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Πρόλογος 
Μετά την ολοκλήρωση ενός δύσκολου έργου όπως είναι η συγγραφή µιας διδακτορικής

διατριβής το τµήµα του προλόγου αποτελεί ένα βήµα µέσω του οποίου ο συγγραφέας

µπορεί να εκφράσει κάποιες σκέψεις του. 
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Η ενασχόληση µου µε την κρυσταλλογραφία πρωτεϊνών και µε την δοµική βιολογία

γενικότερα ήταν ταυτόχρονα δύσκολη και ευχάριστη. Ο προσδιορισµός της δοµής της

CAT  αποτελεί το πνευµατικό παιδί µιας προσπάθειας 6 ετών κατά την διάρκεια της

οποίας αποκόµισα σηµαντικότατες θεωρητικές και τεχνικές γνώσεις οι οποίες πιστεύω ότι

µε κατέστησαν εκτός από αυτόνοµο ερευνητή και καλύτερο άτοµο. Έµαθα ότι η

µεγαλύτερη ίσως των αρετών είναι η υποµονή η οποία σε συνδυασµό µε την επιµονή

µπορεί να ξεπεράσει όλες τις δυσκολίες και τα εµπόδια. 

Παρόλα αυτά συνηδειτοποίησα ότι η πολυπλοκότητα µε την οποία λειτουργεί η φύση σε

όλα τα επίπεδα από το ατοµικό � µοριακό µέχρι το πληθυσµιακό είναι τεράστια και όλες

µας οι προσπάθειες καταφέρνουν να φωτίσουν µόνο µικρές πτυχές του φαινοµένου της

ζωής. Χαίροµαι διότι κατάφερα να προσθέσω ένα µικρό λιθαράκι στο δέντρο της γνώσης

το οποίο αιώνες τώρα µεγαλώνει σαν αποτέλεσµα της κοπιαστικής και επίπονης εργασίας

εκατοµυρίων ανώνυµων ανθρώπων που αφιερώνουν την ζωή τους στον βωµό της

επιστηµονικής δηµιουργίας. Ψαχνοντας να βρώ κάτι που να εκφράζει αυτά που

σκέφτοµαι ανακάλυψα ένα απόσπασµα από τον «Μύθο του Σισύφου» του Albert Camus 

� Και την στιγµή εκείνη την άχραντη όταν ο άνθρωπος στρέφεται πίσω προς την ζωή 

του, ο Σίσυφος, ξαναπηγαίνοντας προς το βράχο του, ατενίζει την ασύνδετη αυτή 

ακολουθία των πράξεων που γίνεται πεπρωµένο του, πλασµένο απ� τον ίδιο, ενιαίο 

κάτω από το βλέµµα της µνήµης του και σύντοµα σφραγισµένο απ� τον θάνατό του. 

Έτσι βεβαιωµένος για την ολότελα ανθρώπινη φύση των ανθρωπίνων, τυφλός που 

διψάει να δεί και που ξέρει πως η νύχτα είναι ατέλευτη, πορεύεται πάντα. Κι εγώ 

αφήνω το Σίσυφο στα ριζά του βουνού! Το φορτίο του ο καθένας πάντα το 

ξαναβρίσκει. Όµως ο Σίσυφος διδάσκει  την ανώτερη πίστη που αρνιέται τους θεούς 

και ανασηκώνει τους βράχους. Κρίνει και αυτός ότι τα πάντα καλά. Το σύµπαν αυτό, 

στο εξής δίχως αφέντη, δεν του φαίνεται ούτε στείρο, ούτε µάταιο. Κάθε ψήγµα της 

πέτρας αυτής, κάθε ορυκτό θραύσµα του όρους αυτού του γεµάτου νύχτα, φτιάχνει 
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µόνο του κόσµον ολόκληρο. Και µόνη η πάλη προς τις κορφές αρκεί για να γεµίσει 

την καρδιά του ανθρώπου. Ο Σίσυφος πρέπει να λογίζεται ευτυχής.�� 

 

         

   

 

          

          

         

       

 

        

         

        

        

 

        

          

   

 

      

     

         

 

      

  

         

           

   

 

Θα ήθελα επίσης να εκφράσω την ευγνωµοσύνη µου σε κάποιους ανθρώπους και αυτό

είναι το κατάλληλο σηµείο. 

Καταρχήν θα ήθελα να ευχαριστήσω το Καθηγητή του Βιολογικού Τµήµατος Μιχάλη

Κοκκινίδη ο οποίος αναθέτοντας µου αυτήν την εργασία έδειξε εµπιστοσύνη στις

ικανότητες µου αλλά και γιατί όλα αυτά τα έτη µε υποστήριξε επιστηµονικά ηθικά και

οικονοµικά. Για το λόγο αυτό του εκφράζω την απεριόριστη ευγνωµοσύνη µου. 

Ευχαριστώ θερµά τον Ερευνητή του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας

Κυριάκο Πετράτο ο οποίος µε ενθάρυνε και µε βοήθησε µε τον τεράστιο πλούτο των

γνώσεων του στην κρυσταλλογραφία πρωτεϊνών. Οι συζητήσεις µας αποτέλεσαν για

εµένα πηγή γνώσεων και ιδεών για την συνέχιση του έργου µου. 

Ευχαριστώ τον Καθηγητή του Βιολογικού Τµήµατος Βασίλη Μπουριώτη ο οποίος έδειξε

εµπιστοσύνη στις ικανότητες µου να φέρω εις πέρας την παρούσα εργασία και για τις

παρατηρήσεις του πάνω στο κείµενο. 

Ευχαριστώ τα λοιπά µέλη της επταµελούς εξεταστικής επιτροπής, κα Ε. Αθανασάκη, κα ∆. 

Αλεξανδράκη, κο Β. Γαλανόπουλο και κο Ν. Πανόπουλο, για την συνεισφορά τους και τον

χρόνο που διέθεσαν στην ανάγνωση και διόρθωση της διατριβής αυτής. 

Ευχαριστώ τους φίλους και συναδέλφους µου όλα αυτά τα χρόνια, Ντίνα Κοτσιφάκη, 

Μαρία Παπαδοβασιλάκη, Ρενάτε Γκέσµαν, Κώστα Παλιακάση, Κώστα Μαυροµάτη, 

∆ηµήτρη Κουτσιούλη, Βασιλική Φαδούλογλου και φυσικά τον Γιάννη Παπανικολάου ο

οποίος κατά την γνώµη µου αποτελεί κεφάλαιο για το Βιολογικό Τµήµα και το Ινστιτούτο

Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας. 
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Χρωστώ τεράστια ευγνωµοσύνη στους γονείς µου Κωνσταντίνο και Αµαλία οι οποίοι µε

υποστήριξαν ηθικά και οικονοµικά όλα αυτά τα χρόνια και πάντοτε ήταν σύµφωνοι µε τις

επιλογές µου. 

Ευχαριστώ την σύντροφο της ζωής µου  Μαριάννα, η οποία µε την αγάπη, την φροντίδα
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Summary 
The phenomenon of antibiotic resistance in bacterial species is of major importance with 

clinical and ecological implications. Bacteria exhibit resistance to antibiotics via different 

pathways. Among these the enzymatic inactivation of antibiotics is of great interest. 

Resistance to chloramphenicol,a widely used antibiotic, is achieved via enzymatic 

acetylation of the primary hydroxyl group of the antibiotic compound.The acetyl group 

donor is acetyl coenzyme A. Acetylation of chloramphenicol occurs in many bacterial 

species due to the action of a family of evolutionary related enzymes which are 

chloramphenicol acetyltransferases. In Enterobacteria enzymatic acetylation of 

chloramphenicol is performed by three distinct variants form of the enzyme namely 

CATI, CATII and CATIII. Type I variant not only confers resistance to chloramphenicol but 

also to the widely used steroidal antibiotic fusidic acid, which acts as an inhibitor of the 

enzyme. Although CATI is inhibited by fusidic acid, by non reversible binding of the 

steroid to the active site, it confers resistance to the antibiotic by sequestering it from 

the cytoplasm. This extraordinary molecular selectivity of CATI is of great interest. 

In order to explore the mechanism of antibiotic resistance to chroramphenicol and to 

fusidic acid we have determined the crystal structure of type I chloramphenicol 

acetyltransferase CATI in apoenzyme form and complex with inhibitor fusidic acid. 

The three dimensional structure of CATI reveals a homotrimeric organization of the 

enzyme. The enzyme crystallizes in space group P21 and there are four trimers in the 

crystallographic asymmetric unit. 

The enzyme has a mixed α/β structure. The central structural element is an extended 

beta pleated sheet which spans the entire trimer molecular core and is surrounded by 

alpha helices which support the above mentioned sheet and make contacts with the 

solvent. 

The active sites of the enzyme are formed by amino acid residues belonging to adjacent 

subunits. Due to the homotrimeric structure of the enzyme there are three active sites, 

which can operate independently by random addition of the substrate and acetyl 

coenzyme A. 

The binding of fusidic acid is achieved through specific hydrogen bonding of the steroid 

molecule with the side chains of polar amino acid residues that protrude into the active 
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site, as well as with ordered solvent molecules that occupy well defined space in the 

active site of the enzyme. The binding of the inhibitor is stabilized by non polar 

interactions with a number of hydrophobic amino acid residue mainly Phenylalanines 

which participate in π-stacking with the extended ring network of fusidic acid. 

The structure of the enzyme reveals complex non crystallographic symmetry between 

the four trimers. There are three twofolds local axis which relate the trimers by 1800 

rotation. A calcium cation participates in the formation of one local axis. The chelating 

complex of the calcium cation consist of seven groups  which adopt a pentagonal 

bipyramid geometry, which has been reported for other structures. 

Finally comparative analysis of the three dimensional structure of CATI reveals that the 

folding pattern common to chloramphenicol acetyltransferases is conserved in other 

functionally unrelated proteins which exhibit low levels of primary sequence homology 

with the afformentioned enzymes. Such findings suggests that mechanisms of folding 

conservation operate evolutionary and must be taken into account in the classification of 

protein structures. 

The structure of CATI complexed with fusidic acid not only explains the mechanism of 

resistance to this antibiotic but can also yield structural information for rational design of 

novel antibiotics based on fusidic acid that do not bind to CATI. Furthermore the mode 

of binding of fusidic yields novel insights in the architecture of steroid binding proteins. 

Περίληψη 
Το φαινόµενο της εµφάνισης βακτηριακών στελεχών  ανθεκτικών στα αντιβιοτικά έχει 

µεγάλο ενδιαφέρον και τεράστιες κλινικές προεκτάσεις. Τα βακτήρια καθίστανται 

ανθεκτικά στα αντιβιοτικά µε πολλούς τρόπους. Από αυτούς µεγάλο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η ενζυµική τροποποίηση των αντιβιοτικών. 

Η ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη επιτυγχάνεται µέσω ενζυµικής ακετυλίωσης στο 

πρωτοταγές υδροξύλιο του αντιβιοτικού. Ο δότης της ακέτυλό οµάδας είναι το ακέτυλο 

συνένζυµο Α. Η ακετυλίωση της χλωραµφενικόλης εµφανίζεται σε πολλά βακτηριακά 

είδη και οφείλεται στην δράση µιας οικογένειας εξελικτικά συντηρηµένων ενζύµων τα 

οποία χαρακτηρίζονται σαν ακέτυλο τρανσφεράσες της χλωραµφενικόλης. Στα 

εντεροβακτήρια η ενζυµική ακετυλίωση της χλωραµφενικόλης καταλύεται από τρείς 

διακριτούς ενζυµικούς τύπους (CATI, CATII, CATIII). Η ακέτυλο τρανσφεράση της 

χλωραµφενικόλης τύπου Ι προσδίδει ανθεκτικότητα όχι µόνο στη χλωραµφενικόλη αλλά 
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και στο ευρέως χρησιµοποιούµενο αντιβιοτικό φουσιδικό οξύ., το οποίο αναστέλει 

συναγωνιστικά το ένζυµο µέσω µη αντιστρεπτής σύνδεσης µε το ενεργό κέντρο του 

ενζύµου. Παρά το γεγονός ότι το φουσιδικό οξύ δεν τροποποιείται χηµικά από το ένζυµο 

η αποµάκρυνση του από το κυτταρόπλασµα προσδίδει ανθεκτικότητα. Εκτός από το 

φουσιδικό οξύ η ακέτυλο  τρανσφεράση της χλωραµφενικόλης Ι δεσµεύει και χρωστικές 

όπως το crystal violet , οι οποίες ανήκουν στην κατηγορία των triphenyl methane 

χρωστικών. 

Προκειµένου να διερευνήσουµε τον µηχανισµό ανθεκτικότητας στην χλωραµφενικόλη 

και στο φουσιδικό οξύ προσδιορισαµε την κρυσταλλική δοµή της ακέτυλο τρανσφεράσης 

της χλωραµφενικόλης τύπου Ι σε αποενζυµική µορφή και σε σύµπλοκο µε το φουσιδικό 

οξύ. 

Η βιολογικά ενεργή µονάδα του ενζύµου είναι ένα οµοτριµερές, το οποίο εµφανίζει µια 

µικτή α/β δοµή. Το κύριο δοµικό χαρακτηριστικό το τριµερούς είναι µια εκτεταµένη β 

πτυχωτή επιφάνεια η οποία διατρέχει το µοριακό πυρήνα του ενζύµου και περιβάλλεται 

από α-έλικες οι οποίες την υποστηρίζουν και έρχονται σε επαφή µε τον διαλύτη. Το 

ενεργό κέντρο του ενζύµου σχηµατίζεται στην µεσεπιφάνεις αλληλεπίδρασης των 

µονοµερών µε αποτέλεσµα να υπάρχουν τρία ενεργά κέντρα στο τριµερές τα οποία 

µπορούν να λειτουργούν ανεξάρτητα καταλύοντας την αντίδραση ακετυλίωσης µέσω 

τυχαίας σειράς δέσµευσης του υποστρώµατος και του συνενζύµου Α. Η δέσµευση του 

φουσιδικού οξέος στο ενεργό κέντρο του ενζύµου γίνεται µέσω ενός καλά καθορισµένου 

δικτύου υδρογονικών δεσµών οι οποίοι σχηµατίζονται µεταξύ των πολικών οµάδων του 

µορίου του αναστολέα και πολικών καταλοίπων του ενεργού κέντρου. Η δέσµευση του 

αναστολέα σταθεροποιείται επιπλέον µέσω υδρογονικών δεσµών µε µόρια νερού τα 

οποία καταλαµβάνουν καθορισµένες θέσεις µέσα στο ενεργό κέντρο. 

Μέσα την κρυσταλλογραφική ασύµµετρη µονάδα εµφανίζονται σχέσεις µη 

κρυσταλλογραφικής συµµετρίας. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η ύπαρξη ενός κατιόντος 

ασβεστίου το οποίο συµµετέχει σε σχηµατισµό χηλικού συµπλόκου και επτά 

υποκαταστάτες υιοθετώντας διαµόρφωση πενταγωνικής διπυραµίδας. 

Τέλος συγκριτική ανάλυση της δοµής της CATI αποδεικνύει την συντήρηση το δοµικού 

προτύπου των ακετυλοτρανσφερασών της χλωραµφενικόλης και σε άλλες λειτουργικά 

άσχετες πρωτεϊνες οι οποίες εµφανίζουν πολύ χαµηλό ποσοστό οµολογίας σε επίπεδο 

πρωτοταγούς δοµής. 
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1 Εισαγωγή 
1.1 Τα αντιβιοτικά και η ανθεκτικότητα σε αυτά 
 

1.1.1 Κατάταξη των αντιβιοτικών 

Τα αντιβιοτικά είναι βιοοργανικές ενώσεις που εκδηλώνουν βακτηριοκτόνο ή 

βακτηριοστατική δράση. Τα περισσότερα αντιβιοτικά παράγονται από γένη των 

ακτινοµυκήτων. Η αντιµικροβιακή δράση των αντιβιοτικών έδωσε τη δυνατότητα µετά 

από την τυχαία ανακάλυψη τους από τον A.Flemming, να χρησιµοποιηθούν σε µια 

πλειάδα κλινικών εφαρµογών, έτσι ώστε πλέον περίπου µισό αιώνα µετά από την έναρξη 

της χρήσης τους να έχουµε καταφέρει να εξαλείψουµε ή να θέσουµε κάτω από έλεγχο 

τις περισσότερες βακτηριακής φύσεως επιδηµικές ασθένειες, τουλάχιστον στις 

βιοµηχανικά ανεπτυγµένες περιοχές του πλανήτη. Η αντιβακτηριακή δράση των 

αντιβιοτικών µπορεί να συνοψιστεί σε αυτό που αναφέρεται ως επιλεκτική τοξικότητα. 

∆ηλαδή: 

! Είτε δρουν σε βακτηριακούς στόχους οι οποίοι δεν υπάρχουν στο ανθρώπινο 

σώµα 

! Είτε παρουσιάζουν µεγαλύτερη συγγένεια για τα µόρια στόχους των βακτηρίων 

σε σχέση µε τα οµόλογα µόρια από ευκαρυωτικά κύτταρα. 

Η κατηγοριοποίηση των αντιβιοτικών γίνεται βάση του τρόπου δράσης τους. Συνοπτικά 

µπορούµε να διακρίνουµε τα εξής: 

! Αντιβιοτικά που αναστέλλουν την σύνθεση του κυτταρικού τοιχώµατος των 

βακτηρίων και ενεργοποιούν αυτολυτικά µονοπάτια. Στην κατηγορία αυτή 

ανήκουν οι πενικιλίνες και τα παράγωγά τους (β-λακτάµες), οι κεφαλοσπορίνες 

και οι µονοβακτάµες καθώς και τα γλυκοπεπτίδια όπως η βανκοµυκίνη και η 

τοιχοπλανίνη. 

! Αντιβιοτικά τα οποία παρεµποδίζουν διάφορα στάδια της σύνθεσης των 

πρωτεϊνών, όπως η στρεπτοµυκίνη, η ερυθροµικίνη, η τετρακυκλίνη, οι 

µακρολίδες αλλά και αντιβιοτικά όπως η χλωραµφενικόλη το φουσιδικό οξύ, η 

κλινταµυκίνη κ.α. 
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! Αντιβιοτικά που αναστέλλουν τις διαδικασίες της αντιγραφής και της µεταγραφής 

αλλά και σχετίζονται µε υπερελίκωση του βακτηριακού χρωµοσώµατος. Τέτοια 

είναι η ακτινοµυκίνη, οι κινολόνες, το ναλιδιξικό οξύ και οι οξοφλαβόνες. 

! Αντιβιοτικά που αναστέλλουν µεταβολικά µονοπάτια όπως τα σουλφοναµίδια 

(Wright 2003). 

 

1.1.2 Η ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά 

Το ζήτηµα της εµφάνισης βακτηριακών στελεχών ανθεκτικών σε αντιβιοτικά έχει 

ανακύψει µέσα στην τελευταία πεντηκονταετία, µια περίοδο που κατ� ουσίαν συµπίπτει 

και µε την ευρύτερη χρήση των αντιβιοτικών ως θεραπευτικών παραγόντων στην κλινική 

πρακτική. Αυτή η χρονική περίοδος σηµατοδοτήθηκε από αξιόλογες επιτυχίες στην 

αντιµετώπιση µικροβιακών ασθενειών αλλά και κινδύνους από την κλιµακούµενη 

εµφάνιση βακτηριακών στελεχών ανθεκτικών σε ένα ή και περισσότερα αντιβιοτικά. 

Ο ρόλος που διαδραµάτισε η χρήση των αντιβιοτικών µέχρι σήµερα σε επίπεδο 

µικροβιακής οικολογίας δεν είναι ξεκαθαρισµένος. Με άλλα λόγια δεν είναι πλήρως 

γνωστό τι επιπτώσεις είχε και έχει η εξαπόλυση αντιβιοτικών στους φυσικούς 

πληθυσµούς των βακτηρίων. Θα µπορούσαµε να πούµε ότι κατά την περίοδο 1940 µέχρι 

σήµερα, στην διάρκεια της οποίας η χρήση των αντιβιοτικών πήρε µεγάλες διαστάσεις 

όχι µόνο σε ιατρικές εφαρµογές αλλά και σε άλλους είδους ανθρώπινες δραστηριότητες 

(πχ. Κτηνοτροφία), συντελέστηκε ένα πείραµα µεγάλης έκτασης κατά το οποίο 106 

µετρικοί τόνοι αντιµικροβιακών ουσιών απελευθερώθηκαν ανεξέλεγκτα στο περιβάλλον 

και λίγα ή καθόλου στοιχεία υπάρχουν όσον αφορά τις επιπτώσεις στις φυσικές 

βακτηριακές κοινωνίες (Mazel 1999). 

Ένα δεύτερο σηµείο το οποίο πρέπει να αναφερθεί είναι ότι τουλάχιστον κατά την αρχή 

αυτής της περιόδου τα αντιιβιοτικά που χρησιµοποιήθηκαν ήταν φυσικά παράγωγα 

κάποιων µικροοργανισµών τα οποία είχαν ταυτοποιηθεί αρκετό καιρό πριν αλλά η 

εφαρµογή τους σαν θεραπευτικοί παράγοντες καθυστέρησε σε σχέση µε την ανακάλυψη 

τους, ενώ σήµερα έχουµε πλέον περάσει στην κατασκευή ηµισυνθετικών αντιβιοτικών τα 

οποία δεν έχουν υπάρξει ξανά στο φυσικό περιβάλλον. Αυτό έχει τεράστια σηµασία για 

το πρόβληµα της εµφάνισης ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά. 
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Είναι γενικά αποδεκτό ότι η εµφάνιση της ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά έλαβε χώρα 

πολύ σύντοµα µετά την έναρξη της χρήσης των τελευταίων σε εκτεταµένη κλίµακα. 

Από βιοχηµικής άποψης η ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά µπορεί να αποδοθεί στις 

ακόλουθες διαδικασίες 

! Το µόριο του αντιβιοτικού τροποποιείται χηµικά µέσω της δράσης ενός ενζύµου 

µε αποτέλεσµα την απώλεια της αντιµικροβιακής δραστικότητας. Χαρακτηριστικές 

τέτοιες περιπτώσεις είναι οι β-λακτάµες (πενικιλίνες και παράγωγα) οι οποίες 

απενεργοποιούνται µέσω της διάσπασης του λακταµικού δακτυλίου από ένζυµα 

που συλλήβδην χαρακτηρίζονται β-λακταµάσες αλλά κατηγοριοποιούνται σε 

διάφορες τάξεις. 

! Αλλαγές σε µοριακό επίπεδο που µπορεί να συµβαίνουν στο µόριο στόχο του 

αντιβιοτικού και οι οποίες µπορεί να οφείλονται σε µεταλλαγές ή γενετικούς 

ανασυνδυασµούς όπως συµβαίνει στην περίπτωση των PBP (penicillin binding 

proteins) και έχουν ως αποτέλεσµα την µείωση ή και την εξάλειψη της χηµικής 

συγγένειας του αντιβιοτικού προς το µόριο στόχο. 

! Αύξηση της αδιαπερατότητας της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης των κυττάρων 

στόχων ή ακόµα και δράση συστηµάτων ενεργητικής µεταφοράς έξω από τα 

κύτταρα. 

! Μετατροπή των µεταβολικών µονοπατιών στα οποία επεµβαίνει το αντιβιοτικό, 

όπως συµβαίνει µε την ανθεκτικότητα στα σουλφοναµίδια. 

Πέρα από την εξακρίβωση των ακριβών µοριακών µηχανισµών που ευθύνονται για την 

εµφάνιση της ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά µεγάλη σηµασία και ενδιαφέρον 

παρουσιάζει και η γενετική βάση της ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά. 

Λαµβάνοντας υπόψη την ταχύτητα εµφάνισης ανθεκτικών στελεχών τουλάχιστον στα 

πλαίσια κλινικών µελετών, µπορούµε να συµπεράνουµε ότι δύο θα µπορούσαν να είναι οι 

γενετικές προελεύσεις της ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά: οι µεταλλαγές και η οριζόντια 

µεταφορά γονιδίων. Η τελευταία φαίνεται από τα υπάρχοντα δεδοµένα ότι είναι ο 

κυρίαρχος τρόπος µεταφοράς και εξάπλωσης της ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά. 

Ένα ακόµα σηµείο που παρουσιάζει ενδιαφέρον είναι ο τρόπος µε το οποίο συντελέστηκε 

το φαινόµενο αυτό. ∆ύο πιθανοί τρόποι προτείνονται: 

! Η ανθεκτικότητα εµφανίστηκε σε ένα περιορισµένο αριθµό βακτηριακών ειδών 

και από εκεί εξαπλώθηκει σε άλλα είδη. 
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! Η ανθεκτικότητα εµφανίστηκει ταυτόχρονα σε πολλά βακτηριακά είδη 

Από ότι θα αναφέρουµε παρακάτω, ο πιθανότερος τρόπος είναι ο πρώτος, χωρίς να 

σηµαίνει ότι κατά περίπτωση δεν είναι δυνατό να εµφανίζεται ανθεκτικότητα ταυτόχρονα 

σε πολλά βακτηριακά είδη. 

Από ενδείξεις που υπάρχουν σε βακτηριακούς πληθυσµούς, η ανθεκτικότητα σε 

αντιβιοτικά εµφανίστηκε σε σύντοµο χρονικό διάστηµα µετά την χρήση αντιβιοτικών και 

δεν προϋπήρχε σε αυτούς τους πληθυσµούς. Παρόµοια έλλειψη της επιλεκτικής πίεσης 

που επιβάλλουν τα αντιβιοτικά οδηγεί σε ελάττωση των ανθεκτικών στελεχών αλλά όχι 

σε εξάλειψη τους. 

Σήµερα έχουν ταυτοποιηθεί πολλές περιπτώσεις ανθεκτικότητας και έχει διευκρινιστεί η 

γενετική βάση και η προέλευση τους. Χωρίς να προκαλεί έκπληξη η πλειονότητα των 

γονιδίων που ευθύνονται για την ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά έχουν εξωχρωµοσωµική 

βάση και εδράζονται σε µεταθετά στοιχεία ή πλασµίδια ανθεκτικότητας (R plasmids). 

Πρόσφατα όµως έχει διαπιστωθεί και η ύπαρξη χρωµοσωµικών περιοχών στις οποίες 

δηµιουργούνται συστοιχίες γονιδίων που κωδικοποιούν για χαµηλού επιπέδου 

ανθεκτικότητα σε διάφορα αντιβιοτικά (Multiple Antivbiotic Resistance locus, MAR), τόσο 

στην E.coli όσο και στην Salmonella typhimurium. Αν και οι ανθεκτικότητες που 

κωδικοποιούν τα MARs δεν είναι τόσο αποτελεσµατικές σε σχέσεις µε τις 

εξωχρωµοσωµικές εντούτοις αποτελούν προαπαιτούµενη κατάσταση για την ανάπτυξη 

πλήρους ανθεκτικότητας µέσω πρόσληψης εξωγενούς γενετικού υλικού (Randall 2002). 

 

1.1.3 Η προέλευση των γονιδίων της ανθεκτικότητας 

Συνηθέστερα τα γονίδια ανθεκτικότητας οµαδοποιούνται σε συστοιχίες οι οποίες 

κωδικοποιούν για πολλαπλές ανθεκτικότητες. Από την ανάλυση του ποσοστού G+C αλλά 

και της χρήσης κωδικονίων διαπιστώθηκε ότι η προέλευση αυτών των γονιδίων είναι 

διαφορετική , έτσι ώστε δύο συµπεράσµατα να εξάγονται άµεσα: 

! Τα γονίδια αυτά έχουν διαφορετική προέλευση 

! Υπάρχει εξελικτικό και φυσιολογικό πλεονέκτηµα στην οµαδοποίηση τους σε 

συστοιχίες 

Η προέλευση αυτών των γονιδίων θα µπορούσαµε να πούµε ότι είναι: 
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! Γονίδια housekeeping τα οποία υπέστησαν σταδιακά µεταλλαγές και απέκτησαν 

διαφορετική µοριακή επιλεκτικότητα 

! Γονίδια που φυσιολογικά υπάρχουν στους οργανισµούς που παράγουν τα 

αντιβιοτικά 

! Φυσικά γονίδια ανθεκτικότητας τα οποία δηµιουργήθηκαν και εντοπίζονται σε 

εδαφικές κοινωνίες βακτηρίων, σαν αποτέλεσµα δια-ειδικού ανταγωνισµού 

1.1.4 Η δηµιουργία γονιδίων ανθεκτικότητας σαν αποτέλεσµα 
αυθόρµητων µεταλλαγών  

Αν και οι περιπτώσεις εµφάνισης γονιδίων ανθεκτικότητας σαν αποτέλεσµα αυθόρµητων 

µεταλλαγών είναι λίγες δεν θα πρέπει να παραβλέπονται µια και σε ορισµένες 

περιπτώσεις ευθύνονται για την εµφάνιση πολύ επικίνδυνων παθογόνων στελεχών. 

Τέτοια χαρακτηριστική περίπτωση είναι η εµφάνιση ανθεκτικών στελεχών του 

Mycobacterium tuberculiosis, Mycobacterium avium και Mycobacterium smegmatis. 

Τα µυκοβακτήρια είναι υπεύθυνα παγκοσµίως για υψηλά ποσοστά θνησιµότητας. 

∆ιάφορα παθογόνα είδη του γένους έχουν προσελκύσει το ενδιαφέρον την τελευταία 

δεκαετία λόγω της κλιµακούµενης εµφάνισης υποτροπιάζουσων λοιµώξεων από 

M.tuberculosis και M.avium σε ασθενείς µε AIDS. Μόνο στις Η.Π.Α. το 25% ως 50% των 

ενηλίκων ασθενών µε AIDS προσβάλλονται από τα παραπάνω παθογόνα ενώ το 10% 

των παιδιών µε AIDS εµφανίζουν αντίστοιχα συµπτώµατα. Η συνεχείς εµφανίσεις αυτών 

των κρουσµάτων έχει µειώσει κατά πολύ την µέση διάρκεια ζωής των ασθενών.  

Περίπου στο 13% των περιπτώσεων αποµονώθηκαν κλινικά στελέχη του µυκοβακτήριου 

που εµφανίζαν ανθεκτικότητα σε ένα τουλάχιστον από τα φάρµακα, isoniazid(INH), 

rimfapicin(RIF), streptomycin(STR), ethambutol(EMB) και pyraizinamidie(PZA), τα οποία 

αποτελούν φάρµακα πρώτης γραµµής για την αντιµετώπιση τέτοιων λοιµώξεων. Σε 

ποσοστό 3.2% επί του συνόλου αποµονώθηκαν κλινικά στελέχη µε διπλές 

ανθεκτικότητες σε δύο φάρµακα. 

Όπως αποδείχθηκε όλες οι περιπτώσεις ήταν αποτέλεσµα µεταλλαγών σε συγκεκριµένα 

γονίδια. Από τις πλέον χαρακτηριστικές περιπτώσεις είναι η ανθεκτικότητα στη 

ριµφαµπικίνη η οποία οφείλεται σε µεταλλαγές του γονιδίου rpoB(Rna polymerase), οι 

οποίες χαρτογραφούνται σε µια περιοχή 69 bp που κωδικοποιούν για 23 κατάλοιπα από 

τα οποία τα 8 είναι συντηρηµένα σε διάφορα κλινικά στελέχη του µυκοβακτηρίου. Σε 
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στελέχη τα οποία δεν εµφάνιζαν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό καµιά από τις 

µεταλλάξεις δεν εντοπίστηκε (Musser 1995). 

Μια ακόµα περίπτωση µε τροµερό ενδιαφέρον από κλινική άποψη είναι η εµφάνιση 

ανθεκτικότητας στο isoniazid το οποίο έχει χρησιµοποιηθεί εκτενέστατα από το 1940 σαν 

αντιφυµατικό φάρµακο. Η δράση του φαρµάκου εκδηλώνεται σε δύο στάδια στα οποία 

το φάρµακο οξειδώνεται από το προϊόν του γονιδίου KatG το οποίο είναι µια 

υπεροξειδάση 80kd µε οµολογία µε την οξειδάση Ι από την E.coli (Heym, Zhang et al. 

1993; Heym, Honore et al. 1994; Heym, Alzari et al. 1995). Το ενεργοποιηµένο φάρµακο 

σε δεύτερο στάδιο αναστέλλει την δράση της ενόϋλο-άκυλο- µεταφορικής πρωτεΐνης 

που πιθανότατα κωδικοποιείται από το γονίδιο orf1, αλλά και της αφυδρογονάσης InhA, 

παρεµποδίζοντας το µονοπάτι σύνθεσης των µουκολικών οξέων που φαίνεται να 

σχετίζεται και µε την παθογονικότητα των στελεχών. 

Πρωτογενής ανθεκτικότητα στο isoniazid φαίνεται να οφείλεται σε µεταλλαγές του KatG 

(Zhang, Heym et al. 1992; Zhang and Young 1993) οι οποίες χαρτογραφούνται σαν 

έλλειψη µικρού µέρους του γονιδίου. Μετασχηµατισµός των ανθεκτικών στελεχών µε 

πλασµίδια που φέρουν αντίγραφο του φυσιολογικού γονιδίου KatG έχει σαν αποτέλεσµα 

µερική αναστροφή του φαινοτύπου και επαναφορά της δράσης του φαρµάκου. 

Παρόλα αυτά διαπιστώθηκε ότι σε στελέχη φυσιολογικά για το KatG εµφανίζονταν 

ανθεκτικότητα η οποία σχετίζονταν µε δύο γενετικούς τόπους τον orf1 και inhA 

(Banerjee, Dubnau et al. 1994). Στην περίπτωση αυτή το στάδιο ενεργοποίησης του 

φαρµάκου παρεµποδιζόταν. Τέλος πρόσφατα έχει προσδιοριστεί κρυσταλλογραφικά η 

δοµή µια Ν-ακετυλοτρανσφεράσης από το M. smegmatis στα 1.8Å η οποία 

απενεργοποιεί µέσω ακετυλίωσης το isoniazid (Sandy 2002). 

 

1.1.5 Η ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά ως αποτέλεσµα της οριζόντιας 
µεταφοράς γονιδίων 

Μελετώντας την ταχύτητα εµφάνισης ανθεκτικών στελεχών σε συνδυασµό µε την 

χορήγηση αντιβιοτικών εύκολα καταλήγει κανείς στο συµπέρασµα ότι η γραµµική σχέση 

µεταξύ των δύο µεγεθών µπορεί να ερµηνευτεί µέσω οριζόντιας µεταφοράς γονιδίων. 

Αυτό που έχει παρατηρηθεί είναι ότι σε αρκετές περιπτώσεις τα ανθεκτικά στελέχη είναι 

ανθεκτικά σε περισσότερα του ενός αντιβιοτικά. Αυτό σηµαίνει ότι υπάρχουν σε 
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λειτουργία µηχανισµοί γενετικού ανασυνδυσµού οι οποίοι είναι ικανοί να συλλέγουν και 

να ανασυνδυάζουν γονίδια ανθεκτικότητας διαφορετικής προέλευσης σε συστοιχίες. 

Τέτοιοι µηχανισµοί κωδικοποιούνται από τα µεταθετά στοιχεία (mobile genetic elements) 

τα οποία έχουν τρία βασικά χαρακτηριστικά: 

! Περιέχουν το γονίδιο της ιντεργκράσης η οποία είναι µια θέσο-ειδική (site-

specific) ρεκοµπινάση 

! Μια κύρια θέση ανασυνδυασµού 59bp 

! Έναν ισχυρό υποκινητή 

! Και µπορούν να ανασυνδυάσουν διακριτά γενετικά τµήµατα γνωστά και ως 

γονιδιακές κασέτες.  

Φαίνεται λοιπόν ότι αυτά τα µεταθετά στοιχεία είναι ικανά για ανταλλαγή γενετικού 

υλικού µε τέτοιο τρόπο ώστε µετακινούµενα µεταξύ διαφορετικών στελεχών αποσπούν 

γονίδια ανθεκτικότητας δηµιουργώντας συστοιχίες γονιδίων. 

Η ανάπτυξη πολλαπλών ανθεκτικοτήτων εµπλέκει διάφορα σενάρια τα οποία είναι: 

! Ένα πλασµίδιο ή µεταθετό στοιχείο κωδικοποιεί για ανθεκτικότητες για πολλά 

αντιβιοτικά. 

! Ένα γονίδιο που βρίσκεται πάνω σε πλασµίδιο ή µεταθετό στοιχείο κωδικοποιεί 

για ένα βιοχηµικό µηχανισµό ο οποίος προσδίδει ανθεκτικότητα σε µια οµάδα 

συγγενών αντιβιοτικών. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα είναι τα γονίδια 

aac,aph,ant τα οποία δίδουν ανθεκτικότητα στα αµινογλυκοσίδια και το γονίδιο 

bla το οποία δίνει ανθεκτικότητα στις β-λακτάµες. 

! Ένα γονίδιο δίνει ανθεκτικότητα σε µια οµάδα δοµικά άσχετων αντιβιοτικών όπως 

το γονίδιο aad που δίνει ανθεκτικότητα σε στρεπτοµυκίνη και σπεκτινοµυκίνη 

! Ένα χηµικός παράγοντας, όπως ένα αντισηπτικό ή ακόµα και µία 

οργανοµεταλλική ένωση (π.χ. όπως οι ενώσεις του υδραργύρου που 

χρησιµοποιήθηκαν εκτενέστατα σαν αντιµικροβιακές ενώσεις για την 

καταπολέµηση της σύφιλης) επιλέγει για την εγκατάσταση δοµικά συνδεδεµένων 

γονιδίων ανθεκτικότητας. 

Αν και υπάρχουν πολλά αδιευκρίνιστα ζητήµατα σχετικά µε τα παραπάνω εντούτοις 

πρόσφατες µελέτες στο Vibrio cholerae έχουν δείξει µια δοµική σχέση των µεταθετών 

στοιχείων που κωδικοποιούν ανθεκτικότητες µε τα VCR από το Vibrio (Mazel 1999). 
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Αξίζει εδώ να αναφερθεί ένα παράδειγµα οριζόντιας µεταφοράς γονιδίων ανθεκτικότητας 

το οποίο είχε καταγραφεί από παλιά αλλά µόλις πρόσφατα προσέλκυσε πάλι το 

ενδιαφέρον. Είναι γνωστό ήδη από το 19ο αιώνα το φαινόµενο των «µεγάλων σωµάτων» 

που εµφανίζονται σε καλλιέργειες κάποιων βακτηρίων. Ειδικά στην περίπτωση του 

Streptobacillus moniliformis είχε παρατηρηθεί ότι κατά την ανάπτυξη του σε στερεά 

µέσα οι χαρακτηριστικές αποικίες του είδους συχνά συνοδεύονταν από την εµφάνιση 

µικρότερων αποικιών, µελέτη των οποίων έδειξε ότι είναι βακτηριακές µορφές µε 

ελαττωµατικά τοιχώµατα (Klieneberg 1935), οι οποίες όµως σε κατάλληλες συνθήκες 

µπορούν να ανακτήσουν την κανονική τους µορφή. Αυτές οι µορφές έχουν συσχετιστεί 

σε κάποιες περιπτώσεις µε άτυπες λοιµώξεις που δίδουν αρνητικά αποτελέσµατα σε 

τυπικές εργαστηριακές καλλιέργειες µετά από θεραπευτική χορήγηση β-λακταµών. Είναι 

προφανές ότι η αυξηµένη µεµβρανική διαπερατότητα που εµφανίζεται σε αυτές τις 

βραχύβιες µορφές µπορεί να διευκολύνει την πρόσληψη γονιδίων ανθεκτικότητας µέσω 

πλασµιδίων ή µεταθετών στοιχείων από βακτηριακά στελέχη άλλου είδους µέσα στο 

σώµα του ασθενούς (Woo 2003). Αν και επί του θέµατος δεν υπάρχουν αρκετά 

δεδοµένα τουλάχιστον δύο περιπτώσεις αναφέρουν την in vitro προσοµοίωση του 

φαινοµένου. 

Στην πρώτη περίπτωση πλασµίδια από S.aureus µπορούν να µετασχηµατιστούν σε 

κύτταρα B.subtilis τα οποία έχουν υποστεί κατεργασία µε πενικιλίνη ή λυσοσταφίνη 

(Feitelson 1980). Στην δεύτερη περίπτωση κατά την διάρκεια δοκιµής µιας νέας 

µεθοδολογίας εργαστηριακού µετασχηµατισµού για την E.coli η οποία µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί χωρίς θερµικό σοκ ή εφαρµογή ηλεκτρικού δυναµικού, δείχθηκε ότι 

κατεργασία των κυττάρων µε µικρές συγκεντρώσεις αντιβιοτικού που αναστέλλουν την 

σύνθεση του κυτταρικού τοιχώµατος, κάνει τα βακτηριακά κύτταρα δεκτικά σε εξωγενές 

πλασµιδιακό DNA φτάνοντας σε συχνότητα 5x105 µετασχηµατισµένα βακτήρια ανά mg 

πλασµιδιακού DNA (Turkov, Belushkin et al. 1990). 

1.1.6 Άλλοι µηχανισµοί µεταφοράς γονιδίων ανθεκτικότητας 

Εκτός από τα παραπάνω πρόσφατα εµφανίστηκαν ενδείξεις ότι µεταφορά γονιδίων 

ανθεκτικότητας µπορεί να συντελεστεί και µε ένα ιδιόµορφο αλλά και αρκετά επικίνδυνο 

τρόπο. 
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Οι ενδείξεις αυτές υποδεικνύουν ότι ενδέχεται κατά την διαδικασία βιοµηχανικής 

παρασκευής των αντιβιοτικών, να παραµένουν θραύσµατα DNA ή RNA στα σκευάσµατα 

των φαρµάκων τα οποία µπορούν να ενισχυθούν εργαστηριακά από δείγµατα 

αντιβιοτικών όπως τυλοσίνης, ερυθροµυκίνης, στρεπτοµυκίνης, τοµπραµυκίνης, 

βανκοµυκίνης. Τέτοιου είδους σκεύασµατα βρέθηκαν να περιέχουν αλληλουχίες του 16s 

ριβοσωµικού RNA, ενώ από παρασκευάσµατα στρεπτοµυκίνης και οξυτετρακυκλίνης 

αποµονώθηκαν µε PCR τα γονίδια gaph και otrA τα οποία είναι η 3-φωσφοτρανσφεράση 

της στρεπτοµυκίνης και το γονίδιο της ανθεκτικότητας στην οξυτετρακυκλίνη, αντίστοιχα 

(Webb 1992). 

1.1.7 Συµπεράσµατα 

Μέχρι αυτό το σηµείο τα στοιχεία τα οποία παρατέθηκαν αφορούν τη γενετική βάση της 

ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά. Συνοψίζοντας µπορούµε να πούµε ότι για το 

συγκεκριµένο θέµα υπάρχει τεράστια ποσότητα πληροφορίας καθώς αποτελεί ένα από τα 

µείζονα προβλήµατα της σύγχρονης βιοϊατρικής έρευνας µε σαφείς επιπτώσεις για την 

υγεία των ανθρώπινων πληθυσµών. Έτσι µπορούµε να πούµε ότι σε γενικές γραµµές το 

πρόβληµα της ανθεκτικότητας µπορεί να εστιαστεί στην προέλευση και την διάδοση των 

γονιδίων ανθεκτικότητας. 

! Για την προέλευση θα µπορούσαµε να πούµε ότι οι πιθανές πηγές γονιδίων 

ανθεκτικότητας είναι καταρχήν οι ίδιοι οργανισµοί που παράγουν τα αντιβιοτικά 

αλλά και µεταλλαγές σε φυσιολογικά βακτηριακά γονίδια τα οποία έχουν σαν 

αποτέλεσµα την αλλαγή της ειδικότητας τους. 

! Η διάδοση των γονιδίων ανθεκτικότητας κατά κύριο λόγο γίνεται µέσω φυσικών 

διαδικασιών µεταφοράς γενετικού υλικού (σύζευξη, µετασχηµατισµός, µεταγωγή) 

µέσω πλασµιδίων, φάγων και µεταθετών στοιχείων, µε τα τελευταία να παίζουν 

τεράστια σηµασία στην εµφάνιση πολλαπλών ανθεκτικοτήτων. Εκτός από τους 

εγγενείς παράγοντες που επηρεάζουν την εξέλιξη του φαινοµένου σήµερα 

µπορούµε να εντοπίσουµε και µερικούς άλλους παράγοντες που συνεισφέρουν 

στην εξάπλωση των γονιδίων ανθεκτικότητας. Αυτοί οι παράγοντες είναι: 

! Η διακίνηση ανθεκτικών στελεχών που εµφανίζονται σαν κλινικά περιστατικά σε 

υπηρεσίες υγείας 
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! Η διάδοση επικίνδυνων παθογόνων στελεχών µέσω των ανθρώπινων 

µετακινήσεων 

! Η µεταφορά ανθεκτικότητας από βακτηριακά στελέχη εκτρεφόµενων ζώων στον 

άνθρωπο και συνεπώς 

! Η εµφάνιση παθογόνων στελεχών που µπορούν να δράσουν και στα ζώα και 

στον άνθρωπο. 

Στην συνέχεια θα παρουσιάσουµε συγκεκριµένα στοιχεία για την ανθεκτικότητα στη 

χλωραµφενικόλη και στο φουσιδικό οξύ τα οποία σχετίζονται µε το αντικείµενο αυτής 

της διατριβής. 

 

1.2 Ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη 

1.2.1 Η χλωραµφενικόλη 

Η χλωραµφενικόλη γνωστή και ως χλωροµυκετίνη είναι ένα αντιβιοτικό ευρέως 

φάσµατος, το οποίο παράγεται από µια µεγάλη ποικιλία ειδών του γένους Steptomyces . 

Το αντιβιοτικό αυτό είναι ξεχωριστό ανάµεσα στις υπόλοιπες αντιµικροβιακές ενώσεις 

που συντίθενται από µικροοργανισµούς αφού περιέχει µια νιτροφαίνυλο οµάδα 

συνδεδεµένη µε µια οµάδα προπυλικής αλκοόλης καθώς και µια δίχλωρο ακεταµίδο 

οµάδα. Η σύνθετη δοµή του αντιβιοτικού (εικ 1-1) δηµιουργεί δύο ασύµµετρα κέντρα και 

µόνο το D(-)threo(1,R,2,S) στερεοϊσοµερές είναι ενεργό σαν αναστολέας του κέντρου 

της πεπτίδυλο τρανσφεράσης των προκαρυωτικών 70s ριβοσωµάτων (Bartz 1948). 

 
Εικ 1-1 Μοριακός τύπος της χλωραµφενικόλης 

 

Αν και έχουν εµφανιστεί χηµικά συνθετικά παράγωγα (Michelinaki 1997) κανένα δεν έχει 

την αντιµικροβιακή δραστικότητα του αρχικού παραγώγου. Αυτή η δοµή του 
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αντιβιοτικού είναι σχετικά απλή και γρήγορα αποτέλεσε ένα από τα πρώτα αντιβιοτικά 

που συντέθηκαν χηµικά και εισήχθησαν στην καθηµερινή πρακτική. Η χηµική σύσταση 

του αντιβιοτικού το καθιστά µη πολικό µόριο, το οποίο είναι ικανό να διαχέεται µέσα από 

τις κυτταρικές µεµβράνες και τα κυτταρικά τοιχώµατα (Stratton 2002). Η δράση της 

χλωραµφενικόλης εκδηλώνεται µε αναστολή της ενεργότητας της πεπτιδύλο 

τρανσφεράσης των προκαρυωτικών ριβοσωµάτων µέσω αντιστρεπτής σύνδεσης µε την 

50s ριβοσωµική υποµονάδα (Pongs, Bald et al. 1973). Η αναστολή της 

πρωτεϊνοσύνθεσης στα περισσότερο δεκτικά στελέχη εκδηλώνεται µέσω ενός 

βακτηριοστατικού αποτελέσµατος, αν και ορισµένα είδη όπως το Haemophilus 

influenzae, Streptococcus pneumoniae και Neisseria meningitidis θανατώνονται άµεσα 

από το αντιβιοτικό (Rahal and Simberkoff 1979). 

Επίσης έχει αναφερθεί ότι η χλωραµφενικόλη εµπλέκεται στην λειτουργία της 

βακτηριακής τρανσλοκάσης επειδή έχει βρεθεί ότι αναστέλει την σύνθεση του τειχοϊκού 

οξέος στο Bacillus licheniformis εµποδίζοντας την λειτουργία της undercaprenole-P. Η 

undecaprenole-P είναι µια αρκετά κοινή µεταφορική πρωτεΐνη που χρησιµοποιείται από 

τα βακτηριακά κύτταρα για την µεταφορά των δοµικών στοιχείων του κυτταρικού 

τοιχώµατος στον περιπλασµικό χώρο για την συναρµολόγηση τους (Stow, Starkey et al. 

1971). 

1.2.2 Η ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη 

Η ποικιλία των µηχανισµών τους οποίους χρησιµοποιούν τα βακτήρια για να 

απενεργοποιήσουν βιολογικά ενεργά µόρια περιορίζεται από δύο παράγοντες, την σχέση 

δοµής και λειτουργικότητας του χηµικού παράγοντα, και τα µεταβολικά µονοπάτια που 

έχουν στη διάθεση τους. Στην περίπτωση της χλωραµφενικόλης, δεδοµένου του µικρού 

µεγέθους της υπάρχουν αρκετές οµάδες πάνω στο µόριο της οι οποίες µπορούν να 

αποτελέσουν στόχους χηµικής τροποποίησης. Έτσι αν λάβουµε υπόψη ότι σχεδόν όλες οι 

χηµικές αυτές οµάδες ευθύνονται για την αντιβιοτική της δράσης δεν είναι παράξενο που 

έχουν αναφερθεί σχεδόν όλα τα είδη των χηµικών µεταβολών για αυτό το µόριο αυτό, 

όπως αποκοπή των αλογόνων, αναγωγή νιτροοµάδων, υδρόλυση του αµιδικού δεσµού, 

καθώς και ενζυµική ακετυλίωση ή φωσφορυλίωση του πρωτοταγούς και δευτεροταγούς 

υδροξυλίου (Shaw 1983). 
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Μετά από τέσσερις δεκαετίες ιατρικής χρήσης του αντιβιοτικού αυτού ο κυρίαρχος 

µηχανισµός ανθεκτικότητας που εµφανίζεται στα περισσότερα βακτηριακά στελέχη είναι 

η ενζυµική ακετυλίωση του αντιβιοτικού από ειδικευµένα ένζυµα που χαρακτηρίζονται 

σαν ακετυλ-τρανσφεράσες της χλωραµφενικόλης. Φυσικά ενδιαφέρον παρουσιάζουν και 

δύο άλλοι µηχανισµοί ανθεκτικότητας στον αντιβιοτικό αυτό. Ο ένας από τους 

µηχανισµούς αυτούς λειτουργεί µόνο στα είδη που παράγουν τη χλωραµφενικόλη και 

περιλαµβάνει φωσφορυλίωση του πρωτοταγούς υδροξυλίου, ενώ ο δεύτερος έχει 

πρόσφατα ταυτοποιηθεί και αποτελεί µη ενζυµική ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη. 

Έτσι έχουµε: 

! Ενζυµική ακετυλίωση  

! Ενζυµική φωσφορυλίωση 

! Μη ενζυµική ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη 

 

1.2.3 Μη ενζυµική ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη 

Το φαινόµενο της µη ενζυµικής ανθεκτικότητας στη χλωραµφενικόλη εντάσσεται στους 

µηχανισµούς που περιγράφονται στην §1.1.2 οι οποίοι λειτουργούν µέσω περιορισµένης 

διαπερατότητας της κυτταρικής µεµβράνης ή και ενεργητικής µεταφοράς στον 

εξωκυττάριο χώρο. 

Ο τύπος αυτός της ανθεκτικότητας παρουσιάζεται επαγόµενος από τα µη αναστέλοντα 

επίπεδα συγκέντρωσης του αντιβιοτικού (δηλαδή µικρότερη συγκέντρωση από την MIC, 

minimal inhibitory concentration) και οι γενετικοί καθοριστές του, εδράζονται στα 

πλασµίδια IncP, P26 και στον τρανσπόζον Τn1696 τα οποία αποµονώνονται από 

ανθεκτικά στη χλωραµφενικόλη στελέχη του Pseudomonas aeruginosa (George 2002). 

Και τα τρία αυτά γενετικά στοιχεία είναι συγγενικά µεταξύ τους και βρέθηκε ότι 

κωδικοποιούν το γονίδιο cmlA1 το οποίο ελέγχει την σύνθεση ενός πολυπεπτιδίου 419 

καταλοίπων µε µοριακό βάρος 44.2kDa (Gaffney, Cundliffe et al. 1981) (Nagai and 

Mitsuhashi 1972). 

Το γονίδιο cmlA1 είναι µέρος µια γενετικής κασέτας (gene cassette) και ο υποκινητής του 

αλλά και οι ρυθµιστικές αλληλουχίες του υποδεικνύουν ότι ελέγχεται στο µεταφραστικό 

επίπεδο (Burns, Rubens et al. 1986). ∆ιαγράµµατα υδροφοβικότητας της αναγόµενης 

αµινοξικής αλληλουχίας δείχνουν µεγάλη οµολογία του γονιδιακού προϊόντος µε 
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τουλάχιστον 12 διαµεµβρανικές µεταφορικές πρωτεϊνες (Stokes and Hall 1991). Η 

οµοιότητα αυτή είναι ενδεικτική ότι το προϊόν του γονιδίου cmlA1 είναι µια µεταφορική 

πρωτεΐνη που βασίζεται στο φαινόµενο pmf (proton motive force) για την µεταφορά της 

χλωραµφενικόλης. 

Πρόσφατα, παρόµοια γονίδια έχουν εντοπιστεί τα οποία και έχουν κωδικοποιηθεί σαν 

cmlA2 ,cmlA4 τα οποία έχουν ποσοστό ταυτότητος 90% και 98% αντίστοιχα και 

προφανώς ο µηχανισµός δράσης τους είναι κοινός. Εκτός από τα προαναφερθέντα 

γονίδια που προσδίδουν χαµηλού επιπέδου ανθεκτικότητα στη χλωραµφενόλη, έχουν 

ταυτοποιηθεί ανάλογα γονίδια που προσδίδουν ανθεκτικότητα στη φλορφενικόλη ένα 

συγγενές µόριο µε τη χλωραµφενικόλη και στην S.typhimurium DT104 η οποία 

χαρακτηρίζεται σαν floR και το οποίο φαίνεται να παράγει ένα πολυπεπτίδιο µήκους 404 

αµινοξέων µε φαινόµενο µοριακό βάρος 43kDa που έχει 88% ταυτότητα µε την 

πρωτεϊνη Pp-flo από το Pseudomonas piscida και 48.5% µε την πρωτεϊνη CmlA1 από το 

P.aeruginosa. Όλα τα συγκριθέντα µόρια παρουσιάζουν µια συντηρηµένη διαµεµβρανική 

περιοχή µε 12 τµήµατα (Arcangioli 1999).  

 

1.2.4 Ενζυµική ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη 

Η πλέον διαδεδοµένη διαδικασία απενεργοποίησης της χλωραµφενικόλης µεταξύ των 

ανθεκτικών στελεχών που έχουν εξεταστεί µέχρι τώρα είναι η ενζυµική τροποποίηση του 

αντιβιοτικού και συγκεκριµένα η χηµική προστασία του πρωτοταγούς υδροξυλίου της 

χλωραµφενικόλης (ΟΗ-3) είτε µέσω ακετυλίωσης, είτε µέσω φωσφορυλίωσης. Η 

ενζυµική ακετυλίωση πραγµατοποιείται από τις ακετυλοτρανσφεράσες της 

χλωραµφενικόλης (CAT) (Shaw and Brodsky 1968; Shaw 1975; Shaw, Packman et al. 

1979; Shaw, Brenner et al. 1985) οι οποίες αποτελούν µια οικογένεια από συγγενικά 

µόρια αρκετά διαδεδοµένα στα βακτηριακά στελέχη, ενώ η ενζυµική φωσφορυλίωση 

µέχρι σήµερα έχει παρατηρηθεί µόνο στα είδη των αντινοµυκήτων που παράγουν τη 

χλωραµφενικόλη για να προστατευθούν από την τοξικότητα του ίδιου του προϊόντος 

τους (Shaw and Hopwood 1976) και καταλύεται από τις φωσφοτρανσφεράσες της 

χλωραµφενικόλης (CPT) 
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1.2.5 Η φωσφοτρανσφεράση της χλωραµφενικόλης από το 
S.venezuelae 

Το είδος S.venezuelae είναι από τα κυρίαρχα είδη ακτινοµυκήτων που παράγουν τη 

χλωραµφενικόλη και προφανώς διαθέτει µια πληθώρα µηχανισµών για την προστασία 

του από τα τοξικά αποτελέσµατα του αντιβιοτικού. Ο κυρίαρχος µηχανισµός προστασίας 

του από τη χλωραµφενικόλη περιλαµβάνει τη φωσφορυλίωση του πρωτοταγούς 

υδροξυλίου του αντιβιοτικού από ένα νέο ένζυµο την 3�-Ο-φωσφοτρανσφεράση της 

χλωραµφενικόλης (CPT). Αν και η φωσφορυλίωση έχει παρατηρηθεί και σε άλλες 

περιπτώσεις ως µηχανισµός απενεργοποίησης αντιβιοτικών όπως για παράδειγµα κατά 

την απενεργοποίηση της νεοµυκίνης Β και της καναµυκίνης εντούτοις η οµολογία σε 

επίπεδο πρωτοταγούς δοµής των ενζύµων που καταλύουν τις αντιδράσεις αυτές και την 

CPT είναι πολύ χαµηλή υποδεικνύοντας πως η CPT προέρχεται από ένα διαφορετικό 

εξελικτικό µονοπάτι. Σε αντίθεση µε τα παραπάνω η CPT εµφανίζει αρκετά υψηλό 

ποσοστό οµολογίας µε την κινάση του γαλλικού οξέος τύπου ΙΙ (43%) (Krell, Coggins et 

al. 1998). Για την καταλυτική δραστικότητα του ενζύµου είναι απαραίτητη η ύπαρξη 

εκτός του υποστρώµατος , ATP και ιόντων Μg+2. 

Η κρυσταλλική δοµή του ενζύµου (Ellis 1999) έχει προσδιοριστεί στα 2.8 Å τόσο για την 

αποενζυµική µορφή, όσο και στο σύµπλεγµα µε το υπόστρωµα και τον συµπαράγοντα 

ATP. To ένζυµο είναι διµερές στο διάλυµα αλλά εµφανίζεται σαν τετραµερές στην 

κρυσταλλική δοµή. Παρουσιάζει µια µικτή α/β δοµή µε µια κεντρική β-πτυχωτή επιφάνεια 

να περιβάλλεται από α-έλικες. Το ενεργό κέντρο είναι µια κοιλότητα µεταξύ των 

υποµονάδων του ενζύµου και περιγράφεται από αρκετά υδρόφοβα κατάλοιπα τα οποία 

και αλληλεπιδρούν µε τη χλωραµφενικόλη. Ο καταλυτικός µηχανισµός της µεταφοράς 

της φωσφορικής οµάδας από το ATP στη χλωραµφενικόλη απαιτεί τον σχηµατισµό ενός 

τεταρτοταγούς ενδιάµεσου συµπλόκου. Για την ακρίβεια η πλευρική οµάδα του Asp37 

που είναι και το καταλυτικό κατάλοιπο βρίσκεται σε απόσταση υδρογονοδεσµού µε το 

πρωτοταγές υδροξύλιο της χλωραµφενικόλης και συµµετέχει έτσι στην αποπρωτονίωση 

της αλκοολικής αυτής οµάδας. Μόλις συµβεί αυτό, το προκύπτον νουκλεόφιλο προσβάλει 

(νουκλεόφιλη προσβολή) το γ-φώσφορο του ATP δηµιουργώντας έτσι το ενδιάµεσο 

παράγωγο της αντίδρασης. Στην συνέχεια το ενδιάµεσο αυτό κατάλοιπο καταρέει 

αφήνοντας το προϊόν της αντίδρασης. 
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Υπέρθεση της δοµής του αποενζύµου της CPT και του συµπλόκου δείχνει µια κίνηση του 

πολυπεπτιδικού σκελετού κατά 3.7Å προς το ενεργό κέντρο, υποδεικνύοντας την 

πιθανότητα ενός µηχανισµού επαγόµενης προσαρµογής µε την δέσµευση του 

υποστρώµατος (Izard 2000). Πρέπει εδώ να τονίσουµε ότι η CPT είναι ο µηχανισµός 

προστασίας του συγκεκριµένου είδους έναντι του αντιβιοτικού που το ίδιο παράγει. 

Παρόλο που η φωσφορυλιωµένη χλωραµφενικόλη είναι ανενεργή ως αντιβιοτικό 

εντούτοις η φωσφορυλίωση είναι µια αντιστρεπτή µεταβολή σε αντίθεση µε την 

ακετυλίωση και άρα υπάρχει µεγάλη πιθανότητα ότι η 3�-Ο-φωσφο-χλωραµφενικόλη να 

αποφωσφορυλιώνεται από µια ειδική φωσφατάση µετά την αποβολή της στον 

εξωκυττάριο χώρο έτσι ώστε να µπορέσει να εκτελέσει τον αµυντικό της ρόλο. Πάντως η 

συγκεκριµένη υπόθεση διατυπώνεται από τους ερευνητές που διερευνούν τον ρόλο της 

CPT και µέχρι στιγµής δεν υπάρχουν διαθέσιµες πληροφορίες σχετικά µε το θέµα αυτό. 

Από την παραπάνω υπόθεση προκύπτει ένα ακόµα ερώτηµα σχετικά µε το αντιβιοτικό 

και αυτό είναι το πώς αναστέλλεται η διάχυση του ενεργοποιηµένου αντιβιοτικού από 

τον εξωκυττάριο χώρο µέσω της κυτταρικής µεµβράνης και του κυτταρικού τοιχώµατος. 

Πρέπει εδώ να υποθέσουµε την ύπαρξη κάποιας µεταφορικής πρωτεΐνης η οποία 

συµµετέχει στο όλο σύστηµα εξασφαλίζοντας την συνεχή αποβολή της 

χλωραµφενικόλης από το εσωτερικό του κυτταρου. Πάντως τελευταία έχει διαπιστωθεί η 

ύπαρξη µιας ειδική εστεράσης της 3�-Ο �ακετυλο�χλωραµφενικόλης η οποία συντίθεται 

σαν ενδιάµεσο προϊόν κατά την βιοσύνθεση της χλωραµφενικόλης και η οποία, διασπά 

το ακετυλιωµένο προϊόν για να δηµιουργήσει την ενεργή χλωραµφενικόλη (Gross 2002). 

Από όλα όσα αναφέρθηκαν παραπάνω συµπεραίνει κανείς ότι το φαινόµενο της 

ανθεκτικότητας στη χλωραµφενικόλη είναι ιδιαίτερα πολύπλοκο και ενδιαφέρον αφού 

είναι πιθανό να λειτουργούν πολλά συστήµατα ανθεκτικότητας έτσι ώστε να επιτευχθεί ο 

αντικειµενικός στόχος του µικροοργανισµού που είναι να συνθέσει και να παράγει το 

αντιβιοτικό στο περιβάλλον. Σχηµατικά θα µπορούσαµε να αποδώσουµε την όλη 

διαδικασία µε την εικ 1-2 
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Εικ 1-2 Υποθετικό σχήµα της συντονισµένης λειτουργίας του συστήµατος ανθεκτικότητας στο 

S.venezuelae 

1.2.6 Οι ακετυλoτρανσφεράσες της χλωραµφενικόλης (CAT) 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί η ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη είναι αρκετά συχνή 

µεταξύ των βακτηριακών ειδών. Αν και σε ορισµένες περιπτώσεις η ανθεκτικότητα αυτή 

οφείλεται σε µηχανισµούς αδιαπερατότητας της κυτταρικής µεµβράνης ή σε ενεργητική 

µεταφορά εκτός του κυττάρου µε την µεσολάβηση ειδικών µεταφορικών πρωτεϊνών, 

εντούτοις ο φαινότυπος της ανθεκτικότητας υψηλού επιπέδου στη χλωραµφενικόλη 

οφείλεται στις περισσότερες περιπτώσεις στην ενζυµική ακετυλίωση της πρωτοταγούς 

υδροξυλοµάδας της χλωραµφενικόλης από τα ένζυµα που είναι γνωστά σαν ακέτυλο-

τρανσφεράσες της χλωραµφενικόλης (CAT) (Shaw 1967). Τα 3-Ο-ακετόξυ παράγωγα της 

χλωραµφενικόλης δεν εµφανίζουν αντιβιοτική δράση και δεν προσδένονται στα 

βακτηριακά ριβοσώµατα και άρα αποτυγχάνουν να δράσουν ως αναστολείς της 

πρωτεϊνοσύνθεσης. Τα δοµικά γονίδια για τα ένζυµα αυτά είναι εξωχρωµοσωµικής 

προέλευσης τουλάχιστον για τα γένη της οικογένειας των Enterobacteriaceae, όπου 

και εντοπίζονται σε R πλασµίδια (resistance plasmids) και µεταθετά στοιχεία. Αντίστοιχα, 

στα είδη των σταφυλόκοκκων η ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη εντοπίζεται και εκεί 

σε µεταθετά στοιχεία και R παράγοντες. Ανθεκτικότητα που οφείλεται στη δράση των 

CAT έχει αναφερθεί επίσης και στα Streptococcus faecalis, Diplococcus 
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pneumoniae, Agrobacterium tumerifaciens και Pseudomonas aeruginosa

(Rogers, Rahman et al. 2002) (Shaw, Brenner et al. 1985; White, Stokes et al. 1999). 

 

Τα βακτηριακά στελέχη που συνθέτουν τα ένζυµα αυτά ξεκινούν την εκθετική φάση της 

ανάπτυξης τους µόνο αφού η συγκέντρωση του αντιβιοτικού πέσει κάτω από ένα 

επίπεδο στο οποίο δεν µπορεί να λειτουργήσει ανασταλτικά για την πρωτεϊνοσύνθεση 

(<MIC, minimal inhibitory concentration). Ο χρόνος που απαιτείται για να 

πραγµατοποιηθεί κάτι τέτοιο είναι περίπου ανάλογος µε την αρχική συγκέντρωση του 

αντιβιοτικού στο θρεπτικό µέσo. Το παραπάνω ισχύει για βακτήρια αρνητικά κατά Gram 

τα οποία µεταφέρουν R πλασµίδια ή µεταθετά στοιχεία τα οποία υπαγορεύουν συνεχή 

και µη επαγόµενη σύνθεση της CAT. 

Σε άλλα βακτηριακά είδη όπως στους σταφυλόκοκκους, στρεπτόκοκκους και στο 

αγροβακτήριο το φαινόµενο είναι πιο πολύπλοκο αφού η σύνθεση της CAT είναι 

επαγοµένη από χαµηλά επίπεδα συγκέντρωση της χλωραµφενικόλης. 

Έχει παρατηρηθεί ότι είναι δυνατό στο ίδιο βακτηριακό κύτταρο να φιλοξενούνται δύο 

συµβατά πλασµίδια κάθε ένα από τα οποία µεταφέρει και ένα γονίδιο της CAT. Έτσι είναι 

προφανές ότι η ενζυµική ενεργότητα στην εντεροβακτήρια υπόκειται σε διακυµάνσεις 

που οφείλονται σε αυξηµένες δόσεις του γονιδίου της CAT.(Shaw, Sands et al. 1972). 

Η καταστολή της σύνθεσης της CAT στην E.coli γίνεται µε ένα µηχανισµό στον οποίο 

συµµετέχει το c-AMP, πράγµα το οποίο είναι σε συµφωνία µε την παρατήρηση ότι τα 

επίπεδα της CAT ελαττώνονται όταν τα ανθεκτικά στελέχη αναπτύσσονται σε θρεπτικά 

υλικά που περιέχουν γλυκόζη (Kuzj 1998). Εκτός από τις παραπάνω περιπτώσεις έχουν 

βρεθεί δύο τουλάχιστον φάγοι, ο P1CM και ο λ(CM), οι οποίοι προσδίδουν ανθεκτικότητα 

στο αντιβιοτικό όταν βρίσκονται στην λυσιγονική φάση ανάπτυξης τους. Και στις δύο 

περιπτώσεις ο ανθεκτικός φαινότυπος οφείλεται στην σύνθεση της CAT (Kondo, Haapala 

et al. 1970; Garber, Carmielli et al. 1978). Από τις µέχρι τώρα µελετηµένες 

ακετυλοτρανσφεράσες της χλωραµφενικόλης έχει διαπιστωθεί εκτεταµένη οµολογία σε 

επίπεδο πρωτοταγούς δοµής, η οποία µπορεί να δώσει πληροφορίες σχετικά µε την 

οµαδοποίηση των ενζύµων αυτών σε συγκεκριµένες υποοµάδες οι οποίες παρουσιάζονται 

στην εικ 1-3 
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Εικ 1-3. Φαινόγραµµα το οποίο οµαδοποιεί τις αλληλουχίες διαφόρων CAT και µιας XAT από 

διάφορα βακτηριακά είδη. Η πολλαπλή στοίχιση έγινε µε το CLUSTALW και το φαινόγραµµα 

κατασκευάστηκε µε το λογισµικό πακέτο PHYLIP 

 

1.2.7 Γενικές ιδιότητες των ακέτυλο-τρανσφερασών της 
χλωραµφενικόλης 

Παρόλο που δεν υπάρχει ένα µόνο τύπος της CAT ο οποίος να µπορεί να επιλεχθεί σαν 

βασικός αντιπρόσωπος της οµάδας αυτών των ενζύµων όλες οι ποικιλίες των ενζύµων 
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που έχουν µελετηθεί µέχρι τώρα διαθέτουν κοινά χαρακτηριστικά τα οποία εντοπίζονται 

σε βιοχηµικές και δοµικές οµοιότητες. Έτσι µπορούµε συνοπτικά να αναφέρουµε : 

! Το άριστο pH για όλα τα ένζυµα του τύπου αυτού είναι στο 7.8 

! Το φαινόµενο µοριακό βάρος τους κυµαίνεται από 75kDa ως 80kDa  

! Όλες οι CAT οι οποίες έχουν αποµονωθεί, είναι σταθερά οµοτριµερή πράγµα που 

σηµαίνει ότι το µέσο µοριακό βάρος κάθε υποµονάδας είναι 25-30 KDa. 

! Το φαινόµενο ισοηλεκτρικό σηµείο είναι µεταξύ 5.4 και 4.0 , και άρα αναµένεται 

να συµπεριφέρονται σαν τυπικές όξινες σφαιρικές πρωτεΐνες. 

! Όλοι οι τύποι CAT που έχουν µελετηθεί παρουσιάζουν αυστηρή µοριακή 

επιλεκτικότητα µόνο για το D-threo στερεοϊσοµερές της χλωραµφενικόλης καθώς 

και µια εµφανή προτίµηση του ακέτυλο συνένζυµου Α σαν δότη της 

ακετυλοµάδας έναντι άλλων συναφών συνενζύµων. 

Όσον αφορά την εξειδίκευση για το συνένζυµο, διαπιστώθηκε ότι παρόλο που το 

ακέτυλο-συνένζυµο Α είναι το προτιµητέο, ανταλλαγή του µε προπιόνυλο- ή βουτύρυλο- 

συνένζυµο Α είναι δυνατή όµως τα τελευταία δύο είναι λιγότερο δραστικά. Άλλοι όξινοι 

άκυλο-θειο-εστέρες που ελέγχθηκαν για την ικανότητα τους να λειτουργούν σαν δότες 

άκυλο-οµάδας, όπως το ηλέκτρυλο-συνένζυµο Α και το µαλόνυλο-συνένζυµο Α δεν 

έχουν καµιά επίδραση ως συµπαράγοντες .Η εξειδίκευση για το υπόστρωµα είναι υψηλή 

και ένα αρκετά µεγάλος αριθµός ισοµερών της χλωραµφενικόλης αλλά και χηµικών 

αναλόγων της έχουν δοκιµαστεί για την ικανότητα τους να λειτουργούν σαν 

υποστρώµατα του ενζύµου. Όλα τα παράγωγα τα οποία έχουν αλλαγές στο 

προπανοδιολικό σκελετό του αντιβιοτικού είναι ανενεργά σαν υποστρώµατα του 

ενζύµου. Το ίδιο ισχύει και για τα στερεοισόµερή του αντιβιοτικού. Μερική δράση ως 

υποστρώµατα φαίνεται αν εµφανίζουν τα πάρα (p-) υποκατεστηµένα παράγωγα του 

βενζολικού δακτυλίου του αντιβιοτικού (Winshell and Shaw 1969). Στον πίνακα 

παρουσιάζεται µια κατάταξη των σηµαντικότερων αντιπρόσωπων της οικογένειας 
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 Τύπος Έκφραση  Km (µM) για την CM Ευαισθησία στο DTNB Θερµική σταθερότητα στους 75 0C 

I Συνεχής  8-10 ∆εν υπάρχει Σταθερό 

II Συνεχής  

  

  

  

  

  

17-20 Ευαίσθητο  Άγνωστη 
R πλασµίδια (Gramm-) 

(Enterobacteriaceae) 
III Συνεχής 17-20 ∆εν υπάρχει Σταθερό 

Α Επαγόµενη 3-4 ∆εν υπάρχει Ασταθές 

Β Επαγόµενη 3-4 ∆εν υπάρχει Σταθερό 

C Επαγόµενη 3-4 ∆εν υπάρχει Σταθερό 

CM πλασµίδια των 

σταφυλοκόκκων 

D Επαγόµενη 3-4 ∆εν υπάρχει Σταθερό 

Πίνακας 1-1 Κατηγοριοποίηση των CAT από την E.coli και το Staphylococcus(Shaw 1975)  
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1.2.8 Γενικά για τις ακετυλοτρανσφεράσες της χλωραµφενικόλης 
από την E.coli 

Το βακτηριακό είδος E.coli εµφανίζει ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη που οφείλεται 

στην σύνθεση των CAT, οι οποίες διακρίνονται σε τρείς τύπους CATI,CATII και CATIII. 

Οι τύποι αυτοί εµφανίζουν µεγάλη οµοιότητα στο πλαίσιο της πρωτοταγούς δοµής αλλά 

έχουν και αρκετές διαφορές στην καταλυτική δραστικότητα και στην µοριακή 

επιλεκτικότητα που παρουσιάζουν. 

Η CATIII είναι το πλέον µελετηµένο από τα ένζυµα αυτά και το πρώτο για το οποίο 

αποκτήθηκε δοµική πληροφορία µέσω κρυσταλλογραφικής ανάλυσης. Το συγκεκριµένο 

ένζυµο έχει την ικανότητα να καταλύει µόνο την ακετυλίωση της χλωραµφενικόλης. 

Η CATI έχει µια ξεχωριστή θέση στην οικογένεια αυτών των ενζύµων µια και ήταν το 

πρώτο από τα τρία στα οποία προσδιορίστηκε η πρωτοταγής δοµή, αλλά και για ένα 

ακόµα λόγο. Αντίθετα από την CATIII, η CATI εκτός από την ενζυµική ακετυλίωση της 

χλωραµφενικόλης είναι σε θέση να δεσµεύει διάφορα στεροειδή παράγωγα µε κυρίαρχο 

αντιπρόσωπο το φουσιδικό οξύ µε συναγωνιστικό τρόπο ως προς το φυσικό υπόστρωµα 

χωρίς όµως να µπορεί να επιφέρει χηµική τροποποίηση. Άρα το φουσιδικό οξύ από 

αυστηρή βιοχηµική άποψη είναι ένας συναγωνιστικός αναστολέας του ενζύµου. Η δράση 

του όµως ως αντιβιοτικό µετατρέπει άµεσα την ενζυµική αναστολή της CATI σε 

µηχανισµό ανθεκτικότητας σε αυτό. Το συγκεκριµένο θέµα θα συζητηθεί αναλυτικότερα 

σε ειδική παράγραφο. Ανάλογη βιοχηµική δραστικότητα εµφανίζει µια οµάδα χρωστικών 

γνωστές σαν triphenyl-methane χρωστικές µε τυπικό αντιπρόσωπο το κρυσταλλικό ιώδες 

(crystal violet) οι οποίες και αυτές δεσµεύονται συναγωνιστικά στο ενεργό κέντρο του 

ενζύµου. Η ταυτότητα σε επίπεδο πρωτοταγούς δοµής µεταξύ της CATI και της CATIII 

είναι 46% πράγµα που σηµαίνει ότι η συνολική δοµή του είναι αρκετά όµοια, αλλά όµως 

τα περισσότερα κατάλοιπα του ενεργού κέντρου δεν είναι τα ίδια πράγµα το οποίο και 

έχει σηµασία για την ευρύτερη µοριακή επιλεκτικότητα της CATI (Shaw 1967). 

Η CATII είναι ένα ιδιαίτερο ένζυµο από την άποψη ότι παρουσιάζει ιδιαίτερη ευαισθησία 

στον DTNB (5,5�-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid) το οποίο είναι ένα αντιδραστήριο που 

χρησιµοποιείται ευρέως στην ενζυµική δοκιµασία για τις ακετυλοτρανσφεράσες της 

χλωραµφενικόλης. Για δοµικούς λόγους που ακόµα παραµένουν ασαφείς αφού µέχρι 

αυτή την στιγµή δεν υπάρχει καµιά δοµική πληροφορία για την CATII το κατάλοιπο 
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Cys31 το οποίο είναι συντηρηµένο και στους τρεις τύπους της CAT είναι ιδιαίτερα 

δραστικό στο DTNB και σε άλλες παρεµφερείς ενώσεις. Αν και το συγκεκριµένο 

κατάλοιπο δεν αποτελεί ενεργό κοµµάτι του καταλυτικού κέντρου τόσο στην CATIII όσο 

και στην CATI εντούτοις φαίνεται να προστατεύεται από το δεσµευµένο υπόστρωµα. 

Οι πρωταρχικές δοµικές µελέτες που έγιναν µε σκοπό την ανάλυση των ενζύµων αυτών 

χρησιµοποίησαν ετεροµερή υβρίδια µεταξύ της CATIII και της CATI. Τα αποτελέσµατα 

αυτά ερµηνεύθηκαν χωρίς να είναι πλήρως γνωστές το ακριβές µοριακό βάρος και η 

πλήρης αµινοξική αλληλουχία των ενζύµων. Έτσι αρχικά εκτιµήθηκε λανθασµένα ότι τα 

ένζυµα αυτά είναι τετραµερή µε υποµονάδες 20kDa (Packman and Shaw 1981). Αυτό 

όµως όπως αποδείχθηκε από την κρυσταλλική δοµή της CATIII και την δοµή της CATI που 

παρουσιάζεται στα πλαίσια αυτής της διατριβής είναι ότι τα ένζυµα αυτά είναι σταθερά 

οµοτριµερή µε υποµονάδες µοριακού βάρους 24965 και 25688 dalton αντίστοιχα 

Στην συνέχεια θα παρατεθούν τα υπάρχοντα δεδοµένα για τις CATIII και CATI. Ο πλήρης 

καταλυτικός µηχανισµός σε ατοµική λεπτοµέρεια είναι γνωστός µόνο για την CATIII, 

αναµένουµε όµως να είναι κοινός από χηµική άποψη, µεταξύ των δύο ενζύµων. 

1.2.9 ∆οµή και οργάνωση της CATIII 

Η κρυσταλλική δοµή της CATIII προσδιορίστηκε στα 1.75 Å διακριτικότητα, τόσο στην 

απονεζυµική µορφή του όσο και σε σύµπλοκο µε τη χλωραµφενικόλη και το ακέτυλο 

συνένζυµο Α (Leslie, Moody et al. 1988; Leslie 1990). Το ένζυµο είναι τριµερές και 

αποτελείται από τρείς πανοµοιότυπες υποµονάδες οι οποίες αλληλεπιδρούν µέσω ενός β-

κλώνου ο οποίος σταθεροποιεί την αλληλεπίδραση των υποµονάδων στην επέκταση της 

κεντρικής β-πτυχωτής επιφάνειας. 

Το κυρίαρχο χαρακτηριστικό της δοµής του µονοµερούς είναι η κεντρική β-πτυχωτή 

επιφάνεια που αποτελείται από έξη β-κλώνους κατά κύριο λόγο αντιπαράλληλους, οι 

οποίοι παρουσιάζουν χαρακτηριστική αριστερόστροφη στρέβλωση. Πέντε α-έλικες 

βρίσκονται πακεταρισµένες στην µια πλευρά της β-πτυχωτής επιφάνειας. Αυτή η 

διευθέτηση των δοµικών στοιχείων δηµιουργεί µια δοµή που έχει χαρακτηριστεί ανοικτό 

σαντουϊτς (Richardson 1981). Τα µονοµερή αλληλεπιδρούν για να δηµιουργήσουν ένα 

δισκοειδές τριµερές το οποίο έχει 65 Å διάµετρο και 40 Å πάχος. Η δοµές του 

αποενζύµου και των συµπλόκων της CATIII είναι πανοµοιότυπες µε rms απόκλιση των 

ατοµικών συντεταγµένων της τάξης των 0.3 Å. Οι υποµονάδες αλληλεπιδρούν για τη 
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δηµιουργία του καταλυτικού κέντρου το οποίο είναι µια σήραγγα που σχηµατίζεται από 

αµινοξικά κατάλοιπα που ανήκουν σε γειτονικά µονοµερή. Τα αµινοξέα που συµµετέχουν 

στον σχηµατισµό του ενεργού κέντρου είναι υδρόφοβα για να µπορούν να 

αλληλεπιδρούν µε το µη πολικό υπόστρωµα. Η διαµόρφωση του υποστρώµατος είναι 

συνεπής µε τις πληροφορίες από µελέτες µε NMR που έχουν γίνει σε διαλύµατα 

χλωραµφενικόλης. Παρόλα αυτά υπάρχει µια σηµαντική διαφορά η οποία εντοπίζεται στη 

διαµόρφωση του πρωτοταγούς υδροξυλίου της χλωραµφενικόλης του οποίο και 

υφίσταται την ακετυλίωση. Η οµάδα αυτή υιοθετεί µια ασταθή διαµόρφωση σε σχέση µε 

αυτή που υπάρχει σε αµιγείς κρυστάλλους χλωραµφενικόλης. Αυτό φαίνεται να 

εξυπηρετεί τον σχηµατισµό υδρογονοδεσµού µεταξύ της πρωτοταγούς αλκοόλης και του 

Νε2 ατόµου της His195 που είναι το καταλυτικά ενεργό κατάλοιπο. (Leslie, Moody et al. 

1988; Leslie 1990). Υπάρχουν σοβαρές ενδείξεις ότι η διαµόρφωση του υποστρώµατος 

ενδέχεται να είναι διαφορετική στην CATI από ότι στην CATIII. Αυτό αναφέρεται 

αναλυτικά στο κεφάλαιο της συζήτησης των αποτελεσµάτων. 

1.2.10 Ο καταλυτικός µηχανισµός της CATIII 

Για να εκδηλωθεί η ενζυµική ακετυλίωση της χλωραµφενικόλης είναι απαραίτητη η 

συνύπαρξη τριών συστατικών. Αυτά είναι το υπόστρωµα χλωραµφενικόλη το ακέτυλο 

συνένζυµο Α καθώς και το ενεργό κέντρο του ενζύµου, το οποίο όχι µόνο φέρνει τα 

υποστρώµατα σε θέση αντίδρασης αλλά και προσφέρει εκείνες τις χηµικές οµάδες που 

είναι απαραίτητες για την ολοκλήρωση της αντίδρασης. Ο καταλυτικός µηχανισµός της 

ακετυλίωσης της χλωραµφενικόλης είναι αρκετά περίπλοκος για να παρουσιαστεί σε 

µεγάλη λεπτοµέρεια και υπάρχει αρκετή πληροφορία πάνω στο θέµα µε την οποία ο 

ενδιαφερόµενος αναγνώστης µπορεί να εντρυφήσει περισσότερο πάνω στην χηµική και 

βιοχηµική άποψη του θέµατος. 

Η ακετυλίωση της χλωραµφενικόλης πραγµατοποιείται µέσω της απόσπασης του 

πρωτονίου του πρωτοταγούς υδροξυλίου της χλωραµφενικόλης από το µη δεσµικό 

ζεύγος ηλεκτρονίων του ατόµου Νε2 της His195. Αυτός ο συντονισµός οδηγεί στην 

δηµιουργία παροδικού αρνητικού φορτίου στο οξυγόνο του πρωτοταγούς υδροξυλίου το 

οποίο προσβάλει το ηλεκτρονιόφιλο κέντρο του καρβονυλικού άνθρακα του ακέτυλου 

συνενζύµου Α. Σχηµατικά ο µηχανισµός αντίδρασης φαίνεται στην εικ 1-4 
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Εικ 1-4 Ο µηχανισµός πυρηνόφιλης προσθήκης που γίνεται κατά την ενζυµική ακετυλίωση της 

χλωραµφενικόλης 

 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα τον σχηµατισµό του ενδιαµέσου της αντίδρασης το οποίο 

όµως τελικά σε επόµενη φάση καταρρέει ελευθερώνοντας συνένζυµο Α και 3-ακέτυλο-

χλωραµφενικόλη. Σε ένα δεύτερο στάδιο που δεν εξαρτάται από την δράση του ενζύµου 

µπορεί να συντελεστεί µια ταυτοµερείωση η οποία περιλαµβάνει µεταφορά του 

ακετυλίου από το υδροξύλιο 3 στο υδροξύλιο 1, οπότε το µόριο που προκύπτει (1-

ακέτυλο � χλωραµφενικόλη) µπορεί αν υποστεί και δεύτερη ακετυλίωση από το ένζυµο 

να σχηµατιστεί 1,3 διακέτυλο-χλωραµφενικόλη. Αυτό το στάδιο δεν είναι απαραίτητο µια 

και το αρχικό προϊόν της αντίδρασης δεν έχει καµία αντιβιοτική δράση. 

∆ιάφορες µελέτες χηµικής τροποποίησης και κατευθυνόµενης µεταλλαξογέννεσης 

(Kleanthous, Cullis et al. 1985) παρέχουν ενδείξεις ότι η His195 παίζει βασικό ρόλο στην 

κατάλυση αλλά εµπλέκεται και στη δέσµευση του υποστρώµατος. Τα βασικά δεδοµένα 

τα οποία στηρίζουν το ρόλο της His195 είναι: 

! Βρίσκεται σε απόσταση υδρογονοδεσµού από το πρωτοταγές υδροξύλιο 

! Αντικατάσταση της ιστιδίνης µε γλουταµίνη η αλανίνη έχει σαν αποτέλεσµα την 

µείωση του Kcat 9x105 και 3x105 φορές από ότι στο ένζυµο αγρίου τύπου. 

! Αντικατάσταση της ιστιδίνης µε γλουταµικό οξύ δίδει ένα µετάλλαγµα το οποίο 

είναι λιγότερο δραστικό ενώ αντικατάσταση της ιστιδίνης από ασπαρτικό οξύ δεν 

δίδει δραστικό ένζυµο. Αυτή η διαφορά πιθανά οφείλεται στο επιπλέον µεθυλένιο 

του γλουταµικού οξέος το οποίο φέρνει σε απόσταση υδρογονοδεσµού το 

καρβοξυλικό οξυγόνο µε το πρωτοταγές υδροξύλιο της χλωραµφενικόλης. 
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Τα παραπάνω συνηγορούν στο ότι η ιστιδίνη 195 έχει ρόλο γενική βάσης (general base) 

στην αποπρωτονίωση του υποστρώµατος(Lewendon, Murray et al. 1994). Εκτός από την 

ιστιδίνη 195 και άλλα κατάλοιπα του ενεργού κέντρου σχετίζονται µε την ενζυµική 

ενεργότητα είτε άµεσα είτε παίζοντας ένα δοµικό ρόλο σταθεροποιώντας τα 

υποστρώµατα του ενζύµου. Τα κατάλοιπα τα οποία έχουν ταυτοποιηθεί είναι 

! η σερίνη 148 η οποία είναι συντηρηµένη σε όλες τις CAT που έχουν αναλυθεί ως 

σήµερα (το αντίστοιχο κατάλοιπο στην CATI είναι η σερίνη 146). Από τα 

υπάρχοντα δεδοµένα (Lewendon, Murray et al. 1990) φαίνεται ότι η σερίνη αυτή 

συµµετέχει στην σταθεροποίηση του ενδιάµεσου οξυανιόντος της αντίδρασης. 

Αντικατάσταση της σερίνης µε αλανίνη οδηγεί σε µια µείωση του Kcat κατά 53 

φορές, ενώ αντικατάσταση της µε γλυκίνη οδηγεί σε µείωση µόνο κατά 10 φορές 

πράγµα που µπορεί να οφείλεται στην αλληλεπίδραση ενός µορίου νερού το 

οποίο δρα σαν προγεφύρωµα µεταξύ του πεπτιδικού αζώτου της γλυκίνης και του 

καρβονυλικού οξυγόνου του ενδιαµέσου. 

! Εκτός από την σερίνη 148 η οποία συµµετέχει στην σταθεροποίηση του 

ενδιάµεσου της αντίδρασης, αντίστοιχο ρόλο φαίνεται να διαδραµατίζει και η 

θρεονίνη 174 µέσω της δράσης ενός µορίου νερού (µόριο 252) το οποίο 

ενδέχεται να είναι εκατέρωθεν συντονισµένο µε το υδροξύλιο της θρεονίνης και 

µε το υδροξύλιο-1 της χλωραµφενικόλης (Lewendon 1993). 

! Η λευκίνη 160 είναι ένα ακόµα κατάλοιπο που από τα υπάρχοντα δεδοµένα παίζει 

κάποιο σχετικά ασαφή ρόλο στην σταθεροποίηση του ενδιάµεσο σταδίου. Πιο 

συγκεκριµένα η λευκίνη 160 (η οποία είναι συντηρηµένη και στην CATI) µαζί µε 

την σερίνη 148 ,θρεονίνη 174 και την ισολευκίνη 172 σχηµατίζουν µια αβαθή 

κοιλότητα. Λαµβάνοντας υπόψη (α) ότι η ακετυλίωση της χλωραµφενικόλης 

µπορεί να γίνει εις διπλούν καθώς παράγει το 1-3 διακετυλιωµένο προϊόν και (β) 

ότι απαραίτητη προυπόθεση για να συµβεί αυτό είναι η ταυτοµερίωση της 3-

ακέτυλο χλωραµφενικόλης σε 1-ακέτυλο-χλωραµφενικόλη, το οποίο είναι αρκετά 

αργό σε χηµικούς όρους στάδιο, αυτή η διαφορά στην ταχύτητα της αντίδρασης 

µπορεί να οφείλεται στο ότι η κοιλότητα που αναφέρθηκε παραπάνω είναι 

κατασκευασµένη να φιλοξενεί υπό κανονικές συνθήκες µόνο το δευτεροταγές 

υδροξύλιο του υποστρώµατος. Αντικατάσταση της λευκίνης µε φαινυλαλανίνη 
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έχει σαν αποτέλεσµα να µην αλλάζει η συγγένεια του ενεργού κέντρου για το 

υπόστρωµα αλλά αυτό αποκτά µια διαφορετική διαµόρφωση (Murray 1991). 

! Η τυροσίνη 25 φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο στην δέσµευση του 

υποστρώµατος και έµµεσο ρόλο στην καταλυτική δράση της ιστιδίνης 195. Αυτό 

γίνεται εφικτό µέσω υδροφοβική αλληλεπίδρασης των αρωµατικών δακτυλίων 

της ιστιδίνης και της τυροσίνης. Στην δοµή της CATIII το φαινολικό υδροξύλιο της 

τυροσίνης είναι σε απόσταση υδρογονικού δεσµού µε το υπόστρωµα, αν και αυτό 

δεν φαίνεται αρκετά σηµαντικό αφού αντικατάσταση της τυροσίνης µε 

φαινυλαλανίνη έχει σαν αποτέλεσµα αύξηση του Km από 11.6µΜ σε 14.6µΜ µε 

αντίστοιχη πτώση του Kcat από 599 s-1 σε 298 s-1. Αρα το ζητούµενο δοµικό 

χαρακτηριστικό είναι η ύπαρξη ενός αρωµατικού δακτυλίου στην άµεση γειτονία 

της καταλυτικής ιστιδίνης , πράγµα το οποίο επιβεβαιώνεται από το γεγονός ότι 

αντικατάσταση της τυροσίνης από αλανίνη οδηγεί σε χαµηλή ενεργότητα, αφού 

το Κm φτάνει την τιµή των 173µΜ και το Kcat την τιµή των 130 s-1.  

Επίσης ένα άλλο σηµείο το οποίο πρέπει να τονιστεί είναι ότι και στην δοµή της CATIII 

αλλά και στην δοµή της CATI που παρουσιάζεται στη διατριβή αυτή η διαµόρφωση της 

καταλυτική ιστιδίνης είναι ίδια και αντιστοιχεί σε µια από τις δύο δυνατές. Πιο 

συγκεκριµένα η διαµόρφωση είναι τέτοια ώστε το Νε2 άτοµο του πενταµελούς 

δακτυλίου της ιστιδίνης το οποίο και έχει διαθέσιµο το µη δεσµικό ζεύγος ηλεκτρονίων 

να είναι προσανατολισµένο προς τον δότη υδρογονοδεσµού ο οποίος ανήκει στο 

υπόστρωµα (στην περίπτωση της CATIII είναι το πρωτοταγές υδροξύλιο της 

χλωραµφενικόλης, ενώ στην περίπτωση της CATI είναι το ΟΗ-6 του δακτυλίου Α του 

φουσιδικού οξέος). Συµπερασµατικά η διαµόρφωση της ιστιδίνης δεν οφείλεται στην π-

αλληλεπίδραση των ηλεκτρονικών νεφών των αρωµατικών δακτυλίων αλλά σχετίζεται µε 

την δίεδρη γωνία που υιοθετεί το αµινοξύ και τοποθετεί το Νδ1 άτοµο του ιµιδαζολικού 

δακτυλίου σε απόσταση υδρογονοδεσµού µε το καρβονυλικό οξυγόνο του ίδιου 

καταλοίπου κάτι το οποίο δεν είναι συνηθισµένο φαινόµενο σε δοµές πρωτεϊνών (Gibbs, 

Moody et al. 1990; Murray 1991) (Murray 1991) (Lewendon 1988). Η δέσµευση του 

συµπαράγοντα της αντίδρασης, ακέτυλο-συνένζυµου Α έχει µελετηθεί µε κατευθυνόµενη 

µεταλλαξογένεση και µε την χρήση χηµικών αναλόγων και διαπιστώθηκε ότι για αυτήν 

ευθύνονται τόσο υδρόφοβες όσο και ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις. Τα 

φωσφοανιόντα του συνενζύµου δεν συµµετέχουν σε αλληλεπιδράσεις µε τον 
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πολυπεπτιδικό σκελετό του ενζύµου. Ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις µακράς 

εµβέλειας (~12 Å) φαίνεται να συσχετίζουν την λυσίνη 177 και την λυσίνη 54 µε την 

δέσµευση του συνένζυµου Α. 

Αντικατάσταση της τυροσίνης 56 και της τυροσίνης 178 σε αλανίνη υποδεικνύουν ότι 

αυτές εµπλέκονται σε υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις µε την οµάδα της αδενίνης. 

Σηµαντικότερη εκ των δύο φαίνεται να είναι για την CATIII η τυροσίνη 178 (Day and 

Shaw 1992; Day, Shaw et al. 1992). Τα παραπάνω στοιχεία µπορούν να µας δώσουν 

έναν συγκεντρωτικό πίνακα 

Τύπος µεταλλαγής Km (µΜ) Kcat (1/sec) Kcat/Km 

Άγριος τύπος 11,6 599 51,63793

ALA174 46,1 276 5,986985

VAL174 54,3 144 2,651934

ILE174 98,6 269 2,728195

GLN160 116 175 1,508621

PHE160 3,4 10,5 3,088235

PHE25 14,6 258 17,67123

ALA25 173 130 0,751445

ALA195 6,6 6,50E-04 9,85E-05 

GLN195 11,4 1,80E-03 0,000158

TYR195 14 3,10E-03 0,000221

GLU195 32,6 1,20E-02 0,000368

ALA148 5,2 1,12E+01 2,153846

GLY148 17,6 5,93E+01 3,369318

CYS148 13,6 8,50E-01 0,0625 

ASN148 20,9 2,80E+00 0,133971

PHE56 9,3 3,64E+02 39,13978

ILE56 7,8 2,64E+02 33,84615

VAL56 30,5 1,66E+02 5,442623

MET56 24,9 3,26E+02 13,09237

ALA56 17,4 2,21E+02 12,70115

THR56 25,6 2,43E+02 9,492188

LYS56 6,3 4,20E+00 0,666667

Πίνακας 1-2 Μεταβολή των κινητικών παραµέτρων της CATIII για τις διάφορες µεταλλαγές της 
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Στον πίνακα 1-2 µε έντονη σήµανση φαίνονται οι µεταλλαγές που είναι κοντά στο 

φυσιολογικό Κcat/Km κριτήριο. 

 
Εικ 1-5 ∆ισδιάστατη αναπαράσταση του ενεργού κέντρου µε έµφαση στην ενεργές οµάδες που 

συµµετέχουν στην αντίδραση µε βάση την πληροφορία που παρέχεται στο κείµενο για την 

CATIII 

1.2.11 Η ακετυλοτρανσφεράση της χλωραµφενικόλης τύπου Ι 

Αν και η συσσωρευµένη πληροφορία για την CATIII είναι τεράστια τόσο από δοµικές 

µελέτες όσο και από βιοχηµικές αναλύσεις και έρευνες κατευθυνόµενης 

µεταλλαξογέννεσης, λίγα είναι γνωστά για την CATI παρόλο που το συγκεκριµένο µόριο 

έχει χρησιµοποιηθεί εκτενώς σαν γονίδιο σηµατοδότης στην µοριακή βιολογία. Αυτή η 
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έλλειψη πληροφορίας είναι αξιοπρόσεκτη και αντιφατική σε σχέση µε το γεγονός ότι η 

CATI ήταν η πρώτη από τις ακετύλο-τρανσφεράσες για την οποία έγινε πλήρης 

αλληλούχιση του γονιδίου της (Shaw, Packman et al. 1979) (Alton 1979; Marcoli 1980).  

Τα κινητικά χαρακτηριστικά της CATI είναι παρόµοια µε της CATIII. Το Km για τη 

χλωραµφενικόλη είναι 11µΜ ενώ το Κcat είναι 97 s-1
 περίπου 6 φορές µικρότερο από 

εκείνο της CATIII. Αυτή η κινητική διαφορά της CATI αν και µε την πρώτη µατιά 

παραπέµπει σε ένα λιγότερο τελειοποιηµένο ένζυµο (δεδοµένου ότι λόγος Kcat/Km είναι το 

µέτρο της κινητικής τελειότητας στην οποία έχει φτάσει ένα ένζυµο), εντούτοις το 

γεγονός αυτό φαίνεται να αποζηµιώνεται από την ικανότητα της CATI να προσδίδει 

ανθεκτικότητα όχι µόνο στη χλωραµφενικόλη αλλά και στο στεροειδές αντιβιοτικό 

φουσιδικό οξύ, µε σταθερά δέσµευσης Κι=1.5µΜ (έναντι 279µΜ της τύπου ΙΙΙ) 

Εκτός από αυτό το συγκεκριµένο ένζυµο δεσµεύει µε συναγωνιστικό τρόπο ως προς το 

φυσικό υπόστρωµα χρωστικές όπως το κρυσταλλικό ιώδες , το εθυλικό ιώδες και άλλες 

χαρακτηριστικές τριφαίνυλο-µεθενικές χρωστικές (Tanaka, Kudo et al. 1971; Tanaka, 

Izaki et al. 1974). 

Αν και έγιναν προσπάθειες για την κρυστάλλωση και τον προσδιορισµό της δοµής της 

CATI από την ερευνητική οµάδα η οποία είχε προσδιορίσει την δοµή της CATIII κάτι 

τέτοιο δεν έγινε δυνατό λόγο της δυσκολίας παραγωγής κρυστάλλων της CATI µε 

κατάλληλες ιδιότητες περίθλασης (Murray, Cann et al. 1995). Είναι προφανές ότι η 

ύπαρξη δοµικής πληροφορίας αποτελεί την βάση για τον σχεδιασµό και την εκτέλεση 

οποιασδήποτε έρευνας σχετικά µε τον προσδιορισµό των χαρακτηριστικών ενός ενζύµου 

που σχετίζονται µε την καταλυτική του δράση. Από τις υπάρχουσες βιοχηµικές αναλύσεις 

που έχουν πραγµατοποιηθεί για την CATI φαίνεται ότι το γενικό σχήµα του καταλυτικού 

µηχανισµού που παρατέθηκε για την CATIII ισχύει, πρέπει όµως να λάβουµε υπόψη ότι οι 

διαφορές που παρουσιάζουν τα δύο ένζυµα σε επίπεδο πρωτοταγούς δοµής, µπορεί να 

επιβάλουν τοπικά διαφορετικές συνθήκες και άρα να σχετίζονται και µε τη διαφορά στις 

κινητικές σταθερές µεταξύ τους. Όπως φαίνεται και στα αποτελέσµατα και στην 

συζήτηση της διατριβής, διαφορές στο ενεργό κέντρο της CATI σε σχέση µε αυτό της 

CATIII προκαλούν ερωτήµατα για το αν οι µοριακοί καθοριστές που έχουν ταυτοποιηθεί 

για την τελευταία είναι σε ισχύ για την CATI. Μερικές από τις πιο ενδιαφέρουσες δοµικές 

µελέτες που έχουν γίνει στην CATI, πραγµατοποιήθηκαν µε φασµατοσκοπία FT-IR µε 

σκοπό να µελετηθεί η δευτεροταγής δοµής του ενζύµου. Η συγκεκριµένη µελέτη 
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(Andreeva 2001), παρουσιάζει µια αύξηση στο ποσοστό της β-εκτεταµένης δοµής η 

οποία επάγεται από λυοφιλοποίηση του ενζύµου και η οποία είναι αντιστρεπτή µε 

ενυδάτωση. Τα δεδοµένα αυτά αν και καταρχήν δεν φαίνεται να παρέχουν κάποια 

σηµαντική δοµική πληροφορία, αφού η συγκεκριµένη φασµατοσκοπική µέθοδος δεν είναι 

σε θέση να συσχετίσει τη δευτεροταγή δοµή µε την αλληλουχία, παρόλα αυτά ιδωµένη 

υπό το πρίσµα παλαιότερων βιοφυσικών µελετών για τις ακετυλοτρανσφεράσες της 

χλωραµφενικόλης, παρέχουν µία ένδειξη για την σταθερότητα αυτών των ενζύµων. Τα 

ένζυµα αυτά έχουν κατασκευαστεί µέσα από µια εξελικτική διαδικασία µε έναν και 

µοναδικό σκοπό, το να προστατεύουν το φέρον οργανισµό από τις τοξικές συνέπειες της 

χλωραµφενικόλης µε υψηλή απόδοση. Η εξαιρετική σταθερότητα της CATI αποτέλεσε και 

το αντικείµενο και άλλων µελετών οι οποίες εστιάστηκαν στη συνεισφορά της τελικής α-

έλικας, η οποία όµως προβλέπεται µέσω αλγορίθµων από την πρωτοταγή αλληλουχία 

του ενζύµου, στην σταθεροποίηση της τριτοταγούς δοµής του µονοµερούς της CATI και 

για την σωστή αναδίπλωση του βιοµορίου (Van der Schueren, Robben et al. 1996; Van 

der Schueren, Robben et al. 1998). Τέλος άλλες βιοφυσικές µελέτες δείχνουν ότι η CATI 

αναστέλεται και από διάφορα απορυπαντικά τα οποία όµως έχουν βενζολικούς ή 

αρωµατικούς δακτυλίους όπως το Triton X-100 (Junxuan and Jiang 1993). 

1.2.12 Η ανθεκτικότητα στο φουσιδικό οξύ 

Το φουσιδικό οξύ είναι ένα στεροεϊδές αντιβιοτικό το οποίο παράγεται κατά κύριο λόγο 

από τον µύκητα Fusidium coccineum (Godtfredsen, Roholt et al. 1962; Godtfredsen, 

Jahnssend et al. 1962) αλλά και από άλλα είδη µυκήτων τα οποία ανήκουν στις οµάδες 

των δευτεροµυκήτων, ασκοµυκήτων και βασιδιοµυκήτων. Επίσης έχει ταυτοποιηθεί η 

σύνθεση φουσιδικού οξέος από τον µύκητα Stibella aciculosa που αποµονώνεται από 

ιζήµατα πυθµένος από θαλάσσια και υφάλµυρα περιβάλλοντα (Κuznetsova 2001). Το 

φουσιδικό οξύ είναι δοµικά συγγενές µε το χελβολικό οξύ το οποίο παράγεται από τον 

µύκητα Aspergilus fumigatus (Waksman, Horning et al. 1943) και µε την κεφαλοσπορίνη 

P1 από είδη του Cephalosporium (Burton and Abraham 1951). 
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Εικ 1-6 Μοριακός τύπος του φουσιδικού οξέος. Σηµειώνεται η σήµανση των δακτυλίων και τα 

ασύµµετρα κέντρα 

 

Η υδρόφοβη δοµή του µορίου του κατέστησε το φουσιδικό οξύ το αντιβιοτικό της 

επιλογής για θεραπεία δερµατικών βακτηριακών λοιµώξεων, αλλά και για την 

µετεγχειρητική προστασία ασθενών λόγω της µεγάλης τοξικότητας που εµφανίζει για 

Gram+ βακτηριακά στελέχη όπως τα είδη του Staphylococcus (Turnidge 1999; Turnidge 

1999). Η αντιβιοτική δράση του φουσιδικού οξέος εκδηλώνεται µέσω δέσµευσης του µε 

τους παράγοντες επιµήκυνσης (elongation factors) EFG και EF2 προκαλώντας αναστολή 

της πρωτεϊνοσύνθεσης λόγω µη αναστρεπτής σταθεροποίησης του συµπλόκου EFG-GTP 

και EF2-GTP αντίστοιχα (Johanson 1996)  

Σε σχέση µε άλλες τάξεις αντιβιοτικών, οι διαθέσιµες πληροφορίες για την γενετική και 

τους µηχανισµούς ανθεκτικότητας στο φουσιδικό οξύ είναι περιορισµένες. Μέχρι στιγµής 

έχουν περιγραφεί τέσσερις µηχανισµοί ανθεκτικότητας στο φουσιδικό οξύ, οι οποίοι 

είναι: 

! Μεταλλαγή στους παράγοντες επιµήκυνσης. Εχει προσδιοριστεί 

κρυσταλλογραφικά η δοµή ενός µεταλλάγµατος του EFG (His573Ala) το οποίο 

εµφανίζει ανθεκτικότητα στο φουσιδικό οξύ(Laurberg 2000)  

! Επιλεκτική διαπερατότητα για το αντιβιοτικό 
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! Απενεργοποίηση από ένζυµα 

! Ενεργητική µεταφορά αντίθετη από την συγκέντρωση 

Η πλέον ενδιαφέρουσα περίπτωση είναι η απενεργοποίηση του φαρµάκου από ένζυµα. 

Από τις περιπτώσεις που έχουν εξεταστεί µέχρι τώρα , διαπιστώθηκε ότι η ανθεκτικότητα 

στο φουδιδικό οξύ χαρτογραφείται στα ανθεκτικά στελέχη στον ίδιο γενετικό τόπο µε 

την ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη (Proctor and Rownd 1982; Proctor, McKell et al. 

1983). Μετά την αποτυχία να αποδειχθεί κάποιου είδους χηµική τροποποίση που 

υφίσταται το φουσιδικό οξύ σε ανθεκτικά στελέχη, διατυπώθηκε η άποψη ότι η 

ανθεκτικότητα στο φουσιδικό οξύ σε ανθεκτικά στελέχη τα οποία φέρουν R πλασµίδια ή 

το µεταθετό στοιχείο Tn9 οφείλεται στο ένζυµο της ακέτυλο � τρανσφεράσης της 

χλωραµφενικόλης τύπου Ι (CATI) η οποία δεν τροποποιεί χηµικά το φάρµακο αλλά το 

αποτρέπει να εκδηλώσει την αντιβιοτική του δράση αποσύροντας το αντιβιοτικό από το 

κυτταρόπλασµα. Αυτή η απόσυρση είναι εφικτή δεδοµένου ότι από κινητικές µελέτες 

είναι γνωστό ότι το φουσιδικό οξύ µπορεί να δρα σα συναγωνιστικός αναστολέας της 

CATI. Αυτό το φαινόµενο σηµαίνει ότι τα µόρια της CATI τα οποία είναι συνδεδεµένα µε 

φουσιδικό οξύ δεν µπορούν να εκδηλώσουν την δράση τους στη χλωραµφενικόλη. Κάτι 

τέτοιο θα ήταν καταστροφικό για το βακτηριακό κύτταρο, αλλά φαίνεται ότι το 

φαινόµενο αποζηµιώνεται από την τεράστια ποσότητα της CATI η οποία συντίθεται σε 

ανθεκτικά στελέχη. 

Εκτός από τα παραπάνω µια ακόµα ενδιαφέρουσα περίπτωση ανθεκτικότητας στο 

φουσιδικό οξύ εµφανίζεται στο Streptomyces lividans 66 στο οποίο υπάρχει µια 

εκρινόµενη εστεράση που κωδικόποείται από το γονίδιο fusH και η οποία είναι σε θέση 

να διασπάσει τον εστερικό δεσµό στην θέση 16β του δακτυλίου D, απενεργοποιώντας το 

φουσιδικό οξύ (Haar 1997). Η απώλεια του εστέρα έχει σαν αποτέλεσµα τη δηµιουργία 

ενός λακταµικού δακτυλίου. 

Τέλος, αν και δεν έχει άµεση σχέση µε την εµφάνιση ανθεκτικότητας, πρόσφατα έχει 

διαπιστωθεί δράση του φουσιδικού οξέος και στο ανθρώπινο ανοσοποιητικό σύστηµα 

µέσω καταστολής της παραγωγής των ιντερλευκινών 1,2 και 6 (IL-1,IL-2,IL-6) και του 

TNF. Κάτι τέτοιο µπορεί να έχει άµεσες συνέπειες στην θεραπεία χρόνιων καταστάσεων 

που οφείλονται σε ανοσολογικές δυσλειτουργίες (Christiansen 1999).  
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1.3 Αντικείµενο και σκοπός της παρούσας διατριβής 
Στην παρούσα διατριβή έχουµε προσδιορίσει την κρυσταλλική δοµή της ακέτυλο-

τρανσφεράσης της χλωραµφενικόλης τύπου Ι(CATI) σε αποενζυµική δοµή αλλά και σε 

σύµπλοκο µορφή µε τον αναστολέα φουσιδικό οξύ, σε διακριτικότητες 2.5Å και 2.1Å 

αντίστοιχα. Η έκταση της δοµής είναι µεγάλη αφού περιέχει περίπου 22.000 άτοµα, 600 

µόρια διαλύτη, και 444 άτοµα που ανήκουν στον αναστολέα. Αυτό καθιστά την δοµή 

αυτή µια από τις µεγαλύτερες που έχουν προσδιοριστεί στο πανεπιστήµιο Κρήτης και 

στην Ελλάδα. Η µεγαλύτερη σηµασία όµως της παρούσας διατριβής έγκειται στο γεγονός 

ότι καταφέρνει να εξηγήσει σε µοριακό επίπεδο την ανθεκτικότητα σε ένα από τα πιο 

δηµοφιλή αντιβιοτικά στην κλινική πρακτική. 

Αφού το φουσιδικό οξύ είναι ένα στεροειδές παράγωγο, η δοµή της CATI σε σύµπλοκο µε 

αυτό µας δίνει σηµαντικές δοµικές πληροφορίες σχετικά µε τον τρόπο δέσµευσης των 

στεροειδών µορίων από τις πρωτεΐνες. Αυτό είναι αρκετά σηµαντικό αφού από τις µέχρι 

τώρα γνωστές δοµές πρωτεϊνών που εµφανίζουν χηµική συγγένεια µε στεροειδή µόρια, 

δεν φαίνεται να υπάρχει κάποιου είδους συντήρηση στο πρότυπο αναδίπλωσης των 

βιοµορίων αυτών, γεγονός που µας ωθεί να συµπεράνουµε ότι η ικανότητα δέσµευσης 

ενός στεροειδούς µορίου είναι µια εγγενής ιδιότητα του ενεργού κέντρου η οποία µπορεί 

να επιτευχθεί µε πολλούς δοµικούς τρόπους. Άρα όσους περισσότερους τέτοιους 

τρόπους παρατηρούµε τόσο πλησιέστερα µπορούµε να φτάσουµε στην κατανόηση του 

φαινοµένου µε σαφείς βιοϊατρικές προεκτάσεις 

Παρόλες τις προσπάθειες που κατεβλήθησαν σε πειραµατικό επίπεδο δεν ήταν δυνατός ο 

προσδιορισµός της δοµής του συµπλόκου της CATI µε τη χλωραµφενικόλη, αν και 

µετρήθηκαν πολλά σετ δεδοµένων από κρυστάλλους εµβαπτισµένους σε διαλύµατα 

χλωραµφενικόλης ή κρυστάλλους που είχαν προκύψει παρουσία χλωραµφενικόλης. Το 

πρόβληµα αυτό δεν υπάρχει για το φουσιδικό οξύ το οποίο άµεσα συνδέεται µε το 

ένζυµο και δίδει ικανοποιητικές µετρήσεις. 

Αν και η δοµική οµολογία της CATI µε την γνωστή δοµή του τύπου ΙΙΙ είναι µεγάλη 

εντούτοις οι διαφορές τους σε ατοµικό επίπεδο στο ενεργό κέντρο είναι τέτοιες ώστε να 

καθορίζουν την διαφορετική µοριακή επιλεκτικότητα που εµφανίζουν τα δύο ένζυµα. Αν 

και τελευταία υπάρχει µια µεγάλη τάση για οµαδοποίηση της δοµικής πληροφορίας που 

είναι διαθέσιµη στην Protein Data Bank και για κατηγοριοποίηση των βιοµορίων σε 

οικογένειες, πρότυπα αναδίπλωσης και άλλου είδους οµαδοποιήσεις, οι οποίες είναι 
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χρήσιµες για την εξαγωγή πολυτίµων συµπερασµάτων για την αναδίπλωση των 

πρωτεϊνών, εντούτοις ενέχουν τον κίνδυνο «να χάσουµε το δέντρο βλέποντας το 

δάσος».  

Εκτός από αυτό ο τοµέας της ανθεκτικότητας στα αντιβιοτικά είναι πολύ ενδιαφέρον, 

αφού σήµερα περισσότερο από ποτέ, είναι επιτακτική η ανάγκη σχεδιασµού νέων 

φαρµάκων. Αυτός ο σχεδιασµός µπορεί να επιτευχθεί µόνο µέσα από την χρήση δοµικής 

πληροφορίας που παρέχεται από την κρυσταλλογραφία. Η δοµή της CATI µε την 

εκπληκτική της ικανότητα να δεσµεύει και άλλα µόρια εκτός του υποστρώµατος θα 

αποτελέσει σίγουρα την βάση για την κατασκευή αντιµικροβιακών φαρµάκων που 

βασίζονται στην δοµή του φουσιδικού οξέος. 

Εκτός από τις δοµές των ακετυλοτρανσφερασών της χλωραµφενικόλης εκτεταµένη 

κρυσταλλογραφική ανάλυση έχει γίνει και για µια πλειάδα ενζύµων που σχετίζονται µε 

την ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά. Από αυτές σηµειώνουµε, τον προσδιορισµό της 

δοµής της β-λακταµάσης TEM1 από την E.coli (Jelsch 1992) και την συνεχή ερευνητική 

δουλειά που γίνεται στα ένζυµα που ανήκουν στην κατηγορία των Ν-

ακετυλοτρανσφερασών (NATs) τα οποία εµφανίζουν δοµική οµολογία µε τις 

ακετυλοτρανσφεράσες των ιστονών (HATs) και την οικογένεια των GCN5 (Sinclair 2000; 

Wolf 2002; Hongzhen 2003) και σχετίζονται µε την ανθεκτικότητα στα αµινογλυκοσίδια. 
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2 Υλικά και µέθοδοι 
2.1 Υλικά 
Τα υλικά χρωµατογραφίας Q sepharose fast flow και Sephacryl S200HR,αγοράσθηκαν 

από την Amersham-Pharmacia Biotech, εκτός από τον προσροφητή συγγένειας 

Chloramphenicol agarose caproate ο οποίος αγοράσθηκε από την Sigma (cat. no.C-

8899). 

Τα χηµικά τα οποία χρησιµοποιήθηκαν στις πειραµατικές διαδικασίες ήταν: 

! Tris-(hydroxymethylamino)-ethane (Tris, for analysis) από την Merck 

! NaCl (for analysis), Μerck 

! NaOH(for analysis), Merck 

! Titriplex(for analysis), Merck 

! Mes(2-(N-Morpholino)-ethane-sulfonic acid), Sigma 

! CaCl2 .2H2O 99%, Sigma 

! Chloramphenicol:(D-(-)-threo-2-Dichloroacetamido-1-(p-nitrophenyl)-1,3-

propanonediol), Sigma 

! β-mercaptoethanol 99% (for analysis), Merck 

! Methanol 100%, Ethanol 100%, Isopropanol 100%, Glycerol 97%, HCl 37% (for 

analysis), PEG200, PEG400, Merck 

! MPD 100% , Hampton Research,Kodak 

! Dimethyldichlorosilane σε 2% 1,1,1,1trichloroethane, BDH 

! Acrylamide, methyleno-bis-acrylamide (for analysis), Merck 

! Το νερό το οποίο χρησιµοποιήθηκε σε όλες τις πειραµατικές διαδικασίες ήταν 

βαθµού καθαρότητας nanopure.  

Όλα τα χρωµατογραφικά στάδια πραγµατοποιήθηκαν µε το ολοκληρωµένο σύστηµα 

υγρής χρωµατογραφίας υψηλής πίεσης Acta purifier. 

Όλες οι χρωµατογραφικές στήλες που χρησιµοποιήθηκαν αγοράσθηκαν από την 

Amersham-Pharmacia Biotech και ήταν του τύπου ΧΚ. 
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2.2 Μέθοδοι 

2.2.1 Μέτρηση συγκέντρωσης πρωτεϊνών, ηλεκτροφόρηση, 
ενζυµικές δοκιµασίες, διαπίδυση και διαλυτοδιαπίδυση 

Για την µέτρηση της συγκέντρωσης πρωτεϊνών στα δείγµατα χρησιµοποιήθηκε η 

µέθοδος Bradford µε χρήση βαθµoνοµηµένης καµπύλης αλβουµίνης ορού βοδιού 

(Bradford 1976). Η αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση έγινε σε πηκτώµατα 12%(w/v) 

ακρυλαµίδης-µεθυλένο-µπις-ακρυλαµίδης (Laemmli 1970). Η εµφάνιση των πρωτεϊνικών 

ζωνών στα πηκτώµατα έγινε µε Commasie Brilliant Blue R-250. Η συµπύκνωση των 

πρωτεϊνικών διαλυµάτων έγινε µε συσκευές υπερδιήθησης Amicon (250ml,50ml) καθώς 

και µε φυγοκεντρούµενες µονάδες υπερδιήθησης Centriprep-centricon εφοδιασµένες µε 

µεµβράνες µοριακού αποκλεισµού (10.000 cutoff). Η αλλαγή του διαλύµατος γίνεται µε 

σύστηµα διαπίδυσης.Το πρωτεϊνικό διάλυµα, φέρεται εντός ηµιπερατής µεµβράνης και 

τοποθετείται µέσα στο επιθυµητό ρυθµιστικό διάλυµα προς εξισορρόπηση για 12-18 

ώρες. Ενδιαµέσως γίνονται αλλαγές του διαλύµατος. Εναλλακτικά µε την µέθοδο της 

διαλυτοδιαπίδυσης κατά την οποία η αλλαγή του διαλύµατος εκτελείται µε ταυτόχρονη 

συµπύκνωση εντός συσκευής υπερδιήθησης Amicon. Η µέθοδος αυτή είναι ταχύτερη της 

πρώτης. 

Η µέτρηση της ενζυµικής ενεργότητας της ακετυλοτρανσφεράσης της χλωραµφενικόλης 

έγινε µε την φασµατοφωτοµετρική µέθοδο σε φασµατοφωτόµετρο ορατού/υπεριώδους 

Hitachi U-1100. To ρυθµιστικό διάλυµα της αντίδρασης είναι 0.1M Tris-HCl pH 

7.8,0.1mM acetyl-CoA,0,1mM Chloramphenicol,0.4mg/ml 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic 

acid) (DTNB). Ως µονάδα ενζυµικής ενεργότητας της ακετυλοτρανσφεράσης της 

χλωραµφενικόλης θεωρείται η ποσότητα του ενζύµου που απαιτείται για να ακετυλιώσει 

1µmol χλωραµφενικόλης ανά λεπτό κάτω από συνήθεις συνθήκες αντίδρασης 

(θερµοκρασία 25 0C)(Shaw 1991). 

2.3 Παραγωγή και αποµόνωση της πρωτεΐνης 

2.3.1 Βιολογική πηγή του ενζύµου ακετυλοτρανσφεράσης της 
χλωραµφενικόλης τύπου Ι 

Το γονίδιο της ακετυλοτρανσφεράσης της χλωραµφενικόλης τύπου Ι το οποίο εν 

συντοµία µπορούµε να το αναφέρουµε ως CATI προέρχεται από το µεταθετό στοιχείο 

Tn9 και έχει τροποποιηθεί µέσω αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) έτσι ώστε 
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να εισαχθεί σε αυτό η θέση κλωνοποίησης HindIII προκειµένου να κλωνοποιηθεί στο 

φορέα pBR322. Βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή Ρ1. Αυτό καθιστά την 

έκφραση του γονιδίου συνεχή και µη επαγόµενη. 

2.3.2 Κυτταρικές σειρές 
Για τις ανάγκες του καθαρισµού της ακετυλοτρανσφεράσης της χλωραµφενικόλης τύπου 

Ι χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα E.coli LE392,τα οποία ήταν µετασχηµατισµένα µε το 

πλασµίδιο pBRcatI. Ο µετασχηµατισµός των κυττάρων έγινε µε τις συνήθεις διαδικασίες 

που περιγράφονται στην βιβλιογραφία (Samrock 1989)  

2.3.3 Παραγωγή της πρωτεϊνης 
Για την καλλιέργεια κυττάρων E. Coli LE392 ,τα οποία ήταν µετασχηµατισµένα µε το 

πλασµίδιο pBR322-catI, χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό υλικό LB(Luria � Bertrani broth) το 

οποίο έχει τροποποιηθεί για να συµβάλει στην µεγαλύτερη απόδοση της καλλιέργειας. Η 

σύσταση του θρεπτικού υλικού είναι: yeast extract 10g/l, peptone 10g/l, sodium chloride 

10g/l, 0.2% (w/v) β-D-glucose, 50 µg/ml chloramphenicol.  

Από κατεψυγµένη στους -800C καλλιέργεια E.coliLE392, pBR322-catI η οποία είναι 

αναµεµιγµένη µε γλυκερόλη, εµβολιάζεται υγρή καλλιέργεια 200ml LB+50µg/ml 

chloramphenicol, και αφήνεται υπό ανάδευση στους 37 0C για 12 ώρες. 

Αποστειρωµένο θρεπτικό υλικό όγκου 5 λίτρων εµβολιάζεται σε αναλογία 1/100 από από 

την παραπάνω καλλιέργεια και επωάζεται για 7 ώρες υπό έντονη ανάδευση (280 rpm) 

στους 37 οC. Η κυτταρική καλλιέργεια συλλέγεται µε φυγοκέντρηση στις 6.000 rpm, 

στους 10 οC και η βακτηριακή πάστα εκπλένεται µε ρυθµιστικό διάλυµα 25mM Tris-HCl 

pH 7.8, 0.5mM EDTA. Η έκπλυση της βακτηριακής µάζας κρίθηκε αναγκαία για την 

αποµάκρυνση ιχνών του αντιβιοτικού χλωραµφενικόλης η οποία χρησιµοποιήθηκε κατά 

την καλλιέργεια και πιθανό να παρεµβαίνει σε µετέπειτα χρωµατογραφικά στάδια. 

2.3.4 Μέθοδος αποµόνωσης του πρωτεΐνης 
Στο τµήµα αυτό περιγράφονται οι διαδικασίες οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν για την 

αποµόνωση του ενζύµου, αφού αυτές έχουν αναθεωρηθεί από τις ήδη δηµοσιευµένες 

(Andreeva, Borissova et al. 2000), προκειµένου να επιλυθούν προβλήµατα που 

εµφανίστηκαν κατά τις δοκιµασίες κρυστάλλωσης και σχετίζονται µε την οµοιογένεια του 

πρωτεϊνικού παρασκευάσµατος. 
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Ρυθµιστικά διαλύµατα 

Α:50mM Tris-HCl pH 7.8, 0.2M NaCl, 5% glycerol(v/v), 2mM β-mercaptoethanol 

B:50mM Tris-HCl pH 7.8 , 2mM β-mercaptoethanol 

C:50mM Tris-HCl pH 7.8, 1.0M NaCl, 2mM β-mercaptoethanol 

D:50mM Tris-HCl pH 7.8, 1.5M NaCl, 5% chloramphenicol,2mM β-mercaptoethanol 

E: 50mM Tris-HCl pH 7.8 ,0.01M NaCl,2mM β-mercaptoethanol 

F: 50mM Tris-HCl pH 7.8 ,1 M NaCl,2mM β-mercaptoethanol 

G: 25mM Tris-HCl pH 7.8, 0.2M NaCl,2mM β-mercaptoethanol 

H: 5mM Tris-HCl pH 7.4, 2mM β-mercaptoethanol 

Πίνακας 2-1 Ρυθµιστικά διαλύµατα 

2.3.5 Εκχύλιση της βακτηριακής πάστας και παρασκευή του 
πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος 

Η βακτηριακή πάστα µετά από έκπλυση, επαναιωρείται σε ρυθµιστικό διάλυµα Α και 

στερεά λυσοζύµη προστίθεται σε συγκέντρωση 0.3mg/ml. Το κυτταρικό εναιώρηµα 

αφήνεται σε ήπια ανάδευση για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου και προστίθενται 

αναστολείς πρωτεασών. Στην συνέχεια το εναιώρηµα υπερηχοβολείται µε διαστήµατα 

δύο λεπτών για να αποφευχθεί υπερθέρµανση του δείγµατος. Το εναιώρηµα 

φυγοκέντρείται στις 10.000 rpm ,10 0C και το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης τίθεται 

σε σύστηµα διαπίδυσης προς αλλαγή του διαλύτη έναντι ρυθµιστικού διαλύµατος Β 

2.3.6 Χρωτογραφία συγγένειας σε προσροφητή Chloramphenicol 
caproate agarose 

Για την πραγµατοποίηση αυτής της µεθόδου επιλέχθηκε η αγορά του προσροφητή 

συγγένειας (Chloramphenicol caproate agarose) από την Sigma αφού η κατασκευή 

αντίστοιχου προσροφητή στο εργαστήριο αν και ήταν δυνατή εντούτοις δεν θα 

εξασφάλιζε τις τεχνικές προδιαγραφές ενός εµπορικού προσροφητή ούτε και την 

σταθερή επαναληψιµότητα της µεθόδου. Στον εµπορικό προσροφητή που αναφέρθηκε 

παραπάνω η χλωραµφενικόλη είναι συνδεδεµένη µέσω χηµικής διασύνδεσης σε αγαρόζη 

ενεργοποιηµένη µε κυανιούχο βρωµίδιο. 
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Στήλη όγκου 10ml (ΧΚ16/20) παρασκεάζεται σύµφωνα µε τις οδηγίες της εταιρίας και 

εξισοροπείται µε 10 όγκους στήλης ρυθµιστικού διάλυµατος Β. Το πρωτεϊνικό 

παρασκεύασµα εφαρµόζεται κατευθείαν στην στήλη µέσω περισταλτικής αντλίας και 

στην συνέχεια η στήλη εκπλένεται µε 10 όγκους ρυθµιστικού διαλύµατος C. Το έκπλυµα 

της στήλης ελέγχεται για τυχόν ενζυµική ενεργότητα και αποµακρύνεται. Κατόπιν τούτου 

η στήλη εκλούεται µε 10 όγκους ρυθµιστικού διαλύµατος D και κλάσµατα όγκου 10ml 

συλλέγονται και ελέγχονται για ενζυµική ενεργότητα και καθαρότητα µε SDS-PAGE. Τα 

επιθυµητά κλάσµατα ενώνονται και τίθενται σε σύστηµα διαπίδυσης προς αλλαγή 

διαλύµατος έναντι ρυθµιστικού διαλύµατος Ε. 

2.3.7 χρωµατογραφία σε ανιοανταλλακτικό προσροφητή Q 
sepharose fast flow 

Στήλη όγκου 30ml (ΧΚ26/30) εξισορροπείται µε 20 όγκους διαλύµατος Ε. Το δείγµα 

εφαρµόζεται στην στήλη µέσω εφαρµογέα δείγµατος (Super loop 150ml) και η στήλη 

εκπλένεται µε 20 όγκους του ίδιου διαλύµατος. Μετά το πέρας της εκπλύσεως, η στήλη 

αναπτύσσεται µε γραµµική βαθµίδωση συγκέντρωσης NaCl από 0.01M (Ε) εώς 1Μ (F) 

διάρκειας 10 όγκων στήλης. Κλάσµατα όγκου 5ml συλλέγονται και αναλύονται µε SDS-

PAGE προκειµένου να διαπιστωθεί η καθαρότητα τους. Τα επιλεγµένα κλάσµατα 

ενώνονται και συµπυκνώνονται µέχρι όγκου 4ml για να χρησιµοποιηθούν στο επόµενο 

στάδιο. 

2.3.8  Χρωµατογραφία µοριακής διήθησης σε προσροφητή 
Sephacryl S200HR 

Στήλη όγκου 370ml (ΧΚ26/70) εξισοροπείται µε 1 όγκο στήλης ρυθµιστικού διαλύµατος 

G. Το δείγµα εφαρµόζεται στην στήλη και ακολουθεί ισοκρατική έκλουση µε το ίδιο 

ρυθµιστικό διάλυµα. Κλάσµατα όγκου 5ml συλλέγονται και συµπυκνώνονται µε την 

µέθοδο της διαλυτοδιαπίδυσης µε ταυτόχρονη αλλαγή του ρυθµιστικού διαλύµατος 

έναντι διαλύµατος Η σε µονάδες υπερδιήθησης Amicon 250 και Amicon 50 εφοδιασµένες 

µε µεµβράνες µοριακού αποκλεισµού (10.000 cutoff). Μετά το πέρας της συµπύκνωσης 

και της αλλαγής του διαλύτη το οµογενές πρωτεϊνικό παρασκεύασµα χωρίζεται σε 

κλάσµατα όγκου 0.3ml, καταψύχεται άµεσα σε υγρό άζωτο και στην συνέχεια φυλάσεται 

σε θερµοκρασία �80 0C. 
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2.4  Κρυστάλλωση της ακετυλοτρανσφεράσης της 
χλωραµφενικόλης τύπου Ι 

Για την πραγµατοποίηση των κρυσταλλώσεων χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

κρεµάµενης σταγόνας (McPherson 1999) . 

Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στο φαινόµενο της διάχυσης ατµών. Μία σταγόνα 

πρωτεϊνικού διαλύµατος φέρεται πάνω σε υάλινη καλυπτρίδα µικροσκοπίου η οποία είναι 

κατεργασµένη µε Dimethyldichlorosilane και αναµιγνύεται µε ρυθµιστικό διάλυµα 

δεδοµένης συγκέντρωσης του κατακρηµνιστικού παράγοντα. Το σύστηµα τοποθετείται 

σε κλειστό σύστηµα µε δεξαµενή που περιέχει διάλυµα µεγαλύτερης συγκέντρωσης του 

κατακρηµνιστή και αφήνεται να εξισορροπηθεί. Λόγω της επακόλουθης διάχυσης ατµών 

από την σταγόνα του πρωτεϊνικού διαλύµατος προς το µεγαλύτερης συγκέντρωσης 

διάλυµα που βρίσκεται στην δεξαµενή, η συγκέντρωση του κατακρηµνιστή αυξάνεται µε 

ελεγχόµενο τρόπο και οδηγεί στην κρυστάλλωση της πρωτεϊνης .Προηγούµενες 

προσπάθειες κρυστάλλωσης της CATI (Andreeva, Borissova et al. 2000) έχουν 

χρησιµοποιείσει το MPD σαν πρωταρχικό κατακρηµνιστή. Αρχικές µελέτες όµως που 

έγιναν στα πλαίσια αυτής της διατριβής απέδειξαν ότι οι συνθήκες αυτές είναι µη 

επαναλήψιµες και ότι οι ποιότητα των παραγοµένων κρυστάλλων δεν ήταν κατάλληλη 

για µετρήσεις µε ακτίνες Χ σε υψηλή διακριτικότητα. Για το λόγο αυτό σχεδιάστηκαν εκ 

νέου δοκιµασίες κρυστάλλωσης σε µια προσπάθεια εύρεσης καταλληλότερων συνθηκών 

οι οποίες θα παρήγαγαν κρυστάλλους συστηµατικά και µε σταθερή ποιότητα. 

Έτσι αρχικά µελετήθηκε η επίδραση διαφόρων κατακρηµνιστικών παραγόντων σε µονά 

συστήµατα µε µεταβολή του pH και της συγκέντρωσης του κατακρηµνιστή. Από την 

µελέτη αυτών των συστηµάτων σχεδιάστηκαν δοκιµασίες κρυστάλλωσης µε την χρήση 

µικτών ηλεκτρολυτικών διαλυµάτων σε µεγάλο εύρος για τον εντοπισµό της περιοχής 

κρυστάλλωσης της CATI και την βελτιστοποίηση των κρυστάλλων. Στον παρακάτω 

πίνακα φαίνονται οι διαφορετικές δοκιµασίες σε γενικές γραµµές. Με το σύµβολο (+) 

σηµειώνονται οι δοκιµασίες που έδωσαν κρυστάλλους ή άµορφους κρυσταλλικούς 

σχηµατισµούς. Με (-) σηµειώνονται οι δοκιµασίες που ήταν ανεπιτυχείς και µε (*) οι 

δοκιµασίες που δεν έχουν ελεγχθεί 
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 Μεθανόλη  Αιθανόλη  Προπανόλη 2 MPD  PEG200 

 + + + + + 

NaCl + * * - + 

CaCl2 + * * * + 

Ca(NO3)2 + * * * + 

BaCl2 + * * * * 

LiCl + * * * + 

MgCl2 + + + - * 

(NH4)2SO4 + + + + - 

Πίνακας 2-2 Περιοχή δοκιµασιών κρυστάλλωσης 

 

Όπως φαίνεται και από τον παραπάνω πίνακα το εύρος συνθηκών κρυστάλλωσης της 

CATI είναι πολύ µεγάλο και αυτό οφείλεται στην εξαιρετικά υψηλή οµοιογένεια του 

πρωτεϊνικού παρασκευάσµατος από την τροποποίηση της διαδικασίας αποµόνωσης 

Τελικά οι συνθήκες που επιλέχθηκαν για την κρυστάλλωση της CATI ήταν ,20-30% (v/v) 

Μεθανόλης,100-150 mM CaCl2, 0.5 M MES pH 5.8-6.0, µε συγκέντρωση πρωτεΐνης 

20mg/ml, οι οποίες και έδωσαν τους καλύτερους κρυστάλλους από την άποψη της 

επαναληψιµότητας και του διακριτικού ορίου. Για την παρασκευή κρυστάλλων του 

συµπλόκου της CATI µε τον αναστολέα φουσιδικό οξύ στις συνθήκες κρυστάλλωσης 

προστίθεται φουσιδικό νάτριο σε τελική συγκέντρωση 1mM. 

 

2.5 Κρυσταλλογραφικές µέθοδοι 

2.5.1 H µέτρηση των κρυστάλλων της CAT I 
Οι προκαταρτικές µετρήσεις για τον προσδιορισµό της χώρο-οµάδας των κρυστάλλων 

της CATI και εύρεσης των κατάλληλων συνθηκών κρύο-προστασίας έγιναν σε γεννήτρια 

ακτίνων Χ περιστρεφόµενης ανόδου τύπου Rigaku RU200 µε ανιχνευτή τύπου δίσκου 

ειδώλου MAR300 (MarResearch). Ολοκληρωµένες µετρήσεις πλήρων δεδοµένων από 

κρυστάλλους της CATI έγιναν στην πηγή Χ11 η οποία εδράζεται στον αποθηκευτικό 

δακτύλιο (storage-ring) DorisIII (EMBL/DESY Hamburg), σε µήκος κύµατος 0.811 Α και 

µε ανιχνευτή CCD (Marresearch). 
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Όλες οι υπολογιστικές διαδικασίες πραγµατοποιήθηκαν σε επιτραπέζιο προσωπικό 

υπολογιστή dual Pentium II, 512MB RAM, 40 GB HDD, GeForce440MX64MB, ο οποίος 

είναι εφοδιασµένος µε το λειτουργικό σύστηµα Linux 8.0. 

Τα προγράµµατα τα οποία χρησιµοποιήθηκαν είναι τα ακόλουθα: 

! Για την ολοκληρωση των δεδοµένων της περίθλασης χρησιµοποιήθηκαν τα 

υπολογιστικά πακέτα Denzo � Scalepack (Otwinowski 1997),καθώς και το πακέτο 

MOSFLM και SCALA από το πακέτο προγράµµατων CCP4 (Leslie 1999). 

! Για την πραγµατοποίηση της µοριακής αντικατάστασης (molecular replacement) 

χρησιµοποιήθηκε ως αρχικό µοντέλο η δοµή της ακετυλοτρανσφεράσης της 

χλωραµφενικόλης τύπου ΙΙΙ (κωδικός PDB: 3CLA) και το πρόγραµµα AMORE 

(Navaza, Panepucci et al. 1998; Navaza 2001; Navaza 2002; Navaza, Lepault et 

al. 2002) του πακέτου CCP4. 

! Για την κατασκευή παρατήρηση και διόρθωση του µοριακού µοντέλου της 

πρωτεΐνης σε συνδυασµό µε τους χάρτες ηλεκτρονικής πυκνότητας 

χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα Ο (Jones 1991) .Για την βελτιστοποίηση του 

µοντέλου χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα REFMAC5 του CCP4 (Murshudov, 

Vagin et al. 1999) 

! H ποιότητα της δοµής ελέγχθηκε µε το πρόγραµµα Procheck από το πακέτο CCP4 

(Laskowski 1993). 

! Για την ανάλυση της δοµής σε επίπεδο αµινοξικής αλληλουχίας και την 

κατασκευή των πολλαπλών στοιχίσεων χρησιµοποιήθηκε το λογισµικό CLUSTAL 

(Higgins 1988) και PHYLIP (Felsenstein 1993) 

! Για απεικόνιση του µοντέλου και την κατασκευή των εικόνων που υπάρχουν στην 

διατριβή αυτή χρησιµοποιήθηκαν τα πακέτα, Pymol (www.pymol.org) , 

ribbons(Carson 1997), grasp (Nicholls, Sharp et al. 1991), xtalview (McRee 1999)  

! Για την ταυτοποίηση της µη κρυσταλλογραφικής συµµετρίας χρησιµοποιήθηκε το 

προγράµµα LSQKAB του πακέτου CCP4 . 

2.5.2 Συλλογή δεδοµένων περίθλασης 
Η συλλογή των δεδοµένων περίθλασης έγινε σύµφωνα µε τις συνήθεις διαδικασίες 

(Dauter 1999) µε την µέθοδο της περιστροφής του κρυστάλλου. Συλλέχθηκαν δύο σετ 

δεδοµένων: 
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! ∆εδοµένα από κρυστάλλους του µορίου CATI στην αποενζυµική µορφή του. 

Χρησιµοποιήθηκε ακτινοβολία µήκους κύµατος 0.811 Α0. Ο κρύσταλλος από το 

πάγωµα µε την προσθήκη 30% MPD (v/v) στο µητρικό υγρό κρυστάλλωσης. Η 

µέτρηση έγινε µε τον ανιχνευτή σε απόσταση 200mm από τον κρύσταλλο.Ο 

κρύσταλλος περιστράφηκε κατά 1800 ώστε να συλλεχθούν πλήρη δεδοµένα 

σύµφωνα µε τη χωροοµάδα στην οποία ανήκει. Η γωνία περιστροφής ήταν 0.50 

ανά εικόνα. 

! ∆εδοµένα από κρυστάλλους του συµπλόκου της CATI µε φουσιδικό νάτριο. 

Χρησιµοποιήθηκε ακτινοβολία µήκους κύµατος 0.811 Α0. Ο κρύσταλλος 

προστατεύτεται από το πάγωµα µε την προσθήκη 30% MPD (v/v) στο µητρικό 

υγρό κρυστάλλωσης. Η µέτρηση έγινε µε τον ανιχνευτή σε απόσταση 200mm 

από τον κρύσταλλο. Ο κρύσταλλος περιστράφηκε κατά 1800 ώστε να συλλεχθούν 

πλήρη δεδοµένα σύµφωνα µε την χώρο-οµάδα στην οποία ανήκει. Η γωνία 

περιστροφής ήταν 0.50 ανά εικόνα. 

2.5.3 Ολοκλήρωση των δεδοµένων 
Η ολοκλήρωση των δεδοµένων και η µετατροπή των µετρηθέντων εντάσεων των 

ανακλάσεων σε παράγοντες δοµής (structure factors) έγιναν µε την χρήση των 

προγραµµάτων DENZO SCALEPACK (καθώς και scale pack2mtz, truncate, uniquefy του 

πακέτου CCP4) για τα δεδοµένα του αποενζύµου, και µε τα προγράµµατα MOSFLM , 

SCALA για τα δεδοµένα του συµπλόκου. H χρήση διαφορετικών πακέτων επιβλήθηκε, 

διότι στα δεδοµένα του συµπλόκου µε το φουσιδικό νάτριο, η µωσαϊκότητα του 

κρυστάλλου σε συνδυασµό µε την γωνία περιστροφής , συντέλεσαν σε µεγάλο ποσοστό 

µερικώς καταγεγραµµένων ανακλάσεων τις οποίες µόνο το πακέτο MOSFLM µπορεί να 

δεικτοδοτήσει και να ολοκληρώσει χωρίς προβλήµατα. 

2.5.4 Επίλυση του προβλήµατος των φάσεων µε µοριακή 
αντικατάσταση 

Για την επίλυση του προβλήµατος των φάσεων χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

µοριακής αντικατάστασης (molecular replacement) όπως αυτή έχει αναπτυχθεί στο 

πρόγραµµα AMORE. Στην µέθοδο της µοριακής αντικατάστασης µία �οµόλογη� δοµή-

ανιχνευτής τοποθετείται µέσα στην στοιχειώδη κυψελίδα της άγνωστης δοµής της οποίας 

ζητάµε την επίλυση και οι φάσεις από το αρχικό µοντέλο χρησιµεύουν σαν µια αρχική 

εκτίµηση των φάσεων της άγνωστης δοµής. Για την εύρεση του καλύτερου ταιριάσµατος 
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των δύο δοµών απαιτείται µια αναζήτηση σε έξη διαστάσεις που αντιστοιχούν σε τρείς 

γωνίες περιστροφής κατά Euler και τρεις µετατοπίσεις στο ορθοκανονικό σύστηµα 

αξόνων. Προς χάριν της ταχύτητας των υπολογισµών είναι δυνατό να χωρίσουµε την 

εξαδιάστατη αναζήτηση σε ένα άθροισµα δυο τρισδιάστατων αναζητήσεων οι οποίες 

είναι µία περιστροφή κατά τις τρεις γωνίες που αναφέρθηκαν παραπάνω και ακολούθως 

σε τρεις µετατοπίσεις κατά τους άξονες του ορθοκανονικού συστήµατος. Αυτό το 

υπολογιστικό τέχνασµα είναι χρήσιµο διότι ο χρόνος που απαιτείται για να 

πραγµατοποιηθούν υπολογιστικά τα δύο στάδια είναι ίσος µε το άθροισµα των χρόνων 

του κάθε ενός από αυτά, ενώ στην αντίθετη περίπτωση ο απαιτούµενος χρόνος θα ήταν 

ανάλογος του τετραγώνου του κάθε σταδίου. Έτσι αν η περιστροφική αναζήτηση απαιτεί 

103 sec και η αναζήτηση µετάθεσης 103 sec τότε ο συνολικός χρόνος θα είναι 

103+103=2000 sec ενώ αν η αναζήτηση γίνει συνδυασµένα τότε θα απαιτούνταν χρόνος 

106 sec (McRee 1999). Το επόµενο ζήτηµα που είναι σχετικό µε την εφαρµογή της 

µεθόδου της µοριακής αντικατάστασης είναι η οµοιότητα της δοµής ανιχνευτή µε την 

άγνωστη πρωτεΐνη. Από την στιγµή που δεν υπάρχει µια αρχική εκτίµηση της δοµικής 

οµοιότητας των δύο δοµών το µόνο χρήσιµο στοιχείο είναι η οµοιότητα σε επίπεδο 

πρωτοταγούς δοµής. Σαν γενικό κανόνα µπορούµε να θεωρήσουµε ότι µια ταυτότητα 

αλληλουχίας επιπέδου 50% είναι ικανή να οδηγήσει σε ακριβή λύση µια και η πιθανότητα 

είναι αυτές οι δύο δοµές να είναι και δοµικά όµοιες (Chothia and Lesk 1986). Το 

µεγαλύτερο πρόβληµα της µεθόδου είναι ότι οι προκύπτουσες φάσεις είναι καταρχήν µια 

χονδρική εκτίµηση των φάσεων της άγνωστης δοµής και στατιστικά είναι πολύ 

επηρεασµένες από το αρχικό µοντέλο. Έτσι είναι φανερό ότι προσεκτική παρατήρηση 

του µοντέλου και σταδιακή αλλαγή µε ταυτόχρονη παρατήρηση των στατιστικών 

µεγεθών µπορεί να αποτρέψει µια ενδεχόµενη παγίδευση της διαδικασίας 

βελτιστοποίησης σε κάποιο τοπικό ελάχιστο ή σε λάθος γεωµετρία. Παρόλα αυτά η 

µέθοδος της µοριακής αντικατάστασης παραµένει µία δυνατή και συµπαγής διαδικασία η 

οποία µπορεί να βοηθήσει στην επίλυση της άγνωστης δοµής όταν δεν είναι δυνατή η 

εφαρµογή άλλων µεθόδων. Ο επηρεασµός των φάσεων µπορεί να υπερπηδηθεί εάν 

υπάρχουν και πειραµατικά µετρηµένες φάσεις οπότε ο συνδυασµός φάσεων δίδει και τα 

καλύτερα αποτελέσµατα. 

Η περίπτωση της CATI δεν ήταν αυτό το οποίο θα αναφέρονταν σαν χαρακτηριστικό 

παράδειγµα για την µέθοδο της µοριακής αντικατάστασης. Και αυτό διότι σύµφωνα µε τα 
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κρυσταλλογραφικά δεδοµένα τα οποία είχαν µετρηθεί είχε διαπιστωθεί ότι µέσα στην 

ασύµµετρη µονάδα ενδεχοµένως να υπήρχαν 3-4 τριµερή, γεγονός το οποίο καθιστά την 

επιτυχή ολοκλήρωση της µεθόδου δύσκολη. Τα στάδια τα οποία έγιναν προκειµένου να 

υπολογιστούν οι σωστές λύσεις για το παραπάνω πρόβληµα ήταν: 

! Κατασκευή του αρχικού µοντέλου. Το αρχικό µοντέλο το οποίο χρησιµοποιήθηκε 

ήταν η γνωστή δοµή της CATIII η οποία υπάρχει κατατεθειµένη στην βάση 

δεδοµένων πρωτεϊνών (3CLA). Εξαιτίας της χώρο-οµάδας στην οποία επιλύθηκε η 

δοµή της CATIII (R32) µόνο η µία εκ των τριών αλυσίδων του οµοτριµερούς 

ήταν διαθέσιµη µε την µορφή καρτεσιανών συντεταγµένων. Για τη δηµιουργία 

ολοκλήρου του οµοτριµερούς εφαρµόστηκαν πίνακες περιστροφής οι οποίοι 

συνοδεύουν το µοντέλο. Επειδή η οµολογία µεταξύ των δύο τύπων της CAT είναι 

υψηλή δεν έγινε καµία περαιτέρω αλλαγή στο µοντέλο, δηλαδή δεν επιχειρήθηκε 

µετατροπή σε αλυσίδα πολυαλανίνης αφού εκτιµήθηκε ότι η δοµική πληροφορία 

των συντηρηµένων καταλοίπων είναι σηµαντική και µπορεί να συνεισφέρει στον 

υπολογισµό σωστών φάσεων, σε σχέση µε τον θόρυβο που µπορούν να εισάγουν 

οι µη συντηρηµένες περιοχές. 

! Υπολογισµός των παραγόντων δοµής (structure factors) από το µοντέλο και 

ταξινόµηση τους για περαιτέρω χρήση. Αυτό το στάδιο είναι προαπαιτούµενο από 

το πρόγραµµα AMORE. 

! Υπολογισµός της συνάρτησης περιστροφής (rotation function). Κατά την 

διαδικασία αυτή υπολογίζονται οι συναρτήσεις Patterson για το µοντέλο και για 

τα πειραµατικά µετρηµένα δεδοµένα και στην συνέχεια οι δύο συναρτήσεις 

περιστρέφονται στο χώρο κατά τις γωνίες του Euler (α,β,γ) και υπολογίζεται η 

επικάλυψη των δύο συναρτήσεων. Οι τιµές των γωνιών (α,β,γ) στις οποίες οι 

συναρτήσεις εµφανίζουν µέγιστο επικάλυψης θεωρούνται ως αποδεκτές λύσεις 

της συνάρτησης περιστροφής όταν ξεπερνούν ένα προκαθορισµένο ύψος (cutoff) 

! Υπολογισµός της συνάρτησης µετάθεσης (Translation function). Κατά την 

διαδικασία αυτή οι αποδεκτές λύσεις από την παραπάνω διαδικασία εφαρµόζονται 

και η προκύπτουσα συνάρτηση του µοντέλου µετατίθεται κατά µήκος ανύσµατος 

(Tx,Ty,Tz) µέσα στην κυψελίδα σε σχέση µε τα πειραµατικά δεδοµένα και τα 

µέγιστα επικάλυψης των συναρτήσεων υπολογίζονται εκ νέου. Τα µέγιστα 
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ταξινοµούνται σύµφωνα µε τον συντελεστή συσχέτισης (colleration factor) και 

τον συντελεστή αξιοπιστίας (R factor) 

! Οι αποδεκτές λύσεις από την παραπάνω διαδικασία βελτιστοποιούνται και 

αξιολογούνται. 

! Στην περίπτωση που κάποιος ζητά ένα µόριο η παραπάνω διαδικασία είναι ικανή 

να βρει λύση. Στην προκείµενη περίπτωση η εύρεση µιας σωστής λύσης από τα 

παραπάνω θα αποτελούσε την θέση του ενός µόνο εκ των τεσσάρων τριµερών 

που αναµένονται. Έτσι η λύση που έχει γίνει αποδεκτή στο προηγούµενο στάδιο 

κλειδώνεται (δεν υπολογίζεται ξανά) και η διαδικασία επαναλαµβάνεται ν-1 φορές 

για όσα µόρια ζητάµε να βρούµε. 

2.5.5 Βελτιστοποίηση του µοντέλου 
Η βελτιστοποίηση του αρχικού µοντέλου έγινε µε το πρόγραµµα REFMAC5 το οποίο 

χρησιµοποιεί µια µέθοδο ελαχιστοποίησης των σφαλµάτων του µοντέλου λαµβάνοντας 

υπόψη τους γεωµετρικούς περιορισµούς που επιβάλλονται σε ένα πρωτεϊνικό µόριο, 

καθώς και τα πειραµατικά δεδοµένα (maximum likelihood) έτσι ώστε λειτουργώντας σε 

ένα πολυπαραµετρικό χώρο να µπορέσει να επιφέρει µεταβολές στο µοντέλο που να 

συµφωνούν µε τις πειραµατικές µετρήσεις. Το πρόγραµµα έχει την δυνατότητα να 

παράγει χάρτες διαφορών ηλεκτρονικής πυκνότητας του τύπου 2m|Fo|-D|Fc| και |Fo|-|Fc| 

ζυγισµένους ως προς την τυπική απόκλιση των υπολογισµένων φάσεων (sigma a 

weighted). Οπτική επίβλεψη του µοντέλου και αλλαγές στην αµινοξική αλληλουχία σε 

σχέση µε τους χάρτες ηλεκτρονικής πυκνότητας έγιναν µε το πρόγραµµα Ο. Τα στάδια 

που ακολουθήθηκαν κατά την διαδικασία της βελτιστοποίησης είναι: 

1. Αρχικά όλες οι υποµονάδες όλων των τριµερών θεωρούνται περιορισµένες και 

όποιεςι αλλαγές εφαρµόζονται σε µία αλυσίδα εφαρµόζονται σε όλες. Για να γίνει 

αυτό, µία αλυσίδα φορτώνεται στο πρόγραµµα γραφικών µαζί µε το χάρτη 

ηλεκτρονικής πυκνότητας και όπου απαιτείται γίνονται αλλαγές. Στην συνέχεια µε 

βάση τους πίνακες περιστροφής οι οποίοι κωδικοποιούν τις στροφικές και 

µεταθετικές σχέσεις των αλυσίδων στην ασύµµετρη µονάδα παράγονται και οι 

υπόλοιπες αλυσίδες. Οι συντεταγµένες τοποθετούνται σε αρχείο και ακολουθούν 

κύκλοι βελτιστοποίησης και η διαδικασία επαναλαµβάνεται. 

2. Σε δεύτερο στάδιο και εφόσον η παραπάνω διαδικασία έχει οδηγήσει σε µοντέλο 

µε ικανοποιητική γεωµετρία και µε συντελεστή αξιοπιστίας ο οποίος δεν 
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µεταβάλεται παραπέρα, τα κριτήρια περιορισµού των αλυσίδων χαλαρώνονται σε 

επίπεδο τριµερούς, έτσι ώστε κάθε τριµερές να θεωρείται ανεξάρτητα 

µεταβαλλόµενο σε σχέση µε τα υπόλοιπα τριµερή. Οι συντεταγµένες 

τοποθετούνται σε αρχείο και ακολουθούν κύκλοι βελτιστοποίησης και η 

διαδικασία επαναλαµβάνεται. 

3. Όταν και το στάδιο 2 έχει οδηγήσει σε σταθερό µοντέλο όλες οι αλυσίδες 

θεωρούνται ανεξάρτητες και βελτιστοποιούνται ανάλογα 

4. Σε ένα επόµενο στάδιο ακολουθεί ισοτροπική βελτιστοποίηση των παραγόντων 

θερµοκρασίας των ατόµων του µοντέλου (B factor), πράγµα το οποίο σηµαίνει 

ότι τα άτοµα του µοντέλου θεωρουνται ότι εκτελούν ισοπίθανη ταλάντωση σε 

όλες τις διαστάσεις (x,y,z) η οποία και τελικά εκφράζεται σαν ισοτροπικός 

παράγων θερµοκρασίας και αντιστοιχεί στην επιφάνεια πιθανωτικής σφαίρας 

εντός της οποίας ταλαντώνεται το άτοµο. 

5. Αφού και η παραπάνω διαδικασία έχει ολοκληρωθεί άτοµα νερού προστίθονται 

για να εξηγήσουν ηλεκτρονική πυκνότητα µε βάση γεωµετρικά κριτήρια 

(απόσταση από άτοµα της πρωτεΐνης και ικανότητα σχηµατισµού δεσµών 

υδρογόνου µε αποδεκτή γεωµετρία). 

6. Επιπλέον στην περίπτωση της δοµής του συµπλόκου της CATI µε το φουσιδικό 

οξύ το µοντέλο του αναστολέα τοποθετήθηκε στα ενεργά κέντρα των µορίων
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3 Αποτελέσµατα 
3.1 Αποµόνωση της CATI 
Στόχος του τµήµατος αυτού ήταν η παραγωγή µεγάλης ποσότητας του ενζύµου και η 

όσο το δυνατό µεγαλύτερη οµοιογένεια του τελικού πρωτεϊνικού παρασκευάσµατος που 

θα χρησιµοποιηθεί στις δοκιµασίες κρυστάλλωσης. 

Σαν πηγή για την παραγωγή του ενζύµου χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος E. coli LE392 το 

οποίο είναι µετασχηµατισµένο µε το πλασµίδιο pBR322catI και στο οποίο η έκφραση 

του γονιδίου catI βρίσκεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή Ρ1. 

Αρχικά έγινε προσπάθεια βελτιστοποίησης των συνθηκών καλλιέργειας του οργανισµού 

έτσι ώστε να υπάρχει µέγιστη παραγωγή πρωτεΐνης σε άριστη ποιότητα. Από διάφορες 

δοκιµασίες που πραγµατοποιήθηκαν (δεδοµένα δεν παραθέτονται) διαπιστώθηκε ότι η 

αύξηση της συγκέντρωσης του NaCl σε διπλάσια τιµή από την συνήθη που βρίσκεται στο 

θρεπτικό υλικό LB είχε σηµαντική επίδραση στην ποσότητα της παραγόµενης πρωτεΐνης. 

Επίσης προσθήκη β-D-γλυκόζης σε συγκέντρωση 0.2% (w/v) είχε σηµαντικότατη 

επίδραση στην οµοioγένεια του πρωτεϊνικού δείγµατος. Είναι γνωστό ότι η παραγωγή 

της CATI στην E. coli παρόλο που δεν είναι επαγοµένη εντούτοις βρίσκεται κάτω από 

έλεγχο και επηρεάζει την ανάπτυξη των βακτηρίων µε τέτοιο τρόπο ώστε η εκθετική 

φάση της βακτηριακής καλλιέργειας ξεκινά αφού έχει ήδη απενεργοποιηθεί όλη η 

ποσότητα της χλωραµφενικόλης που έχει προστεθεί στο µέσο της καλλιέργειας. Αυτό 

σηµαίνει ότι η παραγωγή της CATI έχει ολοκληρωθεί ήδη από τη λανθάνουσα φάση 

ανάπτυξης και στην συνέχεια η ποσότητα της πρωτεΐνης δεν αυξάνεται µόλις τα 

βακτήρια εισέλθουν στην εκθετική φάση ανάπτυξης τους αλλά όπως παρατηρήθηκε 

µειώνεται ή και χειροτερεύει από ποιοτική άποψη. Για το λόγο αυτό η ποσότητα της 

χλωραµφενικόλης που προστίθεται στο µέσο καλλιέργειας αυξήθηκε στα 50 µg/ml και ο 

συνολικός χρόνος καλλιέργειας δεν αφέθηκε σε καµία περίπτωση να υπερβεί τις έξη µε 

επτά ώρες. Αυτό είχε ως αποτέλεσµα να βελτιωθεί πολύ η παραγωγή και η ποιότητα του 

πρωτεϊνικού παρασκευάσµατος. 

Για την παρασκευή του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος χρησιµοποιήθηκαν καλλιέργειες 

συνολικού όγκου 5lt µε παραγωγή συνολικής βακτηριακής πάστας 10-15gr. 
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Το επόµενο σηµαντικό στοιχείο πάνω στην αποµόνωση του ενζύµου ήταν η άµεση 

χρησιµοποίηση της βακτηριακής πάστας. Κατάψυξη της βακτηριακής πάστας οδηγεί σε 

µειωµένη συγκέντρωση της τελικής πρωτεΐνης καθώς και χειρότερη ποιότητα. Για το 

λόγο αυτό η βακτηριακή πάστα χρησιµοποίηθηκε άµεσα µετά την παραγωγή της. 

Για την διάρρηξη των κυττάρων και την παρασκευή του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος 

επιλέχθηκε συνδυασµός των µεθόδων της ενζυµικής λύσης των κυτταρικών τοιχωµάτων 

µε λυσοζύµη και διάσπαση των κυττάρων µε υπερηχοβόλιση. Αυτός ο συνδυασµός 

αποδείχθηκε ο καλύτερος από την απόψη της εκχύλισης των κυττάρων µια και η CATI 

έχει αυξηµένη θερµική σταθερότητα και δεν επηρεάζεται από την χρήση των υπερήχων. 

Λεπτοµερής περιγραφή αναφέρεται στο κεφάλαιο των Υλικών και Μεθόδων. 

Το επόµενο στάδιο το οποίο έχρηζε ιδιαίτερης προσοχής ήταν η καθαυτή διαδικασία 

αποµόνωσης του ενζύµου. Παλαιότερες προσπάθειες (Andreeva, Borissova et al. 2000) 

είχαν επικεντρωθεί µόνο στην χρήση στήλης συγγένειας Chloramphenicol caproate 

agarose για το καθαρισµό. Κάτι τέτοιο απεδείχθει όµως ανεπαρκές όπως φαίνεται στην 

παράγραφο για την κρυστάλλωση του µορίου µία και η φαινόµενη ηλεκτροφορητική 

οµοιογένεια που παρουσιάζει το δείγµα µετά από την στήλη συγγένειας είναι ψευδής 

αφού η πρωτεΐνη συνοδεύεται από συµπλέγµατα µεγαλύτερου µοριακού βάρους τα 

οποία όµως δεν είναι ορατά σε αποδιατακτικά πηκτώµατα ακρυλαµίδης. Η εµφάνιση των 

ανώτερου µοριακού βάρους συµπλεγµάτων γίνεται εµφανής µόνο αν χρησιµοποιηθεί 

στήλη µοριακής διήθησης η οποία είναι σε θέση να τα διαχωρίσει. Το επόµενο βήµα ήταν 

η χρησιµοποίηση µια στήλης ανιοανταλλαγής µια και αυτού του είδους οι προσροφητές 

έχουν µεγάλη χωρητικότητα και µεγάλη διακριτική ικανότητα. Τέλος χρησιµοποιήθηκε 

µια στήλη µοριακής διήθησης για να αποµακρύνει τα µεγαλοµοριακά συµπλέγµατα από 

το πρωτεϊνικό παρασκεύασµα. Στις εικόνες 3-1 (1) και (3) παρουσιάζονται οι καταγραφές 

της οπτικής απορόφησης στα χρωµατογραφικά στάδια και η ηλεκτροφορητική εικόνα 

των δειγµάτων στα στάδια αυτά 
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Eικόνα 3- 1 (1) και (2) Καταγραφή της οπτικής απορόφησης από ανιοανταλλακτική στήλη Q 
sepharose και SDS-PAGE ανάλυση των κλασµάτων της στήλης. (3) και (4) Καταγραφή της 
οπτικής πυκνότητας από στήλη µοριακής διήθησης Sephacryl S200HR και SDS-PAGE ανάλυση 
των κλασµάτων της στήλης 

 

Όπως φαίνεται από τα παραπάνω διαγράµµατα η καταγραφή από την στήλη 

ανιοανταλλαγής υποδηλώνει ένα σχεδόν οµογενές παρασκεύασµα, το οποίο 

επιβεβαιώνεται και από το ηλεκτροφορητικό πρότυπο του δείγµατος. Όµως αν το δείγµα 

αυτό αναλυθεί σε παρασκευαστική στήλη µοριακής διήθησης γίνεται εµφανής η έκλουση 

δύο διακριτών µοριακών οντοτήτων τα οποία αντιστοιχούν σε διαφορετικά µοριακά 

βάρη. Παρόλα αυτά η ηλεκτροφορητική εικόνα δείχνει και στις δύο κορυφές 

πολυπεπτίδια του ίδιου µοριακού βάρους. Παρόλο που η τελευταία στήλη διαχωρίζει τις 

δύο κορυφές αρκετά καλά εντούτοις για την αποφυγή ανάµιξης των πληθυσµών 

επιλέγεται το µέσο της δεύτερης κορυφής η οποία αντιστοιχεί σε 4 έως 5 κλάσµατα των 

5 ml. Στο πίνακα 3-1 παρατίθενται τα στάδια που ακολουθούνται σε ένα τυπικό 

καθαρισµό. 

 

 

 

 

59 



Αποτελέσµατα 
 
Πίνακας 3-1Το σχήµα αποµόνωσης της ακετυλοτρανσφεράσης της χλωραµφενικόλης τύπου Ι 

1 Ενζυµική λύση των κυττάρων µε λυσοζύµη 

2 Υπερηχοβόλιση 

3 Φυγοκέντρηση 20000 rpm 80 C (Beckman JΑ20) 

4 Χρωµατογραφία συγγένειας σε προσροφητή Chloramphenicol caproate agarose(10ml) 

5 Χρωµατογραφία σε ανιοανταλλακτικό προσροφητή Q sepharose fast flow(30ml) 

6 Χρωµατογραφία σε προσροφητή µοριακής διήθησης Sephacryl S200HR(370ml) 

 

Όπως είναι φανερό η συνεχής επιλογή των κλασµάτων µε την µεγαλύτερη καθαρότητα 

είναι απαραίτητη προκειµένου να εξασφαλίσουµε την τελική οµοιογένεια του 

πρωτεϊνικού δείγµατος το οποίο θα χρησιµοποιηθεί για δοκιµασίες κρυστάλλωσης. 

Εξαιτίας της τεράστιας παραγωγής του ενζύµου (η CATI αντιπροσωπεύει το 30-40% της 

συνολικής βακτηριακής πρωτεΐνης στα κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν) η αυστηρή 

επιλογή των κλασµάτων δεν αποτέλεσε πρόβληµα και επέτρεψε ώστε να µην 

συµβιβαστεί η ποιότητα σε βάρος της ποσότητας. Στον πίνακα 3-2 φαίνονταιι τα στάδια 

καθαρισµού και οι ποσότητες της πρωτεΐνης 

Πίνακας 3-2 Πίνακας καθαρισµού του ενζύµου 

1.  
Χρωµατογραφία συγγένειας σε προσροφητή 

Chloramphenicol caproate agarose 
430 mg 

2.  
Χρωµατογραφία σε ανιοανταλλακτικό προσροφητή Q 

sepharose fast flow 
400 mg 

3.  
Χρωµατογραφία σε προσροφητή µοριακής διήθησης 

Sephacryl S200HR 
150-200 mg 

 

Είναι εµφανές ότι η τελική ποσότητα της πρωτεΐνης είναι ικανοποιητική για 

κρυστάλλωση. Τελικά το πρωτεϊνικό παρασκεύασµα υφίσταται αλλαγή του διαλύτη και 

της ιοντικής ισχύος του διαλύµατος ώστε να µην επηρεάζονται τα αποτελέσµατα των 

δοκιµασιών κρυστάλλωσης. Το δείγµα συγκεντρώνεται µέχρι συγκέντρωσης 10-15mg/ml 

και χωρίζεται σε κλάσµατα µικρού όγκου. Ακολουθεί κατάψυξη πρώτα σε υγρό άζωτο και 

κατόπιν σε θερµοκρασία -800 C αφού διαπιστώθηκε ότι η κατάψυξη δεν επηρεάζει την 

δυνατότητα της πρωτεΐνης να κρυσταλλώνει αλλά και επιµηκύνει το χρόνο ζωής του 

πρωτεϊνικού παρασκευάσµατος. 
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3.2 Κρυστάλλωση της CATI 
Όπως αναφέρθηκε και στο τµήµα Υλικών και µεθόδων αρχικές προσπάθειες 

κρυστάλλωσης της CATI είχαν αποδώσει κρυστάλλους. Για την παραγωγή των 

κρυστάλλων αυτών χρησιµοποιήθηκε ένας συνδυασµός των τεχνικών της κρεµάµενης 

σταγόνας για την παραγωγή αρχικών πυρήνων (seeds) και της µικροδιαπίδυσης για το 

µεγάλωµα των κρυστάλλων. Οι κρύσταλλοι εµφανίζονται σε σταγόνες που περιέχουν ίσο 

όγκο πρωτεϊνης και διαλύµατος δεξαµενής το οποίο αποτελείται από 0.1Μ MES pH 5.4-

6.2 44%-48% MPD. Στην συνέχεια, οι κρύσταλλοι συνθλίβονταν και οι προκύπτοντες 

µικροπυρήνες φέρονταν σε συσκευή µικροδιαπίδυσης (Παπανικολάου 1995) η οποία 

περιείχει 30% MPD 50mM MES pH 6.0, 75mM NaCl. Στην συνέχεια η σταδιακή µείωση 

του χλωριούχου νατρίου οδηγεί την πρωτεϊνη προς την αδιαλυτότητα και πιθανά σε 

κρυστάλλωση. Από τα παραπάνω είναι προφανές ότι η διαδικασία παραγωγής 

κρυστάλλων µε αυτό τον τρόπο είναι χρονοβόρα και επιδέχεται λαθών σε διάφορα από 

τα στάδια της, πράγµα το οποίο και επηρεάζει όχι την ποιότητα των παραγόµενων 

κρυστάλλων, αλλά και το αν και κατά πόσο θα προκύψουν κρύσταλλοι τελικά. Αρχικές 

προσπάθειες βελτιστοποίησης της παραπάνω µεθοδολογίας δεν ήταν ικανοποιητικές µια 

και η επαναληψιµότητα δεν ήταν σταθερή αλλά εξαρτάται από τον εκάστοτε καθαρισµό 

που έχει προηγηθεί. Επιπλέον προσπάθεια για µέτρηση των κρυστάλλων ήταν άκαρπη 

αφού οι κρύσταλλοι αυτοί παρουσιάζουν µεγάλη µωσαικότητα και άλλα προβλήµατα που 

θα συζητηθούν παρακάτω. Εδώ πρέπει να σηµειωθεί ότι το πρωτεϊνικό δείγµα το οποίο 

χρησιµοποιούνταν στις παραπάνω κρυσταλλώσεις προέρχονταν από καθαρισµό ενός 

µόνο σταδίου δηλαδή έχει µόνο χρησιµοποιηθεί η στήλη συγγένειας. 

Ετσι καταστρώθηκε ένα σχέδιο το οποίο περιελάµβανε αλλαγή του σχήµατος καθαρισµού 

και παρατήρηση των αλλαγών που επιφέρει στις κρυσταλλώσεις µε αποτέλεσµα ναι 

προστεθούν δύο ακόµα στάδια καθαρισµού. Τα βήµατα που ακολουθήθηκαν ήταν 

! Αρχικά έγινε έλεγχος σε ποια γενικευµένη περιοχή κρυσταλλώνει η CATI. 

∆ιαπιστώθηκε ότι η CATI κρυσταλλώνει στην salting in περιοχή (εναλάτωση). 

! Παράλληλα επαναπροσδιορίστηκε η περιοχή του pH στην οποία πρέπει να 

κινηθεί κάποιος για να πάρει κρυστάλλους. Αυτή η περιοχή είναι αρκετά 

ευρεία κυµαινόµενη από 5.4 � 6.2 µε άριστο pH στο 5.8 µε ρυθµιστικό 

διάλυµα MES-NaOH. Έτσι αυτή η τιµή του pH επιλέχθηκε για να 

πραγµατοποιηθούν όλα οι επακόλουθες δοκιµασίες. 
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! ∆οκιµάστηκαν σαν κατακρηµνιστικοί παράγοντες διάφοροι οργανικοί διαλύτες 

όπως MPD, αιθανόλη, µεθανόλη, προπανόλη-2, PEG200 και PEG400. 

3.2.1 Σύστηµα κρυστάλλωσης µε MPD σε pH 5.4 � 6.2 
Σε αυτές τις δοκιµασίες χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος κρεµάµενης σταγόνας. 

∆οκιµάστηκαν συγκεντρώσεις MPD από 10-40% σε pH 5.4 � 6.2. Παρατηρήθηκε ότι σε 

όλες τις συνθήκες που δοκιµάστηκαν εµφανίζεται έντονη ιζηµατοποίηση η οποία είναι 

άµεσο αποτέλεσµα της ανάµιξης του πρωτεϊνικού διαλύµατος µε το διάλυµα της 

δεξαµενής και η οποία είναι ανεξάρτητη από την συγκέντρωση του πρωτεϊνικού 

διαλύµατος. Η δηµιουργία του ιζήµατος αυτού είναι καθοριστική αφού κρύσταλλοι 

προκύπτουν εντός δύο ηµερών µέσα από το ίζηµα. Οι κρύσταλλοι αυτοί παρουσιάζουν 

µια µορφολογία πλακιδίων µε χαρακτηριστικές ατέλειες που δηµιουργούν την εντύπωση 

ότι η ανάπτυξη των κρυσταλλικών επιφανειών γίνεται ανοµοιόµορφα έτσι ώστε οι 

κρύσταλλοι να παίρνουν την µορφή τραπεζίων σχηµάτων. Επιπλέον ο χειρισµός αυτών 

των κρυστάλλων είναι δύσκολος αφού η παρουσία του ιζήµατος δυσχεραίνει την 

προσπάθεια ανάκτησης τους και απαιτεί πολλαπλές εκπλύσεις µε µητρικό υγρό 

κρυστάλλωσης που έχει σαν αποτέλεσµα την σταδιακή αποκόλληση τµηµάτων τους. Από 

τις παραπάνω συνθήκες οι βέλτιστες ήταν 50 mM MES-NaOH pH 5.8, 24-28% MPD (v/v) 

µε συγκέντρωση πρωτεΐνης 10mg/ml. Οι κρύσταλλοι που προκύπτουν από αυτές τις 

συνθήκες σκεδάζουν σε διακριτικό όριο 3.5-4.0 Å αλλά εµφανίζουν πολλά προβλήµατα. 

Στην εικόνα 3-2 παρουσιάζονται µερικές χαρακτηριστικές µορφές κρυστάλλων.  
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Eικόνα 3- 2 Κρύσταλλοι που προκύπτουν µε κατακρηµνιστή MPD σε σύστηµα κρεµαστής 
σταγόνας. Α) κρύσταλλοι µε στιβαδωτή δοµή των κρυστάλλων. Β) ατελώς σχηµατισµένοι 
κρύσταλλοι µέσα σε πυκνό ίζηµα 

Είναι φανερή η στιβαδωτή κατασκευή αυτών των κρυστάλλων η οποία υποδηλώνει και 

την χαµηλή τους ποιότητα. 

3.2.2 Σύστηµα κρυστάλλωσης µε κατακρηµνιστικό παράγοντα 
µεθανόλη 

Μετά από την περιορισµένη επιτυχία των προαναφερθέντων, επιχειρήθηκε η χρήση 

µεθανόλης ως κατακρηµνιστικού παράγοντα. Αρχικά δοκιµάστηκαν συγκεντρώσεις 

µεθανόλης από 5 -30 %(v/v). Τα πρώτα αποτελέσµατα ήταν απογοητευτικά και ο 

ρυθµός εξάτµισης της µεθανόλης µέσα στο κλειστό σύστηµα της κρυστάλλωσης ήταν 

τεράστιος σε σχέση µε την διάχυση ατµών του νερού µε αποτέλεσµα ταχύτατα 

µεθανόλη από την δεξαµενή να µεταφέρεται στην σταγόνα µε επακόλουθη 

ιζηµατοποίηση. Προσεκτικότερη παρατήρηση των σταγόνων και ανάδευση τους 

αποκάλυψε την παρουσία µικροσκοπικών βελόνων η οποίες χάνονται µέσα στο ίζηµα. Οι 

βελόνες αυτές εµφανίζονται σε συγκέντρωση µεθανόλης 10-15%. Αυτό σηµαίνει ότι η 

µεθανόλη µπορεί να λειτουργήσει ως κατακρηµνηστής της CATI πράγµα που 

δηµιούργησε νέες προοπτικές. Ηταν φανερό ότι έπρεπε να ελεγχθεί ο ρυθµός µε τον 

οποίον η πρωτεϊνη περνά από την φάση πυρήνωσης στην µετασταθή ζώνη, Προσθήκη 

250λ παραφινέλαιου στην επιφάνεια του διαλύµατος της δεξαµενής µείωσε δραστικά των 

ρυθµό αυτό µε αποτέλεσµα να προκύψουν κρύσταλλοι παρόµοιοι µε αυτούς που 
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λαµβάνονται από το MPD. Ο δρόµος για εύρεση νέων συνθηκών κρυστάλλωσης είχε πια 

ανοίξει. 

3.2.3 Σύστηµα κρυστάλλωσης µε αιθανόλη και ισοπροπανόλη 
Αφού η µεθανόλη µπορεί να επάγει την κρυστάλλωση της CATI τότε η πιθανότητα να 

κρυσταλλώνει το ένζυµο παρουσία αιθανόλης και ισοπροπανόλης είναι ιδιαίτερα 

αυξηµένη. Πράγµατι αρχικός έλεγχος απέδειξε ότι και η αιθανόλη µπορεί να επιφέρει 

κρυστάλλωση σε ένα εύρος συγκεντρώσεων από 10-35 %, ενώ το ίδιο ισχύει και για την 

ισοπροπανόλη σε πιο περιορισµένο εύρος από 20-25%. Παρόλες τις προσπάθειες που 

καταβλήθηκαν δεν ήταν δυνατή η βελτίωση ούτε της µορφολογίας αλλά ούτε και του 

µεγέθους των κρυστάλλων αυτών. Έτσι αυτή η οδός εγκαταλείφθηκε. 

3.2.4 Σύστηµα κρυστάλλωσης µε κατακρηµνιστικό παράγοντα 
πολυεθυλενογλυκόλη 200 (PEG200) 

Η δοκιµασία του PEG200 ήταν ένα βήµα χωρίς σχεδιασµό µια και ο τρόπος δράσης των 

αλκοολών είναι διάφορος ως προς τον τρόπο δράσης των πολυεθυλένογλυκολών. 

Παρόλα αυτά το PEG200 (αλλά και το PEG400) κατάφεραν να δώσουν κρυστάλλους σε 

συγκεντρώσεις 25 %- 30 %(v/v). Οι κρύσταλλοι αυτοί έχουν χαρακτηριστικό σχήµα 

βολίδας (σφαίρας όπλου) και πολύ µικρές διαστάσεις. Χαρακτηριστικοί τέτοιοι 

κρύσταλλοι φαίνονται στην εικόνα 3-3. Έντονη είναι και η ιζηµατοποίηση που 

παρατηρείται στην σταγόνα 

 

Eικόνα 3- 3 Κρύσταλλοι που προκύπτουν µε κατακρηµνιστή PEG200 σε σύστηµα κρεµαστής 
σταγόνας 
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3.2.5 Όταν όλα φαίνεται να οδηγούν σε αδιέξοδο τότε η θεωρία των 
µειωτών ιοντικής ισχύος φαίνεται να δίνει την λύση 

Από τα παραπάνω γίνεται εµφανές ότι το ένζυµο κρυσταλλώνει στην περιοχή της 

γενικευµένης εναλάτωσης και η κρυστάλλωση του επάγεται από την σταδιακή µείωση 

της διηλεκτρικής σταθεράς του διαλύµατος που επιφέρουν οι προαναφερθέντες 

οργανικοί διαλύτες. Όµως υπάρχει ένα σηµαντικό πρόβληµα. Ο ρυθµός µε τον οποίον η 

πρωτεΐνη διέρχεται από τη φάση πυρήνωσης στην µετασταθή είναι µεγάλος µε 

αποτέλεσµα να παρατηρείται έντονη ιζηµατοποίηση. Επιπλέον η δηµιουργία πολλών 

µικρών κρυστάλλων σήµαινε ότι ο αριθµός των σχηµατιζόµενων πυρήνων είναι µεγάλος 

και έπρεπε να ελεγχθεί. Υπάρχει πάντοτε η λύση της µάκρο ή µικρο ενπυρήνωσης 

(macro /microseeding) χρήση της οποίας θα σήµαινε αποτυχία του σχεδίου για εύρεση 

καλύτερων συνθηκών. Αρα έπρεπε κάτι να µπορεί να γίνει για να βελτιωθεί η εικόνα. Και 

φυσικά η θεωρία των µειωτών ιοντικής ισχύος προτείνει την χρήση µικτών 

ηλεκτρολυτικών διαλυµάτων και οργανικών διαλυτών (Papanikolau,Y. 1997). Έτσι 

σχεδιάστηκε ένα δεύτερο κύµα δοκιµασιών κρυστάλλωσης όπου οι παραπάνω οργανικοί 

διαλύτες συνδυάστηκαν µε διάφορα άλατα µε ενθαρρυντικά αποτελέσµατα. 

3.2.6 Το MPD και τα άλατα  
Αρχικά έγινε προσπάθεια να χρησιµοποιηθούν διάφορα µικτά ηλεκτρολυτικά διαλύµατα 

σε συνδυασµό µε το MPD. Όπως απεδείχθη υπάρχει µεγάλη ασυµβατότητα µεταξύ του 

MPD και διαφόρων αλάτων όπως NaCl και (NH4)2SO4 στην κρυστάλλωση του ενζύµου. Το 

αποτέλεσµα της παρουσίας των αλάτων σε µικτά ηλεκτρολυτικά διαλύµατα της CATI µε 

MPD είναι πλήρης αναστολή της ιζηµατοποίησης και κρυστάλλωσης. Έστω και σε 

συγκεντρώσεις 5-10mM NaCl η CATI δεν κατακρηµνίζεται. Το (NH4)2SO4 είναι 

διαφορετικό µια και σε συγκεντρώσεις µέχρι 0.5 Μ δεν προκαλεί καµία αλλαγή ενώ σε 

συγκεντρώσεις πάνω από αυτή δηµιουργεί διαχωρισµό φάσεων µε τον οργανικό διαλύτη. 

Έτσι τελικά το MPD εγκαταλείφθηκε οριστικά. 

3.2.7 Η περίπτωση της µεθανόλης και του (NH4)2SO4  
Το επόµενο βήµα ήταν να χρησιµοποιήσουµε το αµέσως καλύτερο κατακρηµνιστή που 

ήταν η µεθανόλη µε το πλέον χρησιµοποιηµένο άλας στην κρυστάλλωσης που είναι το 

(NH4)2SO4 . Οι συνθήκες που δοκιµάστηκαν περιελάµβαναν µεταβολή των 

συγκεντρώσεων της µεθανόλης από 20-40%(ν/ν) και του (NH4)2SO4 80-150mM. Τα 

αποτελέσµατα ήταν ενθαρυντικά. Εξαγωνικοί κρύσταλλοι παρουσιάζονται χωρίς ίζηµα 
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µέσα σε ένα βράδυ σχετικά µεγάλοι (0.3mmx0.1mm) µε άριστο από 30-34% µεθανόλη 

και από 90-120mM (NH4)2SO4. Τελικά είχα επιτύχει το σκοπό µου; Όχι ακόµα. Και αυτό 

διότι διαπιστώθηκε ότι η προσπάθεια να τοποθετηθούν αυτοί οι κρύσταλλοι σε τριχοειδή 

για προκαταρκτική κρυσταλλογραφική ανάλυση οδηγούσε σε ταχεία καταστροφή τους η 

οποία εκδηλώνεται µε χαρακτηριστικά ραγίσµατα που επεκτείνονται σε όλο το 

κρύσταλλο σε σύντοµο χρονικό διάστηµα. Ένα πολύ ενδιαφέρον χαρακτηριστικό αυτών 

των κρυστάλλων ήταν ότι έξω από τις άριστες συνθήκες που αναφέρθηκαν παραπάνω 

όπου εµφανίζονται φέρουν χαρακτηριστικές ατέλειες στις οποίες διακρίνονται τα 

κρυσταλλικά στρώµατα (layers). Αυτοί οι κρύσταλλοι φαίνονται στην εικ. 3-4 

 

Eικόνα 3- 4 Κρύσταλλοι που προκύπτουν από διπλό σύστηµα µεθανόλης και θειικού αµµωνίου. 
Στην εικόνα Α φαίνονται κρύσταλλοι εκτός της άριστης περιοχής συγκεντρώσεως στους οποίους 
είναι εµφανείς µακροσκοπικές ατέλειες 

Από τις εικόνες γίνεται προφανές και ο τρόπος µε τον οποίο οι κρύσταλλοι αναπτύσονται 

(µε εναπόθεση στρωµάτων µε φορά από το κέντρο προς την περιφέρεια). Αν και οι 

κρύσταλλοι οι οποίοι προέκυψαν από την παραπάνω διαδικασία δεν έγινε δυνατό να 

µετρηθούν εντούτοις αποτελούν ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα για το πώς η µεταβολή 

της συγκέντρωσης του άλατος µπορεί να διαµορφώσει κρύσταλλους. Αυτό φαίνεται στην 

σειρά εικόνων 3-5 στις οποίες για σταθερή συγκέντρωση µεθανόλης µεταβάλεται µόνο η 

συγκέντρωση του άλατος. 
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Eικόνα 3- 5 Επίδραση της συγκέντρωσης του άλατος στην πυρήνωση και ανάπτυξη των 
κρυστάλλων σε διπλό σύστηµα µεθανόλης και θειικού αµµωνίου 

3.2.8 Η περίπτωση της µεθανόλης και του NaCl 
Η αντικατάσταση του AS µε το NaCl δεν έδωσε τα επιθυµητά αποτελέσµατα. Αν και είναι 

δυνατή η παραγωγή κρυστάλλων µε αυτό το συνδυασµό το εύρος της περιοχής 

κρυστάλλωσης είναι πολύ περιορισµένο. 

3.2.9 Η περίπτωση του CaCl2. Μια απρόσµενη επιτυχία 
Μετά από όλα αυτά έγινε φανερό ότι η τυχαία δοκιµή ηλεκτρολυτών δεν θα έφερνε τα 

επιθυµητά αποτελέσµατα. Έτσι µια µατιά στην γνωστή σειρά Hofmeister έδωσε την 

απάντηση. Το κλειδί για την παραγωγή κρυστάλλων ήταν στη χαοτροπικότητα των 

ηλεκτρολυτικών διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν. Ποια είναι η σχέση που διέπει την 

υδροφοβικότητα του οργανικού διαλύτη και το βαθµό χαοτροπικότητας του 

ηλεκτρολύτη; Το παράδειγµα του (NH4)2SO4 µε το MPD είναι χαρακτηριστικό. Από την 

µια µεριά ένα σχετικά υδροφοβος διαλύτης και από την άλλη ένα χαοτροπικό άλας είναι 
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ο πλέον ακατάλληλος συνδυασµός. H CATI δεν επρόκειτο ποτέ να κρυσταλλώσει έτσι 

όπως έπρεπε αν δεν γινόταν ο κατάλληλος συνδυασµός του άριστου κατακρηµνιστή ο 

οποίος είναι η µεθανόλη µε ένα ηλεκτρολύτη ισχυρά ενυδατωµένου. Ετσι αρχικά 

δοκιµάστηκαν διάφορες συγκεντρώσεις CaCl2. Τα αποτελέσµατα ήταν θεαµατικά. Το 

CaCl2 έχει την ικανότητα να ελέγξει την πέρασµα των πυρήνων κρυστάλλωσης στην 

µετασταθή ζώνη και να δηµιουργήσει µετρήσιµους κρύσταλλους. Τέτοιοι κρύσταλλοι 

φαίνονται στην εικ 3-6. 

 

Eικόνα 3- 6 Κρύσταλλοι που προκύπτουν µε χρήση χλωριούχου ασβεστίου 

Οι κρύσταλλοι που προκύπτουν από τις παραπάνω συνθήκες είναι µετρήσιµοι, περιθλούν 

στα 2.7 Å, αλλά έχουν µικρό µέγεθος (0.1mm x 0.2 mm x 0.1mm) και εµφανίζονται 

σε µεγάλους αριθµούς µέσα στις σταγόνες. Ο ένας αντικειµενικός στόχος του αρχικού 

σχεδίου είχε πετύχει. Είχα βρει επαναλήψιµες συνθήκες κρυστάλλωσης οι οποίες 

παρήγαγαν µετρήσιµους κρυστάλλους. Όµως υπήρχε έναν ακόµα πρόβληµα άλυτο. Ο 

σχηµατισµός µεγάλου αριθµού πυρήνων εξακολουθεί να αποτελεί ένα ανασταλτικό 

παράγοντα στην αύξηση του µεγέθους των κρυστάλλων. Αυτό συµβαίνει διότι οι πολλοί 

πυρήνες µεγαλώνουν σε κρυστάλλους µικρού µεγέθους αφού η πρωτεϊνη καταναλίσκεται 

νωρίς. Η αιτία αυτού του προβλήµατος βρίσκεται στην ανοµοιογένεια του πρωτεϊνικού 

παρασκευάσµατος. Ακόµα και µετά τον βελτιωµένο καθαρισµό έπρεπε κάτι να γίνει ώστε 

το τελικό δείγµα να είναι απαλλαγµένο από οποιοδήποτε παράγοντα που θα µπορούσε 

να επηρεάσει τις κρυσταλλώσεις. Το αποφασιστικό βήµα ήταν να εφαρµοστεί µια 

αυστηρή επιλογή στα κλάσµατα που λαµβάνονται από το τελευταίο στάδιο του 

καθαρισµού. Όπως φαίνεται στην εικόνα 3-1(3) που παρουσιάζει την καταγραφή της 

οπτικής πυκνότητας στο έκλουσµα της στήλης µοριακής διήθησης το φαινοµενικά 

οµοιογενές δείγµα αναλύεται σε δύο κορυφές. Η δεύτερη και µεγαλύτερη σε ύψος είναι 
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αυτή που περιέχει την CATI στην µορφή του τριµερούς. Επιλέγοντας µόνο τα κεντρικά 

κλάσµατα της κορυφής και απορίπτοντας τα δύο άκρα χάσαµε κάποια ποσότητα 

πρωτεϊνης αλλά κερδίσαµε σε οµοιογένεια µια και όπως αποδείχθηκε αυτό το πρωτεϊνικό 

δείγµα όταν χρησιµοποιήθηκε σε δοκιµασίες κρυστάλλωσης µε κατακρηµνιστή µεθανόλη 

και CaCl2 τα αποτελέσµατα ήταν θεαµατικά (εικ.3-7). 

 

Eικόνα 3- 7 Βελτιστοποιηµένοι κρύσταλλοι 
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Το αποτέλεσµα της αυστηρής επιλογής κλασµάτων στον καθαρισµό που είχε προηγηθεί 

οδήγησε σε παραγωγή κρυστάλλων µε διαστάσεις (1.0mm x 0.7mm x 0.5mm) ορατούς 

ακόµα και µε γυµνό µάτι από την σταγόνα. Οι κρύσταλλοι αυτοί προκύπτουν σε µικρούς 

αριθµούς µέσα στις σταγόνες και εµφανίζονται ταχύτατα αφού ήδη σε έξη ώρες µετά 

από την τοποθέτηση των σταγόνων είναι δυνατό να παρατηρηθούν κρύσταλλοι οι οποίοι 

και συνεχίζουν να αναπτύσσονται µέσα σε ένα βράδυ φτάνοντας το τελικό τους µέγεθος 

σε µια ως δύο ηµέρες. Ο αντικειµενικός στόχος είχε επιτευχθεί. Είχα καταφέρει να 

αποδείξω ότι: 

! Η ποιότητα του καθαρισµού που προηγείται της κρυστάλλωσης είναι ίσως το 

πλέον βασικό στάδιο της όλης διαδικασίας. 

! Η CATI µπορεί να δώσει µετρήσιµους κρυστάλλους σε συστήµα κρεµαστής 

σταγόνας ταχύτατα και µε επαναληψιµότητα καθιστώντας την προηγούµενα 

προτεινόµενη µεθοδολογία παρωχηµένη και επιρρεπή σε λάθη και εξωτερικούς 

παράγοντες. 

! Oτι η CATI όχι µόνο κρυσταλλώνει µε επαναλήψιµο τρόπο αλλά η µεγάλη 

ποσότητα της παραγόµενης πρωτεΐνης σε συνδυασµό µε το µεγάλο εύρος των 

συνθηκών κρυστάλλωσης την καθιστά ένα άριστο σύστηµα � µοντέλο ίσως 

αντίστοιχης χρησιµότητας µε την λυσοζύµη, ως αναφορά για την φυσικοχηµική 

µελέτη των παραγόντων που επιδρούν στην κρυστάλλωση των βιοµορίων. 

Παρόλη την επιτυχία της παραπάνω διαδικασίας οι δοκιµασίες κρυστάλλωσης δεν 

περιορίσθηκαν σε αυτά αλλά επεκτάθηκαν µε σκοπό να αποδειχθεί ότι η γνώση της 

συµπεριφοράς ενός βιοµορίου στην κρυστάλλωση µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να 

προβλεφθεί ποιοι άλλοι παράγοντες µπορεί να έχουν αποτελέσµατα παρόµοια µε τα 

παρατηρηθέντα. Έτσι µε απλή παρατήρηση του περιοδικού συστήµατος διαπιστώθηκε 

ότι δύο ακόµα στοιχεία όπως το Βa και το Sr τα οποία καταλαµβάνουν τις δύο επόµενες 

θέσεις στο περιοδικό σύστηµα των στοιχείων µετά το ασβέστιο θα πρέπει να µπορούν να 

επάγουν την κρυστάλλωση της CATI. Πράγµατι το BaCl2 έχει ακριβώς το ίδιο αποτέλεσµα 

όταν χρησιµοποιηθεί στις κρυσταλλώσεις µε το CaCl2. Ο πίνακας 3-3 συνοψίζει τις 

δοκιµασίες που πραγµατοποιήθηκαν. 
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Πίνακας 3-3 Πίνακας που συνοψίζει τις δοκιµασίες κρυστάλλωσης που πραγµατοποιήθηκαν.  

 
 Μεθανόλη Αιθανόλη Ισοπροπανόλη MPD PEG200 

Χωρίς άλας 25-30% βελόνες 10-35% βελόνες 
20-25% κακοί 

εξαγωνικοί 

24-28% ακανόνιστες 

πλάκες 
Βολίδες 25-30% 

NaCl 

Άµορφοι 

κρυσταλλικοί 

σχηµατισµοί 

∆εν δοκιµάστηκε ∆εν δοκιµάστηκε 
∆εν εµφανίζονται 

κρύσταλλοι 

Βολίδες 25-30%, 5-

15mM 

CaCl2 

Ραβδόµορφοι 

κρύσταλλοι 19-24%, 

60-90mM 

∆εν δοκιµάστηκε ∆εν δοκιµάστηκε ∆εν δοκιµάστηκε 

¨Αµορφοι 

κρυσταλλικοί 

σχηµατισµοί 

Ca(NO3)2 

Ραβδόµορφοι 

κρύσταλλοι 19-24%, 

60-90mM 

∆εν δοκιµάστηκε ∆εν δοκιµάστηκε ∆εν δοκιµάστηκε 
Αστεροειδής 

κρύσταλλοι 

BaCl2 

Ραβδόµορφοι 

κρύσταλλοι 19-24%, 

60-90mM 

∆εν δοκιµάστηκε ∆εν δοκιµάστηκε ∆εν δοκιµάστηκε 
∆εν εµφανίζονται 

κρύσταλλοι 

LiCl 

Άµορφοι 

κρυσταλλικοί 

σχηµατισµοί 

∆εν δοκιµάστηκε ∆εν δοκιµάστηκε ∆εν δοκιµάστηκε 
Βολιδόµορφοι 25-

30%, 10-60mM 

MgCl2 

Άµορφοι 

κρυσταλλικοί 

σχηµατισµοί 

Εξαγωνικοί 

κρύσταλλοι 

Εξαγωνικοί 

κρύσταλλοι 

∆εν εµφανίζονται 

κρύσταλλοι 
∆εν δοκιµάστηκε 

(NH4)2SO4 

Εξαγωνικοί 

κρύσταλλοι 34-

39%,80-140mM 

Εξαγωνικοί 

κρύσταλλοι 

Εξαγωνικοί 

κρύσταλλοι 

Κακοί εξαγωνικοί 

κρύσταλλοι 

∆εν εµφανίζονται 

κρύσταλλοι 

 

3.2.10 ∆ηµιουργία κρυστάλλων της CAT I σε σύµπλεγµα µε τον 
συναγωνιστικό αναστολέα φουσιδικό οξύ 

Για την παρασκευή αυτών των κρυστάλλων στις συνθήκες κρυστάλλωσεις που 

αναφέρθηκαν παραπάνω προστέθηκει διάλυµα φουσιδικού νάτριου σε τελική 

συγκέντρωση 1mM. Οι κρύσταλλοι που προκύπτουν είναι πανοµοιότυποι µε αυτούς του 

αποενζύµου. 
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3.2.11 Κρυοπροστασία των κρυστάλλων της CAT I 
Προκειµένου να συλλεχθούν δεδοµένα περίθλασης από τους κρύσταλλους της CATI 

έπρεπε να ταυτοποιηθούν οι συνθήκες εκείνες στις οποίες ο κρύσταλλος µπορεί να 

ψυχθεί σε θερµοκρασία υγρού αζώτου, για να προστατευτεί ο κρύσταλλος από την 

καταστροφή από ακτινοβολία. χωρίς να δηµιουργηθεί κρυσταλλικός πάγος. Για να γίνει 

αυτό δοκιµάστηκαν διάφοροι παράγοντες γνωστοί για την αντιπηκτική τους δράση όπως 

το MPD, PEG200, PEG400 , PEG600, glycerol, glucose. Τελικά διαπιστώθηκε ότι 

προσθήκη 30% MPD (v/v) στο µητρικό υγρό κρυστάλλωσης µε µείωση της 

συγκέντρωσης του άλατος 5-15 mM έδινε την καλύτερη κρυοπροστασία οπότε και 

επιλέχθηκε σαν ο κρυοπροστατευτικός παράγοντας που θα χρησιµοποιούσαµε. 

 

3.3 Συλλογή δεδοµένων περίθλασης από κρυστάλλους της CAT  

3.3.1 Γενικά 
Προκαταρκτικές κρυσταλλογραφικές αναλύσεις των κρυστάλλων της CATI οι οποίες 

πραγµατοποιήθηκαν σε γεννήτρια ακτίνων Χ περιστρεφόµενης ανόδου RU300 

εξοπλισµένη µε δίσκο ειδώλου για την συλλογή των δεδοµένων, έδειξαν ότι η CATI 

κρυσταλλώνει στο µονοκλινές σύστηµα (P21) και η στοιχειώδης κυψελίδα της είναι 

αρκετά µεγάλη. Αυτό σε συνδυασµό µε µια σχετικά αυξηµένη µωσαικότητα των 

κρυστάλλων η οποία υπαγορεύει µικρή γωνία περιστροφής κατά την διάρκεια της 

συλλογής δεδοµένων δηµιούργησαν πρόβληµα µια και το οικείο σύστηµα της γεννήτριας 

λόγω της κατασκευής του (γονιοστάτης και οπτικά) δεν είναι σε θέση να διαχωρίσει 

επαρκώς τις ανακλάσεις και απαιτείται η χρήση ακτινοβολίας σύγχροτρου για την 

συλλογή δεδοµένων. Προς τούτο χρησιµοποιήθηκε το EMBL/DESY (Deutch Electron 

Sychrotron) για την µέτρηση των κρυστάλλων της CATI. 

3.3.2 Συλλογή δεδοµένων από κρυστάλλους του αποενζύµου CAT I 
Για την συλλογή δεδοµένων περίθλασης χρησιµοποιήθηκε κρύσταλλος του αποενζύµου 

διαστάσεων 1.5mm x 0.8 mm x 0.4 mm. O κρύσταλλος παραλείφθηκε από το µητρικό 

υγρό κρυστάλλωσης µε ειδικό βρόγχο (cryoloop) διαµέτρου 2mm. Η επιλογή του 

µεγέθους του βρόγχου έγινε µε βάση το µέγεθος του κρύσταλλου αφού δεν πρέπει ο 

κρύσταλλος να έρθει σε επαφή µε το νήµα του βρόγχου διότι κατά το επικείµενο 

πάγωµα ενδέχεται να ραγίσει λόγω αλλαγής του όγκου του διαλύµατος. Στην συνέχεια ο 
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κρύσταλλος φέρεται εντός σταγόνας µητρικού υγρού κρυστάλλωσης για έκπλυση και 

στην συνέχεια εµβαπτίζεται σε διάλυµα κρυοπροστασίας. Αµέσως ο κρύσταλλος 

τοποθετείται στην γωνιοµετρική κεφαλή όπου και προσκολλάται µέσω µαγνητικής βάσης 

ενώ για το διάστηµα που απαιτείται για την ευθυγράµµιση του κρυστάλλου το ρεύµα του 

αζώτου εκτρέπεται. Μόλις η διαδικασία ευθυγράµµισης ολοκληρωθεί το ρεύµα αζώτου 

αφήνεται να ψύξει τον κρύσταλλο. 

Ο ανιχνευτής (MAR CCD 165 mm) τοποθετείται σε απόσταση 200mm από τον 

κρύσταλλο. Το σύστηµα συλλογής δεδοµένων ρυθµίστηκε να συλλέγει εικόνες µε 

γωνιακή ταχύτητα 0.5 0 /εικόνα µε χρόνο έκθεσης 30 sec. Η διαδικασία αυτή 

πραγµατοποιείται ενώ ο κρύσταλλος βρίσκεται σε ρεύµα αζώτου 1000Κ. Ο κρύσταλλος 

περιστράφηκε κατά 1800 (η περιστροφή αυτή υπαγορεύεται από την οµάδα συµµετρίας 

του κρύσταλλου για την συλλογή πλήρων δεδοµένων) και συνολικά συλλέχθηκαν 360 

εικόνες. Μια εικόνα περίθλασης ακολουθεί παρακάτω. Από την δεικτοδότηση (indexing) 

των δεδοµένων προκύπτει ότι ο κρύσταλλος ανήκει στην οµάδα συµµετρίας P21 µε 

παραµέτρους στοιχειώδους κυψελίδας a=115.73 Å, b=129.70 Å, c=117.98 Å, α=90.00 0, 

β=108.38 0, γ=90.00 0 . 
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Eικόνα 3- 8 ∆ιάγραµµα περίθλασης από κρυστάλλους του άποενζυµου της CATI. Το διακριτικό 
όριο είναι 2.5 Α. Η περιφέρεια του ανιχνευτή αντιστοιχεί σε διακριτικότητα 2.1 Å 

3.3.3 Επεξεργασία των δεδοµένων περίθλασης  
Η επεξεργασία των δεδοµένων περίθλασης και η ολοκλήρωση των εντάσεων έγινε µε το 

πακέτο DENZO/SCALEPACK. Tα στατιστικά στοιχεία που προκύπτουν από τα δεδοµένα 

περίθλασης και αφορούν την ποιότητα τους συνοψίζονται στους πίνακες 3-4, 3-5 και 3-6 

Πίνακας 3-4 Πολλαπλότητα δεδοµένων ανάκλασης ανά φλοιό διακριτικότητας 

Φλοιός Πολλαπλότητα παρατηρήσεων ανά φλοιό ανάκλασης 

Χαµηλό 

όριο 

Υψηλό 

όριο 

0 1 2 3 4 5-6 7-8 9-12 13-19 >19 Σύνολο 

8,00 4,97 13 107 450 662 8732 0 0 0 0 0 9951 

4,97 4,11 18 18 429 669 8773 0 0 0 0 0 9889 

4,11 3,65 29 27 378 629 8800 0 0 0 0 0 9834 

3,34 3,12 43 31 340 548 8863 0 0 0 0 0 9782 

3,12 2,94 43 25 347 599 8828 0 0 0 0 0 9799 

2,94 2,80 55 32 335 670 8752 0 0 0 0 0 9789 

2,80 2,69 60 25 347 863 8556 0 0 0 0 0 9791 

2,69 2,59 66 39 422 1227 8069 0 0 0 0 0 9757 
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Φλοιός Πολλαπλότητα παρατηρήσεων ανά φλοιό ανάκλασης 

Χαµηλό 

όριο 

Υψηλό 

όριο 

0 1 2 3 4 5-6 7-8 9-12 13-19 >19 Σύνολο 

2,59 2,50 75 51 522 1507 7594 0 0 0 0 0 9674 

Σύνολο 433 387 3934 7994 85770 0 0 0 0 0 98085 

 

Ο πίνακας 3-4 παρουσιάζει την πολλαπλότητα των δεδοµένων δηλαδή πόσες φορές είναι 

µετρηµένα οι ανακλάσεις ανά φλοιό ανάκλασης. Από τον πίνακα είναι φανερό ότι το 87.4 

% των παρατηρήσεων είναι µετρηµένων 4 φορές γεγονός που ανεβάζει την αξιοπιστία 

των δεδοµένων. 

Πίνακας 3-5 Ποσοστιαία πληρότητα δεδοµένων ανά φλοιό διακριτικότητας 

Φλοιός Πληρότητα δεδοµένων % µε Ι/sigma λιγότερο από ανά φλοιό ανάκλασης 

Χαµηλό όριο Υψηλό όριο 0 1 2 3 5 10 20 >20 Σύνολο 

8,00 4,97 1,4 2,2 3,0 4,1 6,2 11,8 25,5 74,4 99,9 

4,97 4,11 2,0 2,8 3,5 4,5 6,4 11,7 26,1 73,7 99,8 

4,11 3,65 2,3 3,7 5,0 6,5 9,6 17,6 36,0 63,7 99,7 

3,65 3,34 1,6 3,1 5,2 7,5 12,4 24,3 46,1 53,5 99,7 

3,34 3,12 3,8 6,8 10,4 14,3 22,0 37,5 61,5 38,1 99,6 

3,12 2,94 7,5 12,5 17,7 22,5 31,6 49,7 72,8 26,8 99,6 

2,94 2,80 9,7 16,9 24,2 30,7 41,5 61,3 82,9 16,6 99,4 

2,80 2,69 11,5 20,6 29,7 36,9 49,7 70,4 89,2 10,2 99,4 

2,69 2,59 13,0 24,7 35,4 44,5 58,0 77,3 91,9 7,5 99,3 

2,59 2,50 14,5 27,9 4,06 50,7 64,5 82,9 94,8 4,5 99,2 

Σύνολο 6,7 12,1 17,4 22,2 30,1 44,3 62,6 37,0 99,6 

Η πληρότητα των δεδοµένων (πίνακας 3-5) είναι παραπάνω από ικανοποιητική αφού σε 

όλους τους φλοιούς ανάκλασης η πληρότητα είναι πάνω από 99%. 

Πίνακας 3-6 Πίνακας στατιστικών για την ορθότητα του πλέγµατος που επιλέχθηκε 

Φλοιός  Μέση Μέσο Κανον Γραµµικό Τετράγωνο 

Χαµηλό όριο Υψηλό όριο I (ένταση) Σφάλµα stat. Χ2 R-fac R-fac 

8.00 4.97 7008.7 224.5 110.9 1.041 0.037 0.043 

4.97 4.11 10815.3 386.0 155.8 1.030 0.039 0.050 

4.11 3.65 8554.7 314.1 162.2 1.097 0.048 0.065 

3.65 3.34 5825.8 219.4 162.9 1.172 0.057 0.056 

3.34 3.12 3750.5 187.5 156.2 1.079 0.078 0.093 

3.12 2.94 2450.6 163.8 146.2 1.022 0.104 0.102 

2.94 2.80 1579.0 147.2 137.9 0.963 0.144 0.124 

2.80 2.69 1103.0 138.8 133.3 0.916 0.190 0.165 
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Φλοιός  Μέση Μέσο Κανον Γραµµικό Τετράγωνο 

Χαµηλό όριο Υψηλό όριο I (ένταση) Σφάλµα stat. Χ2 R-fac R-fac 

2.69 2.59 821.3 134.4 132.3 0.891 0.241 0.204 

2.59 2.50 644.4 134.0 132.6 0.838 0.291 0.246 

Σύνολο 4274.2 205.3 143.0 1.006 0.065 0.061 

Στον πίνακα 3-6 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά στατιστικά στοιχεία για το σύνολο 

των δεδοµένων. Ιδιαίτερη σηµασία πρέπει να δοθεί στην στήλη χ2 η της οποίας οι τιµές 

πρέπει να πλησιάζουν το 1.00 καθώς και στις δύο τελευταίες στήλες που παρουσιάζουν 

την µεταβολή του συντελεστή αξιοπιστίας ως συνάρτηση του φλοιού ανάκλασης. Η 

τελική τιµή του R είναι 0.065 ή 6.5%. 

Η µετατροπή των µετρηθέντων εντάσεων σε παράγοντες δοµής έγινε µε την µέθοδο 

Wilson. Παρακάτω φαίνεται το διάγραµµα Wilson για τα δεδοµένα του αποενζύµου της 

CATI. 

 

Eικόνα 3- 9 ∆ιάγραµµα Wilson για τα δεδοµένα του αποενζύµου 

Η τιµή του συνολικού συντελεστή κλιµάκωσης (scale factor) είναι 20.92 και η τιµή του 

µέσου παράγοντα θερµοκρασίας είναι 58.086. Συνολικά τα δεδοµένα που µετρήθηκαν 

έχουν 114785 ανακλάσεις µε διακριτικό όριο από 8.44 -2.5 Α.  
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3.3.4 Συλλογή δεδοµένων από κρυστάλλους του συµπλόκου της 
CAT I µε φουσιδικό οξύ. 

Η διαδικασία συλλογής δεδοµένων από κρυστάλλους του συµπλόκου µε το φουσιδικό 

οξύ ουσιαστικά είναι ίδια µε την προαναφερθείσα. Ο κρύσταλλος που χρησιµοποιήθηκε 

είχε προκύψει από τις ίδιες συνθήκες κρυστάλλωσης µε την προσθήκη 1mM διαλύµατος 

φουσιδικού νατρίου. Η απόσταση του ανιχνευτή από τον κρύσταλλο είναι 200mm. Ο 

κρύσταλλος περιστράφηκε κατά 1800 και εικόνες συλλέχθηκαν στρέφοντας 0.50 κάθε 

φορά. 

Στην εικόνα 3-10 φαίνεται το πρότυπο περίθλασης του κρυστάλλου της CATI µε το 

φουσιδικό οξύ. Η δεικτοδότηση των δεδοµένων έγινε µε το πακέτο MOSFLM διότι το 

95% των µετρηµένων ανακλάσεων είναι µερικώς καταγεγραµµένες (partial reflections) 

και υπό αυτές τις συνθήκες το παραπάνω λογισµικό δίδει καλύτερα δεδοµένα για την 

ολοκλήρωση των εντάσεων. Από την δεικτοδότηση των ανακλάσεων προκύπτει ότι ο 

κρύσταλλος ανήκει στην οµάδα συµµετρίας P21 µε παραµέτρους στοιχειώδους κυψελίδας 

a=115.35 Å, b=129.19 Å, c=118.07 Å, α=90.00 0 ,β=108.29 0, γ=90.00 0 δηλαδή είναι 

ισόµορφος µε τον κρύσταλλο του άποενζύµου. Η επεξεργασία των δεδοµένων και ο 

υπολογισµός των παραγόντων δοµής έγινε µε το πρόγραµµα SCALA. 
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Eικόνα 3- 10 ∆ιάγραµµα περίθλασης από κρυστάλλους του συµπλόκου της CATI µε το 
φουσιδικό νάτριο. Η περιφέρεια του ανιχνευτή αντιστοιχεί σε διακριτικότητα 2.1 Å 

Στους πίνακες 3-7 και 3-8 παρουσιάζονται κάποια στατιστικά στοιχεία για τα δεδοµένα 

του κρυστάλλου. 

Πίνακας 3-7 Στατιστικοί παράγοντες ανά φλοιό διακριτικότητας 

 Φλοιός Rfrac Rcum Av_I Sigma I/sigma Αριθµόςανακλάσεων 

1 6,7 0,032 0,032 8595 740,3 11,6 5851 

2 4,74 0,029 0,03 7596 386,1 19,7 10826 

3 3,87 0,034 0,032 9980 545,9 18,3 13962 

4 3,35 0,047 0,036 6238 450,6 13,8 16494 

5 3 0,064 0,04 3332 319,6 10,4 18661 

6 2,74 0,092 0,044 1752 228,8 7,7 20607 

7 5,53 0,122 0,048 1154 193 6 22335 

8 2,37 0,161 0,052 839 201,3 4,2 23654 

9 2,23 0,204 0,056 655 183,7 3,6 24339 

10 2,12 0,234 0,059 566 182,2 3,1 16896 

Σύνολο  0,059 0,059 3228 329,5 9,8 173625 
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Πίνακας 3-8 Πληρότητα και πολλαπλότητα δεδοµένων ανά φλοιό διακριτικότητας 

N Φλοιός 
Αριθµός 

ανακλάσεων 
%πληρότητα 

Αθροιστική 

%πληρότητα 
Πολλαπλότητα Rsym 

1 6,7 6006 99,5 99,5 3,4 0,032 

2 4,74 10885 100 99,8 3,7 0,029 

3 3,87 13995 100 99,9 3,7 0,034 

4 3,35 16527 100 99,9 3,7 0,047 

5 3 18697 100 100 3,7 0,064 

6 2,74 20644 100 100 3,7 0,092 

7 5,53 22459 100 100 3,6 0,122 

8 2,37 24074 99,9 100 3,5 0,161 

9 2,23 25486 99,4 99,9 3,3 0,204 

10 2,12 23372 86,5 97,9 2,5 0,234 

Σύνολο  182115 97,9 97,9 3,5 0,059 

 

 Από τους πίνακες είναι εµφανής η ποιότητα των δεδοµένων αφού αυτά µπορούν να 

συνδυαστούν ικανοποιητικά σε όλους τους φλοιούς ανάκλασης . Ο συνολικός αριθµός 

ανακλάσεων µετά την µετατροπή των εντάσεων σε παράγοντες δοµής είναι 185890. Ο 

συνολικός θερµοκρασιακός παράγοντας είναι B = 28.587 και ο συντελεστής κλιµάκωσης 

69.64368. Στην εικ. 3-11 φαίνεται το διάγραµµα Wilson για τα δεδοµένα. 

 

Eικόνα 3- 11 ∆ιάγραµµα Wilson για τα δεδοµένα του συµπλόκου της CATI µε το φουσιδικό 
νάτριο 
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3.3.5 Περιεκτικότητα σε διαλύτη και τα περιεχόµενα της ασύµµετρης 
µονάδας 

Στους παρακάτω πίνακες παρουσιάζονται οι αναλύσεις των δεδοµένων για το αποένζυµο 

της CATI και για το σύµπλοκο µε το φουσιδικό οξύ σε σχέση µε την περιεκτικότητα των 

κρυστάλλων σε διαλύτη και των αριθµό των µοριών στην ασύµµετρη µονάδα (Matthews 

1968). Για την περίπτωση της CATI χρησιµοποιήθηκε µοριακό βάρος 80Κd αφού η 

πρωτεΐνη αυτή είναι πάντα στην µορφή του τριµερούς. 

Πίνακας 3-9 Ανάλυση του ποσοστού διαλύτη και των περιεχοµένων της ασύµµετρης µονάδας 

για τους κρυστάλλους του αποενζύµου 

Αποένζυµο 

Ογκος στοιχειώδους κυψελίδας:    1670717 Å 3 

Ν µόρια /ασύµµετρη 

µονάδα 

Συντελεστής Mawthews 

VM(A3/Dalton 

% περιεκτικότητα σε 

διαλύτη 

1 10,4 88,1 

2 5,2 76,3 

3 3,5 64,4 

4 2,6 52,5

5 2,1 40,6 

6 1,7 28,8 

7 1,5 16,9 

8 1,3 5,0 

 

 

Πίνακας 3-10 Ανάλυση του ποσοστού του διαλύτης και των περιεχοµένων της ασύµµετρης 
µονάδας για τους κρυστάλλους του συµπλόκου 

Σύµπλοκο 

Ογκος στοιχειώδους κυψελίδας:    1680683 Å3 

Ν µόρια /ασύµµετρη 

µονάδα 

Συντελεστής Mawthews 

VM(A3/Dalton 

% περιεκτικότητα σε 

διαλύτη 

1 10.5 88.2 

2 5.3 76.4 

3 3.5 64.6 

4 2.6 52.8

5 2.1 41.0 

6 1.8 29.2 

7 1.5 17.4 

8 1.3 5.6 

   

Από τους πίνακες 3-9 και 3-10 είναι σαφές ότι οι δύο κρύσταλλοι είναι ισόµορφοι αφού η 

διαφορά τους είναι λιγότερο από 1% και έχουν 4 τριµερή της CATI στην ασύµµετρη 
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µονάδα. Από αυτό το στάδιο φάνηκε ότι η επίλυση της δοµής της CATI δεν θα ήταν µια 

απλή υπόθεση.Τα συγκεντρωτικά στοιχεία για τα δύο σετ δεδοµένων παρουσιάζονται 

στον πίνακα 3-11. 

Πίνακας 3-11 Συγκεντρωτικός πίνακας για την συλλογή δεδοµένων 

 Αποένζυµο CATI 
Σύµπλοκο CATI �

φουσιδικό οξύ 

Οµάδα συµµετρίας P21 P21 

a(Α) 115.73 115.35 

b(Α) 129.70 129.19 

c(Α) 117.98 118.07 

α(0) 90.00 90.00 

β(0) 108.38 108.29 

Παράµετροι στοιχειώδους κυψελίδας 

γ(0) 90.00 90.00 

Περιεχόµενο σε διαλύτη 
~55.7 % (Vm= 2.8 A3/dalton) 4 τριµερή 

/ασύµµετρη µονάδα 

~52.5 % (Vm= 2.6 

A3/dalton) 4 τριµερή 

/ασύµµετρη µονάδα 

Τρόπος συλλογής δεδοµένων Σταθερό µήκος κύµατος Σταθερό µήκος κύµατος 

Πηγή X11 EMBL / DESY X11 EMBL / DESY 

Μήκος κύµατος (A) 0.81 0.81 

∆ιακριτικό όριο (A) 10 � 2.5 7 � 2.12 

Σύνολο ανακλάσεων 375317 1833386 

Μοναδικές ανακλάσεις 114785 182115 

Ολοκλήρωση των εντάσεων DENZO MOSFLM 

Αναγωγή των δεδοµένων σε κοινή κλίµακα SCALEPACK SCALA 

Πληρότητα δεδοµένων (%) 99.60% 97.9% 

Rsym (Σύνολο/υψηλότερος φλοιός 

ανάκλασης) 
0.061/0.246 0.059/0.234 

3.3.6 Η συνάρτηση αυτοπεριστροφής (Self rotation function)  
Είναι γνωστό ότι η συνάρτηση αυτοπεριστροφής Patterson (self rotation) µπορεί να 

αποκαλύψει τις υπάρχουσες σχέσεις συµµετρίας µεταξύ των µορίων που βρίσκονται στην 

ασύµµετρη µονάδα ακόµα και αν δεν υπάρχει διαθέσιµη πληροφορία για τις φάσεις. Αυτό 

οφείλεται στο γεγονός ότι η συνάρτηση Patterson είναι µια εσωτερική ιδιότητα των 

δεδοµένων και αναλύει ουσιαστικά την σχετική απόσταση µεταξύ των ατόµων χωρίς να 

ενδιαφέρεται για τις απόλυτες τιµές των συντεταγµένων του που είναι άγνωστες. Στην 

εικόνα 3-12 παρουσίαζονται η γραφικές αναπαραστάσεις της συνάρτησης για τα δύο σετ 

δεδοµένων. Η ακτίνα ολοκλήρωσης είναι 20Å και το εύρος διακριτικότητας από 8.0-5.0Å 
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Eικόνα 3- 12 Γραφική αναπαράσταση του χάρτη Patterson για την συνάρτηση αυτοπεριστροφής 
των δεδοµένων. Η έντονες κορυφές στην τοµή των 1800 που παρουσιάζεται εδώ είναι 
ενδεικτικές για την ύπαρξη µης κρυσταλλογραφικής συµµετρίας 

3.4 Εύρεση των φάσεων για την δοµή της CAT I  
Αν και έγιναν εκτεταµένες προσπάθειες παρασκευής ισόµορφων κρυστάλλων µε βαρέα 

µέταλλα εντούτοις τα αποτελέσµατα ήταν ατυχή είτε διότι οι κρύσταλλοι δεν ήταν 

ισόµορφοι, είτε διότι η προσθήκη του µετάλλου είχε σαν αποτέλεσµα την χειροτέρευση 

της περίθλασης από τον κρύσταλλο. Από όλα τα παράγωγα που δοκιµάστηκαν µόνο 

εκείνο που παρασκευάζεται µε προσθήκη 0.5mM ΗgCl2 είναι ισόµορφο αλλά ο βαθµός 

υποκατάστασης του ήταν πολύ χαµηλός µε αποτέλεσµα να µην µπορεί να συνεισφέρει 

στο υπολογισµό φάσεων για την πρωτεΐνη. Έτσι εφόσον υπήρχε ήδη γνωστή η δοµή της 

CATIII χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της µοριακής αντικατάστασης για τον υπολογισµό 

φάσεων της CATI από το ήδη γνωστό µοντέλο της CATIII. Κάτι τέτοιο είναι εφικτό αφού 

όλη η οµάδα των προκαρυωτικών ακετυλοτρανσφερασών της χλωραµφενικόλης έχει 

εκτεταµένη οµολογία σε επίπεδο πρωτοταγούς δοµής. Στην εικόνα 3-13 παρουσιάζονται 

τα αποτελέσµατα πολλαπλής στοίχισης µεταξύ διαφόρων ακετυλοτρανσφερασών. 
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Eικόνα 3- 13 Στοίχιση των πρωτοταγών δοµών των ακετυλοτρανσφερασών από S. aureus, E. 
coli και Clesbiella 

Οι αλληλουχίες προέρχονται από την E.coli (cat_ecoli:CATI, cat2_ecoli:CATII,cat3_ecoli: 

CATIII) και από το S. aureus. Είναι φανερή η εκτεταµένη οµολογία µεταξύ των διαφόρων 

τύπων της CAT και η συντήρηση των καταλοίπων που συµµετέχουν στο σχηµατισµό του 

ενεργού κέντρου. 

3.4.1 Προετοιµασία του αρχικού µοντέλου για την εφαρµογή της 
µοριακής αντικατάστασης 

Η ήδη γνωστή δοµή της CATIII είναι λυµένη στην οµάδα συµµετρίας R32 που αντιστοιχεί 

στο ροµβοεδρικό σύστηµα. Αυτό σήµαινει ότι υπάρχει ένα µονοµερές στην ασύµµετρη 

µονάδα και άλλωστε το µονοµερές αυτό είναι και όλη η δοµική πληροφορία που υπάρχει 

στην βάση δεδοµένων (PDB). Έτσι σε ένα πρώτο στάδιο έπρεπε να µετατρέψουµε το 

κατατεθειµένο µονοµερές σε πλήρες τριµερές. Αυτό γίνεται µε την εφαρµογή πινάκων 

περιστροφής.  
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Eικόνα 3- 14 Το µοντέλο της CATIII που χρησιµοποιήθηκε στην µοριακή αντικατάσταση µέσα 
στη στοιχειώδη κυψελίδα 

  

Εξαιτίας του µεγάλου βαθµού οµολογίας µεταξύ της CATI και της CATIII αποφασίστηκε να 

χρησιµοποιήσουµε το µοντέλο χωρίς καµία αλλαγή, δηλαδή αποκοπή των πλευρικών 

οµάδων που δεν είναι ίδιες και µετατροπή τους σε αλανίνες το οποίο είναι συνήθης 

πρακτική, διατηρώντας πάντα την δυνατότητα να επαναλάβουµε τα στάδια αυτά αν η 

επακόλουθη διαδικασία δεν ήταν επιτυχής. 

3.4.2 Η µοριακή αντικατάσταση 
Η µεθοδολογία για την εκτέλεση αυτού του βήµατος έχει περιγραφεί και δεν θα 

αναφερθεί εδώ. Σε αυτό το τµήµα θα αναφέρουµε τα αποτελέσµατα της µεθόδου στα 

διάφορα στάδια. Όπως έχει ήδη αναφερθεί παραπάνω από την ανάλυση των 

κρυσταλλογραφικών δεδοµένων έγινε εξαρχής φανερό ότι αναµέναµε την ύπαρξη 4 

τριµερών στην ασύµµετρη µονάδα της CATI. Αυτό σήµαινε ότι µέσα στην ασύµµετρη 
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µονάδα υπάρχουν 2628 αµινοξικά κατάλοιπα κατανεµηµένα σε 12 αλυσίδες τα οποία 

έπρεπε να τοποθετηθούν στους χάρτες ηλεκτρονικής πυκνότητας. Ακόµα και αν η 

µέθοδος της µοριακής αντικατάστασης αποδεικνύονταν επιτυχής ο όγκος της εργασίας 

που έπρεπε να γίνει ήταν τεράστιος. Το κύριο όµως πρόβληµα δεν ήταν αυτό. Η ύπαρξη 

τόσων πολλών αντιγράφων στην ασύµµετρη µονάδα ενδεχοµένως να δηµιουργούσε 

πρόβληµα στα λογισµικά πακέτα που θα χρησιµοποιούσαµε. Έπρεπε να προχωρήσουµε 

µε σύνεση.  

3.4.3 Η συνάρτηση περιστροφής του AMORE (Cross rotation 
function) 

Η εφαρµογή της συνάρτησης περιστροφής έδωσε µία σειρά από λύσεις οι οποίες 

φαίνονται στο πίνακα που ακολουθεί. Παρατίθενται οι γωνίες του Euler (α,β,γ) και ο 

συντελεστής συσχέτισης (cc_f) 

 

Πίνακας 3-12 Οι λύσεις της συνάρτησης περιστροφής 

α(0) β(0) γ(0) CC_F 

353.60 82.81 320.32 25.1 

353.52 82.78 200.33 24.9 

353.57 82.85 80.30 24.9 

41.56 63.79 4.87 14.4 

41.41 63.71 244.78 14.1 

41.36 63.62 124.89 14.0 

183.50 90.00 138.50 11.7 

183.50 90.00 258.50 11.6 

183.50 90.00 18.50 11.4 

53.50 67.86 121.06 8.5 

34.72 57.98 306.01 8.2 

34.63 57.93 66.05 8.1 

125.16 72.47 208.35 8.1 

34.70 58.09 186.09 8.0 
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Eικόνα 3- 15 Η σύµβαση που ακολουθείται για τις γωνίες του Euler. Στο σχήµα οι γωνίες 
συµβολίζονται µε φ,θ και ψ. Η γωνία φ περιστρέφει γύρω από τον άζονα Ζ, η θ γύρω από τον 
νέο Υ και η ψ γύρω από τον νέο Ζ. 

Πρέπει εδώ να τονιστεί ότι οποιαδήποτε από αυτές τις λύσεις µπορεί να οδηγήσει σε 

σωστή τοποθέτηση του µοντέλου, όπως επίσης και ότι µερικές από αυτές τις λύσεις να 

είναι ισοδύναµες µεταξύ του όσον αφορά τις τρεις γωνίες περιστροφής. Το σύνολο 

αυτών των λύσεων τροφοδοτήθηκε στην συνάρτηση µετάθεσης. 

 

3.4.4 Η συνάρτηση µετάθεσης ( Cross translation function) 
Όπως αναφέρθηκε παραπάνω ήταν αναµενόµενα 4 τριµερή στην ασύµµετρη µονάδα. 

Αρα έπρεπε να βρεθούν 4 συνδυασµοί των παραπάνω λύσεων µαζί µε 4 διανύσµατα 

Τ(x,y,z)που οι οποίοι θα αντιστοιχούσαν ουσιαστικά στο πόσο πρέπει να στραφεί το 

αρχικό µοντέλο και µετά πόσο πρέπει να µετακινηθεί µέσα στην κυψελίδα για να πάρει 

την πραγµατική θέση που υπαγορεύεται από τα πειραµατικά δεδοµένο. Αυτό έπρεπε να 

επαναληφθεί 4 φορές και µε τέτοιο τρόπο ώστε θέσεις (δηλαδή συνδυασµοί γωνιών και 

ανυσµάτων µετάθεσης ) οι οποίες έχουν ήδη οδηγήσει σε µία σωστή λύση να µην 

επανεξετάζονται. Αυτό τουλάχιστον στο παρόν επίπεδο κατασκευής του λογισµικού δεν 

είναι εφικτό σε αυτόµατη βάση. Έτσι αναγκαστικά η διαδικασία χωρίστηκε σε βήµατα 

εύρεσης κάθε µιας λύσης ξεχωριστά. Η επιλογή των σωστών λύσεων βασίζεται σε δύο 

κριτήρια: 

! Η αξιοπιστία της δεύτερής λύσης που υπολογίζεται πρέπει να αυξάνεται  

! ο συντελεστής συσχέτισης των λύσεων πρέπει να αυξάνεται. 

Αυτό εξηγείται από το ότι όταν δύο λύσεις είναι σωστές πρέπει να είναι σε θέση να 

εξηγήσουν καλύτερα την ηλεκτρονική πυκνότητα µέσα στην στοιχειώδη κυψελίδα από 

ότι η κάθε µία χωριστά. Ο πίνακας που ακολουθεί περιέχει τις τελικές λύσεις µετά από 

βελτιστοποίηση. 

Πίνακας 3-13 Οι τελικές λύσεις της µοριακής αντικατάστασης 
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 α(0) β(0) γ(0) Tx Ty Tz CC_F R 

1 354.88 83.25 319.30 0.0792 -0.0003 0.0095 46.1 46.4 

2 351.75 83.91 321.64 0.5753 0.0349 0.5041 46.1 46.4 

3 41.85 63.68 4.16 0.0082 0.2166 0.5414 46.1 46.4 

4 55.59 70.14 120.17 0.4789 0.2514 0.0237 46.1 46.4 

 

Στον πίνακα 3-13 τα διανύσµατα Τx Ty Tz αντιπροσωπεύουν κλασµατικές µεταθέσεις . 

Το επόµενο βήµα είναι να στρέψουµε το αρχικό µοντέλο 4 φορές και να το µεταθέσουµε 

σύµφωνα µε το πίνακα και να συνδυάσουµε τα 4 µοντέλα σε ένα αρχείο συντεταγµένων 

για να συνεχίσουµε στο επόµενο στάδιο. Στο επόµενο σχήµα φαίνονται όλα τα µόρια 

µέσα στην στοιχειώδη κυψελίδα όπως προκύπτουν από την εφαρµογή των λύσεων της 

µοριακής αντικατάστασης. 

 

Eικόνα 3- 16 Το µοντέλο που προκύπτει από την εφαρµογή των λύσεων και η τοποθέτηση του 
µέσα στην µονοκλινή κυψελίδας 
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3.4.5 Πρώτοι χάρτες ηλεκτρονικής πυκνότητας 
Επειδή οι τελικές λύσεις της µοριακής αντικατάστασης υφίστανται βελτιστοποίηση από 

το AMORE µε την µέθοδο rigid body, το αρχικό µοντέλο χρησιµοποιήθηκε κατευθείαν για 

βελτιστοποίηση µε το πρόγραµµα REFMAC5 αφού δόθηκε µια αρχική τιµή στους 

παράγοντες θερµοκρασίας (Β=20 Å2). Μετά από 30 κύκλους βελτιστοποίησης προέκυψαν 

χάρτες ηλεκτρονικής πυκνότητας 2m|F0|-D|Fc| και |F0|-|Fc|, από τους οποίους έγινε 

αµέσως φανερό ότι οι λύσεις που είχαν βρεθεί ήταν σωστές και οι χάρτες µπορούσαν να 

υποδείξουν τις λανθασµένες περιοχές του µοντέλου και να βοηθήσουν στην αλλαγή των 

αµινοξέων για την κατασκευή του µοριακού µοντέλου της CATI. Μετά από τους πρώτους 

κύκλους βελτιστοποίησης ο συντελεστής αξιοπιστιάς του µοντέλου είχε την τιµή 30.8% 

ενώ ο ελεύθερος συντελεστής αξιοπιστίας είχε την τιµή 40.1% Στην εικόνα 3-17 

φαίνονται τέσσερα παραδείγµατα περιοχών οι οποίες είναι άµεσα ερµηνεύσιµες βάση του 

χάρτη. 
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Eικόνα 3- 17 Υπέρθεση του αρχικού (κίτρινο χρώµα) και του τελικού µοντέλου (λευκό χρώµα) 
της CATI. Ο χάρτης 2m|Fo|-D|Fc| sigma(a) φαίνεται µπλέ σε ισουψείς των 1.0σ πάνω από τον 
µέσο όρο. Ο χάρτης |Fo|-|Fc| είναι σε ισουψείς των+3.0σ (πράσινο) και των -3.0σ (κόκκινο). 
A) Η πλευρική οµάδα της φαινυλαλανίνης στο αρχικό µοντέλο καλύπτεται από αρνητική 
πυκνότητα. Η βαλίνη στο τελικό µοντέλο ταιριάζει απόλυτα στο χάρτη. Β) Η αλανίνη στο αρχικό 
µοντέλο δεν µπορεί να εξηγήσει τη θετική πυκνότητα στο χάρτη. Γ) Η θρεονίνη στο τελικό 
µοντέλο ταιράζει καλύτερα στο χάρτη από ότι η γλυκίνη. ∆) Η πλευρική οµάδα της 
φαινυλαλανίνης είναι έξω από την πυκνότητα την οποία ερµηνεύει καλύτερα η αλανίνη 

Το πρώτο αυτό στάδιο βελτιστοποίησης είναι πολύ σηµαντικό αφού σε αυτό έχουµε 

δραµατική πτώση του συντελεστή αξιοπιστίας πράγµα που επιβεβαιώνει την ορθότητα 

των λύσεων. Στο ακόλουθο διάγραµµα φαίνεται η µεταβολή του R και του Rfree σαν 

συνάρτηση του κύκλου βελτιστοποίησης. 
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Eικόνα 3- 18 Οι πρώτοι 30 κύκλοι βελτιστοποίησης του µοντέλου 

3.4.6 Πορεία της διαδικασίας βελτιστοποίησης. 
Κατά την διαδικασία βελτιστοποιήσεις ακολουθήθηκαν συγκεκριµένα βήµατα:  

Αρχικά όλες οι υποµονάδες όλων των τριµερών θεωρούνται περιορισµένες και όποιες 

αλλαγές εφαρµόζονται σε µία αλυσίδα εφαρµόζονται σε όλες. Για να γίνει αυτό µία 

αλυσίδα φορτώνεται στο πρόγραµµα γραφικών µαζί µε το χάρτη ηλεκτρονικής 

πυκνότητας και όπου απαιτείται γίνονται αλλαγές. Στην συνέχεια µε βάση τους πίνακες 

περιστροφής οι οποίοι κωδικοποιούν τις στροφικές και µεταθετικές σχέσεις των αλυσίδων 

στην ασύµµετρη µονάδα, παράγονται και οι υπόλοιπες αλυσίδες. Οι συντεταγµένες 

τοποθετούνται σε αρχείο και ακολουθούν κύκλοι βελτιστοποίησης και η διαδικασία 

επαναλαµβάνεται. Σε δεύτερο στάδιο και εφόσον η παραπάνω διαδικασία έχει οδηγήσει 

σε µοντέλο µε ικανοποιητική γεωµετρία και µε συντελεστή αξιοπιστίας ο οποίος δεν 

µεταβάλλεται παραπέρα, τα κριτήρια περιορισµού των αλυσίδων χαλαρώνονται σε 

επίπεδο τριµερούς, έτσι ώστε κάθε τριµερές να θεωρείται ανεξάρτητα µεταβαλλόµενο σε 
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σχέση µε τα υπόλοιπα τριµερή. Οι συντεταγµένες τοποθετούνται σε αρχείο και 

ακολουθούν κύκλοι βελτιστοποίησης και η διαδικασία επαναλαµβάνεται. 

Όταν και το προηγούµενο στάδιο έχει οδηγήσει σε σταθερό µοντέλο όλες οι αλυσίδες 

θεωρούνται ανεξάρτητες και βελτιστοποιούνται ανάλογα. 

Σε ένα επόµενο στάδιο ακολουθεί ισοτροπική βελτιστοποίηση των παραγόντων 

θερµοκρασίας των ατόµων του µοντέλου (B factor), πράγµα το οποίο σηµαίνει ότι τα 

άτοµα του µοντέλου θεωρούνται ότι εκτελούν ισοπίθανη ταλάντωση σε όλες τις 

διαστάσεις (x,y,z) η οποία και τελικά εκφράζεται σαν ισοτροπικός παράγων θερµοκρασία 

Αφού και η παραπάνω διαδικασία έχει ολοκληρωθεί άτοµα νερού προστίθονται για να 

εξηγήσουν ηλεκτρονική πυκνότητα µε βάση γεωµετρικά κριτήρια (απόσταση από άτοµα 

της πρωτεΐνης και ικανότητα σχηµατισµού δεσµών υδρογόνου µε αποδεκτή γεωµετρία).  

Επιπλέον στην περίπτωση της δοµής του συµπλόκου της CATI µε το φουσιδικό οξύ το 

µοντέλο του αναστολέα τοποθετήθηκε στο ενεργό κέντρο του µορίου. 
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Eικόνα 3- 19 Συνολική πορεία των συντελεστών αξιοπιστίας R και Rfree σε µακρόκυκλους 
βελτιστοποίησης. Κάθε µακρόκυκλος περιέχει 30 κύκλους βελτιστοποίησης και επιθεώρηση του 
µοντέλου 

Στην εικόνα 3-19 απεικονίζεται η µεταβολή του συντελεστής αξιοπιστίας ως συνάρτηση 

των µακρόκυκλων βελτιστοποίησης. Κάθε µακρόκυκλος περιλαµβάνει χειροποίητη 

µεταβολή του µοντέλου µε βάση τους χάρτες ηλεκτρονικής πυκνότητας και ακολουθεί 

βελτιστοποίηση µέσω του Refmac5. Το αποτέλεσµα αυτού του σταδίου χρησιµεύει σαν 

είσοδος στο επόµενο στάδιο. 

 

3.4.7 Προσδιορισµός της δοµής του συµπλόκου της CAT I µε το 
φουσιδικό οξύ 

Για την εύρεση των φάσεων του σύµπλοκου της CATI µε το αναστολέα φουσιδικό οξύ 

χρησιµοποιήθηκε ως αρχικό µοντέλο η ήδη γνωστή δοµή της CATI στην αποενζυµική 

µορφή της αφού πρώτα αφαιρέθηκαν από το µοντέλο τα µόρια νερού. Το µοντέλο αυτό 

χρησιµοποιήθηκε για να κατασκευαστούν συνθέσεις διαφορών 2m|Fo|-d|Fc| και m|Fo|-
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d|Fc| οι οποίες έδειξαν ηλεκτρονική πυκνότητα στο ενεργό κέντρο του µορίου και µας 

οδήγησαν στην τοποθέτηση του µοντέλου του αναστολέα. Στην συνέχεια η πορεία που 

ακολουθήθηκε ήταν ίδια µε παραπάνω. Στο τελευταίο στάδιο και λόγω του υψηλότερου 

διακριτικού ορίου των δεδοµένων του σύµπλοκου έγινε προσθήκη µορίων νερού µε το 

λογισµικό ARP. Στο διάγραµµα 3-20 απεικονίζεται η µεταβολή των συντελεστών 

αξιοπιστίας στην πορεία της βελτιστοποίησης.  

 

Eικόνα 3- 20. Πορεία των δεικτών αξιοπιστίας του µοντέλου του συµπλόκου µε το φουσιδικό 
οξύ 

Ο πίνακας 3-14 συνοψίζει τα στατιστικά στοιχεία για το µοντέλο του συµπλόκου. 

Πίνακας 3-14 Συνοπτικός πίνακας των στοιχείων βελτιστοποίησης του µοντέλου 

Περιορισµός Παράµετροι Απόκλιση σε τιµές (σ) Μέσο (σ) 

Μήκη δεσµών 22441 0.036 0.021 

Γωνίες δεσµών 30570 2.964 1.920 

∆ίεδρες γωνίες 2551 8.016 5.000 

Ασύµµετρα κέντρα 3179 0.364 0.200 

Επίπεδες οµάδες 17664 0.010 0.020 

Απωστικές δυνάµεις Van 

der Walls 
10513 0.254 0.200 

Γωνίες Van der Walls 15040 0.334 0.200 

Υδρογονοδεσµοί 1107 0.185 0.200 

Μεταλλικά ιόντα 2 0.154 0.200 

Εύρος διακριτικότητας 8.703-2.180 

Αριθµός ανακλάσεων 161964 
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% παρατηρηθείσες 

ανακλάσεις 
99.7363 

% ελεύθερων ανακλάσεων 5.0438 

Κρυσταλλογραφικός R 0.1915 

Ελεύθερος R 0.2633 

Συνολικός συντελεστής 

συσχέτισης 
0.9480 

Ελεύθερος συντελεστής 

συσχέτισης 
0.9043 

Εκτίµηση λάθους 

συντεταγµένων 

(κατά Cruickshank ) 

0.2352 

FOM 0.8163 

 

3.5 Ανάλυση της ποιότητας του µοντέλου της CAT I 
Προκειµένου να εκτιµηθεί η ποιότητα και η ορθότητα της δοµής ενός πρωτεϊνικού 

µοντέλου το οποίο έχει προσδιορισθεί µέσω κρυσταλλογραφικής ανάλυσης είναι 

απαραίτητη η παρακολούθηση κάποιων παραµέτρων οι οποίες εκφράζουν την πιστότητα 

της δοµής και την διαδικασία προς την σωστή κατεύθυνση. Εκτός από την χρήση των 

συντελεστών αξιοπιστίας δηλαδή του κρυσταλλογραφικού R και του ελεύθερου Rfree 

(Brunger 1992), µερικοί ακόµα παράγοντες οι οποίοι δίδουν λεπτοµέρειες για την 

ποιότητα της δοµής είναι οι δίεδρες γωνίες στροφής (φ,ψ) της κύριας αλυσίδας, οι 

αποστάσεις των ατόµων που συµµετέχουν στο σχηµατισµό οµοιοπολικών και µη 

οµοιοπολικών δεσµών καθώς και οι θερµοκρασιακοί παράγοντες οι οποίοι δίδουν την 

πληροφορία για την κινητικότητα του µορίου γενικά αλλά και για την κινητικότητα 

συγκεκριµένων περιοχών. Οι παράγοντες θερµοκρασίας πέρα από την ποιότητα του 

µοντέλου δίνουν πληροφορίες και για εγγενείς ιδιότητες του µορίου οι οποίες και 

σχετίζονται µε την λειτουργία του. Παρακάτω παρατίθενται στοιχεία που αφορούν την 

ποιότητα του µοντέλου της CATI τόσο στην αποενζύµική µορφή της όσο και σε 

σύµπλοκο µε τον αναστολέα φουσιδικό οξύ. 

3.5.1 Αποένζυµο της CAT I 
Στο σχήµα 3-21 παρουσιάζονται τα διαγράµµατα φ-ψ γωνιών (Ramachadran plots) για 

τα τέσσερα τριµερή που υπάρχουν στην ασύµµετρη µονάδα, του τελικού µοντέλου της 

CATI. 
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Eικόνα 3- 21 ∆ιαγράµµατα Ramachadran για τα τέσσερα τριµερή µέσα στην ασύµµετρη µονάδα 

Από τα παραπάνω διαγράµµατα είναι εµφανές ότι παρόλο τον µεγάλο αριθµό ατόµων 

που υπάρχουν στο µοντέλο κανένα κατάλοιπο δεν εµφανίζεται σε µη επιτρεπτές περιοχές 

του διαγράµµατος Ramachadran. Τα κατάλοιπα που συµβολίζονται µε κόκκινο στα 

παραπάνω διαγράµµατα βρίσκονται σε τιµές φ-ψ γωνιών οι οποίες θεωρούνται 

αποδεκτές αν και έξω από τις προβλεπόµενες (γενναιόδωρη περιοχή του διαγράµµατος). 

3.5.2 Σύµπλοκο της CAT I µε τον αναστολέα 
Το µοντέλο της CATI µε το φουσιδικό οξύ είναι υπολογισµένο σε υψηλότερη 

διακριτικότητα µε αποτέλεσµα όλα τα στατιστικά να έχουν ελαφρώς καλύτερες τιµές.Στο 

σχήµα 3-22 παρατίθενται τα διαγράµµατα φ-ψ για τα τριµερή  
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Eικόνα 3- 22 ∆ιάγραµµα Ramachadran για τα τέσσερα τριµερή της συµπλόκου δοµής 

 

3.5.3 Ανάλυση των παραγόντων θερµοκρασίας Β 
Μια πρώτη µατιά στην κατανοµή των παραγόντων θερµοκρασίας φανερώνει ότι η CATI είναι 

ένα σχετικά σταθερό µόριο χωρίς ακραίες τιµές στους παράγοντες θερµοκρασίας εκτός από 

ελάχιστες εξαιρέσεις. Από την µελέτη της κατανοµής των θερµοκρασιακών παραγόντων 

συµπεραίνονται τα ακόλουθα: 

! Τα τέσσερα τριµερή µέσα στην ασύµµετρη µονάδα δεν παρουσιάζουν τον ίδιο βαθµό 

θερµοκρασιακής σταθερότητας, γεγονός το οποίο προκαλείται από το κρυσταλλικό 

περιβάλλον του κάθε τριµερούς.  

! Τα τριµερή εµφανίζουν µια αυστηρή κατανοµή των θερµοκρασιακών παραγόντων 

έτσι ώστε ο εσωτερικός πυρήνας κάθε µορίου να είναι «ψυχρός» δηλαδή σταθερός 

µε περιορισµένη κινητικότητα των ατόµων ενώ µεγαλύτερη ευκαµψία παρατηρείται 

στην επιφάνεια των τριµερών. 
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Ο πίνακας 3-15 συνοψίζει στατιστικά δεδοµένα για τα τριµερή αλλά και για τα µη πρωτεΐνικά 

άτοµα, τόσο της δοµής του αποενζύµου όσο και του συµπλόκου. 

 

Πίνακας 3-15 Ανάλυση των θερµοκρασιακών παρααγόντων ανά τριµερές για το αποένζυµο και 
για το σύµπλοκο µε τον αναστολέα 

Τριµερές Μέσος Β (Å2) σ (Β) (Å2) 
Μέσος Β κύρια 

αλυσίδα (Å2) 

ΜέσοςΒ 

πλευρικές 

αλυσίδες (Å2) 

ABC 

 
38,8 0,5 38,0 39,6 

DEF 

 
45,7 0,6 44,8 46,5 

GHI 

 
42,7 0,5 41,8 43,5 

JKL 

Α
Π
Ο
ΕΝ
ΖΥ
Μ
Ο

 

58,4 0,8 57,7 59,0 

ABC 

 
28,7 0,3 27,4 29,9 

DEF 

 
30,9 0,4 29,6 32,0 

GHI 

 
31,6 0,4 30,4 32,7 

JKL 

ΣΥ
Μ
Π
Λ
Ο
Κ
Ο

 

41,4 0,5 40,3 42,3 

 

Όπως φαίνεται και στον παραπάνω πίνακα καταρχήν η δοµή του συµπλόκου εµφανίζει 

συνολικά χαµηλότερους θερµοκρασιακούς παράγοντες. Αυτό οφείλεται στην υψηλότερη 

διακριτικότητα στην οποία έχει προσδιοριστεί η δοµή και πιθανά στην πρόσδεση του 

αναστολέα αν και δεν έχει παρατηρηθεί καµία µεταβολή στην συνολική δοµή σε σχέση 

µε το αποένζυµο. Ωστόσο και στις δύο δοµές το τριµερές JKL παρουσιάζει σταθερά 

ψηλότερους Β σε σχέση µε τα υπόλοιπα τριµερή πράγµα το οποίο ενδεχοµένως 

οφείλεται στην θέση του µέσα στην ασύµµετρη µονάδα. 
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Στο σχήµα 3-23 φαίνεται η κατανοµή των παραγόντων θερµοκρασίας για το τριµερές 

ABC 

 
Eικόνα 3- 23 Η κατανοµή των θερµοκρασιακών παραγόντων σαν συνάρτηση του αριθµού των 
ατόµων 

 

Από τα παραπάνω γίνεται φανερό άµεσα ότι οι αµινοτελικές και καρβοξυτελικές περιοχές 

του µορίου συγκεντρώνουν τις υψηλότερες τιµές του Β αφού στις περισσότερες δοµές 

είναι εύκαµπτες και δεν µπορούν να τοποθετηθούν σωστά στους χάρτες ηλεκτρονιακής 

πυκνότητας. Ωστόσο στην συγκεκριµένη δοµή εµφανείς εξαιρέσεις αποτελούν οι 
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αλυσίδες B και Ι (δεδοµένα δεν παρατίθενται) στις οποίες λόγω της µη 

κρυσταλλογραφικής συµµετρίας η οποία θα συζητηθεί σε επόµενο κεφάλαιο, είναι 

σταθεροποιηµένες και ορατές στους χάρτες ηλεκτρονικής πυκνότητας. Ωστόσο τα 

υπόλοιπα τµήµατα της δοµής εµφανίζονται µε εξαιρετική ευκρίνεια στους χάρτες 

ηλεκτρονής πυκνότητας. Ακόµα και σε επίπεδο σηµαντικότητας 1.2σ οι χάρτες 

καλύπτουν όλο το µόριο και οι πλευρικές οµάδες βρίσκονται µέσα στην ηλεκτρονική 

πυκνότητα. Αυτό οφείλεται ποιότητα του αρχικού µοντέλου που χρησιµοποιήθηκε αλλά 

κυρίως στην ενίσχυση του σήµατος της περίθλασης από τα πολλά αντίγραφα που 

υπάρχουν µέσα στην ασύµµετρη µονάδα. Τυπική εικόνα των χαρτών ηλεκτρονικής 

πυκνότητας φαίνεται στο σχήµα 3-24. 

 
Εικ 3-24 Τυπική εικόνα ηλεκτρονικής πυκνότητας. Με κυανό χρώµα συµβολίζεται ο χάρτης 
ηλεκτρονικής πυκνότητας 2m|Fo|-D|Fc|sigma(a) που παρουσιάζεται σε ισουψείς των 1.2σ 
πάνω από τον µέσο όρο. A) τα κατάλοιπα 6-16 του µονοµερούς β) µια µικρή στροφή που 
περιλαµβάνει τα κατάλοιπα 105-115 Γ) η επιφανειακή στροφή 137-147 η οποία χρειάστηκε 
ολοκληρωτική ανακατασκευή ∆)τµήµα της τελευταίας α-ελικας α7 

99 



Αποτελέσµατα 
 

 

 

 

Εικ 3-25 Στερεοδιάγραµµα της κεντρική β-πτυχωτής επιφάνειας. Σηµειώνονται οι 
συµµετέχοντες β-κλώνοι. 

3.6 Ανάλυση της δοµής της CATI 

3.6.1 Πρόβλεψη της δευτεροταγούς δοµής της CAT I από την 
πρωτοταγή αλληλουχία της 

 

Η πρόβλεψη της δευτεροταγούς δοµής έγινε µε την βοήθεια του αλγορίθµου SOPM 

(www.expasy.org) .Η πρόβλέψη δίδει µια αναµενόµενη α/β δοµή η οποία φαίνεται στο 

σχήµα 3-24. 
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Eικόνα 3- 24 Η αλληλουχία της CATI και η προβλεφθείσα δευτεροταγής δοµή της 

 

 

Τα ποσοστά για τις διάφορες δευτεροταγείς δοµές φαίνονται στον πίνακα 3-16 

Πίνακας 3-16 Συµβολισµός και ποσοστά των στοιχείων δευτεροταγούς δοµής 

Τύπος δοµής Συµβολισµός Αριθµός αµινοξέων Ποσοστό 
Άλφα έλικα (Hh) 102 46.58% 

Εκτεταµένη δοµή (Ee) 49 22.37% 
Βήτα στροφή (Tt) 30 13.70% 

Τυχαία διαµόρφωση (Cc) 38 17.35% 
 

3.6.2 ∆οµή του µονοµερούς 
Η κρυσταλλογραφικά προσδιορισµένη δοµή της CATI είναι ελαφρά διαφορετική ως 

αναφορά την κατανοµή των στοιχείων της δευτεροταγούς δοµής από ότι προβλέπεται 

µέσω υπολογιστικής ανάλυσης. Το µονοµερές της CATI είναι µια πολυπεπτιδική αλυσίδα 

µήκους 219 αµινοξικών καταλοίπων τα οποία αναδιπλώνονται δηµιουργώντας µια α / β 

µικτή δοµή η οποία αποτελείται από επτά α � έλικες και 11 β-κλώνους. Η εικόνα 3-25 

παρουσιάζει την χωρική διευθέτηση των στοιχείων της δευτεροταγούς δοµής. 
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Eικόνα 3- 25 ∆ιάγραµµα κορδέλλας του µονοµερούς της CATI . Τα στοιχεία της δευτεροταγούς 
είναι εντοπισµένα µε ελληνικούς χαρακτήρες. (β) για β-κλώνους και (α) για άλφα έλικες. Ο 
αριθµός υποδηλώνει την θέση στην αλληλουχία και την σειρά εµφάνισης στην δοµή 

 

                                                                                                                                                        

Όπως γίνεται αντιληπτό από την εικόνα 3-25 η διευθέτηση στο χώρο των β-κλώνων και 
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των α-ελίκων είναι διαφοροποιηµένη έτσι ώστε οι β-κλώνοι β5, β6, β7, β9, β11 και β2 να 

δηµιουργούν µια εκτεταµένη β-πτυχωτή επιφάνεια η οποία αποτελείται από παράλληλους 

και αντιπαράλληλους β-κλώνους. Πιο συγκεκριµένα οι κλώνοι β5, β7 και β9 είναι 

παράλληλοι. Ολόκληρη η β-πτυχωτή επιφάνεια που σχηµατίζεται από τους παραπάνω 

κλώνους υποστηρίζεται από τις α-έλικες α3 , α4, και α7. Ενώ οι υπόλοιπες ελικοειδείς 

δοµές παίρνουν θέση γύρω από την κεντρική κατασκευή µαζί µε του β-κλώνους β1, β3 

και β4 ερχόµενες σε επαφή µε τον διαλύτη. Μείζονα σηµασία, όσον αφορά την 

διασύνδεση των µονοµερών για τον σχηµατισµό των βιολογικά ενεργών µονάδων του 

ενζύµου που είναι τα τριµερή, κατέχει ο κλώνος β8 ο οποίος εκτείνεται από τα κατάλοιπα 

155-160 και συµπεριλαµβάνει τρία κατάλοιπα Ser155, Asp157 και Asn159, τα οποία 

συµµετέχουν µέσω µη οµοιοπολικών αλληλεπιδράσεων στον τριµερισµό των µονοµερών 

της CATI. Σύµφωνα µε τα παραπάνω το µονοµερές της CATI υιοθετεί µια δοµή στην 

οποία από την µια πλευρά υπάρχει µια εκτεθειµένη β-πτυχωτή επιφάνεια ενώ από την 

άλλη υπάρχει µια συσσώρευση ελίκων. Η εκτεταµένη β-πτυχωτή επιφάνεια του 

µονοµερούς συµµετέχει στην ανάπτυξη του υδρόφοβου πυρήνα του τριµερούς όπως θα 

αναπτυχθεί παρακάτω. Η σχέση των στοιχείων δευτεροταγούς δοµής φαίνεται και στο 

τοπολογικό διάγραµµα 3-26.  
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Eικόνα 3- 26 Τοπολογικό διάγραµµα του µονοµερούς της CATI.Τα πράσινα βέλη συµβολίζουν 
τους β-κλώνους και οι κόκκινοι κύλινδροι τις α-έλικες 

 

3.6.3 Οι έλικες 
Όπως αναφέρθηκε παραπάνω το µονοµερές της CATI διαθέτει επτά α-έλικες. Ανάλογα µε 

την θέση που καταλαµβάνουν στην τρισδιάστατη δοµή αυτές οι έλικες εµφανίζουν 

διαφορετικές ιδιότητες ως προς την κατανοµή και τον τύπο των αµινοξικών καταλοίπων 

τα οποία τις απαρτίζουν. Στον πίνακα 3-17 παρουσιάζονται τα τµήµατα της αλληλουχίας 

των ελίκων και ο αριθµός των υδρόφοβων καταλοίπων τους. 

Πίνακας 3-17 Ο πίνακας παρουσιάζει την αλληλουχία ,το µήκος και την περιεκτικότητα σε 
υδρόφοβα κατάλοιπα των α-ελίκων 

 Αλληλουχία Μήκος 
Υδρόφοβα 

κατάλοιπα 

α-1 12-16 DISQW 5 2 

α-2 18-26 RKEHFEAFQ 9 3 

α-3 41-51 ITAFLKTVKKN 11 5 

α-4 54-68 KFYPAFIHILARLMN 15 10 

α-5 70-73 HPEF 4 3 

α-6 112-128 DFRQFLHIYSQDVACYG 17 8 

α-7 197-215 DGFHVGRMLNELQQYCDEW 19 6 

 

Στην έλικα α1 η τοποθέτηση των καταλοίπων 13 και 16 είναι απαραίτητη για την 

σταθεροποίηση της έλικας. Αυτό επιτυγχάνεται µέσω της ανάπτυξης υδρόφοβων 
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αλληλεπιδράσεων των δύο καταλοίπων µε τα κατάλοιπα Val11, Leu82 και Phe22 η οποία 

συµµετέχει στην επόµενη α-έλικα (α2), τα οποία δηµιουργούν µικρή τοπική υδρόφοβη 

οµάδα. 

Η έλικα α2 έχει πολύ σηµαντικό ρόλο στην διαµόρφωση της δοµής και την καταλυτική 

ενεργότητα της CATI αφού περιέχει ένα µεγάλο αριθµό καταλοίπων τα οποία 

συµµετέχουν στον σχηµατισµό του ενεργού κέντρου του ενζύµου και είτε λειτουργούν 

αλληλεπιδρώντας µε το υπόστρωµα είτε σταθεροποιούν τις πλευρικές οµάδες άλλων 

καταλοίπων του ενεργού κέντρου όπως στην περίπτωση της Phe25 η οποία έρχεται σε 

ευνοϊκή διευθέτηση για π-αλληλεπίδραση (π-stacking) µε το δακτύλιο της His193 η οποία 

είναι το καταλυτικά ενεργό κατάλοιπο. 

Η έλικα α4 είναι ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα «θαµµένης» έλικας µια και το 

µεγαλύτερο τµήµα της αποτελείται από υδρόφοβα κατάλοιπα και βρίσκεται µέσα στον 

υδρόφοβο πυρήνα του µονοµερούς. Για την ακρίβεια η έλικα α4 είναι η καρδιά του 

υδρόφοβου πυρήνα του µονοµερούς αφού κατά κάποιο τρόπο µπορεί να θεωρηθεί ως η 

στηρικτική δοκός πάνω στην οποία βασίζονται όλες οι υπόλοιπες α-έλικες και η 

εκτεταµένη β-πτυχωτή επιφάνεια που συµµετέχει στην διασύνδεση των υποµονάδων. 

∆ύο οµάδες καταλοίπων είναι σηµαντικές για την αγκυροβόληση της έλικας αυτής. Η 

πρώτη οµάδα περιλαµβάνει τα κατάλοιπα Val48, Phe55, Phe59 και Phe44 και η δεύτερη 

τα κατάλοιπα Pro57, Tyr56, Phe116, Tyr120. 

Οι έλικες α6 και α7 βρίσκονται σε επαφή µε το διαλύτη και η σύσταση τους είναι 

περισσότερο υδρόφιλη και αν εξαιρεθεί το µεγάλο µήκος τους δεν έχουν κανένα ιδιάζων 

χαρακτηριστικό το οποίο να χρήζει ιδιαίτερης µνείας. 
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Eικόνα 3- 27 Α .Ελικα 1, Β Ελικα 2 

 

Eικόνα 3- 28 Η έλικα α3. Χρωµατικός κώδικας : Πράσινο=υδρόφοβο Κόκκινο=Πολικό . Το 
µεγαλύτερο τµήµα της έλικας είναι υδρόφοβο και περιβάλεται από υδρόφοβα κατάλοιπα. 
Αξιοσηµείωτη είναι η τοποθέτηση δύο φαινυλαλανινών στην αρχή της έλικας 
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3.6.4 β-κλώνοι και β-πτυχωτές επιφάνειες 
Η σηµασία των β-πτυχωτών επιφανειών για την δοµή της CATI είναι µεγάλη µια και 

αυτές συµµετέχουν όχι µόνο στην σταθεροποίηση της δοµής αλλά και στον τριµερισµό 

και κατ� επέκταση και στην καταλυτική ενεργότητα. 

Πίνακας 3-18 Αλληλουχία και µήκος των β-κλώνων 

 Αλληλουχία Μήκος Υδρόφοβα κατάλοιπα 

β1 8-10 YTT 3 1 

β2 31-40 CTYNQTVQLD 10 3 

β3 74-78 MAMK 4 1 

β4 81-85 ELVIW 5 3 

β5 89-96 HPCYTVFH 8 3 

β6 101-106 TFSSLW 6 3 

β7 141-146 MFFVSA 6 4 

β8 155-160 SFDLNV 6 4 

β9 170-173 VFTM 4 2 

β10 177-179 YTQ 3 1 

β11 182-192 KVLMPLAIQVH 11 7 

 

Από την αλληλεπίδραση των β-κλώνων β2, β5, β6, β7, β9, β11 σχηµατίζεται µια β-

πτυχωτή επιφάνεια η οποία είναι εκτεθειµένη κατά το ήµισυ και έχει συνολική επιφάνεια 

5658 Å2 και στηρίζεται δοµικά από τις υποκείµενες α-έλικες α7,α3,α4 και α6. Αυτή η β-

πτυχωτή επιφάνεια ολοκληρώνει την συνολική δοµή του µονοµερούς της CATI. Αν και 

φαίνεται ότι η επιφάνεια αυτή βρίσκεται εκτεθειµένη στο διαλύτη εντούτοις καλύπτεται 

κατά την διάρκεια του τριµερισµού για το σχηµατισµό της βιολογικά ενεργής µονάδας µε 

τέτοιο τρόπο ώστε να δηµιουργείται µια εκτεταµένη β-πτυχωτή επιφάνεια από την 

αλληλεπίδραση των αντίστοιχων επιφανειών από τα άλλα µονοµερή. 

3.6.5 Η τεταρτοταγής δοµή ως αποτέλεσµα του σχηµατισµού του 
τριµερούς 

Στον σχηµατισµό του τριµερούς το οποίο είναι η βιολογικά ενεργή µονάδα συµµετέχει 

ένας µεγάλος αριθµός µη οµοιοπολικών αλληλεπιδράσεων που κυριαρχούνται από 

υδρογονοδεσµούς µεταξύ πολικών καταλοίπων. Η συνεισφορά όµως των υδρόφοβων 

αλληλεπιδράσεων είναι µεγάλη αφού σε κατάλληλες θέσεις υπάρχουν υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις που σταθεροποιούν την δοµή. Εξαιτίας του µεγάλου όγκου 

πληροφορίας που οφείλεται στην ύπαρξη πολλών υποµονάδων στην ασύµµετρη µονάδα 
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είναι αδύνατη η περιγραφή όλων των ατοµικών αλληλεπιδράσεων σε όλα τα τριµερή. Για 

το λόγο αυτό η πληροφορία που παρατίθεται αφορά ένα τριµερές αφού κατ� ουσία η 

διαφορές µεταξύ των διαφόρων τριµερών είναι ελάχιστες. Το σύνολο των πολικών 

αλληλεπιδράσεων για το τριµερές 1 (δηλαδή για τις αλυσίδες Α Β C οι οποίες έχουν 

κατατεθεί στην Protein Data Bank) είναι 87. Στον πίνακα 3-19 παρατίθενται τα 

συµµετέχοντα άτοµα καθώς και οι µεταξύ τους αποστάσεις. Η σειρά των 

αλληλεπιδράσεων έχει γίνει κατά την πιθανότητα ανάπτυξης υδρογονοδεσµών η οποία 

συµβολίζεται µε τον αστερίσκο. 

Πίνακας 3-19 Πολικές διαµοριακές επαφές που συµµετέχουν στον σχηµατισµό του τριµερούς 
της CATI 

Αµινοξύ 
1 Θέση Άτοµο Αµινοξύ 

2 Θέση Άτοµο Απόσταση Υδρογονοδεσµός 

Thr 36A O Ser 155C N 3.53 * 
Ser 155A OG Asp 157B OD2 3.47 * 
Asn 159A OD1 Val 160B O 3.51 * 
Ser 155B N Thr 36C O 3.49 * 
Asp 157B OD2 Ser 155A OG 3.47 * 
Asp 157B O Asn 34C O 3.5 * 
Val 160B O Asn 159A OD1 3.51 * 
Asn 162B OD1 Ser 27C O 3.43 * 
Asn 162B OD1 Val 28C O 3.51 * 
Ser 27C O Asn 162B OD1 3.43 * 
Val 28C O Asn 162B OD1 3.51 * 
Thr 36C O Ser 155B N 3.49 * 
Thr 36C O Thr 154B OG1 3.55 * 
Ser 155C N Thr 36A O 3.53 * 
Glu 20A OE2 Tyr 133C N 2.67 *** 
His 21A NE2 Phe 102C O 2.68 *** 
Gln 30A O Ala 161C N 2.85 *** 
Thr 32A N Asn 159C O 2.72 *** 
Thr 32A O Asn 159C N 2.98 *** 
Asn 34A N Asp 157C O 2.79 *** 
Asn 34A O Asp 157C N 2.83 *** 
Gln 35A OE1 Asn 148C ND2 3.2 *** 
Thr 36A N Ser 155C O 2.95 *** 
Thr 36A O Thr 154C N 2.79 *** 
Gln 38A OE1 Thr 154C OG1 3.04 *** 
Phe 102A O His 21B NE2 2.82 *** 
Tyr 133A N Glu 20B OE1 2.82 *** 
Asn 148A OD1 Gln 35B OE1 3.23 *** 
Trp 150A O Asn 206B OD1 3.02 *** 
Thr 154A N Thr 36B O 2.94 *** 
Ser 155A O Thr 36B N 2.97 *** 
Asp 157A N Asn 34B O 2.84 *** 
Asp 157A OD1 Asn 34B OD1 3 *** 
Asp 157A O Asn 34B N 2.91 *** 
Asn 159A N Thr 32B O 2.73 *** 
Asn 159A O Thr 32B N 2.88 *** 
Ala 161A N Gln 30B O 2.93 *** 
Asn 206A OD1 Trp 150C O 3.12 *** 
Glu 20B OE1 Tyr 133A N 2.82 *** 

108 



Αποτελέσµατα 
 
Αµινοξύ Θέση Άτοµο Αµινοξύ Θέση Άτοµο Απόσταση Υδρογονοδεσµός 1 2 

His 21B NE2 Phe 102A O 2.82 *** 
Gln 30B O Ala 161A N 2.93 *** 
Thr 32B N Asn 159A O 2.88 *** 
Thr 32B O Asn 159A N 2.73 *** 
Asn 34B N Asp 157A O 2.91 *** 
Asn 34B OD1 Asp 157A OD1 3 *** 
Asn 34B O Asp 157A N 2.84 *** 
Gln 35B OE1 Asn 148A OD1 3.23 *** 
Thr 36B N Ser 155A O 2.97 *** 
Thr 36B O Thr 154A N 2.94 *** 
Phe 102B O His 21C NE2 2.79 *** 
Tyr 133B N Glu 20C OE2 2.65 *** 
Asn 148B ND2 Gln 35C OE1 3.03 *** 
Trp 150B O Asn 206C OD1 3.17 *** 
Thr 154B N Thr 36C O 2.99 *** 
Thr 154B OG1 Gln 38C OE1 3.16 *** 
Ser 155B OG Asp 157C OD1 3.11 *** 
Ser 155B O Thr 36C N 3.16 *** 
Asp 157B N Asn 34C O 2.73 *** 
Asp 157B O Asn 34C N 2.84 *** 
Asn 159B N Thr 32C O 2.59 *** 
Asn 159B O Thr 32C N 2.91 *** 
Ala 161B N Gln 30C O 3.01 *** 
Asn 206B OD1 Trp 150A O 3.02 *** 
Glu 20C OE2 Tyr 133B N 2.65 *** 
His 21C NE2 Phe 102B O 2.79 *** 
Thr 32C N Asn 159B O 2.91 *** 
Thr 32C O Asn 159B N 2.59 *** 
Asn 34C N Asp 157B O 2.84 *** 
Asn 34C O Asp 157B N 2.73 *** 
Gln 35C OE1 Asn 148B ND2 3.03 *** 
Thr 36C N Ser 155B O 3.16 *** 
Thr 36C O Thr 154B N 2.99 *** 
Gln 38C OE1 Thr 154B OG1 3.16 *** 
Phe 102C O His 21A NE2 2.68 *** 
Tyr 133C N Glu 20A OE2 2.67 *** 
Asn 148C ND2 Gln 35A OE1 3.2 *** 
Trp 150C O Asn 206A OD1 3.12 *** 
Thr 154C N Thr 36A O 2.79 *** 
Thr 154C OG1 Gln 38A OE1 3.04 *** 
Ser 155C O Thr 36A N 2.95 *** 
Asp 157C N Asn 34A O 2.83 *** 
Asp 157C OD1 Ser 155B OG 3.11 *** 
Asp 157C O Asn 34A N 2.79 *** 
Asn 159C N Thr 32A O 2.98 *** 
Asn 159C O Thr 32A N 2.72 *** 
Ala 161C N Gln 30A O 2.85 *** 
Asn 206C OD1 Trp 150B O 3.17 *** 

 

Οι µη πολικές αλληλεπιδράσεις περιλαµβάνουν τόσο αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

αλειφατικών πλευρικών οµάδων αµινοξέων όσο και αρωµατικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

αρωµατικών καταλοίπων. Το σύνολο των µη πολικών αλληλεπιδράσεων είναι 32. 
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Πίνακας 3-20 Υδρόφοβες επαφές που συµµετέχουν στον σχηµατισµό του τριµερούς 

Αµινοξύ 1 Θέση Άτοµο Αµινοξύ 2 Θέση Άτοµο Απόσταση 
His 21A CD2 Tyr 133C CD1 3.54 
Tyr 33A CD1 Phe 156C CZ 3.57 
Val 37A CG2 Val 151C CG1 3.19 
Glu 100A CG Phe 199B CE1 3.38 
Glu 100A CD Phe 199B CE1 3.46 
Glu 100A CD Phe 199B CZ 3.53 
Tyr 133A CB Glu 20B CD 3.54 
Trp 150A CB Gly 202B CA 3.56 
Trp 150A CZ3 Gly 198B C 3.52 
Val 151A CG2 Gly 202B CA 3.53 
Thr 154A CG2 Thr 36B CB 3.57 
Thr 154A CG2 Thr 36B CG2 3.44 
Asn 159A CB Thr 32B CG2 3.49 
Phe 199A CB Phe 95C CE1 3.56 
Phe 199A CE1 Glu 100C CD 3.52 
Phe 199A CD2 Phe 95C CZ 3.54 
Gly 202A CA Trp 150C CB 3.54 
Gly 202A CA Val 151C CG2 3.48 
Glu 20B CD Tyr 133A CB 3.54 
Glu 20B OE1 Ala 132A CA 3.52 
Thr 32B CG2 Asn 159A CB 3.49 
Gln 35B OE1 Val 151A CG1 3.47 
Thr 36B CB Thr 154A CG2 3.57 
Thr 36B CG2 Thr 154A CG2 3.44 
Phe 95B CZ Phe 199C CG 3.56 
Phe 95B CZ Phe 199C CD2 3.39 
Glu 100B CG Phe 199C CE1 3.44 
Glu 100B CD Phe 199C CE1 3.59 
Phe 102B CE2 Asp 197C CG 3.5 
Trp 150B CB Gly 202C CA 3.46 
Ala 161B CB Met 163C SD 3.59 
Gly 198B C Trp 150A CZ3 3.52 
Phe 199B CE1 Glu 100A CG 3.38 
Phe 199B CE1 Glu 100A CD 3.46 
Phe 199B CZ Glu 100A CD 3.53 
Gly 202B CA Trp 150A CB 3.56 
Gly 202B CA Val 151A CG2 3.53 
Phe 95C CE1 Phe 199A CB 3.56 
Phe 95C CZ Phe 199A CD2 3.54 
Glu 100C CD Phe 199A CE1 3.52 
Tyr 133C CD1 His 21A CD2 3.54 
Trp 150C CB Gly 202A CA 3.54 
Trp 150C CZ3 Gly 198A C 3.5 
Val 151C CG1 Val 37A CG2 3.19 
Val 151C CG2 Gly 202A CA 3.48 
Phe 156C CZ Tyr 33A CD1 3.57 
Met 163C SD Ala 161B CB 3.59 
Asp 197C CG Phe 102B CE2 3.5 
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Αµινοξύ 1 Θέση Άτοµο Αµινοξύ 2 Θέση Άτοµο Απόσταση 
Phe 199C CG Phe 95B CZ 3.56 
Phe 199C CE1 Glu 100B CG 3.44 
Phe 199C CE1 Glu 100B CD 3.59 
Phe 199C CD2 Phe 95B CZ 3.39 
Gly 202C CA Trp 150B CB 3.46 

 

Στην εικόνα 3-29 φαίνεται η µεσεπιφάνεια αλληλεπίδρασης των µονοµερών της CATI. 

 

Eικόνα 3- 29 Η επιφάνεια αλληλεπίδρασης Van der Walls στην οποία έχουν χαρτογραφηθεί τα 
αµινοξέα που παρουσιάζονται στους πίνακες 3-19 και 3-20. Ο χρωµατικός κώδικας είναι: 
ιώδες=αρωµατικά κατάλοιπα, λευκό=αλειφατικά κατάλοιπα,κυανό=πολικά κατάλοιπα, 
κόκκινο=φορτισµένα κατάλοιπα. Είναι εµφανής η κυριαρχία των πολικών και ιοντικών 
αλληλεπιδράσεων 

Ιδιαίτερη σηµασία στην αλληλεπίδραση των µονοµερών για τον σχηµατισµό της βιολογικά 

ενεργής µονάδας έχουν οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των κλώνων β8 γειτονικών µονοµερών, 

οι οποίοι και σχηµατίζουν µια πολύ στενά συνδεδεµένη περιοχή η οποία συνεισφέρει στην 
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συνολική σταθερότητα. Επιπλέον οι κεντρικοί β8 κλώνοι αλληλεπιδρούν µέσω των ατόµων 

της κύριας αλυσίδας µε αντί-παράλληλους β2 κλώνους της γειτονικής αλυσίδας του 

τριµερούς, µε υδρογονοδεσµούς. Αυτή η ανάπτυξη των υδρογονοδεσµών είναι το σηµείο 

κλειδί µια και εξασφαλίζει την συνέχεια της β-πτυχωτής επιφάνειας κάθε µονοµερούς στο 

επόµενο γειτονικό του. Υπό αυτό το πρίσµα καθίσταται σαφές ότι η παρατήρηση των 

µεµονωµένων µονοµερών µπορεί να δώσει µόνο περιορισµένη πληροφορία για την συνολική 

δοµή και τη λειτουργικότητα του µορίου. Μόνο στα πλαίσια του ολοκληρωµένου τριµερούς 

µπορεί κανείς µε σιγουριά να διακρίνει τις σηµαντικές αλληλεπιδράσεις οι οποίες όχι µόνο 

εξασφαλίζουν τον τριµερισµό αλλά και την ενζυµική ενεργότητα. Ανακεφαλαιώνοντας έτσι 

µπορούµε να ορίσουµε τους κανόνες οι οποίοι υπαγορεύουν τον σχηµατισµό των τριµερών. 

! Τα µονοµερή της CATI έχουν µια µικτή α/β δοµή µε τους κεντρικούς β-κλώνους 

(β5,β6,β7,β9,β11,β2) να δηµιουργούν µια β-πτυχωτή επιφάνεια η οποία από την µία 

µεριά υποστηρίζεται από τις υποκείµενες α-έλικες (α3,α4,α7) και από την άλλη είναι 

διαθέσιµη. Τα λοιπά στοιχεία της δευτεροταγούς δοµής πλαισιώνουν τον βασικό αυτό 

σχηµατισµό και έρχονται σε επαφή µε το διαλύτη. 

! Από τους β-κλώνους οι οποίοι βρίσκονται σε τοπολογική γειτνίαση ο κλώνος β8 

φαίνεται να τοποθετείται εκτός της συστραµένης β-πτυχωτής επιφάνειας που 

αναφέρθηκε παραπάνω. 

! Από την οπτική παρατήρηση των τριµερών φαίνεται άµεσα ότι το τριµερές της CATI 

σχηµατίζεται µε στροφή 1200 γύρω από τον άξονα ο οποίος διέρχεται από το κέντρο 

της µάζας του τριµερούς. Αυτό έχει σαν άµεση συνέπεια να διατηρείται µεν η φορά 

κατεύθυνσης των στοιχείων της δευτεροταγούς δοµής, αλλά διαφορετικά στοιχεία 

αυτής να έρχονται σε γειτνίαση στα τριµερή. Μοναδική εξαίρεση σε αυτό αποτελούν 

Οι κλώνοι β8 από γειτονικά µονοµερή οι οποίοι αλληλεπιδρούν µέσω πολικών 

αλληλεπιδράσεων (κυρίως ανάπτυξη υδρογονοδεσµών). 

! Το παραπάνω σύστηµα των τριών β-κλώνων πλαισιώνεται από αντίροπους β2 

κλώνους που ανήκουν σε γειτονικά µονοµερή, µέσω αλληλεπιδράσεων κύριας 

αλυσίδας. Αποτέλεσµα αυτού είναι η δηµιουργία ενός κεντρικού περισφιγµένου 

σωληνοειδούς σχηµατισµού του οποίου τα τοιχώµατα έχουν την δοµή ((β8)1(β2)3-

(β8)2(β2)1-(β8)3(β2)2). 

! Προχωρώντας σε ανώτερο επίπεδο οργάνωσης εξαιτίας της συµµετοχής των κλώνων 

β2 στις συστραµένες β-πτυχωτές επιφάνειες κάθε µονοµερούς, έχουµε ως 
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αποτέλεσµα την επέκταση των επιφανειών αυτών και τη δηµιουργία του 

πραγµατικού κεντρικού πυρήνα ο οποίος όµως µπορεί να ορισθεί σε επίπεδο πλήρους 

τριµερούς. Ο πυρήνας αυτός τελικά αποκτά µια χαρακτηριστική αρχιτεκτονική η 

οποία µπορεί να παροµοιασθεί µε προπέλα της οποίας ο κεντρικός άξονας αποτελείται 

από την δοµή ((β8)1(β2)3-(β8)2(β2)1-(β8)3(β2)2) και οι πτέρυγες από τα 

υπόλοιπα προαναφερθέντα στοιχεία. 

! Οι παραπάνω αλληλεπιδράσεις µπορούν να ταυτοποιηθούν σε ατοµικό επίπεδο και 

παρατίθενται συγκεντρωµένες στους παραπάνω πίνακες. Από το σύνολο των 

αλληλεπιδράσεων αυτών είναι εµφανές ότι το µεγαλύτερο ποσοστό τους (73.1%) 

είναι πολικές και µόλις το 26.8 % είναι αλειφατικές ή αρωµατικές, πράγµα το οποίο 

είναι αναµενόµενο αφού το ζητούµενο είναι η θερµοκρασιακή σταθερότητα του 

τριµερούς. Χρήση υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων για τον τριµερισµό θα είχε σαν 

αποτέλεσµα την αποσταθεροποίηση του βιολογικά ενεργού µορίου σε υψηλές 

θερµοκρασίες, κάτι το οποίο όµως δεν συµβαίνει. 

Στην εικόνα 3-30 φαίνεται µια άποψη του τελικού 2m|Fo|-D|Fc| sigma(a) χάρτη 

ηλεκτρονικής πυκνότητας πάνω στη κεντρική β-πτυχωτή επιφάνεια. 
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Eικόνα 3- 30 Υπέρθεση του 2m|Fo|-D|Fc|sigma(a) χάρτη ηλεκτρονικής πυκνότητας πάνω 
στην κεντρική β-πτυχωτή επιφάνεια.Ο χάρτης είναι σε ισουψείς των 1.3σ πάνω από τον µέσο 
όρο.(Κίτρινο=άνθρακας,.κόκκινο=οξυγόνο,µπλε=άζωτο). Μόρια νερού φαίνονται σαν κόκκινες 
σφαίρες 
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Eικόνα 3- 31 Η κεντρική β-πτυχωτή επιφάνεια παρουσιάζεται µε σφαίρες. Το υπόλοιπο µόριο 
παρουσιάζεται µε εκτεθειµένη µοριακή επιφάνεια(διαφανές πράσινο). Β Χαρτογράφηση των 

115 



Αποτελέσµατα 
 
παραγόντων θερµοκρασία Β µέσα στην κεντρική β επιφάνεια. (Κλίµακα: 
µπλέ=ψυχρό,κόκκινο=θερµό) 

Η εικόνα 3-31 συνοψίζει όσα αναφέρθηκαν. Όπως είναι εύκολα αντιληπτό υπάρχει µια 

ταύτιση της κεντρικής επιφάνειας µε την περιοχή µε χαµηλούς θερµοκρασιακούς 

συντελεστές κάτι το οποίο είναι αναµενόµενο για ένα ένζυµο αυτής της τάξης. 

 

3.6.6 Το κρυσταλλικό πλέγµα 
Κατά την διάρκεια της κρυσταλλογραφικής ανάλυσης πολλές φορές χάνουµε την 

ευκαιρία να δούµε µε ποιο τρόπο τα µόρια αλληλεπιδρούν µεταξύ τους για να 

σχηµατίσουν αυτή την  

Πίνακας 3-21 Οι επιτρεπτές πράξεις συµµετρίας για την οµάδα χώρου P21.Το Α παίρνει ακέραιες 
θετικές τιµές. Tα x,y,z είναι κλασµατικές µεταθέσεις 

Πράξεις συµµετρίας για την οµάδα P21 

Χ Υ Ζ 

Χ Υ+ ½ Ζ 

Χ+Α Υ Ζ 

Χ-Α Υ Ζ 

Χ Υ+Α Ζ 

Χ Υ-Α Ζ 

Χ Υ Ζ+Α 

Χ Υ Ζ-Α 

Χ+Α Υ+Α Ζ 

Χ-Α Υ+Α Ζ 

Χ+Α Υ-Α Ζ 

Χ-Α Υ-Α Ζ 

Χ+Α Υ Ζ+Α 

Χ+Α Υ Ζ-Α 

Χ-Α Υ Ζ+Α 

Χ-Α Υ Ζ-Α 

Χ Υ+Α Ζ+Α 

Χ Υ+Α Ζ-Α 

Χ Υ-Α Ζ+Α 

Χ Υ-Α Ζ-Α 

Χ+Α Υ+Α Ζ+Α 

Χ-Α Υ+Α Ζ+Α 

Χ+Α Υ-Α Ζ+Α 

Χ-Α Υ-Α Ζ+Α 

116 



Αποτελέσµατα 
 

Πράξεις συµµετρίας για την οµάδα P21 

Χ+Α Υ+Α Ζ-Α 

Χ+Α Υ+Α Ζ-Α 

Χ-Α Υ+Α Ζ-Α 

Χ-Α Υ+Α Ζ-Α 

Χ-Α Υ-Α Ζ-Α 

 

τρισδιάστατη επαναλαµβανόµενη δοµή που είναι ο κρύσταλλος. Αν και αυτό δεν είναι 

τροµερά σηµαντικό από βιολογικής απόψεως, εντούτοις έχει κάποιο ενδιαφέρον από την 

µεριά της φυσικοχηµείας µια και οι αλληλεπιδράσεις που συγκρατούν τα µόρια στο 

κρυσταλλικό πλέγµα είναι πιθανό να εµφανίζονται και µέσα στο διάλυµα επηρεάζοντας 

τόσο τις διαδικασίες κρυστάλλωσης όσο και την ίδια την βιολογική ενεργότητα του 

µορίου. Από την αρχική εκτίµηση των δεδοµένων περίθλασης που συλλέχθηκαν από 

τους κρυστάλλους της ακετυλοτρανσφεράσης της χλωραµφενικόλης τύπου Ι έγινε 

φανερό ότι η ύπαρξη πολλών µορίων µέσα στην ασύµµετρη µονάδα θα είχε σαν 

αποτέλεσµα πολύπλοκες επαφές πακεταρίσµατος ή και την εµφάνιση τοπικής 

συµµετρίας. Κατά την διάρκεια της ανάλυσης της δοµής έγινε φανερό ότι το 

πακετάρισµα στο κρυσταλλικό πλέγµα και η µη κρυσταλλογραφική συµµετρία µεταξύ 

των τριµερών είναι αλληλένδετα και δεν µπορούν να αντιµετωπιστούν ξεχωριστά αφού η 

δηµιουργία του κρυσταλλικού πλέγµατος εµφανίζεται από αλληλεπιδράσεις µορίων που 

σχετίζονται µέσω πράξεων συµµετρίας αλλά και αφού αυτή η συµµετρία γίνεται ορατή 

κοιτώντας το πλέγµα σε µεγάλη έκταση. Για λόγους κατανόησης οι διαµοριακές 

αλληλεπιδράσεις έχουν κατηγοριοποιηθεί σε πολικές και υδρόφοβες καθώς και σε 

πρωτογενείς και δευτερογενείς. Με το όρο πρωτογενείς θα χαρακτηρίσω εκείνες τις 

αλληλεπιδράσεις που λαµβάνουν χώρα µεταξύ των µορίων που βρίσκονται µέσα στην 

ασύµµετρη µονάδα και αποτελούν ουσιαστικά την βασική µονάδα επανάληψης. Ως 

δευτερογενείς θα χαρακτηρίσω εκείνες τις αλληλεπιδράσεις οι οποίες σχηµατίζονται 

µεταξύ µορίων που δηµιουργούνται από όλες τις επιτρεπτές πράξεις κρυσταλλογραφικής 

συµµετρίας. Οι επιτρεπτές πράξεις κρυσταλλογραφικής συµµετρίας φαίνονται στον 

πίνακα 3-21. 

Για τις χωροοµάδες συµµετρίας στις οποίες οι τρεις άξονες τις στοιχειώδους κυψελίδας 

κείνται κατά µήκος των αξόνων του καρτεσιανού συστήµατος συντεταγµένων όπως τα 

ορθοροµβικά συστήµατα (απλά ή έδρο-κεντρωµένα π.χ. P222, P212121 P2221, C222, 

117 



Αποτελέσµατα 
 

C212121,C2221) ο πίνακας εφαρµόζεται κατευθείαν για κάθε Χ, Υ, Ζ. Αντίθετα για 

συστήµατα όπως τα µονοκλινή (P2,P21,C2 ,C21) στα οποία ισχύει η ορθοκανονικοποίηση 

1 σύµφωνα µε τις προδιαγραφές της I.U.C.R. (δηλαδή A//Χ, B//Y C*//Z ) η εφαρµογή 

του παραπάνω πίνακα γίνεται πιο περίπλοκη αφού η µετάθεση κατά τον άξονα C 

διασπάται σε δύο µέρη (ένα άνυσµα κατά µήκος του Χ και ένα κατά µήκος του Υ στα 

οποία συµµετέχει η γωνία β που είναι διάφορη των 90 ο). Το πρόβληµα αυτό πάντως 

είναι επουσιώδες µια και η µετατροπή των συντεταγµένων σε κλασµατικές (fractional 

coordinates) µετατρέπει το πρόβληµα στην απλούστερη πρώτη περίπτωση. 

Στους πίνακες 3-22 και 3-23 παρουσιάζονται οι κρυσταλλικές επαφές στις οποίες 

συµµετέχουν πολικές οµάδες. Ο πίνακας δείχνει τις επαφές µέσα στην ασύµµετρη 

µονάδα. Με έντονα γράµµατα δείχνονται οι επαφές που σχετίζονται µε την µη 

κρυσταλλογραφική συµµετρία. Από τον πίνακα 3-22 είναι φανερή η ύπαρξη τεσσάρων 

παλίνδροµων οµάδων επαφών που αντιστοιχούν στα ζεύγη της µη κρυσταλλογραφικής 

συµµετρίας που θα αναφέρουµε αναλυτικά πιο κάτω. 

 

Πίνακας 3-22 Οι πολικές κρυσταλλικές επαφές µέσα στην ασύµµετρη µονάδα. Με έντονα 
γράµµατα παρουσιάζονται οι επαφές που σχετίζονται µε την µη κρυσταλλογραφική συµµετρία 

Αριθµός 
καταλοίπου Αλυσίδα Κατάλοιπο Ατοµο Αριθµός 

καταλοίπου Αλυσίδα Κατάλοιπο Ατοµο Απόσταση 

50 A LYS O 165 L ASN ND2 3.44 
50 A LYS NZ 164 L ASP OD2 3.59 
114 A ARG NE 80 L GLY O 3.54 
114 A ARG NH2 80 L GLY O 2.38 
118 A HIS NE2 81 L GLU OE1 3.14 
121 A SER OG 79 L ASP OD1 3.49 
3 B LYS O 10 I THR N 2.92 
5 B ILE N 8 I TYR O 2.89 
5 B ILE O 8 I TYR N 3.05 
5 B ILE O 8 I TYR O 3.18 
8 B TYR N 5 I ILE O 3.04 
8 B TYR O 5 I ILE N 2.83 
8 B TYR O 5 I ILE O 3.49 

10 B THR N 3 I LYS O 3.23 
10 D THR O 12 J ASP N 2.8 
12 D ASP N 10 J THR O 3.02 
65 D ARG NH1 111 J ASP OD1 2.59 
65 D ARG NH1 111 J ASP OD2 3.54 

111 D ASP OD2 211 J TYR OH 3.22 
211 D TYR OH 111 J ASP OD1 3.56 
111 D ASP OD2 65 J ARG NE 3.58 
111 D ASP OD2 65 J ARG NH1 3.33 
214 D GLU OE2 110 J HIS NE2 3.19 
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Αριθµός Αλυσίδα Κατάλοιπο Ατοµο Αριθµός Αλυσίδα Κατάλοιπο Ατοµο Απόσταση καταλοίπου καταλοίπου 

216 D GLN OE1 114 J ARG NE 3.59 
99 F THR O 6 J THR OG1 3.59 
3 I LYS O 10 B THR N 3.23 
5 I ILE N 8 B TYR O 2.83 
5 I ILE O 8 B TYR N 3.04 
5 I ILE O 8 B TYR O 3.49 
8 I TYR N 5 B ILE O 3.05 
8 I TYR O 5 B ILE N 2.89 
8 I TYR O 5 B ILE O 3.18 

10 I THR N 3 B LYS O 2.92 
6 J THR OG1 99 F THR O 3.59 
10 J THR O 12 D ASP N 3.02 
12 J ASP N 10 D THR O 2.8 
65 J ARG NE 111 D ASP OD2 3.58 
65 J ARG NH1 111 D ASP OD2 3.33 
110 J HIS NE2 214 D GLU OE2 3.19 
111 J ASP OD1 211 D TYR OH 3.56 
111 J ASP OD1 65 D ARG NH1 2.59 
111 J ASP OD2 65 D ARG NH1 3.54 
114 J ARG NE 216 D GLN OE1 3.59 
211 J TYR OH 111 D ASP OD2 3.22 
79 L ASP OD1 121 A SER OG 3.49 
80 L GLY O 114 A ARG NE 3.54 
80 L GLY O 114 A ARG NH2 2.38 
81 L GLU OE1 118 A HIS NE2 3.14 
164 L ASP OD2 50 A LYS NZ 3.59 
165 L ASN ND2 50 A LYS O 3.44 

Ο ακόλουθος πίνακας δείχνει τις πολικές κρυσταλλικές επαφές λαµβάνοντας υπόψη και 

την κρυσταλλογραφικη συµµετρία 

Πίνακας 3-23 Οι πολικές επαφές λαµβάνοντας υπόψη και την κρυσταλλογραφική συµµετρία 

Αρ.  Αλυσί
δα Τύπος Ατοµο Αρ.  Αλυσί

δα Τύπος Ατοµο Χ Υ Ζ απόστ
αση 

8 A TYR OH 12 H ASP OD1 0 0 -1 2.74 
9 A THR OG1 9 H THR OG1 0 0 -1 2.65 
10 A THR N 10 H THR O 0 0 -1 2.78 
10 A THR O 10 H THR N 0 0 -1 3.01 
12 A ASP OD1 46 E LYS NZ -1 0 -1 3.16 
51 A ASN OD1 216 H GLN OE1 0 0 -1 3 
65 A ARG NH1 65 H ARG NH1 0 0 -1 3.5 
65 A ARG NH1 211 H TYR OH 0 0 -1 3.08 
81 A GLU OE1 50 E LYS NZ -1 0 -1 3.41 
112 A ASP OD1 214 H GLU OE1 0 0 -1 3.06 
112 A ASP OD2 214 H GLU OE1 0 0 -1 2.39 
114 A ARG NH1 216 H GLN NE2 0 0 -1 3.14 
114 A ARG NH2 216 H GLN NE2 0 0 -1 3.55 
115 A GLN OE1 214 H GLU OE1 0 0 -1 3.44 
210 A GLN NE2 115 H GLN OE1 0 0 -1 2.88 
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Ζ απόστ
αση 

Αλυσί
δα 

Αλυσί
δα Τύπος Ατοµο Χ Υ Τύπος Ατοµο Αρ.  Αρ.  

211 A TYR OH 65 H ARG NH1 0 0 -1 3.14 
214 A GLU OE1 112 H ASP OD1 0 0 -1 3.05 
214 A GLU OE1 112 H ASP OD2 0 0 -1 2.64 
216 A GLN N 218 H GLY O 0 0 -1 3.13 
216 A GLN O 216 H GLN OE1 0 0 -1 2.88 
216 A GLN OE1 217 H GLY O 0 0 -1 3.52 
216 A GLN OE1 218 H GLY N 0 0 -1 3.45 
216 A GLN OE1 216 H GLN O 0 0 -1 2.56 
216 A GLN OE1 51 H ASN OD1 0 0 -1 3.05 
216 A GLN NE2 217 H GLY O 0 0 -1 3.43 
216 A GLN NE2 51 H ASN OD1 0 0 -1 3.59 
216 A GLN NE2 114 H ARG NH2 0 0 -1 2.56 
217 A GLY O 216 H GLN OE1 0 0 -1 3.55 
122 B GLN NE2 114 G ARG NH2 0 -1 1 3.14 
127 B TYR OH 52 G LYS O 0 -1 1 2.92 
137 B GLY N 52 G LYS NZ 0 -1 1 3.5 
100 C GLU OE2 4 H LYS NZ 0 0 -1 3.21 
125 C ALA O 125 I ALA O 0 -1 0 2.87 
181 C ASP OD2 181 K ASP O 1 -1 0 3.58 
50 D LYS O 165 G ASN OD1 1 0 0 3.51 
50 D LYS O 165 G ASN ND2 1 0 0 2.33 
51 D ASN O 79 G ASP N 1 0 0 3.43 
51 D ASN O 80 G GLY N 1 0 0 2.82 
52 D LYS O 79 G ASP N 1 0 0 2.99 
114 D ARG NH1 79 G ASP O 1 0 0 3.24 
114 D ARG NH2 79 G ASP O 1 0 0 3.51 
218 D GLY O 80 G GLY O 1 0 0 2.93 
3 E LYS O 10 K THR N 0 0 1 3.38 
5 E ILE N 8 K TYR O 0 0 1 3.04 
5 E ILE O 8 K TYR N 0 0 1 3.38 
5 E ILE O 8 K TYR O 0 0 1 3.49 
7 E GLY N 7 K GLY N 0 0 1 3.56 
8 E TYR N 5 K ILE O 0 0 1 3.18 
8 E TYR O 5 K ILE N 0 0 1 3.14 
8 E TYR O 5 K ILE O 0 0 1 3.22 
8 E TYR O 4 K LYS NZ 0 0 1 3.27 
10 E THR N 3 K LYS O 0 0 1 2.73 
46 E LYS NZ 12 A ASP OD1 1 0 1 3.16 
50 E LYS NZ 81 A GLU OE1 1 0 1 3.41 
86 E ASP OD1 4 K LYS NZ 0 0 1 3 
86 E ASP OD2 4 K LYS NZ 0 0 1 3.15 
123 E ASP OD1 52 L LYS NZ 1 -1 1 2.52 
181 E ASP OD2 80 H GLY N 1 0 0 3.6 
118 F HIS O 122 K GLN OE1 1 -1 0 3.49 
118 F HIS ND1 122 K GLN NE2 1 -1 0 3.12 
122 F GLN OE1 122 K GLN OE1 1 -1 0 3.11 
122 F GLN NE2 118 K HIS ND1 1 -1 0 2.84 
52 G LYS O 127 B TYR OH 0 0 1 2.92 
52 G LYS NZ 137 B GLY N 0 0 1 3.5 
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Αρ.  Αλυσί Τύπος Ατοµο Αρ.  Αλυσί Τύπος Ατοµο Χ Υ Ζ απόστ
δα δα αση 

79 G ASP N 51 D ASN O -1 0 0 3.43 
79 G ASP N 52 D LYS O -1 0 0 2.99 
79 G ASP O 114 D ARG NH1 -1 0 0 3.24 
79 G ASP O 114 D ARG NH2 -1 0 0 3.51 
80 G GLY N 51 D ASN O -1 0 0 2.82 
80 G GLY O 218 D GLY O -1 0 0 2.93 
81 G GLU OE1 216 J GLN NE2 -1 0 0 3.55 
114 G ARG NH2 122 B GLN NE2 0 0 1 3.14 
165 G ASN OD1 50 D LYS O -1 0 0 3.51 
165 G ASN ND2 50 D LYS O -1 0 0 2.33 
4 H LYS NZ 100 C GLU OE2 0 0 1 3.21 
9 H THR OG1 9 A THR OG1 0 0 1 2.65 
10 H THR N 10 A THR O 0 0 1 3.01 
10 H THR O 10 A THR N 0 0 1 2.78 
12 H ASP OD1 8 A TYR OH 0 0 1 2.74 
51 H ASN OD1 216 A GLN OE1 0 0 1 3.05 
51 H ASN OD1 216 A GLN NE2 0 0 1 3.59 
65 H ARG NH1 65 A ARG NH1 0 0 1 3.5 
65 H ARG NH1 211 A TYR OH 0 0 1 3.14 
80 H GLY N 181 E ASP OD2 -1 0 0 3.6 
112 H ASP OD1 214 A GLU OE1 0 0 1 3.05 
112 H ASP OD2 214 A GLU OE1 0 0 1 2.64 
114 H ARG NH2 216 A GLN NE2 0 0 1 2.56 
115 H GLN OE1 210 A GLN NE2 0 0 1 2.88 
211 H TYR OH 65 A ARG NH1 0 0 1 3.08 
214 H GLU OE1 112 A ASP OD1 0 0 1 3.06 
214 H GLU OE1 112 A ASP OD2 0 0 1 2.39 
214 H GLU OE1 115 A GLN OE1 0 0 1 3.44 
216 H GLN O 216 A GLN OE1 0 0 1 2.56 
216 H GLN OE1 217 A GLY O 0 0 1 3.55 
216 H GLN OE1 216 A GLN O 0 0 1 2.88 
216 H GLN OE1 51 A ASN OD1 0 0 1 3 
216 H GLN NE2 114 A ARG NH1 0 0 1 3.14 
216 H GLN NE2 114 A ARG NH2 0 0 1 3.55 
217 H GLY O 216 A GLN OE1 0 0 1 3.52 
217 H GLY O 216 A GLN NE2 0 0 1 3.43 
218 H GLY N 216 A GLN OE1 0 0 1 3.45 
218 H GLY O 216 A GLN N 0 0 1 3.13 
125 I ALA O 125 C ALA O 0 0 0 2.87 
216 J GLN NE2 81 G GLU OE1 1 0 0 3.55 
3 K LYS O 10 E THR N 0 0 -1 2.73 
4 K LYS NZ 8 E TYR O 0 0 -1 3.27 
4 K LYS NZ 86 E ASP OD2 0 0 -1 3.15 
4 K LYS NZ 86 E ASP OD1 0 0 -1 3 
5 K ILE N 8 E TYR O 0 0 -1 3.14 
5 K ILE O 8 E TYR N 0 0 -1 3.18 
5 K ILE O 8 E TYR O 0 0 -1 3.22 
7 K GLY N 7 E GLY N 0 0 -1 3.56 
8 K TYR N 5 E ILE O 0 0 -1 3.38 
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Αρ.  Αλυσί Τύπος Ατοµο Αρ.  Αλυσί Τύπος Ατοµο Χ Υ Ζ απόστ
δα δα αση 

8 K TYR O 5 E ILE N 0 0 -1 3.04 
8 K TYR O 5 E ILE O 0 0 -1 3.49 
10 K THR N 3 E LYS O 0 0 -1 3.38 
118 K HIS ND1 122 F GLN NE2 1 0 0 2.84 
122 K GLN OE1 118 F HIS O 1 0 0 3.49 
122 K GLN OE1 122 F GLN OE1 1 0 0 3.11 
122 K GLN NE2 118 F HIS ND1 1 0 0 3.12 
181 K ASP O 181 C ASP OD2 1 0 0 3.58 
52 L LYS NZ 123 E ASP OD1 1 0 1 2.52 
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Στους πίνακες 3-24 και 3-25 παρουσιάζονται οι υδρόφοβες κρυσταλλικές επαφές µέσα 

στην ασύµµετρη µονάδα και µαζί µε τις πράξεις συµµετρίας. 

Πίνακας 3-2  Υδρόφοβες επαφές µέσα στην ασύµµετρη µονάδα 4

Αριθµός 
καταλοίπου Αλυσίδα Κατάλοιπο Ατοµο Αριθµός 

καταλοίπου Αλυσίδα Κατάλοιπο Ατοµο Απόσταση

117 A LEU CD1 79 L ASP CA 3.38 
117 A LEU CD1 79 L ASP CB 3.19 
117 A LEU CD1 79 L ASP CG 3.37 
5 B ILE CB 8 I TYR CZ 3.57 
5 B ILE CG2 8 I TYR CE2 3.4 
7 B GLY CA 7 I GLY CA 3.57 
12 D ASP C 10 J THR CG2 3.53 
65 D ARG CD 111 J ASP CG 3.5 
111 D ASP CG 65 J ARG CD 3.59 
214 D GLU CG 115 J GLN CG 3.47 
214 D GLU CG 115 J GLN CD 3.45 
214 D GLU CD 115 J GLN CG 3.42 
216 D GLN CB 114 J ARG CZ 3.4 
7 I GLY CA 7 B GLY CA 3.57 
8 I TYR CE2 5 B ILE CG2 3.4 
8 I TYR CZ 5 B ILE CB 3.57 
10 J 

D 

THR CG2 12 D ASP C 3.53 
65 J ARG CD 111 D ASP CG 3.59 
111 J ASP CG 65 ARG CD 3.5 
114 J ARG CZ 216 D GLN CB 3.4 
115 J GLN CG 214 D GLU CG 3.47 
115 J GLN CG 214 D GLU CD 3.42 
115 J GLN CD 214 D GLU CG 3.45 
79 L ASP CA 117 A LEU CD1 3.38 
79 L ASP CB 117 A LEU CD1 3.19 
79 L ASP CG 117 A LEU CD1 3.37 

 

Πίνακας 3-2  Υδρόφοβες επαφές µέσα στο κρυσταλλικό πλέγµα 5

Αρ. 
καταλ
οίπου 

Αλυσί
δα 

Κατά
λοιπο 

Ατοµ
ο 

Αρ. 
Κατα
λοίπο
υ 

Αλυσί
δα 

Κατά
λοιπο 

Ατοµ
ο Χ Υ Ζ απόσ

ταση 

9 A THR CG2 84 H ILE CD1 0 0 -1 3.42 
84 A ILE CD1 9 H THR CG2 0 0 -1 3.36 
216 A GLN CG 218 H GLY CA 0 0 -1 3.59 
216 

TYR 

9 

A GLN CD 217 H GLY C 0 0 -1 3.42 
53 D HIS CE1 79 G ASP C 1 0 0 3.24 
8 E CE1 5 K ILE CG1 0 0 1 3.6 
10 E THR CB 3 K LYS CB 0 0 1 3.25 
10 E THR CG2 3 K LYS CB 0 0 1 3.19 
181 E ASP CG 79 H ASP C 1 0 0 3.45 
79 G ASP C 53 D HIS CE1 -1 0 0 3.24 

H THR CG2 84 A ILE CD1 0 0 1 3.36 
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Αρ. 
καταλ
οίπου 

Αλυσί
δα 

Κατά
λοιπο 

Ατοµ
ο 

Αρ. 
Κατα
λοίπο
υ 

Αλυσί
δα 

Κατά
λοιπο 

Ατοµ
ο Χ Υ Ζ απόσ

ταση 

79 H ASP C 181 E ASP CG -1 0 0 3.45 
84 H ILE CD1 9 A THR CG2 0 0 1 3.42 
217 H GLY C 216 A GLN CD 0 0 1 3.42 
218 H GLY CA 216 A GLN CG 0 0 1 3.59 
3 K LYS CB 10 E THR CB 0 0 -1 3.25 
3 K LYS CB 10 E THR CG2 0 0 -1 3.19 
5 K ILE CG1 8 E TYR CE1 0 0 -1 3.6 

 

Όπως είναι φανερό από τους πίνακες το µεγαλύτερο ποσοστό των διαµοριακών 

αλληλεπιδράσεων που συµµετέχουν στο σχηµατισµό του κρυσταλλικού πλέγµατος είναι 

πολικές δηλαδή δεσµοί υδρογόνου και ιοντικές γέφυρες πράγµα το οποίο εν µέρει εξηγεί 

και τον τρόπο κρυστάλλωσης του ενζύµου στην περιοχή της γενικευµένης εναλάτωσης. 

Στην εικόνα 3-32 φαίνεται µια άποψη του κρυσταλλικού πλέγµατος  

 

Eικόνα 3- 32 Αποψη του κρυσταλλικού πλέγµατος. Κόκκινο υδρόβοφες αλληλεπιδράσεις. Κυανό 
πολικές αλληλεπιδράσεις 
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3.6.7 Η µη κρυσταλλογραφική συµµετρία 
Όπως έχει αναφερθεί παραπάνω από την αρχική ανάλυση των δεδοµένων περίθλασης, 

είναι εµφανές ότι τα βιολογικά ενεργά τριµερή σχετίζονται µεταξύ τους µε πράξεις µη 

κρυσταλλογραφικής συµµετρίας οι οποίες εµπλέκουν όχι µόνο µόρια τα οποία ανήκουν 

στην αυτή ασύµµετρη µονάδα αλλά και µόρια τα οποία έρχονται σε γειτονία µέσω 

πράξεων κρυσταλλογραφικής συµµετρίας. Ήδη από την παρατήρηση της συνάρτησης 

αυτοπεριστροφής (Εικ.3-12) των δεδοµένων περίθλασης τόσο για την αποενζυµική 

µορφή όσο και για το σύµπλοκο µε το φουσιδικό οξύ γίνεται φανερό ότι υπάρχουν τρεις 

διπλοί άξονες µη κρυσταλλογραφικής συµµετρίας.  

Οι τρείς αυτοί άξονες σχηµατίζονται διότι τα τριµερή µέσα στην ασύµµετρη µονάδα δεν 

είναι σε ασύνδετες µεταξύ τους θέσεις αλλά κατά ζεύγη συνδέονται µε µεταθετική 

σχέση. Έτσι αν χαρακτηρίσουµε τις τέσσερις βιολογικές µονάδες µε ΑΒC, DEF,GHI και 

JKL τότε οι µονάδες ΑΒC και DEF έχουν την ίδια διευθέτηση αλλά είναι µετακινηµένες η 

µία σε σχέση µε την άλλη κατά διάνυσµα Τ(XYZ) (65.6 Å). Το ίδιο ισχύει και για τις 

µονάδες GHI και JKL (91.6 Å) . Ανά ζεύγη οι µονάδες αυτές σχετίζονται µε περιστροφική 

σχέση που ορίζεται από δύο µη κρυσταλλογραφικούς διπλούς άξονες έτσι ώστε το 

τριµερές ABC να σχετίζεται µε περιστροφή 179.01ο µε το GHI σύµφωνα µε το ακόλουθο 

πίνακα περιστροφής: 













−
−=

803.0183.0567.0
151.0858.0491.0
576.0480.0661.0

R
 

ο οποίος εφαρµοζόµενος µπορεί να µετατρέψει το ένα τριµερές στο άλλο. Στην εικόνα 3-

33 φαίνονται τα δύο παραπάνω τριµερή καθώς και ο εν λόγω άξονας συµµετρίας 

σχεδιασµένος για καλύτερη κατανόηση. 
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Eικόνα 3- 33 Η τοπική δυάδα ABC και GHI. Στην εικόνα παρουσιάζεται ο διπλός τοπικός άξονας 
συµµετρίας. Οι ισοδύναµες υποµονάδες φέρουν τον ίδιο χρωµατισµό. 

Αντίστοιχα για την δεύτερη τοπική δυάδα τα τριµερή DEF και JKL σχετίζονται µε 

περιστροφή 176.29 0 και ο αντίστοιχος πίνακας περιστροφής είναι Η εικόνα που 

περιγράφει τα παραπάνω είναι η 3-34. 

















−
−=

831.0261.0492.0
146.0751.0644.0
537.0607.0586.0

R
 

126 



Αποτελέσµατα 
 

 

Eικόνα 3- 3  Η τοπική δυάδα DEF και JKL. Oι ισοδύναµες υποµονάδες φέρουν τον ίδιο 
χρωµατισµό. 

4

 
Εκτός από τους δύο παραπάνω αναφερθέντες άξονες υπάρχει και ένας τρίτος ο οποίος 

σχηµατίζεται µεταξύ της υποµονάδος Α του τριµερούς ABC και της υποµονάδος H του 

τριµερούς GHI το οποίο δηµιουργείται από την επιτρεπτή πράξη µετάθεσης 0,0,-1. Η 

ιδιαιτερότητα µε την περίπτωση αυτή είναι ότι ο άξονας αυτός διέρχεται από την θέση 

δέσµευσης ενός κατιόντος ασβεστίου το οποίο συγκρατείται µέσω χηλικού συµπλόκου 

µεταξύ των δύο πολυπεπτιδικών αλυσίδων. Ο πίνακας περιστροφής που ορίζει αυτόν τον 

άξονα είναι 
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















−
−=

806.0161.0570.0
173.0856.0487.0
567.6491.6662.0

R
 

ο οποίος αντιστοιχεί σε µία γωνία 179.620 .Στην εικόνα 3-35 φαίνεται ο άξονας καθώς και 

το ιόν ασβεστίου για καλύτερη εποπτεία. 

 

Eικόνα 3- 35 Η τοπική δυάδα Α και Η (0,0,-1) . Το ιόν ασβεστίου παριστάνεται µε λευκή σφαίρα 
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3.6.8 

6

Τα κατιόντα ασβεστίου 
Όπως έχει αναφερθεί στο τµήµα των υλικών και µεθόδων για την επιτυχή κρυστάλλωση 

της CATI είναι απαραίτητη η ύπαρξη στο µητρικό υγρό κρυστάλλωσης κατιόντων Ca+2 σε 

τελική συγκέντρωση από 80-150mM. Από την ήδη γνωστή δοµή της CATIII είναι ήδη 

γνωστό ότι για την κρυστάλλωση της χρησιµοποιήθηκε χλωριούχο εξαµινικό κοβάλτιο το 

οποίο δεσµεύεται σε µια πρωτεύουσα και δύο δευτερεύουσες θέσεις στο κρυσταλλικό 

πλέγµα. Αντίστοιχα στην περίπτωση της CATI το κατιόν του Ca+2 δεσµεύεται σε 

συγκεκριµένη θέση στο κρυσταλλικό πλέγµα. Αν και συνήθως η γεωµετρία των 

συµπλόκων του ασβεστίου είναι τετραγωνική δι-πυραµίδα µε 6 υποκατάστατες (τέσσερις 

στο ίδιο επίπεδο και δύο αξονικούς) εντούτοις εµφανίζεται και µε αριθµό υποκατάστασης 

7 υιοθετώντας µορφή περίπου πενταγωνικής δι-πυραµίδας. Στην προκειµένη περίπτωση 

η γεωµετρία είναι η δεύτερη και οι υποκαταστάτες του ασβεστίου είναι άτοµα της κύριας 

αλυσίδας της Α υποµονάδας καθώς και της υποµονάδας Η που δηµιουργείται µε 

µετάθεση (0,0,-1C) και µόρια νερού τα οποία έχουν µοντελοποιηθεί επιτόπου στην 

ηλεκτρονική πυκνότητα καθώς και µόρια νερού που δηµιουργούνται µέσω της αυτής 

πράξεως συµµετρίας. Ο πίνακας 2-26 περιγράφει του υποκαταστάτες και τις αποστάσεις 

τους από το κατιόν ασβεστίου. Οι γωνίες µεταξύ των υποκαταστατών είναι µεταξύ των 

προβλεποµένων ορίων δηλαδή περίπου 720 (πίνακας 3-27). Πληροφορίες για τις γωνίες 

δίδονται στον ακόλουθο πίνακα. Η εικόνα 3-36 παριστά την θέση δέσµευσης του 

κατιόντος ασβεστίου. 

Πίνακας 3-2  Οι επτά υποκαταστάτες του ιόντος ασβεστίου µε τις αποστάσεις του από το ιόν.Μ 
ε αστερίσκο σηµειώνονται άτοµα που δηµιουργούνται από την πράξη συµµετρίας 0,0,-C 

Κατιόν Υποκαταστάτες Απόσταση 

Ca2+ Asn68A Ο 2.37 

 Asn68H Ο* 2.53 

 Wat80O 2.6 

 Wat328O 2.69 

 Wat177O 2.21 

 Wat176Ο* 2.43 

 Wat201Ο* 2.61 
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Πίνακας 3-2  Οι γωνίες που σχηµατίζουν οι υποκαταστάτες µε το ιόν 7

Υποκαταστάτης 1 Ιόν Ca2+ Υποκαταστάτης 2 Γωνία (0) 

O201 Ca O177 79.11 

O276 Ca O201 72.43 

O80 Ca O176 73.76 

O177 Ca O80 77.00 

O328 Ca O177 85.00 

O201 Ca CO68 72.70 

O328 Ca CO68 67.18 

 

 

Eικόνα 3- 3  Το ιόν ασβεστίου συνδεδεµένο µε τους υποκαταστάτες. Η κύρια αλυσίδα 
αναπαριστάται σαν µοντέλο κορδέλας. Οι κόκκινες σφαίρες αναπαριστούν µόρια 
νερού.(W177,W328,W201,W176,W80). Τα άτοµα O68 είναι τα καρβονυλικά οξυγόνα των 
καταλοίπων Αsn68A και Asn68H. Με διακεκοµένες γραµµές οι δεσµοί στο σύµπλοκο.Η εικόνα 
είναι δοσµένη µε προοπτική για καλύτερη εποπτεία 

6
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3.6.9  Κατανοµή ηλεκτροστατικού φορτίου. 
Αν και οι υπολογισµοί του καθαρού ηλεκτροστατικού πεδίου ενός πολυπεπτιδίου δεν 

έχουν ιδιαίτερη αξία αφού γίνονται in silico και ουσιαστικά αποτελούν προσοµοίωση στην 

οποία δεν λαµβάνεται υπόψη του πραγµατικό περιβάλλον της πρωτεϊνης εντούτοις για 

την πληρότητα του θέµατός µια τέτοια ανάλυση δεν µπορεί να απουσιάζει από µια 

κρυσταλλογραφική ανάλυση. Στην παρακάτω εικόνα φαίνεται η χαρτογράφηση του 

ηλεκτρικού φορτίου πάνω στην µοριακή επιφάνεια για ένα τριµερές. Ο υπολογισµός του 

φορτίου γίνεται µε επίλυση ενός συστήµατος Poisson-Boltzman. Από το υπολογισµό 

προκύπτει µια ανισοκατανοµή του φορτίου στις δύο πλευρές του µορίου. 

 

Eικόνα 3- 37. Η κατανοµή του ηλεκτροστατικού φορτίου. Ο υπολογισµός του φορτίου έγινε µε 
το πρόγραµµα GRASP. Α)Κορυφαία όψη του τριµερούς Β) Εδρική όψη του τριµερούς 
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Η βασική πλευρά του µορίου κυριαρχείται από αρνητικά φορτία σε αντίθεση µε την 

κορυφαία η οποία έχει έντονα διακριτές νησίδες µη φορτισµένων καταλοίπων και τοπική 

συσσώρευση θετικών φορτίων. 

3.6.10 Το µόριο του αναστολέα 
Μετά το πέρας της βελτιστοποίησης του µοριακού µοντέλου, κρίθηκε αναγκαία η 

εκτέλεση ενός ακόµα ελέγχου. Στην φάση αυτή αφαιρέθηκε κάθε πληροφορία για το 

µοντέλο του αναστολέα και το εναποµείναν µοντέλο χρησιµοποιήθηκε για τον 

υπολογισµό ενός χάρτη παράλειψης (omit map). Αν τα δεδοµένα πράγµατι περιέχουν 

δοµική πληροφορία για τον αναστολέα τότε περιµένουµε ο χάρτης να δείξει µη 

ερµηνευµένη ηλεκτρονική πυκνότητα στο ενεργό κέντρο. Πράγµατι ηλεκτρονική 

πυκνότητα στα 3.0σ πάνω από το µέσο όρο εµφανίζεται να διαγράφει την θέση του 

αναστολέα. 

3.6.11 

8

Το ενεργό κέντρο της CAT I και ο τρόπος δέσµευσης του 
φουσιδικού οξέος 

Το ενεργό κέντρο της CATI έχει την µορφή µιας µακριάς σήραγγας η είσοδος βρίσκεται 

στην βασική πλευρά του µορίου και η οποία σχηµατίζεται από την αλληλεπίδραση 

αµινοξικών καταλοίπων τα οποία ανήκουν σε γειτονικές πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Για τον 

σχηµατισµό ενός ενεργού κέντρου απαιτείται η αλληλεπίδραση δύο αλυσίδων και αφού 

το βιολογικά ενεργό µόριο της CATI είναι ένα τριµερές συνεπάγεται ότι υπάρχουν τρία 

διαφορετικά ενεργά κέντρα σε κάθε τριµερές τα οποία είναι διακριτά και στο χώρο µε 

την έννοια ότι δεν σχετίζονται το ένα µε το άλλο (απόσταση ενεργών κέντρων 18 Å) 

αλλά και ως προς την καταλυτική δραστικότητα αφού µπορούν το κάθε ένα να δρά 

ανεξάρτητα από το άλλο. Τα κατάλοιπα που συµµετέχουν στον σχηµατισµό του ενεργού 

κέντρου φαίνονται στον ακόλουθο πίνακα. 

Πίνακας 3-2  Τα αµινοξικά κατάλοιπα που συµµετέχουν στο σχηµατισµό του ενεργού κέντρου 

Υποµονάδα Ι Υποµονάδα ΙΙ 

Ala 24 Phe 102 

Phe 25 Tyr 133 

Ser 26 Phe 144 

Ala 29 Phe 156 

Cys 31 Phe 158 

Tyr 33 Val 160 

His 193 Phe 166 
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Υποµονάδα Ι Υποµονάδα ΙΙ 

 Val 170 

 

Από τις δύο γειτονικές αλυσίδες που απαιτούνται για το σχηµατισµό ενός ενεργού 

κέντρου φαίνεται ότι ο ρόλος της κάθε µίας από αυτές είναι διακριτός και έτσι η µία 

αλυσίδα προσφέρει ουσιαστικά τις απαραίτητες επιφάνειες για την αλληλεπίδραση του 

υποστρώµατος µε το ένζυµο ενώ η άλλη συνεισφέρει το καταλυτικά ενεργό αµινοξύ που 

είναι η His193. Όπως φαίνεται και στο ακόλουθο σχήµα στο οποίο το πρωτεϊνικό µόριο 

απεικονίζεται ως µοριακή επιφάνεια η µία αλυσίδα δηµιουργεί στο ενεργό κέντρο µια 

κοίλη επιφάνεια στην οποία η µοριακή συµπληρωµατικότητα είναι εµφανής ενώ η άλλη 

απλά εφαρµόζει σαν σκέπασµα για να φέρει δύο πολικά κατάλοιπα για τα οποία θα 

αναφερθούµε αναλυτικά παρακάτω σε κατάλληλη θέση. 

 

Eικόνα 3- 3  Μοριακή επιφάνεια του ενεργού κέντρου. Με κίτρινο φαίνεται το µόριο του 
αναστολέα. Με γκρί φαίνεται η πολυπεπτιδική αλυσίδα. Η µία αλυσίδα δηµιουργεί στο ενεργό 
κέντρο µια κοίλη επιφάνεια στην οποία η µοριακή συµπληρωµατικότητα είναι εµφανής ενώ η 
άλλη απλά εφαρµόζει σαν σκέπασµα . Η µοριακή επιφάνεια έχει υπολογιστεί µε το λογισµικό 
MSMS 

8

Η πλειονότητα των αµινοξέων τα οποία απαρτίζουν το ενεργό κέντρο είναι µη πολικά 

αρωµατικά ή αλειφατικά δηµιουργώντας έτσι ένα αρκετά υδρόφοβο περιβάλλον για την 

δέσµευση του υποστρώµατος. Από το σύνολο των αµινοξέων που συµµετέχουν µόνο 3 

αµινοξέα που συµµετέχουν στην δέσµευση του υποστρώµατος είναι πολικά. Αυτά είναι η 

His193 η Tyr133 και η Cys31. Εκτός από τις πλευρικές αλυσίδες των αµινοξέων στον 

σχηµατισµό του ενεργού κέντρου συµµετέχουν και διατεταγµένα µόρια νερού τα οποία 
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µπορούν να εντοπιστούν σε χάρτες διαφορών τόσο στην σύµπλοκο µορφή του ενζύµου 

µε το φουσιδικό οξύ όσο και στην αποενζυµική µορφή. Η δέσµευση του φουσιδικού 

οξέος διευκολύνεται µέσω µη πολικών αλληλεπιδράσεων που αναπτύσονται µεταξύ της 

εκτεταµένης υδρόφοβης επιφάνειας των δακτυλίων του και των πλευρικών οµάδων που 

προβάλλουν µέσα στο ενεργό κέντρο. Οι υδρογονοδεσµοί που σχηµατίζονται µεταξύ του 

αναστολέα φουσιδικού οξέος και του ενζύµου είναι: 

! Ο υδρογονικός δεσµός που σχηµατίζεται µεταξύ της ΟΗ6 οµάδας του φουσιδικού 

µε το ΝΕ2 άτοµο της His193. 

! Ο υδρογονικός δεσµός που σχηµατίζεται µεταξύ του µορίου νερού W62 µε την 

ΟΗ6 οµάδα του φουσιδικού οξέος. 

! Ο υδρογονικός δεσµός µεταξύ της ΟΗ οµάδας της Tyr133 και της OH1 οµάδας 

του φουσιδικού οξέος.  

! Ο υδρογονικός δεσµός που σχηµατίζεται µε το καρβοξυλικό οξυγόνο Ο4 του 

φουσιδικού οξέος και του µορίου νερού W157. 

! Ο υδρογονικός δεσµός που σχηµατίζεται µεταξύ του εστερικού καρβονυλικού 

οξυγόνου Ο3 του φουσιδικού οξέος και το µορίου νερού W141. Το σύστηµα των 

δύο ατόµων σταθεροποιείται µέσω δευτερευόντων υδρογονικών δεσµών που 

σχηµατίζονται µε το W141 και τα άτοµα Ν162 (άζωτο κύριας αλυσίδας), Ν161 

(άζωτο κύριας αλυσίδας) και Ο160 (οξυγόνο κύριας αλυσίδας). 

! Υδρογονικός δεσµός σχηµατίζεται µεταξύ του Ν ατόµου της H193 µε το C=0 

άτοµο της C31. 
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Εικ -39 Στερεοδιάγραµµα του ενεργού κέντρου. Με στικτές γραµµές συµβολίζονται οι 
υδρογονικοί δεσµοί.Σηµειώνονται τα κατάλοιπα που συµµετέχουν στις πολικές αλληλεπιδράσεις 

3

 

Από την ανάλυση των συντεταγµένων του µορίου βρέθηκε ότι το καταλυτικό κατάλοιπο 

H193 έχει συγκεκριµένη διαµόρφωση µε δίεδρες γωνίες φ=-60.60,ψ=-23.70 και η 

πλευρική οµάδα του καταλοίπου είναι σε τέτοια ταυτοµερική διαµόρφωση έτσι ώστε το 

Νε2 άτοµο της ιστιδίνης να έρχεται σε αλληλεπίδραση µε το ΟΗ6 άτοµο του φουσιδικού 

οξέος. Ο ιµιδαζολικός δακτύλιος της ιστιδίνης συµ µετέχει σε π-αλληλεπίδραση µε το 

βενζολικό δακτύλιο της φαινυλαλανίνης 25 πράγµα το οποίο συµβάλει στην 

σταθεροποίηση της δέσµευσης του φουσιδικού οξέος. Από προσεκτικότερη ανάλυση 

όµως γίνεται φανερό ότι αυτή η αλληλεπίδραση δεν είναι υπέυθυνη για την 

συγκεκριµένη ταυτοµερική µορφή της ιστιδίνης. Αυτή οφείλεται στην δηµιουργία ενός 

ενδοαµινοξικού υδρογονοδεσµού µεταξύ του Νδ1 ατόµου του ιµιδαζολικού δακτυλίου 

και του πεπτιδικού αζώτου του ιδίου αµινοξέος (απόσταση 2.99Å). 

Υπέρθεση της συµπλόκου και αποενζυµικής µορφής του ενζύµου δεν επιδεικνύει 

σηµαντικές αποκλίσεις µεταξύ των δύο µορφών. Η rms απόκλιση για όλα τα άτοµα είναι 

0.258 Å η οποία είναι στην ίδια τάξης µεγέθους µε το αναµενόµενο σφάλµα των 

ατοµικών συντεταγµένων. Ετσι δεν µπορούµε να µιλήσουµε για µηχανισµό αλλοστερικής 

δέσµευσης ή επαγώµενης προσαρµογής του υποστρώµατος γεγονός τοι οποίο συµφωνεί 

µε την υπάρχουσα βιβλιογραφία. 
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3.6.12 

3.6.13 

Τα µόρια του διαλύτη 
Μέχρι εδώ δεν έχουµε µιλήσει για τα µόρια του νερού τα οποία συµµετέχουν στην δοµή 

της CATI. Ο διαλύτης δεν είναι κάτι το στατικό αλλά µεταβάλεται επηρεάζοντας τις 

ιδιότητες του κρυστάλλου. Όµως κάθε πρωτείνη διαθέτει ένα αριθµό µορίων νερού τα 

οποία είναι διατεταγµένα και συγκρατούνται µε υδρογονικούς δεσµούς τα οποία 

αποτελούν συστατικό της δοµής. Κατά την διάρκεια του προσδιορισµού της δοµής της 

CATI προσπαθήσαµε να είµαστε φειδωλοί µε την προσθήκη µορίων διαλύτη και αυτό 

γιατί σε διακριτικότητες που δεν πλησιάζουν την ατοµική λεπτοµέρεια (<1.8Å) η 

ηλεκτρονική πυκνότητα έχει περιοχές οι οποίες µπορούν να ερµηνευτούν ως µόρια 

νερού, αλλά υπερερµηνεία του οδηγεί σε ένα µοντέλο το οποίο δεν ανταποκρίνεται στην 

πραγµατικότητα. Αυτό παλαιότερα ήταν συνηθισµένη πρακτική αφού προσθήκη µορίων 

νερού έχει την τάση να χαµηλώνει τον κρυσταλλογραφικό R παράγοντα. Αυτό όµως 

όταν δεν συµβαδίζει µε την πολλαπλότητα και την πληρότητα των δεδοµένων έχει σαν 

αποτέλεσµα ο ελέυθερος Rfree να αυξάνει. Μετά την εισαγωγή του ελεύθερου συντελεστή 

αξιοπιστίας σαν µέτρο της πιστότητας των πρωτεϊνικών µοντέλων (Brunger 1992) 

πολλές από τις δοµές που είχαν κατατεθεί στην PDB βρέθηκαν να είναι 

υπερερµηνευµένες σε σχέση µε τα πειραµατικά δεδοµένο. 

Αυτό δεν συµβαίνει στην CATI. Επιλέξαµε να συµπεριλάβουµε σχετικά µικρό αριθµό 

µορίων διαλύτη (236 µόρια νερού στην αποενζυµική δοµή και 619 στην σύµπλοκο δοµή) 

κρατώντας των R και των Rfree σε χαµηλά αποδεκτά επίπεδα (19.9% και 28.1% για το 

αποένζυµο και 19.5% και 26.3% γα το σύµπλοκο αντίστοιχα), τα οποία για δοµή αυτού 

του µεγέθους είναι ικανοποιητικά. 

 

 Αρχεία συντεταγµένων 
Τα αρχεία συντεταγµένων έχουν κατατεθεί στην Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb) 

και έχουν τους κωδικούς 1PD5 (αποένζυµο) και 1Q23 (σύµπλοκο) αφού ελέγχθησαν 

και έγιναν αποδεκτά από την βάση δεδοµένων. Οι συντεταγµένες θα είναι διαθέσιµες για 

το κοινό µετά την έκδοση της σχετικής δηµοσίευσης (σε προετοιµασία). 
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4 
4.1 

4.1.1 

Συζήτηση - Συµπεράσµατα 
Συγκριτική ανάλυση της δοµής της CAT I µε την CAT III 

Σύγκριση της δοµής της CATI µε την δοµή της αγρίου τύπου 
CATIII 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί αρκετές φορές η CATI και η CATIII εµφανίζουν µεγάλο βαθµό 

ταυτότητας σε επίπεδο πρωτοταγούς δοµής (46%) και υψηλό βαθµό οµολογίας. Αυτό 

έχει σαν αποτέλεσµα η συνολική διαµόρφωση των δύο ενζύµων και σε επίπεδο 

µονοµερούς αλλά και σε επίπεδο τριµερούς να είναι όµοια. Ετσι µια λεπτοµερής σύγκριση 

των δοµικών στοιχείων των δύο µορίων δεν είναι απαραίτητη.  

 
Εικ 4-1 ∆οµική στοίχιση µεταξύ CATI και CATIII. Με πράσινο χρώµα σηµειώνονται οι α έλικες και 
µε κόκκινο οι β κλώνοι. Η ονοµασία των στοιχείων της δευτεροταγούς δοµής ανήκει στην CATI. 
 
Το ενδιαφέρον σηµείο στην σύγκριση µεταξύ των δύο µορίων δεν είναι οι συνολική τους 

οµοιότητα αλλά εκείνες οι διαφορές που εντοπίζονται σε ατοµικό επίπεδο και είναι 
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υπεύθυνες για την διαφορά που παρουσιάζουν τα δύο ένζυµα τόσο στην συγγένεια για 

το φυσικό υπόστρωµα που είναι η χλωραµφενικόλη, όσο και για την ευρύτερη µοριακή 

επιλεκτικότητα που παρουσιάζει η CATI σε αντίθεση µε την CATIII. Πρέπει εδώ να 

ξαναθυµίσουµε ότι η CATI εκτός από τη χλωραµφενικόλη είναι σε θέση να δεσµεύει και 

το φουσιδικό οξύ, ενώ επίσης δεσµεύει και χρωστικές. Και στα δύο µόρια το κατάλοιπο 

που είναι υπεύθυνο για την κατάλυση είναι συντηρηµένο (His193/His195) και κατέχει 

την ίδια σχετική θέση µέσα στο ενεργό κέντρο. Παρόλα αυτά αλλαγές που λαµβάνουν 

χώρα σε άλλα κατάλοιπα που συµµετέχουν στο σχηµατισµό του ενεργού κέντρου 

δηµιουργούν ένα σχετικά διαφορετικό µοριακό περιβάλλον για την δέσµευση του 

υποστρώµατος. Συνολικά οι αλλαγές που παρουσιάζονται στα κατάλοιπα του ενεργού 

κέντρου έχουν σαν αποτέλεσµα το ενεργό κέντρο της CATI να εµφανίζεται µεγαλύτερο 

σε όγκο από εκείνο της CATIII. Αυτό φαίνεται και στην εικόνα 4-2. 

 
Εικ 4-2 Απεικόνιση της κοιλότητας του ενεργού κέντρου (άποψη από την είσοδο) µε µορφή 
µοριακής επιφάνειας µε το µόριο του αναστολέα µε µορφή δεσµών. Α) Ενεργό κέντρο της CATI 
Β) Ενεργό κέντρο της CATIII Γ) Υπερθεση των δύο ενεργών κέντρων. Εύκολα γίνεται κατανοητό 
ότι η διαφορά σε επίπεδο αµινοξέων µεταφράζεται σε διαφορά στην εκτεθειµένη µοριακή 
επιφάνεια. Το ενεργό κέντρο της CAT III είναι µικρότερο και δεν επιτρέπει την είσοδο του 
φουσιδικού οξέος το οποίο συναντά στερεοχηµική παρεµπόδιση 
 

! 

! 

Παρόλα αυτά µια λεπτοµερέστερη περιγραφή των αλλαγών είναι απαραίτητη για την 

πληρότητα του θέµατος. Έτσι ενώ το καταλυτικό κατάλοιπο His 193 (His195 CATIII) είναι 

συντηρηµένο, παρατηρούµε µια σειρά από αλλαγές οι οποίες είναι: 

Το κατάλοιπο Phe 24 στην CATIII έχει µετατραπεί σε Ala 24. Αυτό αν και εκ 

πρώτης όψεως είναι µια συντηρητική αλλαγή έχει σαν αποτέλεσµα ,την µείωση 

της εκτεθειµένης επιφάνειας του καταλοίπου από 161.930 Å2 σε 89.413Å2 δηλαδή 

µείωση κατά 72.517 Å2. 

Το κατάλοιπο Tyr25 έχεί µετατραπεί στην CATI σε Phe25, µε αποτέλεσµα την 

µείωση της επιφάνειας από 169.758 Å2 σε 157.698 Å2.Μείωση κατά 12.06 Å2. 
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! Η αλλαγή της Leu29 σε Ala29 έχει σαν αποτέλεσµα την µείωση της εκτεθειµένης 

επιφάνειας του καταλοίπου από 135.525 Å2 σε 89.659 Å2. Αυτή η αλλαγή είναι 

ιδιαίτερης σηµασίας µια και η αλανίνη 29 βρίσκεται στην είσοδο του ενεργού 

κέντρου της CATI και συγκεκριµένα βρίσκεται σχεδόν παράλληλα µε το σύστηµα 

των δακτυλίων του αναστολέα και καταλαµβάνει µικρότερο χώρο έτσι ώστε να 

διευκολύνεται η είσοδος του φουσιδικού οξέος. Αντίθετα η λευκίνη 29 της CATIII 

είναι µεγαλύτερη και εµποδίζει την είσοδο του ενεργού κέντρου. 

! Η αλλαγή της Leu 134 σε Tyr133 στην CATI έχει σαν αποτέλεσµα αύξηση της 

εκτεθειµένης επιφάνειας από 147.044 Å2 σε 169.386 Å2. Αυτή η αύξηση της 

επιφάνειας φαίνεται ότι εξυπηρετεί την συνεύρεση της ΟΗ οµάδος της Tyr133 και 

της ΟΗ3 οµάδας του φουσιδικού οξέος σε απόστασης υδρογονοδεσµού και η 

οποία λειτουργεί ως αντιστάθµιση της αλλαγής που περιγράφεται στο 2. 

 
Εικ -3 Υπέρθεση των καταλοίπων του ενεργού κέντρου στα δύο ένζυµα. Σηµειώνονται τα 
κατάλοιπα που έχουν υποστεί αλλαγές και η καταλυτική ιστιδίνη (193-195) 

4
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4.1.2 Σύγκριση της δοµής του συµπλόκου της CATI µε το φουσιδικό 
οξύ, µε το τετραπλό µετάλλαγµα (Q92C / N146F / Y168F / I172V ) 
της CATIII 

 
Μετά από αποτυχηµένες προσπάθειες για κρυστάλλωση της CATI η οµάδα που είχε 

προσδιορίσει την κρυσταλλική δοµή της CATIII αποφάσισε να προχωρήσει σε κατασκευή 

ενός µεταταλλάγµατος της CATIII το οποίο θα είχε την ικανότητα να δεσµεύεί φουσιδικό 

οξύ. Το συγκεκριµένο χιµαιρικό µόριο έφερε τέσσερις µεταλλαγές στα κατάλοιπα Gln92, 

Asn146, Tyr168, Ile172, οι οποίες και αντικαθιστούσαν τα αµινοξέα αυτά µε τα 

αντίστοιχα της CATI .Η rms απόκλιση µεταξύ των δύο µορίων είναι 0.94Å. Από την 

σύγκριση των δύο δοµών σε ατοµικό επίπεδο µπορούν να εξαχθούν τα ακόλουθα 

συµπεράσµατα: 

! Από µια πρώτη παρατήρηση του µοντέλου του µεταλλάγµατος φαίνεται ότι ο 

αναστολέας έχει υποστεί µετάθεση σε σχέση µε την θέση του αναστολέα στην 

τελική δοµή του µοντέλου της CATI.  

 
Εικ 4-4 Το µόριο του αναστολέα σε υπέρθεση όπως έχει προσδιοριστεί κρυσταλλογραφικά στις 
δύο δοµές. Με κίτρινο χρώµα αναπαρίσταται το µόριο του αναστολέα στην δοµή της CATI. Με 
µώβ στην δοµή του τετραπλού µεταλλάγµατος της CATIII. 
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! Αυτή η µετάθεση αντιστοιχεί σε µετακίνηση κατά 1.93 Å στον επιµήκη άξονα του 

µορίου του αναστολέα και σε µια πλευρική µετακίνηση κατά 3.92 Å, έτσι ώστε το 

µόριο του αναστολέα να είναι περιεστραµένο σε σχέση µε το πραγµατικό(εικόνα 

4-4). 

! 

! 

Η µεταλλαγή της Gln92 σε Cys δεν φαίνεται να έχει τόσο µεγάλη σηµασία στην 

δέσµευση του αναστολέα αφού βρίσκεται αρκετά µακριά από αυτόν. 

Η µεταλλαγή της Τyr146 έχει σαν αποτέλεσµα η θέση της Phe144 που είναι το 

δοµικό αντίστοιχο της CATI να βρίσκεται κοντύτερα στο φουσιδικό οξύ (3.89Å) 

από ότι η Phe146 (4.11Å). 

! Η αλλαγή της Tyr168 σε Phe δεν είναι αρκετά µελετηµένη. Αυτό διότι στην δοµή 

της αγρίου τύπου CATIII η Tyr168 έρχεται σε απόσταση υδρογονοδεσµού µε την 

His144(2.73Å) η οποία και σταθεροποιείται. Αλλαγή της τυροσίνης σε 

φαινυλαλανίνη έχει σαν αποτέλεσµα να αποσταθεροποιηθεί η πλευρική οµάδα της 

His144 και να κινείται δίδοντας διπλή διαµόρφωση όπως αναφέρεται και στην 

σχετική βιβλιογραφία (Murray, Cann et al. 1995). Σε αντιδιαστολή µε τα 

παραπάνω στην δοµικά αντίστοιχη θέση της CATI υπάρχει η Met142 η οποία 

πιθανά σταθεροποιείται µέσω αλληλεπίδραση µε το άζωτο της κύριας αλυσίδας 

στην θέση 139 (Ile139). 

 
Εικ 4-5 A) υπέρθεση του ενεργού κέντρου των CATI (πράσινο) και του µεταλλάγµατος της CATIII 
(κυανό) . Β) υπέρθεση του ενεργού κέντρου του µεταλλάγµατος της CATIII (κυανό) και της 
αγρίου τύπου CATIII (ιώδες) . Είναι εµφανής η απώλεια του υδρογονοδεσµού µεταξύ της Tyr168 
και της His144 που οδηγεί σε αποσταθεροποίηση της πλευρικής οµάδας της τελευταίας 
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! Η αλλαγή της Ile172 σε Val απλά φαίνεται να συνεισφέρει στο υδρόφοβο 

περιβάλλον του ενεργού κέντρου. 

Επιπλέον είναι αξιοσηµείωτη µια ακόµα δοµική παραµόρφωση που παρουσιάζεται στο 

µοντέλο του µεταλλάγµατος. Στην δοµή του αγρίου τύπου της CATIII στις θέσεις 139, 

140 και 141 βρίσκονται τα κατάλοιπα Val, Thr και Pro αντίστοιχα. Η ύπαρξη της προλίνης 

141 που έχει περιορισµένη τιµή δίεδρων γωνιών ουσιαστικά κλειδώνει το ίχνος(trace) της 

κύριας αλυσίδας. Όπως φαίνεται και στην εικόνα 4-6 από την στοίχιση των πρωτοταγών 

δοµών της CATI και της CATIII δεν υπάρχει αντίστοιχο κατάλοιπο στην CAT I. Αυτή η 

περιοχή, που ουσιαστικά είναι µια εκτεταµένη λούπα, καλύπτεται στην CAT I από τα 

κατάλοιπα Gly137 και Phe 138 τα οποία βρίσκονται σε εκτεταµένη διαµόρφωση µε 

δίεδρες γωνίες φ-ψ 71.40 ,-176.40 και �125.60 και 153.60 αντίστοιχα και είναι µια από τις 

περιοχές που χρειάστηκαν πλήρη µοντελοποίηση κατά τα αρχικά στάδια του 

προσδιορισµού της δοµής. Μετά την ανακατασκευή της περιοχής τα κατάλοιπα αυτά 

ήταν καλά καθορισµένα και βρίσκονται σχετικά αποµακρυσµένα από το µόριο του 

αναστολέα µε µόνη την Phe138 να έρχεται σε χαλαρή αλληλεπίδραση µε τον αλειφατικό 

βραχίονα του φουσιδικού. Στην δοµή του µεταλλάγµατος τα κατάλοιπα 139 και 140 είναι 

αποδιαταγµένα και δεν φαίνονται στους χάρτες ηλεκτρονικής πυκνότητας διότι κάνουν 

στενή επαφή µε το µόριο του αναστολέα το οποίο βρίσκεται πιο µπροστά από την 

κανονική θέση δέσµευσης. 

 
Εικ 4-6 Η επιφανειακή λούπα 138 141. Α) CATI B) αγρίου τύπου CATIII Γ) τετραπλό µετάλλαγµα 
της CATIII. 
 
 
Αυτή η παραµόρφωση µπορεί να αποδοθεί στον αριθµό των πολικών αλληλεπιδράσεων 

που σχηµατιίζει το µόριο του αναστολέα µέσα στο ενεργό κέντρο. Όπως φαίνεται στην 

εικόνα 4-7 στο ενεργό κέντρο της CATI το µόριο του αναστολέα συγκρατείται µε 

υδρογονικούς δεσµούς µεταξύ του ΟΗ6 και του Νε2 ατόµου της ιστιδίνης 193 και του 
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ΗΟΗ62 ενώ το ΟΗ1 συγκρατείται µε υδρογονοκό δεσµό µε το ΟΗ της Tyr133. Αυτοι οι 

δεσµοί σε δύο διαφορετικές οµάδες δεν επιτρέπουν πλευρική µετακίνηση του µορίου του 

αναστολέα. Αντίθετα στην περίπτωση του µεταλλάγµατος υπάρχουν δύο υδρογονικοί 

δεσµοί µε το ίδιο άτοµο και συγκεκριµένα τα άτοµ Νε2 της ιστιδίνης 195 και ΟΗ της 

Tyr25 αλληλεπιδρούν µε το ΟΗ6 του αναστολέα. Η συγκεκριµένη διάταξη δεσµών 

επιτρέπει την πλευρική κίνηση του µορίου του αναστολέα που 

παρατηρείται.

 

Εικ -7 Σύγκριση του τρόπου σχηµατισµού υδρογονικών δεσµών µεταξύ της CAT4

4.2 

I και του 
µεταλλάγµατος της CATIII 

Αν και το µετάλλαγµα αυτό έχει την ικανότητα να δεσµεύει συναγωνιστικά φουσιδικό 

οξύ εντούτοις είναι φανερό ότι αυτό γίνεται εφικτό λόγο τυχαίας µετατροπής του 

ενεργού κέντρου, παρά µέσω εκλογικευµένου ανασχεδιασµού του ενεργού κέντρου, 

πράγµα το οποίο δεν ήταν δυνατό αφού η τρισδιάστατη δοµή της CATI παρουσιάζεται 

στα πλαίσια αυτής της διατριβής. Επιπλέον γίνεται σαφές ότι η µοντελοποίηση µε βάση 

δεδοµένα µεταλλαξογέννεσης και η εφαρµογή τους σε µια νέα πρωτεϊνη δεν οδηγεί 

πάντα σε σωστά συµπεράσµατα σχετικά µε την αναµενόµενη δοµή. 

 
Σύγκριση της CAT I µε άλλες γνωστές δοµές 

Από την σύγκριση της τρισδιάστατης δοµής της CATI µε ολόκληρη την βάση δεδοµένων 

πρωτεϊνικών δοµών µέσω του συστήµατος DALI (Holm 1996) διαπιστώθηκε ότι το 

δοµικό πρότυπο της CATI εµφανίζεται και σε άλλες πρωτεΐνες εκτός από την CATIII. 

Αυτές συνοψίζονται στον πίνακα 4-1 
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Κωδικός 
PDB 

Z 
score RMSD(Å) Μήκος 

στοίχισης 
Μήκος 
στόχου %ταυτότητα Ονοµα και ακρωνύµιο 

1eaf 15.5 2.6 172 243 16 
∆ιυδρολιποϊκή 
τρανσακετυλάση 
(E2pCD) 

1l5a 8.2 3.3 126 424 13 Αµιδική συνθάση (VibH) 

1ndb 7.6 3.6 156 576 9 Ακετυλοτρανσφεράση 
της καρνιτίνης (CRAT) 

1ord 4.0 3.6 93 730 5 Αποκαρβοξυλάση της 
ορνιθίνης 

Πίνακας 4-1 Αρχικά αποτελέσµα της στοίχισης που πραγµατοποιήθηκε µέσω του συστήµατος 
DALI 
 

4.2.1 

Έτσι προχωρήσαµε σε µια λεπτοµερέστερη σύγκριση της CATI µε κάθε µια από αυτές τις 
πρωτεΐνες. 

Συγκριτική ανάλυση µε την διυδρολιποϊκή 
τρανσακετυλάση(E2p) 

Η διϋδρολιποϊκή τρανσακετυλάση είναι το κεντρικό ένζυµο τόσο από βιοχηµικής όσο και 

από δοµικής άποψης στο πολυενζυµικό σύµπλεγµα της αφυδρογονάσης του 

πυροσταφιλικού οξέος. Το ένζυµο καταλύει την αντίδραση παραγωγής ακέτυλο-

συνένζυµου Α µεταφέροντας την ενεργοποιηµένη ακετυλοµάδα από το λιπόϊλο ακέτυλο 

συνένζυµο στο συνένζυµο Α (CoA). Η κρυσταλλική δοµή του καταλυτικού τµήµατος του 

ενζύµου αποτελείται από 2182 άτοµα και παρουσιάζει εκτεταµένη δοµική οµολογία µε 

την ακετυλοτρανσφεράση της χλωραµφενικόλης τύπου ΙΙΙ και Ι. Το θέµα της δοµικής 

οµοιότητας µε την CATIII έχει επανεξεταστεί από τον Mattevi (Mattevi 1992; Mattevi 

1993). Στην παρούσα παράγραφό παρουσιάζεται το αποτέλεσµα της σύγκρισης του 

ενζύµου αυτού µε την CATI. Η δοµική οµολογία µεταξύ των δύο ενζύµων διαφαίνεται 

ήδη από το γεγονός ότι και τα δύο είναι τριµερή ένζυµα των οποίων τα µονοµερή είναι 

στενά συνδεδεµένα για να σχηµατίσουν το ενεργό κέντρο στην επιφάνεια διεπαφής 

µεταξύ τους. Όπως φαίνεται από τον πίνακα 4-1 η τιµή του Ζ για την δοµική στοίχιση 

των δύο ενζύµων είναι αρκετά υψηλή και παρόλο το % ποσοστό των ταυτόσηµων 

αµινοξέων είναι µόλις 16% εντούτοις η υπέρθεση των δύο δοµών αποκαλύπτει µια 

εκπληκτική οµοιότητα (Εικ4-7). 

 
. 
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Εικ 4-8 Στερεοδιάγραµµα των δοµών της CATI (µπλέ) και της E2pCD (κόκκινο) , σε υπέρθεση. 
 
Στην εικόνα 4-8 παρουσιάζεται µια στοίχιση των πρωτοταγών δοµών των δύο πρωτεϊνών 

η οποία έχει γίνει µε βάση τα ισοδύναµα δοµικά στοιχεία 

 
Εικ 4-9 ∆οµική στοίχιση µεταξύ CATI και E2pCD. Με πράσινο χρώµα σηµειώνονται οι α-έλικες 
και µε κόκκινο οι β-κλώνοι. Η ονοµασία των στοιχείων της δευτεροταγούς δοµής ανήκει στην 
CATI. 
 

145 



Συζήτηση - Συµπεράσµατα 
 

Από την στοίχιση είναι εµφανές τα δοµικά στοιχεία της CATI έχουν ισοδύναµα τµήµατα 

στην E2pCD µε µοναδική εξαίρεση τον β-κλώνο β11 ο οποίος φαίνεται δοµικά να 

στοιχίζετε µε µια α-έλικα. Η r.m.s απόκλιση για την υπέρθεση των δύο µορίων είναι 

1.59Å για 490 άτοµα της κύριας αλυσίδας. Ιδιαίτερη αναφορά πρέπει να γίνει και στην 

σχετική οµοιότητα που παρουσιάζουν οι δύο δοµές στο ενεργό κέντρο τουλάχιστον όσον 

αφορά την καταλυτική ιστιδίνη η οποία είναι η His610 στην Ε2pCD και η His193 στην 

CAT I. Οι πλευρικές αλυσίδες των δύο αυτών καταλοίπων έρχονται πολύ κοντά στον 

χώρο κατά την υπέρθεση των δύο δοµών και υιοθετούν παρόµοια διαµόρφωση αφού οι 

γωνίες φ-ψ των δύο καταλοίπων είναι αρκετά κοντά. (His610 φ=-71.20,ψ=-10.30, His193 

φ=-60.60,ψ=-23.70). Η εικόνα 4-9 συνοψίζει τα παραπάνω. 

 
Εικ 4-1  Υπέρθεση των καταλυτικών καταλοίπων στην CAT0

4.2.2 

I και στην E2pCD 
 

Συγκριτική ανάλυση της CAT I µε την µη ριβοσωµική αµιδική 
συνθετάση 

Οι µη ριβοσωµικές αµιδικές συνθετάσες είναι συνήθως µεγάλα πολυενζυµικά 

συµπλέγµατα που συνθέτουν προϊόντα µεγάλης βιολογικής σηµασίας τόσο από 

φαρµακευτική άποψη όσο για τα ίδια τα παραγωγά στελέχη. Η αµιδική συνθάση από το 

Vibrio cholerae είναι µια ελεύθερη αµιδική συνθετάση η οποία καταλύει την σύνθεση της 

βιµπριοβακτίνης που είναι ένα ιονοφόρο του βακτηρίου (Keating 2002). Παρόλη τη 

χαµηλή οµολογία σε επίπεδο πρωτοταγούς δοµής η αµιδική συνθάση (VibH) παρουσιάζει 

µια αξιοσηµείωτη δοµική οµοιότητα µε την CATI. Αν και η αµιδική συνθάση είναι 

µονοµερές, έχει µια διαµόρφωση ψευδό-διµερούς η οποία και συνεισφέρει στην συνολική 

δοµική οµοιότητα. 
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Η rms απόκλιση είναι 1.72Å για 372 άτοµα της κύριας αλυσίδας. Πάλι όπως και στην 

περίπτωση της διϋδρολιποϊκής αφυδρογονάσης υπάρχει ένα συντηρηµένο κατάλοιπο His 

που είναι υπεύθυνο για την καταλυτική δραστικότητα. 

 

 
Εικ 4-11 Στοίχιση των στοιχείων δευτεροταγούς δοµής σε επίπεδο πρωτοταγούς αλληλουχίας 
της CATI και της αµιδικής συνθάσης VibH 

 
Εικ 4-12 Στερεοδιάγραµµα των δοµών της CATI (µπλέ) και της VibH (κόκκινο) , σε υπέρθεση  
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4.2.3 Σύγκριση της CAT I µε την ακετυλοτρανσφεράση της καρνιτίνης 
Η ακετυλοτρανσφεράση της καρνιτίνης είναι ένα σηµαντικό ένζυµο που συµµετέχει στο 

µεταβολισµό των λιπαρών οξέων. Συγκεκριµένα συµµετέχει στον σχηµατισµό του 

ενδιάµεσου άκυλο � καρνιτίνο παράγωγου το οποίο µπορεί να εισέλθει µέσω της 

µιτοχονδριακής µεµβράνης στο εσωτερικό του µιτοχονδρίου για να υποστεί β-οξείδωση 

(Jogl 2003). Η τρισδιάστατη δοµή της ακετυλοτρανσφεράσης της καρνιτίνης από το 

Mus musculus έχει προσδιοριστεί σε διακριτικότητα 1.80Å µε την τεχνική MAD. Η δοµή 

του ενζύµου αποκαλύπτει ένα µόριο µε δύο λειτουργικές περιοχές(domains C,N). Αν και 

η ταυτότητα µεταξύ του ενζύµου αυτού και της CAT I σε επίπεδο πρωτοταγούς δοµής 

είναι µόλις 9% εντούτοις παρουσιάζουν µια αξιόλογη δοµική οµοιότητα η οποία 

µεταφράζεται σε µια rms απόκλιση των ατοµικών συντεταγµένων κατά 1.69Å για 579 

άτοµα της κύριας αλυσίδας. 

 
Εικ 4-13 Στοίχιση των στοιχείων δευτεροταγούς δοµής σε επίπεδο πρωτοταγούς αλληλουχίας 
της CATI και της ακετυλοτρανσφεράσης της καρνιτίνης 
 
Η δοµική οµοιότητα εκτείνεται πέρα από την οµοιότητα σε επίπεδο πολυπεπτιδικού 

σκελετού. Ποιο συγκεκριµένα όπως και στην περίπτωση της αµιδικής συνθετάσης έτσι 

και εδώ η οργάνωση του δύο δοµικών περιοχών της ακετυλοτρανσφεράσης της 

καρνιτίνης είναι παρόµοια µε δύο γειτονικές υποµονάδες της CAT I οι οποίες στοιχίζονται 

δοµικά στο χώρο µε την µία από τις δύο υποµονάδες της ακετυλοτρανσφεράσης της 
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καρνιτίνης πράγµα το οπόιο σηµαίνει ότι και εδώ έχουµε την µορφή ενός ψευδο-

διµερούς. Όπως γίνεται αντιληπτό υπάρχει µια µεγάλη αντιστοιχία των στοιχείων της 

δευτεροταγούς δοµής µεταξύ των δύο ενζύµων η οποία φαίνεται και στο 

στερεοδιάγραµµα παρακάτω. 

 
Εικ 4-14 Στερεοδιάγραµµα της υπέρθεσης του πολυπεπτιδικού σκελετού της CATI(µπλέ και 

γκρίζο) και της CRAT (κόκκινο) 
 
Η αµινοξική αλληλουχία της CRAT έχει αποκλίνει αρκετά από αυτή της CATI πιθανώς 

µέσω διπλασιασµού ενός προγονικού γονιδίου µε µία λειτουργική περιοχή προς ένα 

ψευδό-διµερές που έχει παρόµοια οργάνωση µε τα τριµερή της CATI και της E2pCD . 

 

4.2.4 Σύγκριση της CAT I µε την αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης 

Η αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης είναι ένα ένζυµο κλειδί στον µεταβολισµό των 

αµινοξέων σε πολλούς οργανισµούς. Το προϊόν της αποκαρβοξυλίωσης της ορνιθίνης 

είναι η πουτρεσκίνη η οποία αποτελεί πρόδροµο στην βιοσύνθεση διαφόρων πολυαµινών 

όπως η σπερµιδίνη και η σπερµίνη. Η ίδια η ορνιθίνη προέρχεται από τον µεταβολισµό 

της αργινίνης µέσω απαµίνωσης οπότε παράγεται κιτρουλίνη η οποία στην συνέχεια 

διασπάται σε καρβαµόϋλο-φωσφορικό και ορνιθίνη.  

Η αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης παρουσιάζει εκπληκτικά µικρή ταυτότητα σε επίπεδο 

πρωτοταγούς δοµής µε την CAT I. Ωστόσο και πάλι έχουµε ένα σχετικά συντηρηµένο 

δοµικό πρότυπο µεταξύ των δύο ενζύµων. 
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Εικ 4-15 Στοίχιση των στοιχείων δευτεροταγούς δοµής σε επίπεδο πρωτοταγούς αλληλουχίας 
της CATI και της ακετυλοτρανσφεράσης της ορνιθίνης 
 

 
Εικ 4-16 Στερεοδιάγραµµα της υπέρθεσης του πολυπεπτιδικού σκελετού της CATI (µπλέ) και της 

ακετυλοτρανσφεράσης της ορνιθίνης (κόκκινο) 
 
Περισσότερη πληροφορία για την βιολογική δραστικότητα του ενζύµου και δοµικές 

λεπτοµέρειες δεν είναι άµεσα διαθέσιµες αφού η σχετική δηµοσίευση δεν είναι προς το 

παρόν διαθέσιµη. 
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4.2.5 Συµπεράσµατα από τις συγκρίσεις  
Αυτό που προκαλεί µεγάλη έκπληξη είναι το γεγονός ότι έξη διαφορετικά ένζυµα τα 

οποία επιτελούν διαφορετικές λειτουργίες παρουσιάζουν τόσο µεγάλη οµοιότητα σε 

δοµικό επίπεδο η οποία δεν είναι αναµενόµενη από την πληροφορία σε επίπεδο 

πρωτοταγούς δοµής. Είναι εµφανές ότι η στοίχιση αλληλουχιών σε επίπεδο πρωτοταγούς 

δοµής αν και έχει συνεισφέρει τα µέγιστα στην κατηγοριοποίηση των πρωτεϊνικών 

αλληλουχιών εντούτοις δεν είναι σε θέση να προβλέψει οµοιότητες σε επίπεδο 

τρισδιάστατης δοµής πράγµα το οποίο σηµαίνει ότι η παράµετρος της δοµικής 

οµοιότητας δεν εξαρτάται µόνο από το ποσοστό οµολογίας ή ταυτότητας µεταξύ δύο 

µορίων αλλά και από άλλους παράγοντες. Οι συγκρίσεις που παρατέθηκαν παραπάνω 

παίρνουν µια ακόµα σηµαντικότερη διάσταση διότι όπως έχει ήδη αναφερθεί η rms 

απόκλιση των ατοµικών συντεταγµένων είναι συνάρτηση του ποσοστού οµολογίας 

µεταξύ δύο συγκρινοµένων δοµών. Στις περιπτώσεις που αναφέρθηκαν παραπάνω το 

ποσοστό ταυτότητος µε εξαίρεση την περίπτωση της CATIII (46%) είναι πολύ χαµηλό, 

ίσως τόσο χαµηλό που µόνο µε τυχαίες αλληλουχίες αναµένεται ποσοστό της τάξης του 

5-10% όπως στην περίπτωση της αποκαρβοξυλάσης της ορνιθίνης. Κάτι τέτοιο έχει 

παρατηρηθεί και σε άλλες περιπτώσεις. Τέτοιου είδους αποτελέσµατα µόνο νέα 

ερωτήµατα δηµιουργούν αφού µας καλούν να εξηγήσουµε φαινόµενα τα οποία έχουν 

δηµιουργηθεί µέσα από εκατοµµύρια χρόνια εξέλιξης. Ποιος οι ποιοι είναι οι λόγοι για 

τους οποίους τόσο διαφορετικές αλληλουχίες επιµένουν να υιοθετούν ένα τόσο κοινό 

µεταξύ τους δοµικό πρότυπο; Σίγουρα αυτό το ερώτηµα δεν είναι εύκολο να απαντηθεί 

όχι από έλλειψη επιστηµονικού ενδιαφέροντος αλλά από άγνοια των µηχανισµών που 

λειτουργούν σε εξελικτικό αλλά και σε κυτταρικό επίπεδο και σχετίζονται µε την εξέλιξη 

των δοµικών προτύπων και την δυναµική της αναδίπλωσης των βιοµορίων. Αυτό που 

συµπερασµατικά µπορούµε να κάνουµε είναι να θέσουµε κάποια ερωτήµατα για 

µελλοντική εξέταση και αυτά είναι: 

! Η εµφάνιση ενός κοινού δοµικού προτύπου σε ένζυµα τα οποία προέρχονται από 

διαφορετικούς οργανισµούς είναι αποτέλεσµα συγκλίνουσας εξέλιξης ή είναι 

µήπως οικονοµία της φύσης που επαναλαµβάνει την χρήση ενός πετυχηµένου 

µοντέλου ξανά και ξανά (Lupas 2001); 

151 



Συζήτηση - Συµπεράσµατα 
 

! Μήπως εκτός από τις εξελικτικές διαδικασίες και άλλοι µηχανισµοί ευθύνονται για 

τέτοιου είδους φαινόµενα;  

∆εν θα πρέπει να ξεχνάµε ότι παρόλη την πρόοδο µας στο προσδιορισµό της δοµής 

των βιοµορίων, δεν είµαστε ακόµα σε θέση να εξοµοιώσουµε ούτε και τις 

απλούστερες των συνθηκών που επηρεάζουν φαινόµενα αναδίπλωσης βιοµορίων. Με 

αυτό εννοείται ότι µπορεί ένα δοµικό πρότυπο να χτίζεται από αλληλεπιδράσεις που 

λαµβάνουν χώρα κατά τα αρχικά στάδια της αναδίπλωσης ενός βιοµορίου. 
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Εικ - Συνολική παρουσίαση µε την µορφή πολλαπλής στοίχισης των πρωτεϊνών που µελετήθηκαν.Με πράσινο τονίζονται οι ελικοειδείς περιοχές του 

µορίου και µε κόκκινο οι περιοχές σε εκτεταµένη διαµόρφωση

4 17

153 



Συζήτηση - Συµπεράσµατα 
 

Αυτό που µπορούµε να παρατηρήσουµε από την δοµική στοίχιση που παρατίθεται 

παραπάνω είναι ότι πράγµατι υπάρχει µια µεγάλου βαθµού συντήρηση στα στοιχεία της 

δευτεροταγούς δοµής και συγκεκριµένα στις έλικες οι οποίες αποτελούν την στηρικτική 

βάση του προτύπου και στον κεντρικό πυρήνα των β-κλώνων που σχηµατίζουν τα 

καταλυτικά κέντρα. Αυτό βέβαια που πρέπει να γίνει κατανοητό είναι ότι εµφανίζεται και 

ένας σχετικός εκφυλισµός του δοµικού προτύπου ο οποίος και εκδηλώνεται µέσω της 

παρεµβολής µη στοιχιζόµενων τµηµάτων τα οποία όµως δεν επηρεάζουν τον σχηµατισµό 

διότι καταλαµβάνουν διαφορετικές θέσεις στον χώρο. Επίσης σηµαντικό είναι να 

τονίσουµε ότι τουλάχιστον ένας από τους β-κλώνους και συγκεκριµένα ο β8 (SFDLNV) 

εµφανίζεται µόνο στην CATI στην CATIII και στην Ε2pCD οι οποίες είναι τριµερής και άρα 

σχετίζεται µε την διαδικασία του τριµερισµιού. 

 

! Ο σχηµατισµός του τριµερούς γίνεται µέσω πολικών αλληλεπιδράσεων αλλά και 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις σε καίρια σηµεία συµβάλλουν στην διατήρηση της 

δοµής. 

4.3 Ανακεφαλαίωση της δοµής της CATI 
Από όλα αυτά που έχουµε αναφέρει µέχρι τώρα αξίζει να συνοψίσουµε τα βασικά σηµεία 

της δοµής. Αυτά είναι: 

! Το βιολογικά ενεργό µόριο της CATI είναι ένα τριµερές το οποίο δηµιουργείται µε 

απλή περιστροφή 1200 ενός µονοµερούς γύρω από ένα τριπλό τοπικό άξονα. 

! Τα µονοµερή που σχηµατίζουν το τριµερές έχουν µια µικτή α/β δοµή, η οποία 

αποτελείται από 6 β-κλώνους που σχηµατίζουν µια κεντρική β-πτυχωτή 

επιφάνεια. 

! Οι 6 β-κλώνοι εµφανίζουν χαρακτηριστική αριστερόστροφη συστροφή όπως έχει 

παρατηρηθεί και σε άλλες δοµές. 

! Η κεντρική επιφάνεια υποβαστάζεται από 4 α-έλικες που αποτελούν και τον 

εξωτερικό σκελετό της δοµής. 

! Ένας β-κλώνος ο οποίος βρίσκεται εκτός του επιπέδου των υπολοίπων 

αλληλεπιδρά µε άλλους δύο ίδιους κλώνους από τα γειτονικά µονοµερή και 

σχηµατίζει το βασικό πυρήνα του τριµερισµού. 
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! Ο σχηµατισµός του τριµερούς επεκτείνει την β-πτυχωτή επιφάνεια κάθε 

µονοµερούς µε αποτέλεσµα να δηµιουργείται µια εκτεταµένη β-επιφάνεια που 

διατρέχει όλο το τριµερές. 

! Από την αλληλεπίδραση µεταξύ καταλοίπων που ανήκουν σε γειτονικά µονοµερή, 

σχηµατίζεται το ενεργό κέντρο το οποίο είναι µια µακριά σήραγγα µε πλάτος 14Å. 

Τα αµινοξέα που απαρτίζουν το ενεργό κέντρο είναι κατά κύριο λόγο υδρόφοβα 

αλλά και πολικά κατάλοιπα που βρίσκονται σε καίριες θέσεις είναι υπεύθυνα για 

τον σχηµατισµό υδρογονοδεσµών µε το µόριο του αναστολέα. Οι παράγοντες 

θερµοκρασίας στο ενεργό κέντρο είναι αρκετά χαµηλοί όσον αφορά τα αµινοξικά 

κατάλοιπα, και ειδικά σε εκείνα τα άτοµα εκείνα που έρχονται σε άµεση 

αλληλεπίδραση µε το µόριο του αναστολέα. 

! Μόρια διαλύτη συµµετέχουν στην σταθεροποίηση του µορίου του 

συναγωνιστικού αναστολέα µέσα στο ενεργό κέντρο. 

! Τα τριµερή µέσα στην ασύµµετρη µονάδα εµφανίζουν σχέσεις τοπικής 

συµµετρίας. 

! Υπάρχουν κατιόντα ασβεστίου τα οποία συµµετέχουν σε αλληλεπιδράσεις στο 

κρυσταλλικό πλέγµα. 

 

4.3.1 Η αρχιτεκτονική του ενεργού κέντρου της CATII και η ικανότητα 
δέσµευσης στεροειδών παραγώγων. 

Κατά την επεξεργασία των δεδοµένων και του µοριακού µοντέλου της CATI έγινε 

εµφανές ότι πέρα από την συνολική οµοιότητα σε επίπεδο τεταρτοταγούς δοµής µε την 

CATIII οι διαφορές που εµφανίζονται στον ενεργό κέντρο των δύο ενζύµων είναι αρκετές 

για να µεταβάλουν τα κινητικά χαρακτηριστικά τους και να αλλάξουν την ικανότητα τους 

να δεσµεύουν χηµικά µόρια. Αν και για τον ανθρώπινο τρόπο σκέψης είναι ευκολότερο 

να προσπαθήσουµε να αποδώσουµε την διαφορετική συµπεριφορά αυτή σε 

µεµονωµένες αλλαγές, κάτι το οποίο επιβάλεται και από την αφαιρετική ικανότητα µας 

εντούτοις όπως συζητήθηκε παραπάνω η µελέτη µεµονωµένων αλλαγών δεν είναι σε 

θέση να εξηγήσει το ζητούµενο. Άρα είναι κατανοητό ότι όλες οι διαφορές που 

εντοπίζονται στο ενεργό κέντρο των δύο ενζύµων είναι συνολικά υπεύθυνες για την 

εγγενή ικανότητα της CATI να δεσµεύει στεροειδή παράγωγα. Το σίγουρο είναι ότι η 
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αυξηµένη υδροφοβικότητα του ενεργού κέντρου είναι βασική προϋπόθεση για αυτό τον 

σκοπό. Από την υπάρχουσα βιβλιογραφία είναι πλέον γνωστό ότι αρκετές προκαρυωτικές 

πρωτεΐνες έχουν την ικανότητα να δεσµεύουν στεροειδή, παρουσιάζοντας µια 

εκπληκτική ανοµοιοµορφία στον τρόπο δέσµευσης και στα αµινοξέα στα οποία 

συµµετέχουν στον σχηµατισµό των θέσεων δέσµευσης. Αυτό το γεγονός, υποδηλώνει 

ότι υπάρχουν πολλές εναλλακτικές οδοί οι οποίες οδηγούν στο ίδιο αποτέλεσµα. 

Βασισµένοι στην αρχιτεκτονική του ενεργού κέντρου της CATI µπορούµε να 

διατυπώσουµε κάποιους βασικούς κανόνες που πρέπει να ισχύουν για να είναι σε θέση 

µια πρωτεΐνη να δεσµεύει στεροειδή. Το πρώτο απαιτούµενο στοιχείο είναι το συνολικό 

σχήµα του ενεργού κέντρου, το οποίο θα πρέπει να είναι τέτοιο ώστε να ευνοεί την 

δέσµευση ενός υδρόφοβου παραγώγου. Αναµένουµε ένα τέτοιο ενεργό κέντρο να είναι 

προστατευµένο κοντά στον υδρόφοβο πυρήνα του µορίου και να έχει σχήµα σήραγγας ή 

βαθιάς τσέπης. Αυτό έχει διπλό ρόλο. Καταρχήν εξασφαλίζει την δέσµευση του 

υποστρώµατος µέσω διάχυσης στο ενεργό κέντρο (diffusion control) µια και 

αλληλεπιδράσεις µακράς εµβέλειας δεν είναι το ιδανικότερο µέσο για αυτό το σκοπό και 

δεύτερον εξασφαλίζει ότι τα υδρόφοβα κατάλοιπα του ενεργού κέντρου δεν έρχονται σε 

επαφή µε τον διαλύτη. 

Σε ένα δεύτερο στάδιο θα πρέπει να εξετάσουµε το είδος των καταλοίπων που 

αποτελούν το ενεργό κέντρο. Μια καλή επιλογή καταλοίπων θα είναι αρωµατικά 

κατάλοιπα όπως θρυπτοφάνη, φαινυλαλανίνη και τυροσίνη τα οποία µπορούν να 

συµµετάσχουν σε π-αλληλεπιδράσεις µε το σύστηµα των δακτυλίων του στεροειδούς. 

Μικρές πλευρικές οµάδες σαν αυτές τις αλανίνης και της βαλίνης πρέπει να είναι 

παρούσες για την πλευρική προστασία του µορίου. Τέλος αν είναι απαραίτητη η χηµική 

µετατροπή του µορίου, κατάλοιπα σαν την ιστιδίνη ή ακόµα και τα ιονισµένα κατάλοιπα 

γλουταµικό ή ασπαρτικό οξύ µπορούν να δράσουν ως γενικές βάσεις για να αποσπάσουν 

πρωτόνια από το υπόστρωµα. 

Ένα ακόµα σηµείο που αξίζει να σηµειωθεί, είναι ότι λόγω της φύσης τους τα υδρόφοβα 

κατάλοιπα δεν είναι ενεργειακά ευνοϊκά να έρχονται σε επαφή µε το διαλύτη, όταν το 

ενεργό κέντρο δεν είναι κατειληµένο από το υπόστρωµα. Αυτό σε διάφορες περιπτώσεις 

οδηγεί σε µια αστάθεια στις πλευρικές αλυσίδες όπως έχει αναφερθεί για την περίπτωση 

της ανθρώπινης σφαιρίνης που δεσµεύει φυλετικές ορµόνες (Grishkovskaya 2002). 
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∆έσµευση του υποστρώµατος έχει σαν αποτέλεσµα σταθεροποίηση αυτών των 

καταλοίπων. 

Σε άλλες περιπτώσεις (Heredia 2003) τα αµινοξέα του ενεργού κέντρου παρουσιάζουν 

ελαφρά µετακίνηση για την δέσµευση του υποστρώµατος. 

Στην περίπτωση της CATI δεν συµβαίνει κανένα από τα δύο παραπάνω αφού τα 

κατάλοιπα του ενεργού κέντρου έχουν σταθερή θέση και καλά καθορισµένη πυκνότητα. 

Άρα θα πρέπει να υποθέσουµε ότι η CATI είναι σε θέση να ανεχτεί τις 

αποσταθεροποιητικές επιδράσεις του διαλύτη. 

Τέλος, από προκαταρτικά δεδοµένα µοντελοποίησης που έχουµε φαίνεται ότι η 

διαµόρφωση του υποστρώµατος χλωραµφενικόλης δεν είναι η ίδια µε την διαµόρφωση 

που αποκτά το µόριο στο ενεργό κέντρο της CATIII. ∆εδοµένου ότι η χλωραµφενικόλη 

έχει δίεδρες γωνίες που επιτρέπουν την περιστροφή θα µπορούσε να υιοθετεί µια 

εκτεταµένη διαµόρφωση. Αυτή η διαφορά ίσως µπορεί να εξηγήσει τις διαφορές στις 

κινητικές παραµέτρους των δύο ενζύµων. 

Θα πρέπει εδώ να τονίσουµε ότι η χαµηλότερη τιµή του Kcat της CATI οφείλεται στο 

µεγαλύτερο ποσοστό υδροφόβων καταλοίπων στο ενεργό κέντρο. Με απλά λόγια ενώ το 

ένζυµο είναι σε θέση να καταλύσει µε την ίδια ταχύτητα την ακετυλίωση της 

χλωραµφενικόλης δεν µπορεί να απαλλαγεί το ίδιο εύκολα από τα προϊόντα της 

αντίδρασης. Στην ακραία του µορφή το φαινόµενο εκδηλώνεται µε την δέσµευση του 

φουσιδικού οξέος, η οποία είναι ουσιαστικά µη αναστρεπτή. Παρόλα αυτά η CATI µπορεί 

να θεωρηθεί ένα εξελικτικά πετυχηµένο µόριο αφού έχοντας διατηρήσει το συνολικό 

πρότυπο αναδίπλωσης που έχουν όλα τα ένζυµα αυτής της οµάδας έχει προσαρµοστεί να 

δεσµεύει και άλλα µόρια. Είναι εκπληκτικό το ότι η φυσική επιλογή δεν λειτουργεί µε τα 

αυστηρά κριτήρια της συναγωνιστικής αναστολής ούτε και ξεχωρίζει αν ένα µόριο είναι 

υπόστρωµα ή αναστολέας. Καταφέρνει έτσι στο τέλος να µετατρέψει µια κατάσταση 

αποτυχηµένη όπως είναι η αναστολή της ενζυµικής δράσης της CATI από το φουσιδικό 

οξύ σε πετυχηµένη αφού και αυτό είναι αντιβιοτικό και αποσύρεται από το 

κυτταρόπλασµα. 

4.3.2 Προοπτικές της παρούσας εργασίας 
Ο προσδιορισµός της δοµής της ακετυλοτρανσφεράσης της χλώραµφενικόλης τύπου ΙΙΙ 

είναι ένα µεγάλο επίτευγµα του Βιολογικού Τµήµατος του Πανεπιστηµίου Κρήτης και του 

Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας. Η σπουδαιότητα της δοµής αυτής 
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είναι µεγάλη όχι µόνο λόγω των τεχνικών δυσκολιών που επεβλήθησαν από το µεγάλο 

µέγεθος της αλλά κυρίως λόγω του ότι η CATI είναι ένα ένζυµο το οποίο προσδίδει 

ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικό γεγονός το οποίο έχει άµεσσες βιοιατρικές προεκτάσεις. Η 

δοµική πληροφορία που περιέχεται στην δοµή της CATI είναι ιδιαίτερα χρήσιµη για την 

µελέτη του προτύπου αναδίπλωσης προκαρυωτικών πρωτεϊνών και για την σχέση δοµής 

και λειτουργίας των. 

Εκτός αυτού αποτελεί το εφαλτήριο για µια σειρά µελετών µε τεράστια σπουδαιότητα 

που σχετίζονται µε την ανθεκτικότητα στη χλωραµφενικόλη και στο φουσιδικό οξύ. Οι 

µελέτες αυτές θα εστιαστούν στα ακόλουθα: 

! Κατευθυνόµενη µεταλλαξογένεση για την ταυτοποίηση των καταλοίπων που 

σχετίζονται µε την διαδικασία του τριµερισµού 

! Κατευθυνόµενη µεταλλαξογένεση των καταλοίπων του ενεργού κέντρου 

! Προσδιορισµός της δοµής των δυαδικών συµπλόκων του ενζύµου µε τη 

χλωραµφενικόλη και το ακέτυλο � συνένζυµο Α 

! Μελέτης της αντίδρασης ακετυλίωσης  µέσω περίθλασης Laue 

! Προσδιορισµός της δοµής του συµπλόκου του ενζύµου µε triphenyl-methene 

χρωστικών όπως των crystal violet 

! Σχεδιασµός φαρµάκων µε βάση το φουσιδικό οξύ τα οποία να διατηρούν την 

αντιβιοτική δράση τους αλλά να µην δεσµεύονται από το ένζυµο. 

! 

! Μελέτη της δοµής της εστεράσης του φουσιδικού οξέος από το Streptomyces 

lividans 66

Λεπτοµερέστερη προσέγγιση του φαινοµένου της συντήρησης του προτύπου 

αναδίπλωσης των ακετυλοτρανσφερασών της χλωραµφενικόλης και εξακρίβωση 

των µοριακών καθοριστών αυτού του προτύπου 

. 
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	1,66E+02
	5,442623
	MET56
	24,9
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	*
	*
	+
	MgCl2
	+
	+
	+
	-
	*
	(NH4)2SO4
	+
	+
	+
	+
	-
	Ðßíáêáò 2�2 Ðåñéï÷Þ äïêéìáóéþí êñ
	¼ðùò öáßíåôáé êáé áðü ôïí ðáñáðÜ�
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	Ïé ðñïêáôáñôéêÝò ìåôñÞóåéò ãéá ô�
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	Ãéá ôçí áíÜëõóç ôçò äïìÞò óå åðßð
	Ãéá áðåéêüíéóç ôïõ ìïíôÝëïõ êáé �
	Ãéá ôçí ôáõôïðïßçóç ôçò ìç êñõóô�
	
	ÓõëëïãÞ äåäïìÝíùí ðåñßèëáóçò


	Ç óõëëïãÞ ôùí äåäïìÝíùí ðåñßèëáó�
	ÄåäïìÝíá áðü êñõóôÜëëïõò ôïõ ìïñ�
	ÄåäïìÝíá áðü êñõóôÜëëïõò ôïõ óõì�
	
	ÏëïêëÞñùóç ôùí äåäïìÝíùí


	Ç ïëïêëÞñùóç ôùí äåäïìÝíùí êáé ç 
	
	Åðßëõóç ôïõ ðñïâëÞìáôïò ôùí öÜóå�


	Ãéá ôçí åðßëõóç ôïõ ðñïâëÞìáôïò �
	Ç ðåñßðôùóç ôçò CATI äåí Þôáí áõôü�
	ÊáôáóêåõÞ ôïõ áñ÷éêïý ìïíôÝëïõ. �
	Õðïëïãéóìüò ôùí ðáñáãüíôùí äïìÞ�
	Õðïëïãéóìüò ôçò óõíÜñôçóçò ðåñé�
	Õðïëïãéóìüò ôçò óõíÜñôçóçò ìåôÜ�
	Ïé áðïäåêôÝò ëýóåéò áðü ôçí ðáñá�
	Óôçí ðåñßðôùóç ðïõ êÜðïéïò æçôÜ �
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	Óå äåýôåñï óôÜäéï êáé åöüóïí ç ðá
	¼ôáí êáé ôï óôÜäéï 2 Ý÷åé ïäçãÞóå�
	Óå Ýíá åðüìåíï óôÜäéï áêïëïõèåß �
	Áöïý êáé ç ðáñáðÜíù äéáäéêáóßá Ý�
	ÅðéðëÝïí óôçí ðåñßðôùóç ôçò äïìÞ�
	ÁðïôåëÝóìáôá
	Áðïìüíùóç ôçò CATI

	Óôü÷ïò ôïõ ôìÞìáôïò áõôïý Þôáí ç 
	Óáí ðçãÞ ãéá ôçí ðáñáãùãÞ ôïõ åíæ
	Áñ÷éêÜ Ýãéíå ðñïóðÜèåéá âåëôéóô�
	Ãéá ôçí ðáñáóêåõÞ ôïõ ðñùôåúíéêï�
	Ôï åðüìåíï óçìáíôéêü óôïé÷åßï ðÜ�
	Ãéá ôçí äéÜññçîç ôùí êõôôÜñùí êá�
	Ôï åðüìåíï óôÜäéï ôï ïðïßï Ý÷ñçæ�
	�
	Eéêüíá 3- 1 \(1\) êáé \(2\) Êáôáãñá�
	¼ðùò öáßíåôáé áðü ôá ðáñáðÜíù äé�
	Ðßíáêáò 3�1Ôï ó÷Þìá áðïìüíùóçò ôç
	1
	ÅíæõìéêÞ ëýóç ôùí êõôôÜñùí ìå ëõ�
	2
	Õðåñç÷ïâüëéóç
	3
	ÖõãïêÝíôñçóç 20000 rpm 80 C \(Beckman JÁ
	4
	×ñùìáôïãñáößá óõããÝíåéáò óå ðñï�
	5
	×ñùìáôïãñáößá óå áíéïáíôáëëáêôé�
	6
	×ñùìáôïãñáößá óå ðñïóñïöçôÞ ìïñ�
	¼ðùò åßíáé öáíåñü ç óõíå÷Þò åðéë�
	Ðßíáêáò 3�2 Ðßíáêáò êáèáñéóìïý ôï
	×ñùìáôïãñáößá óõããÝíåéáò óå ðñï�
	430 mg
	×ñùìáôïãñáößá óå áíéïáíôáëëáêôé�
	400 mg
	×ñùìáôïãñáößá óå ðñïóñïöçôÞ ìïñ�
	150-200 mg
	Åßíáé åìöáíÝò üôé ç ôåëéêÞ ðïóüô�
	ÊñõóôÜëëùóç ôçò CATI

	¼ðùò áíáöÝñèçêå êáé óôï ôìÞìá Õë�
	Åôóé êáôáóôñþèçêå Ýíá ó÷Ýäéï ôï �
	Áñ÷éêÜ Ýãéíå Ýëåã÷ïò óå ðïéá ãåí�
	ÐáñÜëëçëá åðáíáðñïóäéïñßóôçêå ç�
	ÄïêéìÜóôçêáí óáí êáôáêñçìíéóôéê�
	
	Óýóôçìá êñõóôÜëëùóçò ìå MPD óå pH 5�


	Óå áõôÝò ôéò äïêéìáóßåò ÷ñçóéìïð�
	�
	Eéêüíá 3- 2 Êñýóôáëëïé ðïõ ðñïêýðô
	Åßíáé öáíåñÞ ç óôéâáäùôÞ êáôáóêå�
	
	Óýóôçìá êñõóôÜëëùóçò ìå êáôáêñç�


	ÌåôÜ áðü ôçí ðåñéïñéóìÝíç åðéôõ÷�
	
	Óýóôçìá êñõóôÜëëùóçò ìå áéèáíüë�


	Áöïý ç ìåèáíüëç ìðïñåß íá åðÜãåé 
	
	Óýóôçìá êñõóôÜëëùóçò ìå êáôáêñç�


	Ç äïêéìáóßá ôïõ PEG200 Þôáí Ýíá âÞì�
	�
	Eéêüíá 3- 3 Êñýóôáëëïé ðïõ ðñïêýðô
	
	¼ôáí üëá öáßíåôáé íá ïäçãïýí óå á


	Áðü ôá ðáñáðÜíù ãßíåôáé åìöáíÝò �
	
	Ôï MPD êáé ôá Üëáôá


	Áñ÷éêÜ Ýãéíå ðñïóðÜèåéá íá ÷ñçóé�
	
	Ç ðåñßðôùóç ôçò ìåèáíüëçò êáé ôï�


	Ôï åðüìåíï âÞìá Þôáí íá ÷ñçóéìïð�
	�
	Eéêüíá 3- 4 Êñýóôáëëïé ðïõ ðñïêýðô
	Áðü ôéò åéêüíåò ãßíåôáé ðñïöáíÝò�
	�
	Eéêüíá 3- 5 Åðßäñáóç ôçò óõãêÝíôñù
	
	Ç ðåñßðôùóç ôçò ìåèáíüëçò êáé ôï�


	Ç áíôéêáôÜóôáóç ôïõ AS ìå ôï NaCl ä�
	
	Ç ðåñßðôùóç ôïõ CaCl2. Ìéá áðñüóìå�


	ÌåôÜ áðü üëá áõôÜ Ýãéíå öáíåñü üô
	�
	Eéêüíá 3- 6 Êñýóôáëëïé ðïõ ðñïêýðô
	Ïé êñýóôáëëïé ðïõ ðñïêýðôïõí áðü�
	�
	Eéêüíá 3- 7 ÂåëôéóôïðïéçìÝíïé êñý�
	Ôï áðïôÝëåóìá ôçò áõóôçñÞò åðéëï�
	Ç ðïéüôçôá ôïõ êáèáñéóìïý ðïõ ðñ�
	Ç CATI ìðïñåß íá äþóåé ìåôñÞóéìïõò
	Oôé ç CATI ü÷é ìüíï êñõóôáëëþíåé ì�
	Ðáñüëç ôçí åðéôõ÷ßá ôçò ðáñáðÜíù�
	Ðßíáêáò 3�3 Ðßíáêáò ðïõ óõíïøßæåé
	Ìåèáíüëç
	Áéèáíüëç
	Éóïðñïðáíüëç
	MPD
	PEG200
	×ùñßò Üëáò
	25-30% âåëüíåò
	10-35% âåëüíåò
	20-25% êáêïß åîáãùíéêïß
	24-28% áêáíüíéóôåò ðëÜêåò
	Âïëßäåò 25-30%
	NaCl
	¢ìïñöïé êñõóôáëëéêïß ó÷çìáôéóìï�
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí åìöáíßæïíôáé êñýóôáëëïé
	Âïëßäåò 25-30%, 5-15mM
	CaCl2
	Ñáâäüìïñöïé êñýóôáëëïé 19-24%, 60-90�
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	¨Áìïñöïé êñõóôáëëéêïß ó÷çìáôéóì�
	Ca(NO3)2
	Ñáâäüìïñöïé êñýóôáëëïé 19-24%, 60-90�
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	ÁóôåñïåéäÞò êñýóôáëëïé
	BaCl2
	Ñáâäüìïñöïé êñýóôáëëïé 19-24%, 60-90�
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí åìöáíßæïíôáé êñýóôáëëïé
	LiCl
	¢ìïñöïé êñõóôáëëéêïß ó÷çìáôéóìï�
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	Âïëéäüìïñöïé 25-30%, 10-60mM
	MgCl2
	¢ìïñöïé êñõóôáëëéêïß ó÷çìáôéóìï�
	Åîáãùíéêïß êñýóôáëëïé
	Åîáãùíéêïß êñýóôáëëïé
	Äåí åìöáíßæïíôáé êñýóôáëëïé
	Äåí äïêéìÜóôçêå
	(NH4)2SO4
	Åîáãùíéêïß êñýóôáëëïé 34-39%,80-140mM
	Åîáãùíéêïß êñýóôáëëïé
	Åîáãùíéêïß êñýóôáëëïé
	Êáêïß åîáãùíéêïß êñýóôáëëïé
	Äåí åìöáíßæïíôáé êñýóôáëëïé
	
	Äçìéïõñãßá êñõóôÜëëùí ôçò CAT I óå


	Ãéá ôçí ðáñáóêåõÞ áõôþí ôùí êñõó�
	
	Êñõïðñïóôáóßá ôùí êñõóôÜëëùí ôç�


	ÐñïêåéìÝíïõ íá óõëëå÷èïýí äåäïì�
	ÓõëëïãÞ äåäïìÝíùí ðåñßèëáóçò áð�
	ÃåíéêÜ


	ÐñïêáôáñêôéêÝò êñõóôáëëïãñáöéêÝ
	
	ÓõëëïãÞ äåäïìÝíùí áðü êñõóôÜëëï�


	Ãéá ôçí óõëëïãÞ äåäïìÝíùí ðåñßèë�
	Ï áíé÷íåõôÞò \(MAR CCD 165 mm\) ôïðïè
	�
	Eéêüíá 3- 8 ÄéÜãñáììá ðåñßèëáóçò á
	
	Åðåîåñãáóßá ôùí äåäïìÝíùí ðåñßè�


	Ç åðåîåñãáóßá ôùí äåäïìÝíùí ðåñß�
	Ðßíáêáò 3�4 Ðïëëáðëüôçôá äåäïìÝí�
	Öëïéüò
	Ðïëëáðëüôçôá ðáñáôçñÞóåùí áíÜ ö�
	×áìçëü üñéï
	Õøçëü üñéï
	0
	1
	2
	3
	4
	5-6
	7-8
	9-12
	13-19
	>19
	Óýíïëï
	8,00
	4,97
	13
	107
	450
	662
	8732
	0
	0
	0
	0
	0
	9951
	4,97
	4,11
	18
	18
	429
	669
	8773
	0
	0
	0
	0
	0
	9889
	4,11
	3,65
	29
	27
	378
	629
	8800
	0
	0
	0
	0
	0
	9834
	3,34
	3,12
	43
	31
	340
	548
	8863
	0
	0
	0
	0
	0
	9782
	3,12
	2,94
	43
	25
	347
	599
	8828
	0
	0
	0
	0
	0
	9799
	2,94
	2,80
	55
	32
	335
	670
	8752
	0
	0
	0
	0
	0
	9789
	2,80
	2,69
	60
	25
	347
	863
	8556
	0
	0
	0
	0
	0
	9791
	2,69
	2,59
	66
	39
	422
	1227
	8069
	0
	0
	0
	0
	0
	9757
	2,59
	2,50
	75
	51
	522
	1507
	7594
	0
	0
	0
	0
	0
	9674
	Óýíïëï
	433
	387
	3934
	7994
	85770
	0
	0
	0
	0
	0
	98085
	Ï ðßíáêáò 3-4 ðáñïõóéÜæåé ôçí ðïë�
	Ðßíáêáò 3�5 Ðïóïóôéáßá ðëçñüôçôá 
	Öëïéüò
	Ðëçñüôçôá äåäïìÝíùí % ìå É/sigma ëé�
	×áìçëü üñéï
	Õøçëü üñéï
	0
	1
	2
	3
	5
	10
	20
	>20
	Óýíïëï
	8,00
	4,97
	1,4
	2,2
	3,0
	4,1
	6,2
	11,8
	25,5
	74,4
	99,9
	4,97
	4,11
	2,0
	2,8
	3,5
	4,5
	6,4
	11,7
	26,1
	73,7
	99,8
	4,11
	3,65
	2,3
	3,7
	5,0
	6,5
	9,6
	17,6
	36,0
	63,7
	99,7
	3,65
	3,34
	1,6
	3,1
	5,2
	7,5
	12,4
	24,3
	46,1
	53,5
	99,7
	3,34
	3,12
	3,8
	6,8
	10,4
	14,3
	22,0
	37,5
	61,5
	38,1
	99,6
	3,12
	2,94
	7,5
	12,5
	17,7
	22,5
	31,6
	49,7
	72,8
	26,8
	99,6
	2,94
	2,80
	9,7
	16,9
	24,2
	30,7
	41,5
	61,3
	82,9
	16,6
	99,4
	2,80
	2,69
	11,5
	20,6
	29,7
	36,9
	49,7
	70,4
	89,2
	10,2
	99,4
	2,69
	2,59
	13,0
	24,7
	35,4
	44,5
	58,0
	77,3
	91,9
	7,5
	99,3
	2,59
	2,50
	14,5
	27,9
	4,06
	50,7
	64,5
	82,9
	94,8
	4,5
	99,2
	Óýíïëï
	6,7
	12,1
	17,4
	22,2
	30,1
	44,3
	62,6
	37,0
	99,6
	Ç ðëçñüôçôá ôùí äåäïìÝíùí \(ðßíá�
	Ðßíáêáò 3�6 Ðßíáêáò óôáôéóôéêþí ã
	Öëïéüò
	ÌÝóç
	ÌÝóï
	Êáíïí
	Ãñáììéêü
	ÔåôñÜãùíï
	×áìçëü üñéï
	Õøçëü üñéï
	I \(Ýíôáóç\)
	ÓöÜëìá
	stat.
	×2
	R-fac
	R-fac
	8.00
	4.97
	7008.7
	224.5
	110.9
	1.041
	0.037
	0.043
	4.97
	4.11
	10815.3
	386.0
	155.8
	1.030
	0.039
	0.050
	4.11
	3.65
	8554.7
	314.1
	162.2
	1.097
	0.048
	0.065
	3.65
	3.34
	5825.8
	219.4
	162.9
	1.172
	0.057
	0.056
	3.34
	3.12
	3750.5
	187.5
	156.2
	1.079
	0.078
	0.093
	3.12
	2.94
	2450.6
	163.8
	146.2
	1.022
	0.104
	0.102
	2.94
	2.80
	1579.0
	147.2
	137.9
	0.963
	0.144
	0.124
	2.80
	2.69
	1103.0
	138.8
	133.3
	0.916
	0.190
	0.165
	2.69
	2.59
	821.3
	134.4
	132.3
	0.891
	0.241
	0.204
	2.59
	2.50
	644.4
	134.0
	132.6
	0.838
	0.291
	0.246
	Óýíïëï
	4274.2
	205.3
	143.0
	1.006
	0.065
	0.061
	Óôïí ðßíáêá 3-6 ðáñïõóéÜæïíôáé ôá�
	Ç ìåôáôñïðÞ ôùí ìåôñçèÝíôùí åíôÜ�
	�
	Eéêüíá 3- 9 ÄéÜãñáììá Wilson ãéá ôá ä
	Ç ôéìÞ ôïõ óõíïëéêïý óõíôåëåóôÞ �
	
	ÓõëëïãÞ äåäïìÝíùí áðü êñõóôÜëëï�


	Ç äéáäéêáóßá óõëëïãÞò äåäïìÝíùí �
	Óôçí åéêüíá 3-10 öáßíåôáé ôï ðñüôõ
	�
	Eéêüíá 3- 10 ÄéÜãñáììá ðåñßèëáóçò �
	Óôïõò ðßíáêåò 3-7 êáé 3-8 ðáñïõóéÜ�
	Ðßíáêáò 3�7 Óôáôéóôéêïß ðáñÜãïíô�
	Öëïéüò
	Rfrac
	Rcum
	Av_I
	Sigma
	I/sigma
	ÁñéèìüòáíáêëÜóåùí
	1
	6,7
	0,032
	0,032
	8595
	740,3
	11,6
	5851
	2
	4,74
	0,029
	0,03
	7596
	386,1
	19,7
	10826
	3
	3,87
	0,034
	0,032
	9980
	545,9
	18,3
	13962
	4
	3,35
	0,047
	0,036
	6238
	450,6
	13,8
	16494
	5
	3
	0,064
	0,04
	3332
	319,6
	10,4
	18661
	6
	2,74
	0,092
	0,044
	1752
	228,8
	7,7
	20607
	7
	5,53
	0,122
	0,048
	1154
	193
	6
	22335
	8
	2,37
	0,161
	0,052
	839
	201,3
	4,2
	23654
	9
	2,23
	0,204
	0,056
	655
	183,7
	3,6
	24339
	10
	2,12
	0,234
	0,059
	566
	182,2
	3,1
	16896
	Óýíïëï
	0,059
	0,059
	3228
	329,5
	9,8
	173625
	Ðßíáêáò 3�8 Ðëçñüôçôá êáé ðïëëáðë
	N
	Öëïéüò
	Áñéèìüò áíáêëÜóåùí
	%ðëçñüôçôá
	ÁèñïéóôéêÞ %ðëçñüôçôá
	Ðïëëáðëüôçôá
	Rsym
	1
	6,7
	6006
	99,5
	99,5
	3,4
	0,032
	2
	4,74
	10885
	100
	99,8
	3,7
	0,029
	3
	3,87
	13995
	100
	99,9
	3,7
	0,034
	4
	3,35
	16527
	100
	99,9
	3,7
	0,047
	5
	3
	18697
	100
	100
	3,7
	0,064
	6
	2,74
	20644
	100
	100
	3,7
	0,092
	7
	5,53
	22459
	100
	100
	3,6
	0,122
	8
	2,37
	24074
	99,9
	100
	3,5
	0,161
	9
	2,23
	25486
	99,4
	99,9
	3,3
	0,204
	10
	2,12
	23372
	86,5
	97,9
	2,5
	0,234
	Óýíïëï
	182115
	97,9
	97,9
	3,5
	0,059
	Áðü ôïõò ðßíáêåò åßíáé åìöáíÞò ç 
	�
	Eéêüíá 3- 11 ÄéÜãñáììá Wilson ãéá ôá �
	
	Ðåñéåêôéêüôçôá óå äéáëýôç êáé ôá�


	Óôïõò ðáñáêÜôù ðßíáêåò ðáñïõóéÜ�
	Ðßíáêáò 3�9 ÁíÜëõóç ôïõ ðïóïóôïý �
	ÁðïÝíæõìï
	Ïãêïò óôïé÷åéþäïõò êõøåëßäáò:    �
	Í ìüñéá /áóýììåôñç ìïíÜäá
	ÓõíôåëåóôÞò Mawthews VM\(A3/Dalton
	% ðåñéåêôéêüôçôá óå äéáëýôç
	1
	10,4
	88,1
	2
	5,2
	76,3
	3
	3,5
	64,4
	4
	2,6
	52,5
	5
	2,1
	40,6
	6
	1,7
	28,8
	7
	1,5
	16,9
	8
	1,3
	5,0
	Ðßíáêáò 3�10 ÁíÜëõóç ôïõ ðïóïóôïý�
	Óýìðëïêï
	Ïãêïò óôïé÷åéþäïõò êõøåëßäáò:    �
	Í ìüñéá /áóýììåôñç ìïíÜäá
	ÓõíôåëåóôÞò Mawthews VM\(A3/Dalton
	% ðåñéåêôéêüôçôá óå äéáëýôç
	1
	10.5
	88.2
	2
	5.3
	76.4
	3
	3.5
	64.6
	4
	2.6
	52.8
	5
	2.1
	41.0
	6
	1.8
	29.2
	7
	1.5
	17.4
	8
	1.3
	5.6
	Áðü ôïõò ðßíáêåò 3-9 êáé 3-10 åßíáé 
	Ðßíáêáò 3�11 Óõãêåíôñùôéêüò ðßíáê
	ÁðïÝíæõìï CATI
	Óýìðëïêï CATI –öïõóéäéêü ïîý
	ÏìÜäá óõììåôñßáò
	P21
	P21
	ÐáñÜìåôñïé óôïé÷åéþäïõò êõøåëßä�
	a\(Á\)
	115.73
	115.35
	b\(Á\)
	129.70
	129.19
	c\(Á\)
	117.98
	118.07
	á\(0\)
	90.00
	90.00
	â\(0\)
	108.38
	108.29
	ã\(0\)
	90.00
	90.00
	Ðåñéå÷üìåíï óå äéáëýôç
	~55.7 % \(Vm= 2.8 A3/dalton\) 4 ôñéìåñÞ /á
	~52.5 % \(Vm= 2.6 A3/dalton\) 4 ôñéìåñÞ /á
	Ôñüðïò óõëëïãÞò äåäïìÝíùí
	Óôáèåñü ìÞêïò êýìáôïò
	Óôáèåñü ìÞêïò êýìáôïò
	ÐçãÞ
	X11 EMBL / DESY
	X11 EMBL / DESY
	ÌÞêïò êýìáôïò \(A\)
	0.81
	0.81
	Äéáêñéôéêü üñéï \(A\)
	10 – 2.5
	7 – 2.12
	Óýíïëï áíáêëÜóåùí
	375317
	1833386
	ÌïíáäéêÝò áíáêëÜóåéò
	114785
	182115
	ÏëïêëÞñùóç ôùí åíôÜóåùí
	DENZO
	MOSFLM
	ÁíáãùãÞ ôùí äåäïìÝíùí óå êïéíÞ ê�
	SCALEPACK
	SCALA
	Ðëçñüôçôá äåäïìÝíùí \(%\)
	99.60%
	97.9%
	Rsym \(Óýíïëï/õøçëüôåñïò öëïéüò á�
	0.061/0.246
	0.059/0.234
	
	Ç óõíÜñôçóç áõôïðåñéóôñïöÞò \(Sel


	Åßíáé ãíùóôü üôé ç óõíÜñôçóç áõô�
	�
	Eéêüíá 3- 12 ÃñáöéêÞ áíáðáñÜóôáóç �
	Åýñåóç ôùí öÜóåùí ãéá ôçí äïìÞ ôç

	Áí êáé Ýãéíáí åêôåôáìÝíåò ðñïóðÜ�
	�
	Eéêüíá 3- 13 Óôïß÷éóç ôùí ðñùôïôáã�
	Ïé áëëçëïõ÷ßåò ðñïÝñ÷ïíôáé áðü ô�
	
	Ðñïåôïéìáóßá ôïõ áñ÷éêïý ìïíôÝë�


	Ç Þäç ãíùóôÞ äïìÞ ôçò CATIII åßíáé �
	�
	Eéêüíá 3- 14 Ôï ìïíôÝëï ôçò CATIII ðï�
	Åîáéôßáò ôïõ ìåãÜëïõ âáèìïý ïìïë�
	
	Ç ìïñéáêÞ áíôéêáôÜóôáóç


	Ç ìåèïäïëïãßá ãéá ôçí åêôÝëåóç á�
	
	Ç óõíÜñôçóç ðåñéóôñïöÞò ôïõ AMORE �


	Ç åöáñìïãÞ ôçò óõíÜñôçóçò ðåñéóô�
	Ðßíáêáò 3�12 Ïé ëýóåéò ôçò óõíÜñô�
	á\(0\)
	â\(0\)
	ã\(0\)
	CC_F
	353.60
	82.81
	320.32
	25.1
	353.52
	82.78
	200.33
	24.9
	353.57
	82.85
	80.30
	24.9
	41.56
	63.79
	4.87
	14.4
	41.41
	63.71
	244.78
	14.1
	41.36
	63.62
	124.89
	14.0
	183.50
	90.00
	138.50
	11.7
	183.50
	90.00
	258.50
	11.6
	183.50
	90.00
	18.50
	11.4
	53.50
	67.86
	121.06
	8.5
	34.72
	57.98
	306.01
	8.2
	34.63
	57.93
	66.05
	8.1
	125.16
	72.47
	208.35
	8.1
	34.70
	58.09
	186.09
	8.0
	�
	Eéêüíá 3- 15 Ç óýìâáóç ðïõ áêïëïõè�
	ÐñÝðåé åäþ íá ôïíéóôåß üôé ïðïéá�
	
	Ç óõíÜñôçóç ìåôÜèåóçò \( Cross trans�


	¼ðùò áíáöÝñèçêå ðáñáðÜíù Þôáí áí�
	Ç áîéïðéóôßá ôçò äåýôåñÞò ëýóçò �
	ï óõíôåëåóôÞò óõó÷Ýôéóçò ôùí ëýó�
	Áõôü åîçãåßôáé áðü ôï üôé üôáí äý
	Ðßíáêáò 3�13 Ïé ôåëéêÝò ëýóåéò ôç�
	á\(0\)
	â\(0\)
	ã\(0\)
	Tx
	Ty
	Tz
	CC_F
	R
	1
	354.88
	83.25
	319.30
	0.0792
	-0.0003
	0.0095
	46.1
	46.4
	2
	351.75
	83.91
	321.64
	0.5753
	0.0349
	0.5041
	46.1
	46.4
	3
	41.85
	63.68
	4.16
	0.0082
	0.2166
	0.5414
	46.1
	46.4
	4
	55.59
	70.14
	120.17
	0.4789
	0.2514
	0.0237
	46.1
	46.4
	Óôïí ðßíáêá 3-13 ôá äéáíýóìáôá Ôx T�
	��
	Eéêüíá 3- 16 Ôï ìïíôÝëï ðïõ ðñïêýð�
	
	Ðñþôïé ÷Üñôåò çëåêôñïíéêÞò ðõêí�


	ÅðåéäÞ ïé ôåëéêÝò ëýóåéò ôçò ìïñ�
	�
	Eéêüíá 3- 17 ÕðÝñèåóç ôïõ áñ÷éêïý �
	Ôï ðñþôï áõôü óôÜäéï âåëôéóôïðïß�
	�
	Eéêüíá 3- 18 Ïé ðñþôïé 30 êýêëïé âåë
	
	Ðïñåßá ôçò äéáäéêáóßáò âåëôéóôï�


	ÊáôÜ ôçí äéáäéêáóßá âåëôéóôïðïé�
	Áñ÷éêÜ üëåò ïé õðïìïíÜäåò üëùí ô�
	¼ôáí êáé ôï ðñïçãïýìåíï óôÜäéï Ý�
	Óå Ýíá åðüìåíï óôÜäéï áêïëïõèåß �
	ÅðéðëÝïí óôçí ðåñßðôùóç ôçò äïìÞ�
	�
	Eéêüíá 3- 19 ÓõíïëéêÞ ðïñåßá ôùí ó�
	Óôçí åéêüíá 3-19 áðåéêïíßæåôáé ç ì
	
	Ðñïóäéïñéóìüò ôçò äïìÞò ôïõ óõìð�


	Ãéá ôçí åýñåóç ôùí öÜóåùí ôïõ óýì
	�
	Eéêüíá 3- 20. Ðïñåßá ôùí äåéêôþí áî�
	Ï ðßíáêáò 3-14 óõíïøßæåé ôá óôáôéó
	Ðßíáêáò 3�14 Óõíïðôéêüò ðßíáêáò ô�
	Ðåñéïñéóìüò
	ÐáñÜìåôñïé
	Áðüêëéóç óå ôéìÝò \(ó\)
	ÌÝóï \(ó\)
	ÌÞêç äåóìþí
	22441
	0.036
	0.021
	Ãùíßåò äåóìþí
	30570
	2.964
	1.920
	Äßåäñåò ãùíßåò
	2551
	8.016
	5.000
	Áóýììåôñá êÝíôñá
	3179
	0.364
	0.200
	Åðßðåäåò ïìÜäåò
	17664
	0.010
	0.020
	ÁðùóôéêÝò äõíÜìåéò Van der Walls
	10513
	0.254
	0.200
	Ãùíßåò Van der Walls
	15040
	0.334
	0.200
	Õäñïãïíïäåóìïß
	1107
	0.185
	0.200
	ÌåôáëëéêÜ éüíôá
	2
	0.154
	0.200
	Åýñïò äéáêñéôéêüôçôáò
	8.703-2.180
	Áñéèìüò áíáêëÜóåùí
	161964
	% ðáñáôçñçèåßóåò áíáêëÜóåéò
	99.7363
	% åëåýèåñùí áíáêëÜóåùí
	5.0438
	Êñõóôáëëïãñáöéêüò R
	0.1915
	Åëåýèåñïò R
	0.2633
	Óõíïëéêüò óõíôåëåóôÞò óõó÷Ýôéóç�
	0.9480
	Åëåýèåñïò óõíôåëåóôÞò óõó÷Ýôéóç�
	0.9043
	Åêôßìçóç ëÜèïõò óõíôåôáãìÝíùí
	\(êáôÜ Cruickshank \)
	0.2352
	FOM
	0.8163
	ÁíÜëõóç ôçò ðïéüôçôáò ôïõ ìïíôÝë�

	ÐñïêåéìÝíïõ íá åêôéìçèåß ç ðïéüô�
	
	ÁðïÝíæõìï ôçò CAT I


	Óôï ó÷Þìá 3-21 ðáñïõóéÜæïíôáé ôá ä
	�
	Eéêüíá 3- 21 ÄéáãñÜììáôá Ramachadran ã�
	Áðü ôá ðáñáðÜíù äéáãñÜììáôá åßíá�
	
	Óýìðëïêï ôçò CAT I ìå ôïí áíáóôïëÝ�


	Ôï ìïíôÝëï ôçò CATI ìå ôï öïõóéäéê�
	�
	Eéêüíá 3- 22 ÄéÜãñáììá Ramachadran ãéá 
	
	ÁíÜëõóç ôùí ðáñáãüíôùí èåñìïêñá�


	Ìéá ðñþôç ìáôéÜ óôçí êáôáíïìÞ ôù�
	Ôá ôÝóóåñá ôñéìåñÞ ìÝóá óôçí áóý�
	Ôá ôñéìåñÞ åìöáíßæïõí ìéá áõóôçñ�
	Ï ðßíáêáò 3-15 óõíïøßæåé óôáôéóôé�
	Ðßíáêáò 3�15 ÁíÜëõóç ôùí èåñìïêñá�
	ÔñéìåñÝò
	ÌÝóïò Â \(A2\)
	ó \(Â\) \(A2\)
	ÌÝóïò Â êýñéá áëõóßäá \(A2\)
	ÌÝóïòÂ ðëåõñéêÝò áëõóßäåò \(A2\)
	ABC
	ÁÐÏÅÍÆÕÌÏ
	38,8
	0,5
	38,0
	39,6
	DEF
	45,7
	0,6
	44,8
	46,5
	GHI
	42,7
	0,5
	41,8
	43,5
	JKL
	58,4
	0,8
	57,7
	59,0
	ABC
	ÓÕÌÐËÏÊÏ
	28,7
	0,3
	27,4
	29,9
	DEF
	30,9
	0,4
	29,6
	32,0
	GHI
	31,6
	0,4
	30,4
	32,7
	JKL
	41,4
	0,5
	40,3
	42,3
	¼ðùò öáßíåôáé êáé óôïí ðáñáðÜíù �
	Óôï ó÷Þìá 3-23 öáßíåôáé ç êáôáíïìÞ
	�
	Eéêüíá 3- 23 Ç êáôáíïìÞ ôùí èåñìïê�
	Áðü ôá ðáñáðÜíù ãßíåôáé öáíåñü Ü�
	�
	Åéê 3�24 ÔõðéêÞ åéêüíá çëåêôñïíéê�
	�
	Åéê 3�25 ÓôåñåïäéÜãñáììá ôçò êåíô�
	ÁíÜëõóç ôçò äïìÞò ôçò CATI
	Ðñüâëåøç ôçò äåõôåñïôáãïýò äïìÞ�


	Ç ðñüâëåøç ôçò äåõôåñïôáãïýò äïì�
	Eéêüíá 3- 24 Ç áëëçëïõ÷ßá ôçò CATI ê�
	�
	Ôá ðïóïóôÜ ãéá ôéò äéÜöïñåò äåõô�
	Ðßíáêáò 3�16 Óõìâïëéóìüò êáé ðïóï�
	Ôýðïò äïìÞò
	Óõìâïëéóìüò
	Áñéèìüò áìéíïîÝùí
	Ðïóïóôü
	¢ëöá Ýëéêá
	(Hh)
	102
	46.58%
	ÅêôåôáìÝíç äïìÞ
	(Ee)
	49
	22.37%
	ÂÞôá óôñïöÞ
	(Tt)
	30
	13.70%
	Ôõ÷áßá äéáìüñöùóç
	(Cc)
	38
	17.35%
	
	ÄïìÞ ôïõ ìïíïìåñïýò


	Ç êñõóôáëëïãñáöéêÜ ðñïóäéïñéóìÝ�
	�
	Eéêüíá 3- 25 ÄéÜãñáììá êïñäÝëëáò ô�
	¼ðùò ãßíåôáé áíôéëçðôü áðü ôçí å�
	�
	Eéêüíá 3- 26 Ôïðïëïãéêü äéÜãñáììá �
	
	Ïé Ýëéêåò


	¼ðùò áíáöÝñèçêå ðáñáðÜíù ôï ìïíï�
	Ðßíáêáò 3�17 Ï ðßíáêáò ðáñïõóéÜæå�
	Áëëçëïõ÷ßá
	ÌÞêïò
	Õäñüöïâá êáôÜëïéðá
	á-1
	12-16 DISQW
	5
	2
	á-2
	18-26 RKEHFEAFQ
	9
	3
	á-3
	41-51 ITAFLKTVKKN
	11
	5
	á-4
	54-68 KFYPAFIHILARLMN
	15
	10
	á-5
	70-73 HPEF
	4
	3
	á-6
	112-128 DFRQFLHIYSQDVACYG
	17
	8
	á-7
	197-215 DGFHVGRMLNELQQYCDEW
	19
	6
	Óôçí Ýëéêá á1 ç ôïðïèÝôçóç ôùí êá�
	Ç Ýëéêá á2 Ý÷åé ðïëý óçìáíôéêü ñü�
	Ç Ýëéêá á4 åßíáé Ýíá ÷áñáêôçñéóôé
	Ïé Ýëéêåò á6 êáé á7 âñßóêïíôáé óå 
	�
	Eéêüíá 3- 27 Á .Åëéêá 1, Â Åëéêá 2
	�
	Eéêüíá 3- 28 Ç Ýëéêá á3. ×ñùìáôéêüò 
	
	â-êëþíïé êáé â-ðôõ÷ùôÝò åðéöÜíåé�


	Ç óçìáóßá ôùí â-ðôõ÷ùôþí åðéöáíå�
	Ðßíáêáò 3�18 Áëëçëïõ÷ßá êáé ìÞêïò�
	Áëëçëïõ÷ßá
	ÌÞêïò
	Õäñüöïâá êáôÜëïéðá
	â1
	8-10 YTT
	3
	1
	â2
	31-40 CTYNQTVQLD
	10
	3
	â3
	74-78 MAMK
	4
	1
	â4
	81-85 ELVIW
	5
	3
	â5
	89-96 HPCYTVFH
	8
	3
	â6
	101-106 TFSSLW
	6
	3
	â7
	141-146 MFFVSA
	6
	4
	â8
	155-160 SFDLNV
	6
	4
	â9
	170-173 VFTM
	4
	2
	â10
	177-179 YTQ
	3
	1
	â11
	182-192 KVLMPLAIQVH
	11
	7
	Áðü ôçí áëëçëåðßäñáóç ôùí â-êëþí�
	
	Ç ôåôáñôïôáãÞò äïìÞ ùò áðïôÝëåóì�


	Óôïí ó÷çìáôéóìü ôïõ ôñéìåñïýò ôï�
	Ðßíáêáò 3�19 ÐïëéêÝò äéáìïñéáêÝò �
	Áìéíïîý 1
	ÈÝóç
	¢ôïìï
	Áìéíïîý 2
	ÈÝóç
	¢ôïìï
	Áðüóôáóç
	Õäñïãïíïäåóìüò
	Thr
	36A
	O
	Ser
	155C
	N
	3.53
	*
	Ser
	155A
	OG
	Asp
	157B
	OD2
	3.47
	*
	Asn
	159A
	OD1
	Val
	160B
	O
	3.51
	*
	Ser
	155B
	N
	Thr
	36C
	O
	3.49
	*
	Asp
	157B
	OD2
	Ser
	155A
	OG
	3.47
	*
	Asp
	157B
	O
	Asn
	34C
	O
	3.5
	*
	Val
	160B
	O
	Asn
	159A
	OD1
	3.51
	*
	Asn
	162B
	OD1
	Ser
	27C
	O
	3.43
	*
	Asn
	162B
	OD1
	Val
	28C
	O
	3.51
	*
	Ser
	27C
	O
	Asn
	162B
	OD1
	3.43
	*
	Val
	28C
	O
	Asn
	162B
	OD1
	3.51
	*
	Thr
	36C
	O
	Ser
	155B
	N
	3.49
	*
	Thr
	36C
	O
	Thr
	154B
	OG1
	3.55
	*
	Ser
	155C
	N
	Thr
	36A
	O
	3.53
	*
	Glu
	20A
	OE2
	Tyr
	133C
	N
	2.67
	***
	His
	21A
	NE2
	Phe
	102C
	O
	2.68
	***
	Gln
	30A
	O
	Ala
	161C
	N
	2.85
	***
	Thr
	32A
	N
	Asn
	159C
	O
	2.72
	***
	Thr
	32A
	O
	Asn
	159C
	N
	2.98
	***
	Asn
	34A
	N
	Asp
	157C
	O
	2.79
	***
	Asn
	34A
	O
	Asp
	157C
	N
	2.83
	***
	Gln
	35A
	OE1
	Asn
	148C
	ND2
	3.2
	***
	Thr
	36A
	N
	Ser
	155C
	O
	2.95
	***
	Thr
	36A
	O
	Thr
	154C
	N
	2.79
	***
	Gln
	38A
	OE1
	Thr
	154C
	OG1
	3.04
	***
	Phe
	102A
	O
	His
	21B
	NE2
	2.82
	***
	Tyr
	133A
	N
	Glu
	20B
	OE1
	2.82
	***
	Asn
	148A
	OD1
	Gln
	35B
	OE1
	3.23
	***
	Trp
	150A
	O
	Asn
	206B
	OD1
	3.02
	***
	Thr
	154A
	N
	Thr
	36B
	O
	2.94
	***
	Ser
	155A
	O
	Thr
	36B
	N
	2.97
	***
	Asp
	157A
	N
	Asn
	34B
	O
	2.84
	***
	Asp
	157A
	OD1
	Asn
	34B
	OD1
	3
	***
	Asp
	157A
	O
	Asn
	34B
	N
	2.91
	***
	Asn
	159A
	N
	Thr
	32B
	O
	2.73
	***
	Asn
	159A
	O
	Thr
	32B
	N
	2.88
	***
	Ala
	161A
	N
	Gln
	30B
	O
	2.93
	***
	Asn
	206A
	OD1
	Trp
	150C
	O
	3.12
	***
	Glu
	20B
	OE1
	Tyr
	133A
	N
	2.82
	***
	His
	21B
	NE2
	Phe
	102A
	O
	2.82
	***
	Gln
	30B
	O
	Ala
	161A
	N
	2.93
	***
	Thr
	32B
	N
	Asn
	159A
	O
	2.88
	***
	Thr
	32B
	O
	Asn
	159A
	N
	2.73
	***
	Asn
	34B
	N
	Asp
	157A
	O
	2.91
	***
	Asn
	34B
	OD1
	Asp
	157A
	OD1
	3
	***
	Asn
	34B
	O
	Asp
	157A
	N
	2.84
	***
	Gln
	35B
	OE1
	Asn
	148A
	OD1
	3.23
	***
	Thr
	36B
	N
	Ser
	155A
	O
	2.97
	***
	Thr
	36B
	O
	Thr
	154A
	N
	2.94
	***
	Phe
	102B
	O
	His
	21C
	NE2
	2.79
	***
	Tyr
	133B
	N
	Glu
	20C
	OE2
	2.65
	***
	Asn
	148B
	ND2
	Gln
	35C
	OE1
	3.03
	***
	Trp
	150B
	O
	Asn
	206C
	OD1
	3.17
	***
	Thr
	154B
	N
	Thr
	36C
	O
	2.99
	***
	Thr
	154B
	OG1
	Gln
	38C
	OE1
	3.16
	***
	Ser
	155B
	OG
	Asp
	157C
	OD1
	3.11
	***
	Ser
	155B
	O
	Thr
	36C
	N
	3.16
	***
	Asp
	157B
	N
	Asn
	34C
	O
	2.73
	***
	Asp
	157B
	O
	Asn
	34C
	N
	2.84
	***
	Asn
	159B
	N
	Thr
	32C
	O
	2.59
	***
	Asn
	159B
	O
	Thr
	32C
	N
	2.91
	***
	Ala
	161B
	N
	Gln
	30C
	O
	3.01
	***
	Asn
	206B
	OD1
	Trp
	150A
	O
	3.02
	***
	Glu
	20C
	OE2
	Tyr
	133B
	N
	2.65
	***
	His
	21C
	NE2
	Phe
	102B
	O
	2.79
	***
	Thr
	32C
	N
	Asn
	159B
	O
	2.91
	***
	Thr
	32C
	O
	Asn
	159B
	N
	2.59
	***
	Asn
	34C
	N
	Asp
	157B
	O
	2.84
	***
	Asn
	34C
	O
	Asp
	157B
	N
	2.73
	***
	Gln
	35C
	OE1
	Asn
	148B
	ND2
	3.03
	***
	Thr
	36C
	N
	Ser
	155B
	O
	3.16
	***
	Thr
	36C
	O
	Thr
	154B
	N
	2.99
	***
	Gln
	38C
	OE1
	Thr
	154B
	OG1
	3.16
	***
	Phe
	102C
	O
	His
	21A
	NE2
	2.68
	***
	Tyr
	133C
	N
	Glu
	20A
	OE2
	2.67
	***
	Asn
	148C
	ND2
	Gln
	35A
	OE1
	3.2
	***
	Trp
	150C
	O
	Asn
	206A
	OD1
	3.12
	***
	Thr
	154C
	N
	Thr
	36A
	O
	2.79
	***
	Thr
	154C
	OG1
	Gln
	38A
	OE1
	3.04
	***
	Ser
	155C
	O
	Thr
	36A
	N
	2.95
	***
	Asp
	157C
	N
	Asn
	34A
	O
	2.83
	***
	Asp
	157C
	OD1
	Ser
	155B
	OG
	3.11
	***
	Asp
	157C
	O
	Asn
	34A
	N
	2.79
	***
	Asn
	159C
	N
	Thr
	32A
	O
	2.98
	***
	Asn
	159C
	O
	Thr
	32A
	N
	2.72
	***
	Ala
	161C
	N
	Gln
	30A
	O
	2.85
	***
	Asn
	206C
	OD1
	Trp
	150B
	O
	3.17
	***
	Ïé ìç ðïëéêÝò áëëçëåðéäñÜóåéò ðå�
	Ðßíáêáò 3�20 Õäñüöïâåò åðáöÝò ðïõ�
	Áìéíïîý 1
	ÈÝóç
	¢ôïìï
	Áìéíïîý 2
	ÈÝóç
	¢ôïìï
	Áðüóôáóç
	His
	21A
	CD2
	Tyr
	133C
	CD1
	3.54
	Tyr
	33A
	CD1
	Phe
	156C
	CZ
	3.57
	Val
	37A
	CG2
	Val
	151C
	CG1
	3.19
	Glu
	100A
	CG
	Phe
	199B
	CE1
	3.38
	Glu
	100A
	CD
	Phe
	199B
	CE1
	3.46
	Glu
	100A
	CD
	Phe
	199B
	CZ
	3.53
	Tyr
	133A
	CB
	Glu
	20B
	CD
	3.54
	Trp
	150A
	CB
	Gly
	202B
	CA
	3.56
	Trp
	150A
	CZ3
	Gly
	198B
	C
	3.52
	Val
	151A
	CG2
	Gly
	202B
	CA
	3.53
	Thr
	154A
	CG2
	Thr
	36B
	CB
	3.57
	Thr
	154A
	CG2
	Thr
	36B
	CG2
	3.44
	Asn
	159A
	CB
	Thr
	32B
	CG2
	3.49
	Phe
	199A
	CB
	Phe
	95C
	CE1
	3.56
	Phe
	199A
	CE1
	Glu
	100C
	CD
	3.52
	Phe
	199A
	CD2
	Phe
	95C
	CZ
	3.54
	Gly
	202A
	CA
	Trp
	150C
	CB
	3.54
	Gly
	202A
	CA
	Val
	151C
	CG2
	3.48
	Glu
	20B
	CD
	Tyr
	133A
	CB
	3.54
	Glu
	20B
	OE1
	Ala
	132A
	CA
	3.52
	Thr
	32B
	CG2
	Asn
	159A
	CB
	3.49
	Gln
	35B
	OE1
	Val
	151A
	CG1
	3.47
	Thr
	36B
	CB
	Thr
	154A
	CG2
	3.57
	Thr
	36B
	CG2
	Thr
	154A
	CG2
	3.44
	Phe
	95B
	CZ
	Phe
	199C
	CG
	3.56
	Phe
	95B
	CZ
	Phe
	199C
	CD2
	3.39
	Glu
	100B
	CG
	Phe
	199C
	CE1
	3.44
	Glu
	100B
	CD
	Phe
	199C
	CE1
	3.59
	Phe
	102B
	CE2
	Asp
	197C
	CG
	3.5
	Trp
	150B
	CB
	Gly
	202C
	CA
	3.46
	Ala
	161B
	CB
	Met
	163C
	SD
	3.59
	Gly
	198B
	C
	Trp
	150A
	CZ3
	3.52
	Phe
	199B
	CE1
	Glu
	100A
	CG
	3.38
	Phe
	199B
	CE1
	Glu
	100A
	CD
	3.46
	Phe
	199B
	CZ
	Glu
	100A
	CD
	3.53
	Gly
	202B
	CA
	Trp
	150A
	CB
	3.56
	Gly
	202B
	CA
	Val
	151A
	CG2
	3.53
	Phe
	95C
	CE1
	Phe
	199A
	CB
	3.56
	Phe
	95C
	CZ
	Phe
	199A
	CD2
	3.54
	Glu
	100C
	CD
	Phe
	199A
	CE1
	3.52
	Tyr
	133C
	CD1
	His
	21A
	CD2
	3.54
	Trp
	150C
	CB
	Gly
	202A
	CA
	3.54
	Trp
	150C
	CZ3
	Gly
	198A
	C
	3.5
	Val
	151C
	CG1
	Val
	37A
	CG2
	3.19
	Val
	151C
	CG2
	Gly
	202A
	CA
	3.48
	Phe
	156C
	CZ
	Tyr
	33A
	CD1
	3.57
	Met
	163C
	SD
	Ala
	161B
	CB
	3.59
	Asp
	197C
	CG
	Phe
	102B
	CE2
	3.5
	Phe
	199C
	CG
	Phe
	95B
	CZ
	3.56
	Phe
	199C
	CE1
	Glu
	100B
	CG
	3.44
	Phe
	199C
	CE1
	Glu
	100B
	CD
	3.59
	Phe
	199C
	CD2
	Phe
	95B
	CZ
	3.39
	Gly
	202C
	CA
	Trp
	150B
	CB
	3.46
	Óôçí åéêüíá 3-29 öáßíåôáé ç ìåóåðé
	�
	Eéêüíá 3- 29 Ç åðéöÜíåéá áëëçëåðßä�
	Éäéáßôåñç óçìáóßá óôçí áëëçëåðß�
	Ôá ìïíïìåñÞ ôçò CATI Ý÷ïõí ìéá ìéê�
	Áðü ôïõò â-êëþíïõò ïé ïðïßïé âñßó
	Áðü ôçí ïðôéêÞ ðáñáôÞñçóç ôùí ôñ�
	Ôï ðáñáðÜíù óýóôçìá ôùí ôñéþí â-ê
	Ðñï÷ùñþíôáò óå áíþôåñï åðßðåäï ï�
	Ïé ðáñáðÜíù áëëçëåðéäñÜóåéò ìðï�
	Óôçí åéêüíá 3-30 öáßíåôáé ìéá Üðïø
	�
	Eéêüíá 3- 30 ÕðÝñèåóç ôïõ 2m|Fo|-D|Fc|s�
	�
	Eéêüíá 3- 31 Ç êåíôñéêÞ â-ðôõ÷ùôÞ å�
	Ç åéêüíá 3-31 óõíïøßæåé üóá áíáöÝñ
	
	Ôï êñõóôáëëéêü ðëÝãìá


	ÊáôÜ ôçí äéÜñêåéá ôçò êñõóôáëëïã�
	Ðßíáêáò 3�21 Ïé åðéôñåðôÝò ðñÜîåé�
	ÐñÜîåéò óõììåôñßáò ãéá ôçí ïìÜäá�
	×
	Õ
	Æ
	×
	Õ+ ½
	Æ
	×+Á
	Õ
	Æ
	×-Á
	Õ
	Æ
	×
	Õ+Á
	Æ
	×
	Õ-Á
	Æ
	×
	Õ
	Æ+Á
	×
	Õ
	Æ-Á
	×+Á
	Õ+Á
	Æ
	×-Á
	Õ+Á
	Æ
	×+Á
	Õ-Á
	Æ
	×-Á
	Õ-Á
	Æ
	×+Á
	Õ
	Æ+Á
	×+Á
	Õ
	Æ-Á
	×-Á
	Õ
	Æ+Á
	×-Á
	Õ
	Æ-Á
	×
	Õ+Á
	Æ+Á
	×
	Õ+Á
	Æ-Á
	×
	Õ-Á
	Æ+Á
	×
	Õ-Á
	Æ-Á
	×+Á
	Õ+Á
	Æ+Á
	×-Á
	Õ+Á
	Æ+Á
	×+Á
	Õ-Á
	Æ+Á
	×-Á
	Õ-Á
	Æ+Á
	×+Á
	Õ+Á
	Æ-Á
	×+Á
	Õ+Á
	Æ-Á
	×-Á
	Õ+Á
	Æ-Á
	×-Á
	Õ+Á
	Æ-Á
	×-Á
	Õ-Á
	Æ-Á
	ôñéóäéÜóôáôç åðáíáëáìâáíüìåíç ä�
	Ãéá ôéò ÷ùñïïìÜäåò óõììåôñßáò óô�
	Óôïõò ðßíáêåò 3-22 êáé 3-23 ðáñïõóé�
	Ðßíáêáò 3�22 Ïé ðïëéêÝò êñõóôáëëé�
	Áñéèìüò êáôáëïßðïõ
	Áëõóßäá
	ÊáôÜëïéðï
	Áôïìï
	Áñéèìüò êáôáëïßðïõ
	Áëõóßäá
	ÊáôÜëïéðï
	Áôïìï
	Áðüóôáóç
	50
	A
	LYS
	O
	165
	L
	ASN
	ND2
	3.44
	50
	A
	LYS
	NZ
	164
	L
	ASP
	OD2
	3.59
	114
	A
	ARG
	NE
	80
	L
	GLY
	O
	3.54
	114
	A
	ARG
	NH2
	80
	L
	GLY
	O
	2.38
	118
	A
	HIS
	NE2
	81
	L
	GLU
	OE1
	3.14
	121
	A
	SER
	OG
	79
	L
	ASP
	OD1
	3.49
	3
	B
	LYS
	O
	10
	I
	THR
	N
	2.92
	5
	B
	ILE
	N
	8
	I
	TYR
	O
	2.89
	5
	B
	ILE
	O
	8
	I
	TYR
	N
	3.05
	5
	B
	ILE
	O
	8
	I
	TYR
	O
	3.18
	8
	B
	TYR
	N
	5
	I
	ILE
	O
	3.04
	8
	B
	TYR
	O
	5
	I
	ILE
	N
	2.83
	8
	B
	TYR
	O
	5
	I
	ILE
	O
	3.49
	10
	B
	THR
	N
	3
	I
	LYS
	O
	3.23
	10
	D
	THR
	O
	12
	J
	ASP
	N
	2.8
	12
	D
	ASP
	N
	10
	J
	THR
	O
	3.02
	65
	D
	ARG
	NH1
	111
	J
	ASP
	OD1
	2.59
	65
	D
	ARG
	NH1
	111
	J
	ASP
	OD2
	3.54
	111
	D
	ASP
	OD2
	211
	J
	TYR
	OH
	3.22
	211
	D
	TYR
	OH
	111
	J
	ASP
	OD1
	3.56
	111
	D
	ASP
	OD2
	65
	J
	ARG
	NE
	3.58
	111
	D
	ASP
	OD2
	65
	J
	ARG
	NH1
	3.33
	214
	D
	GLU
	OE2
	110
	J
	HIS
	NE2
	3.19
	216
	D
	GLN
	OE1
	114
	J
	ARG
	NE
	3.59
	99
	F
	THR
	O
	6
	J
	THR
	OG1
	3.59
	3
	I
	LYS
	O
	10
	B
	THR
	N
	3.23
	5
	I
	ILE
	N
	8
	B
	TYR
	O
	2.83
	5
	I
	ILE
	O
	8
	B
	TYR
	N
	3.04
	5
	I
	ILE
	O
	8
	B
	TYR
	O
	3.49
	8
	I
	TYR
	N
	5
	B
	ILE
	O
	3.05
	8
	I
	TYR
	O
	5
	B
	ILE
	N
	2.89
	8
	I
	TYR
	O
	5
	B
	ILE
	O
	3.18
	10
	I
	THR
	N
	3
	B
	LYS
	O
	2.92
	6
	J
	THR
	OG1
	99
	F
	THR
	O
	3.59
	10
	J
	THR
	O
	12
	D
	ASP
	N
	3.02
	12
	J
	ASP
	N
	10
	D
	THR
	O
	2.8
	65
	J
	ARG
	NE
	111
	D
	ASP
	OD2
	3.58
	65
	J
	ARG
	NH1
	111
	D
	ASP
	OD2
	3.33
	110
	J
	HIS
	NE2
	214
	D
	GLU
	OE2
	3.19
	111
	J
	ASP
	OD1
	211
	D
	TYR
	OH
	3.56
	111
	J
	ASP
	OD1
	65
	D
	ARG
	NH1
	2.59
	111
	J
	ASP
	OD2
	65
	D
	ARG
	NH1
	3.54
	114
	J
	ARG
	NE
	216
	D
	GLN
	OE1
	3.59
	211
	J
	TYR
	OH
	111
	D
	ASP
	OD2
	3.22
	79
	L
	ASP
	OD1
	121
	A
	SER
	OG
	3.49
	80
	L
	GLY
	O
	114
	A
	ARG
	NE
	3.54
	80
	L
	GLY
	O
	114
	A
	ARG
	NH2
	2.38
	81
	L
	GLU
	OE1
	118
	A
	HIS
	NE2
	3.14
	164
	L
	ASP
	OD2
	50
	A
	LYS
	NZ
	3.59
	165
	L
	ASN
	ND2
	50
	A
	LYS
	O
	3.44
	Ï áêüëïõèïò ðßíáêáò äåß÷íåé ôéò �
	Ðßíáêáò 3�23 Ïé ðïëéêÝò åðáöÝò ëá�
	Áñ.
	Áëõóßäá
	Ôýðïò
	Áôïìï
	Áñ.
	Áëõóßäá
	Ôýðïò
	Áôïìï
	×
	Õ
	Æ
	áðüóôáóç
	8
	A
	TYR
	OH
	12
	H
	ASP
	OD1
	0
	0
	-1
	2.74
	9
	A
	THR
	OG1
	9
	H
	THR
	OG1
	0
	0
	-1
	2.65
	10
	A
	THR
	N
	10
	H
	THR
	O
	0
	0
	-1
	2.78
	10
	A
	THR
	O
	10
	H
	THR
	N
	0
	0
	-1
	3.01
	12
	A
	ASP
	OD1
	46
	E
	LYS
	NZ
	-1
	0
	-1
	3.16
	51
	A
	ASN
	OD1
	216
	H
	GLN
	OE1
	0
	0
	-1
	3
	65
	A
	ARG
	NH1
	65
	H
	ARG
	NH1
	0
	0
	-1
	3.5
	65
	A
	ARG
	NH1
	211
	H
	TYR
	OH
	0
	0
	-1
	3.08
	81
	A
	GLU
	OE1
	50
	E
	LYS
	NZ
	-1
	0
	-1
	3.41
	112
	A
	ASP
	OD1
	214
	H
	GLU
	OE1
	0
	0
	-1
	3.06
	112
	A
	ASP
	OD2
	214
	H
	GLU
	OE1
	0
	0
	-1
	2.39
	114
	A
	ARG
	NH1
	216
	H
	GLN
	NE2
	0
	0
	-1
	3.14
	114
	A
	ARG
	NH2
	216
	H
	GLN
	NE2
	0
	0
	-1
	3.55
	115
	A
	GLN
	OE1
	214
	H
	GLU
	OE1
	0
	0
	-1
	3.44
	210
	A
	GLN
	NE2
	115
	H
	GLN
	OE1
	0
	0
	-1
	2.88
	211
	A
	TYR
	OH
	65
	H
	ARG
	NH1
	0
	0
	-1
	3.14
	214
	A
	GLU
	OE1
	112
	H
	ASP
	OD1
	0
	0
	-1
	3.05
	214
	A
	GLU
	OE1
	112
	H
	ASP
	OD2
	0
	0
	-1
	2.64
	216
	A
	GLN
	N
	218
	H
	GLY
	O
	0
	0
	-1
	3.13
	216
	A
	GLN
	O
	216
	H
	GLN
	OE1
	0
	0
	-1
	2.88
	216
	A
	GLN
	OE1
	217
	H
	GLY
	O
	0
	0
	-1
	3.52
	216
	A
	GLN
	OE1
	218
	H
	GLY
	N
	0
	0
	-1
	3.45
	216
	A
	GLN
	OE1
	216
	H
	GLN
	O
	0
	0
	-1
	2.56
	216
	A
	GLN
	OE1
	51
	H
	ASN
	OD1
	0
	0
	-1
	3.05
	216
	A
	GLN
	NE2
	217
	H
	GLY
	O
	0
	0
	-1
	3.43
	216
	A
	GLN
	NE2
	51
	H
	ASN
	OD1
	0
	0
	-1
	3.59
	216
	A
	GLN
	NE2
	114
	H
	ARG
	NH2
	0
	0
	-1
	2.56
	217
	A
	GLY
	O
	216
	H
	GLN
	OE1
	0
	0
	-1
	3.55
	122
	B
	GLN
	NE2
	114
	G
	ARG
	NH2
	0
	-1
	1
	3.14
	127
	B
	TYR
	OH
	52
	G
	LYS
	O
	0
	-1
	1
	2.92
	137
	B
	GLY
	N
	52
	G
	LYS
	NZ
	0
	-1
	1
	3.5
	100
	C
	GLU
	OE2
	4
	H
	LYS
	NZ
	0
	0
	-1
	3.21
	125
	C
	ALA
	O
	125
	I
	ALA
	O
	0
	-1
	0
	2.87
	181
	C
	ASP
	OD2
	181
	K
	ASP
	O
	1
	-1
	0
	3.58
	50
	D
	LYS
	O
	165
	G
	ASN
	OD1
	1
	0
	0
	3.51
	50
	D
	LYS
	O
	165
	G
	ASN
	ND2
	1
	0
	0
	2.33
	51
	D
	ASN
	O
	79
	G
	ASP
	N
	1
	0
	0
	3.43
	51
	D
	ASN
	O
	80
	G
	GLY
	N
	1
	0
	0
	2.82
	52
	D
	LYS
	O
	79
	G
	ASP
	N
	1
	0
	0
	2.99
	114
	D
	ARG
	NH1
	79
	G
	ASP
	O
	1
	0
	0
	3.24
	114
	D
	ARG
	NH2
	79
	G
	ASP
	O
	1
	0
	0
	3.51
	218
	D
	GLY
	O
	80
	G
	GLY
	O
	1
	0
	0
	2.93
	3
	E
	LYS
	O
	10
	K
	THR
	N
	0
	0
	1
	3.38
	5
	E
	ILE
	N
	8
	K
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	3.04
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	8
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	0
	0
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	E
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	O
	8
	K
	TYR
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	3.49
	7
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	0
	1
	3.56
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