξικών 
περιορισμών, με γκρι των διαδοχικών, με σκούρο γκρι των μέσων αποστάσεων (ι με ι+2 έως 
ι+4), με μαύρο των μακρινών αποστάσεων (ι με >ι+4). (Γ) Συγκεντρωτικός πίνακας των 
πειραματικών περιορισμών βάσει των οποίων υπολογίστηκε η δομή του EED-c2 και οι 
παραβιάσεις αυτών.
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π έ ρ α ς  τ η ς  δ έ σ μ η ς  υ π ο λ ο γ ι σ μ ώ ν  ε κ τ ό ς  α π ό  τ ι ς  υ π ο δ ε ί ξ ε ι ς  α π ο δ ό σ ε ω ν  κ α τ α γ ρ ά φ ο ν τ α ι  σ ε  
α ρ χ ε ί α  π ι θ α ν ά  ε σ φ α λ μ έ ν ε ς  α π ο δ ό σ ε ι ς  μ ε  τ η  μ ο ρ φ ή  π α ρ α β ι ά σ ε ω ν  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν  Η  μ έ θ ο δ ο ς  
π ρ α κ τ ι κ ά  σ υ γ κ λ ί ν ε ι  σ ε  δ ο μ έ ς  π ο υ  δ ε ν  π α ρ α β ι ά ζ ο υ ν  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ο ύ ς  χ ω ρ ί ς  α ν θ ρ ώ π ι ν η  
π α ρ έ μ β α σ η ,  μ ε  τ η ν  π ρ ο ϋ π ό θ ε σ η  τ η ς  ύ π α ρ ξ η ς  μ ο ν α δ ι κ ώ ν  υ π ο ψ η φ ί ω ν  π υ ρ ή ν ω ν  σ τ ο υ ς  ο π ο ί ο υ ς  
ν α  α π ο δ ο θ ε ί  κ ρ ί σ ι μ ο ς  α ρ ι θ μ ό ς  κ ο ρ υ φ ώ ν  σ τ ο ν  α ρ χ ι κ ό  κ ύ κ λ ο  υ π ο λ ο γ ι σ μ ώ ν .

Σ τ η ν  π ε ρ ί π τ ω σ η  τ ο υ  E E D - c 2  ο ι  μ ι κ ρ ο δ ι α κ υ μ ά ν σ ε ι ς  τ ω ν  χ η μ ι κ ώ ν  μ ε τ α τ ο π ί σ ε ω ν  
π υ ρ ή ν ω ν  ε ξ  α ιτ ία ς  τ η ς  κ α τ α γ ρ α φ ή ς  φ α σ μ ά τ ω ν  δ ι α φ ο ρ ε τ ι κ ώ ν  δ ε ι γ μ ά τ ω ν  σ ε  δ ι α φ ο ρ ε τ ι κ ά  
ό ρ γ α ν α  κ α ι  τ ο  α υ ξ η μ έ ν ο  σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  τ ο  α ν α μ ε ν ό μ ε ν ο  π ο σ ο σ τ ό  α λ λ η λ ε π ι κ α λ ύ ψ ε ω ν  κ ο ρ υ φ ώ ν  
λ ό γ ω  τ ο υ  ε κ π μ ώ μ ε ν ο υ  ο λ ι γ ο μ ε ρ ι σ μ ο ύ ,  π ε ρ ι ό ρ ι σ α ν  σ η μ α ν τ ι κ ά  τ η ν  α π ο τ ε λ ε σ μ α τ ι κ ό τ η τ α  τ η ς  
α υ τ ο μ α τ ο π ο ι η μ έ ν η ς  δ ι α δ ι κ α σ ί α ς .  Έ τ σ ι ,  η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  τ η ς  π α ρ ά λ λ η λ η ς  α π ό δ ο σ η ς  σ η μ ά τ ω ν  
Ν Ο Ε  έ γ ι ν ε  μ η  α υ τ ο μ α τ ο π ο ι η μ έ ν α  μ ε  τ ο  α ν τ ί σ τ ο ι χ ο  κ ό σ τ ο ς  σ ε  κ ό π ο  κ α ι  χ ρ ό ν ο .

4 . 2 . 1 0 . 1  Υ π ο λ ο γ ι σ μ ό ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς
Ο  υ π ο λ ο γ ι σ μ ό ς  τ ω ν  π ι θ α ν ώ ν  δ ο μ ώ ν  β α σ ί σ θ η κ ε  σ τ η  μ έ θ ο δ ο  τ η ς  π ρ ο σ ο μ ο ιω μ έ ν η ς  

α ν α δ ιά τ α ξ η ς  ( s i m u l a t e d  a n n e a l i n g )  σ τ ο  κ ε ν ό .  Σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  α υ τ ή ,  μ ε  μ ό ν ο  δ ε δ ο μ έ ν ο  τ ι ς  
γ ε ω μ ε τ ρ ι κ έ ς  σ χ έ σ ε ι ς  τ ω ν  α τ ό μ ω ν  π ο υ  π ρ ο κ ύ π τ ο υ ν  α π ό  τ η ν  α μ ι ν ο ξ ι κ ή  α λ λ η λ ο υ χ ί α ,  γ ε ν ν ά τ α ι  
μ ι α  δ ο μ ή  τ υ χ α ί ο υ  σ π ε ι ρ ά μ α τ ο ς ,  θ ε ω ρ η τ ι κ ά  α υ τ ή  π ο υ  θ α  μ π ο ρ ο ύ σ ε  ν α  υ ι ο θ ε τ ε ί  τ ο  μ ό ρ ι ο  
ε υ ρ ι σ κ ό μ ε ν ο  σ ε  π ο λ ύ  υ ψ η λ ή  ε ν ε ρ γ ε ι α κ ή  σ τ ά θ μ η .  Ω ς  μ έ τ ρ ο  τ η ς  ε ν έ ρ γ ε ι α ς  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ  
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ε ί τ α ι  η  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α  σ τ η ν  ο π ο ί α  θ ε ω ρ η τ ι κ ά  β ρ ί σ κ ε τ α ι .  Μ ε  α υ τ ή  τ η ν  ε κ τ ε τ α μ έ ν η ς  
δ ι α μ ό ρ φ ω σ η ς  δ ο μ ή  ω ς  α ρ χ ι κ ή ,  η  θ ε ω ρ η τ ι κ ή  θ ε ρ μ ο κ ρ α σ ί α  σ τ α δ ι α κ ά  μ ε ι ώ ν ε τ α ι  α ν ά γ ο ν τ α ς  έ τ σ ι  
ω ς  ο λ ο έ ν α  κ α ι  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ο  κ α θ ο ρ ι σ τ ι κ ό  π α ρ ά γ ο ν τ α  γ ι α  τ η ν  δ ι α μ ό ρ φ ω σ η  τ ο π ι κ ώ ν  
γ ε ω μ ε τ ρ ι ώ ν  τ ι ς  σ χ έ σ ε ι ς  α π ο σ τ ά σ ε ω ν  κ α ι  γ ω ν ι ώ ν  ό π ω ς  π ρ ο σ δ ι ο ρ ί σ τ η κ α ν  α π ό  τ α  δ ε δ ο μ έ ν α  
N M R .  Η  δ ι α δ ι κ α σ ί α  ε π α ν α λ α μ β ά ν ε τ α ι  μ ε  δ ι α φ ο ρ ε τ ι κ έ ς  τ υ χ α ί ε ς  δ ο μ έ ς  υ ψ η λ ή ς  ε ν έ ρ γ ε ι α ς  ο ι  
ο π ο ί ε ς  α ν α δ ι α τ ά σ σ ο ν τ α ι  σ ε  τ ρ ι τ ο τ α γ ε ί ς  δ ο μ έ ς  π ο υ  ι κ α ν ο π ο ι ο ύ ν  τ ι ς  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ι κ έ ς  
π ε ι ρ α μ α τ ι κ έ ς  σ υ ν θ ή κ ε ς  ( Σχ.4.30) .  Έ ν α  μ έ ρ ο ς  ( σ υ ν ή θ ω ς  τ ο  l / s  μ ε  1/χ ο )  α υ τ ώ ν  ε π ι λ έ γ ε τ α ι  μ ε  
γ ν ώ μ ο ν α  τ η ν  ε λ α χ ι σ τ ο π ο ί η σ η  μ ι α ς  σ υ ν ά ρ τ η σ η ς  λ ά θ ο υ ς ,  τ η  μ α θ η μ α τ ι κ ή  δ η λ α δ ή  έ κ φ ρ α σ η  τ η ς  
α π ό κ λ ι σ η ς  τ ω ν  γ ε ω μ ε τ ρ ι κ ώ ν  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ι κ ώ ν  τ η ς  υ π ο λ ο γ ι σ μ έ ν η ς  δ ο μ ή ς  α π ό  α υ τ ά  τ ω ν  
π ε ι ρ α μ α τ ι κ ώ ν  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν .  Κ α τ ά  τ η ν  π α ρ ά λ λ η λ η  α π ό δ ο σ η  κ ο ρ υ φ ώ ν  Ν Ο Ε ,  

ε π α ν α λ α μ β ά ν ο ν τ α ι  τ έ τ ο ι ο ι  κ ύ κ λ ο ι  υ π ο λ ο γ ι σ μ ώ ν ,  σ τ ο υ ς  ο π ο ί ο υ ς  σ υ  μ π ε ρ ι λ α μ β ά ν ο ν τ α ι  

π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ο ί  “ υ π ό  δ ο κ ι μ ή ” . Ο ι  τ ι μ έ ς  τ ω ν  σ υ ν α ρ τ ή σ ε ω ν  λ ά θ ο υ ς  υ π ο δ ε ι κ ν ύ ο υ ν  α ν  α υ τ ο ί  ο ι  
π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ο ί  ( κ α ι  ά ρ α  ο ι  α π ο δ ό σ ε ι ς  κ ο ρ υ φ ώ ν  α π ό  τ ι ς  ο π ο ί ε ς  π ρ ο έ κ υ ψ α ν )  α ν τ ι τ ί θ ε ν τ α ι  σ τ α
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Σχήμα 4.32 Παράλληλη παράθεση των στοιχείων δευτεροταγούς δομής επί της γραμμικής 
αλληλουχίας, και στερεοδιαγράμματος της ραχοκοκαλιάς των 20 τριτοταγών δομών χαμηλότερης 
ενέργειας του EED-c2. Με μπλε παριστώνται τα β- πτυχωτά φύλλα, με κόκκινο η α- άλικα. Η ευελιξία 
της κύριας αλυσίδας όπως ανιχνεόεται από τη δυναμική του μορίου (Τ2) αντικατοπτρίζεται και στην 
τριτοταγή στερεοδιάταξη, ενώ σε συμφωνία βρίσκονται και οι περιορισμοί αποστάσεων από ΝΟΕ όπως 
φαίνεται στο διάγραμμα μερικών χαρακτηριστικών για τη δευτεροταγή δομή αποστάσεων.

δ ε δ ο μ έ ν α  α π ό  τ ι ς  α ξ ι ό π ι σ τ ε ς  ( μ η  α μ φ ι σ β η τ ο ύ μ ε ν ε ς )  α π ο δ ό σ ε ι ς  κ ο ρ υ φ ώ ν .  Μ ε  τ η ν  
ο λ ο κ λ ή ρ ω σ η  τ ο υ  π ρ ο κ α θ ο ρ ι σ μ έ ν ο υ  α ρ ι θ μ ο ύ  κ ύ κ λ ω ν ,  α ν α φ έ ρ ο ν τ α ι  ε κ τ ό ς  α π ό  τ η  δ έ σ μ η  
υ π ο λ ο γ ι ζ ό μ ε ν ω ν  δ ο μ ώ ν ,  ο ι  π ε ι ρ α μ α τ ι κ έ ς  σ υ ν θ ή κ ε ς  π ο υ  π λ η ρ ο ύ ν τ α ι ,  α υ τ έ ς  π ο υ  
π α ρ α β ι ά ζ ο ν τ α ι ,  κ α ι  π ρ ο τ ε ι ν ό μ ε ν ε ς  α π ό  τ ο  s o f t w a r e  α π ο δ ό σ ε ι ς  σ η μ ά τ ω ν  Ν Ο Ε  σ υ μ β α τ έ ς  μ ε  τ ο  
σ ύ ν ο λ ο  τ ω ν  λ ο ι π ώ ν  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ ώ ν  (Σχ.4.31).

Γ ια  τ ο ν  υ π ο λ ο γ ι σ μ ό  τ η ς  τ ρ ισ δ ιά σ τ α τ η ς  δ ο μ ή ς  τ ο υ  E E D - c 2  σ ε  α τ ο μ ικ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α  
ε π ε λ έ γ η  τ ο  υ π ο λ ο γ ι σ τ ι κ ό  π α κ έ τ ο  C Y A N A 155’561. Α ν  κ α ι  δ ε ν  ή τ α ν  τ ο  μ ό ν ο  π ο υ  
δ ο κ ι μ ά σ τ η κ ε 157’68*701, α π ο δ ε ί χ θ η κ ε  τ ο  π ι ο  ε ύ χ ρ η σ τ ο  α φ ο ύ  τ ο  “ ν ο ι κ ο κ υ ρ ε μ έ ν ο ”  κ α ι  ε υ ν ό η τ ο  
i n t e r f a c e  τ ο υ  δ ε ν  π ρ ο ϋ π έ θ ε τ ε  μ α κ ρ ό χ ρ ο ν η  ε ξ ο ι κ ε ί ω σ η  μ ε  τ ο  π ρ ό γ ρ α μ μ α ,  υ ψ η λ ή  ε ξ ε ι δ ίκ ε υ σ η  
σ ε  υ π ο λ ο γ ι σ μ ο ύ ς  μ ο ρ ι α κ ή ς  δ υ ν α μ ι κ ή ς ,  ή  ι ώ β ε ι ο  υ π ο μ ο ν ή  κ α ι  α ν θ ε κ τ ικ έ ς  ν ε υ ρ ω ν ι κ έ ς  
σ υ ν ά ψ ε ι ς .  Τ ο  ίδ ιο  ν ο ι κ ο κ υ ρ ε μ έ ν ο ς  κ ρ ί ν ε τ α ι  κ α ι  ο  κ ώ δ ικ α ς  τ ο υ ,  κ α θ ισ τ ώ ν τ α ς  τ ο  s o f t w a r e
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α π ό λ υ τ α  σ τ α θ ε ρ ό ,  κ α ι  σ υ μ β ά λ λ ο ν τ α ς  ε ν δ ε χ ο μ έ ν ω ς  σ τ η ν  α ύ ξ η σ η  τ η ς  τ α χ ύ τ η τ α ς  
δ ι ε κ π ε ρ α ί ω σ η ς  τ ω ν  υ π ο λ ο γ ι σ μ ώ ν .

4 . 2 . 1 0 . 2  Μ ο ρ ι α κ ή  δ υ ν α μ ι κ ή -  Ε ξ ε υ γ ε ν ι σ μ ό ς  σ ε  ν ε ρ ό
Ό π ω ς  α ν α φ έ ρ θ η κ ε ,  τ ο  μ έ σ ο  σ τ ο  ο π ο ί ο  ε κ τ ε λ ε ί τ α ι  η  π ρ ο σ ο μ ο ι ω μ έ ν η  α ν α δ ι ά τ α ξ η  ( s i m u l a t e d  
a n n e a l i n g )  ε ί ν α ι  τ ο  κ ε ν ό .  Α ν  κ α ι  τ α  δ ε δ ο μ έ ν α  α π ό  τ η  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  N M R  έ χ ο υ ν  λ η φ θ ε ί  σ ε

40
1300
S3

2
3

1
59

75.5%
24.5%
0 .0%
0 .0%

100.0%

180 ^ 3 5 - 9 0  3 ? 0 4 5 9 0  135 180
Phi (degrees)

Residues in most favoured regions [A.B.L]
Residues in additional allowed regions [u,b,l.p] 
Residues in generously allowed regions [-a,-b,-I.~p] 
Residues in disallowed regions

Number of non-glycine and non-prolinc residues
Number of end-residues (cxcl. Gly and Pro)
Number of glycine residues (shown as triangles) 
Number of prolinc residues

Total number of residues

41
1200
53
2
3

1
59

77.4%
22.6%
0 .0%

0.0%

100.0 %

Σχήμα 4.33 Σύγκριση των μέσων δομών του EED-c2 (αμινοξέα 15-73) πριν (αριστερά) και 
μετά (δεξιά) τη διαδικασία εξευγενισμού σε νερό (refinement in explicit water), καθώς και των 
αντίστοιχων διαγραμμάτων Ramachandran.
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δ ι ά λ υ μ α ,  η  ε π ί δ ρ α σ η  τ ο υ  π ε δ ί ο υ  δ υ ν ά μ ε ω ν  ( f o r c e  f i e l d )  η λ ε κ τ ρ ο σ τ α τ ι κ ή ς  φ ύ σ η ς  λ ό γ ω  τ η ς  
π α ρ ο υ σ ί α ς  ι ό ν τ ω ν  κ α ι  δ ί π ο λ ω ν  ι ό ν τ ω ν - ν ε ρ ο ύ  σ τ η  δ ο μ ή  δ ε ν  λ α μ β ά ν ε τ α ι  υ π ’ ό ψ η  π α ρ ά  μ ό ν ο  
έ μ μ ε σ α .  Η  ε ν σ ω μ ά τ ω σ η  σ υ ν α ρ τ ή σ ε ω ν  π ο υ  θ α  π ε ρ ι έ γ ρ α φ α ν  π ιο  π ισ τ ά  α υ τ ή  τ η ν  
π ρ α γ μ α τ ι κ ό τ η τ α  σ τ ο  π ρ ω τ ό κ ο λ λ ο  υ π ο λ ο γ ι σ μ ο ύ  δ ο μ ώ ν  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν ,  κ α θ ισ τ ά  τ η  δ ια δ ικ α σ ία  
υ π ο λ ο γ ι σ τ ι κ ά  α π α ιτ η τ ικ ή  κ α ι  π ρ α κ τ ι κ ά  χ ρ ο ν ο β ό ρ α  ή  κ α ι  α ν έ φ ι κ τ η .  Ά ν τ ’ α υ τ ή ς  α κ ο λ ο υ θ ε ίτ α ι  
μ ια  δ ι α δ ι κ α σ ί α  γ ν ω σ τ ή  ω ς  ε ξ ε υ γ ε ν ι σ μ ό ς  σ ε  ν ε ρ ό  {w a ter  r e fin e m e n t ) ,  κ α τ ά  τ η ν  ο π ο ία  
υ π ο λ ο γ ί ζ ε τ α ι  η  ε π ί δ ρ α σ η  τ έ τ ο ι ω ν  π ε δ ί ω ν  δ υ ν ά μ ε ω ν  σ τ η  δ ο μ ή  π ο υ  υ π ο λ ο γ ί σ θ η κ ε  σ ε  κ ε ν ό .  
Δ ύ ο  ι δ έ ε ς  - κ α ι  α ν τ ί σ τ ο ι χ ε ς  μ έ θ ο δ ο ι -  έ χ ο υ ν  δ ια τ υ π ω θ ε ί  κ α ι  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ο ύ ν τ α ι  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  
λ η φ θ ε ί  υ π ’ ό ψ η  η  π α ρ ο υ σ ί α  τ ο υ  ν ε ρ ο ύ  σ τ ο ν  υ π ο λ ο γ ι σ μ ό  δ ο μ ώ ν  β ι ο μ ο ρ ί ω ν 1761. Σ ύ μ φ ω ν α  μ ε  
τ η ν  π ρ ώ τ η ,  τ ο  β ι ο μ ό ρ ι ο  β υ θ ί ζ ε τ α ι  σ ε  δ ο χ ε ί ο  ( b o x )  γ ε μ ά τ ο  μ ε  μ ό ρ ι α  τ ο υ  δ ια λ ύ τ η  έ τ σ ι  ώ σ τ ε  τ ο  
ε γ γ ύ τ ε ρ ο  τ ο υ  σ η μ ε ί ο  α π ό  τ ι ς  ε π ι φ ά ν ε ι ε ς  τ ο υ  δ ο χ ε ί ο υ  ν α  α π έ χ ε ι  τ ο υ λ ά χ ι σ τ ο  Ι θ Α .  Γ ια  τ η  
δ ε ύ τ ε ρ η ,  α ρ κ ο ύ ν  τ ό σ α  μ ό ρ ι α  δ ι α λ ύ τ η  ώ σ τ ε  ν α  σ χ η μ α τ ι σ τ ε ί  έ ν α ς  φ λ ο ι ό ς  π ο υ  ν α  κ α λ ύ π τ ε ι  τ η ν  
ε ξ ω τ ε ρ ι κ ή  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  β ι ο μ ο ρ ί ο υ .  Π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ο  π ο λ ύ π λ ο κ η  κ α ι  χ ρ ο ν ο β ό ρ α  ε ί ν α ι  η  π ρ ώ τ η  
μ έ θ ο δ ο ς ,  θ ε ω ρ ε ί τ α ι  ό μ ω ς  α κ ρ ι β έ σ τ ε ρ η  κ α ι  γ ι ’ α υ τ ό  ο ν ο μ ά ζ ε τ α ι  r e fin e m e n t  in  e x p lic it  w a ter  

σ ε  α ν τ ί θ ε σ η  μ ε  τ η  δ ε ύ τ ε ρ η ,  γ ι α  τ η ν  ο π ο ί α  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ε ί τ α ι  ο  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ ό ς  r e fin e m e n t  in  

im p lic it  w a te r . Ο  ε ξ ε υ γ ε ν ι σ μ ό ς  σ ε  ν ε ρ ό  τ ε ί ν ε ι  ν α  κ α θ ιε ρ ω θ ε ί  σ ή μ ε ρ α  ω ς  α ν α π ό σ π α σ τ ο  
κ ο μ μ ά τ ι  τ ο υ  π ρ ο σ δ ι ο ρ ι σ μ ο ύ  δ ο μ ώ ν  κ α ι  ο δ η γ ε ί  σ ε  β ε λ τ ίω σ η  τ ω ν  φ υ σ ι κ ο χ η μ ικ ώ ν  κ α ι  
σ τ ε ρ ε ο χ η μ ι κ ώ ν  κ ρ ι τ η ρ ί ω ν  π ο ι ό τ η τ α ς  τ ω ν  υ π ο λ ο γ ι ζ ό μ ε ν ω ν  δ ο μ ώ ν .  Ο  ε ξ ε υ γ ε ν ι σ μ ό ς  τ ω ν  
τ ε λ ι κ ώ ν  δ ο μ ώ ν  τ ο υ  E E D - c 2  έ γ ι ν ε  σ ε  “ σ α φ έ ς ”  ( e x p l i c i t )  ν ε ρ ό 168’771.

4 . 2 . 1 1  Τ ρ ι τ ο τ α γ ή ς  δ ο μ ή  τ ο υ  E E D - c 2  σ ε  α τ ο μ ι κ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α
Ο  υ π ο λ ο γ ι σ μ ό ς  τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  σ ε  α τ ο μ ι κ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α  έ δ ε ι ξ ε  ό τ ι  τ ο  E E D - c 2  ε ί ν α ι  
μ ια  σ υ μ π α γ ή ς ,  κ α λ ά  α ν α δ ι π λ ω μ έ ν η  π ρ ω τ ε ΐ ν η  (Σχ.4.32,4.33). Τ ρ ε ις  α ν τ ι π α ρ ά λ λ η λ ο ι  κ λ ώ ν ο ι  
σ χ η μ α τ ί ζ ο υ ν  β -  π τ υ χ ω τ ή  ε π ι φ ά ν ε ι α ,  ε ν ώ  ο ι  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ι ς  μ ε τ α ξ ύ  π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  ο μ ά δ ω ν  

κ α τ α λ ο ί π ω ν  τ η ς  κ α ι  α ν τ ί σ τ ο ι χ ω ν  ο μ ά δ ω ν  μ ια ς  κ α ρ β ο ξ υ τ ε λ ι κ ή ς  α -  έ λ ι κ α ς  “ κ λ ε ι δ ώ ν ο υ ν ”  τ ο υ ς  
κ ύ ρ ι ο υ ς  ά ξ ο ν ε ς  τ ω ν  φ ύ λ λ ω ν  κ α ι  τ η ς  έ λ ι κ α ς  σ ε  σ χ ε δ ό ν  κ ά θ ε τ η  μ ε τ α ξ ύ  τ ο υ ς  δ ιά τ α ξ η  σ τ ο  
ε π ί π ε δ ο  π ο υ  ο ρ ί ζ ε ι  τ ο  β -  π τ υ χ ω τ ό  φ ύ λ λ ο .  Τ ο  έ ν α  ά κ ρ ο  τ η ς  β -  π τ υ χ ω τ ή ς  ε π ιφ ά ν ε ια ς  α π ο κ λ ίν ε ι  
α π ό  τ η ν  ε π ι π ε δ ό τ η τ α  “ α γ κ α λ ι ά ζ ο ν τ α ς ”  τ η ν  α -  έ λ ικ α ,  κ α ι  σ ε  α υ τ ό  σ υ μ β ά λ ο υ ν  ο ι  δ ύ ο  β- 
δ ι ο γ κ ώ σ ε ι ς  (β -  b u lg e s )  π ο υ  π α ρ α τ η ρ ο ύ ν τ α ι  σ τ ο ν  π ρ ώ τ ο  κ λ ώ ν ο  κ α ι  ο ρ ί ζ ο ν τ α ι  α π ό  τ α  
α μ ι ν ο ξ έ α  Q 20- R 21 κ α ι  Ι23- Ν 24 ό π ω ς  π ρ ο δ ίδ ε τ α ι  α π ό  τ α  χ α ρ α κ τ η ρ ισ τ ικ ά  Η Ν - Η Ν  N O E s  
(Σχ.4.32).Ο ι θ έ σ ε ι ς  τ ω ν  σ τ ο ι χ ε ί ω ν  τ η ς  δ ε υ τ ε ρ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς  ε π ί  τ η ς  α μ ι ν ο ξ ι κ ή ς  α λ λ η λ ο υ χ ί α ς
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δ ε ν  δ ι α φ έ ρ ο υ ν  α π ό  τ ι ς  π ρ ο β λ ε π ό μ ε ν ε ς  α π ό  σ τ ο ί χ ι σ η  π ρ ω τ ο τ α γ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ι ώ ν  μ ε  τ α  
c h r o m o d o m a i n  γ ν ω σ τ ή ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  δ ο μ ή ς 115’20'221, ε ν ώ  η  σ χ ε τ ι κ ή  τ ο υ ς  δ ι ά τ α ξ η  σ τ ο  χ ώ ρ ο  
σ χ η μ α τ ί ζ ε ι  τ η  χ α ρ α κ τ η ρ ισ τ ικ ή  α + β  α ν α δ ί π λ ω σ η  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  { α + β  c h r o m o d o m a in  

f o l< t l \

4 . 2 . 1 1 . 1  “ Α ρ ω μ α τ ι κ ό ς  κ λ ω β ό ς ”
Η  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  μ ε  τ α  μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν α  ι σ τ ο ν ι κ ά  π ε π τ ί δ ι α 120'221, α ν ή γ α γ ε  ω ς  
σ ή μ α  κ α τ α τ ε θ έ ν  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  τ ο ν  “ α ρ ω μ α τ ι κ ό  κ λ ω β ό ” . Π ρ ό κ ε ι τ α ι  γ ι α  τ η  δ ι ά τ α ξ η  π ο υ  
σ χ η μ α τ ί ζ ο υ ν  ο ι  π λ ε υ ρ ι κ έ ς  α λ υ σ ί δ ε ς  τ ρ ι ώ ν  α ρ ω μ α τ ι κ ώ ν  κ α τ α λ ο ί π ω ν  ε ν τ ό ς  τ η ς  ο π ο ί α ς  
α ν α φ έ ρ ε τ α ι  ο  ε γ κ λ ε ι σ μ ό ς  τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  ή  τ ε τ α ρ τ ο τ α γ ο ύ ς  μ έ θ υ λ -  α μ ι ν ο μ ά δ α ς  τ ω ν  
π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  α λ υ σ ί δ ω ν  κ α τ α λ ο ί π ω ν  λ υ σ ί ν η ς 120,221. Σ ε  α υ τ ή  τ η ν  υ δ ρ ό φ ο β η  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  
α π ο δ ί δ ε τ α ι  η  α υ ξ η μ έ ν η  σ υ γ γ έ ν ε ι α  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  π ρ ο ς  τ ι ς  ο υ ρ έ ς  ι σ τ ο ν ώ ν  ο ι  ο π ο ί ε ς  
φ έ ρ ο υ ν  μ ε τ α - μ ε τ α φ ρ α σ τ ι κ ά  μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν ε ς  π λ ε υ ρ ι κ έ ς  α λ υ σ ί δ ε ς  λ υ σ ι ν ώ ν 1201. Ή δ η  α π ό  τ η  
σ τ ο ί χ ι σ η  π ρ ω τ ο τ α γ ώ ν  α λ λ η λ ο υ χ ι ώ ν  δ ι α π ι σ τ ώ ν ε τ α ι  η  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  τ ο υ  c 2  ω ς  π ρ ο ς  τ α  
α μ ι ν ο ξ έ α  τ ο υ  κ λ ω β ο ύ .  Α ν  κ α ι  τ ο  c 2  β ρ ί θ ε ι  α ρ ω μ α τ ι κ ώ ν  κ α τ α λ ο ί π ω ν ,  τ η ν  α ν τ ί σ τ ο ι χ η  θ έ σ η  τ ο υ  
τ ρ ί τ ο υ  α μ ι ν ο ξ έ ο ς  τ ο υ  κ λ ω β ο ύ  ( τ υ ρ ο σ ί ν η  σ τ η ν  Η Ρ 1  ή  τ ρ υ π τ ο φ ά ν η  σ τ η ν  P c )  κ α τ α λ α μ β ά ν ε ι  
λ ε ύ κ ι ν η  (Σχ.1.16). Π α ρ ό λ α  α υ τ ά ,  δ ύ ο  κ α τ ά λ ο ι π α  τ ρ υ π τ ο φ α ν ώ ν  τ ο υ  E E D - c 2  ( W i 6 ,  W 39) π ο υ  
σ τ ο ι χ ί ζ ο ν τ α ι  μ ε  τ α  δ ύ ο  π ρ ώ τ α  α ρ ω μ α τ ι κ ά  α μ ι ν ο ξ έ α  τ ω ν  κ λ ω β ώ ν  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  τ ω ν  Η Ρ 1

■ * £  i f

Σχήμα 4.34 Στερεοδιαγράμματα 
της κύριας αλυσίδας του EED-c2 
στο οποίο φαίνονται τα στοιχεία 
δευτεροταγούς δομής (cartoon), 
και των πλευρικών αλυσίδων των 
ομόλογων καταλοίπων με αυτά 
του “αρωματικού κλωβού” στο 
chromodomain της HP 1.
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κ α ι  P c ,  β ρ ί σ κ ο ν τ α ι  π ρ ο σ α ν α τ ο λ ι σ μ έ ν α  μ ε  τ έ τ ο ι ο  τ ρ ό π ο  ώ σ τ ε  ν α  σ χ η μ α τ ί ζ ο ν τ α ι  ο ι  δ ύ ο  α π ό  τ ις  
τ ρ ε ι ς  π λ ε υ ρ έ ς  τ ο υ  κ λ ω β ο ύ .  Ε π ι π ρ ο σ θ έ τ ω ς ,  η  π λ ε υ ρ ι κ ή  α λ υ σ ί δ α  τ η ς  α ρ γ ι ν ί ν η ς  4 0  δ ια τ ά σ σ ε τ α ι  
μ ε  τ ρ ό π ο  π ο υ  θ α  μ π ο ρ ο ύ σ ε  π ι θ α ν ά  ν α  κ α λ ύ π τ ε ι  μ ε ρ ι κ ώ ς  τ η ν  έ λ λ ε ι ψ η  τ ο υ  τ ρ ίτ ο υ  α ρ ω μ α τ ικ ο ύ  
α μ ι ν ο ξ έ ο ς  {Σχ.4.34).

4 . 2 . 1 1 . 2  Η λ ε κ τ ρ ο χ η μ ι κ ό  δ υ ν α μ ι κ ό  σ τ η ν  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  E E D - c 2 -  Δ ι ά τ α ξ η  δ ρ α σ τ ι κ ώ ν  
ο μ ά δ ω ν  π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  α λ υ σ ί δ ω ν
Η  λ ε ι τ ο υ ρ γ ι κ ή  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  τ ο υ  δ ε ύ τ ε ρ ο υ  α π ό  τ α  δ ύ ο  c h r o m o d o m a in  τ η ς  π ρ ω τ ε ΐν η ς  d M i- 2  
σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  τ ο υ ς  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ο υ ς  α ν τ ι π ρ ο σ ώ π ο υ ς  α υ τ ο ύ  τ ο υ  ε ί δ ο υ ς  d o m a in  ο ι  ο π ο ί ο ι  
ε μ π λ έ κ ο ν τ α ι  σ τ η ν  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η  τ ο υ  ι σ τ ο ν ι κ ο ύ  κ ώ δ ικ α , ή τ α ν  ε ξ  α ρ χ ή ς  τ ο  σ η μ ε ί ο  π ο υ  τ ο  
κ α θ ι σ τ ο ύ σ ε  ε ν δ ι α φ έ ρ ο ν .  Δ ο μ ι κ ά ,  η  α ν α δ ί π λ ω σ η  τ η ς  κ ύ ρ ια ς  α λ υ σ ί δ α ς  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ  δ ε ν  
α ν α μ ε ν ό τ α ν  ν α  δ ι α φ έ ρ ε ι  σ η μ α ν τ ι κ ά  α π ό  τ η  χ α ρ α κ τ η ρ ισ τ ικ ή  γ ι α  τ α  c h r o m o d o m a in ,  ό π ω ς  κ α ι  
δ ε  σ υ μ β α ί ν ε ι  ά λ λ ω σ τ ε .  Π α ρ ό λ α  α υ τ ά  η  ε υ ρ ε ί α  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  τ ω ν  μ ο ρ ίω ν  μ ε  τ α  ο π ο ί α  
φ έ ρ ο ν τ α ι  ν α  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ο ύ ν  τ ο  c 2  κ α ι  τ α  c h r o m o d o m a in  τ ω ν  Η Ρ 1 ,  P c ,  δ ε ν  μ π ο ρ ε ί  π α ρ ά  ν α  
σ υ ν ε π ά γ ε τ α ι  κ α ι  δ ο μ ι κ ή  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η .  Ά λ λ ω σ τ ε ,  “ η  λ ε ι τ ο υ ρ γ ί α  ε ί ν α ι  σ υ χ ν ά  ο  
α ν τ ι κ α τ ο π τ ρ ι σ μ ό ς  τ η ς  δ ο μ ή ς 1821” . Τ η  δ ι α φ ο ρ ο π ο ί η σ η  α υ τ ή  α π ο κ α λ ύ π τ ε ι  η  α ν α π α ρ ά σ τ α σ η  τ ο υ  
η λ ε κ τ ρ ο χ η μ ι κ ο ύ  δ υ ν α μ ι κ ο ύ 183"841 σ τ η ν  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  β ι ο μ ο ρ ί ο υ  (Σχ.4.35). Η  α ν ο μ ο ι ό μ ο ρ φ η

εντοπίζεται ηλεκτρονιακό πλεόνασμα και με μπλε έλλειμμα. Η κύρια αλυσίδα της μέσης δομής του 
μορίου παρατίθεται κατακόρυφα στην ίδια μεγέθυνση και προσανατολισμό με τον αντίστοιχο όγκο.
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κ α τ α ν ο μ ή  τ ω ν  φ ο ρ τ ί ω ν  σ τ η ν  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  c 2  ε π ι τ ρ έ π ε ι  τ ο ν  τ ο π ι κ ό  ε ν τ ο π ι σ μ ό  θ ε τ ι κ ο ύ  
φ ο ρ τ ί ο υ ,  π α ρ ό λ ο  π ο υ  τ ο  θ ε ω ρ η τ ικ ό  ρ ΐ  γ ι α  τ α  ε ι κ ο ν ι ζ ό μ ε ν α  α μ ι ν ο ξ έ α  1 5 - 7 3  υ π ο λ ο γ ί ζ ε τ α ι  σ ε  
4 . 9 0 .  Η  ύ π α ρ ξ η  θ ε τ ι κ ώ ν  ε π ι φ α ν ε ι ώ ν  σ τ η ν  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  c 2  σ υ ν ά δ ε ι  μ ε  τ η ν  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η  κ α ι  
π ρ ό σ θ ε σ η  D N A  χ ω ρ ί ς  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν η  α λ λ η λ ο υ χ ί α  β ά σ ε ω ν  ω ς  π ρ ο α π α ι τ ο ύ μ ε ν ο .  Τ έ τ ο ι ο υ  τ ύ π ο υ  
μ η - ε ι δ ι κ έ ς  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ι ς  π ρ ω τ ε ϊ ν ώ ν - D N A  σ τ η ρ ί ζ ο ν τ α ι  σ τ η  σ υ μ π λ η ρ ω μ α τ ι κ ό τ η τ α  τ ω ν  
ε π ι φ α ν ε ι α κ ώ ν  φ ο ρ τ ί ω ν ,  σ ε  α ν τ ί θ ε σ η  μ ε  τ ι ς  ε ι δ ι κ έ ς  γ ι α  δ ε δ ο μ έ ν η  α λ λ η λ ο υ χ ί α  β ά σ ε ω ν  ό π ο υ  
σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν α  - σ υ ν ή θ ω ς  α ρ ω μ α τ ι κ ά -  κ α τ ά λ ο ι π α  τ η ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ο υ ν  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν ε ς  
β ά σ ε ι ς  σ τ ο  ε σ ω τ ε ρ ι κ ό  τ η ς  ρ ά β δ ο υ  τ ο υ  D N A .  Ο  ρ ό λ ο ς  τ ω ν  c h r o m o d o m a i n  ε σ τ ι ά ζ ε τ α ι  σ τ η ν  
α ν α δ ι ο ρ γ ά ν ω σ η  τ η ς  χ ρ ω μ α τ ί ν η ς ,  δ ο μ ή  σ τ η ν  ο π ο ί α  σ υ μ μ ε τ έ χ ε ι  τ ο  σ ύ ν ο λ ο  τ ο υ  ε υ κ α ρ υ ω τ ι κ ο ύ  
D N A  κ α ι  ό χ ι  τ μ ή μ α τ ά  τ ο υ  μ ε  δ ε δ ο μ έ ν η  α λ λ η λ ο υ χ ί α  β ά σ ε ω ν .  Ο ι  α ρ ν η τ ι κ ά  φ ο ρ τ ι σ μ έ ν ε ς  
φ ω σ φ ο ρ ι κ έ ς  ο μ ά δ ε ς  σ τ η ν  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ η ς  ρ ά β δ ο υ  τ ο υ  D N A ,  α π ο τ ε λ ο ύ ν  η λ ε κ τ ρ ο ν ι α κ ά  
σ υ μ π λ η ρ ω μ α τ ι κ ή  ε π ι φ ά ν ε ι α  π ρ ο ς  α υ τ ή  μ ι α ς  π λ ε υ ρ ά ς  τ ο υ  c 2 ,  α ι τ ι ο λ ο γ ώ ν τ α ς  έ τ σ ι  - μ ε ρ ι κ ά  
ί σ ω ς -  τ η ν  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η .

Η  α ν ο μ ο ι ό μ ο ρ φ η  κ α τ α ν ο μ ή  θ ε τ ι κ ο ύ  φ ο ρ τ ί ο υ  σ τ η ν  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  c h r o m o d o m a i n  c 2  
ο φ ε ί λ ε τ α ι  κ υ ρ ί ω ς  σ τ η ν  τ ο π ι κ ή  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η  θ ε τ ι κ ά  φ ο ρ τ ι σ μ έ ν ω ν  π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  α λ υ σ ί δ ω ν ,  
μ ε ρ ι κ ώ ς  λ ό γ ω  γ ρ α μ μ ι κ ή ς  α λ λ η λ ο υ χ ί α ς  κ α ι  μ ε ρ ι κ ώ ς  λ ό γ ω  τ η ς  τ ρ ι τ ο τ α γ ο ύ ς  α ν α δ ί π λ ω σ η ς  τ ο υ  
β ι ο μ ο ρ ί ο υ  (Σ χ .4 .3 6 ). Κ α τ ά λ λ η λ α  π ρ ο σ α ν α τ ο λ ι σ μ έ ν α ,  ε κ τ ε θ ε ι μ έ ν α  σ τ ο  δ ι α λ ύ τ η  α μ ί δ ι α  
π ε π τ ι δ ι κ ώ ν  δ ε σ μ ώ ν ,  ό π ω ς  α υ τ ά  τ ω ν  λ ε υ κ ι ν ώ ν  1 7  κ α ι  4 2 ,  σ υ μ β ά λ λ ο υ ν  σ τ η  τ ο π ι κ ή  
δ ι α μ ό ρ φ ω σ η  ε π ι φ ά ν ε ι α ς  σ υ ν ε χ ο ύ ς  θ ε τ ι κ ο ύ  π ρ ο σ ή μ ο υ .  Μ η  π ρ ο φ α ν ή ,  α λ λ ά  ο υ σ ι α σ τ ι κ ό  ρ ό λ ο  
σ τ ο ν  ε ν τ ο π ι σ μ ό  τ ο υ  θ ε τ ι κ ο ύ  φ ο ρ τ ί ο υ  π α ί ζ ε ι  κ α ι  η  κ ύ ρ ι α  α λ υ σ ί δ α  τ ο υ  π ρ ώ τ ο υ  κ λ ώ ν ο υ  ( 2 0 - 2 7 )  
τ η ς  β  π τ υ χ ω τ ή ς  ε π ι φ ά ν ε ι α ς  τ ο υ  c 2 .  Α ν  κ α ι  δ ε ν  σ υ ν ε ι σ φ έ ρ ε ι  ά μ ε σ α  σ τ ο  φ ο ρ τ ί ο  μ ε  κ ά π ο ι ο  
ε κ τ ε θ ε ι μ έ ν ο  α μ ί δ ι ο ,  η  μ ι α  β - δ ι ό γ κ ω σ η  π ο υ  σ χ η μ α τ ί ζ ε ι  ( Q 2 0 - R 2 1 )  ε ξ α σ φ α λ ί ζ ε ι  ό τ ι  α μ φ ό τ ε ρ ε ς  
ο ι  π λ ε υ ρ ι κ έ ς  α λ υ σ ί δ ε ς  τ ω ν  γ ε ι τ ο ν ι κ ώ ν  C h o  κ α ι  R 21 θ α  π ρ ο σ α ν α τ ο λ ί ζ ο ν τ α ι  π ρ ο ς  τ η ν  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ή  
π λ ε υ ρ ά  τ ο υ  β -  φ ύ λ λ ο υ ,  ε ν ώ  η  ά λ λ η  ( Ι 2 3 - Ν 2 4 )  ό τ ι  π ρ ο ς  α υ τ ή  τ η ν  π λ ε υ ρ ά  θ α  δ ι ε υ θ ύ ν ο ν τ α ι  κ α ι  
ο ι  π λ ε υ ρ ι κ έ ς  ο μ ά δ ε ς  τ ω ν  α μ ι ν ο ξ έ ω ν  Ν 24 R 26 κ α ι  R 29 π ο υ  α κ ο λ ο υ θ ο ύ ν .  Ε ξ ά λ λ ο υ ,  η  κ ά μ ψ η  τ ο υ  
κ α ρ β ο ξ υ τ ε λ ι κ ο ύ  τ μ ή μ α τ ο ς  τ ο υ  π ρ ώ τ ο υ  κ λ ώ ν ο υ  ώ σ τ ε  ν α  τ ο π ο θ ε τ ε ί τ α ι  σ χ ε δ ό ν  μ π ρ ο σ τ ά  α π ό  
τ η ν  ε ξ ω τ ε ρ ι κ ή  ε π ι φ ά ν ε ι α  τ ο υ  β -  φ ύ λ λ ο υ  ε π ι τ ρ έ π ε ι  σ τ ι ς  γ ο υ α ν ι δ ι ν ο μ ά δ ε ς  τ ω ν  π λ ε υ ρ ι κ ώ ν  

α λ υ σ ί δ ω ν  τ ω ν  R 26 κ α ι  R 29 ν α  π ρ ο σ ε γ γ ί σ ο υ ν  τ ο  μ έ ρ ο ς  τ ο υ  μ ο ρ ί ο υ  ό π ο υ  ε ν τ ο π ί ζ ε τ α ι  τ ο  θ ε τ ι κ ό  
φ ο ρ τ ί ο ,  δ η λ α δ ή  τ η ν  α ρ χ ή  τ ο υ  π ρ ώ τ ο υ  κ λ ώ ν ο υ ,  τ ο  τ έ λ ο ς  τ ο υ  δ ε ύ τ ε ρ ο υ  κ α ι  τ η ν  ε ν δ ι ά μ ε σ η  

θ η λ ι ά .
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Σχήμα 4.36 (Α) Στερεοδιάγραμμα του χωροπληρωτικού μοντέλου του EED-c2 (αμινοξέα 
15-73) χρωματισμένο κατά το ηλεκτροστατικό δυναμικό. Ο όγκος είναι σε κάποιο βαθμό 
διαυγής ώστε να διακρίνονται οι θετικά φορτισμένες πλευρικές αλυσίδες. (Β) Η κύρια 
αλυσίδα του μορίου στον ίδιο προσανατολισμό προς σύγκριση. (Γ) Πρόχειρο σχήμα, 
ακριβές μόνο ως προς τη σχετική θέση των αμινοξέων από τα οποία απαρτίζεται η β- 
πτυχωτή επιφάνεια. Τα αμινοξέα των οποίων οι πλευρικές αλυσίδες φορτίζουν θετικά 
μέρος της επιφάνειας του μορίου (Q20, R21, Ν24, R26, R29, Κ38, R40, Κ^) φαίνονται με μπλε 
χρώμα. Εκτεθειμένες αμιδικές ομάδες του πεπτιδικού δεσμού, όπως αυτές των αμινοξέων 
Lπ  και L42 που σημειώνονται με μπλε στικτή γραμμή, συνεισφέρουν στο θετικό φορτίο.
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4.3 Αλληλεπιδράσεις c2

4.3.1.1 Πρόσθεση δίκλωνων μορίων DNA στο c2- Πειράματα ανίχνευσης μεταβολής 
ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (band- shift assays)
Π ρ ι ν  α κ ό μ α  ε π ι λ υ θ ε ί  η  δ ο μ ή  τ ο υ  E E D - c 2  σ ε  α τ ο μ ι κ ή  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α ,  δ ι ε ρ ε υ ν ή θ η κ ε  η  ι κ α ν ό τ η τ α  
π ρ ό σ δ ε σ η ς  D N A  τ ό σ ο  α υ τ ο ύ  ό σ ο  κ α ι  ά λ λ ω ν  κ α τ α σ κ ε υ ώ ν  τ ο υ  c h r o m o d o m a i n  c 2 .  Η  π ρ ό σ δ ε σ η  
τ ο υ  c h r o m o d o m a i n  σ ε  μ ό ρ ι α  D N A  ε π ι β ε β α ι ώ θ η κ ε  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ώ ν τ α ς  τ η  δ ι α φ ο ρ ι κ ή  
ηλεκτροφορητική κινητικότητα D N A  κ α ι  σ υ μ π λ ό κ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ - Ό Ν Α ί23’. Έ τ σ ι ,  η  
κ ί ν η σ η  ε ν ό ς  μ ο ρ ί ο υ  D N A  π ρ ο ς  τ ο  θ ε τ ι κ ό  π ό λ ο  κ α τ ά  τ η ν  η λ ε κ τ ρ ο φ ό ρ η σ η  ε π ι β ρ α δ ύ ν ε τ α ι  
κ α τ ό π ι ν  π ρ ό σ δ ε σ η ς  μ ο ρ ί ο υ  ή  μ ο ρ ί ω ν  c 2 ,  μ ε  α π ο τ έ λ ε σ μ α  η  α ν τ ί σ τ ο ι χ η  ζ ώ ν η  ν α  ε μ φ α ν ί ζ ε τ α ι  
ψ η λ ό τ ε ρ α  (Σχ.4.37). Τ α  μ ό ρ ι α  D N A  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν  μ ε  ε π ι τ υ χ ί α  σ ε  α υ τ ή  τ η  δ ο κ ι μ α σ ί α  
ή τ α ν  α ρ κ ε τ ά  μ ε γ ά λ α  ( 2 2 0 b p ,  6 0 0 0 b p )  ώ σ τ ε  ν α  π ε ρ ι έ χ ο υ ν  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ε ς  τ η ς  μ ί α ς  θ έ σ ε ι ς  
δ έ σ μ ε υ σ η ς  γ ι α  έ ν α  d o m a i n  π ο υ  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ε ι  μ η - ε ι δ ι κ ά  δ ί κ λ ω ν ο  D N A .  Α ν  σ υ ν υ π ο λ ο γ ι σ τ ε ί  
μ ά λ ι σ τ α  κ α ι  η  τ ά σ η  τ ο υ  c 2  ν α  ο λ ι γ ο / π ο λ υ -  μ ε ρ ί ζ ε τ α ι ,  ε κ τ ό ς  α υ τ ώ ν  π ο υ  μ ε τ α ν α σ τ ε ύ ο υ ν  ε ν τ ό ς  
τ ο υ  g e l  ε ξ η γ ε ί τ α ι  η  ύ π α ρ ξ η  ζ ω ν ώ ν  π ο υ  ε μ φ α ν ί ζ ο υ ν  μ η δ α μ ι ν ή  κ ι ν η τ ι κ ό τ η τ α  α κ ό μ α  κ α ι  σ ε  
α ρ α ι ά  g e l  ( 0 .5 % ) .

Σχήμα 4.37 Απ’ ευθείας αλληλεπίδραση του c2 με DNA. (Α) Διαδρομές: 
/.  0.5pmol γραμμικού δίκλωνου DNA προερχόμενου από το πλασμίδιο 
ρΕΤΜ41 (~6kbp). 2. Ίση ποσότητα από το DNA της διαδρομής 1 και 
550pmol του πολυπεπτιδίου c2 κατόπιν επώασης για 5min. 3. αντί του c2, 
550pmol από το domain 127 της πρωτεΐνης titin επωασμένο μαζί με το 
DNA χρησιμοποιούμενο ως  control. (Β) Εξάρτηση της κινητικότητας του 
DNA 6kbp από την ποσότητα του chromodomain c2. Διαδρομές 1-6. 
0.5pmol DNA επωασμένο για 5min με 0, 120, 240, 360, 480, 600pmol c2 
αντίστοιχα. (Γ) Επώαση για 5min και διαδοχική ηλεκτροφόρηση 
τμήματος DNA 220bp μαζί με 0,24, 96,240,480pmol c2 (διαδρομές 1-5). 
Όλες οι αντιδράσεις έλαβαν χώρα σε θερμοκρασία δωματίου, σε 
ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 20mM ρΗ=7.5, 200mM NaCl, 2mM β- 
ΜΕ. Χρησιμοποιήθηκαν gel αγαρόζης 1.5% (Α) και 0.5% (Β, Γ).
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4 . 3 . 1 . 2  Δ ι ε ρ ε ύ ν η σ η  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η ς  τ ο υ  c 2  μ ε  δ ί κ λ ω ν α  μ ό ρ ι α  D N A  π ε ρ ι ο ρ ι σ μ έ ν ο υ  
μ ή κ ο υ ς
Π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  δ ε ι χ θ ε ί  η  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  μ ε  N M R  κ α ι  ν α  χ α ρ τ ο γ ρ α φ η θ ε ί  μ ε  λ ε π τ ο μ έ ρ ε ι α  η  
θ έ σ η  δ έ σ μ ε υ σ η ς  τ ο υ  D N A  ε π ί  τ ο υ  c h r o m o d o m a in ,  ή τ α ν  α ν α γ κ α ί ο  ν α  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ε ί  τ ο  μ ο ρ ια κ ό  
μ έ γ ε θ ο ς ,  δ η λ .  τ ο  μ ή κ ο ς  τ ο υ  τ μ ή μ α τ ο ς  D N A  π ο υ  θ α  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ε ί τ ο  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  υ π ά ρ χ ε ι  
π ι θ α ν ό τ η τ α  ν α  λ η φ θ ο ύ ν  α ν α λ ύ σ ι μ α  φ ά σ μ α τ α  N M R .  Ο ύ τ ε  τ ο  γ ρ α μ μ ι κ ό  π λ α σ μ ί δ ι ο ,  α λ λ ά  ο ύ τ ε  
κ α ι  τ ο  π α ρ α σ κ ε υ α σ μ έ ν ο  μ ε  P C R  τ μ ή μ α  τ ω ν  2 2 0  ζ ε υ γ ώ ν  β ά σ ε ω ν  τ η ρ ο ύ σ ε  τ ο  ό ρ ι ο  μ ε γ έ θ ο υ ς ,  
μ ι α  κ α ι  τ ο  ά θ ρ ο ι σ μ α  μ ο ρ ι α κ ώ ν  μ α ζ ώ ν  θ α  υ π ε ρ έ β α ι ν ε  σ ε  κ ά θ ε  π ε ρ ίπ τ ω σ η  τ α  3 0 k D a .  Η  μ ε ίω σ η  
τ ο υ  μ ή κ ο υ ς  τ ο υ  D N A  ή τ α ν  ε π ι θ υ μ η τ ή  κ α ι  γ ι α  έ ν α ν  α κ ό μ α  λ ό γ ο .  Δ ε δ ο μ έ ν ο υ  ό τ ι  δ ε ν  
α ν α μ έ ν ε τ α ι  ε ι δ ι κ ό τ η τ α  ω ς  π ρ ο ς  τ η ν  α λ λ η λ ο υ χ ί α  β ά σ ε ω ν ,  ό σ ο  μ ε γ α λ ύ τ ε ρ ο  τ ο  τ μ ή μ α  D N A  
τ ό σ ο  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ε ς  ο ι  π ι θ α ν έ ς  θ έ σ ε ι ς  δ έ σ μ ε υ σ η ς .  Η  π ι θ α ν ή  δ ι ο λ ί σ θ η σ η  { s lid in g )  τ ο υ  c 2  κ α τ ά  
μ ή κ ο ς  τ ο υ  D N A ,  α κ ό μ α  κ α ι  α ν  τ ο  μ ο ρ ι α κ ό  μ έ γ ε θ ο ς  τ ο υ  σ υ μ π λ ό κ ο υ  δ ε ν  υ π ε ρ έ β α ι ν ε  τ ο  
κ ρ ί σ ι μ ο  ό ρ ι ο  ώ σ τ ε  ν α  μ π ο ρ ε ί  ν α  μ ε λ ε τ η θ ε ί  μ ε  N M R ,  ε ν δ έ χ ε τ α ι  ν α  κ α θ ι σ τ ο ύ σ ε  α δ ύ ν α τ η  τ η ν  
κ α τ α γ ρ α φ ή  σ η μ ά τ ω ν  μ ι α ς  μ έ σ η ς  κ α τ ά σ τ α σ η ς ,  ε ξ α λ ε ί φ ο ν τ α ς  τ α  σ ή μ α τ α  N M R .

Μ ε  δ ε δ ο μ έ ν η  τ η  δ ο μ ι κ ή  ο μ ο λ ο γ ί α 1151 τ ω ν  c h r o m o d o m a in  ( σ υ μ π ε ρ ι λ α μ β α ν ο μ έ ν ο υ  κ α ι

10.5 10.0 9.5 9.0 9.5 9.0 7.5 7.0 C.S (.0

Τ2 (ρρ»)

Σχήμα 4.38 Αλληλεπικαλυπτόμενα ,5N-HSQC κατά την τιτλοδότηση του EED-c2 με το 
ολιγονουκλεοτίδιο GCGATCGC. Με μπλε χρώμα αναπαριστάται το φάσμα του 
ehromodomain χωρίς προσθήκη DNA και με κόκκινο αυτό κατόπιν της μέγιστης 
προσθήκης. Στο ένθετο γράφημα η κορυφή του αμιδίου της τυροσίνης 35 με μεγέθυνση. 
Η αρχική συγκέντρωση του EED-c2 ήταν 150μΜ, η τελική 124μΜ, ενώ η αναλογία 
δίκλωνου DNA/chromodomain 0.2, 0.8, 1.5 και τελικά 2.6. Το πείραμα διεξήχθη σε 
ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 10mM, ρΗ=7, σε 17°C, και φασματόμετρο 500ΜΗζ.
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τ ο υ  c 2 )  μ ε  τ ι ς  α ρ χ α ι ο β α κ τ η ρ ι α κ έ ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  S a c 7 D ,  S s o 7 D  π ο υ  π ρ ο σ δ έ ν ο υ ν  D N A  μ η  ε ι δ ι κ ά ,  
κ ρ ί θ η κ ε  σ κ ό π ι μ ο  ν α  δ ο κ ι μ α σ θ ο ύ ν  τ α  μ ι κ ρ ό τ ε ρ α  τ μ ή μ α τ α  D N A  ι κ α ν ά  ν α  π ρ ο σ δ ε θ ο ύ ν  σ τ ο  
S a c 7 D i30J. Σ υ ν τ έ θ η κ α ν  δ ύ ο  ο λ ι γ ο ν ο υ κ λ ε ο τ ί δ ι α  μ ε  π α λ ι ν δ ρ ο μ ι κ έ ς  α λ λ η λ ο υ χ ί ε ς  ( G C G A T C G C ,  
C T A G C G C G C T A G )  α π ό  τ α  ο π ο ί α  κ α τ ό π ι ν  υ β ρ ι δ ο π ο ί η σ η ς  π ρ ο έ κ υ ψ α ν  δ ύ ο  δ ί κ λ ω ν α  τ μ ή μ α τ α  
D N A  ο κ τ ώ  κ α ι  δ ώ δ ε κ α  ζ ε υ γ ώ ν  β ά σ ε ω ν .  T o  15N - H S Q C  τ ο υ  E E D -C 2  δ ε ν  π α ρ ο υ σ ί α σ ε  κ α μ ί α  
μ ε τ α β ο λ ή  ω ς  π ρ ο ς  ο π ο ι ο δ ή π ο τ ε  α π ό  τ α  κ α τ α γ ε γ ρ α μ μ έ ν α  α μ ι δ ι κ ά  ή  α μ ι ν ι κ ά  σ ή μ α τ α  α κ ό μ α  κ α ι  
μ ε τ ά  τ η ν  π ρ ο σ θ ή κ η  π ε ρ ί σ σ ε ι α ς  σ χ ε δ ό ν  3 :1  κ α θ ε ν ό ς  α π ό  τ α  δ ύ ο  δ ι α θ έ σ ι μ α  ο λ ι γ ο ν ο υ κ λ ε ο τ ί δ ι α  
(Σχ.4.38). Η  α π ο υ σ ί α  ο π ο ι ο σ δ ή π ο τ ε  μ ε τ α β ο λ ή ς  τ ω ν  σ η μ ά τ ω ν  τ ο υ  H S Q C  ε ί ν α ι  α π ο δ ε ι κ τ ι κ ή  κ α ι  
τ η ς  α π ο υ σ ί α ς  σ τ α θ ε ρ ή ς  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η ς ,  π α ρ ό λ α  α υ τ ά  ε π ι σ τ ρ α τ ε ύ τ η κ ε  κ α ι  η  τ ε χ ν ι κ ή  τ η ς  
χ ρ ω μ α τ ο γ ρ α φ ί α ς  μ ο ρ ι α κ ή ς  δ ι ή θ η σ η ς  π ρ ο κ ε ι μ έ ν ο υ  ν α  ε π ι β ε β α ι ω θ ε ί  ό τ ι  π ο λ υ π ε π τ ί δ ι ο  κ α ι  
D N A  δ ε ν  σ υ ν ε κ λ ο ύ ο ν τ α ν  (Σχ.4.39).

Σχήμα 4.39 Χρωματογραφήματα του chromodomain c2 (μάυρη γραμμή), του 
ολιγονουκλεοτιδίου GCGATCGC (μπλε συνεχόμενη γραμμή) και του μίγματος 
(μπλε διακεκομμένη γραμμή) σε θερμοκρασία δωματίου. Οι άξονες αντιστοιχούν 
στις καμπύλες βάσει του χρώματος.

Η  μ η  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  τ ω ν  σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν ω ν  ο λ ι γ ο ν ο υ κ λ ε ο τ ι δ ί ω ν  μ ε  τ ο  E E D - c 2  θ α  

μ π ο ρ ο ύ σ ε  ν α  α π ο δ ο θ ε ί  σ τ ο  μ ι κ ρ ό  τ ο υ ς  μ έ γ ε θ ο ς  κ α ι  σ υ ν ε π ώ ς  σ τ ο ν  σ χ ε τ ι κ ά  α σ τ α θ ή  
σ χ η μ α τ ι σ μ ό  τ η ς  δ ί κ λ ω ν η ς  έ λ ι κ α ς  ε ι δ ι κ ά  σ τ α  ά κ ρ α  τ η ς .  Ί σ ω ς  π ά λ ι  ε π ε ι δ ή  υ σ τ ε ρ ο ύ ν  σ ε  μ έ γ ε θ ο ς  

ν α  α δ υ ν α τ ο ύ ν  ν α  υ ι ο θ ε τ ή σ ο υ ν  δ ο μ ή  π ο υ  π ι θ α ν ά  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ε ι  τ ο  c 2 .  Ά λ λ ω σ τ ε  τ ο  
ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ό  D N A  δ ε ν  ε ί ν α ι  ρ α β δ ό μ ο ρ φ ο ,  α λ λ ά  τ ο π ι κ ά  ε λ α φ ρ ώ ς  κ ε κ α μ μ έ ν ο  ώ σ τ ε  ν α
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μ π ο ρ ε ί  ν α  π ε ρ ι ε λ ί σ σ ε τ α ι  γ ύ ρ ω  α π ό  τ ο  ι σ τ ο ν ι κ ό  ο κ τ α μ ε ρ έ ς .  Μ ια  τ έ τ ο ια  τ ο π ι κ ή  π α ρ α μ ό ρ φ ω σ η  
τ η ς  δ ι π λ ή ς  έ λ ι κ α ς  τ ο υ  D N A  ί σ ω ς  ν α  ε ί ν α ι  α π α ρ α ίτ η τ η  γ ι α  τ η ν  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η  τ ο υ  D N A  α π ό  τ ο  
c 2 .  Π ι θ α ν ό  ε ί ν α ι  ε π ί σ η ς  τ ο  ε ν δ ε χ ό μ ε ν ο  τ ο  c h r o m o d o m a in  c 2  ν α  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ε ι  ε π ι π λ έ ο ν  τ ο υ  
D N A  σ υ σ τ α τ ι κ ά  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ώ μ α τ ο ς  μ ε  α π ο τ έ λ ε σ μ α  η  σ υ γ γ έ ν ε ι ά  τ ο υ  γ ι α  α π ο μ ο ν ω μ έ ν α  
ο λ ι γ ο ν ο υ κ λ ε ο τ ί δ ι α  ν α  μ η ν  ε ί ν α ι  τ ό σ ο  υ ψ η λ ή  ό σ ο  α υ τ ή  τ ο υ  S a c 7 D .  Η  τ ε λ ε υ τ α ί α  ά λ λ ω σ τ ε  -  
α ν τ ί θ ε τ α  μ ε  τ ο  c 2 -  ε ί ν α ι  β α σ ικ ή  π ρ ω τ ε ΐ ν η  ( ρ Ι = 9 .6 6 ) ,  ε ν ώ  δ ε σ μ ε ύ ε τ α ι  ι σ χ υ ρ ά  σ τ ο  D N A  
ε κ τ ε λ ώ ν τ α ς  “ χ ρ έ η  ι σ τ ο ν ώ ν ”  σ τ α  α ρ χ α ι ο β α κ τ ή ρ ι α .  Τ έ λ ο ς ,  α ν  κ α ι  τ ε χ ν ι κ ή ς  φ ύ σ η ς ,  η  
π α ρ ά μ ε τ ρ ο ς  τ η ς  σ υ μ π ε ρ ι φ ο ρ ά ς  τ ο υ  π ο λ υ π ε π τ ι δ ί ο υ  δ ε ν  ε ί ν α ι  λ ι γ ό τ ε ρ ο  σ η μ α ν τ ικ ή .  Ο  
ε ξ α ρ τ ώ μ ε ν ο ς  α π ό  τ η  σ υ γ κ έ ν τ ρ ω σ η  ο λ ι γ ο μ ε ρ ι σ μ ό ς  τ ο υ  ( π ι θ α ν ά  δ ι μ ε ρ ι σ μ ό ς ) ,  ε ν δ έ χ ε τ α ι  ν α  
ε π η ρ ε ά ζ ε ι  τ η ν  έ κ θ ε σ η  τ η ς  μ ο ρ ι α κ ή ς  ε π ι φ ά ν ε ι α ς  π ρ ό σ δ ε σ η ς  τ ο υ  D N A .

4.3.1.3 Αλληλεπίδραση ακινητοποιημένου σε στήλη c2 με δίκλωνο DNA 31bp
Η  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  c 2 - D N A  ε ξ ε τ ά σ θ η κ ε  ε π ί σ η ς  κ α ι  μ ε  δ ύ ο  π ο λ υ π ε π τ ι δ ι κ έ ς  κ α τ α σ κ ε υ έ ς  τ ο υ  
: h r o m o d o m a i n  c 2 ,  τ ο  M B P - E E D - c 2  κ α ι  τ ο  M B P - K N G - c 2 ,  ε ν ώ  β ρ ί σ κ ο ν τ α ν  α κ ι ν η τ ο π ο ι η μ έ ν ε ς  
7ε  σ φ α ι ρ ί δ ι α  σ υ γ γ έ ν ε ι α ς  ι ό ν τ ω ν  ν ι κ ε λ ί ο υ .  Τ η  φ ο ρ ά  α υ τ ή  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  δ ίκ λ ω ν ο  
) λ ι γ ο ν ο υ κ λ ε ο τ ι δ ι ο  μ ή κ ο υ ς  3  l b p .  Κ α ι  τ α  δ ύ ο  π ο λ υ π ε π τ ί δ ι α  φ ά ν η κ α ν  ν α  π ρ ο σ δ έ ν ο υ ν  τ ο
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Σχήμα 4.40 Πρόσδεση του δίκλωνου 5 -CAT TCT TGT CGT CCC GCT CCT CCA TGG CAT 
G -3\ 3-GTA AGA ACA GCA GGG CGA GGA GGT ACC GTA C-5' στα ακινητοποιημένα 
σε σφαιρίδια συγγένειας ιόντων νικελίου His-MBP-EED-c2 και His-MBP-KNG-c2. Επάνω, 
διακρίνεται το DNA σε 1.5% gel αγαρόζης βαμμένο με EtBr και κάτω οι πρωτεΐνες σε 15% gel 
πολυακριλαμιδίου βαμμένο με Coomassie brilliant blue. Διαδρομές: 1. DNA. 2. Μίγμα 
πρωτεϊνών αναφοράς μοριακού βάρους (το δείγμα φορτώθηκε μόνο στο gel πολυακριλαμιδίου). 
3. Δείγμα του διαλύματος που δεν προσδέθηκε (flow-through) στη στήλη ακινητοποιημένου 
His-MBP. 4. Έκλουση με 200mM ιμιδαζολίου της στήλης ακινητοποιημένου His-MBP. 5. κενό 
πηγάδι 6. Δείγμα του διαλύματος που δεν προσδέθηκε (flow-through) στη στήλη 
ακινητοποιημένου His-MBP-EED-c2. 7. Έκλουση με 200mM ιμιδαζολίου της στήλης 
ακινητοποιημένου His-MBP-EED-c2. 8. κενό πηγάδι. 9. Δείγμα του διαλύματος που δεν 
προσδέθηκε (flow-through) στη στήλη ακινητοποιημένου His-MBP-KNG-c2.10. Έκλουση με 
200mM ιμιδαζολίου της στήλης ακινητοποιημένου His-MBP-KNG-c2. Το πείραμα έγινε σε 
θερμοκρασία δωματίου, σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών συγκένρωσης 10mM, ρΗ=7

ο λ ι γ ο ν ο υ κ λ ε ο τ ί δ ι ο  α υ τ ό  (Σχ.4.40).

4 . 3 . 2  Α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  c 2 -  ι σ τ ο ν ώ ν
Δ ε δ ο μ έ ν ο υ  ό τ ι  ο ι  κ α λ ύ τ ε ρ α  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ έ ν ε ς  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά σ ε ι ς  ε κ π ρ ο σ ώ π ω ν  τ ω ν  
c h r o m o d o m a i n  ε ί ν α ι  μ ε  ι σ τ ό ν ε ς ,  κ ρ ί θ η κ ε  σ κ ό π ι μ ο  ν α  δ ι ε ρ ε υ ν η θ ε ί  η  ι κ α ν ό τ η τ α  α π ’ ε υ θ ε ί α ς  
π ρ ό σ δ ε σ η ς  τ ο υ  c 2  σ τ ι ς  τ έ σ σ ε ρ ι ς  ι σ τ ό ν ε ς  τ ο υ  ν ο υ κ λ ε ο σ ω μ ι κ ο ύ  π υ ρ ή ν α  κ α ι  τ η ν  Η 1 .  Π ρ ι ν  τ η ν  
π α ρ ο ύ σ α  ε ρ γ α σ ί α ,  ό χ ι  μ ό ν ο  δ ε ν  ή τ α ν  γ ν ω σ τ ή  η  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  τ ο υ  c 2  μ ε  κ ά π ο ι α  α π ό  τ ι ς  
ι σ τ ό ν ε ς ,  α λ λ ά  ε π ι π λ έ ο ν  ε ί χ ε  δ ε ι χ θ ε ί  η  μ η  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  μ ε  κ ά π ο ι α  π ε π τ ί δ ι α  τ η ς  ο υ ρ ά ς  τ η ς  
Η 3 1231. Α υ τ ό  β έ β α ι α  δ ε ν  ο δ η γ ε ί  σ τ ο  σ υ μ π έ ρ α σ μ α  ό τ ι  τ ο  c 2  δ ε ν  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά  μ ε  κ α μ μ ί α  ι σ τ ό ν η  
κ α ι  ο ύ τ ε  κ α ν  α π ο κ λ ε ί ε ι  τ η ν  Η 3  α π ό  τ η  λ ί σ τ α  τ ω ν  π ι θ α ν ώ ν  π ρ ο σ δ ε τ ώ ν .  Η  ύ π α ρ ξ η  μ ε γ ά λ ο υ  
α ρ ι θ μ ο ύ  μ ε τ α - μ ε τ α φ ρ α σ τ ι κ ώ ν  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ω ν ,  ο ι  π ι θ α ν ο ί  σ υ ν δ υ α σ μ ο ί  τ ο υ ς ,  τ α  ό ρ ι α  τ ω ν  
σ υ ν τ ι θ έ μ ε ν ω ν  π ε π τ ι δ ί ω ν ,  η  ύ π α ρ ξ η  θ έ σ ε ω ν  α ν α γ ν ώ ρ ι σ η ς  ε π ί  τ ο υ  α ν α δ ι π λ ω μ έ ν ο υ  τ μ ή μ α τ ο ς  

τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν  κ α ι  ό χ ι  μ ό ν ο  ε π ί  τ ω ν  ο υ ρ ώ ν ,  ε ί ν α ι  π α ρ ά μ ε τ ρ ο ι  π ο υ  π ρ έ π ε ι  ν α  λ η φ θ ο ύ ν  υ π ’ ό ψ η .  
Γ ι α  ν α  δ ι α π ι σ τ ω θ ε ί  α ν  τ ο  c 2  α λ λ η λ ε π ι δ ρ ά  α π ’ ε υ θ ε ί α ς  μ ε  κ ά π ο ι α  ι σ τ ό ν η ,  ό π ω ς  τ α  

c h r o m o d o m a i n  τ η ς  Η Ρ 1  ή  τ η ς  P c ,  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  μ ί γ μ α  ι σ τ ο ν ώ ν  α π ο μ ο ν ω μ έ ν ο  α π ό  θ ύ μ ο  
α δ έ ν α  μ ο σ χ α ρ ι ο ύ .  Σ τ ο  υ λ ι κ ό  α υ τ ό  υ π ά ρ χ ε ι  τ ο  ε υ ρ ύ τ ε ρ ο  δ υ ν α τ ό  φ ά σ μ α  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ω ν ,  ε ν ώ  

δ ε δ ο μ έ ν ο υ  ό τ ι  ο ι  ι σ τ ό ν ε ς  ε ί ν α ι  ο ι  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ο  σ υ ν τ η ρ η μ έ ν ε ς  π ρ ω τ ε ΐ ν ε ς  σ ε  ό λ α  τ α  β α σ ί λ ε ι α  
τ η ς  ζ ω ή ς  τ ο  μ ί γ μ α  α υ τ ό  κ ρ ί θ η κ ε  ω ς  κ α λ ή  π η γ ή  π ι θ α ν ο ύ  ι σ τ ο ν ι κ ο ύ  π ρ ο σ δ έ τ η  τ ο υ  c 2 .

Α ρ χ ι κ ά  τ ο  M B P - E E D - C 2  α κ ι ν η τ ο π ο ι ή θ η κ ε  σ ε  σ φ α ι ρ ί δ ι α  σ υ γ γ έ ν ε ι α ς  ι ό ν τ ω ν  ν ι κ ε λ ί ο υ ,  

σ τ α  ο π ο ί α  ό μ ω ς  τ α  μ ό ρ ι α  τ ω ν  ι σ τ ο ν ώ ν  π ρ ο σ δ έ ν ο ν τ α ν  μ η  ε ι δ ι κ ά  σ ε  κ ά π ο ι ο  β α θ μ ό ,  
ε μ φ α ν ι ζ ό μ ε ν α  έ τ σ ι  κ α ι  σ τ ο  c o n t r o l  τ ο υ  Μ Β Ρ .  Η  μ η  ε ιδ ικ ή  α υ τ ή  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  ε ξ α λ ε ί φ θ η κ ε  
τ ε λ ε ί ω ς  μ ε  τ η  χ ρ ή σ η  σ φ α ι ρ ι δ ί ω ν  α μ υ λ ό ζ η ς  γ ι α  τ η ν  α κ ι ν η τ ο π ο ί η σ η  τ ω ν  κ α τ α σ κ ε υ ώ ν  π ο υ  
έ φ ε ρ α ν  α μ ι ν ο τ ε λ ι κ ά  Μ Β Ρ  α ν  κ α ι  η  π ρ ό σ δ ε σ η  δ ε ν  ή τ α ν  ε ξ ί σ ο υ  ι σ χ υ ρ ή  μ ε  α υ τ ή  π ο υ  β α σ ι ζ ό τ α ν
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Σχήμα 4.41 Αλληλεπίδραση του EED-c2 με τις τέσσερις ιστόνες του νουκλεοσωμικού πυρήνα και την 
Η1. Διαδρομές: / . , 7. μίγμα ιστονών από θύμο αδένα μοσχαριού. 2., 6. Δείγμα του μίγματος που δεν 
προσδέθηκε (flow-through) σε στήλη αμυλόζης με ακινητοποιημένο MBP-EED-C2 και ΜΒΡ 
αντίστοιχα. 3., 5. Έκλουση με 50mM μαλτόζης της στήλης ακινητοποιημένου MBP-EED-C2 και ΜΒΡ 
αντίστοιχα. 4. Μίγμα πρωτεϊνών αναφοράς μοριακού βάρους (102, 68.5, 55, 45, 30.5, 14.4, 9kDa). 8., 
14. Δείγμα ιστόνης Η3 και Η4 αντίστοιχα, από θύμο αδένα μοσχαριού. 9., 13. Δείγμα ιστόνης Η3 και 
Η4 αντίστοιχα, που δεν προσδέθηκε (flow-through) σε στήλη αμυλόζης με ακινητοποιημένο ΜΒΡ- 
EED-c2.10., 12. Έκλουση με 50mM μαλτόζης της στήλης ακινητοποιημένου MBP-EED-c2.11. Μίγμα 
πρωτεϊνών αναφοράς μοριακού βάρους (102, 68.5, 55, 45, 30.5, 14.4, 9kDa). Το πείραμα έλαβε χώρα 
σε θερμοκρασία δωματίου σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ρΗ=7, 1Μ NaCl, 2mM β-ΜΕ, 
0.01%NaN3. Χρησιμοποιήθηκε gel ακρυλαμιδίου 15%.

σ τ η ν  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  τ η ς  π ο λ υ ϊ σ τ ι δ ι ν ι κ ή ς  ο υ ρ ά ς  μ ε  τ α  ι ό ν τ α  N i  . Α υ τ ό  ε ί χ ε  ω ς  α π ο τ έ λ ε σ μ α  
τ η  δ ι α ρ ρ ο ή  ( l e a k a g e )  π ο σ ό τ η τ α ς  π ρ ω τ ε ΐ ν η ς  κ α τ ά  τ ι ς  ε κ π λ ύ σ ε ι ς ,  κ ά τ ι  π ο υ  δ ε ν  ε π η ρ έ α σ ε  
π ά ν τ ω ς  τ η  δ υ ν α τ ό τ η τ α  ε ξ α γ ω γ ή ς  σ υ μ π ε ρ α σ μ ά τ ω ν .  Έ τ σ ι ,  τ ο  c 2  σ υ ν δ έ ε τ α ι  ε π ιλ ε κ τ ικ ά  μ ε  δ ύ ο  
α π ό  τ ι ς  τ έ σ σ ε ρ ι ς  ι σ τ ό ν ε ς  τ ο υ  μ ί γ μ α τ ο ς  ( Η 3 ,  Η 4 ) ,  ε ν ώ  α δ υ ν α τ ε ί  ν α  π ρ ο σ δ ε θ ε ί  σ τ η ν  Η 4  ό τ α ν  
α υ τ ή  β ρ ί σ κ ε τ α ι  α π ο μ ο ν ω μ έ ν η  (Σχ.4.41). Σ υ ν ά γ ε τ α ι  λ ο ι π ό ν  ό τ ι  η  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  c 2  κ α ι  Η 4  
ε ί ν α ι  έ μ μ ε σ η  κ α ι  δ ι α μ ε σ ο λ α β ε ί τ α ι  α π ό  τ η ν  Η 3 ,  κ ά τ ι  π ο υ  β ρ ί σ κ ε τ α ι  σ ε  κ α λ ή  σ υ μ φ ω ν ί α  μ ε  τ ο ν  
κ α λ ά  χ α ρ α κ τ η ρ ι σ μ έ ν ο  ε τ ε ρ ο δ ι μ ε ρ ι σ μ ό  μ ε τ α ξ ύ  Η 3  κ α ι  Η 4 .

Η  α ν ά λ υ σ η  μ ε  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  μ α ζ ώ ν  τ η ς  ζ ώ ν η ς  τ η ς  Η 3  π ο υ  π ρ ο σ δ έ θ η κ ε  σ τ ο  
c h r o m o d o m a i n  α π έ δ ε ι ξ ε  ό τ ι  τ ο  π α ρ α σ κ ε ύ α σ μ α  Η 3  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  γ ι α  τ α  π ε ιρ ά μ α τ α  
σ υ γ κ α τ α κ ρ ή μ ν ι σ η ς  ή τ α ν  σ χ ε τ ι κ ά  π λ ο ύ σ ι ο  σ ε  ι σ τ ο ν ι κ έ ς  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ι ς .  Σ υ γ κ ε κ ρ ιμ έ ν α  
φ ο π ο π ο ι η μ έ ν ε ς  β ρ έ θ η κ α ν  ο ι  θ έ σ ε ι ς  ( σ ε  π ο ι κ ί λ ο υ ς  σ υ ν δ υ α σ μ ο ύ ς ) :

•  Κ 4  ( τ ρ ι μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν η )
•  Κ 9  ( α κ ε τ υ λ ι ω μ έ ν η ,  τ ρ ι μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν η )
•  Κ 1 4  ( α κ ε τ υ λ ι ω μ έ ν η )
•  Κ Ι  8  ( α κ ε τ υ λ ι ω μ έ ν η )
•  Κ 2 3  ( α κ ε τ υ λ ι ω μ έ ν η )
•  Κ 2 7  ( δ ι μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν η )
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•  Κ 3 6  ( μ ο ν ο - ,  δ ι -  μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν η )
•  Κ 7 9  ( μ ο ν ο - ,  δ ι -  μ ε θ υ λ ι ω μ έ ν η )

Κ α μ ί α  ό μ ω ς  α π ό  α υ τ έ ς  τ ι ς  τ ρ ο π ο π ο ι ή σ ε ι ς  ή  σ υ ν δ υ α σ μ ό ς  τ ο υ ς  δ ε ν  β ρ έ θ η κ ε  ν α  
υ π ε ρ α ν τ ι π ρ ο σ ω π ε ύ ε τ α ι  σ τ ο  δ ε ί γ μ α  π ο υ  π ρ ο έ κ υ ψ ε  α π ό  έ κ λ ο υ σ η  τ η ς  σ τ ή λ η ς  σ ε  σ χ έ σ η  μ ε  α υ τ ό  
π ο υ  π ρ ο έ κ υ ψ ε  α π ό  τ ο  f l o w - t h r o u g h  ή  τ ο  α ρ χ ι κ ό  δ ε ί γ μ α  π ο υ  χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ ε  γ ι α  τ ο  π ε ί ρ α μ α  
σ υ γ κ α τ α κ ρ ή μ ν ι σ η ς .  Ά ρ α  η  α ν ά λ υ σ η  μ ε  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  μ α ζ ώ ν  δ ε ν  ή τ α ν  δ ι α φ ω τ ι σ τ ι κ ή  ω ς  
π ρ ο ς  τ η ν  π ρ ο τ ί μ η σ η  τ ο υ  c 2  γ ι α  κ ά π ο ι α  ι σ τ ο ν ι κ ή  τ ρ ο π ο π ο ί η σ η .

Σ υ μ π ε ρ α σ μ α τ ι κ ά ,  γ ι α  π ρ ώ τ η  φ ο ρ ά  δ ε ί χ θ η κ ε  α λ λ η λ ε π ί δ ρ α σ η  μ ε τ α ξ ύ  c 2  κ α ι  τ η ς  ι σ τ ό ν η ς  
Η 3 ,  κ α θ ι σ τ ώ ν τ α ς  τ ο  c 2  τ ο  μ ο ν α δ ι κ ό  - μ έ χ ρ ι  τ η  σ τ ι γ μ ή  τ η ς  σ υ γ γ ρ α φ ή ς  α υ τ ή ς  τ η ς  δ ι α τ ρ ι β ή ς -  
c h r o m o d o m a i n  π ο υ  μ π ο ρ ε ί  ν α  α ν α γ ν ω ρ ί ζ ε ι  π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ α  τ ο υ  ε ν ό ς  χ ρ ω μ α τ ι ν ι κ ά  σ υ σ τ α τ ι κ ά .

____________________________________________________________ ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

5.1 Σύντομη επισκόπηση των στόχων και των αποτελεσμάτων της πειραματικής μελέτης 

Σύνθετες βιολογικές διεργασίες -όπως η αναδιοργάνωση της χρωματίνης- εκτελούνται in 

vivo από πρωτεϊνικά σύμπλοκα- μηχανές. Εξαρτήματα αυτών των μηχανών αποτελούν οι 

συστατικές πρωτεΐνες (χωρίς να αποκλείεται η συμμετοχή και άλλων βιομορίων κατά 

περίπτωση), κάθε μία από τις οποίες αναλαμβάνει να φέρει εις πέρας ένα τμήμα του 

συνολικού έργου. Ο καταμερισμός όμως δεν καθορίζεται αναγκαστικά από τα όρια των 

πολυπεπτιδικών αλυσίδων. Αντίθετα, διακριτοί ρόλοι διανέμονται και εντός καθενός από τα 

πρωτεϊνικά μόρια. Έτσι, εξελικτικά, πολλές πρωτεΐνες αναδείχθηκαν σε συνθέσεις 

περισσοτέρων της μίας αυτόνομων δομικά και λειτουργικά περιοχών (domains). Ο 

συντονισμός της δράσης καθεμιάς από τις περιοχές αυτές στο πλαίσιο ενός ακέραιου 

πολυπεπτιδίου συνθέτει και τη συνολική λειτουργικότητά του.

To chromodomain έχει αναδειχθεί βιβλιογραφικά σε κεντρικό “παίκτη” στην 

αναδιαμόρφωση της χρωματίνης και τελικά στη ρύθμιση της μεταγραφής, ο ρόλος του όμως 

έχει περιοριστεί στην αναγνώριση μετα-μεταφραστικών σημάτων με τη μορφή ομοιοπολικών 

τροποποιήσεων επί των ιστονικών ουρών. Ειδικότερα, από το σύνολο των πιθανών 

συνδυασμών τροποποιήσεων, το chromodomain εμπλέκεται στην αναγνώριση δι- και τρι- 

μεθυλιωμένων καταλοίπων λυσινών. Η αντίληψη αυτή καθιερώθηκε με την επίλυση της 

τριτοταγούς δομής του συμπλόκου του chromodomain της πρωτεΐνης ΗΡ1 και πεπτιδίου που 

αντιστοιχεί στην αμινοτελική ουρά της ιστόνης Η3 με δι- ή τρι- μεθυλιωμένο το κατάλοιπο 

της λυσίνης 9ί20’211. Ο εγκλεισμός της μέθυλ-αμινομάδας σε κλωβό σχηματιζόμενο από 

αρωματικές πλευρικές αλυσίδες επιβεβαιώθηκε και για αλληλεπιδράσεις άλλων 

chromodomain με μεθυλιωμένες ιστονικές ουρές όπως αυτό της πρωτεΐνης Polycomb με 

πεπτίδιο της Η3 μεθυλιωμένο στη λυσίνη της θέσης 271221. Η ποσοτικοποίηση της συγγένειας 

του chromodomain της ΗΡ1 με ιστονικά πεπτίδια διαφορετικού βαθμού μεθυλίωσης1851 

ανήγαγε τον κλωβό στο επίκεντρο της αλληλεπίδρασης και εξήγησε την ειδικότητα για 

μεθυλιωμένες ιστονικές ουρές. Παρόλα αυτά η αλληλεπίδραση δεν εξαντλείται στην 

εγκλεισμένη μεθυλ-αμινομάδα. Σε αυτή συμμετέχουν πλευρικές ομάδες, αλλά και η κύρια 

αλυσίδα καταλοίπων που προηγούνται του μεθυλιωμένου, γεγονός που έχει σημαντικά 

υποτιμηθεί βιβλιογραφικά.

Η συντριπτική πλειοψηφία των αναφορών συσχετίζουν chromodomain ή πρωτεΐνες, 

στις οποίες εμπεριέχονται, με αναγνώριση μεθυλιωμένων ιστονών. Δύο τέτοιων εκπροσώπων
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όμως οι λειτουργίες αναφέρονται να αποκλίνουν: του chromodomain της πρωτεΐνης MOF*241 

και ενός εκ των δύο της dMi-2*23* από Drosophila melanogaster. Αυτά συνδέθηκαν με απ’ 

ευθείας πρόσδεση RNA και DNA, αντίστοιχα. Η πρόσφατη επίλυση της τριτοταγούς δομής 

του chromodomain της MOF απέδειξε ότι εσφαλμένα κατηγοριοποιήθηκε ως chromodomain, 

αφού δεν υιοθετεί τη χαρακτηριστική αναδίπλωση*251. Έτσι, ο μοναδικός εκπρόσωπος των 

chromodomain που φαίνεται να αποκλίνει λειτουργικά είναι το c2 της dMi-2. Προκειμένου 

να προσδιοριστεί πώς αυτό διαφοροποιείται ώστε να εμφανίζει συγγένεια για έναν τόσο 

χημικά διαφορετικό από τις ιστόνες προσδέτη, όπως είναι το DNA, επιχειρήθηκε η επίλυση 

της τριτοταγούς δομής του με NMR.

Ο ολιγομερισμός του απομονωμένου c2, πηγή τεχνικών προβλημάτων για την 

επίλυση της δομής του, περιορίστηκε με χρήση τεχνικών Μοριακής Βιολογίας σε βαθμό που 

να καθίσταται εφικτός ο προσδιορισμός της τριτοταγούς δομής με NMR. Αποκαλύφθηκε έτσι 

μια ανισομερής κατανομή φορτίου στην επιφάνεια του chromodomain η οποία επιτρέπει την 

ύπαρξη θετικά φορτισμένων όψεων του μορίου, γεγονός μη αναμενόμενο δεδομένου του 

θεωρητικού ισοηλεκτρικού σημείου (pl=4.90; aa 15-73). Παράλληλα, με χρήση βιοχημικών 

τεχνικών επιβεβαιώθηκε η πρόσδεση του c2 απ’ ευθείας σε μόρια DNA, ενώ για πρώτη φορά 

δείχθηκε συγγένεια προς την ιστόνη Η3, καθιστώντας το c2 το μόνο -έως τη συγγραφή αυτής 

της διατριβής- chromodomain που αλληλεπιδρά με περισσότερα του ενός νουκλεοσωμικά 

συστατικά μόρια.

5.2 Σύγκριση με chromodomain επιλυμένης δομής
Αντίθετα με το υποτιθέμενο chromodomain της MOF, το δεύτερο chromodomain της dMi-2 

υιοθετεί πλήρως τη χαρακτηριστική αναδίπλωση της τάξης του. Συγκρίνοντάς το με αυτά των 

πρωτεϊνών ΗΡ1 και Pc από Drosophila διακρίνεται σημαντική ομοιότητα, όχι μόνο ως προς 

τη διαδοχή των στοιχείων δευτεροταγούς δομής και το σχετικό προσανατολισμό τους, αλλά 

και ως προς δευτερεύοντα γεωμετρικά χαρακτηριστικά, όπως η απόκλιση του β- φύλλου από 

την επιπεδότητα (Σχ.5.1). Μικρές αποκλίσεις του c2 από τα άλλα δύο εστιάζονται στη θηλιά 

μεταξύ του δεύτερου και τρίτου β- κλώνου, τμήμα που διαφέρει αισθητά και στην αμινοξική 

σύνθεση και στην ελαφρά μεγαλύτερη έκταση της α- έλικας.
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Σε σήμα κατατεθέν των chromodomain και αναπόσπαστο χαρακτηριστικό για την 

αναγνώριση μεθυλιωμένων καταλοίπων λυσινών ιστονικών ουρών έχει αναδειχθεί ο 

αρωματικός κλωβός. Τον συνθέτουν οι πλευρικές ομάδες τριών αρωματικών αμινοξέων. Στα 

chromodomain των dHPl και dPc, με αυτό το ρόλο είναι επιφορτισμένες οι τριάδες 

αμινοξέων Υ24, W45, Υ48 και Υ26, W47, W50, αντίστοιχα (Σχ.1.13). Ήδη από τη στοίχιση 

αμινοξικών αλληλουχιών, ήταν προφανές ότι το c2 διαφοροποιείται ως προς το τρίτο 

αρωματικό κατάλοιπο (Σχ.5.2). Αν και τα κατάλοιπα Trp στις θέσεις 16 και 39 στοιχίζονται με 

δύο από τα τρία αρωματικά αμινοξέα των ΗΡ1 και Pc, στη θέση του τρίτου υπάρχει 

κατάλοιπο λεύκινης στο c2. Η τυροσίνη 44, το πλησιέστερο αρωματικό αμινοξύ, απέχει δύο 

θέσεις κατά τη στοίχιση. Τα πρωτόλεια αυτά συμπεράσματα, επιβεβαιώθηκαν με την επίλυση 

της τριτοταγούς δομής. Στο ελεύθερο c2, οι θέσεις των πλευρικών ομάδων των καταλοίπων 

Trp 16 και 39 είναι πολύ καλά ορισμένες, ενώ βρίσκονται σε σχεδόν τέλεια αλληλεπικάλυψη 

με τους αρωματικούς δακτυλίους των αντίστοιχων καταλοίπων της ΗΡ1 (Σχ.5.2). Η Tyr 44

Σχήμα 5.1 Αλληλεπικάλυψη της κύριας αλυσίδας του chromodomain c2 της 
πρωτεΐνης dMi-2 (κόκκινο) με αυτές των πρωτεϊνών dHPl (ΙΚΝΑ-μαύρο) και 
dPc (lPDQ-μπλε) σε αναπαραστάσεις με έμφαση στη δευτεροταγή δομή (επάνω) 
ή ίχνους Ca (κάτω). Η δομή του c2 είναι η μέση από 20 υπολογισμένες και 
επιλύθηκε με NMR, ενώ οι άλλες δύο με κρυσταλλογραφία ακτινών X σε 
σύμπλοκο με τροποποιημένο ιστονικό πεπτίδιο. Για την αλληλεπικάλυψη 
χρησιμοποιήθηκε ο αλγόριθμος του DALIlitel86,<
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απέχει αρκετά στο χώρο, ενώ ο προσανατολισμός της πλευρικής της ομάδας εμφανίζει μεν 

ενδιαφέρον αφού εκτίθεται στο διαλύτη, αλλά δεν μπορεί να συνδράμει στο σχηματισμό του 

κλωβού. Αντιθέτως, ένα άλλο αμινοξύ του βρόγχου μεταξύ των β- κλώνων βί και β3, είναι 

πιθανόν σε θέση να μετριάσει την έλλειψη του τρίτου αρωματικού καταλοίπου. Πρόκειται για 

την αργινίνη 40, η πλευρική αλυσίδα της οποίας δεν έχει την επιπεδότητα αρωματικού 

δακτυλίου και είναι θετικά φορτισμένη, όμως δεν υστερεί σε μήκος ή υδροφοβικότητα. 

Σημειωτέον ότι μετάλλαξη της αντίστοιχης δομικά θέσης της ΗΡ1 από Tyr σε Ala οδήγησε 

σε ακύρωση της αλληλεπίδρασης. Εν κατακλείδι, η επίλυση της τριτοταγούς δομής απέδειξε 

ότι ο κλωβός του c2 υφίσταται μεν, διαφέρει δε σημαντικά από αυτούς των ΗΡ1 και Pc.

d M i-2 _ c 2  EWLIV 
HP1_CD EYA-V 
Pc CD VYA-At

.RDGSgjggSWRELPYDKS^ggEGDDIQGl 
RKGM ^^^gW KGYPETEN^^ENNLDC- 
KKGV^ggJgWKGWNQRYN^^EVNI LD- -

«1

V 58

★  ·  ·  ★  ·  Ά · ~k ·  -k  ★ ■k'k * *

,RKD 54 
iEQTN-K 53

Σχήμα 5.2 Επάνω: Στοίχιση αμινοξικών αλληλουχιών των chromodomain των πρωτεϊνών dMi-2, ΗΡ1 και 
Pc. Με μπλε σκίαση διακρίνεται η έκταση των στοιχείων δευτεροταγούς δομής, ενώ με κόκκινο τα αμινοξέα 
του κλωβού. Για τη στοίχιση χρησιμοποιήθηκε ο αλγόριθμος T-COFFEE187'. Κάτω: Επίθεση του κλωβού 
του c2 (κόκκινο) σε αυτόν του chromodomain της ΗΡ1 (ΙΚΝΑ-μαύρο). Με πράσινο χρώμα διακρίνεται η 
πλευρική αλυσίδα της διμέθυλ- λυσίνης 9 του πεπτιδίου ARTKQTARKMe2STGGKAY της Η3.

Είτε συμμετέχει η R40 στο σχηματισμό του, είτε όχι, ο κλωβός του c2, ως περισσότερο 

ευρύχωρος, “χαλαρός” από αυτούς των chromodomain της Pc ή της ΗΡ1, θα μπορούσε,
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

στερεοχημικά, να φιλοξενεί όχι μόνο μεθυλιωμένες ISfi -αμινομάδες λυσινών, αλλά και 

ογκωδέστερες ομάδες (συμμετρικά διμεθυλιωμένες γουανιδινικές ομάδες αργινινών για 

παράδειγμα). Τέτοια πληροφορία δεν υπάρχει στη βιβλιογραφία ούτε προέκοψε από αυτή τη 

διατριβή. Σε κάθε περίπτωση πάντως, το c2 αλληλεπιδρά ειδικά με ιστόνη Η3 προερχόμενη 

από θύμο αδένα μοσχαριού. Η πρόσδεση λαμβάνει χώρα ακόμα και σε διαλύματα πολύ 

υψηλής ιονικής ισχύος ([NaCl]=lM), γεγονός ενδεικτικό της ειδικότητας της 

αλληλεπίδρασης. Αν και η ανάλυση με φασματομετρία μαζών δεν τελεσιδίκησε σχετικά με 

την όποια προτίμηση του chromodomain για συγκεκριμένες τροποποιήσεις, η παρούσα 

εργασία είναι η πρώτη (και η μόνη ως τώρα) που εμπλέκει το c2 σε απ’ ευθείας πρόσδεση της 

ιστόνης Η3 του νουκλεοσωμικού οκταμερούς.

Από τα 18 επιλυμένα έως σήμερα chromodomain, τρία κατατάσσονται στη “σκιώδη” 

υποκατηγορία. Εμφανίζουν περιορισμένη ομολογία με τους υπόλοιπους εκπροσώπους αυτής 

της τάξης, ενώ από την αμινοξική τους σύνθεση απουσιάζουν καίρια κατάλοιπα, όπως τα δύο 

από τα τρία αρωματικά αμινοξέα του κλωβού. Για τους λόγους αυτούς αρχικά δεν 

κατηγοριοποιούνταν ως chromodomain, αλλά σαν chromoshadow domain. Η ονομασία 

αυτή τους αποδόθηκε, επειδή έδειχναν να απαντώνται στη “σκιά” άλλων, περισσότερο 

συντηρημένων chromodomain, να έπονται δηλαδή αυτών στην αμινοξική αλληλουχία 

πρωτεϊνών, σε άμεση μάλιστα γειτνίαση. Με την επίλυση της τριτοταγούς δομής του

Σχήμα 5.3 Επίθεση της κύριας αλυσίδας του chromodomain c2 της πρωτεΐνης 
dMi-2 (κόκκινο) σε αυτή του chromoshadow domain της ΗΡ1 ποντικού (1S4Z- 
κίτρινο) σε αναπαραστάσεις με έμφαση στη δευτεροταγή δομή (cartoon). Οι δύο 
δομές επιλύθηκαν με χρήση δεδομένων από φασματοσκοπία NMR.
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επιφανέστερου εκπροσώπου τους, του έτερου μισού της ΗΡ1, κατέστη εμφανές ότι υιοθετούν 

τη χαρακτηριστική αναδίπλωση των chromodomain. Δομικά, όσον αφορά την τοπολογία του 

πολυπεπτιδικού σκελετού, η μοναδική διαφορά τους με τα chromodomain εστιάζεται στο 

τμήμα μεταξύ του τρίτου β- κλώνου και της α- έλικας. Μεταξύ των δύο αυτών στοιχείων 

δευτεροταγούς δομής, μεσολαβούν 8 αμινοξέα αντί των 6 του αμινοτελικού γείτονα, γεγονός 

που εξαργυρώνεται στη σταθεροποίηση μίας επιπλέον α- έλικας, μήκους 7 αμινοξέων.

Το αντίστοιχο τμήμα του c2 απαρτίζεται από 7 αμινοξέα, ενώ -όπως ήδη 

αναφέρθηκε- από τον κλωβό απουσιάζει ένα μόνο αρωματικό αμινοξύ. Τον “υβριδικό” του 

χαρακτήρα συμπληρώνει η βιοχημική του συμπεριφορά, μιας και μπορεί να αλληλεπιδρά με 

ιστόνες και DNA, πράγμα που δεν είναι σε θέση να κάνει το chromoshadow domain, αλλά 

από την άλλη διμερίζεται, χαρακτηριστικό που δεν αναφέρεται για τα chromodomain. 

Αντίθετα, στο διμερισμό188* του chromoshadow domain της ΗΡ1, έχει αποδοθεί λειτουργικός 

ρόλος, αυτός της πρόσδεσης σε περιοχή μεταξύ των δύο μονομερών πεπτιδίων αλληλουχίας 

PxVxL που ενυπάρχει σε πρωτεΐνες εμμέσως σχετιζόμενες με τη χρωματίνη όπως ο CAF- 

I1891. Παρόμοιος μηχανισμός πρόσδεσης επαληθεύθηκε και πρόσφατα1901, για αλληλουχίες 

που δεν ακολουθούν πάντως την προαναφερθείσα ελάχιστη συμφωνία {consensus) και με τη 

συμμετοχή δύο διμερών στην αλληλεπίδραση. Το μονομερές του chromoshadow domain της 

ΗΡΙβ ποντικού εμφανίζει υψηλότερη δομική συγγένεια με το c2 {Σχ.5.3) από το αντίστοιχο 

chromodomain (με DALI Z-scores 4.7 και 5.4, αντίστοιχα). Επιπλέον, το c2 ακολουθεί στην 

αμινοξική αλληλουχία το πρώτο chromodomain της dMi-2 όπως το chromoshadow το 

chromodomain της ΗΡ1.

5.3 Ηλεκτροχημικό δυναμικό- σύγκριση με Sac7D
Το κίνητρο για την επίλυση της τριτοταγούς δομής του c2 σε ατομική λεπτομέρεια, 

διαδικασία χρονοβόρα και συχνά αβέβαιης έκβασης, δεν ήταν να αυξηθούν οι κατατεθειμένες 

στην τράπεζα δεδομένων δομές chromodomain. Και βέβαια, βιοχημικές μέθοδοι που 

απαιτούν σημαντικά μικρότερη επένδυση κόπου, χρόνου και πόρων είναι σε θέση να 

καταδείξουν την απ’ ευθείας πρόσδεση μορίων DNA στο c2. Τέτοιες τεχνικές 

χρησιμοποιήθηκαν άλλωστε και σε αυτή τη διατριβή προκειμένου να δειχθεί η συγγένεια του 

c2 προς το μικρότερο δίκλωνο τμήμα DNA τυχαίας αλληλουχίας που έχει χρησιμοποιηθεί σε
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οποιαδήποτε δημοσιευμένη εργασία, το μόνο μάλιστα συνθετικό. Για να φωτιστεί όμως 

μηχανισμός αυτής της αλληλεπίδρασης απαιτείται γνώση λεπτομερειών σε ατομικό επίπεδο.

Σίγουρα η πιο ευθεία προσέγγιση, που οδηγεί στην πλειοψηφία τέτοιων περιπτώσεο 

-αν όχι σε όλες- σε αδιαμφισβήτητα συμπεράσματα, είναι η επίλυση μίας ή περισσοτέρο 

τριτοταγών δομών του συμπλόκου. Καθίσταται έτσι άμεσα εμφανής ο ρόλος πλευρικά 

δραστικών ομάδων, που συνθέτουν τη μεσεπκράνεια της αλληλεπίδρασης. Αν όμως τέτοι

Σχήμα 5.4 Σύγκριση ηλεκτροστατικού δυναμικού στις επιφάνειες των chromodomain της 
dHPl (1ΚΝΑ), c2 της dMi-2, και του αρχαιοβακτηριακού Sac7D (1CA5) κατά σειρά από 
πάνω προς κάτω. Οι προσανατολισμοί των αναπαραστάσεων όγκου είναι ίδιοι με αυτούς 
των αναπαραστάσεων των αντίστοιχων πεπτιδικών σκελετών. Με μαύρο χρώμα 
διακρίνεταιτο chromodomain της dHPl, με κόκκινο το c2, και με κυανό ο Sac7D.
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δομή δεν είναι διαθέσιμη, είναι δυνατόν -κατά περίπτωση- να εξαχθούν αντίστοιχα 

συμπεράσματα από τις δομές των απομονωμένων βιομορίων που συμμετέχουν στην 

αλληλεπίδραση, σε συνδυασμό ίσως με αποτελέσματα βιοχημικών τεχνικών χαμηλότερης 

διακριτικής ικανότητας. Οι προσπάθειες λήψης δεδομένων από τη φασματοσκοπία NMR για 

την απ’ ευθείας αλληλεπίδραση DNA-c2 δεν καρποφόρησαν, αφού τα περιορισμένου μήκους 

δίκλωνα τμήματα που χρησιμοποιήθηκαν (8 και 12bp) δεν αποδείχθηκαν ικανά να 

προσδεθούν στο chromodomain. (Σχ.4.38). Παρόλα αυτά, η δομή του απομονωμένου c2 είναι 

σε θέση να υποδείξει πώς αυτό διαφοροποιείται λειτουργικά από τα υπόλοιπα μέλη της 

πρωτεϊνικής αυτής οικογένειας, ώστε να έχει τη δυνατότητα πρόσδεσης DNA.

Η αναγνώριση συγκεκριμένων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών από πολυπεπτίδια 

βασίζεται σε απ’ ευθείας αλληλεπιδράσεις πλευρικών αλυσίδων -συνήθως αρωματικών 

αμινοξέων- με τις βάσεις. Αντίθετα, η μη ειδική αλληλεπίδραση πρωτεϊνών με νουκλεϊκά 

οξέα, δηλαδή αυτή για την οποία δεν απαιτείται συγκεκριμένη νουκλεοτιδική αλληλουχία, 

δεν μπορεί παρά να στηρίζεται σε κοινά χαρακτηριστικά μεταξύ μορίων DNA ή RNA 

οποιασδήποτε αλληλουχίας. Το πλεόνασμα αρνητικού φορτίου στο φωσφορικό σκελετό και 

οι ριβοζικοί δακτύλιοι είναι λοιπόν τα χαρακτηριστικά αναγνώρισης ως προς τα οποία πρέπει 

να εμφανίζει συμπληρωματικότητα ένας υποψήφιος προσδέτης.

Πράγματι, εστιάζοντας στην εκτεθειμένη επιφάνεια του c2, μπορεί κανείς να 

διαπιστώσει ότι η διασπορά και ο κατάλληλος προσανατολισμός φορτισμένων πλευρικών και 

μη ομάδων (Σχ.4.36) ευνοούν τη συνάθροιση θετικού φορτίου σε κάποιες από τις πλευρές του 

βιομορίου, αν και το θεωρητικό ισοηλεκτρικό σημείο (4.90) δεν προϊδεάζει σχετικά. 

Συγκρίνοντας το chromodomain c2 με αυτό της dHPl (pl=4.79), προκύπτουν διαφορές, όχι 

μόνο ως προς τη συνολική έκθεση του θετικού φορτίου στην επιφάνεια των βιομορίων, αλλά 

και ως προς την τοπογραφική τους κατανομή (Σχ.5.4). Έτσι, αντίθετα με το chromodomain 

της ΗΡ1 , το c2 συγκεντρώνει σημαντικό πλεόνασμα θετικού φορτίου στην πλευρά του β- 

φύλλου που κείται μακριά από την α- έλικα. Η παρατήρηση αυτή αποκτά ξεχωριστό 

ενδιαφέρον υπό το φως της αντιστοίχησης με την πρωτεΐνη Sac7D. Αν και συνολικά 

θετικότερη (ρΙ=9.66), η αρχαιοβακτηριακή πρωτεΐνη διατάσσει το “οπλοστάσιο” θετικά 

φορτισμένων δραστικών ομάδων που διαθέτει προς τη δομικά ομόλογη με το c2 πλευρά. Θα 

ήταν παράλειψη να μην αναφερθεί και η συνεισφορά κάποιων πλευρικών αλυσίδων 

αμινοξέων του πρώτου από τα δύο β- φύλλα του Sac7D στο θετικό επιφανειακό φορτίο της
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επίμαχης “όψης” του μορίου. Και στα chromodomain όμως θα μπορούσε να υπάρξει σε 

δομικά ομόλογη θέση τέτοια εξωμοριακή συνεισφορά θετικά φορτισμένων δραστικών 

ομάδων. Πράγματι, η πρόσδεση ιστονικών ουρών σε chromodomain δημιουργεί ένα επιπλέον 

β- φύλλο σε δομικά ομόλογη θέση με το πρώτο εκ των δύο του Sac7D, με το κυρίως θετικά 

φορτισμένο ιστονικό πεπτίδιο να στοιχειοθετεί τον β- κλώνο που καταλαμβάνει ομόλογη 

θέση με τον πρώτο κλώνο της πρώτης β- πτυχωτής επιφάνειας του Sac7D120-221. Η πρόσδεση 

της όχι κατ’ ανάγκην τροποποιημένης Η3 από το c2, σύμφωνα με το παραπάνω σκεπτικό, θα 

μπορούσε να είναι συζευγμένη με την πρόσδεση νουκλεοσωμικού DNA.

Η αλληλεπίδραση DNA-Sac7D δεν είναι όμως μόνο ηλεκτροστατικής φύσης. 

Σημαντικό ρόλο διαδραματίζει ένα κατάλοιπο τρυπτοφάνης που βρίσκεται στον πρώτο κλώνο 

της δεύτερης β- πτυχωτής επιφάνειας του βιομορίου. Ο ινδολικός δακτύλιος της πλευρικής 

του ομάδας, καθοδηγούμενος από δυνάμεις Van der Waals, διατάσσεται με τέτοιο τρόπο, 

ώστε να ευνοείται το “πακετάρισμά” του με δακτύλιο ριβόζης (2/. 5.5). Την κρισιμότητα

Σχήμα 5.5 Επάνω: Στερεοδιάγραμμα της τρισδιάστατης δομής του συμπλόκου Sac7D- 
DNA (1CA5) με εμφανή τη θέση της τρυπτοφάνης 24. Κάτω: Στερεοδιάγραμμα επίθεσης 
του c2 στο Sac7D. Ευδιάκριτα είναι τα κατάλοιπα τρυπτοφανών 24 (Sac7D) και 49 (c2).
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αυτής της αλληλεπίδρασης αποκάλυψε η δομικά κατευθυνόμενη μετάλλαξη W24A,9,) που 

επηρέασε δραματικά τη συγγένεια της πρωτεΐνης για το DNA χωρίς να διαταράσσει τη 

δομική ακεραιότητα του μορίου. Συντηρημένο σε όλα τα chromodomain, αλλά όχι στην 

υποκατηγορία των chromoshadow, το κατάλοιπο W49 βρίσκεται σε ιδανική θέση για να 

παίζει αντίστοιχο ρόλο στην αναγνώριση δίκλωνου DNA από το c2 (Σχ.5.5).

5.4 Chromodomain “σε σειρά”
Περισσότερα του ενός chromodomain είναι δυνατό να “συγκατοικούν” στο πλαίσιο ενός 

μόνο βιομορίου. Συνήθως μάλιστα, βρίσκονται και σε άμεση γειτνίαση. Χαρακτηριστικό 

παράδειγμα και “πρότυπο” αποτελεί η ΗΡ1, που, όπως προαναφέρθηκε, περιέχει δύο: ένα 

αμινοτελικό chromodomain και ένα καρβοξυτελικό chromodhadow domain. Αλλά και το 

chromodomain στη μελέτη του οποίου εστιάζεται αυτή η εργασία, το c2, έπεται στην 

αμινοξική αλληλουχία του έτερου chromodomain της dMi-2, του cl. Δύο μόνο από τις 18 

επιλυμένες, κατατεθειμένες στην πρωτεϊνική τράπεζα δεδομένων PDB, δομές chromodomain 

αντιστοιχούν σε ζεύγη, καθένα από τα οποία περιλαμβάνει τα δυο chromodomain μαζί με το 

συνδετικό πεπτιδικό τμήμα. Μάλιστα, οι πρωτεΐνες από τις οποίες προέρχονται αυτά τα 

πολυπεπτίδια (CHD1 ανθρώπου1921, CHD1 ζύμης -budding yeast1941) είναι ομόλογες μεταξύ 

τους και με τη dMi-2. Είναι χαρακτηριστικό-και αξιοσημείωτο- ότι η δομή της ακέραιος ΗΡ1

Σχήμα 5.6 Στερεοδιάγραμμα του μοντέλου της τριτοταγούς δομής σε ατομική 
λεπτομέρεια της περιοχής των chromodomain της ανθρώπινης πρωτεΐνης CHD1 
(2Β2Τ) όπως επιλύθηκε με χρήση της τεχνικής της κρυσταλλογραφίας ακτίνων X. Με 
πορτοκαλί χρώμα διακρίνεται το πρώτο chromodomain και με μοβ το δεύτερο. Με γκρι 
απεικονίζονται τα αμινοξέα που ανήκουν στο ενδιάμεσο συνδετικό τμήμα, ενώ με 
πράσινο εκείνα που υπάρχουν στην ένθεση του hCHDl-cl (βλ. εισαγωγή καχΣχ.1.16)
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δεν έχει ακόμη επιλυθεί, παρότι η πρωτεΐνη αυτή έχει προσελκύσει εντονότατο ενδιαφέρον 

και είναι ήδη προ πολλού γνωστές οι δομές των επιμέρους περιοχών της, αποτελώντας 

μάλιστα το “πρότυπο” αναγνώρισης ιστονικών τροποποιήσεων.

Το μοντέλο της τριτοταγούς δομής της περιοχής των chromodomain της ανθρώπινης 

CHD1 (Σχ.5.6), ξαφνιάζει. Η καρβοξυτελική έλικα του πρώτου chromodomain δείχνει να 

αποτελεί τμήμα μιας συνεχόμενης, μεγαλύτερης έλικας, γεγονός που αντίκειται με την 

οριοθέτηση του hCHDl-cl ως domain, αφού υπονομεύει τη δομική του αυτοτέλεια. Εκτός 

αυτού, τα δύο chromodomain δείχνουν να βρίσκονται σε επαφή, χαρακτηριστικό στο οποίο 

αποδίδεται λειτουργικός μάλιστα ρόλος1921, γεγονός που καθιστά υπό αμφισβήτηση τη 

λειτουργική αυτονομία τους. Επιπλέον, τη μεσεπιφάνεια των δύο chromodomain συνθέτουν -  

μεταξύ άλλων- αμινοξέα που ανήκουν στην ένθεση του hCHDl-cl. Η περιοχή αυτή 

βρίσκεται σε μεγάλη απόσταση από το CHDl-c2 και παράλληλα με την καρβοξυτελική έλικα 

του CHDl-cl σε δύο επιλυμένες δομές του αντίστοιχου πολυπεπτιδίου ζυμών193,941 λόγω 

σχηματιζόμενου δισουλφιδίου. Τέλος, το καρβοξυτελικό τμήμα του CHD1-C2 δείχνει να 

αναδιπλώνεται σε δύο κάθετες μεταξύ τους έλικες ομοιάζοντας έτσι περισσότερο σε 

chromoshadow παρά σε chromodomain. Με γνωστή και καλά χαρακτηρισμένη την τάση του 

chromoshadow domain της ΗΡ1 για διμερισμό, δεν εκπλήσσει ο σχηματισμός κρυστάλλων 

διμερούς από τον οποίο επιλύθηκε μάλιστα και η συγκεκριμένη δομή. Παρόλα αυτά, κανένα 

από τα αμινοξέα του hCHDl-c2 δεν συμμετέχει στο σχηματισμό της μεσεπιφάνειας 

διμερισμού, πόσω μάλλον αυτά των ελίκων.

Δυστυχώς, η προσπάθεια επίλυσης της τριτοταγούς δομής της περιοχής των cl και c2 

μαζί με το ενδιάμεσο τμήμα της dMi-2 σε διάλυμα, δεν καρποφόρησε εξ αιτίας εκτεταμένης 

συσσωμάτωσης, είτε το αντίστοιχο πολυπεπτίδιο προερχόταν από τη dMi-2 από Drosophila 

(αυτή η εργασία), είτε από τη CHD1 σακχαρομύκητα1931. Έτσι, τα δομικά ευρήματα για την 

ανθρώπινη CHD1, δεν είναι δυνατό να επαληθευθούν ή να καταρριφθούν. Είναι πιθανό 

πάντως, η κάμψη της συνδετικής έλικας να οφείλεται σε τοπική υδροφοβικότητα ή 

κρυσταλλογραφικό τέχνημα, που θα μπορούσε όμως να σκιαγραφεί μία από τις πιθανές 

διαμορφώσεις που είναι σε θέση να υιοθετήσει το συγκεκριμένο τμήμα. Άλλωστε, μια 

μοριακή τανάλια -εργαλείο χρήσιμο στη μηχανική διατάραξη νουκλεοσωμάτων και συνεπώς 

την αναδιοργάνωση της χρωματίνης- αν και κλειστή, διατηρεί τη δυνατότητα να ανοίγει όταν 

οι περιστάσεις το απαιτούν.
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Η τριτοταγής δομή του c2 βρίσκεται σε καλή συμφωνία, μεταξύ των επιλυμένων 

δομών πολυπεπτιδίων διαφορετικών ειδών, είτε αυτά αντιστοιχούν στο απομονωμένο c21931, 

είτε συμπεριλαμβάνουν και το c l192,94*. Σημαντικές αποκλίσεις επίσης δεν παρατηρούνται 

μεταξύ της τοπολογίας των προαναφερθεισών δομών και αυτής που υπολογίστηκε κατά τη 

διάρκεια αυτής της διατριβής (Σχ.5.7). Η μοναδική διαφορά εστιάζεται στην απουσία της 

πρώτης εκ των δύο καρβοξυτελικών α- ελίκων στη δομή του dMi-2_c2. Η διαφοροποίηση 

αυτή δεν είναι αστήρικτη. Η επίμαχη περιοχή δεν εμφανίζει υψηλή συντήρηση (Σχ.5.8), ενώ η 

έκτασή της περιορίζεται κατά ένα αμινοξύ στο chromodomain της dMi-2. Το δίκτυο ΝΟΕ 

του EED-c2 (Σχ.4.32) δεν συμβαδίζει με δομή α- έλικας, τόσο επειδή απουσιάζουν σήματα 

χαρακτηριστικά συνεχόμενης δομής α- έλικας, όσο και επειδή υφίστανται άλλα που 

αντίκεινται στο συγκεκριμένο τύπο δευτεροταγούς δομής. Επίσης, η κινητικότητα του 

πεπτιδικού σκελετού όπως προδίδουν οι τιμές του χρόνου αποδιέγερσης ΊΓ2 για τα αμιδικά

Σχήμα 5.7 Επίθεση της κύριας αλυσίδας του chromodomain c2 της 
πρωτεΐνης dMi-2 (κόκκινο) σε αυτή του chromodomain c2 της CHD1 ζύμης 
(2ϋΥ8-μοβ) σε αναπαραστάσεις με έμφαση στη δευτεροταγή δομή (cartoon). 
Οι δύο δομές επιλύθηκαν με χρήση δεδομένων από φασματοσκοπία NMR.

>dMi-2_c2 
>yCHDl_c2 
>byCHDl_c2 
>hCHDl_c2 
>M31 csd

•JMjG -
ATDIVKL
ATDIVKL

12KALQS
PKTCia

Σχήμα 5.8 Στοίχιση αμινοξικών αλληλουχιών της περιοχής 
μεταξύ του τρίτου β- κλώνου και της καρβοξυτελικής α-έλικας 
των c2 chromodomain των πρωτεϊνών dMi-2, yCHDl, 
byCHD 1, hCHD 1 και του chromoshadow domain της M31.
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σήματα της συγκεκριμένης περιοχής (Σχ.4.32), δεν συνάδει με τη δυσκαμψία που θα 

συνεπαγόταν η αναδίπλωση σε α- έλικα. Στην παραπάνω αλληλουχία παράθεσης 

πειραματικών δεδομένων και συλλογισμών δεν είναι παράταιρη και η σύγκριση των χημικών 

μετατοπίσεων πυρήνων που ανήκουν στο τμήμα που έπεται του τρίτου β- κλώνου μεταξύ του 

EED-c2 και του μοναδικού άλλου c2 για το οποίο υπάρχουν διαθέσιμα βιβλιογραφικά 

δεδομένα1931. Η εξάρτηση των χημικών μετατοπίσεων ορισμένων πυρήνων NMR από τη 

δευτεροταγή δομή195'971 (Σχ.4.28) τις καθιστά ισχυρά ενδεικτικές για διατάξεις α- ελίκων ή β- 

φύλλων. Συγκρίνοντας τις αποκλίσεις των χημικών μετατοπίσεων των πυρήνων Ca και Cp 

από τις τιμές τυχαίου σπειράματος (δευτεροταγείς χημικές μετατοπίσεις -  secondary 

chemical shifts) για τα c2 της dMi-2 και yCHDl, δεν προκύπτει συσχέτιση (Σχ.5.9). Όσο για 

το dMi-2_c2, αν και οι δευτεροταγείς χημικές μετατοπίσεις των Ca θα μπορούσαν να 

παραπέμπουν σε α- έλικα, από αυτές των Cp δεν μπορεί να εξαχθεί τέτοιο συμπέρασμα. 

Συνολικά, τα υπάρχοντα δεδομένα συνηγορούν υπέρ δομής θηλιάς στην περίπτωση του 

chromodomain της dMi-2 με περιορισμένα χαρακτηριστικά ελικοειδών στροφών, όπως 

μπορεί κανείς να δει για τα πρώτα αμινοξέα μετά τον τρίτο β- κλώνο.

Όπως ήδη αναλύθηκε, η λειτουργική διαφοροποίηση είναι που καθιστά το δεύτερο
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Σχήμα 5.9 Δευτεροταγείς χημικές μετατοπίσεις των πυρήνων Ca και Cp των αμινοξέων 
που απαρτίζουν το πεπτιδικό τμήμα μεταξύ του τρίτου β- φύλλου και της 
καρβοξυτελικής α- έλικας των chromodomain c2 των πρωτεϊνών yCHDl193’ (μαύρο - 
2DY8) και dMi-2 (κόκκινο). Το πρώτο αμινοξύ (Ε) ανήκει στον τρίτο β- κλώνο.

chromodomain της dMi-2 ενδιαφέρον και όχι η διάταξη των στοιχείων της δευτεροταγούς 

δομής του πεπτιδικού σκελετού. To c2 είναι το μοναδικό chromodomain για το οποίο έχει 

δειχθεί άμεση πρόσδεση DNA και παρουσιάζει αδιάλειπτα θετικά φορτισμένα πρόσωπα στην 

επιφάνεια του όπως αποκαλύπτει το ηλεκτροχημικό του δυναμικό. Οι κυρίως θετικά 

φορτισμένες αυτές πλευρές εμφανίζουν μάλιστα αντιστοιχία με αυτές της δομικά ομόλογης 

αρχαιοβακτηριακής πρωτεΐνης Sac7D, που επίσης προσδένει DNA χωρίς προαπαιτούμενη 

νουκλεοτιδική αλληλουχία. Συμβαίνει όμως κάτι αντίστοιχο στην επιφάνεια των μορίων των 

εγγύτερων δομικά συγγενών του dMi-2_c2; Παραθέτοντας τους μοριακούς όγκους των 

chromoshadow domain της πρωτεΐνης Μ31 και chromodomain c2 των dMi-2 και yCHDl 

στον ίδιο προσανατολισμό, δεν καθίσταται εμφανής ισχυρή ηλεκτροστατική αντιστοιχία 

(Σχ.5.10). Αντίθετα με το chromoshadow, για το οποίο η κατανομή φορτίων διαφέρει 

εμφατικά από αυτή για το chromodomain της dMi-2, το c2 της yCHDl επιδεικνύει συναφές 

ηλεκτροστατικό προφίλ. Παρόλα αυτά, αυτή η συνάφεια είναι σημαντικά περιορισμένη για 

τις πλευρές των δύο μορίων που είναι δομικά ομόλογες με την επιφάνεια επαφής DNA- 

Sac7D.

5.5 Ολιγομερισμός του c2

Η τάση του c2 για ολιγομερισμό έχει αντιμετωπισθεί στο μεγαλύτερο μέρος αυτής της 

διατριβής σαν πηγή τεχνικών προβλημάτων στην πορεία επίλυσης της τριτοταγούς δομής 

του. Είναι όμως προφανές ότι μια τέτοια πιθανότητα θα μπορούσε να παρουσιάζει αυτοτελώς 

ενδιαφέρον όσον αφορά τη λειτουργικότητα του μορίου και κατ’ επέκταση του συ μπλόκου 

της dMi-2. Απουσία όμως in vivo δεδομένων που να συσχετίζουν το φυσιολογικό ρόλο της 

dMi-2 με το βαθμό πολυμερισμού της, η δυνατότητα ολιγομερισμού του c2 που 

διαπιστώθηκε κατά τη διάρκεια αυτής της μελέτης, δεν μπορεί να αξιολογηθεί λειτουργικά. 

Αντίθετα, μπορεί να χρησιμεύσει σαν μια αρχική παρατήρηση και βάση για περαιτέρω 

διερεύνηση του ερωτήματος αυτού. Αξίζει να σημειωθεί ότι, παρόλο που ο διμερισμός της 

πολύ καλύτερα χαρακτηρισμένης ΗΡ1 θεωρείται προ πολλού δεδομένος, δεν υπάρχει μέχρι 

σήμερα στη βιβλιογραφία άμεση πειραματική μαρτυρία για τον ομοδιμερισμό ή/και τον 

ετεροδιμερισμό με άλλες ισομορφές της in vivo1891.
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  5. Σ Υ ΖΗ ΤΗ Σ

Σχήμα 5.10 Σύγκριση ηλεκτροστατικού δυναμικού στις επιφάνειες του chromoshadow 
domain της Μ31 (1S4Z), και των chromodomain c2 των dMi-2, και yCHDl (2DY8) κατά 
σειρά από πάνω προς κάτω. Οι προσανατολισμοί των αναπαραστάσεων όγκου είναι ίδιοι με 
αυτούς των αναπαραστάσεων των αντίστοιχων πεπτιδικών σκελετών. Με κίτρινο χρώμα 
διακρίνεται το chromoshadow domain της Μ31, με κόκκινο το c2, και με μωβ το CHDl_c2.

5.6 Σύνοψη

Συνοπτικά, η σύγκριση του c2 με τα συγγενή και μη chromodomain ως προς τη θέση του στο 

μόριο της dMi-2, την τάση του για ολιγομερισμό, τα χαρακτηριστικά της τριτοταγούς δομής 

του και τη φύση των αλληλεπιδράσεων στις οποίες συμμετέχει, του προσδίδουν το 

χαρακτήρα “υβριδίου” μεταξύ chromo- και chromoshadow- domain. Το συμπέρασμα αυτό,
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σε συνδυασμό με πρόσφατα βιβλιογραφικά δεδομένα, θέτει σε αμφισβήτηση τις οριοθετήσεις 

που κυριαρχούν στη διεθνή βιβλιογραφία ως προς τον αυστηρά διακριτό λειτουργικό και 

δομικό χαρακτήρα αυτών και άλλων πρωτεϊνικών περιοχών που απαντώνται σε 

χρωματινικούς αναδιομορφωτές (Tudor, Agenet, PWWP, ΜΒΤ) και έχουν καταταγεί 

συλλήβδην στην επιλεγόμενη “Royal Family of Protein Domains” ι13δΙ.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ



Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  6. Σ Υ Μ Π Ε Ρ Α Σ Μ Α Τ Α

Τα συμπεράσματα της μελέτης αυτής μπορούν να συνοψισθούν ως εξής:

i) Το δεύτερο chromodomain της πρωτεΐνης dMi-2 από Drosophila melanogaster (c2) 

αλληλεπιδρά απ’ ευθείας με DNA, ανεξαρτήτως της αλληλουχίας του, και με ιστόνη 

Η3 και φαίνεται να είναι το μόνο chromodomain που αλληλεπιδρά με περισσότερα 

του ενός νουκλεοσωμικά συστατικά

ii) To c2 υιοθετεί τη χαρακτηριστική α+β αναδίπλωση των chromodomain (α+β 

chromodomain fold), όπως απέδειξε η επίλυση της τριτοταγούς δομής του με NMR

iii) Η συγκέντρωση θετικού φορτίου σε ένα τμήμα της επιφάνειας του c2 μπορεί να 

εξηγήσει την πρόσδεση DNA

ίν) Η επιφάνεια του c2 διαθέτει ένα αρωματικό κλωβό με χαρακτηριστικά διαφορετικά 

από αυτά των mo καλά χαρακτηρισμένων chromodomain, που θα μπορούσε να 

φιλοξενήσει μια ογκώδη πλευρική ομάδα, όχι αναγκαστικά τροποποιημένης ιστόνης 

Η3

ν) Η πρόσδεση DNA και η αλληλεπίδραση με την Η3 θα μπορούσαν να είναι 

συζευγμένες, μια και φαίνεται να μη σχετίζονται με το ίδιο τμήμα της επιφάνειάς του.

vi) Η τάση για ολιγομερισμό του c2, τα χαρακτηριστικά της τριτοταγούς δομής του και η 

φύση των αλληλεπιδράσεων στις οποίες συμμετέχει το κατατάσσουν σε μια τάξη 

“υβριδίων” μεταξύ chromo- και chromoshadow- domain και, σε συνδυασμό με 

πρόσφατα βιβλιογραφικά δεδομένα, θέτουν σε αμφισβήτηση τις σαφείς οριοθετήσεις 

που κυριαρχούν στη διεθνή βιβλιογραφία ως προς τον αυστηρά διακριτό λειτουργικό 

και δομικό χαρακτήρα αυτών και άλλων πρωτέϊνικών περιοχών που απαντώνται σε 

χρωματινικούς αναδιομορφωτές.
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Σύνθετες βιολογικές διεργασίες -όπως η αναδιοργάνωση της χρωματίνης- εκτελούνται in 

vivo από πρωτεϊνικά σύμπλοκα- μηχανές. Εξαρτήματα αυτών των μηχανών αποτελούν οι 

συστατικές πρωτεΐνες (χωρίς να αποκλείεται η συμμετοχή και άλλων βιομορίων κατά 

περίπτωση), κάθε μία από τις οποίες αναλαμβάνει να φέρει εις πέρας ένα τμήμα του 

συνολικού έργου. Ο καταμερισμός όμως δεν καθορίζεται αναγκαστικά από τα όρια των 

πολυπεπτιδικών αλυσίδων. Αντίθετα, διακριτοί ρόλοι διανέμονται και εντός καθενός από τα 

πρωτεϊνικά μόρια. Έτσι, εξελικτικά, πολλές πρωτεΐνες αναδείχθηκαν σε συνθέσεις 

περισσοτέρων της μίας αυτόνομων δομικά και λειτουργικά περιοχών (domains). Ο 

συντονισμός της δράσης καθενός από τα domain στο πλαίσιο ενός ακέραιου πολυπεπτιδίου 

συνθέτει και τη συνολική λειτουργικότητά του.

To chromodomain έχει αναδειχθεί βιβλιογραφικά σε κεντρικό “παίκτη” στην 

αναδιαμόρφωση της χρωματίνης, ο ρόλος του όμως περιορίζεται στην αναγνώριση μετα- 

μεταφραστικών σημάτων με τη μορφή ομοιοπολικών τροποποιήσεων επί των ιστονικών 

ουρών. Ειδικότερα, από το σύνολο των πιθανών συνδυασμών τροποποιήσεων, το 

chromodomain εμπλέκεται στην αναγνώριση δι- και τρι- μεθυλιωμένων καταλοίπων λυσινών. 

Η αντίληψη αυτή καθιερώθηκε με την επίλυση της τριτοταγούς δομής σε ατομική 

λεπτομέρεια του συμπλόκου του chromodomain της πρωτεΐνης ΗΡ1 και πεπτιδίου που 

αντιστοιχεί στην αμινοτελική ουρά της ιστόνης Η3 με δι- ή τρι- μεθυλιωμένο το κατάλοιπο 

της λυσίνης 9. Ο εγκλεισμός της μέθυλ-αμινομάδας σε κλωβό σχηματιζόμενο από 

αρωματικές πλευρικές αλυσίδες επιβεβαιώθηκε και για αλληλεπιδράσεις άλλων 

chromodomain με μεθυλιωμένες ιστονικές ουρές, ανήγαγε τον αρωματικό κλωβό στο 

επίκεντρο της αλληλεπίδρασης και εξήγησε την ειδικότητα για μεθυλιωμένες ιστονικές ουρές. 

Παρόλα αυτά η αλληλεπίδραση δεν εξαντλείται στην εγκλεισμένη μεθυλ-αμινομάδα. Σε αυτή 

συμμετέχουν πλευρικές ομάδες, αλλά και η κύρια αλυσίδα καταλοίπων που προηγούνται του 

μεθυλιωμένου, γεγονός που έχει σημαντικά υποτιμηθεί βιβλιογραφικά.

Πληθώρα αναφορών συσχετίζουν chromodomain ή πρωτεΐνες, στις οποίες 

εμπεριέχονται, με αναγνώριση μετά- μεταφραστικά μεθυλιωμένων ιστονών. Δύο τέτοιων 

εκπροσώπων οι λειτουργίες αναφέρονται να αποκλίνουν: του chromodomain της πρωτεΐνης 

MOF και ενός εκ των δύο της dMi-2 από Drosophila melanogaster. Αυτά συνδέθηκαν με απ’ 

ευθείας πρόσδεση RNA και DNA, αντίστοιχα. Πρόσφατα δομικά και λειτουργικά δεδομένα 

απέδειξαν ότι το chromodomain της MOF εσφαλμένα κατηγοριοποιήθηκε ως chromodomain
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και έθεσαν σε σοβαρή αμφισβήτηση την υποτιθέμενη αλληλεπίδρασή του με RNA. Έτσι, ο 

μοναδικός εκπρόσωπος των chromodomain που φαίνεται να αποκλίνει λειτουργικά είναι το 

c2 της dMi-2, στη μελέτη του οποίου εστιάσθηκε η διατριβή αυτή.

Με χρήση βιοχημικών τεχνικών επιβεβαιώθηκε η πρόσδεση του c2 απ’ ευθείας σε 

μόρια DNA, ενώ για πρώτη φορά δείχθηκε συγγένεια και προς την ιστόνη Η3. Προκειμένου 

να προσδιοριστεί πώς το c2 διαφοροποιείται ώστε να εμφανίζει συγγένεια για έναν τόσο 

χημικά διαφορετικό από τις ιστόνες προσδέτη όπως είναι το DNA, επιχειρήθηκε η επίλυση 

της τριτοταγούς δομής του με NMR. Ο ολιγομερισμός του απομονωμένου c2 τιθασεύτηκε 

μερικώς με χρήση τεχνικών Μοριακής Βιολογίας σε βαθμό που να καθίσταται εφικτός ο 

προσδιορισμός της τριτοταγούς δομής με NMR. Ανάλυση της δομής έδειξε ότι το c2 είναι μια 

συμπαγής, καλά αναδιπλωμένη πρωτεΐνη, αποτελούμενη από μια β- πτυχωτή επιφάνεια και 

μια καρβοξυτελική α-έλικα, που είναι διατεταγμένα στο χώρο, έτσι ώστε να σχηματίζουν τη 

χαρακτηριστική α+β αναδίπλωση των chromodomain (α+β chromodomain fold). Ο 

χαρακτηριστικός για τα chromodomain αρωματικός κλωβός υφίσταται μεν στην επιφάνεια 

του c2, διαφέρει όμως από αυτόν των “προτύπων” μελών της οικογένειας των chromodomain. 

Αποκαλύφθηκε επιπλέον μια ανισομερής κατανομή φορτίου στην επιφάνεια του c2, η οποία 

επιτρέπει την ύπαρξη θετικά φορτισμένων όψεων του μορίου, γεγονός μη αναμενόμενο 

δεδομένου του θεωρητικού ισοηλεκτρικού του σημείου (ρΙ=4.90). Τα χαρακτηριστικά της 

επιφάνειας του θα επέτρεπαν τη συζευγμένη πρόσδεση νουκλεοσωμικού DNA και ιστονών 

στο c2, καθιστώντας το το μόνο -έως τη συγγραφή αυτής της διατριβής- chromodomain που 

αλληλεπιδρά με περισσότερα του ενός νουκλεοσωμικά συστατικά. Τέλος ο βιοφυσικός, 

βιοχημικός και δομικός χαρακτηρισμός του c2 προδίδει τον υβριδικό του χαρακτήρα μεταξύ 

του chromo- και του chromo- shadow domain.
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SUMMARY

STRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF CHROMATIN-

RELATED PROTEINS

Dimos Bolis

In eukaryotic cells, the genetic material is packed in a highly condensed structure, known as 

chromatin. The formation of this hypermolecular structure buries DNA loci thus limiting their 

accessibility. Although this ’’arrangement" can be viewed as a brilliant mechanism for the 

accommodation of charges and mass in a tiny space, key cellular processes linked to DNA 

transactions or chromatin state transitions require access of the appropriate protein machinery 

to their substrate. Protein complexes called chromatin remodelers often mediate the 

rearrangement of chromatin components and the alteration of DNA loci accessibility. Many 

protein components of such complexes are made up from combinations of several, clearly 

identifiable, domains or modules, which are structurally and functionally autonomous. 

Among them, a protein domain known as chromodomain, is thought to play a central role in 

chromatin remodeling by interacting with chromatin components, in particular post- 

translationally modified histones. While the atomic resolution structure of the chromodomain 

of Heterochromatin Protein 1 (HP1) bound to di- and tri-methylated histone H3 revealed for 

the first time how a  class of chromodomains recognize patterns on the protein components of 

chromatin, the mechanism of action of other classes of chromodomains remains poorly 

understood. Such chromodomains belong to Drosophila's MOF and Mi-2 proteins, the only 

two members of this class implicated in nucleic acid binding to date. Determination of the 

tertiary structure of MOF proved that it does not adopt the chromodomain fold, while its 

initially presumed RNA-binding has not been confirmed by more recent data. The main 

determinant of nucleosome recognition by the dMi-2 chromodomain, on the other hand, has
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been reported to be nucleosomal DNA rather than histones. However, the structural 

determinants of chromodomains indicative of nucleic acid binding have not been identified to 

date.

To shed some light onto the mode of recognition of nucleosomal DNA by a 

chromodomain, we solved by multi-dimensional NMR spectroscopy the 3D structure of the 

chromodomain c2 of dMi-2 protein and explored its structure/fiinction relationship. The 

domain was produced in bacteria and was shown to bind to dsDNA of various lengths in a 

sequence-independent manner and to histone H3. C2 folds into a compact globular domain 

made up of three anti-parallel β-strands and a C-terminal α-helix packed together in the 

canonical α+β chromodomain fold. Analysis of the electrostatic surface potential calculated 

for c2 reveals a large and distinct positively charged patch on one face of the domain, despite 

its overall acidic pi (pl=4.90). This feature is not shared by other chromodomains of known 

structure and function and suggests that this patch could be the site of interaction with DNA. 

The aromatic cage, which is crucial in histone tail binding by typical chromodomains, such as 

HP1 and Polycomb, is present on the surface of c2, but significantly altered. A search of the 

Brookhaven Protein Databank for structural homologues revealed remarkable structural 

similarity of c2 with both chromo and chromoshadow domains. c2 was also found to have a 

clear tendency for oligomerization.

Overall, the biochemical, biophysical and structural analysis of c2 showed that this 

chromodomain shares features of both the chromo and chromoshadow protein families and is 

able to interact with more than one chromatin components. The information gained from this 

study strongly supports the hypothesis that the chromodomain fold can be viewed as a 

successful structural scaffold that allows a considerable sequence variation to fulfill various 

functions in different molecular contexts.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

ΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΤΑΤΟΠΙΣΕΙΣ TOY CHROMODOMAIN

c2 ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ dMi-2



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ. ΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΤΑΤΟΠΙΣΕΙΣ ΤΟΎ c2

Χημικές μετατοπίσεις του συνόλου των πυρήνων του EED-c2 που αποδόθηκαν
Σε κάθε στήλη εμφανίζονται, κατά σειρά, η αρίθμηση του πυρήνα, η χημική του μετατόπιση, 

το όνομά του και η αρίθμηση του αμινοξέος στο οποίο ανήκει.

3 4 3 . 3 3 CA 1 1 2 3 8 . 1 7 Η 1 1 2 1 8 7 . 5 5 HE 3 1 6

6 3 . 8 6 QA 1 1 2 4 4 5 . 4 0 CA 1 1 2 1 9 1 2 2 . 0 9 CZ3 1 6

8 1 2 3 . 6 1 Ν 2 1 2 5 3 . 9 7 ΗΑ2 1 1 2 2 0 1 1 4 . 5 1 CZ2 1 6

9 8 . 6 6 Η 2 1 2 6 3 . 8 9 ΗΑ3 1 1 2 2 1 1 0 . 1 1 HE1 1 6

1 0 1 4 . 6 7 CA 2 1 2 9 1 2 0 . 4 0 Ν 1 2 2 2 2 7 . 0 9 HZ3 1 6
1 1 4 . 3 2 ΗΑ 2 1 3 0 7 . 9 8 Η 1 2 2 2 3 1 2 4 . 6 7 CH2 1 6
1 2 1 . 4 1 QB 2 1 3 1 2 4 . 2 1 CA 1 2 2 2 4 7 . 4 4 HZ2 1 6
1 3 1 9 . 2 3 CB 2 1 3 2 4 . 0 1 ΗΑ 1 2 2 2 5 7 . 1 9 HH2 1 6
1 8 1 1 8 . 6 9 Ν 3 1 3 3 3 2 . 5 6 CB 1 2 2 2 7 1 2 2 . 9 1 N 1 7
1 9 8 . 5 3 Η 3 1 3 4 2 . 0 2 ΗΒ 1 2 2 2 8 7 . 7 7 H 1 7
2 0 1 7 . 7 7 CA 3 1 3 7 2 1 . 0 8 CG1 1 2 2 2 9 1 6 . 4 8 CA 1 7
2 1 4 . 4 3 ΗΑ 3 1 4 1 2 1 . 0 8 CG2 1 2 2 3 0 4 . 2 7 HA 1 7
2 2 3 2 . 5 1 CB 3 1 4 5 0 . 9 0 QQG 1 2 2 3 1 4 2 . 6 9 CB 1 7
2 3 2 . 1 0 ΗΒ2 3 1 4 7 1 2 7 . 6 0 Ν 1 3 2 3 4 1 . 6 3 QB 1 7
2 4 2 . 0 4 ΗΒ3 3 1 4 8 8 . 2 4 Η 1 3 2 3 5 2 7 . 1 8 CG 1 7
2 6 3 2 . 0 6 CG 3 1 4 9 1 5 . 7 0 CA 1 3 2 3 6 1 . 5 9 HG 1 7
2 7 2 . 6 1 HG2 3 1 5 0 4 . 5 1 ΗΑ 1 3 2 3 7 0 . 8 8 QD1 1 7
2 8 2 . 5 3 HG3 3 1 5 1 3 2 . 2 5 CB 1 3 2 3 8 0 . 8 3 QD2 1 7
3 0 2 . 0 7 QE 3 1 5 2 1 . 7 0 ΗΒ2 1 3 2 3 9 2 5 . 0 4 CD1 1 7
3 1 1 6 . 8 4 CE 3 1 5 3 1 . 5 4 ΗΒ3 1 3 2 4 3 2 5 . 6 5 CD2 1 7
3 6 1 2 0 . 8 0 Ν 4 1 5 5 2 9 . 0 1 CG 1 3 2 5 1 2 1 . 5 9 CA 1 8
3 7 8 . 4 0 Η 4 1 5 8 1 . 5 7 QG 1 3 2 5 2 4 . 5 5 HA 1 8
3 8 1 8 . 6 7 CA 4 1 5 9 2 4 . 4 3 CD 1 3 2 5 3 4 1 . 2 7 CB 1 8
3 9 4 . 2 8 ΗΑ 4 1 6 0 1 . 3 5 HD2 1 3 2 5 4 1 . 7 4 HB 1 8
4 0 3 0 . 0 6 CB 4 1 6 1 1 . 3 2 HD3 1 3 2 5 5 0 . 8 8 QG2 1 8
4 1 2 . 0 7 ΗΒ2 4 1 6 3 4 2 . 1 3 CE 1 3 2 5 6 1 7 . 1 1 CG2 1 8
4 2 1 . 9 5 ΗΒ3 4 1 6 6 2 . 9 1 QE 1 3 2 6 0 2 7 . 4 8 CGI 1 8
4 4 3 6 . 3 4 CG 4 1 7 4 1 2 . 4 3 CD 1 4 2 6 1 1 . 5 8 H G 1 2 1 8
4 7 2 . 2 7 QG 4 1 7 5 2 4 . 8 6 CA 1 4 2 6 2 1 . 0 9 H G 1 3 1 8
5 0 1 2 1 . 7 4 Ν 5 1 7 6 4 . 2 1 ΗΑ 1 4 2 6 4 0 . 8 4 QD1 1 8
5 1 8 . 4 6 Η 5 1 7 7 3 1 . 8 6 CB 1 4 2 6 5 1 2 . 8 3 CD1 1 8
5 2 1 8 . 8 0 CA 5 1 7 8 2 . 0 0 ΗΒ2 1 4 2 7 0 1 2 8 . 3 0 N 1 9
5 3 4 . 2 3 ΗΑ 5 1 7 9 1 . 5 0 ΗΒ3 1 4 2 7 1 8 . 7 4 H 1 9
5 4 3 0 . 1 9 CB 5 1 8 1 2 7 . 1 8 CG 1 4 2 7 2 2 7 . 0 5 CA 1 9
5 5 2 . 0 6 ΗΒ2 5 1 8 2 1 . 8 7 HG2 1 4 2 7 3 3 . 1 5 HA 1 9
5 6 1 . 9 6 ΗΒ3 5 1 8 3 1 . 8 2 HG3 1 4 2 7 4 3 2 . 0 6 CB 1 9
5 8 3 6 . 3 4 CG 5 1 8 5 3 . 7 6 HD2 1 4 2 7 5 1 . 7 0 HB 1 9
6 1 2 . 2 7 QG 5 1 8 6 3 . 4 8 HD3 1 4 2 7 6 0 . 5 8 QG1 1 9
6 4 1 2 1 . 9 7 Ν 6 1 8 9 1 2 0 . 3 3 Ν 1 5 2 7 7 0 . 3 6 QG2 1 9
6 5 8 . 3 8 Η 6 1 9 0 8 . 4 5 Η 1 5 2 7 8 2 3 . 5 2 C G I 1 9
6 6 1 6 . 3 5 CA 6 1 9 1 1 9 . 0 6 CA 1 5 2 8 2 2 1 . 3 8 CG2 1 9
6 8 3 0 . 4 4 CB 6 1 9 2 3 . 9 4 ΗΑ 1 5 2 8 8 1 2 8 . 3 0 N 2 0
7 8 1 2 1 . 5 0 Ν 7 1 9 3 2 9 . 9 3 CB 1 5 2 8 9 9 . 1 3 H 2 0
7 9 8 . 3 2 Η 7 1 9 4 2 . 0 6 ΗΒ2 1 5 2 9 0 1 8 . 9 3 CA 2 0
8 0 1 8 . 5 4 CA 7 1 9 5 1 . 9 2 ΗΒ3 1 5 2 9 1 3 . 9 8 HA 2 0
8 2 4 1 . 6 6 CB 7 2 0 3 1 1 7 . 9 9 Ν 1 6 2 9 2 3 0 . 3 2 CB 2 0

1 0 1 4 . 8 3 ΗΑ 9 2 0 4 7 . 4 6 Η 1 6 2 9 5 1 . 7 4 QB 2 0
1 0 2 3 2 . 5 1 CB 9 2 0 5 1 7 . 5 1 CA 1 6 2 9 6 3 6 . 3 4 CG 2 0
1 1 2 1 2 0 . 8 0 Ν 1 0 2 0 6 4 . 7 3 ΗΑ 1 6 2 9 7 2 . 0 9 HG2 2 0
1 1 3 8 . 4 0 Η 1 0 2 0 7 2 9 . 9 3 CB 1 6 2 9 8 1 . 9 5 HG3 2 0
1 1 4 1 8 . 6 7 CA 1 0 2 0 8 3 . 2 4 ΗΒ2 1 6 3 0 1 1 1 2 . 2 5 N E 2 2 0
1 1 5 4 . 5 6 ΗΑ 1 0 2 0 9 3 . 1 4 ΗΒ3 1 6 3 0 2 7 . 6 1 H E 2 1 2 0
1 1 6 4 1 . 4 0 CB 1 0 2 1 2 1 2 6 . 8 6 CD1 1 6 3 0 3 7 . 1 5 H E 2 2 2 0
1 1 7 2 . 6 6 ΗΒ2 1 0 2 1 4 1 2 0 . 9 2 CE3 1 6 3 0 6 1 1 2 . 4 0 N 2 1
1 1 8 2 . 6 0 ΗΒ3 1 0 2 1 6 1 2 9 . 3 2 Ν Ε 1 1 6 3 0 7 7 . 7 7 H 2 1
1 2 2 1 0 9 . 0 8 Ν 1 1 2 1 7 7 . 1 1 HD1 1 6 3 0 8 1 6 . 6 1 CA 2 1

XI



3 0 9
3 1 0
3 1 1
3 1 2
3 1 4
3 1 5
3 1 6
3 1 8
3 2 1
3 3 4
3 3 5
3 3 6
3 3 7
3 3 8
3 3 9
3 4 0
3 4 1
3 4 2
3 4 6
3 5 2
3 5 3
3 5 4
3 5 5
3 5 6
3 5 7
3 5 8
3 5 9
3 6 3
3 6 6
3 6 7
3 6 8
3 7 3
3 7 4
3 7 5
3 7 6
3 7 7
3 7 8
3 7 9
3 8 2
3 8 3
3 8 4
3 8 7
3 8 8
3 8 9
3 9 0
3 9 1
3 9 2
3 9 3
3 9 9
4 0 1
4 0 2
4 0 4
4 0 5
4 0 6
4 0 7
4 0 8
4 0 9
4 1 0
4 1 2
4 1 5
4 1 6
4 1 7
4 1 8

4 . 4 6 HA 2 1 4 3 2 1 2 1 . 7 4
3 3 . 1 9 CB 2 1 4 3 3 8 . 8 1

1 . 9 5 HB2 2 1 4 3 4 2 4 . 3 4
1 . 7 2 HB3 2 1 4 3 5 4 . 8 7

2 6 . 5 7 CG 2 1 4 3 6 3 1 . 8 2
1 . 3 7 HG2 2 1 4 3 7 3 . 8 7
1 . 2 6 HG3 2 1 4 3 8 1 . 2 9

4 3 . 3 5 CD 2 1 4 4 0 2 1 . 6 9
3 . 2 2 QD 2 1 4 4 5 1 3 0 . 8 8

1 2 1 . 5 0 N 2 2 4 4 6 9 . 0 3
8 . 5 8 H 2 2 4 4 7 1 3 . 1 3

2 3 . 3 1 CA 2 2 4 4 8 4 . 4 3
4 . 3 4 HA 2 2 4 4 9 1 . 4 8

3 3 . 3 2 CB 2 2 4 5 0 2 0 . 6 5
1 . 5 1 HB 2 2 4 5 5 1 2 1 . 0 3
0 . 4 8 QG1 2 2 4 5 6 8 . 7 0
0 . 4 0 QG2 2 2 4 5 7 2 0 . 7 3

2 2 . 3 0 CGI 2 2 4 5 8 3 . 9 8
2 2 . 6 0 CG2 2 2 4 5 9 2 9 . 6 7

1 1 8 . 6 9 N 2 3 4 6 0 1 . 9 9
8 . 8 1 H 2 3 4 6 1 1 . 8 6

2 2 . 9 2 CA 2 3 4 6 3 2 5 . 9 6
4 . 5 0 HA 2 3 4 6 4 1 . 8 1

4 0 . 3 7 CB 2 3 4 6 5 1 . 5 9
1 . 8 9 HB 2 3 4 6 7 4 2 . 7 4
0 . 8 5 QG2 2 3 4 6 8 3 . 2 8

1 8 . 0 2 CG2 2 3 4 6 9 3 . 1 8
2 5 . 9 6 CGI 2 3 4 7 1 1 1 3 . 1 3

1 . 0 7 QG1 2 3 4 7 2 7 . 3 3
0 . 7 0 Q D l 2 3 4 8 3 1 1 5 . 4 1

1 3 . 4 5 CD1 2 3 4 8 4 7 . 8 3
1 1 7 . 2 9 N 2 4 4 8 5 1 5 . 1 9

7 . 4 3 H 2 4 4 8 6 4 . 5 2
1 3 . 2 5 CA 2 4 4 8 7 4 0 . 2 4

5 . 3 2 HA 2 4 4 8 8 3 . 0 7
4 1 . 2 7 CB 2 4 4 8 9 2 . 6 0

2 . 9 0 HB2 2 4 4 9 3 1 0 8 . 1 8
2 . 4 8 HB3 2 4 4 9 4 8 . 1 0

1 0 9 . 8 5 ND2 2 4 4 9 5 4 5 . 0 1
7 . 5 2 HD 21 2 4 4 9 6 4 . 3 5
7 . 0 6 HD22 2 4 4 9 7 3 . 5 5

1 1 8 . 6 9 N 2 5 5 0 0 1 1 8 . 4 6
9 . 0 1 H 2 5 5 0 1 8 . 1 6

1 8 . 2 8 CA 2 5 5 0 2 2 0 . 6 0
5 . 8 0 HA 2 5 5 0 3 4 . 3 7

3 5 . 6 0 CB 2 5 5 0 4 2 5 . 7 6
2 . 9 6 HB2 2 5 5 0 7 3 . 8 2
2 . 6 3 HB3 2 5 5 1 0 1 1 8 . 9 3

1 3 8 . 3 8 CE1 2 5 5 1 1 8 . 7 6
6 . 8 0 HD2 2 5 5 1 2 2 4 . 7 3
7 . 8 1 HE1 2 5 5 1 3 5 . 0 1

1 1 8 . 2 2 N 2 6 5 1 4 3 2 . 3 3
8 . 8 0 H 2 6 5 1 5 3 . 8 7

1 6 . 7 3 CA 2 6 5 1 6 0 . 7 9
4 . 4 4 HA 2 6 5 1 8 2 2 . 3 0

3 3 . 0 2 CB 2 6 5 2 3 1 2 3 . 1 4
1 . 4 5 HB2 2 6 5 2 4 8 . 5 7
1 . 3 1 HB3 2 6 5 2 5 1 5 . 9 6

2 5 . 6 5 CG 2 6 5 2 6 5 . 1 5
1 . 0 3 QG 2 6 5 2 7 3 7 . 0 2

4 3 . 0 5 CD 2 6 5 2 8 2 . 1 9
2 . 2 7 HD2 2 6 5 2 9 1 . 7 4
1 . 7 4 HD3 2 6 5 3 1 3 2 . 6 7

N 2 7 5 3 2 2 . 6 0 HG2 3 4
H 2 7 5 3 3 2 . 3 7 HG3 3 4
CA 2 7 5 3 5 1 . 9 4 QE 3 4
HA 2 7 5 3 6 1 6 . 8 4 CE 3 4
CB 2 7 5 4 1 1 1 8 . 6 9 N 3 5
HB 2 7 5 4 2 9 . 3 5 H 3 5
QG2 2 7 5 4 3 1 9 . 9 6 CA 3 5
CG2 2 7 5 4 4 5 . 0 8 HA 3 5
N 2 8 5 4 5 4 2 . 1 7 CB 3 5
H 2 8 5 4 6 2 . 7 4 HB2 3 5
CA 2 8 5 4 7 2 . 2 7 HB3 3 5
HA 2 8 5 5 0 1 3 3 . 1 1 CD1 3 5
QB 2 8 5 5 2 1 1 7 . 8 0 CE1 3 5
CB 2 8 5 6 1 6 . 7 2 QE 3 5
N 2 9 5 6 2 6 . 8 2 QD 3 5
H 2 9 5 6 4 1 2 7 . 6 0 N 3 6
CA 2 9 5 6 5 7 . 8 8 H 3 6
HA 2 9 5 6 6 1 5 . 1 9 CA 3 6
CB 2 9 5 6 7 3 . 6 7 HA 3 6
HB2 2 9 5 6 8 4 0 . 5 0 CB 3 6
HB3 2 9 5 6 9 0 . 8 4 HB2 3 6
CG 2 9 5 7 0 - 1 . 4 3 HB3 3 6
HG2 2 9 5 7 2 2 5 . 6 5 CG 3 6
HG3 2 9 5 7 3 0 . 4 2 HG 3 6
CD 2 9 5 7 4 0 . 6 2 QD l 3 6
HD2 2 9 5 7 5 - 0 . 6 2 QD2 3 6
HD 3 2 9 5 7 6 2 5 . 9 6 CD1 3 6
NE 2 9 5 8 0 1 9 . 5 5 CD2 3 6
HE 2 9 5 8 6 1 2 8 . 3 0 N 3 7
N 3 0 5 8 7 8 . 9 9 H 3 7
H 3 0 5 8 8 2 4 . 2 1 CA 3 7
CA 3 0 5 8 9 3 . 7 5 HA 3 7
HA 3 0 5 9 0 3 3 . 7 0 CB 3 7
CB 3 0 5 9 1 1 . 4 9 HB 3 7
HB2 3 0 5 9 2 0 . 3 3 QG1 3 7
HB3 3 0 5 9 3 - 0 . 5 6 QG2 3 7
N 3 1 5 9 4 2 1 . 6 9 CGI 3 7
H 3 1 5 9 8 2 0 . 7 7 CG2 3 7
CA 3 1 6 0 4 1 2 4 . 0 8 N 3 8
HA2 3 1 6 0 5 8 . 1 2 H 3 8
HA3 3 1 6 0 6 1 4 . 5 4 CA 3 8
N 3 2 6 0 7 4 . 4 3 HA 3 8
H 3 2 6 0 8 3 3 . 9 2 CB 3 8
CA 3 2 6 3 0 1 3 2 . 5 2 N 3 9
HA 3 2 6 3 1 8 . 6 2 H 3 9
CB 3 2 6 3 2 1 7 . 2 5 CA 3 9
QB 3 2 6 3 3 4 . 7 6 HA 3 9
N 3 3 6 3 4 3 0 . 8 3 CB 3 9
H 3 3 6 3 5 3 . 4 2 HB2 3 9
CA 3 3 6 3 6 2 . 8 9 HB3 3 9
HA 3 3 6 3 9 1 2 7 . 8 0 CD1 3 9
CB 3 3 6 4 1 1 2 0 . 3 7 CE3 3 9
HB 3 3 6 4 3 1 3 0 . 6 3 NE1 3 9
QG2 3 3 6 4 4 7 . 3 6 HD1 3 9
CG2 3 3 6 4 5 7 . 2 4 HE3 3 9
N 3 4 6 4 6 1 2 2 . 4 8 CZ3 3 9
H 3 4 6 4 7 1 1 4 . 2 8 CZ2 3 9
CA 3 4 6 4 8 1 0 . 6 8 HE1 3 9
HA 3 4 6 4 9 6 . 7 0 HZ3 3 9
CB 3 4 6 5 0 1 2 3 . 1 9 CH2 3 9
HB2 3 4 6 5 1 7 . 4 0 HZ2 3 9
HB3 3 4 6 5 2 6 . 9 0 HH2 3 9
CG 3 4 6 5 4 1 2 4 . 5 5 N 4 0
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ. ΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΤΑΤΟΠΙΣΕΙΣ TOY c2

6 5 5 9 . 4 3 Η 4 0 7 9 4 7 .

6 5 6 2 0 ,. 7 3 CA 4 0 7 9 5 2 2 .

6 5 7 4 , . 2 4 ΗΑ 4 0 7 9 6 4 .

6 5 8 3 0 . . 3 2 CB 4 0 7 9 7 2 5 .

6 6 1 1 , . 8 3 QB 4 0 8 0 0 3 .

6 6 2 2 7 , . 1 8 CG 4 0 8 0 3 1 1 3 .
6 6 5 1 , . 6 0 QG 4 0 8 0 4 7 .

6 6 6 4 3 , . 3 5 CD 4 0 8 0 5 2 1 .
6 6 9 3 , . 1 4 QD 4 0 8 0 6 4 .
6 9 8 1 6 . . 1 0 CA 4 2 8 0 7 3 3 .
6 9 9 4 . . 4 0 ΗΑ 4 2 8 0 8 4 .
7 0 0 4 2 . . 4 4 CB 4 2 8 0 9 1 .
7 0 3 1 .. 1 1 QB 4 2 8 1 6 1 2 3 .
7 0 4 2 6 . . 2 6 CG 4 2 8 1 7 8 .
7 0 5 1 .. 1 2 HG 4 2 8 1 8 1 8 .
7 0 6 0 .. 3 3 QD1 4 2 8 1 9 4 .
7 0 7 0 . . 1 6 QD2 4 2 8 2 0 2 9 .
7 0 8 2 2 . , 9 1 CD1 4 2 8 2 1 3 .
7 1 2 2 4 . , 7 4 CD2 4 2 8 2 2 2 .
7 1 9 1 2 . 7 4 CD 4 3 8 2 5 1 2 7 .
7 2 0 2 4 . 3 4 CA 4 3 8 2 7 1 1 9 .
7 2 1 4 . 6 0 ΗΑ 4 3 8 2 9 1 2 9 .
7 2 2 3 2 . 2 5 CB 4 3 8 3 0 7 .
7 2 3 2 . 4 9 ΗΒ2 4 3 8 3 1 6 .
7 2 4 2 . 2 3 ΗΒ3 4 3 8 3 3 1 1 5 .
7 2 6 2 7 . 4 8 CG 4 3 8 3 4 1 0 .
7 2 7 2 . 1 0 HG2 4 3 8 3 5 6 .
7 2 8 2 . 0 3 HG3 4 3 8 3 7 7 .
7 3 0 3 . 8 8 HD2 4 3 8 3 8 6 .
7 3 1 .  3 · 4 6 HD 3 4 3 8 4 0 1 2 2 .
7 3 4 1 2 1 . 0 3 N 4 4 8 4 1 9 .
7 3 5 9 . 1 1 H 4 4 8 4 2 1 5 .
7 3 6 2 3 . 8 2 CA 4 4 8 4 3 4 .
7 3 7 3 . 7 5 HA 4 4 8 4 4 3 2 .
7 3 8 3 8 . 6 9 CB 4 4 8 5 1 2 .
7 4 1 3 . 0 5 QB 4 4 8 5 4 1 2 1 .
7 4 3 1 3 3 . 4 2 CD1 4 4 8 5 5 9 .
7 4 5 1 1 8 . 2 7 CE1 4 4 8 5 6 1 8 .
7 5 4 6 . 8 0 QE 4 4 8 5 7 4 .
7 5 5 7 . 1 5 QD 4 4 8 5 8 3 1 .
7 5 7 1 1 7 . 2 9 N 4 5 8 5 9 2 .
7 5 8 8 . 8 1 H 4 5 8 6 0 1 .
7 5 9 2 0 . 2 2 CA 4 5 8 6 2 3 6 .
7 6 0 4 . 3 9 HA 4 5 8 6 5 2 .
7 6 1 3 9 . 4 7 CB 4 5 8 6 8 1 1 9 .
7 6 2 2 . 9 0 HB2 4 5 8 6 9 8 .
7 6 3 2 . 8 8 HB3 4 5 8 7 0 2 0 .
7 6 7 1 1 9 . 1 6 N 4 6 8 7 1 4 .
7 6 8 7 . 6 4 H 4 6 8 7 2 3 0 .
7 6 9 1 6 . 6 1 CA 4 6 8 7 5 2 .
7 7 0 4 . 6 6 HA 4 6 8 7 6 3 6 .
7 7 1 3 2 . 2 5 CB 4 6 8 7 7 2 .
7 7 4 1 .7 6 QB 4 6 8 7 8 2 .
7 7 5 2 4 . 7 4 CG 4 6 8 8 2 1 0 9 .
7 7 6 1 .5 4 HG2 4 6 8 8 3 7 .
7 7 7 1 . 4 4 HG3 4 6 8 8 4 4 5 .
7 7 9 2 8 . 4 0 CD 4 6 8 8 7 4 .
7 8 0 1 .7 2 HD2 4 6 8 8 9 1 1 9 .
7 8 1 1 . 6 2 HD3 4 6 8 9 0 8 .
7 8 3 4 2 . 4 4 CE 4 6 8 9 1 1 6 .
7 8 4 3 . 0 3 HE2 4 6 8 9 2 4 .
7 8 5 2 . 9 8 HE 3 4 6 8 9 3 4 2 .
7 9 3 1 1 6 . 1 1 N 4 7 8 9 4 2 .

H 4 7 8 9 5 2 . . 6 7 HB3 5 4

CA 4 7 8 9 9 1 2 1 . , 0 3 N 5 5

HA 4 7 9 0 0 8 . , 6 5 H 5 5
CB 4 7 9 0 1 1 6 . , 4 8 CA 5 5

QB 4 7 9 0 2 4 . , 5 5 HA 5 5
N 4 8 9 0 3 4 0 . , 3 7 CB 5 5
H 4 8 9 0 4 2 . . 7 4 HB2 5 5
CA 4 8 9 0 5 2 . . 6 0 HB3 5 5
HA 4 8 9 0 9 1 2 2 . , 2 1 N 5 6
CB 4 8 9 1 0 7 . . 4 7 H 5 6
HB 4 8 9 1 1 2 2 . . 2 8 CA 5 6
QG2 4 8 9 1 2 4 . . 2 2 HA 5 6
N 4 9 9 1 3 3 9 . . 4 7 CB 5 6
H 4 9 9 1 4 1 . . 7 0 HB 5 6
CA 4 9 9 1 5 1 . . 0 9 QG2 5 6
HA 4 9 9 1 6 1 8 , . 6 3 CG2 5 6
CB 4 9 9 2 0 2 7  .. 7 9 CGI 5 6
HB2 4 9 9 2 1 1 . . 5 9 HG12 5 6
HB3 4 9 9 2 2 1 . . 1 6 HG13 5 6
CD1 4 9 9 2 4 1 . . 0 5 Q D l 5 6
CE3 4 9 9 2 5 1 3 . . 4 5 CD1 5 6
N E1 4 9 9 3 0 1 3 1 . . 3 4 N 5 7
HD1 4 9 9 3 1 9 . . 2 0 H 5 7
HE 3 4 9 9 3 2 2 0 . . 3 4 CA 5 7
CZ2 4 9 9 3 3 4 . . 1 4 HA 5 7
HE1 4 9 9 3 4 2 8 . . 2 5 CB 5 7
HZ3 4 9 9 3 5 2 . . 2 4 HB2 5 7
HZ2 4 9 9 3 6 2 . . 1 6 HB3 5 7
HH2 4 9 9 3 8 3 3 . . 8 9 CG 5 7
N 5 0 9 3 9 2 . . 5 0 HG2 5 7
H 5 0 9 4 0 2 . . 4 2 HG3 5 7
CA 5 0 9 4 3 1 1 2 . . 4 7 N E2 5 7
HA 5 0 9 4 4 7 . . 5 8 H E 2 1 5 7
CB 5 0 9 4 5 6 . . 8 4 H E 2 2 5 7
QG 5 0 9 4 8 1 1 2 . . 6 0 N 5 8
N 5 1 9 4 9 9 . . 0 1 H 5 8
H 5 1 9 5 0 4 5 . . 5 3 CA 5 8
CA 5 1 9 5 1 4 . . 3 2 HA2 5 8
HA 5 1 9 5 2 3 . . 8 9 HA3 5 8
CB 5 1 9 5 5 1 2 3 , , 1 4 N 5 9
HB2 5 1 9 5 6 7 . . 8 0 H 5 9
HB3 5 1 9 5 7 2 0 . . 7 3 CA 5 9
CG 5 1 9 5 8 3 . . 8 4 HA 5 9
QG 5 1 9 5 9 4 2 . . 3 0 CB 5 9
N 5 2 9 6 0 2 . . 1 2 HB2 5 9
H 5 2 9 6 1 1 , . 1 6 HB3 5 9
CA 5 2 9 6 3 2 6 . . 8 7 CG 5 9
HA 5 2 9 6 4 1 , . 5 2 HG 5 9
CB 5 2 9 6 5 1 , . 0 1 Q D l 5 9
QB 5 2 9 6 6 0 . , 5 5 QD2 5 9
CG 5 2 9 6 7 2 6 . . 8 7 CD1 5 9
HG2 5 2 9 7 1 2 3 . . 5 2 CD2 5 9
HG3 5 2 9 7 7 1 1 9 . . 8 6 N 6 0
N 5 3 9 7 8 8 . . 7 2 H 6 0
H 5 3 9 7  9 2 0 . . 9 9 CA 6 0
CA 5 3 9 8 0 4 . . 0 3 HA 6 0
QA 5 3 9 8 1 2 9 , . 6 7 CB 6 0
N 5 4 9 8 4 1 , . 8 4 QB 6 0
H 5 4 9 8 5 2 6 , . 8 7 CG 6 0
CA 5 4 9 8 8 1 , . 6 9 QG 6 0
HA 5 4 9 8 9 4 3 . . 0 5 CD 6 0
CB 5 4 9 9 2 3 , . 2 0 QD 6 0
HB2 5 4 1 0 0 5 1 1 7 , . 0 5 N 6 1

2 6
7 9
88
3 7
4 5
0 7
9 7
2 5
7 2
3 6
4 1
3 0
1 4
6 3
5 4
9 5
8 0
0 7
8 9
6 4
6 7
9 7
2 7
9 5
22
1 5
5 8
3 7
6 2
4 4
66
1 9
9 0
2 5
6 4
2 7
1 7
1 5
66
4 8
2 3
9 7
6 4
4 5
86
4 2
3 4
00
7 0
2 8
0 3
4 1
2 6
3 2
7 6
01
0 9
6 3
0 3
4 8
8 3
0 5
7 6

Χ111



1 0 0 6 8 . 4 3 Η 6 1 1 0 8 8 7 .
1 0 0 7 2 0 . 7 3 CA 6 1 1 0 8 9 2 2 .
1 0 0 8 4 . 0 6 HA 6 1 1 0 9 0 4 .
1 0 0 9 2 7 . 9 9 CB 6 1 1 0 9 1 3 9 .
1 0 1 0 2 . 0 2 HB2 6 1 1 0 9 4 3 .
1 0 1 1 1 . 9 1 HB3 6 1 1 0 9 6 1 3 3 .
1 0 1 3 3 4 . 5 0 CG 6 1 1 0 9 8 1 1 7 .
1 0 1 4 2 . 4 5 HG2 6 1 1 1 0 7 6 .
1 0 1 5 2 . 3 7 HG3 6 1 1 1 0 8 7 .
1 0 1 8 1 1 2 . 6 9 N E2 6 1 1 1 1 0 1 1 7 .
1 0 1 9 7 . 5 1 H E 2 1 6 1 1 1 1 1 8 .
1 0 2 0 6 . 9 4 H E 2 2 6 1 1 1 1 2 2 0 .
1 0 2 3 1 2 1 . 5 0 N 6 2 1 1 1 3 3 .
1 0 2 4 7 . 5 3 H 6 2 1 1 1 4 2 7 .
1 0 2 5 1 6 . 6 1 CA 6 2 1 1 1 5 2 .
1 0 2 6 4 . 2 6 HA 6 2 1 1 1 6 2 .
1 0 2 7 1 . 3 8 QB 6 2 1 1 1 8 3 3 .
1 0 2 8 1 8 . 9 7 CB 6 2 1 1 1 9 2 .
1 0 3 3 1 2 3 . 8 5 N 6 3 1 1 2 0 2 .
1 0 3 4 8 . 7 3 H 6 3 1 1 2 3 1 1 0 .
1 0 3 5 2 8 . 4 6 CA 6 3 1 1 2 4 7 .
1 0 3 6 3 . 1 5 HA 6 3 1 1 2 5 6 .
1 0 3 7 3 8 . 1 8 CB 6 3 1 1 2 8 1 2 0 .
1 0 3 8 1 . 7 0 HB 6 3 1 1 2 9 7 .
1 0 3 9 0 . 5 7 QG2 6 3 1 1 3 0 1 8 .
1 0 4 0 1 7 . 4 1 CG2 6 3 1 1 3 1 4 .
1 0 4 4 2 8 . 7 1 CGI 6 3 1 1 3 2 4 0 .
1 0 4 5 1 . 3 0 HG12 6 3 1 1 3 3 2 .
1 0 4 6 - 0 . 6 4 HG 13 6 3 1 1 3 4 2 .
1 0 4 8 0 . 4 7 QD1 6 3 1 1 3 8 1 2 0 .
1 0 4 9 1 5 . 8 9 CD1 6 3 1 1 3 9 7 .
1 0 5 4 1 2 0 . 8 0 N 6 4 1 1 4 0 1 8 .
1 0 5 5 8 . 1 9 H 6 4 1 1 4 1 4 .
1 0 5 6 1 9 . 7 0 CA 6 4 1 1 4 2 4 2 .
1 0 5 7 4 . 3 0 HA 6 4 1 1 4 3 1 .
1 0 5 8 3 9 . 8 5 CB 6 4 1 1 4 4 1 .
1 0 6 1 2 . 6 9 QB 6 4 1 1 4 6 2 6 .
1 0 6 4 1 1 9 . 1 6 N 6 5 1 1 4 7 1 .
1 0 6 5 7 . 9 0 H 6 5 1 1 4 8 0 .
1 0 6 6 2 2 . 7 9 CA 6 5 1 1 4 9 0 .
1 0 6 7 4 . 3 5 HA 6 5 1 1 5 0 2 5 .
1 0 6 8 3 8 . 6 9 CB 6 5 1 1 5 4 2 3 .
1 0 6 9 3 . 2 1 HB2 6 5 1 1 6 0 1 1 8 .
1 0 7 0 3 . 0 8 HB3 6 5 1 1 6 1 7 .
1 0 7 3 1 3 3 . 0 3 CD1 6 5 1 1 6 2 1 8 .
1 0 7 5 1 1 8 . 0 3 CE1 6 5 1 1 6 3 4 .
1 0 8 4 6 . 8 8 QE 6 5 1 1 6 4 3 0 .
1 0 8 5 7 . 2 3 QD 6 5 1 1 6 5 1 .
1 0 8 7 1 2 0 . 5 7 N 6 6 1 1 6 6 1 .

H 6 6 1 1 6 8 2 6 . 8 7 CG 7 0
CA 6 6 1 1 7 1 1 . 4 2 QG 7 0
HA 6 6 1 1 7 2 4 3 . 3 5 CD 7 0
CB 6 6 1 1 7 3 2 . 9 3 HD2 7 0
QB 6 6 1 1 7 4 2 . 8 5 HD3 7 0
CD1 6 6 1 1 8 8 1 2 2 . 2 1 N 7 1
CE1 6 6 1 1 8 9 7 . 6 7 H 7 1
QE 6 6 1 1 9 0 1 5 . 0 6 CA 7 1
QD 6 6 1 1 9 1 4 . 2 4 HA 7 1
N 6 7 1 1 9 2 1 . 4 3 QB 7 1
H 6 7 1 1 9 3 1 8 . 8 4 CB 7 1
CA 6 7 1 1 9 8 1 1 7 . 1 0 N 7 2
HA 6 7 1 1 9 9 7 . 7 0 H 7 2
CB 6 7 1 2 0 0 2 4 . 3 4 CA 7 2
HB2 6 7 1 2 0 1 4 . 1 4 HA 7 2
HB3 6 7 1 2 0 2 3 2 . 5 6 CB 7 2
CG 6 7 1 2 0 3 2 . 1 6 HB 7 2
HG2 6 7 1 2 0 6 2 1 . 0 8 CGI 7 2
HG3 6 7 1 2 1 0 2 1 . 0 8 CG2 7 2
NE2 6 7 1 2 1 4 0 . 9 5 QQG 7 2
H E2 1 6 7 1 2 1 6 1 1 8 . 9 3 N 7 3
HE22 6 7 1 2 1 7 8 . 1 8 H 7 3
N 6 8 1 2 1 8 2 0 . 6 0 CA 7 3
H 6 8 1 2 1 9 4 . 5 7 HA 7 3
CA 6 8 1 2 2 0 2 5 . 7 6 CB 7 3
HA 6 8 1 2 2 3 3 . 8 9 QB 7 3
CB 6 8 1 2 2 6 1 1 5 . 8 8 N 7 4
HB2 6 8 1 2 2 7 8 . 2 0 H 7 4
HB3 6 8 1 2 2 8 2 3 . 3 1 CA 7 4
N 6 9 1 2 2 9 4 . 4 6 HA 7 4
H 6 9 1 2 3 0 3 1 . 5 6 CB 7 4
CA 6 9 1 2 3 1 4 . 3 2 HB 7 4
HA 6 9 1 2 3 2 1 . 2 3 QG2 7 4
CB 6 9 1 2 3 4 2 1 . 6 9 CG2 7 4
HB2 6 9 1 2 3 9 1 1 8 . 2 2 N 7 5
HB3 6 9 1 2 4 0 8 . 3 1 H 7 5
CG 6 9 1 2 4 1 2 0 . 4 7 CA 7 5
HG 6 9 1 2 4 2 4 . 5 2 HA 7 5
QD1 6 9 1 2 4 3 2 5 . 8 9 CB 7 5
QD2 6 9 1 2 4 6 3 . 8 7 QB 7 5
CD1 6 9 1 2 4 9 1 2 7 . 8 3 N 7 6
CD2 6 9 1 2 5 0 8 . 0 4 H 7 6
N 7 0 1 2 5 1 2 0 . 2 2 CA 7 6
H 7 0 1 2 5 2 4 . 1 4 HA 7 6
CA 7 0 1 2 5 3 3 1 . 2 2 CB 7 6
HA 7 0 1 2 5 4 2 . 0 6 HB2 7 6
CB 7 0 1 2 5 5 1 . 9 0 HB3 7 6
HB2 7 0 1 2 5 7 3 6 . 6 4 CG 7 6
HB3 7 0 1 2 6 0 2 . 2 1 QG 7 6

8 4
66
1 6
3 4
1 9
66
3 3
68
02
2 9
8 0
22
9 6
9 9
1 5
0 8
5 9
7 0
5 3
0 7
2 9
68
5 7
9 4
5 4
4 1
88
7 5
6 1
10
6 2
5 4
0 5
0 5
6 0
4 8
8 7
5 1
7 7
7 5
0 4
21
6 9
66
9 3
0 3
0 6
7 4
6 3
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