
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4
Εξερευνώντας τις πρωτεΐνες

Στο προηγούµενο κεφάλαιο είδαµε ότι οι πρωτεΐνες παίζουν καθοριστικό ρό-
λο σε όλες σχεδόν τις βιολογικές διεργασίες — στην κατάλυση, τη µεταγω-
γή σηµάτων και τη δοµική στήριξη. Αυτή η εκπληκτική ποικιλία λειτουργιών
προκύπτει από το γεγονός ότι υπάρχουν χιλιάδες πρωτεΐνες, κάθε µία µε τη
δική της ιδιαίτερη διαµόρφωση στον χώρο, η οποία καθορίζει και την εξειδι-
κευµένη αλληλεπίδρασή της µε ένα ή περισσότερα µόρια, επιλεκτικά, µέσα
από ένα ιδιαίτερα ανοµοιογενές σύνολο. Η βιοχηµεία επιδιώκει κυρίως να
προσδιορίσει πώς οι αλληλουχίες των αµινοξέων καθορίζουν τη στερεοδιά-
ταξη των πρωτεϊνώνØ επιδιώκει επίσης να γνωρίσει πώς οι πρωτεΐνες συνδέο-
νται µε ειδικά υποστρώµατα και άλλα µόρια, µεσολαβούν στην
κατάλυση και µετάγουν ενέργεια και πληροφορίες

Ο καθαρισµός της πρωτεΐνης που µας ενδιαφέρει είναι απα-
ραιτήτως το πρώτο στάδιο στη σειρά των µελετών που έχουν
ως στόχο την εξερεύνηση της λειτουργίας των πρωτεϊνών. Οι
πρωτεΐνες διαχωρίζονται βάσει ιδιοτήτων όπως η διαλυτότητα,
το µέγεθος, το φορτίο και η δεσµευτική ικανότητα για διάφο-
ρα µόρια. Όταν η πρωτεΐνη έχει καθαριστεί, µπορούµε να βρού-
µε την αλληλουχία των αµινοξέων της. H στρατηγική είναι το
«διαίρει και βασίλευε», δηλαδή να διασπάσουµε την πρωτεΐνη
σε µικρά θραύσµατα που µπορούµε να τα προσδιορίσουµε εύ-
κολα. H αυτοµατοποίηση της τεχνικής για τον προσδιορισµό
της αλληλουχίας των αµινοξέων και η χρήση µεθόδων ανα-
συνδυασµένου DNA προσφέρουν πληθώρα στοιχείων αλλη-
λουχίας που ανοίγουν νέους ορίζοντες. Για να κατανοήσουµε
τη φυσιολογική λειτουργία µιας πρωτεΐνης χρησιµοποιούµε
αντισώµατα ως ανιχνευτές για τον εντοπισµό της in vivo και τη
µέτρηση των ποσοτήτων της. Τα µονοκλωνικά αντισώµατα πα-
ρουσιάζουν ιδιαίτερη συγγένεια για τις πρωτεΐνες τους και µπο-
ρούµε να τα παράγουµε σε µεγάλες ποσότητες. Σήµερα έχουµε

4.1 Ο καθαρισµός των πρωτεϊνών είναι ένα
ουσιαστικό πρώτο βήµα για την κατανόηση
της λειτουργίας τους

4.2 Η αλληλουχία αµινοξέων µπορεί να
προσδιοριστεί µε αυτοµατοποιηµένη αντί-
δραση αποικοδόµησης Edman

4.3 Η ανοσολογία προσφέρει σηµαντικές
τεχνικές για τη διερεύνηση των πρωτεϊνών

4.4 Μπορούµε να συνθέτουµε πεπτίδια µε
αυτοµατοποιηµένες µεθόδους στερεάς φά-
σης

4.5 Η τριδιάστατη δοµή µιας πρωτεΐνης
µπορεί να καθοριστεί µε φασµατοσκοπία
πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού και
κρυσταλλογραφία µε ακτίνες Χ
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Το γάλα, η πηγή τροφής όλων των θηλαστικών αποτελείται εν µέρει από µια ποικιλία πρωτεϊνών. Η µελέτη των πρωτεϊνών του γάλακτος που
βλέπουµε στο σχήµα έγινε µε την τεχνική φασµατοµετρίας µάζας MALDI-TOF, που διαχωρίζει τα µόρια βάσει του λόγου της µάζας προς το φορτίο
τους. [(Αριστερά) Jean Paul Iris/FPG· (δεξιά) ευγενική προσφορά Brian Chait.]



την ικανότητα να παράγουµε συνθετικά πεπτίδια, γεγονός που µας δίνει τη δυ-
νατότητα να συνθέτουµε νέα φάρµακα, λειτουργικά πρωτεϊνικά θραύσµατα και
αντιγόνα για την επαγωγή ειδικών αντισωµάτων. Οι τεχνικές φασµατοσκοπίας
πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (NMR) και κρυσταλλογραφίας µε ακτίνες
Χ είναι οι βασικές µεθοδολογίες για την κατανόηση της τριδιάστατης δοµής
των πρωτεϊνών που αποτελεί το κλειδί της λειτουργίας τους.

H ανάλυση των πρωτεϊνών µε αυτές τις φυσικές και χηµικές τεχνικές έχει
διευρύνει τις γνώσεις µας σχετικά µε τη µοριακή βάση της ζωής και µας επι-
τρέπει να αντιµετωπίσουµε σήµερα µερικές από τις πιο προκλητικές ερωτή-
σεις της βιολογίας σε µοριακό επίπεδο.

4.0.1 Το πρωτέωµα είναι η λειτουργική απεικόνιση του γονιδιώµατος

Oι αυτόµατοι αναλυτές αλληλουχιών DNA έχουν προσδιορίσει τις αλληλου-
χίες νουκλεοτιδίων σε πολλούς οργανισµούς, ακόµη και σε αρκετά µετάζωα.
Ο νηµατώδης σκώληκας Caenorhabditis elegans (ασκαρίδιο) έχει γονιδίωµα 97
× 106 βάσεων και περίπου 19.000 γονίδια που κωδικεύουν πρωτεΐνες, ενώ η µύ-
γα των φρούτων Drosophila melanogaster έχει γονιδίωµα που περιέχει 180 × 106

βάσεις και 14.000 περίπου γονίδια. Η απίστευτη ανάπτυξη της τεχνολογίας
προσδιορισµού αλληλουχιών γονιδίων έφθασε ήδη στο θεαµατικότατο αποτέ-
λεσµά της, την αποκάλυψη της αλληλουχίας του ανθρώπινου γονιδιώµατος, το
οποίο αποτελείται από 3 × 109 βάσεις και περίπου 40.000 γονίδια. Η γνώση,
όµως, του γονιδιώµατος είναι ανάλογη µε έναν κατάλογο ανταλλακτικών αυ-
τοκινήτου, δηλαδή δεν εξηγεί πώς λειτουργεί το σύστηµα συλλογικά. Μια νέα
λέξη, το πρωτέωµα, επινοήθηκε προκειµένου να περιγράψει ένα πιο περίπλο-
κο επίπεδο πληροφοριών, το επίπεδο των λειτουργικών πληροφοριών, που περι-
λαµβάνει το είδος, τις λειτουργίες και τις αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών που
δηµιουργούν συλλογικά µια λειτουργική µονάδα.

Ο όρος πρωτέωµα προέρχεται από τις πρωτεΐνες που εκφράζονται στο γο-
νιδίωµα (proteome = protein/genome). Στην περίπτωση του γονιδιώµατος ανα-
φερόµαστε στο πλήθος των πληροφοριών που µπορούν να εκφραστούν, ενώ
στην περίπτωση του πρωτεώµατος αναφερόµαστε στο πλήθος των πληροφο-
ριών που είναι λειτουργικά παρούσες. Παραδείγµατος χάριν, ποιες πρωτεΐνες
αλληλεπιδρούν για να δηµιουργήσουν µια πορεία µεταγωγής σήµατος ή έναν
δίαυλο ιόντων στη µεµβράνη; Το πρωτέωµα δεν είναι ένα σταθερό χαρακτη-
ριστικό των κυττάρων. Αντιθέτως, επειδή αντιπροσωπεύει τη λειτουργική έκ-
φραση των πληροφοριών, τροποποιείται ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο, το
αναπτυξιακό στάδιο και τις συνθήκες του περιβάλλοντος, όπως π.χ. η παρου-
σία ορµονών. Το πρωτέωµα είναι πολύ µεγαλύτερο από το γονιδίωµα λόγω της
ύπαρξης παραγόντων όπως το εναλλακτικό µάτισµα RNA, οι µετα-µεταφρα-
στικές τροποποιήσεις των πρωτεϊνών, η χρονική ρύθµιση της πρωτεϊνοσύν-
θεσης και οι πολλές τροποποιούµενες αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών. Σε
αντίθεση µε το γονιδίωµα, το πρωτέωµα δεν είναι στατικό.

Η κατανόηση του πρωτεώµατος απαιτεί την εξέταση, τον χαρακτηρισµό
και την καταλογογράφηση των πρωτεϊνών. Ένας ερευνητής συχνά ξεκινά τη
διαδικασία αποµονώνοντας µια πρωτεΐνη καθαρή από όλα τα άλλα βιοµόρια
του κυττάρου.

4.1 Ο ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΕΙΝΑΙ ΕΝΑ ΟΥΣΙΑΣΤΙΚΟ
ΠΡΩΤΟ ΒΗΜΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΚΑΤΑΝΟΗΣΗ ΤΗΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ ΤΟΥΣ

Υπάρχει µια βιοχηµική παροιµία που λέει «Μη σπαταλάς καθαρή σκέψη σε
µη καθαρή πρωτεΐνη». Ξεκινώντας µε καθαρές πρωτεΐνες µπορούµε να καθο-
ρίσουµε την αλληλουχία αµινοξέων και τις εξελικτικές σχέσεις µεταξύ πρω-
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τεϊνών αποµακρυσµένων εξελικτικά οργανισµών και να ερευνήσουµε τη βιο-
χηµική λειτουργία µιας πρωτεΐνης. Ακόµη, µπορούµε να την κρυσταλλώσου-
µε και έτσι να αποκτήσουµε στοιχεία από µελέτες µε ακτίνες Χ που µας δί-
νουν την εικόνα της τριτοταγούς δοµής, η οποία αποτελεί και το πραγµατικό
λειτουργικό πρόσωπο της πρωτεΐνης.

4.1.1 Η δοκιµασία: πώς αναγνωρίζουµε την πρωτεΐνη που ψάχνουµε;

Ο καθαρισµός θα δώσει ένα δείγµα πρωτεΐνης που θα περιέχει µόνο την πρω-
τεΐνη για την οποία ενδιαφέρεται ο βιοχηµικός. Το δείγµα µπορεί να είναι µό-
νο το 1% του αρχικού υλικού, είτε το υλικό είναι κύτταρα σε καλλιέργεια εί-
τε ένα συγκεκριµένο όργανο φυτού ή ζώου. Πώς µπορεί ο βιοχηµικός να απο-
µονώσει µια συγκεκριµένη πρωτεΐνη από ένα µείγµα πρωτεϊνών;

Ο βιοχηµικός χρειάζεται έναν τρόπο να αναγνωρίζει την πρωτεΐνη και ο
τρόπος αυτός ονοµάζεται δοκιµασία (assay). Ο προσδιορισµός της κατάλληλης
δοκιµασίας είναι συχνά δύσκολος, όσο πιο εξειδικευµένη όµως είναι η δοκι-
µασία τόσο πιο αποτελεσµατικός γίνεται ο καθαρισµός. Για τα ένζυµα, που εί-
ναι πρωτεϊνικοί καταλύτες (Κεφάλαιο 8), η δοκιµασία στηρίζεται συνήθως
στην αντίδραση την οποία καταλύει το προς αποµόνωση ένζυµο στο κύτταρο.
Ας πάρουµε το ένζυµο γαλακτική αφυδρογονάση, η οποία είναι σηµαντικότα-
τος παράγοντας στην αναερόβια παραγωγή ενέργειας από τη γλυκόζη καθώς
και στη σύνθεση γλυκόζης από γαλακτικό. Η γαλακτική αφυδρογονάση συµ-
µετέχει στην ακόλουθη αντίδραση: 

Το νικοτιναµιδο-αδενινο-δινουκλεοτίδιο [ανηγµένο (NADH – Nicotinamide
adenine dinucleotide)], ξεχωρίζει εύκολα από τα άλλα στοιχεία της αντίδρασης
λόγω της ικανότητάς του να απορροφά φως στα 340 nm. Εποµένως, µπορούµε
να παρακολουθήσουµε την πρόοδο της αντίδρασης, εξετάζοντας πόσο φως
απορροφά το µείγµα αντίδρασης στα 340 nm και στη µονάδα του χρόνου, πα-
ραδείγµατος χάριν 1 λεπτό µετά την προσθήκη του ενζύµου. Εποµένως, η δο-
κιµασία που χρησιµοποιούµε κατά την αποµόνωση της γαλακτικής αφυδρο-
γονάσης αφορά την αύξηση της απορρόφησης του φωτός στα 340 nm σε ένα
λεπτό.

Προκειµένου να είµαστε σίγουροι για τον σχεδιασµό του καθαρισµού χρει-
αζόµαστε µια ακόµη πληροφορία: την ποσότητα της πρωτεΐνης που υπάρχει
στο µείγµα που επεξεργαζόµαστε. Υπάρχουν πολλοί γρήγοροι και ακριβείς
τρόποι για να καθορίσουµε τη συγκέντρωση της πρωτεΐνης. Έχοντας αυτές τις
δύο τιµές που προσδιορίσαµε πειραµατικά, δηλαδή την ενζυµική δραστικότη-
τα και τη συγκέντρωση της πρωτεΐνης, µπορούµε να υπολογίσουµε την ειδική
δραστικότητα, που είναι ο λόγος της ενζυµικής δραστικότητας προς την ποσό-
τητα της πρωτεΐνης στην ενζυµική δοκιµασία. Η ειδική δραστικότητα θα αυ-
ξάνεται καθώς ο καθαρισµός συνεχίζεται και εποµένως το µείγµα των πρωτε-
ϊνών που δοκιµάζουµε θα αποτελείται όλο και περισσότερο από γαλακτική
αφυδρογονάση. Στην ουσία, όλη η διαδικασία καθαρισµού αφορά την αύξηση
της ειδικής δραστικότητας.
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4.1.2 Για να καθαρίσουµε µια πρωτεΐνη πρέπει να την αποµονώσουµε
από το κύτταρο

Έχοντας αποφασίσει το είδος της δοκιµασίας και την πηγή αποµόνωσης της
πρωτεΐνης, πρέπει να διαχωρίσουµε τα κυτταρικά συστατικά και να αποφασί-
σουµε ποιο από αυτά είναι εµπλουτισµένο µε την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέ-
ρει. Τα πρωτόκολλα καθαρισµού αποφασίζονται µε δοκιµές και µέσα από λά-
θη, µε βάση προηγούµενες εµπειρίες. Στο πρώτο στάδιο ξεκινάµε µε οµογενο-
ποίηµα καταστρέφοντας την κυτταρική µεµβράνη και στη συνέχεια το µείγµα
κλασµατώνεται µε φυγοκέντρηση, δίδοντας ένα ίζηµα στον πυθµένα του φυ-
γοκεντρικού σωλήνα και ένα ελαφρύτερο διαλυτό υπερκείµενο επάνω από το
ίζηµα (Eικόνα 4.1). Το υπερκείµενο φυγοκεντρείται και πάλι σε µεγαλύτερη
ταχύτητα και διαχωρίζεται σε νέο ίζηµα και νέο υπερκείµενο. Η διαδικασία
αυτή, που ονοµάζεται διαφορική φυγοκέντρηση, έχει ως αποτέλεσµα τη δηµι-
ουργία κλασµάτων ελαττούµενης πυκνότητας τα οποία περιέχουν χιλιάδες δια-
φορετικές πρωτεΐνες και τα οποία δοκιµάζονται για τη δραστικότητα που προ-
σπαθούµε να αποµονώσουµε. Συνήθως ένα κλάσµα θα έχει αυξηµένη δραστι-
κότητα και αυτό θα χρησιµοποιηθεί για τον περαιτέρω καθαρισµό µε άλλες
πιο ευαίσθητες τεχνικές.

4.1.3 Οι πρωτεΐνες είναι δυνατόν να διαχωριστούν βάσει της
διαλυτότητας, του µεγέθους, του φορτίου και της δεσµευτικής
συγγένειας για άλλα µόρια

Αρκετές χιλιάδες πρωτεΐνες έχουν αποµονωθεί σε ενεργό µορφή βάσει χαρα-
κτηριστικών όπως η διαλυτότητα, το µέγεθος, το φορτίο και η ειδική δεσµευτική
συγγένεια. Συνήθως, τα πρωτεϊνικά µείγµατα υπόκεινται σε µια σειρά διαχωρι-
σµών, οι οποίοι βασίζονται στα ειδικά χαρακτηριστικά της πρωτεΐνης που απο-

EIKONA 4.1 ∆ιαφορική φυγοκέντρηση. Τα κύτ-
ταρα οµογενοποιούνται στον οµογενοποιητή και
το οµογενοποίηµα υπόκειται σταδιακά σε συνε-
χώς αυξανόµενη φυγόκεντρο δύναµη. Όσο πυ-
κνότερο είναι το υλικό τόσο µικρότερη φυγόκε-
ντρος δύναµη απαιτείται για την καταβύθισή του
ως ίζηµα στο βάθος του σωλήνα φυγοκέντρησης.
∆ιαχωρίζοντας τα κλάσµατα της φυγοκέντρησης
µπορούµε να συνεχίσουµε τον καθαρισµό των
µορίων µε άλλες µεθόδους. [Οι φωτογραφίες εί-
ναι ευγενική προσφορά S. και B. Fleischer.]
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µονώνουµε έτσι ώστε τελικά να έχουµε µια καθαρή πρω-
τεΐνη. Σε κάθε στάδιο καθαρισµού το παρασκεύασµα δο-
κιµάζεται και καθορίζεται η συγκέντρωση της πρωτεΐνης.
Για να καθορίσουµε την τριτοταγή δοµή και τον µηχανι-
σµό δράσης απαιτείται αρκετή ποσότητα πρωτεΐνης σε επί-
πεδο χιλιοστών του γραµµαρίου (mg). Εποµένως, η συνο-
λική ποσότητα που καθαρίζεται είναι σηµαντικός παράγο-
ντας σε ένα πρωτόκολλο καθαρισµού. Υπάρχει µεγάλη ποι-
κιλία τεχνικών καθαρισµού.

Εξαλάτωση. Οι περισσότερες πρωτεΐνες παρουσιάζουν
µικρότερη διαλυτότητα σε υψηλή συγκέντρωση άλατος ,
φαινόµενο που ονοµάζεται εξαλάτωση (salting out). Η συγ-
κέντρωση του άλατος που απαιτείται για να εξαλατωθεί
µια πρωτεΐνη διαφέρει από πρωτεΐνη σε πρωτεΐνη. Επο-
µένως, η εξαλάτωση µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως µέθο-
δος κλασµάτωσης των πρωτεϊνών. Παραδείγµατος χάριν,
το ινωδογόνο, η πρωτεΐνη που προκαλεί την πήξη του αί-
µατος, καθιζάνει µε 0,8 M θειικού αµµωνίου, ενώ η λευ-
κωµατίνη του ορού χρειάζεται 2,4 M θειικού αµµωνίου. Η εξαλάτωση είναι
επίσης χρήσιµη ως µέθοδος αύξησης της συγκέντρωσης πρωτεϊνών που προ-
έρχονται από άλλα στάδια καθαρισµού και βρίσκονται σε αραιά διαλύµατα.
Μπορούµε επίσης να χρησιµοποιήσουµε και τη µέθοδο της διαπίδυσης προ-
κειµένου να αποµακρύνουµε το άλας από ένα διάλυµα αν αυτό είναι αναγκαίο.

∆ιαπίδυση. Οι πρωτεΐνες είναι δυνατόν να διαχωριστούν από µικρότερα µόρια
µε τη µέθοδο της διαπίδυσης (dialysis) µέσα από µια ηµιδιαπερατή µεµβράνη,
όπως µια µεµβράνη κυτταρίνης µε πόρους (Eικόνα 4.2).Τα µόρια που έχουν
διαστάσεις σηµαντικά µεγαλύτερες από τη διάµετρο των πόρων διατηρούνται
µέσα στον σάκο διαπίδυσης, ενώ τα µικρότερα µόρια και τα ιόντα περνούν από
τους πόρους της µεµβράνης και εµφανίζονται στο διάλυµα εκτός σάκου. Η τε-
χνική αυτή είναι χρήσιµη για την αποµάκρυνση του άλατος ή άλλων µικρών
µορίων, δεν είναι αποδοτική, όµως, για τον διαχωρισµό πρωτεϊνών. 

Χρωµατογραφία διήθησης σε πηκτή. O καλύτερος διαχωρισµός βάσει του µε-

EIKONA 4.2 ∆ιαπίδυση. Τα µόρια της πρωτεΐνης
(κόκκινα) παραµένουν µέσα στον σάκο διαπίδυ-
σης, ενώ τα µικρά µόρια (µπλε) διαχέονται στον
διαλύτη που περιβάλλει τη µεµβράνη.

EIKONA 4.3 Χρωµατογραφία διήθησης σε πη-
κτή. Ένα µείγµα πρωτεϊνών τοποθετείται σε στή-
λη πορώδους υλικού. Ο όγκος του δείγµατος των
πρωτεϊνών διατηρείται όσο το δυνατόν µικρότε-
ρος. Οι µεγάλες πρωτεΐνες εµφανίζονται στην
έξοδο της στήλης πριν από τις µικρές πρωτεΐνες
διότι δεν µπορούν να εισχωρήσουν στο εσωτερι-
κό των κόκκων του υλικού.
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γέθους επιτυγχάνεται µε την τεχνική της χρωµατογραφίας διήθησης σε πηκτή
(gel-filtration chromatography) (Eικόνα 4.3). Tο δείγµα τοποθετείται στην κο-
ρυφή µιας στήλης που αποτελείται από πορώδεις κόκκους από αδιάλυτο πο-
λυµερές, που µπορεί όµως να συγκρατήσει πολύ νερό, όπως π.χ. η δεξτράνη
ή η αγαρόζη (υδατάνθρακες) ή το πολυακρυλαµίδιο. Tα ονόµατα Sephadex,
Sepharose και Biogel είναι κλασικές εµπορικές ονοµασίες αυτών των υλικών,
που έχουν τυπική διάµετρο 100 µm (0,1 mm). Mικρά µόρια περνούν µέσα από
αυτούς τους κόκκους, αλλά τα µεγάλα δεν µπορούν να περάσουν. Aποτέλεσµα
είναι ότι τα µικρά µόρια κατανέµονται στο υδάτινο περιβάλλον µέσα στους
κόκκους και µεταξύ τους, ενώ τα µεγάλα µόρια βρίσκονται µόνο µεταξύ των
κόκκων. Tα µεγάλα µόρια περνούν πιο εύκολα µέσα από τη στήλη και εµφανίζονται
πρώτα διότι βρίσκονται σε µικρότερο όγκο υγρού. Τα µόρια µε µέγεθος που τα
επιτρέπει να περνούν περιστασιακά στους κόκκους θα εκλουστούν σε ενδιά-
µεσο χρόνο, ενώ τα µικρά θα εκλουστούν τελευταία διότι ακολουθούν µια δαι-
δαλώδη διαδροµή µέσα από τους κόκκους.

Χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής. Oι πρωτεΐνες είναι δυνατόν να διαχωρι-
στούν και βάσει των φορτίων τους µε τη χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής (ion-
exchange chromatography) Aν το καθαρό φορτίο της πρωτεΐνης σε pH 7 είναι
θετικό, αυτή συνήθως θα δεσµευθεί σε στήλη από κόκκους που περιέχουν καρ-
βοξυλικά ιόντα, ενώ µια αρνητικά φορτισµένη πρωτεΐνη δεν θα δεσµευθεί στη
στήλη αυτή (Eικόνα 4.4). Mια θετικά φορτισµένη πρωτεΐνη που είναι δε-
σµευµένη σε µια τέτοια στήλη µπορεί στη συνέχεια να εκλουστεί (απελευθε-
ρωθεί) µε αύξηση της συγκέντρωσης του χλωριούχου νατρίου ή άλλου άλα-
τος στο ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης. Tα ιόντα νατρίου συναγωνίζονται µε
τα θετικά φορτία της πρωτεΐνης για τη δέσµευση στη στήλη. Oι πρωτεΐνες που
έχουν χαµηλή συγκέντρωση θετικών φορτίων θα εµφανιστούν πρώτες, ακο-
λουθούµενες από εκείνες µε υψηλότερη συγκέντρωση θετικών φορτίων. Aρνη-
τικά φορτισµένες πρωτεΐνες (ανιοντικές πρωτεΐνες) είναι δυνατόν να διαχω-
ριστούν µε χρωµατογραφία σε θετικά φορτισµένη διαιθυλο-αµινοαιθυλο-κυτ-
ταρίνη (DEAE-κυτταρίνη). Aντίθετα, θετικά φορτισµένες πρωτεΐνες (κατιο-
ντικές πρωτεΐνες) είναι δυνατόν να διαχωριστούν σε αρνητικά φορτισµένη
καρβοξυµεθυλο-κυτταρίνη (CM-κυτταρίνη).

EIKONA 4.4 Χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής.
Με την τεχνική αυτή οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται
κυρίως βάσει του καθαρού φορτίου τους.

EIKONA 4.5 Χρωµατογραφία συγγένειας. Στο
παράδειγµα η κονκαναβαλίνη Α (που φαίνεται κί-
τρινη) διαχωρίζεται λόγω συγγένειας µε τη γλυ-
κόζη (G) που βρίσκεται οµοιοπολικά δεσµευµένη
στη στερεά φάση της στήλης.

Χρωµατογραφία συγγένειας. H χρωµατογραφία συγγένειας (affinity chromatogra-
phy) είναι µια άλλη µέθοδος που χρησιµοποιείται γενικά για τον καθαρισµό
πρωτεϊνών. Η τεχνική αυτή εκµεταλλεύεται την υψηλή συγγένεια πολλών
πρωτεϊνών για ειδικές χηµικές οµάδες. Παραδείγµατος χάριν, η φυτική πρω-
τεΐνη κονκαναβαλίνη A µπορεί να καθαριστεί µε το πέρασµα ενός µείγµατος
µέσω µιας στήλης από κόκκους που περιέχουν οµοιοπολικά δεσµευµένη γλυ-
κόζη. H κονκαναβαλίνη A δεσµεύεται στη στήλη αυτή διότι έχει συγγένεια
µε τη γλυκόζη, ενώ οι περισσότερες άλλες πρωτεΐνες δεν έχουν. H δεσµευ-
µένη κονκαναβαλίνη A µπορεί να απελευθερωθεί από τη στήλη µε προσθήκη
γλυκόζης σε υψηλή συγκέντρωση. H γλυκόζη στο διάλυµα αντικαθιστά τη γλυ-
κόζη της στήλης στις θέσεις όπου αυτή δεσµεύεται στην κονκαναβαλίνη A
(Eικόνα 4.5). Η χρωµατογραφία συγγένειας είναι η µέθοδος επιλογής για την
αποµόνωση παραγόντων µεταγραφής, πρωτεϊνών δηλαδή που ρυθµίζουν τη γο-
νιδιακή έκφραση δεσµευόµενες σε ειδικές θέσεις στο DNA. Ένα πρωτεϊνικό
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µείγµα διηθείται µέσω µιας στήλης που περιέχει ειδικές αλληλουχίες DNA
δεσµευµένες σε αδρανές υλικό. Οι πρωτεΐνες που έχουν υψηλή συγγένεια µε
την αλληλουχία δεσµεύονται και παραµένουν στη στήλη. Στην περίπτωση αυ-
τή, ο µεταγραφικός παράγοντας θα απελευθερωθεί µε έκπλυση διαλύµατος
υψηλής συγκέντρωσης άλατος. Γενικά, η χρωµατογραφία συγγένειας µπορεί
να χρησιµοποιηθεί αποτελεσµατικά στην αποµόνωση πρωτεϊνών που ανα-
γνωρίζουν µια οµάδα X, ως εξής: (1) οµοιοπολική δέσµευση του X ή παραγώ-
γου του σε στήλη, (2) προσθήκη του µείγµατος των πρωτεϊνών στη στήλη, που
στη συνέχεια ξεπλένεται µε ρυθµιστικό διάλυµα για να αποµακρυνθούν οι πρω-
τεΐνες οι οποίες δεν δεσµεύθηκαν, και (3) έκλουση της επιθυµητής πρωτεΐνης
µε προσθήκη υψηλής συγκέντρωσης διαλυτής µορφής του X. Η χρωµατογρα-
φία συγγένειας είναι ιδιαίτερα αποτελεσµατική όταν οι αλληλεπιδράσεις της
πρωτεΐνης και του µορίου που χρησιµοποιείται ως δόλωµα είναι πολύ εξειδι-
κευµένες.

Υγρή χρωµατογραφία υψηλής πίεσης. Όλες οι µέθοδοι χρωµατογραφίας απο-
κτούν καλύτερη διαχωριστική ικανότητα όταν χρησιµοποιούµε την τεχνική
της υγρής χρωµατογραφίας υψηλής πίεσης (high-pressure liquid chromatography,
HPLC). Με την τεχνική HPLC επιτυγχάνουµε την ενίσχυση των µεθόδων που
ήδη περιγράφηκαν και στηρίζονται σε διαχωρισµό στήλης. Το υλικό της στή-
λης αυτής είναι πολύ λεπτό και εποµένως προσφέρει περισσότερες θέσεις αλ-
ληλεπίδρασης άρα και µεγαλύτερη διαχωριστική ικανότητα. Επειδή το υλικό
είναι τόσο λεπτόκοκκο πρέπει να εφαρµοστεί πίεση προκειµένου να επιτευ-
χθεί ικανοποιητική ροή. Το τελικό αποτέλεσµα είναι υψηλή διαχωριστική
ικανότητα αλλά και γρήγορος διαχωρισµός (Eικόνα 4.6).

4.1.4 Οι πρωτεΐνες είναι δυνατόν να διαχωριστούν και να εµφανιστούν
µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή

Πως αποφασίζουµε αν ένα πρωτόκολλο καθαρισµού είναι αποτελεσµατικό;
Ένας τρόπος έγκειται στην εξέταση της ειδικής δραστικότητας, η οποία πρέ-
πει να αυξάνεται καθώς προχωρεί ο καθαρισµός. Ένας άλλος τρόπος έγκειται
στην παρακολούθηση των αποτελεσµάτων, δηλαδή στην εξέταση των πρωτε-
ϊνών που εµφανίζονται σε κάθε στάδιο καθαρισµού. Αυτό επιτυγχάνεται µε την
τεχνική της ηλεκτροφόρησης.

Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή. Ένα µόριο µε καθαρό φορτίο θα µετακινηθεί σε
ένα ηλεκτρικό πεδίο. Το φαινόµενο αυτό λέγεται ηλεκτροφόρηση και προσφέ-
ρει έναν αναλυτικό τρόπο για να διαχωριστούν πρωτεΐνες και άλλα µακροµό-
ρια, όπως DNA και RNA. H ταχύτητα µετακίνησης (υ) της πρωτεΐνης (ή κά-
θε µορίου) σε ένα ηλεκτρικό πεδίο εξαρτάται από την ένταση του ηλεκτρικού
πεδίου (E), το καθαρό φορτίο της πρωτεΐνης (z) και τον συντελεστή τριβής (f ).

υ � (1)

H ηλεκτροστατική δύναµη Ez που κατευθύνει το φορτισµένο µόριο προς το
αντίθετα φορτισµένο ηλεκτρόδιο είναι αντίθετη της τριβής fυ που εµφανίζε-
ται µεταξύ του µορίου που µετακινείται και του µέσου. O συντελεστής τριβής
f εξαρτάται από τη µάζα και το σχήµα του µορίου που µετακινείται, καθώς και
από το ιξώδες (�) του µέσου. Για µια σφαίρα µε ακτίνα r

f � 6��r (2)

Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σχεδόν πάντοτε σε πηκτή (ή άλλο σταθερό υπόβα-
θρο, όπως χαρτί) διότι η πηκτή λειτουργεί ως µοριακός ηθµός που ενισχύει τον
διαχωρισµό (Eικόνα 4.7). Tα µόρια που είναι µικρά σε σχέση µε τους πόρους
της πηκτής µετακινούνται εύκολα διά µέσου της πηκτής, ενώ τα µεγάλα µόρια

Ez
�

f

EIKONA 4.6 Υγρή χρωµατογραφία υψηλής πίε-
σης (HPLC). Η διήθηση µε την τεχνική HPLC
έχει µεγάλη διαχωριστική ικανότητα και µας επι-
τρέπει να προσδιορίσουµε µε ακρίβεια τις πρω-
τεΐνες (1) θυρεοσφαιρίνη (669 kd), (2) καταλάση
(232 kd), (3) βόεια λευκωµατίνη ορού (67 kd),
(4) ωολευκωµατίνη (43 kd) και ριβονουκλεάση
(13.4 kd). [Κατά K.J. Wilson και T.D. Schlabach.
In Current Protocols in Molecular Biology, vol. 2,
suppl. 41, F. M. Ausbel, R. Brent, R.E. Kingston,
D.D. Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith, and K.
Struhl, Eds. (Wiley, 1998), p.10.14.1.]
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µένουν σχεδόν αµετακίνητα. Mόρια ενδιάµεσου µεγέθους µετακινούνται µέσα
από την πηκτή µε διαφορετικές ταχύτητες. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιεί-
ται σε µια λεπτή κατακόρυφη πλάκα πολυακρυλαµιδίου. Η κατεύθυνση ροής
είναι από επάνω προς τα κάτω. Η πηκτή πολυακρυλαµιδίου προτιµάται διότι το
υλικό είναι χηµικά ουδέτερο και η παρασκευή της πηκτής εύκολη. Το ακρυ-
λαµίδιο πολυµερίζεται µε διασύνδεση µεθυλενο-δισακρυλαµιδίου. Στην ηλε-
κτροφόρηση παρατηρούµε το αντίθετο από ό,τι στη χρωµατογραφία πηκτής
διότι όλα τα µόρια, ανεξάρτητα από το µέγεθός τους, αναγκάζονται να µετακι-
νηθούν µέσω της πηκτής. Η πηκτή συµπεριφέρεται σαν ένας κόκκος της στή-
λης χρωµατογραφίας.

Σε µια ηλεκτροφόρηση πολυακρυλαµιδίου κάτω από συνθήκες αποδιάτα-
ξης, οι πρωτεΐνες είναι δυνατόν να διαχωριστούν κυρίως βάσει της µάζας τους.
Tο µείγµα των πρωτεϊνών διαλύεται πρώτα σε διάλυµα δωδεκακυλο-θειικού
νατρίου (SDS), ενός ανιοντικού απορρυπαντικού που καταστρέφει σχεδόν όλες
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EIKONA 4.7 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου. (Α) Μια συσκευή ηλεκτροφόρησης σε πη-
κτή. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε αρκετά δείγµατα συγχρόνως µε αυτήν την επίπεδη συσκευή, ενώ τα
µείγµατα των πρωτεϊνών τοποθετούνται στις εσοχές που δηµιουργήθηκαν στην άνω πηκτή µε τη χρήση
ενός σιφωνίου ακρίβειας µικρολίτρων. Μετά την τοποθέτηση του άνω µέρους της συσκευής µπορούµε να
συνδέσουµε το σύστηµα στο ηλεκτρικό ρεύµα. Το ρεύµα περνώντας µέσα από την πηκτή αναγκάζει το
σύµπλοκο πρωτεΐνης-SDS (sodium dodecyl sulfate = δωδεκακυλο-θειικό νάτριο) που έχει αρνητικό φορ-
τίο να µετακινηθεί προς την άνοδο που βρίσκεται στο κάτω µέρος της συσκευής. (Β) Καθώς οι πρω-
τεΐνες µετακινούνται µέσω της πηκτής η απόσταση που διανύουν ανά µονάδα χρόνου είναι αντιστρόφως
ανάλογη του µεγέθους τους, εποµένως οι µικρότερες µετακινούνται ταχύτερα προς την άνοδο.
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EIKONA 4.8 Σχηµατισµός πη-
κτής πολυακρυλαµιδίου. Όταν
πολυµερίζουµε ενεργοποιηµένο
µονοµερές (µπλε) και διασυνδέ-
τη (κόκκινο) σχηµατίζεται ένα
τριδιάστατο πλέγµα.
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τις µη οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις µιας φυσικής πρω-
τεΐνης. Προστίθεται επίσης µερκαπτοαιθανόλη (2-θειοαι-
θανόλη) ή διθειοθρεϊτόλη, που ανάγουν δισουλφιδικούς δε-
σµούς. Tα ανιόντα του SDS δεσµεύονται στις κύριες αλυ-
σίδες σε αναλογία ενός µορίου SDS ανά 2 αµινοξέα. Αυτό
δίνει στο σύµπλοκο του SDS µε την αποδιατεταγµένη πρω-
τεΐνη ένα µεγάλο φορτίο, περίπου ανάλογο µε τη µάζα της
πρωτεΐνης. Tο αρνητικό φορτίο που αποκτάται µε τη δέ-
σµευση του SDS είναι συνήθως πολύ µεγαλύτερο από ό,τι
το αρχικό φορτίο της φυσικής πρωτεΐνης, εποµένως το αρ-
χικό φορτίο καθίσταται αµελητέο. Tα σύµπλοκα SDS-απο-
διατεταγµένης πρωτεΐνης ηλεκτροφορούνται σε πολυα-
κρυλαµίδιο. Στο τέλος, οι πρωτεΐνες στην πηκτή εµφανί-
ζονται µε χρώση µε άργυρο ή µε κυανούν του Coomassie,
που αποκαλύπτει µια σειρά από ζώνες (Eικόνα 4.9). Oι ρα-
διενεργές σηµάνσεις µπορούν να φανούν µε την τοποθέτη-
ση ενός φιλµ ακτινογραφίας επάνω από την πηκτή. Η δια-
δικασία αυτή ονοµάζεται αυτοραδιογραφία. 

Oι µικρές πρωτεΐνες µετακινούνται εύκολα διά µέσου της πη-
κτής, ενώ οι µεγάλες µένουν στην κορυφή κοντά στο σηµείο το-

ποθέτησης του µείγµατος. H µετακίνηση των περισσότερων πολυπεπτιδικών
αλυσίδων κάτω από  τις συνθήκες αυτές είναι ευθέως ανάλογη µε τον λογά-
ριθµο της µάζας τους (Eικόνα 4.10). Aυτή η εµπειρική σχέση δεν ακολουθεί-
ται από µερικές πρωτεΐνες, π.χ. µερικές πρωτεΐνες πλούσιες σε υδατάνθρακες
και µεµβρανικές πρωτεΐνες που µετακινούνται ανώµαλα. H ηλεκτροφόρηση
σε πηκτή SDS-πολυακρυλαµιδίου είναι γρήγορη, ευαίσθητη και έχει µεγάλη
διαχωριστική ικανότητα. Oι ποσότητες των πρωτεϊνών που απαιτούνται για
ανίχνευση είναι εξαιρετικά µικρές: περίπου 0,1 µg (~2 pmol) για χρώση µε
κυανούν του Coomassie και ακόµη λιγότερο (0,02 µg) όταν χρησιµοποιούµε
χρώση αργύρου. Είναι δυνατόν να διαχωριστούν εύκολα πρωτεΐνες που δια-
φέρουν στη µάζα τους κατά 2% (π.χ. 40 και 41 kd, διαφορά 10 αµινοξέων).

Μπορούµε λοιπόν να εξετάσουµε την αποτελεσµατικότητα του καθαρισµού,
αναλύοντας ένα µικρό δείγµα κάθε σταδίου µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή SDS-
πολυακρυλαµιδίου. Τα αρχικά στάδια θα εµφανίσουν δωδεκάδες έως εκατο-
ντάδες πρωτεϊνών. Καθώς η διαδικασία καθαρισµού συνεχίζεται, ο αριθµός των
ζωνών θα ελαττώνεται, ενώ η ζώνη που αντιπροσωπεύει την προς καθαρισµό
πρωτεΐνη θα αυξάνεται σε ένταση. 

Ισοηλεκτρικός εστιασµός. Oι πρωτεΐνες µπορούν επίσης να διαχωριστούν ηλε-
κτροφορητικά βάσει του σχετικού περιεχοµένου τους σε όξινα και βασικά αµι-
νοξέα. Tο ισοηλεκτρικό σηµείο (pI) µιας πρωτεΐνης είναι το pH όπου το ολικό
φορτίο της είναι µηδέν. Στο pH αυτό, η δυνατότητα µετατόπισής της σε ηλε-
κτρικό πεδίο είναι µηδέν, διότι το z στην εξίσωση (1) είναι ίσο µε µηδέν. Πα-
ραδείγµατος χάριν, το pI του κυτοχρώµατος c µιας πολύ βασικής πρωτεΐνης
µεταφοράς ηλεκτρονίων είναι 10,6, ενώ της λευκωµατίνης ορού, µιας όξινης
πρωτεΐνης στο αίµα, είναι 4,8. Aς υποθέσουµε ότι ένα µείγµα πρωτεϊνών ηλε-
κτροφορείται σε µια βαθµίδωση pH σε πηκτή χωρίς SDS. Kάθε πρωτεΐνη θα
µετακινηθεί µέχρι να συναντήσει µια θέση στην πηκτή όπου το pH ισούται
µε το pI της πρωτεΐνης. Aυτή η µέθοδος διαχωρισµού πρωτεϊνών ανάλογα µε
το ισοηλεκτρικό σηµείο τους λέγεται ισοηλεκτρικός εστιασµός. H βαθµίδωση
pH στην πηκτή σχηµατίζεται µε ηλεκτροφόρηση πρώτα των πολυαµφολυτών
(µικρών πολυ φορτισµένων πολυµερών) που έχουν πολλές τιµές pI. O ισοη-
λεκτρικός εστιασµός µπορεί εύκολα να διαχωρίσει πρωτεΐνες που διαφέρουν
σε pI, ακόµη και κατά 0,01, που σηµαίνει ότι µπορούν να διαχωριστούν πρω-
τεΐνες που διαφέρουν και κατά ένα µόνον αρνητικό φορτίο (Eικόνα 4.11). 

EIKONA 4.9 Χρώση των πρωτεϊνών µετά την
ηλεκτροφόρηση. Οι πρωτεΐνες που διαχωρίζο-
νται µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή SDS-πολυακρυ-
λαµιδίου µπορούν να εµφανιστούν µε χρώση µε
κυανούν του Coomassie. [Ευγενική προσφορά
Kodak Scientific Imaging Systems.]
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EIKONA 4.10 Η ηλεκτροφόρηση µπορεί να
προσδιορίσει την µάζα των πρωτεϊνών. Η κι-
νητικότητα πολλών πρωτεϊνών σε πηκτή SDS-πο-
λυακρυλαµιδίου είναι αντιστρόφως ανάλογη προς
τον λογάριθµο της µάζας τους. [Κατά  K. Weber
και M. Osborn, The Proteins, vol. 1, 3d ed.
(Academic Press, 1975), p. 179.]
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Ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων. Ο ισοηλεκτρικός εστιασµός µπορεί να συν-
δυαστεί µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή  SDS-πολυακρυλαµιδίου για να επιτύ-
χουµε διαχωρισµούς υψηλής διακριτικής ικανότητας. Το δείγµα διαχωρίζεται
πρώτα µε ισοηλεκτρικό εστιασµό. Κατόπιν αυτή η λωρίδα πηκτής τοποθετεί-
ται οριζόντια επάνω από µια πηκτή SDS-πολυακρυλαµιδίου. Εποµένως, οι πρω-
τεΐνες αρχίζουν τη µετακίνησή τους στη δεύτερη πηκτή από το σηµείο που
αντιστοιχεί στη µετακίνησή τους µέσω της λωρίδας πηκτής του ισοηλεκτρι-
κού εστιασµού. Εφαρµόζοντας ρεύµα στη δεύτερη πηκτή οι πρωτεΐνες µετα-
κινούνται κατακόρυφα, µε αποτέλεσµα τον διαχωρισµό τους σε έναν διδιά-
στατο σχηµατισµό από κηλίδες. Σε µια τέτοια πηκτή, πρωτεΐνες που έχουν
διαχωριστεί στην οριζόντια κατεύθυνση, βάσει του ισοηλεκτρικού σηµείου
τους, διαχωρίζονται κατακόρυφα βάσει της µάζας τους. Είναι εντυπωσιακό ότι
µε ένα τέτοιο πείραµα µπορούµε να διαχωρίσουµε περισσότερες από χίλιες
πρωτεΐνες του βακτηρίου Echerichia coli (Εικόνα 4.12). 

Οι πρωτεΐνες που αποµονώνονται από τα κύτταρα κάτω από διαφορετικές
φυσιολογικές συνθήκες µπορούν να διαχωριστούν µε ηλεκτροφόρηση δύο δια-
στάσεων και εξέταση της έντασης των σηµάτων. Με τον τρόπο αυτό µπορεί
να παρατηρηθεί αύξηση ή ελάττωση της συγκέντρωσης συγκεκριµένων πρω-
τεϊνών, ως απόκριση στη φυσιολογική κατάσταση. Πώς µπορούµε να απο-
φανθούµε ποια πρωτεΐνη ρυθµίζεται; Ένα µειονέκτηµα της ισχύος της πηκτής
δύο διαστάσεων ήταν ότι, µολονότι εµφανίζονταν πολλές πρωτεΐνες, δεν ήταν
δυνατόν να ταυτοποιηθούν. Σήµερα, αυτό είναι δυνατόν να επιτευχθεί µε συν-
δυασµό της ηλεκτροφόρησης δύο διαστάσεων και των τεχνικών φασµατοµε-
τρίας µάζας. Θα αναλύσουµε τις τεχνικές αυτές όταν θα εξετάσουµε πώς προσ-
διορίζεται η µάζα µιας πρωτεΐνης (Εδάφιο 4.1.7).

EIKONA 4.12 Ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων
σε πηκτή. (Α) Ένα πρωτεϊνικό δείγµα διαχωρίζε-
ται αρχικά στην οριζόντια κατεύθυνση, ανάλογα
µε το ισοηλεκτρικό σηµείο των πρωτεϊνών που
περιέχει, όπως περιγράφεται στην Εικόνα 4.11. Η
πηκτή τοποθετείται στη συνέχεια επάνω σε πη-
κτή SDS-πολυακρυλαµιδίου και ηλεκτροφορείται
κατακόρυφα, οπότε πρωτεΐνες µε το ίδιο ισοηλε-
κτρικό σηµείο αλλά διαφορετική µάζα θα διαχω-
ριστούν τώρα βάσει της µάζας τους. (Β) Οι πρω-
τεΐνες της E. coli, όταν διαχωριστούν µε ηλε-
κτροφόρηση δύο διαστάσεων, δίνουν αποτύπωµα
από χίλιες τουλάχιστον διαφορετικές πρωτεΐνες.
Οι πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν όπως περιγράψαµε,
δηλαδή πρώτα στην οριζόντια κατεύθυνση σύµ-
φωνα µε το ισοηλεκτρικό τους σηµείο και στη
συνέχεια στην κατακόρυφη κατεύθυνση ανάλογα
µε τη µάζα τους. [Ευγενική προσφορά Dr. Patrick
H. O’Farrell.]
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EIKONA 4.11 Η αρχή του ισοηλεκτρικού
εστιασµού. Στην πηκτή διαµορφώνεται πρώτα

µια βαθµίδωση pH και µετά τοποθετείται το
δείγµα. (Α) Μετά την τοποθέτηση του δείγµατος

το ηλεκτρικό ρεύµα θα οδηγήσει τις πρωτεΐνες
στο ισοηλεκτρικό σηµείο τους όπου και θα

εστιαστούν διότι εκεί δεν έχουν φορτίο. (Β) Οι
πρωτεΐνες από τις αντίστοιχες ζώνες µπορούν να
χρησιµοποιηθούν για άλλα πειράµατα αν κόψουµε

την κάθε ζώνη και εκλούσουµε την πρωτεΐνη.
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4.1.5 Ένα πρωτόκολλο καθαρισµού µπορεί να εκτιµηθεί και ποσοτικά

Για να προσδιοριστεί η επιτυχία του σχήµατος καθαρισµού µιας πρωτεΐνης,
παρακολουθείται η διαδικασία σε κάθε στάδιο ως προς την ειδική δραστικό-
τητα και καθαρότητα µε ανάλυση µέσω ηλεκτροφόρησης σε πηκτή SDS-πο-
λυακρυλαµιδίου. Ας δούµε τα αποτελέσµατα για τον καθαρισµό της υποθετι-
κής πρωτεΐνης Χ που συνοψίζονται στον Πίνακα 4.1 και στην Εικόνα 4.13. Σε
κάθε στάδιο µετρήθηκαν οι εξής παράµετροι:

Ολική πρωτεΐνη. Η ποσότητα της πρωτεΐνης σε ένα κλάσµα ισούται µε την πο-
σότητα της πρωτεΐνης που προσδιορίστηκε σε έναν µικρό όγκο του κλάσµα-
τος επί τον συνολικό όγκο.

Ολική δραστικότητα. Η ενζυµική δραστικότητα για το κλάσµα καθορίζεται µε
τη µέτρηση της δραστικότητας του ενζύµου σε µικρό όγκο του κλάσµατος, µε
µια κατάλληλη δοκιµασία για την πρωτεΐνη Χ, και την αναγωγή της στον συ-
νολικό όγκο του κλάσµατος.

Ειδική δραστικότητα. Η παράµετρος αυτή είναι το κλάσµα της ολικής δραστι-
κότητας διά της µάζας ολικής πρωτεΐνης.

Απόδοση. Η παράµετρος αυτή δείχνει τη δραστικότητα που διατηρήθηκε µετά
από κάθε στάδιο καθαρισµού σαν ποσοστό της αρχικής δραστικότητας. Η πο-
σότητα της αρχικής δραστικότητας θεωρείται ως 100%.

Επίπεδο καθαρότητας. Η παράµετρος αυτή καθορίζει την αύξηση της καθαρό-

EIKONA 4.13 Ηλεκτροφορητική ανάλυση του
καθαρισµού µιας πρωτεΐνης. Τα αποτελέσµατα
του καθαρισµού της υποθετικής πρωτεΐνης που
αναλύθηκε στον Πίνακα 4.1 ελέγχονται µε ηλε-
κτροφόρηση σε πηκτή SDS-πολυακρυλαµιδίου. Κά-
θε διαδροµή περιέχει 50 µg δείγµατος. Η αποτε-
λεσµατικότητα του καθαρισµού αποδεικνύεται από
το γεγονός ότι η ζώνη της πρωτεΐνης που καθαρί-
στηκε είναι πιο εµφανής σε σχέση µε τις άλλες
ζώνες.

Ολική πρωτεΐνη Ολική δραστικότητα Ειδική δραστικότητα Απόδοση Επίπεδο
Στάδιο (mg) (µονάδες) (µονάδες mg–1) (%) καθαρότητας

Οµογενοποίηση 15.000 150.000 10 100 1

Κλασµάτωση άλατος 4.600 138.000 30 92 3

Χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής 1.278 115.500 90 77 9

Χρωµατογραφία µοριακού 68,8 75.000 1.100 50 110
αποκλεισµού

Χρωµατογραφία συγγένειας 1,75 52.500 30.000 35 3.000

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.1 Ποσοτικοποίηση του πρωτοκόλλου καθαρισµού µιας υποθετικής πρωτεΐνης.

OÌÔÁÂÓÔÔ›ËÛË KÏ·ÛÌ¿ÙˆÛË
¿Ï·ÙÔ˜

XÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›·
ÈÔÓÙÔ·ÓÙ·ÏÏ·Á‹˜

XÚˆÌ·ÙÔÁÚ·Ê›·
ÌÔÚÈ·ÎÔ‡

·ÔÎÏÂÈÛÌÔ‡

XÚˆÌ·ÙÔ-
ÁÚ·Ê›·

Û˘ÁÁ¤ÓÂÈ·˜
1 2 3 4 5



τητας του δείγµατος, ως προς την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει, σε κάθε στά-
διο της διαδικασίας. Ισούται µε το πηλίκο της ειδικής δραστικότητας του συ-
γκεκριµένου σταδίου διά της ειδικής δραστικότητας του αρχικού σταδίου.

Όπως βλέπουµε στον Πίνακα 4.1, το πρώτο στάδιο καθαρισµού, η κλα-
σµάτωση άλατος, οδηγεί σε αύξηση της καθαρότητας µόνο κατά τρεις φορές,
αλλά ανακτούµε όλη σχεδόν την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει, αφού η από-
δοση είναι 92%. Αφού ακολουθήσει διαπίδυση για να αποµακρυνθεί το άλας,
το κλάσµα αυτό περνά από µια στήλη ιοντοανταλλαγής. H καθαρότητα τώρα
αυξάνεται 9 φορές σε σχέση µε την αρχική και η απόδοση ελαττώνεται στο
77% του αρχικού υλικού. Η χρωµατογραφία µοριακού αποκλεισµού δίνει κα-
θαρότητα 100 φορές της αρχικής, αλλά η απόδοση είναι ήδη στο 50%. Στο
τελικό στάδιο της χρωµατογραφίας συγγένειας χρησιµοποιούµε προσδέτη ει-
δικό για το ένζυµο-στόχο που καθαρίζουµε. Το στάδιο αυτό είναι το πιο εξει-
δικευµένο από όλα και αποδίδει καθαρότητα 3.000 φορές, ενώ ελαττώνει την
απόδοση σε 35%. Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή SDS-πολυακρυλαµιδίου στην
Εικόνα 4.13 δείχνει ότι, προσθέτοντας σταθερή ποσότητα πρωτεΐνης µετά
από κάθε στάδιο καθαρισµού, ο αριθµός των πρωτεϊνών που εµφανίζονται
στην ηλεκτροφόρηση ελαττώνεται όσο η καθαρότητα του δείγµατος αυξά-
νεται, αλλά η πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει αυξάνεται ως ποσοστό της συ-
νολικής πρωτεΐνης που υπάρχει στο δείγµα.

Ένα επιτυχηµένο πρωτόκολλο καθαρισµού πρέπει να παίρνει υπ’ όψιν και
το επίπεδο καθαρότητας και την απόδοση. Μεγάλη καθαρότητα, αλλά µικρή
απόδοση, παρέχει µικρή ποσότητα πρωτεΐνης για τα υπόλοιπα πειράµατα. Με-
γάλη ποσότητα µικρής καθαρότητας αφήνει πολλές ξένες πρωτεΐνες στο κλά-
σµα και περιπλέκει την ερµηνεία των πειραµάτων.

4.1.6 Η υπερφυγοκέντρηση είναι πολύτιµη µέθοδος διαχωρισµού
βιοµορίων και προσδιορισµού της µάζας τους

Έχουµε ήδη συζητήσει τη χρήση της φυγοκέντρησης στον διαχωρισµό των
κυτταρικών συστατικών, η µέθοδος όµως χρησιµοποιείται και για την ανάλυ-
ση των ίδιων των µακροµορίων. Με την τεχνική αυτή µπορούµε να καθορί-
σουµε παραµέτρους, όπως η µάζα και η πυκνότητα, να πάρουµε πληροφορίες
για το σχήµα του µορίου και να µελετήσουµε αλληλεπιδράσεις µεταξύ των µο-
ρίων. Για να µπορέσουµε να βγάλουµε τα συµπεράσµατα αυτά από τα δεδοµέ-
να της φυγοκέντρησης χρειαζόµαστε µια µαθηµατική εξίσωση σχετικά µε τη
συµπεριφορά των µορίων όταν αυτά βρεθούν σε πεδίο άσκησης φυγόκεντρης
δύναµης.

Τιµή S Μοριακό
Πρωτεΐνη (µονάδες Svedberg) βάρος

Παγκρεατικός αναστολέας θρυψίνης 1 6.520

Κυτόχρωµα c 1,83 12.310

Ριβονουκλεάση Α 1,78 13.690

Μυοσφαιρίνη 1,97 17.800

Θρυψίνη 2,5 23.200

Ανθρακική ανυδράση 3,23 28.800

Κονκαναβαλίνη Α 3,8 51.260

Μηλική αφυδρογονάση 5,76 74.900

Γαλακτική αφυδρογονάση 7,54 146.200

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.2 Οι τιµές S και τα µοριακά βάρη πρότυπων πρωτεϊνών.

[Από T. Creighton, Proteins, 2nd ed. (W. H. Freeman and Company, 1993) Table 7.1]

94
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 · Eξερευνώντας τις πρωτεΐνες



EIKONA 4.14 Πυκνότητα και συντελεστές κα-
ταβύθισης κυτταρικών συστατικών. [Κατά L.J.
Kleinsmith και V.M. Kish, Principles of Cell and
Molecular Biology, 2nd ed. (Harper Collins,
1995), p. 138.]

Ένα σωµατίδιο θα µετακινηθεί µέσα σε ένα υγρό αν βρεθεί σε πεδίο φυ-
γόκεντρης δύναµης. Ένας καλός τρόπος ποσοτικοποίησης της ταχύτητας µε-
τακίνησης είναι ο υπολογισµός του συντελεστή καταβύθισης s ενός σωµατι-
δίου χρησιµοποιώντας την ακόλουθη εξίσωση

s � m(1 � �–�)/f

όπου m είναι η µάζα του σωµατιδίου, �– ο µερικός ειδικός όγκος του σωµατι-
δίου (το αντίστροφο της πυκνότητας του σωµατιδίου), ρ η πυκνότητα του δια-
λύµατος και f ο συντελεστής τριβής (παράγοντας που εξαρτάται από το σχή-
µα του σωµατιδίου). Ο όρος (1 – �–ρ) είναι η δύναµη άνωσης που ασκείται από
το διάλυµα.

Οι συντελεστές καταβύθισης συνήθως εκφράζονται σε µονάδες Svedberg (S)
που είναι ίσες µε 10–13 s. Όσο πιο µικρή είναι η τιµή S, τόσο πιο αργά µετα-
κινείται ένα σωµατίδιο µέσα σε ένα φυγοκεντρικό πεδίο. Οι τιµές S για µερι-
κά βιοµόρια και κυτταρικά συστατικά φαίνονται στον Πίνακα 4.2 και στην Ει-
κόνα 4.14.

Η προηγούµενη εξίσωση µας οδηγεί σε αρκετά σηµαντικά συµπεράσµατα:
1. Η ταχύτητα καταβύθισης ενός σωµατιδίου είναι ανάλογη της µάζας του. Ένα

σωµατίδιο µε µεγαλύτερη µάζα καταβυθίζεται ταχύτερα από ένα σωµατίδιο
ίδιου σχήµατος και πυκνότητας αλλά µικρότερης µάζας.

2. Το σχήµα επηρεάζει επίσης την ταχύτητα καταβύθισης, διότι επηρεάζει το
ιξώδες. Ο συντελεστής τριβής f ενός συµπαγούς σωµατιδίου είναι µικρό-
τερος από εκείνον ενός λιγότερου συµπαγούς σωµατιδίου της ίδιας µάζας.
Εποµένως, τα επιµήκη σωµατίδια καθιζάνουν πιο αργά από ό,τι τα σφαιρι-
κά σωµατίδια της ίδιας µάζας.

3. Ένα πυκνό σωµατίδιο µετακινείται πιο γρήγορα από ό,τι ένα λιγότερα πυ-
κνό διότι η αντίθετη δύναµη της άνωσης (1 – �–ρ) είναι µικρότερη για το
πυκνό σωµατίδιο.
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EIKONA 4.15 Φυγοκέντρηση σε ζώνες. Τα στά-
δια στη φυγοκέντρηση αυτή είναι τα εξής: (Α)
δηµιουργία µιας βαθµίδωσης πυκνότητας, (Β) το-
ποθέτηση του δείγµατος επάνω στη βαθµίδωση,
(Γ) τοποθέτηση του σωλήνα σε κεφαλή φυγοκέ-
ντρου µε εκπτυσσόµενους σωλήνες και φυγοκέ-
ντρηση, (∆) συλλογή των κλασµάτων [Κατά D.
Freifelder, Physical Biochemistry, 2nd ed. (W.H.
Freeman and Company, 1982), p. 397]
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4. Η ταχύτητα καταβύθισης εξαρτάται επίσης από την πυκνότητα του διαλύ-
µατος (ρ). Τα σωµατίδια καταβυθίζονται όταν  �–ρ <1, επιπλέουν όταν
�–ρ > 1 και δεν µετακινούνται όταν  ��–ρ = 1.

Υπάρχει µια τεχνική που ονοµάζεται φυγοκέντρηση σε ζώνες ή πιο απλά φυ-
γοκέντρηση βαθµίδωσης που µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον διαχωρισµό
πρωτεϊνών µε διαφορετικούς συντελεστές καταβύθισης. Το πρώτο στάδιο εί-
ναι η δηµιουργία µιας βαθµίδωσης πυκνότητας σε έναν φυγοκεντρικό σωλή-
να. Αναµειγνύοντας ίσες ποσότητες ενός διαλύµατος χαµηλής πυκνότητας
(όπως 5% σακχαρόζη) και ενός διαλύµατος υψηλής πυκνότητας (όπως 20% σακ-
χαρόζη) επιτυγχάνουµε τη δηµιουργία µιας γραµµικής βαθµίδωσης σακχαρό-
ζης από 20% στον πυθµένα έως 5% στην κορυφή του σωλήνα (Εικόνα 4.15). Ο
ρόλος της βαθµίδωσης πυκνότητας ανάγεται στην παρεµπόδιση της µεταφο-
ράς θερµότητας λόγω ροής. Ένας µικρός όγκος του µείγµατος των πρωτεϊνών
που θέλουµε να διαχωρίσουµε τοποθετείται επάνω στη βαθµίδωση πυκνότη-
τας. Καθώς η κεφαλή της φυγοκέντρου περιστρέφεται, οι πρωτεΐνες µετακι-
νούνται µέσω της βαθµίδωσης και διαχωρίζονται σύµφωνα µε τους συντελε-
στές καταβύθισής τους. Ο χρόνος και η ταχύτητα της φυγοκέντρησης καθορί-
ζονται εµπειρικά. Οι ζώνες των πρωτεϊνών που διαχωρίστηκαν µπορούν να
συλλεχθούν από τον σωλήνα, µετά από τρύπηµα του πυθµένα του και συλλο-
γή των σταγόνων σε κλάσµατα. Τα κλάσµατα µετρώνται και καθορίζεται το
περιεχόµενό τους σε πρωτεΐνη και καταλυτική δραστικότητα ή κάποια άλλη
λειτουργική ιδιότητα. Αυτή η τεχνική ταχύτητας καταβύθισης διαχωρίζει εύ-
κολα πρωτεΐνες που διαφέρουν σε σταθερά καταβύθισης κατά έναν παράγο-
ντα του δύο ή περισσότερο.

Η µάζα µιας πρωτεΐνης µπορεί να προσδιοριστεί απόλυτα µε καταβύθιση
ισορροπίας, όπου ένα µείγµα φυγοκεντρείται σε σχετικά χαµηλή ταχύτητα, έτσι
ώστε η καταβύθιση να εξισορροπείται από τη διάχυση. Η τεχνική της καταβύ-
θισης ισορροπίας είναι ιδιαίτερα ακριβής για τον καθορισµό της µάζας και µπορεί
να εφαρµοστεί κάτω από µη αποδιατακτικές συνθήκες στις οποίες η φυσική τεταρ-
τοταγής δοµή ολιγοµερών πρωτεϊνών διατηρείται. Αντίθετα, η ηλεκτροφόρηση σε
πηκτή SDS-πολυακρυλαµιδίου (Εδάφιο 4.1.4) προσφέρει µια εκτίµηση της µά-
ζας των διαχωρισµένων πολυπεπτιδικών αλυσίδων κάτω από συνθήκες απο-
διάταξης. Σηµειώνεται ότι αν ξέρουµε τη µάζα των αποδιατεταγµένων συστα-
τικών µιας ολιγοµερούς πρωτεΐνης, διότι την καθορίσαµε µε ανάλυση σε SDS-
πολυακρυλαµίδιο, και τη µάζα της ανέπαφης ολιγοµερούς πρωτεΐνης, όπως κα-
θορίστηκε από ανάλυση µε καταβύθιση ισορροπίας, µπορούµε να προσδιορί-
σουµε πόσα αντίγραφα κάθε πολυπεπτιδικής αλυσίδας υπάρχουν στην ολιγο-
µερή πρωτεΐνη.

4.1.7 Η µάζα µιας πρωτεΐνης µπορεί να καθοριστεί απόλυτα µε
φασµατοµετρία µάζας

Η φασµατοµετρία µάζας είναι µια αναλυτική µέθοδος καθιερωµένη στην ορ-
γανική χηµεία από χρόνια. Μέχρι πρόσφατα, όµως, η τεχνική αυτή δεν είχε
καµιά χρησιµότητα στη µελέτη των πρωτεϊνών, διότι οι πρωτεΐνες δεν είναι
πτητικές. Η δυσκολία αυτή παρακάµφθηκε µε τη διασπορά πρωτεϊνών και άλ-
λων µακροµορίων στην αέρια φάση. Οι µεθοδολογίες αυτές ονοµάζονται εκρό-
φηση-ιοντισµός από µήτρα µέσω λέιζερ (matrix-assisted laser desorption-ioni-
zation, MALDI) και φασµατοµετρία ηλεκτροψεκασµού (electrospray spectro-
metry). Θα εστιάσουµε την προσοχή µας στη φασµατοµετρία MALDI. Στην
τεχνική αυτή δηµιουργούνται ιόντα πρωτεΐνης που επιταχύνονται µέσω ενός
ηλεκτρικού πεδίου (Eικόνα 4.16). Τα ιόντα αυτά ταξιδεύουν µέσα από έναν σω-
λήνα επιτάχυνσης, όπου τα µικρά ιόντα ταξιδεύουν γρηγορότερα και φθάνουν
πρώτα στον ανιχνευτή. Εποµένως, ο χρόνος πτήσης (time of flight, TOF) στο
ηλεκτρικό πεδίο είναι παράµετρος εξαρτώµενη από τη µάζα (ή, για να είµα-
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στε ακριβέστεροι, τον λόγο µάζα/φορτίο). Ελάχιστες ποσότητες βιοµορίων,
τόσο µικρές όσο λίγα picomol (pmol) έως femtomol (fmol) χρειάζονται για µια
τέτοια ανάλυση. Ένα φάσµα µάζας MALDI-TOF για το µείγµα των πρωτεϊνών
ινσουλίνης και β-λακτοσφαιρίνης υπάρχει στην Εικόνα 4.17. Οι µάζες που
προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο MALDI-TOF είναι 5733,9 και 18,364 αντί-
στοιχα σε σχέση µε τις τιµές 5733,5 και 18,388 που είχαν υπολογιστεί από τον
µοριακό τύπο της κάθε πρωτεΐνης. Η µέθοδος MALDI-TOF είναι πράγµατι
ένας ακριβής τρόπος προσδιορισµού της µάζας µιας πρωτεΐνης.

Η φασµατοµετρία µάζας επέτρεψε την ανάπτυξη της µεθόδου αποτύπωσης
πεπτιδικής µάζας (peptide mass fingerprinting). Αυτή η τεχνική ταυτοποίησης
πεπτιδίων έχει αυξήσει εντυπωσιακά τη χρήση της µεθόδου ηλεκτροφόρησης
δύο διαστάσεων. Η ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων γίνεται όπως περιγράφη-
κε ήδη στο Εδάφιο 4.1.4. Το δείγµα αποµονώνεται και διασπάται σε εξειδικευ-

EIKONA 4.16 Φασµατοµετρία µάζας MALDI-
TOF. (1) Το πρωτεϊνικό δείγµα µονιµοποιηµένο
σε κατάλληλο υλικό ιοντίζεται µε ακτίνες λέι-
ζερ. (2) Ένα ηλεκτρικό πεδίο επιταχύνει προς
τον ανιχνευτή τα ιόντα που δηµιουργούνται
στον σωλήνα πτήσης. (3) Τα ελαφρύτερα ιόντα
φθάνουν πρώτα. (4) Ο παλµός του ιοντισµού
λέιζερ ενεργοποιεί συγχρόνως ένα ρολόι που
µετρά τον χρόνο πτήσης (TOF) των ιόντων.
[Κατά J.T. Watson, Introduction to Mass
Spectrometry, 3d ed. (Lippincott – Raven,
1997), p. 279.]
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EIKONA 4.17 Φάσµα µάζας MALDI-TOF για την
ινσουλίνη και τη β-λακτοσφαιρίνη. Μείγµα ιν-
σουλίνης (I) και β-λακτοσφαιρίνης (L), 5 pmol
από την κάθε µία, ιοντίζεται µε MALDI, που πα-
ράγει κυρίως µονήρη φορτισµένα µοριακά ιόντα
από πεπτίδια και πρωτεΐνες (I + H+ για την ιν-
σουλίνη και L + H+ για τη λακτοσφαιρίνη). Παρ’
όλα αυτά, παράγονται και µόρια µε πολλαπλά
φορτία καθώς και µικρές ποσότητες διµερούς ιν-
σουλίνης µε ένα φορτίο (2 I + H+). [Κατά J.T.
Watson, Introduction to Mass Spectrometry, 3d
ed. (Lippincott – Raven, 1997), p. 282.]
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µένες θέσεις µε χηµικό ή ενζυµικό τρόπο. Οι µάζες των πρωτεϊνικών θραυσµά-
των καθορίζονται στη συνέχεια µε τη χρήση φασµατοµετρίας µάζας. Τελικά οι
µάζες των πρωτεϊνικών θραυσµάτων, ή το δακτυλικό αποτύπωµα της υδρόλυσης,
συγκρίνονται µε αποτυπώµατα που υπάρχουν καταχωρισµένα σε βάσεις δεδο-
µένων πρωτεϊνών, οι οποίες «διασπάστηκαν ηλεκτρονικά» από ένα πρόγραµ-
µα υπολογιστή που µιµείται την τεχνική διάσπασης που χρησιµοποιήθηκε για
το δείγµα του πειράµατος. Η τεχνική αυτή έχει προσφέρει εντυπωσιακά απο-
τελέσµατα. Παραδείγµατος χάριν, µε τη µέθοδο αποτύπωσης πεπτιδικής µάζας
προσδιορίστηκε απόλυτα το 80% των 150 πρωτεϊνών της ζύµης που έχουν ανα-
λυθεί συνολικά µε ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων. Η φασµατοµετρία µάζας
έδωσε τις ετικέτες µε τα ονόµατα σε πολλές πρωτεΐνες της ηλεκτροφόρησης
δύο διαστάσεων.

4.2 Η ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΑΜΙΝΟΞΕΩΝ ΜΠΟΡΕΙ ΝΑ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΤΕΙ ΜΕ
ΑΥΤΟΜΑΤΟΠΟΙΗΜΕΝΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗΣ EDMAN

Έχοντας καθαρίσει την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει και έχοντας προσδιορί-
σει τη µάζα της, το επόµενο στάδιο που συνήθως ακολουθεί είναι ο καθορι-
σµός της αλληλουχίας αµινοξέων ή της πρωτοταγούς δοµής. Όπως αναφέρθη-
κε ήδη (Εδάφιο 3.2.1) υπάρχει ένας πλούτος πληροφοριών και για τη λειτουρ-
γία αλλά και για την ιστορία της εξέλιξης της πρωτεΐνης που αποκαλύπτεται
µε τη γνώση της πρωτοταγούς δοµής της. Aς δούµε πώς µπορούµε να προσ-
διορίσουµε την αλληλουχία ενός µικρού πεπτιδίου, όπως το

Ala–Gly–Asp–Phe–Arg–Gly.

Πρώτα προσδιορίζουµε τη σύσταση αµινοξέων του πεπτιδίου. Tο πεπτίδιο
υδρολύεται στα αµινοξέα που το αποτελούν, µε θέρµανση σε 6 N HCl στους
110°C για 24 ώρες. Τα αµινοξέα που είναι υδρολυµένα µπορούν να διαχωρι-
στούν µε χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής σε στήλες από σουλφονιωµένο πο-
λυστυρόλιο. Η ταυτότητα του αµινοξέος προσδιορίζεται από τον όγκο της
έκλουσης, που είναι ο όγκος του ρυθµιστικού διαλύµατος που απαιτείται για
την αποµάκρυνση του αµινοξέος από τη στήλη (Eικόνα 4.18) και ποσοτικο-
ποιείται µε αντίδραση νινυδρίνης. Tα αµινοξέα που υφίστανται την επεξεργα-
σία αυτή δίνουν ένα έντονο µπλε χρώµα, εκτός από την προλίνη η οποία δίνει
κίτρινο χρώµα διότι περιέχει µια δευτεροταγή αµινική οµάδα. H συγκέντρω-
ση ενός αµινοξέος σε διάλυµα µετά τη θέρµανσή του µαζί µε νινυδρίνη είναι
ανάλογη µε την απορροφητικότητα του διαλύµατος. Aυτή η τεχνική µπορεί να
προσδιορίσει ένα µικρογραµµάριο (10 nmol) ενός αµινοξέος, που είναι η πο-

EIKONA 4.18 Καθορισµός της σύστασης αµι-
νοξέων. Τα αµινοξέα που περιέχονται σε υδρό-
λυµα πεπτιδίου µπορούν να διαχωριστούν µε
χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής σε ρητίνη σουλ-
φονιωµένου πολυστυρολίου, όπως Dower-50. Για
την έκλουση των αµινοξέων χρησιµοποιούνται
ρυθµιστικά διαλύµατα µε βαθµίδωση pH (στην
περίπτωση της εικόνας χρησιµοποιήθηκε κιτρικό
νάτριο). Η ποσότητα του κάθε αµινοξέος καθο-
ρίζεται από την απορροφητικότητά του. Το
ασπαραγινικό, που έχει όξινη πλευρική αλυσίδα,
εµφανίζεται πρώτο, ενώ η αργινίνη, που έχει
βασική πλευρική αλυσίδα, εµφανίζεται τελευταία.
Το αρχικό πεπτίδιο λοιπόν αποτελείται από τα
εξής κατάλοιπα αµινοξέων: ένα ασπαραγινικό,
δύο γλυκίνες, µία αλανίνη, µία φαινυλαλανίνη
και µία αργινίνη.
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σότητά του σε ένα δακτυλικό αποτύπωµα. H φθορεσκαµίνη, που αντιδρά µε a-
αµινικές οµάδες για να δώσει ένα προϊόν υψηλού φθορισµού, µπορεί να προσ-
διορίσει έως και ένα νανογραµµάριο (10 pmol) αµινοξέος (Eικόνα 4.19). Σύ-
γκριση του σχήµατος του χρωµατογραφήµατος της υδρόλυσης των αµινοξέων
στο µείγµα που αναλύεται µε εκείνο του γνωστού µείγµατος των αµινοξέων,
θα δείξει ότι τα αµινοξέα του πεπτιδίου είναι

(Ala, Arg, Asp, Gly2, Phe).

H παρένθεση σηµαίνει ότι αυτά είναι τα αµινοξέα του πεπτιδίου και όχι η αλ-
ληλουχία τους.

Το επόµενο βήµα είναι συχνά η ταυτοποίηση του αµινο-τελικού άκρου του
πεπτιδίου, µε την προσθήκη ενός συµπλόκου που σχηµατίζει σταθερό οµοιο-
πολικό δεσµό. Για τον σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε φθορο-δινιτρο-βενζόλιο
(FDNB) για πρώτη φορά από τον Frederick Sanger. Σήµερα χρησιµοποιείται
κυρίως το διµεθυλαµινο-αζοβενζυλο-σουλφονυλο-χλωρίδιο (dabsyl-χλωρίδιο) διό-
τι σχηµατίζει έντονα χρωµατισµένα παράγωγα που µπορούν να ανιχνευθούν
µε υψηλή ευαισθησία. H ουσία αυτή αντιδρά µε µια µη φορτισµένη οµάδα a-
NH2 και δηµιουργεί ένα παράγωγο σουλφοναµιδίου που είναι σταθερό κάτω
από συνθήκες που υδρολύουν πεπτιδικούς δεσµούς (Eικόνα 4.20). Η υδρόλυ-
ση του δείγµατος του dabsyl-πεπτιδίου σε 6 N HCl δίνει dabsyl-αµινοξύ, που
µπορεί να προσδιοριστεί ως dabsyl-αλανίνη από τις χρωµατογραφικές του ιδιό-
τητες. Tο διµεθυλαµινο-ναφθολο-σουλφονυλο-χλωρίδιο (dansyl-χλωρίδιο), ένα
άλλο χρωµοφόρο που χρησιµοποιείται αρκετά συχνά, σχηµατίζει φθορίζοντα
παράγωγα σουλφοναµιδίων.

Παρ’ όλο που η µέθοδος προσδιορισµού του αµινο-τελικού αµινοξέος µε
dabsyl είναι ευαίσθητη και αποτελεσµατική, δεν µπορεί να χρησιµοποιηθεί
για πολλούς κύκλους, διότι το πεπτίδιο καταστρέφεται τελείως στο στάδιο της
όξινης υδρόλυσης και εποµένως χάνεται όλη η πληροφορία της αλληλουχίας.
O Pehr Edman καθόρισε έναν τρόπο για τη σήµανση του αµινο-τελικού άκρου
και τη διάσπασή του από το πεπτίδιο χωρίς να καταστρέφει τους πεπτιδικούς
δεσµούς µεταξύ των άλλων αµινοξέων. H αποικοδόµηση Edman αποµακρύνει
ένα κατάλοιπο αµινοξέος κάθε φορά από το αµινο-τελικό άκρο του πεπτιδίου
(Eικόνα 4.21). Tο φαινυλοϊσοθειοκυανικό αντιδρά µε τη µη φορτισµένη τελική
αµινική οµάδα του πεπτιδίου και σχηµατίζει ένα παράγωγο φαινυλο-θειοκαρ-
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EIKONA 4.19 Φθορίζοντα παράγωγα αµι-
νοξέων. Η φθορεσκαµίνη αντιδρά µε τις α-
αµινικές οµάδες των αµινοξέων δηµιουργώ-
ντας φθορίζοντα παράγωγα.
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EIKONA 4.20 Καθορισµός του
αµινο-τελικού καταλοίπου ενός
πεπτιδίου. Το dabsyl-χλωρίδιο
χρησιµοποιείται για τη σήµανση
του πεπτιδίου, που στη συνέχεια
υδρολύεται µε υδροχλωρικό οξύ.
Το dabsyl-αµινοξύ (dabsyl-αλανίνη
στο παράδειγµά µας) ταυτοποιεί-
ται από τα χρωµατογραφικά χαρα-
κτηριστικά του.

EIKONA 4.21 Αποικοδόµηση Edman. Το σηµασµένο αµινο-τελικό κατάλοιπο (PTH-αλανίνη στον πρώτο
κύκλο) µπορεί να απελευθερωθεί χωρίς να υδρολυθεί το υπόλοιπο του πεπτιδίου. Εποµένως, το νέο
αµινο-τελικό κατάλοιπο του πεπτιδίου Gly-Asp-Phe-Arg-Gly µπορεί να προσδιοριστεί σε έναν δεύτερο
ανάλογο κύκλο. Με άλλους τρεις κύκλους αποικοδόµησης Edman καθορίζεται η πλήρης αλληλουχία του
αρχικού πεπτιδίου.
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βαµοϋλίου. Στη συνέχεια, κάτω από ήπιες όξινες συνθήκες, απελευθερώνεται
ένα κυκλικό παράγωγο του τελικού αµινοξέος, ενώ το υπόλοιπο πεπτίδιο πα-
ραµένει ανέπαφο και µικρότερο κατά ένα αµινοξύ. Tο κυκλικό παράγωγο εί-
ναι η ένωση φαινυλοθειο-υδαντοϊνο(PTH)-αµινοξύ, που µπορεί να προσδιορι-
στεί µε χρωµατογραφικές µεθόδους. Η διαδικασία Edman µπορεί να επανα-
ληφθεί µετά στο µικρότερο πεπτίδιο δίνοντας ένα άλλο PTH-αµινοξύ που µπο-
ρεί και πάλι να προσδιοριστεί µε χρωµατογραφία. Τρεις ακόµη κύκλοι επα-
νάληψης της διαδικασίας θα αποκαλύψουν ολόκληρη την αλληλουχία του αρ-
χικού πενταπεπτιδίου

Ο χρόνος καθορισµού της πλήρους αλληλουχίας µιας πρωτεΐνης ελαχι-
στοποιήθηκε µε την ανάπτυξη αυτοµατοποιηµένων µηχανηµάτων προσδιορι-
σµού αλληλουχίας αµινοξέων. Απαιτείται τώρα λιγότερο από µία ώρα για ένα
πλήρη κύκλο αποικοδόµησης Edman — τη σχάση ενός αµινοξέος από ένα πε-
πτίδιο και τον χαρακτηρισµό του. Επαναλαµβάνοντας τους κύκλους αποικο-
δόµησης µπορούµε να χαρακτηρίσουµε έως και 50 αµινοξέα µιας πρωτεΐνης.
Η υγρή χρωµατογραφία υψηλής πίεσης διαχωρίζει τα αµινοξέα µε µεγάλη ευ-
αισθησία (Eικόνα 4.22). Τα µηχανήµατα προσδιορισµού αλληλουχιών αµινο-
ξέων σε αέρια φάση αναλύουν ποσότητες picomole πεπτιδίων και πρωτεϊνών.
Η ευαισθησία αυτή επιτρέπει την ανάλυση πρωτεϊνικού δείγµατος που εκλού-
εται από µία και µόνο ζώνη µιας πηκτής SDS-πολυακρυλαµιδίου.

4.2.1 Οι πρωτεΐνες είναι δυνατόν να υποστούν εξειδικευµένη διάσπαση
σε µικρά πεπτίδια για να διευκολυνθεί η ανάλυση

Θεωρητικά, µια ολόκληρη πρωτεΐνη µπορεί να αναλυθεί µε τη µέθοδο Edman.
Πρακτικά, όµως, τα πεπτίδια µε περισσότερα από πενήντα κατάλοιπα δεν µπο-
ρούν να αναλυθούν µε τη µέθοδο Edman, διότι στην αντίδραση δεν αποµα-
κρύνεται όλο το αµινοξύ που διασπάται σε κάθε κύκλο. Aν η αποτελεσµατι-
κότητα αποµάκρυνσης κάθε κύκλου είναι 98%, το κλάσµα του σωστού αµινο-
ξέος που θα απελευθερωθεί µετά από 60 κύκλους θα είναι µόνο 0,3 (0,9860), δη-
λαδή ένα µείγµα που είναι αδύνατον να καθαριστεί. Η δυσκολία αυτή µπορεί
να ξεπεραστεί µε την ειδική διάσπαση µιας πρωτεΐνης σε πεπτίδια όχι πολύ
µεγαλύτερα από πενήντα αµινοξέα το κάθε ένα. ∆ηλαδή η στρατηγική είναι
διαίρει και βασίλευε.

Eιδική διάσπαση µπορεί να επιτευχθεί µε χηµικές και ενζυµικές µεθόδους.
Παραδείγµατος χάριν, οι Bernhard Witkop και Erhard Gross ανακάλυψαν ότι
το βρωµιούχο κυάνιο (CNBr) διασπά πολυπεπτιδικές αλυσίδες µόνο στο καρ-
βοξυ-τελικό άκρο της µεθειονίνης (Eικόνα 4.23). 

Mια πρωτεΐνη µε 10 µεθειονίνες θα δώσει συνήθως έντεκα πεπτίδια όταν
διασπαστεί µε CNBr. H θρυψίνη, ένα πρωτεολυτικό ένζυµο από το παγκρεα-
τικό υγρό, επίσης προκαλεί πολύ ειδική διάσπαση. H θρυψίνη διασπά πολυ-
πεπτιδικές αλυσίδες στο καρβοξυ-τελικό άκρο της αργινίνης και της λυσίνης
(Eικόνα 4.24 και Εδάφιο 9.1.4). Mια πρωτεΐνη που περιέχει 9 λυσίνες και 7
αργινίνες δίνει συνήθως 17 πεπτίδια όταν διασπάται µε θρυψίνη. Kάθε ένα από
αυτά τα πεπτίδια θρυψίνης, εκτός από το καρβοξυ-τελικό πεπτίδιο της πρω-

EIKONA 4.22 ∆ιαχωρισµός των PTH-αµινοξέων.
Τα PTH-αµινοξέα µπορούν εύκολα να διαχωρι-
στούν µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής πίεσης
(HPLC). Σε αυτήν την εικόνα έκλουσης των PTH-
πεπτιδίων µε HPLC φαίνεται πόσο καλά διαχωρί-
ζεται το µείγµα των πεπτιδίων στα επιµέρους πε-
πτίδια. Ένα άγνωστο πεπτίδιο µπορεί να καθορι-
στεί, µε τη µέθοδο αυτή, αν συγκρίνουµε τον
χρόνο έκλουσής του µε τους χρόνους γνωστών
πρότυπων αµινοξέων.
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EIKONA 4.23 ∆ιάσπαση µε βρωµιούχο
κυάνιο. Το βρωµιούχο κυάνιο διασπά πεπτι-
δικούς δεσµούς στο καρβοξυ-τελικό άκρο
της µεθειονίνης.

101
Αποικοδόµηση Edman



102
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 · Eξερευνώντας

τις πρωτεΐνες

τεΐνης, θα έχει στο άκρο του αργινίνη ή λυσίνη. Στον Πίνακα 4.3 δίνονται αρ-
κετοί άλλοι εξειδικευµένοι τρόποι διάσπασης πολυπεπτιδικών αλυσίδων. 

Tα πεπτίδια που προκύπτουν µε ειδικές χηµικές ή ενζυµικές διασπάσεις δια-
χωρίζονται µε χρωµατογραφία. H αλληλουχία κάθε ενός από τα καθαρά πε-
πτίδια προσδιορίζεται µε τη µέθοδο Edman. Στο σηµείο αυτό, η αλληλουχία
των αµινοξέων των τµηµάτων της πρωτεΐνης είναι γνωστή, αλλά η σειρά των
τµηµάτων αυτών δεν έχει ακόµη προσδιοριστεί. Πώς µπορούµε να βάλουµε τα
πεπτίδια σε µια σειρά για να επιτύχουµε την πρωτοταγή δοµή της αρχικής πρω-
τεΐνης; Oι απαραίτητες συµπληρωµατικές πληροφορίες δίνονται από τα επικα-
λυπτικά πεπτίδια (Eικόνα 4.25). Για να διασπαστεί η πολυπεπτιδική αλυσίδα σε
άλλες θέσεις, χρησιµοποιείται ένα ένζυµο διαφορετικό από τη θρυψίνη. Πα-
ραδείγµατος χάριν, η χυµοθρυψίνη διασπά πεπτιδικούς δεσµούς ειδικά στο καρ-
βοξυ-τελικό άκρο αρωµατικών και µερικών άλλων µεγάλων µη πολικών κατα-
λοίπων (Εδάφιο 9.1.3). Eπειδή τα πεπτίδια αυτά της χυµοθρυψίνης επικαλύ-
πτουν δύο ή περισσότερα πεπτίδια θρυψίνης, µπορούν να χρησιµοποιηθούν για
να προσδιορίσουν τη σειρά των πεπτιδίων θρυψίνης. Eποµένως τώρα ολόκλη-
ρη η αλληλουχία αµινοξέων της πολυπεπτιδικής αλυσίδας είναι γνωστή.

Aν στο αρχικό δείγµα µιας πρωτεΐνης υπάρχουν περισσότερες από µία πο-
λυπεπτιδικές αλυσίδες, τότε χρειάζονται συµπληρωµατικά βήµατα. Η ηλε-
κτροφόρηση σε πηκτή SDS κάτω από αναγωγικές συνθήκες θα εµφανίσει τον
αριθµό των αλυσίδων. Εναλλακτικά, είναι δυνατόν να προσδιοριστεί ο αριθ-

µός των διάκριτων αµινο-τελικών αµινοξέων. Για πρωτεΐνες που αποτελούνται
από δύο ή περισσότερες πολυπεπτιδικές αλυσίδες που συγκρατούνται από µη
οµοιοπολικούς δεσµούς, απαιτούνται ουσίες αποδιάταξης, όπως η ουρία ή η
υδροχλωρική γουανιδίνη, για να διαχωριστούν οι αλυσίδες. Oι αλυσίδες πρέ-
πει να διαχωριστούν πριν αρχίσει η εύρεση της αλληλουχίας. Oι πολυπεπτι-
δικές αλυσίδες που συνδέονται µε δισουλφιδικούς δεσµούς διαχωρίζονται πρώ-
τα µε αναγωγή µε β-µερκαπτοαιθανόλη ή διθειοθρεϊτόλη. Για να παρεµποδι-
στούν οι κυστεΐνες από πιθανή επανασύνδεση, αλκυλιώνονται µε ιωδοξικό
σχηµατίζοντας σταθερά S-καρβοξυµεθυλο-παράγωγα (Eικόνα 4.26). Στη συνέ-
χεια µπορεί να ακολουθήσει προσδιορισµός της αλληλουχίας όπως ήδη περι-
γράφηκε.
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EIKONA 4.25 Επικαλυπτικά πεπτίδια. Η διάσπαση µε χυµοθρυ-
ψίνη δίνει ένα πεπτίδιο που επικαλύπτει δύο πεπτίδια θρυψίνης
και έτσι µπορούµε να αποφασίσουµε για τη σειρά τους.
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EIKONA 4.26 Αναγωγή δισουλφιδικών δεσµών. Τα πολυπεπτίδια που συνδέονται µε δισουλφιδικούς δεσµούς µπορούν να διαχωριστούν µε αναγωγή των δεσµών
αυτών µε το αντιδραστήριο διθειοθρεϊτόλη. Η αναγωγή πρέπει να ακολουθηθεί από αλκυλίωση για να αποφευχθεί η επανένωση των σουλφυδρυλικών οµάδων.

EIKONA 4.24 ∆ιάσπαση µε θρυψίνη. Η θρυψίνη υδρολύει τα πολυπεπτίδια στο καρβοξυ-τελικό άκρο της αργινίνης και της
λυσίνης.



Για να συµπληρώσουµε τις γνώσεις µας για τη δοµή των πρωτεϊνών πρέ-
πει να προσδιορίσουµε τις θέσεις των αρχικών δισουλφιδικών δεσµών.  Oι θέ-
σεις των δισουλφιδικών δεσµών µπορούν να προσδιοριστούν µε την τεχνική
της διαγώνιας ηλεκτροφόρησης (Eικόνα 4.27). Η πρωτεΐνη πρώτα διασπάται ει-
δικά σε πεπτίδια κάτω από συνθήκες που διατηρούν ανέπαφους τους δισουλ-
φιδικούς δεσµούς. Tο µείγµα των πεπτιδίων ηλεκτροφορείται σε χαρτί, το
οποίο στη συνέχεια εκτίθεται σε ατµούς υπερµυρµηκικού οξέος που διασπά
τους δισουλφιδικούς δεσµούς και µετατρέπει την κυστίνη σε κυστεϊκό οξύ. Tα
πεπτίδια που ήταν δεσµευµένα µε δισουλφιδικούς δεσµούς τώρα είναι ανε-
ξάρτητα και πιο όξινα, λόγω της δηµιουργίας µιας οµάδας SO3

–. 
Tο µείγµα ηλεκτροφορείται στην κατακόρυφη κατεύθυνση κάτω από τις

ίδιες συνθήκες όπως η πρώτη ηλεκτροφόρηση. Tα πεπτίδια που δεν έχουν δι-
σουλφιδικούς δεσµούς θα έχουν την ίδια µετακίνηση όπως πριν και εποµένως
θα βρίσκονται σε µια διαγώνια γραµµή. Aντίθετα, τα νεοσχηµατισµένα πε-
πτίδια που περιέχουν κυστεϊκό οξύ θα µετακινηθούν διαφορετικά από ό,τι το
αρχικό πεπτίδιο που ήταν συνδεδεµένο µε δισουλφιδικούς δεσµούς και επο-
µένως θα είναι εκτός της διαγωνίου. Τα πεπτίδια αυτά µπορούν στη συνέχεια
να αποµονωθούν, να προσδιοριστεί η αλληλουχία τους και να καθοριστούν οι
δισουλφιδικοί δεσµοί.

4.2.2 Οι αλληλουχίες αµινοξέων αποτελούν πηγές πολλών πληροφοριών

Ο καθορισµός της αλληλουχίας των αµινοξέων µιας πρωτεΐνης είναι πολύτιµη
πηγή πληροφοριών για τη λειτουργία, τη δοµή και την ιστορία µιας πρωτεΐνης.

1. Η αλληλουχία µιας πρωτεΐνης συγκρινόµενη µε τις αλληλουχίες όλων των γνω-
στών πρωτεϊνών αποκαλύπτει την οικογένεια στην οποία ανήκει η πρωτεΐνη αυτή. Ο
καθορισµός της σχέσης αυτής είναι απλώς θέµα λίγων λεπτών σε έναν προ-
σωπικό υπολογιστή (Υποκεφάλαιο 7.2). Αν η πρωτεΐνη ανήκει σε γνωστή οι-
κογένεια πρωτεϊνών µπορούµε να συµπεράνουµε πολλά σχετικά µε τη λει-
τουργία της. Η θρυψίνη και η χυµοθρυψίνη, παραδείγµατος χάριν, ανήκουν

Αντιδραστήριο Θέση διάσπασης

Χηµική διάσπαση

Βρωµιούχο κυάνιο Καρβοξυ-τελικό άκρο µεθειονίνης

Ο-Ιωδοσοβενζοϊκό Καρβοξυ-τελικό άκρο θρυπτοφάνης

Υδροξυλαµίνη ∆εσµοί ασπαραγίνης-γλυκίνης

2-Νιτρο-5-θειοκυανοβενζοϊκό Αµινο-τελικό άκρο κυστεΐνης

Ενζυµική διάσπαση

Θρυψίνη Καρβοξυ-τελικό άκρο λυσίνης 
και αργινίνης

Κλωστριπαΐνη Καρβοξυ-τελικό άκρο αργινίνης

Σταφυλοκοκκική πρωτεάση Καρβοξυ-τελικό άκρο ασπαραγινικού 
και γλουταµινικού (του τελευταίου µόνον
υπό ορισµένες συνθήκες)

Θροµβίνη Καρβοξυ-τελικό άκρο αργινίνης

Χυµοθρυψίνη Καρβοξυ-τελικό άκρο τυροσίνης, 
θρυπτοφάνης, φαινυλαλανίνης, λευκίνης
και µεθειονίνης

Καρβοξυπεπτιδάση A Αµινο-τελικό άκρο του C-τελικού 
αµινοξέος (εκτός από αργινίνη,
λυσίνη ή προλίνη)

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.3 Εξειδικευµένες διασπάσεις πολυπεπτιδίων.
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EIKONA 4.27 ∆ιαγώνια ηλεκτροφόρηση. Πεπτί-
δια ενωµένα µε δισουλφιδικούς δεσµούς µπορούν
να διαχωριστούν µε διαγώνια ηλεκτροφόρηση. Το
µείγµα των πεπτιδίων ηλεκτροφορείται στην  ορι-
ζόντια κατεύθυνση και µετά εκτίθεται σε υπερ-
µυρµηκικό οξύ. Το οξύ διασπά και οξειδώνει
τους δισουλφιδικούς δεσµούς. Ακολουθεί ηλε-
κτροφόρηση του δείγµατος στην κατακόρυφη κα-
τεύθυνση.
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στην οµάδα των πρωτεολυτικών ενζύµων µε κοινό καταλυτικό µηχανισµό που
στηρίζεται στην ύπαρξη µιας αντιδραστικής σερίνης στο καταλυτικό κέντρο
τους (Εδάφιο 9.1.4). Αν, εποµένως, η αλληλουχία της νέας πρωτεΐνης µοιάζει
µε τις αλληλουχίες της θρυψίνης και της χυµοθρυψίνης, το αποτέλεσµα υπο-
δηλώνει ότι µπορεί να ανήκει στις σερινοπρωτεάσες.

2. Η σύγκριση της αλληλουχίας της πρωτεΐνης διαφόρων βιολογικών ειδών παρέχει
πλήθος πληροφοριών σχετικά µε τις εξελικτικές πορείες. Γενεαλογικές συγγένει-
ες µεταξύ των οργανισµών εµφανίζονται στις αλληλουχίες των πρωτεϊνών
τους. Μπορούµε να καθορίσουµε ακόµη και την εποχή που διαχωρίστηκαν δύο
εξελικτικές γραµµές διότι οι τυχαίες µεταλλάξεις λειτουργούν ως ρολόι. Πα-
ραδείγµατος χάριν, η συγκριτική µελέτη της πρωτεϊνικής οικογένειας για τις
λευκωµατίνες ορού που βρέθηκαν στα πρωτεύοντα θηλαστικά δηλώνει ότι οι
άνθρωποι και οι πίθηκοι της Αφρικής διαχωρίστηκαν πριν από 5 εκατοµµύρια
και όχι πριν από 30 εκατοµµύρια χρόνια, όπως πιστεύαµε προηγουµένως. Η
ανάλυση των αλληλουχιών µας έδωσε µια νέα αντιµετώπιση των στοιχείων
των απολιθωµάτων και της διαδροµής που ακολούθησε η ανθρώπινη εξέλιξη.

3. Η αλληλουχία των αµινοξέων µπορεί να παρουσιάσει εσωτερικές επαναλήψεις.
Οι επαναλήψεις αυτές µας αποκαλύπτουν την ιστορία της ίδιας της πρωτεΐνης.
Πολλές πρωτεΐνες εµφανίστηκαν λόγω του διπλασιασµού ενός αρχέγονου γο-
νιδίου που τροποποίησε, στη συνέχεια, τη λειτουργία του. Παραδείγµατος χά-
ριν, η ασβεστιοτροποποιητίνη, που είναι ο καθολικός ανιχνευτής του ασβε-
στίου στα ευκαρυωτικά, περιέχει τέσσερα ίδια µοτίβα δέσµευσης ασβεστίου
που προήλθαν από επαναλήψεις γονιδίων (Eικόνα 4.28).

4. Πολλές πρωτεΐνες περιέχουν αλληλουχίες αµινοξέων που λειτουργούν ως σήµατα
τα οποία δηλώνουν την τύχη τους ή ρυθµίζουν την επεξεργασία τους. Μια εκκρι-
νόµενη πρωτεΐνη ή µια µεµβρανική πρωτεΐνη, παραδείγµατος χάριν, περιέχει
ένα σήµα στην αλληλουχία αποτελούµενο από 20 υδρόφοβα αµινοξέα κοντά
στο αµινο-τελικό άκρο τα οποία κατευθύνουν την πρωτεΐνη στην κατάλληλη
µεµβράνη. Μια άλλη πρωτεΐνη µπορεί να περιέχει µια αλληλουχία αµινοξέ-
ων που λειτουργεί ως σήµα πυρηνικού εντοπισµού το οποίο κατευθύνει την
πρωτεΐνη στον πυρήνα.

5. Η γνώση της αλληλουχίας παρέχει τη βάση για την παρασκευή αντισωµάτων ει-
δικών για την πρωτεΐνη που µας ενδιαφέρει. Παρατηρώντας την αλληλουχία µιας
πρωτεΐνης µπορούµε να αποφασίσουµε ποιο µέρος της πρωτεΐνης µπορεί να
δώσει αντισώµατα πιο εύκολα αν ενεθεί σε έναν ποντικό ή ένα κουνέλι. Πε-
πτίδια για τις αλληλουχίες αυτές µπορούν να συντεθούν και να χρησιµοποιη-
θούν για να παραχθούν αντισώµατα στην πρωτεΐνη. Αυτά τα ειδικά αντισώµα-
τα είναι ιδιαίτερα χρήσιµα στον προσδιορισµό της ποσότητας της πρωτεΐνης
που υπάρχει σε ένα διάλυµα ή στο αίµα, στον καθορισµό της κατανοµής της
σε ένα κύτταρο, ή στην κλωνοποίηση του γονιδίου της (Εδάφιο 4.3.3).

6. Η αλληλουχία αµινοξέων είναι χρήσιµη για τη δηµιουργία ανιχνευτών DNA εξει-
δικευµένων για τα γονίδια που κωδικεύουν τις αντίστοιχες πρωτεΐνες (Εδάφιο 6.1.4).
Γνωρίζοντας την αλληλουχία µιας πρωτεΐνης µπορούµε να λειτουργήσουµε µε
τη συλλογιστική της αντίστροφης γενετικής, δηµιουργώντας ανιχνευτές DNA
οι οποίοι αντιστοιχούν σε τµήµατα γνωστής αλληλουχίας. Οι ανιχνευτές αυ-
τοί, που καθορίζονται µε βάση τον γενετικό κώδικα, µπορούν να χρησιµοποι-
ηθούν για την αποµόνωση του γονιδίου της πρωτεΐνης και τον προσδιορισµό
ολόκληρης της αλληλουχίας της. Γνωρίζοντας τώρα το γονίδιο, µπορούµε να
βγάλουµε συµπεράσµατα για τη φυσιολογική ρύθµιση της πρωτεΐνης. Έτσι, ο
προσδιορισµός της αλληλουχίας είναι αναπόσπαστο µέρος της µοριακής γε-
νετικής, όπως ακριβώς και η κλωνοποίηση είναι κοµβικό σηµείο στην ανά-
λυση της πρωτεϊνικής δοµής και λειτουργίας.

EIKONA 4.28 Επαναλαµβανόµενα µο-
τίβα σε µια πρωτεϊνική αλυσίδα. Η ασβεστιο-
τροποποιητίνη είναι αισθητήρας του ασβεστίου
και περιέχει τέσσερις παρόµοιες µονάδες σε µια
πολυπεπτιδική αλυσίδα. Οι µονάδες φαίνονται
στο σχήµα µε τα χρώµατα κόκκινο, κίτρινο, µπλε
και πορτοκαλί. Η κάθε µονάδα δεσµεύει ένα ιόν
ασβεστίου, που φαίνεται µε πράσινο χρώµα.

N C
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Aνοσολογικές τεχνικές4.2.3 Η τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA έχει φέρει επανάσταση

στον προσδιορισµό της αλληλουχίας αµινοξέων

Εκατοντάδες πρωτεΐνες έχουν αναλυθεί µε αποικοδόµηση Edman των πεπτι-
δίων που παράγονται από την ειδική διάσπαση των πρωτεϊνών. Παρ’ όλα αυ-
τά, ο προσδιορισµός της αλληλουχίας µεγάλων πρωτεϊνών, που έχουν περισ-
σότερα από 1000 αµινοξέα, χρειάζεται ηρωικές προσπάθειες. Για τον προσ-
διορισµό της αλληλουχίας τέτοιων πρωτεϊνών, συχνά είναι πιο αποτελεσµα-
τική µια συµπληρωµατική πειραµατική προσέγγιση που βασίζεται στην τε-
χνολογία του ανασυνδυασµένου DNA. Όπως θα αναλυθεί στο Kεφάλαιο 6,
µεγάλες περιοχές του DNA µπορούν να κλωνοποιηθούν και να βρεθεί η αλ-
ληλουχία τους. Η αλληλουχία νουκλεοτιδίων αποκαλύπτει αµέσως την αλ-
ληλουχία της πρωτεΐνης που κωδικεύεται από το γονίδιο (Eικόνα 4.29). Η τε-
χνολογία του ανασυνδυασµένου DNA παράγει πλήθος αλληλουχιών σε ελά-
χιστο χρόνο.

Παρ’ όλο που η τεχνολογία του DNA δίνει την πρωτοταγή δοµή, η απο-
µόνωση των πρωτεϊνών είναι απαραίτητη. Η πρωτοταγής δοµή που διαβάζου-
µε από το DNA είναι εκείνη της νεοσυντιθέµενης πρωτεΐνης, που µόλις έγι-
νε από τη µηχανή µετάφρασης. Πολλές πρωτεΐνες τροποποιούνται µετά τη
σύνθεσή τους. Mερικές έχουν τροποποιηµένα άκρα και άλλες πρωτεΐνες προ-
κύπτουν από τη διάσπαση µεγαλύτερων αρχικών πολυπεπτιδικών αλυσίδων.
Oι κυστεΐνες σε µερικές πρωτεΐνες οξειδώνονται και δηµιουργούν δισουλφι-
δικούς δεσµούς, που µπορεί να είναι είτε µεταξύ µιας αλυσίδας είτε µεταξύ
διαφορετικών πολυπεπτιδικών αλυσίδων. Συγκεκριµένες πλευρικές αλυσίδες
µερικών πρωτεϊνών επιδέχονται τροποποίηση. Aλληλουχίες αµινοξέων που
προέρχονται από αλληλουχίες DNA περιέχουν πολλές πληροφορίες αλλά δεν
περιλαµβάνουν τέτοιες µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις. Για να προσδιο-
ριστούν οι αλλαγές αυτές, που είναι ουσιαστικές για τη βιολογική δραστικό-
τητα πολλών πρωτεϊνών, απαιτούνται χηµικές αναλύσεις των ίδιων των πρω-
τεϊνών. Eποµένως, η αλληλουχία του DNA και η πρωτεϊνική χηµική ανάλυση είναι
συµπληρωµατικές αντιµετωπίσεις για τον καθορισµό της δοµικής βάσης της λει-
τουργίας της πρωτεΐνης.

4.3 Η ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΑ ΠΡΟΣΦΕΡΕΙ ΣΗΜΑΝΤΙΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΓΙΑ ΤΗ
∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ

Οι ανοσολογικές µέθοδοι έχουν προσφέρει εξαιρετικά εργαλεία που χρησι-
µοποιούνται στον καθαρισµό, τον εντοπισµό και την ποσοτικοποίηση των πρω-
τεϊνών. Οι µεθοδολογίες στηρίζονται στην εκπληκτική εξειδίκευση των αντι-
σωµάτων για τις πρωτεΐνες-στόχους. Σηµασµένα αντισώµατα παρέχουν τον
τρόπο παρακολούθησης µιας πρωτεΐνης κατά την αποµόνωση, την ποσοτικο-
ποίηση ή την κυτταρική της εµφάνιση.

EIKONA 4.29 Η αλληλουχία αµινοξέων είναι προϊόν της αλληλουχίας του DNA. Η πλήρης αλληλουχία
νουκλεοτιδίων του ιού της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (HIV-1) που είναι το αίτιο του συνδρόµου της
επίκτητης ανοσοανεπάρκειας (aquired immune deficiency syndrome, AIDS) έγινε γνωστή µέσα σε έναν χρό-
νο µετά την αποµόνωση του ιού. Εδώ φαίνεται ένα τµήµα της αλληλουχίας DNA που καθορίστηκε από το
γονιδίωµα RNA του ιού. Μαζί φαίνεται η αντίστοιχη αλληλουχία αµινοξέων που είναι προϊόν της γνώσης
µας για τον γενετικό κώδικα.

Gly Phe Leu Gly Gly GlyAla Ala AlaSer Thr Met

GGG TTC GGA GGATTG GCA GCA AGC ACT ATG GGC GCADNA sequence

Amino acid
sequence

∞ÏÏËÏÔ˘¯›· DNA

∞ÏÏËÏÔ˘¯›·
·ÌÈÓÔÍ¤ˆÓ



4.3.1 Μπορούν να παραχθούν αντισώµατα για ειδικές πρωτεΐνες

Οι ανοσολογικές τεχνικές αρχίζουν µε τη δηµιουργία αντισωµάτων για την
πρωτεΐνη. Ένα αντίσωµα (που λέγεται και ανοσοσφαιρίνη, immunoglobulin = Ig)
είναι µια πρωτεΐνη που συντίθεται σε ένα ζώο ως αντίδραση στην ύπαρξη µιας
ξένης ουσίας που λέγεται αντιγόνο. H φυσιολογική λειτουργία των αντισωµά-
των αφορά την προστασία του ζώου από λοιµώξεις (Κεφάλαιο 33). Tα αντι-
σώµατα έχουν ειδική συγγένεια για τα αντιγόνα που προκάλεσαν τη σύνθεσή
τους. Oι πρωτεΐνες, οι πολυσακχαρίτες και τα νουκλεϊκά οξέα είναι πολύ απο-
τελεσµατικά αντιγόνα. H οµάδα που αναγνωρίζεται από ένα αντίσωµα λέγεται
αντιγονικός προσδιοριστής (antigenic determinant) ή επίτοπος (epitope) (Εικόνες
4.30 και 4.31). Μικρά ξένα µόρια, όπως π.χ. συνθετικά πεπτίδια, είναι επίσης
ικανά να προκαλέσουν την ενεργοποίηση αντισωµάτων µε την προϋπόθεση να
περιέχουν έναν επίτοπο και να είναι δεσµευµένα σε έναν µακροµοριακό φο-
ρέα. Το µικρό ξένο µόριο ονοµάζεται απτένιο. Tα ζώα έχουν µεγάλη ποικιλία
κυττάρων που παράγουν αντισώµατα και το κάθε κύτταρο παράγει αντισώµα-
τα µιας εξειδίκευσης. Ένα αντιγόνο λειτουργεί µε το να ενεργοποιεί τον πολ-
λαπλασιασµό µικρού αριθµού κυττάρων που ήδη συνθέτουν αντίσωµα που ανα-
γνωρίζει το αντιγόνο (Κεφάλαιο 33).

Οι ανοσολογικές τεχνικές στηρίζονται στην ικανότητά µας να παράγουµε
αντισώµατα εναντίον ενός ειδικού αντιγόνου. Για την παραγωγή αντισωµάτων
που αναγνωρίζουν µια ειδική πρωτεΐνη κάνουµε ένεση της πρωτεΐνης σε κου-
νέλι δύο φορές µέσα σε 3 εβδοµάδες. Η ένεση της πρωτεΐνης ενεργοποιεί τον
πολλαπλασιασµό των κυττάρων που παράγουν αντισώµατα τα οποία αναγνω-
ρίζουν την ξένη ουσία. Αρκετές εβδοµάδες αργότερα παίρνουµε αίµα από το
ανοσοποιηµένο κουνέλι, το φυγοκεντρούµε και διαχωρίζουµε τα κύτταρα από
το υπερκείµενο ή ορό. Ο ορός, που λέγεται αντιορός, περιέχει αντισώµατα για
όλα τα αντιγόνα που έχουν ενεθεί στο κουνέλι. Μόνο ένα µέρος από αυτά θα
αναγνωρίζουν την πρωτεΐνη που ενέθηκε. Πρέπει επίσης να κατανοήσουµε ότι
όλα τα αντισώµατα που αναγνωρίζουν µια πρωτεΐνη δεν είναι ίδια. Παραδείγ-
µατος χάριν, η 2,4-δινιτροφαινόλη (DNP) χρησιµοποιήθηκε ως απτένιο για τη
δηµιουργία αντισωµάτων. Αναλύσεις των αντισωµάτων DNP έδειξαν ότι η ικα-
νότητά τους να δεσµεύουν το απτένιο καλύπτει ένα ευρύ φάσµα τιµών µε στα-
θερές διάστασης από 0,1 nM έως 1 µΜ. Αντίστοιχα, πολλές ζώνες εµφανί-
στηκαν όταν τα αντισώµατα DNP υπέστησαν ισοηλεκτρικό εστιασµό. Τα απο-
τελέσµατα αυτά είναι ενδεικτικά του γεγονότος ότι τα κύτταρα παράγουν πολ-

EIKONA 4.30 ∆οµή αντισώµατος. 
(Α) Τα αντισώµατα IgG (ανοσοσφαιρίνης Γ) απο-
τελούνται από τέσσερις αλυσίδες, δύο βαριές
αλυσίδες (µπλε) και δύο ελαφριές αλυσίδες
(κόκκινες), που συνδέονται µε δισουλφιδικούς
δεσµούς. Η βαριά και η ελαφριά αλυσίδα ενώνο-
νται και δίνουν τη δοµική περιοχή Fab που έχει
τις θέσεις δέσµευσης αντιγόνου στα άκρα της.
Οι δύο βαριές αλυσίδες σχηµατίζουν τη δοµική
περιοχή Fc. Οι δοµικές περιοχές Fab ενώνονται
µε τη δοµική περιοχή Fc µε εύκαµπτες αρθρώ-
σεις. (Β) Το µόριο IgG σε πιο σχηµατική µορφή.

(∞)

(µ)
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λά διαφορετικά αντισώµατα, το κάθε ένα από τα οποία αναγνωρίζει ένα δια-
φορετικό στοιχείο στην επιφάνεια του ίδιου αντιγόνου. Τα αντισώµατα είναι
ετερογενή ή πολυκλωνικά (Eικόνα 4.32). Αυτή η πολυκλωνικότητα είναι ένας
φραγµός που µπορεί να περιπλέξει τη χρήση των αντισωµάτων.

4.3.2 Μπορούµε να παράγουµε µονοκλωνικά αντισώµατα 
µε όποια εξειδίκευση Θέλουµε

H ανακάλυψη ενός τρόπου παραγωγής µονοκλωνικών αντισωµάτων, µε όποια
εξειδίκευση επιθυµούµε, έφερε επανάσταση στη χρήση των ανοσολογικών τε-
χνικών. Όπως η χρήση µη καθαρής πρωτεΐνης έτσι και η χρήση µείγµατος
αντισωµάτων δυσκολεύει την ερµηνεία δεδοµένων και την κατανόηση της λει-
τουργίας. Θα ήταν ιδανικό να µπορούσαµε να έχουµε έναν κλώνο κυττάρων
που παράγουν µόνο έναν τύπο αντισώµατος. Το πρόβληµα είναι ότι κύτταρα
που παράγουν αντισώµατα δεν διατηρούνται έξω από τον οργανισµό, διότι πε-
θαίνουν σε µικρό χρονικό διάστηµα. 

Ωστόσο, υπάρχουν αθάνατες κυτταρικές σειρές που παράγουν µονοκλωνι-
κά αντισώµατα. Οι σειρές αυτές προέρχονται από µια µορφή καρκίνου, το πολ-
λαπλό µυέλωµα, µια κακοήθη διαταραχή των κυττάρων που παράγουν αντισώ-
µατα. Στον καρκίνο αυτόν, ένα µετασχηµατισµένο πλασµατοκύτταρο πολλα-
πλασιάζεται ανεξέλεγκτα, µε αποτέλεσµα την τεράστια παραγωγή ενός µόνον τύ-
που κυττάρων. Tα κύτταρα αυτά αποτελούν κλώνο διότι προέρχονται από το
ίδιο κύτταρο και έχουν  τις ίδιες ιδιότητες. Αυτά τα απολύτως ίδια κύτταρα
του µυελώµατος εκκρίνουν µεγάλες ποσότητες φυσιολογικής ανοσοσφαιρίνης
ενός και µόνον τύπου από γενεά σε γενεά. Ένα µυέλωµα µπορεί να µεταµο-
σχευθεί από τον έναν ποντικό στον άλλο, όπου εξακολουθεί να πολλαπλα-
σιάζεται. Τα αντισώµατα αυτά αποδείχθηκαν ιδιαίτερα χρήσιµα για την ανά-
λυση της δοµής τους, αλλά επειδή δεν ξέραµε τίποτε για την εξειδίκευσή τους,
δεν είχαν καµία χρησιµότητα για τις µεθόδους που περιγράφονται στις επό-
µενες σελίδες.

EIKONA 4.31 Αλληλεπιδράσεις αντιγό-
νου-αντισώµατος. Μια πρωτεΐνη-αντιγόνο, στην
περίπτωση αυτή η λυσοζύµη, δεσµεύεται στο ένα
άκρο της δοµικής περιοχής Fab ενός αντισώµατος.
Το άκρο του αντισώµατος και του αντιγόνου έχουν
συµπληρωµατικό σχήµα, επιτρέποντας την κάλυψη
ενός µεγάλου τµήµατος της επιφάνειας και των δύο
µορίων µετά τη δέσµευση.

EIKONA 4.32 Πολυκλωνικά και µονοκλωνικά
αντισώµατα. Τα περισσότερα αντιγόνα έχουν αρ-
κετούς επιτόπους. Τα πολυκλωνικά αντισώµατα
είναι ετερογενή µείγµατα αντισωµάτων, το κάθε
ένα ειδικό για έναν από τους επιτόπους ενός
αντιγόνου. Τα µονοκλωνικά αντισώµατα είναι όλα
ίδια και παράγονται από κλώνους ενός µοναδικού
αρχικού κυττάρου-παραγωγού. Αναγνωρίζουν έναν
και µόνο επίτοπο. [Κατά R.A. Goldsby, T.J. Kindt,
B.A. Osborne, Kuby Immunology, 4th ed. (W.H.
Freeman and Company, 2000) p. 154.]
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EIKONA 4.33 Παραγωγή µονοκλωνικών αντι-
σωµάτων. Τα υβριδιωµατικά κύτταρα δηµιουρ-
γούνται από τη σύντηξη κυττάρων που παρά-
γουν αντισώµατα και κυττάρων µυελώµατος. Τα
υβριδικά κύτταρα αναπτύσσονται και πολλαπλα-
σιάζονται σε υλικό επιλογής. Τελικά ελέγχονται
για να επιλεγούν εκείνα που παράγουν αντισώ-
µατα της ειδικότητας που επιθυµούµε. [Κατά
C. Milstein. Monoclonal antibodies. © 1980 by
Scientific American, Inc. All rights reserved.]

Οι Cesar Milstein και Georges Köhler ανακάλυψαν ότι αν δηµιουργηθεί µια
σύντηξη ενός βραχύβιου κυττάρου που παράγει ένα αντίσωµα και ενός αθάνατου  κυτ-
τάρου µυελώµατος, τότε µπορούµε να έχουµε µεγάλες ποσότητες οµοιογενούς αντι-
σώµατος οποιασδήποτε επιθυµητής εξειδίκευσης. Η διαδικασία είναι η ακόλουθη:
Εισάγουµε µε ένεση το αντιγόνο σε έναν ποντικό και αρκετές εβδοµάδες αρ-
γότερα παίρνουµε τον σπλήνα του (Εικόνα 4.33). Ένα µείγµα πλασµατοκυττά-
ρων αυτού του σπλήνα και κυττάρων µυελώµατος συντήκονται in vitro. Το κά-
θε ένα από τα υβριδικά κύτταρα που προκύπτουν και ονοµάζονται υβριδιωµα-
τικά κύτταρα παράγει το αντίσωµα που καθορίζεται από το σπληνικό κύτταρο
µε το οποίο ενώθηκε και µάλιστα η παραγωγή συνεχίζεται επ’ άπειρον και σε
µεγάλες ποσότητες. Τα υβριδιωµατικά κύτταρα ελέγχονται στη συνέχεια µε
κάποια δοκιµασία αντιγόνου-αντισώµατος για να προσδιοριστούν εκείνα που
έχουν την επιθυµητή εξειδίκευση. Οι οµάδες των κυττάρων που φαίνονται να
παράγουν τα επιθυµητά αντισώµατα υποκλωνοποιούνται και ελέγχεται και πά-
λι η παραγωγή ειδικού αντισώµατος. Η ίδια διαδικασία επαναλαµβάνεται µέ-
χρις ότου επιτύχουµε µια καθαρή καλλιέργεια, δηλαδή έναν κλώνο που πα-
ράγει ένα µόνο αντίσωµα. Τα θετικά κύτταρα που επιλέχθηκαν µπορούν να
αναπτυχθούν σε θρεπτικό υλικό, ή να ενεθούν σε ποντικούς και να επάγουν
τη δηµιουργία µυελώµατος. Εναλλακτικά, τα κύτταρα µπορούν να καταψυχθούν
και έτσι να διατηρηθούν για µεγάλα χρονικά διαστήµατα.

Η µέθοδος των υβριδιωµάτων η οποία επιτρέπει την παραγωγή µονοκλω-
νικών αντισωµάτων άνοιξε καινούργιους ορίζοντες στη βιολογία και την ια-
τρική. Μεγάλες ποσότητες οµοιογενούς αντισώµατος οποιασδήποτε επιθυµητής
εξειδίκευσης µπορούν να παραχθούν µε τη µέθοδο αυτή. Είναι οι πηγές οξυδερκούς
κατανόησης της σχέσης µεταξύ δοµής αντισώµατος και εξειδίκευσης. Τα µονοκλω-
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νικά αντισώµατα µπορούν να χρησιµοποιηθούν ακόµη ως αναλυτικά και παρασκευ-
αστικά αντιδραστήρια απόλυτης εξειδίκευσης. Παραδείγµατος χάριν, µπορεί να
παρασκευαστεί αντίσωµα για αντιγόνο που δεν έχει αποµονωθεί ακόµη (Υπο-
κεφάλαιο 4.4). Πολλές πρωτεΐνες που καθορίζουν την αναπτυξιακή διεργασία
αποµονώθηκαν χρησιµοποιώντας µονοκλωνικά αντισώµατα σαν ετικέτες (Eι-
κόνα 4.34). Μονοκλωνικά αντισώµατα συνδεδεµένα σε στερεά υποστρώµατα
µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως στήλες συγγένειας για να καθαριστούν σπά-
νιες πρωτεΐνες. Με τη µεθοδολογία αυτή αποµονώθηκε η ιντερφερόνη (µια
αντι-ιική πρωτεΐνη) µε απόδοση καθαρότητας 5000 φορές σε σχέση µε το αρ-
χικό εκχύλισµα. Τα κλινικά εργαστήρια χρησιµοποιούν τα µονοκλωνικά αντισώ-
µατα σε πολλές δοκιµασίες. Παραδείγµατος χάριν, όταν ισοένζυµα της καρδιάς
ανιχνεύονται στο αίµα τότε έχουµε ενδείξεις καρδιακής προσβολής. Οι µε-
ταγγίσεις αίµατος έγιναν ασφαλέστερες µε τον έλεγχο του αίµατος του δότη
για τους ιούς της επίκτητης ανοσοανεπάρκειας (AIDS), της ηπατίτιδας και άλ-
λων λοιµωδών νοσηµάτων. Μονοκλωνικά αντισώµατα δοκιµάζονται επίσης ως
πιθανά θεραπευτικά µέσα για την αντιµετώπιση ασθενειών όπως ο καρκίνος.
Ακόµη, η τεράστια ποικιλία εξειδίκευσης που προσφέρουν µπορεί να χρησι-
µοποιηθεί για να δηµιουργηθούν καταλυτικά αντισώµατα µε νέες ιδιότητες που
δεν βρίσκονται στα ένζυµα που υπάρχουν στη φύση.

4.3.3 Οι πρωτεΐνες µπορούν να ανιχνεύονται και να ποσοτικοποιούνται
µε τη χρήση ενζυµοσύνδετης ανοσοπροσροφητικής µέτρησης

Τα αντισώµατα παρέχουν εξαιρετική εξειδίκευση ως αντιδραστήρια καθορι-
σµού της ποσότητας µιας πρωτεΐνης ή κάποιου άλλου αντιγόνου. Η τεχνική
λέγεται ενζυµοσύνδετη ανοσοπροσροφητική µέτρηση (enzyme-linked immunosor-
bent assay, ELISA). Με την τεχνική αυτή, ένα ένζυµο που αντιδρά µε ένα άχρω-
µο υπόστρωµα και παράγει ένα έγχρωµο προϊόν συνδέεται οµοιοπολικά µε ένα
ειδικό αντίσωµα που αναγνωρίζει ένα αντιγόνο-στόχο. Αν υπάρχει αντιγόνο
τότε το σύµπλοκο αντισώµατος-ενζύµου θα δεσµευθεί σε αυτό και το ένζυµο
θα καταλύσει την αντίδραση παράγοντας το χρωµοφόρο προϊόν. Εποµένως, η
παρουσία του χρωµοφόρου προϊόντος καθορίζει την ύπαρξη του αντιγόνου.
Mια τέτοια µέτρηση, γρήγορη και ευαίσθητη µπορεί να ανιχνεύσει ποσότη-
τες πρωτεΐνης µικρότερες από ένα νανογραµµάριο (10–9g). Η ΕLISA µπορεί να
χρησιµοποιηθεί µε πολυκλωνικά ή µονοκλωνικά αντισώµατα, η χρήση όµως
µονοκλωνικών αντισωµάτων παρέχει πιο αξιόπιστα αποτελέσµατα.

Υπάρχουν αρκετοί διαφορετικοί τύποι ELISA. Θα εξετάσουµε δύο από
αυτούς. Ο έµµεσος τύπος χρησιµοποιείται για την ανίχνευση της ύπαρξης

αντισώµατος και αποτελεί τη βάση της δοκιµασίας ανίχνευσης του ιού HIV.
Στην περίπτωση αυτή, πρωτεΐνες από τον πυρήνα του ιού (τα αντιγόνα) προ-
σκολλώνται στον πυθµένα του πλακιδίου. Αντισώµατα από τον ασθενή προ-
στίθενται στο επιστρωµένο πλακίδιο και επωάζονται µε το αντιγόνο. Τελικά,
ενζυµοσύνδετα αντισώµατα που αναγνωρίζουν ανθρώπινα αντισώµατα (π.χ.
αντισώµατα αίγας που δηµιουργήθηκαν µε αντιγόνο ανθρώπινα αντισώµατα)
επωάζονται στο πλακίδιο και όσα µένουν ασύνδετα ξεπλένονται. Στο τέλος το-
ποθετείται το υπόστρωµα. Η ενζυµική αντίδραση που τελικά παρατηρείται
υποδηλώνει ότι τα ενζυµοσύνδετα αντισώµατα δεσµεύθηκαν στα ανθρώπινα
αντισώµατα και συνεπώς ο ασθενής είχε αντισώµατα προς τα ιικά αντιγόνα
(Εικόνα 4.35).

Ο δεύτερος τύπος ονοµάζεται διπλή (sandwich) ELISA και επιτρέπει την ανί-
χνευση και την ποσοτικοποίηση του αντιγόνου. Αντισώµατα για ένα συγκεκριµέ-
νο αντιγόνο προσκολλώνται στον πυθµένα του πλακιδίου. Στη συνέχεια το
αντιγόνο (ή αίµα ή ούρα που περιέχουν το αντιγόνο) προστίθεται στο πλακί-
διο και το τυχόν αντιγόνο δεσµεύεται στο αντίσωµα. Τελικά, ένα δεύτερο, δια-

EIKONA 4.34 Φωτοµικρογραφία φθορισµού
ενός αναπτυσσόµενου εµβρύου Drosophila. Το
έµβρυο έχει χρωµατιστεί µε φθορίζον µονοκλω-
νικό αντίσωµα για την πρωτεΐνη του γονιδίου
engrailed που είναι µια πρωτεΐνη που προσδένε-
ται στο DNA. Το γονίδιο είναι απαραίτητο για τον
καθορισµό του σχεδιασµού του σώµατος. [Ευγε-
νική προσφορά Dr. Nipam Patel και Dr. Corey
Goodman.]
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φορετικό αντίσωµα για το ίδιο αντιγόνο προστίθεται στο πλακίδιο. Το δεύτε-
ρο αυτό αντίσωµα είναι συνδεδεµένο µε ένζυµο και εποµένως ακολουθείται η
µεθοδολογία που µόλις περιγράψαµε για τον έµµεσο τύπο ELISA. Στην περί-
πτωση αυτή η αντίδραση δίνει αποτελέσµατα ανάλογα της ποσότητας του αντι-
γόνου. Κατά συνέπεια επιτρέπει τη µέτρηση µικρών ποσοτήτων αντιγόνου (Ει-
κόνα 4.35).

4.3.4 Η ανοσοαποτύπωση επιτρέπει την ανίχνευση πρωτεϊνών που έχουν
διαχωριστεί µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή

Συχνά απαιτείται η ανίχνευση µικρής ποσότητας πρωτεΐνης µέσα από ένα πλή-
θος άλλων πρωτεϊνών, όπως στην περίπτωση ύπαρξης κάποιας ιικής πρωτεΐνης
στο αίµα. Πολύ µικρές ποσότητες µιας πρωτεΐνης που µας ενδιαφέρει σε ένα
κύτταρο ή κυτταρικό υγρό µπορούν να ανιχνευθούν µε µια τεχνική ανοσοµέ-
τρησης που λέγεται ανοσοαποτύπωση ή αποτύπωση Western (Western blotting)
(Eικόνα 4.36). Ένα δείγµα ηλεκτροφορείται σε πηκτή SDS-πολυακρυλαµιδίου
(Eικόνα 4.36). Oι πρωτεΐνες που διαχωρίζονται στην πηκτή µεταφέρονται (µε
αποτύπωση, συνήθως ηλεκτροαποτύπωση) σε µια επιφάνεια που τις κάνει να
αντιδρούν πιο εύκολα µε το αντίσωµα που προστίθεται µετά και είναι ειδικό
για τις πρωτεΐνες που µας ενδιαφέρουν. Tο σύµπλοκο αντισώµατος-αντιγόνου
στην επιφάνεια µπορεί να ανιχνευθεί µε την προσθήκη ενός δεύτερου αντι-
σώµατος ειδικού για το πρώτο (π.χ. αντίσωµα αίγας που αναγνωρίζει αντίσω-
µα ποντικού). Mια ραδιενεργός σήµανση του δεύτερου αντισώµατος δηµιουρ-
γεί µια σκοτεινή γραµµή σε φιλµ ακτίνων X (αυτοραδιογράφηµα). Eναλλα-
κτικά, ένα ένζυµο επάνω στο δεύτερο αντίσωµα δηµιουργεί ένα έγχρωµο (και
αδιάλυτο στο νερό, στην περίπτωση αυτή) προϊόν, όπως στην ELISA. H απο-
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(A)  ŒÌÌÂÛË ELISA

(B)  ¢ÈÏ‹ ELISA

S S

EIKONA 4.35 Ανίχνευση µε την τεχνική ELISA. (Α) Έµµεση ELISA. (Β) ∆ιπλή (sandwich) ELISA.
(Α) Στην έµµεση ELISA, το χρώµα οφείλεται στην ύπαρξη του αντισώµατος που αναγνωρίζει ένα ειδικό
αντιγόνο. Η ένταση του χρώµατος εξαρτάται από την ποσότητα του αντισώµατος. (Β) Στη διπλή ELISA,
το χρώµα οφείλεται στην ύπαρξη αντιγόνου. Η ένταση του χρώµατος είναι ανάλογη της ποσότητας του
αντιγόνου. [Κατά R.A. Goldsby, T.J. Kindt, B.A. Osborne, Kuby Immunology, 4th ed. (W.H. Freeman and
Company, 2000), p. 162.]
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τύπωση Western καθιστά δυνατή την ανεύρεση µιας πρωτεΐνης σε ένα πολύ-
πλοκο µείγµα, όπως η βελόνα στα άχυρα της γνωστής παροιµίας. Αυτή είναι
η βάση της τεχνικής ανίχνευσης του ιού ηπατίτιδας C όπου η πρωτεΐνη-στό-
χος βρίσκεται στον πυρήνα του ιού. Η συγκεκριµένη τεχνική είναι ιδιαίτερα
χρήσιµη για την κλωνοποίηση των γονιδίων.

4.3.5 Φθορίζοντες δείκτες επιτρέπουν την παρατήρηση συγκεκριµένων
πρωτεϊνών µέσα στα κύτταρα

Η βιοχηµεία συνήθως περιλαµβάνει παρατηρήσεις σε δοκιµαστικούς σωλή-
νες ή πηκτές πολυακρυλαµιδίου. ∆εν πρέπει όµως να µας διαφεύγει το γεγο-
νός ότι οι περισσότερες πρωτεΐνες λειτουργούν σε κύτταρα. Η ύπαρξη ανι-
χνευτών που φθορίζουν µας δίνει την ευκαιρία να τις µελετήσουµε στο φυσι-
κό περιβάλλον τους. Παραδείγµατος χάριν, τα κύτταρα µπορούν να χρωµατι-
στούν µε αντισώµατα που φθορίζουν και να αναλυθούν µε µικροσκόπιο φθορι-
σµού για να αποκαλύψουν τη θέση των πρωτεϊνών που µας ενδιαφέρουν. Σει-
ρές από παράλληλες δέσµες εµφανίζονται σε κύτταρα που χρωµατίζονται µε
αντίσωµα ειδικό για ακτίνη, µια πρωτεΐνη που πολυµερίζεται σε νηµάτια (Eι-
κόνα 4.37). Tα νηµάτια της ακτίνης είναι συστατικά του κυτταρικού σκελετού
που ρυθµίζει το σχήµα και τη µετακίνηση των κυττάρων. Παρατηρώντας τη
θέση της πρωτεΐνης, οι φθορίζοντες δείκτες µας δίνουν και ενδείξεις για τη
λειτουργία της πρωτεΐνης. Παραδείγµατος χάριν, ο πρωτεϊνικός υποδοχέας
των γλυκοκορτικοειδών είναι παράγοντας µεταγραφής και ρυθµίζει τη γονι-
διακή έκφραση ανταποκρινόµενος στη στεροειδή ορµόνη κορτιζόνη. Ο υπο-
δοχέας συνδέθηκε µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (green fluorescent
protein, GFP) που είναι φυσική πρωτεΐνη της µέδουσας Aequorea victoria (Εδά-
φιο 3.6.5). Το µικροσκόπιο φθορισµού έδειξε ότι, όταν δεν υπάρχει ορµόνη, ο
υποδοχέας εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα (Εικόνα 4.38∞), ενώ µε την προ-
σθήκη του στεροειδούς ο υποδοχέας µετατοπίζεται στον πυρήνα όπου και δε-
σµεύεται στο DNA (Εικόνα 4.38Β). 

H καλύτερη διαχωριστική ικανότητα του µικροσκοπίου φθορισµού είναι
περίπου 0,2 µm (200 nm ή 2.000 Å) λόγω του µήκους κύµατος του ορατού φω-
τός. Aκόµη καλύτερη τοπική ανάλυση µπορεί να επιτευχθεί µε το ηλεκτρονι-
κό µικροσκόπιο, χρησιµοποιώντας αντισώµατα σηµασµένα µε δείκτες µεγά-
λης ηλεκτρονικής πυκνότητας. Παραδείγµατος χάριν, ο συνδυασµός φερριτί-
νης µε αντίσωµα µπορεί να εµφανιστεί εύκολα µε το ηλεκτρονικό µικροσκό-
πιο, διότι περιέχει έναν πυρήνα υδροξειδίου του σιδήρου που έχει µεγάλη πυ-
κνότητα ηλεκτρονίων. Συσσωµατώµατα χρυσού µπορούν επίσης να συζευ-

EIKONA 4.37 Τα νηµάτια της ακτίνης. Τα νηµά-
τια της ακτίνης, στη φωτοµικρογραφία φθορισµού
του κυττάρου, έχουν εµφανιστεί λόγω χρώσης µε
ένα αντίσωµα ειδικό για την πρωτεΐνη. [Ευγενική
προσφορά Dr. Ηλία Λαζαρίδη.]
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EIKONA 4.36  Αποτύπωση Western. Οι πρω-
τεΐνες που διαχωρίστηκαν σε µια πηκτή SDS-πο-
λυακρυλαµιδίου µεταφέρονται σε µεµβράνη πο-
λυµερούς και σηµαίνονται µε ραδιενεργό αντίσω-
µα. Η πρωτεΐνη επάνω στην οποία δεσµεύεται το
αντίσωµα εµφανίζεται σαν µια ζώνη στο αυτορα-
διογράφηµα.
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χθούν µε αντισώµατα και να γίνουν ορατά µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. H
ανοσοκυτταροχηµεία µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο µπορεί να προσδιορίσει τη
θέση αντιγόνων µε ακρίβεια 10 nm (100 Å) ή και µεγαλύτερη (Eικόνα 4.39).

4.4 ΜΠΟΡΟΥΜΕ ΝΑ ΣΥΝΘΕΤΟΥΜΕ ΠΕΠΤΙ∆ΙΑ ΜΕ
ΑΥΤΟΜΑΤΟΠΟΙΗΜΕΝΕΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥΣ ΣΤΕΡΕΑΣ ΦΑΣΗΣ

Η δυνατότητα να συνθέτουµε πεπτίδια µε καθορισµένη αλληλουχία αποτελεί
µια αποτελεσµατική τεχνική διεύρυνσης της βιοχηµικής ανάλυσης για πολ-
λούς λόγους.

1. Τα συνθετικά πεπτίδια µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως αντιγόνα και να ενεργο-
ποιήσουν τη σύνθεση ειδικών αντισωµάτων. Παραδείγµατος χάριν, όπως ανα-
φέρθηκε προηγουµένως, τις περισσότερες φορές είναι πιο απλό να έχουµε µια
πεπτιδική αλληλουχία απευθείας από την αλληλουχία του DNA παρά από τον
προσδιορισµό της ίδιας της αλληλουχίας στην πρωτεΐνη (βλ. και το Κεφάλαιο
6). Τα πεπτίδια µπορούν να συντεθούν µε βάση την αλληλουχία των νουκλεϊ-
κών οξέων και στη συνέχεια µπορούµε να δηµιουργήσουµε αντισώµατα που
έχουν στόχο τα πεπτίδια αυτά. Τα αντισώµατα αυτά µπορούν να χρησιµοποι-
ηθούν στη συνέχεια για την αποµόνωση της ανέπαφης πρωτεΐνης από το κύτ-
ταρο. 

2. Τα συνθετικά πεπτίδια µπορούν να χρησιµοποιηθούν για να αποµονωθούν υποδο-
χείς πολλών ορµονών και άλλων σηµατοδοτικών µορίων. Παραδείγµατος χάριν,
τα λευκά αιµοσφαίρια έλκονται από τα βακτήρια λόγω των φορµυλοµεθειονυ-
λοπεπτιδίων (πεπτιδίων fMet) που απελευθερώνονται από τη διάσπαση των βα-
κτηριακών πρωτεϊνών. Τα συνθετικά φορµυλοµεθειονυλο-πεπτίδια χρησιµο-

EIKONA 4.38 Πυρηνικός εντοπισµός ενός υποδο-
χέα στεροειδών. (Α) Ο υποδοχέας γίνεται ορατός

διότι έχει προστεθεί σε αυτόν πράσινη φθορίζουσα
πρωτεΐνη. Στις συνθήκες αυτές βρίσκεται κυρίως στο
κυτταρόπλασµα των καλλιεργούµενων κυττάρων. (Β)

Όταν προσθέσουµε στο καλλιεργητικό υλικό των κυτ-
τάρων κορτικοστερόνη (γλυκοκορτικοειδές στεροει-

δές) ο υποδοχέας µετακινείται στον πυρήνα. [Ευγενι-
κή προσφορά Prof. William B.Pratt/ Department of

Pharmacology, University of Michigan.]

EIKONA 4.39 Ανοσοκυτταροχηµεία µε το
ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. Τα αδιαφανή σωµα-
τίδια (διαµέτρου 150 Å, ή 15 nm) στην ηλε-
κτρονιοµικρογραφία αυτή είναι συσσωµατώµατα
ατόµων χρυσού συνδεδεµένων σε µόρια αντι-
σώµατος. Αυτά τα µεµβρανικά κυστίδια στις συ-
νάψεις των νευρώνων περιέχουν µια πρωτεΐνη-
δίαυλο που αναγνωρίζεται από το συγκεκριµένο
αντίσωµα. [Ευγενική προσφορά Dr. Peter
Sargent.]
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Σύνθεση πεπτιδίωνποιήθηκαν για την ταυτοποίηση των κυτταρικών υποδοχέων για την τάξη αυ-

τή των πεπτιδίων. Επιπλέον, συνθετικά πεπτίδια µπορούν να προσδεθούν σε
κόκκους αγαρόζης και έτσι να δηµιουργηθούν στήλες χρωµατογραφίας για τον
καθαρισµό των πρωτεϊνικών υποδοχέων που αναγνωρίζουν τα συγκεκριµένα
πεπτίδια.

3. Τα συνθετικά πεπτίδια µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως φάρµακα. H βα-
ζοπρεσίνη είναι µια πεπτιδική ορµόνη που ενεργοποιεί την επαναρ-

ρόφηση του νερού στα αθροιστικά σωληνάρια των νεφρών, οδηγώντας στον
σχηµατισµό πιο πυκνών ούρων. Oι ασθενείς που υποφέρουν από άποιο διαβή-
τη έχουν ανεπάρκεια βαζοπρεσίνης (που ονοµάζεται και αντιδιουρητική ορµόνη)Ø
έτσι, εκκρίνουν µεγάλους όγκους ούρων (περισσότερα από 5 λίτρα την ηµέ-
ρα) και διψούν συνεχώς, λόγω της υπερβολικής απώλειας υγρών. Aυτή η ανε-
πάρκεια µπορεί να αντιµετωπιστεί µε τη χορήγηση 1-δεσαµινο-8-D-αργινινο-
βαζοπρεσίνης, ενός συνθετικού αναλόγου της ορµόνης που λείπει (Eικόνα
4.40). Aυτό το συνθετικό πεπτίδιο διασπάται in vivo πολύ πιο αργά από τη βα-
ζοπρεσίνη και, επιπλέον, δεν αυξάνει την πίεση του αίµατος.

4. Τέλος, η µελέτη των συνθετικών πεπτιδίων µπορεί να βοηθήσει στον καθορισµό
των κανόνων που διέπουν την τριδιάστατη δοµή των πρωτεϊνών. Mπορούµε να
ερευνήσουµε αν µια συγκεκριµένη αλληλουχία διαµορφώνεται σε α-έλικα, β-
πτύχωση, ή στροφή φουρκέτας ή αν συµπεριφέρεται ως τυχαίο σπείραµα. 

Πώς σχηµατίζονται όµως τα πεπτίδια αυτά; Η αµινική οµάδα του ενός αµι-
νοξέος πρέπει να αντιδράσει µε την καρβοξυλική οµάδα του άλλου. Για να δη-
µιουργηθεί όµως ένα και µόνο προϊόν πρέπει να υπάρχει µια µοναδική ελεύ-
θερη αµινική οµάδα από το πρώτο αµινοξύ και µια µοναδική ελεύθερη καρ-
βοξυλική οµάδα από το δεύτερο αµινοξύ. Εποµένως, µερικές οµάδες πρέπει
να προστατευθούν ενώ άλλες να ενεργοποιηθούν, ώστε να αποφευχθούν οι
ανεπιθύµητες αντιδράσεις. Η α-αµινική οµάδα του πρώτου αµινοξέος του πε-
πτιδίου προστατεύεται µε tert-βουτυλοξυκαρβονυλική (t-Boc) οµάδα, δίνοντας

EIKONA 4.40 Βαζοπρεσίνη, φυσική και συν-
θετική. (Α) Η βαζοπρεσίνη, ή αντιδιουρητική
ορµόνη, είναι µια πεπτιδική ορµόνη που ενερ-
γοποιεί την επαναρρόφηση του νερού και 
(Β) Το συνθετικό ανάλογο της ορµόνης είναι
πιο σταθερό από τη φυσική ορµόνη. Το ανά-
λογο εδώ είναι: 1-δεσαµινο-8-D-αργινινο-βα-
ζοπρεσίνη.
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t-Boc-αµινοξύ. Η καρβοξυλική οµάδα ενεργοποιείται µε το αντιδραστήριο δι-
κυκλοεξυλο-καρβοδιιµίδιο (DCC) όπως φαίνεται στην Εικόνα 4.41. Η αντίδρα-
ση της ελεύθερης αµινικής οµάδας του επόµενου αµινοξέος µε το ενεργό καρ-
βοξύλιο οδηγεί στη δηµιουργία ενός πεπτιδικού δεσµού και την απελευθέρω-
ση δικυκλοεξυλουρίας. Η καρβοξυλική οµάδα του διπεπτιδίου ενεργοποιείται
µε DCC και αντιδρά µε την ελεύθερη αµινική οµάδα του τρίτου αµινοξέος του
πεπτιδίου. Αυτό επαναλαµβάνεται µέχρις ότου σχηµατιστεί όλο το πεπτίδιο.
Στο τέλος της σύνθεσης τα πεπτίδια ξεπλένονται µε αραιό οξύ και έτσι απο-
µακρύνεται η προστατευτική t-Boc οµάδα του πρώτου αµινοξέος και το πε-
πτίδιο είναι έτοιµο.

EIKONA 4.41 Ενεργοποίηση αµινοξέων. Το δι-
κυκλοεξυλο-καρβοδιιµίδιο χρησιµοποιείται για να
ενεργοποιήσει την καρβοξυλική οµάδα στον σχη-
µατισµό πεπτιδικών δεσµών.

EIKONA 4.42 Πεπτιδική σύνθεση στερεάς φάσης. Η σειρά των σταδίων στη σύνθεση στερεής φάσης
είναι: (1) δέσµευση του καρβοξυ-τελικού αµινοξέος, (2) αποπροστασία του αµινο-τελικού άκρου (3)
σύνθεση του επόµενου αµινοξέος. Τα στάδια 2 και 3 επαναλαµβάνονται µετά από κάθε προσθήκη αµινο-
ξέος. Τελικά στο στάδιο (4) όλο το πεπτίδιο απελευθερώνεται από τη ρητίνη.
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Προσδιορισµός τριδιάστατης δοµήςΠεπτίδια που έχουν περισσότερα από 100 αµινοξέα είναι δυνατόν να συ-

ντεθούν µε επαναλαµβανόµενους κύκλους των αντιδράσεων που περιγράψαµε.
Η σύνδεση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας επάνω σε ένα αδιάλυτο υπόστρωµα,
όπως παραδείγµατος χάριν κόκκοι πολυστυρολίου, δίνει ακόµη µεγαλύτερη
απόδοση στη µέθοδο. Tο κύριο πλεονέκτηµα της µεθόδου στερεάς φάσης είναι
ότι το προϊόν σε κάθε στάδιο είναι δεσµευµένο στους κόκκους και µπορεί να
ξεπλυθείØ έτσι δεν υπάρχει ανάγκη να καθαριστούν τα ενδιάµεσα προϊόντα. Oι
αντιδράσεις γίνονται σε ένα και µόνο δοχείο, εποµένως δεν απαιτείται ενδιά-
µεση µεταφορά προϊόντων. H πρώτη οµάδα που δεσµεύεται στο πολυστυρόλιο
είναι το καρβοξυ-τελικό αµινοξύ του πεπτιδίου (Eικόνα 4.42). H προστατευτι-
κή t-Boc οµάδα του αµινοξέος αποµακρύνεται. Στη συνέχεια προστίθεται το
επόµενο αµινοξύ (στην προστατευµένη t-Boc µορφή) µαζί µε το δικυκλοεξυλο-
καρβοδιιµίδιο, που είναι το αντιδραστήριο σύνδεσης. Όταν σχηµατιστεί ο πε-
πτιδικός δεσµός, η περίσσεια των αντιδραστηρίων και του δικυκλοεξυλο-καρ-
βοδιιµιδίου ξεπλένεται και αυτό αφήνει τους κόκκους µε το επιθυµητό διπε-
πτίδιο-προϊόν. Tα επόµενα αµινοξέα προστίθενται µε την ίδια διαδικασία. Στο
τέλος της σύνθεσης, τα πεπτίδια απελευθερώνονται µε την προσθήκη υδρο-
φθορικού οξέος (HF) που διασπά τον καρβοξυλικό εστέρα, ο οποίος είναι η
άγκυρα, χωρίς να διαταράσσει τους πεπτιδικούς δεσµούς. Tην ίδια στιγµή απο-
µακρύνονται επίσης προστατευτικές οµάδες σε πιθανές πλευρικές αλυσίδες,
όπως εκείνες της λυσίνης. Aυτός ο κύκλος των αντιδράσεων µπορεί εύκολα να
αυτοµατοποιηθεί, πράγµα που καθιστά δυνατή τη σύνθεση πεπτιδίων που πε-
ριέχουν 50 κατάλοιπα µε καλή απόδοση και καθαρότητα σε βάση ρουτίνας.
Πράγµατι, ο Merrifield συνέθεσε ιντερφερόνη (155 κατάλοιπα) µε αντι-ιική δρά-
ση και ριβονουκλεάση (124 κατάλοιπα) µε καταλυτική δραστικότητα.

4.5 Η ΤΡΙ∆ΙΑΣΤΑΤΗ ∆ΟΜΗ ΜΙΑΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ ΜΠΟΡΕΙ ΝΑ
ΚΑΘΟΡΙΣΤΕΙ ΜΕ ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ΠΥΡΗΝΙΚΟΥ ΜΑΓΝΗΤΙΚΟΥ
ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ (NMR) ΚΑΙ ΚΡΥΣΤΑΛΛΟΓΡΑΦΙΑ ΑΚΤΙΝΩΝ Χ

Ένα βασικό ερώτηµα είναι: Πώς µοιάζει η τριδιάστατη δοµή µιας συγκεκρι-
µένης πρωτεΐνης;  Η δοµή µιας πρωτεΐνης καθορίζει και τη λειτουργία της,
δεδοµένου ότι η εξειδίκευση των ενεργών θέσεων και των θέσεων δέσµευσης
εξαρτάται από τις µεταξύ τους αποστάσεις στον χώρο. ∆ύο από τις πιο σηµα-
ντικές τεχνικές που έχουµε στη διάθεσή µας για την αποκάλυψη της πρωτεϊ-
νικής δοµής είναι η φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού και
η κρυσταλλογραφία µε ακτίνες Χ.

4.5.1 Η φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού µπορεί να
αποκαλύψει τις δοµές των πρωτεϊνών σε διάλυµα

Η φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (nuclear magnetic resonance,
NMR) είναι µοναδική στον καθορισµό της ατοµικής δοµής µακροµορίων σε διά-
λυµα, µε την προϋπόθεση ότι διαθέτουµε διαλύµατα υψηλής συγκέντρωσης (~
1 mM, ή 15 mg ml–1 για µια πρωτεΐνη 15 kd). Η τεχνική στηρίζεται στη φυσι-
κή ιδιότητα των πυρήνων συγκεκριµένων ατόµων να έχουν µαγνητικές ιδιό-
τητες. Mόνο ένας περιορισµένος αριθµός ισοτόπων εµφανίζουν την ιδιότητα
αυτή, η οποία ονοµάζεται ιδιοστροφορµή (spin) και τα πιο σηµαντικά από αυ-
τά τα ισότοπα αναγράφονται στον Πίνακα 4.4. Το απλούστερο παράδειγµα εί-
ναι η περίπτωση του πυρήνα του υδρογόνου (1H) που είναι ένα πρωτόνιο. Η
περιστροφή ενός πρωτονίου δηµιουργεί µαγνητική ροπή. Η ροπή αυτή µπο-
ρεί να πάρει έναν από τους δύο διαφορετικούς προσανατολισµούς ή καταστά-
σεις ιδιοστροφορµής, που λέγονται α και β, όταν βρεθεί υπό την επίδραση εξω-
τερικού µαγνητικού πεδίου (Εικόνα 4.43). Η ενεργειακή διαφορά µεταξύ των

Αφθονία στη φύση
(% του βάρους 

Πυρήνας του στοιχείου)

1H 99,984
2H 0,016

13C 1,108
14N 99,635
15N 0,365
17O 0,037
23Na 100,0
25Mg 10,05
31P 100,0
35Cl 75,4
39K 93,1

ΠΙΝΑΚΑΣ 4.4 Πυρήνες ατόµων µε βιο-
λογική σηµασία που δίνουν σήµατα
στον NMR.



δύο καταστάσεων είναι ανάλογη µε την ένταση του εφαρµοζόµενου µαγνητι-
κού πεδίου. Η κατάσταση α έχει ελαφρώς χαµηλότερη ενέργεια και εποµένως
είναι πιο πιθανή (κατά έναν παράγοντα 1,0001 σε ένα τυπικό πείραµα) διότι
ευθυγραµµίζεται µε το πεδίο. Ένα πρωτόνιο στην κατάσταση α µπορεί να βρε-
θεί στη διεγερµένη κατάσταση (κατάσταση β) όταν εφαρµόσουµε έναν παλµό
ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας (παλµό ραδιοσυχνότητας, RF) µε την προ-
ϋπόθεση ότι η συχνότητα αντιστοιχεί στην ενεργειακή διαφορά των α και β.
Κάτω από  τις συνθήκες αυτές, η ιδιοστροφορµή θα µεταπέσει από την κατά-
σταση α στην κατάσταση β, δηλαδή θα έχουµε συντονισµό (resonance). Το φά-
σµα συντονισµού ενός µορίου καθορίζεται είτε µε τη διατήρηση της συχνό-
τητας της ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας σε µεταβλητή ένταση µαγνητικού
πεδίου είτε µε τη διατήρηση της έντασης του µαγνητικού πεδίου σε µεταβλητή
συχνότητα ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας.

Τις ιδιότητες αυτές του πυρήνα του υδρογόνου µπορούµε να τις εκµεταλ-
λευθούµε για να ερευνήσουµε το χηµικό περιβάλλον του πυρήνα αυτού. Η
ροή των ηλεκτρονίων γύρω από τον µαγνητικό πυρήνα δηµιουργεί ένα µικρό
τοπικό µαγνητικό πεδίο που είναι αντίθετο µε το εξωτερικά εφαρµοζόµενο
πεδίο. Ο βαθµός της αντίστασης εξαρτάται από την περιβάλλουσα ηλεκτρο-
νική πυκνότητα. Εποµένως, οι πυρήνες θα αλλάξουν καταστάσεις ή θα συ-
ντονίζονται σε ελαφρώς διαφορετικές εντάσεις πεδίου ή συχνότητες ανάλο-
γα µε το περιβάλλον στο οποίο βρίσκονται. Οι πυρήνες του διαταραγµένου
δείγµατος απορροφούν ηλεκτροµαγνητική ακτινοβολία σε µια συχνότητα που
µπορεί να µετρηθεί. Οι διαφορετικές συχνότητες, που ονοµάζονται χηµικές
µετατοπίσεις (chemical shifts), εκφράζονται σε κλασµατικές µονάδες δ (µέρη
ανά εκατοµµύριο ppm) σε σχέση µε τις µετατοπίσεις ενός στοιχείου αναφο-
ράς όπως το υδατοδιαλυτό παράγωγο του τετραµεθυλοσιλενίου που προσθέ-
τουµε µαζί µε το δείγµα. Παραδείγµατος χάριν, ένα πρωτόνιο της οµάδας
–CH3, έχει τυπικά χαρακτηριστική χηµική µετατόπιση (δ) ίση µε 1 ppm, ενώ
ένα πρωτόνιο αρωµατικής οµάδας έχει δ = 7 ppm. Οι περισσότερες τιµές για
χηµική µετατόπιση πρωτονίων στις πρωτεΐνες βρίσκονται µεταξύ 0 και 9 ppm
(Εικόνα 4.44). Με αυτή την τεχνική του µονοδιάστατου NMR µπορούµε να ξε-
χωρίσουµε τα περισσότερα πρωτόνια στις πιο πολλές πρωτεΐνες. Χρησιµο-
ποιώντας τη συγκεκριµένη πληροφορία µπορούµε, στη συνέχεια, να συµπε-
ράνουµε αλλαγές για µια χηµική οµάδα όταν αυτή βρεθεί κάτω από διαφορε-
τικές συνθήκες. Παραδείγµατος χάριν, διαφορετικές συνθήκες θα εµφανι-
στούν αν αλλάξουµε το pH του διαλύµατος µιας πρωτεΐνης και η συγκεκρι-
µένη οµάδα βρεθεί από περιβάλλον ελεύθερου σπειράµατος σε περιβάλλον
α-έλικας.

EIKONA 4.43 Η βασική θεώρηση της φασµα-
τοσκοπίας NMR. Η ενέργεια των δύο προσανα-
τολισµών του πυρήνα µε τιµή ιδιοστροφορµής
1/2 (όπως 31P και 1H) εξαρτάται από την ένταση
του µαγνητικού πεδίου που εφαρµόζεται. Η
απορρόφηση της ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας
που εκπέµπεται στην κατάλληλη συχνότητα επά-
γει τη µετάπτωση από το κάτω επίπεδο στο επά-
νω.

EIKONA 4.44 Μονοδιάστατα φάσµατα NMR.
(Α)  Το φάσµα ‘H-NMR αιθανόλης (CH3CH2OH)
παρουσιάζει σαφή διαχωρισµό των χηµικών µετα-
τοπίσεων των υδρογόνων.  (Β) Το φάσµα 1H-NMR
για το θραύσµα πρωτεΐνης 55 αµινοξέων που
συµµετέχει στο µάτισµα του RNA εµφανίζει µια
πολύπλοκη εικόνα. Υπάρχουν πολλές κορυφές και
πολλές µπορεί να συµπίπτουν. [(Α) Κατά C.
Branden και J. Tooze, Introduction to Protein
Structure (Garland, 1991), p. 280. (Β) Ευγενική
προσφορά Barbara Amann και Wesley
McDermott.]
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Ακόµη περισσότερες πληροφορίες µπορούµε να αντλή-
σουµε εξετάζοντας τον τρόπο µε τον οποίο οι ιδιοστροφορµές
διαφόρων πρωτονίων επηρεάζουν τα γειτονικά τους πρωτόνια.
Στις µελέτες αυτές επάγουµε τον µαγνητισµό ενός δείγµατος
εφαρµόζοντας παλµό συγκεκριµένης ραδιοσυχνότητας µε απο-
τέλεσµα την αλλαγή της ιδιοστροφορµής ενός πυρήνα. Μπο-
ρούµε τώρα να παρατηρήσουµε την επίδραση της αλλαγής αυ-
τής στην ιδιοστροφορµή ενός γειτονικού πυρήνα. Ιδιαίτερα
αποκαλυπτικό είναι ένα διδιάστατο φάσµα, που επιτυγχάνεται µε
την ενισχυµένη φασµατοσκοπία πυρήνων κατά Overhauser (nuclear
Overhauser enhancement spectroscopy – NOESY) η οποία δίνει
µια γραφική παράσταση ζευγών πρωτονίων που γειτονεύουν στον
χώρο, παρά το ότι µπορεί να βρίσκονται µακριά στην πρωτο-
ταγή δοµή. Βάση της τεχνικής αυτής αποτελεί το πυρηνικό
φαινόµενο Overhauser, µια αλληλεπίδραση  µεταξύ πυρήνων
που είναι αντιστρόφως ανάλογη της έκτης δύναµης της µετα-
ξύ τους απόστασης. Έτσι ο µαγνητισµός µεταφέρεται από τον
διεγερµένο πυρήνα σε έναν άλλο µη ενεργοποιηµένο, όταν η
µεταξύ τους απόσταση είναι µικρότερη από 5 Å (Εικόνα
4.45A). Με άλλα λόγια, το φαινόµενο παρέχει τον τρόπο κα-
θορισµού της σχετικής θέσης των ατόµων της τριδιάστατης
δοµής µιας πρωτεΐνης. Η διαγώνιος του φάσµατος NOESY αντιστοιχεί σε ένα
µονοδιάστατο φάσµα. Οι κορυφές που βρίσκονται εκτός διαγωνίου παρέχουν
σηµαντικές νέες πληροφορίες, διότι καθορίζουν τα ζεύγη των πρωτονίων που
απέχουν λιγότερο από 5 Å (Εικόνα 4.45Β).

Στην Εικόνα 4.46 βλέπουµε το διδιάστατο φάσµα NOESY για µια πρωτεΐνη
55 αµινοξέων. Ο µεγάλος αριθµός των κορυφών που δεν βρίσκονται στη δια-
γώνιο αποκαλύπτει πρωτόνια γειτονικά που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για
τον προσδιορισµό της τριδιάστατης δοµής µιας πρωτεΐνης. Οι δοµές στον χώ-
ρο υπολογίζονται έτσι ώστε τα πρωτόνια, που φαίνονται από το φάσµα NOESY

ότι απέχουν λιγότερο από 5 Å, να βρίσκονται πολύ κοντά στην τριτοταγή δο-
µή (Eικόνα 4.47). Αν ο αριθµός των περιοριστικών συνθηκών είναι ικανοποι-
ητικός τότε η τριδιάστατη δοµή που θα καθοριστεί θα είναι σχεδόν απόλυτη.
Συνήθως δηµιουργούµε µια οικογένεια δοµών για τρεις λόγους (Εικόνα 4.48).
Πρώτον, ο αριθµός περιοριστικών συνθηκών µπορεί να µην είναι αρκετός για
να µας επιτρέψει να καθορίσουµε την τριδιάστατη δοµή µόνο από τα δεδοµέ-
να αυτά. ∆εύτερον, οι αποστάσεις που καθορίζονται από το φάσµα NOESY εί-
ναι συνήθως κατ’ εκτίµηση. Τρίτον, οι πειραµατικές παρατηρήσεις δεν γίνο-
νται σε ένα µόριο αλλά σε µεγάλο αριθµό µορίων στο διάλυµα τα οποία είναι
δυνατόν σε µια δεδοµένη στιγµή να έχουν µικρές διαφορές στη δοµή τους.
Εποµένως, οι οικογένειες δοµών που δηµιουργούνται από την ανάλυση της δο-

EIKONA 4.45 Το πυρηνικό φαινόµενο
Overhauser. Το πυρηνικό φαινόµενο Overhauser
ταυτοποιεί ζεύγη πρωτονίων που βρίσκονται το
ένα κοντά στο άλλο. (Α) Σχηµατική απεικόνιση
µιας πολυπεπτιδικής αλυσίδας που χαρακτηρίζει
πέντε συγκεκριµένα πρωτόνια. Τα πρωτόνια 2 και
5 βρίσκονται πολύ κοντά το ένα στο άλλο (~4 Å
απόσταση), ενώ τα άλλα πρωτόνια είναι σε µε-
γαλύτερη απόσταση το ένα από το άλλο. 
(Β) Ένα υπεραπλουστευµένο φάσµα NOESY. Τα
πρωτόνια που είδαµε στο µέρος Α εµφανίζονται
ως οι πέντε κορυφές που σχηµατίζουν µια δια-
γώνιο γραµµή. Οι άλλες δύο κορυφές, συµµετρι-
κά επάνω και κάτω από τη διαγώνιο, αποκαλύ-
πτουν ότι τα πρωτόνια 2 και 5 βρίσκονται κοντά
το ένα στο άλλο.

EIKONA 4.46 Ανιχνεύοντας µικρές αποστά-
σεις µεταξύ πρωτονίων. Φάσµα NOESY για τη
δοµική περιοχή της πρωτεΐνης του µατίσµατος
RNA (55 αµινοξέα) που είδαµε στο Β της Εικό-
νας 4.44. Κάθε σηµείο που βλέπουµε εκτός
της διαγωνίου αντιπροσωπεύει µια κοντινή
απόσταση µεταξύ δύο πρωτονίων. Το φάσµα
αυτό αποκαλύπτει εκατοντάδες τέτοιες κοντινές
αποστάσεις µεταξύ πρωτονίων, που µπορούµε
να χρησιµοποιήσουµε για να καθορίσουµε την
τριδιάστατη δοµή αυτής της περιοχής. [Ευγενι-
κή προσφορά Barbara Amann και Wesley
McDermott.]
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µής µε NMR αντιπροσωπεύουν το φάσµα των στερεοδιατάξεων της πρωτεΐνης
όταν βρίσκεται σε διάλυµα. Προς το παρόν η φασµατοσκοπία NMR µπορεί να
προσδιορίσει τις δοµές σχετικά µικρών πρωτεϊνών (< 40 kd), όµως η ευαι-
σθησία της µεθόδου σίγουρα θα αυξηθεί. Η ευκρίνεια των δοµών που αποκα-
λύπτει ο NMR έχει ενισχυθεί θεαµατικά λόγω της χρήσης της τεχνολογίας
του ανασυνδυασµένου DNA η οποία, όπως θα δούµε στο Κεφάλαιο 6, µας πα-
ρέχει την ικανότητα να παράγουµε πρωτεΐνες σηµασµένες οµοιόµορφα ή σε
συγκεκριµένες θέσεις µε 13C, 15N και 2H.

4.5.2 Η κρυσταλλογραφία µε ακτίνες Χ αποκαλύπτει την τριδιάστατη
δοµή σε ατοµικό επίπεδο 

Η κρυσταλλογραφία µε ακτίνες Χ παρέχει πληροφορίες για την πρωτεϊνική δο-
µή µε τη µεγαλύτερη δυνατή ευκρίνεια. Με την τεχνική αυτή αποκαλύπτεται
η λεπτοµερής τοποθέτηση των περισσότερων ατόµων του πρωτεϊνικού µορί-
ου στον χώρο. Η χρήση των ακτίνων Χ δίνει την καλύτερη ευκρίνεια διότι το
µήκος κύµατος των ακτίνων βρίσκεται περίπου στο επίπεδο του µήκους του
οµοιοπολικού δεσµού. Τα τρία βασικά συστατικά της ανάλυσης µε ακτίνες Χ
είναι: ένας πρωτεϊνικός κρύσταλλος, µια πηγή ακτίνων Χ και ένας ανιχνευτής (Ει-
κόνα 4.49).

Η τεχνική απαιτεί όλα τα µόρια της πρωτεΐνης να έχουν τον ίδιο προσα-
νατολισµό και γι’ αυτό το πρώτο στάδιό της έγκειται στην επιτυχή κρυστάλ-
λωση της πρωτεΐνης. Αυτό επιτυγχάνεται µε τη σταδιακή προσθήκη θειικού
αµµωνίου ή άλλων αλάτων σε πυκνό διάλυµα της πρωτεΐνης έτσι ώστε να ελατ-
τωθεί η διαλυτότητά της. Αυτή είναι η διεργασία της εξαλάτωσης που περι-
γράφηκε στο Εδάφιο 4.1.3. Παραδείγµατος χάριν, η µυοσφαιρίνη κρυσταλλώ-
νεται σε 3 M θειικού αµµωνίου (Εικόνα 4.50). Mερικές πρωτεΐνες κρυσταλ-
λώνονται εύκολα, ενώ για άλλες χρειάζεται µεγάλη προσπάθεια έως ότου βρε-
θούν οι σωστές συνθήκες κρυστάλλωσης. H κρυστάλλωση είναι τέχνη που
απαιτεί µεγάλη επιµονή και υποµονή. Σήµερα κρυσταλλώνονται ολοένα και
µεγαλύτερες και πιο πολύπλοκες πρωτεΐνες. Παραδείγµατος χάριν, ο ιός της
πολιοµυελίτιδας, ένα σύµπλοκο 8.500 kd που αποτελείται από 240 υποµονάδες
πρωτεΐνης γύρω από έναν πυρήνα RNA, έχει κρυσταλλωθεί και η δοµή του
έχει αναλυθεί µε ακτίνες X. Είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον το γεγονός ότι οι κρύ-
σταλλοι µιας πρωτεΐνης εµφανίζουν συχνά βιολογική δραστικότητα, γεγονός
που υποδηλώνει ότι κρυσταλλώθηκαν στη βιολογικά ενεργό µορφή τους. Πα-
ραδείγµατος χάριν, οι κρύσταλλοι του ενζύµου µπορεί να είναι καταλυτικά
ενεργοί αν επικαλυφθούν µε υπόστρωµα.

Στη συνέχεια απαιτείται µια πηγή ακτίνων Χ. H δέσµη ακτίνων X µήκους
κύµατος 1,54 Å παράγεται από ηλεκτρόνια που επιταχύνονται προς έναν στό-
χο χαλκού. Mια στενή δέσµη ακτίνων X προσκρούει στον πρωτεϊνικό κρύ-
σταλλο. Mέρος της περνά τον κρύσταλλο, το υπόλοιπο σκεδάζεται προς διά-
φορες κατευθύνσεις. Τελικά, η δέσµη που σκεδάζεται, ή περιθλάται, µπορεί να

EIKONA 4.49 Τα κύρια στοιχεία ενός πειράµα-
τος κρυσταλλογραφίας µε ακτίνες Χ: µια δέ-
σµη ακτίνων Χ, ένας κρύσταλλος και ένας
ανιχνευτής.

EIKONA 4.48 Μια οικογένεια δοµών. Σύνολο 25
δοµών για µια δοµική περιοχή 28 αµινοξέων που
ανήκει σε πρωτεΐνη δακτύλου ψευδαργύρου που
δεσµεύεται στο DNA. Η κόκκινη γραµµή απεικο-
νίζει τον µέσο όρο των θέσεων του κορµού της
πρωτεΐνης. Κάθε δοµή ταιριάζει µε τις περιορι-
στικές συνθήκες που προέκυψαν από τα πειράµα-
τα NMR. Οι διαφορές στις δοµές οφείλονται σε
συνδυασµό δύο παραγόντων, όπως ατέλειες στα
πειραµατικά δεδοµένα και η δυναµική φύση των
πρωτεϊνών σε διάλυµα. [Ευγενική προσφορά
Barbara Amann.]
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EIKONA 4.47 ∆οµές που υπολογίζονται µε βάση τους περιορισµούς των
φασµάτων NMR. (Α) Οι παρατηρήσεις NOESY δείχνουν ότι τα πρωτόνια
(που συνδέονται µε διακεκοµµένες κόκκινες γραµµές) βρίσκονται το ένα κο-
ντά στο άλλο. (Β) Η τριδιάστατη δοµή που υπολογίστηκε ώστε τα συγκεκρι-
µένα ζεύγη πρωτονίων να βρίσκονται το ένα κοντά στο άλλο.
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ανιχνευθεί σε φιλµ ακτίνων X, το µαύρισµα του οποίου είναι ανάλογο της έντα-
σης των ακτίνων, ή από έναν ηλεκτρονικό ανιχνευτή στερεάς κατάστασης. Ο
τρόπος σκέδασης προσφέρει πολλές πληροφορίες για τη δοµή της πρωτεΐνης.
Οι βασικές φυσικές αρχές στις οποίες στηρίζεται η τεχνική είναι: 

1. Tα ηλεκτρόνια σκεδάζουν τις ακτίνες X. Tο πλάτος αιώρησης του κύµατος
που σκεδάζεται από ένα άτοµο είναι ανάλογο του αριθµού ηλεκτρονίων
του. Έτσι, ένα άτοµο άνθρακα σκεδάζει 6 φορές πιο έντονα από ένα άτο-
µο υδρογόνου.

2. Tα σκεδαζόµενα κύµατα ανασυνδυάζονται. Kάθε άτοµο συνεισφέρει σε κά-
θε σκεδαζόµενη ακτίνα. Tα κύµατα ενισχύουν το ένα το άλλο στο φιλµ
ανίχνευσης εάν βρίσκονται στην ίδια φάση και αλληλοαναιρούνται εάν
βρίσκονται σε διαφορά φάσης 180°.

3. O τρόπος ανασυνδυασµού των σκεδαζόµενων κυµάτων εξαρτάται µόνον από τη
διάταξη των ατόµων στα µόρια του κρυστάλλου. 

O κρύσταλλος της πρωτεΐνης τοποθετείται σε έναν τριχοειδή σωλήνα και
παίρνει έναν συγκεκριµένο προσανατολισµό σε σχέση µε τις ακτίνες X και
το φιλµ. O κρύσταλλος περιστρέφεται έτσι ώστε η δέσµη ακτίνων X να προ-
σκρούει σε πολλά σηµεία του κρυστάλλου. H µεταπτωτική αυτή κίνηση του
κρυστάλλου έχει ως αποτέλεσµα µια φωτογραφία µε ακτίνες X που αποτελεί-
ται από επαναλαµβανόµενες σειρές σηµείων που λέγονται αντανακλάσεις. H
φωτογραφία µε ακτίνες X που φαίνεται στην Εικόνα 4.51 είναι µια τοµή δύο
διαστάσεων µέσα από ένα τριδιάστατο πλέγµα 25.000 σηµείων. H ένταση κά-
θε σηµείου µπορεί να µετρηθεί. Aυτές οι εντάσεις και οι θέσεις τους είναι τα
βασικά πειραµατικά δεδοµένα µιας κρυσταλλογραφικής ανάλυσης µε ακτίνες
X. Tο επόµενο βήµα είναι η ανασύνθεση της εικόνας της πρωτεΐνης από τις
παρατηρούµενες εντάσεις. Στο οπτικό ή το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, οι πε-
ριθλώµενες ακτίνες εστιάζονται από φακούς που δίνουν απευθείας µια εικόνα.
Ωστόσο, για τις ακτίνες X δεν υπάρχουν φακοί για τον εστιασµό τους. H ει-
κόνα σχηµατίζεται µετά από µια µαθηµατική ανάλυση που λέγεται µετασχη-
µατισµός Fourier. Για κάθε σηµείο, η διαδικασία αυτή δίνει ένα κύµα πυκνό-
τητας ηλεκτρονίων, το πλάτος του οποίου είναι ανάλογο µε το τετράγωνο της
ρίζας της έντασης του παρατηρούµενου σηµείου. Kάθε κύµα έχει επίσης µια
φάση — δηλαδή το πότε εµφανίζονται οι κορυφές και οι κοιλότητές του σε
σχέση µε τα άλλα κύµατα. H φάση του κάθε κύµατος καθορίζει το αν ενισχύ-
ει ή αναιρεί τα κύµατα των άλλων σηµείων. Οι φάσεις αυτές είναι δυνατόν να
προσδιοριστούν από τα σχήµατα περίθλασης βαρέων ατόµων, όπως το ουρά-
νιο ή ο υδράργυρος, που χρησιµοποιούνται ως σηµεία αναφοράς συγκεκριµέ-
νων θέσεων σε µια πρωτεΐνη. 

Eποµένως, τώρα µπορούν να γίνουν οι υπολογισµοί ενός χάρτη πυκνότη-
τας ηλεκτρονίων, που δίνει την πυκνότητα των ηλεκτρονίων για έναν µεγάλο
αριθµό σηµείων σε τακτές αποστάσεις στον κρύσταλλο. Aυτή η τριδιάστατη
κατανοµή της ηλεκτρονικής πυκνότητας αντιπροσωπεύεται από µια σειρά πα-

EIKONA 4.50 Κρυστάλλωση µυοσφαιρίνης.

EIKONA 4.51 Οι κρύσταλλοι µυοσφαιρίνης σε
ακτίνες Χ. (Α) Κρύσταλλοι µυοσφαιρίνης (Β) Πε-
ριθλασίγραµµα ακτίνων Χ για κρυστάλλους µυο-
σφαιρίνης που υπόκεινται σε µεταπτωτική κίνη-
ση. [(Α) Mel Pollinger/Fran Heyl Associates.]
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ράλληλων τοµών που τοποθετούνται η µία επάνω από την άλλη. Kάθε τοµή
είναι ένα διαφανές πλαστικό (ή ένα επίπεδο στον υπολογιστή) όπου η κατα-
νοµή ηλεκτρονικής πυκνότητας αντιπροσωπεύεται µε ισοϋψείς γραµµές (Eι-
κόνα 4.52), όπως οι ισοϋψείς γραµµές που χρησιµοποιούνται στους γεωλογι-
κούς χάρτες για να δείξουν υψόµετρο (Eικόνα 4.53). Tο επόµενο βήµα είναι η
ανάλυση του χάρτη πυκνότητας ηλεκτρονίων. Ένας βασικός παράγοντας εί-
ναι η διακριτική ικανότητα των ακτίνων X που καθορίζεται από τον αριθµό των
περιθλώµενων εντάσεων που χρησιµοποιήθηκαν στη σύνθεση Fourier. H πι-
στότητα της εικόνας εξαρτάται από τη διακριτική ικανότητα της σύνθεσης
Fourier, όπως φαίνεται από την οπτική αναλογία της Εικόνας 4.54. ∆ιακριτι-
κή ικανότητα 6 Å δίνει την κατεύθυνση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας µε λί-
γες όµως άλλες δοµικές λεπτοµέρειες. O λόγος είναι ότι οι πολυπεπτιδικές
αλυσίδες στις πρωτεΐνες τοποθετούνται έτσι ώστε τα κέντρα τους να είναι σε
απόσταση 5 έως 10 Å µεταξύ τους. Για να καθοριστούν οµάδες ατόµων που
απέχουν 2,8 έως 4,0 Å µεταξύ τους και ξεχωριστά άτοµα που είναι 1,0 έως 1,5
Å µακριά το ένα από το άλλο, απαιτούνται χάρτες υψηλής ευκρίνειας. H από-
λυτη αναλυτική ικανότητα µιας ανάλυσης µε ακτίνες X καθορίζεται από τον
βαθµό τελειότητας ενός κρυστάλλου. Για τις πρωτεΐνες το όριο ανάλυσης συ-
νήθως είναι περίπου 2 Å.

Μέχρι τα µέσα του 2000 αποκαλύφθηκαν οι δοµές περισσότερων από 10.000
πρωτεϊνών µε NMR και κρυσταλλογραφία µε ακτίνες Χ και καθηµερινά προ-
στίθενται νέες δοµές. Οι συντεταγµένες συγκεντρώθηκαν στη βάση δεδοµέ-
νων πρωτεϊνών (Protein Data Bank) (http://www.rcsb.org.pdb) και οι δοµές µπο-
ρούν να εκτιµηθούν οπτικά και αναλυτικά. Η γνώση της λεπτοµερούς µορια-
κής αρχιτεκτονικής των πρωτεϊνών αποτελεί πηγή έµπνευσης για το πώς οι
πρωτεΐνες αναγνωρίζουν και δεσµεύουν άλλα µόρια, πώς λειτουργούν ως έν-
ζυµα, πώς αναδιπλώνονται και πώς εξελίσσονται. Αυτή η εξαιρετικά πλούσια
συλλογή συνεχίζει να αυξάνεται µε γοργούς ρυθµούς επηρεάζοντας ολόκλη-
ρο το πεδίο της βιοχηµείας.

EIKONA 4.54 Η διακριτική ικανότητα επηρεάζει την ποιότητα της εικόνας. Οι επιπτώσεις της δια-
κριτικής ικανότητας στην ποιότητα της ανασύστασης µιας εικόνας φαίνονται εδώ σε αναλογία προς την
περίθλαση των ακτίνων Χ. (Α) Μια φωτογραφία του Παρθενώνα, (Β)  οπτική περίθλαση του Παρθενώνα, 
(Γ + ∆) φωτογραφίες ανασύστασης βάσει του (Β). Η καλύτερη ποιότητα του ∆ οφείλεται στο ότι χρησι-
µοποιήθηκαν περισσότερα στοιχεία στο ∆ από ό,τι στο Γ [Ευγενική προσφορά (Α) Dr. Thomas Steitz και
(Β) Dr. David DeRosier.]

(A)

(C)

(B)

(D)

EIKONA 4.52 Τµήµα του ηλεκτρονικού χάρτη
πυκνότητας της µυοσφαιρίνης. Αυτή η περιοχή
του χάρτη δείχνει την οµάδα της αίµης. Η κορυφή
του κέντρου της περιοχής αυτής αντιστοιχεί στη
θέση του ατόµου σιδήρου. [Από J.C. Kendrew,
The three dimensional structure of a protein
molecule. © 1961 by Scientific American, Inc. 
All rights reserved.]

EIKONA 4.53 Τµήµα του γεωλογικού χάρτη
των ΗΠΑ. Capitol Peak στο Κολοράντο. (Σ.τ.Μ.:
το υψόµετρο εκφράζεται σε πόδια.)
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Περίληψη

Η εντυπωσιακή πρόοδος στην ταχύτητα προσδιορισµού της αλληλουχίας των
γονιδίων προώθησε και έναν ακόµη στόχο της βιοχηµείας — την αποκάλυψη
του πρωτεώµατος. Το πρωτέωµα είναι το πλήρες φάσµα των πρωτεϊνών που
εκφράζονται και περιλαµβάνει πληροφορίες σχετικά µε την τροποποίησή
τους, τον τρόπο λειτουργίας τους και το πώς αλληλεπιδρούν µε άλλα µόρια.

Ο καθαρισµός των πρωτεϊνών είναι ένα ουσιαστικό πρώτο βήµα  
για την κατανόηση της λειτουργίας τους
Oι πρωτεΐνες µπορούν να αποµονωθούν από άλλες πρωτεΐνες και άλλα µό-
ρια γενικότερα, βάσει χαρακτηριστικών τους όπως η διαλυτότητα, το µέ-
γεθος, το φορτίο και η ειδική δεσµευτική συγγένεια. H ηλεκτροφόρηση
σε πηκτή SDS-πολυακρυλαµιδίου διαχωρίζει τις πολυπεπτιδικές αλυσίδες
πρωτεϊνών που έχουν αποδιαταχθεί, κυρίως βάσει της µάζας τους. Oι πρω-
τεΐνες µπορούν επίσης να διαχωριστούν ηλεκτροφορητικά βάσει του φορ-
τίου τους µε ισοηλεκτρικό εστιασµό σε µια βαθµίδωση pH. H υπερφυγο-
κέντρηση και η χρωµατογραφία διήθησης σε πηκτή διαχωρίζουν τις πρω-
τεΐνες βάσει µεγέθους, ενώ η χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής τις διαχω-
ρίζει κυρίως βάσει του φορτίου τους. Aυτό που εκµεταλλευόµαστε στη χρω-
µατογραφία συγγένειας είναι η υψηλή συγγένεια πολλών πρωτεϊνών για
ειδικές χηµικές οµάδες. Στην τεχνική αυτή, οι πρωτεΐνες δεσµεύονται στη
στήλη που περιέχει κόκκους συνδεδεµένους οµοιοπολικά µε υπόστρωµα,
αναστολέα ή άλλες οµάδες που αναγνωρίζονται ειδικά από τις πρωτεΐνες.
Η µάζα της πρωτεΐνης µπορεί να προσδιοριστεί απόλυτα µε τη µέτρηση
του συντελεστή καταβύθισης ή τη φασµατοµετρία µάζας.

Η αλληλουχία αµινοξέων µπορεί να προσδιοριστεί µε αυτοµατοποιηµένη 
αντίδραση αποικοδόµησης Edman
H σύσταση µιας πρωτεΐνης µπορεί να καθοριστεί υδρολύοντάς την στα αµι-
νοξέα που την αποτελούν µε 6 N HCl στους 110°C. Tα αµινοξέα µπορούν
να διαχωριστούν µε χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής και να προσδιορι-
στούν ποσοτικά µετά από αντίδρασή τους µε νινυδρίνη ή φθορεσκαµίνη. Oι
αλληλουχίες αµινοξέων µπορούν να προσδιοριστούν µε αποικοδόµηση
Edman, που αποµακρύνει κάθε φορά ένα αµινοξύ από το αµινο-τελικό άκρο
του πεπτιδίου. Tο φαινυλοϊσοθειοκυανικό αντιδρά µε την τελική αµινική
οµάδα σχηµατίζοντας ένα φαινυλοθειο-καρβαµοϋλο-παράγωγο που κυκλο-
ποιείται κάτω από ελαφρά όξινες συνθήκες και δίνει ένα φαινυλοθειο-υδα-
ντοϊνο(PTH)-αµινοξύ και ένα πεπτίδιο µικρότερο κατά ένα αµινοξύ. Aυτο-
µατοποιηµένες επαναλήψεις αποικοδόµησης Edman σε ένα µηχάνηµα
προσδιορισµού αλληλουχίας αµινοξέων µπορούν να ταυτοποιήσουν αλλη-
λουχίες έως και 50 καταλοίπων. Oι µεγαλύτερες πολυπεπτιδικές αλυσίδες
διασπώνται σε µικρότερες για ανάλυση µετά από εξειδικευµένη διάσπαση
µε αντιδραστήρια όπως το βρωµιούχο κυάνιο, που διασπά τους πεπτιδικούς
δεσµούς στο καρβοξυ-τελικό άκρο της µεθειονίνης. Ένζυµα όπως η θρυψί-
νη, που διασπά το καρβοξυ-τελικό άκρο της λυσίνης και της αργινίνης, εί-
ναι επίσης χρήσιµα στη διάσπαση των πρωτεϊνών. Oι αλληλουχίες αµινο-
ξέων είναι πλούσιες σε πληροφορίες που σχετίζονται µε τη συγγένεια των
πρωτεϊνών, την εξελικτική σχέση τους και τις ασθένειες που προκύπτουν
από τις µεταλλάξεις. H γνώση της αλληλουχίας δίνει πολύτιµες πληροφο-
ρίες για τη στερεοδιάταξη και τη λειτουργία της πρωτεΐνης.

Η ανοσολογία προσφέρει σηµαντικές τεχνικές για τη διερεύνηση 
των πρωτεϊνών
Οι πρωτεΐνες µπορούν να ανιχνευθούν και να ποσοτικοποιηθούν µε αντι-
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ΟΡΟΙ-ΚΛΕΙ∆ΙΑ

σώµατα υψηλής εξειδίκευσης. Ιδιαίτερα χρήσιµα είναι τα µονοκλωνικά
αντισώµατα διότι είναι οµοιογενή. Η ενζυµοσύνδετη ανοσοπροσροφητική
µέτρηση (ELISA) και η αποτύπωση Western των πηκτών SDS-πολυακρυ-
λαµιδίου είναι µέθοδοι που χρησιµοποιούνται κατά κόρον. Οι πρωτεΐνες
µπορούν ακόµη να εντοπιστούν µέσα στο κύτταρο µε µικροσκοπία ανοσο-
φθορισµού και ανοσοκυτταροχηµεία µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο.

Μπορούµε να συνθέτουµε πεπτίδια µε αυτοµατοποιηµένες µεθόδους 
στερεάς φάσης
Oι πολυπεπτιδικές αλυσίδες µπορούν να συντεθούν µε αυτοµατοποιηµένες
µεθόδους στερεάς φάσης όπου το καρβοξυ-τελικό άκρο µιας αλυσίδας δε-
σµεύεται σε ένα αδιάλυτο υπόστρωµα. H α-καρβοξυλική οµάδα του επόµε-
νου αµινοξέος ενεργοποιείται µε δικυκλοεξυλο-καρβοδιιµίδιο και ενώνεται
στην α-αµινική οµάδα της αλυσίδας που αυξάνεται. Tα συνθετικά πεπτίδια
µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως φάρµακα και ως αντιγόνα για την παρα-
γωγή ειδικών αντισωµάτων. Eπίσης µας παρέχουν τρόπους ανάλυσης της
σχέσης της αλληλουχίας αµινοξέων και της στερεοδιάταξης της πρωτεΐνης.

Η τριδιάστατη δοµή µιας πρωτεΐνης µπορεί να καθοριστεί 
µε φασµατοσκοπία NMR και κρυσταλλογραφία µε ακτίνες Χ
Η φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού και η κρυσταλλο-
γραφία µε ακτίνες Χ πλούτισαν τους τρόπους που διαθέτουµε για να κατα-
νοήσουµε το πώς αναδιπλώνονται οι πρωτεΐνες, πώς αναγνωρίζουν άλλα
µόρια και πώς καταλύουν χηµικές αντιδράσεις. Η φασµατοσκοπία πυρηνι-
κού µαγνητικού συντονισµού αποκαλύπτει τη δοµή και τη δυναµική των
πρωτεϊνών σε διάλυµα. Η χηµική µετατόπιση των πυρήνων εξαρτάται από
το µικροπεριβάλλον. Επιπροσθέτως, οι ιδιοστροφορµές γειτονικών πυρή-
νων αλληλεπιδρούν έτσι ώστε να µας παρέχουν ακριβέστατες πληροφο-
ρίες για τη δοµή.

Η κρυσταλλογραφία µε ακτίνες Χ στηρίζεται στον σκεδασµό των ακτί-
νων Χ από τα ηλεκτρόνια. Ο τρόπος µε τον οποίο ανασυνδυάζονται τα κύ-
µατα σκεδασµού εξαρτάται απόλυτα από τις αποστάσεις των ατόµων. Η τρι-
διάστατη δοµή χιλιάδων πρωτεϊνών είναι σήµερα γνωστή σε ατοµικό επί-
πεδο.

•

•
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ΑΣΚΗΣΕΙΣ

1. Πολύτιµα αντιδραστήρια. Τα αντιδραστήρια που ακολου-
θούν χρησιµοποιούνται συχνά στη χηµεία των πρωτεϊ-
νών: CNBr, dabsyl-χλωρίδιο, ουρία, 6 N HCL, β-µερκα-
πτοαιθανόλη, νινυδρίνη, θρυψίνη, φαινυλο-ισοθειοκυα-
νικό, υπερµυρµηκικό, χυµοθρυψίνη. Ποιο αντιδραστή-
ριο είναι το πιο κατάλληλο για κάθε έναν από τους ακό-
λουθους στόχους: 
(α) Προσδιορισµός της αλληλουχίας αµινοξέων ενός
µικρού πεπτιδίου. 
(β) Ταυτοποίηση του αµινο-τελικού άκρου ενός πεπτι-
δίου από το οποίο έχετε λιγότερο από 0,1 µg. 
(γ) Αντιστρεπτή αποδιάταξη πρωτεΐνης χωρίς δισουλ-
φιδικούς δεσµούς. Ποια άλλα αντιδραστήρια θα χρεια-
ζόσασταν αν υπήρχαν δισουλφιδικοί δεσµοί; 
(δ) Υδρόλυση πεπτιδικών δεσµών στο καρβοξυ-τελικό
άκρο αρωµατικών καταλοίπων. 
(ε) ∆ιάσπαση πεπτιδικών δεσµών στο καρβοξυ-τελι-
κό άκρο µεθειονίνης.
(στ) Υδρόλυση πεπτιδικών δεσµών στο καρβοξυ-τελικό
άκρο λυσίνης και αργινίνης.

2. Ας βρούµε την άκρη. Η άνυδρη υδραζίνη (Η2Ν–ΝΗ2) έχει
χρησιµοποιηθεί για τη διάσπαση πεπτιδικών δεσµών σε
πρωτεΐνες. Ποια είναι τα προϊόντα της αντίδρασης; Πώς
µπορούµε να χρησιµοποιήσουµε την τεχνική αυτή για
να καθορίσουµε το καρβοξυ-τελικό αµινοξύ;

3. Κατασκευάζοντας νέα σηµεία διάσπασης. H αιθυλενοϊµίνη
αντιδρά µε πλευρικές αλυσίδες κυστεΐνης στις πρωτεΐνες
σχηµατίζοντας S-αµινοαιθυλο-παράγωγα. Oι πεπτιδικοί
δεσµοί στα καρβοξυ-τελικά άκρα αυτών των τροποποιη-
µένων κυστεϊνικών παραγώγων είναι ευαίσθητοι σε
υδρόλυση µε θρυψίνη. Γιατί;

4. Φασµατοµετρία. H απορροφητικότητα A ενός διαλύµατος
µέσα σε µια κυψελίδα προσδιορίζεται ως 

A = log10(I0/I)

όπου I0 είναι η ένταση του προσπίπτοντος φωτός και I η
ένταση του εξερχόµενου φωτός. H απορροφητικότητα
εξαρτάται από τον συντελεστή γραµµοµοριακής απορ-
ρόφησης (ή απόσβεσης) � (σε cm–1M–1), τη συγκέντρω-
ση c (σε M) και το µήκος της κυψελίδας l (σε cm) σύµ-
φωνα µε τον τύπο 

A = �lc. 

O συντελεστής της µυοσφαιρίνης στα 580 nm είναι
15.000 cm–1M–1. Ποια είναι η απορρόφηση ενός διαλύ-
µατος 1 mg/ml σε κυψελίδα µήκους 1 cm; Tί ποσοστό φω-
τός εξέρχεται από το διάλυµα αυτό; 

5. Σε αργή κίνηση. H τροποµυοσίνη, µια πρωτεΐνη των µυών
µε µοριακή µάζα 93 kd, καταβυθίζεται πιο αργά από ό,τι
η αιµοσφαιρίνη (65 kd). Oι συντελεστές καταβύθισης
των δύο πρωτεϊνών είναι 2,65 και 4,31 S, αντίστοιχα.
Ποιο δοµικό στοιχείο της τροποµυοσίνης είναι υπεύθυ-
νο για την αργή αυτή καταβύθιση;

6. Καταβυθιζόµενες σφαίρες. Ποια είναι η σχέση µεταξύ του
συντελεστή καταβύθισης S µιας σφαιρικής πρωτεΐνης
και της µάζας της; Πόσο πιο γρήγορα θα καταβυθιστεί
µια πρωτεΐνη 80 kd από µια πρωτεΐνη 40 kd;

7. Να εκτιµήσετε το µέγεθος. Oι σχετικές ηλεκτροφορητικές
κινητικότητες µιας πρωτεΐνης 30 kd και µιας 92 kd που
χρησιµοποιούνται ως σηµεία αναφοράς σε πηκτή SDS-
πολυακρυλαµιδίου είναι 0,80 και 0,41 αντίστοιχα. Ποια
είναι η σχετική µάζα µιας πρωτεΐνης που έχει κινητικό-
τητα 0,62 στην πηκτή αυτή; 

8. Νέα συνεργασία; Tο γονίδιο που κωδικεύει µια πρωτεΐνη
µε έναν δισουλφιδικό δεσµό υφίσταται µετάλλαξη που
αλλάζει µια σερίνη σε κυστεΐνη. Eσείς θέλετε να εξα-
κριβώσετε αν το δισουλφιδικό ζεύγος στη µεταλλαγµέ-
νη πρωτεΐνη είναι το ίδιο όπως στην αρχική πρωτεΐνη.
Να προτείνετε ένα πείραµα που θα δώσει άµεση απάν-
τηση στην ερώτηση αυτή. 

9. ∆ιαχωρισµός κυττάρων. O φθορισµοενεργούµενος διαχω-
ρισµός κυττάρων (fluorescence activated cell sorting =
FACS) είναι µια τεχνική µε πολύ µεγάλες δυνατότητες
διαχωρισµού των κυττάρων σύµφωνα µε το περιεχόµενό
τους σε συγκεκριµένα µόρια. Παραδείγµατος χάριν, ένα
αντίσωµα µε φθορισµό ειδικό για πρωτεΐνη της µεµβρά-
νης µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να διαχωριστούν κύτ-
ταρα που περιέχουν αυτό το µόριο. Ας υποθέσουµε ότι
θέλετε να διαχωρίσετε κύτταρα που έχουν υποδοχέα που
τους επιτρέπει να αναγνωρίζουν προϊόντα βακτηριακής
διάσπασης. Ωστόσο, δεν έχετε ακόµη ένα αντίσωµα που
να κατευθύνεται εναντίον αυτού του υποδοχέα. Ποιο
φθορίζον µόριο θα παρασκευάσετε για να ταυτοποιήσε-
τε τέτοια κύτταρα;

10. Επιλογή στήλης
(α) Το οκταπεπτίδιο AVGWRVKS επωάστηκε µε το ένζυ-
µο θρυψίνη έως ότου διασπαστεί. Να εξηγήσετε ποια εί-
ναι η προφανής επιλογή χρωµατογραφικής µεθοδολο-
γίας για τον διαχωρισµό των θραυσµάτων και γιατί θα
επιλέξετε ιοντοανταλλαγή ή µοριακή διήθηση. 
(β) Ας υποθέσουµε ότι το πεπτίδιο επωάζεται µε χυµο-
θρυψίνη. Ποια θα είναι η καλύτερη µέθοδος διαχωρι-
σµού των θραυσµάτων; Να εξηγήσετε την επιλογή σας.

11. ∆ηµιουργήσαµε και άλλο ένζυµο; Ένας ερευνητής καθώς
αποµονώνει ένα ένζυµο βρίσκει αύξηση της συνολικής
δραστικότητας του ενζύµου, µετά από ένα συγκεκριµένο
στάδιο καθαρισµού και µάλιστα πέραν της αρχικά καθο-
ρισµένης δραστικότητας. Πώς νοµίζετε ότι µπορείτε να
εξηγήσετε την αύξηση αυτή της συνολικής δραστικό-
τητας;

12. Άσκηση για τον καθαρισµό πρωτεΐνης. Να συµπληρώσετε
τον επόµενο πίνακα.



Ασκήσεις συνδυασµού ύλης από διάφορα κεφάλαια

13. Τεταρτοταγής δοµή. Αποµονώσαµε µια πρωτεΐνη. Καθο-
ρίζοντας το µοριακό βάρος της µε χρωµατογραφία διή-
θησης σε πηκτή πήραµε την τιµή 60 kd. Επαναλαµβάνο-
ντας τη χρωµατογραφία µε την προσθήκη 6 M ουρίας
παίρνουµε την τιµή 30 kd. Η προσθήκη 10 mM β-µερ-
καπτοαιθανόλης στο µείγµα της χρωµατογραφίας, µαζί
µε την ουρία, δίνει τιµή 15 kd. Να περιγράψετε τη δοµή
του µορίου.

14. Μεταπτώσεις µεταξύ έλικας και σπειράµατος.
(α) Η µέθοδος NMR έδειξε ότι η πολυ-L-λυσίνη είναι τυ-
χαίο σπείραµα σε pH 7 αλλά αν ανεβάσουµε το pH επά-
νω από 10 η δοµή γίνεται α-έλικα. Να εξηγήσετε τί ακρι-
βώς συµβαίνει µε την εξάρτηση της δοµής από το pH. 
(β) Να εκτιµήσετε την αλλαγή στη δοµή του πολυ-L-
γλουταµινικού σε αντίστοιχες αλλαγές pH.

15. Πεπτίδια σε µικροσυστοιχίες (τσιπ). Μεγάλος αριθµός δια-
φορετικών πεπτιδίων µπορούν να συντεθούν σε µικρή επι-
φάνεια στερεού υποστρώµατος. Αυτή η µικροσυστοιχία
των πυκνά τοποθετηµένων αλληλουχιών επωάζεται µε
ανιχνευτές πρωτεΐνης σηµασµένους µε φθορισµό για να
βρούµε ποια πεπτίδια αναγνωρίζονται από την πρωτεΐνη.
Στην εικόνα βλέπετε τη δέσµευση αντισώµατος σε µι-
κροσυστοιχία 1024 διαφορετικών πεπτιδίων που καλύ-
πτουν συνολική επιφάνεια µικρότερη από το νύχι µας.
Πώς θα µπορούσατε να συνθέσετε αυτή τη µικροσυστοι-
χία των πεπτιδίων; [Υπόδειξη: Να χρησιµοποιήσετε το
φως αντί του οξέος για να απελευθερώσετε τις προστα-
τευµένες τελικές αµινικές οµάδες κάθε κύκλου σύνθεσης]. 

Ασκήσεις ερµηνείας δεδοµένων

16. Προσδιορισµός αλληλουχίας πρωτεϊνών Ι. Να καθορίσετε
την αλληλουχία ενός εξαπεπτιδίου όταν σας δίνονται τα
παρακάτω στοιχεία. Σηµείωση: Όταν η αλληλουχία δεν
είναι γνωστή τότε τα αµινοξέα χωρίζονται µε κόµµατα
(βλ. Πίνακα 4.3).

Αµινοξέα: (2R, A, S, V, Y)
Αµινο-τελική ανάλυση: (A)
∆ιάσπαση θρυψίνης: (R, A, V) και (R, S, Y)
Πέψη µε καρβοξυπεπτιδάση: ∆εν διασπά το πεπτίδιο
Πέψη µε χυµοθρυψίνη: (A, R, V, Y) και (R, S)

17. Προσδιορισµός αλληλουχίας πρωτεϊνών ΙΙ. Να καθορίσετε
την αλληλουχία ενός πεπτιδίου 14 αµινοξέων βάσει των
κατωτέρω δεδοµένων:

Αµινοξέα: (4S,2L,F,G,I,K,M,T,W,Y)
Αµινο-τελική ανάλυση: (S)
Πέψη µε καρβοξυπεπτιδάση: (L)
Πέψη µε θρυψίνη: (3S,2L,F,I,M,T,W) (G,K,S,Y)
Πέψη µε χυµοθρυψίνη: (F,I,S) (G,K,L) (L,S) (M,T) (S,W)
(S,Y)
Αµινο-τελική ανάλυση του πεπτιδίου: (F,I,S): (S)
Επίδραση βρωµιούχου κυανίου: (2S,F,G,I,K,L,M*,T,Y)
(2S,L,W)
*M = η µεθειονίνη ανιχνεύεται ως οµοσερίνη.

18. Αποικοδόµηση Edman. Το αµίδιο της αλανίνης αντιδρά µε
φαινυλο-ισοθειοκυανικό για να δώσει PTH-αλανίνη. Να
προτείνετε έναν µηχανισµό για την αντίδραση.

Σάρωση φθορισµού 1024 πεπτιδίων σε επιφάνεια 1,6 cm2. Κάθε σύνθε-
ση καλύπτει ένα τετράγωνο πλευράς 400 µm. Ένα µονοκλωνικό αντίσωµα
σηµασµένο µε φθορίζουσα ουσία προστίθεται στο πλακίδιο για να προσδιο-
ριστούν τα πεπτίδια που αναγνωρίζονται. Το ύψος και το χρώµα είναι εν-
δεικτικά της έντασης φθορισµού. [Κατά S.P.A. Fodor, J.O. Read, M.C.
Pirrung, L. Stryer, A.T. Lu και D. Solas, Science 251(1991):767.]

ΕΠΕΞΗΓΗΣΗ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΣΤΟ  ∆ΙΑ∆ΙΚΤΥΟ
Στην ιστοσελίδα www.whfreeman.com/biochem5

θα βρείτε τις τεχνικές: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή SDS
(SDS Gel Electrophoresis), ανοσοαποτύπωση (Immuno-
blotting), παρασκευή µονοκλωνικών αντισωµάτων και κα-

τασκευή µορίων-ανταποκριτών (Preparing Monoclonal
Antibodies και Reporter Constructs, GFP) σε κινούµενα
σχέδια. [Ευγενική προσφορά Lodish, H. et al., Molecular
Cell Biology, 4th ed. (W.H. Freeman and Company, 2000).]

Στάδιο Ολική πρωτεΐνη Ολική δραστικότητα Ειδική δραστικότητα Επίπεδο Απόδοση
καθαρισµού (mg) (µονάδες) (µονάδες mg–1) καθαρότητας (%)

Ακατέργαστο εκχύλισµα 20.000 4.000.000 1 100
Καταβύθιση (NH4)2 SO4 5.000 3.000.000
Χρωµατογραφία DEAE-κυτταρίνης 1.500 1.000.000
Χρωµατογραφία διήθησης σε πηκτή 500 .750.000
Χωµατογραφία συγγένειας 45 .675.000

Aσκήσεις 125




