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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 

1.1 Λιπίδια  

Τα λιπίδια είναι μία ευρεία κατηγορία βιομορίων με πολυάριθμες φυσικοχημικές και 

βιολογικές ιδιότητες και ποικίλους και σημαντικούς ρόλους στη διατροφή και την υγεία 

[Gustone, 1996; Vance et al, 2008; Watkins et al, 2002]. Έχουν πληθώρα λειτουργικών 

ρόλων ως κύρια συστατικά των βιολογικών μεμβρανών, ως μόρια σηματοδότησης και 

ως πηγή ενέργειας για διάφορες μεταβολικές διεργασίες. 

Τα λιπίδια λόγω της υδρόφοβης χημικής δομής δεν είναι συμβατά με υδατικά 

μέσα και επομένως η μεταφορά τους στη συστημική κυκλοφορία και η κατανομή τους 

στους ιστούς επιτυγχάνεται μέσω του σχηματισμού μακρομοριακών συμπλόκων με 

λιποπρωτεΐνες. Τα λιπαρά οξέα (fatty acids, FAs) είναι οι κύριες δομικές μονάδες των 

σύνθετων λιπιδίων όπως τα γλυκερολιπίδια, δηλαδή οι μονοακυλογλυκερόλες 

(monoacylglycerols, MAGs), οι διακυλογλυκερόλες (diacylglycerols DAGs), και οι 

τριακυλογλυκερόλες ή τριγλυκερίδια (triacylglycerols, TAGs) (Εικόνα 1.1). Αυτά τα 

ουδέτερα λιπίδια αποτελούνται από ένα γλυκερινικό σκελετό στον οποίο συνδέονται 

λιπαρά οξέα με εστερικό δεσμό και, σε σπάνιες περιπτώσεις, με αιθερικό. 

  

Fatty Acids 

Fatty acids and 

conjugates 

Eicosanoids 

Fatty alcohols 

Fatty esters 

Fatty amides 

 

Glycerolipids 

Monoacylglycerols 

Diacylglycerols 

Triacylglycerols 

 

Oleic Acid 18:1 (18 carbons: 1 double bond) 

(9-cis, 11-trans) 18:2 (18 carbons: 2 conjugated double bonds) 

Arachidonic Acid 20:4 (20 carbons: 4 cis allylic double bonds) 

Triolein, TAG (18:1/18:1/18:1) 



 
 

2 
 

Glycerophospholipids  

Glycerophosphocholines 

Glycerophosphoathanolamines 

Glycerophosphoserines 

Glycerophosphoglycerols 

Glycerophosphoinositols 

Glycerophosphates 

  

Shingolipids  

Sphingoid bases 

Ceramides 

Phosphosphingolipids 

Glycosphingolipids 

  

Sterols  

Cholesterol 

and derivtives 

Cholesteryl 

esters 

 

Εικόνα 1.1. Αντιπροσωπευτικές δομές διαφόρων ομάδων λιπιδίων [Mitchell et al, 2012].  

Τα λιπαρά οξέα είναι τα απλούστερα λιπίδια και ορίζονται χημικά ως μια 

γραμμική, μη διακλαδισμένη, μη πολική αλυσίδα υδρογονανθράκων που μπορεί να 

είναι κορεσμένη ή ακόρεστη, με μία μόνο καρβοξυλική ομάδα στο ένα άκρο. Σύμφωνα 

με αυτό τον ορισμό, ο όρος «γραμμικό» υποδηλώνει ότι τα λιπαρά οξέα είναι μια 

αλυσίδα με καθορισμένη αρχή και τέλος, δηλαδή δεν περιλαμβάνει δακτυλίους. Μη 

διακλαδισμένο σημαίνει ότι υπάρχουν μόνο δύο άκρα στο μόριο. Ο όρος  «μη πολικά» 

υποδηλώνει ότι δεν διαλύονται στο νερό, σε αντίθεση με τα πολικά μόρια. Ο όρος «μια 

αλυσίδα υδρογονανθράκων» υποδηλώνει ότι περιλαμβάνονται μόνο άτομα υδρογόνου 

και άνθρακα, με τυπικό μήκος 16-22 ανθράκων, αλλά μπορεί επίσης να υπάρχουν 

μικρότερα και μεγαλύτερα μόρια. Τα κορεσμένα λιπαρά οξέα (saturated fatty acids, 

SFAs) δεν περιέχουν διπλούς δεσμούς, ενώ τα ακόρεστα περιλαμβάνουν τουλάχιστον 

ένα διπλό δεσμό. Τα ακόρεστα λιπαρά οξέα μπορούν περαιτέρω να ταξινομηθούν ως 

Phosphoatidylserine, PS (16:0/18:1) 

Sphingomyelin, SM (18:1 d/16:0) 

Cholesteryl ester, CE (18:1) 
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μονοακόρεστα (monounsaturated fatty acids, MUFAs) εάν περιλαμβάνουν ένα μόνο 

διπλό δεσμό ή ως πολυακόρεστα (polyunsaturated fatty acids, PUFAs) εάν περιέχουν 

δύο ή περισσότερους διπλούς δεσμούς [Abraham et al, 2019].  

Τα μονοακόρεστα λιπαρά οξέα περιέχονται στις ελιές, τις πινιάτες, την κάνολα 

και σε ποικιλία άλλων φυτικών ελαίων. Τα πολυακόρεστα λιπαρά οξέα έχουν βρεθεί σε 

διάφορα έλαια σπόρων και στα θαλασσινά. Ο βαθμός ακορεστότητας των διαφόρων 

λιπαρών οξέων έχει προκαλέσει σημαντικό ερευνητικό ενδιαφέρον τις τελευταίες 

δεκαετίες, καθώς τα διαιτητικά έλαια που περιέχουν κορεσμένα λιπαρά οξέα έχει 

αποδειχθεί ότι αυξάνουν τη συνολική και την LDL χοληστερόλη και, ως εκ τούτου, τον 

κίνδυνο καρδιαγγειακών παθήσεων. Αντίθετα, τα έλαια που περιέχουν πολυακόρεστα 

λιπαρά οξέα μειώνουν τα επίπεδα των λιπιδίων στο αίμα [Kuller 2006; Layden et al, 

2013; Schwager et al, 2015]. Πρόσφατα, έχει βρεθεί ότι η υπερβολική κατανάλωση 

κορεσμένων λιπαρών οξέων προκαλεί ουσιαστικές μεταβολικές αλλαγές που οδηγούν 

σε τροποποίηση της σύνθεσης της LDL και ενισχύει την ευαισθησία της στο 

σχηματισμό συσσωματωμάτων. Η σημαντική κατανάλωση ακόρεστων λιπαρών οξέων 

μειώνει την πρόσδεση των λιποπρωτεϊνών του πλάσματος στις αορτικές 

πρωτεογλυκάνες [Ruuth et al, 2021].   

 Επιπλέον, έχουν αυξηθεί οι ανησυχίες για την υγεία σχετικά με τα trans λιπαρά 

οξέα που μπορεί να υπάρχουν σε επεξεργασμένα έλαια ως αποτέλεσμα του ισομερισμού 

των cis διπλών δεσμών κατά τις διεργασίες εξευγενισμού και απόσμησης [Kummerow, 

2009; Nishida et al, 2009]. Ως εκ τούτου, οι διεθνείς οργανισμοί υγείας έχουν συστήσει 

περιορισμένη πρόσληψη trans λιπαρών οξέων [US Department of Health and Human 

Services and US Department of Agriculture, 2005; Joint WHO/FAO Expert 

Consultation on Diet, 2003]. Οι επίσημες οργανώσεις, επίσης, απαιτούν διατροφική 

επισήμανση για τα τρόφιμα που περιέχουν λίπη, η οποία περιλαμβάνει συγκεκριμένες 

πληροφορίες σχετικά με την περιεκτικότητα σε trans, κορεσμένα, μονο- και πολυ-

ακόρεστα λιπαρά οξέα [European Communities, 2006]. 

Τα ακόρεστα λιπαρά οξέα απαντώνται στα φωσφολιπιδία ως εστέρες. Η 

μεταφορά των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων στις φωσφολιπιδικές ομάδες καταλύεται 

από πρωτεΐνες-μεταφορείς των λιπαρών οξέων [Watkins et al, 2002]. Τα ένζυμα αυτά 

διαμεσολαβούν στην ακυλο-σύνθεση των μεμβρανών και των ειδικών ομάδων 

φωσφολιπιδίων. Δύο συνήθεις λειτουργίες των ακόρεστων λιπαρών οξέων είναι οι 
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αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-λιπιδίου για ενζυμική στόχευση και ως αγγελιοφόροι 

σηματοδότησης [Lemmon, 2008]. Μια πρωτεϊνική περιοχή μπορεί να αναγνωρίσει ένα 

μεμβρανικό λιπίδιο και να στοχεύσει σε συγκεκριμένη θέση στο κύτταρο για 

καθορισμένη πρωτεϊνική λειτουργία. Τα λιπίδια μπορούν επίσης να δράσουν ως μόρια 

σηματοδότησης. Για παράδειγμα, η διακυλογλυκερόλη (DAG) είναι ένας δεύτερος 

λιπιδικός αγγελιοφόρος που μπορεί να ρυθμίσει τη λειτουργία της πρωτεϊνικής κινάσης 

C (PKC) [Newton, 2004] ενώ το λυσοφωσφατιδικό οξύ (PLA) συμμετέχει στη ρύθμιση 

του πολλαπλασιασμού των κυττάρων, τη μετανάστευση και την επιβίωσή τους 

[Moolennar et al, 2004]. 

Υπάρχουν σημαντικές ενδείξεις ότι το ακόρεστο λιπιδικό περιεχόμενο των 

μεμβρανών μπορεί να τροποποιήσει τη δομή και τη λειτουργικότητα των μεμβρανικών 

ενζύμων [Watkins et al, 2002]. Τα ακόρεστα λιπαρά οξέα στις μεμβράνες περιορίζονται, 

με λίγες εξαιρέσεις, στη θέση sn-2 των φωσφολιπιδίων (Εικόνα 1.2). Η παρουσία 

ακόρεστων και κορεσμένων λιπαρών οξέων στο ίδιο μόριο φωσφολιπιδίου μπορεί να 

έχει σημαντικές επιπτώσεις στη δομή και τη λειτουργία της μεμβράνης. Πρώτον, οι δύο 

τύποι ακυλο-αλυσίδων δεν μπορούν να αναμιχθούν στη μεμβράνη. Δεύτερον, ο υψηλός 

βαθμός cis ακορεστότητας συνεπάγεται λιγότερη ικανότητα περιστροφής γύρω από τους 

αλλυλικούς διπλούς δεσμούς και, κατά συνέπεια, επηρεάζει σε μεγάλο βαθμό την 

ακυλο-πλήρωση της μεμβράνης. Τρίτον, η θέση των cis διπλών δεσμών μπορεί να έχει 

ουσιαστικό ρόλο στην τροποποίηση των μεμβρανικών δομών. Αντίθετα, οι δομές των 

trans λιπαρών οξέων είναι σχετικά ανεπηρέαστες από τη θέση του διπλού δεσμού 

[O’Keefe, 2002]. 

 

Εικόνα 1.2. Στερεοειδική αρίθμηση sn των τριακυλογλυκερολών [O’Keefe, 2002]. 

Πολλά λιπαρά οξέα μπορούν να συντεθούν ενδογενώς στο σώμα. Υπάρχουν 

όμως και λιπαρά οξέα τα οποία είναι απαραίτητα και ο οργανισμός δεν μπορεί να τα 

συνθέσει. Τα απαραίτητα λιπαρά οξέα λαμβάνονται από τη διατροφή. Τα ω-6 και ω-3 
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λιπαρά οξέα είναι απαραίτητα και πρόδρομοι βιολογικά δραστικών λιπιδικών ενώσεων, 

όπως τα εικοσανοειδή και τα εικοσιδινοειδή (Εικόνα 1.3). Τα εικοσανοειδή, που 

περιλαμβάνουν τις προσταγλανδίνες (prostaglandins, PG), τα λευκοτριένια 

(leukotrienes, LT), το υδροξυ-εικοσατετραενικό οξύ (hydroxy eicosatetraenoic acid, 

HETE), το υδροξυ-εικοσαπενταενικό οξύ (hydroxy eicosapentaenoic acid, HEPE), το 

εποξυεικοσατριενικό οξύ (epoxyeicosatrienoic acid, EET) και τα θρομβοξάνια 

(thromboxanes, TX), είναι βιοδραστικά παράγωγα του αραχιδονικού οξέος (ΑΑ,20:4ω-

6) και του εικοσαπενταενικού οξέος (ΕΡΑ,20:5ω-3) που σχηματίζονται μέσω της 

κυκλοοξυγενάσης (COX), της λιποξυγενάσης (LOX) και του κυτοχρώματος Ρ450 

(CYP450) καθώς και μέσω μη ενζυμικών μονοπατιών. Τα παράγωγα του λινελαϊκού 

οξέος, όπως το υδροξυ-οκταδεκαδιενικό οξύ (hydroxyoctadecadienoic acid, HODE) και 

το οξοοκταδεκαδιενικό οξύ (oxooctadecadienoic acid, KODE), παράγονται επίσης μέσω 

της 15-LOX ή μέσω μη ενζυμικού μονοπατιού. Άλλα ισχυρά αντιφλεγμονώδη 

παράγωγα όπως οι ρεσολβίνες, οι προτεκτίνες και οι μαρεσίνες παράγονται εντός του 

ίδιου μονοπατιού από το ΕΡΑ, το εικοσιδιπενταενικό οξύ (DPA,22:5ω-3) και το 

εικοσιδιεξαενικό οξύ (DHA,22:6ω-3). Αυτά τα παράγωγα εμφανίζουν μεγάλο αριθμό 

φυσιολογικών και παθοφυσιολογικών δράσεων [Masoodi et al, 2014].  

Τα ω-3 λιπαρά οξέα διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην κυτταρική μεμβράνη 

του ξενιστή, ρυθμίζοντας έτσι τη ρευστότητα της μεμβράνης και τις λιπιδικές σχεδίες. 

Μια μελέτη που διεξήχθη από τον Gutierrez και τους συνεργάτες έδειξε ότι τα ω-3 

λιπαρά οξέα ενσωματώνονται σε ολόκληρο το διφωσφολιπιδικό στρώμα της κυτταρικής 

μεμβράνης των ουδετερόφιλων και παράγουν διαφορετικούς μεσολαβητές όπως 

προσταγλανδίνες, λευκοτριένια και μαρεσίνες [Gutierrez et al, 2019]. Για το λόγο αυτό, 

εάν συμβεί τραυματισμός, τα υποπροϊόντα αυτών των κυτταρικών μεμβρανών μπορεί 

να παράγουν λιγότερους μεσολαβητές που προκαλούν φλεγμονή σε σύγκριση με τα ω-6 

[Saifullah et al, 2007]. Τα ω-3 βελτιώνουν τη λειτουργία των μακροφάγων εκκρίνοντας 

κυτοκίνες και χημειοκίνες, προάγοντας την ικανότητα φαγοκυττάρωσης και 

ενεργοποιώντας τα μακροφάγα με πόλωση [Albert et al, 1998]. Επίσης, τα ω-3 λιπαρά 

οξέα μπορούν να ενισχύσουν τις αντιφλεγμονώδεις αποκρίσεις, καθώς, όπως είναι 

γνωστό, ρυθμίζουν αρνητικά τον πυρηνικό παράγοντα-kappa B (NF-κB). Ο NF-κB 

θεωρείται ότι είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας που εμπλέκεται στη σηματοδότηση 

των κυττάρων για την έναρξη μιας φλεγμονώδους απόκρισης από το ενδογενές 

ανοσοποιητικό σύστημα. Η μελέτη έδειξε ότι το ιχθυέλαιο ενισχύει την αντιϊκή 



 
 

6 
 

απόκριση επάγοντας ιντερφερόνη (IFN) η οποία αναστέλλει την αναπαραγωγή του ιού 

[Albert et al, 1998]. Τα ω-3 λιπαρά οξέα εξασθενούν την αντιϊκή απόκριση των CD8 Τ 

κυττάρων και, ως εκ τούτου, θα μπορούσαν ενδεχομένως να χρησιμοποιηθούν για τη 

ρύθμιση των αποκρίσεων κυτοκινών στους ιογενείς εισβολείς [Yang et al, 2020]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.3. Σχηματική επισκόπηση των παραγώγων των ω-3 και ω-6 λιπαρών οξέων [Masoodi 

et al, 2014]. 

Η έλλειψη ω-3 λιπαρών οξέων από τη διατροφή μπορεί να αλλάξει τη σύνθεση 

της κυτταρικής μεμβράνης. Κάθε κύτταρο χρειάζεται μια υγιή, λειτουργική λιπιδική 

διπλοστιβάδα για τη διευκόλυνση των φυσιολογικών αποκρίσεων και τη διατήρηση της 
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ρευστότητας. Μία από τις κύριες αιτίες θανάτου σε ασθενείς που έχουν μολυνθεί από το 

σοβαρό οξύ αναπνευστικό σύνδρομο κορονοϊού-2 (SARS-CoV-2) είναι η πολυοργανική 

ανεπάρκεια, η οποία είναι αποτέλεσμα υπερδιέγερσης του ανοσοποιητικού συστήματος 

που προκαλεί καταιγίδες κυτοκινών. Τα ω-3 λιπαρά οξέα είναι γνωστό ότι παράγουν 

λιγότερες προφλεγμονώδεις κυτοκίνες, επομένως η αύξηση της πρόσληψής τους στη 

διατροφή ή μέσω συμπληρωμάτων διατροφής θα μπορούσε να μειώσει την είσοδο του 

ιού, να προωθήσει την καλύτερη λειτουργία του ανοσοποιητικού και να μειώσει τη 

σοβαρότητα της ασθένειας με COVID-19. Καθώς πραγματοποιούνται διαρκώς έρευνες 

για τη θεραπεία του COVID-19, τα ω-3 λιπαρά οξέα θα μπορούσαν να αποτελέσουν μια 

σχετικά φθηνή προφυλακτική και θεραπευτική προσέγγιση για όσους βρίσκονται σε 

υψηλό κίνδυνο νόσησης ή ήδη νοσούν [Hathaway et al, 2020; Akram et al, 2021; 

Mazidimoradi et al, 2022]. Μάλιστα, ο Doaei και οι συνεργάτες του απέδειξαν ότι 

συμπληρώματα ω-3 λιπαρών οξέων έχουν σημαντική επίδραση στην οξέωση και τη 

νεφρική λειτουργία και πιθανόν μπορούν να βελτιώσουν τα κλινικά αποτελέσματα 

ασθενών που έχουν μολυνθεί με COVID-19 [Doaei et al, 2021].  

Είναι σημαντικό ότι το λινελαϊκό οξύ, το λινολενικό οξύ και το ΕΡΑ έχουν 

δείξει πρόσφατα σημαντική αποτελεσματικότητα κατά του COVID-19. Πιο 

συγκεκριμένα, η Goc και οι συνεργάτες της διερεύνησαν τη δυνατότητα επιλεγμένων 

FA και λιποδιαλυτών βιταμινών να αναστέλλουν την πρόσδεση του SARS-CoV-2 στον 

ανθρώπινο υποδοχέα του ενζύμου μετατροπής της αγγειοτενσίνης 2 (ACE2), και την 

κυτταρική του είσοδο. Μεταξύ των 17 λιπιδίων που ερευνήθηκαν, τα πολυακόρεστα 

λιπαρά οξέα έχουν την υψηλότερη ανασταλτική δυνατότητα δέσμευσης της ιικής RBD 

της πρωτεΐνης ακίδας στον υποδοχέα hACE2. Μάλιστα, το λινολενικό οξύ, το EPA και 

το λινελαϊκό οξύ είχαν την υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης με την πρωτεΐνη ακίδα. 

Επιπλέον, ταυτόχρονη έρευνα με σωματίδια ψευδοϊού SARS-CoV-2 αποκάλυψε ότι το 

λινολενικό οξύ και το EPA θα μπορούσαν επίσης να αναστείλουν την ιϊκή δέσμευση, τη 

μεμβρανική σύντηξη και την είσοδο, με το λινολενικό οξύ, ωστόσο, να είναι πιο 

κυτταροτοξικό από το EPA. Επιπλέον, βρέθηκε ότι το EPA και σε μικρότερο βαθμό το 

λινολενικό οξύ, αναστέλλουν τη δραστικότητα της πρωτεάσης TMPRSS2 και της 

καθεψίνης L, που διευκολύνουν την προσκόλληση και την είσοδο του SARS-CoV-2, 

αλλά δεν επηρεάζουν την έκφρασή τους σε επίπεδο πρωτεΐνης. Τέλος, κανένα από τα 

FA δεν επηρέασε τη δραστικότητα του hACE2. Ωστόσο, αν και η μελέτη αυτή 

τεκμηριώνει για πρώτη φορά τις ιδιότητες των FA κατά του SARS CoV-2, βρίσκεται επί 
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του παρόντος υπό περαιτέρω διερεύνηση για την αποκάλυψη των μηχανισμών της 

ανασταλτικής δράσης των FA έναντι της μολυσματικότητας του COVID-19 [Goc et al, 

2021].  

Τα ω-3 πολυακόρεστα λιπαρά οξέα που χρησιμοποιούνται πιο συχνά κλινικά 

περιλαμβάνουν το α-λινολενικό οξύ (ALA), το EPΑ και το DHA. Τα οφέλη τους για την 

υγεία περιλαμβάνουν και καλύπτουν ένα ευρύ φάσμα διαφορετικών οργάνων και 

στόχων, όπως καρδιαγγειακές παθήσεις, διαβήτη, νόσο Alzheimer, άνοια, κατάθλιψη, 

οπτική και νευρολογική ανάπτυξη για την υγεία μητέρας - παιδιού [Hathaway et al, 

2020]. Επιπλέον, έχει αποδειχθεί [Liu et al, 2015; Hopkins et al, 2016] ότι μερικές 

δράσεις των ω-3 λιπαρών οξέων οφείλονται σε δύο συζευγμένους υποδοχείς της 

πρωτεΐνης G (GPCRs) με την οικογένεια υποδοχέων των ελεύθερων λιπαρών οξέων 

(FFAR), FFA1 (GPR40) και FFA4 (GPR120). Το γεγονός αυτό αποτελεί μια ισχυρή 

ένδειξη ότι η κατανάλωση ω-3 λιπαρών οξέων δρα προληπτικά έναντι διαφόρων 

μορφών καρκίνου [Hardman, 2002] συμπεριλαμβανομένου και του μαστού [Zheng et al, 

2013]. 

Δεν είναι γνωστό ακριβώς ποια είναι η βέλτιστη αναλογία μεταξύ ω-6/ω-3, αλλά 

πολλές πηγές υποδηλώνουν ότι οι πρόγονοί μας επιβίωναν με μια διατροφή που περιείχε 

1-4:1, σε αντίθεση με τη μέση διατροφή του σημερινού δυτικού πληθυσμού, όπου αυτή 

η αναλογία είναι περισσότερο από 15:1 [Molendi-Coste et al, 2010; Patterson et al, 

2012; Simopoulos, 2002]. Επιπλέον, η αυξημένη πρόσληψη των ω-6 σε βάρος των ω-3 

λιπαρών οξέων φαίνεται να προωθεί την παθογένεση πολλών ασθενειών, 

συμπεριλαμβανομένων των καρδιαγγειακών παθήσεων, του καρκίνου, της παχυσαρκίας, 

των φλεγμονωδών και αυτοάνοσων νόσων. Αυξημένα επίπεδα των ω-3 σε σχέση με τα 

ω-6 επιφέρουν τα αντίθετα αποτελέσματα [Simopoulos, 2002; Simopoulos, 2008; Gupta 

et al, 2013; Blasbalg et al, 2011; Torres-Castillo et al, 2018]. Υψηλότερα  επίπεδα ω-6 

και χαμηλότερα σε ω-3 (λόγω μακροχρόνιων μεταβολών στη διαιτητική πρόσληψη), 

έχει βρεθεί ότι σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο διαταραχών της διάθεσης σε νεαρά 

άτομα με φαινότυπο εξαιρετικά υψηλού κινδύνου [Berger et al, 2017]. Η αναλογία ω-3 

προς ω-6 έχει διαταραχθεί από τα τρόφιμα που καταναλώνονται πλέον και 

συγκεκριμένα από τη μειωμένη κατανάλωση θαλασσινών, την αυξημένη χρήση άλλων 

ελαίων σε βάρος του ελαιόλαδου αλλά και από την αυξημένη πρόσληψη κορεσμένου 

λίπους.  
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Πίνακας 1.1. Μερικά αντιπροσωπευτικά ακόρεστα και πολυακόρεστα ω-6 λιπαρά οξέα 

[Alexandri et al, 2017]. 

Λιπαρό οξύ Συμβολισμός Δn 

Συμβολισμός 

Μοριακός τύπος 

    

Oleic acid 18:1(ω-9) Δ9 CH3(CH2)7CH=CH (CH2)7COOH 

Linoleic acid 18:2 (ω-6) Δ9,12 CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH 

Arachidonic acid 

(AA) 

20:4 (ω-6) 

 

Δ5,8,11,14 

 

CH3(CH2)3(CH2CH=CH)4(CH2)3COOH 

γ - Linolenic acid 18:3 (ω-6) Δ6,9,12 CH3(CH2)3(CH2CH=CH)3(CH2)COOH 

Dihomo - γ - 

linolenic acid 

20:3 (ω-6) 

 

Δ8,11,14 

 

CH3(CH2)3(CH2CH=CH)4(CH2)3COOH 

 

Adrenic acid 22:4 (ω-6) Δ7,10,13,16 CH3(CH2)3(CH2CH=CH)4(CH2)5COOH 

 

Πίνακας 1.2. Τα ω-3 λιπαρά οξέα που απαντώνται στη φύση [Alexandri et al, 2017]. 

Λιπαρό οξύ Συμβολισμός Χημική ονομασία 

n/a 16:3 (ω−3) all-cis-7,10,13-hexadecatrienoic acid 

α-Linolenic acid (ALA) 18:3 (ω−3) all-cis-9,12,15-octadecatrienoic acid 

Stearidonic acid (SDA) 18:4 (ω−3) all-cis-6,9,12,15-octadecatetraenoic acid 

Eicosatrienoic acid (ETE) 20:3 (ω−3) all-cis-11,14,17-eicosatrienoic acid 

Eicosatetraenoic acid (ETA) 20:4 (ω−3) all-cis-8,11,14,17-eicosatetraenoic acid 

Eicosapentaenoic acid (EPA) 20:5 (ω−3) all-cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic acid 

Docosapentaenoic acid (DPA) 22:5 (ω−3) all-cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoic acid 

Docosahexaenoic acid (DHA) 22:6 (ω−3) all-cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid 

Tetracosapentaenoic acid 24:5 (ω−3) all-cis-9,12,15,18,21-tetracosapentaenoic acid 

Tetracosahexaenoic acid (Nisinic acid) 24:6 (ω−3) all-cis-6,9,12,15,18,21-tetracosahexaenoic acid 

Το καπρολεϊκό οξύ (CA) είναι ένα μονοακόρεστο λιπαρό οξύ (MUFA) με 10 

άτομα άνθρακα και τερματικό διπλό δεσμό αντί τελικής μεθυλομάδας (Εικόνα 1.4). 

Είναι συστατικό του γάλακτος αλλά περιέχεται επίσης σε αλκοολούχα ποτά, μύδια, τυρί 

και σαλιγκάρια [https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/9-

Decenoic_acid#section=Top].  

Το ελαϊκό οξύ (ΟΑ) (18:1 cis-9) (Εικόνα 1.4) είναι ένα ω-9 μονοακόρεστο 

λιπαρό οξύ με 18 άτομα άνθρακα και ένα διπλό δεσμό, 9 άνθρακες από το μεθυλικό 

http://en.wikipedia.org/wiki/Stearidonic_acid
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Eicosatrienoic_acid&action=edit&redlink=1
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/9-Decenoic_acid#section=Top
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/9-Decenoic_acid#section=Top
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άκρο. Η παρουσία ενός μόνο διπλού δεσμού προσδίδει μεγάλη διάρκεια ζωής, υψηλή 

σταθερότητα και αντιοξειδωτική δράση σε σύγκριση με τα PUFAs [Asif, 2015]. Το 

ελαϊκό οξύ περιέχεται σε ζωικά και φυτικά λίπη και έλαια και αποτελεί το κύριο 

συστατικό του ελαιόλαδου [Alfred, 2000]. Διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην 

πρόληψη του καρκίνου [Asif, 2015], μειώνει την αρτηριακή πίεση [Teres et al, 2008] 

και μπορεί να βελτιώσει την ενδοθηλιακή λειτουργία μειώνοντας τα επίπεδα των ROS 

[Wang et al, 2006; Willett 2007]. Τέλος, έχει προταθεί ότι συμβάλλει στη 

χημειοπροστασία του παχέος εντέρου [Asif, 2015] και στη μείωση της υπεροξείδωσης 

των λιπιδίων καθώς ενσωματώνεται στη μεμβράνη των φωσφολιπιδίων των μαστικών 

κυττάρων [Caughey et al, 1996; Caygill et al, 1995; Chin et al, 1992; Deckere, 1999]. 

Το λινελαϊκό οξύ (LA) (18:2 cis-9,12) (Εικόνα 1.4) είναι ένα ω-6 ακόρεστο 

λιπαρό οξύ με 18 άτομα άνθρακα και δύο διπλούς δεσμούς, εκ των οποίων ο πρώτος 

διπλός δεσμός βρίσκεται μεταξύ του έκτου και του έβδομου ατόμου άνθρακα από το 

μεθυλικό του άκρο. Είναι ένα απαραίτητο λιπαρό οξύ που δεν συντίθεται από το 

ανθρώπινο σώμα και συμμετέχει στη βιοσύνθεση των προσταγλανδινών (μέσω του 

αραχιδονικού οξέος) και των κυτταρικών μεμβρανών. Διαθέτει αντικαρκινικές και 

αντιαθηρογενείς ιδιότητες και ακόμη και σε χαμηλά επίπεδα στη διατροφή μπορεί να 

προστατεύσει από διάφορες μορφές καρκίνου [Asif, 2015]. Επιπλέον, το λινελαϊκό οξύ 

έχει δείξει πρόσφατα σημαντική αποτελεσματικότητα κατά του COVID-19, όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω [Goc et al, 2021]. Απαντάται συνήθως στους ξηρούς καρπούς, 

τους λιπαρούς σπόρους καθώς και στα παραγόμενα από αυτούς φυτικά έλαια 

[https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/linoleic_acid#section=Top]. 

Το α-λινολενικό οξύ (ALA) (18:3 cis-9,12,15) (Εικόνα 1.4) είναι ένα ω-3 

ακόρεστο λιπαρό οξύ με 18 άτομα άνθρακα και τρεις cis διπλούς δεσμούς. Είναι ένα 

απαραίτητο λιπαρό οξύ, που δε συντίθεται από το ανθρώπινο σώμα και λαμβάνεται 

μέσω της διατροφής [Burdge, 2006]. Το ALA είναι το πρόδρομο μόριο δύο σημαντικών 

ω-3 λιπαρών οξέων μεγαλύτερης αλυσίδας, του EPA και του DHA, που απαιτούνται για 

τη λειτουργία των ιστών. Έχει αναφερθεί ότι έχει καρδιοπροστατευτικές, 

αντικαρκινικές, νευροπροστατευτικές, αντι-οστεοπορωτικές, αντιφλεγμονώδεις και 

αντιοξειδωτικές δράσεις [Kyu-Bong et al, 2014, Li et al, 2020]. Πρόσφατα έχει βρεθεί 

ότι το α-λινολενικό οξύ προκαλεί απόπτωση, αναστέλλει την εισβολή και τη μετάσταση 

και σταματά τον κυτταρικό κύκλο στα ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα του μαστού 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/linoleic_acid#section=Top
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αναστέλλοντας τη συνθάση των λιπαρών οξέων [Huang et al, 2022]. Επιπλέον, έχει 

δείξει σημαντική αποτελεσματικότητα κατά του COVID-19 [Goc et al, 2021]. 

Απαντάται στα σπορέλαια, φασόλια, καρύδια, λιναρόσπορους και στα φυλλώδη 

λαχανικά [Ayerza, 1995; Raper et al, 1992; Rajaram S, 2014].  

Τα ω-3 πολυακόρεστα λιπαρά οξέα μεγαλύτερης αλυσίδας αποτελούνται κυρίως 

από το εικοσιπενταενοϊκό οξύ (EPA) και το εικοσιδυαεξαενοϊκό οξύ (DHA). Το EPA 

(20:5n-3) (Εικόνα 1.4) έχει 20 άτομα άνθρακα και 5 διπλούς δεσμούς. Το DHA (22:6n-

3) (Εικόνα 2.4) αποτελείται από μια αλυσίδα 22 ανθράκων και 6 διπλών δεσμών, που το 

καθιστά ως το σημαντικότερο μακράς αλυσίδας ακόρεστο λιπαρό οξύ που απαντάται 

στα βιολογικά συστήματα. Στο ανθρώπινο σώμα, το ΕΡΑ προέρχεται από τη β-

οξείδωση του DHA, το οποίο λαμβάνεται από τη διατροφή. Τα λιπαρά ψάρια κρύου 

νερού (σολομός, μπαρμπούνι, σκουμπρί) και τα ιχθυέλαια είναι η κύρια διατροφική 

πηγή EPA και DHA [Gil et al, 2015]. Μελέτες έχουν δείξει ότι το EPA και το DHA 

είναι σημαντικά για τη σωστή ανάπτυξη του εμβρύου, συμπεριλαμβανομένης της 

λειτουργίας των νευρώνων, του αμφιβληστροειδούς και του ανοσοποιητικού 

[Ramakrishnan et al, 2010; Helland et al, 2008]. Το EPA και το DHA μπορεί να 

επηρεάσουν πολλές πτυχές της καρδιαγγειακής λειτουργίας, συμπεριλαμβανομένης της 

φλεγμονής, της περιφερικής αρτηριακής νόσου, των μεγάλων στεφανιαίων συμβάντων 

και της αντιπηκτικής αγωγής [Khan et al, 2021; Mason et al, 2020; Lev et al, 2010]. 

Επιπλέον, έχουν συσχετιστεί με πολλά υποσχόμενα αποτελέσματα σε ορισμένους τύπου 

καρκίνου [Wei et al, 2022; Serini et al, 2011] καθώς και στην πρόληψη, τη διαχείριση 

βάρους και τη γνωστική λειτουργία σε άτομα με πολύ ήπια νόσο Αλτσχάιμερ [Shinto et 

al, 2014; Quinn et al, 2010]. Ακόμα και στα πλαίσια της πρόσφατης πανδημίας COVID-

19, το EPA και το DHA προτείνονται σε θεραπευτικές στρατηγικές για την πρόληψη 

της αποκαλούμενης «καταιγίδας κυτοκινών» και έχουν σημαντικό ρόλο ως πιθανή 

συμπληρωματική θεραπεία σε καρδιαγγειακές επιπλοκές που σχετίζονται με τον 

COVID-19 [Mazidimoradi et al, 2022; Doaei et al, 2021; Darwesh et al, 2021]. 
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Εικόνα 1.4. Χημικές δομές λιπαρών οξέων: καπρολεϊκού οξέος (CA), ελαϊκού οξέος (ΟΑ), 

λινελαϊκού οξέος (LA), α-λινολενικού οξέος (ALA), EPA και DHA. 
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1.2 Νιτρωμένα Λιπίδια  

Κατά την τελευταία δεκαετία, το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας έχει 

επικεντρωθεί στα νιτρωμένα λιπίδια, ως νέων ενδογενών μορίων σηματοδότησης με 

σημαντικό ρυθμιστικό ρόλο στην υγεία και τις ασθένειες. Η έρευνα στοχεύει στην 

κατανόηση αλληλεπίδρασης δραστικών ειδών αζώτου (RNS) με τα λιπίδια in vivo 

καθώς και στους βιολογικούς τους ρόλους. Μεταξύ των νιτρωμένων και νιτρο-

οξειδωμένων λιπιδίων που έχουν αναγνωριστεί μέχρι στιγμής, τα νιτρο-λιπαρά οξέα 

(NO2-FA) είναι τα πιο γνωστά προϊόντα των RNS [Melo et al, 2019]. Πιο πρόσφατα, 

άλλα νιτρωμένα και νιτρο-οξειδωμένα λιπίδια καθώς και νιτρο-παράγωγα 

φωσφολιπιδίων (PL) [Melo et al, 2016; Melo et al, 2017] και τριγλυκεριδίων (TAG) 

[Fazzari et al, 2015] έχουν ανιχνευθεί σε βιολογικά δείγματα και συσχετίστηκαν με 

προστατευτικά και ευεργετικά αποτελέσματα, παρότι ελλιπώς μελετημένα. Επίσης, 

έχουν βρεθεί εστεροποιημένες μορφές NO2-FA καθώς μπορούν να προκύψουν είτε με 

άμεση νίτρωση του εστεροποιημένου λιπαρού ακυλο τμήματος ή με την ενσωμάτωση 

του NO2-FA [Fazzari et al, 2015]. 

 

Εικόνα 1.5. Ενδογενής σχηματισμός διοξειδίου του αζώτου, του δραστικού παράγοντα 

νιτροποίησης των UFA [Koutoulogenis et al, 2021]. 

Τα NO2-FA είναι μια κατηγορία ενώσεων που σχηματίζονται ενδογενώς από την 

αντίδραση ακόρεστων λιπαρών οξέων (ελαϊκό οξύ, λινελαϊκό οξύ κτλ) με δευτερογενή 

προϊόντα μονοξειδίου του αζώτου (NO
.
) και νιτρώδη ανιόντα (NO2

-
) (Εικόνα 1.5), με 

αποτέλεσμα το σχηματισμό ενός δραστικού τμήματος νιτρο-αλκενίου [Delmastro et al, 

2015; Vitturi et al, 2015; Freeman et al, 2008]. Τα νιτρωμένα λιπίδια έχουν ανιχνευθεί 

και χαρακτηριστεί σε αρκετούς ιστούς και βιολογικά υγρά, με τη χρήση 
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φασματομετρίας μαζών [Lima et al, 2002; Baker et al, 2005; Tsikas et al, 2009; 

Schoeman et al, 2018]. 

 

Εικόνα 1.6. Ενδογενής νίτρωση των UFA [Freeman et al, 2008]. 

Ο ενδογενής σχηματισμός των NO2-FA ξεκινά με το σχηματισμό μιας νιτρο-

αλκυλο ρίζας και τη μετατροπή της σε ένα νιτρο-νιτρώδες ή ένα νιτρο-υδρόξυ 

ενδιάμεσο (Εικόνα 1.6). Ο σχηματισμός των NO2-FA επιτυγχάνεται είτε με την 

απόσπαση νιτρικού οξέος από τον νιτρο-νιτρικό εστέρα ή με απομάκρυνση ενός μορίου 

νερού του νιτρο-υδρόξυ-ενδιάμεσου [Freeman et al, 2008]. Τα NO2-FA έχουν 

τουλάχιστον έναν νιτρωμένο διπλό δεσμό στον οποίο οφείλεται η ηλεκτρόφιλη φύση 

του μορίου. Για το λόγο αυτό τα NO2-FA μπορούν να αντιδράσουν ταχύτατα με ομάδες 

θειόλης δημιουργώντας αναστρέψιμα προϊόντα προσθήκης Michael [Baker et al, 2007; 

Batthyany et al, 2006; Turell et al, 2017]. Μάλιστα, ο Vacek με τους συνεργάτες του 

[Grippo et al, 2021] μελέτησαν τις βιοφυσικές ιδιότητες και τη συμπεριφορά των νιτρο-

λιπαρών οξέων στο νερό, προκειμένου να διευκρινιστεί ο τρόπος με τον οποίο τα 

κύτταρα σηματοδοτούν με NO2-FA.  

Τα NO2-FA έχει αναφερθεί ότι σχηματίζουν ομοιοπολικά προϊόντα προσθήκης 

με κυστεΐνη της πρωτεΐνης Keap-1 (Kelchlike ECH-associated protein), με αποτέλεσμα 

την ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2). Αυτή η ενεργοποίηση του Nrf2 επάγει την έκφραση γονιδίων, υπεύθυνων για 

την αντιοξειδωτική και κυτταροπροστατευτική λειτουργία [Tsujita et al, 2011; 

Kansanen et al, 2009; Cole et al, 2009]. Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι οι ομοιοπολικές 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των NO2-FA και των Cys επάγουν αντιφλεγμονώδη κυτταρική 

σηματοδότηση. Ο σχηματισμός ομοιοπολικών προϊόντων προσθήκης μεταξύ των NO2-
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FA και πρωτεϊνών, μέσω του σχηματισμού ενός νέου δεσμού C-S, προκαλεί αλλαγές 

στη δομή των πρωτεϊνών και επομένως στη λειτουργία της. Αυτή η δομική αλλαγή 

πρωτεϊνών ονομάζεται Μετα-Μεταφραστική Τροποποίηση (PTM) (Εικόνα 1.7). Η 

κατανόηση του τρόπου με τον οποίο τα NO2-FA αλληλεπιδρούν με συγκεκριμένα 

αμινοξέα της καταλυτικής θέσης πολλών πρωτεϊνών, αλλά και πέραν του καταλυτικού 

θύλακα ή ακόμη και μη ενζυμικές πρωτεΐνες (όπως δομικές πρωτεΐνες ή μεταγραφικούς 

παράγοντες), είναι υψίστης σημασίας για τη σχέση δομής-δραστικότητας (SAR). Στόχος 

των μελετών είναι να μεγιστοποιηθούν τα θεραπευτικά οφέλη των NO2-FA και να 

ελαχιστοποιηθούν οι επιβλαβείς συνέπειες των ασθενειών [Freeman et al, 2008]. 

Επιπλέον, τα NO2-FA αναφέρονται και στην αλκυλίωση σημαντικών Cys των 

υπομονάδων p65 και p50 του NF-κB, αποτρέποντας έτσι τον ενδογενή σχηματισμό 

προφλεγμονωδών μεσολαβητών, υπεύθυνων για ασθένειες, όπως η αγγειακή φλεγμονή 

και οι προϊνωτικές αποκρίσεις [Cui et al, 2006; Villacorta et al, 2013; Ambrozova et al, 

2016]. 

 

Εικόνα 1.7. Μετα-Μεταφραστική Τροποποίηση της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος με προσθήκη 

Michael [Freeman et al, 2008]. 

Οι κυστεΐνες αρκετών πρωτεϊνών μπορούν να αντιδράσουν με πολυάριθμες 

ηλεκτρόφιλες ενώσεις, λόγω της υψηλής πυρηνόφιλης δραστικότητας της ομάδας -SH, 

προκειμένου να σχηματιστούν ομοιοπολικά προϊόντα προσθήκης Michael. Το 

περιβάλλον όπου βρίσκεται η Cys έχει κυρίαρχο ρόλο στον καθορισμό της τιμής pKa 

της ομάδας -SH, η οποία σε υδατικό διάλυμα είναι 8.33. Η οξύτητα του πρωτονίου -SH 

αυξάνεται σημαντικά όταν πλησίον της Cys υπάρχουν βασικά αμινοξέα όπως His, Lys 

και Arg, κέντρα μετάλλων διαφόρων ενζύμων (π.χ. του σιδήρου της αιμοσφαιρίνης) και 

αρωματικά αμινοξέα, όπως Τyr και Trp (π αλληλεπίδραση με την ομάδα της θειόλης) 
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[Rudolph et al, 2009]. Οι παραπάνω παράγοντες έχουν ως αποτέλεσμα το σχηματισμό 

του εξαιρετικά δραστικού θειολικού ανιόντος (RS
-
), το οποίο είναι καλύτερο 

πυρηνόφιλο σε σύγκριση με την ελεύθερη ομάδα θειόλης της Cys σε οξειδωτικές 

αντιδράσεις ή αντιδράσεις Michael [Netto et al, 2007; Derakshan et al, 2007]. 

Ο ομοιοπολικός σχηματισμός προϊόντων προσθήκης μεταξύ Cys και NO2-FA 

παίζει καθοριστικό ρόλο σε πολλά βιοχημικά μονοπάτια με ευεργετική έκβαση για τον 

οργανισμό. Τα NO2-FA εμφανίζουν ισχυρή αντιφλεγμονώδη δράση σε ζωικά μοντέλα 

[Cole et al, 2009; Cui et al, 2006; Villacorta et al, 2013]. Αυτά τα ηλεκτρόφιλα μόρια 

αλληλεπιδρούν με συγκεκριμένα αμινοξέα Cys πολλών ρυθμιστικών πρωτεϊνών, όπως 

Keap-1, Nrf2, NF-κB, PPARγ, HSP (Heat Shock Proteins), 5-λιποξυγενάσης (5-LO). 

Ένα από τα πιο μελετημένα NO2-FA είναι το 10-νιτρο-ελαϊκό οξύ (10-NO2-OA, 

CXA-10), το οποίο βρίσκεται σε κλινική δοκιμή φάσης 2 κατά της Πνευμονικής 

Αρτηριακής Υπέρτασης (PAH), της Εστιακής Τμηματικής Σπειραματοσκλήρυνσης 

(FSGS) και το άσθμα, από την Complexa Inc, παρά το γεγονός ότι αρχικά μελετήθηκε 

κατά της οξείας νεφρικής βλάβης [Complexa, 2021; Chieffo et al, 2016; Clinical Trial of 

CXA-10 against Asthma, 2021]. Το 10-NO2-OA είναι το τοπο-ισομερές στο οποίο  η 

νίτρο ομάδα βρίσκεται στο C10 του ΟΑ (Εικόνα 1.8) και παρουσιάζει σημαντική 

βιολογική δράση. Ο Garner και οι συνεργάτες του [Garner et al, 2019] περιέγραψαν 

ορισμένες από τις φαρμακοκινητικές (PK) και τις φαρμακοδυναμικές (PD) επιδράσεις 

του 10-NO2-OA που λαμβάνεται από το στόμα σε υγιή και παχύσαρκα άτομα. 

Επιπλέον, ο Alparslan και οι συνεργάτες του ανέφεραν ότι το 10-NO2-OA αυξάνει 

σημαντικά τις αντι-πολλαπλασιαστικές επιδράσεις ορισμένων γνωστών παραγόντων 

που καταστρέφουν το αντινεοπλασματικό DNA, όπως η ολαπαρίμπη, η cis-πλατίνη και 

η δοξορουβικίνη που δρουν ενάντια στον τριπλά αρνητικό καρκίνο του μαστού (TNBC) 

[Alparslan et al, 2018]. 

Το 2018, ο Kühn με τους συνεργάτες του ανέφεραν ότι το 9-νιτρο-ελαϊκό οξύ (9-

NO2-OA) (Εικόνα 1.8), δρα ως κυτταροτοξικός παράγοντας έναντι των κυτταρικών 

σειρών του καρκίνου του παχέος εντέρου, HCT-116 και HT-29. Η κυτταρική 

βιωσιμότητα αυτών των καρκινικών κυτταρικών σειρών καταστέλλεται σημαντικά από 

το 9-NO2-OA μέσω μιας εξαρτώμενης από κασπάση απόπτωσης. Η δράση κατά των 

καρκινικών κυτταρικών σειρών βασίζεται στην αντιοξειδωτική δράση των NO2-FA και 

στην ικανότητα του 9-NO2-OA να στοχεύει τα μιτοχόνδρια και να ρυθμίζει αρνητικά τη 
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μεμβράνη και την αναπνοή τους, με αποτέλεσμα την τελική απόπτωση των κυττάρων 

[Kühn et al, 2018].  

 

 

Εικόνα 1.8. Χημικές δομές των 10-ΝΟ2-ΟΑ και 9-ΝΟ2-ΟΑ.  

Η σημασία των NO2-FA και οι πιθανές εφαρμογές τους για τη θεραπεία 

φλεγμονωδών ασθενειών ή καρκίνου έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη διαφόρων 

συνθετικών στρατηγικών. Οι ενώσεις που φέρουν νιτρο-αλκένιο μπορούν να συντεθούν 

είτε με απευθείας νίτρωση του διπλού δεσμού του αντίστοιχου UFA, που οδηγεί στο 

σχηματισμό περίπου 1:1 νιτρο τοπο-ισομερών [D’Ischia et al, 1996; Napotalino et al, 

2000; Manini et al, 2008; Woodcock et al, 2013; Hassan et al, 2021], ή με σύνθεση 

βήμα προς βήμα [Gorczynski et al, 2006; Woodcock et al, 2006; Fioravanti et al, 2008; 

Hock et al, 2016; Hassan et al, 2021; Woodcock et al, 2021; Fang et al, 2021] (Εικόνα 

1.9). Η σύνθεση βήμα προς βήμα περιλαμβάνει μια αντίδραση Henry μεταξύ της 

κατάλληλης αλδεΰδης και του νιτρο συστατικού, ανάλογα με την επιθυμητή θέση 

νίτρωσης. Το τελικό στάδιο αυτής της συνθετικής πορείας είναι μια απόσπαση Ε2 προς 

σχηματισμό του επιθυμητού τμήματος νιτρο-αλκενίου, που ακολουθείται από ένα 

στάδιο αποπροστασίας εστέρα. 

10-NO2-OA 

9-NO2-OA 
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Εικόνα 1.9. Διαφορετικοί τρόποι σύνθεσης των NO2-FA [Koutoulogenis et al, 2021].  

Το δυναμικό μη ομοιοπολικής έναντι ομοιοπολικής αλληλεπίδρασης των NO2-

FA με άλλα κυτταρικά συστατικά είναι σημαντικό για την ερμηνεία της βιολογικής τους 

δραστικότητας. Οι μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις διαδραματίζουν βασικό ρόλο στη 

μεταφορά τους, την περαιτέρω αξιοποίηση, την (ανα)κατανομή, τον βιομετασχηματισμό 

και την αποικοδόμησή τους. Τα NO2-FA μπορούν να μετασχηματιστούν σε εστέρες ή 

να ενσωματωθούν σε λιπιδικά συστατικά κυττάρων και ιστών [Fazzari et al, 2019]. Η 

σταθερότητα των NO2-FA κυμαίνεται από λεπτά έως ώρες και η αποικοδόμηση τους 

λαμβάνει χώρα κυρίως σε υδατικό περιβάλλον [Grippo et al, 2021; Manini et al, 2008] 

συνοδευόμενη από την απελευθέρωση της ρίζας ΝΟ. Παρουσία λιπιδίων και 

μεμβρανών, η αποικοδόμηση των NO2-FA συμβαίνει μόνο σε περιορισμένο βαθμό ή 

καθόλου [Zatloukalova et al, 2021]. Οι μη ομοιοπολικές (αναστρέψιμες) 
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αλληλεπιδράσεις συμβάλουν στη μεταφορά τους μεταξύ της λιπιδικής φάσεως και του 

υδατικού περιβάλλοντος [Fazzari et al, 2019; Fazzari et al, 2017]. 
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1.3 Αλληλεπίδραση Λιπιδίων με Πρωτεΐνες  

Μεγάλες ποσότητες ελεύθερων λιπαρών οξέων (FFA) κυκλοφορούν στο πλάσμα των 

θηλαστικών και έχουν σημαντικό ρόλο σε μια ποικιλία φυσιολογικών δραστηριοτήτων. 

Λειτουργούν ως υποστρώματα πολύπλοκων αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-λιπιδίου και 

αποτελούν μόρια σηματοδότησης [Quehenberger et al, 2011; Yli-Jama et al, 2002]. 

Περίπου 40 διαφορετικά FFA απαντώνται στο αίμα και σε συγκέντρωση από 100 μΜ 

έως περίπου 0.1 mM. Το προφίλ των ελεύθερων λιπαρών οξέων αντικατοπτρίζει τη 

φυσιολογική κατάσταση και τυχόν αλλαγές του σχετίζονται με την εμφάνιση ασθενειών 

[Huber et al, 2017]. 

Πολλά ελεύθερα λιπαρά οξέα αλληλεπιδρούν με την αλβουμίνη. Υπό 

φυσιολογικές συνθήκες 0.1-2 mole λιπαρών οξέων δεσμεύονται στην αλβουμίνη. Η 

μοριακή αναλογία λιπαρού οξέος / αλβουμίνης αυξάνεται έως και 6 φορές κατά τη 

διάρκεια νηστείας ή έντονης άσκησης, ή υπό παθολογικές καταστάσεις όπως ο διαβήτης 

και η καρδιαγγειακή νόσος. Τα λιπαρά οξέα-υποκαταστάτες βρίσκονται σε ταχεία 

ανταλλαγή μεταξύ του διαλύματος και των θέσεων πρόσδεσης στην πρωτεΐνη.  

 

1.3.1 Αλληλεπίδραση Λιπαρών Οξέων με την Αλβουμίνη  

Η αλβουμίνη του ανθρώπινου ορού (HSA) είναι μια μονομερής πρωτεΐνη 585 

αμινοξέων με μοριακό βάρος 66.4 kDa. Αντιπροσωπεύει το 60% των συνολικών 

πρωτεϊνών του πλάσματος με φυσιολογική συγκέντρωση 35 έως 50 g/L [Yu et al, 2021]. 

Συνδέεται με διάφορους υποκαταστάτες και έχει ενζυμικές ιδιότητες. Είναι μεταφορέας 

και αποθήκη για πολλές ενδογενείς ενώσεις, όπως τα λιπαρά οξέα, εξωγενείς ενώσεις 

και μεγάλου αριθμού φαρμάκων ευρείας κατανάλωσης. Ως εκ τούτου, είναι ένας από 

τους βασικούς παράγοντες που επηρεάζουν την κατανομή των φαρμάκων. Από την 

πρώτη δημοσίευση της τρισδιάστατης δομής της αλβουμίνης το 1992 [He et al, 1992], 

περισσότερες από 70 δομές έχουν κατατεθεί στην Τράπεζα Πρωτεϊνικών Δεδομένων 

(PDB). Ο προσδιορισμός των δομών με ακτίνες Χ έδειξε ότι η αλβουμίνη είναι α-

ελικοειδής σε ποσοστό 67%, χωρίς β-πτυχωτά φύλλα, με τρεις ομόλογες περιοχές 

(επισημασμένες Ι-ΙΙΙ) και 17 δισουλφιδικές γέφυρες που συμβάλλουν στην υψηλή 

θερμοσταθερότητα της πρωτεΐνης [Xe et al, 1992; Sugio et al, 1999].  
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Πιο συγκεκριμένα, η αλβουμίνη είναι μια ελικοειδής πρωτεΐνη με στροφές και 

εκτεταμένες θηλιές και έχει σχήμα "καρδιάς" με διαστάσεις περίπου 80 × 80 × 30 Å, 

όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 1.10a. Αποτελείται από τρεις περιοχές, Ι (αμινοξέα 1-

195), II (196-383) και III (384-585), οι οποίες έχουν παρόμοια τρισδιάστατη δομή. Κάθε 

περιοχή μπορεί να διαιρεθεί σε υποπεριοχές Α και Β. Παρά το γεγονός ότι και οι τρεις 

περιοχές του μορίου της αλβουμίνης έχουν παρόμοιες τρισδιάστατες δομές, η 

συγκρότησή τους είναι εξαιρετικά ασύμμετρη. Οι περιοχές Ι και II είναι σχεδόν κάθετες 

μεταξύ τους και σχηματίζουν μια διάταξη σχήματος Τ, στην οποία η ουρά της 

υποπεριοχής IIΑ συνδέεται στη διεπιφάνεια των υποπεριοχών IΑ και IΒ με υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις και δεσμούς υδρογόνου. Αντίθετα, η περιοχή III προεξέχει από την 

υποπεριοχή IIΒ με αποτέλεσμα οι περιοχές II και III να σχηματίζουν μια Υ-διάταξη. Η 

περιοχή ΙΙΙ αλληλεπιδρά μόνο με την υποπεριοχή IIΒ. Αυτά τα χαρακτηριστικά 

καθορίζουν το σχήμα "καρδιάς" της αλβουμίνης. Οι περιοχές Ι και ΙΙΙ συνδέονται 

μεταξύ τους μέσω ενός μεγάλου διαύλου που σχηματίζεται από τις υποπεριοχές IΒ, IIIΑ 

και IIIΒ [Sugio et al, 1999]. 

Η αλληλεπίδραση μεταξύ της αλβουμίνης και των λιπαρών οξέων έχει μελετηθεί 

διεξοδικά. Από την ανάλυση με κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ της δομής του συμπλόκου 

αλβουμίνης-μυριστικού οξέος αποκαλύφθηκε η παρουσία 6 θέσεων πρόσδεσης των 

λιπαρών οξέων στην πρωτεΐνη [Curry et al, 1998]. Πέντε από τις θέσεις (αριθμοί 1-5 

στην Εικόνα 1.10b) χαρακτηρίζονται από ισχυρή ηλεκτρονιακή πυκνότητα του 

υποκαταστάτη. Η έκτη θέση πρόσδεσης βρίσκεται στη διεπιφάνεια των υποπεριοχών 

IIA και IIB. Οι θέσεις δέσμευσης 1, 4 και 5 βρίσκονται εντός των υποπεριοχών ΙΒ, ΙΙΙΑ 

και ΙΙΙΒ αντίστοιχα. Οι θέσεις πρόσδεσης 2 και 3 βρίσκονται σε αμινοξέα διαφορετικών 

περιοχών [Curry et al, 1999]. 

Ένας σημαντικός αριθμός πειραμάτων βιοχημικής σήμανσης και NMR 

[Hamilton et al, 1991; Reed, 1986; Sklar et al, 1977] εμπλέκουν τις περιοχές Ι και III με 

τη δέσμευση λιπαρών οξέων. Ειδικότερα μελέτες NMR με τη χρήση λιπαρών οξέων 

εμπλουτισμένων με 
13

C έδειξαν ότι η καρβοξυλική ομάδα του λιπαρού οξέος συνδέεται 

πιο ισχυρά στη θέση πρόσδεσης λόγω των ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων σε 

σχέση με την εύκαμπτη και υδρόφοβη μεθυλενική αλυσίδα 
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Εικόνα 1.10. Η πρόσδεση του λιπαρού οξέος στην αλβουμίνη (HSA) προκαλεί σημαντικές 

αλλαγές στη διαμόρφωση της πρωτεΐνης. (a) Κρυσταλλική δομή της μη υποκατεστημένης 

αλβουμίνης [48] (PDB ID, Ιaο6). Κάθε υποπεριοχή σημειώνεται με διαφορετικό χρώμα ως εξής: 

IA φούξια, IB ροζ, IIA πράσινο, IIB ανοιχτό πράσινο, IIIA μπλε, IIIB γαλάζιο. (b) Κρυσταλλική 

δομή του συμπλόκου αλβουμίνης-μυριστικού οξέος (PDB ID, 1bj5). Και οι δύο κρυσταλλικές 

δομές έχουν πλήρως βελτιστοποιηθεί σε διακριτική ανάλυση 2,5 Å. Τα έξι μόρια μυριστικού 

οξέος αριθμούνται 1-6 και παρουσιάζονται σε αναπαράσταση πλήρωσης χώρου [Curry et al, 

1999]. 

[Cistola et al, 1984; Parks et al, 1983]. Μεταγενέστερες μελέτες NMR που έγιναν με 

επισημασμένα σε 
13

C λιπαρά οξέα και συγκεκριμένα στο λαυρικό οξύ, μυριστικό οξύ, 

παλμιτικό οξύ, στεατικό οξύ και το ελαϊκό οξύ, έδειξαν την ύπαρξη τουλάχιστον 5 

διαφορετικών χημικών μετατοπίσεων του καρβοξυλικού άνθρακα λόγω των 5 διακριτών 

θέσεων σύνδεσης με την αλβουμίνη βόειου ορού (BSA) [Cistola et al, 1987; Cistola et 
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al, 1987; Kenyon et al, 1994]. Οι 4 από τις 5 θέσεις πρόσδεσης εμπλέκονται σε 

ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις στην περιοχή pΗ 4-8 λόγω των ιοντικών δεσμών 

υδρογόνου μεταξύ της καρβοξυλικής ομάδας του λιπαρού οξέος και των βασικών 

αμινοξέων πλευρικής αλυσίδας, όπως η αργινίνη ή η λυσίνη. Θα πρέπει να σημειωθεί 

ότι η ανάλυση της δομής με κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ δεικνύει αλληλεπιδράσεις 

ιοντικών δεσμών υδρογόνου και για τις 6 θέσεις δέσμευσης. Συγκριτικές μελέτες NMR 

που έγιναν σε άθικτα και πρωτεολυτικά θραύσματα της BSA έδειξαν την ύπαρξη 3 

θέσεων υψηλής συγγένειας του ελαϊκού οξέος [Hamilton et al, 1991], μία στην περιοχή 

Ι και δύο στην περιοχή II. 

Λεπτομερείς μελέτες NMR συμπλόκου παλμιτικού οξέος, επισημασμένου με 
13

C 

στην καρβοξυλική ομάδα, και HSA παρουσία ανταγωνιστών υποκαταστατών και 

φαρμάκων για ειδικές θέσεις πρόσδεσης, επέτρεψαν τον χαρακτηρισμό θέσεων χαμηλής 

και υψηλής συγγένειας του λιπαρού οξέος. Επιπλέον, επιτεύχθηκε η συσχέτιση των 

ειδικών θέσεων πρόσδεσης, όπως προέκυψαν από την κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ, με 

συγκεκριμένα σήματα NMR 
13

C. Η Εικόνα 1.11 απεικονίζει μία στρατηγική για την 

ταυτοποίηση των κορυφών παρουσία φαρμάκου-ανταγωνιστή. Η θέση 1 πρόσδεσης του 

λιπαρού οξέος εμφανίζεται ως μια καλά διαχωρισμένη κορυφή και η θέση 2 με 

βελτιωμένη ανάλυση. Το φάρμακο προποφόλη (PFL), που συνδέεται στη θέση II, 

εκτοπίζει τα μόρια του λιπαρού οξέος από τις θέσεις 3 και 4, και επομένως οι κορυφές 

στο φάσμα NMR που αντιστοιχούν σε αυτές τις θέσεις εξαφανίζονται. Η απομάκρυνση 

του λιπαρού οξέος από αυτές τις θέσεις οδηγεί σε ενίσχυση του σήματος στη θέση 

πρόσδεσης 1 [Simard et al, 2006]. Το γεγονός αυτό αποδεικνύει ότι οι θέσεις πρόσδεσης 

2, 4 και 5 είναι υψηλής συγγένειας, ενώ οι θέσεις 1, 3, 6 και 7 είναι χαμηλής συγγένειας 

για το λιπαρό οξύ. 
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Εικόνα 1.11. Συσχέτιση των δεδομένων NMR 
13

C με την κρυσταλλική δομή της αλβουμίνης 

(HSA). (a) Κρυσταλλική δομή του συμπλόκου HSA-παλμιτικού οξέος. Οι επισημάνσεις 

υποδεικνύουν τις θέσεις πρόσδεσης του λιπαρού οξέος (FA), τις χημικές τους μετατοπίσεις και 

τις επιδράσεις των διαφόρων φαρμάκων στις χημικές μετατοπίσεις. (b) Φάσμα NMR 
13

C του 

παλμιτικού οξέος σε σύμπλεξη με την HSA (γραμμομοριακή αναλογία FA/HSA 4:1). Παρότι 

στα 182.6 ppm υπάρχει ένα ευρύ σήμα, οι κορυφές των θέσεων 1 και 6 του FA δεν 

παρατηρούνται στα φάσματα της HSA στις αναλογίες FA/HSA που μελετήθηκαν. (c) Φάσμα 

NMR 
13

C του παλμιτικού οξέος συνδεδεμένου με την HSA παρουσία του ανταγωνιστή PFL σε 

γραμμομοριακή αναλογία FA/HSA 4:1 [Hamilton, 2013].  

Πιο πρόσφατα, από την ανάλυση πειραμάτων 
1
H-

13
C HSQC, με χρήση ελαϊκού 

οξέος 18:1 με επισημασμένη τη μεθυλομάδα, προέκυψε ότι υπάρχουν 9 διαφορετικές 

θέσεις πρόσδεσης στην HSA (Εικόνα 1.12) [Krenzel et al, 2013]. Στα φάσματα NMR 

ανιχνεύτηκαν μεμονωμένες θέσεις πρόσδεσης, καθώς είναι διακριτές δομικά και η 

ταχύτητα ανταλλαγής τους είναι αργή στη χρονική κλίμακα NMR. Από τη λεπτομερή 

ανάλυση των πειραμάτων παρουσία ανταγωνιστών-φαρμάκων προέκυψαν στοιχεία για 

την εκλεκτικότητα της δέσμευσης των λιπαρών οξέων στην HSA [Krenzel et al, 2013; 

Hamilton et al, 2013]. 
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Εικόνα 1.12. Σύνοψη των πειραμάτων του ελαϊκού οξέος με την HSA. (Α) Κρυσταλλική δομή 

της HSA συνδεδεμένης με 7 μόρια λιπαρού οξέος. Επιπλέον, παρατίθενται τα φάρμακα και οι 

ενδογενείς ενώσεις που συνδέονται στις θέσεις I και ΙΙ (PDB 1E7G). (Β) Φάσμα 
1
H-

13
C HSQC 

του συμπλόκου ελαϊκού οξέος-HSA με αναλογία 4:1. Οι θέσεις 2, 4 και 5 (μπλε χρώμα) είναι οι 

κύριες θέσεις πρόσδεσης λιπαρών οξέων και γενικά δεν επηρεάζονται από τη σύνδεση του 

ανταγωνιστή. Οι χαμηλής συγγένειας θέσεις 3, 6 και 7 (κόκκινο χρώμα), ταυτοποιήθηκαν μέσω 

πειραμάτων που έγιναν παρουσία φαρμάκων-ανταγωνιστών. Παρατίθενται τα φάρμακα και οι 

ενδογενείς ενώσεις που συνδέονται στις θέσεις I και ΙΙ. Το φάσμα 500 ΜΗz καταγράφηκε στους 

25 °C και σε pΗ 7.4 ρυθμιστικού διαλύματος 50 mM φωσφορικού και 50 mM NaCI [Krenzel et 

al, 2013]. 

Από διεξοδική διερεύνηση της διεθνούς βιβλιογραφίας, προκύπτει ότι δεν έχουν 

δημοσιευθεί μελέτες NMR με ισοτοπική επισήμανση συγκεκριμένων πρωτεϊνικών 

αμινοξέων με 13C και 15Ν, ώστε να διερευνηθεί η επίδραση του pΗ στην πρόσδεση 

των λιπαρών οξέων. Επιπλέον, δεν έχουν εφαρμοστεί πειράματα NMR διαφοράς 

μεταφοράς κορεσμού (saturation transfer difference, STD-NMR) [Claasen et al, 2005; 

Viegas et al, 2011; Tanoli et al, 2015] καθώς και πειράματα NMR με τη χρήση του 

μεταφερόμενου φαινομένου Overhauser (transferred nuclear Overhauser effect, Tr-

NOESY NMR) [Mari et al, 2010; Primikyri et al, 2018]. Αυτά τα πειράματα θα 

επέτρεπαν τον γρήγορο χαρακτηρισμό του "επίτοπου" πρόσδεσης του υποκαταστάτη 

(ligand) στην πρωτεΐνη και παράλληλα θα παρείχαν πληροφορίες για τις αλλαγές στη 

διαμόρφωση του υποκαταστάτη κατά την πρόσδεση αυτή, χωρίς να απαιτείται η χρήση 

λιπαρών οξέων εμπλουτισμένων με 
13

C. Τα πειράματα αυτά αποτελούν κύριο 

αντικείμενο της παρούσας διατριβής (Ενότητες 4.1, 4.2, 4.3). 
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1.3.2 Αλληλεπίδραση Φαρμάκων με την Αλβουμίνη  

Η αλβουμίνη (HSA) συνδέεται, εκτός από τα μη εστεροποιημένα λιπαρά οξέα, και με 

άλλες ενδογενείς ενώσεις, όπως η χολερυθρίνη, η αιμίνη και η θυροξίνη, σε 

διαφορετικές θέσεις. Επιπλέον, συνδέεται και με φάρμακα, όπως η βαρφαρίνη και η 

ιβουπροφαίνη, τα οποία προσδένονται στις θέσεις Ι και ΙΙ που βρίσκονται στις 

υποπεριοχές IIA και IIIA αντίστοιχα (Εικόνα 1.13) [Ghuman et al, 2005].   

 

Εικόνα 1.13. Συνοπτική παρουσίαση θέσεων πρόσδεσης στην αλβουμίνη (HSA) διαφόρων 

υποκαταστατών, όπως προκύπτουν από δημοσιευμένες κρυσταλλικές μελέτες. Τα άτομα 

οξυγόνου είναι χρωματισμένα κόκκινα, όλα τα άτομα του μυριστικού οξέος, των ενδογενών 

υποκαταστατών (αιμίνη, θυροξίνη) και των φαρμάκων είναι χρωματισμένα σκούρο γκρι, 

ανοιχτό γκρι και πορτοκαλί, αντίστοιχα [Ghuman et al, 2005]. 

Η βαρφαρίνη είναι ένα κοινό αντιπηκτικό φάρμακο που χορηγείται από το 

στόμα και χρησιμοποιείται στη θεραπεία της φλεβικής θρόμβωσης, της πνευμονικής 

εμβολής, καθώς και στην πρόληψη της θρομβοεμβολής σε ασθενείς με προσθετική 

καρδιακή βαλβίδα. Το φάρμακο αυτό αναστέλλει την παραγωγή των εξαρτώμενων από 

τη βιταμίνη Κ παραγόντων πήξης ΙΙ, VII, IX και Χ. Στην κυκλοφορία δεσμεύεται σε 

μεγάλο βαθμό από την αλβουμίνη (HSA). Αυτή η αλληλεπίδραση λαμβάνει χώρα σε 

μια καλά καθορισμένη περιοχή της HSA γνωστής ως Sudlow Ι ή warfarin-azapropazone 
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(Εικόνα 1.14). H θέση αυτή βρίσκεται στην υποπεριοχή ΙΙΑ της HSA και δεσμεύει μια 

μεγάλη ποικιλία φαρμάκων και άλλων ενώσεων. Τα R και S εναντιομερή της 

βαρφαρίνης έχουν σταθερές ισορροπίας στη θέση 1 2.1 και 26 × 10
5
 M

-1
 αντίστοιχα, σε 

pH 7.4  και στους 37 °C. Λόγω του επακριβούς χαρακτηρισμού της θέσης δέσμευσης 

Sudlow Ι της βαρφαρίνης στην HSA, η βαρφαρίνη χρησιμοποιείται συχνά ως 

ανταγωνιστής για τη μελέτη αλληλεπιδράσεων άλλων φαρμάκων και ενδογενών 

ουσιών, όπως τα λιπαρά οξέα [Moser et al, 2006; Petitpas et al, 2001; Ghuman et al, 

2005]. 

 

Εικόνα 1.14. Κρυσταλλική δομή του συμπλόκου της αλβουμίνης (HSA) με τη βαρφαρίνη 

(PDB-2BXD). 

Η ιβουπροφαίνη είναι ένα μη στεροειδές αντιφλεγμονώδες φάρμακο (NSAID) 

που χρησιμοποιείται ως δραστική ένωση σε αναλγητικά, αντιπυρετικά και 

αντιρευματικά φάρμακα με pΚa = 4.91. Η φυσιολογική θεραπευτική της συγκέντρωση 

στο αίμα είναι περίπου 50 mg/L, ενώ σε συγκέντρωση 250 mg/L ή υψηλότερη είναι 

τοξική. Ο ακριβής μηχανισμός δράσης της ιβουπροφαίνης δεν είναι εντελώς γνωστός. 

Όμως, είναι πολύ πιθανόν να περιορίζει τη σύνθεση των προσταγλανδινών λόγω της 

αναστολής της κυκλοοξυγενάσης COX που συμμετέχει στη σύνθεση αυτή. Επιπλέον η 

ιβουπροφαίνη θεωρείται πιθανό φάρμακο για τη θεραπεία του καρκίνου καθώς, όπως 

και τα υπόλοιπα NSAID, μπλοκάρει την τυροσίνη στις τοποϊσομεράσες, που είναι 

απαραίτητα ένζυμα για την αντιγραφή, τη μεταγραφή, τον ανασυνδυασμό και την 
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επιδιόρθωση του DNA [Jasinska et al, 2009]. Στην κυκλοφορία δεσμεύεται σε μεγάλο 

βαθμό από την αλβουμίνη (HSA). Πιο συγκεκριμένα, συνδέεται στη θέση ΙΙ, που 

βρίσκεται στην υποπεριοχή ΙΙΙΑ της HSA  

 
Εικόνα 1.15. Κρυσταλλική δομή του συμπλόκου της αλβουμίνης (HSA) με την ιβουπροφαίνη 

(PDB-2BXG). 

η οποία δεσμεύει, επίσης, μια μεγάλη ποικιλία φαρμάκων και άλλων ενώσεων. 

Επιπλέον, συνδέεται και στη θέση 6, που είναι θέση πρόσδεσης λιπαρών οξέων και 

βρίσκεται στη διεπιφάνεια των υποπεριοχών IIA και IIB (Εικόνα 1.15). Η 

ιβουπροφαίνη, όπως και η βαρφαρίνη, χρησιμοποιείται συχνά ως ανταγωνιστής στη 

μελέτη αλληλεπιδράσεων της HSA με άλλα φάρμακα και ενδογενείς ενώσεις, όπως τα 

λιπαρά οξέα [Jasinska et al, 2009]. 
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1.4 Αντικαρκινική Δράση Λιπαρών Οξέων  

Ο καρκίνος είναι μια σημαντική παγκόσμια νόσος και, σε ορισμένες χώρες, 

κατατάσσεται ως η δεύτερη κοινή αιτία θανάτου μετά από τις καρδιαγγειακές παθήσεις 

[Ma et al, 2006]. Επιπλέον, καθώς οι ηλικιωμένοι είναι πιο ευπαθείς στον καρκίνο και η 

γήρανση του πληθυσμού συνεχίζεται, ο καρκίνος προβλέπεται να γίνει η κύρια αιτία 

θανάτου παγκοσμίως σε πολλές χώρες. Παρά την πρόοδο που σημειώθηκε τα τελευταία 

χρόνια στη θεραπεία του καρκίνου, οι συμβατικές κυτταροτοξικές θεραπείες όπως η 

χημειοθεραπεία και η ακτινοθεραπεία έχουν πολλαπλούς περιορισμούς, οδηγώντας σε 

αποτυχία της θεραπείας, υποτροπή του καρκίνου και μη ικανοποιητικά μακροχρόνια 

κλινικά αποτελέσματα [Basile et al, 2012]. Αυτοί οι περιορισμοί σχετίζονται κυρίως με 

δύο σημαντικά προβλήματα. Πρώτον, οι συμβατικές θεραπείες οδηγούν στην ανάπτυξη 

της αντίστασης των καρκινικών κυττάρων στα φάρμακα, ή/και αποτυγχάνουν να 

καταστρέψουν καρκινικά βλαστοκύτταρα (CSCs) ή ογκοκύτταρα (TICs) [Reya et al, 

2001; Maugeri–Sacca et al, 2011]. Δεύτερον, οι συμβατικές θεραπείες μπορούν να 

προκαλέσουν το θάνατο τεράστιου αριθμού φυσιολογικών κυττάρων, οδηγώντας έτσι 

σε τοπική και συστημική τοξικότητα. Δεδομένου ότι η επιβίωση των καρκινικών 

κυττάρων καθοδηγείται από πολύπλοκες μοριακές αλληλεπιδράσεις μεταξύ σημάτων 

ανάπτυξης και θανάτου [Hanahan et al, 2011], οι πλειοψηφία των ογκολόγων θεωρεί ότι 

η στόχευση ενός μόνο μοριακού συστατικού μπορεί να μην επαρκεί για να διακόψει 

αυτή τη διαδικασία και χρειάζονται συνδυαστικές θεραπείες, στόχευση πολλαπλών 

μορίων, μονοπατιών ή δικτύων για την εξάλειψη του καρκίνου και την αύξηση της 

επιβίωσης των ασθενών [Pritchard et al, 2013]. 

Τα λιπαρά οξέα, εκτός από το ρόλο τους στις φυσιολογικές λειτουργίες, μπορούν 

να επηρεάσουν ορισμένες χρόνιες ασθένειες όπως ο καρκίνος [Riediger et al, 2009; 

Calder, 2015; Laviano et al, 2013; Bhagat et al, 2015; Murray et al, 2015]. Τα λιπαρά 

οξέα μπορούν να ασκήσουν αντι-νεοπλασματική δράση, έχοντας ρόλο στην πρόληψη ή 

στη θεραπεία του καρκίνου. Ιδιαίτερη έμφαση έχει δοθεί στον προστατευτικό ρόλο των 

ω-3 λιπαρών οξέων, όπως το EPA και το DHA, από διάφορα κακοήθη νεοπλάσματα 

[Hardman, 2002] συμπεριλαμβανομένου του καρκίνου του μαστού [Zheng et al, 2013], 

πιθανώς μέσω αλληλεπιδράσεων με υποδοχείς συζευγμένους με πρωτεΐνη G (GPCRs) 

[Ye et al, 2013; Hopkins et al, 2016]. Ομοίως, αντικαρκινική δράση έχει αποδοθεί σε in 

vivo μελέτες [Dilzer et al, 2012] στο συζευγμένο λινελαϊκό οξύ, CLA, και ειδικότερα 
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στο ισομερές cis-9, trans-11, 18:2 CLA. Άλλα FA όπως το βουτυρικό οξύ, το βακενικό, 

το ελαϊκό και το λινολενικό οξύ έχουν επίσης διερευνηθεί για την αντικαρκινική τους 

δράση σε διάφορους τύπους καρκίνου [Gomez-Cortes et al, 2009; Rodrıguez-Alcala et 

al, 2017]. 

Η αντικαρκινική δράση των FFA έχει αποδοθεί στην ικανότητά τους να επάγουν 

την απόπτωση σε διάφορες καρκινικές κυτταρικές σειρές. Το ω-6 πολυακόρεστο γ-

λινολενικό οξύ (GLA) αναφέρθηκε ότι επάγει την απόπτωση σε κυτταρικές σειρές 

γλοιώματος ανθρώπου και αρουραίου in vitro, ενώ η κυτταρική απόπτωση in vivo 

προωθήθηκε όταν σε ένα μοντέλο γλοιώματος αρουραίου έγινε έγχυση με GLA [Leaver 

et al, 2002]. Είναι ενδιαφέρον ότι πρόσφατες μελέτες πρότειναν ότι οι αντικαρκινικές 

ιδιότητες των λιπιδίων πρέπει να αποδοθούν στη δομική τους ομοιότητα με 

ανταγωνιστές της αντι-αποπτωτικής οικογένειας πρωτεϊνών Bcl-2 που 

χρησιμοποιούνται επί του παρόντος σε κλινικές δοκιμές [Espotsi 2010; Kim et al, 2017]. 

Είναι χαρακτηριστικό ότι τα λιπίδια μπορούν να επάγουν την κυτταρική απόπτωση σε 

πλήθος καρκινικών μοντέλων τόσο in vitro όσο και in vivo όπως σε καρκίνο του 

παγκρέατος, του οισοφάγου, του στήθους, το μελάνωμα κ.α., αλλά και σε μυελογενείς 

και λεμφικές λευχαιμίες και λεμφώματα [D'Eliseo et al, 2016]. Μελέτες in vitro σε 

καρκινικές κυτταρικές σειρές μαστού, παχέος εντέρου και ήπατος έδειξαν μείωση των 

επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL και Bim) ως 

μηχανισμό της προ-αποπτωτικής δραστηριότητας των ω-3 και ω-6 λιπαρών οξέων [Sun 

et al, 2013; Danbara et al, 2004; Corsetto et al, 2011; Zhang et al, 2015]. Το 13-

μεθυλοτετραδεκανοϊκό οξύ (13-MTD), ένα κορεσμένο FA που απομονώθηκε από τη 

ζύμωση σόγιας, ανέστειλε τον πολλαπλασιασμό των ανθρώπινων καρκινικών κυττάρων 

της ουροδόχου κύστης, προάγοντας την απόπτωση. Το 13-MTD βρέθηκε ότι μειώνει τα 

επίπεδα έκφρασης της Bcl-2 και αυξάνει τη Bax [Lin et al, 2012]. Είναι σημαντικό ότι 

τα CLA έχουν δείξει σημαντική αντικαρκινική δράση κατά των ανθρώπινων καρκινικών 

σειρών όπως του καρκίνου του προστάτη και του παχέος εντέρου μέσω της επαγωγής 

της κυτταρικής απόπτωσης. Τα μειωμένα επίπεδα έκφρασης της Bcl-2 ήταν ενδεικτικά 

για την προ-αποπτωτική τους δράση [Xu et al, 2014]. Παρόλο το πλήθος των μελετών 

αυτών ο ακριβής μηχανισμός της αλληλεπίδρασης των λιπαρών οξέων με τις Bcl-2 

πρωτεΐνες καθώς και ο μηχανισμός της προ-αποπτωτικής τους δράσης παραμένει 

άγνωστος. 
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1.4.1 Κυτταρική Απόπτωση 

Η απόπτωση ή ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος, είναι ένα πρόγραμμα 

κυτταρικής αυτοκτονίας, διαφορετικό από τη νέκρωση, που ενεργοποιείται σε 

φυσιολογικές διεργασίες όπως ανάπτυξη των ιστών και διαφοροποίηση καθώς και σε 

παθοφυσιολογικές καταστάσεις. Ο όρος χρησιμοποιείται για να περιγράψει την 

κατάσταση στην οποία ένα κύτταρο ακολουθεί ενεργά μια πορεία προς το θάνατο όταν 

λαμβάνει ορισμένα ερεθίσματα. Οι μορφολογικές αλλαγές της απόπτωσης που 

βρέθηκαν στους περισσότερους τύπους κυττάρων περιλαμβάνουν πυρηνική πύκνωση, 

κατακερματισμό DNA και συμπύκνωση της χρωματίνης, καταστροφή του 

κυτταροσκελετού, εμφάνιση χαρακτηριστικών προεξοχών στην πλασματική μεμβράνη, 

και τελικά το σχηματισμό μεμβρανωδών "αποπτωσωμάτων", τα οποία 

φαγοκυτταρώνονται από μακροφάγα και άλλα κύτταρα χωρίς την προώθηση 

φλεγμονώδους αντίδρασης [Yuan et al, 2003].  

Ο μηχανισμός της απόπτωσης είναι εξελικτικά συντηρητικός και εκτελείται από 

μια οικογένεια πρωτεασών Cys, που ονομάζονται κασπάσες. Οι κασπάσες, είναι γνωστό 

ότι ρυθμίζουν όχι μόνον την απόπτωση, αλλά και άλλες μη αποπτωτικές λειτουργίες, 

συμπεριλαμβανομένου του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, της διαφοροποίησης και της 

μετανάστευσης. Προς το παρόν, έχουν περιγραφεί 14 κασπάσες θηλαστικών, και έχουν 

ταξινομηθεί σε εναρκτήριες κασπάσες (κασπάσες-2, -8, -9 και -10), εκτελεστικές 

κασπάσες (κασπάσες-3, -6 και -7) και τις φλεγμονώδεις κασπάσες (κασπάσες-1, -4, -5, -

11, -12 και -13). Οι πρωτεάσες αυτές χρησιμοποιούν ένα αμινοξύ Cys στο ενεργό τους 

κέντρο και κόβουν την πολυπεπτιδική αλυσίδα μετά από το αμινοξύ Asp. Συντίθενται 

ως πρόδρομες μορφές που ενεργοποιούνται με πρωτεόλυση, κυρίως από την ρύθμιση 

μιας άλλης οικογένειας πρωτεϊνών, της οικογένειας Bcl-2 [Zimmermann et al, 2001; & 

Li et al, 2008; Pop et al, 2009]. 

Υπάρχουν δύο βασικά και διακριτά μεταξύ τους μονοπάτια που οδηγούν σε 

απόπτωση: το εξωγενές μονοπάτι (μονοπάτι υποδοχέα θανάτου) που δρα ανεξάρτητα 

από τα μιτοχόνδρια και το ενδογενές μονοπάτι ή μιτοχονδριακό. Το πρώτο 

ενεργοποιείται από τους υποδοχείς θανάτου CD95 (Apo-1 ή Fas) / TRAIL / Υποδοχέας 

Παράγοντα Νέκρωσης Όγκων (TNF), που αποτελούν πρωτεΐνες της πλασματικής 

μεμβράνης και ενεργοποιούν άμεσα τον καταρράκτη κασπασών μέσω της 
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στρατολόγησης του "εκκινητή" κασπάση-8 σε ένα σύμπλεγμα σηματοδότησης που 

προκαλεί θάνατο (DISC) [Tzifi et al, 2012; Kashyap et al, 2021]. 

Το ενδογενές μιτοχονδριακό μονοπάτι, ενεργοποιείται από εξωκυτταρικά 

σήματα όπως έλλειψη παραγόντων επιβίωσης, ακτινοβολία και χημικό στρες, αλλά και 

από ενδοκυτταρικά σήματα όπως το οξειδωτικό στρες, βλάβη του DNA και 

ελαττωματικές πρωτεΐνες. Κεντρικό ρόλο διαδραματίζει η οικογένεια πρωτεϊνών Bcl-2, 

που οδηγούν στην απελευθέρωση κυτοχρώματος c στο κυτταρόπλασμα μετά από 

διαταραχή της μιτοχονδριακής μεμβράνης. Το κυτόχρωμα c που απελευθερώνεται στο 

κυτταρόπλασμα σχηματίζει ένα σύμπλοκο που ονομάζεται αποπτώσωμα με την 

πρωτεΐνη ενεργοποίησης της απόπτωσης APAF-1 (Apoptotic peptidase activating factor 

1) και την προκασπάση-9. Αυτό το σύμπλοκο διασπά την προκασπάση-9 σε κασπάση-9, 

η οποία στη συνέχεια διασπά και ενεργοποιεί τις εκτελεστικές κασπάσες, όπως οι 

κασπάσες -3, -6 και 7, προκαλώντας τελικά απόπτωση [Dejean et al, 2006; Wang et al, 

2009; Kashyap et al, 2021] (Εικόνα 1.16). 

 

Εικόνα 1.16. Το εξωγενές μονοπάτι ή μονοπάτι υποδοχέα θανάτου και το ενδογενές ή 

μιτοχονδριακό μονοπάτι της απόπτωσης [https://biologydictionary.net/apoptosis/].   
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1.4.2 Οικογένεια πρωτεϊνών Bcl-2 

Η οικογένεια πρωτεϊνών Bcl-2 έλαβε το όνομά της από το πρωτο-ογκογονίδιο 

λεμφώματος Β κυττάρων Bcl-2 (B-cell lymphoma 2 gene). Το γονίδιο αυτό 

ανακαλύφθηκε για πρώτη φορά στο οζώδες λέμφωμα Β-κυττάρων ως ένα γονίδιο που 

συνδέεται στη γενετική θέση της βαριάς αλυσίδας της ανοσοσφαιρίνης στα σημεία 

διακοπής της μετατόπισης t(14;18). Το αποτέλεσμα της μετατόπισης αυτής είναι η 

ενίσχυση της μεταγραφής της πρωτεΐνης Bcl-2. Σε φυσιολογικά κύτταρα το γονίδιο 

αυτό βρίσκεται στο χρωμοσωμικό τμήμα 18q21.3. Η Bcl-2 πρωτεΐνη βρέθηκε ότι 

αναστέλλει τον κυτταρικό θάνατο. Η ανακάλυψη αυτή ήταν μια επανάσταση στον 

τρόπο προσέγγισης της παθολογίας του καρκίνου, αφού γέννησε την ιδέα ότι η 

ογκογένεση θα μπορούσε να οφείλεται όχι μόνο στον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό 

των κυττάρων, αλλά και σε διαταραχή της απόπτωσης. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι 

υπερέκφραση της ογκοπρωτεΐνης Bcl-2 έχει βρεθεί όχι μόνο στο οζώδες μη-Hodgkin 

λέμφωμα, αλλά και σε άλλες αιμοποιητικές κακοήθειες και συμπαγείς όγκους, 

ανεξάρτητα της χρωμοσωμικής μετατόπισης t(14;18) [Tzifi et al, 2012]. 

Η οικογένεια πρωτεϊνών Bcl-2 των θηλαστικών αποτελείται από 30 σχετικές 

πρωτεΐνες, που χαρακτηρίζονται από την παρουσία τεσσάρων συντηρημένων περιοχών 

σχετικά μικρής αλληλουχίας (μήκους λιγότερο από 20 αμινοξέα) που ονομάζονται 

τομείς ομολογίας (BH) (Bcl-2 - Homology domains). Όπως φαίνεται και από την Εικόνα 

1.17, οι τομείς ομολογίας των πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 είναι οι BH1, BH2, 

BH3 και BH4. Εκτός από τους τομείς ομολογίας, τα περισσότερα μέλη της οικογένειας 

φέρουν και μια καρβοξυ-τελική υδρόφοβη περιοχή, τη διαμεμβρανική περιοχή (TM) 

που συμμετέχει στη σύνδεση του πρωτεϊνικού μορίου με μεμβράνες, όπως η εξωτερική 

μεμβράνη του μιτοχονδρίου [Taylor et al, 2008]. 

Με βάση την κύρια λειτουργία τους, η οικογένεια Bcl-2 χωρίζεται σε τρεις 

ομάδες: (1) αντι-αποπτωτικές (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, Bcl2A1, Bcl-B), (2) προ-

αποπτωτικές (Bax, Bak και Bok) και (3) προ-αποπτωτικές BH3-μόνο (Bad, Bid, Bik, 

Bim, BMF, HRK, Noxa και PUMA). Τα αποπτωτικά προωθητικά αποτελέσματα των 

προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών αντισταθμίζονται από την άμεση αλληλεπίδρασή τους με 

τα αντι-αποπτωτικά μέλη της οικογένειας Bcl-2. Αυτή η λεπτή και δυναμική ισορροπία 

μεταξύ των προ- και αντι-αποπτωτικών μελών της οικογένειας Bcl-2 καθορίζει εάν ένα 
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Β κύτταρο υφίσταται απόπτωση ή επιβιώνει [Shamas-Din et al, 2013; Adams et al, 

2019]. 

 

Εικόνα 1.17. Ταξινόμηση των μελών της οικογένειας Bcl-2 ανάλογα με τη δομή και λειτουργία 

τους [Taylor et al, 2008]. 

 

Τα αντι-αποπτωτικά μέλη της οικογένειας Bcl-2 

Τα αντι-αποπτωτικά μέλη της οικογένειας Bcl-2, κυρίως η Bcl-2 και η Bcl-xl, 

λειτουργούν εναντίον του προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου και τον 

αναστέλλουν μέσω του μιτοχονδριακού μονοπατιού της απόπτωσης [Tsujimoto, 1998]. 

Οι πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl-2 βρίσκονται στην εξωτερική μεμβράνη των 
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μιτοχονδρίων και καταστέλλουν τη διαδικασία απόπτωσης αναστέλλοντας την 

απελευθέρωση κυτοχρώματος c από τη μεμβρανική διαπερατότητα [Kale et al, 2018]. 

Μέχρι σήμερα έχουν ανακαλυφθεί έξι διαφορετικά αντι-αποπτωτικά μέλη: Bcl-2, Bcl-

xl, Bcl-w, αλληλουχία 1 λευχαιμίας μυελοειδών κυττάρων (Mcl-1), Bcl2A1 και Bcl-B. 

Όλα αυτά τα μέλη διαθέτουν και τους τέσσερις τομείς ομολογίας ΒΗ (BH1 – BH4) και 

μια καρβοξυ-τελική υδρόφοβη περιοχή την TM [Taylor et al, 2008]. Οι ομόλογες 

περιοχές ΒΗ1 - ΒΗ3 σχηματίζουν ένα υδρόφοβο αυλάκι και η αμινοτελική περιοχή 

BH4 σταθεροποιεί αυτή τη δομή. Η περιοχή BH4 είναι συνήθως απούσα από τα 

αποπτωτικά μέλη και, ως εκ τούτου, αποτελεί βασικό παράγοντα για την 

αντιαποπτωτική δράση. Η συγκεκριμένη περιοχή αποτελείται από 26 αμινοξέα και η 

δομή της δείχνει έναν αμφιπαθητικό χαρακτήρα κατά την αλληλεπίδρασή της με τις 

μεμβράνες. Η δευτεροταγής δομή της περιοχής ΒΗ4 στο νερό συνίσταται από μια α-

ελικοειδή δομή, κατάλληλη ώστε να αλληλεπιδρά ευνοϊκά με τις αρνητικά φορτισμένες 

μεμβράνες [Khemtémourian et al, 2006].  

Οι αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες εκφράζονται σε διαφορετικούς ιστούς του 

σώματος: η Bcl-2 σε νεφρικά επιθηλιακά βλαστικά κύτταρα κατά τη διάρκεια της 

εμβρυογένεσης των προγόνων μελανοκυττάρων και των ώριμων Β και Τ 

λεμφοκυττάρων [Bouillet et al, 2001; Veis et al, 1993], η Bcl-xL σε προγονικά 

ερυθροειδή και νευρωνικά κύτταρα κατά τη διάρκεια της εμβρυογένεσης [Motoyama et 

al, 1995], η Bcl-w σε σπερματογένεση [Print et al, 1998] και η Mcl-1 είναι απαραίτητη 

για την εμφύτευση κατά την πρώιμη ανάπτυξη [Rinkenberger et al, 2000]. Τέλος, η 

απορρύθμιση των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών έχει βρεθεί σε ανθρώπινους καρκίνους 

και υπάρχουν σημαντικές ενδείξεις ότι είναι κρίσιμη στην ανάπτυξη και τη συντήρηση 

του καρκίνου [Fernald et al, 2013]. 

Η Bcl-2 εντοπίζεται μόνιμα στη μεμβράνη, ενώ η Bcl-xl και η Bcl-w συνδέονται 

στη μεμβράνη μετά από κάποιο κυτταροτοξικό σήμα [Tzifi et al, 2012]. Η Bcl-2 δεν 

έχει εντοπιστεί μόνο στην εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη αλλά και στον πυρηνικό 

φάκελο και τη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου (ER). Στη μεμβράνη του ER 

ρυθμίζει την αποθήκευση του ασβεστίου, του οποίου τα ενδοκυτταρικά επίπεδα έχουν 

αποδειχθεί ότι επηρεάζουν την απόπτωση. Η σχετιζόμενη με το ER Bcl-2 είναι σε θέση 

να προστατεύει από την απόπτωση που επάγεται από διάφορους παράγοντες. Επιπλέον, 

εκτός από την Bcl-2 και η Bcl-xl αλληλεπιδρά με προ-αποπτωτικά μέλη όπως η Βax και 
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η Βak [Khemtémourian et al, 2006]. Είναι πιθανό ότι η αντι-αποπτωτική δράση των Bcl-

2 και Bcl-xl μετατρέπεται σε προ-αποπτωτική όταν αυτές οι πρωτεΐνες διασπώνται από 

τις κασπάσες μετά την έναρξη της απόπτωσης [Simonen et al, 1997]. 

 

Εικόνα 1.18. Δομές των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών (A) & (Β) Bcl-xL και (C) & (D) Bcl-2. 

Στη Bcl-xL, ο τομέας ομολογίας BH1 είναι χρωματισμένος με φούξια, ο BH2 με κόκκινο, ο 

BH3 με πράσινο και ο BH4 με κίτρινο. Στις δομές (Β) και (D) τα αμινοξέα χρωματίζονται ως 

εξής: λευκίνη, βαλίνη, ισολευκίνη, φαινυλαλανίνη, τυροσίνη, τρυπτοφάνη, μεθειονίνη και 

αλανίνη με κίτρινο χρώμα, αργινίνη, λυσίνη και ιστιδίνη με μπλε, ασπαρτικό οξύ και 

γλουταμινικό οξύ με κόκκινο, ενώ όλα τα άλλα αμινοξέα έχουν γκρι χρώμα. Η υδρόφοβη 

αύλακα φαίνεται ξεκάθαρα (κίτρινο χρώμα) στις επιφανειακές αναπαραστάσεις της Bcl-xL και 

Bcl-2 [Petros et al, 2004]. 

Η Bcl-2 αποτελείται από 239 αμινοξέα και έχει 8 α-έλικες, εκ των οποίων οι 

έλικες 5 και 6 είναι κεντρικές υδρόφοβες και τέσσερις από τις υπόλοιπες είναι 

αμφιπαθητικές (amphipathic) [Kelekar et al, 1998]. Υπάρχει επίσης μια εύκαμπτη 
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περιοχή-θηλιά, μεταξύ της έλικας 1 (αμινοξέα 14-27) και της έλικας 2 (αμινοξέα 95-

108). Η FLD περιέχει αμινοξέα όπως Asp34, Thr59, Thr72, Ser73 και Ser90, καθώς και 

τη θέση ρύθμισης της κασπάσης. Η διαμεμβρανική περιοχή των πρωτεϊνών Bcl-2 

περιλαμβάνει τα αμινοξέα 212-233 [Raghav et al, 2012]. Οι υδρόφοβες θέσεις που 

υπάρχουν στην πρωτεΐνη και είναι υπεύθυνες για τον διμερισμό ορίζονται στους τομείς 

ομολογίας BH1 (αμινοξέα 139–157), BH2 (αμινοξέα 190–206) και BH3 (αμινοξέα 100–

109) [Kelekar et al, 1998]. Έρευνα που πραγματοποιήθηκε από τον Conus και τους 

συνεργάτες του αποκάλυψε ότι δεν υπήρχαν στοιχεία για τον  ομοδιμερισμό της Bcl-2, 

ακόμη και σε συνθήκες υπό τις οποίες η Bcl-2 προστατεύει τα κύτταρα από την 

απόπτωση [Conus et al, 2000]. Ορισμένες πρόσφατες μελέτες προσπάθησαν να 

προβλέψουν τη σύνδεση αναστολέων στην FLD περιοχή στις φωσφορυλιωμένες και μη 

φωσφορυλιωμένες πρωτεΐνες Bcl-2, προκειμένου να διαπιστωθεί ο ρόλος τους στον 

ομοδιμερισμό και τη φωσφορυλίωση [Zacarıas-Lara et al, 2016]. 

 

Τα προ-αποπτωτικά μέλη της οικογένειας Bcl-2 

Τα αντι-αποπτωτικά μέλη της οικογένειας Bcl-2 ελέγχουν την επιβίωση των κυττάρων 

ρυθμίζοντας ή διατηρώντας τα επίπεδα των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών [Carrington et 

al, 2017]. Οι προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bax, Bak και Bok χαρακτηρίζονται συνήθως 

από ομολογία στην αλληλουχία των περιοχών ΒΗ1, ΒΗ2, ΒΗ3 αλλά στερούνται της 

περιοχής ΒΗ4 [Taylor et al, 2008]. Η Bax είναι μια κυτταροπλασματική μονομερής 

πρωτεΐνη  , η οποία ενσωματώνεται στα μιτοχόνδρια κατά τη διάρκεια της απόπτωσης 

και στη συνέχεια ολιγομερίζεται, με αποτέλεσμα την απελευθέρωση των 

αποπτωγονικών παραγόντων όπως του κυτοχρώματος c και την ενεργοποίηση του 

καταρράκτη των κασπασών. Από την άλλη πλευρά, η Bak είναι μια αναπόσπαστη 

εξωτερική μιτοχονδριακή μεμβρανική πρωτεΐνη, η οποία υφίσταται επίσης 

διαμορφωτικές αλλαγές προκειμένου να σχηματίσει μεγαλύτερα συσσωματώματα κατά 

την διάρκεια της απόπτωσης. Και τα δύο προ-αποπτωτικά μέλη, Bax και Bak, είναι 

επίσης παρόντα στο ER, όπου ελέγχουν την απόπτωση μέσω της ρύθμισης των 

επιπέδων του ασβεστίου ανταγωνιστικά ως προς τη Bcl-2. Ο εντοπισμός της Bcl-2 στη 

μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου υποστηρίζει την άποψη ότι ρυθμίζει τη 

δραστικότητα των Bax και Bak. Επιπλέον, η p53 μπορεί να ενεργοποιήσει την Bax, ενώ 
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κατά τη διάρκεια φαρμακο-επαγόμενης απόπτωσης η Bax διασπάται από κασπάσες και 

ενεργοποιημένες καλπαΐνες [Vaseva et al, 2009; Tzifi et al, 2012].  

 

Τα προ-αποπτωτικά BH3-μόνο μέλη της οικογένειας Bcl-2 

Τα προ-αποπτωτικά BH3-μόνο μέλη της οικογένειας Bcl-2 περιλαμβάνουν έναν αριθμό 

προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών, όπως Bad, Bid, Bik, Bim, BMF, HRK, Noxa και PUMA. 

Αυτά τα μέλη διαθέτουν μόνο έναν τομέα ομολογίας τον ΒΗ3 και ορισμένα διαθέτουν 

και μια διαμεμβρανική περιοχή ΤΜ. Όπως έχει αναφερθεί και παραπάνω, έχουν 

προταθεί δύο μοντέλα επαγωγής της απόπτωσης. Στο μοντέλο άμεσης ενεργοποίησης, 

οι προ-αποπτωτικές ΒΗ3-μόνο πρωτεΐνες δρουν είτε ως άμεσοι ενεργοποιητές της 

απόπτωσης (Bim, Bid και ίσως PUMA), έχοντας την ικανότητα να ενεργοποιούν τις 

εκτελεστικές πρωτεΐνες Bax και Bak, ή ως "ευαισθητοποιητές" πρωτεΐνες (Noxa, Bad, 

Hrk). Επειδή οι "ευαισθητοποιητές" δεν μπορούν να αλληλεπιδράσουν άμεσα με τις Bax 

και Bak, η προ-αποπτωτική τους δράση προκαλείται μέσω σύνδεσης με αντι-

αποπτωτικές Bcl-2 πρωτεΐνες και μετέπειτα απελευθέρωσης ενεργοποιητών ΒΗ3-μόνο 

πρωτεϊνών [Ke et al, 2013; Certo et al, 2006]. 

Στο δεύτερο, έμμεσο μοντέλο απόπτωσης, μόνιμα δραστικές μορφές των Bax 

και Bak συνδέονται με τις αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bcl-2. Η αυξημένη έκφραση των 

προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών οδηγεί στον εκτοπισμό αυτών των δραστικών μορφών 

προ-αποπτωτικών εκτελεστικών πρωτεϊνών προκαλώντας έτσι τη μιτοχονδριακή 

απόπτωση. Έχει αποδειχθεί επιλεκτική πρόσδεση και διαφορετικές συγγένειες μεταξύ 

των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών και των ΒΗ3-μόνο πρωτεϊνών. Ενώ οι ενεργοποιητές 

ΒΗ3-μόνο πρωτεΐνες δεσμεύονται σε όλες τις αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες, οι 

"ευαισθητοποιητές" ΒΗ3-μόνο εμφανίζουν επιλεκτικές αλληλεπιδράσεις με τις αντι-

αποπτωτικές πρωτεΐνες (Noxa – Mcl-1, Hrk – Bcl-xl) που προκαλούνται από διαφορές 

στην αλληλουχία των αμινοξέων του τομέα BH3 [Certo et al, 2006]. Έχει 

επανειλημμένα αποδειχθεί ότι τα καρκινικά κύτταρα, των οποίων οι αντι-αποπτωτικές 

πρωτεΐνες Bcl-2 καταλαμβάνονται από ενεργοποιητές BH3-μόνο πρωτεΐνες, είναι τα 

αποκαλούμενα "προετοιμασμένα για θάνατο" [Certo et al, 2006]. Τέτοια κύτταρα 

μπορούν να υποστούν ταχεία απόπτωση, όταν εκτίθενται σε ευαισθητοποιητές ΒΗ3-

μόνο πρωτεΐνες ή μιμητικά ΒΗ3 πεπτίδια, μια κατηγορία αντικαρκινικών μορίων που 



 
 

39 
 

εκτοπίζουν ενεργοποιητές ΒΗ3-μόνο για να ενεργοποιήσουν τις Βax / Βak και να 

προκαλέσουν απόπτωση [Merino et al, 2018]. 

 

1.4.3 Θεραπευτική αναστολή των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-2 

Η οικογένεια πρωτεϊνών Bcl-2 διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην εγγενής απόπτωση. 

Μάλιστα, η υπερέκφραση των πρωτεϊνών Bcl-2 στην οξεία μυελογενή λευχαιμία μπορεί 

να παρακάμψει την αντίσταση στην απόπτωση και τη χημειοθεραπεία. Λαμβάνοντας 

υπόψη αυτό το αποτέλεσμα, η εξερεύνηση των αναστολέων των αντι-αποπτωτικών 

πρωτεϊνών Bcl-2 θεωρείται ότι έχει τεράστιες δυνατότητες για την ανακάλυψη νέων 

φαρμάκων στη θεραπεία του καρκίνου [Wei et al, 2020].  

Δεδομένου ότι οι αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bcl-2 έχουν καθοριστικό ρόλο σε 

αρκετούς τύπους καρκίνου, η μελέτη της εξέλιξής τους και η αντίσταση στα φάρμακα, 

είναι σε εξέλιξη για αρκετές δεκαετίες. Η πρωτεΐνη Bcl-2 είναι στο προσκήνιο 

εκτεταμένων προσπαθειών για την ανάπτυξη στοχευμένων θεραπειών. Έχουν 

διερευνηθεί αρκετές προσεγγίσεις για τη στόχευση αυτής της πρωτεΐνης, 

συμπεριλαμβανομένων των αντιπληροφοριακών ολιγονουκλεοτιδίων που αναστέλλουν 

την έκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2, των πεπτιδίων – αναστολέων και των μικρομοριακών 

αναστολέων [Klanova et al, 2020]. 

Αρκετά από τα αντιπληροφοριακά μόρια RNA έχουν ενθαρρυντικά προκλινικά 

αποτελεσματικότητα και χρησιμοποιήθηκαν σε κλινικές δοκιμές, 

συμπεριλαμβανομένων των Oblimersen (G3139/Genasense), PNT2258 (NCT02226965) 

και SPC2996 (NCT00285103. Από τα τρία αντι-Bcl-2 αντιπληροφοριακά 

ολιγονουκλεοτίδια, τις βέλτιστες ιδιότητες είχε το νάτριο Oblimersen [Adams et al, 

2019, G3139, Genansense, Genta Inc, Berkeley Heights, NJ, USA]. Ήταν ο πρώτος 

αναστολέας της Bcl-2 που χρησιμοποιήθηκε σε κλινικές δοκιμές και είναι ένα 

φωσφοροθειϊκό μόριο DNA 18 βάσεων, το οποίο σχεδιάστηκε για συμπληρωματική 

σύνδεση στα πρώτα έξι κωδικόνια του BCL2 mRNA οδηγώντας στην αποικοδόμησή 

του και μείωση της έκφρασης της πρωτεΐνης Bcl-2 [Klasa et al, 2002]. Παρά τις 

ενδείξεις αποτελεσματικότητας σε πρώιμες κλινικές δοκιμές αιματολογικών 

κακοηθειών, συμπεριλαμβανομένης της χρόνιας λεμφογενούς λευχαιμίας (CLL), στη 

φάση 3 που χρησιμοποιήθηκε συνδυαστικά με ανοσο-χημειοθεραπεία σε ασθενείς με 
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υποτροπιάζουσα απέτυχε να δείξει σαφές κλινικό όφελος. Ως αποτέλεσμα, δεν 

εγκρίθηκε από την Αμερικανική Υπηρεσία Τροφίμων και Φαρμάκων (FDA) [O’Brien et 

al, 2009]. 

Μία άλλη προσπάθεια άμεσης στόχευσης των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bcl-

2 έγινε με τον μικρομοριακό αναστολέα, obatoclax (GX-15-070) (Εικόνα 1.19) ο οποίος 

συνδέεται με όλες τις βασικές αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες, Bcl-2, Bcl-xl και Mcl-1 με 

αποτέλεσμα τη μετατόπιση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών Bax, Bak ή Bim και την 

επαγωγή απόπτωσης [Nguyen et al, 2007]. Έχουν περιγραφεί διάφοροι μηχανισμοί 

δράσης του φαρμάκου, συμπεριλαμβανομένης της διακοπής του κυτταρικού κύκλου 

S/G2 με αποτέλεσμα την αναστολή της ανάπτυξης. Αυτές οι παρατηρήσεις δείχνουν ότι 

εκτός από τις αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες Bcl-2, το obatoclax έχει και άλλους στόχους 

[Konopleva et al, 2008]. Το obatoclax έχει δοκιμαστεί σε διάφορες κλινικές δοκιμές 

φάσης 1-2 σε διάφορους τύπους μη Hodgkin λεμφωμάτων (B-NHL) και CLL. Αυτές οι 

δοκιμές έδειξαν μέτρια κλινική δράση του φαρμάκου ως μονοθεραπεία και δεν 

επιβεβαίωσαν τη συνεργατική δράση του obatoclax με διάφορες θεραπείες κατά του 

λεμφώματος που προτάθηκαν σε προκλινικές μελέτες. Επιπλέον, σε όλες αυτές τις 

δοκιμές παρατηρήθηκε νευρολογική τοξικότητα [Goy et al, 2014; Goy et al, 2014; 

O’Brien et al, 2009; Brown et al, 2015]. Τα δύο αυτά αποτελέσματα, η μέτρια κλινική 

δράση καθώς και η τοξικότητα περιόρισαν την ανάπτυξη του φαρμάκου ως 

θεραπευτικού παράγοντα σε B/NHL και CLL.  

Μία σημαντική ανακάλυψη στην ανάπτυξη των Bcl-2 αναστολέων επιτεύχθηκε 

με το πρώτο συνθετικό μιμητικό BH-3, τον ABT-737 (Εικόνα 1.19), έναν μικρομοριακό 

αναστολέα των Bcl-2, Bcl-xl και Bcl-w. O ABT-737 εμφανίζει πολύ υψηλότερη 

συγγένεια πρόσδεσης με τις αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες σε σχέση με το obatoclax, με 

επακόλουθη απελευθέρωση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών και επαγωγή απόπτωσης 

μέσω των Bax και Bak [Oltersdorf et al, 2005]. Ο ABT-263 (Navitoclax, Abbott 

Laboratories, North Chicago, IL, USA) (Εικόνα 1.19) είναι ένας παρόμοιος από χημικής 

άποψης αναστολέας, ο οποίος λαμβάνεται από το στόμα, με παρεμφερή συγγένεια 

πρόσδεσης με τις πρωτεΐνες Bcl-2. [Tse et al, 2008; Ashkenazi et al, 2017]. Η πολλά 

υποσχόμενη προκλινική δράση οδήγησε στην κλινική δοκιμή του navitoclax σε B-NHL 

και CLL. Στη φάση 1 το navitoclax, σε ασθενείς με υποτροπιάζουσες ή ανθεκτικές 

λεμφοειδείς κακοήθειες, έδειξε κλινική δράση σε όλους τους ιστολογικούς υπότυπους 
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με την καλύτερη δραστικότητα στην περίπτωση CLL [Wilson et al, 2010]. Η μελέτη 

αυξημένης δόσης φάσης 1 του navitoclax ως μονοθεραπείας σε ασθενείς με 

υποτροπιάζουσα ή ανθεκτική CLL επιβεβαίωσε την αποτελεσματικότητα του navitoclax 

με ανθεκτικές αποκρίσεις και μέση επιβίωση χωρίς εξέλιξη της νόσου 25 μήνες σε 

ασθενείς με CLL που υπέστησαν βαριά θεραπεία (Roberts et al, 2012; Adams et al, 

2019]. 

 

Εικόνα 1.19. Δομές των αναστολέων της οικογένειας πρωτεϊνών Bcl-2.   

Η τοξικότητα του navitoclax που παρατηρήθηκε σε αυτές τις δοκιμές ήταν η 

θρομβοπενία. Ταχεία μείωση του αριθμού των αιμοπεταλίων (βαθμός 3-5) 

παρατηρήθηκε στο 28% των ασθενών και εμπόδισε την διερεύνηση υψηλότερων 
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δόσεων του navitoclax [Roberts et al, 2012]. Η θρομβοπενία προκλήθηκε από την 

αναστολή της Bcl-xl στα αιμοπετάλια, που αποδείχθηκε ότι εξαρτάται από τη Bcl-xl για 

επιβίωση [Vogler et al, 2011; Zhang et al, 2007]. Περαιτέρω δοκιμή φάσης 2 του 

navitoclax σε συνδυασμό με το rituximab αντί για rituximab μόνο σε ασθενείς με 

προηγουμένως μη θεραπευμένη CLL έδειξε βελτιωμένο ποσοστό αντικειμενικής 

απόκρισης (ORR) της συνδυαστικής χρήσης rituximab με το navitoclax έναντι του 

rituximab (50% έναντι 35%, αντίστοιχα), με περαιτέρω αύξηση του ORR (70%) όταν το 

navitoclax με το rituximab χορηγήθηκε μέχρι την εξέλιξη της νόσου. Έχει αποδειχθεί 

ότι ασθενείς με CLL με del(17p) ή υψηλά επίπεδα Bcl-2 είχαν σημαντικά καλύτερες 

κλινικές αποκρίσεις όταν έλαβαν θεραπεία με το navitoclax [Kipps et al, 2015]. Αυτή η 

παρατήρηση μαζί με την προκαλούμενη από το navitoclax θρομβοπενία που 

προκλήθηκε από την αναστολή της Bcl-xl οδήγησε σε προσπάθειες ανάπτυξης ενός 

ειδικού Bcl-2 αναστολέα. 

Το venetoclax (ABT-199/GDC-0199) (Εικόνα 1.19) ήταν ο πρώτος εξαιρετικά 

επιλεκτικός διαθέσιμος στοματικά Bcl-2 αναστολέας που αναπτύχθηκε με βάση το 

navitoclax. Ο venetoclax εμφανίζει υψηλή συγγένεια με τη Bcl-2 (Ki <0.010 nM), 

ωστόσο η συγγένεια πρόσδεσης με τις άλλες αντι-αποπτωτικές πρωτεΐνες, 

συμπεριλαμβανομένων των Bcl-xl (Ki = 48 nM), Mcl-1 (Ki >444 nM) και Bcl-w (Ki = 

245 nM), είναι πολύ ασθενέστερη. Προκλινικές in vitro και in vivo μελέτες σε διάφορες 

ανθρώπινες αιματολογικές κυτταρικές σειρές και μοντέλα ξενομοσχεύματος κατέδειξαν 

σημαντική αντικαρκινική αποτελεσματικότητα που οδήγησε σε πρώιμες κλινικές 

δοκιμές [Ashkenazi et al, 2017; Souers et al, 2013]. 
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1.5 Σκοπός της Διδακτορικής Διατριβής  

Όπως αναλύθηκε λεπτομερώς στην εισαγωγική ενότητα, η μεταφορά στη συστηματική 

λειτουργία και η κατανομή στους ιστούς των ελεύθερων λιπαρών οξέων (FFA) 

επιτυγχάνεται με τη βοήθεια της αλβουμίνης (BSA/HSA) [Gustone, 1996; Vance et al, 

2008; Watkins et al, 2002]. Από την κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ και τη 

φασματοσκοπία NMR έχει βρεθεί ότι υπάρχουν επτά θέσεις πρόσδεσης των λιπαρών 

οξέων στην αλβουμίνη. Μάλιστα, η FA7 συμπίπτει με τη θέση Ι των φαρμάκων 

(βαρφαρίνη), ενώ η FA3 με τη θέση ΙΙ των φαρμάκων (ιβουπροφαίνη). Όμως, παρά τις 

πολυάριθμες διαθέσιμες δομικές μελέτες ακτίνων Χ, οι διαμορφωτικές καταστάσεις των 

λιπαρών οξέων στη θέση Ι των φαρμάκων δεν κατέστη δυνατόν να προσδιοριστούν με 

ακρίβεια [Curry et al, 1998; Bhattacharya et al, 2000; Petitpas et al, 2001].  

Επιπλέον, τα λιπαρά οξέα διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο σε διεργασίες 

κυτταρικής σηματοδότησης, μεταβολισμού ενέργειας και σε φλεγμονώδεις αποκρίσεις. 

Όπως αναλύθηκε λεπτομερώς στην εισαγωγική ενότητα, πρόσφατες μελέτες 

αντικαρκινικής δράσης των απαραίτητων ω-3 και ω-6 FFA, απέδειξαν τη μείωση των 

επιπέδων έκφρασης της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2. Το αποτέλεσμα αυτό σε 

συνδυασμό με τη δομική ομοιότητα των ακόρεστων FFA με αναστολείς της Bcl-2 

υποδεικνύει την προ-αποπτωτική δράση των FFA ως πιθανό μηχανισμό [Sun et al, 

2013; Danbara et al, 2004; Corsetto et al, 2011; Zhang et al, 2015]. Όμως, τα δομικά 

χαρακτηριστικά της αλληλεπίδρασης των FFA με την Bcl-2 καθώς και ο μηχανισμός 

της αντικαρκινικής τους δράσης παραμένει άγνωστος. 

Σκοπός, συνεπώς, της διδακτορικής διατριβής είναι:  

(i) Προσδιορισμός του επίτοπου πρόσδεσης και διαμορφωτικών αλλαγών ακόρεστων 

FFA (καπρολεϊκού οξέος, ελαϊκού οξέος, λινελαϊκού οξέος, α-λινολενικού οξέος, ΕΡΑ 

και DHA) στην αλβουμίνη ορού με τη χρήση των τεχνικών διαφοράς μεταφοράς 

κορεσμού (saturation transfer difference, STD-NMR) και μεταφερόμενου φαινομένου 

Overhauser (transferred nuclear Overhauser effect, Tr-NOESY NMR). 

(ii) Προσδιορισμός σε ατομικό επίπεδο αλληλεπιδράσεων ακόρεστων λιπαρών οξέων 

στην αλβουμίνη με τη συνδυαστική χρήση υπολογισμών docking και των διαμοριακών 

σημάτων ΝΟΕ για φαρμακοφόρο χαρτογράφηση (Interligand ΝΟΕs for 

PHARmacophore MApping, INPHARMA NMR ). 
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(iii) Μελέτη αλληλεπιδράσεων του νιτρο-ελαϊκού οξέος (ΝΟ2-ΟΑ) με την αλβουμίνη με 

τη χρήση τεχνικών STD-NMR, tr-NOESY και INPHARMA NMR και διερεύνηση 

ομοιοπολικής ή μη ομοιοπολικής πρόσδεσης στην πρωτεΐνη.  

(iv) Διερεύνηση αλληλεπιδράσεων ακόρεστων FFA με την αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη 

Bcl-2 με τη συνδυαστική χρήση των τεχνικν STD-NMR και tr-NOESY NMR. 

(v) Μελέτη, με τη χρήση της μεθοδολογίας in-cell NMR, δομικών και διαμορφωτικών 

ιδιοτήτων αλληλεπιδράσεων του πολυακόρεστου λιπαρού οξέος  DHA με την αντι-

αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 σε ζωντανά καρκινικά κύτταρα που υπερεκφράζουν τον 

υποδοχέα.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ NMR 

2.1 Τεχνικές ΝΜR για τη μελέτη της αλληλεπίδρασης λιπαρών οξέων 

με πρωτεΐνες 

Οι τεχνικές NMR μπορούν να παρέχουν πληροφορίες όχι μόνο για τη διαμόρφωση και 

τη δυναμική οργανικών μορίων μικρού μοριακού βάρους σε διάλυμα αλλά και σε 

κατάσταση δέσμευσης με υποδοχείς μεγάλου ΜΒ. Η διερεύνηση αλληλεπιδράσεων  

μεταξύ μορίων σε διάλυμα μέσω μη ομοιοπολικών δυνάμεων αντιπροσωπεύουν τη 

θεμελιώδη βάση διαδικασιών μοριακής αναγνώρισης. Σε όλες τις περιπτώσεις, βασικό 

κριτήριο είναι η δομική συμπληρωματικότητα μεταξύ των χαρακτηριστικών ομάδων 

των αλληλεπιδρώντων μορίων. Η φασματοσκοπία NMR έχει χρησιμοποιηθεί ευρύτατα 

τις τελευταίες δεκαετίες για την παροχή δομικών πληροφοριών σε ατομικό επίπεδο  και, 

ως εκ τούτου, διευκρίνηση της βιολογικής σημασίας αλληλεπιδράσεων υποκαταστάτη-

υποδοχέα [Pellecchia et al, 2008; Calle et al, 2011; Roldos et al, 2011; Pellecchia et al, 

2002] .  

Γενικά, για τη μελέτη με NMR αλληλεπιδράσεων ισορροπίας υποκαταστάτη-

υποδοχέα, δύο προσεγγίσεις μπορούν να διακριθούν: (i) ανάλυση των σημάτων του 

υποδοχέα για την περίπτωση ισχυρής πρόσδεσης με koff < 1s
-1

 ή (ii) παρακολούθηση 

των σημάτων μικρών υποκαταστατών για την περίπτωση koff > 1s
-1

, που αντιστοιχεί σε 

σταθερά διάστασης της ισορροπίας, KD, σε ένα εύρος mΜ έως μΜ [Meyer et al, 2003; 

Lepre et al, 2004]. Όσον αφορά τη δεύτερη προσέγγιση μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

δύο τεχνικές NMR: STD (Saturation Transfer Difference) και Tr-Noesy (transferred 

nuclear Overhauser effect, tr-ΝΟΕ) NMR, που βασίζονται στο φαινόμενο ΝΟΕ. Οι 

τεχνικές αυτές εφαρμόζονται με ιδιαίτερη επιτυχία στην περίπτωση ενός υποκαταστάτη 

μικρού ΜΒ (όπως λιπαρού οξέος), ο οποίος ανταλλάσσεται γρήγορα με ένα μεγάλου 

ΜΒ υποδοχέα (πρωτεΐνη) (Εικόνα 2.1) [Cid et al, 2015]. 

Οι τεχνικές STD NMR, Tr-Noesy και διάχυσης (DOSY) προσφέρουν αρκετές 

δυνατότητες για τη μελέτη μορίων σε κατάσταση σύμπλεξης με υποδοχείς μεσαίας έως 

ασθενούς συγγένειας. Οι τεχνικές διάχυσης NMR παρέχουν πληροφορίες για τα δομικά 

χαρακτηριστικά των σχηματιζόμενων συμπλόκων όπως το μέγεθος και το σχήμα. Η 

χρήση τους είναι ιδιαίτερα σημαντική στη μελέτη συσσωματωμάτων που σχηματίζονται 

κατά την ισορροπία αυτο-σύνδεσης μονομερών προς σχηματισμό μακρομορίων. Τα 
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πλεονεκτήματα των τεχνικών STD NMR και Tr-Noesy, σε σχέση με την τεχνική DOSY, 

είναι ότι παρέχουν τη δυνατότητα εξαγωγής λεπτομερών δομικών χαρακτηριστικών 

όπως των δομικών χαρακτηριστικών του υποκαταστάτη σε κατάσταση πρόσδεσης 

[Meyer et al, 2003; Lepre et al, 2004; Cid et al, 2015]. 

 

Εικόνα 2.1. Διαμοριακή ισορροπία μεταξύ ενός υποκαταστάτη και ενός μακρομοριακού 

υποδοχέα για το σχηματισμό συμπλόκου με στοιχειομετρία 1:1. Η συνολική ταχύτητα 

ανταλλαγής της ισορροπίας είναι το άθροισμα των επιμέρους αντιδράσεων kon και koff  [Cid et al, 

2015]. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η θέση του υποκαταστάτη στον υποδοχέα 

(επίτοπος πρόσδεσης) μπορεί να προσδιοριστεί μέσω της τεχνικής STD NMR. Ωστόσο, 

επειδή οι συντονισμοί του υποδοχέα,  δεν παρατηρούνται, καθώς η συγκέντρωση του 

υποκαταστάτη είναι 50-100 φορές μεγαλύτερη αυτής του υποδοχέα, άμεσες δομικές 

πληροφορίες για τη γεωμετρία των διαμοριακών αλληλεπιδράσεων στο σύμπλοκο 

παραμένουν ανέφικτες. Αυτό αποτελεί ένα εγγενές πρόβλημα διερεύνησης των δομικών 

χαρακτηριστικών του υποκαταστάτη, καθώς και των αποστάσεων μεταξύ του υποδοχέα 

και του υποκαταστάτη. Τη λύση στο πρόβλημα αυτό δίνει η τεχνική INPHARMA NMR 

(Interligand ΝΟΕs for PHARmacophore MApping) που βασίζεται στην παρατήρηση 

των διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ μεταξύ δύο υποκαταστατών μικρού ΜΒ που 

συνδέονται ανταγωνιστικά σε έναν κοινό υποδοχέα. Απαραίτητη προϋπόθεση είναι ο 

ένας εκ των υποκαταστατών σε κατάσταση ανταγωνισμού να είναι γνωστής 

διαμόρφωσης και θέσης πρόσδεσης στον υποδοχέα [Carlomango, 2012; Sanchez-

Pedregal et al, 2005; Orts et al, 2008]. 
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2.1.1 Προσδιορισμός του επίτοπου πρόσδεσης υποκαταστατών στον υποδοχέα 

με χρήση NMR διαφοράς μεταφοράς κορεσμού (Saturation Transfer Difference 

STD NMR)   

Η φασματοσκοπία STD NMR έχει ευρεία εφαρμογή τα τελευταία χρόνια στις 

βιβλιοθήκες σάρωσης διαφόρων κατηγοριών μορίων, όπως μεταβολιτών και φαρμάκων, 

στις θέσεις πρόσδεσης πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων [Siebert et al, 2010; Mari et al, 

2010]. Στηρίζεται στην παρατήρηση του πυρηνικού φαινομένου Overhauser των 

σημάτων συντονισμού του υποκαταστάτη. Μπορεί, επίσης, να χρησιμοποιηθεί ως 

τεχνική σάρωσης, για τον προσδιορισμό ενώσεων «οδηγών» ή ως εργαλείο για την 

ταυτοποίηση τμημάτων του υποκαταστάτη που μετέχουν στην πρόσδεση. Ο όρος 

«επίτοπος πρόσδεσης» χρησιμοποιείται συχνά στη φασματοσκοπία NMR για τον 

χαρακτηρισμό των υδρογόνων του υποκαταστάτη που βρίσκονται πιο κοντά στην 

πρωτεΐνη κατά την πρόσδεση. Με την τεχνική αυτή μπορούν να προκύψουν σημαντικές 

πληροφορίες για την ταυτοποίηση των τμημάτων του υποκαταστάτη που βρίσκονται σε 

άμεση αλληλεπίδραση με τον υποδοχέα λόγω μεταφοράς κορεσμού, ενώ είναι δυνατή 

και η χαρτογράφηση επιτόπων μειγμάτων ενώσεων βιολογικού ενδιαφέροντος [Mayer 

et al, 2001]. 

Το πείραμα αυτό βασίζεται στο γεγονός ότι σε έναν προσδεδεμένο 

υποκαταστάτη, με σταθερά αποσύνδεσης, KD, μεταξύ 10
-7

 και 10
-3

 mol L
-1

, υπάρχει 

ανταλλαγή μεταξύ της προσδεδεμένης και της ελεύθερης κατάστασης του μορίου. 

Βασικά, με τη μέθοδο αυτή πραγματοποιείται η αφαίρεση ενός φάσματος στο οποίο η 

πρωτεΐνη ακτινοβολείται επιλεκτικά σε μια περιοχή που περιέχει μόνο κορυφές 

συντονισμού της πρωτεΐνης (π.χ. από τα 0 έως -1 ppm) με ένταση κορυφών ISΑΤ (φάσμα 

NMR εντός συντονισμού), από ένα φάσμα που καταγράφεται χωρίς κορεσμό της 

πρωτεΐνης (εκτός συντονισμού), με ένταση κορυφών Ι0. Στο φάσμα διαφοράς (ISTD = Ι0 - 

ISΑΤ) παραμένουν μόνο τα σήματα του υποκαταστάτη που έχουν λάβει μεταφορά 

κορεσμού από την πρωτεΐνη μέσω διάχυσης spin λόγω πυρηνικού φαινομένου 

Overhauser. Σε ενώσεις που μπορεί να βρίσκονται στο διάλυμα αλλά δεν προσδένονται 

στον υποδοχέα (πρωτεΐνη) δε λαμβάνει χώρα μεταφορά κορεσμού και τα σήματά τους 

θα έχουν την ίδια ένταση και στους δύο τύπους φασμάτων και, συνεπώς, δεν θα 

εμφανιστούν σήματα στο φάσμα διαφοράς. Η διαφορά στην ένταση των κορυφών λόγω 

μεταφοράς κορεσμού μπορεί να ποσοτικοποιηθεί ανά ομάδα πρωτονίων και να 



 
 

48 
 

αποτελέσει ένδειξη του βαθμού πρόσδεσης σε μοριακό επίπεδο. Για ένα μόριο που 

προσδένεται σε έναν υποδοχέα, μόνο τα σήματα των πρωτονίων που βρίσκονται κοντά 

στην πρωτεΐνη (≤5 Å) και λαμβάνουν μεταφορά κορεσμού θα εμφανιστούν στο φάσμα 

διαφοράς και από αυτά, εκείνα που βρίσκονται πιο κοντά στην πρωτεΐνη θα έχουν πιο 

έντονα σήματα λόγω πιο αποτελεσματικής μεταφοράς μαγνήτισης [Viegas et al, 2011].  

 

Εικόνα 2.2. Ο μηχανισμός του πειράματος STD NMR. 

Πιο αναλυτικά, σε ένα πείραμα NMR 
1
Η επιλέγεται η περιοχή όπου θα 

πραγματοποιηθεί η ακτινοβόληση της πρωτεΐνης και πρέπει η συχνότητα αυτή να είναι 

μετατοπισμένη τουλάχιστον κατά 1,2 ppm σε σχέση με την πιο κοντινή συχνότητα 

συντονισμού του υποκαταστάτη (φάσμα εντός συντονισμού). Ο υποκαταστάτης που 

είναι προσδεδεμένος στην πρωτεΐνη θα κορεστεί επίσης και ο βαθμός κορεσμού 

εξαρτάται από τον χρόνο παραμονής του στη θέση πρόσδεσης. Η αποσύνδεση του 

υποκαταστάτη θα έχει ως συνέπεια τη μεταφορά του κορεσμού στο διάλυμα όπου ο 

ελεύθερος υποκαταστάτης δίνει σήματα συντονισμού. Στα πρωτόνια του υποκαταστάτη 

που αλληλεπιδρούν με τα πρωτόνια της πρωτεΐνης μέσω ενός διαμοριακού tr NOE 

παρατηρείται μείωση της έντασης [Meyer et al, 2003]. 
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Σε ένα δεύτερο πείραμα η συχνότητα ακτινοβόλησης επιλέγεται σε μια τιμή που 

να βρίσκεται μακριά από οποιοδήποτε σήμα είτε υποκαταστάτη είτε πρωτεΐνης, για 

παράδειγμα στα -40 ppm (φάσμα εκτός συντονισμού). Το φάσμα καταγράφεται και 

παράγει ένα τυπικό φάσμα NMR του μίγματος. Αφαίρεση των δύο φασμάτων οδηγεί σε 

ένα φάσμα διαφοράς στο οποίο είναι ορατά μόνο σήματα των πρωτονίων που 

ελαττώθηκαν λόγω μεταφοράς κορεσμού. Τα σήματα NMR των υπόλοιπων μορίων 

χωρίς ικανότητα πρόσδεσης απουσιάζουν [Meyer et al, 2003]. 

Στην περίπτωση πρόσδεσης η οποία είναι πολύ ισχυρή και συνεπώς οι ρυθμοί 

αποσύνδεσης, koff, κυμαίνονται μεταξύ 0.1-0.01 s
-1

, η μεταφορά κορεσμού στα ελεύθερα 

μόρια του υποκαταστάτη δεν είναι πολύ αποτελεσματική. Αυτό συμβαίνει συνήθως σε 

περιπτώσεις που οι τιμές KD είναι μικρότερες του 1 nM ενώ αν είναι από 100 nM και 

πάνω η γρήγορη ανταλλαγή του ελεύθερου και του προσδεδεμένου υποκαταστάτη 

οδηγεί σε πολύ αποτελεσματική μεταφορά κορεσμού στα μόρια του διαλύματος. Η 

παρατηρούμενη ένταση των σημάτων του υποκαταστάτη στο φάσμα STD NMR δεν 

εξαρτάται, συνεπώς, μόνο από την ισχύ πρόσδεσης. Τα αποτελέσματα STD NMR 

εξαρτώνται σημαντικά και από την ταχύτητα αποσύνδεσης διότι μεγάλη τιμή koff 

επιφέρει μεγαλύτερη ένταση σημάτων. Όταν η πρόσδεση είναι πολύ ασθενής, η 

πιθανότητα του υποκαταστάτη να βρίσκεται στην θέση πρόσδεσης είναι πολύ μικρή και 

καταλήγει σε ιδιαίτερα ασθενή σήματα STD. Συνεπώς, η φασματοσκοπία STD NMR 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη περιπτώσεων από ισχυρή πρόσδεση έως 

αλληλεπιδράσεων με KD~10 mM [Bhunia et al, 2012]. Μια άλλη σημαντική 

πληροφορία που μπορεί να προκύψει από την τεχνική αυτή είναι ο υπολογισμός της 

σταθεράς πρόσδεσης. Από πειράματα ανταγωνισμού μεταξύ υποκαταστατών για την 

ίδια θέση πρόσδεσης είναι δυνατόν να μετρηθεί με σχετική ευκολία η σταθερά 

αποσύνδεσης KD, υπό την προϋπόθεση ότι η KD του υποκαταστάτη-πρότυπο είναι 

γνωστή [Bleicher et al, 1998].   
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2.1.2 Φαινόμενο ΝΟΕ (Nuclear Overhauser Effect) 

Το πυρηνικό φαινόμενο Overhauser έχει πολύ μεγάλη σημασία για τη μελέτη της 

στερεοχημείας και διαμόρφωσης των οργανικών μορίων. Βασίζεται στη μεταβολή της 

έντασης απορρόφησης ενός πρωτονίου όταν γειτονικό, μέσω χώρου, πρωτόνιο 

ακτινοβολείται. Ειδικότερα σε ένα σύστημα πυρήνων Α και Χ, οι οποίοι δεν 

συζεύγνυνται μέσω σταθεράς σύζευξης J, αλλαγή στην ένταση απορρόφησης του 

πυρήνα Α επέρχεται όταν διαταράσσονται οι πληθυσμοί των ενεργειακών καταστάσεων 

spin του πυρήνα Χ. Η διατάραξη των πληθυσμών των ενεργειακών καταστάσεων του 

πυρήνα Χ είναι δυνατόν να γίνει με το λεγόμενο κορεσμό (saturation) της αντίστοιχης 

απορρόφησης, δηλαδή την ακτινοβόλησή της, έτσι ώστε να μην υπάρχει περίσσεια 

πυρήνων στη βασική κατάσταση. Ως συνέπεια, υπάρχουν οι ίδιοι πληθυσμοί στη βασική 

και διεγερμένη κατάσταση. Σε αυτή την περίπτωση, το όλο σύστημα των πυρήνων Α 

και Χ επιχειρεί να επανέλθει σε μία κατάσταση θερμικής ισορροπίας και αυτό ακριβώς 

είναι το φαινόμενο NOE [Rosemary et al, 2013]. 

Εναλλακτικά, το φαινόμενο NOE θα μπορούσε να εκφραστεί ως η τάση του 

συστήματος των πυρήνων Α και Χ να αντισταθμίσει μία τεχνητή μεταβολή που 

προκλήθηκε κατά την ακτινοβόληση ενός μέρους του συστήματος. Ως συνέπεια, 

επέρχεται μία μεταβολή πληθυσμού ενός άλλου μέρους του συστήματος έτσι ώστε 

τελικά να επικρατήσει και πάλι θερμική ισορροπία στο σύστημα. 

Μία έκφραση του φαινομένου ΝΟΕ δίνεται από τη παρακάτω εξίσωση:  

 
όπου: 

ΝΟΕ(nΑ(Χ)) είναι το ΝΟΕ της απορρόφησης των πυρήνων Α όταν οι πυρήνες  Χ 

ακτινοβολούνται. 

Ι0 είναι η ένταση του σήματος των πυρήνων Α σε κατάσταση θερμικής 

ισορροπίας, δηλαδή πριν την ακτινοβόληση των πυρήνων Χ. 

I είναι η ένταση του σήματος των πυρήνων Α σε κατάσταση θερμικής 

ισορροπίας του συστήματος μετά την ακτινοβόληση των πυρήνων Χ. 
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Από την παραπάνω εξίσωση προκύπτει ότι το αποτέλεσμα ΝΟΕ θα έχει θετική 

τιμή αν η νέα ένταση Ι των πυρήνων Α είναι μεγαλύτερη της έντασης Ι0 και θα έχει 

αρνητική τιμή αν η ένταση Ι είναι μικρότερη της έντασης Ι0 [Rosemary et al, 2013]. Το 

φαινόμενο NOE, ως ολοκλήρωμα της απορρόφησης ενός πρωτονίου, έχει εξάρτηση  

r
-6 

από την απόσταση r μεταξύ δύο πρωτονίων που αλληλεπιδρούν μέσω χώρου. Έτσι 

παρέχει μία σημαντική μεθοδολογία μελέτης αποστάσεων ζεύγους πρωτονίων τα οποία 

στο χώρο είναι κοντά το ένα στο άλλο παρότι διαχωρίζονται από ένα μεγάλο αριθμό 

δεσμών. Η τεχνική αυτή έχει χρησιμοποιηθεί για την ποιοτική μελέτη των αποστάσεων, 

αλλά υπό κατάλληλες προϋποθέσεις μπορεί να χρησιμοποιηθεί και για ποσοτικές 

μετρήσεις αποστάσεων όπως, για παράδειγμα, η μέτρηση των εντάσεων ΝΟΕ για σειρά 

διαφορετικών χρόνων ανάμιξης και στη συνέχεια συσχέτιση των εντάσεων ως προς την 

ένταση ΝΟΕ δύο πρωτονίων γνωστής απόστασης [Rosemary et al, 2013]. 

Η μέγιστη τιμή του φαινομένου ΝΟΕ εξαρτάται από τον μοριακό χρόνο 

συσχέτισης (ή από το αντίστροφο του ρυθμού της μοριακής περιστροφής), που κατά ένα 

μεγάλο μέρος καθορίζεται από το μοριακό βάρος της ένωσης και το ιξώδες του διαλύτη. 

Μεγαλύτερα μοριακά βάρη και υψηλό ιξώδες οδηγούν σε μεγαλύτερους χρόνους 

συσχέτισης. Έτσι, η τιμή ΝΟΕ είναι θετική για μικρά μόρια (ΜΒ<600), κοντά στο 

μηδέν για ενδιάμεσου μεγέθους μόρια (ΜΒ 700-1200) και αρνητική για μεγάλα μόρια 

π.χ. πολυπεπτίδια και πρωτεΐνες (ΜΒ>>1200). Σε περιπτώσεις μορίων ενδιάμεσου ΜΒ 

εφαρμόζεται η τεχνική ROESY (Rotating Frame Overhauser Enhancement 

Spectroscopy) όπου όλες οι κορυφές είναι θετικές ανεξαρτήτως μοριακού βάρους 

[Rosemary et al, 2013]. 

Το φαινόμενο ΝΟΕ αναπτύσσεται δυναμικά ως συνάρτηση του χρόνου και στη 

συνέχεια φθίνει λόγω διαδικασιών spin αποδιέγερσης κατά τη διάρκεια του χρόνου 

ανάμιξης. Συνεπώς η τιμή ΝΟΕ ως συνάρτηση του χρόνου ανάμιξης, για δεδομένο Βο, 

παρουσιάζει μέγιστη τιμή η οποία εξαρτάται από το μοριακό βάρος και την απόσταση 

μεταξύ των πρωτονίων. Γενικά, στα βιομόρια μεγάλου Μ.Β. το φαινόμενο ΝΟΕ 

αναπτύσσεται γρήγορα ενώ στα μόρια μικρού Μ.Β. πιο αργά. Για το λόγο αυτό οι 

μέγιστες τιμές ΝΟΕ στα μεγάλου Μ.Β. μόρια μετατοπίζονται σε μικρότερους χρόνους 

ανάμιξης. Μικρότερη απόσταση μεταξύ των πρωτονίων οδηγεί σε πιο γρήγορη εξέλιξη 

των ΝΟΕ και μετατόπιση του μέγιστου ΝΟΕ σε μικρότερους χρόνους ανάμιξης. 
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Σε κάθε πείραμα ΝΟΕ ο καθορισμός του πειραματικού χρόνου ανάμιξης είναι η 

πιο σημαντική παράμετρος. Για μικρού Μ.Β. μόρια, επιλέγεται ένας μέσος χρόνος 

ανάμιξης που μεγιστοποιεί το ΝΟΕ, εκτός αν σκοπός είναι η μέτρηση της απόστασης με 

ακρίβεια. Για μεγάλου Μ.Β. μόρια, οι χρόνοι ανάμιξης πρέπει να είναι μικροί έτσι ώστε 

η ανάπτυξη του φαινομένου ΝΟΕ να βρίσκεται στην περιοχή της γραμμικής συσχέτισης 

και να αποφευχθεί το φαινόμενο της διάχυσης των spin (spin diffusion). 

 

Εικόνα 2.3. Εξάρτηση του φαινόμενου NOE από το γινόμενο ω0τc, όπου, ω0 είναι η συχνότητα 

περιστροφής Larmor του πυρήνα και τc ο χρόνος συσχέτισης των πυρήνων που αλληλεπιδρούν 

μέσω του χώρου. Τα NOE μορίων μικρού Μ.Β. και μεγάλου Μ.Β. έχουν σήματα αντίθετης 

φάσης. 

Στην Εικόνα 2.3 απεικονίζεται η μεταβολή της έντασης του φαινομένου ΝΟΕ 

ενός συστήματος δύο πυρήνων ως συνάρτηση του γινομένου ω0τc. Διακρίνονται τρεις 

περιοχές: 

1. Γρήγορη ταχύτητα μοριακής περιστροφής (ω0τc << 1), NOE (max) = 0.5 

2. Πολύ αργή ταχύτητα μοριακής περιστροφής (ω0τc > 1), ΝΟΕ = −1 

3. Ενδιάμεση ταχύτητα μοριακής περιστροφής (ω0τc ~ 1), όπου το φαινόμενο 

ΝΟΕ αλλάζει πρόσημο και καθίσταται ίσο με μηδέν. Η ενδιάμεση περιοχή εξαρτάται 

από πολλούς παράγοντες, όπως το μοριακό βάρος του μορίου, το ιξώδες του 

διαλύματος, τη θερμοκρασία, την ένταση του πεδίου Β0 (συχνότητα ω0) και, μερικές 

φορές, από το pH του διαλύματος. 
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2.1.3 Χρήση του μεταφερόμενου φαινομένου Overhauser (transferred nuclear 

Overhauser effect, tr-ΝΟΕ) για την ανίχνευση και χαρακτηρισμό της πρόσδεσης 

υποκαταστάτη (tr-Noesy) 

Το φαινόμενο Tr-NOE, το οποίο ανακαλύφθηκε από τον BothnerBy [Bothnerby et al, 

1979] χρησιμοποιήθηκε ευρέως από τον Feeney [Albrand et al, 1979] και τους 

συνεργάτες του και άλλους επιστήμονες [Arepalli et al, 1995] διότι επιτρέπει τη μελέτη 

της βιοδραστικής διαμόρφωσης ενός υποκαταστάτη μικρού Μ.Β. κατά την 

αλληλεπίδρασή του με ένα μακρομοριακό υποδοχέα (πρωτεΐνη). Ανάλογα με τα 

χαρακτηριστικά της αλληλεπίδρασης ο υποκαταστάτης, συνήθως, υφίσταται αλλαγή 

στη διαμόρφωσή του κατά την πρόσδεση στον υποδοχέα. Η γνώση της βιοδραστικής 

διαμόρφωσης ενός υποκαταστάτη στο βιολογικό του στόχο είναι προφανές ότι έχει 

καθοριστικό ρόλο στο σχεδιασμό νέων φαρμάκων.  

Το πείραμα αυτό βασίζεται στη μεγάλη διαφορά των ρυθμών διαμήκους 

(longitudinal) αποδιέγερσης Τ1 μεταξύ των μικρού και μεγάλου μοριακού βάρους, Μ.Β., 

μορίων. Όπως τονίστηκε παραπάνω, οι μικρού Μ.Β. υποκαταστάτες χαρακτηρίζονται 

από μικρές θετικές τιμές ΝΟΕ ενώ οι μεγάλου Μ.Β. υποδοχείς παρουσιάζουν αρνητικές 

τιμές (Εικόνα 2.3). Για έναν υποκαταστάτη με γρήγορη ανταλλαγή μεταξύ της 

ελεύθερης και της προσδεδεμένης μορφής η παρατηρούμενη τιμή του ρυθμού 

διαμήκους αποδιέγερσης θα είναι ο μέσος όρος. Η φασματοσκοπική αυτή τεχνική έχει 

πλήθος εφαρμογών τα τελευταία χρόνια όπως στη μελέτη πρωτεϊνικών συμπλόκων, 

στην ανακάλυψη ενώσεων «οδηγών» για τον σχεδιασμό φαρμάκων, στη μελέτη 

πεπτιδίων που προσδένονται σε πρωτεϊνικούς υποδοχείς κ.α. [Gizachew et al, 2011].  

Όταν τα μόρια του υποκαταστάτη προσδένονται σε πρωτεΐνες-υποδοχείς τα 

ΝΟΕ υφίστανται δραστικές αλλαγές που παρέχουν τη δυνατότητα παρατήρησης των 

μεταφερόμενων ΝΟΕ (tr-ΝΟΕ). Οι αλλαγές αυτές είναι η βάση για μια ποικιλία 

πειραματικών διαδικασιών ανίχνευσης και χαρακτηρισμού της ικανότητας πρόσδεσης. 

Η παρατήρηση των tr-ΝΟΕ βασίζεται, όπως προαναφέρθηκε, στους διαφορετικούς 

χρόνους μοριακής περιστροφής (molecular correlation time) τc των ελεύθερων και 

προσδεδεμένων μορίων. Μόρια μικρού ή μεσαίου μοριακού βάρους (Μ.Β. < 1000-

2000) έχουν μικρό χρόνο συσχέτισης τc και ως συνέπεια έχουν θετικά ΝΟΕ, μηδενικά 

ΝΟΕ, ή πολύ μικρά αρνητικά ΝΟΕ που εξαρτώνται από το μοριακό τους βάρος, το 

σχήμα και την ισχύ του εξωτερικού μαγνητικού πεδίου. Μόρια μεγάλου μοριακού 
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βάρους όμως έχουν αρνητικά σήματα ΝΟΕ (Εικόνα 2.3). Όταν ένα μόριο μικρού ΜΒ 

(υποκαταστάτης) είναι προσδεδεμένο σε μεγάλου μοριακού βάρους πρωτεΐνη-

υποδοχέα συμπεριφέρεται ως μέρος αυτού του μακρομορίου και έτσι υιοθετεί την 

αντίστοιχη συμπεριφορά ΝΟΕ η οποία έχει ως συνέπεια την ύπαρξη αρνητικών tr- 

ΝΟΕ που αντανακλούν τη διαμόρφωσή του σε κατάσταση πρόσδεσης (Εικόνα 2.4) 

[Post et al, 2003; Fejzo et al, 1999]. Έτσι η πρόσδεση του υποκαταστάτη σε πρωτεΐνη-

υποδοχέα μπορεί εύκολα να αναγνωριστεί από το πλήθος, το μέγεθος και το πρόσημο 

των παρατηρούμενων ΝΟΕ [Meyer et al, 2003]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.4. Αλληλεπίδραση αναστολέα μικρού μοριακού βάρους (ΜW) με πρωτεϊνικό στόχο 

μεγάλου μοριακού βάρους επιφέρει σημαντική μεταβολή στη φάση των ΝΟΕ κορυφών 

διασταύρωσης [Post et al, 2003; Fejzo et al, 1999]. 
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2.1.4 Χαρτογράφηση του προσανατολισμού των υποκαταστατών στη θέση 

πρόσδεσης στον υποδοχέα μέσω δύο ανταγωνιστικά προσδεδεμένων 

υποκαταστατών με τη χρήση της τεχνικής INPHARMA NMR (Interligand ΝΟΕs 

for PHARmacophore MApping) 

Στο σχεδιασμό φαρμάκων με βάση τη δομή, ο σχετικός προσανατολισμός δύο 

ανταγωνιστών υποκαταστατών στη θέση πρόσδεσης του υποδοχέα διαδραματίζει 

κεντρικό ρόλο στο σχεδιασμό υψηλής συγγένειας υποψήφιων φαρμάκων. Σε πολλές 

περιπτώσεις, ο προσανατολισμός ενός υποκαταστάτη στη θέση πρόσδεσης είναι 

γνωστός, για παράδειγμα, από την κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ ή από τα δεδομένα 

μεταφοράς ενέργειας συντονισμού φθορισμού (FRET). Σε αυτές τις περιπτώσεις είναι 

επιθυμητό να αναπτυχθεί μια τεχνική που να επιτρέπει τον προσδιορισμό του τρόπου 

πρόσδεσης και, συνεπώς, του φαρμακοφόρου μοντέλου για έναν δεύτερο ανταγωνιστή 

υποκαταστάτη. Έτσι, τα διαμοριακά σήματα NOE θα μπορούσαν να παρέχουν την 

πειραματική βάση για μια τεχνική η οποία μπορεί να εφαρμοστεί για οποιονδήποτε 

συνδυασμό υποκαταστατών που προσδένονται σε έναν κοινό υποδοχέα. Η τεχνική αυτή 

είναι η INPHARMA NMR (Interligand ΝΟΕs for PHARmacophore MApping) 

[Sanchez-Pedregal et al, 2005; Carlomango, 2012; Orts et al, 2008]. 

Η τεχνική INPHARMA NMR βασίζεται στην παρατήρηση διαμοριακών NOE 

μεταξύ δύο υποκαταστατών L1 και L2 που προσδένονται ανταγωνιστικά σε ένα 

μακρομοριακό υποδοχέα Τ (Εικόνα 2.5). Το διάλυμα που μελετάται περιέχει δύο 

υποκαταστάτες L1 και L2 σε περίσσεια 30-100 φορές ως προς τον υποδοχέα-στόχο Τ. 

Καθώς οι υποκαταστάτες στο διάλυμα βρίσκονται σε συγκέντρωση της τάξεως των 

mM, τέτοια ΝΟΕ δεν προέρχονται από μια άμεση μεταφορά μαγνήτισης μεταξύ των 

δύο υποκαταστατών, αλλά μάλλον από μια διαδικασία διάχυσης spin που 

διαμεσολαβείται από τα πρωτόνια της θέσης πρόσδεσης στον υποδοχέα. Συνεπώς, 

εξαρτώνται από τις ειδικές αλληλεπιδράσεις καθενός από τους δύο υποκαταστάτες με 

την πρωτεΐνη. Κατά τη διάρκεια του χρόνου ανάμιξης του πειράματος NOESY, ο L1 

προσδένεται στον υποδοχέα και τα πρωτόνιά του (HL1) μεταφέρουν μαγνήτιση στα 

πρωτόνια του υποδοχέα (ΗΤ). Αν το koff του συμπλόκου TL1 είναι γρήγορο (> 100-

1000s
-1

), ο L1 αποσυνδέεται από τον υποδοχέα κατά τη διάρκεια του ίδιου χρόνου 

ανάμιξης και η θέση δέσμευσης παραμένει ελεύθερη για την πρόσδεση του L2. Η 

μαγνήτιση που μεταφέρθηκε από το HL1 στο HT μπορεί τώρα να μεταφερθεί από το HT 
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στο HL2. Αυτό οδηγεί σε μία διαμοριακή ΝΟΕ κορυφή συσχέτισης μεταξύ των HL1 και 

HL2 αν και οι L1 και L2 δεν μπορούν να βρεθούν κοντά μέσω χώρου κατά τη διάρκεια 

του πειράματος NMR. Η διαμοριακή κορυφή NOE, συνεπώς, μεταξύ των πρωτονίων 

HL1 και HL2, είναι το αποτέλεσμα της διαμεσολαβούμενης διάχυσης spin μέσω του 

πρωτονίου ΗΤ του υποδοχέα. Είναι σαφές ότι το φαινόμενο αυτό μπορεί να προκύψει 

μόνον εάν τα πρωτόνια HL1 και HL2 είναι και τα δύο κοντά στο πρωτόνιο HT στα δύο 

σύμπλοκα TL1 και TL2 αντίστοιχα. Ως εκ τούτου, ο αριθμός τέτοιων διαμοριακών 

σημάτων NOE περιγράφει το σχετικό προσανατολισμό των δύο υποκαταστατών στη 

θέση πρόσδεσης στον υποδοχέα. Τέτοια σήματα ΝΟΕ μπορούν να παρατηρηθούν για 

σύμπλοκα με Kd της τάξεως των μΜ έως mΜ (koff > 100–1000s
-1

) [Carlomango, 2012]. 

 

Εικόνα 2.5. Σχηματική αναπαράσταση της αρχής της μεθόδου της τεχνικής INPHARMA NMR. 

Στην αρχή του χρόνου ανάμιξης, ο υποκαταστάτης L1 προσδένεται στον υποδοχέα Τ και το 

πρωτόνιό του ΗL1 (κίτρινο / πράσινο) μεταφέρει μαγνήτιση στο πρωτόνιο ΗT (κίτρινο / πράσινο) 

του υποδοχέα. Καθώς ο L1 είναι ένας υποκαταστάτης με χαμηλή συγγένεια πρόσδεσης, 

αποσυνδέεται από τον υποδοχέα κατά τη διάρκεια του χρόνου ανάμιξης και η θέση του 

καταλαμβάνεται από τον L2. Σε αυτό το σημείο η μαγνήτιση που είχε μεταφερθεί στο ΗΤ από το 

ΗL1 (κίτρινο / πράσινο) μπορεί να μεταφερθεί στο ΗL2 του L2 (μωβ / μπλε). Η διαδικασία αυτή 

διάχυσης spin μέσω του υποδοχέα έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση ενός σήματος NOE μεταξύ 

του ΗL1 (κίτρινο / πράσινο) και του ΗL2 (μωβ / μπλε) στο φάσμα 2D NOESY. 

Τα INPHARMA NOE δεν πρέπει να συγχέονται με τα ΝΟΕ (ILOE) που 

εμφανίζονται μεταξύ δύο υποκαταστατών που προσδένονται ταυτόχρονα σε γειτονικές 

ή μερικώς επικαλυπτόμενες θέσεις πρόσδεσης. Στην τεχνική INPHARMA NMR, οι δύο 

υποκαταστάτες L1 και L2 ούτε βρίσκονται κοντά μέσω χώρου ούτε προσδένονται 

ταυτόχρονα στην πρωτεΐνη. Αντιθέτως, οι δύο υποκαταστάτες προσδένονται στην 
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πρωτεΐνη ανταγωνιστικά και διαδοχικά και τα παρατηρούμενα ΝΟΕ είναι συνέπεια της 

διάχυσης spin που διαμεσολαβείται από τα πρωτόνια της πρωτεΐνης [Carlomango, 2012; 

Sanchez-Pedregal et al, 2005]. 

Αρχικά, η μέθοδος αναπτύχθηκε για τον προσδιορισμό του τρόπου πρόσδεσης 

του L2 όταν είναι γνωστός ο τρόπος πρόσδεσης του L1 (σχετικός τρόπος πρόσδεσης). 

Ωστόσο, η τεχνική INPHARMA NMR, σε ευνοϊκές περιπτώσεις, μπορεί να επιτρέψει 

τη de novo περιγραφή του τρόπου πρόσδεσης τόσο του L1 όσο και του L2 (απόλυτος 

τρόπος πρόσδεσης). Σύμφωνα με την υπάρχουσα βιβλιογραφία για την ανακάλυψη 

φαρμάκων με βάση τη δομή, οι πειραματικές πληροφορίες που προέρχονται από τα 

INPHARMA NOE χρησιμοποιούνται για την επιλογή του σωστού τρόπου πρόσδεσης 

μεταξύ πολλών πιθανών προσανατολισμών που λαμβάνονται με διαδικασίες 

υπολογισμών docking [Carlomango, 2012].  

Η Carlomango με τους συνεργάτες της [Sanchez-Pedregal et al, 2005; 

Carlomango, 2012; Orts et al, 2008] έχουν παρατηρήσει INPHARMA NOE συμπλόκων 

διαφόρων μεγεθών που κυμαίνονται από μικρές πρωτεΐνες (~30 kDa) έως μεγάλα 

σύμπλοκα (π.χ. ριβόσωμα). Οι πειραματικές παράμετροι της τεχνικής INPHARMA-

NOESY πρέπει να είναι βελτιστοποιημένες για το κάθε σύμπλοκο που μελετάται. Πιο 

συγκεκριμένα, ο χρόνος ανάμιξης (τm) που μεγιστοποιεί την ένταση των INPHARMA 

NOE εξαρτάται από το χρόνο μοριακής συσχέτισης και, ως εκ τούτου,  από το μέγεθος 

του συμπλόκου. Ως γενικός κανόνας, για έναν υποδοχέα 400 kDa, το μέγιστο 

INPHARMA NOE λαμβάνεται για τm < 100 ms, ενώ για έναν υποδοχέα 20 kDa, θα 

πρέπει να χρησιμοποιηθούν χρόνοι ανάμιξης της τάξης των 500 ms ή μεγαλύτεροι. 

Κρίσιμης σημασίας είναι το σχετικό μέγεθος των ρυθμών διάστασης για L1 και L2, k1off 

και k2off. Σαφώς, η βέλτιστη κατάσταση για τη μεσολαβούμενη από τον υποδοχέα 

μεταφορά μαγνήτισης μεταξύ των δύο υποκαταστατών είναι όταν k1off = k2off και οι δύο 

υποκαταστάτες παραμένουν στη θέση πρόσδεσης για ίσο χρονικό διάστημα. Ωστόσο, 

ένα σημαντικό ποσοστό μεταφοράς μαγνήτισης μέσω INPHARMA NOE παρατηρείται 

για τιμές k1off / k2off έως 8, ενώ για k1off / k2off  > 10 τα INPHARMA ΝΟΕ γίνονται 

ολοένα και μικρότερα [Carlomango, 2012].  
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2.2 Φασματοσκοπία in-cell NMR 

Οι περισσότερες βιολογικές οδοί ελέγχονται από μακρομόρια. Προκειμένου να 

μελετηθεί η δομή και η λειτουργία των βιομορίων, συνήθως εφαρμόζονται μελέτες σε 

επίπεδο in vitro. Στη συνέχεια, τα δεδομένα που προκύπτουν προεκβάλλονται στο 

φυσικό κυτταρικό περιβάλλον. Αν και τέτοιες προσεγγίσεις παρέχουν πληθώρα 

χρήσιμων πληροφοριών σχετικά με τη σχέση δομής – λειτουργίας βιομορίων, παραμένει 

το βασικό ερώτημα εάν in vivo η βιολογική δράση παραμένει η ίδια λόγω παρουσίας 

πληθώρας αλληλεπιδράσεων εντός των κυττάρων [Luchinat et al, 2016; Luchinat et al, 

2017].  

Κατά τις τελευταίες δύο δεκαετίες, η φασματοσκοπία NMR έχει εξελιχθεί σε ένα 

πολύ σημαντικό αναλυτικό εργαλείο στις χημικές και βιολογικές επιστήμες διότι 

παρέχει τη δυνατότητα προσδιορισμού δομών βιολογικών μακρομορίων υπό σχεδόν 

φυσιολογικές συνθήκες. Η δυνατότητα πραγματοποίησης πειραμάτων in-cell NMR 

επιτρέπει μελέτες βιολογικών μακρομορίων στο φυσικό τους περιβάλλον και έχει 

δημιουργήσει νέες μεθόδους άμεσης διερεύνησης αλληλεπιδράσεων μεταξύ βιολογικών 

μακρομορίων και άλλων βιοργανικών ενώσεων ή φαρμάκων σε ζωντανά κύτταρα 

[Dotsch, 2019].  

Η φασματοσκοπία in-cell NMR παρέχει τη δυνατότητα άμεσου προσδιορισμού 

αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-πρωτεΐνης και υποκαταστάτη-πρωτεΐνης στο κυτταρικό 

περιβάλλον. Επομένως, η μεθοδολογία αυτή πλεονεκτεί σε σχέση με τις in vitro τεχνικές 

όπως η ηλεκτρονιακή μικροσκοπία χαμηλής θερμοκρασίας, η κρυσταλλογραφία 

ακτίνων Χ και η φασματομετρία μάζας ανταλλαγής υδρογόνου-δευτερίου. Παρέχει, 

συνεπώς, πληθώρα πληροφοριών όπως αλλαγές στη δομή ή/και τη δυναμική μεταξύ της 

ελεύθερης και της δεσμευμένης μορφής. Η φασματοσκοπία in-cell NMR είναι μια 

ιδανική τεχνική για τη μελέτη των δομικών χαρακτηριστικών των βιομορίων, της 

λειτουργίας τους, και των αλληλεπιδράσεων τους ενώ παραμένουν στο φυσικό τους 

κυτταρικό περιβάλλον, όπως αναλύθηκε πρόσφατα [Luchinat et al, 2016; Luchinat et al, 

2017; Luchinat et al, 2018]. 

Η τεχνική αυτή είναι μη επεμβατική και παρέχει δομικές και βιοχημικές 

λεπτομέρειες των μακρομορίων σε ζωντανά κύτταρα σε ένα ευρύ φάσμα παραμέτρων 

συμπεριλαμβανομένης της θερμοκρασίας και του pH. Οι μέθοδοι NMR είναι μέθοδοι 
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συνόλου, που σημαίνει ότι το αποτέλεσμα υπολογίζεται κατά μέσο όρο από τις 

πληροφορίες των δειγμάτων που προέρχονται από διάφορα μόρια σε μεγάλο αριθμό 

κυττάρων. Έτσι, οι πληροφορίες που λαμβάνονται αντανακλούν τις ιδιότητες των 

μορίων χωρίς υποκυτταρική ανάλυση [Kumar et al, 2019]. Ιστορικά, η τεχνική in vivo 

NMR ξεκίνησε με μελέτες μικρών μορίων εντός ζωντανών οργανισμών/κυττάρων. Μια 

από τις πρώτες in-cell NMR προσεγγίσεις για τη λήψη πληροφοριών υψηλής ανάλυσης 

μακρομορίων (π.χ. πρωτεϊνών) μέσα σε ζωντανά κύτταρα περιγράφηκε από τον Serber 

και τους συνεργάτες του [Serber et al, 2001; Serber et al, 2001] (Εικόνα 2.6). Στη 

μελέτη, οι συγγραφείς επέλεξαν δύο σφαιρικές διαλυτές πρωτεΐνες, την Ν-τερματική 

περιοχή της βακτηριακής αναγωγάσης ιόντων υδραργύρου (Nmer) Α και την ανθρώπινη 

καλμοδουλίνη, ώστε να διερευνηθούν με τη χρήση in-cell NMR. Στην προσέγγισή τους, 

χρησιμοποίησαν συμβατική έκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης και ισοτοπική 

σήμανση σε βακτηριακά κύτταρα, ενώ λήφθηκαν υπόψιν διάφορες παράμετροι όπως η 

κυτταρική ανάπτυξη, ο χρόνος επαγωγής, η βιωσιμότητα των κυττάρων, ο τύπος 

ισοτοπικής σήμανσης και η διεύρυνση των σημάτων NMR. Η έκφραση της πρωτεΐνης 

βελτιστοποιήθηκε ώστε να ληφθούν σήματα επαρκούς έντασης και πολύ εντονότερα 

αυτών των άλλων κυτταρικών πρωτεϊνών [Serber et al, 2001; Serber et al, 2001].  

Ορισμένα σημαντικά τεχνικά χαρακτηριστικά που προκύπτουν από τη χρήση της 

φασματοσκοπίας in-cell NMR είναι τα ακόλουθα:  

(i) Για τη διάκριση των συντονισμών του μακρομορίου που μελετάται, σε σχέση με 

υπόλοιπα μακρομόρια του κυττάρου, είναι απαραίτητη η υπερέκφραση και η 

επισήμανσή του με ισότοπα όπως 
15

Ν και 
13

C.  

(ii) Ένας σημαντικός περιορισμός είναι ότι θα πρέπει να λαμβάνονται φάσματα NMR 

υψηλής διακριτικής ικανότητας. Συνεπώς, τα μακρομόρια θα πρέπει να έχουν μικρό 

χρόνο μοριακής περιστροφής και για το λόγο αυτό το ιξώδες στο εσωτερικό των 

κυττάρων είναι μια σημαντική παράμετρος. 

(iii) Ο βαθμός επιβίωσης των κυττάρων στο σωληνάριο NMR είναι σημαντικός 

περιοριστικός παράγοντας διότι επηρεάζεται από έλλειψη οξυγόνου ή θρεπτικών 

ουσιών [Reckel et al, 2005]. 
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Εικόνα 2.6. Σχηματική επισκόπηση διαφορετικών βιβλιογραφικών προσεγγίσεων στη 

φασματοσκοπία in-cell NMR. (Αριστερά) Ενδογενώς εκφρασμένη και ισοτοπικά επισημασμένη 

πρωτεΐνη μπορεί να επιτευχθεί με μεταφορά του φορέα έκφρασης που περιέχει το γονίδιο 

ενδιαφέροντος σε (Α) βακτήρια, (Β) ζυμομύκητες, (C) κυτταρικές σειρές εντόμων και (D) 

θηλαστικά κύτταρα. (Δεξιά) Ένας εναλλακτικός τρόπος in-cell NMR, όπου η ισοτοπικά 

επισημασμένη πρωτεΐνη παρασκευάζεται εξωγενώς ακολουθούμενη από μεταφορά σε 

ευκαρυωτικά κύτταρα με διαφορετικές μεθόδους όπως (Ε) ηλεκτροπόρωση, (F) σύνδεση 

πρωτεΐνης με πεπτίδια που διεισδύουν στα κύτταρα (CPP), (G) μεταφορά πρωτεΐνης μέσω 

σχηματισμού πόρων τοξινών, και (Η) μεταφορά μέσω μικροέγχυσης σε ωοκύτταρα Xenopus 

leavis [Kumar et al, 2019].  

Η μελέτη βιολογικών μακρομορίων σε κυτταρικά συστήματα απαιτεί 

επισήμανση ώστε να είναι δυνατή η επιλεκτική ταυτοποίηση των υπό διερεύνηση 

μακρομορίων σε ένα περιβάλλον με πληθώρα άλλων μακρομορίων αλλά και μικρού 

Μ.Β. μεταβολιτών [Serber et al, 2001; Serber et al, 2001]. Τα μακρομόρια, συνεπώς, 

πρέπει να επισημανθούν είτε με ενεργά ισότοπα NMR ή με παραμαγνητικούς 

ανιχνευτές για μελέτες in-cell EPR [Igarashi et al, 2010; Azarkh et al, 2013; Qi et al, 
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2014]. Δύο διαφορετικοί τρόποι είναι δυνατοί για να επιτευχθεί επισήμανση στο 

ενδοκυτταρικό περιβάλλον. Η πρώτη μέθοδος είναι η υπερέκφραση του υπό μελέτη  

μακρομορίου εντός των κυττάρων. Στα αρχικά πειράματα in-cell NMR 

χρησιμοποιήθηκε αυτή η μέθοδος υπερέκφρασης με βακτηριακά κύτταρα [Serber et al, 

2001; Serber et al, 2001]. Ωστόσο, επιτεύχθηκε υπερέκφραση και με άλλους τύπους 

κυττάρων συμπεριλαμβανομένων διαφορετικών ευκαρυωτικών κυττάρων 

(ζυμομύκητων [Bertrand et al, 2012], κυττάρων εντόμων [Hamatsu et al, 2013] και 

κυττάρων θηλαστικών [Banci et al, 2013]). Η υπερέκφραση, ιδιαίτερα στα βακτήρια, 

είναι εύχρηστη διότι γίνεται χρήση πολύ καλά καθιερωμένων πρωτοκόλλων. 

Δημιουργεί, όμως, μη φυσιολογικές συνθήκες λόγω των υψηλών συγκεντρώσεων 

εμπλουτισμένων ενώσεων που απαιτούνται για τη λήψη επιτυχών πειραμάτων NMR, 

και παράγει μεγάλο αριθμό σημάτων υποβάθρου όχι μόνο του υπό μελέτη μακρομορίου 

αλλά και πληθώρας άλλων κυτταρικών συστατικών [Dotsch, 2019].  

Υπάρχουν διάφοροι μέθοδοι ισοτοπικής επισήμανσης πρωτεϊνικών δειγμάτων 

για την πραγματοποίηση in-cell NMR. Η επισήμανση με 
15

N είναι η πιο χρήσιμη και 

αποτελεί την πρώτη επιλογή για τις περισσότερες μελέτες (Εικόνα 2.6Α,Β). Η 

μεγαλύτερη φυσική αφθονία του 
13

C στα βιομόρια σε σύγκριση με το 
15

N, καθιστά αυτό 

το ισότοπο ως μη κατάλληλη τροποποίηση για μελέτες in-cell NMR. Αυτό οφείλεται 

στο γεγονός ότι ο μεγάλος αριθμός βιομορίων έχει ως αποτέλεσμα στο φάσμα να μην 

μπορούν να διακριθούν οι κορυφές του υπό μελέτη βιομορίου εξαιτίας του κυτταρικού 

υποβάθρου. Μία εναλλακτική προσέγγιση στον εμπλουτισμό με 
13

C είναι η ειδική 

επισήμανση αμινοξέων [Serber et al, 2001]. Η επισήμανση της μεθυλο-
13

C μεθειονίνης 

ήταν μια επιτυχημένη στρατηγική για την ανίχνευση ανθράκων πλευρικής αλυσίδας 

πολύ πάνω από το κυτταρικό υπόβαθρο [Serber et al, 2004]. Μία περαιτέρω προσέγγιση 

είναι η ενσωμάτωση μη φυσικών αμινοξέων που περιέχουν 
19

F η οποία αποτελεί μία 

χρήσιμη μεθοδολογία για τη διερεύνηση της δυναμικής των πρωτεϊνών στο κυτταρικό 

περιβάλλον. Το πλεονέκτημα της επισήμανσης πρωτεϊνών με 
19

F είναι ότι το φάσμα in-

cell NMR είναι ουσιαστικά απαλλαγμένο από το υπόβαθρο [Li et al, 2010; Ye et al, 

2013]. 

Μια διαφορετική στρατηγική που προτάθηκε είναι η καταστολή του υψηλού 

υποβάθρου με επιλεκτική έκφραση της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος με την ταυτόχρονη 

καταστολή της έκφρασης όλων των άλλων πρωτεϊνών του ξενιστή. Αυτή η καταστολή 
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της έκφρασης του γονιδίου ξενιστή μπορεί να επιτευχθεί με δύο διαφορετικές τεχνικές. 

Η πρώτη βασίζεται στη χρήση του φαρμάκου ριφαμπικίνη, το οποίο αναστέλλει τη 

βακτηριακή RNA πολυμεράση [Campbell et al, 2001]. Η δεύτερη προσέγγιση είναι η 

αποικοδόμηση όλων των μορίων mRNA που περιέχουν αλληλουχίες ACA από μια 

mRNA ιντερφεράση [Suzuki et al, 2005]. 

Μία από τις τελευταίες εφαρμογές της φασματοσκοπίας in-cell NMR που έχει 

προκαλέσει το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας καθώς και της φαρμακευτικής 

έρευνας είναι η χρήση της σε μελέτες ευκαρυωτικών κυττάρων. Το γεγονός αυτό είναι 

ιδιαίτερα σημαντικό καθώς τα προκαρυωτικά κύτταρα παρουσιάζουν περιορισμένο 

εύρος βιολογικών δράσεων και πολλές κυτταρικές διαδικασίες που καθορίζουν 

σημαντικά ζητήματα στη μοντέρνα βιολογική έρευνα απουσιάζουν από τα βακτήρια. 

Μία τεχνική για την εφαρμογή της σε ευκαρυωτικά κύτταρα είναι η υπερέκφραση 

επισημασμένων ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών σε βακτηριακά κύτταρα και μετά τον 

καθαρισμό, μεταφορά στο εσωτερικό των κυττάρων με μικροέγχυση ή με άλλες 

τεχνικές μεταγωγής φορέων. Η μεθοδολογία αυτή περιλαμβάνει ορισμένους 

περιορισμούς όπως π.χ. η εφαρμογή της σε περιορισμένο τύπο ευκαρυωτικών 

κυττάρων, η τοπολογία της υπερεκφρασμένης πρωτεΐνης, η δομή της ή οι πιθανές 

τροποποιήσεις που φέρει, αλλά αποτελεί μία πολλά υποσχόμενη τεχνική με σημαντικές 

μελλοντικές εφαρμογές [Kumar et al, 2019].  

Η φασματοσκοπία in-cell NMR εφαρμόστηκε για πρώτη φορά σε ευκαρυωτικά 

κύτταρα στο σύστημα ωοκυττάρων Xenopus laevis (Εικόνα 2.6Η) [Sakai et al, 2006; 

Selenko et al, 2006; Serber et al, 2006]. Αυτό επιτεύχθηκε με την παρασκευή πρωτεΐνης, 

με έγχυση στα ωοκύτταρα, με αποτέλεσμα υψηλή επιλεκτικότητα επισήμανσης και 

σχεδόν καθόλου κυτταρικό υπόβαθρο. Αυτή η μέθοδος αποδείχθηκε ένα εξαιρετικό 

εργαλείο για τη μελέτη μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων πρωτεϊνών. Επιπλέον, μία 

επιτυχημένη μελέτη πραγματοποιήθηκε με την εισαγωγή πρωτεϊνών στα ανθρώπινα 

καρκινικά κύτταρα HeLa με εισαγωγή επισημασμένων πρωτεϊνών συνδεδεμένων σε 

κυτταρικά διαπερατά πεπτίδια. Τα πεπτίδια απελευθέρωσαν τις πρωτεΐνες είτε με 

ενδογενή ενζυμική δραστικότητα ή με αυτόνομη αναγωγική διάσπαση. Στη συνέχεια 

λήφθηκαν πειράματα 2D 
1
H-

15
N HSQC με στόχο τη μελέτη σχηματισμού συμπλόκων 

μεταξύ της FKBP12 και χορηγούμενων ανοσοκατασταλτικών [Inomata et al, 2009]. 
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Ένα σημαντικό πλεονέκτημα που προκύπτει από την εφαρμογή της τεχνικής 

αυτής είναι η δυνατότητα μελέτης και χαρακτηρισμού αλληλεπιδράσεων μεταξύ 

υποκαταστατών και διαμεμβρανικών υποδοχέων, όπως οι ιντεγκρίνες και οι υποδοχείς 

τους. Σε ένα ολοένα αυξανόμενο αριθμό μελετών γίνεται χρήση φασματοσκοπίας in-cell 

STD και tr-NOESY NMR για τη μελέτη αλληλεπιδράσεων και ανταγωνισμού 

υποκαταστατών με ιντεγκρίνες σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα οι οποίες έχουν 

σημαντικό ρόλο στην αγγειογένεση του όγκου αλλά και σε ανθρώπινα αιμοπετάλια 

όπου επίσης είναι σημαντικές για τη συσσωμάτωση των αιμοπεταλίων [Guzzetti et al, 

2013; Mari et al, 2010]. 

 

Εικόνα 2.7. Μελέτες in-cell NMR αλληλεπίδρασης της κερσετίνης-αλανίνης με τη Bcl-2 σε 

ζωντανά καρκινικά κύτταρα. (Α) Φάσμα 
1
Η NMR του φλαβονοειδούς με την κυτταρική σειρά 

Jurkat Bcl-2. (B) Φάσμα STD-NMR του φλαβονοειδούς με τα κύτταρα. (C) Φάσμα STD-NMR 

του φλαβονοειδούς με τα κύτταρα παρουσία του επιλεκτικού αναστολέα ΗΑ14-1 [Primikyri et 

al, 2018].   
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Τέλος, πιο πρόσφατα, επιτεύχθηκε η μελέτη αλληλεπιδράσεων μεταξύ μη 

επισημασμένων πρωτεϊνών και μικρών μορίων υπό συνθήκες in-cell NMR, 

παρακάμπτοντας τα προβλήματα μεγέθους των πρωτεϊνών, ισοτοπικής επισήμανσης και 

υπερέκφρασης. Έτσι, για πρώτη φορά, στο εργαστήριό μας μελετήθηκε η 

αλληλεπίδραση της μη επισημασμένης αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2 με 

κερσετίνη-αλανίνη σε ζωντανά ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα χρησιμοποιώντας 

φασματοσκοπία in-cell NMR και, ειδικότερα, το συνδυασμό πειραμάτων STD και Tr-

NOESY. Διαπιστώθηκε πως όλα τα αρωματικά πρωτόνια του υποκαταστάτη 

αλληλεπιδρούν με ενδοκυτταρικούς υποδοχείς, ενώ από τα ανταγωνιστικά πειράματα με 

τον επιλεκτικό αναστολέα της Bcl-2, ΗΑ14-1, ταυτοποιήθηκε η άμεση πρόσδεση της 

κερσετίνης-αλανίνης στον τομέα ΒΗ3 της πρωτεΐνης (Εικόνα 2.7). Από το πείραμα tr-

NOESY in-cell NMR προέκυψε ότι η διαμόρφωση της κερσετίνης-αλανίνης αλλάζει 

κατά την πρόσδεση στη Bcl-2, αφού στο φάσμα 2D tr-NOESY NMR εμφανίστηκαν δύο 

νέα σήματα NOE [Primikyri et al, 2018]. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

3.1 Αντιδραστήρια 

 Καπρολεϊκό οξύ, καθαρότητας ≥ 96%, Sigma Aldrich  

 Ελαϊκό οξύ, καθαρότητας ≥ 99% (GC), Sigma Aldrich  

 Λινελαϊκό οξύ, καθαρότητας ≥ 99%, Sigma Aldrich  

 Μεθυλεστέρας του λινελαϊκού οξέος, καθαρότητας ≥ 99% (GC), Sigma Aldrich  

 α-Λινολενικό οξύ, καθαρότητας ≥ 99%, Sigma Aldrich 

 EPA, καθαρότητας ≥ 99%, Larodan (Stockholm, Sweden) 

 DHA, καθαρότητας ≥ 99%, Larodan (Stockholm, Sweden) 

 Αλβουμίνη Βόειου Ορού (BSA), λυοφιλοποιημένη σκόνη, καθαρότητας ≥ 96% 

(ηλεκτροφόρηση μέσω πηκτής αγαρόζης), Sigma Aldrich  

 Αλβουμίνη Ανθρώπινου Ορού (HSA), λυοφιλοποιημένη σκόνη, χωρίς λιπαρά οξέα, 

καθαρότητας ≥ 96% (ηλεκτροφόρηση μέσω πηκτής αγαρόζης), Sigma Aldrich  

 Warfarin, καθαρότητας ≥ 98% (GC), Sigma Aldrich 

 Ιbuprofen, καθαρότητας ≥ 98% (GC), Sigma Aldrich  

 Navitoclax (ABT-263), καθαρότητας ≥ 99% (HPLC), Selleckchem 

 Χλωροφόρμιο CHCl3, analytical grade, Fisher Scientific (U. K.)  

 Μεθανόλη CH3OH, analytical grade, Fisher Scientific (U. K.)    

 CDCl3, 99.8%, Deutero (Kastellaum, Germany) 

 DMSO-d6, 99.5%, Deutero (Kastellaum, Germany) 

 D2O, 99.9%, Deutero (Kastellaum, Germany) 

 

3.2 Οργανολογία 

Η λήψη των φασμάτων NMR πραγματοποιήθηκε στον φασματογράφο NMR Bruker 

AV-500 (Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany) του Κέντρου Πυρηνικού Μαγνητικού 

Συντονισμού του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Ο φασματογράφος παρότι είναι 

συζευγμένος με υποδοχέα ΤΧΙ κρυογενικής (cryogenic) τεχνολογίας δεν λειτουργεί για 

οικονομικούς λόγους. Η λήψη και η επεξεργασία των φασμάτων έγινε με τη χρήση του 

λογισμικού TopSpin 3.5. 
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Εικόνα 3.1. Φασματογράφος NMR Bruker AV-500. 

  

3.3 Λήψη φασμάτων STD NMR 

Τα πειράματα STD NMR πραγματοποιήθηκαν στους 37°C στο φασματογράφο NMR 

Bruker AV-500, με τη χρήση της παλμικής ακολουθίας stddiffesgp.3, παρουσία 

BSA/HSA (25 μM), 10 mM PBS (pD 7.4) σε D2O με 10% DMSO-d6 για διευκόλυνση 

της διάλυσης λιπαρών οξέων (2.5 mM). Τα λιπαρά οξέα αρχικά διαλύθηκαν σε DMSO-

d6 και στη συνέχεια αραιώθηκαν σε PBS. Το διάλυμα μεταφέρθηκε σε σωληνάριο NMR 

και θερμάνθηκε στους 50°C για 5min πριν την προσθήκη BSA/HSA. Για τα 

ανταγωνιστικά πειράματα, τα φάρμακα, βαρφαρίνη και ιβουπροφαίνη, προστέθηκαν στο 

διάλυμα σε ισομοριακές συγκεντρώσεις για διάφορες συγκεντρώσεις 

αναστολέων/FFAs. Επιλεκτικός κορεσμός των απορροφήσεων του δείγματος 

επιτεύχθηκε με μια σειρά παλμών τύπου Gaussian (Gaussian-shaped), ο καθένας με 

διάρκεια 50 ms, που διαχωρίζονται με χρονική καθυστέρηση 1ms. Ο χρόνος κορεσμού 

ρυθμίστηκε στα 2sec και ο συνολικός πειραματικός χρόνος ήταν 50min (80 σαρώσεις). 

Το δείγμα ακτινοβολήθηκε στο πείραμα εντός συντονισμού στα 4.0 ppm, όπου δεν 

εμφανίζονται σήματα των υποκαταστατών, και στο φάσμα εκτός συντονισμού στα -40.0 

ppm όπου δεν εμφανίζεται κάποιο σήμα NMR. Ο κορεσμός του ισχυρού σήματος του 

νερού επιτεύχθηκε με τη χρήση της παλμικής ακολουθίας excitation sculpting [Viegas et 

al, 2011]. Η επιλεκτικότητα των παλμών τύπου Gaussian (~ 0.9 ppm) αξιολογήθηκε 

πολύ προσεκτικά, όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.2. Από τα πειράματα εντός 

συντονισμού που πραγματοποιήθηκαν για όλα τα FFA στα 0.0 ppm, 4.0 ppm και 7.5 

ppm (Εικόνα 3.3), είναι προφανές ότι οι πλησιέστεροι συντονισμοί ελεύθερων λιπαρών 

οξέων ήταν στα -1.0 ppm, -1.2 ppm και +1.5 ppm, αντίστοιχα. Μπορεί, επομένως, να 
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εξαχθεί το συμπέρασμα ότι η επιλεκτικότητα του παλμού κορεσμού ήταν επαρκής για 

την πρόληψη της τυχόν διέγερσης των υποκαταστατών.  

 

Εικόνα 3.2. Επιλεκτικότητα του παλμού κορεσμού στο πείραμα STD-NMR του α-λινολενικού 

οξέος (ALA) (2.5 mM), σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 χωρίς 

HSA. (a) Φάσμα NMR 
1
Η. (b) Επιλεκτικός κορεσμός της ομάδας CH3- του ALA στα δ=0.98 

ppm. Επιλεκτικός κορεσμός στα δ=0.68 ppm (c) και δ=0.08 ppm (d). 

Για τη μελέτη της αλληλεπίδρασης των λιπαρών οξέων με την αντι-αποπτωτική 

πρωτεΐνη Bcl-2, τα πειράματα STD NMR πραγματοποιήθηκαν στους 37°C στο 

φασματογράφο NMR Bruker AV-500 με τη χρήση της παλμικής ακολουθίας 

stddiffesgp.3, παρουσία Bcl-2 (50 μM), 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM 

DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6 για διευκόλυνση της διάλυσης 

λιπαρών οξέων (2 mM). Για τα ανταγωνιστικά πειράματα, ο αναστολέας ΑΒΤ-263 (50 

μΜ) προστέθηκε στο διάλυμα σε μοριακή αναλογία FFA/ΑΒΤ-263 = 40/1. 

Χρησιμοποιήθηκαν οι ίδιες πειραματικές συνθήκες που αναφέρθηκαν παραπάνω με τη 

διαφορά ότι τα δείγματα ακτινοβολήθηκαν στο πείραμα εντός συντονισμού στα 4.25 

ppm. 

Για τη μελέτη της αλληλεπίδρασης του DHA (2 mM) με τις κυτταρικές σειρές 

Jurkat Puro και Jurkat Bcl-2 τα δείγματα παρασκευάστηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 

(pD 7.4) 10 mM σε D2O με 4% DMSO-d6. Για τη λήψη των φασμάτων  
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Εικόνα 3.3. Φάσματα STD-NMR του καπρολεϊκού οξέος (2.5 mM) με HSA (25μΜ) σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 με ακτινοβόληση του δείγματος στα 

φάσματα εντός συντονισμού στα 7.5 ppm, 4.0 ppm και 0.0 ppm. 

χρησιμοποιήθηκαν πέντε εκατομμύρια κύτταρα από κάθε κυτταρική σειρά. Ο αριθμός 

αυτός είναι ικανοποιητικός για το χρόνο λήψης των φασμάτων STD πριν τα κύτταρα 

αρχίσουν να δημιουργούν συσσωματώματα με συνέπεια την καθίζηση, αλλά και για την 

αποφυγή των έντονων και προβληματικών κορυφών που οφείλονται στους διάφορους 

μεταβολίτες [Mari et al, 2010]. Για το ανταγωνιστικό πείραμα, ο αναστολέας ΑΒΤ-263 

(50 μΜ) προστέθηκε στο διάλυμα της κυτταρικής σειράς Jurkat Bcl-2 σε μοριακή 

αναλογία DHA/ΑΒΤ-263 = 40/1. Χρησιμοποιήθηκαν οι ίδιες πειραματικές συνθήκες 

που αναφέρθηκαν παραπάνω με τη διαφορά ότι το δείγμα ακτινοβολήθηκε στο πείραμα 

εντός συντονισμού στα 4.55 ppm. 

 

3.4 Λήψη φασμάτων tr-NOESY NMR 

Τα πειράματα tr-NOESY NMR πραγματοποιήθηκαν στους 37°C παρουσία BSA/HSA 

(25 μΜ) σε 10 mM PBS (pD 7.4) σε D2O με 10% DMSO-d6 προσθέτοντας περίσσεια 

λιπαρού οξέος (2.5 mM). Τα χρονικά σήματα ελεύθερης επαγωγής (FIDs, free induction 

decays) λήφθηκαν με 110 αυξητικές τιμές του χρόνου εξέλιξης (States-TPPI) και 56 

σαρώσεις των 2k. Οι χρόνοι ανάμιξης που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 100, 200 και 300ms 

προκειμένου να ληφθεί η μέγιστη ένταση tr-NOE εντός της περιοχής γραμμικότητας. Η 
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καταστολή του διαλύτη επιτεύχθηκε με τη χρήση της παλμικής ακολουθίας excitation 

sculpting.  

 Για τη μελέτη της αλληλεπίδρασης των λιπαρών οξέων με την αντι-αποπτωτική 

πρωτεΐνη Bcl-2, τα πειράματα tr-NOESY NMR πραγματοποιήθηκαν στους 37°C, 

παρουσία Bcl-2 (50 μM), 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM 

EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6 για διευκόλυνση της διάλυσης λιπαρών οξέων (2 

mM). Για τα ανταγωνιστικά πειράματα, ο αναστολέας ΑΒΤ-263 (50 μΜ) προστέθηκε 

στο διάλυμα σε μοριακή αναλογία FFA/ΑΒΤ-263 = 40/1. Χρησιμοποιήθηκαν οι ίδιες 

πειραματικές συνθήκες που αναφέρθηκαν παραπάνω. 

Για τη μελέτη της αλληλεπίδρασης του DHA (2 mM) με την κυτταρική σειρά 

Jurkat Bcl-2 το δείγμα παρασκευάστηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS (pD 7.4) 10 mM 

σε D2O με 4% DMSO-d6. Για το ανταγωνιστικό πείραμα χρησιμοποιήθηκε και πάλι ο 

αναστολέας ΑΒΤ-263 (50 μΜ) σε μοριακή αναλογία DHA/ΑΒΤ-263 = 40/1. Η λήψη 

των φασμάτων tr-NOESY πραγματοποιήθηκε στο φασματογράφο NMR Bruker AV 500 

στους 37˚C με τη χρήση της παλμικής ακολουθίας noesyesgpph (States-TPPI) [Mari et 

al, 2010]. Οι παράμετροι των πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν με την κυτταρική 

σειρά Jurkat Bcl-2 προσαρμόστηκαν έτσι ώστε ο συνολικός πειραματικός χρόνος να 

είναι ο ελάχιστος δυνατός (2 ώρες και 15 λεπτά) πριν τα κύτταρα αρχίσουν να 

καθιζάνουν και πριν επηρεαστεί σημαντικά η θνησιμότητά τους. Τα πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν παρουσία 5 × 10
6
 κυττάρων που αποτελεί ικανοποιητική κυτταρική 

πυκνότητα για το πείραμα αυτό. Στη συνέχεια προστέθηκε περίσσεια DHA (2 mM) και 

η συγκέντρωση αυτή επέτρεψε τη μελέτη των αλληλεπιδράσεων με κυτταρικές 

πρωτεΐνες. Ο χρόνος ανάμιξης που χρησιμοποιήθηκε για το φάσμα του λιπαρού οξέος 

παρουσία και απουσία των κυττάρων καθώς και παρουσία του αναστολέα ήταν 100 ms 

[Mari et al, 2010]. 

 

3.5 Λήψη φασμάτων INPHARMA NMR 

Τα ανταγωνιστικά πειράματα INPHARMA NMR πραγματοποιήθηκαν όπως στην 

περίπτωση των πειραμάτων tr-NOESY με χρόνους ανάμιξης 100, 200 και 300ms 

παρουσία των εκλεκτικών αναστολέων, βαρφαρίνης και ιβουπροφαίνης. 
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3.6 Υπολογιστικές Μέθοδοι 

Οι υπολογισμοί docking πραγματοποιήθηκαν από τον Δρ. Παπαμώκο Γιώργο. Οι δομές 

της πρωτεΐνης HSA που χρησιμοποιήθηκαν, λήφθηκαν από την Τράπεζα Δεδομένων 

Πρωτεϊνών (PDB). Οι κωδικές ονομασίες εισόδου είναι 1GNI (HSA με ελαϊκό οξύ) 

[Petitas et al, 2001], 2BXG (HSA με ιβουπροφαίνη) [Ghuman et al, 2005] και 2BXD 

(HSA με βαρφαρίνη) [Ghuman et al, 2005]. Οι δομές των καπρολεϊκού οξέος (CA), 

ελαϊκού οξέος (OA), λινελαϊκού οξέος (LA), α-λινολενικού οξέος (ALA), 

ιβουπροφαίνης και βαρφαρίνης κατασκευάστηκαν με το Gauss View 6.0.16 

[Dennington et al, 2019]. Για κάθε υποκαταστάτη υιοθετήθηκε η αποπρωτονιωμένη 

φορτισμένη κατάσταση. 

Για τους υπολογισμούς docking των παραπάνω μορίων, χρησιμοποιήθηκε το 

λογισμικό AutoDock Vina1.1.2 [Trott et al, 2010]. Αρχικά, το AutoDock Tools 1.5.6 

[Morris et al, 2009] ως λογισμικό προεπεξεργασίας για την προσθήκη ατόμων 

υδρογόνου στην πρωτεΐνη και τον καθορισμό των δίεδρων γωνιών των υποκαταστατών 

που επιτρέπονται να ποικίλουν. Με το ίδιο λογισμικό, επιλέχθηκε ο χώρος αναζήτησης 

για κάθε σύμπλοκο πρωτεΐνης – λιπαρού οξέος/αναστολέα που μελετήθηκε (τα αρχεία 

διαμόρφωσης και οι δομές που προκύπτουν δίνονται στο Παράρτημα (Supplementary 

Material, SI)). 

Για τις θέσεις πρόσδεσης 3, 4, και 6, όλα τα ελεύθερα λιπαρά οξέα 

δοκιμάστηκαν μαζί με ιβουπροφαίνη. Η δομή 1GNI.pdb χρησιμοποιήθηκε για 

καπρολεϊκό οξύ, ελαϊκό οξύ, λινελαϊκό οξύ και α-λινολενικό οξύ, ιβουπροφαίνη και 

βαρφαρίνη σε σχέση με τις θέσεις πρόσδεσης 3, 4, 6 και 7, ενώ η δομή 2BXG.pdb 

χρησιμοποιήθηκε επιπρόσθετα για προσομοίωση docking της ιβουπροφαίνης και των 

θέσεων 3, 4 και 6. Για τη βαρφαρίνη και τη θέση πρόσδεσης 7 χρησιμοποιήθηκε 

επιπρόσθετα η δομή 2BXD.PDB. Τα αμινοξέα που καθορίζουν τις συντεταγμένες της 

ειδικής θέσης πρόσδεσης ήταν: για τη θέση 3 (υποπεριοχές IIIA και IIB) Ser-342, Arg-

348 και Arg-485, για τη θέση 4 (υποπεριοχή IIIA) Arg-410, Tyr-411, Ser-489, Ser-419 

και Thr-422, για τη θέση 6 (υποπεριοχές IIA και IIB) Arg-209, Lys-351 και Ser-480 και 

για τη θέση 7 (υποπεριοχή IIA) Lys-199, Arg-218, Arg-222, His-242 και Arg-257. Η 

διαδικασία ακολούθησε το πρωτόκολλο self-docking. 
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Τα docking αποτελούνταν από 10 ανεξάρτητες εκτελέσεις για κάθε σύμπλοκο. 

Οι διαμορφώσεις docking επιλέχθηκαν με βάση τη συγγένεια πρόσδεσης (kcal mol
-1

) 

για κάθε εκτέλεση, αν και συζητούνται επίσης πρόσθετες προκύπτουσες πόζες. 

 

3.7 Βιολογικά πειράματα  

3.7.1 Υπερέκφραση και καθαρισμός της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2  

Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης Bcl-2 έλαβε χώρα στο ερευνητικό εργαστήριο της 

Αναπληρώτριας Καθηγήτριας του Τμήματος Χημείας, Κούκκου Ειρήνης, με τη βοήθεια 

του υποψήφιου διδάκτορα Τσαγκογιάννη Επαμεινώνδα και της διδάκτορος Πριμηκύρη 

Αλεξάνδρας. Το πλασμίδιο της πρωτεΐνης αγοράστηκε από την εταιρία GenScript. Η 

ανθρώπινη πρωτεΐνη υπερεκφράστηκε στο στέλεχος BL21 των E.coli βακτηριακών 

κυττάρων και καθαρίστηκε σε στήλη Ni
2+

 με χρωματογραφία συγγένειας σε Äkta Prime 

FPLC (GE Healthcare). Τέλος, διατηρήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA στους -20°C. 

3.7.2 Κυτταρικές καλλιέργειες Jurkat  

Κατά την εκπόνηση της παρούσης διδακτορικής διατριβής χρησιμοποιήθηκαν δύο 

ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές. Πιο συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν: (i) η 

Jurkat Puro προερχόμενη από Τ λευχαιμικά κύτταρα τα οποία μετασχηματίστηκαν 

σταθερά με έναν άδειο φορέα ρετροϊού προσδίδοντας ανθεκτικότητα στην 

πιουρομυκίνη και (ii) με τον ίδιο φορέα που έφερε ανθρώπινο Bcl-2 cDNA, Jurkat Bcl-

2. Οι κυτταρικές σειρές, Jurkat Puro και Jurkat Bcl-2, χορηγήθηκαν ευγενικώς από τον 

Αναπληρωτή Καθηγητή της Ιατρικής Σχολής, Κωλέττα Ευάγγελο. Οι καλλιέργειες των 

κυττάρων πραγματοποιήθηκαν στο ερευνητικό εργαστήριο του Καθηγητή του 

Τμήματος Χημείας, Τσελέπη Αλέξανδρου. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν με τη 

βοήθεια της διδάκτορος Πριμηκύρη Αλεξάνδρας. 

Η επώαση των κυττάρων έγινε στους 37°C σε ατμόσφαιρα 5% CO2. Οι 

κυτταρικές σειρές Jurkat Puro και Jurkat Bcl-2 καλλιεργήθηκαν σε RPMI (Gibco 

Invitrogen) εμπλουτισμένο με 1% πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη, 10% ορό (Fetal Bovine 

Serum) και 0.1μg/ml αντιβιοτικό puromycin. Ο αριθμός των κυττάρων μετρήθηκε με τη 
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συσκευή TC Automated Cell Counter BIO-RAD. Το πείραμα πραγματοποιήθηκε σε δύο 

επαναλήψεις. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ – ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Όπως αναφέρθηκε η φασματοσκοπία NMR αποτελεί τα τελευταία χρόνια ένα πολύ 

ισχυρό και ευέλικτο εργαλείο μελετών αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών με διάφορους 

υποκαταστάτες λόγω του σημαντικού αριθμού νέων τεχνικών που έχουν αναπτυχθεί.  

Τρεις από τις τεχνικές αυτές χρησιμοποιήθηκαν στα πλαίσια της παρούσας 

διδακτορικής εργασίας με στόχο τη διερεύνηση του επιτόπου πρόσδεσης και των 

διαμορφώσεων των ελεύθερων λιπαρών οξέων (FFAs) σε κατάσταση πρόσδεσης με την 

αλβουμίνη ορού (BSA / HSA) είναι οι ακόλουθες: NMR διαφοράς μεταφοράς 

κορεσμού (saturation transfer difference, STD), μεταφερόμενου φαινομένου Overhauser 

(transfer NOESY, tr-NOESY) και διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ για φαρμακοφόρο 

χαρτογράφηση (Interligand ΝΟΕs for PHARmacophore MApping, INPHARMA). 

 

4.1  Ταυτοποίηση του επίτοπου πρόσδεσης ελεύθερων λιπαρών οξέων 

και χαρτογράφηση των θέσεων πρόσδεσής τους στην αλβουμίνη ορού 

(BSA / HSA) με τη χρήση της τεχνικής STD-NMR   

Η τεχνική STD NMR έχει ευρεία εφαρμογή τα τελευταία χρόνια στη σάρωση νέων 

βιβλιοθηκών διαφόρων τύπων μορίων, όπως φαρμάκων, σε υποδοχείς πρόσδεσης, όπως 

πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων [Siebert et al, 2010]. Μια πολύ σημαντική εφαρμογή 

του STD NMR είναι η χαρτογράφηση του επίτοπου πρόσδεσης ενός υποκαταστάτη 

αποκαλύπτοντας τα πλησιέστερα συνδεδεμένα τμήματα στον υποδοχέα. Βασίζεται στη 

διαμοριακή μεταφορά μαγνήτισης από τον ακτινοβολούμενο υποδοχέα στον 

προσδεδεμένο υποκαταστάτη με αποτέλεσμα την ταυτοποίηση των πρωτονίων που 

βρίσκονται σε απόσταση ≤5 Å από την πρωτεΐνη [Claasen et al, 2005; Mayer et al, 

2001; Tanoli et al, 2015; Viegas et al, 2011]. 

Στην Εικόνα 4.1Α παρουσιάζεται το φάσμα STD NMR του καπρολεϊκού οξέος 

(CA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) που λήφθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε 

D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. Παρατηρούμε πως όλα τα πρωτόνια του 

καπρολεϊκού οξέος αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη. Στη συνέχεια, πραγματοποιήσαμε 

ανταγωνιστικά πειράματα χρησιμοποιώντας τα φάρμακα βαρφαρίνη και ιβουπροφαίνη, 

τα οποία προσδένονται σε γνωστές θέσεις της BSA/HSA. Η Εικόνα 4.1Β 

αντιπροσωπεύει το φάσμα STD NMR του καπρολεϊκού οξέος μετά την προσθήκη 
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βαρφαρίνης (W) (2.5 mM) σε μοριακή αναλογία καπρολεϊκού οξέος/βαρφαρίνης ≃1/1. 

Η προσθήκη βαρφαρίνης οδήγησε σε σημαντική μείωση των σημάτων STD όλων των 

πρωτονίων του καπρολεϊκού οξέος (Πίνακας 4.1). Παρόμοιο πείραμα διεξήχθη με την 

προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.7 mM) σε μοριακή αναλογία καπρολεϊκού 

οξέος/ιβουπροφαίνης ≃1/1.1. Και πάλι, παρατηρήθηκε σημαντική μείωση των σημάτων 

STD όλων των πρωτονίων του καπρολεϊκού οξέος (Εικόνα 4.1, Πίνακας 4.1). Παρόμοια 

αποτελέσματα STD λήφθηκαν και με την πρωτεΐνη HSA. 

 

Εικόνα 4.1. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων STD-NMR του καπρολεϊκού οξέος (CA) (2.5 

mM): (Α) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6, (Β) 

μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (2.5 mM) στο διάλυμα (Α), (C) μετά την προσθήκη 

ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.7 mM) στο διάλυμα (Α) (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =80, χρόνος 

κορεσμού= 2sec, πειραματικός χρόνος =50min). 

Προφανώς, η πρόσδεση του καπρολεϊκού οξέος με τα εξωγενή φάρμακα, 

βαρφαρίνη και ιβουπροφαίνη, αντανακλά τον ανταγωνισμό για τις ίδιες θέσεις 

πρόσδεσης, αν και η περίπτωση αλλοστερικής αλληλεπίδρασης δεν μπορεί να 

αποκλειστεί (βλέπετε παρακάτω την εφαρμογή της μεθοδολογίας INPHARMA). Η 

βαρφαρίνη και η ιβουπροφαίνη θεωρούνται ως στερεοτυπικοί υποκαταστάτες για τις 

θέσεις των φαρμάκων Ι (Sudlow I) και ΙΙ (Sudlow II), αντίστοιχα. Η βαρφαρίνη 
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συνδέεται στο κέντρο της θέσης Ι (εντός του πυρήνα της υποπεριοχής ΙΙΑ) 

σχηματίζοντας τρεις δεσμούς υδρογόνου με αμινοξέα, κυρίως Tyr-150 που έχει 

κεντρικό ρόλο στις αλληλεπιδράσεις φαρμάκων [Ghuman et al, 2005]. Η θέση Ι των 

φαρμάκων συμπίπτει με τη θέση FA7 που έχει χαρακτηριστεί ως χαμηλής συγγένειας 

[Fasano et al, 2005]. Αυτό είναι σε εξαιρετική συμφωνία με τα πειράματα STD, καθώς η 

βαρφαρίνη υποκαθιστά σε σημαντικό βαθμό το καπρολεϊκό οξύ. 

Ο προσδιορισμός της δομής με ακτίνες Χ των συμπλεγμάτων HSA-μυριστικού 

οξέος-φαρμάκου έδειξε ότι, κατά τη δέσμευση των λιπαρών οξέων, η θέση Ι εκτείνεται 

σημαντικά πέρα από την υποπεριοχή ΙΙΑ [Ghuman et al, 2005]. Η Tyr-150 της 

υποπεριοχής ΙΒ αλληλεπιδρά με την καρβοξυλική ομάδα του λιπαρού οξέος που είναι 

δεσμευμένο στη θέση υψηλής συγγένειας FA2. Η ιβουπροφαίνη προσδένεται στο 

κέντρο της θέσης πρόσδεσης της υποπεριοχής IIIA. Αν και αυτή η θέση ΙΙ των 

φαρμάκων είναι μικρότερων διαστάσεων από τη θέση Ι, παρουσιάζει σημαντική 

προσαρμοστικότητα και μπορεί να δεσμεύει δύο μόρια λιπαρών οξέων μακράς αλυσίδας 

(θέσεις FA3 και FA4). Οι μεθυλενικές ομάδες των λιπαρών οξέων που συνδέονται στη 

FA3 καταλαμβάνουν τη μη πολική περιοχή της θέσης ΙΙ των φαρμάκων και η 

καρβοξυλική ομάδα σχηματίζει γέφυρες άλατος με τα αμινοξέα Arg-348, Arg-485 και 

δεσμό υδρογόνου με Ser-342. Η καρβοξυλική ομάδα των λιπαρών οξέων που είναι 

συνδεδεμένη στη θέση FA4 αλληλεπιδρά με τα αμινοξέα Tyr-411, Lys-414 και Ser-489 

[Alexandri et al, 2022]. 

Στην Εικόνα 4.2Α παρουσιάζεται το φάσμα STD NMR του ελαϊκού οξέος (ΟA) 

(2.5 mM) με BSA (25 μΜ) που λήφθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 

10% DMSO-d6 στους 310Κ. Παρατηρούμε πως όλα τα πρωτόνια του ελαϊκού οξέος 

αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη. Τα άλλα δύο φάσματα (4.2Β, 4.2C) είναι 

αποτελέσματα των ανταγωνιστικών πειραμάτων με τα φάρμακα βαρφαρίνη και 

ιβουπροφαίνη. Πιο συγκεκριμένα, το 4.2Β είναι το φάσμα STD NMR του ελαϊκού οξέος 

μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (2.7 mM) σε μοριακή αναλογία ελαϊκού 

οξέος/βαρφαρίνης ≃1/1.1. Η προσθήκη βαρφαρίνης οδήγησε σε σημαντική μείωση των 

σημάτων STD όλων των πρωτονίων του ελαϊκού οξέος, και μάλιστα τα πρωτόνια του 

διπλού δεσμού Η9,10 σημείωσαν το μεγαλύτερο ποσοστό μείωσης STD 80.1% 

(Πίνακας 4.1). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει τον ανταγωνισμό του ελαϊκού οξέος με τη 

βαρφαρίνη για την ίδια θέση πρόσδεσης FA7, αν και θα πρέπει πάλι να επισημανθεί ότι 
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η περίπτωση αλλοστερικής αλληλεπίδρασης δεν μπορεί να αποκλειστεί. Παρόμοιο 

πείραμα διεξήχθη με την προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.5 mM) σε μοριακή αναλογία 

ελαϊκού  

 

Εικόνα 4.2. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων STD-NMR του ελαϊκού οξέος (OA) (2.5 

mM): (Α) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6, (Β) 

μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (2.7 mM) στο διάλυμα (Α), (C) μετά την προσθήκη 

ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.5 mM)) στο διάλυμα (Α) (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =80, χρόνος 

κορεσμού= 2sec, πειραματικός χρόνος =50min). 
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οξέος/ιβουπροφαίνης ≃1/1. Και πάλι, παρατηρήθηκε σημαντική μείωση των σημάτων 

STD όλων των πρωτονίων του ελαϊκού οξέος, με τη μεγαλύτερη μείωση να εμφανίζουν 

τα ολεφινικά πρωτόνια Η9,10 84.4%  (Εικόνα 4.2 C, Πίνακας 4.1). Το γεγονός αυτό 

υποδηλώνει τον ανταγωνισμό του ελαϊκού οξέος με την ιβουπροφαίνη για τις ίδιες 

θέσεις πρόσδεσης, FA3 και FA6. Παρόμοια αποτελέσματα λήφθηκαν με  

Πίνακας 4.1. Μείωση Διαφοράς Μεταφοράς Κορεσμού (STD) (%) καπρολεϊκού οξέος (CA), 

ελαϊκού οξέος (OA), λινελαϊκού οξέος (LA), α-λινολενικού οξέος (ALA), DHA και EPA με την 

προσθήκη ισομοριακών ποσοτήτων βαρφαρίνης (W) και ιβουπροφαίνης (I) σε αλβουμίνη (SA). 

Complex Notation % STD Reduction Rate Complex Notation % STD Reduction Rate 

CA/W/SA H9 68.0 CA/I/SA H9 75.8 

H10b 59.9 H10b 76.0 

H10a 44.4 H10a 63.6 

H2 -a H2 78.6 

H8 69.8 H8 79.7 

H3 73.8 H3 77.8 

H7 76.9 H7 -a 

H4,5,6 70.7 H4,5,6 76.8 

  

OA/W/SA H9,10 80.1 OA/I/SA H9,10 84.4 

H2 -a H2 82.9 

H8,11 75.9 H8,11 79.8 

H3 79.3 H3 77.1 

H4-7,12-17 73.6 H4-7,12-17 -a 

H18 68.9 H18 -a 

 

LA/W/SA H9,10,12,13 71.9 LA/I/SA H9,10,12,13 77.2 

H11 79.2 H11 68.8 

H2 -a H2 59.3 

H8,14 64.8 H8,14 61.5 

H3 73.5 H3 47.8 

H4-7,15-17 61.5 H4-7,15-17 -a 

H18 52.6 H18 -a 

 

ALA/W/SA H9,10,12,13,15,16 30.7 ALA/I/SA H9,10,12,13,15,16 59.3 

H11,14 31.1 H11,14 53.9 

H2 -a H2 28.1 

H8,17 22.1 H8,17 45.4 

H3 24.1 H3 20.0 

H4-7 22.0 H4-7 -a 

H18 20.8 H18 -a 
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a
Η ισχυρή αλληλοεπικάλυψη των σημάτων των FFAs και των φαρμάκων δεν επιτρέπει την 

ακριβή εκτίμηση της % μείωσης STD. 

 

Πίνακας 4.2. Μείωση Διαφοράς Μεταφοράς Κορεσμού (STD) (%) της βαρφαρίνης (W) με την 

προσθήκη ισομοριακών ποσοτήτων α-λινολενικού οξέος (ALA) και EPA σε αλβουμίνη (SA). 
 

a
Η ισχυρή αλληλοεπικάλυψη των σημάτων της βαρφαρίνης και των α-λινολενικού οξέος (ALA) 

και EPA δεν επιτρέπει την ακριβή εκτίμηση της % μείωσης STD. 

 

την προσθήκη ισομοριακής αναλογίας βαρφαρίνης και ιβουπροφαίνης με ελαϊκό οξύ 

παρουσία της πρωτεΐνης HSA. 

Στη συνέχεια, μελετήθηκε η αλληλεπίδραση του λινελαϊκού οξέος με την 

πρωτεΐνη BSA. Στην Εικόνα 4.3Α παρουσιάζεται το φάσμα STD NMR του λινελαϊκού 

οξέος (LA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) που λήφθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 

mM σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. Παρατηρούμε πως όλα τα πρωτόνια του 

λινελαϊκού οξέος αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη. Για την πραγματοποίηση των 

ανταγωνιστικών πειραμάτων χρησιμοποιήσαμε και πάλι τα φάρμακα βαρφαρίνη και 

EPA/W/SA H5,6,8,9,11,12,14,
15,17,18 

79.4 EPA/I/SA H5,6,8,9,11,12,14,
15,17,18 

73.6 

H7,10,13,16 84.8 H7,10,13,16 76.9 

H2 -a H2 66.4 

H4,19 82.0 H4,19 75.9 

H3 73.4 H3 69.3 

H20 69.8 H20 -a 

  

DHA/W/SA H4,5,7,8,10,11,13,
14,16,17,19,20 

13.9 
 

DHA/I/SA H4,5,7,8,10,11,13,
14,16,17,19,20 

16.0 

H6,9,12,15,18 14.6 H6,9,12,15,18 20.5 

H2,3 -a H2,3 15.6 

H21 -10.2 H21 15.9 

H22 3.0 H22 -a 

Complex 
Notation % STD Reduction Rate Complex Notation % STD Reduction Rate 

W/ALA/SA H12 -a W/EPA/SA H12 -a 

H10 47.5 H10 81.7 

H9 - H9 93.7 

H4’ 37.1 H4’ 62.7 

H3’,5’,6,8 38.3 H3’,5’,6,8 59.9 

H2’,6’ 31.7 H2’,6’ 60.1 

H7 26.6 H7 60.4 

H5 38.3 H5 63.5 
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ιβουπροφαίνη. Το φάσμα 4.3Β στην Εικόνα 4.3 αντιπροσωπεύει το φάσμα STD NMR 

του λινελαϊκού οξέος μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (3 mM) σε μοριακή 

αναλογία λινελαϊκού οξέος/βαρφαρίνης ≃1/1.2. Η προσθήκη βαρφαρίνης οδήγησε σε 

σημαντική μείωση των σημάτων STD όλων των πρωτονίων του λινελαϊκού οξέος. Όπως 

προκύπτει από τον Πίνακα 4.1, τα μεγαλύτερα ποσοστά μείωσης % STD εμφανίζουν τα 

ολεφινικά πρωτόνια Η9,10,12,13 (71.9%), τα δις-αλλυλικά Η11 (79.2%) καθώς και τα 

β-πρωτόνια Η3 (73.5%). Μετά την προσθήκη της ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.2 mM) στο 

διάλυμα του λινελαϊκού οξέος με BSA, σε μοριακή αναλογία λινελαϊκού 

οξέος/ιβουπροφαίνης ≃1/0.9, παρατηρήθηκε σημαντική μείωση των σημάτων STD 

όλων των πρωτονίων του λινελαϊκού οξέος, με το μεγαλύτερο ποσοστό μείωσης να 

εμφανίζουν τα ολεφινικά πρωτόνια (77.2%) (Εικόνα 4.3C, Πίνακας 4.1). Προφανώς, η 

πρόσδεση του λινελαϊκού οξέος με τα εξωγενή φάρμακα, βαρφαρίνη και ιβουπροφαίνη, 

αντανακλά τον ανταγωνισμό για τις ίδιες θέσεις πρόσδεσης (FA7, FA3, FA6). 

Παρόμοια αποτελέσματα STD λήφθηκαν και με HSA. 

Στην Εικόνα 4.4 απεικονίζονται τα φάσματα NMR-
1
H και STD, του 

μεθυλεστέρα του λινελαϊκού οξέος (LAME) (2.5 mM), που λήφθηκαν σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. Πιο συγκεκριμένα, στο 

4.4Α απεικονίζονται οι χημικές μετατοπίσεις ΝΜR-
1
H του μεθυλεστέρα του λινολεϊκού 

οξέος με την αντίστοιχη ταυτοποίησή τους. Tο 4.4Β είναι το φάσμα STD NMR του 

μεθυλεστέρα του λινολεϊκού οξέος με BSA. Όπως φαίνεται, ο μεθυλεστέρας του 

λινολεϊκού οξέος δεν αλληλεπιδρά με τη BSA, αφού τα σήματα των πρωτονίων του 

είναι μηδενικά. Το αποτέλεσμα αυτό είναι σε εξαιρετική συμφωνία με τις 

κρυσταλλογραφικές μελέτες ακτίνων Χ που έδειξαν  
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Εικόνα 4.3. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων STD-NMR του λινελαϊκού οξέος (LA) (2.5 

mM): (Α) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6, (Β) 

μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (3 mM) στο διάλυμα (Α), (C) μετά την προσθήκη 

ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.2 mM) στο διάλυμα (Α) (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =80, χρόνος 

κορεσμού= 2sec, πειραματικός χρόνος =50min). 

αλληλεπιδράσεις δεσμών υδρογόνου ιοντικού τύπου για όλες τις θέσεις πρόσδεσης στην 

αλβουμίνη [Curry et al, 1998; Curry et al, 1999; Bhattacharya et al, 2000; Petitpas, 

Grűne et al, 2001; Petitpas, Bhattacharya et al, 2001; Ghuman et al, 2005;]. Επιπλέον, 

λεπτομερείς μελέτες NMR μεταβλητού pH αποκάλυψαν ότι τέσσερις από τις πέντε 

θέσεις δέσμευσης εμπλέκονται σε ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις στην περιοχή pH 

4-8 λόγω ιοντικών δεσμών υδρογόνου μεταξύ των καρβοξυλικών ομάδων των λιπαρών 

οξέων και των πλευρικών αλυσίδων βασικών αμινοξέων, όπως αργινίνης ή λυσίνης 

[Cistola et al, 1987; Kenyon et al, 1994]. 
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Εικόνα 4.4. (Α) Φάσμα 
1
Η NMR (500 MHz) του μεθυλεστέρα του λινελαϊκού οξέος (LAME) 

(2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 

(T=310 K, αριθμός σαρώσεων =32, πειραματικός χρόνος =4min 11sec). (Β) Φάσμα STD-NMR 

του διαλύματος (Α) (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =80, χρόνος κορεσμού= 2sec, πειραματικός 

χρόνος =50min). 

Στις Εικόνες 4.5Α και 4.6Α παρουσιάζονται τα φάσματα STD NMR του α-

λινολενικού οξέος (ALA) (2.5 mM) παρουσία BSA (25 μΜ) και HSA (25 μΜ) που 

λήφθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. 

Παρατηρούμε πως όλα τα πρωτόνια του α-λινολενικού οξέος αλληλεπιδρούν με τις 

πρωτεΐνες. Τα 4.5Β, 4.6Β και 4.5C, 4.6C αντιπροσωπεύουν τα φάσματα STD NMR του 

α-λινολενικού οξέος μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (2.2 mM) και ιβουπροφαίνης 

(ΙΒ) (2.2 mM) αντίστοιχα, σε μοριακή αναλογία α-λινολενικού οξέος/βαρφαρίνης, 

ιβουπροφαίνης ≃1/0.9. Όπως φαίνεται στον Πίνακα 4.1, τα ανταγωνιστικά πειράματα 

με βαρφαρίνη και ιβουπροφαίνη έδειξαν μικρή μείωση στο STD του α-λινολενικού 

οξέος σε σύγκριση με τη σημαντική επίδραση στην περίπτωση του καπρολεϊκού οξέος, 

ελαϊκού οξέος και λινελαϊκού οξέος. Αυτή η μικρότερη επίδραση, η οποία συμβαίνει 

ιδιαίτερα στα ανταγωνιστικά πειράματα με βαρφαρίνη, θα μπορούσε να ερμηνευθεί με 

όρους ασθενούς συγγένειας πρόσδεσης του α-λινολενικού οξέος στη θέση FA7, καθώς 

έχει χαρακτηριστεί ως χαμηλής συγγένειας πρόσδεσης [Fasano et al, 2005]. Επιπλέον, 

έχει υποστηριχθεί ότι η έλλειψη μιας σαφώς καθορισμένης διαμόρφωσης των 
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καρβοξυλικών ομάδων των λιπαρών οξέων στη θέση πρόσδεσης 7 στις δομές ακτίνων Χ 

των C14:0 [Curry et al, 1998], C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0 [Bhattacharya et al, 

2000], C18:0, C18:1 και C20:4 [Petitpas, Grűne et al, 2001] οφείλεται στη χαμηλή 

συγγένεια ως προς την FA7. Υποκατάσταση, συνεπώς, του μορίου βαρφαρίνης μπορεί 

να επιτευχθεί μόνο με υψηλά επίπεδα συγκέντρωσης  λιπαρών οξέων. 

 

Εικόνα 4.5. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων STD-NMR του α-λινολενικού οξέος (ALA) 

(2.5 mM): (Α) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6, 

(Β) μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (2.2 mM) στο διάλυμα (Α), (C) μετά την προσθήκη 

ιβουπροφαίνης (IB) (2.2 mM) στο διάλυμα (Α) (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =80, χρόνος 

κορεσμού= 2sec, πειραματικός χρόνος =50min). 

Ωστόσο, μια εναλλακτική ερμηνεία των πειραμάτων STD (Εικόνα 4.5 και 

Εικόνα 4.6) θα μπορούσε να είναι ότι το α-λινολενικό οξύ έχει υψηλότερη συγγένεια 

πρόσδεσης από τη βαρφαρίνη. Επομένως, η προσθήκη βαρφαρίνης σε ισομοριακή 

αναλογία στο σύμπλεγμα α-λινολενικού οξέος-HSA/BSA έχει μικρή επίδραση στην 

ένταση του σήματος STD του α-λινολενικού οξέος. Αυτό συμφωνεί με το ισχυρό σήμα 

STD NMR της βαρφαρίνης στο σύμπλεγμα με HSA, το οποίο μειώθηκε σημαντικά κατά 

79% με την προσθήκη της βαρφαρίνης στο σύμπλεγμα α-λινολενικού οξέος/HSA, όπως  
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Εικόνα 4.6. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων STD-NMR του α-λινολενικού οξέος (ALA) 

(2.5 mM): (Α) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6, 

(Β) μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (2.2 mM) στο διάλυμα (Α), (C) μετά την προσθήκη 

ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.2 mM) στο διάλυμα (Α) (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =80, χρόνος 

κορεσμού= 2sec, πειραματικός χρόνος =50min). 

προκύπτει από την Εικόνα 4.7. Το παραπάνω συμπέρασμα επιβεβαιώθηκε επίσης με 

πειράματα STD στα οποία προστέθηκε α-λινολενικό οξύ στο σύμπλεγμα βαρφαρίνης-

HSA/BSA (Εικόνα 4.8), αντί για το αντίστροφο πείραμα στο οποίο προστέθηκε 

βαρφαρίνη στα συμπλέγματα HSA/BSA-FFA (Εικόνες 4.1, 4.2, 4.3, 4.5, 4.6). Η Εικόνα 

4.8 δείχνει σαφώς μια πολύ σημαντική μείωση κατά 38% του STD της βαρφαρίνης στο 

σύμπλεγμα HSA/BSA-βαρφαρίνης με την προσθήκη ισομοριακής ποσότητας α-

λινολενικού οξέος. Το συμπέρασμα της υψηλότερης συγγένειας πρόσδεσης του α-

λινολενικού οξέος στη θέση FA7, σε σχέση με εκείνη της βαρφαρίνης, επιβεβαιώθηκε 

επίσης με πειράματα INPHARMA NMR, όπως αναλύεται παρακάτω. 
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Εικόνα 4.7. Φάσματα STD NMR: (Α) βαρφαρίνης (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6, (Β) βαρφαρίνης (2.5 mM) μετά την προσθήκη 

της στο σύμπλεγμα α-λινολενικού οξέος (3.2 mM)/HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 

10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =80, χρόνος κορεσμού= 2sec, 

πειραματικός χρόνος =50min). 

 

 

Εικόνα 4.8. Φάσματα STD-NMR της βαρφαρίνης (W) (2.5 mM): (Α) με HSA (25 μΜ) σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6, (Β) μετά την προσθήκη α-

λινολενικού οξέος (ALA) (2.5 mM) στο διάλυμα (Α) (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =80, 

χρόνος κορεσμού= 2sec, πειραματικός χρόνος =50min). 
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Περαιτέρω μελέτη περιελάμβανε την αλληλεπίδραση του EPA με την πρωτεΐνη 

HSA. Στο φάσμα STD NMR του EPA (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) που λήφθηκε σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ παρατηρούμε 

πως όλα τα πρωτόνια του EPA αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη. Μετά την προσθήκη 

βαρφαρίνης (W) (3.3 mM), σε μοριακή αναλογία EPA/βαρφαρίνης ≃1/1.3, 

διαπιστώνουμε πολύ σημαντική μείωση των σημάτων STD όλων των πρωτονίων του 

EPA, με τα δις-αλλυλικά πρωτόνια Η7,10,13,16 να εμφανίζουν το μεγαλύτερο % 

ποσοστό μείωσης STD 84.8% (Πίνακας 4.1). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει τον 

ανταγωνισμό μεταξύ του λιπαρού οξέος και του φαρμάκου για την ίδια θέση 

πρόσδεσης, FA7. 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήσαμε και το αντίστροφο πείραμα με τη βαρφαρίνη, 

όπως και στην περίπτωση του α-λινολενικού οξέος. Πιο συγκεκριμένα, στην Εικόνα 

4.9Α απεικονίζεται το φάσμα STD NMR της βαρφαρίνης (W) (2.5 mM) με HSA (25 

μΜ) που λήφθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 

310Κ. Μετά την προσθήκη ισομοριακής ποσότητας του EPA (3.0 mM) στο σύμπλεγμα 

βαρφαρίνης/HSA παρατηρούμε σημαντική μείωση του STD της βαρφαρίνης (Εικόνα 

4.9C, Πίνακας 4.2). Μάλιστα, όπως φαίνεται και στους Πίνακες 4.1 και 4.2 τα % 

ποσοστά μείωσης STD του EPA και της βαρφαρίνης είναι περίπου ίδια. Αυτό πιθανόν 

υποδηλώνει ότι το EPA και η βαρφαρίνη προσδένονται ανταγωνιστικά στη FA7 και 

μάλιστα με παρόμοια συγγένεια πρόσδεσης.  

Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε και το ανταγωνιστικό πείραμα του EPA με την 

ιβουπροφαίνη. Με την προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.9 mM) στο διάλυμα του EPA 

(2.5 mM) με HSA (25 μΜ) με HSA, σε μοριακή αναλογία EPA/ιβουπροφαίνης ≃1/1.1, 

παρατηρούμε σημαντική μείωση των σημάτων STD όλων των πρωτονίων του EPA. 

Προφανώς, η πρόσδεση του EPA με την ιβουπροφαίνη, αντανακλά τον ανταγωνισμό 

για τις ίδιες θέσεις πρόσδεσης, FA3 και FA6. 
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Εικόνα 4.9. Φάσματα STD-NMR της βαρφαρίνης (W) (2.5 mM): (Α) με HSA (25 μΜ) σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6, (Β) μετά την προσθήκη της στο 

σύμπλεγμα EPA (3.0 mM)/HSA (25 μΜ), (C) μετά την προσθήκη EPA (2.5 mM) στο διάλυμα 

(Α) (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =80, χρόνος κορεσμού= 2sec, πειραματικός χρόνος =50min). 

Τέλος, μελετήθηκε η αλληλεπίδραση του λιπαρού οξέος DHA με την πρωτεΐνη 

HSA. Στην Εικόνα 4.10Α απεικονίζεται το φάσμα STD NMR του DHA (2.5 mM) με 

HSA (25 μΜ) που λήφθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% 

DMSO-d6 στους 310Κ. Παρατηρούμε πως όλα τα πρωτόνια του DHA αλληλεπιδρούν με 

την πρωτεΐνη. Στην Εικόνα 4.10Β απεικονίζεται το φάσμα STD NMR του DHA μετά 

την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (3.2 mM) σε μοριακή αναλογία DHA/βαρφαρίνης 

≃1/1.3. Όπως φαίνεται και στον Πίνακα 4.1, η προσθήκη βαρφαρίνης οδήγησε σε πολύ 

μικρή μείωση των σημάτων STD του DHA. Προφανώς, το DHA προσδένεται 

ανταγωνιστικά με τη βαρφαρίνη στη θέση FA7 και μάλιστα με υψηλότερη συγγένεια 

πρόσδεσης. Το ίδιο φαινόμενο παρατηρείται και  
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Εικόνα 4.10. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων STD-NMR του DHA (2.5 mM): (Α) με HSA 

(25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6, (Β) μετά την προσθήκη 

βαρφαρίνης (W) (3.2 mM) στο διάλυμα (Α), (C) μετά την προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (1.9 

mM) στο διάλυμα (Α) (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =80, χρόνος κορεσμού= 2sec, 

πειραματικός χρόνος =50min). 

κατά την πραγματοποίηση του ανταγωνιστικού πειράματος με ιβουπροφαίνη. Πιο 

συγκεκριμένα, το φάσμα 4.10C αντιπροσωπεύει το φάσμα STD NMR του DHA μετά 

την προσθήκη ιβουπροφαίνης (IB) (1.9 mM) σε μοριακή αναλογία DHA/ιβουπροφαίνης 

≃1/0.8. Η προσθήκη της ιβουπροφαίνης, όπως και στην περίπτωση της βαρφαρίνης 

προκάλεσε πολύ μικρή μείωση των % ολοκληρωμάτων  STD του DHA (Πίνακας 4.1), 

που υποδηλώνει ότι το DHA προσδένεται ανταγωνιστικά με την ιβουπροφαίνη στις 

θέσεις FA3 και FA6 και μάλιστα με υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης. Επομένως, η 

πρόσδεση του DHA παρουσία των εξωγενών φαρμάκων, βαρφαρίνης και 

ιβουπροφαίνης, αντανακλά ανταγωνισμό για τις ίδιες θέσεις πρόσδεσης (FA7, FA3, 

FA6) καθώς και την υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης του λιπαρού οξέος. Όμως, όπως 

και στην περίπτωση του ALA, δεν μπορεί να αποκλειστεί και η αλλοστερική 

αλληλεπίδραση. Η περίπτωση αυτή μελετήθηκε διεξοδικά με τη χρήση τη μεθοδολογίας 

INPHARMA NMR (βλέπετε την Ενότητα 4.3).  
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4.2  Μελέτη διαμορφωτικών αλλαγών λιπαρών οξέων κατά την 

αλληλεπίδρασή τους με την αλβουμίνη ορού (BSA / HSA) με τη χρήση 

μεταφερόμενου φαινομένου ΝΟΕ (tr-NOESY NMR)   

Το επόμενο ερώτημα που προκύπτει για την επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης λιπαρών 

οξέων με την αλβουμίνη ορού (BSA /HSA) είναι εάν αλλάζει η διαμόρφωσή τους κατά 

τη πρόσδεση στην πρωτεΐνη. Η απάντηση στο ερώτημα αυτό μπορεί να δοθεί με τη 

χρήση της τεχνικής tr-NOESY NMR. Η σημασία του πειράματος αυτού έγκειται στη 

δυνατότητα μελέτης διαμορφωτικών αλλαγών μεταξύ της ελεύθερης και της 

προσδεδεμένης δομής βιοδραστικών ενώσεων. Η μέθοδος βασίζεται στη μεγάλη 

διαφορά των χρόνων διαμήκους αποδιέγερσης Τ1 μεταξύ των μικρού και μεγάλου Μ.Β. 

μορίων. Οι μικρού Μ.Β. υποκαταστάτες χαρακτηρίζονται από θετικές τιμές ΝΟΕ ενώ οι 

μεγάλου Μ.Β. υποδοχείς παρουσιάζουν αρνητικές τιμές. Όταν ένα μόριο μικρού Μ.Β. 

αλληλεπιδρά με μία πρωτεΐνη-υποδοχέα συμπεριφέρεται ως μέρος αυτού του 

μακρομορίου και υιοθετεί την αντίστοιχη συμπεριφορά ΝΟΕ. Αυτό έχει ως συνέπεια 

την εμφάνιση αρνητικών τιμών tr-ΝΟΕ που αντανακλούν τη διαμόρφωσή του σε 

κατάσταση πρόσδεσης [Post, 2003; Potenza et al, 2011; Mari et al, 2010; Primikyri et al, 

2018] (βλέπετε υποενότητα 2.1.2). 

Στην Εικόνα 4.11 παρουσιάζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D NOESY 

NMR (Α&D) του ελεύθερου καπρολεϊκού οξέος (2.5 mM) και 2D tr-NOESY NMR 

(B,C,E,F) του καπρολεϊκού οξέος με BSA/HSA (25 μΜ), που λήφθηκαν σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. Το φάσμα του 

καπρολεϊκού οξέος παρουσίασε αρνητικά σήματα ΝΟΕ, της ίδιας φάσης ως προς τη 

διαγώνιο, σε υδατικό διάλυμα (Α&D) ακόμη και απουσία BSA/HSA. Το γεγονός αυτό 

θα μπορούσε να αποδοθεί στο σχηματισμό μικκυλίων στο υδατικό διάλυμα. Στην 

περίπτωση, για παράδειγμα, συμμετοχής τουλάχιστον 20 μονομερών, το συνολικό M.Β. 

του μικκυλίου αντιστοιχεί στα 280×20=5.6 kDa. Άρα συμπεριφέρονται ως μια μικρή 

πρωτεΐνη 56-60 αμινοξέων με αποτέλεσμα να εμφανίζονται σήματα ΝΟΕ με την ίδια 

φάση ως προς τη διαγώνιο. Στα φάσματα tr-NOESY NMR του καπρολεϊκού οξέος 

παρουσία BSA/HSA παρατηρούμε αρκετά νέα ενδομοριακά σήματα ΝΟΕ του 

καπρολεϊκού οξέος. Πιο συγκεκριμένα, το καπρολεϊκό οξύ εμφανίζει σημαντικά, 

μακράς εμβέλειας, ενδομοριακά NOE μεταξύ των Η10a,b – Η2, Η3 καθώς και Η9 – Η2, 

Η3, που παρουσιάζονται στα φάσματα με κόκκινο χρώμα. Το γεγονός αυτό αποδεικνύει 
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την παρουσία αναδιπλούμενων διαμορφώσεων του καπρολεϊκού οξέος στη δεσμευμένη 

κατάσταση.    

 

Εικόνα 4.11. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων: 2D NOESY NMR (A, D) ελεύθερου 

καπρολεϊκού οξέος (2.5 mM) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. 

2D tr-NOESY NMR (Β, Ε) καπρολεϊκού οξέος (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. 2D tr-NOESY NMR (C, F) καπρολεϊκού οξέος 

(2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 

(χρόνος ανάμιξης = 300ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, πειραματικός χρόνος = 4h 

20min). Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 
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Εικόνα 4.12. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων: (Α) 2D NOESY NMR του ελαϊκού οξέος 

(2.5 mM) σε CDCl3 με χρόνο ανάμειξης 100ms. (Β) 2D NOESY NMR του ελεύθερου ελαϊκού 

οξέος (2.5 mM) σε 10 mM ρυθμιστικό PBS σε D2O με 10% DMSO-d6. (C) 2D tr-NOESY NMR 

του ελαϊκού οξέος (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 

10% DMSO-d6. (D) 2D tr-NOESY NMR του ελαϊκού οξέος (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. Στα (Β), (C) και (D) 

χρησιμοποιήθηκε χρόνος ανάμιξης 300ms. (T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, πειραματικός 

χρόνος = 4h 20min). Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

Στην Εικόνα 4.12Α απεικονίζεται επιλεγμένη περιοχή του φάσματος 2D NOESY 

NMR του ελαϊκού οξέος (2.5 mM) σε CDCl3, όπου παρατηρούμε ότι τα σήματα ΝΟΕ 

είναι αντίθετης φάσης ως προς τη διαγώνιο. Το αποτέλεσμα αυτό είναι αναμενόμενο 

αφού το ελαϊκό οξύ είναι ένα μόριο μικρού Μ.Β. και λόγω της γρήγορης μοριακής 

περιστροφής και του μικρού χρόνου συσχέτισης παρουσιάζει θετικά σήματα NOE 

αρνητικής φάσης ως προς τη διαγώνιο του φάσματος. Στην Εικόνα 4.12Β απεικονίζεται 

επιλεγμένη περιοχή του φάσματος 2D NOESY NMR του ελεύθερου ελαϊκού οξέος (2.5 

mM) και στις Εικόνες 4.12C και 4.12D επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-

NOESY NMR του ελαϊκού οξέος με BSA (C) (25μΜ) και ΗSA (D) (25μΜ), που 

λήφθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. Το 

ελαϊκό οξύ  έδειξε την παρουσία αρνητικών ΝΟΕ σε υδατικό διάλυμα ακόμη και 

απουσία BSA/HSA, όπως και το καπρολεϊκό οξύ. Αυτό μπορεί να αποδοθεί στο γεγονός 
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ότι το FFA υπάρχει σε μικκυλιακή μορφή σε υδατικό διάλυμα, με μεγάλο Μ.Β. που έχει 

ως αποτέλεσμα αρνητικές τιμές NOE. Επιπλέον, στο φάσμα 2D NOESY NMR του 

ελεύθερου ελαϊκού οξέος παρατηρούμε την παρουσία νέων σημάτων NOE μακράς 

εμβέλειας, μεταξύ των πρωτονίων του διπλού δεσμού Η9,10 με τα α-πρωτόνια, H2 και 

τα β-πρωτόνια, H3, που παρουσιάζονται στο φάσμα 4.12Β με κόκκινο χρώμα. Τα νέα 

αυτά  

 

Εικόνα 4.13. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D NOESY NMR: (Α) λινελαϊκού οξέος 

(2.5 mM) σε CDCl3 με χρόνο μίξης 100 ms, (Β) ελεύθερου λινελαϊκού οξέος (2.5 mM) σε 10 

mM ρυθμιστικό PBS σε D2O με 10% DMSO-d6, (C) λινελαϊκού οξέος (2.5 mM) με BSA (25 

μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 και (D) λινελαϊκού οξέος 

(2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. Τα 

(Β), (C) και (D) λήφθηκαν με χρόνο μίξης 300 ms (T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, 

πειραματικός χρόνος = 4h 20min). Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE σημειώνονται με 

κόκκινο χρώμα. 

ενδομοριακά σήματα ΝΟΕ παρατηρούνται και παρουσία BSA/HSA και μάλιστα 

εμφανίζονται πιο έντονα. Συνεπώς, αποδεικνύεται η παρουσία αναδιπλούμενων 

διαμορφώσεων του ελαϊκού οξέος, τόσο στη μικκυλιακή όσο και στη δεσμευμένη 

κατάσταση. 
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Στην Εικόνα 4.13Α απεικονίζεται επιλεγμένη περιοχή του φάσματος 2D NOESY 

NMR του λινελαϊκού οξέος (2.5 mM) σε CDCl3 στους 298Κ. Παρατηρούμε ότι τα 

σήματα ΝΟΕ, όπως και στην περίπτωση του ελαϊκού οξέος, είναι σε αντίθετη φάση ως 

προς τη διαγώνιο. Το γεγονός αυτό είναι αναμενόμενο αφού το λινελαϊκό οξύ είναι ένα 

μόριο μικρού Μ.Β. Στην Εικόνα 4.13Β παρουσιάζεται επιλεγμένη περιοχή του 

φάσματος 2D NOESY NMR του ελεύθερου λινελαϊκού οξέος (2.5 mM) και στις 

Εικόνες 4.13C και 4.13D επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR του 

λινελαϊκού οξέος με BSA (C) (25μΜ) και ΗSA (D) (25μΜ), που λήφθηκαν σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. Το λινελαϊκό οξύ 

έδειξε την παρουσία αρνητικών σημάτων ΝΟΕ σε υδατικό διάλυμα ακόμη και απουσία 

BSA/HSA. Αυτό μπορεί να αποδοθεί στο γεγονός ότι το FFA υπάρχει σε μικκυλιακή 

μορφή σε υδατικό διάλυμα, με μεγάλο Μ.Β. που έχει ως αποτέλεσμα αρνητικές τιμές 

NOE. Επιπλέον, στο φάσμα 2D NOESY NMR του ελεύθερου λινελαϊκού οξέος 

παρατηρούμε την παρουσία νέων σημάτων NOE μακράς εμβέλειας, μεταξύ των 

πρωτονίων του διπλού δεσμού Η9,10,12,13 με τα H2 και H3, που παρουσιάζονται στο 

φάσμα 4.13Β με κόκκινο χρώμα. Τα νέα αυτά ενδομοριακά σήματα ΝΟΕ 

παρατηρούνται και παρουσία BSA/HSA και μάλιστα εμφανίζονται πιο έντονα. Αυτό 

υποδηλώνει την παρουσία αναδιπλούμενων διαμορφώσεων του λινελαϊκού οξέος, τόσο 

στη μικκυλιακή όσο και τη δεσμευμένη κατάσταση. 

Στην Εικόνα 4.14 παρουσιάζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D 

NOESY NMR του ελεύθερου ελαϊκού οξέος (Α) και του ελεύθερου λινελαϊκού οξέος 

(D) σε μικκυλιακή κατάσταση. Επιπλέον, παρουσιάζονται και οι αντίστοιχες περιοχές 

των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR των λιπαρών οξέων παρουσία BSA (Β&Ε) και 

ΗSA (C&F). Στην περίπτωση του ελαϊκού οξέος παρατηρούμε ακόμα και σε 

μικκυλιακή κατάσταση την παρουσία σήματος ΝΟΕ μακράς εμβέλειας μεταξύ των 

πρωτονίων της μεθυλομάδας Η18 με τα α-πρωτόνια Η2. Αντίθετα, στην περίπτωση του 

λινελαϊκού οξέος δεν παρατηρούμε τη παρουσία σήματος μεταξύ Η18-Η2 σε 

μικκυλιακή κατάσταση, παρά μόνο κατά την αλληλεπίδραση με BSA/HSA. Αυτό 

πιθανόν οφείλεται στην ύπαρξη ενός επιπλέον διπλού δεσμού στο λινελαϊκό οξύ.    



 
 

93 
 

 

Εικόνα 4.14. Επιλεγμένες περιοχές φασμάτων 2D NOESY NMR σε ρυθμιστικό PBS 10 mM σε 

D2O με 10% DMSO-d6: (Α) ελαϊκού οξέος (2.5 mM), (Β) ελαϊκού οξέος (2.5 mM) με BSA (25 

μΜ), (C) ελαϊκού οξέος (2.5 mM) με HSA (25 μΜ). Επιλεγμένες περιοχές φασμάτων 2D 

NOESY NMR σε ρυθμιστικό PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6: (D) λινελαϊκού οξέος (2.5 

mM), (Ε) λινελαϊκού οξέος (2.5 mM) με BSA (25 μΜ), (F) λινελαϊκού οξέος (2.5 mM) με HSA 

(25 μΜ) (χρόνος μίξης 300 ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, πειραματικός χρόνος = 4h 

20min). Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE μεταξύ των Η2 και Η18 σημειώνονται με 

κόκκινο χρώμα. 

Στην Εικόνα 4.15 παρουσιάζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D 

NOESY NMR (Α,C,E) του ελεύθερου α-λινολενικού οξέος (2.5 mM), καθώς και οι 

αντίστοιχες περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR (Β,D,F) παρουσία HSA 

(25μΜ), που λήφθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 

310Κ. Το α-λινολενικό οξύ έδειξε την παρουσία σημάτων ΝΟΕ της ίδιας φάσης με τη 

διαγώνιο σε υδατικό διάλυμα ακόμη και απουσία HSA. Αυτό μπορεί να αποδοθεί στο 
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γεγονός ότι το FFA υπάρχει σε μικκυλιακή μορφή στο υδατικό διάλυμα, με μεγάλο 

Μ.Β. που έχει ως αποτέλεσμα αρνητικές τιμές NOE. Τα φάσματα 2D tr-NOESY NMR 

του α-λινολενικού οξέος παρουσία HSA παρέχουν αρκετά νέα ενδομοριακά σήματα 

NOE του λιπαρού οξέος κατά την πρόσδεσή του. Πιο συγκεκριμένα, παρουσία ΗSA, 

παρατηρήθηκαν NOE μακράς εμβέλειας μεταξύ των δις-αλλυλικών 

 

Εικόνα 4.15. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων: (Α,C,E) 2D NOESY NMR του ελεύθερου 

α-λινολενικού οξέος (2.5 mM) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. 

(Β,D,F) 2D tr-NOESY NMR του α-λινολενικού οξέος (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 (χρόνος μίξης 300ms, T = 310K, αριθμός 

σαρώσεων = 56, πειραματικός χρόνος = 4h 20min). Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE 

σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 
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πρωτονίων Η11,14 με Η2, Η3 καθώς και των τερματικών πρωτονίων Η18 με Η2, που 

αποδεικνύουν την παρουσία αναδιπλούμενων διαμορφώσεων του α-λινολενικού οξέος 

στη δεσμευμένη κατάσταση. 

 

Εικόνα 4.16. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων: (Α,C) 2D NOESY NMR του ελεύθερου 

EPA (2.5 mM) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. (Β,D) 2D tr-

NOESY NMR του EPA (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O 

με 10% DMSO-d6 (χρόνος μίξης 300 ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, πειραματικός 

χρόνος = 4h 20min). Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

Στην Εικόνα 4.16 απεικονίζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D 

NOESY NMR (Α,C) του ελεύθερου EPA (2.5 mM), καθώς και οι αντίστοιχες περιοχές 

των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR (Β,D) παρουσία HSA (25μΜ), που λήφθηκαν σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. Το ΕPA έδειξε την 

παρουσία αρνητικών σημάτων ΝΟΕ στο υδατικό διάλυμα ακόμη και απουσία HSA, 

λόγω της ύπαρξης μικκυλιακής μορφής στο υδατικό διάλυμα. Στις επιλεγμένες περιοχές 

των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR του ΕΡΑ παρουσία HSA παρατηρούνται 

ενδομοριακά σήματα ΝΟΕ μακράς εμβέλειας, που σημειώνονται με κόκκινο χρώμα, με 

πιο χαρακτηριστικό το ΝΟΕ μεταξύ των α- πρωτονίων Η2 με τα πρωτόνια της 

μεθυλομάδας Η20. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει την παρουσία αναδιπλούμενων 

διαμορφώσεων του ΕΡΑ στη δεσμευμένη κατάσταση.   
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Εικόνα 4.17. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων: (Α,C) 2D NOESY NMR του ελεύθερου 

DHA (2.5 mM) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. (Β,D) 2D tr-

NOESY NMR του DHA (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε 

D2O με 10% DMSO-d6 (χρόνος μίξης 300 ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, 

πειραματικός χρόνος = 4h 20min). Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE σημειώνονται με 

κόκκινο χρώμα. 

Στην Εικόνα 4.17 απεικονίζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D 

NOESY NMR (Α,C) του ελεύθερου DHA (2.5 mM), καθώς και οι αντίστοιχες περιοχές 

των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR (Β,D) παρουσία HSA (25μΜ), που λήφθηκαν σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. Το DHA έδειξε την 

παρουσία σημάτων ΝΟΕ της ίδιας φάσης με τη διαγώνιο στο υδατικό διάλυμα ακόμη 

και απουσία HSA, που μπορεί να αποδοθεί στην ύπαρξη μικκυλιακής μορφής στο 

υδατικό διάλυμα. Επιπλέον, στο φάσμα 4.17C του ελεύθερου DHA παρατηρούμε την 

παρουσία νέων σημάτων NOE μακράς εμβέλειας, μεταξύ των H2,3 – H21 καθώς και 

H2,3 – H22, που παρουσιάζονται με κόκκινο χρώμα. Τα νέα αυτά ενδομοριακά σήματα 

ΝΟΕ παρατηρούνται και παρουσία HSA και μάλιστα εμφανίζονται πιο έντονα. 

Συνεπώς, αποδεικνύεται η παρουσία αναδιπλούμενων διαμορφώσεων του DHA, τόσο 

στη μικκυλιακή όσο και τη δεσμευμένη κατάσταση. 
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4.3  Χαρτογράφηση του προσανατολισμού των λιπαρών οξέων στη 

θέση πρόσδεσης στην αλβουμίνη ορού (BSA/HSA) με τη χρήση της 

τεχνικής INPHARMA NMR 

Σε πρωτεΐνες με πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης, όπως στην περίπτωση αλληλεπίδρασης 

της αλβουμίνης (BSA/HSA) με ελεύθερα λιπαρά οξέα, η χρήση διαμοριακών 

αλληλεπιδράσεων NOE μεταξύ δύο υποκαταστατών, εκ των οποίων ο ένας γνωστής π.χ. 

κρυσταλλικής δομής, είναι πολύ πιο κατατοπιστική. Η τεχνική INPHARMA NMR 

βασίζεται στην παρατήρηση διαμοριακών αλληλεπιδράσεων NOE μεταξύ δύο 

υποκαταστατών που αλληλεπιδρούν ανταγωνιστικά ως προς έναν κοινό μακρομοριακό 

υποδοχέα [Sanchez-Pedregal et al, 2005; Orts et al, 2008; Carlomango, 2012] με την 

προϋπόθεση ότι οι τιμές Kd είναι στο εύρος μΜ έως mΜ (koff < 100-1000 s
-1

). Ο 

αριθμός τέτοιων διαμοριακών σημάτων NOE μπορεί να χρησιμοποιηθεί ώστε να 

εξαχθεί ο σχετικός προσανατολισμός των δύο υποκαταστατών στη θέση πρόσδεσης του 

μακρομοριακού υποδοχέα. 

 Στην Εικόνα 4.18Α παρουσιάζεται το ανταγωνιστικό πείραμα 2D INPHARMA 

NMR του καπρολεϊκού οξέος (CA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα 

PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.2 

mM). Παρατηρούμε την παρουσία σημαντικών αρνητικών διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ 

μεταξύ του καπρολεϊκού οξέος και της ιβουπροφαίνης, που υποδηλώνεται με τις 

κόκκινες διασταυρούμενες κορυφές. Πιο συγκεκριμένα, διαμοριακά σήματα ΝΟΕ 

παρατηρούνται μεταξύ των Η5,9 και Η6,8 της ιβουπροφαίνης με τα πρωτόνια του 

διπλού δεσμού Η9, Η10a,b, τα πρωτόνια Η8, Η4,5,6,7, Η3 και Η2 του καπρολεϊκού 

οξέος. Αυτό επιβεβαιώνει τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ μεταξύ των δύο 

υποκαταστατών στις κοινές θέσεις πρόσδεσης FA3, FA4 και FA6 της BSA. Παρόμοια 

αρνητικά διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ των δύο υποκαταστατών λήφθηκαν 

παρουσία της πρωτεΐνης HSA. 

Τα διαμοριακά αυτά σήματα NOE εξαρτώνται από την απόσταση (r
-6

) [Li et al, 

2001], επομένως, δεν προέρχονται από μια άμεση μεταφορά μαγνήτισης μεταξύ των δύο 

υποκαταστατών, αλλά μάλλον από μια διαδικασία διάχυσης σπιν που διαμεσολαβείται 

από τα πρωτόνια του υποδοχέα (BSA/HSA) στη θέση πρόσδεσης. Επομένως, ο αριθμός 

και η ένταση κάθε διαμοριακού NOE εξαρτώνται από τις  
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Εικόνα 4.18. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D Tr-NOESY NMR του καπρολεϊκού 

οξέος (CA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% 

DMSO-d6 μετά την προσθήκη: (A) ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.2 mM), (Β) βαρφαρίνης (W) (2.2 

mM) (χρόνος μίξης = 300 ms, Τ = 310 Κ, αριθμός σαρώσεων = 112, πειραματικός χρόνος = 17h 

19min). Τα διαμοριακά σήματα ΝΟΕ σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

ειδικές αλληλεπιδράσεις καθενός από τους δύο υποκαταστάτες με την πρωτεΐνη, αν και 

οι δύο υποκαταστάτες δεν βρίσκονται κοντά στο χώρο κατά τη διάρκεια του χρόνου 

μίξης (300 ms) του πειράματος NMR [Sanchez-Pedregal et al, 2005; Orts et al, 2008; 

Carlomango, 2012]. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά σήματα NOE μεταξύ 

των πρωτονίων Η2 της ιβουπροφαίνης με τα πρωτόνια Η2 και Η3 του καπρολεϊκού 
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οξέος. Αυτό αποδεικνύει τον κοινό τρόπο δέσμευσης των καρβοξυλικών ομάδων των 

υποκαταστατών, σε εξαιρετική συμφωνία με τα αποτελέσματα docking (Ενότητα 4.4). 

Παραδόξως, έχουν παρατηρηθεί διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ των Η12,13 της 

ιβουπροφαίνης με τα Η2 του καπρολεϊκού οξέος, αν και οι αποστάσεις των πρωτονίων 

είναι πέραν των ορίων ανίχνευσης των σημάτων NOE. Πιθανότατα αυτό οφείλεται στην 

παρουσία μιας δεύτερης ανεστραμμένης διαμόρφωσης του καπρολεϊκού οξέος εντός της 

FA4, η οποία προτάθηκε από τον δομικό προσδιορισμό με ακτίνες Χ [Petitpas, Grűne et 

al, 2001] και επαληθεύτηκε με τους υπολογισμούς docking της παρούσας διατριβής 

(Ενότητα 4.4). 

Στην Εικόνα 4.18Β παρουσιάζεται επιλεγμένη περιοχή του φάσματος tr-NOESY 

NMR του καπρολεϊκού οξέος (CA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα 

PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (2.2 mM). 

Παρατηρούμε σημαντικό αριθμό αρνητικών διαμοριακών σημάτων NOE μεταξύ του 

καπρολεϊκού οξέος και της βαρφαρίνης (κόκκινες διασταυρούμενες κορυφές), τα οποία 

επιβεβαιώνουν τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ μεταξύ των δύο υποκαταστατών στην 

κοινή θέση πρόσδεσης FA7 της BSA. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά 

διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ των πρωτονίων Η3 του καπρολεϊκού οξέος με τα 

αρωματικά πρωτόνια τόσο του φαινυλο βουτυλο δακτυλίου (Η2',6', Η3',5' και Η4') όσο 

και του δακτυλίου βενζοπυράνης (Η5, Η7 και Η6,8) της βαρφαρίνης, παρότι η 

κρυσταλλογραφική απόσταση των κέντρων των δύο αρωματικών δακτυλίων είναι ~ 6.9 

Å. Πιθανότατα, αυτό οφείλεται στην παρουσία δύο θέσεων πρόσδεσης και, επομένως, 

δύο διαμορφωτικών καταστάσεων του καπρολεϊκού οξέος στη θέση FA7. Αυτή η 

διαμορφωτική ευελιξία, η οποία επαληθεύτηκε με τους υπολογισμούς docking, 

ερμηνεύει γιατί η θέση και οι διαμορφωτικές καταστάσεις των FFA στη θέση 

πρόσδεσης FA7 δεν προσδιορίστηκαν με ακρίβεια, παρά τις πολυάριθμες δομικές 

μελέτες με ακτίνες Χ [Curry et al, 1998; Bhattacharya et al, 2000; Petitpas, Grűne et al, 

2001]. Παρόμοια αρνητικά διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ του καπρολεϊκού οξέος και 

της βαρφαρίνης λήφθηκαν παρουσία της πρωτεΐνης HSA. 

Στην Εικόνα 4.19Α παρουσιάζεται το ανταγωνιστικό πείραμα 2D INPHARMA 

NMR του ελαϊκού οξέος (ΟA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 

10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (3.2 mM). 

Παρατηρούμε την παρουσία σημαντικών αρνητικών διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ 



 
 

100 
 

μεταξύ του ελαϊκού οξέος και της ιβουπροφαίνης, που υποδηλώνεται με τις κόκκινες 

διασταυρούμενες κορυφές. Πιο συγκεκριμένα, διαμοριακά σήματα ΝΟΕ έχουν 

παρατηρηθεί μεταξύ των Η5,9 και Η6,8 της ιβουπροφαίνης με τα ολεφινικά πρωτόνια 

Η9,10, τα αλλυλικά πρωτόνια Η8,11 και τα 

 

Εικόνα 4.19. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D Tr-NOESY NMR του ελαϊκού οξέος 

(OA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 

μετά την προσθήκη: (A) ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (3.2 mM), (Β) βαρφαρίνης (W) (3.2 mM) (χρόνος 

μίξης = 300 ms, Τ = 310 Κ, αριθμός σαρώσεων = 112, πειραματικός χρόνος = 17h 19min). Τα 

διαμοριακά σήματα NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

β-πρωτόνια Η3 του ελαϊκού οξέος. Αυτό επιβεβαιώνει τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ 

μεταξύ των δύο υποκαταστατών στις κοινές θέσεις πρόσδεσης FA3, FA4 και FA6 της 
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BSA. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά σήματα NOE μεταξύ των 

πρωτονίων Η2 της ιβουπροφαίνης με τα πρωτόνια Η2 και Η3 του ελαϊκού οξέος. Αυτό 

αποδεικνύει τον κοινό τρόπο δέσμευσης των καρβοξυλικών ομάδων των 

υποκαταστατών που είναι σε εξαιρετική συμφωνία με τα αποτελέσματα docking. 

Παραδόξως, έχουν παρατηρηθεί διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ του Η11 της 

ιβουπροφαίνης με τα Η2 και Η3 του ελαϊκού οξέος, αν και οι αποστάσεις των 

πρωτονίων είναι πέραν των ορίων ανίχνευσης σημάτων NOE. Πιθανότατα αυτό 

οφείλεται στην παρουσία μιας δεύτερης ανεστραμμένης διαμόρφωσης του ελαϊκού 

οξέος εντός της θέσης πρόσδεσης FA4, η οποία προτάθηκε από τον δομικό 

προσδιορισμό με ακτίνες Χ [Petitpas, Grűne et al, 2001] και επαληθεύτηκε με τους 

υπολογισμούς docking (βλέπετε Ενότητα 4.4). 

Στην Εικόνα 4.19Β παρουσιάζεται επιλεγμένη περιοχή του φάσματος tr-NOESY 

NMR του ελαϊκού οξέος (ΟA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 

10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (3.2 mM). 

Παρατηρούμε σημαντικό αριθμό αρνητικών διαμοριακών σημάτων NOE μεταξύ του 

ελαϊκού οξέος και της βαρφαρίνης (κόκκινες διασταυρούμενες κορυφές), οι οποίες 

επιβεβαιώνουν τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ μεταξύ των δύο υποκαταστατών στην 

κοινή θέση πρόσδεσης FA7 της BSA. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά 

διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ των πρωτονίων Η3 του ελαϊκού οξέος με τα 

αρωματικά πρωτόνια Η3',5',6,8 της βαρφαρίνης, καθώς και των τερματικών πρωτονίων 

Η18 του ελαϊκού οξέος με τα πρωτόνια τόσο του φαινυλο βουτυλο δακτυλίου (Η2',6', 

Η3',5' και Η4') όσο και του δακτυλίου βενζοπυράνης (Η7 και Η6,8) της βαρφαρίνης. 

Πιθανότατα, αυτό οφείλεται στην παρουσία δύο θέσεων πρόσδεσης και, επομένως, δύο 

διαμορφωτικών καταστάσεων του ελαϊκού οξέος στη θέση πρόσδεσης FA7. Αυτή η 

διαμορφωτική ευελιξία επαληθεύτηκε με τους υπολογισμούς docking. Παρόμοια 

αρνητικά διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ του ελαϊκού οξέος και της βαρφαρίνης 

λήφθηκαν παρουσία της πρωτεΐνης HSA. 

Στην Εικόνα 4.20Α παρουσιάζεται το ανταγωνιστικό πείραμα 2D INPHARMA 

NMR του λινελαϊκού οξέος (LA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα 

PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (3 

mM). Παρατηρούμε την παρουσία σημαντικών αρνητικών διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ 

μεταξύ του λινελαϊκού οξέος και της ιβουπροφαίνης (κόκκινες διασταυρούμενες 
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κορυφές). Πιο συγκεκριμένα, διαμοριακά σήματα ΝΟΕ παρατηρούνται μεταξύ των 

Η5,9 και Η6,8 της ιβουπροφαίνης με τα ολεφινικά πρωτόνια Η9,10,12,13, τα δις-

αλλυλικά πρωτόνια Η11, τα αλλυλικά πρωτόνια Η8,14 και τα πρωτόνια Η2 και Η3 του 

λινελαϊκού οξέος. Αυτό επιβεβαιώνει τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ μεταξύ των δύο 

υποκαταστατών στις κοινές θέσεις πρόσδεσης FA3, FA4 και FA6 της BSA. Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά σήματα NOE μεταξύ των πρωτονίων Η2 της 

ιβουπροφαίνης με τα πρωτόνια Η2 και Η3 του λινελαϊκού οξέος. Αυτό αποδεικνύει τον 

κοινό τρόπο δέσμευσης των καρβοξυλικών ομάδων των υποκαταστατών που είναι σε 

εξαιρετική συμφωνία με τα αποτελέσματα docking. Επιπλέον, έχουν παρατηρηθεί 

διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ του Η11 της ιβουπροφαίνης με τα Η2 και Η3 του 

λινελαϊκού οξέος, που οφείλονται στην παρουσία μιας δεύτερης ανεστραμμένης 

διαμόρφωσης του λινελαϊκού οξέος εντός της θέσης πρόσδεσης FA4, όπως προκύπτει 

άλλωστε και από τους υπολογισμούς docking. 

Στην Εικόνα 4.20Β παρουσιάζεται επιλεγμένη περιοχή του φάσματος tr-NOESY 

NMR του λινελαϊκού οξέος (LA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα 

PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (3 mM). 

Παρατηρείται σημαντικός αριθμός αρνητικών διαμοριακών σημάτων NOE μεταξύ του 

λινελαϊκού οξέος και της βαρφαρίνης (κόκκινες διασταυρούμενες κορυφές), που 

επιβεβαιώνουν τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ μεταξύ των δύο υποκαταστατών στην 

κοινή θέση πρόσδεσης FA7 της BSA. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά 

διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ των πρωτονίων Η3 και Η18 του λινελαϊκού οξέος με 

τα αρωματικά πρωτόνια τόσον του φαινυλο βουτυλο δακτυλίου (Η2',6', Η3',5' και Η4') 

όσον και του δακτυλίου βενζοπυράνης (Η5, Η7 και Η6,8) της βαρφαρίνης. Πιθανότατα, 

αυτό οφείλεται στην παρουσία δύο θέσεων πρόσδεσης και, επομένως, δύο 

διαμορφωτικών καταστάσεων του λινελαϊκού οξέος στη θέση πρόσδεσης FA7. Αυτή η 

διαμορφωτική ευελιξία επαληθεύτηκε με τους υπολογισμούς docking. Παρόμοια 

αρνητικά διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ του λινελαϊκού οξέος και της βαρφαρίνης 

λήφθηκαν παρουσία της πρωτεΐνης HSA. 
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Εικόνα 4.20. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D Tr-NOESY NMR του λινελαϊκού οξέος 

(LA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 

μετά την προσθήκη: (A) ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (3 mM), (Β) βαρφαρίνης (W) (3 mM) (χρόνος 

μίξης = 300 ms, Τ = 310 Κ, αριθμός σαρώσεων = 112, πειραματικός χρόνος = 17h 19min). Τα 

διαμοριακά σήματα NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

  



 
 

104 
 

 

Εικόνα 4.21. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D Tr-NOESY NMR του α-λινολενικού 

οξέος (ALA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 50 mM σε D2O με 10% 

DMSO-d6 μετά την προσθήκη: ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (3.2 mM) με χρόνους ανάμιξης 100ms (Α), 

200ms (Β) και 300ms (C), βαρφαρίνης (W) (2.5 mM) με χρόνους μίξης 100 ms (D), 200 ms (Ε) 

και 300 ms (F) (T = 310 K, αριθμός σαρώσεων = 112, πειραματικοί χρόνοι = 15h 57min (A, D), 

16h 38min (B, E), 17h 19min (C, F)). Τα διαμοριακά σήματα ΝΟΕ σημειώνονται με κόκκινο 

χρώμα. 

Στην Εικόνα 4.21Α παρουσιάζεται το ανταγωνιστικό πείραμα 2D INPHARMA 

NMR του α-λινολενικού οξέος (ALA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) 

(3.2 mM) με χρόνο μίξης 100 ms. Στις Εικόνες 4.21Β και 4.21C παρουσιάζεται το ίδιο 

ανταγωνιστικό πείραμα αλλά με χρόνους μίξης 200 ms και 300 ms, αντίστοιχα. 

Παρατηρούμε την παρουσία σημαντικών αρνητικών διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ 

μεταξύ του α-λινολενικού οξέος και της ιβουπροφαίνης (κόκκινες διασταυρούμενες 

κορυφές). Πιο συγκεκριμένα, διαμοριακά σήματα ΝΟΕ παρατηρούνται μεταξύ των 
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Η5,9 και Η6,8 της ιβουπροφαίνης με τα ολεφινικά πρωτόνια Η9,10,12,13,15,16, τα δις-

αλλυλικά πρωτόνια Η11,14, τα αλλυλικά πρωτόνια Η8,17 και τα πρωτόνια Η3 και Η2 

του α-λινολενικού οξέος. Αυτό επιβεβαιώνει τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ μεταξύ των 

δύο υποκαταστατών στις κοινές θέσεις πρόσδεσης FA3, FA4 και FA6 της BSA. 

Επιπλέον, αξίζει να σημειωθεί πως με την αύξηση του χρόνου ανάμιξης από τ = 100 σε 

200 και 300 ms οι εντάσεις των διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ αυξάνονται περίπου 

γραμμικά. Παρόμοια αρνητικά διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ των δύο 

υποκαταστατών λήφθηκαν παρουσία της πρωτεΐνης HSA. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά σήματα NOE μεταξύ των 

πρωτονίων Η2 της ιβουπροφαίνης με τα πρωτόνια Η2 και Η3 του α-λινολενικού οξέος. 

Αυτό αποδεικνύει τον κοινό τρόπο δέσμευσης των καρβοξυλικών ομάδων των 

υποκαταστατών που είναι σε εξαιρετική συμφωνία με τα αποτελέσματα docking. 

Παραδόξως, έχουν παρατηρηθεί διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ των πρωτονίων Η10 

και Η11 της ιβουπροφαίνης με τα Η2 και Η3 του α-λινολενικού οξέος, αν και οι 

αποστάσεις των πρωτονίων είναι εκτός των ορίων ανίχνευσης των σημάτων NOE. Αυτό 

οφείλεται στην παρουσία μιας δεύτερης ανεστραμμένης διαμόρφωσης του α-

λινολενικού οξέος εντός της θέσης πρόσδεσης FA4, που επαληθεύτηκε με τους 

υπολογισμούς docking. 

Στην Εικόνα 4.21D παρουσιάζεται επιλεγμένη περιοχή του φάσματος tr-NOESY 

NMR του α-λινολενικού οξέος (ALA) (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) 

(2.5 mM) με χρόνο μίξης 100 ms. Στις Εικόνες 4.21E και 4.21F παρουσιάζεται το ίδιο 

ανταγωνιστικό πείραμα αλλά με χρόνους μίξης 200 ms και 300 ms, αντίστοιχα. 

Παρατηρούμε την παρουσία αρνητικών διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ μεταξύ του α-

λινολενικού οξέος και της βαρφαρίνης (κόκκινες διασταυρούμενες κορυφές), που 

επιβεβαιώνουν τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ μεταξύ των δύο υποκαταστατών στην 

κοινή θέση πρόσδεσης FA7 της BSA. Αξιοσημείωτο είναι βέβαια πως ακόμα και με 

χρόνο μίξης 300 ms, τα ενδομοριακά σήματα ΝΟΕ της βαρφαρίνης είναι πιο ασθενή σε 

σχέση με τα διαμοριακά NOE μεταξύ της βαρφαρίνης και του α-λινολενικού οξέος. Για 

το λόγο αυτό πραγματοποιήθηκε περαιτέρω πείραμα 2D tr-NOESY NMR στο οποίο 

προστέθηκε α-λινολενικό οξύ στο σύμπλοκο βαρφαρίνης-HSA/BSA (Εικόνα 4.22Β), 

αντί για το αντίστροφο πείραμα στο οποίο προστέθηκε βαρφαρίνη στο σύμπλοκο 
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HSA/BSA-FFA (Εικόνα 4.21D,E,F & Εικόνα 4.22Α). Παρατηρούμε μια πολύ 

σημαντική αύξηση των διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ μεταξύ του α-λινολενικού οξέος 

και της βαρφαρίνης. Αυτό συμφωνεί με τα πειράματα STD ότι δηλαδή το α-λινολενικό 

οξύ έχει υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης στη θέση FA7 σε σχέση με αυτή της 

βαρφαρίνης. 

 

Εικόνα 4.22. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR: (Α) του α-λινολενικού 

οξέος (ALA) (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% 

DMSO-d6 μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (2.5 mM). (Β) της βαρφαρίνης (W) (2.5 mM) με 

HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την 

προσθήκη α-λινολενικού οξέος (ALA) (2.5 mM) (χρόνος μίξης = 300 ms, T = 310K, αριθμός 

σαρώσεων = 112, πειραματικός χρόνος = 17h 19min). Τα διαμοριακά σήματα ΝΟΕ 

σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

Από όσο γνωρίζουμε, αυτή είναι η πρώτη ένδειξη σημαντικής δέσμευσης στη 

θέση FA7 ενός ω-3 πολυακόρεστου λιπαρού οξέος σε σχέση με τα ακόρεστα λιπαρά 
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οξέα με τον ίδιο αριθμό ανθράκων (C18) αλλά με διαφορετικό αριθμό αλλυλικών 

διπλών δεσμών. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά διαμοριακά σήματα NOE 

μεταξύ των πρωτονίων Η3 και της τερματικής ομάδας CH3 του α-λινολενικού οξέος με 

τα αρωματικά πρωτόνια τόσον του φαινυλο βουτυλο δακτυλίου όσον και του δακτυλίου 

βενζοπυράνης της βαρφαρίνης (Εικόνα 4.22Β) παρά τη μεγάλη κρυσταλλογραφική 

απόσταση των κέντρων των δύο αρωματικών δακτυλίων. Πιθανότατα αυτό οφείλεται 

στην παρουσία δύο θέσεων πρόσδεσης και, επομένως δύο διαμορφωτικών 

καταστάσεων, και την ισχυρή αναδίπλωση του α-λινολενικού οξέος εντός της θέσης 

πρόσδεσης FA7 [Alexandri et al, 2022].  

Στην Εικόνα 4.23Α παρουσιάζεται το ανταγωνιστικό πείραμα 2D INPHARMA 

NMR του EPA (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O 

με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.9 mM). Παρατηρούμε την 

παρουσία αρνητικών διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ μεταξύ του EPA και της 

ιβουπροφαίνης (κόκκινες διασταυρούμενες κορυφές). Πιο συγκεκριμένα, διαμοριακά 

σήματα ΝΟΕ έχουν παρατηρηθεί μεταξύ των Η5,9 και Η6,8 της ιβουπροφαίνης με τα 

ολεφινικά πρωτόνια Η5,6,8,9,11,12,14,15,17,18, τα δις-αλλυλικά πρωτόνια 

Η7,10,13,16, τα αλλυλικά πρωτόνια Η4,19 και τα πρωτόνια Η3 και Η2 του EPA. Αυτό 

επιβεβαιώνει τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ μεταξύ των δύο υποκαταστατών στις 

κοινές θέσεις πρόσδεσης FA3, FA4 και FA6 της HSA. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζουν τα κοινά σήματα NOE μεταξύ των πρωτονίων Η2 της ιβουπροφαίνης με 

τα πρωτόνια Η2 και Η3 του EPA, αποδεικνύοντας τον κοινό τρόπο δέσμευσης των 

καρβοξυλικών ομάδων των υποκαταστατών. Επιπλέον, έχουν παρατηρηθεί διαμοριακά 

σήματα NOE μεταξύ των πρωτονίων Η10 και Η11 της ιβουπροφαίνης με τα Η2 και Η3 

του EPA παρότι οι αποστάσεις των πρωτονίων είναι εκτός των ορίων ανίχνευσης 

σημάτων NOE. Όπως και στην περίπτωση των άλλων ακόρεστων λιπαρών οξέων, αυτό 

οφείλεται στην παρουσία μιας δεύτερης ανεστραμμένης διαμόρφωσης του EPA. 
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Εικόνα 4.23. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D Tr-NOESY NMR του EPA (2.5 mM) με 

HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την 

προσθήκη: (A) ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.9 mM), (Β) βαρφαρίνης (W) (3.3 mM) (χρόνος μίξης = 

300 ms, Τ = 310 Κ, αριθμός σαρώσεων = 112, πειραματικός χρόνος = 17h 19min). Τα 

διαμοριακά σήματα NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

Στην Εικόνα 4.23B παρουσιάζεται επιλεγμένη περιοχή του φάσματος tr-NOESY 

NMR του EPA (2.5 mM) με BSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O 

με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (3.3 mM). Παρατηρούμε την 

παρουσία αρνητικών διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ μεταξύ του EPA και της βαρφαρίνης 

(κόκκινες διασταυρούμενες κορυφές), που επιβεβαιώνουν τη μεταφορά μαγνήτισης 

ΝΟΕ μεταξύ των δύο υποκαταστατών στην κοινή θέση πρόσδεσης FA7 της BSA. 

Αξιοσημείωτο είναι βέβαια πως τα ενδομοριακά σήματα ΝΟΕ της βαρφαρίνης είναι 

εξίσου ασθενή με τα διαμοριακά NOE μεταξύ βαρφαρίνης και EPA. Για το λόγο αυτό 

πραγματοποιήθηκε περαιτέρω πείραμα 2D tr-NOESY NMR στο οποίο προστέθηκε EPA 
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στο σύμπλοκο βαρφαρίνης-HSA (Εικόνα 4.24Β), αντί για το αντίστροφο πείραμα στο 

οποίο προστέθηκε βαρφαρίνη στο σύμπλοκο EPA-HSA (Εικόνα 4.24Α). Παρατηρούμε 

μια πολύ σημαντική αύξηση των διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ μεταξύ του EPA και της 

βαρφαρίνης καθώς και μία λιγότερο σημαντική αύξηση των ενδομοριακών NOE της 

βαρφαρίνης. Αυτό υποδεικνύει ότι το EPA έχει μεγαλύτερη συγγένεια πρόσδεσης στη 

θέση FA7 με αυτή της βαρφαρίνης. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά 

διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ των πρωτονίων Η3 και Η20 

 

Εικόνα 4.24. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR: (Α) του EPA (2.5 mM) 

με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την 

προσθήκη βαρφαρίνης (W) (3.3 mM). (Β) της βαρφαρίνης (W) (2 mM) με HSA (25 μΜ) σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη α-λινολενικού 

οξέος (ALA) (2.5 mM) (χρόνος μίξης = 300 ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 112, 

πειραματικός χρόνος = 17h 19min). Τα διαμοριακά σήματα ΝΟΕ σημειώνονται με κόκκινο 

χρώμα. 
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του EPA με τα αρωματικά πρωτόνια τόσον του φαινυλο βουτυλο δακτυλίου όσο και του 

δακτυλίου βενζοπυράνης της βαρφαρίνης. Πιθανότατα, αυτό οφείλεται στην παρουσία 

δύο θέσεων πρόσδεσης και, επομένως, δύο διαμορφωτικών καταστάσεων του EPA στη 

θέση FA7 σε συμφωνία με τη διαμορφωτική συμπεριφορά και των άλλων ακόρεστων 

ελεύθερων λιπαρών οξέων. 

 

Εικόνα 4.25. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D Tr-NOESY NMR του DHA (2.5 mM) με 

HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την 

προσθήκη: (A) ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.9 mM), (Β) βαρφαρίνης (W) (2.5 mM) (χρόνος μίξης = 

300 ms, Τ = 310 Κ, αριθμός σαρώσεων = 112, πειραματικός χρόνος = 17h 19min). Τα 

διαμοριακά σήματα NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

Στην Εικόνα 4.25Α παρουσιάζεται το ανταγωνιστικό πείραμα 2D INPHARMA 

NMR του DHA (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O 

με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.9 mM). Παρατηρούμε την 

παρουσία αρνητικών διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ μεταξύ του DHA και της 
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ιβουπροφαίνης (κόκκινες διασταυρούμενες κορυφές). Πιο συγκεκριμένα, διαμοριακά 

σήματα ΝΟΕ έχουν παρατηρηθεί μεταξύ των Η5,9 και Η6,8 της ιβουπροφαίνης με τα 

πρωτόνια του διπλού δεσμού Η4,5,7,8,10,11,13,14,16,17,19,20, τα δις-αλλυλικά 

πρωτόνια Η6,9,12,15,18, και τα πρωτόνια Η21 και Η2,3 του DHA. Αυτό επιβεβαιώνει 

τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ μεταξύ των δύο υποκαταστατών στις κοινές θέσεις 

πρόσδεσης FA3, FA4 και FA6 της HSA. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά 

σήματα NOE μεταξύ των πρωτονίων Η2 της ιβουπροφαίνης με τα πρωτόνια Η2,3 του 

DHA, αποδεικνύοντας τον κοινό τρόπο δέσμευσης των καρβοξυλικών ομάδων των 

υποκαταστατών. Επιπλέον, έχουν παρατηρηθεί διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ των 

πρωτονίων Η10 και Η11 της ιβουπροφαίνης με τα Η2,3 του DHA, αν και οι αποστάσεις 

των πρωτονίων είναι εκτός των ορίων ανίχνευσης των σημάτων NOE, που πιθανόν 

οφείλονται στην παρουσία μιας δεύτερης ανεστραμμένης διαμόρφωσης του DHA. 

Στην Εικόνα 4.25Β παρουσιάζεται επιλεγμένη περιοχή του φάσματος tr-NOESY 

NMR του DHA (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O 

με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη βαρφαρίνης (W) (2.5 mM). Παρατηρούμε την 

παρουσία αρνητικών διαμοριακών σημάτων NOE μεταξύ του DHA και της βαρφαρίνης 

(κόκκινες διασταυρούμενες κορυφές), που επιβεβαιώνουν τη μεταφορά μαγνήτισης 

ΝΟΕ μεταξύ των δύο υποκαταστατών στην κοινή θέση πρόσδεσης FA7 της BSA. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά διαμοριακά σήματα NOE μεταξύ των 

πρωτονίων H22 του DHA με τα αρωματικά πρωτόνια τόσον του φαινυλο βουτυλο 

δακτυλίου όσον και του δακτυλίου βενζοπυράνης της βαρφαρίνης. Πιθανότατα, αυτό 

οφείλεται στην παρουσία δύο θέσεων πρόσδεσης και, επομένως, δύο διαμορφωτικών 

καταστάσεων του DHA στη θέση FA7.  
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4.4  Προσδιορισμός του επίτοπου πρόσδεσης ακόρεστων λιπαρών 

οξέων στην HSA με υπολογισμούς docking  

Όπως αναλύθηκε στην εισαγωγική ενότητα, με τη χρήση κρυσταλλογραφίας ακτίνων Χ 

και φασματοσκοπίας NMR έχουν βρεθεί επτά θέσεις πρόσδεσης των λιπαρών οξέων 

στην αλβουμίνη. Η FA7 συμπίπτει με τη θέση 1 των φαρμάκων, ενώ η FA3 με τη θέση 

2 των φαρμάκων. Όμως, παρά τις πολυάριθμες διαθέσιμες δομικές μελέτες ακτίνων Χ, 

οι διαμορφωτικές καταστάσεις των λιπαρών οξέων στη θέση 1 των φαρμάκων δεν 

κατέστη δυνατόν να προσδιοριστούν με ακρίβεια [Curry et al, 1998; Bhattacharya et al, 

2000; Petitpas et al, 2001]. Στο εργαστήριό μας εφαρμόστηκε μια προσέγγιση που 

βασίζεται στη συνδυασμένη χρήση των τεχνικών STD, Tr-NOESY και INPHARMA 

NMR και υπολογισμών docking για τη χαρτογράφηση των αλληλεπιδράσεων και των 

ειδικών θέσεων πρόσδεσης των καπρολεϊκού οξέος, ελαϊκού οξέος, λινελαϊκού οξέος 

και α-λινολενικού οξέος με μη επισημασμένη αλβουμίνη ορού (BSA/HSA). Τα 

διαμοριακά ΝΟΕ μεταξύ των λιπαρών οξέων και των φαρμάκων, ιβουπροφαίνη (θέση 

2) και βαρφαρίνη (θέση 1) και οι υπολογισμοί docking οδήγησαν στον προσδιορισμό 

των διαμορφώσεων των λιπαρών οξέων και μάλιστα έδωσαν τεκμηριωμένη απάντηση 

για τη διαμορφωτική κατάσταση στη θέση πρόσδεσης FA7 [Alexandri et al, 2022]. 

Παρακάτω, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των υπολογισμών docking για τις θέσεις 

FA7, FA6, FA3 και FA4. Οι υπολογισμοί docking πραγματοποιήθηκαν από τον Δρ. 

Παπαμώκο Γεώργιο.  

Θέση πρόσδεσης 7 (FA7) 

Η θέση αυτή βρίσκεται εντός του πυρήνα της υποπεριοχής ΙΙΑ. Το εσωτερικό της είναι 

κυρίως υδρόφοβο, ωστόσο, περιέχει δύο ομάδες πολικών αμινοξέων: μια εσωτερική που 

απαρτίζεται από τα αμινοξέα Tyr-150, His-242 και Arg-257, και μία εξωτερική στην 

είσοδο της κοιλότητας που αποτελείται από τα αμινοξέα Lys-195, Lys-199, Arg-218 και 

Arg-222 [Ghuman et al, 2005]. Μεγάλος αριθμός δομών κρυσταλλογραφίας  ακτίνων Χ, 

σημαντικού αριθμού ελεύθερων λιπαρών οξέων, συμπεριλαμβανομένων των C14:0 

[Curry et al, 1998], C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0 [Bhattacharya et al, 2000], 

C18:0, C18:1 και C20:4 [Petitpas et al, 2001] έδειξε μειωμένη ηλεκτρονιακή πυκνότητα 

χωρίς την χαρακτηριστική διεύρυνση που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον εντοπισμό 

της καρβοξυλικής ομάδας των υποκαταστατών. Κατά συνέπεια, τα προσδεδεμένα 

λιπαρά οξέα μοντελοποιήθηκαν μόνο ως προς τη μεθυλενική ακολουθία σε καμπυλωτές 



 
 

113 
 

διαμορφώσεις, οι οποίες βρέθηκαν να είναι ομοεπίπεδες με το αρωματικό τμήμα 

φαρμάκων στη θέση αυτή. Η έλλειψη ενός σαφώς καθορισμένου προσανατολισμού των 

καρβοξυλικών ομάδων των λιπαρών οξέων οδήγησε στο συμπέρασμα ότι η θέση FA7 

έχει χαμηλότερη συγγένεια πρόσδεσης και, επομένως, ο εκτοπισμός του μορίου της 

βαρφαρίνης μπορεί να επιτευχθεί μόνο με υψηλές συγκεντρώσεις λιπαρών οξέων. 

Τα αποτελέσματα των υπολογισμών docking και οι πόζες με το υψηλότερο σκορ 

για κάθε FFA και τη βαρφαρίνη απεικονίζονται στον Πίνακα 4.3 και στην Εικόνα 4.26. 

Επιπλέον, οι πόζες με την καλύτερη βαθμολογία καθώς και οι υπόλοιπες πόζες για κάθε 

FFA υποδεικνύουν ότι μπορούν να έχουν ποικίλες ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις με 

τα αμινοξέα Arg-218, Arg-222, Arg-257 και His-242 (Πίνακας 4.3). Το καπρολεϊκό οξύ 

βρίσκεται σε απόσταση δεσμού υδρογόνου με Arg-257 (Εικόνα 4.26a) και Arg-222 

(Πίνακας 4.3) και το ελαϊκό οξύ με Arg-222 (Εικόνα 4.26b), Arg-218, Arg-257 και His-

242 (Πίνακας 4.3). Το λινελαϊκό οξύ αλληλεπιδρά με Arg-222 (Εικόνα 4.26c), Arg-218, 

Arg-257 και His-242 (Πίνακας 4.3). Το α-λινολενικό οξύ έχει ισχυρή ηλεκτροστατική 

αλληλεπίδραση με Arg-218 (2.3 Å, Εικόνα 4.26d) και αλληλεπιδρά με His-242 και Arg-

257 (Πίνακας 4.3). Η βαρφαρίνη δημιουργεί ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις με Lys-

199 και Arg-222 (Εικόνα 4.26e). Ο προσδιορισμός της δομής της βαρφαρίνης σε 

κατάσταση πρόσδεσης στην HSA με ακτίνες Χ [Petitpas et al, 2001] δείχνει ότι το 

άτομο Ο4 σχηματίζει δεσμούς υδρογόνου με την πλευρική αλυσίδα Νε2 της His-242 (2.9 

Å) και με ένα δεσμευμένο μόριο νερού (2.8 Å). Το άτομο O2 βρίσκεται σε απόσταση 

3.6 Å από το Νε της Arg-222 και το οξυγόνο της ακετονυλο ομάδας βρίσκεται 3.3 Å 

από την ΝΗ2 της Arg-222. Το βενζοϋλο τμήμα της βαρφαρίνης σχηματίζει υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις με την Arg-218 (4.4 Å) και την πλευρική αλυσίδα της Trp-214. 

Υποκατάσταση των αμινοξέων Arg-218 και Trp-214 οδήγησαν σε μείωση της 

συγγένειας πρόσδεσης της βαρφαρίνης [Fehske et al, 1979; Petersen et al, 2000], 

γεγονός που βρίσκεται σε συμφωνία με τα κρυσταλλογραφικά δεδομένα [Petitpas et al, 

2001]. 
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Πίνακας 4.3. Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις και δεσμοί υδρογόνου μεταξύ των 

καρβοξυλικών ομάδων του καπρολεϊκού οξέος (CA), ελαϊκού οξέος (OA), λινελαϊκού οξέος 

(LA), α-λινολενικού οξέος (ALA), και των αμινοξέων της θέσης 7 της HSA. Παρουσιάζονται 

επίσης οι πόζες αλληλεπιδράσεων με αμινοξέα, οι συγγένειες σε kcal/mol, και οι 

ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις και δεσμοί υδρογόνου της βαρφαρίνης (W). 

Η υπέρθεση των τεσσάρων FFA δείχνει ξεκάθαρα την παρουσία δύο 

προσανατολισμών των καρβοξυλικών ομάδων λόγω της ύπαρξης δύο ομάδων πολικών 

αμινοξέων που χρησιμεύουν ως μοριακή άγκυρα: μία εσωτερική με τα αμινοξέα His-

242 και Arg-257 και μία στην είσοδο της θέσης πρόσδεσης με τα αμινοξέα Arg-218 και 

Arg-222 (Εικόνα 4.26f). Αυτή η διαμορφωτική ευελιξία συμφωνεί με την ύπαρξη  

διαμοριακών σημάτων NOE μεταξύ του Η3 και της τελικής CH3 ομάδας για παράδειγμα 

του α-λινολενικού οξέος με τα αρωματικά πρωτόνια τόσο του φαινυλο βουτυλο 

δακτυλίου όσο και του δακτυλίου βενζοπυράνης της βαρφαρίνης (Εικόνα 4.22 και 

Εικόνα 4.27). Επιπλέον, η διαμορφωτική αυτή ευελιξία των FFA στη θέση πρόσδεσης 

FA7 ερμηνεύει την αδυναμία πολυάριθμων δομικών μελετών με ακτίνες Χ να 

προσδιοριστεί η ακριβής θέση δέσμευσης των FFA [Curry et al, 1998; Bhattacharya et 

al, 2000; Petitpas et al, 2001]. Τα αποτελέσματα με τις κρυσταλλικές δομές 1GNI και 

2BXD ήταν παρόμοια. Το καπρολεϊκό οξύ εμφανίζει τη χαμηλότερη συγγένεια 

πρόσδεσης, υποδεικνύοντας το σημαντικό ρόλο του μήκους της αλυσίδας και του 

αριθμού των αλλυλικών διπλών δεσμών. Το α-λινολενικό οξύ παρουσιάζει την 

ισχυρότερη αλληλεπίδραση μεταξύ των FFA, και πιθανώς αυτό είναι το μόνο που 

μπορεί να ανταγωνιστεί ευνοϊκά τη βαρφαρίνη τη θέση FA7. Αυτό μπορεί να αποδοθεί 

στην ικανότητα των ω-3 λιπαρών οξέων να υιοθετούν διπλωμένες διαμορφώσεις του 

πολυακόρεστου τμήματος, ακόμη και σε υγρή κατάσταση [Venianakis et al, 2021]. 

Ligand K199 R218 R222 H242 R257 

 Anchor site 1 Anchor site 2 

 Group Dist. 

(Å) 

Pose / 

affinity 

(kcal/mol

) 

Group Dist. 

(Å) 

Pose / 

affinity 

(kcal/mol) 

Group Dist. 

(Å) 

Pose / 

affinity 

(kcal/mo

l) 

Group Dist. 

(Å) 

Pose / 

affinity 

(kcal/m

ol) 

Group Dist. 

(Å) 

Pose / 

affinity 

(kcal/mol

) 

CA       NHε- 2.5 2/-5.2    NHε- 3.0 1/-5.3 

OA    NH2 η
1 3.2 9/-5.6 NHε 2.5 1/-6.0 NHτ 2.6 3/-5.8 NH2 η1 2.8 7/-5.7 

LA    NH2 η
1 3.0 7/-5.9 NHε 2.4 2/-6.2 NHτ 2.4 6/-6.0 NHε 2.8 1/-6.2 

ALA    NH2 η
2 2.3 1/-7.1    NHτ 3.3 4/-7.0 NH2 η1 3.5 4/-7.0 

W O(4)---

NH3
+ 

2.6 7/-7.5 NH2 

η1,2- 

C(11)=

O 

2.2 7/-7.5 NH2 η
1-  

C(11)=

O 

2.5 4/-7.7 C=O 

ring- 

Hε2 

2.3 4/-7.7    
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Εικόνα 4.26. Πόζες με τα καλύτερα σκορ για τη θέση FA7 της HSA με: a. καπρολεϊκό οξύ, b. 

ελαϊκό οξύ, c. λινελαϊκό οξύ, d. α-λινολενικό οξύ, e. βαρφαρίνη. f. Υπέρθεση των τεσσάρων 

FFAs για το α-λινολενικό οξύ παρατηρείται χωρική απόκλιση σε σχέση με τα υπόλοιπα FFA. 
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Εικόνα 4.27. Επιλεγμένες διαμορφώσεις του α-λινολενικού οξέος και της βαρφαρίνης που 

απεικονίζουν τη γειτνίαση του ελεύθερου λιπαρού οξέος και των αρωματικών πρωτονίων τόσο 

του φαινυλο βουτυλο δακτυλίου όσο και του δακτυλίου βενζοπυράνης της βαρφαρίνης. 

 

 Θέση πρόσδεσης 6 (FA6) 

Αυτή η θέση πρόσδεσης είναι σχετικά ανοιχτή, αποτελούμενη από μια ρηχή κοιλότητα 

στην επιφάνεια της πρωτεΐνης μεταξύ των υποπεριοχών IIA και IIB [Bhattacharya et al, 

2000]. Προσδιορισμός της δομής με ακτίνες Χ έδειξε ότι οι καρβοξυλικές ομάδες 

διαφόρων ελεύθερων λιπαρών οξέων υιοθετούν μια ποικιλία διαμορφώσεων χωρίς την 

υιοθέτηση κοινών ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων. Οι πλευρικές αλυσίδες των 

αμινοξέων Arg-209, Lys-351 και Ser-480 εμπλέκονται παροδικά σε αλληλεπιδράσεις με 

FFA [Bhattacharya et al, 2000]. Η σταθεροποίηση, για παράδειγμα, του μεσαίου 

τμήματος της μεθυλενο αλληλουχίας αποδόθηκε στα αμινοξέα Arg-209, Asp-324 και 

Glu-354. Η απουσία σαφώς καθορισμένων αμινοξικών αλληλεπιδράσεων με τις 

καρβοξυλικές ομάδες των λιπαρών οξέων υποδηλώνει ότι η συγγένεια πρόσδεσης 

μπορεί να είναι σχετικά χαμηλή. Τα αποτελέσματα docking συμφωνούν με τα 

πειραματικά δεδομένα που προκύπτουν από την κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ 

[Bhattacharya et al, 2000]. Η συντριπτική πλειονότητα στις πόζες που εντοπίστηκαν, 

δεν εμφανίζουν συγκεκριμένες ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις. Η μόνη 

ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση που εντοπίστηκε είναι μεταξύ της Arg-209 και των 

καρβοξυλικών ομάδων του καπρολεϊκού οξέος, του ελαϊκού οξέος (τρίτη καλύτερη 

πόζα), του λινελαϊκού οξέος και της ιβουπροφαίνης (τρίτη καλύτερη πόζα) (Εικόνα 

4.28a,b,c,e και Πίνακας 4.4). Αξίζει να σημειωθεί ότι αυτή η θέση πρόσδεσης εμφανίζει 

τα χαμηλότερα σκορ σε kcal/mol (Πίνακας 4.4) σε σύγκριση με τις θέσεις 3 και 4, όπως 

αναλύεται παρακάτω. Παρόμοια αποτελέσματα για τη θέση πρόσδεσης FA6 ελήφθησαν 

και με τις δομές 1GNI και 2BXG PDB. 

  



 
 

117 
 

Πίνακας 4.4. Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις και δεσμοί υδρογόνου μεταξύ των 

καρβοξυλικών ομάδων των λιπαρών οξέων, καπρολεϊκού οξέος (CA), ελαϊκού οξέος (OA), 

λινελαϊκού οξέος (LA), α-λινολενικού οξέος (ALA) και της ιβουπροφαίνης (ΙΒ) με τα αμινοξέα 

της θέσης FA6 της HSA. Οι πόζες που προκύπτουν από τις συγκεκριμένες αλληλεπιδράσεις και 

οι συγγένειες σε kcal/mol επίσης απεικονίζονται. 

 

 

 

 

 

  

Ligands R209 

 Group 
Distance 

(Å) 

Pose/affinity 

(kcal/mol) 

CA NH2 η
1
 2.8 1/-5.0 

OA NH2 η
1
 2.6 5/-6.4 

LA NHε 2.5 1/-6.7 

ALA NH2 η
2
 2.7 7/-6.7 

IB NH2 η
2
 2.7 2/-6.8 
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Εικόνα 4.28. Πόζες με τα καλύτερα σκορ για τη θέση πρόσδεσης FA6 της HSA με: a. 

καπρολεϊκό οξύ, b. ελαϊκό οξύ, c. λινελαϊκό οξύ, d. α-λινολενικό οξύ, e. ιβουπροφαίνη. f. 

Υπέρθεση των τεσσάρων FFA και της ιβουπροφαίνης. 
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Θέση πρόσδεσης 3 (FA3) 

Ο προσδιορισμός με ακτίνες Χ των δομών πέντε λιπαρών οξέων προσδεδεμένων στην 

πρωτεΐνη HSA (C10:0, C12:0, C14:0, C16:0 και C18:0) έδειξε ότι στη θέση 3, οι 

καρβοξυλικές ομάδες σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με τη Ser- 342 και Arg-348 στην 

υποπεριοχή IIB και με την Arg-485 στην υποπεριοχή IIIA [Bhattacharya et al, 2000]. 

Καθώς αυξάνεται το μήκος της αλυσίδας του λιπαρού οξέος, υιοθετείται μία καμπυλωτή 

διαμόρφωση τύπου U, διότι η μεγαλύτερη διάσταση της κοιλότητας FA3 μπορεί να 

υποδεχθεί μόνο 12-14 μεθυλενο ομάδες σε γραμμική διαμόρφωση. Οι προκύπτουσες 

συγγένειες πρόσδεσης των υπολογισμών docking παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.5. Όλα 

τα ελεύθερα λιπαρά οξέα που μελετήθηκαν έδειξαν παρόμοια συμπεριφορά με το 

ελαϊκό οξύ στην κρυσταλλική δομή [Petitpas et al, 2001], με ισχυρές ηλεκτροστατικές 

αλληλεπιδράσεις και ισχυρούς δεσμούς υδρογόνου με τα αμινοξέα Arg-485, Arg-348 

και Ser-342 (Εικόνα 4.29a-d). Διαφοροποίηση παρατηρείται στο καπρολεϊκό οξύ, 

καθώς έχει τη μικρότερη ανθρακική αλυσίδα και δεν ακολουθεί τη διαμόρφωση των 

μακρύτερων FFA, όπως φαίνεται στην υπέρθεση της Εικόνας 4.29f. Η διαμόρφωση της 

ιβουπροφαίνης στη θέση πρόσδεσης FA3 (Εικόνα 4.29e) δεν συμφωνεί με τη 

διαμόρφωση που προκύπτει από τον προσδιορισμό της δομής με ακτίνες Χ. Σε αυτήν τη 

θέση πρόσδεσης οι συντεταγμένες docking ορίστηκαν από τα αμινοξέα Ser-342, Arg-

348 και Arg-485. Ωστόσο, οι δύο πρώτες πόζες της ιβουπροφαίνη; με τα υψηλότερα 

σκορς αναφέρονται στη θέση πρόσδεσης FA4, με ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις και 

δεσμούς υδρογόνου με τα αμινοξέα Arg-410 και Tyr-411. Τα κρυσταλλογραφικά 

δεδομένα ακτίνων Χ δείχνουν επίσης ότι η ιβουπροφαίνη αλληλεπιδρά με την Arg-410 

στη θέση πρόσδεσης FA4 [Petitpas et al, 2001; Ghuman et al, 2005], όπως αναφέρεται 

παρακάτω. Οι συγγένειες πρόσδεσης για τις τρεις πρώτες πόζες είναι -7.5, -7.3 και -7.2 

kcal/mol χωρίς να παρουσιάζουν διακριτή προτίμηση. Στην Εικόνα 4.29f, η υπέρθεση 

των τεσσάρων FFA (πόζες με τα βέλτιστα σκορ) δείχνει ότι οι υποκαταστάτες υιοθετούν 

παρόμοιες διαμορφώσεις. 

 



 
 

120 
 

Πίνακας 4.5. Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις και δεσμοί υδρογόνου μεταξύ των 

καρβοξυλικών ομάδων των λιπαρών οξέων, καπρολεϊκού οξέος (CA), ελαϊκού οξέος (OA), 

λινελαϊκού οξέος (LA), α-λινολενικού οξέος (ALA) και της ιβουπροφαίνης (ΙΒ) με τα αμινοξέα 

της θέσης FA3 της HSA. Οι πόζες που προκύπτουν από τις συγκεκριμένες αλληλεπιδράσεις και 

οι συγγένειες σε kcal/mol επίσης απεικονίζονται. 

Ligands 

S342 R348 R485 

Group Distance 

(Å) 

Group Distance 

(Å) 

Group Distance 

(Å) 

Pose/affinity 

(kcal/mol) 

CA OH 1.9 NH2 η
2 1.8 NH2 η

2 2.1 1/-6.3 

OA OH 2.1 NH2 η
2 2.0 NH2 η

2 2.1 1/-7.0 

LA OH 2.1 NH2 η
2 1.8 NHε 2.1 1/-7.3 

ALA OH 2.1 NH2 η
2 1.9 NH2 η

2 

NHε 

2.1 1/-7.6 

IB OH 2.11 NH2 η
1 3.0 NHε 2.4 3/-7.2 
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Εικόνα 4.29. Πόζες με τα καλύτερα σκορ για τη θέση FA3 της HSA με: a. καπρολεϊκό οξύ, b. 

ελαϊκό οξύ, c. λινελαϊκό οξύ, d. α-λινολενικό οξύ, e. ιβουπροφαίνη. f. Υπέρθεση των τεσσάρων 

FFA· η αλυσίδα του καπρολεϊκού οξέος δεν ακολουθεί τη χωρική διάταξη των άλλων FFA.  
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Θέση πρόσδεσης 4 (FA4) 

Προσδιορισμός με ακτίνες Χ των δομών πέντε λιπαρών οξέων προσδεδεμένων στην 

πρωτεΐνη HSA (C10:0, C12:0, C14:0, C16:0 και C18:0) έδειξε ότι στη θέση FA4, η 

οποία είναι μεγαλύτερη αλλά στενότερη από την FA3, οι διαμορφώσεις των λιπαρών 

οξέων είναι παρόμοιες. Οι καρβοξυλικές τους ομάδες σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου 

με τα αμινοξέα Arg-410, Tyr-411 και Ser-489 που βρίσκονται στην εξωτερική 

επιφάνεια της υποπεριοχής IIIA [Bhattacharya et al, 2000]. Τα λιπαρά οξέα με τη 

μεγαλύτερη ανθρακική αλυσίδα υιοθετούν εκτεταμένη διαμόρφωση που ακολουθεί το 

σχήμα της σήραγγας της FA4. Η αυξημένη ηλεκτρονιακή πυκνότητα της τελικής 

μεθυλομάδας του λιπαρού οξέος C18:0 ερμηνεύτηκε με όρους ανεστραμμένης 

διαμόρφωσης που τοποθετεί την καρβοξυλική ομάδα σε απόσταση δεσμού υδρογόνου 

με το πεπτιδικό άζωτο της Ser-419 και την –OH ομάδα της πλευρικής αλυσίδας της Thr-

422. Η ηλεκτρονιακή πυκνότητα των ακόρεστων λιπαρών οξέων C18:1 και C20:4 

[Petitpas et al, 2001] έδειξε τα ίδια χαρακτηριστικά που ερμηνεύτηκαν επίσης με όρους 

δύο προσανατολισμών στη θέση πρόσδεσης FA4. Ωστόσο, στην περίπτωση του C20:4 η 

κυρίαρχη διαμόρφωση προτάθηκε να είναι αυτή που υιοθετήθηκε από τα μικρότερα από 

C18 κορεσμένα λιπαρά οξέα με την καρβοξυλική ομάδα να σχηματίζει δεσμούς 

υδρογόνου με τα αμινοξέα Arg-410, Tyr-411 και Ser-489. Τα αποτελέσματα των 

υπολογισμών docking για τη θέση FA4 παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.6 και την Εικόνα 

4.30. 

Πίνακας 4.6. Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις και δεσμοί υδρογόνου μεταξύ των 

καρβοξυλικών ομάδων των λιπαρών οξέων, καπρολεϊκού οξέος (CA), ελαϊκού οξέος (OA), 

λινελαϊκού οξέος (LA), α-λινολενικού οξέος (ALA) και της ιβουπροφαίνης (ΙΒ) με τα αμινοξέα 

της θέσης FA4 της HSA. Οι πόζες που προκύπτουν από τις συγκεκριμένες αλληλεπιδράσεις και 

οι συγγένειες σε kcal/mol επίσης απεικονίζονται. 

Ligand R410 Y411 S419 T422 

 Group Distance 

(Å) 

Group Distance 

(Å) 

Pose/affinity 

(kcal/mol) 

Group Distance 

(Å) 

Group Distance 

(Å) 

Pose/affinity 

(kcal/mol) 

 Anchor site 1 Anchor site 2 

CA NH2 η
2 3.4 ΟΗ 2.2 1/-5.5 ΟΗ 5.2 ΟΗ 3.6 6/-5.3 

OA NH2 η
2 2.4 ΟΗ 2.1 1/-6.8 ΟΗ 4.4 ΟΗ 3.2 5/-6.6 

LA NH2 η
2 2.4 ΟΗ 1.8 2/-7.2 ΟΗ 4.3 ΟΗ 3.1 7/-7.1 

ALA NH2 η
2 2.4 ΟΗ 2.0 8/-7.2 ΟΗ 3.8 ΟΗ 3.0 6/-7.3 

IB NH2 η
2 2.9 ΟΗ 2.0 2/-7.3  -  -  
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Εικόνα 4.30. Πόζες με τα καλύτερα σκορ για τη θέση πρόσδεσης FA4 της HSA με: a. 

καπρολεϊκό οξύ, b. ελαϊκό οξύ, c. λινελαϊκό οξύ, d. α-λινολενικό οξύ, e. ιβουπροφαίνη. f. 

Υπέρθεση των τεσσάρων FFA και της ιβουπροφαίνης.  

Παρατηρούνται δύο ομάδες αμινοξέων που αποτελούν τις αντιποδικές μοριακές 

άγκυρες των καρβοξυλικών ομάδων των FFA. Ως συνέπεια, οι αλληλεπιδράσεις των 

καρβοξυλικών ομάδων με τα αμινοξέα Arg-410 και Tyr-411 (Εικόνα 4.30a-c) 
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εναλλάσσονται με τα αμινοξέα Ser-419 και Thr-422 (Εικόνα 4.30d). Τα καλύτερα σκορ 

παρατηρούνται με τα αμινοξέα Arg-410 και Tyr-411 για όλους τους υποκαταστάτες, 

καθώς οι αλληλεπιδράσεις γέφυρας άλατος είναι πολύ ισχυρές. Παρόλα αυτά, και οι 

εννέα προτεινόμενες πόζες δείχνουν συγγένεια πρόσδεσης μεγαλύτερης των 7.0 

kcal/mol για το ελαϊκό οξύ, το λινελαϊκό οξύ και το α-λινολενικό οξύ. Η ιβουπροφαίνη 

δείχνει μόνο μια θέση πρόσδεσης στα αμινοξέα Arg-410 και Tyr-411, χωρίς 

αλληλεπίδραση με Ser-419 και Thr-422. Από την υπέρθεση όλων των ελεύθερων 

λιπαρών οξέων και της ιβουπροφαίνης (Εικόνα 4.30f) είναι σαφές ότι οι διαμορφώσεις 

προσαρμόζονται στις στερεοχημικές απαιτήσεις της θέσης FA4. 

Ο κοινός τρόπος πρόσδεσης των καρβοξυλικών ομάδων της ιβουπροφαίνης και 

των FFA με τα αμινοξέα Arg-410 και Tyr-411 είναι σε εξαιρετική συμφωνία με τα 

κοινά διαμοριακά NOE μεταξύ των Η2,3 της ιβουπροφαίνης και των Η2,3 του 

καπρολεϊκού οξέος, ελαϊκού οξέος, λινελαϊκού οξέος και α-λινολενικού οξέος. 

Επιπλέον, η παρουσία μιας δεύτερης αντιποδικής διαμόρφωσης των FFA στην FA4, 

παρέχει μια λογική ερμηνεία των διαμοριακών NOE σημάτων και, επομένως, της 

εγγύτητας των H2,3 των FFA με τα τερματικά ισοβουτυλικά πρωτόνια της 

ιβουπροφαίνης (Εικόνα 4.31). 

 

Εικόνα 4.31. Επιλεγμένη διαμόρφωση του α-λινολενικού οξέος και της ιβουπροφαίνης που 

απεικονίζει την εγγύτητα του Η3 του α-λινολενικού οξέος με τα πρωτόνια της τελικής 

ισοβουτυλικής ομάδας της ιβουπροφαίνης. 

Μία υπέρθεση επιλεγμένων διαμορφώσεων των FFA, της ιβουπροφαίνης και της 

βαρφαρίνης στις κρυσταλλικές δομές 1GNI (HSA με ελαϊκό οξύ) [Curry et al, 1998], 

2BXG (HSA με ιβουπροφαίνη) [Ghuman et al, 2005] και 2BXD (HSA με βαρφαρίνη) 

[Ghuman et al, 2005], παρουσιάζεται στην Εικόνα 4.32. Τα υπολογιστικά αποτελέσματα 

συμφωνούν με τα δομικά δεδομένα των ακτίνων Χ με εξαίρεση τις δομές των FFA στη 

θέση FA7 λόγω της παρουσίας δύο διαμορφώσεων των FFA και, επομένως, δύο ομάδων 

πολικών αμινοξέων που δρουν ως μοριακές άγκυρες . Η χρήση του ίδιου πρωτοκόλλου 

για τη βαρφαρίνη (self-docking με τη PDB δομή 2BXD) αποδεικνύει την αξιοπιστία 

των αποτελεσμάτων docking για τη θέση FA7. 
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Εικόνα 4.32. Υπέρθεση επιλεγμένων διαμορφώσεων των FFA και της ιβουπροφαίνης: 1GNI-3: 

για τη θέση πρόσδεσης FA3 στη δομή 1GNI.pdb. 1GNI-4: για τη θέση πρόσδεσης FA4 στη 

δομή 1GNI.pdb. 1GNI-6: για τη θέση πρόσδεσης FA6 στη δομή 1GNI.pdb. 2BXG-6: Η 

υπέρθεση της ιβουπροφαίνης θέτει στο 2BXG.pdb για τη θέση πρόσδεσης FA6. Υπέρθεση 

επιλεγμένων διαμορφώσεων των FFA και της βαρφαρίνης: 1GNI-7: για τη θέση πρόσδεσης 

FA7 στη δομή 1GNI.pdb. 2BXG-7: για τη θέση πρόσδεσης FA7 στη δομή 2BXD.pdb. Κωδικός 

χρωμάτων: CA=κόκκινο, OA=πράσινο, LA=μπλε, ALA=κίτρινο, 1GNI.pdb, 2BXG.pdb, 

2BXD.pdb και τα αντίστοιχα συνδεδεμένα ΟΑ, ιβουπροφαίνη και βαρφαρίνη: γκρι. Για την 

αναπαράσταση 2BXG-6 και 2BXD-7, το φόντο ορίστηκε σε ανοιχτό γκρι. 
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4.5  Μελέτη της αλληλεπίδρασης του νιτρο-ελαϊκού οξέος (ΝΟ2-ΟΑ) με 

την αλβουμίνη ορού (HSA) με τη χρήση τεχνικών NMR (
1
Η ΝΜR, 

STD-NMR, tr-NOESY NMR, INPHARMA NMR) 

Όπως αναλύθηκε στην Ενότητα 1.2 τα νίτρο παράγωγα ακόρεστων λιπαρών οξέων 

παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον διότι εμφανίζουν αντιφλεγμονώδεις, αντι-

υπερτασικές, αντικαρκινικές και κυτταροπροστατευτικές ιδιότητες [Melo et al, 2017; 

Chieffo et al, 2016; Kuhn et al, 2018]. Αντιδρούν με κυστεΐνη δημιουργώντας 

αναστρέψιμα προϊόντα προσθήκης Michael, με αποτέλεσμα τη μετα-μεταφραστική 

τροποποίηση (PTM) των πρωτεϊνών [Freeman et al, 2008]. Ως εκ τούτου, η μελέτη τους 

με τη χρήση μεθοδολογιών NMR που αναλύθηκαν λεπτομερώς στο Κεφάλαιο 2 

κρίνεται ιδιαίτερα σημαντική.  

Στην Εικόνα 4.33 παρουσιάζεται μια επιλεγμένη περιοχή του φάσματος  NMR 

1
H (500 MHz) ισομοριακού μίγματος των δύο ισομερών θέσεως του (Ζ)-9/10-νιτρο-

ελαϊκού οξέος (NO2-OA) με HSA σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% 

DMSO‑d6 στους 303, 310, 313 και 316Κ. Παραδόξως, τα φάσματα δείχνουν την 

παρουσία: (i) τριών εξαιρετικά διευρυμένων κορυφών, λόγω τριών υψηλής συγγένειας 

θέσεων πρόσδεσης, πιθανώς FA2, FA4 και FA5. (ii) Μιας οξείας κορυφής στα ~6.96 

ppm, η οποία μετά τον μετασχηματισμό Gauss - Lorenz υποδεικνύει την παρουσία 

τριών έντονα αλληλεπικαλυπτόμενων οξέων απορροφήσεων που μπορούν να 

αποδοθούν σε θέσεις δέσμευσης χαμηλής συγγένειας, πιθανώς FA3, FA6 και FA7.  

Αυξάνοντας σταδιακά τη θερμοκρασία στην περιοχή 303–316K, οι 

απορροφήσεις καθίστανται λιγότερο διευρυμένες. Αυτό μπορεί να αποδοθεί στην 

ταχύτερη μοριακή περιστροφή του συμπλόκου NO2-OA/HSA και στο μειωμένο ιξώδες 

του διαλύματος σε υψηλότερες θερμοκρασίες. Η μεταβολή στα εύρη των κορυφών 

βρέθηκε να είναι αναστρέψιμη. Τα πειράματα μεταβλητής συγκέντρωσης του NO2-OA 

στην περιοχή από 0.63 έως 5.0 mM, εμφανίζουν σαφώς σημαντική αύξηση της έντασης 

της οξείας κορυφής στα ~6.96 ppm, όπως φαίνεται στην Εικόνα 4.34. Αυτό μπορεί να 

αποδοθεί στην αύξηση της συγκέντρωσης του μη δεσμευμένου NO2-OA που βρίσκεται 

σε ταχεία ανταλλαγή, στη χρονική κλίμακα NMR, με τις θέσεις χαμηλής συγγένειας της 

HSA. 
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Εικόνα 4.33. Επιλεγμένη περιοχή των φασμάτων  NMR 
1
Η (500 MHz) του 9/10-νιτρο-ελαϊκού 

οξέος (NO2-OA) (2.5 mΜ): (a) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 

10% DMSO-d6 στους 316 K, (b) 313 K, (c) 310 K και (d) 303 K (αριθμός σαρώσεων = 128, 

πειραματικός χρόνος = 15min 23sec); (e) χωρίς HSA σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 50 mM σε 

D2O με 10% DMSO-d6 στους 310 K (αριθμός σαρώσεων = 32, πειραματικός χρόνος = 4min 

11sec); (f) σε CDCl3 (T = 298 K, αριθμός σαρώσεων = 128, πειραματικός χρόνος = 8min). Οι 

δύο μη ισοδύναμες τριπλές κορυφές των πρωτονίων CH= του ισομοριακού μίγματος των δύο 

ισομερών του (Ζ)-9/10-νιτρο-ελαϊκού οξέος εμφανίζονται ως ψευδοτετραπλή (1:3:3:1).   

Αντίθετα, η επιλεγμένη περιοχή του φάσματος  NMR 
1
H (500 MHz) του ΝΟ2-

ΟΑ, στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα όπως παραπάνω χωρίς HSA, δείχνει δύο ισχυρά 

επικαλυπτόμενα σήματα λόγω δύο μη ισοδύναμων CH= πρωτονίων με χημικές 

μετατοπίσεις 7.09 ppm και 7.07 ppm. Επομένως, η πολύ μικρή διαφορά χημικής 

μετατόπισης 0.02 ppm του ισομοριακού μίγματος μπορεί να αποδοθεί στα δύο ισομερή 
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του (Ζ)-9/10-νιτρο-ελαϊκού οξέος. Το φάσμα  NMR 
1
Η (500 MHz) του NO2-OA σε 

CDCl3 περιέχει εξαιρετικά οξείες τριπλές κορυφές των δύο μη ισοδύναμων CH= 

πρωτονίων, με διαφορά χημικής μετατόπισης ~0.015 ppm, που εμφανίζονται ως μία 

ψευδοτετραπλή απορρόφηση. 

 

Εικόνα 4.34. Επιλεγμένη περιοχή φασμάτων  NMR 
1
Η (500 MHz) διαφόρων συγκεντρώσεων 

του 9/10-νιτρο-ελαϊκού οξέος (NO2-OA) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM 

σε D2O με 10% DMSO-d6 (T = 310 Κ, αριθμός σαρώσεων = 128, πειραματικός χρόνος = 15min 

23sec). 

Στην Εικόνα 4.35 απεικονίζεται το φάσμα  NMR 
1
H (500 MHz) του ελαϊκού 

οξέος (ΟΑ) (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 

10% DMSO-d6 στους 310 Κ. Η προσθήκη NO2-OA σε μοριακή αναλογία 1:2.3 NO2-

OA:OA οδηγεί σε σημαντική μείωση των ευρών των κορυφών του ΟΑ. Το γεγονός 

αυτό υποδηλώνει ότι το ΝΟ2-ΟΑ έχει υψηλότερη συγγένεια με την HSA από αυτή του 

ΟΑ. Αυτό έχει ως συνέπεια τη σημαντική μείωση του ρυθμού ανταλλαγής και, συνεπώς, 

του εύρους των κορυφών του OA με HSA. 

Πραγματοποιήθηκαν, επίσης, μελέτες  NMR 
1
H για τη χαρτογράφηση μη 

ομοιοπολικών αλληλεπιδράσεων και ειδικών θέσεων δέσμευσης του NO2-OA με την 

HSA, μέσω ανταγωνιστικών πειραμάτων με τα φάρμακα βαρφαρίνη και ιβουπροφαίνη. 

Το φάσμα  NMR 
1
Η (500 MHz) της βαρφαρίνης (W) (2.5 mM) με HSΑ (25 μΜ) σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 εμφανίζεται στην Εικόνα 

4.36Α-a. Στην Εικόνα 4.36A-b παρουσιάζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του NO2-

ΟΑ (1.25 mM) και της βαρφαρίνης (W) (3.3 mM) σε μοριακή αναλογία 1:2.7. 
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Παρατηρούμε πως η προσθήκη ΝΟ2-ΟΑ έχει ως αποτέλεσμα σημαντική εκλέπτυνση 

των απορροφήσεων της βαρφαρίνης. Ως εκ τούτου, το NO2-OA πολύ πιθανόν 

προσδένεται στην ίδια θέση FA7 με τη βαρφαρίνη, και μάλιστα με υψηλότερη 

συγγένεια.  

 

Εικόνα 4.35. Φάσματα  NMR 
1
Η (500 MHz): (Α) ελαϊκού οξέος (OA) (2.5 mM) με HSA (25 

μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. (Β) νιτρο-ελαϊκού οξέος 

(NO2-OA) (1.25 mM) και ελαϊκού οξέος (ΟΑ) (2.8 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 (T = 310 K, αριθμός σαρώσεων = 128, 

πειραματικός χρόνος = 15min 23 sec). *Ρυθμιστικό διάλυμα PBS. 

Παρόμοια πειράματα πραγματοποιήθηκαν επίσης με την ιβουπροφαίνη. Το 

φάσμα  NMR 
1
Η (500 MHz) της ιβουπροφαίνης (IB) (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 εμφανίζεται στην Εικόνα 

4.37Α-a. Στην Εικόνα 4.37A-b παρουσιάζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του NO2-

ΟΑ (1.25 mM) και της ιβουπροφαίνης (IB) (3.25 mM) σε μοριακή αναλογία 1:2.6. Και 

πάλι, η προσθήκη NO2-ΟΑ έχει ως αποτέλεσμα την εκλέπτυνση των κορυφών της 

ιβουπροφαίνης (Εικόνα 4.37Α-b). Επομένως, το NO2-OA πολύ πιθανόν  προσδένεται 

στις ίδιες θέσεις με την ιβουπροφαίνη, δηλαδή στις FA6 και/ή FA3. 

Στην Εικόνα 4.38Α-a παρουσιάζεται το φάσμα NMR 
1
Η των ολεφινικών 

πρωτονίων του ελαϊκού οξέος (ΟΑ) (1.25 mM) με HSA (25 μΜ) που λήφθηκε σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. Το φάσμα 
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STD NMR του ΟΑ παρουσία HSA δείχνει ισχυρό σήμα των ολεφινικών πρωτονίων 

Η9,10 (Εικόνα 4.38Α-b). Στην Εικόνα 4.38Α-c απεικονίζεται το φάσμα STD NMR του 

ΟΑ (1.25 mΜ) μετά την προσθήκη στο σύμπλοκο NO2-OA (1.25 mM)/HSA (25 μΜ). 

Παρατηρούμε μια πολύ σημαντική μείωση του σήματος STD του ΟΑ, το οποίο γίνεται 

δυσδιάκριτο ως προς το θόρυβο της γραμμής βάσης. Αυτό αποδεικνύει ότι το NO2-ΟΑ 

έχει σημαντικά μεγαλύτερη συγγένεια πρόσδεσης στην HSA απ’ ότι το ΟΑ (Εικόνα 

4.35). 

 

Εικόνα 4.36. Φάσματα NMR 
1
Η (500 MHz): Α (a) βαρφαρίνης (W) (2.5 mM) με HSA (25 μΜ) 

σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. (b) νιτρο-ελαϊκού οξέος (NO2-

OA) (1.25 mM) και βαρφαρίνης (W) (3.3 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 

mM σε D2O με 10% DMSO-d6. Στα (Α) και (Β), Τ = 310 Κ, αριθμός σαρώσεων = 128, 

πειραματικός χρόνος = 15min 23sec. Τα B(a) και B(b) είναι εκτεταμένες περιοχές των A(a) και 

A(b), αντίστοιχα. *Ρυθμιστικό διάλυμα PBS. 

Στην Εικόνα 4.38B-a παρουσιάζεται το φάσμα NMR 
1
Η των αρωματικών 

πρωτονίων του φαινυλο βουτυλο δακτυλίου (Η2',6', Η3',5' και Η4') και του δακτυλίου 

βενζοπυράνης (Η5, Η7 και Η6,8) της βαρφαρίνης (W) (1.25 mM) με HSA (25 μΜ) που 

λήφθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. 

Το φάσμα STD της βαρφαρίνης παρουσία HSA δείχνει ισχυρά σήματα των αρωματικών 

πρωτονίων (Εικόνα 4.38Β-b). Το σήμα STD της βαρφαρίνης, που είναι δεσμευμένη 
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στην HSA, μειώνεται σημαντικά (>80%) κατά την προσθήκη στο σύμπλοκο NO2-

OA/HSA (Εικόνα 4.38Β-c). Αυτά τα πειράματα παρέχουν σαφείς αποδείξεις ότι οι 

αλληλεπιδράσεις είναι ανταγωνιστικές παρά αλλοστερικές [Mayer et al, 2001; Claasen 

et al, 2005; Tanoli et al, 2015], αν και η πλήρης απόδειξη απαιτεί τη χρήση 

μεθοδολογιών INPHARMA NMR (βλέπετε παρακάτω). 

 

Εικόνα 4.37. Φάσματα NMR 
1
Η (500 MHz): Α (a) ιβουπροφαίνης (IΒ) (2.5 mM) με HSA (25 

μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. (b) νιτρο-ελαϊκού οξέος 

(NO2-OA) (1.25 mM) και ιβουπροφαίνης (IΒ) (3.25 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6. Στα (Α) και (Β), Τ = 310 Κ, αριθμός 

σαρώσεων = 128, πειραματικός χρόνος = 15min 23sec. Τα B(a) και B(b) είναι εκτεταμένες 

περιοχές των A(a) και A(b), αντίστοιχα. *Ρυθμιστικό διάλυμα PBS. 

Στην Εικόνα 4.38C-a παρουσιάζεται το φάσμα NMR 
1
Η των αρωματικών 

πρωτονίων της ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (1.25 mM) με HSA (25 μΜ) που λήφθηκε σε 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 στους 310Κ. Το φάσμα 

STD της ιβουπροφαίνης παρουσία HSA δείχνει και πάλι ισχυρά σήματα των 

αρωματικών πρωτονίων (Εικόνα 4.38C-b) τα οποία εμφανίζουν μικρή μείωση με την 

προσθήκη στο σύμπλοκο NO2-OA/HSA (Εικόνα 4.38C-c). Αυτό αποδεικνύει ότι το 

ΝΟ2-ΟΑ δεν έχει σημαντικά υψηλότερη συγγένεια ως προς την HSA σε σχέση με τη 

συγγένεια της ιβουπροφαίνης. Τα παραπάνω αποτελέσματα συμφωνούν με τα 



 
 

132 
 

βιβλιογραφικά δεδομένα, ότι δηλαδή η ιβουπροφαίνη εμφανίζει υψηλή συγγένεια ως 

προς την αλβουμίνη, με πειραματικές σταθερές δέσμευσης περίπου 2 × 10
6
 M

-1
 [Itoh et 

al, 1997; Rahman et al,1993], σε αντίθεση με τη βαρφαρίνη με συγγένεια ~10
5
 M

-1
 

[Kragh-Hansen, 1985]. 

 

Εικόνα 4.38. Επιλεγμένες περιοχές: Α (a) του φάσματος NMR 
1
Η (500 MHz) του ελαϊκού οξέος 

(ΟΑ) (1.25 mM) με HSA (25 μΜ). (b) Φάσμα STD NMR του (a). (c) Φάσμα STD NMR του 

ελαϊκού οξέος (1.25 mΜ) μετά την προσθήκη στο σύμπλοκο NO2-OA (1.25 mM)/HSA (25 

μΜ). Β (a) του φάσματος 
1
Η NMR (500 MHz) της βαρφαρίνης (W) (1.25 mM) με HSA (25 

μΜ). (b) Φάσμα STD NMR του (a). (c) Φάσμα STD NMR της βαρφαρίνης (1.25 mM) μετά την 

προσθήκη στο σύμπλοκο NO2-OA (1.25 mM)/HSA (25 μΜ). C (a) του φάσματος 
1
Η NMR (500 

MHz) της ιβουπροφαίνης (IB) (1.25 mM) με HSA (25 μΜ). (b) Φάσμα STD NMR του (a). (c) 

Φάσμα STD NMR της ιβουπροφαίνης (1.25 mM) μετά την προσθήκη στο σύμπλεγμα NO2-OA 

(1.25 mM)/HSA (25 μΜ). Στα (A), (B) και (C), τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό 

διάλυμα (PBS 10 mM σε D2O με 10% DMSO‑d6), T = 310 K, αριθμός σαρώσεων = 32, 

πειραματικός χρόνος = 4min 11sec για το (a) και αριθμός σαρώσεων =80, χρόνος κορεσμού = 

2sec, πειραματικός χρόνος = 50 min για τα (b) και (c). 

Για να εκτιμηθεί εάν η επίδραση στα εύρη των κορυφών οφείλεται σε 

ανταγωνιστικές αλληλεπιδράσεις ως προς τις ίδιες θέσεις πρόσδεσης και όχι σε 

αλλοστερικά φαινόμενα, χρησιμοποιήσαμε την τεχνική INPHARMA NMR. Στην 

Εικόνα 4.39 παρουσιάζεται το ανταγωνιστικό πείραμα 2D INPHARMA NMR του 

νιτρο-ελαϊκού οξέος (ΝΟ2-ΟA) (5 mM) με ΗSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 

10 mM σε D2O με 10% DMSO-d6 μετά την προσθήκη ιβουπροφαίνης (ΙΒ) (2.5 mM). 

Παρατηρούμε την παρουσία αρνητικών διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ μεταξύ του νιτρο-

ελαϊκού οξέος και της ιβουπροφαίνης, που υποδηλώνεται με τις κόκκινες 

διασταυρούμενες κορυφές. Πιο συγκεκριμένα, διαμοριακά σήματα ΝΟΕ έχουν 

παρατηρηθεί μεταξύ των Η5,9 και Η6,8 της ιβουπροφαίνης με τα πρωτόνια Η2,8,11 και 

Η3 του νιτρο-ελαϊκού οξέος. Αυτό επιβεβαιώνει τη μεταφορά μαγνήτισης ΝΟΕ μεταξύ 
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των δύο υποκαταστατών στις κοινές θέσεις πρόσδεσης FA3, FA4 και FA6 της ΗSA. 

Τέλος, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα κοινά σήματα NOE μεταξύ των 

πρωτονίων Η2 της ιβουπροφαίνης με τα πρωτόνια Η2,8,11 και Η3 του νιτρο-ελαϊκού 

οξέος. Αυτό αποδεικνύει τον κοινό τρόπο δέσμευσης των καρβοξυλικών ομάδων των 

υποκαταστατών. 

 

Εικόνα 4.39. Επιλεγμένη περιοχή του φάσματος 2D tr-NOESY NMR του νιτρο-ελαϊκού οξέος 

(NO2-OA) (5 mM) με HSA (25 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 10% 

DMSO‑d6 μετά την προσθήκη ιβουπροφαίνης (IB) (2.5 mM) (χρόνος μίξης = 300 ms, T = 310 

K, αριθμός σαρώσεων = 112, πειραματικός χρόνος = 17h 19min). Τα διαμοριακά σήματα NOE 

σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 
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4.6  Μελέτη της αλληλεπίδρασης ελεύθερων λιπαρών οξέων με την 

αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη Βcl-2 με τη χρήση των τεχνικών STD-NMR 

και tr-NOESY NMR 

Στις ενότητες 4.1, 4.2, 4.3 και 4.4 ολοκληρώσαμε τη μελέτη αλληλεπίδρασης ελεύθερων 

λιπαρών οξέων με την αλβουμίνη ορού (BSA/HSA) και αντλήσαμε σημαντικές 

πληροφορίες σε ατομικό επίπεδο για τον ανταγωνιστικό τρόπο δέσμευσης, την 

αναδίπλωση της δις-αλλυλικής περιοχής και την παρουσία δύο προσανατολισμών των 

FFA στις θέσεις πρόσδεσης των φαρμάκων βαρφαρίνης και ιβουπροφαίνης στην 

αλβουμίνη. Στην ενότητα αυτή αναλύονται τα αποτελέσματα της μελέτης 

αλληλεπίδρασης ελεύθερων λιπαρών οξέων με την αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη Βcl-2, με 

τη χρήση  των τεχνικών STD-NMR και tr-NOESY NMR. H πρωτεΐνη αυτή έχει 

ιδιαίτερα σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της απόπτωσης και έχει βρεθεί να 

υπερεκφράζεται σε διάφορους τύπους καρκίνου και κυρίως στη λευχαιμία [Pepper et al, 

2008], ενώ κλινικά έχει μεγάλη προγνωστική σημασία ως θεραπευτικός στόχος [Adams 

et al, 2007] (βλέπετε εισαγωγική ενότητα της διδακτορικής διατριβής). Το ΜΒ της Bcl-

2, 26 kDa, 239 αμινοξέα, την καθιστά ιδανική για μελέτες NMR. Για την 

πραγματοποίηση των ανταγωνιστικών πειραμάτων χρησιμοποιήσαμε τον αναστολέα 

ΑΒΤ-263, ο οποίος προσδένεται ισχυρά σε επίπεδο υπο-nano-mole συγκέντρωσης στη 

Bcl-2 οδηγώντας τα καρκινικά κύτταρα σε απόπτωση [Ashkenazi et al, 2017]. 

Στην Εικόνα 4.40Α απεικονίζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του 

καπρολεϊκού οξέος (CA) (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM 

Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-

d6, στους 310Κ. Στο φάσμα STD NMR του καπρολεϊκού οξέος (Εικόνα 4.40C) 

παρατηρούμε την παρουσία όλων των σημάτων του, γεγονός που υποδηλώνει 

σημαντική αλληλεπίδραση όλων των χαρακτηριστικών ομάδων του οξέος με την 

πρωτεΐνη. Το φάσμα 4.40Β αντιπροσωπεύει το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του 

καπρολεϊκού οξέος μετά την προσθήκη του ΑΒΤ-263 (50 μΜ) σε μοριακή αναλογία 

CA/ΑΒΤ-263 = 40/1 η οποία οδηγεί σε σημαντική διεύρυνση των κορυφών NMR 
1
H 

του καπρολεϊκού οξέος. Το αποτέλεσμα αυτό υποδηλώνει συνεργατική και όχι 

ανταγωνιστική δράση μεταξύ του λιπαρού οξέος και του αναστολέα. Ωστόσο, από τη 

σύγκριση των φασμάτων STD NMR του καπρολεϊκού οξέος με τη Bcl-2 (Εικόνα 4.40C) 

και μετά την προσθήκη του ΑΒΤ-263 (Εικόνα 4.40D) δε μπορούμε να εξάγουμε κάποιο 
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ασφαλές συμπέρασμα, αφού τα σήματα STD των πρωτονίων Η9, Η8, Η4,5,6 και Η2 

μειώνονται, ενώ των πρωτονίων Η7 και Η3 δεν επηρεάζονται.  

 

Εικόνα 4.40. Φάσματα NMR 
1
Η (500 MHz): (A) του καπρολεϊκού οξέος (CA) (2 mM) με τη 

Bcl-2 (50 μΜ). (B) του καπρολεϊκού οξέος (CA) (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) μετά την 

προσθήκη του αναστολέα ABT- 263 (50 μΜ). Φάσματα STD NMR: (C) του διαλύματος Α. (D) 

του διαλύματος Β. Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα. (ρυθμιστικό 

διάλυμα 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% 

DMSO-d6, T = 310 K, αριθμός σαρώσεων = 32, πειραματικός χρόνος = 4min 11sec για τα (Α), 

(Β) και αριθμός σαρώσεων =264, χρόνος κορεσμού = 2sec, πειραματικός χρόνος = 3h 10min για 

τα (C), (D)). 

Για την πληρέστερη μελέτη της επίδρασης του αναστολέα ΑΒΤ-263 

πραγματοποιήσαμε πειράματα 2D tr-NOESY NMR. Στην Εικόνα 4.41 απεικονίζονται 

περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR (Α&C) του καπρολεϊκού οξέος (2 mM) με 

Bcl-2 (50 μΜ) καθώς και (B&D) του καπρολεϊκού οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά 

την προσθήκη του αναστολέα ABT-263 (50 μΜ) που λήφθηκαν σε 50 mM Tris pH 7.5, 

50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6 στους 

310Κ. Με την προσθήκη του αναστολέα ΑΒΤ-263 παρατηρούμε ότι τα σήματα ΝΟΕ 

γίνονται εντονότερα, αλλά ταυτόχρονα εμφανίζονται και καινούριες κορυφές. Πιο 

συγκεκριμένα, το καπρολεϊκό οξύ εμφανίζει σημαντικά ενδομοριακά NOE, μακράς 

εμβέλειας, μεταξύ των πρωτονίων Η10a,b – Η2, Η3 καθώς και Η9 – Η2, Η3, που 

παρουσιάζονται στα φάσματα με κόκκινο χρώμα. Συνεπώς, υπάρχει συνεργατική δράση 

μεταξύ του λιπαρού οξέος και του αναστολέα. 
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Εικόνα 4.41. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR: (A, C) καπρολεϊκού 

οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ). (B, D) καπρολεϊκού οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά την 

προσθήκη του αναστολέα ABT-263 (50 μΜ). Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό 

διάλυμα (50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% 

DMSO-d6), χρόνος μίξης = 300 ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, πειραματικός χρόνος = 

4h 20min. Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

Στην Εικόνα 4.42Α απεικονίζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του ελαϊκού 

οξέος (OA) (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris pH 7.5, 50 

mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6, στους 310Κ. 

Στο φάσμα STD NMR του ελαϊκού οξέος (Εικόνα 4.42C) παρατηρούμε την παρουσία 

των σημάτων του, γεγονός που υποδηλώνει ότι το ελαϊκό οξύ προσδένεται στην 

πρωτεΐνη. Να σημειωθεί ότι τα σήματα των πρωτονίων Η2 και Η3 είναι σχεδόν 

μηδενικής έντασης στο φάσμα STD-NMR, επειδή οι κορυφές είναι εξαιρετικά 

διευρυμένες. Επιπλέον, το φάσμα NMR 
1
H του ελαϊκού οξέος με τη Bcl-2 δείχνει 

ασυμμετρία στις κορυφές, που πιθανόν οφείλεται στην παρουσία δύο μορφών του 

λιπαρού οξέος που αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη. Μετά την προσθήκη του ΑΒΤ-263 

(50 μΜ) σε μοριακή αναλογία ΟA/ΑΒΤ-263 = 40/1 παρατηρούμε στο φάσμα NMR 
1
H 

του ελαϊκού οξέος (Εικόνα 4.42Β) διαμορφωτική ομοιογένεια. Πιο συγκεκριμένα, 

παρουσία του αναστολέα οι δύο μορφές του λιπαρού οξέος συμπίπτουν σε μία, γεγονός 

που πιθανόν υποδηλώνει συνεργατικό φαινόμενο. Το συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται 



 
 

137 
 

και από το φάσμα STD NMR του ελαϊκού οξέος μετά την προσθήκη του ΑΒΤ-263 

(Εικόνα 4.42D), όπου διαπιστώνουμε την αύξηση της έντασης των σημάτων STD NMR 

του λιπαρού οξέος. 

 

Εικόνα 4.42. Φάσματα NMR 
1
Η (500 MHz): (A) του ελαϊκού οξέος (ΟA) (2 mM) με τη Bcl-2 

(50 μΜ). (B) του ελαϊκού οξέος (ΟA) (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του 

αναστολέα ABT- 263 (50 μΜ). Φάσματα STD NMR: (C) του διαλύματος Α. (D) του 

διαλύματος Β. Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα (50 mM Tris pH 7.5, 

50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6), T = 310 K, 

αριθμός σαρώσεων = 32, πειραματικός χρόνος = 4min 11sec για τα (Α), (Β) και αριθμός 

σαρώσεων =264, χρόνος κορεσμού = 2sec, πειραματικός χρόνος = 3h 10min για τα (C), (D). 

Στην Εικόνα 4.43 παρουσιάζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-

NOESY NMR (Α&C) του ελαϊκού οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) καθώς και (B&D) 

του ελαϊκού οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του αναστολέα ABT-

263 (50 μΜ) που λήφθηκαν σε 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 

μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6 στους 310Κ. Στο φάσμα 2D tr-NOESY NMR 

4.43Α παρατηρούμε την ύπαρξη ενδομοριακών ΝΟΕ μακράς εμβέλειας μεταξύ των 

πρωτονίων του διπλού δεσμού με τα β-πρωτόνια και τα πρωτόνια της μεθυλομάδας 

(απεικονίζονται στο φάσμα με κόκκινο χρώμα). Αυτό υποδηλώνει ότι το ελαϊκό οξύ 

αλληλεπιδρά με τη Bcl-2 και μάλιστα με μερικώς αναδιπλούμενη διαμόρφωση. Με την 

προσθήκη του αναστολέα ΑΒΤ-263 στο διάλυμα του ελαϊκού οξέος με την πρωτεΐνη 
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παρατηρούμε ότι τα σήματα ΝΟΕ γίνονται εντονότερα, αλλά ταυτόχρονα εμφανίζονται 

και σημαντικά, ενδομοριακά NOE μακράς εμβέλειας μεταξύ των πρωτονίων Η9,10 – 

Η2 και Η2 - Η18. Επομένως, υπάρχει συνεργατικό φαινόμενο μεταξύ του λιπαρού οξέος 

και του αναστολέα που συνεπάγεται μεγαλύτερη αναδίπλωση του λιπαρού οξέος.  

 

Εικόνα 4.43. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR: (A, C) ελαϊκού οξέος 

(2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ). (B, D) ελαϊκού οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη 

του αναστολέα ABT-263 (50 μΜ). Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα (50 

mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6), 

χρόνος μίξης = 300 ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, πειραματικός χρόνος = 4h 20min. 

Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

Στην Εικόνα 4.44Α παρουσιάζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του 

λινελαϊκού οξέος (LA) (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris 

pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6, 

στους 310Κ. Στο φάσμα STD NMR του λινελαϊκού οξέος (Εικόνα 4.44C) παρατηρούμε 

την παρουσία όλων των σημάτων του, γεγονός που υποδηλώνει ότι το λινελαϊκό οξύ 

αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη. Να σημειωθεί ότι τα σήματα των πρωτονίων Η2 και Η3 

είναι μηδενικά στο φάσμα STD-NMR, λόγω ευρύτητας των απορροφήσεων. Μετά την 

προσθήκη του αναστολέα ΑΒΤ-263 (50 μΜ) σε μοριακή αναλογία LA/ΑΒΤ-263 = 40/1, 

παρατηρείται σημαντική διεύρυνση των κορυφών NMR 
1
H του λινελαϊκού οξέος, που 
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πιθανόν υποδηλώνει συνεργατική δράση μεταξύ λιπαρού οξέος και ABT-263 (Εικόνα 

4.44B). Το συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται και από το φάσμα STD NMR του 

λινελαϊκού οξέος μετά την προσθήκη του αναστολέα (Εικόνα 4.44D), διότι 

παρατηρείται σημαντική αύξηση της έντασης των σημάτων STD NMR του λιπαρού 

οξέος.  

 

Εικόνα 4.44. Φάσματα NMR 
1
Η (500 MHz): (A) του λινελαϊκού οξέος (LA) (2 mM) με τη Bcl-

2 (50 μΜ). (B) του λινελαϊκού οξέος (LA) (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του 

αναστολέα ABT- 263 (50 μΜ). Φάσματα STD NMR: (C) του διαλύματος Α. (D) του 

διαλύματος Β. Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα (50 mM Tris pH 7.5, 

50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6), T = 310 K, 

αριθμός σαρώσεων = 32, πειραματικός χρόνος = 4min 11sec για τα (Α), (Β) και αριθμός 

σαρώσεων =264, χρόνος κορεσμού = 2sec, πειραματικός χρόνος = 3h 10min για τα (C), (D). 

Στην Εικόνα 4.45 απεικονίζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-

NOESY NMR (Α&C) του λινελαϊκού οξέος (2 mM) παρουσία Bcl-2 (50 μΜ) καθώς και 

(B&D) του λινελαϊκού οξέος (2 mM) παρουσία Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του 

αναστολέα ABT-263 (50 μΜ) που λήφθηκαν σε 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl,  
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Εικόνα 4.45. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR: (A, C) λινελαϊκού 

οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ). (B, D) λινελαϊκού οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά την 

προσθήκη του αναστολέα ABT-263 (50 μΜ). Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό 

διάλυμα (50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% 

DMSO-d60, χρόνος μίξης = 300 ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, πειραματικός χρόνος = 

4h 20min. Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6 στους 310Κ. Στα φάσμα 

2D tr-NOESY NMR 4.45Α και 4.45C παρατηρούμε την ύπαρξη σημαντικών 

ενδομοριακών ΝΟΕ μακράς εμβέλειας μεταξύ των πρωτονίων Η9,10,12,13 – Η2, 

Η9,10,12,13 – Η3, Η9,10,12,13 – Η18 και Η2 – Η18 (κόκκινο χρώμα). Αυτό 

υποδηλώνει ότι το λινελαϊκό οξύ αλληλεπιδρά με τη Bcl-2 και μάλιστα με 

αναδιπλούμενη διαμόρφωση. Με την προσθήκη του αναστολέα ΑΒΤ-263 στο διάλυμα 

του λινελαϊκού οξέος παρατηρούμε αύξηση των σημάτων ΝΟΕ. Εξαίρεση, βέβαια, 

αποτελούν τα ενδομοριακά σήματα ΝΟΕ μεταξύ των ολεφινικών πρωτονίων με τα α- 

και β-πρωτόνια καθώς και μεταξύ των α-πρωτονίων με τα πρωτόνια της μεθυλομάδας 

που εμφανίζονται ασθενέστερα. Συνεπώς, υπάρχει συνεργατική δράση μεταξύ λιπαρού 

οξέος και αναστολέα, η οποία όμως δεν ενισχύει την προσέγγιση της καρβοξυλικής 

ομάδας ως προς τα ολεφινικά πρωτόνια και τα πρωτόνια της μεθυλομάδας. 
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Εικόνα 4.46. Φάσματα NMR 
1
Η (500 MHz): (A) του α-λινολενικού οξέος (ΑLA) (2 mM) με τη 

Bcl-2 (50 μΜ). (B) του α-λινολενικού οξέος (ΑLA) (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) μετά την 

προσθήκη του αναστολέα ABT- 263 (50 μΜ). Φάσματα STD NMR: (C) του διαλύματος Α. (D) 

του διαλύματος Β. Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα (50 mM Tris pH 

7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6), T = 310 K, 

αριθμός σαρώσεων = 32, πειραματικός χρόνος = 4min 11sec για τα (Α), (Β) και αριθμός 

σαρώσεων =264, χρόνος κορεσμού = 2sec, πειραματικός χρόνος = 3h 10min για τα (C), (D). 

Στην Εικόνα 4.46Α παρουσιάζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του α-

λινολενικού οξέος (ΑLA) (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM 

Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-

d6, στους 310Κ. Στο φάσμα STD NMR του α-λινολενικού οξέος (Εικόνα 4.46C) 

παρατηρούμε πως όλα τα πρωτόνια αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη, όπως και στην 

περίπτωση του καπρολεϊκού οξέος, ελαϊκού οξέος και λινελαϊκού οξέος. Η προσθήκη 

του αναστολέα ΑΒΤ-263 (50 μΜ) σε μοριακή αναλογία ΑLA/ΑΒΤ-263 = 40/1 οδηγεί 

σε σημαντική διεύρυνση των κορυφών NMR 
1
H του α-λινολενικού οξέος (Εικόνα 

4.46Β), που πιθανόν υποδηλώνει συνεργατική δράση μεταξύ του λιπαρού οξέος και του 

ABT-263. Το συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται και από το φάσμα STD NMR του α-

λινολενικού οξέος μετά την προσθήκη του αναστολέα (Εικόνα 4.46D), η οποία επιφέρει 

σημαντική αύξηση της έντασης των σημάτων STD NMR του λιπαρού οξέος. 
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Εικόνα 4.47. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR: (A, C) α-λινολενικού 

οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ). (B, D) α-λινολενικού οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά την 

προσθήκη του αναστολέα ABT-263 (50 μΜ). Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό 

διάλυμα (50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% 

DMSO-d6), χρόνος μίξης = 300 ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, πειραματικός χρόνος = 

4h 20min. Τα μακράς εμβέλειας ενδομοριακά NOE σημειώνονται με κόκκινο χρώμα. 

Στην Εικόνα 4.47 παρουσιάζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-

NOESY NMR (Α&C) του α-λινολενικού οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) καθώς και 

(B&D) του α-λινολενικού οξέος (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του 

αναστολέα ABT-263 (50 μΜ) που λήφθηκαν σε 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 

μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6 στους 310Κ. Στο φάσμα 2D 

tr-NOESY NMR (Εικόνα 4.47Α) παρατηρούμε την ύπαρξη ενός ενδομοριακού ΝΟΕ 

μακράς εμβέλειας μεταξύ των πρωτονίων του διπλού δεσμού και των β-πρωτονίων 

(κόκκινο χρώμα). Αυτό υποδηλώνει ότι το α-λινολενικό οξύ αλληλεπιδρά με τη Bcl-2 

και μάλιστα με μερικώς αναδιπλούμενη διαμόρφωση. Με την προσθήκη του αναστολέα 

ΑΒΤ-263 τα σήματα ΝΟΕ γίνονται εντονότερα και ταυτόχρονα εμφανίζονται 

σημαντικά, ενδομοριακά NOE μακράς εμβέλειας μεταξύ των πρωτονίων 

Η9,10,12,13,15,16 – Η2 και Η2 – Η18. Επομένως, υπάρχει συνεργατικό φαινόμενο 
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μεταξύ του λιπαρού οξέος και του αναστολέα, η οποία ευνοεί την προσέγγιση της 

καρβοξυλικής ομάδας προς τα ολεφινικά πρωτόνια και τα πρωτόνια της μεθυλομάδας.   

 

Εικόνα 4.48. Φάσματα NMR 
1
Η (500 MHz): (A) του EPA (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ). (B) του 

EPA (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του αναστολέα ABT- 263 (50 μΜ). 

Φάσματα STD NMR: (C) του διαλύματος Α. (D) του διαλύματος Β. Τα φάσματα καταγράφηκαν 

στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα (50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA 

με 10% D2O και 4% DMSO-d6), T = 310 K, αριθμός σαρώσεων = 32, πειραματικός χρόνος = 

4min 11sec για τα (Α), (Β) και αριθμός σαρώσεων =264, χρόνος κορεσμού = 2sec, πειραματικός 

χρόνος = 3h 10min για τα (C), (D). 

Στην Εικόνα 4.48Α παρουσιάζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του EPA (2 

mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 

250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6, στους 310Κ. Στο φάσμα 

STD NMR του EPA (Εικόνα 4.46C) παρατηρούμε την παρουσία όλων των σημάτων 

του, γεγονός που υποδηλώνει ότι το EPA αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη. Η προσθήκη 

του αναστολέα ΑΒΤ-263 (50 μΜ) σε μοριακή αναλογία LA/ΑΒΤ-263 = 40/1 οδηγεί σε 

σημαντική μείωση των ευρών των κορυφών NMR 
1
H του λιπαρού οξέος (Εικόνα 

4.48Β) σε αντίθεση με την περίπτωση των καπρολεϊκού οξέος, ελαϊκού οξέος, 

λινελαϊκού οξέος και α-λινολενικού οξέος. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ανταγωνιστική 

δράση μεταξύ ΕΡΑ και ABT-263. Το συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται και από το 

φάσμα STD NMR του ΕΡΑ μετά την προσθήκη του αναστολέα (Εικόνα 4.48D), όπου 

παρατηρείται σημαντική μείωση της έντασης των απορροφήσεων του λιπαρού οξέος. 
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Εικόνα 4.49. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR: (A, C) EPA (2 mM) με 

Bcl-2 (50 μΜ). (B, D) EPA (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του αναστολέα ABT-

263 (50 μΜ). Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα (50 mM Tris pH 7.5, 50 

mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6), χρόνος μίξης = 300 

ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, πειραματικός χρόνος = 4h 20min.  

Στην Εικόνα 4.49 απεικονίζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-

NOESY NMR (Α&C) του ΕΡΑ (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) καθώς και (B&D) του ΕΡΑ 

(2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του αναστολέα ABT-263 (50 μΜ) που 

λήφθηκαν σε 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% 

D2O και 4% DMSO-d6 στους 310Κ. Απουσία του αναστολέα δεν παρατηρούμε την 

ύπαρξη ενδομοριακού ΝΟΕ μακράς εμβέλειας μεταξύ των πρωτονίων Η2 - Η20, παρότι 

υπάρχει ενδομοριακό σήμα ΝΟΕ μεταξύ Η3 – Η20. Αυτό υποδηλώνει ότι το ΕΡΑ 

αλληλεπιδρά με τη Bcl-2 και μάλιστα με μερικώς αναδιπλούμενη διαμόρφωση. Με την 

προσθήκη του αναστολέα ΑΒΤ-263 διαπιστώνουμε ότι τα σήματα ΝΟΕ γίνονται 

ασθενέστερα και, ειδικότερα, εξαφανίζεται το σήμα ΝΟΕ μεταξύ των β-πρωτονίων με 

τα πρωτόνια της μεθυλομάδας. Συνεπώς, υπάρχει ανταγωνιστική δράση μεταξύ του 

EPA και του αναστολέα. 
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Εικόνα 4.50. Επιλεγμένη περιοχή των φασμάτων NMR 
1
Η (500 MHz) των ολεφινικών 

πρωτονίων: (Α) του DHA (2 mΜ) στους 313 Κ (a), 310 K (b), 303 K (c), 298 K (d) και 292 Κ 

(e). (B) του DHA (2 mΜ) με τη Bcl-2 (50 μΜ) στους 313 Κ (a), 310 K (b), 303 K (c), 298 K (d) 

και 292 Κ (e). (C) του DHA (2 mΜ) με τη Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του αναστολέα 

ΑΒΤ-263 (50 μΜ) στους 313 Κ (a), 310 K (b), 303 K (c), 298 K (d) και 292 Κ (e). Τα φάσματα 

καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα (50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 

500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6), αριθμός σαρώσεων = 256, πειραματικός χρόνος 

= 19min 40sec).   

Στην Εικόνα 4.50Α απεικονίζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) των 

ολεφινικών πρωτονίων του ελεύθερου DHA (2 mΜ) σε 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM 

NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6 στους 292, 298, 

303, 310, 313 και 313Κ. Στους 310Κ παρατηρούμε την παρουσία ευρέων κορυφών με 

πιο χαρακτηριστικές δύο σχετικά οξείες κορυφές στα δ = 5.2 και δ = 5.14 ppm. Με τη 

σταδιακή αύξηση της θερμοκρασίας από τους 292Κ στους 313Κ διαπιστώνουμε την 

ελάττωση των ολοκληρωμάτων των ευρέων κορυφών αλλά, κυρίως, την ταυτόχρονη 

ενίσχυση του σήματος της, σχετικά οξείας, κορυφής στα δ = 5.14 ppm. Πιθανόν, 

πρόκειται για διάφορες διαμορφωτικές καταστάσεις του DHA οι οποίες εμφανίζουν 

διαφορετική θερμική εξάρτηση. Με την αύξηση της θερμοκρασίας ευνοείται η 

διαμορφωτική κατάσταση που αντιστοιχεί στη δεξιά οξεία κορυφή με δ = 5.14 ppm. Να 

σημειωθεί ότι η μεταβολή στα εύρη και, κυρίως, ολοκληρώματα των κορυφών βρέθηκε 

να είναι αντιστρεπτή. Η παρουσία διαφορετικών χημικών μετατοπίσεων των ολεφινικών 

πρωτονίων, πολύ πιθανόν, υποδηλώνει την παρουσία διαφόρων μορφών μικκυλίων με 

διακριτά διαμορφωτικά χαρακτηριστικά στην περιοχή των ολεφινικών πρωτονίων των 

μορίων DHΑ. Παρότι υπάρχει πληθώρα δημοσιεύσεων στη διεθνή βιβλιογραφία 
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[Bagheri Novir et al, 2021; Law et al, 2006; Balendiran et al, 2000; Kaneko et al, 1998] 

σχετικά με προτεινόμενες διαμορφώσεις του DHA στην υγρή κατάσταση, κατάσταση 

διαλύματος, συστήματα μικκυλίων και μεμβρανών, η παρούσα μελέτη αποτελεί την 

πρώτη ένδειξη διακριτών διαμορφώσεων του DHA σε διάφορες μικκυλιακές μορφές 

απουσία πρωτεϊνών. Τα αποτελέσματα αυτά είναι σε συμφωνία με πρόσφατη μελέτη 

του DHA σε υγρή κατάσταση όπου διαπιστώθηκε πληθώρα διαμορφωτικών 

καταστάσεων χαμηλής ενέργειας, με έμφαση στη δομή έλικας [Venianakis et al, 2021]. 

Με την προσθήκη της πρωτεΐνης Bcl-2 στο διάλυμα του DHA 

πραγματοποιήσαμε, επίσης, πειράματα μεταβλητής θερμοκρασίας (Εικόνα 4.50Β). Η 

παρουσία της πρωτεΐνης επιφέρει σημαντική αύξηση του ολοκληρώματος της δεξιάς 

οξείας κορυφής στα δ = 5.14 ppm με παράλληλη ελαφρά διεύρυνση της κορυφής στους 

313 Κ. Διαδοχική ελάττωση της θερμοκρασίας επιφέρει σημαντική μεταβολή στα 

ολοκληρώματα και ιδιαίτερα στην οξεία απορρόφηση στα δ = 5.14 ppm. Είναι 

προφανές ότι η κύρια μορφή του DHA η οποία αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη είναι αυτή 

της κορυφής στα δ = 5.14 ppm, όπως θα δειχτεί παρακάτω με τα φάσματα STD NMR. 

Το συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται και με την προσθήκη του αναστολέα ABT-263 

στο σύμπλοκο DHA/Bcl-2 (Εικόνα 4.50C). Στους 313 Κ παρατηρούμε ότι η οξεία 

κορυφή στα δ = 5.14 ppm ελαττώνεται και ταυτόχρονα διευρύνεται. Μάλιστα, με τη 

σταδιακή ελάττωση της θερμοκρασίας διαπιστώνουμε ότι η ένταση της κορυφής στα δ 

= 5.14 ppm μειώνεται με ταυτόχρονη αύξηση της έντασης της κορυφής στα δ = 5.2 

ppm. Το αποτέλεσμα αυτό επιβεβαιώνει ότι αυτή είναι η μικκυλιακή μορφή του 

λιπαρού οξέος που προσδένεται στην πρωτεΐνη. 

Στην Εικόνα 4.51Α παρουσιάζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του DHA (2 

mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 

250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6, στους 310Κ. Στο φάσμα 

STD NMR του DHA (Εικόνα 4.51C) παρατηρούμε την παρουσία όλων των σημάτων 

του, γεγονός που υποδηλώνει ότι το DHA αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη. Η προσθήκη 

του αναστολέα ΑΒΤ-263 (50 μΜ) σε μοριακή αναλογία DHA/ΑΒΤ-263 = 40/1 οδηγεί 

σε διεύρυνση των κορυφών NMR 
1
H του DHA, που πιθανόν υποδηλώνει συνεργατική 

δράση μεταξύ λιπαρού οξέος και ABT-263 (Εικόνα 4.51Β). Το συμπέρασμα αυτό 

επιβεβαιώνεται και από το φάσμα STD NMR του DHA μετά την προσθήκη του 
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αναστολέα (Εικόνα 4.51D), όπου παρατηρούμε αύξηση της έντασης των σημάτων STD 

NMR του DHA και, ιδιαίτερα, των α- και β-πρωτονίων Η2,3.  

 
 

Εικόνα 4.51. Φάσματα NMR 
1
Η (500 MHz): (A) του DHA (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ). (B) 

του DHA (2 mM) με τη Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του αναστολέα ABT- 263 (50 μΜ). 

Φάσματα STD NMR: (C) του διαλύματος Α. (D) του διαλύματος Β. Τα φάσματα καταγράφηκαν 

στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα (50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA 

με 10% D2O και 4% DMSO-d6), T = 310 K, αριθμός σαρώσεων = 32, πειραματικός χρόνος = 

4min 11sec για τα (Α), (Β) και αριθμός σαρώσεων =264, χρόνος κορεσμού = 2sec, πειραματικός 

χρόνος = 3h 10min για τα (C), (D). 

Στην Εικόνα 4.52 απεικονίζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-

NOESY NMR (Α&C) του DHA (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) καθώς και (B&D) του DHA 

(2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του αναστολέα ABT-263 (50 μΜ) που 

λήφθηκαν σε 50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% 

D2O και 4% DMSO-d6 στους 310Κ. Παρατηρούμε την ύπαρξη ενδομοριακού ΝΟΕ 

μακράς εμβέλειας μεταξύ των πρωτονίων H2,3 – H22 (κόκκινο χρώμα). Αυτό 

υποδηλώνει ότι το DHA αλληλεπιδρά με τη Bcl-2 με αναδιπλούμενη διαμόρφωση. Με 

την προσθήκη του αναστολέα ΑΒΤ-263 παρατηρούμε ότι τα σήματα ΝΟΕ γίνονται 

εντονότερα, γεγονός που υποδηλώνει ότι υπάρχει συνεργατικό φαινόμενο μεταξύ του  

DHA και του αναστολέα. 
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Εικόνα 4.52. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D tr-NOESY NMR: (A, C) DHA (2 mM) 

με Bcl-2 (50 μΜ). (B, D) DHA (2 mM) με Bcl-2 (50 μΜ) μετά την προσθήκη του αναστολέα 

ABT-263 (50 μΜ). Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα (50 mM Tris pH 

7.5, 50 mM NaCl, 250 μM DTT, 500 μM EDTA με 10% D2O και 4% DMSO-d6), χρόνος μίξης 

= 300 ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 56, πειραματικός χρόνος = 4h 20min.  

Όπως αναλύθηκε λεπτομερώς στην Ενότητα 1.4, οι τρισδιάστατες δομές των 

αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl-2 χαρακτηρίζονται από ένα κοινό 

μοτίβο που περιλαμβάνει δύο υδρόφοβες α-έλικες που περιβάλλονται από έξι ή επτά 

αμφιπαθητικές α-έλικες. Τέσσερις από τις τελευταίες σχηματίζουν μια ευρεία υδρόφοβη 

αύλακα που αποτελεί τη θέση πρόσδεσης των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών. 

Μεταλλαξιγένεση σάρωσης αλανίνης (alanine scanning mutagenesis) έχει δείξει ότι η 

υψηλής συγγένειας πρόσδεση των προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών στις Bcl-2 και Bcl-xl 

περιλαμβάνει σε μεγάλο βαθμό αλληλεπιδράσεις των δύο υδρόφοβων τμημάτων, Ρ2 και 

Ρ4, καθώς και ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση μεταξύ ασπαρτικού οξέος και αργινίνης 

στις προ-αποπτωτικές και αντι-αποπτωτικές πρωτεϊνες, αντίστοιχα [ Sattler et al, 1997]. 

Για παράδειγμα στην Εικόνα 4.53 παρατηρούμε στο σύμπλοκο της αντι-αποπτωτικής 

πρωτεΐνης Bcl-xl με την προ-αποπτωτική πρωτεΐνη BimBH3 την αλληλεπίδραση 

μεταξύ Arg139 και Asp99 [Oberstein et al, 2007]. Τα  
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Εικόνα 4.53. Σύμπλοκο της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-xl με την προ-αποπτωτική 

πρωτεΐνη BimBH3 [Oberstein et al, 2007]. 

τμήματα Ρ2 και Ρ4 περιλαμβάνουν υδρόφοβα αμινοξέα των μοτίβων ΒΗ3 των προ-

αποπτωτικών πρωτεϊνών [Sattler et al, 1997; Bharatham et al, 2011], τα οποία στις Bcl-2 

και Bcl-xl πρωτεϊνες παρέχουν το απαραίτητο δομικό πλαίσιο για τον ορθολογικό 

σχεδιασμό επιλεκτικών μιμητικών BH3 αναστολέων, όπως το navitoclax (ABT-263) 

[Ashkenazi et al, 2017].  

Στην Εικόνα 4.54 απεικονίζεται η κρυσταλλική δομή του συμπλόκου ΑΒΤ-

263/Bcl-2. Το ακυλοσουλφοναμιδικό τμήμα του ΑΒΤ-263, παρότι δεν σχηματίζει 

άμεσες ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις με την αργινίνη, προσδένεται στα δύο 

υδρόφοβα τμήματα Ρ2 και Ρ4 της Bcl-2. Όπως προκύπτει από την κρυσταλλική δομή, 

το θειοφαινυλο τμήμα του ΑΒΤ-263 προσδένεται στη θέση Ρ4 της Bcl-2 και εμπλέκεται 

σε ενδομοριακή αλληλεπίδραση π-τύπου με το αρυλοσουλφοναμιδικό τμήμα. Η 

χλωροφαινυλο ομάδα εισχωρεί βαθιά εντός του τμήματος Ρ2 [Souers et al, 2013]. 
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Εικόνα 4.54. Κρυσταλλική δομή ακτίνων-Χ του συμπλόκου navitoclax με τη Bcl-2. Η 

φαρμακοφόρος δέσμευση υποδεικνύεται στις θέσεις P2 και P4 [Ashkenazi et al, 2017; Liu et al, 

2018]. 

Από τη μελέτη NMR αλληλεπιδράσεων του καπρολεϊκού οξέος, ελαϊκού οξέος, 

λινελαϊκού οξέος, α-λινολενικού οξέος, ΕΡΑ και DHA, με την απομονωμένη αντι-

αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 σε διάλυμα, προκύπτει συνεργατική δράση μεταξύ FFA και 

ΑΒΤ-263, εκτός από την περίπτωση του EPA που είναι ανταγωνιστική. Όπως προκύπτει 

από την κρυσταλλική δομή του συμπλόκου ΑΒΤ-263/Bcl-2 (Εικόνα 4.54), η 

αλληλεπίδραση του αναστολέα με τη Bcl-2 είναι σχεδόν αμιγώς επιφανειακή. Ως εκ 

τούτου, η μεγάλη υδρόφοβη αύλακα της Bcl-2 επιτρέπει την ταυτόχρονη δέσμευση 

ΑΒΤ-263 και FFA συνεργατικού χαρακτήρα, με μόνη εξαίρεση την περίπτωση του 

EPA. Η δομική αυτή πολυμορφία είναι σε αντίθεση με τις δομικές μελέτες 

αλληλεπίδρασης λιπαρών οξέων με την αλβουμίνη BSA/HSA όπου διαπιστώθηκε 
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ανταγωνιστική δράση σε όλες τις περιπτώσεις με τη βαρφαρίνη και ιβουπροφαίνη, ως 

προς τις θέσεις πρόσδεσης FA7 και FA4,3, αντίστοιχα. Αυτό πιθανόν να οφείλεται στη 

δομική στενότητα των θέσεων FA7 και FA4,3 της HSA, σε αντίθεση με την ευρεία και 

υδρόφοβη αύλακα στη Bcl-2. Περαιτέρω μελέτες docking των συμπλόκων FFA και Bcl-

2 παρουσία του αναστολέα ΑΒΤ-263 είναι σε εξέλιξη σε συνεργασία με τον Δρ. 

Παπαμώκο Γεώργιο. 
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4.7 Μελέτη της αλληλεπίδρασης του πολυακόρεστου λιπαρού 

οξέος  DHA με την αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 σε κυτταρικό 

επίπεδο (in-cell NMR) 

Στην ενότητα 4.6 μελετήσαμε λεπτομερώς τον επίτοπο πρόσδεσης καθώς και τις 

διαμορφωτικές αλλαγές του καπρολεϊκού οξέος, ελαϊκού οξέος, λινελαϊκού οξέος, α-

λινολενικού οξέος, EPA και DHA κατά την αλληλεπίδραση με την αντι-αποπτωτική 

πρωτεΐνη Bcl-2 σε διάλυμα buffer. Κατά την πραγματοποίηση των ανταγωνιστικών 

πειραμάτων με τον αναστολέα ΑΒΤ-263 προέκυψε ότι υπάρχει συνεργατική δράση 

μεταξύ λιπαρών οξέων και αναστολέα, με εξαίρεση το ΕΡΑ που έδειξε ανταγωνιστική 

δράση. Το θεμελιώδες ερώτημα που εγείρεται είναι κατά πόσον οι ίδιες δομικές και 

διαμορφωτικές μεταβολές  λαμβάνουν χώρα και σε κυτταρικό επίπεδο. Μελετήσαμε, 

συνεπώς, τον επίτοπο πρόσδεσης καθώς και τις διαμορφωτικές ιδιότητες του 

πολυακόρεστου λιπαρού οξέος DHA στην πρωτεΐνη Bcl-2 σε ζωντανά κύτταρα. Η 

επιλογή του DHA έγινε με βάση δύο κριτήρια, τη σημαντική του επίδραση στην αλλαγή 

της σύνθεσης των μεμβρανών [Burns et al, 1979] και την ιδιότητά του ως το κύριο ω-3 

λιπαρό οξύ με αντικαρκινική δράση που εμπλέκεται στην απόπτωση των κυττάρων 

[D’Eliseo et al, 2016].  

Η μελέτη αυτή επιτεύχθηκε με τη χρήση ζωντανών καρκινικών κυττάρων 

λευχαιμίας (κυτταρική σειρά Jurkat Bcl-2) που υπερεκφράζουν την αντι-αποπτωτική 

πρωτεΐνη-στόχο με τη χρήση της φασματοσκοπίας in-cell NMR. Ειδικότερα, έγινε 

χρήση συνδυασμού των τεχνικών STD και tr-NOESY NMR. Είναι προφανές, όμως, ότι 

σε ένα εξαιρετικά πολύπλοκο σύστημα, όπως το κυτταρικό,  βιοδραστικά μόρια 

αλληλεπιδρούν με ποικιλία διαφορετικών υποδοχέων. Συνεπώς, θα πρέπει να απαντηθεί 

το βασικό ερευνητικό ερώτημα, πώς είναι δυνατόν σε ένα εξαιρετικά πολύπλοκο 

σύστημα να μελετηθεί η επιλεκτική αλληλεπίδραση λιπαρών οξέων με τον υποδοχέα-

στόχο Bcl-2. Για το σκοπό αυτό εφαρμόστηκε μία μεθοδολογία, η οποία έχει 

αναπτυχθεί με επιτυχία στο εργαστήριό μας [Primikyri et al, 2018], και η οποία 

περιλαμβάνει τη χρήση επιλεκτικών αναστολέων της πρωτεΐνης-στόχου (π.χ. ΗΑ14-1) 

και τη μελέτη μέσω πειραμάτων ανταγωνισμού. Εάν η περιοχή πρόσδεσης του 

επιλεκτικού αναστολέα συμπίπτει με την περιοχή πρόσδεσης του βιοδραστικού μορίου, 

ο επιλεκτικός αναστολέας θα υποκαταστήσει το μόριο αυτό λόγω μεγαλύτερης 

συγγένειας πρόσδεσης. Συνεπώς, τα σήματα του επιτόπου πρόσδεσης του μορίου θα 

ελαττωθούν κατά την προσθήκη του επιλεκτικού αναστολέα. Περαιτέρω πειράματα in-
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cell tr-NOESY NMR υπέδειξαν ότι η αλληλεπίδραση του υποκαταστάτη με την Bcl-2 

σε ζωντανά καρκινικά κύτταρα επιφέρει αλλαγή στη φάση των κορυφών ΝΟΕ και, ως 

εκ τούτου, στη διαμόρφωση του φλαβονοειδούς που μελετήθηκε [Primikyri et al, 2018].  

 

 

Εικόνα 4.55. Φάσματα NMR 
1
Η (500 MHz) του DHA (2 mM): (A) χωρίς κυτταρική σειρά, (B) 

με την κυτταρική σειρά Jurkat Bcl-2 (5 × 10
6
 κύτταρα) και (C) με την κυτταρική σειρά Jurkat 

Bcl-2 (5 × 10
6
 κύτταρα) μετά την προσθήκη του αναστολέα ABT- 263 (50 μΜ). Φάσματα STD 

NMR: (D) του διαλύματος (B), (E) του διαλύματος C. Τα φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο 

ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 4% DMSO-d6. (T = 310 K, αριθμός σαρώσεων = 

32, πειραματικός χρόνος = 4min 11sec για τα (Α), (Β), (C) και αριθμός σαρώσεων = 176, 

χρόνος κορεσμού = 2sec, πειραματικός χρόνος = 1h 50min για τα (D), (E)). 

Στην Εικόνα 4.55Α απεικονίζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του DHA (2 

mM) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 4% DMSO-d6 στους 310Κ. Το 

4.55Β αντιπροσωπεύει το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του DHA με την κυτταρική σειρά 

Jurkat Bcl-2, όπου παρατηρούμε σημαντική διεύρυνση των κορυφών NMR 
1
H του 

DHA που πιθανόν οφείλεται στο ότι το DHA εισέρχεται μέσα στα κύτταρα και 

αλληλεπιδρά με πρωτεϊνικούς υποδοχείς. Το συμπέρασμα αυτό επιβεβαιώνεται και από 
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το φάσμα STD ΝΜR του DHA (Εικόνα 4.55D), όπου διαπιστώνουμε την παρουσία 

όλων των σημάτων του, γεγονός που υποδηλώνει σημαντική αλληλεπίδραση όλων των 

χαρακτηριστικών ομάδων του DHA με πρωτεΐνες σε κυτταρικό επίπεδο. Η προσθήκη 

του αναστολέα ΑΒΤ-263 (50 μΜ) σε μοριακή αναλογία DHA/ΑΒΤ-263 = 40/1 οδηγεί 

σε σημαντική μείωση των ευρών των κορυφών NMR 
1
H του DHA, που υποδηλώνει 

ανταγωνιστική δράση μεταξύ του λιπαρού οξέος και του ABT-263 (Εικόνα 4.55C). Το 

ίδιο συμπέρασμα προκύπτει και από το φάσμα STD ΝΜR (Εικόνα 4.55Ε), όπου 

παρατηρείται σημαντική μείωση των σημάτων STD του DHA, που σημαίνει ότι ο 

επιλεκτικός αναστολέας υποκαθιστά το λιπαρό οξύ από τη θέση πρόσδεσης στην 

πρωτεΐνη Bcl-2. Στο σημείο αυτό θα πρέπει να επισημανθεί ότι το αποτέλεσμα αυτό 

είναι σε αντίθεση με τη μελέτη αλληλεπίδρασης του DHA με την απομονωμένη 

πρωτεΐνη Bcl-2 σε διάλυμα buffer, όπου διαπιστώθηκε συνεργατική δράση (βλέπετε 

Ενότητα 4.6). Γίνεται, επομένως, σαφής, η μεγάλη σημασία χρήσης της 

φασματοσκοπίας NMR σε κυτταρικό επίπεδο. 

 

Εικόνα 4.56. (Α) Φάσμα NMR 
1
Η (500 MHz) του DHA (2 mM) με την κυτταρική σειρά Jurkat 

Puro (5 × 10
6
 κύτταρα) σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 4% DMSO-d6 (T=310 K, 

αριθμός σαρώσεων =32, πειραματικός χρόνος =4min 11sec). (Β) Φάσμα STD-NMR του 

διαλύματος (Α) (Τ=310 Κ, αριθμός σαρώσεων =176, χρόνος κορεσμού= 2sec, πειραματικός 

χρόνος = 1h 50min). 

Για την επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης του DHA με τη Bcl-2 σε κυτταρικό 

επίπεδο, μελετήσαμε την αλληλεπίδραση του λιπαρού οξέος με την κυτταρική σειρά 

Jurkat Puro, η οποία δεν φέρει ανθρώπινο Bcl-2 cDNA. Στην Εικόνα 4.56Α 

απεικονίζεται το φάσμα NMR 
1
H (500 MHz) του DHA (2 mM) με την κυτταρική σειρά 

Jurkat Puro σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 4% DMSO-d6 στους 310Κ. 

Το 4.56Β είναι το φάσμα STD-NMR του λιπαρού οξέος με τα κύτταρα Jurkat Puro. Η 
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συγκέντρωση της Bcl-2 στα κύτταρα Jurkat Puro είναι τόσο χαμηλή που οδηγεί σε μη 

ανιχνεύσιμο σήμα STD του DHA. Από τη σύγκριση των φασμάτων STD-NMR του 

DHA με την κυτταρική σειρά Jurkat Puro (Εικόνα 4.56Β) και του DHA με την 

κυτταρική σειρά Jurkat Bcl-2 (Εικόνα 4.55C) συμπεραίνουμε ότι η κύρια πρωτεϊνη 

αλληλεπίδρασης του DHA είναι η Bcl-2 παρά την παρουσία πληθώρας πρωτεϊνών σε 

κυτταρικό επίπεδο. Το συμπέρασμα αυτό είναι εξαιρετικά σημαντικό αναφορικά με τη 

χρήση πολυακόρεστων λιπαρών οξέων ή συνθετικών αναλόγων τους ως αναστολέων 

της Bcl-2.         

Εφόσον υπάρχει αλληλεπίδραση του DHA με τη Bcl-2 στα ζωντανά καρκινικά 

κύτταρα, πραγματοποιήσαμε περαιτέρω πειράματα in-cell tr-NOESY NMR ώστε να 

μελετήσουμε τη διαμόρφωση του λιπαρού οξέος στην προσδεδεμένη κατάσταση. Στην 

Εικόνα 4.57 απεικονίζονται επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D NOESY NMR 

(A&C) του DHA (2 mM) καθώς και οι αντίστοιχες περιοχές των φασμάτων 2D tr-

NOESY NMR (B&D) με την κυτταρική σειρά Jurkat Bcl-2, σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS 

10 mM σε D2O με 4% DMSO-d6 στους 310Κ. Το ελεύθερο DHA (A&C) έδειξε την 

παρουσία αρνητικών σημάτων ΝΟΕ στο υδατικό διάλυμα (ίδια φάση με τη διαγώνιο), 

που αποδίδεται στην ύπαρξη μικκυλίων. Στα φάσματα 2D tr-NOESY NMR (B&D) του 

DHA με την κυτταρική σειρά Jurkat Bcl-2 παρατηρούμε τα σήματα ΝΟΕ να γίνονται 

εντονότερα και ταυτόχρονα να εμφανίζονται και καινούρια σήματα μεταξύ των 

ολεφινικών πρωτονίων με τα πρωτόνια Η21 και Η22. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι 

το DHA αλληλεπιδρά με τη Bcl-2 σε κυτταρικό επίπεδο και μάλιστα χωρίς να λαμβάνει 

κάποια αναδιπλούμενη διαμόρφωση, αφού δεν παρατηρείται σήμα ΝΟΕ μεταξύ των 

πρωτονίων Η2,3 – Η22. Με την προσθήκη του αναστολέα ΑΒΤ-263, οι κορυφές του 

DHA στο φάσμα NMR 
1
H εμφανίζονται εξαιρετικά διευρυμένες, λόγω υποκατάστασης 

της Bcl-2 από τον αναστολέα και της συνεπακόλουθης διάχυσης του DHA στο 

μεμβρανικό σύστημα. Αυτή η εκτεταμένη διεύρυνση των κορυφών οδήγησε στη μη 

επιτυχή λήψη του φάσματος 2D tr-NOESY NMR. Πρέπει να τονιστεί η ύπαρξη 

αναδιπλούμενης διαμόρφωσης του DHA κατά την αλληλεπίδραση με την Bcl-2 σε 

κατάσταση διαλύματος (βλέπετε Ενότητα 4.6). Μάλιστα, με την προσθήκη του 

αναστολέα, τα σήματα ΝΟΕ του DHA έγιναν εντονότερα λόγω της ύπαρξης 

συνεργατικού φαινομένου. 
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Εικόνα 4.57. Επιλεγμένες περιοχές των φασμάτων 2D NOESY NMR του DHA (2 mM): (A, C) 

σε ρυθμιστικό διάλυμα, (B, D) με την κυτταρική σειρά Jurkat Bcl-2 (5 × 10
6
 κύτταρα). Τα 

φάσματα καταγράφηκαν στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα PBS 10 mM σε D2O με 4% DMSO-d6. 

(χρόνος μίξης = 100 ms, T = 310K, αριθμός σαρώσεων = 32, πειραματικός χρόνος = 2h 17min).  

Από τα παραπάνω προκύπτει ότι η μεθοδολογία in-cell NMR είναι μια πολλά 

υποσχόμενη στρατηγική για τον έλεγχο, σε πραγματικό χρόνο, του προφίλ 

αλληλεπίδρασης πολυακόρεστων λιπαρών οξέων με τους θεραπευτικούς στόχους στο 

φυσικό τους κυτταρικό περιβάλλον σε ζωντανά ευκαρυωτικά κύτταρα, ανοίγοντας το 

δρόμο προς το νέο πεδίο του ενδοκυτταρικού ορθολογικού σχεδιασμού φαρμάκων. 

Περαιτέρω μελέτες πολυακόρεστων λιπαρών οξέων σε κυτταρικό επίπεδο είναι σε 

εξέλιξη στο Εργαστήριό μας. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Από την ανάλυση του συνόλου των αποτελεσμάτων της παρούσας διδακτορικής 

διατριβής προκύπτουν τα ακόλουθα συμπεράσματα: 

1. Με τη συνδυαστική χρήση της τεχνικής STD NMR και ανταγωνιστικών 

πειραμάτων με φάρμακα γνωστής θέσης πρόσδεσης, όπως η βαρφαρίνη (FA7) και η 

ιβουπροφαίνη (FA3, FA6), στην αλβουμίνη (HSA/BSA), μπορεί να διερευνηθεί αν ένα 

λιπαρό οξύ συνδέεται στις προαναφερθείσες θέσεις πρόσδεσης της BSA. Ειδικότερα, 

από τα πειράματα μελέτης αλληλεπιδράσεων λιπαρών οξέων με την πρωτεΐνη 

HSA/BSA προκύπτουν τα εξής: Το καπρολεϊκό οξύ, ελαϊκό οξύ, λινελαϊκό οξύ, α-

λινολενικό οξύ, ΕΡΑ και DHA αλληλεπιδρούν με την αλβουμίνη και προσδένονται 

ανταγωνιστικά με τα φάρμακα στις θέσεις 7, 3 και 4. Μάλιστα, το α-λινολενικό οξύ και 

το DHA έχουν υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης στη FA7 σε σχέση με εκείνη της 

βαρφαρίνης, ενώ το ΕΡΑ παρόμοια συγγένεια πρόσδεσης με τη βαρφαρίνη. Αντίθετα, ο 

μεθυλεστέρας του λινολεϊκού οξέος δεν αλληλεπιδρά με τη BSA. 

2. Mε τη συμπληρωματική τεχνική tr-NOESY NMR μπορεί να μελετηθεί η αλλαγή 

της διαμόρφωσης των λιπαρών οξέων κατά την αλληλεπίδραση με την πρωτεΐνη 

HSA/BSA. Από τα πειράματα αυτά συμπεραίνεται ότι η εκτεταμένη διαμόρφωση του 

καπρολεϊκού οξέος σε μικκυλιακή κατάσταση αλλάζει όταν προσδένεται στη HSA/BSA 

με αποτέλεσμα να λαμβάνει αναδιπλούμενες διαμορφώσεις. Απεναντίας, στην 

περίπτωση των ελαϊκού οξέος, λινελαϊκού οξέος, α-λινολενικού οξέος, ΕΡΑ και DHA 

αποδεικνύεται η παρουσία αναδιπλούμενων διαμορφώσεων των λιπαρών οξέων τόσο 

στη μικκυλιακή όσο και στη δεσμευμένη κατάσταση.  

3.  Με τη συνδυαστική χρήση της τεχνικής INPHARMA NMR και των υπολογισμών 

docking λαμβάνουμε πληροφορίες σε ατομικό επίπεδο για τις θέσεις πρόσδεσης των 

λιπαρών οξέων σε σχέση με τα φάρμακα βαρφαρίνη και ιβουπροφαίνη. Πιο 

συγκεκριμένα, στην περίπτωση της ιβουπροφαίνης προκύπτει ότι όλα τα λιπαρά οξέα 

εμφανίζουν μια δεύτερη ανεστραμμένη διαμόρφωση στη θέση FA4. Στη θέση της 

βαρφαρίνης, FA7, προκύπτει ότι υπάρχουν δύο θέσεις πρόσδεσης των λιπαρών οξέων 

και επομένως δύο διαμορφωτικές καταστάσεις, ερμηνεύοντας γιατί οι διαμορφωτικές 

καταστάσεις των FFA στη θέση πρόσδεσης FA7 δεν προσδιορίστηκαν με ακρίβεια, 

παρά τις πολυάριθμες δομικές μελέτες με ακτίνες-Χ. 
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4. Από τη μελέτη της αλληλεπίδρασης του 9/10-νιτρο-ελαϊκού οξέος (9/10-ΝΟ2-ΟΑ) 

με την αλβουμίνη (HSA) με τη χρήση τεχνικών NMR (
1
Η ΝΜR, STD-NMR, tr-NOESY 

NMR, INPHARMA NMR) αποδείχτηκε η μη ομοιοπολική πρόσδεση του 9/10-ΝΟ2-ΟΑ 

στην HSA, όπως συμβαίνει και με τα μη νιτρωμένα λιπαρά οξέα. Από μελέτες 
1
Η NMR 

και ανταγωνιστικά πειράματα με το ελαϊκό οξύ (ΟΑ) και τα φάρμακα ιβουπροφαίνη και 

βαρφαρίνη διαπιστώθηκε ότι το 9/10-NO2-OA έχει υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης για 

την HSA. Ακόμα, επιβεβαιώθηκε ότι ανταγωνίζεται τη βαρφαρίνη για τη θέση FA7 με 

σημαντικά υψηλότερη συγγένεια, ενώ την ιβουπροφαίνη για τις θέσεις FA3 και FA4 με 

παρόμοια συγγένεια πρόσδεσης. Τέλος, αποδείχτηκε ότι το 9/10-ΝΟ2-ΟΑ έχει 

υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης για την HSA από εκείνη του ΟΑ. 

5. Με τη συνδυαστική χρήση των τεχνικών STD και tr-NOESY NMR μελετήθηκε η 

αλληλεπίδραση των λιπαρών οξέων με την αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 σε διάλυμα 

buffer. Προέκυψε πως όλα τα λιπαρά οξέα, καπρολεϊκό οξύ, ελαϊκό οξύ, λινελαϊκό οξύ, 

α-λινολενικό οξύ, ΕΡΑ και DHA, αλληλεπιδρούν με τη Bcl-2. Κατά την 

πραγματοποίηση των ανταγωνιστικών πειραμάτων με τον αναστολέα ΑΒΤ-263 

διαπιστώθηκε συνεργατική δράση μεταξύ λιπαρού οξέος και αναστολέα, με τον 

αναστολέα να ενισχύει την αναδιπλούμενη διαμόρφωση των λιπαρών οξέων. Εξαίρεση 

αποτελεί η περίπτωση του ΕΡΑ όπου παρατηρήθηκε ανταγωνιστική δράση με τον 

αναστολέα, με το λιπαρό οξύ να λαμβάνει μια πιο εκτεταμένη διαμόρφωση παρουσία 

αναστολέα.  

6. Με τη χρήση της μεθοδολογίας in-cell NMR μελετήθηκε η αλληλεπίδραση του 

DHA με την αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 σε ζωντανά καρκινικά κύτταρα Jurkat 

Bcl-2 που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη. Από τα πειράματα STD-NMR και tr-Noesy 

NMR του DHA με την κυτταρική σειρά Jurkat Bcl-2 προέκυψε ότι το DHA εισέρχεται 

μέσα στα κύτταρα και αλληλεπιδρά με τη Bcl-2, χωρίς να λαμβάνει κάποια 

αναδιπλούμενη διαμόρφωση. Μάλιστα, με την προσθήκη του αναστολέα ΑΒΤ-263 

διαπιστώθηκε ανταγωνιστική δράση μεταξύ λιπαρού οξέος και αναστολέα. Επιπλέον, 

μελετήθηκε η αλληλεπίδραση του DHA με την κυτταρική σειρά Jurkat Puro, κύτταρα 

με φυσιολογικά επίπεδα Bcl-2, με την τεχνική STD-NMR. Επειδή η συγκέντρωση της 

Bcl-2 στα κύτταρα αυτά είναι πάρα πολύ χαμηλή, οδήγησε σε μη ανιχνεύσιμο σήμα 

STD του DHA. Συνεπώς, το DHA εισέρχεται μέσα στα κύτταρα και αλληλεπιδρά 

αποκλειστικά και μόνο με τη Bcl-2 και όχι με άλλους πρωτεϊνικούς υποδοχείς.  
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7. Η μεθοδολογία in-cell NMR μπορεί να συμβάλει στον ορθολογικό σχεδιασμό 

φαρμάκων λιπιδικής φύσεως μέσω μελέτης αλληλεπιδράσεων με ενδοκυτταρικούς 

στόχους σε ευκαρυωτικά κύτταρα.  

8. Το σημαντικό πλεονέκτημα όλων των παραπάνω τεχνικών NMR είναι ότι 

πραγματοποιούνται χωρίς την αναγκαιότητα χρήσης εμπλουτισμένων λιπαρών οξέων ή 

πρωτεϊνών.  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Τα λιπαρά οξέα (FFA) αποτελούν τις κύριες δομικές μονάδες των σύνθετων λιπιδίων. Η 

μεταφορά τους στη συστηματική λειτουργία και η κατανομή τους στους ιστούς 

επιτυγχάνεται με τη μεταφέρουσα πρωτεΐνη αλβουμίνη (BSA/HSA). Με τη χρήση 

κρυσταλλογραφίας ακτίνων-Χ και φασματοσκοπίας NMR έχει βρεθεί ότι υπάρχουν 

επτά θέσεις πρόσδεσης των λιπαρών οξέων στην αλβουμίνη. Η θέση πρόσδεσης 7 

(FA7) συμπίπτει με τη θέση Ι των φαρμάκων (βαρφαρίνη), ενώ η θέση πρόσδεσης 3 

(FA3) με τη θέση ΙΙ των φαρμάκων (ιβουπροφαίνη).  

Πρόσφατες μελέτες αντικαρκινικής δράσης των απαραίτητων ω-3 και ω-6 FFA, 

απέδειξαν τη μείωση των επιπέδων έκφρασης της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2. 

Το αποτέλεσμα αυτό σε συνδυασμό με τη δομική ομοιότητα των ακόρεστων FFA με 

αναστολείς της Bcl-2 υποδεικνύει την προ-αποπτωτική δράση των FFA ως πιθανό 

μηχανισμό. Όμως, τα δομικά χαρακτηριστικά αλληλεπίδρασης των FFA με την Bcl-2 

καθώς και ο μηχανισμός της αντικαρκινικής τους δράσης παραμένει άγνωστος. 

Βασικοί στόχοι της διδακτορικής διατριβής, με τη χρήση σύγχρονων 

μεθοδολογιών NMR, είναι η διερεύνηση: 

(α) της μοριακής βάσης αλληλεπίδρασης ακόρεστων FFA με μη επισημασμένη 

αλβουμίνη ορού, 

(β) της μη ομοιοπολικής έναντι της ομοιοπολικής πρόσδεσης νιτρο-παραγώγων του 

ελαϊκού οξέος με HSA, 

(γ) της μοριακής βάσης αλληλεπίδρασης πολυακόρεστων FFA με την αντι-αποπτωτική 

πρωτεΐνη Bcl-2 και 

(δ) δομικών και διαμορφωτικών χαρακτηριστικών αλληλεπιδράσεων πολυακόρεστου 

λιπαρού οξέος DHA με τη Bcl-2, σε κυτταρικό επίπεδο σε ζωντανά καρκινικά κύτταρα 

που υπερεκφράζουν τον υποδοχέα. 

Εφαρμόστηκε, για πρώτη φορά, η συνδυαστική χρήση τεχνικών NMR διαφοράς 

μεταφοράς κορεσμού (STD), μεταφερόμενου φαινομένου Overhauser (Tr-NOESY), 

διαμοριακών σημάτων ΝΟΕ για φαρμακοφόρο χαρτογράφηση (INPHARMA) και 

υπολογισμών docking με στόχο τη μελέτη αλληλεπιδράσεων των λιπαρών οξέων 

καπρολεϊκού οξέος, ελαϊκού οξέος, λινελαϊκού οξέος, α-λινολενικού οξέος, EPA και 

DHA με μη επισημασμένη αλβουμίνη ορού. Με τη χρήση ανταγωνιστικών πειραμάτων 
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με τα φάρμακα βαρφαρίνη και ιβουπροφαίνη παρατηρήθηκαν σημαντικά διαμοριακά 

ΝΟΕ μεταξύ των FFA και των φαρμάκων, που αντανακλούν τις διαμορφωτικές 

καταστάσεις των λιπαρών οξέων στις θέσεις πρόσδεσης των φαρμάκων HSA. Τα 

διαμοριακά σήματα ΝΟΕ και οι υπολογισμοί docking ερμηνεύτηκαν σε όρους 

σημαντικής αναδίπλωσης της δις-αλλυλικής περιοχής και παρουσίας δύο 

προσανατολισμών των FFA στη θέση πρόσδεσης της βαρφαρίνης, λόγω ύπαρξης δύο 

ομάδων πολικών αμινοξέων που έχουν το ρόλο μοριακής άγκυρας. Αυτή η 

διαμορφωτική ευελιξία των FFA στη θέση πρόσδεσης της βαρφαρίνης είναι ο κύριος 

λόγος για τον οποίο δεν κατέστη δυνατός ο ακριβής προσδιορισμός με ακτίνες-Χ, παρά 

τις πολυάριθμες βιβλιογραφικές δομικές μελέτες. 

NMR μελέτες της αλληλεπίδρασης του 9/10-νιτρο-ελαϊκού οξέος (9/10-ΝΟ2-

ΟΑ) με την αλβουμίνη ερμηνεύτηκαν σε όρους μη ομοιοπολικής πρόσδεσης του 9/10-

ΝΟ2-ΟΑ στην HSA. Με τη χρήση ανταγωνιστικών πειραμάτων του ελαϊκού οξέος και 

των φαρμάκων ιβουπροφαίνης και βαρφαρίνης διαπιστώθηκε ότι το 9/10-NO2-OA έχει 

υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης στην HSA σε σχέση με το ελαϊκό οξύ και τη 

βαρφαρίνη, ενώ με την ιβουπροφαίνη έχει παρόμοια συγγένεια πρόσδεσης.  

Με τη συνδυαστική χρήση των τεχνικών STD και tr-NOESY NMR 

διερευνήθηκε η αλληλεπίδραση των FFA με την αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 σε 

διάλυμα buffer. Ανταγωνιστικά πειράματα των FFA με τον αναστολέα ABT-263 (<nM) 

ερμηνεύτηκαν σε όρους συνεργατικής αλληλεπίδρασης, με εξαίρεση το EPA που έδειξε 

ανταγωνιστική δράση. 

Η μεθοδολογία in-cell NMR χρησιμοποιήθηκε, για πρώτη φορά, στη μελέτη 

αλληλεπίδρασης του DHA με την αντι-αποπτωτική πρωτεΐνη Bcl-2 σε ζωντανά 

καρκινικά κύτταρα Jurkat Bcl-2 που υπερεκφράζουν τον υποδοχέα. Αποδείχθηκε ότι το 

DHA εισέρχεται στα κύτταρα και αλληλεπιδρά σχεδόν αποκλειστικά με τη Bcl-2 και όχι 

με άλλους πρωτεϊνικούς υποδοχείς. Ανταγωνιστικό πείραμα του DHA με τον αναστολέα 

ABT-263 έδειξε ανταγωνιστική αλληλεπίδραση, σε αντίθεση με τη συνεργατική 

αλληλεπίδραση με Bcl-2 σε διάλυμα buffer. 
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SUMMARY 

Fatty acids (FAs) are the main building blocks of complex lipids. Their transport into the 

systemic circulation and their distribution to tissues is achieved with the carrier protein 

serum albumin (BSA/HSA). X-ray crystallography and NMR studies with human serum 

albumin suggested the presence of seven fatty acid binding sites. Binding site 7 (FA7) 

coincides with site I of drugs (warfarin), while binding site 3 (FA3) with site II of drugs 

(ibuprofen). 

Recent studies of antitumor activity of the essential ω-3 and ω-6 FFAs 

demonstrated the reduction of expression levels of the anti-apoptotic protein Bcl-2. This 

result combined with the structural similarity of unsaturated FFAs to Bcl-2 inhibitors 

indicates the pro-apoptotic action of FFAs as a possible mechanism. However, the 

structural features of the interaction of FFAs with Bcl-2 as well as the mechanism of 

their antitumor activity remain unknown. 

The objectives of the PhD thesis were to investigate using modern NMR 

methodologies:  

(a) the molecular basis of the interaction of unsaturated FFAs with non-labelled serum 

albumin,  

(b) the non-covalent vs. covalent binding of nitro-derivatives of oleic acid with HSA,  

(c) the molecular basis of the interaction of polyunsaturated fatty acids with Bcl-2 and  

(d) the structural and conformational features of the interactions of the polyunsaturated 

fatty acid DHA with Bcl-2, at the cellular level in living cancer cells overexpressing the 

receptor. 

Saturation transfer difference (STD), transferred nuclear Overhauser effect (Tr-

NOESY) and Interligand NOEs for PHArmacophore Mapping (INPHARMA) NMR 

techniques and docking calculations were applied, for the first time, for mapping 

interactions and specific binding sites of caproleic acid, oleic acid, linoleic acid, α-

linolenic acid, EPA and DHA with non-labelled serum albumin. Competition 

experiments with the drugs warfarin and ibuprofen showed significant inter-ligand 

NOEs between the FFAs and the drugs, reflecting the conformational states of the fatty 

acids in the drug binding sites on HSA, regardless of the carbon chain length and the 

number of the cis double bonds of FFAs. The inter-ligand NOEs and docking 
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calculations were interpreted in terms of significant folding of the bis-allylic region and 

the presence of two orientations of the FFAs in the warfarin binding site, due to two 

anchoring groups of polar amino acids. This motional flexibility is the reason that the 

conformational states of the FFAs in the binding site of warfarin could not be 

determined precisely, despite numerous literature X-ray structural studies. 

The NMR study of the interaction of 9/10-nitro-oleic acid (9/10-NO2-OA) with 

serum albumin demonstrated the non-covalent binding of 9/10-NO2-OA to HSA. 

Competition experiments with oleic acid and the drugs ibuprofen and warfarin revealed 

that 9/10-NO2-OA has higher binding affinity for HSA than oleic acid and warfarin, 

while with ibuprofen it has a similar binding affinity. 

The combination of STD and tr-NOESY NMR techniques was used to 

investigate the interaction of FFAs with the anti-apoptotic protein Bcl-2 in buffer 

solution. Competition experiments of FFAs with the sub-nanomolar inhibitor ABT-263 

showed a cooperative interaction, with the exception of EPA which showed antagonistic 

interaction. 

In-cell NMR methodology was used, for the first time, to investigate the 

interaction of DHA with the anti-apoptotic protein Bcl-2 in living Jurkat Bcl-2 tumor 

cells overexpressing the receptor. It turned out that DHA enters the cells and interacts 

nearly exclusively with Bcl-2 and not with other protein receptors. Competition 

experiment of DHA with the inhibitor ABT-263 showed an antagonistic interaction, 

contrary to the cooperative interaction with Bcl-2 in buffer solution. 
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