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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η εύρεση δραστικών ενώσεων στοχεύοντας καρκινικούς όγκους ήταν ανέκαθεν ένα τεράστιο 

ζητούμενο για την επιστήμη. Διαφορετικές μορφές της ασθένειας αυτής οφείλονται μεταξύ 

άλλων και στην μετάλλαξη G12C της πρωτεΐνης KRas-4b. Στην παρούσα μεταπτυχιακή εργασία 

έγινε αφενός μεν, ο σχεδιασμός και η σύνθεση ομοιοπολικών αναστολέων της, βασιζόμενοι στα 

2-αμινο θειοφαινικά παράγωγα μέσω της αντίδρασης πολλών συστατικών (MCR) Gewald, 

αφετέρου δε η έκφραση και καθαρισμός της πρωτεΐνης KRas-4b (G12C). Αυτό έδωσε την 

δυνατότητα της αξιολόγησης των νεοσυντιθέμενων ενώσεων ως προς την ομοιοπολική 

πρόσδεσή τους στο κατάλοιπο κυστεΐνης της ΚRas-4b μέσω της φασματομετρίας μάζας. 

 

 

Λέξεις κλειδιά: Αντίδραση Gewald, πρωτεΐνη ΚRas-4Β, αντιδράσεις πολλών συστατικών, 

ομοιοπολικοί αναστολείς  
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ABSTRACT 

Cancer therapy has always been a great challenge for humanity and science. The search for 

bioactive small molecules continues throughout the years always aiming on more efficient 

drugs. It has been demonstrated that many different forms of cancer are linked to the G12C 

mutation of KRas-4b protein. Thus, in the present master thesis, the design and synthesis of 

covalent inhibitors based on 2-amino substituted thiophene derivatives via the Gewald reaction, 

a multicomponent reaction (MCR), was performed. In addition, the expression and purification of 

the protein KRas-4b (G12C) was successfully accomplished. This enabled the evaluation of the 

newly synthesized compounds of the covalent inhibition of the KRas-4b through mass 

spectrometry, by binding to the cysteine residue irreversibly.  

 

 

Keywords: Gewald reaction, KRas-4b protein, multi-component reactions, covalent inhibitors  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1  Ομοιοπολικοί αναστολείς 

Το ιδανικό φάρμακο είναι εκείνο το οποίο έχει την επιθυμητή και μόνο, βιολογική επίδραση 

στο ανθρώπινο σώμα ή σε κάποιο άλλο ζωντανό σύστημα, χωρίς άλλες παρενέργειες. Αυτό 

οδήγησε στον σχεδιασμό φαρμάκων, βασιζόμενων κυρίως σε ηλεκτροστατικές και Van der 

Waals αλληλεπιδράσεις, τα οποία βρίσκονται σε ισορροπία με τον υποδοχέα-στόχο με έναν 

αντιστρέψιμο μηχανισμό. Η εστίαση στον αντιστρέψιμο ρόλο ήταν απόρροια του φόβου της 

τοξικότητας που θα προκαλούσε το φάρμακο εάν παρέμενε για μεγαλύτερο διάστημα στον 

οργανισμό μετά την επιτυχή δράση του. Η επιλογή αυτή όμως παραμέλησε μία ολόκληρη 

κατηγορία φαρμάκων, αυτή των ομοιοπολικών αναστολέων.1 Μόρια που έφεραν δραστικές 

λειτουργικές ομάδες (ισχυρά ηλεκτρονιόφιλα) εξακολουθούσαν να θεωρούνται επίφοβα ως προς 

την τοξικότητα που θα μπορούσαν να επιφέρουν στον ανθρώπινο οργανισμό. 

Το παράδοξο είναι ότι πολλά εμπορικώς διαθέσιμα φάρμακα βρέθηκαν να λειτουργούν 

ομοιοπολικά, έτη μετά την κυκλοφορία τους στην αγορά, με πιο γνωστό από όλα την ασπιρίνη η 

οποία ακετυλιώνει μη αντιστρέψιμα την κυκλοοξυγενάση (COX).2 Άλλα παραδείγματα 

αποτελούν η πενικιλίνη και οι κεφαλοσπορίνες τα οποία συγκαταλέγονται στα αντιβιοτικά3 αλλά 

και αντιπηκτικά όπως το Clopidogrel, και τα Omeprazole και Lansoprazole που αναστέλλουν 

την αντλία πρωτονίων.4 Στα δύο τελευταία, μεταβολίτες των συγκεκριμένων ενώσεων 

εντοπίστηκαν να δρουν ως ομοιοπολικοί αναστολείς στον αντίστοιχο υποδοχέα (Εικόνα1).5 

 

 
 

Εικόνα 1. Ιστορικά παραδείγματα εγκεκριμένων ομοιοπολικών φαρμάκων. Τα ηλεκτρονιόφιλα φαίνονται 

επισημασμένα.6 
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Τα ηλεκτρονιόφιλα αυτά έχουν τη δυνατότητα να αντιδρούν με πυρηνόφιλα κατάλοιπα 

αμινοξέων σε πρωτεΐνες-στόχους. Στα πιο χαρακτηριστικά παραδείγματα ηλεκτρονιόφιλων 

συγκαταλέγονται οι δέκτες Michael (π.χ. ακρυλαμίδιο, χλωροακέτυλο χλωρίδιο κ.ά.).7 Στην 

παρακάτω εικόνα παρουσιάζονται κατηγορίες ηλεκτρονιόφιλων λειτουργικών ομάδων με τους 

στόχους τους, τον μηχανισμό πρόσδεσής τους, καθώς και τα αντίστοιχα εμπορικά διαθέσιμα 

φάρμακα (Εικόνα 2). 

 

 
 

Εικόνα 2. Ηλεκτρονιόφιλα (δέκτες Michael) που χρησιμοποιούνται ώστε να προσδένονται ομοιοπολικάσε κατάλοιπα 

πρωτεϊνών.7 

 

Η πρόσδεση αυτή μπορεί να περιγραφεί με τη βοήθεια της κινητικής της αντίδρασης. Αρχικά το 

ένζυμο (πρωτεΐνη) και ο αναστολέας αλληλεπιδρούν μη ομοιοπολικά σχηματίζοντας ένα 

ενδιάμεσο προϊόν το οποίο περιγράφεται από την σταθερά διάστασης της αντίδρασης Ki. To Ki 

εκφράζεται ως ο λόγος της σταθεράς πρόσδεσης προς την σταθερά διάσπασης: Ki = 
𝐾 1

𝐾−1
. Στην 

συνέχεια ακολουθεί η ομοιοπολική αντίδραση που οδηγεί στον σχηματισμό του τελικού 

προϊόντος, το οποίο περιγράφεται αντίστοιχα από τις σταθερές Κ2 και Κ-2. Για τους μη 
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αντιστρεπτούς, ομοιοπολικούς αναστολείς η σταθερά διάσπασης του ενδιαμέσου Κ-1 θεωρείται 

αμελητέα (Εικόνα 3).1,8 

 
 

Εικόνα 3. Κινητική ανάλυση της αντίδρασης ομοιοπολικής πρόσδεσης.9 

 

Παρά τους αρχικούς ενδοιασμούς, η πρόσδεση αυτή είναι ωφέλιμη ως προς την ποσότητα10 

και τη συχνότητα χορήγησης του φαρμάκου11 καθώς απαιτείται πολύ λιγότερη δραστική ουσία 

και η πρόσδεση είναι μεγαλύτερης διάρκειας. Επιπλέον, η συσσώρευση του φυσικού 

υποστρώματος και η μεταλλαξιγένεση που μπορεί να προκληθεί στον υποδοχέα δεν 

θεωρούνται εμπόδια στον συγκεκριμένο τρόπο δράσης σε αντίθεση με κοινά φάρμακα που έχει 

παρατηρηθεί ανάπτυξη ανθεκτικότητας από τον οργανισμό.4 Τέλος, ηλεκτρονιόφιλες ομάδες 

μικρού μεγέθους πιθανώς να μπορούν να αντιμετωπίσουν την πρόκληση αθεράπευτων έως 

τώρα στόχων με μικρά ή μη προσβάσιμα κέντρα πρόσδεσης.6 

Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα ομοιοπολικού αναστολέα που μελετήθηκε τα τελευταία 

χρόνια είναι το AMG 510 (Sotorasib®), ο οποίος καταστέλλει τους όγκους που οφείλονται στην 

μετάλλαξη G12C της πρωτεΐνης KRas in vivo και έχει πολύ πρόσφατα κυκλοφορήσει στην 

ευρωπαϊκή και αμερικανική αγορά.12 

 

 
 
Σχήμα 1. Αριστερά: Η δομή του ομοιοπολικού αναστολέα AMG 510. Δεξιά: Συγκρυστάλλωση της KRas (G12C) (γκρι 

χρώμα) με το AMG 510 (μπλέ χρώμα) (PDB ID 6OIM). Ο κόκκινος κύκλος αντιστοιχεί στην ομοιοπολική πρόσδεση 

του αναστολέα με την κυστεΐνη. Από το Νοέμβριο του 2021 κυκλοφορεί στην αγορά (ΗΠΑ και ΕΕ) με το όνομα 

Lumakras και Lumykras. 
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1.2  Η αντίδραση Gewald 

Τις τελευταίες δεκαετίες αναδεικνύεται όλο και περισσότερο η αξία των αντιδράσεων πολλών 

συστατικών (MultiComponent Reactions), στην ανάπτυξη βιοδραστικών και όχι μόνο ενώσεων 

λόγω της ταχύτητας σύνθεσης, αποτελεσματικότητας και βιωσιμότητας (sustainability). 

Αποτελούνται από ένα μεγάλο φάσμα αντιδράσεων, με τις πιο απλές να αποτελούνται από τρία 

συστατικά13 αλλά και από πιο περίπλοκες και εξειδικευμένες.14 Η ανάδειξή τους όμως οφείλεται 

κυρίως στο γεγονός ότι αντικαθιστούν χρονοβόρες διαδικασίες πολλαπλών σταδίων.15,16 

Ένα κλασσικό παράδειγμα που εντάσσεται σε αυτή την κατηγορία είναι η αντίδραση Gewald 

τριών συστατικών (G-3CR). Η αντίδραση περιγράφηκε για πρώτη φορά από τον Γερμανό 

χημικό Karl Gewald το 196617 και περιλαμβάνει τον συνδυασμό α-μεθυλενο καρβονυλικών 

ενώσεων συνήθως με υποκατεστημένα ακετονιτρίλια, τα οποία αντιδρούν με στοιχειακό θείο 

υπό βασικές συνθήκες18, παράγοντας υποκατεστημένα 2-αμινο-θειοφαίνια (Σχήμα 2).19 

 

 
 

Σχήμα 2. Γενικό σχήμα αντίδρασης Gewald 3CR (R1, R2: alkyl, aryl, R3: EWG) 

 

Σύμφωνα με τον προτεινόμενο μηχανισμό, ένα α-υποκατεστημένο νιτρίλιο αντιδρά με μία α-

μεθυλενο καρβονυλική ένωση, μέσω της αντίδρασης συμπύκνωσης Knoevenagel21 υπό βασικές 

συνθήκες. Στη συνέχεια στο ενδιάμεσο που προκύπτει προστίθεται το στοιχειακό θείο, 

οδηγώντας στην κυκλοποίηση του τελικού προϊόντος.20 

 

 
 

Σχήμα 3. Ο προτεινόμενος μηχανισμός της αντίδρασης Gewald.23 
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Η σημασία της αντίδρασης Gewald έχει αναδειχθεί τα τελευταία 20 χρόνια λόγω της εύκολης 

πρόσβασης η οποία μας δίνει προς τριυποκαστημένα θειοφαίνια.16 Αυτά βρίσκουν εφαρμογές 

στον σχεδιασμό φαρμάκων, μεταξύ άλλων, ως βιοϊσοεστέρες φαινυλίου,21 για την επιθυμητή 

αύξηση της μεμβρανικής διαπερατότητας. Τα 2-αμινο θειοφαίνια αποτελούν σημαντικούς 

δομικούς σκελετούς (privileged scaffolds) με βιολογική δραστικότητα.22 Χαρακτηριστικά 

παραδείγματα αποτελούν τα φάρμακα Olanzapine® για την σχιζοφρένεια23 και το Prasugrel® με 

αντιπηκτική δράση24  (Σχήμα 4), τα οποία μάλιστα δύνανται να συντεθούν μέσω της αντίδρασης 

Gewald (MCR). Τα τελευταία χρόνια έχει στραφεί ιδιαίτερα το ενδιαφέρον στη σύνθεση 

αντικαρκινικών φαρμάκων που περιέχουν θειοφαινικούς δακτυλίους με δραστικές ομάδες.25 

 

 
 

Σχήμα 4. Δομές των φαρμάκων Olanzapine και Prasugrel με επισημασμένους τους θειοφαινικούς δακτυλίους. 

 

1.3  Οι Ras πρωτεΐνες 

Οι Ras πρωτεΐνες αποτελούν μία οικογένεια μονομερών GTPασών (υδρόλυση GTP) που 

ρυθμίζουν καίριες κυτταρικές λειτουργίες όπως ο πολλαπλασιασμός, η διαφοροποίηση και η 

απόπτωση.26 Μεταλλάξεις των Ras απαντώνται στο 30% του συνόλου των ανθρώπινων 

καρκίνων26 με κυριότερες μορφές αυτές του παγκρέατος, του πνεύμονα και του πρωκτού.27 Τα 

τρία Ras ογκογονίδια κωδικοποιούν τέσσερις συγγενικές πρωτεΐνες (KRas4-a/KRas-

4b/HRas/NRas). Οι ισομορφές αυτές χαρακτηρίζονται από μεγάλη ανθεκτικότητα σε θεραπείες 

κατά των αντίστοιχων ασθενειών.28 Στο επίκεντρο της προσοχής έχει βρεθεί η Kras-4b η οποία 

αν και παρουσιάζει ελάχιστες δομικές διαφορές με την KRas-4a εντοπίζεται σε αρκετά 

μεγαλύτερο ποσοστό στους ιστούς και σε εκείνη εντοπίζεται το μεγαλύτερο ποσοστό καρκινικών 

μεταλλάξεων μεταξύ των δύο ισομορφών (85%).29 

Ένας γενικός μηχανισμός της λειτουργίας των συγκεκριμένων πρωτεϊνών είναι η ισορροπία 

μεταξύ της πρόσδεσης του GTP και της πρόσδεσης του GDP, χαρακτηρίζοντας την πρωτεΐνη 

ως ένα μοριακό διακόπτη (Εικόνα 4).30 Πιο συγκεκριμένα, ο σχηματισμός του συμπλόκου Ras-

GTP αποτελεί την ενεργή μορφή της πρωτεΐνης όπου μέσω δύο διακόπτων (Switch I, Switch 

II)31 σηματοδοτείται μέσω διαφορετικών μονοπατιών, ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός, ενώ το 

σύμπλοκο Ras-GDP απενεργοποιεί την πρωτεΐνη. Η μετάβαση από τη μία κατάσταση στην 

άλλη οφείλεται στην δράση πρωτεϊνών ενεργοποιητών της GTPάσης (GAP) και του παράγοντα 

ανταλλαγής νουκλεοτιδίων γουανίνης (GEF) τα οποία καθιστούν την πρωτεΐνη ανενεργή και 

ενεργή αντίστοιχα. Κατά την ενεργή κατάσταση (πρόσδεση GTP μέσω των GEF), 

ενεργοποιούνται σηματοδοτικά μονοπάτια που περιλαμβάνουν τον πολλαπλασιασμό των 
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κυττάρων. Στην περίπτωση μετάλλαξης, η πρωτεΐνη παραμένει μόνιμα στην ενεργή κατάσταση 

με αποτέλεσμα να προκαλείται ανεξέλεγκτος κυτταρικός πολλαπλασιασμός που οδηγεί σε 

καρκινικές παθήσεις (Εικόνα 5).32 

 

 
 

Εικόνα 4. Σχηματική απεικόνιση της λειτουργίας της πρωτεΐνης Ras. Αριστερά: η απενεργοποίηση της πρωτεΐνης 

μέσω σχηματισμού του συμπλόκου Ras-GDP. Δεξιά: μεταλλαγμένη Ras «κλειδωμένη» στην ενεργή μορφή με συνεχή 

σηματοδότηση κυτταρικού πολλαπλασιασμού.33 

 

 
 

Εικόνα 5. Τρισδιάστατη απεικόνιση των συμπλόκων Ras-GTP και Ras-GDP, με αναφορά σε σημαντικές περιοχές 

των μορίων.34 
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Ένας από τους φαρμακευτικούς στόχους αποτελεί η μετάλλαξη G12C της KRas όπου το 12ο 

αμινοξύ της αλληλουχίας, ένα κατάλοιπο γλυκίνης, αντικαθίσταται από ένα κατάλοιπο κυστεΐνης. 

Σε αυτή την μετάλλαξη οφείλεται έως και το 46% των περιστατικών καρκίνου του πνεύμονα. 

Άλλες χαρακτηριστικές μεταλλάξεις αντικατάστασης ενός μόνο αμινοξέος35 αποτελούν η θέση 

13 (γλυκίνη) καθώς και η μετάλλαξη της γλουταμίνης στη θέση 61 η οποία εντοπίζεται συνήθως 

στην ομόλογη NRas και έχει εμφανίσει συσχέτιση με πολλά περιστατικά μελανώματος.33,36 

 

 
 

Εικόνα 6. Η συχνότητα των μεταλλάξεων Ras στα 10 είδη καρκίνου με την υψηλότερη θνησιμότητα παγκοσμίως. 

Αναφέρονται οι θάνατοι για κάθε είδος ασθένειας ανά φύλο (2007) και η προέλευση των μεταλλάξεων με την 

αντίστοιχη συχνότητα σε κάθε περίπτωση.29 
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2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

2.1  Σκοπός της εργασίας 

Το όλο και μεγαλύτερο ενδιαφέρον για την πρωτεΐνη KRas έθεσε ως πρωταρχικό και 

απολύτως απαραίτητο στόχο την βελτιστοποίηση της έκφρασης και καθαρισμού της για 

περαιτέρω μελέτη. Σε δεύτερο επίπεδο, σχεδιάσαμε και εν συνεχεία συνθέσαμε ομοιοπολικούς 

αναστολείς βασιζόμενοι στην χημεία MCR για τους προαναφερθέντες λόγους. Δύο στρατηγικές 

μπορούν να εφαρμοστούν: Είτε πραγματοποιούμε μια αντίδραση MCR και ακολούθως 

προσθέτουμε τον δέκτη Michael (ή όπως αναφέρεται στην βιβλιογραφία την ομοιοπολική 

«εκρηκτική» κεφαλή) (Εικόνα 7, Α), είτε εκτελούμε μια αντίδραση MCR στην οποία ήδη μια από 

τις χρησιμοποιούμενες πρώτες ύλες φέρουν την ηλεκτρονιόφιλη κεφαλή (Εικόνα 7, Β). Στην 

παρούσα εργασία, εφαρμόσαμε την πρώτη στρατηγική. 

 

 
 

Εικόνα 7. Στρατηγικές MCR στην σύνθεση ομοιοπολικών αναστολέων. Οι χρωματιστοί κύβοι αποτελούν τα 

επιμέρους συστατικά /πρώτες ύλες των MCR, ενώ οι χρωματιστές σφαίρες την ηλεκτρονιόφιλη κεφαλή. Στα πλαίσια 

των πειραμάτων ακολουθήθηκε η πορεία Α. 

 

Γιατί Gewald-3CR 

Μέσω πειραμάτων προσομοίωσης (docking), αναδείχθηκε οτι υποκατεστημένα 2-

αμινοθειοφαινικά παράγωγα θα μπορούσαν να αποτελέσουν ένα εφαλτήριο για περαιτέρω 

μελέτες (Εικόνα 8). Φαίνεται οτι θεοφαίνια με συγκεκριμένο μοτίβο υποκατάστασης έχουν τις 

επιθυμητές Van der Waals αλληλεπιδράσεις με την πρωτεΐνη-στόχο. Ο επίπεδος χαρακτήρας 

του ετεροκυκλικού δακτυλίου, ο οποίος «κρατάει» σε συγκεκριμένη θέση ένα φαινύλιο στην 5-

θέση και εναν αλειφατικό υποκαταστάτη στην 3-θέση προσδίδουν το απαραίτητο φαρμακοφόρο 

μοντέλο. Τέλος, η αμινομάδα στην 2-θέση βρίσκεται στην απαραίτητη απόσταση από την 

στοχευμένη κυστεΐνη, ώστε να «προσθέσουμε» εκεί την ηλεκτρονιόφιλη κεφαλή. 
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Εικόνα 8. Πείραμα docking 2-αμινο υποκατεστημένου θειοφαινίου με το κατάλοιπο κυστεΐνης (-SH με κίτρινο χρώμα) 

της Kras (G12C). Η ανάλυση έγινε από το πρόγραμμα AutoDockSmina και οπτικοποιήθηκε μέσω του PyMOL 
Molecular Graphics System. Για τη δομή χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό MODELLER, χρησιμοποιώντας δομή της 
KRas (G12C) από το Protein Data Bank (PDB ID 4M1S). Πραγματοποιήθηκαν 10 μετρήσεις στις οποίες η ένωση 
έλαβε 10 διαφορετικές θέσεις και επιλέχθηκε η διαμόρφωση με τα καλύτερα αποτελέσματα (score). 

 

Έτσι, ο δεύτερος στόχος της παρούσας εργασίας είναι η σύνθεση 2-αμινο υποκατεστημένων 

θειοφαινίων μέσω της αντίδρασης πολλών συστατικών Gewald, ώστε να προστεθούν 

κατάλληλοι ηλεκτρονιόφιλοι υποκαταστάτες που θέτουν τις ενώσεις αυτές ικανές να 

αλληλεπιδράσουν ομοιοπολικά με το κατάλοιπο κυστεΐνης και δυνητικά να λειτουργήσουν ως 

αναστολείς την μετάλλαξης G12C της πρωτεΐνης KRas-4b (Σχήμα 5). 

 

 
 

Σχήμα 5. Στρατηγική σύνθεσης που ακολούθηκε στην παρούσα μελέτη. 
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2.2  Σύνθεση κυανοακεταμιδίων 

Αρχικά απαιτήθηκε η σύνθεση κατάλληλα υποκαστεμένων νιτριλίων. Τα κυανοακεταμίδια 

αποτελούν μια εύχρηστη τάξη ενώσεων που αντιδρούν πολύ καλά στην αντίδραση Gewald και 

θα δώσουν το απαιτούμενο μοτίβο υποκατάστασης στον θειοφαινικό δακτύλιο για την στόχευση 

της ΚRas. Επομένως, η αντίδραση του 2-κυανο οξικού μεθυλίου με μια ποικιλία 

υποκατεστημένων αμινών χωρίς διαλύτη σε θερμοκρασία δωματίου έδωσε τα επιθυμητα 

κυανοακεταμίδια 1a-g σε υψηλές αποδόσεις. 

 

 
 

Σχήμα 6. Κυανοακεταμίδια που συντέθηκαν με τις αντίστοιχες αποδόσεις. 

 

Τα πειράματα έδειξαν ότι αρωματικές αμίνες και πυριδίνες δεν μπορούν να αντιδράσουν προς 

σχηματισμό κυανοακεταμιδίων λόγω του μειωμένου βασικού τους χαρακτήρα, όπως 

επιβεβαιώνεται και από την βιβλιογραφία.37 Αντ’ αυτού χρησιμοποιήθηκαν πρωτοταγείς και 

δευτεροταγείς αμίνες με ποικιλία υποκαταστατών ώστε να μελετηθεί η βιολογική δραστικότητα 

διαφορετικών παραγώγων που φέρουν είτε αλειφατικούς είτε διαφορετικούς αρωματικούς 

υποκαταστάτες (μελέτη δομής-δραστικότητας, SAR). 

 

 

 

 

 

 



30 

 

2.3  Σύνθεση υποκατεστημένων 2-αμινο θειοφαινίων 

Στη συνέχεια συντέθηκαν τα υποκατεστημένα 2-αμινο θειοφαίνια μέσω της αντίδρασης 

Gewald (Σχήμα 7). Έγινε ανάμειξη των κυανοακεταμιδίων με στοιχειακό θείο και φαινυλο 

ακεταλδεΰδη ή βενζυλο ακεταλδεΰδη, υπό βασικές συνθήκες με χρήση Et3N σε διαλύτη 

αιθανόλη σε reflux. 

 

 
 

Σχήμα 7. Υποκατεστημένα 2-αμινο θειοφαίνια που συντέθηκαν από τα αντίστοιχα κυανοακεταμίδια με αντίδραση της 

φαινυλο και της βενζυλο ακεταλδεΰδης και οι αντίστοιχες αποδόσεις. 
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Επιπλέον συντέθηκαν και κάποια 2-αμινο θειοφαίνια χωρίς την χρήση κυανοακεταμιδίων. Ως 

αρχικά αντιδραστήρια επιλέχθηκαν το μαλεονιτρίλιο και το 2-κυανο οξικό μεθύλιο. Οι δύο 

αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν τόσο με φαινυλο ακεταλδεΰδη αλλά και με την αντίστοιχη 

βενζυλο αλδεΰδη. Όσον αφορά στην αντίδραση με το μαλεονιτρίλιο, χρησιμοποιήθηκε DMF ως 

διαλύτης, καθώς τότε παρατηρήθηκε ο σχηματισμός του προϊόντος σε αντίθεση με τη χρήση 

αιθανόλης.38 

 

 
Σχήμα 8. Υποκατεστημένα 2-αμινο θειοφαίνια που συντέθηκαν με χρήση μαλονιτριλίου (3a, 4a) και 2-κυανο οξικού 

μεθυλίου (3b, 4b) με τις αντίστοιχες αποδόσεις. 
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2.4  Σύνθεση ομοιοπολικών αναστολέων μέσω υποκατεστημένων 2-αμινο 

θειοφαινίων 

Ακολούθησε η αντίδραση των συντιθέμενων θειοφαινίων με τους δέκτες Michael 

χλωροακέτυλο χλωρίδιο και ακρυλαμιδο χλωρίδιο υπό βασικές συνθήκες με χρήση NaHCO3 και 

DCM ως διαλύτη σε θερμοκρασία δωματίου, όπως παρουσιάζεται στο παρακάτω σχήμα: 

 

 
 

Σχήμα 9. Ηλεκτρονιόφιλα παράγωγα υποκατεστημένων 2-αμινο θειοφαινίων με τις αντίστοιχες αποδόσεις. 
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Μπορέσαμε, επιπλέον, να κρυσταλλώσουμε την ένωση 5b η οποία μας δίνει την δυνατότητα να 

εκτιμήσουμε το πως αυτές οι ενώσεις μπορούν να προσδεθούν σε ένα στόχο (Εικόνα 9). Όπως 

φαίνεται, υπάρχει ο σχηματισμός ενδο και διαμοριακών δεσμών υδρογόνου, κάτι το οποίο παίζει 

σημαντικό ρόλο στην δραστικότητα των φαρμάκων και την πρόσδεση αυτών στα κύτταρα 

στόχους. 

 
Εικόνα 9. Κρυσταλλική δομή του 5b. 
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2.5  Έκφραση και καθαρισμός της πρωτεΐνης KRas-4b (αγρίου τύπου) 

Προτού μελετηθεί η μετάλλαξη G12C, επιτεύχθηκε η έκφραση και ο καθαρισμός της KRas-4b 

άγριου τύπου ώστε να εγκαθιδρυθεί ένα πρωτόκολλο. Μετά από αρκετά δοκιμαστικά πειράματα 

καταλήξαμε στα παρακάτω αποτελέσματα τα οποία θα αποτελέσουν οδηγό για την έκφραση και 

τον καθαρισμό της αντίστοιχης μεταλλαγμένης πρωτεΐνης. 

Η έκφραση της ΚRas-4b πραγματοποιήθηκε με την χρήση πλασμιδιακού φορέα που 

περικλείει την αλληλουχία His6-MBP-tev(site)-Ras. Η παρουσία της πρωτεΐνης MBP στο 

αμινοτελικό άκρο της χίμαιρας ενισχύει τόσο το ποσοστό έκφρασης, όσο και την διαλυτότητα της 

ΚRas-4b, που είναι κατά κύριο λόγο υδρόφοβη. Η επαγωγή στα κατάλληλα κύτταρα έκφρασης 

οδήγησε στην παραγωγή της χιμαιρικής πρωτεΐνης όπως αυτό διαπιστώνεται μετά από 

ανάλυση σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου. 

 

 

 
 

Σχήμα 9. Πηκτή ακρυλαμιδίου έκφρασης της KRas. 

 

 

Εκτίμηση πρωτεϊνών:  

Λ4: 1 ml δείγματος πριν την επαγωγή OD= 0,55 επαναδιαλυτωμένο σε ρυθμιστικό διάλυμα 5X + 

9,35 ul διάλυμα λύσης 45,65 ul laemmli. Φορτώθηκαν: 15 ul 

Λ5: 1 ml δείγματος μετά την επαγωγή OD=3.0 επαναδιαλυτωμένο σε ρυθμιστικό διάλυμα 

Laemmli 5X + 49,4 ul διάλυμα λύσης. Φορτώθηκαν: 15 ul 
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Λ6: 20 ul υπερκείμενου υγρού (από 1 ml καλλιέργειας από την φιάλη) αναμείχθηκαν με 10 ul 

laemmli ρυθμιστικό διάλυμα 5x. Φορτώθηκαν: 15 ul 

Λ7: Το ίζημα (από 1 ml καλλιέργειας που προερχόταν από τηνφιάλη) επαναδιαλύθηκε σε 1 ml 

ρυθμιστικού διαλύματος λύσης (50mM Tris-Cl, 50mM NaCl, pH=8) και 20 ul αναμείχθηκαν με 10 

ul laemmlii buffer 5x. Φορτώθηκαν: 15 ul 

 

Υποθέτοντας ότι στο Λ6 (υπερκείμενο υγρό) έχουμε 10 ug που προέρχεται από 20 ul, 

μπορούμε να εκτιμήσουμε ότι έχουμε 150 ug/ml που προέρχονται από 15 ml καλλιέργειας, 

οπότε η εκτίμηση για ολόκληρη την πρωτεΐνη (KRas + MBP) είναι 75 mg/L. Υποθέτοντας ότι η 

KRas είναι το 30% ολόκληρης της πρωτεΐνης, η τελική εκτίμηση είναι 

25 mg/l. 

 

Με την χρήση χρωματογραφίας συγγένειας σε στήλη αγαρόζης που περιέχει ιόντα νικελίου (Ni-

NTA), πραγματοποιήθηκε ο καθαρισμός της χίμαιρας His6-MBP-tev(site)-ΚRas4Β. 

 

 
 

Σχήμα 10. Πηκτή ακρυλαμιδίου μετά τον 1ο καθαρισμό της πρωτεΐνης. 

 

Όπως παρατηρείται από την παραπάνω πηκτή, το έκλουσμα αποτελείται από την καθαρή 

πρωτεΐνη με ελάχιστες προσμίξεις. Ο προσδιορισμός της ποσότητας, ακολουθεί σε επόμενο 

στάδιο μέσω της μεθόδου Bradford. Για την εξακρίβωση της κατάστασης της χιμαιρικής 

πρωτεΐνης (λ.χ. εξακρίβωση ύπαρξης διαλυτών συσσωματωμάτων, ολιγομερών, κτλ.) 

πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία SEC-MALS σε στήλη Superdex 200 HR 10/30. {Τα 
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πειράματα αυτά πραγματοποιήθηκαν υπό την παρουσία του κ. Χαράλαμπου Ποζίδη και της 

υποψήφιας διδάκτορας Χαράς Σαράφογλου} 

 

Μετά τον 1ο καθαρισμό 100 ul του δείγματος έκλουσης (μετά τη διαπίδυση) φορτώθηκε σε 

στήλη Superdex 200 HR 10/30 και πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία SEC-MALS 200 HR.  

 

 
 

Σχήμα 11. Χρωματογράφημα δείγματος έκλουσης μετά τον πρώτο καθαρισμό. 

 

Παρατηρώντας τα αποτελέσματα σε 15% SDS-Page gel μετά τον πρώτο καθαρισμό, το δείγμα 

έκλουσης 2&3 αποτελεί περίπου το 95% της πρωτεΐνης His6-MBP-tev(site)-Ras και τα 

αποτελέσματα από τη χρωματογραφία του δείγματος SEC-MALS σε στήλη Superdex 200 HR, 

προκύπτουν τα εξής συμπεράσματα: 

  

 Κορυφή 1: 60.000 Da. Αυτή η κορυφή πιθανότατα αντιστοιχεί σε μια ελεύθερη πρωτεΐνη 

His6-MBP.  

 Κορυφή 2: 70.000 Da. Αυτή η κορυφή πιθανότατα αντιστοιχεί σε μια μονομερή μορφή. 

His6-MBP-tev(site)-Ras που έχει θεωρητική μοριακή μάζα περίπου 67.000 Da. 

 Κορυφή 3: 320.000 Da. Αυτή η κορυφή πιθανότατα αντιστοιχεί σε μια μορφή 

πενταμερούς His6-MBP-tev(site)-Ras. 

 Κορυφή 4: 950.000 Da. Αυτή η κορυφή πιθανότατα αντιστοιχεί σε μια μορφή 

δεκαπενταμερούς του His6-MBP-tev(site)-Ras. 

 

Για τον λόγο αυτό, παρατηρούνται και οι αντίστοιχες ζώνες στην πηκτή που αναφέρονται 

παραπάνω ως προσμίξεις. Καθώς είναι ευρέως γνωστό (πολλαπλές δημοσιεύσεις στην 

βιβλιογραφία) ότι η MBP δεν ολιγομερίζει, η ύπαρξη τέτοιων μορφών οφείλεται αποκλειστικά 

στην KRas-4b. Αυτές οι ολιγομερείς μορφές δεν έχουν απομονωθεί έως τώρα in vitro, κάτι 

το οποίο εμείς κατορθώσαμε πιθανότατα χάρη στις ήπιες συνθήκες καθαρισμού που 

χρησιμοποιήσαμε. Η δυνατότητα απομόνωσης των Ras ολιγομερών και νανο-

συσσωματωμάτων είναι εξαιρετικά σημαντική καθώς αυτά ρυθμίζουν της σηματοδότηση 

των Ras ογκογονιδίων.39 
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Για την απομόνωση της Ras από την χίμαιρα His6-MBP-TEVsite-Ras, πραγματοποιήθηκε 

πέψη με την Tev πρωτεάση ώστε να αποκοπεί η αλληλουχία His6-MBP-TEVsite. Ποσοστό της 

αντίδρασης πέψης αναλύθηκε και με χρωματογραφία SEC-MALS. 

Όσον αφορά στην επίδραση του MgCl2 και του EDTA στην αντίδραση πέψης της πρωτεάσης 

TEV, ελέγχθηκε η διαφορά στην αποτελεσματικότητα της αντίδρασης διάσπασης πρωτεάσης 

His6-TEV παρουσία ή απουσία EDTA και παρουσία MgCl2. Όλες οι αντιδράσεις εμφάνισαν 

παρόμοια αποτελέσματα, υποδηλώνοντας ότι η αντίδραση μπορεί να πραγματοποιηθεί χωρίς 

την παρουσία EDTA. Παρόλο που δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στις συνθήκες, η πέψη είχε 

χαμηλότερη αποτελεσματικότητα από την αναμενόμενη παρά την υψηλή ποσότητα πρωτεάσης 

TEV. Η πέψη είναι περίπου 50% και μια μεγάλη ποσότητα πρωτεΐνης εξακολουθεί να είναι 

άκοπη. 

 

 
 

Σχήμα 12. Πηκτή ακρυλαμιδίου μετά την 1η πέψη. 

 

Εφόσον δεν παρατηρήθηκε επίδραση του EDTA στην πέψη, η διαδικασία επαναλήφθηκε για 

την υπόλοιπη ποσότητα του δείγματος απουσία EDTA. 100 ul δείγματος μετά την πέψη 

φορτώθηκαν στη στήλη Superdex 200 HR 10/30 column και πραγματοποιήθηκε 

χρωματογραφία SEC-MALS. 
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Σχήμα 13 Χρωματογράφημα δείγματος μετά την αντίδραση με Tev πρωτεάση. 

 

 Κορυφή 1: 35.830 Da 

 Κορυφή 2: 145.500 Da 

 Κορυφή 3: 241.300 Da 

 Κορυφή 4: 519.600 Da 

 

Βάσει του 15% SDS-Page gel το δείγμα αποτελείται από 50% His6-MBP-TEVsite-KRas οπότε 

προκύπτει το συμπέρασμα για τις κορυφές: 

 

 Κορυφή 1: 35.830 Da, αναφέρεται στην πρωτεΐνη His6-MBP που προκύπτει μετά την πέψη 

 Κορυφή 2: 145.000 Da, αναφέρεται στο διμερές His6-MBP-tev(site)-Ras το οποίο έχει 

θεωρητική μάζα 67.000 Da. 

 

Για τον διαχωρισμό των προϊόντων της πέψης His6-MBP-TEV, KRas-4b καθώς και της 

πρωτεάσης His6-TEV πραγματοποιήθηκε αρνητική χρωματογραφία σε στήλη Ni-NTΑ. 

Φορτώθηκαν 100 ul δείγματος έκλουσης σε στήλη Superdex 200 HR 10/30 column και 

πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία SEC-MALS. 
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Σχήμα 14. Πηκτή ακρυλαμιδίου μετά την 1η αρνητική χρωματογραφία. 

 

Δείγμα V (ml) mg/ml mg (total) 

1ο κλάσμα 60 0,11 6,6 

1ο κλάσμα (συμπυκν.) 5 1,2 6,1 

Έκλουση  15 3,27 49 

 

Πίνακας 1. Αποτελέσματα της μεθόδου Bradford των διαφορετικών κλασμάτων που λήφθηκαν από την 1η αρνητική 

χρωματογραφία μετά την πέψη. 
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Σχήμα 15. Χρωματογράφημα δείγματος έκλουσης μετά την 1η αρνητική χρωματογραφία. 

 

 Κορυφή 1: 27.780 Da 

 Κορυφή 2: 141.600 Da 

 Κορυφή 3: 219.300 Da 

 Κορυφή 4: 284.700 Da 

 Κορυφή 5: 1.366.000 Da 

 

Βάσει του 15% SDS-Page gel της αρνητικής χρωματογραφίας, η έκλουση αποτελεί το 95% της 

His6-MBP-tev(site)-Ras οπότε προκύπτει το συμπέρασμα: 

 

Κορυφή 1: 27.780 Da. Η κορυφή αντιστοιχεί σε μονομερή μορφή της KRas η οποία έχει 

θεωρητική μάζα 19.000 Da. Αυτό μπορεί επίσης να παρατηρηθεί συγκρίνοντας τα 

χρωματογραφήματα πριν, μετά την πέψη και μετά την αρνητική χρωματογραφία, όπου 

παρατηρείται αύξηση της κορυφής 1, αφού η μονομερής Ras δεν περιέχει το His6-MBP οπότε 

δεν προσδένεται στην στήλη. 

Το κλάσμα έκλουσης τέθηκε ξανά σε αντίδραση πέψης αλλά η απόδοση ήταν πολύ χαμηλή, 

γεγονός που υποδηλώνει τον σχηματισμό ολιγομερικών φορμών της πρωτεΐνης στα οποία η 

πρωτεάση δεν έχει πρόσβαση. Αυτό υποδηλώνει ότι ο σχηματισμός ολιγομερών ενέχει το 

αμινοτελικό τμήμα της KRas-4b. Η αρχική πέψη που πραγματοποιήθηκε οφειλόταν στη 

μονομερή μορφή, το οποίο αποδεικνύεται και από τα χρωματογραφήματα καθώς μετά την πέψη 

η κορυφή His6-MBP-tev(site)-Ras απουσιάζει.  
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Σχήμα 16. Πηκτή ακρυλαμιδίου μετά την πέψη χωρίς EDTA. 

 

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε 2η αρνητική χρωματογραφία από όπου η συγκέντρωση 

πρωτεΐνης στο δείγμα έκλουσης υπολογίστηκε ίση με 4,3 mg/ml (1,9 ml, 8,2 mg σύνολο) μέσω 

της μεθόδου Bradford. To δείγμα έκλουσης φορτώθηκε σε στήλη Superdex 75 200 HR 10/30 

column και πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία SEC-MALS. 
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Σχήμα 17. Χρωματογράφημα δείγματος έκλουσης μετά την 2η αρνητική χρωματογραφία. 

 

Η κορυφή 3 που πιθανότατα αντιστοιχεί στη μονομερική μορφή της πρωτεΐνης συγκεντρώθηκε 

στα 1 ml και προσδιορίστηκε η συγκέντρωσή της με τη μέθοδο Bradford: 0,5 mg/ml.  
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2.6  Έκφραση και καθαρισμός της πρωτεΐνης KRas-4b (G12C) 

Για το μετάλλαγμα G12C ακολουθήθηκε η ίδια μεθοδολογία με αυτή του αγρίου τύπου. 

Παρακάτω παρουσιάζονται τα πειραματικά αποτελέσματα και οποιοσδήποτε διαφορές 

παρατηρήθηκαν. 

 

  

 Σχήμα 18. Πηκτή ακρυλαμιδίου έκφρασης της KRas (G12C) 

 

Εκτίμηση πρωτεϊνών: 

 

Λ4: 1 ml δείγματος πριν την επαγωγή OD=0,55 επαναδιαλυτωμένο σε ρυθμιστικό διάλυμα 

5X + 9,35 ul διάλυμα λύσης 45,65 ul laemmli. Φορτώθηκαν: 15 uL 

Λ8: 1 ml δείγματος μετά την επαγωγή OD=3.0 επαναδιαλυτωμένο σε 241 ul διάλυμα 

laemmli 5X + 49,4 ul διάλυμα λύσης. Φορτώθηκαν: 15 uL 

Λ9: 20 ul υπερκείμενου υγρού (από 1 ml καλλιέργειας από την φιάλη) αναμείχθηκαν με 10 ul 

laemmli ρυθμιστικό διάλυμα 5x. Φορτώθηκαν: 15 ul 

Λ10: Το ίζημα (από 1 ml καλλιέργειας που προερχόταν από τηνφιάλη) επαναδιαλύθηκε σε 1 

ml ρυθμιστικού διαλύματος λύσης (50mM Tris-Cl, 50mM NaCl, pH=8) και 20 ul 

αναμείχθηκαν με 10 ul laemmlii buffer 5x. Φορτώθηκαν: 15 ul 
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Υποθέτοντας ότι στο Λ8 (υπερκείμενο υγρό) έχουμε 10 ug που προέρχεται από 20 ul, 

μπορούμε να εκτιμήσουμε ότι έχουμε 150 ug/ml που προέρχονται από 15 ml καλλιέργειας, 

οπότε η εκτίμηση για ολόκληρη την πρωτεΐνη (KRas + MBP) είναι 75 mg/L. Υποθέτοντας ότι 

το KRas είναι το 30% ολόκληρης της πρωτεΐνης, η τελική εκτίμηση είναι 

25 mg/l. 

  

  
 

Σχήμα 19. Πηκτή ακρυλαμιδίου μετά τον 1ο καθαρισμό. 

 

 

 

Δείγμα mg/ml  V (ml) Total mg 

Υπερκείμενο (πριν τη στήλη) 6,1 80 470 

1ο κλάσμα 4,6 94 440,5 

Έκπλυση 1  0,13 55 7,2 

Έκπλυση 2  0,08 35 2,7 

Έκλουση 30mΜ Ιμιδαζόλιο 0,08 40 3,2 

Έκλουση 300mM Ιμιδαζόλιο 0,8 32 25,7 

2η Έκλουση 300mM Ιμιδαζόλιο 0,21 7,5 1,61 

3η Έκλουση 600mM Ιμιδαζόλιο 0,9 6 5,4 

 

Πίνακας 2. Αποτελέσματα της μεθόδου Bradford των διαφορετικών κλασμάτων μετά τον 1ο καθαρισμό. 
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Στη συνέχεια, 100 ul του δείγματος της 1ης έκλουσης των 300mM ιμιδαζολίου φορτώθηκε σε 

στήλη Superdex 200 HR 10/30 και πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία SEC-MALS. 

 

 
 

Σχήμα 20. Χρωματογράφημα δείγματος έκλουσης μετά τον πρώτο καθαρισμό. 

 

 Κορυφή 01: 74.930 Da 

 Κορυφή 02: 167.700 Da 

 Κορυφή 03: 257.500 Da 

 Κορυφή 04: 670.200 Da 

  

Δεδομένου ότι το δείγμα έκλουσης περιέχει περισσότερες από μία πρωτεΐνες (με βάση το 

αντίστοιχο gel), δεν μπορεί να γίνει αντιστοίχιση των κορυφών σε μορφές της πρωτεΐνης. Στη 

συνέχεια, τα δείγματα έκλουσης των 300 mM ιμιδαζολίου συγκεντρώθηκαν και 100 ul 

φορτώθηκαν σε στήλη Superdex 200 HR 10/30 και πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία SEC-

MALS. 

 

 
 

Σχήμα 21. Χρωματογράφημα συγκεντρωμένου δείγματος έκλουσης 300 mM μετά τον πρώτο καθαρισμό. 

 

 



46 

 

 Κορυφή 1: 74.930 Da 

 Κορυφή 2: 167.700 Da 

 Κορυφή 3: 257.500 Da 

 Κορυφή 4: 670.200 Da 

 

 
 

 Σχήμα 22. Πηκτή ακρυλαμιδίου μετά τον 1ο καθαρισμό, δείγμα έκλουσης 600 mM. 

 

Στη συνέχεια, 100 ul συγκεντρωμένου δείγματος της 3ης έκλουσης των 600mM ιμιδαζολίου 

φορτώθηκαν σε στήλη Superdex 200 HR 10/30 και πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία SEC-

MALS. 
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Σχήμα 23. Χρωματογράφημα συγκεντρωμένου δείγματος έκλουσης 600 mM μετά τον πρώτο καθαρισμό. 

 

 Κορυφή 1: 360.100 Da 

 Κορυφή 2: 861.200 Da 

 Κορυφή 3: 789.000 Da 

 

Η μονομερής μορφή που θα αντιστοιχούσε στα 62,7 kDa δεν εμφανίζεται στο παραπάνω 

χρωματογράφημα σε αντίθεση με την αντίστοιχη πρωτεΐνη αγρίου τύπου, παρατηρούνται μόνο 

διαφορετικά ολιγομερή. Η παρουσία αποκλειστικά πολυμερικών μορφών στο μετάλλαγμα 

G12C είναι ένας ξεκάθαρος φαινότυπος, που θα μπορούσε να εξηγήσει τον λόγο για το 

οποίο η KRas (G12C) δεν μπορεί να απενεργοποιηθεί. Για τον λόγο αυτό η περαιτέρω 

μελέτη των ολιγομερών της μεταλλαγμένης μορφής είναι εξαιρετικά σημαντική. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

 

2ος καθαρισμός Ni-NTA των δειγμάτων έκλουσης 

 

Καθαρισμός πρωτεΐνης Ni-NTA 

 
 

 Σχήμα 24. Πηκτή ακρυλαμιδίου μετά τον 2ο καθαρισμό δείγματος έκλουσης.  

 

Δείγμα mg/ml V (ml) mg 

1ο κλάσμα 1 8,5 8,5 

Έκπλυση 1  0,07 10,5 0,8 

Έκλουση 1 (300mM) 8,0  1 8,0 

Έκλουση 2 (600mM) 5,5 1 5,5 

 

Πίνακας 3. Δείγματα 2ου καθαρισμού που μετρήθηκαν μέσω της μεθόδου Bradford. 

 

100 ul του δείγματος έκλουσης 600 mM του 2ου καθαρισμού φορτώθηκε σε στήλη Superdex 200 HR 10/30 

και πραγματοποιήθηκε χρωματογραφία SEC-MALS. 
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Σχήμα 25. Χρωματογράφημα συγκεντρωμένου δείγματος έκλουσης 600 mM μετά τον δεύτερο καθαρισμό. 

 

 Κορυφή 1: 47.130 Da 

 Κορυφή 2: 192.100 Da 

 Κορυφή 3: 180.020 Da 

 

Για να ελεγχθεί εάνη κορυφή των 47 kDa αντιστοιχεί στη μονομερική μορφήτης πρωτεΐνης ή σε 

κάποια πρόσμιξη πραγματοποιήθηκε ξανά χρωματογραφία σε στήλη Superdex 75 PrepGrade 

26/57. 

 

 
 

Σχήμα 26. Χρωματογράφημα συγκεντρωμένου δείγματος έκλουσης μετά τον δεύτερο καθαρισμό. 
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Από την πηκτή που περιείχε τα παραπάνω δείγματα προκύπτει ότι η 2η κορυφή είναι πρόσμιξη 

και κατά πάσα πιθανότητα το His6-MBP. 

 

Τελικά δείγματα: 

 
Δείγμα mg/ml  V (ml) mg 

His-MBP-Tev-kRas (G12C) 1,5 0,6 0,9 

His-MBP-Tev-kRas (G12C) 50% glycerol 5,6 0,3 1,7 

His-MBP-Tev-kRas (G12C) με προσμίξεις 5,6 0,25 1,4 

 

Πίνακας 4. Τελικά δείγματα με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις που προσδιορίστηκαν μέσω της μεθόδου Bradford 

 

Σε όλες τις πηκτές ακρυλαμιδίου που πραγματοποιήθηκαν ο μάρτυρας που χρησιμοποιήθηκε 

ήταν της εταιρίας Thermo-Scientific®. 

 
 

Εικόνα 10. Ο μάρτυρας που χρησιμοποιήθηκε στις πηκτές ακρυλαμιδίου, εμπορικά διαθέσιμος από την εταιρεία Thermo-

Scientific. 
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2.7  Αντίδραση ηλεκτρονιόφιλων παραγώγων με το κατάλοιπο κυστεΐνης της 

KRas-4b 

Από τις 10 ενώσεις που δοκιμάστηκαν, υψηλά σκορ ταυτοποίησης έδειξαν οι 6a και 6b οι 

οποίες φέρουν μία ακρυλόυλο ομάδα. Παρακάτω επισημαίνονται οι ακριβείς μάζες των 

πεπτιδίων χωρίς και με τις προσκολλημένες ενώσεις καθώς και τα αντίστοιχα φάσματα. 

 

Ένωση 
Μάζα πιθανού 

αναστολέα 

Μάζα πεπτιδίου πριν 

την πρόσδεση 

Μάζα πεπτιδίου μετά 

την πρόσδεση 

 

354.1420 642.3644 996.5045 

 

254.0514 642.3644 896,4157 

 

Πίνακας 5. Αποτελέσματα πειραμάτων μάζας. Αναφέρονται οι μάζες των ενώσεων, του πεπτιδίου και του τελικού 

συμπλόκου. 

 

 
 

Σχήμα 27. Φάσμα μάζας που υποδεικνύει την πρόσδεση του αναστολέα N-(3-(cyclohexylamino)-5-phenylthiophen-2-

yl)acrylamide (6a) (945,3621) 
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Σχήμα 28. Φάσμα μάζας που υποδεικνύει την πρόσδεση του αναστολέα N-(3-cyano-5-phenylthiophen-2-yl)acrylamide (6b) 

(845,2939) 
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3. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Στην παρούσα έρευνα έγινε χρήση μια συνθετικής στρατηγικής η οποια βασίζεται σε MCRs, 

κατά την οποία επιτεύχθηκε εξοικονόμηση χρόνου, εργασίας και κόστους. Συνολικά, 

συντέθηκαν 36 προϊόντα, σε ένα μόνο στάδιο με ποικιλομορφία, εκ των οποίων τα 10 

επιλέχθηκαν για περαιτέρω μελέτες. Τα παραπάνω προϊόντα σχεδιάστηκαν ώστε να 

προσδένονται ομοιοπολικά στο κατάλοιπο της κυστεΐνης του παραγώγου ΚRas-4b (G12C) ώστε 

να το απενεργοποιούν. 

Επιπλέον επιτεύχθηκε η έκφραση και ο καθαρισμός τηςπρωτεΐνης KRas-4b καθώς και του 

παραγώγου ΚRas-4b (G12C0 έπειτα από εγκαθίδρυση των αντίστοιχων πρωτοκόλλων). Για την 

μετάλλαξη G12C διαπιστώθηκε ένας ιδιαίτερα σημαντικός φαινότυπος. Το μετάλαγμα αυτό 

αποκτά αποκλειστικά ολιγομερείς μορφές με την παντελή απουσία του μονομερούς. Στο 

γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται και η απουσία ρύθμισης της σηματοδότησης που οδηγεί σε 

διάφορες μορφές καρκίνου. 

Η ομοιοπολική πρόσδεση των 10 προϊόντων στην ΚRas-4b (G12C) ελέχθηκε μέσω της 

φασματομετρίας μάζας. 2 εκ των 10 ενώσεων βρέθηκαν να είναι ομοιοπολικά προσδεμένες 

στην θέση C12 της ΚRas-4b (G12C). Αυτό θέτει σημαντικούς μελλοντικούς στόχους για την 

φαρμακευτική στόχευση της ΚRas-4b (G12C) καθώς και για την συσχέτιση δομής-λειτουργίας 

των Ras σηματοδοτικών πρωτεϊνών. 

Η παρούσα μελέτη, η οποία παρουσιάζεται στην συγκεκριμένη διπλωματική, κατέδειξε με 

επιτυχία την ακολουθούμενη συνθετική στρατηγική, έλυσε και εξακρίβωσε σημαντικά θέματα 

στην έκφραση και καθαρισμό της πρωτεΐνης. Στο μέλλον θα προχωρήσουμε σε στοχευμένες 

μελέτες SAR και δοκιμή άλλων δομικών σκελετών (scaffold hopping).  
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4. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

4.1  Όργανα και πειραματικές τεχνικές 

Τα φάσματα 1H, 13C λήφθηκαν σε φασματόμετρα 300 MHzDPXBrucker και 500 

MHzAMXBrucker. Ο καθαρισμός όλων των ενδιαμέσων και τελικών ενώσεων 

πραγματοποιήθηκε με χρωματογραφία στήλης μέτριας πίεσης (flash column chromatography) 

με υλικό στήριξης SiO2 (silica gel 60, SDS, 230-400 mesh ASTM). Ο έλεγχος των αντιδράσεων 

πραγματοποιήθηκε μέσω χρωματογραφίας λεπτής στοιβάδος (TLC) όπου χρησιμοποιήθηκαν 

πλακίδια επικαλυμμένα με SiO2 είτε με λήψη φάσματος 1H NMR μέσα από την αντίδραση (in 

situ). Η ξήρανση των οργανικών εκχυλισμάτων πραγματοποιήθηκε με MgSO4 και η 

συμπύκνωση των μιγμάτων με σκοπό την απομάκρυνση των διαλυτών σε περιστροφικό 

αποστακτήρα κενού.  

4.2  Γενικές συνθετικές μέθοδοι 

4.2.1 Σύνθεση κυανοακεταμιδίων 

Σε φιαλίδιο των 10 ml εφοδιασμένο με μαγνητικό αναδευτήρα προστίθενται οι διαφορετικές 

αμίνες (1.0 equiv) και NCCH2CO2CH3 (1.0 equiv). Το μίγμα αναδεύεται σε θερμοκρασία 

δωματίου και η πορεία της αντίδρασης ελέγχεται με 1H NMR in situ. Με την ολοκλήρωση της 

αντίδρασης παρατηρείται καθίζηση λευκού ιζήματος. Το μίγμα διηθείται σε ηθμό υπό κενό και 

εκπλένεται με Et2O.37 

 

 
 

Σχήμα 29. Σύνθεση κυανοακεταμιδίων σε θερμοκρασία δωματίου. 

 

4.2.2 Σύνθεση 2-αμινο θειοφαινίων 

Το εκάστοτε κυανοακεταμίδιο (1.0 equiv.) διαλύεται σε EtOH (1 M) και αναμειγνύεται με 

στοιχειακό θείο S8 (1.0 equiv.) και αλδεΰδη (1.0 equiv.) υπό βασικές συνθήκες με χρήση Et3N 

(1.0 equiv.). Η αντίδραση πραγματοποιείται σε αυτόκλειστο σύστημα, εφοδιασμένο με μαγνητικό 

αναδευτήρα και αφήνεται υπό ανάδευση στους 80 οC. Παράλληλα παρακολουθείται η πρόοδος 

της αντίδρασης μέσω χρωματογραφίας λεπτής στοιβάδος (TLC), ενώ μετά το πέρας της 

αντίδρασης απομακρύνεται ο διαλύτης υπό ελαττώμενη πίεση και το μίγμα επεξεργάζεται με 

εκχυλίσεις H2O/DCM. Στη συνέχεια προστέθηκε Na2SO4 για ξήρανση, απομακρύνεται και πάλι ο 

διαλύτης και πραγματοποιείται χρωματογραφικός καθαρισμός του προϊόντος με μίγμα κινητής 

φάσης EtOAc/PE.  
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Σχήμα 30. Σύνθεση υποκατεστημένων 2-αμινο θειοφαινίων από τα αντίστοιχα κυανοακεταμίδια, αλδεΰδη και 

στοιχειακό θείο με αναφορά στις συνθήκες τις αντίδρασης. 

 

Στην περίπτωση αντίδρασης του μαλεονιτριλίου αντί των κυανοακεταμιδίων, ακολουθήθηκε η 

ίδια διαδικασία αλλά με διαλύτη DMF σε reflux συνθήκες. 

 

 
 

Σχήμα 31. Σύνθεση υποκατεστημένων 2-αμινο θειοφαινίων από μαλονιτρίλιο, αλδεΰδη και στοιχειακό θείο με 

αναφορά στις συνθήκες τις αντίδρασης. 

 

4.2.3 Σύνθεση ηλεκτρονιόφιλων παραγώγων από 2-αμινο θειοφαίνια 

Σε αυτόκλειστο σύστημα, εφοδιασμένο με μαγνητικό αναδευτήρα προστίθενται τα παράγωγα 

θειοφαινίου (1.0 equiv.), το χλωροακέτυλο ή ακρυλαμιδο χλωρίδιο (1.0 equiv.), NaHCO3 (1.1 

equiv.), και DCM ως διαλύτης. Η αντίδραση αφήνεται υπό ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου 

ενώ παράλληλα παρακολουθείται η πρόοδος της αντίδρασης μέσω χρωματογραφίας λεπτής 

στοιβάδος (TLC). Μετά το πέρας της αντίδρασης απομακρύνεται ο διαλύτης υπό ελαττώμενη 

πίεση και το μίγμα επεξεργάζεται με εκχυλίσεις H2O/DCM. Προστίθενται Na2SO4 για ξήρανση 

και απομακρύνεται και πάλι ο διαλύτης. Σε περίπτωση παρουσίας προσμίξεων 

πραγματοποιείται ανακρυστάλλωση με DCM και εξάνιο στους 4 οC και ακολουθεί η 

απομάκρυνση του εξανίου υπό ελαττώμενη πίεση. 

 

 
 

Σχήμα 32. Αντίδραση των θειοφαινίων με τα ηλεκτρονιόφιλα: χλωροακέτυλο χλωρίδιο και ακρυλαμιδο χλωρίδιο με 

αναφορά στις συνθήκες τις αντίδρασης. 
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4.3  Υλικά και μέθοδοι βιολογικών πειραμάτων 

 

LB (1L) Τρυβλία αγαρόζης Running Buffer 

10x 

Laemmli Buffer 6x (10 ml) (sample 

buffer) 

10 g Tryptone 10 g Tryptone 30 g Tris 3.5 mL Tris, pH 6.8 (1M stock) 

10 g NaCl 10 g NaCl 144 g glycine 3 mL glycerol (100% stock) 

5 g Yeast 

Extract 

5 g Yeast Extract 10 g SDS 1 g SDS  

 15 g agar Water up to 1L 6 mg b-bromophenol blue 

   water up to 8 mL 

   0,8 ml σε κάθε σωλήνα από το μείγμα 

+ 0,2 ml β-mercaptoethanol (5x 

laemlibuffer) 

 

Πίνακας 6. Παρασκευή διαλυμάτων  

 

Bradford (καμπύλη αναφοράς) 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Πίνακας 7. Κατασκευή πρότυπης καμπύλης Bradford 

 

Πηκτή ακρυλαμιδίου 

μg of protein/20μl BSA stock (5mg/ml) dH2O Final concentration 

2 μg 20 μl 980 μl 100 μg/ml 

5 μg 50 μl 950 μl 250 μg/ml 

10 μg 100 μl 900 μl 500 μg/ml 

15 μg 150 μl 850 μl 750 μg/ml 

20 μg 200 μl 800 μl 1 mg/ml 

Stacking 
      

dH2O 3 mL 

     

0,5 M Tris-HCl 

pH=6,8 
1,25 mL 

     
Acrylamide 30% 665 μL 

     

10% SDS 50 μL 

     

10% APS 50 μL 

     
TEMED 5 μL 

 

 

    

       

Running 6% 7% 10% 12% 15% 17% 

dH2O 
5,35/10,7 

mL 
5/10 mL 4/8 mL 3,35/6,7 mL 2,35/4,7 mL 1,65/3,3 mL 

1,5M Tris-HCl 

pH8,8 
2,5/5 mL 2,5/5 mL 2,5/5 mL 2,5/5 mL 2,5/5 mL 2,5/5 mL 
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Πίνακας 8. Παρασκευή πηκτών επιστοίβασης και διαχωρισμού 

 

Χρωματογραφία SEC-MALS  

Τύποςστήλης: Superdex 75 Prep-Grade XK 36/57 (300ml) 

Τρέχονρυθμιστικό: 50mM Τris-HCl pH: 8=0 + 50mM NaCl (+ 1mM MgCl2 γιατην Wild Type KRas) 

Βρόχος δείγματος: 2 ml 

Όγκος δείγματος που εφαρμόζεται: 1 ml 

Ταχύτητα ροής τρεξίματος : 2 ml/min 

AUFS: 0.05 A280 (παρακολούθηση μονής διαδρομής UV-I, HR 10 Cel) 

Εμβέλεια: 10 

Ταχύτητα : 0.5 cm/ min 

Frac-100: Χειροκίνητη συλλογή 

Μέγεθος κλάσματος: 100 ul 

Χρωματογραφία σε : R.T 

 

Πίνακας 9. Συνθήκες λειτουργίας χρωματογραφίας SEC-MALS. 

 

4.4  Πρωτεΐνη KRas (WildType) 

4.4.1 Έκφραση πρωτεΐνης 

Αρχικά πραγματοποιείται ο μετασχηματισμός 20 ng του πλασμιδίου (η απομόνωση 

πλασμιδίου πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με το kit της Qiagen®) που φέρει τη wild type KRas 

σε 50 ul κυττάρων BL21(DE3)Rare41 παρουσία 100 ug/ml αμπικιλλίνης και 25 ug/ml 

χλωραμφενικόλης με τη χρήση θερμικού σοκ. Μετά την ανάπτυξη αποικιών επιλέγονται 4 

αποικίες για την προετοιμασία προκαλλιεργειών σε 10 mlL B που περιέχει 100 ug/ml 

αμπικιλλίνης και 25 ug/ml χλωραμφενικόλης και αφήνονται υπό ανάπτυξη σε θερμοκρασία 37 
οC και στροφές 180 rpm ολονύκτια. Ακολουθεί η αραίωση 20 ml προκαλλιέργειας σε 2 L επί δύο 

φορές (4 L) ίδιου διαλύματος οι οποίες αφήνονται να αναπτυχθούν στα 160 rpm και 37 oC για 

1,5 ώρα και στη συνέχεια η θερμοκρασία μειώθηκε στους 30 oC. Έπειτα συλλέχθηκαν δείγματα 

1 ml από κάθε φιάλη και μετρήθηκε το OD. Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στα 7000 rpm για 10 

λεπτά, το υπερκείμενο υγρό απορρίφθηκε και το ίζημα αποθηκεύτηκε στους -20 oC. Όταν η τιμή 

OD ανήκε στο εύρος 0,45-0,6 πραγματοποιήθηκε επαγωγή, μειώνοντας τη θερμοκρασία στους 

16 oC και προστέθηκε ITPG με τελική συγκέντρωση 0,1 mM. Οι φιάλες αφέθηκαν όλη τη νύχτα 

για 16-20 ώρες στα 160 rpm.  

Την επόμενη μέρα συλλέχθηκαν δείγματα 1 ml από κάθε φιάλη και μετρήθηκε η OD. Τα 

δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στα 7000 rpm για 10 λεπτά, το υπερκείμενο υγρό απορρίφθηκε και 

το ίζημα αποθηκεύτηκε στους -20 oC. Κατόπιν ελέγχεται η διαλυτότητα της παραγόμενης 

πρωτεΐνης, συλλέγοντας 20 ml από κάθε φιάλη και φυγοκεντρώντας στα 3000 rpm για 15'. Το 

υπερκείμενο υγρό απορρίφθηκε και το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 3 ml ρυθμιστικού διαλύματος 

Acrylamide 30% 2/4 mL 
2,33/4,66 

mL 

3,33/6,66 

mL 
4/8 mL 5/10 mL 5,7/11,4 mL 

10% SDS 
100/200 

μL 

100/200 

μL 

100/200 

μL 
100/200 μL 100/200 μL 100/200 μL 

10% APS 
50/100 

μL 

50/100 

μL 

50/100 

μL 
50/100 μL 50/100 μL 50/100 μL 

TEMED 5/10 μL 5/10 μL 5/10 μL 5/10 μL 5/10 μL 5/10 μL 
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λύσης 50 mM Tris-HCl pH=8. Η λύση των κυττάρων επιτεύχθηκε μέσω υπερήχων για 4 λεπτά 

(20"x12) ακολουθούμενη από φυγοκέντριση στα 12000xg για 10 λεπτά. Τρέχτηκε πηκτή 

πολυακρυλαμιδίου για τον έλεγχο της έκφρασης και της διαλυτότητας της πρωτεΐνης. Οι 

υπόλοιπες καλλιέργειες φυγοκεντρήθηκαν επίσης στα 5000xg για 20 λεπτά και οι κυτταρικές 

πελλέτες αποθηκεύτηκαν στους -20 oC. 

 
Φιάλη ODπριν την επαγωγή ODμετά την επαγωγή 

1 0.55 3.0 

2 0.51 2.9 

 

Πίνακας 10. Απορρόφηση των καλλιεργειών πριν και μετά την επαγωγή. 

 

4.4.2 Καθαρισμός πρωτεΐνης 

7,5 gr κυτταρικής πάστας από 2 L καλλιέργειας LB με αμπικιλλίνη 100 ug/mL και 

χλωραμφενικόλη 25 ug/ml διαλύθηκε σε 80 ml ρυθμιστικού διαλύματος λύσης (50 mM Tris-HCl 

pH=8,0, 0,5 M NaCl, 10 mM ιμιδαζολίου, 10% γλυκερόλης, 5 mM MgCl2) και εφαρμόστηκαν 

υπέρηχοι έντασης, 6.5 στα 10 της κλίμακας, για 32 λεπτά συνολικά στο 600 Watt Vibra Cell 

Sonicator. Τα διάλυμα φυγοκεντρήθηκε στα 18.000 rpm για 1 ώρα. Συλλέχθηκε 1 ml δείγματος 

πριν τη φόρτωση του δείγματος στην στήλη HP πληρωμένη με 8 ml QuiagenType Ni-NTA η 

οποία προηγουμένως εξισορροπήθηκε με τουλάχιστον 20 όγκους (160 ml) ρυθμιστικού 

διαλύματος (50 mM Tris-HCl pH=8,0, 0,5 M NaCl, 10 mM ιμιδαζολίου, 10% γλυκερόλη, 5 mM 

MgCl2) με ρυθμό ροής 2 ml/min. Το υπερκείμενο από τη φυγοκέντριση φορτώθηκε στην στήλη 

με ρυθμό ροής 1ml/min και ξεκίνησε η συλλογή των κλασμάτων. Μετά τη συλλογή του πρώτου 

κλάσματος έγινε πλύση με 9 ml 50 mM Tris-HCl pH = 8.0 + 0.5 M NaCl + 10 mM Ιμιδαζολίου + 

10% Γλυκερόλη + 5m MMgCl2 τα οποία προστέθηκαν στο πρώτο κλάσμα. Ακολούθησε η πρώτη 

έκπλυση με με 69 ml 50 mM Tris-HCl pH=8.0 + 0,5 M NaCl + 10 mM Ιμιδαζόλιο + 10% 

γλυκερόλη + 5mM MgCl2 και η δεύτερη με 35 ml 50 mM Tris-HCl pH=8.0 + 50 mM NaCl + 10 

mM Ιμιδαζόλιο + 10% γλυκερόλη + 5mM MgCl2 από όπου συλλέχθηκαν τα αντίστοιχα 

κλάσματα. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε μία τελευταία έκπλυση με 26 ml με 30 mM 

ιμιδαζολίου σε 50 mM Tris-HCl pH = 8.0 + 50 mM NaCl + 10% γλυκερόλη + 5mM MgCl2. Τα 

πρώτα 8 ml συλλέχθηκαν ξεχωριστά για να ελεγχθεί οποιαδήποτε διαφορά στην ποσότητα 

πρωτεΐνης. Αργότερα αναμίχθηκαν με το κλάσμα της έκπλυσης 2. Τέλος, η πρωτεΐνη 

εκλούστηκε από τη στήλη HP 8ml Qiagen Ni-NTA με 300 mM ιμιδαζολίου σε 50 mM Tris-HCl pH 

=8.0 + 50 mM NaCl + 10% γλυκερόλη + 5 mM MgCl2. 24,5 ml συλλέχθηκαν συνολικά και 

διαχωρίστηκαν σε τέσσερα διαφορετικά κλάσματα: 6, 8, 4,5, 6 ml αντίστοιχα. Η πρωτεϊνική 

συγκέντρωση όλων των κλασμάτων υπολογίστηκε μέσω πρότυπης καμπύλης Bradford που 

σχηματίστηκε και τα αποτέλεσματα παρουσιάζονται στην ενότητα «Συζήτηση και 

Αποτελέσματα». Στη συνέχεια τα δείγματα όλων των παραπάνω χρωματογραφικών βημάτων 

αναλύθηκαν σε πηκτή ακρυλαμιδίου SDS-Page 15%. Στη συνέχεια σε 100 ul των δειγμάτων 

έκλουσης 2&3 πραγματοποιήθηκε διαπίδυση με 1 L 50mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10% 

γλυκερόλης, 1 mM MgCl2 2 φορές ώστε να μειωθεί αισθητά η συγκέντρωση του ιμιδαζολίου 

μέσω αραίωσης και εκτιμήθηκε η συγκέντρωση της πρωτεΐνης μέσω της μεθόδου Bradford. 
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Δοκιμαστική πέψη His-TEV (σε κάθε σωλήνα) 

300 ul (0,75 mgr/ml, 225 ugr) His6-MBP-tev(site)-Ras 

+ 11 ή 22 ug tev (1 mgr/ml) πρωτεάσης His6 – TEV  

+ 2,4 ul 0,5 MEDTA 

+ 3 ul 1 M DTT (Τελική συγκέντρωση DTT = 1 mM)  

316 ul ή 326 ul (0,71 mgr/ml, 225 mgr) τελικού όγκου αντίδρασης 

 

1η συνθήκη 2η συνθήκη 3η συνθήκη 4η συνθήκη 

225 ug πρωτεΐνη 225 ug πρωτεΐνη 225 ug πρωτεΐνη 225 ug πρωτεΐνη 

1mM DTT 1mM DTT 1mM DTT 1mM DTT 

11 ugTEV 

(1:20) 

22 ug ΤΕV  

(1:10) 

11 ug ΤΕV  

(1:20) 

22 ug ΤΕV 

(1:10) 

0,8 ul. EDTA 0,8 ul. EDTA 1 uΜ MgCl2 1 uΜ MgCl2 

 

 Πίνακας 11. Συνθήκες αντιδράσεων πέψης. 

 

Κάθε αντίδραση έλαβε χώρα σε σωλήνα 1,5 ml. Η πρωτεΐνη αραιώθηκε με ρυθμιστικό διάλυμα 

(50 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH=8,0, 10% γλυκερόλη, 1mM MgCl2). Οι αντιδράσεις 

παρέμειναν στους 26 oC για 3 ώρες και στη συνέχεια κατά τη διάρκεια της νύχτας στους 4 oC. 

 

Πέψη χωρίς EDTA (Ras/Tev 15:1)  

40,50 ml (5,3 mgr/ml, 24 mgr) εκλούσματος πρωτεΐνης από την 1η στήλη Ni 

(300 μΜ Ιμιδαζολίου Έκλουση 2&3 / Μετά την διάλυση με 50 mM 

Tris-HCl pH=8.0 + 50 mM NaCl +1 mM MgCl2+ 10% Γλυκερόλη) 

+ 19.50 ml 50 mM Τris-HCl pH=8.0 + 50 mM NaCl + 10% Γλυκερόλη  

+ 1,60 ml (1,0 mgr/ml, 1,6 mgr) πρωτεάσης TEV σε ρυθμιστικό διάλυμα  

+ 50 μl του 1 M DTT (Τελική συγκέντρωση DTT = 1 mM)  

25,60 ml (1,0 mgr/ml, 25,6 mgr) τελικού όγκου αντίδρασης 

  

 Η πρωτεάση TEV προστέθηκε σε δύο διαφορετικά μέρη σε ίσες ποσότητες. Πρώτα 

προστέθηκαν 0,8 ml σε κάθε σωλήνα και αφέθηκαν να αντιδράσουν στους 26 οC και μετά από 

90 λεπτά προστέθηκε η υπόλοιπη ποσότητα πρωτεάσης His6-TEV και στη συνέχεια αφέθηκαν 

να αντιδράσουν για άλλα 90 λεπτά. 

Συνολικός χρόνος αντίδρασης : 3 ώρες στους 26 οC 

Στη συνέχεια, οι δύο σωλήνες μετακινήθηκαν στους 6 οC (Cold Room) και αφέθηκαν να 

αντιδράσουν ολονύκτια. 

 Την επόμενη μέρα τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στα 2000xg για 5'.  

 Αρνητική χρωματογραφία πρωτεϊνικού δείγματος πέψης:  

Η στήλη εξισορροπήθηκε με τουλάχιστον 20 όγκους ρυθμιστικού διαλύματος (50 mM Tris-HCl 

pH= 8,0, 50 mM NaCl, 10 mM ιμιδαζόλιο, 10% γλυκερόλη, 1 mM MgCl2) με ρυθμό ροής 1 

ml/min. Στη συνέχεια φορτώθηκαν τα 50 ml από την αντίδραση πέψης 3 φορές μετά την 

προσθήκη 10 mM ιμιδαζόλιο και συλλέχθηκαν αργότερα ως πρώτο κλάσμα. 
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Προστέθηκαν στη στήλη 10 ml ρυθμιστικού διαλύματος (50 mM Tris-HCl -50 mM NaCl, pH= 8,0, 

10% γλυκερόλη, 10 mM ιμιδαζόλιο, 1 mM MgCl2) και συλλέχθηκαν μαζί με το πρώτο κλάσμα. 

Το παραπάνω δείγμα των 60 ml συγκεντρώθηκε χρησιμοποιώντας μια συσκευή φυγοκεντρικού 

φίλτρου Centricon Ultra-15 μέχρι τα 5 ml και στο συμπυκνωμένο δείγμα εκτιμήθηκε η 

συγκέντρωση πρωτεΐνης μέσω της μεθόδου Bradford. 

Έπειτα πραγματοποιήθηκε έκπλυση της στήλης με 10 ml ρυθμιστικού διαλύματος 50 mM Tris-

HCl -50 mM NaCl, pH=8,0, 10% γλυκερόλη, 10 mM ιμιδαζολίου, 1 mM MgCl2 και συλλέχθηκαν 

16 ml εκλούσματος με 16 ml ρυθμιστικού διαλύματος (300 mM ιμιδαζολίου σε 50 mM Tris-HCl, 

pH=8.0 + 50 mM NaCl + 10% γλυκερόλη + 1 mM MgCl2). To έκλουσμα την αρνητικής 

χρωματογραφίας συγκεντρώθηκε (4 ml) σε 1,9 ml με συσκευή φυγοκεντρικού φίλτρου Amicon 

Ultra-15. Στη συνέχεια, ο όγκος των 10 ml της κορυφής 3, ο οποίος πιθανότατα αντιστοιχεί στη 

μονομερή μορφή της KRas, συγκεντρώθηκε στο 1 ml και η συγκέντρωση πρωτεΐνης εκτιμήθηκε 

μέσω της μεθόδου Bradford. Όλα τα δείγματα έκλουσης αποθηκεύτηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμαr 

50 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH= 8.0, 50% γλυκερόλη, στους -20 oC.  
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4.5  Πρωτεΐνη KRas (G12C) 

4.5.1 Έκφραση πρωτεΐνης 

Η ίδια διαδικασία που πραγματοποιήθηκε για την wildtype KRas ακολουθήθηκε και για την 

KRasG12C.  
Φιάλη ODπριν την επαγωγή ODμετά την επαγωγή 

1 0.55 3.0 

2 0.51 2.9 

 

Πίνακας 12. Απορρόφηση των καλλιεργειών πριν και μετά την επαγωγή. 

  

4.5.2 Καθαρισμός πρωτεΐνης 

H χρωματογραφία Νi χρησιμοποιείται για 7 g κυτταρικής πάστας με τον ίδιο τρόπο που 

περιγράφηκε στην ενότητα 3.4.2. με τη διαφορά ότι στα διαλύματα δεν προστέθηκε MgCl2 

καθώς δεν παρατηρήθηκε κάποια επίδραση στην πρωτεΐνη. Πραγματοποιήθηκαν δύο εκλούσεις 

με 32 και 7 ml (300 mM ιμιδαζολίου σε 50 mM Tris-HCl pH =8.0 + 50 mM NaCl + 10% 

γλυκερόλη) αντίστοιχα. 

Στη συνέχεια τα δείγματα όλων των παραπάνω χρωματογραφικών βημάτων αναλύθηκαν σε 

πηκτή ακρυλαμιδίου SDS-Page 15%. Ακολούθησε συγκέντρωση των δειγμάτων έκλουσης με 

χρήση συσκευής φυγοκεντρικού φίλτρου Centricon Ultra-15 για όγκους έως 15 ml (3.300 XG) 

και διάλυση σε διάλυμα 50 mM Tris-Cl, 50 mM NaCl, 10% γλυκερόλη. Από τη στήλη 

συλλέχθηκε ένα επιπλέον κλάσμα έκλουσης χρησιμοποιώντας 600 mM ιμιδαζόλιο σε 50 mM 

Τris-HCl pH=8.0 + 50 mM NaCl + 20% γλυκερόλη και τρέχτηκε σε μια δεύτερη πηκτή για να 

εκτιμηθεί η καθαρότητα. Αυτή η έκλουση έγινε για να εκτιμηθεί εάν είχε απομείνει περισσότερη 

πρωτεΐνη στη στήλη που ήταν πιο καθαρή και πιθανώς πολύ ισχυρά προσδεδεμένη στη ρητίνη.  

Στην έκλουση πραγματοποιήθηκε ολονύκτια διαπίδυση σε 1 L ρυθμιστικού διαλύματος 50 mM 

Tris-Cl, 50 mM NaCl, 10% γλυκερόλη. Το δείγμα στη συνέχεια συμπυκνώθηκε 

χρησιμοποιώντας συσκευή φυγοκεντρικού φίλτρου Amicon Ultra-15 για όγκους έως 15 ml. 

Επανάληψη καθαρισμού διαλυμάτων έκλουσης με χρωματογραφία Ni-NTA. Σε 1 ml Qiagen Ni-

NTA επαναλαμβάνεται καθαρισμός όπως περιγράφηκε στην ενότητα 3.4.2. με τη διαφορά ότι 

στα διαλύματα δεν προστέθηκε MgCl2.  
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4.6  Αντίδραση πρωτεΐνης KRas με τα ηλεκτρονιόφιλα παράγωγα θειοφαινίων 

 

Αρχικά παρασκευάστηκαν διαλύματα 2 mM των προϊόντων σε 2 ml DMSO όπως παρουσιάζεται 

στον παρακάτω πίνακα: 

 
Ένωση Mr M (mg) 

5d 420 1.68 

5c 384 1.54 

5f 309 1.24 

6a 354 1.42 

6b 254 1.00 

5e 394 1.58 

5b 368 1.47 

5i 311 1.24 

5h 418 1.67 

5g 296 1.18 

 

Πίνακας 13. Αναστολείς που επιλέχθηκαν για πιθανή πρόσδεση με τις αντίστοιχες μάζες. 

 

Τα διαλύματα αραιώθηκαν στα 0,2 mM με DMSO και 9 ul αναμείχθηκαν me 1 ul His6-MBP-

tev(site)-Ras (G12C) συγκέντρωσης 0,2 mM (αναλογία 9:1) και αφέθηκαν για 20 λεπτά. Στη 

συνέχεια προστέθηκαν σε κάθε δείγμα 100 ul ουρίας 8 Μ και έπειτα από 2 λεπτά 300 ul ABS 

και 5 ul τρυψίνης. Τα δείγματα μεταφέρθηκαν για ολονύκτια υψηλή φυγοκέντριση υπό κενό 

(speedvac). Το κάθε δείγμα διαλυτοποιείται σε 60 μl 5% φορμικού οξέος (FA) και στη συνέχεια 

περνάει από στήλες C18 (Empore 2215-C18), κατασκευασμένες in-house, σύμφωνα με την 

μέθοδο των StageTips. Αναλυτικότερα, σε tips των 200 μl, τοποθετούνται δύο στρώσεις υλικού 

C18. Πραγματοποιούνται διαδοχικές πλύσεις των στηλών με 20 μl 90% ακετονιτριλίου και 20 μl 

5% FA και στη συνέχεια προστίθεται το δείγμα αφού γίνει πλύση με 20 μl 5% FA ενώ για την 

έκλουση των πεπτιδίων χρησιμοποιείται 60 μl διάλυμα 90% ακετονιτριλίου. Στη συνέχεια, τα 

δείγματα λυοφιλοποιούνται, έπειτα από φυγοκέντριση υπό κενό και αποθηκεύονται στους -20 
oC μέχρι να αναλυθούν. Η ανάλυση των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε από τον κ. Νίκο 

Κουντουράκη. Έγινε με υγρή χρωματογραφία νανοροής ανάστροφης φάσης (Reversephasen 

LC) συζευγμένη με το φασματόμετρο μάζας LTQ-OrbitrapXL. Τα πεπτίδια διαχωρίστηκαν από 

το EasynLCIσε πακεταρισμένες in-house κολώνες (OD 360 μm, ID 50 μm, 15cm, C18, 2μm). 

Χρησιμοποιήθηκε γραμμική βαθμίδωση 5-30% από το διάλυμα Α (99,5% νερό, 0,5% Φορμικό 
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οξύ ) στο διάλυμα Β (99,5% Ακετονιτρίλιο, 0,5% Φορμικό οξύ) 155 λεπτά, από 30-90% Β 10 

λεπτά, στο 90% Β 5 λεπτά από 90-5% Β 5 λεπτά με ροή 300 nL/min. Ο ιονισμός -θετικός- των 

πεπτιδίων έγινε με ηλεκροψεκασμό (ElectroSpray ionization, ESI) και για την ανάλυση στο 

LTQ-Orbitrap XL χρησιμοποιήθηκαν οι ρυθμίσεις: ευκρίνεια 60000 (FWHM) στα 400m/z, εύρος 

μαζών 300-2000m/z, θραυσματοποίηση με CID (CollisionInducedDissociation) των 10 πιο 

έντονων πρόδρομων ιόντων με χρόνο αποκλεισμού 60 δευτερολέπτων. Για την απόκτηση των 

φασμάτων -αρχείων- χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό Xcalibur 2.2. Η επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων έγινε με το λογισμικό ProteomeDiscovererv 2.3 με χρήση των αλγορίθμων 

SequestHT και Mascotv 2.3.2. ως προς την πρωτεϊνική βάση δεδομένων. Οι παράμετροι που 

χρησιμοποιήθηκαν είναι: σφάλμα πρόδρομης μάζας μέχρι 10 ppm, για τις 

θραυσματοποιημένες μάζες μέχρι 0.5 Da. Ένζυμο τρυψίνη με επιτρεπτό όριο διάσπασης 

(cleavagesite) 2. Ως μεταβλητές τροποποιήσεις ορίστηκαν η οξείδωση μεθειονίνης και η 

ακετυλίωση του αμινο-τελικού άκρου. Επίσης ορίστηκε ως σταθερή τροποποίηση η αλκυλίωση 

(S-Carbamidomethylation) των κυστεϊνών, αλλά και η ακριβής μάζα των ενώσεων που 

χρησιμοποιήθηκαν.  
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5. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΦΑΣΜΑΤΩΝ 1Η NMR ΚΑΙ 13C NMR 

 

 N-3-cyclohexyl-5-phenylthiophene-2,3-diamine (2a) 

 
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.44-7.42 (m, 2H), 7.35-7.30 (t, J = 7.5Hz, 2H), 7.22-7.19 (m, 

1H), 6.92 (s, 1H), 6.18 (s, 2H), 5.55-5.30 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.95-3.88 (m, 1H), 2.03-2.00 (m, 

2H), 1.78-1.74 (m, 2H), 1.67-1.64 (m, 1H), 1.44-1.39 (m, 2H), 1.26-1.19 (m, 3H). 13C NMR (125 

MHz, CDCl3) ppm: 165.1, 160.3, 134.2, 129.0, 126.8, 125.4, 124.9, 118.2, 110.2, 118.2, 33.7, 

25.8, 25.2. HRMS (ESI) m/z: [M+Na]+-: C17H20N2SΟ [Μ+Na]+, calculated: 323.42821, found: 

323.11852. 

 

 2-amino-N-cycloheptyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (2b) 

 
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.44-7.42 (m, 2H), 7.34-7.31 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.22-7.19 (t, J 

= 7.5, 1H), 6.91 (s, 1H), 4.09 (s, 1H),2.01 (m, 2H), 1.71 – 1.63 (m, 4H), 1.57 – 1.47 (m, 7H). 13C 

NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 160.2, 129.0, 126.8, 124.9, 118.2, 50.4, 35.6, 28.2, 24.4. HRMS 

(ESI) m/z: C18H22N2ΟS [M+Na]+, calculated: 337.032584, found: 337.13386. 

 

 2-amino-N-cyclooctyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (2c) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.44-7.42 (m, 2H), 7.34-7.30 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.22-7.18 (tt, 

J = 7.5, 1.5 Hz, 1H), 6.92 (s, 1H), 5.65-5.64 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.16-4.13 (m, 1H), 1.94-1.89 

(m, 2H), 1.73-1.55 (m, 13H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 164.8, 160.2, 134.2, 129.0, 

126.8, 125.4, 124.8, 118.2, 110.2, 49.2, 32.9, 27.3, 25.7, 24.0. HRMS (ESI) m/z: C19H24N2ΟS 

[M+H]+, calculated: 328.84761, found: 329.16761. 
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 2-amino-N-butyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (2d) 

 
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.43 (m, 2H), 7.37 – 7.30 (m, 2H), 7.24 – 7.18 (m, 1H), 6.92 (s, 

1H), 6.18 (s, 2H), 5.68 (s, 1H), 3.40 (m, 2H), 1.64 – 1.56 (m, 2H), 1.47 – 1.36 (m, 2H), 0.96 (t, J 

= 7.5 Hz, 3H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 165.9, 160.3, 134.2, 129.0, 126.8, 125.5, 

124.8, 118.2, 110.0, 39.2, 32.2, 20.3, 14.0. 

 

 2-amino-5-2-amino-N-benzyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (2e) 

 
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.40 (dt, J = 8.5, 1.5 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 4.5 Hz, 4H), 7.31 (m, 

3H), 7.22 – 7.17 (tt, J = 6.5, 1.5 Hz, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.24 (s, 2H), 6.07 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 4.58 

(d, J = 5.5 Hz, 2H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 165.8, 160.7, 138.7, 134.0, 129.0, 128.9, 

127.95, 127.6, 126.8, 125.5, 124.8, 118.1, 109.6, 43.4. 

 

 2-amino-N-(2,6-difluorobenzyl)-5-phenylthiophene-3-carboxamide (2f) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.41-7.39 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.32-7.29 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 

7.28-7.22 (m, 1H), 7.21-7.18 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.94-6.89 (m, 3H), 6.22 (s, 2H), 6.08-6.07 (d, J 

= 5.5 Hz, 1H), 4.69-4.68 (d, J = 6.0 Hz, 2H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 165.4, 162.8-

162.7 (d, JC-F = 8.0 Hz), 160.8-160.7 (d, JC-F = 8.0 Hz), 134.0, 129.7-129.5 (t, JC-F = 10.5 Hz), 

129.0, 126.8, 125.4, 124.8, 118.1, 114.4, 111.7-111.5 (dd, JC-F = 20.0, 6.0 Hz), 109.0, 31.3-31.2 

(t, JC-F = 4.0 Hz). 
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 2-amino-5-phenyl-N-(3-(trifluoromethoxy)benzyl)thiophene-3-carboxamide (2g) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: δ 7.43 – 7.35 (m, 4H), 7.32 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.24 – 7.17 (m, 

3H), 6.94 (s, 1H), 6.05 (s, 1H), 4.59 (d, J = 5.6 Hz, 2H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 

165.8, 137.6, 129.2, 126.9, 124.9, 121.4, 117.9, 42.7. HRMS (ESI) m/z: C19H15F3N2Ο2S 

[M+Na]+, calculated: 415.02821, found: 415.06929. 

 

 2-amino-5-benzyl-N-cycloheptylthiophene-3-carboxamide (2b’) 

 
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.31 (m, 2H), 7.26-7.20 (m, 3H), 6.38 (s, 1H), 5.49 (s, 1H), 

3.92 (s, 2H), 1.98 (m, 2H), 1.74-34 (m, 11H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 164.9, 159.9, 

140.0, 128.7, 128.6, 126.8, 125.9, 120.0, 108.7, 50.3, 36.2, 35.6, 28.2, 24.4. HRMS (ESI) m/z: 

C19H24N2ΟS [M+Na]+, calculated: 351.15821, found: 351.14967. 

 

 2-amino-5-benzyl-N-cyclooctylthiophene-3-carboxamide (2c’) 

 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) ppm: 7.30 (m, 2H), 7.22 (m,3H), 6.39 (s, 1H), 5.95 (s, 2H), 5.52 (d, 

J = 8.5 Hz, 1H), 4.16 – 4.04 (m, 1H), 3.91 (s, 2H), 1.72 (m, 19H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) 

ppm: 139.0, 129.3, 128.7, 126.9, 122.3, 35.9. 
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 2-amino-5-benzyl-N-butylthiophene-3-carboxamide (2d’) 

 
 

1HNMR (300 MHz, CDCl3) ppm: 7.38 – 7.27 (m, 2H), 7.22 (m, 3H), 6.36 (s, 1H), 5.96 (s, 2H), 

5.56 (s, 1H), 3.91 (s, 2H), 3.40 – 3.27 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 1.59 – 1.46 (m, 2H), 1.43-1.30 (m, 

2H), 0.93 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 13CNMR (125 MHz, CHCl3) ppm: 165.9, 159.9, 139.9, 128.7, 

128.6, 126.8, 125.9, 120.0, 108.5, 39.1, 36.1, 32.2, 20.3, 13.9. 

 

 2-amino-N,5-dibenzylthiophene-3-carboxamide (2e’) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.35 – 7.31 (m, 5H), 7.30-7.28 (m, 2H), 7.23-7.19 (m, 3H), 

6.37 (s, 1H), 5.84 (s, 1H), 4.54 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 3.90 (s, 1H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) 

ppm: 165.7, 138.9, 128.9, 128.8, 128.7, 187.0, 127.6, 126.8, 126.1, 43.3, 36.1. HRMS (ESI) 

m/z: C19H18F3N2ΟS [M+Na]+, calculated: 345.02821, found: 345.10272. 

 

 2-amino-5-benzyl-N-(2,6-difluorobenzyl)thiophene-3-carboxamide (2f’) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.37 – 7.27 (m, 4H), 7.24 – 7.21 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 7.18-7.17 

(d, J = 7.5 Hz, 2H) 6.36 (s, 1H), 5.88 (s, 1H), 4.54 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.90 (s, 2H). 13C NMR 

(125 MHz, CDCl3) ppm: 165.8, 160.6, 148.6, 139.8, 137.8, 129.2, 128.8, 128.7, 126.8, 126.2, 

42.5, 36.2. HRMS (ESI) m/z: C20H17F3N2Ο2S [M+Na]+ calculated: 429.41502, found: 429.08517. 
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 2-amino-5-benzyl-N-(4-(trifluoromethoxy)benzyl)thiophene-3-carboxamide (2g’)

 
  

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.37 – 7.27 (m, 4H), 7.26-7.23 (m, 1H), 7.23-7.20 (d, J = 7.8 

Hz, 2H), 7.19-7.17 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6.37 (s, 1H), 5.89 (s, 1H), 4.54 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.90 

(s, 2H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 165.8, 160.6, 139.8, 137.8, 129.2, 128.8, 128.7 (d, J = 

2.4 Hz), 126.8, 126.3, 121.4, 119.8, 107.8, 42.5, 36.1. 

 

 2-amino-5-benzylthiophene-3-carbonitrile (3a) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.35-7.29 (m, 2H), 7.25-7.23 (m, 1H), 7.20 (m, 2H), 6.41 (t, J 

= 1.2 Hz, 1H), 3.91 (s, 2H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 140.2 , 129.5, 128.9, 127.1, 

122.5, 36.1. 

 

 Methyl 2-amino-5-benzylthiophene-3-carboxylate (3b) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.31 (m, 2H), 7.24 (m, 3H), 6.68 (t, J = 1. Hz, 1H), 5.80 (s, 2H), 

3.91 (s, 2H), 3.78 (s, 3H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 165.9, 162.4, 140.0, 128.7, 128.6, 

126.7, 125.5, 122.8, 106.1, 36.1. 

 

 Phenylthiophene-3-carbonitrile (4a) 

 
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.41 (m, 2H), 7.38 – 7.33 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.27-7.24 (m, 1H) 

6.93 (s, 1H), 4.82 (s, 1H), 1.56 (s, 2H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 161.6, 133.1, 129.2, 

127.7, 125.2, 120.8, 115.4. 
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 Methyl 2-amino-5-phenylthiophene-3-carboxylate (4b) 

 
 
1HNMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.43 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.33 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.24 – 7.19 

(m, 2H), 6.00 (s, 2H), 3.84 (s, 3H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 166.2, 162.6, 134.4, 129.2, 

127.0, 125.1, 121.6, 121.5, 51.5. 

 

 2-(2-chloroacetamido)-N-cycloheptyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (5a) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.58 (m, 2H), 7.38 (t, J = 10.0 Hz, 2H), 7.33 – 7.27 (m, 1H), 

7.11 (s, 1H), 5.95 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 4.27 (s, 2H),4.19 (m, 1H), 4.13 (s, 1H), 2.11 – 1.99 (m, 

2H), 1.74 – 1.51 (m, 12H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 164.04, 164.01, 145.0, 135.3, 

133.7, 129.2, 127.9, 125.8, 117.1, 116.1, 50.7, 42.3, 40.6, 35.5, 28.2, 24.2. 

 

 2-(2-chloroacetamido)-N-cyclooctyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (5b) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.58 (d, J = 10.0 Hz, 2H), 7.38 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 

7.5 Hz, 1H), 7.12 (s, 1H), 5.94 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.26 (s, 1H), 4.23 (m, 1H), 2.02 – 1.89 (m, 

2H), 1.79 – 1.51 (m, 12H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 163.9, 162.7, 144.9, 135.3, 133.7, 

129.2, 127.9, 125.8, 117.2, 116.2, 49.7, 42.3, 32.5, 27.4, 25.5, 23.8. 
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 N-benzyl-2-(2-chloroacetamido)-5-phenylthiophene-3-carboxamide (5c) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.58 – 7.51 (m, 2H), 7.42 – 7.34 (m, 6H), 7.30-7.28 (m, 2H), 

7.13 (s, 1H), 6.27 (s, 1H), 4.67 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 4.28 (s, 2H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) 

ppm: 165.0, 164.0, 145.4, 137.8, 135.5, 133.5, 129.2, 129.1, 128.2, 128.1, 128.0, 125.7, 116.6, 

116.1, 43.8, 42.3. HRMS (ESI) m/z: C20H17N2Ο2SCl [M+H]+, calculated: 384.069928, found: 

385.07657. 

 

 2-(2-chloroacetamido)-N-(2,6-difluorobenzyl)-5-phenylthiophene-3-carboxamide 

(5d) 

 
 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.59 – 7.53 (m, 2H), 7.37 (m, 2H), 7.29 (m, 2H), 7.11 (s, 1H), 

6.94 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 6.28 (s, 1H), 4.78 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 4.27 (s, 2H). 13C NMR (125 MHz, 

CDCl3) ppm: 164.7, 164.0, 145.4, 135.5, 133.5, 129.2, 128.0, 125.8, 116.5, 116.1, 111.9, 111.8, 

111.71, 111.67, 42.3, 31.6. HRMS (ESI) m/z: C20H15F2N2Ο2SCl [M+H]+, calculated: 420.05108, 

found: 420.05816. 

 

 2-(2-chloroacetamido)-5-phenyl-N-(4-(trifluoromethoxy)benzyl)thiophene-3-

carboxamide (5e) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.57 – 7.51 (m, 2H), 7.43 – 7.34 (m, 4H), 7.32 – 7.27 (m, 1H), 

7.21 (d, J = 10.0 Hz, 2H), 7.15 (s, 1H), 6.38 (s, 1H), 4.66 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 4.27 (s, 2H). 13C 

NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 165.1, 164.1, 148.9, 145.6, 136.6, 135.6, 133.5, 129.5, 129.2, 

128.0, 125.7, 121.5, 116.4, 116.0, 42.9, 42.3. 
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 Methyl 2-(2-chloroacetamido)-5-phenylthiophene-3-carboxylate (5f) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 11.92 (s, 1H), 7.63-7.57 (m, 2H), 7.44 (s, 1H), 7.38 (t, J = 7.7 

Hz, 2H), 7.33-7.26 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 4.31 (s, 2H), 3.95 (s, 3H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) 

ppm: 165.8, 163.8, 146.7, 134.9, 133.6, 129.2, 127.9, 125.7, 119.5, 115.0, 52.2, 42.3. HRMS 

(ESI) m/z: C19H15F3N2Ο2S [M+H]+, calculated: 309.022644, found: 310.02971. 

 

 5-benzyl-2-(2-chloroacetamido)-N-cycloheptylthiophene-3-carboxamide (5g) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.35 – 7.28 (m, 2H), 7.26 – 7.21 (m, 3H), 6.61 (s, 1H), 5.79 

(d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.20 (s, 2H), 4.17 (m, 1H), 4.04 (s, 1H), 1.94 – 1.84 (m, 2H), 1.72 – 1.54 

(m, 11H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 163.9, 163.7, 144.3, 139.6, 135.4, 128.8, 128.7, 

126.9, 118.2, 115.9, 49.6, 42.2, 35.9, 32.4, 27.3, 25.4, 23.8. 

  

 5-benzyl-2-(2-chloroacetamido)-N-cyclooctylthiophene-3-carboxamide (5h) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 7.33 – 7.28 (m, 2H), 7.25 – 7.21 (m, 3H), 6.63 (s, 1H), 5.86 

(d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.19 (s, 2H), 4.14 (m, 1H), 4.03 (s, 2H), 2.04-1.95 (m, 2H), 1.68 – 1.45 (m, 

12H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 164.0, 163.7, 144.3, 139.5, 135.4, 128.8, 128.7, 126.9, 

118.18, 115.9, 50. 6, 42.2, 35.8, 35.4, 28.1, 24.2. HRMS (ESI) m/z: C22H27N2Ο2SCl [M+H]+, 

calculated: 418.148178, found: 419.15493. 
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 N-(5-benzyl-3-methoxythiophen-2-yl)-2-chloroacetamide (5i) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 11.81 (s, 1H), 7.33 – 7.28 (m, 2H), 7.25-7.20 (m, 3H), 6.92 (s, 

1H), 4.24 (s, 2H), 4.04 (s, 2H), 3.88 (s, 3H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 165.7, 163.6, 

146.5, 139.5, 135.2, 128.8, 128.7, 126.9, 121.4, 113.7, 52.0, 42.2, 35.9.  

 

 N-(3-(cyclohexylamino)-5-phenylthiophen-2-yl)acrylamide (6a) 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 12.23 (s, 1H), 7.58 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.44 – 7.29 (m, 3H), 

7.12 (s, 1H), 6.35 (dd, J = 17.0, 10.5 Hz, 1H), 5.94 – 5.75 (m, 2H), 3.94 (m, 1H), 2.10 – 1.96 (m, 

2H), 1.84 – 1.73 (m, 2H), 1.68 (m, 1H), 1.58 (s, 1H), 1.43 (m, 2H), 1.31 – 1.22 (m, 2H). 13C NMR 

(125 MHz, CDCl3) ppm: 164.7, 162.4, 146.2, 134.9, 133.9, 130.0, 129.14, 129.05, 127.7, 125.7, 

116.1, 116.0, 48.7, 33.4, 25.7, 25.1. HRMS (ESI) m/z: C20H22N2Ο2S [M+H]+, calculated: 

354.1402, found: 355.14710. 

 

 N-(3-cyano-5-phenylthiophen-2-yl)acrylamide (6b) 

 

 
 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm: 11.03 (s, 1H), 7.50 – 7.44 (m, 2H), 7.30-7.33 (t, J = 10.5 Hz, 

2H), 7.25 – 7.19 (m, 1H), 7.09 (s, 1H), 6.65 (dd, J = 15.0, 10.0 Hz, 1H), 6.47 (dd, J = 20.0, 1.5 

Hz, 1H), 5.78 (dd, J = 10.0, 1.5 Hz, 1H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) ppm: 163.3, 148.8, 133.0, 

129.8, 129.1, 129.0, 127.9, 125.5, 119.8, 115.0, 93.8, 22.6, 14.1. HRMS (ESI) m/z: C14H10N2ΟS 

[M+H]+, calculated: 254.051384, found: 255.05842. 
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 N 3-cyclohexyl-5-phenylthiophene-2,3-diamine (2a)
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 2-amino-N-cycloheptyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (2b)
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 2-amino-N-cyclooctyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (2c)
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 2-amino-N-butyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (2d)
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 2-amino-N-benzyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (2e)
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 2-amino-N-(2,6-difluorobenzyl)-5-phenylthiophene-3-carboxamide (2f)
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 2-amino-5-phenyl-N-(3-(trifluoromethoxy)benzyl)thiophene-3-carboxamide (2g)
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 2-amino-5-benzyl-N-cycloheptylthiophene-3-carboxamide (2b’) 
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 2-amino-5-benzyl-N-cyclooctylthiophene-3-carboxamide (2c’)
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 2-amino-5-benzyl-N-butylthiophene-3-carboxamide (2d’)
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 2-amino-N,5-dibenzylthiophene-3-carboxamide (2e’)
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 2-amino-5-benzyl-N-(2,6-difluorobenzyl)thiophene-3-carboxamide (2f’) 
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 2-amino-5-benzyl-N-(4-(trifluoromethoxy)benzyl)thiophene-3-carboxamide (2g’)
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 2-amino-5-benzylthiophene-3-carbonitrile (3a) 
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 Methyl 2-amino-5-benzylthiophene-3-carboxylate (3b)
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 2-amino-5-phenylthiophene-3-carbonitrile (4a)
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 Methyl 2-amino-5-phenylthiophene-3-carboxylate (4b)
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 2-(2-chloroacetamido)-N-cycloheptyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (5a) 
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 2-(2-chloroacetamido)-N-cyclooctyl-5-phenylthiophene-3-carboxamide (5b) 
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 N-benzyl-2-(2-chloroacetamido)-5-phenylthiophene-3-carboxamide (5c) 
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 2-(2-chloroacetamido)-N-(2,6-difluorobenzyl)-5-phenylthiophene-3-carboxamide 

(5d) 
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 2-(2-chloroacetamido)-5-phenyl-N-(4-(trifluoromethoxy)benzyl)thiophene-3-

carboxamide (5e)
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 methyl 2-(2-chloroacetamido)-5-phenylthiophene-3-carboxylate (5f) 
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 5-benzyl-2-(2-chloroacetamido)-N-cycloheptylthiophene-3-carboxamide (5g) 
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 5-benzyl-2-(2-chloroacetamido)-N-cyclooctylthiophene-3-carboxamide (5h)
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 N-(5-benzyl-3-methoxythiophen-2-yl)-2-chloroacetamide (5i)
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 N-(3-(cyclohexylamino)-5-phenylthiophen-2-yl)acrylamide (6a)
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 N-(3-cyano-5-phenylthiophen-2-yl)acrylamide (6b)
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