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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ-ΣΥΜΒΟΛΙΣΜΟΙ 
 
 
 
Å:   Angstroem 

Ala:   αλανίνη 

AOS:   allene oxide synthase 

AsCH:   ασκορβικό οξύ 

ATP:   αδενοσινο-5-τριφωσφορικός εστέρας  

Bis-Tris:  δις (2-υδροξυαιθυλο)-αµινο-τρισ (υδροξυµεθυλο)-µεθάνιο 

BSA:   bovine serum albumin 

CcP:   υπεροξειδάση του κυτοχρώµατος C 

Chl:   χλωροφύλλη 

CMC:   κρίσιµη συγκέντρωση σχηµατισµού µικκυλίων 

CP:   πρωτεϊνη που δεσµέυει χλωροφύλλη 

CPO:   χλωροπεροξειδάση 

Cyt:   κυτόχρωµα 

DCBQ:  2,6-διχλωρο-π-βενζοκινόνη 

DCMU:  3-(3,4-διχλωροφαινυλο)-1,1-διµεθυλουρία 

DM:   δεκυλο-β-D-µαλτοζίτης 

DMPC:  διµυριστοϋλοφωσφατιδυλοχολίνη 

Ε. coli:   βακτήριο Εscherichia coli 

EDC:   1-αίθυλο-3-(3-διµεθυλοαµινοπροπυλο)καρβοδιιµίδιο 

EPR:   ηλεκτρονικός παραµαγνητικός συντονισµός 

Hepes:   2-[4-(2-υδροξυαιθυλο)-1-πιπεραζινο]-αιθανο σουλφονικό οξύ 

His:   ιστιδίνη 

ΗΜ:   6-Ο-(Ν-επτυλκαρβαµουλο)-µεθυλο-α-D-γλυκοπυρανοζίτης 

HPOD:  13-S-υδροϋπεροξείδιο-9-Ζ, 11-Ε-οκταδεκαδιενοϊκό οξύ 

ΗPO lyase:  λυάση του υδροϋπεροξειδίου των λιπαρών οξέων 

HPT:   1,2,3-επτανετριόλη 

ΗRP:   horseradish peroxidase 

HXT:   1,2,3-εξανετριόλη 

IPTG:   ισοπρόπυλ-θείο-γαλακτοπυρανοζίτης  

kDa:   kilodalton 

LHC:   σύµπλοκο συλλογής φωτός 
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LM:   δωδεκυλο-β-D-µαλτοζιτης 

LOX:   λιποξυγενάση 

Lys:   λυσίνη 

Mb:   µυογλοβίνη 

Mes:   2-µορφολινο-αιθανοσουλφονικο οξύ 

NADP:  νικοτιδαµινο-αδενινο-δινουκλεοτιδο-φωσφορικός εστέρας 

ΝΗS-biotin:  N-hydroxysuccinimidobiotin 

ΝΜ   νόνυλο-β-D-µαλτοζιτης 

OEC:   σύµπλοκο έκλυσης οξυγόνου 

OGP:   οκτυλο-β-D-γλυκοπυρανοζίτης 

OTG:   οκτυλο-β-D-θειογλυκοπυρανοζίτης 

P450:   οικογένεια κυτοχρωµάτων  

P680:   πρωτοταγής ηλεκτρονιοδότης του φωτοσυστήµατος ΙΙ 

P700:   πρωτοταγής ηλεκτρονιοδότης του φωτοσυστήµατος Ι 

PC:   πλαστοκυανίνη 

PEG:   πολυαιθυλενογλυκόλη 

Phe:   φαινυλαλανίνη  

Pheο:   φαιοφυτίνη 

PMSF:   φαινυλ-µεθυλ-σουλφονικό φθόριο 

PQ:   πλαστοκινόνη 

Pro:   προλίνη 

PSI:   φωτοσύστηµα Ι 

PSII:   φωτοσύστηµα ΙΙ 

PSII-core:  πυρήνας του φωτοσύστηµατος ΙΙ 

QA: πρωτοταγής ηλεκτρονιοδέκτης του PSII και του βακτηριακού 

κέντρου αντίδρασης 

QB: δευτεροταγής ηλεκτρονιοδέκτης του PSII και του βακτηριακού 

κέντρου αντίδρασης 

RC:   ενεργό κέντρο 

SDS:   δωδεκυλοθειικο νάτριο 

SDS-PAGE:  πήκτωµα SDS-πολυακρυλαµιδίου  

Ser:   σερίνη 

STEM   scanning transmission electron microscopy 

Thyl:   θυλακοειδή 
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ΤΜΒZ:  3,3΄, 5,5΄-τεταµέθυλοβενζιδίνη 

Τri-DM:  τριδεκυλο-µαλτοζίτης  

Tris-PSII-core: PSII-core κατεργασµένο µε Tris 

Tyr:   τυροσίνη 

Tris:   τρισ-υδροξυµεθυλο-αµινοµεθάνιο 

UΜ:   ενδεκυλο-β-D-µαλτοζίτης 

UV-Vis:  φασµατοσκοπία ορατού-υπεριώδους. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Το Φωτοσύστηµα ΙΙ είναι ένα µεµβρανικό πολυπρωτεϊνικό σύµπλοκο, το 

οποίο καταλύει την διάσπαση του νερού, µέσω ενός µοναδικού µηχανισµού.  Οι 

σηµαντικές λειτουργικές ιδιότητες του συµπλόκου αυτού αποδίδονται στα µοναδικά 

δοµικά χαρακτηριστικά του.  Η δοµική µελέτη του PS II ξεκινά από το επίπεδο της 

τοπολογίας των πρωτεϊνών στο σύµπλοκο και καταλήγει στο επίπεδο της µοριακής 

δοµής.  Από έµµεσες βιοχηµικές µελέτες έχουν προκύψει µοντέλα για τη σχετική θέση 

και οργάνωση των υποµονάδων του PS II.  Τα τελευταία χρόνια µελέτες µε 

ηλεκτρονικό µικροσκόπιο έχουν δώσει µια εικόνα για την τοπολογία του συµπλόκου 

στο χώρο.  Οι µόνες πληροφορίες για την δοµή του PS II σε µοριακό επίπεδο 

προέρχονται από τα φωτοσυνθετικά µωβ βακτήρια η δοµή των οποίων έχει 

προσδιοριστεί µε κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ.  Μέχρι σήµερα απουσιάζει το 

τρισδιάστατο µοντέλο που θα απεκάλυπτε τα µοναδικά δοµικά χαρακτηριστικά του 

PS II σε ατοµικό επίπεδο.   

Στη παρούσα εργασία στόχος ήταν η δοµική µελέτη του PS II σε µοριακό 

επίπεδο και στο επίπεδο της οργάνωσης των πρωτεϊνών στο σύµπλοκο.  H µελέτη της 

µοριακής δοµής του PS II στηρίχθηκε στην ανάπτυξη τρισδιάστατων κρυστάλλων και 

ανάλυση της δοµής µε κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ.  Η ανάλυση της τεταρτοταγούς 

δοµής του PS II βασίστηκε στη µελέτη του συµπλόκου του ενεργού κέντρου µε 

ηλεκτρονική µικροσκοπία.   

Στα πλαίσια της κρυστάλλωσης του PS II αναπτύχθηκε ένα νέο πρωτόκολλο 

αποµόνωσης, το οποίο εξασφαλίζει την ποσοτική αποµόνωση της CP 47 και του 

συµπλόκου του ενεργού κέντρου σε σταθερή κατάσταση.  Το πρωτόκολλο βασίζεται 

στην επιλεκτική αποδέσµευση των µεµβρανικών πρωτεϊνών µε κατάλληλο συνδυασµό 

απορρυπαντικών και εµπλουτισµό των υποσυµπλόκων µε υπερφυγοκέντρηση σε 

γραµµική διαβάθµιση σουκρόζης.   

 Για πρώτη φορά επιτεύχθηκε η κρυστάλλωση µιας µεµβρανικής 

πρωτεΐνης του PS II.  Για την βελτίωση των κρυστάλλων της CP 47 

πραγµατοποιήθηκε συστηµατική µελέτη των παραµέτρων που επηρεάζουν την 

κρυστάλλωση των µεµβρανικών πρωτεϊνών.  Η χαµηλή ικανότητα περίθλασης των 

κρυστάλλων αποδόθηκε στη διάσπαση της CP 47.  H διάσπαση της CP 47 ξεκινά 

αµέσως µετά την αποδέσµευση της από το υπόλοιπο σύµπλοκο και συνεχίζεται στο 
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σκοτάδι.  Η ευαισθησία της CP 47 αποδίδεται σε αλλαγή της δοµής που οφείλεται 

στην αποδέσµευση της πρωτεΐνης από το πυρήνα.   

Από τη δοµική µελέτη του συµπλόκου του ενεργού κέντρου του PS II 

προέκυψαν πληροφορίες για την κατάσταση ολιγοµερισµού του και την θέση των 

µεµβρανικών πρωτεϊνών στον πυρήνα του PS II.  To σύµπλοκο του ενεργού κέντρου 

αποµονώθηκε σε µονοµερή µορφή και το µοριακό του βάρος προσδιορίστηκε µε 

συνδυασµό δύο ανεξάρτητων τεχνικών.  Από την ανάλυση των εικόνων που 

ελήφθησαν στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο προέκυψε ο χάρτης κατανοµής της 

πρωτεϊνικής πυκνότητας των υποµονάδων D1 και D2.  Από την σύγκριση του χάρτη 

του συµπλόκου του ενεργού κέντρου µε το χάρτη ολόκληρου του πυρήνα 

αποκαλύφθηκε η σχετική θέση των κυριοτέρων µεµβρανικών πρωτεϊνών.  Οι 

πρωτεΐνες D1 και D2 εντοπίζονται στο κέντρο, ενώ οι CP 47 και CP 43 στην 

περιφέρεια του συµπλόκου, προσδίδοντας στο πυρήνα του PS II ψευδοσυµµετρία 

δευτέρας τάξης.   

Επίσης στην παρούσα διατριβή πραγµατοποιήθηκε η µελέτη της λυάσης του 

υδροϋπεροξειδίου των λιπαρών οξέων (HPO lyase).  Το ένζυµο αυτό είναι ευρύτατα 

διαδεδοµένο στο φυτικό βασίλειο και τα προϊόντα της δράσης του εµπλέκονται στον 

αµυντικό µηχανισµό των φυτών.  Η ΗPO lyase ανήκει σε µία νέα κατηγορία ενζύµων 

(CYP 74), τα οποία προτείνεται ότι ανήκουν στην οικογένεια των κυτοχρωµάτων 

P450.  Τα ένζυµα της κατηγορίας CYP74 εµφανίζουν µοναδικά λειτουργικά 

χαρακτηριστικά, αφού δεν χρειάζονται αναγωγικό και οξυγόνο για την δράση τους και 

επιδεικνύουν υψηλούς ρυθµούς ανακύκλησης σε αντίθεση µε τα P450. 

Στην παρούσα εργασία η HPO lyase αποµονώθηκε από βακτήρια Ε. coli, τα 

οποία περιέχουν το ανασυνδιασµένο DNA του ενζύµου από πιπεριά.  Από τα 

βακτήρια η ΗPO lyase εκφράστηκε σε ικανοποιητική ποσότητα, που επέτρεψε τον 

βιοχηµικό και φασµατοσκοπικό χαρακτηρισµό του ενζύµου.  Η εργασία 

επικεντρώθηκε στη δοµική µελέτη του περιβάλλοντος της αίµης στο ενεργό κέντρο 

του ενζύµου µε φασµατοσκοπία απορρόφησης ορατού-υπεριώδους (UV-Vis) και 

φασµατοσκοπία ηλεκτρονικού παραµαγνητικού συντονισµού (EPR). Η 

φασµατοσκοπική µελέτη του ενζύµου στηρίχτηκε στη δέσµευση εξωγενών ligands 

στο σίδηρο της αίµης του καταλυτικού κέντρου του ένζυµου και στην σύγκριση των 

φασµατοσκοπικών χαρακτηριστικών, µε εκείνα πρωτεϊνών µε γνωστή δοµή.  Από τις 

µελέτες αυτές αποκαλύφθηκε ότι ο αιµικός σίδηρος είναι πεντασυναρµοσµένος και 

βρίσκεται σε κατάσταση υψηλού spin.  Από την εργασία αυτή ελήφθησαν για πρώτη 
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φορά φασµατοσκοπικά δεδοµένα, τα οποία στηρίζουν την υπόθεση ότι στη πέµπτη 

θέση συναρµογής της αίµης υπάρχει κυστεΐνη και κατά συνέπεια η HPO lyase είναι 

ένα κυτόχρωµα P450. 

 



 

 

7
 

 

ABSTRACT 

 

Photosystem II is a membrane multiprotein complex, which catalyzes water 

splitting, via a unique mechanism.  The significant functional properties of this 

complex are attributed to its unique structural characteristics.  Indirect biochemical 

studies have yielded information on the location of the PSII proteins.  Recently, 

electron microscopy studies have led to models concerning the relative assembly and 

subunit topology in PSII.  However, the only available information on the PSII 

structure on a molecular level derive from purple photosynthetic bacteria, whose 

structure has been determined by X-ray crystallography.  To date, a three-dimensional 

model, which would reveal the unique functional properties of PSII, is absent. 

 In the present work the aim has been the structural study of PSII on a 

molecular level, as well as the level of PSII assembly.  The study of the molecular 

structure of PSII was based on the production of three dimensional crystals and the 

analysis of the structure with X-ray crystallography.  The analysis of the tertiary 

structure of PSII was based on electron microscopy studies of the reaction center. 

 Concerning the crystallization of PSII, a new purification protocol was 

established, which enabled quantitative isolation of CP 47 and the reaction center 

complex, in a stable state.  This protocol is based on the selective extraction of 

membrane proteins, using the appropriate combination of detergents and the 

enrichment of the subcomplexes with ultracentrifugation, using a linear sucrose 

gradient. 

 The crystallization of a PSII membrane protein was accomplished for the first 

time.  In order to improve the CP 47 crystals a thorough screening of the parameters, 

which influence membrane protein crystallization, was carried out.  The low 

resolution of the crystals was attributed to a degradation of the CP 47 protein.  This 

degradation takes place after the protein’s dissociation from the rest of the complex 

and continues in the dark.  This sensitivity of the protein could be the consequence of 

structural changes, induced by its dissociation from the core complex. 

 The structural study of the PSII reaction center complex yielded information 

on the oligomerization state and the location of the membrane proteins in the PSII-

core.  The reaction center complex was isolated in a monomeric form and its 

molecular weight was estimated by a combination of two independent techniques.  

Analysis of the images, which were obtained by electron microscopy, led to a protein 
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density map of the D1 and D2 subunits.  A comparison of the reaction center map to 

the map of the whole PSII-core complex revealed the relative positions of the major 

membrane proteins.  These results supported a central location for the D1/D2 

heterodimer and a peripheral location for CP 47 and CP 43, giving the complex a 

pseudo twofold symmetry. 

 In addition, in the present thesis a study on HPO lyase was carried out.  This 

enzyme is widely spread in plants and its products are involved in plant defense.  

HPO lyase belongs to a new category of enzymes (CYP 74), which are considered to 

be a subclass of the cytochrome P450 family.  CYP 74 enzymes have unique 

functional features, since they do not need a reductant and oxygen for their function 

and exhibit an extremely high turnover rate, in contrast to P450.  

 In the present study HPO lyase was purified from E. coli, which contained the 

enzyme’s recombinant DNA from green bell pepper.  E. coli expression of HPO lyase 

yielded sufficient amounts of enzyme, which enabled its biochemical and 

spectroscopical characterization.  This work has focused on the structural study of the 

heme environment of the metal center using UV-Vis spectroscopy and EPR.  The 

spectroscopic study of the enzyme was based on the interaction of exogenous ligands 

with the heme iron and the comparison of the resulted spectroscopical characteristics 

to the ones of heme proteins with a known structure.  These studies revealed that the 

heme iron is five-coordinated and that it exists in a high spin state.  For the first time, 

spectroscopic data were obtained which supported that the proximal site is occupied 

by cystein and that HPO lyase is indeed a cytochrome P450. 
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1.  ∆ΟΜΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΜΕΜΒΡΑΝΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

 

 

1.1  Μεµβρανικές πρωτεΐνες.  

Οι µεµβρανικές πρωτεΐνες είναι σχεδιασµένες να λειτουργούν µέσα στις 

βιολογικές µεµβράνες, οι οποίες αποτελούνται από µια λεπτή διπλοστοιβάδα λιπιδίων 

(4.5 nm).  Τα λιπίδια έχουν αµφίφιλο χαρακτήρα και προσανατολίζονται µέσα στη 

διπλοστοιβάδα κατά τέτοιο τρόπο, ώστε το υδρόφοβο µέρος τους να είναι κρυµµένο 

στο εσωτερικό της µεµβράνης, ενώ οι υδρόφιλες οµάδες είναι εκτεθειµένες στο 

υδατικό περιβάλλον. 

 

Υδρόφιλη 
περιοχή

Φωσφολιπίδιο

Γλυκολιπίδιο

Ολιγοσακχαρίτης

Χολεστερόλη

Υδρόφοβη
α-έλικα

 
Σχήµα 1.  Σχηµατική αναπαράσταση της αναδίπλωσης των µεµβρανικών πρωτεϊνών στην 

λιπιδική διπλοστοιβάδα. 

 

Οι µεµβρανικές πρωτεΐνες, στην πιο απλή περίπτωση διαπερνούν τις 

βιολογικές µεµβράνες µία φορά και αποτελούνται από µία διαµεµβρανική περιοχή 

και δύο υδρόφιλα τµήµατα εκατέρωθεν της µεµβράνης (σχήµα 1).  Συνήθως στις 

πρωτεΐνες αυτού του τύπου διακρίνονται µια υδρόφιλη σφαιρική (globular) περιοχή, 

λειτουργικά αυτοτελή, και το διαµεµβρανικό τµήµα.  Η υδρόφιλη περιοχή είναι 

λειτουργικά αυτοτελής, και αγκυροβολεί στη µεµβράνη µέσω του διαµεµβρανικού 

τµήµατος.  Σε τέτοιες πρωτεΐνες, όπως οι G-πρωτεΐνες και οι υποδοχείς, είναι δυνατό 

µε πρωτεόλυση να απελευθερωθεί η λειτουργική περιοχή τους (domain) και να 

µελετηθούν ως υδρόφιλες πρωτεΐνες.   
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Σε άλλες µεµβρανικές πρωτεΐνες η πολυπεπτιδική αλυσίδα διαπερνά τη 

µεµβράνη περισσότερες φορές σχηµατίζοντας α-έλικες ή β-πτυχωτές επιφάνειες, οι 

οποίες συνδέονται µέσω υδρόφιλων περιοχών (loop).  

Οι µεµβρανικές πρωτεΐνες συµµετέχουν σε µια σειρά από σηµαντικές 

λειτουργίες της ζωής.  Καταλύουν την βιολογική µετατροπή της ενέργειας, όπως την 

απορρόφηση και µετατροπή της ηλιακής σε χηµική και ηλεκτρική ενέργεια κατά τη 

φωτοσύνθεση. Στις ενεργειακές µετατροπές συµµετέχουν σύµπλοκα, τα οποία 

αποτελούνται από µεµβρανικές και υδρόφιλες πρωτεΐνες, οι οποίες συνδέονται 

µεταξύ τους µε ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις (σχήµα 2).  Το ενεργό κέντρο από 

το R. viridis αποτελείται από δύο µεµβρανικές πρωτεΐνες (L και M) πάνω στις οποίες 

δεσµεύεται κυτόχρωµα C το οποίο είναι µια υδρόφιλη πρωτεΐνη [1-3].  Πρωτεΐνες οι 

οποίες εµπλέκονται στην απορρόφηση της ηλιακής ενέργειας και λειτουργούν σαν 

κεραία για τα φωτοσυστήµατα, είναι συνήθως ολιγοµερή παρόµοιων υποµονάδων 

όπως το LHC και η βακτηριακή ροδοψίνη [4]. 

 

α β γ δ ε

 
Σχήµα 2.  Σχηµατική αναπαράσταση της τρισδιάστατης δοµής πέντε µεµβρανικών 

πρωτεϊνών.  α) Το ενεργό κέντρο των φωτοσυνθετικών βακτηρίων R. viridis.  β) Ο υποδοχέας 

της ακετυλοχολίνης.  γ) Η βακτηριακή πορίνη από E. coli.  δ) Η βακτηριακή ροδοψίνη από το 

Halobacterium halobium.  ε) Αιµαγλουτίνη 

 

Οι µεµβρανικές πρωτεΐνες ακόµη καταλύουν την µεταφορά ειδικών 

µεταβολιτών και ιόντων διαµέσου των βιολογικών µεµβρανών.  Στη λειτουργία αυτή 

συνήθως εµπλέκονται πολυπρωτεϊνικά σύµπλοκα της ίδιας ή παρόµοιας υποµονάδας 

όπως ο υποδοχέας της ακέτυλοχολίνης που είναι πενταµερές (α2βγδ) τεσσάρων 

παρόµοιων υποµονάδων [5]. Οι πρωτεΐνες διαπερνούν την µεµβράνη ώστε να 

εκτείνονται και από τις δύο πλευρές της δηµιουργώντας ένα κανάλι.  Η βακτηριακή 

πορίνη είναι τριµερές µίας υποµονάδας και σχηµατίζει πόρους κατά µήκος της 

µεµβράνης για την παθητική µεταφορά µικρών µορίων [6].   
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Μια άλλη πολύ σηµαντική λειτουργία των µεµβρανικών πρωτεϊνών είναι η 

δράση τους ως υποδοχείς και µεταφορείς µηνυµάτων κατά µήκος της µεµβράνης.  Οι 

µεµβρανικές πρωτεΐνες αποτελούν σηµεία αναγνώρισης χηµικών σηµάτων όπως οι 

ορµόνες και εµπλέκονται στην κυτταρική αναγνώριση. 

Απ’ όλα τα παραπάνω γίνεται φανερός ο άµεσος συσχετισµός της δοµής µε τη 

λειτουργία, γεγονός που επιβάλλει τη γνώση των δοµικών χαρακτηριστικών για την 

εξιχνίαση του ρόλου των µεµβρανικών πρωτεϊνών. 

 

 

1.2 ∆οµική ανάλυση µεµβρανικών πρωτεϊνών. 

Η ανάλυση της δοµής των µεµβρανικών πρωτεϊνών επεκτείνεται σε διάφορα 

επίπεδα ξεκινώντας από την πρωτοταγή έως την τεταρτοταγή δοµή.  Ο συνδυασµός 

διαφόρων τεχνικών παρέχει συµπληρωµατικές πληροφορίες για τα διαφορά δοµικά 

επίπεδα και οδηγεί στην αποκάλυψη της δοµής. 

Η δοµική ανάλυση ξεκινάει από το προσδιορισµό της αµινοξικής αλληλουχίας 

µε βιοχηµικές τεχνικές.  Από το συσχετισµό της πρωτοταγούς µε την δευτεροταγή 

δοµή µπορεί να γίνει πρόβλεψη για την τοπολογία της µεµβρανικής πρωτεΐνης.  Από 

τα διαγράµµατα υδροπαθητικότητας (Hydropathy plot analysis) λαµβάνονται 

πληροφορίες για τα στοιχεία της δευτεροταγούς δοµής και γίνεται πρόβλεψη για 

πιθανές διαµεµβρανικές περιοχές. 

Η τεταρτοταγής δοµή ενός µεµβρανικού πολυπρωτεϊνικού συµπλόκου µπορεί 

να µελετηθεί µε ηλεκτρονική µικροσκοπία.  Γενικά αυτή η µέθοδος παρέχει 

πληροφορίες σε χαµηλή διακριτική ικανότητα που αφορούν το συσχετισµό των 

υποµονάδων ενός συµπλόκου στο χώρο.  Τα τελευταία χρόνια η εφαρµογή της 

ηλεκτρονικής µικροσκοπίας σε δυσδιάστατους κρυστάλλους µεµβρανικών πρωτεϊνών 

οδήγησε στην αύξηση της διακριτικής ικανότητας της µεθόδου (ηλεκτρονική 

κρυσταλλογραφία). 

Παρά την εξέλιξη και εφαρµογή νέων τεχνικών (NMR) στη δοµική ανάλυση 

µεµβρανικών πρωτεϊνών, η κρυσταλλογραφία ακτίνων–Χ παραµένει η κυριότερη 

µέθοδος για την αποκάλυψη της δοµής σε µοριακό επίπεδο.   

Μέχρι σήµερα η τρισδιάστατη δοµή 8.000 βιολογικών µακροµορίων έχει 

προσδιοριστεί µε κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ.  Τα στάδια που ακολουθούνται για το 

προσδιορισµό της κρυσταλλικής δοµής µιας πρωτεΐνης είναι η αποµόνωση και 
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κρυστάλλωσή της, η συλλογή δεδοµένων περίθλασης και η κρυσταλλογραφική 

ανάλυσή τους. 

 

 

1.3  Κρυστάλλωση πρωτεϊνών. 

Ο κρύσταλλος χαρακτηρίζεται από περιοδική διευθέτηση των µορίων που τον 

αποτελούν στο χώρο.  Αυτή η συναρµολόγηση των µορίων σε ένα αυστηρό πλέγµα 

µειώνει την εντροπία του συστήµατος.  Οι αλληλεπιδράσεις, που κρατούν τα µόρια 

στο κρυσταλλικό πλέγµα, ονοµάζονται κρυσταλλικές επαφές και είναι ίδιες σε κάθε 

οργανωµένη βασική µονάδα µορίων, που περιέχεται στη στοιχειώδη κυψελίδα του 

πλέγµατος.  Οι αλληλεπιδράσεις αυτές είναι συγκεκριµένες και επαναλαµβάνονται 

στο χώρο µε τέτοιο τρόπο ώστε να γίνεται µεγάλη µείωση της ελεύθερης ενέργειας.  Η 

µείωση της ελεύθερης ενέργειας του συστήµατος αποτελεί την κινητήρια δύναµη της 

κρυστάλλωσης. 

Η κρυστάλλωση µιας πρωτεΐνης απαιτεί τον σταδιακό σχηµατισµό ενός 

υπέρκορου διαλύµατος της πρωτεΐνης . Με αυτό τον τρόπο, τα µόρια εξαναγκάζονται 

να αλληλεπιδράσουν µεταξύ τους δηµιουργώντας µεγαλύτερα συσσωµατώµατα. Τα 

συσσωµατώµατα αυτά, όταν γίνουν αρκετά µεγάλα, δεν είναι πλέον δυνατό να 

συγκρατηθούν από το διαλύτη και κατά συνέπεια, αποχωρίζονται από την υγρή φάση 

µε παράλληλη επιστροφή του διαλύµατος στην ισορροπία (κατάσταση κορεσµού).   

Η στερεή φάση δεν αναπτύσσεται αναγκαστικά µόλις το όριο κορεσµού 

ξεπεραστεί κι αυτό συµβαίνει γιατί απαιτείται ενέργεια ανάλογη µε την ενέργεια 

ενεργοποίησης µιας αντίδρασης για να δηµιουργηθεί η δεύτερη φάση, δηλαδή ένας 

σταθερός πυρήνας ενός κρυστάλλου ή ενός ιζήµατος.  Έτσι, ένα κινητικό ή 

ενεργειακό φράγµα, επιτρέπει στο σύστηµα να αποµακρυνθεί πολύ πέρα από τις 

συνθήκες ισορροπίας. 

Το διάγραµµα φάσεων  που ακολουθεί, δείχνει τη µεταβολή των ορίων 

κορεσµού σε σχέση µε τις συνθήκες και τις περιοχές όπου δηµιουργούνται και 

µεγαλώνουν σταθεροί πυρήνες (σχήµα 3).  Όπως φαίνεται από το διάγραµµα φάσεων, 

υπάρχουν δύο περιοχές υπερκορεσµού, η ζώνη πυρήνωσης και η µετασταθής.  Ζώνη 

πυρήνωσης ονοµάζεται η περιοχή όπου δηµιουργούνται οι πυρήνες των κρυστάλλων 

ενώ µετασταθής ζώνη είναι η περιοχή όπου δεν δηµιουργούνται πυρήνες 

κρυστάλλωσης, αλλά οι πυρήνες που προϋπάρχουν µπορούν να συνεχίζουν να 
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µεγαλώνουν.  Η ανάπτυξη του κρυστάλλου γίνεται µε εναπόθεση µοριακών 

στρωµάτων στην επιφάνεια του και συνεχίζεται µέχρι να επανέλθει το σύστηµα σε 

ισορροπία. 

 

 

Σχήµα 3.  ∆ιάγραµµα φάσεων, στο οποίο απεικονίζεται η µεταβολή της διαλυτότητας µιας 

πρωτεΐνης σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση του αντιδραστηρίου καταβύθισης. 

 

Ο ρυθµός ανάπτυξης του κρυστάλλου είναι συνάρτηση της απόστασης του 

διαλύµατος από τη θέση ισορροπίας, δηλαδή την κατάσταση κορεσµού.  Εποµένως, 

ένας πυρήνας που σχηµατίζεται µακριά από την ισορροπία, στην ζώνη πυρήνωσης, 

µεγαλώνει πολύ γρήγορα στην αρχή και καθώς το διάλυµα αραιώνεται και 

επανέρχεται στη µετασταθή περιοχή, µεγαλώνει ολοένα και πιο αργά.  Όµως η 

κρυστάλλωση από διαλύµατα µε πολύ µεγάλο βαθµό υπερκορεσµού συχνά έχει σαν 

αποτέλεσµα πολλούς, µικρούς και ακανόνιστους κρυστάλλους, ακατάλληλους για 

ανάλυση ακτίνων-Χ.  Σύµφωνα µε το διάγραµµα φάσης, για την ιδανική ανάπτυξη 

ενός κρυστάλλου, το πρωτεϊνικό διάλυµα θα πρέπει να περάσει από την διαλυτή φάση 

στην ζώνη πυρήνωσης για τη δηµιουργία των πυρήνων κρυστάλλωσης.  Η παραµονή 

του διαλύµατος στη ζώνη πυρήνωσης πρέπει να είναι σύντοµη για να µη 

δηµιουργηθούν πολλοί πυρήνες.  Στη συνέχεια, το διάλυµα πρέπει να µεταπέσει στη 

µετασταθή ζώνη, όπου οι πυρήνες θα συνεχίσουν να µεγαλώνουν για να δώσουν 

κρυστάλλους καλής ποιότητας και ικανοποιητικού µεγέθους. 
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Η πιο κοινή προσέγγιση για την κρυστάλλωση µιας πρωτεΐνης είναι η 

σταδιακή µεταβολή των χαρακτηριστικών του πρωτεϊνικού διαλύµατος, µε σκοπό την 

επίτευξη των ιδανικών συνθηκών υπερκορεσµού.  Οι δυσκολίες που παρουσιάζονται 

στην κρυστάλλωση πρωτεϊνών, πηγάζουν από τη πολυπλοκότητα, την αστάθεια και 

τις δυναµικές ιδιότητες των µακροµορίων.  Οι κρύσταλλοι των µακροµορίων 

περιέχουν περίπου 50% διαλύτη, κατά µέσο όρο, ενώ η πρωτεΐνη καταλαµβάνει τον 

υπόλοιπο χώρο.  Έτσι, οι κρύσταλλοι αυτοί µπορούν να θεωρηθούν ένα διατεταγµένο 

πήκτωµα (gel), µε εκτεταµένους ενδιάµεσους χώρους, µέσω των οποίων µπορεί να 

γίνει ελεύθερη διάχυση του διαλύτη και άλλων µικρών µορίων.  Σε αναλογία µε τη 

µοριακή µάζα, ο αριθµός των δεσµών (γέφυρες άλατος, δεσµοί υδρογόνου, υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις) που αναπτύσσει ένα απλό µόριο µε τα γειτονικά µόρια στον 

κρύσταλλο υπερτερούν κατά πολύ, σε σχέση µε τους ελάχιστους δεσµούς που 

εντοπίζονται στους κρυστάλλους των µακροµορίων.  Το γεγονός ότι αυτές οι επαφές 

παρέχουν τις αλληλεπιδράσεις του πλέγµατος, οι οποίες διατηρούν την ακεραιότητα 

του κρυστάλλου, εξηγεί τη τεράστια διαφορά µεταξύ των ιδιοτήτων των δύο ειδών 

κρυστάλλων.  

 

 

1.4  ∆ιαλυτοποίηση και Κρυστάλλωση µεµβρανικών πρωτεϊνών. 

Μέχρι σήµερα από τις 6.500 πρωτεΐνες, των οποίων οι τρισδιάστατη δοµή έχει 

προσδιοριστεί σε µοριακό επίπεδο, µόνο 14 είναι µεµβρανικές.  Επιπλέον το 40% των 

πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από το γονιδίωµα της µαγιάς (Baker’s yeast) 

αναµένεται να είναι µεµβρανικές.  Αυτές οι αναλογίες τονίζουν όχι µόνο τη σηµασία 

των µεµβρανικών πρωτεϊνών αλλά και τη δυσκολία όσον αφορά τη δοµική µελέτη 

τους.   

Το πρόβληµα είναι ο αµφίφιλος χαρακτήρας των µεµβρανικών πρωτεϊνών, ο 

οποίος καθιστά δύσκολη την διαλυτοποίηση και κρυστάλλωση τους.  Οι υδρόφοβες 

περιοχές της πρωτεΐνης είναι καλυµµένες στο λιπόφιλο εσωτερικό της µεµβράνης, 

ενώ τα υδρόφιλα τµήµατα εκτίθενται στο υδρόφιλο περιβάλλον.  Τέτοιες αµφίφιλες 

πρωτεΐνες, σε αντίθεση µε τις υδρόφιλες, είναι αδιάλυτες σε υδατικά διαλύµατα, 

αφού η αφαίρεση της µεµβράνης οδηγεί σε συσσωµάτωση και καθίζηση τους. 
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Πίνακας 1: Μεµβρανικές πρωτεΐνες µε δοµή γνωστή σε µοριακό επίπεδο. 

Πρωτεΐνες Χρονιά ∆ιακριτική Ικανότητα (Å) Αναφορές 

Bacteriorhodopsin 1990 2.3 [7-10] 

Bacterial Photoreaction Centers 1984 2.2 [1-3] 

Light Harvesting Complexes 1994 2.4 [11-13] 

Photosystem I 1996 4.0 [14] 

Porins 1990 1.8 [15-17] 

Ferric Enterobactin Receptor 1998  [18-19] 

Alpha-Hemolysin 1996 1.9 [20] 

Potassium Channel KcsA 1998 3.2 [21] 

Mechanosensitive Channel MSCL 1998   

Prostaglandin Synthase-I 1993 3.4 [22, 23] 

Prostaglandin Synthase-II 1996 3.0 [24, 25] 

Squalene-hopene cyclase 1997 2.8 [26] 

Cytochrome Oxidase 1995 2.7 [27-29] 

Cytochrome bc1 Complex 1996 2.9 [30-32] 

 

Για τη διαλυτοποίηση των µεµβρανικών πρωτεϊνών απαιτείται η χρήση 

απορρυπαντικού (detergent).  Τα απορρυπαντικά είναι επιφανειοδραστικά µόρια µε 

αµφίφιλο χαρακτήρα, όπως τα λιπίδια..  Η ουσίες αυτές έχουν την ικανότητα να 

φτιάχνουν µικκύλια όταν η συγκέντρωση τους ξεπεράσει µία ορισµένη τιµή, γνωστή 

ως CMC (Critical Micelle Concentration) [33-35].  

Τα απορρυπαντικά διαλυτοποιούν τις βιολογικές µεµβράνες και οι πρωτεΐνες 

ενσωµατώνονται στα µικκύλια κατά τέτοιο τρόπο, ώστε η διαµεµβρανική περιοχή να 

είναι καλυµµένη στο εσωτερικό του µικκυλίου, ενώ τα υδρόφιλα τµήµατα είναι σε 

επαφή µε το υδατικό περιβάλλον (σχήµα 4).  Τα µικκύλια µιµούνται κατά κάποιο 

τρόπο το µεµβρανικό περιβάλλον και καθιστούν τις µεµβρανικές πρωτεΐνες 

υδατοδιαλυτές.   

Η επιλογή του απορρυπαντικού είναι πολύ σηµαντική, διότι η 

διαλυτοποιηµένη πρωτεΐνη πρέπει να διατηρεί την λειτουργική δοµή της. 

Απορρυπαντικά µε φορτισµένες πολικές οµάδες συνήθως αλλάζουν την διαµόρφωση 

της πρωτεΐνης προκαλώντας µετουσίωση.  Για την διαλυτοποίηση των µεµβρανικών 

πρωτεϊνών χρησιµοποιούνται κυρίως µη ιονικά απορρυπαντικά µε πολική υδρόφιλη 
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οµάδα.  Τα απορρυπαντικά αυτά προκαλούν ήπια διαλυτοποίηση και η ικανότητα 

τους να διαλυτοποιούν τις βιολογικές µεµβράνες εξαρτάται από το µέγεθος του 

υδρόφιλου και υδρόφοβου τµήµατος. 

 

Μεµβρανική 
Πρωτεΐνη

Μη ιονικό
απορρυπαντικό

∆ιαλυτοποιηµένη 
Πρωτεΐνη

Υδατικό 
Περιβάλλον

Λιπιδική
∆ιπλοστοιβάδα

Μεµβρανική 
Πρωτεΐνη

Μη ιονικό
απορρυπαντικό

∆ιαλυτοποιηµένη 
Πρωτεΐνη

Υδατικό 
Περιβάλλον

Λιπιδική
∆ιπλοστοιβάδα

 
Σχήµα 4.  Αναπαράσταση της διαλυτοποίησης των µεµβρανικών πρωτεϊνών από τη 

µεµβράνη µε απορρυπαντικά. 

 

Η κρυστάλλωση των διαλυτοποιηµένων µεµβρανικών πρωτεϊνών παρουσιάζει 

ιδιαίτερη δυσκολία, διότι η πρωτεΐνη περιβάλλεται από το µικκύλιο του 

απορρυπαντικού, το οποίο αποτελεί κρίσιµο παράγοντα για το σχηµατισµό του 

κρυσταλλικού πλέγµατος [36, 37]. 

Οι µεµβρανικές πρωτεΐνες µπορούν να σχηµατίσουν δύο κυρίως τύπους 

κρυστάλλων που διακρίνονται από τη φύση των δυνάµεων που συγκρατούν το 

κρυσταλλικό πλέγµα (σχήµα 5). Στους δυσδιάστατους κρυστάλλους, τα µόρια της 

πρωτεΐνης ενσωµατώνονται µέσα στη λιπιδική διπλοστοιβάδα και αλληλεπιδρούν 

µεταξύ τους µε δυνάµεις υδροφοβικού χαρακτήρα.  Στους τρισδιάστατους 

κρυστάλλους το κρυσταλλικό πλέγµα συγκρατείται από πολικές αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ των υδρόφιλων περιοχών της µεµβρανικής πρωτεΐνης. 

Για την κρυστάλλωση των µεµβρανικων πρωτεϊνών είναι απαραίτητη η 

παρουσία υδρόφιλων περιοχών, οι οποίες παρέχουν και τα σηµεία επαφής στους 

κρυστάλλους. Το µικκύλιο ενσωµατώνεται στο κρυσταλλικό πλέγµα 

παρεµποδίζοντας µε το µέγεθος του το πακετάρισµα της πρωτεΐνης.   
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Επιπλέον το µεγάλο µικκύλιο είναι πιθανό να αποκρύπτει πολικές περιοχές 

της πρωτεΐνης απαραίτητες για το σχηµατισµό του κρυσταλλικού πλέγµατος. 

 

 
Σχήµα 5.  Τύποι κρυστάλλων µεµβρανικών πρωτεϊνών:  α) Τρισδιάστατοι κρύσταλλοι.  

β) ∆ισδιάστατοι κρύσταλλοι. 

 

Ακόµη το απορρυπαντικό έχει ιδιαίτερες φυσικοχηµικές ιδιότητες οι οποίες 

επηρεάζουν την κρυστάλλωση.  Ένα από τα πιο συνήθη φαινόµενα είναι ο 

διαχωρισµός φάσης (Phase Out), ο οποίος αποδίδεται σε συσσωµάτωση των 

µικκυλίων παρασύροντας και την πρωτεΐνη εκτός διαλύµατος.  Σε πολλές 

περιπτώσεις οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των µικκυλίων είναι ευνοϊκές για το 

σχηµατισµό του κρυσταλλικού πλέγµατος [38, 39].  
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2. ΦΩΤΟΣΥΝΘΕΣΗ 

 
 

2.1  Εισαγωγή στη φωτοσύνθεση.  

Όλη η ενέργεια που καταναλώνεται στα βιολογικά συστήµατα προέρχεται από 

τη φωτοσύνθεση, η οποία αποτελεί ένα από τα σηµαντικότερα φαινόµενα της ζωής.  

Η φωτοσύνθεση µπορεί να οριστεί ως µια σειρά διεργασιών που καταλήγουν στη 

µετατροπή της ηλιακής ενέργειας σε χηµική.   

Οι φωτοσυνθετικοί οργανισµοί έχουν την ικανότητα να χρησιµοποιούν ως 

πηγή την ηλιακή ενέργεια και να συνθέτουν µεταβολικά χρήσιµους υδατάνθρακες 

που αποτελούν την βάση της διατροφής για όλους τους ετερότροφους οργανισµούς 

στη γη.  Τα φυτά, τα φύκη και ορισµένα βακτήρια (κυανοβακτήρια, µωβ βακτήρια 

και πράσινα βακτήρια) έχουν την ικανότητα να φωτοσυνθέτουν.  Μάλιστα οι 

οξυγονικοί οργανισµοί χρησιµοποιούν την ηλιακή ενέργεια για να οξειδώσουν το 

Η2Ο και αποβάλλουν ως παραπροϊόν οξυγόνο.  Το οξυγόνο αποτελεί πολύτιµο 

στοιχείο για τη λειτουργία της αναπνοής.  Γενικότερα η χηµεία του οξυγόνου είναι 

πολύ σηµαντική για τη ζωή στο πλανήτη µας.  Θεωρείται ότι η απελευθέρωση του Ο2 

από τα κυανοβακτήρια οδήγησε στη µετατροπή του αναγωγικού περιβάλλοντος σε 

οξειδωτικό.  Ακόµη το Ο2 είναι υπεύθυνο για πολλές ορυκτολογικές και 

ατµοσφαιρικές αλλαγές που διαµόρφωσαν τη ζωή στο πλανήτη µας.  Τέλος, ένα πολύ 

σηµαντικό αποτέλεσµα της χηµείας του οξυγόνου είναι το στρώµα του όζοντος (Ο3) 

στην ατµόσφαιρα, που απορροφά την βλαβερή UV ηλιακή ακτινοβολία επιτρέποντας 

την ανάπτυξη ζωής στη γη. 

Ο µηχανισµός της φωτοσύνθεσης αποτελεί αντικείµενο µελέτης σε πολλά 

εργαστήρια ανά τον κόσµο.  Η έρευνα η οποία συντελείται εδώ και πολλά χρόνια έχει 

δώσει σηµαντικές πληροφορίες ως προς την εξιχνίαση του µοναδικού αυτού 

φαινοµένου.  Πολλά όµως από τα µυστικά της φωτοσύνθεσης παραµένουν άγνωστα 

και η αποκάλυψη του µηχανισµού της, σε µοριακό επίπεδο, αποτελεί µία από της πιο 

σηµαντικές ερευνητικές προκλήσεις.  
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2.2  Απορρόφηση και παγίδευση της ηλιακής ενέργειας.  

Η απορρόφηση της ηλιακής ενέργειας είναι το πρώτο στάδιο του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού.  Αυτό πραγµατοποιείται στους φωτοσυνθετικούς 

οργανισµούς µε τη χρήση φωτοαπορροφητικών µορίων, όπως οι χρωστικές 

χλωροφύλλες (Σχήµα 6).  Η χλωροφύλλη είναι ένα υποκατεστηµένο τετραπυρρόλιο, 

στο οποίο τα τέσσερα άτοµα αζώτου είναι ενωµένα µε ένα κεντρικό άτοµο 

µαγνησίου.  Ένα άλλο χαρακτηριστικό των χλωροφυλλών είναι η παρουσία της 

φυτόλης, µιας πολύ υδρόφοβης αλκοόλης µε είκοσι άτοµα άνθρακα, η οποία 

εστεροποιείται µε την πλευρική αλυσίδα ενός οξέος. 

 

 
Σχήµα 6.  ∆οµή του µορίου των χλωροφυλλών. 

 

Οι χλωροφύλλες διακρίνονται σε χλωροφύλλη α και β, (Chl a, Chl b).  H 

διαφoρά τους είναι ότι η χλωροφύλλη β έχει µία φορµυλοµάδα αντί µιας 

µεθυλοµάδας, που υπάρχει σε αντίστοιχη θέση στο µόριο της χλωροφύλλης α.  Τα 

φάσµατα απορρόφησης των χλωροφυλλών α και β είναι συµπληρωµατικά, ώστε φως 

µήκους κύµατος που δεν απορροφάται από την Chl a, να απορροφάται από την Chl b.  

Με τον τρόπο αυτό διευρύνεται το φάσµα της ηλιακής ενέργειας που αξιοποιείται στη 

φωτοσύνθεση.  Οι χλωροφύλλες είναι γενικά πολύ αποτελεσµατικοί φωτοϋποδοχείς, 

επειδή περιέχουν συζηγιακά συστήµατα εναλλασσόµενων διπλών και απλών δεσµών.  
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Τα συστήµατα αυτά εµφανίζουν ισχυρές ζώνες απορρόφησης στην περιοχή του 

ορατού και απορροφούν τόσο στην µπλε (424-491 nm) όσο και στην κόκκινη περιοχή 

του φάσµατος (647-700 nm).   

Εκτός των χλωροφυλλών, στους φωτοσυνθετικούς οργανισµούς υπάρχουν και 

άλλες χρωστικές όπως τα καροτενοειδή και οι φυκοµπιλίνες.  Τα καροτενοειδή, που 

διακρίνονται σε καροτένια και ξανθοφύλλες, βρίσκονται σε όλους τους 

φωτοσυνθετικούς οργανισµούς, ενώ οι φυκοµπιλίνες, που διακρίνονται σε 

φυκοερυθρίνες και φυκοκυανίνες, συναντώνται σε ορισµένα φύκη και 

κυανοβακτήρια. 

 

Μήκος κύµατoς (nm)

Α
πο
ρρ
όφ
ησ
η

 
Σχήµα 7.  Φάσµα απορρόφησης των κυριοτέρων χρωστικών των φωτοσυνθετικών 

οργανισµών. 

 

Οι χρωστικές αυτές οργανώνονται µέσα σε πρωτεϊνικές λειτουργικές µονάδες, 

τα φωτοσυστήµατα.  Το φωτοσύστηµα αποτελείται από το ενεργό κέντρο και την 

κεραία συλλογής φωτός.  Το σύµπλοκο συλλογής φωτός (Light Harvesting 

Complex, LHC) αποτελείται από ένα σύστηµα πρωτεϊνών που δεσµεύουν το 

µεγαλύτερο µέρος των χρωστικών και είναι µη οµοιοπολικά συνδεµένο µε το ενεργό 

κέντρο [40].  Στο ενεργό κέντρο (Reaction Center, RC) του φωτοσυστήµατος 

υπάρχουν µόρια που µετέχουν στη µεταφορά ηλεκτρονίων και ειδικά µόρια 

χλωροφύλλης, γνωστά ως «χλωροφύλλες του ενεργού κέντρου» [41].  Όλες οι 
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χλωροφύλλες έχουν την ικανότητα να απορροφούν το φως αλλά µόνο οι 

χλωροφύλλες του ενεργού κέντρου συµµετέχουν στη µετατροπή της φωτοχηµικής σε 

ηλεκτροχηµική ενέργεια. 

Οι χρωστικές της κεραίας απορροφούν και µεταφέρουν την ηλιακή ενέργεια 

στις χλωροφύλλες του ενεργού κέντρου (Σχήµα 8).  Η µεταφορά της ενέργειας 

διέγερσης γίνεται µε το µηχανισµό του συντονισµού [41] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 8.  Σχηµατική απεικόνιση της φωτοσυνθετικής µονάδας. 

 

Η απορρόφηση ενός φωτονίου από µια χρωστική, έχει ως συνέπεια την 

µετάβαση ενός ηλεκτρονίου σε µια διεγερµένη κατάσταση.  Η διέγερση µπορεί να 

µεταδοθεί από τη µία χλωροφύλλη στην άλλη και να µεταφερθεί από τις 

περιφερειακές στις χλωροφύλλες του ενεργού κέντρου (P).  Όταν οι χλωροφύλλες 

αυτές διεγείρονται δηµιουργείται ένα ισχυρό και ασταθές αναγωγικό (P*) το οποίο 

ανάγει τον πρωτοταγή ηλεκτρονιοδέκτη (Α).  Το ηλεκτρόνιο µεταφέρεται σε ένα 

δευτεροταγή ηλεκτρονιοδέκτη ενώ το (P*) ανάγεται από ένα ηλεκτρονιοδέκτη (D) και 

έτσι σταθεροποιείται ο διαχωρισµός φορτίου: 

DPA + hν →DP*A 

DP*A → DP+ A- 

DP+ A-→ D+PA- 

  
Πρωτοταγής    ∆έκτης   

Φωτόνι ο   Κέντρο   

Αντίδρασης   

Χρωστικέ ς  
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Mε τον τρόπο αυτό η φωτεινή ενέργεια προκαλεί την έναρξη αντιδράσεων 

µεταφοράς ηλεκτρονίων και παγιδεύεται από τους φωτοσυνθετικούς οργανισµούς. 

 
 

2.3  Οι φωτεινές αντιδράσεις στη φωτοσύνθεση. 

Η φωτοσύνθεση περιλαµβάνει τη δέσµευση του διοξειδίου του άνθρακα και 

την αναγωγή του σε υδατάνθρακες, που αξιοποιούνται στο µεταβολισµό των 

ετερότροφων οργανισµών.  Η ολική αντίδραση της φωτοσύνθεσης µπορεί να γραφεί 

ως εξής:  

                   CO2 +2H2A                 (CH2O) +H2O +2A 

Το Η2Α είναι ένα αναγωγικό που ποικίλει ανάλογα µε το είδος του 

φωτοσυνθετικού οργανισµού και το CH2O συµβολίζει τον υδατάνθρακα που 

προκύπτει.  Τα φυτά, τα φύκη και τα κυανοβακτήρια χρησιµοποιούν ως αναγωγικό το 

Η2Ο και η ολική αντίδραση για τους οργανισµούς αυτούς είναι: 

CO2 + H2O                (CH2O) + O2 

To γεγονός ότι το αρχικό αναγωγικό δεν είναι κατάλληλο για να ανάγει άµεσα 

το CO2 υπερνικάται µε τη φωτοχηµική παραγωγή ενός ισχυρότερου αναγωγικού του 

NADPH. 

H πορεία της φωτοσύνθεσης περιλαµβάνει δύο είδη αντιδράσεων, τις 

φωτεινές και τις σκοτεινές.  Στις φωτεινές αντιδράσεις, µε τη βοήθεια της ηλιακής 

ενέργειας, παράγεται το NADPH και µια ηλεκτροχηµική διαβάθµιση που διατίθεται 

για την παραγωγή του ΑΤΡ.  Τα δύο αυτά µόρια αξιοποιούνται ως πηγές ενέργειας 

στο στάδιο των σκοτεινών αντιδράσεων:  

2H2O +2NADP++ ADP +PI→2NADPH +2H++O2 +ATP    

2NADPH +ATP + 2H+ + CO2→(CH2O) +ADP +PI +2NADP+ + H2O  

CO2 + H2O→(CH2O) + O2 

 

 

2.4  Hλεκτρονιακή ροή στα φυτά. 

Η φωτοσύνθεση στα ανώτερα φυτά, λαµβάνει χώρα µέσα σε υποκυτταρικά 

σωµάτια, τους χλωροπλάστες των πράσινων φύλλων (Σχήµα 9).  Ο χλωροπλάστης 

περιβάλλεται από µία διπλή µεµβράνη και ο χώρος ανάµεσα στις δύο µεµβράνες είναι 

γνωστός ως διαµεµβρανικός.  Η υδατική περιοχή που περικλείεται από την εσωτερική 
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µεµβράνη είναι γνωστή ως στρώµα.  Στο στρώµα υπάρχουν τα ένζυµα που 

καταλύουν τις σκοτεινές αντιδράσεις της φωτοσύνθεσης.  Στη περιοχή του 

στρώµατος υπάρχει ένα σύστηµα εσωτερικών µεµβρανών, τα θυλακοειδή.  Τα 

θυλακοειδή διαπλατύνονται και στοιβάζονται σε µορφώµατα  γνωστά ως grana.  Tα 

grana ενώνονται µεταξύ τους µε συνεχείς µεµβρανικές περιοχές που ονοµάζονται 

θυλακοειδή του στρώµατος (stroma lamellae).  Ο χώρος στο εσωτερικό των 

θυλακοειδών ονοµάζεται lumen.   

 

 
Σχήµα 9.  Από το φύλλο στο χλωροπλάστη και τις θυλακοειδής µεµβράνες. 

 

Στα θυλακοειδή των φυτών υπάρχουν δύο είδη φωτοσυστηµάτων: Το 

φωτοσύστηµα Ι (ΡS I) και το φωτοσύστηµα ΙΙ (PS II).  Το PS I είναι ένα 

πολυπρωτεϊνικό µεµβρανικό σύµπλοκο το οποίο εντοπίζεται σχεδόν αποκλειστικά 

στις αστοίβακτες περιοχές των θυλακοειδών.  Στο ενεργό κέντρο του PS I το ειδικό 

µόριο Chl παρουσιάζει µέγιστο απορρόφησης στα 700 nm και συµβολίζεται ως P700.  

To PS II είναι επίσης ένα πολυπρωτεϊνικό µεµβρανικό σύµπλοκο το οποίο 

εντοπίζεται στις περιοχές των grana.  Στο ενεργό κέντρο το ειδικό µόριο 

χλωροφύλλης εµφανίζει το µέγιστο της απορρόφησης στα 680 nm και ονοµάζεται 
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P680.  Ακόµη στα θυλακοειδή υπάρχουν δύο µεµβρανικά πρωτεϊνικά σύµπλοκα, το 

κυτόχρωµα bf και η συνθετάση του ΑΤΡ.  Το κυτόχρωµα bf είναι σχεδόν οµοιόµορφα 

κατανεµηµένο στα θυλακοειδή του στρώµατος και τα grana, ενώ η συνθετάση του 

ΑΤΡ εντοπίζεται κυρίως στα θυλακοειδή του στρώµατος. 

Στρώµα

Στοιβαγµένα
Θυλακοειδή

∆ιαµεµβρανικός
Χώρος

Θυλακοειδή

Εσωτερική
Μεµβράνη

Εξωτερική
Μεµβράνη

 
Σχήµα 10.  Σχηµατική απεικόνιση του χλωροπλάστη. 

Τα ηλεκτρόνια από το PS II µεταφέρονται διαµέσου του κυτοχρώµατος bf και 

µε τη µεσολάβηση ευκίνητων µορίων (πλαστοκινόνη, πλαστοκυανίνη) στο PS I και 

καταλήγουν στο NADP+.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 11.  Ηλεκτρονιακή ροή στα φυτά. 
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3.  ΦΩΤΟΣΥΣΤΗΜΑ ΙΙ 

 
 

3.1  Εισαγωγή στο Φωτοσύστηµα ΙΙ. 

Το φωτοσύστηµα ΙΙ (PS II) είναι ένα µεµβρανικό πολυπρωτεϊνικό σύµπλοκο, 

το οποίο καταλύει µία από τις πιο σηµαντικές και ενδιαφέρουσες βιοχηµικές 

αντιδράσεις, την οξείδωση του Η2Ο σε µοριακό Ο2.  Η σηµασία της αντίδρασης 

αυτής είναι εµφανής αφού µε τον τρόπο αυτό παράγεται όλο το οξυγόνο στο πλανήτη 

µας.  Εντυπωσιακό είναι το γεγονός ότι η αντίδραση αυτή που απαιτεί τεράστια 

ενέργεια, λαµβάνει χώρα µέσω ενός µοναδικού µηχανισµού στο PS II (σχήµα 12). 

 

 
Σχήµα 12.  Σχηµατική απεικόνιση του Φωτοσυστήµατος ΙΙ. 

 

Το PS II το οποίο λειτουργεί ως φωτοεπαγόµενη οξείδορεδουκτάση 

αποτελείται από τρία µέρη [42].  Η ηλιακή ενέργεια απορροφάται από το σύµπλοκο 

συλλογής φωτός (LHC II), το οποίο αποτελεί την κεραία του φωτοσυστήµατος και 

περιέχει και το µεγαλύτερο µέρος Chl a και Chl b.  Η ενέργεια διέγερσης µεταφέρεται 

από την κεραία αυτή στον πυρήνα του PS II όπου λαµβάνουν χώρα οι φωτοχηµικές 

αντιδράσεις [43].  Οι αντιδράσεις αυτές οδηγούν στη συσσώρευση οξειδωτικών 

ισοδυνάµων [44] στο σύµπλοκο έκλυσης οξυγόνου (Oxygen Evolving Complex), τα 

οποία διατίθενται για την οξείδωση δύο µορίων Η2Ο σε Ο2. 
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Στα φυτά, τα άλγη και τα κυανοβακτήρια η ενέργεια του φωτός που 

απορροφάται, µεταφέρεται από το LHC στο ενεργό κέντρο του PS II.  Στο ενεργό 

κέντρο η ενέργεια παγιδεύεται από το ειδικό µόριο P680 το οποίο διεγείρεται και 

δίνει ένα ηλεκτρόνιο στον πρωτοταγή ηλεκτρονιοδέκτη (Pheo), που είναι µια 

φαιοφυτίνη [45].  Αυτός ο διαχωρισµός φορτίου σταθεροποιείται µε τη µεταφορά του 

ηλεκτρόνιου από τη Pheo στο δευτεροταγή ηλεκτρονιοδέκτη (QA) και στη συνέχεια 

σε µία δεύτερη πλαστοκινόνη (QB).  H κινόνη QA µπορεί να δεχτεί µόνο ένα 

ηλεκτρόνιο ενώ η QB µπορεί να δεχτεί δύο ηλεκτρόνια και να αποσπαστεί από το PS 

II.  Από την οξειδωτική πλευρά, το Ρ680+ αποτελεί ένα ισχυρότατο οξειδωτικό, το 

οποίο ανάγεται από µία οξειδοαναγωγικά ενεργή τυροσίνη, την Τyr Z [46, 47].  Η Tyr 

Z αποσπά ηλεκτρόνια από το σύµπλοκο του µαγγανίου, στο οποίο συσσωρεύονται τα 

τέσσερα οξειδωτικά ισοδύναµα µέσα από τον κύκλο των S-καταστάσεων [48, 49] που 

καταλήγει στην απελευθέρωση Ο2. 

 

 

3.2  ∆οµική µελέτη του φωτοσυστήµατος ΙΙ. 

Το φωτοσύστηµα ΙΙ είναι µια από τις τελειότερες µηχανές της φύσης αφού 

καταλύει µία µη ενεργειακά ευνοούµενη αντίδραση µέσω ενός µοναδικού 

µηχανισµού.  Οι λειτουργικές ιδιότητες του PS II αποδίδονται στην αινιγµατική δοµή 

του ενζύµου αυτού.  Το πρωτεϊνικό περιβάλλον παρέχει το σκελετό πάνω στον οποίο 

τοποθετούνται οι προσθετικές οµάδες µε τη βέλτιστη απόσταση και προσανατολισµό, 

ώστε να διασφαλίζεται ταχύτατη και αποτελεσµατική απορρόφηση και παγίδευση της 

ηλιακής ενέργειας.   

Η δοµική µελέτη ενός µεµβρανικού πολυπρωτεϊνικού συµπλόκου όπως το PS 

II επεκτείνεται σε διάφορα επίπεδα µε στόχο την κατασκευή ενός δοµικού και 

λειτουργικού µοντέλου.  Στο επίπεδο της τοπολογίας και του τρόπου µε τον οποίο οι 

διάφορες πρωτεΐνες συνδέονται µέσα στο σύµπλοκο, σηµαντικές πληροφορίες έχουν 

προκύψει από βιοχηµικές µελέτες.  Η αποµόνωση µεµβρανών PS II, οι οποίες έχουν 

την ικανότητα  να εκλύουν οξυγόνο αποτέλεσε σταθµό για τη δοµική και λειτουργική 

µελέτη του φωτοσυστήµατος ΙΙ.  Η αποµόνωση αυτή βασίζεται στην εκλεκτική 

διαλυτοποίηση των θυλακοειδών µεµβρανών από το απορρυπαντικό Triton X-100 

[50, 51].  Οι µεµβράνες αυτές, είναι εµπλουτισµένες σε PS ΙΙ και σχεδόν 

απαλλαγµένες από τα υπόλοιπα πρωτεϊνικά σύµπλοκα, τα οποία παρεµποδίζουν την 
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επιλεκτική µελέτη του PS II, και αποτελούν αρχικό υλικό για µια σειρά από 

βιοχηµικές και φασµατοσκοπικές µελέτες.  Η βιοχηµική βελτίωση της αποµόνωσης 

των µεµβρανών του PS II οδήγησε στην αποµόνωση υποσυµπλόκων µε επιλεκτική 

αφαίρεση πρωτεϊνών και ο χαρακτηρισµός τους έδωσε πληροφορίες για το δοµικό και 

λειτουργικό ρόλο των πρωτεϊνών του PS II [52, 53].  Οι βιοχηµικές µελέτες 

επικεντρώθηκαν στην αποµόνωση ενός υποσυµπλόκου του PS II, το οποίο είναι 

ικανό να σταθεροποιεί τον πρωτοταγή διαχωρισµό φορτίου στο ενεργό κέντρο και να 

εκλύει οξυγόνο. Το µικρότερο υποσύµπλοκο το οποίο φέρει τα παραπάνω 

χαρακτηριστικά, περιέχει τις πρωτεΐνες CP 47, CP 43, D2, D1, το κυτόχρωµα b559, 

την εξωτερική πρωτεΐνη 33 kDa και άλλες τρεις µικρού µοριακού βάρους πρωτεΐνες 

[42].  Με  τις µελέτες αυτές αποκαλύφθηκε ότι από τις 20-25 πρωτεΐνες του PS II 

µόνο ένας µικρός αριθµός πρωτεϊνών συνιστούν το λειτουργικό πυρήνα του PS II και 

σχεδιάστηκε το πρώτο σχηµατικό µοντέλο του φωτοσυστήµατος II. 

 

 

3.3  Οι πρωτεΐνες του Φωτοσυστήµατος ΙΙ. 

  

3.3.1  Το σύµπλοκο του ενεργού κέντρου (Reaction Center). 

Σηµαντικές πληροφορίες για το ενεργό κέντρο του PS II προέκυψαν από τη 

δοµή του ενεργού κέντρου των µωβ µη θειούχων βακτηρίων (R. Viridis) 

προσδιορίστηκε µε κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ [54].  Η σύγκριση των ενεργών 

κέντρων αποκάλυψε σηµαντικές οµοιότητες, όχι µόνο στην τοπολογία, αλλά και σε 

µοριακό επίπεδο [55-57].   

Το ενεργό κέντρο των βακτηρίων αποτελείται από δύο υποµονάδες, την L 

(Light) και M (Medium), οι οποίες έχουν πέντε διαµεµβρανικές έλικες οι οποίες 

αναδιπλώνονται και σχηµατίζουν ετεροδιµερές µε ψευδοσυµµετρία δευτέρας τάξεως 

(σχήµα 13).  Οι υποµονάδες L και M εµφανίζουν σηµαντική οµολογία µε τις 

πρωτεΐνες D1 και D2 αντίστοιχα του PS II, σε αµινοξέα τα οποία συµµετέχουν στη 

δέσµευση προσθετικών οµάδων, που είναι απαραίτητες για να λάβει χώρα η 

φωτοχηµεία στο ενεργό κέντρο. 

Η αντιστοιχία που υπάρχει στις ιστιδίνες L-173 και M-200, οι οποίες 

συναρµόζονται µε το ειδικό ζεύγος Chl a (special pair) µε τις ιστιδίνες D1-198, D2-
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198, οδηγεί στο συµπέρασµα ότι τα δύο αυτά αµινοξέα συνδέονται µε το P 680 στο 

PS II.   

Επίσης διατηρούνται οι ιστιδίνες που συναρµόζονται µε τον µη αιµικό σίδηρο 

(L-190, L-230, M217, M264,D1-215, D1-272, D2-215, D2-269).  Επιπλέον η 

τρυπτοφάνη D2-254 αντιστοιχεί στην τρυπτοφάνη M-250, όπως επίσης και η αλανίνη 

D2-261 στην αλανίνη M-258.  Αυτές οι οµοιότητες ορίζουν την θέση δέσµευσης της 

QA στη πρωτείνη D2 του PS II.  Αντιστοιχία υπάρχει και στα αµινοξέα που 

εµπλέκονται στη δέσµευση της QB, φαινυλαλανίνη και σερίνη, στις θέσεις 255 και 

264 πάνω στην D1 του PS II (σχήµα 14).  Η θέση της QB εµφανίζει ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον αφού αποτελεί και στόχο πολλών ζιζανιοκτόνων [58]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 13.  ∆οµή του βακτηριακού ενεργού κέντρου. 

 

 

Όλες οι παραπάνω οµοιότητες σε συνδυασµό µε τα διαγράµµατα 

υδροπαθητικότητας , τα οποία προβλέπουν πέντε έλικες για τις D1 και D2 οδήγησαν 

στην πρόταση ότι, οι δύο αυτές πρωτεΐνες αποτελούν το ενεργό κέντρο του PS II [59].  

Η πειραµατική επιβεβαίωση έγινε µε την αποµόνωση των D1 και D2 σε σύµπλοκο µε 

το Cyt b559, στο οποίο λαµβάνει χώρα ο διαχωρισµός φορτίου χωρίς όµως να 

σταθεροποιείται, λόγω έλλειψης της QA και QB [60]. 
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Ο συνδυασµός των πληροφοριών που προέκυψαν από τις οµοιότητες µε τα 

φωτοσυνθετικά βακτήρια και τις βιοχηµικές µελέτες στο PS II οδήγησε στη 

κατασκευή ενός τρισδιάστατου µοντέλου για το ενεργό κέντρο του. 

 

 
Σχήµα 14.  Τοπολογικό διάγραµµα των L και M υποµονάδων του RC από Rps. Viridis (A) 

και των D1 και D2 πρωτεϊνών του RC από το PS II (Β). 

 

 Σύµφωνα µε το µοντέλο αυτό, το ενεργό κέντρο του PS II περιέχει όχι µόνο 

τους απαραίτητους συµπαράγοντες για την πρωτοταγή φωτοχηµεία, αλλά και το 

σύµπλοκο του µαγγανίου, το οποίο είναι απαραίτητο για την έκλυση οξυγόνου.  

Όπως φαίνεται στο σχήµα 15, η πρωτεΐνη D1 παρέχει τις θέσεις δέσµευσης των 

τεσσάρων ιόντων µαγγανίου. 



ΦΩΤΟΣΥΣΤΗΜΑ ΙΙ 
___________________________________________________________________________________ 

 

30

 

Μέχρι σήµερα το µοντέλο αυτό δεν έχει επιβεβαιωθεί πειραµατικά, αφού το 

σύµπλοκο του ενεργού κέντρου (D1-D2-Cyt b559) το οποίο έχει αποµονωθεί, δεν 

έχει την ικανότητα να εκλύει οξυγόνο. 

 

 
Σχήµα 15.  Τρισδιάστατο µοντέλο του ενεργού κέντρου του PS II το οποίο βασίζεται στις 

οµοιότητες µε το ενεργό κέντρο των βακτηρίων και σε βιοχηµικές µελέτες στο PS II. 

 

Oι οµοιότητες µεταξύ των δύο συστηµάτων περιορίζονται στην αναγωγική 

πλευρά, αφού τα βακτήρια δεν εκλύουν οξυγόνο και κατά συνέπεια απουσιάζει το 

σύµπλοκο έκλυσης οξυγόνου το οποίο αποτελεί µοναδική δοµική και λειτουργική 

περιοχή του φωτοσυστήµατος ΙΙ.  Επιπλέον το P680 στο PS II αποτελεί το πιο ισχυρό 

οξειδωτικό στη φύση µε δυναµικό 0.6-0.8 eV, θετικότερο από αυτό του ειδικού 

ζεύγους στα βακτήρια (σχήµα 16).   

Ακόµη προτείνεται ότι υπάρχουν διαφορές στην οργάνωση των βοηθητικών 

χλωροφυλλών στο ενεργό κέντρο του PS II και των φωτοσυνθετικών βακτηρίων. Στο 

ενεργό κέντρο του PS II υπάρχει µεγαλύτερος αριθµός χλωροφυλλών από ότι στα 

βακτήρια, τα οποία έχουν τέσσερις βοηθητικές χλωροφύλλες στο ενεργό κέντρο τους 

[61-63].   
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Άγνωστος όµως παραµένει ο τρόπος αλληλεπίδρασης των D1 και D2, που 

αποτελούν την καρδιά του συµπλόκου, µε τις υπόλοιπες πρωτεΐνες του PS II.  

Πιστεύεται ότι οι δύο αυτές πρωτεΐνες εκτός από λειτουργικό έχουν και δοµικό ρόλο, 

παρέχοντας θέσεις για τη δέσµευση των εξωτερικών πρωτεϊνών και των ανόργανων 

συµπαραγόντων [64, 65]. 

 

 
Σχήµα 16.  Σύγκριση της ηλεκτρονιακής ροής στα ενεργά κέντρα των µωβ βακτηρίων και 

του φωτοσυστήµατος ΙΙ. 

 

 

3.3.2  Οι πρωτεΐνες CP 47 και CP 43. 

Οι δύο αυτές πρωτεΐνες µε µοριακά βάρη 47 και 43 kDa αποτελούν την 

εσωτερική κεραία του PS ΙΙ, αφού δεσµεύουν το µεγαλύτερο αριθµό χλωροφύλλης α 

(Chlorophyll Protein) και µεσολαβούν στη µεταφορά ενέργειας από το LHC στο 

ενεργό κέντρο του PS II [66].  ∆οµικά εµφανίζουν οµοιότητες και πιστεύεται ότι 

αποτελούνται από έξι διαµεµβρανικές έλικες η κάθε µία και έχουν µία µεγάλη 

υδρόφιλη περιοχή (loop) από τη πλευρά του Lumen [67, 68].   

Ένα άλλο κοινό χαρακτηριστικό τους είναι η κατανοµή των διατηρηµένων 

ιστιδινών κατά µήκος των διαµεµβρανικών περιοχών.  Οι 12 ιστιδίνες της CP47 
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καθώς και οι 8 ιστιδίνες της CP 43 εντοπίζονται κοντά στην επιφάνεια της µεµβράνης 

τόσο από τη πλευρά του Lumen όσο και από την πλευρά του στρώµατος [69].  Η 

κατανοµή αυτή οµοιάζει µε την τοποθέτηση των ιστιδινών που είναι ligands των 

χλωροφυλλών στις πρωτεΐνες του LHC.  Ο αριθµός των χλωροφυλλών που υπάρχουν 

στη CP 47, δεν έχει προσδιοριστεί µε ακρίβεια και υπολογίζεται µεταξύ 20-25 είτε 

10-12 [70-73].  Εκτός από τις ιστιδίνες, έχουν προταθεί και άλλα αµινοξέα ως πιθανά 

ligands των χλωροφυλλών όπως ασπαρτικά, γλουταµικά και µόρια νερού, 

αυξάνοντας τον προτεινόµενο αριθµό των χλωροφυλλών [74].   

 

 

A B

 
Σχήµα 17.  ∆ιαγράµµατα τοπολογίας των πρωτεϊνών CP 43 (A) και της CP 47 (B). 

 

O κύριος ρόλος των πρωτεϊνών αυτών είναι η συλλογή και µεταφορά της 

ενέργειας στις χλωροφύλλες του ενεργού κέντρου.  Πιστεύεται ότι οι CP 47 και CP 

43 αλληλεπιδρούν απευθείας µε τις πρωτεΐνες του ενεργού κέντρου και µε το LHC, 

µέσω µικρότερων CP πρωτεϊνών (CP29, CP24, CP26) [75].  Από βιοχηµικές µελέτες 

προκύπτει ότι η CP 43 µπορεί να αποµακρυνθεί από το πυρήνα του PS II ευκολότερα 

από την CP 47, µε διάφορα απορρυπαντικά ή χαοτροπικά µέσα [76, 77].  Το 

σύµπλοκο CP 47-D1-D2-Cyt b559 είναι φωτοχηµικά ενεργό και η απουσία της CP43 

δεν επηρεάζει της ιδιότητες του συστήµατος [78].  

Μια σειρά από µελέτες επιβεβαιώνουν την στενή σύνδεση της CP 47 µε το 

σύµπλοκο έκλυσης οξυγόνου.  Ένα µονοκλωνικό αντίσωµα αναγνωρίζει τον επίτοπο 

του στη CP 47, µόνο απουσία της 33 kDa πρωτεΐνης και του συµπλόκου του 

µαγγανίου [79]. Ο επίτοπος του αντισώµατος εντοπίζεται ανάµεσα στα αµινοξέα 

 



ΦΩΤΟΣΥΣΤΗΜΑ ΙΙ 
___________________________________________________________________________________ 

 

33

 

360Pro-391Ser, του υδρόφιλου loop της CP 47 [80].  Ακόµη η 33 kDa πρωτεΐνη 

προστατεύει τις λυσίνες (389Lys-419Lys) στο loop της CP 47 από επισήµανση µε το 

αντιδραστήριο NHS-biotin [81, 82].  Πρωτεολυτικά πειράµατα µε τρυψίνη έδειξαν 

ότι η 33 kDa πρωτεΐνη αλληλεπιδρά και προστατεύει την CP 47 από πρωτεόλυση 

[83].  Η σύνδεση των δύο αυτών πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκε µε την χρήση του EDC 

[84], ενός cross-linker το οποίο συνδέει οµοιοπολικά αµινοξέα τα οποία βρίσκονται 

σε Van der waals επαφή [85].  Από τις µελέτες αυτές προκύπτει ότι το loop της CP47 

αλληλεπιδρά µε το σύµπλοκο έκλυσης οξυγόνου, τονίζοντας τη σηµασία της 

πρωτεΐνης αυτής στη δοµική και λειτουργική οργάνωση του PS II [86] .  

 

 

3.3.3  Oι εξωτερικές πρωτεΐνες 17, 23, 33 kDa του PS II.  

Οι τρεις αυτές πρωτεΐνες µαζί µε το σύµπλοκο του µαγγανίου και τα ιόντα Cl 

και Ca συνιστούν µια διακριτή λειτουργική µονάδα του PS II, το σύµπλοκο έκλυσης 

οξυγόνου (O.E.C).  Πληροφορίες για τη λειτουργία των υδρόφιλων πρωτεϊνών 

προέκυψαν από βιοχηµικές µελέτες οι οποίες στηρίχτηκαν στην αποµάκρυνση και 

επαναδέσµευση αυτών στον µεµβρανικό πυρήνα του PS II. 

Από τις τρεις αυτές πρωτεΐνες, η 33 kDa έχει τη µεγαλύτερη επίδραση στην 

ταχύτητα έκλυσης οξυγόνου [87].   Η αποµάκρυνση της 33 kDa οδηγεί σε ελάττωση 

της ταχύτητας έκλυσης οξυγόνου, που αποδίδεται σε αποσταθεροποίηση του 

συµπλόκου του µαγγανίου [88].  Το σύµπλοκο αυτό σταθεροποιείται µόνο παρουσία 

υψηλών συγκεντρώσεων χλωρίου, αλλά το σύστηµα δεν ανακτά την φυσιολογική του 

δραστικότητα [89].  Ακόµη, όταν η 33 kDa αποµακρύνεται από τον πυρήνα του PS II 

απαιτούνται υψηλές συγκεντρώσεις Ca2+, ώστε το σύστηµα να ανακτήσει τη βέλτιστη 

ενεργότητα.  Με τα πειράµατα αυτά αποκαλύφθηκε η άµεση σχέση της πρωτεΐνης µε 

το ασβέστιο και πιστεύεται ότι η 33 kDa µπορεί να δεσµεύει απευθείας ή να 

συγκεντρώνει το Ca2+.  

H αποµάκρυνση της 23 kDa από το πυρήνα του PS II, αυξάνει την απαίτηση 

του συστήµατος σε ασβέστιο [90], ενώ η 17 kDa σχετίζεται περισσότερο µε τα ιόντα 

χλωρίου που απαιτούνται για να λάβει χώρα η αντίδραση [91].  Ο ακριβής 

συσχετισµός των πρωτεϊνών µε τα ανόργανα ιόντα, δεν έχει αποσαφηνισθεί και 

πιστεύεται ότι η παρουσία των 17 και 23 kDa οδηγεί σε µια διαµόρφωση µε υψηλή 
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συγγένεια για τα ιόντα αυτά.  Επιπλέον η 23 kDa προστατεύει το σύµπλοκο του 

µαγγανίου από ογκώδη αναγωγικά τα οποία προκαλούν τη καταστροφή του [92]. 

Οι τρεις υδρόφιλες πρωτεΐνες του PS II συνδέονται µε τον µεµβρανικό 

πυρήνα µέσω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων, χωρίς όµως να είναι γνωστές οι 

ακριβείς θέσεις επαφής.  Η 33 kDa έρχεται σε άµεση επαφή µε την CP 47 και η 

παρουσία της είναι απαραίτητη για την δέσµευση της 23 kDa που µε τη σειρά της 

απαιτείται για την δέσµευση της 17 kDa στο πυρήνα [93, 94].  ∆εν είναι γνωστό εάν 

οι πρωτείνες έρχονται σε απευθείας επαφή ή εάν η δέσµευση της πρώτης προκαλεί 

την κατάλληλη διαµόρφωση για τη δέσµευση της δεύτερης.    

 

 

3.4  Το σύµπλοκο έκλυσης οξυγόνου. 

Η οξείδωση του νερού λαµβάνει χώρα στο σύµπλοκο έκλυσης οξυγόνου στο 

οποίο εµπλέκεται ένας αριθµός ανόργανων συµπαραγόντων [95] καθώς επίσης και 

οξειδοαναγωγικά ενεργά αµινοξέα.  

Το σύµπλοκο του µαγγανίου παρέχει τη θέση δέσµευσης και οξείδωσης του 

νερού.  Στο σύµπλοκο του µαγγανίου λαµβάνει χώρα η συσσώρευση τεσσάρων 

οξειδωτικών ισοδυνάµων, τα οποία διατίθενται για την οξείδωση του νερού [96-98].   

 

 

Σχήµα 18.  Κύκλος των S-καταστάσεων. 
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Κάθε διαχωρισµός φορτίου στο PS II οδηγεί στην οξείδωση του OEC από τον 

οξειδωµένο πρωτοταγή ηλεκτρονιοδότη P680
+ µέσω της Tyr Z και το σύµπλοκο 

ανακυκλώνεται, σύµφωνα µε το µοντέλο του Κοk [99], περνώντας διαδοχικά από 

πέντε διαφορετικές οξειδωτικές καταστάσεις, τις S0, S1, S2, S3, S4 (σχήµα 4).  

 

3.5  Φωτοαναστολή 

¨ Έκθεση των φωτοσυνθετικών µεµβρανών σε συνθήκες έντονης ακτινοβολίας, 

περισσότερης από εκείνης που µπορεί να µετατραπεί σε χηµική ενέργεια, οδηγεί σε 

απώλεια της φωτοσυνθετικής ικανότητας.  Το φαινόµενο αυτό ονοµάζεται 

φωτοαναστολή και αποδίδεται στην καταστροφή του PS II, µε συνέπεια τη διακοπή 

της ηλεκτρονιακής µεταφοράς και την απώλεια της ικανότητας έκλυσης οξυγόνου 

[100].  Η απώλεια της ενεργότητας του PS II κατά τη φωτοαναστολή προκαλείται 

από την αποικοδόµηση της D1 πρωτεΐνης του ενεργού κέντρου [101, 102].   

 Υπάρχουν δύο µοντέλα σχετικά µε το µοριακό µηχανισµό που οδηγεί στην 

αναστολή της ηλεκτρονιακής ροής και τελικά στην απώλεια της ενεργότητας.  

Σύµφωνα µε το πρώτο µοντέλο, η αναστολή ξεκινά από την αναγωγική πλευρά του 

PS II αναστέλλοντας την ροή ηλεκτρονίων, ενώ παράλληλα λαµβάνει χώρα κανονικά 

ο διαχωρισµός φορτίου [103].  Συγκεκριµένα έντονες συνθήκες φωτισµού προκαλούν 

διπλή αναγωγή της QA µε αποτέλεσµα τον ανασυνδυασµό φορτίου µεταξύ της Pheo 

και του P680 που οδηγεί στην τριπλή κατάσταση του P680 [104-106].  To P680 στην 

κατάσταση αυτή αντιδρά µε το µοριακό οξυγόνο, παράγωντας οξυγόνο απλής 

κατάστασης, το οποίο µπορεί να οξειδώσει χρωστικές και να προκαλέσει την 

καταστροφή των πρωτεϊνών [107-110]. 

 Το δεύτερο µοντέλο της φωτοαναστολής προτείνει ότι η απενεργοποίηση 

ξεκινά από την οξειδωτική πλευρά του PS II.  Η καταστροφή της οξειδωτικής 

πλευράς προκαλεί την σταθεροποίηση ισχυρά οξειδωτικών ριζών όπως το P680+ και 

η Tyr Ζ..  Οι ρίζες αυτές µπορούν στη συνέχεια να οξειδώσουν χρωστικές και 

αµινοξέα, προκαλώντας αναστολή της ηλεκτρονιακής ροής [111, 112].   

Η D1 πρωτεΐνη αποτελεί το στόχο της φωτοαναστολής και είναι η πρωτεΐνη 

εκείνη που καταστρέφεται και ανακυκλίζεται πιο γρήγορα από όλες τις άλλες του PS 

II [113, 114].  H αποικοδόµηση της D1 πρωτεΐνης µπορεί να προκαλείται απευθείας 

από ενεργές µορφές οξυγόνου είτε από πρωτεάσες [115-117].I 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

 

Σκοπός της παρούσας διατριβής είναι η δοµική µελέτη του Φωτοσυστήµατος 

ΙΙ των ανωτέρων φυτών και της λυάσης του υδρoϋπροξειδίου των λιπαρών οξέων.  

Τα δύο αυτά ένζυµα είναι µεµβρανικές πρωτεΐνες, ευρύτατα διαδεδοµένες στο φυτικό 

βασίλειο, οι οποίες συµµετέχουν σε πολύ σηµαντικές λειτουργίες των φυτών.   

 

∆οµική µελέτη του PS II 

Το Φωτοσύστηµα ΙΙ παραµένει µέχρι σήµερα από τα πιο αινιγµατικά σηµεία 

του φαινοµένου της φωτοσύνθεσης.  Παρά την αξιόλογη πρόοδο στις γνώσεις µας 

γύρω από τη δοµή και τη λειτουργεία του PS II, τα µοναδικά δοµικά χαρακτηριστικά 

αυτού τoυ συµπλόκου παραµένουν άγνωστα.  Ο προσδιορισµός της δοµής του 

φωτοσυστήµατος ΙΙ είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την κατανόηση του 

φαίνοµένου της φωτοσύνθεσης.  Επιπλέον η αποκάλυψη των µοναδικών 

λειτουργικών χαρακτηριστικών του PS II θα συµβάλει στην ανάπτυξη 

βιοτεχνολογικών εφαρµογών για την εκµετάλευση της ηλιακής ενέργειας και τη 

βελτίωση της αγροτικής παραγωγής.   

 Με την παρούσα εργασία επιχειρείται η δοµική µελέτη του PS II σε µοριακό 

επίπεδο και στο επίπεδο της οργάνωσης των πρωτεϊνών στο σύµπλοκο.   

Η µελέτη του PS II σε µοριακό επίπεδο στηρίζεται στην αποµόνωση και 

κρυστάλλωση επιλεγµένων πρωτεϊνών και υποσυµπλόκων του.  Οι εντατικές 

προσπάθειες σε παγκόσµιο επίπεδο για τον προσδιορισµό της ατοµικής δοµής 

στηρίζονται στην ανάπτυξη τρισδιάστατων κρυστάλλων για δοµική ανάλυση µε 

κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ.  Οι προσπάθειες αυτές έχουν παρεµποδιστεί από την 

από την έλλειψη κρυστάλλων που θα επέτρεπαν την δοµική µελέτη του PS II.  Το 

πρόβληµα στην κρυστάλλωση του PS II είναι οι ιδιοµορφίες του, οι οποίες καθιστούν 

την κρυστάλλωση του ιδιαίτερα δύσκολη.  Η αποµόνωση και κρυστάλλωση των 

υποσυµπλόκων του PS II, αποτελεί αντικείµενο µελέτης του εργαστηρίου µας τα 

τελευταία δέκα χρόνια [118, 119].  Οι µελέτες αυτές οδήγησαν στην αποκάλυψη 

σηµαντικών χαρακτηριστικών του PS II, τα οποία επηρεάζουν την ποιότητα των 

κρυστάλλων.  Ο πυρήνας του PS II συνίσταται από µεµβρανικές πρωτεΐνες, που 

συνδέονται µεταξύ τους µε υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις και υδρόφιλες πρωτεΐνες οι 

οποίες δεσµεύονται στον πυρήνα µε πολικούς δεσµούς.  Κατά την αποµόνωση 
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µικρότερων και σταθερότερων συµπλόκων, οι εξωτερικές πρωτεΐνες που είναι 

απαραίτητες για την κρυστάλλωση, αποδεσµεύονται από το σύµπλοκο.  Επιπλέον 

κατά την κρυστάλλωση συµπλοκών µε τις εξωτερικές πρωτεΐνες, η αύξηση της 

ιονικής ισχύος και του απορρυπαντικού προκαλεί την αποδέσµευση των υδρόφιλων 

πρωτεϊνών.  Αυτές οι βιοχηµικές ιδιαιτερότητες του PS II, δηµιουργούν σηµαντικές 

δυσκολίες στην αποµόνωση και κρυστάλλωση οµοιογενών υποσυµπλόκων του PS II.  

Λόγω των παραπάνω προβλήµατων, καθίσταται αδύνατη η κρυστάλλωση ολόκληρου 

του πυρήνα του PS II.  Για το λόγο αυτό στην παρούσα εργασία επιλέγεται η 

αποµόνωση πρωτεϊνών και σταθερών υποσυµπλόκων του PS II που δεν 

παρουσιάζουν τα παραπάνω χαρακτηριστικά.  Συγκεκριµένα επιχειρείται η 

κρυστάλλωση µίας αποµονωµένης πρωτεΐνης (CP 47) και του συµπλόκου του 

ενεργού κέντρου (D1-D2-Cyt b559) του PS II.  H CP 47 είναι µεµβρανική πρωτεΐνη 

και συνδέεται πολύ στενά µε το ενεργό κέντρο του PS II, αλλά έχει µία µεγάλη 

υδρόφιλη περιοχή που θα µπορούσε να συµµετάσχει στη σταθεροποίηση του 

κρυσταλλικού πλέγµατος.  Το ενεργό κέντρο του PS II είναι το µικρότερο 

υποσύµπλοκο που έχει αποµονωθεί και οι πρωτεΐνες του συνδέονται µε ισχυρές 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις.  Τα παραπάνω χαρακτηριστικά καθιστούν την CP 47 

και το σύµπλοκο D1-D2-Cyt b559 κατάλληλα για την ανάπτυξη τρισδιάστατων 

κρυστάλλων.  

Η ανάλυση της οργάνωσης των πρωτεϊνών του PS II, στο επίπεδο της 

τεταρτοταγούς δοµής, στην παρούσα εργασία πραγµατοποιείται, µε µελέτη του 

συµπλόκου του ενεργού κέντρου µε ηλεκτρονική µικροσκοπία.  Η ηλεκτρονική 

µικροσκοπία είναι µία τεχνική που παρέχει πληροφορίες για την δοµή των 

µακροµορίων σε µέτρια διακριτική ικανότητα (15-25 Å).  Οι µελέτη των πρωτεϊνών 

µε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο παρουσιάζει δυσκολίες που αποδίδονται στον υψηλό 

θόρυβο και την καταστροφή του βιολογικού υλικού.  Στην παρούσα εργασία το 

σύµπλοκο του ενεργού κέντρου ακινητοποιείται σε φιλµ άνθρακα και 

πραγµατοποιείται αρνητική χρώση µε άλατα που περιέχουν βαριά µέταλλα.  Αυτή η 

τεχνική βελτιώνει την ποιότητα των εικόνων από το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο και 

επιτρέπει την στατιστική ανάλυση των σωµατιδίων για την αύξηση της διακριτικής 

ικανότητας της µεθόδου.  
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∆οµική µελέτη της λυάσης του υδροϋπεροξειδίου των λιπαρών οξέων 

 Η λυάση ανήκει σε µία νέα οµάδα ενζύµων (CYP 74) τα οποία κατατάσσονται 

στη οικογένεια των κυτοχρωµάτων P450.  Tα ένζυµα αυτά παρουσιάζουν πρωτοφανή 

λειτουργικά χαρακτηριστικά, τα οποία αποδίδονται σε δοµικές ιδιαιτερότητες του 

µεταλλικού κέντρου.  Η δοµική ανάλυση µεταλλοενζύµων, όπως η λυάση του 

υδροϋπεροξειδίου των λιπαρών οξέων διακρίνεται στο δοµικό χαρακτηρισµό της 

αποπρωτεΐνης και του µεταλλικού κέντρου.  Στη παρούσα εργασία η δοµική ανάλυση 

της λυάσης του υδροϋπεροξειδίου των λιπαρών οξέων εστιάζεται στην µελέτη του 

περιβάλλοντος του µεταλλικού κέντρου του ενζύµου.   

H παρούσα µελέτη στηρίχθηκε στη δέσµευση εξωγενών υποκαταστατών 

(ligands) στο σίδηρο της αίµης και το χαρακτηρισµό των συµπλόκων µε 

φασµατοσκοπία ορατού-υπεριώδους (UV-Vis) και ηλεκτρονιακού παραµαγνητικού 

συντονισµού (EPR).  Ο συνδιασµός των φασµατοσκοπικών τεχνικών οδήγησε σε 

πληροφορίες σχετικά µε την ηλεκτρονική δοµή, τη γεωµετρία συναρµογής και τη 

φύση του proximal ligand του αιµικού σιδήρου.   
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4. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΚΡΥΣΤΑΛΛΩΣΗ ΤΗΣ CP 47 

 

 
4.1  EΙΣΑΓΩΓΗ. 

Η αποµόνωση των µεµβρανών του PS II αποτέλεσε την αφετηρία για µια 

σειρά από βιοχηµικές και φασµατοσκοπικές µελέτες, οι οποίες οδήγησαν σε 

σηµαντικές πληροφορίες σχετικά µε τη λειτουργία και την τοπολογία των πρωτεϊνών 

[50].  Αρχικά η δοµική µελέτη επικεντρώθηκε στην αποµόνωση υποσυµπλόκων, τα 

οποία έχουν την ικανότητα να εκλύουν οξυγόνο [52, 53].  Οι µελέτες αυτές 

περιόρισαν σηµαντικά τον αριθµό των πρωτεϊνών που είναι απαραίτητες για την 

λειτουργία του συστήµατος εστιάζοντας την µελέτη σε υποσύµπλοκα µε µικρό 

αριθµό πρωτεϊνών [42].  Βιοχηµικές µελέτες, µε επιλεκτική αποµάκρυνση και 

επαναδέσµευση πρωτεϊνών πάνω στο πυρήνα, οδήγησαν σε προτεινόµενα  δοµικά 

µοντέλα του PS II.  Τα µοντέλα αυτά παρουσιάζουν το συσχετισµό των υποµονάδων 

του PS II, αλλά δε παρέχουν πληροφορίες για τον ακριβή τρόπο σύνδεσης των 

πρωτεϊνών και την διάταξη τους στο χώρο.  

Η αποκάλυψη της δοµής των φωτοσυνθετικών βακτηρίων µε 

κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ αποτέλεσε σταθµό στη δοµική µελέτη του PS II [1-3].  

Ο συσχετισµός των κέντρων αποκάλυψε πολλές πληροφορίες σχετικά µε την 

αναγωγική πλευρά του PS II.  Η µοναδική ικανότητα του συστήµατος να οξειδώνει το 

νερό, αποδίδεται στην οξειδωτική πλευρά του PS II, της οποίας η δοµή παραµένει 

άγνωστη.  Από φασµατοσκοπικές µελέτες είναι γνωστό ότι το σύµπλοκο έκλυσης 

οξυγόνου αποτελείται από το σύµπλοκο του µαγγανίου, τα ιόντα Cl και Ca, και από 

τις εξωτερικές πρωτεΐνες και αµινοξέα, τα οποία οργανώνονται σε µια λειτουργική 

µονάδα που καταλύει την διάσπαση του νερού.  Οι δοµικές λεπτοµέρειες του 

συµπλόκου καθώς και η οργάνωση των χλωροφυλλών του ενεργού κέντρου 

παραµένουν άγνωστα.  

Η κρυστάλλωση, για πρώτη φορά, µεµβρανικών πρωτεϊνών αποτέλεσε το 

έναυσµα για µια προσπάθεια σε παγκόσµιο επίπεδο, µε στόχο την κρυστάλλωση του 

PS II από ανώτερα φυτά, και την αποκάλυψη της δοµής σε µοριακό επίπεδο.  Παρά 

το µεγάλο αριθµό των εργαστηρίων που ασχολούνται µε την κρυστάλλωση του PS II 
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από ανώτερα φυτά, µόνο δύο είναι οι δηµοσιευµένες εργασίες που αφορούν την 

ανάπτυξη τρισδιάστατων κρυστάλλων [120, 121].   

Στην παρούσα εργασία επιχειρήθηκε για πρώτη φορά η κρυστάλλωση µίας 

αποµονωµένης πρωτεΐνης (CP 47) και του συµπλόκου του ενεργού κέντρου (D1-D2-

Cyt b559) του PS II.  H CP 47 είναι µεµβρανική πρωτεΐνη και συνδέεται πολύ στενά 

µε το ενεργό κέντρο του PS II, χωρίς να συµετεχει άµεσα στην ηλεκτρονιακή ροή.  Η 

πρωτεινη αυτή είναι ιδιαίρερα σταθερή σε αντίθεση µε άλλες πρωτεινες του PS II που 

υφίστανται διάσπαση σε συνθήκες ήπιου φωτισµού.  Επιπλέον η CP 47 διαθέτει µία 

µεγάλη υδρόφιλη περιοχή που είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη πολικών 

αλληλεπηδράσεων στους τρισδιάστατους κρυστάλλους.  Το ενεργό κέντρο του PS II 

είναι το µικρότερο υποσύµπλοκο που έχει αποµονωθεί και οι πρωτεΐνες του 

συνδέονται µε ισχυρές υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις.  Τα παραπάνω χαρακτηριστικά 

καθιστούν την CP 47 και το σύµπλοκο D1-D2-Cyt b559 κατάλληλα για την ανάπτυξη 

τρισδιάστατων κρυστάλλων.  

Τα στάδια τα οποία ακολουθήθηκαν για την επίτευξη του στόχου µας είναι: 

 

Αποµόνωση και χαρακτηρισµός των πρωτεϊνών του PS II.  

Για την κρυστάλλωση των πρωτεϊνών αναπτύχθηκε µία νέα µέθοδος 

αποµόνωσης, η οποία διασφαλίζει την σταθερότητα και οµοιογένεια των πρωτεϊνών 

και υποσυµπλόκων του PS II.  Η σταθερότητα των αποµονωµένων πρωτεϊνών 

εξετάστηκε µε φασµατοσκοπικές και βιοχηµικές τεχνικές. 

  

Ανάπτυξη τρισδιάστατων κρυστάλλων. 

Στο στάδιο αυτό πραγµατοποιήθηκε συστηµατική µελέτη των παραγόντων 

που επηρεάζουν την κρυστάλλωση των πρωτεϊνών του PS II.  Αρχικά, η µελέτη 

επικεντρώθηκε στην εύρεση συνθηκών για την επαναλήψιµη παραγωγή κρυστάλλων 

κατάλληλου µεγέθους για πειράµατα περίθλασης ακτίνων-Χ, και στη συνέχεια έγινε 

προσπάθεια για την βελτίωση της ποιότητας τους.  ∆οκιµάσθηκαν διάφορα 

απορρυπαντικά τα οποία παίζουν σηµαντικό ρόλο στην κρυστάλλωση.  Τέλος, 

διερευνήθηκαν τα αίτια που προκαλούν την διάσπαση των πρωτεϊνών του PS II, και 

έγινε προσπάθεια για την αναστολή της. 
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4.2  YΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

 

4.2.1  ∆ιαλύµατα. 

∆ιάλυµα αλέσεως (grinding buffer): 0.4 M NaCl, 20 mM HEPES (pH=7.5), 2 mM 

MgCl2, 1 mM EDTA  και 0.2 % w/v BSA 

1° διάλυµα επαναιώρησης: (1st resuspention buffer): 0.15 mM NaCl, 4 mM MgCl2 και 

25 mM MES (pH=6) 

2°διάλυµα επαναιώρησης: (2nd resuspention buffer): 15 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 

mM AsCH και 25 mM MES (pH=6) 

∆ιάλυµα SMN: 0.4 mM sucrose, 15 mM NaCl και 25 mM MES (pH=6) 

∆ιάλυµα Triton: 25% w/v Triton στο 2° διάλυµα επαναιώρησης 

∆ιάλυµα Tris: 0.8 mΜ Tris (pΗ=8.2) 

∆ιάλυµα ακετόνης: 80% v/v ακετόνη σε H2O 

∆ιάλυµα PEG 6000: 20% w/v PEG 6000 και 25 mΜ MES 

∆ιάλυµα εξισορρόπησης : Bis-Tris pH 6.0 0.04 % LM 

∆ιάλυµα έκλουσης : Bis-Tris pH 6.00.04% w/v LM, 200mM LiClO4. 

∆ιάλυµα 18 % σουκρόζης: 18 % σουκρόζη, 25mM MES pH 6.0, 10mM NaCl, 0.04% 

LM 

∆ιάλυµα 35 % σουκρόζης: 18 % σουκρόζη, 25mM MES pH 6.0, 10mM NaCl, 0.04%    

LM 

  

 

4.2.2 Μέθοδοι. 

Η αποµόνωση των διαφόρων φωτοσυνθετικών πρωτεϊνικών συµπλόκων 

βασίστηκε σε µεθόδους επιλεκτικής διαλυτοποίησης, σε συνδυασµό µε βιοχηµικές 

τεχνικές όπως φυγοκέντρηση, ιονανταλλακτική χρωµατογραφία, και 

υπερφυγοκέντρηση σε γραµµική διαβάθµιση σουκρόζης.  Ο χαρακτηρισµός των 

συµπλόκων πραγµατοποιήθηκε µε τις µεθόδους της ηλεκτροφόρησης σε πήκτωµα 

SDS-πολυακρυλαµιδίου και φασµατοσκοπίας απορρόφησης. 
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Φυγοκέντρηση. 

Οι φυγοκεντρήσεις έγιναν µε φυγόκεντρο Heraeus SEPATECH, τύπου 

Suprafuge 22, χρησιµοποιώντας κεφαλές ΗFΑ 2194 ή κεφαλές ΗFΑ 14290, ή 

φυγόκεντρο SIGMA τύπου 3Κ20, µε την κεφαλή Νr. 12158. 

 

Υπερφυγοκέντρηση σε γραµµική διαβάθµιση σουκρόζης.  

Ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών του PS II, µε υπερφυγοκέντρηση σε γραµµική 

διαβάθµιση σουκρόζης, περιλαµβάνει τα εξής τα σταδία: 

Αρχικά δηµιουργείται µια βαθµίδωση πυκνότητας σε ένα φυγοκεντρικό 

σωλήνα µε την ανάµιξη ενός διαλύµατος χαµηλής πυκνότητας (18 % σουκρόζης ) και 

ενός διαλύµατος υψηλής πυκνότητας (35 % σουκρόζη) σε ειδική συσκευή. 

Στη συνέχεια το δείγµα τοποθετείται στην επιφάνεια της βαθµίδωσης 

πυκνότητας και υπερφυγοκεντρείται σε ειδική κεφαλή φυγοκέντρου για 16 ώρες σε 

35000 rpm. 

Τέλος οι ζώνες που έχουν σχηµατιστεί συλλέγονται χωριστά και 

χαρακτηρίζονται µε ηλεκτροφόρηση και φασµατοσκοπία ορατού.  

  
Ιοναντανταλλακτική χρωµατογραφία. 

Η ιονανταλλακτική χρωµατογραφία πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση ενός 

συστήµατος υγρής χρωµατογραφίας της Pharmacia που αποτελείται από δύο 

περισταλτικές αντλίες τύπου P1, ανιχνευτή UV (280nm), καταγραφικό και µονάδα 

προγραµµατισµού GP 250.  Το υλικό της στήλης ήταν Q-Sepharose Fast-Flow.  Όλα 

τα διαλύµατα είχαν απαερωθεί και διηθηθεί µε φίλτρα µεγέθους πόρων 0.45µm.  

 

Αποµόνωση των πρωτεϊνικών συµπλόκων.  

Α) Θυλακοειδή 

Οι θυλακοειδείς µεµβράνες αποµονώνονται από τα φύλλα των διαφόρων 

φυτών ως εξής [122] 

Αρχικά, τα φύλλα των φυτών αναµειγνύονται µε το ρυθµιστικό διάλυµα 

άλεσης σε αναλογία 250 ml διαλύµατος/300 gr φύλλων.  Ακολουθεί µηχανική 
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διάσπαση των ιστών χρησιµοποιώντας µίξερ.  Η άλεση διαρκεί 30 sec και στη 

συνέχεια το µίγµα διηθείται µε γάζα.  Το διήθηµα φυγοκεντρείται στα 7500xg για 15 

min, ώστε να καταβυθιστούν οι χλωροπλάστες, ενώ στο υπερκείµενο παραµένουν τα 

υπόλοιπα κυτταρικά οργανίδια. υψηλής ιονικής ισχύoς, έτσι ώστε να σπάσει η 

εξωτερική µεµβράνη των χλωροπλαστών.  Στη συνέχεια το επαναιώρηµα 

φυγοκεντρείται στα 7500xg για 10 min για την αποµάκρυνση των πρωτεϊνών του 

στρώµατος.  Το ίζηµα που λαµβάνεται περιέχει τις θυλακοειδείς µεµβράνες, και 

επαναιωρείται σε διάλυµα SMN, οµογενοποιείται και αποθηκεύεται στους -40ºC.  

 

Β) Φωτοσύστηµα ΙΙ 

Για την αποµόνωση του PS II [123] από τις θυλακοειδείς µεµβράνες γίνεται 

διαλυτοποίηση του παραπάνω ιζήµατος µε το δεύτερο διάλυµα επαναιώρησης έτσι 

ώστε, η τελική συγκέντρωση να είναι 2.5 mg Chl/ml.  Το διάλυµα οµογενοποιείται µε 

µηχανικό οµογενοποιητή και στη συνέχεια προστίθεται στάγδην διάλυµα 

απορρυπαντικού Τriton X-100 25% w/w, ώστε η τελική αναλογία Chl/Τriton να είναι 

ίση µε 25/1 w/w.  Το διάλυµα θυλακοειδών µεµβρανών και απορρυπαντικού 

επωάζεται για µίση ώρα στο σκοτάδι στους 4ºC µε ήπια ανάδευση, για να διασπαστεί 

η θυλακοειδείς µεµβράνη στα επιµέρους θυλακοειδή του στρώµατος και θυλακοειδή 

των grana.  Στη συνέχεια γίνεται φυγοκέντρηση στα 48000xg για µίση ώρα, ώστε να 

καταβυθιστούν τα θυλακοειδή των grana.  Το ίζηµα που είναι εµπλουτισµένο σε 

µεµβράνες PS II επαναιωρείται σε διάλυµα SMN και φυγοκεντρείται στα 48000xg για 

µίση ώρα.  Το τελικό ίζηµα διαλυτοποιείται σε όσο το δυνατό µικρότερο όγκο 

διαλύµατος SMN, οµογενοποιείται, προσδιορίζεται η περιεκτικότητα του σε 

χλωροφύλλη και αποθηκεύεται στους -40ºC.  

 

Γ) Πυρήνας του Φωτοσυστήµατος ΙΙ (PS II-core) 

Μεµβράνες του PS II διαλυτοποιηµένες σε SMN µε συγκέντρωση 

χλωροφύλλης 0.75 mg/ml αναµιγνύονται µε ίσο όγκο διαλύµατος SMN, το οποίο 

περιέχει 60 mΜ ΗΜ και το µίγµα επωάζεται για δέκα λεπτά.  Στη συνέχεια γίνεται 

φυγοκέντρηση στα 40000xg για τριάντα λεπτά.  Το υπερκείµενο αναµιγνύεται µε µισό 

όγκο διαλύµατος SMN και προστίθεται 10 mΜ MgCl2.  Ακολουθεί δεύτερη 

φυγοκέντρηση στα 40000xg για είκοσι λεπτά.  Το υπερκείµενο, που περιέχει το PS II-
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core, αναµιγνύεται µε ίσο όγκο διαλύµατος 40% PEG 6000 και συλλέγεται το PS II-

core κατόπιν καταβύθισης του µε φυγοκέντρηση στα 40000xg για τριάντα λεπτά.  Στη 

συνέχεια γίνεται µια έκπλυση του PS II-core µε SMN. 

 

∆) Tris-PS II-core 

Το Tris-PS II-core [124] είναι ο υδρόφοβος πυρήνας του PS II, χωρίς τις 

εξωτερικές πρωτεΐνες (33kDa, 23kDa,17kDa) και το µαγγάνιο.  Για την αποµόνωση 

του συµπλόκου, ίζηµα PS II-core επαναιωρείται σε κατάλληλη ποσότητα διαλύµατος 

Tris, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση χλωροφύλλης να είναι 0.5 mg/ml.  Το διάλυµα 

επωάζεται για µίση ώρα στους 4ºC κάτω από φως δωµατίου και στη συνέχεια 

φυγοκεντρείται στα 48000xg για µίση ώρα, για την αποµάκρυνση των υδρόφιλων 

πρωτεϊνών και του µαγγανίου.  Ακολουθούν δύο εκπλύσεις του ιζήµατος µε διάλυµα 

SMN και φυγοκέντρηση στα 48000xg για µίση ώρα.  Το τελικό ίζηµα επαναιωρείται 

σε όσο το δυνατό µικρότερο όγκο διαλύµατος SMN, οµογενοποιείται και 

αποθηκεύεται στους -40ºC. 

 

Ε) Υποσύµπλοκα του Τris-PS II-core  

Η αποµόνωση των υποσυµπλόκων του PS II-core πραγµατοποιείται µε 

διαλυτοποίηση του PS II-core µε απορρυπαντικό LM ή OTG.  Ακολουθεί 

διαχωρισµός µε υπερφυγοκέντρηση σε γραµµική διαβάθµιση σουκρόζης και 

καθαρισµός των πρωτεϊνών µε χρωµατογραφία ανιονανταλλαγής (Q sepharose).  

 
 
 Ηλεκτρόφορηση.  

Η πολυπεπτιδική σύνθεση των συµπλόκων αναλύεται µε ηλεκτρόφορηση σε 

σύστηµα ασυνεχούς πηκτώµατος (gel) SDS/ουρίας/πολυακρυλαµιδίου σύµφωνα µε τη 

µέθοδο Laemmli [125].  Κατόπιν αποδιάταξης των πρωτεϊνών µε το απορρυπαντικό 

SDS, οι πρωτεΐνες ηλεκτροφορούνται αρχικά µέσω ενός πηκτώµατος συσσώρευσης 

(stacking gel) και στη συνέχεια µέσω ενός πηκτώµατος διαχωρισµού (resolving gel).  

Το πήκτωµα συσσώρευσης περιέχει 6% πολυακρυλαµιδίου/δις-ακρυλαµιδίου, 

ενώ το πήκτωµα διαχωρισµού αποτελείται από µια διαβάθµιση της συγκέντρωσης του 

ακρυλαµίδιου (16-22%), του δις-ακρυλαµιδίου (0.27-0.37%) και της σουκρόζης  
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(0-6%) και τα δύο τµήµατα περιέχουν 6.5 Μ ουρία.  Η σταθεροποίηση (fixing) των 

πρωτεϊνών γίνεται µε διάλυµα 50 % ΜeΟΗ/ 10% CΗ3CΟΟΗ και η χρώση µε διάλυµα 

Coomassie Blue R-250. 

 

 ∆ιαδικασία διαπίδυσης. 

Για τις διαδικασίες διαπίδυσης χρησιµοποιούνται σωληνοειδείς µεµβράνες της 

BIOMOL τύπου 8 ή 20, µε ικανότητα διαπερατότητας µορίων µοριακού βάρους µέχρι 

16 kDa.  Οι µεµβράνες διαπίδυσης κατεργάζονται αρχικά µε υδατικό διάλυµα 5 µΜ 

ΕDΤΑ για 30min στους 100ºC.  

 

 Συµπύκνωση των δειγµάτων. 

Το δείγµα συµπυκνώνεται, αρχικά µε υπερδιήθηση χρησιµοποιώντας 

µεµβράνες τριοξικής κυτταρίνης µε τη συσκευή Sartorious (Μ 165-26) και τελικά µε 

φυγοκέντρηση στις 4500 στροφές/λεπτό στους 4ºC µε Centrisart Ι (SΜ 132-49). 

 

Τρισδιάστατη κρυστάλλωση των πρωτεϊνικών συµπλόκων. 

Τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα χρησιµοποιούνται για µια σειρά πειραµάτων 

κρυστάλλωσης.  Η λήψη των τρισδιάστατων κρυστάλλων γίνεται µε τη µέθοδο 

διάχυσης ατµών χρησιµοποιώντας τη τεχνική της καθήµενης σταγόνας.  Σε κάθε 

κοιλότητα της γέφυρας προστίθεται 10-50 ml δείγµατος του πρωτεϊνικού διαλύµατος 

που περιέχει το αντιδραστήριο καταβύθισης, το πρόσθετo και ΝαΝ3, αφού 

προηγουµένως φυγοκεντρηθεί για 2min στα 8000xg.  Στη δεξαµενή (reservoir) 

προστίθεται ένα υδατικό διάλυµα κάποιου άλατος.  Μέσω της αέριας φάσης, η 

συγκέντρωση του άλατος στη δεξαµενή ισορροπεί µε εκείνη της σταγόνας.  Η 

ισορροπία επιτυγχάνεται µε µεταφορά του νερού από τη σταγόνα στο διάλυµα άλατος.  

 
 Προσδιορισµός της συγκέντρωσης χλωροφύλλης. 

Η συγκέντρωση της χλωροφύλλης προσδιορίζεται φασµατοσκοπικά, σύµφωνα 

µε τη µέθοδο Arnon [126].  Αρχικά, γίνεται εκχύλιση της χλωροφύλλης µε υδατικό 

διάλυµα ακετόνης 80%.  Το αιώρηµα φυγοκεντρείται στις 15000 rpm για την 

αποµάκρυνση των αδιάλυτων πρωτεϊνών.  Η απορρόφηση του διαλύµατος 
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χλωροφύλλης µετράται στα 645 nm και 663 nm.  Στους υπολογισµούς 

χρησιµοποιούνται οι συντελεστές απορρόφησης 20 και 8 mg/(ml.cm) αντίστοιχα.  

 

 Κρυσταλλογραφία ακτίνων X. 

Όταν µια παράλληλη µονοχρωµατική δέσµη ακτίνων Χ προσπέσει σε έναν 

κρύσταλλο και σκεδαστεί, δηµιουργείται ενισχυτική συµβολή µόνο σε εκείνες τις 

διευθύνσεις, στις οποίες οι σκεδαζόµενες ακτίνες είναι σε φάση, δηλαδή η διαφορά 

των δρόµων τους είναι ακέραιο πολλαπλάσιο του µήκους κύµατος λ.  Τα σηµεία ενός 

κρυσταλλικού πλέγµατος σχηµατίζουν σύνολα ισαπέχοντων παράλληλων επιπέδων. 

Ένα ορισµένο σύνολο τέτοιων επιπέδων χαρακτηρίζεται από τρεις δείκτες h, k, l όπου 

a/h, b/k, c/l είναι τα σηµεία τοµής των αξόνων του πλέγµατος από τα επίπεδα.  Όπως 

δείχθηκε από τον W.L.Bragg, τα σύνολα των επιπέδων (hkl) αποτελούν τη βάση για 

µια απλή αναπαράσταση της περίθλασης των ακτίνων Χ από τους κρυστάλλους.  

 

∆έσµη
ακτίνων-Χ

Πηγή
ακτίνων-Χ

Σκεδαζόµενες
ακτίνες

Ανιχνευτής

Γνωστή
Απόσταση

 

Σχήµα 19.   Σχηµατικό διάγραµµα της περίθλασης ακτίνων-Χ. 

 

Μεταξύ ακτίνων που σκεδάζονται από διαδοχικά επίπεδα υπάρχει διαφορά 

δρόµου ίση µε 2dhklηµθ, όπου dhkl η κάθετη απόσταση µεταξύ των επιπέδων (hkl) και 

θ η γωνία πρόσπτωσης.  Για να είναι οι σκεδαζόµενες ακτίνες σε φάση, πρέπει η 
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διαφορά δρόµου να είναι ακέραιο πολλαπλάσιο του µήκους κύµατος, δηλαδή πρέπει 

2dhklηµθ=nλ. Από την εξίσωση αυτή προκύπτει το όριο της διακριτικής ικανότητας 

(resolution) ενός κρυστάλλου [127]: dmin=λ/2ηµθmax.  

Ένα πλήρες διάγραµµα περίθλασης µπορεί να θεωρηθεί ότι αποτελείται από 

µια τρισδιάστατη διευθέτηση κηλίδων, που σχηµατίζει ένα κανονικό πλέγµα.  Κάθε 

κηλίδα αναγνωρίζεται από µια τριπλέτα δεικτών h,k,l (από τα h,k,l επίπεδα από τα 

οποία προέρχεται).  Οι θέσεις των ανακλάσεων και η συµµετρία των διαγραµµάτων 

περίθλασης αποκαλύπτουν το µέγεθος της στοιχειώδους κυψελίδας και τα στοιχεία 

συµµετρίας της.  Οι σχετικές εντάσεις των ανακλάσεων καθορίζονται από την 

κατανοµή του σκεδάζοντας υλικού στη στοιχειώδη κυψελίδα.  

 

 

4.3  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

4.3.1  Πρωτόκολλο αποµόνωσης. 

 Το πρωτόκολλο αποµόνωσης στηρίζεται στην επιλεκτική αποµάκρυνση 

πρωτεϊνών από το σύµπλοκο του PS II και στο σταδιακό εµπλουτισµό των 

υποσυµπλόκων που αποτελούνται από τις πρωτεΐνες CP 47 και D1-D2-Cyt b559.  Η 

αποµόνωση πραγµατοποιήθηκε µε κατάλληλο συνδυασµό βιοχηµικών επεξεργασιών 

και τεχνικών για το διαχωρισµό των πρωτεϊνών και υποσυµπλόκων που προκύπτουν 

από τις επεξεργασίες.  Τα στάδια τα οποία ακολουθήθηκαν µε σκοπό την αποµόνωση 

της CP 47 και του συµπλόκου του ενεργού κέντρου είναι τα εξής: 

¾ Αποµάκρυνση του συµπλόκου συλλογής φωτός (LHC) από το πυρήνα του PS 

II. 

¾ Αποµάκρυνση των εξωτερικών πρωτεϊνών από το πυρήνα του PS II. 

¾ ∆ιαλυτοποίηση και διαχωρισµός του πυρήνα από τις CPs (CP 28, CP 26, CP 

24) και την CP 43. 

¾ ∆ιάσπαση του συµπλόκου CP 47-D1-D2-Cyt b559, διαχωρισµός και 

αποµόνωση της CP 47 και του συµπλόκου του ενεργού κέντρου D1-D2-Cyt 

b559. 
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4.3.2  Αποµάκρυνση του συµπλόκου συλλογής φωτός (LHC) από το PS II. 

Το σύµπλοκο συλλογής φωτός αποτελεί την εξωτερική κεραία του PS II και 

αποτελείται από πολυπεπτίδια µε µοριακό βάρος 20-30 kDa τα οποία δεσµεύουν το 

µεγαλύτερο µέρος Chl b στις µεµβράνες του PS II.  Η σύσταση του σε πρωτεΐνες 

είναι ετερογενής, διότι ρυθµίζεται από συνθήκες φωτισµού και µηχανισµούς 

φωσφοριλίωσης.  Η αποµάκρυνση του είναι απαραίτητη για τον παραπέρα 

εµπλουτισµό των πρωτεϊνών του πυρήνα . 

H αποµάκρυνση του LHC στηρίζεται στη διαλυτοποίηση των µεµβρανών του 

PS II µε το απορρυπαντικό HECAMEG [128].  Επειδή το LHC είναι συνδεµένο στη 

περιφέρεια του πυρήνα, αποσπάται από το υπόλοιπο σύµπλοκο και διαχωρίζεται µε 

επιλεκτική καταβύθιση.  Η καταβύθιση πραγµατοποιείται µε προσθήκη ιόντων Mg2+ 

τα οποία προκαλούν τη συσσωµάτωση των πρωτεϊνών του LHC.  Η µέθοδος αυτή 

εξασφαλίζει γρήγορο και ποσοτικό εµπλουτισµό του πυρήνα (PS II-core), που 

αποτελεί το αρχικό υλικό για το δεύτερο στάδιο του πρωτοκόλλου.  

 

 

4.3.3  Αποµάκρυνση των εξωτερικών πρωτεϊνών από το πυρήνα του PS II. 

 Οι εξωτερικές πρωτείνες του PS II (17, 23, 33 kDa) είναι υδρόφιλες και 

συνδέονται µε τον υδρόφοβο πυρήνα µέσω πολικών αλληλεπιδράσεων.  Η 

αποµάκρυνση τους βασίζεται σε επεξεργασίες που διασπούν τις πολικές 

αλληλεπιδράσεις και απελευθερώνουν τις εξωτερικές πρωτεΐνες στο διάλυµα.  

Έκθεση του PS II-core σε συνθήκες υψηλής ιονικής ισχύος ή αλκαλικού pH οδηγεί 

στην αποµάκρυνση των εξωτερικών πρωτεϊνών.   

Επιλέχθηκε η κατεργασία του PS II-core µε Tris-pH 8.0 διότι, εκτός από την 

αποσύνδεση των εξωτερικών πρωτεϊνών προκαλεί και την καταστροφή του 

συµπλόκου του µαγγανίου.  Η καταστροφή του συµπλόκου συµβάλλει στην 

ευκολότερη αποµάκρυνση των εξωτερικών πρωτεϊνών οδηγώντας σε ένα οµογενές 

σύµπλοκο γνωστό ως Tris-PS II-core. 
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4.3.4 ∆ιαλυτοποίηση του συµπλόκου Tris-PS II-core και διαχωρισµός του 

πυρήνα από τις CPs (CP 28, CP 26, CP 24) και την CP 43. 
 

Το στάδιο αυτό έχει µεγάλη σηµασία για τη συνολική πορεία του καθαρισµού 

αφού πραγµατοποιείται διαλυτοποίηση και αποµάκρυνση τεσσάρων µεµβρανικών 

πρωτεϊνών από το υπόλοιπο υποσύµπλοκο.  Ιδιαίτερη σηµασία δόθηκε στην επιλογή 

του απορρυπαντικού το οποίο διαλυτοποιεί και αποχωρίζει τις επιµέρους πρωτεΐνες 

από το σύµπλοκο.  Τα απορρυπαντικά τα οποία χρησιµοποιήθηκαν είναι το LM και 

το OTG τα οποία είναι πολύ αποτελεσµατικά στη διαλυτοποίηση και διατηρούν τις 

πρωτεΐνες στη φυσική τους κατάσταση. Επίσης είναι γνωστό ότι τα απορρυπαντικά 

αυτά είναι κατάλληλα για κρυστάλλωση λόγω µικρού µεγέθους µικκυλίου και είναι 

οµογενείς ουσίες σε αντίθεση µε το Triton-Χ 100 το οποίο είναι µίγµα από ισοµερή 

µόρια. 

Στη βιοχηµεία των µεµβρανικών πρωτεϊνών τα απορρυπαντικά 

χρησιµοποιούνται για την διαλυτοποίηση των πρωτεϊνών από τις βιολογικές 

µεµβράνες.  Σε πολυπρωτεϊνικά σύµπλοκα µεµβρανικών πρωτεϊνών όπως το PS II, τα 

απορρυπαντικά αρχικά διαλυτοποιούν και στη συνέχεια παρεµβάλλονται στις 

υδρόφοβες επαφές µεταξύ των πρωτεϊνών προκαλώντας το διαχωρισµό τους.   

Ο διαχωρισµός των συµπλόκων, που προκύπτουν από τις επεξεργασίες, 

πραγµατοποιήθηκε µε τη τεχνική της υπερφυγοκέντρησης σε γραµµική διαβάθµιση 

σουκρόζης.  Επιπλέον η τεχνική αυτή µας επέτρεψε να µελετήσουµε την σχετική 

αλληλεπίδραση των µεµβρανικών πρωτεϊνών µε το σύµπλοκο του ενεργού κέντρου.   

Tο σύµπλοκο Tris-PS II-core (CPs-CP 43-CP 47-D1-D2-Cyt b559) εκτός 

από την CP 47 και το σύµπλοκο του ενεργού κέντρου περιέχει και τέσσερις επιπλέον 

µεµβρανικές πρωτεΐνες (CP 43, CP 28, CP 26, CP 24).  Oι CPs (CP 28, CP 26, CP 24) 

είναι συνδεδεµένες στη περιφέρεια του συµπλόκου και αποµακρύνονται µε 

επεξεργασία του συµπλόκου µε χαµηλή συγκεντρώση απορυπαντικού LM.  Αντίθετα 

η CP 43 είναι πιο ισχυρά δεσµευµένη στο πυρήνα και δεν αποµακρύνετται µαζί µε τις 

CPs πρωτεΐνες.  

Στο σηµείο αυτό, επειχειρήθηκε η έυρεση συνθηκών για την αποµάκρυνση 

της CP 43 και των CPs, σε ένα στάδιο.  Αυτό θα επέτρεπε τον ταχύτατο και ποσοτικό 

εµπλουτισµό του συµπλόκου CP 47-RC.  Η κλασµάτωση του Tris-PS II-core 

εξαρτάται από την συγκέντρωση και τον τύπο του απορρυπαντικού, την 

συγκέντρωση πρωτεΐνης και το χρόνο επώασης.  Για την ποσοτική αποµάκρυνση της 
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CP 43 και τον εµπλουτισµό του συµπλόκου CP 47-D1-D2-Cyt b559, αρχικά 

δοκιµάστηκαν αυξηµένες συγκεντρώσεις LM (0.5-3%) σε συνδιασµό µε διάφορους 

χρόνους επώασης και συγκένρωση πρωτεΐνης.  

Το σύµπλοκο Tris-PS II-core επεξεργάστηκε µε απορυπαντικό LM και στη 

συνέχεια υποβλήθηκε σε υπερφυγοκέντρηση γραµµικής διαβάθµισης σουκρόζης.  

 

 

Σχήµα 20.  (A) Κλασµάτωση του συµπλόκου Tris-PS II-core µε υπερφυγοκέντρηση σε 

γραµµική διαβάθµιση σουκρόζης µετά από διαλυτοποίηση για 30 λεπτά µε 1% LM.  (B) 

Ηλεκτροφόρηση: 1) Tris-PS II-core  2) πρώτη ζώνη  3) δεύτερη ζώνη  4) τρίτη ζώνη. 

 

Το σύµπλοκο Tris-PS II-core διασπάται και προκύπτουν τέσσερις ζώνες.  Η 

ανάλυση της πολυπεπτιδικής σύστασης των ζωνών πραγµατοποιήθηκε µε 

αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (σχήµα 20).  Η πρώτη ζώνη αποτελείται από τις CPs 

(CP 28, CP 26, CP 24) και ένα µέρος της CP 43.  Η δεύτερη ζώνη περιέχει το 

σύµπλόκο CP 47-D1-D2-Cyt b559 το οποίο προκύπτει από την αποµάκρυνση µέρους 

της CP 43.  Η τρίτη ζώνη είναι το σύµπλοκο το οποίο προέρχεται από το Tris-PS II-

core µε αποµάκρυνση των CPs.  Από τις µελέτες αυτές προέκυψε ότι η CP 43 δεν 

αποµακρύνεται πλήρως ακόµη και σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις LM  Για το λόγο 

αυτό η ίδια µελέτη πραγµατοποίηθηκε για το απορυπαντικό OTG και αξιολογήθηκε η 

ικανότητα του στη κλάσµάτωση του συµπλόκου Tris-PS II-core. 

 

      A                                                           B

3

4

   1          2           3           4
CP 47
CP 43

D2
D1

CPs

Cyt b559

1
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Επεξεργασία του Tris-PS II-core µε το απορρυπαντικό OTG και 

υπερφυγοκέντρηση σε γραµική διαβάθµιση σουκρόζης οδήγησε στο διαχωρισµό δύο 

πράσινων ζωνών (σχήµα 21). 

 

 

Σχήµα 21.  (A)Υπερφυγοκέντρηση σε γραµµική διαβάθµιση σουκρόζης του συµπλόκου 

Tris-PS II-core µετά από επεξεργασία για 30 λέπτα µε 1% OTG.  (Β) Ηλεκτροφόρηση: 1) 

Tris-PS II-core, 2) πρώτη ζώνη, 2) δεύτερη ζώνη. 

 

Από την πολυπεπτιδική ανάλυση των ζωνών µε αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση προέκυψε ότι το απορρυπαντικό OΤG αποµακρύνει ποσοτικά την CP 

43 η οποία βρίσκεται στην πρώτη ζώνη µε τις CPs.  Ωστόσο ένα µέρος της CP 47 

αποδεσµεύεται από το σύµπλοκο και ανακτάται στην πρώτη ζώνη.  Επιπλέον η 

παρατήρηση κόκκινου ιζήµατος αµέσως µετά την διαλυτοποίηση, ενδεικτικό της 

µετουσίωσης των πρωτεϊνών, οδήγησε στο συµπέρασµα ότι το OTG είναι πολύ 

δραστικό απορρυπαντικό προκαλώντας υπερδιαλυτοποίηση του συµπλόκου. 

Από τις παραπάνω δοκιµές εκτιµήσαµε την ικανότητα διαφόρων 

συγκεντρώσεων των απορρυπαντικών LM και OTG να διαλυτοποιούν και να 

διασπούν το σύµπλοκο Tris-PS II-core.  Το LM προκαλούσε ήπια διαλυτοποίηση 

χωρίς όµως να είναι ικανό να αποδεσµεύσει ποσοτικά την CP 43 ακόµα και σε πολύ 

υψηλές συγκεντρώσεις.  Το OΤG είναι πιο δραστικό όσον αφορά τη διαλυτοποίηση, 

αφού αποµακρύνει από το σύµπλοκο και µέρος της CP 47, η οποία είναι γνωστό ότι 

δεσµεύεται πολύ ισχυρά µε το ενεργό κέντρο του PS II. 

1

2

CP 47
CP 43

D2
D1

CPs

Cyt b559

          1          2          3
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∆οκιµάστηκε η ανάµιξη των δύο απορρυπαντικών σε διάφορες αναλογίες, µε 

στόχο την ποσοτική αποµάκρυνση των CPs και της CP 43 και τον εµπλουτισµό του 

συµπλόκου CP 47-D1-D2-Cyt b559.  Επεξεργασία του Tris-PS II-core σε µίγµα LM 

και ΟΤG σε αναλογία 2/1, οδήγησε στο επιθυµητό αποτέλεσµα 

 

 

Σχήµα 22.  (A) Υπερφυγοκέντρηση σε γραµµική διαβάθµιση σουκρόζης του συµπλόκου 

Tris-PS II-core µετά από διαλυτοποίηση µε µίγµα 1% OΤG / 2% LM B) Ηλεκτροφόρηση: 1) 

Tris-PS II-core, 2) πρώτη ζώνη, 3)δεύτερη ζώνη. 

 

Μετά την επεξεργασία µε τo µίγµα των απορρυπαντικών, το διαλυτοποιηµένο 

σύµπλοκο υποβάλλεται σε υπερφυγοκέντρηση γραµµικής διαβάθµισης σουκρόζης 

(σχήµα 22).  Από την επεξεργασία σχηµατίσθηκαν δύο έντονα πράσινες ζώνες, η 

σύσταση των οποίων µελετήθηκε µε ηλεκτροφόρηση.  Από την πολυπεπτιδική 

ανάλυση φάνηκε ότι η δεύτερη ζώνη είναι εµπλουτισµένη στο σύµπλοκο CP 47-D1-

D2-Cyt b559.  H πρώτη περιέχει τις CPs και το µεγαλύτερο µέρος της CP 43, ενώ δεν 

υπάρχει σχεδόν καθόλου CP 47.  H ανάµιξη των δύο απορρυπαντικών οδήγησε στο 

σχηµατισµό µικτών µικκυλίων, µετριάζοντας την δράση του OTG επιτυγχάνοντας 

έτσι επιλεκτική αποµάκρυνση των CPs και της CP 43.  Στο στάδιο αυτό 

αποµονώθηκε το σύµπλοκο CP 47-D1-D2–Cyt b559 από το οποίο στη συνέχεια 

αποµονώνεται η CP 47 και το σύµπλοκο του ενεργού κέντρου. 

 

 

1

2

3
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CP 47
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4.3.5 ∆ιάσπαση του συµπλόκου CP 47-D1-D2-Cyt b559, διαχωρισµός και 

αποµόνωση της CP 47 και του συµπλόκου του ενεργού κέντρου D1-D2-

Cyt b559. 
 

Η CP 47 δεσµεύεται πολύ στενά στο σύµπλοκο του ενεργού κέντρου και είναι 

αδύνατη η πλήρης αποµάκρυνση της µε επεξεργασία του συµπλόκου µε 

απορρυπαντικά.  Tα χαοτροπικά άλατα χρησιµοποιούνται στη βιοχηµεία των 

µεµβρανικών πρωτεϊνών διότι έχουν την ιδιότητα να εξασθενούν τους υδρόφοβους 

δέσµους.  Τα άλατα αυτά διασπούν το πυκνό δίκτυο δεσµών υδρογόνου του νερού, 

προκαλώντας την εξασθένηση των υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων και κατά συνεπεία 

την αποδέσµευση των µεµβρανικών πρωτεϊνών.   

 

 

Σχήµα 23.  (A) Κλασµάτωση του συµπλόκου CP 47-D1-D2-Cyt b559. (B) Ηλεκτροφόρηση: 

1) CP47-D1-D2-Cyt b559, 2) δεύτερη ζώνη, 3) πρώτη ζώνη. 

 

To σύµπλοκο CP 47-D1-D2-Cyt b559 επεξεργάστηκε µε υψηλή συγκέντρωση 

απορρυπαντικού (2% LM) παρουσία χαοτροπικού µέσου (2Μ LiClΟ4).  Ο 

συνδυασµός αυτός οδήγησε στην διάσπαση του συµπλόκου CP 47-D1-D2-Cyt b559 

σε δύο πληθυσµούς, που διαχωρίστηκαν µε υπερφυγοκέντρηση σε γραµική 

διαβάθµιση σουκρόζης (σχήµα 23).  Η πολυπεπτιδική ανάλυση έδειξε ότι η πρώτη 

ζώνη µε το έντονο πράσινο χρώµα είναι εµπλουτισµένη µε CP 47, ενώ η φαιοπράσινη 
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Μήκος κύµατος ( nm ) 

A 

438 

677
470 

417

 

ζώνη µε το σύµπλοκο του ενεργού κέντρου.  Οι ζώνες συλλέχθηκαν χωριστά και 

ακολούθησε καθαρισµός µε χρωµατογραφία ανιονανταλλαγής 

 

 

4.3.6 Χαρακτηρισµός των πρωτεϊνών του PS II µε φασµατοσκοπία ορατού και 

αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση. 
 
 Οι πρωτεΐνες του PS II δεσµεύουν επιλεκτικά χρωστικές και έτσι καθίσταται 

δυνατός ο χαρακτηρισµός των πρωτεϊνών που αποµακρύνονται και των 

υποσυµπλόκων που αποµονώνονται από τις φασµατοσκοπικές αλλαγές στην περιοχή 

του ορατού.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Σχήµα 24.  Φάσµα απορρόφησης του συµπλόκου PS II-core. 

 

Το περιφερειακό σύµπλοκο συλλογής φωτός (LHC) και οι µικρές CPs (CP 28, 

CP26, CP 24) δεσµεύουν όλες τις χλωροφύλλες β που απορροφούν στα 470 nm.  

Αντίθετα οι CP 47 και CP 43 περιέχουν µόνο χλωροφύλλη α που χαρακτηρίζεται από 

τις κορυφές στα 438 και 677 nm.  H απορρόφηση της φαιοφυτίνης και του Cyt b559 

στα 417 nm, αποδίδεται στο σύµπλοκο του ενεργού κέντρου (D1-D2-Cyt b559) του 

PS II (σχήµα 24). 

Τα υποσύµπλοκα και οι πρωτεΐνες που αποµονώνονται στα διάφορα στάδια 

του καθαρισµού χαρακτηρίστηκαν µε φασµατοσκοπία ορατού σε θερµοκρασία 
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Μήκος κύµατος ( nm ) 

  (A)      417 

470    (B) 

Α 

δωµατίου.  Η αποµάκρυνση των CPs και της CP 43 συνοδεύεται από αλλαγές στο 

φάσµα απορρόφησης του συµπλόκου.  Από το φάσµα (Α) που αντιστοιχεί στο 

υποσύµπλοκο CP 47-D1-D2-Cyt b559 επιβεβαιώνεται η αποµάκρυνση των CPs, από 

την ελάττωση της απορρόφησης στα 470 nm (σχήµα 25).  Στο ίδιο στάδιο της 

αποµόνωσης µαζί µε τις CPs αποµακρύνεται και η CP 43 πρωτεΐνη, µε αποτέλεσµα 

τον εµπλουτισµό του συµπλόκου (CP 47-D1-D2-Cyt b559) στις πρωτεΐνες του 

ενεργού κέντρου, όπως φαίνεται από την αύξηση της απορρόφησης στα 421nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

Σχήµα 25.  Φάσµα απορρόφησης των συµπλόκων: (A) CP 47-D1-D2-Cyt b559, 

 (B) PS II-core. 

 

Στο τελευταίο στάδιο του πρωτοκόλλου πραγµατοποιήθηκε η αποδέσµευση 

της CP 47 από το σύµπλοκο του ενεργού κέντρου.  Η απορρόφηση στα 417 nm που 

αποδίδεται στη Pheo και το οξειδωµένο Cyt b559 υπερτερεί της κορυφής της Chl a, 

που εµφανίζεται ως ώµος στο 438 nm (σχήµα 26).   

O λόγος των απορροφήσεων στα 417 και 438 nm επιβεβαιώνει την 

αποµόνωση εξαιρετικής καθαρότητας ενεργού κέντρου.  Στο σχήµα 26 γίνεται 

σύγκριση των φασµάτων απορρόφησης του συµπλόκου CP 47-D1-D2-Cyt b559 και 

του D1-D2-Cyt b559. 
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Σχήµα 26.  Φάσµα απορρόφησης των συµπλόκων: (A) ενεργό κέντρο (D1-D2-Cyt b559), 

(B) CP47-D1-D2-Cyt b559. 

 

Από το φάσµα 27 φαίνεται ότι η αποµονωµένη CP 47, η οποία αποτελεί την 

εσωτερική κεραία του PS IΙ, δεσµεύει µόνο χλωροφύλλη α και καροτενοειδή, όπως 

ακριβώς και όταν είναι στη φυσιολογική της µορφή µέσα στο σύµπλοκο του πυρήνα.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 27.  Φάσµα απορρόφησης της CP 47. 

 

Το φάσµα αυτό επιβεβαιώνει την αποµόνωση της CP 47 σε σταθερή 

κατάσταση που αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για την κρυστάλλωση της. 

 

A

B 

Μήκος κύµατος 
 
(nm) 

Α 

417 438

Mήκος  κύµατος  (nm) 

A 
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Η πολυπεπτιδική σύσταση των πρωτεϊνών και υποσυµπλόκων, που 

εµπλουτίζονται µε υπερφυγοκέντρηση σε γραµµική διαβάθµιση σουκρόζης 

αναλύθηκε µε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 28. Ηλεκτροφόρηση:  1) PS II, 2) PS II-core, 3) Tris-PS II-core, 4) CPs και CP 43,5) 

CP 47-D1-D2-Cyt b559, 6) D1-D2-Cyt b559, 7) CP 47 

 

 Στην παραπάνω ηλεκτροφόρηση δείχνεται η συνολική πορεία της 

αποµόνωσης µε την αποµάκρυνση των περιφερειακών πρωτεϊνών και τον 

εµπλουτισµό των υποσυµπλόκων.  Όπως φαίνεται η CP 47 και το σύµπλοκο D1-D2-

Cyt b559, που λαµβάνονται από τις ζώνες της υπερφυγοκέντρησης σε γραµµική 

διαβάθµιση σουκρόζης, περιέχουν ίχνη προσµίξεων.  Ο καθαρισµός της CP 47 και 

του συµπλόκου του ενεργού κέντρου πραγµατοποιήθηκε µε χρωµατογραφία 

ανιονανταλλαγής.  Η CP 47 εκλούεται από την χρωµατογραφική κολώνα µε 85 mM 

LiClO4, ενώ το σύµπλοκο D1-D2-Cyt b559 δεσµεύεται πιο ισχυρά και εκλούεται στα 

200 mM LiClO4.  Έτσι επιτυγχάνεται ο πλήρης καθαρισµός της CP 47, που αποτελεί 

βασική προϋπόθεση για την κρυστάλλωση της. 

Η καθαρότητα της CP 47 και του συµπλόκου D1-D2-Cyt b559, όπως 

αποµονώθηκαν από την χρωµατογραφική στήλη, επιβεβαιώνεται µε αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση (σχήµα 29). 

 

       
        

Cyt b559

            1           2           3           4           5          6            7
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Σχήµα 29.  Ηλεκτροφόρηση:  1) CP 47-D1-D2-Cyt b559, 2) CP 47, 3) D1-D2-Cyt b559. 

 

 Όπως φαίνεται από την ηλεκτροφόρηση τόσο το σύµπλοκο του ενεργού 

κέντρου όσο και η CP 47 έχουν αποµονωθεί µε εξαιρετική καθαρότητα 

 

 

 

4.3.7  Κρυσταλλωση της CP 47. 

H κρυστάλλωση των µεµβρανικών πρωτεϊνών επηρεάζεται από µεγάλο 

αριθµό παραµέτρων, οι οποίες σχετίζονται µε την σταθερότητα της πρωτεΐνης και την 

πορεία της κρυστάλλωσης (πίνακας 2).  

Στην παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε συστηµατική µελέτη των 

κυριοτέρων παραµέτρων, που επηρεάζουν την κρυστάλλωση, µε στόχο την εύρεση 

συνθηκών που θα οδηγούσαν στην παραγωγή τρισδιάστατων κρυστάλλων που θα 

επέτρεπαν την µελέτη της δοµής της CP 47 µε κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ. 

Αρχικά η µελέτη επικεντρώθηκε σε παραµέτρους που επηρεάζουν την 

κρυστάλλωση γενικά των πρωτεϊνών (pH, ιονική ισχύς, αντιδραστήριο καταβύθισης) 

ώστε να επιτευχθούν συνθήκες για την επαναλήψιµη ανάπτυξη τρισδιάστατων 

κρυστάλλων κατάλληλου µεγέθους για πειράµατα περίθλασης ακτίνων-Χ. Η 

           1              2              3

CP 47

D2
D1

Cyt b559

D1/D2



ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ HPO LYASE 
___________________________________________________________________________________ 

 

59

 

εκτίµηση της επίδρασης των διαφόρων παραµέτρων στηρίχθηκε σε παρατηρήσεις που 

αφορούσαν το χρώµα, το σχήµα, τον αριθµό και το µέγεθος των κρυστάλλων.   

 

Πίνακας 2:  Παράγοντες που επηρεάζουν τη κρυστάλλωση 

pH 

Θερµοκρασία 

Ιονική ισχύς 

Αντιδραστήριο καταβύθισης 

Συγκέντρωση πρωτεΐνης 

Απορρυπαντικά 

Μικρά αµφίφιλα µόρια 

Οµοιογένεια 

∆ιάλυµα δεξαµενής  

 

 

Στη συνέχεια µελετήσαµε τις παραµέτρους που επηρεάζουν την κρυστάλλωση 

των µεµβρανικών πρωτεϊνών (απορρυπαντικά, αµφίφιλα µόρια) µε στόχο την 

βελτίωση της ποιότητας στων κρυστάλλων.  Η επαναλήψιµη ανάπτυξη κρυστάλλων 

παρείχε την δυνατότητα συστηµατικής µελέτης της επίδρασης του απορρυπαντικού 

στην ικανότητα περίθλασης των κρυστάλλων. 

 

 

4.3.8  Eπίδραση του pH στην κρυστάλλωση της CP 47. 

To pH του πρωτεϊνικού διαλύµατος αποτελεί βασική παράµετρο για την 

κρυστάλλωση του µακροµορίου, αφού επηρεάζει την σταθερότητα και το 

επιφανειακό του φορτίο.  Οι περισσότερες πρωτεΐνες παραµένουν σταθερές σε µια 

περιορισµένη κλίµακα pH και κρυσταλλώνουν κοντά στο ισοηλεκτρικό τους σηµείο.   

Η επίδραση του pH στην κρυστάλλωση της CP 47 αξιολογήθηκε µε 

παρατηρήσεις που αφορούσαν την κατάσταση της πρωτεινικής σταγόνας κατά την 

κρυστάλλωση.  Οι µεγαλύτεροι κρύσταλλοι αναπτύχθηκαν σε pH 6.0, ενώ σε ακραίες 

τιµές η πρωτεΐνη µετουσιωνόταν ή έδινε άµορφο ίζηµα. 
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Πίνακας 3:    Επίδραση του pH στην κρυστάλλωση της CP 47 

pH Παρατηρήσεις 

5.0 Μετουσίωση 

6.0 Κρυστάλλωση 

7.0 Μικροκρύσταλλοι 

8.0 Ίζηµα 

 

Στην παρακάτω εικόνα δίνονται οι πρώτοι κρύσταλλοι που αναπτύχθηκαν σε 

pH 6.0 (σχήµα 30). 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 30.  Κρύσταλλοι της CP 47 µε σχήµα ραβδόµορφο και εξαγωνικό. Το ευθύγραµµο 

τµήµα αντιστοιχεί σε 1 mm 

 

Οι πρώτοι κρύσταλλοι είχαν σχήµα εξαγωνικό και χαρακτηριστικό ήταν η 

ανάπτυξη µεγάλου αριθµού µικροκρυστάλλων. 

 

 

4.3.9  Επίδραση της θερµοκρασίας στην κρυστάλλωση της CP 47. 

H επίδραση της θερµοκρασίας στην κρυστάλλωση των µεµβρανικών 

πρωτεϊνών αφορά κυρίως την σταθερότητα της πρωτεΐνης και συνήθως οι 

θερµοκρασίες κρυστάλλωσης είναι από 4-25 οC.  H θερµοκρασία επίσης ρυθµίζει και 

την ταχύτητα της κρυστάλλωσης, αφού σε υψηλότερες θερµοκρασίες η διάχυση των 

ατµών λαµβάνει χώρα ταχύτερα, καταλήγοντας σε ανάπτυξη κακοσχηµατισµένων 

µικροκρυστάλλων. 

 Στην παρούσα εργασία αξιολογήθηκε η επίδραση της θερµοκρασίας µε 

πειράµατα κρυστάλλωσης σε θερµοκρασίες από 8 έως 18 οC.  Οι κρυσταλλώσεις 

στους 18 οC οδήγησαν στη ανάπτυξη µικρών κρυστάλλων µέσα σε τρεις µέρες µε 
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στρογγυλεµένες ακµές.  Στην παρακάτω εικόνα δείχνονται κρύσταλλοι οι οποίοι 

αναπτύχθηκαν στους 18 oC και 8 oC (σχήµα 31 Α και Β αντίστοιχα). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 31.  Κρύσταλλοι της CP 47 οι οποίοι αναπτύχθηκαν σε,  25 mM Bis-Tris pH 6.0, 5% 

PEG 2000, 50 mM NaCl, 0.04% LM, διάλυµα δεξαµενής 300 mM NaCl και θερµοκρασία: 

18οC (A), 8 οC (B).  Το ευθύγραµµο τµήµα αντιστοιχεί σε 0.2 mm 

 

 

Η ελάττωση της θερµοκρασίας στους 8 οC οδήγησε στην αύξηση του χρόνου 

κρυστάλλωσης και στην ανάπτυξη καλύτερου σχήµατος κρυστάλλων.  Η χαµηλή 

θερµοκρασία συνετέλεσε στην ελεγχόµενη ταχύτητα εξισορρόπησης, η οποία είναι 

υπεύθυνη για την ανάπτυξη καλύτερων κρυστάλλων.  Στις ενδιάµεσες θερµοκρασίες 

δεν παρατηρήθηκαν σηµαντικές διαφορές στην κρυστάλλωση, ενώ σε χαµηλότερες 

θερµοκρασίες υπήρξε πρόβληµα στην συµπεριφορά του απορρυπαντικού. 

 

 

4.3.10  Επίδραση του αντιδραστηρίου καταβύθισης στην κρυστάλλωση της 

CP 47. 

Η παρουσία του καταβυθιστικού είναι απαραίτητη στις κρυσταλλώσεις των 

µεµβρανικών πρωτεϊνών, αφού ο µικρός αριθµός πολικών περιοχών απαιτεί υψηλό 

βαθµό υπερκορεσµού για να λάβει χώρα η κρυστάλλωση. Ως αντιδραστήρια 

καταβύθισης στην κρυστάλλωση χρησιµοποιούνται άλατα, οργανικοί διαλύτες και 

διάφορα ευδιάλυτα πολυµερή.  

Από τα παραπάνω καταβυθιστικά, οι PEG µε διάφορα µοριακά βάρη έχουν 

χρησιµοποιηθεί επιτυχηµένα για την ανάπτυξη τρισδιάστατων κρυστάλλων 

υποσυµπλόκων του PS II.  H PEG προκαλεί ήπια καταβύθιση χωρίς να µετουσιώνει 

               A                                                          B
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τις πρωτεΐνες του PS II διατηρώντας την φυσιολογική τους µορφή.  ∆οκιµάστηκαν 

PEG µε µοριακά βάρη 6000, 4000, 3350, 2000 και αξιολογήθηκε η επίδραση τους 

στην πορεία της κρυστάλλωσης. 

 Οι πρώτοι κρύσταλλοι που αναπτύχθηκαν µε PEG 6000 είχαν µικρό µέγεθος 

και υπήρχε έντονος διαχωρισµός φάσης στο πρωτεϊνικό διάλυµα 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 32.  Κρύσταλλοι της CP 47 οι οποίοι αναπτύχθηκαν σε 25 mM Bis-Tris pH 6.0, PEG 

6000, 50 mM NaCl, 0.04% LM, διάλυµα δεξαµενής 300 mM NaCl, 8 οC. Το ευθύγραµµο 

τµήµα αντιστοιχεί σε 1 mm. 

 

Όπως φαίνεται στη παραπάνω εικόνα (σχήµα 32) ο διαχωρισµός φάσης 

οδήγησε στο σχηµατισµό µιας φάσης πλούσιας σε απορρυπαντικό και πρωτεΐνη από 

την οποία αναπτύχθηκαν παραµορφωµένοι µικροκρύσταλλοι.   

Η χρήση χαµηλότερου µοριακού βάρους PEG 4000 περιόρισε των 

διαχωρισµό φάσης αλλά οι κρύσταλλοι αναπτύχθηκαν σε µορφή θυσάνων.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 33.  Κρύσταλλοι της CP 47 που αναπτύχθηκαν σε 25 mM Bis-Tris pH 6.0, 50 mM 

NaCl, 0.04% LM, διάλυµα δεξαµενής 300 mM NaCl, 8 oC και καταβυθιστικό: PEG 2000 (A), 

PEG 4000 (B).  To ευθύγραµµο τµήµα αντιστοιχεί σε 0.2 mm. 

 

                  A                                                       B
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Οι καλύτεροι κρύσταλλοι ελήφθησαν µε PEG 2000 µε την οποία 

εξαφανίστηκε ο διαχωρισµός φάσης και αναπτύχθηκαν µεγαλύτεροι και καλύτερου 

σχήµατος κρύσταλλοι. 

 

 

4.3.11  Επίδραση της ιονικής ισχύος στη κρυστάλλωση της CP 47. 

 H ιονική ισχύς της πρωτεϊνικής σταγόνας παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

κρυστάλλωση αφού σχετίζεται µε τη διαλυτότητα του µακροµορίου και καθορίζει την 

ταχύτητα εξισορρόπησης µε το διάλυµα δεξαµενής.  Επιπλέον, τα ιόντα του άλατος 

µπορούν να µεσολαβήσουν στο σχηµατισµό γεφυρών άλατος, που σταθεροποιούν το 

κρυσταλλικό πλέγµα. 

 Η προσθήκη 50-100 mM ΝaCl στην πρωτεϊνική σταγόνα επέφερε σηµαντική 

βελτίωση στο µέγεθος των κρυστάλλων της CP 47.  Στην παρακάτω εικόνα (σχήµα 

34) δείχνονται κρύσταλλοι που αναπτύχθηκαν µε ή χωρίς NaCl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 34.  Κρύσταλλοι της CP 47 οι οποίοι αναπτύχθηκαν σε 25 mM Bis-Tris pH 6.0, 5% 

PEG 2000, , 0.04% LM, διάλυµα δεξαµενής 300 mM NaCl, 8 oC και 0 mM NaCl (A), 50 mM 

NaCl (B).  To ευθύγραµµο τµήµα αντιστοιχεί σε 0.25 mm. 

 

H προσθήκη NaCl σε συγκέντρωση υψηλότερη από 100 mM έδρασε 

ανασταλτικά στη κρυστάλλωση της CP 47.  Η παρουσία µικρής συγκέντρωσης 

άλατος στην πρωτεϊνική σταγόνα, πιθανόν να οδήγησε στην ελάττωση της διαφοράς 

                              A                                                              B
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της ιονικής ισχύος µεταξύ του πρωτεϊνικού διαλύµατος και του διαλύµατος 

δεξαµενής, µε αποτέλεσµα την πιο αργή και ελεγχόµενη επίτευξη ισορροπίας στο 

πρωτεϊνικό διάλυµα.  Επιπλέον ο µικρότερος αριθµός κρυστάλλων είναι ενδεικτικός 

του χαµηλότερου βαθµού υπερκορεσµού που είναι υπεύθυνος για το σχηµατισµό 

µικρού αριθµού πυρήνων.  

Επιπλέον το NaCl επηρέασε θετικά τη σταθερότητα των κρυστάλλων, αφού οι 

κρύσταλλοι οι οποίο αναπτύχθηκαν παρουσία άλατος, παραµένουν σταθεροί για 

περισσότερους από δύο µήνες (σχήµα 35 Α). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 35.  Κρύσταλλοι της CP 47 µετά από δύο µήνες οι οποίοι αναπτύχθηκαν παρουσία 

NaCl (Α), απουσία NaCl (Β). To ευθύγραµµο τµήµα αντιστοιχεί σε 0.25 mm. 

 

Στην παραπάνω εικόνα (σχήµα 35 Β) δείχνονται κρύσταλλοι χωρίς NaCl οι 

οποίοι διαλύθηκαν σε ένα µήνα. 

Συνδυάζοντας τις παρατηρήσεις που προέκυψαν από τη µελέτη των βασικών 

παραµέτρων που επηρεάζουν την κρυστάλλωση, καταλήξαµε στις παρακάτω 

βέλτιστες συνθήκες. 

 

PH 6.0 

Θερµοκρασία 8οC 

Αντιδραστήριο καταβύθισης 5% PEG 2000 

Ιονική ισχύς 50 mM NaCl 

Συγκέντρωση πρωτεΐνης 0.5 mg Chl/ml 

∆ιάλυµα δεξαµενής 200-400 mM NaCl 

 

                             A                                                      B
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4.3.12  Επίδραση του απορρυπαντικού στην ποιότητα των κρυστάλλων. 

 Οι συνθήκες κρυστάλλωσης οδήγησαν στην επαναλήψιµη παραγωγή 

κρυστάλλων, µε µέγεθος ικανοποιητικό για πειράµατα περίθλασης ακτίνων-Χ.  Το 

απορρυπαντικό παίζει κρίσιµο ρόλο στην κρυστάλλωση των µεµβρανικών 

πρωτεϊνών, αφού το µέγεθος του µικκυλίου επηρεάζει την ποιότητα των κρυστάλλων.  

∆οκιµάστηκαν µια σειρά από απορρυπαντικά (Maltosides), µε διαφορετικό µήκος 

υδρόφοβης αλυσίδας, µε στόχο την ελάττωση ή αύξηση του µεγέθους του µικκυλίου 

το οποίο θα µπορούσε να επηρεάσει την ποιότητα των κρυστάλλων.  Σε όλα τα 

απορρυπαντικά, εκτός το Tri-decylmaltoside, αναπτύχθηκαν κρύσταλλοι οι οποίοι 

είχαν διαφορετική διακριτική ικανότητα. 

Το nonylmaltoside (ΝΜ) ήταν το µικρότερο απορρυπαντικό της σειράς που 

δοκιµάστηκε αλλά η διακριτική ικανότητα των κρυστάλλων που αναπτύχθηκαν δε 

ξεπερνούσε τα 20 Å (σχήµα 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 36.  Ραβδόµορφος κρύσταλλος της CP 47, ο οποίος αναπτύχθηκε στο απορρυπαντικό 

ΝΜ και διάγραµµα περίθλασης του κρυστάλλου.  To ευθύγραµµο τµήµα αντιστοιχεί σε 0.2 

mm. 
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Το Decylmaltoside (DM), το οποίο έχει µία περισσότερη µεθυλοµάδα στην 

υδρόφοβη αλυσίδα του, έδωσε κρυστάλλους καλύτερης ποιότητας.  Η διακριτική 

ικανότητα των κρυστάλλων εκτείνεται στα 15 Å (σχήµα 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 37.  Εξαγωνικός κρύσταλλος της CP 47 στο απορρυπαντικό DM και διάγραµµα 

περίθλασης του κρυστάλλου (ο κύκλος αντιστοιχεί στα 15 Å).  Tο ευθύγραµµο τµήµα 

αντιστοιχεί σε 0.2 mm. 

 

Το αµέσως µεγαλύτερο απορρυπαντικό Undecylmaltoside (UM) έδωσε ακόµα 

καλύτερους κρυστάλλους µε διακριτική ικανότητα γύρω στα 10 Å (σχήµα 38). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ HPO LYASE 
___________________________________________________________________________________ 

 

67

 

Σχήµα 38.  Ραβδόµορφος κρύσταλλος της CP 47 στο απορρυπαντικό UM και διάγραµµα 

περίθλασης του κρυστάλλου.  Tο ευθύγραµµο τµήµα αντιστοιχεί στα 0.2 mm. 

 

 Οι καλύτεροι κρύσταλλοι ελήφθησαν στο απορρυπαντικό Dodecylmaltoside 

(LM) οι οποίοι περιθλούσαν στα 4 Å περίπου (σχήµα 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 39.  Eξαγωνικός κρύσταλλος της CP 47 στο απορρυπαντικό LM και διάγραµµα 

περίθλασης του κρυστάλλου.  Tο ευθύγραµµο τµήµα αντιστοιχεί στα 0.2 mm. 

 

: 

Πίνακας 4: Επίδραση του απορρυπαντικού στη διακριτική ικανότητα των κρυστάλλων 

της CP 47 

ΑΠΟΡΡΥΠΑΝΤΙΚΟ CMC, mM ∆ΙΑΚΡΙΤΙΚΗ 

ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ 

NONYLMALTOSIDE 6.0 20 Å 

DECYLMALTOSIDE 1.8 15 Å 

UNDECYLMALTOSIDE 0.59 10 Å 

DODECYLMALTOSIDE 0.15 4 Å 

TRIDECYLMALTOSIDE 0.035 - 

 

Όπως φαίνεται στον παραπάνω πίνακα οι καλύτεροι κρύσταλλοι ελήφθησαν στο 

απορρυπαντικό Dodecylmaltoside, ενώ σε µικρότερα απορρυπαντικά η διακριτική 
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ικανότητα ήταν µικρότερη.  Η µέγιστη διακριτική ικανότητα ήταν κοντά στα 4 Å, 

όµως ο µικρός αριθµός και η ανισοτροπία των ανακλάσεων δεν επέτρεψε την 

ανάλυση της δοµής µε κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ.  Για την βελτίωση των 

κρυστάλλων δοκιµάστηκαν µικρά αµφίφιλα µόρια, τα οποία όµως δεν 

οδήγησαν σε καλύτερους κρυστάλλους. 

 

 

4.3.13  Μελέτη των παραγόντων που επηρεάζουν τη σταθερότητα της CP 47 

Παρά τη συστηµατική µελέτη των παραµέτρων που επηρεάζουν την ποιότητα 

των κρυστάλλων µεµβρανικών πρωτεϊνών, η ικανότητα περίθλασης των κρυστάλλων 

της CP 47 παρέµενε χαµηλή.  H CP 47, πάρα την στενή της σύνδεση µε το ενεργό 

κέντρο του PS II, δεν συµµετέχει άµεσα στην ροή ηλεκτρονίων και δεν υφίσταται 

διάσπαση όπως η D1 καθώς και άλλες πρωτεΐνες που εµπλέκονται άµεσα στην 

ηλεκτρονιακή µεταφορά.  Ωστόσο, ενδεχόµενη διάσπαση της CP 47 θα προκαλούσε 

ετερογένεια κατά την κρυστάλλωση, µε συνέπεια την χαµηλή ικανότητα περίθλασης 

των κρυστάλλων.   

Για την επιλεκτική µελέτη της CP 47 παρασκευάστηκε αντίσωµα, το οποίο 

αναγνωρίζει µόνο την συγκεκριµένη πρωτεΐνη. Το αντίσωµα επιτρέπει την ανίχνευση 

θραυσµάτων της CP 47, τα οποία πιθανόν επικαλύπτονται από τις άλλες πρωτεΐνες 

του PS II µε την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης.  Στο σχήµα 40 φαίνεται η επιλεκτική 

αναγνώριση της CP 47 στις µεµβράνες του PS II από το αντίσωµα. 

 

CP47

1 2

CP 47
CP 43
33 kDa

D2

D1

Cyt b559
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Σχήµα 40.  (1) Ηλεκτροφόρηση του PS II, (2) Ανοσοαποτύπωση της CP 47. 

 

Για την µελέτη της σταθερότητας της CP 47, η πρωτεΐνη επωάστηκε στις ίδιες 

συνθήκες όπου πραγµατοποιήθηκε η κρυστάλλωση της, και η κατάσταση της 

εξετάστηκε µε ηλεκτροφόρηση και ανοσοαποτύπωση. 

 

 

Σχήµα 41.  Ηλεκτροφόρηση: (1) CP 47, (2) CP 47, η οποία επωάστηκε πέντε µέρες στις 

συνθήκες κρυστάλλωσης, (3) κρύσταλλος της CP 47 µε χρώση αργύρου, (4) 

ανοσοαποτύπωση της CP 47 η οποία επωάστηκε πέντε µέρες στις συνθήκες κρυστάλλωσης. 

 

Από τη µελέτη αυτή ανιχνεύτηκε η ύπαρξη µιας δεύτερης ζώνης, η οποία 

υπάρχει τόσο στην CP 47, που επωάστηκε πέντε µέρες στο σκοτάδι στους 8 οC, όσο 

και στο κρύσταλλο της CP 47 που αναπτύχθηκε στις ίδιες συνθήκες.  Με την 

ανοσοαποτύπωση επιβεβαιώθηκε ότι η CP 47 διασπάται και προκύπτουν δύο 

επιπλέον θραύσµατα, των οποίων το άθροισµα του µοριακού τους βάρους είναι 

περίπου 47 kDa (σχήµα 41).  Η ύπαρξη θραυσµάτων στο κρύσταλλο της CP 47 

µπορεί να εξηγήσει τις ατέλειες στο κρυσταλλικό πλέγµα που ευθύνονται για την 

χαµηλή ποιότητα των κρυστάλλων.   

Προκειµένου να εντοπισθεί το στάδιο στο οποίο λαµβάνει χωρά η διάσπαση 

της CP 47, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα για τον έλεγχο σταθερότητας της 

πρωτεΐνης στα επιµέρους σύµπλοκα που αποµονώνονται κατά τα διάφορα στάδια του 

πρωτοκόλλου.  

 

32-34 kDa

13-15 kDa

1             2          3              4 

CP 47 CP 47

32-34 kDa

13-15 kDa

1             2          3              4 

CP 47 CP 47CP 47 CP 47
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Για την πραγµατοποίηση των πειραµάτων αυτών, τα υποσύµπλοκα HM-core, 

Tris-core και το µικρότερο υποσύµπλοκο στο οποίο η CP 47 είναι δεσµευµένη µε τις 

πρωτεΐνες του ενεργού κέντρου, επωάστηκαν στο σκοτάδι και η κατάσταση της CP 

47 εξετάστηκε µε ανοσοαποτύπωση. 

 

 

Σχήµα 42.  HM-core: (c), HM-core το οποίο επωάστηκε πέντε µέρες στο σκοτάδι (1), Tris-

core (c), Tris-core το οποίο επωάστηκε πέντε µέρες στο σκοτάδι (1), CP 47-RC (c), CP 47-

RC το οποίο επωάστηκε πέντε µέρες στο σκοτάδι (1). 

 

Από τα πειράµατα αυτά προέκυψε ότι η CP 47 παραµένει σταθερή στα 

διάφορα υποσύµπλοκα και η διάσπαση ξεκινάει όταν αποµονωθεί στο διάλυµα 

(σχήµα 42).  Η διάσπαση των πρωτεϊνών µπορεί να αποδοθεί σε πρωτεόλυση ή στη 

δράση ελευθέρων ριζών.  Η παρουσία ελευθέρων ριζών, και ιδιαιτέρως του οξυγόνου 

απλής κατάστασης, είναι γνωστό ότι εµπλέκονται στην διάσπαση των πρωτεϊνών του 

PS II κάτω από συνθήκες έντονου φωτισµού.  Από τα παραπάνω πειράµατα τα οποία 

πραγµατοποιήθηκαν στο σκοτάδι αποκλείστηκε η πιθανότητα διάσπασης της CP 47 

από ελεύθερες ρίζες.  Για τον λόγο αυτό η µελέτη επικεντρώθηκε στην επίδραση 

πρωτεολυτικών αναστολέων διαφόρων τύπων πρωτεασών στη διάσπαση της CP 47.  

Η αποµονωµένη CP 47 επωάστηκε πέντε µέρες στο σκοτάδι, παρουσία 

HM-core Tris-core CP47-RC

c

CP47

1 c 1 c 1
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πρωτεολυτικών αναστολέων και η κατάσταση της αναλύθηκε µε ανοσοαπωτύπωση 

(σχήµα 43). 

Σχήµα 43.  Ανοσοαποτύπωση της CP 47 η οποία επωάστηκε πέντε µέρες στο σκοτάδι στους 

8οC, παρουσία αναστολέα: (1) EDTA, (2) PMSF, (3) Pepstatin, (4) Leupeptin, (5) a2-

macroglobulin, (6) χωρίς αναστολέα. 

 

Από την µελέτη αυτή αποκαλύφθηκε ότι CP 47 απουσία αναστολέα (ζώνη 6) 

διασπάται και προκύπτουν τέσσερα θραύσµατα, τα οποία στη συνέχεια διασπώνται 

σε ακόµη µικρότερα.  Η παρουσία πρωτεολυτικών αναστολέων δεν παρεµπόδισε την 

διάσπαση της πρωτεΐνης (πίνακας 5).  Αναστολείς σερινοπρωτεασών, όπως το PMSF, 

παρεµποδίζουν την περαιτέρω διάσπαση των τεσσάρων κύριων θραυσµάτων της CP 

47. 

Πίνακας 5: ∆ράση των πρωτεολυτικών αναστολέων στη διάσπαση της CP 47 

Πρωτεολυτικός 

αναστολέας 

Πρωτεάσες Αποτελέσµατα 

PMSF Σερινοπρωτεάσες Μερική αναστολή 

EDTA Μεταλλοπρωτεάσες Μη αναστολή 

Pepstatin Όξινες πρωτεάσες Μη αναστολή 

Leupeptin Ευρέως φάσµατος Μερική αναστολή 

a2-macroglobulin Ενδοπρωτεάσες Μερική αναστολή 

CP 47

     1      2    3     4      5    6



ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ HPO LYASE 
___________________________________________________________________________________ 

 

72

 

4.3.14  ∆οµική µελέτη της CP 47 µε επιλεκτική πρωτεόλυση. 

Από τις µελέτες σταθερότητας αποκαλύφθηκε ότι η CP 47 παραµένει σταθερή 

όταν είναι συνδεµένη ακόµη και στο σύµπλοκο του ενεργού κέντρου, και η 

αποικοδόµηση της ξεκινά µε την αποµόνωση της στο διάλυµα.  Η διάσπαση της CP 

47 µπορεί να συνδέεται µε κάποια αλλαγή στη διαµόρφωση της όταν αποσυνδέεται 

από το σύµπλοκο, η οποία οδηγεί στην αποσταθεροποίηση της πρωτεΐνης.  Είναι 

πιθανό ακόµη οι πρωτεΐνες του ενεργού κέντρου να προστατεύουν την CP 47, 

καλύπτοντας κάποιες ευαίσθητες θέσεις οι οποίες αποκαλύπτονται κατά την 

αποµόνωση της πρωτεΐνης. 

Με στόχο την ανίχνευση δοµικών αλλαγών στην CP 47, οι οποίες είναι 

υπεύθυνες για την αποικοδόµηση της πρωτεΐνης, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

επιλεκτικής πρωτεόλυσης µε θρυψίνη.  Τα πειράµατα αυτά βασίζονται στην 

ικανότητα της θρυψίνης να διασπά ορισµένες περιοχές των πρωτεϊνών µόνο όταν 

είναι εκτεθειµένες στο υδατικό περιβάλλον.  Η τεχνική αυτή παρέχει την δυνατότητα 

αναγνώρισης δοµικών αλλαγών οι οποίες προκαλούνται µε βιοχηµικές επεξεργασίες. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 44.  Ηλεκτροφόρηση του συµπλόκου CP 47-RC το οποίο επεξεργάστηκε µε θρυψίνη 

για χρόνο: (1) 0 λεπτά, (2) 15 λεπτά, (3) 30 λεπτά, (4) 60 λεπτά, (5) 120 λεπτά.  

Ηλεκτροφόρηση της CP 47 η οποία επεξεργάστηκε µε θρυψίνη για χρόνο: (6) 0 λεπτά, (7) 15 

λεπτά, (8) 30 λεπτά, (9) 60 λεπτά, (10) 120 λεπτά. 

CP 47

D2

Cyt b559

D1

            CP 47-D1-D2-Cyt b559                       CP 47

            1        2       3       4        5        6       7        8        9       10
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Στο πείραµα αυτό, το σύµπλοκο CP 47-D1-D2-Cyt b559 και η αποµονωµένη 

CP 47, επωάστηκαν µε θρυψίνη και η πολυπεπτιδική σύσταση αναλύθηκε σε τακτά 

χρονικά διαστήµατα µε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση.  Όπως φαίνεται από το gel η 

CP 47 δε διασπάται όταν συνδέεται στο σύµπλοκο, ακόµα και µετά από δύο ώρες 

επώασης µε θρυψίνη.  Αντίθετα η αποµονωµένη CP 47 αποικοδοµείται ταχύτατα και 

µέσα στα δέκα πέντε πρώτα λεπτά έχει διασπαστεί κατά 50% (σχήµα 44).   

Από τη µελέτη αυτή προέκυψε ότι πράγµατι η CP 47 όταν συνδέεται µε το 

υπόλοιπο σύµπλοκο προστατεύεται από την πρωτεολυτική διάσπαση.  Η προστασία 

αυτή µπορεί να αποδοθεί είτε σε άµεση κάλυψη των ευαίσθητων περιοχών της CP 47 

από τις πρωτεΐνες του ενεργού κέντρου είτε σε αλλαγή της διαµόρφωσης που οδηγεί 

στην απόκρυψη των περιοχών αυτών από το υδατικό περιβάλλον. 

 

 

4.3.15  Μελέτη των παραγόντων που επηρεάζουν την σταθερότητα των 

υποσυµπλόκων του PS II. 
 

Η ευαισθησία των πρωτεϊνών του PS II και ιδιαίτερα της D1 είναι γνωστή, 

αφού κάτω από ισχυρές συνθήκες φωτισµού υφίσταται αποικοδόµηση [113-117].  

Από τις παραπάνω µελέτες προέκυψε ότι η CP 47, η οποία είναι από τις πιο σταθερές 

πρωτεΐνες του PS II, διασπάται µετά την αποµόνωση της κατά την παραµονή της στο 

σκοτάδι.  H σταθερότητα της πρωτεΐνης συνδέεται άµεσα µε την ποιότητα των 

κρυστάλλων και είναι απαραίτητος ο εντοπισµός και η αναστολή των παραγόντων 

που προκαλούν την αποικοδόµηση.  Με σκοπό την µελέτη των παραγόντων που 

ευθύνονται για την διάσπαση των πρωτεϊνών του PS II στο σκοτάδι 

πραγµατοποιήθηκαν µελέτες σταθερότητας για τα υποσύµπλοκα του. 

Για τις µελέτες αυτές χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της ανοσοαποτύπωσης για 

την ανίχνευση των θραυσµάτων της D1 πρωτεΐνης σε διάφορα υποσύµπλοκα.  Η 

διάσπαση της D1 σε συνθήκες έντονου φωτισµού έχει µελετηθεί εκτεταµένα και είναι 

γνωστή για την ευαισθησία της.  Πιστεύεται ότι, ενεργές µορφές οξυγόνου 

εµπλέκονται στην διάσπαση των πρωτεϊνών του PS II, οι οποίες είναι δυνατό να 

παραχθούν σε συνθήκες φωτοαναστολής.  Επίσης πιστεύεται ότι είναι πιθανό η 

διάσπαση να προκαλείται από µία πρωτεάση, η οποία είναι συνδεµένη µε το PS II. 

 Με σκοπό τη µελέτη και αναστολή των παραγόντων που προκαλούν την 

διάσπαση της D1 στο σκοτάδι πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα στα οποία τα  
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υποσύµπλοκα του PS II επωάστηκαν πέντε µέρες στο σκοτάδι στους 8 oC, παρουσία 

ουσιών που δρουν ως εξειδικευµένοι αποσβέστες ενεργών µορφών οξυγόνου είτε ως 

αναστολείς πρωτεασών (πίνακας 6). 

 

Πίνακας 6: Αποσβέστες ενεργών µορφών οξυγόνου και αναστολείς πρωτεασών 

Αποσβέστης   ∆ραστικότητα 

Ιστιδίνη   Αποσβέστης οξυγόνου απλής κατάστασης  

n-propyl gallate Αποσβέστης ριζών υδροξυλίου 

Kαταλάση Αποσβέστης Η2Ο2 

 a2-macroglobulin Αναστολέας ενδοπρωτεασών 

PMSF Αναστολέας σερινοπρωτεασών 

 

Το υποσύµπλοκο ΗΜ-core επωάστηκε στο σκοτάδι παρουσία των 

αναστολέων και η D1 πρωτεΐνη χαρακτηρίστηκε µε ανοσοαποτύπωση. 

 

Σχήµα 45.  Ανοσοαποτύπωση της D1 στο σύµπλοκο HM-core το οποίο επωάστηκε στο 

σκοτάδι για: (1) µηδέν µέρες, (2) πέντε µέρες παρουσία καταλάσης, (3) πέντε µέρες παρουσία 

PMSF (4) πέντε µέρες παρουσία ιστιδίνης, (5) πέντε µέρες παρουσία n-propyl gallate, (6) 

πέντε µέρες παρουσία a2-macroglobulin, (7). πέντε µέρες χωρίς αναστολέα. 

 

 

D1

D1/D2

41 kDa

24-22 kDa

16 kDa

    1     2     3    4     5     6     7
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 Όπως φάνηκε από τη µελέτη, η D1 πρωτεΐνη διασπάται στο σκοτάδι και 

προκύπτουν δύο θραύσµατα µε µοριακό βάρος 22 και 16 kDa (σχήµα 45).  Επιπλέον 

εµφανίστηκε µία καινούρια ζώνη στα 41 kDa, η οποία αποδίδεται στην σύνδεση της 

D1 µε το Cyt b559.  Οι παρατηρήσεις αυτές ταυτίζονται µε την συµπεριφορά της D1 

κάτω από συνθήκες φωτοαναστολής, όπου ενεργές µορφές οξυγόνου ευθύνονται για 

την διάσπαση της καθώς και για την δηµιουργία συσσωµατωµάτων.  Όµως ούτε οι 

αποσβέστες ενεργών µορφών οξυγόνου, ούτε ο πρωτεολυτικός αναστολέας 

παρεµπόδισαν την αποικοδόµηση της D1. 

 Την παραπάνω µελέτη επαναλάβαµε στο ενεργό κέντρο του PS II, το οποίο 

αποτελεί το µικρότερο υποσύµπλοκο του PS II.   

 

 

Σχήµα 46.  Ανοσοαποτύπωση της D1 πρωτεΐνης στο σύµπλοκο D1-D2-Cyt b559, το οποίο 

επωάστηκε στο σκοτάδι στους 8οC για: (1) µηδέν µέρες, (2) πέντε µέρες παρουσία 

καταλάσης, (3) πέντε µέρες παρουσία PMSF, (4) πέντε µέρες παρουσία ιστιδίνης, (5) πέντε 

µέρες παρουσία n-propyl gallate, (6) πέντε µέρες παρουσία a2-macroglobulin, (7) πέντε µέρες 

χωρίς αναστολέα. 

 

Από τη µελέτη φάνηκε ότι η D1 πρωτείνη διασπάται ακόµα και στο πιο µικρό 

υποσύµπλοκο του PS II (σχήµα 46).  Μάλιστα οι αναστολείς πρωτεασών 

παρεµπόδισαν σε µεγάλο βαθµό την διάσπαση της D1, σε αντίθεση µε τους 

αποσβέστες ενεργών µορφών οξυγόνου.  

   1      2     3     4      5     6     7

D1
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4.4  ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Παρά το γεγονός ότι η δοµική µελέτη του PS II των ανωτέρων φυτών 

αποτελεί αντικείµενο εντατικής έρευνας, σε παγκόσµιο επίπεδο, τα τελευταία 20 

χρόνια, το µεµβρανικό αυτό πολυπρωτεϊνικό σύµπλοκο παραµένει από το πιο 

αινιγµατικά σηµεία της φωτοσύνθεσης. Έµµεσες βιοχηµικές µελέτες έχουν 

αποκαλύψει πληροφορίες σχετικά µε την τοπολογία και σύνδεση των πρωτεϊνών 

µέσα στο σύµπλοκο του PS II [52, 53].  Τα τελευταία χρόνια µελέτες µε ηλεκτρονικό 

µικροσκόπιο έχουν δώσει µια εικόνα για την µορφή του συµπλόκου στο επίπεδο της 

τεταρτοταγούς δοµής [129].  Μέχρι σήµερα απουσιάζει ένα µοντέλο του PS II το 

οποίο θα απεκάλυπτε τη δοµή του σε µοριακό επίπεδο.  Οι µόνες πληροφορίες για 

την τρισδιάστατη δοµή του PS ΙΙ των ανωτέρων φυτών, προέρχονται από τον 

συσχετισµό µε τη δοµή του ενεργού κέντρου των µωβ βακτηρίων, η οποία έχει 

αποκαλυφθεί µε κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ [1-3].   

Η αποµόνωση και κρυστάλλωση υποσυµπλόκων του PS II αποτελεί 

αντικείµενο µελέτης του εργαστηρίου µας τα τελευταία 15 χρόνια [118, 119].  Από 

τις µελέτες αυτές επιτεύχθηκε η ανάπτυξη τρισδιάστατων κρυστάλλων για διάφορα 

υποσύµπλοκα του PS II, η διακριτική ικανότητα των οποίων δεν επέτρεψε την 

ανάλυση της δοµής του µε κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ.  Η χαµηλή ικανότητα 

περίθλασης των κρυστάλλων αποδόθηκε στις ετερογενείς δυνάµεις που συγκρατούν 

τις πρωτεΐνες δεσµευµένες στο σύµπλοκο.  Αυτό έχει ως συνέπεια την αποδέσµευση 

των πρωτεϊνών από το υπόλοιπο σύµπλοκο σε ακραίες συνθήκες κατά την 

κρυστάλλωση, και τελικά την ετερογένεια του συµπλόκου που ευθύνεται για την 

κακή ποιότητα των κρυστάλλων. 

Στην παρούσα εργασία στόχος ήταν η αποµόνωση των πιο σταθερών 

υποσυµπλόκων και πρωτεϊνών µε τελικό σκοπό την ανάπτυξη τρισδιάστατων 

κρυστάλλων και ανάλυση της δοµής µε κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ.  Επιχειρήθηκε 

για πρώτη φορά η κρυστάλλωση µιας αποµονωµένης µεµβρανικής πρωτεΐνης (CP 47) 

και του συµπλόκου του ενεργού κέντρου (D1-D2-Cyt b559) του PS II.   

Αποµόνωση της CP 47 και του ενεργού κέντρου (RC). 

Απαραίτητη προϋπόθεση για την κρυστάλλωση µιας πρωτεΐνης είναι η 

αποµόνωση της σε καθαρή και οµοιογενή κατάσταση.  Το πρωτόκολλο αποµόνωσης 

θα πρέπει να διασφαλίζει την ποσοτική αποµόνωση της πρωτεΐνης διατηρώντας την 
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σε οµοιογενή και σταθερή κατάσταση.  Επιπλέον στη περίπτωση των µεµβρανικών 

πρωτεϊνών σηµαντική θέση στο πρωτόκολλο αποµόνωσης κατέχει η επιλογή του 

απορρυπαντικού για την διαλυτοποίηση της πρωτεΐνης.  Το πρωτόκολλο αποµόνωσης 

το οποίο αναπτύχθηκε στην παρούσα εργασία στηρίχθηκε στην σταδιακή 

αποµάκρυνση των περιφερειακών πρωτεϊνών και εµπλουτισµό των πρωτεϊνών του 

ενδιαφέροντος µας.  Τα απορρυπαντικά LM και OTG που χρησιµοποιήθηκαν είναι 

γνωστά για την ικανότητα τους να διαλυτοποιούν τις πρωτεΐνες του PS II χωρίς να τις 

µετουσιώνουν.  ∆οκιµάσθηκαν διάφορες συγκεντρώσεις των δύο απορρυπαντικών µε 

στόχο την αποµάκρυνση των CPs και της CP 43, και τον εµπλουτισµό του 

συµπλόκου CP 47-D1-D2-Cyt b559.  H τεχνική υπερφυγοκέντρησης σε γραµµική 

διαβάθµιση σουκρόζης επέτρεψε την εκτίµηση της δράσης των απορρυπαντικών στο 

σύµπλοκο καθώς και τον ποσοτικό διαχωρισµό των υποσυµπλόκων και πρωτεϊνών 

που προκύπτουν.  Από τις δοκιµές αυτές φάνηκε ότι η ανάµιξη των δύο 

απορρυπαντικών σε ορισµένη αναλογία, οδήγησε στην επιλεκτική αποµάκρυνση των 

CPs και CP 43 από το υπόλοιπο σύµπλοκο, επιτρέποντας έτσι τον εµπλουτισµό του 

συµπλόκου CP 47-D1-D2-Cyt b559 σε ένα στάδιο.  Από το σύµπλοκο αυτό 

αποµονώθηκε η CP 47 και το σύµπλοκο D1-D2-Cyt b559 σε οµοιογενή και καθαρή 

κατάσταση, όπως επιβεβαιώθηκε από την ηλεκτροφόρηση και τα φάσµατα 

απορρόφησης. 

Κρυστάλλωση του D1–D2–Cyt b559 και της CP 47. 

Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα για την κρυστάλλωση του συµπλόκου D1-

D2-Cyt b559 χωρίς όµως να επιτευχθεί η ανάπτυξη τρισδιάστατων κρυστάλλων.  

Αυτό µπορεί να αποδοθεί στην µεγάλη υδροφοβικότητα του συµπλόκου, που δεν 

επιτρέπει την ανάπτυξη των απαραίτητων πολικών αλληλεπιδράσεων για την 

συγκράτηση του κρυσταλλικού πλέγµατος [38, 39].  Παρά την οµοιότητα των D1 και 

D2 µε τις L και Μ υποµονάδες, το ενεργό κέντρο των βακτηρίων R. viridis περιέχει 

δύο επιπλέον υδρόφιλες πρωτεΐνες, οι οποίες συµµετέχουν στο σχηµατισµό 

ηλεκτροστατικών δεσµών που σταθεροποιούν τον κρύσταλλο.   

Η CP 47 είναι µία µεµβρανική πρωτεΐνη η οποία όµως έχει µεγάλες υδρόφιλες 

περιοχές που είναι ικανές να οδηγήσουν σε τρισδιάστατους κρυστάλλους [66].  Η 

υπόθεση αυτή επιβεβαιώθηκε στην παρούσα εργασία µε την κρυστάλλωση για πρώτη 

φορά της CP 47.  Η συστηµατική µελέτη των κυριοτέρων παραµέτρων που 

επηρεάζουν την κρυστάλλωση γενικά των πρωτεϊνών, οδήγησε στην επαναλήψιµη 

ανάπτυξη τρισδιάστατων κρυστάλλων της CP 47.  Ο συνδυασµός των βέλτιστων 
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συνθηκών που προέκυψαν από τα πειράµατα, είχε ως αποτέλεσµα την παραγωγή 

κρυστάλλων, το µέγεθος των οποίων ήταν ικανοποιητικό για πειράµατα περίθλασης 

ακτίνων-Χ.  Για την βελτίωση της ικανότητας περίθλασης των κρυστάλλων 

δοκιµάστηκαν διάφορα απορρυπαντικά και αµφίφιλα µόρια τα οποία είναι γνωστό ότι 

παίζουν κρίσιµο ρόλο στη κρυστάλλωση των µεµβρανικών πρωτεϊνών.  Η µέγιστη 

διακριτική ικανότητα των κρυστάλλων ήταν κοντά στα 4Å, όµως ο µικρός αριθµός 

και η ανισοτροπία των ανακλάσεων δεν επέτρεψε την ανάλυση της δοµής µε 

κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ.  

Mελέτη των παραγόντων που επηρεάζουν τη σταθερότητα της CP 47 και της D1 

πρωτεΐνης. 

 Η χαµηλή ικανότητα περίθλασης των κρυστάλλων της CP 47 µπορεί να 

αποδοθεί στη διάσπαση της πρωτεΐνης κατά την κρυστάλλωση της.  Από τα 

πειράµατα µας προέκυψε ότι η πρωτεΐνη διασπάται και µάλιστα η αποικοδόµηση της 

ξεκινούσε αµέσως µετά την αποδέσµευση της από το σύµπλοκο του ενεργού κέντρου.  

Είναι γνωστή η ευαισθησία των πρωτεϊνών του PS II, ιδιαίτερα κάτω από συνθήκες 

έντονου φωτισµού.  Η CP 47 παρά την στενή της σύνδεση µε τις πρωτεΐνες του 

ενεργού κέντρου είναι ιδιαίτερα σταθερή χωρίς να υφίσταται αποικοδόµηση παρά 

µόνο σε ακραίες συνθήκες.  Από την εργασία µας προέκυψε ότι η CP 47 σε συνθήκες 

χαµηλού φωτισµού παραµένει σταθερή εφόσον είναι δεσµευµένη πάνω στο πυρήνα.  

Όταν όµως η πρωτεΐνη αποδεσµεύεται, υφίσταται διάσπαση, η οποία εξελίσσεται στο 

σκοτάδι.  Από την βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι στη διάσπαση των πρωτεϊνών του 

ενεργού κέντρου εµπλέκονται ενεργές µορφές οξυγόνου, που παράγονται σε 

συνθήκες φωτισµού, ενώ στο σκοτάδι η αποικοδόµηση τους αποδίδεται κυρίως σε 

πρωτεάσες [113-117].  Από τις µελέτες µας προέκυψε ότι η διάσπαση της CP 47 

αναστέλλεται µερικώς µε αναστολείς σερινοπρωτεασών.  Έµµεσες δοµικές µελέτες 

µε θρυψίνη απεκάλυψαν ότι η CP 47 έχει διαφορετική δοµή όταν είναι δεσµευµένη 

πάνω στο σύµπλοκο, και η απελευθέρωση της στο διάλυµα είναι πιθανό να 

συνοδεύεται από αλλαγές στη δοµή της, που µπορεί να συνδέονται µε την 

αποσταθεροποίηση της. 

Τις µελέτες σταθερότητας επεκτείναµε και σε υποσύµπλοκα του PS II 

εξετάζοντας την κατάσταση της πιο ευαίσθητης πρωτεΐνης (D1) απουσία φωτός.  Από 

τα πειράµατα αυτά αποκαλύφθηκε ότι η D1 πρωτεΐνη διασπάται στο σκοτάδι και η 

αποικοδόµηση της δεν αναστέλλεται από ουσίες που δρουν ως εξειδικευµένοι 

αποσβέστες ενεργών µορφών οξυγόνου.  Αναστολείς σερινοπρωτεασών 
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παρεµπόδισαν µερικώς την διάσπαση της D1 µόνο σε διαλυτοποιηµένα υποσύµπλοκα 

του PS II.  Από τις έµµεσες αυτές µελέτες φάνηκε ότι η διάσπαση των πρωτεϊνών του 

PS II στο σκοτάδι είναι πρωτεολυτικής φύσης, όπως έχει προταθεί και στο παρελθόν.  

Πιστεύεται ότι υπάρχει µία εσωτερική πρωτεάση στο PS II που είναι υπεύθυνη για 

την πλήρη αποικοδόµηση της D1 πρωτεΐνης κατά το φαινόµενο της φωτοαναστολής 

in vivo [130].  Η πρωτεάση αυτή µπορεί να είναι ακόµα και µία ή περισσότερες 

υποµονάδες του PS ΙΙ, η οποία όµως δεν έχει εντοπισθεί ως σήµερα. 

Από την µελέτη αυτή αποκαλύφθηκε ότι η D1 πρωτεΐνη διασπάται στο 

σκοτάδι ακριβώς στις ίδιες θέσεις µε εκείνες κατά την αποικοδόµηση της σε 

συνθήκες φωτοαναστολής [131].  Προκύπτει λοιπόν ότι οι πρωτεΐνες του PS II 

διαθέτουν συγκεκριµένες θέσεις διάσπασης, προσδίδοντας τους ιδιαίτερη ευαισθησία 

κατά την αποµόνωση του συστήµατος.  Σε αυτές τις ιδιοµορφίες µπορεί να αποδοθεί 

η χαµηλή διακριτική ικανότητα των κρυστάλλων του PS II από ανώτερα φυτά, παρά 

τις εκτεταµένες προσπάθειες για την κρυστάλλωση του.  Μέχρι σήµερα οι 

προσπάθειες για την ανάλυση της δοµής του PS II των ανωτέρων φυτών έχουν 

ανασταλεί λόγω της χαµηλής διακριτικής ικανότητας των κρυστάλλων.  Οι καλύτεροι 

κρύσταλλοι έχουν προκύψει από θερµόφιλα βακτήρια, το PS II των οποίων, δεν 

εµφανίζει τις ιδιοµορφίες του φωτοσυστήµατος ΙΙ των ανωτέρων φυτών. 
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5.  ΜEΛΕΤΗ ΤΗΣ ∆ΟΜΗΣ ΤΟΥ ΕΝΕΡΓΟΥ ΚΕΝΤΡΟΥ ΤΟΥ PS II  

 

 

5.1  ΕΙΣΑΓΩΓΗ. 

Κοινό χαρακτηριστικό όλων των φωτοσυνθετικών οργανισµών είναι η ύπαρξη 

του ενεργού κέντρου στο οποίο λαµβάνει χώρα ο διαχωρισµός φορτίου και 

πραγµατοποιείται η µετατροπή της ηλιακής σε χηµική ενεργεία.  Τα φωτοσυνθετικά 

κέντρα ταξινοµούνται µε βάση την φύση του µορίου που αποτελεί τον τελικό 

ηλεκτρονιοδέκτη στο σύµπλοκο.  Στα ενεργά κέντρα Q-τύπου ( type II), ο τελικός 

δέκτης είναι µία κινόνη και συναντώνται στα µωβ βακτήρια, στο PS II των 

κυανοβακτηρίων και ανώτερων φυτών.  Τα κέντρα Σιδήρου-Θείου (type I) ανάγουν 

ένα σύστηµα Fe-S και εντοπίζονται στα πράσινα θειούχα βακτήρια και στο PS I των 

ανωτέρων φυτών [132] 

Το ενεργό κέντρο των ανωτέρων φυτών του PS II αποτελείται από πέντε 

υποµονάδες, τις D1, D2, το Cyt b559 (το οποίο συνίσταται από δύο υποµονάδες Psb 

E και Psb F) και µία µικρότερη γνωστή ως PsbI πρωτεΐνη, ο ρόλος της οποίας 

παραµένει άγνωστος  Οι πρωτεΐνες D1 και D2 έχουν µελετηθεί περισσότερο και 

πιστεύεται ότι περιέχουν όλους τους απαραίτητους συµπαράγοντες για να λάβει χώρα 

η ηλεκτρονιακή ροή στο PS II.  Στο ετεροδιµερές των D1 και D2 εντοπίζονται ο 

πρωτοταγής ηλεκτρονιοδότης P680, οι δέκτες Pheo, QA, QB, ο µη αιµικός σίδηρος και 

τα οξειδοαναγωγικά αµινοξέα TyrZ, TyrD [133].  To Cyt b559 πιστεύεται ότι είναι 

απαραίτητο για την δοµική οργάνωση του PS II και ότι συµµετέχει στην κυκλική ροή 

ηλεκτρονίων, αφού µπορεί να φωτοξειδωθεί από το P680 και να φωτοαναχθεί από 

την πλαστοκινόλη [134, 135]. 

Τα ενεργά κέντρα από ανώτερα φυτά, πράσινα άλγη και κυανοβακτήρια έχουν 

αποµονωθεί και µελετηθεί εκτεταµένα µε βιοχηµικές και βιοφυσικές µεθόδους [136-

140].  Σηµαντικές δοµικές πληροφορίες για το ενεργό κέντρο των ανωτέρων φυτών 

προέκυψαν από τον συσχετισµό του µε το ενεργό κέντρο των µωβ βακτηρίων, η δοµή 

του οποίου είναι γνωστή σε ατοµικό επίπεδο [141].  Mελέτες βασιζόµενες στις 

αµινοξικές οµοιότητες των πρωτεϊνών του ενεργού κέντρου του PS II και των  
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βακτηρίων συνετέλεσαν στην σχεδίαση ενός τρισδιάστατου µοντέλου για το 

ετεροδιµερές των D1 και D2 [142-145].  Επιπλέον, πρόσφατα δηµοσιεύθηκε ένας 

ηλεκτρονιακός χάρτης µε διακριτική ικανότητα 0.8 nm για το σύµπλοκο CP 47-D1-

D2, παρέχοντας δοµικές πληροφορίες χαµηλής διακριτικής ικανότητα για το PS II 

[146]. 

Στην παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε η δοµική µελέτη του ενεργού 

κέντρου του PS II, το οποίο αποµονώθηκε από σπανάκι.  Η µάζα του συµπλόκου  

υπολογίστηκε µε δύο ανεξάρτητες τεχνικές που επέτρεψαν των υπολογισµό της 

συνεισφοράς του δεσµευµένου απορρυπαντικού στη µάζα του συµπλόκου.  Οι 

µελέτες αυτές επέτρεψαν την διευκρίνιση της κατάστασης ολιγοµερισµού του 

συµπλόκου.  Επιπλέον η δοµική ανάλυση του συµπλόκου µε STEM οδήγησε στην 

αποκάλυψη της τοπολογίας του συµπλοκου σε επίπεδο υποµονάδων. 

 

 

5.2  ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 
 
5.2.1  Αναλυτικές Μέθοδοι. 

Για την αποµόνωση του ενεργού κέντρου οι µεµβράνες του PS II 

διαλυτοποιήθηκαν µε 0.5% LM και στη συνέχεια υποβλήθηκαν σε 

υπερφυγοκέντρηση γραµµικής διαβάθµισης σουκρόζης.  Η χαµηλότερη ζώνη, η 

οποία περιέχει τον πυρήνα του PS II, επεξεργάστηκε µε συνδυασµό χαοτροπικού και 

απορρυπαντικού για την αποµόνωση του ενεργού κέντρου.   

Η πολυπεπτιδική σύσταση αναλύθηκε µε SDS ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε 

βαθµίδωση 16-22.5% ακρυλαµιδίου [147].  Στην πηκτή φορτώθηκαν 5 µg πρωτεΐνης 

και η χρώση έγινε µε νιτρικό άργυρο [148]. 

Για την χρωµατογραφία µοριακής διήθησης χρησιµοποιήθηκε κολώνα 

Superdex PC 3.2/30 (Pharmacia) συνδεδεµένη µε σύστηµα Pharmacia SMART.  Η 

κολώνα εξισορροπήθηκε µε διάλυµα 20 mM Mes pH 6, 10 mM CaCl2, 0.03% LM, 

µε ταχύτητα ροής 0.05 mL/min στους 8 οC.  H ανίχνευση των εκλουόµενων 

πρωτεϊνών έγινε στα 435 nm και 280 nm. 
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5.2.2  Aναλυτική υπερφυγοκέντρηση. 

 Η ταχύτητα καθίζησης και η ισορροπία καθίζησης του συµπλόκου του 

ενεργού κέντρου προσδιορίστηκε µε χρήση αναλυτικής υπερφυγοκέντρου τύπου 

Beckman XLA εφοδιασµένη µε ανιχνευτή απορρόφησης.  Ο υπολογισµός της 

ταχύτητας καθίζησης πραγµατοποιήθηκε µε υπερφυγοκέντρηση στα 220.000xg και 

της ισορροπίας καθίζησης στα 18.000xg.   

O υπολογισµός της µάζας των µεµβρανικών πρωτεϊνών µε αναλυτική 

υπερφυγοκέντρηση βελτιώθηκε µε τη χρήση ειδικού Buffer, η πυκνότητα του οποίου 

ήταν ίδια µε εκείνη των µικκυλίων του LM. 

 

5.2.3  Scanning Transmission Electron Microscopy (STEM). 

Τα διαλυτοποιηµένα µε απορρυπαντικό σωµατίδια προσροφήθηκαν σε λεπτό 

φιλµ άνθρακα και έγινε ψυκτοξήρανση χωρίς χρώση, για την ανάλυση της µάζας ή µε 

αρνητική χρώση φορµικού ουρανιλίου για την ανάλυση της δοµής µε STEM. 

 

5.3  AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

5.3.1 Χαρακτηρισµός του αποµονωµένου ενεργού κέντρου µε SDS-

ηλεκτροφόρηση και φασµατοσκοπία απορρόφησης. 

 Η πολυπεπτιδική σύσταση του ενεργού κέντρου του PS II, όπως 

αποµονώθηκε από το σπανάκι, αναλύθηκε µε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (σχήµα 

47Α).   

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Σχήµα 47.  Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση του συµπλόκου RC.  (Α) Οι µάρτυρες µοριακού 

βάρους που φαίνονται ως κύκλοι είναι 94, 66, 43, 31, 21, 14 kDa.  (B)  Φάσµα απορρόφησης 

του συµπλόκου RC σε θερµοκρασία δωµατίου. 
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Από την SDS-ηλεκτροφόρηση ανιχνεύτηκαν πέντε ζώνες, εκ των οποίων η 

διπλή διάχυτη ζώνη ανάµεσα στα 43 και 31 kDa αντιστοιχεί στις πρωτεΐνες D2 και 

D1.  Από τις ζώνες χαµηλού µοριακού βάρους, oι ζώνες στα 9 και 5 kDa ανήκουν 

στις υποµονάδες του Cyt b559 και εκείνη στα 4.5 kDa στην πρωτεΐνη PsbI. 

Η φασµατοσκοπία ορατού επιβεβαίωσε την αποµόνωση του ενεργού κέντρου 

σε καθαρή και σταθερή κατάσταση.  Στο φάσµα φαίνονται οι κορυφές στα 675 nm 

(Qy µετάβαση της Chl a και Pheo) στα 543nm (Qx µετάβαση της Pheo).  Η 

απορρόφηση στα 510-450 nm αποδίδεται στα καροτενοειδή, ο ώµος στα 437 nm είναι 

η Soret της Chl a και τέλος, στην κορυφή στα 417 nm συνεισφέρουν κυρίως η Soret 

της Pheo και του οξειδωµένου Cyt b559 (σχήµα 47Β). 

 

 

5.3.2 Χαρακτηρισµός του αποµονωµένου ενεργού κέντρου µε 

χρωµατογραφία µοριακής διήθησης και αναλυτική υπερφυγοκέντρηση. 
 

 Η χρωµατογραφία µοριακής διήθησης πραγµατοποιήθηκε µε σκοπό τη µελέτη 

της κατάστασης ολιγοµερισµού του ενεργού κέντρου.  Το ενεργό κέντρο εκλούστηκε 

ως κύριο κλάσµα, ενώ οι µικρές κορυφές αποδόθηκαν σε υποσύµπλοκα (σχήµα 48Α).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 48.  (Α) Προφίλ έκλουσης του συµπλόκου από την κολώνα µοριακής διήθησης όπως 

ανιχνεύτηκε στα 280 nm (συνεχής γραµµή) και στα 417 nm (διακεκοµµένη γραµµή).  (Β) 

Αναλυτική υπερφυγοκέντρηση του συµπλόκου RC.  Το βέλος δείχνει το συντελεστή 

καθίζησης του συµπλόκου. 

 

Η οµοιογένεια του αποµονωµένου συµπλόκου µελετήθηκε επίσης µε 

αναλυτική υπερφυγοκέντρηση.  Το ενεργό κέντρο έδειξε ότι αποτελείται από ένα 
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κύριο πληθυσµό σωµατιδίων µε συντελεστή καθίζησης 9 S και αµελητέο αριθµό 

συσσωµατωµάτων, ενδεικτικό της άριστης οµοιογένειας του συµπλόκου (σχήµα 

48Β). 

 

 

5.3.3 Υπολογισµός της µάζας του συµπλόκου του ενεργού κέντρου µε 

αναλυτική υπερφυγοκέντρηση και STEM. 
 

Για τον υπολογισµό της µάζας του διαλυτοποιηµένου συµπλόκου µε 

υπερφυγοκέντρηση χρησιµοποιήθηκε ειδικό Buffer, η πυκνότητα του οποίου είναι 

ίδια µε εκείνη των εφυδατωµένων µικκυλίων του LM, επιτυγχάνοντας την εξάλειψη 

της συνεισφοράς του µικκυλίου στη µάζα του συµπλόκου.  Με τον τρόπο αυτό η 

µάζα του συµπλόκου υπολογίστηκε στα 107±17 kDa, µια τιµή που αντιστοιχεί στην  

ύπαρξη ενός µόνο µορίου από κάθε µία από τις πέντε υποµονάδες του ενεργού 

κέντρου.  Από την ανάλυση µάζας µε STEM προέκυψαν δύο πληθυσµοί του 

συµπλόκου µε διαφορετικό µέγεθος.  Η µάζα των µικρών σωµατιδίων υπολογίσθηκε 

στα 132±43 kDa ενώ για τα µεγαλύτερα σωµατίδια στα 289±100 kDa. 

 

Πίνακας 7: Mοριακή µάζα του συµπλόκου RC όπως προκύπτει από θεωρητικές και 

υπολογιστικές µελέτες 

Υποµονάδες Μοριακή µάζα (kDa) 

D1 38 

D2 39 

Psb E 9 

Psb F 4 

Psb I 4 

6 Chl a 6 

2 β-Car 1 

2 Pheo 2 

Άθροισµα 103 

Μάζα από STEM 132 ± 43 

Μάζα από υπερφυγοκέντρηση 107 ± 17 
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Από το συνδυασµό όλων των αποτελεσµάτων που προέκυψαν από την µελέτη 

της µάζας, υπολογίσθηκε η µάζα του συµπλόκου στα 126 kDa και αποκαλύφθηκε η 

ύπαρξη του ενεργού κέντρου σε οµοιογενή µονοµερή κατάσταση (σχήµα 49) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 49.  Ανάλυση της µάζας του συµπλόκου RC.  (Α) Εικόνα ακινητοποιηµένων 

σωµατιδίων σε φιλµ άνθρακα χωρίς χρώση.  Τα λευκά βέλη δείχνουν τα µεγάλα σωµατίδια 

ενώ τα µαύρα δείχνουν τα µικρότερα.  Η κλίµακα είναι 50 nm.  (Β) Ιστόγραµµα µάζας του 

RC. 

 

 

5.3.4 ∆οµική ανάλυση του συµπλόκου µε STEM 

 Από την µελέτη του ακινητοποιηµένου συµπλόκου σε φιλµ άνθρακα µε 

αρνητική χρώση µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο καταγράφηκαν εικόνες οι οποίες 

στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν για δοµική ανάλυση (σχήµα 49Α).  Η στατιστική 

ανάλυση των εικόνων οδήγησε στη  ταξινόµηση των σωµατιδίων σε έξι κατηγορίες 

σχετικά µε τον προσανατολισµό τους πάνω στο φύλλο του άνθρακα (σχήµα 49Β).   

Από την συγκριτική αλληλεπίθεση σωµατίων µε όµοιο προσανατολισµό 

προέκυψαν οι χάρτες ηλεκτρονιακής πυκνότητας για την πλάγια και επάνω όψη του 

συµπλόκου.  Η επάνω όψη του συµπλόκου έχει µήκος 8.1 nm και πλάτος 5.2 nm και 

φαίνεται ότι οι δύο υποµονάδες χωρίζονται στην µέση δίνοντας στο σύµπλοκο 

ψευδοσυµµετρία δευτέρας τάξης.  Το σύµπλοκο στην πλάγια όψη έχει διαστάσεις 

9.3x4.7 nm και τόσο το µήκος όσο και η απόσταση ανάµεσα στις δυο περιοχές της 
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µεγάλης πρωτεϊνικής πυκνότητας είναι παρόµοια µε εκείνα της επάνω όψης του 

συµπλόκου (σχήµα 50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 49.  Ταξινόµηση µε ηλεκτρονική µικροσκοπία των ακινητοποιηµένων σωµατιδίων 

πάνω σε φιλµ άνθρακα µε αρνητική χρώση.  (Α) Εικόνα από ηλεκτρονικό µικροσκόπιο στην 

οποία το σύµπλοκο RC φαίνεται ως φωτεινός σχηµατισµός και η κλίµακα είναι 20 nm.  (Β-G) 

Ταξινόµηση 586 σωµατιδίων µε στατιστική ανάλυση σε έξι κατηγορίες. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 50.  (A) Μέσος όρος 190 προβολών της επάνω όψης του συµπλόκου RC.  (B) Μέσος 

όρος 146 προβολών της πλάγιας όψης του σύµπλοκο RC.  H κλίµακα είναι 5 nm. 
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Με σκοπό την δοµική µελέτη του πυρήνα, πραγµατοποιήσαµε απευθείας 

σύγκριση της επάνω όψης του συµπλόκου του ενεργού κέντρου µε το χάρτη 

ηλεκτρονιακής πυκνότητας του σύµπλοκου του πυρήνα (CP 47-CP 43-RC), ο οποίος 

έχει προκύψει από προηγούµενη µελέτη [158].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 51.  Σύγκριση των χαρτών ηλεκτρονιακής πυκνότητας του πυρήνα του PS II και του 

συµπλόκου RC (λευκές γραµµές). 

 

 Από την σύγκριση προέκυψε ότι η ηλεκτρονιακή πυκνότητα του ενεργού 

κέντρου εντοπίζεται στο κέντρο του πυρήνα.  Οι πρωτεΐνες D1 και D2 

καταλαµβάνουν τις θέσεις 1 και 3 ενώ οι CP 47 και CP 43 εντοπίζονται στις θέσεις 2 

και 4 του χάρτη ηλεκτρονικής πυκνότητας. 

 

 

5.4  ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Στην παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε η µελέτη του ενεργού κέντρου από 

το PS II, όπως αποµονώθηκε από σπανάκι.  Το σύµπλοκο αυτό αποτελείται από πέντε 

υποµονάδες και το µοριακό του βάρος, όπως υπολογίστηκε από αναλυτική 



ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ HPO LYASE 
___________________________________________________________________________________ 

 

88

 

υπερφυγοκέντρηση είναι 106 kDa.  Η τιµή αυτή αντιστοιχεί στην ύπαρξη ενός 

αντιγράφου από κάθε υποµονάδα στο σύµπλοκο (συνολική µάζα 94 kDa), και των 

συµπαραγόντων Chla, Pheο, β-Car, αίµη σε στοιχειοµετρία 6 : 2 : 2 : 1 (12 kDa) και 

των µεταλλικών ιόντων Mg και Fe [149-152].  Με την αναλυτική υπερφυγοκέντρηση 

έγινε δυνατός ο υπολογισµός του µοριακού βάρους του µεµβρανικού συµπλοκου 

χωρίς τη συνεισφορά του µοριακού βάρους του µικκυλίου του απορρυπαντικού.  Ο 

υπολογισµός της µάζας µε STEM οδήγησε σε µία τιµή µοριακού βάρους 132 kDa.  Η 

διαφορά του µοριακού βάρους κατά 26 kDa, όπως υπολογίστηκε από τις δύο 

µεθόδους, αποδίδεται στη συνεισφορά του µικκυλίου.  Οι τιµές του µοριακού βάρους 

που υπολογίστηκαν στην παρούσα εργασία είναι πολύ µικρότερες από εκείνες που 

έχουν αναφερθεί σε προηγούµενες εργασίες [149].  Οι διαφορές µπορούν να 

αποδοθούν σε σφάλµα, λόγω χρήσης υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών, ως πρότυπα για τον 

υπολογισµό του µοριακού βάρους µεµβρανικών πρωτεϊνών. 

 Παρά την ανάπτυξη διαφόρων πρωτοκόλλων για την αποµόνωση του ενεργού 

κέντρου, στις περισσότερες περιπτώσεις δεν έχει γίνει µελέτη για την κατάσταση 

ολιγοµερισµού του συµπλόκου [136-138].  Από τα αποτελέσµατα µας προέκυψε ότι 

το σύµπλοκο είναι σε µονοµερή µορφή, σε αντίθεση µε άλλη µελέτη που προτείνει 

την ύπαρξη του συµπλόκου σε διµερή κατάσταση [149].  Η κατάσταση 

ολιγοµερισµού του συµπλόκου εξαρτάται από το πρωτόκολλο και τα απορρυπαντικά 

που χρησιµοποιούνται κατά την αποµόνωση του. 

 Η στατιστική ανάλυση των εικόνων που καταγράφηκαν µε το ηλεκτρονικό 

µικροσκόπιο απεκάλυψε δύο τάξεις σωµατίων που ερµηνεύτηκαν ως η επάνω και 

πλάγια όψη του συµπλόκου.  Οι διαστάσεις  του συµπλόκου οµοιάζουν µε εκείνες της 

διαµεµβρανικής περιοχής του ενεργού κέντρου των µωβ βακτηρίων [141, 153].  

Αυτές οι οµοιότητες είναι σε συµφωνία µε της οµοιότητες που προκύπτουν από την 

υδροφοβικότητα των D1 και D2 πρωτεϊνών του ενεργού κέντρου του PS II, µε τις L 

και M υποµονάδες του ενεργού κέντρου των βακτηρίων [142, 154]. 

Στην παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε επίσης µελέτη της δοµής του 

πυρήνα του PS II σε τεταρτοταγές επίπεδο.  Aπό µελέτες µε ηλεκτρονικό 

µικροσκόπιο σε δισδιάστατους κρυστάλλους και ακινητοποιηµένα σύµπλοκα σε φιλµ 

άνθρακα µε αρνητική χρώση, έχουν προκύψει διάφορα µοντέλα για την σχετική θέση 

των CP 47, CP43, D1, D2 πρωτεϊνών στο σύµπλοκο του πυρήνα του PS II.  Σύµφωνα 

µε το ένα µοντέλο οι πρωτεΐνες του ενεργού κέντρου εντοπίζονται στο κέντρο του 

πυρήνα ενώ οι πρωτεΐνες CP 47 και CP 43 τοποθετούνται στην περιφέρεια, 
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προσδίδοντας στο σύµπλοκο ψευδοσυµµετρία δευτέρας τάξης [155-158].  Άλλο 

µοντέλο υποστηρίζει την τοποθέτηση των πρωτεϊνών του ενεργού κέντρου στη 

περιφέρεια, ώστε το µονοµερές σύµπλοκο να έχει ασύµµετρη µορφή [159, 160].  Για 

την µελέτη της τοπολογίας των πρωτεϊνών του πυρήνα του PS II πραγµατοποιήσαµε 

απευθείας σύγκριση της επάνω όψης του συµπλόκου του ενεργού κέντρου µε το 

χάρτη ηλεκτρονιακής πυκνότητας του σύµπλοκου του πυρήνα, ο οποίος έχει 

προκύψει από προηγούµενη µελέτη [158].  Η σύγκριση αυτή απεκάλυψε την 

τοποθέτηση των πρωτεϊνών του ενεργού κέντρου στο κέντρο του πυρήνα και των CP 

43, CP 47 στη περιφέρεια.  Το µοντέλο αυτό είναι σύµφωνο µε την βελτιωµένη 

ερµηνεία των χαρτών ηλεκτρονιακής πυκνότητας ολόκληρου του συµπλόκου του PS 

II [161, 162]. 
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6.  ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΛΥΑΣΗΣ ΤΟΥ 

Υ∆ΡΟΫΠΕΡΟΞΕΙ∆ΙΟΥ ΤΩΝ ΛΙΠΑΡΩΝ ΟΞΕΩΝ 

 

 

6.1 EΙΣΑΓΩΓΗ 

Η λυάση του υδροϋπεροξειδίου των λιπαρών οξέων (HPO lyase) είναι ένα 

ένζυµο το οποίο καταλύει την διάσπαση του δεσµού C-C στα υδροϋπεροξείδια των 

πολυακόρεστων λιπαρών οξέων και οδηγεί στη παραγωγή µικρού µοριακού βάρους 

αλδευδών και ω-όξο-οξέων [163].  Η HPO lyase καταλύει την µετατροπή των 13- και 

9- υδροϋπεροξειδίων του λινελαϊκού και λινολενικού οξέως στις αντίστοιχες 

αλδεΰδες (µε 6 ή 9 άτοµα άνθρακα) και ω-όξο-οξέα (µε 12 ή 9 άτοµα άνθρακα).  

 

 
Σχήµα 52.  Αντιδράσεις διάσπασης των 9 και 13-υπεροξειδίων των λιπαρών 

οξέων από την HPO lyase 

 

Η HPO lyase είναι ευρέως διαδεδοµένη στο φυτικό βασίλειο και αποτελεί 

µέρος µιας µεταβολικής οδού, γνωστή ως µονοπάτι της λιποξυγενάσης 

(Lipoxygenase pathway) [164, 165].  Η σηµασία της µεταβολικής αυτής οδού για τα 

φυτά είναι µεγάλη αφού πιστεύεται ότι είναι η αντίστοιχη µε εκείνη των 

‘εικοσανοειδών’ στο ζωικό βασίλειο [166].  To µονοπάτι ξεκινά µε την µετατροπή 

των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων από την λιποξυγενάση (LOX) στα αντίστοιχα 

υδροϋπεροξειδία και συνεχίζεται µε το µεταβολισµό τους από µεγάλο αριθµό 

ενζύµων που οδηγεί σε ενώσεις µε µεγάλη σπουδαιότητα για τα φυτά, γνωστές ως 

οξυλιπίνες.  Παρά το γεγονός ότι οι οξυλιπίνες έχουν χαρακτηρισθεί πολύ πριν την 
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ανακάλυψη των ενζύµων, ο φυσιολογικός τους ρόλος δεν είναι απόλυτα γνωστός 

[167].  Οι µικρού µοριακού βάρους αλδεΰδες που προκύπτουν από την δράση της 

HPO lyase και οι αντίστοιχες αλκοόλες τους είναι γνωστό ότι αποτελούν σηµαντικά 

συστατικά του χαρακτηριστικού αρώµατος (green odour)  των φρούτων, λαχανικών 

και πράσινων φύλλων [168-169].  Ακόµη οι ενώσεις αυτές έχουν αντιβακτηριακή 

δράση και πιστεύεται ότι εµπλέκονται στην άµυνα των φυτών σε παθογόνους 

µικροοργανισµούς [170-172].  Το άλλο προϊόν από την δράση της HPΟ lyase (ω-όξο-

οξύ), αποτελεί πρόδροµη ένωση της ορµόνης των φυτών, τραυµατίνη.  Η ορµόνη 

αυτή προκαλεί την διαίρεση των κυττάρων και τον σχηµατισµό προστατευτικού 

κάλου στην περιοχή της πληγωµένου φυτικού ιστού [173].  Στο κύκλο συµµετέχει και 

το ένζυµο Αllene Οxide Synthase (AOS) που οδηγεί στο σχηµατισµό του jasmonic 

acid.  Η ένωση αυτή έχει ιδιότητες αυξητικής ορµόνης και εµπλέκεται στον αµυντικό 

µηχανισµό των φυτών [174].   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 53. Μεταβολικό µονοπάτι της λιποξυγενάσης 

 

Παρά το γεγονός ότι η ΗPO lyase έχει αποµονωθεί από µεγάλο αριθµό 

φυσικών προϊόντων, η µικρή συγκέντρωση του ενζύµου στους φυτικούς ιστούς δεν 
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έχει επιτρέψει την δοµική και λειτουργική της µελέτη [175-182].  Μόνο η HPO lyase 

από πιπεριά έχει αποµονωθεί σε σχετικά µεγάλη ποσότητα και ο χαρακτηρισµός της 

απεκάλυψε την ύπαρξη αίµης (πρωτοαίµη ΙΧ), ως προσθετική οµάδα στο ένζυµο 

[183]. Σύγκριση της αµινοξικής αλληλουχίας του ενζύµου απεκάλυψε 40% οµοιότητα 

µε την ΑOS, η οποία ανήκει στην οικογένεια των κυτοχρωµάτων P450 (CYP74A) και 

οµολογία µε τρεις διατηρηµένες περιοχές των P450 [184].  Από τις οµοιότητες αυτές 

η HPO lyase (CYP74B) κατατάσσεται ως µέλος µιας νέας κατηγορίας κυτοχρωµάτων 

P450s (CYP74), παρά το ότι µέχρι σήµερα δεν έχει καταστεί δυνατή η λήψη του 

φάσµατος Fe(II)-CO µε µέγιστο απορρόφησης στα 450 nm, που αποτελεί 

διαγνωστικό χαρακτηριστικό των P450s.  

H HPO lyase παρουσιάζει µεγάλο ερευνητικό ενδιαφέρον, τόσο για τον 

κεντρικό ρόλο που κατέχει στον αµυντικό µηχανισµό τον φυτών, όσο και για τα 

µοναδικά δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά της.  Η HPO lyase µαζί µε την 

AOS ανήκουν σε µία νέα κατηγορία κυτοχρωµάτων P450s (CYP74) που 

ανακαλύφθηκαν µόλις πριν δέκα χρόνια και η µελέτη τους είναι σε αρχικά στάδια 

[185-186].  Τα ένζυµα της κατηγορίας αυτής παρουσιάζουν ιδιαίτερες λειτουργικές 

ιδιότητες, αφού δεν χρειάζονται οξυγόνο και αναγωγικό συµπαράγοντα για την 

καταλυτική τους δράση.  Η δοµική ανάλυση της HPO lyase θα οδηγούσε στην 

κατανόηση και εκµετάλλευση των µοναδικών λειτουργικών χαρακτηριστικών των 

ενζύµων CYP74 µε σηµαντικές βιολογικές και βιοτεχνολογικές εφαρµογές. 

Στην παρούσα εργασία η HPO lyase αποµονώθηκε από βακτήρια Ε. coli, τα 

οποία περιέχουν το ανασυνδιασµένο DNA του ενζύµου από πιπεριά.  Από τα 

βακτήρια η ΗPO lyase εκφράστηκε σε ικανοποιητική ποσότητα που επέτρεψε τον 

βιοχηµικό και φασµατοσκοπικό χαρακτηρισµό του ενζύµου.  Η εργασία 

επικεντρώθηκε στη δοµική µελέτη του περιβάλλοντος της αίµης στο ενεργό κέντρο 

του ενζύµου µε φασµατοσκοπία απορρόφησης ορατού-υπεριώδους (UV-Vis) και  

φασµατοσκοπία ηλεκτρονικού παραµαγνητικού συντονισµού (EPR). Η 

φασµατοσκοπική µελέτη του ενζύµου στηρίχτηκε στη δέσµευση εξωγενών ligands 

στο σίδηρο της αίµης του καταλυτικού κέντρου του ένζυµου και στην σύγκριση των 

φασµατοσκοπικών χαρακτηριστικών µε εκείνα πρωτεϊνών µε γνωστή δοµή.  Από τις 

µελέτες αυτές προέκυψαν δοµικές πληροφορίες για το περιβάλλον της αίµης της HPO 

lyase σχετικά µε την γεωµετρία, την κατάσταση spin του σιδήρου και το είδος του 

πέµπτου ligand.  Από την εργασία αυτή ελήφθησαν για πρώτη φορά φασµατοσκοπικά 
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δεδοµένα τα οποία στηρίζουν την υπόθεση ότι στη πέµπτη θέση συναρµογής της 

αίµης υπάρχει κυστεΐνη και η HPO lyase είναι ένα κυτόχρωµα P450. 

 

 

6.2  ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

6.2.1  ∆ιαλύµατα. 

1) Lysis Buffer: 50 mM Tris–Cl pH 8.0, 1mM EDTA, 0.1 M NaCl, 0.1 mM 

PMSF, 1mg/ml Lysozyme. 

2) ∆ιάλυµα διαλυτοποίησης: 50mM Na-Phosphate pH 8.0, 1M NaCl, 0.5% Triton 

X-100, 5 mM ιµιδαζόλιο. 

3) ∆ιάλυµα έκπλυσης: 50mM Na-Phosphate pH 8.0, 1M NaCl, 0.2% Triton X-

100, 15 mM ιµιδαζόλιο. 

4) ∆ιάλυµα έκλουσης: 50mM Na-Phosphate pH 4.0, 1M NaCl, 0.2% Triton X-

100. 

5) Θρεπτικό υλικό (ΤΒ medium): 12 gr/l Bacto-peptone, 24 gr/l Bacto-yeast 

extract, 4 ml/l Glycerol, 100ml/l αποστειρωµένου διαλύµατος µε 0,17 Μ 

KH2PO4 και 0,72 M K2HPO4. 

 

 

6.2.2 Καλλιέργεια βακτηρίων Ε. coli. 

H HPΟ lyase εκφράστηκε από κύτταρα E. coli (strain M 15) τα οποία  

περιέχουν πλασµίδιο (pQE31) µε το cDNA του ενζύµου από πιπεριά (bell pepper).  

Μία αποικία Ε. coli από στερεή καλλιέργεια εµβολιάστηκε σε αποστειρωµένο υγρό 

θρεπτικό υλικό (ΤΒ medium) στο οποίο είχε προστεθεί αµπικιλίνη (50 µg/ml) και 

καναµικίνη (25 µg/ml).  Tα κύτταρα αναπτύχθηκαν µε ανάδευση στους 37οC για 20 

ώρες και αραιώθηκαν σε µεγαλύτερες καλλιέργειες (αραίωση 1: 10).  Η ανάδευση 

των κύτταρων συνεχίστηκε στους 37οC έως την στατική φάση ανάπτυξης της 

καλλιέργειας.  H έκφραση της πρωτεΐνης πραγµατοποιήθηκε µε προσθήκη 1 mM 

IPTG και επώαση των κυττάρων στους 16 οC για 22 ώρες.  Τέλος τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση στα 10000xg για 15 λεπτά. 
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6.2.3 Αποµόνωση της HPO lyase. 

Τα κύτταρα από E. coli επαναιωρήθηκαν σε Lysis Buffer σε αναλογία 3ml 

Buffer ανά γραµµάριο κύτταρων.  Τα κύτταρα επωάστηκαν για 30 λεπτά υπό 

ανάδευση και στη συνέχεια έγινε θραύση των κυτταρικών τοιχωµάτων µε υπέρηχους 

στους 4 οC.  Ακολούθησε φυγοκέντρηση (10.000xg για 15 λεπτά) και το υπερκείµενο 

υπερφυγοκεντρήθηκε (140.000xg για 60 λεπτά) για την συλλογή του µεµβρανικού 

κλάσµατος των βακτηριακών κύτταρων.  Οι µεµβράνες επαναιωρήθηκαν στο 

διάλυµα διαλυτοποίησης και αφού επωάστηκαν υπό ανάδευση για 60 λεπτά 

υπερφυγοκεντρήθηκαν ξανά.  Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε χρωµατογραφική 

στήλη αγχιστείας µετάλλου, Ni-NTA agarose (Qiagen).  Η στήλη εξισορροπήθηκε µε 

πενταπλάσιο όγκο από το διάλυµα διαλυτοποίησης και οι πρωτεΐνες που 

αλληλεπιδρούν µε τη στήλη µη εξειδικευµένα, αποµακρύνθηκαν µε δεκαπλάσιο όγκο 

διαλύµατος έκπλυσης. Τέλος η HPO lyase αποδεσµεύεται και λαµβάνεται από την 

στήλη µε 10 ml διαλύµατος έκλουσης. 

 

 

6.2.4 Παρασκευή του υποστρώµατος. 

Το υπόστρωµα HPOD (13-S-hydroperoxy-9-Z, 11-E-octa-decadienoic acid), 

παρασκευάστηκε µε τη χρήση soybean LOX (Sigma) [187].  Σε κωνική φιάλη 

αναµίχθηκαν περίπου 5mg λινελαϊκού οξέως µε 10ml διαλύµατος 0.1Μ βορικού pH 

9.0.  Το µίγµα τέθηκε σε ανάδευση µε παράλληλη διοχέτευση οξυγόνου διατηρώντας 

την θερµοκρασία στους 0οC.  Η έναρξη της αντίδρασης πραγµατοποιήθηκε µε 

προσθήκη 1 mg LOX και η πορεία της παρακολουθήθηκε µετρώντας την 

απορρόφηση στα 234 nm.  Όταν η αντίδραση είχε ολοκληρωθεί το pH του 

διαλύµατος ρυθµίστηκε στο pH 3.0 µε προσθήκη ΗCl.  Το διάλυµα κορέσθηκε µε 

NaCl και το µίγµα εκχειλίστηκε τρεις φόρες µε 5ml διαιθυλαιθέρα.  Η οργανική 

στιβάδα εκπλύθηκε µε νερό, ξηράνθηκε µε άνυδρο θειικό νάτριο και συµπυκνώθηκε 

στο κενό.  Το υπόλειµµα επαναδιαλύθηκε σε αιθανόλη και καταψύχθηκε. 
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6.2.5  Φασµατοφωτοµετρικός προσδιορισµός της δραστικότητας της HPO lyase. 

Η δραστικότητα του ενζύµου προσδιορίστηκε στους 25 οC µετρώντας την 

ελάττωση της απορρόφησης στα 234 nm λόγω της ενζυµικής διάσπασης του δεσµού 

C-C που οδηγεί στην εξαφάνιση του συζυγιακού συστήµατος στο 13-υπεροξείδιο του 

λινελαϊκού οξέος (13-HPOD) .  . 

Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε µε συνεχή ανάδευση σε κυψελίδα Quartz που 

περιέχει Buffer 0.1 Μ Na-phosphate pH 6.0 στο οποίο είχε προστεθεί 100 µΜ 13-

ΗΡΟD.  Ο συντελεστής απόσβεσης του 13-ΗΡΟD είναι 25000 Μ-1και ως µονάδα 

ενζυµικής δραστικότητας (1 Unit) ορίστηκε η ποσότητα της HPO lyase που προκαλεί 

την κατανάλωση ενός µΜ υποστρώµατος ανά λεπτό στους 25οC. 

 

 

6.2.6 Ηλεκτροφόρηση. 

H αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε πήκτωµα 

ακρυλαµιδίου κατά το σύστηµα Laemmli.  H ανοσοαποτύπωση πραγµατοποιήθηκε µε  

πολυκλωνικό αντίσωµα εξειδικευµένο για την HPO lyase από πιπεριά, το οποίο 

παραχωρήθηκε από τον Dr Matsui Kenji.    

H χρώση της αίµης πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τη µέθοδo Thomas et al. 

[188].  Τρεις όγκοι διαλύµατος 6.3 mM ΤΜΒΖ σε µεθανόλη αναµίχθηκαν µε επτά 

όγκους διαλύµατος 0.25 Μ οξικού νατρίου pH 5.0.  To gel εµβαπτίστηκε στο 

παραπάνω διάλυµα και η αντίδραση ξεκίνησε µε προσθήκη Η2Ο2.  Η παρουσία της 

αίµης ανιχνεύτηκε από την εµφάνιση µπλε χρώµατος, µετά από ένα λεπτό. 

 

 

6.2.7 Φασµατοσκοπικός χαρακτηρισµός της HPO lyase. 

Τα φάσµατα απορρόφησης UV-Vis σε θερµοκρασία δωµατίου λήφθηκαν µε 

φασµατοφωτόµετρο AMINCO DW 2000.  Για την λήψη των φασµάτων η πρωτεΐνη 

µεταφέρθηκε σε Buffer 50 mM φωσφορικού νατρίου (Nα-Pi), pH 7.0, 300 mM NaCl, 

0.2% Triton X-100.  Η παραγωγή των συµπλόκων της HPO lyase µε ligands 

πραγµατοποιήθηκε µε τιτλοδότηση του ενζύµου (1 ml) από πυκνά διαλύµατα (3Μ) 

ΚCN και (3Μ) ιµιδαζολίου. 

Τα φάσµατα EPR (X-Band EPR) σε θερµοκρασία ηλίου καταγράφηκαν σε 

φασµατοφωτόµετρο EPR JOEL ME-3X (X-Band) εφοδιασµένο µε κρυοστάτη Oxford 
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ESR-900 και κυλινδρική κοιλότητα συντονισµού.  Η πρωτεΐνη συµπυκνώθηκε σε 

συγκέντρωση 100µΜ µε Buffer 50 mM Na-Phosphate, pH 7.0, 300 mM NaCl, 0.2% 

Triton X-100.  Tα φάσµατα ελήφθησαν σε θερµοκρασία 4.2 Κ και µικροκυµατική 

ισχύ 32 mW 

 

 

6.3  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

6.3.1  Αποµόνωση και βιοχηµικός χαρακτηρισµός της HPO lyase. 

 H HPO lyase διαλυτοποιήθηκε από το µεµβρανικό κλάσµα των κυττάρων του 

E. coli µε το απορρυπαντικό Triton X-100 και αποµονώθηκε από τις υπόλοιπες 

µεµβρανικές πρωτεΐνες µε χρωµατογραφία αγχιστείας νικελίου.  Η πρωτεΐνη 

εκφράστηκε µε µία προέκταση έξι ιστιδινών (6x His-tag) στο Ν-τελικό της άκρο και 

αυτό επέτρεψε την επιλεκτική δέσµευση της πρωτεΐνης σε κολώνα µε 

ακινητοποιηµένο νικέλιο.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 54.  (A) Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση: 1) µάρτυρες µοριακού βάρους, 

2) HPO lyase. (B) Ανοσοαποτύπωση. 
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Από την αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση φάνηκε ότι η πρωτεΐνη αποτελείται 

από µια πολυπεπτιδική αλυσίδα µε µοριακό βάρος περίπου 55 kDa, που συµφωνεί µε 

το µοριακό βάρος της πρωτεΐνης [184], όπως υπολογίστηκε από την αµινοξική 

αλληλουχία (σχήµα 54 Α).  Με τη µέθοδο αυτή η πρωτεΐνη αποµονώθηκε µε υψηλή 

καθαρότητα και µε απόδοση περίπου 3 mg πρωτεΐνης ανά λίτρο καλλιέργειας.  Η 

πρωτεΐνη ταυτοποιήθηκε µε αναγνώριση της από  πολυκλωνικό αντίσωµα 

εξειδικευµένο για την HPO lyase από πιπεριά (σχήµα 54 Β).  Η µη ανίχνευση αίµης 

στην αποδιατεταγµένη πρωτεΐνη οδήγησε στο συµπέρασµα ότι η αίµη είναι µη 

οµοιοπολικά δεσµευµένη µε την πρωτεΐνη µε αποτέλεσµα την απώλεια της σε 

µετουσιωτικές συνθήκες, που εφαρµόζονται κατά την αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση. 

Το φάσµα απορρόφηση της HPO lyase η οποία αποµονώθηκε στη παρούσα 

εργασία είναι πανοµοιότυπο µε εκείνο της λυάσης, όπως αποµονώθηκε από την 

πιπεριά (σχήµα 55).   

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 55.  Φάσµα απορρόφησης της HPO lyase (µαύρη γραµµή) και του ανηγµένου 

ενζύµου (κόκκινη γραµµή) 

 

∆ιαγνωστικά χαρακτηριστικά στο φάσµα είναι η απορρόφηση στα 393 nm, 

που αποδίδεται στη Soret ταινία της αίµης, καθώς και η α και β ταινία στα 540 nm 

και 512 nm αντίστοιχα.  Επιπλέον η απορρόφηση στα 644 nm, που αποδίδεται στην 
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ταινία µεταφοράς φορτίου από το πέµπτο ligand της αίµης στο σίδηρο (Charge 

Transfer), είναι ενδεικτική της κατάστασης υψηλού spin του σιδήρου της αίµης 

[183].  Αναγωγή του ενζύµου µε Na2S2O4 οδήγησε στη µετατόπιση της Soret 

απορρόφησης στα 410 nm και στην εµφάνιση µιας ευρείας απορρόφησης στα 550 

nm.  Τα παραπάνω βιοχηµικά και φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά είναι όµοια µε 

εκείνα της HPO lyase όπως αποµονώθηκε από πιπεριά και είναι ενδεικτικά της 

αποµόνωσης του ενζύµου σε φυσιολογική µορφή. 

 

 

6.3.2  Μετρήσεις ενζυµικής δραστικότητας της HPO lyase. 

 Ο φασµατοφωτοµετρικός προσδιορισµός της ενζυµικής δράσης στηρίζεται 

στην ελάττωση της απορρόφησης στα 234 nm, λόγω της διάσπασης του συζυγιακού 

συστήµατος του 13-HPOD από την HPΟ lyase.  Η διάσπαση του υποστρώµατος 

αναγνωρίστηκε από την ελάττωση της απορρόφησης στα 234 nm και τα προϊόντα της 

ενζυµικής αντίδρασης ταυτοποιήθηκαν µε τη χρήση αέριας χρωµατογραφίας σε 

συνδυασµό µε φασµατοσκοπία µάζας (GC-MS). 

 

 

 

Σχήµα 56.   (A) Φάσµατα απορρόφησης του 13-HPOD, τα οποία καταγράφηκαν ανά 10 s 

µετά την προσθήκη της HPO lyase.  (B) ∆ιάγραµµα της απορρόφησης του 13-HPOD στα 234 

nm σε συνάρτηση µε το χρόνο. 

 

Από την κλίση του γραµµικού τµήµατος της καµπύλης ελάττωσης της 

απορρόφησης σε συνάρτηση µε το χρόνο κατέστη δυνατός ο υπολογισµός της 

δραστικότητας του ενζύµου. 



ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ HPO LYASE 
___________________________________________________________________________________ 

 

99

 

Αρχικά η απορρόφηση στα 234 nm µειώνεται γραµµικά, και µε τη πάροδο του 

χρόνου η ταχύτητα ελαττώνεται έως ότου µηδενιστεί µετά από περίπου τρία λεπτά 

(σχήµα 56 Β).  Η απενεργοποίηση του ενζύµου κατά την διάρκεια της καταλυτικής 

δράσης έχει αναφερθεί τόσο για την HPO lyase όσο και για την AOS, που έχουν 

αποµονωθεί από διάφορους φυτικούς ιστούς [175-182]. 

Με στόχο την εύρεση του pH στο οποίο η HPO lyase εµφανίζει την µέγιστη 

δραστικότητα, πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις δραστικότητας του ενζύµου σε 

διάφορες τιµές pH (σχήµα 57) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 57.  Καµπύλη της µεταβολής της δραστικότητας της HPO lyase σε συνάρτηση µε το 

pH. 

 

Από τη µελέτη της κινητικής του ενζύµου σε διάφορα pH βρέθηκε ότι το 

βέλτιστο pH για την δράση του ενζύµου είναι κοντά στο pH 6.0.  H HPO lyase 

διατηρεί µεγάλο µέρος της δραστικότητας (50%) σε όξινα pH, ενώ σε pH 9 η 

δραστικότητα µειώνεται στο 10% της βέλτιστης. 

 Από τις παραπάνω µελέτες προέκυψε ότι η HPO lyase όπως αποµονώθηκε 

από τα κύτταρα E. coli διατηρεί τα φυσιολογικά δοµικά και λειτουργικά της 

χαρακτηριστικά και αυτό επιτρέπει την παραπέρα φασµατοσκοπική µελέτη του 

ενζύµου. 
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6.3.3 Μελέτη του µεταλλικού κέντρου της HPO lyase µε φασµατοσκοπία 

απορρόφησης ορατού-υπεριώδους (UV-Vis). 
 

 Με στόχο την µελέτη του περιβάλλοντος της αίµης πραγµατοποιήθηκαν 

φασµατοσκοπικές µελέτες των συµπλόκων της HPO lyase µε εξωγενείς 

υποκαταστάτες (ligands). Υποκαταστάτες που συναρµόζονται στην έκτη θέση 

συναρµογής (distal) του αιµικού σιδήρου, έχουν χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα για την 

µελέτη του µεταλλικού κέντρου αιµοπρωτεϊνών.  Από την µελέτη των συµπλόκων 

αυτών µε φασµατοσκοπία UV-Vis, λαµβάνονται πληροφορίες για την οξειδωτική 

κατάσταση, την ηλεκτρονική δοµή και τον αριθµό συναρµογής του σιδήρου.  Η 

σύγκριση των φασµατοσκοπικών χαρακτηριστικών σε σύµπλοκα των πρωτεϊνών µε 

εξωγενείς υποκαταστάτες παρέχει πληροφορίες για τη φύση του εγγύτατου 

(proximal) ligand στην πέµπτη θέση συναρµογής του αιµικού σιδήρου. 

 Τα χαρακτηριστικά του φάσµατος UV-Vis της HPO lyase (σχήµα 55) 

συγκρίθηκαν µε εκείνα ενζύµων (P450, χλωροπεροξειδάση CPO, υπεροξειδάση του 

κυτοχρώµατος C CcP, µυοσφαιρίνη Μb) στα οποία είναι γνωστό το proximal ligand 

(πίνακας 8). 

 

Πίνακας 8: Φασµατοσκοπικά (UV-Vis) χαρακτηριστικά πρωτεϊνών µε γνωστό proximal 

ligand 

proximal 

ligand 

πρωτεΐνη ταινία 

δ 

ταινία 

Soret 

ταινία 

β 

ταινία 

α 

ταινία 

CT 

αναφορά

 HPO lyase  393 512 540 644  

Κυστεΐνη P450  391 515  646 [189] 

Κυστεΐνη CPO  396 515  650 [190] 

Ιστιδίνη CcP  408 509  646 [191] 

Ιστιδίνη Μb  407 502  633 [192] 

 

Από την σύγκριση προκύπτει ότι το απόλυτο φάσµα της HPO lyase 

παρουσιάζει σηµαντικές οµοιότητες µε τα φάσµατα πρωτεϊνών που έχουν κυστεΐνη 

ως proximal ligand και κυρίως µε το P450.  Η Soret ταινία στα 393 nm είναι 

χαρακτηριστική για το οξειδωµένο κυτόχρωµα P450, στο οποίο ο σίδηρος είναι σε 

κατάσταση υψηλού spin µε πέντε υποκαταστάτες στην σφαίρα συναρµογής του.   
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Αντίθετα, σε αιµοπρωτεΐνες µε ιστιδίνη σε θέση proximal, η Soret ταινία 

εµφανίζεται σε µήκος κύµατος µεγαλύτερο από 400 nm.  Η απορρόφηση στα 644 nm 

είναι χαρακτηριστική για την κατάσταση υψηλού spin και αποδίδεται στην ταινία 

µεταφοράς φορτίου (CT) από το θείο της κυστεΐνης στον σίδηρο της αίµης. 

 Το πρώτο ligand το οποίο εξετάσθηκε ήταν το ιµιδαζόλιο, που αποτελεί 

γνωστό φυσικό υποκαταστάτη σε πολλές αιµοπρωτεΐνες, όπως στην αιµοσφαιρίνη, 

µυοσφαιρίνη και πολλές άλλες.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 58.  Φάσµα απορρόφησης της HPO lyase (µαύρη γραµµή) και του ενζύµου µε  

540 mM ιµιδαζόλιο (κόκκινη γραµµή). 

 

 

 Τιτλοδότηση της HPO lyase µε ιµιδαζόλιο οδήγησε σε αλλαγές στο φάσµα 

UV-Vis που είναι ενδεικτικές της συναρµογής του ligand στην έκτη θέση του 

σιδήρου (σχήµα 58).  Στο σύµπλοκο του ενζύµου µε ιµιδαζόλιο η Soret απορρόφηση 

µετατοπίζεται από τα 393 στα 424 nm και επιπλέον παρουσιάζεται µία απορρόφηση 

στα 544 nm και ένας ώµος στα 576 nm.  Η εξαφάνιση της CT ταινίας από το φάσµα 

του συµπλόκου είναι χαρακτηριστική της µετατροπής της κατάστασης του spin του 

αιµικού σιδήρου από υψηλό σε χαµηλό.   
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Η σύγκριση των φασµατοσκοπικών χαρακτηριστικών του συµπλόκου της 

HPO lyase µε ιµιδαζόλιο, αποκαλύπτει οµοιότητες µε πρωτεΐνες που έχουν κυστεΐνη 

σε θέση trans ως προς το ιµιδαζόλιο (πίνακας 9). 

 

Πίνακας 9: Φασµατοσκοπικά (UV-Vis) χαρακτηριστικά του συµπλόκου αιµοπρωτεϊνών 

µε ιµιδαζόλιο. 

proximal 

ligand 

πρωτεΐνη ταινία 

δ 

ταινία 

Soret 

ταινία 

β 

ταινία 

α 

ταινία 

CT 

αναφορά

 HPO lyase 360 424 544 576   

Κυστεΐνη P450 360 425 541 578  [193] 

Κυστεΐνη CPO 360 429 546 580  [194] 

Ιστιδίνη CcP  412 536 563  [191] 

Ιστιδίνη Μb  417 535   [192] 

 

 Παρόµοια αποτελέσµατα λήφθηκαν και µε το παράγωγο του ιµιδαζολίου, N-

µεθυλ-ιµιδαζόλιο, όπως αναµενόταν λόγο της όµοιας φύσης των ligands.  Τα 

φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά δείχνουν συναρµογή του ligand µε την αίµη και οι 

θέσεις των ταινιών είναι όµοιες µε εκείνες του συµπλόκου του ενζύµου µε ιµιδαζόλιο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 59.  Φάσµα απορρόφησης της HPO lyase (µαύρη γραµµή) και του ενζύµου µε 

 Ν-µέθυλ-ιµιδαζόλιο (κόκκινη γραµµή). 
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Η συναρµογή του Ν-µέθυλ-ιµιδαζολίου φαίνεται από την µετατόπιση της 

Soret στα 422 nm και από την εξαφάνιση της απορρόφησης στα 644 nm, ενδεικτική 

της κατάστασης υψηλού spin (σχήµα 59). 

 Μελετήθηκε και το σύµπλοκο του ενζύµου µε το ανιονικό ligand CN,- το 

οποίο είναι γνωστό για την δηµιουργία συµπλόκων χαµηλού spin στο P450.  

Τιτλοδότηση του ενζύµου µε ΚCN οδήγησε στην µετατόπιση της Soret από τα 393 

nm στα 433 nm.  Επιπλέον παρατηρήθηκε η εξαφάνιση της ταινίας στα 644 nm και η 

εµφάνιση της β ταινίας στα 555 nm (σχήµα 60).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 60.  Φάσµα απορρόφησης της HPO lyase (µαύρη γραµµή) και φάσµα του ενζύµου µε 

(200mM) CN- (κόκκινη γραµµή). 

 

Στο σύµπλοκο του ενζύµου µε CN-, η Soret ταινία µετατοπίζεται κατά 30 nm 

όπως και στo αντίστοιχο σύµπλοκο του P450 και της CPO.  Αντίθετα στο σύµπλοκο 

αιµοπρωτεϊνών µε proximal ιστιδίνη η Soret ταινία εµφανίζεται στα 420 nm, 

µετατοπισµένη κατά 10 nm (πίνακας 10).  Επιπλέον ο σίδηρος είναι χαµηλού spin 

όπως προκύπτει από την µετατόπιση της β ταινίας και την εξαφάνιση της CT ταινίας. 

Η σύγκριση του φάσµατος της HPO lyase µε δεσµευµένο CN- απεκάλυψε 

σηµαντικές οµοιότητες των φασµατοσκοπικών χαρακτηριστικών µε τα αντίστοιχα 

σύµπλοκα πρωτεϊνών (CPO, P450), οι οποίες έχουν κυστεΐνη σε θέση trans. 

Α 
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Στον πίνακα 10 συνοψίζονται τα χαρακτηριστικά του φάσµατος απορρόφησης 

του συµπλόκου επιλεγµένων αιµοπρωτεϊνών µε CN-. 

 

Πίνακας 10: Φασµατοσκοπικά (UV-Vis) χαρακτηριστικά του συµπλόκου αιµοπρωτεϊνών 

µε CN- 

proximal 

ligand 

πρωτεΐνη ταινία 

δ 

ταινία 

Soret 

ταινία 

β 

ταινία 

α 

ταινία 

CT 

αναφορά

 HPO lyase 364 433 555    

Κυστεΐνη P450 364 438 558   [193] 

Κυστεΐνη CPO 365 439 557 594  [193] 

Ιστιδίνη CcP 360 420 542 568  [191] 

Ιστιδίνη Μb  422 541   [195] 

 

 Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το φάσµα της HPO lyase (Fe III) µε το 

µονοξείδιο το αζώτου (NO) το οποίο είναι ταυτόσηµο µε το φάσµα του P450 (Fe III)-

NO (σχήµα 61).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 61.  Οπτικό φάσµα διαφοράς του συµπλόκου της HPO lyase µε ΝΟ. 
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Τα φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά του συµπλόκου HPO lyase (Fe III)-NO 

συγκρίθηκαν µε φάσµατα πρωτεϊνών, που είναι γνωστό το ligand σε trans θέση ως 

προς το NO (πίνακας 11).   

 

Πίνακας 11: Φασµατοσκοπικά (UV-Vis) χαρακτηριστικά του συµπλόκου αιµοπρωτεϊνών 

(Fe III) πρωτεϊνών µε NO. 

proximal 

ligand 

πρωτεΐνη ταινία 

δ 

ταινία 

Soret 

ταινία 

β 

ταινία 

α 

ταινία 

CT 

αναφορά

 HPO lyase  431 541 571   

Κυστεΐνη P450  430 541 571  [196] 

Κυστεΐνη CPO  437 545 577  [194] 

Ιστιδίνη CcP  419 537 571  [197] 

Ιστιδίνη HRP  419 533 568  [197] 

 

  Από τη σύγκριση προκύπτουν οµοιότητες για την Soret στα 431 nm (430 nm 

για το P450) καθώς και για τις ταινίες α (571 nm) και β (541 nm) µε το P450-NO 

(571 nm και 541 nm αντίστοιχα).  Η οµοιότητες του φάσµατος της HPO lyase-ΝΟ µε  

εκείνο του Ρ450-ΝΟ δείχνει την ύπαρξη όµοιου ligand στα δύο ένζυµα σε trans θέση 

ως προς το ΝΟ. 

 

 

6.3.4  Μελέτη του µεταλλικού κέντρου της HPO lyase µε φασµατοσκοπία 

ηλεκτρονικού παραµαγνητικού συντονισµού (Χ-band EPR). 
 

 H φασµατοσκοπία ηλεκτρονικού παραµαγνητικού συντονισµού έχει 

χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα για την δοµική µελέτη του µεταλλικού κέντρου σε 

διάφορες αιµοπρωτεΐνες.  Από µελέτες µε φασµατοσκοπία EPR έχουν προκύψει 

σηµαντικές πληροφορίες σχετικά µε την συµµετρία και την ηλεκτρονική δοµή του 

αιµικού σιδήρου καθώς επίσης και τη φύση των αξονικών ligands.  Τα 

χαρακτηριστικά του EPR φάσµατος των αιµοπρωτεϊνών είναι ιδιαιτέρως ευαίσθητα 

σε αλλαγές συµµετρίας λόγω της πρωτεϊνικής δοµής, παρέχοντας δοµικές 

πληροφορίες για το περιβάλλον της αίµης. 
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Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε το µεταλλικό κέντρο της HPO lyase µε 

EPR σε θερµοκρασία ηλίου και πραγµατοποιήθηκε σύγκριση των φασµατοσκοπικών 

χαρακτηριστικών µε φάσµατα πρωτεϊνών οι οποίες, έχουν χρησιµοποιηθεί ως 

µοντέλα σε µελέτες µε φασµατοσκοπία EPR.   

Το EPR φάσµα της HPO lyase εµφανίζει µεγάλη ροµβική σχάση µε τρεις 

τιµές g για κάθε άξονα, 8.05, 3.5, 1.65, που είναι χαρακτηριστικές για αιµοπρωτεΐνες, 

στις οποίες η πλειοψηφία των κέντρων είναι σε κατάσταση υψηλού spin. Όπως 

προκύπτει από την ολοκλήρωση του σήµατος ένα µικρό ποσοστό (8%) των κέντρων 

είναι σε κατάσταση χαµηλού spin µε τιµές g, 2.38, 2.24, 1.92 (σχήµα 62).   

 

.  Σχήµα 62.  ΕPR φάσµα της HPO lyase σε διαφορετικές τιµές pH. 

 

Από την σύγκριση των φασµάτων EPR που λήφθηκαν σε διάφορες τιµές pH 

προέκυψε ότι ο σίδηρος στο κέντρο της HPO lyase παραµένει σε κατάσταση υψηλού 

spin σε όλη την κλίµακα του pH.  Στα φάσµατα αυτά παρατηρούνται σήµατα που 

αποδόθηκαν στη συνεισφορά της ± 3/2 κατάστασης µε τιµές gz=5.6 και gx, gy 

περίπου 2.37. 
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Για την µελέτη του περιβάλλοντος του αιµικού σιδήρου της HPO lyase, έγινε 

σύγκριση του EPR φάσµατος της HPO lyase µε EPR φάσµατα πρωτεϊνών (P450, 

CPO, CcP), οι οποίες έχουν χρησιµοποιηθεί ως µοντέλα για την ερµηνεία των 

φασµάτων.  H σύγκριση απεκάλυψε σηµαντική οµοιότητα των τιµών g (g-values) µε 

πρωτεΐνες όπως το P450 και η CPO.  Επιπλέον η µεγάλη ροµβική σχάση που 

εµφανίζει το σήµα του EPR της HPO lyase είναι χαρακτηριστικό αιµοπρωτεϊνών µε 

κυστεΐνη στην πέµπτη θέση συναρµογής του σιδήρου.  Στον πίνακα φαίνεται η 

ταύτιση των τιµών g του φάσµατος EPR της HPO lyase µε τη µεταλλαγµένη 

µυοσφαιρίνη (Η93C), στην οποία η proximal ιστιδίνη έχει αντικατασταθεί µε 

κυστεΐνη.  Όλα τα παραπάνω υποδεικνύουν την ύπαρξη σηµαντικών οµοιοτήτων στο 

µεταλλικό κέντρο της HPO lyase και του P450. 

 

Πίνακας 12: EPR παράµετροι (g-values) επιλεγµένων αιµοπρωτεϊνών 

proximal 

ligand 

πρωτεΐνη   

g1 

g-values 

g2 

 

g3 

αναφορά 

 HPO lyase 8.05 3.46 1.65  

Κυστεΐνη  P450 7.9 4.0 1.8 [198] 

Κυστεΐνη CPO 7.6 4.3 1.8 [199] 

Κυστεΐνη  Μb (H93C) 8.4 3.2 1.6 [200] 

Ιστιδίνη CcP 6.4 5.3 2.0 [191] 

 

Mε στόχο την παραπέρα µελέτη του περιβάλλοντος της αίµης στο ένζυµο, 

ελήφθησαν EPR φάσµατα της λυάσης µετά την προσθήκη εξωγενών ligands, 

ιµιδαζόλιο και κυάνιο.  Τα ligands που χρησιµοποιήθηκαν είναι το , Τα σύµπλοκα της 

HPO lyase µε τα ligands αυτά έχουν χαρακτηρισθεί µε φασµατοσκοπία απορρόφησης 

UV-Vis.  Σύµπλοκα αυτών των ligands µε διάφορες αιµοπρωτεΐνες έχουν µελετηθεί 

εκτεταµένα µε φασµατοσκοπία EPR και οι αλλαγές που επιφέρουν στα 

φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά παρέχουν πληροφορίες για το περιβάλλον του 

σιδήρου.   

Από το EPR φάσµα του συµπλόκου της λυάσης µε ιµιδαζόλιο φαίνεται ότι η 

συναρµογή του ligand οδήγησε στην µετατροπή του spin από υψηλό σε χαµηλό, όπως 

είχε προκύψει και από τον χαρακτηρισµό του συµπλόκου µε φασµατοσκοπία UV-Vis. 
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Το φάσµα EPR του συµπλόκου της λυάσης µε ιµιδαζόλιο εµφανίζει ροµβική 

σχάση µε τιµές g, (2.48, 2.26, 1.88) που είναι χαρακτηριστικές για σύµπλοκα 

αιµοπρωτεϊνών µε κυστεΐνη σε θέση trans ως προς το ιµιδαζόλιο (σχήµα 63). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 63.  EPR φάσµα της HPO lyase  (µαύρη γραµµή) και του ενζύµου µε 540 mM 

ιµιδαζόλιο (κόκκινη γραµµή). 

 

Στον πίνακα 13 παρουσιάζονται οι τιµές g από ΕPR φάσµατα του συµπλόκου 

διαφόρων αιµοπρωτεϊνών µε ιµιδαζόλιο. 

 

Πίνακας 13: EPR παράµετροι (g-values) του συµπλόκου αιµοπρωτεϊνών µε 

ιµιδαζόλιο 

proximal 

ligand 

πρωτεΐνη   

g1 

g-values 

g2 

 

g3 

αναφορά 

 HPO lyase 2.48 2.26 1.88  

Κυστεΐνη  P450 2.56 2.27 1.87 [198] 

Κυστεΐνη CPO 2.53 2.28 1.85 [201] 

Ιστιδίνη Μb 2.86 2.27 1.53 [192] 

Ιστιδίνη CcP (+RSH) 2.46 2.26 1.91 [191] 
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Το µικρό εύρος διασποράς των τιµών g στο EPR φάσµα του συµπλόκου µε 

ιµιδαζόλιο είναι χαρακτηριστικό αιµοπρωτεϊνών µε κυστεΐνη σε θέση trans ως προς 

το ιµιδαζόλιο.  Η ταύτιση του φάσµατος EPR του συµπλόκου HPO lyase–ιµιδαζόλιο 

µε εκείνο του συµπλόκου CcP-RS, είναι ενδεικτική της οµοιότητας του 

περιβάλλοντος της αίµης στα δύο αυτά σύµπλοκα, και συγκεκριµένα της συναρµογής  

κυστεΐνη-Fe(III)-ιµιδαζόλιο. 

H προσθήκη CN- στην HPO lyase οδήγησε στην µετατροπή του 93% των 

κέντρων στην κατάσταση low spin µε τιµές g: 2.54, 2,30, 1.84 (σχήµα 64). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 64.  Φάσµα EPR της HPO lyase (µαύρη γραµµή) και του ενζύµου µε 

 200 mM KCN. 

 

 To ΕPR φάσµα του συµπλόκου της HPO lyase εµφανίζει ροµβική σχάση και 

οι τιµές g παρουσιάζουν µικρή διασπορά (2.54-1.84).  Το µικρό εύρος των τιµών g 

είναι χαρακτηριστικό του EPR φάσµατος του συµπλόκου µε κυάνιο αιµοπρωτεϊνών, 

όπως το P450 και η CPO.  Αντίθετα σε αιµοπρωτεΐνες µε proximal ιστιδίνη οι τιµές g 

στο φάσµατος EPR του συµπλόκου µε CN- εµφανίζουν µεγαλύτερη διασπορά (3.45-

0.93).  Τα χαρακτηριστικά του φάσµατος EPR του συµπλόκου HPO lyase-CN 

στηρίζουν την ύπαρξη κυστεΐνης σε θέση trans ως προς κυάνιο, CN-Fe(III)-Cys. 
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 Στον πίνακα 14 παρουσιάζονται οι τιµές g από τα φάσµατα EPR επιλεγµένων 

αιµοπρωτεϊνών µε κυάνιο. 

 

Πίνακας 14: EPR παράµετροι (g-values) του συµπλόκου αιµοπρωτεϊνών µε 

CN- 

proximal 

ligand 

πρωτεΐνη   

g1 

g-values 

g2 

 

g3 

αναφορά 

 HPO lyase 2.54 2.30 1.84  

Κυστεΐνη  P450 2.45 2.28 1.83 [198] 

Κυστεΐνη CPO 2.66 2.31 1.77 [201] 

Ιστιδίνη Μb 3.45 1.89 0.93 [202] 

Ιστιδίνη CcP 3.30 2.00  [191] 

 

 Από την σύγκριση των τιµών g αποκαλύπτεται σηµαντική οµοιότητα του 

µεταλλικού κέντρου της HPO lyase µε αιµοπρωτεΐνες όπως το P450 και η CPO.  

Κοινό χαρακτηριστικό τον ενζύµων αυτών είναι η κυστεΐνη στην πέµπτη θέση 

συναρµογής του σιδήρου, η οποία καθορίζει σε µεγάλο βαθµό τα χαρακτηριστικά του 

φάσµατος EPR. 

Στην παρούσα εργασία επιχειρήθηκε η δηµιουργία συµπλόκου του ανηγµένου 

ενζύµου (Fe II) µε µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) και χαρακτηρισµός του µε 

φασµατοσκοπία EPR.  Το µονοξείδιο του αζώτου έχει χρησιµοποιηθεί ευρύτατα για 

τη µελέτη της ηλεκτρονικής δοµής του µεταλλικού κέντρου σε διάφορες  

αιµοπρωτεΐνες.  Το NO σχηµατίζει σύµπλοκα µε το σίδηρο της αίµης και στις δύο 

οξειδωτικές καταστάσεις.  Το σύµπλοκο Fe(III)-NO είναι διαµαγνητικό και δεν 

εµφανίζει EPR σήµα.  Αντίθετα το σύµπλοκο Fe(II)-NO είναι παραµαγνητικό λόγω 

του ασύζευκτου ηλεκτρονίου του µονοξειδίου του αζώτου και το φάσµα EPR είναι 

ευαίσθητο στις αλλαγές του περιβάλλοντος της αίµης.   

Για την παρασκευή του συµπλόκου (Fe-NO), το ένζυµο αρχικά ανάγεται µε 

Na2S2O4 και στη συνέχεια διοχετεύονται 2ml αέριου ΝΟ σε ατµόσφαιρα αζώτου.  Το 

δείγµα ψύχεται απευθείας σε υγρό άζωτο (77 Κ) και λαµβάνεται το EPR φάσµα σε 

θερµοκρασία 30 Κ. 
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Το φάσµα EPR που λαµβάνεται µετά την αναγωγή του ενζύµου και την πρώτη 

προσθήκη NO παρουσιάζει πολυπλοκότητα που αποδόθηκε στην συνεισφορά δύο 

σηµάτων (σχήµα 65 Α). Το ένα σήµα µε τιµές gx=2.072, gy=1.964 και gz περίπου 

2.005 παρουσιάζει σηµαντική οµοιότητα µε το EPR του συµπλόκου P450 (Fe II)-NO 

[203].  Το σήµα αυτό έχει ροµβική συµµετρία και η απορρόφηση gz εµφανίζει τριπλή 

σχάση (hyperfine splitting) λόγω της αλληλεπίδρασης του ηλεκτρονικού spin µε το 

πυρηνικό spin του αζώτου στο ΝΟ. 

 

 
 

Σχήµα 65.  ΕPR φάσµα της ανηγµένης HPO lyase (Fe II) µε ΝΟ: (A) προσθήκη 2 ml NO σε 

HPO lyase, (B) προσθήκη επιπλέον 2 ml NO, (Γ) προσθήκη 2 ml αζώτου για την 

αποµάκρυνση της περίσσειας ΝΟ. 

 

Το δεύτερο σήµα εµφανίζει αξονική συµµετρία και χαρακτηρίζεται από gx, gy 

στα 2.107 και οξεία τριπλή σχάση του gz.  Το σήµα αυτό εµφανίζεται µετά από 

επιπλέον προσθήκη ΝΟ και εµφανίζει τα ίδια χαρακτηριστικά µε το σύµπλοκο του 

ΝΟ µε µετουσιωµένο P450 (σχήµα 65 Γ).   
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Από τα αποτελέσµατα αυτά προκύπτει ότι, το σύµπλοκο της HPO lyase (Fe 

II)-NO είναι ιδιαίτερα ασταθές και µετατρέπεται στο πιο σταθερό σύµπλοκο της 

µετουσιωµένης λυάσης µε το ΝΟ. 

 

 

6.4  ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 Η λυάση του υδροϋπεροξειδίου των λιπαρών οξέων κατέχει κεντρικό ρόλο 

στον αµυντικό µηχανισµό των φυτικών οργανισµών συµµετέχοντας στο µεταβολικό 

µονοπάτι της λιποξυγενάσης [164, 165].  Το ένζυµο αυτό παρουσιάζει ιδιαίτερο 

ερευνητικό ενδιαφέρον τόσο για τον σπουδαίο βιολογικό του ρόλο όσο και για τα 

µοναδικά δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά του.  Τα προϊόντα της ενζυµικής 

δράσης της λυάσης εµπλέκονται στην αντίσταση των φυτών σε µικρόβια καθώς και 

στην επούλωση τραυµάτων των φυτικών ιστών [168-173].  Η δοµική και λειτουργική 

µελέτη του ενζύµου είναι σε αρχικό στάδιο, παρά την πρώιµη ανακάλυψη των 

προϊόντων που παράγονται κατά την δράση του.  Η φασµατοσκοπική µελέτη της 

HPO lyase έχει παρεµποδιστεί από την µικρή ποσότητα του ενζύµου στους φυτικούς 

ιστούς.  Τα τελευταία χρόνια η αποµόνωση του γονιδίου της HPO lyase από 

διάφορους φυτικούς ιστούς έχει επιτρέψει της αποκάλυψη της αµινοξικής 

αλληλουχίας και την σύγκριση της µε άλλα ένζυµα.  Οι µελέτες αυτές απεκάλυψαν 

σηµαντικές οµοιότητες µε την οικογένεια των κυτοχρωµάτων P450 και κατέταξαν 

την λυάση στην οικογένεια CYP74 [184].  H HPO lyase διαφέρει από τα κλασσικά 

P450 στο ότι δεν απαιτείται ούτε οξυγόνο ούτε αναγωγικό και επιδεικνύει υψηλή 

ταχύτητα ανακύκλησης.  Επιπλέον δεν υπάρχουν φασµατοσκοπικά δεδοµένα τα 

οποία αποδεικνύουν την ύπαρξη κυστείνης στην πέµπτη θέση συναρµογής της αίµης. 

Στην παρούσα εργασία επιχειρήθηκε για πρώτη φορά η φασµατοσκοπική 

µελέτη της HPO lyase µε στόχο την αποκάλυψη δοµικών πληροφοριών για το ενεργό 

κέντρο του ενζύµου.  Η µελέτη στηρίχτηκε στην συναρµογή εξωγενών ligands στο 

σίδηρο της αίµης του ενζύµου και χαρακτηρισµό των συµπλόκων µε φασµατοσκοπία 

απορρόφησης (UV-Vis) και EPR.   

 Η παρουσία της Soret στα 393 nm καθώς και της CT ταινίας στα 644 nm στο 

απόλυτο φάσµα απορρόφησης της HPO lyase ταυτίζονται µε τα φασµατοσκοπικά 

χαρακτηριστικά του πεντασυναρµοσµένου υψηλού spin P450 [189].   
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Από το ΕPR φάσµα του ενζύµου προέκυψαν επιπλέον δεδοµένα που 

στηρίζουν την ύπαρξη κυστεΐνης στην proximal θέση της αίµης [198-200].  Το σήµα 

EPR παρουσιάζει µεγάλη ροµβική σχάση µε τιµές gx, gy και gz στην κλίµακα 7-8, 3-

4 και 1,8-1.6, που είναι χαρακτηριστικές ενζύµων υψηλού spin µε κυστεΐνη στην 

πέµπτη θέση συναρµογής όπως το P450 και η CPO [199, 204-208].   

 Το φάσµα απορρόφησης του συµπλόκου του ενζύµου µε ιµιδαζόλιο στηρίζει 

την ύπαρξη κυστεΐνης ligand σε θέση trans ως προς το ιµιδαζόλιο.  Η συναρµογή του 

ιµιδαζολίου προκαλεί την µετατόπιση της Soret στα 424 nm όπως και στο κυτόχρωµα 

P450 [193, 194].  Αντίθετα η συναρµογή του ιµιδαζολίου σε πρωτεΐνες µε ιστιδίνη 

µετατοπίζει την Soret περίπου κατά 10 nm (412-417 nm) που είναι τυπικό για ένζυµα 

µε δύο ιστιδίνες ως αξονικά ligands στην αίµη (κυτόχρωµα b5) [191, 192, 209, 210].  

To φάσµα EPR της λυάσης µε ιµιδαζόλιο εµφανίζει  τιµές g µε µικρή διαφορά µεταξύ 

τους και αυτό είναι χαρακτηριστικό πρωτεϊνών σε κατάσταση low spin µε κυστεΐνη 

στην proximal θέση της αίµης [198, 199, 201, 204, 206, 207, 211].  Το EPR φάσµα 

πρωτεϊνών µε ιµιδαζόλιο ως proximal ligand της αίµης (Cyt b5 και Mb) εµφανίζει 

τιµές g σε µεγαλύτερη διασπορά (3.0, 2.1 και 1.5) [192, 212]. 

 Το CN- αποτελεί ισχυρότερο ligand της αίµης από ότι το ιµιδαζόλιο και 

επιπλέον έχει αρνητικό φορτίο.  Το σύµπλοκο του CN- µε την λυάση εµφανίζει την 

Soret στα 433 nm, όπως το αντίστοιχο σύµπλοκο του P450 και αυτό επιβεβαιώνει την 

ύπαρξη κυστεΐνης σε θέση trans [193].  Πρωτείνες µε ιστιδίνη στην proximal θέση 

της αίµης παρουσιάζουν την Soret στα 420 nm και β ταινία στα 540 nm, που είναι 

ενδεικτικές του συµπλόκου CN-Fe-His [191, 195].  To φάσµα EPR του συµπλόκου 

της HPO lyase µε το CN- είναι χαρακτηριστικό για αιµοπρωτεΐνες σε κατάσταση low 

spin και ο σχηµατισµός αποκλειστικά χαµηλού spin συµπλόκων µε ανιονικά ligands 

αποτελεί χαρακτηριστικό πρωτεϊνών µε proximal κυστεΐνη.  Η παρουσία της 

κυστεΐνης στηρίζεται και από την µικρή διασπορά των τιµών g, αφού σε πρωτεΐνες 

όπως το P450 και η CPO η τιµή g1 είναι µεταξύ 2.33-2.66, ενώ σε πρωτεΐνες όπως η 

Mb και η CcP η τιµή αυτή είναι µεταξύ 2.38-3.45 [202]. 

Από την οµοιότητα του φάσµατος της HPO lyase (Fe III)-ΝΟ µε το 

αντίστοιχο σύµπλοκο του P450 επιβεβαιώνεται η δοµική οµοιότητα στα κέντρα των 

δύο ενζύµων.  Η Soret ταινία στο φάσµα UV-Vis του συµπλόκου ΗPO lyase (Fe III)-

NO εµφανίζεται στα 430 nm σηµαντικά µετατοπισµένη, όπως και η Soret ταινία του 

συµπλόκου του P450 και της CPO µε ΝΟ [196].   
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Αντίθετα σε ένζυµα όπως η HRP και η CcP η Soret ταινία του συµπλόκου 

Fe(III)-ΝΟ παρουσιάζεται στα 419 nm.  Επιπλέον τόσο η α (571 nm) όσο και η β 

(541 nm) ταινία εµφανίζονται στο ίδιο µήκος κύµατος για τα σύµπλοκα του P450 και 

της HPO lyase µε ΝΟ [197].   

Το EPR φάσµα της ανηγµένης HPO lyase µε το ΝΟ εµφανίζει ροµβική 

συµµετρία µε τριπλή σχάση για το gz σήµα.  Η τριπλή σχάση (hyperfine splitting) 

αποδίδεται στην αλληλεπίδραση του ηλεκτρονικού spin µε το πυρηνικό spin του 

αζώτου του ΝΟ [203, 213].  Όµοια φάσµατα EPR έχουν προκύψει από τα σύµπλοκα 

του ΝΟ µε αιµοπρωτεΐνες που έχουν κυστεΐνη στην proximal θέση όπως το P450, η 

CPO και η αναγωγάση του µονοξειδίου του αζώτου [196, 203, 213].  Aντίθετα το 

EPR φάσµα, του συµπλόκου αυτού σε αιµοπρωτεΐνες που έχουν proximal ιστιδίνη 

(ΗRP, CcP, Mb) εµφανίζει εννιαπλή σχάση (superhyperfine splitting). H υπέρλεπτη 

αυτή δοµή αποδίδεται στην αλληλεπίδραση του ηλεκτρονικού spin του ασύζευκτου 

ηλεκτρονίου στο ΝΟ µε το πυρηνικό spin του αζώτου του ιµιδαζολίου [197].  Η 

έλλειψη superhyperfine splitting από το EPR φάσµα του συµπλόκου HPO lyase 

Fe(III)-NO µπορεί να οφείλεται στην ύπαρξη proximal ligand χωρίς πυρηνικό spin 

όπως το θείο.  Το σύµπλοκο HPO lyase Fe (III)-NO εµφανίζεται ασταθές και το 

ροµβικό σήµα µετατρέπεται σε σήµα µε αξονική συµµετρία και οξεία σχάση του gz.  

Tο φάσµα αυτό έχει αναφερθεί και για άλλες αιµοπρωτεΐνες (Mb, P450) οι οποίες 

έχουν υποστεί µετουσίωση και αποδίδεται στην αποδέσµευση του proximal ligand 

του σιδηρού [196, 203].   

 Στην παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε για πρώτη φορά ο 

φασµατοσκοπικός χαρακτηρισµός της HPO lyase και προέκυψαν αποτελέσµατα 

σχετικά µε τη δοµή του µεταλλικού κέντρου του ενζύµου.  Μέχρι σήµερα, οι 

πληροφορίες σχετικά µε τα δοµικά χαρακτηριστικά του ενζύµου έχουν προέλθει από 

τη σύγκριση της πρωτοταγούς δοµής του ενζύµου µε το P450 και µε άλλα ένζυµα της 

οικογένειας CYP74.  Ο συνδυασµός φασµατοσκοπίας EPR και UV-Vis οδήγησε σε 

σηµαντικές πληροφορίες σχετικά µε τη δοµή του ενεργού κέντρου της HPO lyase.  

Τα φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά της λυάσης παρουσιάζουν σηµαντική 

οµοιότητα µε εκείνα του P450, στηρίζοντας την ύπαρξη σηµαντικών οµοιοτήτων στο 

ενεργό κέντρο των ενζύµων αυτών.  Με την παρούσα διατριβή πραγµατοποιήθηκε το 

πρώτο βήµα στην µελέτη µίας νέας κατηγορίας ενζύµων που παρουσιάζουν 

µοναδικές δοµικές και λειτουργικές ιδιότητες.  
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