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Περύληψη 

Φκορίηουςα ςιμανςθ ονομάηεται θ ςιμανςθ με ωκορίηοντεσ ανιχνευτζσ  θ οποία 

χρθςιμοποιείται για τθν ανίχνευςθ των βιομορίων με ςκοπό τθν παρακολοφκθςθ τουσ, τθν 

διευκρίνιςθ τθσ δομισ τουσ και των αντιδράςεων που καταλφουν.  

Οι πρωτεΐνεσ κεωροφνται τα πιο διαδεδομζνα και πολυδιάςτατα μακρομόρια για τθν  

ανίχνευςθ των οποίων μποροφν  να χρθςιμοποιοφνται άλλεσ ωκορίηουςεσ πρωτεΐνεσ  οι 

οποίεσ δεςμεφονται χθμικά ςε μια ςυγκεκριμζνθ περιοχι ςτο μόριο-ςτόχο. Υπάρχουν 

διάωοροι τρόποι ςφνδεςθσ μεταξφ των χρωμοωόρων και των βιομορίων, οπότε και διάωορα 

είδθ ωκορίηουςασ ςιμανςθσ όπωσ θ επιςιμανςθ πρωτεϊνϊν, θ ενηυματικι ςιμανςθ, θ χθμικι 

ςιμανςθ και θ γενετικι επιςιμανςθ.   

Θ πιο γνωςτι μζκοδοσ ωκορίηουςασ  ςιμανςθσ  είναι εκείνθ με τθ χριςθ ωκοροωόρων μορίων 

ενωμζνων μζςω ματαλλοχθλικισ ςφηευξθσ με το αμινοξφ τθσ πρωτεΐνθσ που αναλφεται. Τα 

ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενα ωκοροωόρα είναι μικρά οργανικά μόρια και μζχρι τϊρα δεν 

υπάρχουν αναωορζσ για τθ χριςθ πορωυρινικϊν παραγϊγων ωσ ωκοροωόρα. Για τθν 

διεφρυνςθ τθσ μελζτθσ που ςχετίηεται με τθ χριςθ πορωυρινικϊν ωκοροωόρων ςτθ ςιμανςθ 

μζςω μεταλλοχθλικισ ςφηευξθσ, ςυνκζςαμε τθν ζνωςθ Tripyridyl-porphyrin-lysine-tricarboxy 

για ςφηευξθ μζςω του Ni2+ με πεπτίδιο με αλλθλουχία ιςτιδίνθσ.   

Θ ταυτοποίθςθ τθσ ζνωςθσ πραγματοποιικθκε με ωαςματομετρία μάηασ (Maldi-TOF) και με 

ωαςματοςκοπία πυρθνικοφ μαγνθτικοφ ςυντονιςμοφ (NMR).  
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Abstract 

Fluorescent labeling is called the labeling with fluorescent tags, which is used for the detection 

of the biomolecules, in order to monitor them, to clarify their structure, and the reactions they 

catalyze. 

Proteins are considered to be the most widespread and multidimensional macromolecules. In 

order to detect them, other fluorescent proteins can be used and chemically bind to a 

particular region in the target-molecule. There are several linking ways between chromophores 

and biomolecules, hence there are various types of fluorescent labeling, such as protein 

labeling, enzyme labeling, chemical labeling and genetic labeling.  

The most commonly used method in fluorescent labeling, is the method for which is used 

metallochelate coupling  that binds  chromophores and the amino acids of the protein, which is 

analyzed. The widely used fluorophores are small organic molecules. Thus far, there are no 

reports regarding the usage of porphyrin derivatives as fluorophores. In order to broaden the 

study which is related with the usage of porphyrinoid fluorophores in fluorescent labeling 

through metallochelate coupling, we synthesized the Tripyridyl-porphyrin-lysine-tricarboxy for 

coupling with a peptide carrying a histidine sequence via Ni+2. 

The identification of the compound was performed with mass spectrometry (Maldi-TOF) and 

with nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR).  
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Εικόνα 2: Δομι πορφυρινικοφ 

δακτυλίου όπου παρουςιάηονται 

οι β και meso κζςεισ. 

Ενότητα 1:  Ειςαγωγό  

1.1.  Πορφυρίνεσ 

Οι πορωυρίνεσ είναι ετεροκυκλικζσ ενϊςεισ παράγωγεσ 

τθσ πορωίνθσ. Αποτελοφνται από τζςςερισ πυρρολικοφσ 

δακτυλίουσ, οι οποίοι ςυνδζονται μεταξφ τουσ με ομάδεσ 

μεκίνθσ (-CH=) ςτον α άνκρακα.  Περιζχουν τα exo – 

υδρογόνα (1-8) και τα μεκινικά υδρογόνα (α-δ).  

Θ ςυμβολι των πορωυρινϊν ζχει μεγάλθ ςθμαςία ςε 

πρωτεϊνικά ςυςτιματα. Παράγωγα τθσ πορωυρίνθσ, όπωσ 

είναι θ αίμθ και οι χλωροωφλλεσ, χρθςιμοποιοφνται ωσ 

προςκετικζσ ομάδεσ ςτθν αιμοςωαιρίνθ, ςτθν 

μυοςωαιρίνθ, ςτα κυτοχρϊματα και ςτα ωωτοςυνκετικά 

κζντρα. Γενικά οι πορωυρίνεσ  είναι ευζλικτεσ και 

μποροφν να υπόκεινται ςε πολλζσ τροποποιιςεισ.  

Χαρακτθριςτικά των πορφυρινϊν: 

1. Ο δακτφλιοσ τθσ  πορωυρίνθσ χαρακτθρίηεται ωσ αρωματικόσ, δθλαδι υπακοφει ςτον 

κανόνα του Hückel 4n+2π. Εξαιτίασ τθσ εκτεταμζνθσ ςυηυγίασ του δακτυλίου, οι 

ενϊςεισ εμωανίηουν ζντονθ απορρόωθςθ ακτινοβολίασ μικουσ κφματοσ που ζγκειται 

ςτθν περιοχι του ορατοφ υπεριϊδουσ.  

2. Οι πορωυρίνεσ εξαιτίασ τθσ αρωματικότθτασ τουσ, ζχουν τθν ικανότθτα να λαμβάνουν 

μζροσ  ςε θλεκτρονιόωιλεσ αντιδράςεισ και ςε αντιδράςεισ ριηϊν. Είναι ςυηυγι οξζα και 

ςυναρμόηουν μζταλλα ςχθματίηοντασ ςυνικωσ 

ςφμπλοκα ςκζνουσ +2 ι +3.  Οι περιςςότερο 

ενεργοποιθμζνεσ κζςεισ του πορωυρινικοφ 

δακτυλίου για τζτοιου είδουσ αντιδράςεισ είναι 

εκείνεσ με τθ  μεγαλφτερθ θλεκτρονιακι πυκνότθτα 

(meso κζςεισ).  Δθλαδι, είναι μόρια ικανά να δίνουν 

και να παίρνουν θλεκτρόνια με μεγάλθ ευκολία 

προςδίδοντασ ςτα προϊόντα των αντιδράςεων 

μεγάλθ ςτακερότθτα. Όταν δεν ςυνδζονται με 

μζταλλα κεωροφνται ελεφκερεσ βάςεισ.  
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Εικόνα 1: Δομι πορφυρινικοφ δακτυλίου. 



Πανεπιςτιμιο Κριτθσ 
Σχολι Θετικϊν και Τεχνολογικϊν Επιςτθμϊν 
Τμιμα Χθμείασ 
 

6 | P a g e  
 

Εικόνα 3: Δομι οκταεδρικοφ 

ςυμπλόκου. 

3. Ο πορωυρινικόσ δακτφλιοσ προςδίδει ςτακερότθτα ςτο ςφςτθμα και είναι ςχεδόν 

επίπεδοσ. Σφμωωνα με κρυςταλλογραωία ακτίνων Χ, τα άτομα του άνκρακα και του 

αηϊτου είναι sp2 υβριδιςμζνα και οι δεςμοί ζχουν μικοσ περίπου 134-145  pm 

ςχθματίηοντασ γωνίεσ 107-126˚.  

 

4. Οι πορωυρίνεσ είναι τετραδραςτικοί υποκαταςτάτεσ με 

επίπεδθ διαμόρωωςθ όταν ςυναρμόηονται με μζταλλα. 

Όταν ο αρικμόσ ςυναρμογισ είναι 6, δθλαδι ζχουν 

οκταεδρικι διαμόρωωςθ, οι αξονικζσ κζςεισ παραμζνουν 

κενζσ. Θ ςυγκεκριμζνθ διαμόρωωςθ είναι κατάλλθλθ για 

ςτοιχειομετρικζσ και καταλυτικζσ αντιδράςεισ, διότι 

εκμεταλλεφονται το ωαινόμενο trans ςτισ αντιδράςεισ που 

διεξάγονται.  

 

 

 

5. Οι πορωυρινικοί δακτφλιοι είναι ςτακεροί λόγω τθσ ςυηυγίασ των διπλϊν δεςμϊν. 

Σφμωωνα με μελζτεσ, ςωαιρικά ιόντα με ακτίνα μικουσ 60-70 pm ςυναρμόηονται ςτο 

κζντρο των τετραπυρρολικϊν δακτυλίων, ενϊ ιόντα με μεγαλφτερο μικοσ ακτίνασ 

ςυναντϊνται ζξω από το επίπεδο του δακτυλίου. 

  

 

1.2. Μεταλλοπορφυρίνεσ 

Όλα τα τετροπυρρολικά ςυςτιματα είναι ακόρεςτοι μακροκυκλικοί υποκαταςτάτεσ οι οποίοι 

όταν είναι αποπρωτονιωμζνοι ζχουν τθν δυνατότθτα να δρουν ωσ υποκαταςτάτεσ με 

μεταλλικά ιόντα. Συνεπϊσ, οι μεταλλοπορωυρίνεσ είναι οι ενϊςεισ που προκφπτουν από τθν 

ςυναρμογι των πορωυρινϊν με μεταλλικά ιόντα.  

Εικόνα4: Παράδειγμα δομισ πορφυρινικοφ δακτυλίου 

ςυνδεδεμζνου με μζταλλο ακτίνασ μεγαλφτερθσ από 60-70 pm. 
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Εικόνα 5: Δομι μεταλλοπορφυρίνθσ. 

Θ μετάλλωςθ κεωρείται εφκολθ διαδικαςία λόγω του ότι ςτο 

κζντρο του δακτυλίου υπάρχει κενι κζςθ και ιςχυρά όξινα 

υδρογόνα από τα δφο άηωτα. Αυτά τα χαρακτθριςτικά 

κακιςτοφν τον πορωυρινικό δακτφλιο κατάλλθλο για ςυναρμογι 

με μεταλλικά ιόντα. Θ αντίδραςθ πραγματοποιείται  με τθν 

αποχϊρθςθ δφο όξινων πρωτονίων λόγω του ότι οι 

πορωυρινικοί υποκαταςτάτεσ μποροφν να δίνουν και να 

παίρνουν εφκολα θλεκτρονιακι πυκνότθτα.  

Αρχικά οι αντιδράςεισ μετάλλωςθσ  πορωυρινϊν διεξάγονταν με 

μζταλλα όπωσ Fe, Co, Mn, Cu, Zn, Ni, Sn και Mg. Πλζον ζχει 

εξελιχκεί θ ςφνκεςθ μεταλλοπορωυρινικϊν ςυμπλόκων και 

ςχεδόν όλα τα μζταλλα και μερικά μεταλλοειδι, ςυναρμόηονται 

με τον πορωυρινικό δακτφλιο. 

Θ αντίςτροωθ διαδικαςία καλείται απομετάλλωςθ και επιτυγχάνεται με χριςθ οξζοσ. Ανάλογα 

με το είδοσ του μετάλλου χρθςιμοποιείται το κατάλλθλο οξφ.  

 

1.3. Φκορίηουςα ςιμανςθ 

Θ ανίχνευςθ βιομορίων  πολλζσ ωορζσ απαιτεί τθ χριςθ κάποιασ ζνωςθσ ανιχνευτι (indicator) 

για τθ διαλεφκανςθ των μοριακϊν δομϊν, των μοριακϊν αλλθλεπιδράςεων, των λειτουργιϊν 

και διαωόρων διεργαςιϊν. Κατά τθν ωκορίηουςα ςιμανςθ ζνα δραςτικό παράγωγο, το 

ωκοροωόρο ςυνδζεται ςε μια ςυγκεκριμζνθ περιοχι ι λειτουργικι ομάδα του μορίου-ςτόχου 

χθμικά. Στα πλζον πιο γνωςτά επιςθμαςμζνα μόρια ανικουν τα αντιςϊματα, οι πρωτεΐνεσ, τα 

αμινοξζα και τα πεπτίδια που χρθςιμοποιοφνται ωσ ειδικοί ανιχνευτζσ για κάποιο 

ςυγκεκριμζνο ςτόχο. Τεχνικζσ επιςιμανςθσ όπωσ θ ενηυματικι ςιμανςθ, θ επιςιμανςθ 

πρωτεϊνϊν, θ χθμικι ςιμανςθ και θ γενετικι ςιμανςθ χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ. Σιμερα οι 

πιο κοινζσ ετικζτεσ είναι το βρωμιοφχο αικίδιο, θ ωλουορεςκεΐνθ και θ πράςινθ ωκορίηουςα 

πρωτεΐνθ.  

Θ ωκορίηουςα ςιμανςθ χρθςιμοποιείται ευρζωσ ςε πολλζσ  περιπτϊςεισ  παρακολοφκθςθσ 

τθσ διαδρομισ  ενόσ επιςθμαςμζνου μορίου το οποίο ζχει τθ δυνατότθτα να προκαλζςει μια 

αντίδραςθ μζςα ςτον οργανιςμό. Επίςθσ, ζχει μεγάλθ ευαιςκθςία ςε χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ 

και μθ καταςτροωικζσ επιδράςεισ ςτο μόριο ςτόχο. Για τθν επιλογι του κατάλλθλου 

ωκοροωόρου μορίου, λαμβάνονται υπόψθ οι ωαςματικζσ ιδιότθτεσ, θ ωωτεινότθτα και θ 
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Εικόνα 6: Απεικόνιςθ 

δομισ τθσ GFP. 

ωωτοςτακερότθτα του. Στθν ιατρικι,  θ ωκορίηουςα ςιμανςθ χρθςιμοποιείται κυρίωσ για τθ 

κεραπεία ενόσ αςκενι αλλά και τθν παρακολοφκθςθ τθσ πορείασ κεραπείασ.  

1.3.1. Φκορίηουςεσ πρωτεΐνεσ:  

Οι ωκορίηουςεσ  πρωτεΐνεσ χωρίηονται ςε τρείσ κατθγορίεσ ανάλογα 

με τθν προζλευςθ του ωκοροωόρου, το χθμικό τμιμα που απορροωά 

το ωϊσ διζγερςθσ και αποκακιςτά το ωωσ εκπομπισ.  

Στθν πρϊτθ κατθγορία περιζχονται οι ενδογενϊσ ωκορίηουςεσ 

πρωτεΐνεσ, των οποίων ο ωκοριςμόσ προζρχεται από δίπλωςθ χωρίσ 

προςκικθ ωκοροωόρου. Το μειονζκτθμα αυτισ τθσ κατθγορίασ είναι 

πωσ εξαιτίασ τθσ απουςίασ εξωτερικοφ ωκοροωόρου, θ ευελιξία τουσ 

είναι περιοριςμζνθ.  Σε αυτι τθν κατθγορία ανικει θ πράςινθ 

ωκορίηουςα πρωτεΐνθ (GFP), θ οποία αποτελείται από 238 αμινοξζα 

και ζχει δομι β-βαρελιοφ με 11 κλϊνουσ. Είναι ςχεδόν μονομερζσ και ζχει τθ δυνατότθτα να 

ενϊνεται με ποικιλία πρωτεϊνϊν χωρίσ να μεταβάλλεται θ κατάςταςθ ςυςςωμάτωςθσ του. 

Όταν διπλωκεί, ςχθματίηεται ωκοροωόρο αυτοκαταλυτικά  από τρία αμινοξζα του β-βαρελιοφ. 

Για τον ςχθματιςμό του ωκοροωόρου απαιτείται οξυγόνο, οπότε αυτζσ οι πρωτεΐνεσ δεν 

κακίςτανται ωκορίηουςεσ ςε αναερόβιο περιβάλλον.  

Στθν δεφτερθ κατθγορία περιζχονται οι εξωγενϊσ ωκορίηουςεσ πρωτεΐνεσ, οι οποίεσ 

δεςμεφουν ζνα ενδογενζσ βιομόριο ωσ ωκοροωόρο. Προςωζρουν πιο ωωτεινό ωκοριςμό ςε 

μικθ κφματοσ τα οποία χρθςιμοποιοφνται για απεικόνιςθ. Λειτουργικά μονομερι μποροφν να 

παραχκοφν από τζτοιεσ πρωτεΐνεσ με ςφντθξθ δφο αντίγραωων τθσ αλλθλουχίασ.  

Στθν τελευταία κατθγορία ανικουν οι εξωγενϊσ ωκορίηουςεσ πρωτεΐνεσ για τισ οποίεσ 

απαιτείται προςκικθ εξωγενοφσ ςυνκετικοφ μορίου ωσ ωκοροωόρο.  Οπότε ςε αυτι τθν 

κατθγορία υπάρχει δυνατότθτα μεταβολισ των ιδιοτιτων του ωκοριςμοφ του tag με αλλαγι 

του ωκοροωόρου. Οι χρωςτικζσ ουςίεσ δεν είναι ωκορίηουςεσ αλλά ωκορίηουν όταν 

δεςμευτοφν ςε tag τετραςιςτεΐνθσ. Θ μθ ειδικι ςφνδεςθ με κυςτεΐνεσ οδθγεί ςε ωκοριςμό 

υποβάκρου ο οποίοσ καταςτζλλεται με ζκπλυςθ με ενϊςεισ που περιζχουν ςουλωυδρφλιο.  

1.3.2. Είδθ φκορίηουςασ ςιμανςθσ: 

Υπάρχουν διάωορα είδθ ςιμανςθσ ανάλογα με τον τρόπο που ςυνδζεται το ωκοροωόρο ςτο 

μόριο-ςτόχο.  

Επιςιμανςθ πρωτεϊνϊν: Χρθςιμοποιοφνται μικρά μόρια tags για ελαχιςτοποίθςθ των 

διαταραχϊν αναδίπλωςθσ και λειτουργίασ τθσ πρωτεΐνθσ.  
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 Ενηυματικι ςιμανςθ: Σε αυτι τθν περίπτωςθ, ζνα γονίδιο και το DNA μιασ ωκορίηουςασ 

πρωτεΐνθσ ενϊνονται και ακολουκεί θ μεταγραωι κατά τθν οποία ςχθματίηεται ζνα υβριδικό 

ωκορίηον RNA. Το μόριο-ςτόχοσ ενϊνεται με ζνα ζνηυμο που μπορεί να αναγνωρίςει το 

υβριδικό DNA. Συνικωσ χρθςιμοποιείται θ ωλουορεςκεΐνθ ι θ βιοτίνθ ωσ ωκοροωόρα.  

 

Εικόνα 7: Ενηυματικι ςιμανςθ με το ζνηυμο biotin ligase (BirA) το οποίο αναγνωρίηει μια αλλθλουχία 
αμινοξζων AP-tag και ςυνδζονται με τθν πρωτεΐνθ POI ςχθματίηοντασ αμιδικό δεςμό. Στο δεφτερο βιμα 
παρουςιάηεται θ ζνωςθ τθσ πρωτεΐνθσ με το φκοροφόρο (ςυμβολίηεται με το κόκκινο αςτζρι). 
 

Χθμικι επιςιμανςθ: Σε αυτι τθν περίπτωςθ αλλθλεπιδρά ζνα μικρό μόριο με μια 

ςυγκεκριμζνθ γενετικι αλλθλουχία αμινοξζων. Οι χθμικζσ πρωτεΐνεσ  που χρθςιμοποιοφνται 

ωσ ανιχνευτζσ ωκοριςμοφ ζχουν τθν δυνατότθτα να λειτουργοφν ςε μεγάλθ ποικιλία 

καταςτάςεων, προςωζροντασ ποικιλία χρωμάτων και ωωτοχθμικϊν ιδιοτιτων. 

 

Εικόνα 8: Το φκοροφόρο ςυνδζεται μζςω τθσ λειτουργικισ ομάδασ –NH2 ςτο μόριο-ςτόχο. 

Γενετικι επιςιμανςθ: Διάωορεσ ωκορίηουςεσ χρωςτικζσ με διακριτά μικθ κφματοσ διζγερςθσ 

και εκπομπισ δεςμεφονται ςε ανιχνευτι που υβριδοποιείται ςε χρωμοςϊματα. Ζνα 

μικροςκόπιο ωκοριςμοφ μπορεί να ανιχνεφςει τισ υπάρχουςεσ  βαωζσ και να το ςτείλει ςε 

ζναν υπολογιςτι που μπορεί να αποκαλφψει τον καρυότυπο ενόσ κυττάρου. Αυτι θ τεχνικι 

επιτρζπει να αποκαλφπτονται γενετικζσ ανωμαλίεσ όπωσ οι διαγραωζσ και οι επικαλφψεισ. 
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Εικόνα 9: Το ζνηυμο hAGT είναι ςυνδεδεμζνο με τθν πρωτεΐνθ και ενϊνεται με το φκοροφόρο μζδω 

κειοαικερικοφ δεςμοφ. 

1.3.3. Μεταλλοχθλικι ςφηευξθ φκοροφόρων με αμινοξζα πεπτιδίου  

Τα μικρά πεπτίδια αποτελοφνται από ςυγκεκριμζνεσ αλλθλουχίεσ αμινοξζων και λειτουργοφν 

ωσ ετικζτεσ  για ςιμανςθ πρωτεϊνϊν εξαιτίασ τθσ ευελιξίασ και του μεγζκουσ τουσ εωόςον δεν 

λαμβάνουν μζροσ  ςτθν λειτουργία τθσ  πρωτεΐνθσ. Το ωκοροωόρο ςυνδζεται επιλεκτικά και 

μθ ομοιοπολικά με κατάλοιπα αμινοξζων τθσ ετικζτασ μζςω μετάλλου που περιζχεται ςτον 

χθλικό υποκαταςτάτθ. Θ μεταλλοχθλικι ςφηευξθ είναι από τισ πιο ςθμαντικζσ τεχνικζσ 

ςιμανςθσ μορίων-ςτόχων, κακϊσ προςωζρει μεγάλθ επιλεκτικότθτα και αποτελεςματικότθτα.  

His-tag 

Πεπτίδια τα οποία είναι πλοφςια ςε ιςτιδίνθ αποτελοφν ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενα tags.  Τα 

tags ιςτιδίνθσ δεν κατζχουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ διαδικαςία παραγωγισ των πρωτεϊνϊν 

γι’αυτό  ζχουν τθν δυνατότθτα να ενςωματϊνονται εφκολα ςτθν πρωτεΐνθ.   

Γενικά, το His-tag αποτελείται από αλλθλουχία αμινοξζων ιςτιδίνθσ. Στθν περίπτωςθ του His-

tag το ωκοροωόρο τροποποιείται κατάλλθλα και ςυνδζεται ομοιοπολικά με ζναν χθλικό 

υποκαταςτάτθ, ςυνθκζςτερα  το ΝΤΑ (νιτριλοτριοξικό οξφ), μζςω του οποίου ςυναρμόηεται με 

ζνα διςκενζσ μζταλλο μετάπτωςθσ, ςυνικωσ το Ni2+,  που αλλθλεπιδρά μθ ομοιοπολικά μζςω 

δεςμοφ ςυναρμογισ με τα αμινοξζα τθσ ιςτιδίνθσ, επιτυγχάνοντασ ζτςι τθ ςιμανςθ τθσ 

πρωτεΐνθσ. Θ ιςτιδίνθ ζχει τθν πιο ιςχυρι αλλθλεπίδραςθ με το ακινθτοποιθμζνο μεταλλικό 

κζντρο διότι οι ομάδεσ δότεσ θλεκτρονίων ςε δακτφλιο ιςτιδίνθσ ιμιδαηόλθσ ςχθματίηουν 

εφκολα δεςμοφσ ςυντονιςμοφ με το ακινθτοποιθμζνο ςφμπλοκο.  

Θ μθ ομοιοπολικι μεταλλοχθλικι ςφνδεςθ του ωκοροωόρου με το Ni2+-NTA και του His-tag 

προςωζρει μεγάλθ επιλεκτικότθτα ςιμανςθσ και εωαρμόηεται ςε ηωντανά κφτταρα για 

ςιμανςθ μεμβρανικϊν πρωτεϊνϊν. Εξαιτίασ του παραμαγνθτιςμοφ του μεταλλικοφ ιόντοσ Ni2+ 

λόγω μεταωοράσ θλεκτρονίων, όταν ςυναρμόηεται με το ωκοροωόρο-ΝΤΑ θ απόςβεςθ του 

ωκοριςμοφ αυξάνεται. Συνεπϊσ, θ απόςβεςθ του ωκοριςμοφ κατά τθν ςυμπλοκοποίθςθ 
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εξαρτάται από διάωορουσ παράγοντεσ όπωσ το μζταλλο, το ωκοροωόρο, τον αρικμό των 

ςυναρμοςμζνων ΝΤΑ και τθν απόςταςθ μεταξφ του ωκοροωόρου και του ΝΤΑ.    

Φκοροωόρα που χρθςιμοποιοφνται για το ςφςτθμα Ni2+-NTA και  His-tag περιλαμβάνουν 

ωλουορεςκεΐνθ και άλλα παράγωγα τθσ, BODIPY, περυλζνια και άλλα. Εάν ςτο ωκοροωόρο 

ςυνδεκοφν περιςςότερεσ από μία ομάδεσ ΝΤΑ, κατά τθν αλλθλεπίδραςθ με το His-tag θ 

ςυγγζνεια ςφνδεςθσ και θ ςτακερότθτα που προςωζρεται κα είναι μεγαλφτερθ. Επίςθσ, θ 

ενδοκυττάρια ςιμανςθ επιτυγχάνεται όταν το ωκοροωόρο διαπερνά τθν κυτταρικι μεμβράνθ 

ι όταν είναι ενωμζνο με αλλθλουχία αμινοξζων που διαπερνοφν τθν κυτταρικι μεμβράνθ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10: Στο οκταεδρικό ςφμπλοκο Ni2+ οι τζςςερισ από τισ ζξι κζςεισ ςυναρμογισ καταλαμβάνονται 

από το ΝΤΑ και οι υπόλοιπεσ κζςεισ από δφο χαρακτθριςτικζσ ομάδεσ ιμιδαηολίου ςτο tag Η6. Η 

φλουορεςκεΐνθ παρουςιάηεται (ςυμβολίηεται με μπλε χρϊμα) ενωμζνθ μζςω Ni
2+

-NTA με His-tag για 

φκορίηουςα ςιμανςθ. 
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Ενότητα 2: Βαςικϋσ αρχϋσ μεθόδων χαρακτηριςμού 

2.1. Φαςματοςκοπία πυρθνικοφ μαγνθτικοφ ςυντονιςμοφ (NMR) 

Θ ωαςματοςκοπία  NMR είναι θ πιο χριςιμθ ωαςματοςκοπικι μζκοδοσ για τον προςδιοριςμό 

τθσ δομισ μορίων.  Ζχει τθν ικανότθτα να προςδιορίηει τον αρικμό και το είδοσ των ατόμων ςε 

ζνα μόριο, κακϊσ και τον τρόπο με τον οποίο αυτά ςυνδζονται μεταξφ τουσ.  

Θ λειτουργία αυτισ τθσ τεχνικισ βαςίηεται ςτο γεγονόσ ότι ο πυρινασ των ατόμων εμωανίηει 

δφο ωαινόμενα, το πυρθνικό spin (nuclear spin) και τθ ςτροωορμι (angular momentum) που 

είναι το αποτζλεςμα τθσ περιςτροωισ του γφρω από τον άξονα.  Αποτζλεςμα του πυρθνικοφ 

spin είναι θ μαγνθτικι ροπι (μ) του πυρινα, κακϊσ ζνα περιςτρεωόμενο ςωματίδιο αποτελεί 

ζνα κυκλικό θλεκτρικό ρεφμα που δθμιουργεί ζνα μαγνθτικό δίπολο. 

Οι πυρινεσ ωσ κετικά ωορτιςμζνα ςωματίδια (+) λόγω τθσ ιδιοπεριςτροωισ τουσ 

ςυμπεριωζρονται ωσ μαγνθτικά δίπολα. Θ πυρθνικι μαγνθτικι ροπι τουσ (μ) (nuclear 

magnetic moment) δίνεται από τθν εξίςωςθ: 

  

  
     

  
      , 

 

όπου p είναι θ ςτροωορμι και γ ο γυρομαγνθτικόσ λόγοσ. 

Όταν ζνα δείγμα  που περιζχει πυρθνικά spin βρίςκεται εκτόσ μαγνθτικοφ πεδίου, τα spin 

κατανζμονται με τυχαίο τρόπο. Όταν όμωσ τοποκετθκοφν ανάμεςα ςτουσ πόλουσ ενόσ 

ιςχυροφ μαγνιτθ, προςανατολίηονται ανάλογα με το άνυςμα των μαγνθτικϊν γραμμϊν. 

Σφμωωνα με τθν κβαντομθχανικι, το άνυςμα τθσ πυρθνικισ μαγνθτικισ ροπισ (μ) μπορεί να 

πάρει μόνο οριςμζνεσ κατευκφνςεισ ςε ςχζςθ με το εξωτερικό μαγνθτικό πεδίο. Ανάλογα με το 

spin του, ζνασ πυρινασ μπορεί να πάρει μόνο 2Ι+1 επιτρεπόμενουσ προςανατολιςμοφσ.  

Οι πυρινεσ που ζχουν κετικό mI προςανατολίηονται προσ τθν κατεφκυνςθ του εξωτερικοφ 

μαγνθτικοφ πεδίου και ςυνεπϊσ βρίςκονται ςε χαμθλότερθ ενεργειακι κατάςταςθ, ενϊ οι 

πυρινεσ με αρνθτικό mI προςανατολίηονται αντίκετα από τθν κατεφκυνςθ των μαγνθτικϊν 

γραμμϊν και βρίςκονται ςε υψθλότερθ ενεργειακι κατάςταςθ. 

 Όταν οι πυρινεσ ακτινοβολθκοφν με κατάλλθλθ ςυχνότθτα θλεκτρομαγνθτικισ ακτινοβολίασ, 

απορροωοφν ενζργεια με αποτζλεςμα αναςτροωι του spin τουσ. Συνεπϊσ, οι πυρινεσ 

ςυντονίηονται με τθν εωαρμοηόμενθ ακτινοβολία.. Θ ςυχνότθτα που απαιτείται για τον 
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πυρθνικό μαγνθτικό ςυντονιςμό εξαρτάται από τθν ιςχφ του εξωτερικοφ μαγνθτικοφ πεδίου 

και από το είδοσ του πυρινα.  

 

 

Ο κάκε πυρινασ ςτο ωάςμα, απορροωά ςε διαωορετικι ςυχνότθτα κακϊσ  περιβάλλεται από 

θλεκτρόνια τα οποία υπό τθν επίδραςθ του μαγνθτικοφ πεδίου δθμιουργοφν το δικό τουσ 

τοπικό μαγνθτικό πεδίο, δρϊντασ  αντίκετα προσ το εωαρμοηόμενο μαγνθτικό πεδίο. Με αυτό 

τον τρόπο οι πυρινεσ προςτατεφονται από το μζςω των θλεκτρονίων  τουσ. Συνεπϊσ, εωόςον 

ο κάκε πυρινασ ζχει διαωορετικό θλεκτρονιακό περιβάλλον κα προςτατεφεται και 

διαωορετικά με αποτζλεςμα το πεδίο που εωαρμόηεται ςε αυτόν ςτθν πραγματικότθτα να 

διαωζρει.  

2.1.2. Οι πορφυρίνεσ ςτθ φαςματοςκοπία NMR 

Στθν περίπτωςθ των αρωματικϊν ενϊςεων, είναι γεγονόσ ότι θ χθμικι μετατόπιςθ του 

ωαινυλίου (C6H5-) επθρεάηεται από τθν θλεκτραρνθτικότθτα των υποκαταςτατϊν. Οι πιο 

θλεκτραρνθτικοί υποκαταςτάτεσ αποκωρακίηουν τα πρωτόνια και ςε περίπτωςθ που 

βρίςκονται ςε ορκο- και παρα- κζςεισ το ωαινόμενο αποκωράκιςθσ γίνεται εντονότερο λόγω 

ςυντονιςμοφ. Το αντίκετο ςυμβαίνει με υποκαταςτάτεσ δότεσ θλεκτρονίων ι μικρισ 

θλεκτραρνθτικότθτασ. 

Επιπλζον, θ χθμικι μετόπιςθ των αρωματικϊν ενϊςεων επθρεάηεται και από άλλουσ 

παράγοντεσ με αποτζλεςμα να μθν υπάρχει ακριβισ ποςοτικι εξιγθςθ τθσ επίδραςθσ των 

υποκαταςτατϊν. Μεγάλο μζροσ τθσ χθμικισ μετατόπιςθσ ςτισ αρωματικζσ ενϊςεισ οωείλεται 

ςτθν κυκλοωορία των π θλεκτρονίων μζςα από το επίπεδο του βενηολικοφ δακτυλίου, που 

ςχθματίηει ζνα μικρό μαγνθτικό πεδίο αντίκετθσ κατεφκυνςθσ ςε ςχζςθ με το εωαρμοηόμενο, 

δθμιουργϊντασ ζτςι μεγάλθ χθμικι μετατόπιςθ προσ υψθλά μαγνθτικά πεδία.  

Σε αντίκεςθ με τθν κυκλοωορία των π θλεκτρονίων μζςα από το επίπεδο του βενηολικοφ 

δακτυλίου, θ κυκλικι κίνθςθ των s θλεκτρονίων γφρω από τα πρωτόνια του βενηολικοφ 

δακτυλίου δθμιουργεί θλεκτρικό ρεφμα που παράγει μαγνθτικό πεδίο κατά τθν κατεφκυνςθ 

του εωαρμοηόμενου, προκαλϊντασ  χθμικι μετατόπιςθ ςε χαμθλά μαγνθτικά πεδία. Πρακτικά, 

Εικόνα 11: Παρουςιάηονται τα spin των πυρινων  κατά τθν παρουςία και μθ του μαγνθτικοφ πεδίου. 
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τα μόρια περιςτρζωονται ταχφτατα μζςα ςτο διάλυμα και θ χθμικι μετατόπιςθ του NMR είναι 

ο μζςοσ όροσ των διαωόρων κατευκφνςεων του μορίου ωσ προσ το εωαρμοηόμενο μαγνθτικό 

πεδίο (εξωτερικό). Το ωαινόμενο αυτό είναι πιο ζντονο ςτον πορωυρινικό δακτφλιο, διότι το π 

αρωματικό ςφςτθμα του δακτυλίου είναι εντονότερο λόγω τθσ φπαρξθσ των 22π θλεκτρονίων.  

 

 

 

 

 

 

 

2.2. Maldi-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization – Time Of Flight) 

Θ ωαςματοςκοπία μάηασ είναι μια αναλυτικι τεχνικι κατά τθν οποία οι χθμικζσ ενϊςεισ 

ιονίηονται και μετράται θ αναλογία του λόγου μάηασ  προσ ωορτίο (m/z). Ζνα ωαςματόμετρο 

μάηασ αποτελείται από μια πθγι που προκαλεί τον ιοντιςμό του δείγματοσ ςε αζρια ωάςθ, 

ζναν αναλυτι μάηασ ο οποίοσ διαχωρίηει τα ιόντα ανάλογα με το λόγο μάηασ προσ ωορτίο και 

μια ςυςκευι ανίχνευςθσ για τθν παρακολοφκθςθ των διαχωριςμζνων ιόντων. Θεωρείται μια 

μζκοδοσ ‘’μαλακοφ ιονιςμοφ’’ κακϊσ ο ςχθματιςμόσ ιόντων δεν οδθγεί ςε μεγάλθ απϊλεια τθσ 

ακεραιότθτασ του δείγματοσ. Χρθςιμοποιϊντασ αυτι τθν τεχνικι θ ερμθνεία των ωαςμάτων 

είναι εφκολθ διότι παράγει απλά ωορτιςμζνα ιόντα. Επίςθσ, δεν απαιτείται κάποια 

προεργαςία του δείγματοσ. Συνεπϊσ, θ υψθλι απόδοςθ και θ ταχφτθτα ςχετίηονται με τθν 

πλιρθ αυτοματοποίθςθ και ζχουν καταςτιςει το Maldi ωσ επιλογι για ανίχνευςθ και 

χαρακτθριςμό μιγμάτων οργανικϊν και μθ μορίων.  

Κατά τθν τεχνικι αυτι χρθςιμοποιείται μιτρα (matrix) θ οποία αναμιγνφεται με το δείγμα τθσ 

ζνωςθσ που αναλφεται.  Ο ρόλοσ τθσ μιτρασ είναι θ απορρόωθςθ τθσ ενζργειασ από τον 

παλμό λζιηερ και θ μεταωορά τθσ ενζργειασ ςτο δείγμα προκαλϊντασ τθν εκρόωθςθ των 

μορίων τθσ αναλυόμενθσ ουςίασ  με ςκοπό τον ιονιςμό των προςροωθμζνων μορίων τθσ. Ζτςι 

αποτρζπεται θ ςυςςωμάτωςθ των μορίων τθσ αναλυόμενθσ ουςίασ. Θ χριςθ τθσ μιτρασ 

εωαρμόηεται κυρίωσ για μεγάλα οργανικά μόρια τα οποία είναι εφκραυςτα. Ζνα διάλυμα 

μιτρασ ςυνικωσ περιζχει νερό και μίγμα οργανικϊν διαλυτϊν που περιζχουν 

Εικόνα 12: Παρουςιάηεται θ κίνθςθ του π-

θλεκτρονιακοφ νζφουσ ςτον πορφυρινικό δακτφλιο που 

προςφζρει ιςχυρι κωράκιςθ ςτα εςωτερικά πρωτόνια 

του δακτυλίου και αποπροςταςία ςτα πρωτόνια του 

εξωτερικοφ ςκελετοφ του δακτυλίου. 
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αικανόλθ/μεκανόλθ ι ακετονιτρίλιο και ιςχυρό οξφ. Όταν ο διαλφτθσ εξατμιςτεί, 

κρυςταλλϊνονται τα μόρια μαηί με τθν μιτρα.  

Θ μζκοδοσ για τθν λιψθ ενόσ ωάςματοσ είναι ςχετικά απλι. Το δείγμα τθσ ζνωςθσ 

αναμιγνφεται με τθ μιτρα ςε μια αγϊγιμθ μεταλλικι πλάκα. Κατά τθν ξιρανςθ τουσ, θ μιτρα 

κρυςταλλϊνεται μαηί με το δείγμα το οποίο ιονίηεται με αυτοματοποιθμζνο τρόπο με δζςμθ 

λζιηερ. Κατά τθν εκρόωθςθ και τον ιονιςμό του δείγματοσ, παράγονται πρωτονιωμζνα ιόντα  

τα οποία επιταχφνονται ςε ζνα ςτακερό δυναμικό και διαχωρίηονται μεταξφ τουσ ςφμωωνα με 

το λόγο μάηασ προσ ωορτίο. Τα ωορτιςμζνα μόρια ανιχνεφονται και μετρϊνται με αναλφτθ 

χρόνου πτιςθσ ( TOF), ο οποίοσ μετρά το λόγο μάηασ προσ ωορτίο του ιόντοσ ανάλογα με τον 

χρόνο που χρειάηεται για να ταξιδζψει ςτο μικοσ του ςωλινα πτιςθσ. Τα μόρια με το 

μεγαλφτερο μοριακό βάροσ ωτάνουν πιο αργά ςτον ανιχνευτι. Ανάλογα με τισ πλθροωορίεσ 

που ςυλλζγει το TOF, διαμορωϊνεται χαρακτθριςτικό ωάςμα για τθν ζνωςθ που αναλφεται. 

Κάκε κορυωι ςτο ωάςμα αντιςτοιχεί ςτθ μάηα του ςωματιδίου κατά μικοσ του χρονικοφ 

άξονα, αρχίηοντασ από τθ ςτιγμι του ιονιςμοφ. Το μζγεκοσ και οι εντάςεισ των κορυωϊν των 

μορίων που ανιχνεφονται εξαρτϊνται από τθν 

μιτρα που επιλζγεται. Παρόλο που ςε όλα τα 

ιόντα του δείγματοσ δίνεται θ ίδια κινθτικι 

ενζργεια, δεν αιςκάνονται όλα τα ιόντα τον 

παλμό με τθν ίδια ζνταςθ με αποτζλεςμα ιόντα 

που ζχουν τον ίδιο λόγο μάηασ προσ ωορτίο να 

ωτάνουν ςτον ανιχνευτι ςε διαωορετικό χρόνο. 

Οπότε για να λυκεί αυτό το πρόβλθμα, 

εωαρμόηεται ανακλαςτιρασ ο οποίοσ 

αποτελείται από μια ςειρά κοίλουσ δακτυλίουσ 

με υψθλι τάςθ και καταλιγει ςε ζνα πλζγμα. Τα 

ιόντα που ειςζρχονται ςτον ανακλαςτιρα 

επιβραδφνονται, ςταματοφν και ανακλϊνται 

προσ τθν αντίκετθ πλευρά. Με αυτό τον τρόπο 

τα ιόντα που είχαν αρχικά μεγαλφτερθ κινθτικι 

ενζργεια προχωροφν περιςςότερο πριν 

ανακλαςτοφν και ζτςι όλα τα ιόντα με τθν ίδια 

μάηα ωτάνουν ςτο πλζγμα τθν ίδια χρονικι 

ςτιγμι ανεξάρτθτα με τθν ταχφτθτα που είχαν 

ςτθν αρχι.   

 

Εικόνα 13: Απεικόνιςθ των ςταδίων κατά τθν εκτζλεςθ τθσ 

φαςματοςκοπικισ αναλυτικισ τεχνικισ Maldi-TOF. 
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Ενότητα 3: Σκοπόσ 

Στόχοσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ ζρευνασ ιταν θ μελζτθ για τθν εξζλιξθ τθσ χριςθσ πορωυρινικϊν 

ωκοροωόρων ςτθ μεταλλοχθλικι ςφηευξθ με  Ni2+- ΝΤΑ για ςιμανςθ πρωτεϊνϊν με πεπτίδιο  

His-tag. Για το λόγο αυτό πραγματοποιικθκε θ ςφνκεςθ και ο χαρακτθριςμόσ τθσ δυάδασ 

Tripyridyl-porphyrin-lysine-tricarboxy που ωζρει ζνα χθλικό υποκαταςτάτθ (ligand) 

νιτριλοτριοξικοφ οξζοσ (ΝΤΑ) για ςφηευξθ μζςω του Ni2+ με πεπτίδιο που ςτο C-τερματικό άκρο 

ωζρει ιςτιδίνθ (His) για να χρθςιμοποιθκεί ςτθν ωκορίηουςα ςιμανςθ πρωτεϊνϊν.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 14: Δομι τθσ Tripyridyl-porphyrin-lysine-tricarboxy. 
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Ενότητα 4: Πειραματικό μϋροσ 

4.1. Σφνκεςθ τθσ Tripyridyl-por-COOCH3 

 

 Σε μονόλαιμθ ςωαιρικι ωιάλθ  των 250 mL προςτζκθκαν  2,1gr μζκυλο-2-ωόρμυλο βενηοϊκοφ 

εςτζρα  και 2,5 mL 4-πυριδίνθ καρβόξυ-αλδεψδθσ. Στθ ςυνζχεια προςτζκθκαν με αργι ροι 100 

mL προπιονικοφ οξζοσ και το διάλυμα κερμάνκθκε μζχρι το ςθμείο βραςμοφ του προπιονικοφ 

οξζοσ, 140˚C. Ζπειτα προςτζκθκαν 2,6 mL πυρρολίου και εωαρμόςτθκε ςτο ςφςτθμα τθσ 

αντίδραςθσ κάκετοσ ψυκτιρασ επιτυγχάνοντασ ςυνκικεσ reflux για μία ϊρα και 30 λεπτά υπό 

ανάδευςθ. Ακολοφκωσ,  πραγματοποιικθκε απόςταξθ του προπιονικοφ οξζοσ και του 

πυρρολίου  που δεν αντζδραςαν, υπό κενό με ξθρό πάγο ςε ακετόνθ.  

Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ απόςταξθσ, το προϊόν τθσ αντίδραςθσ απομονϊκθκε με τθ μζκοδο 

τθσ υγρισ  χρωματογραωίασ ςτιλθσ. Για τθν κολϊνα υγρισ χρωματογραωίασ χρθςιμοποιικθκε  

silica gel ωσ χρωματογραωικό υλικό και ωσ αρχικόσ διαλφτθσ ζκλουςθσ το μίγμα CH2Cl2: MeOH 

(διχλωρομεκάνιο : μεκανόλθ) με αναλογία, 95 mL CH2Cl2 και 5 mL MeOH. Οι διαςτάςεισ τθσ 

κολϊνασ ιταν 8 cm ˣ 4,5 cm.  

Κατά τον διαχωριςμό ςυλλζχκθκαν 4 κλάςματα τα οποία αναμίχκθκαν και προςτζκθκαν ςε μία 

ςωαιρικι ωιάλθ. Για τον περαιτζρω κακαριςμό του προϊόντοσ πραγματοποιικθκε δεφτερθ 

κολϊνα διαχωριςμοφ με διαςτάςεισ 13 cm ˣ 3,5 cm, με αρχικό διαλφτθ ζκλουςθσ CH2Cl2: 

MeOH με αναλογία, 97 mL CH2Cl2 και 3 mL MeOH. Συλλζχκθκαν 6 κλάςματα με αυτι τθν 

αναλογία διαλυτϊν και ζπειτα αυξικθκε ςταδιακά θ πολικότθτα του διαλφτθ μζχρι το μίγμα 

των διαλυτϊν να είχε αναλογία, 95 mL CH2Cl2 και 5 mL MeOH. Με τθν αλλαγι τθσ πολικότθτασ 

του διαλφτθ, εκλοφςτθκε θ Tripyridyl-por-mono methyl-ester.  

 Τα κλάςματα ςυλλζχκθκαν ςε ςωαιρικζσ ωιάλεσ και αποςτάχκθκαν ςτον ρότορα ξεχωριςτά. 

 



Πανεπιςτιμιο Κριτθσ 
Σχολι Θετικϊν και Τεχνολογικϊν Επιςτθμϊν 
Τμιμα Χθμείασ 
 

18 | P a g e  
 

4.2. Σφνκεςθ τθσ Tripyridyl-por-COOΗ 

 

Πραγματοποιικθκε υδρόλυςθ τθσ Tripyridyl-por-COOCH3 ςε ςωαιρικι ωιάλθ των 250 mL όπου 

προςτζκθκαν 100 mg Tripyridyl-por-COOCH3, 71,65 mL ΤΘF (τετραχδροωουράνιο) και 28,95 mL 

MeOH. Στθ ςυνζχεια παραςκευάςτθκε υδατικό διάλυμα βάςθσ προςκζτοντασ 2,15 gr KOH 

(υδροξείδιο του καλίου) και  35,85 mL H2Ο. Προςτζκθκε το διάλυμα βάςθσ ςτθν αντίδραςθ και 

το ςφςτθμα αωζκθκε υπό ανάδευςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 24 ϊρεσ. Όταν τελείωςε θ 

αντίδραςθ αποςτάχκθκαν οι διαλφτεσ ςτον ρότορα κενοφ (Τ = 70˚C, p < 650 bar). Ζπειτα 

προςτζκθκαν ςτθ ςωαιρικι ωιάλθ περίπου 70 mL νεροφ και τοποκετικθκε θ ςωαιρικι ςτο 

ψυγείο για μία ϊρα περίπου. Μετά το πζρασ τθσ μίασ ϊρασ θ ςωαιρικι αωζκθκε ςε 

κερμοκραςία δωματίου και ακολοφκθςε εξουδετζρωςθ του βαςικοφ διαλφματοσ με υδατικό 

διάλυμα υδροχλωρικοφ οξζοσ, HCl 1M. Ελζγχκθκε το pH του διαλφματοσ με πεχαμετρικό χαρτί 

για να επιτευχκεί το επικυμθτό, pH    5. Τοποκετικθκε θ ςωαιρικι ωιάλθ ςτο ψυγείο για μιςι 

ϊρα και ζπειτα διθκικθκε το διάλυμα υπό κενό. Ακολοφκωσ, ξεπλφκθκε θ ζνωςθ με διαλφτθ 

εξάνιο και αωζκθκε ςτο ωοφρνο του κενοφ για 24 ϊρεσ ϊςτε να ςτεγνϊςει. 

 

4.3. Σφνκεςθ τθσ NH2–lys-trimethylester 

 

Σε ςωαιρικι ωιάλθ των 100 mL προςτζκθκαν 101,2 mgr H2O.NH2-lys-tricarboxy και ζπειτα 

ςυνδζκθκε με τθν αντλία κενοφ-αερίου Αηϊτου (Ν2). Ανοίχτθκε θ αντλία και δθμιουργικθκε 

κενό ςτθν πάνω μεριά του ςυςτιματοσ και μετά ανοίχτθκε θ ςτρόωιγγα τθσ ςωαιρικισ ωιάλθσ 
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για τθ δθμιουργία κενοφ ςτο εςωτερικό τθσ. Όταν το ςφςτθμα ιρκε ςε ιςορροπία ζκλειςε θ 

ςτρόωιγγα τθσ ωιάλθσ και θ παροχι κενοφ και ανοίχτθκε θ παροχι αερίου. Παράχκθκαν 

ωυςαλίδεσ ςτθν παγίδα λαδιοφ του αερίου και επιβεβαιϊκθκε θ ιςορροπία του ςυςτιματοσ, 

τότε ανοίχτθκε θ ςτρόωιγγα και ειςιλκε αζριο μζςα ςτθ ςωαιρικι ωιάλθ. Στθ ςυνζχεια, 

προςτζκθκαν 30 mL dry MeOH και το ςφςτθμα τθσ αντίδραςθσ τοποκετικθκε ςε παγόλουτρο. 

Ζπειτα,  με ςιωϊνιο προςτζκθκαν ςτάγδθν 0,62 mL SOCl2 (thionyl chloride) και προςαρμόςτθκε 

ελαιόλουτρο για κζρμανςθ τθσ ςωαιρικισ μζχρι τουσ 60˚C. Το ςφςτθμα αωζκθκε υπό 

ανάδευςθ και κζρμανςθ για 72 ϊρεσ. Μετά το πζρασ των 72 ωρϊν, ςτικθκε θ διάταξθ τθσ 

απόςταξθσ υπό κενό με παγίδα ξθροφ πάγου ςε ακετόνθ. Αρχικά αποςτάχκθκε θ μεκανόλθ και 

με αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ περίπου ςτουσ 120˚C αποςτάχκθκε και το SOCl2.  

 

4.4. Σφνκεςθ τθσ Tripyridyl-por-lysine-trimethyl-ester 

Για τθν ςφνκεςθ τθσ Tripyridyl-por-lysine-trimethyl-ester, αρχικά ωσ αντιδραςτιρια για το 

coupling χρθςιμοποιικθκαν το DCC και HoBt. Η απόδοςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ αντίδραςθσ ιταν 

αρκετά χαμθλι, οπότε ιταν αδφνατον να πραγματοποιθκεί το επόμενο πειραματικό ςτάδιο. 

Γι’αυτό το λόγο δοκιμάςτθκε δεφτερθ μζκοδοσ με τθ χριςθ αντιδραςτθρίου BOP. Στθ δεφτερθ 

μζκοδο θ απόδοςθ ιταν τετραπλάςια από τθν πρϊτθ αλλά και πάλι ιταν αρκετά χαμθλι. 

Οπότε, δοκιμάςτθκε και τρίτθ μζκοδοσ με το αντιδραςτιριο HATU. Αυτι τθ φορά θ απόδοςθ 

τθσ αντίδραςθσ ιταν μεγαλφτερθ και μποροφςε να πραγματοποιθκεί το επόμενο ςτάδιο.  

 

 

 

 

 

 

 

Σε ςωαιρικι ωιάλθ των 25 mL προςτζκθκαν 60 mgr Tripyridyl-por-COOH και διαλφκθκαν ςε 

3,13 mL THF. Θ ςωαιρικι ωιάλθ τοποκετικθκε ςε παγόλουτρο (0˚C). Κατόπιν ςτο ςφςτθμα τθσ 

αντίδραςθσ προςτζκθκαν 20,65 mg DCC (NN’-dicyclohexyl-carbodimone) και 13,53 mg HoBt 

(hydroxybenzotriazole). Το ςφςτθμα αωζκθκε για 30 λεπτά ςε παγόλουτρο και ζπειτα 

DCC, HoBt, NH
2
-lysine 

triester 

THF, Et
3
N 
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προςτζκθκαν 30,46 mgr NH2–lys-trimethylester και 29,7 μL Et3N (triethylamine). Το ςφςτθμα 

παρζμεινε υπό ανάδευςθ ςε κερμοκραςία δωματίου overnight.  

Με τθ χριςθ τθσ χρωματογραωίασ λεπτισ ςτιβάδασ (TLC), με διαλφτθ ζκλουςθσ  CH2Cl2: MeOH 

με αναλογία, 95mL CH2Cl2 και 5mL MeOH, παρατθρικθκε πωσ θ αντίδραςθ δεν είχε 

ολοκλθρωκεί και πωσ περιείχε αρκετι ποςότθτα από τθν αρχικι πορωυρίνθ. Γι’αυτό το λόγο 

προςτζκθκαν επιπλζον 10,33 mg DCC και 6,77mg HOBt. Στθ ςυνζχεια πραγματοποιικθκαν 

τρείσ εκχυλίςεισ με CH2Cl2 - H2O και μία εκχφλιςθ με CH2Cl2 - υδατικό διάλυμα χλωριοφχου 

νατρίου, NaCl. Το διάλυμα αποςτάχκθκε μζχρι ξθροφ.  

Για τθν απομόνωςθ του προϊόντοσ ακολουκικθκε θ μζκοδοσ τθσ υγρισ χρωματογραωίασ 

ςτιλθσ. Για τθν κολϊνα υγρισ χρωματογραωίασ χρθςιμοποιικθκε   silica gel ωσ 

χρωματογραωικό υλικό και ωσ αρχικόσ διαλφτθσ ζκλουςθσ το CH2Cl2: MeOH με αναλογία, 

96mL CH2Cl2 και 4 mL MeOH. Οι διαςτάςεισ τθσ κολϊνασ ιταν 11 cm ˣ 3 cm. Με αυτι τθν 

αναλογία διαλυτϊν ςυλλζχκθκαν τρία κλάςματα και ζπειτα αυξικθκε ςταδιακά θ πολικότθτα 

μζχρι θ αναλογία των διαλυτϊν να γίνει 93mL CH2Cl2 και 7 mL MeOH. Πραγματοποιικθκε 

δεφτερθ κολϊνα διαχωριςμοφ χρθςιμοποιϊντασ λεπτι silica για περαιτζρω κακαριςμό τθσ 

ζνωςθσ. Θ κολϊνα είχε διαςτάςεισ 10 cm ˣ 3 cm. Ωσ αρχικόσ διαλφτθσ ζκλουςθσ 

χρθςιμοποιικθκε  το CH2Cl2: MeOH με αναλογία, 97,5mL CH2Cl2 και 2,5 mL MeOH.  

Απόδοςθ αντίδραςθσ: 3,6% 

Εφόςον θ απόδοςθ τθσ αντίδραςθσ ιταν πολφ χαμθλι, ακολοφκθςε εναλλακτικι μζκοδοσ 

για τθν πραγματοποίθςθ τθσ αντίδραςθσ. 

 

2θ μζκοδοσ: 

 

 

 

 

 

 

DMF,TEA 

BOP,NH
2
-lysine 

triester 
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Σε δίλαιμθ ςωαιρικι ωιάλθ των 50 mL προςτζκθκαν 20 mgr Tripyridyl-por-COOH και 5 mL dry 

DMF (διμεκυλομεκαναμίδιο). Θ ςωαιρικι ωιάλθ ςυνδζκθκε με τθν αντλία κενοφ-αερίου 

Αηϊτου (Ν2). Ανοίχτθκε θ αντλία και δθμιουργικθκε κενό ςτθν πάνω μεριά του ςυςτιματοσ 

και μετά ανοίχτθκε θ ςτρόωιγγα τθσ ςωαιρικισ ωιάλθσ για τθ δθμιουργία κενοφ ςτο εςωτερικό 

τθσ. Όταν το ςφςτθμα ιρκε ςε ιςορροπία ζκλειςε θ ςτρόωιγγα τθσ ωιάλθσ και θ παροχι κενοφ 

και ανοίχτθκε θ παροχι αερίου. Παράχκθκαν ωυςαλίδεσ ςτθν παγίδα λαδιοφ του αερίου και 

επιβεβαιϊκθκε θ ιςορροπία του ςυςτιματοσ, τότε ανοίχτθκε θ ςτρόωιγγα και ειςιλκε αζριο 

μζςα ςτθ ςωαιρικι ωιάλθ. Στθ ςυνζχεια προςτζκθκαν 15,31 mgr TEA (τριαικυλαμίνθ) και 26,7 

mgr BOP ((Benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate). Το 

διάλυμα αωζκθκε υπό ανάδευςθ και προςτατεφτθκε από το ωϊσ. Θ αντίδραςθ 

παρακολουκικθκε με χρωματογραωία  TLC με διαλφτθ ζκλουςθσ  CH2Cl2:EtOH  

(διχλωρομεκάνιο : αικανόλθ) με αναλογία 90 mL CH2Cl2 και 10 mL EtOH. Στο ςθμείο αυτό 

προςτζκθκαν ακόμα 26,7 mg BOP. Αωοφ επαναλιωκθκε ο ζλεγχοσ με TLC προςτζκθκαν αυτι 

τθ ωορά 18,42 mgr NH2-lysine trimester.  Για να ολοκλθρωκεί θ αντίδραςθ χρειάςτθκαν 

περίπου 24 ϊρεσ. Στθ ςυνζχεια το προϊόν κακίηανε με τθν προςκικθ μίγματοσ 30 mL DMF-H2O 

(με αναλογία 1:5). Το διάλυμα διθκικθκε υπό κενό και πραγματοποιικθκαν εκπλφςεισ με 

απεςταγμζνο νερό για τθν απομάκρυνςθ του DMF. Το χωνί τθσ διικθςθσ τοποκετικθκε ςτο 

ωοφρνο του κενοφ για ξιρανςθ ςτουσ 40˚C για 12 ϊρεσ.  

Για τθν απομόνωςθ του προϊόντοσ ακολουκικθκε θ μζκοδοσ τθσ υγρισ χρωματογραωίασ 

ςτιλθσ. Για τθν κολϊνα υγρισ χρωματογραωίασ χρθςιμοποιικθκε silica gel ωσ 

χρωματογραωικό υλικό και ωσ αρχικόσ διαλφτθσ ζκλουςθσ το CH2Cl2: MeOH με αναλογία, 

95mL CH2Cl2 και 5 mL MeOH. Οι διαςτάςεισ τθσ κολϊνασ ιταν 12 cm ˣ 3 cm. Θ πολικότθτα του 

διαλφτθ αυξικθκε ςταδιακά κατά 0,5 mL. Το επικυμθτό κλάςμα ςυλλζχκθκε με μίγμα 

διαλυτϊν ςε αναλογία, 93mL CH2Cl2 και 7 mL MeOΘ. 

Απόδοςθ αντίδραςθσ: 12% 

Με αυτι τθ μζκοδο, θ απόδοςθ τθσ αντίδραςθσ ιταν τζςςερισ φορζσ μεγαλφτερθ από τθν 

πρϊτθ μζκοδο αλλά και πάλι ιταν πολφ χαμθλι. Γι’αυτό το λόγο δοκιμάςτθκε άλλθ μια 

μζκοδοσ coupling. 
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3θ μζκοδοσ: 

 

 

 

 

 

Σε ςωαιρικι ωιάλθ των 50 mL προςτζκθκαν 40 mgr Tripyridyl-por-COOH και 10 mL dry DMF και 

ζπειτα ςυνδζκθκε με τθν αντλία κενοφ-αερίου Αηϊτου (Ν2). Ανοίχτθκε θ αντλία και 

δθμιουργικθκε κενό ςτθν πάνω μεριά του ςυςτιματοσ και μετά ανοίχτθκε θ ςτρόωιγγα τθσ 

ςωαιρικισ ωιάλθσ για τθ δθμιουργία κενοφ ςτο εςωτερικό τθσ. Όταν το ςφςτθμα ιρκε ςε 

ιςορροπία ζκλειςε θ ςτρόωιγγα τθσ ωιάλθσ και θ παροχι κενοφ και ανοίχτθκε θ παροχι 

αερίου. Παράχκθκαν ωυςαλίδεσ ςτθν παγίδα λαδιοφ του αερίου και επιβεβαιϊκθκε θ 

ιςορροπία του ςυςτιματοσ, τότε ανοίχτθκε θ ςτρόωιγγα και ειςιλκε αζριο μζςα ςτθ ςωαιρικι 

ωιάλθ. Το ςφςτθμα τοποκετικθκε ςε παγόλουτρο και προςτζκθκαν 92,048 mgr HATU (1-

[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium-3-oxid 

hexafluorophosphate), το ςφςτθμα αωζκθκε για μία ϊρα υπό αυτζσ τισ ςυνκικεσ. Ζπειτα 

προςτζκθκαν 37,26 mgr NH2-lysine triester και 200μL DIPEA (N’N-Diisopropylethylamine). Θ 

αντίδραςθ αωζκθκε υπό ανάδευςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 72 ϊρεσ. Μετά το πζρασ 

των 72 ωρϊν, επιβεβαιϊκθκε θ ολοκλιρωςθ τθσ αντίδραςθσ με τθ χριςθ χρωματογραωίασ 

TLC ςε διαλφτθ CH2Cl2 : ΕtOH με αναλογία, 90mL CH2Cl2 και 10 mL EtOH. Το μίγμα τθσ 

αντίδραςθσ αποςτάχκθκε υπό κενό με υγρό άηωτο για απομάκρυνςθ του DMF. Το προϊόν τθσ 

αντίδραςθσ διαλφκθκε ςε 100mL  Ethyl Acetate και ςτθ ςυνζχεια πραγματοποιικθκαν δφο 

εκχυλίςεισ με 100 mL απεςταγμζνου νεροφ κάκε ωορά. Τζλοσ, το Ethyl Acetate αποςτάχκθκε 

ςτον ρότορα κενοφ.  

Για τθν απομόνωςθ του προϊόντοσ ακολουκικθκε θ μζκοδοσ τθσ υγρισ χρωματογραωίασ 

ςτιλθσ. Για τθν κολϊνα υγρισ χρωματογραωίασ χρθςιμοποιικθκε λεπτι silica ωσ 

χρωματογραωικό υλικό και ωσ αρχικόσ διαλφτθσ ζκλουςθσ το CH2Cl2: MeOH με αναλογία, 

95mL CH2Cl2 και 5 mL MeOH. Οι διαςτάςεισ τθσ κολϊνασ ιταν 10 cm ˣ 3 cm. Με αυτι τθν 

αναλογία διαλυτϊν εκλοφςτθκε το επικυμθτό κλάςμα. 

Απόδοςθ αντίδραςθσ: 60% 

Σε αυτι τθν περίπτωςθ, θ απόδοςθ τθσ αντίδραςθσ ιταν αρκετά υψθλι. Συνεπϊσ,  

επιβεβαιϊκθκε θ επιτυχία τθσ αντίδραςθσ και ακολοφκθςε το επόμενο ςτάδιο. 

Dry DMF, 
HATU 
NH

2
-lysine 

triester, 
DIPEA 
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4.5. Σφνκεςθ τθσ Tripyridyl-por-lys-tricarboxy 

 

Σε ςωαιρικι ωιάλθ των 50 mL προςτζκθκαν 30 mgr Tripyridyl-por lys trimethyl-ester,  4,4 mL 

THF και 4,4 mL MeOH. Προςαρμόςτθκε παγόλουτρο και προςτζκθκαν 106,21 mgr LiOH.H2O. 

Ακολουκικθκε ανάδευςθ του μίγματοσ για 10 λεπτά και ζπειτα απομακρφνκθκε το 

παγόλουτρο και εωαρμόςτθκε ελαιόλουτρο. Το ςφςτθμα αωζκθκε υπό ανάδευςθ ςτουσ 40˚C 

για 24 ϊρεσ. Ελζγχκθκε θ πορεία τθσ αντίδραςθσ με   TLC και  διαλφτθ ζκλουςθσ CH2Cl2:MeOH, 

με αναλογία 95 mL CH2Cl2 και 5 mL MeOH. Φάνθκε πωσ υπιρχε μικρι ποςότθτα τθσ αρχικισ 

πορωυρίνθσ ςτο ςφςτθμα τθσ αντίδραςθσ γι’αυτό προςτζκθκαν επιπλζον 53,1 mg LiOH.H2O. Το 

ςφςτθμα αωζκθκε υπό ανάδευςθ ςτουσ 40˚C, προςτατευμζνο από το ωϊσ, για 72 ϊρεσ.  

Μετά το τζλοσ τθσ αντίδραςθσ, προςτζκθκαν 10 mL νερό ςτθ ςωαιρικι ωιάλθ. Αποςτάχκθκε το 

THF και θ MeOH ςτον ρότορα του κενοφ. Ζπειτα, εξουδετερϊκθκε το βαςικό διάλυμα με τθ 

χριςθ υδατικοφ διαλφματοσ HCl 3N και τοποκετικθκε ςτο ψυγείο για καταβφκιςθ των κόκκων 

του ςτερεοφ. Το διάλυμα διθκικθκε τθν επόμενθ θμζρα υπό κενό και πραγματοποιικθκαν 

εκπλφςεισ με νερό και εξάνιο. Το χωνί τθσ διικθςθσ τοποκετικθκε ςτο ωοφρνο κενοφ για 

ξιρανςθ overnight.  
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Ενότητα 5: Ανϊλυςη αποτελεςμϊτων 

Maldi-TOF: Tripyridyl-por-COOMe   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στο ωάςμα ωαίνεται θ κορυωι m/z για το exact mass τθσ Tripyridyl-por-COOMe, με ζνα 

επιπλζον υδρογόνο λόγω πρωτονίωςθσ κατά τον ιοντιςμό. 

 

Formula: C
43

H
29

N
7
O

2
 

Exact mass: 675,24 
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NMR 1H:Tripyridyl-por-COOMe  

 

 

Στο ωάςμα είναι αρικμθμζνεσ οι κορυωζσ που αντιςτοιχοφν ςτα πρωτόνια τθσ πορωυρίνθσ που 

παραςκευάςτθκε. Χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ είναι θ 4 που αντιςτοιχεί ςτα εςωτερικά 

πρωτόνια τθσ πορωυρίνθσ και θ 7 κορυωι που αντιςτοιχεί ςτθν μεκόξυ-ομάδα τθσ 

πορωυρίνθσ, οπότε επιβεβαιϊνεται θ επιτυχισ παραςκευι τθσ Tripyridyl-por-COOMe. 
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Maldi-TOF: Tripyridyl-por-COOH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στο ωάςμα ωαίνεται θ κορυωι m/z για το exact mass τθσ  Tripyridyl-por-COOΘ, με ζνα 

επιπλζον υδρογόνο λόγω πρωτονίωςθσ κατά τον ιοντιςμό. 

Λόγω τθσ δυςδιαλυτότθτασ τθσ ζνωςθσ ςε οργανικοφσ διαλφτεσ το ωάςμα NMR 1H δεν μπορεί 

να δϊςει πολλζσ πλθροωορίεσ για τθ δομι.   

 

 

 

Formula: C
42

H
27

N
7
O

2
 

Exact mass: 661,22 
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NMR 1H: NH2-lysine trimethyl-ester 

 

Στο ωάςμα ωαίνονται αρικμθμζνεσ οι χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ των πρωτονίων τθσ NH2-lysine 

trimethyl-ester.  
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Maldi-TOF: Tripyridyl-por-lysine-trimethyl ester 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στο ωάςμα ωαίνεται θ κορυωι m/z για το exact mass τθσ Tripyridyl-por-lysine-trimethyl ester 

με ζνα πρωτόνιο λιγότερο λόγω αποπρωτονίωςθσ. Επίςθσ, ωαίνονται και κάποιεσ κορυωζσ 

μικρότερθσ και μεγαλφτερθσ ζνταςθσ που ίςωσ να οωείλονται ςε κραφςματα που ζχουν 

προκφψει κατά τον ιοντιςμό τθσ ζνωςθσ. Οπότε ωαίνεται θ επιτυχισ παραςκευι τθσ 

επικυμθτισ ζνωςθσ. 

 

 

 

Formula: C
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H
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N
9
O

7
 

Exact mass: 947,38 
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NMR 1H: Tripyridyl-por-lysine-trimethyl ester 

 

Στο ωάςμα ωαίνονται αρικμθμζνεσ οι χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ τθσ επικυμθτισ ζνωςθσ. 

Χαρακτθριςτικι κορυωι είναι θ 6 θ οποία αντιπροςωπεφει το πρωτόνιο του αμιδικοφ δεςμοφ 

που ςχθματίςτθκε μεταξφτου άνκρακα τθσ καρβόξυ-ομάδασ τθσ πορωυρίνθσ και τθσ άμινο-

ομάδασ τθσ λυςίνθσ  και αποδεικνφει τθν επιτυχι παραςκευι τθσ Tripyridyl-por-lysine-

trimethyl ester. 
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Formula: C
52

H
43

N
9
O

7
 

Exact mass: 905,33 

Maldi-TOF: Tripyridyl-por-lysine-tricarboxy 

 

Στο ωάςμα ωαίνεται θ κορυωι m/z για το exact mass τθσ  Tripyridyl-por-lysine-tricarboxy με 

ζνα υδρογόνο επιπλζον λόγω πρωτονίωςθσ κατά τον ιοντιςμό. Επίςθσ, ωαίνονται και κάποιεσ 

κορυωζσ μικρότερθσ και μεγαλφτερθσ ζνταςθσ που ίςωσ να οωείλονται ςε κραφςματα που 

ζχουν προκφψει κατά τον ιοντιςμό τθσ ζνωςθσ. Οπότε ωαίνεται θ επιτυχισ παραςκευι τθσ 

επικυμθτισ ζνωςθσ.  
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Σφγκριςθ φαςμάτων NMR 13C μεταξφ τθσ Tripyridyl-por-lysine-tricarboxy και Tripyridyl-por-

lysine-trimethyl ester. 

Λόγω του ότι θ τελικισ μασ ζνωςθ είναι δυςδιάλυτθ ςε οργανικοφσ διαλφτεσ δεν μποροφμε να 

βγάλουμε ςυμπζραςμα από τα ωάςματα πρωτονίου. Παρατθρϊντασ τα 2D ωάςματα του 

τριεςτζρα ςυμπαιρζνουμε πωσ θ κορυωι ςτα 52 ppm ανικει ςτον μεκόξυ άνκρακα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Τα δφο ωάςματα που ωαίνονται παραπάνω είναι ωάςματα NMR 13C τθσ Tripyridyl-por-lysine-

tricarboxy (κόκκινο ωάςμα) και τθσ Tripyridyl-por-lysine-trimethyl ester (μπλε ωάςμα). Στθν 

ςυγκεκριμζνθ εικόνα ωαίνεται θ αρωματικι περιοχι των δφο ενϊςεων και όπωσ είναι ωανερό 

δεν υπάρχει καμία διαωορά μεταξφ τουσ. Ζτςι παρατθρϊντασ τα δφο ωάςματα υπάρχει πλιρθσ 

αντιςτοιχία των κορυωϊν του ενόσ ωάςματοσ με το άλλο. 
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Σε αυτι τθν εικόνα ωαίνεται θ χαρακτθριςτικι περιοχι 20-70 ppm των ωαςμάτων άνκρακα 

των πορωυρινϊν. Στο ωάςμα τθσ Tripyridyl-porphyrin-lysine-trimethyl-ester ςτα 52 ppm 

περίπου ωαίνονται δφο χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ οι οποίεσ αντιςτοιχοφν ςτουσ μεκόξυ-

άνκρακεσ τθσ πορωυρίνθσ. Θ απουςία αυτϊν των δφο χαρακτθριςτικϊν κορυωϊν ςτο ωάςμα 

τθσ Tripyridyl-porphyrin-lysine-tricarboxy αποδεικνφει τθν πλιρθ υδρόλυςθ των εςτζρων και 

τθν παραςκευι τθσ επικυμθτισ πορωυρίνθσ.   
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