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1) ΕΙΣΑΓΩΓΗ



1.1 Ο ΧΑΛΚΟΣ ΣΤΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ

1.1.1 Γενικά
Ο χαλκός είναι ένα ιχνοστοιχείο απαραίτητο στο φυτικό και ζωικό βασίλειο. Η 

κύρια βιοχημική δράση του χαλκού είναι η συμμετοχή του σε ενζυματικές αντιδράσεις 

ως ενεργοποιητού ή ως συστατικού των ενζύμων που περιέχουν χαλκό. [1] Το ποσοστό 

του χαλκού στα φυτά ποικίλει από 0,0001 ως 0.05 τις εκατό και εξαρτάται από το είδος 

του φυτού και την περιεκτικότητα σε χαλκό του εδάφους. Η μέση περιεκτικότητα του 

στο στερεό φλοιό της γης είναι 4,7 10*3 τις εκατό κατά βάρος. Το κατώτερο τμήμα του 

στερεού φλοιού που συνιστάται από βασικά πετρώματα περιέχει περισσότερο χαλκό 

από ότι το ανώτερο τμήμα. Ο χαλκός είναι συστατικό των ενζύμων οξειδασών και της 

πρωτεΐνης της πλαστοκυανίνης στα φυτά. Στις βέλτιστές συγκεντρώσεις ο χαλκός 

αυξάνει την ανθεκτικότητα των φυτών στο ψύχος και προάγει την αύξηση και 

ανάπτυξη τους. Μεταξύ των ζώων μερικά ασπόνδυλα περιέχουν μεγάλες ποσότητες 

χαλκού ( τα μαλάκια και στα οστρακόδερμα περιέχουν ποσοστό 0.15-0.26 τις εκατό 

χαλκό στην αιμοκυανίνη).

Στον ανθρώπινο οργανισμό, η μέση ημερήσια φυσιολογική πρόσληψη χαλκού 

είναι από 2,5-5 χιλιοστόγραμμα. [2] Ο χαλκός απορροφάται στο έντερο, συνδυάζεται με 

την αλβουμίνη στον ορό του αίματος και κατόπιν απορροφάται από το συκώτι από το 

οποίο επιστρέφει στο αίμα με την δράση της καιρουλοπλασμίνης και μεταφέρεται 

κατόπιν στα όργανα και στους ιστούς. Η περιεκτικότητα του χαλκού στον άνθρωπο 

ποικίλει από πέντε χιλιοστόγραμμα χαλκού στο συκώτι μέχρι 0,7 χιλιοστόγραμμα 

χαλκού στα οστά ( ανά εκατό γραμμάρια ξηρού βάρους ). Στα υγρά του σώματος η 

περιεκτικότητα ποικίλει από εκατό μικρογραμμάρια ( ανά εκατό χιλιοστόλιτρα ) στο 

αίμα, μέχρι δέκα μικρογραμμάρια στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό. Ο ενήλικας οργανισμός 

περιέχει συνολικά εκατό χιλιοστόγραμμα χαλκού. [3]

Πίνακας 1: Συγκεντρώσεις (σε πιΜ) απαραίτητων ιχνοστοιχείων στο θαλάσσιο ύδωρ 

και στο πλάσμα του αίματος [4].

Νδ Μ§ Κ Ρε Ζη Ου €ο Νί
Θαλάσσιο

ύδωρ 470 50 10 10 0,0001 0,0001 0,001 ΙΟ"5 5 ίο-5·5
Πλάσμα
αίματος 138 1 3 4 0.02 0.02 0,015 0,002 0



1.1.2 Η χημεία του χαλκού στα βιολογικά συστήματα.
Στα βιολογικά συστήματα, ο χαλκός αποτελεί μέρος των ενεργών κέντρων

πρωτεϊνών ή ενζύμων. Οι διάφοροι τρόποι με τους οποίους ο χαλκός συνδέεται στα 

ενεργά αυτά κέντρα έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον. [5]

Στις περισσότερες περιπτώσεις, ο χαλκός συμμετέχει άμεσα στο καταλυτικό 

κύκλο. Ωστόσο, σε κάποια ένζυμα, απλώς αναπαράγει έναν εσωτερικό συ μπαράγοντα 

χωρίς να συμμετέχει ο ίδιος στην κατάλυση. Τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται είτε μεταξύ 

χαλκού και υποστρώματος είτε μεταξύ χαλκού και του άλλου εταίρου του 

οξειδοα^ογωγικού ζεύγους, τα δε δυναμικά οξειδοαναγωγής των ενώσεων που 

συμμετέχουν καθορίζουν και την ροή ηλεκτρονίων. Στα βιολογικά συστήματα ο 

χαλκός έχει παρατηρηθεί μέχρι στιγμή τουλάχιστον, σαν Οιχ(Ι) και Οιι(ΙΙ). Μοντέλα 

ενώσεων που προτείνουν την ύπαρξη χαλκού (III) έχουν καταρριφθεί. Γιατί όμως ο 

Οιι(ΙΙΙ) βρίσκεται μόνο σε μικρά πεπτίδια , ενώ ο Οιι(Ι) και Οιι(ΙΙ) επικρατεί σε 

πρωτεΐνες και ένζυμα; Η ηλεκτρονική απεικόνιση του στοιχειακού χαλκού είναι 3<110 

4δι. Απομακρύνοντας ένα ηλεκτρόνιο από την 4δ στοιβάδα, δημιουργείται το 

διαμαγνητικό ιόν Οιι+ με ηλεκτρονική απεικόνιση 3ά10. Οι Οιι(ΙΙ) και Οιι(ΙΙΙ) 

δημιουργούνται απομακρύνοντας ένα και δύο ηλεκτρόνια από την 3ά-στοιβάδα. Το 

ασύζευκτο ηλεκτρόνιο του ά-τροχιακού κάνει τον Οιι(Π) να είναι παραμαγνητικός 

(Πίνακας 2).

Πίνακας 2: Ηλεκτρονιακή απεικόνιση και μαγνητικές ιδιότητες των τριών οξειδωτικών 

καταστάσεων του χαλκού.[5]

Οξειδωτική κατάσταση Ηλεκτρονιακή

απεικόνιση

Μ αγνητικές ιδιότητες

Οιι+ 3άιυ Διαμαγνητικός

Ο ιι" Παραμαγνητικός

θα·*- 3ά8 Διαμαγνητικός

Σε υδατικά διαλύματα οι τρεις τύποι των ιόντων του χαλκού σχηματίζουν 

σύμπλοκα με κατάλληλούς υποκαταστάτες παρουσιάζοντας διαφορετικούς αριθμούς 

ένταξης και στερεοχημεία. Υπάρχει ο γενικός κανόνας ότι σκληρά οξέα σχηματίζουν 

σταθερά σύμπλοκα με σκληρές βάσεις, ενώ μαλακά οξέα σχηματίζουν σταθερά 

σύμπλοκα με σκληρές βάσεις. Αυτός ο κανόνας εφαρμόζεται και στα σύμπλοκα του



χαλκού: έτσι η αύξηση του βαθμού οξείδωσής μετατρέπει τα ιόντα χαλκού από μαλακά

σε σκληρά επηρεάζοντας τους προτιμούμένους υποκαταστάτες συμπλοκοποίησης. Στα

ενεργά κέντρα των πρωτεϊνών, ο χαλκός μπορεί να συμπλεχθεί μόνο με αμινοξέα ή 
/■ /μικρές ενώσεις όπως Η2Ο, ΟΗ' ή Ρ 0 4 Σε συμφωνία με την αντίληψη περί σκληρών 

και μαλακών ενώσεων, το μαλακό ιόν του Οιι+ προτιμά να συμπλοκοποιείται με 

αμινοξέα όπως Ογ§, Ογδ' και Μεί, ενώ το σκληρότερο ιόν του Οιι+2 μπορεί επίσης να 

ενταχθεί με το σκληρότερο Η20  ή με αμινοξέα όπως Τγι·, Τγτ', δ€Γ, ΤΙιγ, ή Ηϊδ. Ο Οιι3+ 

είναι σταθερός μόνο σε σύμπλοκα που περιέχουν αποκλειστικά σκληρού 

υποκαταστάτες όπως Τυγ, ΟΗ' και Τγτ'. Μια πρωτεΐνη που περιέχει Ου3+ στο ενεργό 

κέντρο της κέντρο θα μπορούσε να συμμετέχει σε αντιδράσεις που απαιτούν 

υπερβολικά υψηλά δυναμικά οξειδοαναγωγής.

Οι διαφορετικές οξειδωτικές καταστάσεις των ιόντων του χαλκού όχι μόνο 

ευνοούν διαφορετικούς υποκαταστάτες αλλά και διαφορετικούς στερεοχημείες των 

συμπλοκών τους. Η γεωμετρία διαμόρφωσης ενός συμπλόκου εξαρτάται από την 

γεωμετρία του τροχιακού του κεντρικού ιόντος. Εξαιρώντας τις στερικές 

παρεμποδίσεις, για αριθμό ένταξης τέσσερα, το σύστημα του Οιι+- υποκαταστάτες 

ευνοεί τετραεδρική διαμόρφωση, ενώ εκείνο Οιι2+ ευνοεί παραμορφωμένη τετραεδρική 

διαμόρφωση. (Πίνακας 3)

Πίνακας 3: Ευνοούμενες στερεοχημείες στις δύο οξειδωτικές καταστάσεις του χαλκού.

Οξειδωτική κατάσταση Αριθμός ένταξης Στερεοχημεία

Οιι+ 2 Γ ραμμική

3 Επίπεδη

4 Τετραεδρική “

€ υ 2+ 4 Επίπεδη τετραγωνική

4 Παραμορφωμένη

7ετρα£δρική

5 Τετραγωνική πυραμίδα

5 Τριγωνική διπυραμίδα

6 Παραμορφωμένη

οκταίδρική



1.1.3 Κέντρα σύνδεσης χαλκού.
Τα σύμπλοκα του χαλκού είναι πιο σταθερά όταν οι προτιμούμενοι

υποκαταστάτες γύρω από το κεντρικό ιόν κατέχουν την καλύτερη για αυτούς 

γεωμετρία. Διαταραχές από μια τέτοια διευθέτηση αποσταθεροποιούν την αναμενόμενη 

κατάσταση οξείδωσης. Ωστόσο, αν οι οξειδωτικές καταστάσεις του χαλκού στις 

πρωτεΐνες και στα ένζυμα ήταν σταθερές, τότε τα αποκτούμενα κέντρα σύνδεσης 

χαλκού θα ήταν ακατάλληλα για την κατάλυση των οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων. 

Ένα ενεργό οξειδοαναγωγικό κέντρο χαλκού πρέπει να κινείται μεταξύ των 

οξειδοαναγωγικών καταστάσεων Οι(Ι) και Οιι(ΙΙ) απαιτώντας μικρή ενέργεια. Στα 

κέντρα σύνδεσης χαλκού πρωτεϊνών και ενζύμων αυτό επιτυγχάνεται με δύο 

διαφορετικούς τρόπους. Πρώτον, ο χαλκός εντάσσεται εν μέρει με υποκαταστάτες που 

προτιμούνται από τον Οιι(Ι) και εν μέρει με άλλους που προτιμούνται από τον Οι(ΙΙ). 

Δεύτερον, οι γεωμετρίες των υποκαταστατών δημιουργούνται κατά τέτοιον τρόπο ώστε 

να εμπίπτουν μεταξύ των κοινών γεωμετριών για Οιι(Ι) και Οιι(ΙΙ). Στην τελευταία 

περίπτωση, οι υποκαταστάτες ακινητοποιούνται στις θέσεις τους με τη βοήθεια 

πρωτεϊνικού σκελετού.

Η επιλογή των υποκαταστατών και η στερεοχημεία τους προσδιορίζουν το 

δυναμικό οξειδοαναγωγής του κεντρικού ιόντος χαλκού. Για παράδειγμα η τετραεδρική 

παραμόρφωση, η οποία προτιμάται από τον Οιι(ΙΙ), διευκολύνει την αναγωγή του Οιι2+ 

σε Οιι+ αυξάνοντας το δυναμικό οξειδοαναγωγής. Η ίδια επίδραση επιτυγχάνεται 

εισάγοντας 4μαλακούς5 υποκαταστάτες ευνοώντας το Οιι+. [5]

Σε υδατικά διαλύματα, το δυναμικό οξειδοαναγωγής του οξειδοαναγωγικού 

ζεύγους (ϋιι2+/Ου+ είναι Ε°=+153ηιν. Σε αντίθεση με αυτό, τα δυναμικά 

οξειδοαναγωγής που βρέθηκαν στα ένζυμα και στις πρωτεΐνες χαλκού εκτείνονται από 

+183 ιη ν  στην αλοκυανίνη σε +785 Γην στο κέντρο χαλκού Τύπου 1 της λακτάσης. 

Αυτή η μεγάλη ποικιλία των σχετικά μεγάλων δυναμικών οξειδοαναγωγής 

επιτυγχάνεται με την ανάπτυξη διαφόρων κέντρων σύνδεσης χαλκού. Σ’ αυτά τα 

κέντρα, η σταθερή ένταξη των αμινοξικών καταλοίπων γίνεται μέσω του σχετικά 

δύσκαμπτου πρωτεϊνικού σκελετού. Και ως εκ τούτου πιέζουν το κεντρικό ιόν του 

χαλκού να καταλάβει μια καθορισμένη στερεοχημεία. Στις πρωτεΐνες μεταφοράς 

ηλεκτρονίων που λειτουργούν παροδικά με Οιι2+ και Οιι+, υποκαταστάτες και 

στερεοχημείες βρίσκονται μεταξύ αυτών που προτιμούνται και από τις δυο οξειδωτικές



καταστάσεις χωρίς να ευνοείται καμία τους. Αυτό ελαχιστοποιεί την τοπική ενέργεια 

επαναδιοργάνωσης και εξηγεί το πώς βελτιστοποιούνται τα δυναμικά οξειδοαναγωγής 

για τις αντίστοιχες αντιδράσεις. Ειδικότερα, τα υψηλά δυναμικά οξειδοαναγωγής των 

πρωτεϊνών του χαλκού τις καθιστούν κατάλληλες για αντιδράσεις με οξυγόνο.

1.1.3.1 Κέντρα σύνδεσης Χαλκού Τύπου 1.

Χαρακτηριστικό γνώρισμα κάποιων πρωτεϊνών του χαλκού είναι ένα έντονο 

μπλε χρώμα που βασίζεται στις φασματοσκοπικές ιδιότητες του κέντρου χαλκού 

Τύπου 1. Έχουν μια χαρακτηριστική ταινία απορρόφησης στα εξακόσια περίπου ηηι μβ 

συντελεστή απόσβεσης που ξεπερνά τα τρία ιποΓ1 ογπ’1. Για σύγκριση, ο συντελεστής 

απόσβεσης του εξα-ένυδρου συμπλόκου του Οιι(ΙΙ), [Οιι(ΟΗ2)6]2+,του οποίου το μπλε 

χρώμα είναι πιο ασθενές, είναι μόνο 5-10 γποΓ1 οπΤ1. Οι διαφορές στις 

φασματοσκοπικές ιδιότητες σε σύγκριση με εκείνες του έξα-ένυδρου συμπλόκου του 

Οιι(ΙΙ) είναι πολύ πιο μεγάλες στα κέντρα χαλκού τύπου 1. Αυτά τα φασματοσκοπικά 

χαρακτηριστικά καθώς και η αύξηση των δυναμικών οξειδοαναγωγής, είναι 

αποτέλεσμα της γεωμετρικής διευθέτησης των υποκαταστατών γύρω από τη θέση 

σύνδεσης του χαλκού.

Συνήθως ο χαλκός Τύπου 1 εντάσσεται με δυο ιστιδίνες, μια κυστεΐνη και μια 

μεθειονίνη του πρωτεϊνικού σκελετού. (Σχήμα 1) Οι στερεοχημείες των κέντρων 

χαλκού εξαρτώνται από την πρωτεΐνη και είναι συνήθως τριγωνική διπυραμίδα ή 

παραμορφωμένη τετραεδρική (π.χ. πλαστοκυανίνη). Και στις δυο περιπτώσεις ο πιο 

μακρινός υποκαταστάτης του ιόντος χαλκού είναι η μεθειονίνη.

Επιπλέον από τους υποκαταστάτες που αναφέρθηκαν παραπάνω , ένας πέμπτος 

υποκαταστάτης έχει πρόσφατα ανακαλυφθεί σε κάποια κέντρα χαλκού Τύπου 1, ένα 

καρβονυλικό οξυγόνο τοποθετημένο απέναντι από τη μεθειονίνη. Στην αζουρίνη, ο 

πέμπτος υποκαταστάτης σχηματίζει γεωμετρία παραμορφωμένης τριγωνικής 

διπυραμίδας. Στην πλαστοκυανίνη ωστόσο, είναι πολύ πιο μακριά από τον χαλκό και 

αυτή η ασθενής αλληλεπίδραση επιβάλλει μια κανονική τετραεδρική γεωμετρία. Η 

μεθειονίνη δεν είναι απαραίτητη για τις φασματοσκοπικές ή τις λειτουργικές ιδιότητες 

των κέντρων χαλκού Τύπου 1: στις φυτοκυανίνες, μια ομάδα μικρών μπλε πρωτεϊνών, 

έχει αντικατασταθεί από μια γλουταμίνη και στην σερουπλασμίνη σε ένα από τα κέντρα 

χαλκού Τύπου 1 λείπει τελείως αυτός ο υποκαταστάτης. Κέντρα χαλκού Τύπου 1 

βρέθηκαν στις μικρές μπλε πρωτεΐνες, στις μπλε οξειδάσες και στην νιτρορεδουκτάση.



Στην τελευταία, η παραμορφωμένη γεωμετρία του υποκαταστάτη μετατοπίζει την 

ταινία απορρόφησης παρέχοντας ένα πράσινο και όχι ένα μπλε ένζυμο.

νη2

Σχήμα 1: Μοντέλο κέντρο χαλκού Τύπου 1 της πλαστό κυανίνης.

1.1.3.2 Κέντρα σύνδεσης Χαλκού Τύπου 2.

Οι ιδιότητες των κέντρων χαλκού Τύπου 2 μοιάζουν με εκείνες των συμπλοκών 

του χαλκού (II). Αυτό σημαίνει ότι οι συνθήκες γεωμετρίας είναι λιγότερο κρίσιμες από 

ότι στα κέντρα χαλκού Τύπου 1. Κέντρα χαλκού Τύπου 2 εμφανίζονται στις οξειδάσεις 

στην νιτριτορεδουκτάση και στην Οπ,Ζη-υπεροξειδική δισμουτάση. Ενώ τα κέντρα 

χαλκού Τύπου 1 περιορίζονται στην μεταφορά ηλεκτρονίων, τα κέντρα χαλκού Τύπου 2 

περιλαμβάνονται κυρίως στον μεταβολισμό του οξυγόνου. Στην αμινοξειδάση και την 

γαλακτοξειδάση είναι υπεύθυνα για την παραγωγή ενός εσωτερικού συμπαράγοντα. 

Οξειδάσες, οξυγενάσες και νιτριτορεδουκτάση ανάγουν το οξυγόνο σε υπεροξειδίου 

του υδρογόνου με μεταφορά δυο ηλεκτρονίων. Η υπεροξειδική δισμουτάση καταλύει 

την μετατροπή δυο ανιονικών ριζών υπεροξειδίου σε υπεροξείδιο του υδρογόνου και 

οξυγόνο.

Τα κέντρα χαλκού Τύπου 2 δεν παρουσιάζουν ομοιομορφία όσον αφορά τους 

υποκαταστάτες και την στερεοχημεία τους. Ένα κοινό γνώρισμα τους ωστόσο είναι ότι 

στο ενεργό ένζυμο, μια θέση ένταξης είναι πάντα ελεύθερη για να δεσμευτεί το 

οξυγόνο. Ο πιο κοινός υποκαταστάτης των κέντρων χαλκού Τύπου 2 είναι η ιστιδίνη. 

Επίσης απατούνται συχνά τυροσίνη (συνήθως τροποποιημένη), μεθειονίνη και 

κυστεΐνη. Στην αμινοξειδάση και λυσοξειδάση υπάρχουν τρεις ιστιδίνες και μια 

τροποποιημένη τυροσίνη. Στην διαμινοξειδάση, δύο ιστιδίνες έχουν πιθανώς

- 10-



αντικατασταθεί από κυστεΐνες. Στην γαλακτοξείδαση, ο χαλκός εντάσσεται με δυο 

τυροσίνες, δυο ιστιδίνες και ένα οξικό ανιόν. Η β-υδροξυλάση ντοπαμίνης περιέχει δυο 

διαφορετικά ενταγμένα ιόντα χαλκού ανά λειτουργική μονάδα. Ο ένας εντάσσεται με 

τρεις ιστιδίνες και μια μεθειονίνη και ο άλλος με δυο ιστιδίνες και έναν τρίτο, άγνωστο 

μέχρι στιγμής υποκαταστάτη. Ο χαλκός Τύπου 2 της Οιι,Ζη υπεροξειδικής δισμουτάσ^ς 

εντάσσεται με τέσσερις ιστιδίνες, μια από τις οποίες συνδέει το ίον του χαλκού με 

εκείνο του ψευδαργύρου, που είναι το δεύτερο μεταλλικό ιόν του ενεργού κέντρου του 

ενζύμου.

1.1.3.3 Κέντρα σύνδεσης Χαλκού Τύπου 3.

Τα κέντρα χαλκού (II) Τύπου 3 απαντούνται στην αιμοκυανίνη ( μια πρωτεΐνη 

μεταφοράς οξυγόνου) και στη τυροσινάση ( μια μονοοξυγενάση) και είναι διπυρηνικά 

κέντρα με συζευγμένα μεταξύ τους αντισιδηρομαγνητικά τα δυο ιόντα χαλκού. Αν και 

η λειτουργία τους διαφέρει, τα κέντρα χαλκού αυτών των δυο ενζύμων μοιάζουν πολύ 

μεταξύ τους. Κάθε ένας από τους δυο χαλκούς, εντάσσεται με τρεις ιστιδίνες σε μια 

επίπεδη τριγωνική γεωμετρία και οι υποκαταστάτες των δύο χαλκών μεταξύ τους 

διευθετούνται αντιπρισματικά. Οι ανοιγμένες μορφές των αιμοκυανινών είναι άχρωμες, 

ενώ οι οξειδωμένες μπλε. Τα κέντρα χαλκού Τύπου 3 εμφανίζουν μια ισχυρή 

απορρόφηση στα 345 ηιη περίπου η οποία προκαλείται από την μεταφορά φορτίου 

υποκαταστάτη-μετάλλου.

1.1.3.4 ΟΤριπυρηνικά Κέντρα.

Οι μπλε οξειδάσεις περιέχουν τριπυρηνικά κέντρα, που κανονικά αποτελούνται 

από ένα απλό κέντρο χαλκού Τύπου 2 και ένα κέντρο χαλκού Τύπου 3, με το οποίο το 

τρίτο ιόν χαλκού σχηματίζει ένα τρίγωνο. Και τα δύο ιόντα χαλκού του κέντρου χαλκού 

Τύπου 3 εντάσσονται με τρεις ιστιδίνες, ενώ δυο ιστιδίνες εντάσσονται στο ιόν του 

χαλκού Τύπου 2. Σε αντίθεση με τα κέντρα χαλκού Τύπου 3 αιμοκυανίνης και 

τυροσινάσης, εδώ οι υποκαταστάτες των δύο ιόντων χαλκού διευθετούνται πρισματικά 

σαν αποτέλεσμα στερικής παρεμπόδισης από το κέντρο χαλκού Τύπου 2 που 

παρεμποδίζει μια αντιπρισματική διευθέτηση. Αυτά τα τριπυρηνικά κέντρα είναι μια 

από τις δυο γνωστές ενζυμικές δομές που είναι ικανές να ανάγουν το οξυγόνο σε νερό.

1.1.3.5 Κέντρα Οιια.

Τα κέντρα χαλκού Οιια βρίσκονται στις οξειδάσεις του κυτοχρώματος ο και 

στην Ν 2θ-ρεδουκτάση. Και στις δύο ομάδες ενζύμων, τα κέντρα Ο ιΛ αφαιρούν
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ηλεκτρόνια από έναν εξωτερικό δότη και τα μεταφέρουν είτε άμεσα στο ενεργό κέντρο 

είτε έμμεσα μέσω ενός επιπλέον οξειδοαναγωγικού κέντρου. Μέχρι πρόσφατα, η γνώση 

μας για την δομή των κέντρων Οιια ήταν ελλειπής. Αυτή η κατάσταση άλλαξε το 1995 

με την δημοσίευση των κρυσταλλικών δομών της οξειδάσης του κυτοχρώματος ο από 

ΡαναοοοοΜΖ άβηΐίηβοαηδ και καρδιά βοοειδούς. Σύμφωνα με αυτά τα δεδομένα τα 

κέντρα Οιια περιέχουν δομές του τύπου [20ι-28] όμοιες με εκείνες των συμπλεγμάτων 

του τύπου του σιδήρου θείου [2Ρ€-2δ]. Και οι δύο υποκαταστάτες θείου παρέχονται 

από κυστεΐνες της πεπτιδιιοής αλυσίδας και σχηματίζουν μια επίπεδη δομή με τα ιόντα 

χαλκού. Και στις δύο δομές, ένα ηλεκτρόνιο μπορεί να απεντοπισθεί πάνω και από τα 

δύο μεταλλικά ιόντα χαλκού. Στα κέντρα σιδήρου θείου αυτό το φαινόμενο 

παρατηρείται στον ανηγμένο τύπο [Ρε2-5+- Ρε2'5+], ενώ στα κέντρα Οπα το  

απεντοπισμένο ηλεκτρόνιο βρέθηκε στον οξειδωμένο τύπο: [Οιι1-5+- Ο ι1,5*]. Στο κέντρο 

ΟιιαΙ, το ιόν του χαλκού συνδέεται με μια ιστιδίνη, μια μεθειονίνη και με δυο 

κυστεΐνες.

Στο κέντρο Οιια2, η μεθειονίνη αντικαθίσταται από ένα γλουταμικό. Το 

περιβάλλον των υποκαταστατών των δύο ιόντων χαλκού μοιάζει με τα κέντρα Τύπου 1 

της πλαστοκυανίνης και της στελλακυανίνης. Αυτή η ομοιότητα επεκτείνεται επίσης 

στην τριτοταγή δομή και στην αμινοξική ακολουθία των περιοχών που καλύπτουν το 

ΟιίΑ-διμερές. Και τα δύο ιόντα χαλκού παρουσιάζουν παραμορφωμένη τετραεδρική 

γεωμετρία.

1.1.3.6 Κέντρα Οιΐβ.

Τα κέντρα χαλκού Οιΐβ βρίσκονται στις οξειδάσεις του κυτοχρώματος όπου 

είναι πάντοτε ενταγμένα με μια ομάδα αίμης σχηματίζοντας ένα σύμπλεγμα Οιΐβ-αίμης. 

Τα μεταλλικά ιόντα των δυο οξειδοαναγωγικών-ενεργών κέντρων είναι συζευγμένα 

αντισιδηρομαγνητικά και δεν φέρουν γεφυροποιούς υποκαταστάτες. Ιστιδίνες κατέχουν 

τις τρεις θέσεις ένταξης του Οιΐβ καθώς επίσης και την πέμπτη θέση ένταξης του 

αιμικού-σιδήρου, κείμενη απέναντι από το ιόν του χαλκού. Το σύμπλεγμα Οιΐβ-αίμης 

είναι η θέση δέσμευσης του οξυγόνου. Αυτά τα συμπλέγματα Οιΐβ-αίμης και τα 

τριπυρηνικά κέντρα των μπλε οξειδασών είναι οι μόνες γνωστές δομές ικανές να 

ανάγουν το οξυγόνο σε νερό μέσω μιας τεσσάρων-ηλεκτρονίων αναγωγής.
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1.1.4 Πρωτεΐνες Χαλκού.
Οι πρωτεΐνες του χαλκού απατούνται και στα τρία βασίλεια της ζωής: τα

αρχαία, τα βακτήρια και τα ευκάρυα καταλύοντας αντιδράσεις που απαιτούν υψηλά 

δυναμικά οξειδοαναγωγής. Οι μη-καταλυτικές πρωτεΐνες του χαλκού είναι πρωτεΐνες 

μεταφοράς ηλεκτρονίων ή οξυγόνου. Τα ένζυμα του χαλκού μπορεί να διαιρεθούν σε 

οξειδάσες, μόνο- και δυ-οξυγενάσες και σε ένζυμα αποικοδόμησης του υπεροξειδίου. Ο 

τύπος των κέντρων χαλκού ποικίλει ανάλογα με την λειτουργία τους και η λειτουργία 

των κέντρων χαλκού ποικίλει ανάλογα με το περιβάλλον του. Στα βιολογικά συστήματα 

του ανθρώπινου οργανισμού υπάρχουν ένζυμα που χρησιμοποιούν το χαλκό ως 

συνένζυμο: (Πίνακας 4) [5,6].

Πίνακας 4: Μερικά ένζυμα στον άνθρωπο που χρησιμοποιούν το χαλκό ως συνένζυμο. 

[6]

Ένζυμο Λειτουργία Συνέπειες ανεπαρκούς 

λειτουργίας

Οξειδάσες 

κυτοχρώματος ο

Μεταφορά ηλεκτρονίων Ανωμαλίες στον 

εγκέφαλο, υποθερμία, 

μυϊκοί αδυναμία.

β-υδροξυλάση ντοπαμίνης Βιοσύνθεση των 

κατβχολαμινών

Νευρολογικές ανωμαλίες

Λυσυλοξειδάση Διασύνδεση κολλαγόνου 

και ελαστίνης

Κακώς συνδεδεμένοι ιστοί

Υπεροξειδική δισμουτάση Άμυνα κατά των 

ελεύθερων ριζών

Ευαισθησία στο 

οζαδωτικό στρες

Τυροσινάση Σχηματισμός της 

μβ)&ήνης

Υποχρωματισμός

Καιρουλοπλασμίνη Μεταφορά χαλκού και 

σιδήρου.

Συσσώρευση σιδήρου και 

νευρολογικές διαταραχές.

Άγνωστα ένζυμα Διασύνδεση κερατίνης Ανωμαλίες στο τριχωτό 

της  κεφαλής

Α) Οι οξειδάσες κυτοχρώματος ο είναι μια ετερογενής ομάδα ενζύμων, που 

αναλόγως του οργανισμού από τον οποίο προέρχονται από τρεις (προκαρυώτες) έως
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δεκατρείς (θηλαστικά) διαφορετικές υπομονάδες. Οι διάφορες οξειδάσες έχουν τρεις ή 

τέσσερις ενεργές-οξειδοαναγωγικές ομάδες, που διευθετούνται σε ακολουθία, ώστε να 

μεταφέρουν τα τέσσερα ηλεκτρόνια από το κυτόχρωμα ο στο οξυγόνο. Αυτές οι 

ενεργές-οξειδοαναγωγικές ομάδες είναι κυτοχρώματα (α, β, ο) και κέντρα χαλκού( Οιια, 

Οιιβ) και όλα εντοπίζονται στις υπομονάδες I και II. Οι οξειδάσες κυτοχρώματος ο 

κατατάσσονται ανάλογα με την ομάδα αίμης που χρησιμοποιούν. (Πίνακας 5)

Αίμη α και Οιια είναι κέντρα ενός απλού-ηλεκτρονίου, ενώ το 

αντισιδηρομαγνητικά συζευγμένο ζευγάρι αβΟιίβ είναι ένα κέντρο δυο-ηλεκηοονίων. 

Στον τύπο αα3 οξειδάσης κυτοχρώματος ο, τα ηλεκτρόνια από το κυτόχρωμα ο αρχικά 

μεταφέρονται στο κέντρο Οιια. Έπειτα μεταφέρονται μέσω μιας αίμης α στο διπυρηνικό 

κέντρο αίμης α3θιΐΒ, από όπου τελικά παρέχονται στο οξυγόνο. Ο τύπος οβΐ>3 οξειδάσης 

κυτοχρώματος ο δεν έχει καθόλου κέντρο Οια· Αυτό αποσπά ηλεκτρόνια από το 

κυτόχρωμα ο μέσω μιας αίμης ο, που τα μεταφέρει μέσω μιας αίμης ΐ> στο διπυρηνικό 

κέντρο αίμης 6 ιΟη#. Η οξειδάση κυτοχρώματος ο έχει πολύ υψηλή συγγένεια προς το 

οξυγόνο και εκφράζεται κάτω από αναερόβιες ή μικροαερόβιες συνθήκες.

Πίνακας 5: Διάφοροι τύποι οξειδάσης κυτοχρώματος ο.

Τύπος Αίμη/χαλκός 

υπομονάδα I

Α ίμη/χαλκός 

υπομονάδα II

θΐ)1)3 Μ 3/ΟΐΐΒ ο/-

0^3 αο^/ΟιίΒ -/ΟΐΙΑ

οαα3 αα^/Οιίβ ο/Οιια

6«3 Ιχχβ/Οιΐβ -/ΟΐΐΑ

Β) Η λυσυλοξειδάση είναι μέλος των αμινοξειδασών και παρουσιάζει μικρή 

ομολογία στη δομή ή στην αμινοξική ακολουθία με τις άλλες μη-μπλε-οξειδάσες. Το 

φυσικό ένζυμο είναι ένα μονομερές των 32κΟ. Η φυσιολογική της λειτουργία είναι η 

διασύνδεση των δομικών πρωτεϊνών κολλαγόνου και ελαστίνης. Αυτό κατορθώνεται με 

οξείδωση μιας πεπτιδο-λυσίνης σε μια αμινο-αδιτικο-ημι-αλδεϋδϊ\: το υπόστρωμα 

οξειδώνεται ανάγοντας το ένζυμο. Το ένζυμο αναγεννάται στο επόμενο στάδιο:

ΚΟΗ2ΝΗ2 +Εηζ0χ ΚΟΗΟ + ΕηζΓ6ί]-ΝΗ2 

ΕηζΓ0(ί-ΝΉ2 + 0 2 +Η20-> Εηζοχ +ΝΗ3 + Η2 0 2
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Απομάκρυνση του ενταγμένου χαλκού καταλυτικά απενεργοποιεί την 

λυσυλοξειδάση. Δίαιτα με χαμηλό ποσοστό χαλκού, οδηγεί σε ελάττωση της δια­

σύνδεσης κολλαγόνου και ελαστίνης και έχει σαν αποτέλεσμα κακώς συνδεδεμένους 

ιστούς. Έχει προταθεί και μια επιπλέον λειτουργία της λυσυλοξειδάσης, η συμμετοχή 

στην καταστολή όγκων. Όπως και στις άλλες αμινοξειδάσες, η ΤΟΡΑ κινόνη ( 2,4,5- 

τρι-υδροξν-φαι^ϋλαλα^ι^-κινόνη) χρησιμοποιείται σαν συμπαράγοντας. Ο καταλυτικός 

κύκλος λειτουργεί όπως περιγράφηκε νωρίτερα. Η λυσυλοξειδάση συντίθεται σε μια 

πρόδρομη μορφή των 47 κΕ). Μετά-αποκωδικοποιημένη πορεία οδηγεί στην 

απομάκρυνση ενός πεπτιδίου 21 αμινοξέων, που ακολουθείται από ένα τριπεπτίδιο της 

θέσης 62-64 και τελικά από ένα διπεπτίδιο της θέσης 134-135. Αυτό το τελευταίο 

διπεπτίδιο περιέχει το μόνο αμινοξύ που διατηρείται και είναι γλυκόζυλιωμένο ( Αδρ 91 

στα ποντίκια και Αδρ 97 στους ανθρώπους). Η γλυκοζυλίωση παίζει ρόλο στην μετά- 

αποκωδικοποιημένη πορεία και μεταφορά της πρωτεΐνης από τα σωματίδια Οο1§ΐ στο 

βξω κυτταρικό υλικό.

Η περιοχή μεταξύ αμινοξικών καταλοίπων 284 και 301 της λυσυλοξειδάσης 

διατηρείται σε ανθρώπους και ποντίκια. Αυτή περιέχει τέσσερις ιστιδίνες ( 289, 292, 

294 και 296) από τις οποίες το λιγότερο τρεις συμμετέχουν στη σφαίρα ένταξης του 

χαλκού, σχηματίζοντας ένα τετραγωνικά παραμορφωμένο οκτάεδρο.

Γ) Η β-υδροξυλάση ντοπαμίνης είναι μια γλυκοπρωτεΐνη που υδροξυλιώνει την 

ντοπαμίνη σε νορεπινεφρίνη κατά τη διάρκεια της βιοσύνθεσης των κατεχολαμινών. Το 

ολοένζυμο είναι ένα τετραμερές μοριακής μάζας 290 ΙίΕ) αποτελούμενο από δύο διμερή 

συζευγμένα δισουλφίδια που είναι αντίστροφα προσανατολισμένα μεταξύ τους. Η β- 

υδροξυλάση ντοπαμίνης βρίσκεται σε μια διαλυτή και μια συνδεδεμένη με μια 

μεμβράνη μορφή, που και οι δυο αποκωδικοποιούνται από το ίδιο ηιΚΝΑ. Αποδιάταξη 

του ενζύμου οδηγεί σε μονομερή μοριακής μάζας περίπου 72-72 ή 75-77 1<£). Ενώ τα 

ελαφρότερα μονομερή μπορούν να βρίσκονται και στις δυο μορφές, τα βαρύτερα 

βρίσκονται μόνο στο ένζυμο που είναι συνδεδεμένο με την μεμβράνη.

Αυτός ο τελευταίος τύπος είναι μάλλον ο πρόδρομος του διαλυτού ενζύμου. 

Απελευθέρωση του θα μπορούσε να γίνει με απομάκρυνση του από την ακίνητη 

μεμβράνη με σπάσιμο ενός μη ομοιοπολικού φωσφολιπιδικού δεσμού που μάλλον 

συνεργάζεται κρατώντας το ένζυμο συνδεδεμένο με την μεμβράνη. Αυτές οι διαφορές 

στο βάρος των δύο μορφών του ενζύμου μπορούν ωστόσο να οφείλονται σε διαφορές
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στο βαθμό γλυκοζυλίωσης και όχι στα μήκη των πεπτιδικών τους αλυσίδων, μια 

εξήγηση που ενισχύεται από το γεγονός ότι τα μονομερή των 72-73 \<Ώ υπάρχουν και 

στις δυο μορφές.

Κάθε υπομονάδα του ενζύμου περιέχει ένα ενεργό κέντρο με δυο άτομα χαλκού, 

που έχουν διαφορετικούς υποκαταστάτες και σχηματίζουν δυο μονοπυρηνικά κέντρα. 

Αυτό έρχεται σε αντίθεση με άλλες πρωτεΐνες που έχουν δυο ιόντα χαλκού ανά ενεργό 

κέντρο σχηματίζοντας διπυρηνικά κέντρα στα οποία τα ιόντα χαλκού δεν είναι 

απομονωμένα μεταξύ τους. Αν η β-υδροξυλάση ντοπαμίνης είχε ένα διπυρηνικό 

κέντρο, τα δύο ιόντα χαλκού θα ήταν αντισιδηρομαγνητικά συζευγμένα και έτσι 

ανενεργά στο ΕΡΚ. Αυτό ωστόσο δεν συμβαίνει. Έχει προταθεί μια δομή, βασισμένη σε 

διάφορες φασματοσκοπικές μελέτες, στην οποία το πρώτο άτομο χαλκού (Οιια) έχει 

τρεις και το δεύτερο άτομο χαλκού (Οιΐβ) δυο ιστιδινικούς υποκαταστάτες. Το 

ανοιγμένο κέντρο Οιια εντάσσεται με έναν τέταρτο υποκαταστάτη, μια μεθειονίνη που 

αντικαθιστάται από ένα μόριο νερού κατά την οξείδωση. Το κέντρο Οηα έχει τέσσερις 

υποκαταστάτες και στις δυο οξειδωτικές καταστάσεις. Ο τρίτος υποκαταστάτης του 

Οιιβ, που δεν ανταλλάσσεται κατά την οξειδοαναγωγή δεν έχει ακόμη προσδιορισθεί. Η 

τέταρτη θέση ένταξης του οξειδωμένου κέντρου Οιΐβ κατέχεται από ένα μόριο νερού, 

ενώ κατά την αναγωγή, χρησιμοποιείται για την σύνδεση ενός μορίου οξυγόνου. Η 

οξειδωμένη μορφή ανάγεται από ασκορβικό οξύ.

Η δομική αλληλουχία που βρίσκεται επίσης και σε άλλα ένζυμα χαλκού, 

ανακαλύφθηκε ψάχνοντας για τους πιθανούς υποκαταστάτες του χαλκού στην β-
%

υδροξυλάση ντοπαμίνης. Αυτή η δομική αλληλουχία ΗΧΗ (Η=Ηΐ5 ή Μβί), κανονικά 

συμμετέχει στη δέσμευσή του χαλκού. Συγκεκριμένα ενώνει τα δύο κέντρα χαλκού 

Τύπου 2. Η περιοχή που διατηρείται στην β-υδροξυλάση ντοπαμίνης είναι η 

ν(248)ΗΗΜ. Η Ηίδ 249 και η Μεΐ 251 είναι υποκαταστάτες του ΟιιΑ, ενώ η Ηίδ 250 

ανήκει στους υποκαταστάτες Οΐβ· Διαχωρίζοντας έτσι τα δυο άτομα χαλκού, αυτή η 

μορφή διευθέτησης των υποκαταστατών της πεπτιδικής αλυσίδας καθιστά δυνατή τη 

μεταφορά ηλεκτρονίων μεταξύ των δυο κέντρων χαλκού.

Δ) Η υπεροξειδική δισμουτάση (Οα,Ζη-δΟϋ) μπορεί να απαντηθεί σε όλους 

σχεδόν τους τύπους των ευκαρυωτικών οργανισμών ιστών. Η ενδοκυτταρική μορφή της 

Οα,Ζη-δΟΟ στα βοοειδή είναι ένα ομοδιμερές ένζυμο με υπομονάδες μοριακής μάζας 

1 βκΌ και μήκος 151 αμινοξέων η κάθε μια. Κάθε υπομονάδα έχει ένα ενεργό κέντρο



που περιέχει ένα ιόν Οιι+2 και ένα ιόν Ζη+2. Ενώ η αμινοξική ακολουθία της 

εξωκυτταρικής, τετραμερούς Οιι,Ζη-δΟϋ είναι εν μέρει ομόλογη με εκείνη της 

ενδοκυτταρικής μορφής, τα δύο ένζυμα αποκωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια. 

Επιπλέον της διμερούς και τετραμερούς μορφής, υπάρχει και μονομερής Οιι,Ζη-δΟϋ 

επίσης. Η διμερής Οα,Ζη-δΟΰ είναι πιο σταθερή και παρουσιάζει επτά φορές 

μεγαλύτερη δραστικότητα από τον μονομερή τύπο.

Η αποδεδειγμένη φυσιολογική λειτουργία της (Οιι,Ζη-δΟϋ) είναι η μετατροπή 

των υπεροξειδικών ριζών (·02~) σε οξυγόνο (0 2) και υπεροξείδιο (022')· Το δυναμικό 

οξειδοαναγωγής της (Οα,Ζη-δΟϋ) βρίσκεται μεταξύ εκείνων των ημιαντιδράσεων, έτσι 

μπορεί να δράσει εναλλακτικά μεταφέροντας ηλεκτρόνια ή αφαιρώντας ηλεκτρόνια 

από μια υπεροξειδική ρίζα.

0 2 + β '-»  0 2' Ε °= -0 ,1 6 ν

δΟϋΟυ2+ + β' -» δΟϋΟιι+ Ε°=+0,36ν (ανθρώπου)

0 2' + β' +2Η4-» Η20 2 Ε°=+0,89ν
Επομένως υπάρχουν δυο απλές αντιδράσεις για την μετατροπή της 

υπεροξειδικής ρίζας:

I. 80ϋ0α2+ + ·02'^ 80ϋ€υ+ +02 

Π. 80ϋ0α+ + ·02' +2Η+ -» 80ϋ0νι2+ + Η20 2
Το ενεργό κέντρο της Ο ι,Ζη-δΟϋ βρίσκεται στο τέλος ενός καναλιού τα 

τοιχώματα του οποίου αποτελούνται από φορτισμένα αμινοξικά κατάλοιπα που 

διατηρούνται. Η υπεροξειδική ρίζα δεν φθάνει στο ενεργό κέντρο μέσω διάχυσης, αυτή 

κατευθύνεται εκεί απ’ τα κατάλοιπα. Το ενεργό κέντρο του ενζύμου βρίσκεται 

κυριολεκτικά θαμμένο κάτω από ένα δομικό σύμπλεγμα που αποτελείται από οκτώ 

αντιπαράλληλους β-κλώνους και τρεις εξωτερικούς βρόγχους.

Το ενεργό κέντρο της (Οιι,Ζη-δΟϋ) είναι μοναδικό μεταξύ των ένζύμων χαλκού 

στο ό η  δεν περιέχει μόνο ένα ιόν χαλκού Τύπου 2 (Οιι2+) αλλά και ένα άλλο μεταλλικό 

ιόν επίσης (Ζη+2). Το ιόν Οα2+ εντάσσεται με την Ηΐδ46, Ηΐδ48, Ηΐδ63 και Ηίδ120 

έχοντας παραμορφωμένη επίπεδη τετραγωνική διαμόρφωση. Η γεωμετρία γύρω από το 

ιόν Ζη+2 είναι παραμορφωμένη τετραεδρική που δημιουργείται από τρεις ιστιδίνες και 

ένα κατάλοιπο ασπαρτικού οξέος : Ηΐδ63, Ηΐδ71, Ηΐδ80 και Αδρ83. Ο γεφυρωμένος 

υποκαταστάτης Ηΐδ63 βρίσκεται σε μια ευθεία γραμμή μεταξύ Οα2+ και Ζη+2, του 

βρίσκονται σε απόσταση 6 Α μεταξύ τους. Κατά την κατάλυση ο χαλκός είναι ο
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οξειδοαναγωγικός εταίρος της υπεροξειδικής ρίζας, μιας και η οξειδωτική κατάσταση 

του Ζη2+ δεν μεταβάλλεται κατά τη διάρκεια του καταλυτικού κύκλου. Το ιόν Ζη+2 δεν 

φαίνεται να εμπλέκεται άμεσα στην κατάλυση.

Ε) Η τυροσινάση βρίσκεται σε όλους σχεδόν τους τύπους των οργανισμών, από 

βακτήρια έως θηλαστικά. Είναι υπεύθυνη για την παραγωγή μελανίνης και σχετικών 

%οωμάτων. Καταλύει την ο-υδροξυλίωση των μονοφαινολών σε ο-διφαινόλες, καθώς 

και την δύο-ηλεκτρονίων οξείδωση των διφαινολών σε ο-κινόνες.

Τα ενεργά κέντρα τυροσινάσης και αιμοκυανινών μοιάζουν πολύ μεταξύ τους , 

αν και εκπληρώνουν πολύ διαφορετικές λειτουργίες. Και στις δυο πρωτεΐνες ένα 

διπυρηνικό κέντρο εντάσσεται με έξι ιστιδίνες, αφήνοντας δυο θέσεις συναρμογής 

ελεύθερες για να δεσμευθεί το οξυγόνο. Η κύρια διαφορά των ενεργών κέντρων των 

δυο πρωτεϊνών είναι η θέση τους μέσα στην πρωτεΐνη. Στην αιμοκυανίνη των 

αρθρόποδων, το κέντρο χαλκού εντοπίζεται στην περιοχή δύο της κάθε υπομονάδας. Η 

περιοχή τρία συγκρατείται πάνω από το κέντρο χαλκού, κάνοντας το απροσπέλαστο σε 

υποστρώματα μεγαλύτερα του οξυγόνου. Ένα Ο-τελικό πεπτίδιο 200 αμινοξέων 

απομακρύνεται μέσω μιας μετά-την αποκωδικοποίηση πορείας. Αυτό το πεπτίδιο είναι 

ισοδύναμο της περιοχής τρία, της αιμοκυανίνης των αρθρόποδων. Μετά την 

απομάκρυνση του, η θέση δέσμευσης οξυγόνου της τυροσινάσης είναι ελεύθερα 

προσπελάσιμη σε διαλύτη και υποστρώματα, καθιστώντας έτσι δυνατή την μετατροπή 

τους. Η αιμοκυανίνη των μαλακίων έχει και αυτή ένα Ο τελικό πεπτίδιο, ισοδύναμο της 

περιοχής τρία της αιμοκυανίνης των αρθρόποδων, αν και μικρότερο. Το γεγονός ότι 

αυτό το προστατευτικό πεπτίδιο είναι μικρότερο φαίνεται να κάνει τη θέση δέσμευσης 

οξυγόνου αυτών των αιμοκυανινών προσβάσιμη σε υπόστρωμα.

ΣΤ) Η καιρουλοπλασμίνη παίζει σπουδαίο ρόλο στην μεταφορά του χαλκού 

στους ανθρώπινους ιστούς. Η μεταφορά αυτή πραγματοποιείται σε δύο φάσεις: ο 

χαλκός μεταφέρεται από το έντερο στο συκώτι και στο νεφρό και έπειτα μέσω της 

καιρουπλασμίνης απομακρύνεται από το συκώτι με προορισμό τα άλλα όργανα. Στον 

άνθρωπο το συκώτι και το νεφρό έχουν την υψηλότερη συγκέντρωση χαλκού (4-6 και 

ΊΛ2μ%!% αντίστοιχα) και αποτελούν τις περιοχές σύνθεσης της καιρουλοπλασμίνης. [7]
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1.1.5 Εσωτερική δομή και οργάνωση των πρωτεϊνών χαλκού.
1.1.5.1 Πρωτοταγής δομή

Οι πρωτεΐνες συντίθενται στο ριβόσωμα. Η πρωτοταγής αλληλουχία των 

αμινοξέων περιέχει συνεπώς όλες τις βασικές πληροφορίες που απαιτούνται για την 

επακόλουθη αναδιευθέτηση της διαμόρφωσης, οδηγώντας σε δομές που προσδίδουν 

βιολογική δράση στην πολυπεπτιδική αλυσίδα. Επειδή η αλληλουχία των αμινοξέων 

είναι η κυριότερη ιδιότητα της πρωτεΐνης, κατ’ αρχήν είναι πιθανό να υπολογισθούν οι 

ανώτερες δομές μιας πρωτεΐνης από την πρωτοταγή αλληλουχία. Παρά τις πολλές 

προσπάθειες αυτό δεν έχει γίνει ακόμα εφικτό. Σε μερικές περιπτώσεις η πρωτοταγής 

δομή μπορεί να συσχετισθεί με λειτουργία.

Το κυτόχρωμα ο των σπονδυλωτών περιέχει 100 αμινοξέα, από τα οποία μόνο 

τα 36 διατηρούνται πλήρως σε όλα τα είδη. Αυτό περιλαμβάνει μια πλήρη αλληλουχία 

από 11 κατάλοιπα στις θέσεις 70-80 (-ΝΡΚΚΥΒΡΟΤΚΜ-).Παρά το μεγάλο βαθμό της 

χημικής μεταβλητότητας, η πρωτεΐνη εκπληρώνει την ίδια λειτουργία σε όλα τα είδη. Ο 

πίνακας 6 δίνει λεπτομέρειες για το βαθμό διατήρησης των ποιο σπάνιων αμινοξέων 

που πιστεύεται ότι είναι απαραίτητα στη δομή και τη λειτουργία του κυτοχρώματος ο.

Πίνακας 6: Διατήρηση των πιο σπάνιων αμινοξέων στο κυτόχρωμα ο.

Αμινοξύ Θέση (εις)

Φαινυλαλανίνη: Ρΐιβ 10,82

Κυστεΐνη: Ογ§ 14,17

Ιστιδίνη: Ηίδ 18

Λυσίνη: Τγ8 27,72,73,79,87

Προλίνη: Ργο 30,71,76

Τυροσίνη: Τ)τ 48,67,74

Τρυπτοφάνη: Τιρ 59

Όσο περισσότερες αλληλουχίες γίνονται γνωστές στη βιβλιογραφία, μπορεί να 

αναζητηθούν μοτίβα αλληλουχίας και δομής και αναλογίες / ομοιότητες που έχουν 

καθιερωθεί που μπορεί στο μέλλον να βοηθήσουν στο σχεδιασμό μεταλλαγμένων ή 

νέων πρωτεϊνών. Με αυτό τον τρόπο, ομάδες πρωτεϊνών μπορούν να αναγνωρισθούν 

ότι έχουν παρόμοιες δομές αλλά τελείως διαφορετικές λειτουργίες και το αντίστροφο. 

Η βάση δεδομένων μπορεί επίσης να ελεγχθεί για μοτίβα αλληλουχιών που έχουν 

διαχωριστεί από τις ομόλογες αλληλουχίες. Τα μοτίβα αλληλουχιών που σχετίζονται με
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τη δομή, είναι μοτίβα αλληλουχιών που σχετίζονται με αξιοπιστία με τις κοινές δομές. 

Η έρευνα μπορεί να εκτελεσθεί με πολλούς διαφορετικούς τρόπους , π.χ., με την 

αλληλουχία, με τις γωνίες στρέψης, την επιδεκτικότητα του διαλύτη, τις τεταρτοταγείς 

αλληλεπιδράσεις, ή τις δισουλφιδικές γέφυρες. [8]

1.1.5.2 Δευτεροταγής δομή

Σε σύγκριση με τις ενέργειες του ομοιοπολικού δεσμού στην πρωτοταγή δομή 

(> 200 ΚΙ/ιηοΙ), η δευτεροταγής δομή βασίζεται σε ασθενείς αλληλεπιδράσεις δεσμού 

υδρογόνου (10 ΚΙ/πιοΙ). Οι αλληλεπιδράσεις αυτές προέρχονται από τη στερεοχημεία 

του πεπτιδικού δεσμού. Τα έξι άτομα μέσα στο περίγραμμα (Σχήμα 2) βρίσκονται σε 

ένα επίπεδο γιατί ο δεσμός Ο Ν  έχει εν μέρει χαρακτήρα διπλού δεσμού. Είναι δυνατόν 

να παρουσιάζεται η περιστροφή στους 0 -0  και 0-Ν δεσμούς και τα διαδοχικά αμινοξέα 

στην πολυπεπτιδική αλυσίδα χαρακτηρίζονται από ένα ζευγάρι στέψιμων γωνιών φ και 

ψ (Σχήμα 3). Κατά συμφωνία φ=0 όταν τα τέσσερα άτομα Ο-Ν-Ο^Ο βρίσκονται σε ένα 

επίπεδο και ψ=0 όταν Ν-0<τ0-Ν είναι ομοεπίπεδα. Εάν τα διαδοχικά κατάλοιπα πάρουν 

παρόμοιους προσανατολισμούς το ένα προς το άλλο (ίδιες τιμές φ και ψ), προκύπτει μια 

συμμετρική δομή. Τέτοια συμμετρία είναι πιο πιθανή σε περιπτώσεις, που η 

αλληλουχία των αμινοξέων δείχνει επαναλαμβανόμενα μοτίβα.

0

κ2

Σχήμα 2: Στερεοχημεία του ίΓαπ8 πεπτιδικού δεσμού των πρωτεϊνών.

- 2 0 -



Σχήμα 3: Δίεδρες γωνίες φ και ψ που καθορίζουν τη δευτεροταγή δομή των πρωτεϊνών.

1.5.2.1 Η  α-έλικα.

Πέρα από τις πιθανές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πλευρικών αλυσίδων των 

αμινοξέων, η α- έλικα είναι η μορφή της χαμηλότερης ελεύθερης ενέργειας. Η α έλικα 

περιγράφεται με το δείκτη συμμετρίας η™ όπου η είναι ο αριθμός των καταλοίπων που 

διαμορφώνουν μια τέλεια επανάληψη μετά από τις στροφές. Για την α έλικα, 185=3.6 

πεπτιδικοί δεσμοί ανα στροφή. Η έλικα είναι δεξιόστροφη με ύψος 0,54ητη και ένα 

μέσου όρου ύψος ανά κατάλοιπο 0,15ηιη. Οι δεσμοί υδρογόνου σχηματίζονται μεταξύ 

των ΝΗ ομάδων και των ΟΟ ομάδων στο τέταρτο κατά σειρά κατάλοιπο κατά μήκος 

της αλυσίδας. Οι δεσμοί υδρογόνου είναι σχεδόν παράλληλοι με τον άξονα της έλικας. 

Αυτό δίνει μέγιστη δύναμη στο δεσμό και μακροσκοπική ελαστικότητα. Οι ενδογενείς 

σταθεροποιητικές δυνάμεις μπορούν να ενισχυθούν ή να ελαττωθούν από τις 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πλευρικών αλυσίδων των αμινοξέων. Η προλίνη και η 

υδροξυπρολίνη είναι ανίκανες να συμπεριληφθούν στη έλικα επειδή δεν περιέχουν ΝΗ 

ομάδες. Η γλυκίνη επίσης, θεωρείται ότι είναι καταστροφική για τη δομή της α-έλικας.

1.5.2.2 Το β-τττυχωτό φύλλο.

Άλλη μια μορφή υψηλής συμμετρίας είναι η επονομαζόμενη β-δομή ή β- 

πτυχωτή δομή, που παίρνουν οι πεπτιδικές αλυσίδες όταν δεν μπορούν εύκολα να 

σχηματίσουν α έλικα. Είναι μια εκτενής πτυχωτή δομή με ηπι=2 στην οποία 

εναλλασσόμενες πλευρικές αλυσίδες προβάλλονται πάνω και κάτω από τον άξονα της 

αλυσίδας αντίστοιχα. Οι αλυσίδες συνδέονται πλευρικά με δεσμούς υδρογόνου για να 

σχηματίσουν ελάσματα. Δυο πιθανές αλληλεπιδράσεις με γειτονικές αλυσίδες είναι 

δυνατές, αυτές που κατευθύνονται παράλληλα ή όχι.

1.1.5.3 Μη δομικά στοιχεία.

Ο περιοχές βρόχοι, αναφέρονται επίσης και ως ανάστροφες σειρές, συνδέουν 

κανονική έλικα και β- πτυχωτά φύλλα. Στις περισσότερες πρωτεΐνες, οι βρόχοι 

αντιστοιχούν σε περισσότερες από τριάντα τις εκατό της δομής. Βρίσκονται κυρίως
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στην επιφάνεια της πρωτεΐνης είναι ελαστικές και αποτελούν σημεία δέσμευσης και 

αναγνώρισης όπως π.χ. στις ανοσοσφαιρίνες και στις ΏΝΑ-δεσμευμένες πρωτεΐνες. Οι 

βρόχοι μπορεί να είναι πολύ μικροί, ακόμη ενός κατάλοιπου ή εκτεταμένοι μιας σειράς 

καταλοίπων.

1.1.5.4 Τριτοταγής Δομή.

Η τριτοταγής δομή είναι η διάταξη στο χώρο διαφόρων ταξινομημένων 

περιοχών με στενή σχέση μεταξύ τους. Είναι επίσης και η βάση της φυσικής ή 

λειτουργικής κατάστασης μιας πρωτεΐνης ϊη νΐνο. Οι αλληλεπιδράσεις που διατηρούν 

τις τριτοταγείς δομές είναι ασθενείς (<5 υ /η ιο ί) (εκτός από τις περιπτώσεις που 

εμπλέκονται δισουλφιδικοί δεσμοί), μικρού εύρους και ευαίσθητες σε 

περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως πίεση, θερμοκρασία, ρΗ, ιοντική ισχύ και η 

σύσταση του διαλύτη. Γι αυτό η τριτοταγής δομή είναι ευμετάβλητη και εύκολα 

καταστρέφεται.

Πολλές προσπάθειες έχουν γίνει για καταγραφή των γνωστών τριτοταγών 

δομών με σκοπό να υπολογισθεί η δημιουργία τους από την πρωτοταγή αλληλουχία. Οι 

τριτοταγείς δομές μπορούν να ομαδοποιηθούν ανάλογα με την αλληλουχία 

δευτεροταγών δομών στην πεπτιδική αλυσίδα, όπως φαίνεται στο σχήμα 4 όπου οι α 

έλικες αναπαριστώνται με κύκλους και οι β-δομές με τετράγωνα. Τα δομικά στοιχεία 

συνδέονται με βρόχους. Τα βέλη δείχνουν την κατεύθυνση της πεπτιδικής αλυσίδας από 

το άμινο- προς το καρβόξυ-άκρο. Έχει δειχθεί ότι αυτά τα δομικά στοιχεία 

μορφοποιούνται κατά τη διαδικασία αναδίπλωσης. Διακρίνουμε ανάμεσα στις 

αλληλουχίες α έλικα, αλληλουχίες β-δομής και εναλλασσομένων α-και β- δομών. Σε 

όλες τις α- ή όλες τις β-δομές, οι δομικές περιοχές είναι αντιπαράλληλες. Στις α/β- 

δομές, τα β-πτυχωτά φύλλα τείνουν να βρίσκονται παράλληλα το ένα με το άλλο, 

διαχωριζόμενα από τις α-έλικες που κατευθύνονται στην αντίθετη κατεύθυνση.
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Σχήμα 4: Ταξινόμηση τριτοταγών δομών σύμφωνα με τις αλληλουχίες της 

δευτεροταγούς δομής. [9α]

Η σχέση ανάμεσα στην πρωτοταγή αλληλουχία και την τελική αναδιπλωμένη 

τριτοταγή δομή έχει απολύτως τεκμηριωθεί, αλλά συχνά η πρωτοταγής δομή, όταν 

αναδιπλώνεται σε α-έλικα, δίνει ένα κύλινδρο με υδρόφοβες επιφάνειες που 

χρησιμεύουν ως θέσεις έναρξης κατά τη διάρκεια της αναδίπλωσης ή συγκρότησης.

1.1.6. Δομική σταθερότητα των πρωτεϊνών.
Η σταθερότητα της πρωτεΐνης δηλαδή η χρησιμότητα της σαν ένα βιολογικά

ενεργό μόριο εξαρτάται από το συγκεκριμένο περιβάλλον και από την έκθεση σε 

συνθήκες που μπορούν να προωθήσουν χημική αλλοίωση ή δομικές αλλαγές. [8]

1.1.6.1 Σταθερότητα ι/ι νίνο.

Κάτω από ΐη νίνο συνθήκες, η σταθερότητα της πρωτεΐνης ελέγχεται κυρίως 

από τη δράση των πρωτεολυτικών ενζύμων. Οι χρόνοι ζωής της πρωτεΐνης ποικίλουν 

από χιλιοστά του δευτερολέπτου μέχρι χρόνια. Πέρα από τους φυσιολογικούς λόγους, 

ΐη νίνο σταθερότητα είναι σημαντική στη μεταφορά των φαρμάκων και στη στόχευση. 

Έρευνες δεδομένων αποκαλύπτουν ότι συγκεκριμένες ακολουθίες (ΡΕ3Τ: Προλίνη- 

Γλουταμινικό οξύ-Σερίνη -Θρεονίνη) σχετίζονται με σύντομους και μεγάλους χρόνους 

ημιζωής, αντιστοίχως.

1.1.6.2 Σταθερότητα ίη νιίτο.

Η σταθερότητα μιας απομονωμένης πρωτεΐνης σε διάλυμα, δηλαδή μακριά από 

το φυσικό περιβάλλον, είναι περιορισμένη λόγω επιβλαβών χημικών αντιδράσεων και / 

ή δομικών αλλαγών (μετουσίωση). Η αποσταθεροποίηση μπορεί να προκληθεί από

[9α]
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χημικές αντιδράσεις και η περίπτωση αυτή είναι μόνιμη ή μπορεί να είναι αποτέλεσμα 

δομικών αλλαγών που προκαλούνται από αλλαγές στο διαλύτη που περιβάλει την 

πρωτεΐνη. Στην τελευταία περίπτωση μπορεί να είναι μόνιμη ή προσωρινή. Η 

προσωρινή αποσταθεροποίηση συχνά αναφέρεται ως μετουσίωση και αυτή η 

διαδικασία χρησιμοποιείται πρακτικά κατά την απομόνωση και καθορισμό των 

πρωτεϊνών. Η μόνιμη αποσταθεροποίηση είναι αμετάκλητα επιβλαβής επειδή προκαλεί 

αδρανοποίηση. Στον πίνακα 7 φαίνονται με περισσότερες λεπτομέρειες οι μηχανισμοί 

χημικής απενεργοποίησης και οι συνθήκες που προάγουν τις διάφορες αντιδράσεις.

1.1.6.3 Δομική σταθερότητα σε διάλυμα.

Οι πρωτεΐνες σε διάλυμα μπορούν να απενεργοποιηθούν από αλλαγές στην 

τριτοταγή τους και σε ανώτερες δομές. Τέτοιες αλλαγές μπορούν, κάτω από 

συγκεκριμένες συνθήκες να αντιστραφούν και η πρωτεΐνη να ανακτήσει τη δράση της. 

Η δομική αποσταθεροποίηση προκαλείται από τις ακόλουθες περιβαλλοντικές αλλαγές: 

ακραίες τιμές ρΗ, υδρόφοβη συσσωμάτωση (π.χ δράση απορρυπαντικού), πίεση, 

διατμητικές δυνάμεις, θερμοκρασία, ρόφηση στις διεπιφάνειες, δέσμευση με μέταλλο 

και επιπτώσεις διαλύτη, λυοτροπισμός (εναλάτωση).

Εφόσον η διαμόρφωση της πρωτεΐνης και η δράση της είναι συνδεδεμένες και 

είναι πολύ ευαίσθητες στη φύση του περιβάλλοντος διαλύτη, τότε μερικές από τις 

παραπάνω επιπτώσεις, όταν χρησιμοποιηθούν κάτω από τις κατάλληλες συνθήκες, 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν έτσι ώστε να σταθεροποιούν ή να επανενεργοποιούν τις 

πρωτεΐνες. Τέτοιοι σταθεροποιητικοί χειρισμοί περιλαμβάνουν: ακινητοποίηση, π.χ., σε 

πηκτή, σε στήλες ή μέσα στα κύτταρα, πρόσδεση από συνένζυμα / υπόστρωμα / 

μέταλλα, χαμηλές θερμοκρασίες, υδροφυλίωση και λυοτροπισμός.
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Πίνακας 7: Μερικοί μηχανισμοί μη-αντιστρεπτής ανενεργοποίησης ένζυμων.

Μηχανισμός ενεργοποίησης Συνθήκη μετουσίωσης

Συσσωμάτωση Θέρμανση, υδροχλωρική γουανιδίνη, 

ουρία, δ ϋ δ , ανακίνηση

Όξινη και αλκαλικά- καταλυόμενη 

υδρόλυση πεπτιδικού δεσμού.

Ακραίες τιμές ρΗ, Θέρμανση, 

πρωτεϊνάσες

Οξείδωση καταλοίπων αμινοξέων 

(Ογδ,Τηρ,Ηίδ)

Οξυγόνο (ειδικά κατά τη διάρκεια της 

θέρμανσης), ελεύθερες ρίζες

Αναγωγή δεσμών -δ-δ-, με ανταλλαγή 

διαμοριακών γεφυρών -δ-δ-

Θέρμανση, υψηλό ρΗ, θειόλες, 

δισουλφίδια

Αναγωγή δεσμών -δ-δ-, με διαδοχικό 

σχηματισμό νέων αμινοξέων ή 

διαμοριακές επαναδιευθετήσεις -δ-δ- 

γεφυρών.

Θέρμανση, υψηλό ρΗ

Τροποποίηση ομάδων -δΗ Ιόντα μετάλλων δισουλφίδια

Φωσφορυλίωση πρωτεϊνών Πρωτεϊνικές κινάσες.

Το απλούστερο μοντέλο χειρίζεται τη σταθερότητα της πρωτεΐνης σε δυο 

καταστάσεις σε δυναμική ισορροπία:

Ν (φυσική κατάσταση) (μετουσιωμένη κατάσταση) ϋ  

Η φυσική κατάσταση καθορίζεται μοναδικά από τους όρους της εξειδίκευσης 

και της βιολογικής δραστικότητας. Εάν η λεπτομερής τριτοταγής δομή είναι γνωστή, 

αυτό παρέχει ακόμα μια περαιτέρω περιγραφή της Ν κατάστασης. Συχνά η 

μετουσιωμένη κατάσταση, χρησιμοποιείται στην επιστήμη των πολυμερών και 

αναφέρεται σε ένα μακρομόριο με τέλεια ελαστικούς δεσμούς μεταξύ των καταλοίπων. 

Για τις πρωτεΐνες, αυτή είναι μια υπεραπλούστευση εξαιτίας της ακαμψίας του 

πεπτιδικού δεσμού Ο Ν , ο οποίος δεν επιτρέπει ολοκληρωτική ευκαμψία. Η 

μετουσίωση μπορεί να συνδεθεί με αλλαγές σε ένα ή περισσότερα επίπεδα δομής και 

μπορούν να δοκιμαστούν από ποικίλες φασματοσκοπικές και άλλες φυσικές τεχνικές. Ο 

πιο ευαίσθητος και ακριβής δείκτης της μετουσίωσης είναι η αλλαγή στη βιολογική 

δραστικότητα. [8]

-25 -



1.1.7.Γενικές ιδιότητες διαλυμάτων πρωτεϊνών.
Η συμπεριφορά των πρωτεϊνών σε διάλυμα καθορίζονται από:

1 .Ενδομοριακές επιδράσεις (μέγεθος, φορτίο, διαμόρφωση)

2. Αλληλεπιδράσεις ενδιαλύτωσης

3.Αλληλεπιδράσεις μεταξύ μακρομορίων (υπομονάδες)

4. Εξωτερικές μεταβλητές (Θερμοκρασία, πίεση, ρΗ κοκ)

Η ενδιαλύτωση (ενυδάτωση) είναι επίσης ευαίσθητη στις ίδιες εξωτερικές 

μεταβλητές. Αλλαγές στη λειτουργία ή στη δραστικότητα μπορούν να επηρεαστούν από 

αλλαγές στις περιβαλλοντικές μεταβλητές και στη σύσταση του μέσου διάλυσης. Η 

τεχνολογική επίδοση εξαρτάται αποφασιστικά από τη διαμόρφωση, την ενυδάτωση 

(δυνατότητα συγκράτησης νερού) και τη διαλυτότητα. Η βιολογική δράση συνήθως 

περιορίζεται από στενές φυσιολογικές κλίμακες πίεσης, θερμοκρασίας και σύστασης 

του μέσου. Υπάρχουν ωστόσο πολλά παραδείγματα εξελικτικής προσαρμογής σε 

ακραία φυσικά και χημικά περιβάλλοντα: θερμόφιλα, ψυχρόφιλα, αλόφιλα, οξεόφιλα, 

κοκ. Τέτοιες προσαρμογές συχνά επιτυγχάνονται μέσω μικρών αλλαγών στη σύσταση 

των αμινοξέων.

Όπως τα μακρομόρια έτσι και οι πρωτεΐνες μπορούν να χαρακτηριστούν από τη 

διαμόρφωση της αλυσίδας τους, όπου διαδοχικά, περιγράφονται από τις τιμές που 

υιοθετούνται από τις γωνίες στρέψης. Οι ιδιότητες της αλυσίδας των περισσοτέρων 

συνθετικών πολυμερών σε διάλυμα, όπως η απόσταση από άκρο σε άκρο, το μοριακό 

βάρος, η ακτίνα περιστροφής εκφράζονται σε σχέση με τις μέσες τιμές που μπορούν να 

υπολογιστούν από τις μονομερείς διαστάσεις, την ελαστικότητα των κύριων δεσμών 

της αλυσίδας, το βαθμό πολυμερισμού και τη φύση των πλευρικών αλυσίδων. Σε 

αντίθεση, οι μέθοδοι στατιστικών των πολυμερών δεν μπορούν να εφαρμοστούν σε 

φυσικές πρωτεΐνες, γιατί οι διαμορφώσεις τους είναι σταθερές κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες. [9β]
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1.2 ΟΜΟΙΟΣΤΑΣΗ ΧΑΛΚΟΥ

1.2.1 Γενικά
Κατά την εξέλιξη της ζωής οι ζώντες οργανισμοί προσαρμόζονται στις 

μεταβολές του περιβάλλοντος αναπτύσσοντας αμυντικούς μηχανισμούς.. Με την έννοια 

ομοιόσταση εννοούμε τις αντιδράσεις συντήρησης που κάνουν τα βιολογικά συστήματα 

προκειμένου να εξουδετερώσουν τις εξωτερικές μεταβολές του περιβάλλοντος. Π.χ η 

θερμοκρασία του σώματος μας δεν πρέπει να είναι κάτω από 35° και πάνω από 42 °0. 

Εάν οι εξωτερικές συνθήκες είναι διαφορετικές και υπάρχει κίνδυνός να προκαλέσουν 

βλάβη, τότε αναπτύσσονται μηχανισμοί διόρθωσης όπως ρίγος για να ανέβει η 

θερμοκρασία ή ιδρώτας για να κατέβει. Αλλα ζώα αναπτύσσουν ανάλογους 

μηχανισμούς όπως στρώμα λίπους ή γούνα σε ψυχρά κλίματα ή μεγάλες επιφάνειες 

αερισμού όπως τα αφτιά των ελεφάντων σε θερμά κλίματα. Το ίδιο συμβαίνει και με τη 

χημική σύσταση των βιολογικών υγρών, π.χ. απόκλιση των τιμών του χλωριούχου 

νατρίου από τις φυσιολογικές στο αίμα σημαίνει ότι ο οργανισμός είναι άρρωστος και 

αν δεν γίνουν ενέργειες διόρθωσης μπορεί να μπει σε κίνδυνο η ζωή μας.

Ο χαλκός είναι ένα απαραίτητο στοιχείο για τα βιολογικά συστήματα των 

7Γ/θθκαρυωτικών και ευκαρυωτικών οργανισμών, αλλά μπορεί να γίνει τοξικός όταν η 

συγκέντρωση του ξεπερνάει τα φυσιολογικά επίπεδα. [10] Η διατήρηση μη-τοξικής 

αλλά φυσιολογικής και λειτουργικής ενδοκυττάριας συγκέντρωσης του χαλκού 

ρυθμίζεται από ομοιοστατικούς μηχανισμούς. Η βιωσιμότητα ενός βιολογικού 

συστήματος βρίσκεται σε συνάρτηση με την δόση χαλκού που χορηγείται σε αυτό. Η 

γραφική παράσταση της παραπάνω συνάρτησης είναι μια καμπύλη και απεικονίζεται 

στο Σχήμα 5. [11] Όπως φαίνεται από το γράφημα η ανεπάρκεια σε χαλκό αλλά και η 

τοξικότητα του οδηγούν στον θάνατο. Οι ομοιοστατικοί μηχανισμοί σε ένα βιολογικό 

σύστημα είναι ικανοί να διατηρήσουν την συγκέντρωση του χαλκού σε ιδανικά 

επίπεδα, δηλαδή μεταξύ ανεπάρκειας και τοξικότητας, (άξονας χ, σχήμα 5) 

εξασφαλίζοντας την σωστή του λειτουργία {θετικές επιδράσεις, άξονας ψ).
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Σχήμα 5: Σχηματικό διάγραμμα ομοιόστασης χαλκού. Η πλήρης ανεπάρκεια καθώς και 

η μεγίστη τοξικότητα οδηγούν στον θάνατο κάθε βιολογικού συστήματος. [11]

1.2.2 Ομοιόσταση του χαλκού στα βακτήρια ΕηίθΓοοοουε Ηιγθθ.
Τα βακτήρια είναι προκαρυωτικοί οργανισμοί, δηλαδή δεν διαθέτουν

οργανωμένο πυρήνα. Το γενετικό τους υλικό (ΌΝΑ) βρίσκεται κατά κανόνα σε μια 

συγκεκριμένη περιοχή, που ονομάζεται πυρηνική περιοχή. Συχνά διαθέτουν, επιπλέον, 

μικρότερα μόρια γενετικού υλικού, τα πλασμίδια. Η πλασματική τους μεμβράνη 

περιβάλλεται από κυτταρικό τοίχωμα και έχουν ριβοσωμάτια στα οποία γίνεται η 

σύνθεση των πρωτεϊνών τους. Τα ΕπΙθγοοοοηξ Ηίταβ είναι ΟΓαπι-θετικά γαλακτικού 

οξέος βακτήρια και περιέχουν μια μονή κυτταρική μεμβράνη και πολύ απλό 

γλυκολιτικό μεταβολισμό.[12] Σε αυτά τα βακτήρια η ομοιόσταση του χαλκού 

ρυθμίζεται από το οορ γονίδιο. Αυτό αποκωδικοποιεί δυο ένζυμα Ρ-τύπου ΑΤΡάση 

οορΑ και οορΒ, τα οποία είναι ομόλογα των ανθρώπινων πρωτεϊνών Ρ-τύπου ΑΤΡάση, 

τις Μένκες και Γουίλσον. Το ένζυμο οορΑ είναι υπεύθυνο για την λήψη του χαλκού (I) 

και μεταφορά του μέσα από την κυτταρική μεμβράνη ενώ το ένζυμο οορΒ απομακρύνει 

το χαλκό (I) από το βακτηριακό κύτταρο.[13] Το ένζυμο οορΥ είναι αισθητήρας 

χαλκού που ρυθμίζει την υπερέκφραση των γονιδίων οορΑ και οορΒ ανάλογα από τα 

ενδοκυττάρια επίπεδα χαλκού. Η κυκλοφορία του χαλκού (I) στον ενδοκυττάριο χώρο
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γίνεται με την δράση του ενζύμου οορΖ το οποίο είναι συνοδός χαλκού 

(οΗαρβνοηβ).[14\ Ο χαλκός (I) καταλήγει στην υπεροξειδική δισμουτάση ή στο ένζυμο 

οορΒ το οποίο απομακρύνει το ιόν του χαλκού από το κύτταρο. (Σχήμα 6)

Σχήμα 6: Ομοιόσταση χαλκού στα βακτήρια ΕηίβνοαοοιίΞ Ηίναβ.[ 15]

1.2.3 Ομοιόσταση του χαλκού στους κατώτερους και ανώτερους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς.

Στους ζυμομύκητες και στον ανθρώπινο οργανισμό η ομοιόσταση του χαλκού 

ελέγχει την εισαγωγή του χαλκού στο κύτταρο, την διανυσματική μεταφορά του μέσα 

σε αυτό, την σωστή αποθήκευση του και τέλος την αποβολή του από το κύτταρο.[16]

1.2.3.1 Πρόσληψη χαλκού

Ο μηχανισμός πρόσληψης χαλκού από τα κύτταρα ευκαρυωτικών οργανισμών 

δεν έχει προσδιοριστεί πλήρως. Έχει υποστηριχθεί ότι στον ανθρώπινο οργανισμό η 

αλβουμίνη παίζει σπουδαίο ρόλο στην πρόσληψη του χαλκού από τα ηπατικά κύτταρα 

[17], ενώ η πλαστοκυανίνη μεταφέρει το χαλκό στους εξωηπατικούς ιστούς [18].

Μελέτες που έχουν γίνει στους ζυμομύκητες είναι πιο αποκαλυπτικές και 

ακριβείς στον προσδιορισμό των γονιδίων που αποκωδικοποιούν ένζυμα υπεύθυνα 

στην πρόσληψη του χαλκού μέσω της κυτταρικής μεμβράνης. Πρόσφατα στους 

ζυμομύκητες δ.οβνβνίήαβ έχουν χαρακτηριστεί δύο ένζυμα 0 1x1, Ογ3 τα οποία 

αποτελούνται από δύο μοτίβα ένταξης χαλκού, ΜΧΜ , ΜΧΧΜ και ΟΧΧΟ, 0 0  

αντίστοιχα, (όπου Μ= μεθιονίνη, Χ= οποιοδήποτε αμινοξύ, 0=κι>στε'ίνη ).[19-22] Ο 

χαλκός που δεσμεύεται σε αυτά τα ένζυμα μεταφέρεται έπειτα σε μία άλλη σειρά 

ενζύμων, στους συνοδούς χαλκού (π.χ Α ίχΐ), οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για την

>
+
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κυκλοφορία του ιόντος μέσα στο κύτταρο.[23] (Σχήμα 7) Παράλληλα έχει προταθεί και 

6νδοκυττάριος εντοπισμός του ενζύμου Ο γΙ σε συνθήκες υψηλής εξωκυτταρικής 

συγκέντρωσης του χαλκού. [23] Σε αυτή την περίπτωση δημιουργείται ένα επιπλέον 

μονοπάτι μεταφοράς του χαλκού μέσα στο κύτταρο στις πρωτεΐνες στόχους (π.χ. 

Οοο2ρ). [22]

Στον ανθρώπινό οργανισμό η εισαγωγή του χαλκού στο κύτταρο γίνεται με τη 

δράση του ανθρώπινου ενζύμου (ΗΟγΙ) το οποίο είναι ομόλογο του ΟΜ των 

ζνμομνκήτων.[21] (Σχήμα 8) Όμως υπάρχει η πιθανότητα παρουσίας πρωτεϊνών 

πρόσληψης χαλκού οι οποίες καθορίζονται από τον τύπο του κυττάρου αφού υπάρχει 

μεγάλη ποικιλία στην κατανομή της συγκέντρωσης του χαλκού στα διάφορα μέρη του 

ανθρώπινου οργανισμού: από 0.2μ§ Ου/§ λιπώδους ιστού σε 12μ§ Οι/§ νεφρού.[24] 

Πρόσφατες μελέτες σε μηχανισμούς γνωστών νευρογενών ασθενειών προτείνουν ότι η 

εισαγωγή του χαλκού σε νευρωνικά κύτταρα γίνεται μέσω μεμβρανικών πρωτεϊνών: τα 

ένζυμα αμυλόλησης [25] και τις ρποη πρωτεΐνες. [26-30] Και οι δυο κατηγορίες 

ενζύμων συσχετίζονται άμεσα με βαριές μορφές ασθενειών, στην πρώτη τα ένζυμα 

αμυλόλησης είναι υπεύθυνα για τη λύση του β-αμυλοειδούς που συσσωρεύεται στον 

εγκέφαλο ασθενών που πάσχουν από τη νόσο Αλτσχάιμερ, ενώ μεταλλάξεις στις ρποη 

πρωτεΐνες οδηγούν στη νόσο σπογγώδους εγκεφαλοπάθειας. [31] Γενικά στις πρωτεΐνες 

που είναι υπεύθυνες για την εισαγωγή του Οιι(Ι) στον κυτταρικό χώρο το μοτίβο 

ένταξης αποτελείται από κυστεϊνι/ίά, μεθιονικά και ιστιδινικά κατάλοιπα ενώ στις ρποη 

πρωτεΐνες ο Οιι(ΙΙ) εντάσσεται από ένα πλούσιο σε γλυκίνη οκταπεπτιδικό μοτίβο. [32- 

33]

1.2.3.2 Ενδοκυττάρια μεταφορά χαλκού.

Ο χαλκός είναι ένα βασικό στοιχείο πολλών σημαντικών μεταλλοενζύμων. 

Μέχρι πρόσφατα πίστευαν ότι ο χαλκός αφού περάσει την κυτταρική μεμβράνη αμέσως 

δεσμεύεται από σουλφυδρυλικούς υποκαταστάτες, μεταλλοθειονεΐνες και 

γλουταθειόνες οι οποίες βρίσκονται σε αφθονία στους περισσότερους τύπους 

κυττάρων.[34] Ελάχιστες πληροφορίες υπήρχαν για την ενδοκυττάρια μεταφορά του 

χαλκού μέχρι που ανακαλύφθηκε η δράση των συνοδών χαλκού (οΗαρβνοηβ). Αυτές οι 

πρωτεΐνες εντοπίσθηκαν πρώτα στους κατώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς 

(ζυμομύκητες) και έπειτα στα ανθρώπινα κύτταρα. Σε αντίθεση με τις
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μεταλλοθειονεΐνες στις οποίες ο χαλκός εντάσσεται σταθερά από ένα μοτίβο υψηλού 

κυστεϊνικού περιεχομένου [35] στους συνοδούς χαλκού το μεταλλικό ιόν εντάσσεται 

από ένα ασταθή μοτίβο που επιτρέπει την ανταλλαγή υποκαταστάτη όταν ο συνοδός 

διασυνδέεται με την πρωτεΐνη στόχο. [36-38]

Στους ζυμομύκητες έχει εντοπιστεί μια μικρή σε μοριακό βάρος πρωτεΐνη Αίχΐ 

που προστατεύει τα κύτταρα με έλλειψη υπεροξειδικής δισμουτάσης (Οα,Ζη-δΟΟ) από 

το οξειδωτικό στρες. Ο μηχανισμός προστασίας περιορίζεται στη αποτοξίνωση των 

κυττάρων από τις ελεύθερες ρίζες. Ο συνοδός χαλκού Α ίχΐ έχει μια αλληλουχία από 

αμινοξέα ΟΜχΜΟχχΟ η οποία αποτελεί το μοτίβο ένταξης του ιόντος Οιι+ και 

εμφανίζεται στο Ν-άκρο σε όλες τις πρωτεΐνες Ρ τύπου ΑΤΡάση. [39-40] 

Κρυσταλλογραφικές μελέτες αποκαλύπτουν ότι το μοτίβο ΟΜχΜΟχχΟ βρίσκεται στην 

επιφάνεια της πρωτεΐνης επιτρέποντας υψηλή συγγένεια ένταξης του μεταλλικού ιόντος 

Οιι(Ι). [41] Η Α ίχΐ παίζει βασικό ρόλο στην παράδοση του χαλκού στην Οοο2 η οποία 

είναι ομόλογη πρωτεΐνη των ανθρώπινων πρωτεϊνών Μένκες (ΜΝΚ) και Γουίλσον 

(Ψ Ν ϋ). (Σχήμα 7) [42] Ένα θεωρητικό μοντέλο προτεινόμενο από την ομάδα του 

Ριιίαίιΐ, [36] υποστηρίζει ότι η μεταφορά του μεταλλικού ιόντος από την [Αίχΐ-Οι] 

στην Οοο2 γίνεται μέσω ενός μηχανισμού ανταλλαγής υποκαταστάτη. Μόλις ο χαλκός 

δεσμευτεί από την Οοο2 μεταφέρεται στη συσκευή Οο1§ϊ, πού εκεί τέσσερα ιόντα 

χαλκού (I) μέσω του καναλιού Ο είΐ ενεργοποιούν το ένζυμο Ροί3. Παρόμοια με τους 

ζυμομύκητες, στον ανθρώπινο οργανισμό η ομόλογη της ευκαρυωτικής Α ίχΐ, η 

ανθρώπινη πρωτεΐνη ΑΤΟΧΙ (ΗΑΗ1) η οποία δρα σαν συνοδός χαλκού και τον 

παραδίδει στις ανθρώπινες πρωτεΐνες Μένκες και Γουίλσον.[40] (Σχήμα 8) Και σε αυτή 

τη περίπτωση η μεταφορά του χαλκού γίνεται με μηχανισμό ανταλλαγής 

υποκαταστάτη. [36]

Στους ζυμομύκητες η παράδοση του χαλκού στην οξειδάση κυτοχρώματος ο 

εξαρτάται από την έκφραση του γονιδίου οοχΐ 7 το οποίο αποκωδικοποιεί μια πλούσια 

σε κυστεΐνη πρωτεΐνη στα μιτοχόνδρια [43] στην οποία εντάσσονται δύο ιόντα 

χαλκού®. Η κυτταρική σειρά ζυμομυκήτων Δοοχ17 παρουσιάζει ανεπαρκή φαινότυπο 

κατά την καλλιέργεια τους και αυτό διορθώνεται αυξάνοντας την εξωκυττάρια 

συγκέντρωση του χαλκού ή με την υπερέκφραση της πρωτεΐνης πρόσληψης χαλκού 

ΟΙγΙ.[43] Υπερέκφραση των μεμβρανικών πρωτεϊνών δοοί και 8οο2 που είναι και 

αυτές εντοπισμένες στα μιτοχόνδρια συμπληρώνουν το φαινότυπο των ζυμομυκήτων
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Δοοχΐ 7, επιβεβαιώνοντας ότι πρόκειται για πρωτεΐνες που παίζουν σπουδαίο ρόλο στην 

μεταφορά ιόντων χαλκού στην οξειδάση κυτοχρώματος ο. [44]

Στους ζυμομύκητες η παράδοση του χαλκού στην Ου/Ζη υπεροξε'ιδική 

δισμουτάση (8 0 ϋ )  γίνεται από τον συνοδό χαλκού Εγδ7, ενώ στον ανθρώπινο 

οργανισμό από την 0 0 8  πρωτεΐνη της οποίας το μοτίβο στο οποίο εντάσσεται ο χαλκός 

(I) είναι η αλληλουχία ΜΗΟχχΟ. (όπου Μ= μεθιονίνη, Η= ιστιδίνη, Χ= οποιοδήποτε 

αμινοξύ, 0=κυστεΐνη ).[45] Σε σειρές ανθρώπινων κυττάρων έχει βρεθεί ότι οι δύο 

πρωτεΐνες 0 0 8  και δΟΌ αλληλεπιδρούν ΐη νίίτο.[46] Μεταλλάξεις στις πρωτεΐνες 

αυτές οδηγούν στη μη σωστή συνεργασία τους με αποτέλεσμα ατροφία των μυών, του 

ανθρώπινου οργανισμού.[47]

Ρϊε1/7

Σχήμα 7: Ομοιόσταση χαλκού στους ζυμομύκητες 5 .€β¥βνίύαβ.[ 19]
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Έ£οδ(κ Οιι+

Σχήμα 8: Ομοιόσταση χαλκού στον άνθρωπο.[40,44,45]
1.2.3.3 Ρυθμισμένη ενδοκυττάρια κυκλοφορία των Μένκες και Γουίλσον

πρωτεϊνών στα ανθρώπινα κύτταρα

Πρόσφατη έρευνα στον ενδοκυττάριο εντοπισμό των πρωτεϊνών Μένκες 

(ΑΤΡ7α) και Γουίλσον (ΑΤΡ7β) αποκάλυψε έναν μηχανισμό με τον οποίο αυτές οι 

πρωτεΐνες παραδίδουν ιόντα χαλκού σε άλλα ένζυμα διατηρώντας το επίπεδο του 

ενδοκυττάριου χαλκού σταθερό.[48] Χρησιμοποιώντας αντιβιοτικά κατά των Ν άκρων 

της Μένκες πρωτεΐνης και ανθρώπινα κύτταρα με υπερεκφρασμένη πρωτεΐνη έγινε 

εντοπισμός της στην Τταηδ Οο1§ΐ συσκευή των κυττάρων (ΤΟΝ). Η συσκευή Οο1§ί 

αποτελείται από ένα σύστημα κυτταροπλασματικών χώρων που εμφανίζουν 

χαρακτηριστική μορφή και διάταξη, τις δεξαμενές και κυστίδια. Όταν η καλλιέργεια 

των κυττάρων γίνεται σε περιβάλλον με υψηλά επίπεδα χαλκού η πρωτεΐνη Μένκες 

απεντοπίζεται από το σύστημα ΤΟΝ και μεταφέρεται μέσα σε κυστίδια στην 

πλασματική μεμβράνη.[48] Αποτέλεσμα αυτής της ανακατανομής είναι ο πλεονάζων 

χαλκός να αποβάλλεται από την πρωτεΐνη Μένκες έξω από το κύτταρο. Όταν τα 

επίπεδα του χαλκού επανέλθουν στις φυσιολογικές τιμές η πρωτεΐνη επιστρέφει στο 

σύστημα ΤΟΝ του κυττάρου μέσα σε δεκαπέντε λεπτά. [48](Σχήμα 9α)

Η ενδοκυττάρια κυκλοφορία της πρωτεΐνης Γουίλσον ρυθμίζεται από τις 

απαιτήσεις του ανθρώπινου κυττάρου σε χαλκό. (Σχήμα 9α) Στην περίπτωση υψηλής 

συγκέντρωσης εξωκυττάριου χαλκού, η πρωτεΐνη Γουίλσον απομακρύνεται από το 

σύστημα ΤΟΝ του κυττάρου εγκλεισμένη σε κυστίδια που έχουν τον χαρακτήρα
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€ κ. κριτικών κοκκίων με κατεύθυνση το εξωτερικό περιβάλλον του κυττάρου. Εκεί 

εξέρχεται ο χαλκός με εξωκύττωση στη χολή.[49]

Σχήμα 9: Κυκλοφορία των Μένκες (α) και Γουίλσον (β) πρωτεϊνών στα 

ανθρώπινα κύτταρα.[50]
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1.3 ΜΕΝΚΕΣ ΚΑΙ ΓΟΥΙΛΣΟΝ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ: ΜΕΛΗ ΤΗΣ ΜΕΓΑΛΗΣ 
ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ Ρ ΤΥΠΟΥ ΑΤΡάση.

1.3.1 Ιδιότητες των πρωτεϊνών Ρ τύπου ΑΤΡάσες.
Οι πρωτεΐνες Ρ τύπου ΑΤΡάση είναι μια σημαντική ομάδα πρωτεϊνών που

μεταφέρουν μεταλλικά ιόντα (Πίνακας 8) [51] Πάνω από εκατό αυτής της κατηγορίας 

πρωτεΐνες έχουν προσδιοριστεί μέχρι σήμερα και παίζουν πρωταρχικό ρόλο στην 

ομοιόσταση κατιόντων στα βακτήρια και στον ανθρώπινο οργανισμό. Οι πρωτεΐνες 

αυτές περιέχουν ένα μοτίβο αλληλουχίας αμινοξέων στην κυτταρική μεμβράνη το 

οποίο περιέχει ένα κατάλοιπο προλίνης ( ΡνοΙίηβ ) και για αυτό το λόγο οι πρωτεΐνες
| Λ

αυτές ονομάζονται Ρ τύπου. Γνωστά παραδείγματα είναι η θα  -ΑΤΡάση που βρίσκεται 

στα κύτταρα των μυϊκών ιστών ,η Να+Κ+-ΑΤΡάση στην πλασματική μεμβράνη των 

κυττάρων, η Η+-ΑΤΡάση στη πλασματική μεμβράνη των μυκήτων και των φυτών και 

Η+Κ+-ΑΤΡάση στα κύτταρα του γαστρικού βλεννογόνου. Τα ένζυμα Ρ τύπου ΑΤΡάση 

έχουν τρεις χαρακτηριστικές ιδιότητες: α) μια μονομερή καταλυτική περιοχή με 

μέγεθος 70-20(Μ)α, β) αναστολή τους από μικροποσότητες βαναδικού άλατος, γ) 

δημιουργία ακυλοφωσφορικού ενδιάμεσου που σχηματίζεται από την μεταφορά ενός γ- 

φωσφορικού του ΑΤΡ στο κατάλοιπο ασπαρτικό οξύ.[52]]

Μελέτη στους μηχανισμούς αντίστασης κατά της υψηλής συγκέντρωσης 

καδμίου σε κύτταρα μικροοργανισμών αποκαλύπτουν σημαντική διαφορά στη δράση 

των πρωτεϊνών Ρ τύπου ΑΤΡάση που μεταφέρουν τοξικά βαρέα μέταλλα από αυτές που 

μεταφέρουν μικρά ιόντα. Χαρακτηριστική 0(1 -ΑΤΡάση πρωτεΐνη στα κύτταρα των 

δίαρΗγΙοοοοαίΞ αιιτβΗΞ βακτηρίων είναι το ένζυμο 0α<3Α το οποίο αποβάλει το κάδμιο 

στον εξωκυττάριο χώρο. Ιη νϋτο  μελέτες απέδειξαν ότι αυτοί οι μεταφορείς εμφανίζουν 

τις ίδιες βιοχημικές ιδιότητες με αυτές των μεταφορών μικρών ιόντων. [53]

Οι μεταφορείς Ρ τύπου ΑΤΡάση του μεταλλικού ιόντος Οιι(Ι) εντοπίστηκαν 

πρώτα στα βακτήρια Εηίβνοοοοαιζ ΗίΓαβ [54] και έπειτα στους ζυμομύκητες και στον 

ανθρώπινο οργανισμό. Όλες οι πρωτεΐνες αυτής της κατηγορίας παρουσιάζουν το ίδιο 

το 7Γ0λογικό μοντέλο για την δομή τους. Πρόκειται για ένα λειτουργικό μοντέλο που 

κάνει δυνατό το κύκλο μιας αντίδρασης που ρυθμίζεται από την τριφωσφορική 

αδενοσίνη (ΑΤΡ) με αποτέλεσμα τη μεταφορά ιόντων χαλκού διαμέσου της κυτταρικής 

μεμβράνης. Σε αυτόν τον κύκλο ένα ασπαρτικό οξύ (Ο) που συνοδεύεται από την 

αλληλουχία ϋΚΤΟΤ είναι το πρώτο που φωσφορυλιώνεται από το ΑΤΡ που είναι

- 3 5 -



ενταγμένο από μια περιοχή της πρωτεΐνης. Ταυτόχρονα με την αποφωσφορυλίωση του 

ακ ν 'λοφω σφο ρικού από μία φωσφατάση γίνονται αλλαγές στη διαμόρφωση διαφόρων 

περιοχών τις πρωτεΐνης καθώς και μεταφορά πιθανώς ενός ή δύο ιόντων διαμέσου της 

κυτταρικής μεμβράνης. [55,56] Εκτός από τα κλασσικά χαρακτηριστικά των πρωτεϊνών 

Ρ τύπου ΑΤΡάσες οι πρωτεΐνες Οιι+-Ρ τύπου ΑΤΡάσες εμφανίζουν και νέα: α) περιοχές 

στο Ν άκρο της πρωτεΐνης από τις οποίες δεσμεύεται το μεταλλικό ιόν, β) περιοχή στην 

κυτταρική μεμβράνη το οποίο περιέχει μοτίβο με την αλληλουχία ΡΧ όπου Ρ= προλίνη 

και Χ=0,Η,δ (0=κυστέΐνη, Η= ιστιδίρη, 8= σερίνη) γ) περιοχή στο Ο άκρο με ένα 

κρυμμένο διπεπτίδιο ιστιδίνης-προλίνης δ) και μια σειρά από περιοχές εντοπισμένες 

στη κυτταρική μεμβράνη με άνισο αριθμό αμινοξέων. [57]

Πίνακας 8: Ιδιότητες γνωστών πρωτεϊνών Ρ τύπου ΑΤΡάσε. [51]

Όνομα Λειτουργία Οργανισμός Κατάλοιπα ΟΡΧ

ΟαάΑ 0(1+2-αποβολή δίαρ1ΐγΐ00000115 311Γ6118 727 ΟΡΟ

ΟαάΑ Οά+2 αποβολή 8Ϊ.3.11Γ61Ι8 804 ΟΡΟ

Οίΐ(1Α ^ ά +2 αποβολή Β&οΐΐΐιΐδ ίίηηιΐδ 723 ΟΡΟ

ΟίκΙΑ 0<1+2 αποβολή Εΐδίεήα Γποποογίο§6π6δ 71 ΟΡΟ

ΟορΑ Οιι+/Α§+ εισαγωγή Εηί€ΓΟΟΟΟΟΠδ ΜγΕ6 727 ΟΡΟ

ΟορΒ Οιι+/Α§+ αποβολή ΕηΐβΓοοοοοιίδ Ηϊγε6 745 ΟΡΗ

ΟίαΑ Οιι- μεταφορά δγη©ο1ιοοοοοΐΐδ Ρ007942 790 ΟΡΟ

Ρ&οδ Οιι- μεταφορά δγηβο1ιοοοϋθΐΐδ Ρ007942 747 ΟΡΟ

ΟορΑ Άγνωστη Ηαεηιορίϊΐΐιΐδ ΐηίΙποηζΕΟ 700 ΟΡδ

ΙιρΟορΑ Άγνωστη ΗβΗοοβαοίετ ργίοή 611 ΟΡΟ

ΗΚΑ-1 Άγνωστη Ε.οοίί 732 ΟΡΗ

ΗΚΑ-1 Άγνωστη Ε.οοίί 721 ΟΡΗ

Ροαΐ Ου- μεταφορά δαθθ1ΐ3ΓΟΠΐγθ6δ οοΓονΐδΐαο 1216 ΟΡΟ

0 0 0 2 Οιι- μεταφορά δ.06Γ6νίδ13.6 1004 ΟΡΟ

Μένκες Οιι- μεταφορά Άνθρωπος 1500 ΟΡΟ

Μένκες Ου- μεταφορά ΗαΐΏδίβΓ 1476 ΟΡΟ

Μένκες Οιι- μεταφορά Ποντίκι 1491 ΟΡΟ

Γ ουίλσον Οιι- μεταφορά Άνθρωπος 1465 ΟΡΟ

Γ ουίλσον Ου- μεταφορά Ποντίκι 1451 ΟΡΟ
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1.3.2 Μένκες και Γουίλσον πρωτεΐνες
Οι Μένκες (ΑΤΡ7&) και Γουίλσον (ΑΤΡ76) είναι πρωτεΐνες ΟΡ τύπου ΑΤΡάση

στον ανθρώπινο οργανισμό. Οι ΟΡ τύπου είναι υποομάδα της Ρ τύπου ΑΤΡάση και 

έχουν το κατάλοιπο κυστεΐνη στο μοτίβο με την αλληλουχία ΟΡΧ στην έκτη δομική 

περιοχή της κυτταρικής μεμβράνη. Οι ΑΤΡ7α και ΑΤΡ76 πρωτεΐνες έχουν πολύ υψηλή 

ομολογία με άλλες Ρ τύπου ΑΤΡάση όπως Οα-ΑΤΡάση (8Κ) [58], δΕΚΟΑΙα και την Η- 

ΑΤΡάσε [59] των οποίων οι κρυσταλλικές δομές τους έχουν προσδιοριστεί. Υψηλή 

ομολογία στην αλληλουχία τους υπάρχει και ανάμεσα στις δύο πρωτεΐνες Μένκες και 

Γουίλσον που φτάνει στο εξήντα πέντε τις εκατό.

Το τοπολογικό μοντέλο των ΑΤΡ7α και ΑΤΡ76 (Σχήμα 10) περιέχει οκτώ 

περιοχές στην κυτταρική μεμβράνη, από τις οποίες η έκτη περιέχει την αλληλουχία 

ΟΡΟ.Αυτό το μοτίβο παίζει το ρόλο καναλιού από το οποίο τα μεταλλικά ιόντα περνούν 

μέσα από την κυτταρική μεμβράνη. Στο κυτταρόπλασμα εντοπίζονται δύο βρόχοι οι 

οποίοι αποτελούνται από τρεις περιοχές. Η πρώτη περιέχει τη χαρακτηριστική 

αλληλουχία ΤΟΕΑ, η δεύτερη αποτελείται από σαράντα τρία αμινοξέα με κρυμμένη 

αλληλουχία: ϋΚΤΟ, που είναι θέση φωσφορυλίωσης και η τρίτη με δύο κρυμμένα 

μοτίβα με αντίστοιχες αλληλουχίες: 8ΕΗΡΕ και Ο ϋΟ Χ ϋ (όπου Τ= θρεονίνη, 0=  

γλυκίνη, Ε= γλουταμικό, Α= αλανίνη, Ό= ασπαρτικό οξύ, 8= σερίνη, Η=ιστιδίνη, Ρ= 

προλίνη, Ε=λευκίνη, Χ= οποιοδήποτε αμινοξύ). Η τελευταία περιοχή είναι υπεύθυνη 

για την δέσμευση του ΑΤΡ. Στο Ν-άκρο της πρωτεΐνης βρίσκονται έξι δομικές περιοχές 

από τις οποίες δεσμεύεται ο χαλκός (I) και είναι εντοπισμένες στην κυτταρική 

μεμβράνη.

- 37 -



Σχήμα 10: Προτεινόμενο τοπολογικό μοντέλο των Μένκες και Γουίλσον 

ανθρώπινων πρωτεϊνών. [60]

Οι έξι περιοχές στις οποίες εντάσσεται το μεταλλικό ιόν στην πρωτεΐνη Μένκες 

(συμβολίζονται ΜΝΚτ(1-6)) αποτελούνται η κάθε μία σε μέσο όρο από εβδομήντα 

αμινοξέα. Το πιο χαρακτηριστικό γνώρισμα αυτών των περιοχών είναι ότι περιέχουν 

ένα μοτίβο αμινοξέων με αλληλουχία ΟΜΤ/ΗΟΧΧΟ (όπου 0=  γλυκίνη Μ= μεθιονίνη, 

Τ= θρεονίνη Η= ιστιδίνη, Χ= οποιοδήποτε αμινοξύ, 0=κυστεΐνη ) (Σχήμα 11). Οι 

περιοχές όμοιες με τις ΜΝΚγ(1-6) εμφανίζονται και σε άλλες βαρέων μετάλλων 

πρωτεΐνες Ρ τύπου ΑΤΡάση και στους συνοδούς μεταλλικών ιόντων των 

προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών οργανισμών. Ο αριθμός τους αυξάνεται από μία και 

δύο περιοχές στα βακτήρια, [61] στους ζυμομύκητες [62] και στα φυτά [63] τρις στα 

Ο.ΕΙβ§αη8,[64] τέσσερις στα δροσόφυλλα,[65] πέντε στα ποντίκια [66] και τελικά έξι 

στους ανθρώπους. Η αύξηση του αριθμού των περιοχών που βρίσκονται στο Ν-άκρο 

των πρωτεϊνών είναι δείγμα της εξέλιξης τους με σκοπό την ικανοποίηση των υψηλών 

απαιτήσεων του πολύπλοκου ανθρώπινου οργανισμού.

ΜΝΚ1:VΝδVΤIδVΕ(7ΜΓ^Νδ^VΨΤIΕ^^IΟΚVΝΟVΗΗIΚVδΕΕΕΚΝΑΤΠΥ^ΡΚΕ^ΤΡΚΤΕ^ΕΑI^^ΜΟΡ^ΑV 

ΜΝΚ2: ννΕ Κ Μ Κ νΕ (7 Μ 7 ^ Η δ ^ δ Τ ΙΕ 0 Κ Ι0 Κ Ι^ 0 νρ Κ ΙΚ νδ Ε 0 Ν ρ Ε Α Τ ΐνΥ ρ Ρ Η υ δ νΕ Ε Μ Κ Κ (2 ΙΕ Α Μ < 3 Ρ Ρ Α Ρ  

ΜΝΚ3 : Ο δΤ Α Τ Ρ ΙΙϋΟ Τ Ι/ίΓ ^δ^δΝ ΙΕ δΤ Ε δΑ Ε Ο Υ νίδδ ίννδΕ Ε Ν Κ δΑ ίνΚ Υ Ν Α δδνΤ Ρ Ε δΕ Κ Κ Α ΙΕ Α νδΡ Ο Ε Υ  

ΙΜΝΚ4 :Τ ρ Ε Τ νΐΝ Ιϋ (7 Λ /7 υΝ 3 £ νρ δΙΕ 0 ν ΐδΚ Κ Ρ 0 νΚ δΙΚ νδΕ Α Ν δΝ 0 Τ Ύ Ε Υ 0 Ρ Ε υΓ δΡ Ε ΊΊυ ΐ0 Α  ΙΕϋΜΟΡϋΑΤ 

ΜΝΚ5:δ3ΚΟΥΐρντ(7Λ/7Χ7Α3^ΑΝΙΕΙ^ΕΚΚΕΕΟΙΥ31ΕνΛΙ.ΜΑΟΚΑΕνΚΥΝΡΑνΐ0ΡΡΜΙΑΕΡΙΙΙΡΧΟΡαΑΤν 

ΜΝΚ6 :θνΐ£Ιλ/νκθΜΤ^ Α δ ^ΗΚΙΕδ51ΤΚΗΚΟΙΕΥ€δνΑΕΑΤΝΚΑΗΙΚΥϋΡΕΙΙΟΡίΙΌΙΙΗΤΙΕδΕΟΡΕΑδΙΛ'ΓΚ

Σχήμα 11: Σύγκριση της αλληλουχίας των έξι περιοχών ένταξης μετάλλου 

ΜΝΚγ(1-6) της πρωτεΐνης Μένκες. [60]



1.3.3 Ο ρόλος των δομικών περιοχών ένταξης χαλκού στο Ν-άκρο 

των πρωτεϊνών Μένκες και Γουίλσον.

Η κατανόηση του ρόλου των έξι περιοχών ένταξης χαλκού στο Ν-άκρο των 

πρωτεϊνών αποτελεί σημαντικό βήμα στο χαρακτηρισμό του μηχανισμού μεταφοράς 

ιόντος χαλκού από τα ένζυμα συνοδούς στις πρωτεΐνες στόχος. Η στοιχειομετρία 

ένταξης του χαλκού από τις περιοχές ΜΝΚτ(1-6) και ΨΝΌτ(1-6) των πρωτεϊνών 

Μένκες των Γουίλσον αντίστοιχα είναι:ένα ιόν χαλκού για κάθε μια περιοχή. [67-69] Ο 

χαλκός (I) εντάσσεται από δυο κυστεΐνες που βρίσκονται στο επαναλαμβανόμενο 

μοτίβο και για τις έξι περιοχές, με αλληλουχία ΟΜΤ/ΗΟΧΧΟ. Η γεωμετρία ένταξης 

είναι γραμμική.[70,71] Μελέτες κυκλικού διχρωϊσμού απέδειξαν ότι κατά την ένταξη 

του χαλκού από τις περιοχές ΜΝΚγ(1-6) των πρωτεϊνικών στόχων εμφανίζονται 

αλλαγές στις δειηεροταγείς και τριτοταγείς δομές τους. [70,71] Ακόμα δεν είναι 

γνωστό αν αυτές οι αλλαγές στην διαμόρφωση επηρεάζουν την δράση των πρωτεϊνών. 

Έχει προταθεί όμως πως αυτές οι αλλαγές είναι το ερέθισμα για την ενδοκυττάρια 

κυκλοφορία των πρωτεϊνών από την συσκευή Οο1§ί του κυττάρου στην πλασματική 

μεμβράνη. [71]

Εκτός από τον ρόλο της ενδοκυττάριας κυκλοφορίας των πρωτεϊνών οι περιοχές 

από τις οποίες εντάσσεται το μέταλλο εμφανίζουν και ρυθμιστικό ρόλο. Έχει προταθεί 

ότι οι περιοχές του Ν-άκρου αλληλεπιδρούν με τις περιοχές δέσμευσης του ΑΤΡ, μβ 

αποτέλεσμα όταν ο χαλκός (I) εντάσσεται από τις κυστεΐνες των περιοχών του Ν-άκρου 

να προκαλούνται αλλαγές στη διαμόρφωση των περιοχών δέσμευσης του ΑΤΡ 

αλλάζοντας την διασύνδεση πρωτεΐνης στόχου με ένζυμα που έχουν συμπαράγοντα τον 

χαλκό. [72]

Οι έξι περιοχές ένταξης του μεταλλικού ιόντος στις πρωτεΐνες Μένκες και 

Γουίλσον έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν μια ποικιλία από μέταλλα με διαφορετική 

συγγένεια: Ου(ΙΙ)> Ζη(ΙΙ)> Νΐ(ΙΙ)> Οο(ΙΙ). [68] Παρόλα αυτά μόνο ή ένταξη του 

χαλκού μπορεί να προκαλέσει τις σωστές αλλαγές στη διαμόρφωση του Ν-άκρου. 

Μελέτες ακτινών X αποκαλύπτουν ότι ψευδάργυρος δεσμεύεται από άτομα αζώτου και 

όχι από κυστεϊνικά κατάλοιπα όπως συμβαίνει στην ένταξη του χαλκού και προκαλεί 

τελείως διαφορετικές αλλαγές στη διαμόρφωση του Ν-άκρου. [69]

Οι περιοχές αυτές στο Ν-άκρο δεν είναι λειτουργικά ισοδύναμες. Συγκεκριμένα 

μεταλλάξεις διαγραφής που έγιναν στο επαναλαμβανόμενο μοτίβο και για τις έξι
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περιοχές, \\ΓΝΌγ(1-6) (της Γουίλσον πρωτεΐνης) με αλληλουχία ΟΜΤ/ΗΟΧΧΟ έδειξαν 

ότι οι περιοχές κοντά στην κυτταρική μεμβράνη εμπλέκονται πιο πολύ από τις 

απομακρυσμένες στην μεταφορά του χαλκού. [73] Ίδιες μελέτες αποκάλυψαν ότι η 

ένταξη του χαλκού γίνεται εκλεκτικά από μερικές αλλά όχι από όλες τις περιοχές, του 

Ν άκρο της πρωτεΐνης Μένκες. [74] Ιη νΐνο μελέτες απέδειξαν ότι ο συνοδός χαλκού 

ΑΤΟΧΙ αλληλεπιδρά με μερικές ,αλλά όχι με όλες τις περιοχές ένταξης του μεταλλικού 

ιόντος στο Ν άκρου των πρωτεϊνών Μένκες και Γουίλσον. [75,76] Από ομολογιακή 

μοντελοποίηση και των έξι περιοχών ένταξης χαλκού της πρωτεΐνης Γουίλσον 

προκύπτει ότι το ηλεκτροστατικό επιφανειακό φορτίο δεν είναι το ίδιο σε όλες, με 

αποτέλεσμα σε μερικές από αυτές να μην επιτρέπεται η διασύνδεση της με το ένζυμο 

συνοδό ΗΑΗ1. Αρχικά το ίον του χαλκού παραδίδεται από την ΗΑΗ1 σε κάποια από 

τις τρεις τελευταίες περιοχές και έπειτα μεταφέρεται μεταξύ αυτών με τελικό 

προορισμό στο κανάλι ιόντων της κυτταρικής μεμβράνης για την απομάκρυνση του.

1.3.4 Καταλυτική δράση της πρωτεΐνης Μένκες.
Υπάρχει μικρή γνώση για τη καταλυτική δράση των πρωτεϊνών Οα-ΑΤΡάση.

Δύο αναφορές στην βακτηριακή πρωτεΐνη οορΒ αποκαλύπτουν ότι κατά τον 

κατοάνηκό κύκλο σχηματίζεται ένα ακυλοφωσφορικό ενδιάμεσο. [77,78] Οι 

περισσότερες μελέτες καταλυτικής δράσης Μ>ίΙά ίγρβ και μεταλλαγμένων πρωτεϊνών 

Μένκες και Γουίλσον στηρίζονται στη συμπληρωματική πρόσληψη χαλκού και 

σιδήρου σε κυτταρική σειρά ζυμομυκήτων στην οποία υπάρχει έλλειψη του ένζυμου 

Οοο2ρ που είναι ομόλογο των ανθρώπινων πρωτεϊνών Μένκες και Γουίλσον. [79,81] 

Έχει αποδειχθεί ότι και οι δύο πρωτεΐνες μπορούν να συνεισφέρουν στην πρόσληψη 

σιδήρου παραδίδοντας χαλκό στην φεροξειδάση Ρεί3ρ στην κυτταρική σειρά Δ 0002 . 

[80,81] Ένα σύστημα ζυμομυκήτων σε περιβάλλον έλλειψης χαλκού, παρέχει ένα 

έμμεσο τρόπο μέτρησης της καταλυτικής δράσης των πρωτεϊνών Οιι-ΑΤΡάση. Προς το 

παρών οι καταλυτικές ιδιότητες του Οοο2ρ καθώς και των ανθρώπινων πρωτεϊνών 

ΑΤΡάση που έχουν εκφραστεί σε ζύμη είναι ανίκανες να προσδιοριστούν άμεσα. 

Υπάρχουν σημαντικά εμπόδια στο προσδιορισμό των επιπτώσεων των μεταλλάξεων 

των πρωτεϊνών Μένκες και Γουίλσον στην καταλυτική δράση. Οι μεταλλάξεις μπορεί 

να μην ακυρώνουν τελείως την καταλυτική δράση αλλά είναι ανεπαρκείς για να 

συμπληρώσουν το φαινότυπο της σειράς Δ 0 0 0 2 . [80-82] Υπήρχαν διαφωνίες στο 

παρελθόν για τον φυσιολογικό ρόλο του \νίΙά ίγρβ των περιοχών από τις οποίες
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δεσμεύεται το μεταλλικό ιόν δηλαδή αν χρειάζεται τουλάχιστον μία από τις έξι περιοχές 

Ύΐα να συμπληρώσει το φαινότυπο της σειράς Δ 0002. Απάντηση δόθηκε από μια πολύ 

ενδιαφέρουσα έρευνα που απέδειξε ότι μια πρωτεΐνη ομόλογη της Γουίλσον που 

εντοπίζεται σε ανθρώπινους νευραδένες μπορεί και συμπληρώνει το φαινότυπο της 

σειράς Δ 0 0 0 2  χωρίς την παρουσία και των έξι περιοχών στο Ν-άκρο.[83]

Πρόσφατα έχουν γίνει πειράματα σε ανθρώπινα κυστίδια της Οοΐβΐ μεμβράνης 

εμπλουτισμένα με ραδιενεργό χαλκό (640ιι) για την μελέτη των μηχανισμών μεταφοράς 

του χαλκού από τις ανθρώπινες πρωτεΐνες Οα-ΑΤΡάση. [84] Ιη νΐίνο, η μεταφορά του 

χαλκού γίνεται μόνο κατά την παρουσία αναγωγικού μέσου, αποδεικνύοντας ότι το 

μεταλλικό ιόν που μεταφέρεται μέσα από τα κυστίδια είναι ο Οι(Ι) παρά ο Οιι(Π). Η 

ενζυματική δράση των πρωτεϊνών Οιι-ΑΤΡάση αναστέλλεται από το ορθοβανάδιο [84]

Ο καταλυτικός κύκλος των πρωτεϊνών Ρ τύπου ΑΤΡάση χαρακτηρίζεται από 

μια διπλή αντίδραση δέσμευσης του κατιόντος και υδρόλυσης του ΑΤΡ με το παροδικό 

σχηματισμό φωσφορικού άλατος του ασπαρτικού οξέος σαν μέρος του κύκλου 

αντίδρασης. Η φωσφορυλίωση έχει σαν αποτέλεσμα την μετάβαση του ένζύμου από τη 

διαμόρφωση Ε1 η οποία επιτρέπει τη δέσμευση του κατιόντος, στη διαμόρφωση Ε2 που 

είναι χαμηλότερης συγγένειας σε δέσμευση κατιόντων. Μετά την απομάκρυνση του 

κατιόντος Οιι(Ι), α7πελευθερώνεται ένα ορθοφωσφορικό και το ένζυμο από την 

διαμόρφωση Ε2 μεταβαίνει στην Ε1 για να δεσμεύσει νέο κατιόν και να ξεκινήσει ένας 

καινούργιος καταλυτικός κύκλος. (Σχήμα 12) Η Ε1-Ρ διαμόρφωση χαρακτηρίζεται ως 

«ΑΏΡ-ευαίσθητη κατάσταση» γιατί το ένζυμο μπορεί να αποφωσφορυλιωθεί από το 

Α ϋΡ (αντίστροφη αντίδραση), ενώ η Ε2-Ρ είναι εντελώς απαθής στη παρουσία του 

ΑΓ>Ρ. [85-87]
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Σχήμα 12: ΓΙροτεινόμενος καταλυτικός κύκλος της πρωτεΐνης Μένκες..[88]

Μεταλλάξεις αντικατάστασης στις έξι περιοχές στο Ν-άκρο της πρωτεΐνης 

Μένκες στο μοτίβο ΟΜΧΟΧΧΟ σε ΟΜΧ8ΧΧ8 (8: σερίνη) αποκαλύπτουν ότι όλες οι 

μεταλλαγμένες περιοχές παρουσιάζουν καταλυτική δράση.[89] Αντικαταστάσεις και 

στις έξι περιοχές μειώνουν κατά σαράντα πέντε τις εκατό την καταλυτική δράση. Ίδιες 

μελέτες δείχνουν ότι παρόλο που η πέμπτη και η έκτη περιοχή παίζουν σημαντικό ρόλο 

στη ενδοκυττάρια κυκλοφορία του χαλκού η δέσμευση του χαλκού από τις περιοχές του 

Ν-άκρου δεν είναι σημαντική στην καταλυτική δράση. [89] Οι μεταλλαγμένες περιοχές 

δεν επιτρέπουν την κυκλοφορία του χαλκού με αποτέλεσμα να δημιουργείται σε όλα τα 

κύτταρα ένας υπερσυσσωρευμένος σε χαλκό φαινότυπος, στα οποία το μεταλλικό ιόν 

να είναι εγκλωβισμένο στα κυστίδια της συσκευής Οο1§ί. Αυτά τα αποτελέσματα είναι 

ένδειξη ότι η καταλυτική δράση δεν εξαρτάται από την ενδοκυττάρια κυκλοφορία της 

πρωτεΐνης Μένκες αλλά η ενδοκυττάρια κυκλοφορία για να πραγματοποιηθεί απαιτεί 

την καταλυτική δράση της πρωτεΐνης. [90] Όταν η πρωτεΐνη Μένκες δέχεται το ιόν του 

χαλκού (I) από την ΑΤΟΧΙ και ξεκινάει ο καταλυτικός κύκλος εντοπίζεται στη 

συσκευή Οο1§ί του κυττάρου ενώ όταν αποβάλλεται ο χαλκός η πρωτεΐνη 

απεντοπίζεται από την αρχική της θέση και καταλήγει στην πλασματική μεμβράνη.

Έχει προταθεί ότι οι περιοχές κοντά στην κυτταρική μεμβράνη που 

αλληλεπιδρούν με το ένζυμο ΑΤΟΧΙ δέχονται αλλαγές στη διαμόρφωση τους οι οποίες 

συμβαδίζουν με τα στάδια του καταλυτικού κύκλου. [60] Στην πρωτεΐνη Μένκες το 

καταλυτικό μέρος αποτελείται από την περιοχή φωσφορυλίωσης και από την περιοχή 

δέσμευσης του ΑΤΡ. Όταν η πρωτεΐνη δεσμεύει το κατιόν του χαλκού οι δυο περιοχές
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δημιουργούν μια ανοιχτή διαμόρφωση. Η περιοχή με τη χαρακτηριστική αλλί/λουχία 

ΤΟΕΑ, δίπλα στις άλλες δυο, ενεργοποιεί τις μετακινήσεις όλων των περιοχών και είναι 

τελείως διαχωρισμένη από τον κύριο κορμό. Κλείνοντας το άνοιγμα μεταξύ των 

παραπάνω περιοχών η αλληλουχία ΤΟΕΑ πλησιάζει την θέση φωσφορυλίωσης. Αυτή η 

διαμορφωτική αλλαγή έχει σαν αποτέλεσμα την σταθεροποίηση της ένταξης του 

κατιόντος. Η αρχική ένταξη ακολουθείται από την υδρόλυση του ΑΤΡ και την 

απελευθέρωση του κατιόντος. Τελικά η περιοχή με την αλληλουχία ΤΟΕΑ επιτρέπει 

την διέλευση του νερού για την υδρόλυση του ενζύμου και απελευθέρωση ενός 

ορθοφωσφορικού.[60]

Ένα άλλο μοντέλο που έχει προταθεί να εξηγήσει τον καταλυτικό ρόλο των 

περιοχών του Ν-άκρου είναι ότι αυτές είναι ο αρνητικός ρυθμιστής και βυσματώνει το 

κανάλι της κυτταρικής μεμβράνης, που είναι θετικός ρευματολήπτης. Όταν ο χαλκός 

εντάσσεται από τις κατάλληλες περιοχές η πρωτεΐνη γίνεται καταλυτικά ενεργή και 

μεταφέρεται μέσα από τα κυστίδια του συστήματος Οο1§ί στην πλασματική μεμβράνη. 

Όταν όμως υπάρχουν μεταλλάξεις αντικατάστασης οι μεταλλαγμένες περιοχές δεν 

αναγνωρίζονται από τα κυστίδια του συστήματος εξοκύττωσης. Αύτή η υπόθεση 

μπορεί να εξηγήσει τον φαινότυπο υπερσυσσώρευσης χαλκού σε σειρά ανθρώπινων 

κυττάρων με υπερεκφρασμένη την πρωτεΐνη Μένκες με μεταλλαγμένες περιοχές. [89] 

Η ανακάλυψη ότι οι έξι περιοχές του Ν-άκρου δεν είναι σημαντικές στην καταλυτική 

δράση της πρωτεΐνης υποστηρίζει την ιδέα ότι παίζουν μόνο το ρόλο του αισθητήρα 

χαλκού.

Η εξέλιξη του αριθμού των περιοχών του Ν-άκρου των πρωτεϊνών Ρ τύπου 

ΑΤΡάση από μία (στα βακτήρια) στις έξι (στον άνθρωπο) έγινε κάτω από τις υψηλές 

απαιτήσεις του ανθρώπινου οργανισμού σε καταλυτικούς μηχανισμούς. Ο πυρήνας των 

πρωτεϊνών ΑΤΡάση καθώς και οι περιοχές της κυτταρικής μεμβράνης είναι κρυμμένες. 

Αυτό το φαινόμενο πιθανώς οφείλεται στο ότι αλλαγές σε αυτές τις περιοχές να 

προκαλούν επιβλαβή αποτελέσματα στην καταλυτική δράση της πρωτεΐνης. [91]

1.3.5 Μοριακή δομή του γονιδίου Μένκες στον ανθρώπινο 
οργανισμό.

Το γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Γουίλσον εντοπίζεται στο συκώτι 

του ανθρώπινου οργανισμού ενώ το γονίδιο της Μένκες εκφράζεται σε πολύ μικρό 

ποσοστό σε αυτό το όργανο, αλλά σε πολύ υψηλό ποσοστό στους άλλους ιστούς. [92]

- 4 3 -



Έχουν αναγνωριστεί είκοσι τρία εξόνια στο γονίδιο της Μένκες καθώς και τα 

περιοριστικά όρια μεταξύ των ιντρονίων και εξονίων. (Σχήμα 13) Το μέγεθος των 

εξονίων κυμαίνεται από εβδομήντα επτά βάσεις στο εξόνιο οκτώ μέχρι και επτακόσια 

είκοσι έξι στο εξόνιο τέσσερα. Το πρώτο εξόνιο εντοπίζεται εξήντα βάσεις αριστερά 

του δεύτερου εξονίου, και περιέχει την αλληλουχία ΑΤΟ που είναι το μήνυμα έναρξης 

της μετάφρασης. Επειδή το πρώτο εξόνιο που περιέχει την αρχή του γνωστού οϋΝΑ 

δεν κωδικοποιείται και βρίσκεται από αριστερά του δεύτερου οδηγεί στην σκέψη ότι 

είναι απίθανο να υπάρχει και πιο μακριά άλλο εξόνιο. Αυτό θα επιβεβαιωθεί όταν η 

θέση έναρξης της μετάφρασης προσδιοριστεί πλήρως. Ανάμεσα από το πρώτο και 

δεύτερο εξόνιο έχει προσδιοριστεί και ένα ψευδογονίδιο και αποτελεί το πρώτο 

παράδειγμα εμφάνισης τέτοιας περιοχής σε ένα γονίδιο.

Όλα τα σημεία συνένωσης των νετρονίων-εξονίων στο γονίδιο της πρωτεΐνης 

Μένκες ακολουθούν τον κύριο κανόνα διασύνδεσης ΟΤ-ΑΟ, (όπου 0=  γουανίνη, Τ= 

θυμίνη, Α= αδενίνη, 0=  κυτοσίνη) εκτός από τη θέση δότη του ιντρονίου εννιά. 

Εξαίρεση από τον παραπάνω κανόνα έχει εμφανιστεί μόνο σε άλλα τρία ανθρώπινα 

γονίδια αλλά σε όλες αυτές τις περιπτώσεις η φυσιολογική αλληλουχία ΟΤ 

αντικαθίσταται από την 00.[93] Η αλληλουχία 0 0  όταν περιέχεται στη θέση δότη του 

ιντρονίου βρέθηκε να έχει λειτουργική σημασία σε ΐη νΐίνο καί ΐη νΐνο πειράματα.

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η απουσία του εξονίου δέκα από το γονίδιο της 

πρωτεΐνης Μένκες σε αρκετούς φυσιολογικούς ιστούς. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την 

απουσία δύο δομικών περιοχών της πρωτεΐνης που εντοπίζεται στην κυτταρική 

μεμβράνη. Αυτές οι περιοχές λείπουν σε διάφορες πρωτεΐνες Ρ-τύπου ΑΤΡάση μη 

βαρέων μετάλλων Το ίδιο φαινόμενο παρουσιάζεται και στην πρωτεΐνη Γουίλσον χωρίς 

να οφείλεται σε αυτή τη περίπτωση σε λάθος στα σημεία συνένωσης των ιντρονίων- 

εξονίων. [94]

Έχει αναφερθεί μετάλλαξη στην θέση -2 από την θέση δότη του ιντρονίου 

έντεκα σε ασθενής που πάσχουν από το σύνδρομο ΟΗδ (ΟοοΐρΐίαΙ Ηονη δγηάνοπιβ). Η 

μετάλλαξη αυτή προκαλεί αντικατάσταση της σερίνης από γλυκίνη και οδηγεί στην 

απώλεια του εξονίου έντεκα. [95] Απώλεια εξονίου από μετάλλαξη, έχει αναφερθεί και 

σε ασθενείς που πάσχουν από την νόσο Μένκες. [96] Συγκεκριμένα σε αυτή τη 

μετάλλαξη προκαλείται ενεργοποίηση μιας κρυμμένης θέσης ματίσματος στην θέση 

2772 στο εξόνιο δώδεκα.
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Σχήμα 13: Σύγκριση των δομών των εξονίων του γονιδίου της Μένκες (επάνω) και της 

Γουίλσον (κάτω). Τα βέλη δείχνουν τις δομικές περιοχές που κωδικοποιούνται από τα 

εξόνια της Μένκες. {Μ(1-6): οι έξι περιοχές δέσμευσης μετάλλου, ΤΜ(1-8): οι περιοχές 

της κυτταρικής μεμβράνης, ΑΤΡ: περιοχή δέσμευσης του ΑΤΡ.} [92]

Η δομή του γονιδίου της πρωτεΐνης Μένκες έχει υψηλή ομολογία με την 

αντίστοιχη της Γουίλσον. Από το εξόνιο πέντε και πέρα οι θέσεις ματίσματος είναι 

ακριβώς οι ίδιες και για τα δύο γονίδια εκτός από την θέση μεταξύ των εξονίων 

δεκαεπτά και δεκαοχτώ για το γονίδιο της Μένκες ( εξόνια δεκαπέντε και δεκαέξι για 

της Γουίλσον ) και σε ένα κωδίκιο (αποτελούμενο από τρεις βάσεις) μεταξύ των 

εξονίων τέσσερα και πέντε για της Μένκες ( δύο και τρία για της Γουίλσον). Το δέκατο 

όγδοο εξόνιο στο γονίδιο Μένκες είναι κατά εκατό σαράντα τέσσερις βάσεις 

μεγαλύτερο από το αντίστοιχο δέκατο έκτο εξόνιο του γονιδίου Γουίλσον. Τα υπόλοιπα 

αντίστοιχα εξόνια είναι ισοδύναμα σε μέγεθος έκτος από κάποιες μικρές διαφορές λόγω 

εσωτερικών διαγραφών ή εισαγωγών. Ενδιαφέρον φαινόμενο παρουσιάζεται στο 

δέκατο έβδομο εξόνιο και των δυο γονιδίων από το οποίο το πρώτο μισό κωδικοποιεί 

μέχρι την λευκίνη 1130 ( γ ι α  την Μένκες ) ίδιες αλληλουχίες από αμινοξέα και μετά 

τελείως διαφορετικές περιοχές για σαράντα εννιά αμινοξέα. [92]

Η απότομη εναλλαγή μεταξύ υψηλής ομολογίας και ανομοιότητας που 

προκύπτει από τις συγκρίσεις των αντίστοιχων εξονίων των δύο γονιδίων οφείλεται στο 

σχηματισμό ανασυνδιασμένων γονιδίων που περιέχουν δομικά στοιχεία τα οποία δεν 

βλάπτουν την λειτουργικότητα των πρωτεϊνών. Σε αυτή τη περίπτωση ανήκει και η 

περιοχή με το μοτίβο 3ΕΡΗΕ στην πρωτεΐνη Μένκες η οποία είναι μεγαλύτερη κατά 

εβδομήντα με ογδόντα αμινοξέα από τις αντίστοιχες στις βακτηριακές πρωτεΐνες Ρ
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τύπου ΑΤΡάση. [94] Οι διαφορές στο μέγεθος αυτής της περιοχής από ευκαρυωτική 

πρωτεΐνη σε βακτηριακή οφείλεται στους ιδιαίτερους ρυθμιστικούς ρόλους που 

καλείται να παίξει η περιοχή ανάλογα με τις απαιτήσεις του οργανισμού.

Η υψηλή ομολογία των γονιδίων Μένκες και Γουίλσον αποκαλύπτει ότι αυτά τα 

γονίδια έχουν εξελιχθεί από κοινό πρόδρομο γονίδιο.[94] Αυτό το πρόδρομο γονίδιο 

αποκλίνει από τα γονίδια των άλλων πρωτεϊνών Ρ τύπου ΑΤΡάση στο ότι έχει τέσσερις 

μεμβρανικές περιοχές αντί δυο στο Ν-άκρο. Όμως τα δύο γονίδια διαφέρουν σημαντικά 

στο 5' άκρο γεγονός που εκφράζει διαφορές σημαντικές στη ρύθμιση αυτών των 

γονιδίων Αυτή η διαφοροποίηση έρχεται σε διαφωνία με την αρχική θεωρία ότι τα  

γονίδια εξελίχτηκαν από έναν αρχικό πυρήνα γιατί έτσι θα έπρεπε να υπήρχε υψηλή 

ομολογία στο 5 ' άκρο. Το πιο πιθανό είναι το πρόδρομο γονίδιο να έχει μόνο μια 

περιοχή δέσμευσης μετάλλου όπως συμβαίνει στην βακτηριακή πρωτεΐνη οορΑ. Η 

αναπαραγωγή της περιοχής αυτής σε έξι αντίγραφα έγινε κατά την εξέλιξη των 

οργανισμών από βακτηριακό σε ανώτερο ευκαρυωτικό επίπεδο. Το γονίδιο της Μένκες 

στο οποίο κάθε εξόνιο κωδικοποιεί μια δομική περιοχή είναι πιο κοντά στην πρωτότυπη 

δομή από ότι το γονίδιο της Γουίλσον οπου οι πρώτες τέσσερις δομικές περιοχές 

κωδικοποιούνται από ένα εξόνιο. [92]

1.3.6 Μελέτες μετάλλαξης στην πρωτεΐνη Μένκες
Πρόσφατα έχουν γίνει αναλύσεις στην ανθρώπινη πρωτεΐνη Μένκες με κύριο

σκοπό τη κατανόηση του ρόλου διαφόρων αμινοξέων που βρίσκονται στην έκτη και 

έβδομη δομική περιοχή της κυτταρικής μεμβράνης.[97] Αυτές οι περιοχές εμφανίζονται 

σε όλες τις πρωτεΐνες τύπου ΑΤΡάση μεταφοράς μετάλλων. Συγκεκριμένα 

μελετήθηκαν οι μεταλλάξεις αντικατάστασης: Η1086(3, Κ1079Α, Κ.12Θ80, 

Ό01219/1220ΑΑ, Ό1230Α, Κ1233Μ και Ν1366Α (όπου 0 =  γλυκίνη, Α= αλανίνη, ϋ =  

ασπαρτικό οξύ, Γ=λευκίνη, Κ= λυσίνη, Μ= μεθιονίνη, Ν= ασπαραγίνη, Χ= 

οποιοδήποτε αμινοξύ) οι οποίες εκφράστηκαν στην κυτταρική σειρά Δοοα2.( Πίνακας 

9) Καμία από αυτές τις αντικαταστάσεις δεν προκάλεσαν μεταβολή στη σταθερότητα 

τη πρωτεΐνης κρίνοντας από το υψηλό επίπεδο έκφρασης σε σχέση με αυτού στο \νΐΙά 

ίγρβ της πρωτεΐνης.

Για την παραπέρα μελέτη της επίδρασης των μεταλλάξεων στην καταλυτική 

δράση της πρωτεΐνης Μένκες πραγματοποιήθηκαν μια σειρά πειραμάτων ΐη νΐίνο μβ 

βιοχημικές μετρήσεις της συγκέντρωσης του χαλκού που μεταφέρεται ενδοκυττάρια και
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της ΑΤΡ που δεσμεύεται από την πρωτεΐνη. Τα αποτελέσματα που δόθηκαν από 

επισημασμένα κυστίδια με 640α  ενδοκυττάριας μεταφοράς αποκάλυψαν ότι όλες οι 

μεταλλάξεις εκτός της Ν1366Α είναι καταλυτικά ενεργές. Οι μεταλλάξεις Κ1079Α, 

Κ.12080, 001219/1220ΑΑ δείχνουν να μην επηρεάζουν την καταλυτική δράση 

γεγονός που αποκαλύπτει ότι τα κατάλοιπα αυτά που έχουν αντικατασταθεί δεν παίζουν 

σπουδαίο ρόλο στην κατάλυση της μεταφοράς του χαλκού. Σε αντίθεση οι μεταλλάξεις 

Η 1086(2, ϋ1230Α, Κ1233Μ επηρεάζουν σημαντικά την καταλυτική δράση 

ελαττώνοντας την κατά ογδόντα τις εκατό. [97]

Παράλληλα έχουν γίνει μελέτες για τον χαρακτηρισμό του λειτουργικού ρόλου 

του καταλοίπου ιστιδίνη 1086. Η μετάλλαξη Η1086ζ) στην πρωτεΐνη Μένκες είναι 

ανάλογη της μετάλλαξης Η1069ζ) που εμφανίζεται στον ανθρώπινο οργανισμό που 

πάσχει από την νόσο Γουίλσον . Η μετάλλαξη αυτή στην Γουίλσον μειώνει την 

δραστικότητα της πρωτεΐνης. Η μετάλλαξη Η1086ζ) στην πρωτεΐνη Μένκες μειώνει την 

συγγένεια για δέσμευση της ΑΤΡ όπως φαίνεται από την τιμή (Πίνακας 9). Όταν η 

ενδοκυττάρια συγκέντρωση της ΑΤΡ είναι ~ ΙιηΜ η μεταλλαγμένη πρωτεΐνη εμφανίζει 

μειωμένη δραστικότητα στην μεταφορά του χαλκού. [98] Συγκεκριμένα όταν η 

συγκέντρωση της ΑΤΡ είναι ΙιήΜ η δραστικότητα στην μεταφορά 640ιι είναι μόνο το 

δέκα τις εκατό της δραστικότητας που παρουσιάζει η \νίΙά ίγρβ της πρωτεΐνης. Στην 

πρωτεΐνη Γουίλσον η αντίστοιχη μετάλλαξη Η1069ζ) προκαλεί καταστροφή στην 

αναδίπλωση της πρωτεΐνης. [99] Αντίθετα ανάλογες μεταλλάξεις αντικατάστασης της 

ιστιδίνης στις βακτηριακές πρωτεΐνες Ρ τύπου ΑΤΡάση, ΟορΒ και ΖηΐΑ δεν προκαλούν 

καταστροφή της αναδίπλωσης. Στην περίπτωση της ΟορΒ τα στάδια καθαρισμού της 

πρωτεΐνης οδηγούν στην απώλεια της καταλυτική δράσης. Οι μεταλλάξεις στην ΖηίΑ 

μειώνουν την δραστικότητα της πρωτεΐνης κατά εξήντα της εκατό.
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Πίνακας 9: Κινητικές παράμετροι διαφόρων μεταλλάξεων στην πρωτεΐνη Μένκες.

Καταλυτική

δράση

Επί τις εκατό 

παραμένουσα 

δραστικότητα^

Φ αινομενική τιμή 

Κ ηΑΊ* (μΜ)Ύ

ΜΝΚ (κοντρόλ) 0.476±0.017 100 16±4

Η1086ζ) 0.151±0.027 20 2020±670

Κ1079Α 0.251±0.014 91 24±7

Κ12080 0.151±0.021 100 9±3

ϋϋ1219/1220ΑΑ 0.101±0.004 80 4±3

ϋ1230Α 0.079±0.004 21 0.87±0.2

Κ1233Μ 0.155±0.007 17 150±10

Ν1366Α δ δ δ

α: ριηο1/640υ/ηιπι/ηΐ£ στην πρωτεΐνη παρουσία 2 μΜ 640ιι και 5πιΜ ΑΤΡ.

β: σχετική καταλυτική δράση εκφρασμένη ως επί τις εκατό της δράσης του \νίΙά ίγρβ

της Μένκες.

γ: φαινομενική τιμή ^ ΓηΑΤΡ παρουσία 2 μΜ 640ιι καί 0-10 ιτιΜ ΑΤΡ

δ: το επίπεδο της μετάλλαξης Ν1366Α είναι 75% του επιπέδου του \νίΙά ίγρβ της

Μένκες.
1 Λ'ΪΛ

Έχουν γίνει μελέτες μετάλλαξης στο μοτίβο ϋ χχΚ  στην πρωτεΐνη Μένκες το 

οποίο εμφανίζεται σε όλες τις πρωτεΐνες Ρ τύπου ΑΤΡάση βαρέων μετάλλων καθώς και 

στους κατώτερους οργανισμούς με τη μορφή ϋχχΚ.. Συνήθως μεταφορείς μη βαρέων 

μετάλλων περιέχουν το μοτίβο ϋΡΡΚ. το οποίο βρίσκεται στην καταλυτική περιοχή 

είκοσι εννιά αμινοξέων μετά από το μοτίβο ΤΟΤ). Μελέτες μετάλλαξης στις Ο ,  Νβ/Κ 

και Η-ΑΤΡάσε αποκάλυψαν ότι η αλληλουχία ϋΡΡΚ είναι απολύτως απαραίτητη για 

την ολοκλήρωση του καταλυτικού κύκλου και στην μεταφορά των κατιόντων. [100- 

102] Παρόλλες τις δομικές διαφορές της περιοχής που περιέχει το μοτίβο ϋ χ χΚ  στο Ο 

άκρο των πρωτεϊνών βαρέων μετάλλων από την αντίστοιχη με την αλληλουχία ΌΡΡΚ 

στους μεταφορείς μη βαρέων μετάλλων, οι περιοχές αυτές παρουσιάζουν όμοια 

λειτουργία. [103]

- 4 8 -



Στην πραγματικότητα η μετάλλαξη Κ1233Μ προκαλεί μια σημαντική μείωση 

της συγγένειας σε ΑΤΡ (περίπου δέκα φορές) καθώς και της ενδοκυττάριας μεταφοράς. 

(Πίνακας 6) Όπως προκύπτει από πειράματα με επισημασμένα κυστίδια με 640α οι 

μεταλλάξεις Η1086(2 και Κ1233Μ παρουσιάζουν δράση άκυλο-φωσφορυλίωσης, ενώ η 

μετάλλαξη ϋ1044Ε ανενεργή θέση φωσφορυλίωσης και μηδενική καταλυτική δράση. 

[103] Εμφανίστηκαν και περιπτώσεις στις οποίες μεταλλάξεις με υψηλή συγγένεια σε 

ΑΤΡ να παρουσιάζουν χαμηλά επίπεδα φωσφορυλίωσης. Αυτό εξηγείται αν η 

μετάλλαξη επηρεάζει διαφορετικά στάδια του καταλυτικού κύκλου π.χ μόνο το στάδιο 

της δέσμευσης της ΑΤΡ ή ταυτόχρονα το στάδιο της δέσμευσης με το στάδιο 

υδρόλυσης.

Απρόβλεπτα η μετάλλαξη ϋ1230Α ενώ δείχνει μια σημαντική μείωση στην 

μεταφορά του χαλκού παρουσιάζει αξιοσημείωτη αύξηση της συγγένειας σε ΑΤΡ 

{περίπου είκοσι φορές), (Πίνακας 6). Παραπέρα ανάλυση αποκαλύπτει ότι παρουσία 

χαλκού η μεταλλαγμένη πρωτεΐνη σχηματίζει ένα άκυλο-φωσφορικό ενδιάμεσο από το 

[γ-32ΑΤΡ] σε ένα σημαντικά υψηλότερο επίπεδο (178±20%) από αυτό του \νΐΙά ίγρβ της 

πρωτεΐνης. Επίσης μπορεί και η μεταλλαγμένη πρωτεΐνη να αποφωσφορυλιώνεται από 

το ΑΕ)Ρ όπως ακριβώς συμβαίνει και με το \νίίά ίγρβ. Η απομάκρυνση του χαλκού από 

αυτές τις μελέτες δεν επιτρέπει διαδοχικούς καταλυτικούς κύκλους της μετάλλαξης 

ϋ1230Α. Η εξαρτώμενη από το χαλκό άκυλο-φωσφορυλίωση και η μειωμένη 

μεταφορά χαλκού προδίδουν το γεγονός ότι συμβαίνουν αλλαγές στη δια μόρφωση της 

μεταλλαγμένης περιοχής κατά την ολοκλήρωση του καταλυτικού κύκλου.

Έχει δοθεί μια υπόθεση για το πως διαμορφώνεται ο καταλυτικός κύκλος κατά 

την μετάλλαξη ϋ1230Α στην πρωτεΐνη Μένκες. [97] Σύμφωνα με την υπόθεση αυτή 

ένα μεγάλο μέρος του χαλκού παραμένει ενταγμένος μέσα στο κανάλι της κυτταρικής 

μεμβράνης κατά την μετάβαση από την διαμόρφωση Ε1 στην Ε2 και μόνο μια μικρή 

αναλογία (21%) μεταφέρεται διαμέσου της μεμβράνης. (Σχήμα 12) Η κατακράτηση 

χαλκού στο κανάλι της μεμβράνης δεν επηρεάζει την μετάβαση από την Ε2 στην Ε1. 

Αντιθέτως φαίνεται να είναι απαραίτητη, τουλάχιστον μερικές φορές, στη διατήρηση 

της υψηλής συγγένειας σε ΑΤΡ. [104] Στον \νίΙά ίγρβ της πρωτεΐνης Μένκες η 

μετάβαση Ε2 σε Ε1 είναι ανεξάρτητη από τον χαλκό, όμως στην περίπτωση της 

μετάλλαξης ϋ1230Α εξαρτάται άμεσα από την συγκέντρωση του χαλκού που 

εντοπίζεται δεσμευμένος στο κανάλι της κυτταρικής μεμβράνης. Με αυτό τον τρόπο
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μπορεί να εξηγηθεί ο φαινότυπος της μετάλλαξης ϋ1230Α που χαρακτηρίζεται από 

υπέρ-φωσφορυλίωση και ταυτόχρονη μειωμένη μεταφορά χαλκού. Τα παραπάνω 

αποτελέσματα αποκαλύπτουν έναν καινούργιο και πρωτοποριακό ρόλο του ασπαρτικού 

οξέος (1230ϋ )  στο μοτίβο ϋ χχΚ  στο ταίριασμα της δέσμευσης του ΑΤΡ, της υδρόλυσης, 

και της άκυλο-φωσφορυλίωσης με την ενδοκυττάρια μεταφορά του χαλκού.

Για την διερεύνηση της σχέσης μεταξύ κατάλυσης και ενδοκυττάριας 

κυκλοφορίας των μεταλλαγμένων πρωτεϊνών έχουν γίνει μια σειρά από πειράματα σε 

μεταλλάξεις με μειωμένη την καταλυτική τους δράσης κατά είκοσι τις εκατό σε σχέση 

με τη δράση τον \νϋά ίγρβ της πρωτεΐνης. [97] Όπως έχει προαναφερθεί ο \νΐΙά ίγρβ της 

πρωτεΐνης καθώς και οι μεταλλαγμένοι του, εντοπίζονται στο σύστημα Οο1§ί τον 

κυττάρου. [48] Μετά από δυο ώρες έκθεσης σε 200μΜ χαλκού, οι περισσότερες από τις 

μεταλλάξεις π.χ Ό1230Α και Κ1233Μ απομακρύνθηκαν από το σύστημα Οο1§ΐ ενώ η 

μετάλλαξη Η1086ξ) παρέμεινε στην αρχική περιοχή του κυττάρου. Υψηλότερη δόση 

χαλκού (200μΜ) αποτέλεσε να απεντοπισθεί και η μεταλλαγμένη πρωτεΐνη Η1086<3 

από το σύστημα Οο1§ΐ αποκαλύπτοντας ότι η συγκεκριμένη μετάλλαξη μειώνει την 

ευαισθησία της ρυθμιζόμενης από το χαλκό κίνησης. Όταν τα κύτταρα επανήλθαν σε 

κανονικά επίπεδα όλες οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες επανήλθαν στο σύστημα Οο1§ϊ. 

Μηδενική ενδοκυττάρια κυκλοφορία παρουσίασε η μη καταλυτικά δραστική 

μετάλλαξη Ν1366Α ακόμα και στην παρουσία 300μΜ συγκέντρωσης χαλκού.

Ενδιαφέροντα αποτελέσματα βρέθηκαν κατά την μελέτη της κυκλοφορίας της 

μετάλλαξης Η1086ζ) η οποία είχε την μικρότερη συγγένεια σε ΑΤΡ αλλά φυσιολογική 

συγγένεια σε χαλκό. Η μεταλλαγμένη πρωτεΐνη μπόρεσε να μετακινηθεί στην 

πλασματική μεμβράνη σε παρουσία 300μΜ ενδοκυττάριας συγκέντρωσης χαλκού. 

Αυτό το φαινόμενο αποκαλύπτει ότι απαιτούνται υψηλά επίπεδα συγκέντρωσης χαλκού 

για την ενίσχυση της καταλυτικής δράσης κάτω από συνθήκες περιορισμένης 

ένδοκυττάριας συγκέντρωσης ΑΤΡ. Έχουν γίνει προβλέψεις κατά τις οποίες όταν η 

συγκέντρωση του ΑΤΡ είναι 1 πιΜ η δραστικότητα της μεταλλαγμένης πρωτεΐνης 

περιορίζεται ακόμη περισσότερο. Η μειωμένη συγγένεια σε ΑΤΡ, καθώς και η 

περιορισμένη κυκλοφορία αποτελεί τα κύρια χαρακτηριστικά του φαινοτύπου της 

μετάλλαξης Η 1086(5 ττ1ζ πρωτεΐνης Γουίλσον. [97]

Σήμερα επικρατούν δυο υποθέσεις που είναι ικανές να συνδυάσουν την 

καταλυτική δράση της πρωτεΐνης Μένκες με την ικανότητα κυκλοφορία της. [105]: α)



Η ικανότητα εξοκύττωσης χαλκού είναι αποτέλεσμα των ενδομοριακών αλλαγών στη 

διαμόρφωση της πρωτεΐνης και γίνεται κατά ένα τρόπο που ρυθμίζεται από την ΑΤΡ 

κατά την διάρκεια του καταλυτικού κύκλου, αλλά είναι ανεξάρτητη από την ικανότητα 

δέσμευσης του χαλκού από την περιοχή της κυτταρικής μεμβράνης, β) Η εξωκύττωση 

προκαλείται από την συσσώρευση μιας συγκεκριμένης συγκέντρωσης του χαλκού στο 

σύστημα Οο1§ί. Κλινικές μελέτες έδειξαν ότι ακόμη και πολύ μικρές τιμές λειτουργικής 

πρωτεΐνης είναι σε θέση να διασώσουν το φαινότυπο της νόσου Μένκες. [106] Παρόλα 

αυτά οι μεταλλάξεις της Μένκες με μικρή συγγένεια σε ΑΤΡ ή σε χαλκό απαιτεί υψηλά 

επίπεδα ενδοκυττάριου χαλκού, τα οποία βέβαια δεν πετυχαίνονται σε ένα υγιή 

οργανισμό με αποτέλεσμα να εμφανιστούν δυσλειτουργίες της ομοιόστασης τον 

χαλκού.
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1.4 ΑΣΘΕΝΕΙΕΣ ΛΟΓΩ ΜΕΤΆΛΛΑΞΗΣ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΟΥ  

ΜΕΝΚΕΣ ΚΑΙ ΓΟΥΙΛΣΟΝ.

1.4.1 Νόσος Μένκες
Η ασθένεια του Μένκες ανακαλύφθηκε από τον Ιοίιη Μοηΐίβδ το 1962. [107] Η

ασθένεια εντοπίστηκε σε πέντε ασθενείς από την ίδια οικογένεια οι οποίοι όλοι πέθαναν 

πριν από τα πρώτα τρία χρόνια της ηλικίας τους. Και οι πέντε ασθενείς παρουσίασαν 

ίδια κλινικά συμπτώματα τα οποία ο Μένκες και οι συνεργάτες του χρησιμοποίησαν για 

να προσδιορίσουν την νόσο. Γενολογική ανάλυση της οικογένειας αποκάλυψε ότι η 

νόσος περιορίζονταν στους άνδρες και ότι επρόκειτο για κληρονομική ασθένεια η οποία 

μεταδιδόταν από τους γονείς. Η έναρξη της νόσου γινόταν πολύ νωρίς στη ζωή και 

πιθανόν από την κατάσταση του εμβρύου. Για την περίπτωση των πρώτων πέντε 

ασθενών μόνο ένα έμβρυο παρουσίασε προβλήματα κατά τον τοκετό. Τα βάρη των 

νεογνών ήταν φυσιολογικά αλλά έπειτα κέρδισαν πολύ λίγο βάρος κατά την διάρκεια 

των πρώτων μηνών της ζωής τους αν και η διατροφή τους ήταν φυσιολογική. 

Αξιοσημείωτο είναι ότι όλα τα νεογνά που έπασχαν από την νόσο παρουσίασαν 

ανωμαλίες στο τριχωτό της κεφαλής οι οποίες έγιναν πολύ πιο αισθητές μετά το 

πέρασμα των πρώτων μηνών. Τα μαλλιά τους είχαν ασυνήθιστα σκληρή αφή και το 

χρώμα τους ήταν γκρίζο. Ο αποχρωματισμός τους αυξανόταν σταδιακά στους πρώτους 

μήνες της ζωής τους. Παρατήρηση τρίχας, με τη βοήθεια μικροσκοπίου, που 

απομονώθηκε από άτομο που πάσχει από την νόσο Μένκες αποκάλυψε ότι βρίσκεται σε 

δύο μορφές: εμφανίζει συστροφές με διαμέτρους που ποικίλουν ή είναι σπασμένη σε 

διάφορα σημεία. Παρόλο αυτές τις σημαντικές ανωμαλίες στο τριχωτό της κεφαλής, το 

επίπεδο των σουλφυδρυλίων στα μαλλιά των ασθενών βρέθηκε κανονικό. [107]

Όλοι οι ασθενείς ανέπτυξαν αντίληψη μεταξύ των δύο και δεκαπέντε πρώτων 

μηνών. Περαιτέρω παρακολούθηση δυο ασθενών αποκάλυψε εκτεταμένο εκφυλισμό 

του εγκεφάλου του οποίου το μέγεθος ήταν πολύ πιο μικρό του φυσιολογικού. Τα 

επόμενα χρόνια αναφέρθηκαν και άλλα περιστατικά που ταίριαζαν απόλυτα με τον 

αρχικό χαρακτηρισμό της νόσου. Αυτά τα περιστατικά εμπλούτισαν τα αρχικά κλινικά 

χαρακτηριστικά με υποθερμία, θρόμβωση, σκελετικές αλλοιώσεις, αρτηριακή ρήξη και 

έκζεμα στην επιδερμίδα του προσώπου. [108-109] Παρόλα αυτά χρειάστηκαν δέκα 

χρόνια για να ανακαλυφθεί ότι η νόσος του Μένκες οφειλόταν στην βλάβη του 

ανθρώπινου οργανισμού στους μηχανισμούς απορρόφησης και μεταβολισμού του
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χαλκού. [108-110] Όλοι οι ασθενείς που εξετάστηκαν έπασχαν από έλλειψη χαλκού στο 

συκώτι, στον εγκέφαλο και στον ορό του αίματος. (Σχήμα 14) Το χαμηλό επίπεδο 

χαλκού στον ορό συνοδεύονταν κάθε φορά και με χαμηλά επίπεδα καιρουλοπλασμίνης. 

Χορήγηση δίαιτας πλούσιας σε χαλκό στους ασθενείς, δεν ήταν ικανή να ανεβάσει τα 

επίπεδα του χαλκού στον ορό του αίματος αλλά ενδοφλέβιες ενέσεις χαλκού κατάφεραν 

να αυξήσουν τα επίπεδα καιρουλοπλασμίνης στους ασθενείς. Ο συνδυασμός των 

παραπάνω παρατηρήσεων οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι η συμπτωματολογία της 

νόσου Μένκες οφειλόταν στην ελαττωματική απορρόφηση χαλκού από το έντερο στον 

ανθρώπινο οργανισμό. [110]

Επί πλέον δουλειά αποκάλυψε ότι τα κύρια κλινικά χαρακτηριστικά της νόσου 

οφείλονταν όχι μόνο στην μη φυσιολογική απορρόφηση του χαλκού αλλά και στην 

προβληματική ενδοκυττάρια μεταφορά. [111-112] Πειράματα σε καλλιέργειες 

συνδετικού ιστού ασθενών που πάσχουν από την νόσο Μένκες έδειξαν αύξηση στην 

συσσώρευση ραδιενεργού χαλκού καθώς και υψηλά επίπεδα ενδοκυττάριου χαλκού. 

[113-114] Μελέτες σε καλλιέργειες μυϊκών ιστών έδειξαν ότι ο συσσωρευμένος 

ενδοκυττάριος χαλκός βρισκόταν δεσμευμένος με μεταλλοθειονεΐνες. [115-117] 

Παράλληλα μετρήσεις των επιπέδων του χαλκού στα μιτοχόνδρια κυτταρικών ιστών σε 

ασθενείς που πάσχουν από την νόσο Μένκες δείχνουν ότι είναι στα όρια της 

ανεπάρκειας. [118]
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Σχήμα 14: Μονοπάτια που ακολουθεί η κίνηση του χαλκού στο ανθρώπινο 

οργανισμό και τα μπλοκαρίσματα της από τη νόσο Μένκες. [43]

Στους ασθενείς με την νόσο Μένκες ο χαλκός είναι ανίκανος να απορροφηθεί 

από το πεπτικό σύστημα και για αυτό μέσω του αίματος διανέμεται σε άλλα όργανα. 

Αντίθετα ο χαλκός παγιδεύεται στα κύτταρα του εντέρου με την μορφή χαλκός- 

μεταλλοθειονε'ίνες ο οποίος αποβάλλεται από το σώμα όταν τα κύτταρα αυτά πεθάνουν. 

Η έλλειψη διαθέσιμου χαλκού οδηγεί στην μειωμένη παραγωγή σημαντικών ενζύμων 

που χρησιμοποιούν ως συνένζυμο το χαλκό όπως π.χ η οξειδάση κυτοχρώματος ο, η 

λυσυλοξειδάση, η β-υδροξυλάση ντοπαμίνης, η υπεροξειδική δισμουτάση, η 

τυροσινάση και η καιρουλοπλασμίνη [119-120]. (Πίνακας 10) Η λυσυλοξειδάση είναι 

απαραίτητο ένζυμο στην διασύνδεση κολλαγόνου και ελαστίνης. Η απώλεια αυτού του 

ενζύμου δικαιολογεί ανωμαλίες στους συνδετικούς ιστούς στον ανθρώπινο οργανισμό 

που πάσχει από την νόσο Μένκες. [121-122] Χαμηλά επίπεδα κυτοχρώματος ο μπορούν 

να οδηγήσουν σε αστάθεια της θερμοκρασίας του οργανισμού ενώ η έλλειψη 

τυροσινάσης στον αποχρωματισμό του τριχωτού της κεφαλής. [123] (Εικόναΐ) Είναι 

αξιοσημείωτο ότι μελέτες σε πειραματόζωα προσβεβλημένα από την νόσο έδειξαν 

φυσιολογική δράση των χαλκό-ενζύμων στο συκώτι παρόλο το χαμηλό επίπεδο του
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χαλκού στο όργανο αυτό. [124] Η παρατήρηση αυτή οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η 

μεταφορά του χαλκού στο συκώτι είναι ανεπηρέαστη από την εμφάνιση της νόσου.

Πίνακας 10: Εργαστηριακές μετρήσεις σε ασθενείς που πάσχουν από την νόσο

Μένκες.

Αποτελέσματα

(018/(11)

Φυσιολογικές τιμές 

(ΐΏ£/(Π)

Χαλκός στον ορό του 
αίματος

<70 80-160

Καιρουλοπλασμίνη στον 
ορό του αίματος

<20 20-60

Αναλογία (ϋΟΡΑ/ΟΗΡΟ)" 
στον ορό του αίματος

>5 1.7-3.3

Αναλογία (ϋΟΡΑ/ΌΗΡΟ) 
στον εγκεφαλονωτιαίο 
υγρό.

>1 0.3-0.7

α: ΌΟΡΑ=υδρόξυ-φαινυλανίνη, ϋΗΡΟ= δι-υδρόξυ-φαινυλανίνη

Εικόνα 1: Συμπτωματολογία της νόσου Μένκες, α) ανωμαλίες στο τριχωτό της 

κεφαλής, έκζεμα στο δέρμα, β) διογκωμένη ουροδόχος κύστη με κυστίδια να την 

περιβάλουν γ) ατροφία εγκεφάλου και έκχυσή υγρών στο αριστερό ημισφαίριο

Η απομόνωση του γονιδίου της Μένκες αποκάλυψε πολλές πληροφορίες για την 

πηγή της ασθένειας. Το γονίδιο της Μένκες βρίσκεται στο Χς13 περιοχή του X
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χρωμοσώματος. [125-126] Έχει απομονωθεί το γονίδιο από τρεις ερευνητικές ομάδες 

συνολικά. [127-129] Μελέτες αποκαλύπτουν ότι το γονίδιο αυτό εκφράζεται σε όλους 

τους ιστούς εκτός από το συκώτι. [128-129] Περίπου το δεκαπέντε με είκοσι της εκατό 

των μεταλλάξεων σε ασθενείς που πάσχουν από την νόσο Μένκες είναι μεταλλάξεις 

διαγραφής διαφόρων περιοχών. Περαιτέρω μελέτες αποκάλυψαν ότι στους ασθενείς 

που πάσχουν από την νόσο υπάρχουν μεταλλάξεις αντικατάστασης, διαγραφής, στην 

θέση ματίσματος που οδηγούν στην έλλειψη του εξονίου. [130] Παρόλο αυτά είναι 

αξιοσημείωτο ότι υπάρχουν μεταλλάξεις στη θέση ματίσματος που δεν οδηγούν στην 

κλασσική μορφή της ασθένειας του Μένκες. Μερικές από αυτές τις μεταλλάξεις 

οδηγούν σε πιο ήπιες μορφές της νόσου όπως η χαλάρωση του δέρματος ή το σύνδρομό 

ΟΗ3 (ΟοβΐρΐίαΙ Ηονπ δγηάτοτηβ). [131-132] Αυτές οι καταστάσεις χαρακτηρίζονται 

μόνο από ανωμαλίες συνδετικών ιστών όπως υπερελαστικό δέρμα και κρανιακές 

αλλοιώσεις ενώ τα άλλα χαρακτηριστικά της νόσου Μένκες απουσιάζουν. [133]

Η θεραπεία των ασθενών που πάσχουν από τη νόσο Μένκες αποβλέπει στην 

αποκατάσταση των φυσιολογικών επιπέδων χαλκού στο σώμα με την χορήγηση 

χαλκού. Αφού η συσσώρευση του χαλκού στο έντερο είναι πάρα πολύ χαμηλή ο χαλκός 

πρέπει να χορηγείται παρεντερικά. Ο χαλκός χορηγήθηκε με διάφορες μορφές όπως 

χλωριούχος χαλκός, θειικό χαλκό και σύμπλοκο του χαλκού με ΕΌΤΑ. Όμως βρέθηκε 

ότι αυτά τα σύμπλοκα δεν είναι ικανά να προκαλέσουν σημαντική βελτίωση στην όλη 

κλινική εικόνα και κυρίως στο νευρικό ιστό. [134] Το σύμπλοκο του χαλκού με ιστιδίνη 

έδειξε τα καλύτερα αποτελέσματα στην θεραπεία της νόσου Μένκες. [135] Το 

σύμπλοκο αυτό είναι φυσικό συστατικό του ορού του αίματος και παίζει σημαντικό 

ρόλο στην απορρόφηση και μεταφορά του χαλκού. [136-138] Μελέτες απορρόφησης ΐη 

νίίνο αποκάλυψαν ότι ο χαλκός προσλαμβάνεται από τους ιστούς του μυαλού με τη 

μορφή συμπλόκου με ιστιδίνη. [138-140]
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Σχήμα 15: Το σύμπλοκο δι-(ιστιδινάτο-Ο,Ν) χαλκός (II). [135]

Οι ασθενείς στους οποίους χορηγήθηκαν υποδερμικές ενέσεις του συμπλόκου 

δι-(ιστιδινάτο-Ο,Ν) χαλκός (II) παρουσίασαν σημαντική κλινική και βιοχημική 

βελτίωση.[141-143] Σε αυτές τις περιπτώσεις έχει παρατηρηθεί ομαλοποίηση του 

επιπέδου του χαλκού στον ορό του αίματος, της καιρουλοπλασμίνης, της ντοπαμίνης 

και της νορεπινεφρίνης μετά από τρις μήνες θεραπείας. [143] Η ομαλοποίηση των 

επιπέδων της ντοπαμίνης και της νορεπινεφρίνης οφείλεται στην αποκατάσταση της 

λειτουργίας του ενζύμου β-υδροξυλάση ντοπαμίνης. Οι ασθενείς που παρουσίασαν 

βελτίωση με τη χορήγηση του συμπλόκου χαλκού-ιστιδίνης υποβλήθηκαν σε εξετάσεις 

προσδιορισμού της αλληλουχίας ϋΝΑ. Οι μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο που 

εκφράζει την πρωτεΐνη Μένκες κωδικοποιούν μια πρωτεΐνη Ρ τύπου ΑΤΡάση στην 

οποία λείπουν σημαντικές περιοχές στο πυρήνα της πρωτεΐνης. [144] Παρόλες της 

σημαντικής βελτίωσης της κλινικής εικόνας, οι ασθενείς εξακολουθούσαν να 

εμφανίζουν ανωμαλίες στους συνδετικούς ιστούς. Αυτό οφειλόταν στο ότι ο χαλκός με 

αυτή τη μορφή που χορηγήθηκε δεν ήταν ικανός να δεσμευτεί από την λυσυλοξειδάση. 

Μελέτες σε πειραματόζωα που πάσχουν από την νόσο Μένκες έδειξαν ότι η χορήγηση 

χαλκού (I) με υποδερμικές ενέσεις ήταν ικανή να αυξήσει δραματικά τα επίπεδα της 

λυσυλοξειδάσης. [145] Αυτό το αποτέλεσμα αποτελεί ένδειξη ότι η οξειδωτική 

κατάσταση του χαλκού επηρεάζει την κινητικότητα του χαλκού στο ενδοκυττάριο χώρο 

Υπάρχουν ενδείξεις ότι η θεραπεία με συνδυασμό χαλκού (I) και (II) μπορεί να είναι η 

πιο αποτελεσματική από κάθε άλλη.

Οι πρώτες μεταλλάξεις σε ποντίκια που αποδόθηκαν στην νόσο Μένκες ή στο 

σύνδρομο ΟΗ5 ανακαλύφθηκαν το 1950. [109,146-147] Γενετική ανάλυση αυτών των



ποντικιών καθώς και απομόνωση του ανθρώπινου γονίδιου που κωδικοποιεί την 

πρωτεΐνη Μένκες αποκάλυψαν ότι τα δυο γονίδια παρουσίαζαν υψηλή ομολογία που 

έφτανε το ενενήντα τις εκατό. [148] Ο μηχανισμός ο οποίος ρυθμίζει τα γονίδια αυτά 

στο ανθρώπινο οργανισμό ή στα ποντίκια είναι άγνωστος προς το παρών.

1.4.2 Νόσος Γουίλσον.
Η ασθένεια Γουίλσον είναι μια κληρονομικά μεταδιδόμενη, με αυτοσωμικό

γονίδιο, ασθένεια, χωρίς φαινοτυπική δράση και χαρακτηρίσθηκε πρώτα από τον 

Κίηε&Γ λνΐΐδοη. [149]. Τα άτομα που πάσχουν από την νόσο αυτή πάσχουν από 

συσσώρευση χαλκού στο συκώτι και στο μυαλό. [150-151] Οι ασθενείς ταξινομούνται 

σε τρεις ομάδες: αυτούς που εμφανίζουν ηπατικά συμπτώματα, νευρολογικά 

συμπτώματα και τέλος την ομάδα εκείνη των ασθενών που εμφανίζουν και ηπατικά και 

νευρολογικά συμπτώματα. Γενικά τα συμπτώματα της νόσου δεν είναι συγκεκριμένα 

και έτσι η διάγνωση της γίνεται δύσκολα και απαιτεί πολύ έμπειρο γιατρό. Η έναρξη 

της νόσου γίνεται στο όγδοο η ένατο έτος της ηλικίας των ασθενών ενώ στην εφηβεία 

τους συνήθως παρουσιάζονται οι πρώτες δυσλειτουργίες του ήπατος. [152]

Το φάσμα της συμπτωματολογίας το οποίο αποδίδεται στην δυσλειτουργία του 

ήπατος είναι πολύ ευρύ και μπορεί να περιέχει ακόμα και ίκτερο, κίρρωση, ήπια μορφή 

ηπατίτιδας ή χρόνια ηπατίτιδα. [153] Πέρα από τα παραπάνω ηπατικά συμπτώματα ένα 

μικρό ποσοστό των ασθενών (περίπου είκοσι τις εκατό) στο τελευταίο στάδιο της 

ασθενείας πάσχει από σκελετικές ανωμαλίες, όπως οστεοπόρωση και αρθρίτιδα..[154]

Η εξέλιξη της νόσου Γουίλσον χωρίζεται σε τρία στάδια. Στο πρώτο, ο χαλκός 

συσσωρεύεται στα ηπατικά κύτταρα. Στο δεύτερο στάδιο η αύξηση των επιπέδων 

χαλκού στο ενδοκυττάριο χώρο προκαλεί μετακίνηση του χαλκού, ο οποίος είναι 

πιθανώς δεσμευμένος από μεταλλοθειονεΐνες, στα λυσοσώματα. [155] Το υψηλό 

επίπεδο του χαλκού οδηγεί στην ηπατική νέκρωση και στην απελευθέρωση υψηλής 

ποσότητας καιρουλοπλασμίνης στον ορό του αίματος. Όμως η απότομη αύξηση της 

συγκέντρωσης του χαλκού στον ορό του αίματος προκαλεί βλάβη στις μεμβράνες των 

ερυθρών αιμοσφαιρίων οδηγώντας σε αιμολυτική αναιμία. [153-154] Το τρίτο στάδιο 

περιλαμβάνει συσσώρευση σε άλλα όργανα όπως το μυαλό, τους πνεύμονες και στον 

κερατοειδή χιτώνα. Η συσσώρευση στον κερατοειδή χιτώνα ευνοεί τους δακτυλίους 

Καγδ6Γ-Π6Ϊ8ο1ΐ6Γ οι οποίοι είναι κύρια χαρακτηριστικά της νόσου. Αυτοί οι δακτύλιοι 

παρουσιάζονται στο ενενήντα πέντε τις εκατό των ασθενών με τη νόσο Γουίλσον και
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στο εκατό τις εκατό των ασθενών με νευρολογικές ασθένειες. [120] Στα τελευταία 

στάδια της ασθένειας η συσσώρευση του χαλκού στο μυαλό είναι η αιτία για την 

εμφάνιση νευρολογικών διαταραχών. Αυτή η παρατήρηση συμβαδίζει με τη γενική 

εικόνα δηλαδή ότι τα ηπατικά συμπτώματα εμφανίζονται στα πρώτα χρόνια μετά την 

εμφάνιση της νόσου, ενώ τα νευρολογικά σε πολύ πιο προχωρημένο στάδιο από την 

στιγμή έναρξης. [156-157] Τα νευρολογικά συμπτώματα τη νόσου συνήθως είναι ρίγος, 

παραφροσύνη, παραλογία, αλλαγή προσωπικότητας, προβλήματα άρθρωσης, και 

συμπεριφοράς. [153,158]

Βιοχημικές εξετάσεις σε ασθενείς που πάσχουν από την νόσο Γουίλσον 

αποκάλυψαν διαταραχές στα επίπεδα ομοιόστασης του χαλκού στον οργανισμό. (Σχήμα 

16). Η αποβολή του χαλκού στον ανθρώπινο οργανισμό αλλάζει με την ελαττωματική 

απομάκρυνσης του από τη χολή και την αυξημένη απομάκρυνση του από την 

ουροδόχο κύστη. [159] Τα επίπεδα της καιρουλοπλασμίνης είναι μειωμένα στον ορό 

του αίματος με αποτέλεσμα να ευνοείται η δέσμευση του χαλκού από την αλβουμίνη 

και από άλλα χαμηλού μοριακού βάρους σύμπλοκα. Συνολικά όμως τα επίπεδα του 

στον ορό του αίματος είναι μειωμένα. [160] Ο εγκέφαλος, το συκώτι και το νεφρό 

παρουσιάζουν πολύ υψηλά επίπεδα χαλκού με αποτέλεσμα τα όργανα αυτά να 

υπολειτουργούν. [152] Τελικά ο πιο σημαντικός λόγος συσσώρευσης χαλκού στην νόσο 

Γουίλσον είναι η ελαττωματική απομάκρυνση του από την χολή. [157]

Η καιρουλοπλασμίνη είναι μια μπλε γλυκοπρωτεΐνη και είναι υπεύθυνη για την 

συγκέντρωση του χαλκού στο πλάσμα. Τα χαμηλά επίπεδα καιρουλοπλασμίνης στην 

νόσο Γουίλσον είναι το αποτέλεσμα των διαταραχών στην μεταφορά του χαλκού στην 

άπο-μορφή της πρωτεΐνης κατά την σύνθεση της στο κυτόπλασμα. Μελέτες στην 

ενσωμάτωση του χαλκού στην καιρουλοπλασμίνη προτείνουν ότι η ένταξη γίνεται 

νωρίς σε ένα βιοσυνθετικό στάδιο στο ενδοπλασμικό δίκτυο. [165]

Η κρυσταλλική δομή της καιρουλοπλασμίνης, στην μορφή της που είναι 

ενταγμένος ο χαλκός, έχει λυθεί.[161] Η πρωτεΐνη περιέχει έξι άτομα χαλκού, από τα 

οποία τα τρία βρίσκονται σε ένα τριπυρηνικό κέντρο. Η ακριβής λειτουργία της 

καιρουλοπλασμίνης στον ανθρώπινο οργανισμό βρίσκεται κάτω από μελέτη ακόμα και 

μέχρι σήμερα. Υπάρχουν αρκετές αναφορές κατά τις οποίες η καιρουλοπλασμίνη παίζει 

σπουδαίο ρόλο στην μεταφορά του χαλκού [162-163] καθώς και στο μεταβολισμό του 

σιδήρου. [164-166] Έχει αναφερθεί ότι διάφορες μεταλλάξεις στη καιρουλοπλασμίνη
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οδηγούν σε δυσλειτουργία του ανθρώπινου οργανισμού. [166] Ασθενείς που 

βρίσκονται κάτω από τέτοιες συνθήκες παρουσιάζουν διαβήτη, νευρολογικές 

ασθένειες, εκφυλισμό του αμφιβληστροειδούς και συσσώρευση σιδήρου στον 

εγκέφαλο. Όμως η μεταφορά του χαλκού και η ομοιόσταση του παραμένει αμετάβλητη. 

Συσσώρευση του σιδήρου δεν περιέχεται στα συμπτώματα της νόσου Γουίλσον και 

αυτό ισοδυναμεί αυτόματα με το ότι στους ασθενείς της νόσου η υπολειπόμενη 

ποσότητα της καιρουλοπλασμίνης διατηρεί σε ισορροπία τους μηχανισμούς 

ομοιόστασης του σιδήρου.

Σχήμα 16: Τα μονοπάτια της κίνησης του χαλκού στο ανθρώπινο οργανισμό και 

τα μπλοκαρίσματα της από τη νόσο Γουίλσον. [43]

Η θεραπευτική αγωγή της νόσου του Γουίλσον περιλαμβάνει τη χρήση 

διαφόρων χηλικών αντιδραστηρίων ( Σχήμα 17), τα οποία μπορούν να μετακινήσουν το 

χαλκό από προσβαλλόμενα όργανα και να προωθήσουν την απομάκρυνση του από τα 

ούρα.
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Σχήμα 17: Χηλικά αντιδραστήρια χρησιμοποιούμενα για τη θεραπεία της νόσου 

του Γουίλσον.

Το πρώτο χηλικό αντιδραστήριο που χρησιμοποιήθηκε στην θεραπεία της νόσου 

είναι η Διμερκαπρόλη (ΒΑΓ). [167] Σημαντική κλινική βελτίωση με την χορήγηση του 

αντιδραστηρίου ΒΑΓ παρουσιάστηκε μετά από μακρά περίοδο θεραπείας και ήταν 

λιγότερο σημαντική στις δύσκολες μορφές της νόσου.[168] Όμως οι ασθενείς είχαν να 

αντιμετωπίσουν επίπονες χορηγήσεις ενδομυϊκών ενέσεων. Το επόμενο αντιδραστήριο 

που χρησιμοποιήθηκε για την θεραπευτική αγωγή της νόσου του Γ ουίλσον ήταν η Ό- 

πενικιλλαμίνη.[169] Η ϋ-πενικιλλαμίνη προτιμήθηκε από το αντιδραστήριο ΒΑΤ στο 

ότι αυτή χορηγείται από το στόμα, είναι λιγότερο τοξική και περισσότερο δραστική. Η 

κανονική δόση για τους ενήλικες είναι 500 ιη§ δύο φορές την ημέρα. Με αυτή τη δόση 

η αποβολή χαλκού από τα ούρα αυξάνεται κατά 4-5 ιη§ την ημέρα. [170] Η 

θεραπευτική αγωγή με ϋ-πενικιλλαμίνη συνήθως διαρκεί ισόβια και εμφανίζει 

σημαντικές κλινικές και βιολογικές βελτιώσεις σε πολλές μορφές της νόσου του 

Γουίλσον. Σε μερικούς ασθενείς τα νευρολογικά συμπτώματα εξαφανίζονται, το συκώτι 

λειτουργεί κανονικά και οι δακτύλιοι Καγδ6 Γ-Ρ1εΪ5 θ1ΐ6 Γ υποχωρούν. [171] Όμως όπως 

και στα περισσότερα φάρμακα έτσι και η ϋ-πενικιλλαμίνη παρουσιάζει αρκετές 

ανεπιθύμητες παρενέργειες.. Μερικές από αυτές είναι ο πυρετός, ανορεξία και η 

καταστολή των λευκοκυττάρων [153,170,172]. Σε πολύ μεμονωμένες περιπτώσεις
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εμφανίζονται παρενέργειες λόγω τοξικότητας όπως ο ερυθηματώδης λύκος και το 

σύνδρομο Οοοφ&δίιΐΓβ. [153-170] Παράλληλα καταγράφηκαν τουλάχιστον δυο 

περιπτώσεις όπου ασθενείς μετά την χορήγηση ϋ-πενικιλλαμίνης παρουσίασαν 

νευρολογικά προβλήματα. [173-174]

Π ίνακας 11: Διαφορές της ασθένειας του Μένκες από του Γουίλσον. [6 ]

Μένκες ασθένεια Γουίλσον ασθένεια

Εργαστηριακά

αποτελέσματα

1) Αύξηση των επιπέδων 

χαλκού στον ορό του 

αίματος

2) Μείωση των επιπέδων 

χαλκού στο συκώτι

3) Αύξηση των επιπέδων 

χαλκού στο έντερο και 

νεφρό.

1) Μείωση των επιπέδων 

χαλκού στον ορό του 

αίματος

2) Αύξηση των επιπέδων 

χαλκού στο συκώτι

3) Αύξηση των επιπέδων 

χαλκού στην ουροδόχο.

Επίδραση στον οργανισμό Απορρόφηση του 

χαλκού στο έντερο

Μείωση της αποβολής του 

χαλκού από την χολή

Θεραπεία Χορήγηση ενέσεων 

χαλκού-ιστιδίνης

Χρήση χηλικών 

αντιδραστηρίων

Εντοπισμός γονιδίου X χρωμόσωμα Χρωμόσωμα 13

Στις περιπτώσεις όπου η ϋ-πενικιλλαμίνη εμφάνισε τοξικές επιδράσεις στον 

ανθρώπινο οργανισμό χρησιμοποιήθηκαν άλλα χηλικά αντιδραστήρια όπως το 1 ,8 - 

διαμονο-3,6-διαζωοκτάνιο (ίπεη) [175-176], το £ΐγ§1γ1ιΐ8ΝΗ2 και η θεραπεία με 

ψευδάργυρο. [177-180] Η θεραπευτική αγωγή με ίήβη παρουσίασε μεγάλη επιτυχία σε 

γυναίκες κατά τη διάρκεια εγκυμοσύνης χωρίς παρενέργειες στο έμβρυο. [181] Κατά τη 

θεραπεία με ψευδάργυρο η αποβολή του χαλκού γίνεται μέσω των κοπράνων και όχι 

των ούρων όπως συμβαίνει με τις άλλες θεραπευτικές αγωγές. Ο ψευδάργυρος 

επιτρέπει την αποβολή του χαλκού ευνοώντας τη σύνθεση των μεταλλοθειονεϊνών στο 

έντερο μπλοκάροντας έτσι την απορρόφηση του χαλκού. [182] Αξιοσημείωτο είναι ότι 

παρόλο που ο ψευδάργυρος ευνοεί την σύνθεση των μεταλλοθειονεϊνών περισσότερο 

από το χαλκό οι μεταλλοθειονείνες έχουν μεγαλύτερη συγγένεια με το χαλκό παρά με 

τον ψευδάργυρο. [183] Ασθενείς με εξασθένηση του ήπατος και εγκεφαλοπάθεια
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βρίσκονται κάτω από θεραπευτική αγωγή με χηλικά αντιδραστήρια. Σε αυτές τις 

περιπτώσεις μεταμόσχευση ήπατος είναι η μόνη ελπίδα για επιβίωση των ασθενών. 

Στατιστικά αποτελέσματα από πενήντα επτά ασθενείς που υποβλήθηκαν σε 

μεταμόσχευση ήπατος αποκάλυψαν ότι το ποσοστό βιωσιμότητας ήταν 72% μετά από 

τον πρώτο χρόνο. [153,184]

1.4.3 Σύνδρομο ΟΗ5 . (ΟοεϊρΐΙθΙ Ηογπ δγηεΐΓθΓηθ)
Επίσημα το σύνδρομο ΟΗδ είναι γνωστό με το όνομα “χαλάρωση του

μεσοδερμικού στρώματος”, ή “ΕΜεΓδ-ΟαηΙοδ σύνδρομο τύπου 9”. Ο φαινότυπος αυτής 

της νόσου είναι πολύ πιο ήπιος από αυτόν της νόσου Μένκες και περιλαμβάνει 

εμφανείς συνδετικούς ιστούς, χαλάρωση του δέρματος, ευερεθιστότητα στις 

κλειδώσεις, διογκωμένη ουροδόχος κύστη και περιστασιακά νευρολογικές εμπλοκές. 

[133,185-186] Έχει αναφερθεί ότι ασθενείς που πάσχουν από τα σύνδρομο ΟΗδ 

παρουσιάζουν μειωμένη δραστικότητα για διάφορα χαλκοένζυμα όπως την 

λυσυλοξειδάση που είναι υπεύθυνη για την διασύνδεση ελαστίνης και 

κολλαγόνου.[133] Στο παρελθόν έχουν γίνει υποθέσεις ότι το σύνδρομο ΟΗδ οφείλεται 

στην παρουσία χαμηλών επιπέδων πρωτεΐνης Μένκες στον ανθρώπινο οργανισμό. 

[132] Πιο πρόσφατες δημοσιεύσεις υποστηρίζουν αυτή την υπόθεση αφού 

αποδεικνύουν ότι στην περίπτωση του συνδρόμου ΟΗδ τα επίπεδα αντιγραφής του 

γονιδίου ΑΤΡ7α μειώνονται κατά πέντε τις εκατό από τα φυσιολογικά επίπεδα. [87] Η 

λυσυλοξειδάση είναι πολύ πιο ευαίσθητη από όλα τα άλλα χαλκοένζυμα στην απουσία 

χαλκού και γι αυτό παρουσιάζει χαμηλή δράση στους ασθενείς που πάσχουν από το 

σύνδρομο ΟΗδ. [188]

Υπάρχουν 35-40 διαφορετικές περιπτώσεις του συνδρόμου ΟΗδ [187] αλλά 

μόνο οκτώ μεταλλάξεις που οδηγούν στο σύνδρομο αυτό έχουν απομονωθεί σε μοριακό 

επίπεδο. (Πίνακας 12) Οι επτά από τις οκτώ μεταλλάξεις οδηγούν σε μη φυσιολογικό 

μάτισμα κατά την αντιγραφή του γονιδίου ΑΤΡ7α. [95,189-191] Τέσσερις περιπτώσεις 

μεταλλάξεων στη θέση ματίσματος παρουσίασαν χαμηλά επίπεδα αντιγραφής. [129] 

Δύο από τις παραπάνω περιπτώσεις όπου οι μεταλλάξεις οδηγούν σε μη φυσιολογικό 

μάτισμα στο στάδιο αντιγραφής, με αλλαγή ενός αμινοξέος από την αλληλουχία του 

\νΐΙά ίγρβ, δεν επηρέασαν καθόλου την λειτουργία της πρωτεΐνης Μένκες. [189] Στην 

οικογένεια των μεταλλάξεων του συνδρόμου ΟΗδ αυτή που εμφανίζεται στο ιντρόνιο 

δέκα δεν παρουσιάζει φυσιολογική μεταγραφή του γονιδίου και κατά επέκταση χαμηλά

- 6 3 -



επίπεδα παραγωγής φυσιολογικής πρωτεΐνης Μένκες. [187] Επίσης έχει αναφερθεί και 

μετάλλαξη όχι στην περιοχή κωδικοποίησης του γονιδίου ΑΤΡ7α αλλά διαγραφή 

ενενήντα οκτώ βάσεων στην ρυθμιστική περιοχή του γονιδίου. [188]

Πίνακας 12: Η ομάδα των μεταλλάξεων στο σύνδρομο ΟΗ8 .

Μετάλλαξη Μετάλλαξη στη θέση 

ματίσματος.

ηιΚΝΑ

-403άβΙ98ηί Όχι Ρυθμιστική περιοχή.

ΐν86+3(1β1(ίΗ§) Ναι Εξόνιο έξι

20550> Τ Ναι Εξόνιο οκτώ

ΐ ν δ 1 0 +3 3 -> ί Ναι Εξόνιο δέκα

2642Α-» Ο Ναι Εξόνιο έντεκα

ΐνδ14-43-> £ Ναι Εξόνιο δεκαπέντε

ΐνδ17+5§-> α Ναι Εξόνιο δεκαεπτά

4497-4499(1610 Όχι Εξόνιο είκοσι τρία

Το σύνδρομο ΟΗδ είναι κληρονομικό και μεταδίδεται όπως φαίνεται το σχήμα 

18. Ενδιαφέρον ιδιαίτερο παρουσίασε ο ασθενής 2 της τρίτης γενιάς (III) (Σχήμα 18). Ο 

ασθενής αυτός μπόρεσε να σταθεί όρθιος χωρίς βοήθεια στα επτά χρόνια της ηλικίας 

του. Υποβλήθηκε σε εξετάσεις και τα αποτελέσματα έδειξαν κυστίδια γύρω από την 

ουροδόχο κύστη, νεφρική ανεπάρκεια, κήλη στη βουβωνική χώρα. Ταυτόχρονα είχε 

υπερελαστικό δέρμα κυρίως στην κοιλιακή χώρα. Δεν παρουσίασε χρόνια διάρροια η 

συμπτώματα δυσεντερίας. Η σκελετική εξέταση του ατόμου αυτού αποκάλυψε ασθενείς 

θωρακικές αλλοιώσεις, οσφυϊκή πλατυσπονδυλίτιδα, διαπλάτυνση ωμοπλάτης και 

αυχένα και σκελετικές αλλοιώσεις στις κλείδες. Στα οκτώ χρόνια της ηλικίας του το 

επίπεδο του χαλκού στον ορό του αίματος ήταν ελαφρώς πιο χαμηλό από τα 

φυσιολογικά επίπεδα 60μ§/<11 (φυσιολογική περιοχή;70-150 μ§/ά1) καθώς και τα 

επίπεδα της καιρουλοπλασμίνης 18,9μ§/ά1 (φυσιολογική περιοχή:20-42 μ§/<31).[192]

Η πιο συνηθισμένη μορφή του συνδρόμου ΟΗδ είναι η διαγραφή μιας 

γουανίνης στο εξόνιο είκοσι τρία του γονιδίου ΑΤΡ7α που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη 

Μένκες. Αυτή η διαγραφή οδηγεί στην εμφάνιση δεκατριών νέων αμινοξέων και την 

απουσία του μοτίβου Ε1487Ε1488 που βρίσκεται στο \νίΙά ίγρβ της πρωτεΐνης Μένκες. 

Το μοτίβο αυτό αποτελείται από δύο λεύκινες και δίνει το ερέθισμα για την μετακίνηση



της πρωτεΐνης από το Οοΐ^ΐ σύστημα στην πλασματική μεμβράνη. Παρόλο αυτά η 

μετάλλαξη στο εξόνιο είκοσι τρία δεν οδηγεί στην νόσο Μένκες αλλά στο σύνδρομο 

ΟΗδ. [192]

I

II (I

1τ Ο2 3
γΟ

4

) - κ ■κ / Ο  II

III

1 2 3 4 5 6  7

1

9 10 11

Σχήμα 18: Η κληρονομική μετάδοση του συνδρόμου ΟΗδ μέσα από τρις γενιές 

(I,II,III). Μαυρισμένα τετράγωνα αντιστοιχούν σε άνδρες που έχουν προσβληθεί, ενώ 

τα λευκά σε υγιείς άνδρες. Κύκλοι με τελεία αντιστοιχούν σε γυναίκες φορείς ενώ 

απλοί κύκλοι σε υγιείς γυναίκες. [192]
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1.5 ΔΟΥΛΕΥΟΝΤΑΣ ΜΕ ΔΟΜΙΚΑ ΓΟΝΙΔΙΑ ΣΤΗ ΒΙΟΑΝΟΡΓΑΝΗ 
ΧΗΜΕΙΑ.

1.5.1 Γενικά.
Μετά από τον πρώτο επιτυχή προσδιορισμό της αλληλουχίας του γονιδίου του 

βακτηρίου ΗΛηβηβηζαβ το 1995, αυξήθηκε αισθητά ο αριθμός παρόμοιων εργασιών 

στην παγκόσμια ερευνητική κοινότητα. [193] Παράλληλα, ο χρόνος που απαιτείται για 

τον προσδιορισμό ολόκληρης της αλληλουχίας ενός γονιδίου έχει μειωθεί αισθητά. Το 

γεγονός ότι σήμερα στις βάσεις δεδομένων προστίθενται με γρήγορους ρυθμούς όλο 

και περισσότερα γονίδια με πλήρους προσδιορισμένη αλληλουχία, το θεμελιώδες 

πρόβλημα απόκτησης πληροφοριών για την λειτουργικότητα κάθε κωδικοποιημένης 

πρωτεΐνης έχει γίνει πρόκληση. Η ικανότητα εξαγωγής συμπερασμάτων από τριών 

διαστάσεων δομικά δεδομένα πολύ πιο αξιόπιστα από αυτά που βγαίνουν, π.χ από τις 

μεθόδους σύγκρισης αλληλουχίας, οδήγησαν την παγκόσμια ερευνητική κοινότητα σε 

προσπάθειες επίλυσης δομών πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από μια ευρεία ομάδα 

γονιδίων. Οι προσπάθειες αυτές αποδίδονται με την έκφραση “Δομικά γονίδια” ή 

“8 ίηιοίιΐΓαΙ Οβηοιηΐοδ/ΒίηιοίιίΓαΙ ΡτοίβοηιίοΞ ” στα διεθνή επιστημονικά περιοδικά. 

Είναι αξιοσημείωτο ότι αυτές οι προσπάθειες απαιτούν αυστηρό χρονοδιάγραμμα για 

όλα τα στάδια από την έκφραση /καθαρισμός της πρωτεΐνης μέχρι και την 

προετοιμασία του δείγματος για προσδιορισμό της δομής. Για την ικανοποίηση των 

παραπάνω απαιτήσεων είναι απαραίτητες παράλληλοι μέθοδοί εργασίας και όσο το 

δυνατόν υψηλά επίπεδα αυτοματισμού.

Ακόμα και για τις πρωτεΐνες που είναι διαθέσιμες, άμεσες πληροφορίες για την 

λειτουργία τους από βιοχημικές ή γονιδιακού επιπέδου μελέτες, είναι απαραίτητες και 

οι γνώσεις των δομικών πληροφοριών. Οι πληροφορίες αυτές οδηγούν στη βαθύτερη 

κατανόηση των μηχανισμών με τους οποίους οι πρωτεΐνες εκτελούν τις λειτουργίες 

τους. Οι δομικές πληροφορίες είναι επίσης απαραίτητες για την κατανόηση της 

δυσλειτουργίας μιας πρωτεΐνης. Επιπλέον πειραματικές δομές μπορούν να 

εκμεταλλευθούν στο να «χτίσουν» υπολογιστικά μοντέλα για δομές που δεν έχουν 

χαρακτηρισθεί ακόμα. [194] Για να γίνει αυτό εφικτό είναι απαραίτητο να υπάρχουν 

πειραματικές δομές πρωτεϊνών διαφορετικού τύπου και από διαφορετικούς 

οργανισμούς έτσι ώστε να υπάρχουν αρκετές δομικές φόρμες για όλες τις πρωτεΐνες. 

[195]
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1.5.2 Φιλοσοφία και στρατηγική.
Η νέα στροφή στον ερευνητικό χώρο των δομικών γονιδίων είναι η προσαρμογή

των δομικών πληροφοριών μιας τρισδιάστατης δομής μιας πρωτεΐνης στην κατανόηση 

λειτουργιών και μηχανισμών που παίρνουν μέρος σε βιο-ανόργανα συστήματα. Ο 

κύριος σκοπός είναι η βαθιά γνώση του ρόλου των μεταλλικών ιόντων σε 

προκαρυωτικά και ευκαρυωτικά συστήματα, προσδιορίζοντας όχι μόνο τις δομές των 

μέταλλο-ενζύμων αλλά και την δυνατότητα τους να αλληλεπιδρούν με άλλα ένζυμα και 

πιθανώς με νουκλεικά οξέα. Στις εργασίες με δομικά γονίδια στη βιο-ανόργανή χημεία 

το μοναδικό κριτήριο επιλογής της πρωτεΐνης στόχου είναι η βιο-ανόργανη λειτουργία 

του ενζύμου σε αντίθεση με τις συνηθισμένες έρευνες με δομικά γονίδια που εστιάζουν 

την προσοχή τους σε συγκεκριμένους οργανισμούς ή στον εμπλουτισμό των 

πρωτεϊνικών βάσεων δεδομένων με καινούργιες αναδιπλώσεις. Συμπερασματικά στην 

περίπτωση της βιο-ανόργανης έρευνας από το σύνολο των δομικών γονιδίων 

επιλέγονται τα λειτουργικά γονίδια (ΡηηοϋοηαΙ Οβηοπιΐοδ).

Μέχρι σήμερα υπάρχει ένα πλήθος εργασιών που αποβλέπουν στον 

προσδιορισμό της δομής πρωτεϊνών που συμμετέχουν στην ομοιόσταση του χαλκού. 

Από βιο-πληροφορικές αναλύσεις και βιβλιογραφικά δεδομένα αριθμούνται γύρω στις 

350 πρωτεΐνες αυτές που δεσμεύουν ιόντα χαλκού ή είναι άμεσα συνδεδεμένες με την 

ομοιόσταση του χαλκού. [196] Αυτές οι πρωτεΐνες είναι χωρισμένες σε 20 ομάδες, με 

βάση φυλογενετικά δένδρα και συγκρίσεις αλληλουχιών από κατάλοιπα. Από κάθβ 

ομάδα επιλέχτηκαν πρωτεΐνες στόχοι ανάλογα με τα χαρακτηριστικά τους όπως 

προβλεπόμενη σταθερότητα, μέγεθος πρωτεΐνης και ισοηλεκτρικό σημείο (ρΐ). Όπου 

ήταν δυνατόν οι πρωτεΐνες απομονώθηκαν από περισσότερους από έναν οργανισμούς. 

Πρωτεΐνες από ευκαρυωτικούς και προκαρυωτικούς οργανισμούς με παρόμοια 

αλληλουχία καταλοίπων ομαδοποιούνταν στην ίδια οικογένεια.

Συνολικά συγκεντρώθηκαν 39 στόχοι για έκφραση (Σχήμα 19), από τις οποίες 

2 0  έδειξαν σε ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (8Ώ8-ραξβ) ικανοποιητική 

απόδοση έκφρασης. Οι στόχοι που παρουσίασαν καλή έκφραση καθαρίστηκαν σε πολύ 

υψηλό επίπεδο από συνδυασμό χρωματογραφίας αγχιστείας και διαχωρισμού με βάση 

το μοριακό βάρος.

Το φάσμα Η3(3024 χρησιμοποιήθηκε για όλες τις πρωτεΐνες με σκοπό να

εξεταστεί η αναδίπλωση τους. Αρχικά εξετάστηκε η αναδίπλωση της άπο-μορφής της
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πρωτεΐνης (χωρίς την ένταξη του μετάλλου) και μετά πραγματοποιήθηκαν οι μελέτες 

ένταξής του μετάλλου. Για τις πρωτεΐνες που δεν παρουσίασαν καλής ποιότητας φάσμα 

'Η -^Ν  Η 8ζ)0 24 'έγιναν προσπάθειες για βελτίωση της αναδίπλωσης. Τελικά μόνο σε 

δεκαπέντε πρωτεΐνες ήταν εφικτό να προσδιοριστεί η δομή τους με φασματοσκοπία 

πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού ΝΜΚ. (Σχήμα 19)

Η στρατηγική που απαιτείται για να διεξαχθούν ολοκληρωμένα συμπεράσματα; 

από την χρήση δομικών γονιδίων, για την λειτουργία ενός ένζυμου που συμμετέχει 

στην ομοιόσταση του χαλκού στον ανθρώπινο οργανισμό παρατίθεται παρακάτω:

^  Αναζήτηση ανθρώπινου γονιδιακού στόχου από ενημερωμένες 

γονιδιακές βάσεις δεδομένων. (Οοηοιηβ ΒΓ0 \νδΐη§)

^  Έκφραση και καθαρισμός της πρωτεΐνης στόχος.

^  Προσδιορισμός της δομής της πρωτεΐνης χωρίς και με ενταγμένο το 

μεταλλικό ιόν με την φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού 

συντονισμού (ΝΜΚ).

^  Πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις και λειτουργία.

(Α) (Β) (Γ) (Δ) (Ε)

Σχήμα 19: Συγκεντρωτικό διάγραμμα αποτελεσμάτων σε διάφορα στάδια εργασίας με 

Δομικά Γονίδια στην ομοιόσταση του χαλκού. [196]

(Α): Συνολικός αριθμός πρωτεϊνών που εντοπίστηκαν σε σχέση με την ομοιόσταση 

χαλκού.

(Β): Αριθμός των πρωτεϊνών που επιλέχτηκαν.

(Γ): Αριθμός των πρωτεϊνών που εκφράστηκαν

(Δ): Αριθμός των πρωτεϊνών που είναι διαλυτές και με αναδίπλωση
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(Ε): Αριθμός των πρωτεϊνών με προσδιορισμένη τη δομή τους με φασματοσκοπία 

πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (ΝΜΚ).
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ
Η ομοιόσταση του χαλκού στον ανθρώπινο οργανισμό είναι αποτέλεσμα 

πολύπλοκων λειτουργιών που γίνονται σε ένα κύτταρο. Για την φυσιολογική λειτουργία 

ενός κυττάρου θα πρέπει πολλοί παράγοντες να είναι ρυθμισμένοι με ακρίβεια. Για 

παράδειγμα η συγκέντρωση των ελεύθερων ιόντων χαλκού θα πρέπει να διατηρείται 

αμελητέα γιατί τα ιόντα αυτά είναι πολύ τοξικά λόγω των οξειδοαναγωγικών τους 

ιδιοτήτων, π.χ κατάλυση στον σχηματισμό ριζών που μπορούν να καταστρέψουν το 

κύτταρο. Τα ιόντα χαλκού στα κύτταρα βρίσκονται σε διάλυμα και δεσμεύονται από τις 

πρωτεΐνες. Από την άλλη πλευρά υπάρχουν ένζυμα που για να ενεργοποιηθούν 

χρειάζεται να δεσμεύσουν ιόντα χαλκού. Όταν η συγκέντρωση του ελευθέρου ιόντος 

χαλκού στο κύτταρο είναι πολύ χαμηλή (< 1 0 ' 18) το σύστημα επιτρέπει άμεση και 

αποτελεσματική ενδοκυττάρια μεταφορά του μεταλλικού ιόντος εμποδίζοντας την 

ύπαρξη μη σχετικών με το χαλκό αντιδράσεων. [197] Στους βακτηριακούς οργανισμούς 

η μεταφορά αυτή γίνεται μέσω του συνοδού οορΖ που αλληλεπιδρά με το ένζυμο οορΒ. 

Η αλληλεπίδραση των ένζύμων αυτών καθώς και η δομή τους έχει μελετηθεί πλήρως 

στο παρελθόν. [14-15] Στους ζυμομύκητες που είναι κατώτεροι ευκαρυωτικοί 

οργανισμοί, η ενδοκυττάρια μεταφορά γίνεται με την δράση του συνοδού Α ίχΐ. Το 

ένζυμο αυτό παίζει βασικό ρόλο στην παράδοση του ιόντος Οιι+ στην Οοο2. Και σε 

αυτό το σύστημα οι δομές των περιοχών των δύο ένζύμων που αλληλεπιδρούν έχουν 

προσδιοριστεί πλήρως καθώς και ο μηχανισμός της αλληλεπίδρασης έχει μελετηθεί. 

[198-199] Στον άνθρωπο που είναι ανώτερος ευκαρυωτικός οργανισμός, η 

ενδοκυττάρια μεταφορά του ιόντος Οιι+ γίνεται μέσω του συνοδού ΗΑΗ1 που 

αλληλεπιδρά επιλεκτικά μόνο με τις τρεις τελευταίες (ΜΝΚ4,5,6) από τις έξι συνολικά 

περιοχές ένταξης μετάλλου στο Ν-άκρο της πρωτεΐνης Μένκες. [74-76] Οι περιοχές της 

ΗΑΗ1 από τις οποίες δεσμεύεται το μεταλλικό ιόν έχούν προσδιοριστεί δομικά στο 

παρελθόν με ανάλυση ακτίνων X. [200] Αλλά για τις περιοχές (ΜΝΚ5,6) στο Ν-άκρο 

της πρωτεΐνης Μένκες που είναι στόχοι της αλληλεπίδρασης δεν γνωρίζουμε καμία 

απολύτως δομική πληροφορία για τα ενεργά κέντρα δέσμευσης του μεταλλικού ιόντος. 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα να είναι άγνωστος μέχρι σήμερα ο μηχανισμός 

αλληλεπίδρασης των δύο ένζύμων ΗΑΗ1 και Μένκες παρόλο που είναι η πιο 

σημαντική διεργασία στην ομοιόσταση του χαλκού στον ανθρώπινο οργανισμό. Σκοπός 

της παρούσας διατριβής είναι η μελέτη του μηχανισμού αυτού. Στην διατριβή αυτή
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απομονώνονται και προσδιορίζονται δομικά για πρώτη φορά στην ερευνητική 

κοινότητα η πέμπτη περιοχή (ΜΝΚ5) και η πολλαπλή περιοχή ΜΝΚ(4-6) της 

πρωτεΐνης Μένκες που είναι οι κύριοι στόχοι κατά την αλληλεπίδραση με το ένζυμο 

ΗΑΗ1. Πιο συγκεκριμένα, η στρατηγική που ακολουθήθηκε είναι η εξής:

α) Απομόνωση του λειτουργικού γονίδιου (ΜΝΚ5) που κωδικοποιεί την πέμπτη 

περιοχή ένταξης μεταλλικού ιόντος της πρωτεΐνης Μένκες (ΑΤΡ7α) και παίζει 

πρωταγωνιστικό ρόλο στην μεταφορά του χαλκού (I) από την συνοδό ΗΑΗ1 στην 

πρωτεΐνη Μένκες.

β) Έκφρασή του πρωτεϊνικού στόχου ΜΝΚ5 χωρίς (αρο) και με δεσμευμένο 

Οιι(Ι) (ΗοΙο).

γ) Μελέτη της αλληλεπίδρασης της 15Ν επισημασμένης δομικής περιοχής, αρο- 

ΜΝΚ5 με την 15Ν επισημασμένη συνοδό χαλκού Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 με φασματοσκοπία ]Η- 

15Ν, Η δζ)0 για την βαθύτερη κατανόηση του μηχανισμού μεταφοράς κατιόντος από 

την ΗΑΗ1 στην πέμπτη δομική περιοχή της πρωτεΐνης Μένκες.

δ) Απομόνωση του πολλαπλού γονιδιώματος ΜΝΚ(4-6) και έκφραση της 

τριπλής περιοχής ΜΝΚ(4-6) χωρίς (αρο) και με δεσμευμένο Οιι(Ι) (ΗοΙο).

ε) Μελέτη της αλληλεπίδρασης της 15Ν επισημασμένης τριπλής περιοχής, αρο- 

ΜΝΚ(4-6) με την συνοδό χαλκού Οπ(Ι)-ΗΑΗ1 με φασματοσκοτυία Ή -^Ν , Η δξ)0 για 

την άντληση πληροφοριών του τρόπου μεταφοράς του χαλκού (I) από το ένζυμο 

συνοδό ΗΑΗ1 στον τριπλό πρωτεϊνικό στόχο ΜΝΚ(4-6).
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2) ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ



2.1. ΕΥΡΕΣΗ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ ΤΟΥ ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ  
ΜΕΝΚΕΣ.

Η εύρεση των γονιδιακών στόχων (Οβηοηιΐο ΒΓ0 \νδΐη§) έγινε από μια γονιδιακή 

βάση δεδομένων στο διαδίκτυο με ηλεκτρονική διεύθυνση: Μ>\ν\ν.ηοόϊ.ηΐιη.ηίΗ.ξον.

> Κωδικός πρόσβασής: ΝΜ_000052

>  Έκδοση: ΝΜ 000052.1 01:4502320

>  Όνομα γονιδίου: ΑΤΡ7&

>  Χαρακτηριστικά: Μέγεθος γονιδίου= 8478 ΐ>ρ [Παράρτημα 7]

Οργανισμός= άνθρωπος 

Χρωμόσωμα= X

Γονιδιακός χάρτης= Χς13.2-ς13.3 

Τύπος κυττάρου= κύτταρο συνεκτικού ιστού 

Τύπος ιστού= συνεκτικός ιστός 

Οι έξι περιοχές ένταξής μεταλλικού ιόντος βρίσκονται στις εξής περιοχές του 

γονιδιακού χάρτη της Μένκες:

ΜΝΚγΙ: 173-364 

ΜΝΚγ2: 662-859 

ΜΝΚγ3: 983-1168 

ΜΝΚγ4: 1280-1477 

ΜΝΚγ5: 1613-1810 

ΜΝΚγ6 : 1841-2038

Η αλληλουχία βάσεων του γονιδιακού στόχου ΜΝΚγ2:

ΟΟΤ ΟΑΑΟΤΟΟΤ ΟΟΤ Ο ΑΑΟ ΑΤΟΑΑΑΟΤ ΟΟΑΑΟΟΟΑΤ Ο ΑΟΟΤΟΟΟ ΑΤΤΟ ΑΤΟΤ 

ΑΟΤΑΟΟ ΑΟΤ ΑΤΤ ΟΑΑΟΟ ΑΑΑΑ ΑΤΤ ΟΟΟΑΑΑΟΤ ΟΟ Α ΑΟΟΤ ΟΤΤ ΟΑΟΟΟΑΤΤ Α 

ΑΑΟΤΟΤΟΟΟΤΟΟΑΟΑΑΤΟΑΑΟΑΑΟΟΤΑΟΤΑΤΤΟΤΤΤΑΤΟΑΑΟΟΤΟΑΤΟΤΤΑΤ 

ΟΤ Ο ΑΟΤ ΑΟΑΟΟΑΑΑΤ ΟΑΑΑΑΑΟΟ ΑΟ ΑΤΤ Ο ΑΑΟΟΤ ΑΤ ΟΟΟΟΤΤΤΟΟ ΑΟΟ ΑΤΤ 

ΤΟΤΟΑΑΑΑΑΟ
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Η αλληλουχία βάσεων του γονιδιακού στόχου ΜΝΚγ5:

ΑΑΤΤΟΑΤαΤΑΑΟΤΟΤΤΑΟΑΤΑΟΑΟΟΤΟΑΟΤΟΟΟΑΤΟΑΟΤΤΟΟΟΟΤΤΟΟΤαΤΟ

ΤΑΟαΑΑΑΟΑΤΤΟΑΑΟΟΟΑΑΤΤΤΑΑΟΟΟΟΟΟΑΑΟΑΑΟΟΑΑΤΑΤΑΤΤΟΤΑΤΑα

ΤΤΟΤΟΟΟΟΟΤΟΑΤΟΟΟΤΟΟΟΑΑΟΟΟΑΟΑΑΟΤΑΑαΟΤΑΤΑΑΤΟΟΤΟΟΤΟΤΤΑΤ

ΑΟΑΑΟΟΟΟΟΑΑΤΟΑΤΑΟΟΑΟΑΟΤΤΟΑΤΟΟΟΑΟΑΑΟΤΤΟΟΑΤΤΤΟΟΑΟίΧΑΟ

ΤΟΤΟΑΤΑΟΑΑΑΑΤ

Η αλληλουχία βάσεων του γονιδιακού στόχου ΜΝΚγ4-6

ΑΟΤΟΤΟΑΤΑΑΑΟΑΤΤΟΑΤΟΟΟΑΤΟΑΟΤΤΟΤΑΑΤΤΟΟΤΟΤΟΤΟΟΑΟΤΟΤΑΤΤΟ

ΑΟΟΟΤΟΤΟΑΤΑΤΟΑΑΑΑΑΑΟΟΟΑΟΟΤΟΤΑΑΑΑΤΟΟΑΤΑΟΟΑΟΤΟΤΟΟΟΤΤΟ

Ο Α ΑΑΤ ΑΟΟ ΑΑΤ ΟΟΟ Α€Τ ΟΤΤΟΑΟΤ ΑΤ ΟΑΤ ΟΟΤΟΤΑΟΤΑΑΟΟΤΟΤΟΟΑΟΑΑΑΟ

ΟΤΤΟΑΟΑΟΟΑΟΟΑΑΤΑΟΑΑΟΑΟΑΤΟΟΟΑΤΤΤΟΑΤΟΟΤΑΟΟΤΤΟΤΟΑΟΑΟΑΟ

ΟΑ ΑΤ ΟΑΟΟΟΟΤΤ ΟΟΤ ΑΟΤ ΑΑΤ ΑΟΟΤΟΑΟΟΟΤΤ Ο ΑΤΟΟΟΑΑΑΤ ΟΟΟΟΟΤΤΤΤ Ο

ΑΟΤΤΟΑΑΟΤΑΑΤΟΑΑΤΤΤΤΑΤΑΟΤΑΑΑΟΟΟΑΤΟΑΟΑαΟΑαΤΤΟΑΑΟΑΟΑΑΟ

ΟΑΟΟΑΑΟΟΑΑΑΟΑΑΤΤΟΛΤΟΤΑΑΟΤΟΤΤΑΟΑΤΑΟΑΟΟΤΟΑΟΤΟΟΟΑΤΟΑΟΤ

ΤΟΟΟΟΤΤΟΟΤΟΤΟΤΑΟΟΑΑΑΟΑΤΤΟΑΑΟΟΟΑΑΤΤΤΑΑΟΟΟΟΟΟΑΑΟΑΑΟΟΑ

ΑΤ ΑΤ ΑΤΤΟΤ ΑΤΑΟΤΤ 0 Τ 0 0 € 0 € Τ  ΟΑΤ ΟΟΟΤ ΟΟΟΑΑΟΟΟΑΟΑΑΟΤ ΑΑΟΟΤ ΑΤ

ΑΑΤΟΟΤΟΟΤΟΤΤΑΤΑΟΑΑΟΟΟΟΟΑΑΤΟΑΤΑΟΟΑΟΑΟΤΤΟΑΤΟΟΟΑΟΑΑΟΤΤΟ

ΟΑΤΤΤΟΟΑΟΟΟΑΟΤΟΤΟΑΤΑΟΑΑΑΑΤΟΟΤΟΑΤΟΑΑΟΟΑΟΑΤΟΟΤΟΤΤΤΤΟΟ

ΑΑΟΤΤΟΤΤΟΤΟΑΟΟΟΟΑΑΤΟΑΟΟΤΟΤΟΟΟΤΟΟΤΟΟΟΤΑΟΑΤΑΑΑΑΤΑΟΑΟΤ

ΟΤΑΟΤΟΤΟΑΟΑΑΑΑΟΑΟΑΟΑΟΟΟΑΤΟΟΤΑΤΑΟΤΟΟΤΟΟΟΤΟΟΟΟΟΤΟΟΟΑΑ

<Χ ΑΑΟΑΑΑΟΟΑΟΑΤ ΑΤΤ ΑΑΑΤ ΑΤ ΟΑΟΟΟΑΟΑΑΑΤΤ ΑΤΤΟΟΤΟΟΤΑΟΑΟΑΤ Α

ΤΤΑΤΟΟΑΤΑΟΑΑΤΤΟΑ
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2.2 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΑΚΩΝ ΣΤΟΧΩΝ: ΜΝΚγ5 ΚΑΙ 

ΜΝΚγ(4-6) Μ Ε ΤΗΝ ΤΕΧΝΙΚΗ ΑΛΥΣΙΔΩΤΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ  

ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ. (ΡΟΗ Γβαοΰοη).

2.2.1 Βασικές αρχές της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης.
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης είναι μια τεχνική που χρησιμοποιείται

γιο! την ϊη νίίΓΟ απομόνωση συγκεκριμένου γονιδιακού στόχου με την επιμήκυνση 

εκκινητών που έχουν συμπληρωματική αλληλουχία με τις μονόκλινες αλυσίδες του 

ΌΝΑ. Η τεχνική ΡΟΚ εφευρέθηκε από τον Μιιΐΐϊιΐδ και τους συνεργάτες του [201], ενώ 

περιγράφτηκε λεπτομερώς από τον ΚΚοταη^ και τους συνεργάτες του μετά από μία 

δεκαετία. [202,203] Το κύριο προτέρημα της τεχνικής αυτής είναι η δημιουργία 

πολλαπλών αντιγράφων του γονιδιακού στόχου.

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης αποτελείται από τρία κύρια στάδια 

(Σχήμα 1), το κάθε ένα από αυτό επαναλαμβάνεται για τριάντα με σαράντα κύκλους.

1. Μετουσίωση: Κατά το στάδιο αυτό οι δεσμοί υδρογόνου που συγκρατούν την 

διπλή έλικα του ΌΝΑ διακόπτονται με θέρμανση στους 95°0. Οι δύο αλυσίδες του 

δίκλωνου μορίου χωρίζουν εντελώς όταν «σπάσουν» όλοι οι δεσμοί υδρογόνου και 

σχηματίζονται δυο μονόκλωνες αλυσίδες. Το μέσο σημείο του εύρους θερμοκρασιών 

εντός του οποίου χωρίζουν οι αλυσίδες καλείται σημείο τήξεως και συμβολίζεται σε 

Τιη. Η θερμοκρασία αυτή για μόρια ΟΝΑ υπό φυσιολογικές συνθήκες κυμαίνεται 

μεταξύ 85-95°0. Μόρια ϋΝ Α  πλούσια σε ζεύγη 0 -0  έχουν μεγαλύτερη Τπι ενώ μόρια 

ΌΝΑ πλούσια σε ζεύγη Α-Τ μικρότερη. Η Τιη αυξάνει κατά 0.4°0 για κάθε ποσοστιαία 

αύξηση του περιεχομένου 0 -0 .

2. Σύνδεση των εκκιντμών με τις μονόκλωνες αλυσίδες του πρότυπου ΡΝΑ.

Στο στάδιο αυτό_προστίθονται οι εκκινητές στο διάλυμα αντίδρασης. Είναι δύο

ειδών οι εκκινητές: ο εμπρόσθιος που αναπτύσσεται κατά την κατεύθυνση 5’-3’ και 

κολλάει με δεσμούς υδρογόνου στο 5’-άκρο της μονόκλωνης αλυσίδας του γονιδιακού 

στόχου και ο εκκινητής που αντιγράφει κατά την κατεύθυνση 3’-5’και κολλάει στο 3’ 

άκρο της μονόκλωνης αλυσίδας του ΌΝΑ.

3. Επιμήκυνση. Στο στάδιο αυτό γίνεται η αντιγραφή του γονιδιακού στόχου. 

Γενικά κατά την αντιγραφή του ΟΝΑ υπάρχει ένα ένζυμο η ϋΝ Α  πολυμεράση που 

καταλύει την σύνθεση της συμπληρωματικής αλυσίδας του ΌΝΑ κατά την κατεύθυνση
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5’-3’ επιμηκύνοντας μια αλυσίδα εκκίνησης που βρίσκεται στο 5'άκρο του γονιδιακού 

στόχου με ελεύθερο 3’-ΟΗ άκρο. Η ΌΝΑ πολυμεράση καταλύει την προσθήκη βήμα 

προς βήμα μονάδων δεοξυριβονουκλεοτιδίων σε μια αλυσίδα ϋΝΑ.

(ϋΝΑ)Π + όΝΤΡ~(ΟΝΑ)η+ι + ΡΡΐ 

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης στηρίζεται στην ίδια αρχή 

με την διαφορά ότι χρησιμοποιεί δύο αλυσίδες εκκίνησης οι οποίοι έχουν αλληλουχία 

βάσεων συμπληρωματική με αυτή των μονόκλινων αλυσίδων του ΌΝΑ του 

σχηματίσθηκαν κατά την μετουσίωση του στο προηγούμενο στάδιο. Η πολυμεράση που 

χρησιμοποιείται στο στάδιο αυτό είναι η Τας πολυμεράση η οποία προστίθεται στο 

διάλυμα αντίδρασης μαζί με τις τέσσερις πρόδρομες ενώσεις -τα  5’ τριφωσφορικά 

δεοξυριβονουκλεοτίδια (άΝΤΡδ), άΑΤΡ, άΟΤΡ, άΤΤΡ, και (ΙΟΤΡ. Για την ολοκλήρωση 

της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης απαιτούνται επίσης και ιόντα Μ§+2.

* Στάδιο 1: Μετουσίωση 95°€

Εκκινητής 3’-*· 5’

')'̂ ιιιΐυΐ||1ί) 5^ Στάδιο 2 στους 45°€

:,’1Π)ΐιΐΠΐΙ*ΙΠΠΠΠΠΐ̂ 7
η'-'ι'ί^-'Λ  Στάδιο 3: Επιιιιίκυνση 72°0

ίΝΤΡ8

Σχήμα 20: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (ΡΟΚ).

Όπως είναι αντιληπτό και από το Σχήμα 2 και οι δύο μονόκλωνες αλυσίδες 

αντιγράφονται κατά την διάρκεια του ΡΟΚ. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα μια εκθετική 

αύξηση των αντιγράφων του επιθυμητού γονιδίου. Θεωρώντας ότι υπάρχει μόνο ένα 

αντίγραφο πριν ξεκινήσουν οι κύκλοι της αντίδρασης ΡΟΚ, μετά από ένα κύκλο, θα 

σχηματισθούν δύο αντίγραφα, μετά από δυο κύκλους, τέσσερα αντίγραφα και εκθετικά 

μετά από Ν κύκλους 2 Ν αντίγραφα. (Σχήμα 21)
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Γ ονίδιο

ϋΝΑ

2 4 8
αντίγραφα αντίγραφα αντίγραφα

Σχήμα 21: Σχηματική απεικόνιση της εκθετικής αντιγραφής του γονιδιακού 

στόχου με την τεχνική ΡΟΚ.

2.2.2 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.
• Ζεύγος εκκινητών Γοηναιχΐ και τενεΓδε. Ο σχεδιασμός τους έγινε από τον 

ερευνητή  της διατριβής αυτής και η προέλευσή τους ήταν από την ξ)ΙΑΟΕΝ.

• Νουκλεοτίδια (1ΑΤΡ, άΟΤΡ, άΤΤΡ, και <10ΤΡ (ΙΟΟιηΜ το καθένα) και 

προέλευσης ζ)ΙΑΟΕΝ.

• Τας ΟΝΑ πολυμεράση προέλευσης ΒΙΟΓΑΒ3. Φυλάσσεται στους -20°0 και 

αποψύχεται λίγο πριν τη χρήση της.

• Ρυθμιστικό διάλυμα της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (ΡΟΚ ΰιιίϊει·) 

και προέλευσης 8 ΙΟΜΑ. Φυλάσσεται στους -20°0.

• Θερμοκυκλοποιητής (ΒΙΟΚΑΕ) Μ γ ΟγοΙεΓ ™ ΤΙιεπηαΙ ϋγοίεΐ).

2.2.3 Διαλύματα εργασίας
• Διάλυμα εκκινητών : Οι εκκινητές αραιώνονται σε ά ά ^ Ο , ώστε η 

συγκέντρωση τους (πριν την εισαγωγή τους στο μίγμα ΡΟΚ) να είναι {25ρηιο1/ 

μ\). Φυλάσσονται στους -20°0.

• Διάλυμα μίγματος νουκλεοτιόίων (άΝΤΡβ) : Για την παρασκευή 1 ππΐ 

διαλύματος αναμιγνύονται 15 μΐ από κάθε νουκλεοτίδιο. Ο υπόλοιπος όγκος 

συμπληρώνεται μβ Μ Η 2Ο. Το διάλυμα φυλάσσεται στους -20°0.

___ 3ος κύκλος

ΚΙΚ^°^

/ *  ” ”  ΖΖΙ Ν κύκλοι -ν
< ^ κ ύ κ λο ς  ___



2.2.4 Πειραματική διαδικασία για την απομόνωση των 

γονιδίων ΜΝΚγ2, ΜΝΚγ5 και ΜΝΚγ4-6 με την τεχνική ΡΟΡ.

Παρασκευάζεται το μίγμα ΡΟΚ σβ ορροικΙοΓί και τα αντιδραστήρια 

αναμιγνύονται με την ακόλουθη σειρά:

(ΜΗ2Ο = 17μ1

Εκκινητής ίοπνβπΐ = 4μ1

Εκκινητής Γβν6Γ36 = 4μ\

ΙΟχΒιιίϊεΓ Τ&ς = ΙΟμΙ

(ΙΝΤΡδ (ΙΟΟιώΜ) = 4μ\

Τας ΌΝΑ πολυμεράση = Ιμΐ

Συνολικός όγκος = 40 μ\

Οι ποσότητες αυτές χρησιμοποιούνται για ένα δείγμα και επομένως 

πολλαπλασιάζονται με το δύο που είναι ο αριθμός των δειγμάτων της ΡΟΚ.

Μετά από ήπια ανάδευση με πιπέτα, κάθε μίγμα ΡΟΚ (40 μ,Ι), μεταφέρεται στα 

ειδικά ερρεηάοτΓ για ΡΟΚ όπου προστίθενται 10 μΐ αραιωμένου (5η§/ μΐ) γενετικού 

υλικού ΜΝΚγ5 και ΜΝΚγ(4-6) αντίστοιχα. Ακολουθεί νέα ανάδευση και τα δείγματα 

μεταφέρονται στο θερμοκυκλοποιητή. Το πρόγραμμα της ΡΟΚ για την απομόνωση και 

των γονιδίων έχει ως εξής.

35 8 6 0  στους 95°0 (διαχωρισμός της διπλής έλικας του ϋΝΑ)

45 360 στους 45°0  (σύνδεση των εκκινητών με το πρότυπο ϋΝΑ)

3 γπϊπ στους Ί2°0  (επιμήκυνση)

35 360 στους 95°0 (διαχωρισμός της διπλής έλικας του ϋΝΑ)

45 360 στους 60°0 (σύνδεση των εκκινητών με το πρότυπο ΌΝΑ 

3 ππη στουςΊ2°0  (επιμήκυνση)

Οι κύκλοι που χρησιμοποιήθηκαν για την ολοκλήρωση των παραπάνω σταδίων 

φαίνονται στο παρακάτω διάγραμμα. (Σχήμα 22)
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95°0 95°0

15ιιιίη
ί

Έναρξ,

35δ

1

7χ κύκλοι 3 Οχ κύκλοι

Ί2 0̂

Α5°€

45860
3ιηίιι

950Ο

35860 \  60°0

45860

72°0 72°0

3ιηπι ΙΟπώ
μετουσίωση 4°0

μετουσίωση
επιμήκυνση

επιμήκυνση

Σχήμα 22: Οι κύκλοι της αντίδρασης ΡΟΚ.

Μετά την παραπάνω διαδικασία το πολυμερισμένο γενετικό υλικό διατηρείται 

στους 4°0.

2.2.5 Σχεδιασμός εκκινητών για την αντίδραση ΡΟΚ.

Το μήκος και η αλληλουχία των εκκινητών είναι πολύ σημαντικοί παράμετροι 

στο σχεδιασμό των εκκινητών για μια επιτυχημένη απομόνωση του γονιδίου με την 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης. Οι εκκινητές θα πρέπει να έχουν μήκος μεταξύ 25 

με 45 βάσεις και το ποσοστό γουανίνης κυτοσίνης 0 0  >40%. Η μικρότερη από τις 

θερμοκρασίες τήξης (Τηι) των δύο εκκινητών πρέπει να είναι μεγαλύτερη κατά 5°0 από 

την θερμοκρασία του δεύτερου σταδίου σύνδεσης των εκκινητών στην αντίδραση ΡΟΚ. 

Η θερμοκρασία τήξης των εκκινητών υπολογίζεται σύμφωνα με τον παρακάτω τύπο. 

Τηι= 4(0+ 0) + 2(Α+Τ) °0

Ο κύριος κορμός των εκκινητών ίοπναπί χωρίσθηκε σε τρεις περιοχές.( Σχήμα

23).

5’ 3’

Σχήμα 23 : Σχεδιασμός εκκινητή ίοπναπί.

Η τρίτη περιοχή που βρίσκεται στο 3’ άκρο του εκκινητή συμπληρώθηκε με τις 

είκοσι πρώτες βάσεις στο Ν-άκρο του γονιδιακού στόχου. Η μεσαία περιοχή 

συμπληρώθηκε από την αλληλουχία αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύμου Ν<Μ 

ΟΑΤΑΤΟ. Και τέλος η περιοχή 1 στο 5’ άκρο του εκκινητή συμπληρώθηκε από την
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αλληλουχία ΟΟΑΑΤΤΟ η οποία ενισχύει και σταθεροποιεί την δράση του 

περιοριστικού ενζύμου ΝάεΙ.

Ο κύριος κορμός των εκκινητών Γ0ν6Γ36 χωρίσθηκε σε τέσσερις περιοχές. 

(Σχήμα 24).

3’__________________  5’
1 2 3 4

Σχήμα 24 : Σχεδιασμός εκκινητή Γ6 ν 6 Γ8 β.

Η τέταρτη περιοχή που βρίσκεται στο 5’ άκρο του εκκινητή συμπληρώθηκε μβ 

τις συμπληρωματικές βάσεις των είκοσι τελευταίων βάσεων που βρίσκονται στο Ο 

άκρο του γονιδιακού στόχου. Η περιοχή τρία συμπληρώθηκε από την αλληλουχία 

βάσεων ΑΟΟΑΟΟΤΤΟΟΑΤ που αναγνωρίζεται από το ένζυμο Ραοίοτ Χα. Η δεύτερη 

περιοχή συμπληρώθηκε από την αλληλουχία ΟΤΟΟΑΟ η οποία αναγνωρίζεται από το 

περιοριστικό ένζυμο ΧΗοΙ ενώ η πρώτη περιοχή στο 3 ' άκρο του εκκινητή 

συμπληρώθηκε από την αλληλουχία βάσεων ΤΑΤΤ που ενισχύει την δράση του 

περιοριστικού ενζύμου ΧΙιοΙ.

Τελικά οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν για κάθε γονιδιακό στόχο είναι οι εξής: 

ΜΝΚτ5:

5 ’ - ΟΟΟ ΑΑΤΤ Ο Ο ΑΤ ΑΤ ΟΑΑΤΤ Ο ΑΤ Ο Τ ΑΑΟΤ ΟΤΤ ΑΟ ΑΤ ΑΟ ΑΟΟ- 3 ’

Τιη=66,8ο0 , Μήκος= 39, 00=40%

3’-ΤΑΤΤΟΤΟΟΑΟΑΟΟΑΟΟΤΤΟΟΑΤΑΤΤΤΤΟΤΑΤΟΑΟΑΟΤΟΟΟΤΟΟΑΑΑΤΟ-5’ 

Τγπ=71,57ο0 , Μήκος= 48, 00=42%

ΜΝΚτ(4-6):

5 ’ -ΟΟΟΑΑΤΤΟΟ ΑΤ ΑΤ ΟΟΤ ΟΑΟ ΑΟ ΑΑΟΑΑΑΟΤ ΟΤ Ο ΑΤ ΑΟ ΑΟΟ-3 ’

Τιή=67,93°0, Μήκος= 38, 00=41%

3’-ΤΑΤΤΟΤΟΟΑΟΑΟΟΑΟΟΤΤΟΟΑΤΟΤΤΟΑΟΟΑΑΑΟΑΑΟΟΤΤΟΑΑΑΑΟΟ-5 ’ 

Τπι=71,86ο0 , Μήκος= 46, 00=42%
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2.3 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 2% ΓΙΑ ΤΑ ΠΡΟΪΟΝΤΑ  Ρ0/?.

• Χρειάζεται εξαιρετική προσοχή στο χειρισμό του βρωμιούχου αιθιδίου (ΕίΒτ)

γιατί είναι δυνητικά μεταλλαξιογόνο.

Με την πρώτη αυτή ηλεκτροφόρηση πιστοποιείται η σωστή λειτουργία της ΡΟΚ 

διαδικασίας. Το πολυμερισμένα πλέον τμήματα των γενετικών υλικών εμφανίζονται ως 

μπάντα ορατή στη υνακτινοβολία.

2.3.1 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.
• Αγαρόζη ( ΟΕΒΟΟ ΒΚΕ)

• Βρωμιούχο Αιθίδιο (ΕΙΒγ, 10γπ§/ γπΙ, δΐ£ΐτι&)

• ΕΟΤΑ (ΜΒ: 372,24, Μβκ*)

• Τπδ Β&56 (ΜΒ:121,14, ΜεΓοΙί)

• Οξικό οξύ (ΜΒ:60, ΜοιόΙϊ)

• Μπλε της βρωμοφαινόλης (ΒΒ) (ΕΕΚΑΚ)

• Οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης (ΒΙΟΚΑΌ)

• Τροφοδοτικό (δΙΟΜΑ-ΑΕϋΚΙΟΗ Ρδ2001-2)

• Φούρνος μικροκυμάτων

• Φωτογραφική κάμερα ( ϋ ν  ακτινοβολία)

2.3.2 Διαλύματα εργασίας
Διάλυμα 0,5Μ ΕΏ ΤΑφΗ  =8)= 18,6 § ΕϋΤΑ  διαλύονται σε 80 ιηΐ άάΗ^Ο. Το 

ρΗ ρυθμίζεται στο 8  και όγκος συμπληρώνεται στα 100 ιηΐ.

Διάλυμα 50Χ ΤΑΕ = 121 § Τπ§ Βαδε, 28,55 πιΐ οξικού οξέος (100%) και 75 πιΐ

0,5Μ ΕϋΤΑ  ρΗ =8 , διαλύονται σε τελικό όγκο 500 πιΐ (ΜΗ2 Ο. Το διάλυμα φυλάσσεται 

σε θερμοκρασία δωματίου.

Διάλυμα IX  ΤΑΕ= Σε 980 γπΙ (ΜΗ^Ο προστίθονται 20 πιΐ διαλύματος 50Χ ΤΑΕ. 

Το διάλυμα φυλάσσεται ε θερμοκρασία δωματίου.

Πήκτωμα αγαρόζης 1,8%= 1,8 § αγαρόζης διαλύονται σε 100 πιΐ IX ΤΑΕ.

Χρωστική Ζ)ΝΑ= Για την παρασκευή 35 πιΐ χρωστικής, 3 ιπΐ διαλύματος 

γλυκερόλη87% 0,12 § ΒΒ και 2 ιπΐ 0,5Μ ΕϋΤΑ  ρΗ = 8 , διαλύονται σε 30 πιΐ ά(1Η2θ .
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2.3.3 Πειραματική διαδικασία.
α) Προετοιμασία Πηκτώματος Αγαρόζης.

Το πήκτωμα τοθετείται στο φούρνο μικροκυμάτων και θερμαίνεται μέχρι την 

πλήρη ομογενοποιήσή του. Το διάλυμα επανέρχεται σε θερμοκρασία δωματίου και 

πολύ προσεχτικά προστίθενται 5 μΐ βρωμιούχου αιθιδίου. Γίνεται ήπια ανάδευση και το 

διάλυμα αποχύνεται στη θέση τοποθέτησης του πηκτώματος. Αμέσως, εφαρμόζεται το 

χτενάκι 10 θέσεων και πριν αρχίσει να πήζει (σε - 1 5  ηιΐη), απομακρύνονται οι 

φυσαλίδες που τυχόν δημιουργήθηκαν.

Β) Προετοιμασία των δειγμάτων.

Η προετοιμασία των δειγμάτων μετά το ΡΟΚ γίνεται ως εξής: Σβ ορροικΙοΓί 

τοποθετούνται 5 μ\ (ΜΗ2Ο, 5 μ\ χρωστικής και 5 μ\ κάθε δείγματος. Η ανάδευση 

γίνεται με πιπέτα.

Γ) Τοποθέτηση δειγμάτων

Μετά την πήξη, η αγαρόζη τοποθετείται στη θέση εκκίνησης της 

ηλεκτροφόρησης. Προστίθεται διάλυμα 1 X ΤΑΕ, ώστε να καλυφθεί η επιφάνεια του 

πηκτώματος. Απομακρύνεται το χτένι και σε κάθε θέση (πηγαδάκι) που έχει 

δημιουργηθεί τοποθετείται το δείγμα.

Η διάρκεια της ηλεκτροφόρησης είναι τουλάχιστον 45 ηιΐη υπό σταθερή τάση 

120 νοίίδ. Μετά την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης, το πήκτωμα μεταφέρεται κάτω 

από ακτινοβολία υ ν  και φωτογραφίζεται σε σκοτεινό θάλαμο.

Όταν έχουμε το σωστό προϊόν της ΡΟΚ, τότε κάθε δείγμα, καθώς και στο θετικό 

δείγμα ελέγχου (ροδΐίίν© οοπΙγοΙ) αντιστοιχεί μια έντονη μπάντα (πολυμερισμένο 

γενετικό υλικό) και μια μικρότερη μπάντα (ρπιηβΓδ). Στη περίπτωση που λάβουμε 

πολλές μπάντες, τότε δεν έχουμε σωστό προϊόν της ΡΟΚ. Τέλος, το αρνητικό δείγμα 

ελέγχου (ηε^&ίΐν© οοηίΓοΙ) πρέπει να δώσει μόνο μπάντα που να αντιστοιχεί στους 

εκκινητές, γιατί σε διαφορετική περίπτωση πρόκειται για επιμόλυνση του ϋΝΑ.

Παράλληλα έγινε σύγκριση της ηλεκτροφόρησης του γονιδίου ΜΝΚτ5 με αυτή 

του γονιδίου ΜΝΚγ2. Το τελευταίο γονίδιο είναι σχεδόν ισοδύναμο σε μέγεθος με το 

ΜΝΚγ5 και έχει απομονωθεί και προσδιοριστεί η αλληλουχία του στο παρελθόν. Όπως 

αναμενόταν και οι δύο μπάντες των γονιδίων βρίσκονται στο ύψος της δεύτερης 

μπάντας (2 0 0 1>ρ) του πιζάίετ.
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Εικόνα 2: Σύγκριση των ηλεκτροφόρησεων του προϊόντος της ΡΟΚ ΜΝΚγ5, 

και του γονιδίου ΜΝΚγ2.



2.4 ΚΑΘΑΡΙΣΜ ΟΣ ΤΩΝ ΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΥΛΙΚΩΝ ΜΝΚγ5 και ΜΝΚγ(4- 

6) ΜΕΤΑ ΤΗΝ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 2%.

Μετά την ηλεκτροφόρηση αγαρόζης 2% τα προϊόντα της ΡΟΚ καθαρίστηκαν με 

βάση το πρωτόκολλο (^ΙΑχμιίοΙί Οοΐ ΕχίΓαοίΐοη Κϊί ΡγοϊοοοΙ της ζ)ΙΑΟΕΝ:

1) Αποκοπή των φθορίζων τμημάτων, που αντιστοιχούν στους γονιδιακούς 

στόχους, από την πηκτή αγαρόζης.

2) Ζύγιση των τμημάτων και προσθήκη 300μ1 από το ρυθμιστικό διάλυμα ζ)0 

για κάθε 100ηΐ£ πηκτής.

3) Επώαση στους 50°0 για δέκα λεπτά (ή μέχρι τα τμήματα της πηκτής 

διαλυθούν εντελώς).

4) Το ρυθμιστικό διάλυμα ζ)0 περιέχει δείκτη ρΗ ο οποίος χρωματίζει το 

διάλυμα κίτρινο όταν το ρΗ ^ ,5  και πορτοκαλί όταν το ρΗ παίρνει υψηλότερες τιμές. 

Η προσρόφηση των στόχων ϋΝΑ από τις μεμβράνες ρΐΑψαϊ<± είναι ικανή μόνο όταν 

το ρ Η ^ ,5 . Για τον λόγο αυτό μετά την πλήρη διάλυση των τμημάτων πηκτής, 

εξετάζεται το χρώμα του διαλύματος να είναι κίτρινο (παρόμοιο του διαλύματος ζ)0). 

Σε περίπτωση που το χρώμα είναι πορτοκαλί ή μοβ το ρΗ επανέρχεται στα επιθυμητά 

όρια με την προσθήκη διαλύματος οξικού νατρίου (3Μ, ρΗ =5).

5) Για την αύξηση της απόδοσης των γονιδιακών στόχων προστίθεται 

ισοπροπανόλη σε αναλογία 100 μΐ ανά 100ηι§ πηκτής.

6) Εφαρμογή της στήλης δρΐη-<3ΙΑφπο]ί σβ ερρβηάοΓΓτων 2πύ.

7) Για την δέσμευση των στόχων ϋΝ Α  τα  δείγματα μεταφέρονται στις στήλες 

δρίη-(^)ΙΑςιιϊ(± και φυγοκέντρουνται για 1 λεπτό.

8) Απομακρύνεται το διάλυμα που συλλέγεται από την στήλη δρίη-ζ)ΙΑς[ΐπο1<:,. 

Προστίθονται 0,5 τηΐ διαλύματος ζ)0 στις στήλες 5ρϊη-ζ)ΙΑφΐϊ<± και φυγοκέντρουνται 

για ένα λεπτό. Έπειτα προστίθονται 0,75 πιΐ διαλύματος ΡΕ και φυγοκέντρουνται για 

ένα λεπτό. Τα διαλύματα εκπλύσεων απομακρύνονται.

9) Οι στήλες δριη-ρίΑςιιίοΙί φυγοκεντρούνται άδειες για ένα λεπτό σε 13.000

φΐη.

10) Για την εξαγωγή των ϋΝ Α  υλικών από τις μεμβράνες των στηλών δρΐη- 

ξ)ΙΑςιπο1<; προστίθονται 30 μΐ νερού στις στήλες και φυγοκεντρούνται για ένα λεπτό.
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2.5 ΚΟΨΙΜΟ ΤΩΝ ΑΚΡΩΝ ΤΩΝ ΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΥΛΙΚΩΝ ΜΝΚγ5 και 

ΜΝΚγ(4-6) ΜΕ ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΑ ΕΝΖΥΜΑ .

Τα περιοριστικά ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν για το κόψιμο των άκρων των 

γενετικών υλικών ΜΝΚγ5 και ΜΝΚτ(4-6) είναι τα ΝάεΙ καί ΧΙιοΙ τα οποία 

αναγνωρίζουν ειδικές αλληλουχίες βάσεων στη διπλή έλικα ϋΝ Α  και διασπούν και τις 

δύο αλυσίδες της διπλής έλικας σε συγκεκριμένες θέσεις, όπως φαίνεται στο σχήμα 25.

2.5.1 Αντιδραστήρια πουχρησψοποιήθηκαν
• Περιοριστικό ένζυμο Ν<Μ (Βίοΐαβδ). Φυλάσσεται στους -20°0

• Περιοριστικό ένζυμο ΧΙιοΙ (Βίοΐαβδ). Φυλάσσεται στους -20°€

• Ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης ΒδΑ (Βίοΐαβδ).

• Ρυθμιστικό διάλυμα ΒιιίίβΓ 4 (Βίοΐαβδ).

2.5.2 Πειραματική διαδικασία.
Παρασκευάζεται το μίγμα αντίδρασης αναμειγνύοντας σε ορρεηάοΐ'ί' τα 

αντιδραστήρια με την ακόλουθη σειρά:

άάΆ20  =7 μΐ

ΒιιίΪ6Γ4 =2 μ\

ΝάεΙ = 0,5 μΐ

ΧΙιοΙ = 0,5 μΐ

ΒδΑ =0,2 μ\

Συνολικός όγκος = 10μ1

Οι ποσότητες αυτές χρησιμοποιούνται για ένα δείγμα και επομένως 

πολλαπλασιάζονται με το δύο που είναι ο αριθμός των δειγμάτων.

Μετά από ήπια ανάδευση με πιπέτα, στο πρώτο μίγμα αντίδρασης (10 μΐ) 

προστίθενται 10 μΐ από το γενετικό υλικό ΜΝΚγ5 ενώ στο δεύτερο 10 μΐ από το 

ΜΝΚγ(4-6). Τελικά τα δύο δείγματα επωάζονται στους 37 °0 για δώδεκα ώρες. 

Ακολουθεί έλεγχος της ποιότητας των προϊόντων με ηλεκτροφόρηση αγαρόζης 2% και 

καθαρισμός των προϊόντων ΌΝΑ σύμφωνα με το πρωτόκολλο ζ)ΙΑ<}ίΐιο1<: Οεΐ 

ΕχίΓ&οίίοη ΚΐΙ ΡγοΙοοοΙ (ρΐΑΟΕΝ). (Κεφ.4).
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|— Προϊόν ΌΝΑ —|
Κόψιμο τον προϊόντος 

ϋΝ Α  μ€ τα 
περιοριστικά ένζυμα 

ΝύοΙ, ΧΙιοΙ.

5

ΟΟΑΤΟ ΟΑΟΟΤ
3 Ρ0 4' ΟΗ Ρ0 4 ΟΗ 5 ’

Σχήμα 25: Κόψιμο των άκρων των προϊόντων ΜΝΚγ5 και ΜΝΚτ(4-6) με την δράση 

των περιοριστικών ενζύμων.

2.6 ΕΠΙΛΟΓΗ ΤΟΥ ΠΛΑΣΜΙΔΙΟΥ ΚΑΙ ΔΙΑΣΠΑΣΗ ΤΟΥ ΜΕ ΤΗ 

ΔΡΑΣΗ ΕΝΔΟΝΟ ΥΚΛΕΑΣΩΝ.

Ο πλασμιδιακός φορέας που επιλέχθηκε είναι το ρΕΤ-20β(+). (Εικόνα 3) 

Περιέχει συνολικά 3716 βάσεις και μπορεί να διασπαστεί σε πολλές εξειδικευμένες 

θέσεις με την δράση διαφορετικών ενδονουκλεασών. (Οι θέσεις διάσπασης του από 

περιοριστικά ένζυμα αναφέρονται αναλυτικά στο Παράρτημα 2). Στο Ν-άκρο του 

πλασμιδίου βρίσκεται η περιοχή ρβΙΒ (224-289) η οποία εξασφαλίζει περιπλασμικό 

εντοπισμό του ανασυνδυασμένου ϋΝ Α  στο κύτταρο ξενιστή. Στο Ο-άκρο υπάρχει η 

περιοχή Ηΐδ-Τας[ (140-157) η οποία κατά την έκφραση του γονίδιου στόχου 

κωδικοποιεί μια αλληλουχία από έξι ιστιδίνες στο Ο-άκρο. Η ιστιδινική ουρά είναι 

απαραίτητη στον καθαρισμό της πρωτεΐνης, με χρωματογραφία Ηίδ-Ίϊαρ. (Κεφ.2.16) 

Το ρΕΤ-20ΐ>(+) περιέχει την περιοχή 353-369 που ονομάζεται Τ7 προαγωγέας και 

δεσμεύει ειδικά μόνο την Τ7 ΙΙΝΑ πολυμεράση .Το σημείο έναρξης της μεταγραφής 

είναι η θέση 352 και η θέση τερματισμού είναι η περιοχή 26-72. Περιέχει ένα γονίδιο 

ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό αμπικιλλίνη.
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Εικόνα 3: Γενετικός χάρτης του πλασμιδίου ρΕΤ-20β(+).

Το πλασμίδιο διασπάστηκε στις εξειδικευμένες θέσεις των δυο περιοριστικών 

ενζύμων ΝάθΙ και ΧΙιοΙ με τον ίδιο τρόπο που κόπηκαν και οι άκρες των δύο γενετικών 

υλικών ΜΝΚγ5 και ΜΝΚγ(4-6).

Σχήμα 26: Η διάσπαση του πλασμιδιακού φορέα με τη δράση των 

περιοριστικών ενζύμων Ν<Μ και ΧΙιοΙ.
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2.6.1 Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν.

• Πλασμίδιο ρΕΤ-20β(+) (Νονα§εη). Φυλάσσεται στους -20°0.

• Περιοριστικό ένζυμο ΝάεΙ (Νονα^εη). Φυλάσσεται στους -20°0

• Περιοριστικό ένζυμο ΧΙιοΙ (Νονα§εη). Φυλάσσεται στους -20°0

• Ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης Β8 Α (Νονα^εη).

• Ρυθμιστικό διάλυμα ΒιιίϊεΓ 4 (Νονα§εη).

• Διάλυμα ΑΙΙίαΚηε Ρΐιοδρίιαίαδε ΟΙΡ (Νονα§εη).

2.6.2 Πειραματική διαδικασία.

Παρασκευάζεται το μίγμα αντίδρασης αναμειγνύοντας σε ερρεπάοΓί τα  

αντιδραστήρια με την ακόλουθη σειρά:

(ΜΗ20  = 9 μΐ

ΒιιίϊεΜ = 5 μΐ

ΝάεΙ = 1 μ\

ΧΙιοΙ = 1 μ\

Β3Α =1 μΐ

Συνολικός όγκος = 17 μ\

Μετά από ήπια ανάδευση με πιπέτα, στο μίγμα αντίδρασης (10 μ\) προστίθενται

3 μΐ αραιωμένου πλασμιδίου ρΕΤ-20β(+) (Ιμ§/ μΐ). Το μίγμα της αντίδρασης επωάζει 

στους 37 °0 για δώδεκα ώρες. Έπειτα προστίθεται στο μίγμα 1 μΐ ΟΓΡ, 5 μ\ Βιιίϊβτ3 και

4 μΐ <ΜΗ2 0 . Αφήνεται το μίγμα να επωάσει στους 37 °0 για είκοσι λεπτά και τελικά 

μεταφέρεται σε υδρόλουτρο των 55 °0  για δεκαπέντε λεπτά. Το διασπασμένο πλασμίδιο 

φυλάσσετε στους -2 0 °0 .



2.7 ΕΝΣΩΜΑΤΩΣΗ ΤΩΝ ΜΝΚγ5 και ΜΝΚγ(4-6) ΣΤΟΝ  

ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟ ΦΟΡΕΑ ρΕΤ-201}(+).

Οι στόχοι ΟΝΑ: ΜΝΚγ5 και ΜΝΚτ(4-6) και ο πλασμιδιακός φορέας έχουν 

διασπαστεί με την δράση των ίδιων περιοριστικών ενζύμων ΝάεΙ και ΧΙιοΙ. Τα γενετικά 

υλικά ενώνονται ομοιοπολικά με τον φορέα ϋΝ Α  και σχηματίζονται δύο 

ανασυνδυασμένα μόρια ϋΝ Α  με ονομασία ρΟΟΙ και ρ002  αντίστοιχα.( Σχήμα 27) Οι 

ποσότητες των γενετικών υλικών ΜΝΚγ5 και ΜΝΚτ(4-6) που πρέπει να 

χρησιμοποιηθούν υπολογίστηκαν από την παρακάτω μαθηματική σχέση:

ηζ ΟΝΑ = {αριθμός ύρ (ΡΟΚ ΐηεβΗ) χ 20 η§ πλασμιδίου}/{αριθμός Βρ πλασμιδίου + αριθμός ί>ρ (ΡΟΚ ίηεβΗ)} χ  8

2.7.1 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.
• Κομμένο πλασμίδιο ρΕΤ-20β(+) (Κεφ.6 ). Φυλάσσεται στους -20°0.

• Ένζυμο Τ4 ϋΝ Α  (Νον&^βη). Φυλάσσεται στους -20°0 και αποψύχεται 

από την χρήση του.

• Ρυθμιστικό διάλυμα (ΒιιίίβΓ Η§&5 θ). Φυλάσσεται στους -20°0.

• Θερμοκυκλοποιητής ( ΒΙΟΚΑΌ Μ γ ΟγοΙεΓ ™, Τΐιβπηαΐ ογοίοι-).

Σχήμα 27: Κατασκευή του ανασυνδυασμένων μορίων ρΟΟΙ και ρ002.

2.7.2 Πειραματική διαδικασία.
Παρασκευάζεται το μίγμα αντίδρασης αναμειγνύοντας σε ερροπάοιΤ τα 

αντιδραστήρια με την ακόλουθη σειρά:
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άάΆ20  = 1 μ\

ΒιιίϊδΓ Π § & 8 6  =5 μ\

Τ4 ϋΝ Α  1ί§α86 = 1 μ\

ΡΕΤ-20Κ+) =1 μΐ
Συνολικός όγκος = 8  μ\

Οι ποσότητες αυτές χρησιμοποιούνται για ένα δείγμα και επομένως 

πολλαπλασιάζονται με το δύο που είναι ο αριθμός των δειγμάτων.

Μετά από ήπια ανάδευση με πιπέτα, στο πρώτο μίγμα αντίδρασης ( 8  μ\) 

προστίθενται 2 μΐ αραιωμένου γενετικού υλικού ΜΝΚγ5 ενώ στο δεύτερο 10 μΐ 

ΜΝΚγ(4-6). Τα δύο δείγματα μεταφέρονται στα ειδικά ερρεικΙοιΤ για ΡΟΚ και 

τοποθετούνται στον θερμοκυκλοποιητή. Το πρόγραμμα του θερμοκυκλοποιητή για την 

ενσωμάτωση είναι επώάση στους 14 ° 0  για δώδεκα ώρες.

Στον θερμοκυκλοποιητή τοποθετείται και ένα αρνητικό δείγμα ελέγχου της 

ενσωμάτωσης (ηε^αίίνε οοπϊγοΙ). Κατά την παρασκευή του στο μίγμα αντίδρασης ( 8  μ\) 

δεν προστίθεται γενετικό υλικό αλλά 2  μΐ Μ Η 2Ο.
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2.8 ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΤΩΝ ρΟ€1 ΚΑΙ ρ 0 0 2  ΣΤΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΞΕΝΙΣΤΕΣ  

Ε χ ο Ιί ΏΗ5&.

Μετά το σχηματισμό των ανασυνδυασμένων ΌΝΑ θα πρέπει αυτοί οι 

συνδυασμοί να κλωνοποιηθούν δηλαδή να πολλαπλασιαστούν πολλές φορές, με την 

εισαγωγή τους στα κατάλληλα κύτταρα όπου αναπαράγονται χρησιμοποιώντας το 

μηχανισμό σύνθεσης τον ΌΝΑ του ξενιστή. Πολλά βακτηριακά και ευκαρυωτικά 

κύτταρα προσλαμβάνουν μόρια ΌΝΑ από το υλικό καλλιέργειας. Η ικανότητα 

εισαγωγής είναι χαμηλή (περίπου 1 στα ΙΟ6 μόρια ΌΝΑ), αλλά ένα ικανοποιητικό 

ποσοστό κυττάρων μπορεί να μετασχηματισθεί κάτω από κατάλληλες πειραματικές 

συνθήκες. Συχνά χρησιμοποιούνται ως ξενιστές μεταλλαγμένα βακτήρια, που δεν 

καταστρέφουν ξένο ϋΝ Α  γρήγορά. [204} Στην φάση αυτή, η επιλογή του κύτταρου 

ξενιστή δεν στηρίζεται στην ικανότητα των γονιδίων να μεταγράφονται και να 

μεταφράζονται στο νέο τους περιβάλλον αλλά η δυνατότητα εξαγωγής των 

ανασυνδυασμένων πλασμιδίων για προσδιορισμό της αλληλουχίας των γονιδιακών 

στόχων ΜΝΚγ5 και ΜΝΚτ(4-6). Ο ξενιστής που επιλέχτηκε είναι τα βακτηριακά 

κύτταρα ϋΗ5α της κυτταρικής σειράς ΕδεΗβηοΗία ΟοΙί.

2.8.1 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.
• Κύτταρα ΌΗ5α (Εΐίβ Τεοΐιηοΐο^ΐοδ). Φυλάσσονται στους -80°0.

• Τρυπτόνη (δΐ§τηα)

•  Εκχύλισμα ζύμης(δϊ§τηα)

• ΝαΟΙ (δΐ£ΐηα)

• αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (100ιη§/πι1) Φυλάσσεται στους -20°0.

• Αερόλουτρο δ1ια1ί6Γ

2.8.2 Διαλύματα εργασίας
• Πλήρες Θρεπτικό υλικό για Ε.οοΙί Ειιηα Ββνίαηΐ ΕΒ= 1§ τρυπτόνη, 0,5§

εκχύλισμα ζύμης και 1§ ΝαΟΙ διαλύονται σε ΙΟΟιηΙ (ΜΗ2 Ο.

• Πλήρες στερεό Θρεπτικό υλικό= Προσθήκη στο ΕΒ 2% άγαρ.

Όλα τα θρεπτικά υλικά αποστειρώνονται στους 121 °0 0€ πίεση 1,2 Άίπι, γ,α  

είκοσι λεπτά.
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• Διάλυμα αμπικιλλίνης=  Διαλύεται 1§ αμπικιλλίνης σε Ιχπΐ

2.8.3 Πειραματική διαδικασία.
Αποψύχονται δύο ερρεπάοιΤ που περιέχουν 100 μΐ κύτταρα ΌΗ5α το κάθε ένα. 

Μετά από την απόψυξη τα κύτταρα δεν μπορούν να ξαναχρησιμοποιηθούν. Στο πρώτο 

ερρβηάοΓί προστίθονται 10 μΐ πλασμιδίου ρ(Χ1 ενώ στο δεύτερο 10 μΐ ρ(Χ 2. Τα 

μίγματα αναδεύονται ήπια με πιπέτα και έπειτα μεταφέρονται σε πάγο και διατηρούνται 

εκεί για τριάντα λεπτά. Έπειτα μεταφέρονται σε υδρόλουτρο των 42 °€  για 45 

δευτερόλεπτα και τέλος σε πάγο για δύο λεπτά. Αφού προστεθούν σε κάθε δείγμα 900 

μΐ ΓΒ (χωρίς αντιβιοτικό) τελικά επωάζουν σε αερόλουτρο σε 170φΐη στους 37 °0 για 

μία ώρα. Μετά το πέρασμα της μίας ώρας εμβολιάζονται τρυβλία άγαρ (με στερεό 

θρεπτικό υλικό μολυσμένο με αμπικιλλίνη) με 200 μ\ από το κάθε δείγμα. Τα τρυβλία 

επωάζουν στους 37 για δώδεκα ώρες. Ο εμβολιασμός των τρυβλίων με αντιβιοτικό 

γίνεται για να σχηματιστούν μόνο αποικίες με πλασμίδια που φέρουν τους γονιδιακούς 

στόχους αφού μόνο αυτά παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό αμπικιλλίνη.

Και σε αυτό το στάδιο είναι απαραίτητο να γίνει αρνητικός έλεγχος. Γι’ αυτό το 

λόγο γίνεται μεταφορά στα κύτταρα ϋΗ 5α 10 μ\ του αρνητικού δείγματος ελέγχου της 

ενσωμάτωσης (Υποκεφ.2.7.2) ακολουθώντας την ίδια πειραματική πορεία. Το αρνητικό 

δείγμα ενσωμάτωσης περιέχει τον πλασμιδιακό φορέα χωρίς τους γονιδιακούς στόχους. 

Αν η συγχώνευση έγινε με επιτυχία στο προηγούμενο στάδιο δεν θα πρέπει να 

υπάρχουν αποικίες στο τρυβλίο του αρνητικού δείγματος ελέγχου και πολλές αποικίες 

στα τρυβλία των κυττάρων ΟΗ5& που περιέχουν τα πλασμίδια ρ (Χ 1 και ρ0 0 2 .
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2.9 ΕΞΑΓΩΓΗ ΤΩΝ ΠΛΑΣΜΙΔΙΩΝ ρ 0 0 1  ΚΑΙ ρ 0 0 2  ΑΠΟ ΤΑ 

ΚΥΤΤΑΡΑ  ϋΗ5<ι.

Η εξαγωγή των ανασυνδυασμένων μορίων ρ(Χ1 και ρ(Χ 2 από τα κύτταρα 

ϋΗ5α. έγινε με βάση το πρωτόκολλο ξ)ΙΑΟΕΝ Ρΐαδπιΐά Μίάί αηά Μαχΐ Κίίδ:

1. Εμβολιάζονται 2 πιΐ ΕΒ (μβ 100μ§/πι1 αμπικιλλίνη) με κύτταρα μονής 

αποικίας από κάθε τρυβλίο άγαρ. Οι καλλιέργειες επωάζονται σε αερόλουτρο σε 200 

Γριη, στους 37 °0 για οκτώ ώρες.

2. Οι προκαλλιέργειες εμβολιάζονται σε μεγαλύτερο όγκο θρεπτικού υλικού 200 

πιΐ ΕΒ (μβ 1 ΟΟμ^/τη! αμπικιλλίνη) και επωάζουν για δώδεκα ώρες στους 37 °0 σβ 

αναδευτήρα με ταχύτητα 200 Γριη.

3. Φυγοκεντρούνται οι καλλιέργειες σε ταχύτητα 6000 φ ΐη  (Βεοίσηαη ΙΑ -10 

γοΙογ) για δεκαπέντε λεπτά στους 4 °0 και απομακρύνεται το υπερκείμενο.

4. Επαναιωρούνται τα βακτηριακά κύτταρα σε 4 ιηΐ τον ΒιιίϊβΓ Ρ1 ((^ΙΑΟΕΝ).

5. Προστίθονται 4 πιΐ ΒιχίϊοΓ Ρ2 (ΡΙΑΟΕΝ), το μίγμα αναδεύεται ήπια και 

επωάζει σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για πέντε λεπτά.

6 . Προστίθοντοχ 4 πιΐ ΒιιίϊβΓ Ρ3 (ΡΙΑΟΕΝ) το μίγμα αναδεύεται ήπια και 

επωάζει σε πάγο για δεκαπέντε λεπτά.

7. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε ταχύτητα 20.000 φ ΐη  για τριάντα λεπτά στους 4 

°0. Συλλογή του υπερκείμενου που περιέχει το πλασμίδιο.

8 . Φυγοκέντρηση για δεύτερη φορά του υπερκείμενου στις 20.000 Γριη για 

δεκαπέντε λεπτά στους 4°0. Συλλογή του υπερκείμενου διαλύματος.

9. Πλύσιμο της στήλης ζ)ΙΑΟΕΝ-1;ίρ 100 με 4 ηιΐ ΒιιίϊβΓ ζ)ΒΤ (ζ)ΙΑΟΕΝ).

10. Προστίθεται στη στήλη το υπερκείμενο με το γενετικό υλικό από το βήμα 8

11. Πλένεται η στήλη δύο φορές από 10 ιηΐ ΒαίϊθΓ (^Ο ((^ΙΑΟΕΝ).

12. Συλλογή του ϋΝΑ με έκπλυση της στήλης με 5 πιΐ Βιιί&Γ (^Ρ (ρΐΑΟΕΝ).

13 Καθίζηση του ϋΝ Α  με προσθήκη 3,5 ιηΐ διάλυμα ισοπροπανόλης στο 

διάλυμα συλλογής. Φυγοκέντρηση σε ταχύτητα 15.000 ηριη για τριάντα λεπτά στους 4 

°0 .

14. Έκπλυση του ϋΝ Α  με 2 πιΐ διαλύματος 70% αιθανόλης και φυγοκέντρηση 

σε ταχύτητα 15.000 Γριη για δέκα λεπτά στους 4

15. Επαναδιάλυση του ϋΝ Α  σβ 30 μ\ (ΜΗ2Ο.
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Με την παραπάνω διαδικασία τα γενετικά υλικά ρΟΟΙ και ρ(Χ 2 διατηρούνται 

στους-  20°0.

2.10 ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΊΑΣ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ  

ΜΝΚγ5 ΚΑΙ ΜΝΚγ(4-6).

Η αλληλουχία των βάσεων του ϋΝ Α  μπορεί να βρεθεί με τη δημιουργία 

θραυσμάτων, που προκύπτουν με τη ρυθμιζόμενη διακοπή της ενζυματικής αντιγραφής 

τον, μια μέθοδο που ανέπτυξε ο Ργ6<16ιίο1£ 8 αη§6 Γ και οι συνεργάτες του. Πρόσφατα 

χρησιμοποιείται μια παραλλαγή της παραπάνω μεθόδου. Συγκεκριμένα μια φθορίζουσα 

ουσία τοποθετείται στο αρχικό ολιγονουκλεοτίδιο με διαφορετικό χρώμα για το κάθε 

ένα από τα τέσσερα νουκλεοτίδια. Οι αντιδράσεις συνδυάζονται και ηλεκτροφορούνται 

μαζί. Οι διαφορετικές ζώνες ΌΝΑ ανιχνεύονται από τον φθορισμό τους καθώς περνούν 

έξω από την άκρη του σωλήνα ηλεκτροφόρησης και η σειρά των χρωμάτων δίνει 

αμέσως τη σειρά των βάσεων. Η παραπάνω διαδικασία για τον προσδιορισμό της 

αλληλουχίας των γονιδίων ΜΝΚτ5 και ΜΝΚτ(4-6) έγινε από το ερευνητικό εργαστήριο 

τηςΡπηίΏΐ (Μιλάνο Ιταλία).

2.10.1 Αποτελέσματα προσδιορισμού αλληλουχίας.
Τα αποτελέσματα για το γονίδιο ΜΝΚγ5 ήταν θετικά αφού δεν έδειξαν καμία

μετάλλαξη στην αλληλουχία των βάσεων του. Αντιθέτως το γονίδιο ΜΝΚτ(4-6) φέρει 

την μετάλλαξη Τ—>Α στην θέση 60. (Σχήμα 28)

Αποτελέσματα προσδιορισμού της 
αλληλουχίαςτου  γονιδίου ΜΝΚτ(4-6).

Αλληλουχία βάσεων του άγριου 
τύπου του ΜΝΚτ(4-6).

Σχήμα 28: Μετάλλαξη στη θέση εξήντα στο γονίδιο ΜΝΚτ(4-6).
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2.11 ΜΕΘΟΔΟΣ ΣΗΜΕΙΑΚΗΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΗΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ  

ΜΝΚγ(4-6) ΣΤΟ ΠΛΑΣΜΙΔΙΟ  ρ 0 02 .

Για να αποκτήσει το γονίδιο ΜΝΚγ(4-6) την αλληλουχία του άγριου τύπου θα 

πρέπει να αντικατασταθεί η αδενίνη στη θέση εξήντα από θυμίνη. Παρακάτω 

παραθέτονται τα τρία βασικά στάδια της μεθόδου σημειακής μετάλλαξης του 

γονιδιακού στόχου στο πλασμίδιο ρ002. (Σχήμα 29)

1) Σχεδιασμός δυο εκκινητών ίοην&κΐ και ΓβνβΓδο έτσι ώστε να είναι 

συμπληρωματικοί του γονιδίου που θα γίνει η μετάλλαξη και να περιέχουν την 

επιθυμητή μετάλλαξη.

2) Μετουσιώνεται το πλασμίδιο και οι εκκινητές συνδέονται με τις μονόκλωνες 

αλυσίδες.

3) Παρουσία της ΟΝΑ πολυμεράσης και της λιγάσης δημιουργείται η δίκλωνη 

μορφή του ανασυνδυασμένου ΌΝΑ που περιέχει την κατευθυνόμενη μετάλλαξη.

4) Το δίκλωνο αυτό μόριο, που περιέχει την κατευθυνόμενη μετάλλαξη, 

εισάγεται σε βακτηριακά κύτταρα ΕχοΙί ΟΗ5α.

Ο σχεδιασμός των εκκινητών έγινε σύμφωνα με τους παρακάτω κανόνες:

• Και οι δύο εκκινητές πρέπει να περιέχουν την επιθυμητή μετάλλαξη.

• Το μήκος τους πρέπει να είναι μεταξύ 25 και 45 βάσεις, ενώ η θερμοκρασία 

τήξης τους πρέπει να είναι μεγαλύτερη ή ίση των 78 °0 .

• Η επιθυμητή μετάλλαξη θα πρέπει να είναι στη μέση (—10-15 βάσεις και από τις 

δύο πλευρές.)

• Το ποσοστό γουανίνης κυτοσίνης 0 0  θα πρέπει να είναι μεγαλύτερο του 40%. 

Τελικά οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν για την σημειακή μετάλλαξη του

γονιδίου ΜΝΚγ(4-6) στη θέση εξήντα είναι:

5 ’-ΟΟ ΑΟΤΟΤΑΤΤΟΑΟΟΟΤΟΤΟ ΑΤΑΤΟΑΑΑΑΑΑΟΟΟΑΟΟΤΟ-3 ’

Τγπ>100 ο0, Μήκος= 38, 00=44,7%

3 ’-ΟΑΟΟΤΟΟΟΤΤΤΤΤΤΟΑΤΑΤΟΑΟΟΟΟΤΟΑΑΤΑΟΑΟΤΟΟ-5 ’

Τιώ> 100°0, Μήκος= 38, 00=44,7%
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Αρχικό πλασμίδιο 

^  Εκκινητής που περιέχει την επιθυμητή μετάλλαξη

Μεταλλαγμένο πλασμίδιο

Σχήμα 29: Τα στάδια της σημειακής μετάλλαξης τον γονίδιο ΜΝΚγ(4-6) στο 

πλασμιδίοι» ρ 0 0 2 . .

2.11.1 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.

• Ζεύγος εκκινητών ίοπνατά και τ&νοΐ8&. Ο σχεδιασμός τους έγινε από τον 

ερευνητή της διατριβής αυτής και η προέλευσή τους ήταν από την Ριίπηϊι. (Μΐΐα 

ηο Κ&1γ)

•  Νουκλεοτίδια άΑΤΡ, <10ΤΡ, άΤΤΡ, και άΟΤΡ (ΙΟΟιηΜ το καθένα) και 

προέλευσης δΤΚΑΤΑΟΕΝΕ.

• Ρίιι ΤιιΛο ϋΝ Α  πολυμεράση προέλευσης δΤΚΑΤΑΟΕΝΕ. Φυλάσσεται στους - 

2 0 ° 0  και αποψύχεται λίγο πριν τη χρήση της.

• Ρυθμιστικό διάλυμα της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (ΡΟΚ βχιίϊβι*) 

και προέλευσης δΤΚΑΤΑΟΕΝΕ. Φυλάσσεται στους -20°0.

• Διάλυμα μίγματος νουκλεοτιδίων (άΝΤΡηιΐχ) προέλευσης δΤΚΑΤΑΟΕΝΕ. 

Φυλάσσεται στους -20°0.

• Θερμοκυκλοποιητής ( ΒΙΟΚΑΕ) Μγ ΟγοΙοΓ ™ Τΐιεπηαΐ ΟγοΙβΓ).

Διαλύματα εργασίας
• Διάλυμα εκκινητών : Οι εκκινητές αραιώνονται σε (ΜΗ20 , ώστε η 

συγκέντρωση τους (πριν την εισαγωγή τους στο μίγμα ΡΟΚ) να είναι {50η§/ μΐ). 

Φυλάσσονται στους -20°0.
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2.11.2 Πειραματική διαδικασία.

Παρασκευάζεται το μίγμα ΡΟΚ σε βρροηοΙοιΤ και τα αντιδραστήρια

αναμιγνύονται με την ακόλουθη σειρά:

(ΜΗ20 = 35,5μ1

Εκκινητής ίοηναπί = 2,5μ1

Εκκινητής ΓβνβΓδβ = 2,5μ1

10χΒιιίΪ6Γ Τας = 5μ1

άΝΤΡδ (ΙΟΟπιΜ) = 1,5μ1

Ρίιι ΤυΛο ϋΝ Α  πολυμεράση = Ιμΐ

Συνολικός όγκος = 48 μΐ

Μετά από ήπια ανάδευση με πιπέτα, το μίγμα ΡΟΚ (48 μΐ), μεταφέρεται σε 

ειδικό ορροικΙοιΤ για ΡΟΚ όπου προστίθενται 2 μΐ αραιωμένου (10η§/ μΐ) πλασμιδίου 

ρ002 . Ακολουθεί νέα ανάδευση και το δείγμα μεταφέρεται στο θερμοκυκλοποιητή. Το 

πρόγραμμα της ΡΟΚ. για τη σημειακή μετάλλαξη του γονιδίου ΜΝΚτ(4-6) είναι: 

(Σχήμα 29)

35 8 6 0  στους 95°0  (διαχωρισμός της διπλής έλικας του ΰΝΑ)

1 ιηίη στους 55°0 (σύνδεση των εκκινητών με το πρότυπο ϋΝΑ)

10 ηιίη στους 6 8°0 (επιμήκυνση)

Οι κύκλοι που χρησιμοποιήθηκαν για την ολοκλήρωση των παραπάνω σταδίων 

φαίνονται στο παρακάτω διάγραμμα. (Σχήμα 30)

Με το πέρασμα της αντίδρασης ΡΟΚ το νέο πλασμίδιο ρ002  (\νίΙά ίγρβ), 

μεταφέρεται στα βακτηριακά κύτταρα ΏΗ5& με την ίδια πειραματική πορεία που 

αναφέρεται στο κεφάλαιο 2.8. Με βάση το πρωτόκολλο ζ)ΙΑΟΕΝ Ρ1&δΐηΐ<1 Μί<1ί ζηά 

Μ&χΐ Κΐίδ (Κεφάλαιο 2.9) έγινε εξαγωγή του πλασμιδίου ρ 0 0 2  (\νίΙά ίγρβ) από τα 

κύτταρα ΌΗ5& σε υψηλή απόδοση και τελική συγκέντρωση -150 η§/μ1. Τελικά στο 

πλασμίδιο έγινε προσδιορισμός της αλληλουχίας του γονιδίου ΜΝΚγ(4-6) για 

επιβεβαίωση της αντικατάστασης της αδενίνης από την θυμίνη στη θέση εξήντα.
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16 ογοίβδ

9 5 ΐ 9 5 0

30360 30860

68 0
45 0

/ 10 ΓΠΧΙΙ

I  ι η.ίη |

μετουσίωση επιμήκυνση

4 0

Σχήμα 30: Δεκαέξι κύκλοι στην αντίδραση ΡΟΚ για την ολοκλήρωση της 

μετάλλαξης στο γονίδιο ΜΝΚτ(4-6).

2.11.3 Αποτελέσματα του προσδιορισμού αλληλουχίας του 

μεταλλαγμένου γονιδίου ΜΝΚγ(4-6).

Σχήμα 31: Σύγκριση της αλληλουχίας πριν (Β) και μετά (Α) από την σημειακή 

μετάλλαξη στο γονίδιο ΜΝΚτ(4-6). Από τη σύγκριση των περιοχών που δείχνουν τα 

βέλη επιβεβαιώνεταιι η αντικατάσταση της αδενίνης (Β) από την θυμίνη (Α).
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2.12. ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΤΩΝ ρ 0 0 1  ΚΑΙ ρ 0 0 2 (η ί)  ΣΤΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 

ΕΚΦ ΡΑΣΗΣ  Ε.ΟοΙί ΒΙ.21(ΩΕ3)ρί.γ8.

2.12.1 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.
• Κύτταρα ΒΕ21(ΌΕ3)ρΕγ8 (Νονα^οη). Φυλάσσονται στους -80°0.

• Τρυπτόνη (8Ϊ£πια)

• Εκχύλισμα ζύμης(8ί§τηα)

• ΝαΟΙ (3ί§ιη&)

• Αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (100ηι§/ηι1) Φυλάσσεται στους -20°0.

• Αντιβιοτικό οΙιΙοΓ&ηιρΙιεηίοοΙ (34ηι§/ηι1) Φυλάσσεται στους -20°0.

• Αερόλουτρο 81ι&1<;6γ

2.12.2 Διαλύματα εργασίας
• Πλήρες Θρεπτικό υλικό για Ε.οοΙι, Σιιηα ΒβΗαηί ΣΒ= 1§ τρυπτόνη, 0,5§ 

εκχύλισμα ζύμης και 1§ ΝαΟΙ διαλύονται σβ ΙΟΟιηΙ άάΗ20 .

•  Πλήρες στερεό Θρεπτικό υλικό= Προσθήκη στο ΕΒ 2% άγαρ.

Όλα τα θρεπτικά υλικά αποστειρώνονται στους 121°0 σε πίεση 1,2 αΐπι, Ύΐα 

είκοσι λεπτά.

• Διάλυμα αμπικιλλίνης= Διαλύεται \% αμπικιλλίνης σε Ιιηΐ (ΜΗ2 Ο.

• Διάλυμα εΚΙοναιηρΗβηιοοΙ = Διαλύονται 1,02§ οΜοΓαπιρΙιεηΐοοΙ σβ 30ιη1 σβ 

διάλυμα αιθανόλης 100%.

2.12.3 Πειραματική διαδικασία.
Αποψύχονται δύο ερρεηάοΓί που περιέχουν 100 μ\ κύτταρα ΒΕ21(ϋΕ3)ρΕγ5.

Μετά από την απόψυξη τα κύτταρα δεν μπορούν να ξαναχρησιμοποιηθούν. Στο πρώτο 

ερρεηάοιΤ προστίθονται 10 μΐ πλασμιδίου ρ(Χ1 ενώ στο δεύτερο 10 μΐ ρ(Χ2(\νΐ). Τα 

μίγματα αναδεύονται ήπια με πιπέτα και έπειτα μεταφέρονται σε πάγο και διατηρούνται 

εκεί για τριάντα λεπτά. Έπειτα μεταφέρονται σε υδρόλουτρο των 42 °0 ^ια 45 

δευτερόλεπτα και τέλος σε πάγο για δύο λεπτά. Αφού προστεθούν σε κάθε δείγμα 900 

μ\ ΕΒ (χωρίς αντιβιοτικό) τελικά επωάζουν σε αερόλουτρο σε 170φΓϊΐ στους 37 °0 γ,α  

μία ώρα. Μετά το πέρασμα της μίας ώρας εμβολιάζονται τρυβλία άγαρ (με στερεό 

θρεπτικό υλικό μολυσμένο με αμπικιλλίνη και οΙιΙοΓ&πιρΙιβηίοοΙ) μβ 200 μ\ από το κάθε 

δείγμα. Τα τρυβλία επωάζουν στους 37 °0 για δώδεκα ώρες.
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Και σε αυτό το στάδιο είναι απαραίτητο να γίνει αρνητικός έλεγχος. Γ ι’ αυτό το 

λόγο γίνεται μεταφορά στα κύτταρα ΒΓ21(ΟΕ3)ρΓγδ 10 μΐ (ΙοΙΗ^Ο ακολουθώντας την 

ίδια πειραματική πορεία. Αν η συγχώνευση έγινε με επιτυχία στο προηγούμενο στάδιο 

δεν θα πρέπει να υπάρχουν αποικίες στο τρυβλίο του αρνητικού δείγματος ελέγχου και 

πολλές αποικίες στα τρυβλία των κυττάρων ΒΕ21(ΟΕ3)ρΕγδ που περιέχουν τα 

πλασμίδιο ρ002.

2.13 ΕΥΡΕΣΗ ΤΩΝ ΣΥΝΘΗΚΩΝ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΔΟΜ ΙΚΩΝ  

ΠΕΡΙΟΧΩΝ ΜΝΚγ5 ΚΑΙ ΜΝΚγ(4-6).

Η επιλογή των βακτηριακών κυττάρων ΒΕ21(ϋΕ3)ρΕγδ για την έκφραση των 

γονιδίων ΜΝΚγ5 καί ΜΝΚγ(4-6) δεν ήταν τυχαία. Ήταν απαραίτητο τα 

ανασυνδυασμένα πλασμίδια να μεταφερθούν σε ένα σύστημα που να εξασφαλίζει 

ελεγχόμενη και υψηλή απόδοση έκφρασης. Τα παραπάνω βακτηριακά κύτταρα 

ξενιστές της σειράς Ε. ΟοΙί είναι γονιδιακά τροποποιημένα κύτταρα που είναι ικανά να 

εκφράσουν ανθρώπινες πρωτεΐνες. Συγκεκριμένα περιέχουν το γονίδιο της Τ7 ΚΝΑ 

πολυμεράσης (Τ7 §6Π6 1) το γονίδιο ΙαοΙ και το προσαγωγέα 1αουν5 (Σχήμα 32) Ο 

προαγωγέας 1&οΙΐν5 δεσμεύει ειδικά την Ε.ΟοΙί ΚΝΑ πολυμεράση η οποία μεταγράφει 

το γονίδιο Τ7 §θιιθ 1. Με την προσθήκη του 1ΡΤΟ (ΐδορΐΌργΙ-β-0- 

ΐΙιΐο^&ΙαοΐορΥΓαηοδΐάβ) αρχίζει η μετάφραση της Τ7 ΚΝΑ πολυμεράσης η οποία με τη 

σειρά της χρησιμοποιείται στην μεταγραφή του γονιδιακού στόχου ϋΝ Α  στο 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο. (Σχήμα 32)

ΓαΙΚΙΗ
ΙΡΊΌ Ιηώαίοη 

1 Τ7ΒΧΛ
/ΚΙ̂ ΗΟΜ

ΙΡΤβ Ιηάικίΐοη 
1



Σχήμα 32: Το ρΕΤ σύστημα έκφρασης που εφαρμόζεται στα βακτηριακά 

κύτταρα ΒΕ21(ΟΕ3)ρΕγδ.

2.13.1 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.
• Τρυπτόνη (δϊβΐηα)

• Εκχύλισμα ζύμης(δΐ§ιηα)

• Ν&ΟΙ (δΐ§πι&)

• ΚΗ2Ρ 0 4, Να Η2Ρ 0 4 .7Η20 , Ν&Ο, (δΐβπι&)

• ΗΟΙ, Ρβ2α 24Η20 , 0&0122Η20 , Η3ΒΌ3, 0ο0126Η2Ό, €ια0122Η20 , Ζη012, 

Να2Μ 0 42Η20 , Μη0124Η20(8ί§ιηα)

• Βιταμίνες: θειαμίνη, ά-βιοτίνης πυριδοξίνη ριβοφλαβίί'τ;

• Αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (ΙΟΟιϊι^/ηιΙ) Φυλάσσεται στους -20°€.

• Αντιβιοτικό οΙιΙοΓαπιρΙιεηΐοοΙ (34ηι§/ιη1) Φυλάσσεται στους -20°0.

• ΙΡΤΟ (ΐδορΓοργΙ-β-Ο-ίΗΐο^ΙαοίοργταηοδΜε) (δΐ§ηια)

• Αερόλουτρο δΙια&ΟΓ

2.13.2 Διαλύματα εργασίας
• Πλήρες Θρεπτικό υλικό 'ψοι Ε.οοΙΐ, Ειιηα ΒβΗαηί ΣΒ= 1§ τρυπτόνη, 0,5§

εκχύλισμα ζύμης και 1§ ΝαΟΙ διαλύονται σβ ΙΟΟγπΙ <1<5Η20.

• Ελάχιστο Θρεπτικό υλικό 'ψοίΕ.εοΙί, Μ9—

780 γπΙ ά<3Η20 +  200 πιΐ 5ΧΜ9+2 ιηΐ διαλύματος ΜβδΌ4 1Μ+ 2 ηιΐ διαλύματος ξ)+ 

10 ηιΐ διαλύματος νίίαπιίη πιίχ + 20 πιΐ διαλύματος γλυκόζες (4§τ/1ί) +ΝΗ401 ( 

1,25§τ σβ 6,2 πιΐ άάΗ20 ) .

Όλα τα θρεπτικά υλικά αποστειρώνονται στους 121°0 σε πίεση 1,2 εΙιή, 'για 

είκοσι λεπτά.

• Διάλυμα 5ΧΜ9= Διαλύονται 15 §γ ΚΗ2Ρ 0 4, 64 £Γ Να Η2Ρ 0 4 .7Η20 , 2,5 §τ Ν&01 

σβ 1000 ηι1 <1ί1Η20 .

• Διάλυμα 0=  Διαλύονται 8  ιηΐ ΗΟΙ, 5 §γ Ρ620124Η2Ό, 184ιη§ 0&0122Η2 Ό, 64ιη§ 

Η 3ΒΟ3 , 18ηι§ Οο0126Η2Ό, 4πι£ 0ιι0122Η2Ό, 340ιη§ Ζη012, 605ηΐ£ 

Να2ΜΌ42Η2 Ό, 40ηι§ Μη0124Η20  σβ 1 1ΐ άάΒ 20 .

• Διάλυμα Υιίαηιιη ιηίχ= Διαλύονται 50ιϊι£ θειαμίνης, 10ηι§ ά-βιοτίνης, 10πΐ£ 

χλωριούχα χλωρίνης, 10ηΐ£ φολικού οξέος, 10ιη§ ηϊαοΐηαιπϊάε, 10πΐ£
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παντοθενικού οξέος, 10ηι§ πυριδοξίνης και 1πΐ£ ριβοφλαβίνης σε 100 πιΐ 

ά<3Η20 .

• Διάλυμα αμπικιλλίνης= Διαλύεται 1§ αμπικιλλίνης σε ΙγπΙ (ΜΗ2 Ο.

• Διάλυμα οΗΙοναηιρΗβηιοοΙ = Διαλύονται 1,02§ οΜοΓ&πιρΙιοηίοοΙ σβ 30ιη1 σε 

διάλυμα αιθανόλης 100%.

2.13.3 Πειραματική διαδικασία.

Για την ανάπτυξη υγρής προκαλλιέργειας πλήρως θρεπτικού υλικού ΓΒ (του 

περιέχει 100μ§/ιη1 αμπικιλλίνη και 34 μ§/ηι1 οΙιΙοΓ&πιρΙιβηΐοοΙ) εμβολιάστηκε ποσότητα 

1 ιπΐ αυτού του υλικού με κύτταρα μονής αποικίας από στερεό θρεπτικό υλικό. Η 

προκαλλιέργεια επωάστηκε σε αερόλουτρο σε 180 ηρπι, στους 37°0 για δώδεκα ώρες. 

Συνολικά ετοιμάστηκαν δύο προκαλλιέργειες μια με κύτταρα που εκφράζουν τη 

πρωτεΐνη ΜΝΚγ5 και μία την πρωτεΐνη ΜΝΚγ(4-6).

Για την ανάπτυξη των δύο υγρών καλλιεργειών πλήρως θρεπτικού υλικού ΓΒ 

(που περιέχει 100μ§/ηι1 αμπικιλλίνη και 34 /χ§/γπ1 οΙιΙοΓ&ιηρΙίβηίοοΙ) εμβολιάστηκαν 1 

πιΐ προκαλλιέργειας σε κωνική φιάλη των 0,5 1ί που περιέχει 100 ιηΐ Ι,Β για κάθε μία 

καλλιέργεια. Τελικά τα κύτταρα επωάστηκαν στις ίδιες συνθήκες (180 ηριη, 37°0) μέχρι 

το τέλος της εκθετικής φάσης ανάπτυξης (0ϋ=0,7). Τότε προστέθηκε στα κύτταρα 100 

μ\ διαλύματος ΙΡΤΟ 1Μ. Μετά την προσθήκη του ΙΡΤΟ, ανά δύο ώρες συλλέγονταν 

δείγματα σε ορρεικΙοιΤ από την κάθε καλλιέργεια και φυγοκεντρούταν στις 15.000 Γρπι 

για 1 λεπτό. Τα κυτταρικά δείγματα προετοιμάστηκαν για ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

πολυακρυλαμιδίου δ ϋ δ . Από το §ο1 ηλεκτροφόρησης σημειώθηκε ο χρόνος που 

απαιτείται για την εμφάνιση υπερεκφρασμένης μπάντας για κάθε πρωτεΐνη μετά την 

προσθήκη του ΙΡΤΟ.

Ταυτόχρονα έγινε, ακολουθώντας την ίδια μεθοδολογία, και ο προσδιορισμός 

του χρόνου έκφρασης της πρωτεΐνης ΜΝΚγ(4-6) σε υγρή καλλιέργεια ελάχιστου 

θρεπτικού υλικού Μ9.
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2.14 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΗ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟΥ 8Ω8.

Τα συστήματα ηλεκτροφόρησης πηκτής με δωδεκανοθεϊκο νάτριο (δϋδ) 

χρησιμοποιούνται για να διαχωρίσουν και να χαρακτηρίσουν τον αριθμό και το μέγεθος 

των πλευρικών αλύσεων των πρωτεϊνών ή των υπονομάδων τους από ένα δείγμα. 

Αρχικά το παρασκεύασμα της πρωτεΐνης αντιδρά με περίσσεια μιας διαλυτής θειόλης 

(Κ-δΗ) και δ ϋ δ . Κάτω από αυτές τις συνθήκες, η περίσσεια Κ-δΗ ανάγει όλους τους 

δεσμούς δ-δ που υπάρχουν στις πρωτεΐνες και το απορρυπαντικό δ ϋ δ  ενώνεται σε όλες 

τις περιοχές της πρωτεΐνης και αποκαλύπτει όλες τις ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις. 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την ολική αποδιάταξη των πρωτεϊνών και των υπομονάδων 

ώστε να προκύψουν ανιονικές αλυσίδες πολυπεπτιδίων. Η ανιονική αποδιαταγμένη σε 

σύμπλοκο με μόρια δ ϋ δ  πρωτεΐνη, διαχωρίζεται τότε ηλεκτροφορητικά σε ένα 

περιβάλλον ρυθμιστικού διαλύματος που έχει θειόλη και δ ϋ δ  συν μια υψηλή 

συγκέντρωση πηκτής πολυακρυλαμιδίου. Η θειόλη και το δ ϋ δ  διατηρούν την πρωτεΐνη 

στην κατάλληλη διαμόρφωση. Το δ ϋ δ  που ενώνεται με τις πρωτεΐνες, δίνει ένα 

σταθερό λόγο ανιονικού φορτίου προς μάζα για όλες τις πρωτεΐνες και τις αλυσίδες 

τους, ενώ η συγκέντρωση της πηκτής επιδρά σαν μοριακό κόσκινο, όπου το ιξώδες και 

το μέγεθος των πόρων της πηκτής καθορίζουν την κινητικότητα. Έτσι η σχετική 

κινητικότητα κάθε ανιονικής αποδιαταγμένης αλυσίδας πολυπεπτιδίου, είναι μια 

λογαριθμική συνάρτηση του μοριακού του βάρους. [205]

2.14.1 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.
• Ακρυλαμίδιο (Μ6Π±)

• Δι-ακρυλαμίδιο

• Τπδ Β&δθ (ΜΒ: 121,14, Μ6Γ<±)

• Δωδεκανοθεϊκο νάτριο (δϋδ )

• Διάλυμα 10% δ2θό2" (ΑΡδ)

• Τβηίθά [Ν,Ν,Ν',Ν',Ν',-ΤεΐΓα-πιοίΙιγΙ βίΐιγίβηβάί&ιηίηο] (δίκαια)

• Χρωστική ΟοοΗίαδδΐε Μιιε
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• Οξικό οξύ (ΜΒ:60, Μβτοΐί)

• Μπλε της βρωμοφαινόλης (ΒΒ) (ΡΕΚΑΚ)

• ϋΤΤ  (8ΐ§ιη&)

• Συσκευή ηλεκτροφόρησης + Τροφοδοτικό

• Φυγόκεντρος πάγκου

• ρΗμε τρο (Β&δΐο 20 ρΗηΐθΐοΓ)

2.14.2 Διαλύματα εργασίας
• Διάλυμα Α — Διαλύονται 29,2 §γ ΑοιΐΙαιηΜε και 0,8 §γ Βΐδ-Αοήίαιηΐίΐε σε 100 

πιΐ άΚ20 .

• Διάλυμα 4Χ  Β  (£οΗ>βτ ΤΗ$) = Διαλύονται 18,17 §γ Τπδ Βαδε και 0,4 §τ δ ϋ δ  σε 

100 ηιΐ (ΙΗ2Ο. Το ρΗ ρυθμίζεται στο 8,8 και το διάλυμα διατηρείται στους +4°0.

• Διάλυμα 4Χ  ^  (Ιίρρβγ Τή$) = Διαλύονται 6,06 §γ Τήδ Β&δε και 0,4 §τ δ ϋ δ  σε 

100 ηιΐ (1Η20. Το ρΗ ρυθμίζεται στο 6,8 και το διάλυμα διατηρείται στους +4°0.

• Διάλυμα ηλεκτροφόρησης 10Χ= Διαλύονται 144 §γ γλυκίνη και 30 §τ Τήδ Β&δβ 

σε 1 λίτρο άΡί20 . Το ρΗ ρυθμίζεται στο 8,3-8,6 και το διάλυμα διατηρείται 

στους +4°0.

• Διάλυμα ηλεκτροφόρησης IX — Σε 90 ιηΐ άΗ20  προστίθονται 10 ηιΐ διαλύματος 

ηλεκτροφόρησης 10Χ. Μετά την ρύθμιση του ρΗ προστίθεται 0,1 £Γ δ ϋ δ . Το 

διάλυμα διατηρείται στους +4°0.

• Διάλυμα Ρ8 Β 3 Χ -  Διαλύονται 6 ιηΐ διαλύματος γλυκερόλης 1Μ (87%), 0.6 §γ 

δ ϋ δ , 1,2 πιΐ διαλύματος Τιίδ-ΗΟΙ 1(Μ) και 0,018 μπλε της βρωμοφαινόλης.

• Δίαλυμα Ό ΤΤ 1Μ= Διαλύεται 0,1542 §γ ϋΤ Τ  σε 1 ηιΐ (ΙΗ2Ο. Το διάλυμα 

φυλάσσεται στους -20°0.

• Διάλυμα Ώ ΥΕ για κύτταρα= Σε 3 πιΐ διαλύματος Ρ8Β IX διαλύονται 510 μΐ 

διαλύματος ϋΤ Τ  1Μ.

• Διάλυμα Ό ΥΕ για πρωτεΐνην Σε 3 πιΐ διαλύματος ΡδΒ IX διαλύονται 530 μΐ 

διαλύματος ϋΤ Τ  1Μ.

• Διάλυμα €οοιηα88ΐβ= Σέ 250 πιΐ άΗ20  διαλύονται 250 ιτιΐ διάλυμα αιθανόλης 

1Μ, 50 πιΐ οξικού οξέος 1Μ και 0,5 §τ Οοοπιαδδΐβ 1>1ιλ©.

• Διάλυμα αποχρωστικής= 50 ιηΐ αιθανόλης 1Μ + 75 πιΐ οξικού οξέος + 875 πιΐ 

άΗ20 .
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• Διάλυμα Α Ρ δ 10%= Διαλύεται 1 §γ ΑΡδ σβ 10 ιηΐ (ΙΗ2Ο. Το διάλυμα 

διατηρείται στους +4°0.

•  Κιιηηίη§ ΟβΙ (πηκτή) ηλεκτροφόρησης^ Διαλύονται 1,25 πιΐ διαλύματος Β, 1,8 

ιηΐ διαλύματος Α σε 1,95 πιΐ άΗ2θ . Την τελευταία στιγμή πριν μεταγγίσουμε το 

παραπάνω διάλυμα στη συσκευή ηλεκτροφόρησης προσθέτουμε 3 μΐ Τεπιεά και 

20 μΐ διαλύματος ΑΡδ 10% ώστε να γίνει ο πολυμερισμός του ακρυλαμιδίου και 

να σχηματιστεί το §ε1 εντός της συσκευής.

• 8ίαβΜη§ ΟβΙ (πηκτή) ηλεκτροφόρησης^ Διαλύονται 0,624 ιηΐ διαλύματος Ο, 

0,25 γπΙ διαλύματος Α σε 1,55 γπΙ άΚ^Ο. Την τελευταία στιγμή πριν 

μεταγγίσουμε το παραπάνω διάλυμα στη συσκευή ηλεκτροφόρησης 

προσθέτουμε 3,75 μΐ Τειηεά και 10 μΐ διαλύματος ΑΡδ 10% ώστε να γίνει ο 

πολυμερισμός του ακρυλαμιδίου και να σχηματιστεί το §ε1 εντός της συσκευής.

2.14.3 Ετοιμασία δειγμάτων
Για κύτταρα: Προστίθονται 100 μΐ διαλύματος ΏΥΕ στα κύτταρα, βράζουν για 

τέσσερα λεπτά και μετά τοποθετούνται στους -20°0 για ένα τέταρτο.

Για πρωτεΐνη: Σβ ερρεπάοιΐ που περιέχει 14 μΐ διαλύματος πρωτεΐνης 

προστίθονται 7 μΐ διαλύματος ΌΥΕ  (για πρωτεΐνη). Τα δείγματα βράζουν δύο λεπτά και 

φυγοκεντρούνται.

2.14.4 Πειραματική διαδικασία
1) Προετοιμασία της συσκευής ηλεκτροφόρησης.

2) Τοποθετούμε εντός της συσκευής τις δύο λεπτές γυάλινες πλάκες το υ 

ανάμεσα τους θα τοποθετηθεί το §ε1 ηλεκτροφόρησης, αφού προηγουμένως έχουν 

ξεπλυθεί με αιθανόλη

3) Πρώτα γεμίζουμε το διάκενο των γυάλινων πλακών με το Κηηηΐη§ ΟβΙ 

(πηκτή) ηλεκτροφόρησης μέχρι τα τρία τέταρτα του ύψους των πλακών. Το υπόλοιπο 

μέρος το γεμίζουμε με νερό. Περιμένουμε τριάντα λεπτά να πολυμεριστεί το §ο1 και 

έπειτα απομακρύνεται το νερό με τη βοήθεια διηθητικού χαρτιού.

4) Στη θέση του νερού το διάκενο των γυάλινων πλακών γεμίζει με το 8 ίαοΜη§ 

ΟβΙ (πηκτή) ηλεκτροφόρησης και στο επάνω μέρος τοποθετείται το ειδικό χτενάκι (δέκα 

δειγμάτων). Περιμένουμε δεκαπέντε λεπτά να πολυμεριστεί το §ε1 και έπειτα
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απομακρύνεται προσεκτικά το χτενάκι και γεμίζουμε τις κυψέλες που έχουν 

δημιουργηθεί με (ΙΗ2Ο.

5) Αφαιρούμε το άΗ20  από τις κυψέλες με τη βοήθεια διηθητικού χαρτιού.

6) Τοποθέτηση των δειγμάτων εντός των κυψελών.

7) Γεμίζουμε το χώρο της συσκευής με το διάλυμα ηλεκτροφόρησης IX 

κλείνουμε τη συσκευή και συνδέουμε το τροφοδοτικό μηχάνημα.

8) Ρυθμίζουμε το τροφοδοτικό στα 200 ν/20 πιΑ για τέσσερις ώρες.

9) Όταν τελειώσει η ηλεκτροφόρηση παίρνουμε το §β1 αφού ανοίξουμε τις 

γυάλινες πλάκες και το τοποθετούμε σε μια λεκάνη που περιέχει το διάλυμα της 

χρωστικής για μία ώρα.

10) Αποχύνουμε τη χρωστική, μετά προσθέτουμε το διάλυμα της αποχρωστικής 

και αφήνουμε για μισή ώρα.

11) Αποχύνουμε πάλι την αποχρωστική και προσθέτουμε νέα ποσότητα 

αποχρωστικής.

12) Φωτογραφίζουμε το §ε1 με τις εμφανισθείσες μπάντες.

2.15 ΕΚΦ ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΔΟΜ ΙΚΩΝ ΠΕΡΙΟΧΩΝ ΜΝΚγ5 ΚΑΙ ΜΝΚγ(4- 

6) ·

2.15.1 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.
• Τρυπτόνη (δϊ§ιηα)

• Εκχύλισμα ζύμης(δΐ§ιηα)

• ΝαΟΙ (8 ι§ιϊιά)

• ΚΗ2Ρ 0 4, Να Η2Ρ 0 4.7Η20 , ΝαΟ, (δΐβπΐίΐ)

• ΗΟΙ, Γε2α 24Η20 , 0& α22Η20 , Η3Β 0 3, Οο0126Η20 , 0ιι0122Η2Ό, Ζπ012,

Ν&2Μ 0 42Η20 , Μ η α 24Η20  (δίβπΐΒ)

• Βιταμίνες: θειαμίνη, ά-βιοτίνης πυριδοξίνη ριβοψλαβίνη

• Αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (100πι§/ιη1) Φυλάσσεται στους -20°Ο.

• Αντιβιοτικό οΙιΙοΓαπιρΙιεηϊοοΙ (34ηι§/ιη1) Φυλάσσεται στους -20°0.

• ΓΡΤΟ (ίδορΓοργΙ-β-Β-ΐΜο^&Ι&οΙοργταηοδΐάε) (δΐ§πια)

• Αερόλουτρο 81ια1ί€Γ
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2.15.2 Διαλύματα εργασίας
• Π λήρες Θρεπτικό υλικό για Ε.οοΙΐ, Ειιηα Ββνίαηί ΣΒ= 1§ τρυπτόνη, 0,5 § 

εκχύλισμα ζύμης και 1§ ΝαΟΙ διαλύονται σβ ΙΟΟγπΙ άάΗ20 .

• Ελάχιστο Θρεπτικό υλικό ΊΐαΕχοΙί, Μ9=

780 ιηΐ (ΜΗ2Ο+ 200 γπΙ 5ΧΜ9+2 πιΐ διαλύματος Μ §804 1Μ+ 2 πιΐ διαλύματος <3+

10 ιηΐ διαλύματος νίίαπιίη πιΐχ + 20 πιΐ διαλύματος γλυκόζης (4§γ/11) +ΝΗ401 (

1,25§γ 0£ 6,2 πιΐ (ΜΗ2Ο).

Όλα τα θρεπτικά υλικά αποστειρώνονται στους 121°0 σε πίεση 1,2 αΐιη, για 

είκοσι λεπτά.

• Βιι//βν Α= Διαλύονται 3,56 §γ Να Η2ΡΌ4, 58,44§τ ΝαΟΙ και 0,34 £τ ιμιδαζολίου 

σβ 1000 πιΐ άάΗ^Ο. Το ρΗ ρυθμίζεται στο 8 και το διάλυμα διατηρείται σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος.

Τα διαλύματα 5ΧΜ9, ζ), νΐίαιηΐη ιηΐχ, αμπικιλλίνης, και οΜοΓ&πιρΙιβηίοοΙ 

προετοιμάστηκαν με τον ίδιο τρόπο με αυτόν που αναφέρεται στο υποκεφάλαιο 2.13.2.

2.15..3 Πειραματική διαδικασία.
α) Έκφραση τηζ δοαικής πεοιογήςα ΜΝΚγ5

Για την ανάπτυξη υγρής προκαλλιέργειας πλήρως θρεπτικού υλικού ΓΒ (του 

περιέχει 100μ§/ιη1 αμπικιλλίνη και 34 μ§/πι1 οΐιίοταπιρίιεηΐοοί) εμβολιάστηκε ποσότητα 

10 πιΐ αυτού του υλικού με κύτταρα μονής αποικίας από στερεό θρεπτικό υλικό. Η 

προκαλλιέργεια επωάστηκε σε αερόλουτρο σε 180 Γριη, στους 37°0 για δώδεκα ώρες.

Για την ανάπτυξη υγρής προκαλλιέργειας πλήρως θρεπτικού υλικού ΓΒ (τον 

περιέχει 100μ§/ηι1 αμπικιλλίνη και 34 μ§/χη\ οΙιΙοΓαηιρΙιβηίοοΙ) εμβολιάστηκαν 10 ιηΐ 

προκαλλιέργειας σε κωνική φιάλη των 2 Ιί που περιέχει 1000 πιΐ ΓΒ. Τα κύτταρα 

επωάστηκαν στις ίδιες συνθήκες (180 Γριη, 37°0) μέχρι το τέλος της εκθετικής φάσης 

ανάπτυξης (ΌΌ=0,7). Τότε προστέθηκε στην υγρή καλλιέργεια 1 ηιΐ διαλύματος ΙΡΤΟ 

1Μ και τα κύτταρα επωάστηκαν στις ίδιες συνθήκες (180 ηριη, 370Ο) για τέσσερις 

ώρες.

Τα κύτταρα συλλέχθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν για 20 λεπτά στις 8000 Γριη 

(4°0). Στη συνέχεια εκπλύθηκαν με το ρυθμιστικό διάλυμα Βη//βΓ Α και έγινε λύση των 

κυττάρων με υπέρηχους σε πάγο. Αμέσως μετά τα κύτταρα υπερφυγοκεντρήθηκαν για 

40λεπτά στις 40000 Γριη (4°0). Δείγματα από το υπερκείμενο διάλυμα αλλά και από το 

ίζημα ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου 303 . Τελικά στο £©1
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εμφανίστηκε υπερεκφρασμένη μπάντα της πρωτεϊνικής περιοχής ΜΝΚγ5 στο δείγμα 

του υπερκείμενου διαλύματος.

β) Έκφραση της δομικής πεοιονής ΜΝΚΗ4-6).

Για την ανάπτυξη υγρής προκαλλιέργειας ελάχιστου θρεπτικού υλικού Μ9 (που 

περιέχει 100μ§/ιη1 αμπικιλλίνη και 34 μ§/ηι1 οΜοΓ&πιρΙιεηίοοΙ) εμβολιάστηκε ποσότητα 

10 γπΙ αυτού του υλικού με κύτταρα μονής αποικίας από στερεό θρεπτικό υλικό. Η 

προκαλλιέργεια επωάστηκε σε αερόλουτρο σε 180 Γριη, στους 37°0 για δώδεκα ώρες.

Για την ανάπτυξη υγρής καλλιέργειας ελάχιστου θρεπτικού υλικού Μ9 (που 

περιέχει 100μ§/ιη1 αμπικιλλίνη και 34 μ§/ηι1 οΜοΓ&πιρΙιεηϊοοΙ) εμβολιάστηκαν 10 ιηΐ 

προκαλλιέργειας σε κωνική φιάλη των 2 11 που περιέχει 1000 πιΐ Μ9. Τα κύτταρα 

επωάστηκαν στις ίδιες συνθήκες (180 Γρηι, 37°0) μέχρι το τέλος της εκθετικής φάσης 

ανάπτυξης (0ϋ=0,7). Τότε προστέθηκε στην υγρή καλλιέργεια 1 πιΐ διαλύματος ΙΡΤΟ 

1Μ και τα κύτταρα επωάστηκαν στις ίδιες συνθήκες (180 Γριη, 37°0) για δώδεκα ώρες.

Τα κύτταρα συλλέχθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν για 20 λεπτά στις 8000 ι ρ ι η  

(4°0). Στη συνέχεια εκπλύθηκαν με το ρυθμιστικό διάλυμα ΒιιίϊβΓ Α και έγινε λύση 

των κυττάρων με υπέρηχους σε πάγο. Αμέσως μετά τα κύτταρα υπερφυγοκεντρήθηκαν 

για 40λεπτά στις 40000 Γ ρ ιη  (4°0). Δείγματα από το υπερκείμενο διάλυμα αλλά και από 

το ίζημα ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου 8Ό8. Τελικά στο §©1 

εμφανίστηκε υπερεκφρασμένη μπάντα της πρωτεϊνικής περιοχής ΜΝΚγ(4-6) στο 

δείγμα του υπερκείμενου διαλύματος.

2.16 ΚΑΘΑΡΙΣΜ ΟΣ ΤΩΝ ΔΟΜΙΚΩΝ ΠΕΡΙΟΧΩΝ ΜΝΚγ5 ΚΑΙ 

ΜΝΚγ(4-6).

Οι δομικές περιοχές ΜΝΚγ5 καί ΜΝΚγ(4-6) είναι πρωτεΐνες που έχουν στο Ο 

άκρο τους ουρά με έξι ιστιδίνες (Ηΐδ-Τας). Ο καθαρισμός των πρωτεϊνών αυτών γίνεται 

γρήγορα και με υψηλή απόδοση με την χρωματογραφία ΗίΤΓαρ. Στη χρωματογραφία 

ΗϊΤΓαρ χρησιμοποιείται η στήλη ΗϊΤγ&ρ Οΐιείαΐϊη^ ΗΡ που όταν φορτίζεται με ιόντα 

Ζη+2 έχει την ικανότητα να δεσμεύει πρωτεΐνες με ιστιδινική ουρά. Με αυτό τον τρόπο 

μπορεί να γίνει γρήγορα διαχωρισμός ενός πρωτεϊνικού στόχου από μίγμα βακτηριακών 

πρωτεϊνών. Στην πραγματικότητα μετά τον καθαρισμό ο πρωτεϊνικός στόχος δεν είναι 

απόλυτα καθαρώς αφού δεσμεύονται στη στήλη και ένας μικρός αριθμός βακτηριακών

- 108-



πρωτεϊνών πού έχουν υψηλή συγγένεια δέσμευσης με το ιόν Ζη+2, λόγου ύπαρξης 

σημαντικού αριθμού ιστιδινικών καταλοίπων στην αλληλουχία τους. Για τον λόγο αυτό 

αποκόβεται η ιστιδινική ουρά από την επιθυμητή πρωτεΐνη με την δράση του ενζύμου 

ΡαοίοΓ Χα και γίνεται δεύτερος καθαρισμός. Αυτή τη φορά δεσμεύονται από την ρητίνη 

της στήλης οι μη επιθυμητές βακτηριακές πρωτεΐνες ενώ η πρωτεΐνη στόχος συλλέγεται 

απόλυτα καθαρή.

2.16.1 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.

• Ζ118Ο4, (3ί§ιη&)

• ΝαΟΙ, ΝαΗ2Ρ 0 4, ιμιδαζόλιο, ΝΗ4 01, ΕϋΤΑ (8 ί§πι&)

• ΗϊΤγ&ρ 01ΐ 6ΐαίΐη§ ΗΡ οοΐυπιη 5x 1 ιηΐ (ΑτηβΓδΙι&ηηι Ρΐιαπηαοΐα Βϊοίεοΐι)

• Ένζυμο ΡαοίοΓ Χα (Νονα§εη).

2.16.2 Διαλύματα εργασίας
• Διάλυμα Ζη8(>4 0,1 Μ =  Διαλύονται 0,29 §γ Ζηδθ 4 σβ 1 0  πιΐ άάΗ^Ο.

• Βη//βν Α= Διαλύονται 3,56 §γ Ν&Η2ΡΟ4 , 58,44£γ ΝαΟΙ και 0,34 £Γ ιμιδαζολίου 

σβ 1000 πιΐ ώΙΗ^Ο. Το ρΗ ρυθμίζεται στο 8 , το διάλυμα φιλτράρεται και 

διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

• Βη#βν Β= Διαλύονται 3,56 §γ ΝαΗ2Ρ θ 4 , 58,44§τ ΝαΟΙ και 1,36 §τ ιμιδαζολίου 

σβ 1000 πιΐ άάΗ^Ο. Το ρΗ ρυθμίζεται στο 8 , το διάλυμα φιλτράρεται και 

διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

• ΒιιββΓ €  = Διαλύονται 3,56 £Γ Ν&Η2ΡΟ4 , 53,4§τ ΝΗ^ΟΙ και 1,36 §τ ιμιδαζολίου 

σβ 1000 πιΐ (ΜΗ2Ο. Το ρΗ ρυθμίζεται στο 8 , το διάλυμα φιλτράρεται και 

διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

• Β ιι/βν  Ο = Διαλύονται 3,56 §γ Ν&Η2ΡΟ4 , 53,49§τ ΝαΟΙ και 1,36 §γ ιμιδαζολίου 

18,6 £τ ΕΌΤΑ σβ 1000 πιΐ (ΜΗ2 Ο. Το ρΗ ρυθμίζεται στο 8 , το διάλυμα 

φιλτράρεται και διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

• Ρυθμιστικό διάλυμα τον Ραείον Χα= Διαλύονται 6,05 §γ Τήδ Βη8 6 , 5,8 §γ 

ΝαΟΙ και 147 ηι§ Η20  σβ 1000 ιηΐ (ΜΗ2Ο. Το ρΗ ρυθμίζεται στο 8 , το 

διάλυμα φιλτράρεται και διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

2.16..3 Πειραματική διαδικασία.
Όλη η πειραματική διαδικασία καθαρισμού των πρωτεϊνικών στόχων έγινε σε 

αναερόβιες συνθήκες μέσα σε θάλαμο §Ιονβ ΰοχ.
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Α) Προετοιμασία στήλης

1) Γεμίζεται σύριγγα (των 20 ιηΐ) μβ άάΗ^Ο. Προσαρμόζεται η σύριγγα στην 

επάνω υποδοχή της στήλης και καθαρίζεται η στήλη συνολικά με 25 ιηΐ (ΜΗ2 Ο. Η 

σύριγγα θα πρέπει να πιέζεται με ελεγχόμενη δύναμη έτσι ώστε το νερό να εκλύεται 

από την έξοδο της στήλης στάγδην.(Σχήμα 33) ΠΡΟΣΟΧΗ! Κατά τη χρησιμοποίηση της 

στήλης δεν θα πρέπει να εισχωρήσει αέρας στο εσωτερικό της.

2) Χρησιμοποιώντας τη σύριγγα διοχετεύεται στο εσωτερικό της στήλης 3 ηιΐ 

από το διάλυμα Ζ ηδθ 4 Ο,ΙΜ φορτώνοντας την με ιόντα Ζη+2.

3) Με τον ίδιο τρόπο πλένεται η στήλη αρχικά με 25 ιηΐ (ΙΗ2Ο και έπειτα με 25 

ηιΐ ΒιιίϊβΓ Α.

Σχήμα 33: Προετοιμασία στήλης ΗΠϊαρ 01ΐϋ1&ίΐη§ ΗΡ.

Β) Καθαρισμός της πρωτεϊνικού στόγου ΜΝΚτ5.

1) Χρησιμοποιώντας τη σύριγγα προστίθεται στο εσωτερικό της στήλης το 

μίγμα βακτηριακών πρωτεϊνών που περιέχει και τον πρωτεϊνικό στόχο ΜΝΚγ5.

2) Πλένεται η στήλη αρχικά με 70 πιΐ ΒιιίϊεΓ Β και έπειτα με 50 πιΐ ΒιιίΐεΓ Ο Ίΐα  

την απομάκρυνση βακτηριακών πρωτεϊνών που δεν έχουν ιστιδινική ουρά.

3) Συλλέγεται ο πρωτεϊνικός στόχος με την προσθήκη στη στήλη 20 πιΐ Βιιίϊετ

ϋ .

4) Αλλαγή του πρωτεϊνικού διαλύματος από ΒυίϊοΓ ϋ  σε ρυθμιστικό διάλυμα 

τον ΡαοίοΓ Χ ά με τη χρήση συμπυκνωτήρα Απιΐοοη και συμ7ΐύκνωση σε τελικό όγκο 2

ϊ
ο

ΙΤΐΙ.
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4) Κόψιμο της ιστιδινικής ουράς του πρωτεϊνικού στόχου. Στο συμπυκνωμένο 

διάλυμα της πρωτεΐνης προστίθεται η πρωτεϊνάση ΡαοίοΓ Χα σε αναλογία 20 μΐ 

ενζύμου για 20 ηι§ πρωτεΐνης. Το διάλυμα επωάζει σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 

πέντε ώρες.

5) Δεύτερος καθαρισμός με ΗΠταρ ΟΜ&ίΐη§ ΗΡ στήλη. Η ετοιμασία της 

στήλης έγινε με τον ίδιο τρόπο που αναγράφεται παραπάνω.

6) Χρησιμοποιώντας τη σύριγγα προστίθεται στο εσωτερικό της στήλης το 

διάλυμα που περιέχει τον πρωτεϊνικό στόχο ΜΝΚγ5 στον οποίο απουσιάζει η ιστιδινική 

ουρά.

7) Με την προσθήκη 20 πιΐ ΒιιίϊοΓ Α. συλλέγεται ο πρωτεϊνικός στόχος, που 

αυτή τη φορά δεν δεσμεύεται από την στήλη.

8) Πλένεται ή στήλη με 20 ιηΐ ΒυίϊεΓ ϋ .

Γ) Καθαρισμός της πρωτεϊνικού στόγου ΜΝΚν(4-6).

1) Χρησιμοποιώντας τη σύριγγα προστίθεται στο εσωτερικό της στήλης το 

μίγμα βακτηριακών πρωτεϊνών που περιέχει και τον πρωτεϊνικό στόχο ΜΝΚγ(4-6).

2) Πλένεται η στήλη αρχικά με 100 πιΐ ΒιιίϊοΓ Β και έπειτα με 70 ηιΐ ΒιιίίβΓ Ο 

για την απομάκρυνση βακτηριακών πρωτεϊνών που δεν έχουν ιστιδινική ουρά.

3) Συλλέγεται ο πρωτεϊνικός στόχος με την προσθήκη στη στήλη 20 γπΙ ΒιιίϊοΓ

ϋ .

Ακολουθεί απομάκρυνση της ιστιδινικής ουράς του πρωτεϊνικού στόχου και 

δεύτερος καθαρισμός με στήλη ΗΐΤι-αρ ακολουθώντας την ίδια πειραματική διαδικασία 

που αναγράφεται παραπάνω. Η επώαση της πρωτεΐνης με το ένζυμο Ραοίοτ Χα έγινε για 

δώδεκα ώρες σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.
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2.17 ΕΠΙΣΗΜΑΝΣΗ 130  ΚΑΙ 15Ν ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΩΝ ΠΕΡΙΟΧΩΝ  

ΜΝΚγ5 ΚΑΙ ΜΝΚγ(4-6).

2.17.1 Αντιδραστήρια και όργανα, που χρησιμοποιήθηκαν.

• Πλήρης θρεπτικά υλικά: 130 ,15Ν δΐΐαηίεδ Μοάίιιηι, 15Ν δϊΐαηίοδ Μεάΐιιπι

• 130  γλυκόζη, 15ΝΗ4δΌ4

• Ν&01 (δίβίπα)

• ΚΗ2Ρ 0 4, Να Η2Ρ 0 4.7Η20 , Ν&ΟΙ, (δίβΐηα)

•  Η α ,  Ρ620124Η20 , Ο ι α 22Η20 , Η 3Β 0 3, €ο0126Η20 , Οα0122Η20 , Ζη012, 

Να2Μ 0 42Η20 , Μη0124Η20  (3ΐ§ηια)

• Βιταμίνες: θειαμίνη, (Ι-βιοτίνης πυριδοξίνη ριβοφλαβίνη

• Αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (100πι§/πι1) Φυλάσσεται στους -20° 0.

• Αντιβιοτικό οΜοΓ&πιρΙιεηϊοοΙ (34ιη§/ηι1) Φυλάσσεται στους -20°0.

• ΙΡΤΟ (Ϊ50ρΓ0ργ1-β-0-ί1ιΪ0£α1αϋΐ0ργΓΗη03Ϊ(1ε) (8ϊ§πια)

• Αερόλουτρο 81ι&1ί6Γ

2.17.2 Διαλύματα εργασίας
1 5 ΪΓ

• Επισημασμένο ( (7, Ν) ελάχιστο Θρεπτικό υλικό γαΕ.οοΙί, Μ9=

780 γπΙ ά(1Η20 +  200 ηιΐ 5ΧΜ9+2 ηιΐ διαλύματος Μ §304 1Μ+ 2 ιηΐ διαλύματος ξ)+ 

10 γπΙ διαλύματος νΐΐαηιΐη ιηίχ + 20 ηιΐ διαλύματος 130  γλυκόζης (4§γ/11) 

+ ' 5ΝΚ.30,ι ( I ,25§γ οα 6,2 πιΐ (ΜΗ20).

• Επισημασμένο Ν  ελάχιστο Θρεπτικό υλικό γ,α Ε.οοΙϊ, Μ9=

780 γπΙ (ΜΗ20 +  200 ιηΐ 5ΧΜ9+2 πιΐ διαλύματος Μ §804 1Μ+ 2 ηαΐ διαλύματος ξ)+ 

10 ιηΐ διαλύματος νίί&ππη πιίχ + 20 πιΐ διαλύματος γλυκόζης (4§τ/1ί) + 15ΝΗ48 0 4 

(1,25§τ σβ 6,2 ιηΐ άάΆ20).

Όλα τα θρεπτικά υλικά αποστειρώνονται στους 121°0 σε πίεση 1,2 αίηι, γιο: 

είκοσι λεπτά.
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Τα διαλύματα 5ΧΜ9, ζ), νΐί&πιίη πιΐχ, αμπικιλλίνης, και οΜοΓαιηρΙιεηίοοΙ 

προετοιμάστηκαν με τον ίδιο τρόπο με αυτόν που αναφέρεται στο υποκεφάλαιο 2.13.2.

2.17..3 Πειραματική διαδικασία.
Η έκφραση της απλά (15Ν) καί διπλά επισημασμένης (Ι30 ,15Ν) πρωτεΐνης 

ΜΝΚγ5 έγινε με την ανάπτυξη υγρής καλλιέργειας πλήρους θρεπτικού υλικού 15Ν καα,
13 15Ο, Ν δίΐαηίεδ Μεάΐιιπι αντίστοιχα. Οι συνθήκες έκφρασης και η πειραματική 

διαδικασία είναι παρόμοιες με αυτές που εφαρμόστηκαν στην παραγωγή της μτβ 

επισημασμένης πρωτεΐνης ΜΝΚγ5. (Κεφ.2.15)

Η έκφραση της απλά (15Ν) και διπλά επισημασμένης (130 ,15Ν) πρωτεΐνης 

ΜΝΚγ(4-6) έγινε με την ανάπτυξη υγρής καλλιέργειας ελάχιστου θρεπτικού υλικού: 

15Ν-Μ9 και (130 ,15Ν)-Μ9 αντίστοιχα. Οι συνθήκες έκφρασης και η πειραματική; 

διαδικασία είναι παρόμοιες με αυτές που εφαρμόστηκαν στην παραγωγή της μη 

επισημασμένης πρωτεΐνης ΜΝΚτ(4-6). (Κεφ.2.15)
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2.18 ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑΣ ΠΥΡΗΝΙΚΟΥ  

Μ ΑΓΝΗΤΙΚΟΥ ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ.

2.18.1 Προετοιμασία των δειγμάτων αροΜΝΚΓδ ΚΑΙ 

3ροΜΝΚΓ(4-6).

Για τον προσδιορισμό της δομής ή της λειτουργίας μιας πρωτεΐνης με 

φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού πρέπει η πρωτεΐνη να είναι 

διαλυτή, σταθερή και αναδιπλωμένη στο ρυθμιστικό διάλυμα ΝΜΚ. (ΝΜΚ. βιιίϊβι·). 

Συνήθως λόγω της υπερέκφρασης μιας πρωτεΐνης, του καθαρισμού της και της 

επισήμανσή της με 130 ,15Ν η πρωτεΐνη παρουσιάζει μικρή σταθερότητα στο ρυθμιστικό 

διάλυμα ΝΜΚ και μετουσιώνεται. Η επιλογή του ρυθμιστικού διαλύματος στο οποίο θα 

γίνουν τα πειράματα ΝΜΚ. πρέπει να εξασφαλίζει πέρα από τη σταθερότητα της 

πρωτεΐνης και καλή ποιότητα φάσματος 15Ν-Η8(20.

Όλα τα δείγματα ΝΜΚ των πρωτεϊνικών περιοχών χωρίς χαλκό &ροΜΝΚτ5 και 

αροΜΝΚτ(4-6) προετοιμάστηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα ΙΟΟιηΜ (Κ2ΗΡΟ4 , ΚΗ2ΡΟ4 

ρΗ=7). Τα δείγματα ΝΜΚ ανάχθηκαν με περίσσια αναγωγικού μέσου άίΐΜοΐΙΐΓϋίΐοΙ 

ϋΤΤ και πλύθηκαν με το ρυθμιστικό διάλυμα (ΙΟΟιηΜ Κ2ΗΡΟ4 , ΚΗ2ΡΟ4 ρΗ=7). Η 

τελική αναλογία ϋΤΤ προς πρωτεΐνη ήταν 2-5. Σε όλα τα δείγματα η τελική 

συγκέντρωση των πρωτεϊνών ήταν ~1 ιηΜ και περιείχαν 10%(ν/ν) 2Η2θ .

Όλη προετοιμασία των δειγμάτων ΝΜΚ έγινε σε αναερόβιες συνθήκες μέσα σε 

θάλαμο ξΐονβ Βοχ κα τα ΝΜΚ ίιώο ασφαλίστηκαν αεροστεγές πριν βγουν από τον 

θάλαμο.

Ποοετοιιιασία ουθιιιστικου διαλύαατοζ (ΙΟΟιηΜ Κ^ΗΡ Ο4. ΚΗΡΟ λ ρΗ=7)= Διαλύθηκαν 

8,71 §γ Κ2ΗΡΟ4 και 6,80 §γ ΚΗ2 ΡΟ4 σε 1000 ιηΐ άάΗ^Ο. Το ρΗ ρυθμίζεται στο 7, το 

διάλυμα φιλτράρεται και διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

2.18.2 Τιτλοδότηση με Ου(Ι) των δειγμάτων αροΜΝΚδ και αροΜΝΚ(4- 
6).

Α) Διαλύματα εργασίας

• Αία1υμα50 ηιΜ  Ττκ-Μβχ ρΗ=8= Διαλύονται 0.6 §γ Τπδ Β&δε σε 100 πιΐ (ΙΗ2Ο.

Το ρΗ ρυθμίζεται στο 8  με την προσθήκη σταδιακά Μδδ, το διάλυμα

φιλτράρεται και διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος

• Διάλυμά €η804 20 ηιΜ= Διαλύονται 0,05 §γ 0 υδ 0 4  5 Η2 Ο σε 10 ιηΐ άΕ^Ο.
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• Αίαλυμα [ϋιιφ -ζϋΗ ^Ο Ν Ϊ^Ρ Ρβ 10 ηιΜ  σε ΟΗ^ΟΝ— Διαλύονται 0,00372 £Τ 

[0 υ(Ι)-(0 Η3 0 Ν)4]ΡΡ6 σε 1 ιηΐ Ο ^Ο Ν . Το διάλυμα διατηρείται σε αναερόβιες 

συνθήκες μέσα σε θάλαμο ξΐονβ Βοχ.

• ΑίαλυμαΙΟΟηιΜ Κ2ΗΡΟ4, ΚΗΡΟ4 ρΗ=7= Διαλύθηκαν 8,71 §γ Κ2ΗΡΟ4 και 

6,80 §τ ΚΗ2ΡΟ4 σε 1000 πιΐ ά(1Η2θ . Το ρΗ ρυθμίζεται στο 7, το διάλυμα 

φιλτράρεται και διατηρείται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

• Αίαλυμα Β Τ Τ  1Μ= Διαλύεται 0,1542 §γ ϋΤ Τ  σε 1 ηιΐ <5Η2θ . Το διάλυμα 

φυλάσσεται στους -2 0 °0 .

Β) Πειραματική διαδικασία.

I) Τιτλοδότηση αροΜΝΚδ.

Γίνεται αλλαγή του πρωτεϊνικού διαλύματος σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 ιηΜ 

Τπδ-Μβδ ρΗ= 8  με τη χρήση συμπυκνωτήρα Αιηίοοη. Αραιώνεται η πρωτεΐνη μέχρι 

τελικής συγκέντρωσης 60μΜ. Προστίθεται στο διάλυμα αναγωγικό ϋΤΤ και η τελική 

του συγκέντρωση στο διάλυμα είναι 10 ιηΜ. Προστίθεται διάλυμα Ο ι8 ( ) 4  20 ιηΜ στο 

πρωτεϊνικό διάλυμα έτσι ώστε η αναλογία χαλκού πρωτεΐνης να είναι 2:1. Το διάλυμα 

αναδεύεται για δύο ώρες και έπειτα πλένεται δύο φορές στη συσκευή Αιηίοοη για να 

απομακρυνθεί ο χαλκός που δεν δεσμεύτηκε από την πρωτεΐνη. Τελικά γίνεται αλλαγή 

ρυθμιστικού διαλύματος από 50 ιηΜ (Τήδ-Μοδ ρΗ=8 ) σε ΙΟΟιηΜ (Κ2ΗΡΟ4 , ΚΗ2ΡΟ4 

ρΗ=7) το οποίο περιέχει 10 ιηΜ ΟΤΤ. Το διάλυμα συμπυκνώνεται σε τελικό όγκο
Λ

500μ1 και προστίθεται 10%(ν/ν) Η2Ο. Η τελική συγκέντρωση της πρωτεΐνης είναι ~1 

ιηΜ και η αναλογία δεσμευμένου χαλκού(Ι) /πρωτεΐνης 0,9:1,0.

Όλη η πειραματική διαδικασία τιτλοδότησης χαλκού έγινε σε αναερόβιες 

συνθήκες μέσα σε θάλαμο ξΐονβ Βοχ κα το ΝΜΚ. ίυΙ)6  ασφαλίζεται αεροστεγώς πριν 

βγει από τον θάλαμο.

II) Τιτλοδότηση ανοΜΝΚ(4-6).

Γίνεται αλλαγή του πρωτεϊνικού διαλύματος σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 ιηΜ 

Τπδ-Μεδ ρΗ= 8  με τη χρήση συμπυκνωτήρα Αιηίοοη. Αραιώνεται η πρωτεΐνη μέχρι 

τελικής συγκέντρωσης 60μΜ. Προστίθεται στο διάλυμα αναγωγικό ϋΤΤ και η τελική 

του συγκέντρωση στο διάλυμα είναι 10 ιηΜ. Προστίθεται το διάλυμα [Οιι(Ι)- 

(0 Η3 0 Ν)4]ΡΡό 10 ηιΜ σε 0 Η3 0 Ν, στο πρωτεϊνικό διάλυμα σε τρία στάδια στα οποία η 

αναλογία χαλκού/πρωτεΐνης είναι 1:1, 2:1 και 3:1 αντίστοιχα. Το διάλυμα αναδεύεται 

για δύο ώρες και έπειτα πλένεται δύο φορές στη συσκευή Αιηίοοη για να απομακρυνθεί
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ο χαλκός που δεν δεσμεύτηκε από την πρωτεΐνη. Τελικά γίνεται αλλαγή ρυθμιστικού 

διαλύματος από 50 γπΜ (Τήδ-Μεδ ρΗ=8) σε ΙΟΟπιΜ (Κ2ΗΡΟ4 , ΚΗ2ΡΟ4 ρΗ=7) το 

οποίο περιέχει 10 ιηΜ ϋΤΤ. Το διάλυμα συμπυκνώνεται σε τελικό όγκο 500μ1 και 

προστίθεται 10%(ν/ν) 2Η2θ . Όλη η πειραματική διαδικασία τιτλοδότησης χαλκού έγινε 

σε αναερόβιες συνθήκες μέσα σε θάλαμο ξΐονβ Βοχ.

2.18.3 Φασματοσκοπία δύο διαστάσεων (2ϋ) 1Η-15Ν Η 800 . 

(ΗθίθΓοηυοΙθθΓ δίηοΙβ Ουβηΐιιηι ΟοΜθγθποθ)

Η όλη πορεία μαγνητικών επιδράσεων για ένα πείραμα 2Ό ΝΜΚ περιλαμβάνει 

τέσσερα στάδια:

α) Προετοιμασία των αυτοστροφορμών (ρΓοραταΙΐοη) 

β) Ανάπτυξη των αυτοστροφορμών και μαγνήτισης (ενοΐιιΐϊοη 11) 

γ) Ανάμιξη των αυτοστροφορμών (Μίχίη§) 

δ) Ανίχνευση του σήματος (ϋείεοΐίοη)

α) Προετοιμασία. Στο στάδιο της προετοιμασίας οι πυρήνες του μορίου 

ευρίσκονται εντός μαγνητικού πεδίου σε μια κατάσταση ισορροπίας που καθορίζεται 

από την στατική κατά Βοΐίζιη&ηη. Σε αυτή τη κατάσταση οι διάφορες αυτοστροφορμές 

έχουν τη φυσική τους μαγνήτιση, όπου για ένα τύπο πυρήνα μπορεί να υπάρχουν 

τυχαίοι προσανατολισμοί αυτοστροφορμών, ενώ για άλλο τύπο πυρήνα του ίδιου 

μορίου υπάρχει θερμική ισορροπία δηλαδή μικρή περίσσεια αυτοστροφορμών στην 

βασική κατάσταση έναντι της διεγερμένης στον άξονα Ζ. Στην αρχή της περιόδου 

προετοιμασίας των αυτοστροφορμών, στην οποία υπάρχει διέγερση, με μια σειρά 

πειραμάτων, όλοι οι πυρήνες αποκτούν μια θερμική ισορροπία και ένα βαθμό 

μαγνήτισης. Στο τελικό στάδιο της περιόδου προετοιμασίας με τη εφαρμογή της 

καταλλήλου μαγνητικής επίδρασης τα ανύσματα μαγνητίσεων Μ των διαφορετικών 

πυρήνων τοποθετούνται στην σωστή τους θέση σε σχέση με την διεύθυνση του 

μαγνητικού πεδίου Βο.

β) Ανάπτυξη: Το διάστημα της ανάπτυξης της μαγνήτισης είναι προς το τέλος 

του χρονικού διαστήματος ί ΐ  που μεσολαβεί μεταξύ δυο μαγνητικών επιδράσεων. Η 

επιφερόμενη μαγνήτιση Μ για ένα πυρήνα αναπτύσσεται σε ένα καθορισμένο χημικό 

και μαγνητικό περιβάλλον του πυρήνα και για ένα συγκεκριμένο χρονικό διάστημα 11.
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γ) Ανάιιι£η: Στο τέλος της περιόδου ανάπτυξης με εφαρμογή μιας δεύτερης 

μαγνητικής επίδρασης υπάρχει μια ανακατανομή των πυρηνικών αυτοστροφορμών. Στη 

περίοδο ανάμιξης και για συγκεκριμένο χρονικό διάστημα λαμβάνει χώρα επικοινωνία 

αυτοστροφορμών.

Δ) Ανίτνευση σήιιατοα Η ανίχνευση του σήματος γίνεται μετά τη συλλογή της 

ΡΙϋ  από το δέκτη (ί2).

Η ακολουθία παλμών για το ετεροπυρηνικό πείραμα δύο διαστάσεων 1Η- 15ν  

Ηδί^Ο παρουσιάζεται παρακάτω:

180 90

τ = 1 / 4 1Ι ( Η , Ν )

90 180

Σχήμα 46: Ακολουθία παλμών για το ετεροπυρηνικό πείραμα δύο διαστάσεων 

!Η-15Ν Η8<30.

Σε αυτό το πείραμα υπάρχουν δύο σειρές παλμών μία για το πρωτόνιο ’Η και 

μία για το άζωτο 15Ν. Μετά την εφαρμογή του πρώτου παλμού π/2 το άνυσμα 

μαγνήτισης του πρωτονίου φέρεται στο επίπεδο χψ. Η ακολουθία παλμών: τ-180° (και 

για τους δύο πυρήνες ιΗ και 15Ν) - τ  , χρησιμοποιείται για την μεταφορά της 

μαγνήτισης από την αυτοστροφορμή του πρωτονίου στο 8ρίη 15Ν μέσω της σταθεράς 

σύζευξης ΑΙ. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται ΙΝΕΡΤ (Ιηδεηδίίΐνε Νιιοΐβί Εχοΐί&ίίοη 

ΡοΙαπζ&Ιΐοη ΤΓβηδ&Γ). Ο λόγος που χρησιμοποιείται η ΙΝΕΡΤ μεταφορά είναι ότι ο 

πυρήνας 15Ν είναι δέκα φορές λιγότερο ευαίσθητος από το πυρήνα *Η και έτσι το σήμα 

του 15Ν, από ένα απλό παλμό στο πυρήνα αζώτου, είναι δέκα φορές πιο ασθενές σε 

σύγκριση με αυτού του πρωτονίου *Η. Με την μεταφορά της ισχυρότερης μαγνήτισης
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από το !Η στο 15Ν, το σήμα ισχυροποιείται. Μετά την εφαρμογή του παλμού π/2 στον 

πυρήνα του αζώτου 15Ν ακολουθεί ο συνηθισμένος χρόνος ανάπτυξης 11 για τις χημικές 

μετατοπίσεις 15Ν και τελικά η μαγνήτιση μεταφέρεται πίσω στο πρωτόνιο με την 

ΙΝΕΡΤ μεταφορά. Η ανίχνευση του σήματος γίνεται με τη συλλογή της ΡΠ3 από το 

δέκτη (1:2). [209]

Στο 2Ό φάσμα Η5ξ)0 εμφανίζεται μία κορυφή ( ο γ ο 8 8  ρεαίί) για κάθε

σύζευξη του αζώτου με το αμιδικό υδρογόνο του πεπτιδικού δεσμού με αποτέλεσμα 

κάθε αμινοξύ (εκτός της προλίνης) να δίνει από μία κορυφή στο φάσμα.

2.19 ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΧΗΜ ΙΚΗΣ ΕΠΙΣΗΜΑΝΣΗΣ ΚΑΙ 

ΠΡΩΤΕΟΛ ΥΣΗΣ.

Για τα πειράματα χημικής επισήμανσης επωάστηκαν 400 ρπιοί αρο-ΜΝΚ(4-6) 

μόνη της ή παρουσία της Οι(Ι)-ΗΑΗ1 με περίσσια (-50 φορές ) του φθορίζοντος 

κυστεϊνικά κατευθυνόμενου αντιδραστηρίου ΟΡΜ (8ΐ£ΐηα) για 2.5 λεπτά σε αναερόβιες 

συνθήκες έλλειψη φωτός. Η αντίδραση επισήμανσης σταμάτησε με την προσθήκη 

περίσσιας (-10 φορές περισσότερο από το ΟΡΜ) β-μερκαπτοαιθανόλης. Έπειτα η 

πρωτεΐνη αρο-ΜΝΚ(4-6) πρωτεόλυθηκε με την προσθήκη τρυψίνης σε αναλογία 1:200 

(\ν/\ν) για τρεις ώρες σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. Η πρωτεόλυση τερματώθηκε με 

την προσθήκη αναστολέα 2ηιΜ φαινυλικό αιθυλικό σουλφονυλικό φθόριο (ΡΜΡδ). Τα 

πεπτιδικά κομμάτια της πρωτεόλυσης διαχωρίστηκαν με ηλεκτροφόρηση πηκτής 20% 

με δωδεκανοθεϊκο νάτριο (δϋδ). Τα ΟΡΜ επισημασμένα πεπτιδικά κομμάτια 

φωτογραφήθηκαν κάτω από υ ν  φως με τη βοήθεια ΟβΙ-Ώοο δγ8ΐβηι. Έπειτα το £β1 

χρωματίστηκε σε χρωστική Οοοιηαδδίβ Κ250 και φωτογραφήθηκαν οι εμφανισθείσες 

μπάντες.
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3) ΒΙΟΠΛΗΡΟΦΟΡΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΩΝ 

ΠΕΡΙΟΧΩΝ ΜΝΚγ5 ΚΑΙ ΜΝΚγ(4-6).
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3.1 ΓΕΝΙΚΑ

Η γνώση των τρισδιάστατων δομών των μέταλλο-πρωτεϊνών είναι βασική 

προϋπόθεση για την κατανόηση των λειτουργιών τους σε βιοανόργανα συστήματα. 

Σήμερα υπάρχούν δυο τεχνικές: η φασματοσκοπία ΝΜΚ και η ανάλυση με ακτίνες X 

που μπορούν να προσδιορίσουν με υψηλή ακρίβεια την δομή των πρωτεϊνών. Παρόλο 

αυτά υπάρχουν περιπτώσεις πειραματικά προσδιοριζόμενων δομών που περιέχουν 

σημαντικά λάθη καθώς και περιπτώσεις που οι παραπάνω τεχνικές να αδυνατούν να 

προσδιορίσουν τρισδιάστατη δομή μιας μη αναδιπλωμένης μέταλλο-πρωτεΐνης. [206] 

Πλέον για την αντιμετώπιση τέτοιων προβλημάτων γίνεται χρήση βιοπληροφορικών 

εργαλείων που είναι σε θέση να προβλέψουν την ποιότητα της αναδίπλωσης ενός 

πρωτεϊνικού στόχου καθώς και να υπολογίσουν κατά πόσο ενεργειακά σταθερή είναι.

Σε αυτή την ερευνητική δουλεία υπολογίστηκε η κατανομή ανά κατάλοιπο, της 

ολικής ενέργειας ενός δομικού μοντέλου της περιοχής ΜΝΚγ5 με το πρόγραμμα 

ΡΚ.05Α II (ΡΚΟΐείη δίηιοΙιπΌ Αηα1γδΐδ) ενώ στην τριπλή περιοχή ΜΝΚγ(4-6) με την 

χρήση του προγράμματος ΡοΡΜδΟ ( ΡΓοάΐοίΐοη ο£ ΡΓοίεΐη Μιιί&ίΐοη 8ίαβΐ1ί1;γ 01ι&η§63) 

έγινε πρόβλεψη των ενεργειακών μεταβολών που φέρει μια σημειακή μετάλλαξη στην 

αλληλουχία και συγκεκριμένα η αντικατάσταση 121Κ που εμφανίστηκε κατά την 

απομόνωση του γονιδίου. (Κεφ. 2.10.1)

3.2 Αποτελέσματα των υπολογισμών Ρ Κ 05Α  II και ΡοΡΜδΟ.

Α) ΡΚ 03Α  Π

Το πρόγραμμα αυτό βασισμένο στην αρχή Βοΐίζηιαη εξάγει ενεργειακά πεδία 

από βάσεις δεδομένων γνωστών τρισδιάστατων δομών με τη μορφή δυναμικών.[207] 

Το ενεργειακό πεδίο μιας συγκεκριμένης πρωτεΐνης γνωστής ή άγνωστης δομής 

κατανέμεται ανά κατάλοιπο. Το πιο σημαντικό χαρακτηριστικό αυτής της ενεργειακής 

απεικόνισης είναι ότι μπορεί να γίνει διαχωρισμός μίας φυσικά αναδιπλωμένης 

περιοχής από μία μη αναδιπλωμένη.

Η αλληλουχία της περιοχής ΜΝΚγ5, που είναι ένας από τους πρωτεϊνικούς 

στόχους στη διατριβή αυτή, είναι σε υψηλή ομολογία με τις αλληλουχίες των περιοχών 

ΜΝΚγ2 καί ΜΝΚγ4. Οι τρισδιάστατες δομές των δυο τελευταίων περιοχών είναι 

γνωστές και καταχωρημένες στη βάση δεδομένων (ΡΐΌίείη ΌοΧά Βαηΐί). Με τη 

σύγκριση του ενεργειακού γραφήματος ΡΚΟδΑ II ενός δομικού μοντέλου για την
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περιοχή ΜΝΚτ5 με το ενεργειακό γράφημα της πειραματικά υπολογιζόμενης δομής της 

περιοχής ΜΝΚγ4 μπορεί να γίνει πρόβλεψη της ποιότητας της αναδίπλωσης κατά 

μήκος της αλληλουχίας του πρωτεϊνικού στόχου πριν ακόμα ξεκινήσει η πειραματική 

διαδικασία έκφρασης του.

Ισολευκίνη 21 Φαινυλαλαλίνη 66

Σχήμα 34: Σύγκριση των ενεργειακών κατανομών των περιοχών ΜΝΚγ5/ ΜΝΚτ4.

Όπως φαίνεται και από το σχήμα 34 η ενεργειακή κατανομή των δυο περιοχών 

είναι ομοιόμορφη. Η δευτεροταγής δομή της περιοχής ΜΝΚγ4, όπως προκύπτει από 

την τρισδιάστατη δομή της (Κωδ= 1 α\ν0 στο ράβ) αποτελείται από τέσσερα β πτυχωτά 

φύλα (β 1=3-10, β2= 31-37, 03= 42-47, 04= 67-70) και δύο α έλικες (α1= 16-26, α2= 

54-64). [207] Θα πρέπει να περιμένουμε μια παρόμοια διευθέτηση β1α1β2β3α2β4 της 

δευτεροταγής δομής του πρωτεϊνικού στόχου ΜΝΚγ5. Ο βρόχος που βρίσκεται 

ανάμεσα από το βΐ πτυχωτό φύλο και την αΐ έλικα στην δομική περιοχή ΜΝΚγ4 

αποτελεί την περιοχή ένταξης του μεταλλικού ιόντος αφού εκεί είναι εντοπισμένες οι 

κυστεΐνες 14 και 17 πριν και στην αρχή της αΐ έλικας αντίστοιχά. Σταθεροποιητικός 

παράγοντας σε αυτό τον βρόγχο είναι δύο υδρόφοβα κατάλοιπα ισολευκίνη 21 και η 

φαινυλαλαλίνη 66 τα οποία εμφανίζουν, όπως ήταν αναμενόμενο, σημαντικά αρνητικές 

τιμές ενεργειακών δυναμικών. (Σχήμα 34) [207] Το ίδιο συμβαίνει και με τις 

ενεργειακές τιμές των αμινοξέων ισολευκίνη 21 και η φαινυλαλαλίνη 66 του 

πρωτεϊνικού στόχου ΜΝΚγ5.
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Μπορεί να δοθεί ένα ενεργειακά σταθερό μοντέλο του πρωτεϊνικού στόχου 

όπου η θέση ένταξης βρίσκεται στο βρόγχο ανάμεσα από το βί πτυχωτό φύλο και την 

α ΐ έλικα με τις δύο κυστεΐνες να βρίσκονται πριν ή και πάνω στην α ΐ έλικα. Οι 

ακριβείς θέσεις των δυο κυστεϊνικών καταλοίπων δεν είναι ικανό να δοθούν με 

ακρίβεια αλλά αναμένεται η τριτοταγής δομή της πρωτεϊνικής αλυσίδας να επιτρέπει 

την αλληλεπίδραση τους με τα υδρόφοβα κατάλοιπα II© 21 και Ρΐιεόό σταθεροποιώντας 

την ένταξη του μεταλλικού ιόντος Οα(Ι).

31 αΐ 32 33 α2 34

20 30 ^  40 ^  50 60 70
ΜΝΚτ4 υτ<3ΕτνΐΝΐο αΜΤ0Ν$0ν<35 ΐΕονιεκ-κρα νκδίκνδίΑΝ δΝατνΕΥϋΡΐ. υΓ5ΡΕΤίκσΑ ιεομοραττ δϋ 
ΜΝΚγ5 Ν33ΚΟΥΙζ>νΤ ΟΜΤΟΑδΟΥΑΝ ΙΕΚΝΟΙΚ-ΕΕΟ ΙΥδΙίΥΑΟνίΑ ΟΚΑ.ΕΥΚΥΝΡΑ νΐ(5ΡΡΜΙ(3ΕΡ ΙΚΕΙΧίΡΟΑΤΥ ΙΕ

Σχήμα 35: Ομολογιακή μοντελοποίηση της δευτεροταγής δομής του 

πρωτεϊνικού στόχου ΜΝΚγ5.

Β) ΡοΡΜδΟ

Με το πρόγραμμα αυτό είναι δυνατόν να υπολογιστούν οι πιο ενεργειακά 

συμφέρουσες μεταλλάξεις στην αλληλουχία μίας πρωτεϊνικής περιοχής. Με την 

βοήθεια ενός εργαλείου βιοπληροφορικής στο διαδίκτυο με ηλεκτρονική διεύθυνση 

1ιίΐρ://8ννίί55ηΐ0(ΐ6ΐ.6χρα5ν·0Γ£/ μπορεί να δοθεί ένα δομικό μοντέλο της τριπλής 

περιοχής ΜΝΚγ(4-6) με την μορφή αρχείου ρ<1ΐ>. Το αρχείο αυτό επεξεργάζεται από το 

πρόγραμμα ΡοΡΜδΟ που είναι διαθέσιμο ελεύθερα στο διαδίκτυο με ηλεκτρονική 

διεύθυνση Μΐρ://ί>αί)ν1οη6.ιι1ί).Ε€.Ϊ36/ρορΐΏα5Ϊ€/ίθΓηηιι1αίΓ€.]ι1:ηι1. Με το πέρασμα της 

αυτόματης επεξεργασίας των δεδομένων, το πρόγραμμα εξάγει πληροφορίες με τη 

μορφή γραφήματος. Στον οριζόντιο άξονα του γραφήματος βρίσκονται τα αμινοξέα που 

αποτελούν την αλυσίδα του πρωτεϊνικού στόχου. Σε κάθε αμινοξύ γίνεται αυτόματα 

αντικατάσταση του από κάποιο άλλο και στον κάθετο άξονα απεικονίζεται η 

ενεργειακή μεταβολή ΔΔΟ που φέρει η σημειακή μετάλλαξη. Σημειακές μεταλλάξεις 

που είναι ενεργειακά συμφέρουσες έχουν αρνητικές τιμές ΔΔΟ.

Ο επόμενος πίνακας περιέχει λίστα από τις πιο ενεργειακά συμφέρουσ£ς 

μεταλλάξεις στην αλληλουχία των πρώτων πενήντα αμινοξέων της ΜΝΚτ(4-6). Οι 

στήλες 1 και 2 περιέχουν τα λνί και μεταλλαγμένα αμινοξέα αντίστοιχα. Η στήλη 3 την 

θέση τους στην αλληλουχία, η στήλη 4 την δευτεροταγή δομή προσδιορισμένη με την 

μέθοδο ϋ δ δ Ρ  [208] (Καβδοΐι, & δαικίει:, Ο.,1983, Βΐορο1γηΐ6Γδ,22,2577-2637), η
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στήλη 5 τις περιοχές {φ,ψ,ω}, η στήλη 6 την διαλυτότητα προσδιορισμένη με την 

μέθοδο ϋ δ δΡ  και η στήλη 7 τις προβλεπόμενες τιμές ΔΔΟ.

Πίνακας 13: Ενεργειακά συμφέρουσες μεταλλάξεις στην αλληλουχία των 

πρώτων πενήντα αμινοξέων της ΜΝΚγ(4-6).

Ρθ4, 8ί!Γ. €οαιΓ, Αοε, ΔΔΟ Πο&Ιιιηι Ροή. 8α:. Οηιί, Αίκ, ΔΔ<?
ν,Ι ιιηιΙ. 3α·. ί%) (ΙχήΙ/ιικΛΪ VI ιιηιΙ διι·. 1/3, ψ, α?'| »:%ί (ΊλβΙ,̂ ικΛΊ
5 Ο 37 Τ α 34 -2.40 5 \ν 37 Τ Ο 34 -038
0 I 30 Ε Β I -2.22 Ε \ν 42 Ε Β 00 -0.38
Κ I. 21 8 I1 34 -1.81 Ο Ο 35 Η Α 20 -037
0 λ* 30 Ε Β 1 -1.53 II V 31 Ε Β 716 -0.30
κ α 24 8 Ρ 34 -1.47 κ Η 24 8 Ρ 31 -030
κ I 24 5 Ρ 34 -131 Υ Λ 20 Η Λ 33 -033
κ Λ 24 8 Ρ 34 -1.31 κ I 54 11 Α 30 ■ΟΛΟ
κ V 21 8 Ρ 34 -1.31 II I 31 Ε 13 75 -030
κ ΑΙ 21 8 Ρ 31 -1.22 0 Γ 30 Ε Β 1 •0.28
I 0 06 Ε Ρ 34 -1,13 Ν I 38 Ε Β 7 -0,27
€ α 39 Ε Β 1 -1.10 Τ Υ 1 € X 23 -0.23

Α 55 Η Λ 20 -0.90 κ (ί 24 8 Ρ 34 ■0.25
Κ \Υ ’Μ 8 Ρ 34 -0.97 Υ I, 33 II Α 33 -0.22
κ Γ 21 8 Ρ 34 -0.37 Μ I 00 II Α 30 <1,21
ο Κ 55 Η Λ 31) -0.90 8 κ 37 Τ Ο 31 -0,21
X I 38 Ε Β 7 -0.93 Ο \ν υΰ Η Α 20 -0.19
0 η 55 Η Α 20 -0.02 η Υ 31 Ε Β ΊΟ -0.18
5 II :π Τ 0 3-1 -0.80 Η 0 31 Ε Β 70 -0.18
0 Ε 33 II Α 30 -0.88 Ε Η -12 Ε Β 00 -018
Κ ο 24 8 Ρ 31 -0.80 ο I 55 Η Α 20 -0.17
Ώ Ρ 03 Ε Ρ 50 -0.?3 II Γ 31 Ε Β 715 -0.17
X 0 38 Ε Β 7 -0.78 Α Υ 04 Ε Β 3 -0.17
0 Υ 39 Ε Β 1 ■0.77 τ I 1 0 X 23 -0.10
Κ τ 24 8 Ρ 31 -0.70 Ε 1 -12 Ε Β 00 -010
Ν V 38 Ε Β 7 -0.710 Ε ΑΙ ■12 Ε Β 00 ■0.10
II Λ 54 Η Λ 30 -0.73 1 α 31 Τ Λ 31 -0.16
0 55 Η Λ 2» -0.72 V ΑΙ 20 Η Α 33 -ΟΙ3
8 V 37 Τ Ο 3-1 -0.71 Ώ V 41 € Β 33 ■013
Κ 3 24 8 Ρ 31 -0.70 Υ € 2 Ε Β 20 -0.11
$ X 37 Τ 0 34 -0.70 Β Α II Α 87 -0.13
κ Υ 21 8 I* Μ -0.09 Ε 8 12 Ε Β 00 -0.13
0 ι 30 Ε Β 1 -0.03 Ο ΑΙ 50 Η Α 87 <ι12
κ V 42 Ε Β 00 -ο.« 5 11 στ α Α 32 ^.11
X 0 1 Ε Ρ 37 -0.61 II Τ 31 Ε Β 70 -0.11
Ε I 12 Ε Β ω -0.50 Β ΪΥ 03 Ε Ρ όΰ -0.11
Τ Λ” 1 € X 23 -ο. 55 η V 51 Η Α 30 -0,10
Τ α 1 € X 23 -0.43 8 11 37 Τ Ο 31 -0.10
0 ΑΙ <’*> II Λ 20 -0.-10 Υ α 43 Ε Β 23 -0.10
κ ΑΙ <>ι II Λ 30 -0-18 ι Υ 00 Ε Ρ 31 -009
Ε Υ •12 Ε Β Ο,Ι -0.47 η \Υ 31 Ε Ιϊ 70 ■Ο 00
Ε £ 42 Ε Β 00 -0.47 Α I &ι Ε Β 3 -0,07
8 Γ 37 ί- Ο 34 -0.40 Ώ Ε 50 Η Α 87 -Ο.07
Ε Γ 42 ε Β ω -0.46 Ρ \ν 50 11 Α 22 -000
8 ΑΙ 37 Τ Ο 3-1 -0.44 Υ \ν 20 II Α 33 <1.00
η I. .51 II Α 30 -0.44 Ν Τ 1 Ε Ρ 37 -0.00
8 € 37 Τ 0 31 -0.13 Ό λ* 03 Ε Ρ 50 -005
I) 44 € Β 33 -0.41 Αί Ρ 00 II Α 30 <1.01
3. Ρ 00 Ε I* 31 -0.41 Ό 0 03 Ε Ρ 5ί) -0.0-1
Ε Τ 42 Ε Β 00 -0.40 Ε II 42 Ε Β 00 -004
X 11 1 Ε Ρ 37 -0.-10 Αί I 00 11 Α 30 -0.01

ΛΓυΜ*.ΐαηχ άλιμΙ />ν ϊτκτινίίϋ̂ ι,' ΔΔ6' Λ/ιΐίΛίΑ.«ΐ!ΐ «μϋλ/ Ιρ ιαιτηννα]; ΔΔ<7

Στο επόμενο διάγραμμα φαίνεται το άθροισμα των τιμών ΔΔΟ των ενεργειακά 

συμφέρουσων μεταλλάξεων για κάθε θέση της αλληλουχίας των πρώτων πενήντα
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καταλοίπων της ΜΝΚγ(4-6). Από πάνω από κάθε αμινοξύ αποδίδεται η δευτεροταγής 

δομή με τους εξής κωδικούς στα χρώματα: κόκκινο για α-έλικα, μπλε για β πτυχωτό 

φύλλο και μαύρο για βρόγχο.

Σχήμα 36: Το άθροισμα των τιμών της ΔΔΟ των μεταλλάξεων για κάθε θέση. 

Το σύμβολο (·) δηλώνει ότι στην αντίστοιχη θέση δεν υπολογίστηκε η ΔΔΟ.

Η παραπάνω βιοπληροφορική μελέτη με το εργαλείο ΡοΡΜδΟ δεν κατατάσσει 

την αντικατάσταση 121Κ που εμφανίστηκε τυχαία κατά την απομόνωση του γονιδίου 

ΜΝΚγ(4-6) (Κεφ. 2.10.1) στην κατηγορία των ενεργειακά συμφέρουσων μεταλλάξεων. 

Όπως συμβαίνει στην μεμονωμένη περιοχή ΜΝΚγ4, [207] έτσι και στην τριπλή περιοχή 

ΜΝΚγ(4-6) η ισολευκίνη 21 θα πρέπει να δρα ως σταθεροποιητικός παράγοντας 

κάνοντας μη συμφέρουσα την αντικατάσταση του από κάποιο άλλο.
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4) ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ
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4.1 ΕΚΦΡΑΣΗ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΠΕΡΙΟΧΩΝ ΜΝΚγ5. ΚΑΙ 
ΜΝΚγ(4-6).

4.1.1 Τεστ έκφρασης της περιοχής ΜΝΚγ5.
Στα πειράματα έκφρασης της δομικής περιοχής ΜΝΚτ5 (Κεφ.2.13) εμφανίζεται

στο §β1 πολυακρυλαμιδίου υπερεκφρασμένη μπάντα τέσσερις ώρες μετά την προσθήκη 

του ΙΡΤΟ στην καλλιέργεια κυττάρων. (Σχήμα 37)

Α) ΜΝΚγ5

•V* 29.000
24.000

— Μ :  20.000

ϊ ϊ Μ 14.200

6.500
Μ3Γΐί€Γ
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Β) ΜΝΚγ2

01ι 21ι 41ι 61ι 81ι ΜαΗ«ϊΓ

Σχήμα 37: Τεστ έκφρασης της δομικής περιοχής ΜΝΚγ5 και σύγκριση με το 

αντίστοιχο τεστ της περιοχής ΜΝΚγ2.

Οι δομικές περιοχές ΜΝΚτ5 και ΜΝΚτ2 έχουν παρόμοιο μοριακό βάρος 7249,5 

και 7350. Όπώς αναμένονταν οι υπερεκφρασμένες μπάντες που αντιστοιχούν στις 

παραπάνω δομικές περιοχές βρίσκονται λίγο πιο πάνω από την πρώτη μπάντα (6.500) 

του Μηγ1<:6γ.

4.1.2. Καθαρισμός πρωτεϊνικού στόχου ΜΝΚγ5.
Ο καθαρισμός του πρωτεϊνικού στόχου έγινε με χρωματογραφία ΗΐΤι*αρ, η

οποία αποτελείται από δύο στάδια καθαρισμού με στήλη ΗΐΤΓ&ρ Οΐιοΐ&ΐίπ^ ΗΡ. (Κεφ.

2.16) Στον πρώτο καθαρισμό ο πρωτεϊνικός στόχος ΜΝΚγ5, που έχει ιστιδινική ουρά, 

δεσμεύεται από την στήλη και έτσι διαχωρίζεται από τις άλλες βακτηριακές πρωτεΐνες 

πού δεν έχουν ιστιδινική ουρά. Το μίγμα των βακτηριακών πρωτεϊνών δίνει μια σειρά 

από πολλές μπάντες διαφόρου μοριακού βάρους στο §©1 ηλεκτροφόρησης ( Α σειρά 

από μπάντες στο σχήμα 38). Μετά την πρώτη πλύση της στήλής με το ΒιιίϊβΓ Β (Κεφ.

2.16) απομακρύνονται και άλλες βακτηριακές πρωτεΐνες οι οποίες δίνουν τις μπάντες 

της στήλης Β στο σχήμα 38. Στο τέλος συλλέγεται ο πρωτεϊνικός στόχος με την 

έκπλυση της στήλης με το ΒιιίϊβΓ Ό αλλά δεν είναι τελείως καθαρός αφού 

παρουσιάστηκαν και άλλες μπάντες υψηλού μοριακού βάρους στο £©1 

ηλεκτροφόρησης. ( Στήλη Ό σχήμα 38 ) Αυτές οι μπάντες αντιστοιχούν σε πρωτεΐνες
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που έχουν δεσμευτεί μαζί με τον πρωτεϊνικό στόχο στα ιόντα Ζη+2 της στήλης, λόγου 

ύπαρξης σημαντικού αριθμού ιστιδινικών καταλοίπων στην αλληλουχία τους.

11 24.000

6500

20.000

14.200

Λ Β Ό Μ^ΓΐίβΓ

Σχήμα 38: Έλεγχος της ποιότητας τον πρώτου καθαρισμού της πρωτεΐνης ΜΝΚγ5 μβ 

ηλεκτροφόρηση πολυακρυλαμιδίου δ ϋ δ

Για να επιτευχθεί υψηλή απόδοση καθαρισμού αποκόβεται η ιστιδινική ουρά 

από την επιθυμητή πρωτεΐνη με την δράση του ενζύμου ΡαοΐοΓ Χα και γίνεται δεύτερος 

καθαρισμός. Η αποκοπή έγινε με επώαση του πρωτεϊνικού διαλύματος με το ένζυμο 

Ραοίοΐ' Χα για πέντε ώρες. Ανά μια ώρα γίνονταν λήψη δείγματος από το πρωτεϊνικό 

διάλυμα και ηλεκτροφορούνταν. Ένδειξη ότι η ιστιδινική ουρά αποκόβεται είναι ότι η 

υπερεκφρασμένη μπάντα που αντιστοιχεί στο πρωτεϊνικό στόχο διευρύνεται και τελικά 

χωρίζεται στα δύο. Η κατώτερη από τις δυο μπάντες αντιστοιχεί στο \νί (\νίΙά ίγρβ) του 

πρωτεϊνικού στόχου πού είναι μικρότερου μοριακού βάρους αφού έχουν απομακρυνθεί 

οι έξι ιστιδίνες.( Σχήμα 39).

Σχήμα 39: Μετά από τέσσερις ώρες επώασης του πρωτεϊνικού μίγματος με το 

ένζυμο ΡαοΐοΓ Χα είναι εμφανής ο διαχωρισμός της υπερεκφρασμένης μπάντας της 

πρωτεΐνης ΜΝΚγ5.

ΜΝΚγ5 + 6-1ιί8 
ννί ΜΝΚγ5

41ι 51ι

-1 2 8 -



Κατά τον δεύτερο καθαρισμό με την στήλη ΗΐΊϊαρ Οΐ6ΐαύη§ ΗΡ δεσμεύονται 

από την ρητίνη της στήλης οι μη επιθυμητές βακτηριακές πρωτεΐνες του πρώτου 

καθαρισμού και το μικρό ποσοστό του πρωτεϊνικού στόχου από το οποίο δεν έχει 

αποκοπεί η ιστιδινική ουρά ενώ η πρωτεΐνη ν/ί ΜΝΚγ5 συλλέγεται απόλυτα καθαρή. 

(Στήλη Α Σχήμα 40)

Σχήμα 40: Διαχωρισμός με στήλη ΗΐΊϊαρ της \ν£ ΜΝΚγ5 (Α) από την ΜΝΚγ5 μβ 

ιστιδινική ουρά (Ό).

4.1.3 Τεστ έκφρασης της πρωτεΐνης ΜΝΚγ(4-6).
Στα πειράματα έκφρασης της δομικής περιοχής ΜΝΚτ(4-6) εμφανίζεται στο £©1

πολυακρυλαμιδίου υπερεκφρασμένη μπάντα οκτώ ώρες μετά την προσθήκη του ΙΡΤΟ 

στην καλλιέργεια κυττάρων. (Σχήμα 41)

20.000

14.200

6.500

Μ3Γΐί6Γ Α

29.000
24.000
20.000

14.200
6.500

ΜαΗίβΓ ΟΙι 2Ιι 41ι 61ι 81ι Ο/Ν

Σχήμα 41: Τεστ έκφρασης της τριπλής περιοχής ΜΝΚτ(4-6).
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Η πρωτεΐνη ΜΝΚτ(4-6) αποτελείται από τρις περιοχές την ΜΝΚτ4, ΜΝΚτ5 και 

ΜΝΚτό και το μοριακό της βάρος είναι 2.8621. Η υπερεκφρασμένη μπάντα που 

εμφανίζεται στο §ο1 βρίσκεται στο ύψος της μπάντας 29.000 του ΜαιΙίΟΓ γεγονός που 

συμφωνεί με το μοριακό βάρος του πρωτεϊνικού στόχου.

4.1.4 Καθαρισμός του πρωτεϊνικού στόχου ΜΝΚγ(4-6).
Ο καθαρισμός του πρωτεϊνικού στόχου έγινε με χρωματογραφία ΗΐΊΥαρ η οποία

αποτελείται από δύο στάδια καθαρισμού με στήλη ΗϊΤγ&ρ Οΐ6ΐ&ίίη§ ΗΡ. (Κεφ. 2.16) 

Στον πρώτο καθαρισμό, μόνο ο πρωτεϊνικός στόχος ΜΝΚγ(4-6) που έχει ιστιδινική 

ουρά δεσμεύεται από την στήλη ενώ οι μη επιθυμητές βακτηριακές πρωτεΐνες 

απομακρύνονται. Το μίγμα των βακτηριακών πρωτεϊνών δίνει μια σειρά από πολλές 

μπάντες διαφόρου μοριακού βάρους στο §ε1 ηλεκτροφόρησης ( Α σειρά από μπάντες 

στο σχήμα 42). Μετά τις εκπλήσσεις της στήλης με το ΒιιίϊεΓ Β και το ΒυίϊεΓ Ο (Κεφ.

2.16) απομακρύνονται και άλλες βακτηριακές πρωτεΐνες. Τελικά συλλέγεται ο 

πρωτεϊνικός στόχος με έκπλυση της στήλης με το ΒιιίϊεΓ Ό. Και σε αυτή την περίπτωση 

υπάρχουν πρωτεΐνες που έχουν δεσμευτεί μαζί με τον πρωτεϊνικό στόχο στα ιόντα Ζη+2 

της στήλης, λόγου ύπαρξης σημαντικού αριθμού ιστιδινικών καταλοίπων στην 

αλληλουχία τους. Αυτό αποδεικνύεται από την εμφάνιση στο §ε1 ηλεκτροφόρησης, μιας 

σειράς από νέες μπάντες πολύ υψηλού μοριακού βάρους. ( Στήλη Ό σχήμα 42 ) Ο 

διαχωρισμός των μη επιθυμητών πρωτεϊνών από την πρωτεΐνη στόχος γίνεται με 

αποκοπή της ιστιδινικής ουράς από την τελευταία και δεύτερο καθαρισμό με την στήλη 

ΗίΤΓ&ρ.

>

ΜαιΊίεΓ ϋ

Σχήμα 42: Έλεγχος της ποιότητας του πρώτου καθαρισμού της πρωτεΐνης 

ΜΝΚτ(4-6) μβ τ/λεκτροφόρηση πολυακρυλαμιδίου 8Ό8
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4.2 ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ

4.2.1 ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ΜΑΖΩΝ.
Το μοριακό βάρος της τριπλής περιοχής {ΜΝΚγ(4-6)+6 Ηίδ} επιβεβαιώθηκε με

φασματοσκοπία μάζας. Η πειραματική τιμή που προέκυψε για το μοριακό βάρος της 

επισημασμένης πρωτεΐνης 15Ν-ΜΝΚγ(4-6) είναι 30.000 Ώά. (Σχήμα 43) Η τιμή αυτή 

είναι πολύ κοντά στην θεωρητική τιμή 29.998 ϋα. Η πρωτεΐνη συμπεριλαμβάνει 

τέσσερα επιπλέον αμινοξέα στο Οάκρο που είναι η αλληλουχία που αναγνωρίζεται από 

το ένζυμο Ρεοϊογ Χ&.

Σχήμα 43α: Φάσμα μαζών της τριπλής περιοχής {ΜΝΚγ(4-6)+6 Ηίδ}.
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Το μοριακό βάρος της δομικής περιοχής ΜΝΚγ5 επιβεβαιώθηκε με 

φασματοσκοπία μάζας. Η πειραματική τιμή που προέκυψε για το μοριακό βάρος της 

ταυτίζεται πλήρως με την θεωρητική (Σχήμα 43β). Η πρωτεΐνη συμπεριλαμβάνει 

τέσσερα επιπλέον αμινοξέα στο Οάκρο που είναι η αλληλουχία που αναγνωρίζεται από 

το ένζυμο ΡαοίοΓ Χ&.
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Σχήμα 43β: Φάσμα μαζών της δομικής περιοχής ΜΝΚγ5.
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4.2.2 ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ΠΥΡΗΝΙΚΟΥ ΜΑΓΝΗΤΙΣΜΟΥ  

ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ.

Τα δείγματα αρο ΜΝΚγ5, 0ιι(Ι)-ΜΝΚγ5 και αρο ΜΝΚ(4-6) με συγκέντρωση 

~1πιΜ και ~0,5πιΜ αντίστοιχα είναι σταθερά για αρκετές εβδομάδες, επιτρέποντας την 

λήψη ΙΟ ’Η-ΝΜΚ και 15Ν,130  ετεροπυρηνικών φασμάτων δύο και τριών διαστάσεων.

4.2.2.1 Φασματοσκοπία 1Η-ΝΜΚ

Α) αρο ΜΝΚτ5 και €η(Ι)-ΜΝΚν5

Στο σχήματα 44Α και 44Β παρουσιάζονται τα φάσματα 'Η-ΝΜΚ των 

πρωτεϊνών αρο ΜΝΚι5 και Οι(Ι)-ΜΝΚγ5 αντίστοιχα.

I....  , · ι..... " Ί ..........I.........-η.................. 1........ I......... I......... I.........|·........ | ......... | .........
1 1  1 0  9 8 7 6 5 4 3 2 1 0  - 1  ρ ρ ι π

Σχήμα 44: Φάσματα ]Η-ΝΜΚ. στα  600 ΜΗζ (στους 298Κ και ρΗ= 7) των 

πρωτεϊνών αρο ΜΝΚτ5 (Α) και Οιι(Ι)-ΜΝΚτ5 (Β). Οι συγκεντρώσεις των πρωτεϊνών 

είναι 1,5 και 1 ηιΜ αντίστοιχα.

Οι απορροφήσεις στα φάσματα 'Η-ΝΜΚ σε όλο το φάσμα τιμών δ (ρριη) 

αποτελεί ένδειξη ότι οι πρωτεΐνες είναι πλήρως αναδιπλωμένες. Οι απορροφήσεις στην
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7Γ€ριοχή 5=0,43-3,88 ρρπι οφείλονται στα αλειφατικά πρωτόνια ΟΗ3- και -ΟΗ2- ενώ οι 

απορροφήσεις στην περιοχή δ=3,7-6 ρρπι στα πρωτόνια αΗ. Οι χημικές μετατοπίσεις 

των πρωτονίων αΗ εξαρτώνται από την δευτεροταγή διαμόρφωση των αμινοξέων που 

ανήκουν. Συγκεκριμένα όταν ένα αμινοξύ βρίσκεται σε διαμόρφωση β-πτυχωτού 

φύλλου τα πρωτόνια αΗ συντονίζονται στην περιοχή δ=5-6 ρρπι ενώ όταν βρίσκεται σε 

α-έλικα τα πρωτόνια συντονίζονται σε χαμηλότερες τιμές δ= 3,7-5 ρρπι. Οι χημικές 

μετατοπίσεις στην περιοχή 7,3-8 ρρηι οφείλονται στον συντονισμό των αρωματικών 

υδρογόνων. Τα αμιδικά πρωτόνια της κύριας αλυσίδας συντονίζονται στην περιοχή 8- 

10 ρρπι. Οι απορροφήσεις στα ~10 ρριη αντιστοιχούν σε αμιδικά πρωτόνια που 

συμμετέχουν σε δεσμούς υδρογόνου, οι οποίοι μετατοπίζουν τα σήματα τους σβ 

υψηλότερες τιμές.

Β) ανο ΜΝΚυ(4-6)

Στο παρακάτω σχήμα 45 παρουσιάζεται το φάσμα ^-ΝΜ Κ. της τριπλής 

περιοχής ΜΝΚγ(4-6). Και σε αυτή την περίπτωση το φάσμα ’Η-ΝΜΚ εμφανίζει 

απορροφήσεις σε όλο το φάσμα τιμών δ (ρρπι) και αποτελεί ένδειξη ότι η πρωτεΐνη 

ΜΝΚτ(4-6) είναι αναδιπλωμένη.

Σχήμα 45: Φάσμα Ή-ΝΜΚ στα  600 ΜΗζ (στους 298Κ και ρΗ= 7) της 

πρωτεΐνης αρο ΜΝΚγ(4-6). Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης είναι και 1,5 ηιΜ.
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4.2.2.2 Φασματοσκοπία δύο διαστάσεων {20) 1Η-15Ν ΗδΟΟ. 

(Η θΐθΓοηυοΙθθΓ 8 ίη 9 ΐβ  Ο ιοηΐυΐΎ ΐ ΟοΜθγθποθ)

Στο 2Ό φάσμα 'Η -^Ν  Ηδζ)0 εμφανίζεται μία κορυφή (0 Γ0 δ§ ροώα) για κάθε 

σύζευξη του αζώτου με το αμιδικό υδρογόνο του πεπτιδικού δεσμού με αποτέλεσμα 

κάθε αμινοξύ (εκτός της προλίνης) να δίνει από μία κορυφή στο φάσμα.

Α) αρο ΜΝΚγ5

Στο φάσμα 'Η -^Ν  Η8ξ)€ της πρωτεΐνης αρο-ΜΝΚτ5 (Σχήμα 46) δεν ήταν 

δυνατόν να προσδιοριστούν τα σήματα που οφείλονται στο συντονισμό των αμιδικών 

αζώτων της κύριας αλυσίδας στα κατάλοιπα γλυκίνη 15 και σερίνη 16. Η απουσία 

σήματος της γλυκίνης οφείλεται πιθανώς στην γρήγορη εναλλαγή πρωτονίου με το 

διαλύτη. Η απουσία σήματος της σερίνης 16 μπορεί να οφείλεται σε αλλαγές στη 

διαμόρφωση οι οποίες να είναι πιο σημαντικές στην &ρο μορφή από ότι στην Οιι(Ι)- 

ΜΝΚγ5. Το ίδιο φαινόμενο και με πρωταγωνιστές τα ίδια κατάλοιπα (γλυκίνη 1 και 

σερίνη 16) εμφανίστηκε στο φάσμα !Η-15Ν Η δζ)0 τ^ς&ρο-ΜΝΚτ2.[208]

Το σήμα συντονισμού της κυστεΐνης 14, που βρίσκεται στο βρόγχο ένταξης του 

μεταλλικού ιόντος, είναι πολύ ασθενές και κάνει αδύνατη την ταυτοποίηση του. Το ίδιο 

συμβαίνει με την αντίστοιχή κυστεΐνη 20 στην αρο μορφή της πρωτεΐνης ΜΝΚγ2. [209] 

Στην περίπτωση της πρωτεΐνης Οιι(Ι)-ΜΜντ2 το σήμα ισχυροποιείται με την ένταξη 

του χαλκού.

Β) €η(Ι)-ΜΝΚτ5

Κατά τη τιτλοδότηση της πρωτεΐνης με Οιι(Ι) το φάσμα !Η-15Ν Η δζ)0 δβν 

παρουσίασε σημαντικές αλλαγές. Στο σχήμα 47 γίνεται επικάλυψη του φάσματος 1Η- 

15Ν Ηδζ)0 της αρο μορφής με το φάσμα της Ιιοίο μορφής. Από τη σύγκριση των δύο 

φασμάτων προκύπτει ότι μόνο τέσσερα κατάλοιπα η μεθειονίνη 12, η κυστεΐνη 17, η 

βαλίνη 18 και η γλυκίνη 65 παρουσίασαν αλλαγές στις χημικές μετατοπίσεις *Η και 15Ν 

καθώς και αλλαγές στο σχήμα και πλάτος των σημάτων τους κατά την τιτλοδότηση με 

Οιι(Ι). Η μετατόπιση του σήματος της κυστεΐνης 17 οφείλεται στην ένταξη του χαλκού 

(I) ενώ η μετατόπιση στα κατάλοιπα 12 και 18 στην θέση τους που είναι πολύ κοντινή 

στις δύο δραστικές κυστεΐνες 14 και 17.

Κατά την τιτλοδότηση της πρωτεΐνης &ρο-ΜΝΚτ2 μβ Οιι(Ι) προέκυψαν 

παρόμοια αποτελέσματα. [210] Αλλαγές στις χημικές μετατοπίσεις του αμιδικού 

πρωτονίου παρουσίασαν μόνο τα κατάλοιπα από την κυστείνη 20 μέχρι και στην
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λυσίνη 30 τα οποία είναι κοντά στο βρόγχο ένταξης του μεταλλικού ιόντος. (Σχήμα 48). 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει ότι κατά την τιτλοδότηση της αρο-ΜΝΚτ2 με χαλκό (I) 

παρουσιάστηκαν και αλλαγές στα σήματα των φαινυλαλανίνων 71 και 75 ενώ κατά την 

τιτλοδότηση της αρο-ΜΝΚτ5 δε παρουσιάστηκε καμία αλλαγή στα σήματα των 

αντίστοιχων φαινυλαλανίνων 60 και 66.
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Σχήμα 49: Σύγκριση των μεταβολών στις χημικές μετατοπίσεις στο φάσμα 1Η- 

15Ν Ηδ(^0 που προκαλούνται από την τιτλοδότηση Οιι(Ι) στην αρο-ΜΝΚτ5 (αριστερά) 

και στην αρο-ΜΝΚτ2 δεξιά,

Γ) αρο ΜΝΚν(4-6)

Η ποιότητα της αναδίπλωσης της πρωτεΐνης ΜΝΚτ(4-6) εξετάσθηκε με τη λήψη 

φασμάτων Η5<30 και !Η-130  στα οποία βρέθηκαν περιοχές με

αλληλεπικάλλυπτόμενες κορυφές κάνοντας δυνατό την ταυτοποίηση του 80% των 

σημάτων στο φάσμα !Η-15Ν Η3ζ)(1 (Σχήματα 49, 50 και 51 αντίστοιχα). Αυτό 

οφείλεται στο υψηλό μοριακό βάρος της πρωτεΐνης που έχει σαν αποτέλεσμα να 

παρουσιάζει υψηλό σχετικό χρόνο περιστροφής τ0 (οοιτοΐαΐϊοη ίΐηιε) και χαμηλό χρόνο 

αποκατάστασης Τ2 (ίΓαηδνβΓδβ Γείαχαίϊοη) των πυρήνων. Η υψηλή τιμή τ0 οδηγεί στην 

εξασθένηση των σημάτων ενώ η χαμηλή τιμή Τ2 στην διαπλάτυνση του σήματος 

σύμφωνα με την σχέση Δν=1/πΤ2. [211]
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Σχήμα 51: Ταυτοποίηση των κορυφών του φάσματος Ηδζ)0 στα  800

ΜΗζ της  αρο ΜΝΚγ(4-6).
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Δ) Οη(Ι)-ΜΝΚτ(4-6)

Κατά τη τιτλοδότηση της πρωτεΐνης ΜΝΚ(4-6) μβ Οιι(Ι) το φάσμα 1Η-15Ν 

Ηδί^Ο παρουσίασε σημαντικές αλλαγές. Η τιτλοδότηση συνεχίστηκε μέχρι η αναλογία 

Οα(Ι)/πρωτεΐνη να γίνει 3:1. Στο σχήμα 53 γίνεται επικάλυψη του φάσματος 1Η-15Ν 

Ηδζ)0 της αρο μορφής με το φάσμα της Ιιοίο μορφής. Από τη σύγκριση των δύο 

φασμάτων προκύπτει ότι αρκετά κατάλοιπα παρουσίασαν αλλαγές στις χημικές 

μετατοπίσεις Ή  και 15Ν καθώς και αλλαγές στο σχήμα και πλάτος των σημάτων τους 

κατά την τιτλοδότηση με Οιι(Ι). Από αυτά σημαντικότερες αλλαγές στην χημική 

μετατόπιση του αμιδικού υδρογόνου παρουσίασαν κατάλοιπα από την τέταρτη δομική 

περιοχή (ασπαρτικό οξύ 10, θρεονίνη 13, γλυκίνη 23, γλυκίνη 30, βαλίνη 36, λεύκινη 

38, αλανίνη 68 και θρεονίνη 69) και την έκτη (αργινίνη 197, θρεονίνη 200, αλανίνη 

224, γλυκίνη 240). Κατά την τιτλοδότηση του χαλκού οι απορροφήσεις του αμιδικού 

υδρογόνου 'Η  και του αμιδικού αζώτου 15Ν του σήματος της κυστεΐνης 17 που ανήκει 

στην τέταρτη δομική περιοχή μετατοπίστηκαν σε υψηλότερες τιμές δ(ρριη). Αυτό 

οφείλεται στην ένταξη του χαλκού (I) από τις δύο κυστεΐνες 14, 17 της τέταρτης 

δομικής περιοχής. (Σχήμα 53) Στην περίσσια χαλκού χάθηκαν σχεδόν όλα τα σήματα 

της δομικής περιοχής ΜΝΚ5.

023

030

Τ69

Κ. 197

Υ36

0240

Σχήμα 53: Μεταβολές στις χημικές μετατοπίσεις των σημάτων της &ρο- 

ΜΝΚτ(4-6) (μπλε) κατά την τιτλοδότηση με Οιι(Ι)) (κόκκινο) στο φάσμα [Η-15Ν 

Ηδ(20.
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Σχήμα 54: Μεταβολές στις χημικές μετατοπίσεις στα κατάλοιπα θρεονίνη 13 

(περιοχή 4) και 200 (περιοχή 6) της αρο-ΜΝΚτ(4-6) (μπλε) κατά την τιτλοδότηση με 

Οιι(Ι) (κόκκινο) στο φάσμα !Η-15Ν ΗδζΧϋ.
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Σχήμα 55: Επικάλυψη των φασμάτων ΗδζϊΟ της αρο-ΜΝΚ(4-6) (μ

αι Οιι(Ι)- ΜΝΚ(4-6) (κόκκινο).
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4.2.2.3. Πειράματα 15Ν  αποκατάστασης ΚβΙαχαίίοη στην πρωτεΐνη αρο και €ιι(Ι)- 

ΜΝΚγ(4-6).

Η διατάραξη των πληθυσμών των αυτοστροφορμών των ενεργειακών 

καταστάσεων του πυρήνα 15Ν επέρχεται με το κορεσμό της αντίστοιχης απορρόφησης, 

δηλαδή την ακτινοβολία της, έτσι ώστε να μην υπάρχει περίσσεια πυρήνων στη βασική 

κατάσταση. Σε αυτή τη περίπτωση το όλο σύστημα επιχειρεί να επανέλθει σε μια 

κατάσταση θερμικής ισορροπίας και η διαδικασία ονομάζεται αποκατάσταση.

Ο 15Ν μαγνητισμός επανέρχεται σε ισορροπία κατά τη φορά του εξωτερικού 

πεδίου με παράλληλο χρόνο αποκατάστασης Τι (τιμή Κι) ή κάθετα στο εξωτερικό πεδίο 

με εγκάρσιο χρόνο αποκατάστασης Τ2 (τιμή Κ2). Υπάρχει και τρίτη παράμετρος 

αποκατάστασης που ονομάζεται πυρηνικό φαινόμενο ΟνεήιαιΐδΟΓ ΝΟΕ. Το φαινόμενο 

αυτό είναι αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης δύο αυτοστροφορμών μέσω του χώρου και 

συγκεκριμένα μελετείται η αποκατάσταση του πυρήνα 15Ν όταν γίνεται κορεσμός του 

πυρήνα !Η.

Οι τρεις παράμετροι αποκατάστασης εκφράζονται με τις παρακάτω εξισώσεις: 

Κ ι= Τ ι 1= { μ 0γ ^ γ (;ίί/47Γ2Γ3ΝΗ}2[ί(ω Η -ω Ν )+ 3Τ (ω Ν )+ 6Ι(ω Η + ω Ν )]+ {Δ ω Ν /3}23Ι(ω Ν )

Κ2=Τ2 1={^οΤΗ7^47τ2Γ3ΝΗ}2[2Ι(0)+3/2Ι(ωΗ - ωΝ)+3/2.Γ(ωΝ)+3Ι(ωΗ)+ 3Ι(ωπ+ίθΝ)] + 

{ΔωΝ/3}2[2Ι(0)+ 3/2Ι(ωΝ)]

ΝΟΕ={μ0γΗ7ί;Ιϊ/47ΐ2Γ3ΝΗ}2 [6Ι(ωΗ+ωΝ)- Ι(ωΗ.ωΝ)]

όπου γπ και Ύν είναι οι γυρομαγνητικοί λόγοι των πυρήνων ]Η και 15Ν 

αντίστοιχα, ωπ και ωκ οι συχνότητες Ε&ππογ των πυρήνων ]Η και 15Ν, γνη το μήκος 

δεσμού Ν-Η και Ι(ω) παράγοντας που εκφράζει τη φασματική πυκνότητα ( δρεείτ&ΐ 

άεηδίΐγ) και βρίσκεται σε συνάρτηση με την γωνιακή συχνότητα ω. [211]

Ο λόγος 15Ν Τι/ Τ2 είναι ανεξάρτητος από γρήγορες ενδομοριακές κινήσεις και 

από την μαγνητική ανισοτροπία των χημικών μετατοπίσεων. Στην περίπτωση 

ισοτροπικής περιστροφής του μορίου μπορεί να υπολογιστεί ο γενικός σχετικός χρόνος 

περιστροφής του μορίου (εοιτεΐαΐίοη Ιΐιηε τ€) σύμφωνα με την παρακάτω σχέση. 

τ0=1/2>,Βο( 6Τ,/Τ2-7)-1/2 {Τ,/Τ2= Κ2/Κ.,} [211]

Ο σχετικός χρόνος περιστροφής του μορίου είναι ο χρόνος που απαιτείται για 

την περιστροφή του μορίου κατά μια μονάδα ακτίνας (1 Γ&<1ϊαη). Ο χρόνος τ0 εξαρτάται 

από το ιξώδες του διαλύτη και την ακτίνα του μορίου, τούτου θεωρούμενο σφαιρικού, 

και δίνεται από τη σχέση:
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τ0=47ηια?/3ΚΤ (όπου η= ιξώδες διαλύτη και α= ακτίνα του σφαιρικού μορίου).

Μικρά μόρια περιστρέφονται ταχύτερα και αυτό σημαίνει μικρό τ0 και κατά 

συνέπεια μεγαλύτερους χρόνους αποκατάστασης Τι. Μεγάλα μόρια (α μεγάλο) 

περιστρέφονται βραδύτερα και αυτό σημαίνει μεγάλο τ0 και κατά συνέπεια 

μικρότερους χρόνους αποκατάστασης Τι.

Στα πειράματα αποκατάστασης 15Ν, που έγιναν στην πρωτεΐνη ΜΝΚγ(4-6), 

βρέθηκε διαφορετική δυναμική συμπεριφορά στις διάφορες περιοχές της πρωτεΐνης. 

(Διάγραμμα 1) Η τέταρτη περιοχή ΜΝΚ4, περιστρέφεται στο διάλυμα πιο ελεύθερα 

από τις άλλες δυο όπως φαίνεται από τις υψηλές τιμές Κ2 και χαμηλές Κι. ( διάγραμμα

1) Ο χρόνος περιστροφής της ΜΝΚ4 όπως υπολογίστηκε από τον λόγο Κ2/ Κι είναι 

αρκετά πιο χαμηλός από τον αντίστοιχο της περιοχής ΜΝΚ5 και ΜΝΚ6 : 7.1±0.3,, 

12.8±1.3 και 10.8±1.3 ηδ για τις περιοχές 4, 5 και 6 αντίστοιχα. Το αποτέλεσμα αυτό 

ευνοείται από το ότι οι τρις δομικές περιοχές δεν ισαπέχουν μεταξύ τους. Όπως έχει 

βρεθεί από ομολογιακή μοντελοποίηση της πρωτεΐνης Μένκες [212] η τέταρτη δομική 

περιοχή ΜΝΚγ4 απέχει κατά 44 αμινοξέα από την πέμπτη ΜΝΚτ5 και αυτή με τη σειρά 

της μόνο έντεκα αμινοξέα από την έκτη περιοχή ΜΝΚτό. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα η 

τέταρτη δομική περιοχή να παρουσιάζει μεγαλύτερη ελευθερία περιστροφής σε σχέση 

με τις άλλες δύο 5-6 οι οποίες παρουσιάζουν παρόμοιο χρόνο περιστροφής.

Η τιτλοδότηση της αρο ΜΝΚ(4-6) μβ χαλκό (I) (αναλογία 1:3) μειώνει την 

ελευθερία περιστροφής της περιοχής ΜΝΚ4 όπως φαίνεται από την αύξηση του 

αντιστοίχου χρόνου περιστροφής από 7.1±0.3 σβ 8.3±0.6 ηδ. (Διάγραμμα 2) Αντίθετα η 

έκτη δομική περιοχή παραμένει σχεδόν ανηπερέστη κατά την τιτλοδότηση με χαλκό (I) 

ενώ ο περιορισμένος αριθμός σημάτων για την πέμπτη περιοχή στο φάσμα 1Η-15Ν 

Η5ξ)0 της Οιι(Ι)- ΜΝΚ(4-6) κάνει σχεδόν αδύνατον τον υπολογισμό του χρόνου 

περιστροφής για την ΜΝΚ5.
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Διάγραμμα 1: Τιμές ΝΟΕδ και μετρήσεις των τιμών Κ.2 και Κι σε πειράματα 15Ν 

αποκατάστασης της αρο ΜΝΚ(4-6).

Σχήμα 56: Μοντέλο της τριπλής περιοχής αρο ΜΝΚγ(4-6). Η τέταρτη δομική 

περιοχή είναι πιο απομακρυσμένη από τις άλλες δύο κατά 46 κατάλοιπα.
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Διάγραμμα 2: Μεταβολές των τιμών ΔΚ-2 και ΑΚι μεταξύ Οιΐ3ΜΝΚ456 και αρο- 

ΜΝΚ456.
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4.3 ΔΟΜΕΣ ΤΩΝ »ρο-ΜΝΚγ5 ΚΑΙ (:ιι(Ι)-ΜΝΚγ5.

Οι δομές των αρο ΜΝΚγ5 και Οιι(Ι) ΜΝΚγ5 υποδηλώνουν ότι η πρωτεΐνη 

ΜΝΚγ5 ανήκει στην οικογένεια των πρωτεϊνών που συμμετέχουν στην ομοιόσταση του 

χαλκού με κοινή δευτεροταγή δομή βια& βίΦ β*  (Σχήμα 47) Στην οικογένεια αυτή 

ανήκουν : οι δομικές περιοχές ΜΝΚγ2 [208], ΜΝΚτ4 [206] της πρωτεΐνης Μένκες, η 

πρώτη περιοχή της πρωτεΐνης Οοο2ρ [199], η δομική περιοχή της ΒδΟορΑ [213] και 

δομικές περιοχές στους ευκαρυωτικούς και ανθρώπινους μεταφορείς χαλκού Α ίχΐ και 

ΗΑΗΙ αντίστοιχα.[214].

βΐ%7.οςΊ \  «1 \  /  \  

'  β ρ ό γ χ ο ς  5  }  ^

1 V ’ 
\
ν ~

βρόγχος 3

βρόγχος 2

Σχήμα 57: Η κοινή δευτεροταγή δομή των πρωτεϊνών πού

συμμετέχουν στην ομοιόσταση χαλκού.

Στην πρωτεΐνη αρο ΜΝΚγ5 παρατηρήθηκαν ΝΟΕ φαινόμενα αΝ(ί,ί+3), 

αΝ(ΐ,ΐ+4), ΝΝ(ΐ,ΐΗ-Ι) και αβ(ί,ί+3) που επιβεβαιώνουν την ύπαρξη δύο α ελίκων Η 

πρώτη έλικα αποτελείται από τα κατάλοιπα 18-25 ενώ η δεύτερη από τα κατάλοιπα 57- 

62. Επίσης παρατηρήθηκαν δυνατά ΝΟΕ φαινόμενα αΝ(ί+1) και ασθενείς ΝΝ(ΐ+1) τα 

οποία οφείλονται σε τέσσερα αντιπαράλληλα πτυχωτά φύλλα. Το βΐ αποτελείται από 

τα κατάλοιπα 3-9, το β2 (31-33), β3 (43-47) και το β4 (68-70). Στο βρόγχο 1 μεταξύ της 

πρώτης α έλικας και του πρώτου β πτυχωτού φύλου βρίσκεται το μοτίβο ΟΑδΟ, 

(0=κυστεΐνη, Α=αλανίνη και 3=σερίνη), από το οποίο εντάσσεται ο χαλκός (I) μέσω 

των δύο κυστεϊνών. Η περιοχή αυτή εμφανίζει μικρό αριθμό ΝΟΕ3Υ αποστάσεις

Σέλ 161



γεγονός που υποδηλώνει ότι ο βρόγχος 1 παρουσιάζει ευκαμψία. Επίσης τα 0  και Ν- 

άκρα της περιοχής αρο ΜΝΚγ5 παρουσιάζουν μικρό αριθμό ΝΟΕδ. Τα αμινοξέα των 

άκρων αποτελούν τους συνδέσμους οι οποίοι ενώνουν τις γειτονικές δομικές περιοχές. 

Οι σύνδεσμοι αυτοί βρίσκονται σε μεγάλη ευελιξία με αποτέλεσμα τα αμινοξέα να 

παρουσιάζουν γρήγορες εναλλαγές στην διαμόρφωση. Ο συνολικός αριθμός των ΝΟΕδ 

ανά κατάλοιπο φαίνεται στο σχήμα 58.

Σχήμα 58: Συνολικός αριθμός ΝΟΕδ ανά κατάλοιπο για την πρωτεΐνη &ρο 

ΜΝΚγ5. Μαύρο= ΝΟΕδ μεταξύ αμινοξέων σε μεσαίες και μεγάλες αποστάσεις, γκρι= 

ΝΟΕδ μεταξύ γειτονικών αμινοξέων, άσπρο= ενδομοριακά φαινόμενα ΝΟΕ.

Η τρισδιάστατη δομή της περιοχής αρο ΜΝΚγ5 ( Σχήμα 59) έχει προσδιοριστεί 

με υψηλή ακρίβεια. Ο συντελεστής απόκλισης Κ Μ δϋ (Κοοΐ Μοαη δφίατβ Οενϊαίΐοπ) 

για την κύρια αλυσίδα στους βρόγχους 1, 2 και 3 που είναι λιγότερο καλά 

προσδιορισμένοι δομικά, λόγω της υψηλής κινητικότητας τους, δεν ξεπερνάει την τιμή 

1,566 Α. Στις περιοχές της α ΐ και α2 έλικας ο συντελεστής απόκλισης είναι πολύ πιο 

χαμηλός και δεν ξεπερνάει τη τιμή 0,6 Α. ( Σχήμα 60)
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Σχήμα 59: Είκοσι πιο ενεργειακά σταθερές δομές για την αρο ΜΝΚγ5 (αριστερά), μια 

αντιπροσωπευτική δομή (δεξιά).

Σχήμα 60: Συντελεστής απόκλισης ΚΜδϋ ανά κατάλοιπο, της δομής αρο 

ΜΝΚγ5, για την κύρια αλυσίδα.
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Στην αρο μορφή της περιοχής ΜΝΚγ5 οι δύο κυστεΐνες, από τις οποίες 

εντάσσεται ο χαλκός (I), βρίσκονται στον βρόγχο 1 μεταξύ της αΐ έλικας και του βί 

πτυχωτού φύλου. Η δεύτερη κυστεΐνη 17 βρίσκεται στην αρχή της α ΐ έλικας αλλά όχι 

πάνω σε αυτή όπως συμβαίνει στην δομική περιοχή ΜΝΚγ4. [206] Στην πρώτη θέση 

της α έλικα βρίσκεται το γειτονικό κατάλοιπο η βαλίνη 18. Η απόσταση μεταξύ των 

δύο ατόμων θείου είναι 5,5 ±1 Α. Η απόσταση αυτή δεν είναι δυνατόν να προσδιοριστεί 

μβ ακρίβεια λόγω των περιορισμένων αριθμό ΝΟΕδ στο βρόγχο αυτό.

Σχήμα 61: Ο βρόγχος 1 στην αρο ΜΝΚγ5 φέρει τα δύο κυστεϊνικά κατάλοιπα 

από τα οποία εντάσσεται ο χαλκός (I).
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Η ένταξη του χαλκού δεν προκαλεί σημαντικές αλλαγές στην δευτεροταγή και 

τριτοταγή δομή της πρωτεΐνης ΜΝΚγ5. (Σχήμα 62). Το μήκος του δεσμού Οιι(Ι)-δ όπως 

προκύπτει από κρυσταλλικές δομές παρόμοιων ολοπρωτεϊνών (Οιι(Ι)-ΜΝΚτ2 [215], 

Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 [214]) είναι 2,24 Α επομένως τα άτομα θείου των δύο κυστεϊνών 

μετακινούνται για να γίνει η ένταξη του χαλκού (I). (Σχήμα 63)

Σχήμα 62: Σύγκριση των τρισδιάστατων δομών της &ρο ΜΝΚγ5 (Α) και Οιι(Ι)- 

ΜΝΚτ5 (Β).Ο χαλκός (I) παριστάνεται με τη μορφή σφαίρας.

αρο 3νίΝΚΓ5 0ιι(Ι)-ΜΝΚτ5
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Σχήμα 63: Τα άτομα θείου των δύο κυστεϊνών στον βρόγχο 1 πλησιάζουν για 

να γίνει η ένταξη του χαλκού.

Η γωνία του δεσμού 3-Οιι(Ι)-3 δεν είναι δυνατόν να προσδιοριστεί επειδή το 

σήμα συντονισμού της κυστεΐνης 14 στα φάσμα ]Η -15Ν Η3ζ)0 της 0α(Ι)-ΜΝΚτ5 δβν 

μπορεί να ταυτοποιηθεί. Ο βρόγχος 1 πού περιέχει τις κυστεΐνες από τις οποίες 

εντάσσεται ο χαλκός (I) παρουσιάζει μικρό αριθμό ΝΟΕδ. Αυτό σημαίνει ότι ο η 

περιοχή ένταξης παρουσιάζει μεγάλη ευκαμψία γεγονός που δεν συμφωνεί με γραμμική 

γεωμετρία ένταξης. Στις άλλες περιοχές ένταξης μεταλλικού ιόντος της πρωτεΐνης 

Μένκες ΜΝΚγ2, ΜΝΚτ4, [208,206] αλλά και σε περιοχές της πρωτεΐνης Οοο2 [198] 

που παρουσιάζουν υψηλή ομολογία με την περιοχή ΜΝΚγ5 η γωνία του δεσμού 8- 

Οιι(Ι)-δ δεν είναι γραμμική : 140±40° κοα 119±29° αντίστοιχα. Είναι πιθανό ο χαλκός 

(I) στην πρωτεΐνη €ιι(Ι)-ΜΝΚτ5 να είναι τριενταγμένος και το τρίτο άτομο θείου να 

προσφέρεται από το αναγωγικό ϋΤΤ {3ΗΟΗ2(ΟΗ)ΟΗ2(ΟΗ)δΗ}, του προστίθεται στα 

δείγματα ΝΜΚ, για να διατηρείται η πρωτεΐνη στην ανηγμένη μορφή της.

Κατά την τιτλοδότηση χαλκού (I) στην αρο ΜΝΚτ5, από τα τέσσερα κατάλοιπα 

(Μ€ί12, ΥαΙΙ8, Ογ§17 και 01γ65) που παρουσίασαν αλλαγές στις χημικές μετατοπίσεις 

*Η και 15Ν στο φάσμα Η8(^€, (Κεφ. 3.2.2.2) η μεθειονίνη 12 παρουσίασε την 

μεγαλύτερη διαφορά στη χημική μετατόπιση του αμιδικού πρωτονίου. Αυτό οφείλεται 

στο ότι στην τριτοταγή δομή της (ϋιι(Ι)-ΜΝΚτ5, η μεθειονίνη 12 που βρίσκεται στον 

βρόγχο 1 πλησιάζει τον αρωματικό δακτύλιο της φαινυλαλανίνης 66 στον βρόγχο 5 με 

αποτέλεσμα να εμφανίζονται ισχυρές υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους. 

(Σχήμα 64)
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Σχήμα 64: Υδροφοβική αλληλεπίδραση της μεθειονίνης 12 με τον αρωματικό 

δακτύλιο της φαινυλαλανίνης 66.

Η μεθειονίνη 12 στον βρόγχο 1, που είναι ο βρόγχος ένταξης του χαλκού (I), 

καθώς και η φαινυλαλανίνη 66 στον βρόγχο 5 είναι δυο κατάλοιπα που παρουσιάζονται 

ακριβώς στις ίδιες θέσεις σε όλες τις περιοχές ένταξης μεταλλικών ιόντων στο Ν-άκρο 

των πρωτεϊνών ΑΤΡάσε, στα βακτηρία, στους κατώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς 

αλλά και στον ανθρώπινο οργανισμό. Έχει αποδειχθεί ότι η παρουσία των δύο αυτών 

καταλοίπων στα παραπάνω συστήματα διατηρεί μια ευνοϊκή διαμόρφωση του βρόγχου 

1, για την ένταξη του μεταλλικού ιόντος από τις δύο δραστικές κυστε'ΐνες. [198]
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4.4. ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΜΕΤΑΞΥ ΤΗΣ ΑΝΘΡΩΠΙΝΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ 

ΗΑΗ1 ΜΕ ΤΗΝ ΔΕΥΤΕΡΗ ΚΑΙ ΠΕΜΠΤΗ ΔΟΜΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ 

ΕΝΤΑΞΗΣ ΧΑΛΚΟΥ (I) ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ ΜΕΝΚΕΣ.

Α) Αλληλεπίδραση τηζ Οιι(Ι)-ΜΝΚτ2 αβ την αρο-ΗΑΗΙ.

Για την μελέτη της αλληλεπίδρασης της ΜΝΚγ2 με την ΗΑΗ1, τιτλοδοτήθτ/Κέ η 

επισημασμένη πρωτεΐνη 15Ν 0π(Ι)-ΜΝΚγ2 με την επισημασμένη 15Ν αρο-ΗΑΗΙ. Οι 

συγκεντρώσεις και των δύο πρωτεϊνών ήταν ~ 0,3 ιηΜ και η τιτλοδότηση συνεχίστηκε 

μέχρι η αναλογία τους να γίνει 4:1. Σε κανένα στάδιο της τιτλοδότησης δεν 

παρουσιάστηκαν διαφορετικές χημικές μετατοπίσεις στα αμιδικά σήματα στο φάσμα 

15Ν -ιΗ Ηδξ)0. Αντίθετα τα σήματα της Οιι(Ι)-ΜΝΚγ2 εξασθενούσαν με την σταδιακή 

αύξηση της συγκέντρωσης της ΗΑΗ1. Ανάλογα τα σήματα που αντιστοιχούν στην αρο 

ΜΝΚγ2 εμφανίστηκαν και γίνονταν όλο και πιο έντονα κατά την διάρκεια της 

τιτλοδότησης. (Σχήμα 74) Σε κανένα στάδιο της τιτλοδότησης δεν εμφανίστηκαν 

καινούργιες χημικές μετατοπίσεις γεγονός που υποδηλώνει ότι δεν σχηματίζεται κάποιο 

ενδιάμεσο προϊόν μέχρι να αποκατασταθεί η ισορροπία. Η μεταφορά του χαλκού 

μεταξύ της ΜΝΚγ2 και της ΗΑΗ1 είναι αργή στην χρονική κλίμακα των χημικών 

μετατοπίσεων με αποτέλεσμα κάθε πυρήνας ([Η ή 15Ν) να βρίσκεται και στις δύο 

χημικές καταστάσεις της αρο και Ιιοίο μορφής των πρωτεϊνών και να εμφανίζονται δυο 

σήματα ταυτόχρονα αντί του ενός που αντιστοιχεί σε ενδιάμεση χημική μετατόπιση. 

(Σχήμα 65) Από τον λόγο ΜΝΚγ2: ΗΑΗ1, που προκύπτει από την ολοκλήρωση των 

αντίστοιχων κορυφών, υπολογίζεται ότι η τιμή της σταθεράς ισορροπίας Κ6£) βρίσκεται 

μεταξύ των τιμών 5 και 10.
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Σχήμα 65: Ανταλλαγή πρωτονίου μεταξύ δυο χημικών καταστάσεων Α και Β 

στην χρονική κλίμακα των χημικών μετατοπίσεων. [216]

ΗΑΗ1/ΜΝΚ2 πίοΙβγ γβΙιο

Σχήμα 66: Μοριακό κλάσμα της αρο-ΜΝΚτ2 σε συνάρτηση με τον λόγο 

ΗΑΗ1 :ΜΝΚ2 στην ισορροπία Οι(Ι)-ΜΝΚγ2 + ΗΑΗ1<-> ΜΝΚ2 + Οιι(Ι)-ΗΑΗ1. Έχουν 

επιλεγεί τα σήματα των αμινοξέων 18, 20 και 26 για τον υπολογισμό του μοριακού 

κλάσματος.

Σ6λ 169



Β) Αλληλεπίδραση της ΜΝΚν5 υ£ την ΟηίΡ-ΗΑΗΙ.

Για την μελέτη της αλληλεπίδρασης της ΜΝΚγ5 με την ΗΑΗ1, τιτλοδοτήθηκε η 

βΜσημασμέντ) πρωτεΐνη 15Ν αρο-ΜΝΚτ5 στην επισημασμένη 15 Ν Οι(Ι)-ΗΑΗ1. Όπως 

παρατηρήθηκε και για την ΜΝΚ2, κατά την αλληλεπίδραση της ΜΝΚ5 με την ΗΑΗ1 

δεν σχηματίζεται κάποιο ενδιάμεσο προϊόν μέχρι να αποκατασταθεί η ισορροπία και η 

μεταφορά του χαλκού μεταξύ των δυο πρωτεϊνών είναι αργή στη χρονική κλίμακα των 

χημικών μετατοπίσεων. Από την πρώτη προσθήκη της &ρο-ΜΝΚτ5 (αναλογία 

ΜΝΚ5:ΗΑΗ1=1:5) εμφανίστηκαν σήματα που αντιστοιχούν στην Οιι(Ι)-ΜΝΚ5 τα 

οποία ήταν πιο έντονα από αυτά που αντιστοιχούν στην άπο μορφή της πρωτεΐνης. 

Όταν επιτεύχθηκε περίσσια της &ρο-ΜΝΚτ5 σε σχέση με την (ϋιι(Ι)-ΗΑΗΙ 

εμφανίστηκαν σήματα της αρο-ΜΝΚΓ5 τα οποία έγιναν πιο έντονα στην επόμενη 

προσθήκη. Παράλληλα κατά την διάρκεια της τιτλοδότησης τα σήματα της Οιι(Ι)- 

ΗΑΗ1 στο φάσμα ΗδζίΟ εξασθενούσαν σταθερά και τελικά εμφανίσθηκαν τα σήματα 

της^ρο-ΗΑΗΙ.
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Η αλληλεπίδραση μεταξύ των ανθρώπινων πρωτεϊνών: ΗΑΗ1 με ΜΝΚγ2 και 

ΜΝΚτ5 είναι τελείως διαφορετική από αυτή που παρατηρήθηκε για τις ευκαρυωτικές 

ομόλογες πρωτεΐνες Οοο2 και 0υ(Ι)-Αίχ1 [36, 199] καθώς και τις βακτηριακές οορΑ 

οορ Ζ [217]. Στην περίπτωση των ανθρώπινων πρωτεϊνών όπως προκύπτει από τα 

παραπάνω πειράματα οι πρωτεΐνες ΜΝΚγ2 και ΜΝΚγ5 αποτελούν καλύτεροι 

υποκατάστατες για τον Οι(Ι) από ότι η ΗΑΗ1. Αυτά τα αποτελέσματα έρχονται σε 

συμφωνία με πειράματα θερμιδομετρίας με ισοθερμική τιτλοδότηση μεταξύ της λ¥Νϋ2 

(δεύτερη περιοχή ένταξης μεταλλικού ιόντος στην πρωτεΐνη Γουίλσον) και την ΗΑΗ1 

[218]. Από τα πειράματα αυτά προκύπτει ότι η \ΥΜ)2 έχει μεγαλύτερη συγγένεια σε 

χαλκό (I) από την ΗΑΗ1. Η σταθερά ένταξης για μία συγκεκριμένη περιοχή της 

Γουίλσον όταν βρίσκεται μεμονωμένη διαφέρει μέχρι και δέκα φορές από όταν 

βρίσκεται και με τις έξι περιοχές. [218] Αν τα παραπάνω δεδομένα ισχύουν και για την 

ομόλογη πρωτεΐνη Μένκες τότε η συγγένεια της κάθε περιοχής σε χαλκό (I) εξαρτάται 

από την θέση που είναι εντοπισμένη. Εξαιτίας των μακριών συνδέσμων που ενώνουν 

τις δομικές περιοχές (έκτος από τις δύο τελευταίες περιοχές ΜΝΚγ5 και ΜΝΚγ6 όπου ο 

μεταξύ τους σύνδεσμός αποτελείται μόνο από έντεκα αμινοξέα) εμφανίζονται μεταξύ 

τους, μεγάλης ακτίνας αλληλεπιδράσεις. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις διαφοροποιούν την 

συγγένεια για χαλκό (I) μιας μεμονωμένης περιοχής από μιας πολλαπλής.

Κατά την αλληλεπίδραση των ευκαρυωτικών πρωτεϊνών η μεταφορά του 

χαλκού από την Α ίχΐ στον πρωτεϊνικό στόχο 0<χ2 γίνεται μέσω μια σειράς ενδιάμεσων 

καταστάσεων στις οπαίες ο χαλκός είναι τριενταγμένος από τα άτομα θείου των 

κυστεϊνών της Α ίχΐ και της 0 x 2 . (Σχήμα 68)
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Σχήμα 68: Προτεινόμενος μηχανισμός μεταφοράς χαλκού από την Ου(Ι)-Αίχ1 

στην Οοο2. [36]

Έχει προταθεί ότι στην αλληλεπίδραση των δύο ευκαρυωτικών πρωτεϊνών 

σπουδαίο ρόλο παίζουν οι ηλεκτροστατικές δυνάμεις που εμφανίζονται μεταξύ τους. 

[199] Έχει δοθεί δομικό μοντέλο του συμπλόκου Αΐχ1-Οι(Ι)-Οοο2 στηριζόμενο σε 

πειραματικά δεδομένα. (Σχήμα 69). Η κοινή επιφάνεια αλληλεπίδρασης περιέχει το 

μοτίβο ένταξης του μεταλλικού ιόντος 0-χ-χ-0  (Ο = κυστε'ίνη). Στο μοντέλο Α ΐχΐ- 

Οιι(Ι)-Οοο2 ο βρόγχος 1 και η Ν-άκρη της αΐ έλικας της Α ίχΐ βρίσκονται σε επαφή με 

το βρόγχο 5 και το Ο-άκρο της α2 έλικας της Οοο2 και οι δύο έλικες α ΐ στρέφονται 

κατά 45° επιτρέποντας έτσι την στενή επαφή των δύο περιοχών ένταξης χαλκού των 

δύο πρωτεϊνών. Με αυτό τον τρόπο τα δύο ζεύγη κυστεϊνών έρχονται ακριβώς απέναντι 

διευκολύνοντας την μεταφορά του χαλκού (I) από την μία πρωτεΐνη στην άλλη, μέσω 

μιας σειράς ενδιάμεσων καταστάσεων όπου ο χαλκός είναι τριενταγμένος. Η κοινή 

επιφάνεια αλληλεπίδρασης των δύο πρωτεϊνών περιέχει κατάλοιπα με αντίθετο φορτίο 

όπως η θετικά φορτισμένη λυσίνη 24 (αΐ έλικα) της Α ίχΐ και το αρνητικά φορτισμένο 

ασπαρτικό οξύ 65 ( βρόγχος 5) της Οοο2. Και τα δύο αμινοξέα υπάρχουν στις ίδιες 

ακριβώς θέσεις σε όλες τις ευκαρυωτικές και ανθρώπινες πρωτεΐνες ΑΤΡάσε με υψηλή 

ομολογία και σίγουρα θα αποτελούν κατάλοιπα «κλειδιά» στην αλληλεπίδραση 

αντίστοιχων πρωτεϊνών.
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Σχήμα 69: Δομικό μοντέλο του συμπλόκου Αίχ1-Οιι(Ι)-Οοο2. [199]
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4.5. ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΜΕΤΑΞΥ ΤΗΣ ΑΝΘΡΩΠΙΝΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ 

ΗΑΗ1 ΜΕ ΤΙΣ ΤΗΝ ΠΟΛΛΑΠΛΗ ΔΟΜΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ ΕΝΤΑΞΗΣ 

ΧΑΛΚΟΥ (I) ΜΝΚ(4-6) ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ ΜΕΝΚΕΣ.

4.5.1 Μελέτη της αλληλεπίδρασης ιιε φασματοσκοπία Ι5Ν- Η  Η800.
Για την μελέτη της αλληλεπίδρασης της &ρο-ΜΝΚ(4-6) με την Οιι(Ι)-ΗΑΗ1,

τιτλοδοτήθηκε η μη επισημασμένη Οι(Ι)-ΗΑΗ1 στην επισημασμένη 15Ν ΜΝΚ(4-6). Οι 

συγκεντρώσεις και των δύο πρωτεϊνών ήταν - 0 ,3  ιηΜ και η τιτλοδότηση συνεχίστηκε 

μέχρι η αναλογία τους να γίνει 4:1.

Κατά την προσθήκη της μη επισημασμένης Οι(Ι)-ΗΑΗ1 στην επισημασμένη 

πρωτεΐνη 15Ν αρο-ΜΝΚ(4-6) σε αναλογία 1:1 παρουσιάστηκαν λίγες διαφοροποιήσεις 

στο φάσμα Ηδ<30 της ΜΝΚ(4-6) σε σύγκριση με το φάσμα της αρο μορφής της.

Το σήμα της κυστεΐνης 17 της τέταρτης δομικής περιοχής εξαφανίστηκε, (σχήμα 70) Τα 

σήματα του ασπαρτικού οξέος 10, της γλυκίνης 56 και της αλανίνης 68, που είναι 

κατάλοιπα της τέταρτης δομικής περιοχής, παρουσίασαν διαφορές στις χημικές 

μετατοπίσεις 15Ν και *Η αλλά και στο σχήμα τους. (Κεφ. 4.2.2.2) Από τα παραπάνω 

μπορούμε να συμπεράνουμε ότι σε αναλογία 1:1 {Οιι(Ι)-ΗΑΗ1/ΜΝΚ(4-6)} ο χαλκός 

(I) που απελευθερώνεται από την συνοδό ΗΑΗ1 δεσμεύεται μόνο από την τέταρτη 

δομική περιοχή. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα να εμφανίζονται διαφορές στο σήμα της 

ενός από τις δυο κυστεΐνες (14 και 17) από τις οποίες εντάσσεται ο χαλκός (I) και στα 

σήματα των αμινοξέων 65 και 68 που βρίσκονται στον βρόγχο 5 που είναι ακριβώς 

απέναντι από τον βρόγχο 1 ένταξης του μεταλλικού ιόντος στη τρισδιάστατη δομή της 

ΜΝΚ4 [206] Η κοντινή θέση των δύο παραπάνω καταλοίπων καθώς και του 

ασπαρτικού οξέος 10 ως προς στις δύο δραστικές κυστεΐνες (14, 17) οδηγεί σε αλλαγές 

στις χημικές μετατοπίσεις 15Ν και ]Η του αμιδικού δεσμού τους. Κατά την συνέχεια της 

τιτλοδότησης και σε αναλογία 2:1 {Οιι(Ι)-ΗΑΗ1/ΜΝΚ(4-6)} καμία επιπλέον αλλαγή 

δεν παρατηρείτε στο φάσμα 15Ν -!Η Η3ξ)0 της ΜΝΚ(4-6) εκτός από την μεγαλύτερη 

μετατόπιση του σήματος της αλανίνης 68. (Σχήμα 71) Τελικά σε αναλογία 3:1 το σήμα 

της αλανίνης 68 παρουσιάζει μεγάλη διαφορά στην χημική μετατόπιση του πυρήνα 15Ν 

ενώ το σήμα τις αντίστοιχής αλανίνης 255 (σχήμα 72) στον βρόγχο 5 της δομικής 

περιοχής έξι παραμένει αμετάβλητο γεγονός που υποδηλώνει ότι η έκτη περιοχή δεν 

αλληλεπιδρά με την ΗΑΗ1 ούτε και στην αναλογία 3 προς 1 των δυο πρωτεϊνών. Η ίδια 

εικόνα επικρατεί και με τα σήματα των γλυκίνων 65 (τέταρτη περιοχή), 176 (πέμπτη
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περιοχή) και 252 (έκτη περιοχή). Στο φάσμα Η3ζ)0 της ΜΝΚ(4-6) το σήμα της 

γλυκίνης 65 μετατοπίστηκε κατά την παρουσία της Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 σε αναλογία 1:1 ενώ 

τα άλλα δυο παραμένουν σχεδόν αμετάβλητα σε όλα τα στάδια της τιτλοδότησης. 

(Σχήμα 73)

Τα παραπάνω αποτελέσματα ΝΜΚ αποτελούν ένδειξη ότι κατά την 

αλληλεπίδραση των δυο ανθρώπινων πρωτεϊνών Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 και ΜΝΚ(4-6) ο χαλκός
ι

(I) δεν δεσμεύεται τυχαία στις τρεις δομικές περιοχές της ΜΝΚ(4-6) όπως συμβαίνει με 

την τιτλοδότηση της πρωτεΐνης Μένκες με χαλκό (I). (Κεφ. 4.2.2.2) Από τα φάσματα 

Η8ξ)0 της ΜΝΚ(4-6) είναι εμφανές ότι οι τρεις δομικές περιοχές έχουν διαφορετική 

συγγένεια για χαλκό (I) και από αυτές η τέταρτη περιοχή προσλαμβάνει πρώτη το 

μεταλλικό ιόν όταν αυτό απελευθερώνεται από τον μεταφορέα ΗΑΗ1. Από την 

σύγκριση των σημάτων της αλανίνης 68 στα φάσματα Ηδ(^0 της αρο-ΜΝΚ(4-6), 

Οα(Ι)-ΜΝΚ(4-6) και ΜΝΚ(4-6)παρουσία Οπ(Ι)-ΗΑΗ1 σε αναλογία 1:3 καθώς και των 

σημάτων του ασπαρτικού οξέος 10 προκύπτει ότι πρόκειται κάθε φορά για τρία σήματα 

με διαφορετικές χημικές μετατοπίσεις 15Ν και Ή . (Σχήμα 74) Τα σήματα των δύο 

καταλοίπων 10 και 68 της ΜΝΚ(4-6) κατά την αλληλεπίδραση των δυο πρωτεϊνών δεν 

αντιστοιχούν στην αρο ή την Ιιοίο μορφή της πρωτεΐνης Μένκες αλλά έχουν εντελώς 

καινούργιες χημικές μετατοπίσεις και υποδηλώνουν την δημιουργία ενδιάμεσου 

προϊόντος ΜΝΚ(4-6)-Οιι(Ι)-ΗΑΗ1. Αυτό σημαίνει ότι κατά την αλληλεπίδραση μεταξύ 

της Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 και της ΜΝΚ(4-6) η μεταφορά του χαλκού μέσω της τέταρτης 

δομικής περιοχής είναι γρήγορη στη χρονική κλίμακα των χημικών μετατοπίσεων 

δηλαδή ακριβώς αντίθετη με αυτή που παρατηρήθηκε στις αλληλεπιδράσεις 

ΗΑΗ1/ΜΝΚ2 και ΗΑΗ1/ΜΝΚ5.
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Σχήμα 70: Το σήμα της κυστε'ΐνης 17 της 15Ν αρο-ΜΝΚ(4-6) (κόκκινο) 

εξαφανίζεται κατά την παρουσία της μη επισημασμένης Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 σε αναλογία 1:1 

(μ7Γλ£).

Σχήμα 71 : Αλλαγές στις χημικές μετατοπίσεις1 Η, 15Ν και στο σχήμα: του 

σήματος αλανίνη 68 της 15Ν &ρο-ΜΝΚ(4-6) (κόκκινο) κατά την παρουσία της μη 

επισημασμένης Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 σε αναλογία 1:1(μπλε) και 1:2 (πράσινο).
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Σχήμα 73 : Το σήμα της αλανίνης 68 παρουσιάζει μεγάλη διαφορά στην χημική 

μετατόπιση του πυρήνα 15Ν ενώ το σήμα της αλανίνης 255 (σχήμα 72) στον βρόγχο 5 

της δομικής περιοχής έξι παραμένει αμετάβλητο σε αναλογία Οι(Ι)-ΗΑΗ1/ΜΝΚ(4-6) 

=3:1.

Σχήμα 73 : Τα σήματα στο φάσμα των γλυκίνων 65 (τέταρτη περιοχή),

176 (πέμπτη περιοχή) και 252 (έκτη περιοχή) της αρο-ΜΝΚ(4-6) (κόκκινο) και κατά 

την παρουσία της μη επισημασμένης Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 σε αναλογία 1:3 (μπλε).
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Σχήμα 74 : Τα κατάλοιπα ασπαρτικό οξύ 10 και αλανίνη 68 της αρο-ΜΝΚ(4-6) 

εμφανίζουν τρία διαφορετικά σήματα στο φάσμα Η3ζ)0 της αρο-ΜΝΚ(4-6) (κόκκινο), 

Οιι(Ι)-ΜΝΚ(4-6) (πράσινο) και παρουσία της Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 σε αναλογία 1:3 (μπλέ).

Από τα πειράματα 15Ν αποκατάστασης προκύπτει ότι η παρουσία της Οιι(Ι)- 

ΗΑΗ1 επηρεάζει και την δυναμική της πρωτεΐνης αρο-ΜΝΚ(4-6) (διάγραμμα 3) 

μειώνοντας τον σχετικό χρόνο περιστροφής της τέταρτης περιοχής αλλά όχι τόσο πολύ 

όσο παρατηρήθηκε κατά την τιτλοδότηση με χαλκό (I). (κεφ. 4.2.2.3 διάγραμμα 2) 

Αντίθετα οι περιοχές ΜΝΚ5 και ΜΝΚ6 κατά την παρουσία της Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 

περιστρέφονται πιο γρήγορα όπως παρατηρείται από την μείωση των σχετικών χρόνων 

περιστροφής τους που είναι 1.4 ± 2.4 και 1.0 ± 1.9 ηδ αντίστοιχα.
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Διάγραμμα 3: Μεταβολές των τιμών ΔΚ2 και ΔΚι μεταξύ αρο-ΜΝΚ456 παρουσία 

77?ςΟι(Ι)-ΗΑΗ1 και αρο-ΜΝΚ456.
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4.5.2 Μελέτη της αλληλεπίδρασης ιχε φθοοισιιοιιετοία.

Με τα πειράματα χημικής επισήμανσης της πρωτεΐνης ΜΝΚ(4-6) 

επισημαίνονται με το φθορίζων αντιδραστήριο ΟΡΜ μόνο τα ανοιγμένα κυστεϊνικά 

κατάλοιπα που δεν δεσμεύονται από μέταλλο. Από τα πειράματα φθορισμομετρίας 

προκύπτει ότι ο συνοδός Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 μεταφέρει το μέταλλο στην τριπλή περιοχή 

ΜΝΚ(5-6) αφού δίνει μπάντα ορατή στο υ ν  φώς. Σε ξεχωριστό πείραμα χημικής 

επισήμανσης με ΟΡΜ παρατηρήθηκε ότι η Ου(Ι)-ΗΑΗ1 δεν αντιδρά με το 

αντιδραστήριο ΟΡΜ λόγω έλλειψης ελεύθερων κυστεϊνών και δεν δίνει ορατή μπάντα.

υ ν  Φώς

&ρο-ΗΑΗ1 €υ(Ι)-ΗΑΗ1 

Οβί ϊ/λεκτροφόρησης δϋδ

3ρο-ΗΑΗ1 Οιι(Ι)-ΗΑΗ1

Εικόνα 3: Η αρο-ΗΑΗΙ δίνει φθορίζων μπάντα στο υ ν  φώς κατά την 

επισήμανση της με ΟΡΜ.

Κατά την περίσσια 0ιι(Ι)-ΗΑΗ1 μία από τις μπάντες που προέκυψαν από την 

πρωτεόλυση της ΜΝΚ(4-6) εξαφανίζεται (εικόνα 4) υποδηλώνοντας ότι υπάρχει 

επιλεκτική προστασία από το φθορίζον αντιδραστήριο ΟΡΜ λόγω της μεταφοράς του 

χαλκού (I) και ένταξης του στις ελεύθερες κυστεϊνες. Το μοριακό βάρος της μπάντας 

που εξαφανίστηκε είναι γύρω στα 8,00003. γεγονός που υποδεικνύει ότι αντιστοιχεί σε 

μιαδομική περιοχή.
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Πεπτιδικά κομμάτια 
πρωτεόλυσης της  αρο-ΜΝΚ(4-6)

Εικόνα 4: Αλληλεπίδραση της ΜΝΚ(4-6) μ€ την Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 όπως προκύπτει 

από την χημική επισήμανση των ελεύθερων κυστεϊνών με το φθορίζον αντιδραστήριο 

ΟΡΜ. Από αριστερά προς δεξία: 1η σειρά, αρο-ΜΝΚ(4-6); 2η σειρά, αρο-ΜΝΚ(4-6) 

πρωτεολυμένη με τρυψίνη; 3ν-5η σειρά αρο-ΜΝΚ(4-6) επωασμένη με σταδιακά 

αυξανόμενη συγκέντρωση Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 (ΜΝΚ456:ΗΑΗ1 αναλογία 1:1, 3:1 και 3:1 

αντίστοιχα).
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4.6 ΗΛΕΚΤΡΟΣΤΑΤΙΚΗ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑ ΤΗΣ 0υ(Ι)-ΜΝΚΓ5.

Το ισοηλεκτρικό σημείο της πρωτεΐνης ΜΝΚγ5 είναι ρΙ= 6,4. Στην 

ηλεκτροστατική επιφάνεια της πρωτεΐνης υπάρχουν αρκετά κατάλοιπα με αρνητικό 

φορτίο όπως οι γλουταμίνες 22,28,29,59,63. (Σχήμα 75) Αντίθετα, το ισοηλεκτρικό 

σημείο της πρωτεΐνης ΜΝΚγ2 είναι υψηλότερο ρΙ= 8,7 και στην επιφάνεια της (Σχήμα 

76) υπάρχουν πολλά κατάλοιπα λυσίνης τα οποία δημιουργούν περίσσεια θετικού 

φορτίου.

ΟΙιι59

90°
01ιι29

ΟΙιι28

01ιι63 01ιι22

Σχήμα 75 : Ηλεκτροστατική επιφάνεια της πρωτεΐνης ΜΝΚγ5.

1 ^ 2 ί ν 8 ΐ 4 1 ^ 3 4
1 ^* 3 0

90°
Α γ§39

Ι/ρ884

1^881

Σχήμα 76 : Ηλεκτροστατική επιφάνεια της πρωτεΐνης ΜΝΚγ2. Τα θετικά, 

αρνητικά και ουδέτερα φορτισμένα αμινοξέα απεικονίζονται με κόκκινο, μπλε και 

άσπρο αντίστοιχα.
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Από ομολογιακή μοντελοποίηση των υπόλοιπων τεσσάρων περιοχών ένταξης 

μεταλλικού ιόντος ΜΝΚγΙ, ΜΝΚτ3, ΜΝΚτ4, ΜΝΚτό προκύπτει ότι οι επιφάνειες 

παρουσιάζουν εντελώς διαφορετική κατανομή ηλεκτροστατικού φορτίου. (Σχήμα 79)

ΜΝΙνΙ ΜΝΚ3

ΜΝΚ4 ΜΝΚ6

Σχήμα 77: Σύγκριση του ηλεκτροστατικού φορτίου στις επιφάνειες των 

δομικών περιοχών ΜΝΚγΙ, ΜΝΚτ3, ΜΝΚτ4 και ΜΝΚτό.

Ιη νίνο μελέτες απέδειξαν ότι ο συνοδός χαλκού ΗΑΗ1 αλληλεπιδρά με 

μερικές, αλλά όχι με όλες τις περιοχές ένταξης του μεταλλικού ιόντος στο Ν άκρο των 

πρωτεϊνών Μένκες. [75,76] Ίδιες μελέτες αποκαλύπτουν ότι αρχικά το ίον του χαλκού 

παραδίδεται από την ΗΑΗ1 σε κάποια από τις τρεις τελευταίες περιοχές (ΜΝΚτ4, 

ΜΝΚτ5 και ΜΝΚτό) και έπειτα μεταφέρεται μεταξύ αυτών με τελικό προορισμό στο 

κανάλι ιόντων της κυτταρικής μεμβράνης για την απομάκρυνση του. Το ισοηλεκτρικό 

σημείο της πρωτεΐνης ΗΑΗ1 (Σχήμα 78) είναι ρΙ= 6,4 δηλαδή παρόμοιο με το 

ισοηλεκτρικό σημείο της ΜΝΚγ5 και κατά δύο μονάδες μικρότερο από το ρ ΐ της 

ΜΝΚγ2. Και στις δύο πρωτεΐνες ΜΝΚτ2 και ΜΝΚγ5, το ηλεκτροστατικό φορτίο των 

επιφανειών τους δεν είναι αρκετά συμπληρωματικό με αυτό της πρωτεΐνης ΗΑΗ1 όπως 

συμβαίνει στο σύστημα Α ίχ1-Ο ο2 [199] κάνοντας απίθανο τον σχηματισμό 

ενδιάμεσου προϊόντος ΜΝΚ-Οιι(Ι)-ΗΑΗ1. Έτσι από τα σήματα ΝΜΚ, κατά την 

διάρκεια της τιτλοδότησης, παρατηρείται μόνο μεταφορά χαλκού από τη μία πρωτεΐνη 

στην άλλη.
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Αίχί ΗΑΗ1
Σχήμα 78: Ηλεκτροστατική επιφάνεια της ανθρώπινης πρωτεΐνης ΗΑΗ1 και 

της ευκαρυωτικής Α ΐχΐ.
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
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1) Οι αλληλουχίες ϋΝ Α  που κωδικοποιειούν τις πρωτεΐνες ΜΝΚγ5 και 

ΜΝΚτ(4-6), που αντιστοιχούν στα αμινοξέα 490-555, 379-631 της πρωτεΐνης ΑΤΡ7&, 

απομονώθηκαν με την τεχνική ΡΟΚ και κλονοπιήθηκαν στο πλασμιδιακό φορέα 

ρ£ΐ20β(+) μεταξύ των περιοχών των περιοριστικών ενζύμων ΝάεΙ και ΧΙιοΙ. Με αυτό 

τον τρόπο οι εκφρασμένοι πρωτεϊνικοί στόχοι περιείχαν επιπλέον την αλληλουχία που 

αναγνωρίζεται από το ένζυμο ΡαοΙοΓ Χα και έξι ιστιδίνες στο Οάκρο. Στο τέλος και 

στους δύο πρωτεϊνικούς στόχους η ιστιδινική ουρά απομακρύνθηκε.

Τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια ρ(Χ1 και ρ00 2  μεταφέρθηκαν στα βακτηριακά 

κύτταρα ΒΙ.21 (ϋΕ3)ρΕγδ8 της σειράς ΕδϋΗβηοΗία οοΐί για έκφραση των πρωτείνικών 

στόχων. Η καλλιέργεια των κυττάρων για τον πρωτεϊνικό στόχο ΜΝΚγ5 έγινε στους 

37°0 σε πλήρης θρεπτικό υλικό 15Ν-8ί1αηΐ6δ και 15Ν ,130-8ί1αηΐ€δ ενώ για την τριπλή 

περιοχή ΜΝΚγ(4-6) στους 37°0 σε ελάχιστο θρεπτικό υλικό 15Ν Μ9 και 15Ν ,130  Μ9. 

Και στις δύο περιπτώσεις στα θρεπτικά υλικά προστέθηκαν αντιβιοτικά αμπικιλλίνη 

(100μ§/ιη1) και οΗΙοΓ&ιηρΙιεηΐοοΙ (34μ§/πι1). Τα κύτταρα επωάστηκαν σε συνθήκες (180 

Γριη, 37°0) μέχρι το τέλος της εκθετικής φάσης ανάπτυξης (00=0,7). Τότε προστέθηκε 

στην υγρή καλλιέργεια 1 ιηΐ διαλύματος ΙΡΤΟ 1Μ και τα κύτταρα επωάστηκαν στις 

ίδιες συνθήκες (180 Γρπι, 37°0) για τέσσερις ώρες (ΜΝΚγ5) και δώδεκα ώρες 

{ΜΝΚτ(4-6)}.

Ο καθαρισμός και των δύο πρωτείνικών στόχων έγινε με χρωματογραφία 

ΗΐΤΓ&ρ. Χρησιμοποιήθηκε στήλη ΗΓΓπιρ 01ΐ€ΐ&ΐΐη§ ΗΡ φορτισμένη με ιόντα Ζη+2. 

Μετά τον καθαρισμό η ιστιδινική ουρά απομακρύνθηκε με επώαση των πρωτεϊνών 

ΜΝΚγ5 και ΜΝΚγ(4-6) με το ένζυμο ΡαοίοΓ Χα για 5 και δώδεκα ώρες αντίστοιχα. 

Τελικά οι πρωτεϊνικοί στόχοι χωρίς ιστιδινική ουρά καθαρίστηκαν με δεύτερη 

χρωματογραφία ΗΐΤΓ&ρ.

2) Η δευτεροταγή δομή του πρωτεϊνικού στόχου ΜΝΚτ5 είναι πανομοιότυπη με 

αυτή που παρουσίαζουν οι άλλες δομικές περιοχές ένταξης μεταλλικού ιόντος της 

πρωτεΐνης Μένκες, ΜΝΚγ2 και ΜΝΚτ4 [208,206], καθώς η πρώτη περιοχή της 

πρωτεΐνης 0<χ2ρ [199], η δομική περιοχή της ΒδΟορΑ [213] και οι δομικές περιοχές 

στους ευκαρυωτικούς και ανθρώπινους μεταφορείς χαλκού Α ίχΐ και ΗΑΗ1 αντίστοιχα. 

[214]. (Σχήμα 79) Η διευθέτηση της δευτεροταγής δομής είναι β ια φ 2β 3α<2β 4· Στην 

τριτοταγή δομή της περιοχής ΜΝΚγ5 οι δύο κυστεΐνες, από τις οποίες εντάσσεται ο 

χαλκός (I), βρίσκονται στον βρόγχο 1 μεταξύ της α ΐ έλικας και του βΐ πτυχωτού
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φύλου. Η δεύτερη κυστεΐνη 17 βρίσκεται στην αρχή της α ΐ έλικας αλλά όχι πάνω σε 

αυτή όπως συμβαίνει στην δομική περιοχή ΜΝΚγ4. [206]

Σχήμα 79: Σύγκριση των δόμων τριών δομικών περιοχών της πρωτεΐνης 

Μένκες.

Κατά τη τιτλοδότηση της πρωτεΐνης αροΜΝΚτ5 με Οιι(Ι) το φάσμα 1Η- 15ν  

Ηδξ)0 δεν παρουσίασε σημαντικές αλλαγές. Από τη σύγκριση των δύο φασμάτων 

προκύπτει ότι μόνο τέσσερα κατάλοιπα η μεθειονίνη 12, η κυστεΐνη 17, η βαλίνη 18 και 

η γλυκίνη 65 παρουσίασαν αλλαγές στις χημικές μετατοπίσεις !Η και 15Ν καθώς και 

αλλαγές στο σχήμα και πλάτος των σημάτων τους κατά την τιτλοδότηση με Οα(Ι). Η 

μετατόπιση του σήματος της κυστείνης 17 οφείλεται στην ένταξη του χαλκού (I) ενώ 

στα κατάλοιπα 12 και 18 στην θέση τους που είναι πολύ κοντινή στις δύο δραστικές 

κυστεΐνες 14 και 17. Από αυτά η μεθειονίνη 12 παρουσίασε την μεγαλύτερη χημική 

μετατόπιση στο πρωτόνιο Ηα. Αυτό οφείλεται στο ότι στην τριτοταγή δομή της Οιι(Ι)- 

ΜΝΚγ5, το περιβάλλον γύρω από τη μεθειονίνη 12 αλλάζει. Συγκεκριμένα το αμινοξύ 

αυτό βρίσκεται στον βρόγχο 1 και κατά την ένταξη του χαλκού πλησιάζει τον 

αρωματικό δακτύλιο της φαινυλαλανίνης 66 στον βρόγχο 5 με αποτέλεσμα να 

εμφανίζονται ισχυρές υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους.

Η γωνία του δεσμού 8-Οι(Ι)-8 δεν είναι δυνατόν να προσδιοριστεί επειδή ο 

βρόγχος 1 πού περιέχει τις κυστεΐνες από τις οποίες εντάσσεται ο χαλκός (I) 

παρουσιάζει μικρό αριθμό ΝΟΕδ. Αυτό σημαίνει ότι ο η περιοχή ένταξης παρουσιάζει 

μεγάλη ευκαμψία γεγονός που δεν συμφωνεί με γραμμική γεωμετρία ένταξης. 

Παράλληλα στις άλλες περιοχές ένταξης μεταλλικού ιόντος της πρωτεΐνης Μένκες 

ΜΝΚγ2, ΜΝΚγ4, [208,206] αλλά και σε περιοχές της πρωτεΐνης Οοε2 [198] που 

παρουσιάζουν υψηλή ομολογία με την περιοχή ΜΝΚγ5 η γωνία του δεσμού δ-Οι(Ι)-3
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δεν είναι γραμμική : 140±40° και 119±29° αντίστοιχα. Είναι πιθανό ο χαλκός (I) στην 

πρωτεΐνη Οα(Ι)-ΜΝΚτ5 να είναι τριενταγμένος, όπως ακριβώς συμβαίνει στην 

περίπτωση της ομόλογης βακτηριακής πρωτεΐνης Οιιφ-ΟορΖ, [219] στην οποία το 

τρίτο άτομο θείου προσφέρεται από το αναγωγικό ϋΤΤ {8 ΗΟΗ2(ΟΗ)ΟΗ2(ΟΗ)8 Η}, 

που προστίθεται στα δείγματα ΝΜΚ, για να διατηρείται η πρωτεΐνη στην ανηγμένη 

μορφή της. Στην περίπτωση του ανθρώπινου οργανισμού μπορεί να συμβαίνει το ίδιο 

με αναγωγικό μέσο την γλουταθείονη που βρίσκεται σε υψηλή συγκέντρωση στο 

πλάσμα του αίματος. [219]

Κατά τη τιτλοδότηση της τριπλής περιοχής ΜΝΚ(4-6) με Οπ(Ι) αρκετά 

κατάλοιπα παρουσίασαν αλλαγές στις χημικές μετατοπίσεις Ή  και 15Ν καθώς και 

αλλαγές στο σχήμα και πλάτος των σημάτων τους όπως προκύπτει από τη 

φασματοσκοπία !Η-15Ν Ηδξ)0 Από αυτά, σημαντικότερες αλλαγές στην χημική 

μετατόπιση του αμιδικού υδρογόνου παρουσίασαν κατάλοιπα από την τέταρτη δομική 

περιοχή (ασπαρτικό οξύ 10, θρεονίνη 13, γλυκίνη 23, γλυκίνη 30, βαλίνη 36, λευκίνη 

38, αλανίνη 6 8  και θρεονίνη 69) και την έκτη (αργινίνη 197, θρεονίνη 200, αλανίνη 

224, γλυκίνη 240). Οι απορροφήσεις του αμιδικού υδρογόνου *Η και του αμιδικού 

αζώτου 15Ν του σήματος της κυστεΐνης 17 που ανήκει στην τέταρτη δομική περιοχή 

μετατοπίστηκαν σε υψηλότερες τιμές δ(ρριη). (Σχήμα 53) Αυτό οφείλεται στην ένταξη 

του χαλκού (I) από τις δύο κυστεΐνες 14, 17 της τέταρτης δομικής περιοχής.

3) Σε αυτήν την εργασία έγινε για πρώτη φορά στην παγκόσμια ερευνητική 

κοινότητα η αλληλεπίδραση των δομικών περιοχών ΜΝΚ2, ΜΝΚ5 και ΜΝΚ(4-6) της 

ανθρώπινης πρωτεΐνης Μένκες με τον ανθρώπινο μεταφορέα χαλκού ΗΑΗ1, καθώς και 

η μελέτη της με φασματοσκοπία Η3ξ)0 για την άντληση πληροφοριών του τρόπου 

μεταφοράς χαλκού (I) στον πρωτεϊνικό στόχο Μένκες.

Η αλληλεπίδραση μεταξύ των ανθρώπινων πρωτεϊνών: ΗΑΗ1 με ΜΝΚγ2 και 

ΜΝΚτ5 είναι τελείως διαφορετική από αυτή που παρατηρήθηκε για τις ευκαρυωτικές 

ομόλογες πρωτεΐνες 0<χ2 και Οιι(Ι)-Αίχ1 [36, 199] καθώς και τις βακτηριακές οορΑ 

οορ Ζ [217]. Στην περίπτωση των ανθρώπινων πρωτεϊνών όπως προκύπτει από 

πειράματα ΝΜΚ οι πρωτεΐνες ΜΝΚγ2 και ΜΝΚτ5 αποτελούν καλύτεροι 

υποκατάστατες για τον Οιι(Ι) από ότι η ΗΑΗ1. Σε κανένα στάδιο των τιτλοδοτήσεων 

δεν εμφανίστηκαν επιπλέον σήματα εκτός από αυτά που αντιστοιχούν στις αρο και ΗοΙο 

μορφές των πρωτεϊνών, γεγονός που υποδηλώνει ότι δεν σχηματίζεται κάποιο
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ενδιάμεσο προϊόν μέχρι να αποκατασταθεί η ισορροπία. Παρόλο αυτά η μεταφορά του 

χαλκού μεταξύ των ΗΑΗ1 και ΜΝΚ2/ΜΝΚ5 είναι ξεκάθαρη υποδεικνύοντας ότι 

γίνεται αλληλεπίδραση μεταξύ των πρωτεϊνών. Είναι πιθανό και στην περίπτωση των 

ανθρώπινων πρωτεϊνών να σχηματίζεται ένα ενδιάμεσο προϊόν με τον χαλκό (I) να 

εντάσσεται από την μία ή και τις δύο κυστεΐνες και των δύο πρωτεϊνών (όπως 

συμβαίνει στις βακτηριακές και ευκαρυωτικές πρωτεΐνες) εξυπηρετώντας τη μεταφορά 

του χαλκού. Όμως το προϊόν αυτό διαχωρίζεται αμέσως μετά την μεταφορά χαλκού 

λόγω της χαμηλής ενεργειακά αλληλεπίδρασης μεταξύ των δύο πρωτεϊνών με 

αποτέλεσμα να μην γένεται αντιληπτό στα πειράματα ΝΜΚ.

Από την μελέτη της αλληλεπίδρασης των δυο ανθρώπινων πρωτεϊνών Οιι(Ι)- 

ΗΑΗ1 και ΜΝΚ(4-6) με φασματοσκοπία Η δζ)0 προκύπτει ότι ο χαλκός (I) δεν 

δεσμεύεται τυχαία στις τρεις δομικές περιοχές της ΜΝΚ(4-6) όπως συμβαίνει με την 

τιτλοδότηση της πρωτεΐνης Μένκες με χαλκό (I). (Κεφ. 4.2.2.2) Ακόμα και στο στάδιο 

της τιτλοδότησης όπου η αναλογία Οιι(Ι)-ΗΑΗ1/ΜΝΚ(4-6) είναι 3:1 είναι εμφανές ότι 

οι τρεις δομικές περιοχές έχουν διαφορετική συγγένεια για χαλκό (I) και από αυτές η 

τέταρτη περιοχή δεσμεύει το μεταλλικό ιόν όταν αυτό απελευθερώνεται από τον 

μεταφορέα ΗΑΗ1. Στο ίδιο συμπέρασμα καταλήγουμε και από τα πειράματα χημικής 

επισήμανσης με το φθορίζον ΟΡΜ στο πρωτεϊνικό μίγμα: Οι(Ι)-ΗΑΗ1 και της 

πρωτεολυμένης ΜΝΚ(4-6) με τρυψίνη. (Κεφ. 4.5.2) Μια από τις μπάντες της 

πρωτεολυμένης ΜΝΚ(4-6) εξαφανίζεται υποδηλώνοντας ότι υπάρχει επιλεκτική 

μεταφορά χαλκού από την ΗΑΗ1 στην ΜΝΚ(4-6).

Από την σύγκριση των σημάτων της αλανίνης 68 στα φάσματα Ηδξ)0 της αρο- 

ΜΝΚ(4-6), Οιι(Ι)-ΜΝΚ(4-6) και ΜΝΚ(4-6) παρουσία Ου(Ι)-ΗΑΗ1 σε αναλογία 1:3 

καθώς και των σημάτων του ασπαρτικού οξέος 10 προκύπτει ότι (Σχήμα 74) τα σήματα 

των δύο καταλοίπων 10 και 68 κατά την αλληλεπίδραση των δυο πρωτεϊνών δεν 

αντιστοιχούν στην αρο ή την Ιιοίο μορφή της πρωτεΐνης Μένκες αλλά έχουν εντελώς 

καινούργιες χημικές μετατοπίσεις υποδηλώνοντας την δημιουργία ενδιάμεσου 

προϊόντος ΜΝΚ(4-6)-Οα(Ι)-ΗΑΗ1. Αυτό σημαίνει ότι κατά την αλληλεπίδραση μεταξύ 

της Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 και της τριπλής περιοχής ΜΝΚ(4-6) η μεταφορά του χαλκού μέσω της 

τέταρτης δομικής περιοχής είναι γρήγορη στη χρονική κλίμακα των χημικών 

μετατοπίσεων δηλαδή ακριβώς αντίθετη με αυτή που παρατηρήθηκε στις 

αλληλεπιδράσεις ΗΑΗ1/€ιι(Ι)-ΜΝΚ2 και Οιι(Ι)-ΗΑΗ1/ΜΝΚ5.
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4) Και στις δύο πρωτεΐνες ΜΝΚγ2 και ΜΝΚτ5, το ηλεκτροστατικό φορτίο των 

επιφανειών τους δεν είναι αρκετά συμπληρωματικό με αυτό της πρωτεΐνης ΗΑΗ1 όπως 

συμβαίνει στο σύστημα Αίχ1-Οοο2 [199] κάνοντας απίθανο τον σχηματισμό 

ενδιάμεσου προϊόντος ΜΝΚ-Οιι(Ι) ΗΑΗ1. Έτσι από τα σήματα ΝΜΚ, κατά την 

διάρκεια της τιτλοδότησης, παρατηρείται μόνο μεταφορά χαλκού από τη μία πρωτεΐνη 

στην άλλη. Στην ηλεκτροστατική επιφάνεια της πρωτεΐνης ΜΝΚγ5 (ρΙ= 6,4) (Σχήμα 

75) πλεονάζει το αρνητικό φορτίο λόγω της ύπαρξης πολλών κατάλοιπων 

γλουταμινικού οξέος σε αντίθεση με την επιφάνεια της ΜΝΚγ2 (ρΙ= 8,7) (Σχήμα 76) 

όπου πλεονάζει το θετικό φορτίο. Από ομολογιακή μοντελοποίηση των υπόλοιπων 

τεσσάρων περιοχών ένταξης μεταλλικού ιόντος ΜΝΚγΙ, ΜΝΚτ3, ΜΝΚτ4, ΜΝΚτ6 της 

πρωτεΐνης Μένκες προκύπτει ότι οι επιφάνειες παρουσιάζουν εντελώς διαφορετική 

κατανομή ηλεκτροστατικού φορτίου (Σχήμα 77) και ίσως η διασύνδεση τους με το 

ένζυμο Οα(Ι)-ΗΑΗ1 να διαφοροποιείται για κάθε περιοχή. Η περιοχή ΜΝΚγ4 έχει 

ισοηλεκτρικό σημείο παραπλήσιο με αυτό που έχουν οι δύο δομικές περιοχές της 

πρωτεΐνης Οοο2 (4.0-4.5). [199] Το ηλεκτροστατικό φορτίο της επιφάνειας της 

τέταρτης δομικής περιοχής μπορεί να επιτρέπει την διασύνδεση της με την συνοδό 

ΗΑΗ1 και αυτός να είναι ο λόγος που παρατηρείται στα πειράματα ΝΜΚ. επιλεκτική 

μεταφορά χαλκού (I) στην ΜΝΚ4 περιοχή. Αξιοσημείωτο είναι ότι πρόσφατα έχει 

δημοσιευτεί ότι και στην ανθρώπινη πρωτεΐνη Γουίλσον (που είναι σε υψηλή ομολογία 

με την Μένκες) οι περιοχές που αλληλεπιδράν επιλεκτικά με την ΗΑΗ1 είναι η δεύτερη 

και η τέταρτη. [220,221]

Η παραπάνω εικόνα των ηλεκτροστατικών επιφανειών έρχεται σε αντίθεση με 

αυτήν που παρατηρείται στα βακτήρια. [213] Στην επιφάνεια του μεταφορέα χαλκού 

ΟορΖ ( Σχήμα 82) γύρω από την περιοχή ένταξής του χαλκού© επικρατεί αρνητικό 

φορτίο σε αντίθεση με το ανθρώπινο ένζυμο ΗΑΗ1. Στην πρωτεΐνη ΟορΑ, στην οποία 

μεταφέρεται ο χαλκός από την ΟορΖ, (αντίστοιχη της ανθρώπινης πρωτεΐνης Μένκες) 

υπάρχουν αρκετά κατάλοιπα λυσίνης και αργινίνης στην θέση ένταξης που 

δημιουργούν περίσσεια θετικού φορτίου.
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οορΖ οορΑ

Σχήμα 80: Ηλεκτροστατικά φορτία στις επιφάνειες του συνοδού χαλκού (I) 

οορΖ και στην ΑΤΡασε ΟορΑ στα βακτήρια. Τα θετικά, αρνητικά και ουδέτερα 

φορτισμένα αμινοξέα απεικονίζονται με κόκκινο, μπλε και άσπρο αντίστοιχα.

5) Στα πειράματα αποκατάστασης 15Ν, που έγιναν στην πρωτεΐνη ΜΝΚγ(4-6), 

βρέθηκε διαφορετική δυναμική συμπεριφορά στις διάφορες περιοχές της πρωτεΐνης. Η 

τέταρτη περιοχή ΜΝΚ4, περιστρέφεται στο διάλυμα πιο ελεύθερα από τις άλλες δυο 

όπως φαίνεται από τις υψηλές τιμές Κ2 και χαμηλές Κι, Ο χρόνος περιστροφής της 

ΜΝΚ4 όπως υπολογίστηκε από τον λόγο Κ2/ Κι είναι αρκετά πιο χαμηλός από τον 

αντίστοιχο της περιοχής ΜΝΚ5 και ΜΝΚ6 : 7.1±0.3, 12.8±1.3 και 10.8±1.3 ηδ για τις 

περιοχές 4, 5 και 6 αντίστοιχα. Η τιτλοδότηση της αρο ΜΝΚ(4-6) με χαλκό (I) 

(αναλογία 1:3) μειώνει την ελευθερία περιστροφής της περιοχής ΜΝΚ4 όπως φαίνεται 

από την αύξηση του αντιστοίχου χρόνου περιστροφής από 7.1±0.3 σβ 8.3±0.6 ηδ. 

Αντίθετα η έκτη δομική περιοχή παραμένει σχεδόν ανηπερέαστη κατά την τιτλοδότηση 

με χαλκό (I) ενώ ο περιορισμένος αριθμός σημάτων για την πέμπτη περιοχή στο φάσμα 

ιΗ-15Ν Ηδζ)0 της Οιι(Ι)- ΜΝΚ(4-6) κάνει σχεδόν αδύνατον τον υπολογισμό του 

χρόνου περιστροφής για την ΜΝΚ5. Κατά την παρουσία της Οιι(Ι)-ΗΑΗ1 μειώνεται ο 

σχετικός χρόνος περιστροφής της τέταρτης περιοχής αλλά όχι τόσο πολύ όσο 

παρατηρήθηκε κατά την τιτλοδότηση με χαλκό (I). Αντίθετα οι περιοχές ΜΝΚ5 και 

ΜΝΚ6 κατά την παρουσία της Οα(Ι)-ΗΑΗ1 περιστρέφονται πιο γρήγορα όπως 

παρατηρείται από την μείωση των σχετικών χρόνων περιστροφής τους που είναι 1.4 ± 

2.4 και 1.0 ± 1.9 ηδ αντίστοιχα.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ I
ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΓΟΝΙΔΙΟΥ ΜΕΝΚΕΣ. (Κωδ.= ΝΜ_000052.1)

το α το α ο ο ο ο ο α α ο ο Α Ο Ο ο ο α Α ο α τΑ ο το το Α α ττο τα α ο Α ττο το το Α ο α τττο ττο ο
ΑΟΟαΤΟΟΟΤΑΟαΤΟΟΑΤΤΤΑΤαΟΟΤΟαΟΑαΟΟΤΟΤΟΟΟΤΑΟΟΤΟΟΑΟΑΟΟΤΤΤΑΑΟΟΑΤ
ΑΟΟΑΤΑΟΑΟΑΑΑΟΟΑΟΟΑΑΤΟΤΑΑΤΟΑΟΟΑΑΑΤΟΑΑΑΑΤΟΟΑΤαΟΑΑΟΤΑΤαΟΟΤΟΤΟΑ
ΑΤΤΟΤΟΤΤΑαΟΑΤΤΤΟΤΟΤΤΟΑΟΟΟΤΑΤΟΑΟΤΤΟαΑΑΤΤαΟΤΟΤΟΤΤΤΟΟΑΟΟΑΤΤΟΑΟ
ΟΑΟαΑΟΑΤΤΟΟΑΑΑΑΟΤΟΑΑΤΟΟΤΟΤΟΟΑΤΟΑΟΑΤΤΑΑΟΟΤΑΤΟΑΟΤΟΟΑΑΟΑΑΑΑΑΑΑ
ΤΟΟΑΑΟΤΑΤΤΑΤΤΤΑΤΟΑΟΟΟΤΑΑΑΟΤΑΟΑΟΑΟΤαΟΑΑΑΟΑαΟΟΤΑαΑΟΟΑΑΟαΤΑΤΤΟ
ΑΤΟΑΟΑΤαΟΟΟΤΤΤΟΑΤΟΟΤΟΤΤΑΤΟΟΑΤΑΑΤααΤΟΑΟααΤΟΤΟΟαΤΟΤΤΤΤΑΑαΤΟΑΟ
Α οοττοτττατοΑ οτοττΑ αοοοοτοΑ οτοΑ Ο τττοααΑ τοοαΑ οοΑ Τ Α ταοΑ Α Α οαΑ α
ΑΤΤΟΟΤΟΑΑΟΑΟΟΑΑΟΟΟΤΟΤΟΑΟΑΟΑΟΑΤΤΑΑΑΑΤΤΤΑΟαΟΤΟΑΟΑΑΑΑΟΑΑΟΤΟΤΑΟ
αΑΟΤΟΑαΑΑΤΑΑΤΟΟΟΤΤαΤΑΤΑΟΤΟΑΑΤΟΟαΑΑΤΟΑΟΑΤΑΑΑΑΟΑΟΟΤΟΟΤΤααΑΟΑΑ
ΟΤΟΑΟΤΤΤΑΟΑΤΑαΤΟΟΟΑΟΑΟΤΟΟΑΟΑΑΑΑΑΟΤΟΑΟΟΑΟΟΤΤΟΤΟΑΑΟΑΤΟΑΤΑΟΤΑΤ
ΟααταΑΑΟΟΤΟΟΤΟΑΑΟΤΟαΤΟΟΤΟΑΑΟΑΤΟΑΑΑΟΤΟΟΑΑΟΟΟΑΤΟΑΟΟΤΟαΟΑΤΤαΑΤ
αΤΑαΤΑΟΟΑαΤΑΤΤΟΑΑΟΟΑΑΑΑΑΤΤΟΟΟΑΑΑΟΤΟΟΑΑΟΟΤΟΤΤΟΑΟΟΟΑΑΤΤΑΑΑΟΤα
ΤΟΟΟΤΟΟΑΟΑΑΤΟΑΑΟΑΑΟΟΤΑΟΤΑΤΤΟΤΤΤΑΤΟΑΑααΤΟΑΤΟΤΤΑΤΟΤΟΑΟΤΑΟΑΟΟΑ
ΑΑΤΟΑΑΑΑΑΟαΑΟΑΤΤΟΑΑΟαΤΑΤΟΟΟΟΤΤΤαΟΑΟΟΑΤΤΤΟΤΟΑΑΑΑΑΟΟΑΟαΟΟΑΑΟΤ
ΑΟΟΤΟΑΑΑΤΤΟΟΟΑΟαΤΑΤΤΟΑΤΟΤΑΟΑΑαΟΤΟΤΑΑΑΟΑΑΟΑΟΑΟΟΑΟΤΤΑΑΑΤΟΟΤΟΑ
ΟΑΑΟΟΟΤαΑΟΑΟαΑΑΑΟΟΑΟΤααΑΤΟΑΤΑΤΑαΟΑΑΤΟΑΤΤΟΑΑαΑΟΟαΑαΤΤΤΟΑΤΟΑΤ
ΤΟΑΤΟΟΟΑΤΟΟΑΤΤΟΤΑΑΑΤΟΑΤΟΤΟΤΟΤΟΑΑΑΤΑΤΤΟΑΑΑΟΤΑΟΤΤΤΑΤαΤΟΟΑΟΤαΟ
ΑΑΤΑΤΟΤΑΑΟαΑΟΟΑΤΑΟΤΑΟΤΤΤΟΤΤΤΑΟΑΟΑΑΤΑΟΟΤαΤΟΟΟΑΤΤΟΤΟΑΑΟΤΑΤΑΑ
ΤΟΟΑΑΟΟΤαΑΟΤΟΑΟΤΟαΑΟΑΑΤαΟΟΤΟΑΟΑΑΑΑΟΟΑΑΤΑΟΑΟΟΟΤΟΤΑΤΟΑΟΟΟαΟΟΟ
Τ ΑΤ ΑΤΑΟΑΟΤ Τ ΑΟΤ ΑΤ Ο ΑΟ ΑΑΟΤ ΟΑΑΟΤΤΟΑΟΑΟΤ ΑΟ Ο Τ Ο ΑΑΑΟ Τ Ο Τ 0 Ο Ο Τ Ο Ο ΑΟΟ Τ Ο Α
ΤΟΤΟΤΤαΑΟΑΑΟΑΤΤΟαΤΤΤΟΑΑΤΟΤΑΟΤΤΑΟΟΟΑΟΟΟΤΟΤΟΑΟΑαΑΑΟΑΑΑαΤΟΤΟΑΤ
ΑΑΑαΑΤΤΟΑΤΟΟΟΑΤΟΑΟΤΤΟΤΑΑΤΤΟαΤΟΤΟΤΟΟΑΟΤαΤΑΤΤΟΑΟΟΟΤΟΤΟΑΤΑΤΟΑΑ
ΑΑΑΑΟΟΟΑΟΟΤΟΤΑΑΑΑΤαΟΑΤΑαΟΑΟΤαταααΤΤΟΟΑΑΑΤΑΟαΑΑΤΟΟΟΑΟΤΟΤΤΟΑΟ
ΤΑΤΟΑΤΟαταΤΑαΤΑΑΟΟΤΟΤΟΟΑΟΑΑΑαΟΤΤΟΑΟΑΟΟΑΟΟΑΑΤΑΟΑΑΟΑΟΑΤΟΟΟΑΤΤ
ΤαΑΤΟΟΤΑΟαΤΤΟΤΟΑΟΑΟΑΟΟΑΑΤΟΑΟαΟΟΤΤΟΟΤΑΟΤΑΑΤΑΟΟΤΟΑΟααΤΤΟΑΤΟΟΟ
ΑΑΑΤαοαΟΟΤΤΤΤΟΑΟΤΤΟΑΑΟΤΑΑΤΟΑΑΤΤΤΤΑΤΑΟΤΑΑΑΟΟΟΑΤΟΑΟΑΟαΑΟΤΤΟΑΑ
ΟΑΟΑΑΟΟΑΟΟΑΑΟΟΑΑΑΟΑΑΤΤΟΑΤΟΤΑΑΟΤΟΤΤΑΟΑΤΑΟΑΟΟΤΟΑΟΤΟΟΟΑΤΟΑΟΤΤΟ
ΟΟΟΤΤΟαΤΟΤΟΤΑΟΟΑΑΑΟΑΤΤΟΑΑΟΟΟΑΑΤΤΤΑΑΟΟαΟΟΟΑΑΟΑΑΟΟΑΑΤΑΤΑΤΤαΤΑ
ΤΑαΤΤΟΤΟΟΟαΟΤΟΑΤΟΟαΤΟΟΟΑΑΟΟΟΑΟΑΑΟΤΑΑΟΟΤΑΤΑΑΤΟΟΤΟΟΤΟΤΤΑΤΑαΑΑ
ΟΟΟΟΟΑΑΤΟΑΤΑΟΟΑΟΑΟΤΤΟΑΤΟΟΟΑΟΑΑΟΤΤΟΟΑΤΤΤΟΟΑΟΟΟΑΟΤΟΤΟΑΤΑΟΑΑΑΑ
τοοταΑ τοΑ Α Ο Ο Α Ο Α τοαταττττοαΑ Α αττοττοτοΑ Ο Ο Ο Ο Α Α ταΑ αοτοτοοοτοατ
ΟαΟΤΑΟΑΤΑΑΑΑΤΑΟΑΟΤΟΤΑΟΤΟΤΟΑΟΑΑΑΑΟΑΟΑΟΑΟΟΟΑΤΟΟΤΑΤΑΟΤΟαταΟΟΤΟ
ΟαααΤΟΟΟΑΑΟΟΑΑΟΑΑΑΟΟΑΟΑΤΑΤΤΑΑΑΤΑΤΟΑαοαΑΟΑΑΑΤΤΑΤΤΟΟΤΟαΤΑΟΑΟΑ
ΤΑΤΤΑΤαΟΑΤΑΟΑΑΤΤΟΑΑΑΟαΤΤΑΟΟΤΤΤΤΟΑΑΟαΤΤαΤΤΤΟΟΤαΑΑΟΑΑαΟΑΤΟΟΟΤ
ΟΑΟΟΑΑΟΤαΑΟΤΤΑΟΑΤαΑΤΑΑΑαΟΑΟΑΑΑΤΑΑΟΑΟΑΑΤΟΟΑΟΑΟΟΟΤΟΤΤΤΤαΤΤΟΤΟ
ΑΟΤΟΤΟΤΤΤΤΤΟΤΟΤΑΤΤαΟΤΟΤΑΑΤΟΟΟΟΟΤΟΑΤΟΑΤΑΤΑΤΑΤΟΑΤΟΟΤΤΑΤΟΟΑαΟΑ
αΟΑΟΤΤΤΟΟΑΑΟΤΟΤΤΟΑΟΟΑΤΑΑΤΟΑΑΑΑΟΑΤΟΑΟΤΑΑΑΟΑΑΟΑΑΑΤΟΑΤαΑΑΟΟΤΤ
ΟΑΤΤΟΤΤαΤΑΤαΤΤΟαΤΟΟΑΟαΟΟΟΑΟΑΤΤΟΤΤαΟΑΟΟΑΤΤΟΤαΤΟΤΤΑΤΟΑΑΤΤΤΟΟΤ
ΟΤΟαΤΤΤΤΤΑΤΤΟΤΟΤΟΤΑΟΟΤαΤΑΟΑΟΤΤΤΤΤαΟΟΑΟΟαΤΟΟΤΑΟΤΤΟΤΑαΑΤΤΟΑΟΟ
αΤΤΑΤΑΑΑΟαΑαΤΟΑΑΟαΑΤΑΑΟΑΟΑΟΟΑΑΑΤΑΤΟΟΑαΟΤΑΟΤΟΑΤΤΟΤΟαΤΟΟΟΑΑΟΟ
ΑΟαΑΤΤΟΟΑΤΤΤΟΟΟΤΑαΤΟΤΤΤΟΑΤΤΑΤΤαΤΤαΤΑΟΤΤΟΟΑΑΤΟΤΑΤΟΑΟΑΟΑΟΟΟΑΑ
ΑΟΤΟΑΑΟαΟΤΑΤΤΑΟΤΤΤΟΤΤΤΟΑαΑαΑΟαΟΟΟΤΑΤΟαΤΟΤΤΤΟΤΟΤΤΤΑΤΤΟΟΑΟΤΑΟ
ΟΟαΟΑΤΟΟαΤΟΟΑΑαΑΤΑΤΑΟΟΑΑΑΟΟΟαΑΑΑΑαΑΤΟΑΟΑΟΟΟΤαΤΤΟαΑΑΑΟΤΤΑΑΤΤ
ΤΟΑΟΤΑΟΑΑΟαΤΑαΑΟΑΑαΟΑΑΟΤΑΤΤΟΤΑΑΟΤΟΤΤΟΑΤΤαΤΟΑΤΑΑΤΑΤΟΟΤαΟΤΟΑΟ
ΤΟΑΑΟΑΑαΑΑΟΤΟΟΑΤΘΤΟΟΑΑΟΤΤΟΤΑΟΑΑαΟΤΟΟΑΟΑΤΑΤΟΑΤΤΑΑΑΟΤΑαΤΤΟαΑΟ
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ΟΑΟΟΟΑΑΑΤΤΤαΟΑΟΤΟΟΑΤΟΟΤΟΟΤΟΤΤΑΤΤΟΑΑΟΟΑΟΑΤΤΟΤΑΤΟΟΤΑΟΑΤΟΑΟΤΟα
ΟΤΟΑΤΟΑΟΑΟαΟΟΑΟΟαΑΑΤΟΟΟΤΟΤΟΟΟΤΑΑΟΑΑΑΟΟΤΟΟαΑΟΟΑΟΑΟΤΟΑΤΤΟΟΤΟΟ
ΤΤΟΟΑΤΤΑΑΟΟΑΟΑΑαΟΟΟΤΟΑαΤΟΟΤΤΑΤαΤΟαοαΑΑΟΑαΑΤΟΤΤΟΟΑΟΟΑΟΑαΑΟΑΑ
ΟΟαΤΤΤαΤΟΑΑΑΤΤΟΤαΑΑΑαΤΤΟΤΟΟΑΑΟΑΟΟΟΑΟΑΑΑΟΑΤΟΑΑΑΟΟαταΟΤΑΤΟαΑΟ
αΑΟΤΤΤΟΟΑΟΑΟΑΑΑαταΑΟΤΟΟΟΤΑΤΤΤΤΟΤΤΟαΤΤΤΤΑΤΤΟΤΤΤΤΤΟΤΤΤααΑΤΤΟΟ
ΟΑΟΟΟΤΟΤΤΟΟΤΑΤΟΟΑΤΤΟΤΑΑΤΤΟΟΑΤΤΤΟΤΟΑΑΤΤΤΤΟΑΑΑΤΤΟΤΟΟΑΑΑΟΟΤΑΟΤ
ΤΤαΟΤΟΟαΤΑΟΑΑΤΑΟΑΑΟΤΑΤΟΤΟΟΟΟΑΑαΑΟΑΑΑΟΟΑΤΑΑΤΑααΑΤΤΤΟαΤΤΤαΟΑΑ
οοα τα τΑ τα Α Ο Α οττοτοτοτΑ ττοα Α τοτα οα τοττα Α α τοοοΑ α τοα α οΑ οτα οΑ Α Ο
ΤΟΟΤΟΤΟΑΤΟΟΤΟΟΟΤΑΟΑΟΟΑΟΤΑΟΟΤΟΟΤΟΑΑΑΑΤΟΟΟΑΤΑΟΤΑΑΤΑΑΑΑΟΟΤΟαΑΟ
ΑΟΟΟΑΤΤΟΟΑΟΑΤΟΟαΤΟΑΤΑΑΟΟΤΑΑΑΟΟΤΑΟΤΟΟΤΑΤΤΤΟΑΤΑΑΟΑΟΤΟΟΑΑΟΟΑΤΤ
ΑαταΑΟΟΟΑΑααααΑΟΤΟΟΤΟΑΑΤαΑΑαΤΑΑΑΟΟΤΤΟΤΑΑΟΤΟΑΑΑΟΤΑΑαΑΟΑΑΤΑΤ
ΟΑΟΑΟΟΑΤΑΑΑΑΤαΤΤΟΟΟΟΑΤΤΟΤΟΟΟΑΑΟΤΟΟΤΟΑΑΑΟΤΑΑΟΑΟΤΟΑΑΟΑΟΟαΤΟΤΑ
ΟΟΑΑΟΑΟΟΟΑΤΑΑααΑΑΑΤΑΤΤΟαΑΑΑαΑΟΟΑΟαΤΟΟΑΟΑαΤΟΑΑΑΟαΤΤΟΟΟΤΑΟαΤΟ
αΑΤΑΟΑΤΤΤΟαΑΟΟΤΤΟΤΟαΟΑΟΟΟΤΟΤΟΟΤΑΤΤΑΟαΤΟΤΑΑΑΟΤΟΑΟαΑΑΤΑΤΤΟΑΑΟ
ΟΟΤΤΟΟΤΑΟΑΤΑΑΟΑΑΤΑΑΟΤΘΟΑΑΤΑΤΑΟΑΟΟΑΟΑΑΤΑΑΤΑΤΤΑΑΑΑΑΤΟΟΑΤαοαΤΟ
ΟΤΤαΑΑΑΤΤΟΑΤΟααΑΟΤΑΑΤΟΑΑΟΑΟΤΟΑΤΟΑΑΟΤΤΟΟΤΟΤΤΟαΑΤΟΑΤΤΑΤΤΟΑΤΟΟ
αΟΑΟΑΤαταΑΑΑΤΟαταΤΤΑΑΤΟΟΤαΑΟΟΑΟΤΑΤΑΑΑΟΤααταΑΤΤΟΟΤΑΑΟΟΟΟΟΑΟΤ
ΟΟΑΤΟΑΤΤΑΟΑΑΑΤΟΟΤαΤΤΘΤΟΑΤΤΑΑΤΑΑαΟΑΤΟΤΑΑΑΤΟΑΤΤΤΟΑΤΟΑΟΤΟΑΑΟΑΤ
αΑΟΑΟΑΑΑΑΟΟΤαΟΟΑΟΤΟΟΤΟΤΑΤΤΑΟΤΑΟΟΑΟΤΤΟΑΤΟΑΤΟΑΟΟΤΟΤΟΤΟΟαΤΤΟΑΤ
ΑΟΟΟΑΤΤΟΟΑΟΑαΑαΑΟΤΟΑΑΟαΟΤΟΑΑΟΟΑΟΑΑαΤΟΟΟΤΑΤαΟΑΤΑΤΤΟΤΟΑΑΑΤΟΤΑ
ΤΟΟΟΟΤΤΑΟΑΑαΤΑΟΤΤαΤΟΑΤΟΑΟΤΟΟΑΟΑΟΑΑαΑΟΤΑΑΑΑΟΑΟΟΤΑΟΑΤΟΤΑΤΤΟαΤ
τατοΑ αοττοοαΑ ττΑ ατΑ Α Ο οτοττταατοΑ Α Ο ττοτΑ ααττατοΑ Ο Α Α Ο Ο ττοοτΑ Α
ΑΟΤΟΑΑΟΟΑΑαΤΤΟΑΑΟΑΟΟΑΟΟΟΟΑΑΑΟΟΟΟΤΑΟΟΑΑΤΟΟΤΟΟΟΑΟΑΤΟαΑΑΤαΑΑΤΟ
ΑαταααΟΑΟΟΤΟΤΟΟΟΑΑΤΟΟΟΤΑΑΤΟΤΟΟΟΑΑΤΤΟαΤΑΤΤΟΟΟΑΟΑΟΟΟΑΟΑΟΑΤΟΤΑ
ΟαΟΑΤΤΟΑΑΟαΑΟΟΤΟΑΤΟΤΟΟΤΤΤΤΟΑΤΑΑΟΟΑΑΤΟΑΤΟΤΤαΤΟΟΑΤΟΤΑΟΤΟΟΟΑΑΟ
ΤΑΤΤΟΑΟΤΤΑΤΟΑΑΟΑΑΑΟΑαΑΟΤΟΑΑΟΑΟΟΑΤΤαΟΟΑΤΑΑΑΤΤΤΤΟΤαΤΤΤΟΟΤαΤΑΑ
τττΑ Τ Α Α Τ Ο Τ οαττοοΑ Α Τ τοαοΑ Τ Α οατααταοΑ Ο τττττΑ τοοοαΑ τταοτττοοττ
ττο α Α ο ο α α το ο Α το ο ο Α το το ο Α ο α Α Α το ο ο το α ττα Α τα το τττα το τΑ Ο Τ Α α τττα
ΤΤΟΤΟΤΟΤΤαΟΤΤΑΑΑΟΤΤΤΑΟΑΟΟΑΑΑααΑΑΟΤΤΑαΟΑΟΑΟΤΤΑΤΟΑΑΟΤΟααΤΟΟαΟ
ΟΟΑΟΟΟΑΟΑΤΑΟΟΑΟΑΟΑΑΟΑΟΤΟαΤΤΟΑΟΑΑΑΤαΑΟαΟΤΤΟΑΤΟΤΤΟαΑΑΤΑΟΑΤΟΑ
ΤΑΟαΤΟΑΑΟΟΑΑΤΤαΤΟΟΤΑΑΑΟΤΟΟΟΤΤΤΟΟΤΟΟΑααΟΟΑΤΤΟΤΤΑΑΤΤΑΤΑΟαΑΟΑΟ
ΟαΤΟΤΑΤΑΑΑαΤΟΑαΤΑΟΤΟΤΟΤΟΑΤΑΑΑαοαΤΟαΟΤΑΑΑΟΑΟΤΟΤΤΟΤΤΑαΟΑΟΤΟΑΑ
ααΤΟΑΟΑΑΟαΑαΤΟΑαΤΟαΤΟΟΤΟΟΟΑΟΑΟΤΤΟΑΟΟΟΑΑΟΑΤΟΑΤΟΑΟΑΟΤΟαΑΤΤΑΤΑ
ΑΑΑΟΟΟαΑΤΟΟΑΟΑΟΤΟαΤΟΟΟΑΟΤΤΤΑΑΟΤΤΟΤΟΑΤΟΟΑΟΤΟΑαΑαΑΟαΑΤΤΟΑΤΟΑΤ
ΟΤΤΑΟΟΤΤΟΑΟΤΤΤΤΟΑΑΑΑΤΑΤΤΟΤΑΟΑΑσΟΑΤΤΤΤΤΟΤαΑΤΟΟΤαΤΤΑΤΑΤΤΑΟΟΟΑ
ΤΤΟΤΑΤΤΤαΑΟΤΤΟαΟΤΤΤΑΤΟΤΟΤΤΟΟΟΑΑΑΑΑΤΑΤΟΤΤΤΤΤΟΑΑαΟΟΑΤαΑΟΟΤαΤΟ
ΑΑαΟΤΑΟαΤΤΤΑΤΤΤΑΑΑΟΤΟΑΑΤΤΤΟΟΑΟΤΑΤΑΤΤΤΤΤΟΤΤΤΤΟΑαΤΑΑΟΑΑΟΑΟΑΤΑ
ΑΟΟΤΑαΑααΑΟΤΟΑΟΟΤΤΤΑΟΑΑΟΑΑΟΟαΟΤΑαΑΑΤΤΑΟΑΟΑΤΤΟΟΤΟΑΑΟΤΟΟΤΟαΤΑ
ΑΑΟΤΟΑΤΤΤΤΤΤΤΤΤΤΑΤΤΤΟΑΟΟΑΑΑΑΑΑΑΑΑΑΑΟΟααΟΑΑΟΑΑΟΑΑΟΑΑΑΑΤΟΑΑΑΑ
ΑΤΤΤΟΑΑΟΑΤΤΤΟΑαΑΟΟΑΤΟΑΑΟΑΤΑΤΤαΑΤΟΟΤΤΤΤΟΑΑΟΤαΑΑΑΑΤΑΤΤΟΑΑαΑΤΑ
ατατοΑ Α οαατοτΑ τοαατοοαοΑ ατοοοοΑ οαΑ Α τοΑ αττταΑ Α Α οαΑ οτοτοτΑ ΤΑ Α
ΑΑΟΑΤαΤΑΟΤΤΤΤΑΟΑΑΟΟΟΑΑΑΟΑΟΤΤΟΑΑΑΟΤΟΤΤΤΑΑΑΑΑΤΑΟΑΤΟΤΟΟΟΤΤΑΤΤΤ
Α τ τ ο ο Α ο ο α τ τ τ ο τ τ τ α ο ο ο α Α τ τ ο τ ο α α τ ο α Α τ α α τ τ ο τ α ο τ τ ο α Α α ο τ ο ο τ τ τ τ τ τ Α
ΟΑΤΟΟΤΟΟΑΑΤΑΤΟΤΟΤΤΟΤΤΤΤΟΤΤΑΤΤΤΤΟΤΤΤΟΟΑΟΟΤΑΑαΟΑΟΤΤΤΑΟΟΟΤΟΟΤΤ
ΤΤΤΟΑΤΤΟΑΤΤΑΑΑΑΑΤΑΑΟΤΟΑΟΑΑΟΤΟΤΤαΤΑΑΤΑΤΤΤΤΟΟΤΟαΤΤΤΤΤΑΑΑΤΤΤΤΟ
τΑ οατοΑ Α Α Α Ο Α ααττΑ Α Α Ο Ο τοτοτΑ οοοττααοτοαοτοααΑ τοτττααΑ οτοττοτ
ΑΑΑΑΑΟΤΑΤΑΤΟΑΑΑΤΤΑΤΤΟαΤΤΟΑΑΟΤΤΤααΤΑΟΟΤαΤΟΤΟΟΤαΑΟΤΤΤΟΑΟΤΤΟΑΤ
ΟαΤΟααΑΑΟΤΤΟΟΑαΤΟΤΑΑΟΤΤΑΤΤΟΤΤΟΑΤΟΤΑΟΤΟΤΟαΤΟΑΤΟΤαΑΟΤαΤΟΟΑΑΑΟ
ΤΤΑΑαΑΤΤΑΤΟΑΟΟΟΤΤΤΤαΤΟΟΤΟΑΑΑΑΑΑΤΤΤΤΟΑΑΑΟΑΤΤΑΑΑΑΟΤΑΤΤΑΤΑΟΑΤΑ
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ΤΑΟΑΟΟΤΟΑΤΑΤΑΑΑΑΤΤΑΟΟΤΟΟΑΤΤΟΑΟΤΑΑΑΤΤΤΟΤΤΤΟΤΤΟΤΤΟΤΤΟΤΤΟΤΤΟΤΤ
ΟΤΤαΤΤΟΤΤΟΤΤΟΑΟΑΟΑΟΑΟΤΟΤΤΟΤΤΤΤΟαΑΟαααΑΟΟΟΤΟΟΑΟΤΟΟΑΟΤΟΟαΑΟΟΑ
τοττοοοτοΑ οτοοΑ Α οατατοαοτΑ Ο Ο οοΑ ττοΑ Α Ο Ο Α Α ττοτοαατοοαταΑ οαοτο
ΟΤΟΑΟΤΑΟΟΤΑΟΟΑΤΤΑαΑΟΟΤΟΟΟΤΟαΟΑααΑΟΑΟΟαΟΟαΤΑΑΤΤΤΤΟΑΤΑΤΤΤΤΤΟΑ
οτΑ θΑ θΑ α οοοοτττα οα α Α τοττοοα τΑ θοα τοοτα ττΑ Α Α θτοα τΑ Α θοτα Α θοτοΑ
τααΑ αοοοοοττοοαατοαοΑ Α Α οτοοτοοοΑ ττΑ Ο Α Ο οτατοΑ οαοτοαΑ τοοαοΑ οα
αΤΑΑΑΤΤΤΟΤΑΤΤΤΤΤΤΟΑΑΤΤΟΑΟΤΑΤΑΑΟΑΟΤΤΤΟαΤΑαΤΑΤΑΤΑΤΑΑΤΤΤΑΆΤΑΟΑ 
ΤΤΤΤΑΤΤΤΑΤΟΤΤΤΤΑΟΤΟΤΤΤΟΑΟΑΤΑΑΟΟΤαΤΟΑΑΑΆΑΟΑαΤΤΤΑΑΆΑΤΑΑΤΟΟΤΑΤ 
ΤΑΟΑαΑΑΑΟΟΤΟΟΑΤΤΤΑΟΟΑΑΑΑΑΑΤΑΟΑΟΤΑΑΑΑΤαΑΤΑΑΤΑΟΑΟΑΑΑΟΤΑΑΑΑΤΤΤ 
ΟΟαΤΑΟαΤΤΑΤΟΑΟΟΟΤΤΤΤΤΑΟαΤΑΑΑΤΑΤΑΤΑΟΤΟΤΤΟΤΟΤΑΟΤΤΤΑΆΑΑΟΑΤΤΤΟΑ 
ΑαΤΤΟΟΟΤΑΟΤΤΑΟΤαΤΟΟΤΤΟΟΟΑΑΑΤΤΤΑΟΟΑΟαΤΤΟΤΤαΟΟΑΤΤΟΟΟΑΑΑΤΟαΑΤΤ 
ΤΑΟΑΑΑ.ΤΤθααΤΤΟΤΟΑΟΤθαθΤΟΟΤΑΟΟΤΑΆΤΑΟΑΟΤΟΟΤΟΑΟΑΟΑΤΟΤΟΟΤΑαΤΤΟΤ 
ΑΑΟΑΟΤΑΤΤΤΑΑΑΤΤΤΟΤΤΤΟΤΤΑΟΤΤΟΟΑΑΟΑΤΟΟΑΤΤΤΟΑΤΑΤΟΟΑαΑΑΤΑΤΟΤΑΑΑ 
ΤΟΑΑΟΑαΟΑΟΤΟΑΤΑΑΟΤΑΑΑΤΤΟΟΤΑΑΟΑΤΤΤΤΟΤΤΟααΑΤΤΑααΑΟΑΑΟαΑΑΑΟαΤΟ 
ΟΤΟαΤΑΑΟΟαΑΑΟΑΤαΤΟΟΟΑαΑΤΑΟΟΑΤΤΤΟΤΑΟΤΟΟΟΤΑΑΑΤΟΤΤΑΟΤΤΟΤΤΤΤΟΤΟ 
Ο ΟΟΤΤΟΑΟΟΤ αΑΟΤΑΑΤΑΑΑΤΑΟΑΑΑΑΑΑΑΤΟΑΤΤΤΤΤαΤΑΟΑΟΟΑΟΑΟΤαΤΤΑΑΑΑΤα
Α ο ο το ο ο ο ο τΑ ο ο ο ο Α τ ο ο Α Ο τ το τ τα ο ττ τ ο α τΑ α ο ο α ττ τ τα τ α τ τ τ τΑ τα ο τ τ τ ο Α
ΤΑΤΑΤΑΟΑΟΑΤθαΑΑΑ.ΟΤΤΤΑΟΑΑααΤΤΑΤΤθαΑΤΟΟΤΟΤΟΤΤΤΟΑΟΑΤΤΤΑΟΑΑΑΑΟΑ 
ΤαΤΑΑΤΤΤαΤΟΤΟΤαΑΟΟΤΟΤΟΤΤΑΑΑΟΑΟΑΟΑΑαΤΟΑΑΟαΤΤΤΤΟΑΤΟΑΑΟΟΤΟΟΤΑΤ 
ΤΑΑΤαΤΑΟΑΑΑΟΟαΑΑΑαααΑΤΤΤΟΑΟΤΟΑΑΑΤΑΤΟΑΑΤΟΟΟΤΤΤΟαΑΤΑΤαΤΑΟΟΟΟα 
Τ Τ Τ Τ Τ Τ Τ Α Ο Α 0 0 ^ τ ο α α τ Α τ ο α ο Α τ ο α τ α α Α Τ Ο Ο Τ Τ Τ Ο Α Ο Τ Τ Τ Ο Α Ο Τ Τ Τ Τ Α Τ Τ Α Τ Τ Τ Α  

ΤΤΑΤΤΤΤΑΑΤΤΟαΑΟΤΟΟΟΟαΑΤαΤΤΑΤΑΑΤΑαΑΑΟΤΤΟΤΤΤΟΤΤΟΤΑΟΑΑΟΑΟΑΟΑΟα 
ΤΟΑΤΑΟΟΟΤΑΑΑΤΟΤΤΟΑ?^ΑΑΑΑ.ΟΑΆθαΑΤθααταθΤΤαΤΟθαΤθαθΑΟθαΑαθΤΟΑΑΟ 
αΑΟΤΤΟΑΑαΑΟΑΟΟαΑΟΤΤΑΤΤαΤΤΟΟΑΤΤΑΤΤΑΤΟΤΟΤΑααΤΤΟΟΑΟΤΟΑΤΟΟΤΟΤΤΟ 
ΟΤΟΤΤΟΤΑΤΤΟΑΤΑΤΤΟΤΟΟΟΑΟΑαΤΟΟΟΑΑΤΑΟΟΑΟΟΤΤΟΤΑΟΤΑΤΤΟΑΆΑΤΑΑΤΟΑΑ 
ΑΟΑΟΑΤΑΑΤΤΤαΑΟΟΤΟΤΤΑΟΑΑΟΑΑΟΑΑΟΑαΑΑΑΑ.αΑΤθαΤΑΑΤΤΑΟΑΑΑΑΑΟΤθαΤΟ 
αΤΤΤΑΑΟΤΑΑΤΑΤΟΤΑΟαΟΑαΑΤΤΤΟΑΑΤαΟΤαΤΑαΟΑαΑΑΟΤΟΤΤΤΤΤΤΟαΑΑΤαΤΤΟ 
ΑΑαΤΤΤΟΑΤΤΑΟΟΤΤΟΑΑΑΟΑΟΑΑΟαΤΟΤΑΤΤΤΑαΑΟΟΑΟΑΑΑΟΑΟΟΤΟΑΤΤΑΤΟΟΑΟΟ 
ΟΑΑΤΟΑΑΑΑΆΤΑΟΤΟαΤΤΤΟΑΟΤΤΑΟΤΑΟΟΤΑΟαΤΤΤΑΑΟΤΟΑΟΟΑΟΤΤΑΟΤΑΑΤΟΑΟΑ 
ΑΑΤ Τ Τ Τ ΑΤ ΑΑΑΤΟΤΟΤ ΑΤ Τ Τ Ο Τ ΟΤ ΟΤΑΤ Τ Ο ΑΟ ΑΤ ΑΟ ΑΤ ΑΤ ΑΤ ΑΤ ΑΤ ΑΟ ΑΟ ΑΟ ΑΤ ΑΤ ΑΤ Α 
ΤΟΤΑΟΑΤΑαΑΟΑΤΑΟΑΤΑΟΑΤΑΤΤΑΟΟΑΤΑαΤΟΑΑΟΟΟΑΑΑΤΟΟΑΤΤΤΑΤΑΤΤΤΟΑΑΤΤ 
ΤΟΑΤΑΤΤΤΟΑΑΤΑΤΤΤΟΑΑΟΤΤΟΤΟΤΑΤΤΤΑΤΑΤΤΤΟΑΤΤΤΑΤΟΑαταΤΤΟΤΟΤΑΤΤΟΑ 
ΟΤαΑααΑΑΟΟΑΤΟΟαΟΤΤΑΟΤαΤΟΑΑΟΑΤΑΑΟΑΑΟΟΑΤΑΟΤΤΤΑΑΤΑΤΟΟΑΟΤΟΟΟΟΟΤ 
ΤαΑΟΑΟΤΟΑαΟΤΑΤΟΤΟΟΟΑΟΟΤΤΑΑΑαΤΤΑΑΑΤΑΤΟαΑΑΑΟΑΤΟαΟΤΤΤΤΟΑΑΤΤΤΟΑ 
ΑΑΟΑΤΤΑΑΑΑΟΑΟΑΟΟΤΑΟΑΟΤΑαΤΑΟΤΑΤΤΟΤΑΟΤΟΤΟΑΑΟΑΤΟΤΑΤΟΟΤΟΤΟΤΟΑΤΤ 
ΤΟΤΟΑΑΑΑΤΑΟΑΑΑΟΟΤΤΑΤΤΤΤΤαΟΤΑΟΤΤΤΑΟΤΑΤαΑΑαΑΤΤΤΤΑΟΑΑΤΟΤΟΑΑΑΤΤ 
ΤΟΑΤΟΟαΤΤΟΤΟΑΑΟΑΑΟΤΑΑΤΤΤΤΑΤΑΤΤΟΤΟΟΤΤΤΑΑΤΤΤΤΤΤΑΑΑΑΑΟΤΑΤΤΟΤΤΤ 
ΑΤΤΟΑΤΑΤΟΤΑΤΑΟΑΑΤΟΟΤΤΑΑΑΑΤΑΟΟΑΟΤΟΤΑΟΑΟΑΑΟΑΤΟΤΤΤαΟΑΑΑΑαΤΤΤΑΑ 
ΟΤαΟΟαΑΤΑΤΟΤΤΤΤΟΤΟΤΑΤΑΟΑΟαΤΤΑΑΑΑΤΟΑΑΑΑΑΤΟΤΑΤΟΤΤΑΑΟΑΟΑΑΤΤΤΤΤ 
ΤΟΤΑΤΤΑΟΤΤΑΤΟΟΑΤΟΑΤΟΟΤΤΤΑΑΑΑΤΟΑΤΤΤΤΤΟΤΤΟΑΤΑΤΤΤΑΤΤΤΤΑΟΤΟΟΑΤΤ 
ΤΤΟΤΤΤΤΤΤΤαταΤΟΟΟΤΟΑΟΟΟΑΤαΤΟΟΤΤΑαΤΟΟΤΤΑΤΤΤΤΑΑΑΑΑΟΑΑΤΑΑΑΟΑΟΑ 
τ τ ο ο τ ο ο
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ II
Οι θέσεις διάσπασης του πλασμιδιακού φορέα ρΕΤ 20β(+) από περιοριστικά ένζυμα.

ΕΒΟΙπβ # ΧΚο; ΙοοβΙΙοικ
ΑαΙ 2 180 1208
ΛαΊΙΙ ϋ 9(7 108Β 1390 2630 3314
ΛαΙ 49
ΑΓΙΙΙΙ 1 1438
ΛΙιιΙ 1!)
ΛΙ'αΊ ι;)
ΛΙ«2ΙΙ 7 159

ΖίΙΙΤ
190
3032

432 1256 1756

ΛΙ-Α'ΉΙ 3 1252 1752 2998
ΛΙ’Λ'ΜΙ 1 1854
Α|«Ι ί 192 3276 3287
ΛνηΙ ?. 158 3Β8
Αν»ΙΙ 5 402 444 723 2469 2691
ΒβιηΗΙ 1 198
Βαιιΐ 2 2279 3511
ΒαιιΐΙ 1 130 3549
ΒίβΙ I 556
ΒΙΜ 26
ΒαΙ 6 227

3481
2369 2492 2779 3464

Βα-831
ω

Γι
2

21
1940

1529
3500

1827 2068 2936

Βαρ 160
2870

194 1015 1049 2836

ΒΤβΙ 7 70
2521

327
3525

452 1933 2186

Ββ« 237 2451
&1ΙΙΙ 1 384
ΒμιιιΙ 965 2401
ΒρυΙΟΙ 1 544
Βμι1102Ι 1 80
ΒίίΐΙ 351 2392
ΒϊϋΛΙ 1100 3174
ΙΪ53β! 2 383 635
ΒβπΗΙ 1 2868
ΒχϋΙ ■1 57 220 410 1598
ΒϋίΜΙ 2 627 1644 1791 2622
ΒμΧΙ 1 3422
ΒϊϋΙ 2 1154 3381
Βα(ΪΙ 10 44 414 709 1132 1765

2111 2332 2356 2078 3563
Β»ΚΙ 1 260
β51)Ι 1 598
135(1 1611 2995
Β$ί!:| 169

2850
271 1354 1778 2701

ΒϊΙΙ 12
ΒνηιΑΙ 1 351 1079 2392 3168
Β;ηιΒΙ 1 1079
ΒϊιιιΠ 2 •709 31)89
ΒδοΗ 38
ΒϊμΖ-41 ■1 1931 1963 2109 2141
Β5|)128ΘΙ 159

2917
1Κ)
3032

432
3549

1256 175(1

ΒϊμΙΙ 2 2 627
ΒνμΟΙ 1 964
Β5|!ΐ.ΙΙΠΙ 1 1438
ΒψΜ! 1 268
ΒϋΐΙ Μ
ΒμΒΙ 3 1371 3172 3618
Β5ΙΟΙ 2392 2566
Β5ΐίΙ 231 2111 3575
Β51Π07Ι 1 1209
Β·ι1¥Ι 10 132 198 384 630 2079

2090 2175 2188 2956 2973
ϋΰϊ8Ι 16
<*Ι 10 1451 14Β4 1925 1950 2003

2905 2035 2039 2103 2136
ςοΡί 10 1925 1957 1958 1990 2103

2136 2223 2256 2695 2728
ανυι 57
ΟΜ Β

Επιυπν » $1(οί Ικιϋοικ
ϋάρ( 10 80 101 136 544 706

1246 1713 2122 2288 2828
ΒρηΙ 19
ΟιαΙ 3 2197 2216 2908
Μ Ι 1 3474
Μ 3 1131 1546 3429
1)1(111 1 3479
1)53! 2 220 410
Μ 4 166 223 407 2719
Ιβςΐ 1 166
Εθΐη1105Ι 1 2331
ΙνίΓΐ 2 1322 3126
ΕοΐΙ 3 1512 1658 2486
Εεο47ΙΙΙ 1 692
Εα>571 2 1986 2998
[0)01091 3 53 402 444
Είο&Ι 1 192
(:€0ίΐΙΙ 4 404 1464 1585 1598
ΕίοΚν 1 217
ΝυΙ 8 368

1151
453
3611

734
3650

920 1141

ΓίΛΙ » 657
2297

719
2478

797
2765

983 1124

^ρΙ 2 419 2553
ΟιΙίΙΙ 2 166 2719
ΗιιοΙ 5 225 409 1453 1464 1916
ΗμΙΙ 6 611

3633
694 1316 1686 3625

ΗφιΙΙΙ 14
Η9>1 6 974

3691
1131 1549 2127 2857

Ηβ·Ε» 1 2024
ΗΙίβΙ 23
Ηίη4Ι 2 2330 2404
ΗΙτκΙΙ 1 181
ΗΜΙΙΙ 1 173
ΗΜΙ 9 359 488 992 1338 1413

1Β09 2326 3401 3423
ΗρΙιΙ 9 483 1058 1067 2174 2401

2Β17 3023 3058 3475
ΜικΙΙ 12
ΜϋοΙΙΙ 15
ΜΙχιΙΙ 8 556

3034
1309
3113

2100
3614

2171 2926

ΜπκΙ 3 1653 1837 3451
ΜηΙΙ 20
Μ%1 2 225 409
Μ$οΙ 23
ΜίΙΙ 6 425

3101
620 1011 2533 2742

ΜϊρΙ 18
ΜφΑ11 7 84

2025
267
2966

1029 1148 1780

ΜλοΙ 19
ΜΐΙΙ 7 448

2514
776
2865

1002 1117 1818

ΝμΙ 1 220
ΝιΙοΙ 1 288
Νΐ)ηΛΐν 2 231 3575
ΙΜΙΙ 15
ΝΙθίν 15
ΝυΙΙ 1 166
Ν$ρΙ 3 783 1075 1442
ΡΙΙ1108Ι 1 2349
ΡΙΟ 6 367

3417
1332 1817 2320 3409

Ρφ5ΙΙ 2 402 444
1>φ14061 4 763 2557 2930 3259

1 2576
ΡνιιΙ 1 2701
ΡηιΙΙ 1 1029
Ιίαιΐ 2 2158 3166

Επζνπκ #51ίΜ ΙοοΜΙοικ
(&! 2 1244 2811
5x1 1 190
$3» 1 179
5φΙ 1 1322
5311961 10 53 402 444 723 910

2373 2452 2469 2691 3465
5&13ΑΙ 19
5αΙ 1 2811
5αίΙ 11
ϋίίΐΝΙ 13
5(εΙ 5 352 1703 1894 2572 3693
5φΙ 2 3135 3286
%Ι 7 159 180 190 381 1538

2982 3507
Ϊ(Κ)ΙΙ 6 1340 2679 2864 3017 3034

3378
ΙίιΙ 3 488 302 1413
ΠβΙ 16
ί«.Ί 26
Γδρ45Ι 6 877 1090 1185 2587 2798

3647
ΓδρδΟδΙ η
11)11111 1 1183
ηΐιΐιιιι 4 899 2028 2035 2067
υϋ!ΐ.>ι 12
νφ| 3 207 367 2503
;<1μι 1 326
ΧΙτηΙ 1 158
Χη»ιΙ 3 208 990 2930

Εηφπκ ΐΗίΙ (Ιο ι»1 ςΐΑ ρίΐ ·20ϋ( ι)
Λ81ΙΙ ΑίΙΙΙ Αί)θΙ Αρ4ΐ ΑραΒί
ΑϊίΙ ΑνιΙΙ ΒίκΙ β£ II Βίΐκ)Ι
Β»ηΐ 6301 ΒΚΗΙΙ Β&ΙΙ 051X1
Β*ι36| 0)31 ΙϊοΝΙ ΡμΙ ΗραΙ
Κρηΐ ΜΙιιΙ ΙΑκΐΙ ΝίΗ ΝίκΊ
(*υ) Ν$1ί Ν3ρν ΡκΙ ΙΉΜΙ
ΡγτκΙ ΡτηΙΙ ΡϊΙιΛΙ ίβοΑΙ Κ&ιΙΙ
5x11 5««ΑΙ δΓιΐ 5ΐ|ΙΙ 59 Α)
ΪΠΜΙ ϊ«3Β1 5ρβ( δμΙΙΙ 5ίΙΪ
$5033871 5(υΙ 5υηΙ 5\ν3ΐ ΧαηΙ
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ III
Α. Χημικές μετατοπίσεις (ρρηι) της ανθρώπινης αρο ΜΝΚ5

Ν ( ΗΝ) 0 0 ΟΑ (ΗΑ) ΟΒ (ΗΒ) 0 £ ΐ ΐ 6 Γ 8
Ν - 1

( - )

1 7 2 0 5 0  . 4  
( 4 . 6 9 )

3 6  . 1 ( 2 . 7 4  , 2 . 6 5 ) ΝΌ2 1 1 2 . 6  ( 7 . 5 0  
, 6 . 8 4 )

3 - 2
( 8 . 1 2 )

1 7 1 0 5 4 . 4
( 4 . 7 4 )

6 2  . 6 ( 3 . 5 8  , 3 . 5 1 )

3 - 3 1 1 8  . 5 
( 8 . 3 6 )

1 6 8 9 5 4 . 7
( 4 . 6 0 )

6 2  . 6 ( 3 . 3 8  , 2 . 6 0 )

Κ - 4 1 2 1 . 4  
( 8 . 3 9 )

1 7 3 3 5 2 . 1
( 5 . 6 2 )

3 3  . 5 ( 1 . 4 6 ) Οϋ  2 6 . 7  ( 1 . 4 4 )  
ΟΕ 3 8 . 7  ( 2 . 7 0 )  
0 0  2 1 . 5  ( 1 . 0 9  
, 0 . 9 1 )

0 - 5 1 1 8  . 8 
( 9 . 2 0 )

1 6 8 1 5 5 2  . 1  
( 5 . 1 1 )

2 8 . 9 ( 3 . 0 3  , 2 . 9 5 )

Υ - 6 1 1 8  . 8 
( 8 . 8 5 )

1 7 2 3 5 3 . 6
( 5 . 4 3 )

3 8  . 7 ( 2 . 6 8  , 2 . 6 0 ) ΟΌ -  ( 6 . 9 3 )  ΟΕ -  
( 6 . 7 0 )

1 - 7 1 2 1 . 6  
( 8 . 9 5 )

1 7 2 6 5 5 . 5
( 4 . 6 6 )

3 9 . 4 ( 1 . 4 5 ) Ο ϋ ΐ  1 0 . 3  ( 0 . 4 5 )  
0 0 1  2 5 . 3  ( 1 . 2 1  , 
0 . 9 0 )  0 0 2  1 5 . 5  
( 0 . 6 0 )

0 - 8 1 2 9 . 0
( 9 . 2 4 )

1 7 2 9 5 2  . 7  
( 4 . 6 2 )

2 6  . 4 ( 1 . 9 0 ) 0 0  3 1 . 0  ( 2 . 1 2  
, 2 . 0 3 )  ΝΕ2  

( - )
ν-9 1 3 1 . 2

( 8 . 9 8 )
1 7 4 3 5 8  . 1  

( 5 . 0 3 )
3 1 . 2 ( 1 . 4 7 ) 0 0 1  1 8 . 7  

( 0 . 6 8 )  0 0 2  
( 0 . 6 8 )  ΗΟ ( 0 . 6 6 )

Τ - 1 0 1 2 1 .  1 
( 8 . 9 6 )

1 7 2 1 5 7 . 5
( 4 . 6 5 )

6 7  . 8 ( 4 . 1 1 ) 0 0 2  1 8 . 5  
( 1 . 0 4 )

α - ι ι 1 0 9 .  0 
( 8 . 6 2 )

1 7 3 4 4 1 . 7  ( 4 . 6 5  
, 3 . 6 4 )

Μ - 1 2 1 1 9  . 7  
( 8 . 6 1 )

1 7 4 9 5 3 . 6
( 4 . 7 7 )

3 2  . 0 ( 2 . 2 0  , 1 . 4 5 ) ΟΕ -  ( - )  0 0  
-  ( 2 . 1 8  , 1 . 9 9 )

Τ - 1 3

( - )

- 5 9 . 6
( 4 . 4 4 )

6 8 . 6 ( 4 . 1 8 ) 0 0 2  -  ( 1 . 0 6 )

0 - 1 4

( - )
- 5 4 . 4

( 4 . 9 3 )
2 8 . 2 ( 3 . 2 5  , 3 . 0 5 )

Α - 1 5

( - )

- -  ( - ) -  ( - )

3 - 1 6
( - )

- 5 8 . 9
( 4 . 2 3 )

5 9  . 6 ( 4 . 0 0  , 3 . 8 8 )

0 - 1 7 1 7 4 9 6 0  . 4  
( 4 . 1 0 )

2 6  . 0 ( 3 . 1 6  , 2 . 8 8 )

ν - 1 8 1 1 7  . 4  
( 6 . 5 9 )

1 7 4 9 6 3  . 3  
( 3 . 0 5 )

2 9 . 0 ( 2 . 1 6 ) 0 0 1  2 0 . 0  
( 0 . 9 0 )  0 0 2  
1 8 . 5  ( 0 . 8 0 )

Α - 1 9 1 1 9  . 4 
( 7 . 5 7 )

1 7 7 5 5 1 . 4
( 4 . 0 8 )

1 4  . 8 ( 1 . 3 7 )

Ν - 2 0 1 1 6  . 6 
( 7 . 8 5 )

1 7 5 6 5 2  . 9 
( 4 . 3 4 )

3 5  . 7 ( 3 . 0 2  , 2 . 9 8 ) Ν ϋ 2  1 1 0 . 7  ( 7 . 4 0  
, 6 . 9 6 )

1 - 2 1 1 2 0  . 0 
( 7 . 7 4 )

1 7 5 2 6 3  . 3 
( 3 . 3 8 )

3 5 . 7 ( 1 . 5 5 ) ΟΌ1 1 0 . 3  ί -  
0 .  1 1 )  0 0 1  2 7 . 5  
( 1 . 6 2  , 0 . 3 9 )

0 0 2  1 4 . 8  ( 0 . 5 0 )
Ε - 2 2 1 1 6  . 9  

( 8 . 4 1 )
1 7 6 0 5 7 . 4  

( 3 . 5 5 )
2 6  . 7 ( 1 . 9 9  , 1 .  8 1 ) 0 0  3 4 . 2  ( 2 . 4 1  

, 1 . 8 6 )
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Κ - 2 3 1 1 5  . 7  
( 8 . 3 2 )

1 7 6 . 4 5 6 . 6  
( 3 . 8 0 )

2 7 . 4  ( 1 . 8 7  , 1 . 7 4 ) ΟΌ 4 0 . 8  
( 3 . 0 8 )  0 0  

2 4 . 5  ( 1 . 5 5  , 
1 . 5 2 )

Ν - 2 4 1 1 4  . 6  
( 7 . 3 5 )

1 7 4  . 8 5 3  . 6 
( 4 . 3 1 )

3 6 . 5  ( 2 . 6 3  , 2 . 5 8 ) Ν 0 2  1 1 7 . 1  ( 7 . 9 0  
, 6 . 9 8 )

Ι ι - 2 5 1 2 1 . 1  
( 8 . 1 9 )

1 7 6 . 1 5 4  . 4  
( 3 . 8 3 )

3 7 . 9  ( 1 . 7 4  ; 1 . 2 5 ) 0 0 1  2 1 . 5  
( 0 . 6 8 )  0 0 2  

2 1 . 5  ( 0 . 6 3 )  0 0  
2 6 . 7  ( 1 . 4 8 )

Κ - 2  6 1 1 4 . 6
( 7 . 6 7 )

1 7 4 . 3 5 5  . 9 
( 3 . 7 3 )

2 7 . 5  ( 1 . 7 2 ) ΟΌ 4 0 . 9  ( 3 . 0 1 )  
0 0  2 5 . 4  ( 1 . 6 5  
, 1 - 5 4 )

Κ . - 2 7 1 1 4  . 0 
( 6 . 6 7 )

1 7 4 . 3 5 2  . 9 
( 4 . 1 1 )

2 7 . 9  ( 1 . 7 6 ) Οϋ  4 0 . 2  
( 3 . 0 7 )  0 0  

2 3 . 9  ( 1 . 6 0  , 
1 .  5 4 )

Ε - 2 8 1 2 0  . 0 
( 7 . 1 8 )

1 7 4  . 4 5 2  . 1 
( 4 . 0 1 )

2 6 . 5  ( 1 . 6 0 ) 0 0  3 1 . 2  ( 1 . 8 1  
, 1 . 2 3 )

Ε - 2 9 1 2 5  . 0 
( 8 . 4 9 )

1 7 4 . 6 5 5  . 1 
( 3 . 8 4 )

2 6 . 1  ( 1 . 8 2 ) 0 0  3 3 . 2  ( 2 . 1 6 )

0 - 3 0 1 0 8  . 7  
( 8  . 4 8 )

1 7 0  . 2 4 1 . 7  ( 3 . 8 9  
, 3 . 3 6 )

1 - 3 1 1 1 8  . 3 
( 7 . 1 1 )

1 7 3  . 4 5 6  . 6 
( 3 . 9 3 )

3 3 . 5  ( 2 . 0 3 ) 0 Ό 1  8 . 8 
( 0 . 5 4 )  0 0 1  

2 3 . 8  ( 1 . 3 1  ,
0 . 8 2 )  0 0 2  1 4 . 1  
( 0 . 4 6 )

Υ - 3 2 1 2 6  . 4  
( 8 . 8 2 )

1 7 4  . 3 5 5  . 9 
( 4  . 5 8 )

3 6 . 5  ( 3 . 0 3  , 2 . 3 4 ) 0 0  -  ( 6 . 7 9 )  ΟΕ 
-  ( 6 . 6 6 )

5 - 3 3 1 1 0 . 1
( 7 . 7 9 )

1 6 9 . 3 5 4  . 4  
( 4 . 4 9 )

6 1 . 8  ( 3 . 7 4 )

1 - 3 4 1 1 9 . 4  
( 8 . 4 2 )

1 6 9 . 1 5 6  . 3  
( 4 . 9 3 )

3 7 . 2  ( 1 . 5 7 ) 0 0 1  1 2 . 8  
( 0 . 5 2 )  0 0 1  
( - )  0 0 2  1 3 . 4  
( 0 . 8 1 )

Ι ι - 3 5 1 2 8  . 7  
( 8 . 3 1 )

1 7 3  . 8 5 0 . 8
( 4 . 7 3 )

4 2 . 4  ( 1 . 4 5 ) 0 Ό 1  2 1 . 9  
( 0 . 7 9 )  Οϋ 2  

2 1 . 8  ( 0 . 7 6 )  0 0  
2 4 . 7  ( 1 . 3 8 )

ν - 3 6 1 2 7 . 3  
( 9 . 4 7 )

1 7 1 .  0 5 8  . 9 
( 4 . 3 3 )

2 9 . 6  ( 1 . 9 8 ) 0 0 1  1 9 . 1  
( 0 . 6 7 )  0 0 2  
1 9 . 5  ( 0 . 5 6 )

Α - 3 7 1 3 1 . 5  
( 8 . 5 2 )

1 7 4  . 3 4 6  . 9 
( 4 . 5 8 )

1 7 . 0  ( 1 . 3 2 )

Ι ι - 3  8 1 2 6  . 1  
( 8 . 5 3 )

1 7 6 . 0 5 5  . 9 
( 3 . 6 4 )

3 8 . 7  ( 1 . 6 3  , 1 . 3 7 ) 0 0 1  2 2 . 8  
( 0 . 6 2 )  0 Ό2  

2 0 . 0  ( 0 . 5 4 )  0 0  
2 3 . 9  ( 1 . 2 8 )

Μ - 3 9 1 1 5 . 7  
( 8 . 5 5 )

1 7 5  . 5 5 5  . 1  
( 4 . 0 8 )

2 7 . 9  ( 1 . 9 4 ) ΟΕ -  ( - )  0 0  
2 9 . 7  ( 2 . 5 5  ,
2 . 4 2 )

Α - 4 0 1 1 8  . 3  
( 7 . 2 0 )

1 7 5 . 7 4 9  . 1 
( 4 . 2 2 )

1 7 . 0  ( 1 . 2 7 )

0 - 4 1 1 0 7  . 6 
( 7 . 7 0 )

1 7 0  . 8 4 3 . 2  ( 3 . 9 1  
, 3 . 3 7 )

Κ - 4 2 1 1 5  . 7 
( 7 . 0 6 )

1 7 1 .  8 5 2  . 1 
( 5 . 2 2 )

3 4 . 2  ( 1 . 5 8  , 1 . 4 5 ) 0 0  -  ( - )  ΟΕ 
3 8 . 7  ( 2 . 6 9 )  0 0
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2 1 . 5  ( 1 . 2 6  , 
1 . 1 4 )

Α - 4 3 1 2 5  . 3 
( 9 . 4 6 )

1 7 2  . 4 4 6 . 9
( 5 . 2 0 )

1 8 . 5  ( 0 . 9 3 )

Ε - 4 4 1 2 3  . 6  
( 8 . 8 5 )

1 7 3  . 3 5 1 .  9 
( 4 . 6 1 )

2 8 . 9  ( 1 . 9 1 ) 0 0  3 3 . 5  ( 1 . 6 8 )

ν - 4 5 1 2 8  . 1  
( 8 . 8 5 )

1 7 2  . 3 5 8 . 1
( 4 . 7 5 )

3 1 . 2  ( 2 . 0 0 ) 0 0 1  1 9 . 3  
( 0 . 8 6 )  0 0 2  
1 7 . 8  ( 0 . 5 1 )

Κ - 4 6 1 2 7  . 6 
( 8 . 5 5 )

1 7 3  . 8 5 2  . 1  
( 5 . 5 4 )

2 8 . 9  ( 1 . 8 6  , 1 . 7 9 ) 0 0  4 0 . 2  
( 2 . 9 5 )  0 0  

2 5 . 3  ( 1 . 5 8  , 
1 . 3 5 )

Υ - 4 7 1 2 3  . 6 
( 9 . 1 1 )

1 6 9 . 1 5 2  . 9  
( 5 . 3 0 )

3 8 . 7  ( 2 . 6 4  , 2 . 3 4 ) Οϋ  -  ( 6 . 7 4 )  
ΟΕ -  ( 6 . 4 4 )

Ν - 4 8 1 1 8  . 5 
( 8 . 8 0 )

1 6 9 . 0 4 5  . 4  
( 5 . 1 0 )

3 5 . 7  ( 2 . 9 2  ; 2 . 5 8 ) ΝΌ2 1 1 1 . 8  ( 7 . 7 3  
, 7 . 1 8 )

Ρ - 4 9 1 7 4  . 9 6 0  . 4  
( 5 . 3 0 )

2 9 . 7  ( 2 . 2 0  , 2 . 0 6 ) ΟΌ 4 7 . 7  ( 3 . 8 2  
, 3 . 6 1 )  0 0  
2 3 . 8  ( 1 . 8 1 )

Α - 5 0 1 2 0  . 2 
( 7 . 8 0 )

1 7 5  . 7 5 0 . 6
( 4 . 1 7 )

1 5 . 5  ( 1 . 3 3 )

ν-51 1 1 5 . 2
( 7 . 6 5 )

1 7 1 . 8 5 9  . 6 
( 4 . 0 3 )

3 2 . 0  ( 1 . 8 7 ) 0 0 1  1 8 . 4  
( 0 . 7 6 )  0 0 2  
1 8 . 4  ( 0 . 7 3 )

1 - 5 2 1 2 1 . 4
( 8 . 2 9 )

1 6 8  . 1 5 7 . 4  
( 4 . 4 4 )

3 9 . 4  ( 1 . 6 0 ) Ο ϋ ΐ  1 1 . 8  ( 0 . 7 2 )  
0 0 1  2 6 . 7  ( 1 . 5 3  , 
1 . 0 0 )  0 0 2  1 4 . 0  
( 0 . 6 4 )

0 - 5 3 1 1 8  . 8 
( 6 . 7 3 )

1 7 2  . 4 4 9 .  9 
( 4  . 8 6 )

2 7 . 8  ( 2 . 1 3  , 1 . 6 8 ) 0 0  3 0 . 5  ( 2 . 3 2 )  
ΝΕ 2  1 1 3 . 8  ( 7 . 3 4  
, 6 . 8 7 )

Ρ - 5 4 6 4  . 1 
( 3 . 7 2 )

2 7 . 5  ( 2 . 0 2 ) ΟΌ 4 7 . 7  
( 3 . 5 6 )  0 0  

2 4 . 5  ( 2 . 1 7  , 
1 . 3 6 )

Ρ - 5 5 1 7 7  . 1 6 3  . 3 
( 4 . 0 4 )

2 8 . 2  ( 2 . 2 6  , 1 . 6 9 ) 0 0  4 6 . 9  ( 3 . 6 1  
, 3 . 1 6 )  0 0  
2 5 . 8  ( 2 . 0 0  ,
1 . 8 5 )

Μ - 5 6 1 1 5  . 4  
( 7 . 1 4 )

1 7 5  . 0 5 4  . 4  
( 3 . 9 5 )

2 9 . 9  ( 1 . 9 0 ) ΟΕ -  ( - )  0 0  
2 9 . 0  ( 2 . 4 1  , 
2 . 2 1 )

1 - 5 7 1 2 0 . 0
( 6 . 9 5 )

1 7 5  . 1 6 2  . 6  
( 3 . 2 2 )

3 4 . 2  ( 1 . 6 3 ) 0 0 1  9 . 6  ( -  
0 . 1 2 )  0 0 1  
( 0 . 3 7 )  0 0 2  
1 5 . 3  ( 0 . 4 9 )

Α - 5 8 1 1 8 . 5
( 7 . 6 7 )

1 7 6  . 4 5 2  . 1  
( 3 . 5 8 )

1 4 . 1  ( 1 . 1 1 )

Ε - 5 9 1 1 8  . 3 
( 7 . 4 3 )

1 7 6  . 0 5 6 . 6
( 3 . 8 1 )

2 6 . 0  ( 1 . 9 4  , 1 . 9 1 ) 0 0  3 2 . 7  ( 2 . 1 4 )

Ρ - 6 0 1 1 8  . 3  
( 7  . 7 1 )

1 7 6  . 7 5 6  . 6 
( 4 . 3 3 )

3 5 . 7  ( 3 . 0 6  ; 3 . 1 0 ) 0 0  -  ( 7 . 0 6 )
ΟΕ -  ( 6 . 9 5 )  ΟΖ 
-  ( - )

1 - 6 1 1 1 8  . 5 
( 7 . 3 6 )

1 7 5  . 7 6 3  . 3 
( 3 . 5 3 )

3 5 . 0  ( 1 . 7 7 ) 0 0 1  1 0 . 3  
( 0 . 4 5 )  0 0 1  

2 7 . 5  ( 0 . 5 5 )  0 0 2  
1 6 . 2  ( 0 . 7 7 )
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Κ. - 6 2 1 2 1 . 1
( 8 . 2 0 )

1 7 9  . 7 5 5  . 9 
( 4  . 9 4 )

2 7 . 2  ( 1 . 7 9 ) Οϋ  4 0 . 9  
( 3 . 2 8 )  0 0  

2 5 . 8  ( 1 . 9 0  , 
1 . 7 2 )

Ε - 6 3 1 2 0 . 2
( 8 . 1 5 )

1 7 5  . 6 5 5  . 9 
( 3  . 9 2 )

2 6 . 0  ( 2 . 0 7  , 2 . 0 0 ) 0 0  3 3 . 5  ( 2 . 3 9  
, 2 . 2 4 )

Ι ι - 6 4 1 1 7  . 1 
( 7 . 3 3 )

1 7 4  . 4 5 2  . 1  
( 4 . 1 6 )

3 8 . 7  ( 2 . 2 5  , 1 . 6 8 ) 0 Ό 1  2 4 . 5  
( 0 . 8 0 )  Ο ϋ 2  
1 9 . 3  ( 0 . 7 0 )  0 0  
2 3 . 0  ( 1 . 9 1 )

0 - 6 5 1 0 5  . 0 
( 7 . 8 8 )

1 7 0 . 8 4 1 . 7  ( 3 . 8 6  
, 3 . 3 9 )

Ρ - 6 6 1 1 9  . 1  
( 6 . 7 1 )

1 7 3  . 4 5 4  . 1  
( 4 . 6 8 )

3 7 . 9  ( 3 . 5 2  , 2 . 2 3 ) ΟΌ -  ( 7 . 1 6 )
ΟΕ -  ( 7 . 0 2 )  ΟΖ 

-  ( - )
0 - 6 7 1 0 8  . 1  

( 8 . 2 2 )
1 7 1 . 4 4 1 . 7  ( 4 . 1 9  

, 3 . 5 4 )
Α - 6 8 1 2 3  . 0 

( 8 . 2 3 )
1 7 3  . 6 4 8 . 4

( 5 . 4 7 )
2 0 . 0  ( 1 . 1 1 )

Τ - 6 9 1 1 6  . 6 
( 8 . 2 1 )

1 7 0  . 7 5 7  . 4  
( 4 . 4 2 )

6 9 . 3  ( 3 . 8 1 ) 0 0 2  1 8 . 5  
( 1 . 0 8 )

ν - 7 0 1 2 7  . 6 
( 8 . 9 6 )

1 7 3  . 5 6 1 . 1  
( 3  . 8 1 )

2 9 . 1  ( 1 . 8 9 ) 0 0 1  1 9 . 4  
( 0 . 6 2 )  0 0 2  
1 8 . 6  ( 0 . 7 9 )

1 - 7 1 1 2 7  . 8 
( 8 . 6 2 )

1 7 3  . 2 5 8 . 1
( 4 . 1 7 )

3 5 . 7  ( 1 . 7 5 ) ΟΌ1 1 0 . 6  
( 0 . 6 9 )  0 0 1  

2 4 . 4  ( 1 . 4 2  ;
0 . 9 7 )  0 0 2  1 4 . 9  
( 0 . 7 6 )

Ε - 7 2 1 2 3  . 6 
( 8 . 2 0 )

- 5 2  . 9 
( 4 . 3 2 )

-  ( 1 . 9 2  , 1 . 8 3 ) 0 0  -  ( 2 . 1 1 )

Ν - 7 3 1 2 0  . 0 
(8  . 4 6 )

- -  ( 4 . 6 6 ) 3 6 . 5  ( 2 . 6 7  , 2 . 4 7 ) Ν 0 2  1 1 2 . 9  ( 7 . 4 8  
, 6 . 8 0 )

1 - 7 4

( - )

1 7 3  . 6 5 8 . 3
( 4 . 0 8 )

3 6 . 2  ( 1 . 7 2 ) 0 0 1  1 0 . 4  
( 0 . 6 9 )  0 0 1  

2 4 . 5  ( 1 . 2 7  ,
1 . 0 0 )  0 0 2  1 4 . 8  
( 0 . 7 4 )

Ε -  7 5 1 2 4  . 5 
( 8 . 3 8 )

1 7 4  . 6 5 4  . 2  
( 4 . 2 1 )

2 7 . 4  ( 1 . 9 3  , 1 . 8 4 ) 0 0  3 3 . 3  ( 2 . 1 5 )

0 - 7 6 1 1 0  . 1  
( 8 . 1 8 )

1 7 0  . 9 4 2  . 8 
( 3 . 8 1 )

Κ-77 1 2 6  . 1  
( 7 . 7 0 )

1 7 8  . 6 5 4  . 4  
( 4 . 0 7 )

2 8 . 6  ( 1 . 7 2  , 1 . 5 7 ) ΟΌ 4 0 . 6  
( 3 . 0 4 )  0 0  

2 4 . 3  ( 1 . 4 4 )  ΟΖ 
-  ΝΕ -  ( - )
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Β. Χημικές μετατοπίσεις (ρρηι) της ανθρώπινης Ου(Ι)-ΜΝΚ5.

Ν (ΗΝ) 0 0 ΟΑ (ΗΑ) ΟΒ ( ΗΒ) 0 £ ] ΐ 6 Γ 3
Ν - 1

( - )
1 7 2  . 1 5 0 . 3 ( 4 . 7 8 ) 3 6  . 1 ( 2 . 7 8  , 2 . 6 8 ) ΝΌ2 1 1 2 . 6  

( 7 . 5 0  , 
6 . 8 4 )

3 - 2 1 1 5  . 4  
( 7 . 5 4 )

1 7 1 .  0 5 4  . 9 ( 4 . 7 8 ) 6 2  . 3 ( 3 . 6 1  , 3 . 5 5 )

8 - 3 1 1 8  . 5 
( 8 . 4 1 )

1 6 9 . 0 5 4 . 6 ( 4 . 6 9 ) 6 2  . 7 ( 3 . 4 4  , 2 . 6 3 )

Κ - 4 1 2 1 . 6  
( 8  . 4 9 )

1 7 3  . 4 5 1 . 8 ( 5 . 6 6 ) 3 3  . 1 ( 1 . 5 1 ) ΟΌ 2 6 . 7  
( 1 . 4 7 )  ΟΕ 

3 9 . 0  ( 2 . 7 4 )  
ΟΟ 2 2 . 0  
( 1 . 1 3  ,
0 . 9 5 )

0 - 5 1 1 8  . 8 
( 9 . 2 8 )

1 6 8 . 2 5 2  . 6 ( 5 . 1 5 ) 2 8  . 8 ( 3 . 0 9  , 3 . 0 0 )

Υ - 6 1 1 8  . 8 
( 8 . 9 0 )

1 7 2  . 3 5 3  . 5 ( 5 . 4 8 ) 3 8  . 8 ( 2 . 7 4  , 2 . 6 5 ) ΟΌ
( 6 . 9 9 )  ΟΕ 
-  ( 6 . 7 6 )

1 - 7 1 2 1 . 6
( 9 . 0 2 )

1 7 2  . 8 5 5  . 3 ( 4 . 7 1 ) 3 9 . 1 ( 1 . 4 8 ) Ο ϋ ΐ  1 0 . 1  
( 0 . 5 0 )  0 0 1

2 5 . 3  ( 1 . 2 6  , 
0 . 9 5 )  0 0 2
1 5 . 3  ( 0 . 6 3 )

<2-8 1 2 8  . 9 
( 9 . 2 9 )

1 7 2  . 9 5 2  . 5 ( 4 . 6 9 ) 2 6 . 5 ( 1 . 9 3 ) 0 0  3 1 . 0  
( 2 . 2 1  , 

2 . 1 4 )  ΝΕ2  
1 1 2 . 0  ( 7 . 4 2  
, 6 . 7 4 )

ν-9 1 3 1 .  2 
( 8 . 8 8 )

1 7 4  . 3 5 7  . 9 ( 5 . 0 8 ) 3 1 . 4 ( 1 . 5 2 ) 0 0 1  1 8 . 5  
( 0 . 7 3 )  0 0 2  
-  ( 0 . 7 3 )  ΗΟ 
( 0 . 7 4 )

Τ - 1 0 1 2 1 .  0 
(9 . 0 5 )

1 7 2  . 1 5 7  . 4 ( 4 . 7 2 ) 6 7  . 6 ( 4 . 1 5 ) 0 0 2  1 8 . 6  
( 1 . 1 1 )

0 - 1 1 1 0 9 . 2  
( 8 . 6 8 )

1 7 3  . 1 4 2  . 2  
3 . 6 7 )

( 4 . 7 1  ,

Μ - 1 2 1 1 9  . 3 
( 8 . 6 5 )

1 7 4  . 9 5 4  . 3 ( 4  . 7 7 ) 3 2  . 0 
1 . 4 7 )

( 2 . 2 9  , 1 . 4 5  , ΟΕ -  ( - )  
0 0
( 1 . 7 7  ,

2 . 0 4 )
Τ - 1 3

( - )
“ -  ( - ) 6 8  . 4 ( 4 . 2 0 ) 0 0 2  

( 1 . 0 7 )
0 - 1 4

( - )
-  ( - ) -  ( - )

Α - 1 5

( - )
- 5 1 . 9 ( 4  . 0 6 ) 1 5  . 7 ( 1 . 4 6 )

5 - 1 6

( - )
5 9 . 0 ( 4 . 2 5 ) 5 9  . 4 ( 4 . 0 2  , 3 . 8 8 )

0 - 1 7 1 7 4  . 6 6 0  . 8 ( 4 . 1 2 ) 2 6  . 1 ( 3 . 1 8  , 2 . 8 9 )
ν - 1 8 1 1 7  . 1  

( 6 . 4 3 )
1 7 4  . 8 6 3  . 5 ( 3 . 0 8 ) 2 8  . 8 ( 2 . 1 8 ) 0 0 1  2 0 . 5  

( 0 . 9 4 )  0 0 2  
1 8 . 3  ( 0 . 8 2 )

Α - 1 9 1 1 9 . 0  
( 7 . 4 2 )

1 7 7  . 3 5 1 .  9 ( 4 . 1 1 ) 1 5  . 3 ( 1 . 4 0 )

Ν - 2 0 1 1 6  . 5 1 7 5  . 5 5 3  . 2 ( 4 . 3 6 ) 3 5  . 8 ( 3 . 0 5  , 3 . 0 7 ) Ν ϋ 2  1 1 0 . 7
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( 8 . 0 2 ) ( 7 . 4 0  , 
6 . 9 6 )

1 - 2 1 1 1 9  . 6 
( 7 . 7 1 )

1 7 5  . 2· 6 3  . 1 ( 3 . 4 2 ) 3 5  . 5 ( 1 . 5 8 ) Ο ϋ ΐ  1 1 . 6  
( - 0 . 0 5 )  ο ο ι  
-  ( 1 . 6 7 )
0 0 2  1 4 . 9  
( 0 . 5 5 )

Ε - 2 2 1 1 6  . 8 
( 8 . 4 7 )

1 7 6  . 0 5 7  . 9 ( 3 . 5 9 ) 2 6  . 8 ( 1 . 9 7  , 1 .  8 5 ) 0 0  3 4 . 7  
( 2 . 4 6  , 
1 . 8 9 )

Κ - 2 3 1 1 5  . 9 
( 8 . 5 0 )

1 7 6  . 6 5 6 . 4 ( 3 . 8 2 ) 2 7  . 3 ( 1 . 9 6  , 1 . 7 7 ) ΟΌ 4 0 . 5  
( 3 . 0 9 )  0 0  
2 4 . 7  ( 1 . 6 1  , 
1 . 5 5 )

Ν - 2 4 1 1 4  . 2 
( 7 . 3 8 )

1 7 4  . 9 5 3  . 9 ( 4 . 3 5 ) 3 6  . 7 ( 2 . 7 1  , 2 . 5 9 ) ΝΌ2 1 1 7 . 1  
( 7 . 9 0  ,
6 . 9 8 )

1ι-25 1 2 1 .  0 
( 8 . 3 0 )

1 7 6 . 2 5 4  . 5 ( 3 . 8 8 ) 3 7  . 7 ( 1 . 7 9  , 1 . 2 9 ) 0 0 1  2 1 . 7  
( 0 . 7 2 )  Οϋ2  

2 1 . 7  ( 0 . 6 6 )  
0 0  2 7 . 3  
( 1 . 5 2 )

Κ - 2 6 1 1 4  . 5 
( 7 . 7 2 )

1 7 4  . 4 5 5  . 6 ( 3 . 7 9 ) 2 6 . 9 ( 1 . 7 6 ) ΟΌ 4 0 . 8  
( 3 . 1 0 )  0 0  

2 5 . 8  ( 1 . 6 7  , 
1 . 5 9 )

Κ - 2 7 1 1 3  . 7 
( 6 . 7 3 )

1 7 4  . 4 5 3  . 4 ( 4 . 1 6 ) 2 7  . 9 ( 1 . 7 9 ) 0 0  4 0 . 7  
( 3 . 1 1 )  0 0  
2 3 . 9  ( 1 . 6 5  , 
1 . 5 8 )

Ε - 2 8 1 1 9  . 9 
( 7 . 2 1 )

1 7 4  . 3 5 2 . 3 ( 4 . 0 7 ) 2 6 . 5 ( 1 . 6 5 ) 0 0  3 1 . 7  
( 1 . 8 8  , 
1 . 2 9 )

Ε - 2 9 1 2 5  . 0 
( 8 . 6 0 )

1 7 4  . 6 5 4  . 9 ( 3 . 8 8 ) 2 6 . 1 ( 1 . 8 6 ) 0 0  3 2 . 9  
( 2 . 2 2 )

0 - 3 0 1 0 8  . 6 
( 8 . 5 5 )

1 7 0  . 2 4 2  . 2  
3 . 4 0 )

( 3 . 9 4  ,

1 - 3 1 1 1 8 . 2  
( 8 . 8 9 )

1 7 3  . 4 5 6 . 8 ( 3 . 9 8 ) 3 3  . 2 ( 2 . 1 1 ) Ο ϋ ΐ  8 . 6  
( 0 . 5 7 )  0 0 1  

2 3 . 9  ( 1 . 3 6  , 
0 . 8 9 )  0 0 2  
1 3 . 8  ( 0 . 5 0 )

Υ - 3 2 1 2 6  . 4  
( 8 . 8 9 )

1 7 4  . 3 5 5  . 6 ( 4 . 6 3 ) 3 6  . 6 ( 3 . 0 8  , 2 . 3 9 ) 0 0
( 6 . 8 4 )  ΟΕ 
-  ( - )

8 - 3 3 1 1 0  . 0 
( 7 . 8 6 )

1 6 9 . 4 5 4  . 6 ( 4 . 5 4 ) 6 2  . 0 ( 3 . 7 8 )

1 - 3 4 1 1 9  . 3 
( 8 . 5 1 )

1 6 9 . 2 5 6 . 0 ( 4  . 9 9 ) 3 7  . 7 ( 1 . 6 2 ) 0 0 1  1 3 . 1  
( 0 . 5 7 )  0 0 1  

2 6 . 5  ( 1 . 2 6  , 
0 . 8 3 )  0 0 2  
1 3 . 4  ( 0 . 8 4 )

1 , - 3 5 1 2 8  . 6 
( 8 . 3 7 )

1 7 3  . 7 5 0 . 8 ( 4 . 7 5 ) 4 2  . 6 ( 1 . 5 0 ) 0Ώ1 2 1 . 7  
( 0 . 8 2 )  0 0 2  

2 1 . 7  ( 0 . 8 0 )  
0 0  2 4 . 3  
( 1 . 4 2 )

ν-3 6 1 2 7  . 5 1 7 1 . 0 5 8 . 6 ( 4 . 3 9 ) 2 9 . 1 ( 2 . 0 2 ) 0 0 1  1 9 . 1
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( 9 . 5 4 ) ( 0 . 7 1 )  0 0 2  
1 9 . 4  ( 0 . 6 1 )

Α - 3 7 1 3 1 .  2 
( 8 . 5 6 )

1 7 4 4 4 7  . 4 ( 4 . 6 2 ) 1 7  . 2 ( 1 . 3 6 )

1 , - 3 8 1 2 6  . 1  
( 8 . 6 3 )

1 7 6 0 5 5  . 6 ( 3 . 6 9 ) 3 9 . 2 ( 1 . 6 6  , 1 . 4 1 ) ΟΌ1 2 2 . 8  
( 0 . 6 5 )  ΟΌ2 

2 0 . 5  ( 0 . 5 7 )  
0 0  2 3 . 9  
( 1 . 3 1 )

Μ - 3 9 1 1 5  . 6  
( 8 . 6 2 )

1 7 5 5 5 4  . 9 ( 4 . 1 1 ) 2 7  . 8 ( 2 . 0 1 ) ΟΕ -  ( -  ) 
0 0  2 9 . 5  
( 2 . 5 9  ,

2 . 4 6 )
Α - 4 0 1 1 7  . 9 

( 7 . 2 4 )
1 7 5 6 4 8  . 9 ( 4 . 2 7 ) 1 6  . 8 ( 1 . 3 2 )

0 - 4 1 1 0 7  . 5 
( 7 . 7 6 )

1 7 0 9 4 3  . 7  
3 . 4 3 )

( 3 . 9 6  ,

Κ - 4 2 1 1 5  . 6 
( 7 . 1 2 )

1 7 1 8 5 1 .  9 ( 5 . 2 8 ) 3 4  . 7 ( 1 . 6 2  , 1 . 4 9 ) Οϋ  -  ( - )  
ΟΕ 3 8 . 8  
( 2 . 7 5 )  0 0  
2 2 . 0  ( 1 . 3 0  , 
1 . 1 8 )

Α - 4 3 1 2 5  . 2  
( 9 . 5 1 )

1 7 2 5 4 6  . 7 ( 5 . 2 4 ) 1 8  . 7 ( 0 . 9 7 )

Ε - 4 4 1 2 3  . 6 
( 8 . 9 3 )

1 7 3 3 5 1 .  8 ( 4 . 6 5 ) 2 8  . 9 ( 1 . 9 1 ) 0 0
( 1 . 7 5 )

ν - 4 5 1 2 8  . 1 
( 8 . 9 2 )

1 7 2 3 5 8  . 0 ( 4  . 7 7 ) 3 1 . 4 ( 2 . 0 5 ) 0 0 1  1 9 . 8  
( 0 . 9 0 )  0 0 2  
1 7 . 6  ( 0 . 5 5 )

Η - 4 6 1 2 7  . 5  
( 8 . 6 2 )

1 7 3 8 5 1 . 9 ( 5 . 5 8 ) 2 8 . 9 ( 1 . 9 0  , 1 . 8 2 ) Ο ϋ  4 0 . 0  
( 2 . 9 9 )  0 0  

2 5 . 8  ( 1 . 6 2  , 
1 . 3 9 )

Υ - 4 7 1 2 3  . 6  
( 9 . 1 7 )

1 6 9 2 5 2  . 7 ( 5 . 3 4 ) 3 8 . 8 ( 2 . 7 1  , 2 . 3 9 ) Οϋ
( 6 . 8 0 )  ΟΕ 
-  ( 6 . 5 0 )

Ν - 4 8 1 1 8  . 5 
( 8 . 8 5 )

1 7 2 8 4 5 . 9 ( 5 . 1 5 ) 3 5  . 9 ( 2 . 9 8  , 2 . 6 3 ) ΝΌ2 1 1 1 . 7  
( 7 . 8 1  ,
7 . 2 4 )

Ρ - 4 9 1 7 4 9 6 0 . 5 ( 5 . 3 4 ) 2 9 . 5 ( 2 . 2 6  , 2 . 1 0 ) ΟΌ 4 8 . 2  
( 3 . 8 7 ,  3 . 6 6 )  

0 0
2 3 . 5  ( 1 . 8 6 )

Α - 5 0 1 2 0  . 2  
( 7 . 8 6 )

1 7 5 7 5 0  . 4 ( 4 . 2 2 ) 1 6  . 1 ( 1 . 3 8 )

ν - 5 1 1 1 5  . 1  
{1.12)

1 7 1 9 5 9  . 7 ( 4 . 0 7 ) 3 2  . 5 ( 1 . 9 2 ) 0 0 1  1 8 . 4  
( 0 . 8 3 )  0 0 2  
1 8 . 2  ( 0 . 7 7 )

1 - 5 2 1 2 1 .  3 
( 8 . 3 7 )

1 6 8 2 5 7  . 5 ( 4 . 4 8 ) 3 9 . 2 ( 1 . 6 5 ) Ο ϋ ΐ  1 1 . 6  
( 0 . 7 6 )  0 0 1  

2 6 . 9  ( 1 . 5 7  , 
1 . 0 4 )  0 0 2  
1 3 . 8  ( 0 . 6 7 )

0 - 5 3 1 1 8  . 8 
( 6 . 7 9 )

1 7 2 5 5 0  . 0 ( 4 . 9 1 ) 2 7  . 6 ( 2 . 1 8  , 1 . 7 3 ) 0 0  3 1 . 0  
( 2 . 3 7 )  ΝΕ2 
1 1 3 . 7  ( 7 . 4 2  
, 6 . 9 2 )

Ρ - 5 4 - - 6 4  . 2 ( 3 . 7 6 ) -  ( 2 . 0 7 ) ΟΌ 4 7 . 8
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( 3 . 6 0 )  0 0  
2 5 . 0  ( 2 . 2 1  , 
1 . 4 1 )

Ρ - 5 5 1 7 7  . 1 6 3 . 5  ( 4 . 0 8 ) 2 8 . 0  ( 2 . 3 1  , 1 . 7 4 ) 0 0  4 7 . 4  
( 3 . 6 5  ,

3 . 2  0 )  0 0  
2 5 . 7  ( 2 . 0 2  , 
1 . 9 0 )

Μ - 5 6 1 1 5  . 4  
( 7 . 2 1 )

1 7 5  . 0 5 4 . 5  ( 3 . 9 8 ) 2 9 . 9  ( 1 . 9 4 ) ΟΕ -  ( - )  
0 0  2 9 . 1  
( 2 . 4 5  ;

2 . 2 4 )
1 - 5 7 1 1 9  . 9 

( 7 . 0 3 )
1 7 5  . 1 6 2 . 7  ( 3 . 2 6 ) 3 4 . 4  ( 1 . 6 7 ) 0 0 1  1 0 . 1  

( - 0 . 0 7 )  0 0 1  
2 5 . 4  ( 1 . 3 9  , 
0 . 4 1 )  0 0 2  
1 4 . 9  ( 0 . 5 6 )

Α - 5 8 1 1 8  . 2  
( 7 . 7 3 )

1 7 6 . 5 5 2 . 7  ( 3 . 6 3 ) 1 4 . 2  ( 1 . 1 5 )

Ε - 5 9 1 1 8  . 2 
( 7 . 5 1 )

1 7 6  . 1 5 6 . 8  ( 3 . 8 6 ) 2 6 . 1  ( 1 . 9 9  , 1 . 9 2 ) ΟΌ -  0 0  
3 2 . 5  ( 2 . 2 1 )

Ρ - 6 0 1 1 8 . 2  
( 7  . 7 8 )

1 7 6  . 7 5 6 . 4  ( 4 . 3 8 ) 3 5 . 9  ( 3 . 1 5  , 3 . 0 9 ) 0 0  -  ( - )  
ΟΕ
( 6 . 9 9 )  ΟΖ 
-  ( - )

1 - 6 1 1 1 8 . 5
( 7 . 4 1 )

1 7 5  . 8 6 3 . 5  ( 3 . 5 6 ) 3 5 . 1  ( 1 . 8 3 ) Ο ϋ ΐ  1 0 . 5  
( 0 . 4 9 )  0 0 1  

2 7 . 6  ( 1 . 9 9  , 
0 . 5 9 )  0 0 2  
1 6 . 1  ( 0 . 8 3 )

Κ - 6 2 1 2 0  . 7 
( 8 . 2 3 )

1 7 9  . 6 5 5 . 6  ( 4 . 9 9 ) 2 6 . 9  ( 1 . 8 3 ) ΟΌ 4 1 . 1  
( 3 . 3 2  ,
3 . 1 6 )  0 0  
2 5 . 8  ( 1 . 9 3  , 
1 . 7 5 )

Ε - 6 3 1 2 0  . 4  
( 8 . 2 2 )

1 7 5  . 7 5 5 . 6  ( 3 . 9 7 ) 2 6 . 5  ( 2 . 1 3  , 2 . 0 2 ) 0 0  3 3 . 6  
( 2 . 4 5  ,

2 . 2 7 )
Ι ι -  6 4 1 1 6  . 8 

( 7 . 3 9 )
1 7 4  . 3 5 1 . 9  ( 4 . 1 7 ) 3 9 . 2  ( 2 . 2 9  , 1 . 7 2 ) Ο ϋ ΐ  2 4 . 3  

( 0 . 8 6 )  0 Ό2  
1 9 . 1  ( 0 . 7 2 )  
0 0  2 3 . 2  
( 1 . 9 4 )

0 - 6 5 1 0 4  . 4 
( 7 . 8 7 )

1 7 0  . 8 4 1 . 8  ( 3 . 9 0  , 
3 . 4 1 )

Ρ - 6 6 1 1 8  . 8 
( 6 . 7 5 )

1 7 3  . 4 5 4 . 2  ( 4 . 7 2 ) 3 8 . 1  ( 3 . 5 7  , 2 . 2 8 ) ΟΌ
( 7 . 0 7 )  ΟΕ
-  ( - )  ο ζ
-  ( - )

0 - 6 7 1 0 8  . 0 
( 8 . 3 3 )

1 7 1 .  4 4 1 . 8  ( 4 . 2 4  , 
3 . 5 8 )

Α - 6 8 1 2 3  . 0 
( 8 . 2 9 )

1 7 3  . 7 4 8 . 9  ( 5 . 5 0 ) 1 9 . 8  ( 1 . 1 7 )

Τ -  6 9 1 1 6  . 5 
( 8 . 2 9 )

1 7 0  . 7 5 7 . 9  ( 4 . 4 4 ) 6 9 . 1  ( 3 . 8 5 ) 0 0 2  1 8 . 7  
( 1 . 1 4 )

Υ - 7 0 1 2 7  . 8 
( 9 . 0 4 )

1 7 3  . 5 6 1 . 2  ( 3 . 8 5 ) 2 8 . 8  ( 1 . 9 2 ) 0 0 1  1 9 . 1  
( 0 . 6 7 )  0 0 2  
1 8 . 7  ( 0 . 8 4 )
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1 - 7 1 1 2 7  . 8 
( 8 . 6 9 )

1 7 3  . 2 5 8 . 6  ( 4 . 2 1 ) 3 6 . 2  ( 1 . 7 9 ) 0 0 1  1 0 . 5  
( 0 . 7 4 )  0 0 1  
2 4 . 3  ( 1 . 4 6  , 
0 . 9 8 )  0 0 2  
1 4 . 6  ( 0 . 8 2 )

Ε - 7 2 1 2 3  . 6  
( 8 . 2 7 )

1 7 3  . 2 5 3 . 8  ( 4 . 3 7 ) 2 8 . 3  ( 1 . 9 8  , 1 . 8 8 ) 0 0  3 2 . 5  
( 2 . 2 1  ,

2 . 1 2 )
Ν - 7 3 1 2 0  . 2  

( 8 . 5 2 )
5 0 . 2  ( 4 . 7 5 ) 3 7 . 0  ( 2 . 7 1  , 2 . 5 1 ) ΝΏ2 1 1 2 . 8  

( 7 . 5 3  ,
6 . 8 6 )

1 - 7 4

( - )
1 7 3  . 6 5 8 . 3  ( 4 . 1 3 ) 3 6 . 2  ( 1 . 7 5 ) ΟΌ1 1 0 . 2  

( 0 . 7 1 )  0 0 1  
2 4 . 7  ( 1 . 3 0  , 
1 . 0 3 )  0 0 2  
1 4 . 9  ( 0 . 7 7 )

Ε - 7 5 1 2 4  . 7  
( 8 . 4 5 )

1 7 4  . 7 5 3 . 7  ( 4 . 2 1 ) 2 7 . 8  ( 1 . 9 5  , 1 . 8 8 ) 0 0  3 3 . 2  
( 2 . 1 2 )

0 - 7 6 1 1 0  . 0  
( 8 . 2 3 )

1 7 0  . 9 4 2 . 9  ( 3 . 8 1 )

Κ - 7 7 1 2 0  . 2  
( 8 . 0 1 )

1 7 8 . 6 5 3 . 3  ( 4 . 2 7 ) 2 8 . 3  ( 1 . 7 4  , 1 . 6 4 ) ΟΌ 4 0 . 5  
( 3 . 0 9 )  0 0  

2 3 . 9  ( 1 . 5 0 )
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Ταβίθ 81. ΝΜΚ ίτεςμιεηογ 355ΐ§ηΓηεηΐ5 ίοΓ αρο-ΜΝΚ456. ΌοΧο. εγ6 §ϊνοη ΐη ρριη.
3 3 Ν (ΗΝ) 0 0 ΟΑ ΟΒ

Ι . - 1 5 4 . 4 4 2  . 5
Τ - 2 1 1 2 . 9  ( 7 . 8 4 ) 1 7 0 . 7 6 0 . 2 7 1 . 3
0 - 3 1 1 9 . 1  ( 8 . 3 6 ) 1 7 0 . 0 5 3 . 7 3 2  . 7
Ε - 4 1 1 8 . 6  ( 8 . 3 9 ) 1 7 3 . 8 5 4  . 5 3 3 . 3
Τ - 5 1 1 9 . 9  ( 8 . 9 8 ) 1 6 7 . 9 6 0 . 6 6 9 . 9
ν - 6 1 2 7 . 3  ( 8 . 0 4 ) 1 7 2 . 2 6 1 . 5 3 2 . 9
1 - 7 1 2 8 . 4  ( 9 . 1 2 ) 1 7 2 . 9 5 9 . 7 4 1 . 3
Ν - 8 1 2 8 . 0  ( 9 . 2 2 ) 1 7 2 . 0 5 3 . 9 3 8 . 4
1 - 9 1 2 4 . 0  ( 8 . 2 4 ) 1 7 1 . 3 6 1 . 0 4 1 . 4
ϋ - 1 0 1 2 7 . 7  ( 9 . 0 8 ) 1 7 3 . 2 5 3 . 2 4 3 . 2
ο - ι ι 1 0 8 . 4  ( 8 . 3 0 ) 1 7 3 . 3 4 5 . 0
Μ - 1 2 1 2 0 . 6  ( 9 . 0 4 ) 1 7 4 . 5 5 7  . 1 3 3 . 2
Τ - 1 3 1 1 6 . 8

( 1 0 . 1 2 )
62  . 6

0 - 1 4
Ν - 1 5
3 - 1 6 6 3 . 0
0 - 1 7 1 2 5 . 1  ( 7 . 7 5 ) 1 7 4 . 4 6 3 . 4 2 8 . 6
Υ - 1 8 1 1 7 . 8  ( 6 . 7 2 ) 1 7 4 . 8 6 6 .  4 3 1 . 6

ο 1 Μ 1 1 5 . 5  ( 7 . 8 7 ) 1 7 7 . 3 5 8 . 6 2 8 . 3
3 - 2 0 1 1 6 . 7  ( 8 . 1 8 ) 1 7 3 .  6 6 1 .  6 62  . 7
1 - 2 1 1 2 1 . 2  ( 7 . 9 4 ) 1 7 5 . 5 6 6 . 0 3 8 . 8
Ε - 2 2 1 1 6 . 7  ( 8 . 4 0 ) 1 7 7 . 2 6 0 . 4 2 8 . 9
0 - 2 3 1 0 6 . 8  ( 8 . 3 0 ) 1 7 2 . 8 4 7  . 2
ν - 2 4 1 2 0 . 1  ( 7 . 6 8 ) 1 7 7 . 0 6 6 . 0 3 2 . 7
1 - 2 5 1 1 8 . 4  ( 8 . 5 5 ) 1 7 5 . 4 6 1 . 1 3 3 . 8
3 - 2 6 1 1 1 . 4  ( 7 . 9 5 ) 1 7 1 .  9 6 1 . 7 6 3 . 1
Κ - 2 7 1 1 7 . 2  ( 6 . 7 1 ) 1 7 4 . 7 5 5  . 5 3 2 . 9
Κ - 2 8 1 2 1 . 6  ( 7 . 6 4 ) 1 7 1 . 8 5 3 . 7 2 9 . 6
Ρ - 2 9 6 3 . 9 3 1 . 7
<3-30 1 0 7 . 6  ( 8 . 8 1 ) 1 7 1 . 0 4 6 . 5
ν - 3 1 1 2 0 . 2  ( 7 . 3 8 ) 1 7 2 . 9 64  . 8 3 1 . 3
Κ - 3 2 1 2 9 . 5  ( 9 . 1 3 ) 1 7 3 .  9 5 6 . 1 3 2  . 2
3 - 3 3 1 1 0 . 9  ( 7 . 7 5 ) 1 6 9 . 2 5 7  . 7 6 5 . 3
1 - 3 4 1 1 9 . 0  ( 8 . 5 5 ) 1 6 9 . 1 5 8  . 8 4 0 . 2
Κ - 3 5 1 2 5 . 6  ( 8 . 1 7 ) 1 7 3 . 1 5 4  . 0 3 2 . 1
ν - 3 6 1 3 1 .  2 

( 1 0 . 3 3 )
1 7 1 . 2 6 1 . 7 32

3 - 3 7 1 2 1 . 0  ( 9 . 0 3 ) 1 7 2 . 4 5 5 . 1 6 4  . 2
1 , - 3 8 1 3 0 . 4  ( 8 . 8 0 ) 1 7 7 . 3 5 7  . 8 4 1 . 9
Α - 3 9 1 2 0 . 5  ( 8 . 3 9 ) 1 7 6 . 7 5 4  . 9 1 8 . 2
Ν - 4 0 1 1 1 . 8  ( 7 . 7 9 ) 1 7 0 .  6 5 2  . 2 3 7  . 7
3 - 4 1 1 1 5 . 1  ( 7 . 6 2 ) - 5 8  . 2
Ν - 4 2 1 1 3 . 9  ( 8 . 0 7 ) 1 7 0 .  6 5 1 .  9 4 0 . 0
0 - 4 3 1 0 3 . 8  ( 9 . 0 8 ) 1 7 2  . 6 4 5 . 7
Τ - 4 4 1 2 1 . 0  ( 8 . 5 9 ) 1 7 1 . 7 6 2 . 3 6 9 . 8
ν - 4 5 1 2 8 . 8  ( 9 . 3 3 ) 1 7 1 . 7 6 0 . 3 3 4 . 5
Ε - 4 6 1 2 7 . 9  ( 8 . 7 2 ) 1 7 3 . 3 5 4 .  6 3 0  . 6
Υ - 4 7 1 2 4 . 1  ( 9 . 4 2 ) 1 6 8 . 6 5 5  . 0 4 1 . 2
ϋ - 4 8 1 2 0 . 4  ( 8 . 9 5 ) 1 7 3 . 5 4 9 . 8
Ρ - 4 9 6 3 . 5 3 2 .  6
1 - 5 0 1 1 8 . 9  ( 8 . 6 6 ) 1 7 5 . 8 5 6 . 1 4 0 .  6
1 - 5 1 1 1 7 . 2  ( 7 . 6 0 ) 1 7 3 . 4 5 4  . 7 4 6 . 5
Τ - 5 2 1 1 4 . 6  ( 7 . 9 4 ) 1 6 8 . 7 6 0 . 3 6 7 . 3
3 - 5 3 1 1 2 . 1  ( 8 . 0 8 ) 1 6 9 . 2 5 5 . 1
Ρ - 5 4 6 6 . 4 3 2  . 3
Ε - 5 5 1 1 6 . 1  ( 8 . 4 6 ) 1 7 6 . 2 5 8 . 8 2 8  . 3



Τ - 5 6 1 1 8 . 4  ( 7 . 6 8 ) 1 7 4 . 5 6 6 . 3 6 8 . 6
1 , - 5 7 1 2 2 . 5  ( 7 . 5 8 ) 1 7 4  . 5 5 7 .  6 4 1 . 6
Κ - 5 8 1 2 0 . 1  ( 8 . 7 1 ) 1 7 6 . 2 6 0 . 2 2 9 . 2
0 - 5 9 1 0 5 . 1  ( 8 . 3 3 ) 1 7 2 . 4 4 7 . 2
Α - 6 0 1 2 2 . 8  ( 7 . 5 7 ) 1 7 7 . 3 5 4 .  6 1 7 . 6
1 - 6 1 1 1 9 . 2  ( 7 . 5 2 ) 1 7 5 . 7 6 5 . 8 3 7 . 9
Ε -  6 2 1 2 3 . 4  ( 8 . 2 7 ) 1 7 8 . 7 5 8 . 8 2 8 . 7
Ώ-63 1 2 0 . 0  ( 8 . 4 5 ) 1 7 5 . 0 5 6 . 7 4 0 . 3
Μ - 6 4 1 1 6 . 7  ( 7 . 5 5 ) 1 7 3 . 3 5 7 . 3 3 3 . 8
0 - 6 5 1 0 5 . 4  ( 8 . 1 6 ) 1 7 0 . 5 4 4 . 8
Ρ - 6 6 1 1 8 . 3  ( 6 . 8 0 ) 1 7 1 . 2 5 7 . 0 4 1 . 4
ϋ - 6 7 1 1 9 . 9  ( 7 . 9 6 ) - 5 3 .  9 4 0 . 9
Α - 6 8 1 2 9 . 1  ( 8 . 6 1 ) 1 7 3 . 7 5 0 . 3 2 2 . 3
Τ - 6 9 1 1 5 . 2  ( 8 . 8 0 ) 1 7 0 .  6 6 0 . 0 7 2 . 6
Ε - 7 0 1 2 2 . 9  ( 8 . 8 7 ) 1 7 4 . 5 5 5 . 1 4 1 . 7
5 - 7 1 1 1 6 . 9  ( 8 . 3 7 ) 1 7 1 .  9 5 8 . 6 64  . 0
Ό-Ί2 1 2 3 . 2  ( 8 . 4 6 ) 1 7 3 . 7 5 4 . 3 4 1 . 0
Τ - 7 3 1 1 3 . 9  ( 8 . 1 2 ) 1 7 1 . 7 6 1 .  9 6 9 . 7
Ν -7 4 1 2 1 . 0  ( 8 . 3 9 ) 1 7 2 . 0 5 3 . 3 3 9 . 3
Ε - 7 5 1 2 2 . 5  ( 8 . 2 4 ) 1 7 1 .  6 5 4 . 4
Ρ - 7 6
1 - 7 7
ν - 7  8
ν - 7  9
1 - 8 0 6 0 .  6 3 8 . 5
Α - 8 1 1 2 9 . 0  ( 8 . 3 2 ) 1 7 4 . 4 5 2  . 2 1 9 . 3
0 - 8 2 1 2 0 . 9  ( 8 . 3 1 ) - 5 3 . 5 2 8 . 7
Ρ - 8 3 6 3 . 3 3 2 . 1
3 - 8 4 1 1 6 . 2  ( 8 . 4 2 ) 1 7 2 . 1 5 8 . 4 6 3 . 9
5 - 8 5 1 1 5 . 1  ( 8 . 1 3 ) - 6 2 . 0 6 9 . 7
Ε - 8 6 1 2 3 . 3  ( 8 . 0 9 ) 1 7 2 . 9 5 6 .  9 3 2 . 6
Μ - 8 7
Ρ - 8 8 5 7 . 1 3 0 . 0
1 , - 8 9 1 1 9 . 9  ( 8 . 0 9 ) 1 7 2  . 9 5 8 . 2 3 9 . 4
Ε - 9 0 1 2 0 . 5  ( 7 . 9 2 ) 1 7 3 . 2 5 8 . 0 3 8 . 9
Τ - 9 1 1 1 5 . 6  ( 7 . 8 9 ) 1 7 1 .  6 6 1 . 8 6 9 . 9
5 - 9 2 1 1 7 . 6  ( 8 . 2 5 ) 1 7 2 . 1 5 8 . 4 6 4 . 0
Τ - 9 3 1 1 7 . 6  ( 8 . 3 2 ) 1 7 1 .  6 5 8 . 6 6 3 .  9
Ν -9 4 1 2 2 . 1  ( 8 . 2 6 ) - - -
Ε - 9 5 - - 6 3 . 0 3 1 .  9
Ρ - 9 6 1 2 2 . 7  ( 8 . 2 6 ) 1 7 4  . 6 5 5 . 2 4 2 . 5
Υ - 9 7 1 2 3 . 3  ( 8 . 2 3 ) 1 7 4 . 7 5 5 . 0 4 2 . 4
Τ - 9 8 1 1 4 . 1  ( 8 . 0 2 ) 1 7 1 . 8 6 1 . 7 6 9 .  9
Κ -9 9 1 2 3 . 1  ( 7 . 8 9 ) - 5 7 . 0 3 2 . 8
0 - 1 0 0 1 0 9 . 8  ( 8 . 3 1 ) 1 7 1 . 3 4 5 . 3
Μ-101 1 1 9 . 6  ( 8 . 0 5 ) 1 7 3 . 4 5 5 . 3 3 2 . 8
Τ - 1 0 2 1 1 8 . 2  ( 8 . 1 7 ) 1 6 9 .  9 6 0 . 1 6 9 . 8
Ρ - 1 0 3
ν - 1 0 4
0 - 1 0 5
ϋ - 1 0 6
Κ -1 07
Ε - 1 0 8
Ε - 1 0 9 5 6 . 4 3 0 .  6
0 - 1 1 0 1 1 0 . 2  ( 8 . 4 6 ) 1 7 1 . 2 4 5 . 3
Κ - 1 1 1 1 2 0 . 5  ( 8 . 1 0 ) 1 7 3 . 4 5 6 . 1 3 0 . 6
Ν - 1 1 2 1 2 3 . 5  ( 8 . 3 4 ) 1 7 4  . 5 5 5 . 1 4 2 . 3
8 - 1 1 3 1 2 1 . 3  ( 8 . 3 2 ) 1 7 1 . 3
5 - 1 1 4 5 7 . 5
Κ - 1 1 5 1 2 1 . 2  ( 8 . 5 2 ) 1 7 3 . 5 5 4  . 6 3 5 . 7



0 - 1 1 6 1 1 9 . 1  ( 9 . 2 3 ) 5 5 . 3 3 1 . 5
Υ - 1 1 7 1 1 8 . 8  ( 8 . 9 9 ) 5 6 . 3
1 - 1 1 8
0 - 1 1 9 1 2 9 . 1  ( 9 . 3 3 ) 5 5 . 5
ν - 1 2 0 1 3 1 . 0  ( 8 . 8 6 ) 6 1 . 0
Τ - 1 2 1 1 2 0 . 8  ( 9 . 0 5 ) 6 0 . 5
0 - 1 2 2 1 0 9 . 0  ( 8 . 6 9 ) 4 5 . 0
Μ - 1 2 3 1 2 0 . 2  ( 8 . 7 9 ) 1 7 4  . 6 5 6 . 7
Τ - 1 2 4
0 - 1 2 5
Α - 1 2 6
5 - 1 2 7
0 - 1 2 8
ν - 1 2 9
Α - 1 3 0
Ν - 1 3 1
1 - 1 3 2
Ε - 1 3 3
Κ - 1 3 4 1 1 5 . 5  ( 8 . 4 2 ) 5 9 . 1
Ν - 1 3 5 1 1 4 . 4  ( 7 . 4 1 ) 5 6 . 8
1 , - 1 3 6
Κ - 1 3 7 1 1 4 . 6  ( 7 . 7 1 ) 5 8  . 6
Κ - 1 3 8 1 1 3 . 8  ( 6 . 7 2 ) 5 6 . 3
Ε - 1 3 9 1 2 0 . 1  ( 7 . 2 5 ) 5 5 . 3
Ε - 1 4 0 1 2 5 . 0  ( 8 . 6 0 ) 1 7 4 . 2 5 7 . 8
0 - 1 4 1 1 0 8 . 6  ( 8 . 5 4 ) 4 5 . 0
1 - 1 4 2 1 1 8 . 1  ( 7 . 1 5 ) 5 9 .  9
Υ - 1 4 3 1 2 6 . 5  ( 8 . 8 9 ) 1 7 3 . 8 5 8 . 8
5 - 1 4 4 1 0 9 . 8  ( 7 . 8 6 ) 1 6 9 . 0 5 7 .  6 6 5 . 1
1 - 1 4 5 1 1 9 . 1  ( 8 . 4 6 ) 1 6 8 . 0 5 9 . 0
1 - 1 4 6 1 2 8 . 5  ( 8 . 3 7 ) 1 7 3 . 3 5 3 . 7
ν - 1 4 7 1 2 7 . 2  ( 9 . 5 5 ) 1 7 0 .  6 6 1 .  6
Α - 1 4 8 1 3 1 . 5  ( 8 . 5 9 ) 1 7 3 .  6 5 0 . 1
1 - 1 4 9
Μ - 1 5 0 1 1 6 . 0  ( 8 . 6 6 ) 1 7 5 . 0 5 8 . 0
Α - 1 5 1 1 1 8 . 1  ( 7 . 3 0 ) 1 7 2 . 3 5 2 . 2
0 - 1 5 2 1 0 7 . 5  ( 7 . 7 6 ) 1 7 0 . 0 4 6 . 5
Κ - 1 5 3 1 1 5 . 8  ( 7 . 1 4 ) 1 7 1 . 3 5 4  . 9
Α - 1 5 4 1 2 5 . 4  ( 9 . 5 2 ) 1 7 2 . 0 4 9 . 6
Ε - 1 5 5 1 2 3 . 4  ( 8 . 8 9 ) 1 7 2 . 8 5 4  . 9
ν - 1 5 6 1 2 8 . 2  ( 8 . 8 9 ) 1 7 1 .  8 6 1 . 1
Κ - 1 5 7 1 2 7 . 8  ( 8 . 6 2 ) 1 7 3 . 3 5 4  . 9
Υ - 1 5 8 1 2 3 . 7  ( 9 . 2 1 ) 1 6 8 . 7 55 . 4
Ν - 1 5 9 1 1 8 . 4  ( 8 . 8 0 ) 4 8 . 8
Ρ - 1 6 0
Α -1 6 1 1 7 5 . 2 5 2 . 5 1 8 . 5
ν -162 1 1 5 . 3  ( 7 . 7 4 ) 6 2 . 5 3 2 . 6
1 - 1 6 3
0 - 1 6 4 1 1 8 . 7  ( 6 . 7 8 ) 5 3 . 0
Ρ - 1 6 5
Ρ - 1 6 6 6 6 . 5
Μ - 1 6 7 1 1 5 . 4  ( 7 . 2 1 ) 1 7 4  . 7 5 7 . 4
1 - 1 6 8 1 1 9 . 9  ( 7 . 0 1 ) 6 5 . 6
Α - 1 6 9 1 1 8 . 4  ( 7 . 7 3 ) 1 7 6 . 0 5 5 . 3 1 6 . 9
Ε - 1 7 0 1 1 8 . 0  ( 7 . 5 1 ) 5 9 . 7 2 7 . 7
Ρ - 1 7 1 1 1 8 . 1  ( 7 . 7 8 ) 5 9 . 5
1 - 1 7 2 1 1 8 . 6  ( 7 . 4 3 ) 6 6 . 3 4 0 . 9
Κ - 1 7 3
Ε - 1 7 4
Ε - 1 7 5 1 1 6 . 9  ( 7 . 3 8 ) 5 5 . 0



6-176 105 1 7.  94) 44 . 6

Ρ-177 118 8 6 . 7 7 ) 5 7 . 1

6-178

Α-179 173 1

Τ-180 116 4 8 . 2 8 ) 171 1 60 .5

ν -181 127 5 8 . 9 8 ) 173 .0 64 .4

1-182 128 4 8 . 6 4 ) 60. 9

Ε-183

Ν - 1 8 4 53 .1 3 8 . 9

Α-185 124 6 8 . 2 9 ) 174 4 52.  6 19 .3

0-186 119 4 8 . 2 4 ) 54 . 4 4 1 . 3

Ε-187 121 6 8 . 2 4 ) 174 1 5 6 . 7 30 .0

6-188 109 1 8 . 3 6 ) 171 0 4 5 . 2

0-189 119 5 8 . 0 5 ) 174 1 5 4 . 3 4 1 .1

6-190 108 1 8 . 1 7 ) 170 2 4 5 . 3

ν-191 120 1 7 . 7 6 ) 61 .4

1,-192 129 0 9 . 3 1 ) 5 3 . 8 3 9 .8

Ε-193 125 0 8 . 5 7 ) 172 2 5 4 . 8

1-194 121 4 8 . 6 4 ) 5 2 . 7
ν-195 121 3 8 . 8 2 ) 172 8 61 .8

ν-196 127 3 8 . 6 2 ) 60 .8

Κ-197 126 5 9 . 2 1 ) 173 3 5 5 . 1

6-198 108 7 8 . 4 4 ) 4 4 . 8

Μ-199 119 6 8 . 6 9 ) 174 6 57 .2

Τ- 200 118

(10

7

67)
62 .0

0-201

Α - 2 0 2
5-203 6 2 . 5
0-204 126 2 7 .82) 181 0 64 .0

ν - 2 0 5 117 2 6 . 6 5 ) 175 0 66 .5

Η-206 116 8 7 .80) 175 7 5 9 . 2 28 .4

Κ-207
1-208 118 9 7 . 66) 66 . 2 38 .2

Ε- 209 117 4 8 . 6 1 ) 6 0 . 9

5-210 113 4 8 .56) 61 . 4 63 .1

5-211 115 8 7 .31) 6 1 . 9 63 .6

1 - 2 1 2 120 2 8 .22) 5 8 . 3 4 1 . 3

Τ-213 107 6 7 .72) 6 5 . 0 5 8 . 8

Κ-214 117 2 6 . 8 5 ) 173 7 56.  6 32 .3

Η-215 121 6 7 . 67) 173 2 53 . 7 2 9 . 2

Κ-216

6-217

1-218 119 5 7 . 63) 60 .1

1-219 128 5 8 . 8 1 ) 174 4 5 5 . 6 4 2 . 6

Υ - 2 2 0 117 9 7 . 7 7 ) 170 7 57 . 7 42 .0

0 - 2 2 1 125 1 8 . 1 5 ) 168 6 5 7 . 5 2 8 . 5

5 - 2 2 2 122 1 8 . 6 2 ) 170 9 5 6 . 3 65 .6

ν-223 129 3 9 . 5 7 ) 170 5 61 .1 2 9 . 1

Α - 2 2 4 129 9 8 . 5 0 ) 173 7 50 . 1 2 0 . 0
1-225 125 8 8 . 5 9 ) 176 2 57 . 6 42 . 2

Α - 2 2 6 116 2 8 . 5 6 ) 176 4 55 . 0 18 .7

Τ-227 100 9 6 . 7 0 ) 6 0 .1 69. 9

Ν-228 116 0 7 . 7 6 ) 169 9 5 5 . 4 37 .2
Κ - 2 2 9 115 4 7 .47) 173 0 5 5 . 2 3 0 . 3

Α - 2 3 0 123 3 9 . 0 4 ) 4 9 . 8 2 1 . 9

Η-231 123 0 9 . 0 2 ) 171 5 55.  8 3 0 .4

1-232 125 5 8 . 8 3 ) 171 9 5 9 . 5

Κ-233 125 9 8 . 7 7 ) 172 9 5 4 . 4 35 . 3

Υ -2 3 4 124. 0 9 . 2 8 ) 5 5 . 2 4 2 . 1



ϋ - 2 3 5 1 2 0 2 (8 8 6 ) 4 9 9
Ρ - 2 3 6 - 63 5 3 2 . 7
Ε - 2 3 7 1 1 6 3 (8 3 4 ) 1 7 4 4 5 7 6 2 9 . 3
1 - 2 3 8 1 1 6 8 (7 9 2 ) 61 6
1 - 2 3 9 1 2 1 1 (8 3 2 ) 60 2 4 3 . 1
( 3 - 2 4 0 1 0 8 0 (7 8 9 ) 1 7 0 1 4 3 9
Ρ - 2 4 1 65 8 3 2 . 1
Κ - 2 4 2 1 1 5 3 (8 6 3 ) 1 7 6 0 5 9 4 2 8 . 5
ϋ - 2 4 3 1 1 7 6 (7 2 7 ) 1 7 6 3 5 6 9 4 1 . 1
1 - 2 4 4 1 2 2 1 (7 3 5 ) 1 7 4 6 6 6 0
1 - 2 4 5 1 2 0 0 (8 1 3 ) 1 7 4 9 6 6 5
Η - 2 4 6 1 1 7 6 (8 0 7 ) 1 7 5 5 5 9 3 2 8 . 1
Τ - 2 4 7 1 1 7 6 (7 9 9 ) 1 7 2 5 67 4
1 - 2 4 8 1 2 2 6 (7 7 5 ) 1 7 5 2 6 6 7
Ε - 2 4 9 1 1 9 8 (8 5 9 ) 1 7 9 2 5 8 8
8 - 2 5 0 1 1 7 5 (8 2 2 ) 61 5
1 , - 2 5 1 1 2 0 5 (7 3 7 ) 1 7 3 5 5 4 9
ΰ - 2 5 2 1 0 4 6 (7 8 1 ) 1 7 0 5 4 4 5
Ρ - 2 5 3 1 1 8 0 (6 8 0 ) 5 6 3
Ε - 2 5 4 1 1 7 9 (7 9 8 ) 5 5 0
Α - 2 5 5 1 2 5 5 (9 2 9 ) 1 7 2 8 5 0 7 2 3 . 4
5 - 2 5 6 1 1 3 7 (8 6 4 ) 1 7 0 1 5 6 9 6 5 .  9
Ε - 2 5 7 1 2 3 9 (8 6 4 ) 5 6 0
ν - 2 5 8 1 2 2 8 (8 1 0 ) 62 3 3 2 . 6
Κ - 2 5 9 1 2 6 3 (8 2 5 ) 1 7 2 9 60 6



Ταβίβ 82. ΝΜΚ ίϊβφίβηογ αδδΐ^ηπιβηίδ £ογ Οΐ3ΜΝΚ456. Οαί& §ΐν€η ΐη ρρπι.

β3 Ν (ΗΝ) 00 ΟΑ ΟΒ
Ιι -Ι - - -
Τ-2 1 1 2 . 7  ( 7 . 7 9 ) 1 7 0 . 7 6 0 . 2 7 1 . 3
0 - 3 1 1 9 . 0  ( 8 . 3 6 ) 1 7 0 . 0 5 3 . 7 3 2 . 7
Ε-4 1 1 8 . 6  ( 8 . 3 8 ) 1 7 3 . 8 54 .5 3 3 . 8
Τ-5 1 1 9 . 8  ( 8 . 9 8 ) 167 . 9 6 0 . 6 69.  9
ν - 6 1 2 7 . 3  ( 8 . 0 4 ) 172 .2 6 1 . 5 3 2 . 9
1- 7 1 2 8 . 4  ( 9 . 1 3 ) 172.  9 5 9 . 7 4 1 . 2
Ν-8 1 2 8 . 1  ( 9 . 2 2 ) 1 7 2 . 0 53.  9 3 8 . 4
1 - 9 1 2 4 . 0  ( 8 . 2 6 ) 1 7 1 . 3 6 1 . 0 4 1 . 4
ϋ- 1 0 1 2 7 . 9  ( 9 . 1 4 ) 1 7 3 . 2 5 3 . 2 4 3 . 2
ο - ι ι 1 0 8 . 4  ( 8 . 2 8 ) 1 7 3 . 3 4 5 . 0
Μ-12 1 2 0 . 1  ( 8 . 9 8 ) 1 7 4 . 5 5 7 . 1 3 5 . 2
Τ-13 1 1 3 . 3  ( 9 . 1 9 ) 62.  6 7 1 . 5
0 - 1 4 1 1 7 . 2  ( 8 . 0 5 ) 57 . 4
Ν-15 5 6 . 1 3 8 . 7
3 - 1 6 1 2 0 . 6  ( 9 . 5 6 ) 6 3 . 0
0 - 1 7 1 2 6 . 2  ( 8 . 1 9 ) 174 .4 6 3 . 4 28.  6
ν - 1 8 1 1 7 . 7  ( 6 . 4 3 ) 1 7 4 . 8 66 . 4 31.  6
0 - 1 9 1 1 5 . 4  ( 7 . 8 1 ) 1 7 7 . 3 5 8 . 6 2 8 . 3
5 - 2 0 1 1 6 . 7  ( 8 . 1 6 ) 173.  6 6 1 . 6 6 2 . 7
1 - 2 1 1 2 1 . 2  ( 7 . 8 9 ) 1 7 5 . 5 6 6 . 0 3 8 . 8
Ε-22 1 1 6 . 7  ( 8 . 3 6 ) 1 7 7 . 2 6 0 . 4 2 8 . 9
0 - 2 3 1 0 6 . 9  ( 8 . 3 4 ) 172 . 8 4 7 . 2
ν - 2 4 1 2 0 . 2  ( 7 . 7 9 ) 1 7 7 . 0 6 6 . 0 32.  8
1 - 2 5 1 1 8 . 5  ( 8 . 5 7 ) 1 7 5 . 4 6 1 . 1 33.  9
3 - 2 6 1 1 1 . 4  ( 7 . 9 3 ) 171.  9 6 1 . 7 6 3 . 2
Κ-27 1 1 7 . 3  ( 6 . 7 3 ) 1 7 4 . 7 5 5 . 5 32 . 9
Κ-28 1 2 1 . 6  ( 7 . 6 5 ) 1 7 1 . 8 5 3 . 7
Ρ- 29 6 3 . 9 3 1 . 7
0 - 3 0 1 0 7 . 6  ( 8 . 8 3 ) 1 7 1 . 0 4 6 . 5
ν - 3 1 1 2 0 . 3  ( 7 . 3 8 ) 1 7 2 . 9 6 4 . 8 3 1 . 3
Κ-32 1 2 9 . 4  ( 9 . 1 2 ) 1 7 3 . 9 5 6 . 1
3 - 3 3 1 1 0 . 9  ( 7 . 7 6 ) 16 9 . 2 5 7 . 7 6 5 . 3
1- 34 1 1 9 . 0  ( 8 . 5 0 ) 1 6 9 . 1 5 8 . 8 40 . 2
Κ-35 1 2 5 . 6  ( 8 . 2 1 ) 1 7 3 . 1 54 . 0 3 2 . 1
ν - 3 6 1 3 1 . 3

( 1 0 . 3 4 )
1 7 1 . 2 61 . 7 32

3 - 3 7 1 2 1 . 0  ( 9 . 0 3 ) 1 7 2 . 4 5 5 . 1 64 .200001 1 3 0 . 5  ( 8 . 8 2 ) 1 7 7 . 3 57.  8 41.  9
Α-3 9 1 2 0 . 3  ( 8 . 3 8 ) 1 7 6 . 7 54 . 9 1 8 . 2
Ν-40 1 1 1 . 7  ( 7 . 7 9 ) 170.  6 5 2 . 2 3 7 . 7
3 - 4 1 1 1 4 . 9  ( 7 . 6 2 ) 5 8 . 2
Ν-42 1 1 3 . 9  ( 8 . 0 7 ) 170.  6 51 .  9 40.  0
0 - 4 3 1 0 3 . 8  ( 9 . 0 9 ) 172 . 6 4 5 . 7
Τ-44 1 2 1 . 0  ( 8 . 61 ) 1 7 1 . 7 6 2 . 3 69 . 8
ν - 4 5 1 2 8 . 7  ( 9 . 33 ) 1 7 1 . 7 6 0 . 3 34 . 5
Ε-4 6 1 2 7 . 9  ( 8 . 7 3 ) 1 7 3 . 3 54 .  6 30.  6
Υ-47 1 2 4 . 2  ( 9 . 4 4 ) 1 6 8 . 6 5 5 . 0 4 1 . 2
ϋ - 4 8 1 2 0 . 5  ( 8 . 9 7 ) 1 7 3 . 5 4 9 . 8
Ρ- 49 6 3 . 3 32.  6
1,-50 1 1 8 . 9  ( 8 . 6 9 ) 1 7 5 . 8 5 6 . 1 40.  6ΓΤ------------1

0")1μι 1 1 7 . 2  ( 7 . 62 ) 1 7 3 . 4 5 4 . 7 4 6 . 5
Τ-52 1 1 4 . 6  ( 7 . 9 6 ) 1 6 8 . 7 6 0 . 3 6 7 . 3
3 - 5 3 1 1 2 . 2  ( 8 . 0 9 ) 1 6 9 . 2 5 5 . 1
Ρ-54 6 6 . 2 3 2 . 3
Ε - 5 5 1 1 6 . 1  ( 8 . 4 7 ) 1 7 6 . 2 5 8 . 8 2 8 . 3



Τ-56 1 1 8 . 4  ( 7 . 67 ) 1 7 4 . 5 6 6 . 3 68 . 6
Ε-57 1 2 2 . 4  ( 7 . 57 ) 1 7 4 . 5 57.  6 4 1 . 6
Κ-58 1 2 0 . 1  ( 8 . 72 ) 17 6 . 2 6 0 . 2 29 . 2
0 - 5 9 1 0 5 . 0  ( 8 . 36 ) 17 2 . 4 4 7 . 2
Α-60 1 2 2 . 9  ( 7 . 56 ) 1 7 7 . 3 5 4 . 6 17 . 8
1 - 61 1 1 9 . 2  ( 7 . 52 ) 17 5 . 7 65 . 8
Ε-62 1 2 3 . 5  ( 8 . 25 ) 17 8 . 7 5 8 . 8 2 8 . 7
ϋ - 6 3 1 2 0 . 1  ( 8 . 45 ) 1 7 5 . 0 5 6 . 7 4 0 . 3
Μ-6 4 1 1 6 . 7  ( 7 . 57 ) 1 7 3 . 3 5 7 . 3 33 . 8
0 - 6 5 10 5 . 2  ( 8 . 14 ) 1 7 0 . 5 4 4 . 8
Ρ- 66 1 1 8 . 3  ( 6 . 79 ) 17 1 . 2 5 7 . 0
0 - 6 7 1 2 0 . 1  ( 7 . 97 ) - 53.  9 40.  9
Α-68 1 2 8 . 8  ( 8 . 5 8 ) 1 7 3 . 7 5 0 . 3 2 2 . 3
Τ-69 1 1 5 . 3  ( 8 . 8 3 ) 1 7 0 . 6 60 . 0
Ε-70 1 2 3 . 0  ( 8 . 86 ) 1 7 4 . 5 5 5 . 1
5 - 7 1 1 1 6 . 9  ( 8 . 37 ) 1 7 1 . 9 58.  6 64 . 0
Ό-12 1 2 3 . 2  ( 8 . 44 ) 1 7 3 . 7 5 4 . 3 4 1 . 1
Τ-73 1 1 3 . 8  ( 8 . 12 ) 1 7 1 . 7 6 1 . 9 69 . 7
Ν-74 1 2 0 . 9  ( 8 . 38 ) 1 7 2 . 0 5 3 . 3 3 9 . 3
Ε-75 1 2 2 . 5  ( 8 . 22 ) 171.  6 5 4 . 4
Ρ-76
1 - 7 7
ν - 7 8
ν - 7 9
1- 80 5 2 . 2 3 8 . 5
Α -8 1 1 2 8 . 8  ( 8 . 30 ) 17 4 . 4 5 2 . 2
Ω-82 1 2 1 . 0  ( 8 . 28 ) - 5 3 . 5 2 8 . 7
Ρ-83 - - 6 3 . 3 3 2 . 1
5 - 8 4 1 1 6 . 2  ( 8 . 40 ) 1 7 2 . 1 5 8 . 4 6 3 . 9
5 - 8 5 1 1 5 . 0  ( 8 . 10 ) - 6 2 . 0 69 . 7
Ε-86 1 2 3 . 1  ( 8 . 07 ) 1 7 2 . 9 56.  9
Μ-8 7 - - -
Ρ-88 - - 5 7 . 1 3 0 . 0
1 - 8 9 1 1 9 . 8  ( 8 . 08 ) 1 7 2 . 9 5 8 . 2
1 - 9 0 1 2 0 . 2  ( 7 . 90 ) 1 7 3 . 2 5 8 . 0 38.  9
Τ-91 1 1 5 . 4  ( 7 . 88 ) 1 7 1 . 6 6 1 . 8
5 - 9 2 1 1 7 . 6  ( 8 . 23 ) 17 2 . 1 5 8 . 4
Τ-93 1 1 7 . 6  ( 8 . 30 ) 171.  6 58.  6 63.  9
Ν-94 1 2 2 . 1  ( 8 . 26 ) - -
Ε- 95 - - 63 . 0
Γ-96 1 2 2 . 6  ( 8 . 25 ) 1 7 4 . 6 5 5 . 2
Υ-97 1 2 3 . 1  ( 8 . 19 ) 1 7 4 . 7 5 5 . 0 42 . 4
Τ-98 1 1 4 . 0  ( 8 . 01 ) 17 1 . 8 6 1 . 7 6 9 . 9
Κ-99 1 2 3 . 1  ( 7 . 89 ) - - 3 2 . 8
0 - 1 0 0 1 0 9 . 8  ( 8 . 30 ) 1 7 1 . 3 4 5 . 3
Μ-101 1 1 9 . 5  ( 8 . 04 ) 17 3 . 4 5 5 . 3 3 2 . 8
Τ-102 1 1 8 . 0  ( 8 . 14 ) 169.  9 6 0 . 1
Ρ-103
ν - 1 0 4 62 . 7 32.  6
0 - 1 0 5 1 2 4 . 1  ( 8 . 38 ) 17 2 . 8 5 5 . 8 2 9 . 6
ϋ - 1 0 6 1 2 2 . 3  ( 8 . 33 ) 17 3 . 2 55.  6
Κ-107
Ε-108
Ε- 109 5 6 . 5 3 0 . 6
0 - 1 1 0 1 1 0 . 1  ( 8 . 46 ) 1 7 1 . 2 4 5 . 3
Κ-111 1 2 0 . 5  ( 8 . 09 ) 1 7 3 . 4 5 6 . 1 30.  6
Ν-112 1 2 3 . 5  ( 8 . 33 ) 1 7 4 . 5 5 5 . 1 42 . 3
5 - 1 1 3 1 2 1 . 3  ( 8 . 32 ) 1 7 1 . 3
5 - 1 1 4
Κ-115



0-116 119.1  (9.23)

Υ-117 118.8  (8.99)

1-118

0-119

ν-120

Τ-121

0-122

Μ-123

Τ-124

0-125

Α-126

3-127

0-128

ν-129

Δ-130

Ν-131

1-132

Ε-133

Κ-134

Ν-135

1,-136

Κ-137

Κ-138

Ε-139

Ε-140

0-141

1-142 118.2  (7.17)

Υ-143

3-144 109.8  (7.86)

1-145

Σι—14 6
ν-147

Α-148

1-149

Μ-150

Δ-151

0-152 107.4  (7.76)

Κ-153 115.8  (7.12)

Α-154

Ε-155

ν-156

Κ-157

Υ-158

Ν-159

Ρ- 160
Α-161

ν-162

1-163

0-164

Ρ-165

Ρ-166

Μ-167 115.4  (7.22)

1-168 120.0  (7.03)

Α-169

Ε-170 118.0  (7.53)

Ρ-171

1-172

Κ-173
Ε-174

1-175



0-176

Γ-177

0-178

Α-179

Τ-180

ν-181

1-182

Ε-183

Ν-184
Α-185 124 .6  (8.28) 174.4 52.6 19 .3

ϋ-186 119.4 (8.23) - 54.4 41 .3

Ε-187 121 .6  (8.23) 174.1 56.7 30 .0

0-188 108 .9  (8.36) 171.0 45.2

ϋ-189 119 .5  (8.05) 174 .1 54.3

0-190 108.0 (8.15) 170.2 45.3

ν-191 120.1 (7.75) 61.4

1-192 129.0 (9.31) 53.8 39 .9

Ε-193 125.2 (8.57) 172 .2 54.8

1-194 121 .5  (8.66) 52.7

ν-195 121 .3  (8.84) 172.8 61.8 32 . 8

ν-196 127.4 (8.64) 60.8 33 .8

Κ-197 126.8 (9.25) 173.3 55.1

0-198 108.8 (8.41) 44.8

Μ-199 119 .7  (8.83) 174. 6 57.2

Τ-200 114.3 (9.36) 62.0

0-201

Α-202 55.1

3-203 118.1 (9.39) 62.5

0-204

ν-205 117.7 (6.44) 66.6

Η-206 116 .6  (7.65) 175.7 59.2 28 .4

Κ-207 - -

1-208 118 .8  (7.61) 66.2 38 .2

Ε-209 117 .6  (8.57) 60.9

5-210 113 .3  (8.58) 61.4 63.1

5-211 115 .6  (7.30) 61.9

1-212 120.2 (8.22) 58.3

Τ-213 107 .1  (7.71) 65.0

Κ-214 117 .4  (6.86) 173.7 56. 6

Η-215 121 .5  (7.67) 173.2 53.7

Κ-216

0-217

1-218 119 .6  (7.63) 60.1

1-219

Υ-220 117 .9  (7.79) 170.7 57.7 42.0

0-221 125 .1  (8.12) 168 . 6 57.5 28 .5

5-222 122.1 (8.62) 170 . 9 56.3 65 .6

ν-223 129 .5  (9.57) 170 .5 61.1

Α-224 129.8 (8.53) 173.7 50.1

1-225 125.8 (8.61) 176.2 57.6

Α-226 116.2 (8.55) 176.4 55.0

Τ-227 100.7 (6.70) 60.1

Ν-228 116 .0  (7.76) 169. 9 55.4

Κ-229 115.4 (7.48) 173.0 55.2

Α-230 123.3 (9.04) 49.8

Η-231 123.0 (9.02) 171.5 55.8

1-232 125 .5  (8.84) 171. 9 59.5

Κ-233 125 .9  (8.80) 172 . 9 54.4

Υ-234 124 .3  (9.29) 55.2

ϋ-235 120 .2  (8.88) 49.9



Ρ-236 63. 3
Ε-237 1 1 6 . 3  ( 8 . 3 8 ) 174 .4 5 7 . 6
1- 238 1 1 6 . 8  ( 7 . 9 2 ) 61.  6
1 - 239 1 2 1 . 1  ( 8 . 3 0 ) 6 0 . 2
0 - 2 4 0 1 0 8 . 0  ( 7 . 9 6 ) 170 . 1 43.  9
Ρ-241
Κ-242 1 1 5 . 3  ( 8 . 6 3 ) 176 . 0 59.  4
0 - 2 4 3 1 1 7 . 7  ( 7 . 2 6 ) 176 . 3 56.  9
1- 244 1 2 2 . 1  ( 7 . 31 ) 174.  6 6 6 . 0
1 - 245 1 2 0 . 0  ( 8 . 15 ) 174.  9 6 6 . 5
Η-246 1 1 7 . 6  ( 8 . 11 ) 175 . 5 5 9 . 3
Τ-247 1 1 7 . 7  ( 7 . 98 ) 172 . 5 6 7 . 4
1- 248 1 2 2 . 7  ( 7 . 77 ) 175. 2 6 6 . 7
Ε-249 1 1 9 . 8  ( 8 . 58 ) 179 . 2 5 8 . 8
5 - 250 1 1 7 . 5  ( 8 . 22 ) 6 1 . 5
1 - 2 5 1 1 2 0 . 5  ( 7 . 37 ) 173 . 5 54.  9
0 - 2 5 2 1 0 4 . 4  ( 7 . 81 ) 170 . 5 4 4 . 5
Γ-253 1 1 8 . 0  ( 6 . 8 0 ) 5 6 . 3
Ε-254 1 1 7 . 9  ( 7 . 9 8 ) 5 5 . 0
Α-255 1 2 5 . 5  ( 9 . 2 9 ) 172. 8 5 0 . 7
5 - 2 5 6 1 1 3 . 7  ( 8 . 6 6 ) 170. 1 56 .  9
1- 257 1 2 4 . 0  ( 8 . 6 3 ) 5 6 . 0
ν - 2 5 8 1 2 2 . 5  ( 8 . 0 6 ) 6 2 . 3
Κ-259 1 2 6 . 1  ( 8 . 2 0 ) 172 . 9 6 0 . 6



Δημοσιεύσεις σε διεθνή επστημονικά περιοδικά που προέκυψαν από το έργο της 

παρούσας διατριβής:

1) Ιν. Βαηοί, I. ΒβΓίίηί, δ.Ο.Β&ίοηί, 0.Τ.Ο1883ΡΪ8, Ν. ΗαάμΙΐΗίϋδ, Α.Κοδδίο: Αη

ΝΜΚ 8ίηάγ ο/ίΗβ ίηίβταοίίοη &βί\νββη ίΗβ Ηιιηιαη εορρβΓ(Ι) βΗαρενοηβ αηά ίΗβ 

8βοοηά αηά ββΗ πιβίαΙ-Μηάίη§ άοιηαίηδ ο / ίΗβ Μβη1ζβ8 ρνοίβιη. ΡΈΒ8 ΙοιιηιαΙ 

ν ο ί 2 7 2 ,1881Ι© 3, ρ&§€ 865 2005 (Ι.Ρ= 3,609)

2) Ε. Β&ηοί, I. ΒβΓίίηί, ΚΟαηϋηί, Ο .Τ.Ο ίι^^ρίδ, Ν. Η&ά,μ1ί&<ϋ8, Α.Κοδπίο: Α 

ΝΜΚ 8ίαάγ ο/' ίΗβ ίηίβταβίίοη ο / α ΐΗτββ-άοηιαίη βοπΒίηιβί ο / ΑΤΡ7α \νίίΗ 

βορρβγ(1) αηά οορρβν(1)-ΗΑΗ1: ίΗβ ίηΐβψίαγ ο/άοιηαίη8. ΙοητηαΙ Ο / ΒίοΙοξίοαΙ 

ΟιβτηίΜΐγ. Ιη ρνβ88 (Μαηαδοηρί Μ506219200 ) 2005 (Ι.Ρ= 6,482)

Σελ.219
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ο ο ρ ρ β ν ( Ι )  ο Ι ι α ρ ο Γ ο η β  α ι κ Ι  ΐ Η β  β β β ο η ύ  αη<1 ί ί Λ Ι ι  

ιη β ί& Ι - Ι > ίη € ΐ ίη 9  « Ι ο ιη β ι η β  ο !  ΐ ! ι β  Μ β η ΐ€ β 8  ρ Γ Ο ΐβ ΐη
Ι_υοί3 Ββηε'ι1,2, Ινβηο ΒβΠίηΐ1,2 δίηηοηβ Οίοίί-Βθίίοηί1*2, ΟΗπδίΟδ Τ ΟΗβδβρϊδ1*3, ΝϊοΙ< ΗβφΊΙίβάίδ3 
3Π(1 Αηΐοηϊο Βοδβίο1,2
1 Μ39ΠΘΙΪ0 Βθδοηβηοβ Οβηίβτ (ΟΕΒΜ), υηϊνβΓδίΐγ οί ΡΙοτθιτοθ, Ιΐβίν
2 ΟβρβΠΓηβηΐ οί ΟΚβΓηϊδίιγ, ϋηίνβΓεΐΐγ οί ΡΙογοποθ, ΙΙβΙγ
3 δβοϋοη οί ΙηοΓ93ηίο 3Π(1 ΑηβίγίίοβΙ ΟΚθΓηίδίτγ, Οβρβητηθηΐοί ΟΗθΓηίδίτγ, ϋηϊνθΓδίΐν οί Ιοβηηίηβ, 6 γθθοθ

ΚβγννθΓ<)5
ΟΟΡΡΘΓ(Ι); ΓΠΘΪ3Ι Η0ΓΠβ05ΐ35ί5; 

πηθΙθΙΙοοίίθρβΓοηβ; ρΓοΐβίη-ρΓοΙβϊη 
ίηΙβΓθοϋοη

Οοιτθΐϊροηιίβηεβ
I. ΒθΓΐίηί, Μβςηβΐίο Ββδοηβηοβ ΟβηΐβΓ,
υηίνβΓδϊΙγ οί ΡΙοΓβηοβ, νϊβ 1_. δβοοοηϊ, 6,
50019 δβδίο ΡίοΓβηΐίηο, ΙίβΙγ
Ρβχ: +39 055-457-4271
ΤθΙ: +39 055-457-4272
Ε-ΓΠ3ΪΙ: ίν3ηο(3θΓίίηϊ@οβΓΓΠ,υηϊίΐ.ίί

{Ββοβϊνβά 30 δβρίθηη&βΓ 2004, Γβνϊδθά 30 
Νονβηη6βΓ 2004, βοοβρίθά 13 Οβοβηπ5θΓ 
2004)

άοΐ:10.1111/].1742-4658.2004.04526.x

ΤΙιε ΐηίεΓ&οϋοη βεί^νεεη ίΐιβ ΙιιιπίΗη οορρβΓ(Ι) οΙι&ρεΓοηε, ΗΑΗ1, &η<1 οηε 
οί ΐίδ Ιτνο ρ1ιγδΐο1ο§ΐο&1 ρατΙηεΓδ, ίΐιε Μεηίεεδ (Ιίδεαδε ρΓοίβΐη (ΑΤΡ7Α), ν&δ 
ΐην65ίί§αΙε<3 ϊη δοΐαίΐοη αδΐη§ ΙιβΙεΓοηιιοΙείΐΓ ΝΜΚ. ΤΙιε δίη<3γ ν/&8 ΟΗ,Γπεό 
οιιί 11ιγοιι§Ιι ίίΐΓίΐίΐοη3 ΐηνο1νίη§ ΗΑΗ1 αη<1 εΐίΙιεΓ ίΐιβ δβοοη<1 ο γ  ίίιε ίΐΓΐΙα 
δοΐιι&ΐε (ΙοπίΗΪηδ οΓ ΑΤΡ7Α (ΜΝΚ2 &η<3 ΜΝΚ5, τεβρεοίϊνεΐγ), ΐη ίίιε ρΓεδ- 
βηοε οί οορρεΓ(Ι). ΤΙιε οορρεΓ-ίτ&ηδίεΓ ρΓορεΓίΐεδ οί ΜΝΚ2 αη<1 ΜΝΚ5 
»Γε δΐχηϋ&Γ, αηά (ΙΐίϊεΓ δΐ§ηΐβθ3.η11γ Γγοπι ίΗοδε ρΓενΐοπδΙγ οΒδετνεί! Γογ ίίιε 
γε&δί &οπιο1θ£θΐΐδ δγδίεπι. Ιη ρ&ΓίΐοηΙαΓ, ηο δίαΐ>1ε α<1(1ιιοΙ ΐδ ίοππεά 
’Βεί’βνεεη εΐίΙιεΓ οί ίίιε ΜΝΚ (Ιοηωϊηδ αη<1 ΗΑΗ1. ΤΙιε οορρεΓ(1) ίταηδίεΓ 
Γεαοίΐοη ΐδ $1ο\ν οη ίίιε ίΐχηε δοαίε οί ίίιε ΝΜΚ. οΐιειηϊο&ΐ δΜίί, αη<1 ίΐιε 
εςιιΐΐϊ&ϊΐυιη ϊδ δϊβηϋΐοίΐηίΐγ δΜΓίε<1 ίο\ν&Γ<1δ ίΐιβ ίοπη&ίίοη οί οορρεΓ(1)- 
ΜΝΚ2/ΜΝΚ5. ΤΙιε δοΐιιίΐοη δίηιοίιιτεδ οί βοίϊι αρο- &η<1 εορρεΓ(Ι)- 
ΜΝΚ5, τνΐιΐοΐι ννεΓε ηοΐ &νιίΐ3ΐ)1ε, ατε &1δο τεροΓίεοΙ. ΤΙιε τεδίιΐίδ 3χε 
<ϋδουδ$ε<1 ΐη οοιηρ&πδοη Λνϊίΐι Ι&ο ά&Ια αν&ϋ&Με ϊη ίίιε ΙΐίεΓ&ΙιίΓε ίοΓ ίΐιε 
ΐηΙεΓΕοίίοη ϊ>εί^εεη ΗΑΗ1 αχκΐ ίίδ ρ&ΓίηεΓδ &οηι οίΙιεΓ δρεοίΓΟδοορίο ίεείι- 
ηίςιιεδ.

ΟορρεΓ, &η εδδεηίΪΗΐ Ιχ&οε πιεί&ΐ, ίδ αΐϋϊζείΐ &δ 3. οοί&ο- 
Ιογ ΐη & ναπείγ οί τε^οχ αη<3 Ιιγίΐτοίγΐΐο ρΓοίεϊηδ, 
Λνΐιϊοΐι, ΐη εη^ίίΓγοίεδ, &Γε ίοιιη<3 ΐη ν&ηοιίδ οεΜιιΙ&Γ 
1οθ3ίΐοηδ [1]. ΗοννενεΓ, ΙΙιε αηηοιιηί ο ί οορρεΓ ΐδ ρτε- 
δυηι&1)1γ δίτΐοΐΐγ εοηίΓοϋείΙ &η«1 & εοηιρίεχ πι&εΙιϊηεΓγ 
οί ρΓοίεϊηδ 13x3.1 Βΐη<3 ΙΙιβ ζηεΐαΐ ίοη δίήοΐΐγ οοηίΓοΙδ ίΐιε 
ιιρίδίεε, ίΓ&ηχροΓΐ, δεςυεδίΓΕίΐοη &η<1 είβιιχ οί οορρεΓ 
ΐη νΐνο [2-4]. Ιη ρίΐΓίΐοαΙίΐΓ, δο-ο&11ε<1 πιείΕΙΙοοΙίίίρεΓοηεδ 
<1ε1ΐνεΓ οορρεΓ ίο δρεοΐ&ο ίηΐΓαοεΙΙιιΙαΓ ί3Γ§είδ, αοΙΐη§ 
Ιΐΐίο εηζγιηεδ Ιο 1ο\νεΓ ίΐιβ Ηοίΐν&Ιΐοη Β ι̂τΐεΓ ίοΓ οορρεΓ 
ΐΓΕηδίεΓ ίο ίΙιεΪΓ δρεοΐβο ραΓίηεΓδ [5]. Α ί&δί ϋηείΐοδ οί 
Γπείϋΐ ίΓΗηδίεΓ πιαγ οΐτοικηνεηΐ ίΐιε δΐ^ηΐϋοαηί ΐΗεπτιο- 
ίίγη&πιΐο ονεΓοαρ&οΐίγ ίοΓ οορρεΓ οΐιείαίΐοη οί ογΐο- 
ρίζίδπι οοηιροηεηΐδ [6].

Οηε οί ίΐιε ρ&ίίηναγδ οί οορρεΓ ΐΓαηδίεΓ ρΓββεηί ΐη 
Ιηηη&ηδ ΐηνοίνβδ ΗΑΗ1 (αΐδο 1αιο\νη Εδ Αίοχΐ), α 
δηι&Π δοΐιιβίε ιηεί&ΙΙοοΙι&ρεΓοηε [7,8], \ν!ιΐο1ι ΐδ ο&ρ&ΐίΐε 
οί <1ε1ΐνεηη§ οορρετ(Ι) 1>ο11ι Ιο ίΐιβ Μεηΐϋεδ ζηά ίΐιε 
ννϋβοη (ϋδεαδε ρΓοίεϊηδ (ΑΤΡ7Α &ηό ΑΤΡ7Β, τεδρεοί- 
ΐνεΐγ; ΕΟ 3.6.3.4) [2-4]. ΤΙιε ΙαίίεΓ ί^νο ρΓοίεϊηδ αΓε 
πιεπι^Γ&ηε-όουηϋ Ρ-ίγρε ΑΤΡ&δεδ ίΐι&ί ΐΓ&ηδΙοοίΐίε 
οορρεΓ ΐη ΐΐιε ίταηα-Οο1§ΐ ηείννοΓίε ογ αΟΓΟδδ Ιΐιε ρ1πδπι& 
τηεπιΙ)ΓΕηε [2-4], (1ερεη<1ΐη§ οη εηνϊτοηηιεηΐ&ΐ οοηάϊ- 
ίΐοηδ [9]. 1η ί&οΐ, 1>οί1ι ρΓοίεϊηδ εχρεήεηοε οορρεΓ- 
Γε̂ αΐ3.1ε<1 ΐΓ&ΠϊοΙςΐηβ 1>εί\νεεη Ιίχε Οο1§ΐ ’&ηά ρ1&δπΐ3. 
πιεπιΙ)Γ&ηεδ [9], ΑΤΡ7Α αη<ί ΑΤΡ7Β Ιΐίΐνε α 1οη§ 
Ν-ΙεπηΐηΕΐ ογίοδοΐϊο ΙεϊΙ οοηίαΐηϊη§ δΐχ ρηΙ&Ιΐνε 
ιηεί2ΐ1-1)ΐηί1ΐη§ όοΓηαΐηδ. Ηοιηο1ο§ηεδ οί ΗΑΗΙ &η<1

Α1>Ι>ΓβνίβΙϊοη5
Η5Ω0, (ΐθίθΓοηυοΙθβΓ δίηςΙβ ςυβηίυηη οοΗθγθποθ; ΜΝΚ2, δβοοηοΐ ηηθ*3ΐ (3ίηο1ίη9 εΙοηιβίη οί ίΚθ ΗϋΓΠ3η ΜβηΙ<θδ ρΓΟίβϊη (ΑΤΡ7Α); ΜΝΚ5, ίίίίΐι 
ηηβΐβΙ Ι̂ ίηοϋης άοπηβϊη οί ΐίΐθ Μυηηβη ΜθπΙ<θ5 ρΓοίβίη (ΑΤΡ7Α); ΒΜδϋ, γοοΙ ηαβθη βςυθίβ οΐθνϊβίίοη.

ΡΕΒ5 ϋουΓΠθΙ 272 (2005) 86&-871 <& 2005 ΡΕΒ5 865



ΙηΙβΓΒοΙϊοη ϋβίννββη ΗΑΗ1 3ηύ ΑΤΡ7Α ί .  Βθηοί β ΐ 31.

ΑΤΡ7Α/ΑΤΡ7Β 3Γε Γοιιη<3 ΐη α 1&Γ§β ηυπΛεΓ ο ί ρπ>- 
]£3Γγοίΐο 3η<1 ειιΙεΕΓγοίΐο θΓ§3ηΐδΐη5. Τϊιε ηηιη&εΓ οΓ 
πιεί3ΐ-βϊη(ϋη§ ίΐοηι&ΐιΐδ ΐη ΑΤΡ7Α/ΑΤΡ7Β Ιιοπιο1θ£υε5 
ίδ ν3ΓΪ3ΐ>1ε, Γ3η£Ϊη§ Γγοπι οηε ίο κιχ, ννΐίΐι ρΓοίεϊηδ Γγοπι 
Μ§1ΐ6Γ εη&3Γγοίΐο θΓ§3ηΐδαΐδ, ε.§. χηατητηαΐδ, 1ΐ3νΐη§ α 
1ιΐ§1ιεΓ ηΐΐιη1χ;Γ ο ί  δίκΑ ίίοιηβΐηδ ίΐι&η ρΓθ^3Γγοίΐε (ίγρ- 
ΐοαίΐγ οηε ογ ίχνο) ογ γε3βί (ίχνο) 1ιοιηο1θ£ΐιεδ [10,11]. 
Τΐιβ Γ6α8οη8 χνΐιγ 1ιί§1ιεΓ 0Γβ3ηΐδπΐ5 1ΐ3νε 35 ηΐΕηγ 38 δΐχ 
Γηεί3ΐ-&ϋκϋη§ <1οΐΏ3Ϊηδ εγο δίΐΐΐ υηο1ε3Γ. Αναϊ&βίε 
δίικίΐεδ οη ΑΤΡ7Α ογ ΑΤΡ7Β ίΓγΐη§ ίο 3ί1<ΐΓε5δ ίίιϊδ 
πίΕΐΙεΓ ΐικϋοαίε δοπιε ίαηοίίοηαΐ <ϋίϊεΓεηίΪ3ίΐοη βείχνεεη 
ίΐιε βΓδί Γοιιτ (οοιιηίΐη§ Γγοπι ίΐιε Ν-ίεπηΐηιΐδ) αη<1 ίΐιε 
Ιαδί ί\νο (ΙοΓΠ&ϊηδ, 3η(1 δΐΐββεδί ίΐι&ί ίΐιε Ιβδί ίννο 
ίΙοπίΗΪηδ ΕΓ6 δπίΒοίεηί Γογ Γηηείΐοη [12-14]. 1η αώΐί- 
ίΐοη, ίϊιε ηΐ6θ1ιαηΛ5ΐη οΓ οορρεΓ(Ι) ΐΓ3ηδΓεΓ &οπι ΗΑΗ1 
ίο εΐίΙιεΓ Ιιηπι&η ΑΤΡαδβ ΐδ ηοί εοιηρίείβΐγ βΐιιείόαίεό. 
Ιη ίΜδ τεδρεοί, ΐί ΐδ ηοίεχνοΓίΙιγ ί1ΐ3ί Ιιοτηοΐοβγ πιοάεΐ- 
1ίη§ οΓ ίϊιε ΑΤΡ7Α πιεί3ΐ-1>ίη<3ΐη£ άοηίΕΐηδ δΐιοχνδ δϊ§ηϊ- 
&οαηί ν3.ΓΪαίϊοη5 αιηοηβ ίΐιε ναηουδ οΙοηίΕΪηδ ίη ίΐιε 
εΙεοίΓΟδί&Ιΐο δηιΪ3θε ίιηρ1ΐθ3ίε<1 ΐη ρΕΓίηεΓ Γεεοβηίίίοη, 
ροΐεηϋίΐΐΐγ ηΐ3ΐαη% ίί ροδδίΜε Γογ ί&επι ίο ίηίεΓΕΟί νήίΐι 
οηε αηοίΙιβΓ [11].

Αί ρΓεδβηί, Ιή^ΐι-Γεδοΐιιίΐοη <1&ία ηιαρρίη§ ίΐιβ 
Γε§ΐοηδ οΓ ϊηίεΓ&οίΐοη βείχνεεη 3η ΗΑΗ1 1ιοπιο1ο§ιιε 
3η<3 3 δοΐιιβίε πιεί&1-&ΐη<ϋη§ <1οπΐ3Ϊη Γγοπι 3η ΑΤΡ&δε 
&Γ6 3ν3ΐ]3ΐ>1ε οηΐγ Γογ ίΐιε γε3δί [15] 3η<1 ίΐιε ΒααΙΙιια 
$ιώίΐΙϊ$ [16] δγδίβπίδ. ΤΙιε <ΐ3ί3 οΜ3Ϊηε(1 οη ίϊιε γε3δί 
ρΓοίεϊηδ 1ΐ3νε 1>εβη ιΐδε<1 ίο άείεπηΐπε α ίΐιτεε-ίΐΐπιβη- 
δϊοη&Ι δίηχοίιΐΓβ Γογ ίΐιβ ρΓοίεΐη 3<1<1ιιοΙ [17]. Ενβη 
11ιοιι§1ι ίΐιε δεςιιεηοε 5Ϊτηϋ3ΓΪίγ βεί\νεεη γε38ί Α ίχΐ 
3η<1 ΗΑΗ1, 3δ χνεΐΐ 3δ βείννεεη ίΐιε <1οιη3Ϊη5 οΓ γβίΐδί 
0<χ2 3η<1 ΙιιιτηΗη ΑΤΡ7Α/ΑΤΡ7Β, ϊδ Γεπΐ3Γΐ£3ΐ)1ε, 
ΛεΓε 3Γε δενβΓαΙ χνεΐΐκίοειιηιεηίεοί δίηιοίιιτ3ΐ <3ίίΤεΓ- 
εηεεδ ίΐι&ΐ νναΓταηί «ϋτεοί ΐηνεδίϊ§3ίΐοη οΓ ίΐιε 1ιιιπΐ3η 
ρΓοίεϊηδ. 1η ρ3Γίΐοιιΐ3Γ, 1ιηπΐ3η ΗΑΗ1 1ΐ3δ ί>εεη δΚο\νη 
ίο 1>ίη<ί οορρεΓ(Ι) ΐη 3 1ΐηβ3Γ ΐ»ϊ<1εηί&ίε Γ&δ1ιΐοη [18,19], 
\ν1ΐ6Γε3δ ΐη Α ίχΐ ίΐιε εορρεΓ(Ι) ΐοη ΐδ ίηοοοπίΐηαίε 
[20], \νΐί!ι ί\νο 1ΐ§3η<3δ ρΓονΐ<1εί1 1>γ ίΐιε ρΓοίεΐη 3η<1 3 
ίΜτίΙ 1>γ 3 Γεάυ.οί3ηί πιοΐεοιιΐε Γεοηιϊίείΐ Γγοπι ίΐιε δοΐιι- 
ίΐοη . ΑΙδο ίΐιβ εχ ίεη ί οΓ δίπιείιΐΓ3ΐ ν3Π3ίΐοη υ ρ οη  
οορρβΓ(Ι) Ηη<ϋη§ οΙ>δεΓνεί1 ΐη Αίχΐ ΐδ «ΙίίΤεΓεηΙ 3η<3 
8ΐ^ηΐίΐ03ηί1γ ΐ3Γ§εΓ 11ΐ3η Γογ ΗΑΗ1 [19]. ΤΙιε εΙεείΓΟ- 
δίΕίΐο ροίεηίΐΕΐ 3 ί  ίΐιε δχιτ&οε οΓ Α ίχΐ 3η<1 ΗΑΗ1 ΐδ 
<3ϋΐίε δΐτηΐΐ3Γ, ί>ιιί 11ΐ3ί οΓ ίΐιε πΐ6ί3ΐ 1>ΐη<1ΐη§ <1οπΐ3Ϊηδ 
οΓ 0 x 2  ΐδ δθΗΐεχν1ΐ3ί <1ΐίΤεΓεηί Γγοπι ΑΤΡ7Α/ΑΤΡ7Β 
[11]. Ιη 3<1(1ΐίΐοη> α1ίίιοιι§1ι ίΐιε ίννο πιεί3ΐ-1)ΐη<1ΐη§ 
<1οηΐ3Ϊηδ οΓ Οοο2 3Γε νεΓγ δΐπιΐΐ3Γ 35 Γ3γ 3δ εΙεείΓΟ- 
δίαίϊο ΓεαίιίΓεδ 3Γε εοηοεΓηεά, ίΐιε δΐχ άοηΐ3Ϊηδ οΓ 
ΑΤΡ7Α/ΑΤΡ7Β (ΙΐίΤεΓ \νΐ<3β!γ ΐη ΐΜδ 83πιε τεδρεοί, 
βνβη δ1ιο\νΐη£ ο1ΐ3Γ§ε ΓενεΓδ3ΐδ. ΤίιεΓε δεεπίδ 3ΐδο ίο  1>ε 
δοιηε (1ΐίΤεΓεηΙΪ3ΐίοη &ιηοη§ ίΐιε ΑΤΡ7Α (Ιοπι&ΐηδ χνΐίΐι 
τεδρεοί ίο  ίΐιε δίηιοίιΐΓ3ΐ 3η<1 <3γη3ΐηΐο είΐεείδ οΓ εο ρ -  
ρβΓ(Ι) 1)πκϋη§ [21].

Ιη ίίιϊδ δίχιοΐγ \νε ΐηνεδ1ί§3ίε<1 αδΐη§ 1ιϊ§1ι-Γεδο1ιιίίοη 
ΝΜΚ ίΐιε ΐηίεΓ3θίΐοη 1»είνεεη ΗΑΗ1 3η<1 ί\νο (ΙΐίϊεΓ- 
εηί δο1η1>1ε <1οπΐ3Ϊηδ οΓ ΑΤΡ7Α: ίΐιβ κεοοη<1 (ΜΝΚ2 
1ιεΓ63ΓίεΓ) 3η<1 ίΐιε ϋΓίΙι (ΜΝΚ5 1ιεΓβ3Γί€Γ). Τΐιβ δοΐιι- 
ίΐοη δίηιείιίΓε οΓ 1>οί1ι ίΐιε 3ρο- 3η<1 οορρεΓ(Ι)-Γοπη οΓ 
ΜΝΚ2 χνΕδ 3ΐΓεα(1γ αν3ΐΐ3β1ε [21]. Νο ΝΜΚ 3δδΐ§η- 
πιεηί ογ δίηιοίιΐΓ3ΐ (Ι3ί3 τνεΓε ΐηδίεαά 3ν3Ϊΐ3ΐ>1ε Γογ 
ΜΝΚ5, χνΐιΐοΐι ΙΐΕδ 1>εεη εχρΓβδδΟίΙ ίη ΕχοΗβΗΰΗΐα οοίι, 
3ηό δίηιείνίΓΕίΙγ ε1ΐ3Γ30ίεΓΪζε<1 1>γ ΝΜΚ ΐη ίΐχΐδ δίικίγ. 
Ρ3Γίΐοιιΐ3Γ ΐηίεΓεδί ΐη ίΐιε δίυ<3γ οΓ ίΐιε ΐηίεΓ30ίΐοη 
ΙϊεΙχνεεη ΗΑΗ1 3η<1 ΜΝΚ2 ΐδ άιιε ίο ίΐιε Γεοβηί ρΓο- 
ροδΐίΐοη ΙΙιεΙ ίΐιε δεοοηό 8θ1ιι1)1ε όοπΐ3ίη οΓ ΑΤΡ7Β, 
’ϊ/ΐιΐοΐι 1ΐ3δ 3 ρ/  φ ΐΐίε οΐοδβ ίο ί1ΐ3ΐ οΓ ΜΝΚ2, ΐδ ίΐιε 
δΓδί εηίτγ ροΐηί Γογ (ΙεΙΐνβΓγ οΓ εορρεΓ(Ι) ΐοηδ 1>γ 
ΗΑΗ1 ίο «ιέ ΑΤΡ3δε [22].

ΚββυΗβ

ΝΜΚ 5ρβοΐτ8 8$5Ϊ9ηιηβηί αη(Ι δίηιβίιιηΙ 
Ο Β ίευ ίΒ ίίοηδ

Β3θ1ςΙ)οηε 3δδΐ§ηπιεη1δ Γογ ΜΝΚ5 χνβΓε ο!>ί3Ϊηε(3 υδίη§ 
δί3η03Γ<5 δίΓ3ίε§ΐεδ 1)3δε<1 οη ίτΐρίε Γ6δοη3ηεβ εχρεπ- 
πιεηίδ [23]. Ιη 15Ν -1ιεΙεΓοηυο1ε3Γ δΐη^ΐε ςηΕηίιιηι οοΙιεΓ- 
εηοε (Η80Ο) δρεοίΓ3 ίΐιε Γ€δοη3ηοεδ οΓ ίΐιε 1>3θ1εΙ)οηε 
3ΐηίοΐ6 πιοΐβίΐεδ οΓ Γεδΐόαεδ 13-17 ννεΓε ηοί <3είεοί&β1ε 
ηοΓ ννβΓε ίΐιοδβ οΓ ίΐιε τεδΐοΐιιεδ ΐη ίΐιβ 0-ίεπηΐη3ΐ ί&§. 
Αδ ΐη ίΐιε 03δε ο ί ΜΝΚ2, χνίιεΓε οηΐγ ίχνο Γβδΐάηεδ 
εδ03ρε<1 ίΐείεοίΐοη [21], ίΐιε ΐ3θ1ί οΓ 5Ϊ§η3ΐδ Γγοπι Γεδκΐιιεδ 
ΐη ίΐιε πιεΐ3ΐ-1)ΐη<3ΐη§ Ιοορ ΐδ Ιΐΐεείγ ίο οιΐ^ϊη3ίε Γτοηι 
οοηΓοππ3ίΐοη3ΐ εχο1ΐ3η§ε ρΓοοεδδεδ. ν3ΓΪ3ίϊοηδ ίη ίΐιε 
οΙιετηϊοΕί δΜΓίδ 1>εί\νββη 3ρο- 3η<3 εορρεΓ(Ι)-ΜΝΚ5 3Γε 
οΒδετνεί! Γογ τεδΐότιεδ οΐοδε (ΐη δε^αεηοε) ίο ίΐιε 1>ΐη(1ίη§ 
Ιοορ, 3δ τεροΓίε<1 ρΓενϊοιίδΙγ Γογ δΐπιΐΐΕΓ δγδίεπχδ 
[21,24,25], Άτιά, ίο 3 δπΐ3ΐ1 εχίεηί, Γογ τεδΐίΐυε 65. ΝΜΚ 
ί>88Ϊρηηΐοηΐ8 Ηιινε ίιοοη (1οροδΐίε<1 ΐη ίΙιε ΒΜΚΒ.

Οηε ίΙιοηδΕηϋ ίννο 1πιη(ΐΓε<1 3η<1 ί\νεηίγ-δενεη 3η<1 
1121 πιε3ηΐη§Γιι1 ιζρρεΓ άΐδίΕποε Ιΐπιΐίδ χνεκ ιΐδείΐ Γογ 
δίπιοίητε οαΙοηίΕίίοηδ οΓ 3ρο-ΜΝΚ5 3η<1 οορρεΓ(Ι)- 
ΜΝΚ5, Γεδρεοίΐνεΐγ. 1η 3<ί<ϋίΐοη, 37 φ 3η<1 37 ψ Ιογ- 
δΐοη 3η§1εδ \νεΓε οοηδίΓ3Ϊηε(] ΐη ε3ε1ι ρΓοίεΐη Γοπη. ΤΙιε 
δίτιιοίιίΓεδ οΙ>ί3Ϊηε<1 3η<3 ίΐιε εοηδίΓΕΪηίδ ιΐδεό Γογ οεΙοιχ- 
ΐ3ίΐοηδ 1ΐ3νε 1>εεη <1εροδΐίε(1 ΐη ίΐιε ΡΟΒ (οοίΐεδ 1Υ3Κ 
3η<1 1 Υ3^). ΤΙιε ήη3ΐ (3ΠεΓ ΚΕΜ τεβηεπιεηί) 3ρο- 
ΜΝΚ5 3η(1 εορρεΓ(Ι)-ΜΝΚ5 Γ&πιΐΐΐεδ Ιι&νε 3η &νεΓ3§ε
I οί α 1 ί«η"£θί Γιιηείΐοη οΓ «  0.30 Α2 (ΟΥΑΝΑ αηΐίδ), 
3η<1 3η 3νεΓ3§ε 1>3θ1:1)οη6 τοοί ηαε3η δςνίπτε ο1ενΐ3ίΐοη 
(ΚΜ 80) να 1 ιιο̂  (ονοι· ΓΟδΐ̂ ιΐΰδ 2 73) οΓ «  0.70 Α; ίΐιε 
311 1ιε3νγ Βίοπίδ ΚΜδΟ ν3ΐηε ΐηδίε3<1 \ν3δ ΐηδίβ3<3 
»  1.20 Α.

ΡΐβΐίΓε 1 δ1ιο\νδ 3 εοπαρΕηδοη οΓ ίΐιε δίηιοίιίΓεδ οΓ 
3ρο-ΜΝΚ5 3η<1 οορρετ(1)-ΜΝΚ5, 1ιΐ§1ι1ΐ§1ιίΐη§ ίΐιε 
ηιεί3ΐ δΐίε δίηιείιίΓε ΐη ίΐιε ΐΕίίετ. Βοίΐι δίηιοίιίΓεδ 3<1ορί
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I .  Ββηοϊ β ΐ β ΐ ΙηΙβΓβεΙϊοη ββίννβθη ΗΑΗ1 βηά ΑΤΡ7Α

ΡΪ9. 1. Οοηιρβιϊεοη ο ί ΐίιβ  δοΐυΐΐοη δίΓυοΐυΓθδ οί 3ρο-ΜΝΚ5 (ΙβίΙ) 
βηεΙ οορρβΓ(Ι)-ΜΝΚ5 (γιθΙίΙ). ΤΗβ δϊάθ οίιβϊηδ ο ί 0γδ14 βη6 0ν5 ΐ7  
3Γβ δίιοννη 35 δίϊοΚδ; ΐΝβ οορρβΓ(Ι) ϊοη ίδ δίιοννη 3δ 3 δρΙίθΓθ. ΤΙιϊδ 
Γΐ9υΓβ ννβδ ρΓθρθΓβά ννίΐΗ ΜΟ_ΜΟ_ 1311.

ίΐιε ίεΓΓείΙοχΐη-Ιΐ&ε βαββαβ ίοΜ. ΤΙιε Κ,Μδϋ βείννεεη 
ίΐιε βΕΟίΛοηε Είοπίδ Γογ ίΐιε ηιε&η δίταείατεδ ο ί  ίΐιε ί\νο 
Γ&τηϋϊεδ ο ί εοηίοπηεΓδ, εχοίηάίηβ ίβε πιεΐΕΐ-1)ΐη<1ΐη£ 
Ιοορ Γβ£Ϊοη από Ιΐαε ροοΓίγ <3εβηε<1 Ο-ίεπηΐηΕΐ ίΕΪ1 ΐδ 
»  1.1 Α.

ΙηΐβΓβεΐϊοη ϋβΐννββη ΜΝΚ2 8η<1 ΗΑΗ1
Το ΐηνεδίΐ§Είε ίΐιε ίηίεΐΗοίΐοη ο ί ΜΝΚ2 \νίΐ!ι ΗΑΗ1, 
ννε ΙΐίΓΕίε<1 ,5Ν-εηηε1ιεί1 εορρεΓ(Ι)-ΜΝΚ2 Λνίίΐι «ηΐΕ- 
βε11ε<1 αρο-ΗΑΗΙ, Εη<3 Γοΐΐοννεό Ιΐιβ ρΓοεεδδ υϊε 
ιΗ -,5Ν Η δζ)0 δρεοίΓΕ. Νο νΕΓΪΕίΐοη ΐη ίΐιβ εΚεηιΐοΕί 
δΜίίδ ο ί ίΐιε αηιϊάε §ϊ§ηα1δ ϊη οορρεΓ(1)-ΜΝΚ2 οοιχίίΐ 
βε οβχεΓνείΙ Εί Εηγ δίΕ§ε ο ί ί&ε ίΐίτΕίΐοη. ΙηδΙεαά, ίΐιε 
ΐηίεηδΐίΐεδ ο ί δϊ§η&1$ άεοΓεαδεά τνΐίΐι ΐηθΓεΕδΐη£ ΗΑΗ1 
οοηοεηίΓΕΰοη. ΟοηεοιηΐΐΕηΙΙγ, δϊ^η&ΐδ εοιτεδροηίϋηβ 
ίο 3ρο-Μ ΝΚ2 ΕρρεΕΓεά επ<3 ΐηοΓεΕδείί ΐη ΐηίεηδΐίΐεδ 
α1οη§ ίβε ίΐίΓΕίΐοη (Ρϊβ. 2). Νο ΕάοϋίΐοηΕΐ δΐ§ηΕΐδ Γγοπι 
ε ροδδΐϋΐε (ίΓΕηδΐεηίΙγ ροριιΐ&ΐείΐ) ΐηίεπηε&Είε εοηΐά 
1>ε (ΙείεεΙεά 3.1 Εηγ ροΐηί ο ί ίΐιε ίΐίτΕίΐοη.

ΤΙιε Εβονε <1&1« ίΐιιΐδ ϊηόΐοΕίε ΙΙιεΙ αη α<3<1υεί 
βεί\νεεη ΜΝΚ2 &η<1 ΗΑΗ1 άοεδ ηοί ίοπη εΙ <5είεοί- 
Εβίε οοηεεηίΓΕίΐοη, ενεη ΐί  Εη ΐηΙεΓΕ(:Ιΐοη βείΛνεεη ίΐιε 
1\νο ρΓοίεΐηδ άοεδ οοοιιγ, Γεδη1ίϊη§ ϊη εορρει(Ι) ίτΕηδίεΓ. 
ΤΙιε ΙαίίεΓ ρτοεεδδ ίδ δ1ο\ν οη ίΐιε οΐιεππο&ΐ δίήίΐ ίΐιηε 
δεαίε, δε1ίΐη§ Εη ιιρρεΓ ϋπιΐΐ Γογ ίΐιε εφίίϋβπιίϊοη ΓΕίε 
ο ί «  ΙΟ2—ΙΟ3 δ-1 (ϋείεπηΐηεά Βγ ΐΐιε δπίΕΐΙεδί είιεηιϊο&Ι 
δΐιΐίΐ όίίΤεΓβηοε Βείννεεη αρο-ΜΝΚ2 ζηά  εορρετ(Ι)- 
ΜΝΚ2 ίΐκΐί αιη βε (ίεΐοοίεΛ. ϊ.ε. «0 .1  ρ.ρ.ιη). ΤΙιε 
ρΓοήΙεδ ο ί δΐβηίΐΐ ΐηίεηδΐίγ Εδ ε ίαηείίοη οί ίΐιε 
ΜΝΚ2/ΗΑΗ1 εποΙ&γ ΓΗίϊο εαη 1>ε βΙΐε<3 ννϊίΐι &η ε^ιχϊ- 
1ΐΙ)ΓΪιιιη εοηδίαηί Γογ ίΐιε ίΓ&ηδίεΓ οΓ οορρεΓ(1) Γγοϊπ 
ΗΑΗ1 ίο ΜΝΚ2 βείννεεη 5.0 ζηά  10 (Ρΐβ. 3). ΤΙιε 
τεΐ&ίϊνεΐγ 1ιί§1ι δρΓεα<1 οΓ ίΐιε <1&ίίΐ ΐη Ρΐ§. 3 ΐδ <1ιιε ίο 
ίΐιε Γ&οί ίΙχΕί <1ιιηη§ ίΐιε ίΐίΓαΙΐοη δοπαε 1)ΓθΕ<3εηϊη§ ο ί 
ίΐιε δΐ̂ ηαΐδ οεοιιτδ, ίο α (ΙίίΓεΓεηΙ εχίεηί &ί ίΙΐίΓεΓεηί 
ΗΑΗ1/ΜΝΚ2 ΓΕίΐοδ. Τΐιΐδ εοηΐήΐηιίεδ ίο δϋΕίίεπιΐβ 
ίΐιε ναΐυεδ οΓ ίΐιε δΐ§ηα1 ΐηίε§τ3ΐδ.

ΙηΐβΓθΟίϊοη ϋθΐννθβη ΜΝΚ5 8Π(Ι ΗΑΗ1
ΤΙιε ίηίεΓΕΟίΐοη οΓ ΜΝΚ5 Εη<1 ΗΑΗ1 νν&δ δίυ(1ϊε<1 1>γ 
ίΐίταίΐηβ Ι5Ν-εητΐο1ιεί1 αρο-ΜΝΚ5 ίηίο ,5Ν-εητϊο1ιε<1 
εορρεΓ(1)-ΗΑΗ1. Αδ οβδεΓνεί! Γογ ΜΝΚ2, ΛεΓβ ίδ ηο 
άείεείΕΜε ίοπηΕΐΐοη οΓ α ρΓοίείη/ρΓοίεϊη α<1(1υεί, 3.η<1 
ίΐιε εορρετ(Ι) ίΓ&ηδίεΓ ες[αϊ1ΐΙ)πηπι ΐδ δίο^ν οη ίΐιε οΐιεηι- 
ϊοεΙ δΐιΐίί ίΐιηε δεαίεδ. Αΐτε&ίΐγ αί ίΐιε 6τδί αώϋίΐοη οΓ 
ϋρο ΜΝΚ5 (ΜΝΚ5/ΗΑΗΙ πΐίΐο « 1 : 5 ) ,  δΐ^ηαΐδ <1ιιε 
ίο εορρεΓ(1)-ΜΝΚ5 Ερρεατείΐ, λνΐίΐι &η ΐηίεηδΐίγ δΐ§ηΐ- 
βο&ηίΐγ ΜβΙιεΓ ίΙίΕη Λοδε οΓ &ρο-ΜΝΚ5. Οηΐγ &ίίεΓ 
αη εχοεδδ ο ί &ρο-ΜΝΚ5 ννΐίΐι τεδρεεί ίο  οορρετ(1)- 
ΗΑΗΙ ΐδ ΓεΕθ1ιε<1, \ν&δ & δΙεα<1γ ΐηεΓεαδε ο ί Οιε ΐηίεηδΐ- 
ίΐεδ ο ί &ρο-ΜΝΚ5 δΐβη&ΐδ οΙ)5εΓνε(1, αΐίίοιίξΐι ίΐαε δΐ§- 
η&ΐδ ο ί οορρεΓ(1)-ΜΝΚ5 <1ΐ<3 ηοί ΐηοΓε&δε δΐ§ηΐβθΕηί1γ. 
ΤΙιεδε (3&ί& ίίΓε εοηδϊδίεηί \νΐί!ι ίβε οορρεΓ(Ι) ίΓΕηδίεΓ 
ρΓοοεδδ ί3.νοητίη§ ίΐιε ίοπη&ίΐοη ο ί οορρεΓ(Ι)-ΜΝΚ5. 
ΤΚε ίΐίΓΕίΐοη (ΙαίΕ ο&η ί>ε βί ίο 3η ες[ηϊ1ΐΙ>πιιιη οοηδίαηί 
δΐηιΐΙαΓ ίο ίίιαί οΙ>8€Γνε<1 ΐη Ιβε ε&δε ο ί ΗΑΗ1. Ιη ρ&Γ- 
&11ε1, ίβε ΐηίεηδΐίγ ο ί ίβε δΐ§η&1δ ο ί εορρεΓ(1)-ΗΑΗ1 ϊη 
ίβε Η δρΟ  δρεοίτΕ <1εετεΕδε<1 δΐεαόϋγ Εΐοη§ ε11 ίβε 
ίΐίΓΕίΐοη, Εη<1 Ερο(Ι)-ΗΑΗ1 νναδ ίοπηεό.

Οϊβουβδϊοη
Αδ εχρεοίεά, ΐη δοΐιιίΐοη ΜΝΚ5 &<1ορίδ ίΐιε οίΕδδΐοΕί 
βαββαβ ίεΓΓε<3οχΐη ίοΐά Γε§ΕΓ<31εδδ ο ί ίΐιε ρΓεδεηοε ο ί 
ίβε πιείΕΐ ΐοη. Αδ οβδεΓνεό ίοΓ οίΙιεΓ ρΓοίεΐηδ ο ί ίΐιΐδ 
οίΕδδ [26,27], ΐη οορρετ(Ι)-ΜΝΚ5 ίβε οορρεΓ ΐοη ΐδ 
οΐοδε ίο Ιΐιε ρτοίεία δΐιτίΕεε Εη<! δοΐνεηί εχροδε<1. 
ΟιεπιΐοΕί δΐιΐίί νΕΓίΕίΐοηδ οβδεΓνεά 1)είννεεη Ερο- 
ΜΝΚ5 αηό οορρεΓ(1)-ΜΝΚ5 ΐη(1Ϊ0Είε ίΙίΕί ρεΓίητΙϊΕ- 
ίΐοηδ <1ιιε ίο οορρεΓ(Ι) 6ΐηί1ΐη§ αίϊεοί πίΕΪηΙγ ίβε Ογδ- 
οοηίΕΐηΐης Ιοορ (Ιοορ 1). Ιηϋεεά, ίΐιε εοιηρΕήδοη ο ί 
ίβε ίΛνο δίτηοίυΓεδ ΜβΜ^ΙιΙκ ίΙίΕί ίΐιΐδ ΐδ ίΐιε Γεβΐοη 
\νβεΓε δίηιοίιίΓΕί ΓεΕΓΓΕη§επιεηί οοειίΓδ ηροη ιηείΕΐ 
Βΐη(1ΐη ,̂ ννΐιΐΐε ίΐιε ΓεπιΕίηόεΓ οί Λε ρο1γρερίΐ<1ε εΙίΕΪη 
άοεδ ηοί εχρεήεηοε δΐ^ηίβοΕηί εοηίοπηΕίΐοηΕΐ οΙίΕη^εδ 
(Ρΐ§. 1). Ρ ογ Ιΐιε ί'ίνο εορρεΓ(1)-1>ίηθΐη§ εγδίεΐηεδ, ΐί ΐδ 
«ϋίβεηΐί ίο ΕρρΓεοΐΕίε ίβε εχίεηί ο ί οοηίοπηΕίΐοη&Ι 
ΓεΕΓΓΕη^εηιεηί Εδ ίΐιεΐτ εοηίοπηΕίΐοη ΐη ίΐιε ίΛνο ίΕΐηΐΙ- 
ΐεδ ΐδ ηοί νεΓγ ρτεοΐδείγ <1εβηε<1. ΟνεΓΕίΙ, ίΐιε 1>ε!ιανίοιΐΓ 
ο ί ΜΝΚ5 ιιροη οορρεΓ(Ι) 1)ΐη<3ΐηβ ΐδ δΐπιΐΐΕΓ ίο \ν1ΐΕί 
ο1?δεΓνε<1 ίοτ ΜΝΚ2 [21].

ΤΙιε βεΙίΗνΐοιίΓ οΙ>δεΓνε(1 ίοΓ ίΐιε ϊηίεΓΕείΐοη οί 
ΗΑΗ1 Λνΐίβ ΜΝΚ2 Εηά ΜΝΚ5 ΐδ δοπιε\ν1ΐΕί «ϋίίεΓεηί 
ίΓοηι ίίΐΕί ο5δ6Γνε<1 ίοΓ ίΐιε γεΕδί βοπιοΐο^αεδ [15], Εηά 
Ιγοπι ίΙίΕί οΙ>δ8Γνε<1 ίοΓ ΒαάΙΙυχ χιιύΗΙΐα ΟορΖ Εηά 
ΟορΑ [16]. 1η ίΐιε ΐΕίίεΓ ί\νο δγδίεηΐδ Εη Εοΐ^υεί ΐδ 
Γοπηείΐ ΐη ίΕδί (ινΐίΐι τεδρεοί ίο ίβε ίΐπιε δΟΕίε οί ΝΜΚ. 
οβειηϊοΕί δϋίίδ) εφίΐΐΐβπυιη τνΐίΐι ίΐιε ίννο δερΕΓΕίε ρΓο­
ίεΐηδ. Τβΐδ \νΕδ ενΐ<1εηί ίΓοπχ ίβε ίΕΟί ίΙίΕί ΐη ε  πιΐχίιίΓε 
οί ίτνο ρΕΓίηετδ ΐη ίΐιε ρΓεδεηοε οί οηΐγ οηε εςιιΐνΕΐεηί
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5ίιηυΙί8ηβοιΐ3 ρΓβδβηοβ οί δίοηβΙδ οί οορρθΓ(Ι)-ΜΝΚ2 βηοΐ 3ρο-ΜΝΚ2.

οί οορρβΓ, οηΐγ ε δίη§1ε δεΙ οί δϊ§η&1δ ίτοπι β&οΐι ρΓΟ- 
ίεΐη λν&δ (ΙεΙεοΙεοΙ, 3.8 α τβδίιΐΐ οί ίΕδί ΕνεΓΕ§ίη§ βείννεεη 
ίΐιε &ρο- 3.ηά οορρβΓ(Ι)-1οα<ΐ€ί1 Γοπηδ [15,16]. ΡοπηΕ- 
Ιϊοη οΓ &η Ε<Μιιθί ϊη δοΐιιύοη νΕδ ΕρρΕτεηί ίτοπι ίΐιε 
πιεΕδατεηιεηΙ: οί ρΓοίείη ΐαιηΜη§ ΓΕίεδ ϊη δοΐιιΰοη 
[15,16]. Ιηδίείκΐ, ϊη ίΐιε ρτεδεηί ΟΕδε οί ίΐιε ϊηίεΓΕοϋοη 
οί ΗΑΗ1 νάΛ ΜΝΚ2 επ<1 ΜΝΚ5 ε δίο̂ ν εφίϊϋϋήηπι
18 οβδεΓνεά. ΤΙιε Εβδεηοε οί ΕάάΐΙΐοηΕΐ δϊ§ηΕΐδ, βεδΐάεδ 
Λοδε οί Λε Ερο- 3η<1 οορρεΓ(1)-1ο&<1ε<1 ρΓοίεϊηδ, ϊη<1ϊ- 
ο&ίεδ ίΙίΕΐ ώεΓε ΐδ ηο ϋοοιιηΐϋΐ&ΐΐοιι οί ε ρτοίεΐη/ 
ρΓοίβΐη Εάάηοί ίη δοΐαίϊοη. ΗοννβνεΓ, οορρεΓ(Ι) ίτ&ηδίεΓ 
βείννεεη ΗΑΗ1 αηά ΜΝΚ2/ΜΝΚ5 ΐδ οΙε&Γΐγ 
οΙ>δεΓνε<1, ίη<ϋθΕΐίη£ ΙβΕί &η ΐηίεΓΕοίΐοη <1οεδ οοοητ. 
Ιη(ΐ66(1, ίοπη&ίΐοη οί &η Ε<1<1ιιοί οαη βε <3είεοίε<3 
ί1ΐΓθΐι§1ι δυιίΕΟε ρΐ&βηιοη τεδοηΕηοε ηαεΕδίίΓεπιεηίδ, 
ννϊίΐι ε Κοη ίοΓ ίοππΕίίοη οί Πιε ίκΐίΐϋοί οί ίΐιε οκΙεΓ οί 
102- ΙΟ3 Μ_,·δ“ι [28],

ΗΑΗ1 Ιιαδ ε <ϋδίπΙ>ιιίϊοη οί εΙεείΓΟδίΕίΐε οΙίΕΓ̂ εδ 
Εί ίΐιε ρΓοίείη δΐΐΓίΕοε ϊη ίΐιε Γ6§ίοη οί ριιίΕίΐνε
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ΡΪ9. 4. ΕΙβϋίΓθ5ί3ΐΐο ροίθηΐίθΙ 31 ΙΙίθ δυιΐβοβ ϊη Ιίιβ  ρυΐβΐϊνθ ίηΙβΓ- 
ηιοΙβουΙθΓ ΐηίβΓθοΙϊοη γ θ θ ϊο π  οί γββδί Αΐχ1 βηοΐ ΙιυηΊθη ΗΑΗ1 
(υρρβΓ). 3ΐιϋ ο ί ΙΙιβ νβπουδ ηιβίβΐ βίη£ΐίη9 άοΓπβίηδ ο ί γβ33( Οοο2 
3ΐιοΙ Ιιυιτιβη ΑΤΡ7Α (Ιοννβί). ΡοεϊΙίνθΙγ οήβΓρθε! 3ΓΘ35 3Γβ ΙΜιιθ, 0093- 
ίΐνθίγ θΗ3Γ9θά 3ΓΘ35 3ΓΘ ΪΠ Γθ(1. ΤΗΪ3 ΙΪ9υΓΘ νν35 9βΠβΓ3ίθ(1 ννίΐΪΊ 
Μ Ο - Ν /Ι Ο -  ( 3 1 | .

ΐηίεΓΕοίΐοη \νΐί1ι ίΐιβ ρ&ΓΐηεΓ ίβΕί ΐδ ςηΐίε δΐπιΐΐΕΓ ίο 
ίβΕί ο ί γεΕδί Α ίχΐ, ϊη δρϊίε ο ί ΐίδ 1ο\νεΓ ρ/  (6.7 νδ. 
8.6). ΡΪ£ΐιχε 4 (ιιρρειτ) δβο\νδ ε οοιηρΕτΐδοη οί ίΐιβ 
εΙεείΓΟδίΕίΐε δυιίΕΟε οί ΗΑΗ1 &η<1 Α ίχΐ, 1ιϊ§1ι1ϊ§1ιίϊη§ 
ίΐαβ δΙτοη§ ροδΐίΐνε ροίεηίϊ&Ι &ί ίΐιε ραί&ίϊνε ΐηίεΓΕΟ- 
ίΐοη Γ6§ΐοη. Βγ οοηίΓΕδί, ΜΝΚ2 ΐδ ροδδϊΜγ ίΐιε 
ηιεΐΕΐ-1)ΐη(1ϊη§ <3οπΐίΐΐη ΐη ΑΤΡ7Α πιοδί ίϋίΤεΓεηί Λτοπι 
βΐίΙιβΓ οί ίΐιε Ιννο <1οπΐ3.ϊηδ ο ί γεΕδί Οοο2 ννΐίΐι τεδρεοί 
ίο εΙεοίΓΟδίΕίίε ρΓορβΓίϊεδ. Ιηάεείΐ, ΜΝΚ2 βΕδ α ρ / οί 
8.7 νδ. 4.3-4.4 ίοΓ ίΚε ίνο  άοπίΕΐηδ οί Οοο2. ΤΙιε ρ/ 
οί ΜΝΚ5 ϊδ ίηδίεαά 6.4. Αδ ε&η 1)6 δεεη ίΓοιη Ρΐ§. 4 
(ΙοννεΓ), ίϊιετε ΐδ Ιΐίίΐε δΐπχϊΐίΐήίγ βείννεεη ίΐιε εΙεείΓΟ- 
δίΕίΐο ροίεηίΐαΐ Εί ίβε δΐΐΓίΕοε οί ΜΝΚ2, ΜΝΚ5 &ηά 
€οο2. Τβε ροοΓ εηεΓ§είίθδ ο ί εΙεοίΓΟδίαΙΐε ΐηίεΓ&οίϊοη 
βεί\νεεη ΜΝΚ2/ΜΝΚ5 Εηϋ ΗΑΗ1 ΐδ δυοίι ίΐι&ί 
ίΐιε ίοπηΕΐΐοη ο ί ε Ιοη§-1ϊνε<1 Οιι(Ι)ΜΝΚ2/(ΜΝΚ5/ 
ΗΑΗ1) ίΐ<3<3ιιο1; ίδ ιιηίΕνοιίΓΕβΙε, Εδ ϊη<3ίθΕίε<1 βγ ίΐιε 
βεΙίΕνΐουτ οί ίΐιε ΝΜΚ δΐβηαΐδ &1οη& ϋίτΕίϊοηδ. Οοη- 
δεςηεηίΐγ, \νε ΟΕη οβδειτνε εχρεηιηεηίΕΐΙγ οηΐγ ίβε 
οορρβΓ(Ι) εχο1ιαη§ε ρΓοοεδδ. ΤΙιε ίΙιεηηοίΙγηΕηιϊο οοη- 
ίηβιιίΐοη ίο ίβε ίοπηΕίΐοη οί ίβε ίκίθυοί Γεδα1ίΐη§ 
ίΓοπι ίβε ίοπηΕίΐοη οί οορρει·(Ι)-βπ<3§ε<3 βείεπχϋιηεΓδ 
ΐδ ηοί δΐιί&οΐεηί ίο δίΕβΐϋζε ίΐιε Ε<3(3ιιοί. Ιη ίβΐδ τεδρεοί 
ΐί ΐδ ννοΓίΙι ηοίΐη§ ίβΕί τενεΓδ&Ι οί ίβε οβίΐΓ§ε οί 
Εΐηΐηο ίΐοΐίΐδ αί ίΐιε Α ίχ1/Ο χ2 ϊηίειί&οε ΐδ Ιςηοννη ίο 
5ε αβίε ίο Εβοΐϊδβ ίβεΐτ ΐηίεΓ&οίϊοη Εΐίο§είβεΓ [29] 3δ

ίΐοεδ πιηίαίΐοη οί ίΐιε ιηεί&1-1)ΐηί1ΐη8 ογδίεΐηεδ ίο 
δεπηεδ [28]. ΤΙιε <33.13. &Γε ίίιΐδ εοηδϊδίεηί ννΐίΐι α 
ιαεοΐιαηίδηι ΐη \νΜο1ι ΗΑΗ1 αη(1 &ηγ ο ί ίΐιβ ΑΤΡ7Α 
ηΐ6ί&1-1)ίη<ϋη§ (Ιοπι&ΐηδ ΐηίεπιοί νΐα αη ιιηδίαύΐε 
Η-πιοΙεουΙατ ΐηίεπηε&Ηίε (ίΓΕηδΐίίοη δί&ίε), ν̂ΐιοδε 
οοηοβηίΓΕίίοη ΐη δοΐηίΐοη &ί εςυϋΐΐϊήιιπι ΐδ ίοο 1ο\ν ίο 
&11ο\ν (Ιείεοίΐοη βγ ΝΜΚ.. ΤΙιε ΐηίεπηεόΐΕίε οοιι1<3 
ίοπη 11ΐΓονι§1ι λ οορρεΓ(Ι) 1>π<1§ε, ννΐίΐι ίΐιβ πιείίΐΐ ίοη 
οοοΓάΐηαΙείΙ βγ οηε ογ ίννο ογδίεΐηεδ οί βοίΐι πιοΐε- 
οιιίεδ. 1ί ΐδ ροδδΛΙε ίο δρεεηίαίε ί1ΐ3.ί Ιΐιε ίοπη&ίϊοη οί 
ίΐιε βΓΪίΙβεά ΐηίεπηε<1ΐαί6 δΐιοηΐίΐ Ιο ΐ̂οαίΐγ οοηδίΐίιιίε 
ίΐιε δ1ο\ν δίερ ΐη ίΐιε οορρεΓ(Ι) ίι&ηδίεΓ Γεαοίΐοη, ν̂ΐιϊΐε 
(ϋδδοοΐαίΐοη οί ίΐιε ΐηίεπηείΐώΐε ϊιηηιεάΐ&ΐεΐγ αίίεΓ 
οορρεΓ(1) ΙπιηδίεΓ δΐιοηΐά βε ί&δί άαε ίο ίΐιε ροοΓ 
εηεΓ§είΐθδ οί ΐπίεπιείΐοη βεί»εεη ίΐιε ί ν̂ο ρΓοίεΐηδ 
(Ρΐ§. 4). Ιη ίΐιε γεαδί δγδίειη, ΕΐίτΕεΙΐοη βεί^νεεη Γεδΐ- 
άιχεδ ο ί ορροδΐίε οΙι&Γ§ε &ί ίΐιε δΐιτίαοε ο ί ίΐιε ί'βνο 
ρατίηεΓδ δίαβΐΐΐζεδ ίΐιε ΐηίεπηεόΐ&ίε, ννΊιϊοΙι βεεοιηεδ 
(Ιείεοί&Με 1>γ ΝΜΚ (αη<1 ε&η 1>ε δίηιείυτίΐΐΐγ οΙιεγεο- 
ίεπζε<1) [15,17]· Νοίε Ιβίΐΐ ϊ:εγ Γ6δΐ<1ιιεδ ο ί 0 x 2  
ΐηνοίνείΐ ΐη ίΐιε ίοπη&ίΐοη οί ίΐιε Ι&ίίεΓ 3<3<3Ίΐοί [17] ατε 
ΰκίεεά ηοηοοηδεΓν&ίΐνεΙγ τερίαοεά ΐη ίΐιε ίννο ΜΝΚ 
<1οηΐ3.ΐηδ δίηϋΐεά βετε.

ΊΠιε οορρεΓ(1) ΐΓΕηδίεΓ ρΓοοεδδ Ιιαδ αη εηιχΐ1ίΙ)Γ3ίΐοη 
οοηδί&ηί οί ίΐιε θΓ<3εΓ οί 5-10, νΐίΐι ίΐιε δοΐηβίε (Ιοηιαΐηδ 
οί ΑΤΡ7Α ΐ>εΐη§ βείίεΓ Ιϊ α̂ηάδ ίοΓ οορρεΓ(Ι) ίΐίδη 
ΗΑΗ1. 1η οίίιεΓ ννοΓοΙδ, οιιγ (ΐ3ί& &Γε εοηδϊδίεηί \νΐίία 
ίΐιε οορρεΓ(1)-Βΐη(ϋη§ οοηδί&ηί οί ΜΝΚ2 &η<3 ΜΝΚ5 
βεΐη£ 5-10 ίΐιηεδ Ιβ&ί οί ΗΑΗ1. ΤΙιε δαιηε τ&ίϊο ΐδ οΐοδε 
ίο οηε ίοΓ γε&δί Αίχ1/Οεο2 [5]. ΤΜδ τεδίιΐί ΐδ ΐη α§Γεε- 
ηιεηί \νΐί1ι εοιηρείΐίΐοη εχρεΓΪιηεηίδ ρεΓίοπηε<1 οη 
ΗΑΗ1 'άηά ίΐιε δεοοηί! ηιεί&1-1)ΐη<1ΐη§ άοπιαΐη οί ίΐιε 
ΑΤΡ7Β (Μνΐΐδοη) ρΓοίεΐη (ΛΥΝ02 ΙιεΓεαίίεΓ), \ν1ιΐε1ι 
δΐιουνεά Ιΐ&ί \νΝ 02  Ιι&δ & Ιιΐ̂ ΙιεΓ 2ΐΉηΐίγ ίοΓ οορρεΓ(1) 
ίΐι&η Η Α Η 1 [22]. 1η εοηίΓ&δί, ϊδοΐΐιειταίΐΐ ίΐίκιΐΐοη ο&Ιογ- 
ΐηιείΓγ ρεΓίοπηεϋ οη ΗΑΗ1 ίΐη<3 ν&ήοιίδ οοηδίπαείδ οί 
ΑΤΡ7Β ρτεβεηί & τεΐ&ίΐνεΐγ εοηιρίεχ ρΐοίατε ΐη \ν!ιϊο1ι 
ίΐιε ηαπιβεΓ οί αιείαΙ-Μηάΐη  ̂ άοιη&ίηδ οοηί&ΐηεά ΐη 
εαοΐι δρεοϊβο οοηδίπιοί &ρρε&Γε<1 ίο &ίΤεοί δΐ§ηΐβο&η11γ 
οορρεΓ(ί) 03ραΙ>ϋΐίϊεδ [30]. Ιη ίαοί, ίΐιε 1)ΐη<3ΐη§ οοηδί&ηί 
οί 3. §ΐνεη (1οηΐ3Ϊη οοιιΐό «ΙΐΠεΓ βγ & 10-ίο1<3 ΐη & ί\νο- 
ίΐοπι&ΐη οοηδίΓυοί \νϊί1ι τεδρεοί ίο ίΐιε εηίΐτε δΐχ-<1οπΐ3.ϊη 
εοηδίηιοί, ίΚεΓεβγ ροδδΐβΐγ ηι&1ίΐη§ ΗΑΗ1 & οορρεΓ(Ι) 
1ΐ§αη<] &δ §οο<3 &δ ίΐιε ΑΤΡ7Β (Ιοπίϋΐηδ [30]. Ιί ίΐιε 
Εβονε <1εΙε ΕΓε τεΙενΕηί Είδο ίο Λε ΑΤΡ7Α ρΓοίεΐη 
δίη<1ΐε<1 ΙιεΓε, ΐί δΐιοιιΐίΐ βε οοηο1α<3ε<3 ίΙίΕί ίΐαε &ίβηϊίγ οί 
εΕοΙι άοηίΕίη ίοτ εορρετ(1) ΐδ (Ιερεηάεηί οη ίΐιε οοηίεχί 
χνΐίΐιΐη \νβΐο1ι ΐί ΐδ ΙοοΕίεά. ί,οη§-Γαη§ε ΐηίεΓ&οίΐοηδ 
βείνεεη (ϋίϊεΓεηΙ πιείΕΐ-βΐη<1ΐη§ (ΙοπίΕΐηδ δβοιιΜ Ιβεη 
τε(1ϋοε ίβε ΕίΏηίίγ ίοτ εορρεΓ(Ι) οί ίΐιε ϊηιϋνκΙυΕί 
παεΐΕΐ-βϊηί1ϊη§ (ΙοηΐΗΪηδ ννΐίΐι τεδρεοί ίο ίΐιε ιΐηίηηδΐο’ 
Είβηΐίγ οί 11»ε ίδο1αίε<3 (ΙοπΕΐη, χνΐιϊοΐι, Εδ δΐιοτνη ΙιεΓε, ΐδ 
Μ§1ιεΓ ίβΕη ίβΕί οί ίΐιε οΙίΕρεΓοηε.
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ΙηΙθΓ3θΙΐοη ββίννββη ΗΑΗ1 8ηά ΑΤΡ7Α ί .  Β β η ο ϊ  Θί βί

II Ιΐ3δ βεεη ρτοροδεά Γογ Λβ ΑΤΡ7Β ρΓΟίείη ίϊιαί 
ΐΐιβ δβοοηά πιεία1-Μηάΐη§ άοαιαϊη οοηδίϊΐιιίεδ ίΐιε ριε- 
Γειταί οηε Γογ Λ ε υρίαΐεε οΓ Λ ε ήχδΐ ιηεΐαΐ ΐοη βγ &ε 
ΑΤΡαβε Γγοπι Λ ε οΙιαρεΓοηε, αδ α Γεδηΐί οΓ Λε δρεοϋΐο- 
ΐίγ οΓ ρΓοίεϊη-ρΓοΙεΐη ΐηΙεΓαοΙΐοηδ 1>ε1\νεεη \ΥΝϋ2 αηά 
ΗΑΗ1 [22]. Οιιχ άαία δυ§£εδΙ Λ αί α ρΓεΓεΓεηίϊαΙ (\νϊ11χ 
ΓεδρεοΙ ίο Ιίιε οίΙιεΓ ΓαεΙα1-βΐηάϊη§ άοιηαϊηδ οΓ ΑΤΡ7Α) 
ρΓοίεΐ η-ρΓοίεΐη ίηίεΓαοϋοη βεί^νεεη ΜΝΚ2 αηά 
ΗΑΗ1 18 ιιηΐίΐϋοίγ. Οίνεη ίΐαΐ: Ιΐιε δίπίαεε ο1ΐ3Γ§63 οΓ 
ΜΝΚ2 αηά ΜνΝϋ2 &τε ΓαΐΓΐγ δίιηϋαΓ, α ρΓεΓεΓεηίϊαΙ 
ΐηίεΓαοϋοη οΓ Ιίιε οΙιαρεΓοηε Λνϊίΐι Ιίιε δεοοηά άοτααΐη 
δεεπίδ ιιηΐϋεΐγ αΐδο ΐη Ιίιε οαδε οΓ ΑΤΡ7Β. ΤΙιε δείεοϋν- 
ΐίγ, ΐΓ αηγ, Γογ Ιίιε ΐηίεΓαοίΐοη οΓ οηε οΓ Ιίιε βίχ ιηείαΐ- 
6ΐηάϊη§ άοπιαΐηδ ννιΛ ίΐιε οΙιαρεΓοηε δΐιοιϋά Λυ$ Γεδίιΐί 
Γγοπι Ιίιε §1οΙ>α1 εοηΤοπηαϋοη οΓ ίΐιε εηϋτε $ο1ηΒ1ε 
ροΓίϊοη οΓ ίΐιε ΑΤΡαδεδ.

Μ οΐβπαΙδ αη(1 ηιβίΚοιΙδ
ΗΑΗ1 αηά ΜΝΓΚ2 βαιηρίεβ ννετε ρΓοάιιεεά 33 άεδοπίχχΐ 
ρΓβνΐοικΙγ [19,21]. Τ ΐε ρΓΟίοοο! αάορίεά Ιο εΐοηε, εχριεδδ 
3η(1 ριιτΐΓγ ΜΝΚ5 \ναδ εδβεηΐΐαΐΐγ Ιίιε δαιηε 38 &31 αβεά Γογ 
ΜΝΚ2 [21]. ΊΊιε χηαΐη εχεερΐΐοη \να8 ώαί δαιηρίεδ Γείαϊηϊη$» 
Ιίιε ρο1γ(Ηίδ) Ια§ ννειτε ικεά Ιο ΓΚΟΟΓά Ιίιε δρεείΓα Γογ ΝΜΚ 
ίτεςαεπεγ αδ$ΐ£ηιηεηΐδ αδ ίΗεγ 8Ηο\νεά 3 ιηαΓίίεάΙγ 1οη§εΓ 
ΙΐΓεώηε. Οοιηραηδοη οΓ ί\νο-άΐπιεη3ΪοηαΙ Η80Ο αηά 
ΝΟΕ8Υ 8ρεοΐΓ3 οΓ ΜΝΚ5 ννίΛ 3η<1 ννίΐΐιουί Λε ρο1γ(Ηΐδ) 
Ι3β 3&ο\ν8 Ιβαί ίΙιεΓε ίδ ηο άείεοΐαβίε ΐηΙεΓαεΙΐοη βείννεεη 
ΐΗε (3@ αηά ίΗε ΓεηιαίηάεΓ οΓ ΐΗε ρΓΟίείη αηά ίΗαΙ Λε $ο1α- 
Ιίοα δίταοΐυτε οΓ ΜΝΚ5 18 ηοΐ δεηβΐίΐνε Ιο Ιίιε ρΓεδεηεε οΓ 
Ιίιε Ι3β. ΚεεοηώΐηαηΙ ρΐΌΐεΐη οΙιαΓαείεπζαΙΐοη, ΝΜΚ. Γτε- 
ςαεηεγ 0δ8Ϊ£ηιηεηΐ3 αηά χοΐιιίϊοη δίηιείχίΓε άείεΓΠΐίηαϋοη οΓ 
ΜΝΚ5 ΐη &οΙ& ιίιε 3ρο- αηά εορρειφ Γοπηδ ννετε οαιτίε<1 
οαί ΓοΙΙοννΐη  ̂ϋιε δαχηε 3ρρΓθ3θ1ι ιΐ5α1 Γογ ΝΜΚ2 [21], αηά 
8ίιο\νε<1 ΜΝΚ5 Ιο 6ε ιηοαοιηεπο ΐη $ο1υΙιοη ΐη Βοΐΐι Γοπηκ. 
ΟορρβΓ(Ι)-ΜΝΚ5 λν33 Γουηά Γγοπι αίοιηΐε 308θφΙΐοη 
ιηε3δυΓεηιεηίδ Ιο 6ΐη<! οηε εορρεΓ(1) ΐοη ρεΓ ρΓΟίείη ιηοΐε- 
οιιίε.

ΤΚε ρΓοοεάιιτε ιΐ8€̂  Γογ ΝΜΚ ΙΐΐΓ3.ίϊοη8 νν3$ ΙΙιε 83ηιε 35 
<1ε5θπ6ε<1 ΐη 3 ρΓενΐοου δίαάγ Γγοπι οιιγ ΐ3ΐ)θΓ3ΐθΓγ τεροΓίίηβ 
οη Ιΐιε ΐηίεΓ30ΐΐοη Βείννεεα γε3δί Αίχΐ 3ηά 0x 2  [15]. Ρτο- 
Ιεϊη οοηοεηίτ3ΐΐοηδ ννεΓε Ιγρίθ3ΐ1γ 3Γ0ΐιη<1 0.3-0.5 ηΐΜ; 1ίΐΓ3- 
Ιίοηδ ννεΓε οβτπείΐ οαί ιιρ Ιο ρΓΟίβΐη Γ3(ΐθ8 οΓ 4 : 1.

ΑβΙ<ηοννΙθ(ΐ0 βηΐθηΐ8

\Υε ΐΐιαη^ Ρ ϊογοιιζ3 € γ&πι3γο Γογ ΜΝΚ5 Γτεςιιεηογ 
3δδΐ§ηιηεηίδ αηά ΐηΐϋαΐ δίηιοΐιιτε ΟΕΐοαΙαΙΐοηδ. Μαππείε 
Μ ϊ§1ϊ3γ(1ϊ ϊδ ΐΐιαηίεεά Γογ Ιιείρ ΐη ΗΑΗ1 ρΓΟίείη ρΓερα- 
Γ3ϋοηδ. ΤΜδ χνοΛ \ν3δ δΐιρροΓίε<1 5γ ΜΐυΚ-ΟΟΡΙΝ 
2003, Εηίε 03δδ& άΐ Κΐδρ&πηϊο <1ΐ Ρΐτεηζε αηά ίΐιε 
Ευτορεαη Οοπυηϊδδίοη (οοηίΓαοί-ηο. 0ί,Ο2-ΟΤ-2002- 
00988).
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Α ΝΜΚ δΤϋΟΥ ΟΡ ΤΗΕ ΙΝΤΕΚΑΟΤΙΟΝ ΟΡ Α ΤΗΚΕΕ-ϋΟΜΑΙΝ ΟΟΝδΤΚϋΟΤ ΟΡ ΑΤΡ7Α 
ννίΤΗ <:θΡΡΕΚ(Ι) ΑΝϋ ΟΟΡΡΕΚφ-ΗΑΗΙ: ΤΗΕ ΙΝΤΕΚΡΕΑΥ ΟΡ ϋΟΜΑΙΝδ 
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Αηίοηίο Κοβ&ίο1,2

Ργοιπ Μα§ηεϋε Κε8οη»ηοε ΟεηίεΓ (ΟΕΚΜ) -  υηΐνεΓδϊί^ οί ΡΙοΓεηοε, ν ΐ»  Ε. δ&οεοηί 6, 50019 
δθβίο ΡΐοΓεηίίηο, Ιίαίγ (1); ϋερ&Γίιηεηί οί ΟΗειηίδίΓγ - ϋηίνεΓδΐίγ οί ΡΙοΓεηοε, ν ΐ»  (Ιεΐΐα Εαδίηιεοία 3, 
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(ϋΙιειηΐβίΓγ, ϋηίνεΓδίίγ οί Ιο»ηηΐηίΐ,45110 Ιοαηηίηα, ΟΓεεεε (3)

Κυηηΐη§ Τίΐΐβ: ΙηίεΓ3θίίοη οίΜΝΚ456 ννίίΗ €ιι(Ι)-ΗΑΗ1 
*Α(1(1γ688 οοΓΓ6δροηάεηο6 ίο: Ργο£ Ιναηο Βειίίηί Μ3£ηείίο Κεδοηπηοε ΟεηίεΓ, υηίνεΓδίίγ οί ΡΙοΓεηοε νϊα Ε. 
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ΑΤΡ7Α 18 λ Ρ-ίγρε ΑΤΡαββ ίηνοίνεά ΐη 
οορρει*(Ι) Ηοπιεοδίαδίδ ΐη Ηιιιηαηδ. II ρο88εδδεδ ά 
1οη§ Ν-ίεπηίη3ΐ ίαϋ ρΓθίπιύΐη§ ΐηίο ίίιε ογίοδοί 
&η<1 εοηίαίηΐη§ 8ΐχ εορρει·(Ι)-Μη(!ίη§ άοηιαΐηδ, 
ννΗΐοΗ »Γβ ϊηάΐνΜιιαΙΙγ ίοΜεά αηά εαραΜε οί 
Μηάίη§ οηε εορρεΓ(Ι) ΐοη. ΑΤΡ7Α Γεεείνεδ 
εορρεΓ ίΓοηι » δοΙιιΗΙε ρΓΟίείη, ίΗε 
ιηείαΙΙοεΙιαρείΌηε ΗΑΗ1. ΤΙιε εχαεί τοίε 3ηά 
ΐηίβΓρΙ^γ οί ίΗε 8ΐχ δοΙιιΜβ (Ιοηΐίϋηδ 18 δίΐΐΐ ςυίίε 
ιιηεΐεαι-, 38 ίί 1ΐ38 Ηεεη εχίεηβίνεΐγ 
(ΙειηοηδίΓαίεά ίΗ»ί ίΗεγ 3Γβ 8ίΓοη§1γ Γεάιιηάαηί 
ννίίΗ Γεβρεεί ίο εορρει*(Ι) ίι*αηδροι*ί ΐη νΐνο. Ιη 
ίΗε ρΓεβεηί \νοιΐ£, » ίΗΓεε-άοιηαίη (ίουιΊΗ ίο 
δίχίΐι, ΜΝΚ456) οοηβίΓυοί Ηα8 ϋεεη 
ίηνεδίί^ίεά ίη δοΐιιίίοη Ηγ ΝΜΚ., ΐη ίίιε αΗδεηεε 
αηά ίη ίΗε ρΓεβεηεε οί εορρει-(Ι). Ιη αύάίίίοη, 
ίΗε ίηίει*Ηείίοη οί ΜΝΚ456 ννίίΗ εορρεΓ(Ι)- 
ΗΑΗ1 1ΐ38 Ηεεη δίυάίεά. I I 18 ρΓοροδεΰ ίΗαί ίΗε 
ίουτίΗ άοιηαίη 18 ίΗε ρΓείεΓεηίί»1 8ίίε ίοΓ ίΗε 
ίηίίίαΐ ίηί6Γ3θίίοη \νίί!ι ίΗε ρ3Γίηει\ Α 
δίξηίίΐοαηί άερεηάεηεε οί ίίιε ονεΓΕίΙ άοιηαίη 
άγηαιηίεδ οη ίίιε ιηείαΐΐαίίοη 8ί»ίε αηά οη ίίιε 
ρΓεβεηεε οί ΗΑΗ1 18 οϊ)8εΓνεά. ΤΙιΐβ 
(Ιερεηιίεηοβ οοιιΜ οοη8ίίίυίε ίΗε πιοΙεεϋΙαΓ 
ιηεοΐιαηίδηι ίο ίπ§§εΓ οορρεΓ(Ι) ίΓαπ8ΐοο3ίίοη 
»ηά/θΓ ΑΤΡ7Α Γείοο^ΐΐζαίίοη Ιγοπι ίΗε ίΓΗΠ8- 
Οοΐςΐ ηείννοΓίί ίο ίΗε ρΐ38ηιαΙΐε ηιβηιΗΓίΐιΐθ.

ΟορρεΓ, ειη εδδεηίΐαΐ ΐΐ'&οε πιεί^Ι, ΐδ 
ιιίΐΐϊζεά 38 α οο&οίοΓ ΐη ο, ναπεϋγ ο ί Γβάοχ &ηά 
ΙιγίίΓοΙγίΐο ρΐΌίείηδ, ν/ΙιϊοΗ, ίη ειιΙίδΓγοΙεδ, αΐ'ε 
ίουηά ϊη ναποιίδ οεΙΙυΐΗΓ Ιοοαΐϊοηδ(Ι). Ηον/ενεΓ, 
οορρεΓ 03η ΐ>ε ροΐεηίΐαΐΐγ ΐοχϊο ΐη νΐνο αηά ίΐιιΐδ ϊίδ 
ίηίΓαοε11ιιΐ3Γ οοηοεηΐΓΗίίοη ϊδ ρΐ'εδίιηιαίίΐγ δίΓΪοίΙγ 
οοηίΓοΙΙεά (2-4). ϋΐδηιρίίοη ο ί  οορρεΓ Ιιοηιεοδί&δίδ 
Ιεαάδ ΐο ϋΐηεδδ, δΐιοΐι &δ ίη ΜειΛεδ ογ λνίΐδοη 
ίϋδε&δεδ (5). ΤΙιε ΙαίίεΓ &Γε ο^υδεά 1)γ ιτπιίΒίίοηδ 
τεδρεοΐίνεΐγ ίη ΑΤΡ7Α αηά ΑΤΡ7Β, \ν!ιίο1ι 
ίΓ&ηδΙοο^Ιε οορρεΓ ίη ίίιε ίΓ&ηδ-Οο1§ί ηεί\νοΓΐ< ογ 
3.0Γ0δ8 ίίιε ρΙ&δπΐΒ πιεηιΙ)Γ3ηε (3;4), άερεη(1ίη§ οη 
οεΙΙυΙ&Γ οοηάίΐίοηδ (6). Ενεη ΐ!ιοιι§1ι ΑΤΡ7Α 3ηά 
ΑΤΡ7Β οοηί&ίη δίχ ογίοδοΐίο οορρεΓ(Ι)-1)ίη(1ίη§ 
άοηιαίηδ, ίί αρρε&Γδ ίΗ&ί οηε (7;8), ογ ενεη ηο

δοΐυβίε άοηι&ίη ίί  οορρεΓ ίδ α^ιιηά&ηί (9), ίδ 
δΐιίίίοίεηί ίοΓ οορρεί' ίΓ&ηδΙοοαίίοη. Ιη &<Μίίοη, 
οηΐγ οηε ο ί  ίίιε ίν/ο ιηοδί 0-ίεπη1ηα1 ηιείδΐ- 
ΐ)ίη(1ίη§ (Ιοπιαίηδ ίδ δΐιίίϊοίεηί Ιογ οοιτεοί ρΓοΐείη 
Γείοο&ΐίζ&ίίοη (10), \νΜ1ε Ι30ΙΙ1 Οίεητπηαΐ ηιείΕΐ- 
1)ίηί1ίη§ άοηιαίηδ (ΐ.ε. ίΗε ΓιίΐΗ αηά δίχίΐι (Ιοηΐδίηδ) 
3Γε ηεεάεά ίο τε§υΐ3ίε οορρεΓ αίίϊηίίγ 3ηά ρΓοίείη 
ρΗθδρ1ιθΓγΐ3ΐΐοη Γ3ίεδ (11). Ιη Ηιιπΐ3ηδ, ίΗε 
ίηηοίίοη οί ΗΑΗ1 ίδ ΐο ίΓ3ηδίεΓ οορρεΓ(Ι) ίο ίΗε 
ΑΤΡ7Α &ηά ΑΤΡ7Β ρΓοίεϊηδ (12). ΤΗίδ ρΓοοεδδ 
Ηαδ Ηεεη ίηνεδίί§3ίε(1 ίΗτοιι§Η 3 ν3πείγ οί 1ο\ν- 
τεδοΐυίΐοη ίεοΐιηίςιιεδ, 3ΐι§§εδίίη§ ίΗαί ιΗογο ηΐ3γ 
Ηε ρΓείεΓεηίΐ3ΐ ίηίεΓ&οίίοη δίίεδ \νίίΗίη ίΗε 
ογίορίαδίηίο ί3Ϊ1 (13; 14). ΝΜΚ <ΐ3ί3 3Γε αν^ϋ^ΗΙε 
ίοΓ ίΗε ΐηίεΓ30ίίοη οί ίη(ϋνί<1ιΐ3ΐ ΑΤΡ7Α δοΙυΗΙε 
άοηίΕίηδ (2, 5 αηά 6) \νίΐΗ ΗΑΗ1, δΗο\νίη§ 
οορρεΓ(Ι) ίΓ3ηδίεΓ 3η ά 3 δίονν Ιαηείίοδ ο ί  
ίηίεΓ3θίίοη (15).

ΤΗε ροδδίΗΙε (ϋίίεΓεηίί3ίίοη ΐη νΐνο 3ΐηοη§ 
ίΗε δίχ άοηίΕίηδ, ίΗεΐΓ ροδδίΗΙε τεοΐρΓθθ3ΐ 
ίηίεΓ3θίίοη(δ) 3ηά ίΗε ίηίεΓ3θίίοη \νίίΗ ΗΑΗ1 3ηά 
ννίίΗ οορρεΓ(Ι) 3Γε 3.11 ορεη πΐ3ίΙεΓδ ο ί  (Ιίδουδδίοη. 
ΗεΓε, ίΗβδβ ηΐ3ίίεΓδ 3Γε αάάΓβδδεά ίΗτου§Η ίΗε 
ΝΜΚ ίηνεδίί^αίίοη ο ί  3 ίΗΓεε-(1θΓη3ίη ΑΤΡ7Α 
οοηδίηιοί, δρ&ηηίη§ ίΓοηι (1οιτΐ3ίη 4 ίο 6 (ΜΝΚ456 
ΗεΓε3ίίεΓ)1. ΤΗίδ οοηδίΐ'ΐιοί ρΓεδεηίδ δενεΓ3ΐ ροίηίδ 
ο ί ίηίεΓεδί: /) ίί οοηί3ΐηδ ίΗε ΐ3δί ί\νο άοηΐ3Ϊηδ, 
\νΗίοΗ 3Γε ίηιροι·ΐ3ηί ίοΓ Ο3ί3ΐγίίο ρΗοδρΗθΓγΐ3ίίοη 
ο ί ΑΤΡ7Β (11); //) ίί οοηί3ΐηδ άοπΐ3ίη 4, οηε ο ί  
ίΗε ρΐΌροδεά ί&νοιΐΓ6(1 ίηίεΓ3θίίοη δίίεδ \νίίΗ 
ΗΑΗ1 (14); ΐΐΐ) (1οηΐ3ίηδ 4 3ηά 5 3Γε οοηηεοίεά Ηγ 
3 41-Γεδίάιιε ΙίηΙίεΓ, ν/Ηϋε <1θΓη3ίηδ 5 αη(1 6 3Γε 
οοηηεοίεά Ηγ 3 6-Γεδίάαε 1ίη1<;εΓ (δΗοτίεδί ίηίεΓ- 
άοηίΕίη 1ίη1<εΓ ϊη ΑΤΡ7Α). ΤΗίδ οοπιΗίηβίίοη 
ρΓονίάεδ ίηδί§Ηί ίηίο ίΗε §1οΗ&1 άγη3ηιίοδ αηά 
(1οηΐ3ίη ίηίεΓρΐ3γ ο ί ίΗε Ν-ίεΓηιίη3ΐ ί3Ϊ1 ο ί ίΗε 
εηζγηιε, 3ηά ίΗιΐδ ίηίοητΐ3ίίοη οη ροδδίΗΙε 
ιηο1εουΐ3Γ Γηεο1ΐ3ηίδΐΏδ ΐη νΐνο.

ΜΑΤΕΚΙΑΕδ ΑΝΌ ΜΕΤΗΟϋδ

ΤΗε ίΙίΓεε 0-ίεπηΐη3ΐ ηιεί3ΐ-Ηίη<1ίη§ 
(1οηΐ3ίη8 οί ΑΤΡ7Α Η3νε Ηεεη εχρΓεδδεά 3δ 3

1
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δΐηβΐβ οοηδίπιοί ΐη ΕχοΗβηοΙϊΐα εοΐΐ αηά ριιπίιεά 
ιΐδΐη§ αίίίηΐίγ οΙιτοπιαίοβΓ&ρΙιγ βαδεά οη ίΐιε ιίδε ο ί  
Ηΐδ6-ία§. Τίιε ρτοίεΐη Ιι&δ βεβη ρτοάιιοεά ΐη Μ9 
πιίηΐιηαΐ Γηεάία αηά εητΐοΐιεά ΐη 15Ν ογ 15Ν αηά130 
ίοΓ ΝΜΚ δίιιάΐεδ. Τίιε ίΐιειτηαΐ δίαβίΐίίγ οί- αρο- 
ΜΝΚ456 Ιιαδ βεεη ΐηνεδίΐ^αίεά ΐ1ιτου§Ιι 'Η-^Ν 
Ηδξ)0 δρεοίτα (16) αί ναποιίδ ίεπιρεΓαΙιίΓεδ, ίτοιη 
298 Κ ιιρ ίο 323 Κ. Τίιε ρτοίεΐη \ναδ πιείαΐΐαίεά 6γ 
ίίίΓαίΐη§ ΐί ννίίΐι αη αοείοηΐίπΐε οοηιρίεχ ο ί
ΟΟΡΡ6Γ(Ι) ΗΪΪ6Γ ΤεάΐΙΟίΐΟΠ λνΐίΐΐ 3. Γΐν6-ίθ1ά 6X0688 ο ί
ϋΤΤ. ΤΗβ Ιΐίταΐΐοη νναδ ίοΐΐοννεά ϋΙίΓοιι̂ Ιι 'Η-15Ν 
ΗδρΟ δρεοίτα. Τΐιβ ΜΝΚ56 αηά ΜΝΚ4 
οοηδίηιοίδ Ιιανε βεεη δΐιηίΙαΓίγ ρτοάιιοεά ΐη Ε. οοΐΐ 
ίτοηι τϊοΐι τηεάΐα οιιΐΐιιτεδ.

Τίιε ρΐΌίεΐη δΐιοννεά δΐ^ηίίίοαηί 
ρτεοΐρΐίαΐΐοη ονετ οηε-ίν/ο άαγδ αί οοηοεηίταίΐοηδ 
αβονε 500 μΜ. Το ηαίηΐιηίζε δαηιρίε α§§Γ6§αίΐοη 
αηά οβίαίη Ββδί δρεοίτα φΐαΐΐίγ, ΝΜΚ δαιηρίεδ 
■ννετε ίγρΐοαίΐγ 200-300 μΜ ΐη & 100 ιηΜ δοάΐιηη 
ρΐιοδρίιαίε βιιίίετ αί ρΗ 7.0. Α11 δρεοίτα \νεΓ6 
αοφΛίτεά ιΐδΐη§ οτγο-ρτοββ ίεο1ιηο1ο§γ αί 500 (ίοτ 
ρτοίεΐη άγηαπιΐοδ τηεαδίιτεηιεηίδ), ογ 800 / 900 
ΜΗζ (Γογ εχρεπηιεηΐδ ίοτ τεδοηαηοε 3δδί§ητηεηί) 
δρεοίτοηιείετδ. Τίιε ΝΜΚ ίτεφίεηοΐεδ οί βαοΙΛοηε 
ηαείεΐ Ιιανε βεεη αδδΐ§ηεά ιΐδΐη§ α δίαηάατά 
αρρτοαοΐι 1)386(1 οη Ιπρίε-τεδοηαηοε εχρεπιηεηίδ, 
αηά ατβ £ΐνεη ΐη ^  δΐιρρίεπιεηί&τγ τηαίετΐαΐ ίοτ 
ΐ)θΐΗ ίΐιε αρο- αηά ΐΗε ίαΐΐγ ιηεΐαΐΐαΐεά 8ίαίε 
(Οιι3ΜΝΚ456) (ΤαΜεδ δΐ αηά 82). Τ1ΐ6 βαοΐώοηε 
άγηαπιΐοδ ο ί ΜΝΚ456 νναδ δίιιάΐεά ΐη ίΐιε αρο- 
ίοιτη αδ ννεΐΐ αδ ΐη Οιι3ΜΝΚ456 ί1τιοιι§1ι ίΐιε 
αηαίγδΐδ ο ί 15Ν Κ(, Κ2 τεΐαχαίΐοη ταίεδ αηά 
ΚείετοπαοΙεαΓ ’Η-15Ν ΝΟΕδ (17).

ΊΊΐ6 ΐηίβταοίΐοη ννΐίΐι ίΐιε Ιιυιη&η οορρετ(Ι) 
οΗαρετοηε ΗΑΗ1 Ιιαδ Βεεη δίιιάΐεά ί1ιτοιι§1ι ΝΜΚ 
1?γ ίΐίταίΐη^ ΐδοίορΐοαίΐγ εητΐοΐιεά αρο-ΜΝΚ456 
\νΐί1ι υηίαβείΐεά οορρεΓ-(Ι) ΗΑΗ1 ίο α 
ΗΑΗ1:ΜΝΚ456 τηοΐατ ταίΐο ο ί ιιρ ίο 8:1. Ιη 
αάάΐίΐοη, ίΗε βαοΐιβοηε άγηαπιΐοδ οίΜΝΚ456 \ναδ 
αΐδο δίιιάΐεά ΐη ρτεδεηοε οίΗΑΗΙ αί ναποιίδ ηιοΙαΓ 
ταίΐοδ (1:1, 2:1, 4:1). Αρο-ΗΑΗΙ ·νναδ ριιτΐίϊεά 
ίτοιη γϊοΙι πιεάΐα ουίίυτεδ, αδ ρτενίοιίδΐγ άεδοτΐβεά 
(18), τεάιιοεά \νΐί1ι 1\νο-ίο1ά ϋΤΤ, ίΐιεη ιηεΐαΐΐαίβά 
βγ αάάΐη§ α δ1ΐ§Ηί εχοεδδ οί [Οιι(ΟΗ3ΟΝ)4]+ ΐη α 
Ν2 αίπΐ08ρ1ΐ6Γ6 ο1ιαιτιΙ)6Γ. δαηιρίεδ ννεΐΌ ίΐιεη 
ραδδεά οη α άεδα1ίΐη§ εοΐιιηιη ίο τεηιονε ΌΤΤ αηά 
αοείοηΐίπίε. Τίιε άε§ι*66 οί ηιείαΐΐαΐΐοη οί ΗΑΗ1 
νναδ εΐιεείίεά Βγ ΝΜΚ αηά ίοιιηά ίο Ϊ3ε εδδεηίίαΐΐγ 
100%. Ρ ογ ίΐίι-αίΐοηδ, οορρει(Ι)-ΗΑΗ 1 \ναδ αάάεά 
ίο τεάιιοεά αρο-ΜΝΚ456 δαηιρίεδ, ίτοπι \ν1ιΐο1ι 
ϋΤΤ Ιιαά βεεη τεΐΏονβά υδΐη§ α άεδα1ίΐη§ οοΐιιπιη, 
ΐη α Ν2 αίπιΟδρΙιεΓε οΐιαπιβεί". Κείαίΐνε ταίΐοδ οί 
ΗΑΗ1:ΜΝΚ456 ννετε ηιεαδυτεά ίΓοιη ίΐιβ 
ΐηίεηδΐίγ ο ί \νε11-Γεδθ1νεά ΝΜΚ δΐ§ηα1δ ΐη ίΐιε 
ηιείΐιγί τε§ΐοη.

Ρογ οΐιεηιΐοαΐ 1α&ε1ΐη§ εχρεηπιεηίδ, 400 
ρηιοί οί αρο-ΜΝΚ456 αίοηε ογ ΐη ρΓεδεηεε οί 
οορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1 \νεΓ6 ΐηοιι^αίεά ννΐίΐι α 50-ίο1ά 
ηιοΙαΓ 6X0688 οί Ιΐΐ6 ογδίβΐηε-άΐΓβοίβά τεα§εηί 7- 
άίβίΐιγίαπιΐηο -3-(4' Γηαΐ6Ϊηιΐάγ1ρ1ΐ6ηγ1)-4- 
ηιβΙΙιγΙοοιιηιαΓΐη (ΟΡΜ, δΐ§ηια) ίοΓ 2.5 ηιΐη ΐη ίΐιε 
άαΛ υηάεΓ αηαβΓο ΐ̂ο οοηάΐίΐοηδ. Τίιε Γβαοίΐοη \ναδ 
ςιιεηοΐιεά \νΐί1ι α 10-ίο1ά ηιοΙαΓ 6X0688 ο ί β- 
πιεΓοαρίοείΙιαηοΙ ονεΓ ΟΡΜ. Τίιε δαηιε 
εχρεππιεηίαΐ δ6ί-υρ Ιιαδ Βεεη ιΐδεά ίοΓ ΜΝΚ56 
αηά ΜΝΚ4. Το ΐηνεδίΐ^αίε ίΐιε τοίε οί ίΚε ναποιίδ 
άοιηαΐηδ ν/ΐίΐιΐη ΜΝΚ456, ίΐιε ΙαίίβΓ \ναδ ραΓίΐαΙΙγ 
ρΓΟίεοΙγζεά \νίί1ι ίΓγρδΐη αί α 1:2000 (\ν/\ν) ταίΐο 
ίοΓ 31ι αί γοοπι ΙειηρεΓαίιίΓε. Τίιε Γβαοίΐοη \ναδ 
δίορρεά ννΐίΐι ίΐιε αάάΐίΐοη οί 2ηιΜ ρΐιεηγΐ ηιβίΐιγί 
δΐιΐίοηγΐ ίΙιιοΓΪάε (ΡΜΡδ δΐβΐηα) ρΓοίεαδε 
ΐηΙιίΒΐίοΓ. Τ1ΐ6 ρΓοίβοΙγζβά ΜΝΚ456 ίΓ&§ηαεηίδ 
ννεΓε δεραταίεά οη α 15% Τποΐηε §ε1, αηά ίΐιε 
δεραΓαίΐοη οί ίΐιε ΟΡΜ- Ιαβείεά ρερίΐάεδ νναδ 
ηιοηΐίοΓεά ιιηάεΓ υ ν  1ΐ§1ι1 υδΐη§ α Οεΐ-ϋοο 
δγδίειη. Τίιε ρΐΌίεΐη &α§πΐ6ηίδ \νεΓε αΐδο δίαΐηεά 
Λνΐίΐι Οοοηιαδδΐβ Κ250. Τ1ΐ6 ρΓεδεηί ρΓοίοοοΙ ΐδ 
εδδεηίΐαΐΐγ ίΐιε δαηιε αδ ίΐιαί άεδοπ^εά ΐη (13). Ιη 
ί1ΐ6 οαδε οί ίΐιε ΜΝΚ56 αηά ΜΝΚ4 οοηδίΓαοίδ, ηο 
άΐ§εδίΐοη Κα81)66η ρβΓίοπηεά.

ΚΕδυΕΤδ ΑΝΟ ϋΙδΟυδδΙΟΝ

Τίιε ΝΜΚ δρεοίτα ο ί  ΜΝΚ456 αι*ε ςιιΐίε θΓθ\νάεά 
αηά δ1ιο\νεά 1)Γοαάεηΐη§ άιιε ίο οοηίοπηαίΐοηαΐ 
εχοΐιαη^ε ρΓ006886δ, ίΐιιΐδ οοηιρ1ΐοαίΐη§ ίΐιβ 
αηαίγδΐδ αηά ΐηίεφΓείαίΐοη ο ί  δρεοίτα (Ρΐ§. δ ΐ) .  
Τΐιβ ο1?δ6Γνεά 1)Γοαάεηΐη§ βχρεπεηοεά α 
δΐ§ηΐίΐοαηί εηΐιαηοεηιεηί \νΐί1ι ΐηοΓεαδΐη§ 
οοηοεηίΓαίΐοη. Τίιε ρΓοΜεπι νναδ ραιΐΐοαΙαΓίγ 
ενΐάεηί ίοΓ άοιηαΐη 5, αδ αΐδο οβδετνεά ίοΓ ίΐιε 
ΐδοΐαίεά άοηιαΐη (15). Τίιε οοπιρίεχίΐγ αηά ίΐιε 
ΙοεΙιανΐοιίΓ ΐη δοΐαίίοη ο ί  ΜΝΚ456 ρΓενεηίεά α άβ 
ηονο δίπιοίιίΓαΙ οΙιαΓαοίεπζαΙΐοη ο ί  ίΐιε ρτοίεΐη. Αδ 
ίΐιε ΝΜΚ δίηιοίιίΓε ο ί  αΐΐ ίΗε ΐηάΐνΐάυαΐ άοηιαΐηδ ΐδ 
αναΐ1αΐ)1ε (15; 19), β&οΙΛοηβ αηιΐάε οΐιεηιΐοαΐ 
δΐιΐίίδ, ννΐιΐοΐι ατε εχοείΐεηί τεροΓίεΓδ ο ί  ίεΓίΐαΓγ 
δίηιοίιίΓε ο1ιαη§εδ (20), οοιιΐά 6 ε  οοπιρατεά. Ρΐ§. 1 
ΐηάεεά δ1ιο\νδ ίΐιαί ίΗε δίηιοίιίΓε ο ί  ίΐιε ίΐιτεε ηιβίαΐ- 
Ι^ΐηάΐη^ άοηιαΐηδ ΐδ οοηδεΓνεά ΐη αρο-ΜΝΚ456, αδ 
δΐ§ηΐίίοαηΙ ναπαίΐοηδ αΐ'ε Ιοοαίΐζεά οηΐγ ηεχί ίο 
Ιΐη^εΓ τε§ΐοηδ αηά ατε α οοηδεςιιεηοε ο ί  ίΐιε 
ρερίίάβ 6οηάδ αί ίΐιε Ν-αηά Ο-ίειτηΐηΐ ο ί  εαοΐι 
άοηιαΐη.

ΑίίεΓ αάάΐίΐοη οί 1.0 εςυιναΐεηί οί 
οορρετ(Ι) ίο αρο-ΜΝΚ456, δΐ§ηα1δ ίτοηι ίΐιε 
τεδΐάιιεδ ΐη ίΐιε Ιοορ οοηίαΐηΐη§ ίΐιε ηιεία1-1)ΐηάΐη§ 
ογδίεΐηεδ (Ιοορ I) ο ί ίΐιε ηιείαΐΐαίεά ίουτίΗ αηά 
δΐχίΐι άοηιαΐηδ ατε Ϊ3θί1ι αΐτεαάγ οΙ)δεΓναΙ)ΐ8 (Ρΐ§. 
δ2). Ιη ίΐιε ΐίίΐΐι άοηιαΐη, ίΐιε δΐ§ηα1δ ίτοτη ίΐιε 
τεδΐάιιεδ ΐη Ιοορ I ατε ηοί οΙ>δ6Γνεά ΐη ίΗε αρο- ηοτ
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ΐη ίίιε οορρβΓ(Ι) ίοπη. ΤΙιε Γείαίΐνε ΐηίεηδΐίγ ο ί ίίιε 
δί^ηαΐδ ο ί  ίίιε πιείαΐΐαΐεά ίοιίΓίΙι αηά δΐχίΐι άοηιαίηδ 
ΐηάίοαίεδ ίΐιαί ίΐιεγ Ηανε δίηιΐΙαΓ αίίιηίίγ ίοΓ οορρεΓ 
(\νΐί1ιΐη 20%). λνΐιεη ίηοΓεαδΐη§ ίίιε Οιι:ΜΝΚ456 
Γαίΐο, 1>Γοαάεηΐη§ ο ί  δενεταΙ δΐ§ηα1δ ννΐίΐιΐη αηά 
οΐοδε ίο ίίιε ηιεΙα1-6ΐηάΐη§ Ιοορδ ο ί  αΐΐ ίΐιτεε 
άοηιαίηδ ΐδ οβδετνεά. Ιη ίίιε ίϊήΐι άοιηαΐη ιηοδί 
δΐ§ηα1δ, ενεη ίαΓ ίτοιη ίίιε πιεΙα1-1}ΐηάϊη§ τε^ΐοη, 
ΐιεοοηιε εχίΓειηεΙγ λνεα!<: ογ ιιηάείεοίαΜε.

Βαδεά οη ι5Ν Γείαχαίϊοη άαία, 3 άίδίϊηοί 
άγηαηιίο βε1ΐ3νΐοιΐΓ ίδ οβδετνεά ΐη άΐίίεΓεηί 
ΜΝΚ456 Γ6§ΐοηδ (Ρΐ§. 2). Ε&οΐι ο ί ίΗε ίΐιτεε 
άοηιαίηδ αρρεαΓδ Ιο βε ΐηάΐνΐάιιαίΐγ π§ΐά ΐη 
δοΐιιίΐοη οη ίίιε δηβ-η3ηοδεοοηά ίΐιηε δ03ΐε, αδ 
δΐιοννη βγ ίίιε Γεΐ3ίΐνε1γ υηΐίοηη 15Ν Κι αηά ΝΟΕ 
ναΐιιεδ \νΐί1ιΐη εαοΐι άοπιαίη, \νΜ1ε ίίιε ίίΓδΐ ΙΐηΙίβΓ 
τε§ϊοη ΐηδίεαά εχρεηεηοεδ εχίεηδΐνε άγηαηιΐοδ οη 
ίίιε δαηιε ίΐιηε δοαίε. ΤΙιε ονεΓαΙΙ άγηαιηΐοδ ο ί ίίιε 
πιιιΐίΐ-άοπιαΐη οοηδίηιοί ΐδ δοηιεν/ΐιαί οοιηρίεχ. 
ϋοιηαΐη 4 Γεοπεηίδ ΐη δοΐυίΐοη ιηοΓε ίτεείγ ίΐιαη 
ίίιε οίΙιεΓ ί\νο άοηιαίηδ, 6εΐη§ αΐΐοννεά ίο άο δο 6γ  
Λ ε 1οη§ ίΐεχίβίε ΙΐηΙίεΓ I (δΗοννη ΐη Ρΐ§. 2 6γ ΐΗε 
Κΐ§1ιει· Κ, αηά 1ο\νεΓ Κ2 ναΐιιεδ). Ιηάεεά, ίίιε 
οοιτεΐαίϊοη ίΐηιε ίοΓ ίαηιΙ)1ΐη§ ΐη δοΐιιίΐοη οί 
άοιηαΐη 4, οαίουΐαίεά ίιτοιη Κ2/Κι ναΐιιεδ, ΐδ 
δΐβηΐίίοαηίΐγ 1ο\νεΓ ώαη ίοΓ άοηιαίηδ 5 αηά 6: 7.1 
± 0.3, 12.8 ± 1.3 αηά 10.8 ± 1.3 ηδ ίοΓ άοηιαίηδ 4,
5 αηά 6 Γεδρεοίΐνεΐγ. Νοίε ί1ΐ3ί ίίιε αβονε ναΐυεδ 
ίοΓ ίίιε οοη'εΐαίΐοη ΐίπιεδ δΐιουΐά 6ε Γε§αΓάεά 38 
εδίΐιηαίεδ βεο3ΐΐδε ίΐιεγ ατε βαδεά οη ίίιε 
αδδυιηρίΐοη ο ί  ΐδοίΓορΐο Γεοπεηίαίίοη ΐη δοΐιιίΐοη. 
Οοηίοηηαίΐοηαΐ εηιπίΐβηα ατε ρτεδεηί ΐη άοηιαίηδ 
5-6, \ν!ιΐο1ι ίυηι&ΐε ΐη δοΐυΐιοη ννΐίΐι δίηιΐΙαΓ Γαίεδ. 
ΤΙιε δίπιΐΙαΓ ίυιηΜΐη§ Γαίε ο ί  ίΐιε ί\νο Οίεπηίηαΐ 
άοηιαίηδ ΐδ ΐη α§ΓεεηιεηΙ \νΐ11ι \ν1ιαί οβδετνεά ίοι* α 
ΒααίΙΙιΐΞ ΞΐώΐΐΙϊχ 1ιοηιο1ο§ ο ί  ΑΤΡ7Α (21), αηά οαη 
βε αδοπ&εά ίο ίΐιε δΐιοιίηεδδ ο ί  ΙΐηΙίεΓ II. Α δΐη&ΙΙ 
<1ε§Γεε ο ί  υηεοιιρ1ίη§ ΐη ίΐιε ιηοίΐοη ο ί  άοπι&ΐηδ 5 
&η(1 6 ΐδ ροδδΜ γ Γείΐεοίεά ΐη ίΐιε δ1ΐ§1ιί1γ 1ιΐ§1ιεΓ 
οοηεΐίΐΐΐοη ίΐηιε ο ί ΐΐιε ίοπηεΓ, ενεη 11ιοιι§1ί ίΐιε 
(ΙΐίίεΓεηοε ΐδ Ιιαηΐΐγ 8ί&ίΐδίΐοα11γ δΐ§ηΐίιοαηί. 
ίθΕ(1ΐη§ &ρο-ΜΝΚ456 ννΐίΐι οορρετ(Ι) ΐηάιιοεδ & 
οοηδΐΓίΐΐηΐη§ ο ί  ίΐιε ιηοίΐοη&Ι ίΓεεάοηι ο ί  ίίοιη&ΐη 4 
(ΡΪ£.3Α) , \ν1ιθδε &ρρ&Γεηί οοιτεΐ&ΐίοη ίΐηιε 
ίηατε&δεδ ίΓοηι 7.1 ± 0.3 ίο 8.3 ± 0.6 ηδ. ΤΙιε 
ηιοΙΜΙΐίγ ο ί  άοπΐ3Ϊη 6 αρρε&Γδ ΐηδίε&ά §1οΐ3&11γ 
ιιηδΙίεΓεά. II \ν&δ ηοί ροδδΐΐίΐε ίο εδίίηι&ίε ίΐιε 
ιηοΐ^ΐΐΐίγ ο ί  άοιπαίη 5 ΐη ίΐιε ρΓεδεηεε ο ί οορρεΓ(Ι) 
1)εοΒΐΐδε ο ί  ίΐιε πιεηίΐοηε(1 άΐίίϊοιιΐίγ ΐη οΙ?δεΓνίη§ 
δί§η&1δ ίΓοηι ΐίδ ηυοίεΐ.

ν/1ιεη &ρο-ΜΝΚ456 ΐδ ρκδεηίεά ν/ΐϋΐι 
οορρει·(Ι)-ΗΑΗ1, ίΐιε ιηεί&Ι ΐοη ΐδ ίΓ&ηδίειτεά ίτοιη 
ίΐιε οΙι&ρεΓοηε ίο ίΐιε ΑΤΡαδε. Αδ δ1ιο\νη ΐη Ρΐ§. 4, 
δΐ§ηα1δ οί Ογδ17 αηά Υ&118 ΐη ίΐιε ηιεί&1-ΐ3Ϊη(ϋη§ 
Ιοορ (Ιοορ I) οί ίΗε αρο-ίοπη οί άοπιαΐη 4 
άΐδ&ρρε&Γ ιιροη ίΐιε αάάΐίΐοη οί οορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1 &ί

& ΗΑΗ1:ΜΝΚ456 Γ&ίΐο δ1ΐ§1ιί1γ εχοεεάίη§ 1.0 
(ΐ.ε. \ν1ιεη οηΐγ οηε εορρεΓ(Ι) ΐοη ΐδ αν3Ϊ1&1)1ε ρεΓ 
ΜΝΚ456 ηιοΐεουΐε), δΐι§£εδίΐη§ 3 δ1ο\ν Ιίΐηείίοδ ο ί  
εχο1ΐ3η§ε, δΐηιϋαΓίγ Ιο ΐδοΐαίεά ΜΝΚ2 αηά ΜΝΚ5 
άοπΐ3Ϊηδ (15). Α Γεάυοίΐοη ο ί ίΐιε ΐηίεηδΐίγ ο ί  
8ΐ£η3ΐδ ίτοηι ίΐιε πιεί3ΐ-ΐ3Ϊη(ϋη§ Ιοορ ο ί  <1οηΐ3Ϊηδ 5 
3ηά 6 ΐδ 3ΐδο οΐ3δεη/ε(1 άιΐΓΐη§ ίΐιε ίΐίΓΕίΐοη, βυί ίΐιΐδ 
ΐδ ηιυοίι δ1ΐ3ΐ1ο\νεΓ ίΐιαη ίοΓ άοηιαΐη 4, δυ££εδίΐη§ 
Ιΐΐ3ί ΐη ίΐιε ίηίίΐαΐ δί3§εδ (ΗΑΗ1:ΜΝΚ456 Γ3ίΐο ιιρ 
ίο 1.0) ο ί ΐΗε ΙΐίΓ&ίΐοη οορρεΓ ΐδ ρΓείεΓεηίΐαΙΙγ 
ίΓ3ηδίειτε(1 ίο (Ιοηιαΐη 4. ΤΙιε οΐιεπιΐοαΐ δΐιΐίί 
ν3ΓΪ3ίίοηδ οβδεη/εά άυΓΪη§ ίΗε Ιΐίταίίοη 3Γε νετγ  
δηΐ3ΐ1. δΐ^ηαΐδ ίΓοηι οορρεΓ(Ι)-άοηΐ3Ϊη 6 3ρρεαΓ 3ί 
α ΗΑΗ1:ΜΝΚ456 Γαίΐο οί 2:1, δ1ιο\νΐη§ Ιΐΐ3ΐ 
οορρει(Ι) ενεηίιΐ3ΐ1γ ΐδ 1θ3(1ε(ί ΐη ίΐιΐδ (Ιοηιαΐη. Το 
ΐηάερεηάεηίΐγ αηαΐγζε ίΐιε ροδδΛΙε ρΓείεΓεηίΐαΙ 
ΐηίεΓαοίΐοη οί οορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1 ν/ΐίΐι α δΐη§1ε 
(Ιοηιαΐη \νΐί1ιΐη ίΐιε ρΓεδεηί ΙΙίΓεε-ίΙοηιαΐη οοηδίΓαοί, 
αη εχρεΓίηιεηί ΐ33δεά οη οΐιεπιΐοαΐ 1αϊ>ε11ΐη§ ννΐίΐι α 
ίΙαοΓορΙιοΓε αηά ρΓΟίεοΙγδΐδ, αδ αρρ1ΐε<1 ίο ΐΗε 
λνΐΐδοη ρΓοίεΐη (13), νναδ ρεΓίοπηείΙ (Ρΐ§.5). 
Ογδίεΐηεδ ^εοοιηε 1α6ε11ε(1 5γ ίΐιε ίΙυοΓορΙιοΓε 
οηΐγ \ν1ιεη ίΐαεγ αΓε ηοί εη§3§εά ΐη αηγ 6οη<3, ΐ.ε. 
ν Ι̂ιεη ίΐιεγ αΓε Γεάαοεά αηά ηοί ΐ3ουη<1 ίο ίΐιε ιηεΐ3ΐ. 
ΤΙιεΓείοΓε, ίΐιε (Ιείεοίΐοη οί ίΐιε ηιο<ϋίΐοαΙΐοη 1)γ ίΐιε 
οΐιεηιΐοαΐ Ια^εΐ, ογ α^δεηεε ΙΙιεΓεοί, ΐδ ΐηάΐοαίΐνε οί 
ίΐιε εορρεΓ(Ι)-1>ίη(1ίη§ δίαίε (13). ΤΙιε εχρεΓίηιεηί 
δΐιον/δ ώαί εορρει(Ι)-ΗΑΗ1 άοεδ Ιτ3ηδίεΓ ίΐιε 
Γηείαΐ ίο ΜΝΚ456, αδ ΗΑΗ1 ΐδ (ραΛίγ) 1αΙ>ε11ε(1 
\)γ ίΐιε ίΙυοΓορΙιοΓε (δεραΓ3ίε εχρεπηιεηίδ, ηοί 
δΐιοννη, (1ειηοηδίΓ3ίε ίΐιαί οορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1 άοεδ 
ηοί τεαεί ννΐίΐι ίΐιε οΐιεπιίοαΐ 1αΙ?ε1). Ιη ίΐιε ρΓεδεηοε 
ο ί εχεεδδ οορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1 (ή§1ιίηιοδί Ιαηε ΐη Ρΐ§. 
5), οηε οί ίΐιε 1>αη(1δ ίτοηι ίΐιε ΜΝΚ456 άΐ§εδί 
(ΙΐδαρρεαΓδ, άεπιοηδΐΓ3ΐΐη§ ρΓείετεηίΐαΙ ρτοΐεοΐΐοη 
ίΓοηι ίΐιε ογδίεΐηε-<ϋτεοίε(1 ρτοΒε οαυδεά 1>γ 
οορρεΓ(Ι) ίΓ3ηδίεΓ (13). ΤΙιε ηιοΙεοιιΙαΓ ννεΐ§1ιί ο ί  
ίΐιε ΐ3αη<1 άίδαρρεαπη§ ΐδ αβοιιί 8,000 ϋα  
ίηάΐοαίΐη§ ίΐιαί ΐί οοηίαΐηδ α δΐη§1ε (Ιοηιαΐη. Αδ 
ρΓενΐοιίδΙγ άΐδουδδεά ίοΓ ίΐιε Ψΐΐδοη ρτοίεΐη (13), 
ίΐιΐδ εχρεΓίηιεηί δ!ιο\νδ ίΐιαί οορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1 
δείεοίδ αη ίηάίνίάυαΐ (Ιοηιαΐη ΐη ίΐιε ρΓεδεηί ίΐιτεε- 
(Ιοιηαΐη οοηδίΓαοί αδ ίΐιε ΐηΐίΐ3ΐ ΐηίεΓαοίΐοη δΐίε. ΤΙιε 
τεδυΐίδ οί ΝΜΚ εχρεπηιεηίδ (Ρί§. 4) 3Γε ίταΐΐγ 
οοηδΐδίεηί \νΐί1ι ίΐιΐδ ρΐοίητε, αηά οΐεαήγ δΐι§§εδί 
άοηιαΐη 4 ίο 1)ε ίίιε ρΓείεΓεηίΐαΙ ΐηίεΓαοίΐοη δΐίε. Το 
ίηιίερεηάεηίΐγ αδδεδδ ίίιε ΐάεηίΐίγ οί ίίιε (Ιοηιαΐη 
οοηδίΐΐιιίΐη§ ίίιε ρΓείεΓεηίΐαΙ δΐίε ίοΓ ΗΑΗ1 
(1οο1<:ίη§, ννε δεραταίεΐγ ρΓοάιιοείΙ ΜΝΚ56 αηά 
ΜΝΚ4, αηά τερεαίεά ίίιε οΐιεηιΐοαΐ 1αΐ>ε11ΐη§ 
εχρεπηιεηίδ (Ρΐ§. 6). Ρΐ§.6 οΐεαήγ δΐιον^δ ίΐιαί 
οορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ 1 οαη ίΓαηδίετ ΐίδ ιηείαΐ οαΓ§ο ίο 
ΜΝΚ4 1)ΐιί ηοί ίο ΜΝΚ56. ΤταηδίεΓ ίο ΜΝΚ4 ΐδ 
άεηιοηδίΓαίεά 1)γ ίίιε άΐδαρρεαΓαηοε ο ί  ίίιε ΜΝΚ4 
ϋαηά αηά ίίιε αρρεαταηοε οί α 1ο\νεΓ Γηοΐεοαίατ 
λνεΐ§1ιί 1)αηά άαε ίο αρο-ΗΑΗΙ (οοηιρ&Γο ίίιε 4*
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ηη(1 ίΐιε 3Γί1 Ιαηβ ΐη Ρί§. 6). Ιηδίεαά, ΜΝΚ56 τεαοίδ 
ννίίΐι ίΐιε ίΙιιοΓορΙιοΓ6 βοΐΗ ΐη αβδεηοε &η<1 ΐη 
ρΓεδεηοε οί οορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1 (ίΪΓδΐ ίννο Ι&ηβδ ίη 
Ρί§.6), (1εηιοηδίι·αίΐη§ ί1ΐ3ί ίί ΐδ ιιη&Με ίο ιιρί&1<;ε 
ίΐιε ιηείΕΐ ΐοη ΰτοπι ίΐιε οΙΐΗρεΓοηε.

ΝΜΚ. δΙίΟΝΥδ ί1ΐ3ί ί1ΐ6 ΡΓ656Π06 ο ί 
οορρει·(Ι)-ΗΑΗ1 αίίεοίδ ρΓοίεΐη άγηαηιίοδ \νίί1ι 
ιεδρεοί ίο ΐδοΐαίεά αρο-ΜΝΚ456 (Ρί§.3Β), 
ίηάιιοίη§ δΙοννεΓ ίυιηΒΙίη  ̂ ίη άοιη&ϊη 4 (Βιιί ίο 3 

δΐη&ΙΙβΓ εχίεηί ί1ΐ3η Οα3ΜΝΚ456) 38 \νε11 38 
εη1ΐ3ηοεά οοηίοπη&ίίοη&Ι 3νεΓ3£Ϊη§. Ιηδί6Η<1, ΐη 
ίΐοπι&ϊηδ 5 &ηά 6 οορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1 ίηάυοεδ ί&δΐβΓ 
ίιιηιΜίη§ (ίαηιΒΙϊη^ οοΓΓεΐ3ίίοη Ιίπιεδ Γεάιιοεά 
Γεδρεοίίνεΐγ £>γ 1.4 ± 2.4 αηά 1.0 ± 1.9 ηδ). Ιη 

αάάΐΐΐοη, ίΐιε ρΓεδεηοε ο ί ΗΑΗ1 03ΐΐδβδ 
οοηίοπΏδίΐοηαΙ εχο1ιαη§6 ϊη ίΐιε ΙΐηΙίΟΓ I Γββίοη, δο 
ίΗαί δΐ^ηαΐδ ίτοπι Γεδίάιιεδ ΐη ίΗίδ Γε§ίοη βγο 
βΓοαάεηεά βεγοηά (Ιείεοίίοη.

ΤΙιε ρΓεδεηί ά&ία &γο οοηδίδίεηί ννίίΐι α 
ιηεοΙίΗηίδπι ίο ι οορρεΓ(Ι) ΐΓ&ηδ&Γ ίο ΜΝΚ456 
β-οηι ΗΑΗ1 \ν1ΐ6Γ6 Ιΐιβ Γηδί εη1τγ ροίηί ίοΓ ίΐιε 
πιεΐ3ΐ ΐοη ίηίο ίΐιε ΑΤΡαδε ΐδ ρΓονΜεά \)γ άοηι&ΐη
4. Τΐιϊδ ΐδ ρΓεδΐιπΐ3Ϊ>1γ άιιε ίο ΜΝΚ4 1ιανϊη§ 3 
βείίεΓ ©ΙεοίΓΟδίαίΐο οηάΐοτ δίεπο οοπιρ1επιεηί3ΓίΙγ 
ίο Ιΐιε ρ1ιγδίο1ο§ϊο&1 ρ&ΓίηεΓ. 51ιίε1<1ίη§ ο ί  άοηιαϊηδ 
5 αηά 6 6γ άοπιαΐη 4 ΐη ΜΝΚ456 ίδ υη1ί!ίβ1γ ίο 
ρ1αγ α Γοίε ίη ίυηίη§ ΐΐιε ίηίεΓ3θίίοη, 35 ίΐιβ ίννο- 
άοηι&ίη οοηδίηιοί ΜΝΚ56 άοεδ ηοί ίηίεΓ30ί ννίίΐι 
ΗΑΗ1 (Ρί§. 6). ϋοηιαίη 4 1ΐ38 3 δΐΐΓί&οε 
ε1εοίτοδί3ίίο ροίεηίίαΐ ΐ€ΐαίίν©1γ δίιηίΙ&Γ ίο ίΚ&ί ο ί 
ίΐιε ί\νο ηιεία1-1)ίη£ΐίη§ (Ιοηιαίηδ ο ί ίΐιβ γεΕδί 
Ηοιηοΐοβ ο ί ΑΤΡ7Α, ννΐιΐοΐι ίοιτη 3 Γεΐ3ίίνε1γ 
δίαβίε 3<Μιιοί \νίί1ι ίΗείτ ρ&ΓίηβΓ (22;23). Ιί ίδ &1δθ 
Γείενπηί ίΐιαί ίΚε ρ ΐ ο ί (Ιοηιαίη 4 ίη ΑΤΡ7Α, 3δ 
ννεΐΐ Εδ ΑΤΡ7Β, ίδ ίίιε πιοδί δίπιίΐ3Γ ίο ίΐι&ί βοίΐι 
ίίοιηαίηδ ο ί γε3δί Οοο2 (4.0-4.5). ΟίΙιεΓ ΑΤΡ7Α 
άοηιαίηδ, ννΐιοδε δΐΐΓ&οε ίδ 80ΐηε\ν1ΐ3ΐ (ΙΐδδίηιίΙαΓ 
ίτοιη Οοο2, (Ιο ηοί ίοπη δΐιοΐι αη &άάιιοί αηά 
ίΰ&ΐιΐΓβ α δίονν Ιίίηείίο ο ί ίηίεΓ30ίίοη ννίίΐι ΗΑΗ1 
(15). Α Γοΐβ ίο ι άοηι&ίη 4 38 ίΐιβ ρΓ6ίεΓ6ηίΪ3ΐ 
ίηί6Γ3θίίοη δίίβ ίοΓ ΗΑΗ1 ίη ΑΤΡ7Β 1ΐ3δ 1)66η 
ι*606ηί1γ ρΓοροδεά (14), ροδδίΐ3ΐγ ίο§βί1ΐ6Γ \νίί!ι 
άοιπαίη 2, ννΐιίΐε 6εγ1Ϊ61· \νοιΊ<; ίάεηίίίιβά οη1γ 
άοιπαίη 2 (13). Νοίαβ1γ, άοηι&ίη 2 Ιιαδ α ρ ΐ δΗ§Ηί1γ 
1ιί§ίΐ6Γ ίΐιαη 8.0 ίη ΑΤΡ7Α αη<1 ΑΤΡ7Β, ώιΐδ ςιιίίε 
(ΙίίίεΓεηΙ ίΐΌΗΐ άοπιαίη 4, 1>ιιί ίΐιε εΙεςίΓΟδίαίίο 
δΐΐΓ&οε 8.1 ίΐι© ρυίαίίνβ ίηίθΓαοίίοη δίίε ίδ δίίΐΐ 
οοηιραΐίΜε ννίίΐι ίΐι&ί οίΗΑΗΙ (13). Τΐιβ ρΓδδεηί 
(Ι̂ ίΕ δ1ιο\ν ίΐιαί οορρβΓ(Ι) ίδ &ηγ\ναγ (1ίδίπΙ)ΐιΐ6(1 
ονεΓ ίΐιβ ν3Γΐοιΐδ (Ιοηιαίηδ. Ιί ίδ ηοί ροδδΛΙβ ίο 
3δ06Γί&ίη \ν1ΐ€ί1ΐ6ΐ· ίΓαπδ&Γ ίο άοιηαίηδ οϊΙιογ ίΐιαη 
ιΙί© ίουιΐΐι Ιιαρρεηδ \)γ \ναγ ο ί άίΐ'εοί ίηίεΓ&οίίοη 
\νίί1ι άοιηαίη 4 ογ \νίί1ι ΗΑΗ1 ογ 11ίγοιι§1ι ίΐιε 
Γ616386 ο ί ίτεβ ςορρ6Γ(Ι) ίη δθ1ΐΐίίθη. Τ1ΐ6 Ι&ίίβΓ

ηιεοΐι&ηίδπι &ρρε&Γδ ςιιίίε αη1ί1ίε1γ ίο 1>ε 
ρ1ιγδίο1ο§ίθ3ΐ1γ Γβίβναηί.

Α δεοοηά ηοίε\νοΓί1ιγ οοηοΐιΐδίοη ίΐΌηι ίΗε 
ρΓεδεηί ννοΛ ίδ ίΐιαί ίΐιε άγη&ηιίϋδ ο ί  ίΐιε ηιιιΐίί- 
<1οηι&ίη ΜΝΚ456 οοηδίπιςί ίδ φΐίίε 6ΐαΐ30Γ&ΐ6, αη<1 
άερεηάδ δί§ηίίίθΕηί1γ οη ίΐιε ρΓεδεηοε ο ί  οορρεΓ(Ι) 
3ηά ο ί  ΗΑΗ1. Τΐιίδ ο&η 6ε ίΐιε τεδυΐί 1>οί1ι ο ί  α 
ηιοάυΐαίίοη ο ί  ίηίεΓ-άοπι&ίη οοηίαοίδ αηά ο ί  ίΐιε 
νΕΠΕίίοη ο ί  <1γη&ιηίοδ ίη ίΐιε Ιίηϋ̂ βΓ I τε^ίοη. ΤΙιεΓε 
ίδ αΐδο δοηιε ιιηεχρεοίείΐ ιηοάυΐαίιοη ίη ίΐιε 
άΥη&ηιίο ρΓοοεδδεδ ίηνο1νίη§ ίΐιε ΐηίεΓ&οίϊοη 
6εΙ\νεεη άοιηαίη 5 &η<1 άοηι&ίη 6, ρεπηίίΐεά \>γ ίΚβ 
Γε1&ίίνε1γ δΙιοιΊ ΙίηΙΐεΓ II. Ιί οαη 1>ε δΐι§§6δίε<1 ίΐιαί 
ίΐιε (Ιβρεηίΐεηοε ο ί  άοιηαίη <1γηαηιίοδ οη οορρεΐ'(Ι) 
αηά ΗΑΗ1 (\νΗίο1ι ηιί§1ιί 5ε αδδοοίαίεά αΐδο ίο 
οΗαη§εδ ο ί  ίΐιε ίίηιε-&νεΓ&§εά ρΓοίεΐη 
οοηίοπΏ3ίίοη) οοηδίίίιιίεδ α πιοΙεοαίΕΓ ηιεοΐι&ηϊδπι 
ίο δί^ηαΐ (ίηίεπΐ3ΐ1γ ίο ίΐιε οίΙιεΓ <1οηΐ3ίηδ 3η(1/θΓ 
εχίεπιαίΐγ ίο οίΙιεΓ 5ίοιηο1εοιι1εδ) ίΗβ δίαίυδ ο ί  
οορρεΓ(Ι) 1ο3άίη§ ο ί  ίΐιε ογίορΐΕδπιίο ίαίΐ. Ιηάεεά, 
ίΐιε ρΓβδεηί άπί3 ρΓονίάε (ϋΐ'εοί εχρεΓΪηιεηί3ΐ 
δΐιρροιΐ ίοΓ ρΓενίοαδ ρΓοροδαΙδ ώ&ί ΑΤΡ7Α 
ηταΐΐίρίε άοηιαίηδ οοαίά ηιο(1ιιΐ3ίε ρΐΌίείη 
Γε1οο&1ίζ3ίίοη 3ηά/θΓ ίΐιε &ίίιηίΐγ ίοΓ οορρεΓ(Ι) ο ί  
ίΐιε ηιεί&Ι 6ίη(1ίη§ δίίεδ ίη ίΐιε ίΓ3ηδ-ηΐ6Πΐΐ>ΓΕηε 
Γε§ίοη, 11ιγοιι§1ι οορρεΓ^-άερεηάεηί ν3Π3ίίοηδ ίη 
ίΐιε οοηίοιτη3ΐίοη αηά/οΓ (1γη&ιηίθδ ο ί ίΐιε 
ογίορ1αδπιίο ί&ίΐ (11;24).

Ιη δΐιηιπΐ3Γγ, ίί ίδ ρΓοροδεά ίΗ&ί ννΐιεη 
ίηί6Γ&οίίη§ ννίίΐι ίΐιε ΜΝΚ456 Ιηρ1ε-<1οηΐ3Ϊη 
οοηδίηιοί, εορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1 ρΓείεΓεηίΐ3ΐ1γ άοη&ίεδ 
ΐίδ 03Γ§0 ίο (Ιοηιαίη 4. ΤΙιε ρΓεδεηί \υογ1<: ίΐιιΐδ 
τείηίοΓοεδ ίΐιε νίε\ν ί1ΐ3ΐ ίηίεΓαοίίοη ο ί  ΑΤΡ7Α ογ 
ΑΤΡ7Β ννίίΐι ίΙιείΓ ραιΐηεΓ πιεί3ΐ1οο1ΐ3ρεΓοηε άοεδ 
ηοί ίηνοίνε 311 ίΐιε <5οηΐ3ίηδ εςιΐ3ΐ1γ, ννίίΐι δοιηε 
άοηιαίηδ Εθία&11γ ίηίεΓ30ίίη§ ηιοΓε τε3<ϋ1γ ίΐιαη 
οίΙιεΓδ. Τΐιίδ ρΓείεΓεηίίαΙ ίηίεΓ3οίίοη ίδ ρι·ε3ΐιηι&1)1γ 
ιιηάεΓ Ιάηείίο εοηίΓοΙ. Τ1ιεΓηιθ(1γη3πιίθ3ΐ1γ &11 
(ΙοίΉΕΐηδ 1ΐ3νε δίηιίΙ&Γ 3ίίιηίίγ ίοΓ οορρεΓ(Ι) (25). 
Τίιε ηιείδΐ άοη3ίε(1 1)γ ΗΑΗ1 ίδ ίηάεείΐ ίουηά ίο 
(ΙίδίΓΛιιίΘ ονεΓ 311 άοηιαίηδ ίη ΜΝΚ456. Ιί ιηί§1ιΙ 
1)6 δπρροδεά ίΐιαί ϊη νΐνο ίΐιίδ (Γβ)<1ί5ίγίϊ>ιαίΐοη 
ΙίΕρρεηδ νία ίηίεΓ-άοπίΕίη οοηίαςίδ. Εοαάίη^ ίΐιε 
ογίορ1αδηιίο Ϊ3Ϊ1 ο ί  ΑΤΡ7Α ννίίΐι οορρεΓ(Ι) 3δ ννεΐΐ 
&δ ίΐιε ΐηίεΓΕοίΐοη \νίί!ι ίΐιε ραΓίηεΓ ίηάαοε 3 
δί§ηίίίο3ηΐ ο1ΐ3η§ε ίη ΑΤΡ7Α άοηιαίη (1γη3Γηίθδ. 
Τΐιίδ ο1ΐ3η§ε (ογ ίΐιε 3δδοεΪ3ίε(1 ν&π&ίίοη ο ί  ίΐιε 
ίίηιε-3νεΓ3§ε(1 ρΓοίεΐη οοηίοπη3ίίοη) ηΐ3γ ΐ>ε 
Γείενπηί ίο 30ίίν3ίε οορρεΓ(Ι) ίΓ3ηδ1οο3ίίοη 3θΓθδδ 
ίΐιε οιεηιΐ3Γ3ηε 3ηά/θΓ ΑΤΡ7Α ΓεΙοο3ΐίζ&ίίοη ίΓοηι 
ίΗε ίΓ3ηδ-Οο1§ί ίο ίΐιε ογίορΐ3δηιίο ιηεηιΙ^ΓΕηε.
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“ΡΚΟΜΕΙΑΒ”), ίΐιβ Ειιιτορεαη Οοιηηιίδδίοη (οοηίΓ&οί-ηο. ζ)ΕΘ2-ΟΤ-2002-00988). ϋι\ \ν. ΡαίΛ>Γ0ί1ΐ6Γ ίδ 
Ιΐιαη1<6ά ίοΓ ρΐΌνίάίη§ ιΐδ ννΐΐΐι ςΐιειηίοαΐ δΐιίίΐ άαία ίοΓ ΜΝΚ4.

'ΤΙιε αββΓενίαΙΐοηδ ιΐδεά &γ©: ΜΝΚ456: ί1ΐΓ66-άοιτιαίη ΑΤΡ7Α οοηδίηιοί, δρβηηίηβ ίτοιη άοηιαίη 4 ίο 6; 
ΜΝΚ56: ί\νο-άοιηαίη ΑΤΡ7Α οοηδίηιοί, οοηίαΐηΐιι^ άοπιαΐηδ 5 αηά 6; ΜΝΚ2: δεοοηά 6ίηάίη§ άοπιαίη οί ίΗβ 
ΑΤΡ7Α ρΓΟίείη, ΜΝΚ4: ίοιίΓίΙι βίηάίη§ άοπιαίη οί ΐΚβ ΑΤΡ7Α ρΓΟίείη; ΜΝΚ5: ίίίΐΗ βϊηάίη§ άοηι&ΐη οί ίΐιε 
ΑΤΡ7Α ρΐΌίείη; Ηδξ)0: ΙιεΙείΌηυοΙεαΓ δΐη§1ε ηυαηίυπι εοΐιεί'εηοε δρεοίίΌδοοργ; ΟΡΜ: 7-άίβίΙιγΙαιηίηο -3-(4' 
ιηα1βίηιίάγ1ρ1ΐ6ηγ1)-4-ηΐ6ί1ιγ1οουηιαπη.
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ΡΙΟΙΙΚΕ ΕΕΟΕΝϋδ

Ρΐ£. 1. Τορ δοΐιεηιε: δεοοηάαΓγ δίπιείιίΓε ο ί αρο-ΜΝΚ456 &δ άεάυεεά ίτοιη ίΐιε οΐιεηιϊο&ΐ δΜίί ΐηάεχ. νεΓίϊο&Ι 

βΓοΙίεη Ιίηεδ ίηάίεαίε άοηι&ΐη βοιιηάαπεδ. ΟΓεγ νναΐΐδ ίηάίεαίε ιιη&δδί§ηεά Γεδίάιιεδ. ΟΓ&ρΙι Α: Οοπώΐηεά 

ΝΜΚ. οΐιεπιΐοαΐ δΐιΐίΐ ναπαίΐοηδ βείν/εεη αρο- αηά Ου3ΜΝΚ456. ΟΓ&ρΙι Β: Οοπιβίηείΐ ΝΜΚ οΐιεπιΐο&ΐ δΐιίή 

ναπαίίοηδ 6εί\νεεη ίηάΐνϊίΐιιαΐ ιηεΙ&1-1)ίη(1ΐη§ άοιη&ίηδ (αρο-ίοπη) αηά αρο-ΜΝΚ456. Οοητώίηείΐ ΝΜΚ 

οΐιεηιΐο&ΐ δΜίΐ ναπ&ίίοηδ &Γε εαίειιΐ&ίεά &οιη ίΐιε εχρεητηεηί&Ι 'Η  από 15Ν εΐιειηϊεαΐ δΐιίίί ν&παίΐοηδ (Δδ(1Η) 

αηά Δδ(Ι5Ν), Γεδρεείϊνεΐγ) Γηε&δΐίΓεά βείννεεη εοΓΓεδροηάίη§ ρεαίίδ, 11ΐΓου§1ι ίΐιε ίο11ο\νίη§ εςιιαίΐοη (26)

Ι Μ ' η ))2 + ^ - ( δ ^ 5ν ))2
^  β  α ο η ιο ίη β α  __ -  __________________________ Ζ ,  3 _______________________

"  1 2

Ρΐ£. 2.15Ν Γ6ΐαχ»ίίοη ίοΓ &ρο-ΜΝΚ456. Νε§αίΐνε ΝΟΕ ναΐιιεδ ίοΓ Γεδΐάιιεδ 70-110 ΐηάίεαίε ίΗ&Ι ίΜδ 

Γε§ΐοη (1ΐη1<;6Γ I) ΐδ δΐ§ηΐίίεαηί1γ πιοΗΙε οη ίΗε δΐώ-ηαηοδεεοηά ίΐπιε δε&ΐε. Ηί§1ιεΓ Κ) Ιο§εί1ιεΓ \νίί!ι Ιον/εΓ Κ2 

ν&ΐιιεδ ίοΐ' ίΐιε Γ6§ΐοη εοη:εδροηάΐη§ ίο άοιηαίη 4 ννΐίΐι τεδρεεί ίο άοηι&ίηδ 5-6 ϊηάΐο&ίε ίΐιαΐ άοιηαίη 4 Γεοπεηίδ 

ΐη δοΐιιίΐοη πιοΓε Γ&ρίάΐγ. Κ2 ναΐιιεδ ίοΓ 8οιηε Γεδίάιιεδ ϊη άοιηαίηδ 5 (ιηοδίΐγ) αηά 6 &Γε ίηοΓε&δεά βεεαιίδε ο ί 

Ιοοαΐ οοηίοηηαίίοηαΐ εχοίιαη§ε ρΐ’οοεδδεδ.

Ρΐ£. 3.Υ»η3ΐίοη ίη Ι5Ν Γείαχαΐίοη ρίίΓαηιείβΓδ ββίννεεη (Α) Ου3ΜΝΚ456 αηά αρο-ΜΝΚ456. (Β) 

βείννεβη &ρο-ΜΝΚ456 ίη ίΗβ ρι-εδβηοβ οί 3 εςυίναΐεηίδ οί οορρει*(Ι)-ΗΑΗ1 αηά αρο-ΜΝΚ456. ΤΙιε 

δΐιηυΐίαηεοπδ Γεάιιείίοη οί Κ| ναΐιιεδ αηά ΐηοΓε&δε οί Κ2 ναΐυεδ ϊηάΐοαίεδ α Γεδίπείίοη ΐη άοιηαίη ηιοίίοη ίη 
δοΐιιίΐοη (ε.§. ίοΓ άοιηαίη 4 ΐη ραηεΐ Α, ΐ.ε. ιιροη εορρεΐ'(Ι) βίηάίη§), \ν1ιΐο1ι ΐδ ςυαηίίίϊεά 6γ αη ίηεΓεαδε ΐη ίΐιε 

οοηεΐαίίοη ίΐπιε ίοι· ίυιηΜΐηβ. νίοενεΓδα, αη ΐηοΓε&δε οί Κι ναΐιιεδ αηά Γεάιιείίοη οί Κ2 ναΐιιεδ ίηάίεαίεδ 
εηΐιαηοεά ίιηηΙ)1ίη§ Γαίεδ, οοπ·εδροηάίη§ ίο α δΐηαΙΙεΓ εοιτεΐαίίοη ίΐπιε ίοΓ ίιηηβ1ίη§.

Ρί&. 4 .Υαη3<:ίοη ο ί ίΗβ ίηίεηδίίγ ο ί δβίεείεά $ί§η&1$ ο ί Γεδίάιιβδ ίη άοπιαΐη 4 ύιιηηξ ίΐιβ Ιίϊταίίοη ο ί 15Ν- 

εηποΗβά »ρο-ΜΝΚ456 ννίίΐι ιιηΐίίβείΐεά εορρει·(Ι)-ΗΑΗ1. Α11 δί^ηαΐ ΐηίεηδΐίίεδ Ιιανε βεεη ΓείεΓεηεεά ίο 

ίΐιε ΐηίεηδΐίγ ο ί ίΐιε δΐ^ηαΐ ο ί Ογδ17 ίη ίΐιε εώδεηοε οίΗ Α Η Ι.

Ρΐ^_5.ΙηίβΓ3θίίοη οί ΜΝΚ456 \νίίΗ οορρβΓ(Ί)-ΗΑΗ1 Γενε^ΐβί! ί!ΐΓου§Η οΐιβηιίο&ΐ 1αΙ>ε11ίη§ οί ίΓεε (ί.β. 

ηοί 5οηη(1 Ιο ίΐιε ηιβί^Ι) ογδίείηβδ >νίί:1ι 3 ΠυοΓβδοεηί ρΓθ5ε. Ργοιώ Ιείί ίο π§1ιί: 181 Ιαηε, &ρο-ΜΝΚ456; 2ηΑ 

1&ηε, &ρο-ΜΝΚ456 ίΓε&ίεά ννίίΐι ίΓγρδίη; 3ιά ίο 5Λ 1&ηε, &ρο-ΜΝΚ456 ίηειι^&ίείΐ \νίί1ι ίηοΓεαδίη§ 

εοηεεηίΓ&ίΐοη οί εορρεΓ(Ι)-ΡΙΑΗ1 (ΜΝΚ456:ΗΑΗ1 Γ&ίίοδ, 1:1, 3:1 αηά 5:1, τεδρεοίίνεΐγ). ΤΙιε <ϋδ&ρρε&πη§ 

1?&η(1 ίΐΌΐΉ & ΜΝΚ456 ίι·&§ιηεηί αηά ίΐιε Β&ηά οοιτεδροηάΐη^; ίο αρο-ΗΑΗΙ &Γε ϊη<3ϊοαίε<11>γ πιτο\νδ.

Ρί^_6.ΙηίβΓ3ςίίοη ο ί ΜΝΚ56 Εηά ΜΝΚ4 \νίί!ι οορρει (Ι)-ΗΑΗ1 Γβν6»1β(1 ί1ΐΓου§1ι ςΗεηιΐε^Ι 1α5θ11ίη§.

Ργοιώ Ιείί ίο π§1ιί: I81 Ι&ηε, &ρο-ΜΝΚ56; 2ηά Ι&ηε, αρο-ΜΝΚ56 ίη ίΐιε ρΓεδεηεε ο ί εχεεδδ εορρεΓ(ί)-ΗΑΗ 1; 3Γ(1 

Ι&ηε, αρο-ΜΝΚ4; 4ιΚ ΙΛε: &ρο-ΜΝΚ4 ΐη ίΐιε ρΓεδεηεε ο ί εχεεδδ εορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1. ΤΙιε βαηάδ ο ί ΜΝΚ56, 

ΜΝΚ4 αηά αρο-ΗΑΗΙ (ίοοηεά ιιροη εορρεΓ(Ι) ΐΓ&ηδίεΓ) ΕΓε ΐηάίεαίεά 1>γ &ιτο\νδ. Εαηεδ εοηίαίηίη§ οηΐγ αρο-
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ΜΝΚ &Γ6 ΙΛεΙΙεά ν/ΐΐΗ & δΐ§η “— ”οη ίορ ο ί Ιίιε Ρϊ^ιιιό; Ι&ηεδ οοηΙ&ίηίη§ αρο-ΜΝΚ ΐηοιώαίεά ννΐΐΐι 

οορρεΓ(Ι)-ΗΑΗ1 3Γ6 Ιαβείΐεά ·\νΐί1ι α 8Ϊ§η
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