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Περίληψη 
 

Στη διατριβή αυτή, παρουσιάζεται η κρυσταλλογραφική ανάλυση µε ακτίνες-Χ 

µεγάλων και µικρο-µεσαίων βιοµορίων και συµπλόκων τους.  

 

Στο πρώτο µέρος, παρουσιάζεται η κρυσταλλογραφική µελέτη της δοµής του 

ενζύµου της κυτταροπλασµατικής κυκλοφιλίνης-Α από το αζωτοβακτήριο Azotobacter 

vinelandii (AvCyPA ή AvPPIB). Οι κυκλοφιλίνες ανήκουν σε µια κατηγορία ισοµερασών 

προλίνης (PPIases), που καταλύουν την cis-trans ισοµερίωση των πεπτιδικών δεσµών 

που προηγούνται του κατάλοιπου της προλίνης σε πρωτεϊνικά υποστρώµατα. Πέρα από 

την ισοµερίωση, η οποία επιταχύνει την αναδίπλωση των πρωτεϊνών, οι κυκλοφιλίνες 

εµπλέκονται σε λειτουργίες όπως η ενδοκυτταρική µεταφορά πρωτεϊνών, η µεταγωγή 

σήµατος, η διακίνηση πρωτεϊνών και η ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου. Οι 

κυκλοφιλίνες είναι ένζυµα µεγάλου βιολογικού και φαρµακευτικού ενδιαφέροντος, αφού 

η πρόσδεση τους στην κυκλοσπορίνη-Α (CsA) µετριάζει τις ανοσοκατασταλτικές 

επιδράσεις, που προκαλούνται µετά από µεταµόσχευση οργάνων. Μια άλλη σηµαντική 

δράση είναι η πρόσδεση της κυκλοφιλίνης στην CA πρωτεΐνη του ιού HIV-1, που 

διευκολύνει την αντιγραφή του ιού. Η επίλυση δοµών κυκλοφιλίνης από ένα ευρύ φάσµα 

οργανισµών έχει δείξει πως η πρωτεΐνη υιοθετεί δοµή β-βαρελιού αποτελούµενου από 

οκτώ αντιπαράλληλους β-κλώνους, που περιέχουν µια θέση πρόσδεσης πεπτιδίου και 

περιβάλλονται από βρόχους που χαρακτηρίζονται από υψηλή κινητικότητα. ∆οµές 

κυκλοφιλινών δεσµευµένες µε πεπτίδια προλίνης στην cis- ή trans- µορφή τους παρέχουν 

στιγµιότυπα του ενζυµικού µηχανισµού.  

Η κρυσταλλική δοµή του ενζύµου της AvCyPA προσδιορίστηκε σε διακριτότητα 

2.2 Å, ενώ η κρυσταλλική δοµή της σε σύµπλοκο µε το συνθετικό τετραπεπτίδιο 

ηλεκτρύλο – Αλανίνη – Φαινυλαλανίνη – Προλίνη – Φαινυλαλανίνη – p – νιτροανιλίδιο 

(succinyl-Ala-Phe-Pro-Phe-p-nitroanilide, suc-AFPF-pNA) σε 2 Å. Η προλίνη του 

πεπτιδίου υιοθετεί την cis διαµόρφωση. Η σύγκριση µεταξύ της ελεύθερης και 

συµπλοκοποιηµένης µορφής, καθώς και αντίστοιχων µορφών του ενζύµου από άλλες 

πηγές, παρέχουν επιπρόσθετες πληροφορίες σχετικά µε την ποικιλοµορφία της 
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διαµόρφωσης του ενζύµου, τις επιδράσεις που προκαλεί η πρόσδεση του πεπτιδίου στην 

συνολική δοµή και τις αλληλεπιδράσεις δοµής και λειτουργίας του ενζύµου.  

Τέλος, σχεδιάστηκαν σηµειακές µεταλλάξεις εκτός του ενεργού κέντρου του 

ενζύµου προκειµένου να µελετηθεί ο νέος τρόπος διευθέτησης των αµινοξέων του 

ενεργού κέντρου, που επέρχεται µε την µετάλλαξη. Ωστόσο, τα µεταλλάγµατα 

AvPPIBA84S, AvPPIBΑ84Τ και AvPPIBΜ49Α δεν βρέθηκε να παρουσιάζουν σηµαντικές 

διαφορές στην δράση ισοµεράσης σε σχέση µε την φυσική πρωτεΐνη. 

   

Στο δεύτερο µέρος της διατριβής παρουσιάζεται η ανάλυση των προϊόντων 

εγκλεισµού των d- και l- εναντιοµερών βορνεόλης σε α- και β- κυκλοδεξτρίνη µε 

κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ. Οι κυκλοδεξτρίνες (CDs) είναι κυκλικοί ολιγοσακχαρίτες 

αποτελούµενοι, κυρίως, από έξη, επτά και οκτώ µονάδες α-(1-4)-D γλυκοπυρανόζης (α-

CD, β-CD και γ-CD, αντίστοιχα). Στην υδρόφοβη κοιλότητα που διαθέτουν µπορεί να 

εγκλειστεί το υδρόφοβο τµήµα ενός µεγάλου αριθµού µορίων (ξενιζόµενα µόρια), που 

διαθέτουν το κατάλληλο µέγεθος και σχήµα, δηµιουργώντας µε τον τρόπο αυτό µαζί µε 

τις κυκλοδεξτρίνες (µόρια ξενιστές), προϊόντα εγκλεισµού. Τα ξενιζόµενα µόρια 

συγκρατούνται µέσα στην κοιλότητα των CDs µε µη-οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις, 

όπως δεσµούς Η, van der Waals και υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. Ο εγκλεισµός 

τροποποιεί τις φυσικοχηµικές ιδιότητες του ξενιζόµενου µορίου αφού αφενός βελτιώνει 

χαρακτηριστικά του όπως η υδατοδιαλυτότητα και συγχρόνως το προστατεύει από 

χηµική αποδόµηση, οξείδωση, κ.α.  

Η βορνεόλη είναι ένα δικυκλικό µονοτερπένιο, που απαντάται στα αιθέρια έλαια 

µιας πληθώρας φαρµακευτικών φυτών και χρησιµοποιείται στην φαρµακευτική. Είναι 

µια πτητική χειρόµορφη αλκοόλη, που απαντάται σε δυο εναντιοµερείς µορφές d- και l-. 

Τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες έχουν χρησιµοποιηθεί για τον διαχωρισµού ρακεµικού 

µίγµατος των δυο εναντιοµερών.           

Οι κρυσταλλικές δοµές των προϊόντων εγκλεισµού των d- και l- εναντιοµερών 

βορνεόλης σε α- και β-CD επιλύθηκαν µε κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ σε διακριτότητα 

περίπου 1 Å. Η γεωµετρία εγκλεισµού είναι παρόµοια µεταξύ των συµπλόκων των 

εναντιοµερών στον ίδιο ξενιστή. Συγκεκριµένα, τόσο στα σύµπλοκα της α-CD όσο και 

σε εκείνα της β-CD, οι ξενιστές σχηµατίζουν διµερή τύπου κεφαλής-κεφαλής που 
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διευθετούνται κρυσταλλικά µε τύπο «σκακιέρας». Στην µοναδιαία κυψελίδα των 

συµπλόκων d-, l-/α-CD, ένα µόριο d- ή l-βορνεόλης εγκλείεται στο µεσοδιάστηµα της 

κοιλότητας του διµερούς των α-CD (στοιχειοµετρία ξενιστή:ξενιζόµενου  2:1) 

αποδιατεταγµένο σε δυο ή τρεις θέσεις. Στην περίπτωση των d- και l-/β-CD ένα 

ξενιζόµενο µόριο, έντονα αποδιατεταγµένο, βρίσκεται εγκλεισµένο στο µεσοδιάστηµα 

της κοιλότητας του σχηµατισµένου διµερούς («εσωτερικό»), ενώ δυο ακόµα ξενιζόµενα 

µόρια βρίσκονται στις πλευρές των πρωτοταγών υδροξυλοµάδων του διµερούς 

(«εξωτερικά») και σταθεροποιούνται µε υδρογονικούς δεσµούς µε µόρια νερού και µε τα 

υδροξύλια ξενιστή γειτονικών διµερών (στοιχειοµετρία ξενιστή:ξενιζόµενου  2:3). 

Από την σύγκριση των κρυσταλλογραφικών δοµών αυτών των συµπλόκων 

προκύπτει ότι: i) το µόριο της d- ή l- βορνεόλης είναι λιγότερο αποδιατεταγµένο όταν 

εγκλείεται στην µικρότερη κοιλότητα των α-CD διµερών σε σχέση µε αυτή των β-CD και 

ii) Η «εσωτερικά» εγκλεισµένη d- βορνεόλη σε α- ή β-CD διµερές εµφανίζει µικρότερη 

αποδιάταξη συγκριτικά µε την αντίστοιχα εγκλεισµένη l-βορνεόλη.          
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Abstract 
 

In this thesis the X-ray crystallographic analysis of large and medium-small size 

biomolecules and their complexes is presented.  

 

The first part consists of the crystal structure of the cytoplasmic cyclophilin-A 

from Azotobacter vinelandii (AvCyPA or AvPPIB). Cyclophilins belong to a class of 

peptidyl-prolyl isomerase enzymes (PPIases) which catalyze the cis-trans isomerization 

of peptide bonds preceding proline residues of protein substrates. In addition to the 

isomerization, which accelerates protein folding, cyclophilins are involved in intracellular 

protein transport, signal transduction, trafficking, and cell cycle regulation. Cyclophilins 

are of significant biomedical interest because binding of cyclophilin to cyclosporin A 

(CsA) mediates immunosuppressive effects that are medically utilized in the prevention 

of transplant rejection. Another important activity is the binding of cyclophilin to the 

HIV-1 CA protein that facilitates viral replication. Determination of cyclophilin 

structures from a broad range of organisms have shown that the protein adopts an eight-

stranded antiparallel β-barel structure containing a peptide binding site surrounded by 

mobile loops. Structures of cyclophilins bound to propyl-peptides in the cis- or trans- 

form provided snapshots of the enzymatic mechanism.  

The crystal structure of the cytoplasmic cyclophilin A from Azotobacter 

vinelandii (AvCyPA or AvPPIB) was determined at 2.2 Å resolution. In addition, the 

crystal structure of the enzyme complexed with the synthetic tetrapeptide succinyl-Ala-

Phe-Pro-Phe-p-nitroanilide (suc-AFPF-pNA) was determined at 2.0 Å resolution and 

shows that the tetrapeptide proline adopts a cis-isomer conformation. Comparisons 

between the uncomplexed and complexed structures as well as with other CyPA 

structures provides additional insights about conformational variability, effects of peptide 

binding and structure-function relationships of this enzyme. 

Finally, we designed point mutants by changing aminoacids that are located 

outside from the active site of the enzyme in order to examine the influence of such a 

substitution on the overall dynamic structural network involved in catalysis. The 

AvPPIBA84S, AvPPIBA84T and AvPPIBM49A mutants showed little or no difference in 

PPIase activity in comparison with the native enzyme.   
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The second part of this thesis deals with the crystal structures of the inclusion 

compounds of (d)- and (l)-borneol stereomers in α- and β-cyclodextrin by X-ray 

crystallography at 1 Å resolution. Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides 

consisting of six, seven or eight α-(1-4)-linked D-glucopyranose residues, called 

respectively α-, β- or γ- CD. As they possess a hydrophobic cavity, the hydrophobic 

moieties of a wide variety of guest molecules, having suitable size and shape, may be 

included there and form inclusion compounds. The guest molecules are held inside the 

CD cavity by non-covalent interactions, such as hydrogen bonds, van der Waals or 

hydrophobic interactions. The encapsulation modifies the physico-chemical properties of 

the guests by increasing their solubility in water and resulting in an augmented protection 

against chemical degration, oxidation, etc.  

Borneol is a bicyclic monoterpene present in the essential oils of numerous 

medicinal plants used in pharmaceutical industry. It is a volatile chiral alcohol occurring 

in two enantiomeric forms the d and l. Modified cyclodextrins have been used for chiral 

recognition of the two enantiomeric forms. 

The crystal structures of the inclusion compounds of (d)- and (l)-borneol 

stereomers in α- and β-CD were determined by X-ray crystallography at about 1 Å 

resolution. The complexes of the borneol enantiomers with the same host molecule have 

the same inclusion geometry. The α- or β-CDs form head-to-head dimers arranged in a 

“chessboard” crystal packing mode.  In the cases of the d- and l-/α-CD complexes, one 

guest molecule is accommodated within the formed interdimeric cavity (2:1 host:guest 

stoichiometry) disordered over two or three sites. On the other hand, in the cases of the d-

and l-/β-CD complexes, a highly disordered guest molecule is found located within the 

formed interdimeric cavity and two more guest molecules are found at the rims of the 

primary hydroxyls of the dimer (2:3 host:guest stoichiometry), participating in the crystal 

contacts by forming H-bonds with external water molecules and -OH groups of the β-

CDs of the adjacent dimers.   

 The results of this crystallographic analysis have shown that (i) the d- or l- 

borneol molecule is found significantly less disordered within the α-CDs dimer cavity 

than the larger β-CDs dimer cavity indicating that the complexation of the borneol with 

α-CD is more stable compared to that with β-CD and (ii) the only differentiation 
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observed between the structures of the complexes of the enantiomers with the same host 

CD is that the encapsulated d-borneol molecule in the α- or β-CD dimer is found 

significantly less disordered than the l-borneol in the corresponding complexes. 
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Πρόλογος 

 
Η παρούσα διδακτορική διατριβή πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο Φυσικής 

του Γενικού Τµήµατος του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών (Γ.Π.Α.), υπό την 

επίβλεψη του Επίκουρου καθηγητή κ. Κώστα Μπεθάνη, κατά το χρονικό διάστηµα 

2009-2013. Η έκφραση, αποµόνωση και καθαρισµός των ενζύµων, οι σηµειακές 

µεταλλάξεις καθώς και η µελέτη ενεργότητας των ενζύµων έγιναν στο Εργαστήριο 

Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας του Γ.Π.Α. Η συλλογή πειραµατικών δεδοµένων 

περίθλασης ακτίνων-Χ τόσο από πρωτεϊνικούς κρυστάλλους, όσο και από κρυστάλλους 

συµπλόκων κυκλοδεξτρινών πραγµατοποιήθηκε στο Ινστιτούτο Φυσικοχηµείας του 

Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «∆ηµόκριτος» ή στον Σταθµό των Ευρωπαϊκών Εργαστηρίων Μοριακής 

Βιολογίας (EMBL), στο Αµβούργο της Γερµανίας. 

Λόγω της διαφορετικής φύσης των υπό µελέτη ουσιών, δηλαδή του ενζύµου της 

Κυκλοφιλίνης-Α από το βακτηρίδιο Azotobacter vinelandii και των υπερµοριακών 

συµπλόκων των εναντιοµερών µορφών της βορνεόλης µε φυσικές κυκλοδεξτρίνες (αν 

και η κρυσταλλογραφία ήταν η κοινή µέθοδος δοµικής µελέτης), η εργασία κρίθηκε 

σκόπιµο να χωριστεί σε δυο µέρη. Στόχος του πρώτου µέρους είναι η επίλυση της 

κρυσταλλικής δοµής της κυκλοφιλίνης και η εξαγωγή συµπερασµάτων χρήσιµων για τη 

λειτουργία της. Το δεύτερο µέρος αφορά στη κρυσταλλογραφική ανάλυση των 

προϊόντων εγκλεισµού εναντιοµερών µορφών της βορνεόλης σε φυσικές κυκλοδεξτρίνες, 

για την µελέτη της δοµής αυτών των συµπλόκων αλλά και την κατανόηση της πιθανής 

δοµικής διαφοροποίησης συµπλόκων εναντιοµερών. 

 

Στο σηµείο αυτό θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Επίκουρο καθηγητή κ. Κώστα 

Μπεθάνη για την εµπιστοσύνη που έδειξε στο πρόσωπό µου µε την ανάθεση του 

θέµατος, καθώς και για το έντονο ενδιαφέρον του καθ’ όλη την διάρκεια εκπόνησης 

αυτής της διδακτορικής διατριβής. Παράλληλα, τα µέλη της τριµελούς συµβουλευτικής 

επιτροπής Καθ. Παναγιώτη Κατινάκη για την ευκαιρία που µου έδωσε να ασχοληθώ µε 

τα ένζυµα των κυκλοφιλινών και Αν. Καθ. Μιχάλη Καρπούζα για την εισαγωγή στον 

κόσµο της πρωτεϊνικής κρυσταλλογραφίας.  
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Τον Καθ. Αθανάσιο Χούντα και τα µέλη του Εργαστηρίου Φυσικής (∆ρ. Αρετή 

Κοκκίνου και ∆ρ. Παύλο Τζαµαλή), που µε τις γνώσεις και την φιλικότητά τους 

συνέβαλλαν στην ολοκλήρωση της διατριβής µέσα σε ένα ευχάριστο και δηµιουργικό 

κλίµα.  

Την ∆ρ. Ειρήνη Μαυρίδου και τον ∆ρ. Εµµανουήλ Σαρειδάκη του Ινστιτούτου 

Φυσικοχηµείας του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «∆ηµόκριτος» και το προσωπικό του σταθµού εργασίας 

Χ-13 του EMBL στο Αµβούργο για την βοήθειά τους στην συλλογή δεδοµένων. 

Τους φίλους και συµφοιτητές µου Λυκούργο Χηνιάδη, Βάσω 

Τριανταφυλλοπούλου και Κατερίνα Φουρτάκα τόσο για την άψογη συνεργασία κατά την 

διάρκεια της εκπόνησης της διατριβής, όσο και για την γενικότερη συµπαράσταση και 

καθοδήγηση σε όλη την διάρκεια της φοιτητικής µου ζωής.  

Το µεγαλύτερο όµως ευχαριστώ το οφείλω στην οικογένειά µου, στους γονείς και 
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επιλογή µου. 
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Σκοπός 
 

Το βακτηρίδιο Azotobacter vinelandii, ένας ευρέως γνωστός αερόβιος οργανισµός 

του εδάφους, µε σηµαντικό γεωργικό ενδιαφέρον έχει δυο γονίδια κωδικοποιούν για το 

ένζυµο της κυκλοφιλίνης: η κυτταροπλασµατικής µορφή AvPPIB (γνωστή και ως 

AvCyPA) και η περιπλασµική µορφή AvPPIA (γνωστή και ως AvCyPB). Πρόσφατες 

µελέτες του Εργαστηρίου Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας του Γ.Π.Α. έδειξαν 

πως η κυτταροπλασµατική κυκλοφιλίνη εµφανίζει δράση ισοµεράσης σε πειράµατα µε 

την χρήση τετραπεπτιδίων (suc-AXaaPF-pNA, όπου Χ: A, F ή L).  

Σκοπός του πρώτου µέρους της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι η επίλυση 

των κρυσταλλικών δοµών της κυτταροπλασµατικής κυκλοφιλίνης-Α από το A. 

vinelandii, τόσο στην ελεύθερη µορφή της όσο και σε σύµπλοκό της µε συνθετικά 

τετραπεπτίδια (suc-AΧaaPF-pNA). Αυτές οι δοµικές µελέτες για την κυκλοφιλίνη-Α από 

έναν νέο οργανισµό ενισχύουν τις υπάρχουσες δοµικές µελέτες και βοηθούν στην 

καλύτερη κατανόηση της σχέσης µεταξύ διαφοροποίησης της ακολουθίας και µοριακής 

λειτουργίας. Επιπροσθέτως, ο καθορισµός της δοµής του ενζύµου επιτρέπει την 

αναγνώριση κατάλοιπων, σηµαντικών για την κατάλυση στον δεδοµένο οργανισµό. 

Εποµένως, καθίσταται δυνατή η µελέτη της επίδρασης σηµειακών µεταλλάξεων, που 

σχεδιάστηκαν µε βάση την δοµή, στην ενεργότητα ισοµεράσης του ενζύµου.     

Στο δεύτερο µέρος της διατριβής εξετάζονται κρυσταλλογραφικά τα σύµπλοκα 

των εναντιοµερών µορφών της βορνεόλης σε φυσικές κυκλοδεξτρίνες. Οι ευεργετικές 

ιδιότητες της βορνεόλης την καθιστούν ευρέως χρήσιµη στα πεδία της φαρµακευτικής 

και των τροφίµων, οι εφαρµογές της, όµως, σε αυτά τα πεδία περιορίζονται εξαiτίας των 

προβληµάτων στα στάδια παρασκευής και αποθήκευσης των προϊόντων της, που 

προκύπτουν λόγω της υψηλής εξάχνωσης και της χαµηλής υδατοδιαλυτότητας της. 

Σκοπός της παρούσας κρυσταλλογραφικής µελέτης είναι να συµβάλλει στη δοµική 

ανάλυση και κατανόηση των προϊόντων εγκλεισµού της βορνεόλης σε κυκλοδεξτρίνες 

(CDs), που σχηµατίζονται µε σκοπό τη βελτίωση της σταθερότητας και της 

υδατοδιαλυτότητας της. Ως µόρια ξενιστές επιλέγονται οι α- και β-CDs για τους 

ακόλουθους λόγους: (i) Είναι φυσικές κυκλοδεξτρίνες και καταγράφονται ως ασφαλή 

πρόσθετα φαρµάκων και τροφίµων, (ii) είναι οικονοµικές, ιδιαίτερα η β-CD της οποίας 

το κόστος επιτρέπει τη χρήση της σε βιοµηχανική κλίµακα και (iii) έχουν κατάλληλο 
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µέγεθος υδρόφοβης κοιλότητας για το σταθερό εγκλεισµό του µορίου της βορνεόλης. 

Από την άλλη πλευρά, σε αρκετές περιπτώσεις έχουν παρατηρηθεί σηµαντικές 

διαφοροποιήσεις στον εγκλεισµό εναντιοµερών µορίων σε κυκλοδεξτρίνες και γι’ αυτό 

το λόγο κυκλοδεξτρίνες χρησιµοποιούνται στη σταθερή φάση της υγρής 

χρωµατογραφίας και της ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδές. Η δοµική µελέτη των 

προϊόντων εγκλεισµού των εναντιοµερών της βορνεόλης σε α- και β-CD, σκοπεύει να 

συµβάλει στην κατανόηση της ικανότητας µοριακής/χειρόµορφης αναγνώρισης από 

φυσικές κυκλοδεξτρίνες. Το προϊόν εγκλεισµού της βορνεόλης σε β-CD και 

τροποποιηµένες β-CD έχει µελετηθεί φασµατοσκοπικά και θερµιδοµετρικά όσον αφορά 

την µοριακή και χειρόµορφη αναγνώριση. Ωστόσο, η κρυσταλλική δοµή κανενός από τα 

δυο εναντιοµερή σε σύµπλοκα µε φυσικές CDs δεν έχει µελετηθεί έως τώρα. 
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Συντοµογραφίες 
 
 

Ελληνικός όρος Αγγλικός όρος Σύντµηση 
Κυκλοφιλίνη Α Cyclophilin A CyPA 

Ισοµεράση Προλίνης Β Peptidyl Prolyl Isomerase B PPIB 
Ηλεκτρύλο-Αλανίνη-

Φαινυλαλανίνη-Προλίνη-
Φαινυλαλανίνη-p-
νιτροανιλίδιο 

Succinyl-Ala-Phe-Pro-Phe-
p-nitroanilide suc-AFPF-pNA 

Τριφθοροαιθανόλη Trifluoroethanol TFE 
Κυκλοσπορίνη Cyclosporin CsA 

Άµινο τελικό άκρο Amino terminus Ν-τελικό άκρο 
Καρβόξυ τελικό άκρο Carboxyl terminus C-τελικό άκρο 
Ενδοπλασµατικό δίκτυο Endoplasmic Reticulum Ε∆ 
Μοριακή Αντικατάσταση Molecular Replacement MR 
∆ωδεκανοθειϊκό νάτριο Sodium Dodecyl Sulphate SDS 
Επίτοπος ιστιδινών Histide tag region 6xHIS 
Πρωτεϊνική Βάση 

∆εδοµένων Protein Data Bank PDB 

Καταλυτική σταθερά Catalytic constant Kcat 
Σταθερά Michaelis Michaelis constant Km 

Προσδεµένη στην FK-506 
πρωτεΐνη FK-506 Binding Protein FKBP 

Νίτριλοτριοξικό οξύ Nitrilotriacetic acid NTA 
Πολυαιθυλενιογλυκόλη PolyEthyleneGlycol PEG 

2-µεθυλ-2,4-πεντανοδιόλη 2-Methyl-2,4-pentanediol MPD 
Ν-2-

υδροξυαιθυλοπιπεραζινο-
Ν΄-αιθανοσουλφονικό οξύ 

Ν-2-
hydroxyethylpiperazine-Ν΄-

3-ethanesulfonic acid 
HEPES 

Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό 
οξύ 

Ethylenediaminetetraacetic 
Acid EDTA 

∆ιθειοθρεϊτόλη DL-Dithiothreitol DTT 
Τετραµεθυλαιθυλενοδιαµίνη Tetramethylethylenediamine TEMED 
Υπεροξυθειϊκό αµµώνιο Ammonium persulfate APS 
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Αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης Polymerase Chain Reaction PCR 

Ηλεκτροφόρηση 
πηκτώµατος 

πολυακρυλαµιδίου 
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Κεφάλαιο 1ο  ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1.1. Η υπεροικογένεια των ισοµερασών προλίνης 
 

Το δίπλωµα των πρωτεϊνών εθεωρείτο µια αυθόρµητη διεργασία µετατροπής της 

γραµµικής πρωτοταγούς ακολουθίας των αµινοξέων της νεοσχηµατιζόµενης 

πολυπεπτιδικής αλυσίδας σε µια καλά οργανωµένη τρισδιάστατη δοµή. Πειράµατα 

επαναδιπλώµατος αποδιατεταγµένων πρωτεϊνών έδειξαν πως τα βήµατα που απαιτούνται 

για το δίπλωµα σφαιρικών, απλών πολυπεπτιδίων συµβαίνουν σε δευτερόλεπτα ή 

χιλιοστά του δευτερολέπτου στην χρονική κλίµακα. Ωστόσο, µια σχετική αλλαγή στη 

διαµόρφωση που λαµβάνει χώρα κατά την διάρκεια του διπλώµατος διαρκεί αρκετά 

παραπάνω. Πρόκειται για την cis-trans ισοµερίωση πεπτιδικών δεσµών που περιέχουν 

προλίνη. Οι περισσότεροι πεπτιδικοί δεσµοί εµφανίζονται στην trans µορφή τους κατά 

την βιοσύνθεσή τους στα ριβοσώµατα, καθώς και στην αρχική τους (native) κατάσταση. 

Αυτό συµβαίνει διότι οι χαµηλής ενεργειακής στάθµης trans πεπτιδικοί δεσµοί, των 

οποίων οι πλευρικές αλυσίδες σχηµατίζουν γωνία 180ο µεταξύ τους, ευνοούνται 

στερεοχηµικά. Ωστόσο, στην περίπτωση που συµµετέχει στο δεσµό η προλίνη, τόσο η 

cis όσο και η trans διαµόρφωση του δεσµού είναι πιθανές (Gothel & Marahiel, 1999). Η 

προλίνη που εµφανίζεναι στην cis µορφή έχει τις γειτονικές πλευρικές αλυσίδες κοντά 

µεταξύ τους. Όµως, τόσο το de novo δίπλωµα και η διαδικασία αναδίπλωσης απαιτούν 

ισοµερίωση προλίνης στην cis µορφή της. Τυχαία ισοµερίωση των δεσµών πεπτιδίου-

προλίνης απαιτεί ελεύθερη ενέργεια και είναι µια αργή διαδικασία, ειδικά, σε χαµηλές 

θερµοκρασίες, γεγονός που αποτελεί περιοριστικό παράγοντα στο δίπλωµα της 

πρωτεΐνης. Οι ισοµεράσες προλίνης σταθεροποιούν την µεταβατική κατάσταση της cis-

trans ισοµερίωσης, διαδικασία σηµαντική όχι µόνο για το πρωτεϊνικό δίπλωµα αλλά και 

για την συναρµολόγηση πρωτεϊνών µε πολλαπλές περιοχές (Wang & Heitman, 2005). 

Οι Gothel και Marahiel (1999) σε ένα αρθρο ανασκόπησης επιχειρούν µια 

ιστορική αναδροµή στις ισοµεράσες προλίνης (κυκλοφιλίνες, FKBPs και παρβουλίνες). 

Πιο ειδικά αναφέρουν πως η πρώτη ισοµεράση προλίνης (PPIase EC 5.1.2.8) 

αποµονώθηκε το 1984 από φλοιό νεφρού χοίρου από τον Fischer. Εκείνη την εποχή 

γινόταν εκτεταµένη έρευνα για τον ενδοκυτταρικό υποδοχέα του ανοσοκατασταλτικού 
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φαρµάκου κυκλοσπορίνη-Α(CsA). Η CsA είναι ένα ενδεκαπεπτίδιο που παράγεται από 

µια πληθώρα ατελών µυκήτων όπως ο Tolypocladium inflatum, και που χρησιµοποιείται 

ως ανοσοκατασταλτικό φάρµακο. Ακόµη και σήµερα χρησιµοποιείται ευρέως 

προληπτικά και σε θεραπείες για την αποφυγή απόρριψης ανθρωπίνων µοσχευµάτων 

έπειτα από επέµβαση µεταµόσχευσης οργάνων ή ιστών. Το 1989, έγινε γνωστό πως 

κυκλοφιλίνες και cis-trans ισοµεράσες προλίνης είναι διαφορετικά είδη της ίδιας 

πρωτεΐνης. Εκείνη την εποχή, ωστόσο, µια άλλη ισοµεράση ανακαλύφθηκε κατά την 

διάρκεια πειραµάτων για τον υποδοχέα του ανοσοκατασταλτικού φαρµάκου FK506. Το 

FK506 είναι ένα πολυκετίδιο που παράγεται από τον Streptomyces tsukubaesis, ένα είδος 

που παρατηρήθηκε σε δείγµα χώµατος από τον Tsukuba στην Ιαπωνία. Συνδέεται δοµικά 

µε την ραπαµυκίνη (rapamycin), η οποία περιγράφηκε το 1975 ως µηκυτοκτόνος 

παράγων. Αποµονώθηκε από τον S. hygroscopicus στα νησιά του Πάσχα και το όνοµά 

του προέρχεται από την λέξη Rapa Nui, που είναι η τοπική ονοµασία της νήσου του 

Πάσχα. Χρησιµοποιώντας την FK-506 ως µήτρα συγγένειας, ο πρωτεϊνικός υποδοχέας 

αποµονώθηκε και ονοµάστηκε προσδεµένη στην FK-506 πρωτεΐνη (FKBP). Ωστόσο, η 

αµινοξική ακολουθία των FKBPs βρέθηκε να είναι διαφορετική από εκείνη των 

κυκλοφιλινών, ακόµη και στην καταλυτική περιοχή. Οπότε, οι ισοµεράσες αποτελούνται 

από διαφορετικές κλάσεις. Με κριτήριο την ικανότητα πρόσδεσης σε µόρια-προσδέτες, 

οι ισοµεράσες πλέον διαιρούνται σε τρεις οικογένειες: Στις κυκλοφιλίνες που 

προσδένονται επιλεκτικά σε µόρια CsA, τις FKBPs σε FK-506 και τις παρβουλίνες σε 

γιουγλόνη (5-υδρόξυ-1,4-ναφθοκινόνη) (Σχήµα 1.1.).  

 

    
  CsA       FK-506        5HNQH  

       
Σχήµα 1.1. Η κυκλοσπορίνη (CsA), η FK-506 και η γιουγλόνη (5HNQH) είναι γνωστοί προσδέτες των 

κυκλοφιλινών, FKBPs και παρβουλινών, αντίστοιχα. 
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1.1.1. Η οικογένεια των κυκλοφιλινών 
 

Οι κυκλοφιλίνες εµφανίζουν υψηλό βαθµό συντηρητικότητας κατά την εξέλιξη 

και απαντώνται τόσο σε προκαρυωτικούς όσο και ευκαρωτικούς οργανισµούς σε µεγάλες 

ποσότητες και σε πολλούς ιστούς. Τουλάχιστον οκτώ διαφορετικοί ισότυποι του ενζύµου 

έχουν βρεθεί στον άνθρωπο, µε µοριακά βάρη από 18kDa έως 150kDa. Ανεξάρτητα από 

την προέλευσή τους, οι δοµικές οµοιότητες των κυκλοφιλινών κατά την εξέλιξη και η 

διατήρηση της δράσης ισοµερίωσης όλων των µελών τους υπογραµµίζουν την 

σπουδαιότητα της ενζυµικής αντίδρασης 

 Όλες οι κυκλοφιλίνες περιέχουν µια κοινή περιοχή 109 αµινοξέων (cyclophilin-

like domain), που περιβάλλεται από περιοχές µοναδικές για κάθε µέλος της οικογένειας, 

ανάλογα µε την υποκυτταρική περιοχή που εντοπίζονται και την εξειδικευµένη δράση 

τους. Εκτός από τις 8 βασικές κυκλοφιλίνες στον άνθρωπο, η Drosophila έχει 

τουλάχιστον 9, το Arabidopsis thaliana 29 και 8 κυκλοφιλίνες έχουν βρεθεί στη ζύµη 

Saccharomyces cerevisiae. 

Πιο αναλυτικά, η κυκλοφιλίνη-A (CyPA) είναι µια κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη 

µε µοριακό βάρος 17.7kDa προσδένεται στην CsA σε νανοµοριακές συγκεντρώσεις 

(IC50=6nM). Το γεγονός πως η CyPA δεν εκφράζεται στα Τ-λεµφοκύτταρα θεωρήθηκε 

παράγοντας που προκαλεί αντιιδράσεις σε κλινικές θεραπείες µε CsA. Τα Τ-κύτταρα 

περιέχουν περίπου 3-7µg κυκλοφιλίνης ανά mg συνολικής πρωτεΐνης. Μεγάλη ποσότητα 

κυκλοφιλίνης έχει βρεθεί σε σπληνικά ερυθροκύτταρα και µυελοβλαστικά κύτταρα. Η 

συγκέντρωση είναι υψηλότερη στους νευρώνες  από τα νευρογλοιακά κύτταρα. Αρκετές 

ισοµορφές του ενζύµου από θηλαστικά έχουν κλωνοποιηθεί και χαρακτηριστεί 

βιοχηµικά. Όλες µοιράζονται µια κοινή οµολογία µε την CyPA πάνω από 50%. Οι 

ισοµορφές διαφέρουν ως προς το υποκυτταρικό διαµέρισµα που εντοπίζονται και ως 

προς την ικανότητα σύνδεσης µε την CsA. Πολλές από αυτές περιέχουν µια N-τελική 

ακολουθία οδηγό που επιτρέπει στην κυκλοφιλίνη να µεταφερθεί σε συγκεκριµένο 

υποκυτταρικό διαµέρισµα.  

Η CyPB (21-kDa) περιέχει µια Ν-τελική ακολουθία οδηγό που µεσολαβεί για την 

µεταφορά της στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (Ε∆). Εντοπίζεται στην ίδια θέση µε την 

καλρετικουλίνη (πρωτεΐνη που αποθηκεύει ασβέστιο), οδηγώντας στην υπόθεση πως η 
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CypB µπορεί να παίζει ρόλο στα εξαρτώµενα από Ca+2 µονοπάτια κατά την µετάδοση 

σήµατος.  

Η CyPC, που επίσης εντοπίζεται στο Ε∆, έχει µέγεθος 23 kDa, περιέχει µια 

αλληλουχία σήµατος στο Ν-τελικό άκρο και αποµονώθηκε από µυϊκά Τ-κύτταρα. Η 

CyPC εκφράζεται σε µεγαλύτερο ποσοστό στα νεφρά σε σύγκριση µε το ήπαρ και τα Τ-

κύτταρα. Η λειτουργία αυτής της πρωτεΐνης δεν πλήρως είναι γνωστή, αλλά έχει βρεθεί 

πως προσδένεται σε άλλες πρωτεΐνες-υποδοχείς. 

Η CyPD (18kDa) περιέχει µια αλληλουχία σήµατος για µεταφορά σε µιτοχόνδριο, 

και η κυκλοφιλίνη NK-TR (150  kDa) θεωρείται τµήµα του συµπλόκου που αναγνωρίζει 

όγκους στην επιφάνεια των φυσικών κυττάρων φονιάδων (Natural Killer Cells, NKC). Η 

ανθρώπινη CypNK είναι η µεγαλύτερη κυκλοφιλίνη, µε µια µεγάλη, υδρόφιλη και θετικά 

φορτισµένη περιοχή στο C-τελικό άκρο και εντοπίζεται στο κυτόπλασµα.                   

Η CypE έχει στο Ν-τελικό άκρο µια περιοχή πρόσδεσης RNA και εντοπίζεται 

στον πυρήνα. 

 

1.1.1.α. Λειτουργίες και χρήσεις των κυκλοφιλινών σε φαρµακευτικές αγωγές  
 

Οι κυκλοφιλίνες παρουσιάζουν διαφορετικό βαθµό συγγένειας µε την CsA. Στα 

θηλαστικά, το σταθερό σύµπλοκο CsA-CyPA προσδένεται και παρεµποδίζει την 

καλσινευρίνη, µια σερινο/θρεονινο εξειδικευµένη φωσφατάση που ενεργοποιείται από 

ασβέστιο και καλµοντουλίνη. Η παρεµπόδιση της καλσινευρίνης µπλοκάρει την 

µεταφορά του πυρηνικού παράγοντα ενεργοποίησης των Τ κυττάρων (NF-AT) από το 

κυτταρόπλασµα στον πυρήνα, εµποδίζοντας έτσι την µεταγραφή γονιδίων που 

κωδικοποιούν για κυτοκινίνες (π.χ. ιντερλευκίνη-2). Στην ζύµη S. cerevisiae, η 

παρεµπόδιση του οµολόγου της καλσινευρίνης από το σύµπλοκο µεταξύ της CsA και του 

οµολόγου της CyPA Cpr1 εµποδίζει την ανάκαµψη από την επαγόµενη µε φεροµόνες 

αύξηση όγκων. Στον παθογόνο για τον άνθρωπο µύκητα Cryptococcus neoformans, η 

παρεµπόδιση του οµολόγου καλσινευρίνης Cna1 από το σύµπλοκο της CsA και µε τις 

δυο οµόλογες πρωτεΐνες της κυκλοφιλίνης-Α Cpa1 ή Cpa2 παρεµποδίζει την ανάπτυξή 

του σε υψηλές θερµοκρασίες. 

Η ανοσοκατασταλτική δράση της CsA εξαρτάται από το τριπλό σύµπλοκο µεταξύ 

των CsA, CyPA και καλσινευρίνης. Η κρυσταλλική δοµή του συµπλόκου έχει επιλυθεί 
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σε ανάλυση 2.8 Å (Σχήµα 1.2.). Η πρόσδεση του συµπλόκου CsA-CyPA στην 

καλσινευρίνη αυξάνει την σταθερότητα του συµπλόκου, και οι συµπλοκοποιηµένες 

πρωτεΐνες παραµένουν ανθεκτικές στην πρωτεόλυση. Χάρη στην πρόσδεση της CsA 

στην CyPA, τα φορτία και οι υδρόφοβες επιφάνειες του συµπλόκου πρωτεΐνης φαρµάκου 

γίνονται πιο συµβατά µε την θέση πρόσδεσης της καλσινευρίνης. Το σύµπλοκο CsA-

CyPA δένεται στο µέσο των καταλυτικών και ρυθµιστικών υποµονάδων της 

καλσινευρίνης. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός πως η πρόσδεση του CsA-CyPA 

συµπλόκου στην καλσινευρίνη εµποδίζει την δράση φωσφατάσης και τη βιολογική 

δράση της τελευταίας. 

 

 
 

Σχήµα 1.2. Η κρυσταλλική δοµή του συµπλόκου hCyPA/CsA (PDB : 1CWA). Με κόκκινο χρώµα (sticks) 

απεικονίζεται το ενδεκαπεπτίδιο CsA, µε πορτοκαλί (sticks) οι πλευρικές αλυσίδες των αµινοξικών 

καταλοίπων της περιοχής πρόσδεσης του προσδέτη και µε κίτρινο (cartoon)  η κυκλοφιλίνη.  
 

Μελέτες έχουν αποδώσει ένα καινούριο ρόλο στις κυκλοφιλίνες όσον αφορά την 

µετάδοση σήµατος. Για παράδειγµα, η CyPA των θηλαστικών φαίνεται να ρυθµίζει την 

κινάση ltκ. Η τελευταία είναι µια πρωτεϊνική κινάση της τυροσίνης (µη-υποδοχέας) που 

εµπλέκεται στην ωρίµανση των θυµοκυτών και που απαιτείται για ενδοκυτταρικά 
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σινιάλα οδηγώντας στην ενεργοποίηση των Τ-κυττάρων. Η πρόσδεση της CyPA στην 

SH2 περιοχή της lkt επιφέρει δοµικές αλλαγές στην SH2 περιοχή που µεταβάλλουν την 

ικανότητα εξειδικευµένης πρόσδεσης του µορίου. Μετάλλαξη ενός αµινοξέος προλίνης 

στην SH2 περιοχή διαταράσσει την αλληλεπίδραση µεταξύ ltk και CyPA και αυξάνει την 

παραγωγή κυτοκινινών τύπου 2 (Th2). Σε ένα άλλο παράδειγµα κυκλοφιλίνης που 

εµπλέκεται στην µετάδοση σήµατος, η ανθρώπινη CyPB έχει βρεθεί πως ενεργοποιεί τον 

παράγοντα ρύθµισης ιντερφερόνης 3 (IRF-3). Ο IRF-3 είναι ένα µέλος της οµάδας των 

ρυθµιστών ιντερφερόνης που επάγουν την ιντερφερόνη-β µόλις εισαχθούν στον πυρήνα. 

Η CyPB αλληλεπιδρά µε τον IRF-3 όπως δείχνουν βιοδοκιµές στην ζύµη. Όσον αφορά 

αλληλεπίδραση της CyPB µε RNA η καταστολή της φωσφορυλίωσης του IRF-3 που 

ενεργοποιεί ιούς και άλλα παρόµοια γεγονότα έχουν ως αποτέλεσµα την παρεµόδιση της 

ιντερφερόνης-β. 

Η µιτοχονδριακή CyPD παίζει ρόλο στην διαπερατότητα του οργάνου, χάρη στην 

οποία οι µιτοχονδριακοί πόροι ανοίγουν, οδηγώντας το κύτταρο στον θάνατο. 

Μεταλλαγµένα ως προς την CyPD ποντίκια, έδειξαν πως η τελευταία και η 

µιτοχονδριακή διαπερατότητα απαιτούνται για να αποφευχθεί ο κυτταρικός θάνατος που 

προκαλείται από ασβέστιο οξειδωτική καταστροφή, όχι όµως και η αναπόφευκτη 

απόπτωση στην οποία εµπλέκονται πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl-2. Περαιτέρω µελέτη 

του ρόλου της CyPD στην µιτοχονδριακή λειτουργία και χρήση της ως πιθανό µόριο 

στόχος για την δηµιουργία φαρµάκων εξετάζονται ενδελεχώς έως σήµερα. 

Οι κυκλοφιλίνες επάγουν αντιδράσεις υπερευαισθησίας µέσω διέγερσης της 

ανοσοσφαιρίνης Ε (Immunoglobulin E, IgE). Οι ανθρώπινες CyPs αναγνωρίζονται από 

τις IgE του ορού σε ασθενείς ευαίσθητους στις περιβαλλοντικές κυκλοφιλίνες. Η 

αυτοαντίδραση µέσω της IgE σε αντιγόνα του σώµατος που εµφανίζουν οµοιότητες µε 

αλλεργιογόνα του περιβάλλοντος παρατηρείται συχνά σε άτοµα µε ατοπική διαταραχή. 

Εποµένως, σύγκριση της κρυσταλλικής δοµής ανθρώπινων πρωτεϊνών που παρουσιάζουν 

οµοιότητες µε αλλεργιογόνα µπορεί να µας επιτρέψουν να αναγνωρίσουµε τις δοµικές 

οµοιότητες που επεξηγούν επαρκώς την αυτοαντίδραση. Η κυκλοφιλίνη από την ζύµη 

Malassezia sympodialis (Mala s 6) λύθηκε µε µοριακή αντικατάσταση µε µοντέλο την 

ανθρώπινη κυκλοφιλίνη και έχουν εντοπιστεί περιοχές µε αµινοξέα εκτεθειµένα προς τον 
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διαλύτη και στις δυο δοµές που πιθανόν να εµπλέκονται στην αυτό αντίδραση µέσω IgE 

(Glaser et al., 2006). 

Πολλές διαδικασίες διπλώµατος πρωτεϊνών εξαρτώνται από την καταλυτική 

δράση ή/και την δράση συνοδού των κυκλοφιλινών. Για παράδειγµα, η CypA προάγει 

τόσο τον σχηµατισµό και την µετάδοση των ιοσωµατιδίων του παθογόνου για τον 

άνθρωπο ιού HIV-1. Η CyPA εισάγεται στο περίβληµα του HIV-1, όπου αλληλεπιδρά µε 

την HiV-1 Gag, το πολυπρωτεϊνικό πρόδροµο της δοµής του περιβλήµατος του ιού. Μια 

µικρή περιοχή της πρωτεΐνης του καψιδίου του ιού που περιέχει τέσσερις συντηρηµένες 

προλίνες έχει αναδειχθεί ως σηµαντική για την εγκατάσταση της CypA στον ιό. Μια 

εξειδικευµένη του αµφιβληστροειδούς κυκλοφιλίνη της µύγας της Μεσογείου, NinaA 

(ένα ορθόλογο της CypC), είναι καθοριστική για το δίπλωµα των ισόµορφων της 

ροδοψίνης. Μετάλλαξη στο γονίδιο της NinaA έχει ως αποτέλεσµα το µη κατάλληλο 

δίπλωµα της ροδοψίνης και την ακόλουθη µη κανονική έκφραση της πρωτεΐνης. Η CypA 

είναι επίσης σηµαντική στο δίπλωµα νευρωνικών υποδοχέων. 

Οι κυκλοφιλίνες δρουν και ως τροποποιητές πρωτεϊνικής λειτουργίας. Η 

κυκλοφιλίνη 40 των θηλαστικών αποτελεί κοµµάτι συµπλόκου υποδοχέα στεροειδών και 

µπορεί να σχηµατίζει διµερές σύµπλοκο µε την θερµοεπαγώµενη πρωτεΐνη Hsp90, µια 

διεργασία που δεν επηρεάζεται από την CsA. Στην ζύµη, οι οµόλογες της CyP40 Cpr6 

και Cpr7 επίσης συνδέονται µε οµόλογες της Hsp90 και εµφανίζουν παρόµοια δράση. 

Μια Cyp40 από θηλαστικά έχει βρεθεί πως ρυθµίζει την δράση του µεταγραφικού 

παράγοντα c-Myb, ενώ η CypA συνδέεται µε την YY1,  έναν zink-finger αναστολέα της 

µεταγραφής και την Zpr1, µια zink-finger πρωτεΐνη. Επιπρόσθετα, η κυκλοφιλίνη Β του 

ενδοπλασµατικού δικτύου µπορεί να σχηµατίσει σύµπλοκο µε την πεπτιδική ορµόνη 

προλακτίνη για να προάγει την µεταγραφή ενός εύρους γονιδίων. 

 

1.1.1.β. ∆οµικές-βιοχηµικές µελέτες κυκλοφιλινών από διαφορετικούς οργανισµούς  
 

Οι κρυσταλλικές δοµές αρκετών κυκλοφιλινών τόσο από προκαρυωτικούς, όσο 

και από ευκαρυωτικούς οργανισµούς έχουν λυθεί. Οι δοµικές µελέτες έχουν αποκαλύψει 

σχέσεις δοµής και λειτουργίας του ενζύµου, που δεν ήταν εξαρχής διακριτές.  

Έτσι, η ανθρώπινη CyPA εµφανίζεται ως ένα αποτελούµενο από οκτώ ελάσµατα 

β-βαρέλι, µε δυο α-έλικες να το περικλείουν σε κάθε µια από τις δυο άκρες του. Επτά 
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αρωµατικά και άλλα υδρόφοβα αµινοξέα αµινοξέα σχηµατίζουν ένα συµπαγή υδρόφοβο 

πυρήνα µέσα στο βαρέλι, συνήθως στην περιοχή πρόσδεσης της CsA. Ένας βρόχος από 

την Lys118 έως την His126 και τέσσερα ελάσµατα αποτελούν το σηµείο πρόσδεσης της 

CsA. Η συνολική δοµή της hCyPB είναι παρόµοια µε την hCyPA, µε τις µοναδικές 

διαφορές να εντοπίζεται στις περιοχές δυο βρόχων (αµινοξέα 19-24 και 152-164) και στο 

άµινο- και C-τελικό άκρο. Η CyPC έχει επίσης παρόµοια δοµή µε την hCyPA, 

διαφέροντας κυρίως στην διαµόρφωση τριών επιφανειακών βρόγχων. Η µεγάλη 

κυκλοφιλίνη CyP40 περιέχει µια περιοχή κυκλοφιλίνης µε δοµή παρόµοια της hCyPA 

συνδεδεµένη µε επαναλαµβανόµενες περιοχές TPRs, οι οποίες απαντώνται σε πρωτεΐνες 

που σχετίζονται µε αντίδραση στο στρες. ∆οµικές µελέτες αποκαλύπτουν ότι η περιοχή 

TPR της CyP40 αποτελείται από επτά έλικες διαφόρων µηκών που απαρτίζεται από τρία 

TPR µοτίβα. Οι κρύσταλλοι της CyP40 σχηµατίζονται σε δυο µορφές: στην µονοκλινική 

η καρβοξυλική περιοχή προεξέχει από το σώµα της TPR περιοχής ώστε να σχηµατιστεί 

µια φορτισµένη έλικα, ενώ στην τετραγωνική µορφή δυο TPR έλικες ισιώνονται προς 

σχηµατισµό µιας εκτεταµένης έλικας. 

Στην φαρµακευτική βιοµηχανία, η γνώση της τρισδιάστατης δοµής µιας 

συγκεκριµένης πρωτεΐνης στόχου διευκολύνει την διαδικασία ανακάλυψης νέων 

φαρµάκων. Αν και κατέχουν ευνοϊκές αναλυτικές ιδιότητες όπως υψηλή καθαρότητα και 

καθαρό σήµα στην σκέδαση φωτός, µερικές πρωτεΐνες δεν είναι ικανές για σχηµατισµό 

κατάλληλων για συλλογή δεδοµένων κρυστάλλων. Η ανθρώπινη κυκλοφιλίνη D έχει 

επιλεχθεί ως πρωτεΐνη στόχος για την θεραπεία καρδιακών δυσλειτουργιών (Schlatter et 

al., 2005). 

Η CyPJ είναι ένα µέλος της οικογένειας των CyP και η ανθρώπινη CyPJ είναι µια 

πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από ένα γονίδιο κυκλοφιλίνης από εµβρυϊκό ιστό 

ανθρώπινου εγκέφαλου, που παρουσιάζει 50% αµινοξική οµολογία µε την ανθρώπινη 

CyPA. Η δευτεροταγής και τεταρτοταγής δοµή της πρωτεΐνης θυµίζει αυτήν την hCyPA, 

αλλά περιέχει µια επιπρόσθετη δισουλφιδική γέφυρα και 4 περιοχές τελείως 

διαφορετικές από εκείνες της hCyPA (Huang et al.,2005). 

Η δοµή της ανθρώπινης CyPA σε σύµπλοκο µε το πεπτίδιο AAPF, επιλύθηκε και 

αποκάλυψε πως µόνο η cis µορφή του πεπτιδίου προσδένεται στο ένζυµο σε 

στοιχειοµετρία 1:1. Μοριακή προσοµοίωση έδειξε πως η trans µορφή του πεπτιδίου δεν 
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χωρά στερεοχηµικά στο ενεργό κέντρο. Η παρατήρηση αυτή οδηγεί στο συµπέρασµα 

πως η CyPA καταλύει την ισοµερίωση ενός πεπτιδικού δεσµού προλίνης από την trans 

στην cis µορφή του. Βασιζόµενος σε αυτήν την θέση οι Zhao και Ke (1996) πρότειναν 

πως η Arg55 δηµιουργεί υδρογονικό δεσµό µε το άζωτο για να επιτευχθεί αποσύζευξη 

του συντονισµού του αµιδικού δεσµού της προλίνης και να διευκολυνθεί η cis-trans 

αλληλοµετατροπή.  

Σύγκριση µεταξύ των συµπλόκων CyPA/CsA και CyPA/AlaPro υποδεικνύει ότι η 

CsA δεν είναι ένα χηµικό ανάλογο του φυσικού υποστρώµατος, επιβεβαιώνοντας πως η 

καταλυτική δράση της CYPA δεν σχετίζεται µε τον ρόλο στην καταστολή του 

ανοσοποιητικού συστήµατος είτε δοµικά είτα λειτουργικά (Ke et al., 1994).  

Τα ένζυµα των κυκλοφιλινών έχουν εκτενώς µελετηθεί και σε ζύµες. Πιο ειδικά, 

σε αντίθεση µε τα αναµενόµενα πως οι υψηλά συντηρηµένες κυκλοφιλίνες µπορεί να 

είναι απαραίτητες για το πρωτεϊνικό δίπλωµα, καµιά από τις οκτώ ανεξάρτητες 

κυκλοφιλίνες δεν φαίνεται να είναι απαραίτητες στην S. cerevisiae. Στην 

πραγµατικότητα, η δηµιουργία µεταλλαγµένων στελεχών που δεν περιέχουν καµιά 

κυκλοφιλίνη έδειξε πως είναι βιώσιµα και ελάχιστη επίδραση επιφέρουν στην λειτουργία 

τους. Πρόσφατες µελέτες αποκάλυψαν ότι η Cpr1 παίζει ρόλο στην ρύθµιση της δράσης 

δυο διαφορετικών ιστονο-αποακετυλασών συµπλόκων (Sin3-Rpd3 και Set3C) και είναι 

απαραίτητη για την έναρξη των µεταγραφικών δραστηριοτήτων κατά την µετάβαση από 

την µιτωτική στην µειωτική κυτταρική διαίρεση στην αναπτυσσόµενη ζύµη. Αυτή η 

παρατήρηση είναι σε συµφωνία µε το γεγονός πως η Cpr1 βρίσκεται σε αφθονία στον 

πυρήνα των κυττάρων ζύµης και αποκαλύπτει µια ξεκάθαρη επιλεκτική πίεση για 

διατήρηση υψηλής οµολογίας ενζύµων. 

Η παθογόνα ζύµη C. neoformans έχει δυο παρόµοιες CypA πρωτεΐνες, Cpa1 και 

Cpa2. Σε αντίθεση µε την βιωσιµότητα που επέδειξαν τα µεταλλαγµένα ως προς τα οκτώ 

γονίδια κυκλοφιλίνης στελέχη της S. cerevisiae, η Cpa1 είναι απαραίτητη για την 

ανάπτυξη της C. neoformans σε υψηλές θερµοκρασίες και την πλήρη µετάδοση της 

µολυσµατικότητας του µύκητα, ενώ η Cpa2 είναι διαθέσιµη για αυτές τις λειτουργίες 

µόνο παρουσία της Cpa1. ∆ιαγραφή και των δυο γονιδίων οδηγεί στην ανάπτυξη ενός 

φαινότυπου ανίκανου για ανάπτυξη και µολυσµατικότητα. Ο ρόλος των Cpa1 και Cpa2 

υποθέτουµε πως είναι ανεξάρτητος από την λειτουργία της καλσινευρίνης, υπονοώντας 
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έτσι έναν καινούριο ρόλο για την κυκλοφιλίνη Α στην ανάπτυξη και µολυσµατικότητα 

του παθογόνου. 

Εκτεταµένες έρευνες έχουν γίνει και στις κυκλοφιλίνες παρασίτων. Το 

Leishmania donovani είναι ένα διµορφικό πρωτόζωο υπεύθυνο για το καλά-αζάρ στον 

άνθρωπο. Αν και η κυκλοσπορίνη είναι τοξική για ένα µεγάλο εύρος παρασίτων 

(Plasmodium, Schistosoma), οι απόψεις για τις επιδράσεις της πάνω σε είδη του 

Leishmania είναι αντικρουόµενες. Τα είδη L. major και L. donovanii παρουσιάζουν 

ανθεκτικότητα στο φάρµακο. Αρχικά, η ανθεκτικότητα του L. major  αποδόθηκε στην 

µετάλλαξη της Arg69 από την ανθρώπινη CyPA σε Asn69 στην αντίστοιχη θέση στο 

ένζυµο του παρασίτου, καθώς η αργινίνη στην συγκεκριµένη θέση φαίνεται να είναι 

απαραίτητη για την πρόσδεση του συµπλόκου κυκλοφιλίνης-κυκλοσπορίνης στην 

καλσινευρίνη. Πανοµοιότυπες µεταλλάξεις στις κυκλοφιλίνες των Toxoplasma gondii 

και Plasmodium falciparum έχουν ωστόσο επιφέρει διαφορετικά αποτελέσµατα, καθώς 

και τα δυο ένζυµα ήταν ευαίσθητα στο φάρµακο. Μελέτες έχουν δείξει πως η 

ανθεκτικότητα του φαρµάκου στο L. donovanii αποδίδεται στα χαµηλά επίπεδα 

έκφρασης της κυτταροπλασµατικής κυκλοφιλίνης στο παράσιτο που οδηγεί σε µειωµένη 

ικανότητα πρόσδεσης της κυκλοσπορίνης (Venugopal et al., 2007). 

Η αντίσταση του ανθρώπινου παράσιτου Brugia malayi στην αντιπαρασιτοκτόνο 

δράση της CsΑ µπορεί να προέρχεται από την παρουσία κυκλοφιλινών µε χαµηλή 

συγγένεια ως προς το φάρµακο. Η χαµηλή συγγένεια της BmCYP-1 µε την CsA 

προέρχεται από την διαφορετική διαµόρφωση του ενεργού κέντρου του ενζύµου (Ellis et 

al., 2000). 

Η LdCyP που εδράζει στο Ε∆ ενεργοποιεί την κινάση της αδενοσίνης (AdK). 

Αυτή η δράση της LdCyP πάντως απεµπολείται σε υψηλή ιοντική ισχύ, όχι όµως και σε 

µη ιονικούς διαλύτες. Η δοµική µελέτη του ενζύµου αποκάλυψε αρκετά υδρόφοβα και 

φορτισµένα αµινοξέα εκτεθειµένα στον διαλύτη. Πειράµατα, µε κατευθυνόµενες 

µεταλλάξεις έδειξαν την σηµασία του θετικά φορτισµένου αµινοξικού κατάλοιπου R147 

στην αλληλεπίδραση LdCyP-AdK (Sen et al., 2007).    

Η θεραπεία της σχιστοσωµίασης, µιας ευρέως διαδεδοµένης ασθένειας που 

προκαλείται από το παρασιτικό σκουλήκι του γένους Schistosoma, επαφίεται κυρίως 

στην δράση ενός χηµειοθεραπευτικού παράγοντα, praziquantel, αν και υπάρχουν και 
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πολλές άλλες ενώσεις που παρουσιάζουν αντιπαρασιτικές δράσεις. Μια τέτοια ένωση 

είναι η CsΑ, που έχει βρεθεί να µειώνει τον πληθυσµό των σκουληκιών σε ποντίκια 

µολυσµένα µε Schistosoma mansoni. Η οξειδωµένη µορφή της SmCypA περιέχει µια 

δισουλφιδική γέφυρα µεταξύ των δυο κυστεϊνών (Cys-122 και Cys-126) του καρβόξυ-

τελικού άκρου. Αυτό είναι το πρώτο παράδειγµα κυκλοφιλινών µε δισουλφιδική γέφυρα. 

∆οµικές µελέτες πρότειναν έναν µηχανισµό ρύθµισης της δράσης της SmCypA µέσω 

οξείδωσης των θειολικών οµάδων. Στην πράξη, όταν η οξειδωµένη µορφή του ενζύµου 

είναι ανενεργή, η ανηγµένη παρουσιάζει ικανοποιητική δράση ισοµεράσης σε 

νανοµοριακό επίπεδο. Το γεγονός πως το ζεύγος κυστεϊνών δεν είναι συντηρηµένο στην 

υπεροικογένεια των κυκλοφιλινών, η εγγύτητά τους στο ενεργό κέντρο και η σηµασία 

των θειολικών οµάδων στην δράση ισοµεράσης προλίνης καθιστούν αυτό το δοµικό 

χαρακτηριστικό ιδιαιτέρως ελπιδοφόρο στην ανάπτυξη διαφορετικών και πιο 

αποτελεσµατικών παρεµποδιστών σχιστοσωµίασης (Gourlay et al., 2007). 

Στον ελεύθερης διαβίωσης νηµατώδη σκώληκα Caenorhabditis elegans 

εκφράζονται 18 κυκλοφιλίνες, οκτώ από τις οποίες είναι συντηρηµένες και σχηµατίζουν 

δυο τύπου Β µορφές (CYP-5 και CYP-6). H δοµή της CYP-5 θυµίζει την ανθρώπινη 

CypB. Η δράση ισοµεράσης έχει µετρηθεί για το υπόστρωµα suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pΝΑ 

και βρέθηκε kcat/Km= 3.6 x 106 M-1*s-1, δηλαδή όσο περίπου και της hCyPB (6.3 x 106 M-

1*s-1). H CYP-6 παρουσιάζει 67% αµινοξική οµοιότητα µε την CYP-5. Τα δυο ένζυµα 

µοιάζουν δοµικά, µε το πρώτο να εµφανίζει αυξηµένο αριθµό αρνητικών φορτίων 

διασκορπισµένων στην επιφάνειά του. Η χωρική έκφραση των δυο πρωτεϊνών 

µελετήθηκε µε την χρήση διαγονιδιακών ζώων που περιείχαν το γονίδιο αναφοράς LacZ 

συντηγµένο στα γονίδία τους και έδειξε πως εκφράζονται στην κοιλία του σκουληκιού 

(Picken et al., 2002). 

Η περιπλασµική µορφή του ενζύµου έχει µελετηθεί κυρίως σε βακτήρια. Η δοµή 

της περιπλασµικής κυκλοφιλίνης από το E. coli έχει επιλυθεί µε NMR. Τέσσερις 

περιοχές κοντά στο ενεργό κέντρο διαφέρουν σηµαντικά σε σχέση µε την 

κυτταροπλασµατική µορφή του ενζύµου και ίσως καθορίζουν την εξειδίκευση στην 

πρόσδεση του υποστρώµατος, την ευαισθησία στην κυκλοσπορίνη και την αναλογία 

φαρµάκου προς πρωτεΐνη που απαιτείται στην επιφάνεια για παρεµπόδιση πρόσδεσης 

της καλσινευρίνης (Clubb et al., 1994).  
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Η PpiA από το Mycobacterium tuberculosis έχει χαρακτηριστεί (kcat/Km= 2.0 x 

106 M-1*s-1) και επιλυθεί. Το ενεργό κέντρο φαίνεται να παρουσιάζει την ίδια 

εξειδίκευση για υποστρώµατα και την κυκλοσπορίνη Α µε τα ένζυµα της ίδιας 

οικογένειας. Ωστόσο, το PpiB ένζυµο φαίνεται να διαφέρει (Henriksson et al., 2004). 

Τέλος, η CyPA αλληλεπιδρά µε το ιοσωµάτιο του ιού HIV-1 µέσω απευθείας 

αλληλεπίδρασης µε την περιοχή του καψιδίου της ιικής πολυπρωτεΐνης Gag. Η καψιδική 

ακολουθία 87HAGPIA92 περικλείει το ενεργό κέντρο της CyPA και σχηµατίζει σύµπλοκο 

που µελετήθηκε µε κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ. Σε αντίθεση µε τις cis προλίνες των 

πεπτιδίων στα σύµπλοκα της κυκλοφιλίνης που έχουν µελετηθεί ως τώρα, η προλίνη 

αυτού του πεπτιδίου, Pro90, υιοθετεί την trans διαµόρφωση. Σύγκριση µε δοµές 

κυκλοφιλίνης σε σύµπλοκο µε µεγαλύτερα κλάσµατα του πρωτεϊνικού καψιδίου του ιού 

έδειξαν πως η αλληλεπίδραση εξαρτάται από τα αµινοξέα Ala(Val) 88, Gly 89 και Pro 90 

και είναι ανεξάρτητη από το µέγεθος του ιού (Vajdos, et al., 1997). 

Ο µηχανισµός δράσης των κυκλοφιλινών αν και µελετηµένος για χρόνια, 

προκαλεί ακόµη και σήµερα σύγχυση, αφού µέχρι πρόσφατα δεν ήταν διαθέσιµες δοµές 

µε τον ίδιο προσδέτη, η προλίνη του οποίου να εντοπιζόταν στην cis ή trans 

διαµόρφωση. Οι δοµές για το σύµπλοκο της κυκλοφιλίνης Α και µεταλλάξεων του 

καψιδίου του ιού HIV-1 µε προσδέτες και στις δυο διαµορφώσεις οδήγησαν στην 

ανάπτυξη της θεωρία ενός µηχανισµού όπου το άµινο τελικό άκρο του προσδέτη 

περιστρέφεται κατά την cis-trans ισοµερίωση. Ωστόσο, κάποια χρόνια νωρίτερα, είχε 

προταθεί ένας άλλος µηχανισµός, βάση πειραµάτων NMR, σύµφωνα µε τον οποίο το 

καρβόξυ τελικό άκρο είναι αυτό που περιστρέφεται. Πειράµατα προσοµοίωσης µοριακής 

δυναµικής στα οποία επιχειρήθηκε να ανακτηθεί η trans µορφή της προλίνης ξεκινώντας 

από την cis µορφή, έδειξαν η συγκεκριµένη δοµή, στην οποία περιστράφηκε το άµινο 

τελικό άκρο κατά την προσοµοίωση, παρουσιάζει συµφωνία τόσο µε την κρυσταλλική 

δοµή όσο και µε αποτελέσµατα του NMR (Trzesniak & Van Gunsteren, 2006). 

Η πρωτεΐνη του καψιδίου του HIV-1 σχηµατίζει µια κωνική κατασκευή στο 

κέντρο του ώριµου ιοσωµάτιου. Το καψίδιο προσδένεται παράλληλα στην κυκλοφιλίνη 

βοηθώντας την να πακεταριστεί στο ιοσωµάτιο. Η κυκλοφιλίνη δρα κατά την 

αναπαραγωγή του HIV-1, πιθανώς συνδράµοντας στην αποσυναρµολόγηση του 

καψιδίου κατά την µόλυνση. Η κρυσταλλική δοµή της περιοχής του καψιδίου στο άµινο 
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τελικό άκρο σε σύµπλοκο µε την CypA έχει επιλυθεί. Ένας βρόχος του καψιδίου που 

προεξέχει προσδένεται στο ενεργό κέντρο, µε την Pro90 να βρίσκεται στην trans µορφή 

της. Η δοµή υποδεικνύει πως η CyPA δρα ως εξειδικευµένη πρωτεΐνη πρόσδεσης και ως 

µη εξειδικευµένη ισοµεράση. Στην κρυσταλλική δοµή, µόρια του καψιδίου 

συναρµολογούνται σε συνεχείς επίπεδες λωρίδες. Η συνένωση αυτών των λωρίδων 

επιτρέπει την δηµιουργία επιφανειών γύρω από τον ιό. Η CypA δρα προσπαθώντας να 

αποδυναµώσει την συνένωση µεταξύ των λωρίδων και συνεπώς συµβάλλει στην 

αποσυναρµολόγηση του περιβλήµατος (Gamble et al., 1996). 

 

1.1.2. Οι οικογένειες των FKBPs και Παρβουλινών 
 

Τα µέλη της οικογένειας των FKBPs κυµαίνονται σε µέγεθος από 12 ως 52 kDa 

και απαντώνται σε όλους τους οργανισµούς. Η FKBP12 (12kDa) εκφράζεται σε αφθονία 

στο κυτταρόπλασµα και εµφανίζει δράση ισοµεράσης προλίνης, η οποία παρεµποδίζεται 

από τις µακρολίδες FK506 και ραπαµυκίνη σε χαµηλές συγκεντρώσεις (Harrar et al.,  

2001).  

Η FKBP12 αποτελείται από 108 αµινοξέα, τα οποία εµφανίζουν υψηλό βαθµό 

συντηρητικότητας π.χ. οµολογία σε άνθρωπο και κουνέλι 100% και άνθρωπο και ποντίκι 

95%. Η ανθρώπινη FKBP12 προσδένεται στην FK-506 µε τιµή για την KD 0,4 nM και 

για την ραπαµυκίνη 0,2 nM. Πρόσφατα αποδείχθηκε ο ρόλος της ως στοιχείο του 

συµπλόκου που εµπλέκεται στο κανάλι ενδοκυτταρικής απελευθέρωσης ασβεστίου.  

Η FKBP13 εντοπίζεται στο Ε∆ και εµφανίζει 43% οµολογία µε την FKBP12. Η 

πρωτεΐνη από ζύµη περιέχει µια υδρόφοβη ακολουθία σήµατος στο Ν-τελικό άκρο, ενώ 

στο C-τελικό άκρο εντοπίζεται η ακολουθία σήµατος για την µεταφορά στο Ε∆. Η 25-

kDa πρωτεΐνη  FKBP25, που είναι εξειδικευµένη για την ραπαµυκίνη αποµονώθηκε από 

κύτταρα εγκεφάλου, σπλήνας και αδένα του θύµου. Ωστόσο, ενώ και η FK506 και η 

ραπαµυκίνη προσδένονται και παρεµποδίζουν εξίσου της δράση ισοµεράσης της 

FKBP12, η FKBP25 µόσχου παρουσιάζει προτίµηση στην ραπαµυκίνη κατά 200 φορές 

σε σχέση µε την FK506.  

Σε αντίθεση µε τις κυκλοφιλίνες και τις FKBPs, ένας περιορισµένος αριθµός 

παρβουλινών ή οµολόγων τους είναι γνωστός σήµερα. Η πρώτη παρβουλίνη (Par 10 ή 
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PPiC) αποµονώθηκε αρχικά από το E.coli και εµφανίζει ένα µοριακό βάρος 10.1 kDa (η 

ονοµασία παρβουλίνη προέρχεται από την Λατινική λέξη parvus=µικρός). Η SurA είναι 

µια οµόλογη της Par10 πρωτεΐνη στο E.coli, που εντοπίζεται στο περίπλασµα του 

βακτηρίου και είναι απαραίτητη για την επιβίωσή του κατά την σταθερή φάση 

ανάπτυξης. Έχει βρεθεί πως η SurA βοηθά στο δίπλωµα των OMPs (outer membrane 

proteins) και προάγει το δίπλωµα άλλων ασταθών πρωτεϊνών. Ενώ εµφανίζει µικρή 

δράση ισοµεράσης προλίνης, η SurA δρα ως τσαπερόνιο στο περίπλασµα.  

∆υο βασικά οµόλογα παρβουλίνης εντοπίζονται στα ευκαρυωτικά κύτταρα: η 

ανθρώπινη Pin1 και η οµόλογή της σε αναπτυσσόµενα κύτταρα ζύµης Ess1, δρουν ως 

ρυθµιστές στον µιτωτικό κύκλο του κυττάρου. Η Pin1 είναι ένα πολυπεπτίδιο 

αποτελούµενο από 163 αµινοξέα που στο Ν-τελικό άκρο περιέχει µια ακολουθία που 

είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδρασή της µε άλλες πρωτεΐνες (WW περιοχή). Στο C-

τελικό άκρο, εντοπίζεται η περιοχή δράσης ισοµεράσης προλίνης.  

 

1.1.3. Η δράση cis/trans ισοµεράσης προλίνης 
 

Τα πειράµατα µελέτης της δράσης ισοµεράσης προλίνης αρχικά βασίζονταν στην 

πρωτεόλυση συγκεκριµένων ισοµερών µε την χρήση τροποποιηµένων πεπτιδίων. Στα 

πεπτίδια, που περιέχουν προλίνη ένα 10% των πεπτιδικών δεσµών του αµινοξέος έχουν 

την ασυνήθιστη cis διαµόρφωση. Ωστόσο, οι περισσότερες πρωτεάσες κόβουν 

εξειδικευµένα πεπτίδια, που υιοθετούν την trans διαµόρφωση κι έτσι µπορεί να 

χρησιµοποιηθούν για να διαταράξουν την cis-trans ισορροπία των ισοµερασών προλίνης. 

Τα πιο κοινά υποστρώµατα είναι της µορφής suc-AXaaPF-pNA, µε Xaa να είναι ένα 

οποιοδήποτε αµινοξύ. Σε αυτήν την περίπτωση η α-χυµοθρυψίνη χρησιµοποιείται ως 

πρωτεάση. Με µια ταχεία αντίδραση ο δεσµός µεταξύ της Φαινυλαλανίνης και του pNA 

κόβεται και απελευθερώνεται το χρωµοφόρο 4-νιτροανιλίδιο. Η αργή ισοµερίωση από 

cis σε trans των πεπτιδικών δεσµών προλίνης καταγράφεται στα 390nm από την 

πρωτεόλυση. 

Τα περισσότερα πειράµατα προσδιορισµού της κινητικής σταθεράς της 

κατάλυσης γίνονται µε αυτού του τύπου τα πεπτίδια. Η µελέτη των Gothel et al. 

καταδεικνύει πως οι ισοµεράσες προλίνης εµφανίζουν ενζυµικές ιδιότητες που 
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ταιριάζουν στην καταλυτική τους δράση. Ωστόσο, µόνο µια κατεύθυνση της 

αντιστρεπτής αντίδρασης (ισοµερίωση από cis σε trans) µπορεί να ακολουθηθεί. 

Επιπροσθέτως, παρουσιάζονται ορισµένοι περιορισµοί, όπως i) η κινητική µελέτη 

πραγµατοποιείται µόνο κάτω από συνθήκες µη ισορροπίας ii) µόνο η ισοµερίωση από cis  

σε trans και όχι η αντίστροφη µπορεί να µελετηθεί και iii) προϊόντα από την πρωτεόλυση 

µπορεί να επηρεάσουν την δράση ισοµεράσης. Λόγω του γεγονότος πως µόνο το 10% 

των υποστρωµάτων (cis υπόστρωµα) µπορεί να παρατηρηθεί, ο θόρυβος καθώς και η 

διαλυτότητα των πεπτιδίων µπορεί να προκαλέσει προβλήµατα. Η ανακάλυψη πως η 

ποσότητα των cis ισοµερών στα υποστρώµατα µπορεί να µετατοπιστεί έως 70% σε 

διάλυµα τριφθοροαιθανόλης (TFE) που περιέχει 0,47 M LiCl µπόρεσε να µειώσει τον 

θόρυβο σε τέτοια πειράµατα (Kofron et al., 1991). Αυτό ήταν σηµαντικό στον καθορισµό 

των σταθερών Michaelis και ρυθµών µετατροπής των ισοµερασών προλίνης (Σχήµα 

1.3.).  

 
 

Σχήµα 1.3. Η ισοµερίωση cis –trans πεπτιδικού δεσµού που συµµετέχει αµινοξικό κατάλοιπο προλίνης 

 

Οι παραπάνω µέθοδοι βασίζονται στην ανάλυση των πεπτιδίων. Αντιθέτως, η 

θεωρούµενη in vivo λειτουργία των ισοµερασών προλίνης περιλαµβάνει ισοµερίωση 

προλίνης µε υπόστρωµα πρωτεΐνη ως τµήµα των διαδικασιών του διπλώµατος και της 

µεταγωγής σήµατος. Ένα βήµα προς την κατεύθυνση της γεφύρωσης του χάσµατος 

µεταξύ των in vitro κινητικών µελετών και της in vivo λειτουργίας είναι η ανάλυση της 

επιτάχυνσης του πρωτεϊνικού διπλώµατος µε την προσθήκη του ενζύµου. 
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1.1.4.  Καταλυτικός Μηχανισµός Ισοµερασών 
 

Έχουν προταθεί αρκετοί µηχανισµοί, που συνοψίζονται από τους Zhao & Ke 

(1996).    

Στον µηχανισµό του οµοιοπολικού τετραεδρικού ενδιάµεσου, µια κυστεΐνη ή ένα 

νουκλεόφιλο αµινοξύ σχηµατίζει ένα οµοιοπολικό δεσµό µε τον άνθρακα του 

καρβονυλίου ως ενδιάµεσο µόριο. Ωστόσο, κατευθυνόµενες µεταλλάξεις και δοµές 

προερχόµενες από κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ δεν αποκάλυψαν κανένα υποψήφιο 

νουκλεόφιλο αµινοξύ κοντά στον αµιδικό δεσµό. Έτσι, αυτός ο µηχανισµός µπορεί να 

απορριφθεί. 

Ένας δεύτερος µηχανισµός, «κατάλυση µέσω παραµόρφωσης» στον οποίο το 

επίπεδο N-C=O παραµορφώνεται µε την πρόσδεση στην CyP και το ενδιάµεσο µόριο 

σταθεροποιείται µε την αλληλεπίδραση µε την CyP. Ο µηχανισµός στηρίχθηκε στην 

επίδραση ισοτόπων, αλλά δεν προτάθηκε καµιά χηµική οµάδα που να σταθεροποιεί το 

ενδιάµεσο σύµπλοκο. 

Ένας τρίτος µηχανισµός υποθέτει πως η πλευρική αλυσίδα της σερίνης, θρεονίνης 

ή τυροσίνης πρωτονιώνεται ή δηµιουργεί δεσµό Η µε το ιµιδικό άζωτο για να 

αποσυζευχθεί ο O=C-N αµιδικός δεσµός. Υπολογισµοί στα µοριακά τροχιακά 

αποκαλύπτουν πράγµατι πως πρωτονίωση του αζώτου χαµηλώνει την ενεργειακό 

φράγµα για την cis-trans αλληλοµετατροπή. 

Ένας τέταρτος µηχανισµός της «κατάλυσης µέσω αποσυµπλοκοποίησης» 

βασίζεται στην παρατήρηση πως ο ρυθµός της ισοµερίωσης αυξάνεται ραγδαία σε µη 

πολικούς διαλύτες. Ο υδροφοβικός χαρακτήρας του ενεργού κέντρου ενισχύει αυτήν την 

υπόθεση. 

Τέλος, ο µηχανισµός που βασίζεται στον διαλύτη προτάθηκε βάση της δοµής του 

συµπλόκου CyPA/Ala-Pro. Αυτός ο µηχανισµός προβλέπει δυο στάδια στην κατάλυση: 

αποσυµπλοκοποίηση κατά την σύνδεση στην υδρόφοβη κοιλότητα του ενεργού κέντρου 

και σταθεροποίηση του ενδιάµεσου µορίου µέσω µορίων του διαλύτη. 

Γενικά, ο C-N αµιδικός δεσµός είναι συζευγµένος µε την καρβονυλική οµάδα 

ώστε να αποδώσουν έναν επίπεδο χαρακτήρα στον αµιδικό δεσµό. Αυτή η σχέση δίνει 
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στον C-N δεσµό χαρακτήρα διπλού δεσµού, κι έτσι η ισοµερίωση της προλίνης πρέπει να 

υπερβεί το ενεργειακό φράγµα για να πραγµατοποιηθεί. Κάθε παράγοντας που 

συµβάλλει στην εξασθένιση του χαρακτήρα του διπλού δεσµού του C-N αναµένεται να 

επιταχύνει την ισοµερίωση (Zhao & Ke, 1996). 

Η σύγκριση ανάµεσα στις δοµές του συµπλόκου της κυκλοφιλίνης Α µε τα 

διπεπτίδια Ser-Pro, His-Pro και Gly-Pro αποκάλυψε πως στα παραπάνω σύµπλοκα η 

διαµόρφωση και ο τρόπος σύνδεσης των πεπτιδίων είναι σχεδόν παρόµοιος. Η πλευρική 

αλυσίδα του Ν-τελικού άκρου των πεπτιδίων δεν αλληλεπιδρά έντονα µε την 

κυκλοφιλίνη, γεγονός που καταδεικνύει την µικρή συνεισφορά στην cis-trans 

ισοµερίωση και συµβάλλοντας µε τον τρόπο αυτό στην καταλυτική εξειδίκευση του 

ενζύµου µε ένα µεγάλο εύρος υποστρωµάτων. Η πρόσδεση των διπεπτιδίων είναι 

παρόµοια µε εκείνη του συνθετικού τετραπεπτιδίου suc-AAPF-pNa όσον αφορά το 

δίκτυο των υδρογονικών δεσµών στο Ν-τελικό άκρο και τις υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις 

της πλευρικές αλυσίδας της προλίνης. Ωστόσο, σηµαντικές διαφορές παρατηρούνται 1) 

στο δίκτυο των υδρογονικών δεσµών του καρβοξυλικού άκρου των πεπτιδίων και της 

Arg55 και µεταξύ Arg55 και Gln63, 2) στην διαµόρφωση της πλευρικής αλυσίδας της 

Arg55 και 3) στην πρόσδεση των νερών στο ενεργό κέντρο. Αυτές οι διαφορές υπονοούν 

πως είτε αυτά τα διπεπτίδια δεν είναι υποστρώµατα αλλά ανταγωνιστικοί παρεµποδιστές 

της ισοµερίωσης της προλίνης ή ότι τα διπεπτίδια εµπλέκονται σε διαφορετικούς 

κατααλυτικούς µηχανισµούς από τα τετραπεπτίδια (Zhao & Ke, 1996). 

Οι κυκλοφιλίνες καταλύουν την ισοµερίωση προλίνης από την trans στην cis 

µορφή της συµβάλλοντας στην διαδικασία της αναδίπλωσης των µη διπλωµένων 

πρωτεϊνών επαναφέροντας την προλίνη τους στην αρχική φυσική cis κατάστασή της. 

Μόνο µικρά πεπτίδια µε την cis διαµόρφωση έχουν παρατηρηθεί δοµικά σε σύµπλοκα µε 

κυτταροοπλασµατικές κυκλοφιλίνες. Ωστόσο, οι δοµές συνθετικών πεπτιδίων που 

περιέχουν trans προλίνες σε σύµπλοκα µε µεταλλαγµένη Κ163Τ EcCyPB έχουν 

επιλυθεί. Η σύγκρισή τους µε τις δοµές των πεπτιδίων µε cis προλίνη στα σύµπλοκα µε 

EcCyPA καταδεικνύουν πως α. και στις δυο περιπτώσεις ο δακτύλιος της προλίνης 

εισέρχεται στον υδρόφοβο θύλακα και ο δεσµός Η µεταξύ της CO οµάδας της προλίνης 

και του ατόµου Nη2 της αργινίνης σταθεροποιεί το πεπτίδιο. Από την άλλη, στην 

περίπτωση της cis προλίνης ο σχηµατισµός δυο δεσµών Η της NH και CO της αλανίνης 
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που προηγείται της προλίνης του πεπτιδίου µε την πρωτεΐνη σταθεροποιούν το πεπτίδιο, 

ενώ , στην περίπτωση της trans προλίνης ο δεσµός Η µεταξύ της CO που προηγείται του 

Ala-Pro και του Νε2 της His47 µέσω γέφυρας νερού επιτρέπουν µεγάλη παραµόρφωση 

στην διευθέτηση της Ala στο Ala-Pro. Αν και η απώλεια του διπλού δεσµού του 

αµιδικού δεσµού Ala-Pro είναι απαραίτητη για την ισοµερίωση που συµβαίνει µε την 

περιστροφή γύρω από τον δεσµό, αυτά τα πεπτίδια έχουν µορφές που είναι αδύνατο να 

εκτελέσουν µεταφορά πρωτονίου από την γουανιδυλική οµάδα της αργινίνης στο άτοµο 

Ν της προλίνης, επάγοντας την απώλεια του χαρακτήρα του διπλού δεσµού (Konno et 

al., 2004). 

 

1.1.5. Το βακτήριο Azotobacter vinelandii 
 

Το Azotobacter vinelandii (σχήµα 1.4.) είναι ένα γάµµα-πρωτεοβακτήριο που 

ανήκει στην οικογένεια Pseudomonadaceae (Rediers et al., 2004). Είναι ένας αερόβιος 

οργανισµός, που διαβιεί στο έδαφος και εµφανίζει µια πληθώρα µεταβολικών ιδιοτήτων, 

µεταξύ των οποίων την ικανότητα να δεσµεύουν το ατµοσφαιρικό άζωτο µετατρέποντας 

το σε αµµωνία. Είναι ένας ελεύθερης διαβίωσης οργανισµός, που παράγει πολλές 

φυτορµόνες και βιταµίνες στο έδαφος. Όπως συµβαίνει και στην Klebsiella pneumoniae 

δεσµεύει το άζωτο ενώ διαβιεί ελεύθερο στο έδαφος και δεν συµβιώνει µε φυτά 

(διαδικασία που συναντάται στα µέλη του γένους Rhizobium και σε ποικιλίες ψυχανθών 

φυτών).  

∆υο σηµαντικά βιολογικά χαρακτηριστικά που εµφανίζει το A. vinelandii κατά 

την διαδικασία αζωτοδέσµευσης είναι α. η ικανότητα σύνθεσης εναλλακτικών ενζύµων 

νιτρογενάσης (που δεν περιέχουν µολυβδαίνιο αλλά βανάδιο ή µόνο σίδηρο) και β. η 

ικανότητα να δεσµεύει άζωτο αερόβια παρά την δεδοµένη ευαισθησία του ενζύµου στο 

οξυγόνο.  

Είναι ένα γενετικά ανιχνεύσιµο σύστηµα, που χρησιµοποιείται για την µελέτη της 

αζωτοδέσµευσης. Τα βακτηριακά κύτταρα καλλιεργούνται και µεγαλώνουν σχετικά 

εύκολα. Κατά καιρούς, έχει χρησιµοποιηθεί ως µοντέλο για βιοχηµικές αναλύσεις 

εξαιτίας της εκπληκτικής απόδοσης και ποιότητας των ενζύµων που µπορεί να 

αποµονωθούν από τον µικροοργανισµό. Επιπρόσθετα, παρέχει ένα ιδανικό σύστηµα για 
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την µελέτη των διαδικασιών του σχηµατισµού κύστης και ξενοβιοτικής αποδόµησης 

(Sadoff, 1975).  

Το πλήρες γωνιδίωµα του βακτηρίου έχει αποκωδικοποιηθεί. ∆υο γνωστά γονίδια 

που κωδικοποιούν για την κυκλοφιλίνη υπάρχουν στο A. vinelandii: η 

κυταροπλασµατική µορφή του ενζύµου AvPPIB (γνωστή και ως AvCyPA) και η 

περιπλασµική µορφή AvPPIA (γνωστή και ως AvCyPB). Ωστόσο, καµία κυκλοφιλίνη 

από το συγκεκριµένο βακτήριο δεν έχει µελετηθεί δοµικά.  

 

 

 
 

Σχήµα 1.4. Το βακτηρίδιο Azotobacter vinelandii. Πηγή: The Azotobacter vinelandii genome project 

(www.azotobacter.org). Φωτογραφία από τον Richard Pau. 
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1.2. Κυκλοδεξτρίνες-Προϊόντα εγκλεισµού σε κυκλοδεξτρίνες 
 

Οι φυσικές κυκλοδεξτρίνες (native CDs) είναι κυκλικά, υδατοδιαλυτά, µη-

αναγωγικά πολυµερή απoτελούµενα από µακροκυκλικούς υδατάνθρακες. Αποτελούνται 

από µονάδες α-(1-4)-D γλυκοπυρανόζης, τοποθετηµένες σε έναν κυκλικό σχηµατισµό 

(Σχήµα 1.5.α.). Τα πιο κοινά από αυτά τα φυσικά µόρια είναι η α-, β- και γ- CD, που 

σχηµατίζονται από έξη, επτά και οκτώ µονάδες γλυκοπυρανόζης αντίστοιχα, και 

σχηµατίζουν κοιλότητες διαµέτρου 0.6, 0.8 και 1.0 nm. Η ύπαρξη µικροδιαφορών στις 

αναφερόµενες διαµέτρους της κεντρικής κοιλότητας και της περιφέρειάς τους καθιστούν 

τα µόρια µια ενδιαφέρουσα τάξη στο πεδίο της µακροκυκλικής και υπερµοριακής 

χηµείας και αποτελούν ίσως το κλειδί για την κατανόηση της διαδικασίας 

συµπλοκοποίησης. 

Ως παράγωγα αµύλου είναι µη-τοξικά συστατικά, δεν απορροφώνται από το 

γαστρεντερικό σύστηµα και µεταβολίζονται πλήρως από την µικροχλωρίδα του παχέος 

εντέρου. Παράλληλα, οι α-, β- και γ-CDs έχουν λάβει την ένδειξη ασφαλή GRAS (US 

FDA) για χρήση ως πρόσθετα σε τρόφιµα (Lina & Bär, 2004), (Bellringer et al., 1995), 

(Til & Bär, 1998). 

Οι CDs παράγονται από άµυλο και α-1,4 γλυκάνες µε την διαµεσολάβηση 

ενζύµων (αποικοδόµηση και κυκλοποίηση), όπως οι γλυκοζυλοτρανσφεράσες των CDs 

(CGTase) και λιγότερο οι α-αµυλάσες. Ως υπόστρωµα µπορεί να χρησιµοποιηθούν 

διάφορες πηγές αµύλου, αλλά κυρίως προτιµάται το άµυλο καλαµποκιού (corn) και 

πατάτας. Το άµυλο από καλαµπόκι (maize) και στάρι επίσης χρησιµοποιούνται, αλλά 

περιέχουν µεγαλύτερο ποσοστό αµυλόζης, το οποίο δίνει µικρότερες αποδόσεις σε CDs 

από ότι η αµυλοπηκτίνη. Οι CGTases αποµονώνονται από διάφορους µικροοργανισµούς, 

όπως στελέχη Bacillus sp. (B. amylobacter, B. macerans, B. circulans, B. subtilis, B. 

megaterium, αλκαλόφιλα στελέχη Bacillus sp.), Klebsiella (K. pneumoniae, K. oxytoca), 

Thermoanaerobacter sp., Clostridium sp., κ.α. Η πρόοδος της βιοτεχνολογίας µε τις 

γενετικά τροποποιηµένες CGTases, καθώς και άλλες τεχνολογικές και επιστηµονικές 

καινοτοµίες έκαναν τις υψηλής καθαρότητας α-, β- και γ- CDs διαθέσιµα συστατικά 

τροφίµων και φαρµάκων. Σήµερα, παράγονται βιοµηχανικά, µε µια ετήσια παραγωγή για 
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την β-CD της τάξης των 10.000 τόνων και τρέχουσα τιµή για την β-CD ως συστατικό 

τροφίµων πολύ λογική (5US$ ανά kg). 

 

 
(α)      (β) 

Σχήµα 1.5.α. Η χηµική και β. η τρισδιάστατη δοµή των φυσικών κυλοδετρινών   

 

Οι CDs έχουν σχήµα κόλουρου κώνου (Σχήµα 1.5.β.), όπου οι δευτεροταγείς 

υδροξυλοµάδες των ατόµων C2 και C3 της γλυκόζης εντοπίζονται στην φαρδιά πλευρά 

του κώνου (δευτεροταγής πλευρά), ενώ εκείνες των C6 ατόµων είναι τοποθετηµένες 

στην στενή πλευρά του (πρωτοταγής πλευρά). Τα άτοµα H1, H2 και H4 των C-H 

οµάδων, που είναι τοποθετηµένα στο εξωτερικό της κοιλότητας του µορίου και οι 

πολικές υδροξυλοµάδες των σακχάρων που είναι διευθετηµένες επίσης προς το 

εξωτερικό του κώνου προσδίδουν στις εξωτερικές επιφάνειες των προσόψεων των CDs 

υδρόφιλο χαρακτήρα. Αυτή η διασπορά των πολικών οµάδων παρέχει την 

υδατοδιαλυτότητα σε αυτά τα υλικά. Το εσωτερικό του κώνου προσφέρει ένα 

περιβάλλον χαµηλότερης πολικότητας από εκείνο του νερού και έτσι µπορεί να θεωρηθεί 

ως «υδρόφοβη κοιλότητα», που ορίζεται στα δυο άκρα από τους δακτυλίους των C-H 

οµάδων (H3 και H5) και στη µέση από εκείνον των οξυγόνων-γεφυρών των 

γλυκοζιτικών µονάδων, «αιθερικά οξυγόνα» (O4 και O5). Τα H6 σχηµατίζουν το 
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στενότερο άκρο του κώλουρου κώνου (Σχήµα 1.6.). Το αποτέλεσµα αυτής της διττής 

ιδιότητας είναι πως οι CDs µπορούν να σχηµατίσουν διαλυτά, αναστρέψιµα προϊόντα 

εγκλεισµού µε ενώσεις χαµηλής υδατοδιαλυτότητας, συµβάλλοντας στην αύξηση της 

τελευταίας σε αυτές τις ενώσεις. 

 

 
 

Σχήµα 1.6. Οι υδρόφοβες και οι πολικές περιοχές των κυκλοδεξτρινών  

 

Προκειµένου να βελτιωθεί η υδατοδιαλυτότητα των κυκλοδεξτρινών (ιδιαίτερα 

της β-CD), αλλά και η εκλεκτικότητά τους στον ξενισµό συγκεκριµένων βιοδραστικών 

ουσίων (φαρµακευτικού κυρίως ενδιαφέροντος), συντίθενται παράγωγά τους, που 

προκύπτουν από τροποποίησή τους µέσω αλκυλίωσης και υδροξυαλκυλίωσης. Οι 

υδροξυλοµάδες των C2, C3 και C6 είναι τα πιθανά σηµεία τροποποίησης, ώστε να µένει 

ανέπαφη η υδρόφοβη κοιλότητα. Οι υδροξυλοµάδες των C6 είναι οι πιο δραστικές σε 

σχέση µε εκείνες των C2 και C3 και κατά συνέπεια δηµιουργούνται παράγωγα µε 

διαφορετικές φυσικοχηµικές ιδιότητες και βελτιωµένη ικανότητα εγκλεισµού διαφόρων 

µορίων. 
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1.2.1. Εγκλεισµός και δηµιουργία προϊόντων εγκλεισµού 
 

Το προϊόν εγκλεισµού είναι µια ξεχωριστή µορφή χηµικού συµπλόκου καθώς 

αυτός ο τύπος σχηµατισµού συµπλόκου δεν εξαρτάται από ιοντικούς, οµοιοπολικούς 

δεσµούς (όπως συµβαίνει συνήθως στην χηµική συµπλοκοποίηση), κατά την οποία ένα 

µόριο εγκλείεται µέσα σε ένα άλλο µόριο ή συσσωµάτωµα µορίων. Το βασικό κριτήριο 

είναι το εγκλεισµένο ή «ξενιζόµενο» µόριο να είναι κατάλληλου µεγέθους και σχήµατος 

(π.χ. το καταλληλότερο για να πληρώνει το χώρο) ώστε να ταιριάζει µε την κατάλληλη 

διαµόρφωση στην κοιλότητα των µορίων-«ξενιστών» (Marques, 2010). 

Η στερεοχηµεία, και πιθανόν, η πολικότητα τόσο του ξενιστή όσο και του 

ξενιζοµένου µορίου καθορίζουν την επίτευξη ή µη του εγκλεισµού. Εποµένως, η 

συµπλοκοποίηση είναι ένα στερεοεξειδικευµένο φαινόµενο, όπου οι χωρικές απαιτήσεις 

για τον σχηµατισµό ενός προϊόντος εγκλεισµού σε CDs θυµίζουν εν µέρει τον µηχανισµό 

«κλειδιού-κλειδαριάς» της ενζυµικής κατάλυσης. Πολλές φορές, ο εγκλεισµός στην 

κοιλότητα των CDs γίνεται έτσι ώστε το ξενιζόµενο µόριο να συγκρατείται εντός της 

µερικώς, παρεµποδίζοντας κάποιες ενεργές θέσεις του και εκθέτοντας άλλες. 

Οι CDs µπορεί να περιγραφούν ως παράγοντες νανο-εγκλωβισµού και η 

δηµιουργία συµπλόκου ισοδυναµεί µε µοριακό εγκλεισµό, καθώς τα ξενιζόµενα µόρια 

αποµονώνονται το ένα από το άλλο και διασκορπίζονται σε µοριακό επίπεδο µέσα στο 

περιβάλλον ενός ολιγοσακχαρίτη. 

Γενικά, όσο µικρότερο είναι το ξενιζόµενο µόριο, τόσο µεγαλύτερη είναι η 

ικανότητα εγκλεισµού. Ο βαθµός δραστικότητας για τα µεγαλύτερα µόρια εξαρτάται από 

την παρουσία µιας κατάλληλης οµάδας ή δακτυλίου ικανού να εισέλθει στον θύλακα 

(ένα ή δυο δακτυλίους βενζενίου ή ακόµη µεγαλύτερα που κουβαλούν ένα αρωµατικό 

δακτύλιο, µια πλευρική αλυσίδα ή άλλες οµάδες συγκρίσιµο µεγέθους). Μόνο τα 

λιπόφιλα τµήµατα αυτών των µορίων πρέπει να ταιριάξουν µες στην λιπόφιλη κοιλότητα 

της CD και όχι ολόκληρα τα µόρια (Guo et al., 2003).  

Για ξενιζόµενα µόρια παροµοίων διαστάσεων, παρατηρείται τα πιο υδρόφοβα 

µόρια να έχουν τη µεγαλύτερη συγγένεια µε την κοιλότητα των CDs σε υδατικό διάλυµα, 

αφού η κοιλότητα παρέχει ένα ετερογενές υδρόφοβο µικροπεριβάλλον. 
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Η µοριακή ενθυλάκωση από τις CDs συχνά µεταβάλλει προς την σωστή 

κατεύθυνση τις διάφορες φυσικοχηµικές ιδιότητες των εγκλεισµένων µορίων όπως την 

υδατοδιαλυτότητα και την σταθερότητα. Είναι επίσης απλούστερη και φθηνότερη από 

οποιαδήποτε άλλη µέθοδο εγκλεισµού. 

Μια ποικιλία αλληλεπιδράσεων εµφανίζεται κατά την διαδικασία του εγκλεισµού 

(Liu & Guo, 2002). Συνήθως, οι van der Waals και υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις είναι οι 

κύριες κατευθυντήριες δυνάµεις εγκλεισµού (Driving Forces) για την συµπλοκοποίηση 

κυκλοδεξτρινών, ενώ οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις και οι δεσµοί υδρογόνου 

επηρεάζουν την διαµόρφωση συγκεκριµένων προϊόντων εγκλεισµού.  

Υπάρχουν αρκετές µέθοδοι για τον προσδιορισµό της Ks πέρα από το διάγραµµα 

διαλυτότητας: ποτενσιοµετρία, µικροθερµιδοµετρία, NMR, κυκλικός διχρωισµός, UV-

ορατού φασµατοσκοπία, HPLC και TLC. Τα σύµπλοκα που παρουσιάζουν τιµές για την 

σταθερά Ks από 100 έως 5000M-1, είναι συνήθως κατάλληλα για πρακτικές εφαρµογές. 

Σε πολύ ασταθή σύµπλοκα παρατηρείται πρόωρη απελευθέρωση του ξενιζόµενου µορίου 

και σε πολύ σταθερά επιβραδυνόµενη ή ατελής απελευθέρωση και συνεπώς η 

απορρόφηση παρεµποδίζεται. Ωστόσο, σε µερικές περιπτώσεις, ακόµη και µε µικρές Ks 

τιµές, η συµπλοκοποίηση επιφέρει καλύτερες φυσικοχηµικές, φαρµακευτικές και 

βιοφαρµακευτικές ιδιότητες για φάρµακα ή/και άλλα µόρια. 

 
 
1.2.2. Εφαρµογές του εγκλεισµού  
 
1.2.2.α. Εφαρµογές στην βιοµηχανία τροφίµων και ποτών 
 

Ο εγκλεισµός αποτελεί µια µέθοδο προστασίας των συστατικών των τροφίµων 

που είναι ευαίσθητα στη θερµοκρασία, την οξείδωση, την υγρασία, τους 

µικροοργανισµούς, κ.α. Η χρήση CDs σε τρόφιµα και ποτά έχει αυξηθεί σηµαντικά τα 

τελευταία χρόνια, καθώς έχουν πλείστες εφαρµογές στην επεξεργασία τροφίµων και ως 

πρόσθετα τροφίµων. Αιθέρια έλαια και πτητικές ενώσεις (Bethanis et al., 2012) µπορεί 

να εγκλειστούν σε CDs προκειµένου να βελτιώσουν την υδατοδιαλυτότητα τους, να 

αποφύγουν την αποδόµηση από οξυγόνο, φως και θερµότητα και την απώλεια κατά την 

επεξεργασία και αποθήκευση, και να σταθεροποιήσουν αρώµατα, γεύσεις και αιθέρια 

έλαια από ανεπιθύµητες αλλαγές. Επιπλέον, η χρήση προϊόντων εγκλεισµού γεύσεων σε 
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CDs επιτρέπει την χρήση τους σε πολύ µικρές ποσότητες. Αντίθετα, οι CDs µπορεί να 

χρησιµοποιηθούν για την αφαίρεση οσµών ή αποµάκρυνση ανεπιθύµητων συστατικών 

όπως µη-αρωµατικών ή πικρών συστατικών που είναι παρόντα σε τρόφιµα και ποτά στην 

φυσική τους µορφή, ελαττώνοντας δυσάρεστες µυρωδιές και γεύσεις. Οι CDs µπορεί 

επίσης να χρησιµοποιηθούν για να επιτευχθεί η ελεγχόµενη απελευθέρωση 

συγκεκριµένων συστατικών τροφίµων και ποτών. Τα συστατικά των τροφίµων 

απελευθερώνονται στον κατάλληλο τόπο και χρόνο µε τον επιθυµητό ρυθµό µε µια 

µεταβολή στην θερµοκρασία, υγρασία και pH. 

 

1.2.2.β. Εφαρµογές σε άλλες βιοµηχανίες 
 

Λόγω της µεγάλης ικανότητας συµπλοκοποίησης και της αµελητέας τοξικότητά 

τους, οι CDs χρησιµοποιούνται ευρέως ως µεταφορείς φαρµάκων (Challa et al., 2005). 

Επιπροσθέτως, χρήσεις τους εντοπίζονται στις βιοµηχανίες κοσµητικών, ειδών υγιεινής, 

αγροχηµικών και προστασίας του περιβάλλοντος. 

Πιο αναλυτικά, στη φαρµακευτική βιοµηχανία, οι κυκλοδεξτρίνες 

χρησιµοποιούνται για: 

-µείωση πτητικότητας φαρµακευτικών ουσιών 

-µετατροπή των υγρών ενώσεων σε κρυσταλλική µορφή 

-κάλυψη δυσάρεστων οσµών ή γεύσεων κάποιων φαρµάκων 

-αποφυγή ανεπιθύµητων ασυµβατοτήτων 

-αύξηση βιοδιαθεσιµότητας και σταθερότητας ενός φαρµάκου παρουσία φωτός, 

 αυξηµένης θερµοκρασίας και παραγόντων οξείδωσης 

Έτσι, ο χρόνος ζωής των φαρµάκων καθώς και οι οργανοληπτικές του ιδιότητες 

όπως η ευχάριστη γεύση των συστατικών σε συγκεκριµένη δόση, µπορεί να αυξηθούν. 

Αυτό µπορεί να παρακινήσει την εισαγωγή και την επανεξέταση ενός πλήθους 

δραστικών ουσιών που λόγω προβληµάτων σταθερότητας, ασυµβατότητας ή 

απορρόφησης δεν χρησιµοποιούνται σήµερα. Η αύξηση στην διαλυτότητα, 

διαλυµατοποίηση, ρυθµό απελευθέρωσης και βιοδιαθεσιµότητα, η τροποποίηση των 

φαρµακοκινητικών ιδιοτήτων, η τροποποίηση της διάθεσης των φαρµάκων, η 

επιµήκυνση της απελευθέρωσης  των φαρµάκων και η στοχευόµενη θεραπεία µπορεί να 

επιτευχθούν µέσω των κυκλοδεξτρινών (Loftsson & Brewster, 2011). 
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Παράλληλα, οι CDs σχηµατίζουν σύµπλοκα µε µια µεγάλη ποικιλία αγροχηµικών 

όπως φυτορρυθµιστικές ουσίες, ζιζανιοκτόνα, εντοµοκτόνα, εντοµοαπωθητικά, 

µηκυτοκτόνα και φεροµόνες (Triantafyllopoulou et al., 2012). Ο εγκλεισµός προσφέρει 

βραδεία αποδέσµευση οπότε µπορούν να χρησιµοποιηθούν µικρότερες ποσότητες των 

δραστικών ουσιών µε µεγαλύτερη διάρκεια δράσης από τη στιγµή της εφαρµογής. 

Παράλληλα, ουσίες ελάχιστα διαλυτές στο νερό (η πλειονότητα των αγροχηµικών), 

µπορούν να γίνουν πιο ευδιάλυτες, να υπάρξει οµοιογενής κατανοµή σε µία µεγάλη 

επιφάνεια και να µεταφερθεί το µεγαλύτερο τµήµα τους στο εσωτερικό του κυττάρου 

(Szejtli, 1985). 

 

 
1.2.2.γ. Χρήση για διαχωρισµό ρακεµικού µίγµατος 
 

Οι κυκλοδεξτρίνες είναι χειρόµορφοι υποδοχείς που προσδένονται σε µια 

πληθώρα υδρόφοβων χειρόµορφων µορίων και είναι γνωστές για την χρήση τους στην 

σταθερή φάση σε µελέτες µε την τεχνική της υγρής χρωµατογραφίας και της 

ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδές (capillary electrophoresis). Οι Voskuhl et al., (2011) 

µελέτησαν την αλληλεπίδραση τροποποιηµένων διµερών β-CDs µε τροποποιηµένα µόρια 

βορνεόλης, µενθόλης και ισοπινοκαµφεόλης στην (+) ή (-) διαµόρφωσή τους και 

διαπίστωσαν ότι τα διµερή εµφανίζουν σηµαντική προτίµηση στο (+) εναντιοµερές της 

βορνεόλης σε σχέση µε το (-), εν αντιθέσει µε τις µη τροποποιηµένες β-CD, όπου δεν 

υπάρχει εµφανής προτίµηση στον εγκλεισµό.  

Η εισαγωγή στην β-CD ενός αρωµατικού δακτυλίου που περιέχει διαφορετικές 

υποκατεστηµένες οµάδες προσφέρει αυξηµένη ικανότητα πρόσδεσης των 

κυκλοδεξτρινών σε µόρια-προσδέτες και ενισχύει τον ρακεµικό διαχωρισµό. Οι Liu et 

al., (2007) χρησιµοποίησαν µια σειρά τεχνικών για τον χαρακτηρισµό των συµπλόκων 

τροποποιηµένων β-CDs µε εναντιοµερή βορνεόλης  
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1.2.3. Βορνεόλη 
 

Τα µονοτερπένια είναι κύρια συστατικά των αιθέριων ελαίων πολλών φυτών 

(Chen et al., 2005). Η (+)-βορνεόλη (ενδο-(1R)-1,7,7-τριµέθυλοδίκυκλο [2.2.1] επταν-2-

όλη, κατά IUPAC) ή d-βορνεόλη και το εναντιοµερές της (-)-βορνεόλη (ενδο-(1S)-1,7,7-

τριµέθυλοδίκυκλο [2.2.1] επταν-2-όλη, κατά IUPAC) ή l-βορνεόλη είναι δικυκλικά 

µονοτερπένια µε πενταµελή τον δεύτερο δακτύλιο, που ανήκουν στην ίδια κατηγορία 

µονοτερπενίων µε την καµφορά, ενώ παρουσιάζουν και παρόµοια βιολογική δράση µε 

αυτήν (Σχήµα 1.7.). H βορνεόλη είναι µια πτητική χειρόµορφη αλκοόλη, η δράση της 

οποίας ως αναισθητική και αναλγητική ουσία την έκανε µια δηµοφιλή στην 

παραδοσιακή ιατρική της Κίνας και της Ιαπωνίας (Granger et al.,2005). Η βορνεόλη, η 

ισοβορνεόλη (διαστερεοµερές) και η καµφορά παράγονται από το α-πινένιο, που 

χρησιµοποιείται για παραγωγή σχεδόν όλης της σειράς των µονοτερπενίων, που 

χρησιµοποιούνται στην αρωµατοποιία. Στην πράξη χρησιµοποιείται µίγµα από d,l-

βορνεόλης και ισοβορνεόλης ή κυρίως d-βορνεόλη µε καθαρότητα >95%. Πρόσφατες 

µελέτες έδειξαν πως το µίγµα αποδοµείται κατά την αποθήκευση σε τοξικά παράγωγα 

της καµφοράς που µπορεί να φτάνουν το 45% µε 97%, ενώ η d-βορνεόλη είναι σταθερή 

και µη τοξική κι έτσι προτιµάται αντί του µίγµατος σε φάρµακα και πρόσθετα τροφίµων. 
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Σχήµα 1.7. Οι εναντιοµερείς µορφές (d) και (l) του µορίου της βορνεόλης  

 

Αναγωγή της καµφοράς οδηγεί στις δύο ισοµερείς αλκοόλες (βορνεόλη και 

ισοβορνεόλη) σε ποσοστό που ποικίλει ανάλογα µε το χρησιµοποιούµενο αντιδραστήριο. 

Αντιδραστήρια, όπως τα υδρίδια λιθίου και αργιλίου ή η καταλυτική υδρογόνωση 
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ευνοούν την ισοβορνεόλη, ενώ η ηλεκτρολυτική αναγωγή ευνοεί τη βορνεόλη. Οι 

παράγοντες που συνήθως χρησιµοποιούνται για την αναγωγή είναι υδρίδια µετάλλων, 

όπως LiAlH4 (υδρίδιο του λιθίου του αλουµινίου) και NaBH4 (βοροϋδρίδιο του νατρίου). 

Τα προϊόντα διαφέρουν στον τρόπο µε τον οποίο τα υδρίδια των µετάλλων 

µεταφέρουν ένα πρωτόνιο στην επίπεδη καρβονυλική οµάδα. Στερεοχηµικές απαιτήσεις 

του υποστρώµατος, της καµφοράς, µπορεί να κατευθύνουν την προσθήκη του πρωτονίου 

σε µια από τις δυο πλευρές του καρβονυλίου. Προσθήκη πρωτονίου στην έξω- πλευρά 

της καµφοράς σχηµατίζει βορνεόλη (το ένδο- προϊόν). Προσθήκη πρωτονίου στην ένδο- 

πλευρά της καµφοράς σχηµατίζει ισοβορνεόλη, το (έξω- προϊόν). Όταν σχηµατίζεται 

περισσότερη ποσότητα από το ένα προϊόν, η αντίδραση λέγεται στερεοεκλεκτική. Μόλις 

τα προϊόντα αποµονωθούν και αναγνωριστούν, µπορούµε να εξετάσουµε το εάν η 

αναγωγή είναι στερεοεξειδικευµένη µετρώντας την οπτική στροφή των αντιδρώντων και 

των προϊόντων της αντίδρασης. Αν η αντίδραση είναι στερεοεξειδικευµένη, οπτικώς 

καθαρή (+)- ή (-)-καµφορά θα δίνει µόνο (+)- ή (-)-βορνεόλη είτε µόνο (+)- ή (-)-

Iσοβορνεόλη, χωρίς απώλειες στην οπτική καθαρότητα. Στην περίπτωση όµως 

παραλαβής ρακεµικού µίγµατος µε εκχύλιση από φυτά, ο διαχωρισµός ενός τέτοιου 

µίγµατος (d,l)-βορνεόλης ή (d,l)-ισοβορνεόλης παρουσιάζει εξαιρετικό ενδιαφέρον.   

 

1.2.3.α. Φυσικοχηµικές ιδιότητες της βορνεόλης 
   

 Οι φυσικοχηµικές ιδιότητες της βορνεόλης φαίνονται στον πίνακα 1.1. Η 

βορνεόλη και η ισοβορνεόλη απαντώνται ως συστατικά αιθερίων ελαίων ενός πλήθους 

φυτών, που έχουν αποδεδειγµένη φαρµακευτική δράση όπως Valeriana officinalis L. και  

Dryovalanops aromatica. Ειδικά η l-βορνεόλη, συναντάται στα αιθέρια έλαια φυτών  

Abies concolor, Pinus palustris, φυτών γένους Thuja L., Coriandum sativum και Lippia 

adoensis (Opdyke, 1975). Χρησιµοποιείται από το 1920 στην αρωµατοποιία στις Η.Π.Α. 

σε ποσότητες 2000lb/yr. Χαρακτηρίστηκε ως προϊόν GRAS από την FEMA το 1965, 

εγκρίθηκε από την FDA για χρήση σε φαγητά και περιελήφθη από το συµβούλιο της 

Ευρώπης (1974) σε επίπεδα 5ppm στην λίστα των τεχνητών αρωµατικών ουσιών που 

χρησιµοποιούνται ως πρόσθετα τροφίµων χωρίς να απειλούν την δηµόσια υγεία. 
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Πίνακας 1.1. Φυσικοχηµικές ιδιότητες της βορνεόλης 

 
Μοριακός τύπος  C10H18O  
Περιγραφή  Λευκή κρυσταλλική σκόνη  
Μοριακό βάρος  154.25  
Σηµείο τήξεως  205-210o C  
Πυκνότητα  0,8648 g /cm3 (20oC)  
∆ιαλυτότητα στο νερό  Αδιάλυτο  
Άγνωστοι κίνδυνοι  Ευκολία στην ανάφλεξη, παραγωγή τοξικών αερίων  
Προστασία στη χρήση  Γάντια και αποφυγή άµεσης επαφής  
Τοξικότητα  Τοξικό για δέρµα, µάτια και κατάποση. Ντελίριο, ερεθισµοί κ.α.  
 

Μερικά βιολογικά στοιχεία για την βορνεόλη δίνονται παρακάτω (Opdyke, 

1975): 

Όσον αφορά την τοξικότητα θανατηφόρος δόση σε πειραµατόζωα είναι µερικά 

g/Kg. Η βορνεόλη έχει αναφερθεί πως προκαλεί ναυτία, εµετό, διανοητική σύγχυση, 

ζαλάδα και σπασµούς στον άνθρωπο. ∆εν προκαλεί γενικά ερεθισµό, ούτε ευαισθησία, 

σε συγκέντρωση 8% σε σκευάσµατα βαζελίνης. Η βορνεόλη φαίνεται να µεταβολίζεται 

και απεκκρίνεται ολόκληρη ή ως γλυκυρονίδιο. Φαρµακολογικά, προκαλεί εξαρτώµενη 

από την δόση µείωση των εκκρίσεων της χολής. 

 

1.2.3. β. Χρήσεις βορνεόλης 
 
 Η βορνεόλη, λόγω των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων που περιγράφτηκαν παραπάνω, 

αποτελεί µια από τις πολυτιµότερες ενώσεις τόσο στην βιοµηχανία τροφίµων, όπου 

απαντάται ως κύριο συστατικό αρωµατικών καρυκευµάτων όσο και την βιοµηχανία 

φαρµάκων και στην πρακτική παραϊατρική της Κίνας και Ινδίας. Χρησιµοποιείται επίσης 

στην αρωµατοθεραπεία και ως προσθετικό τροφίµων και κοσµετικών προϊόντων, όπως 

γλυκισµάτων, ποτών, οδοντόπαστων, αρωµάτων και προϊόντων περιποίησης δέρµατος. 

Οι εφαρµογές περιλαµβάνουν θεραπείες γαστρικών πόνων, ιδίως του στοµαχόπονου, 

τραυµατισµών, εγκαυµάτων, ρευµατοπαθειών και πληγών. Η βορνεόλη έχει παρόµοια µε 

την καµφορά δράση ως προς την αντιµετώπιση νευραλγιών και πόνων από 

ρευµατισµούς. Οι εστέρες των αλκοολών των βορνεολών είναι έλαια, ευκόλως διαλυτά 
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σε αλκοόλες και άλλα έλαια (ελαιόλαδο), ενώ παράλληλα αναδύουν και ευχάριστη 

ευωδία. Στην παραδοσιακή ιατρική χρησιµοποιείται για θεραπεία από κοιλιακό άλγος 

(κυρίως, στοµαχόπονο), ενώ παράλληλα εµφανίζει αντιθροµβώδη και αντιαιµοπεταλιακή 

δράση (Kumar et al., 2011). Άλλες µελέτες αναδεικνύουν τη βορνεόλη ως τον κατάλληλο 

παράγοντα για την βελτίωση της βιοδιαθεσιµότητας ορισµένων στοµατικών φαρµάκων. 

Πιο ειδικά, η ουσία έχει χρησιµοποιηθεί ως µεταφορέας φαρµάκου, αφού η χαµηλή 

φαρµακολογική του δράση το καθιστά ικανό να εισέρχεται στον εγκέφαλο µεταφέροντας 

το φάρµακο σε συγκεκριµένο στόχο, αυξάνοντας την θεραπευτική ικανότητα του 

τελευταίου (He et al., 2011). Αυτές οι επιδράσεις αποδίδονται στην ικανότητα της ουσίας 

να ρυθµίζει θετικά τους GABAA αναστολείς των νευροδιαβιβαστών στις συνάψεις των 

νευρικών κυττάρων (Granger et al., 2005). 

 Πρόσφατα, πολλοί ερευνητές έδειξαν πως η d-βορνεόλη µπορεί να δράσει και ως 

διεισδυτικός παράγοντας εµπλουτισµού. Οι Wu et al., αναφέρουν πως η d-βορνεόλη 

ενισχύσει την απορρόφηση της ινσουλίνης από τον βλεννογόνο του στόµατος και 

επιταχύνει την απορρόφηση των ουσιών (puerarin και timolol maleate) σε σταγόνες 

µέσω του κερατοειδούς χιτώνα in vitro (Wu et al., 2006).     

 Λόγω των αντιφλεγµονωδών και αντιµικροβιακών ιδιοτήτων καθώς και της 

µεγάλης ικανότητας διείσδυσης, η d-βορνεόλη έχει χρησιµοποιηθεί ευρέως σε φάρµακα 

και λειτουργικά τρόφιµα. Ωστόσο, τα µειονεκτήµατα της αστάθειας κατά την διαδικασία 

προετοιµασίας και αποθήκευσης, λόγω της εύκολης εξάχνωσής της και της χαµηλής 

διαλυτότητας στο νερό περιορίζουν την χρήση της. Προκειµένου να βελτιωθεί η 

διαλυτότητα των βιοπροϊόντων, αρκετές τεχνικές όπως η διασπορά της στερεάς 

κατάστασης και ο σχηµατισµός προϊόντων εγκλεισµού έχουν αναπτυχθεί. Ανάµεσα σε 

αυτές τις τεχνικές η συµπλοκοποίηση µε κυκλοδεξτρίνες και παράγωγά τους έχει 

αποδειχθεί πως είναι η πιο αποτελεσµατική µέθοδος αύξησης της διαλυτότητας στο νερό. 

 

 

 

 

 

 



 
 

32

 

1.2.3.γ. Σχηµατισµός και χαρακτηρισµός του προϊόντος εγκλεισµού βορνεόλης σε β-CD 

   
 Το σύµπλοκο της d-βορνεόλης µε β-CD έχει χαρακτηριστεί µε διάφορες 

φασµατοσκοπικές τεχνικές όπως FT-IR, XRD, DSC. Τα αποτελέσµατα δείχνουν πως η d-

Βορνεόλη µπορεί να σχηµατίσει προϊόν εγκλεισµού µε την β-CD µε την χρήση υπερήχων 

και σε µοριακή αναλογία  (β-CD : βορνεόλη) 1 : 1. Το σύµπλοκο εµφανίζει διαφορετικές 

φυσικοχηµικές ιδιότητες διαφορετικές από εκείνες της ελεύθερης µορφής του µορίου. Ο 

σχηµατισµός του προϊόντος εγκλεισµού σε β-CD αυξάνει σηµαντικά την σταθερότητα 

και την υδατοδιαλυτότητα της βορνεόλης. 

 Τα IR φάσµατα των d-βορνεόλης, β-CD, του φυσικού µίγµατος και του προϊόντος 

εγκλεισµού d-βορνεόλης/β-CD εµφανίζονται στο σχήµα 1.8.α (Su et al., 2012). Το 

φάσµα του µίγµατος (B) παρουσιάζει οµοιότητα µε καθένα από εκείνα της β-CD και της 

d-βορνεόλης ξεχωριστά. Ωστόσο, το φάσµα του προϊόντος εγκλεισµού δεν εµφανίζει 

κοινά χαρακτηριστικά µε εκείνο της d-βορνεόλης (C). Οι αλλαγές στις απορροφήσεις 

µπορεί να οφείλονται στον σχηµατισµό ενδοµοριακών Η-δεσµών µεταξύ της d-

βορνεόλης και της β-CD (Σχήµα 1.8.α). 

 

 
 

      (α)         (β) 

Σχήµα 1.8.α. FT-IR ανάλυση και β. διάγραµµα διαλυτότητας συµπλόκου d-βορνεόλης /β-CD. Πηγή: (Su 

et al., 2012) 
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 Η στοιχειοµετρία του συµπλόκου καθορίστηκε µε µελέτη της µεταβολής της 

διαλυτότητας της βορνεόλης παρουσία κυκλοδεξτρίνης. Το προφίλ του διαγράµµατος 

διαλυτότητας εµφανίζεται στο σχήµα 1.8β. και µπορεί να ταξινοµηθεί ως κλάσης Bs 

σύµφωνα µε την τεχνική Higuchi-Connors. Η διαλυτότητα της d-βορνεόλης αυξάνεται µε 

την αύξηση της συγκέντρωσης της β-CD σε ένα εύρος από 0 έως 5mM. Για 

συγκέντρωση β-CD µεγαλύτερη από 5mM, η διαλυτότητα της d-βορνεόλης µειώνεται. 

Σύµφωνα µε την θεωρία των Higuchi-Connors, η 1:1 αναλογία του προϊόντος 

εγκλεισµού επιτυγχάνεται στο αρχικό ευθύγραµµο τµήµα της καµπύλης µε κλίση 0.9703. 

Η σταθερά K1:1 υπολογίζεται στα 38812 Μ-1 σύµφωνα µε την παραπάνω εξίσωση, η 

οποία υποδηλώνει πολύ ισχυρές αλληλεπιδράσεις µεταξύ d-βορνεόλης και β-CD.  
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Κεφάλαιο 2ο ΚΡΥΣΤΑΛΛΟΓΡΑΦΙΑ ΑΚΤΙΝΩΝ-Χ 

 

2.1. Κρυσταλλογραφία 
 

Η κρυσταλλογραφία είναι µέθοδος προσδιορισµού των σχετικών θέσεων των 

ατόµων µορίων στο χώρο και βασίζεται στη σκέδαση ακτινοβολίας-Χ από κρυστάλλους, 

που χαρακτηρίζονται από την περιοδική διάταξη των δοµικών τους λίθων κατά τις τρεις 

διαστάσεις. Η κρυσταλλική δοµή αποτελείται από µία περιοδικά επαναλαµβανόµενη 

βασική δοµική µονάδα, την µοναδιαία κυψελίδα, που επεκτείνεται προς τις τρεις 

διαστάσεις (McPherson, 2009). Η τελευταία µπορεί να περιλαµβάνει:  

1. ένα ή περισσότερα µόρια  

2. ένα ή περισσότερα µόρια και ένα ή περισσότερα µόρια προσδέτη και διαλύτη  

Εποµένως, µελετώντας την ασύµµετρη µονάδα (µικρότερο δυνατό τµήµα της 

δοµής που δεν επαναλαµβάνεται µε καµία πράξη συµµετρίας στον χώρο) της κυψελίδας 

και προσδιορίζοντας τις θέσεις των ατόµων της, έχουµε µια ολοκληρωµένη εικόνα του 

κρυστάλλου.  

 Κάθε κρυσταλλογραφική µελέτη περιέχει τα εξής στάδια-βήµατα: i) 

κρυστάλλωση, ii) συλλογή δεδοµένων περίθλασης, iii) επεξεργασία δεδοµένων 

περίθλασης και iv) καθορισµός της υπό εξέταση δοµής, τα οποία περιγράφονται 

παρακάτω.  

 

2.1.1. Κρυστάλλωση 
 

Υπάρχουν πολλοί µέθοδοι κρυστάλλωσης βιοµορίων, αλλά όλες στοχεύουν στο 

να φτάσει το διάλυµά τους σε µια κατάσταση υπερκορεσµού. Οι βασικές τεχνικές που 

χρησιµοποιούνται για την κρυστάλλωση πρωτεϊνών αυτές της διάχυσης ατµών, 

διαπήδησης (dialysis), της άµεσης προσθήκης παράγοντα κατακρήµνισης (batch) και 

διάχυσης µέσω διεπαφής. Παράλληλα, κρυστάλλωση µικρών ή µεσαίων σε µέγεθος 

βιοµορίων (π.χ. υπερµοριακά σύµπλοκα κυκλοδεξτρινών) µπορεί να επιτευχθεί και µέσω 

βαθµιαίας ψύξης αντίστοιχου διαλύµατος.  
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2.1.1.α. Πρωτεϊνική κρυστάλλωση 
 

 Πολλοί παράγοντες επηρεάζουν την πυρήνωση και κρυσταλλική ανάπτυξη 

βιολογικών µακροµορίων. Η κρυσταλλική ανάπτυξη και η πυρήνωση επηρεάζονται µε 

την σειρά τους από την χρησιµοποιούµενη µέθοδο. Έτσι, θα πρέπει να δοκιµάζονται 

διαφορετικές µέθοδοι προκειµένου να επιτευχθεί ικανοποιητικό αποτέλεσµα. Καθώς η 

διαλυτότητα εξαρτάται από την θερµοκρασία (µπορεί να αυξηθεί ή να µειωθεί ανάλογα 

µε την πρωτεΐνη), τα πειράµατα συνίσταται να εκτελούνται υπό σταθερή θερµοκρασία, 

σε θερµορυθµιζόµενους θαλάµους. 

Ένας καθοριστικός παράγοντας που ρυθµίζει την κρυστάλλωση είναι ουσίες που 

χρησιµοποιούνται ως κατακρηµνιστές. Ο όρος αυτός χρησιµοποιείται για ουσίες (π.χ. 

PEG, αλάτια, κ.α.) που προστίθενται στο πρωτεϊνικό διάλυµα µε σκοπό να 

αποδυναµώσουν τις αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης µε τα µόρια νερού που την 

περιβάλλουν και ευνοούν τον σχηµατισµό συσσωµατωµάτων της πρωτεΐνης. Η 

συγκέντρωση του κατακρηµνιστή είναι η κύρια παράµετρος που εξετάζεται σε 

πειράµατα κρυστάλλωσης.   

Τα πειράµατα κρυστάλλωσης βασίζονται, κυρίως, στις παρατηρήσεις που 

προκύπτουν από την µελέτη της διαλυτότητας της πρωτεΐνης.  

Η διαδικασία αυτή πολλές φορές δεν είναι επιτυχής. Αλλάζοντας τις συνθήκες 

του διαλύµατος µπορεί: 1) να παραµείνει η πρωτεΐνη διαλυτή, 2) να εµφανιστούν 

συσσωµατώµατα ή 3) να σχηµατιστεί κρύσταλλος, όχι κατάλληλος για επίλυση δοµής 

λόγω της πτωχής εικόνας περίθλασης που παράγεται όταν ακτινοβολείται µε ακτίνες-Χ.  

Συχνά τα προβλήµατα αντιµετωπίζονται εµπειρικά (trial and error). Ωστόσο, τα 

συµπεράσµατα από µια τέτοια διαδικασία δεν µπορεί να γενικευτούν. Οι βέλτιστες 

συνθήκες κρυστάλλωσης µιας πρωτεΐνης, δεν είναι απαραίτητα οι βέλτιστες και για µια 

άλλη. 

Ένα σηµαντικό εργαλείο στην κρυστάλλωση πρωτεϊνών είναι το διάγραµµα 

διαλυτότητας που δείχνει την κατάσταση διαλυτότητας µιας πρωτεΐνης σαν συνάρτηση 

όλων των σχετικών µεταβλητών στο σύστηµα. Για ένα πρωτεϊνικό διάλυµα, αυτές οι 

µεταβλητές είναι η συγκέντρωση της πρωτεΐνης, η θερµοκρασία και τα χαρακτηριστικά 

του διαλύτη (π.χ. pH, ιοντική ισχύς, συγκέντρωση και είδος του ρυθµιστικού διαλύµατος 
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και πρόσθετων χηµικών). Η πιο κοινή µορφή ενός τέτοιου διαγράµµατος πρωτεϊνών είναι 

δισδιάστατη και συνήθως εµφανίζει την διαλυτότητα της πρωτεΐνης σαν συνάρτηση της 

συγκέντρωσης της πρωτεΐνης και µιας άλλης παραµέτρου, µε όλες τις υπόλοιπες 

παραµέτρους να είναι σταθερές (Asherie, 2004). 

Η διαλυτότητα µιας πρωτεΐνης µεταβάλλεται µε τις συνθήκες του διαλύµατος. 

Στο σχήµα 2.1. δίνεται διάγραµµα της καµπύλης διαλυτότητας, που δείχνει πως 

µεταβάλλεται η διαλυτότητα µε την συγκέντρωση του κατακρηµνιστή και την 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης. Οι τρεις περιοχές της ζώνης υπερκορεσµού (µετασταθερή, 

πυρήνωσης και κατακρήµνισης) φαίνονται στο σχήµα. Οι κρύσταλλοι λύονται στην 

περιοχή υποκορεσµού (όπου η συγκέντρωση της πρωτεΐνης είναι χαµηλότερη από την 

διαλυτότητα) και αναπτύσσονται στην περιοχή υπερκορεσµού. Γενικά, κρύσταλλοι 

σχηµατίζονται σε πρωτεϊνικό διάλυµα που είναι σε υπερκορεσµό π.χ. όταν η πρωτεϊνική 

συγκέντρωση υπερβεί την διαλυτότητα. Ο µεγάλος υπερκορεσµός απαιτείται για να 

ξεπεραστεί το ενεργειακό φράγµα για τον σχηµατισµό του κρυστάλλου. Αυτό το φράγµα 

αντιστοιχεί στην ελεύθερη ενέργεια που απαιτείται για την κατασκευή µιας 

µικροσκοπικής οµάδας πρωτεϊνών (γνωστής και ως πυρήνας) από την οποία θα 

µεγαλώσει τελικά ο κρύσταλλος. Η ύπαρξη του ενεργειακού φράγµατος έχει ως 

αποτέλεσµα η πυρήνωση (διαδικασία σχηµατισµού πυρήνα) να είναι χρονοβόρα. Αν ο 

υπερκορεσµός είναι πολύ µικρός, ο ρυθµός πυρήνωσης θα είναι τόσο αργός ώστε 

κανένας κρύσταλλος δεν θα σχηµατιστεί µετά από ένα εύλογο χρονικό διάστηµα. Η 

αντίστοιχη περιοχή στο διάγραµµα φάσης λέγεται «µετασταθερή ζώνη». Στην «ασταθή» 

ή «ζώνη πυρήνωσης», ο υπερκορεσµός είναι αρκετά µεγάλος ώστε να παρατηρηθεί 

αυθόρµητη πυρήνωση. Αν ο υπερκορεσµός είναι πολύ µεγάλος, µπορεί να σχηµατιστούν 

ακανόνιστες µορφές δοµών όπως συσσωµατώµατα ή ιζήµατα. Η ζώνη κατακρήµνισης 

δεν ευνοεί τον σχηµατισµό των κρυστάλλων, διότι τα συσσωµατώµατα και ιζήµατα 

σχηµατίζονται ταχύτερα από τους κρυστάλλους (Σχήµα 2.1.). Οι ζώνες αυτές σχετίζονται 

µε κινητικά φαινόµενα και τα όρια µεταξύ τους δεν είναι σαφώς ορισµένα. Αντίθετα η 

καµπύλη διαλυτότητας διαχωρίζει σαφώς την  κρυσταλλική κατάσταση από το διάλυµα. 

Αν και η διάκριση σε ζώνες είναι καθαρά ποιοτική, η παρατήρηση των διαφορετικών 

συµπεριφορών µε την µεταβολή των πειραµατικών παραµέτρων µπορεί να οδηγήσει 

στην αναζήτηση των κατάλληλων συνθηκών για την δηµιουργία κρυστάλλων. 
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Σχήµα 2.1. Τυπική καµπύλη διαλυτότητας πρωτεΐνης 
 

Στο σηµείο αυτό θα αναφερθούµε εκτενέστερα στην κρυστάλλωση µε µεθόδους 

διάχυσης ατµών, που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή. Η βασική αρχή της 

µεθόδου κρυστάλλωσης που φαίνεται στο σχήµα 2.2.α. είναι κατάλληλη για µικρούς 

όγκους (κάτω από 5µL). Μια σταγόνα που περιέχει την προς κρυστάλλωση ουσία µαζί 

µε το ρυθµιστικό της διάλυµα, τον παράγοντα κρυστάλλωσης και τα πρόσθετα χηµικά, 

εξισορροπείται έναντι µιας µικρής δεξαµενής που περιέχει διάλυµα του παράγοντα 

κρυστάλλωσης σε υψηλότερη συγκέντρωση από την σταγόνα. Η διαδικασία 

εξισορρόπησης µέσω διάχυσης των πτητικών συστατικών (νερό ή οργανικός διαλύτης) 

συνεχίζεται µέχρι η πίεση ατµών στην σταγόνα φτάσει την τιµή εκείνης της δεξαµενής. 

Αν η εξισορρόπηση επιτυγχάνεται µε ανταλλαγή υδρατµών (από την σταγόνα στη 

δεξαµενή), οδηγούµαστε σε µια αλλαγή του όγκου της σταγόνας. Εποµένως, η 

συγκέντρωση όλων των συστατικών στην σταγόνα θα αλλάξει. Για συστατικά µε πίεση 

ατµών υψηλότερη από το νερό, η ανταλλαγή γίνεται µε κατεύθυνση από τη δεξαµενή 

στην σταγόνα. Η ίδια αρχή ισχύει για τις τεχνικές της κρεµάµενης, της καθήµενης και 

του τύπου σάντουιτς σταγόνας. 
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Για την µέθοδο της κρεµάµενης σταγόνας χρησιµοποιούνται πιάτα δοκιµασιών 

(crystallization plates) (σχήµα 2.2.β), που διατίθενται στο εµπόριο και περιέχουν 

αριθµηµένα «πηγάδια». Καθένα από αυτά έχει όγκο περίπου 2 ml και εσωτερική 

διάµετρο 16mm. Υπάρχει ένα µικρό χείλος στην άκρη κάθε «πηγαδιού», προκειµένου να 

σφραγιστεί το σύστηµα. Κάθε πηγάδι καλύπτεται µε µια γυάλινη καλυπτρίδα διαµέτρου 

22 mm, στα άκρα της οποίας τοποθετείται σιλικόνη για αεροστεγές σφράγισµα (Σχήµα 

2.2.α.).  

 

                               
  (α)       (β) 
Σχήµα 2.2.α. Η αρχή της µεθόδου της κρυστάλλωσης µέσω διάχυσης ατµών µε την τεχνική της 

κρεµάµενης σταγόνας, β. Εµπορικά πιάτα δοκιµασιών 

 

Χρησιµοποιώντας πιάτα Linbro, οι Mikol et al., (1990) µελέτησαν το ρυθµό 

εξάτµισης του νερού από κρεµάµενη σταγόνα µε θειϊκό αµµώνιο, PEG και MPD. Η 

κινητική της εξάτµισης του νερού θα καθορίσει την κινητική του υπερκορεσµού και 

εποµένως τον ρυθµό πυρήνωσης. Οι κύριοι παράγοντες που καθορίζουν τον ρυθµό της 

εξάτµισης του νερού είναι η θερµοκρασία, ο αρχικός όγκος σταγόνας (και η αρχική 

αναλογία επιφάνειας προς όγκο στη σταγόνα), η πίεση υδρατµών του πηγαδιού και η 

χηµική φύση του παράγοντα κρυστάλλωσης. Η απόσταση της σταγόνας από τη δεξαµενή 

και η παρουσία βιολογικών µακροµορίων δεν φαίνεται να επηρεάζουν τον ρυθµό 

εξάτµισης του νερού. Ταχύτερη εξισορρόπηση συµβαίνει παρουσία θειικού αµµωνίου, 

βραδύτερη παρουσία MPD και ακόµη βραδύτερη παρουσία PEG. Η συγκεκριµένη 

συµπεριφορά του PEG πιθανώς να εξηγεί την χρησιµότητά του ως παράγοντα 

κατακρήµνισης σε κρυσταλλώσεις. Η κρυσταλλική ανάπτυξη ευνοείται όταν ο 
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υπερκορεσµός επιτυγχάνεται πολύ αργά. Αυτό το δεδοµένο επιβεβαιώνεται µε 

ανεξάρτητα πειράµατα στα οποία ο τελικός όγκος του κρυστάλλου αυξήθηκε σηµαντικά 

µε µείωση της πίεσης ατµών του πηγαδιού σαν συνάρτηση µε το χρόνο.         

 

2.1.1.β. Κρυστάλλωση µε την Μέθοδο Αργής Ψύξης 
 

Οι κρύσταλλοι οργανικών ενώσεων µικρού και µεσαίου µοριακού βάρους είναι 

πολύ διαφορετικοί από τους πρωτεϊνικούς. ∆ηµιουργούνται κι αυτοί αργά, απαιτούν 

ηµέρες, αλλά είναι συνήθως λιγότερο εύθραυστοι και ευαίσθητοι στις µηχανικές 

καταπονήσεις. Υπάρχουν πολλές διαφορετικές µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για να 

δηµιουργηθούν, αλλά η βασική ιδέα είναι και εδώ η βαθµιαία αύξηση της συγκέντρωσης 

της ουσίας πέρα από το όριο διαλυτότητας. Η κρυστάλλωση είναι εξαιρετικά ευαίσθητη 

στις µεταβολές του pH, στις δονήσεις και τους διαλύτες (π.χ. ιόντα, κα). Ένας µεγάλος 

αριθµός διαφορετικών συνθηκών εξετάζεται συστηµατικά, για να βρεθούν εκείνες στις 

οποίες οι κρύσταλλοι αναπτύσσονται ικανοποιητικά. Μόλις σχηµατιστεί ένας 

κατάλληλος σε µέγεθος κρύσταλλος ελέγχεται για άλλες ιδιότητες, π.χ. την ικανότητα 

σκέδασης, κλπ.  

Στην παρούσα εργασία η κρυστάλλωση συµπλόκων φυσικών κυκλοδεξτρινών 

έγινε µε την µέθοδο της αργής ψύξης. Η πειραµατική διαδικασία που ακολουθείται για 

την δηµιουργία και την ανάπτυξη κρυστάλλων των προϊόντων εγκλεισµού σε CDs είναι 

η ακόλουθη:  

Σε υδατικό διάλυµα προστίθενται ποσότητες κυκλοδεξτρίνης και της ουσίας που 

πρόκειται να εγκλειστεί σε αυτή στη συνήθη αναλογία (CD:ξενιζόµενο µόριο) 1:1, χωρίς 

η συγκεκριµένη αναλογία να είναι πάντα η ενδεδειγµένη για την δηµιουργία του 

συµπλόκου. Για την δηµιουργία κεκορεσµένου διαλύµατος απαιτούνται συνήθως 30 mg 

α- ή β-CD σε 1 ml απεσταγµένου νερού. Το διάλυµα που περιέχει την CD και την προς 

εγκλεισµό ουσία, αναδεύεται και τοποθετείται σε υδατόλουτρο, όπου πραγµατοποιείται 

βαθµιαία ψύξη του δείγµατος. Η αρχική θερµοκρασία των 70οC, που σταδιακά µειώνεται 

µέχρι την θερµοκρασία των 25οC (θερµοκρασία περιβάλλοντος) περίπου. Η µείωση της 

θερµοκρασίας πρέπει να είναι σταδιακή και αργή, ειδικά τις τελευταίες µέρες του 

πειράµατος της κρυστάλλωσης. Η διαδικασία της κρυστάλλωσης µπορεί να διαρκέσει 7-
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15 ηµέρες περίπου και η ελάττωση της θερµοκρασίας γίνεται 2 ή 3 φορές την ηµέρα και 

είναι της τάξης των 3-4οC τις πρώτες ηµέρες του πειράµατος, ενώ αργότερα η µείωση 

πρέπει να είναι της τάξης των 1 έως 2οC. Όταν πραγµατοποιηθεί η βαθµιαία ψύξη των 

διαλυµάτων, τα δείγµατα τοποθετούνται για µια ηµέρα σε θερµοκρασία περιβάλλοντος 

και κατόπιν σε θάλαµο θερµοκρασίας 18οC, µε σκοπό να ολοκληρωθεί η ανάπτυξη των 

κρυστάλλων και να διατηρηθούν χωρίς αλλοιώσεις.  

 

2.1.2. Συλλογή δεδοµένων από σκέδαση ακτίνων-Χ 
 

2.1.2.α. Ακτίνες-Χ – Οργανολογία 
 

Οι ακτίνες-Χ είναι ηλεκτροµαγνητική ακτινοβολία µε µήκος κύµατος από 0,02 

έως 100Å και παρέχουν τη δυνατότητα προσδιορισµού των ατοµικών θέσεων σε 

κρυσταλλικές δοµές, αφού τα µήκη κύµατος των ακτίνων-Χ έχουν παρόµοια τιµή µε το 

µέγεθος των ατόµων. Η ενέργεια των ακτίνων-Χ είναι αντιστρόφως ανάλογη του µήκους 

κύµατός τους βάσει της εξίσωσης: E=hν=hc/λ,  

όπου E είναι η ενεργεια της ακτινοβολίας, h η σταθερά του Planck, c η ταχύτητα του 

φωτός και λ το µήκος κύµατος. Η ακτινοβολία Χ έχει υψηλότερη ενέργεια από τις 

ακτινοβολίες του ορατού φάσµατος (400-700nm), ιδιότητα που την κάνει διεισδυτική σε 

υλικά σώµατα αναλόγως της πυκνότητάς τους.  

 Τα όργανα µέτρησης στην κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ είναι:  

Εργαστηριακό περιθλασίµετρο (In-house source) 

Σε ένα τέτοιο όργανο η ακτινοβολία-Χ παράγεται από ακίνητη ή περιστρεφόµενη 

άνοδο χαλκού ή µολυβδαινίου µε τον εξής τρόπο: Αρχικά, ηλεκτρόνια παραγόµενα από 

θερµαινόµενη κάθοδο, επιταχύνονται σε υψηλή τάση και υπό κενό (seal tubes) και 

προσπίπτουν στην άνοδο µε µεγάλη ταχύτητα. Έτσι, υπόκεινται σε απότοµη µεταβολή 

της κινητικής τους κατάστασης. Η ταχεία µεταβολή της κινητικής κατάστασης των 

ηλεκτρονίων παράγει φωτόνια. Η είσοδος ταχέων ηλεκτρονίων στο θετικά φορτισµένο 

µεταλλικό πλέγµα της ανόδου, έχει ως αποτέλεσµα τη σύγκρουσή τους µε τα ηλεκτρόνια 

των εξωτερικών στιβάδων των ατόµων (Cu ή Mo) του µεταλλικού πλέγµατος, τα οποία 

εκτοπίζονται από τις εξωτερικές στοιβάδες και µεταπίπτουν σε χαµηλότερες ενεργειακά 

στοιβάδες. Η διαδικασία αυτή οδηγεί σε παραγωγή ακτινοβολίας-Χ. 
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Ένα τυπικό περιθλασίµετρο αποτελείται από µια πηγή ακτινοβολίας, ένα 

µονοχρωµάτορα για επιλογή κατάλληλου µήκους κύµατος, σχισµές που καθορίζουν το 

σχήµα της ακτίνας, µια γωνιοµετρική κεφαλή (για ρύθµιση προσανατολισµού του 

δείγµατος και των θέσεων του ανιχνευτή) και έναν ανιχνευτή. Όταν χρησιµοποιείται 

ανιχνευτής θέσης για την παρατήρηση της περιθλώµενης ακτινοβολίας, συνήθως είναι 

απαραίτητη και η χρήση µιας παγίδας (beamstop), προκειµένου να µειώσει την ένταση 

της αρχικής ακτινοβολίας, που δεν έχει περιθλαθεί από το δείγµα (σχήµα 2.3.α).  

Ακτινοβολία σύγχροτρον (Synchrotron radiation) 

Ένας άλλος τρόπος παραγωγής ακτίνων-Χ που αναπτύχθηκε και εφαρµόζεται 

ευρέως όταν απαιτείται υψηλή διακριτότητα στη δοµική µελέτη είναι η ακτινοβολία 

σύγχροτρον. Στο σύγχροτρο, η ακτινοβολία παράγεται πάλι λόγω µεταβολής της 

κινητικής ενέργειας επιταχυνόµενων ηλεκτρονίων, αφού τους προσφέρεται γραµµική 

αλλά και γωνιακή επιτάχυνση (εξαναγκάζονται να ακολουθούν κυκλική τροχιά). Η 

ακτινοβολία συγχρότρου έχει εξαιρετικά µεγάλη ένταση και µήκος κύµατος που µπορεί 

να επιλεγεί κατά βούληση. 

Το σύγχροτρο είναι ουσιαστικά ένας συγκεκριµένος τύπος κυκλικού ατοµικού 

επιταχυντή στον οποίο το µαγνητικό πεδίο (που περιστρέφει τα σωµατίδια) και το 

ηλεκτρικό πεδίο (που επιταχύνει τα σωµατίδια) συγχρονίζονται προσεκτικά µε τα 

κινούµενα σωµατίδια. Αυξάνοντας κατάλληλα τις παραµέτρους των πεδίων, και καθώς 

τα σωµατίδια κερδίζουν ενέργεια κι επιταχύνονται, η πορεία τους µπορεί να διατηρηθεί 

σταθερή. Με τον τρόπο αυτό δηµιουργείται ένα µεγάλο κυκλικό µονοπάτι (προς αυτήν 

την κατεύθυνση βοηθά η χρήση καµπτόντων µαγνητών στα κυρτά τµήµατα της 

διαδροµής καθώς και η ύπαρξη ευθυγράµµων τµηµάτων ανάµεσα στους κάµποντες 

µαγνήτες) για τα επιταχυνόµενα σωµατίδια. Καθώς τα σωµατίδια εκτρέπονται λόγω των 

µαγνητικών πεδίων, παράγουν µια έντονη ακτινοβολία. Αυτή η ακτινοβολία 

κατευθύνεται µέσω εξειδικευµένων οδηγών (beamlines) στους πειραµατικούς σταθµούς 

(workstations), όπου και χρησιµοποιούνται για έρευνητικούς σκοπούς (σχήµα 2.3.β). 

Στην περίπτωση της κρυσταλλογραφίας, αυτή η παραγόµενη ακτινοβολία πέφτει πάνω 

στον κρύσταλλο. 
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Η συλλογή των πειραµατικών κρυσταλλογραφικών δεδοµένων έγινε για τις 

ανάγκες της παρούσας εργασίας τόσο µε χρήση περιστρεφόµενης ανόδου Cu όσο και µε 

ακτινοβολία σύγχροτρον. 

 

 

          
   (α)      (β) 

 

 
Σχήµα 2.3.α. Περιθλασίµετρο µε ανιχνευτή RaxisIV, όµοιο µε εκείνο του ινστιτούτου Φυσικοχηµείας του 

Ε.Κ.ΕΦ.Ε. «∆ηµόκριτος» και β. Οι εγκαταστάσεις ακτινοβολίας σύγχροτρον στο EMBL (Αµβούργο, 

Γερµανία)  

 
 
 
2.1.2.β. Γεωµετρία της περίθλασης-Νόµος Bragg 
 

Όταν ακτινοβολία Χ προσπέσει σε ένα άτοµο, µόριο ή ιόν, υφίσταται σκέδαση 

και επανεκπέµπεται σαν σφαιρικό κύµα. Η σκέδαση αυτή οφείλεται στην 

αλληλεπίδραση των ακτίνων-Χ µε τα δεσµευµένα ηλεκτρόνια στα άτοµα, µόρια ή ιόντα. 

Όταν η σκεδαζόµενη ακτινοβολία διατηρεί το µήκος κύµατός της λέµε ότι έχουµε 

ελαστική σκέδαση ή σκέδαση Thomson. Αντίθετα, αν µέρος της ενέργειας της 

προσπίπτουσας ακτινοβολίας απορροφάται από τα ηλεκτρόνια µε αποτέλεσµα να 

µεταβάλλεται το µήκος κύµατος µετά την σκέδαση έχουµε ανελαστική σκέδαση ή 

σκέδαση Compton. Η µελέτη του φαινοµένου περίθλασης ακτίνων-Χ από 

µονοκρυστάλλους στηρίζεται, αρχικά, στην παρατηρούµενη συµβολή των ελαστικά 
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σκεδαζόµενων κυµάτων από τα δεσµευµένα ηλεκτρόνια, ενώ τα σήµατα από την 

ανελαστική σκέδαση αντιµετωπίζονται ως θόρυβος. Στη συνέχεια αναπτύχθηκαν µέθοδοι 

που εκµεταλλεύονται ένα ελεγχόµενο τέτοιο σήµα για τον προσδιορισµό των φάσεων της 

σκεδαζόµενης ακτινοβολίας (SAD, MAD, βλέπε παρακάτω). Τα ελαστικά σκεδαζόµενα 

κύµατα συµβάλλουν το ένα µε το άλλο είτε επάνω στη ίδια φάση, είτε σε διαφορετική 

φάση είτε ακόµη και σε ενδιάµεση. Αυτό εξαρτάται από την κατεύθυνση των 

εισερχόµενων και εξερχόµενων κυµάτων και τις σχετικές θέσεις των ηλεκτρονίων 

µεταξύ τους. Η συνολική πορεία από την πηγή στον ανιχνευτή είναι αυτή που θα 

καθορίσει την συµβολή ή µη των κυµάτων. Εάν η διαφορά στην πορεία προκύπτει από 

ηλεκτρόνια που απέχουν κατά ακέραιο πολλαπλάσιο του µήκους κύµατος, τα κύµατα 

σκεδάζουν στη ίδια φάση και τα πλάτη τους θα προστεθούν. Αντίθετα, αν απέχουν 

ηµιακέραιο πολλαπλάσιο του µήκους κύµατος θα συµβάλλουν ακριβώς σε αντίθετη 

φάση και θα αλληλοεξουδετερωθούν. Οι συνθήκες για να επιτευχθεί σκέδαση στη ίδια 

φάση µπορούν να συνοψιστούν αρκετά ικανοποιητικά εάν φανταστούµε τα κύµατα να 

ανακλώνται σε επίπεδα που περνούν από τα άτοµα. Η σχέση µεταξύ της γωνίας 

σκέδασης και του διαστήµατος των δυο επιπέδων δίνεται από  τον νόµο Bragg. Αν d 

είναι η απόσταση µεταξύ των επιπέδων µιας τέτοιας οικογένειας θα έχουµε ενισχυτική 

συµβολή των ανακλώµενων ακτίνων σε γωνίες θ, όταν η διαφορά δρόµου που 

ακολουθούν 2dsinθ, είναι ακέραιο πολλαπλάσιο του µήκους κύµατος της προσπίπτουσας 

ακτινοβολίας λ. Εποµένως, 

  2d sinθ = n λ (n=1,2,3,…)     (2.1) 

Ο νόµος του Bragg είναι θεµελιώδης στην κρυσταλλογραφία, επειδή η περιοδική 

διάταξη στο χώρο των κυψελίδων συνεπάγεται πως όµοια άτοµα θα βρίσκονται στα ίδια 

επίπεδα. Άρα, παρατηρείται µια συµπεριφορά σκέδασης των ακτίνων-Χ από τα 

ηλεκτρόνια όµοιων ατόµων που σχηµατίζουν ένα ατοµικό επίπεδο. Eποµένως, εάν 

γνωρίζουµε το µήκος κύµατος των ακτίνων-Χ που εισέρχονται στον κρύσταλλο και 

µπορούµε να µετρήσουµε τη γωνία θ που σχηµατίζουν οι προσπίπουσες και οι 

εξερχόµενες του κρυστάλλου ακτίνες, τότε µπορούµε να υπολογίσουµε την απόσταση 

µεταξύ των ατοµικών επιπέδων d (Σχήµα 2.4.α). 
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(α) 

 
(β) 

 

Σχήµα 2.4.α. Σχηµατική απεικόνιση του νόµου Bragg, β. Ως διαστάσεις µιας µοναδιαίας κυψελίδας (unit 

cell), θεωρούνται οι τιµές των ακµών a, b, c και γωνιών α, β, γ. 

 

Ο νόµος Bragg επιτρέπει να ρυθµίσουµε το µήκος κύµατος, το διάστηµα µεταξύ 

των επιπέδων και τη γωνία της πρόσπτωσης και της αντανάκλασης. Εποµένως, εάν 

αυξηθεί το µήκος κύµατος, η συνολική ένταση της περίθλασης γίνεται λιγότερο 

ευαίσθητη στο διάστηµα ή στις αλλαγές της γωνίας. Αυτός σηµαίνει ότι το σχέδιο 

περίθλασης γίνεται λιγότερο ευαίσθητο στις λεπτοµέρειες. Επίσης, εάν διατηρηθεί το 

µήκος κύµατος σταθερό αλλά µειωθεί το µεσοδιάστηµα µεταξύ των επιπέδων, πρέπει να 

µεταβούµε σε υψηλότερες γωνίες για να πάρουµε την πρώτη ανάκλαση της 

περιθλώµενης ακτίνας. Λόγω αυτής της αντίστροφης σχέσης µεταξύ του εν λόγω 
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διαστήµατος και της γωνίας της περίθλασης, ο χώρος που αναπαρίσταται η εικόνα 

περίθλασης καλείται «αντίστροφος χώρος». Όσο αυξάνεται ο αντίστροφος χώρος, τόσο 

µεγαλύτερη ευκρίνεια επιτυγχάνεται στον προσδιορισµό της πραγµατικής εικόνας. 

Ένας µονοκρύσταλλος χαρακτηρίζεται από την περιοδική επανάληψη στις 3 

διαστάσεις µιας µοναδιαίας κυψελίδας (unit cell), που χαρακτηρίζεται από τις τιµές των 

ακµών a, b, c και γωνιών α, β, γ (σχήµα 2.4.β.). Λόγω της µετάθεσης της µοναδιαίας 

κυψελίδας και στις 3 διαστάσεις, ο κρύσταλλος αποτελείται θεωρητικά από άπειρες 

οικογένειες παράλληλων επιπέδων, που καθορίζονται από ίδιες οικογένειες ατόµων. Τα 

παράλληλα επίπεδα της κάθε οικογένειας θα απέχουν µεταξύ τους την ίδια απόσταση 

dhkl. Τα h, k και l είναι ακέραιοι αριθµοί, αποτελούν τους δείκτες Miller και καθορίζουν 

τη θέση των ατοµικών επιπέδων στο σύστηµα συντεταγµένων του πραγµατικού χώρου 

(Ευθύς χώρος, Direct space). Οι δείκτες αυτοί καθορίζουν τα επίπεδα Bragg που 

«κόβουν» την µοναδιαία κυψελίδα στις τρεις διαστάσεις της h, k και l φορές αντίστοιχα.  

Ορίζουµε το διανύσµα, που είναι κάθετο στα παραπάνω επίπεδα και έχει µέτρο 

ίσο µε το αντίστροφο της απόστασης των επιπέδων Bragg |d*hkl| = 1/dhkl = (hkl). Τα 

διανύσµατα ορίζουν τον αντίστροφο χώρο (χώρο ανακλάσεων), που είναι ο χώρος που 

µετράµε τις εικόνες περίθλασης. Περίθλαση υπάρχει όταν επαληθεύεται ο νόµος Bragg. 

 Στην πράξη, η συλλογή δεδοµένων περίθλασης από µονοκρύσταλλο γίνεται ως 
εξής:  

Ένας επιλεγµένος µονοκρύσταλλος τοποθετείται σε διαδροµή µονοχρωµατικής 

ακτινοβολίας-Χ από την περίθλαση της οποίας προκύπτει πλήθος δευτερευουσών 

δεσµών. Οι δέσµες αυτές µπορούµε να θεωρήσουµε, σύµφωνα µε τον νόµο Bragg ότι 

προέρχονται από ανάκλαση της αρχικής δέσµης στα επίπεδα hkl του κρυστάλλου. Ο 

κρύσταλλος πρέπει να έχει κατάλληλο όγκο, ώστε κατά τη συλλογή των δεδοµένων να 

βρίσκεται µονίµως υπό δέσµη σταθερής έντασης. Κι αυτό γιατί κατά την περιστροφή του 

να µην υπάρχει σηµείο που να δέχεται µειωµένη ένταση εξερχόµενο από τη δέσµη.  

Η συλλογή των δεδοµένων από την έκθεση του κρυστάλλου στις ακτίνες-Χ 

γίνεται µε χρήση ανιχνευτή, ο οποίος συλλέγει τις εντάσεις των ανακλάσεων. Ο 

ανιχνευτής είναι ουσιαστικό το ηλεκτρονικό ανάλογο των φωτογραφικών φίλµ, που 

χρησιµοποιούνταν στο παρελθόν. Οι τύποι ανιχνευτών που υπάρχουν είναι image plate, 

ανιχνευτές επιφάνειας (area detector), CCD (charge-coupled devices) που καταγράφουν 

µεγάλο αριθµό ανακλάσεων (σχήµα 2.5). Ο αριθµός των ανακλάσεων που µπορούµε να 
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συλλέξουµε εξαρτάται από την ένταση της προσπίπτουσας δέσµης, την ποιότητα του 

κρυστάλλου και το σύστηµα συλλογής των δεδοµένων.  

 

 
 

Σχήµα 2.5. Ανιχνευτής MarCCD στην τερµατική γραµµή X13 του EMBL 

 

Με τη λήξη της συλλογής δεδοµένων το σύνολο των ανακλάσεων υποβάλλεται 

σε επεξεργασία, καθώς επέρχονται τόσο γεωµετρικές όσο και διορθώσεις 

απορροφήσεως.  

 
 
 
2.1.3. Επεξεργασία δεδοµένων από σκέδαση ακτίνων-Χ 
 

Ο όρος «Επεξεργασία ∆εδοµένων» χρησιµοποιείται για να περιγράψει όλη την 

διαδικασία από την στιγµή συλλογής των εικόνων περίθλασης έως την δηµιουργία µιας 

λίστας εντάσεων για όλες τις ανακλάσεις. Η επεξεργασία περιλαµβάνει τα εξής βήµατα:     

 Αρχικά πραγµατοποιείται δεικτοδότηση (indexing) των εικόνων περίθλασης, 

δηλαδή απόδοση δεικτών Miller στις κηλίδες και εύρεση κατάλληλης µοναδιαίας 

κυψελίδας στο πλέγµα µε παράλληλη βελτιστοποίηση όλων των παραµέτρων του 

πειράµατος (διαστάσεις κυψελίδας, προσανατολισµός κρυστάλλου, θέση 

ανιχνευτή, κα) Έτσι, δηµιουργείται προφίλ της έντασης της κηλίδας, καθώς και 

κλασµατοποιείται κάθε ανάκλαση, που προσδιορίζεται µε τους δείκτες hkl. Τα 
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πιο κοινά προγράµµατα που χρησιµοποιούνται είναι τα XDS (Kabsch, 2010), 

Mosflm (Leslie & Powell, 2007) και HKL2000 (Otwinowski & Minor, 1997).  

 Εύρεση της οµάδας συµµετρίας χώρου. Η δεικτοδότηση του πλέγµατος των 

κηλίδων από τις εικόνες περίθλασης µας παρέχει πληροφορίες για την µοναδιαία 

κυψελίδα, αλλά δεν δίνει καµιά ένδειξη για την συµµετρία του σχεδίου 

περίθλασης. Μόλις υπολογιστούν οι εντάσεις, µπορεί να καθοριστεί η συµµετρία 

της εικόνας περίθλασης (οµάδα Laue συν κάποιο πιθανό κέντρο συµµετρίας 

πλέγµατος). Παράλληλα, είναι πιθανό να εντοπιστούν τυχόν άξονες συµµετρίας 

από τις συστηµατικές απουσίες, που στις καλύτερες των περιπτώσεων µπορεί να 

οδηγήσουν σε µια αδιαµφισβήτητη ένδειξη της οµάδας χώρου. To πρόγραµµα 

Pointless από την πλατφόρµα του CCP4 (Winn et al., 2011), µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί εδώ. 

 Κανονικοποίηση και συγχώνευση δεδοµένων. Οι εντάσεις που υπολογίστηκαν µε 

κατάλληλα προγράµµατα δεν είναι όλες στην ίδια κλίµακα, εξαιτίας ενός 

συνδυασµού φυσικών παραγόντων του πειράµατος, κι εποµένως ένας αριθµός 

διορθώσεων πρέπει να εφαρµοστεί προκειµένου να επιτευχθεί η καλύτερη δυνατή 

εκτίµηση για την πραγµατική ένταση αλλά και το πλάτος του παράγοντα δοµής 

που απαιτούνται για τον καθορισµό της δοµής. Για πολλαπλές µετρήσεις, µε την 

εύρεση των παραγόντων κλίµακας (scale factors), υπολογίζεται µια µέση ένταση 

για κάθε µοναδική hkl ανάκλαση, αφού αυτό είναι το µοναδικό απαιτούµενο για 

τα προγράµµατα καθορισµού της δοµής. Το στάδιο της συγχώνευσης, 

παράλληλα, παρέχει ένα µεγάλο αριθµό στατιστικών στην ποιότητα των 

δεδοµένων, κυρίως από την συµφωνία µεταξύ των συµµετρικά-συσχετισµένων 

παρατηρήσεων. Κανονικοποίηση και συγχώνεψη δεδοµένων µπορεί να γίνει µε 

το πρόγραµµα Scala (CCP4). 
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2.1.4. Καθορισµός κρυσταλλικής δοµής  
 

2.1.4.α. Ένταση και παράγοντας δοµής  
 

Τα δεδοµένα που έχουν συλλεχθεί αποτελούνται από ένα σύνολο εντάσεων I που 

προέρχεται από την ανάκλαση της ακτινοβολίας στα επίπεδα hkl, όπου περιέχονται 

πληροφορίες για τη θέση των ατόµων στο χώρο. Οι εντάσεις είναι πραγµατικοί αριθµοί 

και αποτελούν πειραµατικά µεγέθη, αλλά οι πληροφορίες που αφορούν τη θέση ατόµων 

περιέχονται στον µιγαδικό αριθµό που αποκαλείται παράγων δοµής Fhkl που αντιστοιχεί 

στο hkl επίπεδο, στο οποίο ανακλάται η δέσµη και δίνεται από τον τύπο:  

 

 
 

        

όπου N το πλήθος των ατόµων της κυψελίδας και fj ο ατοµικός παράγοντας σκέδασης 

κάθε ατόµου j.  

Η εικόνα περίθλασης συσχετίζεται µε την κρυσταλλική δοµή που προκαλεί 

περίθλαση µέσω µιας µαθηµατικής συνάρτησης αποκαλούµενης µετασχηµατισµός 

Fourier. Εάν εκφράσουµε την πυκνότητα ηλεκτρονίων ως µαθηµατική συνάρτηση, τότε 

η εικόνα περίθλασης είναι ο µετασχηµατισµός Fourier αυτής της συνάρτησης.  Η 

µαθηµατική σχέση µεταξύ της πυκνότητας ηλεκτρονίων σε σηµείο Α(x,y,z) και του 

παράγοντα δοµής είναι µια τριπλή σειρά Fourier:  

 
 

 
όπου V είναι ο όγκος της κυψελίδας, Fhkl οι παράγοντες δοµής.  

Το Fhkl είναι ένας µιγαδικός αριθµός που εµπεριέχει το πλάτος και την φάση της 

ανάκλασης. Έτσι κάθε άτοµο συµβάλλει στο πλάτος και τη φάση κάθε ξεχωριστής 

ανάκλασης. Αυτό δείχνει πως ένα σύνολο από µερικά στοιχεία µπορεί να δώσει 

πληροφορίες για ολόκληρη τη δοµή. 
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Μια ιδιότητα του µετασχηµατισµού κατά Fourier είναι ότι µπορεί να αναστραφεί. 

Έτσι, εάν εφαρµοστεί o µετασχηµατισµός Fourier σε κάποια συνάρτηση, είναι δυνατό να 

πάρουµε το αποτέλεσµα και το τρέξουµε µέσω ενός αντίστροφου µετασχηµατισµού κατά  

Fourier,  ανακτώντας την αρχική συνάρτηση. Ο αντίστροφος µετασχηµατισµός κατά 

Fourier είναι ουσιαστικά ένας ακόµη µετασχηµατισµός κατά Fourier. Έτσι µπορούµε να 

χρησιµοποιήσουµε τα γραφιστικά προγράµµατα του ηλεκτρονικού υπολογιστή, που 

αναλύοντας την εικόνα περίθλασης δίνουν µια εικόνα της πυκνότητας των ηλεκτρονίων. 

 Στα πειράµατα κρυσταλλογραφίας, τα δεδοµένα αποτελούνται από ένα σύνολο 

εντάσεων από τις οποίες µπορεί να υπολογιστεί το µέτρο των παραγόντων δοµής. 

Ωστόσο, καµµία πληροφορία δεν εξάγεται για την φάση, γεγονός του προκαλεί το 

λεγόµενο πρόβληµα φάσης.   

 

2.1.4.β. Συνάρτηση Patterson 
 

Η ηλεκτρονική πυκνότητα σε σηµείο Α (χ,y,z) κυψελίδας συνδυάζοντας τις 2.2. 

και 2.3. δίνεται από τη σχέση: 

 
 
 
Οπότε για ένα σηµείο Β(x+u,y+v,z+w) η πυκνότητα θα δίνεται από τη σχέση: 

  

 
 
 

όπου µε τριπλό ολοκλήρωµα του γινοµένου των δύο πυκνοτήτων έχουµε:  

 

 
 
 

και µε κατάλληλες προσεγγίσεις και µαθηµατική επεξεργασία την τρισδιάστατη 

Patterson  
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Η συνάρτηση αυτή είναι µια σειρά Fourier µε µηδενικές φάσεις και µε 

συντελεστές τα τετράγωνα των παραγόντων δοµής. Πρακτικά η Patterson 

χρησιµοποιείται όπως η συνάρτηση ηλεκτρονιακής πυκνότητας µόνο που τα (x,y,z) 

αντικαθίστανται µε τα (u,v,w). Εντούτοις, υφίσταται σηµαντική διαφορά στην ερµηνεία 

και σηµασία των µεγίστων.  

Τα µέγιστα της ηλεκτρονιακής πυκνότητας αντιστοιχούν σε θέσεις ατόµων, δηλαδή 

συντεταγµένες του µεγίστου σηµαίνουν και θέσεις του ατόµου. Στην Patterson µέγιστο 

P(u,v,w) βρίσκεται σε OP απόσταση από την αρχή των συντεταγµένων και αντιστοιχεί 

στο µέτρο του διανύσµατος ΑΒ(u,v,w), που συνδέει τα άτοµα Α(x,y,z) και 

Β(x+u,y+v,z+w). Εαν υπάρχουν και άλλα άτοµα των οποίων κατά ζεύγη τα µεταξύ τους 

διανύσµατα έχουν συντεταγµένες όµοιες µε του ΑΒ(u,v,w) τότε τα µέγιστά τους 

συµπίπτουν και έχουµε υπέρθεση µεγίστων- τέτοιο πράγµα δεν υφίσταται στην 

ηλεκτρονιακή πυκνότητα. Η µέθοδος Patterson χαρακτηρίζεται διανυσµατική επειδή 

βασίζεται σε κατανοµή διανυσµάτων γύρω από την αρχή των αξόνων. Τα άκρα τους 

αντιστοιχούν σε µέγιστα της Patterson ενώ η ύπαρξή τους σε κυψελίδα προδίδει την 

ύπαρξη τουλάχιστον ενός ζεύγους ατόµων. 

 

2.1.4.γ. Η επίλυση της δοµής  
 

Από το πλήθος των πειραµατικών δεδοµένων που έχουµε αρχικά πρέπει να 

βρεθεί ένα πρότυπο δοµής που να περιλαµβάνει τις κατά προσέγγιση θέσεις κάποιων 

ατόµων που υπάρχουν στη δοµή. Η εύρεση του αρχικού προτύπου δοµής από τα 

πειραµατικά δεδοµένα είναι το δυσκολότερο στάδιο στη διαδικασία επίλυσης και 

συγκεντρώνει το ενδιαφέρον των θεωρητικών κρυσταλλογράφων που προσπαθούν να 

αναπτύξουν νέες µεθόδους και υπολογιστικά προγράµµατα. Για την επίλυση της δοµής 

χρησιµοποιούνται οι άµεσες µέθοδοι, οι πειραµατικές µέθοδοι (Απλή ισόµορφη 

αντικατάσταση [Simple Isomorphous Replacement, SIR], πολλαπλή ισόµορφη 

αντικατάσταση [Multiple Isomorphous Replacement, MIR], πολλαπλή ανώµαλη 

διασπορά [Multiple-wavelength Anomalous Dispersion, MAD]) και η µοριακή 

αντικατάσταση [Molecular Replacement, MR].  
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⇒ Άµεσες Μέθοδοι 

Οι άµεσες µέθοδοι δίνουν ένα αρχικό πρότυπο δοµής αµέσως. Στηρίζονται στην 

απόδοση αυθαίρετων φάσεων σε λίγες ισχυρές ανακλάσεις από τις οποίες προκύπτουν 

βάσει πιθανοτήτων οι φάσεις ενός συνόλου ισχυρών ανακλάσεων. Από αυτές µε 

µετασχηµατισµό Fourier υπολογίζεται η ηλεκτρονιακή πυκνότητα και προκύπτει το 

αρχικό πρότυπο δοµής. Οι άµεσες µέθοδοι απαιτούν διαχείριση πολύπλοκων 

µαθηµατικών υπολογισµών και εποµένως η εξέλιξή τους συµβαδίζει µε αυτή της 

συνεχώς αυξανόµενης υπολογιστικής ισχύος.  

⇒ Ισόµορφη αντικατάσταση (SIR, MIR)         

Σε αυτήν την µέθοδο, η βασική ιδέα είναι η δηµιουργία ενός κρυστάλλου, που είναι 

σχεδόν όµοιος µε αυτόν που µελετάται, µε την διαφορά πως µερικά άτοµα έχουν 

αντικατασταθεί ή έχουν προστεθεί. Εάν ενσωµατωθεί ένα "βαρύ" άτοµο (π.χ. Hg, Pt, U, 

Br) στο υπό εξέταση µόριο, δηλαδή άτοµο µε µεγάλο ατοµικό αριθµό, το σχέδιο 

περίθλασης θα διαταραχθεί. Έτσι, καθίσταται δυνατό να βρεθούν οι θέσεις λίγων βαρέων 

ατόµων και από αυτές να υπολογίσουµε τις πιθανές τιµές για τις γωνίες φάσης.  

⇒ Ανώµαλη διασπορά ακτινοβολίας διαφορετικών µηκών κύµατος, Multiple-

wavelength Anomalous Dispersion (MAD) 

Μια παρόµοια τεχνική χρησιµοποιεί µόνο έναν κρύσταλλο, ο οποίος περιέχει άτοµα που 

προκαλούν ανελαστική (ανώµαλη) σκέδαση. Με την επιλογή κατάλληλου µήκους 

κύµατος των ακτίνων-X, µπορούµε να µεγιστοποιήσουµε αλλάξουµε το βαθµό στον 

οποίο τα άτοµα αυτά διαταράσσουν την εικόνα περίθλασης, συλλέγοντας το ίδιο είδος 

πληροφοριών µε την ισόµορφη αντικατάσταση. Αυτή η τεχνική, καλείται πολλαπλού 

µήκους κύµατος ανώµαλη διασπορά (MAD). 

⇒ Μοριακή Αντικατάσταση (MR) 

Μοριακή αντικατάσταση  είναι η τεχνική επίλυσης µιας άγνωστης δοµής τοποθετώντας 

το ατοµικό µοντέλο µιας γνωστής, η οποία εµφανίζει ικανοποιητική οµολογία µε την υπό 

εξέταση δοµή στην µοναδιαία κυψελίδα της άγνωστης, κατά τέτοιο τρόπο ώστε να 

αναπαράγει όσο το δυνατό καλύτερα τους παρατηρούµενους παράγοντες δοµής. Σκοπός 

είναι η εύρεση ενός ατοµικού µοντέλου, από το οποίο µπορεί να υπολογιστούν οι 

θεωρητικές φάσεις. Αλλά προκειµένου να ανοικοδοµήσουµε ένα ατοµικό µοντέλο από 

µια νέα κρυσταλλική µορφή, είναι απαραίτητο να βρεθεί ο προσανατολισµός και η 
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ακριβής θέση του µοντέλου µέσα στην νέα κυψελίδα. Προς τούτο το µοντέλο υπόκειται 

σε κατάλληλες περιστροφές και µετατοπίσεις στο χώρο ώστε να επιτευχθεί µία αρχική 

κατά προσέγγιση συµφωνία µεταξύ παρατηρούµενων και υπολογισµένων παραγόντων 

δοµής.  

  Η MR µπορεί να χρησιµοποιηθεί στην επίλυση µιας δοµής όταν υπάρχει 

διαθέσιµο ένα καλό µοντέλο για ένα αρκετά µεγάλο κλάσµα της δοµής στον κρύσταλλο. 

Κατά κανόνα, η µέθοδος µε τα σύγχρονα προγράµµατα δουλεύει καλά αν το µοντέλο 

είναι πλήρες και παρουσιάζει πάνω από 30% οµολογία µε την άγνωστη δοµή. Η µέθοδος 

γίνεται πολύ πιο δύσκολη όταν το µοντέλο είναι ατελές ή παρουσιάζει χαµηλή οµολογία.  

Η µέθοδος βρίσκει εφαρµογή στον καθορισµό κρυσταλλικής δοµής γνωστού 

µορίου που έχει, όµως, κρυσταλλώσει σε διαφορετική οµάδα χώρου και µεταλλαγµένων 

πρωτεϊνών, όπου µεγάλος αριθµός µεταλλάξεων παράγεται και µελετάται. Ακόµη και µια 

µικρή αλλαγή στην ακολουθία µπορεί να µεταβάλλει τον τρόπο που κρυσταλλώνει η 

πρωτεΐνη. Παράλληλα, είναι χρήσιµη σε µελέτες πρόσδεσης ή σχηµατισµού συµπλόκων 

πρωτεϊνών, που είχαν προηγουµένως επιλυθεί. Καθώς ο αριθµός των γνωστών δοµών 

αυξάνεται, γίνεται προφανές πως ο τρόπος αναδίπλωσης των πρωτεϊνών είναι 

περιορισµένος και ακόµη και λειτουργικώς διαφορετικές πρωτεΐνες µπορεί να 

αναδιπλώνονται µε παρόµοιο τρόπο. Εποµένως, είναι πιθανό µια νέα πρωτεΐνη να 

παρουσιάζει δοµή όµοια µε ήδη γνωστή και η MR να αποτελεί έναν εύκολο τρόπο 

επίλυσης.  

Το γνωστό µοντέλο, όταν τοποθετηθεί, µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον 

υπολογισµό των φάσεων, οι οποίες σε συνδυασµό µε τα µέτρα των παρατηρούµενων 

παραγόντων δοµής της άγνωστης δοµής, επιτρέπουν την κατασκευή και βελτιστοποίηση 

του µοντέλου. Ο υπολογισµός περιλαµβάνει µια έρευνα Patterson σε 6 διαστάσεις για 

όλες τις πιθανές κατευθύνσεις και µετατοπίσεις του γνωστού µοντέλου στην κυψελίδα 

της άγνωστης δοµής. Επειδή είναι χρονοβόρος, συνήθως εφαρµόζεται σε δυο φάσεις:  

• µια έρευνα σε 3 διαστάσεις για όλους τους πιθανούς προσανατολισµούς 

προκειµένου να καθοριστεί αυτή του µοντέλου.  

• µια έρευνα σε 3 διαστάσεις για όλες τις πιθανές µετατοπίσεις προκειµένου να 

καθοριστεί αυτή του µοντέλου.  
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Κατά την MR πρώτα δηµιουργείται ένα προκαταρτικό µοντέλο της κρυσταλλικής 

δοµής προσανατολίζοντας (περιστρέφοντας) και έπειτα τοποθετώντας (µετατοπίζοντας) 

το µοντέλο στο κρυσταλλικό πλέγµα. Έχοντας πετύχει την σωστή διευθέτηση και θέση 

µπορούµε να υπολογίσουµε τις φάσεις από το µοντέλο και να τις συνδυάσουµε µε τους 

παράγοντες δοµής. Οι παράγοντες δοµής που προκύπτουν και ο αντίστοιχος χάρτης 

ηλεκτρονιακής πυκνότητας, περιέχουν µεγάλες αποκλίσεις σε σχέση µε το αρχικό 

µοντέλο αλλά συνήθως είναι αρκετά κοντά στις σωστές τιµές για να ξεκινήσει µια 

επιτυχής διαδικασία βελτιστοποίησης.  

Η µοριακή αντικατάσταση στηρίχθηκε αρχικά στις ιδιότητες της συνάρτησης 

Patterson. Αυτές οι µέθοδοι χρησιµοποιούνται ακόµη σε προγράµµατα όπως το Molrep 

από την πλατφόρµα του CCP4 και το AmoRe (Trapani & Navaza, 2008). Στη συνέχεια 

αναπτύχθηκαν µέθοδοι που βασίζονται στη Μέγιστη Πιθανοφάνεια, όπως το PHASER 

(McCoy et al., 2007).  

Όπως αναφέρθηκε και στην παράγραφο (2.4.1.β.), ο χάρτης Patterson είναι 

χάρτης διανυσµάτων, µε κορυφές στις θέσεις των διανυσµάτων µεταξύ των ατόµων της 

µοναδιαίας κυψελίδας.  

Τα διανύσµατα ανάµεσα σε αυτά τα άτοµα δηµιουργούν τον χάρτη Patterson. Αν 

και τα διανύσµατα είναι άγνωστα για µια δοµή, τα µέγεθος της πρωτεΐνης, ο τρόπος που 

τα µόριά τους συνδέονται µεταξύ τους παρέχουν την υπογραφή της πρωτεϊνικής δοµής. 

Τα διανύσµατα στο χάρτη Patterson χωρίζονται σε α. ενδοµοριακά διανύσµατα (από ένα 

άτοµο του µορίου σε άλλο άτοµο του ίδιου µορίου), που εξαρτώνται µόνο από την 

διευθέτηση του µορίου, και όχι από την θέση τους στην κυψελίδα και συνεπώς µπορεί να 

χρησιµοποιηθούν στην συνάρτηση περιστροφής και β. τα διαµοριακά διανύσµατα 

εξαρτώνται τόσο από την διευθέτηση, όσο και την θέση και συνεπώς όταν η διευθέτηση 

είναι γνωστή, µπορεί να χρησιµοποιηθούν στην συνάρτηση µετατόπισης. 

Η συνάρτηση περιστροφής χρησιµοποιείται για την εύρεση της σωστής 

διευθέτησης του µοντέλου στο κρυσταλλικό πλέγµα. Αυτό επιτυγχάνεται εξετάζοντας 

την συµφωνία ανάµεσα στις συναρτήσεις Patterson που υπολογίζονται από το µοντέλο 

και από δεδοµένα από διάφορες σχετικές θέσεις. Η συνάρτηση περιστροφής, όπως 

προαναφέρθηκε, εκµεταλλεύεται το γεγονός πως τα ενδοµοριακά ανύσµατα εξαρτώνται 
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µόνο από την διευθέτηση του µορίου, όχι από την θέση του στην κυψελίδα. Όταν 

µετακινούµε ένα µόριο στην κυψελίδα, όλα τα άτοµα του µορίου µετακινούνται το ίδιο, 

αλλά τα διανύσµατα µεταξύ τους παραµένουν τα ίδια. Γενικά, τα ενδοµοριακά 

διανύσµατα είναι έχουν µικρότερο µέτρο από τα διαµοριακά, κι έτσι η συνάρτηση 

περιστροφής υπολογίζεται µόνο στο τµήµα του χάρτη που βρίσκεται κοντά στην αρχή, 

µειώνοντας έτσι το θόρυβο που προκύπτει από τα διαµοριακά διανύσµατα.   

Η συνάρτηση περιστροφής µπορεί να θεωρηθεί ως µια συνέλιξη στον χώρο 

περιστροφής. Σε εκείνη την θέση (κατεύθυνση) που το µοντέλο τοποθετείται µέσα στον 

κρύσταλλο, το γινόµενο των των δυο Patterson (χαρτών που προκύπτουν από 

ενδοατοµικά διανύσµατα) θα πρέπει να έχει την µέγιστη τιµή. Η συνάρτηση έχει την 

µορφή:     

    R(C) = ∫U P1(x) P2(x' ) dV          (2.8.) 

όπου P1 και P2 είναι οι 2 συναρτήσεις Patterson, C είναι µια µήτρα που ορίζει την 

περιστροφή του χ ως προς το χ', και U είναι ο όγκος της ολοκλήρωσης. 

 Αρχικά, η συνάρτηση υπολογιζόταν µε άµεση σύγκριση δυο Patterson ή λίστες 

κορυφών των δυο Patterson. Τα περισσότερα προγράµµατα χρησιµοποιούν τώρα µια 

γρήγορη συνάρτηση περιστροφής, βασισµένη σε έναν αλγόριθµο που αναπτύχθηκε 

αρχικά από τον Tony Crowther (µέθοδος του γρήγορου µετασχηµατισµού Fourier, 1972). 

Κατά την προσέγγιση αυτή, η πυκνότητα Patterson αναπτύσσεται σε µια σφαίρα σε 

σφαιρικούς αρµονικούς όρους Bessel, ώστε να διευκολύνεται η περιστροφή των 

σφαιρικών όγκων. Η συνάρτηση περιστροφής στο AmoRe βασίζεται στην ίδια θεωρία. 

Συχνά υπάρχει πάνω από ένα µόριο (υποµονάδα) στην ασσύµετρη µονάδα. Μια 

συνάρτηση αυτοπεριστροφής που είναι µια συνάρτηση περιστροφής όπου η φυσική 

Patterson συγκρίνεται µε τον εαυτό της, µπορεί να υπολογιστεί σε αυτές τις περιπτώσεις 

για να βρεθεί ο µετασχηµατισµός για την υπέρθεση των δυο διαφορετικών µορίων. Η 

συνάρτηση αυτοπεριστροφής παρουσιάζει µια έντονη κορυφή στην αρχή της, που 

αντιστοιχεί σε µηδενική περιστροφή, και όλες οι άλλες κορυφές είναι σχετικά µικρές. 

Υπολογίσουµε την µέση και τυπική απόκλιση για όλες τις τιµές µετά την αποµάκρυνση 

της αρχής. Εάν µια κορυφή υπερβαίνει κατά πέντε φορές την τυπική απόκλιση είναι 
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σηµαντική. Αν είναι ασθενέστερη µπορεί να εξακολουθεί να είναι σηµαντική αλλά θα 

πρέπει να αντιµετωπίζεται µε σκεπτικισµό.  

Η θέση που προκύπτει από τέλεση αυτοπεριστροφής πρέπει να είναι σύµφωνη µε 

την τέλεση κατάλληλης περιστροφής του αρχικού µορίου. Επιπροσθέτως, αν το µόριο 

είναι συµµετρικό (π.χ. διµερές ή τετραµερές), η λύση θα πρέπει να είναι σε συµφωνία µε 

το κατάλληλο στοιχείο συµµετρίας.  

Η συνάρτηση µετατόπισης τοποθετεί το µοντέλο µε την σωστή θέση στην 

ασσύµετρη µονάδα κατά τέτοιο τρόπο ώστε να ταιριάζει όσο το δυνατό καλύτερα µε τα 

δεδοµένα που παρατηρήθηκαν. 

Το σήµα από την συνάρτηση µετατόπισης είναι γενικά ισχυρότερο από εκείνο της 

συνάρτησης περιστροφής. Για αυτό στην πράξη παίρνουµε πολλαπλές λύσεις της 

συνάρτησης περιστροφής και εφαρµόζουµε την συνάρτηση µετατόπισης ξεχωριστά για 

κάθε µια, χρησιµοποιώντας τα αποτελέσµατα της συνάρτησης µετατόπισης για να 

προσδιορίσουµε την σωστή κατεύθυνση. Η διαδικασία γίνεται αυτόµατα από 

υπολογιστικά προγράµµατα. 

Ο χώρος που θα εξεταστεί για τον προσδιορισµό της µετατόπισης εξαρτάται από 

την οµάδα χώρου. Για παράδειγµα, στην P1, δεν απαιτείται συνάρτηση µετατόπισης, 

αφού η αρχή της µοναδιαίας κυψελίδας µπορεί να οριστεί τυχαία. 

 Οι συναρτήσεις µετατόπισης συγκρίνουν σύνολα διαµοριακών διανυσµάτων (τα 

οποία εξαρτώνται από την θέση του µορίου στην µοναδιαία κυψελίδα) µε τις 

παρατηρούµενες Patterson.  

 Όπως και µε την συνάρτηση περιστροφής, ο ορισµός της συνάρτησης 

µετατόπισης µε βάση της Patterson είναι ένα γινόµενο συναρτήσεων. Πρώτα, 

χρειαζόµαστε έναν µαθηµατικό ορισµό του υποσυνόλου της υπολογιζόµενης Patterson 

που να αντιστοιχεί στα εξωµοριακά ανύσµατα. Αυτό που θέλουµε είναι τα διανύσµατα 

από τα συµµετρικά µόρια (ρ2) στα αρχικά (ρ1). Όπως και ο χάρτης Patterson είναι µια 

συνάρτηση αυτό-συσχέτισης (π.χ. µια συνάρτηση συσχέτισης της πυκνότητας µε τον 

εαυτό της), το σύνολο των διαµοριακών διανυσµάτων είναι µια συσχέτιση µεταξύ της 

πυκνότητας για ένα µόριο και εκείνης για ένα άλλο, όπως δείχνει η εικόνα και η 

εξίσωση. Η συνάρτηση συσχέτισης µπορεί να υπολογιστεί µε έναν απλό µετασχηµατισµό 

Fourier, χρησιµοποιώντας το θεώρηµα της συσχέτισης.  
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 Η απαιτούµενη µετατόπιση, σε σχέση µε τον άξονα 2ης τάξης, µπορεί να 

καθοριστεί µετακινώντας τα διαµοριακά διανύσµατα πάνω στον παρατηρούµενο χάρτη 

Patterson και υπολογίζοντας την συνάρτηση γινόµενο. Όταν βρεθεί η σωστή µετατόπιση, 

θα υπάρξει µια µεγάλη κορυφή, αφού τα διανύσµατα θα συµπτίπτουν. 

 

 
 

 

 Το θεώρηµα συσχέτισης υποδεικνύει πως η συνάρτηση µετατόπισης µπορεί να 

υπολογιστεί µε έναν απλό µετασχηµατισµό Fourier. 

Είναι εύκολο να ερµηνεύσουµε µια συνάρτηση που δίνει το διάνυσµα 

µετατόπισης κατευθείαν και µειώνει σηµαντικά τον θόρυβο χειριζόµενοι όλες τις πράξεις 

συµµετρίας ταυτόχρονα. Ο πιο κοινός τρόπος είναι ο υπολογισµός του συντελεστή 

συσχέτισης ανάµεσα στα παρατηρούµενα και τα υπολογισµένα τετράγωνα των πλατών, 

ως συνάρτηση της µετατόπισης του µοντέλου. Η σωστή µετατόπιση θα δώσει µια 

κορυφή στον χάρτη. 

 

  

 
 
 

Αποδεικνύεται τελικά πως λόγω του θεωρήµατος Parseval,  αυτός ο συντελεστής 

είναι ίσος µε εκείνον µεταξύ των δυο Patterson που µετακινήθηκαν από την αρχή. Για 

αυτόν τον λόγο συνήθως λέγονται Patterson correlation (PC)  

 Οι PC έρευνες πραγµατοποιούνται και µε τα προγράµµατα CNS (Brunger et al., 

1998) και AmoRe, που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή. Το τελευταίο δίνει τα 
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PC σκορ ως έναν τρόπο αξιολόγησης της ποιότητας των λύσεων της µοριακής 

αντικατάστασης.  

 

2.1.4.δ. Ανοικοδόµηση µοντέλου 
 

Κατά την Ανοικοδόµηση Μοντέλου (Model building) ερµηνεύεται ένας χάρτης 

ηλεκτρονιακής πυκνότητας αποδίδοντας σε αυτόν ατοµικές συντεταγµένες. Το πιο κοινό 

πρόγραµµα για αυτήν την εργασία είναι το Coot (Emsley & Cowtan, 2004). Αρχικά, δεν 

βλέπουµε το ίδιο το µοντέλο, αλλά µόνο την ηλεκτρονιακή πυκνότητα. Ωστόσο, η 

περιγραφή του µοντέλου µε όρους ατόµων και δεσµών είναι πιο χρήσιµη από χηµική-

βιολογική πλευρά, και εποµένως µια τέτοια περιγραφή προσπαθούµε να εξάγουµε από 

την πυκνότητα. Για να ερµηνευτεί ένας χάρτης χαµηλής διακριτότητας είναι απαραίτητη 

η χρήση πρωτύτερης χηµικής γνώσης. Μη αναµενόµενα χαρακτηριστικά (π.χ. στην 

περιοχή του διαλύτη) συχνά δεν ερµηνεύονται σωστά.  

Το αρχικό πρότυπο δοµής συνήθως δεν περιλαµβάνει όλα τα άτοµα που υπάρχουν 

στην κυψελίδα. Η εύρεση των υπολοίπων γίνεται µε χρήση διαδοχικών χάρτών 

διαφορικής ηλεκτρονιακής πυκνότητας, οι οποίοι προκύπτουν ως εξής: Από την 

ηλεκτρονιακή πυκνότητα που υπολογίζεται µε µετασχηµατισµό Fourier των παραγόντων 

δοµής όλων των ανακλάσεων αφαιρείται η ηλεκτρονιακή πυκνότητα που αντιστοιχεί στα 

άτοµα των οποίων η θέση είναι ήδη γνωστή. Αφού στα µέγιστα του χάρτη διαφορικής 

ηλεκτρονιακής πυκνότητας αντιστοιχούν άτοµα, µε διαδοχικούς υπολογισµούς χαρτών 

διαφορικής ηλεκτρονιακής πυκνότητας βρίσκονται και τα υπόλοιπα άτοµα.  

Τα άτοµα που υπήρχαν στο αρχικό πρότυπο δοµής µαζί µε αυτά που 

αποκαλύπτονται µε αλλεπάλληλους χάρτες διαφορικής ηλεκτρονιακής πυκνότητας 

τελικά πρέπει να σχηµατίζουν ένα σύνολο, που να έχει χηµική σηµασία. Μέγιστα, που 

φανερώνουν πιθανή θέση ατόµου, αλλά δεν έχουν καµία χηµική σηµασία ως προς το 

υπόλοιπο σύνολο ατόµων απορρίπτονται. Τα άτοµα που έχουν αποκαλυφθεί δεν 

βρίσκονται στις τελικές τους θέσεις αλλά σε κάποιες προσεγγιστικές και η διευθέτησή 

τους στις τελικές θέσεις πρέπει να γίνει µε τρόπο ώστε να αντιστοιχούν σε σωστές τιµές 

αποστάσεων δεσµών και γωνιών. Η µετατόπιση των ατόµων γίνεται µε τη µέθοδο 

ελαχίστων τετραγώνων.  
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Τα προγράµµατα που χρησιµοποιούνται για την επεξεργασία της δοµής 

βελτιώνουν τις θέσεις των ατόµων µε τη µέθοδο ελαχίστων τετραγώνων και κατόπιν 

υπολογίζουν τον χάρτη διαφορικής ηλεκτρονιακής πυκνότητας ώστε να βρεθούν άτοµα 

που δεν ήταν γνωστό ότι υπάρχουν στην ασύµµετρη µονάδα ή άτοµα κοντά στα ήδη 

υπάρχοντα τα οποία οφείλονται σε αποδιάταξη της δοµής ή µόρια διαλύτη, για 

παράδειγµα νερού. Εκτός από τις συντεταγµένες των ατόµων, υπολογίζονται και οι 

θερµικές τους παράµετροι. Κάθε άτοµο συνοδεύεται από τουλάχιστον µία παράµετρο 

που αντιστοιχεί σε ισότροπη θερµική κίνηση του ατόµου. Οι ισοτροπικές θερµικές 

παράµετροι µπορούν να αντικατασταθούν από ανισότροπες. Για την περιγραφή 

ανισοτροπικής θερµικής κίνησης απαιτούνται έξη αντί µιας παράµετροι. Η εισαγωγή 

ανισοτροπικών παραγόντων θερµικής κίνησης για Ν άτοµα αυξάνει το πλήθος των 

παραµέτρων από 4Ν σε 9Ν και οδηγεί σε υπερπροσαρµογή (overfitting) την επεξεργασία 

του µοντέλου, ιδιαίτερα όταν τα πειραµατικά δεδοµένα (ανακλάσεις) είναι περιορισµένα. 

Για το λόγο αυτό η εισαγωγή παραγόντων θερµικής κίνησης πρέπει να γίνεται 

προσεκτικά και σε περιορισµένο αριθµό ατόµων της υπό εξέταση δοµής, ώστε ο λόγος 

παρατηρούµενων ανακλάσεων προς παραµέτρους να µην δηµιουργεί προβλήµατα 

υπερπροσαρµογής του µοντέλου.  

 

2.1.4.ε. Βελτιστοποίηση δοµής  
 

Βελτιστοποίηση ονοµάζεται η διαδικασία κατά την οποία οι τιµές των 

παραµέτρων βελτιστοποιούνται µε µαθηµατικές µεθόδους στατιστικής προσαρµογής 

[Ελάχιστα Τετράγωνα (Least Squares, L.S.) και Μέγιστη Πιθανοφάνεια (Maximum 

Likelihood)], ώστε το τελικό µοντέλο να συµφωνεί όσο το δυνατό καλύτερα µε τα 

πειραµατικά δεδοµένα.  

Ένα σηµαντικό κριτήριο αξιολόγησης της πορείας βελτιστοποίησης είναι οι τιµές 

των δεικτών αξιοπιστίας της δοµής. Ο παράγοντας αξιοπιστίας R (Rcryst ή R1) 

αποκαλύπτει την συµφωνία µεταξύ των πειραµατικών τιµών όλων των παραγόντων 

δοµής │Fo│και των αντίστοιχων υπολογιζόµενων │Fc│ και δίνεται από τη σχέση: 
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 Ένας άλλος δείκτης αξιοπιστίας, για πρωτεϊνικές δοµές είναι ο Rfree, που δίνεται 

από την ίδια σχέση (2.12), αλλά για τον υπολογισµό του χρησιµοποιείται ένα τυχαίο 

υποσύνολο ανακλάσεων, που δεσµεύεται στην αρχή της διαδικασίας της 

βελτιστοποίησης και δεν υπόκειται σε επεξεργασία βελτιστοποίησης. Συνήθως 

δεσµεύεται το 10% των ανακλάσεων. 

 Όσον αφορά δοµές µικρού-µεσαίου µεγέθους, συνήθως ελέγχεται και ένας 

δείκτης αξιοπιστίας µε στατιστικό βάρος (w), που δίνεται από τη σχέση: 

 
Κατά την διαδικασία της βελτιστοποίησης πρέπει επίσης να ελέγχονται εκτός από 

τη συµφωνία πειραµατικών και υπολογισθέντων δεδοµένων, οι παράµετροι και οι 

περιορισµοί-εξαναγκασµοί (restrains-costrains). Παράµετροι ενός µοντέλου θεωρούνται:  

1. Ανεξάρτητες συντεταγµένες x,y,z (κλασµατικές ή πραγµατικές)  

2. Θερµικοί παράγοντες (ισοτροπικοί ή ανισοτροπικοί)   

3. Αριθµός κατάληψης, που για τις πρωτεΐνες συνήθως σταθεροποιείται στο 

1.0. Ωστόσο, αποδιάταξη (αριθµός κατάληψης < 1.0) µπορεί να υπάρξει 

για εναλλακτικές διαµορφώσεις κάποιων αµινοξέων, προσδέτες και µόρια 

νερού. Στα σύµπλοκα κυκλοδεξτρινών, τα µικρά ξενιζόµενα µόρια, που 

εντοπίζονται στην κοιλότητα των CDs είναι σχεδόν πάντα 

αποδιατεταγµένα.   

Σε κάθε βήµα της βελτιστοποίησης πρέπει να ελέγχονται και να εφαρµόζονται 

περιορισµοί, που θεωρούνται ως επιπρόσθετες παρατηρήσεις (βάσει γεωµετρίας). Οι 

περιορισµοί αφορούν:  

• Επιτρεπτές δίεδρες γωνίες συστροφής φ και ψ, σύµφωνα µε το διάγραµµα 

Ramachandran (Ramachandran Plot).  

• Μήκη των δεσµών και γωνίες µεταξύ των δεσµών  

• Χειροµορφία 

• ∆εσµοί Van der Waals, π-π αλληλεπιδράσεις, υδρογονικοί δεσµοί, κα  

• Περιορισµοί βάσει µη κρυσταλλογραφικής συµµετρίας (Non Crystallographic 

Symmetry, NCS) 
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• Η µοριακή διάταξη στον χώρο 

Κάθε περιορισµός χρειάζεται να εφαρµόζεται κατάλληλα, και οι γεωµετρικοί 

φέρουν επίσης ένα συνολικό στατιστικό βάρος (weight) στον υπολογισµό των 

πειραµατικών δεδοµένων. Σηµαντικής σηµασίας είναι η επιλογή µοντέλου 

παραµετροποίησης. Όπως αναφέρθηκε, το µοντέλου του µορίου που µελετάµε µπορεί να 

υποστεί παραµετροποίηση µε διάφορους τρόπους. Αυτή εξαρτάται κυρίως από την 

αναλογία δεδοµένων/παραµέτρων.  

 Στο σηµείο αυτό θα αναφερθούµε πιο αναλυτικά στην µέθοδο ελαχίστων 

τετραγώνων: 

Κάθε άτοµο χαρακτηρίζεται από τις παραµέτρους θέσης (x,y,z) και τον 

ισοτροπικό θερµικό συντελεστή U ή τους ανισοτροπικούς Ui,j. Στη βελτιστοποίηση µε 

ισοτροπικό συντελεστή σε κάθε άτοµο αντιστοιχούν τέσσερις µεταβλητές x,y,z,U και το 

σύνολο των µεταβλητών είναι Μ=4Ν+1 για κρύσταλλο µε Ν άτοµα στην ασύµµετρη 

µονάδα. Σε βελτιστοποίηση µε ανισοτροπικούς θερµικούς συντελεστές, οι µεταβλητές 

για κάθε άτοµο γίνονται εννιά και το σύνολο των µεταβλητών στην ασύµµετρη µονάδα 

Μ=9Ν+1. Οι τιµές του Μ καθορίζονται από τον αριθµό των ανεξάρτητων ανακλάσεων, 

που παρατηρήθηκαν στο πείραµα. Σε περιπτώσεις κρυσταλλογραφικών πειραµάτων, 

δοµών µικρού-µεσαίου µεγέθους, που φτάνουν σε ατοµική διακριτότητα, ο λόγος 

πλήθους ανεξάρτητων ανακλάσεων προς το πλήθος των χρησιµοποιούµενων 

µεταβλητών βελτιστοποίησης δεν πρέπει να είναι µικρότερος του έξι. Σε πρωτεϊνικές 

δοµές, ο λόγος αυτός µπορεί να είναι µικρότερος. 

Σκοπός της χρήσης της µεθόδου ελαχίστων τετραγώνων είναι η βελτιστοποίηση 

της δοµής µέσω ελαχιστοποίησης του Q που δίνεται από τη σχέση  

 
όπου : w το στατιστικό βάρος που βρίσκεται σε αντίστροφη σχέση µε το σφάλµα σ(F

ο
),  

│F
ο
│ οι πειραµατικές τιµές και │Fc│ οι υπολογιζόµενες και Κ ο παράγοντας κλίµακας 

(scale factor).  

Το άθροισµα στη σχέση 1.14. αφορά τις συµµετρικά ανεξάρτητες ανακλάσεις. 

Αρχικά θεωρούµε w=1 και Κ=1. Ο υπολογισµός των Μ παραµέτρων και του παράγοντα 

κλίµακας γίνεται υπολογίζοντας τις πρώτες µερικές παραγώγους του Q ως προς τις 
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αντίστοιχες παραµέτρους και εξισώνοντας µε µηδέν. Τότε προκύπτει σύστηµα Μ+1 

εξισώσεων µε άγνωστους τις παραµέτρους και συντελεστές αθροίσµατα των τιµών F
0 

και Fc. Οι νέες τιµές των παραµέτρων και του παράγοντα κλίµακας δίνονται από τη 

λύση του συστήµατος. Η διαδικασία βελτιστοποίησης επαναλαµβάνεται µε διαδοχικούς 

κύκλους ελαχίστων τετραγώνων και στο τέλος κάθε κύκλου λαµβάνεται το κριτήριο 

συµφωνίας µεταξύ των πειραµατικών τιµών │F
0
│και των αντίστοιχων υπολογιζόµενων 

│Fc│που δίνεται από τις σχέσεις 1.12. και 1.13.  

 

2.1.4.στ. Αξιολόγηση και κατάθεση δοµής  
 

Σε κάθε βήµα γίνεται αποτίµηση της ποιότητας του ατοµικού µοντέλου. Η 

αποτίµηση πραγµατοποιείται µε βάση τα πειραµατικά δεδοµένα και τα γεωµετρικά 

χαρακτηριστικά του µοντέλο. Ένα καλό µοντέλο πρέπει να είναι: (i.) Στατιστικώς ορθό. 

Το µοντέλο να παρέχει µια στατιστικώς συµφωνία µε τα πειραµατικά δεδοµένα (R-

factor, κα) και να µην περιέχει σηµαντικές (µη ερµηνεύσιµες) κορυφές στο διαφορικό 

χάρτη ηλεκτρονιακής πυκνότητας, (ii.) Χηµικώς ορθό. Η γεωµετρία του να είναι 

σύµφωνη µε τυχόν χηµικούς περιορισµούς. Το διάγραµµα Ramachandran να µην 

περιέχει αποκλίσεις κάτω από 1% και να µην υπάρχουν χηµικές ασυµβατότητες και (iii.) 

Βιολογικώς ορθό. Το χηµικό περιβάλλον που εντοπίζονται τα αµινοξέα να είναι 

κατάλληλο και σύµφωνο µε άλλες βιοχηµικές παρατηρήσεις.  

Η βελτιστοποίηση της δοµής θεωρείται ότι έχει τελειώσει εάν ικανοποιούνται οι 

εξής όροι:  

1. Έχουν βρεθεί όλα τα άτοµα της ασύµµετρης µονάδας. Θεωρείται ότι δεν υπάρχει 

άτοµο που να µην έχει εντοπισθεί όταν τα µέγιστα της ηλεκτρονιακής 

πυκνότητας που εντοπίζεται είναι µικρότερα του 1 e/Å3.  

2. Ο λόγος της µέγιστης µετατόπισης (µε εφαρµογή ελαχίστων τετραγώνων) προς το 

µέγιστο σφάλµα είναι σηµαντικά µικρότερος της µονάδας.  

3. Ο συντελεστής αξιοπιστίας R έχει τη µικρότερη δυνατή τιµή. Αποδεκτή τιµή για 

υπερµοριακά σύµπλοκα (π.χ. σύµπλοκα κυκλοδεξτρινών) είναι µία κοντά στο 0,1 

και για τις πρωτεΐνες κοντά στο 0,2.  
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Ο τελικός έλεγχος της ορθότητας της κρυσταλλικής δοµής µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί µε πλήθος υπολογιστικών προγραµµάτων. Για τις πρωτεϊνικές δοµές 

χρησιµοποιούνται τα Procheck (Laskowski & MacArthur, 1993) και MolProbity (Chen et 

al., 2010), ενώ για µικρά µόρια το Checkcif/PLATOΝ (Spek, 2009). Το τελικό στάδιο 

περιλαµβάνει την κατάθεση (deposit) των ατοµικών συντεταγµένων και των παραγόντων 

δοµής σε αντίστοιχες βάσεις δεδοµένων (Protein Data Bank, PDB για πρωτεΐνες και 

Cambridge Crystallographic Data Centre, CCDC για υπερµοριακά σύµπλοκα 

κυκλοδεξτρινών). 

Στο σχήµα 2.6. απεικονίζεται το διάγραµµα ροής ολόκληρης της πειραµατικής 

διεργασίας αρχής γενοµένης από την κατασκευή του κρυστάλλου έως την συλλογή και 

αποθήκευση των στοιχείων της δοµής.  

 
ΚΡΥΣΤΑΛΛΩΣΗ 
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ΚΑΤΑΘΕΣΗ ∆ΟΜΗΣ ΣΕ ΒΑΣΕΙΣ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ (PDB, CCDC, κα) 
 
 
 
 
Σχήµα 2.6. ∆ιάγραµµα ροής κρυσταλλογραφικής µελέτη 

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΡΧΙΚΟΥ 
ΣΥΝΟΛΟΥ ΦΑΣΕΩΝ
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Κεφάλαιο 3ο ΚΡΥΣΤΑΛΛΟΓΡΑΦΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ 
ΚΥΚΛΟΦΙΛΙΝΗΣ-Α ΚΑΙ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ ΤΗΣ 
 

3.1. Έκφραση, καθαρισµός και βιοχηµικός χαρακτηρισµός του ενζύµου της 
Κυκλοφιλίνης Α και µεταλλαγµάτων της  
  

3.1.1. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA και Ανάλυση νουκλεϊνικών οξέων   
 

Η αποµόνωση πλασµιδιακού DNA έγινε µε το kit της εταιρίας QIAGEN 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

Πέψη νουκλεϊνικών οξέων µε ένζυµα περιορισµού  
Οι πέψεις των δειγµάτων DNA γίνονται σε τελικό όγκο ο οποίος εξαρτάται τόσο 

από την ποσότητα και καθαρότητα του DNA όσο και από τη ποσότητα του ενζύµου 

περιορισµού, το οποίο χρησιµοποιείται σε κάθε περίπτωση.  

Για µία τυπική πέψη (τελικού όγκου 30 µl) αναµιγνύονται:  

 διάλυµα DNA 10 µl 

  10x ρυθµιστικό διάλυµα 3 µl 

 ένζυµο περιορισµού 1 µl (1 unit/µl) 

 δις απιονισµένο και αποστειρωµένο ύδωρ (ddH2Ο) 15 µl  

Το µίγµα επωάζεται στην ιδανική θερµοκρασία για τη δράση του ενζύµου 

περιορισµού για 2 έως 3 ώρες και στη συνέχεια αναλύεται σε πηκτή αγαρόζης. 

 

Ανάλυση νουκλεϊνικών οξέων σε πηκτή αγαρόζης  
 Η πηκτή παρασκευάζεται µε προσθήκη αγαρόζης σε διάλυµα ηλεκτροφόρησης 1x 

ΤΑΕ, µε αναλογίες που εξαρτώνται από την επιθυµητή τελική συγκέντρωση της 

πηκτής. Η αγαρόζη διαλύεται µε θέρµανση του µίγµατος σε φούρνο 

µικροκυµάτων και αφού κρυώσει ελαφρά, προστίθεται διάλυµα βρωµιούχου 

αιθιδίου (10 mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 0.5 µg/ml και αναµιγνύεται καλά. 

 Το διάλυµα τοποθετείται στο καλούπι της συσκευής ηλεκτροφόρησης 

προκειµένου να πήξει και στη συνέχεια µεταφέρονται τα δείγµατα προς ανάλυση, 
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αναµεµιγµένα µε ρυθµιστικό διάλυµα φόρτωσης, στα "πηγαδάκια" που 

σχηµατίστηκαν. 

 Το κύκλωµα κλείνει µε διάλυµα ηλεκτροφόρησης 1x ΤΑΕ και τόσο η τάση του 

ηλεκτρικού πεδίου όσο και ο χρόνος εφαρµογής του εξαρτώνται από τα ιδιαίτερα 

χαρακτηριστικά των δειγµάτων που πρόκειται να αναλυθούν.  

» διάλυµα ηλεκτροφόρησης 50x ΤΑΕ: 24.2% (w/v) Tris, 57.1 ml/l CH3COOH, 100 ml/l 

0.5 M EDTA  

» ρυθµιστικό διάλυµα φόρτωσης: 0.25% µπλε της βρωµοφαινόλης, 0.25% κυανό του 

ξυλένιου, 35% γλυκερόλη  

 

3.1.2. Υποκλωνοποίηση τµήµατος νουκλεϊνικών οξέων σε πλασµιδιακό φορέα 
 

 Προετοιµασία πλασµιδιακού φορέα  
Ο πλασµιδιακός φορέας pET-28a (σχήµα 3.1.) υποβάλλεται σε πέψη µε τα 

επιθυµητά ένζυµα περιορισµού (BamHI και Xhol). 

 
Σχήµα 3.1. Ο πλασµιδιακός χάρτης pET-28a(+) του φορέα µετασχηµατισµού κυττάρων E. coli  
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 Ενσωµάτωση τµήµατος DNA σε πλασµιδιακό φορέα  
Στην αντίδραση ενσωµάτωσης, η αναλογία των µορίων του πλασµιδιακού φορέα 

και του τµήµατος DNA που πρόκειται να ενσωµατωθεί στον πλασµιδιακό φορέα, 

εξαρτάται από το σχετικό µέγεθός τους. Η συνολική συγκέντρωση και των δύο, δεν 

πρέπει να ξεπερνά τα 10 ng/µl.  

Για µία τυπική αντίδραση ενσωµάτωσης (τελικού όγκου 10 µl), αναµιγνύονται:  

 πλασµιδιακός φορέας 1 µl 

 DNA προς ενσωµάτωση 1 µl 

 10x ρυθµιστικό διάλυµα 1 µl 

 Τ4 DNA λιγάση 1 µl (1 unit/µl) 

 ddH2Ο 6 µl  

Το δείγµα επωάζεται στους 4οC για 14 ώρες περίπου.  

 

3.1.3. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR)  
 

Μια τυπική αντίδραση ενίσχυσης περιλαµβάνει το δείγµα DNΑ, το οποίο 

αποτελεί τη µήτρα της αντίδρασης, µια θερµοάντοχη DNA πολυµεράση, δύο 

ολιγονουκλεοτιδικούς εκκινητές, τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs) και το 

ρυθµιστικό διάλυµα της αντίδρασης. Τα συστατικά αναµιγνύονται και τοποθετούνται σε 

θερµικό κυκλοποιητή, ο οποίος επωάζει το µίγµα σε µία σειρά διαφορετικών 

θερµοκρασιών και για διαφορετικό χρόνο, η οποία αναφέρεται σαν ένας κύκλος 

ενίσχυσης. Οι συγκεντρώσεις των επιµέρους συστατικών, οι θερµοκρασίες και η χρονική 

διάρκεια εφαρµογής τους εξαρτώνται από τις ιδιαίτερες συνθήκες του εκάστοτε 

πειράµατος. Κάθε κύκλος ενίσχυσης, θεωρητικά διπλασιάζει το προς ενίσχυση τµήµα 

DNA και αποτελείται από διαδοχικά στάδια. Το πρώτο στάδιο του κύκλου αποδιατάσσει 

το προς ενίσχυση δείγµα DNΑ, θερµαίνοντάς το στους 95°C για 15 δευτερόλεπτα έως 2 

λεπτά. Στο επόµενο στάδιο, οι ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές υβριδίζονται µε τις 

αποδιατεταγµένες αλυσίδες της µήτρας, σε θερµοκρασία 40-60°C για 30-60 

δευτερόλεπτα. Τελικά, η σύνθεση νέου DNA αρχίζει µε την άνοδο της θερµοκρασίας για 

1-2 λεπτά, στη βέλτιστη τιµή για τη δράση της θερµοάντοχης DNA πολυµεράσης, η 

οποία, συνήθως, είναι 74°C. Με αυτό το στάδιο ολοκληρώνεται ένας κύκλος και µετά 
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από 20-40 κύκλους, το προϊόν της ενίσχυσης αναλύεται ή χρησιµοποιείται για περαιτέρω 

πειραµατικές διαδικασίες.  

Για µία τυπική αντίδραση ενίσχυσης (τελικού όγκου 50 µl), αναµιγνύονται:  

 µήτρα DNA 1 µl 

 ορθόδροµος εκκινητής (300 ng/µl) 1 µl 

 οπισθόδροµος εκκινητής (300 ng/µl) 1 µl 

 dNTPs (10 mM, το κάθε ένα) 1 µl 

 Τaq DNA πολυµεράση 1 µl (1 unit/µl) 

 10x ρυθµιστικό διάλυµα 5 µl 

 ddH2Ο 40 µl  

 

Η αλληλουχία που αντιστοιχεί στην κωδική περιοχή του γονιδίου της AvPPIB 

(YP_002799514), ενισχύθηκε από το γενωµατικό DNA του A. vinelandii µε την µέθοδο 

της PCR. Για το σκοπό αυτό, σχεδιάστηκαν εκκινητές που περιέχουν θέσεις για τα 

περιοριστικά ένζυµα BamHI και Xhol. Τα ενισχυµένα κλάσµατα εισήγθησαν µεταξύ των 

αντίστοιχων θέσεων στον φορέα. Η απουσία ανεπιθύµητων µεταλλαγών επιβεβαιώθηκε 

µε νουκλεοτιδική αλληλούχιση. 

Η αµινοξική αλληλουχία της πρωτεΐνης AvPPIB (YP_002799514) είναι: 

MIKLQTNHGTITLKLFADKAPETAANFEQYVKDGHYDGTIFHRVIDGFMIQGGGF

EPGMKQKSTRAPIKNEANNGLSNKKYTIAMARTPDPHSASAQFFINVKDNAFLD

HTAPTAHGWGYAVFGEVVEGTDVVDRIKSVATGSRAGHGDVPVDDVIIEKAEIV

E 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι εξής (τα υπογραµµισµένα 

νουκλεοτίδια να αντιστοιχούν στις θέσεις των BamHI και Xhol, αντίστοιχα): 

AvPPIB-F: 5΄-AAAGGATCCATCAAGCTGCAAACCAACCACG-3΄ και 

AvPPIB-R: 5΄-AAACTCGAGTTATTCGACGATCTCGGCCTTC-3΄ 

 Έτσι, προέκυψε η ανασυνδυασµένη πρωτεϊνη AvCyPA µε µέγεθος 21242 Da και 

αµινοξική ακολουθία: 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSIKLQTNHGTITLKLFADK

APETAANFEQYVKDGHYDGTIFHRVIDGFMIQGGGFEPGMKQKSTRAPIKNEAN
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NGLSNKKYTIAMARTPDPHSASAQFFINVKDNAFLDHTAPTAHGWGYAVFGEV

VEGTDVVDRIKSVATGSRAGHGDVPVDDVIIEKAEIVE. 

Τα υπογραµµισµένα αµινοξέα αντιστοιχούν στον επίτοπο που συµπεριλαµβάνει τις έξι 

ιστιδίνες. Επιπλέον, η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη φέρει µια µεταλλαγή της Met1 σε Ser.     

 

3.1.4. Κατευθυνόµενη σηµειακή µετάλλαξη της AvCyPA  
 

 Τα µεταλλάγµατα AvCyPAA84T, AvCyPAA84S και AvCyPAM49A δηµιουργήθηκαν 

µε κατευθυνόµενη σηµειακή µεταλλαξιγένεση. Προς τούτο χρησιµοποιήθηκε ο 

πλασµιδιακός φορέας pCDFDuet (σχήµα 3.2.), που υποβάλλεται σε πέψη µε τα 

επιθυµητά ένζυµα περιορισµού BamHI και NotΙ. 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι εξής (τα υπογραµµισµένα 

νουκλεοτίδια να αντιστοιχούν στις θέσεις των BamHI και NotΙ, αντίστοιχα): 

AvPPIB-F: 5΄-AAAGGATCCAATCAAGCTGCAAACCAACCACG-3΄ και 

AvPPIB-R: 5΄-AAAGCGGCCGCTTATTCGACGATCTCGGCCTTC-3΄ 

Επιπροσθέτως, οι εσωτερικοί εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: 

A84T-F 5’-CAAAAAATACACCATTACCATGGCGCGCACGCCCG-3’ 

A84T-R 5’-CGGGCGTGCGCGCCATGGTAATGGTGTATTTTTTG-3’ 

A84S-F 5’-CAAAAAATACACCATTTCCATGGCGCGCACGCCCG-3’ 

A84S-R 5’-CGGGCGTGCGCGCCATGGAAATGGTGTATTTTTTG-3’ 

M49A-F 5’-GTGATCGACGGCTTCGCGATCCAGGGCGGCGGT-3’ 

M49A-R 5’-ACCGCCGCCCTGGATCGCGAAGCCGTCGATCAC-3’ 

 

  Για τη δηµιουργία του AvCyPAA84T µεταλλάγµατος, τα αρχικά προϊόντα της 

PCR, που προέκυψαν µε τη χρήση των εκκινητών AvPPIB-F/A84T-R και A84T-

F/AvPPIB-R καθαρίστηκαν και χρησιµοποιήθηκαν ως µήτρες για ένα δεύτερο PCR µε 

τους AvPPIB-F/AvPPIB-R εκκινητές. Το τελικό προϊόν υπέστη πέψη µε τα ενζυµα 

περιορισµού BamHI και NotΙ προκειµένου να εισαχθεί στο φορέα έκφρασης pCDFDuet. 

Η απουσία ανεπιθύµητων µεταλλαγών επιβεβαιώθηκε µε νουκλεοτιδική αλληλούχιση. 

Με τον ίδιο τρόπο δηµιουργήθηκαν τα AvCyPAA84S και AvCyPAM49A µεταλλάγµατα. 
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 Έτσι, προέκυψαν τα µεταλλάγµατα της AvCyPA µε µέγεθος 19311 Da και 

αµινοξική ακολουθία: 

MGSSHHHHHHSQDPIKLQTNHGTITLKLFADKAPETAANFEQYVKDGHYDGTIF

HRVIDGFMIQGGGFEPGMKQKSTRAPIKNEANNGLSNKKYTIAMARTPDPHSAS

AQFFINVKDNAFLDHTAPTAHGWGYAVFGEVVEGTDVVDRIKSVATGSRAGHG

DVPVDDVIIEKAEIVE. 

Τα υπογραµµισµένα αµινοξέα αντιστοιχούν στον 6xHIS επίτοπο και οι ανασυνδυασµένες 

πρωτεΐνες φέρουν επιπλέον µια µεταλλαγή της Met1 σε Pro. Τα κατάλοιπα της Met49 

και Ala84 που µεταλλάχθηκαν σε Ala49, Ser84 και Thr84 σηµειώνονται µε έντονο 

χρώµα. 

   

 

 

 
 

Σχήµα 3.2. Ο πλασµιδιακός χάρτης pCDFDuet-1 του φορέα µετασχηµατισµού κυττάρων E. coli  
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3.1.5. Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων Eschericia coli 
 

Προετοιµασία ικανών προς µετασχηµατισµό κυττάρων  
 10 ml LB θρεπτικού υλικού εµβολιάζονται µε µια αποικία E. coli (στέλεχος 

DH5a ή XL-blue) και επωάζονται, µε ανακίνηση, για περίπου 18 ώρες στους 

37οC. 

 2 ml της παραπάνω καλλιέργειας χρησιµοποιούνται για τον εµβολιασµό 200 ml 

θρεπτικού υλικού LB. 

 Η καλλιέργεια επωάζεται µε ανακίνηση στους 37οC µέχρι OD600=0,3-0,4. 

 Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται στις 6.000 σ.α.λ για 10 λεπτά, στους 4οC. Όλοι οι 

χειρισµοί που ακολουθούν γίνονται µέσα σε πάγο. 

 Το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρείται ήπια σε 25ml 0.1 M MgCl2. 

Φυγοκεντρείται για 10 λεπτά στις 6.000 σ.α.λ. 

 Τα βακτηριακά κύτταρα επαναιωρούνται σε 25 ml 0.1 M CaCl2 και διατηρούνται 

σε πάγο για 20 λεπτά. Φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά στις 6.000 σ.α.λ. 

 Τα βακτηριακά κύτταρα επαναιωρούνται σε 10 ml 0.1 M CaCl2 και προστίθεται 

γλυκερόλη σε τελική συγκέντρωση 20% (v/v). Τα κύτταρα αφού µοιραστούν σε 

σωλήνες eppendorf φυλάσσονται στους -80οC.  

 

Μετασχηµατισµός ικανών κυττάρων  
 Περίπου 10-100 ng αποµονωµένου πλασµιδιακού DNA αναµιγνύονται µε 100 µl 

ικανών κυττάρων και επωάζονται στον πάγο για 30 λεπτά. 

 Το µίγµα υποβάλλεται σε θερµικό σοκ στους 42οC για 1 λεπτό. Αφού προστεθούν 

200µl θρεπτικού διαλύµατος LB, το µίγµα επωάζεται στους 37οC για 1 ώρα.  

 

Τα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλία µε το κατάλληλο αντιβιοτικό, ανάλογα µε 

την εφαρµογή και τον πλασµιδιακό φορέα. 
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Στην παρούσα διατριβή, κύτταρα E. coli BL21 (DE3) (Novagen) 

µετασχηµατίστηκαν µε τους φορείς pET28a και pCDFDuet-1 και η έκφραση των 

ανασυνδυασµένων πρωτεΐνων, που φέρουν τον 6xHIS επίτοπο, επάχθηκε µε την 

προσθήκη στην κυτταρική καλλιέργεια 0.5 mM isopropyl 1-thio-β-D-galactopyranoside 

(IPTG), όταν η τιµή της οπτικής πυκνότητας στα OD600 έφτασε την τιµή 0.6. Τα κύτταρα 

συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση και τα κυτταρικά τοιχώµατα διερρήχθησαν µε την χρήση 

υπερήχων σε διάλυµα λύσης (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM ιµιδαζόλιο σε 

συνδυασµό µε  1mg/ml λυσοζύµη).  

 

3.1.6. Καθαρισµός µε χρωµατογραφία συγγένειας 
 

Χρωµατογραφία συγγένειας  
Στη χρωµατογραφία συγγένειας ακινητοποιηµένου µετάλλου (Immobilized Metal 

Affinity Chromatography, IMAC), ως προσδέτες χρησιµοποιούνται ιόντα µετάλλων. Η 

µέθοδος βασίζεται στην ικανότητα του αµινοξέος ιστιδίνης να δρα ως δότης ηλεκτρονίων 

και να προσδένει δισθενή µεταλλικά ιόντα (Ni+2 και Cu+2). Έτσι, πραγµατοποιείται 

προσθήκη µιας ουράς διαδοχικών ιστιδινών (6-10) στο αµινοτελικό ή καρβοξυτελικό 

άκρο της πρωτεΐνης προκειµένου να επιτευχθεί η µεγαλύτερη δυνατή συγγένεια µε τα 

ιόντα µετάλλου. Τα τελευταία είναι προσδεµένα στη χηµική οµάδα ΝΤΑ (Nitrilotriacetic 

acid) (σχήµα 3.3.α), που υπάρχει στην στήλη.  Η έκλουση της πρωτεΐνης γίνεται 

κατάλληλα διαλύµατα υψηλής συγκέντρωσης ιµιδαζολίου (σχήµα 3.3.β), το οποίο 

ανταγωνίζεται την πρόσδεση των ιστιδινών στο νικέλιο. 

Ο καθαρισµός της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης επιτεύχθηκε µε χρωµατογραφία 

συγγένειας µε στήλη νικελίου (Ni2+-nitrilotriacetate, Qiagen) σύµφωνα µε τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Κλάσµατα της εκλουόµενης πρωτεΐνης συγκεντρώθηκαν, 

ποσοτικοποιήθηκαν µε την µέθοδο Brandford και ακολούθησε διαπίδυση σε διάλυµα µε 

35mM Hepes pH 8.0, 70mM NaCl, για 12h.  



 
 

72

     
(α)       (β) 

Σχήµα 3.3.α. Αλληλεπίδραση µεταξύ γειτονικών αµινοξέων ιστιδίνης του 6xHIS επιτόπου της πρωτεΐνης 

και της οµάδας Ni-NTA της µήτρας β. Η χηµική δοµή της ιστιδίνης και του ιµιδαζολίου 

 

 

Καθαρισµός των πρωτεϊνών που φέρουν τον His επίτοπο (6xHIS tag) 

1) Τοποθέτηση των κυττάρων στον πάγο για 15'. Προσθήκη 2-5ml από το διάλυµα 

λύσης ανά γραµµάριο υγρής µάζας. 

2) Προσθήκη λυσοζύµης σε 1mg/ml και επώαση σε πάγο για 30'. 

3) ∆ιάρρηξη κυττάρων µε χρήση υπερήχων σε πάγο (10 παλµοί στα 200-300W µε 

10'' ενδιάµεση περίοδο για να αποφευχθεί η υπερθέρµανση του οργάνου). 

4) (Προαιρετικό) Αν το διάλυµα έχει µεγάλο ιξώδες προστέτονται 10µg/ml RNAase 

A και 5µg/ml DNAase I. Επώαση σε πάγο για 10-15'. 

5) Φυγοκέντρηση του εκχυλίσµατος στα 10.000 σ.α.λ. για 20-30' στους 4oC. 

6) Προσθήκη 1ml 50% Ni-NTA χρωµατογραφικού υλικού σε 4ml καθαρού 

εκχυλίσµατος και ήπια ανάµιξη µε ανακίνηση (200σ.α.λ. σε αναδευτήρα) στους 

4oC για 1h. 

7) Πλύσιµο µε 4ml διάλυµα έκπλυσης και συλλογή κλασµάτων για SDS-PAGE. 

8) Έκλουση της πρωτεΐνης 4 φορές µε 0.5ml διάλυµα έκλουσης. 

 

∆ΙΑΛΥΜΑ ΛΥΣΗΣ (LYSIS BUFFER) 

(50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM ιµιδαζόλιο) 

∆ΙΑΛΥΜΑ ΕΚΠΛΥΣΗΣ (WASH BUFFER) 

(50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 20mM ιµιδαζόλιο) 

∆ΙΑΛΥΜΑ ΕΚΛΟΥΣΗΣ (ELUTION BUFFER) 

(50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 250mM ιµιδαζόλιο) 
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ΠΛΥΣΗ ΚΟΛΩΝΑΣ 

20ml dH2O, 0.5M NaOH για 30min, 30ml dH2O, 30% EtOH 

∆ΙΑΛΥΜΑ ΠΡΑΓΜΑΤΟΠΟΙΗΣΗΣ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗΣ PPIASE (ASSAY BUFFER) 

(50mM Hepes, 100mM NaCl pH:8.0 µε NaOH) 

∆ΙΑΛΥΜΑ ∆ΙΑΠΗ∆ΗΣΗΣ (DIALYSIS BUFFER) 

0.7l από ASSAY BUFFER σε 1l 

 

 

 

ΠΗΚΤΕΣ ΑΚΡΥΛΑΜΙ∆ΙΟΥ (ACRYLAMIDE GELS)  

Main gel  15% gel(ml)    stocking gel(ml) 

dH2O   8   6.24 

Ακρυλαµίδη 30% 15   1.3   

Bis 1%   2.6   1 

3M Tris pH:8.6 3.75   - 

1M Tris pH:6.8 -   1.25 

SDS 10%  0.3   0.1 

TEMED  15µl   15µl 

APS 10%   150 µl   150 µl 

RUNNING BUFFER (10x) pH:8.0 

(Γλυκίνη 144g, Tris base 30g, SDS 10g) 

 

Ανάλυση δείγµατος πρωτεϊνών σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαµιδης (SDS-PAGE)  
 Για την παρασκευή της πηκτής πολυακρυλαµίδης αναµιγνύονται τα συστατικά 

που αναγράφονται στον πίνακα 3.1. Το TEMED και το APS προστίθονται 

ταυτόχρονα και τελευταία. Η συγκέντρωση των συστατικών της πηκτής 

πολυακρυλαµίδης επιλέγεται ανάλογα µε το µέγεθος των υπό µελέτη πρωτεϊνών 

και του επιθυµητού εύρους διαχωρισµού. 

 Το µίγµα των συστατικών του κυρίως τµήµατος της πηκτής, τοποθετείται στην 

ειδική κατασκευή δηµιουργίας πηκτής για ηλεκτροφόρηση κάθετου τύπου. 
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Προστίθεται µικρή ποσότητα νερού για τη δηµιουργία οριζόντιας ελεύθερης 

επιφάνειας. 

  Μετά τον πολυµερισµό του κυρίως τµήµατος της πηκτής προστίθεται το µίγµα 

της πηκτής επικάλυψης και τοποθετείται το εξάρτηµα για τη δηµιουργία των 

θέσεων φόρτωσης. 

 Μετά τον πολυµερισµό της πηκτής επικάλυψης η πηκτή τοποθετείται στη 

συσκευή ηλεκτροφόρησης, στην οποία έχει τοποθετηθεί και 1Χ ρυθµιστικό 

διάλυµα ηλεκτροφόρησης. 

 Τα δείγµατα των πρωτεϊνών τοποθετούνται στις θέσεις φόρτωσης και αναλύονται 

µε εφαρµογή τάσης 90 Volts, όσο παραµένουν στην πηκτή επικάλυψης και 140 

Volts στη συνέχεια.  

» διάλυµα ηλεκτροφόρησης: 144 g/l γλυκίνη, 30.25 g/l Tris, 10 g/l SDS  
 
 
Πίνακας 3.1. Συστατικά παρασκευής πηκτής πολυακρυλαµιδίου 
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 Χρώση µε Coomasie Brilliant Blue R250  
 Η πηκτή εµβαπτίζεται σε διάλυµα χρώσης στους 60οC για 30 λεπτά.  

 

Η πηκτή εµβαπτίζεται σε διάλυµα αποχρωµατισµού σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Κάθε 2 ώρες το διάλυµα αντικαθίσταται µε νέο και η διαδικασία επαναλαµβάνεται µέχρι 

να αποχρωµατισθεί ικανοποιητικά η πηκτή (σχήµα 3.4.β).  

» διάλυµα χρώσης: 450 ml/l µεθανόλη, 100 ml/l οξικό οξύ, 0.25 g/l Coomasie Brilliant 

Blue  

» διάλυµα αποχρωµατισµού: 30% µεθανόλη, 10% οξικό οξύ 

Η καθαρισµένη πρωτεΐνη, που περιείχε τoν 6xHIS επίτοπο και µια µεταλλαγή της 

Met1 σε Ser, ήταν πάνω από 95% καθαρή βάση της SDS ηλεκτροφόρησης.      

 
 
         1        2       3 

                                                                      
 
   (α)          (β) 
 
Σχήµα 3.4.α. Στήλη νικελίου για  χρωµατογραφία συγγένειας, β. SDS-PAGE ανάλυση του διαλυτού 

κυτταροπλασµατικού κλάσµατος από κύτταρα E . coli BL21 (DE3) στα οποία υπερεκφράστηκε η A PPIB 

(θέση 1), του κλάσµατος έκπλυσης µετά από καθαρισµό µε χρήση στήλης Ni-NTA (θέση 2) και του 

κλάσµατος έκλουσης µετά από καθαρισµό µε χρήση στήλης Ni-NTA  της ανασυνδυασµένης AvPPIB (θέση 

3). 
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3.2.  Επίδραση σηµειακών µεταλλάξεων στην ενεργότητα του ενζύµου   
 
 

Η έκφραση και καθαρισµός της φυσικής και των µεταλλαγµένων πρωτεϊνών έγινε 

όπως περιγράφεται παραπάνω. Στο σχήµα 3.5. φαίνεται η SDS-PAGE ανάλυση του 

κλάσµατος έκλουσης των τεσσάρων πρωτεϊνών.        

 
         1       2       3       4 

 
 
 
Σχήµα 3.5. SDS-PAGE ανάλυση του κλάσµατος έκλουσης µετά από καθαρισµό µε χρήση στήλης Ni-NTA 

της φυσικής ανασυνδυασµένης AvCyPA (θέση 1), του µεταλλάγµατος AvCyPAA84T (θέση 2), 

AvCyPAA84S (θέση 3) και AvCyPAM49A (θέση 4). 

  
H δράση ισοµεράσης προλίνης του ενζύµου της AvCyPA έχει ήδη µελετηθεί µε 

πειράµατα κινητικής µελέτης (Dimou et al., 2011).  

Προκειµένου να µετρηθεί η ενεργότητα ισοµεράσης των µεταλλαγµάτων, 

ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη (His)6-AvCyPA και τα µεταλλάγµατα προετοιµάστηκαν, 

όπως αναφέρθηκε πρωτύτερα. Η δράση ισοµεράσης µελετήθηκε µε την χρήση 

πειραµάτων βασισµένων στη χυψοθρυψίνη, η οποία επιλεκτικά αναγνωρίζει και 

υδρολύει την trans διαµόρφωση του Xaa-Pro πεπτιδικού δεσµού του συνθετικού 

50kDa 

35kDa 

25kDa 

15kDa 
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πεπτιδίου suc-AXaaPF-pNA (Bachem). Παρουσία πεπτίδυλ-πρόλυλ cis/trans 

ισοµεράσης, ο Xaa-Pro πεπτιδικός δεσµός µετατρέπεται ταχύτερα στην trans 

διαµόρφωση, η οποία στη συνέχεια υδρολύεται από την α-χυµοτριψίνη, οδηγώντας στο 

σχηµατισµό της 4-nitroaniline, η συσσώρευση της οποίας µπορεί να παρακολουθηθεί 

φωτοµετρικά (σχηµα 3.6.α).  Το µίγµα για την αντίδραση περιέχει 50mM Hepes (pH 8.0) 

και 100mM NaCl, 50µg α-χυµοτριψίνη (διαλυµένη σε 1mM HCl, Fluka), 25µM suc-

AΑPF-pNA (5mM stock διαλυµένο σε TFE µαζί µε 0.45M LiCl), και την απαιτούµενη 

ποσότητα ενζύµου. Το ρυθµιστικό διάλυµα αναµίχθηκε µε α-χυµοθρυψίνη και 

ακολούθως µε το ένζυµο. Η αντίδραση άρχισε µέσα στην κυβέτα µε την προσθήκη 

πεπτιδίου και η αύξηση της απορρόφησης στα 390nm καταγράφηκε στους 4oC µε τη 

χρήση φασµατοφωτόµετρου HITACHI U-2800 εξοπλισµένου µε θερµορυθµιστή. Στο 

σχήµα 3.6.β. παρουσιάζεται η διαφορά µεταξύ του ρυθµού ισοµερίωσης για την 

καταλυόµενη και τη µη καταλυόµενη  αντίδραση, για κάθε µια πρωτεϊνη. 

 

 

 
      (α) 
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(β) 

 
Σχήµα 3.6. Ενδεικτικές πορείες αντίδρασης ισοµερίωσης του πεπτιδίου suc-AAPF-pNA απουσία και 

παρουσία της φυσικής AvPPIB και των µεταλλαγµάτων AvCyPAA84T, AvCyPAA84S και AvCyPAM49A.  

Παρουσία πεπτίδυλ-πρόλυλ cis/trans ισοµεράσης, ο Xaa-Pro πεπτιδικός δεσµός µετατρέπεται ταχύτερα 

στην trans διαµόρφωση, η οποία στη συνέχεια υδρολύεται από την α-χυµοθρυψίνη, οδηγώντας στο 

σχηµατισµό της 4-nitroaniline, η συσσώρευση της οποίας µπορεί να παρακολουθηθεί φωτοµετρικά στα 

390nm. Τα αποτελέσµατα είναι αντιπροσωπευτικά τριών επαναλήψεων για κάθε περίπτωση. β. Η 

ενεργότητα ισοµεράσης της φυσικής AvPPIB και των µεταλλαγµάτων AvCyPAA84T, AvCyPAA84S και 

AvCyPAM49A, σε συγκέντρωση 5 nM, εκφρασµένη ως η διαφορά του ρυθµού ισοµερίωσης για την 

καταλυόµενη και τη µη καταλυόµενη  αντίδραση, για κάθε µια πρωτεΐνη.  Τα αποτελέσµατα αποτελούν το 

µέσο όρο τριών επαναλήψεων ενώ οι µπάρες αντιστοιχούν στα τυπικά σφάλµατα. 
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3.3. Κρυσταλλογραφική µελέτη της Κυκλοφιλίνης-Α 
 
3.3.1. Κρυστάλλωση της κυκλοφιλίνης-Α   
 

Η αρχική σάρωση συνθηκών κρυστάλλωσης µε την µέθοδο της κρεµάµενης 

σταγόνας έγινε µε την χρήση του εµπορικού Crystallization Basic kit 82009 (Sigma). Το 

συγκεκριµένο kit περιέχει ως παράγοντες κατακρήµνισης, κυρίως, πολυαιθυλενογλυκόλη 

σε διάφορους βαθµούς πολυµερισµού (PEG 400, PEG 2K, PEG 4K και PEG 8K). Η 

συγκέντρωση της πρωτεΐνης ήταν 8 mg/ml σε διάλυµα 35 mM Hepes pH 8.0, 70 mM 

NaCl. Οι συνθήκες του εµπορικού kit που απέδωσαν ήταν οι υπ' αριθµόν #3, #6, #18, 

#19, #22, #28, #41 και #43, όπως δείχνει ο πίνακας 3.2. Οι καλύτεροι κρύσταλλοι 

σχηµατίστηκαν στην συνθήκη #41, αλλά είχαν σχήµα βελονοειδές και µικρό µέγεθος που 

τους καθιστούσαν µη αξιοποιήσιµους για συλλογή δεδοµένων (Σχήµα 3.7.α). 
 
Πίνακας 3.2. Η σάρωση συνθηκών κρυστάλλωσης µε το εµπορικό kit της εταιρίας Sigma 
 
No.  Χηµική σύνθεση διαλυµάτων σάρωσης   Αποτελέσµατα 
  AvCyPA AvCyPA/AFPF 

1.  CaCl2 0.02M, CH3COONa (pH 4.6) 0.1M, MPD 
30% 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

2.  
+K-O-CO-CH(OH)-CH(OH)-CO-O-Na+ 0.4M 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

3.  
(NH4)H2PO4 0.4M 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

4.  Tris-HCl (pH 8.5) 0.1M, (NH4)2SO4 2.0M Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

5.                          ΟΗ                                          
                           | 
Na+-OOC-CΗ2-C-CΗ2-COO-Na+     0.2M, 
                                       | 
                          COO-Na+                                      
HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M, MPD 30% 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

6.  
MgCl2 0.2M, Tris-HCl (pH 8.5) 0.1M, PEG 4000 
30% 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

7.            O 
          || 
NaO-As-CH3  (pH 6.5) 0.1M,  CH3COONa 1.4M 
          | 
         CH3 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 
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8.                            ΟΗ                                          
                           | 
Na+-OOC-CΗ2-C-C Η2-COO-Na+     0.2M, 
                                        | 
                          COO-Na+                                        
         O 
          || 
NaO-As-CH3  (pH 6.5) 0.1M, 
           | 
          CH3 
 CH3CH(OH)CH3 30% 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

9.  CH3COONH4 0.2M,                    
                          ΟΗ                                          
                           | 
Na+-OOC-CΗ2-C-C Η2-COO-Na+    (pH 5.6) 0.1M, 
                                        | 
                          COO-Na+  
PEG 4000 30% 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

10.  CH3COONH4 0.2M, CH3COONa (pH 4.6) 0.1M, 
PEG 4000 30% 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

11.                            ΟΗ                                          
                           | 
Na+-OOC-CΗ2-C-CΗ2-COO-Na+     (pH 5.6) 0.1M, 
                                        | 
                           COO-Na+                                       
(NH4)H2PO4 1.0M 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

12.  
MgCl2 0.2M, HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M, 
CH3CH(OH)CH3 30% 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

13.                            ΟΗ                                          
                           | 
Na+-OOC-CH2-C-C H2-COO-Na+     0.2M, 
                                        | 
                          COO-Na+                                       
 Tris-HCl (pH 8.5) 0.1M, PEG 400 30% 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

14.  
CaCl2 0.2M, HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M, PEG 
400 28% 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

15.  (NH4)2SO4 0.2M,  
          O 
          || 
NaO-As-CH3  (pH 6.5) 0.1M, 
           | 
          CH3 
PEG 8000 30% 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

16.  HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M, Li2SO4 1.5M Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

17.  
Li2SO4 0.2M, TRIS-HCl (pH 8.5) 0.1M, PEG 4000 
30% 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

18.   (CH3COO)2 Mg 0.2M,  
        

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
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          O 
          || 
NaO-As-CH3  (pH 6.5) 0.1M, 
           | 
          CH3 
 PEG 8000 20% 

κρυστάλλων κρυστάλλων 

19.  
CH3COONH4 0.2M, Tris-HCl (pH 8.5) 0.1M, 
CH3CH(OH)CH3 30% 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

20.  
(NH4)2SO4 0.2M, CH3COONa (pH 4.6) 0.1M, PEG 
4000 25% 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

21.  
 (CH3COO)2 Mg 0.2M, CH3COONa (pH 6.5) 0.1M, 
MPD 30% 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

22.  
CH3COONa 0.2M, TRIS-HCl (pH 8.5) 0.1M, PEG 
4000 30% 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

23.  
MgCl2 0.2M, HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M, PEG 
400 30% 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

24.  
CaCl2 0.2M, CH3COONa (pH 4.6) 0.1M, 
CH3CH(OH)CH3 20% 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

25.  
Ιµιδαζόλιο  (pH 6.5) 0.1M, CH3COONa 1M 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

26.  CH3COONH4 0.2M,                    
                          ΟΗ                                          
                           | 
Na+-OOC-CH2-C-C H2-COO-Na+     (pH 5.6) 0.1M, 
                                        | 
                          COO-Na+                                       
MPD 30% 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

27.                            ΟΗ                                          
                           | 
Na+-OOC-CH2-C-C H2-COO-Na+     0.2M, 
                                        | 
                           COO-Na+                                       
HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M,  
CH3CH(OH)CH3 20% 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

28.  CH3COONa 0.2M,           
         O 
          || 
NaO-As-CH3  (pH 6.5) 0.1M, 
          | 
         CH3 
PEG 8000 30% 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

29.  HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M, 
 +K-OCO-CH(OH)-CH(OH)-COO-Na+  0.8M 

Ισχυρή 
καθίζηση 

Ισχυρή 
καθίζηση 
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πρωτεΐνης πρωτεΐνης 
30.  

(NH4)2SO4 0.2M, PEG 8000 30% 
Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

31.  
(NH4)2SO4 0.2M, PEG 4000 30% 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

32.  
(NH4)2SO4 2M 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

33.  
HCOONa  4M 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

34.  
CH3COONa (pH 4.6) 0.1M, HCOONa 2M 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

35.  HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M, KH2PO4 0.8M, 
NaH2PO4 0.8M 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

36.  
TRIS-HCl (pH 8.5) 0.1M, PEG 8000 8% 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

37.  CH3COONa (pH 4.6) 0.1M, PEG 4000 8% Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

38.  HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M,                    
                          ΟΗ                                          
                           | 
Na+-OOC-CH2-C-C H2-COO-Na+     1.4M  
                                        | 
                          COO-Na+                                        

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

39.  
HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M, PEG 400 2%, 
(NH4)2SO4 2.0M 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

40.                            ΟΗ                                          
                           | 
Na+-OOC-CH2-C-C H2-COO-Na+     (pH 5.6) 0.1M, 
                                        | 
                           COO-Na+    
CH3CH(OH)CH3 20%, PEG 4000 20% 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

41.  
HEPES Na-salt (pH 7.5) 0.1M, 
CH3CH(OH)CH310%, PEG 4000 20% 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

42.  KH2PO4 0.05M, PEG 8000 20% Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

43.  
PEG 1500 30% 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

Σχηµατισµός 
βελονοειδών 
κρυστάλλων 

44.  (HCOO)2Mg 0.2M Η πρωτεΐνη Η πρωτεΐνη 
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παρέµεινε 
διαλυτή 

παρέµεινε 
διαλυτή 

45.  (CH3COO)2Zn 0.2M,  
         O 
          || 
NaO-As-CH3  (pH 6.5) 0.1M, 
          | 
          CH3 
PEG 8000 18% 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

46.   (CH3COO)2Ca 0.2M, 
         O 
          || 
NaO-As-CH3  (pH 6.5) 0.1M, 
           | 
          CH3 
PEG 8000 18% 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

47.  
CH3COONa (pH 4.6) 0.1M, (NH4)2SO4 2.0M 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Ισχυρή 
καθίζηση 
πρωτεΐνης 

48.  Tris-HCl (pH 8.5) 0.1M, (NH4)H2PO4 2.0M Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

49.  
Li2SO4 1.0M, PEG 8000 2% 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

Η πρωτεΐνη 
παρέµεινε 
διαλυτή 

50.  Li2SO4 0.5M, PEG 8000 15% Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

Καθίζηση 
πρωτεΐνης 

 
 

Έτσι, πραγµατοποιήθηκε προσπάθεια βελτιστοποίησης της συνθήκης #41. Με µια 

σειρά δισδιάστατων πειραµάτων, αναζητήθηκε η βέλτιστη συγκέντρωση κατακρηµνιστή, 

το βέλτιστο pH του διαλύµατος HEPES και η βέλτιστη συγκέντρωση της 2-προπανόλης 

για σχηµατισµό µονοκρυστάλλου. Ωστόσο, οι νέοι κρύσταλλοι παρέµεναν µικροί σε 

µέγεθος, ήταν ιδιαιτέρως εύθραστοι σε µηχανικές καταπονήσεις και συνεπώς µη 

αξιοποιήσιµοι για συλλογή δεδοµένων.    

Συνεπώς, το επόµενο βήµα περιλάµβανε αποµάκρυνση της περιοχής ιστιδινών 

(6xHIS) της πρωτεΐνης µε πρωτεόλυση. Προς τούτο, χρησιµοποιήθηκε το ένζυµο της 

θροµβίνης. Πιο αναλυτικά, η πρωτεΐνη επώαστηκε µε θροµβίνη για 24h στους 4oC, µε 

αποτέλεσµα να αποµακρύνει η θροµβίνη το 6xHIS επίτοπο της πρωτεΐνης. Το διάλυµα 

φορτώθηκε σε κολώνα Ni-NTA ξανά, προκειµένου να δεσµευτεί το 6xHIS επίτοπο σε 

αυτήν. Το διάλυµα έκπλυσης, που περιείχε τόσο την καθαρισµένη πρωτεΐνη, όσο και το 

ένζυµο της θροµβίνης φορτώθηκε ξανά σε κολώνα p-aminobenzamidine, προκειµένου να 
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δεσµευτεί το ένζυµο της θροµβίνης. Το τελικό στάδιο, περιλαµβάνει διαπήδηση στο 

διάλυµα διατήρησης 35 mM Hepes pH 8.0, 70 mM NaCl.      

Νέες προσπάθειες βελτιστοποίησης, χρησιµοποιώντας την καθαρισµένη από το 

6xHIS επίτοπο πρωτεΐνη τελικά απέδωσαν, δίνοντας ραβδόµορφους και αξιοποιήσιµους 

κρυσταλλογραφικά κρυστάλλους (Σχήµα 3.7.β). 

Η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής: Προετοιµάστηκαν σταγόνες µε 

ανάµιξη 1.5µl πρωτεϊνικού διαλύµατος και 1.5µl διαλύµατος καθίζησης (22% (w/v) 

πολυαιθυλενική γλυκόλη 4000, 10% 2-προπανόλη, 0.1 M HEPES pH 7.5) και εκτέθηκαν 

πάνω από πηγάδια που περιείχαν 1 ml από το τελευταίο. Οι σταγόνες αρχικά θόλωσαν, 

αλλά ξανάγιναν διαυγείς την εποµένη. Ραβδόµορφοι κρύσταλλοι σχηµατίστηκαν στους 

18οC µέσα σε δυο εβδοµάδες. 

 
 

           
 
 
Σχήµα 3.7.α. Βελονοειδείς (µη αξιοποιήσιµοι) κρύσταλλοι του ενζύµου της ελεύθερης AvCyPA µε το 

6xHIS επίτοπο, που αναπτύχθηκαν µε την µέθοδο της κρεµάµενης σταγόνας και β. Ραβδόµορφοι 

κρύσταλλοι, που χρησιµοποιήθηκαν για συλλογή δεδοµένων µε ακτινοβολία σύγχροτρον του ενζύµου της 

ελεύθερης AvCyPA χωρίς τον 6xHIS επίτοπο, που αναπτύχθηκαν µε την µέθοδο της κρεµάµενης σταγόνας. 

Χρήση εµπορικού kit (Sigma).   

 

Τα παρακάτω διαλύµατα (Πίνακας 3.3) εξετάστηκαν ως προς την ικανότητά τους 

να προστατεύσουν τους κρυστάλλους της πρωτεΐνης κατά την ψύξη µε άζωτο. Τελικά, το 

καλύτερο κρυοπροστατευτικό διάλυµα για τους κρυστάλλους αποδείχθηκε πως ήταν το 

20% PEG 400 σε µητρικό διάλυµα.  
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Πίνακας 3.3. Κρυοπροστατευτικά διαλύµατα για κρυστάλλους AvCyPA 
 
 
20% PEG400 20% Γλυκερόλη 
30% PEG400 30% Γλυκερόλη 
40% PEG400 40% Γλυκερόλη 
 
 
3.3.2. Συλλογή και επεξεργασία δεδοµένων µονοκρυστάλλου της ελεύθερης µορφής της 
Κυκλοφιλίνης Α 
 

Ένας κρύσταλλος της ελεύθερης µορφής της πρωτεΐνης µε τυπικό µέγεθος 0.6 

mm x 0.2 mm x 0.2 mm χρησιµοποιήθηκε για συλλογή δεδοµένων µε χρήση Mar CCD 

ως ανιχνευτή στην γραµµή ακτινοβόλησης X13 του EMBL (DORIS storage ring, DESY, 

Αµβούργο). Ο κρύσταλλος, αφού µεταφέρθηκε σε διάλυµα κρυοπροστασίας, που 

περιείχε 20% PEG 400, 22% (w/v) πολυαιθυλενoγλυκόλη 4000, 10% 2-προπανόλη και 

0.1 M HEPES pH 7.5, τοποθετήθηκε αστραπιαία σε ρεύµα N2 προκειµένου να ξεκινήσει 

η συλλογή δεδοµένων στους 100 K.  

Τα δεδοµένα περίθλασης για την δοµή της ελεύθερης AvCyPA σε ανάλυση 2.2 Å 

συλλέχθηκαν και επεξεργάστηκαν µε το υπολογιστικό πακέτο HKL2000. Τα δεδοµένα 

υπέδειξαν κατά την δεικτοδότηση (Denzo) πως το κρυσταλλικό πλέγµα είναι µονοκλινές 

(P) (σχήµα 3.8.α.). Παράλληλα, οι συστηµατικές αποσβέσεις (σχήµα 3.8.β.) µετά την 

κανονικοποίηση και συγχώνευση δεδοµένων (Scalepack) κατέστησε την οµάδα χώρου 

P21 ως την πιο πιθανή για την εύρεση λύσης της δοµής. Ο υπολογισµός του συντελεστή 

Matthews (Kantardjieff & Rupp, 2003) (2.10 Å3Da-1) υπέδειξε τέσσερα µόρια του 

ενζύµου να απαρτίζουν την ασύµµετρη µονάδα και 41.45% ποσοστό διαλύτη. 
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(α) 

 

 
(β) 

Σχήµα 3.8.α. Τα αποτελέσµατα της δεικτοδότησης από το πρόγραµµα Denzo (HKL2000) υπέδειξαν 

µονοκλινές (P) κρυσταλλικό πλέγµα, β. οι συστηµατικές αποσβέσεις µετά από επεξεργασία µε το 

πρόγραµµα Scalepack (HKL2000) υπέδειξε οµάδα χώρου P21. 
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3.3.3. Καθορισµός της δοµής της ελεύθερης µορφής της Κυκλοφιλίνης Α  
 

Η δοµή της ελεύθερης µορφής της AvCyPA λύθηκε µοριακή αντικατάσταση και 

την χρήση των προγραµµάτων AmoRe και CNS. Η κρυσταλλική δοµή του AvCyPA-

AFPF συµπλόκου (βλέπε παρακάτω), µε τα άτοµα του πεπτιδίου και τα µόρια του νερού 

να έχουν αποµακρυνθεί, χρησιµοποιήθηκε ως αρχικό µοντέλο. Αρχικά, το πρόγραµµα 

AmoRe εντόπισε τέσσερις καλές λύσεις (C(t)=0.40 και R=50%, περίπου για καθεµία 

λύση), που αντιστοιχούν στα τέσσερα µόρια (Α, Β, C και D) της ασύµµετρης µονάδας. 

Οπότε, το πρόβληµα µετατοπίστηκε στην εύρεση των σχετικών θέσεων των τεσσάρων 

ατόµων στην ασύµµετρη µονάδα. Προς τούτο, χρησιµοποιήθηκαν σχετικά προγράµµατα 

του CNS για διερεύνηση συναρτήσεων περιστροφής (cross-rotation) και µετατόπισης 

(translation). Αρχικά, αφού ενοποιήθηκαν τα πρότυπα για τα µόρια A και Β σε ένα 

αρχείο, το οποίο χρησιµοποιήθηκε ως µοντέλο, η διερεύνηση συνάρτησης περιστροφής 

έδωσε δυο καλές λύσεις, δηλαδή δυο καλές θέσεις, για το µόριο Β σε σχέση µε το Α. 

Ακολούθως, η εφαρµογή της συνάρτησης µετατόπισης για αυτές τις λύσεις 

«τοποθέτησε» το µόριο Β στην τελική του θέση σε σχέση µε το Α. Το PC σκορ (monitor 

value) ήταν 0.44 και το ποσοσό της µοναδιαίας κυψελίδας που καλύφθηκε από το 

διµερές (packing value) ήταν 29.1%. Το επόµενο βήµα περιλάµβανε την ενοποίηση των 

µορίων A, Β (που προέκυψαν από την παραπάνω διαδικασία) και C (µοντέλο που 

προέκυψε από το AmoRe) σε ένα κοινό αρχείο, ώστε να χρησιµοποιηθεί ως µοντέλο σε 

νέα διερεύνηση συνάρτησης περιστροφής και µετατόπισης. Ο εντοπισµός της τελικής 

θέσης του µορίου C σε σχέση µε τα Α και Β, βελτίωσε περαιτέρω τα στατιστικά της 

δοµής (monitor value=0.64 και packing value=43.5%). Παρόµοια διαδικασία 

ακολουθήθηκε και για το τέταρτο µόριο D (monitor value=0.79 και packing 

value=57.9%). Έτσι, πραγµατοποιήθηκε η αναγνώριση των θέσεων και των τεσσάρων 

µορίων στην ασύµµετρη µονάδα (Σχήµα 3.9.).   
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Σχήµα 3.9. Η ασύµµετρη µονάδα της δοµής του ελεύθερου ενζύµου αποτελείται από τέσσερα 

κρυσταλλογραφικώς ανεξάρτητα µόρια.   
 

Το αρχικό µοντέλο, που περιείχε αυτά τα 4 µόρια µετά από άκαµπτου σώµατος 

(rigid body) βελτιστοποίηση είχε συντελεστή συσχέτισης C(t) ίσο µε 0.79 και παράγοντα 

R ίσο µε 32.3%. Το µοριακό µοντέλο ανοικοδοµήθηκε µε το πρόγραµµα COOT και 

βελτιστοποιήθηκε µε το CNS. 10% των δεδοµένων δεσµεύτηκαν για τον υπολογισµό του 

παράγοντα Rfree. Στοιχεία µη-κρυσταλλογραφικής συµµετρίας (NCS) εφαρµόστηκαν 

στην πλειοψηφία των αµινοξέων κατά την βελτιστοποίηση. Τα µόρια νερού 

εντοπίστηκαν µε το COOT. Συνεχείς κύκλοι ανοικοδόµησης του µοντέλου και  

βελτιστοποίησης τόσο των θέσεων (Minimize) όσο και του παράγοντα B (Bindividual) 

των ατόµων του οδήγησαν σε ένα τελικό µοντέλο µε δείκτες αξιοπιστίας R=22.6% και 

Rfree=27.4%. Πιο αναλυτικά, τα στάδια βελτιστοποίησης της δοµής δίνονται στον πίνακα 

3.4: 
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Πίνακας 3.4. Τα στάδια βελτιστοποίησης της δοµής της AvCyPA 

Είδος βελτιστοποίησης Rfact Rfree 

Άκαµπτου σώµατος (CNS)  32.33 32.56

Ανοικοδόµηση µοντέλου (Coot)  31.73 32.00

Θέσης (CNS) (Περιορισµοί ncs) 2κύκλοι, 200βήµατα 28.82 30.86

Παράγοντα B (CNS) 30 βήµατα 27.79 30.09

Ανοικοδόµηση µοντέλου (Coot) (Προσθήκη 

µορίων νερού) 

 26.14 28.21

Θέσης (CNS) (Επιπρόσθετοι περιορισµοί ncs) 1κύκλος, 200βήµατα 25.78 28.13

Παράγοντα B (CNS) 30 βήµατα 25.49 27.97

Ανοικοδόµηση µοντέλου (Coot)   24.86 26.59

Θέσης (CNS) 1κύκλος, 200βήµατα 23.50 27.88

Παράγοντα B (CNS) 30 βήµατα 23.18 27.74

Θέσης (CNS) 2κύκλοι, 100βήµατα 23.02 27.24

Παράγοντα B (CNS) 5 βήµατα 22.69 27.50

Θέσης (CNS) 1κύκλος, 200βήµατα 22.56 27.49

Παράγοντα B (CNS) 5 βήµατα 22.58 27.48

Θέσης (CNS) 1κύκλος, 100βήµατα 22.56 27.37

Παράγοντα B (CNS) 5 βήµατα 22.57 27.41

 

Επιπροσθέτα στοιχεία για την συλλογή και βελτιστοποίηση, καθώς και οι τελικοί 

δείκτες αξιοπιστίας δίνονται συνοπτικά στον πίνακα 3.8. 
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3.4. Κρυσταλλογραφική µελέτη της κυκλοφιλίνης Α σε σύµπλοκο µε το συνθετικό 
τετραπεπτίδιο suc-AFPF-pNA   
 

3.4.1. Κρυστάλλωση του συµπλόκου AvCyPA/suc-AFPF-pNA    
 

Κρύσταλλοι του συµπλόκου της AvCyPA µε το πεπτίδιο δηµιουργήθηκαν µε την 

µέθοδο διάχυσης ατµών της κρεµάµενης σταγόνας ως εξής: AvCyPA πρωτεΐνη (8 mg/ml) 

σε διάλυµα 35 mM Hepes pH 8.0, 70 mM NaCl αναµίγθηκε µε 5 mM τετραπεπτιδίου 

suc-AFPF-pNA, 0.45 M LiCl σε τριφθοροαιθανόλη σε αναλογία 1:10 και επωάστηκε σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 15min. Η σάρωση συνθηκών κρυστάλλωσης µε την χρήση 

του Crystallization Basic kit 82009 (Sigma) παρήγαγε ραβδόµορφους κρυστάλλους στις 

συνθήκες που δίνονται στον πίνακα 3.2.  

 

  
      (α)       (β)     
   
Σχήµα 3.10.α. Βελονοειδείς (µη αξιοποιήσιµοι) κρύσταλλοι του συµπλόκου AvCyPA/AFPF, που 

σχηµατίστηκαν µε την µέθοδο της κρεµάµενης σταγόνας β. Κρυσταλλογραφικά αξιοποιήσιµος 

µονοκρύσταλλος σχήµατος δι-πυραµίδας του συµπλόκου AvCyPA/AFPF, που σχηµατίστηκε µε την 

µέθοδο της κρεµάµενης σταγόνας. Χρήση εµπορικού kit (Sigma).   

  

  
Πραγµατοποιήθηκε προσπάθεια βελτιστοποίησης της συνθήκης #28 (Σχήµα 

3.10.α.), µεταβάλλοντας τις συγκεντρώσεις του οξικού νατρίου και του κατακρηµνιστή 

(PEG 8000) (σχήµα 3.11.), που τελικά έδωσε κρυστάλλους σχήµατος δι-πυραµίδας και 

αξιοποιήσιµους κρυσταλλογραφικά (Σχήµα 3.10.β). 
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Σχήµα 3.11. Ανάπτυξη δισδιάστατου πειράµατος εξετάζοντας την συγκέντρωση του κατακρηµνιστή 

PEG8000 και την συγκέντρωση του άλατος του οξικού νατρίου 

 

Σταγόνες προετοιµάστηκαν µε την ανάµιξη 5µl του πρωτεϊνικού διαλύµατος, 0.8 

µl από 5mM πεπτίδιο/τριφθοροαιθανόλη/0.45 M LiCl και 4.2µl διάλυµα καθίζησης       

(19% (w/v) πολυαιθυλενoγλυκόλη 8000, 0.1 M κακοδυλικό νάτριο, 0.1 M οξικό νάτριο) 

και ακολούθησε η έκθεσή τους πάνω από τα αντίστοιχα πηγαδάκια που περιείχαν 1 ml 

από το τελευταίο. Κρύσταλλοι σε σχήµα δίδυµης πυραµίδας σχηµατίστηκαν στους 18οC 

έπειτα από δυο εβδοµάδες. 

Τα παρακάτω διαλύµατα εξετάστηκαν ως προς την ικανότητά τους να 

προστατεύσουν τους κρυστάλλους του πρωτεϊνικού συµπλόκου (Πίνακας 3.5). Τελικά, 

το καλύτερο κρυοπροστατευτικό διάλυµα για τους κρυστάλλους αποδείχθηκε πως ήταν 

το 20% PEG 400 σε µητρικό διάλυµα.  

 
Πίνακας 3.5. Κρυοπροστατευτικά διαλύµατα για κρυστάλλους AvCyPA/AFPF 
 
 
20% PEG400 20% Γλυκερόλη 
30% PEG400 30% Γλυκερόλη 
40% PEG400 40% Γλυκερόλη 
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3.4.2. Συλλογή και επεξεργασία δεδοµένων µονοκρυστάλλου του συµπλόκου 
AvCyPA/suc-AFPF-pNA 
 

Ένας κρύσταλλος του συµπλόκου AvCyPA/suc-AFPF-pNA µε διαστάσεις 

περίπου 0.3  x 0.3  x 0.3 mm, αφού µεταφέρθηκε σε διάλυµα κρυοπροστασίας 20% PEG 

400, 19% (w/v) PEG 8000, 0.1 M κακοδυλικό νάτριο, 0.1 M οξικό νάτριο και έπειτα 

αστραπιαία σε ρεύµα N2 για συλλογή δεδοµένων στους 100 K, χρησιµοποιήθηκε για 

συλλογή δεδοµένων µε χρήση Rigaku CuKα ως πηγή ακτινοβολίας και έναν RAXIS-IV 

ως ανιχνευτή (Rigaku MSC, Inc.).  

 

 
 

Σχήµα 3.12. Εικόνα περίθλασης από ακτινοβόληση µονοκρυστάλλου του συµπλόκου AvCyPA/AFPF µε 

ακτινοβολία Cu Ka σε ανάλυση 2.2 Å   

 

Τα δεδοµένα περίθλασης για την δοµή του πρωτεϊνικού συµπλόκου σε ανάλυση 

2.0 Å συλλέχθηκαν και επεξεργάστηκαν µε το υπολογιστικό πακέτο HKL. Τα δεδοµένα 

αρχικά υπεδείκνυαν πως οι κρύσταλλοι ανήκαν σε τετραγωνικό σύστηµα µε συµµετρία 

Laue 422 (σχήµα 3.12.), αλλά ο καθορισµός της οµάδας χώρου δεν εντοπίστηκε σε αυτό 

το σηµείο εξαιτίας ανεπαρκών δεδοµένων για συστηµατικές αποσβέσεις στους άξονες. 

Ωστόσο, περιορίστηκαν οι πιθανές οµάδες χώρου (Πίνακας 3.6) στις οποίες αναζητήθηκε 

h    k    l     I            σΙ 
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λύση της δοµής. Ο υπολογισµός του συντελεστή Matthews (Kantardjieff & Rupp, 2003) 

(1.86 Å3Da-1) υπέδειξε ένα µόριο του ενζύµου στην ασύµµετρη µονάδα και 33.79% 

ποσοστό διαλύτη. 
 
Πίνακας 3.6. Οι πιθανές οµάδες χώρου που αναζητήθηκε η λύση της δοµής του συµπλόκου 

AvCyPA/AFPF  

 
Bravais πλέγµα Οµάδα χώρου Συνθήκες παρατήρησης 

ανάκλασης κατά µήκος 
του άξονα ελίκωσης 

Τετραγωνικό (P) 

P422  
P4212 (0,2n,0) 
P4122 (0,0,4n) 
P4322 (0,0,4n) 
P4222 (0,0,2n) 
P42212 (0,0,2n), (0,2n,0) 
P41212 (0,0,4n), (0,2n,0) 
P43212 (0,0,4n), (0,2n,0) 

 
 

 
 
3.4.3. Καθορισµός της κρυσταλλικής δοµής του συµπλόκου AvCyPA/AFPF 
 

Η δοµή του συµπλόκου AvCyPA-AFPF επιλύθηκε µε µοριακή αντικατάσταση µε 

την χρήση του προγράµµατος AmoRe από το πακέτο CCP4 και µε την κρυσταλλική 

δοµή της κυτταροπλασµατικής κυκλοφιλίνης-A από το E. coli (PDB: 1LOP) ως αρχικό 

µοντέλο. Η συστηµατική διερεύνηση των συναρτήσεων περιστροφής και µετατόπισης 

για διάφορες πιθανές οµάδες χώρου οδήγησε σε µια λύση στην οµάδα P42212, που 

αντιστοιχεί σε ένα πρωτεϊνικό µόριο ανά ασύµµετρη µονάδα και σε καµιά λύση για τις 

υπόλοιπες οµάδες. Αυτή η λύση έπειτα από  βελτιστοποίηση άκαµπτου σώµατος 

οδήγησε σε τιµές 0.659 για τον συντελεστή συσχέτισης και 39.7% για τον παράγοντα R. 

Η ανοικοδόµηση του µοριακού µοντέλου έγινε µε το πρόγραµµα COOT και 

βελτιστοποιήθηκε µε το CNS. 10% των δεδοµένων δεσµεύτηκαν για τον υπολογισµό του 

παράγοντα Rfree. Τα µόρια νερού αναγνωρίστηκαν µε το COOT, ενώ µε την βοήθεια 

προγραµµάτων από την πλατφόρµα PRODRG (Schüttelkopf & Van Aalten, 2004) 

δηµιουργήθηκαν τα βοηθητικά αρχεία, ώστε να συµπεριληφθεί και το συνθετικό 

τετραπεπτίδιο (sucAFPFpNA) στην βελτιστοποίηση της δοµής. Συνεχείς κύκλοι 
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ανοικοδόµησης του µοντέλου και  βελτιστοποίησης τόσο των θέσεων όσο και του 

παράγοντα B των ατόµων του οδήγησαν σε ένα τελικό µοντέλο µε δείκτες αξιοπιστίας 

R=20.13% και Rfree=23.81% (Σχήµα 3.13). Επιπρόσθετα στοιχεία για την συλλογή και 

βελτιστοποίηση δίνονται συνοπτικά στον πίνακα 3.8. Οι συντεταγµένες του µοντέλου 

έχουν κατατεθεί στην πρωτεϊνική βάση δεδοµένων PDB (3T1U). 

Πιο αναλυτικά, τα στάδια βελτιστοποίησης της δοµής δίνονται στον πίνακα 3.7. 
 

Πίνακας 3.7. Στάδια βελτιστοποίησης της δοµής του συµπλόκου AvCyPA/AFPF 

Είδος βελτιστοποίησης Rfact Rfree 

Άκαµπτου σώµατος (CNS)  39.7 32.23

Θέσης (CNS) 1κύκλος, 200βήµατα 31.67 35.23

Παράγοντα Β (CNS)  30βήµατα 28.92 32.24

Ανοικοδόµηση µοντέλου (Coot) (Προσθήκη 

µορίων νερού) και βελτιστοποίηση Παράγοντα 

Β (CNS)  

30βήµατα 27.11 30.31

Ανοικοδόµηση µοντέλου (Coot) (προσθήκη 

πεπτιδίου sucAFPFpNA) 

 26.74 28.63

Θέσης (CNS) 1κύκλος, 200βήµατα 25.78 28.49

Παράγοντα Β (CNS)  30 βήµατα 24.09 26.87

Ανοικοδόµηση µοντέλου (Coot) (Προσθήκη 

µορίων νερού) 

 23.12 26.67

Θέσης (CNS) 1κύκλος, 200βήµατα 22.58 26.05

Θέσης (CNS) 1κύκλος, 200βήµατα 21.26 25.43

Ανοικοδόµηση µοντέλου (Coot) (Προσθήκη 

µορίων νερού) 

 21.23 25.40

Θέσης (CNS) 1κύκλος, 200βήµατα 21.11 24.33

Ανοικοδόµηση µοντέλου (Coot) (Προσθήκη 

µορίων νερού) 

 20.95 24.12

Θέσης (CNS) 3κύκλοι, 200βήµατα 20.20 23.94

Παράγοντα Β (CNS)  30βήµατα 20.13 23.81
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Σχήµα 3.13. Αντιπροσωπευτικό τµήµα του 2Fo-Fc τελικού χαρτη ηλεκτρονιακής πυκνότητας στα 1.2σ 

στην περιοχή πρόσδεσης του πεπτιδίου. Το µοντέλο του πεπτιδίου απεικονίζεται µε ροζ χρώµα. Η εικόνα 

δηµιουργήθηκε µε το πρόγραµµα Coot. 
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Πίνακας 3.8. Συλλογή δεδοµένων και στατιστικά βελτιστοποίησης των δοµών της ελεύθερης µορφής του 
ενζύµου της AvCyPA και του συµπλόκου AvCyPA/AFPF 
(Oι τιµές στις παρενθέσεις αναφέρονται στο υψηλότερης ανάλυσης κέλυφος).  
∆οµή ενζύµου   Ελεύθερη µορφή Σύµπλοκο µε πεπτίδιο 

Οµάδα χώρου   P21   P42212 

∆ιαστάσεις µοναδιαίας  

κυψελίδας 

a (Å )                                    66.79                       66.41   

b (Å )                                   67.08                        66.41 

c (Å )                                    79.69                        71.53  

β (°)                                        92.73                        - 

Εύρος ανάλυσης (Å)          100.00 – 2.20   100.00 – 2.00  

    (2.28 -2.20)   (2.07-2.00) 

Μοναδικές ανακλάσεις           30314 (2328)              11291 (1089) 

Πληρότητα (%)              85.2 (66.9)         99.4 (98.9) 

I/σ(I)                                5.37  (1.75)               24.72 (4.76)       

Rmerge
†               0.120 (0.277)            0.054 (0.304) 

Rfact (%)                           22.57                        20.13 

Rfree (%)                               27.41                        23.81 

Άτοµα πρωτεΐνης  4980   1245   

Άτοµα δεσµευτή  -   51 

Μόρια νερού              407                             118 

Μέση τιµή Παράγοντα B  

για άτοµα πρωτεΐνης (Å2)‡     17.6                          25.1 

Μέση τιµή Παράγοντα B  

για άτοµα δεσµευτή (Å2)‡       -                         22.7 

RMSD (δεσµών) (Å)§             0.008                          0.010          

RMSD (γωνιών) (°)§         1.386                          1.43 

(†) Rmerge= ΣhΣi |Ihi-Ih| / ΣhiIhi   

(‡) Σύµφωνα µε το πρόγραµµα BAVERAGE v6.1. (CCP4 suite) 

(§) Σύµφωνα µε το πρόγραµµα Phenix (Adams et al., 2010)  
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3.5. Αποτελέσµατα  

 
3.5.1. Ποιότητα δεδοµένων και αξιοπιστία τελικών µοντέλων 
 

Από τον πίνακα 3.8. προκύπτει πως τα στατιστικά στοιχεία, όσον αφορά την 

συλλογή, επεξεργασία δεδοµένων και τελικό καθορισµό της δοµής για τον κρύσταλλο 

του συµπλόκου του ενζύµου µε το τετραπεπτίδιο εµφανίζουν καλούς δείκτες. Ωστόσο, η 

δοµή της ελεύθερης µορφής του ενζύµου παρουσιάζει ορισµένα προβλήµατα (π.χ. 

χαµηλή τιµή I/σ(Ι)). Αυτά τα προβλήµατα πιθανόν να προέρχονται από α. το µικρό 

µέγεθος του κρυστάλλου, εξαιτίας του οποίο η σκεδαστική ικανότητα ήταν µικρή και β. 

την αδυναµία του κρυοπροστατευτικού διαλύµατος να δράσει ικανοποιητικά 

προστατεύοντας τον κρύσταλλο. Η εµφάνιση δακτυλίων πάγου (ice rings) στην εικόνα 

περίθλασης του µονοκρυστάλλου της ελεύθερης µορφής του ενζύµου (Σχήµα 3.14.) είναι 

ενδεικτική.     

 

 
 

Σχήµα 3.14. Εικόνα περίθλασης µονοκρυστάλλου του ενζύµου AvCyPA 

 

Οι κρυσταλλικές δοµές της κυτταροπλασµατικής κυκλοφιλίνης-Α (CyPA) από το 

Azotobacter vinelandii, τόσο στην ελεύθερη µορφή της όσο και σε σύµπλοκο µε το 

τετραπεπτίδιο suc-AFPF-pNA επιλύθηκαν µε µοριακή αντικατάσταση (Christoforides et 

al., 2012). Στον πίνακα 3.8, εκτός από στατιστικά στοιχεία που αφορούν στην επίλυση 

και βελτιστοποίηση των δοµών, δίνονται και στερεοχηµικές τους παραµέτροι.  
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Το τελικό µοντέλο της ελεύθερης µορφής της πρωτεΐνης αποτελείται από 4 µόρια 

(το καθένα περιέχει 163 αµινοξέα της ώριµης πρωτεΐνης) και 407 µόρια νερού. Επειδή η 

ηλεκτρονιακή πυκνότητα στο C-τελικό άκρο για την Glu164 ήταν πτωχή και µη 

ερµηνεύσιµη, το παραπάνω αµινοξικό κατάλοιπο δεν περιελήφθη στο τελικό µοντέλο. 

Τα αµινοξικά κατάλοιπα 1, 3, 14, 18, 19, 22, 28, 29, 32, 48, 49, 54, 60, 63, 69, 88, 89, 95, 

103, 116, 129, 131, 143-146, 153 και 161 έχουν πολλαπλές διαµορφώσεις η πτωχή 

ηλεκτρονιακή πυκνότητα. Κατά τα άλλα, η πυκνότητα ήταν καλά εντοπισµένη. Η 

γεωµετρία της κύριας και των πλευρικών αλυσίδων αναλύθηκε µε το πρόγραµµα 

MolProbity (Chen et al., 2010). Το διάγραµµα Ramachandran έδειξε πως το 81.7% του 

συνόλου των αµινοξέων βρίσκονται σε ευνοϊκή περιοχή, το 16.8% σε επιτρεπόµενη, το 

1.4% σε γενναιόδωρα επιτρεπόµενη και το 0.0% σε απαγορευτική περιοχή. Οι 

παράγοντες B για την κύρια και τις πλευρικές αλυσίδες του πρωτεϊνικού µορίου A είναι 

16.65 Å2 και 18.25 Å2, αντίστοιχα., 14.05 Å2 και 15.55 Å2 (για το µόριο B), 16.38 Å2 και 

18.13 Å2 (για το µόριο C), 20.68 Å2 και 21.62 Å2 (για το µόριο D) όπως υπολογίστηκαν 

από το πρόγραµµα B-average της πλατφόρµας του CCP4 (Winn et al., 2011). 

Το τελικό µοντέλο της δοµής AvCyPA/AFPF αποτελείται από 163 κατάλοιπα 

ώριµης πρωτεΐνης, το πεπτίδιο AFPF και 118 µόρια νερού. Αφού η ηλεκτρονιακή 

πυκνότητα στο C-τελικό άκρο για την Glu164 καθώς και στο Ν-τελικό άκρο για τα 

κατάλοιπα του 6xHIS επίτοπου είναι πτωχή και µη ερµηνεύσιµη, τα τελευταία δεν 

περιελήφθησαν στο τελικό µοντέλο. Οι πλευρικές αλυσίδες των Lys3, Lys14, Lys32, 

Glu22 και Lys159 ήταν σχεδόν απούσες στους χάρτες ηλεκτρονιακής πυκνότητας ή 

είχαν πολύ πιο πτωχή πυκνότητα σε σχέση µε την υπόλοιπη πρωτεΐνη. Κατά τα άλλα, η 

πυκνότητα ήταν καλά εντοπισµένη (Σχήµα 3.13.). Το διάγραµµα Ramachandran (Σχήµα 

3.15.) έδειξε πως το 87.7% του συνόλου των καταλοίπων βρίσκονται σε ευνοϊκή 

περιοχή, το 10.1% σε επιτρεπόµενη, το 2.2% σε γενναιόδωρα επιτρεπόµενη και το 0.0% 

σε απαγορευτική περιοχή. Οι παράγοντες B για την κύρια και τις πλευρικές αλυσίδες της 

πρωτεΐνης είναι 24.121 Å2 και 26.177 Å2, αντίστοιχα, όπως υπολογίστηκαν από το 

πρόγραµµα B-average της πλατφόρµας του CCP4 (Σχήµα 3.16.). Οι παράγοντες B για 

την κύρια και τις πλευρικές αλυσίδες του πεπτιδίου είναι 21.094 Å2 και 23.471 Å2, 

αντίστοιχα. Στο σχήµα 3.21. φαίνεται η κατανοµή του θερµικού παράγοντα Β, όπου οι 
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βρόχοι L1 και  L4, που δεν συµµετέχουν στην πρόσδεση εµφανίζουν υψηλή 

κινητικότητα. 

 
 
 
 

 
 
 
Σχήµα 3.15. Το διάγραµµα Ramachandran για το τελικό µοντέλο της δοµής του συµπλόκου 

AvCyPA/AFPF 
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Σχήµα 3.16. ∆ιάγραµµα του θερµικού παράγοντα Β (σε Å2) ως προς τα αµινοξέα της δοµής του ελέυθερου 

ενζύµου της AvCyPA (µπλε γραµµή) και της δοµής του συµπλόκου AvCyPA/AFPF (πορτοκαλί γραµµή). 

Οι παράγοντες Β για την πρώτη δοµή είναι η µέση τιµή των παραγόντων Β των τεσσάρων µορίων της 

AvCyPA στην ασσύµετρη µονάδα.    

 
 
 
3.5.2 Χαρακτηρισµός της πρωτεΐνης AvCyPA και του δεσµευµένου πεπτιδίου 
 

3.5.2.α.  Η συνολική δοµή 
 

Η CyPA από το A. vinelandii έχει µια δοµή παρόµοια µε αυτήν από άλλους 

οργανισµούς όπως του E. coli (Konno et al., 1996) και του ανθρώπου (Eisenmesser et al., 

2005). Η δοµή (σχήµα 3.17.α) αποτελείται από οκτώ αντιπαράλληλους β-κλώνους που 

σχηµατίζουν δυο ορθογώνια β-ελάσµατα που συγκρατούνται µεταξύ τους µε Η-δεσµούς, 

δηµιουργώντας β-εξογκώµατα. Υπάρχουν επίσης δυο α-έλικες α1 (Ala21-Asp33) και α2 

(Thr130-Ile136), που κλείνουν το βαρέλι στα δυο άκρα του. Το πρώτο έλασµα 

αποτελείται από τους κλώνους β3(Thr39-Ile45), β4(Phe48-Gly53), β5(Tyr81-Met85) και 

β6(Gl97-Val102). Οι κλώνοι β1(Ser1-Thr6), β2(Gly9-Leu15), β7(Phe123-Glu128) και 

β8(Val155-Val163) σχηµατίζουν το δεύτερο. Τα δυο ελάσµατα ενώνονται για να 
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σχηµατιστεί το β-βαρέλι. Ως αποτέλεσµα της ένωσης, οι κλώνοι β3 και β7 κυρτώνονται 

στα κατάλοιπα Gly38 και His42 και Phe123 και Ala127, αντίστοιχα. Τα His42 και 

Ala127 σχηµατίζουν β-εξογκώµατα για να διευκολυνθεί η κύρτωση. Επιπλέον, κύρτωση 

παρατηρείται στους κλώνους β5(Tyr81) και  β8(Glu158). Οι β-κλώνοι και οι α-έλικες 

συνδέονται µέσω µεγάλων βρόχων (L1 έως L4), ένας εκ των οποίων (L3) περιέχει µια 

µικρή 310 έλικα. Τέλος, ο βρόχος L4 περιέχει ένα µικρό β-έλασµα, το οποίο του 

προσδίδει ακαµψία.  

 

 

                   
 
Σχήµα 3.17.α. Κρυσταλλική δοµή του συµπλόκου AvCyPA-AFPF. Τα στοιχεία της δευτεροταγούς δοµής 

της πρωτεΐνης (ribbon) και το πεπτίδιο (sticks) αναπαριστάται σχηµατικά. H εικόνα δηµιουργήθηκε µε το 

πρόγραµµα VMD (Humphrey et al., 1996), β. Η σχηµατική αναπαράσταση του µοντέλου του συµπλόκου 

AvCyPA-AFPF (υδρόφοβες επιφάνειες, surfaces) καταδεικνύει την σφαιρικότητα της πρωτεΐνης και 

υποδεικνύει τη θέση πρόσδεσης του πεπτιδίου. Χρήση προγράµµατος PYMOL (www.pymol.org)  

 

3.5.2.β. Η δοµή του δεσµευµένου τετραπεπτιδίου 
 

Η θέση πρόσδεσης του πεπτιδίου εντοπίζεται σε έναν υδρόφοβο θύλακα πάνω 

στην επιφάνεια του µορίου και σχηµατίζεται κυρίως από αµινοξέα του πρώτου β-

ελάσµατος (β3, β4, β6 και β7) (Σχήµατα 3.17.β), όπως και στις αντίστοιχες δοµές 

συµπλόκων CyPA/πεπτιδίου που έχουν έως τώρα προσδιοριστεί. Ο υδρόφοβος θύλακας 

σχηµατίζεται από τις πλευρικές αλυσίδες έξη πολύ συντηρηµένων και υδρόφοβων 
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αµινοξικών κατάλοιπων  (Phe48, Met49, Phe107, Leu108 και Tyr120 και Phe99). Η 

προλίνη (Pro3) του πεπτιδίου απαντάται ως cis ισοµερές και ο δακτύλιος εισέρχεται στον 

υδρόφοβο θύλακα µε τέτοιο προσανατολισµό ώστε να είναι παράλληλος στον αρωµατικό 

δακτύλιο της Tyr120. Η Pro3 έχει το σχήµα φακέλου σύµφωνα µε το οποίο το Cα άτοµο 

βρίσκεται πάνω από το επίπεδο που σχηµατίζουν τα άτοµα Cβ-Cα-N-Cδ. Οι φ/χ γωνίες 

συστροφής για τα αµινοξέα Ala1, Phe2, Pro3 και Phe4 του δεσµευµένου πεπτιδίου είναι -

87/-13°, -98/157°, -70/146° και -71/136o, αντίστοιχα. Ο δεσµός Phe-cis-Pro του 

τετραπεπτιδίου δηµιουργεί µια δευτεροταγή δοµή ανοικτής στροφής, η οποία αποτελεί 

την διαµόρφωση µε τις ελάχιστες ενεργειακές απαιτήσεις για την cis-προλίνη (φ/χ = -60 

ως -120°/120 ως 180°; (Ramachandran & Mitra, 1976)). Ο αρωµατικός δακτύλιος του p-

νιτροανιλιδίου στο C-τελικό άκρο του πεπτιδίου περικλείεται µεταξύ των αρωµατικών 

δακτυλίων των αµινοξέων των αµινοξέων Phe48 και Phe107 (από το συµµετρικό µόριο) 

και σχηµατίζει π-π αλληλεπιδράσεις µαζί τους. Η πλευρική αλυσίδα της Phe4 είναι 

εκτεθειµένη προς τον διαλύτη και δεν σχηµατίζει δεσµούς µε γειτονικά άτοµα. Ο 

δακτύλιος της Phe2 του πεπτιδίου είναι παράλληλος µε τον δακτύλιο της Pro89 και 

φαίνεται να σχηµατίζει δεσµό µαζί του. 

Στον πίνακα 3.9. δίνεται µια λίστα µε τους Η-δεσµούς που σχηµατίζονται µεταξύ 

του πεπτιδίου και της πρωτεΐνης. Το καρβονυλικό οξυγόνο της προλίνης του πεπτιδίου 

σχηµατίζει Η-δεσµούς και µε τις δυο αµινοµάδες (Nh1 και Nh2) της Arg43, που 

συµµετέχει στον µηχανισµό κατάλυσης (Arg55 στην ανθρώπινη CyPA). Η οµάδα Nh1 

της Arg43 σχηµατίζει επίσης Η-δεσµό µε το Oe1 της Gln51 (όπως συµβαίνει αντίστοιχα 

και µε την Gln63 στην ανθρώπινη CyPA). Αξίζει να σηµειωθεί εδώ η παρουσία ενός 

µορίου νερού που σχηµατίζει Η-δεσµούς µε την γουανιδινική οµάδα της Arg43 και το N1  

άτοµο της οµάδας της p-νιτροφαινόλης του πεπτιδίου (δρώντας ως γέφυρα µεταξύ 

πρωτεΐνης και πεπτιδίου) (Σχήµα 3.18). Ένα µόριο νερού στην ίδια θέση παρατηρείται 

και στην δοµή της ανθρώπινης CyPA µε το πεπτίδιο suc-AGPA-pNA (PDB: 1ZKF; 

Eisenmesser et al., αδηµοσίευτο). Σε αυτήν την δοµή, τόσο η Arg55 όσο και η p-

νιτροφαινυλοµάδα υιοθετούν παρόµοιες διαµορφώσεις µε αυτές της δοµής της AvCyPA.     

Η καρβονυλοµάδα του αµινοξέως της Phe2 του πεπτιδίου σχηµατίζει υδρογονικό 

δεσµό µε την αµινοµάδα της Arg87, ενώ η αµινοµάδα του ιδίου αµινοξέως µε την 

καρβονυλοµάδα της Arg87, σχηµατίζοντας έτσι ένα µικρό αντιπαράλληλο β-κλώνο. Στο 
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άµινο τελικό άκρο του πεπτιδίου, το καρβονύλιο του ηλεκτρικού οξέως δηµιουργεί 

υδρογονικό δεσµό µε το Nε2 άτοµο της Gln51. Παράλληλα, η καρβοξυλοµάδα του 

ηλεκτρικού οξέως στο άµινο τελικό άκρο του πεπτιδίου σχηµατίζει Η-δεσµούς µε δυο 

µόρια νερού που δρουν ως γέφυρες µεταξύ πεπτιδίου και πρωτεΐνης (Σχήµα 3.19.). 

 
 

 
 
Σχήµα 3.18. Λεπτοµερής αναπαράσταση της περιοχής πρόσδεσης του πεπτιδίου. Απεικονίζονται τα 

αµινοξέα του ενζύµου και τα µόρια νερού που εµπλέκονται σε πολικές αλληλεπιδράσεις µε το πεπτίδιο, 

ενώ οι Η-δεσµοί απεικονίζονται µε στικτές γραµµές. Η εικόνα δηµιουργήθηκε µε το πρόγραµµα VMD. 
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Σχήµα 3.19. Πολικές και υδρόφοβες και π-π αλληλεπιδράσεις µεταξύ των αµινοξέων και µορίων νερού µε 

το τετραπεπτίδιο. Η εικόνα δηµιουργήθηκε µε το πρόγραµµα LigPlot (Wallace et al., 1995)  
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Πίνακας 3.9. ∆εσµοί Η και µήκη σε (Å) 

Ανάµεσα στο πεπτίδιο και την AvCyPA/ µόρια νερού                                                                                

Suc  O1  W67   2.75 

Suc  O1  W50   2.56 

Suc  O3  W34   2.56 

Suc  O3  Gln51 Nɛ2  3.13 

Ala1 N   W13   3.00 

Ala1 O   W85   2.61 

Phe2 N   Arg87   2.92 

Phe2 O   Arg87 N  2.96 

Pro3 O   Arg43 Nɳ1  2.83 

Pro3 O   Arg43 Nɳ2  2.86 

Phe4 N   W17   3.14 

pNA N1  W84   2.81 

 

Στο δίκτυο των κατάλοιπων Arg43-Gln51-Gln97  

Arg43 Nɳ1  Gln51 Oɛ1  2.90 

Gln51 Nɛ2  Gln97 Oɛ1   2.70   

Arg43 Nɳ2  W84   3.13 
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3.6. Συζήτηση 
 

3.6.1.Σύγκριση των δοµών της ελεύθερης και της δεσµευµένης στο πεπτίδιο AvCyPA 
 

Η παρουσία τεσσάρων µορίων στην ασύµµετρη µονάδα της δοµής της ελεύθερης 

µορφής της AvCyPA µας δίνει την δυνατότητα να εντοπίσουµε περιοχές µε δοµικές 

διαφοροποιήσεις. Η υπέρθεση των τεσσάρων µορίων της ελεύθερης µορφής της 

πρωτεΐνης φανερώνει πως οι µεγαλύτερες δοµικές διαφοροποιήσεις συµβαίνουν στον 

βρόχο L4 (αµινοξέα 141-147) (Σχήµα 3.20.α). Οι αποκλίσεις από την ρίζα της µέσης 

τετραγωνικής τιµής για τις θέσεις όλων των Ca ατόµων της υπέρθεσης για τα 4 µόρια της 

ελεύθερης µορφής της AvCyPA είναι 0.299 Å, ενώ µεταξύ της AvCyPA και του 

συµπλόκου AvCyPA-πεπτίδιο είναι 0.327 Å. Ενώ, οι πλευρικές αλυσίδες των 

επιφανειακών αµινοξέων υιοθετούν πολλαπλές διαµορφώσεις λόγω του διαφορετικού 

κρυσταλλικού περιβάλλοντος, τα αµινοξέα που βρίσκονται προς τον πυρήνα της δοµής 

εµφανίζουν παρόµοιες διαµορφώσεις και στα 4 µόρια. Ωστόσο, το αµινοξύ της Met49 

(Met61 στην ανθρώπινη CyPA), το οποίο θεωρείται τµήµα ενός δυναµικού δικτύου 

τεσσάρων αµινοξέων, που εµπλέκεται στην µετάβαση από µια αρχική σε µια άλλη 

κατάσταση του ενζύµου κατά την κατάλυση (Fraser et al., 2009), φαίνεται εδώ να 

παρουσιάζει µια εναλλακτική διαµόρφωση της τελικής οµάδας της πλευρικής της 

αλυσίδας. 

Η σύγκριση των δοµών της ελεύθερης µορφής της AvCyPA και του συµπλόκου 

της µε το AFPF (σχήµα 3.20.β) δείχνει πως εκτός από τις διαφοροποιήσεις που 

παρατηρούνται στον βρόχο L4, σηµαντικές δοµικές µετατοπίσεις (έως 1 Å) 

παρατηρούνται και στην περιοχή του βρόχου L2, που αποτελείται από τα αµινοξέα 87-

92. Αυτό µπορεί να είναι συνέπεια του στοιβάγµατος, που περιγράφθηκε νωρίτερα, 

µεταξύ του φαινολικού δακτυλίου της Phe2 του πεπτιδίου και του δακτυλίου της Pro89 

και του υδρογονικού δεσµού ανάµεσα στο πεπτίδιο και το άτοµο Ο της καρβονυλοµάδας 

της Arg87. Μια µετατόπιση (0.6-0.8 Å) παρατηρείται επίσης για την πλευρική αλυσίδα 

της Phe48 καθώς και για την σηµαντική για τον καταλυτικό µηχανισµό Tyr120. Αυτά τα 

αµινοξέα φαίνεται να έχουν µετακινηθεί προκειµένου να δηµιουργήσουν χώρο για την 

πρόσδεση του πεπτιδίου (σχήµα 3.19.β). Επιπροσθέτως, σηµαντικές διαφορές βλέπουµε 

και στα αµινοξέα 114-116 του βρόχου L3, ο οποίος βρίσκεται σε απόσταση από το 
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πεπτίδιο. Το σηµαντικό για την κατάλυση αµινοξύ της Arg43 καθώς και τα γειτονικά 

αµινοξέα της θέσης πρόσδεσης διατηρούν την ίδια διαµόρφωση και στα 4 µόρια της 

ελεύθερης πρωτεΐνης και στο σύµπλοκο µε το πεπτίδιο. 

Οι επιδράσεις από την πρόσδεση του πεπτιδίου στην δοµή της πρωτεΐνης 

αντανακλώνται από την τιµή του θερµικού παράγοντα, ο οποίος δίνει µια ένδειξη της 

κινητικότητας της δοµής. Έχει παρατηρηθεί ότι οι βρόχοι L1 και L4, που δεν 

συµµετέχουν στην πρόσδεση τριπεπτιδίου, εµφανίζουν µεγαλύτερες τιµές για τον 

παράγοντα B από ότι οι βρόχοι L2 και L3, που βρίσκονται σε επαφή µε το υπόστρωµα. 

Ένα διάγραµµα της µέσης τιµής των παραγόντων B για όλα τα άτοµα έναντι των 

αµινοξέων (Σχήµα 3.21.) δείχνει πως οι βρόχοι L1 και L4 χαρακτηρίζονται ως ευκίνητες. 

Η σύγκριση των διαγραµµάτων για την ελεύθερη πρωτεΐνη και το σύµπλοκό της µε το 

πεπτίδιο δείχνει πως η περιοχή που αντιστοιχεί στο βρόχο L3 φαίνεται να 

σταθεροποιείται µε την πρόσδεση του τετραπεπτιδίου όπως συµβαίνει και στην 

περίπτωση της EcCyPA (Edwards et al.,1997). 

 

         
Σχήµα 3.20.α. Υπέρθεση των ιχνών των ατόµων Ca της κεντρικής αλυσίδας των τεσσάρων µορίων της 

δοµής της AvCyPA, β. Υπέρθεση των ιχνών των ατόµων Ca της κεντρικής αλυσίδας της δοµής της 

AvCyPA (µόριο Β, κυανό χρώµα) µε εκείνη της δοµής του συµπλόκου µε το πεπτίδιο (µωβ χρώµα). Η 

εικόνα δηµιουργήθηκε µε το πρόγραµµα VMD. 
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Σχήµα 3.21. Η δοµή του συµπλόκου AvCyPA/AFPF χρωµατισµένου σύµφωνα µε την τιµή του θερµικού 

παράγοντα Β (κατά αύξουσες τιµές του παράγοντα Β: µπλε<πράσινο<κίτρινο<κόκκινο)  

 
 
 
 
3.6.2. Σύγκριση µε δοµές της κυκλοφιλίνη-Α από άλλους οργανισµούς 
 

Το σχήµα 3.22.α παρουσιάζει µια ευθυγράµµιση ακολουθιών κυκλοφιλίνης από 

διαφορετικούς οργανισµούς µε βάση τα ελάχιστα τετράγωνα δοµικής υπέρθεσης. Η 

αµινοξική οµολογία µεταξύ AvCyPA και E. coli CyPA (EcCyPA) είναι 61.96% και 

µεταξύ AvCyPA και ανθρώπινης CyPA (hCyPA) είναι 31.11%. Αντίστοιχα, οι 

αποκλίσεις από την ρίζα της µέσης τετραγωνικής τιµής για τις θέσεις των Ca ατόµων για 

την AvCyPA και EcCyPA (PDB: 1LOP, περιέχει ένα δεσµευµένο τριπεπτίδιο) είναι  0.44 

Å ενώ για την AvCyPA και την hCyPA (PDB: 1ZKF), είναι 1.24 Å. Το σχήµα 3.21.β 

δείχνει την δοµική υπέρθεση µε βάση τα ελάχιστα τετράγωνα των δοµών AvCyPA, 

EcCyPA και hCyPA.Η αµινοξική και δοµική στοίχιση δείχνει πως ενώ ο υδρόφοβος 

πυρήνας της πρωτεΐνης είναι διατηρηµένος σε ένα ευρύ φάσµα οργανισµών, οι 4 βρόχοι 

(L1 έως L4) χαρακτηρίζονται από χαµηλή αµινοξική και δοµική συντηρητικότητα καθώς 

και ενθέσεις και διαγραφές. Έτσι, όπως αναµενόταν, οι αµινοξικές διαφοροποιήσεις 

φαίνεται να συµβάλλουν σε διαφοροποιήσεις στην δοµή των κυκλοφιλινών από διάφορες 

πηγές.  
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Αφού οι AvCyPA και EcCyPA βρίσκονται πιο κοντά εξελικτικά και αφού η 

σύγκριση EcCyPA και hCyPA έχει ήδη µελετηθεί (Konno et al., 1996), επικεντρώνουµε 

στην σύγκριση µεταξύ των δοµών AvCyPA και EcCyPA. Η φύση των υδρόφοβων 

αλληλεπιδράσεων που παρατηρούνται στον υδρόφοβο πυρήνα είναι γενικά 

διατηρηµένες. Για παράδειγµα, οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις µεταξύ Ile2, Leu4 και 

Thr6 (β1 κλώνος) µε τα αµινοξέα  Phe27, Phe98 και Phe41 (α1 έλικα, β6 και β3 κλώνοι) 

που παρατηρούνται στην AvCyPA, βρίσκονται επίσης στην EcCyPA και περιλαµβάνουν 

κάποιες συντηρηµένες αντικαταστάσεις όπως οι αλλαγές των Ile2 →Val2 και Leu4 → 

Phe4. Υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις παρατηρούνται, επίσης, µεταξύ των Ile11, Leu13 και 

Leu15 (β2) µε τα Ile100 (β6), Ile83 (β5) και Phe123 (β7) στην AvCyPA (Leu13 και 

Leu15 αλλάζουν σε Ile13 και Thr15 στην EcCyPA). Στην α1 έλικα και T2 στροφή, οι 

αρωµατικές πλευρικές αλυσίδες των Phe27, Tyr30, His35 και Tyr36 κάνουν υδρόφοβες 

επαφές κυρίως µε τις αρωµατικές πλευρικές αλυσίδες των Phe41 (β3), Phe98 (β6) και 

Phe123 (β7) µέσα στο β-βαρέλι.από την άλλη πλευρά, οι αλειφατικές πλευρικές αλυσίδες 

των Τhr130, Val133 και Ile136 στην α2 έλικα κάνουν υδρόφοβες επαφές µε τις 

αλειφατικές πλευρικές αλυσίδες των Ile11 (β2), Val44 (β3), Ile50 (β4), Ile83 (β5), Ile100 

(β6) και Val126 (β7) µέσα στο β-βαρέλι. 

Στην περιφέρεια του άνω β-ελάσµατος της AvCyPA, οι διαµορφώσεις των 

βρόγχων L1, L3 και L4 και τα τµήµατα που συνδέουν τις α1 και β3 δοµές δεν διαφέρουν 

σηµαντικά από εκείνες στην EcCyPA. Κάποιες µικροδιαφορές στους βρόχους L1, L3 και 

L4 µπορεί να οφείλονται σε διαφορές στην αµινοξική ακολουθία ή διαφορές στο 

περιβάλλον της κρυσταλλικής διευθέτησης. Στην AvCyPA, όπως και στην EcCyPA, ο 

σχηµατισµός δυο µικρών β-κλώνων που αποτελούνται από πέντε αµινοξικά κατάλοιπα  

φαίνεται να σταθεροποιεί την δοµή του βρόχου L4. Οµοίως, η διαµόρφωση του L1 είναι 

τέτοια ώστε τα  κατάλοιπα Phe55, Pro57 και Met59 να κάνουν υδρόφοβες επαφές µε τα 

κατάλοιπα His147 του βρόχου L4 και Ile40 και His42 του β3 κλώνου, ώστε να επιτευχθεί 

καλύτερη διευθέτηση. 

Όσον αφορά την πρόσδεση του πεπτιδίου και την διαµόρφωση του 

υποστρώµατος επιχειρούµε µια σύγκριση µεταξύ τεσσάρων αντιπροσωπευτικών δοµών: 

AvCyPA, EcCyPA (PDB: 1LOP) και δυο ανθρώπινων CyPA: ενός συµπλόκου µε το 

πεπτίδιο ηλεκτρύλιο-Ala-Ala-Pro-Phe-p-νιτροανιλίδιο (1RMH) (Zhao & Ke, 1996) και 
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ενός άλλου µε το πεπτίδιο ηλεκτρύλιο-Ala-Pro-Ala-p-νιτροανιλίδιο (1ZKF). Ο σκελετός 

του πεπτιδίου που δένεται στην AvCyPA παρουσιάζει παρόµοια διαµόρφωση µε αυτόν 

στο σύµπλοκο της ανθρώπινης CyPA µε το ηλεκτρύλιο-Ala-Ala-Pro-Phe-p-

νιτροανιλίδιο. Οι πλευρικές αλυσίδες της Phe4 για τα διαφορετικά πεπτίδια υιοθετούν 

διαφορετικές ροταµερείς διαµορφώσεις, σύµφωνα µε το γεγονός πως βρίσκονται 

εκτεθειµένη προς τον διαλύτη. Γενικά, παρατηρούµε πως το C-τελικό άκρο του πεπτιδίου 

προσδένεται σε όλες τις δοµές µε πανοµοιότυπο τρόπο παρά την π-π αλληλεπίδραση της 

οµάδας του p-νιτροανιλιδίου µε συµµετρικό µόριο, όπως συµβαίνει στην AvCyPA. 

Ωστόσο, το N-τελικό άκρο του πεπτιδίου υιοθετεί διαφορετική διαµόρφωση σε κάποιες 

δοµές. Αυτή παρατήρηση ενισχύει την άποψη των Howard et al. (2003), σύµφωνα µε την 

οποία το Ν-άκρο του πεπτιδίου περιστρέφεται κατά την κατάλυση ενώ το C-τελικό άκρο 

παραµένει σταθερό. Η πλευρική αλυσίδα της Arg43 παρουσιάζει τέτοια διαµόρφωση 

ροταµερούς, που δεν επιτρέπει την δηµιουργία Η-δεσµού του ατόµου NE της Arg43 µε 

την Gln51, όπως συµβαίνει στην δοµή της E.coli CyPA (1LOP). Ωστόσο, η Arg43 έχει 

µια παρόµοια διαµόρφωση µε αυτήν που παρατηρείται στο σύµπλοκο της hCyPA µε το 

ηλεκτρύλιο-Ala-Ala-Pro-Phe-p-νιτροανιλίδιο (1RMH). 
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Σχήµα Α3.22.α. Ευθυγράµµιση αµινοξικών αλληλουχιών CyPA από διάφορους οργανισµούς. Τα 

συντηρηµένα αµινοξέα είναι σηµειώνονται µε κόκκινο χρώµα και τα δευτεροταγή στοιχεία 

αναπαρίστανται επίσης. Χρήση προγράµµατος EsPript (Gouet et al.,2003), β. Υπέρθεση των ιχνών των 

ατόµων Ca της κεντρικής αλυσίδας των δοµών συµπλόκων της AvCyPA (γκρι χρώµα), EcCyPA (1LOP, 

µπλε) και hCyPA (1ZKF, κόκκινο). Η εικόνα δηµιουργήθηκε µε το πρόγραµµα VMD. 

 
 
 
 
 
 



 
 

112

 
3.6.3. Επίδραση σηµειακών µεταλλάξεων εκτός του ενεργού κέντρου του ενζύµου  
 

 
Προκειµένου να µελετηθεί αν το δυναµικό δίκτυο των τεσσάρων κατάλοιπων της 

hCyPA (Ser99, Phe113, Met61 και Arg55), που κατά τον Fraser εµπλέκεται στην 

κατάλυση (Fraser et al., 2009), παρουσιάζει παρόµοιες διαφοροποιήσεις και στην 

περίπτωση της AvCyPA, σχεδιάστηκαν κατάλληλες µεταλλάξεις της AvCyPA µε σκοπό 

να µετρηθεί η ενεργότητα ισοµεράσης στα µεταλλάγµατα (σχήµα 3.23.). Πιο 

συγκεκριµένα, το αµινοξύ Ala84 µεταλλάχθηκε τόσο σε Ser84 όσο και σε Thr84, 

προκειµένου να σταθεροποιηθεί το αµινοξύ της Phe99, που συµµετέχει στον υδρόφοβο 

θύλακα του ενεργού κέντρου σε συγκεκριµένη διαµόρφωση. Παράλληλα, η Met49 µε 

την ασυνήθιστη για CyPA διαµόρφωση αντικαταστάθηκε µε το µικρό σε µέγεθος 

κατάλοιπο της αλανίνης.     

 

 
Σχήµα 3.23. Η περιοχή των 3 αµινοξικών κατάλοιπων (M49, F99 και Α84) της φυσικής AvCyPA, τα οποία 

µεταλλάχθηκαν προκειµένου να µελετηθεί η ενεργότητα του ενζύµου. Η εικόνα δηµιουργήθηκε µε το 

πρόγραµµα Pymol.   
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Ωστόσο, δεν παρατηρήθηκε σηµαντική διαφορά στην δράση ισοµεράσης κανενός 

από τα µεταλλάγµατα σε σχέση µε το φυσικό ένζυµο. Αυτό πιθανώς να σηµαίνει πως η 

συγκεκριµένη µέθοδος δεν είναι ικανή να ανιχνεύσει τόσο µικρές διαφορές στην 

ενεργότητα και εποµένως να απαιτείται µια πιο ευαίσθητη µέθοδος.     

 

3.6.4. Συµπεράσµατα – Προοπτικές  
 

 Η δοµή της κυτταροπλασµατικής κυκλοφιλίνης-Α από το βακτήριο Azotobacter 

vinelandii είναι παρόµοια µε αυτήν της αντίστοιχης από το E. coli. Η διαθεσιµότητα των 

δοµικών πληροφοριών για τα 4 µόρια της ελεύθερης µορφής και το σύµπλοκο µε το 

τετραπεπτίδιο µας επιτρέπει να διαχωρίσουµε τις δοµικές αλλαγές που συµβαίνουν µε 

την πρόσδεση του πεπτιδίου στο ενεργό κέντρο του ενζύµου από τις εκείνες που 

οφείλονται σε κρυσταλλικές επαφές. 

Ένα τετραπεπτίδιο προσδένεται µε την cis µορφή της προλίνης του και µε το 

καρβόξυ άκρο να παρουσιάζει την συνήθη διαµόρφωση. Η υπέρθεση των ιχνών των 

ατόµων Ca της κεντρικής αλυσίδας των δοµών συµπλόκων της AvCyPA, EcCyPA και 

hCyPA (σχήµα 3.24.) αποκαλύπτει πως οι δεσµευτές έχουν παρόµοια διαµόρφωση στο 

C-τελικό άκρο, ενώ στο N-τελικό παρατηρούνται διαφοροποιήσεις, συνηγορώντας την 

άποψη των Howard et al., (2003) πως το Ν-άκρο του πεπτιδίου περιστρέφεται κατά την 

κατάλυση ενώ το C-τελικό άκρο παραµένει σταθερό Η διαθεσιµότητα της κρυσταλλικής 

δοµής του συµπλόκου AvCyPA/AFPF, οδήγησε στην αναγνώριση καταλοίπων εκτός του 

ενεργού κέντρου, που µπορεί να επηρεάζουν την δράση ισοµεράσης. Η µελέτη αυτή 

προϋποθέτει την δηµιουργία µεταλλαγµάτων, την µέτρηση της ενεργότητας τους και την 

επίλυση της δοµής τους. Εφόσον δεν παρατηρήθηκε σηµαντική διαφορά στην 

ενεργότητα κανενός από τα µεταλλάγµατα (AvPPIBA84S, AvPPIBΑ84Τ και AvPPIBΜ49Α) σε 

σχέση µε το φυσικό ένζυµο, ενδιαφέρουσα θα ήταν η µελέτη των δοµών των 

µεταλλαγµάτων προκειµένου να βρεθεί ο τρόπος διευθέτησης των µεταλλαγµένων 

καταλοίπων που δεν επηρεάζει σηµαντικά την πρόσδεση του πεπτιδίου. Ωστόσο, 

προκαταρτικά πειράµατα κρυστάλλωσης των τριών µεταλλαγµάτων δεν απέδωσαν. Η 

δοµική πληροφορία για αυτά τα ένζυµα πιθανώς να εξηγήσει την συµπεριφορά τους στην 

αντίδραση ισοµερίωσης του πεπτιδίου. 
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Σχήµα 3.24. Η υπέρθεση των ιχνών των ατόµων Ca της κεντρικής αλυσίδας των δοµών συµπλόκων της 

AvCyPA (γκρι χρώµα), EcCyPA (µπλε χρώµα) και hCyPA (κόκκινο χρώµα) αποκαλύπτει πως οι δεσµευτές 

έχουν παρόµοια διαµόρφωση στο C-τελικό άκρο, ενώ στο N-τελικό παρατηρούνται διαφοροποιήσεις.   

 

 

 Τέλος, οι δοµικές µελέτες που παρουσιάζονται σε αυτήν την διατριβή, 

εστιάζονται κυρίως σε σύµπλοκα της φυσικής και µεταλλαγµένων µορφών της AvCyPA 

µε συνθετικά τετραπεπτίδια. Ωστόσο, µελέτες του Εργαστηρίου Γενικής και Γεωργικής 

Μικροβιολογίας του Γ.Π.Α. έδειξαν πως η δράση ισοµεράσης της AvCyPA ευννοείται 

παρουσία του ενζύµου AvdnaK, ενώ παρεµποδίζεται παρουσία της AvlpxH (Dimou et al., 

2011), γεγονότα που µαρτυρούν πιθανή αλληλεπίδραση της κυταροπλασµατικής 

κυκλοφιλίνης µε τα παραπάνω ένζυµα. 

Οι φωσφορικές ακετυλοµεταφοράσες (phosphate acetyltransferase, PTAs) είναι 

ένζυµα που καταλύουν την αντιστρεπτή µεταφορά της ακετυλοµάδας από ακέτυλο-

φώσφορο στο συνέζυµοΑ (CoA). 

  acetyl-CoA + phosphate    CoA + acetyl phosphate 

Έχουν αναγνωριστεί και χαρακτηριστεί βιοχηµικά δυο τέτοιες πρωτεΐνες (AvPTA-1 και 

AvPTA-2) από το A. vinelandii. Παράλληλα, ανιχνεύτηκε και εδώ πιθανή αλληλεπίδραση 

της AvCyPA και µε τις δυο PTAs (Dimou et al.,2010). Εποµένως, θα ήταν ενδιαφέρουσα 

η δοµική προσέγγιση αυτής της αλληλεπίδρασης µεταξύ των δυο πρωτεϊνών, τόσο µε 
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κρυσταλλογραφία ακτίνων-Χ όσο και µε άλλες µεθόδους, όπως σκέδαση υπό µικρές 

γωνίες (Small-angle Χ-ray Scattering, SAXS).  
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Κεφάλαιο 4ο ΚΡΥΣΤΑΛΛΟΓΡΑΦΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΠΡΟΙΟΝΤΩΝ 
ΕΓΚΛΕΙΣΜΟΥ ΚΥΚΛΟ∆ΕΞΤΡΙΝΩΝ 
 

4.1. Εγκλεισµός και κρυστάλλωση µε την µέθοδο αργής ψύξης 
 
4.1.1.Τα σύµπλοκα (d,l)-βορνεόλης/α-CD 
 

Στην παρούσα κρυστάλλωση χρησιµοποιήθηκε ως ξενιστής α-CD (Fluka) και ως 

ξενιζόµενα µόρια τα εναντιοµερή d- και l-βορνεόλης (Sigma-Aldrich ή  Fluka). 30mg α-

CD (0.03mmoles) ζυγίστηκαν και αραιώθηκαν σε τελικό όγκο dH2O 2ml σε κωνική 

φυάλη. Προστέθηκε ισοµοριακή ποσότητα από κάθε εναντιοµερές (4.756mg, 

0.03mmoles) προς σχηµατισµό προϊόντων εγκλεισµού d- ή l-βορνεόλης/α-CD. Τα 

διαλύµατα αναδεύτηκαν µηχανικά σε θερµοκρασία δωµατίου (περίπου 23οC) και 

τοποθετήθηκαν σε πυρίµαχους γυάλινους δοκιµαστικούς σωλήνες. Με τον ίδιο τρόπο, 

δοκιµάστηκαν και άλλες αναλογίες ξενιστή προς ξενιζόµενου µορίου προκειµένου να 

εντοπιστεί η βέλτιστη για το σχηµατισµό µονοκρυστάλλων. Οι ακριβείς αναλογίες 

δίνονται στον πίνακα 4.1. Στην συνέχεια τα διαλύµατα τοποθετήθηκαν σε υδατόλουτρο 

στους 70oC και πραγµατοποιήθηκε σταδιακή ψύξη µέχρι την θερµοκρασία των 23oC 

(θερµοκρασία περιβάλλοντος) για χρονικό διάστηµα οκτώ ηµερών. Η ελάττωση της 

θερµοκρασίας πραγµατοποιούνταν 2 φορές την ηµέρα και ήταν της τάξης των 5οC τις 

πρώτες 3 ηµέρες του πειράµατος, ενώ τις υπόλοιπες η µείωση ήταν της τάξης των 4 έως 

3οC. Μετά το πέρας του σταδίου ψύξης, τα δείγµατα τοποθετήθηκαν για µια ηµέρα σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος και κατόπιν σε δωµάτιο σταθερής θερµοκρασίας 18οC. Το 

πείραµα πραγµατοποιήθηκε τρεις φορές. 
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Πίνακας 4.1. Οι αναλογίες των µορίων d- ή l-βορνεόλης και α-CD, που εξετάστηκαν για την 
κρυστάλλωση των συµπλόκων τους 
  
Κρυστάλλωση συµπλόκου d/α-CD 

Αριθµός 
∆είγµατος  

Αναλογία  
α-CD/d-βορνεόλης 

Ποσότητα 
dH2O(mL) 

Κρύσταλλοι  

∆είγµα 1  1:1 2  Πρισµατικοί κυρίως 

∆είγµα 2  1:1.5 2  Βελονοειδείς 

∆είγµα 3 1:2 2 Βελονοειδείς 

 
Κρυστάλλωση συµπλόκου l/α-CD 

Αριθµός 
∆είγµατος  

 

Αναλογία  
α-CD/l-βορνεόλης 

Ποσότητα  
dH2O(mL) 

Κρύσταλλοι 

∆είγµα 1  1:1 2 Πρισµατικοί κυρίως 

∆είγµα 2  1:1.5 2 Βελονοειδείς 

∆είγµα 3 1:2 2 Βελονοειδείς 

 
Οι κρύσταλλοι που προέκυψαν ήταν άχροοι και πρισµατικοί, ενώ µερικοί 

βρέθηκαν να είναι βελονοειδείς (Σχήµα 4.1). Η καταλληλότερη αναλογία κρυστάλλωσης 

φάνηκε να είναι η 1:1 όπως είχε βρεθεί και σε προηγούµενες εργασίες του Εργαστηρίου 

Φυσικής του Γ.Π.Α. (Σαµαράς, 2008) και ήταν αυτοί που χρησιµοποιήθηκαν για την 

συλλογή κρυσταλλογραφικών δεδοµένων. 

 

      
   (α)           (β) 
 

 
                   

Σχήµα 4.1.α. Κρύσταλλοι συµπλόκων d-βορνεόλης/α-CD και β. l-βορνεόλης/α-CD  
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4.1.2. Τα σύµπλοκα (d,l)-βορνεόλης/β-CD 
 

Ίδια πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν για την κρυστάλλωση των συµπλόκων d- ή  l- 

βορνεόλης µε ξενιστή β-CD. 30mg β-CD (0.026mmoles) ζυγίστηκαν και αραιώθηκαν σε 

τελικό όγκο dH2O 2ml σε κωνική φυάλη. Ισοµοριακή ποσότητα από κάθε εναντιοµερές 

(4.055mg, 0,026mmoles) προστέθηκε προς σχηµατισµό προϊόντων εγκλεισµού d- ή  l- 

βορνεόλης/β-CD.  

 
Πίνακας 4.2. Οι αναλογίες των µορίων d- ή l-βορνεόλης και β-CD, που εξετάστηκαν για την 

κρυστάλλωση των συµπλόκων τους 

  
Κρυστάλλωση συµπλόκου d/β-CD 

Αριθµός 
∆είγµατος  

Αναλογία  
β-CD/d-βορνεόλης 

Ποσότητα  
dH2O(ml) 

Κρύσταλλοι  

∆είγµα 1  1:1 2  Πρισµατικοί 
κυρίως 

∆είγµα 2  1:1.5 2  Πρισµατικοί 

∆είγµα 3 1:2 2 Πρισµατικοί 

 
 
Κρυστάλλωση συµπλόκου l/β-CD 

Αριθµός 
∆είγµατος  

 

Αναλογία  
β-CD/l-βορνεόλης 

Ποσότητα  
dH2O(ml) 

Κρύσταλλοι  

∆είγµα 1  1:1 2 Πρισµατικοί 
κυρίως 

∆είγµα 2  1:1.5 2 Πρισµατικοί 

∆είγµα 3 1:2 2 Πρισµατικοί 

 
Οι κρύσταλλοι που προέκυψαν ήταν στο σύνολό τους πρισµατικοί και άχροοι 

(Σχήµα 4.2.). Η καταλληλότερη αναλογία κρυστάλλωσης φάνηκε να είναι η 1:1, όπως 

είχε βρεθεί και σε προηγούµενες εργασίες του Εργαστηρίου Φυσικής του Γ.Π.Α. 

(Χατζηπέρος, 2010). 
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Σχήµα 4.2.α. Κρύσταλλοι συµπλόκων d-βορνεόλης/β-CD και β. l-βορνεόλης/β-CD 
 
 

4.2. Συλλογή και επεξεργασία δεδοµένων 
 
4.2.1. Τα σύµπλοκα (d,l)-βορνεόλης/α-CD 
 

Μονοκρύσταλλοι των συµπλόκων d/α-CD και l/α-CD τοποθετήθηκαν στη 

γραµµή ακτινοβόλησης X13 και X11 αντίστοιχα του DESY-Ring στο EMBL του 

Αµβούργου (Πίνακας 4.3.). Συλλέχθησαν 200 και 285 εικόνες περίθλασης, αντίστοιχα µε 

γωνία περιστροφής φ του κρυστάλλου κατά µία µοίρα. Με τον τρόπο αυτό 

υπερκαλύφθηκε η συνολική περιστροφή 180o που απαιτείται για τη συλλογή 

ανακλάσεων, που αντιστοιχούν σε όλη τη σφαίρα Ewald (ανεξάρτητα από την 

εµφανιζόµενη κρυσταλλογραφική συµµετρία). Ο κρύσταλλος του d/α-CD συµπλόκου 

τοποθετήθηκε σε απόσταση 72,00 mm και του l/α-CD σε απόσταση 49,12 mm από τον 

ανιχνευτή, αντίστοιχα. Ο χρόνος έκθεσης για καθένα από τους κρυστάλλους στην 

ακτινοβολία για κάθε εικόνα περίθλασης ήταν 5 και 7sec, αντίστοιχα (Πίνακας 4.3.).  

Η δεικτοδότηση και τελική ολοκλήρωση των εικόνων περίθλασης έγινε µε το 

πρόγραµµα HKL2000. Η µωσαϊκότητα των κρυστάλλων προσδιορίστηκε ίση µε 0.6 και 

0.5 αντίστοιχα. Από την τελική αναγωγή των δεδοµένων προέκυψε ο προσδιορισµός της 

µοναδιαίας κυψελίδας (Πίνακας 4.4.). Η οµάδα συµµετρίας χώρου είναι P212121, και 

στις δυο περιπτώσεις.   

Με βάση αυτά τα δεδοµένα και αφού ο µοριακός τύπος της α-CD είναι C36H60O30 

η εκτίµηση για τον αριθµό των κυκλοδεξτρινών στη µοναδιαία κυψελίδα, ακολουθώντας 

µια χονδρική προσέγγιση σκληρών σφαιρών Van der Waals όγκου περίπου 18 Å3 για 
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κάθε άτοµο, είναι z=8 (Πίνακας 4.4). Από την άλλη, η οµάδα χώρου P212121 ορίζει 

τέσσερις ασύµµετρες µονάδες και εποµένως υπάρχουν 2 µόρια α-CD στην ασύµµετρη 

µονάδα.  

Η επεξεργασία των δεδοµένων για τα δυο σύµπλοκα, οδήγησε στην δηµιουργία 

των δυο αρχείων τύπου .hkl, που περιέχουν συνολικά 5894 και 10194 ανακλάσεις 

αντίστοιχα. Από αυτές, οι 5729 και 10088 αντίστοιχα, είναι αρκετά αξιόπιστες (I>2σ(I)).  

Η διακριτότητα αυτών των κρυσταλλογραφικών δεδοµένων φτάνει τα 1.0Å και 

0.82Å και η πληρότητα το 98.9 και 94.2%, αντίστοιχα. 
 
 
Πίνακας  4.3. Χαρακτηριστικά των γραµµών ακτινοβόλησης Χ11 και Χ13 του DESY, EMBL Αµβούργου  
 
 
Γραµµή Ακτινοβόλησης Χ11 Χ13 

   
Μονοχρωµάτορας Si(111), Οριζόντια Εστίαση Si(111), Οριζόντια Εστίαση 
Μήκος Κύµατος 0.81 Å 0.81 Å 
Σηµείο Εστίασης 2mm x 0.4mm 2mm x 0.4mm 

Σχισµές 0.1 x 0.1 έως 2 x 2 mm 0.1 x 0.1 έως 2 x 2 mm 
Σύστηµα Ψύξης Oxford 600 series Oxford Cryostream 700 series

Κεντράρισµα Κρυστάλλου Χειροκίνητο Χειροκίνητο 
Γωνιόµετρο Ενός Αξονα Ενός Αξονα 
Aνιχνευτής MARCCD 165 mm MARCCD 165 mm 
Ενέργεια 15.3 keV 15.3 keV 
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Πίνακας 4.4. Κρυσταλλογραφικά δεδοµένα και αποτελέσµατα του προσδιορισµού και της 

βελτιστοποίησης των κρυσταλλικών δοµών των προϊόντων εγκλεισµού d/α-CD και l/α-CD  

 
 d/α-CD l/α-CD 
Μοριακός τύπος  
Μοριακό βάρος  
Θερµοκρασία συλλογής δεδοµένων  
Μήκος κύµατος ακτινοβολίας 
Κρυσταλλικό Σύστηµα, Οµάδα χώρου  
∆ιαστάσεις κυψελίδος  
 
 
Όγκος µοναδιαίας κυψελίδας  
Ζ, Υπολογισθείσα πυκνότητα  
Συντελεστής απορρόφησης  
F(000)  
∆ιαστάσεις Κρυστάλλου  

(C10H18O).(C36H60O30)2 
2243.59 

Τ = 100(2)o Κ 
λ = 0.8015 Å 

Ορθοροµβικό, P212121 
a=13.7580(1) Å α=90.00ο 

b=24.3420(2) Å β=90.00ο 

c=30.7370(4) Å γ=90.00ο 

10293.74 (18)Å3 

4, 1.448mg*m-3 

0.132mm-1 

4626 
0.30 x 0.30 x 0.30 mm3 

(C10H18O).(C36 H60 O30)2 
2224.56 

Τ = 100(2)o Κ 
λ =0.80510 Å 

Ορθοροµβικό, P212121 
a=13.889(14) Å α=90.00(0)ο 

b=24.477(1) Å β=90.00(0)ο 

c=30.848(1) Å γ=90.00(0)ο 

10487.1(9) Å3 

4, 1.409 g*cm-1 

0.28mm-1 

4624 
0.30 x 0.30 x 0.30 mm3 

Εύρος θ(o) για συλλογή δεδοµένων  
Οριακοί δείκτες  
Συλλεγείσες ανακλάσεις/ Μοναδικές  
Πληρότητα ως προς θ(o)  

1.20 έως 23.62  
0 ≤ h≤ 13,0 ≤ k ≤ 24,0 ≤ l≤ 30 

44312/5894, R(int) = 0.082 
98.9%  

1.77 έως 29.40  
0 ≤ h≤ 15,0 ≤ k ≤ 29,0 ≤ l≤ 37  
104282/10194, R(int) = 0.046 

94.2% 
Μέθοδος βελτιστοποίησης  
 
∆εδοµένα-Περιορισµοί-Παράµετροι  
∆είκτης προσαρµογής επί του F2  
Τελικοί δείκτες R  
∆είκτες αξιοπιστίας (όλα τα δεδοµένα)  
∆ρmax, ∆ρmin 

Μέθοδος ελαχίστων 
τετραγώνων (LS) 
5894 / 37 / 828 

1.134 
R1=0.0954, wR2=0.2915 
R1=0.0963, wR2=0.2953 

0.794 και -0.544 e*Å- 

Μέθοδος ελαχίστων 
τετραγώνων (LS) 
10194 / 45 / 1318 

0.986 
R1=0.0763, wR2=0.2243 
R1=0.0768, wR2=0.2253 

1.161 και -0.653 e*Å- 
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4.2.2. Τα σύµπλοκα (d,l)-βορνεόλης/β-CD 
 

Μονοκρύσταλλοι από κάθε σύµπλοκο τοποθετήθηκαν στις γραµµές X13 και 

X11 αντίστοιχα του DESY-Ring στο EMBL του Αµβούργου και συλλέχθησαν 200 

και 220 εικόνες περίθλασης, αντίστοιχα. Ο κρύσταλλος του συµπλόκου d/β-CD 

τοποθετήθηκε σε απόσταση 72,00 mm και του l-β/CD σε απόσταση 45,00 mm από 

τον ανιχνευτή. Ο χρόνος έκθεσης του κρυστάλλου στην ακτινοβολία για κάθε εικόνα 

περίθλασης ήταν 5 και 7 sec αντίστοιχα (Πίνακας 4.5).  

Η δεικτοδότηση και τελική ολοκλήρωση των εικόνων περίθλασης έγινε µε το 

πρόγραµµα HKL2000. Η µωσαϊκότητα των κρυστάλλων προσδιορίστηκε ίση µε 0.2 

και 0.5, αντίστοιχα. Από την τελική αναγωγή των δεδοµένων προέκυψε ο 

προσδιορισµός της µοναδιαίας κυψελίδας (Πίνακας 4.5). Το κρυσταλλικό πλέγµα 

είναι µονοκλινές (C) και η οµάδα συµµετρίας χώρου C2221.  

Η οµάδα χώρου C2221 ορίζει οκτώ ασύµµετρες µονάδες και εποµένως 

υπάρχει ένα µόριο β-CD στην ασύµµετρη µονάδα.  

Η επεξεργασία των δεδοµένων για τα δυο σύµπλοκα, οδήγησε στην 

δηµιουργία των δυο αρχείων τύπου .hkl, που περιέχουν συνολικά 4093 και 4337 

ανακλάσεις αντίστοιχα. Από αυτές, οι 4027 και 4299 αντίστοιχα, είναι αρκετά 

αξιόπιστες (I>2σ(I)) 

Η διακριτότητα αυτών των κρυσταλλογραφικών δεδοµένων φτάνει τα 1.0 και 

1.04Å και η πληρότητα το 98.1 και 99.3%, αντίστοιχα. 
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Πίνακας 4.5. Κρυσταλλογραφικά δεδοµένα και αποτελέσµατα του προσδιορισµού και της 

βελτιστοποίησης των κρυσταλλικών δοµών των προϊόντων εγκλεισµού d/β-CD και l/β-CD 

 
 d/β-CD l/β-CD 
Μοριακός τύπος  
Μοριακό βάρος  
Θερµοκρασία συλλογής δεδοµένων  
Μήκος κύµατος ακτινοβολίας 
Κρυσταλλικό Σύστηµα, Οµάδα χώρου  
∆ιαστάσεις κυψελίδος  
 
 
Όγκος µοναδιαίας κυψελίδας  
Ζ, Υπολογισθείσα πυκνότητα  
Συντελεστής απορρόφησης  
F(000)  
∆ιαστάσεις Κρυστάλλου  

(C10H18O)1/2.(C42H70O35) 
1487.74 

Τ = 100(2)o Κ 
λ = 0.8015 Å 

Ορθοροµβικό, C2221 
a=19.055(1) Å α=90.00ο 

b=23.696(1) Å β=90.00ο 

c=32.357(1) Å γ=90.00ο 

14610.1(11)Å3 

8, 1.353mg*m-3 

0.122mm-1 

6131 
0.30 x 0.30 x 0.30 mm3 

(C10H18O)1/2. (C42H70O35) 
1449.51 

Τ = 100(2)o Κ 
λ = 0.816 Å 

Ορθοροµβικό, C2221 
     a=19.293(5) Å α=90.00ο 
     b=24.063(5) Å  β=90.00ο 
     c=32.873(5) Å  γ=90.00ο 

15261(6)Å3 

8, 1.262mg*cm-3 

0.113mm-1 

5966 
0.30 x 0.30 x 0.30 mm3 

Εύρος θ(0) για συλλογή δεδοµένων  
Οριακοί δείκτες  
Συλλεγείσες ανακλάσεις/ Μοναδικές  
Πληρότητα ως προς θ(0)  

1.70 έως 23.61  
0 ≤ h≤ 19,0 ≤ k ≤ 23,0 ≤ l≤32  
31209/4093, R(int) = 0.036  

98.1%  

1.71 έως 24.08  
0 ≤ h≤ 19,0 ≤ k ≤ 24,0 ≤ l≤ 32 
47875/4337, R(int) = 0.0511  

99.3% 
Μέθοδος βελτιστοποίησης  
 
∆εδοµένα-Περιορισµοί-Παράµετροι  
∆είκτης προσαρµογής επί του F2  
Τελικοί δείκτες R  
∆είκτες αξιοπιστίας (όλα τα δεδοµένα)  
∆ρmax, ∆ρmin 

Μέθοδος ελαχίστων 
τετραγώνων (LS) 
4093 / 44 / 558 

1.179 
R1=0.0996, wR2=0.2983 
R1=0.1000, wR2=0.3003 

1.000 και -0.487 e*Å- 

Μέθοδος ελαχίστων 
τετραγώνων (LS) 
4337 / 28 / 586 

1.168 
R1=0.0964, wR2=0.2957 
R1=0.0965, wR2=0.2969 
0.854 και -0.518 e*Å-3 

 
 
 
 
 

4.3. Επίλυση και βελτιστοποίηση δοµών 
 
 

Η διαδικασία επίλυσης και βελτιστοποίησης των δοµών πραγµατοποιήθηκε 

µε χρήση των προγραµµάτων DIRDIF (P.T.Beurskens et.al., 1998) και SHELXL97 

(Sheldrick, 2008) αντίστοιχα, µέσα από το πακέτο WINGX (Farrugia, 1999) για την 

πλατφόρµα των Windows. Όπως προέκυψε από τα κρυσταλλογραφικά δεδοµένα, τα 

προϊόντα εγκλεισµού της βορνεόλης σε α- και β-CD κρυσταλλώνουν µε µοναδιαίες 

κυψελίδες, που δεν έχουν αναφερθεί έως τώρα για σύµπλοκα κυκλοδεξτρινών. 

Εποµένως, δεν υπήρχε πρότυπο δοµής που θα µπορούσε να χρησιµεύσει ως αρχικό 

για να γίνει χρήση της µεθόδου ισόµορφης αντικατάστασης. Η λήψη του αρχικού 

προτύπου δοµής έγινε τελικά µε µοριακή αντικατάσταση στο χώρο Patterson µε τη 

χρήση του προγράµµατος DIRDIF. 
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Οι σχετικές ατοµικές θέσεις για το µοριακό µοντέλο της α-κυκλοδεξτρίνης 

ελήφθησαν από το µόριο ξενιστή του προϊόντος εγκλεισµού isosorbide dinitrate σε 

διµερές α-κυκλοδεξτρίνης (Harata & Kawano, 2002) και για της β-CD από το µόριο 

ξενιστή του προϊόντος εγκλεισµού 4-tert-butylbenzylalcohol σε διµερές β-CD 

(Mentzafos et al., 1991).  

Οι δοµές βελτιστοποιήθηκαν µε την µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων 

(χρήση των F2) µε το πρόγραµµα SHELXL97 από την πλατφόρµα WINGX. Η αρχική 

λύση µε το πρόγραµµα DIRDIF έδωσε τις συντεταγµένες των µακροκύκλων των 

CDs, εκτός από τα άτοµα των πρωτοταγών και δευτεροταγών υδροξυλοµάδων. 

Επίσης, των d,l/α-CD αποκαλύφθηκε µια από τις δυο ή τρεις θέσεις κατάληψης των 

ξενιζόµενων µορίων, ενώ στην περίπτωση των d,l/β-CD φάνηκε µόνο µέρος των 

εξωτερικών θέσεων των εγκλεισµένων µορίων στο σχηµατισθέν διµερές των β-CD. 

Τα υπόλοιπα άτοµα των κυκλοδεξτρινών, των ξενιζόµενων µορίων και των µορίων 

νερού και εντοπίστηκαν µε διαφορικούς χάρτες ηλεκτρονιακής πυκνότητας (∆ρ). Οι 

θέσεις των υδρογόνων στα πρωτοταγή, δευτεροταγή και τριτοταγή άτοµα άνθρακα 

των ξενιστών τοποθετήθηκαν υπολογιστικά στις κατάλληλες θέσεις και ο 

συντελεστής θερµικής κίνησης ορίστηκε στην τιµή 1.2 Uiso επί των αντίστοιχων 

θερµικών συντελεστών των ατόµων C µε τους οποίους συνδέονται. 

Ο αριθµός των παρατηρούµενων ανακλάσεων δεν ήταν ικανοποιητικός για να 

µας επιτρέψει να θεωρήσουµε όλα τα µη υδρογονικά άτοµα ως ανισοτροπικά. Έτσι, 

µόνο ορισµένα µη αποδιατεταγµένα άτοµα των ξενιστών θεωρήθηκαν ανισοτροπικά 

κατά τη διαδικασία της βελτιστοποίησης. Τέλος, 5 (d/α-CD), 8 (l/α-CD), 8 (d/β-CD) 

και 5 (l/β-CD) ανακλάσεις που παρουσιάζουν χαµηλή συµφωνία µε το µοντέλο 

αποκλείστηκαν κατά τους τελικούς κύκλους βελτιστοποίησης.           
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4.4. Αποτελέσµατα 
 

 
4.4.1. ∆οµικός χαρακτηρισµός των συµπλόκων (d,l)-Βορνεόλης/ a-CD 
 

4.4.1.α.Περιγραφή των δοµών 
 

Οι δοµές των συµπλόκων (d,l)-βορνεόλης/a-CD εµφανίζουν οµοιότητες µε 

εκείνες των (d,l)-καµφοράς/a-CD (Kokkinou et al., 2010). Η ασύµµετρη µονάδα 

περιέχει δυο a-CD µόρια ξενιστές (ΜόριοA και ΜόριοB) τοποθετηµένα σε 

προσανατολισµό κεφαλής-κεφαλής και συνδεδεµένα µε δεσµούς Η µεταξύ των O3n-

H υδροξυλοµάδων, σχηµατίζοντας διµερή. Ένα µόριο d-βορνεόλης, αποδιατεταγµένο 

σε δυο θέσεις dA και dB (µε αριθµούς κατάληψης 0.80 και 0.20 αντίστοιχα) είναι 

τοποθετηµένο µέσα στην κοιλότητα του διµερούς. Όσον αφορά το σύµπλοκο l/αCD, 

ένα µόριο l-βορνεόλης, αποδιατεταγµένο σε τρεις θέσεις lA, lB και lC, µε αριθµούς 

κατάληψης 0.60, 0.20 και 0.20, βρίσκεται επίσης στην κοιλότητα του διµερούς. Έτσι, 

η στοιχειοµετρία ξενιστή προς ξενιζόµενο µόριο και στις δυο περιπτώσεις είναι 2:1. 

Επιπροσθέτως, στις ασύµµετρες µονάδες των συµπλόκων d/aCD και l/aCD βρέθηκαν 

13.4 και 12.3 µόρια νερού αντίστοιχα, αποδιατεταγµένα σε 27 και 29 θέσεις.  

Τα µόρια της βορνεόλης εντοπίζονται στο µεσοδιάστηµα των διµερών µεταξύ 

των µέσων επιπέδων που σχηµατίζουν τα O4nA και O4nB άτοµα των γλυκοζιτικών 

µονάδων των κυκλοδεξτρινών. Τόσο η υδροξυλοµάδα της βορνεόλης (σε όλες τις 

περιπτώσεις), όπως και το άτοµο C9 της µεθυλοµάδας είναι προσανατολισµένα προς 

τους «αντίθετους πόλους» του διµερούς, ενώ τα C8 και C10 άτοµα της µεθυλοµάδας 

προς τον «ισηµερινό» του. Τα υδροξύλια των ξενιζόµενων µορίων είναι 

τοποθετηµένα προς το µέσο επίπεδο των O4nA (σχήµα 4.3.α. και β.) εκτός από την 

περίπτωση που η ξενιζόµενη l-βορνεόλη καταλαµβάνει την lB θέση και το υδροξύλιό 

της βρίσκεται πλησιέστερα του µέσου επιπέδου των O4nB (σχήµα 4.3.γ). Τα άτοµα 

της βορνεόλης στην θέση lB χαρακτηρίζονται από τις υψηλές τιµές θερµικών 

παραγόντων συγκριτικά µε αυτές των αντιστοίχων ατόµων για τις θέσεις lA και lC. 

Τα άτοµα οξυγόνου των υδροξυλοµάδων των αποδιατεταγµένων ξενιζόµενων µορίων 

του συµπλόκου d/aCD βρίσκονται σε απόσταση 0.664(3) Å (OA) ή 0.717(3) Å (OB) 

από το µέσο επίπεδο των O4nA και τα άτοµα του C9 των µεθυλοµάδων σε απόσταση 

1.429(3) Å (C9A) και 1.374(3) Å (C9B) από το µέσο επίπεδο των ατόµων O4nB. Το 

άτοµο οξυγόνου της υδροξυλοµάδας της βορνεόλης στις θέσεις lA και lC του 
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συµπλόκου l/aCD εντοπίζεται σε απόσταση 0.6662(17) Å (OA) και 1.6052(15) Å 

(OC) από το επίπεδο των O4nA και της θέσης lB σε απόσταση 0.7859(17) Å (OB) 

από αυτό των O4nB. Το C9 άτοµο βρίσκεται σε απόσταση 1.5791(14) Å (C9A) και 

0.762 Å (C9C) από το επίπεδο των O4nB ατόµων ή 1.5097(15) Å (C9B) από εκείνο 

των O4nA. Το άτοµο C8 στην lA θέση είναι µακριά από το επίπεδο των O4nB 

3.4350(17) Å, ενώ στην lC άτοµο είναι σε απόσταση 1.0985(15) Å από αυτό. Έτσι, ο 

προσανατολισµός των θέσεων lA και lC µέσα στην κοιλότητα είναι τελείως 

διαφορετικός.  

 Ένα µόριο νερού βρίσκεται στην πρωτοταγή πλευρά του µορίου ξενιστή Α και 

στα δυο σύµπλοκα. Εντοπίζεται µεταξύ των επιπέδων που σχηµατίζουν τα άτοµα 

C6nA και O4nA σε απόσταση 0.80(2) Å και 1.92(2) Å αντίστοιχα στο σύµπλοκο 

d/aCD και 0.69(2) Å και 2.04(2) Å αντίστοιχα στο σύµπλοκο l/aCD. Αυτό το µόριο 

νερού (που το ονοµάζουµε OW10) σχηµατίζει δεσµό υδρογόνου µε το υδροξύλιο OA 

και OB των θέσεων dA και dB του συµπλόκου d/a-CD [αποστάσεις OA…OW10 = 

2.86(2) Å, OB… OW10 = 2.75(2) Å; γωνίες C2A-OA… OW10 = 106.9(4)°, C2B-

OB… OW10 = 112.7(5)°] (Σχήµα 4.3.α.). Στην περίπτωση του l/a-CD συµπλόκου, 

µόνο το υδροξύλιο της θέσης lA της βορνεόλης σχηµατίζει υδρογονικό δεσµό µε το 

µόριο νερού (που το ονοµάζουµε OW17) [απόσταση OA…OW17 = 2.83(2) Å; γωνία 

C2A-OA…OW17 = 114.9(4)°]. Επιπλέον, στο συµπλόκου l/a-CD, αυτό το µόριο 

νερού σχηµατίζει υδρογονικό δεσµό µε ένα πρωτοταγές υδροξύλιο ξενιστή Α  

[απόσταση O64C…OW17 = 3.05(3) Å; γωνία C64C-O64C…OW17 = 103.1(10)°] 

(Σχήµα 4.3.β.). Η υδροξυλοµάδα της lA θέσης σχηµατίζει επίσης υδρογονικό δεσµό 

µε το άτοµο O44A της γλυκοζιτικής µονάδας [απόσταση  OA…O44A = 3.016(4) Å; 

γωνίες C2A-OA…O44A = 129.70(7)°, C44A-O44A…OA = 111.5(3)°] (Σχήµα 

4.3.γ.). 
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(α) 

 

 

(β)        (γ) 
 

Σχήµα 4.3. Σχηµατική απεικόνιση των διµερών d- και l-βορνεόλης σε α-CD α. Οι υδροξυλοµάδες της 

dA (κυανό χρώµα) και  dB (πράσινο χρώµα) θέσης της d-βορνεόλης είναι τοποθετηµένες προς το µέσο 

επίπεδο των O4nA και σχηµατίζουν Η-δεσµό µε ένα µόριο νερού β. οι υδροξυλοµάδες της lA (κυανό 

χρώµα) και lC (κίτρινο χρώµα) θέσης της l-βορνεόλης είναι τοποθετηµένες προς το µέσο επίπεδο των 

O4nA και γ. η υδροξυλοµάδα της lB (πράσινο χρώµα) θέσης της S-βορνεόλης βορνεόλης είναι 

τοποθετηµένη προς το µέσο επίπεδο των O4nΒ 
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4.4.1.β. ∆ιαµόρφωση των µορίων ξενιστών 
 

Στον πίνακα 4.6. δίνονται τα γεωµετρικά χαρακτηριστικά, που καθορίζουν την 

διαµόρφωση των µορίων της κυκλοδεξτρίνης. Από τον πίνακα προκύπτει πως η 

διαµόρφωση των µορίων της και στα δυο σύµπλοκα των a-CD είναι παρόµοια. Τα 

άτοµα O4n των γλυκοζιτικών µονάδων είναι περίπου συνεπίπεδα µε διακύµανση 

0.129 Å, και σχηµατίζουν προσεγγιστικά ένα κανονικό εξάγωνο. Εποµένως, ο 

µακρόκυκλος της α-CD δεν παρουσιάζει σηµαντική παραµόρφωση, πράγµα που ήταν 

αναµενόµενο δεδοµένου του µεγέθους και του σχήµατος του ξενιζόµενου µορίου της 

βορνεόλης.  

 Στην περίπτωση του συµπλόκου d/a-CD, τρεις πρωτοταγείς υδροξυλοµάδες 

των δυο µορίων ξενιστών είναι αποδιατεταγµένες σε δυο θέσεις. Στο σύµπλοκο l/a-

CD δυο πρωτοταγείς υδροξυλοµάδες στον ξενιστή A και τρεις στον ξενιστή B είναι 

αποδιατεταγµένες σε δυο θέσεις. Επίσης, ακόµη δυο πρωτοταγείς υδροξυλοµάδες 

στον ξενιστή A είναι αποδιατεταγµένες σε τρεις θέσεις. Περισσότερες από τις µισές 

υδροξυλοµάδες έχουν την gauche-trans διαµόρφωση µε κατεύθυνση προς το 

εσωτερικό της κοιλότητας, ενώ οι υπόλοιπες έχοντας την gauche-gauche 

διαµόρφωση είναι τοποθετηµένες προς το εξωτερικό τµήµα αυτής (Πίνακας 4.6.). 

Παρόµοια διαµόρφωση παρατηρήθηκε και στο σύµπλοκο καµφορά/α-CD (Kokkinou 

et al., 2010). Αποδιατεταγµένα επίσης είναι τα άτοµα C64 και C65 των δυο 

υδροξυλοµάδων και στα δυο µόρια ξενιστές.  

 

4.4.1.γ. Η κρυσταλλική µοριακή διευθέτηση 
 

Το σύµπλοκο κρυσταλλώνει σε οµάδα χώρου P212121. Τα διµερή σχηµατίζουν 

στρώσεις παράλληλες στο ab επίπεδο. Οι στρώσεις συνδέονται µε άξονα 

περιστροφής δευτέρας τάξης, τον a-άξονα (Σχήµα 4.4.α.). Ο µοριακός άξονας των 

διµερών σχηµατίζει γωνία 9.09° (d/aCD) ή 9.04º (l/aCD) µε τον c-άξονα. Η 

απόσταση των προβολών των κέντρων των διµερών µιας στρώσης από το ab επίπεδο 

είναι 5.85 Å (d/aCD) ή 5.98 Å (l/aCD). Εποµένως, η διάταξη των διµερών 

χαρακτηρίζεται ως τύπου σκακιέρας, όπως δηλαδή και εκείνο των διµερών της β-CD 

σε σύµπλοκο µε 4-tert-butylbenzylalcohol (Mentzafos et al., 1991), που 

κρυσταλλώνει σε οµάδα χώρου C2221, αν και η µετατόπιση των διµερών σε δυο 
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διαδοχικές στρώσεις είναι σηµαντικά µικρότερη από την µέση τιµή που παρατηρείται 

στην συγκεκριµένη δοµή (8.7 Å). (Σχήµα 4.4.β.). Η µικρότερη µετατόπιση µπορεί να 

αποδοθεί στις µικρότερες διαστάσεις της a-CD σε σχέση µε την  β-CD. Παρόµοια 

µοριακή διευθέτηση παρατηρείται στο σύµπλοκο καµφορά/α-CD.  

 
(α) 

 
(β) 

 
Σχήµα 4.4.α. Η κρυσταλλική διευθέτηση των συµπλόκων d/α-CD κατά µήκος του άξονα c β. Η 

κρυσταλλική διευθέτηση των διµερών των συµπλόκων d/α-CD χαρακτηρίζεται ως τύπου σκακιέρας 

c 
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4.4.2. ∆οµικός χαρακτηρισµός των συµπλόκων (d,l)-Βορνεόλης/ β-CD 
 

4.4.2.α.  Περιγραφή των δοµών 
 

Τα σύµπλοκα d/β−CD και l/β−CD κρυσταλλώνουν σε οµάδα χώρου C2221. 

Και στις δύο περιπτώσεις η ασύµµετρη µονάδα περιέχει ένα µόριο ξενιστή, ενώ µόρια 

d- ή l-βορνεόλης βρίσκονται στην περιοχή των πρωτοταγών υδοξυλίων της β-CD µε 

αριθµό κατάληψης 1.0 (τα ονοµάζουµε dA για το d/β-CD και lA για το l/β-CD) και 

στην περιοχή των δευτεροταγών υδροξυλίων µε αριθµό κατάληψης 0.5. Στο 

σύµπλοκο d/β−CD το ξενιζόµενο µόριο στην περιοχή των δευτεροταγών 

υδροξυλοµάδων βρίσκεται αποδιατεταγµένο σε δυο θέσεις, dB και dC, µε αριθµό 

κατάληψης 0.20 και 0.30, αντίστοιχα ενώ στο σύµπλοκο l/β−CD, το αντίστοιχο µόριο 

lB, δεν είναι αποδιατεταγµένο. Η ασύµµετρη µονάδα περιέχει επίσης, 10.8 (d/β−CD) 

ή 8.6 (l/β−CD) µόρια νερού διασκορπισµένα σε 13 ή 12 θέσεις, αντίστοιχα, στον 

ελεύθερο χώρο γύρω από τους ξενιστές.  

∆υο µόρια ξενιστές, που σχετίζονται µέσω κρυσταλλογραφικής συµµετρίας, 

σχηµατίζουν διµερές τύπου κεφαλής-κεφαλής µέσω Η-δεσµών µεταξύ των 

O3n…O'3(8-n). Σύµφωνα µε τα παραπάνω, η στοιχειοµετρία ξενιστή:ξενιζοµένου 

στο διµερές είναι 2:3 και στις δυο περιπτώσεις (Σχήµα 4.5.α και β.).  

Τα ξενιζόµενα µόρια της d- ή της l-βορνεόλης που καταλαµβάνουν τις θέσεις 

dA ή lA αντίστοιχα, προς την πλευρά των πρωτοταγών υδροξυλίων των β-CD, 

βρίσκονται έξω από την κοιλότητα του διµερούς (Σχήµα 4.5.α. και β.) και 

διευθετούνται ως ακολούθως: Η υδροξυλοµάδα της d-βορνεόλης που βρίσκεται στην 

dA θέση, σχηµατίζει Η-δεσµούς: (i) µε µόριο νερού (που το ονοµάζουµε OW4) στο 

χώρο µεταξύ των β-CD διµερών [απόσταση OA…OW4 = 2.716(10) Å και γωνία 

C2A-OA…OW4 = 118.4(6)º] και (ii) µε µια υδροξυλοµάδα της πρωτοταγούς 

πλευράς ενός γειτονικού διµερούς [απόσταση OA…O66 = 2.727(10) Å; γωνίες C2A-

OA…O66 = 118.7(6)º, OA…O66-C66 = 126.9(6)º]. Το OW4 επίσης συνδέεται µε 

υδρογονικό δεσµό µε πρωτοταγή υδροξυλοµάδα που ανήκει σε β-CD γειτονικού 

µορίου [απόσταση O64…OW4 = 2.734(10) Å; γωνία C64-O64…OW4 = 122.2(5)º] 

(Σχήµα 4.6.α.). Οµοίως, η υδροξυλοµάδα της lA σχηµατίζει τους ακόλουθους 

δεσµούς υδρογόνου: (i) µε µόριο νερού (που το ονοµάζουµε OW2) στο χώρο µεταξύ 

των β-CD διµερών [απόσταση OA…OW2 = 2.769(14) Å; γωνία C2A-OA…OW2 = 
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125.5(9)º], το οποίο µε τη σειρά του συνδέεται µε Η-δεσµό µε πρωτοταγή 

υδροξυλοµάδα ξενιστή γειτονικού διµερούς [απόσταση O65…OW2 = 2.758(13) Å; 

γωνία C65-O65…OW2 = 119.7(6)º],  και (ii) µε πρωτοταγή υδροξυλοµάδα ξενιστή 

γειτονικού διµερούς [απόσταση OA…O67 = 2.723(12) Å; γωνία C2A-OA…O67 = 

109.1(9)º, C67-O67…OA = 125.2(7)º] (Σχήµα 4.6.β.). Με αυτόν τον τρόπο τα 

ξενιζόµενα µόρια d- ή l-βορνεόλης που βρίσκονται έξω από την κοιλότητα του 

διµερούς (θέσεις dA ή lΑ), συµµετέχουν άµεσα (µέσω των υδρογονικών δεσµών που 

σχηµατίζουν µε τα γειτονικά διµερή) ή έµµεσα (µέσω του δικτύου των Η-δεσµών των 

µορίων νερού στο χώρο µεταξύ των διµερών) στη µοριακή διευθέτηση των υπό 

εξέταση συµπλόκων στον κρύσταλλο. 

Τα ξενιζόµενα µόρια της d- ή της l-βορνεόλης που καταλαµβάνουν τις θέσεις 

dB, dC ή lB αντίστοιχα, βρίσκονται εγκλεισµένα στο µεσοδιάστηµα της 

σχηµατιζόµενης κοιλότητας των διµερών (Σχήµα 4.5.α. και β.). Η απόσταση του 

κεντροµερούς του εγκλεισµένου µορίου από το µέσο επίπεδο Ο4n της β-CD 

υπολογίζεται (4.286 Å) και (4.559 Å)  για τις θέσεις dB και dC αντίστοιχα του 

συµπλόκου d/β-CD και  (4.167 Å) για τη θέση lB του συµπλόκου l/β-CD. Στην 

περίπτωση του d/β-CD συµπλόκου, το εγκλεισµένο µόριο της d-βορνεόλης που 

καταλαµβάνει τη θέση dB ή τη θέση dC, προσανατολίζεται έτσι ώστε η 

υδροξυλοµάδα του και αντιδιαµετρικά τα άτοµα C8 και C9 των αντίστοιχων 

µεθυλοµάδων του να διευθετούνται προς τον “ισηµερινό” του διµερούς ενώ το άτοµο 

C10 της αντίστοιχης µεθυλοµάδας  προς τον “πόλο” (Σχήµα 4.5.α..). Στην περίπτωση 

του l/β-CD συµπλόκου, αν και το µόριο της l-βορνεόλης βρίσκεται εγκλεισµένο στο 

ίδιο περίπου “βάθος” της υδρόφοβης κοιλότητας της β-CD (θέση lB) διαφοροποείται 

σε σχέση µε τις θέσεις lB και lC, ως προς τον προσανατολισµό του µέσα στην 

κοιλότητα του σχηµατισµένου διµερούς των β-CDs. Συγκεκριµένα, η l-βορνεόλη στη 

θέση lB φαίνεται να έχει στραφεί σηµαντικά  σε σχέση µε την d-βορνεόλη στις θέσεις 

dB και dC, και να προσανατολίζεται έτσι ώστε η υδροξυλοµάδα του να διευθετείται 

προς τον “πόλο” του διµερούς σχηµατίζοντας γωνία περίπου 51° µε το µοριακό 

άξονα της β-CD ενώ το άτοµο C10 της αντίστοιχης µεθυλοµάδας διευθετείται προς 

τον “ισηµερινό” (σχήµα 4.5.α. και β.). 
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(α) 

 
(β) 

Σχήµα 4.5. Σχηµατική απεικόνιση των διµερών d- και l-βορνεόλης σε β-CD α. Η θέση dA (κυανό 

χρώµα) εντοπίζεται εκτός της κοιλότητας του διµερούς, ενώ οι θέσεις dB (πράσινο χρώµα) και dC 

(κίτρινο χρώµα) της d-βορνεόλης εντός β. Η θέση lA (κυανό χρώµα) εντοπίζεται εκτός της κοιλότητας 

του διµερούς, ενώ η lB (πράσινο χρώµα) της l-βορνεόλης εντός 
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(α) 

 
(β) 

Σχήµα 4.6.α. Η υδροξυλοµάδα της dA θέσης σχηµατίζει δεσµούς υδρογόνου µε το µόριο νερού OW4 

και το Ο66 µε γειτονικής β-CD β. Η υδροξυλοµάδα της lA σχηµατίζει δεσµούς υδρογόνου µε το µόριο 

νερού OW2 και το Ο67 µε γειτονικής β-CD. Η εικόνα δηµιουργήθηκε µε το πρόγραµµα Mercury 

(Macrae et al., 2008). 
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4.4.2.β. ∆ιαµόρφωση των µορίων ξενιστών 
 

Τα O4n άτοµα της β-CD και στα δυο σύµπλοκα σχηµατίζουν σχεδόν κανονικά 

επτάγωνα, µε την απόσταση του κάθε O4n ατόµου από το κεντροµερές τους να 

διαφέρει ελάχιστα. Επιπλέον, τα O4n των β-CD είναι σχεδόν συνεπίπεδα και στις δυο 

περιπτώσεις αφού η µεγαλύτερη απόσταση από το µέσο τους επίπεδο είναι 0.057 Ǻ. 

Εποµένως, µπορούµε να πούµε ότι η διαµόρφωση των ξενιστών στα υπό µελέτη 

σύµπλοκα δεν έχουν υποστεί σηµαντική παραµόρφωση, γεγονός που αποδίδεται στο 

σχήµα και µέγεθος των ξενιζόµενων µορίων. 

Μόνο µια πρωτοταγής υδροξυλοµάδα είναι αποδιατεταγµένη και όλες οι 

υδροξυλοµάδες υιοθετούν την gauche-gauche διαµόρφωση και είναι τοποθετηµένες 

προς το εξωτερικό της κοιλότητας του ξενιστή. Αυτό το χαρακτηριστικό είναι σπάνιο 

στα σύµπλοκα της β-CD και συνδέεται µε την διευθέτηση των µεθυλοµάδων (άτοµα 

C8 και C9) στην περιοχή των πρωτοταγών υδροξυλίων, αλλά και τη συνολική 

διευθέτηση του ξενιζόµενου µορίου, που καταλαµβάνει τις θέσεις dA και lA. Αυτές 

οι θέσεις εντοπίζονται εκτός της κοιλότητας της β-CD προς το πρωτοταγές άκρο. 

 
 
4.4.2.γ. Η κρυσταλλική µοριακή διευθέτηση 
 

Η µοριακή διευθέτηση και των δυο δοµών είναι τύπου σκακιέρας (Σχήµα 

4.7.α. και β.), όπως σε όλα τα διµερή σύµπλοκα της β-CD που κρυσταλλώνουν σε 

οµάδα χώρου C2221. Τα διµερή των συµπλόκων φτιάχνουν ψευδο-κεντρικά 

παραµορφωµένα εξάγωνα σε στρώσεις, που συνδέονται µε τον b-άξονα και 

τοποθετούνται κατά µήκος του c-άξονα. Τα στρώµατα των διµερών δεν είναι 

παράλληλα µε τα επίπεδα των O4n ατόµων των διπλανών στρωµάτων, αλλά 

σχηµατίζουν γωνίες 20.81˚ (d/β−CD) ή 20.28˚ (l/β−CD). Οι προβολές των 

κεντροµερών δυο γειτονικών διµερών τοποθετηµένων κατά µήκος του c-άξονα στο 

ab επίπεδο των δυο δοµών είναι παρόµοιες 8.95 Å (d/β−CD) και 8.94 Å (l/β−CD), 

και λίγο µεγαλύτερες από την µέση τιµή εκείνων των προβολών που παρατηρούνται 

στην µοριακή διευθέτηση τύπου σκακιέρας. Η τελευταία σταθεροποιείται µε Η-

δεσµούς που ενώνουν τα ξενιζόµενα µόρια εκτός της κοιλότητας µε τα µόρια του 

ξενιστή στο γειτονικό διµερές κατά µήκος του c-άξονα. Ξενιστές και ξενιζόµενα 

µόρια συνδέονται άµεσα µέσω υδρογονικών δεσµών ή µέσω µορίων νερού που 

παρεµβάλλονται (Σχήµα 4.6.). Παρόµοιο δίκτυο Η-δεσµών που συνδέει το 
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ξενιζόµενο µόριο µε το γειτονικό µόριο ξενιστή έχει επίσης παρατηρηθεί στην 

κρυσταλλική δοµή του συµπλόκου 4-tert-butylbenzyl alcohol/β-CD. Ο πίνακας 4.7. 

δίνει συνοπτικά την διαµόρφωση των µορίων ξενιστών στα σύµπλοκα της βορνεόλης 

µε την β-CD.   

 

(α) 
 
 
 
 

 
(β) 

 
Σχήµα 4.7.α. Η κρυσταλλική διευθέτηση των συµπλόκων d/β-CD κατά µήκος του άξονα c β. Η 

κρυσταλλική διευθέτηση των διµερών των συµπλόκων d/β-CD χαρακτηρίζεται ως τύπου σκακιέρας. 

c 
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Πίνακας 4.6. ∆ιαµόρφωση των µορίων ξενιστών στα σύµπλοκα της βορνεόλης µε την a-CD   
 

 
Γλυκοζιτική 

µονάδα  

 
n=1 

 
n=2 

 
n=3 

 
n=4 

 
n=5 

 
n=6 

 
d/α-CD 

 

Μόριο A       

 
DK(Å) 

 
4.31 

 
4.49 

 
4.54 

 
3.90 

 
4.87 

 
4.36 

D(Å) 4.27 4.26 4.13 4.32 4.15 4.19 

Φh(º) 124.6 121.2 114.3 123.9 121.4 114.6 

d (Å) 0.007 (4) -0.020 (4) 0.012 (4) 0.008 (4) -0.021 (4) 0.013 (4) 

τ (º) 13.75 (13) 13.05 (14) 13.37 (16) 11.3 (3) 15.7 (4) 12.2 (2 ) 

t (º) 81.6 (11) a 
52.7 (17) b 

-55.6 (10) 68.6 (10) 67.7 (10) 96.7 (16) a 
-49.3 (17) b 

-49.5 (11) a 
-82.6 (13) b 

C gt 
gt 
 

gg gt gt gt 
gg 

gg 
gg 

Μόριο B       

 
DK(Å) 

 
4.12 

 
4.28 

 
4.32 

 
4.11 

 
4.33 

 
4.28 

D(Å) 4.29 4.14 4.33 4.23 4.24 4.22 

Φh(º) 122.8 119.2 117.4 124.0 117.1 119.1 

d (Å) 0.028 (4) 0.094 (4) -0.129 (4) 0.047 (4) 0.072 (4) -0.110 (4) 

τ (º) 13.6 (3) 12.3 (2) 15.85 (15) 14.72 (13) 14.16 (19) 15.1 (3(4)) 

t (º) -62.9 (11) 74.9 (13) 
 

64.6 (11) a 
-71.3 (12) b 

-60.4 (10) 68 (2) a 
-62.3 (11) b 

71.6 (12) a 
-70.9 (14) b 

C gg gt 
 
 

gt 
gg 

gg gt 
gg 

gt 
gg 
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Γλυκοζιτική 

µονάδα  

 
n=1 

 
n=2 

 
n=3 

 
n=4 

 
n=5 

 
n=6 

 
l/a-CD 

 

Μόριο A       

 
DK(Å) 

 
4.22 

 
4.43 

 
4.14 

 
4.20 

 
4.45 

 
4.10 

D(Å) 4.28 4.14 4.43 4.14 4.27 4.28 

Φh(º) 120.3 115.7 123.1 121.8 114.4 124.7 

d (Å) -0.014 (2) 0.021 (2) -0.002 (2) -0.018 (2) 0.025 (3) 0.009 (3) 

τ (º) 13.06 (10) 10.94 (11) 12.90 (17) 15.7 (2) 12.22 (13) 14.38 (10) 

t (º) -55.3 (6) 64.5 (7) 73.5 (6) a 
65.4 (7) b 

-57.5 (12) a 
-35.8 (17) b 
80.1 (18) c 

-53.7 (8) a 
-62 (2) b 

 

81.1 (8) a 
-59.2 (19) b 
61.4 (14) c 

C gg gt gt 
gt 

gg 
gg 
gt 

gg 
gg 

 

gt 
gg 
gt 

Μόριο B       

 
DK(Å) 

 
4.35 

 
4.33 

 
4.15 

 
4.29 

 
4.36 

 
4.13 

D(Å) 4.29 4.25 4.32 4.19 4.35 4.26 

Φh(º) 117.5 118.4 122.9 119.7 116.8 124.3 

d (Å) 0.079 (2) -0.111 (2) 0.027 (2) 0.090 (2) -0.120 (2) 0.035 (2) 

τ (º) 14.47 (11) 15.2 (19) 13.76 (19) 12.07 (12) 15.27 (08) 13.75 (07) 

t (º) -64.8 (7) 68.3 (8) a 
-71.2 (7) b 

 

-63.1 (6) 
 

69.8 (8) a 
-62.5 (18) b 

72.0 (10) a 
-72.6 (10) b 

-62.8 (6) 

C gg gt 
gg 

 

gg gt 
gg 

gt 
gg 

 

gg 

 
 
DK = K…O4n; D = O4n…O4(n+1) αποστάσεις; Φh = O4(n-1)…O4n…O4(n+1) γωνίες; d = αποκλίσεις 

των O4n ατόµων από το µέσο επίπεδο ελαχίστων τετραγώνων; τ = κλίση των γωνιών µεταξύ του 

µέσου επιπέδου των ατόµων O4n και του µέσου επιπέδου των ατόµων O4(n-1), C1n, C4n, O4n; γωνίες 

συστροφής t = O5n-C5n-C6n-O6n, C = διαµόρφωση πρωτοταγών υδροξυλοµάδων 
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Πίνακας 4.7. ∆ιαµόρφωση των µορίων ξενιστών στα σύµπλοκα της βορνεόλης µε την β-CD  

 
Γλυκοζιτική 

µονάδα 

 
n=1 

 
n=2 

 
n=3 

 
n=4 

 
n=5 

 
n=6 

 
n=7 

 
d/β-CD 

 

 
DK(Å) 

 
5.061 

 
4.950 

 
4.943 

 
5.057 

 
4.970 

 
4.969 

 

 
4.958 

D(Å) 4.292 4.386 4.299 4.315 4.320 4.319 4.346 

Φh(º) 126.33 129.53 129.70 126.29 130.20 127.97 129.86 

d (Å) 0.057 

(5) 

-0.023 (4) -0.008 (4) -0.013 (4) 0.044 (4) -0.022 (4) -0.036 (4) 

τ (º) 8.9 (3) 6.1 (3) 12.28 (19) 9.68 (13) 9.08 (17) 5.19 (09) 2.59 (14) 

t (º) -54.2 

(9) 

-67.3 (9) -73.8 (9) -64.7 (9) -65.9 (10) -64.2 (9) -62.4 (9) 

C gg gg gg gg gg gg gg 

 
l/β-CD 

 

 
DK(Å) 

 
4.998 

 
5.164 

 
4.974 

 
4.967 

 
5.128 

 
5.027 

 
4.996 

 
D(Å) 4.384 4.319 4.463 4.295 4.390 4.357 4.391 

Φh(º) 130.39 125.02 130.02  130.19 126.10 129.44 128.57 

d (Å) 0.016 

(4) 

-0.025 (5) 0.014 (4) -0.002 (4) 0.004 (4) -0.015 (4) 0.006  (4) 

τ (º) 4.19 

(14) 

9.1 (3) 7.1 (3) 11.20 (19) 9.51 (13) 10.59 (16) 5.05 (9) 

t (º) -68.2 

(8) 

-49.7 (10) 

-57.7 (14) 

65.0 (9) 
-71.1 (11) 

-64.2 (9) -69.0 (10) -62.2 (10) 

C gg gg 

gg 

gg gg gg gg gg 

 

DK = K…O4n; D = O4n…O4(n+1) αποστάσεις; Φh = O4(n-1)…O4n…O4(n+1) γωνίες; d = αποκλίσεις 

των O4n ατόµων από το µέσο επίπεδο ελαχίστων τετραγώνων; τ = κλίση των γωνιών µεταξύ του 
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µέσου επιπέδου των ατόµων O4n και του µέσου επιπέδου των ατόµων O4(n-1), C1n, C4n, O4n; γωνίες 

συστροφής t = O5n-C5n-C6n-O6n, C = διαµόρφωση πρωτοταγών υδροξυλοµάδων 
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4.5. Συζήτηση  
 

4.5.1. Συµπεράσµατα   
 

Από την κρυσταλλογραφική ανάλυση που προηγήθηκε, παρατηρούµε αρχικά, 

ότι δεν υπάρχουν σηµαντικές διαφοροποιήσεις στη διαµόρφωση των µορίων 

ξενιστών στα σύµπλοκα µε διαφορετικό ξενιζόµενο εναντιοµερές της βορνεόλης. Το 

γεγονός αυτό είναι αναµενόµενο καθώς στις περισσότερες µελέτες εγκλεισµού 

εναντιοµερών σε φυσικές κυκλοδεξτρίνες παρατηρείται ασθενής διαφοροποίηση 

(Grandeury et al., 2003) (Grandeury et al., 2007) εξαιτίας της ακαµψίας των µορίων-

ξενιστών που οφείλεται µε την σειρά της στο ενδοµοριακό δίκτυο δεσµών υδρογόνου. 

Η πιθανότητα να προσαρµόσουν τη διαµόρφωσή τους οι σχετικά άκαµπτες φυσικές 

κυκλοδεξτρίνες έτσι ώστε να δηµιουργηθεί το κατάλληλο ταίριασµα (induced-fit) µε 

το  ξενιζόµενο µόριο, είναι µικρή. Για αυτό το λόγο στην προσπάθεια να ενισχυθεί η 

διαφοροποίηση τέτοιων συµπλόκων εναντιοµερών χρησιµοποιούνται κατάλληλα 

τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες (Voskuhl et al., 2011)(Y. Liu et al., 2007)(Su et al., 

2012) (Grandeury et al., 2007) 

Όσον αφορά τα σύµπλοκα των εναντιοµερών της βορνεόλης σε α-CD, 

παρατηρείται η ίδια γεωµετρία εγκλεισµού και η ίδια κρυσταλλική µοριακή 

διευθέτηση. Συγκεκριµένα και στις δύο περιπτώσεις (d/α-CD και l/α-CD) 

σχηµατίζεται διµερές α-CD τύπου κεφαλής-κεφαλής, στου οποίου τη σχηµατιζόµενη 

κοιλότητα εγκλείεται ένα ξενιζόµενο µόριο (2:1 στοιχειοµετρία ξενιστή:ξενιζοµένου). 

Η κρυσταλλική µοριακή διευθέτηση χαρακτηρίζεται ως τύπου «σκακιέρας» αν και οι 

αποστάσεις των προβολών των κεντροµερών των διµερών από δυο διαδοχικές 

στρώσεις στο ab επίπεδο είναι πολύ µικρότερες σε σύγκριση µε εκείνες των 

συµπλόκων των β-CD, στις οποίες αναφέρεται ο συγκεκριµένος τύπος κρυσταλλικής 

µοριακής διευθέτησης (Mentzafos et al., 1991). Παρόµοια γεωµετρία εγκλεισµού και 

κρυσταλλική µοριακή διευθέτηση παρατηρείται και στα σύµπλοκά των εναντιοµερών 

της καµφοράς σε α-CD (Kokkinou et al., 2010), γεγονός αναµενόµενο βάσει της 

οµοιότητας του σχήµατος και του µεγέθους των ξενιζόµενων µορίων.  

Στο σύµπλοκο d/α-CD, το ξενιζόµενο µόριο βρίσκεται αποδιατεταγµένο σε 

δύο θέσεις, dΑ (αριθµός κατάληψης 80% και µέσος παράγοντας θερµικής κίνησης ΒA 

= 0.087) και dB (αριθµός κατάληψης 20% και  ΒB = 0.122). Οι δύο αυτές θέσεις είναι 

πολύ κοντινές και όπως φαίνεται από το σχήµα 4.3.α., η µία προκύπτει από την άλλη 
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µε µια µικρή στροφή και µετατόπιση. Βρίσκονται ενθυλακωµένες στο µεσοδιάστηµα 

του διµερούς (απόστασεις των κεντροµερών από τα µέσα επίπεδα των Ο4n των α-

CD: (i) για dA: 3.7Å και 2.9Å, σχήµα 4.8.α. (ii) για dΒ: 3.5Å και 3.2Å, σχήµα 4.8.β.), 

πολύ κοντά η µια στην άλλη (απόσταση κεντροµερών dA-dB: 0.45Å) και έχουν τoν 

ίδιο προσανατολισµό όπως περιγράφεται στην παράγραφο 4.4.1.α.   

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

(α) 

 

 

(β) 

 
Σχήµα 4.8.α. Οι απόστασεις του κεντροµερούς της θέσης dA του συµπλόκου d/α-CD από τα µέσα 

επίπεδα των Ο4n των α-CD είναι 3.7 και 2.9Å, αντίστοιχα και β. Οι απόστασεις του κεντροµερούς της 

θέσης dΒ του ιδίου συµπλόκου από τα µέσα επίπεδα των Ο4n των α-CD είναι 3.5 και 3.2Å, αντίστοιχα 
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Η µέση τιµή του παράγοντα θερµικής κίνησης για το εγκλεισµένο µόριο της d-

βορνεόλης που καταλαµβάνει τις δύο αυτές θέσεις υπολογίζεται Βoverall = 0.094. 

 Από την άλλη πλευρά, στο σύµπλοκο l/α-CD, το ξενιζόµενο µόριο της l-

βορνεόλης βρίσκεται αποδιατεταγµένο σε 3 θέσεις: lA (µε αριθµό κατάληψης 60% 

και ΒΑ = 0.045), lB (µε αριθµό κατάληψης 20% και ΒΒ = 0.196) και lC (µε αριθµό 

κατάληψης 20% και ΒC = 0.105). Και οι τρεις αυτές θέσεις βρίσκονται στο 

µεσοδιάστηµα της κοιλότητας του διµερούς όπως και στο d/α-CD σύµπλοκο (ίδια 

γεωµετρία εγκλεισµού) αλλά διαφοροποιούνται σε σχέση µε την ξενιζόµενη d-

βορνεόλη στα εξής σηµεία: Ενώ οι θέσεις lB και lC εντοπίζονται κοντά η µία στην 

άλλη (απόσταση κεντροµερών lB-lC: 0.42Å), η θέση lA είναι πιο αποµακρυσµένη 

(απόσταση κεντροµερών lA-lB: 1.05Å και lA-lC: 1.14Å). Επιπλέον, όπως 

αναφέρθηκε στην παράγραφο 4.4.1., ο προσανατολισµός της θέσης lA είναι 

αντιδιαµετρικά αντίθετος σε σχέση µε αυτόν της lB ενώ διαφοροποιείται αρκετά και 

σε σχέση µε αυτόν της lC (Σχήµα 4.3.β. και γ.). Οι θέσεις lB και lC χαρακτηρίζονται 

από χαµηλό αριθµό κατάληψης και υψηλό παράγοντα θερµικής κίνησης και 

δεδοµένου του σχήµατος του ξενιζοµένου µορίου αποτελούν µια συµβιβαστική 

προσέγγιση απόδοσης ατοµικών κορυφών στη «σφαιρική» κατανοµή της 

ηλεκτρονιακής πυκνότητας που παρατηρείται στην κοιλότητα του διµερούς. Παρ' όλα 

αυτά µπορούµε να πούµε µε σχετική ασφάλεια ότι στην περίπτωση του ξενιζοµένου 

µορίου της l-βορνεόλης σε α-CD, αυτό έχει την ικανότητα να αποδιατάσσεται 

περισσότερο από ότι η ξενιζόµενη d-βορνεόλη σε α-CD καταλαµβάνοντας θέσεις που 

απέχουν µεταξύ τους και παρουσιάζουν διαφορετικό προσανατολισµό. Η µέση τιµή 

του παράγοντα θερµικής κίνησης για τις 3 θέσεις της l-βορνεόλης υπολογίζεται 

Βoverall = 0.126. Η τιµή αυτή είναι µεγαλύτερη από την αντίστοιχη της d-βορνεόλης 

και η διαφορά στη θερµική κίνηση φαίνεται στο σχήµα 4.9.α. και β., όπου 

αποδίδονται χρωµατικά οι ατοµικές θέσεις σύµφωνα µε την τιµή του παράγοντα 

θερµικής κίνησης που τις χαρακτηρίζει (από ερυθρό για τις υψηλότερες έως ιώδες για 

τις χαµηλότερες τιµές του παράγοντα Β). Συγκρίνοντας τα σχήµατα αυτά, είναι 

εµφανής η εντονότερη θερµική κίνηση που παρατηρείται για το εγκλεισµένο µόριο 

στο σύµπλοκο l/α-CD σχετικά µε αυτό στο d/α-CD. Για τη σύγκριση αυτή θα πρέπει 

να είµαστε ιδιαίτερα προσεκτικοί αφού πρόκειται για δύο διαφορετικούς 

κρυστάλλους. Γνωρίζουµε ότι η ποιότητα του κρύσταλλου, η ποιότητα των 

δεδοµένων περίθλασης και η θερµοκρασία παίζουν µεγάλο ρόλο στον υπολογισµό 
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της θερµικής κίνησης της κρυσταλλικής δοµής. Στην περίπτωση µας, η συλλογή 

δεδοµένων έγινε για όλους τους κρυστάλλους µε ακτινοβολία ίδιας έντασης και 

µήκους κύµατος, και στην ίδια θερµοκρασία (100 Κ). Μάλιστα τα δεδοµένα που 

συλλέχθησαν από τον κρύσταλλος του l/α-CD συµπλόκου ήταν σε υψηλότερη 

διακριτότητα. Επίσης, αν συγκρίνουµε τους ατοµικούς παράγοντες θερµικής κίνησης 

των α-CDs σε αυτές τις δοµές θα δούµε ότι δεν διαφέρουν σηµαντικά (µε αυτούς του 

l/α-CD συµπλόκου να είναι χαµηλότεροι) και εποµένως, µπορούµε να διατυπώσουµε 

το συµπέρασµα ότι στην κρυσταλλική κατάσταση, η ξενιζόµενη l-βορνεόλη 

εµφανίζει µεγαλύτερη κινητικότητα από την d-βορνεόλη. Σύµφωνα µε αυτό 

αναµένουµε από κατάλληλα πειράµατα να δείξουν ότι η σταθερά σύνδεσης του 

συµπλόκου l/α-CD είναι µικρότερη από αυτή του d/α-CD.        

              
   (α)       (β) 
 

Σχήµα 4.9.α. Οι ατοµικές θέσεις του συµπλόκου d/αCD χρωµατισµένες σύµφωνα µε την τιµή του 

παράγοντα Β (από ερυθρό για τις υψηλότερες έως ιώδες για τις χαµηλότερες τιµές του παράγοντα Β) 

β. Οµοίως για το σύµπλόκο l/αCD. 

 

Όσον αφορά τα σύµπλοκα της β-CD, επίσης δεν παρατηρείται σηµαντική 

διαφοροποίηση, στην γεωµετρία εγκλεισµού και στην κρυσταλλική µοριακή 

διευθέτηση. Συγκεκριµένα και στις δύο περιπτώσεις (d/βCD και l/βCD), η 

στοιχειοµετρία ξενιστή προς ξενιζόµενο µόριο είναι 2:3, µε ένα ξενιζόµενο µόριο, να 

βρίσκεται αποδιατεταγµένο σε δυο θέσεις στην κοιλότητα που σχηµατίζει το διµερές 

της β-CD και δυο ξενιζόµενα µόρια να εντοπίζονται στα πρωτοταγή άκρα του 

διµερούς. Η κρυσταλλική µοριακή διευθέτηση χαρακτηρίζεται ως τύπου σκακιέρας 
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και η απόσταση των προβολών των κεντροµερών από δυο διµερή διαδοχικών 

στρώσεων στο ab επίπεδο είναι πολύ κοντά στο µέσο όρο εκείνου για τις δοµές που 

κρυσταλλώνουν σε οµάδα χώρου C2221.  

Στο σύµπλοκο d/β-CD, η εξωτερική θέση dA εµφανίζει µέσο παράγοντα 

θερµικής κίνησης (ΒA = 0.096) µικρότερο από εκείνον της θέσης lA (ΒA = 0.130) του 

συµπλόκου l/β-CD, γεγονός που υποδηλώνει ισχυρότερη αλληλεπίδραση του 

«εξωτερικού» µορίου της d-βορνεόλης µε τις γειτονικές β-CDs, από το αντίστοιχο της 

l-βορνεόλης (σχήµα 4.10.α. και β.). Παρόλο που αυτό το µόριο της βορνεόλης 

συµµετέχει στις κρυσταλλικές επαφές µε τον ίδιο τρόπο (δεσµός υδρογόνου µεταξύ 

της υδροξυλοµάδας της και εκείνης της πρωτοταγούς πλευράς γειτονικής β-CD ή 

µορίου νερού, σχήµα 4.6.α. και β.) δεν παρατηρούνται διαφορές στην κρυσταλλική 

διευθέτηση των δυο συµπλόκων των εναντιοµερών. Παράλληλα, το εγκλεισµένο 

ξενιζόµενο µόριο στο σύµπλοκο d/β-CD βρίσκεται αποδιατεταγµένο σε δύο θέσεις, 

dΒ (αριθµός κατάληψης 20% και µέσος παράγοντας θερµικής κίνησης ΒB = 0.154) 

και dC (αριθµός κατάληψης 30% και  ΒC = 0.133). Από την άλλη πλευρά, το 

εγκλεισµένο ξενιζόµενο µόριο στο σύµπλοκο l/β-CD, lΒ εµφανίζει αριθµό 

κατάληψης 50% και µέσο παράγοντα θερµικής κίνησης ΒB = 0.269 (σχήµα 4.10.α. 

και β.). Και στις δυο περιπτώσεις, ο συνολικός αριθµός κατάληψης του µορίου της 

βορνεόλης, που περικλείεται µέσα στην κοιλότητα του διµερούς της β-CD είναι 1.00, 

εάν συνυπολογίσουµε και την συµµετρία της οµάδας χώρου.      

                
  (α)          (β) 

Σχήµα 4.10.α. Οι ατοµικές θέσεις του συµπλόκου d/βCD χρωµατισµένες σύµφωνα µε την τιµή του 

παράγοντα Β (ερυθρό για τις υψηλότερες έως ιώδες για τις χαµηλότερες τιµές του παράγοντα Β) β. 

Οµοίως για το σύµπλόκο l/βCD. 
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Η µέση τιµή του παράγοντα θερµικής κίνησης για τις 2 «εσωτερικές» θέσεις 

της d-βορνεόλης υπολογίζεται Βoverall = 0.141. Η τιµή αυτή είναι µικρότερη από την 

αντίστοιχη της l-βορνεόλης για το εγκλεισµένο µόριο. (σχήµα 4.11.α. και β.). Από 

την σύγκριση των σχηµάτων αυτών φαίνεται εντονότερη θερµική κίνηση για το 

εγκλεισµένο µόριο στο σύµπλοκο l/β-CD σε σχέση µε αυτό στο d/β-CD. Και σε 

αυτήν την περίπτωση θα πρέπει να είµαστε ιδιαίτερα προσεκτικοί αφού πρόκειται για 

δύο διαφορετικούς κρυστάλλους, παρόλο που η συλλογή δεδοµένων έγινε υπό τις 

ίδιες συνθήκες. Επίσης, από την σύγκριση των ατοµικών παραγόντων θερµικής 

κίνησης των β-CDs σε αυτές τις δοµές δεν προκύπτουν σηµαντικές διαφορές και 

εποµένως µπορούµε να διατυπώσουµε το συµπέρασµα ότι στην κρυσταλλική 

κατάσταση η ξενιζόµενη l-βορνεόλη εµφανίζει µεγαλύτερη κινητικότητα από την d-

βορνεόλη. Η παρατήρηση αυτή βρίσκεται σε συµφωνία µε αποτελέσµατα 

θερµοδυναµικής µελέτης (ITC) µε την οποία υπολογίστηκαν η σταθερές σύνδεσης 

του συµπλόκου l/β-CD ίση µε 1.28x104 (M-1) και του d/β-CD ίση µε 2.00x104 (M-1) 

(Voskuhl et al., 2011). Στο σηµείο αυτό αξίζει να αναφερθεί πως η σταθερά σύνδεσης 

του συµπλόκου d/β-CD υπολογισµένη µε την µέθοδο των Higuchi-Connors (Su et al., 

2012) βρέθηκε ίση µε 3.88x104 (M-1), γεγονός που µαρτυρά πως ο καθορισµός της 

τελικής τιµής της σταθερά σύνδεσης εξαρτάται και από την ακρίβεια της 

χρησιµοποιούµενης µεθόδου. Σε κάθε περίπτωση όµως, η l-βορνεόλη παρουσιάζεται 

περισσότερο ευκίνητη στην κοιλότητα τόσο της α-CD όσο και της β-CD. Τέλος, τα 

σύµπλοκα (d,l)/α-CD µε βάση την τιµή του παράγοντα θερµικής κίνησης Β 

εµφανίζονται πιο σταθερά σε σχέση µε τα σύµπλοκα (d,l)/β-CD, γεγονός 

αναµενόµενο λόγω της µικρότερης κοιλότητας των α-CDs. Πειράµατα 

θερµοδυναµικής µελέτης των (d,l)/α-CD συµπλόκων και καθορισµός της σταθεράς 

σύνδεσης Ks µπορεί να αποσαφηνίσουν την ικανότητα ή µη της α-CD για 

χειρόµορφη αναγνώριση των εναντιοµερών της βορνεόλης ή/και να προτείνουν 

χηµικές τροποποιήσεις της που ενισχύουν τον διαχωρισµό.              
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