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επεξεργασία σε Η/Υ των πειραματικών δεδομένων της διατριβής 
μου.

Ευχαριστώ επίσης τον διευθυντή του Εργαστηρίου Βιολογι­
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Καθηγητή κ.Ορέστη Τσόλα, καθώς και τους συνεργάτες του, για 
τις διευκολύνσεις που μου προσέφεραν κατα τη διάρκεια της 
χρησιμοποίησης του φασματοφωτόμετρου του Εργαστηρίου τους.

Ευχαριστώ τέλος την φίλη μου παρασκευάστρια κ.Γεωργία 
Κολοκούρη για την προσεγμένη δακτυλογράφηση του κειμένου.
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Ερευνών του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, από τη Γενική Γραμματεία 
Ερευνας και Τεχνολογίας και την Ευρωπαϊκή Οικονομική Κοινότητα 
(Ερευνητικό Πρόγραμμα ST2J-0184, Stimulation Action).
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I. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1. H oriuaolq των ενζύυων στο κύτταρο

Το κύτταρο ανεζάρτητα απο τη μορφή του, είναι η απλού- 
στερη μονάδα ζωής. Παρά τη μεγάλη ποικιλία των κυττάρων όλα 
έχουν την ίδια βασική δομή: κυτταρική μεμβράνη, κυτόπλασμα,
πυρήνας, ριβοσώματα, μιτοχόνδρια, λυσοσώματα, συσκευή Golgi 
κλπ. Η κυτταρική μεμβράνη αποτελείται απο ένα στρώμα λιπιδίων 
ανάμεσα σε στρώματα πρωτεΐνης. Η βασική λειτουργία της κυττα­
ρικής μεμβράνης δεν είναι ο στεγανός αποκλεισμός του κυττάρου 
από το περιβάλλον του, αλλά η εκλεκτική και ρυθμιζόμενη 

-διακίνηση μορίων ή ιόντων μέσω αυτής. Για να πραγματοποιηθεί η 
απαραίτητη εκλεκτική λειτουργία των μεμβρανών απαιτούνται 
κατάλληλοι μηχανισμοί Βάσει των οποίων αφ’ενός μεν αναγνω­
ρίζονται μόνο εκείνα τα συστατικά που μπορούν να την δια­
περνούν, αφ'ετέρου δε υποβοηθείται η μεταφορά τους προς τη σω­
στή κατεύθυνση. Το είδος των*πρωτεϊνών και των λιποειδών καθώς 
και η κατανομή τους μέσα στη κυτταρική μεμβράνη χαρα­
κτηρίζονται από υψηλή εζειδίκευση ώστε να μπορούν να επι­
τευχθούν όλες οι απαιτούμενες ειδικές λειτουργίες του κυτ­
τάρου .

Όλα τα κύτταρα αζιοποιοϋν μέρος των θρεπτικών υλικών που 
τους προσφέρονται ως τροφή και παράγουν την απαιτούμενη ενέρ­
γεια, που στη συνέχεια τη χρησιμοποιούν για να αφομοιώσουν το 
υπόλοιπο μέρος της τροφής τους με σκοπό να συντηρηθούν και να 
αυξηθούν. Είναι επίσης γενικά παραδεκτό ότι το εσωτερικό μέρος 
του κυττάρου χαρακτηρίζεται από σταθερότητα, για τη διατήρηση 
της οποίας απαιτείται επαναληψιμότητα και ακρίβεια σε όλες τις 
χημικές διεργασίες. Η γρήγορη ροή ύλης και ενέργειας μέσα από 
τους ζωντανούς οργανισμούς με σύγχρονη διατήρηση σταθερής 
χημικής σύστασης αποτελεί το κύριο γνώρισμα της ζωής.

Τα ένζυμα συμμετέχουν στην όλη πορεία ανταλλαγής Ολης 
και ενέργειας μεταίύ κυττάρου και περιβάλλοντος, με προκαθορι­
σμένο και ελεγχόμενο ρυθμό. Τα ένζυμα δεν είναι μόνο οι κύριοι 
συντελεστές των περισσότερων χημικών μεταβολών που συμβαί­
νουν στους ζωντανούς οργανισμούς, αλλά επιπλέον είναι υπεύθυνα 
για πολλά άλλα χαρακτηριστικά της ζωής, όπως η ερεθιστικότητα.
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η κίνηση, ο αυτοδιπλασιασμός των κυττάρων κ.λ.π. Μέχρι τώρα 
έχουν απομονωθεί πολλές εκατοντάδες εν^ύμων και έχει δια­
πιστωθεί ότι όλα είναι μεγαλομόρια πρώτεινικής φύσης και πολύ­
πλοκης δομής. Τέλος δεν θα ήταν υπερβολή να λεχθεί πως οι 
μεγάλες ανακαλύψεις της σύγχρονης βιοχημείας, οφείλονται στη 
μελέτη και κατανόηση του δυναμικού ρόλου των εν'ζύμων στο 
σύνολο των λειτουργιών της 5ωής.

I. 2. 0 οόλος των εν^ύυων στπν αυτοούθμισπ της κυτταρικής δοα-
στικότητας

Η αυτορυθμιστική ικανότητα των λειτουργιών του μεταβολι­
σμού που είναι η θεμελιώδης λειτουργία της “ζωής, είναι αποτέ­
λεσμα διαφόρων μηχανισμών, οι οποίοι αναφέρονται είτε σε μο­
ριακό επίπεδο είτε σε επίπεδο ενδοκυτταρικής οργάνωσης. Η όλη 
οργάνωση του κυττάρου, επιτρέπει τον ελεγχόμενο μεταβολισμό με 
τη βοήθεια πολυεν^υμικών συστημάτων, όπου είναι δυνατή η 
αλληλοείάρτηση δύο ή περισσοτέρων διαδοχικών αντιδράσεων ώστε 
να πετυχαίνεται καλύτερα ο ακριβέστερος έλεγχος της ταχύτητας 
μιας εν"ζυμικής αντίδρασης. Η ταχύτητα μιας εν"ζυμικής αντί­
δρασης μπορεί να επιβραδυνθεί μεταΐύ των άλλων είτε με μετα­
βολή του pH, όταν και όπου αυτό είναι δυνατό, είτε λόγω δράσης 
ενός μορίου αναστολέα. Ενας σημαντικός τύπος αναστολής που 
έχει διαπιστωθεί σε πολλούς μεταβολικούς δρόμους είναι η 
αναστολή που προέρχεται από τελικό προϊόν (feed-back)1. Σ'αυτό 
το είδος αναστολής κάποιο τελικό προ'ΐόν μιας σειράς διαδοχικών 
ενζυμικών αντιδράσεων, είναι ειδικός αναστολέας του εν"ζύμου 
που καταλύει την πρώτη αντίδραση στη σειρά. Η αναστολή επι­
τυγχάνεται ή με μεταβολή της ποσότητας του εν*ζύμου μέσω 
γενετικού ελέγχου στο ρυθμό της σύνθεσής του, ή με μεταβολή 
της καταλυτικής του δραστικότητας. Τέλος, η υπάρχουσα ε?ει- 
δίκευση των εν“ζύμων και η επιπλέον δυνατότητα διαφοροποίησης 
αυτής από την ύπαρίη διαφορετικών συνενζύμων, στη διάρκεια 
αναβολικών και καταβολικών αντιδράσεων, έχουν ως αποτέλεσμα να 
επικρατεί κάθε στιγμή πλήρης εναρμονισμός μεταΐύ αναβολισμού
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και καταβολισμού ανάλογα με τις συνθήκες και. τις ανάγκες του 
κυττάρου.

I. 3. Βιοτεννολο*ικέο ειραουοκές των ενζύιιων

Από το 1833, που οι Payen και Ρ θ γ θ ο ζ  διαπίστωσαν ότι η 
αμυλάση διασπά το άμυλο, μέχρι σήμερα, η ανθρωπότητα είδε μία 
σταδιακή αλλά με συνεχώς αυξανόμενο ρυθμό εισαγωγή των ενζύμων 
στη Τεχνολογία. Σήμερα παρασκευάζονται ένζυμα σε βιομηχανική 
κλίμακα για να χρησιμοποιηθούν είτε απ'ευθείας από τον κατα­
ναλωτή, είτε ως καταλύτες για την παρασκευή διαφόρων βιομη­
χανικών προϊόντων, είτε και ως μέσα για βιοϊατρικές αναλύσεις.

Στη συνέχεια αναφέρονται μερικές από τις πλέον επίκαιρες 
εφαρμογές στη χρήση των ενζύμων. ΙΤαράλληλα αποδεικνύεται ο ρό­
λος "κλειδί" των ενζύμων, στη δημιουργία, διατήρηση και βελτί­
ωση των συνθηκών ζωής κάθε ζωντανού οργανισμού

I. 3.1. Τα ένζυυα οτπ Χπυειοθεοαπεία και Κλινική Χηυεία

Η όλη οργάνωση του κυττάρου στηρίζεται σε μία τόσο λεπτή 
ισορροπία αυτορυθμιζόμενου συστήματος, ώστε πολύ εύκολα μπορεί 
να διαταραχθεί. Ενα κατευθυνόμενο "βιοχημικό κλειδί" που cmo- 
βλέπει σε ένα ειδικό κύτταρο μπορεί γρήγορα να διαταράξει την 
ομαλή λειτουργία αυτού.

Η φαρμακευτική βιομηχανία βρίσκεται σε μια συνεχή εξέλι­
ξη εφ'όσον όλο και περισσότερο νέα φάρμακα ανακαλύπτονται. Σ' 
αυτή την αλματώδη ανάπτυξη έχει συμβάλλει σημαντικά η μελέτη 
των ενζυμικών συστημάτων των παθογόνων μικροοργανισμών, και η 
άποψη ότι κάποια τροποποίηση αυτών κάλλίστα μπορεί να επιφέρει 
αδρανοποίηση του μικροβίου. Αυτή όμως η λογική προσέγγισης 
απαιτεί, αφ’ενός μεν πλήρη κατανόηση της μεταβολικής πορείας 
των μικροοργανισμών και των ειδικών μικροβιολογικών ενζύμων 
που τις καταλύουν, αφ'ετέρου δε πλήρη διευκρίνηση των διαφορών 
μεταξύ του μικροβιολογικού και ανθρώπινου συστήματος.
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Στη Χημειοθεραπεία χρησιμοποιούνται σήμερα ενώσεις οι 
οποίες ενώ δρούν στα ένζυμα-στόχους αφήνουν ανεπηρέαστο τον 
ανθρώπινο οργανισμό. Προς αυτή την κατεύθυνση σημαντική βοή­
θεια έχει προσφέρει η χημική συμπεριφορά των Ιδιων των μικρο­
βίων. Έχουν έτσι ανακαλυφθεί μικρόβια, όπως οι ακτινομύκητες, 
που συνθέτουν και εκκρίνουν .ουσίες με αντιβακτηριδιακή δράση. 
Επίσης η ανακάλυψη και εφαρμογή των "μικροκάψουλων των ενζύ- 
μων" έχει συνεισφέρει σημαντικά στην αντιμετώπιση καρκινογόνων 
ασθενειών, όπως η περίπτωση της λευχαιμίας3 .

Τέλος, στην Κλινική Χημεία χρησιμοποιούνται ευρέως τα 
ένζυμα σαν μέσα για τον ποσοτικό προσδιορισμό διαφόρων μεταβο­
λιτών σε παθολογικές καταστάσεις όπως π.χ. η ο^ειδάση της γλυ­
κόζης για τον προσδιορισμό της γλυκόζης και η ουριάση για τον 
προσδιορισμό της ουρίας. Μέχρι σήμερα έχουν μελετηθεί πολλές 
δεκάδες ενζύμων που βρίσκονται στα φυσιολογικά υγρά του 
ανθρώπου, όπως π.χ. στο αίμα, και που τα επίπεδά τους επηρεά­
ζονται από διάφορες παθολογικές καταστάσεις, με αποτέλεσμα ο 
κλάδος της Κλινικής ενζυμολογ ίας να αναπτύσσεται ταχύτατα.

I. 3.2. Τα ένζυυα στη Χπϋΐκή βιοιιηνανία

Η μελέτη και οι εφαρμογές των ενζύμων τα τελευταία χρό­
νια έχουν επιφέρει επανάσταση στη χημική βιομηχανία. Έτσι με 
την εφαρμογή στη βιομηχανία μιας νέας τεχνικής, τα ένζυμα χρη­
σιμοποιούνται ευρέως ως βιομηχανικοί καταλύτες. Η τεχνική αυτή 
είναι η καθύλωση ενζύμων σε δυσδιάλυτους φορείς, που έχει ως 
αποτέλεσμα τη δυνατότητα επανειλημμένης χρησιμοποίησης του 
ενζυμικού παρασκευάσματος, ώστε να μειώνεται το κόστος παραγω­
γής. Ένα αντιπροσωπευτικό παράδειγμα εφαρμογής αυτής της 
τεχνικής είναι η παραγωγή μπύρας : η "ζύμωση δεν γίνεται πλέον 
σύμφωνα με την κλασσική μέθοδο σε δόσεις, αλλά με την μέθοδο 
της συνεχούς ροής κατά την οποία το μίγμα της αντίδρασης περνά 
μέσα από μία στήλη που περιέχει τα ένζυμα της αλκοολικής 
ζύμωσης προσκολλημένα πάνω σε P.V.C.

ί

i

I



I. 3.3. Τα ένζυϋα στη διαφοροποίηση και εξέλιξη

Μια από τις σημαντικότερες απόψεις της σύγχρονης Βιολο­
γίας είναι αυτή που αναφέρεται στη διαφοροποίηση του κυττάρου. 
Με αυτό τον όρο εννοούμε την πορεία κατά την οποία ένα είδος 
κυττάρου διαιρείται και παράγει τα θυγατρικά κύτταρα, τα οποία 
συγκρινόμενα με το μητρικό διαφέρουν στη δομή, στη μοριακή 
σύσταση και στη βιολογική λειτουργία. Αυτό το φαινόμενο συ- 
ναντάται τόσο στους ζωικούς όσο και στους φυτικούς οργανι­
σμούς. Κλασσικό παράδειγμα είναι η περίπτωση του καρότου όπου 

-η παραγωγή ολόκληρου του φυτού προέρχεται από ένα και μόνο 
σωματικό κύτταρο αυτού. Αυτό σημαίνει ότι ένα απλό κύτταρο 
περιέχει όλο το γενετικό υλικό του οργανισμού.

Συστηματικές μελέτες που έχουν γίνει κατά την πορεία 
διαφοροποίησης των κυττάρων, έχουν αποδείξει ότι ένας αριθμός 
ενζύμων δεν συνθέτονται, όταν για κάποια αιτία δεν μεταβι- 
βασθεί η απαιτούμενη πληροφορία για τη σύνθεσή τους. Η αιτία 
αυτή μπορεί να οφείλεται είτε στην απουσία κάποιου εξωτερικού 
ερεθίσματος, είτε σε ένα εσωτερικό προγραμματισμό.Έτσι άλλα 
ένζυμα δημιουργούνται και άλλα όχι. Η όλη αλλαγή που τελικά 
προκύπτει στο σύνολο των υπαρχόντων ενζύμων, ισοδύναμεί με 
διαφορετική εσωτερική οργάνωση και διαφοροποίηση των κυττάρων.

I. 4. Ταξινόμηση και ονοιιατολον ία των ενζύμων

Η κοινή ονομασία των περισσοτέρων ενζύμων προήλθε από 
την προσθήκη της κατάληξης -αση στο όνομα του υποστρώματος, 
π.χ. το ένζυμο ουρέαση που δρα πάνω στην ουρία. 0 τρόπος αυτός 
της ονοματολογίας είναι βασικά εμπειρικός και καθόλου συστημα­
τικός. Σε αρκετές περιπτώσεις πολλά από τα εμπειρικά ονόματα 
δεν έχουν καμμία ς^έση ούτε με το υπόστρωμα, ούτε με τον τύπο

% t

της αντίδρασης που καταλύεται. Για αυτούς τους λόγους, η 
επιτροπή ενζύμων της Διεθνούς Ένωσης Βιοχημείας καθιέρωσε τη 
συστηματική ταξινόμηση και ονοματολογία των ενζύμων. Σύμφωνα
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με την ταξινόμηση αυτΠ τα ένζυμα χωρίζονται σε κατηγορίες και 
ομάδες όπως φαίνεται στον Πίνακα 1.

Πίνακας 1. Οι έΞι κατηγορίες των εντόμων και οι κυριώτερες ο­

μάδες αυτών.

1. Οξειδοαναγωγάσες 2. Τρανσφεράοες 3. Υδρολάσες

Αφυδρογονάσες
•

Μεβυλτρανσφεράσες Εστεράσες
Οξειδάσες Τρανσαλδολάσες Ψωσφατάσες
Υπεροξειδάσες Τρανσκετολάσες Γλυκοσιδάσες
Υδροξυλάσες Ακυλτρανσφεράσες Πεπτιδάσες
Οξυγονάσες Γλυκοσυλτρανσφεράσες Πυροφωσφατάσες

Τρανσαμινάσες
Κινάσες

4. Λυάσες 5. Ισομεράσες 6. Λιγάσες
• (Συνθετάσες)

Καρβοξυλάσες Ρακεμάσες Συνθετάσες αμιδίων
Αλδεύδολάσες Επιμεράσες Συνθετάσες πεπτι-
Κετοξυλυάσες Ενδομοριακές τραν- δ ίων
Υδρολυάσες σφεράσες Κύκλολιγάσες
Αμμωνιολυάσες Ενδομοριακές λυάσεις Λιγάσες οξέων -

Ενδομοριακές οξειδο- θειολών
αναγωγάσες
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1.5. Σκοπός αυτήο τηο εονασίας

Η παρούσα εργασία αποτελεί μία συμβολή στη μελέτη των 
κολλαγεναοών οι οποίες είναι, μικρά σύνολα πρωτεασών (ενδοπε- 
πτιδασών), που συμμετέχουν στην αποικοδόμηση του συνδετικού 
ιστού και έχουν ως αποτέλεσμα την εμφάνιση διαφόρων παθήσεων, 
όπως π.χ. κολλαγόνωση ή ανωμαλίες στην ανάπλαση των ιστών που 
μπορεί να συνοδεύονται από φλεγμονώδεις καταστάσεις3 . Μια 
λεπτομερέστερη ανασκόπηση των μέχρι σήμερα μελετών επί των 
κολλαγεναοών δίνεται παρακάτω στο κεφάλαιο VII.

Με σκοπό την ανεύρεση αποτελεσματικών αναστολέων των 
κολλαγεναοών που προέρχονται απο το βακτήριο Clostridium 
histolyticum, ώστε να καταστεί δυνατή η ε^ειδικευμένη διαφορο­
ποίηση και κατά συνέπεια ο χρωματογραφικός καθαρισμός των 
ελαφρώς διαφορετικών ποικιλιών αυτών των κολλαγεναοών (α,β,γ, 
δ,ε και ·ζ) , σχεδιάσαμε και συνθέσαμε μια σειρά πεπτιδίων του 
γενικού τύπου D-Ala-D-Pro-X όπου X-Gly, L-Asp, L-Ser και L-Cys 
και του γενικού τύπου L-Ala-L-Pro-X όπου X-L-Asp και L-Cys, 
καθώς επίσης και τα αντίστοιχα διπεπτίδια, δηλ. χωρίς την D- ή 
L-Ala. Απώτερος βέβαια σκοπός αυτών των μελετών είναι να 
συμβάλλουμε στην ανεύρεση κατάλληλων αναστολέων οι οποίοι θα 
μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για θεραπευτικούς σκοπούς.

Ολα τα παραπάνω πεπτίδια που συνθέσαμε διαθέτουν κατάλ­
ληλες παράπλευρες ομάδες όπως υδρόμυλο-, καρβό^υλο- και 
σουλφυδρυλομάδα, οι οποίες θα μπορούσαν να συμπλακούν σε 
κάποιο βαθμό με τον Zn""* του ενεργού κέντρου της κολλαγενάσης, 
ώστε να επιτευχθεί η παρεμπόδιση της υδρολυτικής δράσης του 
ενζύμου όπως φαίνεται στο σχήμα 1. Είναι όμως πιθανόν οι παρα­
πάνω ανστολείς να συμπλακούν με τον Ζη'’"*' του ενεργού κέντρου 
του ενϊύμου επίσης μέσω της a-COOH-ομάδας του Ρ»' αμινο^έος 
(σχήμα 2). Στα σχήματα 1 και 2 παριστάνεται ένα μοντέλο του 
ενεργού κέντρου της κολλαγενάσης (Ά), το συνθετικό υπόστρωμα 
(Β) με τον υπό υδρόλυση πεπτιδικό δεσμό και οι αναστολείς 
(Ci.2 .3 .-*) που μελετώνται, με την πιθανή θέση των παράπλευρων 
ομάδων τους σε σχέση με τις υποπεριοχές του εν“ζύμου, ανάλογα
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Syfma 1. Ενα μοντέλο του ενεργού κέντρου της κολλαγενάσης (A), 
το συνθετικό υπόστρωμα (Β), και ot αναστολείς 
(C1 .2 .3 .4) που μελετόνται με τπν πιθανά θέση των πα­

ράπλευρων ομάδων τους. Η σύμπλεξη του ενεργού κέντρου 
του ενζύμου και του αναστολέα πραγματοποιείται μεσω 
της παράπλευρης αλυσίδας του Ρ** αμινο&έος του ανα­

στολέα.
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Σγ ^ υ α  2 Ενα μοντέλο του ενεργού κέντρου της κολλαγενάσης (Α), 
το συνθετχκό υπόστρωμα (Β) , και, ot αναστολείς 
<Ci.2 .3 .n) που μελέτώνταυ με την ncOavfi θέση των πα­

ράπλευρων ομάδων τους. Η σύμπλε^η του ενεργού κέντρου 
του ενζύμου και, του αναστολέα πραγματοποιείται, μεσω 

της a-CDOH-ομάδας του Ρ ι * αμι,νοΞέος του αναστολέα.
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με το αν η σύμπλεξη επιτυγχάνεται μέσω της παράπλευρης 
αλυσίδας του Ρι' αμινοξέος (σχήμα 1) ή μέσω της a-COOH-ομάδας 
του ίδιου αμινοξέος (σχήμα 2). Απο τα δύο αυτά σχήματα γίνεται 
φανερό ότι και στις δύο περιπτώσεις, ανεξάρτητα απο το αν η 
σύμπλεξη επιτυγχάνεται μέσω της a-COOH-ομάδας ή μέσω της 
παράπλευρης αλυσίδας, για την ικανοποίηση των υποπεριοχών S» , 
S s , S3  του ενϊύμου απαιτείται αναστροφή των πεπτιδικών 
δεσμών των αναστολέων σε σχέση με τους πεπτιδικούς δεσμούς του 
υποστρώματος και του εν^ύμου. Συμβαίνει έτσι μία τύπου RETRO- 
INVERSO σύμπλεξη αναστολέα-ενξύμου, κατά την οποία απαιτείται 
η επιλογή αμινοξέων D-στερεοχημικής διάταξης γι'αυτούς τους 
αναστολείς, ώστε να διατηρηβεί η κατάλληλη - χωροδιάταξη των 
παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων των αναστολέων, για την 
ικανοποίηση των απαιτήσεων των υποπεριοχών Ss* και Ss του 
εν'ζύμου.

Η εισαγωγή εξάλλου D-αμινοξέων σε πεπτιδικούς αναστολείς 
είναι δυνατόν να οδηγήσει σε ακόμη περισσότερο ισχυρούς 
αναστολείς, λόγω αυξημένης αντίστασης αυτών των αναστολέων σε 
οποιαδήποτε ενξυμική διάσπαση.



II. θεουοδυναίΐ ική θεώρηση των ενζύυων

Η μελέτη της βιολογικής δραστικότητας των ενζύμων απαι­
τεί μια προσεκτική διερεύνηοη της επίδρασης τους πάνω στις χη­
μικές αντιδράσεις. Στις περισσότερες περιπτώσεις κάποιο ένζυμο 
είναι υπεύθυνο για μια χημική αντίδραση η οποία διαφορετικά 
δεν θα μπορούσε να πραγματοποιηθεί. Ενα ένζυμο μπορεί να 
επιδράσει με δύο κυρίως τρόπους πάνω στην πορεία μιας χημικής 
αντίδρασης: α) Να επιταχύνει μια πολύ Βραδεία αντ .'.δράση της 
οποίας η ταχύτητα είναι δύσκολο να προσδιορισθεί παρ'όλο που 
θεωρητικά είναι δυνατή, Β) Να πραγματοποιήσει μια χημική 
αντίδραση, η οποία απουσία ενζύμου είναι αδύνατη.

ΙΙ.1. Επιτάνυνση mac αντίδρασης

Η μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας ΔΘ, συνδέεται με την 
ενθαλπία ΔΗ και την εντροπία h S με τη σχέση: ΔΘ - ΔΗ-ΤΔ3 όπου 
Τ-απόλυτη θερμοκρασία. Μία αντίδραση είναι αυθόρμητη όταν 
συνοδεύεται από έκλυση ελεύθερης ενέργειας, δηλαδή όταν ΔΘ<0. 
Παρ'όλα αυτά πολλές αντιδράσεις δεν πραγματοποιούνται πρακτικά 
από μόνες τους σε θερμοκρασία δωματίου, αν και εμφανίζουν 
ΔΘ<0. Αυτή η συμπεριφορά ερμηνεύεται με τη θεωρία της μετα­
βατικής κατάστασης, κατά την οποία ένα μόριο αντι,δρώντος ή 
υποστρώματος για να μετατραπεί σε προ'ΐόν πρέπει να υπερπηδήσει 
ένα "φράγμα ενέργειας" που 
ισούται με τη διαφορά της 
ενέργειάς του στην "κανονική j
κατάσταση" και της ενέργειας £
στην "κατάσταση μετάπτωσης". “
Το ποσό της ενέργειας που απαι- £

Φ

τείται για να πραγματοποιηθεί “
ω

μία αντίδραση λέγεται ενέργεια 
ενεργοποίησης. Η ταχύτητα της

Ε ν ε ρ γ ο π ο ι η μ έ ν ο
ν π ο σ τ ρ ω μ α .

|  ' Ε ν έ ρ γ ε ι α #
1 έ ν ε ργο  ηοΐποί}?
1 χ ω ρ ί ς  ε ν ς ο μ ο .

τ τ
. 1 Γ  

' ε ν ε ρ γ ο π ο ι η μ έ ν ο  1 ^
'Ε νέργε ια
c ν ε ρ γ ο π ο ι η ο Π ^

σ ύ μ π λ ο κ α  E J . 1 μέ έ ν ζ υ μ ο
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αντίδρασης S —> Ρ όπου S-αντιδρόν ή υπόστρωμα και Ρ-προ'ίόντα, 
εξαρτάται από τον αριθμό των μορίων του S που φθάνουν στη 
μεταβατική κατάσταση στη μονάδα του χρόνου. Αύληση της 
ταχύτητας της αντίδρασης μπορεί να επιτευχθεί με ένα από τους 
παρακάτω τρόπους: α) να δοθεί ενέργεια στο σύστημα υπό μορφή 
θερμότητας, β) να ελαττωθούν οι απαιτήσεις του συστήματος σε 
ενέργεια ενεργοποίησης, γ) να συνδυασθεί η ελλάτωση των 
απαιτήσεων σε ενέργεια με τον κατάλληλο προσανατολισμό των 
μορίων.

Στις ενίυμικές αντιδράσεις τα προ'ίόντα δημιουργούνται 
μετά από ένα αριθμό αντιδράσεων οι οποίες έχουν μικρότερη 
ενέργεια ενεργοποίησης. Αυτό γίνεται λόγω της δημιουργίας των 
ενδιάμεσων συμπλόκων εν"ζύμου-υποστρώματος τα οποία μπορεί να 
είναι όχι μόνο ένα όπως στις απλούστερες περιπτώσεις, αλλά και 
περισσότερα. Η δεύτερη συμβολή των ενξύμων στην επιτάχυνση των 
αντιδράσεων είναι ο σωστός προσανατολισμός του υποστρώματος 
σε σχέση με το ενεργό κέντρο. Με τον τρόπο αυτό αυξάνονται 
σημαντικά οι πιθανότητες αποδοτικών συγκρούσεων μεταξύ υπο­
στρωμάτων, προκειμένου να δημιουργηθούν τα ενεργοποιημένα 
μεταβατικά σύμπλοκα. Αποτέλεσμα του προσανατολισμού αυτού, με­
γάλης σημασίας είναι η απόλυτη εξειδίκευση των εν^ύμων στο να 
καταλύουν:
Ιον) ένα μόνο είδος αντιδράσεων (εξειδίκευση δεσμού)
2ον) μία αντίδραση με συγκεκριμένα μόρια, (εξειδίκευση υπο­
στρώματος)
3ον) δύο ή περισσότερες όμοιες χαρακτηριστικές ομάδες του υπο­
στρώματος (εξειδίκευση ομάδας) ή και
4ον) ένα μόνο από τα δύο οπτικά ισομερή του υποστρώματος 
(οπτική εξειδίκευση).

II. 2. Ποανυατοποίησπ mac ιιη θεουοδυναυ ικά ευνο'ικήο αντίδρασης

Ενα ένζυμο μπορεί να συμβάλλει στην πραγματοποίηση μιας 
αντίδρασης η οποία είναι αδύνατο να πραγματοποιηθεί απουσία

I
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αυτού, εφ'όσον αυτό δεν αντιβαίνει τους βασικούς νόμους της 
Χημείας όπως π.χ. το νόμο διατήρησης της μάζας.

Ενα τυπικό παράδειγμα αυτής της περίπτωσης είναι η μετα­
τροπή του διοξειδίου του άνθρακα και νερού σε γλυκόζη και οξυ- 
γόνο:

6C0= + 6Η=0 —» C^HisrO* + δΟζ (1 )

Σε Θερμοκρασία δωματίου και 
πίεση 1 Atm η αντίδραση δεν 
προχωρεί.Επειδή οι αυθόρμητες

ο
αντιδράσεις χαρακτηρίζονται από jj 
αρνητική μεταβολή της ελεύθερης $

ill
ενέργειας (AG<0), οι πορείες 2 >
και 1 προχωρούν αυθόρμητα. Η c

α
πορεία 3 όμως δεν είναι θερμό- ω
δυναμικά ευνοϊκή και για να ‘3

κ
προχωρήσει πρέπει να της δοθεί ω 
είωτερικά ένα ποσό ενέργειας.
Τέτοιες ενδεργονικές αντιδράσεις 
στο κύτταρο επιτελούνται χάρη 
στην ενζυμική τους σύζευξη με 
τις αυθόρμητες αντιδράσεις υδρόλυσης των ενώσεων "υψηλής 
ενέργειας" οι οποίες προ.χωρούν με μεγάλη αρνητική μεταβολή της 
ελεύθερης ενέργειας. Οι ενώσεις υψηλής ενέργειας πετυχαίνουν 
τη διατήρηση της ελεύθερης ενέργειας στη μορφή της χημικής 
ενέργειας, την οποία κατόπιν προσφέρουν σε μία αντίδραση που 
δεν είναι αυθόρμητη και δεν μπορεί να προχωρήσει από μόνη της.

Η αντίδραση (1) προφανώς γίνεται μέσα στο κύτταρο 
εξ'αιτίας του μηχανισμού της ενζυμικής σύζευξης, είναι δε απο­
τέλεσμα πολλών ενζυμικών αντιδράσεων όπου αντιδρώντα εκτός του 
C0= και Η=0 είναι και οι ενώσεις υψηλής ενέργειας ΑΤΡ .και 
NADPH. Προϊόντα της''αντίδρασης (1) εκτός της γλυκόζης είναι τα 
NADP και ADP, τα οποία στη συνέχεια μετατρέπονται πάλι σε 
NADPH και ΑΤΡ με ταυτόχρονη έκλυση οξυγόνου. Η ικανότητα κάθε 
ζωντανού οργανισμού να αποθηκεύει ενέργεια, που προέρχεται από 
την καύση των θρεπτικών υλών, με τη μορφή των πυροφωσφορικών

__ ·____ __ 6C + 90^ + 6Κ·ζ

Hi r  Q*·. + 60?

3
Ο
ΌΟ
Ο .

β

_________________ 6C0r> + 6Η^0



δεσμών του ATP και να την αποδίδει, όποτε απαιτείται, οφείλεται 
αποκλειστικά στην ύπαρΊη κατάλληλων ενίύμων που καταλύουν 
τέτοιες αλληλομετατροπές. Οι τελευταίες αποτελούν τη βάση της 
ενεργειακής συ’ζευίης αναβολισμού και καταβολισμού που είναι 
βασική προϋπόθεση για τη λειτουργία του μεταβολισμού.
Ολα τα παραπάνω οδηγούν στο συμπέρασμα, ότι το φαινόμενο της 
■ζωής αποτελεί τη συνισταμένη ενός μεγάλου αριθμού χημικών 
μεταβολών, που επαναλαμβάνονται συνεχώς μέσα στο πρωτόπλασμα 
με τη βοήθεια των ενίύμων και συνενίύμων και που καθορίζουν 
την ενεργειακή κατάσταση και γενικότερα τη δραστηριότητα του 
κυττάρου.

/

«



III. Τα ένζυυα uc ποωτεϊνικά u6oia. Αευτεοοx a n tic -Τοιτοταχής- 
Τεταοτοταγήε και ΤΤειιπτοτανής &ouf>.

Η λεπτομερής εξέταση κάθε ενζύμου πραγματοποιείται μόνο 
εφ'όοον έχει απομονωθεί σε καθαρή ή σχετικά καθαρή κατάσταση. 
Το γεγονός ότι τα ένζυμα είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα στις μετα­
βολές της θερμοκρασίας και του pH, καθιστά τη μελέτη τους 
εξαιρετικά δύσκολη. Από το 1926 που ο Summer κρυστάλλωσε το 
πρώτο ένζυμο την ουρεάση μέχρι σήμερα, έχουν απομονωθεί σε κα­
θαρή κατάσταση εκατοντάδες ένζυμα και έχει αποδειχθεί ότι όλα 
-είναι πρωτεϊνικής φύσης.

Όπως όλες οι πρωτεΐνες, έτσι και τα ένζυμα αποτελούνται 
από αλυσίδες αμινοξέων που συνδέονται μεταξύ τους με αμιδικούς 
δεσμούς που αναπτύσσονται μεταξύ της καρθοξυλομάδας ενός 
αμινοξέος και της αμινομάδας του γειτονικού αμινοξέος.

0  0 - 0  
<*» Π ( II

Η*Ν -CHC - N H C H C - N H C H - C  
ι I I
Ri , Ra R3

0
. . . ΝΗ CH C - 0Μ  

I

0 αμιδικός δεσμός που ονομάζεται και πεπτιδικός είναι επίπε­
δος4 και σε trans διάταξη όπως φαίνεται στο σχήμα 3.

Σνήυα 3 . Η επίπεδη και άκαμπτη διάταξη των πεπτιδικών δεσμών 

δεν επιτρέπει παρά μόνο τις περιστροφές γύρω από τους 
δεσμούς N-C“ και C“-C.
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Η επίπεδη διάταζη του πεπτιδικού δεσμού οφείλεται στη σημαντι­
κή μετατόπιση του μονήρους Ζεύγους ηλεκτρονίων του αζώτου προς 
το καρβονυλικό οξυγόνο, με αποτέλεσμα να μικραίνει ο δεσμός 
C-N και να έχει εν μέρει (κατά 40% περίπου) τις ιδιότητες 
διπλού δεσμού, ενώ ο δεσμός Ο Ο  να έχει στον ίδιο περίπου 
βαθμό ιδιότητες απλού δεσμού.

Η τελική διαμόρφωση ενός ενζύμου μπορεί να εξεταστεί σε 
διάφορα επίπεδα, αρχίζοντας από το απλούστερο της πρωτοταγούς 
δομής και συνεχίζοντας στα πιό σύνθετα της δευτεροταγούς, τρι- 
τοταγούς, τεταρτοταγούς και πεμπτοταγούς δομής3·*.

Η αλληλουχία των αμινο^έων μέσα στην πεπτιδική αλυσίδα 
καθορίζει την πρωτοταγή σύνταξη.

Η πεπτιδική αλυσίδα σπάνια παρουσιάζει μέσα στο χώρο 
ευθύγραμμη διαμόρφωση, ενώ τις περισσότερες φορές εμφανίζει 
μία πλέον συμπαγή μορφή λόγω του ιδιαίτερου προσανατολισμού 
του κάθε αμινοζέος μέσα στο χώρο, που καθορίζεται από τη 
δευτεροταγή σύνταζη.

Η τριτοταγής σύνταζη ενός πεπτιδίου καθορίζεται από μία 
εκ νέου διευθέτηση στο χώρο, ώστε η ήδη υπάρχουσα α-έλικα ή 
β-διάταζη ενός μορίου να σχηματίζει μια καινούργια α-έλικα ή 
β-διάταζη.

Συνδυασμός πολυπεπτιδικών αλυσίδων με παρόμοιας φύσης 
δυνάμεις, ώστε να σχηματίζονται σταθερές μονάδες στο χώρο 
καθορίζει την τεταρτοταγή δομή.

Μολονότι ο πεπτιδικός δεσμός είναι αυστηρά επίπεδος, η 
σπονδυλική στήλη των επαναλαμβανόμενων (-HN-CH-C0-) μονάδων

επιτρέπει σημαντική ευκαμφία στη τρισδιάστατη δομή μιας 
πρωτεΐνης. Οι πλευρικές αλυσίδες R αλληλεπιδρούν, τόσο μεταζύ 
τους όσο και με τα μόρια του διαλύτη, ώστε τελικά η πεπτιδική 
αλυσίδα να κατέχει την πιό σταθερή και θερμοδυναμικά ευνοϊκή

Η Η

R
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δομή. Μικρές αλλαγές στο περιβάλλον των ενΐύμων (π.χ.Θερμοκρα­
σία, pH ή ιοντική ισχύς) μπορούν να προκαλέσουν σημαντικές αλ­
λαγές στη δομή τους, οι οποίες μερικές φορές μπορούν να κατα­
στρέφουν και την καταλυτική τους δράση. Οι επιπτώσεις αυτές 
τόσο στις φυσικοχημικές όσο και στις βιολογικές ιδιότητες των 
πρωτεϊνών αποτελούν τη λεγόμενη μετουσίωση αυτών.

III. 1. Δεσυοί Υδοονόνου - ΥδοόιοοΒεο αλληλεπιδράσεις

Οι κυριώτεροι τύποι δυνάμεων που υπεισέρχονται στη δια­
τήρηση της διαμόρφωσης των πολυπεπτιδικών αλυσίδων είναι οι 
δεσμοί υδρογόνου και οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, ενώ σε 
μικρότερο βαθμό συνεισφέρουν οι ιοντικοί δεσμοί και οι δυνά­
μεις Van der Waals.

Η δευτεροταγής σύνταξη μιας πρωτεΐνης σταθεροποιείται 
κύρια με δεσμούς υδρογόνου που αναπτύσσονται» 
α) μεταΐύ ατόμων του πεπτιδικού σκελετού 
β) μεταΐύ παράπλευρης αλυσίδας και πεπτιδικού σκελετού

Δεσμός υδρογόνου μεταΐύ 
ατόμων του πεπτιδικού 
σκελετού.

Δεσμός υδρογόνου μεταξύ 
παράπλευρης αλυσίδας και 
πεπτιδικού σκελετού.

Δεσμός υδρογόνου μεταϊύ 
παράπλευρων αλυσίδων (πχ 
τυροσίνης και σερίνης).

γ) μεταΐύ παράπλευρων αλυσίδων

\ /
Β - \ C ® 0 ...
Η - Ν

\
/ C " 

Η - Ν
\ -  
/ \

\ /

Ο οη 0 - Cι
\

/

C - R

Ν - R

j. Η Η

( 3 - ο η - μ -
'— ' Η
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Ot δύο βασικές δευτεροταγείς δομές στις πρωτεΐνες είναι,: 
α) η α-έλικα και. β) η β-διάταΐη πτυχωτού φύλλου. 
α) Σύνταΐη α-έλικας: Ot Pauling «at Corey’’ κατασκεύασαν από 
ατομικά πρότυπα πολυπεπτιδικές αλυσίδες και βρήκαν πως η 
απλούστερη και σταθερότερη διάταΊη είναι αυτή της α-έλικας 
(σχήμα 4).
Στη διάταξη αυτή συναντάμε 3,6 πεπτιδικές μονάδες σε μία πλή­
ρη σπείρα της έλικας. Η σταθερότητα της α-έλικας οφείλεται στο 
σχηματισμό δεσμών υδρογόνου μεταΐύ του C0 κάθε πεπτιδικού δε­
σμού και της ΝΗ-ομάδας του τέταρτου κατά σειρά πεπτιδικού 
δεσμού προς την κατεύθυνση της ακραίας καρβο^υλομάδας. Τυπικά

Η Η Η 0  Η Η Η 0  Ηι I I I  > I * Η I
β) —N-C-C—N-C-C-N-C-C—N-C-C-N-C—Ο­

Ι Ι| ι I I I  I I I II
RiO Ra Η RsO FU H R=0

ι__________________________ f

Σνόυα 4. a) Αναπαράσταση α-έλικας με τους χαρακτηριστικούς δε­
σμούς υδρογόνου, 0) Η σταθερότητα της α-έλικας οφεί­
λεται στο σχηματισμό δεσμό υδρογόνου μεταξύ του C0 
ενός πεπτιδικού δεσμού και της ΝΗ-ομάδας του τέταρτου 
κατά σειρά πεπτιδικού δεσμού.
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παραδείγματα πρωτεϊνών που η δομή τους έχει ως βάση την 
α-έλικα είναι η α-κερατίνη, η μυοσίνη και η επιδερμίνη.
Β1 Β-διάταξη πτυνωτού ούλλου; Από τους Pauling και Corey* 
προτάθηκε άλλο ένα μοντέλο δομής που ονομάζεται διάταξη β-πτυ­
χωτού ιρώλλου και σύμφωνα με το οποίο έχουμε μία πριονοειδή 
διάταξη της πεπτιδικης αλυσίδας. Με τον τρόπο αυτό παρακεί­
μενες πεπτιδικές αλυσίδες σταθεροποιούνται με αποκατάσταση 
δεσμών υδρογόνου κάθετων προς τον άΐονα τους, στους οποίους 
συμμετέχουν όλες οι ομάδες C0 και ΝΗ και προκύπτει η δομή β- 
πτυχωτού φύλλου στην οποία οι πεπτιδικές αλυσίδες μπορούν να 
•είναι είτε παράλληλες είτε αντιπαράλληλες. Στη διάταξη 
β-πτυχωτού φύλλου οι πλευρικές ομάδες R προεξέχουν από την 
επιφάνεια του πτυχωτού φύλλου προς τα πάνω και προς τα κόπτω.

Αντιπροσωπευτικός εκπρόσωπος δομής β-πτυχωτού φύλλου με 
παράλληλη διάταξη είναι η β-κερατίνη* ενώ με αντιπαράλληλη 
διάταξη η φιβροΐνη της μετάξης.

Σνήυα 5. Σύνταξη 0'-πτυχωτού φύλλου με αντιπαράλληλες πεπτιδι- 
κές αλυσίδες.

Εκτός από τους δεσμούς υδρογόνου σημαντικό ρόλο στη στα­
θεροποίηση της δε^τεροταγούς σύνταξης μιας πρωτεΐνης παίζουν 
και οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. 0 Kauzmann10 ήταν ο πρώτος 
που καθιέρωσε τον όρο "υδρόφοβος δεσμός" για να ορίσει την αλ­
ληλεπίδραση μη πολικών πλευρικών αλυσίδων. Αναλυτικά οι
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Σνόυα 6. θεσμού υδρογόνου μεταξύ δύο παράλληλων (σ) , και δύο 
αντίπαράλληλων (0), πεπτιδικών αλυσίδων.

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις οφείλονται στην τάση των παράπλευρων 
αλυσίδων R που δεν είναι υδατοδιαλυτές να απομακρύνονται από 
το υδατικό μέσο που περιβάλλει την πρωτεΐνη και να προσανατο-

- CH*:.'
..CHtsCHs

\

•Clfe
CH - Αλληλεπίδραση υδρόφοβων παρά­

πλευρων αλυσίδων (π.χ. αλανί- 
νης και ισολευκίνης).

Αλληλεπίδραση αρωματικών δακ- 
τυλ ίων.

λύονται στο εσωτερικό του μορίου. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα οι 
υδρόφοβες πλευρικές αλυσίδες να εξαναγκάζονται να πλησιάσουν η 
μία την άλλη όχι λόγω έλξης, αλλά προς αποφυγή του νερού. Επι­
πλέον έχει διαπιστωθεί ότι αυξανομένης της θερμοκρασίας μέχρι 
το όριο των 60eC, οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις γίνονται ισχυ­
ρότερες και αυξάνονται αυξανομένης της πολικότητας του διαλύτη 
ή παρουσ ία ιόντων11.
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III. 2, Ηλεκτοοστοπτικέα αλληλεηιδοάοεic Δυνάυεις Van d e r  

W&ala

Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσε ις δημ ιουργούνται μεταξύ 
μιας θετικά φορτισμένης αμινομάδας που ανήκει, είτε στο αμινο- 
τελικό αμινο^Ο, είτε στην πλευρική αλυσίδα της λυσίνης ή της 
γούνανιδομάδας της αργινίνης ή ιστιδίνης και μιας αρνητικά 
φορτισμένης καρβο'ξυλομάδας της πλευρικής αλυσίδας του ασπσρτι-

κοΟ ή γλουταμινικοΟ αμινο^έως ή του καρβοΊυτελικοϋ αμινο^έος, 

- ΝΗ*® ...θ -C - Ιοντικός δεσμός

Αύξηση της θερμοκρασίας σταθεροποιεί τις ηλεκτροστατικές αλλη­
λεπιδράσεις ενώ αντίθετα αύξηση της συγκέντρωσης άλατος τις 
αποσταθεροποιεί.

Οι δυνάμεις Van der Weals ενεργούν σε μικρή σχετικά από­
σταση, η ισχύς τους είναι της τάξεως περίπου του δεσμού υδρογό­
νου και μεταβάλλονται ανάλογα προς το r-* όπου r η απόσταση 
μεταξύ των μορίων. Οι δυνάμεις αυτές διακρίνονται στις επιδρά­
σεις διπόλου-διπόλου, διπόλου-επαγόμενου διπόλου και στις δυ­
νάμεις διασποράς ή London12. Οι τελευταίες είναι οι πλέον 
ισχυρές δυνάμεις Van der Waals,αναπτύσσονται μεταξύ μη πολικών 
μορίων σε μη πολικό μέσο και εξηγούνται με την παραδοχή ότι το 
ηλεκτρονιακό νέφος και ο πυρήνας βρίσκονται σε κατάσταση δόνη­
σης, με συνέπεια να σχηματίζονται στιγμιαία δίπολα τα οποία 
έλκονται μεταξύ τους.

Από τη μέχρι σήμερα κρυσταλλογραφική μελέτη των εν"ζύμων 
έχει διαπιστωθεί ότι πολλά ένξυμα είναι μονομερείς πρωτεΐνες, 
δηλαδή το μόριο τον*ς αποτελείται από μία απλή αλυσίδα η οποία 
αναδιπλώνεται κατά τέτοιο τρόπο ώστε να επιτρέπει τη μέγιστη 
υδροφοβική αλληλεπίδραση, η οποία θα είναι σύμφωνη με το 
βέλτιστο σχηματισμό δεσμών υδρογόνου μεταξύ των ποικίλων πλευ­
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ρικών αλυσίδων και του ηεπτιδικού σκελετού. Χαρακτηριστικό πα­
ράδειγμα ενός τέτοιου ενζύμου είναι η λυσοζύμη13·1·*.

Το μόριο της λυσοζύμης (σχ.7,8) αποτελείται από μία απλή 
πολυπεπτιδική αλυσίδα με 129 αμινοζέα, της οποίας η διαμόρφωση 
είναι α-έλικα και μία μόνο περιοχή β-πτυχωτού φύλλου.

/

Σν*αια 7 . Ενα μοριακό μοντέλο της λυσοζύμης στο onoCo σημειώνε­

ται η δέσμευση του υποστρώματος σε μία ρωγμό στην ε­

πιφάνεια του ενζύμου.

I
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Σ υ finer 8 . Οιαγραμμαχικό αναπαράσταση xn? αλυσίδα? xn? λυσοζύμη?.

III. 3. Το κεντρικό δόγυα τησ Μοριακής Βιολογίας

Το "κεντρικό δόγμα" της Μοριακής Βιολογίας δέχεται ότι η 
διαμόρφωση που υιοθετείται από μία πρωτεΐνη στη μητρική της ή 
πρωτογενή κατάσταση είναι αυτή της χαμηλότερης ελεύθερης ενέρ­
γειας δηλαδή η περισσότερο σταθερή θερμοδυναμικά στο φυσικό 
περιβάλλον. Αυτή η γενική αρχή ισχύει σε συστήματα που βρί­
σκονται σε ισορροπία, πράγμα το οποίο δεν συμβαίνει στους 
■ζωντανούς οργανισμούς και επομένως δεν είναι πάντα εφικτό στην 
πολυπεπτιδική αλυσίδα να αναζητά την πλέον σταθερή στερεοχημι- 
κή διάταζη. Η παραπάνω παραδοχή του "κεντρικού δόγματος" της 
Μοριακής βιολογίας αν και ισχύει σε αρκετά πρωτεϊνικά μόρια 
όπως η ριβονουκλεάση-Ά, λυσοζύμη, τρυψίνη, κ.α. θα παραμείνει 
ωστόσο υπόθεση μέχρι να μελετηθούν πολύ περισσότερα ένζυμα.

Έχουν περιγράφει πειράματα στα οποία η πρωτογενής διαμόρ­
φωση ανασχηματίζεται αυθόρμητα ύστερα από μεταβολή της. Έτσι
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αναγωγή των τεσσάρων δισουλφιδικών δεσμών της ριβονουκλεάσης 
με μερκαπτοαιθανόλη σε διάλυμα ΘΜ ουρίας, προκαλεί ξεδίπλωμα 
του μορίου που συνοδεύεται, από μεταβολή των φυσικοχημικών 
ιδιοτήτων και απώλεια της ενζυμικής δράσης. Κατάλληλες συνθή­
κες οδηγούν στην αυθόρμητη ανά­
κτηση της πρωτογενούς διαμόρφω­
σης που συνοδεύεται με επάνοδο 
της εν^υμικής δραστηριότητας 
και των χαρακτηριστικών φυσικο­
χημικών παραμέτρων της ριβονου­
κλεάσης1·3 . Η ανάκτηση της πρω­
τογενούς διαμόρφωσης προϋποθέ- 
τειτο σωστό ανασχηματισμό των 
τεσσάρων δεσμών -S-S-. Μία ικα­
νοποιητική εΐήγηση της δημιουρ­
γίας των τεσσάρων ίδιων δισουλ- 
φιδικών δεσμών είναι η εΊής: 
Εφ'όσον ο πρώτος δισουλφικός δε­
σμός σχηματισθεί με οΊείδωση δύο 
σουλφυδρυλομάδων που βρίσκονται 
κοντά, δισουλφιδική ανταλλαγή 
λαμβάνει χώρα1Α.

Ri — S — S — Ra + RsSH
RiSH + R 3-S-S-R 3

Έτσι επιτρέπεται στην επαναοίειδωμένη πρωτεΐνη να ανάζητήσει 
μέσω όλων των δυνατών συνδιασμών τον πιο "σωστό", δηλαδή τον 
περισσότερο σταθερό και επομένως τον πιο πιθανό.

II 1.4. Τεταοτοτσχής και ΤΤευπτοτανήο 6oun των εν^ύμων

Στην τελευταία δεκαετία εδραιώθηκε η άποψη ότι τα μόρια 
των περισσοτέρων πρωτεϊνών με μοριακά βάρη μεγαλύτερα από 
50.000 αποτελούνται από περισσότερες της μιας πεπτιδικές αλυ-
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οίδες. Η διάταΐη αυτών των αλυσίδων και. οι ανατομικές σχέσεις 
της μιας προς τις άλλες δεν είναι τυχαίες, αλλά σαφώς καθορι­
σμένες και επαναλαμβάνονται πιστά από μόριο σε μόριο. Αυτές οι 
σχέσεις στο χώρο των διαφόρων πεπτιδικών αλυσίδων ενός πρωτέί- 
νικού μορίου αποτελούν την τεταρτοταγή διαμόρφωση της δομής 
του μορίου.

ΪΤολλά πρώτεινικά μόρια όπως π.χ. της λυοοζύμης είναι 
μονομερείς πρωτεΐνες, δεν έχουν δηλαδή τεταρτοταγή δομή. Αντί­
θετα άλλα μόρια όπως της αιμοσφαιρίνης1^·ιθ (σχ.9) και της φω- 
σφορυλο-οίικής μουτάσης1<? παρουσιάζουν τεταρτοταγή δομή (σχ. 
10) .

Σνήυα 9 . Το μόριο της αιμοσφαιρίνης.

Η συγκρότηση τέτοιων μορίων από τις αντίστοιχες πεπτιδικές 
αλυσίδες οφείλεται σε αλληλεπιδράσεις ομάδων που βρίσκονται 
στην είωτερική επιφάνεια και συνδέεται άμεσα με την ύπαρζη 
υδρόφοβων αμινοζέων στις πεπτιδικές αλυσίδες.
Μόρια που περιέχουν περισσότερο από 30% υδρόφοβα αμινοΊέα, 
είναι αδύνατον να διπλώσουν κατά τέτοιο τρόπο ώστε όλες οι 
υδρόφοβες ομάδες να βρεθούν στον εσωτερικό χώρο που δημιουρ- 
γείται από την αναδίπλωση κάθε απλής αλυσίδας. Αυτό έχει σαν 
αποτέλεσμα πολλές υδρόφοβες ομάδες να είναι εκτεθειμένες στο 
υδατικό μέσο και να αλληλεπιδρούν μεταζύ τους.
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Σγ^ιια 1 0 . Τ ο μ ό ρ ι ο  τ η ς  φ ω σ φ ο ρ υ λ ο -ο Ξ ικ ή ς  μ ο υ χ ά σ η ς .

Από τα παραπάνω φαίνεται ότι η κατευθυντήρια δύναμη για 
την τεταρτοταγή δομή είναι οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις ενώ οι 
δεσμοί υδρογόνου και οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις είναι 
μικρότερης σημασίας. Όπως και στην περίπτωση της τριτοταγούς 
δομής, η φυσική τεταρτοταγής δομή είναι κάτω από τις κυτταρι­
κές συνθήκες η πλέον σταθερή θερμοδυναμικά και επομένως η 
πλέον πιθανή.

Τέλος το ανώτερο επίπεδο οργάνωσης στη δομή των ενΈύμων 
είναι η πεμπτοταγής διαμόρφωση. Αυτή αφορά τις σχέσεις στο 
χώρο που εμφανίζουν τα μεμονωμένα ένδυμα στα πολυενζυμικά συ­
στήματα. Η δομή των μακρομοριακών αυτών συμπλόκων σταθεροποι­
είται από δευτερεύοντες δεσμούς όπως και στη τεταρτοταγή 
διαμόρφωση, έτσι ώστε η σχετική θέση των επιμέρους εν'ζύμων να 
παραμένει σταθερή. Παράδειγμα πολυενζυμικού συστήματος είναι 
το σύμπλοκο της δευδρογονάσης του πυροσταφυλικού ο^έος.
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III.5. Παράγοντες που επηρεάζουν τη διαιιόροωση του πρωτεΐνικού

Μεταβολές στη θερμοκρασία, στο pH, στην ιοντική ισχύς, ή 
στη διηλεκτρική σταθερά του διαλύματος μιας πρωτεΐνης, συνήθως 
έχουν επιπτώσεις στην τρισδιάστατη δομή του πρωτεΐνικού μο­
ρίου. Δηλαδή παρατηρούμε στην πρωτεΐνη σημαντική μεταβολή της 
πρωτογενούς δομής, πράγμα που ονομάζεται σύμφωνα με τον ορισμό 
του Tanford "μετουσίωση της πρωτεΐνης"30.

Σνόυα 11. Σχηματική αναπαράσταση του ξεδιπλώματος μιας πρωτεΐ-

Υψηλές συγκεντρώσεις ουρίας (6-8Μ) και αλάτων γουανιδίνης 
(4-8Μ) καθώς και ανιονικά και κατιονικά απορρυπαντικά· προκα- 
λούν ζεδίπλωμα της πεπτιδικής αλυσίδας πιθανόν μέσω παρεμβάσε­
ων στις υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις (σχ.11). Επίσης ορισμένα 
αντιδραστήρια προκαλούν καθίζηση των πρωτεϊνών και συγχρόνως 
οριστική ή μη οριστική απώλεια της ενζυμικής δράσης. Τυπικά 
παραδείγματα μή οριστικής απώλειας της ενζυμικής δράσης αποτε­
λεί η χρήση των ιόΥτων υδραργύρου κατά την πορεία καθαρισμού 
των ενζύμων παπαΐνη και ενολάση. Τα ένζυμα αυτά αφού καταβυθι­
στούν και συγχρόνως μετατραπούν σε ανενεργό, επαναδιαλύονται 
και συγχρόνως επανακτούν την ενεργότητά τους, με απομάκρυνση 
των ιόντων υδραργύρου με τη βοήθεια χηλικών αντιδραστηρίων 
όπως το E.D.T.A.

□ορίου.

διαμόρφωση

νης.
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Γενικά όταν η μετουσίωση προκαλεί μόνον το ξεδίπλωμα της 
πεπτιδικής αλυσίδας είναι πλήρως αντιστρεπτή, ενώ όταν προκα­
λεί μεταβολές στις πλάγιες αλυσίδες ή μεταβολή στη διάταξη των 
δισουλφιδικών δεσμών είναι μή αντιστρεπτή.
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IV. Aoufi Ενζύιιων και λε ιτουοτ ία

Τα ένζυμα κατατάσσονται στις λειτουργικές πρωτεΐνες, 
σ'εκείνες δηλαδή που χαρακτηρίζονται από την ικανότητά τους να 
δεσμεύουν εκλεκτικά ορισμένες ουσίες που γενικά μεν καλούνται 
"ligands", ειδικά δε για τα ένζυμα υποστρώματα. Στην επιφάνεια 
της πρωτεΐνης, μπορεί να υπάρχουν πολλά σημεία σύνδεσης, καθέ­
να όμως απ'αυτά έχει την ικανότητα να δεσμεύει μόνο μιας 
ορισμένης κατηγορίας υποκαταστάτες. Αυτό αποτελεί την εζειδί- 
κευση των ενζύμων η οποία εζαρτάταί:
-α) από την ύπαρζη χαρακτηριστικών γεωμετρικών προϋποθέσεων για 
το σωστό προσανατολισμό του υποστρώματος στο σημείο σύνδεσης 
και β) από την παρουσία χαρακτηριστικών ομάδων στο ένζυμο και 
στο υπόστρωμα για την ανάπτυξη δυνάμεων σύνδεσης.

Το υπόστρωμα δεσμεύεται στην ενεργό περιοχή του ενζύμου, 
με τον ίδιο περίπου τρόπο που δεσμεύονται γενικά οι διάφοροι 
υποκαταστάτες στις πρωτεΐνες. Στα ένζυμα η σύνδεση αυτή ακο­
λουθείται απο μια χημική αντίδραση λόγω της ειδικής φύσης της 
ενεργού περιοχής.

IV. 1.1. Σηυεία σύνδεσης του ενζύμου

Η γενική μορφή μιας ενζυμικής αντίδρασης είναι:
S + Ε — * ES — » Ε + Ρ 

λ________________ ι
0 σχηματισμός του συμπλόκου ενζύμου-υποστρώματος (ES) είναι 
συνέπεια των εζής:
α) του υψηλού βαθμού εζειδίκευσης που παρουσιάζουν τα ένζυμα 
(Fischer 1894)=1.
β) της μορφής της καμπύλης της ταχύτητας της ενζυμικής αντί­
δρασης συναρτήσει της συγκέντρωσης του υποστρώματος (Brown 
1902==, Henri 1902=3 και
γ) της προστασίας πόυ παρέχουν τα υποστρώματα στην αδρανοποίη- 
ση των ενζύμων (O’Sullivan and Tompson 1890=Λ)·
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Σχήυα 12. Πρότυπο κλειδί-κλειδαριά.

0 υψηλός βαθμός εξειδίκευσης των ενζύμων παρακίνησε τον 
Emil Fischer το 1894 να προτείνει, ότι το υπόστρωμα και. το 
ένζυμο ταιριάζουν όπως το κλειδί στην κλειδαριά (lock-key 
hypothesis)®1 (οχ.12). Σύμφωνα με την υπόθεση αυτή ο Fischer 
θεώρησε ότι κάθε ένζυμο έχει μια περιοχή, που καλείται σημείο 
σύνδεσης του υποστρώματος Π ενεργός περιοχή και η οποία είναι 
συμπληρωματική ως προς το μέγεθος, σχήμα και τη χημική φύση 
του μορίου του υποστρώματος. Έτσι μόνο ένα είδος μορίου ή το 
πολύ ένας περιορισμένος αριθμός μορίων, μπορούν να συνδεθούν 
με το ένζυμο και να δράσουν ως υποστρώματα.

Σήμερα γνωρίζουμε ότι η ενεργός περιοχή δεν είναι μία 
άκαμπτη κοιλότητα, αλλά μάλλον μία ακριβής διευθέτηση στο χώρο 
των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων, οι οποίες μπορούν να 
αλληλεπιδρούν με αντίστοιχες ομάδες του υποστρώματος. Επίσης 
μια σύγκριση των μοριακών βαρών των ενζύμων και των αντίστοι­
χων υποστρωμάτων τους, μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι το σημείο 
σύνδεσης πρέπει να βρίσκεται σε ένα μικρό τμήμα του μορίου, 
που στα περισσότερα ένζυμα παίρνει τη μορφή μιας ρωγμής ή σχι­
σμής στη δομή του ενζύμου. Τα άτομα των πλευρικών αλυσίδων των 
αμινοΊέων που αποτελούν το σημείο σύνδεσης (A,B,C, σχ.13), 
έρχονται σε επαφή με τα άτομα του υποστρώματος, πλησιάζουν 
δηλ. σε ακτίνα Van der Waals.
Ηλεκτροστατικές έλξεις, δεσμοί υδρογόνου και υδρόφοβες αλλη­
λεπιδράσεις, όλες μαζί ή και κάθε μια χωριστά, εξασφαλίζουν 
την αντιστρεπτή σύνδεση του υποστρώματος στην ενεργό περιοχή 
του ενζύμου.
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Σγήυα 13. Σχηματική παρασχαση της ενεργού* περιοχής ενός εντό­
μου με A,B,C τα σημεία σύνδεσης.

Εκτός των ομάδων αυτών που αντιδρούν άμεσα με το υπό­
στρωμα, μπορεί να υπάρχουν και πλευρικές αλυσίδες οι οποίες, 
αν και βρίσκονται πολύ κοντά στο υπόστρωμα δεν αντιδρούν άμεσα 
με αυτό. Εαν οι ομάδες αυτές έχουν τον κατάλληλο χημικό τύπο 
και βρίσκονται στη σωστή θέση ώστε να καταλύουν την αντίδραση 
σύνδεσης με το υπόστρωμα, τότε η περιοχή σύνδεσης είναι μία 
ενεργός περιοχή.

Η ενεργός περιοχή ενός ενζύμου σύμφωνα με την Koshland 
περιλαμβάνει τις ομάδες σύνδεσης ή "ομάδες επαφής" και τις κα­
ταλυτικές ομάδες που διακρίνονται σε "βοηθητικές και συνεισφο­
ράς", οι οποίες συμβάλλουν στη σταθεροποίηση της διαμόρφωσης 
της ενεργού περιοχής και συμμετέχουν άμεσα ή έμμεσα στην κατα­
λυτική διεργασία.

IV.1.2. Συυπαοάγοντες - Προσθετικές ουάδεο

Πολλά ένδυμα για να δράσουν χρειάζονται μη πρωτεϊνικούς 
παράγοντες που ονομάζονται συμπαράγοντες και χωρίζονται σε δύο
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κατηγορίες:
α) Στα ειδικά συνένζυμα, που είναι συνήθως οργανικά μόρια 
περίπλοκης δομής, τα οποία συχνά μεταφέρουν χημικές ομάδες και 
β) Στους ενεργοποιητές που είναι απλής φύσης, όπως π.χ. τα 
ιόντα μετάλλων.

Τα συνένζυμα συνήθως δρουν σαν δέκτες η δότες ηλεκτρο- 
νίων η ακόμη ατόμων και ομάδων που μεταφέρονται κατά την ενζυ- 
μικη αντίδραση. Οι ενώσεις αυτές μπορούν να θεωρηθούν είτε σαν 
συνένζυμα είτε σαν υποστρώματα ανάλογα με το ενζυμικό σύστημα 
που μελετάται. Η δράση τους συνίσταται στην ένωση δύο ενζύμων 
και στο σχηματισμό ενός ενζυμικού συστήματος. Δηλαδή, κάποιο 
ένζυμο μεταφέρει μια ομάδα απο το υπόστρωμα στο συνένζυμο και 
ένα άλλο μεταφέρει αυτή απο το συνένζυμο σε ένα δεύτερο 
υπόστρωμα. Έτσι το συνένζυμο παίζει αφ'ενός μεν ρόλο συνένζυ— 
μου στην όλη ενζυμική πορεία, αφ'ετέρου δε ρόλο υποστρώματος 
στην κάθε ενζυμική αντίδραση χωριστά. Τυπικό παράδειγμα μιας 
τέτοιας πορείας αποτελεί η μετατροπή (αυτοοίειδοαναγωγή) , δύο 
μορίων αλδεύδης σε ένα μόριο οΐέος και ένα αλκοόλης:

αλδεΟδη — » ο"ξύ + αλκοόλη33
Η αντίδραση καταλύεται απο το ένζυμο "αλδεύδομουτάση" με τη 
βοήθεια του συνενζύμου NAD. Η αλδεϋδική μουτάση αποτελείται 
από δυο δεϋδρογονάσες, σε κάθε μια απο τις οποίες το NAD 
παίζει το ρόλο του υποστρώματος.

ΑλδεΟδη + HaO ---» NAD ---» ΑλδεΟδη
αφυδρογονάση αλκοολική 
της αλδεύδης αφυδρογονάση

Υπάρχουν περιπτώσεις που το συνένζυμο αποτελεί μέρος του 
ενζυμικού μορίου, συνδέεται δηλ. με το πρώτεινικό τμήμα με 
ομοιοπολικούς δεσμούς, με αποτέλεσμα να μην είναι δυνατή η 
σύνδεση του συνενζύμου πότε μ'ένα ένζυμο και πότε με άλλο. Σ' 
αυτές τις περιπτώσεις το συνένζυμο ονομάζεται προσθετική ομότ- 
δα. Τυπικό παράδειγμα αποτελεί το κυτόχρωμα C, στο οποίο η 
προσθετική ομάδα, η αίμη, συνδέεται ομοιοπολικά με την Cys(14) 
και την Cys(17) της πεπτιδικής αλυσίδας του κυτοχρώματος.
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Οι ενεργοποιητές που αποτελούν την δεύτερη κατηγορία εί­
ναι ορισμένα ιόντα μετάλλων. Συγκεκριμένα έχουν βρεθεί περί­
που 15 ιόντα μετάλλων όπως π.χ. Ν&-. Κ-, Ζη-~, Cu""", Fe** 
κ.α., και ένας πολύ μικρός αριθμός ανιόντων όπως C1-=A, τα 
οποία είναι απαραίτητα στα ένδυμα για την εκδήλωση της ενξυμι- 
κής τους δραστικότητας.

Το σύμπλεγμα ενξύμου-συνενξύμου (ή προσθετικής ομάδας) 
ονομάζεται ολοένξυμο, και μόνο το πρωτε'ίνικό μέρος αποένξυμο. 
Οι συμπαράγοντες είναι γενικά σταθεροί στη θερμοκρασία, μολο­
νότι τα περισσότερα ένδυμα χάνουν την ενεργότητά τους με τη 
.θέρμανση.

IV. 2. Λνίννευση και Υαοακτηοιοιιος των οπυείων σύνδεσης του 
ενξύυου

Υπάρχει σήμερα στη διάθεση των ερευνητών μια μεγάλη ποι­
κιλία μεθόδων εξαιρετικά ευαίσθητων που συμβάλλουν στην 
ανίχνευση και μελέτη του ενεργού κέντρου των ενξύμων. Η μελέτη 
αυτών μπορεί να προσφέρει σημαντικές πληροφορίες στον ερευ­
νητή, ώστε να εξακριβωθεί ποιά αμινοξέα είναι απαραίτητα ή 
όχι, για την εκδήλωση της καταλυτικής δραστικότητας του 
ενζύμου.

Στη συνέχεια αναφέρονται μερικές από τις πλέον επίκαιρες 
μεθόδους που χρησιμοποιούνται για τη μελέτη και το χαρακτηρι­
σμό του ενεργού κέντρου των ενίύμων.

IV. 2.1. Φωτουετοικές ιιέθοδοι

α) Φασματοφωτομετρικές μέθοδοι
Πολλές φορές οι φασματικές ιδιότητες του Ε, ή του S, ή 

και των δύο μεταβάλλονται όταν σχημοτυισθεί το σύμπλοκο ES, με 
αποτέλεσμα να μπορέί να χρησιμοποιηθεί μία φασματοφωτομε­
τρ ική μέθοδο για την παρακολούθηση της αντίδρασης. Για παρά­
δειγμα εάν το υπόστρωμα ή το σύμπλοκο ή και τα δύο απορροφούν 
στη περιοχή του ορατού ή υπεριώδους, τότε επιλέγεται ένα
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συγκεκριμένο μήκος κύματος στο οποίο, είτε η εξαφάνιση του 
υποστρώματος είτε η εμφάνιση του συμπλόκου ES, ακολουθείται 
από μία σημαντική μεταβολή στην απορρόφηση του φωτός. Ετσι 
παρακολουθείται ποσοτικά η πρόοδος της αντίδρασης, με απλή 
μέτρηση της μεταβολής στην απορρόφηση.

β) Πολωσιμετρικές μέθοδοι
Συχνά το υπόστρωμα μιας εν“ζυμικής αντίδρασης είναι οπτι­

κά μη ενεργό και τα προϊόντα ενεργά ή και αντίστροφα. Επίσης 
μπορεί το υπόστρωμα να στρέφει το επίπεδο του πολωμένου φωτός 
προς την μία κατεύθυνση και τα προϊόντα προς την αντίθετη. Σε 
αυτές τις περιπτώσεις παρακολουθείται η πορεία της εν“ζυμικής 
αντίδρασης είτε με την τεχνική του κυκλικού διχρωισμού, (C.D.) 
είτε με της οπτικής ατροφικής διασποράς (O.R.D.).

γ) Μέθοδοι φθορισμού
Με τη μέθοδο αυτή παρακολουθείται είτε ο φθορισμός που 

οφείλεται στα αμινοΐεα Trp, Tyr και Phe, είτε ο φθορισμός που 
οφείλεται σε φθορί"ζουσες ομάδες που έχουν συνδεθεί με κάποιο 
τρόπο στην πρωτεΐνη.

IV. 2.2. Μέθοδοι ιιε ηλεκτρόδια

Στις περιπτώσεις που δεν μπορεί να εφαρμοσθεί καμία από 
τις παραπάνω τεχνικές, υπάρχει μία ποικιλία τύπων ηλεκτροδίων 
που χρησιμοποιούνται για την παρακολούθηση της ταχύτητας της 
ενίυμικής αντίδρασης. Τυπικά παραδείγματα τέτοιων τεχνικών 
αποτελούν το ηλεκτρόδιό υάλοιΡ-7, με το οποίο παρακολουθείται η 
μεταβολή του pH και το ηλεκτρόδιο οξυγόνου2® με το οποίο παρα- 
κολουθείται η μεταβολή της συγκέντρωσης οξυγόνου συναρτήσει 
του χρόνου.

IV.2.3. Χπυικές τροποποιήσεις

Όταν το σύμπλοκο εν“ζύμου-υποστρώματος είναι π.χ. κρυ­
σταλλικό τότε> με τη μέθοδο της κρυσταλλογραφίας διαπιστώνε-
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ται σχετικά εύκολα π δομή του σημείου σύνδεσης. Δυστυχώς όμως 
τέτοια σύμπλοκα δεν είναι πάντα εύκολο να σχηματιστούν και 
έτσι 6α πρέπει να αναζητηθούν έμμεσοι τρόποι αναγνώρισης των 
αμινοζέων της ενεργού περιοχής. Οι τρόποι αυτοί στηρίζονται 
κατά κύριο λόγο στην παρακολούθηση της καταλυτικής δραστι- 
κότητας του ενζύμου, μετά απο χημική τροποποίηση παράπλευρων 
αλυσίδων συγκεκριμένων αμινοζέων στο μόριο του ενζύμου. Η 
στρατηγική αυτής της μεθοδολογίας στηρίζεται στο γεγονός ότι 
αν το ένζυμο χάσει τις καταλυτικές του ιδιότητες μετά από 
δέσμευση κάποιου αμινοζέος τότε θα πρέπει το αμινοζύ αυτό να 
βρίσκεται στην ενεργό περιοχή.

Σπάνια όμως μια χημική αντίδραση μπορεί να έχει σαν 
στόχο της ένα και μόνο αμινοζύ στο μόριο του ενζύμου. Συνήθως 
ένα χημικό αντιδραστήριο αντιδρά με όλα ή τα περισσότερα όμοια 
αμινοζέα του ενζύμου, ανείάρτητα αν αυτά βρίσκονται στο σημείο 
σύνδεσης ή όχι. Επίσης είναι δυνατόν η τροποποίηση κάποιου ή 
κάποιων αμινοζέων που δεν αποτελούν μέρος του ενεργού κέντρου 
να ελαττώνει τη δραστικότητα του ενζύμου λόγω πιθανής μεταβο­
λής της διαμόρφωσης του μορίου.

Γι'αυτούς τους λόγους απαιτούνται περισσότερο πολύπλοκοι 
χειρισμοί. Η χημική τροποποίηση γίνεται π.χ. παρουσία και 
απουσία του υποστρώματος. Αν το υπόστρωμα προστατεύει το ένζυ­
μο απο αδρανοποίηση, συγκριτικά με το αποτέλεσμα που προκαλεί 
η χημική τροποποίηση απουσία υποστρώματος, τότε οι πιθανότητες 
είναι μεγάλες να γίνεται η αντίδραση στην ενεργό περιοχή. Ένα 
τυπικό παράδειγμα αποτελεί το ένζυμο αφυδρογονάση της γλυκερι- 
νολδαδεϋδοφωσφατάσης=,?, το οποίο μολονότι φέρει τέσσερις 
σουλφυδρυλομάδες ανα μονομερές, μετατρέπεται σε ανενεργό μόνο 
όταν μία συγκεκριμένη σουλφυδρυλομάδα αλκυλιωθεί. Συγκεκριμένα 
όταν στο ένζυμο προστεθεί πρώτα το ιωδοακεταμίδιο και μετά το 
υπόστρωμα η σουλφυδρυλομάδα του αλκυλιώνεται με αποτέλεσμα το 
ένζυμο να αδρανοποΐείται. Αντιθέτως, αν το υπόστρωμα προστεθεί 
πριν το αλκυλιωτικό μέσο,το ένζυμο δεν αδρανοποΐείται. Με άλλα 
λόγια "προστασία μέσω υποστρώματος" αποτελεί σαφή απόδειζη ότι 
η συγκεκριμένη σουλφυδρυλομάδα βρίσκεται στο ενεργό κέντρο.
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Υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός αντιδραστηρίων που αντι­
δρούν εκλεκτικά με τα διάφορα αμινοζέα. Η ιστιδίνη, π.χ. 
αμινοζύ του ενεργού κέντρου της ριΒονουκλεάσης, μπορεί αφ'ενός 
μεν πολύ εύκολα να αλκυλιωθεί με κατάλληλες αλλογονο-ενώσεις30 
λόγω της ιμιδαζολικής της ομάδας, αψ'ετέρου δε να αντιδράοει 
με διαζω-ενώσεις. Η τυροσίνη στο ένζυμο μηλική αφυδρογονάση 
μπορεί να τροποποιηθεί χημικά, είτε με αντιδράσεις που συμμε­
τέχει η υδροΊυλομάδα (ακετυλίωση, ακυλίωση)31, είτε με αντι­
δράσεις που συμμετέχει ο φαινολικός δακτύλιος (ιωδίωση, νίτρω— 
ση) .

IV.3. Σήυανση λόνω συγγένειας,(Affinity label ling) -

Η είειδίκευση που δείχνουν τα ένζυμα στη σύνδεσή τους με 
ενώσεις που έχουν παρόμοια δομή με το υπόστρωμα, χρησιμοποιεί­
ται και για τη σήμανση αμινοζέων της ενεργού περιοχής. Αυτό 
μπορεί να γίνει, αν μία τέτοια ένωση που "μοιάζει" με το 
υπόστρωμα διαθέτει επιπλέον και μία ομάδα που να αντιδρά με 
ομάδα της ενεργού περιοχής και να συνδέεται με αυτήν ομοιοπο­
λικά. Πρωτεολυτική διάσπαση του ενζύμου, οδηγεί στην ανεύρεση 
του ενζύμου με την ομάδα σήμανσης προσκολλημένη σε κάποιο αμι- 
νοζύ της ενεργού περιοχής.
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Οι Milstein και Sanger331 εφάρμοσαν την τεχνική αυτή της 
"σήμανσης λόγω συγγένειας" (affinity labelling)33 σε μία σειρά 
από πειράματα που έκαναν πάνω στη φωσφογλυκομουτάση. χρησιμο­
ποιώντας 1-φωσφορική-γλυκόζη (που περιέχει Ρ3=) ως υπόστρωμα. 
Τα πειράματα έδειϊαν ότι ο Ρ3= έχει συνδεθεί με σερίνη» πράγμα 
που σημαίνει οτι το αμινοζύ αυτό αποτελεί μέρος του ενεργού 
κέντρου του ενζύμου.

Μεγάλη επιτυχία της τεχνικής αυτής ήταν η εφαρμογή της 
στα ένζυμα χυμοτρυφίνη και τρυφίνη από τον Show και τους 
συνεργάτες του34. Αυτοί διαπίστωσαν ότι η ένωση τοσυλο-L-ipai- 
^νυλαλανινοχλωρομεθυλοκετόνη (TPCK) διαθέτει: α) μία αρωματική 
ομάδα που αναγνωρίζεται απο τη χυμοτρυφίνη και β) μία χλωρομε- 
θυλική ομάδα για αντίδραση. Οταν το TPCK συνδεθεί στην ενεργό 
περιοχή της χυμοτρυψίνης τότε η χλωρομεθυλική ομάδα πλησιάζει 
την His(57).H αντίδραση και η ομοιοπολική σύνδεση του αντιδρα­
στηρίου με την His(57), οδηγεί στη σήμανση και στην απόδειίη 
της συμμετοχής του αμινοζέος αυτού, στην ενεργό περιοχή της 
χυμοτρυφίνης. Αν παρασταθεί με RC0CH=C1 το TPCK η αντίδραση 
είναι η εζής:

Χυμοτρυφίνη Χυμοτρυφίνη
CH= - C - Ν 

II ιι
HC CH + TPCK

\  V  ---------------
Ν
ι
Η

Hie 57

CH= - C - Ν 
II il 

HC CH
V
CH=i
C - 0
i
R

TV.4. Επακωκικό φαινόμενο

Μολονότι η θεωρία Fischer βοήθησε σημαντικά στην κατα­
νόηση και εζήγηση πολλών ενζυμικών φαινομένων, υπήρζαν όμως 
και ορισμένες παρατηρήσεις, οι οποίες αποδείχθηκε δύσκολο να 
εξηγηθούν. Έτσι διαπιστώθηκαν πολλές περιπτώσεις κατά τις 
οποίες η δέσμευση του υποστρώματος επέφερε αλλαγή στη τρισδιά­
στατη δομή του ενζύμου. Αυτό συμβαίνει επειδή η δυναμική των
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βιολογικών μορίων eCvat συνισταμένη πολλών αλληλοαναιρούμενων 
δυνάμεων. Έτσι, μια μικρή αλλαγή στο περιβάλλον μπορεί να 
προκαλέσει μία επαναδιευθέτηση της δομής του ενζύμου. Τέτοιες 
αλλαγές στη διαμόρφωση των πρωτε'ίνών έχουν παρατηρηθεί και με­
λετηθεί με τη βοήθεια φασματοσκοπίας κυκλικού διχρωΐσμού (C.D) 
οπτικής ατροφικής διασποράς (O.R.D.) κ.α.

Με βάση αυτές τις παρατηρήσεις ο Koshland3S* το 1959 
πρότεινε τη θεωρία της "επαγόμενης προσαρμογής" (induced fit). 
Σύμφωνα με αυτή τη θεωρία η διαμόρφωση του ενεργού κέντρου του 
ενζύμου επάγεται από το υπόστρωμα καθώς το τελευταίο πλησιάζει 
στην ενεργό περιοχή. Με άλλα λόγια η επαγωγή προκαλεί κατάλλη-

Xyfnia 14. Πρότυπο της επαγόμενης προσαρμογής

λο προσανατολισμό των καταλυτικών ομάδων που είναι απαραίτητες 
για την ενζυμική δράση. Αυτό φαίνεται καθαρά στο σχήμα 14 όπου 
για να μπορέσουν τα αμινοΐέα 1 και 2 να αντιδράσουν με το τμή­
μα -X- του υποστρώματος, θα πρέπει ένζυμο και υπόστρωμα να λά­
βουν τέτοια θέση στο χώρο, ώστε να γίνουν οι ειδικές συνδέσεις 
μεταζύ των συμπληρωματικών τμημάτων Α-Α* και Β-Β*.

Η θεωρία της επαγόμενης προσαρμογής επαληθεύτηκε σε πολ­
λά ένζυμα όπως η καρβοΐυπεπτιδάση, ελαστάση, λυσοζύμη. Με τη 
βοήθεια των ακτινών -X- παρατηρήθηκε στην καρβοζυπεπτιδάση-Α3^ 
ότι η σύνδεση του υποστρώματος προκαλεί μετακίνηση της. 
Tyr(248) κατά 12 A. Η Tyr(248) αποτελεί μέρος της ενεργού 
περιοχής του ενζύμου. Αντίθετα στη χυμοτρυφΙνή3® παρατηρήθηκε
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πολύ μικρή μεταβολή στη διαμόρφωση ύστερα απο σύνδεση με το 
υπόστρωμα. Αυτό σημαίνει οτι σε ορισμένα ένζυμα η ενεργός 
περιοχή είναι προσχηματισμένη ή σχεδόν προσχηματισμένη ενώ σε 
άλλα η ενεργός διαμόρφωση επάγεται με τη σύνδεση του 
υποστρώματος.

IV.5. Ενεοκό κέντοο και αλλοστεοικά σηιιεία σύνδεσης

Μια από τις σημαντικότερες εζελίζεις της Βιοχημείας των 
τελευταίων χρόνων, αφορά τις γνώσεις στον τομέα των αλλο- 
στερικών ενζύμων.

Πολλά ένζυμα διαπιστώθηκε ότι δρουν σε ενώσεις που δεν 
είναι ανάλογες των υποστρωμάτων τους, και προφανώς δεσμεύονται 
σε διαφορετική περιοχή του ενζύμου απ'οτι το υπόστρωμα. Επίσης 
παρατηρήθηκε οτι σε πολλές βιοχημικές πορείες, όπως π.χ. η 
βιοχημική πορεία που οδηγεί στη σύνθεση της ισολευκίνης απο τη 
θρεονίνη. το τελικό προ'ΐόν, π.χ. η ισολευκίνη. είναι ειδικός 
αναστολέας του ενζύμου που καταλύει την πρώτη στη σειρά 
αντίδραση3*7.

Αυτές οι παρατηρήσεις οδήγησαν τους Monod, Changeux και 
Jacob*0 το 1963 στη διατύπωση της έννοιας του "αλλοστερικού 
τροποποιητή" για να περιγράφουν ρυμθιστικά μόρια, όπως την 
L-ισολευκίνη, που άναστέλλουν ή ενεργοποιούν, ένα συγκεκριμένο 
ένζυμο. Κατά τους ερευνητές αυτούς ο αλλοστερικός τροποποιητής 
δεσμεύεται αμφίδρομα στο αλλοστερικό κέντρο του ενζύμου, που 
μπορεί να είναι όχι μόνο μακρυά από το ενεργό κέντρο αλλά και 
σ'άλλη υπομονάδα. Η δημιουργία του συμπλόκου ενζύμου-αλλο- 
στερικού τροποποιητή δεν ενεργοποιεί μια αντίδραση που επηρεά­
ζει τον ίδιο τον τροποποιητή, αλλά προκαλεί μία μικρή αλλά 
σαφή και αμφίδρομη τροποποίηση στη διαμόρφωση του ενζύμου,που 
λέγεται αλλοστερική μετάπτωση. Η μετάπτωση αυτή μεταβάλλει τις 
ιδιότητες του ενεργού κέντρου, επηρεάζοντας μια ή περισσότερες 
κινητικές παραμέτρους που χαρακτηρίζουν την καταλυτική δράση 
του συγκεκριμένου ενζύμου.
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ZnucCo σ ύ ν δ ε σ η ς

B

Σγήιια 15. Σχηματική παράσταση αλλοστερικού ενζύμου με δεσμευ­

μένο υπόστρωμα A , και, δεσμευμένο αναστολέα Β .

Τα αλλοστερικά ένζυμα είναι συνήθως μεγαλύτερου μοριακού 
βάρους, περισσότερο περίπλοκης δομής και, συχνά πιο δύσκολος ο 
καθαρισμός τους συγκρινόμενα με τα μή αλλοστερικά ένδυμα. Αυτό 
οφείλεται στο οτι όλα σχεδόν τα αλλοστερικά ένζυμα αποτε­
λούνται απο υπομονάδες, που κάθε μία μπορεί να αποτελεΐται από 
μια ή περισσότερες πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Η ενεργός περιοχή 
του ενζύμου μπορεί να βρίσκεται στην ίδια πολυπεπτιδική αλυσί­
δα με την αλλοστερική περιοχή ή σε διαφορετική. Τα αλλοστερικά 
ένζυμα παρουσιάζουν συνήθως ανώμαλη και πολύπλοκη κινητική 
συμπεριφορά.

Σνήυα 16. Σχηματική παράσταση αλλοστερικού ενζύμου που αποτε- 
λείται από δύο όμοιες υπομονάδες. Κάθε υπομονάδα από 
δυο πολυπεπτίδια Ρι και Ps . Στο Ρ* βρίσκεται η ενερ­

γός περιοχή και στο Ρ2 η αλλοστερική περιοχή για τον 
τροποποιητή IT*1.

Ένα τυπικό παράδειγμα αλλοστερικού ενζύμου είναι η ασπαρτική 
τρανσκαρβαμυλάσηΑ=ϊ·“*3 (ACTase) που καταλύει την αντίδραση:

I
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ο ο ch=coo-
II I! I

ItN-C-O-PO*2-  +Hi* N-CH-COO < = *  H-N-C-NH-CH-COO +HPOa= -
I
CifcCOO-

H αντίδραση αυτή είναι, η πρώτη, μιας σειράς βιοχημικών αντι­
δράσεων που οδηγούν στη σύνθεση του κυτιδινοτριφωσφορικού 
οΊέος (CTP). Το κυτιδινοτριφωσφορικό οζύ είναι συγχρόνως και 
το τελικό προ'ΐόν, και ο αλλοστερικός αναστολέας του αρχικού 
ενζύμου, μολονότι έχει πολύ μικρή δομ.ική ομοιότητα με το 
υπόστρωμα του ενζύμου.

I V . 6 .  Ε ί ε ι δ ί κ ε υ σ η

Δύο είναι τα θεμελιώδη χαρακτηριστικά των ενζύμων: η
εζειδίκευση και η καταλυτική τους ισχύς. 0 όρος είειδίκευση 
σημαίνει την ικανότητα ενός ενζύμου να καταλύει μία καθορι­
σμένη ενζυμική αντίδραση και να διακρίνει μετα"ξύ πολλών 
υποστρωμάτων που συναγωνίζονται για το ενεργό του κέντρο. Δια- 
κρίνονται οι παρακάτω τρεις περιπτώσεις ενζυμικής ε^ειδί- 
κευσης:
α) "Είειδίκευση αντίδρασης": Το ένζυμο καταλύει ένα ειδικό 
τύπο αντίδρασης, π.χ. μπορεί να καταλύει την οζείδωση των πρω- 
τοταγών αλκοολών σε αλδεϋ'δες,
β) "Είειδίκευση υποστρώματος", που διακρίνεται σε απόλυτη, 
υψηλή και χαμηλή. Ενζυμα με απόλυτη είειδίκευση είναι εκείνα 
που δρουν αποκλειστικά σε ένα μόνο υπόστρωμα π.χ. η ουρεάση 
υδρολύει μόνο την ουρία. Ενζυμα με υψηλή είειδίκευση αλληλεπι- 
δρούν με ένα μικρό αριθμό υποστρωμάτων. Η 2-μονοοΊυγονάση τη<ϊ 
φαινόλης π.χ. οζειδώνει όχι μόνο τη φαινόλη αλλά και την 
ρεσορκίνη και την ο-κρεσόλη. Τέλος ένζυμα με χαμηλή εζειδίκευ- 
ση είναι εκείνα που δρουν σε ενα μεγάλο αριθμό υποστρωμάτων,

: -ν
π.χ. οι φωσφατάσες,: έστεράσες κ.λ.π. υδρολύουν μια μεγάλη ποι­
κιλία φωσφορικών και καρβοζυλικών εστέρων.
γ) "Στερεοχημική εζειδίκευση": ΪΤολλά ένζυμα έχουν ως υπόστρω­
μα ένα από τα δύο πιθανά ισομερή μιας ουσίας που έχει ένα 
ασύμμετρο άτομο άνθρακα, όπως π.χ. η οζειδάση των L-αμινοζέων.
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0 OgstorV*·* ήταν ο πρώτος που ερμήνευσε το φαινόμενο με τη θεω­
ρία των τριών σημείων επαφής μεταΊύ εν^ύμου και υποστρώματος, 
δεχόμενος οτι το ένζυμο διαθέτει τις περιοχές a.b,c (οχ.17) 
που εφάπτονται με τις ομάδες R=,Rs και R* αντίστοιχα του 
ασύμμετρου μορίου του υποστρώματος. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα να 
μην μπορούν και οι δύο οπτικά εναντιομερείς ενώσεις να 
αλληλεπιδράσουν με το ένζυμο (σχ.17 a,b). Εαν υπήρχαν μόνο 2 
σημεία σύνδεσης μεταΐύ εν^ύμου και υποστρώματος, τότβ θα
μπορούσαν και οι δύο μορφές 
τος (σχ. 17 c,d).

να παίζουν το ρόλο του υποστρώμα-

r ϊ .

/ ί \. ..;/·\

/Γ Π ^1 Ενζυμο 1/ 1 Ενζυμο 1/
μ «Μ
ϊ· ΐ·

A Λ \! 1
/» / T i 2I Ενζυμο 1/

k) | Ενζυμο 1/
Ul

Σνήυα 17. Σχηματική παράσταση της υπόθεσης των τριών σημείων.

Η υπόθεση "των τριών σημείων επαφής" εφαρμόσθηκε ευρέως 
από τους μετέπειτα ερευνητές για να εξηγήσουν μια σειρά απο 
φαινόμενα, όπως η είειδίκευση που παρουσιάζουν οι δεΰδρογονά- 
σες τόσο σε σχέση με το υπόστρωμα, όσο και σε σχέση με το 
συνέν“ζυμο που χρησιμοποιούν. Επίσης εφαρμόσθηκε για την 
ανίχνευση-χαρακτηρισμό του ενεργού κέντρου των εν'ζύμων, όπως 
παπαΧ’νη*®, ελαστάσηΑΑ, καρθο'ξυπεπτιδάση*7’ κ.α.

1



V. Κινητική Ενζυιιικών Αντιδράσεων

Η κινητική των ενζύμων είναι ο κλάδος της Ενζυμολογίας 
που ασχολείται με τους παράγοντες που επηρεάζουν την ταχύτητα 
των ενζυμικών αντιδράσεων. Οι περισσότερο σημαντικοί παράγον­
τες είναι η συγκέντρωση των E.S.P.I, το pH, η ιοντική ισχύς 
και η Θερμοκρασία. Η μελέτη των παραγόντων αυτών δίνει 
πληροφορίες για τον τρόπο δράσεως των ενζύμων και τις συνθήκες 
που απαιτούνται σε κάθε ενζυμική ανάλυση.

V.I. Ενζυυικές αντιδράσεις ενός υποστοώυατος -Εξίσωση Michae- 
1is-Menten

Η απλούστερη ενζυμική αντίδραση περιλαμβάνει ένα υπό­
στρωμα S, ένα προϊόν Ρ,

Κ= Κ*
Ε + S ί = *  ES * = *  ΕΡ"<=^ Ε + Ρ (2)

Κ-1 Κ-= Κ - 3

ενώ τα ES και ΕΡ ονομάζονται ενδιάμεσα σύμπλοκα (central 
complexes).

Το διάγραμμα μεταβολής της αρχικής ταχύτητας U με τη 
συγκέντρωση του υποστρώματος S για ένα μεγάλο αριθμό ενζυμικών 
αντιδράσεων είναι ορθογώνια υπερβολή (σχ.18) και χωρίζεται σε 
τρεις σαφείς περιοχές:
α) περιοχή μικρών συγκεντρώσεων όπου η αρχική ταχύτητα της 
αντίδρασης αυξάνει γραμμικά με τη συγκέντρωση του υποστρώμα­
τος.
β) Περιοχή υψηλών συγκεντρώσεων υποστρώματος όπου η ταχύτητα 
γίνεται σταθερή και ανεξάρτητη της συγκέντρωσης του τελευ­
ταίου.
γ) Ενδιάμεση περιο^ συγκεντρώσεων υποστρώματος όπου η ταχύτη­
τα της αντίδρασης ούτε σταθερή είναι, ούτε αυξάνεται γραμμικά 
με τη συγκέντρωση του υποστρώματος.
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Svfujg IB. Η ταχύτητα μιας ενίυμικής αντίδρασης V σε συνάρτηση 
με τη συγκέντρωση του υποστρώματος CS3.

Για να εξηγήσουν την κινητική αυτή συμπεριφορά ο Henri 
(1902)ΑΘ και εν συνεχεία ol Michaelis και Menten (1913)'*’*, 
πρότειναν ότι. η εν“ζυμική κατάλυση προχωρεί με σχηματισμό 
συμπλόκου ενίΐύμου—υποστρώματος (ES) , που γίνεται πριν απο τη 
διάσπαση του υποστρώματος. Επιπλέον αν η μελέτη του συστήματος 
γίνεται σε πολύ αρχικά στάδια της αντίδρασης, όπου το ποσο των 
προϊόντων που δημιουργούνται είναι πολύ μικρό συγκριτικά με το 
ποσό του υποστρώματος που υπάρχει, η εξίσωση (2) απλοποιείται 
και παίρνει τη μορφή:

Κι Κρ
Ε + S * = *  ES ----* Ε + Ρ (3)

Κ-1

Η απλούστερη μέθοδος προσδιορισμού της ταχύτητας της 
ενίυμικής αντίδρασης είναι η μέθοδος της ταχείας ισορροπίας 
(rapid equilibrium). Σύμφωνα με αυτή τα E.S και ES ισορροπούν 
πολύ γρήγορα σε σχέση με την ταχύτητα διάσπασης του ES προς 
Ε,Ρ, ώστε η τιμή του Κρ να γίνεται αμελητέα. Με αυτή την 
παραδοχή οι Michaelis και Menten κατέληΊαν στην εξίσωση:

IS]

Vmax 1 + [ S I  η Vmax Ks + IS)
~Ks
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όπου U- ταχύτητα της αντίδρασης γ ια κάθε χρονική στιγμή
Vmax- η μέγιστη ταχύτητα που παρατηρείται όταν όλο το έν­

ζυμο έχει, μετατραπεί σε ES.
Ks-K-i/Ki - σταθερά διάστασης του συμπλόκου ES.

Η εξίσωση ταχύτητας (1) ισχύει, υπό την προϋπόθεση οτι η ταχύ­
τητα U αναφέρεται σε πολύ μικρό χρονικό διάστημα, οπότε η 
συγκέντρωση του υποστρώματος (S] παραμένει βασικά σταθερή, δη­
λαδή δεν θα πρέπει να έχει χρησιμοποιηθεί περισσότερο από το 
5% του υποστρώματος.

Οι Briggs και Haldane550 έκαναν μία διαφορετική προσέγγι­
ση απο αυτή των Michaelis και Menten, και δέχτηκαν ότι πολύ 
γρήγορα απο τη στιγμή που θα αρχίσει η αντίδραση, δημιουργέί- 
ται μια σταθερή κατάσταση, έτσι ώστε ο ρυθμός μεταβολής της 
συγκέντρωσης του συμπλόκου ES σε συνάρτηση με τον χρόνο να 
είναι μηδέν, δηλ. d [ E s ] / d t - 0 .  Η εξίσωση που κατέληξαν είναι:

Η σταθερά Km είναι μια δυναμική σταθερά ψευδό-ισορροπίας, που 
εκφράζει τη σχέση μεταξύ των συγκεντρώσεων της σταθεράς 
κατάστασης παρά των συγκεντρώσεων ισορροπίας. Εαν το Κρ είναι 
πολύ μικρό τότε Kin-Ks. Όταν (S)-Km τότε από την εξίσωση (2) 
προκύπτει U-l/2 Vmax, δηλαδή η σταθερά Michaelis Km αντι­
στοιχεί σ'εκείνη τη συγκέντρωση του υποστρώματος για την οποία 
η ταχύτητα της καταλυτικής αντίδρασης γίνεται ίση με το ήμισυ 
της μέγιστης ταχύτητας.

Η σηυασία του ποοσδιοοισυού του Km

0 προσδιορισμός της τιμής του Km είναι ιδαίτερα σημαντι­
κός για τους εξής λόγους:

α) To Km καθορίζει μια σχετική τιμή του ενδοκυτταρικού 
επιπέδου του υποστρώματος. Είναι λοιπόν σημαντικό να γνωρίζου­
με εάν αυτό το επίπεδο είναι μεγαλύτερο ή μικρότερο του Km.

[S]
_ U _ _
Vmax

_  Km_ . __U_
” +“ [S)““ η Vmax 

“Kiri
'  Km + 1ST (2 )  <,nou ""
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Εάν [Sl«v.SQKUT.0p.Ke«Kui τότε η ταχύτητα U 6α είναι πολύ ευαί­
σθητη στις αλλαγές του IS], αλλά το μεγαλύτερο μέρος του κατα­
λυτικό 0 δυναμικού του ενζύμου Θα δαπανάται επειδή U<<Vmax. Δεν 
θα υπάρχει επίσης φυσιολογική έννοια όταν (S]>>Km επειδή το U 
δεν Θα μπορεί να ϋεπεράσει το Vmax, και η διαφορά μεταΐυ του U 
για (S]-Km, και του U για [Sl-1000 Km Θα είναι μόνο διπλάσια. 
Επίσης για (S]>>Km,n U δεν θα παρουσιάζει ευαισθησία σε μικρές 
αλλαγές του [S].

θ) Επειδή το Km είναι σταθερό για δεδομένο ένζυμο, π 
αριθμητική του τιμή προσφέρει τη δυνατότητα σύγκρισης ενζύμων 
από διαφορετικούς οργανισμούς ή από διαφορετικούς ιστούς του 
ίδιου οργανισμού ή απο τον ίδιο ιστό σε διαφορετικές καταστρώ­
σεις εζέλιζης.

γ) Εαν το Km που προσδιορίζεται "in vitro" είναι πολύ 
υψηλό, (έζω απο τα φυσιολογικά επίπεδα) τότε πρέπει να ευρε- 
θούν ενεργοποιητές που λειτουργούν "in vivo" και μειώνουν το 
Km. Μετρώντας την επίδραση των διαφορετικών συστατικών πάνω 
στο Km μπορούν να αναγνωρισθούν σπουδαίοι αναστολείς.

δ) Εαν είναι γνωστό το Km τότε μπορούν να ρυθμιστούν οι 
συνθήκες του πειράματος ώστε [S]>>Km και έτσι να προοδιορι- 
σθεί το Vmax, το οποίο αποτελεί μια ένδειζη για το (EJ* 
(αρχική συγκέντρωση Ε).

ε) Η σταθερά Michael is δείχνει τη σχετική καταλληλότητα 
διαφορετικών υποστρωμάτων ενός ενζύμου: Αυτό σημαίνει, οτι το 
υπόστρωμα με το μικρότερο Km έχει την υψηλότερη φαινομενική 
συγγένεια με το ένζυμο. Το καλύτερο υπόστρωμα είναι αυτό που 
έχει το μεγαλύτερο λόγο Vmax/Km.

Τέλος η τιμή της σταθεράς Km εζαρτάται από τη θερμοκρα­
σία, το pH, τη δομή του· υποστρώματος και έχει διαστάσεις 
mol.It-1.

Διεοεύνηση της εξίσωσης Michaelis-Menten
Η διερεύνηση της εζίσωσης Michaelis-Menten οδηγεί σβ 

ορισμένα χρήσιμα συμπεράσματα:
α) Αν [S)<<Km τότε η εζίσωση απλοποιείται σε

Vmax
U -------------- [S]

Km
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και επειδή Vmax/Km-σταθερό, η αντίδραση είναι πρώτης τάξης. Η 
γραμμική αυτή σχέση ισχύει όταν fS)<1/10 Km.

β) Αν [SJ>>Km τότε η εξίσωση απλοποιείται σε U-Vmax, 
δηλαδή η ταχύτητα της αντίδρασης είναι μέγιστη και ανεξάρτητη 
της συγκέντρωσης του υποστρώματος. Η αντίδραση, επομένως είναι 
μηδενικής τάξης. Η σχέση αυτή ισχύει όταν [S] >yl0 Km.

γ) Όταν οι τιμές [S] κυμαίνονται στην περιοχή 0,lKm-10 
Km, οι απλές προσεγγίσεις δεν ισχύουν και η αντίδραση είναι 
μικτής τάξης.

V.2. Μέθοδοι νοαφικήσ απεικόνισηο εν~ζυιιικών κινητικών δεδοιιέ- 
νων

Απο το σχήμα 18 που είναι η γραφική παράσταση της εξίσω­
σης Michaelis-Menten δεν είναι δυνατόν να προοδιορισθεί με 
ακρίβεια η Vmax επειδή η τιμή αυτή προσεγγίζεται μόνο 
ασυμπτωματικά σε πολύ μεγάλες συγκεντρώσεις υποστρώματος, με 
αποτέλεσμα να μη μπορεί να προοδιορισθεί ούτε το Km. Γι' αυτό 
έχουν γίνει προσπάθειες μετασχηματισμού της εξίσωσης 
Michaeli3-Menten σε περισσότερο εύχρηστες μορφές.

V.2.I. Γοαιοική παράσταση των Lineweavet— Burk

To 1934 οι Lineweaver και Burk31 πρότειναν μια απλή 
αναστροφή της εξίσωσης Michaelis-Menten οπότε προκύπτει η. 
σχέση:

1 1 Κ/η 1
— m -- — + — (-- )
U Vmax Vmax IS]

που είναι του γ εν.ικού τύπου y-a+βχ και δίνει ευθύγραμμα
διαγράμματα.
Ετσι το διάγραμμα 1/U προς 1/[S1 είναι ευθεία γραμμή, η οποία
τέμνει τον 1/U άξονα στο σημείο 1/Vmax και τον 1/[S) άξονα στο
σημείο -Ι/Km και έχει κλίση Km/Vmax (σχ.19) .
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K m  K m 2 K m 3X .

1
isi

Σγήυα 19. ϋιάγραμμα Lineweavei— Burk

V.2.2. Γοαωική παράσταση των Hanea-Woolf

Η προηγούμενη μέθοδος γραφικού προσδιορισμού των σταθε­
ρών Vmax και Km, που είναι γνωστή και σαν μέθοδος του "διπλού 
αντιστρόφου", έχει ορισμένα μειονεκτήματα. Το πιο σημαντικό 
απ'αυτά είναι οτι μικρά σφάλματα που παρατηρούνται σε μεγάλες 
αραιώσεις υποστρώματος πολλαπλασιάζονται με τη μέθοδο αυτή, 
και μπορεί να οδηγήσουν σε εσφαλμένη κλίση της ευθείας γραμ­
μής. Λόγω των μειονεκτημάτων της γραφικής παράστασης των 
Lineweaver-Burk έχουν επινοηθεί και άλλες μέθοδοι

Μια τέτοια μέθοδος είναι η γραφική παράσταση Hanes- 
Woolf®2 που βασίζεται στην εζίσωση:

[S] 1 Km
—-—  * ---- [S] + -----
U Vmax Vmax

και η οποία προκύπτει, εαν την εΐίσωση Lineweaver-Burk την 
πολλαπλασιάσουμε με [S]. Το διάγραμμα [S]/U προς [SJ είναι 
ευθεία γραμμή, η οποία τέμνει τον άΐονα του IS] στο σημείο -Km 
και τον άζονα του [SJ/U στο σημείο Km/Vmax, έχει δε κλίση 
1/Vmax.

ij



2vfiua 20. Ωιάγραμμα Hanes-Woolf·

V.2.3. Γοαωική παράσταση των Woolf-Rugustieson-Hofstec

Η μέθοδος avrcff3 Βασίζεται στην εΊίσωση:

U
U - - Km ---- + Vmax (5)

tSJ

I οπότε η γραφική παράσταση της εξίσωσης είναι της μορφή*·' 
U-f(U/[S1).

I Η κλίση της ευθείας είναι -Km, το σημείο τομής με τον ά^ονα U 
i είναι το Vmax, και με τον άΐονα U/ISJ είναι το Vmax/Km.
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V.2.4, Γοαωικ^ παράσταση των Eadie-Scatchard

Ένας άλλος γραφικός μετασχηματισμός της 
Michaelis-Menten είναι ο εΐίιςί

elΙσωσης

U _1 ,, . Vmax
1ST " "Km"" Km

To διάγραμμα U/[S] προς U, γνωστό σαν Eadie-Scatchard, δίνει 
ευβεία με κλίση -1/Krn, η οποία τέμνει τον α^ονα U/[S] στο 
σημείο Vmax/Km (σχίιμα 22).

f v t n i a  22. διάγραμμα Eadie-Scatchard

I
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θα πρέπει, να επισημανθεί όμως οτι και αυτοί οι μετά— 
σχηματισμοί συγκρινόμενοι με αυτόν που πρότειναν οι Lineweaver 
-Burk δεν είναι χωρίς μειονεκτήματα. Το σημαντικότερο είναι, 
οτι οι τιμές της ταχύτητας U που υπόκεινται σε μεγαλύτερα 
σφάλματα απ'ότι εκείνες της συγκέντρωσης του υποστρώματος [SJ, 
εμφανίζονται και στις δυο συντεταγμένες.

V.2.5. ΤΤεοιονή συγκεντρώσεων υποστοώυατος

Ένα πολύ σημαντικό σημείο είναι ότι σε όλες τις μελέτες 
6α πρέπει οι συγκεντρώσεις του υποστρώματος να βρίσκονται 
κοντά στην περιοχή του Km. Εαν οι συγκεντρώσεις του υποστρώμα­
τος είναι πολύ μεγαλύτερες του Km ([S)>>Km) τότε το διάγραμμα 
του 1/U- f(l/[S]) 6α είναι ευθεία. Αυτό θα επιτρέψει τον 
προσδιορισμό του Vmax, αλλά όχι την κλίση που θα είναι μηδέν. 
Κατά συνέπεια θα είναι δύσκολο να προσδιορισθεί το Km. Εαν 
[S]<<Km τότε τα σημεία τομής με τον άξονα του 1/U και με τον 
άξονα του Ι/tS] θα είναι πολύ κοντά στο μηδέν και έτσι δεν θα 
μετρηθούν με ακρίβεια τα Ι/Vmax και -1/Km.

V.3.1, Επίδραση του pH στην ταΥύτητα των ενζυυικών αντιδράσεων

Τα ένζυμα όπως όλες οι πρωτεΤνες περιέχουν ομάδες που 
μπορούν να φορτισθούν θετικά ή αρνητικά ανάλογα με το pH του 
περιβάλλοντος.

Τα περισσότερα ένζυμα έχουν ένα χαρακτηριστικό βέλτιστο 
pH (optimum pH) στο οποίο η ενεργόχητά τους είναι η μέγιστη 
δυνατή34 (σχήμα 23).
Η σχέση pH — ενεργότητας εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως: 
α) η επίδραση του pH στη διαμόρφωση του ενζύμου, β) η επίδραση 
του pH στη σύνδεση ενζύμου-συνενζύμου ή προσθετικής ομάδας, γ) 
η επίδραση του pH αίας ομάδες υποστρώματος που ιονίζονται και 
δ) επίδραση του pH στη σύνδεση ενζύμου-υποστρώματος.
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Σχήυα 23. Επίδραση του pH στην καταλυτική δραστηριότητα ενός 
ενζύμου.

To pH του ενδοκυτταρικού περιβάλλοντος ενός εν^ύμου δεν 
είναι απαραίτητα και το βέλτιστο pH για τη δράση του. ΕΊάλλου 
είναι φανερό πως μεταβολή του ενδοκυτταρικού pH μπορεί να έχει 
ευνοϊκή ή δυσμενή επίπτωση στην ταχύτητα μιας εν^υμικής 
αντίδρασης. Επομένως μεταβολές του ενδοκυτταρικού pH μπορεί να 
ασκούν ρυθμιστική δράση στην ενεργότητα ενός εν'ζύμου.

V.3.2. Επίδραση της θεουοκοασίας στη τανύτπτα των εν~ζυυικών 
αντιδράσεων.

Εάν προσδιορισθεί η ταχύτητα μιας ενίυμικής αντίδρασης 
σε συνάρτηση με τη θερμοκρασία θα ληφθεί μια καμπύλη αντί­
στοιχη του σχήματος 23 περίπου, όπου η τετμημένη είναι η 
θερμοκρασία αντί του pH. Παρατηρείται δηλαδή οτι για κάθε 
ένζυμο υπάρχει μια βέλτιστη θερμοκρασία, στην οποία η ενερ­
γότητα του ενζύμου γίνεται μέγιστη.

0 πρώτος που ερμήνευσε το φαινόμενο ήταν ο Tammann33 ο 
οποίος δέχτηκε οτι η αύληση της θερμοκρασίας επηρεάζει δύο 
ανείάρτητες διεργασίες και συγκεκριμένα, την καταλυόμενη αντί­
δραση από τη μια μεριά, και τη θερμική μετουσίωση από την 
άλλη. Σε μικρές θερμοκρασίες περίπου μέχρι 40°C, η μετουσίωση 
των περισσοτέρων ενζύμων γίνεται πολύ αργά, και έτσι δεν 
επιδρά στην ταχύτητα της αντίδρασης. Οσο μεγαλώνει η θερμοκρα­
σία τόσο και πιο μεγάλη γίνεται η συμμετοχή της μετουσίωσης



του ενζύμου. Πάνω μάλιστα απο τους 60° με 70eC για τα περισσό­
τερα ένδυμα ο ρυθμός της μετουσίωσης είναι πολύ μεγαλύτερος, 
από το ρυθμό της ίδιας της αντίδρασης που για πρακτικούς 
λόγους μηδενίζεται. Το σχήμα 24 δείχνει την επίδραση της θερ­
μοκρασίας στην κινητική μιας ενζυμικής αντίδρασης.

Σχήυα 24. Επίδραση της θερμοκρασίας στη δράση ενός εντόμου σε 

συνάρτηση με το χρόνο επώασης·

0 t| Χ ρ ό νο ς  επ όασης '



VI. Εν'ζυυική αναστολή

Κάθε μόριο που με την παρουσία του ελαττώνει, την ταχύτη­
τα μιας ενίυμικής αντίδρασης μπορεί να θεωρηθεί σαν ένας 
αναστολέας (inhibitor) της αντίδρασης αυτής. Η αναστολή της 
ενζυμικής δραστικότητας είναι απο τους κύριους ρυθμιστικούς 
παράγοντες των ζωντανών κυττάρων και μια απο τις σημαντικότε­
ρες διαγνωστικές πορείες των ενζυμολόγων. Μελέτες αναστολής 
συχνά δίνουν πληροφορίες για την είειδίκευση των ενίύμων, την 
αρχιτεκτονική του ενεργού κέντρου και το μηχανισμό της κινητι­
κής αντίδρασης.

Στην καθημερινή μας "ζωή αναστολείς ενϊύμων απαντώνται σε 
πολλά φάρμακα και τοπικές ουσίες. Η χρήση συνθετικών ή φυσικών 
αναστολέων βρίσκει εφαρμογές στην Κλινική θεραπευτική και 
αποτελεί ένα κλάδο που υπόσχεται πολλά.

Αμέσως παρακάτω είετά^ονται οι τρεις βασικοί τύποι 
ενίυμικής αναστολής, με την προϋπόθεση ότι μόνο ενα απλό 
υπόστρωμα παίρνει μέρος σε κάθε αντίδραση και οτι μόνο ένα 
είδος αναστολής συνυπάρχει ανά πάσα στιγμή.

VI.1. Συνανωνιστική αναστολή (competitive inhibition)

Συναγωνιστικός αναστολέας3* είναι μια ουσία, που συνδέε­
ται με το ελεύθερο ένζυμο με τέτοιο τρόπο ώστε να εμποδίζει τη 
σύνδεση του με το υπόστρωμα. Αυτό σημαίνει οτι ο αναστολέας 
και το υπόστρωμα παρουσιάζουν αμοιβαία αποκλειστικότητα, συχνά 
λόγω πραγματικού συναγωνισμού για την ίδια ενεργό περιοχή. 
Ενας συναγωνιστικός αναστολέας μπορεί να είναι είτε ένα μη 
μεταβολιζόμενο ανάλογο ή παράγωγο του υποστρώματος, είτε 
προϊόν της αντίδρασης.

Ενα κλασσικό παράδειγμα συναγωνιστικής αναστολής είναι η 
δράση του μηλονικο^) οΐέος στην αντίδραση της οξείδωσης του 
ηλεκτρικού οΐέος προς φουμαρικό

CHzCOOH HOOC-C-H
1 + FAD ?=* II + FADHa
CH= COOH COOH

CK?
COOH

H-C-COOH



Το μηλονικό ο?ύ μοιάζει σημαντικά με το ηλεκτρικό ώστε να 
μπορεί να συνδεθεί με το ενεργό κέντρο του εντόμου. Παρ'όλα 
αυτά επειδή διαθέτει μόνο μια μεθυλενομάδα δεν μπορεί να γίνει 
η οξειδοαναγωγή.

Στο σχήμα 25 απεικονίζονται μερικές απο τις γνωστότερες 
περιπτώσεις συναγωνιστικής αναστολής3-7 .

Σνήυα 25. Βασικά μοντέλα συναγωνιστικός αναστολές.

1. Κλασσική περίπτωση συναγωνιστικής αναστολής. 0 αναστολέας 
συναγωνίζεται με το υπόστρωμα για το ίδιο σημείο σύνδεσης.

2. Στερεοχημική παρεμπόδιση του υποστρώματος από τον αναστολέα
3. Στερεοχημική παρεμπόδιση ή συναγωνισμός για ένα κοινό ση­

μείο σύνδεσης.
4. Αλληλοεπικάλυψη σημείων σύνδεσης.
5. Η σύνδεση του αναστολέα με ένα ξεχωριστό σημείο σύνδεσης 

προκαλεί μεταβολή στη διαμόρφωση του ενζύμου Ε και παραμορ­
φώνει ή καλύπτει το σημείο σύνδεσης του υποστρώματος και 
αντίστροφα.

Το σχήμα των αντιδράσεων που περιγράφει την συναγωνιστι-
κή αναστολή έχει ως εξής:
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Ks Kp
Ε + S -= ;  ES -— > Ε + Ρ
+
I
Ή [Ε) [I]

κι ίΐ όπου ΚΙ - -----
ΕΙ [ΕΙ]

και. δεχόμαστε οτι:
α) Η αρχική ταχύτητα της αντίδρασης είναι ανάλογη της συγκέν­
τρωσης του συμπλόκου [ES] της σταθερής κατάστασης, 
β) Για κάθε συγκέντρωση αναστολέα (μακρυά απο την κατάσταση 
κορεσμού) η ταχύτητα Ui (ταχύτητα παρουσία του I) μπορεί να 
-γίνε», ίση με U (ταχύτητα απουσία αναστολέα) αλλά απαιτείται 
μεγαλύτερη συγκέντρωση {S] ώστε να ληιρθεί η ίδια συγκέντρωση 
[ES] .
γ) Παρουσία μιας πολύ μεγάλης συγκέντρωσης υποστρώματος [S], 
(κορεσμός), όλο το Ε γίνεται (ESl.Kara συνέπεια το Vmax παρου­
σία ή απουσία αναστολέα είναι* το ίδιο.
δ) Το φαινομενικό (apparent) Km θα αυΐηθεί παρουσία συναγωνι- 
στικού αναστολέα, διότι για κάθε [I] ένα τμήμα του Ε θα 
βρίσκεται υπο τη μορφή ΕΙ, που δεν έχει χημική συγγένεια με το
S.

Η τελική εΐίσωση που περιγράφει τη συναγωνιστική ανα­
στολή λαμβάνοντας υπ'όφη όλες τις προηγούμενες παραδοχές είναι 
της μορφής:

_ _ U _  ______ ______________________

Vmax Ks (1+ ) + (S]

1
'CT

Km
Vmax (1 + Ki }

_1
[S i + -Vmax

(3) ή 

(4)

και απεικονίζονται στα σχήματα 26 και 27.
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Tvfiua 26. Ωνάγραμμα μεταβολές της ταχύτητας U μνας εν?υμνκ(ις 
αντίδρασης σε σχέση με τη συγκέντρωση του υποστρώμα­

τος CS3, απουσία καν παρουσία μνας σταθερές συγκέν­

τρωσης συναγωννστνκού αναστολέα.

Σν^ιαα 27. Ωνάγραμμα Lineweaver-Burk μνας ενζυμνκδς αντίδρασης 
χωρίς αναστολέα καν παρουσία ενός συναγωννστνκού α­

ναστολέα.

I
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Απο τη γραφική παράσταση του σχήματος 27 παρατηρείται ότι: Το
σημείο τομής του άΊονα 1/U παραμένει ίδιο (Ι/Vmax) με ή χωρίς 
αναστολέα, ενώ η κλίση της ευθείας αυξάνει κατά ένα παράγοντα 
(l+UIl/Ki)) . Η σταθερά Michaelis-Menten Km πολλαπλασιάζεται 
επί τον παράγοντα 1+([I)/Ki) και λέγεται Km»pP , δηλ.

_ _ 1 _ _  _  _  _____ 1__________

KnuPp Km (1+  )

Για κάθε συγκέντρωση αναστολέα αντιστοιχεί καινούργια γραφική 
παράσταση. Αυΐανομένου του [I] αυίάνει και η κλίση της ευθεί­
ας, ενώ το 1/Vmax παραμένει σταθερό. Επίσης το σημείο τομής 
πάνω στον άΐονα του 1/[S] μικραίνει, ενώ το Km*pp αυξάνει.

Μια άλλη μέθοδος γραφικού προσδιορισμού των Vmax και Ki
Φ

είναι το διάγραμμα κατα DIXON30, το οποίο είναι γραφική αναπα­
ράσταση της εξίσωσης:

1
U

_1Sq}___________ r χ ]
Vmax Ki [S] 1 1 '

+ _ 1__
Vmax (1 + Km

' tsT )

To διάγραμμα 1/U προς [I] είναι ευθεία γραμμή με κλίση
Km_________
Vmax Ki [SJ

Σνήυα 28. διάγραμμα Dixon μιας συναγωνιστικής αναστολής
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Οι γενικές αρχές της συναγωνιστικες αναστολές συνοψίζον­
ται ως εξες:
1. Ενας συναγωνιστικός αναστολέας προκαλεί αύξηση του Κη σε 
Κιη·ρρ γ ια το υπόστρωμα.
2. Οταν η συγκέντρωση του αναστολέα [I] αυξάνει τότε και. η 
σταθερά Km-pp αυξάνει.
3. To Vmax παραμένει αμετάβλητο, αλλά παρουσία συναγωνιστικού 
αναστολέα απαιτείται μια πολύ μεγαλύτερη [S1 για να επιτευχθεί 
το ίδιο Vmax.
4. 0 βαθμός αναστολές που προκαλείται απο ένα συναγωνιστικό 
αναστολέα εξαρτάται απο το (S],II), Km και ΚΙ.
5. Αύξηση του [S] με σταθερό [I] μειώνει το βαθμό αναστολές.
6. Αύξηση του II] με σταθερό (S) αυίάνει το βαθμό αναστο­
λ έ ς .
7. Οσο πιο μικρέ είναι η τιμε του ΚΙ τόσο μεγαλύτερος είναι ο 
βαθμός αναστολής για δεδομένα IS] και IU.
8. Το Κί είναι ισοδύναμο με εκείνη τη συγκέντρωση αναστολέα 
που διπλασιάζει την κλίση της γραφικές παράστασης:

1 1
---- - f C---)
U IS]

VI.2. Μη συναφώνιστικε αναοτολε (Non competitive Inhibition)

Μια κλασσικέ μη συναγωνιστικε αναστολε δεν έχει επίδραση 
πάνω στο σημείο σύνδεσης του υποστρώματος και αντίστροφα. Το 
υπόστρωμα S και ο αναστολέας I συνδέονται αντιστρεπτά, τυχαία 
και ανεξάρτητα σε διαφορετικά σημεία. Αυτό σημαίνει οτι ο 
αναστολέας I συνδέεται με το ένζυμο Ε και το σύμπλοκο ES, ενώ 
το υπόστρωμα S συνδέεται με το ένζυμο Ε και το σύμπλοκο ΕΙ. 
Παρ'όλα αυτά το προκύπτον σύμπλοκο ESI είναι καταλυτικά 
αδρανές.

I
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1
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Σγήυα 29. Μη συναγυνιατικ/ι αναστολή. To υπόστρωμα S και ο ανα­
στολέας I δεν παρουσιάζουν αμοιβαία αποκλειστικότητα 
αλλά το ESI eCvai καταλυτικά αδρανές. Η δέσμευση του 
υποστρώματος στο ένζυμο προκαλεί αλλαγή στη διαμόρ­
φωση του προσανατολίζοντας κατάλληλα το καταλυτικό 
κέντρο C ως προς τους δεσμούς του υποστρώματος S. 0 
αναστολέας I παρεμβαίνει στην αλλαγή της διαμόρφωσης 
αλλά δεν επιδρά πάνω στο σημείο σύνδεσης του υπο­
στρώματος.

Το σχήμα αντιδράσεων σ'αυτή την περίπτωση είναι το ε1ή5*

ΕΡ

Επιπλέον ισχύουν οι ισορροπίες:

(EJ (S)
Ks -----------

IESJ

ΙΕΙ) [SJ 

[ESI]

[Ε] m  CES] [I] 

[El] [ESI1
ΚΙ



-  62 -

λπο τις παραπάνω ισορροπίες φαίνεται οτι για κάθε [I] μια 
απροσδιόριστα μεγάλη IS] δεν μπορεί να μετατρέψει το ένζυμο 
στη παραγωγική ES μορφή. Κατά συνέπεια το Vmaxi, (παρουσία μη 
συναγωνιστικού αναστολέα) θα είναι μικρότερο από το Vmax απου­
σία αναστολέα. Η τιμή της σταθεράς Km θα είναι αμετάβλητη 
παρουσία μη συναγωνιστικού αναστολέα, διότι για κάθε II] οι 
μορφές του εν'ζΟμου Ε (δηλ. Ε και ΕΙ) που μπορούν να ενωθούν με 
το υπόστρωμα S έχουν ίση χημική συγγένεια ως προς το S.

Η εΐίσωση που περιγράφει μια μη συναγωνιστική αναστολή 
είναι της μορφής:

U ___I S i _________ ------m --- (5) ft
Vmax Κ3 α  ^ - )  + is]

111
H
O _Km__

“Vmax
. α  + I I I -  , - I -
11 * Ki ' IS] ' + “Vmax (1 + ΊκΓ") (6)

Οι γραφικές παραστάσεις των εξισώσεων (5), (6) φαίνονται στα 
σχήματα 30, 31 αντίστοιχα.

Svfiua 30. Διάγραμμα μεταβολής της ταχύτητας U μιας ενΐυμικής 
αντίδρασης σε σχέση με τη συγκέντρωση του υποστρώμα­
τος CS3, απουσία και παρουσία ενός μη συναγωνιστικού 
αναστολέα·

I
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Σν*«ιπ 31. διάγραμμα Lineweaver— Burk μιας εν?υμικής αντίδρασης 
χωρίς αναστολέα και. παρουσία ενός μη συναγωνιστικού 
αναστολέα.

Από την εΐίσωση (6) και την αντίστοιχη γραφική παράσταση, φαί­
νεται οτι τόσο η κλίση οοο και. το σημείο τομής του άΐονα των 
1/U έχουν αυξηθεί κατά τον παράγοντα 1+(1/Ki) σε σχέση με την 
καμπύλη που αντιστοιχεί απουσία αναστολέα. Αυτό έχει ως 
αποτέλεσμα η σταθερά Km να μένει σταθερή ενώ το Vmaxi να μειώ­
νεται.
Η γραφική παράσταση κατα DIXON της μη συναγωνιστικής αναστολής 
δίνεται στο σχήμα 32. Η εΐίσωση που περιγράφει το διάγραμμα 
αυτό είναι της μορφής:

1
Ό~~

και η κλίση της καμπύλης

” 1 + - v S S S '(1  + - ΐ ΐ τ

δίνεται από τη σχέση:

- )

κ λ ίσ η
1+JS8L
_ : _ ι § ι _
Vrilax ΚΪ



Σγ/uig 32. διάγραμμα Dixon μιας μη συναγωνιστικης αναστολές.

VI.3. Ανταιτωνιστικη αναστολή (Uncompetitive Inhibition).

Στις προηγούμενες περιπτώσεις οι αναστολείς μποροΟν και 
δεσμεύονται απ'ευθείας με το ένζυμο. Στην περίπτωση της αντα­
γωνιστικές αναστολές η δέσμευση του αναστολέα γίνεται αποκλει­
στικά στο σύμπλοκο ενίίύμου-υποστρώματος ES. To οχέμα αντιδρά- 
σεων για ένα τέτοιο οΟστημα είναι το εξές:

Ks Κρ
Ε + S — ~ y ES ---* Ε + Ρ

+

Κ111
ESI

Από τις παραπάνω ισορροπίες φαίνεται οτι για οποιαδέποτβ 
συγκέντρωση αναστολέα 113 * μια εξαιρετικά υψηλέ συγκέντρωση 
υποστρώματος δεν θα μπορέσει να οδηγήσει όλο το ένΐυμο στη 
μορφή ES, αλλά θα υπάρχει πάντα ένα μέρος μη αποδοτικού ESI. 
Επομένως μπορούμε να προθλέψουμε οτι Vma^Vmaxi και οτι το
Knupp<Km.

ί
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Προί όντα

Σνήιια 35. Ανταγωνιστική αναστολή. Q αναστολέας δεσμεύεται, μόνο 
απο το σύμπλοκο ενζύμου-υποστρώματος ES. Οταν το υ­
πόστρωμα δεσμεύεται επέρχεται, αλλαγή στη διαμόρφωση 
του ενζύμου η οποία ευνοεί τη σύνδεσή του με τον α­
ναστολέα.Το σύμπλοκο ESI είναι καταλυτικά αδρανές.C* 
παριστάνει το καταλυτικό κέντρο του ενζύμου.

Η εΐίσωση που περιγράφει την ανταγωνιστική αναστολή 
είναι τη? μορφής:

1
U

Km__
Vmax "Ι)·" + Vmax (1  + illΊ α (7)

Η γραφική παράσταση της εΊίσωσης αυτής δίνεται στο σχήμα 34, 
απ'όπου παρατηρείται οτι η κλίση της καμπύλης παραμένει η ίδια 
με ή χωρίς αναστολέα με μια μόνο παράλληλη μετατόπιση ως προς 
τον άΐονα αναφοράς (χωρίς αναστολέα). Το σημείο τομής στον 
άξονα του 1/U είναι αυίημένο κατά 1+([I]/Ki).

■Ί



-  66

Σνήυα 54. Ωιάγραμμα Lineweave:— Burk μιας ενζυμικής αντίδρασης 
χωρίς αναστολέα και, παρουσία διαφορετικών συγκεντρώ­
σεων ενώς ανταγωνιστικού αναστολέα.

Η γραφική παράσταση κατά Dixon της ανταγωνιστικής ανα­
στολής δίνεται στο σχ.35 και η εξίσωση που περιγράφει το διά­
γραμμα είναι της μορφής:

1
U

_ 1 ______
Vmax K i Cl] +

1
Vmax

μ  + -Κ®— ) 
u  + (SI 1

1
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VI. 4. Σγεδιαουόο Αναστολέων

Είναι γενικά αποδεκτό οτι ένας αναστολέας μπορεί να παί- 
Ίει βασικό ρόλο σε μια εν^υμική αντίδραση ή σε ένα σΟστημα 
ενϊυμικών αντιδράσεων. Φυσικοί όσο και συνθετικοί αναστολείς 
βρήκαν μια τεράστια εφαρμογή στην Κλινική θεραπευτική.

Μερικά απο τα ερωτήμοπτα που απασχόλησαν και συνεχίζουν 
να απασχολούν του ερευνητές είναι: πώς δημιουργήθηκαν οι
συνθετικοί αναστολείς; τυχαία συντέθηκαν ενώσεις και στη συνέ­
χεια διαπιστώθηκε οτι δρουν σαν αναστολείς κάποιου ενζύμου; η 
δομή των αναστολέων παρουσιάζει κάποια ομοιότητα με τη δομή 
του ενζύμου ή του υποστρώματος του; Απάντηση στα παραπάνω 
έδωσε μια πολύ ενδιαφέρουσα μελέτη των Cushman και Ondetti3'*, 
η οποία κατόρθωσε να συνοψίσει τις γενικές αρχές πάνω στη 
φιλοσοφία του σχεδιασμού ενός αναστολέα. Στηριίόμενοι σε ένα 
συσχετισμό μεταΊύ ενζύμου και υποδοχέα, όπως ακριβώς φαίνεται 
στο σχήμα 36, έκαναν τις εΐής παραδοχές: 
α) 0 αγωνιστής ισοδύναμεί με υπόστρωμα 
β) 0 ανταγωνιστής ιδοδυναμεί με αναστολέα

ΕΝΖΥΜΟ ΥΠΟΔΟΧΕΑΣ

Υπόστρωμα

Σνήυα 36. Η αναλογία ενζύμου-υποδοχέα.

Φαινόμενο

Ενα ένΐυμο έχει πολλά από τα γνωρίσματα του υποδοχέα. 0 
αγωνιστής ή το υπόστρωμα δεσμεύεται στο μακρομόριο και αυτή 
ακριβώς η δέσμευση ακολουθείται απο κάποιο "φαινόμενο". Στη 
περίπτωση του ενίύμου, αυτό το φαινόμενο δεν κατευθύνεται προς 
ή δια μέσου μιας άλλης δομής μακρομορίου, αλλά κατευθύνεται
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απ'ευθείας προς αυτό το ίδιο το υπόστρωμα (αγωνιστής), οδηγών­
τας το έτσι σε μια αλλαγή της αρχικής του δομής, με αποτέλεσμα 
το σχηματισμό των προϊόντων. Σε αυτή τη συσχέτιση μεταΐύ υπο­
δοχέα και εν^ύμου όπως αναφέρθηκε μέχρι εδώ, το πρόβλημα του 
σχεδιασμού των αναστολέων των εν"ζύμων, έχει πολλά ή πιθανά όλα 
τα γνωρίσματα που χαρακτηρίζουν το σχεδιασμό των αναλόγων 
πεπτιδικών ορμονών, με μόνη ίσως ασήμαντη διαφορά οτι στην 
περίπτωση των ενζύμων ενδιαφερόμαστε για τους ανταγωνιστές 
π.χ. αναστολείς. Με βάση όλα τα παραπάνω ο σχεδιασμός ενός 
αναστολέα μπορεί να στηριχθεί:
Ιον) Στην πρωτοταγή δομή των υποστρωμάτων 
2ον) Στο μηχανισμό δράσης του εν^ύμου

Ιον. Σνεδιασυός αναστολέων βασιζόμενος στη ποωτοταχή δομή των 
υποστοωυάτων.

0 Rudinger*0 το 1970 διαπίστωσε οτι ο σχεδιασμός αναλό­
γων πεπτιδικών ορμονών στηρίζεται σε 60ο βασικούς τύπους τρο­
ποποίησης της δομής τους, 
α) τροποποίηση των πλευρικών αλυσίδων 
β) τροποποίηση του πεπτιδικού σκελετού.
Ακολουθώντας αυτή ακριβώς τη λογική οι Ondetti και Cushman*1 
καθώς και άλλοι ερευνητές*2·*3 συνέθεσαν μια σειρά από ισχυ­
ρούς αναστολείς ενϊύμων, όπως π.χ. του angiotensin-converting 
enzyme (A.C.E.) κ.α.

2ον. Σνεδιασυός αναστολέων Βασιζόμενος στο μήνανισμό δράσης 
του εν~ζύυου.

Ενώ για το σχεδίασμά των πεπτιδικών αναλόγων ορμονών ση­
μείο εκκίνησης είναι μόνο η πρωτοταγής δομή του αρχικού πεπτι­
δίου, καθ'ότι πολύ λίγα είναι γνωστά γύρω από τη δομή και το 
μηχανισμό δράσης του υποδοχέα, στην περίπτωση των εν^ύμων ο 
σχεδιασμός των αναστολέων είναι πολύ περισσότερο αποτελε­
σματικός όταν βασίζεται, τόσο στη μελέτη της δομής όσο και στη 
μελέτη του μηχανισμού δράσης του ενζύμου.
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Προς την κατεύθυνση του μηχανισμού δράσης του ενζύμου 
έχουν γίνει πολλές μελέτες με αποτέλεσμα να έχουν Βρεθεί ισχυ­
ροί αναστολείς πολλών ενζύμων, ιδιαίτερα των πρωτεασών. Ενδει­
κτικά παραδείγματα τέτοιων αναστολέων είναι η πεψατίντΓ"·* ισχυ­
ρός αναστολέας της πεψίνης καθώς και μια σειρά πεπτίδια 
αναστολείς του A.C.E.**3 . Για να σχεδιασθούν οι ηροαναφερθέν— 
τες αναστολείς, έγινε η παραδοχή της ύπαρΊης μιας μεταβατικής 
κατάστασης που δημιουργέίται απο την αλληλεπίδραση ενζύμου — 
υποστρώματος όπως απεικονίζεται στο σχήμα 37. Οι αναστολείς 
αυτού του τύπου ονομάζονται "αναστολείς ανάλογοι μεταβατικής 
κατάστασης".

R

-ΝΗ - CH ΝΗ-
ΕΝΖΥΜΟ

-ΝΗ -
Rr
CH -

oc
Ic -
I

ΕΝΖΥΜΟ
NH-

Μεταβατική 
κατάσταση *

Σνήυα 37. Σχηματική παράσταση της μεταβατικής κατάστασης που 
δημιουργέίται απο την αλληλεπίδραση ενζύμου —υποστώ— 

ματος.

Τέλος πρέπει να επισημάνουμε οτι η όλη προαναφερθείσα 
λογική πάνω στο σχεδιασμό των αναστολέων των ενζύμων, δηλ. από 
τη μια μεριά ο συσχετισμός ενζύμου-υποδοχέα και απο την άλλη ο 
μηχανισμός δράσης του ενζύμου, έχει επιφέρει την τελευταία 
δεκαετία μια σημαντική εζέλιζη στη σύνθεση νέων ισχυρών ανα­
στολέων πολλών ενζύμων.

.VS



VII. Κολλανενάσες

Ου πρωτεάσες (πρωτεολυτυκά ένζυμα), συμμετέχουν σε πολ­
λές βυολογυκές δυεργασίες όπως η πήΐη του αίματος, η δρομβώλυ- 
ση, η φαγοκύτωση, η πέψη κλπ. καυ εμφανίζουν υψηλή εζευδίκευση 
ως προς τα φυσυκά τους υποστρώματα. Ου πεπτυδυκοί δεσμοί που 
δυασπώνταυ απο τυς πρωτεάσες προκαλούν ενεργοποίηση η απενερ- 
γοποίηση πολλών πρωτεϊνών ή ενζύμων, πρόκευταυ δε γυα μη αντι­
στρεπτή πορεία μυα καυ δεν υπάρχουν βυοχημυκές δυεργασίες επα­
νασύνδεσης του πεπτυδυκού δεσμού. Είναυ φανερό ότυ η πρωτεόλυ- 
ση είναυ μυα ταχεία μη αντυστρεπτή μέδοδος προώδησης ή κατα­
στολής πολλών φυσυολογυκών πορευών, στυς οποίες ου πρωτεάσες 
καυ ου φυσυκοί αναστολείς τους λευτουργούν ως ρυδμυστές.

Ου πρωτεάσευς έζω από το φυσυδλογυκό τους περυβάλλον 
(κύτταρο) μπορούν να αποδευχδούν είαυρετυκά καταστρεπτυκές, 
εφ'όσον δεν ελέγχονταυ προσεκτυκά ή δεν δυαμερυσματοπουούνταυ 
κατάλληλα. Το δυναμυκό μυας μη ελεγχόμενης πρωτεόλυσης μπορεί 
να αναγνωρυσδεί από το γεγονός, οτυ περίπου το 10% κατά βάρος 
των πρωτεϊνών του πλάσματος του αίματος είναυ αναστολείς 
πρωτεασών. Σήμερα πυστεύεταυ οτυ πολλές ασδένευες είναυ αποτέ­
λεσμα μυας δυαταραχής μεταζύ εζευδυκευμένων πρωτεασών καυ των 
φυσυκών αναστολέων‘τους**.

Στην εργασία αυτή το ενδυαφέρον μας συγκεντρώνεταυ στυς 
κολλαγενάσες που είναυ μυκρά σύνολα πρωτεασών (ενδοπεπτυδασών) 
ου οποίες συμμετέχουν τόσο σε φυσυολογυκές πορείες όπως είναυ 
η σύσπαση της μήτρας*-7, όσο καυ σε δυάφορες παδολογυκές δυαδυ- 
κασίες όπως είναυ το έλκος***, ρευματοευδής αρδρίτυδα**7,ου πε- 
ρυοδοντυκές παδήσευς7-0 καυ ου μεταστάσευς κακοήδων όγκων7'1.

VI 1.1. λποϋόνωση - Καδαουσυός - Υπόστοωυα

.VN
Ου κολλαγενάσευς με υψηλή εζευδίκευση δυασπούν το κολλα­

γόνο που είναυ καυ το φυσυκό τους υπόστρωμα7-* .
Το κολλαγόνο είναυ πολύ δυαδεδομένο στο ζωυκό βασίλευο 

καυ υδυαίτερα στα δηλαστυκά αποτελεί το 1/3 όλων των πρωτεϊνών
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*

και, το 6% του βάρους του σώματος. Οι ιδιάζουσες ιδιότητές του 
του επιτρέπουν να δρα σαν το κυρίως πλέγμα στηρίΊεως του σώμα­
τος. Κάθε μόριο κολλαγόνου έχει μοριακό βάρος περίπου 100.000 
και αποτελείται απο τρεις πεπτιδικές αλυσίδες, που διατάσσον- 
ται κατά τέτοιο τρόπο ώστε να αποτελούν μια τριπλή έλικα’'3 . 
Απο πλευράς πρωτοταγούς δομής το κολλαγόνο χαρακτηρίζεται από 
υψηλό ποσοστό ορισμένων αμινοΊέων, όπως γλυκίνης που αποτελεί 
το 33% περίπου όλων των αμινοΊέων και προλίνης (υδροΊυλιωμένης 
και μη) που αποτελεί το 21% περίπου του μορίου. Η αλληλουχία 
των αμινοΊέων είναι τέτοια ώστε σε κάθε τρίτη θέση να υπάρχει 
μια γλυκίνη. Η τριπλή έλικα σταθεροποιείται με δεσμούς υδρογό­
νου που αναπτύσσονται μεταΊύ της ΝΗ-ομάδας μιας γλυκίνης και 
του C-0 της προλίνης ή άλλου αμινοΊέος ενός διπλανού κλώνου.

Πολλά ένζυμα που αρχικά θεωρήθηκαν σαν κολλαγενάσες απε- 
δείχθηκε αργότερα οτι ήταν πρωτεάσες ή πεπτιδάσες ευρείας η 
διαφορετικής δραστικότητας. Μια αληθινή κολλαγενάση αποικοδο- 
μεί τις ελικοειδείς περιοχές του φυσικού κολλαγόνου και κατά 
προτίμηση το δεσμό X-Gly. Η παρατήρηση οτι ένα ένζυμο αποικο- 
δομεί συνθετικά πεπτίδια που έχουν σειρά αμινοΊέων παρόμοια με 
αυτή του κολλαγόνου, δεν είναι ικανοποιητική απόδειΊη ότι πρό­
κειται για κολλαγενάση.

Οι κολλαγενάσες μπορούν να απομονωθούν απο ποικιλία 
ζωικών ιστών'7'**’''3 και απο κατώτερους οργανισμούς όπως βακτήρια 
και μύκητες. Οι σημαντικώτερες πηγές κολλαγενάσης είναι τα βα­
κτήρια Clostridium histolyticum7^ και Achromobacter Iopha- 
gus'7'7’. To βακτήριο Achromobacter Iophagus παράγει κολλαγενάση 
όταν καλλιεργηθεί σε αερόβιες συνθήκες και σε ρυθμιστικό 
διάλυμα 5% πεπτόνης, ενώ το βακτήριο Clostridium histolyticum 
παράγει κολλαγενάση όταν καλλιεργηθεί σε αναερόβιες συνθήκες. 
Η κολλαγενάση που απομονώνεται απο το Achromobacter Iophagus 
υπερέχει της κολλαγενάσης που απομονώνεται απο το Clostridium 
histolyticum,διότι αψ'ενος μεν δεν περιέχει τοΊίνη και δεν 
απαιτεί αναερόβιες συνθήκες, αφ'ετέρου δε η ενζυμική δραστικό- 
τητα της πρώτης είναι πολύ υψηλότερη από αυτή της δεύτερης.
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Οι κολλαγενάσες των βακτηρίων πιστεύεται, οτι διασπούν το 
κολλαγόνο σε μικρότερα τμήματα ε?'αιτίας της υδρόλυσης που 
λαμβάνει χώρα σε πολλαπλά σημεία κατά μήκος της τριπλής 
έλικας7®. Οι κολλαγενάσες των Θηλαστικών από την άλλη πλευρά, 
αποικοδομούν το κολλαγόνο σε δύο μόνο τμήματα με μοριακά βάρη 
περίπου 74.000 και 21.000 αντίστοιχα με υδρόλυση σε ένα 
ορισμένο σημείο που βρίσκεται περίπου στα 3/4 απο το Ν-τελι- 
κό77·00.
Οι κολλαγενάσες των βακτηρίων αποικοδομο.ύν το δεσμό Y-Gly®1·®3 
(όπου Υ-αλειφατικό αμινοΊύ) δηλαδή απο την αμινο-άκρη της γλυ- 
κίνης, ενώ η κολλαγενάση των θηλαστικών υδρολύει το δεσμό 
Gly-Y, δηλαδή απο το καρβόΊυλο-άκρο της γλυκίνης. Η Clostri­
dium κολλαγενάση διασπά ευκολώτερα το δεσμό X-Gly όταν η Gly 
ακολουθείται απο μια Pro (X-Gly-Pro), ενώ η Achromobacter κολ­
λαγενάση αποικοδομεί ταχύτερα το δεσμό X-Gly όταν ακολουθείται 
μια Ala (X-Gly-Ala). ΕΙαιρέσεις σ'αυτή την είειδίκευση έχουν 
αναφερθεί, που όμως οφείλονται στηνετερογένεια των εν^υμικών 
παρασκευασμάτων®3 .

Εκτεταμένες μελέτες έχουν γίνει από πολλούς ερευνη­
τές®*· 03 για την απομόνωση καθαρών κλασμάτων κολλαγενάσης, τα 
αποτελέσματα των οποίων όμως δεν βρίσκονται σε μια γενική συμ­
φωνία όσον αφορά τον αριθμό των υπαρχόντων ενζύμων και των 
ιδιοτήτων τους. Για παράδειγμα τα μοριακά βάρη των κολλαγενα- 
σών που έχουν αναφερθεί ποικίλουν από 66.000®Λ έως 147.000®7 
ενώ η ακριβής θέση των αμινοΐέων, η σταθερότητα και η 
ενεργότητα των εν^ύμων αυτών διαφέρουν. Μια πρόσφατη και αρκε­
τά αξιόλογη μελέτη είναι αυτή που έγινε απο τους Van Wart και 
Bond®®·®® η οποία αναφέρεται στον καθαρισμό της Clostridium 
κολλαγενάσης. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της μελέτης αυτής η 
Clostridium κολλαγενάση είναι ένα μίγμα έΐι κολλαγενασών (α,β, 
γ,δ,ε και ζ), με μοριακά βάρη από 68.000 έως 125.000. Οι έ?ι 
αυτές μορφές κολλαγενάσης χωρίζονται σε δύο τάίεις με βάση την 
ενεργότητά τους ως προς το κολλαγόνο και τα συνθετικά υποστρώ­
ματα. Η τάΐη I (α,β,γ κολλαγενάσες) χαρακτηρίζεται απο υψηλή 
ενεργότητα ως προς το κολλαγόνο και μέτρια ενεργότητα έναντι
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του FALGPA, ενω η τάΊη II (δ,ε,ζ κόλλαγενάσες) χαρακτηρίζεται 
από μέτρια ενεργότητα έναντι του κολλαγόνου και υψηλή έναντι 
του FALGPA (συνθετικό υπόστρωμα).

Τα ισοηλεκτρικά σημεία όλων των κολλαγενασών Βρίσκονται 
στην περιοχή 5,30-6,20 και έχει αποδειχθεΐ οτι το Βέλτιστο pH 
για τις κολλαγενάσες είναι μεταξύ 6-7. με αποτέλεσμα όταν βρε­
θούν σε ισχυρώς όζινο ή αλκαλικό pH να μεταπίπτουν σε 
ανενεργές.

Στη Βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί κατα καιρούς συνθετικά 
πεπτιδικά υποστρώματα που χρησιμοποιήθηκαν τόσο για τον 
προσδιορισμό της δραστικότητας όσο και για την κινητική μελέτη 
του ενζύμου. Απο αυτά τα περισσότερα εύχρηστα είναι:

FA-Leu-G1y-Prο-A1ο 7 ° (1)
FA-Leu-Gly-Pro-Pro / (2)
Pz-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg^* (3)
Cbz-G ly-Pro-Leu-G ly-Pro**a (4)
Cbz-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-AlaV3 (5)

όπου: Cbz: βενζυλοΊυκαρβονυλομάδα
Pz: ρ-φαινυλαζοβενζυλοΊυκαρβονυλομάδα
FA: 2-φουρανοκρυλοϋλομάδα
Η παρακολούθηση της ταχύτητας υδρόλυσης των πεπτιδίων 

(1) και (2) γίνεται με τη βοήθεια μιας συνεχούς φασματοφωτομε- 
τρικής μεθόδου κινητικής μελέτης του ενζύμου, λόγω μετατόπισης 
προς μικρότερο μήκος κύματος της απορρόφησης του FA-Leu όταν ο 
πεπτιδικός δεσμός μεταξύ του πρώτου και του δεύτερου αμινοξέος 
έχει υδρολυθεί. Επίσης στο υπόστρωμα (3), το χρωμοφόρο κλάσμα 
Pz-Pro-Leu που παράγεται απο την υδρόλυση εκχυλίζεται ποσοτικά 
με οζικό αιθυλεστέρα και η συγκέντρωσή του προσδιορίζεται με 
μέτρηση της απορρόφησης σε ένα ορισμένο μήκος κύματος. Τέλος 
στα υποστρώματα (4) και (5) η ταχύτητα υδρόλυσης παρακολουθεί- 
ται χρωματογραφικά με προσδιορισμό της ελεύθερης αμινομάδας 
(Gly-Pro και Gly-Pro-Ala αντίστοιχα) μετά απο αντίδραση με 
νινυδρίνη. Απ'όλα τα μέχρι σήμερα γνωστά συνθετικά πεπτιδικά 
υποστρώματα το FA-Leu-Gly-Pro-Ala έχει αποδειχθεί οτι είναι 
το καλύτερο, λόγω μάλλον της δομικής συγγένειας της 2-φουρανο- 
κρυλοϋλ-ομάδας (FA) με την προλίνη (Pro).
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VII .2. Ot κολλανενάσεσ ως υεταλλοένζυυα

Απο την αλληλεπίδραση των μετάλλων με πρωτεΐνες προκύ­
πτουν, είτε μεταλλοπρωτε'ίνες στις οποίες το μέταλλο συνδέεται, 
τόσο σταθερά με το πρωτεΐνικό μόριο ώστε να μην απομακρύνεται 
κατά την διάρκεια της απομόνωσής του, είτε σύμπλοκα μετάλλου-
πρωτεΐνης στα οποία το μέταλλο συνδέεται πιο χαλαρά, με αποτέ-

0

λεσμα η προσφορά του στην πρωτεΐνη να είναι χημικά και βιολο­
γικά λιγώτερο σημαντική.

Ο ρόλος του Ζη στα μεταλλο-ένζυμα μπορεί να διακριθεί σε 
τέσσερις κατηγορίες: καταλυτικό, δομικό, ρυθμιστικό και μη κα­
ταλυτικό""* .
α) Χαρακτηριστικά παραδείγματα μεταλλοενζύμων στα οποία ο Ζη 
παίζει καταλυτικό ρόλο είναι η καρβοξυπεπτιδάση, η θερμολυσίνη 
και οι κολλαγενάσες. Με αφαίρεση του Ζη λαμβάνουμε το
ανενεργό αποένζυμοτο οποίο ωστόσο διατηρεί τη δομή του. 
β) Στη περίπτωση της ασπαρτικής τρανσκαρβαμυλάσης ο Ζη συνει­
σφέρει αποκλειστικά στη σταθεροποίηση της τεταρτοταγούς δομής 
του.
γ) Σε μερικές περιπτώσεις ο Ζη παίζει ρόλο ρυθμιστικό, αλλά 
δεν είναι άμμεσα υπεύθυνος, ούτε για την ενζυμική δραστικότητα 
η οποία υπάρχει και απουσία αυτού, ούτε για την σταθεροποίηση 
της δομής του. 0 ρυθμιστικός Ζη μπορεί να δρα είτε ως ενεργο- 
ποιητής είτε ως αναστολέας.
6) Τμήμα του Ζη σε:χορισμένα μεταλλοένζυμα, όπως στην ανθρώπι­
νη αλκοολική αφυδρογονάση, στην E.Coli αλκαλική φωσφατάση, αφ* 
ενός μεν δεν συμμετέχει άμμεσα στην κατάλυση, αφ1ετέρου δε δεν 
είναι απαραίτητος για την διατήρηση της τριτοταγούς δομής του
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ενζύμου. Σ'αυτές τις περιπτώσεις ο ρόλος του 2η είναι ακόμη 
άγνωστος και συνήθως αναφέρεται ως μη καταλυτικός.

Μελέτες ανταλλαγής μετάλλων έχουν δείζει οτι η αντικατά­
σταση καταλυτικού η ρυθμιστικού Ζη απο άλλα μεταλλο'ίόντα 
επηρεάζει ισχυρά την δραστικότητα του ενζύμου, ενώ αντίθετα η 
αντικατάσταση του δομικού ή μη καταλυτικού Ζη δεν έχει ση­
μαντικές επιπτώσεις. Επιπλέον η γεωμετρία σύμπλεζης και η συμ­
μετρία του καταλυτικού Ζη διαφέρει σημαντικά από τις αντίστοι­
χες των ατόμων Ζη που έχουν δομικό h μη καταλυτικό ρόλο. 
Κρυσταλλογραφικές μελέτες έδειζαν οτι ο καταλυτικός Ζη ενώνε­
ται με τρεις πρωτε'ίνικής φύσης υποκαταστάτες και ένα μόριο 
νερού, ενω ο Ζη που χαρακτηρίζεται ως δομικός η μη καταλυτικός 
ενώνεται με τέσσερις πρωτεϊνικης φύσης υποκαταστάτες. Η 
παρουσία ενός μορίου νερού στον καταλυτικό Ζη, προσφέρει μια 
ελεύθερη θέση υποκατάστασης που πιθανόν να είναι απαραίτητη 
για την καταλυτική δράση του Ζη.

Οπως αναφέρθηκε και προηγουμένως οι κολλαγενάσες ανήκουν 
στα μεταλλοένζυμα ψευδαργύρου του οποίου ο ρόλος είναι κύρια 
καταλυτικός. Η άποψη αυτή τεκμηριώνεται επιπλέον από τα εζής:
1. Η δράση όλων των κολλαγενασών αναστέλλεται από την 1-10 
φαινανθρολίνη, EDTA και άλλα χηλικά αντιδραστήρια που δεσμεύ­
ουν τον Znva.
2. Προσθήκη Ζη"·- σε ανενεργό κολλαγενάση, λόγω κατεργασίας με 
την 1-10 φαινανθρολίνη, επαναφέρει την δραστικότητα του ενζύ­
μου**.
3. Οταν το βακτήριο Clostridium histolyticum καλλιεργηθεί πα­
ρουσία *sZn οι μετέπειτα παραγόμενες κολλαγενάσες περιέχουν 
*®Ζη*” \

Αναλύσεις μετάλλων που πραγματοποιήθηκαν στην Clostri­
dium κολλαγενάση πριν τον καθαρισμό της, έδειζαν οτι περιέχει 
μια σειρά από δισθενή μέταλλά®*' (Πίνακας 2) , ενώ μετά απο δια­
δοχικά στάδια καθαρισμού, η ανάλυση μετάλλων που έγινε στην 
καθαρή πλέον κολλαγενάση έδωσε μόνο ιόντα Ca—  και Ζη— .
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Πίνακα»; 2 . Ανάλυση μετάλλων σε μή καθαρά κολλαγενάση.

Μ2- pmol M^/gr πρωτεΐνης

Ca2- 25
Cd2- 0.063
Ce2- 0.20
Cu2- 1.3
Fe2- 17
Mg2- 24
Mn2- 0.23
Ni2- 0.64
Zn2- 1.0

Ολα τα είδη των κόλλαγε νασών περιέχουν 1 mole 
Zn-'Vmol θπρωτκ c’vnQ και μεταβλητές ποσότητες Ca"·-, των οποίων η 
τιμά κυμαίνεται από 2 moles/mol 6npwx«‘£’vnq για την περίπτωση 
της α-κολλαγενάσης έως 7 moles/mol θπρωχκ 'έ’ν n g για τη β'κολλα- 
γενάση. Τα ιόντα Ca-·" βοηθούν στη δραστικότητα των κολλα- 
γενασών συμβάλλοντας ίσως στην τεταρτοταγή δομή αυτών.

Επειδή οι κολλαγενάσες είναι ένδυμα που δεν έχουν μελε­
τηθεί ακόμη διεΊοδικά, η μεταφορά όλων των πληροφοριών από 
άλλα γνωστότερα μεταλλοένΐυμα στις κολλαγενάσες πρέπει να θεω­
ρηθεί ένα σωστό πρώτο βήμα που θα επιτρέψει, αφ'ενός μεν να 
κατανοηθεί ο μηχανισμός κατάλυσης, αφ'ετέρου δε να συνθεθούν 
ισχυρότεροι αναστολείς του ενζΟμου.

VI1.3. ΤΤοόσωατα αποτελέσυατα αναστολέων κολλανενάσηο

Η μελέτη των κολλαγενασών και η σύνθεση αναστολέων τους 
μέχρι στιγμής έχουν''γίνει με την προϋπόθεση οτι ο ρόλος του 
Ζη—  στις κολλαγενάσες είναι ίδιος ακριβώς με το ρόλο του Ζη—  
σε άλλα μεταλλοέν^υμα όπως π.χ. το Angiotensin Converting 
Enzyme (A.C.E.). Η αλληλεπίδραση Ζη—  του ενεργού κέντρου και 
καρβονυλίου του υπό υδρόλυση πεπτιδικού δεσμού, αυίάνει την 
ηλεκτρονοφιλία του άνθρακα του καρβονυλίου με αποτέλεσμα τη
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διευκόλυνση πυρηνόφιλης προσβολής. Πεπτίδια που προέρχονται 
από αντικατάσταση χου υπό υδρόλυση πεπτιδικού δεσμού απο την 
ομάδα -ΡΟΝΗ-, που περιέχει ένα τετραεδρικό φώσφορο όμοιο με 
τον τετραεδρικό άνθρακα της μεταβατικής κατάστασης είναι ισχυ­
ροί αναστολείς των μεταλλοπρωτεαοών όπως του A της 
θερμολυσΙνης και της καρβοΐυπεπτιδάσης400. της εγκεφαλινά- 
σης101.

Στο παρακάτω σχήμα απεικονίζεται ενα μοντέλο του ενεργού 
κέντρου της Clostridium κολλαγενάσης όπως ακριβώς προτάθηκε 
απο τους Galardy και Grobelnyloa.

η . η* Ρι" ρ»
. — ■ -  —  Ctf------Pro-------Υ—

0
R"-----C-----Clr-------Pro--------Y----

« O*
bi R*----- C-----G l j -------Pro--------Y-----

OR-'

or
c  R------A-----Glr-------Pro— — YM0

βς Si, Sa κλπ. αναφέρονται τα σημεία σύνδεσης του ενϊύμου με 
τα Ρ*, Pa αμινοΐέα προς τα αριστερά του υπο υδρόλυση δεσμού» 
ενώ ως S x ’ . S a '  τα σημεία σύνδεσης με τα P x ' . P a *  κλπ. προς τα 
δείιά του ίδιου δεσμού σύμφωνα με την ονοματολογία που προτά­
θηκε απο τους Schechler και Berger για την παπα'ίνη. Επίσης 
a: υπόστρωμα κολλαγενάσης
b: τετραεδρικό ενδιάμεσο μεταβατικής κατάστασης της υδρόλυσης
όπου R''-Η ή πλευρική αλυσίδα κάποιου αμινο~ξέος της κολλαγενά­
σης.
σ: αναστολείς με τετραεδρικό φώσφορο όπου R είναι υδροξύλιο,
αίθυλο-, ή ισοάμυλο ομάδα.

Απο τους Galardy και Grobelny40* μελετήθηκαν μια σειρά 
αναστολέων της Clostridium κολλαγενάσης όπου έχει αντικαταστα­
θεί ο υπό υδρόλυση πεπτιδικός δεσμός από άλλες ομάδες όπως 
-POs, EtPOa κλπ. (ΙΤίνακας 3) .
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ΓΚνακσ<? 3 . Αναστολή τπς Clostridium κολλαγενάσης από ανάλογα 

πεπτίδια του κολλαγόνου.

Αναστολές Ι==° (μΜ)

I. Gly-Pro >2 0 .0 0 0

II. Gly-Pro-Ala > 10 .0 0 0

III. Leu-Gly-Pro-Ala >2 0 .0 0 0

IV. P03-A1a >10 .0 0 0

V. P03-Gly-Pro '4600+1000

VI. P03-G1y-Pro-Ala 780+170

VII. Et-POz-Gly-Pro-Ala 46+9
VIII. Isoamy1-P02-G1y-Pro-Ala 16+1
IX. n-decy1-POz-Gly-Pro-Ala

φ

14+6

Παρατηρούμε οτι τα ΝΛ- φωσφορύλο και Ν*-φωσφονύλο-πεπτίδια που 
περιέχουν Gly-Pro-Ala αν και είναι αρκετά ισχυροί αναστο­
λείς της κολλαγενάσης, ωστόσο είναι, 1000 φορές ασθενέστεροι, 
συγκρινόμενοι με τα φωσφορύλο-πεπτίδια αναστολείς άλλων μεταλ- 
λοπρωτεασών όπως Θερμολυσίνη, A.C.E που είναι, γνωστά απο άλλες 
μελέτες.

Μια άλλη αξιόλογη προσπάθεια σύνθεσης αναστολέων της 
κολλαγενάσης έγινε απο τον Powers και τους συνεργάτες του103. 
Με βάση τις τιμές των Κΐ (πίνακας 4) που προσδιόρισαν διαπι­
στώθηκε οτι πεπτίδια που περιέχουν σουλφυδρυλομάδα είναι 
μέτρια καλοί αναστολείς της Clostridium κολλαγενάσης, μολονότι 
σουλφυδρυλοπεπτίδια είναι ισχυροί αναστολείς της καρβοΐυπεπτι- 
δάσης, ελαστάσης, A.C.E. Επίσης καρβοΊυλομεθυλοπεπτίδια ενώ 
είναι ισχυροί αναστολείς του A.C.E., είναι αντίθετα φτωχοί 
αναστολείς της κολλαγενάσης.

Επίσης μια άλ^η αΐιόλογη εργασία είναι αυτή που έγινε 
απο τους Γιωτάκη et al10"*,oi οποίοι συνέθεσαν μια σειρά μερκα-
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Πίνακα*? 4 . Τομές σταθερών αναστολές Ki (mM) αντιστρεπτών ανα­

στολέων τπς Clostridium κολλαγενάσης.

Αναστολείς Ki(mM)

I. HOCHaCD-Pro-NHa 15
II. Z-Gly-Pro-Leu-OH 4,3

III. Z-Gly-Leu-NHOH 1,5

IV. Z-Gly-Gly-Leu-NHOH 18,9

V. Z-Gly-Pro-Leu-NHOH 0,24

VI. HONHCOCHaCO—Pro—NHa 4,6

VII. BoC-Gly-Pro—OBz1 0,8

VIII. BoC-Gly-Pro-NHBzl - 2,2

IX. HSCHaCHaCO-Pro-NHa 0,25
X. HSCHaCHaCO-Pro-NHBz1 0,17

πτοπεπτίδια αναστολείς της Achromobacter κολλαγενάσης (Πίνα­
κας 5s.) .

Πίνακα*? 5. ■ Αναστολή τπς Achromobacter Iophagus κολλαγενάσης 
από "θείο-προ'ίόντα".

Α ν α σ τ ο λ ε ί ς U a o  < μ Μ >

© " ~ C y «  ~ > 2 0 0 0 0

© C y i« P ro 1990

® C y a -P ro -M * 70

Θ C y « -P ro -L « a 200

© C y a -C ly -A la 1250

©
* fl f l

h s - ch2- c h - c  — H— c — coo*

HBj

1990

©
•  1  f l  .

HS-CHj-CH-C— Μ— 0— COO* 3150

0 h3

©
* j  O  -HS-CHj-CU-C— H— C— C00 100
1
a

0jj

© HS-CHj -CHj -C —P ro ? A la 3 

a
S

© H8<-CH2-CIl2-C  -  P r o ^ M a lo iy 4 5.
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Τα κυριώτερα συμπεράσματα της εργασίας αυτής ήταν οτι 
τόσο το μέγεθος όσο και. η αλληλουχία των αμινοΐέων των θειο- 
πεπτιδίων, παίζουν σπουδαίο ρόλο στην ανασταλτική δράση έναντι 
της Achromobacter κολλαγενάσης. Συγκεκριμένα αναφέρεται οτι το 
Βέλτιστο μήκος για τον αναστολέα είναι το μήκος ενός τριπεπτι- 
δίου, καθώς επίσης επισημαΐνεται η μεγάλη εζειδίκευση που 
παρουσιάζει η Si' υποπεριοχή του ενζύμου.

S*

Ζη -ΛΛ.

Γ ^ ΙHS— C H - C  Μ -  C -  Ν  — CH—ό-̂ Ο• * IIΟ

H S - C H - C K -  C —  C — 04- ? —  Ν —  i  Η — ^* * II IΟ Η. ̂

M S - C M - C H , -  C -  C - W - 8 - N - 6 H - S 5

Συνέχεια της παραπάνω προσπάθειας αποτελεί μια σειρά 
νέων πειραμάτων που έγιναν απο τους Γιωτάκη και Dive105* οι 
οποίοι συνέθεσαν μια σειρά σουλφυδρυλο-πεπτίδια του γενικού 
τύπου: HS-CH2-CH=-C0-Pro-Yaa όπου Yaa-Ala, Leu, Phe, Pro, Hyp.
Απο τις τιμές των σταθερών αναστολής Ki (Πίνακας 5=) φαίνεται

«·

οτι η επίδραση της παράπλευρης ομάδας των αμινο^έων (Ala,Leu, 
Phe, Pro, Hyp) υποδοχή S3 'xou ενζύμου δεν επηρεάζει σημαντικά 
την ανασταλτική δράση. Αυτό σημαίνει οτι η υποδοχή S3 ’ δεν 
είναι αυστηρά είειδικευμένη. Επίσης η ύπαρξη ελεύθερου 
καρθοΊυλίου στη θέση Ρ3 ' είναι αποφασιστικής σημασίας για τη 
σύμπλεζη του αναστολέα με το ένζυμο.
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.r

nCvgKgQ 5a. Τι,μές σταθερών αναστολές Ki (μΜ) Achromobactor-
Iophagus κολλαγενάσης gno σουλφυδρυλοπεπχύ6ι.α·

TTpot6v
Σταβερά ανα­
στολές ΚΙ 

(uM)

Σχετικέ
δραστικότητα

I . HS-CHz-CHz -CO-Pro 100 0.5
II. HS-CHz-CHz -CO-Pro-OMe 10 5
Ill . HS-CHz -CHz-CO-Pro-A1a 2.1 24
IV. HS-CHz -CHz-CO-Pro-A1a-OMe 8 6.25
V. HS-CHz -CH=-CO-Pro-Leu 2.7 18
VI. HS-CHz -CHz-CO-Pro-Phe 2.2 24
VII . HS-CHz-CHz-CO-Pro-Pro 0.8 ' 62
VIII.HS-CH=-CHz-CO-Pro-Hyp 1 50
IX. HS-CHz -CHz-CO-Pro-Arg 0.5 100
X. HS-CH= -CHz -CO-Pro-Asp 70 0.7
XI. HS-CH= -CH= -CO-Pro-Arg-OMe 0.6 83

Λ



VIII. ΤΤεπτιδικη σύνθεση

VII 1.1. Γενικές αργές

Τα πεπτίδια οικοδομούνται απο δύο ή περισσότερα αμινοξέα 
που συνδέονται μεταξύ τους με αμιδικοϋς (πεπτιδικούς) δεσμούς.

Ο πεπτιδικός δεσμός προκύπτει με ακυλίωση της αμινομώδας 
ενός αμινοξέος απο ένα δεύτερο αμινοξύ, μέσω μιας πυρηνόφιλης 
προσβολές του αϊώτου της αμινομώδας του ενός αμινοξέος πάνω 
στον άνθρακα της καρβοξυλομάδας του άλλου10ί*.

Ri R2  Ri R2
H 2N-CH-COOH+H2 Ν-άΗ-COOH --» HzN-fcH-CO-NH-tH-COOH+Ha 0

Καρβοξυλικά οξέα και αμίνες δεν. αποδίδουν αμίδια αυθόρ­
μητα, παρά μόνο σε υψηλές Θερμοκρασίες. Για το λόγο αυτό απαι­
τείται ενεργοποίηση του καρβοξυλίου του αμινοξέος που Θα 
δράσει σαν ακυλιωτικό μέσο (καρβοξυ-συστατικό) και κατάλληλη 
προστασία της καρβοξυλομάδας του αμινοξέος που θα ακυλιωθεί 
(αμινο-συστατικό) . Εκτός απο την προστασία της καρβοξυλομάδας 
του αμινο-συστατικού προκειμένου να παραχθεί ένα συγκεκριμένο 
διπεπτίδιο, πρέπει να προστατευθεί και η αμινομάδα του 
καρβοξυ-ουστατικού., ώστε να αποφευχθεί ο σχηματισμός θεωρητικά 
πολυάριθμων άκυκλων και κυκλικών πεπτιδίων και κυρίως του 
κυκλικού διπεπτιδίου (δικετοπιπεραξόνης) που παρώγεται με 
συμπύκνωση δύο μορίων του απροστάτευτου και ενεργοποιημένου 
καρ β οξ υ-συστατικού.

^COX ΝΗ= -2ΗΧ /CO -ΝΗ
Ri - CH + ''CH - Ri ---->· Ri - CH NCH - Ri

"■ NH2 XOC NH - C O '

Κατά συνέπεια πρέπει όλες οι δραστικές ομάδες που δεν 
συμμετέχουν στη συγκεκριμένη σύζευξη, δηλαδή η αμινομάδα του 
καρβοξυ-ουστατικού, η καρβοξυλομάδα του αμινοσυστατικού και 
κάθε δραστική ομάδα στις παράπλευρες αλυσίδες, να προστατεύον­
ται παροδικά για να ληφθεί το επιθυμητό προϊόν σύμφωνα με τα 
στάδια που απεικονίζονται στο σχήμα 39.
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*-» NH^CHRaC00,_> 
(Ν-τελικό αμινοΐύ)

4~» NH3 CHR1 COO4"» 
(C-τελικό αμινοΐύ)

,, Χ-προστατευτική ομάδα

παροδική προστασία 
α-αμινομάδας με τη

παροδική προστασία 
α-καρβοΐυλίου με την 
rΥ-προστατευτική ομάδα

XNHCHRz COOH NH2CHR1COOY

Μετατροπή του καρβοΐυ-
λίου σε ενεργό παράγωγο 

XNHCHRzCOE

Σ ύ ίε υ ίη

XNHCHRa CO-NHCHRiCOOY

<- > ΝΗ^CHRaCO-NHCHRtCOO4"»

Svftua 39. Διάγραμμα σύνθεσης ενός διπεπτιδίου με ενεργοποίηση 
του καρβοΐυλίου.

VIII.2. Τα στάδια τηο πεπτιδικής σύνθεσης

Σε γενικές γραμμές η σύνθεση ενός πεπτιδίου περιλαμβάνει 
τα ε^ής πέντε στάδια104*·10,Γ.
Α) Προστασία της αμινομάδας του καρβοΐυ-συστατικού με εισαγω­
γή ομάδων που μειώνουν την πυρηνοφιλία της. Μια τέτοια προστα­
τευτική ομάδα δεν πρέπει να επηρεάζει την στερεοχημική φύση 
του αμινοϋέος ή του πεπτιδίου, ενώ πρέπει να είναι σταθερή 
κατα τη διάρκεια της σύϊευ'ξης, απομόνωσης και καθαρισμού του 
πεπτιδίου και τέλος πρέπει να απομακρύνεται εύκολα με μέσα που 
δεν καταστρέφουν τον πεπτιδικό δεσμό. Οι ομάδες που χρησι­
μοποιούνται συνήθως για την προστασία των αμινομάδων είναι η 
βεν'ζυλο’ξυκαρβονυλομάδα10** (Ζ) , η *:-βουτυλο1υκαρβονυλομάδα1β* 
(BOC), η π-τολουολο-σουλφονυλο-ομάδα (tosyl ομάδα) και η
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9-φλουορενυλ-μεθυλοΙυκαρβονυλομάδα (Fmoc) .
Β) Προστασία του καρβοΐυλίου του αμινο-συστατικού με εισαγωγή 
ομάδων που αυίάνουν την πυρηνοφιλία του αμινοΐέος ή πεπτιδίου. 
Η προστασία της καρβοΐυλομάδας επιτυγχάνεται συνήθως με μετα­
τροπή της σε μεθυλ-, αιθυλ-, βενζυλ- και t-βουτυλυστέρα. 0 
μεθυλ- και αιθυλεστέρας απομακρύνονται με σαπωνοποίηση σε 
μίγμα αλκάλεως και οργανικού διαλύτη, ενω ο βεν^υλεστέρας 
απομακρύνεται με καταλυτική υδρογόνωση.
Γ) Προστασία των πλευρικών δραστικών ομάδων, αν υπάρχουν, 
ώστε να μην παρεμβαίνουν στις αντιδράσεις σχηματισμού πεπτιδι- 
κού δεσμού. Τέτοιες ομάδες είναι π.χ. το β-COOH του ασπαρτικού 
το γ-COOH του γλουταμινικού, η -SH ομάδα της κυστε'ί'νης, το -0Η 
της τυροσίνης.
Δ) Ενεργοποίηση της καρβοΐυλομάδας που δα δώσει τον πεπτιδικό 
δεσμό με σχηματισμό ακυλο-παραγώγου και σύ^ευ^η του ενεργού 
αυτού καρβοΐυσυστατικού με το. αμ ινο-συστατικό.
Ε) Απομάκρυνση των προστατευτικών ομάδων με μέσα που δεν 
διασπούν τους πεπτιδικούς δεσμούς προκειμένου να παραχθεί το 
ελεύθερο πεπτίδιο.

VIII.3. Σύνδεση πεπτιδίων σε διάλυιια

Είναι η πρώτη μεθοδολογία που εφαρμόσθηκε για τη σύνθεση 
των πεπτιδίων και σύμφωνα με την οποία η επιμήκυνση της 
πεπτιδικής αλυσίδας γίνεται "βήμα προς βήμα" σε ομογενές 
διάλυμα. Η απομόνωση και ο καθαρισμός των ενδιάμεσων προϊόντων 
της σύνθεσης επιτυγχάνεται με τις κλασσικές μεθόδους της 
οργανικής σύνθεσης (εκχύλιση, διήθηση, έκπλυση, κρυστάλλωση, 
ανακρυστάλλωση) . Γ ι α  το στάδιο της ενεργοποίησης του 
καρβοϋυλίου υπάρχει η δυνατότητα επιλογής, ανάλογα με την 
περίπτωση, μεταΐύ .‘$ων μεθόδων, των ανυδριτών, των ενεργών 
εστέρων, των αΐιδίων και του καρβοδιϊμίδιου.

Οι μικτοί ανυδρίτες παρασκευάζονται απο άλας του Ν“- 
προστατευμένου αμινοΐέος με τριτοταγή βάση π.χ. τριαιθυλαμίνη 
και το χλωρίδιο του βοηθητικού οΐέος.
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ZNH-CH-COO<_>ΗΝ“"’ (C=H=)3+RCOCl

Rt
ZNHCHC-0

R'-C-O
+ C l‘- >HN‘"-> (C aH s)3

και. στη συνέχεια αντιδρούν με το αμινοσυστατικό για το σχημα­
τισμό του διπεπτιδίου

Ri δ / -**
ZNH-CH-C-0 Ra

^0 + HaN-CH-fcOOY —
R'-C-0

δ ^

Ri Ra
ZNH-CHCO-NH-^HCOOY+R’COOH

Ρ2 Ri
R 'CONHCHCOOY + ZNHCHCOOH

Εψ'όσον ο μικτός ανυδρίτης έχει δύο καρβονυλικές ομάδες, η 
αμινομάδα θα αντιδράσει και με τα δύο ηλεκτρονιόφιλα κέντρα, 
με διαφορετική όμως ταχύτητα την οποία μπορούμε να εξασφαλί­
σουμε προς όφελος του αμινοξέος με την κατάλληλη εκλογή του R' 

(δι^ > δ ^ ) . Επίσης ένα άλλο πρόβλημα που παρουσιάζεται είναι 
η απομάκρυνση του βοηθητικού οξέος μετά τη σύζευξη, καθόσον 
περίσσεια βάσεως κατά τη διάρκεια της σύζευξης προκαλεί μερι­
κές φορές ρακεμίωση.

Γι'αυτούς τους λόγους η εισαγωγή των μικτών ανυδριτών με 
παράγωγα ανθρακικού οξέος βελτίωσε σημαντικά τη μέθοδο. Στους 
ανυδρίτες του τύπου αυτού, οι οποίοι παρασκευάζονται εύκολα 
από χλωρομυρμηκικούς εστέρες (ROC0C1) , η ομάδα R'O- δρα σανΛ,
δότης ηλεκτρονίων -C-0R, εξασφαλίζοντας έτσι > 6^'**

ιι
0  0

ZNH-CH-C Ra Ri Ra Ο
Ri 0 + HaNCHCOOY — > ZNHCHCO-NHCHCOOY + ROC-OH
R10-C '

%
0

Επίσης κατά την αντίδραση σύζευξης με τέτοιους ανυδρίτες, 
ελευθερώνεται ανθρακικός μονοεστέρας ο οποίος διασπάται αμέσως 
σε COa και αλκοόλη.

0
r '0-C-OH ---► R ’OH + COa
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Ετσι δεν απαιτείται προσθήκη βάσης για την είουδετέρωση του 
βοηθητικού ο^έος, αλλά και η απομάκρυνση των παραπροϊόντων της 
αντίδρασης γίνεται, αυτόματα, χωρίς ιδιαίτερη φροντίδα. Η σύν­
θεση πεπτιδίων σε διάλυμα είναι, μια τεχνική η οποία αφ’ενός 
μεν δίνει, την δυνατότητα αναλυτικού ελέγχου στην πορεία σύνθε­
σης βήμα προς βήμα, αφ'ετέτου δε απαιτεί ιδιαίτερη εργαστηρια­
κή πείρα.

VIII.4. Σύνθεση πεπτιδίων σε στεοεή ιοάσπ (Μέθοδοο Merrifleld)

Σύμφωνα με τη μέθοδο Merrifield111 το C-τελικό αμινοΊύ 
~της πεπτιδικής αλυσίδας συγκροτείται με ομοιοπολικό δεσμό πάνω 
σε "στερεό" υπόστρωμα (πολυμερές), δηλαδή ένα υλικό αδιάλυτο 
στα διαλυτικά που χρησιμοποιούνται. Η πεπτιδική αλυσίδα μεγα­
λώνει προσθέτοντας ένα-ένα τα αμινοΊέα πάνω στο πολυμερές.

Στο σχήμα 40 δίνεται ένα διάγραμμα της σύνθεσης πεπτιδί­
ων σε στερεή φάση.

Rt
Η -  ΝΗ - CH - COOH + X -ΓΠΟΛΥΜΕΡΕΣ|

Rt 0
S - N H - C H - C - 0  -I ΠΟΛΥΜΕΡΕΣ

Ri 0
I IIΗ=Ν - CH - C - Ο

Rt
4 0  - ΝΗ “ CH - COOH

ΑΠΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑ

ΠΟΛΥΜΕΡΕςΙ

ΣΥΖΕΥΞΗ

Rt Ο
ι— ι I Η[Ϋ|- ΝΗ - CH - C - ΝΗ

RtιCH-

ΗζΝ-
Rt Ο Rt I 
•CH-C-NH-CH-COOH

c - ο-ΓπολυμερεςΙ
ΑΠΟΣΠΑΣΗ

πολυμερές]

Σνϊηια 40, Βασικά αρχά της μεθόδου σύνθεσης πεπτιδίων σε στερεά 
φάση.
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1) Σαν στερεή φάση χρησιμοποιούνται συμπολυμερή που παρασκευ­
άζονται απο ένα μίγμα στυρολίου και διβινυλοβενζολίου (DVB) , 
που φέρουν στο μόριό τους σκορπισμένες δραστικές ομάδες που 6α 
επιτρέψουν τη δημιουργία ομοιοπολικού δεσμού με το C-τελικό 
αμινοζύ της πεπτιδικης αλυσίδας του οποίου η αμινομάδα είναι 
προστατευμένη απο μία κατάλληλη ομάδα (Υ).
2) Η αποπροστασία της αμινομάδας γίνεται εκλεκτικά και σβ 
συνθήκες, που δεν επηρεάζουν το δεσμό αμ ινοΐέος-ρητίνης.
3) Ακολουθεί η σύζευζη, κατά την οποία προστίθεται το κατάλ­
ληλο Ν-προστατευμένο αμινοΐύ για το σχηματισμό του πρώτου πε- 
πτιδικού δεσμού. Η συνηθέστερη μέθοδος σύζευζης σε στερεή φάση 
είναι η μέθοδος του καρβοδι’ίμίδιου.

Το δικυκλοεζυλοκαρβοδιϊμ ίδιο (DCCI)1** αντιδρά εύκολα με 
την καρβοΊυλομάδα, ενώ η αντίδρασή του με την αμινομάδα θεω­
ρείται αμελητέα. Κατά την αντίδραση αυτή σχηματίζεται ένα 
"ενεργό ενδιάμεσο προϊόν" (ο-ακυλισοουρία) απο το οποίο είναι 
δυνατόν:

Ri

ΧΝΗ - CH - COOH +Ο ν-°·ν Ό

α) να σχηματισθεί πεπτιδικός δεσμός με άμεση προσβολή του αμι- 
νο-συστατικού στο ενεργό ενδιάμεσο και παραγωγή Ν-Ν'δικυκλοε- 
ζυλουρίας.
β) να σχηματισθεί συμμετρικός ανυδρίτης ο οποίος στη συνέχεια 
ακυλιώνει την αμίνη και δίνει πάλι πεπτιδικό δεσμό, 
γ) να παραχθεί ενα δυσδιάλυτο παραπρο’ίόν, η Ν-ακυλουρία, μέσω 
μιας 0 — » Ν ενδομοριακής ακυλομετάθεσης στο ενεργό ενδιάμεσο. 
Την παραπάνω μετατόπιση 0 — > Ν παρεμποδίζει ή μειώνει στο ελά­
χιστο η χρησιμοποίηση κατάλληλων μη πολικών διαλυτών και 
κυρίως το διχλωρομεθανιο113 (σχ.41).

ι
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Ra
HaNCHCOPY

Ri
XNHCHC-0i

(a)

Ri
XNHCHCOOH

(6 )

Ri Ra 0 i
XNHCHCO-NHCHCOOY+/ V nH-C-NH-/ \

Rt 0  .___.

(XNHCHCONO + ^  ^ ·Ν Η -0 -Ν Η -^  ^

4 Ha N—CH-COOY

Ri Ra Ri
XNH-CHCO-Ny-CH-COOY+XNH-CH-COOH

0 -» N ακυλουετάθεση^

Ri
XNHCHC 

I
-  0

Of)
O - A - ?-hnO0

Zvfiua 41. Ot τρεις δυνατές πορείες' αντίδρασης του "ενεργού εν­

διάμεσου," κατά τη σύζευξη με τη μέθοδο του καρΡοδιι- 

μιδίσυ.

4) Στο τέλος της πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεή φάση διασπάται 
εκλεκτικά ο δεσμός του πρώτου αμινοΐέος με την ρητίνη, απομα­
κρύνονται οι προστατευτικές ομάδες και το ελεύθερο πεπτίδιο 
παραλαμβάνεται σε διάλυμα. Το πλέον εύχρηστο αντιδραστήριο για 
την αποπροστασία και απομάκρυνση των πεπτιδίων απο το στερεό 
υπόστρωμα, είναι το άνυδρο HF, το οποίο οδηγεί σε μεγάλες απο­
δόσεις και αρκετά καθαρά προϊόντα14* .

Το πλεονέκτημα της τεχνικής αυτής είναι οτι παραλείπον- 
ται όλοι οι εργαστηριακοί καθαρισμοί που γίνονται στα ενδιάμε­
σα στάδια της σύνθεσης και αντικαθίστανται με έκπλυση και διή­
θηση του στερεού. Χρησιμοποιώντας μάλιστα και το κατάλληλο
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δοχείο, η σύνθεση μπορεί να γίνει μέσα σ’αυτό, χωρίς καμμιά 
μεταφορά υλικού απο το ένα δοχείο στο άλλο, ώστε να αποφεύ­
γονται τυχόν μηχανικές απώλειες υλικού εζαιτίας μεταφοράς. Η 
όλη διαδικασία απλουστεύεται και συντομεύει ακόμη περισσότερο 
επειδή η μέθοδος επιδέχεται αυτοματοποίηση.

VIII.5. ΤΤοοΒλήίΐατα οακευίωοης κατά την πεπτιδική σύνθεση

Μια ικανοποιητική πεπτιδική σύνθεση πρέπει να γίνεται 
χωρίς να επηρεάζεται η διαμόρφωση των ασύμμετρων κέντρων των 
συστατικών που συμμετέχουν. Εφ'όσον η βιολογική δράση των πε­
πτιδίων και πολυπεπτιδίων είαρτάται σε πολύ μεγάλο βαθμό απο 
την οπτική τους καθαρότητα πρέπει να δίνεται μεγάλη προσοχή 
στο πρόβλημα της ρακεμοποίησης. Η απομάκρυνση τυχόν προσμείζε- 
ων λόγω ρακεμοποίησης μπορεί να γίνει με κρυστάλλωση και ανα- 
κρυστάλλωση ή με χρωματογραφικές μεθόδους. Χαρακτηριστικό 
είναι οτι αρκεί μια μικρή απώλεια στην οπτική ομοιογένεια σε 
κάθε στάδιο της σύνθεσης για να καταστραφεί τελείως η στερεο­
χημεία του τελικού προ'ιόντος.

Η ρακεμοποίηση μπορεί να αποδοθεί με το μηχανισμό μιας 
ισορροπίας ιονισμού του C“-H δεσμού

R' R'
I I

R - ΝΗ - C - Η ν— -  R - ΝΗ - C: *"> + Η<~»
I I
C-0 C-0
I I
X X

Η ισορροπία αυτή καταλύεται από οζέα και βάσεις, ιδιαί­
τερα σε υψηλή θερμοκρασία και πολικούς διαλύτες. Η ρακεμοποίη­
ση όμως που καταλύεται από οζέα γίνεται συνήθως σε χαμηλό pH 
και υψηλή θερμοκρασία, συνθήκες που δεν συνηθίζονται κατά την 
πεπτιδική σύνθεση. Μεγάλη σημασία αντίθετα έχει η ρακεμοποίηση 
που καταλύεται από βάσεις, η οποία μπορεί να αποδοθεί με δύο 
μηχανισμούς είτε απ'ευθείας απόσπαση του πρωτονίου του C“-H 
δεσμού, είτε με σχηματισμό μιας αζλακτόνης (I).
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R
i

H-C
H-N

\

0
II
C-X

c
I
R'

R 0 
I II

H-C - C-X 
H-N'-* O'"’

-HX - 
+HX

R 0
i »

H -C - C
i i
N 0
Vi
R*

(I)

-HIT»

( - )

■C‘ ->  -C  -  0 R-C -  C - 0 * - * R -  C -  C

Ν 0
1 I II I
Ν 0 Ν 0

-  V Nc * - >
1

R·
» I
R* R·

-  0

Για τον προσδιορισμό της ρακεμΙωσης, έχουν περιγράφει διάφο­
ρες φυσικές, βιολογικές και ενζυμικές μέθοδοι. Με κατάλληλη 
επιλογή των συνθηκών κατά την διάρκεια της πεπτιδικής σύνθεσης 
είναι δυνατόν να περιορισθεί στο ελάχιστο η απώλεια της οπτι­
κής ενεργότητας.

VIII. 6. Retro-Inverso πεπτίδια
Λ .

Για τον σχεδιασμό αναλόγων βιολογικά ενεργών πεπτιδίων 
έχουν αναφερθεί κατά καιρούς διάφορες μελέτες.

0 Shemyakin και συνεργάτες του113 ήταν ο πρώτος που 
εισήγαγε μια νέα μορφή πεπτιδίων που ονομάστηκαν "retro-ισομε- 
ρή".

Απο την εποχή που οι Shemyakin και Orchinnikov εφάρμοσαν 
την έννοια αυτή τόσο σε κυκλικά πεπτίδια όσο και σε κυκλικά 
δεφιπεπτίδια μέχρι σήμερα, έχουν γίνει πολλές συστηματικές με­
λέτες11*· 117 με αποτέλεσμα να έχουν διευκρινισθεί πλήρως 
παρεμφερείς έννοιες''όπως retro-ισομερή, retro-lnverso ισομερή, 
retro inverso ισομερή με τροποποιημένες τελικές ομάδες και 
μερικώς τροποποιημένα retro-lnverso ισομερή.
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Retro-ιοοιιεοές; Είναι το ισομερές του οποίου οι πεπτιδικοί 
δεσμοί έχουν αναστραφεί με σύγχρονη διατήρηση της χειρικότητας 
των αμινοΊέων.
Retro-inverso ισουεοές: Είναι το ισομερές ενός γραμμικού 
πεπτιδίου του οποίου οι πεπτιδικοί δεσμοί και η χειρικότητα 
των υπαρχόντων αμινοΊέων έχει αναστραφεί.
Retro inverso ισουεοές ue τοοποποιπυένεο τελικές ουάδες: Είναι 
το retro inverao ισομερές του οποίου όμως το άμινο-και καρβό- 
Ίυλο-τέλος έχει τροποποιηθεί ώστε να υπάρχει πλήρης συμπληρω- 
ματικότητα μεταΊϋ του τελικού και αρχικού πεπτιδίου.
Μεοικώΰ χοοποποιηυένο retro-inverso ισουεοές; Είναι το ισομε- 
ρές ενός γραμμικού πεπτιδίου, στο οποίο οι πεπτιδικοί δεσμοί 
ενός τμήματος αυτού και η χειρικότητα των υπαρχόντων σ'αυτό το 
τμήμα αμινοΊέων έχει αντιστραφεί.

Οπως αναφέρθηκε και παραπάνω οι Shemyakin και οι συνερ­
γάτες του ήταν οι πρώτοι που συνέθεσαν κυκλικά τριπεπτίδια και 
τα αντίστοιχα ισομερή τους αντιστρέφοντας τη φορά των πεπτιδι- 
κών δεσμών (σχ.42). Τα πεπτίδια Α και C του σχήματος 42 είναι

Syfnm 42. Σχηματική παράσταση των κυκλοισομερών του κυκλικού-

τοπολογικά όμοια και διαφέρουν μόνο ως προς τη θέση των ατόμων 
των αμιδικών ομάδων (CO-NH και NH-CO), με άλλα λόγια είναι το­
ποχημικά ανάλογα. Οι υπάρχουσες ομοιότητες και διαφορές μεταΊύ 
των πεπτιδίων/Α και C εμφανίζονται καλύτερα στο σχήμα 43, όπου

ολα-1_-τριπεπτιδίαυ Α, Βι retro-ισομερές, Ci retro-
invero ισομερές. -----* η διεύθυνση του αμιδικαύ
δεσμού.

ι
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με μαύρο έντονο περίγραμμα απεικονίζεται, το δεύτερο πεπτίδιο 
και η παράσταση αυτή δείχνει καθαρά πόσο δομικά όμοια είναι τα 
δύο πεπτίδια και επομένως γιατί παρουσιάζουν συχνά ίδιες βιο­
λογικές ιδιότητες1 .

ΣΥήυα 43. Σχέση μεταξύ των δομών ενός κυκλικού πεπτιδίου και 
του retro-εναντιομερούς του.

Η έννοια όμως του retro-ισομερούς δεν εφαρμόσθηκε μόνο 
σε κυκλικά πεπτίδια, αλλά επεκτάθηκε και σε γραμμικά βιολογικά 
ενεργά πεπτίδια, τα οποία ως γνωστό αντίθετα με τα κυκλικά πε­
πτίδια έχουν αμινο- και καρβόζυλο- τέλος.

Τα διαφορετικά στερεοϊσομερή και δομικά ισομερή ενός 
γραμμικού πεπτιδίου απεικονίζονται στο σχήμα 44.
Οι δομές 1 και 2 είναι εναντιομερείς καθώς και οι 3 και 4. Η 
δομή 3 είναι ενα retro-ισομερές της 1 δηλ. ενώ η διεύθυνση των 
αμιδικών δεσμών έχει αντιστραφεί η χειρικότητα των αμινοζέων 
παραμένει η ίδια. Το ίδιο ισχύει και για τις δομές 2 και 4. 
Μια διαφορετική τοποχημική σχέση επικρατεί στα ζευγάρια 1,4 
καθώς και στα 2,3.'ί'αυτά τα ζεύγη δομών ενώ η διεύθυνση των 
δεσμών έχει αλλάζει και η χειρικότητα των υπαρχόντων αμινοζέων 
έχει αντιστραφεί, οι παράπλευρες αλυσίδες διατηρούν την ίδια 
διάταζη στο χώρο.
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(I)

(2)

ο *

« 0  τ  8

β  ̂ *

« Λ / V ^ v v 3 Β1

(3)

(4)

0
J ν.

α - α - δ ι α μ ι ·  ϋ - α μ ι ν ο ΐ έ α  μ η λ ο ν υ -  
ν ο - α λ κ υ λ ο *  λ ο — ο μ ά δ α

- ο μ ά δ α

ΣγΥιυα 44 . Τα ισομερή ενός γραμμικού αρχικού <ολα-Ι>> πεπτιδίου 

<1>, (2)ι το εναντιομερές, (3)ι retro-ισομερές, (4) ι 
ΓεΙίΓΟ-ολα-ϋ-ισομερές, (5)* Γβί:Γθ-ολα-0-ισομερ6ς μβ 
τροποποιημένες τις τελικές ομάδες.

Ο = C, · = Ν, α,β,γ,δ s παράπλευρες ομάδες.

Η αντιστροφή του αμινο-και καρβό'ξυλο- τέλους δημιουργεί 
ένα μεγάλο πρόβλημα ως προς την συμπληρωματικότητα των δομών 
των γραμμικών αυτών πεπτιδίων. Συγκεκριμένα ενώ οι ομάδες a 
και δ στη δομή 1 είναι στα αμινο και καρβό?υλο- άκρα της 
αλυσίδας αντίστοιχα, οι ίδιες παράπλευρες αλυσίδες στη δομή 4 
βρίσκονται συνδεδεμένες αντίστροφα.

Ενας γενικός τρόπος επίλυσης αυτού του προβλήματος δίνε­

ται μέσω της δομής 5 (σχ.44) κατά την οποία ένα α-α-διαμινο- 
αλκύλιο και ένα C—2-υποκατεστημένο μηλονικό οΐύ αντικαθιστούν 
τα αμινο-και καρβόΊυλο-ακρα αντίστοιχα της δομής 4. Το πρόβλη­
μα των τελικών ομάδων στα γραμμικά πεπτίδια έχει απασχολήσει 
απο την αρχή τόσο την ομάδα των Ρώσων ερευνητών όσο και μετέ- 
πειτα τους Morley11** και Goodman11·®, με αποτέλεσμα να υπάρχουν 
σήμερα πολυάριθμες τροποποιήσεις, μέσω των οποίων οι τελικές
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ομάδες μπορεί να δεσμευθούν, αφαιρεθούν ή διατηρηθούν.
Ανεξάρτητα όμως απο το πρόβλημα των τελικών ομάδων και 

τις δυνατότητες που υπάρχουν για να ξεπερασθεί, ot retro- 
inverso τροποποιήσεις γραμμικών πεπτιδίων περικλείουν αναστρο­
φή των πεπτιδικών δεσμών, που επιτυγχάνεται με αντιστροφή της 
χειρικότητας των αμινοξέων, ενώ συγχρόνως οι παράπλευρες 
αλυσίδες διατηρούν την κατάλληλη χωροδιάταξη. Εαν στο αρχικό 
πεπτίδιο τα υπάρχοντα αμινοξέα είναι ολα-L- διαμόρφωσης, το 
αντίστοιχο retro-inverso ισομερές του, θα περιέχει αμινοξέα 
μόνο -D-στερεοχημικής διάταξης. Τυπικά παραδείγματα τέτοιων 
πεπτιδίων είναι το Γβ^ο-ολα-ϋ-βραδυκινίνη13°,Γβ^ο-ολα-Π- 
tyftsin131.

Αν και η τεχνική των retro-inverso ισομερών Βιολογικά 
ενεργών γραμμικών πεπτιδίων, ιδιαίτερα ορισμένων ορμονών και 
αντιβιοτικών, βρίσκεται ακόμη σε αρχικά στάδια, ωστόσο εχει 
συμβάλλει σημοεντικά στη μελέτη των αλληλεπιδράσεων ορμόνης- υ­
ποδοχέα. Επίσης εφ'όσον στη φύση όλα τα πεπτίδια αποτελούνται 
cmo L-αμινοξέα, τα retro-inverso ισομερή θα αποτελούνται μόνο 
απο D-στερεοχημικής διάταξης αμινοξέα και επομένως ίσως να εί­
ναι ανθεκτικά έναντι της πρωτεολυτικής δράσης των ενζύμων στον 
οργανισμό και συνεπώς να χαρακτηρίζονται από σταθερότερη βιο­
λογική δράση. Τέλος η τεχνική αυτή θα μπορούσε να εφαρμοσθεί 
για το σχεδίασμά αναλόγων υποστρωμάτων και αναστολέων πρωτεο- 
λυτικών ενζύμων με αποτέλεσμα να εξαχθούν πληροφορίες για τον 
τρόπο σύνδεσης του συμπλόκου ενζύμου-υποστρώματος.
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IX. 1. Δ ι α * ο σ υ υ ο π η κ η  πόρε ία σύνθεσης πεπτιδικών αναστολέων σε
uvoft καί στερεή φάση

IX. 1.1. Γενικά σγεδιάνοαυίΐα σύνθεσης πεπτιδίων σε υγρή φάση

Για τη σύνθεση ορισμένων 6ι— και τριπεπτιδίων ακόλουθή— 
βήκε π παρακάτω μεθοδολογία σε υγρή φάση: α) παροδική προστα­
σία α-αμινομάδας, Β) παροδική προστασία και ενεργοποίηση καρ- 
-Βοξυλίου γ) σύζευξη και 6) απομάκρυνση των προστατευτικών ομά­
δων.

Η προστασία της α-αμινομάδας έγινε με τη Βοήθεια της 
t-Βουτυλοξυκαρβονυλομάδας (Boc). Η Boc ομάδα μετά το τέλος της 
σύζευξης απομακρύνθηκε εύκολα με κατεργασία υδροχλωρικού οξέος 
σε διοξάνη 4Ν. Η προστασία της καρβοξυλομάδας του C-τελικού 
αμινοξέος έγινε με μετατροπή της σε. αλκυλεστέρα. Συγκεκριμένα 
η προστασία της α-καρβοξυλομάδας της γλυκίνης και των a,Β 
καρΒοξυλομάδων του -L-ασπαρτικού οξέος, έγινε με μετατροπή 
τους σε μεθυλεστέρα ο οποίος μετά την ένταξή του στην πεπτιδι- 
κή αλυσίδα σαπωνοποιήθηκε, ενω σε αλλα πεπτίδια η προστασία 
της α και Β καρβοξυλομάδας του -L-ασπαρτικού έγινε με μετατρο­
πή σε βενζυλεστέρα, ο οποίος απομακρύνθηκε με καταλυτική υδρο­
γόνωση.

Σε όλες τις συζεύξεις χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος των 
μικτών ανυδριτών, η οποία έδωσε προϊόντα με καλή απόδοση και 
καθαρότητα.

Στη συνέχεια περιγράφεται η πορεία της σύνθεσης του τρι- 
πεπτιδίου D-Ala-D-Pro-L-Asp (V) η οποία διαγραμματικά φαίνεται 
στο σχήμα 45.

0 Ν-1-βουτ^λοξυκαρθονυλο-ϋ-προλυλο-Ι.-ασπαρογινοδιβενζυ- 
λεστέρας (I) παρασκευάσθηκε με τη μέθοδο των μικτών ανυδριτών 
και κατεργασία του (I) με HC1 σε διοξάνη, έδωσε το αντίστοιχο 
υδροχλωρικό άλας (II) .
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D-AU D-Pro L-Αβρ ΟΒζ1
B oc--------- --------- OH H ---------OBzl

OBzl \ / 1  \DOC
nw w r1 * H

HC1/ Διοζάνη (4N) r~ ' UoZ i  \ i  )

- ^ 0Sz* OBzl (IT)VglXl 1 π
^O Bzl

ΟΒΉ fTTTlDU ν ——— H2/Pd /  OH/  ΠΗ ( TVIBoc-------
HC1.H—

HCl/ΔιοΕάνη (4N)
un v *“ /^  OH

k l --------- OH (V)

Σν^υα 45. ΩιαγραμμαχικΛ πορεία σύνθεσης του χριπεπχιδίου» 
D-Ala-D-Pro-L-Asp.

ΣύΊευΊη της N-t-βουτυλοΊυκαρβονυλο-Ο-αλανίνης με το 
διπεπτίδιο (II) έδωσε τον Ν-ί-βουτυλοΊυκαρβονυλο-Ό-αλανυλο-Ο— 
προλυλο-Ι.-ασπαραγ ινοδιβενΊυλεστέρα (III). Με καταλυτική υδρο- 
γονόλυση του (III) παρασκευάσθηκε το τριπεπτίδιο N-t-βουτυλο- 
Ίυκαρβονυλο-Ό-αλανυλο-ϋ—προλυλο-Ί.-ασπαραγ ιν ικό οΊύ (IV) με 
ελεύθερα τα δύο καρβοΊύλια. Με επίδραση υδροχλωρίου σε διοΊάνη 
4Ν παρασκευάσθηκε το αντίστοιχο υδροχλωρικό άλας του τριπεπτι- 
δίου (V) .

Η αποπροστασία του διπεπτιδίου (I) έγινε όπως και στο 
τριπεπτΙδιο (III).

Η πορεία σύνθεσης του τριπεπτιδίου D-Ala-D-Pro-Gly (XII) 
περιγράφεται παρακάτω (σχ.46).

0 Ν-ΐι-βουτυλο’ξυκαρβονυλο-Ο-προλυλο-γ λυκ ινομεθυλεστέρας 
(VIII) παρασκευάσθηκε με την μέθοδο των μικτών ανυδριτών. Με 
επίδραση υδροχλωρίου σε διοΊάνη το (VIII) έδωσε το αντίστοιχο 
υδροχλωρικό άλας (IX).

ΣύζευΊη της Ν^-βουτυλοΊυκαρβονυλο-ϋ-αλανίνης με το δι- 
πεπτίδιο (IX) έδωσε τον Ν-Ι-βουτυλοΊυκαρβονυλο-ϋ-αλανυλο-Π- 
προλυλογλυκινομεθυλεστέρα (X). Με σαπωνοποίηση του (X) παρα­
σκευάσθηκε το τρ ιπεπτ ίδιο Ν^-βουτυλοκαρβονυλο-ϋ-αλανυλο-Ο- 
προλυλογλυκίνη (XI) με ελεύθερο το καρβοΊύλιο και εν συνεχεία 
με επίδραση υδροχλωρίου σε διοΊάνη παίρνουμε το αντίστοιχο 

«υδροχλωρικό άλας του τελικού τριπεπτιδίου (XII).
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D-Ala D-Pro Gly
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NaOH (2Ν)
ΟΜΘ (Λ )
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HCl/AtoEcxvn (4Ν)

υπ ν λ ι/ 

------OH (XII)

lyftug 46. ΟιαγραμματικΛ πορεία σύνθεσης του τριπεπτιδίου 
D-Ala-D-Pro-Gly.

Η αποπροστασCa του διπεπτιδίου (VIII) έγινε όπως και στο 
τριπεπτίδιο (X) .

Η πορεία της σύνθεσης του πεπτιδίου L-Ala-L-Pro-L-Asp
(XIX) περιγράφεται παρακάτω (οχ.47).
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Zvftua 47. Ωιαγρσμματικό πορεία σύνθεσης του τριπεπτιδίου 
L-Ala-L-Pro-L-Asp.

0 Ν-Ι-βουτυλοΙυκαρβονυλο-Ι,-προλυλο-Ι,-ασπαραγ ινοδιμεθυλε- 
στέρας (XV) παρασκευάσθηκε με τη μέθοδο των μικτών ανυδριτών.

Στο ένα μέρος της ποσότητας αυτού, απομακρύνθηκε ο α και 
β-μεθυλεστέρας του ασπαρτικού με σαπωνοποίηση και αμέσως μετά 
επεξεργάθηκε με υδροχλώριο σε διοίάνη προς απομάκρυνση της 
t-βουτυλοϊυκαρβονυλομάδας οπότε ελήφθη ελεύθερο το διπεπτίδιο
( XX)  .
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Το άλλο μέρος της ποσότητας του διπεπτιδίου (XV) μετα­
τράπηκε στο αντίστοιχο άλας (XVI) με επίδραση υδροχλωρίου σε 
διοΊάνη.

Σύζευξη της Ν^-βουτυλοΊυκαρβονυλο-1--αλανίνης με το δι- 
πεπτίδιο (XVI) έδωσε τον Ν-^βουτυλο·ξυκαρβονυλο-1,-αλανυλο-Ι,- 
προλυλο-Ι,-ασπαραγ ινοδιμεθυλεστέρα (XVII). Σαπωνοποίηση του 
(XVII) έδωσε το τριπεπτίδιο N-t-βουτυλοΙυκαρβονυλο-Ι,-αλανυλο- 
Ι,-προλυλο-Ι,-ασπαραγ ινικό οΊύ (XVIII) με ελεύθερα τα α, β 
καρβοΐύλια, το οποίο στη συνέχεια με επίδραση υδροχλωρίου σε 
διοίάνη (4Ν) έδωσε το αντίστοιχο υδροχλωρικό αλας του τριπε- 
πτίδιου L-Ala-L-Pro-L-Asp (XIX).

IX. 1.2. Γενικό σγεδιάνοαυυα σύνθεσης πεπτιδίων σε στεοεά α>άοη

Για τη σύνθεση ορισμένων άλλων δι- και τριπεπτιδίων ακο­
λουθήθηκε η παρακάτω περιγραφόμενη τακτική, όπου αντιμετωπί­
στηκαν τα προβλήματα της σύνθεσης σε στερεή φάση: α) παροδική 
προστασία της α-αμινομάδας του C-τελικού αμινοϋέος του υπό 
σύνθεση πεπτιδίου, β) προσκόλληση του C-τελικού αμινο^έος στο 
στερεό πολυμερές, γ) απόσπαση της Ν-προστατευτικής αμινομάδας 
του C-τελικού αμινοξέος, 6) ενεργοποίηση του προτελευταίου 
αμινοΊέος και σύ'ζευ'ξη αυτού με το C-τελικό αμινο^ϋ και ε) στο 
τέλος της πεπτιδικής σύνθεσης απομάκρυνση του πεπτιδίου από το 
στερεό πολυμερές.

Για στερεό υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε ένα πολυμερές που 
φέρει δραστική ομάδα τύπου μεθυλενοχλωριδίου (υποκατάστασης 
0,32 meq/gr, ρητίνης χλωρομεθυλιωμένης με 1% διβινυλοβενϊό- 
λιο, DTB) . Η προσκόλληση του Ν-προστατευμένου-Ο-τελικού 
αμινοΊέος πάνω στη ρητίνη έγινε μέσω μιας συνολικής εστεροποί- 
ησης. Η χλωρομεθυλιωμένη ρητίνη με 1% DTB αντέδρασε με το άλας 
του καισίου του Ν-προστατευμένου αμινοΙέος γρήγορα, με σχημα­
τισμό ενός Ν-προστατευμένου αμινο-ακυλο-εστέρα ρητίνης χωρίς 
παραπροϊόντα. Η πορεία που ακολουθήθηκε περιλαμβάνει τα εΐής 
στάδ ια1ίΚΖ.
Α) Προστασία της α-αμινομάδας του C-τελικού αμινοΙέος (π.χ. 
B0C-AA).
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Β) Μετατροπή του Ν-προστατευμένου αμινοζέος σε άλας του και­
σίου (π. χ.B0C-AA0‘-> Cs *■*■*).
Γ) Προσκόλληση του υπό μορφή άλατος του καισίου αμινοζέος 
πάνω στη χλωρομεθυλιωμένη ρητίνη παρουσία άνυδρου DMF (π.χ. 
B0C-AA-R ) .
Δ) Προσδιορισμός της υποκατάστασης της ρητίνης (τιτλοδότηση 
ρητίνης) με τη βοήθεια του πικρικοΟ οζέος133.

Η τιτλοδότηση της ρητίνης έγινε με διάλυμα πικρικοΟ 
οζέος το οποίο σχηματίζει άλας με την αμινομάδα του προσκολλη- 
μένου αμινοζέος. Μετά απο.προσεκτική έκπλυση προς αφαίρεση της 
περίσσειας του πικρικοΟ, η ρητίνη κατεργάσθηκε με ισχυρή βάση 
η οποία ελευθερώνει ποσοτικά το πικρικό οζά από το πολυμερές. 
Η συγκέντρωση του πικρικοΟ στο διάλυμα προσδιορίσθηκε φασματο- 
φωτομετρικά και εκφράζει την υποκατάσταση της ρητίνης.

Αναλυτικά η πορεία που ακολουθήθηκε για την τιτλοδότηση 
της ρητίνης είναι η εζής:
1) Αντίδραση δύο φορές με 40% διάλυμα τριφθοροίικοΟ οζέος σε 
διχλωρομεθάνιο, την πρώτη φορά επι 5 λεπτά και τη δεύτερη επί 
10 λεπτά της ώρας.
2) . Εκπλυση με διχλωρομεθάνιο, τρεις φορές επί 1 λεπτό της ώρας 
κάθε φορά.
3) Εζουδετέρωση 60ο φορές,με 5% (ν/ν) διάλυμα δι'ίσοπροπυλαιθυ- 
λαμίνης σε διχλωρομεθάνιο, 3 λεπτά της ώρας κάθε φορά.
4) Εκπλυση με διχλωρομεθάνιο, τρεις φορές επί 1 λεπτό της ώρας 
κάθε φορά.
5) Αντίδραση δύο φορές με 0,1 Μ πικρικό οΊΟ σε διχλωρομεθάνιο, 
3 λεπτά της ώρας κάθε φορά.
6) Εκπλυση με διχλωρομεθάνιο, πέντε φορές επι 2 λεπτά της ώρας 
κάθε φορά.
7) Αντίδραση δύο φορές,με 5% (ν/ν) διάλυμα διίσοπροπυλαιθυλα- 
μίνης σε διχλωρομεθ,άνιο, 3 λεπτά της ώρας κάθε φορά.
θ) Εκπλυση με διχλωρομεθάνιο, τρεις φορές επί 2 λεπτά της ώρας
9) Συμπύκνωση του διαλύματος μέχρι πολύ μικρού όγκου και αραί- 
ωση αυτού μέχρις όγκου 50 ml με 95% αιθανόλη.
10) Καταγραφή του ηλεκτρονιακοό φάσματος UV στη περιοχή: 
320-400 nm.
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Ολα τα αμινοξέα συ“ζεύθηκαν ως Ν*-1βΓί.-βουτυλοξυκαρβονυ- 
λοπαράγωγα, ενώ η παράπλευρη δραστική ομάδα της κυστε'ί’νης 
προστατεύτηκε απο την ρ-μεθυξυβεν'ζυλομάδα και, της σερίνης μβ 
την βεν"ζυλομάδα. Σαν αντιδραστήριο σύζευξης χρησιμοποιήθηκε το 
δικυκλοεξυλοκαρβοδιϊμίδιο σε διάλυμα διχλωρομεθανίου. Η 
συμπλήρωση των αντιδράσεων σύζευξης επιβεβαιώνονταν κάθε φορά 
με την αντίδραση νινυδρίνης (τεστ C&iser). Τα πεπτίδια 
αποσπάσθηκαν απο το πολυμερές με την επίδραση 10 ml 
δισαπεσταγμένου υδροφθορίου ανά 1 gr πολυμερούς-πεπτιδίου επι 
1 ώρα στους 0° C παρουσία φαινόλης και αν ισόλης.

Μετά την επίδραση του υδροφθορίου, απομακρύνθηκαν με 
αιθερικές πλύσεις απο το μίγμα το μεγαλύτερο μέρος των ανεπι­
θύμητων προσμείξεων και στη συνέχεια η ουσία διαλύθηκε σε 
διάλυμα 2Ν οξικού οξέος. Με λυοφιλιοποίηση του διαλύματος 
απομονώθηκε το αντίστοιχο πεπτίδιο.

Στη συνέχεια περιγράφεται η πορεία της σύνθεσης του 
τριπεπτίδιου D-A1a-D-Pro-L-Cys (XXVII) η οποία διαγραμματικά 
φαίνεται στο σχήμα 48.

D-Ala D-Pro

Boc
Boc

Boc
Boc
H

OH FaCCOOH’H-

Boc
L-Cys B2l [4_{0CH j]

40Ο/Φ CF3COOH/CH2CI2

OH F3CCOOH'H

40o/o CF3COOH/CH2Cl2

HF

Bzl [4-(OCH )J
Bzl (4-(OCH )]
Bzl [4-(OCH )]
Bzl [4-(OCH,)]
SH

®(XXII)

®(XXIII) 
®  (XXIV) 
®  (XXV) 
®  (XXVI) 
OH (XXVII)

Σϊήυα 48. Ωιαγραμματική πορεία σύνθεσης του τριπεπτι5ίσυ 
D-Ala-D-Pro-L-Cys.

0 διβινυλο-πολυστερεν-εστέρας της N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-ϋ- 
προλυλο-δ-ρ-μεθοξυβενζυλοκυστε’ί'νης (XXIV) παρασκευάσθηκε με τη 
μέθοδο του δικυκλοεξυλοκαρβοδιϊμίδιου, Η μισή ποσότητα αυτού 
εφυλάχθη σαν διπεπτίδιο το οποίο στο τέλος απομακρύνθηκε απο 
το πολυμερές με επίδραση υδροφθορίου στους 0°0 (XXVIII). Η άλ­
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λη μισίι ποσότητα του διπεπτιδίου (XXIV) μετατράπηκε στο αντί­
στοιχο τριφθοροίικό άλας (XXV) με επίδραση 40% τριφθοροίικού 
σε διάλυμα διχλωρομεθανίου.

Σύζευξη της Ν-1-βουτυλοΊυκαρβονυλο-ϋ-αλανίνης με το 
διπεπτίδιο (XXV) έδωσε τον διβινυλο-πολυστερεν-εστέρα της N-t- 
βουτυλο'ξυκαρβονυλο-0-προλυλο-3-ρ-μεθο1ξυβεν'ζυλο-Β-κυστε'ί'νης 
(XXVI). Με επίδραση δισαπεσταγμένου υδροφθορίου για Ι-h στους 
0°C ελήφθη το ελεύθερο πεπτίδιο (XXVII).

Η πορεία της σύνθεσης του πεπτιδίου D-Ala-D-Pro-L-Ser 
(XXXIV) περιγράφεται παρακάτω (σχ.49).

D-Ala D-Pro L-Ser

Boc
:Boc

B o c  -

B oc

H

OH Fs CC00H · H·

B o c

OH

40o/o 

F3CC00H-H—

40o/o CF3COOH/CH2Cl2

HF

.OBzl

cf3cooh/ ch

^-OBzl
OBzl

OBzl

OBzl
OH

(XXIX)
2 " 2  

(D (xxx) 
CD (xxxi)

-(D (XXXII).
- (R) (XXXIII)
- OH (XXXIV)

Zyfnig 49. ΩιαχραμματικΛ πορεία σύνθεσης του τριπεπτιδίου 
D-Ala-D-Pro-L-Ser.

0 διβινυλο-πολυστερεν-εστέρας της " Ν-1-βουτυλο·§υκαρβονυλο-0- 
προλυλο-Ο-βεν^υλο-Β-σερίνης (XXXI) παρασκευάσθηκε με τη μέθοδο 
του δικυκλοεΊυλοκαρβοδι'ιμι-δίου. Με επίδραση 40% τριφθοροΊικού 
σε διχλωρομεθάνιο το (XXXI) έδωσε το αντίστοιχο τριφθορο^ικό 
άλας (XXXII).

Σύ·ζευ·§η της )ί-ΐ-βουτυλο'ξυκαρβονυλο-Ό-αλανίνης με το δι- 
πεπτίδιο (XXXII) έδωσε τον διβινυλο-πολυστερεν-εστέρα της N-t- 
βουτυλοΊυκαρβονυλο-Β-αλανυλο-ϋ-προλυλο-Ο-βεν'ζυλο-Β-σερίνης 
(XXXIII). Μετά από επίδραση υδροφθορίου για 1 h στους 0°0 λαμ- 
βάνεται ελεύθερο το τριπεπτίδιο (XXXIV).

Η απομάκρυνση του διπεπτιδίου (XXXI) απο το πολυμερές 
έγινε όπως και του τριπεπτιδίου (XXXIV).
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H rropeCa της σύνθεσης του πεπτιδίου L-Ala-L-Pro-L-Cys 
(ΧΧΧΧΙ) περιγράψεται παρακάτω (σχ.50) .

L -A la L-Pro L-Cye

Boc
Boc

Boc
Boc-

H -

0H FaCCOOH'H

Boc

OH

40o/o 

FsCCOOH· H--

40o/o CF ̂ OOOH/CHpCl?

HF

B2I U-COCH-.)]
CF3COOH/CH2C12

®(XXXVI)

B2lL4-(OCH1)] ^  (xxxvil)

B2l[4-(CCH^)] (XXXVIII)
B2l[4-(OCH-)| ^  (XXXIX) 

B2l[4-(OCH:t)T(g) ( X X X X )

■Ξ1_________OH (XXXXI)

Svfma 50. όιαγραμμαχική πόρεCa σύνθεσης του χριπεπτιδίου 
L-Ala-L-Pro-L-Cys.

0 διβινυλο-πολυστερεν-εστέρας της N-t-βουτυλοξυκαρβονυ- 
λο-Ιτ-προλυλο-δ-ρ-μεθοξυ-βενξυλο-Ι,-κυστεΧνης (XXXVIII) παρα­
σκευάσθηκε με τη μέθοδο του δικυκλο-εξυλο-καρβοδι'ίμιδίου. Με 
επίδραση 403s τριιρθοροξικού σε διχλωρομεθάνιο το (XXXVIII) 
έδωσε το αντίστοιχο άλας (XXXIX).

Σύζευξη της N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ι,-αλανίνης με το δι- 
πεπτίδιο (XXXIX) έδωσε τον διβινυλο-πολυστερεν-εστέρα της N-t- 
βουτυλοξυκαρβονυλο-Ι,-αλανυλο-Ι,-προλυλο-3-ρ-μεθοξυβεν·ζυλο-Ιί-κυ- 
στεΌνης (ΧΧΧΧ) . Με επίδραση δισαποσταγμένου υδροφθορίου για lh 
στους 0°C ελήφθη το ελεύθερο πεπτίδιο (ΧΧΧΧΙ).

Η απομάκρυνση του διπεπτιδίου (XXXVIII) απο το πολυμερές 
καθώς και η απομάκρυνση των προστατευτικών ομάδων έγινε όπως 
και στο τριπεπτίδιο (ΧΧΧΧΙ).

IX.2. ΤΤοοοδιοοισυόσ -SH οαάδων κυστεΐνησ

Οπως είναι γνωστό η σουλφυδρυλομάδα της κυστεΐνης είναι 
μια πολύ δραστική ομάδα, η οποία οξειδώνεται πολύ εύκολα προς 
σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών. Η οξείδωση είναι γρήγορη και " 
γίνεται με απλή διαβίβαση αέρα σε ουδέτερο ή αλκαλικό περιβάλ- *
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Oa
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0 Ellman το Ιθδβ1'·2* παρουσίασε μια γρήγορη και εύκολη 
μέθοδο προσδιορισμού της συγκέντρωσης*της ελεύθερης -SH ομάδας 
των σουλφυδρυλοενώσεων. Η τεχνική αυτή στηρίζεται στην αντί­
δραση του Δι(4 -νιτροφαινυλο)δισουλφιδίου (I) με παράγωγα 
αλειφατικών θειοενώσεων σε ρΗ·7,5 δίνοντας ένα γραμμοιον ρ-νι- 
τροθειοφαινόλης (ID ccva γραμμομόριο θειοένωσης. Το ανιόν αυτό 
εμφανίζει έντονο κίτρινο χρώμα (Em “ 13.600 στο 412 nm) και 
χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό τη συγκέντρωσης της ελεύθε­
ρης σουλφυδρυλομάδας.

-  ΝΗ -  CH -  C 0 - 
I

CH=

SH

Το δισουλφίδιο (I) είναι αδιάλυτο στο νερό και γι'αυτό 
χρησιμοποιείται σαν διαλύτης υδατικό διάλυμα ακετόνης. Η χρη­
σιμοποίηση όμως της ακετόνης έχει ορισμένα μειονεκτήματα όπως, 
η κατα&ύθιση ή μετουσίωση των πρωτεϊνών, η διαφορετική ταχύτη­
τα αντίδρασης μεταΐύ διαφορετικών σουλφυδρυλοενώσεων κλπ.

Γι'αυτούς τους λόγους ο Ellman το 1959ι:ζ!3 πρότέινε μια 
τροποποίηση της προαναφερθείσας μεθόδου σύμφωνα με την οποία 
αντικατέστησε το δισουλφίδιο (I) απο το υδατοδιαλυτό δισουλφί­
διο 6ι(3-καρθοΊυ-4-νιτροφαινυλο)δισουλφίδιο (III) (DTNB),
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Η βασική αρχή της μεθόδου είναι, η προσθήκη μικρού όγκου 
(0,05 ml) αντιδραστηρίου Ε liman, σε μια σειρά απο μεγαλύτερους 
όγκους ρυθμιστικών διαλυμάτων (pH-7,5) της σουλφυδρυλοένωσης, 
διαφορετικών συγκεντρώσεων.

Γι'αυτό το σκοπό παρασκευάσθηκαν τα παρακάτω διαλύματα:
1. Ρυθμιστικό διάλυμα όξινων και δ ισόξινων φωσφορικών (ρΗ- 
7,5) (Κ^ΗΡΟα-ΚΗ^ΡΟα) .
2. Αντιδραστήριο Εliman: Διάλυμα 0,01Μ DTNB σε ρυθμιστικό διά­
λυμα ρΗ“7,5 φωσφορικών; και
3. Διάλυμα του αναστολέα που περιέχει κυστε’ί'νη σε διάλυμα φω­
σφορικών pH-7,5.

Σε μια σειρά από πέντε δοκιμαστικούς σωλήνες προστέθηκαν 
τα παρακάτω αντιδραστήρια, με την εξής σειρά: 
α) 4 ml του ρυθμιστικού KH=P0A-KaHP0*
β) 0, 0.01, 0.02, 0.03 και 0.04 ml διαλύματος κυστε'ίνο-πεπτί­
διου αντίστοιχα στους σωλήνες 1,2,3,4 και 5. 
γ) 0,05 ml διαλύματος DTNB.

Μετά απο 10 λεπτά της ώρας μετρήθηκε η απορρόφηση Α των 
διαλυμάτων σε μήκος κύματος λ-412 nm, χρησιμοποιώντας το δείγ­
μα που δεν περιέχει καθόλου πεπτίδιο σαν αναφορά.

Για τις μετρήσεις χρησιμοποιήθηκαν κυψελίδες χαλάζια 
όγκου 3 ml και μήκους οπτικής διαδρομής 1 cm.

IX.3. Σύνθεση πεπτιδικών αναστολέων

Οι χρωματογραφίες λεπτής στοιβάδας έγιναν σε πλάκες 
Silica gel και χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω συστήματα διαλυ­
τών, στα οποία αναφέρονται και οι αναγραφόμενες τιμές R*. Η 
εμφάνιση έγινε με νινυδρίνη (0.1 gr νινυδρίνη σε 33,3 ml βου- 
τανόλης και 1 ml οξικού οξέος).
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1. Μεθανόλη: οξικός αιθυλεστέρας (1:2 V/V)
2. Ακετονιτρίλιο: βεν^όλιο (1:1 V/V)
3. Χλωροφόρμιο: τετραχλωράνθρακας: μεθανόλη (6:3:1 V/V)
4. Μεθανόλη: χλωροφόρμιο (1:2 V/V)
5. Μεθανόλη: χλωροφόρμιο (1:1 V/V)
6. κ.βουτανόλη: οξικό οξύ: νερό (4:1:5 V/V)
7. κ.βουτανόλη: πυριδίνη: οξικό οΊύ 0.1% (5:3:11 V/V)
8. κ.βουτανόλη: οξικό οξύ: νερό (4:1:1 V/V)
9. ΙΤροπανόλη: οξικό οξύ: νερό (7:1:2 V/V)

Σε όλες τις πεπτιδικές συνθέσεις χρησιμοποιήθηκαν άνυδρα 
διαλυτικά μέσα. Τα N-t-βoυτυλo'iυκαpβovυλo-D (ή L)—αμινοξέα, 
παρασκευάσθηκαν σύμφωνα με τη μέθοδο του Schnabel13Α.

Ολα τα ενδιάμεσα και τελικά προ'ΐόντα χαρακτηρίστηκαν με 
χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας και NMR φασματοσκοπικές αναλύ­
σεις.

Ν -(:-Β ο υ τυ λ ο ξ υ κ α ο β ο ν υ λ ο -Ρ -π ο ο λ υ λ ο -Ι ,-α ο π α ρ α ·κ  ιν ο δ ιβ ε ν 'ζ υ λ ε σ τ έ ο α ο  ( I

0.24 gr(l,l mmol) Ν-^βουτυλοξυκαρβονυλο-ϋ-προλίνης δια­
λύονται σε 3 ml απόλυτου τετραϋδροφουράνιου, το διάλυμα ψύχε­
ται στους -17°C και προστίθενται 0,11 ml (1,1 mmol) Ν-μεθυλο- 
μορφολίνης και 0,15 ml (1,1 mM) χλωρομυρμηκικού ισοβουτυλε- 
στέρα. Το διάλυμα παρααένει στους -17°C για 5 ’ και στη 
συνέχεια προστίθενται 0,49 gr (1 mmol) π-τολουολοσουλφο- 
ν ικού-Ι,-ασπαραγ ινοδιβενζυλεστέρα σε 3 ml ψυχρού τετραϋδροφου- 
ρανίου και 0.14 ml (1 mmol) τριαιθυλαμίνης (pH- 7). Το διάλυμα 
παραμένει στους 0°C για μια ώρα και μετά μια νύκτα σε 
θερμοκρασία δωματίου, συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το στερεό 
υπόλειμμα διαλύεται σε οξικό αιθυλεστέρα και εκπλένεται με 
νερό, 1 Μ όΐινο θειικό νάτριο, νερό, 1 Μ όξινο ανθρακικό 
νάτριο και νερό. ,·Η στοιβάδα του οξικού αιθυλεστέρα μετά 
Ίήρανση με άνυδρο Na=SCU, συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το 
ελαιώδες υπόλειμμα δεν κρυσταλλώνεται και χρησιμοποιείται όπως 
είναι. Απόδοση 0,35 gr (0.69 mmol) (69%) R=i-0,80, R-s-0,88,
Rf=-=«0,88, 0,73.
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Υδοονλωοικόο Ρ-ποολυλο-Ι,-ασπαοαν ινοδιΒεν^υλεστέοας (IΠ

0,51gr (1 mmol) N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-προλυλο-Ι,-ασπα- 
ραγ ινοδιβεν·ζυλεστέρα (I) διαλύονται σε 3-4 ml άνυδρου υδροχλω­
ρίου σε διοξάνη 4Ν. Το διάλυμα αναδεύεται για 30' σε θερμοκρα­
σία δωματίου και στη συνέχεια συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το 
ελαιώδες υπόλειμμα κατεργάζεται μερικές φορές με διάφορα 
μίγματα όπως αιθέρα-πετρελαϊκού, αιθέρα-εξανίου, αιθέρα-διϊσο- 
προπυλαιθέρα, τελικά δεν κρυσταλλώνει και συμπυκνώνεται μέχρι 
■ξηρού. Απόδοση 0,44 gr (0,98 mmol) (98%) .

Ν-Ι-βουτυλοΊυκαοβονυλο-Ρ-αλανυλο-Ρ-ποολυλο-ί-ασπαοανινοδιθεν- 
■ζυλεστέοαο (III)

0,42gr (2,2 mmol) N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-αλανίνης δια­
λύονται σε 5 ml απόλυτου τετραύδροφουρανίου, το διάλυμα ψύχε­
ται στους -17°C και προστίθενται 0,22ml (2,2 mmol) Ν-μεθυλο- 
μορφολίνης και 0,3 ml (2,2 mM) χλωρομυρμηκικού ισοβουτυ- 
λεστέρα. Το διάλυμα παραμένει στους -17°C για 5', οπότε 
προστίθενται 0,89 gr (2 mmol) υδροχλωρικού-Ο-προλυλο-L-aona- 
ραγινοδιβεν^υλεστέρα (II) σε 5 ml ψυχρού τετραυδροφου- 
ρανίου και 0,28 ml (2 mmol) τριαιθυλαμίνης (ρΗ-7). Το διάλυμα 
παραμένει στους 0°C για μια ώρα και μετά μια νύκτα σε 
θερμοκρασία δωματίου, συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το στερεό 
υπόλειμμα διαλύεται σε οξικό αιθυλεστέρα και εκπλένεται με 
νερό, 1 Μ όξινο θειικό νάτριο, νερό, 1 Μ όξινο ανθρακικό 
νάτριο και νερό. Η στοιβάδα του οξικού αιθυλεστέρα μετά 
ξήρανση με άνυδρο θειϊκό νάτριο συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. ·Το 
ελαιώδες υπόλειμμα δεν κρυσταλλώνεται παρά τις προσπάθειες που 
έγιναν με διάφορα συστήματα όπως αιθέρας-πετρελαικός, 
αιθέρας-εξάνιο R^i-0,85 R^s-0,86 R*«-0,90 R=-t·- 0,91
Απόδοση 0,86 gr (1,48 mmol) (74%).

Ν-Ι-βουτυλοξυκαοΒονυλο-Ρ-αλανυλο-Ρ-ποολυλο-Ι-ασπαρανινικό οξύ 
(IV)

0,86 gr (1,48 mmol) Ν^-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-αλανυλο-Ρ-
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προλυλο-Ι,-ασπαραγ ινοδιβενζυλεστέρα (III) διαλύονται σε μίγμα 
που αποτελείται από 17 ml μεθανόλης, 1 ml νερού και 8 σταγόνες 
οξικού οξέος. Επίσης προστίθεται, 0,15 gr άνθρακα που περιέχει, 
10% προοροφημένο παλλάδιο και στο μίγμα διαβιβάζεται υδρογόνο 
με τη βοήθεια ειδικής συσκευής. Μετά μια νύκτα το μίγμα διη­
θείται και συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το ελαιώδες υπόλειμμα 
δεν κρυσταλλώνει και χρησιμοποιείται όπως είναι. R*3-0,70, 
R^a"0,78. Απόδοση 0,49 gr (1,22 mmol) (82,4%).

Υδοογλωοικό άλαο του Ρ-αλανυλο-Ρ-ποολυλο-Ι,-αοπαοακ ινικού οξέ- 
oc (V)

0,49 gr (1,22 mmol) Ν-1-βουτυλοξυκαρβονυλο-ϋ-αλανυλο-Ρ- 
προλυλο-Ι,-ασπαραγινικό οξύ (IV) διαλύονται σε 3-4 ml άνυδρου 
υδροχλωρικού οξέος σε διοξάνη 4Ν. Το διάλυμα αναδεύεται για 
30' σε θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια συμπυκνώνεται 
μέχρι ξηρού. Το ελαιώδες υπόλειμμα κατεργάζεται με διάφορα 
μίγματα όπως αιθέρα-εξανίου, αιθέρα-πετρελαϊκού, αλλά δεν κρυ­
σταλλώνει. Συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού και στη συνέχεια η ουσία 
διαλύεται σε διάλυμα 2 Ν οξικού οξέος. Με λυοφιλιοποίηοη του 
διαλύματος απομονώθηκε σε στερεά κατάσταση το πεπτίδιο (V). 
Rp-3"0, Rf-t-0,12, Rf o "0,10, Rf v-0,30. Απόδοση 0,34 gr (1 mmol) 
(81,97%).

Ν-(:-Βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-προλυλο-Ι,-αοηαοαΊ( ινικο οξύ (VI)

0,96 gr (1,88 mmol) Ν-Ι-βουτυλοξυκαρβονυλο-ϋ-προλυλο-Ι.- 
ασπαραγινοδιβενζυλεστέρα (II) διαλύονται σε μίγμα που αποτε— 
λείται απο 18 ml μεθανόλης, 1 ml νερού και 10 σταγόνες οξικού 
οξέος. Επίσης προστίθεται 0,15 gr άνθρακα που περιέχει 10% 
προοροφημένο παλλάδιο και στο μίγμα διαβιβάζεται υδρογόνο μέσω 
ειδικής συσκευής. Μετά μια νύκτα το μίγμα διηθείται και συμπυ­
κνώνεται μέχρι ξηρού. Το ελαιώδες υπόλειμμα δεν κρυσταλλώνεται 
και χρησιμοποιείται όπως είναι. Απόδοση 0,50 gr (1,50 mmol).
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Υδοογλωοικό άλαο του Ρ-ποολυλο-ύ-αοπσοαγ tvικού οξέος (VII)

0,50 gr (1.50 mmol) N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-προλυλο-Ι,- 
ασπαραγινικό οξύ (VI) διαλύονται σε 3-4ml άνυδρου υδροχλωρικού 
οξέος σε διοξάνη 4Ν. Το διάλυμα αναδεύεται για 30' οε θερμο­
κρασία δωματίου και στη συνέχεια συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το 
ελαιώδες υπόλειμμα κατεργάζεται με διάφορα μίγματα όπως αιθέ- 
ρα-εξανίου, αιθέρα-πετρελαϊκού, αλλά δεν κρυσταλλώνει. Συμπυ­
κνώνεται μέχρι ξηρού και στη συνέχεια η ουσία διαλύεται σε 
διάλυμα 2Ν οξικού οξέος. Με λυοφιλιοποίηση του διαλύματος απο­
μονώθηκε το πεπτίδιο (VII). R=-*"0, Rf̂ “0,14, R*-e-0,13,
0,25, Απόδοση 0,34 gr (1,28 mmol) (85,33%).

Ν-ί-βουτυλοξυκαοΒονυλο-Ρ-ποολυλο-τλυκινουεθυλεοτέοας (VIII)

0,24gr (1,1 mmol) N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-προλίνης δια­
λύονται σε 3 ml απόλυτου τετραύδροφουρανίου. το διάλυμα ψύχε­
ται στους -17°C και προστίθενται 0,11 ml (1.1 mmol) Ν-μεθυλο- 
μορφολίνης και 0,15 ml (1,1 mmol) χλωρομυρμηκικού ισοβουτυ- 
λεστέρα. Το διάλυμα παραμένει στους -17“C για 5* και στη 
συνέχεια προστίθενται 0,12 gr (1 mmol) υδροχλωρικού γλυκινο- 
μεθυλεστέρα σε 3 ml ψυχρού τετραύδροφουρανίου και 0,14 ml (1 
mmol) τριαιθυλαμίνης (ρΗ-7). Το διάλυμα παραμένει στους 0°C 
για μια ώρα και μετά μια νύκτα σε θερμοκρασία δωματίου, 
συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το στερεό υπόλειμμα διαλύεται σε 
οξικό αιθυλεστέρα και εκπλένεται με νερό, 1 Μ όξινο θει'ίκό 
νάτριο, νερό, 1 Μ όξινο ανθρακικό νάτριο και νερό. Η στοιβάδα 
του οξικού αιθυλεστέρα μετά ξήρανση με άνυδρο NauzSO*,
συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το υπόλειμμα κρυσταλλώνεται οπό 
άνυδρο αιθέρα. Απόδοση 0,20 gr (68%) Rr i-0,73 R^s-0,64.

Υδοογλωοικος-Ρ-ποολυλο-γλυκινουεθυλεστέοας (IX)
0,29gr (1 mmol) N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-προλυλογλυκινο- 

μεθυλεστέρα (VIII) διαλύονται σε 2-3 ml ανυδρου υδροχλωρικού 
οξέος σε διοξάνη 4Ν. Το διάλυμα αναδεύεται για 30' σε θερμο­
κρασία δωματίου και στη συνέχεια συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το
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ελαιώδες υπόλειμμα κατεργάζεται με άνυδρο αιθέρα απ'όπου και 
κουσταλλώνεται R*a“0,19\ R-*=“0,05.

Ν^-ΒουτυλοΞυκαοΒονυλο-Ρ-αλανυλο-Ρ-ποολυλον λυκ ινουεθυλεστέοας
m

0,42gr (2#2 mmol) N-t-βουτυλοΞυκαρβονυλο-Ρ-αλανίνης δια­
λύονται σε 5 ml απόλυτου τετραύδροφουρανίου, το διάλυμα ψύχε­
ται στους -17°C και προστίθενται 0,22 ml (2,2 mmol) Ν-μεθυλο- 
μορφολίνης και 0,3 ml (2,2 mmol) χλωρομυρμηκικού ιοοβουτυ- 
λεστέρα. Το διάλυμα παραμένει στους -17°C για 5', οπότε 
προστίθενται 0,45 gr (2 mmol) υδροχλωρικού-Ρ-προλυλο- 
'γλυκινομεθυλεστέρα (IX) σε 5 ml τετραϋδροφουρανίου και 0,28 
ml (2 mmol) τριαιθυλαμίνης (ρΗ-7). Το διάλυμα παραμένει στους 
0°C για μια ώρα και μετά μια νύκτα σε θερμοκρασία δωματίου, 
συμπυκνώνεται μέχρι Ίηρού,Το στερεό υπόλειμμα διαλύεται σε 
οΊικό αιθυλεστέρα και εκπλένεται με νερό, 1 Μ όϊινο θειικό 
νάτριο, νερό, 1 Μ όζινο ανθρακικό νάτριο και νερό. Η στοιβάδα 
του οΞικού αιθυλεστέρα μετά Ξήρανση με άνυδρο NaaSO* 
συμπυκνώνεται μέχρι Ίηρού. Το ελαιώδες υπόλειμμα δεν 
κρυσταλλώνεται και χρησιμοποιείται όπως είναι Rf i-0,7 
0,61. Απόδοση 0,57 gr (1,58 mmol) (79*) .

N-t-βουτυλοΞυκαοΒονυλο-Ρ-αλανυλο-Ρ-προ λυλον λυκ ίνη (XI)
0,36gr (1 mmol) N-t-βουτυλοΞυκαρβονυλο-Ρ-αλανυλο-Ρ-προλυ- 

λογλυκινομεθυλεστέρα (X) διαλύονται σε 7 ml διοΊάνης και 
προστίθενται 1,35 ml νερού και 1,35 ml 2Ν διαλύματος καυστικού 
νατρίου. Το διάλυμα αναδεύεται για μια ώρα σε θερμοκρασία 
δωματίου, αραιώνεται με· νερό και οζινίζεται στους 0°C με 1Μ 
όΞινο θειικό νάτριο μέχρι ρΗ-3. Ακολούθως εκχυλίζεται με οΞικό 
αιθυλεστέρα και εκπλένεται με νερό. Η στοιβάδα του οΞικού 
αιθυλεστέρα Ξηραίνεται και συμπυκνώνεται μέχρι Ξηρού. Το υπό­
λειμμα κρυσταλλώνεται απο άνυδρο αιθέρα.Απόδοση 0,23 gr (65*).

Υδοονλωοικο άλασ της Ρ-αλανυλο-Ρ-ποολυλονλυκίνης (XII)
0,34 gr (1 mmol) N-t-βουτυλοΞυκαρβονυλο-Ρ-αλανυλο-Ρ-προλυ- 

λογλυκίνη (XI) διαλύονται σε 2-3 ml άνυδρου υδροχλωρικού οΞέος 
σε διοΞάνη 4Ν. Το διάλυμα αναδεύεται για 30' σε θερμοκρασία
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δωματίου και στη συνέχεια συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το ελαιώ­
δες υπόλειμμα κατεργάζεται με διάφορα μίγματα όπως αιθέρα-εξα- 
νίου, αιΘέρα-δι'ίσοπροπυλαιθέρα αλλά δεν κρυσταλλώνει. Συμπυ­
κνώνεται μέχρι ξηρού και στη συνέχεια διαλύεται σε διάλυμα 2 Ν 
οξικού οξέος. Με λυοψιλιοποίηση του διαλύματος απομονώθηκε σε 
ελαιώδη κατάσταση το πεπτίδιο (XII). Απόδοση 0,25 gr (0,92 
mmol) (92%), R^-0 R^-0,17 R*e-0,10 R^-0,23.

Ν-^ΒουτυλοξυκαοΒονυλο-Ρ-ποολυλογλυκίνη (XI11)
0,28gr (1 mmol) Ν^-βουτυλοξυκαρβονυλο-ϋ-προλυλο-γλυκινο- 

μεθυλεστέρα (VIII) διαλύονται σε 7 ml διοξάνης και προστί­
θενται 1,35 ml νερού και 1,35 ml 2Ν διαλύματος καυστικού 
νατρίου. Το διάλυμα αναδεύεται για μια ώρα σε θερκοκρασία 
δωματίου, αραιώνεται με νερό και οξινίζεται στους 0°C με 1Μ 
όξινο θειΐκό νάτριο μέχρι ρΗ-3. Ακολούθως εκχυλίζεται με οξικό 
αιθυλεστέρα και εκπλένεται με νερό. Η στοιβάδα του οξικού 
αιθυλεστέρα "ξηραίνεται και συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το 
υπόλειμμα κρυσταλλώνει απο άνυδρο αιθέρα. Απόδοση 0,19 gr 
(0,7 mmol) (70%) R̂ <*»**0,6 Rf »*0,3.

ΥδοοΥλωοικό άλας της Ρ-ποολυλο-γλυκίνης (XIV)
0,27 gr (1 mmol) N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-προλυλο-γλυκίνη 

(XIII) διαλύονται σε 2-3 ml άνυδρου υδροχλωρικού οξέος σε διο- 
ξάνη 4Ν. Το διάλυμα αναδεύεται για 30' σε θερμοκρασία δωματίου 
και στη συνέχεια συμπυκνώνεται μέχρι "ξηρού. Το ελαιώδες υπό­
λειμμα κατεργάζεται με διάφορα μίγματα όπως αιθέρα-εξανίου, 
αιθέρα-οξικού αιθυλεστέρα, αλλά δεν κρυσταλλώνει. Συμπυκνώνε­
ται μέχρι ζηρού και στη συνέχεια διαλύεται σε διάλυμα 2 Ν οξι- 
κού οξέος. Με λυοψιλιοποίηση του διαλύματος η ουσία απομονώθη- 
κε σε ελαιώδη πάλι κατάσταση. Απόδοση 0,19 gr (90%) Rf-i-0,08
R=-<s»“0 ,1 0  Rf ^ " 0 ,16.

Ν-Ίι-ΒουτυλοξυκαοΒονυλο-Ι,-ποολυλο-Ι,-ασπαοαν ινοδιιιεθυλεστέοας
(XV)-

0,24 gr (1,1 mmol) N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ι,-προλίνης δια­
λύονται σε 3 ml τετραϋδροφουρανίου, το διάλυμα ψύχεται στους
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-17“C και προστίθενται 0,11 ml (1,1 mmol) Ν-μεθυλομορφολΙνης 
K a t  0,15 ml (1,1 mmol) χλωρομυρμηκικού ισοβουτυλεστέρα. To 
διάλυμα παραμένει στους -17°C για 5', οπότε προστίθενται 0,20 
gr (lmmol) L-ασπαραγινοδιμεθυλεστέρα σε 3 ml ψυχρού 
τετραϋδροφουράνιου και 0,14 ml (1 mmol) τριαιθυλαμίνης (pH-7). 
Το διάλυμα παραμένει στους 0°C για μια ώρα και μετά μια νύκτα 
σε θερμοκρασία δωματίου συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το ελαιώδες 
υπόλειμμα κρυσταλλώνεται απο άνυδρο αιθέρα. Απόδοση 0,24 gr 
(0,67 mmol) (67%) Rn-0,55 R-3-0,76.

Υδοονλωοικόο χ,-προλυλο-Ι,-αοπαοαν ινοδιυεθυλεστέοαο (XVI)
0,36 gr (1 mmol) Ν-ΐ-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ι,-προλυλο-Ι,-ασπα- 

ραγινοδιμεθυλεστέρα (XV) διαλύονται σε 2-3 ml άνυδρου υδροχλω­
ρικού οξέος σε διοξάνη 4Ν. Το διάλυμα αναδεύεται για 30’ σε 
θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια συμπυκνώνεται μέχρι 
■ξηρού. Το ελαιώδες υπόλειμμα κρυσταλλώνεται απο μίγμα μεθανό- 
λης με σταγόνες νερού. Απόδοση 0,28 gr (0,95 mmol) (95%). R*3-
0,01, Rfi-0,02.

Ν-1-Βουτυλο~ζυκαοβονυλο-Ι,-αλανυλο-Ι,-προλυλο-Ι,-ασπαοαΊ? ινοδιυεθυ- 
λεστέρας (XVII)

0,42 gr (2,2 mmol) N-t-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ι,-αλαν ίνης δια­
λύονται σε 5 ml απόλυτου τετραϋδροφουράνιου, το διάλυμα ψύχε­
ται στους -17°C και προστίθενται 0,22 ml (2,2 mmol) Ν-μεθυλο- 
μορφολίνης και 0,3 ml (2,2 mmol) χλωρομυρμηκικού ισοβουτυλε- 
στέρα. Το διάλυμα παραμένει στους -17°C για 5' οπότε 
προστίθενται 0,59 gr (2 mmol) υδροχλωρικού-Ι,-προλυλο-L- 
ασπαραγινοδιμεθυλεστέρα (XVI) σε 5 ml ψυχρού τετραϋ- 
δροφουρανίου και 0,28 ml (2 mmol) τριαιθυλαμίνης (ρΗ-7). Το 
διάλυμα παραμένει στους 0°C για μια ώρα και μετά μια νύκτα σε 
θερμοκρασία δωματίου, συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το στερεό 
υπόλειμμα διαλύεται οε οξικό αιθυλεστέρα και εκπλένεται με 
νερό,ΙΜ όξινο θει’ΐκό νάτριο, νερό, 1Μ όξινο ανθρακικό νάτριο 
και νερό. Η στοιβάδα του οξικού αιθυλεστέρα μετά ξήρανση με 
άνυδρο N&=SCU συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το ελαιώδες υπόλειμμα 
δεν κρυσταλλώνει παρά τις έντονες προσπάθειες που έγιναν και 
χρησιμοποιείται όπως είναι. Απόδοση 0,64 gr (0,75%) Rf3-0,70.
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Ν-ΐ:-Βουτυλοξυκσοβονυλο-Ι,-αλανυλο-Ι,-ποολυλο-Ι,-αοπαοσγ ινικό οξύ 
(XVIII)

0,43 gr (1 mmol) Ν-ί.-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ι,-αλανυλο-Ι,-προλυ- 
λο-Ι,-ασπαραγ ινοδιμεθυλεστερα (XVII) διαλύονται σε 7 ml διοξά- 
νης και προστίθενται, 1,35 ml νερού και 1,35 ml 2 Ν διαλύματος 
καυστικού νατρίου. Το διάλυμα αναδεύεται για μια ώρα σε θερμο­
κρασία δωματίου, αραιώνεται με νερό και οξινίξεται στους 0“C 
με 1 Μ όξινο θειικό νάτριο μέχρι ρΗ-3. Ακολούθως εκχυλίξεται 
με οξικό αιθυλεστέρα και εκπλένεται με νερό. Η στοιβάδα του 
οξικού αιθυλεστέρα ξηραίνεται και συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. 
Το ελαιώδες υπόλειμμα δεν κρυσταλλώνεται και γι'αυτό χρησιμο­
ποιείται όπως είναι.Απόδοση 0.26gr (0,65 mmol) (65515) ^*-0,60.

ΥδροΥλωρικό άλας του Ι,-αλανυλο-Ι,-ποολυλο-Ι,-αοπαραΐινικού οξέος 
IXIXL

0,4 gr (1 mmol) Ν-^-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ι,-αλανυλο-Ι,-προλυ- 
λο-Ι,-ασπαραγινικού οξέος (XVIII) διαλύονται σε 3-4 ml άνυδρου 
υδροχλωρικού οξέος σε διοξάνη 4Ν. Το διάλυμα αναδεύεται για 
30' σε θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια συμπυκνώνεται 
μέχρι ξηρού. Το ελαιώδες υπόλειμμα κατεργάζεται με διάφορα 
μίγματα διαλυτών αλλά δεν κρυσταλλώνεται.Συμπυκνώνεται μέχρι 
ξηρού και στη συνέχεια η ουσία διαλύεται σε διάλυμα 2 Ν οξικού 
οξέος. Με λυοφιλιοποίηση του διαλύματος απομονώθηκε το πεπτί­
διο (XIX) σε μορφή "μαστίχας". Απόδοση 0,255 gr (0,76 mmol) 
(76%) R^-0, IW-0,11 R^o-0,12 R~?-0,28.

Ν-·ί-βουτυλοξυκαοβονυλο-Ι>-προλυλο-Ι,-ασπαραγ ιν ικό οξύ (XX)
0,36 gr (1 mmol) Ν-ΐ:-βουτυλοξυκαρβονυλο-1,-προλυλο-Ι,-ασπα- 

ραγινοδιμεθυλεστέρα (XV) διαλύονται σε 7 ml διοξάνης και 
προστίθενται 1,35 ml νερού και 1,35 ml 2 Ν διαλύματος καυστι­
κού νατρίου. Το διάλυμα αναδεύεται για μια ώρα σε θερμοκρασία 
δωματίου, αραιώνεται με νερό και οξινίζεται στους 0°C με 1Μ 
όξινο θειικό νάτριο μέχρι ρΗ-3. Ακολούθως εκχυλίξεται με οξικο 
αιθυλεστέρα και εκπλένεται με νερό. Η στοιβάδα του οξικού 
αιθυλεστέρα ξηραίνεται και συμπυκνώνεται μέχρι ξηρού. Το ελαι­
ώδες υπόλειμμα δεν κρυσταλλώνει.Απόδοση 0,24 gr (0,7 mmol).
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Υδοονλωοικό άλαο του Ι,-ποολυλο-Ι,-αοπαραγ ινικού οξέος (XXI)
0,33 gr (1 mmol) Ν-ί-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ι,-προλυλο-Ι,-ασπα- 

ραγινικού οξέος (XX) διαλύονται σε 3-4 ml άνυδρου υδροχλωρικού 
οξέος σε διοξάνη 4Ν. Το διάλυμα αναδεύεται για 30' σε θερμο­
κρασία δωματίου και στη συνέχεια συμπυκνώνεται μέχρι "ξηρού. Το 
ελαιώδες υπόλειμμα κατεργάζεται με διάφορα μίγματα διαλυτών 
αλλά δεν κρυσταλλώνεται .Συμπυκνώνεται μέχρι "ξηρού και στη 
συνέχεια η ουσία διαλύεται σε διάλυμα 2Ν οίικού οξέος. Με λυο- 
φιλιοποίηση του διαλύματος απομονώθηκε το πεπτίδιο (XXI) σε 
μορφή "μαστίχας". Απόδοση 0,24 gr (0,9 mmol) (90%) .R.^-0,30, 
R*e-0,12, 0,17.

Αιβινυλο-πολυστεοεν-εοτέοας της Ν-):-βουτυλοξυκαοΒονυλο-3-Ρ-υε- 
θοξυ-Βενζυλο-Ι,-κυοτε'ί'νηο (XXII)

1,5 gr (3 mmol) άλας του καισίου της N-t-βουτυλοξυκαρβονυ- 
λο-δ-ρ-μεθοξυβενζυλο-Ι,-κυστεΤνης διαλύονται σε 48 ml άνυδρου 
διμεθυλοφορμαμίδιου και προστίθενται 6 gr (1,92 meqCl) χλωρο- 
μεθυλιωμένης ρητίνης. Το διάλυμα παραμένει για 24 ώρες στους 
50°C, διηθείται και εκπλένεται με διμεθυλοφορμαμίδιο, διμεθυ- 
λοφορμαμίδιο : νερό (9:1 V/V), διμεθυλοφορμαμίδιο και αιθα- 
νόλη. Απόδοση 6,87 gr, (1,62 mmol).

Διβινυλο-πολυστεοεν-εστέοας της Ν-ί,-βουτυλοξυκαοΒονυλο-Ρ-ποο— 
λυλο-3-ρ-υεθοξυβενζυλο-ί-κυστε'ίνηο (XXIV)

6.87 gr (1,62 mmol) διβινυλο-πολυστερεν-εστέρα της N-t- 
βουτυλοξυκαρβονυλο-δ-ρ-μεθοξυβενζυλο-Ι,-κυστε'ίνης (XXII) εκπλέ-
νονται με:

3 X 1 '  
3 X 1 *  
3 X 1 '  
1 X 5 ’ 
1 ΧΙΟ' 
3 X 1 *  
2 X 2 '  
3 X 1 '  
3 X 1 '  
3 X 1 *

διχλωρομεθάνιο
μεθανόλη
διχ λωρομ ε θάνιο

40% τριφθοροξικό οξύ σε διχλωρομεθάνιο
40% τριφθοροξικό οξύ σε διχλωρομεθάνιο 

διχλωρομεθάνιο
10% τριαιθυλαμίνη σε διχλωρομεθάνιο 

διχλωρομεθάνιο 
μεθανόλη 
διχλωρομεθάνιο"
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Προστίθενται 1.05 gr (4,88 mnol) Ν-^-βουτυλοΊυκαρβονυλο-Ό- 
προλίνης σε 4 ml διχλωρομεθάνιου kol 1 gr (4,88 mmol) 
δικυκλοεξυλοκαρβοδιιμίδιου σε 4 ml διχλωρομεθάνιου. Το μίγμα 
παραμένει υπό ανάδευση για μία νΟκτα σε θερμοκρασία δωματίου 
καί εκπλένεταί με

3 X 1 ’ δίχλωρομεθάνίο 
3 X 1 '  μεθανόλη 
3 X 1 '  δίχλωρομεθάνίο

Ακολουθεί τέστ Caiser που υποδηλώνει οτί η σύζευξη έχει πραγ­
ματοποιηθεί καί το στερεό λαμβάνεται με τη βοήθεια μεθανόλης 
προς "ξήρανση. Απόδοση 7.55 gr.

Δίβίνυλο-πολυστεοεν-εοτέοαο της Ν-^βουτυλοΈυκαοβονυλο-Ρ-αλα- 
νυλο-Ρ-προλυλο-5-Ρ-υεθο'ξυ6εν,ζυλο-^κυοτεΙ·νηο (XXVI)

3,5 gr (0,82 mmol) δίβίνυλο-πολυστερεν-εστέρας της N-t- 
βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-προλυλο-δ-ρ-μεθοξυβεν'ςυλο-Ι-κυστε'ί'νης 
(XXIV) εκπλένεταί με:

δίχλωρομεθάνίο 
μεθανόλη
τριψθοροξίκό οξύ σε δίχλωρομεθάνίο 
τριφθοροξικό οξύ σε δίχλωρομεθάνίο 
δίχλωρομεθάνίο
τριαιθυλαμίνη. σε δίχλωρομεθάνίο 
δίχλωρομεθάνίο 
μεθάνιο 
δίχλωρομεθάνίο

Προστίθενται 0,47gr (2,46 mmol) Ν-ί-βουτυλοξυκαρβονυλ’ο-Ο-αλα- 
νίνης σε 3 ml διχλωρομεθάνιου και 0,51 gr (2,46 mmol) 
δικυκλοεξυλοκαρβοδιιμίδιου σε 3 ml διχλωρομεθάνιου. Το μίγμα 
παραμένει υπό ανάδευση για μια νύκτα σε θερμοκρασία δωματίου 
και εκπλένεταί με

3 X 1 *  δίχλωρομεθάνίο 
3 X 1 ’ μεθανόλη 
3 X 1 *  δίχλωρομεθάνίο

3 X 1'
3 X 1'
1 X 5' 40%
1 ΧΙΟ' 40%

3 X 1·
2 X 2' 10%
3 X 1*
3 X 1’
3 X 1'

ι
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Ακολουθεί τέστ Caiser που υποδηλώνει οτι η σύζευξη έχει πραγ­
ματοποιηθεί και η στερεά ουσία λαμθάνεται με τη βοήθεια μεθα- 
νόλης προς "ξήρανση. Απόδοση 4,21 gr.

Οξικό άλας της Ρ-σλανυλο-Ρ-ποολυλο-Ι,-κυστεΐνης (XXVII)
Σε 4,21 gr (0,99 mmol) διβινυλο-πολυστερεν-εστέρα της

Ν—ί-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-αλανυλο-Ρ-προλυλο-5-ρ-μεθοξυβεν"ζυλο-1.
-κυστεΐνης (XXVI) προστίθενται 2,llgr (22,4 mmol) φαινόλης και
4,2 ml αν ισόλης. Με τη βοήθεια ειδικής συσκευής διαβιβάζονται 
40 ml δισαποσταγμένου υδροφθορίου για 1 ώρα στους 0°C. Το μίγ— 
-μα εκπλένεται με αιθέρα και η ουσία παραλαμβάνεται με διάλυμα 
οξικού οξέος 2 Ν. Με λυοφιλιοποίηση του διαλύματος απομονώνε­
ται το πεπτίδιο. Απόδοση 0,15 gr (0,53 mmol) (66,7%). R*e“0,10

Οξικό άλαο της Ρ-ποολυλο-Ι,-κυστεΤνης (XXVIII)
Σε 3,12 gr (0,73 mmol)' διβινυλο-πολυστερεν-εστέρας της 

Ν-1-βουτυλοξυκαρβονυλο-Ρ-προλυλο-3-ρ-μεθοξυβεν"ζυλο-Ι,-κυστεΐνης
(XXI) προστίθενται l,56gr (16,59mmol) φαινόλης και 3,2 ml ανι- 
σόλης. Με τη βοήθεια ειδικής συσκευής διαβιβάζονται 32 ml 
δισαποσταγμένου υδροφθορίου για 1 h στους 0“C. Το μίγμα εκπλέ- 
νεται με αιθέρα και η ουσία παραλαμβάνεται με διάλυμα οξικού 
οξέος 2 Ν. Με λυοφιλιοποίηση του διαλύματος απομονώνεται το 
πεπτίδιο. Απόδοση 0,11 gr (0,5 mmol) (68,5%). R+t--0,33,
R-f*5>-0, 10.

Αντίστοιχα ακριβώς πειράματα έγιναν και για τη σύνθεση 
σε στερεά φάση των άλλων πεπτιδίων: L-A1a-L-Pro-L-Cys,
L-Pro-L-Cys, D-A1a-D-Pro-L-Ser και P-Pro-L-Ser.

Καθαοισυός πεπτιδίων

'Λ
Ολα τα τελικά πεπτίδια, εκτός αυτών που περιέχουν κυ- 

στε’ί'νη υποβλήθηκαν σε εκτενή καθαρισμό με χρωματογραφία κατα­
νομής σε Sephadex G-25 με υγρά ανάπτυξης n-βουτανόλη-οξικό οξυ 
-νερό (4:1:5 V/V) και η-βουτανόλη-πυριδίνη-0.1% οξικό οξύ σε 
νερό (5:3:11 V/V) .
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Ο καθαρισμός των πεπτιδίων της κυοτεΤνης έγινε με παρο­

δική τριτυλίωση και αποτριτυλίωση της σουλφυδρυλομάδας ώστε να 
απομακρυνθούν οι οίειδωμένες μορφές**^:

TrtOH Τ Η  HgCla flgCl H»S
ΑΑι-AAa-L-Cys -----> ΑΑ» -AAa-L-0ys ■» AAi-AAa-L-Cys ---►

CFaCOOH CHsOH απόλυτη
CHsOH

r

1

— » AAi-AAa-L-Cys

όπου ΑΑι, AAa- D-Ala, D-Pro και L-Ala, L-Pro

Ρ-αλανυλο-Ρ-ποολυλο-3-τοιτυλο-1,-κυοτεΐνη

Σε 0,123gr (0,425 mmol) οδικού άλατος της Ρ-αλανυλο-Ρ- 

προλυλο-Ι,-κυστε'ί'νπς (XXVII) προστίθενται 0,122 gr (0,47 nmol) 
τριφαινυλομεθανόλης και 1 ml τριφθοροϊικού ο'ξέος. Το μίγμα 
αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση για 15* και 
συμπυκνώνεται μέχρι "ξηρού. Το ελαιώδες υπόλειμμα κρυσταλλώνεται 
από αιθέρα. Απόδοση 0,13 gr (0,24 mmol) (56,6%).

Ρ-αλανυλο-Ρ-ποολυλο-δ-νλωοιουνου υδοαογυοου-Ι,-κυοτε'ίνη

Σε 0,13 gr (0,24 mmol) Ρ-αλανυλο-Ρ-προλυλο-3-τριτυλο-Ι,-κυ- 

στε’ίνης προστίθενται 20 ml απόλυτης μεθανόλης και 0,13 gr 
(0,48 mmol) χλωριούχου υδραργύρου II.Το μίγμα αφήνεται για 20' 
στους 25°C και εν συνεχεία προστίθεται αιθέρας και διηθείται. 
Απόδοση 0,11 gr (0,21 mmol) (85%).

Ρ-αλανυλο-Ρ-ποολυλο-Ι,-κυστεΤνη

0,11 gr (0,21 mmol) Ρ-αλανυλο-Ρ-προλυλο-β-χλωριουχου υδρα- 
ργυρου-Ι,-κυστεΐνης διαλύονται σε 30 ml απόλυτης μεθανόλης και 
στο διάλυμα διαθιθάβεται υδρόθειο για 1 ώρα. Το μίγμα 
φυγοκεντρείται και το διάλυμα συμπυκνώνεται μέχρι "ξηρού. Το 
ελαιώδες υπόλειμμα κρυσταλλώνει απο αιθέρα. Απόδοση 0,055 gr 
(0,19 mmol) (95%).

Αντίστοιχα πειράματα έγιναν για τον καθαρισμό και των 

άλλων πεπτιδίων της "Cye".
Στον επόμενο πίνακα αναφέρονται όλα τα τελικά πεπτίδια 

με ορισμένα αναλυτικά χαρακτηριστικά τους δεδομένα.
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IX.4. Γενική αργή ωασυατοωωτουετοικού προσδιορισμού των Km και
Ki της Clogtrldium κολλαχενάοης

H βασική αρχή του ποσοτικού προσδιορισμού της δραστικό— 
τητας της κολλαγενάσης, με φουρανοκρυλοϋλο-υποκατεστημένα πε­
πτίδια ως υποστώματα, Βασίζεται στη μετατόπιση προς μικρότερα 
μήκη κύματος του φάσματος απορρόφησης, που συμβαίνει λόγω της 
υδρόλυσης των φουρανοκρυλοϋλο-πεπτϋδίων σε φουρανοκρυλοϋλο- 
αμινο^ύ και υπόλοιοπο τμήμα πεπτιδίου.

Μια ποικιλία FA-υποκατεστημένων-πεπτιδίων έχουν μελετη­
θεί με σκοπό να βρεθεί το Βέλτιστο συνθετικό υπόστρωμα κάθε 
ενζύμου, π.χ. το υπόστρωμα που χαρακτηρίζεται απο μεγάλη 
διαλυτότητα και υψηλή ειδική δραστικότητα.

ΤΓρος αυτή την κατεύθυνση οι Van Wart και Steinbrink^* 
έχουν κάνει αντίστοιχες μελέτες για την Clostridium κολλαγενά- 
ση και έχουν προτείνει μια πολύπλευρη συνεχή φασματοφωτομετρι- 
κή τεχνική, που βασίζεται στην υδρόλυση της 2-φουρανοκρυλοϋλο- 
λευκυλο-γλυκυλο-προλυλο-αλανίνης (FALGPA). Η τεχνική αυτή 
είναι γρήγορη, εύκολη, ευαίσθητη και κατάλληλη για την απομό­
νωση, καθώς και για την κινητική και δομική διερεύνηοη του 
ενζύμου.

To "FALGPA" είναι ενα εζαιρετικό υπόστρωμα για την κολ- 
λαγενάση λόγω του οτι υδρολύεται ταχύτερα απο το ένζυμο σε 
σχέση με άλλα συνθετικά υποστρώματα και δεν υδρολύεται από 
άλλες γνωστές πρωτεϊνάσες όπως τρυψίνη, θερμολυσίνη ή ελαστά- 
ση. Το υπόστρωμα αυτό έχει μέγιστη διαλυτότητα περίπου θ triM 
και ένα βέλτιστο ρΗ-7,θ. Σε μεγαλύτερες και μικρότερες τιμές 
του pH ο ρυθμός υδρόλυσης του υποστρώματος μειώνεται μη 
αντιστρεπτά με προσθήκη Zns-, γεγονός που αποδεικνύει οτι η 
ελάττωση της ειδικής δραστικότητας δεν οφείλεται στην απόσπαση 
του Zna~ από το ενεργό κέντρο του ενζύμου.

Προσδιορισμοί με το "FALGPA" έχουν πραγματοποιηθεί 
φασματοφωτομετρικά με συνεχή παρακολούθηση της πτώσης στην 
απορρόφηση του υποστρώματος μετά την προσθήκη του ενζύμου. Για 
να Βρίσκεται πάντα η αρχική τιμή της απορρόφησης του υποστρώ­
ματος στην περιοχή 0,5-1,0 τα μήκη κύματος που χρησιμοποι-

I
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ούνται είναι. 71-324 ran ft A—345 ran. Η επιλογή των τιμών αυτών 
του μήκους κύματος έγινε μετά αηο εκτεταμένες μελέτες των Van 
Wart και Steinbrink, οι οποίοι διαπίστωσαν οτι τα εκ διαφοράς 
φάσματα του "FALGPA" και των λαμβανομένων απο την υδρόλυση 
προϊόντων, παρουσιάζουν μέγιστη τιμή του συντελεστή Δε σε 
μήκος κύματος λ-324 nm (Σχ. 51).

Σγήιια 51. Φάσματα εκ διαφοράς του FALGPA και των λαμβανομένων 
απο την υδρόλυση προϊόντων σε διάφορες χρονικές 
στιγμές: (α) 0, (b) 6, (c) 12, (d) 18, (e) 30 και
(j) 60 min μετά την προσθήκη του ενζύμου στην κυβέτ- 
τα που περιέχει το υπόστρωμα.

Για τον προσδιορισμό των κινητικών παραμέτρων Km και 
Vmax του συγκεκριμένου υποστρώματος παρασκευάσθηκαν μια σειρά 
διαλυμάτων διαφορετικών συγκεντρώσεων σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 
mM Tricine, 0,4 Μ NaCl, 10 mM CaCl2 , pH-7,5. To ρυθμιστικό 
διάλυμα φυλάγεται σε κλειστή φιάλη και η τιμή του pH ελέγχεται
κάθε φορά πριν απο τη χρήση του (Δεν χρησιμοποιήθηκε ρυθμιστι­
κό πέρα από τις δέκα ημέρες). Τα διαλύματα του υποστρώματος
που παρασκευάσθηκαν ήταν των παρακάτω συγκεντρώσεων:
α) 0.025 X 10-3Μ 
6) 0.150 X 10"3^λ 
ζ) 0.300 X 10-3Μ
I) 0.450 X 10-=Μ 
ιγ) 0.700 X 10-3Μ 
ις) 1.500 X 10"3Μ

θ) 0.050 X 10-3Μ 
ε) 0.200 X 10~3Μ 
η) 0.350 X 10-3Μ 
ια) 0.500 X 10~3Μ 
ιδ) 0.Θ00 X 10-3Μ

γ) 0.075 X 10-3Μ 
ς) 0.250 X 10-3Μ 
θ) 0.400 X 10-3Μ 
ιβ) 0.550 X 10"3Μ 
ιε). 1.200 X 10-3Μ
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Ολων των παραπάνω διαλυμάτων μετρήθηκαν οι οπτικές 
πυκνότητες σε μήκος κύματος λ-324 run ή λ-345 ran, χρησιμοποιών­
τας διάλυμα ρυθμιστικού ως αναφορά. Συγκεκριμένα για την περι­
οχή συγκεντρώσεων 0,025Χ10~3-0,125Χ10_3Μ μετρήθηκε η απορρό­
φηση σε μήκος κύματος λ-324 nm, ενώ για την περιοχή 
συγκεντρώσεων 0,125Χ10-3-2,0Χ10_3Μ μετρήθηκε η απορρόφηση σε 
λ-345 ran. Σε όλα τα πειράματα η τελική συγκέντρωση ενζύμου 
ήταν 4 pgr/ml.

Οι οπτικές πυκνότητες μετρήθηκαν σε ένα φασματοφωτόμετρο 
εφοδιασμένο με θερμοστατούμενες κυψελίδες στους 22eC. Οι κυψε­
λίδες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν απο χαλαζία όγκου 3 ml και μή­
κους οπτικής διαδρομής 1cm.

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκαν οι πειραματικές μελέτες 
αναστολής όλων των προαναψερθέντων δίτ και τριπεπτιδίων που εί­
χαν συντεθεί. Οι σταθερές αναστολής Ki αυτών των πεπτιδίων 
ήταν εύκολο να προσδιορισθούν με συνεχή παρακολούθηση της 
υδρόλυσης του υποστρώματος "FALGPA" παρουσία διαφορετικών 
συγκεντρώσεων του αναστολέα.

Ολα τα πειράματα έγιναν ακριβώς στις ίδιες συνθήκες με 
αυτές των πειραμάτων προσδιορισμού των Km και Vmax, δηλαδή σε 
θερμοκρασία 22°C και σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tricine, 0,4Μ 
NaCl, 10 mM CaCl* pH-7.5.

Παρακολουθήθηκε η υδρόλυση του υποστρώματος σε μια 
περιοχή συγκεντρώσεων υποστρώματος απο (Sl-0.02 Km έως IS)-0,4 
Km, όπου σ'αυτή την περιοχή ως γνωστό υπάρχει γραμμική εξάρτη­
ση της υδρόλυσης συναρτήσει του χρόνου. Η παρακολούθηση της 
υδρόλυσης έγινε σε τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις αναστολέα.

Ετσι παρασκευάσθηκαν τρία διαλύματα, συγκεντρώσεων 
0,05Χ10~3Μ, 0,10Χ10~3Μ και 0,15Χ10-3Μ για κάθε πεπτίδιο-ανα- 
στολέα. Η ακριβής συγκέντρωση των πεπτιδίων της κυστείνης και 
επομένως και η ελεύθερη -SH ομάδα υπολογίσθηκε με τη μέθοδο 
Εliman. Επίσης παρασκευάσθηκε ένα διάλυμα του ενζύμου με 
κατάλληλη αραίωση στο προαναφερθέν ρυθμιστικό διάλυμα, έτσι 
ώστε η τελική συγκέντρωση του ενζύμου στην κυψελίδα να είναι 
4 pgr/ml.



Στην κυψελίδα του φασματοφωτόμετρου προστίθενται τα 
παρακάτω αντιδραστήρια με τη σειρά που αναφέρονται, μετρημένα 
ακριβώς με μικροσιφώνια ή μικροσύριγγα (για το ένζυμο), 
α) 1,93 ml διαλύματος υποστρώματος' 
θ) 0,05 ml διαλύματος αναστολέα 
γ) 0,02 ml διαλύματος ενΐύμου

Συνολικός όγκος διαλύματος στη κυψελίδα είναι 2 ml. Κάθε 
μέτρηση απαιτεί χρόνο περίπου 3 min απο τη στιγμή μηδέν.

Αφού προστεθούν στην κυψελίδα του φασματοφωτόμετρου τα 
αντιδραστήρια -με τη σειρά που αναφέρονται πιο πάνω- εκτός απο 
το ένζυμο, τοποθετείται η κυψελίδα στο όργανο και αφήνεται για 
5' ώστε το εντός αυτής διάλυμα να θερμοστατηθεί στους 22eC. 
Ακολουθεί η προσθήκη του ενΐύμου, γρήγορη ανάδευση και αμέσως 
καταγράφεται η πτώση της απορρόφησης σαν συνάρτηση του χρόνου 
σε ένα συγκεκριμένο μήκος κύματος.

Προσεκτική ανάλυση εν συνεχεία των πειραματικών δεδομέ­
νων θα μας οδηγήσει στον προσδιορισμό των κινητικών παραμέτρων 
Km και Vmax του υποστρώματος, καθώς και των σταθερών αναστολής 
Κ χ .

Μετοήοειο UV. Οι μετρήσεις UV έγιναν σε ένα φασματοφωτό- 
μετρο Gilford και χρησιμοποιήθηκαν κυψελίδες 1 cm.

Μετοήσειο pH. Οι μετρήσεις pH έγιναν σε πεχάμετρο Radio­
meter 82.

.VS



X. Αποτελέσυατα κινητικήο υελέτης των παραοκευαοθέντων αναστο­

λέων .

Γυα τον ακριβή προσδιορισμό των σταθερών αναστολής Ki 
των προαναφερθέντων πεπτιδίων, πραγματοποιήθηκε η κινητική 
μελέτη της ενΐυματικής αναστολής με τη βοήθεια του χρωμοφόρου 
υποστρώματος FA-Leu-Gly-Pro-Ala ή "FALGPA" που όπως αναφέρθη­
κε. προσφέρει τη δυνατότητα μιας συνεχούς φασματοφωτομετρικής 
μεθόδου κινητικής μελέτης του ενζύμου. .

Upιν τον προσδιορισμό όμως των σταθερών avc-στολής Ki 
- προσδιορίσθηκαν οι κινητικές παράμετροι του υποστρώματος: Km ■ 
σταθερά Michaelig Menten και Vmax- μέγιστη ταχύτητα.

Χ.1. Ποοσδιοοισιιός των κινητικών παοαιιέτοων Km και Vmax
Φ

Για τον προσδιορισμό των Km και Vmax παρακολουθήθηκε η 
ελάττωση της απορρόφησης του υποστρώματος "FALGPA", αμέσως 
μετά τη προσθήκη του εν^ύμου μιας σειράς διαλυμάτων διαφορετι­
κών συγκεντρώσεων υποστρώματος.

Το ηλεκτρονιακό φάσμα UV-Vis του υποστρώματος μελετήθηκε 
στην περιοχή 280-420 nm και παρουσίασε μέγιστη απορρόφηση σε 
μήκος κύματος λ-306 nm με ε-26.700 M-1cm-1 (Σχ.52). Επίσης
μετά την προσθήκη της κολλαγενάσης το μέγιστο carco μετατοπί­
σθηκε προοδευτικά κατά ένα μικρό συντελεστή, σε μήκος κύμοτος 
λ-301 nm, και ελήφθει το ίδιο ακριβώς φάσμα με αυτό του 
FALGPA.

Παρακολουθήθηκε η υδρόλυση του υποστρώματος σε μια 
περιοχή συγκεντρώσεων απο 0.05Χ10-3-1,5Χ10~3Μ προσθέτοντας 
κάθε φορά στην κυψελίδα του φασματοφωτόμετρου 1,98 ml
διαλύματος "FALGPA" αντίστοιχης συγκέντρωσης σε ρυθμιστικό 
Tricine (pH-7,5) και 0,020 ml διαλύματος εν“ζϋμου τόσης αραίω- 
σης ώστε η τελική συγκέντρωση του ενζύμου στην κυψελίδα να 
είναι 4 pgr/ml.

Για κάθε συγκέντρωση υποστρώματος καταγράφηκε η πτώση 
της απορρόφησης συναρτήσει του χρόνου. Απο το σύνολο δε των 
γραφικών παραστάσεων προκύπτουν τα συμπεράσματα:



10 mM CaCla,pH=7.5, 
22

li
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α) Σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις υποστρώματος όπως 0.01Χ10“3Μ 
η Asa-» μειώνεται εκθετικά σε συνάρτηση με το χρόνο, αποδεικνύ- 
οντας έτσι οτι η αντίδραση ακολουθεί κινητική 1ης τάζης σε 
σχέση με το υπόστρωμα (σχ.53).
β) Σε ενδιάμεσες και υψηλές συγκεντρώσεις όπως π.χ.0.05Χ10-3Μ 
η As^s μειώνεται γραμμικά συναρτήσει του χρόνου και η αντίδρα­
ση επομένως ακολουθεί κινητική μηδενικής τάΐης (σχ.54), 
γ) Σε όλες τις συγκεντρώσεις υποστρώματος ο ρυθμός πτώσης της 
απορρόφησης είναι ανάλογος της συγκέντρωσης της κολλαγενάσης 
(σχ.55) .

Οι κινητικές παράμετροι για την καταλυτική υδρόλυση του 
- FALGPA απο την κολλαγενάση υπολογίσθηκαν απο τα δεδομένα των 
Lineweaver-Burk για διάγραμμα αντιστρόφων των ειδικών ενεργο- 
τήτων (specific activity), ως προς τις αντίστροφες συγκεντρώ­
σεις του υποστρώματος.

Οι αρχικές ταχύτητες υπολογίσθηκαν απο την κλίση της 
καμπύλης της πτώσης της απορρόφησης κατα την χρονική διάρκεια 
του πρώτου 10% της υδρόλυσης και μετατράπηκαν σε μονάδες
microkatals (pmoles/sec) , διαιρώντας με την αλλαγή της απορρό­
φησης που αντιστοιχεί στην πλήρη υδρόλυση και πολλαπλασιά­
ζοντας με την υπάρχουσα ποσότητα του υποστρώματος. Ειδικές 
ενεργότητες σε μονάδες pKatals/Kgr υπολογίσθηκαν διαιρώντας 
τις παραπάνω αρχικές ταχύτητες με την υπάρχουσα ποσότητα του 
ενζύμου σε Kgr. Δηλαδή ο τύπος που μας δίνει την ειδική
ενεργότητα είναι:

ΔΑιοκ

Atι οχ (ποσότητα υποστρ.) μη.οΐ ...
S.A - ειδική ενεργότητα ------X -------------------------  (θ)

ΔΑχ-χ. (ποσότητα ενζύμου)κβΓ-

Οι ειδικές ενεργότητες που υπολογίσθηκαν απο την σχέση 
(θ) στις αντίστοιχες συγκεντρώσεις υποστρώματος, καθώς και οι 
αντίστροφες τιμές τους αναφέρονται στον Πίνακα 7.

Για τον ακριθή υπολογισμό των κινητικών σταθερών Km και 
Vmax έγινε προσαρμογή των δεδομένων S.A. (specific activity)
ως προς S στην μη γραμμική μορφή της εξίσωσης Michaelis-
Menten. Πριν απο αυτό, και για να υπολογισθούν οι αρχικές προ-
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Xvfiua 53. Η μεταβολά της απορρόφησης σε μόκος κύματος λ=324 nm 
ενός διαλύματος "FALGPA" συγκέντρωσης 0.01 χ ΙΟ-3 Μ 
σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mli Tricine, 0.4 Μ NaCl,  

10 mM CaClz, ρΗ=7.5, 22°C, μετά την προσθΛκη 20 μΐ 
κολλαγενάσης.
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σεγγίσεις της Km έγινε προσαρμογή στην γραμμική μορφή κατά 
Lineweaver-Burk. Και στις 60ο περιπτώσεις εφαρμόσθηκε η μέθο­
δος των ελαχίστων τετραγώνων1=β .

Πίνακας 7. Οι ειδικές ενεργότητες καθώς και οι αντίστροφες τι­
μές αυτών σε διάφορες συγκεντρώσεις*FALGPA#.

ft
[FALGPA] SPESIFIC-ACTIVIΤΥ [FALGPAJ-1 (SPESIFIC-ACTIVITY)-1
Χ10-3Μ X 10= Χ103 Μ"1 x ιο-=

(pKat X Kgr-1) (Kgr X pKat-1)

0,025 0,12 40,00 8,33
0,05 0,22 20,00 4,55
0,075 0,33 13/33 3,03
0,15 0,63 6,67 1,59
0,20 0,67 5,00 1,49
0,25 0,79 4,00 1,27
0,30 Ο,θθ 3,33 1.14
0,35 0,97 2,86 1,03
0,40 1,03 2,50 0,97
0,45 1.10 2,22 0,91
0,50 1,20 2,00 0,83
0,55 1,27 1,82 0,79
0,70 1,37 1,43 0,73
Ο,ΘΟ 1,45 1,25 0,69
1,20 1,75 0,83 0,61
1,50 1,84

b------- *r------- 1
0,67 0,58

* SPESIFIC ACTIVITY - ειδική ενεργότητα



Σν^υα 56. 
Καμπύλη κορεσμού του 

ενζύμου Clostridium 
histolyticum 

κολλαγενάσης με 
υπόστρωμα FALGPA 

κατά Michaelis-Menten. 
Ο άξονας των τεταγμένων παptστάvεt 

την et£tKh δραστι,κό— 
τητα 

(SPECIFIC ACTIVITY), 
αντί 

της ταχύτητας της 
αντί-
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(SPECIFIC ACTIVITY) χ 10 , Kg. μΚσΙ

ϋ



κολλαγενάσης με υπόστρωμα FALGPA
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To σχήμα 57 δείχνει, οτι η γραφνκή παράσταση είναν γραμ- 
μνκή καν χωρίς κννητνκές ανωμαλίες καν επομένως το σύστημα 
αποδενκνύεν Michaelis-Menten κννητνκή με:
Vmax - 2.2X10= uKat/ Kgr καν Km - 0.44X10-=* Μ..

Συγκρίνοντας τα αποτελέσματά μας με τα αποτελέσματα 
προηγουμένων μελετών παρατηρούμε οτν βρίσκονταν σε συμφωνία 
(Πίνακας θ).

Πίνακας 8. Σι)γκρνση χνμών Km καν Vmax απο δνάφορες πηγές γνα 
τα ένζυμο Clostridium histolyticum κολλαγενάση με 
υπόστρωμα FALGPA.

Αποτελέσματα Km Vmax
(Μ) (pKat/Kgr)

παρούσης εργασίας 0,44X1Ο"3 2,2X10=*
Van Wart 0.50Χ10-3 Ι,ΘΧΙΟ3
Powers 0,45X10-=*

Χ.2. Ποοσδνοονσυός των σταθερών αναστολής Ki

Ον σταθερές <χναστολής ΚΙ όλων των πεπτνδνκών αναστολέων 
που συνθέθηκαν προσδνορίστηκαν με συνεχή παρακολούθηση της 
υδρόλυσης του υποστρώματος "FALGPA” παρουσία δναφορετνκών 
συγκεντρώσεων αναστολέα.

Γνα κάθε αναστολέα παρακολουθήθηκε ο ρυθμός ελάττωσης 
της απορρόφησης σε τέσσερνς δναφορετνκές συγκεντρώσεις υπο­
στρώματος καν τρενς δναφορετνκές συγκεντρώσενς αναστολέα. Ον 
συγκεντρώσενς των αναστολέων που χρησνμοπονήθηκαν ήταν 
0,05Χ10-3Μ, 0,10Χ10-=Μ καν 0,15Χ10-=*Μ.

Ιδναίτερα γνα τους αναστολείς που περνέχουν κυστεΐνη 
προσδνορίσθηκε το ποσοστό της ελεύθερης -SH ομάδας - επομένως 
καν η συγκέντρωση του αναστολέα - στην αρχή καν στο τέλος της
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όλης πειραματικής διαδικασίας, με τη μέθοδο Ellman και οι 
τιμές των απορροφήσεων αναφέρονται στον πίνακα 9. Παρατηρούμε 
οτι η απορρόφηση του διαλύματος κάθε αναστολέα πρακτικό δεν 
μεταβάλλεται, με αποτέλεσμα να θεωρείται, οτι ουσιαστικά δεν 
υπάρχει περαιτέρω οΐείδωση της κυστε'ί'νης, όση ώρα διαρκούν τα 
πειράματα κάθε αναστολέα και που είναι περίπου μία ώρα.

Με βάση τις τιμές της απορρόφησης και τις σχέσεις (9), 
(10), (11) υπολογίσθηκε το ποσοστό S>SH κάθε αναστολέα και τα 
αποτελέσματα δίνονται στον πίνακα 9.

A
Πειραμ.τιμή  -----  (9)

ε L

mmo Ιανασ_ (όγ κος διαλ.αναστ.) mi
θεωρητ.τιμή  ------------ X ----------- ----------------- --

2 ml bn*.*—- (συνολ.όγκος διαλ.)π,ι

(ποσότ. αναστ.) mo·- 1 mmol (όγκος δ ιαλ. ανασ.) «,χ
--------------------------------- X --------------------- - X ------------------------------------ (10)

2 ml buffer (MB ανασ )η ,α >~ (συνολ.όγκ.διαλ.)«ι

πειραμ.τιμή
% S H ---------------X 100 (11)

θεωρητ.τιμή

.»·

όπου A - απορρόφηση διαλύματος
ε - μοριακός συντελεστής απορρόφησης 
L - μήκος της οπτικής διαδρομής 

(ποσότητα αναστ.)ma.-·* ποσότητα αναστολέα που διαλύεται σε 
2 ml ρυθμιστικού.

(όγκος διαλ.ανασ. )mi - ο όγκος του διαλύματος του αναστολέα 
που προστίθεται στο υπό μέτρηση διάλυμα.

(συνολικός όγκος διαλ.)«,ι· συνολικός όγκος του υπό μέτρηση 
6ιαλύματό^.

Απ'όλη τη σειρά των πειραμάτων που έγιναν, θα αναφερθεί 
ενδεικτικά η περίπτωση του τριπεπτίδιου D-Ala-D-Pro-L-Cys που 
τελικά αποδείχθηκε και ο πιο ισχυρός αναστολέας.
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Πίνακας 9 . Τομές απορρόφησης διαλυμάτων κυστε'ίνο -πεπτιδίων 
στα 412 nm στις χρονικές στιγμές t»eOmin και ta™ 
60min καθώς και το αντίστοιχο ποσοστό της ελεύθερης 
-SH ομάδας.

Αναστολέας A* 1 3 
ti -Grain

A* ia
t3-60min

*SH
ελεύθερη

D-Pro-L-Cys 0.990 0.995 87*
L-Pro-L-Cys 1.015 1.000 88*

D-A1a-D-Pro-L-Cyβ 0.Θ75 0.865 * 76*
L-A1a-L-Pro-L-Cys 0.645 0.639 58*

Παρακολουθήθηκε η υδρόλυση του υποστρώματος παρουσία 
αναστολέα, σε συγκεντρώσεις υποστρώματος 0.025Χ10~3Μ, 
0.05Χ10-3Μ, 0,075Χ10-3Μ και 0,15Χ10“3Μ και για κάδε συγκέν­
τρωση υποστρώματος σε τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις αναστο­
λέα και συγκεκριμένα σε (11 ]-0.038Χ10~3Μ, [IaJe0.076X10-:3M και 
[Is)-0.114χ10-3Μ.

Σε κάθε συγκέντρωση υποστρώματος και αντίστοιχη συγκέν­
τρωση αναστολέα καταγράφηκε η πτώση τη9 απορρόφησης συναρτήσει 
του χρόνου (σχ.58) και υπολογίσθηκε η μεταβολή της απορρόφησης 
που αντιστοιχεί σε πλήρη υδρόλυση (ΔΑ)·*«χ. και η μεταβολή της 
απορρόφησης στο πρώτο 10* της υδρόλυσην (ΔΑ)ι©%.

Η σταθερά αναστολής Ki, υπολογίσθηκε απο τα δεδομένα των 
Lineweaver-Burk για διαγράμματα αντιστρόφων των ειδικών ενερ- 
γοτήτων (specific activity) ως προς τις αντίστροφες συγκεντρώ­
σεις του FALGPA.

Οι ειδικές ενεργότητες υπολογίσθηκαν απο την σχέση:

ΔΑιοχ

At ι οχ (ποσότ.υποστρώματος)Μ«οΐ..
S.A.-ειδική ενεργότητα ------X --------------------------(12)

ΔΑ·.«χ. (ποσότ. εν^Ομου) Kar-
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Me βάση τις τιμές του Πίνακα 10 έγινε η γραφική παράστα­
ση των κινητικών δεδομένων του αναστολέα με τη μέθοδο Linewea- 
ver-Burk (σχ.59) και στο διάγραμμα που προκύπτει παρατηρούμε 
τα ε̂ ής.·
α) Σε κάθε συγκέντρωση αναστολέα αντιστοιχεί καινούργια 
ευθεία, της οποίας η κλίση αυξάνεται αυξανομένης της συγκέν­
τρωσης ·
0) Ολες οι ευθείες τέμνουν την τεταγμένη στο ίδιο σημείο, 
(Vmax-σταθερό) και την τετμημένη σε διαφορετικά σημεία (Knupp 
αυξάνει, αυίανομένης της (II).

Επομένως ο αναστολέας που μελετάται είναι τύπου συνα- 
γωνιστικός, (competitive) και ο υπολογιομός * της σταθεράς ΚΙ 
γίνεται βάσει της σχέσης»

1 1

Km.pp Κ « (1  + ( I I  /Κ Ι )

Αντίστοιχα πειράματα έγιναν και με τους άλλους αναστο­
λείς και απο τις γραφικές παραστάσεις πτώσης της απορρόφησης 
συναρτήσει του χρόνου υπολογίσθηκαν η τελική μεταβολή της 
απορρόφησης (ΔΑ)*«χ, η μεταβολή της απορρόφησης στο πρώτο 10% 
(ΔΑ)ιοχ, και με βάση τις τιμές αυτές και την σχέση (12) υπολο­
γίσθηκαν οι ειδικές ενεργότητες (specific activity) σε μονάδες 
pKat/Kgr (Πίνακες 11-21).

Ανάλυση εν συνεχεία των κινητικών δεδομένων με τη μέθοδο 
Lineweaver-Burk (σχήματα 60-70) δείχνει ότι ολα τα πεπτίδια 
που μελετήθηκαν είναι συναγωνιστικοί (competitive) αναστολείς. 
Συγκεκριμένα απο τα διαγράμματα αυτών παρατηρούμε οτι ενώ η 
Vmax παραμένει σταθερή, n Knupp αυξάνεται, αυΐανομένης της 
συγκέντρωσης του αναστολέα.

Σε κάθε συγκέντρωση αναστολέα υπολογίσθηκε η σταθερά 
αναστολής Ki και στη συνέχεια ελήφθει σαν σταθερά αναστολής 
του πεπτιδίου, η μέση τιμή των τριών Ki, που αντιστοιχούν 
στις τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις αναστολέα, δηλαδή

Kii+Kia+Kia
Ki ---------------

3
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Οι σχετικές δραστικότητες (relative-potencies) υπολογίσθηκαν 
σε σχέση με το τριπεπτίδιο D-Ala-D-Pro-L-Cys (100*) , που είναι 
και ο πιο ισχυρός αναστολέας (Πίνακας 22) .

Πίνακας 22. Σταθερές αναστολές ΚΙ των παρασκευασθέντων πεπτι­
δίων για την Clostridium κολλαγενάση. Οι σχετικές 
δραστικότητες υπολογίσθηκαν σε σχέση με το τριπε- 
πτίδιο D-Ala-D-Pro-L-Cys (100%).

Αναστολέας Σταθερά αναστολής Ki 
(μΜ)

Σχετική
δραστικότητα

D-Pro-L-Asp 70 ' 93

D-A1a-D-Pro-L-Asp 85 76

L-Pro-L-Asp 135 48
L-A1a-L-Pro-L-As p 115 57

D-Pro - Gly 131 50
D-A1a-D-Pro - Cly 77 84

D-Pro-L-Ser 145 45
D-A1a-D-Pro-L-Ser 116 56

D-Pro-L-Cys 70 93
D-A1a-D-Pro-1-Cys 65 100

L-Pro-L-Cys 146 44
L-A1a-L-Pro-L-Cys 80 81
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[FALGPA] x 10,VS [FALGPA] x 10 , M

ραφικά παράσταση κατά Lineweaver— Burk της δράσης της 
lostridium καλλαγενάσης απουσύα και παρουσύα διαφορε- 
ικών συγκεντρώσεων του αναστολέα D-Ala-D-Pro-L-Cys. 
Υπόστρωμα "FALGPA" σε ρυθμιστικό διάλυμα Tricine).



a SP
E

SIF
IC

 A
C

T
IV

IT
Y

 
- 

etO
tK

fi 
ενβ

ρ
γό

τη
τα

r
-  142 -

\

o  o  o  o  
— b o o
CH -sJ CH N )
O U IO (/ l

I -X o
“o

i >
w  x

o
I04

o>

— N) A W O O
b  w  b  o(Λ 04 Ο O

I  £

X  >

s .

O O O O
b  w - o  w o  w ^V0 CN 04 Cfl

K) a  %0 K> 
-U b  b  ln ui o  vo J ;

*—*

w
<1
a

O
>

*a
>  y-s
2  3

: <  O

f

- 3  *
iUl

3

3
|

o
I04 

/~\ 3
X

o  o  o  o
o  — — o  cn o  cn 0 1 - ^ 0

o  o  o  o  
b o o b  O g - o
σ> ro -si

04 cn co -g
b  -si b  b
cn οι vO b

>
>

o
>

7C
X•τζ
7*
P

I

>  /-s
O
H  ^  3  rn 
^  O

I S  
- 2 .  *  

o
Icn

N)
H

O

Oo

o I
04

O O O O 
ON) — 'CN04 O  

•O. O

O O O O
b o o b  o  — — o  cn σ* —

■* ω f3 £
a S  ^  *  

0 ^ 0

o>
>

o
X

XsO I s
<  o
w  * *
J - n  

*  %
w  <=ί 

cn

04

Ύp
U)

g
o

I
04

Z*IN
<
Q
X
P
n

.·
r i 3 V 3
H 0 0 m
w »-* 04 d
u X * P

M (Jl t&
n M> 3 0

ft 3 X
o 1 3• μ ·<
M r d
o X P 3
o P Λ
X <*
M d P
o 3 3

1 -< < 0
u r Ό

P Ό
3 a
0 3 •6
»-* Q m
X C Ό qM ·< r 3
M* X 0 •0
rt n X

1 < :>
H <4 D

«1 Ό 1>
n & 4
1-4 Q Q II
U m c y
LJ X
H •0 X
O m X
• < P
H P d r*
cn < Ό
o P & y^
X Q Q o
M d m 1>
o 0 e μ

1 V < 0
(4 rv X

3 P w
0
M c
X π 3 q
H 1-4 0 n

μ q
f t u d ■ c

I n V 3·
μ & X

o τ: 0
d • P •0
0 o d
C cn 0 X

o «0 o
a r
1 X P

TJ d
Λ μ* π 0
0 O CO «0
1 1 LJ

r u II X
1 o 0

3> 3 • 04
in 0 o ro
Ό M 4k
• X cn 3

M 1 3
M· o
f t •

1 #-* X
H 01 P

Si o c

I

I



(S
PE

CI
FI

C 
A

CT
IV

IT
Y

) 
X 

10
 ,

 K
g 

μΚ
(Κ

143 -

Clostridium κολλαγενάσης απουσύα κ α ν  π α ρ ο υ σ ί α  6 ν α φ ορε- 
τι,κών συγκεντρώσεων του αναστολέα D-Pro-L-Asp. 
(Υπόστρωμα "FALGRA” σε ρυθμιστικό θιάλυμα Tricine). _
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5 10 15 20 25 30 35- 40
-1 -3 -1

.VS (FALGPA) x 10 . M
. ΓραφικΛ παράσταση κατά Lineweaver-Burk της δράσης της 
Clostridium κολλαγενάσης απουσία και παρουσία διαφορε­
τικών συγκεντρώσεων του αναστολέα D-Ala-D-Pro-L-Asp. 
(Υπόστρωμα "FALGPA" σε ρυθμιστικό διάλυμα Tricine).
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Σνάυα 62. Γραφικά παράσταση κατά Lineweaver— Burk της δράσης της 
Clostridium κολλαγενάσης απουσία και παρουσία διαφορε­
τικών συγκεντρώσεων του αναστολέα L-Pro-L-Aep. 
(Υπόστρωμα "FALGPA" σε ρυθμιστικό διάλυμα Tricine).
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Syfuja 63. Γραφικά παράσταση κατά Lineweaver— Burk της δράσης χης 
Clostridium κολλαγενάσης απουσύα και παρουσύα διαφορε­
τικών συγκεντρώσεων του αναστολέα L-Ala-L-Pro-L-Asp. 
(Υπόστρωμα "FALGPA*1 σε ρυθμιστικά διάλυμα Tricine).
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D - P r o - G ly

Clostridium κολλαγενώσης απουσία καο παρουσία Stacpope- 
τι,κών συγκεντρώσεων του αναστολέα D-Pro-Gly,*
(Υπόστρωμα "FALGPA” σε ρυθμοστοκό βιώλυμα Tricin©)·
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£yfma 65, Γραφικά παράσταση κατά Lineweaver— Burk της δράσης της 
Clostridium κολλαγενάσης απουσΟα και, παρουσύα δυαφαρε- 
τυκών συγκεντρώσεων του αναστολέα D-Ala-D-Pro-Gly. 
(Υπόστρωμα "FALGPA" σε ρυθμιστικό διάλυμα Tricine)·
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D-Pro-L-Ser

Clostridium κολλαγενάσης απουσύα και παρουσία διαφορε­
τικών συγκεντρώσεων του αναστολέα D-Pro-L-Ser. 
(Υπόστρωμα "FALGPA" σε ρυθμιστικό διάλυμα Tricine)·
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D-Ala-D-Pro-L-Ser

τικών συγκεντρώσεων του αναστολέα D-Ala-D-Pro-L-Ser· 
(Υπόστρωμα "FALGPA" σε ρυθμιστικό διάλυμα Tricine),
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L-Pro-L-Gys

Σνήυα 68. Γραφική παράσταση κατά Lineweaver-Burk τη? δράση? τη?
Clostridium κολλαγενάση? απουσία και παρουσία διαφορε­
τικών συγκεντρώσεων του αναστολέα L-Pro-L-Cye. 
(Υπόστρωμα "FALGPA" σε ρυθμιστικό διάλυμα Triclne)·
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2 y6uoc 69. Γραφικδ παράσταση κατά Lineweaver— Burk της δράσης της 
Clostridium κολλαγενάσης απουσύα και, παρουσία διαφορε­
τικών συγκεντρώσεων του αναστολέα L-Ala-L-Pro-L~Cys. 
(Υπόστρωμα "FALGPA" σε ρυθμιστικό διάλυμα Tricine).
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.· ΓραφικΛ παράσταση κατά Linaweavar— Burk τη9 δράση9 Xfl9 
Clostridium κολλαγκνάση9 αρουσία και παρουσία διαφορβ- 
τικών συγκβντρόσκων του αναστολέα D-Pro-L-Cys. 
(Υπόστρωμα "FALGPA" σβ ρυθμιστικό διάλυμα Trlcin·)·



XI. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Εχοντας υπόψη τα δεδομένα άλλων ερευνητών που αναφέ- 
ρονται στην αναστολή των κολλαγενασών, σχεδιάσαμε και συνδέσα­
με μια σειρά τριπεπτιδίων του γενικού τύπου D-Ala-D-Pro-X 
όπου X-Gly, L-Asp, L-Ser και L-Cys και του τύπου L-Ala-L-Pro-X 
οπού X-L-Asp και L-Cys, καθώς επίσης και τα αντίστοιχα διπε- 
πτίδια, δηλ. χωρίς την -D- ή L-Ala.

Η κινητική μελέτη αναστολής των προαναφερθέντων πεπτι­
δίων μας έδωσε τη δυνατότητα να διερευνήσουμε το βαθμό σύμπλε- 
1ης του Ζ η * * με ομάδες όπως υδρόμυλο-, καρβόΐυλο- και σουλφυ- 
δρυλυμάδα καθώς επίσης και τη διαφοροποίηση στη συμπλεκτική 
ικανότητα που παρουσιάζεται μεταΐύ διαστερεοισομερών πεπτιδίων 
τα οποία συμπλέκονται με το ένΐυμο κατά ένα retro-inverso ή 
απλώς retro τρόπο. Από τα αποτελέσματα των μελετών αυτών 
(Πίνακας 22) προκύπτει ότι:
1) Τα τριπεπτίδια είναι γενικά ισχυρότεροι αναστολείς απο τα 
αντίστοιχα διπεπτίδια (με εΐαίρεση τα πεπτίδια που περιέχουν 
στην Ρι' θέση ασπαρτικό και για τα οποία θα αναφερθούμε 
παρακάτω) γεγονός που αποδεικνύει τη σημασία της αλληλεπίδρα­
σης μεταΐύ της Sa' υποπεριοχής του ενίύμου και του Ρ»' 
αμινοΐέος και που συμφωνεί απόλυτα με ήδη υπάρχουσα συμπερά­
σματα άλλων ερευνητών.
2) Τα πεπτίδια με D-αμινοΙέα είναι ισχυρότεροι αναστολείς από 
τα αντίστοιχα με L-αμινοΙέα, γεγονός που επιβεβαιώνει την 
αρχική μας ιδέα, ότι για να πραγματοποιηθεί ο καλλίτερος 
προσανατολισμός του αναστολέα σε σχέση με το ένζυμο,απαιτείται 
η αλλαγή της στερεοχημικής διάταΐης όλων των αμινοΐέων (από 
-L- σε -D-), εκτός πιθανόν του πρώτου που αντιστοιχεί στην S*' 
υποπεριοχή του ενίύμου.
3) Η σύμπλεΐη του Ζη·*"*· με τον αναστολέα πιθανόν να πραγματο­
ποιείται μέσω της α'-COOH-ομάδας του Ρι' αμινοΐέος (σχήμα 2) ή

ι +
μέσω της παράπλεΐφης αλυσίδας του ίδιου αμινοΐέος (σχήμα 1).

Εαν η σύμπλεΐη του Ζη^- με τον αναστολέα πραγματοποιεί­
ται μέσω της α-COOH (σχήμα 2) οι πεπτιδικοί δεσμοί του αναστο­
λέα πιθανόν να μετατοπίζονται κατά μια θέση προς τα αριστερά
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σε σχέση με τους πεπτιδικούς δεσμούς του υποστρώματος. Συγχρό­
νως οι παράπλευρες ομάδες διατηρούν την κατάλληλη χωροδιάταζη 
γεγονός που επιτυγχάνεται με επιλογή αμινοζέων D-στερεοχημικής 
διάταξης. Η σύμπλεζη του Ση""* με την α'-COOH-ομάδα του Ρ»' 
αμινοζέος του αναστολέα πιθανόν να ενισχϋεται από την παρά­
πλευρη ομάδα του ίδιου αμινοΙέος, με αποτέλεσμα ο Ση""" να σχη­
ματίζει τετραεδρικό σύμπλοκο με δύο περιφερειακούς υποκαταστά- 
τες επί του μορίου του ενζύμου και δύο επί του μορίου του 
αναστολέα.

Η δημιουργία του τετραεδρικού αυτού συμπλόκου μεταζύ 
ενζύμου και αναστολέα θα έχει ως αποτέλεσμα τα πεπτίδια που 
περιέχουν στην Ρ»' θέση L-Cys, L-Asp και L-Ser. να παρουσιάζουν 
ισχυρή συμπλεκτική ικανότητα, λόγω του ότι όλα αυτά τα 
αμινοξέα περιέχουν στην παράπλευρη αλυσίδα τους άτομο οξυγόνου 
ή θείου που μπορεί να δράσει σαν δότης ηλεκτρονίων. Αντίθετα ο 
αναστολέας που περιέχει Gly στην Ρι ' θέση θα πρέπει να παρου­
σιάζει μικρότερη συμπλεκτική ικανότητα εφ’ όσον ως παράπλευρη 
αλυσίδα η "Gly" φέρει απλά ένα άτομο υδρογόνου. Από τα 
αποτελέσματα όμως του Πίνακα 22 παρατηρούμε ότι όχι μόνο τα 
πεπτίδια της "Gly" δεν είναι ασθενέστεροι αναστολείς από τα 
αντίστοιχα της "Ser" αλλά παρουσιάζουν περίπου την ίδια, αν 
όχι καλλίτερη, συμπλεκτική ικανότητα με τα αντίστοιχα πεπτίδια 
του "Aap", τα οποία λογικά θα έπρεπε να είναι ισχυρότεροι 
αναστολείς αφού διαθέτουν δύο -COOH-ομάδες για σύμπλεζη.

Οι παρατηρήσεις αυτές μας οδηγούν στο συμπέρασμα, πάντα 
Βέθαια με κάποια επιφύλαζη ότι δεν θα πρέπει να ευνοείται η 
δημιουργία τετραεδρικού συμπλόκου, πιθανόν λόγω μη κατάλληλου 
προσανατολισμού της παράπλευρης αλυσίδας του Ρι' αμονιζέος σε 
σχέση με τον Ση~~. Περαιτέρω πειράματα που θα μπορούσαν 
μελλοντικά να γίνουν προς αυτή την κατεύθυνση, είναι η σύνθεση 
τριπεπτιδίων με D-αμινοζέα και στην Ρ»' θέση, ώστε να 
διαπιστωθεί αν η αλλαγή της στερεοχημικής διάταζης και του Ρ* '  
αμινοζέος (από -L- σε -D-) ευνοεί τη δημιουργία τετραεδρικού 
συμπλόκου με τον Ση-- ή όχι.
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Αν η σύμπλεζη του Ζη~~ με τον αναστολέα πραγματοποιείται, 
μέσω της παράπλευρης αλυσίδας οι πεπτιδικοΐ δεσμοί του αναστο­
λέα που περιέχουν "Asp" (Ci σχ.1) συμπίπτουν με τους πεπτιδι- 
κούς δεσμούς του υποστρώματος, ενώ αντίθετα οι πεπτιδικοί 
δεσμοί όλων των άλλων αμινοξέων πιθανόν να είναι μετατοπισμέ­
νοι κατά μία θέση προς τα αριστερά (C3.3.^ σχ.1). Οι στερεοχη- 
χημικές απαιτήσεις της υποπεριοχής S»’ ικανοποιούνται καθ’όσον 
πράγματι υπάρχει ένα άτομο υδρογόνου διαθέσιμο να αλληλεπιδρά- 
σει με την S* ’ υποπεριοχή του ενζύμου. Το άτομο αυτό υδρογόνου 
προέρχεται είτε από το Ν-Η του Ρ»’ αμινοζέος είτε απο το C“-H 
του ίδιου αμινοζέος.

Από τα αποτελέσματα του Πίνακα 22 επίσης παρατηρούμε ότι 
υπάρχει μία βαθμιαία ελάττωση της ανασταλτικής δράσης των 
πεπτιδίων που περιέχουν στην Ρι’ θέση Cys, Asp, Gly και Ser, 
γεγονός που έρχεται σε πλήρη συμφωνία με ήδη υπάρχοντα 
πειραματικά αποτελέσματα πάνω σε μεταλλοένζυμα άλλων ερευνητών 
και οι οποίοι αναφέρουν ότι η -SH-ομάδα προοφέρεται καλλίτερα 
για σύμπλεζη με τον Ζη~~ απ'ότι το -COOH, ομοίως δε και η 
-COOH-ομάδα καλλίτερα από την -ΟΗ-ομάδα. Με βάση λοιπόν αυτή 
την παρατήρηση και δεχόμενοι συγχρόνως ότι η σύμπλεζη του ΖιΓ"·· 
πραγματοποιείται μέσω της παράπλευρης αλυσίδας του Ρι' 
αμινοΊέος, ίσως πλησιάζουμε στην απάντηση του ερωτήματος γκχτί 
τα πεπτίδια της "Cys" και του "Asp" είναι ισχυρότεροι αναστο­
λείς από τα αντίστοιχα της "Ser".

Τέλος ένα άλλο ερώτημα αφορά τα πεπτίδια του "Asp" και 
συγκεκριμένα ποιά απο τις δύο COOH-ομάδες του Asp (α ή β) 
συμπλέκεται με τον Ζη~'*'. Στο ερώτημα αυτό με τα μέχρι τώρα 
πειράματα δεν μπορούμε να οαιαντήσουμε, παρ’όλα αυτά όμως μια 
σειρά νέων πειραμάτων, όπως εκλεκτική δέσμευση των COOH-ομάδων 
(π.χ. εστεροποίηση του α ή β-COOH) θα μας βοηθήσουν να 
απαντήσουμε στο.παραπάνω ερώτημα και επί πλέον να κατανοήσουμε 
καλλίτερα τον τρόπο σύμπλεΐης ενζύμου-αναστολέα.

Με βάση όλες αυτές τις παρατηρήσεις πιθανόν στα πεπτίδια 
που περιέχουν στην Ρι' θέση "Ser" ή "Gly" η σύμπλείη να 
πραγματοποιείται μέσω της α—COOH—ομάδας,, ενώ στα πεπτίδια που
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περιέχουν στην ίδια θέση "Cys" είναι πιθανότερο η ούμπλε^η να 

πραγματοποιείται μέσω της παράπλευρης αλυσίδας, θα ήταν όμως 
πράγματι αξιόλογο αν μελλοντικά η προσπάθεια αυτ/ι συνεχιζόταν 

με μία σειρά νέων πειραμάτων όπως π.χ. η εκ λεκτική δέσμευση 
του a-COOH της Cya η της Ser. ώστε να διευκρινισθεΐ πλήρως ο 
ρόλος του a-COOH των αμινοΊέων αυτών, όσον αφορά τη συμπλεκτι­

κή ικανότητα των αντίστοιχων πεπτιδίων.

/
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X. ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Α) Η παρούσα εργασία αφορά τη σύνθεση και. κινητική μελέτη 
αναστολέων της Clostridium histolyticum κολλαγενάσης καν περι­
λαμβάνει δύο μέρη: το πρώτο μέρος (θεωρητικό) το οποίο 
περιλαμάνει τα κεφάλαια I—VIII και το δεύτερο μέρος 
(πειραματικό: κινητικές μελέτες και ανάλυση των αποτελεσμάτων 
αυτών) στο οποίο υπάγονται τα κεφάλαια ΙΧ-ΧΙ .
Β) Στο κεφάλαιο I γίνεται μία γενική εισαγωγή επί των ενζύμων 
με ιδιαίτερη προσοχή στο ρόλο αυτών στην αυτορύθμιση της 
κυτταρικής δραστικότητας. Άναφέρονται επίσης ορισμένες βιο- 
τεχνολογικές εφαρμογές των ενζύμων οι οποίες θεμελειώνουν την 
πολύπλευρη σημασία τους στη δημιουργία, διατήρηση και βελτίωση 
των συνθηκών ζωής κάθε ζωντανού οργανισμού.
Γ) Στο κεφάλαιο II εξετάζονται τα ένζυμα από φυσικοχημικής 
πλευράς. Αναλύεται έτσι, αφ'ενος μέν η επίδραση των ενζύμων 
πάνω στην ενέργεια ενεργοποίησης κάθε ενζυμικής αντίδρασης, 
αφ' ετέρου δε ο ρόλος "κλειδί" των ενζύμων πάνω στην ενεργεια­

κή σύζευξη αναβολισμού και καταβολισμού που αποτελεί και τη 
θεμελιώδη λειτουργία της ζωής.
Δ) Στο κεφάλαιο III περιγράφονται τα χαρακτηριστικά του πεπτι- 
δικού δεσμού και γίνεται εκτεταμένη αναφορά στη δευτεροταγή 
σύνταξη των πεπτιδίων. Δίνονται σε ένα βαθμό οι παράγοντες που 
καθορίζουν την δευτεροταγή σύνταξη, καθώς και η επίδραση του 
περιβάλλοντος μέσου (pH, ιοντική ισχύς, θερμοκρασία) πάνω στη 
διαμόρφωση του πρώτεινικού μορίου.

Ε) Στο κεφάλαιο IV αναφέρονται οι βασικές θεωρίες πού αφορούν 
τον τρόπο σύμπλεξης ενζύμου-υποστρώματος καθώς επίσης και 
ορισμένες μέθοδοι που χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση και 
μελέτη των υποπεριοχών του ενζύμου. Επίσης γίνεται μια μικρή 
αναφορά στα αλλοστερικά ένζυμα και αμέσως μετά αναπτύσσεται η 
εξειδίκευση που^παρουσιάζουν τα ένζυμα.

ΣΤ) Στο κεφάλαιο V δίνονται οι βασικές αρχές που διέπουν την 
κινητική των ενζυμικών αντιδράσεων, καθώς και οι παράγοντες 
(θερμοκρασία, pH,) που επηρεάζουν την ταχύτητα αυτών. Επίσης 
αναλύονται μέθοδοι γραφικής απεικόνισης των ενζυμικών 
κινητικών δεδομένων.



170 -

Ζ) Στο κεφάλαιο VI εξετάζονται οι κυριώτεροι τύποι ενζυμικής 
αναστολές και δίνονται οι αντίστοιχες γραφικές απεικονίσεις. 
Επίσης αναφέρονται οι γενικές αρχές σχεδιασμοϋ ενός αναστολέα, 
οι οποίες είχαν σαν αποτέλεσμα μια σημαντική εξέλιξη στη 
σύνθεση νέων ισχυρών αναστολέων.

Η) Στο κεφάλαιο VII παρατίθεται μια σύντομη ανασκόπιση των 

δομών, της ενζυμικής δράσης και των αναστολέων των κολλαγενα- 

σών.
θ) Στο κεφάλαιο VIII περιγράφονται ορισμένες βασικές μέθοδοι 
σύνθεσης πεπτιδίων σε υγρή φάση, καθώς και σύνθεσης πεπτιδίων 
σε στερεή φάση. Αναφέρονται οι γενικές αρχές των δύο αυτών 
μεθόδων καθώς και τα προβλήματα που πρέπει να ' αντιμετωπισθούν 
ώστε να έχουμε πλήρη επιτυχία στη σύνθεση πεπτιδίων. Επίσης 
γίνεται μια σύντομη αναφορά για τη φύση και τη χρησιμότητα των 
RETRO-INVERSO πεπτιδίων.

I) Με το κεφάλαιο IX αρχίζει το πειραματικό μέρος της εργα­

σίας αυτής, στο οποίο περιγράφεται η σύνθεση των πεπτιδίων που 
επιλέξαμε να δράσουν σαν αναστολείς της Clostridium κολλαγενά- 
σης και που είναι του γενικού τύπου D-Ala-D-Pro-X όπου 
X-L-Asp, Gly, L-Ser, L-Cys, καθώς και του τύπου L-Ala-L-Pro-X 
όπου X-L-Asp, L-Cys. Στη συνέχεια αναφέρεται λεπτομερώς η 
μεθοδολογία την οποία ακολουθήσαμε για τον προσδιορισμό των 
κινητικών δεδομένων Km και Ki της Clostridium κολλαγενάσης με 
την τεχνική της ηλεκτρονιακής φασματοσκοπίας υπεριώδους-ορατού 

φωτός (UV-Vis).
ΙΑ) Στο κεφάλαιο X αναφέρονται τα αποτελέσματα της ηλεκτρο- 
νιακής φασματοσκοπίας θάσει των οποίων υπολογίζονται, αφ' ενός 
μέν οι κινητικές παράμετροι Km και Vmax του υπό υδρόλυση 
υποστρώματος "FALGPA" απο την κολλαγενάση, αφ'ετέρου δε οι 
σταθερές αναστολείς Ki όλων των προαναφερθέντων πεπτιδίων.

ΙΒ) Στο κεφάλαιο XI αναφέρονται τα συμπεράσματα αυτής της 

εργασίας, τα οποία είναι τα εξής<
1) Τα τριπεπτίδια είναι γενικά ισχυρότεροι αναστολείς από τα 
αντίστοιχα διπεπτίδια (με εξαίρεση τα πεπτίδια που περιέχουν 
ασπαρτικό) γεγονός που αποδεικνύει* τη σημασία της αλληλεπίδρα-
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στις μεταζϋ της S*’ υποπεριοχής του ενζύμου και. του Ps' 
αμινοΊέος και που συμφωνεί απόλυτα με ήδη υπάρχουσα συμπερά­

σματα άλλων ερευνητών.
2) Τα πεπτίδια με ϋ-αμινοζέα είναι ισχυρότεροι αναστολείς από 
τα αντίστοιχα με L-αμινοξέα, γεγονός που επιβεβαιώνει την 
αρχική μας ιδέα, ότι για να πραγματοποιηθεί ο καλλίτερος 
προσανατολισμός του αναστολέα σε σχέση με το ένζυμο,απαιτείται 
η αλλαγή της στερεοχημικής διάταΐης όλων των αμινοζέων (από 
-L- σε -D-), εκτός πιθανόν του πρώτου που αντιστοιχεί στην S* ' 
υποπεριοχή του ενζύμου.
3) Η σύμπλεζη του Ζη-~ με τον αναστολέα πιθανόν να πραγματο­

ποιείται μέσω της α'-COOH-ομάδας του Ρ». * αμινοΊέος (σχήμα 2) ή 
μέσω της παράπλευρης αλυσίδας του ίδιου αμινοζέος (σχήμα 1).

5S
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