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Περίληψη

 Η διαδικασία της πρωτεΐνικής αναδίπλωσης αποτελεί ένα από τα μεγαλύτερα προβλήματα της 

σύχρονης βιολογίας. Η Rop είναι μία μικρή πρωτεΐνη που έχει χρησιμοποιηθεί εκτενέστατα για την 

κατανόηση μέρους του προβλήματος της «αναδίπλωσης των πρωτεϊνών». Η βιολογική της μορφή είναι 

ένα ομοδιμερές, αντιπαράJηλο, 4-α-ελικοειδές δεμάτιο και ενέχεται στο μηχανισμό ελέγχου του αριθμού 

των αντιγράφων των πλασμιδίων της ColE1 οικογένειας, του E.coli. Η Rop εμφανίζει ένα 

συγκεκριμένο πρότυπο υδρόφοβων και πολικών αμινοξεών, το «μοτίβο της επτάδας» σε όλο το μήκος 

της αJηλουχία της, η οποία διαταράσσεται στην περιοχή της στροφής. Ο ρόλος της στροφής στη 

διαδικασία της αναδίπλωσης, παρόλη την έρευνα που έχει πραγματοιποιηθεί, δεν είναι ακόμη πλήρως 

κατανοητός. 

 Ορισμένες μελέτες προσέδιδαν στη στροφή έναν περισσότερο ενεργό ρόλο στη διαμόρφωση της 

δομής, ενώ άJες δευτερεύοντα. Μία σημειακή και μόνο μετάJαξη του καταλοίπου A31 σε  προλίνη, 

οδήγησε σε δραματική αJαγή της διαμόρφωσης του μορίου. Το διπλό μετάJαγμα που ερευνήθηκε στην 

εργασία αυτή D30GA31P δημιουργήθηκε ώστε να διαπιστωθεί εάν παρουσία της γλυκίνης, η το 

μετάJαγμα RopA31P, θα μπορέσει να ακολουθήσει ένα θερμοδυναμικά σταθερότερο μονοπάτι προς 

την εVενή διαμόρφωσή της και θα μπορέσει να διαφύγει από την κατάσταση εύπλαστης σφαίρας στο 

οποίο είχε μεταπέσει. 

 Το μετάJαγμα μελετήθηκε ως προς τις φασματοσκοπικές και θερμοδυναμικές ιδιότητες και τα 

αποτελέσματα έδειξαν παρόμοια συμπεριφορά προς την εVενή μορφή της πρωτεΐνης παρά αυτή του 

μεταJάγματος A31P. Τα αποτελέσματα δείχνουν πως πιθανότατα το διπλό μετάJαγμα να έχει 

μεταπηδήσει από την κατάσταση εύπλαστης σφαίρας σε μία πιο εVενή διαμόρφωση. Διαφαίνεται 

λοιπόν πως η σύσταση της στροφής σε αμινοξέα επηρεάζει την αναδίπλωση του μορίου με το να 

επιτρέπει ή να αποτρέπει πιθανά θερμοδυναμικά μονοπάτια που δύναται να ακολουθήσει το μόριο προς 

την τελική του διαμόρφωση. 

 

 Επιπλέον το μετάJαγμα Rop2aL σχεδιάστηκε με στόχο την «επιδιόρθωση» του μοτίβου της 

επτάδας στην περιοχή της στροφής. Σε αντίθεση με το μετάJαγμα Rop2a, το οποίο είχε δημιουργηθεί 
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παλαιότερα και είχε δομή παρόμοια με αυτή της αγρίου τύπου Rop, το μετάJαγμα Rop2aL, με την 

αντικατάσταση της γλουταμίνης στη θέση 34 με μία λευκίνη, αποκαθιστά και το μη σωστό πρότυπο  

υδροφοβικότητας της Rop2a. Η His-Rop2aL εκλούεται από τη στήλη μοριακής διήθησης σε 2 

διαφορετικούς πληθυσμούς, έναν διμερή και έναν τετραμερή και φαίνεται πως απουσία αναγωγικού 

ευνοείται ο σχηματισμός της τετραμερούς μορφής. Οι τετραμερείς πληθυσμοί εμφανίζουν υψηλότερη 

θερμοκρασία τήξης από την αγρίου τύπου Rop, κάτι που μπορεί να οφείλεται στη δημιουργία ενός νέου 

πιο εκτεταμένου υδρόφοβου πυρήνα. 

 ΚρύσταJοι έχουν προκύψει για την περίπτωση της RopD30GA31P και για τους τετραμερείς 

πληθυσμούς της Rop2aL παρουσία και απουσία αναγωγικού. Η επίλυση της δομής θα μας δώσει 

ξεκάθαρα αποτελέσματα και πληροφορία για την επίδραση των μεταJαγών αυτόν στη δομή του μορίου. 
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Summary

            Xe process of protein folding still remains one of the biggest problems of biology. Rop is a 

small protein that has been extensively used as a model system to study the protein folding 

problem. Rop is a homodimeric protein and its the paradigm of a canonical 4-α-helical bundle. Its 

biological role  involves the regulation of copy number of the ColE1 plasmids of E.coli. Rop 

exhibits a  characteristic pattern of hydrophobic and polar residues (heptad pattern), which is 

typical for 4-α-helical bundles, and it is disturbed only in the loop region. Despite the extensive 

research, the precise nature of the role of the the loop region in protein folding still remains elusive. 

 Earlier studies indicate that the  loop regions has a major role in determining the protein 

structure, while in other cases a minor role of loops has been found. One single mutation of Ala to 

proline (A31P), resulted in a complete reorganization of the protein topology. In order to clarify 

the role of loop to the protein folding and in particular the role of the existence of the proline in 

the loop, the double mutant αυτή D30GA31P was produced with the aim to study the eLect of 

glycine in the loop region in the folding pathway of the protein which in the case of A31P was 

leading to a molten-globule-like state. 

 Spectroscopic and thermodynamic studies were performed and the results suggest that this 

mutant has a wt Rop-like structure i.e, which is diLerent from the A31P structure. Xis conYrms 

the role of turn residues in the choice of folding pathway and the suggests that the eLects of the 

loop region on the folding pathway are complex and both sequence- and position- dependent. 

 In this study, the design of the mutant Rop2aL is described , which aim restores the heptad 

repeat at the turn region. In contrast to the Rop2a mutant, which has been previously studied and 

showed very minor diLerences in structure according to wt-Rop, in Rop2aL replacing the residue 

Q34 with a leucine restores also the hydrophobicity pattern present in of Rop2a. His-Rop2aL is 

eluted from gel-Yltration chromatography in two diLerent populations, most likely one dimeric 
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and one tetrameric. It has been shown that under non-reductive conditions the tetrameric form is 

favoured. Xe tetrameric populations show higher melting temperature compared to wt-Rop, 

which may be due to a formation of a new more extensive hydrophobic core. 

 Crystals have been obtained for the case of RopD30GA31P and for the tetrameric 

pupulations of Rop2aLin the presence and absense of β-mercaptoethanol. Structure determination 

will reveal undoubtly the structural eLects observed in the above mutations. 
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1.1 Το πρόβλημα της αναδίπλωσης των πρωτεΐνών
Είναι γ νωσ τό πως η πλειονότητα των λειτουρ γιών σ τους ζωντανούς ορ γανισ μούς 

διεκπεραιώνονται από πρωτεΐνες.  Όλες οι πρωτεΐνες ξεκινούν τη ζωή τους, με το που βγαίνουν από το 
ριβόσωμα ως μία γραμμική αJηλουχία αμινοξέων. Όμως, η λειτουργική διαμόρφωση μίας πρωτεΐνης 
είναι μία σταθερή τρισδιάστατη δομή, η οποία και καθορίζει τη βιολογική λειτουργία της πρωτεΐνης.  Η 
Γνώση αυτή καλείται δώσει απάντηση στο ερώτημα πως αυτά τα αμινοάκυλο-πολυμερή περνούν από 
την αρχική/αδίπλωτη/μη λειτουργική στην τελική/ αναδιπλωμένη/ λειτουργική καταστασή τους σε 
ελάχιστο χρόνο. Το αξιοθαύμαστο πίσω από την όλη διαδικασία βρίσκεται στην ικανότητα της 
πρωτεΐνης να διπλώνεται ικανοποιητικά σε μία προκαθορισμένη διαμόρφωση, παρά το άπειρον των 
δυνατών διαμορφώσεων που υπάρχουν. Παρά την πληθώρα ερευνών που έχουν πραγματοποιηθεί,  δεν 
έχουν κατανοηθεί με σαφήνεια και επάρκεια οι μηχανισμοί που διέπουν την αναδίπλωση των πρωτεϊνών. 

Η πολυπεπτιδικός μίτος άρχισε να ξεδιπλώνεται το 1973, όπου πρώτος ο AnYnsen απέδειξε  
πως η δομή μίας πρωτεΐνης καθορίζεται αποκλειστικά από την αμινοξική της αJηλουχία (2), και πως η 
εκάστοτε δομή καθορίζει τη λειτουργία της πρωτεΐνης. Ως επακόλουθο, η λειτουργία μίας πρωτεΐνης 
εξαρτάται εξ’ ολοκλήρου από την ικανότητα της πρωτεΐνης να αναδιπλωθεί γρήγορα και ικανοποιητικά 
στην εVενή της δομή.  

Στο σημείο αυτό αξίζει να αναφερθεί πως αυτή η διαδικασία αναδίπλωσης θα πρέπει να 
ικανοποιεί δύο συνθήκες: μία θερμοδυναμική και μία κινητική συνθήκη. Από θερμοδυναμική σκοπιά, η 
πρωτεΐνη θα πρέπει να υιοθετεί μία διαμόρφωση η οποία θα είναι σταθερή και αναδιπλωμένη. Από 
κινητική σκοπιά, θα πρέπει να υιοθετήσει τη συγκεκριμένη διαμόρφωση στο απαραίτητο χρονικό 
διάστημα στο οποίο καθίσταται αναγκαία και λειτουργική. Στο σημείο αυτό όμως εμφανίζεται ένα 
παράδοξο: Προτάθηκε πως για μια πρωτεΐνη 100 αμινοξέων, ο χρόνος που απαιτείται για να υιοθετήσει 
τυχαία μια οποιαδήποτε διαμόρφωση ανέρχεται σε 1036 δευτερόλεπτα ή περίπου 1029 έτη (19). Η 
πρόταση αυτή αποτελεί παράδοξο, διότι γνωρίζουμε πως οι πρωτεΐνες μπορούν και αναδιπλώνονται σε 
χρονικό διάστημα που κυμαίνεται από εκατοστά του δευτερολέπτου έως μερικά δευτερόλεπτα. Το 
γεγονός αυτό συνεπώς προϋποθέτει πως κατά τη διαδικασία της αναδίπλωσης εξετάζεται μόνο ένα μικρό 
μέρος από όλο το φάσμα των δυνατών διαμορφώσεων όπου μπορεί να λάβει η πρωτεΐνη. Αυτό με τη 
σειρά του υποδηλώνει πως υπάρχουν μόνο μερικά -κινητικώς-ευνοϊκά- μονοπάτια αναδίπλωσης που 
μπορεί να ακολουθήσει μία πρωτεΐνη στην πορεία προς τελική διαμόρφωσή της, κάτι το οποίο αρχικά 
είχε προταθεί από τον Levinthal το 1968 (41). Αυτό το παράδοξο, πως δηλαδή οι πρωτεΐνες είναι ικανές 
να αναδιπλώνονται  άμεσα και ικανοποιητικά προς την τελική/ λειτουργική τους διαμόρφωση, είναι 
γνωστό ως «πρόβλημα της πρωτεϊνικής αναδίπλωσης». 
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Κεφάλαιο 1
Εισαγωγή στην πρωτεϊνική αναδίπλωση 

Θεωρητικό υπόβαθρο και σκοπός της εργασίας



1.2 Η φύση του τυχαίαου σπειράματος

Κατά καιρούς ποJά μοντέλα αναπτύχθηκαν έχοντας ως σκοπό να ρίξουν φως στο πρόβλημα 
της πρωτεϊνικής αναδίπλωσης. Κάθε μοντέλο που θα επιχειρήσει να  «προνοήσει» ένα μονοπάτι 
αναδίπλωσης, αναπόφευκτα θα πρέπει να ξεκινά από την κατάσταση «τυχαίου σπειράματος» (random 
coil) και να καταλήγει στην μοναδική, αναδιπλωμένη και λειτουργική διαμόρφωση της πρωτεΐνης. Για 
τον λόγο αυτό δε θα μπορούσε να παραλειφθεί μία αναφορά στις θεωρίες (άJες λιγότερο και άJες 
περισσότερο υποστηριζόμενες από πειραματικά δεδομένα) που αναπτύχθηκαν για να εξηγήσουν τη 
φύση αυτή του τυχαίου σπειράματος. 
 Εξ’ ορισμού,  η αναδιπλωμένη κατάσταση μίας πρωτεΐνης είναι σταθερή και καλά καθορισμένη, 
μα αντιθέτως η φύση της μη αναδιπλωμένης κατάστασης είναι λιγότερο προφανής και ακόμη λιγότερο 
κατανοητή. Με το πέρασμα του χρόνου έχουν διατυπωθεί διάφοροι ορισμοί για να επεξηγήσουν τα 
χαρακτηριστικά του τυχαίου σπειράματος. Το 1970 ο Tanford όρισε την κατάσταση τυχαίου 
σπειράματος ενός πολυμερούς ως μία κατάσταση στην οποία γύρω από κάθε δεσμό μπορεί να υπάρξει 
ελεύθερη περιστροφή, όπως ακριβώς θα γινόταν και στην περίπτωση ενός μικρού μορίου (64). Πιο 
πρόσφατα, ο Shortle περιέγραψε την κατάσταση τυχαίου σπειράματος ως μία καλά καθορισμένη 
κατάσταση στην οποία απουσιάζουν οι αJηλεπιδράσεις μεταξύ των 
πλάγιων αλυσίδων των αμινοξέων (59). Από την άJη πλευρά, οι 
Smith et al. υπέθεσαν πως οι φ και ψ γωνίες καθενός καταλοίπου σε 
κατάσταση τυχαίου σπειράματος είναι ανεξάρτητες από τις φ και ψ 
γωνίες διαμόρφωσης καθενός άJου καταλοίπου (Εικόνα 1.1). Με την 
παραδοχή αυτή θα μπορούσαμε να πούμε πως διαχωρίζουν την 
κατάσ τασ η της αναδιπλωμένης πρωτεΐνης, σ την οποία κάθε 
κατάλοιπο θα καταλάβει μία συγκεκριμένη φ,ψ διαμόρφωση (με 
μικρές πάντα διακυμάνσεις), με αυτήν του τυχαίου σπειράματος, στην 
οποία κάθε κατάλοιπο μπορεί να πάρει ένα μεγάλο εύρος φ-ψ 
διαμορφώσεων (60).

Ωστόσο, πιο πρόσφατες έρευνες τόσο σε πρωτεΐνες από την  
Protein Data Bank (PDB) (4), όσο και σε μετουσιωμένες πρωτεΐνες 
καθώς και σε μικρά πολυπεπτίδια άρχισαν να αποσαφηνίζουν 
πληρέστερα τη φύση του τυχαίου σπειράματος. Η ιδέα πίσω από τη 
χρήση της PDB για συJογή δεδομένων, ήταν πως ο μεγάλος αριθμός 
πρωτεϊνών που θα συμμετείχαν στην έρευνα, θα συνέβαλαν στο να 
βγει ένας μέσος όρος της επίδρασης που έχουν μόνο οι μη-γειτονικές 
αJηλεπιδράσεις  στις ξεχωριστές πρωτεϊνικές δομές. Μία ακόμη 
νεότερη προσπάθεια που βασίζεται στα βήματα της προηγούμενης, 
ακολουθεί το ίδιο σκεπτικό, μα αναλύει μόνο τα κατάλοιπα στις 
σ τρ ο φές τω ν πρ ω τεϊν ώ ν, γ ια παράδ ειγ μα αμιν ο ξ έα πο υ δ ε 
συμμετέχουν ούτε σε διαμόρφωση α-ελίκων ούτε β-πτυχωτών φύJων 
(63). Με αυτόν τον τρόπο, μπορούν να εξεταστούν οι προτιμήσεις των 
σ υ γ κ ρ ι μ έ ν ω ν κ α τ α λ ο ί π ω ν γ ι α σ υ γ κ ε κ ρ ι μ έ ν ε ς φ κ α ι ψ 
δ ιαμ ο ρ φ ώ σ ε ι ς , χ ω ρ ί ς ω σ τ ό σ ω ν α λ αμ β ά ν ο ν τα ι υ π ό ψ η ο ι 
αJηλεπιδράσεις που συμμετέχουν στη σταθεροποίηση δευτεροταγών 
δομών. Το άκρως ενδιαφέρον συμπέρασμα που εξήλθε από αυτές τις 
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Εικόνα 1.1. Οι φ και ψ γωνίες 
του κορμού της πολυπεπτιδικής 
αλυσίδας (66).



έρευνες είναι ότι οι φ και ψ κατανομές στις περιοχές των στροφών δεν είναι καθόλου τυχαίες, με τις 
γωνίες του κυρίως κορμού (backbone) να πλησιάζουν αρκετά αυτές των α-ελίκων και των β-πτυχωτών 
φύJων (63). 

Διαφαίνεται λοιπόν πως συγκεκριμένα κατάλοιπα δείχνουν προτιμήσεις για συγκεκριμένες 
διαμορφώσεις, και περαιτέρω, πως αυτές οι προτιμήσεις επηρεάζονται σε μεγάλο βαθμό από τα γειτονικά 
κατάλοιπα. Έτσι, συμπερασματικά θα μπορούσαμε να ισχυριστούμε πως η κατάσταση τυχαίου 
σπειράματος δεν είναι τόσο τυχαία όπως είχε προηγούμενα προταθεί (59, 60, 64). 

1.3 Μοντέλα πρωτεϊνικής αναδίπλωσης

Το πρώτο μοντέλο που προτάθηκε για να εξηγήσει τη συνενεργητικότητα των μεταβάσεων κατά 
την αναδίπλωση των πρωτεϊνών ήταν η «θεωρία έλικας-σπειράματος» («helix-coi») (43). Το 
μοντέλο αυτό αναπαριστά πιθανή συνενεργητικότητα μεταξύ γειτνιαζόντων αμινοξέων σε μία 
πολυπεπτιδική αλυσίδα και ισχυριζόταν ότι ένα κατάλοιπο έχει υψηλότερη ροπή να βρίσκεται σε μία 
ελικοειδή διαμόρφωση, εάν τα γειτνιάζοντα κατάλοιπα της αJηλουχίας βρίσκονται επίσης σε ελικοειδή 
διαμόρφωση. 

Συνεπώς, μόλις μερικά γειτνιάζοντα αμινοξέα υιοθετήσουν ελικοειδή διαμόρφωση, μία α-έλικα 
μπορεί να αναπτυχθεί  γρήγορα και με συνενεργητικότητα, οδηγώντας έτσι σε ένα γεγονός πυρήνωσης 
που θα αποτελέσει την αρχή για την περαιτέρω αναδίπλωση της πρωτεΐνης. Η δυναμική αυτής της 
θεωρίας σίγουρα είναι περιορισμένη αρκετά, αJά αποτελεί μία βάση για τα μοντέλα τα οποία εξηγούν 
την διαδικασία αναδίπλωσης μεγάλων πρωτεϊνών με ποJές επικράτειες στο μόριό τους καθώς είναι 
γνωστό πλέον, πως αυτές αναδιπλώνονται μέσω σταθερών ενδιαμέσων (55).

Επακόλουθα προτάθηκαν ποJά μοντέλα που επιχειρούσαν να εξηγήσουν το πρόβλημα 
αναδίπλωσης των πρωτεϊνών. Το «μοντέλο πλαισίου» («framework model») περιγράφει την 
πρωτεϊνική αναδίπλωση ως ένα σταδιακό μηχανισμό με βάση τον οποίο σχηματίζονται αρχικά όλες οι 
δευτεροταγείς δομές βάση της πρωτοταγούς αJηλουχίας, οι οποίες όμως ακόμη δε συνιστούν την 
τριτοταγή διαμόρφωση (33, 36, 57). Αυτές οι δευτεροταγείς δομές εν συνεχεία, μέσω συγκρούσεων, 
συγχωνεύονται για να δώσουν την τελική τριτοταγή διαμόρφωση της πρωτεΐνης. Αντιθέτως, το 
«μοντέλο πυρήνωσης» («nucleation model») προτείνει πως η τριτοταγής δομή σχηματίζεται ως 
άμεσο επακόλουθο της διαμόρφωσης της δευτεροταγής δομής της πρωτεΐνης (1, 68). Βάση του μοντέλου 
πυρήνωσης, η πυρήνωση ξεκινά με το σχηματισμό δευτεροταγών δομών που συνιστώνται μόνο από 
μερικά αμινοξέα (για παράδειγμα μία β-στροφή, ή η πρώτη στροφή μίας α-έλικας), και έπειτα η δομή 
ξεκινά να «χτίζεται» από αυτόν τον μικρό πυρήνα. 

Μία τελείως διαφορετική εκδοχή της πρωτεϊνικής αναδίπλωσης  προτείνεται από το «μοντέλο 
υδρόφοβης κατάρρευσης» («hydrophobic-collapse model»). Το μοντέλο αυτό υποθέτει πως η 
λειτουργική δομή μιας πρωτεΐνης διαμορφώνεται μέσω της αναδιοργάνωσης μίας σ υμπαγούς 
καταρρεσμένης δομής. (18, 56). Αναλυτικότερα, το μοντέλο υποστηρίζει πως κατά τα πρώιμα στάδια 
της αναδίπλωσης, οι υδρόφοβες πλευρικές αλυσίδες πακετάρονται στο εσωτερικό της αρτιγενούς 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας, μακρυά από τα μόρια ύδατος. Με τον τρόπο αυτό σ χηματίζεται μία 
κατάσταση εύπλαστης σφαίρας (molten globule state) η οποία αποτρέπει έναν τεράστιο αριθμό 
πιθανών διαμορφώσεων που θα μπορούσε να υιοθετήσει η πρωτεΐνη και η πρωτεϊνική αναδίπλωση 
ξεκινά με την αναδιοργάνωση της κατάστασης αυτής.
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 Τα παραπάνω μοντέλα, άJα περισσότερο και άJα λιγότερο ακολουθούν μία μονόδρομη πορεία 
αναδίπλωσης. Τα τελευταία χρόνια όμως φαίνεται να κερδίζει συνεχώς έδαφος μία νέα θεωρία, η θεωρία 
του «αδρού χωνιού» (Εικόνα 1.2), και η οποία φαίνεται να εξηγεί καλύτερα το μονοπάτι της 
πρωτεϊνικής αναδίπλωσης  και το κεντρικό δόγμα της οποίας είναι πως δεν υπάρχει ένα μόνο μονοπάτι 
που δύναται να ακολουθήσει μία πρωτεΐνη. Αντί αυτής, μία αρτιγενής πολυπεπτιδική αλυσίδα, για να 
φτάσει σ την τελική της διαμόρφωσ η, θα περάσει από ένα πολυδιάσ τατο ενεργειακό τοπίο 
(multidimensional energy landscape). Η θεωρία αυτή αναπαριστά το ενεργειακό αυτό τοπίο ως ένα 
χωνί,  με ένα διαφορετικό πλήθος μη αναδιπλωμένων διαμορφώσεων στο πλαίσιο, και ένα μοναδικό ολικό 
ελάχιστο το οποίο αναπαριστά τη τελική αναδιπλωμένη διαμόρφωση. Το μοντέλο βλέπει το γεγονός της 
πρωτεϊνικής αναδίπλωσης μέσα από μία νέα σκοπιά, στην οποία υπάρχουν ποJά δυνατά μονοπάτια από 
την μη αναδιπλωμένη στη αναδιπλωμένη  διαμόρφωση, και έτσι ένα πρωτεϊνικό μόριο μπορεί να 
ακολουθήσει το ευθύτερο μονοπάτι (που συνεπάγεται και την γρηγορότερη αναδίπλωση), ή ένα πιο 
έμμεσο το οποίο περνά από διάφορα τοπικά ελάχιστα (ενδιάμεσες διαμορφώσεις-folding intermediates) 
και τοπικά μέγιστα (μεταβατικές καταστάσεις). 
 Γίνεται συνεπώς αντιληπτό πως για να 
κατανοηθεί ο μηχανισμός των πρωτεΐνών υπό την 
οπτική γωνία της θεωρίας του αδρού χωνιού θα 
π ρ έ π ε ι ν α χ α ρ α κ τ η ρ ι σ τ ο ύ ν δ ο μ ι κ ά , 
θερμοδυναμικά και κινητικά όλες οι καταστάσεις 
που μεσολαβούν από την αρχική εώς την τελική 
διαμόρφωση μίας πρωτεΐνης. 

 Αρχικά οι πρωτεΐνες που βρίσκονται σε 
μη αναδιπλωμένη κατάσταση χαρακτηρίζονται 
από υψηλό βαθμό εντροπίας και σχετικά υψηλή 
επίπεδα ελεύθερης ενέργειας. Είναι εύλογο πως 
σ τ η μη α ν α δ ι π λ ω μ έ ν η κ ατά σ τα σ η μ ια ς 
πρωτεΐνης τόσο η εντροπία όσο και η ελεύθερη 
ενέργεια είναι υψηλότερες. Όσο προχωρά η 
αναδίπλωση της πρωτεΐνης, τόσο προχωράμε 
από την ελεύθερη επιφάνεια προς το εσωτερικό 
του χωνιού, το οποίο δηλώνει ελάττωση στον 
αριθμό των  πιθανών διαμορφώσεων που μπορεί 
να υιοθετήσει η πρωτεΐνη. H θεωρία του folding 
funnel, σχετίζεται άμεσα με την μοντέλο της υδρόφοβης κατάρρευσης, στο οποίο όπως ήδη αναφέρθηκε 
η κινητήριως δύναμη για την αναδίπλωση της πρωτεΐνης προέρχεται από τη σταθεροποίηση του 
υδρόφοβου πυρήνα της πρωτεΐνης μέσω των υδροφοβικών πλευρικών αλυσίδων των αμινοξέων. Αυτό 
επιτρέπει το νερό να αυξήσει την εντροπία του, ελαχιστοποιώντας τη συνολική ελεύθερη ενέργεια 
(Eικόνα 1.3). Ταυτόχρονα η ελεύθερη ενέργεια του πρωτεϊνικού μορίου μειώνεται επιπλέον, ως φυσικό 
επακόλουθο της ανάπτυξης προτιμητέων ενεργειακών αJηλεπιδράσεων όπως της απομόνωσης των 
φορτισμένων πλευρικών ομάδων των αμινοξέων που βρίσκονται εκτεθειμένες στο διαλύτη και της 
εξουδετέρωσης των γεφύρων άλατος στο εσωτερικό της πρωτεΐνης. 
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Εικόνα 1.2. Σχηματική αναπαράσταση της θεωρίας 
του folding funnel. Η πρωτεΐνη κατά τη διαδικασία 
αναδιπλωσής της μπορεί να ακολουθήσει διάφορα 
θερμοδυναμικά μονοπάτια περνώντας από περισσότερες 
ή λιγότερες ενδιάμεσες διαμορφώσεις (χαράδρες) και 
μεταβατικές καταστάσεις (βουνά).



 Στη διαδρομή αυτή, τα τοπικά ελάχιστα και τα τοπικά μέγιστα παγιδεύουν χρονικά την 
πρωτεΐνη, αφού απαιτείται κάποιος χρόνος ώστε να μπορέσει να μεταπηδήσει εκτός αυτών των 
καταστάσεων. Οι ενδιάμεσες καταστάσεις (folding intermediates) αποτελούν όπως αναφέρθηκε  
χαρακτηρισ τικά σ ημεία τοπικού ελάχισ του σ τα ενεργειακά τοπία και μπορεί να περιέχουν 
αναδιπλωμένα τμήματα της τελικής δομής. Ο ρόλος τους στην αναδίπλωση της πρωτεΐνης δεν είναι 
ξεκάθαρος. Σε κάποιες περιπτώσεις φαίνεται να αποτελούν σημαντικά στοιχεία της πορείας της 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας προς την αναδίπλωσή της, ενώ άJες αναφορές υποδεικνύουν ότι είναι 
καταστάσεις που προκαλούνται από τη μη ειδική κατάρρευση της πεπτιδικής αλυσίδας ή λόγω κινητικής 
παγίδευσής τους (6,60). Η φύση των ενδιαμέσων αυτών δεν επιτρέπει τον δομικό τους χαρακτηρισμό, 
διότι αποτελούν συνεχώς εναJασσόμενες καταστάσεις με μικρούς, μη ανιχνεύσιμους πληθυσμούς η κάθε 
μία (51). Η κατάσταση εύπλαστης σφαίρας επίσης αποτελεί τοπικό ελάχιστο στον ενεργειακό χάρτη. 
Από τα πειράματα των Bychkova και Ptitsyn  καθώς και των Ohgushi και Wada (7, 49, 50) φαίνεται 
πως αποτελεί μία κατάσταση η οποία εμφανίζεται στην πορεία αναδίπλωσης ορισμένων πρωτεϊνών με 
μερικώς οργανωμένη και σφαιρική διαμόρφωση. Χαρακτηρίζεται ως «μερικώς οργανωμένη και 
σφαιρική», διότι παρόλο που περιέχει υψηλό ποσοστό των δευτεροταγών δομών της αναδιπλωμένης 
μορφής, είναι λιγότερο συμπαγής από αυτήν (27, 37, 66). Αυτό οφείλεται στο γεγονός πως αφενός δεν 
έχει σχηματιστεί πλήρως ο υδρόφοβος πυρήνας της πρωτεΐνης –ο οποίος είναι και αναγκαία και 
απαραίτητη συνθήκη για τη σταθερότητα του μορίου-, και αφετέρου οι πλευρικές αλυσίδες των 
αμινοξέων που είναι στραμμένες προς το εσωτερικό του μορίου είναι πολύ ευκίνητες, με αποτέλεσμα το 
εσωτερικό της πρωτεΐνης να είναι ρευστό, σε αντίθεση με αυτό της εVενούς μορφής. 
 Αντιθέτως, με την αβεβαιότητα που επικρατεί για τον ρόλο και τη φύση των ενδιαμέσων 
καταστάσεων, οι μεταβατικές καταστάσεις (transition state) είναι καλύτερα χαρακτηρισμένες, 
εμφανίζοντας τα εξής χαρακτηριστικά:
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Εικόνα 1.3. Σχηματικό διάγραμμα ενός folding tunnel για την πορεία αναδίπλωσης μιας πρωτεΐνης χωρίς ή 
με την παρουισία ύδατος. Στην πρώτη περίπτωση (α) υπάρχουν ποJά τοπικά ελάχιστα τα οποία μπορούν να 
παγιδεύσουν το μόριο σε μια μη λειτουργική διαμόρφωση. Με την ενυδάτωση του μορίου (β), «λιπαίνονται» 
ο κεντρικός κορμός της πολυπεπτιδικής αλυσίδας και οι πλάγιες ομάδες των αμινοξέων, μέσω του γρήγορου 
σχηματισμού και της εναJαγής των υδρογονικών δεσμών. Έτσι, μειώνονται τα ενεργειακά φράγματα που έχει 
να αντιμετωπίσει η αναδιπλώζουσα πρωτεΐνη και αποκτά γρηγορότερα και αποτελεσματικότερα την εVενή 
της διαμόρφωση. 

βα



 α. Ένα μόριο που βρίσκεται σε μεταβατική κατάσταση μπορεί να επιστρέψει στην κατάσταση από την 
οποία προήλθε (unfolded state) με την ίδια συχνότητα με την οποία μετακινείται στην τελική εVενή 
του κατάσταση (native state) (15, 16, 17, 22, 23, 24, 25, 26, 42) και 
β. αποτελεί μια εξαιρετικά συμπαγή κατάσταση, που δεν επηρεάζεται από διαταραχές λόγω μεταJάξεων 
ή συμπεριφοράς του διαλύτη (51).
 Ανακεφαλαιώνοντας τα μέχρι τώρα, είδαμε πως τα μοντέλα πλαισίου και υδρόφοβης 
κατάρρευσης προτείνουν το σχηματισμό κινητικών ενδιαμέσων, κάτι το οποίο υποστηρίζεται από το 
μοντέλο του αδρού χωνιού, αJά δεν ισχύει στη περίπτωση του μοντέλου πυρήνωσης (21).
 Εν τέλει, οι προηγούμενες θεωρίες και τα μοντέλα οδήγησαν στη δημιουργία ενός νέου, του 
μοντέλου «συμπύκνωσης πυρήνων», το οποίο προτάθηκε από τον Fersht και αποτελεί μία παραJαγή 
του μοντέλου πυρήνωσης. Βάσει του μοντέλου,  η αναδίπλωση του μορίου βασίζεται και καταλύεται 
πάνω στον πρώιμο σχηματισμό ενός πυρήνα (Eικόνα 1.4). Ο πυρήνας πρωταρχικά αποτελείται από 
μερικά μόνο γειτονικά αμινοξέα τα οποία αναπτύσσουν, λίγες αJά σωσ τές, δευτεροταγείς 
αJηλεπιδράσεις, αJά το όλο σύστημα σταθεροποιείται μόνο εάν οι συνθήκες για την ανάπτυξη 
τριτοταγών αJηλεπιδράσεων είναι σωστές. ( 21, 24, 35).

 Το μοντέλο  υποστηρίζεται από πειραματικά δεδομένα από ποJές μικρές-σε-μέγεθος  πρωτεΐνες 
συμπεριλαμβανομένου του αναστολέα-ΙΙ της χυμοθρυψίνης (21, 24, 35) και της barstar (48). Από την 
άJη πλευρά, οι Bychkova και Ptitsyn μελέτησαν πάνω από 20 πρωτεΐνες και βρήκαν πως σχεδόν όλες 
υιοθετούσαν μία κατάσταση εύπλαστης σφαίρας κάτω από ήπιες συνθήκες αποδιάταξης (7). Η 
παρατήρηση αυτή, όπως και πο@ές ά@ες που αφορούν μεγάλες σε μέγεθος πρωτεΐνες, ενισχύει το 
μοντέλο της υδρόφοβης κατάρρευσης. 

Μία σ χετικά πρόσφατη έρευνα B. Nolting (47), ισ χυρίζεται πως τα μοντέλα «συμπύκνωσης 
πυρήνων» και «πλαισίου» μπορούν να ενωποιηθούν σε ένα «γενικότερο μοντέλο συμπύκνωσης 
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Εικόνα 1.4. Παράδειγμα για μια υποθετική αJηλουχία γεγονότων βασισμένη στην αναδίπλωση μίας 
μικρής πρωτεΐνης βάση του μοντέλου συμπύκνωσης πυρήνων. Μία έλικα αναδιπλώνεται από την 
αδίπλωτη κατάσταση. Όταν οι συνθήκες είναι τέτοιες που ευνοούν περαιτέρω αναδίπλωση του μορίου, η 
έλικα αποκτά οριακή σταθερότητα. Η τριτοταγής δομή αναδιπλώνεται γύρω από την αρτιγενή έλικα. 
Όσες δομές αναδιπλώθηκαν λανθασμένα, άμεσα χάνουν τη διαμορφωσή τους. Μετά από ποJές δοκιμές, 
γύρω από την έλικα δημιουργείται μία σωστή τριτοταγής δομή. Το γεγονός αυτό συντελεί στην βαθμιαία 
αύξηση της σταθερότητας της αρτιγενούς έλικας η οποία τώρα αναδιπλώνεται με σημαντικά αργότερο 
ρυθμό. Όσο περισσότερο χρόνο διαρκεί η συγκεκριμένη διαμόρφωση αυτού του νεοσχηματισμένου 
πυρήνα, και έχοντας αναπτυχθεί σωστές δευτεροταγείς και τριτοταγείς αJηλεπιδράσεις, τόσο 
περισσότερο ευνοείται η περαιτέρω ανάπτυξη της δομής γύρω του. (47)



πυρήνων» το οποίο εφαρμόζεται στην πλειονότητα των μικρών μονομερών πρωτεϊνών, και των οποίων η 
αντίδραση αναδίπλωσης έχει ως εξής:

1. Το πρωτεϊνικό μόριο αρχίζει να καταρρέει και η δομή αρχίζει να αναπτύσσεται σε έναν ή 
περισσότερους εν διαμορφώσει πυρήνες οι οποίοι πυροδοτούν την περαιτέρω αναδίπλωση της 
πρωτεΐνης.

2. Η δομή της κυρίως μεταβατικής κατάστασης περιέχει μία ή περισσότερες συστάδες αμινοξέων οι 
οποίες σταθεροποιούνται τόσο από τριτοταγείς όσο και από δευτεροταγείς αJηλεπιδράσεις, οι 
οποίες όμως κατά μέσο όρο περιέχουν υψηλότερο ποσοστό αμινοξέων που ανήκουν σε μία 
κανονική δευτεροταγή δομή εν συγκρίσει με το υπόλοιπο μόριο. Αυτές οι συστάδες είναι 
πανομοιότυπες με τους πυρήνες ή έχουν προέλθει από αυτούς

3. Ο σχηματισμός της δομής του κυρίως μεταβατικού σταδίου αποτελεί και την χρονική στενωπό 
της αντίδρασης και επιτρέπει την μετέπειτα γρήγορη αναδίπλωση προς την τελική κατάσταση. 

16

Εικόνα 1.5. Μοντέλα πρωτεϊνικής αναδίπλωσης. Α) Μοντέλο πλαισίου. Πιστεύεται πως η πρωτεϊνική 
αναδίπλωση ξεκινά με τον σχηματισμό στοιχείων δευτεροταγούς δομής ανεξάρτητα από την τριτοταγή δομή, 
ή έστω πριν η τριτοταγής δομή πάρει την οριστική της διαμόρφωση. Τα στοιχεία αυτά έπειτα συγκροτούνται 
σε μία αρκετά καλά πακεταρισμένη τριτοταγή λειτουργική δομή είτε μέσω διάχυσης και συνένωσης είτε μέσω 
μίας διαδοχικής διαμόρφωσης της δομής. Β) Μοντέλο υδρόφοβης κατάρρευσης. Το αρχικό γεγονός της 
αντίδρασης, με βάση το συγκεκριμένο μοντέλο φαίνεται να είναι μία κατάρρευση του πρωτεϊνικού μορίου, που 
πυροδοτείται από την υδροφοβικότητα των αμινοξέων της αρτιγενούς πρωτεΐνης. Σταθερή δευτεροταγής δομή 
αρχίζει να αναπτύσσεται αφ’ ότου έχει επέλθει το στάδιο της κατάρρευσης. Γ) Μοντέλο συμπήκνωσης 
πυρήνων. Η αναδίπλωση του μορίου βασίζεται και καταλύεται πάνω στον πρώιμο σχηματισμό ενός πυρήνα. 
Ο πυρήνας πρωταρχικά αποτελείται από μερικά μόνο γειτονικά αμινοξέα τα οποία αναπτύσσουν, λίγες αJά 
σωστές, δευτεροταγείς αJηλεπιδράσεις, αJά το όλο σύστημα σταθεροποιείται μόνο εάν οι συνθήκες για την 
ανάπτυξη τριτοταγών αJηλεπιδράσεων είναι σωστές. Όλα τα παραπάνω μοντέλα μπορούν να επεκταθούν 
και στην περίπτωση πρωτεϊνών οι οπποίες έχουν ενδιάμεσα και ποJαπλές μεταβατικές καταστάσεις. Το 
τελευταίο βήμα της πρωτεϊνικής αναδίπλωσης περιλαμβάνει το «κλείδωμα» των πλάγιων αλυσίδων (47)  



 Αδιαμφισβήτητα, η γνώση μας πάνω στο πρόβλημα της πρωτεϊνικής αναδίπλωσης έχει 
εμπλουτιστεί. Όπως αναφέρθηκε, υπάρχουν ποJές θεωρίες και μοντέλα που προσπαθούν να δώσουν 
απάντηση σε ένα από τα μεγαλύτερα ερωτήματα της βιολογίας. Συμπερασματικά, μία περισσότερο 
ρεαλιστική και όχι τόσο επικεντρωμένη αναζήτηση για την εύρεση ενός παγκοσμίου κανόνα, ίσως μας 
οδηγεί να καταλήξουμε στην υπόθεση πως είναι πολύ πιθανό ότι οι μηχανισμοί αναδίπλωσης διαφέρουν 
σημαντικά βάση του μεγέθους της πρωτεΐνης, της σταθερότητας και της δομής της, και πως δεν υπάρχει 
ένας ενιαίος κανόνας που ακολουθείται από όλες τις περιπτώσεις. Σε αυτήν την μακροχρόνια 
προσπάθεια διαλεύκανσης του επίλυσης ενός από των μεγαλυτέρων της βιολογίας, η Rop έχει παίξει τον 
δικό της, μεγάλο ρόλο, με σημαντική προσφορά.

1.4 Η πρωτεΐνη Rop
 Η Rop είναι το απλούστερο 4-α-ελικοειδές δεμάτιο με δομή γνωστή σε υψηλή διακριτικότητα 
(Εικόνα 1.6). Το γεγονός αυτό σε συνδυασμό με το μικρό της μέγεθος και την ιδιαίτερα κανονική δομή 
της, την καθιστούν ένα ιδανικό φυσικό μοντέλο για τη μελέτη της δομής του δεματιού. Μέχρι τώρα έχει 
χρησιμοποιηθεί εκτενώς για τη διερεύνησ η των 
βασικών ιδιοτήτων της τοπολογίας, της δομικής 
σταθερότητας και του μηχανισμού αναδίπλωσης και 
αποδιάταξης αυτού του μοτίβου. 
Το 4-α-ελικοειδές δεμάτιο είναι ένα απλό δομικό 
μοτίβο που αποτελεί ένα σ ύσ τημα για μελέτες 
πρωτεϊνικής μηχανικής και de novo σ χεδιασμό 
πρωτεϊνών (5, 32). Αποτελεί ένα απλό και κοινό 
πρωτεϊνικό δομικό μοτίβο (67). Συνίσταται από 
τέσσερις α-έλικες που σ υνδέονται μεταξύ τους 
συνήθως με τρεις βρόχους. Οι έλικες πακετάρονται 
αν τ ιπαρά Jηλ α και σ τ ην ιδανική περίπ τω σ η 
διασταυρώνονται υπό μια γωνία 20°. Η αμινοξική 
α J η λ ο υ χ ί α τ ω ν ε λ ί κ ω ν α κ ο λ ο υ θ ε ί έ ν α 
χαρακτηριστικό πρότυπο υδρόφιλων και υδρόφοβων 
αμινοξέων, που επαναλαμβάνεται κάθε επτά αμινοξικά 
κατάλοιπα. Το πρότυπο αυτό ονομάζεται " επανάληψη 
επτάδας" (heptad repeat), συμβολίζεται ως (a, b, c, d, 
e, f, g )n και χαρακτηρίζεται από μια περιοδική 
κατανομή υδρόφοβων αμινοξέων στις θέσεις a, d. Οι 
θέσεις αυτές βρίσκονται στο εσωτερικό της δομής και 
είναι ελάχιστα προσβάσιμες στο διαλύτη. Αντίθετα η 
θέσ η f καταλαμβάνεται σ υνήθως από υδρόφιλο 
αμινοξύ  και είναι η περισσότερο εκτεθειμένη στο 
εξωτερικό περιβάJον της πρωτεϊνης και (53, Εικόνα 
1.7). 
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Εικόνα 1.6. Η Rop αποτελεί ένα 4-α-ελικοειδές δεμάτιο. 
Με κυανό αναπαριστώνται τα υδρόφοβα κατάλοιπα, τα 
περισσότερα από τα οποία είναι βρίσκονται στο εσωτερικό 
το μορίου. 



 Το 4-α-ελικοειδές 
δ ε μ ά τ ι ο μ π ο ρ ε ί ν α 
ανα λ άβει μ ια π ο ικ ι λ ία 
ενεργοτήτων: Δεσμευτής 
του υποδοχέα (receptor 
b i n d i n g ) σ τ ο υ ς 
α ι μ ο π ο ι η τ ι κ ο ύ ς 
παράγοντες ανάπτυξης, 
δεσμευτής RNA (RNA-
binding ) σ τη Rop, ενώ 
στη μυοαιμερυθρίνη έχει το 
ρόλο μεταφορέας μοριακού 
οξυγόνου. Υπάρχουν δυο 
μ ο ρ φ έ ς τ ο υ μ ο τ ί β ο υ 
ανάλογα με τη λειτουργία 
που επιτελεί. Στην πρώτη, 
ο υδρόφοβος πυρήνας του 
δεματιού λειτουρ γεί ως 

υποδοχέας προσθετικής ομάδας (όπως συμβαίνει στα κυτοχρώματα b562 και c όπου η αίμη δεσμεύεται 
στο εσωτερικό ενός 4-α-ελικοειδούς δεματιού Εικόνα 1.8). Σε αυτή τη περίπτωση η συναρμογή του 
δεματιού είναι χαλαρή στο ένα του άκρο γιατί οι έλικες εκεί είναι ξεδιπλωμένες. Στη δεύτερη, δεν 
δεσμεύεται προσθετική ομάδα στο εσωτερικό του δεματιού και η δομή είναι πιο σφιχτά πακεταρισμένη  
(14).
Η πρωτεΐνη Rop είναι το προϊόν του γονιδίου rop που βρίσκεται στο ColE1 και σε συVενή πλασμίδια 
του βακτηρίου Escherichia coli. Η λειτουργική μορφή της πρωτεϊνης, είναι το σχηματιζόμενο ομοδιμερές 
το οποίο έχει τη δομή του 4-α-ελικοειδόυς δεματιού (με μοριακό βάρος 14kDa). Ο βιολογικός της ρόλος, 
ως RNA-δεσμευτής (RNA-binding), είναι να ρυθμίζει την πλασμιδιακή αντιγραφή και κατά συνέπεια 
στον έλεγχο του αριθμού των πλασμιδιακών αντιγράφων (13, 38, 54). Η ρύθμιση της πλασμιδιακής 

αντιγραφής επιτυγχάνεται με το να συμβάλει στο σχηματισμό 
συμπλόκου ανάμεσα σε δύο ρυθμιστικά RNA μόρια, το RΝΑI 
και το RΝΑII . Κατά το αρχικό στάδιο το RNA II μόριο 
υβριδίζεται σε συγκεκριμένη θέση στο DNA, κάτι που είναι 
απαραίτητο για την έναρξη της αντιγραφής. Εν  συνέχεια το 
RNA I μόριο και η Rop δρουν ανασταλτικά: Το μεν πρώτο 
αJηλεπιδρά με το RNA II και δεν επιτρέπει τη συνέχιση της 
αντιγραφής, η δε Rop λειτουργεί έμμεσα βοηθώντας στη σωστή 
τοποθέτηση των δυο RNA μορίων (11). Οι αρχικές μελέτες 
έδειξαν ότι η Rop ρυθμίζει αρνητικά την έκφραση των γονιδίων 
σε μια θέση υποκινητή όπου προσδένεται ένας RNA εκκινητής 
(RNA II) και για αυτό ονομάσ τηκε Rop (Repressor Of 
Primer) (12, 13, 65). Ωστόσο, η Rop δεν δρα ως κλασσικός 
καταστολέας, αJά ως ενισχυτής της δράσης του RNA I μορίου, 
για αυτό συναντάται και με το όνομα Rom (RNA I Modulator) 
(11). Η Rop επίσης φαίνεται να έχει και έναν δευτερεύοντα πιο 
έμεσσο ρόλο. Αυτός είναι η προστασία του συμπλόκου από τη 
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Εικόνα 1.7.  Εγκάρσια τομή ενός 4-α-ελικοειδούς δεματιού με πάχος δύο 
στροφές της έλικας που δείχνει την αJηλεπίδραση των υδρόφοβων αμινοξέων 
του πυρήνα στα πλαίσια του προτύπου της επτάδας. Φαίνεται η διευθέτηση 
των επτά θέσεων (a-g) στις τέσσερις έλικες , που συμβολίζονται ως 1, 1΄, 2, 2΄. 
Οι διακεκομένες γραμμές ορίζουν προσεVιστικά επίπεδα («φέτες», (3) στα 
οποία πετυχαίνεται το βέλτιστο πακετάρισμα των εσωτερικών, υδρόφοβων 
αμινοξέων (θέσεις a, d), (53). 

Εικόνα 1.8.  Το κυτόχρωμα b562 έχει 
δομή 4-α-ελικοειδούς δεματίου. Η αίμη 
είναι δεσμευμένη στο εσωτερικό του 
δεματίου.



δ ρ ά σ η ρ ι β ο ν ο υ κ λ ε α σ ώ ν ( 3 4 ) . Η 
τρισδιάσ τατη δομή του μορίου έχει 
επιλυθεί τόσο μέσω κρυσταJογραφίας 
ακτίνων–Χ στη διακριτικότητα των 1.7 
Å (3), όσο και NMR (20). H Rop είναι 
μία απλή, ομοδιμερής πρωτεϊνη. Το κάθε 
μονομερές αποτελείται από 63 αμινοξέα 
που σχηματίζουν δύο αντιπαράJηλες α-
έλικες οι οποίες σ υνδένονται με ένα 
βρόγχο, ο οποίος σχηματίζεται από τα 3 
αμινοξικά κατάλοιπα (Asp30, Ala31, 
Asp32-Εικόνα 1.9). Τα δύο μονομερή 
σχηματίζουν το 4-α-ελικοειδές δεμάτιο, 
μέσω ενός αρχικού ενδιαμέσου το οποίο 
ε π α ν α δ ι ε υ θ ε τ ε ί τα ι ( 4 4 ) . Η R o p 
πακ ετάρ εται β ά σ η τ ο υ πρ ο τ ύ π ο υ 
«κουμπιά σε τρύπες» («knobs in 
holes»), που ισ χ ύει γ ια όλ α τα α-
ελ ικ οειδή-δ εμ άτ ια : Οι υ δρ ό φ ο βε ς 
π λ ε υρ ι κ έ ς ο μ ά δ ε ς τ ω ν α μ ι ν ο ξ έ ω ν 
διευθετούνται προς το εσωτερικό του 
μ ο ρ ί ο υ , δ η μ ι ο υ ρ γ ώ ν τα ς έ τ σ ι τ ο ν 
υδρόφοβο πυρήνα του μορίου ο οποίος 
ε ί ν α ι ζ ω τ ι κ ή ς σ η μ α σ ί α ς γ ι α τ η 
σταθερότητά του (Εικόνα 1.7), ενώ οι 
υδρ ό φι λ ες είναι εκτεθειμ ένες σ τον 
διαλύτη. Τέλος, η ύπαρξη ενός τέλειου 
διπλού άξονα, προσδίδει στο μόριο μία 
ευκόλως παρατηρήσιμη συμμετρικότητα.  
Τα δύο μονομερή συσχετίζονται μεταξύ 
τους αρχικά γρήγορα για να δώσουν ένα 
διμερές ενδιάμεσο και σ τη σ υνέχεια 
ε π α ν α δ ι ε υ θ ε τ ο ύ ν τ α ι α ρ γ ά κ α ι 
σχηματίζουν τη τελική δομή που είναι ένα υψηλής κανονικότητας 4-α-ελικοειδές δεμάτι (44). 

 Όπως αναφέρθηκε τα α-ελικοειδή δεμάτια παρουσιάζουν το πρότυπο της επτάδας. Η Rop δεν 
αποτελεί εξαίρεση. Η επανάληψη αυτή δημιουργεί στη Rop 8 κάθετα επίπεδα ως προς τον κατακόρυφο 
άξονα της. Κάθε επίπεδο σχηματίζεται από ένα ζεύγος  a και d καταλοίπων που συμμετέχουν στο 
σχηματισμό του υδρόφοβου πυρήνα της πρωτεΐνης. Η επαναληψημότητα αυτή διακόπτεται άπαξ, στη 
περιοχή της στροφής και πιστεύεται πως αυτός είναι ο λόγος δημιουργίας της στροφής στη Rop, όπως 
συμβαίνει και σε άJες περιπτώσεις όπως αυτές τις μυοσίνης και των ενδιαμέσων ινιδίων (3, 30).

 Τόσο η στροφή όσο και τα κατάλοιπα που συμμετέχουν στο σχηματισμό του υδρόφοβου πυρήνα 
υπήρξαν στόχος εκτεταμένης μεταJαξιγένεσης. 
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Εικόνα 1.9. H στροφή της Rop αποτελείται από τα κατάλοιπα 
Asp30, Ala31, Asp32, και είναι η περιοχή στην οποία 
διακόπτεται το μοτίβο της επτάδας. 



1.5 Αναδρομή στις μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στη wtRop

 Οι Steif και Weber αρχικά και οι Rosgen και Rosengarth αργότερα μέσω θερμοδυναμικών 
μελετεών έδειξαν πως η Rop είναι ένα ιδιαίτερα σταθερό μόριο μόριο (58, 62), το οποίο κατά την 
αποδιάταξή τους εμφανίζει κινητική δεύτερης τάξεως και έχει προταθεί πως γίνεται με βάση την 
εξίσωση: Ν2<->2Ν*<->2D (N* είναι τα ενδιάμεσα μονομερή). Επίσης, κατά την αποδιάταξη, η 
wtRop εμφανίζει Tm=71°C και μία μεταβολή ελεύθερης ενέργειας ίση με ΔGDo=71.7kJ/mol. 

 Η τελική διαμόρφωση στο χώρο και η σταθερότητα του μοτίβου καθορίζονται κυρίως από τις 
αJηλεπιδράσεις συναρμογής των υδρόφοβων αμινοξέων του πυρήνα (52). Αυτό διαφάνηκε από τότε 
που έγινε γνωστή η δομή της Rop (3) και επιβεβαιώθηκε στη συνέχεια με θερμοδυναμικές και 
φασματοσκοπικές μελέτες (62) καθώς και με ποJές σημειακές ή συνδυασμένες μεταJάξεις. 

 ΑJαγές αμινοξέων που βρίσκονται στη περιοχή του βρόχου ή γενικότερα έχουν πλευρικές 
ομάδες εκτεθειμένες στο διαλύτη, φάνηκε να αφήνουν αμετάβλητο το μόριο (11). Συνδυασμένες  
μεταJαγές των αμινοξέων του πυρήνα που έγιναν έτσι ώστε να παραμένει αμετάβλητο το ολικό 
πρότυπο υδρόφοβων αJηλεπιδράσεων, είχε ως αποτέλεσμα τη δημιουργία σταθερότερων, με 
παραπλήσια ή εντελώς διαφορετική δομή, μορίων από αυτό της wtRop, που διατηρούσαν το βιολογικό 
τους ρόλο (Munson et al., 1996). Υπήρξαν όμωςν και μεταJαγές του υδρόφοβου πυρήνα οι οποίες 
κατέληγαν σε πιο ασταθή μόρια. Οι αJαγές αυτές προκύπτουν όταν εισάγονται στον πυρήνα ογκώδεις 
ομάδες (45) ή αντίθετα όταν δημιουργούνται κενοί χώροι (cavities) από την εισαγωγή μικρών ομάδων 
(L41V, L41A) που αυξάνουν την πρόσβαση του διαλύτη στο εσωτερικό (61). Η τρισδιάστατη δομή 
των δύο αυτών μεταJαγμάτων προσδιορίστηκε με κρυσταJογραφικά. Το σημαντικό που παρατηρείται 
είναι πως οι δομές των μορίων είναι κατά πολύ όμοιες με αυτήν της wtRop και μικρές αJαγές 
παρατηρούνται μόνο κοντά στην περιοχή των μεταJάξεων. 
Οι παραπάνω μελέτες οδηγούν στο συμπέρασμα πως η σταθερότητα μίας πρωτεΐνης εξαρτάται τόσο από 
την ανάπτυξη ευνοϊκών στερικών αJηλεπιδράσεων στον υδρόφοβο πυρήνα, όσο και από σωστό-στενό 
πακετάρισμα του υδρόφοβου πυρήνα.

  Ενώ ο καθοριστικός ρόλος των υδρόφοβων αJηλεπιδράσεων στη διαμόρφωση και τη 
σταθερότητα της δομής είναι γενικά αποδεκτός δεν συμβαίνει το ίδιο για τη περιοχή του βρόχου και για 
τις αJηλεπιδράσεις έλικας – βρόχου. Οι Carlacci & Chou (8, 9) βασιζόμενοι σ’ ένα θεωρητικό μοντέλο 
υπολόγισαν πως η ενέργεια σταθεροποίησης στη δομή του δεματιού προέρχεται σχεδόν εξ’ ολοκλήρου 
από αJηλεπιδράσεις ελίκων – βρόχων. Πειραματικές μελέτες που ακολούθησαν, αντέκρουσαν αυτή τη 
θεώρηση και απέδωσαν στους βρόχους δευτερεύοντα ρόλο για τον καθορισμό και τη σταθεροποίηση της 
δομής (10). Πάντως, οι Predki & Regan (54) επισημαίνουν πως αν και ο σωστός συσχετισμός των 
ελίκων φαίνεται να κατευθύνεται από το πακετάρισμα του υδρόφοβου πυρήνα, εντούτοις δεν θα πρέπει 
να αγνοηθεί ο ρόλος των βρόχων, αφού το μήκος τους είναι επίσης κρίσιμης σημασίας για τη σωστή 
διευθέτηση των ελίκων. Επιπλέον, ο βρόχος αν και παρουσιάζει μεγάλη ανοχή σε μεταGάξεις δεν 
μπορεί να υιοθετήσει όλες τις πιθανές αGηλουχίες. 

 Όπως αναφέρθηκε η στροφή της wtRop συνίσταται από τα κατάλοιπα Asp30, Ala31, Asp32. 
Αρχικά οι Castagnoli και Vetriani αντικατέστησαν τα τρία αυτά αμινοξέα με άJα διαφορετικών 
φυσικοχημικών και στερεοχημικών ιδιοτήτων (10). Από τις μεταJαγές αυτές προέκυψαν 380 
μεταJάγματα, η πλειοψημία των οποίων (>99%) φαίνεται να μην είχαν επηρεασμένη διαμόρφωση. Τα 
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αποτελέσματα της εργασίας αυτής υποστηρίζουν 2 απόψεις. 
Πρώτον, ότι οι φυσικοχημικές ιδιότητες των καταλοίπων της 
στροφής δε συμβάλουν στο σχηματισμό της δομής και κατά 
δεύτερον η πληροφορία που περιέχεται στη στροφή είναι 
ελάσσονος σημασίας. Εκτός από τη σύσταση της στροφής σε 
αμινοξέα, θεωρήθηκε πως και το μήκος της μπορεί να επηρεάζει 
την αναδίπλωση του 4-α-ελικοειδούς δεματίου. Οι Nagi και 
λοιποί αντικατέστησαν τα κατάλοιπα της στροφής με έναν 
διαδοχικά αυξανόμενο αριθμό καταλοίπων γλυκίνης. Τα 
αποτελέσμα δείχνουν πως δεν επηρεάζεται καθόλου η δομή του 
μορίου, παρόλα αυτά υπάρχουν αJαγές στην κινητική της 
αντίδρασης με επιβράδυνση της αναδίπλωσης και επιτάχυνση 
της αποδιάταξης, τόσο μεγαλύτερες όσο μεγαλύτερος είναι και ο 
αριθμός των παρεμβαJόμενων γλυκιλο-καταλοίπων (46). 

 Από τα αμινοξέα που σ υσ τήνουν τη σ τροφή της 
wtRop, αξίζει να κάνουμε μια ιδιαίτερη αναφορά στην Ala31. 
Το κατάλοιπο αυτό είναι το μοναδικό που σχηματίζει δεσμούς 
υδρογόνου και με τις δύο α-έλικες, ενισχύοντας έτσι τη 
σταθερότητά του (Eικόνα 1.10). Επίσης εμφανίζει μία 
αρκετά ασυνήθιστη διαμόρφωση για κατάλοιπο που 
συμμετέχει σε στροφή (φ=-94, ψ=89). Η μετάJαξη 
αυτού το συγκεκριμένου αμινοξέος σε προλίνη ήταν 
ικανή για να  ρίξει φως στον ρόλο των καταλοίπων στη 
σ τρ ο φ ή κ α ι π ω ς επ η ρ ε ά ζο υ ν επ η ρ ε ά ζο υ ν τ η ν 
α ν α δ ί π λ ω σ η . Η π ρ ο λ ί ν η έ χ ε ι φ υ σ ι κ ο χ η μ ι κ ά 
χαρακτηριστικά τα οποία απέχουν πολύ από αυτά της 
αλανίνης, με πιο χαρακτηρισ τικά τους χαμηλούς 
βαθμούς ελ ευθερίας του μορίου και τ η σ τερική 
παρεμπόδιση που δημιουργεί λόγω του μεγάλου όγκου 
του. (10, 11, 28, 29, 39, 40). Οι μελέτες πάνω στην 
RopA31P έδειξαν πως εξακολουθεί να εμφανίζει 
βιολογική ενεργότητα σε χαμηλότερα ποσοστά, ενώ 
μετρήσεις κυκλικού διχρωισμού (CD spectra) και 
πειράματα θερμοδυναμικής έδειξαν μια μείωση του 
περιεχομένου της δομής σε α-έλικα της τάξης του 7% 
και μια μείωση της σταθερότητας περίπου 40% σε 
σύγκριση με τη wtRop. Το εκπληκτικό είναι η δομή του 
μορίου, η οποία λύθηκε το 1999 από τους Glykos και 
λοιποί (29), δε φέρει καμία ομοιότητα τοπολογικά με 
τ ην wtRop (Εικόνα 1.11). Το μόριο έχει πλέον 
μ ε τα τρ α π ε ί α π ό τ η ν α ρ χ ι κ ή τ ο υ κ α τά σ τα σ η 
(αρισ τερ ό σ τρ ο φ ο α-ελικοειδές δεμάτιο) σ ε ένα 
αντιπαράJηλο δεξιό σ τρ ο φ ο δεμάτιο με μείγμα 
δεξιόστροφων και αριστερόστροφων ελίκων. Ένα άJο 
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Eικόνα 1.10.  Το κατάλοιπο A31 είναι 
μείζονος σημασίας για τη σταθερότητα 
του μορίου. 

Eικόνα 1.11 .  Η αJαγή ενό ς μοναδικού 
αμινοξέος προσδίδει στην RopA31P μια τελείως 
διαφορετική τοπολογία από αυτήν της  wtRop.



αξιοσημείωτο γεγονός είναι η μεταβολή της στροφής στην RopA31P. Η στροφή αρχίζει από τον 
κατάλοπο Asn27 και τελειώνει στο Asp30, με την Pro31 να μη συμμετέχει στο σχηματισμό της, όντως 
σε trans διαμόρφωση (29). Ενδιαφέρον επίσης παρουσιάζει το γεγονός πως η RopA31P φαίνεται να έχει 
παγιδευτεί ενεργειακά σε μία κατάσταση εύπλαστης σφαίρας (28), κάτι το οποίο ενισχύεται και από 
αποτελέσματα της παρούσας και προηγούμενων ερευνών (Fellas και λοιποί, μη δημοσιευμένα 
αποτελέσματα). Φαίνεται λοιπόν πως η αλανίνη στη θέση 31 του μορίου ευνοεί στο να ακολουθήσει το 
μόριο κατά τη διάρκεια της αναδιπλωσής του ένα θερμοδυναμικά σταθερότερο μονοπάτι. 
 Αναφέρθηκε προηγουμένως πως η διακοπή της επτάδας στο μόριο της wtRop είναι και η αιτία 
δημιουργίας της στροφής. Η έJειψη δύο αμινοξέων είναι αυτή που διαταράσει το μοτίβο της επτάδας 
στη συγκεκριμένη περιοχή. Άραγε η επτάδα θα μπορούσε να αποκατασταθεί με την προσθήκη των δύο 
αυτών αμινοξέων, και αν ναι τι επιπτώσεις θα είχε στη δομή του μορίου; Μία εναJακτική λύση για την 
αποκατάση της επτάδας θα ήταν η απαλοιφή της κολοβούς επανάληψης στην στροφή. Για τον έλεγχο 
των δύο αυτών υποθέσεων δημιουργήθηκαν τα δύο παρακάτω μεταJάγματα της Rop: Η παραJαγή 
Rop2a, έχει δημιουργηθεί με την προσθήκη 2 αμινοξέων αλανίνης γύρω από το κατάλοιπο Asp30, με 
σκοπό τη συμπλήρωση της εJειπούς επτάδας επτάδας (11, 61). Στο άJο μετάJαγμα, το οποίο 
ονομάστηκε RM6, έχουν διαγραφεί τα κατάλοιπα Asp30 έως και Gln34, δίνοντας έτσι ένα μόριο με 
αποκατεστημένη την επανάληψη της επτάδας, αJά με επτά αμινοξέα λιγότερα από τον Rop2a (11, 30, 
40). 
 H Rop2a τόσο στις θερμοδυναμικές παραμέτρους, όσο και στην τριτοταγή δομή ομοιάζει 

εξαιρετικά με την wtRop με ελάχιστες και 
μικρές σε έκταση διαφορές. (61). 
 Για τ η ν π ερ ί π τ ω σ η τ ο υ R M 6 , τα 
πράγματα ήταν εντελώ ς δ ιαφ ορετικά. Η 
αποκατάσταση της επτάδας στην περίπτωση 
αυτή είναι επιτυχής με το μόριο να λαμβάνει 
δ ομή ομοτετραμ ερ ού ς ,αρισ τερ ό σ τρ ο φ ου 
δεματίου με όλες τις έλικες αντιπαράJηλες 
μεταξύ τους. Το νέο μόριο έχει επίσης έναν 
τ ε λ ε ί ω ς α ν α δ ι ο ρ γ α ν ω μ έ ν ο π υ ρ ή ν α κ α ι 
εμφανίζεται εξαιρετικά σταθερό σε συνθήκες 
θερμικής αποδιάταξης. Η στροφή του κάθε 
μονομερούς έχει εξαλειφθεί και πλέον το 
μονομ ερές από έλικα-σ τρ ο φή-έλικα έχει 
μετατραπεί σε μία επιμηκυμένη α-έλικα.  

22

Εικόνα 1.12. Το μονομερές της Rop2a (α) και το 
τετραμερές της RM6 (β).

α β



1.6 Σκοπός της εργασίας

 Η παρούσα εργασία ασχολείται με μεταJάγματα της Rop τα οποία προσπαθούν να ρίξουν φως 
στο ρόλο της στροφής και του μοτίβου της επτάδας στην αναδίπλωση του μορίου. Τα μεταJάγμα αυτά, 
βασίζονται πάνω σε 2 προηγούμενα μεταJάγματα τα οποία έδωσαν νέες διαστάσεις στον ρόλο της 
στροφής και του μοτίβου της επτάδας και τα προκειμένα προσπαθούν να διεύρυνουν τη γνώση μας 
αυτή. 

 Όπως αναφέρθηκε, πιστεύεται πως η μοναδική σημειακή μετάJαξη A31P που έχει αJάξει 
ριζικά την τοπολογία της δομής της Rop, παγιδεύει ενεργειακά το μόριο σε μία κατάσταση molten 
globule αποτρέποντάς την εVενή διαμόρφωσή της. Το διπλό μετάJαγμα D30GA31P σχεδιάστηκε 
έτσι ώστε να διερευνηθεί εάν η γλυκίνη με τους απεριόριστους βαθμούς ελευθερίας που έχει μπορεί να 
επιτρέψει την πρωτεΐνη (RopA31P) να μεταπηδήσει εκτός του τοπικού ελαχίστου στο οποίο έχει 
παγιδευτεί και να ακολουθήσει ένα θερμοδυναμικά σταθερότερο μονοπάτι προς την εVενή της μορφή. 
Επιπλέον, το σ υγκεκριμένο μετάJαγμα σε σ υνδυασμό με ένα παραπλήσιο μετάJαγμα, το 
RopD30PA31G το οποίο μελετήθηκε εκτενώς από άJα μέλη του εργαστηρίου, θα δώσει απάντηση εάν 
η επίδραση της προλίνης στην αναδίπλωση οφείλεται λόγω της υπαρξής της σε κάποια από τα αμινοξέα 
της στροφής ή στη συγκεκριμένη θέση 31 της αJηλουχίας. 

 Το δεύτερο μετάJαγμα στηρίζεται πάνω στο Rop2a, το οποίο αναμενόταν να αποκαταστήσει 
το μοτίβο της επτάδας στην περιοχή της στροφής και να δώσει τελικώς ένα μόριο με δομή, πιθανότατα 
όμοια με αυτή του RM6 μεταJάγματος. Όμως κάτι τέτοιο δε συνέβη. Μία πιθανή εξήγηση είναι η εξής: 
Με την αποκατάσταση της επτάδας στη στροφή, με την εισαγωγή των δύο καταλοίπων αλανίνης, τα 
τελευταία καταλαμβάνουν θέσεις e-g , ενώ στην επόμενη επτάδα που δημιουργείται τα κατάλοιπα 
ADEQ καταλαμβάνουν τις θέσεις a-d. Όπως αναφέρθηκε, στην επανάληψη της επτάδας οι θέσεις a και 
d καταλαμβάνονται από υδρόφοβα αμινοξέα, κάτι το οποίο δε φαίνεται να ισχύει για τη θέση d της 
προαναφερθείσας αJηλουχίας ADEQ, όπου καταλαμβάνεται από ένα καθαρά υδρόφιλο αμινοξύ, την 
γλουταμίνη (Q). Το δεύτερο μετάJαγμα που δημιουργήθηκε, το Rop2aL, αντικαθιστά τη γλουταμίνη 
στη θέση 36 της Rop2a με ένα κατ’ εξοχήν υδρόφοβο κατάλοιπο λευκίνης. Η δομή του μεταJάγματος 
αυτού αναμένεται να είναι παρόμοια με αυτή του RM6. 
Στον παρακάτω πίνακα παρατίθενται οι αJληχίες της wtRop και των 2 μεταJαγμάτων που έχουν ως 
στόχο την αποκατάσταση του μοτίβου της επτάδας στην περιοχή της στροφής.

wtRop
MTKQEKTALNMARFIRSQTLTLLEKLNELDADEQADICESLHDHADELYRSCLARFGDDGENL

Rop2a
MTKQEKTALNMARFIRSQTLTLLEKLNELADAADEQADICESLHDHADELYRSCLARFGDDGEN

Rop2L
MTKQEKTALNMARFIRSQTLTLLEKLNELDADLEQLADICESLHDHADELYRSCLARFGDDGENL
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 Επιπροσθέτως έγιναν κάποια συμπληρωματικά πειράματα πάνω στο μετάJαγμα Rop2L το 
οποίο αναπτύχθηκε από τον ΦεJά Γιώργο, μέλος του εργαστηρίου, το οποίο έχει και αυτό σχεδιαστεί 
ώστε να αποκαθιστά το μοτίβο της επτάδας στη στροφή με έναν διαφορετικό τρόπο από αυτόν του 
μεταJαγμάτος Rop2aL. Στη περίπτωση αυτή η επτάδα αποκαθίσταται με την εισαγωγή δύο 
καταλοίπων λευκίνης εκατέρωθεν των Ε33 και Q34.

 Τέλος κάποια πρωταρχικά πειράματα με το μετάJαγμα His-RopA31P, τα οποία δεν έχουν 
όμως ακόμη ολοκληρωθεί, δείχνουν πως πιθανώς μετά από διατήρηση για αρκετό καιρό στους -80 °C η 
πρωτεΐνη εμφανίζει τελείως διαφορετικά φάσματα κατά την θερμική αποδιάταξη στο άπω-υπεριώδες 
κάτι που μπορεί να υποδηλώνει μία θερμοκρασιακά-επαγώμενη αJαγή στην τοπολογία του μορίου. 
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Κεφάλαιο 2
Υλικά και Μέθοδοι

2.1 Χημικά, βιοχημικά, πλασμιδιακοί φορείς και βακτηριακά 
στελέχη.

 Τα χημικά ήταν από τις εταιρείες Sigma και Merck. Οι πλασμιδιακοί φορείς κλωνοποίησης που 
χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι pET26b(+) (Novagen) και  pF1K T7 Flexi (Promega).

Ο φορέας pET26b(+) ανήκει στην οικογένεια των ColE1 πλασμιδίων. Χρησιμοποιεί το σύστημα lac, που 

περιλαμβάνει το γονίδιο lacI, που κωδικοποιεί για τον lac καταστολέα και τον lac χειριστή, που μπορεί να 

μπλοκάρει τη μεταγραφή. Η υπερέκφραση του γονιδίου-στόχου γίνεται κάτω από τον έλεγχο του ισχυρό 

υποκινητή του βακτηριοφάγου Τ7, ο οποίος είναι ειδικός για την Τ7 RNA πολυμεράση. Στο γονιδίωμα του 

βακτηριακού στελέχους BL21(DE3) είναι ενσωματωμένος ο προφάγος I του βακτηριοφάγου Τ7, που φέρει το 

γονίδιο της Τ7 πολυμεράσης. Το γονίδιο αυτό βρίσκεται υπό τον έλεγχο του ισχυρού υποκινητή lacUV5. Το 

προϊόν του γονιδίου lac I (lac repressor) προσδένεται στον υποκινητή lacUV5 και εμποδίζει την έκφραση του 

γονιδίου της Τ7 πολυμεράσης. Ο επαγωγέας IPTG είναι χημικό ανάλογο της λακτόζης και η προσθήκη του έχει 

ως αποτέλεσμα την απομάκρυνση του lac καταστολέα από τον lac χειριστή. Έτσι, μπορεί να ξεκινήσει η 

μεταγραφή του γονιδίου της Τ7 πολυμεράσης από την πολυμεράση I του βακτηρίου. Η Τ7 πολυμεράση 

μεταγράφει το γονίδιο-στόχο με πολύ γρήγορο ρυθμό, με αποτέλεσμα μέσα σε λίγες ώρες το προϊόν του να 

αποτελεί το πολυπληθέστερο συστατικό του κυττάρου (Εικόνα 2.1). Η πρωτεΐνη που παράγεται με αυτό το 

σύστημα φέρει στο καρβοξυ-τελικό της άκρο δυο επιπλέον κατάλοιπα (Gly, Leu), που δημιουργούνται λόγω του 

τρόπου κλωνοποίησης και έναν εξαϊστιδινικό επίτοπο (6xHis-Tag). Ο pET26b(+) φέρει γονίδιο αντίστασης 

στην καναμυκίνη.         

Ο φορέας pF1K T7 Flexi  χρησιμοποιεί το ίδιο σύστημα με τον pET26b(+) για την υπερέκφραση του γονιδίου-

στόχου και την υπερπαραγωγή της αντίστοιχης πρωτεΐνης. Η διαφορετικότητά του έγκειται στην απουσία του 

ColE1 μηχανισμού αντιγραφής των πλασμιδίων και στο ότι η πρωτεΐνη-στόχος παράγεται εVενής, χωρίς 

επιπλέον κατάλοιπα ή επίτοπους. Ο pF1K φέρει γονίδιο αντίστασης στην καναμυκίνη. 
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2.2 ΜεταGαξιγένεση και δημιουργία των γονιδίων ropGP και 
rop2aL.

 Τα γονίδια ropGP και rop2aL δημιουργήθηκαν χρησιμοποιώντας το QuickChange II Site-
Directed Mutag enesis Kit (Stratag ene). Πρ όκειται για ένα σ ύσ τ ημα κατευθυνόμενης 
μεταJαξιγένεσης, το οποίο επιτρέπει την απευθείας μετάJαξη του γονιδίου-στόχου, χωρίς την ανάγκη 
περαιτέρω κλωνοποίησης του γονιδίου. Περιλαμβάνει τρία στάδια, όπου αρχικά μια πολυμεράση υψηλής 
ακρίβειας (PfuUltra High-Fidelity polymerase) δημιουργεί νέα αντίγραφα του πλασμιδίου, που φέρουν 
τη μετάJαξη, με περιορισμένο αριθμό κύκλων αποδιάταξης, υβριδοποίησης και επέκτασης. Το δεύτερο 
στάδιο περιλαμβάνει την πέψη του DNA-μήτρας, που είναι μεθυλιωμένο, με το ένζυμο Dpn I. Το τελικό 
στάδιο αφορά το μετασχηματισμό κατάJηλων επιδεκτικών κυττάρων (XL1-Blue) με τα μεταJαγμένα 
αντίγραφα του πλασμιδίου. 

Ως μήτρα για τη μεταJαξιγένεση χρησιμοποιήθηκε το γονίδιο της wtRop το οποίο είχε κλωνοποιηθεί 
στον πλασμιδιακό φορέα pF1K T7 Flexi  (Promega). 

Για την κατασκευή του μεταJάγματος D30GA31P χρησιμοποιήθηκαν οι εξής εκκινητές: 
dg1 5’-GAG AAA CTC AAC GAG CTG GGC CCG GAT GAA CAG GCA GAC-3’ και 
dg2 5’-GTC TGC CTG TTC ATC CGG GCC CAG CTC GTT GAG TTT CTC-3’. 

Οι εκκινητές για τη δημιουργία του μεταJάγματος 2aaL είναι οι: 
2aL1 5’-CTG GAC GCG GAT CTG GAA CAG CTG GCA GAC ATC TGT G-3’ και 
2aL2 5’-C ACA GAT GTC TGC CAG CTG TTC CAG ATC CGC GTC CAG-3’  
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Εικόνα 2.1. Η επαγωγή της υπερέκφρασης στο σύστημα pET. 



Η ορθότητα της μεταJαξιγένεσης ελέχθηκε  και επικυρώθηκε μέσω αJηλούχισης των πλασμιδίων 
pF1K T7-ropGP και pF1K T7-rop2aL. Το πλασμιδιακό DNA συJέχθηκε χρησιμοποιώντας 
ολονύχτια υγρή προκαJιέργεια κυττάρων XL1-Blue και το ΧΧΧΧΧΧ κιτ της ΧΧΧΧ.  Η 
αJηλούχιση πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο Μικροχημείας του Ινστιτούτου Τεχνολογίας και 
Έρευνας, Ηράκλειο Κρήτης. 

2.3 Κλωνοποίηση των γονιδίων ropgp και rop2aL σε φορέα 
έκφρασης
 
 Τα γονίδια ropGP και rop2aL ενισχύθηκαν μέσω αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης, 
χρησιμοποιώντας σαν μήτρα τις κατασκευές pF1K T7-ropGP και pF1K T7-rop2aL αντίστοιχα, 
χρησιμοποιώντας τους εξής εκκινητές: 
p1 ( forward) 
5’-CGC GAC GGC CAT ATG ACC AAA CAG GAA AAA ACC GCC-3’ (NdeI site)
p2 (reverse) 
5’-CCG CTC GAG GAG GTT TTC ACC GTC ATC ACC-3’. 
Με έντονα γράμματα σημειώνονται οι παλίνδρομες θέσεις που αναγνωρίζονται από τις περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες NdeI και XhoI αντίστοιχα (New England Biolabs, Inc.). Οι εκκινητές αυτοί είναι 
σχεδιασμένοι με τέτοιο τρόπο, ώστε το εκάστοτε γονίδιο rop να κλωνοποιηθεί στις θέσεις NdeI και 
XhoI του Multicloning site του pET26b(+) (Novagen, Inc.). Ο φορέας αυτός προσθέτει στο 
καρβοξυτελικό άκρο των πρωτεϊνών που εκφράζονται έναν επίτοπο 6 ιστιδινών ο οποίος έχει μέγιστη 
χρησιμότητα κατά το πρώτο στάδιο καθαρισμού των μεταJαγμάτων με χρωματογραφία συVενείας. Οι 
πλασμιδιακές κατασκευές εισήχθησαν έπειτα σε επιδεκτικά κύτταρα E. coli  στελέχους DH5α. Η 
ορθότητα  των κατασκευών ελέγθηκε και επικυρώθηκε όπως περιγράφηκε και προηγουμένως με 
αJηλούχιση.
(Οι προαναφερθέντες εκκινητές σχεδιάστηκαν από τον ΦεJά Γιώργο).

 Όλα τα βήματα που αναφέρθηκαν, από τη μεταJαξιγένεση έως και την κλωνοποίηση στους 
πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης, ακολουθήθηκαν ομοίως και για την περίπτωση του μεταJάγματος 
Rop2L , από τον ΦεJά Γιώρ γο ως τμήμα τ ης μεταπτυχιακής του ερ γασ ίας και το οποίο 
χρησιμοποιήθηκε για κάποια συμπληρωματικά και συγκριτικά πειράματα από την παρούσα εργασία. 

2.4 Επαγωγή της έκφρασης των πρωτεϊνών RopGP, Rop2aL, 
Rop2L και RopA31P

 Η πρώτη δοκιμή υπερέκφρασης έγινε για το μετάJαγμα RopGP χρησιμοποιώντας την 
κατασκευή pF1K T7-ropGP. Αρχικά, η πλασμιδιακή κατασκευή εισήχθησε σε επιδεκτικά κύτταρα E. 
coli, στελέχους BL21(DE3). Αρχικά χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω συνθήκες για την υπερέκφραση 
της RopGP:
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 Ολονύχτια υγρή προ-καJιέργεια (5 ml LB + 25mg/ml καναμυκίνη) κορεσμένη σε κύτταρα E. 
coli BL21(DE3) μετασχηματισμένα με την κατασκευή pF1K T7-ropGP, χρησιμοποιείται για τον 
εμβολιασμό 5 ml LB + 100μg/ml αμπικιJίνης. Ακολουθεί επώαση στους 37°C μέχρι η απορρόφηση 
της νέας καJιέργειας στα 600 nm να φτάσει την τιμή ~0.6. Φυλάσσεται κυτταρική πάστα (18.000g, 
στους 4°C για 30sec) ενός ml στους –20°C, για να χρησιμοποιηθεί ως control της υπέκφρασης σε 15% 
πηκτή πολυακρυλαμίδης κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες (SDS_PAGE). Στην λοιπή καJιέργεια 
προστίθεται 1 mM IPTG και η επώαση στους 37°C για 3 ώρες. Κυταρρική πάστα ενός ml από την 
επαγμένη καJιέργεια συJέγεται όπως και προηγουμένως. Ο έλεγχος της υπερέκφρασης έγινε 
φορτώνοντας ποσότητα των 2 δειγμάτων (επαναδιαλυτοποιμένων σε συγκεκριμένη ποσότητα 
ρυθμιστικού διαλύματος αποδιάταξης). 
Κάτω όμως από τις συγκεκριμένες συνθήκες δεν παρατηρήθηκε επαγωγή της υπερέκφρασης της 
πρωτεΐνης. Εν συνεχεία, για την εύρεση των βέλτιστων συνθηκών υπερέκφρασης της πρωτεΐνης 
RopGP, δοκιμάστηκε το παρακάτω σ χήμα υπερέκφρασης (Πίνακας 2.1). Στόχος ήταν τόσο η 
υπερέκφραση της πρωτεΐνης, διατηρώντας την σε διαλυτή μορφή. 

θ επώασης πριν και μετά την επαγωγή mM IPTG Ώρες επώασης

17
0,05 ολονύχτια
0,2 ολονύχτια

25

0,2 ολονύχτια και 8
0,5 8
1 8

30
0,5 5
1 2 και 5

37

0,5 2 και 4
1 2 και 4
2 1, 4 και ολονύχτια

Πίνακας 2.1.  Σχήμα υπερέκφρασης της His-RopGP σε κύτταρα BL21(DE3) . 

Δυστυχώς, σε καμιά από τις παραπάνω περιπτώσεις δεν παρατηρήθηκε έκφραση της επαγωγής. Για τον 
λόγο αυτό κύτταρα E. coli στελέχους JM109pLysS (τα οποία προτείνονταν και από την εταιρεία 
Promega ως άκρως συμβατά με τον φορέα pF1K T7) μετασχηματισμένα με την κατασκευή pF1K T7-
ropGP, χρησιμοποιήθηκαν για την επαγωγή της υπερέκφρασης της RopGP. Χρησιμοποιήθηκε το 
αναλυτικό σχήμα, όπως και στην περίπτωση των BL21(DE3) κυττάρων, δίχως και πάλι κανένα θετικό 
αποτέλεσμα. 

Για τον λόγο αυτό, έγινε αJαγή του πλασμιδιακού φορέα έκφρασης από τον pF1K T7 στον pET26b
(+). Η κατασκευή pET26b(+)-ropGP μετασ χημάτισε επιδεκτικά κύτταρα BL21(DE3) και 
δοκιμάστηκε ένα γενικότερο σχήμα επαγωγής της υπερέκφρασης. Τελικά, παρατηρήθηκε υπερέκφραση 
της RopGP, η οποία παραμένει 100% σε διαλυτή μορφή, όπως διαπιστώθηκε μετά από λύση των 
κυττάρων με υπερηχοβόληση (sonication). To σχήμα που ακολουθήθηκε και επιτεύχθηκε η καλύτερη 
δυνατή υπερέκφραση της RopGP, ήταν η εξής: 

Ολονύχτια υγρή προ-καJιέργεια (5 ml LB + 25mg/ml καναμυκίνη) κορεσμένη σε κύτταρα BL21
(DE3)/ pET26b(+)-ropGP, χρησιμοποιείται για τον εμβολιασμό 5ml LB + 100μg/ml αμπικιJίνης. 
Ακολουθεί επώαση στους 37°C μέχρι η απορρόφηση της νέας καJιέργειας στα 600 nm να φτάσει την 
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τιμή ~0.6. Η επαγωγή συντελείται 1 mM IPTG και η επώαση συνεχίζεται στην ίδια θερμοκρασία για 4 
ώρες. 

Οι ίδιες συνθήκες υπερέκφρασης χρησιμοποιήθηκαν επίσης και για τις περιπτώσεις των μεταJαγμάτων 
BL21(DE3)/ pET26b(+)-rop2aL και BL21(DE3)/ pET26b(+)-rop2L καθώς και για την BL21
(DE3)/ pET26b(+)-ropA31P η οποία χρησιμοποιήθηκε σε μερικά πειράματα στα πλαίσια αυτής της 
εργασίας.

Όμοιες σ υνθήκες με πολύ μικρές δ ιαφ ορές , εκτό ς και αν αναφέρεται κάτι δ ιαφ ορετικό, 
χρησιμοποιήθηκαν για τον καθαρισμό και των τεσσάρων μεταJαγμάτων τόσο σ το πρώτο 
χρωματογραφικό στάδιο, όσο και στο δεύτερο, εφ’ όσον διαπιστώθηκε πως λειτουργεί σε πάρα πολύ 
ικανοποιητικό βαθμό.

2.5 Απομόνωση των μεταGαγμάτων

2.5.1 Στάδιο χαμηλού καθαρισμού
Η κυτταρική πάστα του προηγούμενου βήματος επαναδιαλύεται σε διάλυμα λύσης (αναλογία 10ml 
διαλύματος για κάθε γραμμάριο πάστας) (50 mM Tris/HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM Ιμιδαζόλιο 
και 15 mM β-μερκαπτοαιθανόλη). Μετά την επαναδιάλυση της κυτταρικής πάστας προστίθενται οι 
ακόλουθοι αναστολείς πρωτεασών: 1 mM PMSF (Phenylmethyl-sulpnohyl auoride), 150 μg/ml 
βενζαμιδίνη και 5 μg/ml λευπεπτίνη. Τα κύτταρα διαρρηγνύονται με υπερηχοβόληση (sonication, 
Soniprep 150) για 10 λεπτά συνολικά με διαJείματα ενός λεπτού, διατηρώντας τη θερμοκρασία καθ’ 
όλη τη διάρκεια το δυνατόν χαμηλότερη. Ακολουθεί υπερφυγοκέντρηση στις 13000 rpm στους 4°C για 
1 ώρα και 30 λεπτά.

2.5.2 Στάδιο υψηλού καθαρισμού
Χρωματογραφία στήλης συMενείας ακινητοποιημένου μετάGου

Η ακόλουθη διαδικασία λαμβάνει χώρα στους 4°C .Το υπερκείμενο από το προηγούμενο στάδιο, όπου 
και βρίσκεται η His-RopGP φορτώνεται σε εξισορροπημένη-με 20 όγκους διαλύματος (c.v.) λύσης- 
στήλη 10 ml Ni2+-nitrilotriacetic acid Fast Flow (Qiagen)  με ρυθμό 1,5 ml/min. Η έκπλυση της 
στήλης γίνεται μέσω αυξανόμενης συγκέντρωσης ιμιδαζολίου σε βήματα των 10 mM, 20 mM και 50 
mM (Πίνακας 2.2). 

Διάλυμα Όγκος διαλύματος Ρυθμιστικό διάλυμα [Ιμιδαζόλιο] Πρόσθετα
Λύσης-

εξισορρόπησης 20 c.v

50 mM Tris/HCl pH 
8.0, 300 mM NaCl

5 mM

15 mM β-
μερκαπτοαιθανόλη

Έκπλυση 1 20 c.v 10 Mm
Έκπλυση 2 10 c.v 20 mM
Έκπλυση 3 4 c.v 50 mM
Έκλουση 1 1 c.v 100 mM
Έκλουση 2 1 c.v 100 mM
Έκλουση 3 1 c.v 150 mM
Έκλουση 4 1 c.v 150 mM
Έκλουση 5 1 c.v 300 mM
Έκλουση 6 1 c.v 300 mM
Έκλουση Χ 1 c.v 300 mM
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Πίνακας 2.2. Χρωματογραφικό σχήμα καθαρισμού των μεταJαγμάτων της παρούσας εργασίας. Σε ορισμένες 
περιπτώσεις τα κλάσματα των εκλούσεων ήταν περισσότερα από 6, οπότε και σημειώνονται παραπάνω με Χ.  
Ακολουθεί η έκλουση της πρωτεΐνης από την στήλη με αυξημένη ποσότητα ιμιδαζολίου (Πίνακας 2.2). 
Τα κλάσματα της στήλης, όγκου 10 ml το καθένα, συJέγονται ξεχωριστά και αναλύονται με 
αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμίδης (SDS-PAGE-Εικόνα 3.2). 
Tα κλάσματα των εκλούσεων σε μερικές περιπτώσεις ήταν περισσότερα από 6, αJά ίδιας 
συγκέντρωσης ιμιδαζολίου. Η ποσότητα της πρωτεΐνης στα κλάσματα έκλουσης εκτιμάται με τη μέθοδο 
Bradford. Τα καθαρότερα κλάσματα συJέχθησαν και υποβλήθηκαν σε διαπίδυση έναντι 2 lt 
διαλύματος 25 mM Tris/HCl pH 8.0, 150 mM NaCl το οποίο αποτελεί το ρυθμιστικό διάλυμα της 
στήλης μοριακής διήθησης όπου θα φορτωθούν έπειτα τα καθαρότερα κλάσματα για περαιτέρω 
καθαρισμό.

Όμως για την περίπτωση των His-Rop2aL και His-Rop2L, σε νεότερο καθαρισμό που ακολούθησε 
των αρχικών, το ρυθμιστικό διάλυμα μοριακής διήθησης περιείχε και 15 mM β-μερκαπτοαιθανόλη. 
Όπως θα συζητηθεί στην ενότητα των αποτελεσμάτων αυτό είχε σημαντικές επιπτώσεις στη 
συμπεριφορά των δύο αυτών μεταJαγμάτων. 

Στήλη Μοριακής Διήθησης

Ως δεύτερο στάδιο καθαρισμού χρησιμοποιήθηκε στήλη μοριακής διήθησης.  Για το μέγεθος των 
πρωτεϊνών που μελετήθηκαν χρησιμοποιήθηκε το χρωματογραφικό υλικό Sephacryl S-100 
(Amersham) το οποίο έχει διαχωριστικό εύρος 1 - 100 kD. To υλικό πακεταρίστηκε σε στήλη XK 
16/100 (Pharmacia) με την βοήθεια του συστήματος ÄKTA puriYer (Amersham Biosciences) 
σύμφωνα με τα πρωτόκοJα της κατασκευάστριας εταιρείας. Κάνοντας χρήση διάταξης προσαρμογής 
(adaptor) στο ένα άκρο της στήλης ο συνολικός όγκος στρώματος ήταν 319 cm3. H στήλη ελέγχθηκε 
με δείγμα ακετόνης και ο νεκρός της όγκος προσδιορίστηκε με δείγμα Μπλε Δεξτράνης (GE 
Healthcare). Ακολούθως η στήλη βαθμονομήθηκε με τη βοήθεια των πρωτεϊνών αναφοράς: 
Ριβονουκλεάσης Α (MW = 13.7 kD, Rh = 16.4 Å), Χυμοθρυψινογόνου Α (25 kD, 20.9 Å), 
Οβαλβουμίνης (43 kD, 30.5 Å) και Αλβουμίνης του ορού των βοοειδών (BSA, Bovine Serum 
Albumin, 67 kD, 35.5 Å) [GE Healthcare]. Η σ χέση μεταξύ του όγκου έκλουσης και του 
φαινομενικού μοριακού βάρους προσδιορίστηκε έμμεσα μέσω του συντελεστή Kav = (Ve-Vo)/(Vt-Vo) 
όπου Ve είναι ο όγκος έκλουσης, Vo ο νεκρός όγκος και Vt ο συνολικός όγκος της στήλης. 

Αρχικά η στήλη εξισορροποιήθηκε ολονύχτια με ρυθμιστικό διάλυμα μοριακής διήθησης 25 mM Tris/
HCl pH 8.0 και 150 mM NaCl (σε νεότερους καθαρισμούς όπως σημειώθηκε και προηγουμένως 
πρ ο σ τέθηκε και 15 mM β-μερκαπτοαιθανόλη). Τα καθαρ ότερα κ λάσ ματα του πρ ώτου 
χρωματογραφικού σταδίου που υποβλήθηκαν σε διαπίδυση με το παραπάνω ρυθμιστικό διάλυμα, 
συγκεντρώθηκαν σε τελικό όγκο ~3 ml χρησιμοποιώντας Amicon Ultra-15 (5k cut-oL). Το τελικό 
δείγμα φυγοκεντρήθηκε  για την απομάκρυνση πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων και το υπερκείμενο 
φορτώθηκε σ τη σ τήλη. Η ανάλυσ η μέσω μοριακής διήθησ ης των υπό μελέτη πρωτεϊνών 
πραγματοποιήθηκε στους 20°C. Η ροή ήταν 1.5 ml/min και η απορρόφηση του εκλούσματος 
καταγραφόταν για δύο μήκη κύματος στα 280 και 255 nm με τη χρήση του λογισμικού UNICORN 
3.0 (Amersham). Τα δείγματα φορτωνόντουσαν στη στήλη με λούπα των 2 ml. Τα κλάσματα όπου 
βρίσκονταν το κάθε μετάJαγμα, καθώς επίσης και η καθαρότητα του καθενός, ελέγχονταν με 15% 
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SDS-PAGE. Τα καθαρότερα κλάσματα που παρουσίασαν και την υψηλότερη συγκέντρωση του Rop 
μεταJάγματος, υποβλήθηκαν σε διαπίδυση έναντι 2lt ρυθμιστικού διαλύματος διατήρησης το οποίο 
αποτελούνταν από 20 mM Tris/HCl pH 8.0 και 20 mM NaCl και συγκεντρώθηκαν με τη χρήση 
Amicon Ultra-15 (5k cut-oL) ή Centriprep YM-10 σε τελική συγκέντρωση ~15 mg/ml. 

2.6 Κυκλικός διχρωισμός

Το επίπεδα πολωμένο φως μπορεί να αναλυθεί σε δύο κυκλικά πολωμένα κύματα25, σε ένα δεξιόστροφο 
και σε ένα αριστερόστροφο ίδιας φάσης, μήκους κύματος και πλάτους ταλάντωσης. Κατά την διέλευση 
επίπεδα πολωμένου φωτός από μέσο που έχει την ιδιότητα να απορροφά διαφορετικά το αριστερά 
κυκλικά πολωμένο φως από το δεξιά κυκλικά πολωμένο φως, παράγεται ένα κύμα που αντί να 
ταλαντώνεται σε ένα επίπεδο περιστρέφεται εJειψοειδώς και ονομάζεται εJειπτικά πολωμένο φως (31). 
To φαινόμενο δημιουργείται από την ασύμμετρη μοριακή δομή της ύλης. 
Οι πρωτεΐνες είναι ασύμμετρα μόρια καθώς αποτελούνται από L-αμινοξέα ενώ οι δευτεροταγείς δομές 
που σχηματίζουν είναι επίσης ασύμμετρες και κατά συνέπεια οπτικά ενεργές. Τα φάσματα κυκλικού 
διχρωισμού στις πρωτεΐνες διαχωρίζονται σε τρία εύρη μηκών κύματος: i) Στην περιοχή του άπω – 
υπεριώδους (κάτω των 250 nm) όπου κυριαρχεί η συνεισφορά των πεπτιδικών δεσμών, ii) στην περιοχή 
του εVύς- υπεριώδους (250 – 300 nm) όπου συμβάJουν κυρίως οι πλευρικές αρωματικές ομάδες και 
iii) η ορατή περιοχή (300 – 700 nm) όπου συνεισφέρουν τα χρωμοφόρα που δυνητικά φέρουν μερικές 
πρωτεΐνες.
Στην περιοχή του πεπτιδικού δεσμού το σήμα του κυκλικού διχρωισμού είναι σε θέση να δώσει 
πληροφορία για το είδος της δευτεροταγούς δομής της πρωτεΐνης. Οι α-έλικες και τα β-φύJα 
χαρακτηρίζονται από ένα χαρακτηριστικό ζεύγος τιμών των δίεδρων γωνιών τους που επαναλαμβάνεται 
κατά μήκος της πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Στην περίπτωση των α-ελίκων, καθότι η Rop αποτελείται εξ’ 
ολοκλήρου από α-έλικα, εμφανίζονται αρνητικές κορυφές στα 222 και 208 nm ενώ εμφανίζεται μία 
θετική κορυφή στα 192 nm. 

Τα φάσματα κυκλικού διχρωισμού συJέχθησαν σε φασματοπολαρίμετρο J815 ( Jasco Corp.) του 
Τμήματος. Βιολογίας, Πανεπιστημίου Κρήτης. Το φασματοπολαρίμετρο  ήταν συνδεδεμένο με όργανο 
Peltier (PTC-423S/L), για τον έλεγχο της θερμοκρασίας. Τα δείγματα των μεταJαγμάτων της Rop 
που χρησιμοποιήθηκαν για τις μετρήσεις ήταν χαμηλής συγκέντρωσης της τάξης των 0.2 – 0.5 mg/ml 
και  προέκυψαν με αραίωση με διάλυμα 20 mM Tris/HCl pH 7.5, 20mM NaCl για τις μετρήσεις της 
θερμοεπαγώμενης αποδιάταξης και με αραίωση με διάλυμα φωσφορικών pH 7.5 για της μετρήσεις στο 
άπω υπεριώδες. Για όλες τις μετρήσεις χρησιμοποιήθηκε κυψελίδα πάχους 1 mm για την καταγραφή του 
φάσματος κυκλικού διχρωισμού. Η θερμοεπαγόμενη αποδιάταξη της εκάστοτε πρωτεΐνης μελετήθηκε 
καταγράφοντας το σήμα του κυκλικού διχρωισμού στα 222 nm (όπου ανιχνεύεται η απώλεια α-έλικας), 
στο εύρος θερμοκρασιών 10 – 95°C με ρυθμό μεταβολής της θερμοκρασίας 80°C/h και απόκριση κάθε 
2 sec. Η ανάλυση των δεδομένων για την κάθε περίπτωση έλαβε χώρα χρησιμοποιώντας το 
υπολογιστικό πρόγραμμα Spectra Analysis της Jasco.

2.7 Πειράματα σάρωσης συνθηκών κρυστάGωσης

Οι μέθοδοι κρυστάJωσης που έχουν αναπτυχθεί είναι ποικίλες και αποσκοπούν στο να φέρουν το 
διάλυμα σε κατάσταση υπερκορεσμού. Μερικές αυτών είναι και αυτές των: α) ολικής ανάμιξης (batch): 
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όπου το βιομόριο διαλύεται σε συγκεκριμένο διάλυμα, β) εξάτμισης (evaporation), όπου το διάλυμα 
συμπυκνώνεται μέσω εξάτμισης, γ) διαπίδυσης (dialysis), όπου το διάλυμα της πρωτεΐνης τοποθετείται 
σε ημιπερατή μεμβράνη και μέσω διαπίδυσης υποβάJεται σε μεταβολή της συγκέντρωσης διαφόρων 
παραγόντων και δ) η διάχυση ατμών (vapor diLusion) η οποία αποτέλεσε την κύρια μέθοδο με την 
οποία ερευνήθηκαν διαφορετικές συνθήκες για την κρυστάJωση των βιομορίων της παρούσης εργασίας.

Η μέθοδος της διάχυσης ατμών περιλαμβάνει ένα κλειστό σύστημα δύο υδατικών διαλυμάτων με 
διαφορετικές συγκεντρώσεις των συστατικών τους. Τα διαλύματα αυτά εξισορροπούνται μέσω της 
τάσης των ατμών του νερού και των τυχόν πτητικών ουσιών που περιέχουν. Οι πειραματικές διατάξεις 
που χρησιμοποιούνται συχνά είναι αυτές της κρεμαστής σταγόνας, της καθιστής σταγόνας και της 
εκατέρωθεν περιοριζόμενης σταγόνας 
(σταγόνα σάντουιτς) (Εικόνα 2.2).
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Η μέθοδος της κραμαστής σταγόνας 
είναι η μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε 
για την αρχική σάρωση σ υνθηκών 
κρυστάJωσης για τα μεταJάγματα 
His-RopGP και His-Rop2aL. Στην 
κρεμαστή σταγόνα το διάλυμα που 
περιέχει το βιομόριο συγκρατείται με 
δυνάμεις συνάφειας από το καπάκι του 
κλειστού συστήματος. Η σταγόνα 
που περιέχει το πρωτεϊνικό μόριο, 
αναμυγνείεται με ίσο όγκο διαλύματος 
δεξαμενής (συνήθως από 2 μl). Σε 
αυτό το διάλυμα περιέχονται και οι 
α π α ι τ ο ύ μ ε ν ο ι π α ρ ά γ ο ν τ ε ς 
κρυστάJωσης. Στο κάτω μέρος του συστήματος βρίσκεται το μεγαλύτερο, σε όγκο, διάλυμα της 
δεξαμενής, που περιέχει τους παράγοντες κρυστάJωσης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις, αJά όχι το 
προς κρυστάJωση βιομόριο. Αποτέλεσμα της εξισορρόπησης της τάσης ατμών είναι η μείωση του 
όγκου της σταγόνας έτσι ώστε η πρωτεΐνη να φτάσει βαθμιαία στον υπερκορεσμό, όπου και θα οδηγήσει 
σε σχηματισμό κρυστάJων.

Για την εύρεση κάποιων πρώτων συνθηκών που θα οδηγούσαν σε κρυστάJωση των μεταJαγμάτων, 
χρησιμοποιήθηκαν έτοιμα διαλύματα διαφόρων συνθηκών που διατίθενται έτοιμα στο εμπόριο από 
εταιρείες του χώρου. Συγκεκριμένα τα Crystal Screen I και II της Hampton Research καθώς και τα 
αντίστοιχα τους Structure Screen I και II από την Molecular Dimensions χρησιμοποιήθηκαν για να 
καλύψουν 100 συνθήκες. Επίσης χρησιμοποιήθηκαν τα Bulk Screen της Jena Biosciences  που σε 
ορισμένες περιπτώσεις έδωσαν πολύ θετικά αποτελέσματα. Εν συνεχεία, βάση των πρώτων θετικών 
συνθηκών, εξετάστηκαν αναλυτικότερα οι συνθήκες αυτές μεταβάJοντας σε πολύ μικρά βήματα, είτε 
την ιονική ισχύ, είτε το pH, είτε τον κατακρημνιστή. Η συγκέντρωση του όποιου μεταJάγματος 
χρησιμοποιούταν κάθε φορά ήταν ~10 mg/ml. H θερμοκρασία που επιλέχθηκε για την ανάπτυξη των 
κρυστάJων ήταν 16°C.
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Εικόνα 2.2: Σχηματική αναπάραστη της μεθόδου της 
κρεμαστής σταγόνας. (Η εικόνα είναι δανεισμένη από τα 
φυJάδια της Rop). 



Τα πειράματα κρυστάJωσης κρεμαστής σταγόνας λαβαίνουν χώρα σε πλαστικά πιάτα Limbro τα 
οποία καλύπτονται με κατάJηλα σ ιλικοναρισ μένες καλυπτρίδες. Τα αποτελέσ ματα των 
κρυσταJώσεων εξετάζονταν στις 3 ημέρες, 1 βδομάδες, 2 βδομάδες, αν και μερικά θετικά αποτελέσμα 
όπως θα αναφερθεί μετά, προέκυψαν μετά από πάροδο ενός μήνα. 
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Κεφάλαιο 3- Αποτελέσματα
 Η ορθότητα της μεταJαξιγένεσης, κατά την δημιουργία των μεταJαγμάτων His-RopGP και 
His-Rop2aL, όπως αναφέρθηκε και στην ενότητα «Υλικά και Μέθοδοι» ελέχθηκε  και επικυρώθηκε 
μέσω αJηλούχισης των πλασμιδίων pET26b(+)-ropGP και pET26b(+)-rop2aL. 

 Η κατασκευή pF1K T7-ropGP, εισαγμένη τόσο σε κύτταρα BL21(DE3), όσο και σε JM109, 
παρά το εύρος των δυνατών συνθηκών που δοκιμάστηκαν, δεν οδήγησε σε υπερέκφραση της RopGP (η 
οποία δοκιμάστηκε αρχικά). Αντιθέτως, όταν τα μεταJάγματα υποκλωνοποιήθηκαν στον πλασμιδιακό 
φορέα pET26b(+) και μετασχημάτισαν κύτταρα  BL21(DE3), τα αποτελέσματα ήταν διαφορετικά. 
Πρώτη η His-RopGP υπερεκφράστηκε σε πολύ ικανοποιητικό βαθμό διατηρώντας την διαλυτότητα 
της (Εικόνα 3.1) 

Ο ι σ υ ν θ ή κ ε ς υ π ερ έ κ φ ρ α σ η ς π ο υ 
χ ρ η σ ι μ ο π ο ι ή θ η κ α ν κ α ι γ ι α τ ι ς 
περιπτώσεις των μεταJαγμάτων His-
Rop2aL, His-Ro2L και His-RopΑ31P 
ήταν ίδιες (Κεφάλαιο 2: Υ λικά και 
Μέθοδοι) με τα ίδια ικανοποιητικά 
ε π ί π ε δ α υ π ε ρ έ κ φ ρ α σ η ς κ α ι 
διαλυτότητας.  

Κατά τη χρωματογραφία σε στήλη Ni-
N T A S u p e r a o w σ ε ό λ α τ α 
μεταJάγματα της Rop, προέκυψαν 
κ λ ά σ μ α τ α σ τ α ο π ο ί α τ ο κ ά θ ε 
μετάJαγμα εκλούσθηκε σε πολύ υψηλό 
βαθμό καθαρότητας (Εικόνα 3.2). Τα 
κ λάσ ματα αυτά, με τ η μέθοδο που 
α ναπ τ ύ χ θ ηκ ε σ τ η ν πρ ο η γ ο ύ μ ε ν η 
ε ν ό τ η τα , υ π έ σ τ η σ α ν π ε ρ α ι τ έ ρ ω 
κ α θ α ρ ι σ μ ό μ ε τ η χ ρ ή σ η 
χρωματογραφίας μοριακής διήθησης. 

Τα κλάσματα της στήλης όπου βάση 
απορρόφησ ης φανερώνουν ύπαρξη 
πρωτεϊνικών μορίων αναλύονται με 
αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση SDS-
PAG E ( E ικ ό ν α 3 . 2 ) . Εκ ε ί ν α π ο υ 
περιέχουν το εκάστοτε μετάJαγμα σε 
καθαρότητα >95% σ υJέγονται και 
σ υ γκεντρ ώνονται ανεξάρτ ητα και 
τ ε λ ι κ ά υ π ό κ ε ι ν τα ι δ ια π ί δ υ σ η σ ε 
ρυθμιστικό διάλυμα συντήρησης και θα 
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30.0

20.1
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Εικόνα 3.1. SDS-PAGE των κλασμάτων της His-RopGP πριν 
(U) και μετά (Ι) την επαγαγωγή της υπερέκφρασης με προσθήκη 
IPTG στην καJιέργεια. Η His-RopGP φέρουσα ακροφύσιο 
ιστιδινών τρέχει λίγο χαμηλότερα από τη ζώνη των 14.4 kDa του 
μάρτυρα, όπου και αναμενόταν βάση του θεωρητικού μοριακού 
βάρους που υπολογίστηκε. Επίσης κυτταρική πάστα μετά την 
επαγωγή υπερηχοβολήθηκε για την εξέταση της διαλυτότας της 
πρωτεΐνης. SM: Διαλυτό κλάσμα σταδίου χαμηλού καθαρισμού 
που εισήχθει στη στήλη Ni-NTA Superaow (Qiagen).  IM: Μη 
διαλυτό κλάσμα που κατά το στάδιο χαμηλού καθαρισμού. 
Συγκρίνοντας τις στήλες SM και IM, παρατηρείται πως η His-
RopGP κάτω από τις σ υνθήκες που χρησ ιμoποιήθηκαν 
παραμένει σε διαλυτή μορφή. M: Δείκτης χαμηλών μοριακών 
βαρών (LMW, GE Healthcare - Amersham Biosciences).

SMM



χρησιμοποιηθούν για πειράματα κρυστάJωσης και κυκλικού διχρωισμού. Γεγονός είναι πως όλα τα 
μεταJάγματα κατάφεραν να απομονωθούν σε πολύ υψηλή καθαρότητα και ποσότητα. 

His-RopGP

His-Rop2aL

His-Rop2L

Εικόνα 3.2. SDS-PAGE των κλασμάτων της στήλης νικελίου για τα διάφορα μεταJάγμα της Rop. Οι 
His-RopGP, His-Rop2aL και His-Rop2L φέρουσες ακροφύσιο ιστιδινών τρέχουν λίγο χαμηλότερα 
από τη ζώνη των 14.4 kDa του μάρτυρα. Υπενθυμίζεται πως η wtRop έχει μοριακό βάρος 14 kDa, πολύ 
παραπλήσιο με το θεωρητικό μοριακό βάρος που υπολογίστηκε και για τα μεταJάγματα. U: δείγμα 
κυττάρων πριν την επαγωγή της υπερέκφρασης με IPTG. I: δείγμα κυττάρων μετά την επαγωγή. SM: 
Διαλυτό κλάσμα σταδίου χαμηλού καθαρισμού που εισήχθει στη στήλη Ni-NTA Superaow (Qiagen).  
IM: Μη διαλυτό κλάσμα που κατά το στάδιο χαμηλού καθαρισμού. FT: To κλάσμα που προέκυψε μετά 
από το πέρασμα του διαλυτού κλάσματος από τη στήλη Ni-NTA. W: Κλάσματα εκπλύσεων. E: 
Κλάσματα εκλούσεων. M: Δείκτης χαμηλών μοριακών βαρών (LMW, GE Healthcare - Amersham 
Biosciences).
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His-Rop2aL

His-RopGP His-Rop2L

Εικόνα 3.2. SDS-PAGE των κλασμάτων της στήλης 
μοριακής διήθησης για τα διάφορα μεταJάγμα της 
Rop. Οι His-RopGP, His-Rop2aL και His-Rop2L 
εκλούονται σε κλάσματα των 10 ml. Ορισμένα από 
α υ τά π ερ ι έ χ ο υ ν τ η ν επ ι θ υ μητ ή πρ ω τ ε ΐ ν η σ ε 
καθαρότητα >90%. E: Κλάσματα εκλούσεων. LM: 
Δείγμα που φορτώθηκε σ την κολώνα μοριακής 
διήθησης. M: Δείκτης χαμηλών μοριακών βαρών 
(LMW, GE Healthcare - Amersham Biosciences).

M M

M

EE

ELM E EE E EE

E E E E E E E E E E E E EE

Συγκεκριμένα, στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.1) φαίνονται οι τελικές ποσότητες και οι αντίστοιχες 
συγκεντρώσεις για κάθε ένα από τα μεταJάγματα. 
Πρωτεϊνικό Μετάλλαγµα Συγκέντρωση (mg/ml) Συνολικός Όγκος (ml) Συνολική Ποσότητα (mg/ml)

His-RopGP 18 8 144
His-Rop2aL 15 10 150
His-Rop2L 12 9,5 114
His-RopA31P 10 8 80

 Σε αυτό που αξίζει να επικεντρώσουμε ιδιαίτερα την προσοχή μας είναι τα γραφήματα που 
προέκυψαν από το πέρασμα των μεταJαγμάτων από την στήλη μοριακής διήθησης. Όλα τα γραφήματα 
ενοποιήθηκαν σε ένα το οποίο παραβάλεται πιο κάτω (Γράφημα 3.1).

 Από τους όγκους έκλουσης των μεταJαγμάτων, βάση του συντελεστή Kav, υπολογίστηκαν τα 
φαινομενικά μοριακά τους βάρη. Έτσι, οι His-wtRop, His-RopGP και His-RopA31P εκλούονται σε 
παραπλήσιο όγκο που αντιστοιχεί σε διμερή μορφή του μορίου. Αντιθέτως, τα μεταJάγματα His-
Rop2aL και His-Rop2L εκλούονται σε όγκους  που αντιστοιχούν σε πληθυσμούς υψηλότερου μοριακού 
βάρους. Η πιο ενδιαφέρουσα παρατήρηση που διεξήχθε και για τις δύο περιπτώσεις παραπάνω 
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Πινάκας 3.1. Τελικές σ υγκεντρώσεις και σ υνολική ποσότητα των διαφόρων μεταJαγμάτων που 
απομονώθηκαν. 



μεταJαγμάτων, είναι πως οι πληθυσμοί που προκύπτουν είναι διαφορετικού φαινομενικού βάρους 
αναλόγως της ύπαρξης ή όχι β-μερκαπτοαιθανόλης στο ρυθμιστικό διάλημα μοριακής διήθησης. 

Γράφημα 3.1α και 3.1β. Στο παραπάνω γράφημα παρουσιάζονται οι όγκοι έκλουσης των διαφόρων 
μεταJαγμάτων. Ορισμένα μεταJάγματα εκλούονται στον ίδιο όγκο όπως η διμερής His-wtRop, άJα 
όμως φαίνεται να σχηματίζουν δομές μεγαλύτερου μοριακού βάρους. 

 Το μετάJαγμα His-Rop2aL με την ύπαρξη β-μερκαπτοαιθανόλης εκλούεται σε 2 πληθυσμούς 
(161 και 188) που αντιστοιχούν σε τετραμερή και διμερή μορφή αντίστοιχα, ενώ η απουσία β-
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μερκαπτοαιθανόλης από το δεύτερο χρωματογραφικό στάδιο οδηγεί στην παρατήρηση μόνο ενός 
πληθυσμού που εκλούεται στα 145 ml, και αντιστοιχεί σε φαινομενικό μοριακό βάρος τετραμερούς.  
Από την άJη πλευρά, το μετάJαγμα His-Rop2L με την ύπαρξη β-μερκαπτοαιθανόλης εκλούεται σε 2 
πληθυσμούς (188 και 158) που αντιστοιχούν σε εξαμερή και διμερή μορφή αντίστοιχα. ενώ η απουσία 
β-μερκαπτοαιθανόλης οδηγεί και πάλι στην παρατήρηση δύο πληθυσμών που εκλούονται στα 172 και 
149 ml, και αντιστοιχούν σε φαινομενικό μοριακό βάρος τετραμερούς και διμερούς αντίστοιχα. 

 Επιπλέον, οι πληθυσμοί των μεταJαγμάτων His-Rop2aL και His-Rop2L, εμφανίζουν 
διαφορετική συμπεριφορά τόσο στις συνθήκες κρυστάJωσής τους όσο και στα φάσματα που 
λαμβάνονται από μελέτες κυκλικού διχρωισμού. 

Οι μελέτες κυκλικού διχρωισμού περιελάμβαναν τόσο θερμική αποδιάταξη των μεταJαγμάτων, ώστε να 

βρεθεί το σημείο τήξης τους (Τm), όσο και καταγραφή των φασμάτων στο άπω υπεριώδες, ώστε να γίνει 
παρακολούθηση της πορείας αναδίπλωσης της πρωτεΐνης. 

 Αρχικά, το φάσμα της His-wtRop καταγράφθηκε στα 222nm (στο συγκεκριμένο μήκος 
κύμματος όπως αναφέρθηκε και προηγούμενα απορροφά μόνο ο κύριος κορμός των α-ελίκων), ως μία 
σιγμοειδής καμπύλη.  Η φύση της καμπύλης αυτής εμπεριέχει πληροφορία για την πορεία της 
αποδιάταξης του μορίου. Η σιγμοειδής καμπύλη υποδηλώνει μετάβαση από την αναδιπλωμένη στην 
αποδιατεταγμένη μορφή του μορίου χωρίς ενδιάμεσες καταστάσεις. Τα φάσματα των His-RopGP 
καθώς και των μεγαλομοριακών πληθυσμών των μεταJαγμάτων His-Rop2aL και His-Rop2L που 
εξετάστηκαν, εμφανίζουν την ιδίας μορφής σιγμοειδή καμπύλη όπως και η αγρίου τύπου Rop. 
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62°C

49°C

69°C

65°C

71°C

Θερμοεπαγώμενη αποδιάταξη των Rop μεταGαγμάτων

Γράφημα 3.2.  Οι θερμοκρασίες τήξης για τα μεταJάγματα της Rop που εξετάστηκαν. Με μια γενική πρώτη 
παρατήρηση φαίνεται πως οι πληθυσμοί υψηλότερου μοριακού βάρους παρουσιάζουν μεγαλύτερη 
θερμοκρασία τήξης.



Αντιθέτως, η His-RopA31P εμφανίζει μία μονοτονοειδή καμπύλη κατά την καταγραφή του φασματός 
της στα 222nm, χωρίς κάποια παρατηρήσιμη διακριτή μετάβαση μεταξύ των δύο καταστάσεων, 
δεδομένο το οποίο δεν οδηγεί στην εξαγωγή στερεών αποτελεσμάτων για τη θερμοκρασία τήξης του 
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His-wtRop

His-RopGP



μεταJάγματος αυτού. Η θερμοκρασία τήξης για την περίπτωση του κάθε μεταJάγματος προκύπτει 
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His-Rop2L (τετραμερής)

His-Rop2aL (τετραμερής)



από την πρώτη παράγωγο της σιγμοειδής καμπύλης τους. Το ολικό μέγιστο της προκύπτουσας 
συνάρτησης, αποτελεί και το σημείο τήξης (Tm). Στο παρακάτω γράφημα (Γράφημα 3.2) σημειώνονται 
οι θερμοκρασίες τήξης των μεταJαγμάτων που εξετάστηκαν. Παρακάτω φαίνονται οι θερμοκρασίες 
τήξης για τα διάφορα μεταJάγματα που μελετήθηκαν μέσω θερμοεπαγώμενης αποδιάταξης (Γράφημα 
3.2). 
 Η His-wtRop εμφανίζει μια θερμοκρασία τήξης ίση με 62 °C με πολύ μικρή απόκλιση. Αυτό 
συμφωνεί με προηγούμενες έρευνες πάνω στη θερμοσταθερότητα του μορίου (61,61). Με τη σειρά της η 
His-RopGP παρουσιάζει Τm=49 °C, σαφώς χαμηλότερη από αυτή της αγρίου τύπου πρωτεΐνης, κάτι 
που φανερώνει ένα λιγότερο θερμοσταθερό μόριο. Απεναντίας, οι θερμοκρασίες τήξης για τους 
πληθυσμούς των His-Rop2aL και His-Rop2L που εξετάστηκαν ήταν κατά κανόνα υψηλότερες, 
αντικατοπτρίζοντας έτσι την αυξημένη υψηλότερη θερμοσταθερότητα των μορίων αυτών. 

 Όπως ήδη αναφέρθηκε στο κεφάλαιο “Υλικά και Μέθοδοι”, μετρήθηκαν και τα φάσματα των 
μεταJαγμάτων στο άπω-υπεριώδες με σκοπό την παρακολούθηση της απώλειας της δευτεροταγούς 
δομής των μορίων σε πραγματικό χρόνο και εύρεση πιθανών ενδιαμέσων.  Παρακάτω παρατίθενται τα 
φάσματα στο άπω-υπεριώδες για τα μεταJάγματα που μελετήθηκαν (Γραφήματα 3.3-3.7). 

Να ξαναθυμήσουμε στο σημείο αυτό πως το αποτύπωμα της α-έλικας (λόγω της “απορρόφησης” των 
πεπτιδικών δεσμών) στο φάσμα του άπω-υπεριώδους είναι απολύτως συγκεκριμένο: Δυο αρνητικές 
κορυφές στα 222nm και 208nm και έντονη θετική κορυφή στα 190nm. Η ύπαρξη των στοιχείων, 
λόγω ύπαρξης ισ χυρού σήματος, λόγω της ύπαρξης α-έλικας. Απώλεια δε σήματος υποδηλώνει 
ελάττωση και ανυπαρξία της δευτεροταγούς αυτής δομής. 
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Στα φάσματα που προκύπτουν πρέπει να επικεντρώσουμε την προσοχή μας σε 3 σημεία. Πρώτο σημείο 
είναι να δούμε, μεταξύ ποιων συνεχόμενων θερμοκρασιών χάνεται το σήμα, το οποίο δηλώνει απουσία 
δευτεροταγούς δομής από τη διαμόρφωση του μορίου, και εάν αυτές οι 2 θερμοκρασίες βρίσκονται 
εκατέρωθεν του Τm του συγκεκριμένου μορίου, οπότε και θα επαληθεύουν την τιμή αυτή. Δεύτερο 
σημείο αποτελεί ο τρόπος με τον οποίο καταγράφεται η μετάβαση από τη μία κατάσταση στην άJη 
(αναδιπλωμένη-αποδιατεταγμένη μορφή της πρωτεΐνης). Η μετάβαση αυτή για το εύρος και το βήμα 
των θερμοκρασιών που μετρήθηκαν είναι διακριτή ή αντιθέτως δε φαίνεται να καταγράφεται μία καθαρή 
μετάβαση από τη μία κατάσταση στην άJη; Το τελευταίο και πολύ ενδιαφέρον σημείο είναι να δούμε αν 
τα φάσματα των διαφορετικών θερμοκρασιών περνούν από κάποιο κοινό σημείο κατά τη διαδιασία της 
μέτρησης του φάσματος στο άπω-υπεριώδες.  το οποίο θα υποδηλώνει και ένα κοινό στάδιο στην όλη 
πορεία. 
 Παρατηρούμε λοιπόν πως, στην περίπτωση της His-wtRop υπάρχει μία διακριτή μετάβαση 
από την θερμοκρασία των 55 °C όπου ανιχνεύεται ακόμη α-έλικα στην θερμοκρασία των 65 °C, όπου 
δεν παρατηρούνται πλέον οι χαρακτηριστικές κορυφές. Η παρατήρηση αυτή βρίσκεται σε συμφωνία με 
τα πειράματα θερμικής αποδιάταξης όπου έδειχναν για την περίπτωση της His-wtRop μία θερμοκρασία 
τήξης ίση με 62 °C, σχεδόν στη μέση του εύρους σάρωσης μεταξύ των θερμοκρασιών 55 και 65 °C που 
παρατηρείται η μετάβαση. Επίσης είναι άμεσα παρατηρήσιμο πως όλα τα φάσματα διέρχονται από ένα 
κοινό σημείο το οποίο βρίσκεται περίπου στα 203nm, το οποίο ονομάζεται ισοδιχρωικό και είναι 
χαρακτηριστικό των ελικοειδών δεματίων. 

 Σχεδόν οι ίδιες παρατηρήσεις διεξάγονται και για την περίπτωση της His-RopGP, με το 
αποτύπωμα της α-έλικας να εμφανίζεται στο φάσμα των 45 °C και να απουσιάζει παντελώς από το 
φάσμα 55 °C. Για ακόμη μία φορά, η θερμοκρασία τήξης για το μετάJαγμα αυτό (Tm=49 °C) 
βρίσκεται εν τω μέσω δύο θερμοκρασιών όπου η πρωτεΐνη έχει υιοθετημένες διαφορετικές διαμορφώσεις, 
και η μετάβαση είναι διακριτή. Το κοινό σημείο στα 205nm στο οποίο συγκλίνουν όλα τα φάσματα 
υφίσταται και στη συγκεκριμένη περίπτωση. 

 Κάτι διαφορετικό δεν παρατηρείται ούτε στην περίπτωση της His-Rop2L (τετραμερική 
μορφή). Η θερμοκρασία τήξης του μεταJάγματος που υπολογίστηκε μέσω θερμοεπαγώμενης 
αποδιάταξης στα 222nm (Τm=71°C ) επιβεβαιώνεται από τα φάσματα των 65 και 75°C όπου 
κατέγραψαν αναδιπλωμένη και μετουσιωμένη μορφή αντίστοιχα του μεταJάγματος. 

Μία πολύ διαφορά που εντοπίζεται έως τώρα στα  γραφήματα 3.3 έως 3.5 που συζητήθηκαν, και μπορεί 
να εμπεριέχει σημαντική πληροφορία, έγκειται στην εξής παρατήρηση: Αν εστιάσουμε την προσοχή μας 
για την κάθε περίπτωση, στα φάσματα εκατέρωθεν του σημείου τήξης, θα παρατηρήσουμε πως για την 
περίπτωση των His-wtRop και His-RopGP τα φάσματα των 55 και 45 °C αντίστοιχα, τα οποία είναι 
και τα τελευταία που καταγράφουν ύπαρξη δευτεροταγούς δομής, είναι πιο “αποκομμένα” από το σύνολο 
των υπολοίπων φασμάτων χαμηλότερης θερμοκρασίας. Aυτό σημαίνει εξασθένιση του σήματος που 
μετριέται. Αντιθέτως, το φάσμα των 65 °C για την περίπτωση της Ηis-Rop2L, το οποίο είναι και το 
τελευταίο που εμφανίζει τις χαρακτηριστικές κορυφές ύπαρξης α-έλικας, έχει σήμα πολύ κοντινής 
εντάσεως με τα προηγούμενα φάσματα χαμηλότερων θερμοκρασιών. Αυτό μπορεί να αντικατοπτρίζει, 
για τις περιπτώσεις των His-wtRop και His-RopGP, μια ομαλότερη πορεία αποδιάταξης με χαμηλότερη 
κινητική, ενώ αντιστρόφως μία γρηγορότερη και περισσότερο απότομη αποδιάταξη (πιθανότατα λόγω 
συνεργητικών δυνάμεων) του His-Rop2L πληθυσμού που εξετάστηκε. 
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 Τα φάσματα των His-Rop2aL και His-RopA31P δε φέρουν ομοιότητες με τα προηγούμενα. 
Έχει αναφερθεί πως η His-RopA31P, αποτελεί ένα μόριο το οποίο βρέθηκε από προηγούμενες  έρευνες 
πως βρίσκεται σε μια διαμόρφωση “εύπλαστης σφαίρας”. Η θερμική αποδιάταξη του μορίου όπως είδαμε 
γύρισε μια μονοτονοειδή γραφική παράσταση χωρίς κάποια διακριτή μεταβολή, κάτι το οποίο 
επαληθεύεται και από τις μετρήσεις στο άπω-υπεριώδες. Δεν υφίσταται το μόριο κάποια εμφανή 
μετάβαση η οποία θα προκαλέσει και αισθητή αJαγή στο σήμα που λαμβάνεται. Παρόλα αυτά 
φαίνεται πως η His-RopA31P παρουσιάζει κάποια δευτεροταγή δομή μέχρι τη θερμοκρασία των 35 °C, 
ενώ στις πολύ υψηλές (85-95 °C) φαίνεται να την έχει χάσει τελείως. 
Ο συγκεκριμένος πληθυσμός της His-Rop2aL που εξετάστηκε δίνει πληροφορίες που δεν το ίδιο εύκολα 
να αναλυθούν. Η θερμοεπαγώμενη αποδιάταξη του μορίου φανερώνει μία θερμοκρασία τήξης κοντά 
σ τους 62 °C, κάτι το οποίο θα μπορούσε να επαληθευτεί με πάσα επιφύλαξη και από τη 
φασματομέτρηση στο άπω-υπεριώδες. Όμως ενώ το φάσμα των 55 °C φαίνεται όντως να περιέχει 
πληροφορία για την ύπαρξη α-έλικας, δε μπορεί να λεχθεί με βεβαιότητα αν η απουσία δευτεροταγής 
δομής συναντάται από των φάσμα των 60 ή 65 °C. Πάντως  και τα δύο θερμοκρασιακά “όρια” είναι 
αρκετά κοντά, ενισχύωντας έτσι τη θερμοκρασία τήξης που υπολογίστηκε αρχικά. Παρόλα αυτά, η 
μετάβαση του μορίου στην μετουσιωμένη μορφή δεν είναι ξεκάθαρη. Το φάσμα της θερμοεπαγώμενης 
αποδιάταξης της His-Rop2aL του συγκεκριμένου πληθυσμού, ήταν επίσης σιγμοειδής καμπύλη που 
δηλώνει δύο καταστάσεις. Οπότε αυτό που πιθανότατα να συμβαίνει είναι πως η κινητική της 
αντίδρασης γίνεται πολύ αργή και γίνεται πολύ ομαλά, σαν το μόριο να τη χάνει σταδιακά. 

 Μετά την απομόνωση ορισμένων μεταJαγμάτων και κατόπιν των παρατηρήσεων που 
προήλθαν από τη στήλη μοριακής διήθησης, τα μεταJάγματα αυτά ηλεκτροφορήθηκαν κάτω από μη 
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Εικόνα 3.3 . Native-PAGE διαφόρων Rop μεταJαγμάτων. 1: His-wtRop η οποία 
χρησιμοποιήθηκε ως ενδεικτικός μάρτυρας. 2: His-RopA31P. 3: His-RopPP. 4: His-RopGP. 
5: His-RopPG. 6: His-Rop2aL (2mer-). 7: His-Rop2aL(4mer). 8: His-Rop2L (4mer).  9: 
His-Rop2L (4mer). Παρατηρούμε πως τα μεταJάγματα που είχαν ως σ τόχο την 
αποκατάσταση του μοτίβου της επτάδας εμφανίζουν πληθυσμούς που τρέχουν ψηλότερα από τη 
διμερή His-wtRop. 



αποδιατακτικές συνθήκες. Οι πρωτεΐνες κάτω από μη αποδιατακτικές συνθήκες, τρέχουν βάση του 
υδροδυναμικού τους μεγέθους και του φορτίου. Ως μάρτυρας για να μια πρώτη σ ύ γκρισ η 
χρησιμοποιήθηκε η διμερής His-wtRop. Έτσι, στην περίπτωση των His-Rop2aL και His-Rop2L, εάν 
έχει επιτευχθεί η αποκατάσταση του μοτίνου της επτάδας, κάτι το οποίο ενισχύεται από τις παρατήσεις 
της στήλης μοριακής διήθησης, τότε θα πρέπει να περιμένουμε τους πληθυσμούς των μεταJαγμάτων 
αυτών να τρέχουν διαφορετικά από την His-wtRop. Τα αποτελέσματα φαίνονται αμέσως παραπάνω 
(Εικόνα 3.3). 

 Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.3, μια σειρά μεταJαγμάτων (His-RopA31P έως His-RopPG) 
τρέχουν σχεδόν στο ίδιο επίπεδο με την His-wtRop. Για δύο μεταJάγματα από αυτά, τη His-RopA31P 
και τη His-RopPG (29 και Αμπράζη-αδημιοσίευτα αποτελέσματα αντίστοιχα), λύθηκαν οι δομές τους 
μέσω κρυσταJογραφίας ακτίνων Χ, και βρέθηκε πως όταν ήταν επίσης διμερής. Η His-RopGP, τρέχει 
επίσης στο ίδιο ύψος και εκλούεται σε πολύ κοντινό όγκο με αυτό της His-wtRop και His-RopPG, 
οπότε θα μπορούσε να αποτελεί διμερές μόριο. Ωστώσο, τόσο στη στήλη μοριακής διήθησης όπως ήδη 
αναφέρθηκε, όσο και στην εVενή ηλεκτροφόρηση, φαίνεται πως οι πληθυσμοί των His-Rop2aL και 
His-Rop2L αποκλείνουν από τα δεδομένα των άJων μεταJαγμάτων. Να σημειωθεί πως οι πληθυσμοί 
αυτοί των 2 διαφορετικών μεταJαγών προκύπτουν με την ύπαρξη β-μερκαπτοαιθανόλης στο 
ρυθμιστικό διάλυμα της στήλης μοριακής διήθησης. Αναφέρθηκε παραπάνω, ότι στη στήλη μοριακής 
διήθησης με προσθήκη β-μερκαπτοαιθανόλης για την περίπτωση της His-Rop2aL προκύπτουν δύο 
πληθυσμοί, ένας που αντιστοιχεί σε διμερή μορφή του μορίου και ένας σε τετραμερή. Στην εVενή 
ηλεκτροφόρηση ο τετραμερής πληθυσμός εμφανίζει έναν πληθυσμό ο οποίος τρέχει υψηλότερα από τη 
His-wtRop, ενώ η διμερής μορφή εμφανίζει 2 πληθυσμούς, ο ένας εκ των οποίων τρέχει στο ίδιο επίπεδο 
με την διμερή His-wtRop, ενώ ο άJος στο ίδιο επίπεδο με την τετραμερή μορφή. 
Κάτι ανάλογο παρατηρείται για την περίπτωση της His-Rop2L όπου από τη στήλη μοριακής διήθησης 
παρουσία β-μερκαπτοαιθανόλης, εκλούεται σε 2 πληθυσμούς έναν τετραμερή και έναν εξαμερή (ΦεJάς, 
αδημοσίευτα αποτελέσματα). Στην εVενή ηλεκτροφήρηση ο τετραμερής πληθυσμός της His-Rop2L 
τρέχει υψηλότερα από το επίπεδο της His-wtRop και σχεδόν στο ίδιο επίπεδο με τον πληθυσμό της 
His-Rop2aL που αντιστοιχεί σε τετραμερή μορφή. Τέλος, ο εξαμερής πληθυσμός τρέχει σε 2 επίπεδα, 
ένα όμοιο με αυτό του πληθυσμού που αντιστοιχεί σε τετραμερή μορφή και έναν ακόμη υψηλότερα. 

 Αναφέρθηκε στο κεφάλαιο “Υλικά και Μέθοδοι” πως οι δοκιμασίες για τις κρυσταJώσεις για 
κάθε μετάJαγμα ξεκίνησαν χρησιμοποιώντας έτοιμες συνθήκες που πωλούνται στο εμπόριο από 
διάφορες εταιρείες. Οι συνθήκες αυτές καλύπτουν ένα μεγάλο εύρος δυνατών συνδυασμών άλατος, pH 
και ρυθμιστικού διαλύματος. Στις αρχικές προσπάθεις επίσης δοκιμάστηκαν και οι συνθήκες 
κρυστάJωσης της wtRop καθώς επίσης και οι συνθήκες άJων Rop μεταJαγμάτων που είχαν κατά 
καιρούς κρυσ τάJώσει . Οι σ υνθήκες των προηγούμενων κρυσ τάJωσ ης των προηγούμενων 
μεταJαγμάτων δεν έδωσαν κάποιο θετικό αποτέλεσμα. Όμως, χρησιμοποιώντας τα έτοιμα διαλύματα 
του εμπορίου,  προέκυψαν για την περίπτωση ορισμένων μεταJαγμάτων κάποια θετικά αποτέλέσματα. 
Οι συνθήκες αυτές εξετάστηκαν περαιτέρω με διακυμάνσεις στη συγκέντρωση των συστατικών του 
διαλύματος και στο pH. 

 Έτσι, μετά από πειραματισμό και βελτιστοποιήσεις αρχικών θετικών συνθηκών προέκυψαν 
κρύσταJοι για 2 από τους 3 πληθυσμούς του μεταJάγματος His-Rop2aL που εκλούονται από τη 
στήλη μοριακής διήθησης καθώς και για την περίπτωση της His-RopGP. Οι συνθήκες κρυστάJωσης 
αναφέρονται στην Εικόνα 3.4. 
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Είναι σημαντικό, όσων αφορά τις περιπτώσεις των τετραμερών πληθυσμών της His-Rop2aL παρουσία 
και απουσία  β-μερκαπτοαιθανόλης, να αναφερθεί πως στις συνθήκες του ενός πληθυσμού δεν 
κρυστάJωνε ο άJος και τούμπαλιν.  

Εικόνα 3.4. Συνθήκες κρυστάJωσης των μεταJαγμάτων His-RopGP και His-Rop2aL:
1. His-RopGP: 25 % w/v 2-προπανόλη, 100 mM HEPES Sodium Salt 7.5, 100 mM χλωριούχο μαγνήσιο 

μετά από 15 ημέρες στους 16°C. 
2. His-Rop2aL (τετραμερής πληθυσμός παρουσία β-μερκαπτοαιθανόλης): 6% MPD, 50mM οξικό νάτριο pH 

5.6, 150mM NaCl και 2% γλυκερόλη μετά από 3 ημέρες στους 16°C.
3. His-Rop2aL (τετραμερής πληθυσμός απουσία β-μερκαπτοαιθανόλης): 100mM Sodium Cacodylate pH 6.5, 

30%v/v ισοπροπανόλη, 200mM άνυδρο κιτρικό τρι-νάτριο μεατ από 5 ημέρες στους 16°C. 
4. His-Rop2aL (τετραμερής πληθυσμός παρουσία β-μερκαπτοαιθανόλης): 31% MPD, 200mM κιτρικό νάτριο, 

100mM Tris-Cl  pH 7.5 μετά από 3 ημέρες στους 16°C.
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4.1 Περί μεταGάγματος His-RopGP 
    

 Ο ρόλος της στροφής στης αναδίπλωση των 4-α-ελικοειδών δεματίων υπήρξε θέμα αυξημένης 

ερευνητικής δραστηριότητας. ΠοJές αντικαταστάσεις των καταλοίπων της στροφής κατέληξαν σε 

μόρια δομικά ανεπηρέαστα. Το ίδιο αποτέλεσμα υπήρξε και στην περίπτωση αύξησης του μήκους της 

σ τροφής με εισαγωγή καταλοίπων γλυκίνης. Η κρυσ ταJογραφική επίλυσ η της δομής του 

μεταJάγματος της RopA31P φανέρωσε μία εντελώς νέα δομική διαμόρφωση. Για περαιτέρω 

διαλεύκανση της επίδρασης της προλίνης στην περιοχή της στροφής, και συνεπαγωγικά στην 

αναδίπλωση του μορίου, σ χεδιάστηκαν τα μεταJάγματα RopPP, RopPG και το RopGP που 

μελετήθηκε σε αυτή την εργασία.

 Η δομή της His-RopPG, λύθηκε κρυσταJογραφικά από τη συμφοιτήτριά μου και μέλος του 

εργαστηρίου Αμπράζη Μαρία. Η His-RopPG παρουσίαζε δομικά μόνο μικρές αJαγές στην περιοχή 

της στροφής. Το συγκεκριμένο μετάJαγμα είναι λιγότερο θερμοσταθερό από την αγρίου τύπου Rop, 

παρουσιάζοντας μια θερμοκρασία τήξης ίση με 43 οC. Είναι λοιπόν αντιληπτό, πως η Rop PG δεν 

παγιδεύει την πρωτεΐνη σε κάποιο τοπικό ενεργειακό ελάχιστο, δηλαδή σε μία διαφορετική δομή, όπως η 

Α31Ρ. Αυτό θα μπορούσε να εξηγηθεί βάσει 2 διαφορετικών υποθέσεων. Είτε η η προλίνη στη θέση 30 

δεν παγιδεύει το μόριο σε μια κατάσταση εύπλαστης σφαίρας όπως στη θέση 31, είτε η γλυκίνη στη 

θέση 31 με την ελευθερία που προσδίδει στις διαμορφώσεις της στροφής (καθώς δεν αναπτύσσει τους 

ισχυρούς δεσμούς της A31 με τις α-έλικες) μπορεί και ξεκοJά το μόριο από το τοπικό ελάχιστο που έχει 

πέσει. Σημαντικότατη πληροφορία θα μπορούσε να έρθει από τα πειράματα των Reagan και άJων, αν 

είχε λυθεί η δομή του μεταJάγματος D30P που είχαν μελετήσει. Εάν το μετάJαγμα αυτό, βρισκόταν 

σε κατάσταση εύπλαστης σφαίρας, τότε θα μπορούσαμε να πούμε πως η γλυκίνη στη θέση 31, 

απεγκλωβίζει και επιτρέπει το μετάJαγμα DP να ακολουθήσει ένα διαφορετικό θερμοδυναμικό 

μονοπάτι.  

Κεφάλαιο 4
Συζήτηση
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 Η His-RopPG, αποτελεί συμπληρωματικό μετάJαγμα της His-RopGP της εργασίας αυτής. 

Δυστυχώς, δεν υπάρχει για την περίπτωση της His-RopGP κρυσταJογραφική “εικόνα " , για να δούμε 

τις επιδράσεις της μετάJαξης στη δομή του μορίου και να γίνει σύγκριση με His-RopPG και His-

RopA31P. Ωσ τώσο, από τα πειράματα κυκλικού διχρωισ μού προκύπτουν ενδιαφέροντα 

συμπεράσματα. Η θερμοκρασία τήξης του μεταJάγματος βρέθηκε 49 οC,  το οποίο δηλώνει πως και η 

His-RopGP αποτελεί ασταθέστερο μόριο σε σχέση με τη wtRop. Η καταγραφή του φάσματος  της 

θερμικής αποδιάταξης της His-RopGP επιστρέφει μία σιγμοειδή καμπύλη (όπως και στις περιπτώσεις 

των His-wtRop και His –RopPG), το οποίο δηλώνει μετάβαση μεταξύ των 2 διαμορφώσεων σε ένα 

στάδιο χωρίς ενδιάμεσα. Αντιθέτως, η His-RopA31P όπως είδαμε εμφανίζει κατά την καταγραφή του 

φάσματος στα 222nm μονοτονοειδή καμπύλη χωρίς διακριτή μετάβαση. Η εικόνα μεταξύ των 

φασμάτων των τριών μεταJαγμάτων (Ηis-wtRop, His-RopGp και His-RopPG) είναι όμοια και για 

τις μετρήσεις στο άπω-υπεριώδες, η οποία εικόνα είναι εντελώς διαφορετική από την περίπτωση της 

His-RopA31P.  Ερώτηση που θα μπορούσε να τεθεί στο σημείο αυτό είναι η εξής: Αν το μετάJαγμα 

His-RopGP βρισκόταν επίσης σε κατάσταση εύπλαστης σφαίρας, τα φάσματα στα 222nm κατά τη 

θερμική αποδιάταξη και στο άπω-υπεριώδες δε θα πλησίαζαν αυτά της His-RopA31P παρά των His-

wtRop και His-RopPG;  Η απάντηση στο ερώτημα αυτό είναι θετική., και τα δεδομένα του κυκλικού 

διχρωισμού φαίνεται να υποστηρίζουν  πως η His-RopGP δεν βρίσκεται παγιδευμένη σε μία κατάσταση 

εύπλαστης  σφαίρας. Βέβεαια αυτό θα εξακριβωθεί μόνο με την επίλυση της δομής, αJά ενδείξεις που 

υποστηρίζουν και εξηγούν τη σενάριο αυτό υπάρχουν. 

 Αυτό αυτομάτως σημαίνει πως η γλυκίνη στη θέση 30  έδωσε  νέα πορεία στη πρωτεϊνική 

αναδίπλωση., και οδηγούμαστε σε ένα πρώτο συμπέρασμα πως η αJουχία των αμινοξέεων στη στροφή 

επηρεάζει τη τελική διαμόρφωση της πρωτεΐνης. Σε συνδυασμό με τα αποτελέσματα του μεταJάγματος 

His-RopPG, μπορούμε να ισχυρουστούμε  πως η επίδραση της στροφής στην πορεία αναδίπλωσης της 

Rop εξαρτάται τόσο από την αJηλουχία των αμινοξέων που τη σ υντελούν όσο και από τη 

συγκεκριμένη θέση τους στη στροφή. 

4.2 Περί μεταGάγματος His-Rop2aL

 Το μετάJαγμα της RM6 επιβεβαίωσε τον ισχυρισμό πως η στροφή είναι επακόλουθο της 

διαταραχής του μοτίβου της επτάδας στην περιοχή. Ο εκτοπισμός της ημιτελούς επτάδας δίνει γένεση 

σε ένα νέο, εντελώς διαφορετικό, ομοτετραμερές μόριο, με κάθε μόριο να είναι μια επιμηκυμένη α-έλικα. 

Τα μεταJάγματα των His-Rop2aL και His-Rop2L κατευθύνονται προς τον ίδιο στόχο. Τόσο τα 
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πειράματα της παρούσας εργασίας πάνω και στα 2 μεταJάγματα, όσο και τα πειράματα που ξεκίνησαν 

αρχικά από τον ΦεJά Γιώργο, μέλος του εργαστηρίου πάνω στη His-Rop2L, δείχνουν πως πιθανότατα 

ο στόχος της αποκατάστασης της επτάδας μέσω “επιδιόρθωσης” της επτάδας, έχει επιτευχθεί. Αυτό, 

υποστηρίζεται σχεδόν από κάθε πειραμματικό βήμα στη μελέτη των δύο μεταJαγμάτων. Αρχικά στη 

στήλη μοριακής διήθησης, απουσίας ή παρουσίας β-μερκαπτοαιθανόλης, το εκάστοτε μετάJαγμα 

εμφανίζεται να εκλούεται τουλάχιστο και σε έναν όγκο που αντιστοιχεί σε κάποια ολιγομερική μορφή 

της πρωτεΐνης Rop. Η ολιγομερική μορφή αυτή για την περίπτωση των πληθυσμών που προέκυψαν από 

τη στήλη μοριακής διήθησης απουσία β-μερκαπτοαιθανόλης στο ρυθμιστικό διάλυμα, φανερώθηκε στην 

εVενή ηλεκτροφόρηση που παρουσιάζεται στο κεφάλαιο των αποτελεσμάτων. Επιπλέον, οι 

θερμοκρασίες τήξης σχεδόν όλων ολιγομερικών μορφών των δύο μεταJαγμάτων, εμφάνισαν αυξημένη 

θερμοκρασία τήξης κάτι το οποίο ίσως να υποδηλώνει τη δημιουργία ενός νέου, πιο εκτεταμένου, 

υδρόφοβου πυρήνα. Το ίδιο συμβαίνει και τον πληθυσμό που αντιστοιχεί σε τετραμερική μορφή της His-

Rop2L, αJά δεν αναφέρθηκε επειδή ακόμη δεν επαναληφθεί τις απαραίτητες φορές ώστε να είναι 

στατιστικά αξιόπιστο το αποτέλεσμα. Φαίνεται λοιπόν, πως για την περίπτωση των His-Rop2aL και 

His-Rop2L ο ολιγομερισμός επηρεάζεται από την ύπαρξη ή όχι αναγωγικού, κάτι που υποδηλώνει πως 

οι δισουλφιδικοί δεσμοί ίσως να έχουν έναν πολύ ενεργότερο ρόλο στη διαδικασία της πρωτεϊνικής 

αναδίπλωσης του μορίου αυτού. Στο μόριο της αγρίου τύπου Rop οι κυστεΐνες βρίσκονται στις θέσεις 38 

και 52 της δεύτερης α-έλικας και δε φαίνεται από την κρυσταJογραφική δομή να σχηματίζουν κάποιο 
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Εικόνα 4.1. Στο μόριο της RM6 οι κυστεΐνες των δύο μονομερών βρίσκονται αντιδιαμετρικά και 
πιθανώς να σχηματίζουν παροδικούς δισουλφιδικούς δεσμούς κατά την διαδικασία της 
αναδίπλωσης. 



δεσμό. Απεναντίας, στο μόριο της RM6 τα κυστεϊνικά κατάλοιπα βρίσκονται το ένα απέναντι από το 

άJο (Εικόνα 4.1) και πιθανότατα να αναπτύσσονται παροδικοί δεσμοί μεταξύ των 2 αντικρυστών α-

ελίκων οι οποίοι ευνοούν το σχηματισμό της ολιγμερικής μορφής. Ένα υποθετικό μονοπάτι θα μπορούσε 

να είναι αυτό που παρουσιάζεται στην Εικόνα 4.2. 

 Το αρχικό γεγονός είναι είτε ο σχηματισμός ενός ομοδιμερούς με τη βοήθεια των παροδικών 

δισουλφιδικών δεσμών που αναπτύσσονται απουσία αναγωγικού (μονοπάτι α) είτε η διατήρηση σε 

μονομερή μορφή του μορίου παρουσία αναγωγικού (μονοπάτι β). Κατόπιν  στη περίπτωση του 

μονοπατιού α επέρχεται ο τετραμερισμός του μορίου με την ένωση 2 όμοιων “διμερών” ενώ στην 

περίπτωση του μονοπατιού β, καταλήγουμε στο σχηματισμό ενός διμερούς όπως στην περίπτωση της 

wtRop. 

 Φυσικά το αίνιγμα του ολιγομερισμού θα λυθεί πλήρως έχοντας την τρισδιάστατη δομή του 

μορίου. Για την εξακρίβωση του ρόλου των κυστεϊνών στο μονοπάτι της αναδίπλωσης θα μπορούσαν να 

δημιουργηθούν τα μεταJάγματα His-Rop2aL και His-Rop2L με μεταJαγμένα τα κατάλοιπα 

κυστεΐνης, όπου θα αναμέναμε να ευνοείται ο σχηματισμός της διμερούς μορφής. Αντιθέτως, με 

πειράματα cross-linking θα υπερτερούσε ο ολιγομερικός πληθυσμός έναντι του διμερούς. 
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Εικόνα 4.2. Παρουσιάζονται τα 2 εναJακτικά μονοπάτια, απουσία (α) και παρουσία (β) β-
μερκαπτοαιθανόλης, που μπορεί να ακολουθήσουν τα μεταJάγματα His-Rop2aL και His-
Rop2L προς τον ολιγομερισμότους. Απουσία αναγωγικού ευνοείται η ολιγομερική μορφή, ενώ 
απουσία η διμερής. 
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