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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η θαηαλόεζε ηωλ δηαθόξωλ αιιειεπηδξάζεωλ κεηαμύ ηωλ θαηαινίπωλ ηωλ ακηλνμέωλ ηα 

νπνία θαζνξίδνπλ ηε δνκή κηαο πξωηεΐλεο πεξηιακβάλεη ηελ εμέηαζε ηνπ ηνπηθνύ 

πεξηβάιινληνο, ην νπνίν βηώλνπλ ηα θαηάινηπα θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο αλαδίπιωζεο. 

Δεδνκέλνπ όηη ε δνκή πνπ πηνζεηνύλ νη πξωηεΐλεο ζην δηάιπκα δηαθέξεη από ηε δνκή πνπ 

δηαζέηνπλ ζηε ζηεξεή θάζε, ε νπνία κειεηάηαη θπξίωο κε ηελ πεξίζιαζε αθηίλωλ-Χ, είλαη 

επηηαθηηθή αλάγθε ε ρξήζε ελόο εξγαιείνπ πνπ λα κπνξεί λα πξνζθέξεη πιεξνθνξίεο γηα 

ηε δνκή ηωλ πξωηεϊλώλ ζην θπζηθό ηνπο πεξηβάιινλ. Η θαζκαηνζθνπία ζπληνληζκνύ 

Raman έρεη ρξεζηκνπνηεζεί εθηελώο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο δνκήο θαη ηωλ δνκηθώλ 

αιιαγώλ ζε αξθεηά πξωηεϊληθά ζπζηήκαηα ζην δηάιπκα.      

΢ηελ παξνύζα Δηδαθηνξηθή Δηαηξηβή κειεηήζεθε ε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ (TTR(105-115)) 

ζην δηάιπκα, ην νπνίν απνηειεί κέξνο ηεο πξωηεΐλεο thransthyretin ρξεζηκνπνηώληαο ηε 

θαζκαηνζθνπία UV ζπληνληζκνύ Raman (UV Resonance Raman, UVRR). Με δηέγεξζε 

ζηα 239.5 nm εξεπλήζεθε ε εθιεθηηθή ελίζρπζε ηνπ ζθεδαζκνύ Raman από ηα δύν 

θαηάινηπα Tyr κε ζηόρν ηε δηεξεύλεζε ηνπ ηνπηθνύ ηνπο πεξηβάιινληνο κέζω ηνπ 

ππνινγηζκνύ ηεο ηηκήο pKa. Με ηελ παξαηήξεζε ηεο αιιαγήο ηεο ζπρλόηεηαο ηεο δόλεζεο 

Y8a (1617 cm
-1

) ζπλαξηήζεη ηνπ pH, ππνινγίζηεθε ε ηηκή ηνπ pKa = 10.2 ± 0.2. Η ηηκή 

απηή ζπγθξίζεθε κε ην pKa πδαηηθνύ δηαιύκαηνο ηεο ειεύζεξεο Tyr 9.1 ± 0.2 πνπ επίζεο 

έρεη ππνινγηζηεί ζηελ παξνύζα Δηαηξηβή. Η δηαθνξά ζηελ ηηκή ηωλ pKa’s πνπ πξνθύπηεη, 

καδί κε ηηο παξαηεξήζεηο ζηελ πεξηνρή ηεο δόλεζεο ηάζεο ηνπ θαηλνιηθνύ ΟΗ, 

ζπλεπάγνληαη όηη ηα δύν θαηάινηπα Tyr ππόθεηληαη ζε δύν δηαθνξεηηθά ηνπηθά 

πεξηβάιινληα ζηελ πγξή θάζε, ζε αληίζεζε κε ηελ ειεύζεξε πξόζβαζε ζην δηαιύηε πνπ 

ηνπο επηηξέπεη ε εθηεηακέλε δηακόξθωζε ζηε ζηεξεά θάζε.  

Η δηέγεξζε ζηα ~200 nm πξνθαιεί εθιεθηηθή ελίζρπζε ηωλ δνλήζεωλ ηεο νκάδαο ακηδίνπ 

θαη πξνζθέξεη άκεζεο πιεξνθνξίεο γηα ηε δεπηεξνηαγή δνκή ηωλ πξωηεϊληθώλ 

ζπζηεκάηωλ. Σα θάζκαηα UVRR ζε απηό ην κήθνο δηέγεξζεο ππνδεηθλύνπλ όηη ην 

πεπηίδην πηνζεηεί κηα ηπραία δηακόξθωζε κε ην ζρεκαηηζκό β-ζηξνθώλ ζε κεξηθά 

ηκήκαηά ηνπ. Από ηηο πξνζνκνηώζεηο Μνξηαθήο Δπλακηθήο πνπ πξαγκαηνπνηεζήθαλ γηα 

έλα ‘‘απνκνλωκέλν’’ πεπηίδην ζηε ζεξκνθξαζηαθή πεξηνρή 15-37 °C, πξνθύπηεη όηη ε 

θπξίαξρε δηακόξθωζε πνπ πηνζεηεί ην πεπηίδην αληηζηνηρεί ζε ζπείξωκα κε ην 

ζρεκαηηζκό β-ζηξνθώλ ζηελ θεληξηθή πεξηνρή θαη ζην C-ηειηθό άθξν ηεο αθνινπζίαο ηνπ 

πεπηηδίνπ. ΢ύκθωλα κε ηα απνηειέζκαηα ηωλ πεηξακάηωλ UVRR, ε αύμεζε ηεο 

ζεξκνθξαζίαο πξνθαιεί δνκηθέο αιιαγέο νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε ηελ αύμεζε ηεο 
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πηζαλόηεηαο ζρεκαηηζκνύ β-ζηξνθώλ θαη ηηο πδξνθνβηθέο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ηωλ 

πιεπξηθώλ αιπζίδωλ, θπξίωο ζηα ηκήκαηα ηνπ πεπηηδίνπ 8-11 θαη 4-7.   

Επηπιένλ, κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ δηαθόξωλ ζπγθεληξώζεωλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ωο 

έλα κεηαβαιιόκελν δηαιπηηθό πεξηβάιινλ κε ζθνπό λα δηεξεπλεζνύλ ζπζηεκαηηθά  

αιιαγέο ζηε δνκή ηνπ TTR(105-115) κέζω αιιαγώλ ηωλ δεζκώλ πδξνγόλνπ ηωλ 

θαηαινίπωλ Tyr. Η δηέγεξζε ζηα 239.5 nm έδεημε όηη ε ηηκή ηωλ απόιπηωλ δηαηνκώλ 

ζθεδαζκνύ Raman ηωλ Tyr απμάλεηαη ζεκαληηθά κε ηελ αύμεζε ηεο ζπγθέληξωζεο ηεο 

γιπθεξόιεο, ππνδεηθλύνληαο όηη ηα δύν θαηάινηπα βηώλνπλ έλα πην πδξόθνβν 

πεξηβάιινλ, πνπ κε ηε ζεηξά ηνπ ππνδεηθλύεη αιιαγή ζηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ. 
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ABSTRACT 

Understanding the various interactions between amino acid residues or backbone groups 

that determine protein structure involves probing the local environment they experience 

upon folding. As the structure of a protein in solution might differ from that in the solid 

state, where it is usually studied by X-ray diffraction, it is critical to possess a tool that 

provides insights on the structure in the native environment. UV Resonance Raman 

spectroscopy (UVRR) has been used extensively for the investigation of the structure and 

the structural changes in a variety of protein systems.  

The 11-residue peptide fragment from thransthyretin (TTR(105-115)) has been 

investigated using UVRR. Excitation at 239.5 nm reveals selective enhancement of 

scattering from the two tyrosine (Tyr) residues. The titration behavior of tyrosine was 

followed through the change in the Y8a band (1617) cm
-1

 frequency as a function of pH, 

and a pKa = 10.2 ± 0.2 was obtained. This is to be compared to the value of 9.1 ± 0.2 for 

the pKa of aqueous monomeric Tyr, also obtained in the present Thesis. The pKa difference 

observed here, along with observations in the ν(OH) region, suggest that the two Tyr 

residues in the peptide probe two distinct microenvironments, rather than free access to the 

solvent as suggested by the extended conformation in the solid phase. 

Excitation at ~200 nm is known to enhance scattering due to amide vibrations and provides 

insights as to the secondary structure of a peptide or protein. The UVRR spectra at this 

excitation wavelength suggest that in solution the peptide assumes a disordered 

conformation with frequent formation of β-turns. Explicit-solvent replica-exchange MD 

simulations of the isolated peptide in the temperature range 15 to 37 °C suggest that the 

dominant conformation assumed by the peptide corresponds to a coil with β-turns in the 

central and C-terminal region. In line with the results of the experiments, an increase in 

temperature induces structural order in the peptide, reflected by an increase in the 

probability for the formation of β-turns, and hydrophobic side-chain contacts, mainly in the 

8-11 moiety, and to a lesser extent in the 4-7 moiety.    

Various glycerol/water mixtures were also employed in order to investigate the response of 

TTR(105-115) conformation to a changing hydrogen bonding environment, as probed by 

the Tyr residues in the peptide using UVRR. Excitation at 239.5 nm showed a significant 

increase in the absolute resonance Raman cross section of Tyr with an increase in the 

glycerol concentration, which denotes an increase in the hydrophobicity of the Tyr local 

environment, suggesting a conformational change. 
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ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΣΧΗΜΑΤΩΝ 

Σχήμα 2.1: Σρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ ελεξγεηαθνύ ηνπίνπ γηα ηε δηαδηθαζία ηεο 

αλαδίπισζεο ησλ πξσηετλώλ. 

Σχήμα 2.2: Σρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε κεραληζκνύ ηεο ιαλζαζκέλεο πξσηετληθήο 

αλαδίπισζεο. 

Σχήμα 2.3: ‘‘Steric zipper’’ δνκή ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, νη πνιηθέο πιεπξηθέο αιπζίδεο 

από ηα αληηπαξάιιεια δεύγε ησλ β-θιώλσλ ζπλδένληαη θαηά κήθνο ησλ δύν β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηώλ, αθήλνληαο ηα κόξηα ηνπ λεξνύ καθξηά. Σρεκαηίδνληαο δύν ραξαθηεξηζηηθέο 

δηεπηθάλεηεο κεηαμύ ησλ β-επηθαλεηώλ. Τν θεληξηθό βέινο ππνδειώλεη ηνλ άμνλα ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη ηα κόξηα κε θόθθηλν ρξώκα αληηπξνζσπεύνπλ ηα κόξηα λεξνύ. 

Σχήμα 2.4: Μεραληζκόο ζρεκαηηζκνύ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηεο ιπζνδύκεο 

(πξνζαξκνζκέλνο από ηνπο Booth et al.). Με κσβ αληηπξνζσπεύνληαη νη β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο, κε θόθθηλν νη α-έιηθεο ζηε δνκή θαη κε δηαθεθνκκέλε γξακκή ζπκβνιίδνληαη 

ηα ηκήκαηα ηεο δνκήο κε ηπραία δηακόξθσζε.
 

Σχήμα 2.5: Γνκή ηεο πξσηεΐλεο TTR, α) Φπζηθό κνλνκεξέο ηεο TTR, β) Έλσζε δύν 

κνλνκεξώλ Α θαη Β, νη θόθθηλεο γξακκέο δειώλνπλ ηνπο δεζκνύο πδξνγόλνπ, γ)+δ) 

Οκνηεηξακεξέο ηεο TTR. 

Σχήμα 2.6: Γνκέο πνπ ιήθζεθαλ κε α) αθηίλεο-Φ ηνπ ηκήκαηνο ηεο πξσηεΐλεο TTR 105-

115 ζηε θπζηθή ηνπ θαηάζηαζε θαη β) NMR ησλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115).
  

Σχήμα 2.7: Σρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ρξνληθά εμαξηώκελεο ζεσξίαο δηαηαξαρώλ γηα ην 

ζπληνληζκό Raman.
 

Σχήμα 2.8: Γεσκεηξία ζθέδαζεο (ηα απιά βέιε παξηζηάλνπλ ηε δηεύζπλζε δηάδνζεο θαη 

ηα δηπιά βέιε ηε δηεύζπλζε πόισζεο ηνπ θσηόο). 

Σχήμα 2.9: Τξόπνη δόλεζεο ηνπ πεπηηδηθνύ δεζκνύ. 

Σχήμα 2.10: ‘‘Καζαξά’’ θάζκαηα Raman (PSSRS) γηα ηα δεπηεξνηαγή ζηνηρεία β-

πηπρσηή, α-έιηθα, ηπραίν ζπείξσκα, ηα νπνία ππνινγίζηεθαλ από θάζκαηα UVRR (206 

nm) πδαηηθώλ δηαιπκάησλ πξσηετλώλ. Οη πεξηνρέο γύξσ ζηνπο 1610 θαη 1450 cm
-1

 

εμαηξνύληαη ιόγσ παξεκβνιώλ από ηηο δνλήζεηο ησλ αξσκαηηθώλ θαηαινίπσλ. 

Σχήμα 2.11: ‘‘Καζαξά’’ θάζκαηα Raman (PSSRS) γηα ηα δεπηεξνηαγή ζηνηρεία β-

πηπρσηή, α-έιηθα, ηπραίν ζπείξσκα θαη β-ζηξνθή, ηα νπνία ππνινγίζηεθαλ από θάζκαηα 

UVRR (197 nm) πδαηηθώλ δηαιπκάησλ πξσηετλώλ. Οη δηαθεθνκκέλεο γξακκέο 

αληηζηνηρνύλ ζηηο ζπλεηζθνξέο από ηα αξσκαηηθά θαηάινηπα. 
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Σχήμα 2.12: Φάζκαηα UVRR πξσηετλώλ, κεηά από δηέγεξζε ζηα 197 nm, θαη ε 

δηαδηθαζία αθαίξεζεο ηεο ζπλεηζθνξάο ησλ αξσκαηηθώλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ, 

ρξεζηκνπνηώληαο ηα θάζκαηα πδαηηθώλ δηαιπκάησλ Phe, Tyr θαη Trp. Γηα ηελ 

θαλνληθνπνίεζε ησλ θαζκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ δνλήζεηο ησλ αξσκαηηθώλ θαηαινίπσλ 

(ε F13 ζηα 1003 cm
-1

, ε Y1 ζηα 853 cm
-1

 θαη ε W18 ζηα 757 cm
-1

). 

Σχήμα 2.13: Μνληέιν πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο Α) β-θιώλνπ θαη Β) α-έιηθαο. Η 

απόζηαζε κεηαμύ ησλ πδξνγόλσλ Ca-H θαη Ν-Η εμαξηάηαη από ηε δίεδξε γσλία ψ. 

Σχήμα 2.14: (Α) Σρεκαηηθή απεηθόληζε αλαπηπζζόκελσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ. Με  κσβ 

γξακκέο απεηθνλίδνληαη νη β-θιώλνη. (Β) Φάζκαηα UVRR  ησλ ηληδίσλ ηεο ιπζνδύκεο ζε 

Η2Ο (κπιε), D2O (θόθθηλν) θαη 50/50% Η2Ο/D2O κείγκα (πξάζηλν). (C) Φάζκα UVRR 

ηεο ιπζνδύκεο ζε Η2Ο (κπιε), D2O (θόθθηλν). 

Σχήμα 2.15: Κπξηόηεξνη ηξόπνη δόλεζεο ηεο ηπξνζίλεο. 

Σχήμα 2.16: Γίεδξε γσλία ηCO  (COH). 

Σχήμα 2.17: Φάζκα απνξξόθεζεο γηα ηελ ηπξνζίλε. 

Σχήμα 2.18: Φάζκαηα UVRR ηεο Tyr, κεηά από δηέγεξζε ζηα 192, 200, 218 θαη 240 nm.  

Σχήμα 3.1: Πεηξακαηηθή Γηάηαμε UV Σπληνληζκνύ Raman. 

Σχήμα 3.2: Φαηλόκελν Δπαγόκελνπ Σθεδαζκνύ Raman. 

Σχήμα 3.3:  Θεξκηθόο Μαλδύαο. 

Σχήμα 3.4:  Πεηξακαηηθή Γηάηαμε UV Φξνληθήο Αλάιπζεο Σπληνληζκνύ Raman. 

Σχήμα 3.5:  Σηαηηθά Φάζκαηα UVRR ηνπ δηαιύκαηνο Η2O/CF3CΟΟNa, κεηά από 

δηέγεξζε ζηα 199.76 nm. Τα θάζκαηα θαλνληθνπνηήζεθαλ κε βάζε ηελ θνξπθή ηνπ ηξη-

θζνξννμηθνύ λαηξίνπ 1439 cm
-1

. 

Σχήμα 3.6: Φάζκαηα δηαθνξάο UVRR ηνπ δηαιύκαηνο H2O/CF3CΟΟNa, ζηηο δηάθνξεο 

ζεξκνθξαζίεο. 

Σχήμα 3.7: Κακπύιε βαζκνλόκεζεο ηεο δηαθνξάο ηεο ζεξκνθξαζίαο ζπλαξηήζεη ηεο 

ΓΙ/Ιν ηεο θνξπθήο 3400 cm
-1

 ηνπ δηαιύκαηνο H2O/CF3CΟΟNa. 

Σχήμα 4.1: Φάζκα ειεθηξνληαθήο απνξξόθεζεο ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε pH = 

6.2 (
……

), 10.5 (
------

), 11.7 (
___

). Η θαηαθόξπθε γξακκή δειώλεη ην κήθνο δηέγεξζεο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνύζα κειέηε. 

Σχήμα 4.2: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζπλαξηήζεη ηνπ pH, κεηά από 

δηέγεξζε ζηα 239.5 nm.  Σηα θάζκαηα παξνπζηάδνληαη νη δνλήζεηο ησλ θαηαινίπσλ Tyr 

ζην πεπηίδην. 
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Σχήμα 4.3:  Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πεξηνρή ηεο δόλεζεο Y8a 

ζπλαξηήζεη ηνπ pH, κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. 

Σχήμα 4.4: Κακπύιεο ηηηινδόηεζεο ηνπ TTR(105-115) (αζηέξηα) θαη ηνπ πδαηηθνύ 

δηαιύκαηνο ηεο ειεύζεξεο Tyr (αλνηθηνί θύθινη). Η ζπλερήο γξακκή αληηζηνηρεί ζηελ 

πξνζαξκνγή ηεο θακπύιεο ηηηινδόηεζεο ρξεζηκνπνηώληαο ηελ εμίζσζε (4.1). Οη ηηκέο 

ησλ pKa είλαη 10.2 ± 0.2 θαη 9.1 ± 0.2, αληίζηνηρα.  

Σχήμα 4.5: Φάζκαηα UVRR πδαηηθνύ δηαιύκαηνο ηεο ειεύζεξεο Tyr ζπλαξηήζεη ηνπ 

pH, κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. 

Σχήμα 4.6: Απνζπλέιημε ηεο θνξπθήο Υ8α (a) TTR(105-115) (b) ηεο ειεύζεξεο Tyr 

ζπλαξηήζεη ηνπ pH: (ηειεία-δηαθεθνκκέλε γξακκή) 1600 cm
-1

, (δηαθεθνκκέλε γξακκή) 

1604 cm
-1

, (ηειεία-ηειεία-δηαθεθνκκέλε γξακκή) 1617 cm
-1

, (γξακκή) άζξνηζκα όισλ ησλ 

εηδώλ. 

Σχήμα 4.7:  Κακπύιεο ηηηινδόηεζεο (a) ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) (b) ηεο ειεύζεξεο 

Tyr κε ρξήζε ησλ εκβαδώλ όπσο έρνπλ πξνθύςεη από ηελ απνζπλέιημε ζην Σρ. 4.6. Η 

ηηκή ηνπ pKa ζε θάζε πεξίπησζε αληηζηνηρεί ζην ζεκείν ηνκήο ησλ θακππιώλ ηεο Υ8a θαη 

Υ8a
-
 θαη ππνδεηθλύεηαη κε ηε δηαθεθνκκέλε γξακκή (pKa (TTR(105-115)) = 10.3 θαη (pKa 

(Tyr = 9.2). 

Σχήμα 4.8: Γξαθηθή παξάζηαζε ηεο ηηκήο ηνπ pH ζπλαξηήζεη ηνπ ινγαξηζκηθνύ ιόγνπ 

ησλ εκβαδώλ γηα ηα είδε Y8a
-
 θαη Y8a ζην πεπηίδην TTR(105-115) (θύθινη) θαη ζην 

δηάιπκα Tyr (ηεηξάγσλα). Οη γξακκέο αληηπξνζσπεύνπλ ηελ πξνζαξκνγή ησλ δεδνκέλσλ 

κε ρξήζε γξακκηθήο παιηλδξόκεζεο ειαρίζησλ ηεηξαγώλσλ. Η θάζεηε γξακκή δειώλεη 

ηνλ y άμνλα όηαλ ην x = 0.    

Σχήμα 4.9: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πεξηνρή πςειώλ 

ζπρλνηήησλ ζε (Α) pH = 9.1, θαη (Β) pH = 12.1. Οη θνξπθέο πνπ παξνπζηάδνληαη κε 

αζηεξάθη αληηζηνηρνύλ ζε ηπραία ζθέδαζε.  

Σχήμα 5.1: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε δηάιπκα 40% v/v 

CH3CN/H2O ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο, κεηά από δηέγεξζε ζηα 199.8 nm. Τα 

θάζκαηα έρνπλ θαλνληθνπνηεζεί σο πξνο ηε δόλεζε ηάζεο CN ηνπ αθεηνληηξηιίνπ, ζηνπο 

2258 cm
-1

. 

Σχήμα 5.2: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε δηάιπκα 40% v/v 

CD3CN/D2O ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο, κεηά από δηέγεξζε ζηα 199.8 nm. 

Σχήμα 5.3: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε δηαιύκαηα: 40% v/v 

CD3CN/D2O (κπιε) θαη 40% v/v CΗ3CN/Η2Ο (θόθθηλν) ζηνπο 10 °C, κεηά από δηέγεξζε 

ζηα 199.8 nm. 
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Σχήμα 5.4: Απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ησλ 1200 cm
-1

 ηνπ θάζκαηνο  πεπηηδίνπ TTR(105-

115) ζε δηάιπκα 40% v/v CH3CN/H2O, ζηνπο 10 °C, κεηά από δηέγεξζε ζηα 200 nm. Με 

θόθθηλν: Y9a (1179 cm
-1

), Y7a (1209 cm
-1

), Am III (1239 cm
-1

) θαη Y7a΄ (1265 cm
-1

), κπιε: 

ην άζξνηζκα όισλ ησλ εηδώλ.  

Σχήμα 5.5: Απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ησλ 1200 cm
-1

 ηνπ θάζκαηνο  πεπηηδίνπ TTR(105-

115) ζε δηάιπκα 40% v/v CH3CN/H2O, ζηνπο 14 °C. Με θόθθηλν: Y9a (1179 cm
-1

), Y7a 

(1209 cm
-1

), Am III (1239 cm
-1

) θαη Y7a΄ (1265 cm
-1

), κπιε: ην άζξνηζκα όισλ ησλ εηδώλ.  

Σχήμα 5.6: Απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ησλ 1200 cm
-1

 ηνπ θάζκαηνο  πεπηηδίνπ TTR(105-

115) ζε δηάιπκα 40% v/v CH3CN/H2O, ζηνπο 21 °C. Με θόθθηλν: Y9a (1179 cm
-1

), Y7a 

(1209 cm
-1

), Am III (1241 cm
-1

) θαη Y7a΄ (1265 cm
-1

), κπιε: ην άζξνηζκα όισλ ησλ εηδώλ.  

Σχήμα 5.7: Απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ησλ 1200 cm
-1

 ηνπ θάζκαηνο  πεπηηδίνπ TTR(105-

115) ζε δηάιπκα 40% v/v CH3CN/H2O, ζηνπο 28 °C. Με θόθθηλν: Y9a (1179 cm
-1

), Y7a 

(1209 cm
-1

), Am III (1242 cm
-1

) θαη Y7a΄ (1265 cm
-1

), κπιε: ην άζξνηζκα όισλ ησλ εηδώλ.  

Σχήμα 5.8: Ο ιόγνο ησλ εκβαδώλ Y7a θαη Y9a ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε δηάιπκα 

40% v/v CH3CN/H2O ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο, κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm 

(θιεηζηνί θύθινη) θαη 199.8 (αλνηθηνί θύθινη). 

Σχήμα 5.9: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115). Με θόθθηλν: ρακειήο 

ζπγθέληξσζεο (~1.5 mM) ζε δηάιπκα 40% v/v CD3CN/D2O, ζηνπο 21°C. Με κπιε: ηλίδηα 

(~10 mM)  ζε D2O, ζηνπο 25 °C, κεηά από δηέγεξζε ζηα 199.8 nm. 

Σχήμα 5.10: Πηζαλόηεηα ζρεκαηηζκνύ ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ησλ θαηαινίπσλ ηνπ 

πεπηηδίνπ, όπσο ππνινγίζηεθε κεηά από πξνζνκνηώζεηο ζε ζεξκνθξαζίεο 288, 300 θαη 310 

Κ. Οη πηζαλόηεηεο ζρεκαηηζκνύ δηακόξθσζεο polyproline II παξνπζηάδνληαη ζην θάησ 

δεμηά γξάθεκα, ην νπνίν πεξηιακβάλεη επίζεο ηηο πηζαλόηεηεο ζρεκαηηζκνύ ηπραίνπ 

ζπεηξώκαηνο πνπ παξνπζηάδνληαη ζην πάλσ δεμηά γξάθεκα. Η ηππηθή απόθιηζε 

παξνπζηάδεηαη ζηα γξαθήκαηα κε γξακκέο ζθάικαηνο. Τα θαηάινηπα 1-11 

αληηπξνζσπεύνπλ ην ηκήκα 105-115 ηεο αθνινπζίαο ηεο TTR.   

Σχήμα 5.11: Φάξηεο ππθλόηεηαο ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ. Τα 

γξαθήκαηα από ηα αξηζηεξά πξνο ηα δεμηά αληηζηνηρνύλ ζε πξνζνκνηώζεηο ζε 

ζεξκνθξαζίεο 288, 300 θαη 310 Κ, αληίζηνηρα. Τα θαηάινηπα 1-11 αληηπξνζσπεύνπλ ην 

ηκήκα 105-115 ηεο αθνινπζίαο ηεο TTR.  

Σχήμα 5.12: Γηακνξθώζεηο ησλ ηξηώλ θύξησλ νηθνγελεηώλ όπσο πξνέθπςαλ από ηελ 

αλάιπζε νκαδνπνίεζεο. Η δηακόξθσζε ηεο θύξηαο αιπζίδαο παξνπζηάδεηαη κε πνξηνθαιί 

ζσιήλα. Τα άηνκα Cα ησλ θαηαινίπσλ 1 (105), 8 (112) θαη 11 (115) εκθαλίδνληαη κε 

ζθαηξίδηα van der Waals. Τα θαηάινηπα 1 θαη 11 είλαη ηνπνζεηεκέλα από πάλσ πξνο ηα 
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θάησ ζην ζρήκα, αληίζηνηρα. Οη δηακνξθώζεηο ηεο θύξηαο αιπζίδαο θαη ησλ πιεπξηθώλ 

αιπζίδσλ πνπ παξαηεξνύληαη ζρεηίδνληαη κε ηε ραξαθηεξηζηηθή δνκή γηα θάζε 

νηθνγέλεηα.  

Σχήμα 5.13: Φάζκα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηνπο 14 °C, κεηά από δηέγεξζε 

ζηα 199.8 nm (καύξν), ζην νπνίν έγηλε πξνζαξκνγή γξακκηθνύ ζπλδπαζκνύ ησλ 

θαζκάησλ PSSRS (ξνδ) θαη ηνπ θάζκαηνο πδαηηθνύ δηαιύκαηνο Tyr (πξάζηλν). Η 

πξνζαξκνγή παξνπζηάδεηαη κε κπιε. Η απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ηνπ θάζκαηνο ζηνπο 

1200 cm
-1

 απνθαιύπηεη ηε ζπλεηζθνξά ησλ δνλήζεσλ  Y9a, Y7a, Am III θαη Y7a΄ 

(δηαθεθνκκέλε θόθθηλε γξακκή). Η θόθθηλε γξακκή αληηπξνζσπεύεη ην άζξνηζκα όισλ 

ησλ θνξπθώλ ηεο απνζπλέιημεο.   

Σχήμα 6.1: Φάζκαηα UVRR κεηγκάησλ γιπθεξόιεο/λεξνύ γηα ζπγθεληξώζεηο 10% (1.37 

Μ), 25% (3.4 Μ) θαη 50% (6.9 Μ), κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. Τα θάζκαηα 

ιήθζεθαλ γηα (ΙΙ) θαη (⊥ ) πόισζε ηεο ζθεδαδόκελεο αθηηλνβνιίαο ζε ζρέζε κε ηελ 

πόισζε ηεο πξνζπίπηνπζαο αθηηλνβνιίαο.  

Σχήμα 6.2: Φάζκα UVRR κείγκαηνο 50% v/v γιπθεξόιεο/λεξνύ (3.4 Μ, ρg=0.196), 

κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. Η θνξπθή ζηνπο ~1650 cm
-1

 αληηζηνηρεί ζηε δόλεζε 

θάκςεο ηνπ λεξνύ θαη έρεη ρξεζηκνπνηεζεί σο εζσηεξηθό πξόηππν. Σην πάλσ αξηζηεξό 

κέξνο ηεο γξαθηθήο παξνπζηάδεηαη ε δνκή ηεο γιπθεξόιεο κε ηελ αξίζκεζε ησλ 

αλζξάθσλ όπσο απηνί αλαθέξνληαη ζην θέηκελν. 

Σχήμα 6.3: Σπρλόηεηα (θιεηζηνί θύθινη) θαη εύξνο (αλνηθηνί θύθινη) ηεο δόλεζεο 

θάκςεο ΗΟΗ, ζπλαξηήζεη ηνπ κνξηαθνύ θιάζκαηνο ηεο γιπθεξόιεο. 

Σχήμα 6.4: Σρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ δπλακηθνύ ηεο ελέξγεηαο ηεο δόλεζεο θάκςεο, 

ηξηαηνκηθνύ κνξίνπ, απνπζία (αξηζηεξά) θαη παξνπζία (δεμηά) αιιειεπηδξάζεσλ δεζκώλ 

πδξνγόλνπ. 

Σχήμα 6.5: Απόιπηε δηαηνκή ζθεδαζκνύ Raman ηεο δόλεζεο παξακόξθσζεο ηνπ CH2 

ηεο γιπθεξόιεο ζε κείγκα γιπθεξόιεο/λεξνύ, ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζήο ηεο, κε 

δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. Η ηππηθή απόθιηζε παξνπζηάδεηαη ζηα γξαθήκαηα κε γξακκέο 

ζθάικαηνο. 

Σχήμα 6.6: Φάζκαηα ειεθηξνληαθήο απνξξόθεζεο κεηγκάησλ γιπθεξόιεο κε 

ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο 10%, 25%, 37%, 50% θαη 70% v/v. Η θάζεηε γξακκή δειώλεη 

ην κήθνο δηέγεξζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνύζα κειέηε. 

Σχήμα 6.7: Μέζνο αξηζκόο δεζκώλ Η αλά κόξην λεξνύ ζπλαξηήζεη ηνπ κνξηαθνύ 

θιάζκαηνο ηεο γιπθεξόιεο ρgly. Τα ζύκβνια αληηπξνζσπεύνπλ ην ζπλνιηθό κέζν αξηζκό 

δεζκώλ Η αλά κόξην λεξνύ (δηακάληη) θαζώο θαη ζπλεηζθνξέο από δεζκνύο Η: 
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αιιειεπηδξάζεηο λεξνύ-λεξνύ (ηεηξάγσλα), αιιειεπηδξάζεηο ηεο ζηηβάδαο επηδηαιύησζεο 

(ηξίγσλα) θαη αιιειεπηδξάζεηο γιπθεξόιεο-λεξνύ (θύθινη).  

Σχήμα 6.8: Μέζνο αξηζκόο δεζκώλ Η αλά κόξην γιπθεξόιεο ζπλαξηήζεη ηνπ κνξηαθνύ 

θιάζκαηνο ηεο γιπθεξόιεο ρgly. Τα ζύκβνια αληηπξνζσπεύνπλ ην ζπλνιηθό κέζν αξηζκό 

δεζκώλ Η αλά κόξην γιπθεξόιεο (δηακάληη) θαζώο θαη ζπλεηζθνξέο από δεζκνύο Η: 

γιπθεξόιεο-λεξνύ (θύθινη), ελδνκνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο γιπθεξόιεο-γιπθεξόιεο 

(ηεηξάγσλα), αιιειεπηδξάζεηο γιπθεξόιεο-γιπθεξόιεο (ηξίγσλα).  

Σχήμα 6.9: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ, 

κε ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο v/v 10% (1.37 M), 25% (3.4 M), 37% (5.1 M), 50% (6.9 

M), θαη 70% (9.6 M), κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. Οη θνξπθέο πνπ νθείινληαη ζηηο 

δνλήζεηο ηεο Tyr θαη ηεο γιπθεξόιεο πξνέθπςαλ κεηά από απνζπλέιημε ηνπ νιηθνύ 

θάζκαηνο. 

Σχήμα 6.10:  Δμάξηεζε ηεο απόιπηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ Raman ηεο ζπκκεηξηθήο 

δόλεζεο ηάζεο Y8a ησλ θαηαινίπσλ Tyr ζην πεπηίδην TTR(105-115) ζε κείγκαηα 

γιπθεξόιεο/λεξνύ, ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζε ηεο γιπθεξόιεο, ζηα 239.5 nm.  

Σχήμα 6.11: Σρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο επηιεθηηθήο επηδηαιύησζεο ηεο 

ιπζνδύκεο ζε κείγκα γιπθεξόιεο/λεξνύ. Αξηζηεξά: oη θύθινη κε ζθνύξν θαη αλνηθηό κπιε 

αληηζηνηρνύλ ζηα κόξηα λεξνύ πνπ βξίζθνληαη ζηελ πξώηε ζηηβάδα επηδηαιύησζεο θαη ζην 

δηάιπκα, αληίζηνηρα. Οη θύθινη κε ζθνύξν θαη αλνηθηό ρξώκα αληηζηνηρνύλ ζηα κόξηα ηεο 

γιπθεξόιεο. Γεμηά: ε θίηξηλε γξακκή αληηζηνηρεί ζηελ πξώηε ζηηβάδα επηδηαιύησζεο. 
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ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΠΙΝΑΚΩΝ 

Πίνακας 2.1: Σστνόηηηες (cm
-1

) ηφν κορσθών αμιδίοσ, για ηα δεσηεροηαγή είδη. 

Πίνακας 2.2: Τασηοποίηζη ηφν κορσθών Raman για ηην Tyr και Tyr
-
.  

Πίνακας 6.1: Απόλσηες διαηομές ζκεδαζμού Raman (ζR) και λόγοι αποπόλφζης (ρ) για 

ηη δόνηζη ηης γλσκερόλης ζηοσς 1468 cm
-1

 και απόλσηες RR διαηομές για ηη δόνηζη 

κάμυης ηοσ νερού και ηις δονήζεις ηης Tyr  ζε διαλύμαηα γλσκερόλης/νερού, ζε μήκος 

διέγερζης 239.5 nm. 

 

  

 

      

 

Γα
λά
τει
α Κ

. Π
ιερ
ίδο
υ



  ΠΙΝΑΚΑ΢ ΢ΤΝΣΜΗ΢ΔΩΝ ΚΑΙ ΢ΤΜΒΟΛΩΝ 

 

| xv  
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Ala Alanine 

Am Ι Αμίδιο Ι 

Am ΙI Αμίδιο ΙI 

Am ΙII Αμίδιο ΙII 

Asp Asparagine 

c   ΢ςγκένηπωζη 

CCD Charge-Coupled Device 

CD Circular Dichroism 

CHARMM Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics 

Cys  Cysteine 

D(t) Ομοιογενήρ ΢ςνάπηηζη Απόζβεζηρ 

DUVRR Deep Ultraviolet Resonance Raman 

E00 Ανομοιογενήρ Γιαπλάηςνζη 

E1  Δνέπγεια Ππόζπηωζηρ  

Es Δνέπγεια ΢κέδαζηρ 

FAP Familial Amyloid Polyneuropathy 

FTIR Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

HPLC High-Performance Liquid Chromatography 

I  Ένηαζη 

ICA Independent Component Analysis 

Ile Isoleucine 

IR Infrared 

Ka ΢ηαθεπά Γιάζηαζη Οξέωρ 

Leu Leucine 

Lys Lysine 

MCR Multivariate Curve Resolution 

MD Molecular Dynamics 

Meg Γιπολική Ροπή Μεηάπηωζηρ e→g 

Met  Methionine 
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n Γείκηηρ Γιάθλαζηρ 

2D-NMR Two Dimensional Nuclear Magnetic Resonance 

NMR Nuclear Magnetic Resonance  

PCA Principal Component Analysis 

Phe (F) Phenylalanine 

PPII Polyproline II 

Pro  Proline 

PSSRS Pure Secondary Structure Raman Spectra 

RR Resonance Raman  

SCA Senile Cardiac Amyloidosis 

Ser Serine 

SSA  Senile Systemic Amyloidosis  

TEM Transmission Electron Microscopy 

Thr Threonine 

T-jump Temperature jump  

Trp (W) Tryptophan 

TRRR Time Resolved Resonance Raman  

TTR  Transthyretin 

Tyr (Y) Tyrosine 

UV Ultraviolet 

UVRR Ultraviolet Resonance Raman 

UV-vis Ultraviolet-Visible 

Val  Valine 

VIS Visible 

vo ΢ςσνόηηηα Πποζπίπηοςζαρ Ακηινοβολίαρ 

α  Πολωζιμόηηηα 

Γ Ομοιογενέρ Γπαμμικό Πλάηορ 

λο Μήκορ Κύμαηορ 

ρ Λόγορ Αποπόλωζηρ 

σ Γιαηομή ΢κεδαζμού Raman 

χ Μοπιακό Κλάζμα 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η ηξηζδηάζηαηε δνκή πνπ αλαπηύζζνπλ νη πξσηεΐλεο είλαη άξξεθηα ζπλδεδεκέλε κε ηελ 

θαιή ιεηηνπξγία ηνπο θαη απνηειεί αληηθείκελν ελδειερνύο κειέηεο από ηνπο θιάδνπο ηεο 

βηνινγίαο θαη ηεο βηνθπζηθήο. Τπρόλ ιαλζαζκέλε αλαδίπισζε ησλ πξσηετλώλ νδεγεί 

αξρηθά ζηε ζπζζσκάησζή ηνπο θαη ηειηθά ζην ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηα νπνία 

είλαη ππεύζπλα γηα ηελ εκθάληζε ζαλαηεθόξσλ αζζελεηώλ όπσο απηέο ηνπ Alzheimer θαη 

ησλ Creutzfeldt-Jacob. Δπνκέλσο, θαζίζηαηαη επηηαθηηθή ε αλάγθε ηεο πιήξνπο 

δηεπθξίλεζεο ηνπ κεραληζκνύ ζρεκαηηζκνύ ηληδίσλ πνπ παίξλεη πξνηεξαηόηεηα ζηελ 

αιπζίδα θαηαλόεζεο ηεο πξνέιεπζεο, έλαξμεο, πξόιεςεο θαη/ή ζεξαπείαο απηώλ ησλ 

αζζελεηώλ. 

Τα ακπινεηδή ηλίδηα απνηεινύλ πςειά νξγαλσκέλεο δνκέο πνπ ζρεκαηίδνληαη κέζσ απην-

ζπλαξκνιόγεζεο πνιππεπηηδίσλ. Από πεηξακαηηθέο κειέηεο πνπ έρνπλ δηεμαρζεί έρεη 

παξαηεξεζεί όηη ηα ακπινεηδή ηλίδηα πνπ ζρεκαηίδνληαη in vivo από ηνπιάρηζηνλ 30 

πεπηίδηα θαη πξσηεΐλεο κε δηαθνξεηηθή αθνινπζία ακηλνμέσλ εκθαλίδνπλ ηα ίδηα δνκηθά 

γλσξίζκαηα. Σπγθεθξηκέλα, πηνζεηνύλ ηε ραξαθηεξηζηηθή β-ζηαπξσηή (cross-β) δνκή θαη 

ζηαζεξνπνηνύληαη από έλα εθηεηακέλν δίθηπν ελδνκνξηαθώλ δεζκώλ πδξνγόλνπ πνπ 

αλαπηύζζεηαη κεηαμύ ησλ πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ. Δπνκέλσο, έρεη πξνηαζεί όηη 

δπλαηόηεηα ζρεκαηηζκνύ ηληδίσλ απνηειεί γεληθή ηδηόηεηα όισλ ησλ πξσηετλώλ θαη δελ 

εμαξηάηαη από ηελ πξόδξνκε αθνινπζία ηνπο. Δληνύηνηο, ν κεραληζκόο πνπ νδεγεί ζηελ 

απηνζπλαξκνιόγεζε πνιππεπηηδίσλ δελ έρεη δηεπθξηληζηεί πιήξσο. 

Λακβάλνληαο ππόςε ην γεληθόηεξν ζηόρν ηεο παξνύζαο Γηδαθηνξηθήο Γηαηξηβήο γηα ηε 

δηεπθξίληζε ηνπ κεραληζκνύ ζρεκαηηζκνύ ηληδίσλ, είλαη πνιύ ζεκαληηθόο ν 

πξνζδηνξηζκόο ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ ησλ θαηαινίπσλ ελόο πξσηετληθνύ 

ζπζηήκαηνο, θαζώο θαη ε κειέηε ηνπ ηνπηθνύ ηνπο πεξηβάιινληνο πνπ απνθηνύλ θαηά ηε 

δηαδηθαζία ηεο αλαδίπισζεο. Καηά ηε δηάξθεηα ηνπ ζρεκαηηζκνύ ηληδίσλ, νη πξσηεΐλεο 

αλακέλεηαη λα παξνπζηάζνπλ ζεκαληηθέο δνκηθέο αιιαγέο θαη θαη’ επέθηαζε κεγάιε 

αιιαγή ζην ηνπηθό πεξηβάιινλ πνπ πεξηθιείνπλ ηα θαηάινηπά ηνπο. 

Η παξνύζα Γηδαθηνξηθή Γηαηξηβή εζηηάζηεθε ζηε κειέηε ελόο πξόηππνπ πεπηηδίνπ, 11 

ακηλνμέσλ, ην νπνίν είλαη κέξνο ηεο αιιεινπρίαο ηεο αλζξώπηλεο ακπινεηδνύο πξσηεΐλεο 
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Transthyretin (TTR) (105-115). Τν πεπηίδην απηό απνηειεί ην β-θιώλν G ηεο θπζηθήο 

δνκήο ηεο TTR θαη έρεη βξεζεί όηη ζπζζσκαηώλεηαη εύθνια ζε ακπινεηδή ηλίδηα in vitro. 

Η TTR είλαη κηα πξσηεΐλε ηνπ αίκαηνο πνπ παξάγεηαη ζην ζπθώηη, θαη κεηαθέξεη ηε 

ζπξενεηδή πξσηεΐλε θαη ηε βηηακίλε Α. Τν ελδηαθέξνλ γηα ηε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε TTR 

πεγάδεη από ην γεγνλόο όηη ε κεηαιιαγκέλε κνξθήο ηεο, (Val30Met) TTR, ζπλδέεηαη 

άκεζα κε ηελ εθδήισζε ηεο ζαλαηεθόξαο αζζέλεηαο Familial Amyloid Polyneuropathy 

(FAP). Μειέηεο έδεημαλ όηη ζπγθεθξηκέλα ηκήκαηα ηεο πξσηεΐλεο είλαη πεξηζζόηεξν 

ακπινεηδνγελή από άιια, κε ηα πην ακπινεηδoγελή από απηά λα αληηζηνηρνύλ ζηνλ Α (10-

19) θαη G (105-115) θιώλν, αληίζηνηρα. Τα ακπινεηδή ηλίδηα πνπ ζρεκαηίδνληαη από ην 

πεπηίδην TTR(105-115) είλαη θαιά ραξαθηεξηζκέλα θαη επνκέλσο ην πεπηίδην απηό κπνξεί 

λα απνηειέζεη ηδαληθό ζύζηεκα γηα ηελ απνκόλσζε θαη κειέηε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ πνπ 

νδεγνύλ ζην ζρεκαηηζκό ηληδίσλ. 

Μέρξη ζηηγκήο, νη δνκηθέο κειέηεο ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) έθαλαλ ρξήζε ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο ππξεληθνύ καγλεηηθνύ ζπληνληζκνύ (NMR) θαη θζνξηζκoύ, θαη 

εζηηάζηεθαλ ζηε κειέηε ηεο δηακόξθσζεο ησλ ζρεκαηηδόκελσλ ηληδίσλ. Δληνύηνηο, κε 

βάζε ηε βηβιηνγξαθία, θακία κειέηε αθηίλσλ Χ δελ αζρνιήζεθε κε ηε δηαθξίβσζε ηεο 

δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115), ελώ κόλν κηα κειέηε NMR κειέηεζε ηε δνκή ηνπ 

ζηελ πγξή θάζε, όπνπ ηα απνηειέζκαηα δελ ήηαλ αξθεηά μεθάζαξα.   

Σηα πλαίζια ηης παρούζας Διδακηορικής Διαηριβής, έτει ταρακηηριζηεί για πρώηη θορά 

εκηενώς η δομή ηοσ πεπηιδίοσ TTR(105-115) ζηην σγρή θάζη και η ζσμπεριθορά ηοσ κάηφ 

από ζσζηημαηικές ζσνθήκες με ηη τρήζη ηης θαζμαηοζκοπίας ζσνηονιζμού Raman (UVRR), 

αποηελώνηας ηο πρώηο βήμα για ηην καηανόηζη ηφν δομικών αλλαγών ποσ ενδέτεηαι να 

ζσμβούν καηά ηο ζτημαηιζμό ηφν αμσλoειδών ινιδίφν.  

Η θαζκαηνζθνπία UVRR απνηειεί πνιύηηκν εξγαιείν γηα ηελ εμαζθάιηζε ρξήζηκσλ 

πιεξνθνξηώλ ζρεηηθά κε ηελ πξσηετληθή δνκή ζηελ πγξή θάζε. Γεληθά έρεη ηε 

δπλαηόηεηα παξαθνινύζεζεο δεπηεξνηαγώλ δνκηθώλ αιιαγώλ θαη ηε δηεξεύλεζε ηνπηθώλ 

δνκηθώλ αιιαγώλ πνπ νθείινληαη ζηηο νκάδεο ακηδίνπ, αξσκαηηθέο πιεπξηθέο αιπζίδεο, 

θαη πξσηετληθά ζπλέλδπκα, κε ηελ εθιεθηηθή δηέγεξζε ησλ δηάθνξσλ ρξσκνθόξσλ 

νκάδσλ. Σπγθεθξηκέλα, κε δηέγεξζε ζηε βαζηά ππεξηώδε πεξηνρή, γύξσ ζηα 200 nm, 

εληζρύεηαη ν ζθεδαζκόο Raman από ην ρξσκνθόξν ακίδην, ν νπνίνο είλαη ηδηαίηεξα 

επαίζζεηνο ζηηο δίεδξεο γσληέο θ θαη υ, δίλνληαο πνζνηηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηε 

δεπηεξνηαγή δνκή ησλ πξσηετλώλ. Δπίζεο, ε δηέγεξζε γύξσ ζηα ~230 nm επηηξέπεη ηε 

κειέηε ηνπ πεξηβάιινληνο ησλ αξσκαηηθώλ θαηαινίπσλ, εθόζνλ ε δηαηνκή ζθεδαζκνύ 
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ησλ ακηλνμέσλ απηώλ δίλεη άκεζεο πιεξνθνξίεο γηα ηελ έθηαζε ηεο έθζεζήο ηνπο ζην 

δηαιύηε. 

Τν πεπηίδην TTR(105-115) πεξηέρεη δύν θαηάινηπα ηπξνζίλεο (Tyr105
 

θαη Tyr114), ηα 

νπνία κπνξνύλ λα πξνζθέξνπλ ρξήζηκεο δνκηθέο πιεξνθνξίεο. Σύκθσλα κε ηε 

βηβιηνγξαθία, ε Tyr έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζε αξθεηέο κειέηεο Raman γηα ηελ εμέηαζε ηνπ 

ηνπηθνύ πεξηβάιινληνο κηαο πξσηεΐλεο. Σπγθεθξηκέλα, νη δνλήζεηο πνπ ζπλδένληαη κε ην 

θαηλνιηθό δαθηύιην θαίλνληαη λα είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεηεο ζηελ αιιαγή ηνπ ηνπηθνύ 

πεξηβάιινληνο ιόγσ ηεο ζπκκεηνρήο ηνπ θαηλνιηθνύ ΟΗ ζηελ αλάπηπμε δεζκώλ 

πδξνγόλνπ.  

Δπνκέλσο, γηα ηελ επίηεπμε ηνπ βαζηθνύ ζηόρνπ ηεο παξνύζαο Γηδαθηνξηθήο Γηαηξηβήο, 

ηεο δηεπθξίληζεο ηεο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πγξή θάζε, αθνινπζήζεθε 

κηα ζεηξά από ζπζηεκαηηθέο πεηξακαηηθέο κειέηεο. Γεδνκέλνπ όηη ην pKa απνηειεί γεληθή 

ηδηόηεηα ησλ ακηλνμέσλ, ε νπνία είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεηε ζηηο αιιαγέο ηνπ ηνπηθνύ 

πεξηβάιινληνο, πξαγκαηνπνηήζεθε κειέηε ηεο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ ζε αξαηό δηάιπκα κε 

ηηηινδόηεζε ησλ θαηαινίπσλ Tyr, πξνθεηκέλνπ λα ππνινγηζηεί ην κέζν νιηθό pKa ησλ 

αξσκαηηθώλ πιεπξηθώλ ηεο αιπζίδσλ. Σύγθξηζε ηνπ pKa-R ηεο ειεύζεξεο Tyr κε απηό 

πνπ ιακβάλεηαη γηα ην πεπηίδην έδσζε κηα έλδεημε γηα ηελ έθηαζε ηεο αιιειεπίδξαζεο ηνπ 

Tyr–OH κε ην λεξό θαη ζπλεπώο ηεο ειεύζεξεο επηθάλεηαο ησλ θαηαινίπσλ ηεο Tyr ζην 

δηαιύηε. Απηή ε πεηξακαηηθή κειέηε επηιέγεθε λα πξαγκαηνπνηεζεί κε ηε ρξήζε ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο UVRR ιόγσ ηεο ηαπηόρξνλεο ιήςεο άκεζσλ πιεξνθνξηώλ ζρεηηθά κε 

ηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ ζηελ πγξή θάζε. Σπγθεθξηκέλα, κπνξεί λα εμεηαζηεί ε δπλαηόηεηα 

ζρεκαηηζκνύ δεζκώλ πδξνγόλνπ ησλ αξσκαηηθώλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ Tyr θαη λα 

κειεηεζνύλ αιιαγέο ζην ηνπηθό ηνπο πεξηβάιινλ. Η κειέηε απηή ζα πεξηγξαθεί 

εθηελέζηεξα ζην Κεθάιαην 4. 

Σηε βηβιηνγξαθία αλαθέξεηαη όηη ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) 

ζρεκαηίδνληαη ζε ζεξκνθξαζίεο γύξσ ζηνπο 37 °C, επνκέλσο είλαη ζεκαληηθό λα 

κειεηεζεί ε επίδξαζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ. Σην Κεθάιαην 5 

παξνπζηάδνληαη ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα πνπ εμήρζεζαλ κεηά από δηέγεξζε ζηα 200 

nm. Η παξαηήξεζε ησλ ραξαθηεξηζηηθώλ δσλώλ ακηδίνπ παξέρεη πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε 

ηε δεπηεξνηαγή δνκή (α-έιηθαο, β-πηπρσηήο επηθάλεηαο, β-ζηξνθήο ή ηπραίνπ 

ζπεηξώκαηνο) πνπ πηνζεηεί ην πεπηίδην ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο. Γηα ηελ εμαγσγή 

κηαο πην νινθιεξσκέλεο εηθόλαο ηεο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ πξνζνκνηώζεηο Μνξηαθήο Γπλακηθήο, κεηά από ζπλεξγαζία κε ηελ 
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νκάδα Βηνθπζηθήο ηνπ Τκήκαηνο Φπζηθήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κύπξνπ, πνπ επίζεο 

παξνπζηάδνληαη ζην Κεθάιαην 5.  

Με βάζε πξνεγνύκελε ζεξκνθξαζηαθή κειέηε ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) πνπ έγηλε ζην 

εξγαζηήξην Μνξηαθήο Φαζκαηνζθνπίαο, δηαπηζηώζεθε όηη ζηελ πεξηνρή 10 κέρξη 28 °C 

παξαηεξείηαη αύμεζε ησλ εληάζεσλ θαη θαη’ επέθηαζε ησλ απόιπησλ δηαηνκώλ 

ζθεδαζκνύ ησλ δνλήζεσλ ηεο Tyr. Δπνκέλσο, γηα ηε δηαθξίβσζε αλ ε αύμεζε ηεο 

απόιπηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ ηεο Tyr νθείιεηαη ζην απμεκέλν πδξνθνβηθό πεξηβάιινλ, 

κειεηήζεθε άκεζα ε επίδξαζε ηνπ δηαιπηηθνύ πεξηβάιινληνο, ρξεζηκνπνηώληαο κείγκαηα 

γιπθεξόιεο/λεξνύ κεηαβαιιόκελεο ζύζηαζεο. Η πεηξακαηηθή απηή κειέηε παξνπζηάδεηαη 

ζην Κεθάιαην 6.  

Η κειέηε ηεο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πγξή θάζε κε ρξήζε ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο UVRR απνηειεί ηε βάζε γηα ηελ θαηαλόεζε ησλ δνκηθώλ αιιαγώλ πνπ 

πξόθεηηαη λα ζπκβνύλ θαηά ηε δηάξθεηα ζπζζσκάησζεο ηνπ πεπηηδίνπ θαη επηπιένλ 

παξέρεη ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο γηα ηελ θαηαλόεζε ηεο δπλακηθήο θαη ηνπ κεραληζκνύ 

ζρεκαηηζκνύ ακπινεηδώλ ηληδίσλ. Γηα ηελ πιήξε εηθόλα ηνπ κεραληζκνύ, ε παξνύζα 

Γηδαθηνξηθή Γηαηξηβή εηζεγείηαη ηε ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο ρξνληθήο αλάιπζεο 

ζπληνληζκνύ Raman (TRRR) αθόηνπ πξνθιεζεί ε δηαδηθαζία ζπζζσκάησζεο κέζσ ελόο 

επαγόκελνπ κε laser άικαηνο ζεξκνθξαζίαο (T-jump). Τέηνηεο θαζκαηνζθνπηθέο κειέηεο 

επηηξέπνπλ επίζεο ηελ αλίρλεπζε ησλ ελδηάκεζσλ εηδώλ θαηά ηε δηαδηθαζία 

ζπζζσκάησζεο. Πξόζθαηεο κειέηεο έδεημαλ όηη νη κεξηθώο αλαδηπισκέλεο αιπζίδεο 

πνιππεπηηδίσλ κπνξνύλ λα ζπλδεζνύλ κε άιιεο παξόκνηεο αιπζίδεο, ζρεκαηίδνληαο 

ζπζζσκαηώκαηα πξν-ηληδίσλ ηα νπνία είλαη πεξηζζόηεξν ηνμηθά ζηα θύηηαξα παξά ηα 

ηειηθά ηλίδηα. Δπνκέλσο, ν ραξαθηεξηζκόο ηέηνησλ ελδηακέζσλ ζα ήηαλ ζεκαληηθόο γηα 

ηελ αλαδήηεζε θαηάιιεισλ θαξκαθεπηηθώλ αγσγώλ ώζηε λα απνηξαπεί ε αλαδίπισζε 

απηή ζε αζζελείο κε πξνδηάζεζε ζε ακπινεηδείο αζζέλεηεο όπσο θαη ηξόπσλ ζηόρεπζεο 

ηέηνησλ ζπζζσκαησκάησλ ζε αζζελείο ππό ζεξαπεία.   
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ΚΔΦΑΛΑΙΟ 2 

ΘΔΩΡΗΣΙΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

2.1  Ππωηεΐνερ 

2.1.1 Θεμελιώδηρ Μησανιζμόρ Αναδίπλωζηρ Ππωηεϊνών 

Η απζφξκεηε αλαδίπισζε ησλ πεπηηδίσλ θαη ησλ πξσηετλψλ νδεγεί ζηελ πηνζέηεζε κίαο 

κνλαδηθήο θαη εμαηξεηηθά νξγαλσκέλεο ηξηζδηάζηαηεο δνκήο θαη απνηειεί έλα απφ ηα πην 

ελδηαθέξνληα εξσηήκαηα ζην ελεξγφ πεδίν ηεο έξεπλαο. Η εηο βάζνο θαηαλφεζε ηεο 

δηαδηθαζίαο αλαδίπισζεο ησλ πξσηετλψλ είλαη δσηηθήο ζεκαζίαο γηα ηελ θαηαλφεζε ηεο 

ιεηηνπξγίαο φισλ ησλ βηνινγηθψλ ζπζηεκάησλ. Η ηξηζδηάζηαηε δνκή πνπ αλαπηχζζνπλ νη 

πξσηεΐλεο θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο αλαδίπισζεο είλαη άξξεθηα ζπλδεδεκέλε κε ηελ θαιή 

ιεηηνπξγία ηνπο.
1,2

  

Οη ζσζηά αλαδηπισκέλεο πξσηεΐλεο δηαζέηνπλ ζπκπαγείο δνκέο, ησλ νπνίσλ ηα δνκηθά 

ραξαθηεξηζηηθά ηεο επηθάλεηαο θαζνξίδνπλ ηε ιεηηνπξγία ηνπο. Γεληθά, ε δηακφξθσζε 

κηαο ηέηνηαο δνκήο θαηεπζχλεηαη απφ ηε δπλακηθή ησλ πδξφθνβσλ θαηαινίπσλ λα 

κεηψζνπλ ηελ επηθάλεηα επαθήο ηνπο κε ην λεξφ. ΢πγθεθξηκέλα, ε πνιππεπηηδηθή αιπζίδα 

αλαδηπιψλεηαη απζφξκεηα, έηζη ψζηε νη πδξνθνβηθέο αιπζίδεο λα εηζέξρνληαη ζην 

εζσηεξηθφ ηεο ηειηθήο δνκήο ελψ νη πνιηθέο αιπζίδεο λα παξακέλνπλ ζηελ επηθάλεηα 

επαθήο.
3
 

Η απμεκέλε εξεπλεηηθή δξαζηεξηφηεηα ζην πεδίν ηεο βηνθπζηθήο νδήγεζε ζηελ 

απνηειεζκαηηθή εθαξκνγή λέσλ ππνινγηζηηθψλ πξνζεγγίζεσλ πξνζνκνίσζεο ηεο δνκήο 

ησλ πξσηετλψλ, δεδνκέλεο ηεο πξνζβάζηκεο ζε αηνκηθφ επίπεδν πιεξνθνξίαο πεξί ηεο 

δνκήο ησλ πξσηετλψλ. ΢εκαληηθή είλαη επίζεο ε ζπλεηζθνξά ηεο, θαζψο έρεη απνθαιχςεη 

πσο ηα ζηνηρεία ηεο δεπηεξνβάζκηαο δνκήο ησλ πξσηετλψλ ζρεκαηίδνληαη ζε πνιχ κηθξέο 

ρξνλνθιίκαθεο. Γηα παξάδεηγκα, ε α-έιηθα ζρεκαηίδεηαη ζε ιηγφηεξν απφ 100 ns, ελψ ε β-

ζηξνθή ζε 1 κs. Πξάγκαηη, ε δηαδηθαζία αλαδίπισζεο νξηζκέλσλ κηθξψλ πξσηετλψλ 

νινθιεξψλεηαη ζην ρξνληθφ δηάζηεκα ησλ 50 κs.
2,4

 ΢ην ΢ρήκα 2.1 παξνπζηάδεηαη ην 

ελεξγεηαθφ ηνπίν γηα ηε δηαδηθαζία ηεο πξσηετληθήο αλαδίπισζεο.
1
 Μηα ζεηξά απφ 

πξνζνκνηψζεηο ηεο δηαδηθαζίαο αλαδίπισζεο ζε κηθξέο πξσηεΐλεο (60-100 θαηάινηπα) 

νδήγεζαλ ζε δηαζαθήληζε ησλ βαζηθψλ ζηαδίσλ ηνπ ζεκειηψδνπο κεραληζκνχ 

αλαδίπισζεο.
1,4

 Η θξίζηκε πεξηνρή ζηελ επηθάλεηα αληηζηνηρεί ζηε κεηαβαηηθή 
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θαηάζηαζε, δειαδή ζην ελεξγεηαθφ ράζκα φπνπ φια ηα κφξηα πξέπεη λα ππεξπεδήζνπλ 

γηα λα αλαδηπισζνχλ ζηε θπζηθή ηνπο θαηάζηαζε. Η δηαδηθαζία αλαδίπισζεο 

πεξηιακβάλεη αξρηθά ην ζρεκαηηζκφ ελφο αλαδηπισκέλνπ ππξήλα πνπ απνηειείηαη απφ έλα 

ζρεηηθά κηθξφ αξηζκφ θαηαινίπσλ (~15 θαηαινίπσλ), θαη ζηε ζπλέρεηα ην ππφινηπν ηεο 

δνκήο ζπκππθλψλεηαη πνιχ γξήγνξα. Μφιηο θαζνξηζηεί ε ζσζηή ηνπνινγία ηεο 

κεηαβαηηθήο θαηάζηαζεο, ε θπζηθή δνκή ζα δεκηνπξγεζεί θαηά ηε δηάξθεηα ησλ ηειηθψλ 

ζηαδίσλ ηεο δηαδηθαζίαο αλαδίπισζεο. Οη θίηξηλεο ζθαίξεο αληηπξνζσπεχνπλ ηα ηξία 

βαζηθά θαηάινηπα  ζηε δνκή, φπνπ φηαλ πάξνπλ ηε ζσζηή ηνπο ζέζε, ε γεληθή ηνπνινγία 

ηεο θπζηθήο κνξθήο θαζηεξψλεηαη. Η δνκή ηεο ζηαζεξφηεξεο θαηάζηαζεο παξνπζηάδεηαη 

ζην θαηψηαην ζεκείν ηεο επηθάλεηαο, ελψ ζηελ θνξπθή ππνδεηθλχνληαη θάπνηεο αξρηθέο 

μεηπιηγκέλεο δνκέο πνπ αληηπξνζσπεχνπλ ηελ αθεηεξία γηα ηελ αλαδίπισζε.
1,4

    

 

 

΢σήμα 2.1: ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηνπ ελεξγεηαθνχ ηνπίνπ γηα ηε δηαδηθαζία ηεο 

αλαδίπισζεο ησλ πξσηετλψλ.
1
 

Δληνχηνηο, ε δηαδηθαζία ηεο αλαδίπισζεο είλαη ηδηαίηεξα επηξξεπήο ζε ιάζε ηα νπνία 

κπνξνχλ λα κεηαηξέςνπλ ηηο πξσηεΐλεο θαη ηα πεπηίδηα απφ ηηο θαλνληθά δηαιπκέλεο 

κνξθέο ηνπο ζε αδηάιπηα ζπζζσκαηψκαηα θαη ηειηθά ζην ζρεκαηηζκφ ακπινεηδψλ 

ηληδίσλ.
5 

Σα ακπινεηδή ηλίδηα ζπζζσξεχνληαη ζε πνηθίια φξγαλα θαη ηζηνχο ηνπ 

αλζξψπηλνπ νξγαληζκνχ, θαζηζηψληαο ηα ππεχζπλα γηα ηελ εθδήισζε ζαλαηεθφξσλ 

αζζελεηψλ φπσο ε Alzheimer‟s θαη Creutzfeldt-Jacob‟s.
3,5

 Δπνκέλσο, θαζίζηαηαη 

επηηαθηηθή ε αλάγθε ηεο πιήξνπο δηεπθξίλεζεο ηνπ κεραληζκνχ ζρεκαηηζκνχ ηληδίσλ πνπ 
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είλαη πξψηηζηεο ζεκαζίαο γηα ηελ θαηαλφεζε ηεο πξνέιεπζεο, έλαξμεο, πξφιεςεο θαη/ή 

ζεξαπείαο ησλ ακπινεηδψλ αζζελεηψλ. 

2.1.2 Λανθαζμένη Αναδίπλωζη Ππωηεϊνών 

΢ην ΢ρήκα 2.2 παξνπζηάδεηαη ζρεκαηηθά ν κεραληζκφο ηεο ιαλζαζκέλεο αλαδίπισζεο 

ησλ πξσηετλψλ. ΢ε απηφ ην κεραληζκφ, ηα αδηάιπηα ζπζζσκαηψκαηα πξνθχπηνπλ φηαλ 

νξηζκέλεο ελδηάκεζεο δνκέο πνπ δηακνξθψλνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αλαδίπισζεο 

εθζέηνπλ ηηο πδξφθνβεο πεξηνρέο ηνπο ζηελ επηθάλεηα, νη νπνίεο κπνξνχλ λα δεζκεπηνχλ 

απφ άιιεο παξφκνηεο επηθάλεηεο άιισλ γεηηνληθψλ αλαδηπισκέλσλ κνξίσλ, αληί λα 

εηζέιζνπλ ζην εζσηεξηθφ ηεο ηειηθήο ηνπο δνκήο.
3,6

  

 

 

 

΢σήμα 2.2: ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κεραληζκνχ ιαλζαζκέλεο πξσηετληθήο 

αλαδίπισζεο.
3
  

Δθηφο απφ ηελ πδξφθνβε δπλακηθή ησλ πεπηηδίσλ ή ησλ θαηαινίπσλ ησλ πξσηετλψλ, νη 

πξσηεΐλεο κπνξνχλ λα γίλνπλ επηξξεπείο ζηε ζπζζσκάησζε θαη ιφγσ άιισλ παξαγφλησλ 

φπσο ε ζεξκνθξαζία, ην pH, ε ζπγθέληξσζε, ε ηνληηθή ηζρχο θαη ε παξνπζία κεηνπζηαθψλ 

νπζηψλ (νπξία).
2,5 

Η λφζνο ηνπ Alzheimer, ηνπ Parkinson, νη αζζέλεηεο «prion», ε Familial Amyloid 

Polyneuropathy (FAP), νη ζπνγγψδεηο εγθεθαινπάζεηεο φπσο ε αζζέλεηα ηνπ Creutzfedt-

Jakob, ν δηαβήηεο ηχπνπ ΙΙ θαη πνιιέο άιιεο εθθπιηζηηθέο παζήζεηο ζπλδένληαη κε ηελ 

εκθάληζε ηέηνησλ πξσηετληθψλ ζπζζσκαησκάησλ, πνπ νλνκάδνληαη ακπινεηδή ηλίδηα 
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(amyloid fibrils) ή πιάθεο, ηα νπνία ελαπνηίζεληαη ζε πνηθίια φξγαλα θαη ηζηνχο ηνπ 

νξγαληζκνχ (θαξδία, εγθέθαιν, ζπθψηη) θαη πξνθαινχλ παζνινγηθά πξνβιήκαηα.
3,5

  

2.2  Αμςλοειδή Ινίδια 

2.2.1 Γομή Αμςλοειδών Ινιδίων 

Σα ακπινεηδή ηλίδηα είλαη πνιχ νξγαλσκέλεο ηλψδεηο δνκέο, πνπ ζρεκαηίδνληαη κέζσ 

απηνζπζζσκάησζεο πνιππεπηηδίσλ (΢ρήκα 2.2).
3
 Πεξίπνπ ηξηάληα δηαθνξεηηθά πεπηίδηα 

θαη πξσηεΐλεο ζπζζσξεχνληαη ζε ακπινεηδή ηλίδηα in vivo θαη ζπλδένληαη κε ηηο 

αλζξψπηλεο ακπινεηδείο αζζέλεηεο.
3,5,6 

Οη πξφδξνκεο πξσηεΐλεο πνπ ζρεκαηίδνπλ ηα ακπινεηδή ηλίδηα δελ έρνπλ ζπγθεθξηκέλν 

κέγεζνο, αθνινπζία ακηλνμέσλ ή δεπηεξνηαγή δνκή. Δληνχηνηο, ηα ηλίδηα πνπ ζρεκαηίδνπλ 

εκθαλίδνπλ ηα ίδηα δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά γλσξίζκαηα.
7 

΢πγθεθξηκέλα, απφ κειέηεο ηεο 

δνκήο ησλ ηληδίσλ κε ειεθηξνληαθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο (ΣΔΜ) βξέζεθε φηη 

παξνπζηάδνπλ κε δηαθιαδσκέλε κνξθνινγία, κε δηάκεηξν 70 έσο 120 Å, αλεμαξηήησο ηνπ 

κήθνπο ηνπο.
7,8

 Η κνξθνινγία απηή, ην ραξαθηεξηζηηθφ πξάζηλν ηνπ κήινπ πνπ δίλεη ε 

δηαζιαζηηθφηεηα κεηά απφ ηε δέζκεπζή ηνπο κε ηε ρξσζηηθή νπζία εξπζξφ ηνπ Congo θαη 

ε κεηαηφπηζε ηνπ θζνξηζκνχ κεηά απφ ηε δέζκεπζή ηνπο κε ζεηνθιαβίλε Σ (Thioflavin T), 

κπνξνχλ λα πξνζδηνξίζνπλ ηε ραξαθηεξηζηηθή β-ζηαπξσηή δνκή (cross-β) ησλ ηληδίσλ.
8,9

 

Η δνκή απηή δίλεη ραξαθηεξηζηηθφ ζρεκαηφγξακκα πεξίζιαζεο αθηίλσλ Υ κε κηα δηάρπηε 

αληαλάθιαζε κεηαμχ ησλ 10-11 Å θαη κηα νμεία αληαλάθιαζε ζηα 4.7 Å, νη νπνίεο 

αληηζηνηρνχλ ζηα δηαζηήκαηα κεηαμχ ησλ β-πηπρσηψλ επηθαλεηψλ πνπ ηνπνζεηνχληαη 

παξάιιεια σο πξνο ηνλ άμνλα ηεο ίλαο θαη ησλ β-θιψλσλ πνπ είλαη δηεπζεηεκέλνη θάζεηα 

ζηνλ άμνλα ηεο ίλαο, αληίζηνηρα.
8,10,11

  

Έλαο ππξήλαο ηληδίνπ απνηειείηαη απφ ηέζζεξηο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο, νη νπνίεο έρνπλ 

παξάιιειν πξνζαλαηνιηζκφ πξνο ηνλ άμνλα ηνπ ηληδίνπ. Οη β-θιψλνη πνπ απνηεινχλ ηελ 

θάζε επηθάλεηα θαη πνπ πεξηιακβάλνπλ πεξίπνπ 10 θαηάινηπα ν θάζε έλαο, θαηεπζχλνληαη 

θάζεηα πξνο ζηνλ άμνλα ηνπ ηληδίνπ. Κάζε β-θιψλνο πεξηζηξέθεηαη θαηά 15° ζε ζρέζε κε 

ηνλ ακέζσο επφκελν β-θιψλν. Με ηελ πεξηζηξνθή, επνκέλσο, ησλ 24 β-θιψλσλ 

δεκηνπξγείηαη κηα πιήξεο ειηθνεηδήο ζηξνθή (360°) ησλ β-επηθαλεηψλ γχξσ απφ έλα 

θνηλφ άμνλα, ν νπνίνο ζπκπίπηεη κε ηνλ άμνλα ηεο ίλαο. Σν ηκήκα ηνπ ηληδίνπ πνπ πεξηέρεη 

24 β-θιψλνπο απνηειεί κηα επαλαιακβαλφκελε κνλάδα κήθνπο 115 Å θαη πιάηνο 20 Å.
8,11
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Η θνηλή απηή δνκή δε κειεηήζεθε εθηελέζηεξα ζε αηνκηθφ επίπεδν θαηά ην παξειζφλ, 

ιφγσ ηεο δπζθνιίαο πνπ παξνπζηάδεη ε απνκφλσζε θξπζηαιιηθψλ ηληδίσλ πνπ λα 

κπνξνχλ λα κειεηεζνχλ κε ηελ θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ Υ.
12,13

 Πξφζθαηα, νη Nelson et 

al. κειέηεζαλ ηε δνκή cross-β κε ηελ θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ-Υ, ρξεζηκνπνηψληαο 

κηθξνθξπζηάιινπο ησλ ηληδίσλ πνπ ζρεκαηίζηεθαλ in vitro απφ έλα ηκήκα επηά 

θαηαινίπσλ ηεο πξσηεΐλεο Sup35.
12

 Η αηνκηθή δνκή ηνπ πεπηηδίνπ απηνχ απνθάιπςε φηη 

νη πνιηθέο πιεπξηθέο αιπζίδεο απφ ηα  αληηπαξάιιεια δεχγε ησλ β-θιψλσλ ζπλδένληαη 

κέζσ δεζκψλ πδξνγφλνπ θαηά κήθνο ησλ δχν β-πηπρσηψλ επηθαλεηψλ, αθήλνληαο ηα 

κφξηα ηνπ λεξνχ καθξηά θαη ζρεκαηίδνληαο δχν ραξαθηεξηζηηθέο δηεπηθάλεηεο κεηαμχ ησλ 

παξάιιεισλ β-επηθαλεηψλ (΢ρήκα 2.3).
12,13

 Απηή ε ζπκπαγήο δηάηαμε ησλ β-επηθαλεηψλ 

νλνκάζηεθε απφ ηνπο Eisenberg et al. σο „„steric zipper‟‟.
12 

Η ίδηα ραξαθηεξηζηηθή δνκή 

παξαηεξήζεθε θαη ζε άιινπο κηθξνθξπζηάιινπο ηληδίσλ πνπ ζρεκαηίδνληαη απφ πεπηίδηα 

θαη πξσηεΐλεο, πνπ ζπλδένληαη κε ακπινεηδείο αζζέλεηεο.
13

   

 

 

 

 

 

 

 

΢σήμα 2.3: „„Steric zipper‟‟ δνκή ησλ ακπινεηδψλ ηληδίσλ, νη πνιηθέο πιεπξηθέο αιπζίδεο 

απφ ηα αληηπαξάιιεια δεχγε ησλ β-θιψλσλ ζπλδένληαη θαηά κήθνο ησλ δχν β-πηπρσηψλ 

επηθαλεηψλ, αθήλνληαο ηα κφξηα ηνπ λεξνχ καθξηά. ΢ρεκαηίδνληαο δχν ραξαθηεξηζηηθέο 

δηεπηθάλεηεο κεηαμχ ησλ β-επηθαλεηψλ. Σν θεληξηθφ βέινο ππνδειψλεη ηνλ άμνλα ησλ 

ακπινεηδψλ ηληδίσλ θαη ηα κφξηα κε θφθθηλν ρξψκα αληηπξνζσπεχνπλ ηα κφξηα λεξνχ.
12

      

Με βάζε ηε ραξαθηεξηζηηθή δνκή „„steric zip‟‟, κπνξεί λα εμεγεζεί ε εμαηξεηηθή αθακςία 

θαη ζηαζεξφηεηα πνπ παξνπζηάδνπλ ηα ακπινεηδή ηλίδηα. Δπνκέλσο, ε κειέηε ησλ 

ακπινεηδψλ ηληδίσλ είλαη απαξαίηεηε θαη γηα ηελ αμηνιφγεζή ηνπο σο πηζαλά βηνυιηθά, ηα 

νπνία ζα κπνξνχλ λα βξνπλ ρξήζε ζην πεδίν ηεο λαλνηερλνινγίαο θαη ζηελ επηζηήκε ησλ 

πιηθψλ.
14

 Η αθακςία θαη ζηαζεξφηεηα ησλ ηληδίσλ βξίζθεη  εθαξκνγέο θπξίσο ζηνπο 

θιάδνπο ηεο θαηάιπζεο, ηεο ειεθηξνληθήο θαη ζηε ρξήζε ηνπο σο πιαζηηθά γηα 

ππνζηεξηθηηθά ζηνηρεία.
7
         

Γα
λά
τει
α Κ

. Π
ιερ
ίδο
υ



 ΚΔΦΑΛΑΙΟ 2: ΘΔΩΡΗΣΙΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

 | 10  

 

2.2.2 Πιθανόρ Μησανιζμόρ ΢σημαηιζμού Αμςλοειδών Ινιδίων
 

Η δηεπθξίληζε ηνπ επαθξηβνχο κεραληζκνχ ζρεκαηηζκνχ ακπινεηδψλ ηληδίσλ είλαη έλα απφ 

ηα ζεκαληηθφηεξα πξνβιήκαηα ζηε ζχγρξνλε βηνινγία. Σα ακπινεηδή ηλίδηα αλ θαη 

ζπλδένληαη κε πνηθίιεο αλζξψπηλεο εθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο, εληνχηνηο ν κνξηαθφο 

κεραληζκφο ζρεκαηηζκνχ ηνπο, δειαδή ν επαθξηβήο ηξφπνο κε ηνλ νπνίν νη πξσηεΐλεο 

κεηαηξέπνληαη απφ ηε θπζηθή ηνπο κνξθή ζηελ πςειά νξγαλσκέλε β-ζηαπξσηή δνκή, 

βξίζθεηαη αθφκε ππφ ελεξγφ κειέηε. H δηαδηθαζία κεηαηξνπήο ησλ πξσηετλψλ ζε ηλίδηα in 

vitro ζπλνδεχεηαη απφ ζεκαληηθέο αιιαγέο ζηηο καθξνζθνπηθέο ηδηφηεηεο ηνπο, φπσο ε 

δειαηηλψδεο πθήο θαη ν ζρεκαηηζκφο αδηάιπησλ άκνξθσλ ζσκαηηδίσλ.
15-17

 Οη αιιαγέο 

απηέο πνπ παξαηεξνχληαη, πεξηνξίδνπλ ηελ εθαξκνγή ησλ θιαζζηθψλ κεζφδσλ κειέηεο 

βηνινγηθψλ ζπζηεκάησλ, φπσο ε θαζκαηνζθνπία NMR, νη αθηίλεο Υ, ν θπθιηθφο 

δηρξντζκφο (CD), γηα ην ραξαθηεξηζκφ ησλ δηακνξθσηηθψλ αιιαγψλ πνπ ζπκβαίλνπλ 

θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο ζπζζσκάησζεο ησλ πξσηετλψλ.
15,16

 Πξφζθαηα έρεη απνδεηρζεί φηη 

ε θαζκαηνζθνπία Raman, θαη εηδηθφηεξα ε θαζκαηνζθνπία ζπληνληζκνχ Raman επηηξέπεη 

ηνλ πνζνηηθφ ραξαθηεξηζκφ ηεο δνκήο πνπ πηνζεηνχλ νη πξσηεΐλεο ζε φια ηα ζηάδηα ηεο 

ζπζζσκάησζεο, πξνζθέξνληαο ζπκπιεξσκαηηθέο πιεξνθνξίεο.
18

 Οη Lednev et al. 

ρξεζηκνπνίεζαλ γηα πξψηε θνξά ηε θαζκαηνζθνπία UVRR ζε ζπλδπαζκφ κε ζηαηηζηηθή 

αλάιπζε ησλ θαζκάησλ γηα ηελ εθηελέζηεξε πνζνηηθή κειέηε θαη πξφηεηλαλ έλα πηζαλφ 

κεραληζκφ ζρεκαηηζκνχ ησλ ακπινεηδψλ ηληδίσλ ηεο ιπζνδχκεο, ν νπνίνο κπνξεί λα 

απνηειέζεη βάζε θαηαλφεζεο ηνπ γεληθφηεξνπ κεραληζκνχ ζρεκαηηζκνχ ηληδίσλ.
18

 ΢ην 

΢ρήκα 2.4 πεξηγξάθεηαη βήκα πξνο βήκα απηφο ν κεραληζκφο ζρεκαηηζκνχ ησλ ηληδίσλ.  

 

΢σήμα 2.4: Μεραληζκφο ζρεκαηηζκνχ ακπινεηδψλ ηληδίσλ ηεο ιπζνδχκεο 

(πξνζαξκνζκέλνο απφ ηνπο Booth et al.). Με κσβ αληηπξνζσπεχνληαη νη β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο, κε θφθθηλν νη α-έιηθεο ζηε δνκή θαη κε δηαθεθνκκέλε γξακκή ζπκβνιίδνληαη ηα 

ηκήκαηα ηεο δνκήο κε ηπραία δηακφξθσζε.
18 
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Μεηά απφ παξαηεηακέλε επψαζε, ε ιπζνδχκε αξρηθά μεδηπιψλεηαη ιακβάλνληαο ηπραία 

δηακφξθσζε. ΢ηε ζπλέρεηα, ζρεκαηίδεηαη έλα κεξηθψο μεδηπισκέλν ελδηάκεζν κε 

δεπηεξνηαγή δνκή β-πηπρσηήο επηθάλεηαο θαη ηπραίνπ ζπεηξψκαηνο θαη αθνινχζσο 

αλαδηνξγαλψλεηαη ζηε ραξαθηεξηζηηθή β-ζηαπξσηή δνκή ησλ ακπινεηδψλ ηληδίσλ.
18

 Ο 

πξνηεηλφκελνο απηφο κεραληζκφο έξρεηαη ζε πιήξε ζπκθσλία κε ην κεραληζκφ πνπ είραλ 

πξνηείλεη παιαηφηεξα ν Booth et al.
17,19

 Δπνκέλσο, θαηά ηε δηαδηθαζία ζρεκαηηζκνχ 

ακπινεηδψλ ηληδίσλ πξψην ζηάδην απνηειεί ν ζρεκαηηζκφο κηαο ελδηάκεζεο θαηάζηαζεο, 

πνπ αλεμάξηεηα απφ ηε δνκή ηεο πξφδξνκεο πξσηεΐλεο, εκθαλίδεη δνκή β-πηπρσηήο 

επηθάλεηαο κε κεξηθά ηκήκαηα ηεο δνκήο λα είλαη ζε ηπραία δηακφξθσζε πνπ αθνινχζσο 

ζπζζσκαηψλεηαη ζηε ραξαθηεξηζηηθή β-ζηαπξσηή δνκή ησλ ακπινεηδψλ. 

2.3 Ππωηεΐνη Transthyretin 

Η αλζξψπηλε ακπινεηδήο πξσηεΐλε Transhyretin (TTR), γλσζηή παιαηνηέξα σο 

prealbumin ή thyroxine binding prealbumin (TBPA), είλαη κηα ζπκπαγήο ζθαηξηθή 

πξσηεΐλε, κε κνξηαθφ βάξνο 55 kDa. Δίλαη έλα νκνηεηξακεξέο (΢ρήκα 2.5) θαη ε θάζε 

ππνκνλάδα ηεο απνηειείηαη απφ 127 ακηλνμέα, κε κηα εθηεηακέλε β-πηπρσηή δηακφξθσζε, 

φπσο απνθαιχθζεθε κε ηελ θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ Υ απφ ηνπο Blake et al. ην 1974.
20

 

Η δνκή απηή ζρεκαηίδεηαη φηαλ νη πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο πνπ είλαη ζρεδφλ πιήξσο 

εθηεηακέλεο, ηνπνζεηνχληαη κε ηέηνην ηξφπν ψζηε λα ζηαζεξνπνηνχληαη απφ ηνπο δεζκνχο 

πδξνγφλνπ κεηαμχ ΝΗ θαη CO ζε δηαθνξεηηθέο πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο.
21,22

 Η TTR 

παξάγεηαη ζην ζπθψηη θαη κεηαθέξεη ηε ζπξνεηδή πξσηεΐλε θαη ηε βηηακίλε Α (ξεηηλφιε) 

ζηνπο ηζηνχο, νη νπνίεο είλαη απαξαίηεηεο γηα ηε ζσζηή ιεηηνπξγία ηνπ κεηαβνιηζκνχ ζηνλ 

νξγαληζκφ.
11,20 

 

 

 

 

 

 

 

΢σήμα 2.5: Γνκή ηεο πξσηεΐλεο TTR, α) Φπζηθφ κνλνκεξέο ηεο TTR, β) Έλσζε δχν 

κνλνκεξψλ Α θαη Β, νη θφθθηλεο γξακκέο δειψλνπλ ηνπο δεζκνχο πδξνγφλνπ, γ)+δ) 

Οκνηεηξακεξέο ηεο TTR.
21 
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Πεξηζζφηεξεο απφ εβδνκήληα θπζηθέο κεηαιιάμεηο ηεο πξσηεΐλεο TTR έρνπλ θαηαγξαθεί. 

Οη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο νπνίεο έρνπλ παζνγελή ραξαθηήξα θαη ζρεηίδνληαη κε αλζξψπηλεο 

ακπινεηδείο αζζέλεηεο. ΢πγθεθξηκέλα, ε ζπζζσκάησζε ηεο πξσηεΐλεο ζε ηλίδηα ζπλδέεηαη 

κε ηελ εκθάληζε ηεο ζαλαηεθφξαο αζζέλεηαο Familial Amyloid Polyneuropathy (FAP), 

ζηελ νπνία ηα ηλίδηα ελαπνηίζεληαη ζηα απνκαθξπζκέλα λεχξα ηνπ εγθεθάινπ. Η πην 

ζπρλή κεηάιιαμε πνπ εληνπίδεηαη ζηελ αζζέλεηα απηή είλαη ε αληηθαηάζηαζε ηεο 

κεζεηνλίλεο απφ βαιίλε ζηε ζέζε 30 (TTRV30M), κε κφλε ζεξαπεία κέρξηο ζηηγκήο ηε 

κεηακφζρεπζε ηνπ ήπαηνο. Δπηπιένλ, ε TTR εκπιέθεηαη θαη ζε άιιεο ζαλαηεθφξεο 

αζζέλεηεο ηηο Senile Cardiac Amyloidosis (SCA) θαη Senile Systemic Amyloidosis (SSA), 

φπνπ ε ελαπφζεζε ησλ ηληδίσλ ζπκβαίλεη ζηελ θαξδία.
11,20

 

2.3.1 Αμςλοειδή Ινίδια ηηρ Ππωηεΐνηρ TTR  

΢χκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία, ζηηο κειέηεο πνπ αθνξνχλ ηα ακπινεηδή ηληδία ηεο 

πξσηεΐλεο TTR ρξεζηκνπνηήζεθε είηε νιφθιεξε ε πξσηεΐλε, ή θάπνηα ηκήκαηα απφ ηελ 

αθνινπζία ηεο. ΢πγθεθξηκέλα, ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα πεπηίδηα TTR(10-19) θαη TTR(105-

115) κε ηελ αιιεινπρία Cys-Pro-Leu-Met-Val-Lys-Val-Leu-Asp-Ala (CPLMVKVLDA) 

θαη Tyr-Thr-Ile-Ala-Ala-Leu-Leu-Ser-Pro-Tyr-Ser (YTIAALLSPYS), αληίζηνηρα. Σα 

πεπηίδηα απηά αληηζηνηρνχλ ζηνπο β-θιψλνπο Α θαη G, ηεο θπζηθήο κνξθήο ηεο 

πξσηεΐλεο.
23-26

 Έρεη βξεζεί φηη κπνξνχλ λα ζπζζσκαηψλνληαη εχθνια ζε ακπινεηδή ηλίδηα 

in vitro θαη λα παξνπζηάδνπλ ηα ίδηα δνκηθά γλσξίζκαηα φπσο ζηελ πεξίπησζε ησλ 

αληρλεπκέλσλ ηληδίσλ ζηα φξγαλα αζζελψλ πνπ πάζρνπλ απφ ηελ αζζέλεηα FAP.
24-26

 

Μέρξηο ζηηγκήο, ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηεο πξσηεΐλεο TTR έρνπλ ραξαθηεξηζηεί κε δηάθνξεο 

κεζφδνπο σο πξνο ηε δεπηεξνηαγή ηνπο δνκή, φπσο κε ηε θαζκαηνζθνπία θπθιηθνχ 

δηρξντζκνχ (CD),
27,28

 θζνξηζκφ,
28,29

 ηε θαζκαηνζθνπία αθηίλσλ X
7,10

 θαη ηε 

θαζκαηνζθνπία ππξεληθνχ καγλεηηθνχ ζπληνληζκνχ (ΝMR).
23,24

 Η ηλψδεο κνξθνινγία 

ηνπο ραξαθηεξίζηεθε κε ηε ρξήζε ηεο ειεθηξνληαθήο κηθξνζθνπίαο δηέιεπζεο (TEM)
24,28

 

ελψ κφλν δχν κειέηεο ρξεζηκνπνίεζαλ ηε θαζκαηνζθνπία FTIR γηα ζχγθξηζε ηεο δνκήο 

ησλ ηληδίσλ ζε ζρέζε κε ηε θπζηθή κνξθή.
30,31

 ΢πγθεθξηκέλα, νη Zandomeneghi et al. 

ρξεζηκνπνίεζαλ ηελ ηερληθή FTIR γηα ζχγθξηζε ηεο δνκήο ησλ ηληδίσλ ηεο TTR ζε ζρέζε 

κε ηε θπζηθή δνκή ηεο πξσηεΐλεο κέζσ ησλ κεηαπηψζεσλ ηνπ ακηδίνπ Ι΄,
30

 ελψ νη Dirix et 

al. παξαθνινχζεζαλ ηελ πεξηνρή ακηδίνπ Ι ζην θάζκα IR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) 

θαηά ηε δηάξθεηα ζρεκαηηζκνχ ησλ ηληδίσλ, νχησο ψζηε λα αμηνινγήζνπλ ηηο επηπηψζεηο 

ηεο πδξνζηαηηθήο πίεζεο ζηε ζηαζεξφηεηα ησλ ηληδίσλ.
31

 Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη νη 
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πιήξσο αλεπηπγκέλεο ηλψδεηο δνκέο ζε αληίζεζε κε ηα πξσηντλίδηα, είλαη εμαηξεηηθά 

ζηαζεξέο σο πξνο ηελ πίεζε ιφγσ ηεο ζπκπαγνχο δνκήο πνπ ζρεκαηίδεηαη κέζσ ησλ 

δεζκψλ πδξνγφλνπ.
31

 Σα απνηειέζκαηα απηά επηβεβαηψλνπλ ην κεγάιν ελδηαθέξνλ πνπ 

παξαηεξείηαη ζηε ρξήζε ησλ πςειά νξγαλσκέλσλ ηλσδψλ δνκψλ ζην πεδίν ηεο 

λαλνηερλνινγίαο θαη γεληθά ζηελ επηζηήκε ησλ πιηθψλ.
14

 Δπηπιένλ, ε νκάδα ηνπ Kelly 

έρεη κειεηήζεη ηελ πνξεία ηεο φμηλεο απνηθνδφκεζεο ηεο TTR κε ρξήζε ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο CD. Οη ηειεπηαίνη εηζεγήζεθαλ ηελ παξνπζία ακπινεηδνγελψλ 

ελδηάκεζσλ εηδψλ ζηε δηαδηθαζία ζρεκαηηζκνχ ηληδίσλ.
32,33

 Παξφια απηά, νη κειέηεο 

απηέο δελ αζρνιήζεθαλ κε ηε δπλακηθή ηνπ ζρεκαηηζκνχ ησλ ακπινεηδψλ ηληδίσλ.  

Ιδηαίηεξν ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ε κειέηε NMR ησλ Jaroniec et al. ζηελ νπνία έγηλε 

ζχγθξηζε ηεο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) κέζα ζηε θπζηθή δνκή ηεο πξσηεΐλεο ζε 

ζρέζε κε ηελ ηλψδε ηνπ δνκή.
24

 Ο ππνινγηζκφο ησλ δίεδξσλ γσληψλ υ θαη υ έδεημε φηη ε 

δνκή ηνπ πεπηηδίνπ ζηε θπζηθή ηνπ θαηάζηαζε, δειαδή ζηε δνκή ηεο πξσηεΐλεο, αιιάδεη 

φηαλ ζπζζσκαηψλεηαη ζε ακπινεηδή ηλίδηα. ΢πγθεθξηκέλα, ε ζηξνθή πνπ ζρεκαηίδεηαη 

απφ ηα θαηάινηπα 112-114 (Ser-Pro-Tyr), κε ηελ πξνιίλε ζηε ζέζε 113 (Pro113) λα 

βξίζθεηαη ζηελ ειηθνεηδή πεξηνρή, δελ παξνπζηάδεηαη ζηελ ηλψδε δνκή.
24

 Οη  

πξνηεηλφκελεο δνκέο γηα ην ηκήκα 105-115 ηεο TTR θαη ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 

TTR (105-115)  παξνπζηάδνληαη ζην ΢ρήκα 2.6.   

 

 

΢σήμα 2.6: Γνκέο πνπ ιήθζεθαλ κε α) αθηίλεο-Υ ηνπ ηκήκαηνο ηεο πξσηεΐλεο TTR 105-

115 ζηε θπζηθή ηνπ θαηάζηαζε θαη β) ΝMR ησλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115).
24

   

Γεδνκέλνπ φηη ην πεπηίδην TTR(105-115) ζρεκαηίδεη ηλίδηα in vitro, κπνξεί λα απνηειέζεη 

ηδαληθφ πξφηππν γηα ηε κειέηε ζρεκαηηζκνχ ακπινεηδψλ ηληδίσλ. Δληνχηνηο, θακία κειέηε 

αθηίλσλ Υ δελ αζρνιήζεθε κε ηε δνκή ηνπ “απνκνλσκέλνπ” πεπηηδίνπ ζην θπζηθφ ηνπ 

πεξηβάιινλ, ελψ κφλν κηα κειέηε πξφηεηλε κηα πηζαλή δνκή ηνπ πεπηηδίνπ ζην δηάιπκα 

ρξεζηκνπνηψληαο ηε θαζκαηνζθνπία ΝΜR.
34 

΢πγθεθξηκέλα νη Jarvis et al. πξφηεηλαλ φηη 
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ζε κηα πηζαλή δνκή πεξηιακβάλεηαη ν ζρεκαηηζκφο ζηξνθήο ή έιηθαο, ζε αληίζεζε κε ηελ 

εθηεηακέλε δηακφξθσζε πνπ παξνπζηάδεη ην πεπηίδην θαζψο ζπζζσκαηψλεηαη ζηελ ηλψδε 

δνκή.
34 

2.4 Φαζμαηοζκοπία ΢ςνηονιζμού Raman 

Σν θαηλφκελν ζην νπνίν παξαηεξείηαη αχμεζε ζηελ έληαζε ηεο ζθεδαδφκελεο 

αθηηλνβνιίαο φηαλ ε ελέξγεηα ηνπ πξνζπίπηνληνο θσηνλίνπ (vo) ζπκπέζεη κε ηελ ελέξγεηα 

δηέγεξζεο ηνπ ζπζηήκαηνο ζε θάπνηα αλψηεξε ειεθηξνληαθή θαηάζηαζε νλνκάδεηαη 

υαινόμενο σσντονισμού Raman. Ο ζπληνληζκφο πνπ πξνθαιείηαη έρεη ζαλ απνηέιεζκα ηελ 

επηιεθηηθή ελίζρπζε κηαο ζπγθεθξηκέλεο ρξσκνθφξαο νκάδαο ηνπ κνξίνπ (νκάδα αηφκσλ 

πνπ απνξξνθνχλ αθηηλνβνιία ζε θάπνηα πεξηνρή ηνπ ειεθηξνκαγλεηηθνχ θάζκαηνο) πνπ 

ζρεηίδεηαη κε ηε ζπγθεθξηκέλε κεηάπησζε. ΢ηελ πεξίπησζε απηή, ε έληαζε ησλ θνξπθψλ 

Raman πνπ νθείινληαη ζηηο ρξσκνθφξεο νκάδεο εληζρχεηαη θαηά έλα παξάγνληα 10
3
 θαη 

10
5
.
35

 Η επηιεθηηθή ελίζρπζε νξηζκέλσλ δνλήζεσλ πνπ επηηπγράλεηαη κε ηε ρξήζε ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο ζπληνληζκνχ Raman (RR) είλαη ηδηαίηεξα ζεκαληηθή γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε δνλήζεσλ ζε πνιχπινθα θάζκαηα θαζψο επίζεο γηα ηνλ εληνπηζκφ ησλ 

ειεθηξνληαθψλ κεηαπηψζεσλ ζηα θάζκαηα απνξξφθεζεο. Η θαζκαηνζθνπία RR ηπγράλεη 

επξείαο εθαξκνγήο ζηε κειέηε βηνινγηθψλ ζπζηεκάησλ. Γεληθφηεξα, απνηειεί έλα 

πνιχηηκν εξγαιείν γηα ηελ εμαζθάιηζε ρξήζηκσλ πιεξνθνξηψλ ζρεηηθά κε ηελ πξσηετληθή 

δνκή θαη ηε δηαδηθαζία αλαδίπισζεο.  

Η θαηαλφεζε ηεο δνκήο, ηεο δπλακηθήο θαη ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ πξσηετλψλ απαηηεί ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο δεπηεξνηαγνχο ηνπο δνκήο. Γηα ηε δηεξεχλεζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο 

θαη ηεο δηαδηθαζίαο αλαδίπισζεο ησλ πξσηετλψλ, ρξεζηκνπνηνχληαη θπξίσο ε πεξίζιαζε 

αθηίλσλ-Υ, θαη ε θαζκαηνζθνπία ππξεληθνχ καγλεηηθνχ ζπληνληζκνχ (NMR). Η 

πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ αλακθηζβήηεηα απνηειεί έλα πνιχ θαιφ εξγαιείν γηα κειέηεο 

πξσηετληθήο δνκήο ζηε ζηεξεή θαηάζηαζε. Δληνχηνηο ε δνκή πνπ αλαπηχζζνπλ νη 

πξσηεΐλεο ζην θπζηθφ ηνπο πεξηβάιινλ κπνξεί λα δηαθέξεη απφ ηε δνκή πνπ δηαζέηνπλ 

ζηε ζηεξεή θάζε. Η θαζκαηνζθνπία NMR είλαη θαηάιιειε γηα ηε κειέηε πξσηετληθψλ 

δηαιπκάησλ πςειήο ζπγθέληξσζεο ζε πξσηεΐλε εάλ ε δπλακηθή ηεο δηεξγαζίαο 

αλαδίπισζήο ηνπο είλαη ηεο ηάμεο ησλ msec. Αληίζεηα, άιιεο θαζκαηνζθνπηθέο ηερληθέο 

πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη επηηξέπνπλ ηε κειέηε ησλ πξσηετλψλ ζε ρακειέο ζπγθεληξψζεηο 

θαζψο θαη ηελ παξαθνινχζεζε γξήγνξσλ δπλακηθψλ δηεξγαζηψλ αλαδίπισζεο. ΢ε απηέο 

ηηο θαζκαηνζθνπηθέο ηερληθέο πεξηιακβάλνληαη ε ππεξηψδεο (UV), ε νξαηή (VIS) θαη ε 
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ππέξπζξε (IR) απνξξφθεζε, ν θπθιηθφο δηρξντζκφο (CD), ν θζνξηζκφο θαη ε 

θαζκαηνζθνπία Raman.
36-38 

Η θαζκαηνζθνπία RR απνηειεί ηζρπξφ εξγαιείν γηα ηε κειέηε ηεο πξσηετληθήο δνκήο 

ζηελ πγξή θάζε. Η ηθαλφηεηα ηεο RR λα εμεηάδεη επηιεθηηθά ηηο δνλήζεηο κηαο 

ζπγθεθξηκέλεο ρξσκνθφξαο νκάδαο απινπνηεί ηε θαζκαηηθή αλάιπζε. ΢ηα 

πιενλεθηήκαηα ηεο κεζφδνπ ζε ζρέζε κε άιιεο θαζκαηνζθνπηθέο ηερληθέο 

πεξηιακβάλνληαη επίζεο ε κηθξή πνζφηεηα απαηηνχκελνπ δείγκαηνο θαη ε θαζκαηηθή 

επαηζζεζία πνπ παξνπζηάδεη ζηηο πεξηβαιινληηθέο αιιαγέο (pH, ζεξκνθξαζίαο). Σν 

ζεκαληηθφηεξν πιενλέθηεκα ηεο θαζκαηνζθνπίαο RR ζε ζρέζε κε ηε θαζκαηνζθνπία IR 

είλαη ε ειάρηζηε παξεκπφδηζε απφ ην λεξφ θαζηζηψληαο δπλαηή ηε ιήςε θαζκάησλ απφ 

πδαηηθά δηαιπκάηα.
35

 

2.4.1 Απόλςηερ Γιαηομέρ ΢κεδαζμού 

Η ζρέζε κεηαμχ ηεο δνκηθήο εμέιημεο ηεο δηεγεξκέλεο θαηάζηαζεο θαη ηεο απφιπηεο 

δηαηνκήο Raman παξνπζηάζηεθε απφ ηνπο Lee θαη Heller, νη νπνίνη έθαλαλ ρξήζε ηεο 

ρξνληθά εμαξηψκελεο ζεσξίαο δηαηαξαρψλ. Με απηή ηνπο ηελ πξνζέγγηζε, ε εμίζσζε πνπ 

ζπλδέεη ηε δηαηνκή ζθεδαζκνχ Raman (ζR) κε ηε δνκηθή εμέιημε ηεο δηεγεξκέλεο 

θαηάζηαζεο δίλεηαη απφ ηελ  Δμίζσζε 2.1.
39,40

  

 

 ( 2.1) 

  

΢ηελ πην πάλσ έθθξαζε, Μeg είλαη ε δηπνιηθή ξνπή κεηάπησζεο θαη Ε1 θαη Εs είλαη νη 

ελέξγεηεο πξφζπησζεο θαη ζθέδαζεο, αληίζηνηρα. Δπηπιένλ Εi είλαη ε ελέξγεηα δφλεζεο 

θαη Ε00 είλαη ε δηαθνξά ηεο ελέξγεηαο κεηαμχ ηεο ζεκειηψδνπο θαη ηεο δηεγεξκέλεο 

θαηάζηαζεο. Η Η(Ε00) ζρεηίδεηαη κε ηελ αλνκνηνγελή δηαπιάηπλζε πνπ αληηζηνηρεί ζηελ 

θαηαλνκή Gauss ησλ ελεξγεηψλ κεηάπησζεο Ε00 κεηαμχ ησλ ζεκειησδψλ δνλεηηθψλ 

επηπέδσλ ζηε βαζηθή θαη δηεγεξκέλε ειεθηξνληαθή θαηάζηαζε θαη πνπ ζρεηίδεηαη κε 

πεξηβαιινληηθέο αιιειεπηδξάζεηο. Η νκνηνγελήο δηαπιάηπλζε πνπ αληηζηνηρεί ζηε 

δηεγεξκέλε θαηάζηαζε δίλεηαη απφ ηε ζπλάξηεζε D(t) (
2 2 2t /e , φπνπ Γ είλαη κε ην 

νκνηνγελέο γξακκηθφ πιάηνο) ζηελ πεξίπησζε ηεο Λνξεληδηαλήο θαηαλνκήο. Η 

νκνηνγελήο δηαπιάηπλζε κπνξεί λα πεξηγξάθεηαη επίζεο απφ θαηαλνκή Gauss. Σν 

νκνηνγελέο γξακκηθφ πιάηνο πεξηιακβάλεη ζπλεηζθνξέο απφ ηελ απνδηέγεξζε πιεζπζκνχ 
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ηεο δηεγεξκέλεο θαηάζηαζεο πνπ νθείιεηαη ζε κνξηαθέο ζπγθξνχζεηο ή ζην κηθξφ ρξφλν 

εκηδσήο ησλ δηεγεξκέλσλ θαηαζηάζεσλ, θαζψο θαη ηεο αιιαγήο θάζεο. Δπνκέλσο, ε 

απφιπηε δηαηνκή ζθεδαζκνχ Raman εμαξηάηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ ηηο πεξηβαιινληηθέο 

ζπλζήθεο θαη απφ ην ρξφλν εκηδσήο ησλ δηεγεξκέλσλ θαηαζηάζεσλ. Η ζεκαληηθφηεξε 

φκσο έθθξαζε ζηε ζρέζε ηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνχ είλαη ην νινθιήξσκα ρξνληθήο 

ζπζρέηηζεο ( )f i t , κία πνιπδηάζηαηε ζπλάξηεζε. Οη εληάζεηο ζπληνληζκνχ Raman 

εμαξηψληαη απφ ην νινθιήξσκα επηθάιπςεο ( )f i t ην νπνίν αληηζηνηρεί ζηελ επηθάιπςε 

ησλ θπκαηνζπλαξηήζεσλ ηεο ηειηθήο θαηάζηαζεο ηεο δηαδηθαζίαο Raman θαη ηεο αξρηθήο 

θαηάζηαζεο πνπ εμειίζζεηαη ππφ ηελ επίδξαζε ηεο Υακηιησλεηαλήο ηεο δηεγεξκέλεο 

θαηάζηαζεο. Μηα απινχζηεξε πξνζέγγηζε γηα ηελ αμηνιφγεζε ησλ πνιπδηάζηαησλ φξσλ 

Franck-Condon είλαη λα ππνζέζνπκε φηη ε ζεκειηψδεο θαη βαζηθή θαηάζηαζε κηαο 

δπλακηθήο επηθάλεηαο είλαη παλνκνηφηππεο θαη ε κφλε δηαθνξά ηνπο είλαη ε ζέζε 

ηζνξξνπίαο ηνπο. Oη ζπρλφηεηεο δφλεζεο θαη νη θαλνληθέο ζπληεηαγκέλεο είλαη 

παλνκνηφηππεο θαη ζηε βαζηθή θαη ζηε δηεγεξκέλε θαηάζηαζε, θαη επνκέλσο έλα ζχζηεκα 

κε Ν ηξφπνπο δφλεζεο κπνξεί λα αλαπαξαζηαζεί σο έλα άζξνηζκα απφ αλεμάξηεηα δεχγε 

αξκνληθψλ ηαιαλησηψλ, φπσο θαίλεηαη ζην ΢ρήκα 2.7. Κάζε βαζκφο ειεπζεξίαο 

πεξηγξάθεηαη απφ έλα δεχγνο κε ζπρλφηεηα v θαη δηαθνξά σο πξνο ηε ζέζε ηζνξξνπίαο 

Γ.
39 

Δπνκέλσο νη επηθαιχςεηο Franck-Condon κπνξνχλ λα νξηζηνχλ σο απινί κνλνδηάζηαηνη 

φξνη ζχκθσλα κε ηελ Δμίζσζε 2.2: 

1

( ) ( ) ( )


 
N

i

f i t f i t i i t  (2.2) 

 Όπσο θαίλεηαη ζην ΢ρήκα 2.7, ν φξνο απηφο δίλεηαη ζπλαξηήζεη ηνπ ρξνληθά 

εμαξηψκελνπ παξάγνληα Franck-Condon, παξάγνληαο πνπ γίλεηαη πεπεξαζκέλνο εμαηηίαο 

ηεο δηαθνξάο ηεο γεσκεηξίαο κεηαμχ ηεο ζεκειηψδνπο θαη δηεγεξκέλεο θαηάζηαζεο. 

Δπνκέλσο, ε παξαηήξεζε ησλ εληάζεσλ ζπληνληζκνχ Raman απνηειεί έλδεημε ηεο 

δνκηθήο εμέιημεο ηεο δηεγεξκέλεο θαηάζηαζεο.
40 
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΢σήμα 2.7: ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο ρξνληθά εμαξηψκελεο ζεσξίαο δηαηαξαρψλ γηα ην 

ζπληνληζκφ Raman.
40

 

Πεηξακαηηθά ε δηαηνκή ζθεδαζκνχ γηα θάζε δφλεζε ηνπ εμεηαδφκελνπ δείγκαηνο ζε 

ζρέζε κε έλα εζσηεξηθφ πξφηππν ππνινγίδεηαη κέζσ ηεο Δμίζσζεο 2.3:
41

      

(1 2 )
(1 )

(1 2 )
(1 )

x standard
x x

standard
standard x

standard

I c

I c







 
  


 

  

 (2.3) 

φπνπ σR ε δηαηνκή ζθεδαζκνχ Raman ηεο δφλεζεο λ(x), ρ ν ιφγνο απνπφισζεο γηα ηε 

ζπγθεθξηκέλε κεηάπησζε, C είλαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ δείγκαηνο θαη ηνπ εζσηεξηθνχ 

πξνηχπνπ, θαη ( x )I  θαη iI  είλαη νη πεηξακαηηθέο εληάζεηο ηεο εμεηαδφκελεο θνξπθήο θαη 

ηνπ εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ, αληίζηνηρα.  

2.4.2 Δζωηεπικά Ππόηςπα και Απόλςηερ Δνηάζειρ Raman  

΢εκαληηθέο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ην ηνπηθφ πεξηβάιινλ ησλ πξσηετληθψλ αξσκαηηθψλ 

θαηαινίπσλ κπνξνχλ λα ιεθζνχλ κέζσ ηνπ ππνινγηζκνχ ησλ δηαηνκψλ ζθεδαζκνχ, νη 

νπνίεο ζρεηίδνληαη άκεζα κε ηηο εληάζεηο ησλ θνξπθψλ ζηα θάζκαηα Raman.
38,42

 Ο 

ππνινγηζκφο ησλ δηαηνκψλ ζθεδαζκνχ ζπγθεθξηκέλσλ δνλήζεσλ επηηπγράλεηαη κέζσ ηεο 

ζχγθξηζεο ηεο έληαζεο ησλ εμεηαδνκέλσλ θνξπθψλ ζε ζρέζε κε ηελ θνξπθή ελφο 

εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ πνπ πεξηέρεηαη ζην ππφ αλάιπζε δείγκα.
43 

Ο ππνινγηζκφο κπνξεί λα 

κεηαηξαπεί ζε απφιπηε θιίκαθα εθφζνλ ε απφιπηε δηαηνκή ζθεδαζκνχ ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο θνξπθήο ηνπ εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ είλαη ήδε γλσζηή.  

Η επηινγή ελφο θαηάιιεινπ εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ βαζίδεηαη ζηελ παξνπζία ηνπιάρηζηνλ 

κηαο νμείαο θνξπθήο ζηελ πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο πνπ εμεηάδεηαη.  Έλα ηδαληθφ εζσηεξηθφ 

Γα
λά
τει
α Κ

. Π
ιερ
ίδο
υ



 ΚΔΦΑΛΑΙΟ 2: ΘΔΩΡΗΣΙΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

 | 18  

 

πξφηππν πξέπεη λα βξίζθεηαη ζε ρακειέο ζπγθεληξψζεηο, λα κελ παξνπζηάδεη νπνηαδήπνηε 

θαζκαηηθή επηθάιπςε ή θαζκαηηθή αιιειεπίδξαζε πξνθαιψληαο αιιαγή ζηε δνκή ησλ 

πξσηετλψλ ή ζηε δξαζηηθφηεηά ηνπο. Δπηπιένλ, ηα εζσηεξηθά πξφηππα δελ πξέπεη λα είλαη 

θσηνρεκηθά ελεξγά θαη λα απνξξνθνχλ ζην κήθνο θχκαηνο δηέγεξζεο ησλ θαζκάησλ 

Raman.
41,43 

Tα εζσηεξηθά πξφηππα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη εθηεηακέλα ζηηο βηνινγηθέο κειέηεο είλαη 

ζπλήζσο ηα άιαηα ClO4
-
, NO3

-
, SO4

2-
.
38,42,44

 Σα εζσηεξηθά πξφηππα απηά εκθαλίδνπλ 

θνξπθέο ζηα θάζκαηα Raman, νη νπνίεο είλαη ήδε γλσζηέο απφ ηε βηβιηνγξαθία θαη 

επηπιένλ έρεη απνδεηρζεί φηη παξακέλνπλ ακεηάβιεηεο σο πξνο ηε ζπρλφηεηα ή έληαζή 

ηνπο ζε νπνηαδήπνηε αιιαγή ζηηο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο (ζεξκνθξαζία, pH, 

ζπγθέληξσζε, ηνληηθή ηζρχο).
41

 Οη απφιπηεο δηαηνκέο ζθεδαζκνχ Raman γηα ηα ClO4
- 
θαη 

SO4
2-

 έρνπλ πξνζδηνξηζηεί απφ αξθεηέο εξεπλεηηθέο νκάδεο.
41,45,46 

Μεξηθέο απφ απηέο ηηο 

κειέηεο παξνπζίαζαλ πεηξακαηηθέο ηηκέο γηα ηηο δηαηνκέο ζθεδαζκνχ, ελψ άιιεο 

πξνζδηφξηζαλ κε ζεσξεηηθέο κειέηεο ηηο δηαηνκέο ζθεδαζκνχ ρξεζηκνπνηψληαο 

πξνζνκνίσζε ηνπ φξνπ Α (φξνο ζπληνληζκνχ) ζε ήδε γλσζηέο ηηκέο.
47,48

 Δπηπιένλ, νη 

Song θαη Asher ππνιφγηζαλ ηηο δηαηνκέο ζθεδαζκνχ εζσηεξηθψλ πξνηχπσλ ζε κήθε 

θχκαηνο απφ 218 κέρξη 514.5 nm θαη έδεημαλ φηη ηα cacodylic acid ((CH3)2AsO2H) θαη 

sodium selenate (SeO4
2-

) κπνξνχλ επίζεο λα ρξεζηκνπνηεζνχλ σο εζσηεξηθά πξφηππα 

ζηελ πεξηνρή ηνπ ππεξηψδνπο, δεδνκέλνπ φηη παξνπζηάδνπλ πέληε θνξέο κεγαιχηεξε 

δηαηνκή ζθεδαζκνχ ζε ζρέζε κε ηα ClO4
-
, SO4

2-
 πνπ επίζεο ππνινγίζηεθαλ ζηελ ίδηα 

κειέηε.
41

 Δπνκέλσο ηα (CH3)2AsO2
-
 θαη SeO4

2- 
κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ σο 

εζσηεξηθά πξφηππα γηα ηε κειέηε ηεο πξσηετληθήο δνκήο αθνχ ε ζπγθέληξσζή ηνπο ζην 

δηάιπκα κπνξεί λα θξαηεζεί ζε ρακειά επίπεδα, επηδξψληαο έηζη ιηγφηεξν ζηελ ηνληηθή 

ηζρχ ηνπ πξσηετληθνχ δηαιχκαηνο. 
 

΢ε κεξηθέο κειέηεο βηνινγηθψλ ζπζηεκάησλ έρεη παξαηεξεζεί φηη δελ κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί σο εζσηεξηθφ πξφηππν θαλέλα απφ ηα ζπλήζε άιαηα φπσο ClO4
- 
θαη SO4

2
, 

αθνχ έρεη παξαηεξεζεί φηη νη πςειέο ζπγθεληξψζεηο ησλ πξνηχπσλ απηψλ πξνθαινχλ 

αιιαγή ζηελ ηνληηθή ηζρχ ηνπ δείγκαηνο θαη επηπιένλ επηηαρχλνπλ ηε δηαδηθαζία ηεο 

ζπζζσκάησζεο ηνπ πξσηετληθνχ δείγκαηνο. Δπνκέλσο, ζηηο πεξηπηψζεηο απηέο είλαη 

αλαγθαία ε ρξήζε ηνπ ίδηνπ ηνπ δηαιχηε σο εζσηεξηθφ πξφηππν αλ θαη εθφζνλ 

παξνπζηάδεη θνξπθή ζηελ πεξηνρή ε νπνία κειεηάηαη. ΢ε πδαηηθά δηαιχκαηα πξσηετληθψλ 

ζπζηεκάησλ ρξεζηκνπνηείηαη ζπρλά σο εζσηεξηθφ πξφηππν ε δφλεζε ηάζεο ΟΗ ή θάκςεο 

ηνπ λεξνχ ζηα ~3400 θαη ~1650 cm
-1

, αληίζηνηρα.
45 
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y

z

III

I

Διεύθσνζη διάδοζης

Διεύθσνζη παραηήρηζης

2.4.3 Λόγορ Αποπόλωζηρ Raman 

Μεηά απφ ηελ αιιειεπίδξαζε ηνπ θσηφο κε έλα ζχζηεκα, ε ζθεδαδφκελε αθηηλνβνιία 

έρεη πνιιέο θνξέο δηαθνξνπνηεκέλεο ηδηφηεηεο πφισζεο απφ απηέο ηεο πξνζπίπηνπζαο. Η 

ζπκπεξηθνξά ηνπ ζπζηήκαηνο ζε κηα θαζνξηζκέλε πξνζπίπηνπζα αθηηλνβνιία εμαξηάηαη 

απφ ηε ζπκκεηξία ηνπ κνξίνπ πνπ ζθεδάδεη. Έλα κέγεζνο πνπ πνζνηηθνπνηεί ηηο αιιαγέο 

ζηελ πφισζε ηνπ θσηφο είλαη ν ιφγνο απνπφισζεο (depolarization ratio) ρ. Ο ιφγνο 

απνπφισζεο κηαο θνξπθήο Raman παξέρεη πνιχηηκεο πιεξνθνξίεο γηα ηε ζπκκεηξία ηεο 

δφλεζεο πνπ αληηζηνηρεί ζηελ θνξπθή θαη ε νπνία είλαη απαξαίηεηε ζηελ απφδνζε ηεο 

θνξπθήο ζε έλαλ απφ ηνπο θαλνληθνχο ηξφπνπο δφλεζεο ηνπ κνξίνπ.
35

  

Γηα ηνλ νξηζκφ ηνπ ιφγνπ απνπφισζεο πξέπεη λα νξηζηεί ην επίπεδν πφισζεο (yz) σο ην 

επίπεδν πνπ θαζνξίδνπλ ε δηεχζπλζε δηάδνζεο ηεο πξνζπίπηνπζαο ζην ζχζηεκα 

αθηηλνβνιίαο κε ηε δηεχζπλζε παξαηήξεζεο ηεο ζθεδαδφκελεο αθηηλνβνιίαο. ΢ην ΢ρήκα 

2.8 παξνπζηάδεηαη έλα ζχζηεκα θαξηεζηαλψλ ζπληεηαγκέλσλ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ 

ππνινγηζκφ ησλ ιφγσλ απνπνιψζεο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

΢σήμα  2.8: Γεσκεηξία ζθέδαζεο (ηα απιά βέιε παξηζηάλνπλ ηε δηεχζπλζε δηάδνζεο θαη 

ηα δηπιά βέιε ηε δηεχζπλζε πφισζεο ηνπ θσηφο).
35

  

Αλ ε πξνζπίπηνπζα αθηηλνβνιία είλαη γξακκηθά πνισκέλε κε δηεχζπλζε πφισζεο θάζεηε 

ζηνλ άμνλα y θαη ζην επίπεδν yz ηφηε ν ιφγνο απνπφισζεο ρ νξίδεηαη σο ην πειίθν ηεο 

έληαζεο ηεο ζθεδαδφκελεο αθηηλνβνιίαο ζπγθεθξηκέλνπ κήθνπο θχκαηνο κε πφισζε 

θάζεηε ζην επίπεδν yz πξνο ηελ έληαζε ηεο αθηηλνβνιίαο ηνπ ίδηνπ κήθνπο θχκαηνο κε 

πφισζε παξάιιειε ζην επίπεδν yz. Ο ιφγνο απνπφισζεο ρ δίλεηαη απφ ηελ αθφινπζε 

Δμίζσζε: 
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  (2.4) 

 

Πεηξακαηηθά, ν ιφγνο απνπφισζεο κπνξεί λα κεηξεζεί κε ηελ παξεκβνιή ελφο πνισηή 

θσηφο κεηαμχ δείγκαηνο θαη laser. Σα θάζκαηα ιακβάλνληαη κε ηνπνζέηεζε ηνπ άμνλα 

ηνπ πνισηή παξάιιεια αξρηθά σο πξνο ην επίπεδν xz θαη ζηε ζπλέρεηα σο πξνο ην xy. ΢ηε 

ζπλήζε ζθέδαζε Raman, φηαλ δειαδή ε ζπρλφηεηα δηέγεξζεο ηνπ κνξίνπ είλαη καθξηά 

απφ ηε δψλε απνξξφθεζεο, ν ηαλπζηήο ηεο πνισζηκφηεηαο α είλαη ζπκκεηξηθφο (π.ρ. 

αxy=ayx). Ο ηαλπζηήο α ραξαθηεξίδεηαη απφ δχν πνζφηεηεο, νη νπνίεο δελ κεηαβάιινληαη 

κε ηνλ πξνζαλαηνιηζκφ ηνπ κνξίνπ ζην ρψξν, ηε κέζε πνισζηκφηεηα g
o
 θαη ηε 

αληζνηξνπία g
s
. Η πξψηε απνηειεί ην ηζνηξνπηθφ κέξνο ηνπ ηαλπζηή, ελψ ε δεχηεξε 

απνηειεί κέηξν ηνπ βαζκνχ απφθιηζεο ηνπ ειιεηςνεηδνχο πνισζηκφηεηαο απφ κηα ζθαίξα: 

0 2

2 2 2 2 2 2

1
( )

3

1 1
( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )

3 2

xx yy zz

s

xx yy yy zz zz xx xy yx yz zy xz zx

g a a a

g a a a a a a a a a a a a

  

                 

 

Η απεηθφληζε ηνπ ζπλφινπ ησλ ηπραία πξνζαλαηνιηζκέλσλ κνξίσλ κε έλα κέζν κφξην 

πξνζαλαηνιηζκέλν ζχκθσλα κε ηνπο θαηάιιεια επηιεγκέλνπο άμνλεο δίλεη ηε δπλαηφηεηα 

ηαπηνπνίεζεο δχν ηχπσλ πξνζαλαηνιηζκέλεο ζθέδαζεο. ΢πγθεθξηκέλα, παξαηεξείηαη ε 

ηζνηξνπηθή ζθέδαζε ε νπνία πξνέξρεηαη απφ ηα επαγφκελα δίπνια πνπ είλαη 

πξνζαλαηνιηζκέλα ζηελ ίδηα θαηεχζπλζε κε ην άλπζκα ηνπ ειεθηξηθνχ πεδίνπ ηεο 

πξνζπίπηνπζαο αθηηλνβνιίαο (Ι) θαη ηελ αληζνηξνπηθή ζθέδαζε πνπ πξνέξρεηαη απφ ηα 

επαγφκελα δίπνια πνπ είλαη πξνζαλαηνιηζκέλα ζε θάζεην επίπεδν απφ απηφ ηνπ 

αλχζκαηνο ηνπ ειεθηξηθνχ πεδίνπ ηεο πξνζπίπηνπζαο αθηηλνβνιίαο (ΙΙΙ). Ο ιφγνο 

απνπφισζεο ρ δίλεηαη απφ ηελ Δμίζσζε 2.5: 

0

3

10 4

s

p s

g

g g
 


 (2.5) 

Γηα κηα κε εληειψο ζπκκεηξηθή δφλεζε φπνπ ην  g
o 

= 0, ν ιφγνο απνπφισζεο παίξλεη ηε 

κέγηζηε ηηκή ρ = 3/4 θαη ε αληίζηνηρε θνξπθή Raman ραξαθηεξίδεηαη σο απνπνισκέλε. 

Γηα ηηο πεξηπηψζεηο εληειψο ζπκκεηξηθψλ θαλνληθψλ ηξφπσλ δφλεζεο γηα ηηο νπνίεο g
o 

≠ 

0, ν ιφγνο απνπφισζεο παίξλεη ηηκέο ζην δηάζηεκα 0 ≤ ρ < 3/4 θαη νη δνλήζεηο 

ραξαθηεξίδνληαη σο πνισκέλεο.
35,49 
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Όηαλ ε ζπρλφηεηα ηεο πξνζπίπηνπζαο αθηηλνβνιίαο vo ζπκπίπηεη κε απηήλ ηεο 

ειεθηξνληαθήο κεηάπησζεο ηνπ κνξίνπ απφ φπνπ πξνθχπηεη ν ζπληνληζκφο Raman, o 

ηαλπζηήο ηεο πνισζηκφηεηαο γίλεηαη αζχκκεηξνο (π.ρ. αxy ≠ αyx). ΢ηελ πεξίπησζε απηή 

απαηηείηαη θαη έλαο ηξίηνο φξνο g
α
 γηα λα εθθξάζεη ηελ αληηζπκκεηξηθφηεηα ηνπ ηαλπζηή 

ηεο πνισζηκφηεηαο α:  

2 2 21
( ) ( ) ( )

2

a

xy yx xz zx yz zyg a a a a a a         

 ΢ηελ πεξίπησζε απηή ν ιφγνο απνπφισζεο εθθξάδεηαη απφ ηελ Δμίζσζε 2.6: 

0

3 5

10 4

s a

p s

g g

g g






 (2.6) 

 Καηά ην θαηλφκελν ηνπ ζπληνληζκνχ Raman είλαη δπλαηφ λα δηαθξηζνχλ δχν γεληθέο 

πεξηπηψζεηο ελίζρπζεο ησλ εληάζεσλ ησλ θνξπθψλ Raman. ΢ηελ πξψηε πεξίπησζε φηαλ 

ζην θαηλφκελν ζπληνληζκνχ εκπιέθεηαη κφλν κία ειεθηξνληαθή θαηάζηαζε, ε ελίζρπζε 

απηή ηεο έληαζεο αθνξά κφλν ζηηο εληειψο ζπκκεηξηθέο δνλήζεηο ηνπ κνξίνπ. Ο ιφγνο 

απνπφισζεο ησλ θνξπθψλ απηψλ πξνβιέπεηαη λα έρεη ηελ ηηκή ρ =1/3. ΢ηε δεχηεξε 

πεξίπησζε φηαλ ζην θαηλφκελν ζπληνληζκνχ εκπιέθνληαη δχν δηεγεξκέλεο ειεθηξνληαθέο 

θαηαζηάζεηο, ε ελίζρπζε απηήο ηεο έληαζεο αθνξά φιεο ηηο δνλήζεηο ηνπ κνξίνπ. Ο ιφγνο 

απνπφισζεο ησλ θνξπθψλ απηψλ πξνβιέπεηαη λα έρεη ηελ ηηκή ρ=1/8. Πξέπεη λα 

ζεκεησζεί φηη απφ ηνλ θαλφλα επηινγήο ζηα θάζκαηα ζπληνληζκνχ Raman νη ηξφπνη 

δφλεζεο πνπ θπξίσο παξαηεξνχληαη είλαη νη εληειψο ζπκκεηξηθνί.
35,49

 

2.5 Δθαπμογέρ ηηρ Φαζμαηοζκοπίαρ ΢ςνηονιζμού Raman ζε Βιολογικά ΢ςζηήμαηα 

Η θαζκαηνζθνπία ζπληνληζκνχ Raman ρξεζηκνπνηείηαη εθηεηακέλα ζηε κειέηε 

βηνινγηθψλ ζπζηεκάησλ. Με ηε θαζκαηνζθνπία ζπληνληζκνχ κπνξνχλ λα κειεηεζνχλ 

ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρέο ησλ καθξνκνξίσλ κε εθιεθηηθή δηέγεξζε ησλ ειεθηξνλίσλ ησλ 

ρξσκνθφξσλ νκάδσλ πνπ αλήθνπλ ζηηο πεξηνρέο απηέο. ΢πγθεθξηκέλα, κπνξνχλ λα 

δηεξεπλεζνχλ ηνπηθέο δνκηθέο αιιαγέο πνπ νθείινληαη ζηηο νκάδεο ακηδίνπ, αξσκαηηθέο 

πιεπξηθέο αιπζίδεο, θαη πξσηετληθά ζπλέλδπκα, κε δηέγεξζε ζην ππεξηψδεο.
18,36-38,50-57

 Η 

θαζκαηνζθνπία ζπληνληζκνχ Raman επηηξέπεη ηε κειέηε ηνπ ηνπηθνχ πεξηβάιινληνο ησλ 

αξσκαηηθψλ θαηαινίπσλ ησλ πξσηετλψλ/πεπηηδίσλ, αθνχ ε δηαηνκή ζθεδαζκνχ ησλ 

ακηλνμέσλ απηψλ δίλεη άκεζεο πιεξνθνξίεο ζε ζρέζε κε ηελ έθζεζή ηνπο ζην 

δηαιχηε.
36,38,42
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Am Ι Am ΙΙ Am ΙΙΙ 

C N

R H

O R

C N

R H

O R

C N

R H

O R

2.5.1 Μελέηη Γεςηεποηαγούρ Γομήρ ηων Ππωηεϊνών 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ησλ πξσηετληθψλ ζπζηεκάησλ επηηπγράλεηαη 

κε δηέγεξζε ζηε βαζηά ππεξηψδε πεξηνρή, δειαδή γχξσ ζηα ~200 nm, εληζρχνληαο 

ζπληνληζηηθά ην ζθεδαζκφ Raman απφ ην ρξσκνθφξν ακίδην (ε θνξπθή απνξξφθεζεο 

π→π* βξίζθεηαη ζηα 195 nm), ν νπνίνο είλαη επαίζζεηνο ζηηο δίεδξεο γσλίεο υ θαη υ, 

δίλνληαο άκεζεο πνζνηηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηε δεπηεξνηαγή δνκή ησλ πξσηετλψλ. Η 

παξαηήξεζε ησλ ζπρλνηήησλ ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ θνξπθψλ Am Ι, ΙΙ, ή ΙΙΙ θαη Cα-H ζην 

θάζκα Raman παξέρεη ελδείμεηο ζρεηηθά κε ην είδνο ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο κηαο 

πξσηεΐλεο (α-έιηθα, β-πηπρσηή επηθάλεηα, β-ζηξνθή, ηπραίν ζπείξσκα).
18,36,53,58-61

 ΢ην 

΢ρήκα 2.9 παξνπζηάδνληαη νη ραξαθηεξηζηηθνί ηξφπνη δφλεζεο ηνπ ακηδίνπ πνπ κπνξνχλ 

λα παξαηεξεζνχλ ζηα θάζκαηα Raman.
62 

 

 

 

 

 

 

΢σήμα 2.9: Σξφπνη δφλεζεο ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ.
62 

Η δφλεζε ηνπ Am Ι πξνθχπηεη θπξίσο απφ ηε δφλεζε ηάζεο ηνπ C=O κε κηθξφηεξε 

ζπλεηζθνξά απφ ηε δφλεζε ηάζεο ηνπ δεζκνχ C-N θαη ηε δφλεζε θάκςεο ηνπ δεζκνχ N-

H. Η ακηδηθή δψλε ΙΙ εκθαλίδεηαη πνιχ αζζελήο ζηα θάζκαηα Raman θαη νθείιεηαη ζηελ 

εληφο θάζεο ηάζε ηνπ δεζκνχ Ν-Η θαη ζηελ θάκςε ηνπ δεζκνχ C-N, ελψ ην Am ΙΙΙ 

νθείιεηαη ζηελ εθηφο θάζεο ηάζε ηνπ δεζκνχ Ν-Η θαη ζηελ θάκςε ηνπ δεζκνχ C-N.
53,61,62

 

2.5.1.1 Ποζοηικόρ Πποζδιοπιζμόρ ηηρ Γεςηεποηαγούρ Γομήρ ηων Ππωηεϊνών 

Η πνιππινθφηεηα πνπ ραξαθηεξίδεη ηελ αλάιπζε ησλ θαζκάησλ ζπληνληζκνχ Raman 

κηαο πξσηεΐλεο νθείιεηαη ζηελ ηαπηφρξνλε ζπλεηζθνξά ησλ δηαθνξεηηθψλ δεπηεξνηαγψλ 

δνκηθψλ ζηνηρείσλ. Η ζπλεηζθνξά απηή παξεκπνδίδεη ηε ιήςε μεθάζαξεο εηθφλαο γηα ηε 

δεπηεξνηαγή δνκή κηαο πξσηεΐλεο, ε νπνία απαηηεί πεξηζζφηεξεο πνζνηηθέο πιεξνθνξίεο.  

Μηα κέζνδνο πνπ κπνξεί λα πξνζθέξεη πνζνηηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηε δεπηεξνηαγή δνκή 

ησλ πξσηετλψλ πξνηάζεθε απφ ηνπο Chi et al..
36

 ΢πγθεθξηκέλα, ε ζχλζεζε ηεο 

δεπηεξνηαγνχο δνκήο κηαο πξσηεΐλεο κπνξεί λα θαζνξηζηεί κεηά απφ πξνζαξκνγή ελφο 
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γξακκηθνχ ζπλδπαζκνχ πξφηππσλ θαζκάησλ πνπ αληηζηνηρνχλ ζηα „„θαζαξά‟‟ 

δεπηεξνηαγή δνκηθά ζηνηρεία ζην θάζκα Raman ηεο πξσηεΐλεο, κε ρξήζε ηεο κεζφδνπ 

ειαρίζησλ ηεηξαγψλσλ. Σα πξφηππα θάζκαηα Raman γηα ηηο δεπηεξνηαγείο δνκέο (pure 

secondary structure Raman spectra (PSSRS)) (΢ρήκα 2.10) β-πηχρσζεο, α-έιηθαο θαη 

ηπραίνπ ζπεηξψκαηνο, έρνπλ εμαρζεί απφ θάζκαηα UVRR (ζηα 206 nm) 13 πξσηετλψλ ησλ 

νπνίσλ ε δεπηεξνηαγήο δνκή έρεη ραξαθηεξηζηεί κε θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ-Υ.  

 

΢σήμα 2.10: „„Καζαξά‟‟ θάζκαηα Raman (PSSRS) γηα ηα δεπηεξνηαγή ζηνηρεία β-

πηπρσηή, α-έιηθα, ηπραίν ζπείξσκα, ηα νπνία ππνινγίζηεθαλ απφ θάζκαηα UVRR (206 

nm) πδαηηθψλ δηαιπκάησλ πξσηετλψλ. Οη πεξηνρέο γχξσ ζηνπο 1610 θαη 1450 cm
-1

 

εμαηξνχληαη ιφγσ παξεκβνιψλ απφ ηηο δνλήζεηο ησλ αξσκαηηθψλ θαηαινίπσλ.
36

   

Ο πξνζδηνξηζκφο ησλ θαζκάησλ PSSRS έρεη θαηαζηεί δπλαηφο κεηά ηελ αθαίξεζε ηεο 

ζπλεηζθνξάο ησλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ ησλ αξσκαηηθψλ θαηαινίπσλ, νη νπνίεο 

εκθαλίδνπλ ηζρπξή απνξξφθεζε ζε απηφ ην κήθνο δηέγεξζεο. Αξγφηεξα, νη Huang et al.
53

 

αλαπηχζζνληαο ηελ ίδηα κεζνδνινγία θαη ρξεζηκνπνηψληαο έλα δηαθνξεηηθφ ζχλνιν 12 

πξσηετλψλ, πξνζδηφξηζαλ ηα θάζκαηα PSSRS γηα ηε β-πηπρσηή, ηελ α-έιηθα, ην ηπραίν 

ζπείξσκα θαζψο θαη γηα ηε β-ζηξνθή (΢ρήκα 2.11). Οη ππνινγηζκνί πξαγκαηνπνηήζεθαλ 

κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 197 nm φπνπ παξαηεξείηαη ζεκαληηθή αχμεζε ηεο έληαζεο ησλ 
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θνξπθψλ ακηδίνπ ιφγσ αχμεζεο ηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνχ ηνπο, δεδνκέλνπ φηη ε δηέγεξζε 

πιεζηάδεη ηελ ελέξγεηα κεηάπησζεο ηνπ ακηδίνπ π→π*. Ωζηφζν, κε ηε δηέγεξζε ζηα 197 

nm παξαηεξείηαη πεξαηηέξσ αχμεζε ηεο ζπλεηζθνξάο απφ ηα αξσκαηηθά θαηάινηπα ησλ 

πξσηετλψλ. 
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΢σήμα 2.11: „„Καζαξά‟‟ θάζκαηα Raman (PSSRS) γηα ηα δεπηεξνηαγή ζηνηρεία β-

πηπρσηήο, α-έιηθαο, ηπραίνπ ζπεηξψκαηνο θαη β-ζηξνθήο, ηα νπνία ππνινγίζηεθαλ απφ 

θάζκαηα UVRR (197 nm) πδαηηθψλ δηαιπκάησλ πξσηετλψλ. Οη δηαθεθνκκέλεο γξακκέο 

αληηζηνηρνχλ ζηηο ζπλεηζθνξέο απφ ηα αξσκαηηθά θαηάινηπα.
53 

Δπνκέλσο, γηα ηελ ειαρηζηνπνίεζε ηεο ηζρπξήο ζπλεηζθνξάο ησλ αξσκαηηθψλ 

θαηαινίπσλ έγηλε αθαίξεζε ησλ θαζκάησλ UVRR ησλ πδαηηθψλ δηαιπκάησλ ησλ 

αληίζηνηρσλ ειεχζεξσλ ακηλνμέσλ (ηπξνζίλε (Y), θαηλπιαιαλίλε (F), ηξππηνθάλε (W)) 

απφ ηα αξρηθά θάζκαηα ησλ πξσηετλψλ, ρξεζηκνπνηψληαο ραξαθηεξηζηηθέο δνλήζεηο ησλ 

ακηλνμέσλ γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε ησλ θαζκάησλ ((F12 (1003 cm
-1

), Y1 (853 cm
-1

), W18 

(757 cm
-1

)). ΢ην ΢ρήκα 2.12 παξνπζηάδνληαη ελδεηθηηθά θάζκαηα κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 

197 nm, θαζψο θαη ε δηαδηθαζία αθαίξεζήο ηνπο.
53

 

 

Γα
λά
τει
α Κ

. Π
ιερ
ίδο
υ



 ΚΔΦΑΛΑΙΟ 2: ΘΔΩΡΗΣΙΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

 | 25  

 

 

΢σήμα 2.12: Φάζκαηα UVRR πξσηετλψλ, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 197 nm, θαη ε δηαδηθαζία 

αθαίξεζεο ηεο ζπλεηζθνξάο ησλ αξσκαηηθψλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ, ρξεζηκνπνηψληαο ηα 

θάζκαηα πδαηηθψλ δηαιπκάησλ Phe, Tyr θαη Trp. Γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε ησλ θαζκάησλ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ δνλήζεηο ησλ αξσκαηηθψλ θαηαινίπσλ (ε F13 ζηα 1003 cm
-1

, ε Y1 ζηα 

853 cm
-1

 θαη ε W18 ζηα 757 cm
-1

).
53

  

Δίλαη γεληθά απνδεθηφ φηη θαηά ηηο αλαιχζεηο πνζνηηθνπνίεζεο ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο 

ησλ πξσηετλψλ κεγάιν εκπφδην απνηειεί ε πνιχ ηζρπξή ελίζρπζε ησλ αξσκαηηθψλ 

θαηαινίπσλ. Ωο εθ ηνχηνπ, ε δηαδηθαζία αθαίξεζεο ηεο ζπλεηζθνξάο ησλ αξσκαηηθψλ 

θαηαινίπσλ δελ είλαη ηειείσο απνηειεζκαηηθή γηαηί ν βαζκφο ελίζρπζήο ηνπο εμαξηάηαη 

ηζρπξά απφ ην ηνπηθφ πεξηβάιινλ ησλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ ηνπο κέζα ζηε δνκή ηεο 

αλαδηπισκέλεο πξσηεΐλεο. Σα αξσκαηηθά θαηάινηπα πνπ βξίζθνληαη πιήξσο εθηεζεηκέλα 

ζην δηαιχηε εκθαλίδνπλ κηθξφηεξε ελίζρπζε απφ ηα θαηάινηπα πνπ είλαη „„ζακκέλα‟‟ 

ζηελ πξσηετληθή δνκή.
53

 Δληνχηνηο, ε κε απνηειεζκαηηθή δηαδηθαζία αθαίξεζεο 

απινπνηεί ζε θάπνην βαζκφ ηελ επεμεξγαζία ησλ θνξπθψλ ακηδίνπ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ελφο πξσηετληθνχ ζπζηήκαηνο. ΢ην Πίλαθα 2.1 παξνπζηάδνληαη 

νη ζπρλφηεηεο ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ δνλήζεσλ ησλ δηαθφξσλ δεπηεξνηαγψλ δνκηθψλ 

ζηνηρείσλ, πνπ ιήθζεθαλ κεηά απφ απνζπλέιημε ησλ θαζκάησλ PSSRS (΢ρήκα 2.11) .  

    

Vibrational modes α-Helix (cm
-1

) β-Sheet (cm
-1

) β-Turn (cm
-1

) 
Unordered  

(cm
-1

) 

Fibril core 

β-sheet (cm
-1

) 

Amide III1 1254 1241 1244 1240-1260 1220-1230 

Amide III2 1290-1310 1300 1297 1279  

Amide S (Cα-Η)  1399 1374 1380-1390 1395-1405 

Amide II 1545-1555 1537 1542 1548-1561 1550-1563 

Amide I 1645-1655 1630 1652 1660-1670 1673-1675 

Πίνακαρ 2.1:΢πρλφηεηεο (cm
-1

) ησλ θνξπθψλ ακηδίνπ, γηα ηα δεπηεξνηαγή είδε.
53,63
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Απφ ηνλ Πίλαθα 2.1 θαίλεηαη φηη φιεο νη δεπηεξνηαγείο δνκέο, εθηφο ηεο α-έιηθαο, 

εκθαλίδνπλ ηζρπξή θνξπθή ζηελ πεξηνρή ~1400 cm
-1

, θνξπθή ε νπνία αληηζηνηρεί ζην 

ακίδην S (γηα structure-sensitive).
53

 Η θνξπθή απηή κεηά απφ ηζνηνπηθή αληαιιαγή Ca-

H(D) δελ παξαηεξείηαη ζηα θάζκαηα Raman, δειψλνληαο έηζη ηε ζπζρέηηζή ηεο κε ηε 

δφλεζε θάκςεο Ca-H. Η ελίζρπζε ηνπ ακηδίνπ S έρεη βξεζεί φηη ζρεηίδεηαη άκεζα κε ηελ 

αιιειεπίδξαζε ηνπ Ca-H θαη ηνπ Am ΙΙΙ. Η αιιειεπίδξαζε απηή επαιεζεχεηαη απφ ηε 

κεηαηφπηζε ηεο θνξπθήο  Am ΙΙΙ απφ ηνπο ~1335 ζηνπο ~1000 cm
-1

 κεηά απφ ηζνηνπηθή 

αληαιιαγή Η/D. Οη δνλήζεηο απηέο είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεηεο ζηηο δνκηθέο αιιαγέο θαη 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηνλ θαζνξηζκφ ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ησλ πξσηετλψλ. Η απνπζία 

ηνπ ακηδίνπ S ζηε δνκή ηεο α-έιηθαο νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη δελ παξαηεξείηαη 

αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ πδξνγφλσλ ησλ δεζκψλ Ca-H θαη Ν-Η επεηδή βξίζθνληαη ζε 

trans ζέζε (υ~60°), (΢ρήκα 2.13). Αληίζεηα, ζηε δνκή β-πηπρσηήο θαη ηπραίνπ 

ζπεηξψκαηνο παξαηεξείηαη ηζρπξή ζχδεπμε ησλ πδξνγφλσλ αθνχ νη δεζκνί βξίζθνληαη ζε 

cis ζέζε (υ~120°) θαη επνκέλσο ζηα θάζκαηα Raman γίλεηαη δπλαηή ε παξαηήξεζε ηεο 

θνξπθήο ηνπ ακηδίνπ S.
58,64

    

 

 

 

 

 

΢σήμα 2.13: Μνληέιν πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο Α) β-θιψλνπ θαη Β) α-έιηθαο. Η απφζηαζε 

κεηαμχ ησλ πδξνγφλσλ Ca-H θαη Ν-Η εμαξηάηαη απφ ηε δίεδξε γσλία υ.
64

   

Σν ζρήκα (΢ρήκα 2.12) θαη ε ζπρλφηεηα ηεο θνξπθήο ηνπ AmI ηεο α-έιηθαο, ηεο β-

πηπρσηήο θαη ηνπ ηπραίνπ ζπεηξψκαηνο (Πίλαθαο 2.1) είλαη δηαθνξεηηθή θαη επνκέλσο ε 

θνξπθή απηή κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηε δηάθξηζε απηψλ ησλ δεπηεξνηαγψλ 

δνκηθψλ ζηνηρείσλ. ΢πγθεθξηκέλα, νη πξσηεΐλεο κε ηπραία δηακφξθσζε δίλνπλ κηα 

Γθανπζζηαλή θνξπθή ηνπ Am I, ελψ νη πξσηεΐλεο κε δνκή β-πηπρσηήο παξάγνπλ πην 

νμεία Λνξεληδηαλή θνξπθή.
37,65

 Οη θνξπθέο ηνπ Am IΙ παξνπζηάδνπλ ηζρπξή ελίζρπζε 

ζηηο πεξηπηψζεηο ηνπ ηπραίνπ ζπεηξψκαηνο θαη ηεο β-πηπρσηήο.
66

 Η ζπρλφηεηα ηνπ Am IΙ 

θαίλεηαη λα κελ επεξεάδεηαη αξθεηά απφ ηηο αιιαγέο ζηε δεπηεξνηαγή δνκή ησλ 

πξσηετλψλ θαη επεξεάδεηαη κφλν ζηνπο δεζκνχο πδξνγφλνπ πνπ ζρεκαηίδεη ε νκάδα -Ν-Η 

ηεο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο.
67

     

Γα
λά
τει
α Κ

. Π
ιερ
ίδο
υ



 ΚΔΦΑΛΑΙΟ 2: ΘΔΩΡΗΣΙΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

 | 27  

 

΢εκαληηθή είλαη ε αλάπηπμε  ζηαηηζηηθψλ κεζφδσλ νη νπνίεο ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ 

πνζνηηθή αλάιπζε ησλ θαζκάησλ UVRR ησλ πξσηετλψλ. ΢θνπφο ησλ κεζφδσλ απηψλ 

είλαη ε εμαγσγή ησλ θπξίαξρσλ δνκηθψλ ζπζηαηηθψλ πνπ ζπλζέηνπλ έλα θάζκα Raman 

κηαο πξσηεΐλεο. ΢πγθεθξηκέλα, νη θιαζζηθέο ζηαηηζηηθέο κέζνδνη πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη 

είλαη νη principal component (PCA) analysis θαη multivariate curve resolution (MCR).
68

 

Μηα λέα πξνζέγγηζε δφζεθε απφ ηνλ Lednev θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ, νη νπνίνη έδεημαλ 

φηη κε ηε ρξήζε ηεο κεζφδνπ independent component (ICA) analysis κπνξεί ππάξμεη 

θαιχηεξε επίιπζε ησλ επηκέξνπο δεπηεξνηαγψλ δνκηθψλ ζπζηαηηθψλ.
15,18,68

 Σν θπξηφηεξν 

πιενλέθηεκα ηεο κεζφδνπ ICA έλαληη ησλ θιαζζηθψλ κεζφδσλ αλάιπζεο είλαη φηη ε ICA 

επηηξέπεη ηελ εμαγσγή αλεμάξηεησλ θαζκάησλ πνπ αληηζηνηρνχλ ζηα δνκηθά ζηνηρεία πνπ 

ζπλζέηνπλ ηε δνκή κηαο πξσηεΐλεο θαζψο θαη ηελ αλαινγία ηνπο, ρσξίο λα είλαη 

απαξαίηεηε πξνυπφζεζε ε εθ ησλ πξνηέξσλ γλψζε ηεο δνκηθήο ζχζηαζεο ηνπ 

πξσηετληθνχ ζπζηήκαηνο.
68

  

Οη Shashilov et al. ρξεζηκνπνίεζαλ ηε κέζνδν ICA πξνθεηκέλνπ λα επηιχζνπλ ηα 

θάζκαηα DUVRR ηεο ιπζνδχκεο, ηα νπνία ιήθζεθαλ ζε δηάθνξνπο ρξφλνπο επψαζεο 

θαηά ηε δηαδηθαζία αιινίσζεο θαη ζπζζσκάησζεο ηεο πξσηεΐλεο, ψζηε λα κειεηεζεί ην 

πξψην ζηάδην ηνπ κεραληζκνχ ζρεκαηηζκνχ ακπινεηδψλ ηληδίσλ. Η εθαξκνγή ηεο 

πξνεγκέλεο ζηαηηζηηθήο αλάιπζεο ICA έδσζε ηε δπλαηφηεηα ηνπ εληνπηζκνχ ηνπ κεξηθψο 

μεδηπισκέλνπ ελδηακέζνπ πνπ ζρεκαηίδεηαη θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο ηληδνπνηήζεο θαη ηνπ 

πξνζδηνξηζκνχ ηνπ ξπζκνχ πνπ αληηζηνηρεί ζηε δηαδηθαζία ζπζζσκάησζεο. Δπηπιένλ, ε 

αλάιπζε απηή νδήγεζε ζην ζπκπέξαζκα φηη ηα αξρηθά ζηάδηα ηεο ηληδνπνίεζεο ηεο 

ιπζνδχκεο είλαη κηα κε αλαζηξέςηκε δηεξγαζία θαη ν ζρεκαηηζκφο ηνπ ππξήλα πνπ ζα 

νδεγήζεη ηειηθά ζην ζρεκαηηζκφ ακπινεηδψλ ηληδίσλ είλαη κηα δηακνξηαθή δηεξγαζία.
18,63

 

Δπνκέλσο, κε ηε ρξήζε ηεο κεζφδνπ ICA ιήθζεθαλ ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ην 

κεραληζκφ ζρεκαηηζκνχ ακπινεηδψλ ηληδίσλ, φπσο αλαθέξεηαη θαη πξνεγνπκέλσο ζην 

ηκήκα ηνπ Κεθαιαίνπ 2.2.2. 

2.5.1.2 Υπήζη Ιζοηοπικήρ Ανηαλλαγήρ Τδπογόνος/Γεςηεπίος (H/D) ζηη 

Φαζμαηοζκοπία ΢ςνηονιζμού Raman  

Η ηζνηνπηθή αληαιιαγή (H/D) ζηε θαζκαηνζθνπία ζπληνληζκνχ Raman απνηειεί 

πνιχηηκν εξγαιείν γηα ην ραξαθηεξηζκφ ηεο πξσηετληθήο δνκήο. Με ρξήζε ηεο ηζνηνπηθήο 

αληαιιαγήο H/D κπνξεί λα γίλεη δηάθξηζε κεηαμχ ησλ δνλήζεσλ ησλ ακηδίσλ θαη ησλ 

αξσκαηηθψλ θαηαινίπσλ νη νπνίεο εληζρχνληαη επηιεθηηθά κεηά απφ δηέγεξζε ζηε βαζηά 

ππεξηψδε πεξηνρή.
37,53,69

 Οη Copeland θαη Spiro έδεημαλ φηη θαζψο ην πξσηφλην ηνπ 
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δεζκνχ N-H αληαιιάζζεηαη κε δεπηέξην, ηα Am ΙΙ θαη Am ΙΙΙ κεηαηνπίδνληαη ζηνπο 

~1450 (Am ΙΙ‟) θαη ~1005 cm
-1 

(Am ΙΙΙ‟), αληίζηνηρα, ιφγσ ηεο απνζχδεπμεο ηεο δφλεζεο 

ηάζεο ηνπ δεζκνχ C-N θαη ηεο δφλεζεο θάκςεο ηνπ δεζκνχ Ν-Η, κε ην Am ΙΙ‟ λα 

ραξαθηεξίδεηαη κφλν απφ ηε δφλεζε ηάζεο ηνπ δεζκνχ C-N.
69,70

 ΢ην ΢ρήκα 2.14 C 

παξνπζηάδεηαη ην θάζκα UVRR ηεο ιπζνδχκεο ζε Η2Ο θαη D2O.
63

 ΢ην θάζκα θπξηαξρνχλ 

νη δνλήζεηο ησλ Αm I, Αm II, Αm III, ηεο θάκςεο Cα-Η θαη ηεο ζπλεηζθνξάο απφ ηα 

αξσκαηηθά θαηάινηπα ηπξνζίλεο θαη θαηλπιαιαλίλεο. Μεηά ηελ ηζνηνπηθή αληαιιαγή 

H/D ε θνξπθή ηνπ Αm III δελ παξνπζηάδεηαη ζην θάζκα, ελψ αληίζεηα ε θνξπθή πνπ 

νθείιεηαη ζην Αm II εληζρχεηαη ζε ρακειφηεξε ζπρλφηεηα. Δπηπιένλ, ε ηζνηνπηθή 

αληαιιαγή ειαρηζηνπνηεί ηελ επηθάιπςε κεηαμχ ηεο δφλεζεο ηνπ Am ΙΙΙ θαη ηεο δφλεζεο 

ηεο Tyr, Τ7a΄ πνπ εκθαλίδεηαη πεξίπνπ ζηελ ίδηα ζπρλφηεηα (~1260 cm
-1

).
37,63

  

 

΢σήμα 2.14: (Α) ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε αλαπηπζζφκελσλ ακπινεηδψλ ηληδίσλ. Με  κσβ 

γξακκέο απεηθνλίδνληαη νη β-θιψλνη. (Β) Φάζκαηα UVRR  ησλ ηληδίσλ ηεο ιπζνδχκεο ζε 

Η2Ο (κπιε), D2O (θφθθηλν) θαη 50/50% Η2Ο/D2O κείγκα (πξάζηλν). (C) Φάζκα UVRR ηεο 

ιπζνδχκεο ζε Η2Ο (κπιε), D2O (θφθθηλν).
63

     
 

Πξφζθαηα, ε ηζνηνπηθή αληαιιαγή H/D ζε ζπλδπαζκφ κε ηε θαζκαηνζθνπία UVRR,  

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηε κειέηε ησλ ακπινεηδψλ ηληδίσλ θαη εηδηθφηεξα ησλ ελδηάκεζσλ 

εηδψλ πνπ ζρεκαηίδνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζία ηληδνπνίεζεο.
37,63

 Σα ελδηάκεζα 

είδε είλαη πνιχ νξγαλσκέλεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο πνπ πεξηβάιινληαη απφ ηκήκαηα κε 

ηπραία δηακφξθσζε κε πξνζβάζηκε επηθάλεηα ζην δηαιχηε (΢ρήκα 2.14 Α). Δπνκέλσο, 

θαηά ηελ ηζνηνπηθή αληαιιαγή, ην πδξνγφλν ησλ ακηδηθψλ δεζκψλ Ν-Η ησλ ηκεκάησλ 

απηψλ κπνξεί λα αληαιιάζζεηαη γξήγνξα, ελψ ν ππξήλαο ηνπ ηληδίνπ (cross-β core) πνπ 

βξίζθεηαη ζε πδξφθνβν πεξηβάιινλ λα παξακέλεη πιήξσο πξσηνλησκέλνο. ΢ην ΢ρήκα 
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2.14 Β παξνπζηάδνληαη ηα θάζκαηα UVRR ησλ πξντληδίσλ ηεο ιπζνδχκεο ζε πδαηηθφ 

δηάιπκα ζε D2O θαη ζε δηάιπκα 50/50%  Η2Ο/D2O, αληίζηνηρα. Παξαηεξείηαη φηη θνξπθέο 

πνπ αληηζηνηρνχλ ζηα πξσηνλησκέλα ακίδηα θαη ζηε δνκή β-πηπρσηήο παξακέλνπλ 

ακεηάβιεηεο κε ηελ ηζνηνπηθή αληαιιαγή, ελψ αληίζεηα νη θνξπθέο ησλ ηκεκάησλ ησλ 

πξντληδίσλ, κε δνκή ηπραίαο δηακφξθσζεο θαη β-ζηξνθήο, κεηαηνπίδνληαη.
63

 Δπνκέλσο, κε 

ηε ρξήζε ηεο κεζφδνπ Η/D-UVRR κπνξνχλ λα αληρλεπηνχλ ηα ελδηάκεζα είδε ηεο 

δηαδηθαζίαο ζπζζσκάησζεο πξσηετλψλ, ηα νπνία έρεη βξεζεί φηη είλαη πεξηζζφηεξν ηνμηθά 

απφ ηηο πιήξσο αλαπηπγκέλεο ηλψδεηο δνκέο.
71,72 

2.5.2  Μελέηη Σεηαπηοηαγούρ Γομήρ ηων Ππωηεϊνών 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ηεηαξηνηαγνχο δνκήο ησλ πξσηετλψλ επηηπγράλεηαη κε δηέγεξζε 

ζηελ πεξηνρή 229 κε 280 nm, εληζρχνληαο ην ζθεδαζκφ Raman απφ ην δνλεηηθφ 

απνηχπσκα ησλ αξσκαηηθψλ ακηλνμέσλ (ηπξνζίλε, ζξεπηνθάλε, θαηλπιαιαλίλε). Οη 

δνλεηηθέο κεηαπηψζεηο θαη νη εληάζεηο ησλ αξσκαηηθψλ ακηλνμέσλ είλαη ηδηαίηεξα 

επαίζζεηεο ζηηο αιιαγέο ηνπ ηνπηθνχ πεξηβάιινληνο θαη ζην ζρεκαηηζκφ δεζκψλ 

πδξνγφλνπ κε ην δηαιχηε, θαη άξα κπνξνχλ λα παξέρνπλ ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηελ 

ηεηαξηνηαγή δνκή ησλ πξσηετλψλ.
54-57,73-75

 Ο ππνινγηζκφο ηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνχ ησλ 

ακηλνμέσλ απηψλ δίλεη άκεζεο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηελ έθηαζε ηεο αιιειεπίδξαζεο 

ηεο πξσηεΐλεο θαη δηαιχηε θαη ζπλεπψο ηεο πξνζβάζηκεο επηθάλεηαο ησλ αξσκαηηθψλ 

θαηαινίπσλ ζην δηαιχηε.
38,42 

2.5.2.1  Γεζμοί Τδπογόνος Μεηαξύ Σςποζίνηρ και Σοπικού Πεπιβάλλονηορ  

Οη δεζκνί πδξνγφλνπ απνηεινχλ αλακθηζβήηεηα ην θιεηδί γηα ηε ζηαζεξνπνίεζε ησλ 

πξσηετλψλ ζηε θπζηθή ηνπο δνκή. Ο ζρεκαηηζκφο δεζκψλ πδξνγφλνπ κεηαμχ ησλ 

πιεπξηθψλ αιπζίδσλ ησλ θαηαινίπσλ κηαο πξσηεΐλεο παίδεη θαζνξηζηηθφ ξφιν ζηε 

δηακφξθσζε ηεο ηεηαξηνηαγνχο δνκήο ηεο θαη επεξεάδεη ζε ζεκαληηθφ βαζκφ ηνλ 

ελδπκαηηθφ κεραληζκφ ηεο ίδηαο ηεο πξσηεΐλεο.  

Η ηπξνζίλε απνηειεί έλα απφ ηα ακηλνμέα, ησλ νπνίσλ νη πιεπξηθέο ηνπο αιπζίδεο 

κπνξνχλ λα ιάβνπλ κέξνο ζην ζρεκαηηζκφ δεζκψλ πδξνγφλνπ θαη λα επεξεάζνπλ ην 

πεξηβάιινλ κηαο πξσηεΐλεο.
 54-57,73-75

 ΢πγθεθξηκέλα, ε πιεπξηθή θαηλνιηθή αιπζίδα ηεο 

κπνξεί λα ζρεκαηίζεη δεζκνχο πδξνγφλνπ, είηε σο δφηεο είηε σο δέθηεο πξσηνλίνπ.
73

 Γηα 

απηφ ην ιφγν, ε Tyr έρεη ρξεζηκνπνηεζεί εθηεηακέλα ζε κειέηεο ζπληνληζκνχ Raman, γηα 

ηε δηεξεχλεζε ηνπ ηνπηθνχ πεξηβάιινληνο ησλ πξσηετλψλ. ΢πγθεθξηκέλα, νη δνλήζεηο πνπ 
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ζρεηίδνληαη κε ην θαηλνιηθφ δαθηχιην θαίλεηαη λα είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεηεο ζηηο αιιαγέο 

ηνπ ηνπηθνχ πεξηβάιινληνο θαη εηδηθφηεξα ζην ζρεκαηηζκφ δεζκψλ πδξνγφλνπ κε ην 

θαηλνιηθφ ΟΗ.
 51,73,77

  

2.5.2.2  Γονήζειρ Απωμαηικού Γακηςλίος ηηρ Σςποζίνηρ 

Η νκνηφηεηα ηεο π-θξεζφιεο (4-κεζπινθαηλφιε) κε ηε θαηλνιηθή ξίδα ηεο Tyr, ηελ 

θαζηζηά ην απινχζηεξν ηδαληθφ κνληέιν γηα ηελ θαηαλφεζε ησλ δνλήζεσλ ηεο πιεπξηθήο 

αιπζίδαο ηεο Tyr.
54,78

 Οη Takeuchi et al. εξεχλεζαλ ηα θάζκαηα Raman θαη IR ηεο π-

θξεζφιεο θαη δηάθνξσλ δεπηεξησκέλσλ ηζνκεξψλ ηεο ζην δηάιπκα θαη ππνιφγηζαλ ηνπο 

θαλνληθνχο ηξφπνπο δφλεζήο ηνπο.
78

 Σα απνηειέζκαηά ηνπο έγηλαλ επξέσο απνδεθηά θαη 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ην ραξαθηεξηζκφ ηνπ ηνπηθνχ πεξηβάιινληνο ησλ Tyr ζε πξσηετληθά 

ζπζηήκαηα. Η ηαπηνπνίεζε θαη νη ζπρλφηεηεο ησλ θπξηνηέξσλ ηξφπσλ δφλεζεο ηεο 

Tyr/Tyr
-
 παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 2.2.

67
 ΢ην ΢ρήκα 2.15 παξνπζηάδνληαη νη πην 

ραξαθηεξηζηηθνί ηξφπνη δφλεζεο ηεο Tyr.
79 

Πίνακαρ 2.2: Σαπηνπνίεζε ησλ θνξπθψλ Raman γηα ηελ Tyr θαη Tyr
-
.
67,77

   

Tyr v(cm
-1

) Tyr
-
  v(cm

-1
) Σαςηοποίηζη δόνηζηρ 

1617 1601 V8a ζπκκεηξηθή ηάζε C-C ηνπ αξσκαηηθνχ δαθηπιίνπ 

1601 1558 V8b αληηζπκκεηξηθή ηάζε C-C ηνπ αξσκαηηθνχ δαθηπιίνπ   

1263-1320 1266 V7a΄ ηάζε C-O 

1210 1208 V7a ηάζε Cring-Cext  

1180 1174 V9a θάκςε C-H ζην επίπεδν ηνπ δαθηπιίνπ 

852 850 Fermi doublet: ζχδεπμε ηεο  v1 (ring breathing) 832 cm
-1

 θαη 

 830 v16a, (out-of -plane ring deformation) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

΢σήμα 2.15: Κπξηφηεξνη ηξφπνη δφλεζεο ηεο ηπξνζίλεο.
79 
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2.5.2.3  Μελέηη ηηρ Μεηαβολήρ ηηρ ΢ςσνόηηηαρ ηων Κοπςθών ηηρ Tyr 

2.5.2.3.1  Γονήζειρ Τ8a και Τ8b  

Οη δνλήζεηο ηεο Tyr (Τ8a θαη Τ8b) πνπ ζρεηίδνληαη κε ην θαηλνιηθφ δαθηχιην πξνέξρνληαη 

απφ ηε δηπιά εθθπιηζκέλε δφλεζε ν8 ηνπ βελδνιίνπ πνπ εκθαλίδεηαη ζηελ πεξηνρή ησλ 

~1600 cm
-1

. Γηα κνλνυπνθαηεζηεκέλν ή παξαυπνθαηεζηεκέλν βελδφιην, φπσο ζηελ 

πεξίπησζε ηεο Tyr, νη δείθηεο a θαη b πξνζδηνξίδνπλ ηηο ζπκκεηξηθέο θαη αληηζπκκεηξηθέο 

δνλήζεηο, αληίζηνηρα, ζε ζρέζε κε ηνλ άμνλα πεξηζηξνθήο ηνπ κνξίνπ.
73 

Οη δνλήζεηο ηεο 

Tyr Τ8a θαη Τ8b νθείινληαη θαηά θχξην ιφγν ζηε δφλεζε ηάζεο ησλ δεζκψλ C-C ηνπ 

αξσκαηηθνχ δαθηπιίνπ, κε πνιχ κηθξή ζπλεηζθνξά ηνπ θαηλνιηθνχ πδξνμπιίνπ OH.
61,78

 

Οη ζπρλφηεηεο ησλ δνλήζεσλ Τ8a (1618 cm
-1

) θαη Τ8b (1600 cm
-1

) είλαη ηδηαίηεξα 

επαίζζεηεο ζηελ αιιαγή ηεο θαηάζηαζεο ηεο θαηλνιηθήο νκάδαο (πξσηνλησκέλε, 

απνπξσηνλησκέλε), θαη ζπλεπψο εμαξηψληαη απφ ην ζρεκαηηζκφ δεζκψλ πδξνγφλνπ ηνπ 

θαηλνιηθνχ ΟΗ. Η αληηζπκκεηξηθή δφλεζε ηάζεο Τ8b θαηά ηελ ηζνηνπηθή αληαιιαγή Η/D 

κεηαηνπίδεηαη ζηνπο 1587 cm
-1

. Η κεγάιε εξπζξή κεηαηφπηζε πνπ παξαηεξείηαη νθείιεηαη 

ζηελ απνζχδεπμε ηεο δφλεζεο θάκςεο ηνπ λεξνχ θαη ηεο Y8b δεδνκέλνπ φηη ε δφλεζε 

θάκςεο ηνπ δεζκνχ D2Ο πνπ ζρεκαηίδεηαη κεηά ηελ ηζνηνπηθή αληαιιαγή Η/D 

εκθαλίδεηαη πνιχ πην ρακειά (1200 cm
-1

 vs 1650 cm
-1

).
73

 Όηαλ ην θαηλνιηθφ πδξνμχιην 

ΟΗ απνπξσηνλησζεί (Tyr
-
), ε ζχδεπμε κεηαμχ ηεο Y8b θαη νδ(ΗΟΗ) παχεη λα πθίζηαηαη. ΢ε 

απηή ηελ πεξίπησζε ε Τ8b παξνπζηάδεη αθφκα κεγαιχηεξε εξπζξή κεηαηφπηζε ζηνπο 1555 

cm
-1

.
61,78

  

Η κεγάιε ελίζρπζε πνπ παξνπζηάδνπλ ζηα θάζκαηα UVRR νη δνλήζεηο Τ8a θαη Τ8b 

απνηειεί ζεκαληηθφ πιενλέθηεκα γηα ηε ρξήζε ηνπο σο δείθηε γηα ηε κειέηε ησλ δεζκψλ 

πδξνγφλνπ.
51,73,77

 Οη Hildebrandt et al. κειεηψληαο ηελ π-θξεζφιε, σο κνληέιν ηεο Tyr, ζε 

δηαθνξεηηθά ζπζηήκαηα δηαιπηψλ (αθεηφλε, δηαηζπιαηζέξαο, ηξηαηζπιακίλε), 

παξαηήξεζαλ κείσζε ηεο ζπρλφηεηαο ηεο Τ8b κε ηελ αχμεζε ηεο ηζρχνο ησλ δεζκψλ 

πδξνγφλνπ κε ην δηαιχηε, θαηαιήγνληαο ζε κηα γξακκηθή ζπζρέηηζε κεηαμχ ηεο ηζρχoο 

ηνπ δεζκνχ πδξνγφλνπ θαη ηεο ζπρλφηεηαο ηεο δφλεζεο Τ8b.
73

 Η ζπζρέηηζε απηή 

επηβεβαηψζεθε αξγφηεξα απφ ηνπο Rodgers et al. νη νπνίνη επίζεο δηαπίζησζαλ κηα κηθξή 

γξακκηθή ζπζρέηηζε κεηαμχ ηεο ζπρλφηεηαο ηεο δφλεζεο Τ8a θαη ηεο ηζρχνο ησλ δεζκψλ 

πδξνγφλνπ.
80 
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2.5.2.3.2 Γονήζειρ Τ7a Τ9a και Τ7a΄ 

Οη δνλήζεηο ηεο Tyr Τ7a, Τ9a θαη Τ7a΄, παξνπζηάδνληαη ζηα θάζκαηα UVRR ζηελ πεξηνρή 

1300-1500 cm
-1

 θαη ζρεηίδνληαη κε ηε δφλεζε ηάζεο C-C ηνπ αξσκαηηθνχ δαθηπιίνπ θαη 

ηεο κεζπινκάδαο, ηε δφλεζε θάκςεο ζην επίπεδν ηνπ δεζκνχ C-H θαη ηε δφλεζε ηάζεο 

ηνπ δεζκνχ C-O, αληίζηνηρα.
61,77,81 

Oη δνλήζεηο απηέο κπνξνχλ επίζεο λα ρξεζηκνπνηεζνχλ 

σο δείθηεο γηα ηνπο δεζκνχο πδξνγφλνπ πνπ ζρεκαηίδεη ην θαηλνιηθφ ΟΗ θαη λα 

πξνζθέξνπλ πιεξνθνξίεο γηα ηε δξάζε ηνπ ΟΗ σο δφηε ή δέθηε πξσηνλίσλ.  

Σστνότητα Δόνησης Υ7a: Η ζπρλφηεηα ηεο θνξπθήο Τ7a παξέρεη ελδείμεηο γηα ηελ ηάζε ηνπ 

θαηλνιηθνχ ΟΗ λα ελεξγεί σο δφηεο ή δέθηεο πξσηνλίνπ. ΢χκθσλα ηνπο Takeuchi et al.,
77

 

φηαλ ε ζπρλφηεηα ηεο Τ7a εκθαλίδεηαη ζηνπο ~1210 cm
-1

 ε Tyr δξα σο δέθηεο, ελψ αλ 

κεηαηνπίδεηαη γχξσ ζηνπο 1205 cm
-1

 δξα σο δφηεο πξσηνλίσλ.  

Σστνότητα Δόνησης Υ9a: Η ζπρλφηεηα ηεο θνξπθήο Y9a αιιά θαη ε κεηαηφπηζή ηεο 

εμαξηάηαη απφ ηε δίεδξε γσλία ηco. Η δίεδξε γσλία ηco ζρεκαηίδεηαη κεηαμχ ηνπ COH ηεο 

πιεπξηθήο αιπζίδαο θαη ηνπ θαηλνιηθνχ δαθηπιίνπ (΢ρήκα 2.16) θαη ζρεηίδεηαη κε ηελ 

απσζηηθή δχλακε κεηαμχ ηνπ πδξνγφλνπ ηνπ θαηλνιηθνχ δαθηπιίνπ θαη ηνπ πδξνγφλνπ 

ηνπ ΟΗ. Οη Takeuchi et al. έδεημαλ φηη αλ ε ηηκή ηεο γσλίαο ηco είλαη κηθξή, ηφηε ε 

απψζεζε κεηαμχ ησλ πδξνγφλσλ είλαη κεγάιε θαη ε θνξπθή Y9a εκθαλίδεηαη ζε 

κεγαιχηεξεο ζπρλφηεηεο (~1179 cm
-1

). Αληίζηνηρα, φηαλ ε γσλία ηco κεγαιψλεη, νη 

δπλάκεηο van der Walls κεηαμχ ησλ πδξνγφλσλ εμαζζελνχλ, παξαηεξείηαη ραιάξσζε ηεο 

απψζεζεο κεηαμχ ησλ πδξνγφλσλ θαη ε θνξπθή ηεο Y9a κεηαηνπίδεηαη ζε κηθξφηεξνπο 

θπκαηαξηζκνχο.
77 

 

΢σήμα 2.16: Γίεδξε γσλία ηCO  (COH).
77 

Σστνότητα Δόνησης Υ7a΄: Η δφλεζε Τ7a΄ είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεηε ζην ζρεκαηηζκφ δεζκψλ 

πδξνγφλνπ, θαη νη κεηαηνπίζεηο ηεο ζε δηαθνξεηηθέο ζέζεηο ζηα θάζκαηα UVRR 

ππνδεηθλχνπλ ην είδνο ηνπ δεζκνχ πδξνγφλνπ πνπ ζρεκαηίδεη ην θαηλνιηθφ ΟΗ.
57,77

 Οη 

Takeuchi et al. πξφηεηλαλ φηη ε θαηλνιηθή νκάδα ζρεκαηίδεη ηζρπξνχο δεζκνχο πδξνγφλνπ 
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κε έλα βαζηθφ άηνκν φηαλ ε ζπρλφηεηα ηεο δφλεζεο Τ7a΄ εκθαλίδεηαη ζε πςειφηεξεο 

ζπρλφηεηεο (1265-1275 cm
-1

) θαη ζηελ πεξίπησζε απηή ε θαηλνιηθή νκάδα ελεξγεί σο 

δφηεο πξσηνλίνπ. Αληίζεηα, φηαλ έλαο ηζρπξφο δφηεο πξσηνλίνπ ζρεκαηίδεη δεζκφ 

πδξνγφλνπ κε ην άηνκν ηνπ νμπγφλνπ ηνπ θαηλνιηθνχ ΟΗ (Tyr-δέθηεο πξσηνλίνπ), ε 

ζπρλφηεηα ηεο δφλεζεο Τ7a΄ κεηαηνπίδεηαη ζε ρακειφηεξε ζπρλφηεηα  (1230-1240 cm
-1

). 

Οη ίδηνη εξεπλεηέο πξφηεηλαλ επίζεο φηη ε θνξπθή Τ7a΄ εκθαλίδεηαη πεξηζζφηεξν νμεία θαη 

κε κεγαιχηεξε έληαζε ζηα θάζκαηα UVRR, φηαλ ε αξσκαηηθή πιεπξηθή αιπζίδα ηεο Tyr 

βξίζθεηαη ζε πδξφθνβν πεξηβάιινλ, ελψ αληίζεηα φηαλ βξίζθεηαη ζε πδξφθηιν πεξηβάιινλ 

ε θνξπθή Τ7a΄ είλαη πην επξεία κε πνιχ ρακειή έληαζε, πνπ ηηο πεξηζζφηεξεο θνξέο δελ 

είλαη επδηάθξηηε ζηα θάζκαηα Raman φηαλ ε δηέγεξζε είλαη ζηελ πεξηνρή >230 nm.
77

  

Σν θπξηφηεξν πξφβιεκα πνπ παξνπζηάδεη ε θνξπθή Y7a΄ ζηα θάζκαηα UVRR είλαη φηη 

ζηελ πεξίπησζε πνπ ην πξσηετληθφ ζχζηεκα πεξηέρεη θαηάινηπα θαηλπιαιαλίλεο ηφηε 

επηθαιχπηεηαη απφ ηε δφλεζε W10 (1240 cm
-1

) ηεο. Δπηπιένλ, θαηά ηε δηέγεξζε ζηε 

βαζηά ππεξηψδε πεξηνρή (~200 nm) πνπ παξαηεξείηαη ελίζρπζε θαη απφ ηηο δνλήζεηο πνπ 

νθείινληαη ζην ρξσκνθφξν ακίδην, ε θνξπθή Τ7a΄ επηθαιχπηεηαη απφ ηελ θνξπθή ηνπ Αm 

ΙΙΙ. Η επηθάιπςε απηή κπνξεί ειαρηζηνπνηεζεί κεηά απφ ηζνηνπηθή αληαιιαγή Η/D φπνπ ε 

θνξπθή ηνπ ακηδίνπ κεηαηνπίδεηαη αξθεηά ζε αληίζεζε κε ηε θνξπθή Τ7a' πνπ είλαη 

ιηγφηεξν επαίζζεηε ζηε δεπηεξίσζε, αθνχ κεηαηνπίδεηαη κφλν 5-6 cm
-1

.
37, 69

  

2.5.2.3.3 Γονήζειρ Fermi Doublet 

Οη ραξαθηεξηζηηθέο θνξπθέο 830 θαη 850 cm
-1

 ηεο Tyr πξνθχπηνπλ απφ ην ζπληνληζκφ 

Fermi κεηαμχ ηεο δφλεζεο ηνπ δαθηπιίνπ Y1 (ring-breathing) θαη ηεο ππέξηνλεο ηεο εθηφο 

επηπέδνπ παξακφξθσζεο ηνπ δαθηπιίνπ, Τ16α (ring-deformation).
54,73,74

 Αλ ε 

αιιειεπίδξαζε Fermi είλαη πνιχ αζζελήο ή δελ πθίζηαηαη, ζηα θάζκαηα Raman 

εκθαλίδεηαη κφλν ε δφλεζε Y1 ζηελ πεξηνρή κεηαμχ 820-860 cm
-1

.
54

 Οη Siamwiza et al. 

έρνπλ απνδείμεη φηη ν ιφγνο ησλ ζρεηηθψλ εληάζεσλ ησλ θνξπθψλ απηψλ I830/I850 

εμαξηάηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ ηνπο δεζκνχο πδξνγφλνπ πνπ ζρεκαηίδεη ην θαηλνιηθφ 

ΟΗ.
82

 ΢πγθεθξηκέλα, δηαπηζηψζεθε φηη φηαλ ε θαηλνιηθή νκάδα ελεξγεί σο δφηεο 

πξσηνλίνπ, ν ιφγνο I850/I830 είλαη ίζνο κε 0.30, ελψ αληίζεηα φηαλ ην θαηλνιηθφ νμπγφλν 

δξα σο απνδέθηεο πξσηνλίνπ ν ιφγνο πξνζεγγίδεη ην 2.5. Δπίζεο, αλ ε θαηλνιηθή νκάδα 

ελεξγεί ηφζν σο δφηεο φζν θαη σο απνδέθηεο πξσηνλίνπ, ζηελ πεξίπησζε πνπ ηα 
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θαηάινηπα ηεο Tyr ζε έλα πξσηετληθφ ζχζηεκα είλαη πιήξσο εθηεζεηκέλα ζην δηαιχηε, ν 

ιφγνο I830/I850 γίλεηαη ίζνο κε 1.25.
73,82

  

Δπνκέλσο, φιεο νη δνλήζεηο ηεο Tyr κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηε κειέηε ησλ 

δεζκψλ πδξνγφλνπ ηεο Tyr, παξέρνληαο ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηελ επίδξαζε ησλ 

πεξηβαιινληηθψλ ζπλζεθψλ.      

2.5.2.4 Μελέηη ηηρ Μεηαβολήρ ηηρ Ένηαζηρ ηων Κοπςθών ηηρ Tyr 

Η αιιαγή ζηελ έληαζε ησλ θνξπθψλ ηεο Tyr (Τ8a, Τ8b, Τ7a θαη Τ9a), ζχκθσλα κε ηε 

βηβιηνγξαθία, ζρεηίδεηαη άκεζα κε ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο πιεπξηθήο αιπζίδαο ηεο Tyr 

θαη ηνπ ηνπηθνχ ηεο πεξηβάιινληνο.
42,51,52,55,57,81

 Οη Σakeuchi et al. κειέηεζαλ ηελ 

επίδξαζε ηνπ δηαιχηε ζην ζθεδαζκφ Raman ηεο AcTyrEE, πξνθεηκέλνπ λα εμεγήζνπλ ηε 

ζεκαληηθή αχμεζε ησλ θνξπθψλ Raman φηαλ ηα πεπηίδηα Met-encephalin θαη Leu-

encephalin ζπλδένληαη ζε επηθάλεηεο θσζθνιηπηδίσλ.
51

 Οη κεγαιχηεξεο αιιαγέο ζηελ 

έληαζε ησλ θνξπθψλ παξαηεξήζεθαλ κεηά απφ δηέγεξζε ησλ πξφηππσλ ελψζεσλ ζηα 240 

nm, φπνπ νη αξσκαηηθέο πιεπξηθέο αιπζίδεο ηεο Tyr εκθαλίδνπλ αζζελή απνξξφθεζε. 

Δπνκέλσο, θάζε δηαιχηεο πνπ πξνθαιεί εξπζξή κεηαηφπηζε ηεο θνξπθήο απνξξφθεζεο 

ησλ αξσκαηηθψλ ακηλνμέσλ La  (~220 nm), ιφγσ αιιειεπηδξάζεσλ δηπφινπ-δηπφινπ ή 

δηπφινπ πνιηθψλ αιιειεπηδξάζεσλ απμάλεη ηελ ελίζρπζε ησλ θνξπθψλ πνπ αληηζηνηρνχλ 

ζηηο δνλήζεηο ησλ αξσκαηηθψλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ. Ο βαζκφο αχμεζεο ηεο έληαζεο ησλ 

θνξπθψλ εμαξηάηαη απφ ηελ ηζνξξνπία ησλ αιιειεπηδξάζεσλ δηπφινπ, νη νπνίεο 

ζρεηίδνληαη κε ηηο ειεθηξνληαθέο ηδηφηεηεο ηνπ δηαιχηε θαη ηεο δηαιπκέλεο νπζίαο, φπσο 

ζηελ πεξίπησζε ηεο Tyr, ε νπνία είλαη πνιηθή ιφγσ ηεο παξνπζίαο ηνπ θαηλνιηθνχ ΟΗ. 

Δπνκέλσο, ε αχμεζε ηεο πδξνθνβηθφηεηαο ηνπ ηνπηθνχ πεξηβάιινληνο ησλ πιεπξηθψλ 

αιπζίδσλ ηεο Tyr πξνθαιεί αχμεζε ζηελ έληαζε ησλ θνξπθψλ πνπ ζπλδένληαη κε ηηο 

δνλήζεηο ηνπ αξσκαηηθνχ δαθηπιίνπ.
51,81

  

Η εμάξηεζε ησλ ηηκψλ ησλ δηαηνκψλ ζθεδαζκνχ Raman ησλ θνξπθψλ ηεο Tyr κε ην 

ηνπηθφ πεξηβάιινλ θαη σο επαθφινπζν ηεο πξνζβάζηκεο επηθάλεηαο ησλ αξσκαηηθψλ 

θαηαινίπσλ ζην δηαιχηε, έρεη κειεηεζεί απφ πνιινχο εξεπλεηέο.
38,42

 Οη Chi θαη Asher 

κειέηεζαλ ηελ εμάξηεζε ησλ απνιχησλ δηαηνκψλ ζθεδαζκνχ Raman ηεο Tyr ζπλαξηήζεη 

ηεο δηαιπηηθήο ηεο έθζεζεο, ππνινγίδνληαο ηηο δηαηνκέο ζθεδαζκνχ ζε δηάθνξα κείγκαηα 

λεξνχ/πξνπαλφιεο ζε δηάθνξεο αλαινγίεο,
42

 φπνπ επηβεβαηψζεθε φηη ε αχμεζε ηεο 

πδξνθνβηθφηεηαο ηνπ δηαιχηε πξνθαιεί αχμεζε ζηελ ηηκή ηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνχ 
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Raman. Απηφ επηβεβαηψζεθε θαη απφ ππνινγηζκνχο δηαηνκψλ ζθεδαζκνχ ηεο Tyr πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα ζπγθεθξηκέλα θαηάινηπα, ηα νπνία βξίζθνληαη „„ζακκέλα‟‟ ή 

πιήξσο εθηεζεηκέλα ζην δηαιχηε ζηελ πξσηετληθή δνκή ηνπ θπηνρξψκαηνο c ζηνλ ηφλν, 

θαζψο θαη ζην ζπέξκα ηεο θάιαηλαο θαη ηεο κπνγινβίλεο ηνπ αιφγνπ, πξσηεΐλεο ησλ 

νπνίσλ νη δνκέο είλαη ήδε γλσζηέο θαη ν ππνινγηζκφο ηεο πξνζβάζηκεο επηθάλεηαο ησλ 

αξσκαηηθψλ θαηαινίπσλ ζην δηαιχηε είλαη εθηθηφο.
42

  

Η αιιαγή ζηελ έληαζε ησλ θνξπθψλ ηεο Tyr κπνξεί λα πξνθαιέζεη θαη ε επίδξαζε ηεο 

ζεξκνθξαζίαο, εμαηηίαο ηεο θαηαλνκήο Boltzmann ηνπ πιεζπζκνχ ησλ δνλεηηθψλ 

θαηαζηάζεσλ.
83

 Οη Boyden θαη Asher κειεηψληαο δηακνξθσηηθέο αιιαγέο ζπλαξηήζεη ηεο 

ζεξκνθξαζίαο κε ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο UVRR, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 229 nm, 

έδεημαλ φηη νη εληάζεηο ησλ δνλήζεσλ ηεο Tyr κεηψλνληαη κε ηελ αχμεζε ηεο 

ζεξκνθξαζίαο.
84

 

2.5.2.5 Δνίζσςζη ηος ΢κεδαζμού ηηρ Tyr ζηην Τπεπιώδη Πεπιοσή  

Οη δηεγεξκέλεο θαηαζηάζεηο ηεο αξσκαηηθήο πιεπξηθήο αιπζίδαο ηεο Tyr ζπλδένληαη 

άκεζα κε ην κφξην ηνπ βελδνιίνπ. Η πξψηε επηηξεπηή (εθθπιηζκέλε) κεηάπησζε π→π* 

Βa,b ηνπ βελδνιίνπ παξαηεξείηαη ζηα ~183 nm, θαη νη δχν απαγνξεπκέλεο κεηαπηψζεηο 

ιφγσ ζπκκεηξίαο, La, Lb ζηα 203 θαη 253 nm, αληίζηνηρα. Με ηελ ππνθαηάζηαζε ηνπ 

βελδντθνχ δαθηπιίνπ κε ην πδξνμχιην, ε ζπκκεηξία ηνπ βελδνιίνπ D6h αιιάδεη ζε C2v θαη 

επνκέλσο νη απαγνξεπκέλεο κεηαπηψζεηο La θαη Lb, επηηξέπνληαη. Με ηελ ππνθαηάζηαζε 

ηνπ δαθηπιίνπ, νη ελέξγεηεο κεηάπησζεο Βa,b, La θαη Lb, επηδεηθλχνπλ εξπζξή 

κεηαηφπηζε.
85,85 

 Οη θνξπθέο La θαη Lb εκθαλίδνληαη ζηα 223 θαη 275 nm, ελψ ε θνξπθή 

Βa,b  κεηαηνπίδεηαη ζηα 193 nm (΢ρήκα 2.17).
86 

Γα
λά
τει
α Κ

. Π
ιερ
ίδο
υ



 ΚΔΦΑΛΑΙΟ 2: ΘΔΩΡΗΣΙΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

 

 | 36  

 

 

΢σήμα 2.17: Φάζκα απνξξφθεζεο γηα ηελ ηπξνζίλε.
86 

Δπηιέγνληαο αθηηλνβνιία δηέγεξζεο (vo) ηεο νπνίαο ε ελέξγεηα ζπκπίπηεη κε ηελ ελέξγεηα 

γηα κηα ειεθηξνληαθή κεηάπησζε (vvi) ζην κφξην ηεο Tyr, ν ζθεδαζκφο Raman εληζρχεηαη 

κφλν απφ ηνλ φξν Α (Franck-Condon) ηεο πνισζηκφηεηαο, φπσο δίλεηαη απφ ηελ Δμίζσζε 

2.7,
39,85,86

   

2

vi 0 v

j v v j1
A Me

h v v i 


 
  (2.7) 

φπνπ Me είλαη ε δηπνιηθή ξνπή κεηάπησζεο, νη vvi θαη vo είλαη ε ζπρλφηεηα ηεο 

ζεκειηψδνπο ζηάζκεο θαη ε ζπρλφηεηα δηέγεξζεο, αληίζηνηρα, θαη j v v j είλαη ηα 

νινθιεξψκαηα επηθάιπςεο Franck-Condon. Ο φξνο Α ζρεηίδεηαη κε κηα κνλαδηθή 

δηεγεξκέλε ειεθηξνληαθή θαηάζηαζε κέζσ νινθιεξσκάησλ αιιεινεπηθάιπςεο Franck-

Condon. Σν γηλφκελν ησλ νινθιεξσκάησλ απηψλ είλαη ίζν κε κεδέλ ιφγσ ηεο 

νξζνγσληθφηεηαο ησλ θπκαηνζπλαξηήζεσλ δφλεζεο, εθηφο αλ ππάξρεη κεηαηφπηζε ηεο 

ζέζεο ηζνξξνπίαο ζηε δηεγεξκέλε ειεθηξνληαθή δηέγεξζε. Σέηνηα κεηαηφπηζε πξνθαινχλ 

κφλν νη εληειψο ζπκκεηξηθέο δνλήζεηο, θαη γηα απηφ ε αχμεζε ησλ εληάζεσλ Raman ιφγσ 

απηνχ ηνπ φξνπ, απαληάηαη κφλν απφ απηέο ηηο δνλήζεηο.
39,8,86

 ΢ηελ πεξίπησζε ηεο Σyr νη 

δνλήζεηο Τ8a, Τ9a θαη Τ7a εληζρχνληαη ζηα θάζκαηα UVRR  κέζσ ηνπ φξνπ Α. 

΢ηελ πεξίπησζε πνπ νη κεηαπηψζεηο κεηαμχ ηεο ζεκειηψδνπο θαη δχν ειεθηξνληαθψλ 

δηεγεξκέλσλ θαηαζηάζεσλ είλαη επηηξεπηέο, ηφηε παξαηεξείηαη ελίζρπζε ηνπ Β φξνπ ηεο 

πνισζηκφηεηαο φπσο δίλεηαη απφ ηεο Δμίζσζε 2.8. 
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0

1
'

v vi v

j Q v v i i v v Q i
B MeMe

h v v i




  
  (2.8) 

Ο φξνο απηφο θαζνξίδεη ζε κεγάιν βαζκφ ηελ έληαζε ησλ θνξπθψλ Raman πνπ 

ζρεηίδνληαη κε κε-εληειψο ζπκκεηξηθέο δνλήζεηο. Η αλάιπζε ησλ ηδηνηήησλ ηνπ φξνπ Β 

θαζηζηά ζαθή ην ξφιν ηεο ειεθηξνληαθήο ζχδεπμεο (vibronic coupling) ζηελ ελίζρπζε 

ησλ εληάζεσλ Raman. Οη δνλήζεηο νη νπνίεο κπνξνχλ λα ζπλδπάδνπλ δχν δηεγεξκέλεο 

ειεθηξνληαθέο θαηαζηάζεηο πθίζηαληαη κεγάιε ελίζρπζε ζηελ έληαζή ηνπο. Δλίζρπζε Β 

φξνπ παξνπζηάδεηαη ζηελ πεξίπησζε ηεο Σyr φπνπ ζηα θάζκαηα UVRR κπνξεί λα 

παξαηεξεζεί ε δφλεζε Τ8b, ιφγσ ηεο ζχδεπμεο ησλ ειεθηξνληαθψλ θαηαζηάζεσλ Βa,b,  θαη 

La.
85,86

  

Οη Spiro et al. κειέηεζαλ ηελ ελίζρπζε ηνπ ζθεδαζκνχ Raman ησλ δνλήζεσλ ηνπ 

θαηλνιηθνχ δαθηπιίνπ ηεο Tyr ζηελ ππεξηψδε πεξηνρή. ΢πγθεθξηκέλα, ζηε κειέηε ηνπο 

ιήθζεθαλ θάζκαηα UVRR ηεο Tyr, κεηά απφ δηέγεξζε ζηελ πεξηνρή 192-240 nm (΢ρήκα 

2.18).
85,86

 Οη κεγάιεο αιιαγέο πνπ παξαηεξνχληαη ζηηο εληάζεηο ησλ θνξπθψλ ζπλαξηήζεη 

ηνπ κήθνπο δηέγεξζεο κπνξνχλ λα εμεγεζνχλ απφ ηε ζπλεηζθνξά ησλ φξσλ Α θαη Β. 

 

 

΢σήμα 2.18: Φάζκαηα UVRR ηεο Tyr, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 192, 200, 218 θαη 240 nm.
86
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Σα κήθε δηέγεξζεο 200, 218 θαη 240 nm γεηηληάδνπλ κε ηε κεηάπησζε La (΢ρήκα 2.18) θαη 

ζηα θάζκαηα UVRR κπνξνχλ λα παξαηεξεζνχλ νη δνλήζεηο Y8a, Y8b θαη Y9a, ιφγσ ηεο 

ελίζρπζεο ησλ φξσλ Α θαη Β, αθνχ παξαηεξείηαη ζχδεπμε ησλ ειεθηξνληαθψλ 

θαηαζηάζεσλ Βa,b,  θαη La. Γηέγεξζε ζηα 192 nm πνπ βξίζθεηαη άκεζα ζε ζπληνληζκφ κε 

ηελ επηηξεπφκελε κεηάπησζε Βa,b, ζην θάζκα Raman νη εληάζεηο ησλ θνξπθψλ Y8a θαη 

Y8b είλαη ζπγθξίζηκεο κε ηηο εληάζεηο ησλ ζπκκεηξηθψλ δνλήζεσλ Y7a θαη Y1 ζηνπο 1210 

θαη 853 cm
-1

, αληίζηνηρα. Η ζπκπεξηθνξά απηή νθείιεηαη ζηελ ελίζρπζε ησλ φξσλ Α θαη 

Β. Δίλαη ζεκαληηθφ λα αλαθεξζεί φηη ν ιφγνο ηεο έληαζεο ησλ θνξπθψλ Y8b/Y8a είλαη 

ζεκαληηθά κηθξφηεξνο ζηo κήθνο δηέγεξζεο 192 nm ζε ζρέζε κε ην 218 nm, ην νπνίν 

είλαη ζε απεπζείαο ζπληνληζκφ κε ηελ La. Όκνηα, ε Y9a παξνπζηάδεηαη αζζελέζηεξε ζε 

ζρέζε κε ηελ Y8a ζηα 192 nm ζε ζρέζε κε ηα 218 nm. Δπνκέλσο, ε ελίζρπζε ηνπ φξνπ Α 

είλαη κεγαιχηεξε γηα ηελ Y8a ζε ζρέζε κε ηηο δχν άιιεο δνλήζεηο, νη νπνίεο θπξηαξρνχλ 

ζην θάζκα ζηα 218 nm.   
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  ΚΔΦΑΛΑΙΟ 3 

ΠΔΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

3.1 Ανηιδπαζηήπια 

Σν πεπηίδην TTR(105-115) κε ηελ αθνινπζία Tyr-Thr-IIe-Ala-Ala-Leu-Leu-Ser-Pro-Tyr-

Ser (YTIAALLSPYS), πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνύζα Γηδαθηνξηθή Γηαηξηβή 

αγνξάζηεθε από ηελ εηαηξεία AnaSpec θαη ρξεζηκνπνηήζεθε ρσξίο θακία πεξαηηέξσ 

επεμεξγαζία. Σν πεπηίδην απηό έρεη ζπληεζεί ρξεζηκνπνηώληαο ηελ ηππνπνηεκέλε κέζνδν 

ζύλζεζεο ζηεξεάο θάζεο θαη ν θαζαξηζκόο ηνπ έγηλε κε ρξήζε ρξσκαηνγξαθίαο HPLC 

(θαζαξόηεηα >95%). Η L-Σπξνζίλε ηελ νπνία καο ηελ έρεη πξνκεζεύζεη ε εηαηξεία Merck 

ρξεζηκνπνηήζεθε ρσξίο πεξαηηέξσ επεμεξγαζία. Γηα ηελ παξαζθεπή ησλ δηαιπκάησλ πνπ 

κειεηήζεθαλ ζηε θαζκαηνζθνπηθή κειέηε ηνπ Κεθαιαίν 5 ρξεζηκνπνηήζεθαλ: 

αθεηνληηξίιην (99.9%, Merck), αθεηνληηξίιην-d3 (99.96 atom % D, Aldrich) θαη νμείδην ηνπ 

δεπηεξίνπ (99.9%, Merck), ηα νπνία ρξεζηκνπνηήζεθαλ ρσξίο πεξεηαίξσ επεμεξγαζία. Γηα 

ηελ παξαζθεπή ησλ δηαιπκάησλ πνπ κειεηήζεθαλ ζηε θαζκαηνζθνπηθή κειέηε ηνπ 

Κεθαιαίνπ 6 ρξεζηκνπνηήζεθαλ: Γιπθεξόιε (≥ 99.5%, Merck) θαη ζεηηθό λάηξην (≥ 99%, 

Merck), ηα νπνία ρξεζηκνπνηήζεθαλ ρσξίο πεξαηηέξσ επεμεξγαζία. 

3.2 Πειπαμαηική Γιάηαξη ΢ςνηονιζμού Raman 

Η πεηξακαηηθή δηάηαμε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηηο θαζκαηνζθνπηθέο κεηξήζεηο πνπ 

έγηλαλ ζηα πιαίζηα ηεο παξνύζαο Γηδαθηνξηθήο Γηαηξηβήο πεξηγξάθεηαη ζην ΢ρήκα 3.1.
1
 

Η πεηξακαηηθή δηάηαμε απνηειείηαη από κηα πεγή κνλνρξσκαηηθήο αθηηλνβνιίαο ε νπνία 

είλαη έλα παικηθό laser Q-switched Nd:YAG (PRO-230, 30 Hz, Spectra Physics) κεγάιεο 

ηζρύνο, εμνπιηζκέλν κε θξπζηάιινπο γηα ηελ παξαγσγή όισλ ησλ αξκνληθώλ ζπρλνηήησλ. 

Η δπλαηόηεηα απηή παξέρεη ηελ επειημία επηινγήο θαηάιιεινπ κήθνπο θύκαηνο γηα ηε 

δηέγεξζε ησλ ππό κειέηε δεηγκάησλ, αλάινγα κε ην αληηθείκελν κειέηεο ηνπο. 

΢πγθεθξηκέλα, ε δεύηεξε, ηξίηε θαη ηέηαξηε αξκνληθή ζπρλόηεηα ηνπ Nd:YAG laser (532, 

355 θαη 266 nm αληίζηνηρα) θαζνδεγνύληαη κέζα από έλα ζσιήλα παξαγσγήο ζπρλνηήησλ 

(Raman Shifter) όπνπ κπνξεί λα νδεγήζεη ζηελ παξαγσγή επηπιένλ ζπρλνηήησλ δηέγεξζεο 

ηνπ δείγκαηνο. Απηή ε δπλαηόηεηα επηινγήο κήθνπο θύκαηνο (tunability) ηνπ ζπζηήκαηνο 

δίλεηαη κέζσ ηνπ θαηλνκέλνπ ηνπ επαγόκελνπ ζθεδαζκνύ Raman (Stimulated Raman 

Scattering), όπνπ κηα ηζρπξή δέζκε laser εζηηάδεηαη ζε έλα ζσιήλα 1 m, θαηαζθεπαζκέλν 

από αλνμείδσην ράιπβα, πνπ πεξηέρεη αέξην H2, πίεζεο 1.5 bar. Ο ζσιήλαο έρεη δηάκεηξν 1 

in θαη δηαζέηεη ζηα δύν άθξα ηνπ παξάζπξα θαηαζθεπαζκέλα από UV-grade fused silica. 
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΢σήμα 3.1: Πεηξακαηηθή Γηάηαμε UV ΢πληνληζκνύ Raman.
1 

Η αθηηλνβνιία δηαπεξλώληαο ην ζσιήλα παξάγεη κηα δέζκε θσηόο ζε θάζε θαη κε 

θαηεπζπληηθόηεηα, ε νπνία πεξηέρεη ηηο Stokes θαη anti-Stokes ζπρλόηεηεο ηεο πην έληνλεο 

δόλεζεο Raman ηνπ αεξίνπ καδί κε ηηο ππέξηνλέο ηνπο. ΢πγθεθξηκέλα, ε γξακκή Stokes 

λν-λm πνπ αληηζηνηρεί ζην κνλαδηθό ηξόπν δόλεζεο ηνπ κνξίνπ ηνπ H2 (λm = 4155 cm
-1

) 

είλαη ηόζν ηζρπξή πνπ ελεξγεί σο δεπηεξνγελήο πεγή δηέγεξζεο ηεο δεύηεξεο γξακκήο 

Stokes λν-2λm, θαη απηή ηεο ηξίηεο, θ.ν.θ., νδεγώληαο έηζη ζηελ παξαγσγή ησλ 

ζπρλνηήησλ Stokes θαη anti-Stokes (΢ρήκα 3.2). Υξεζηκνπνηώληαο ηνλ επαγόκελν 

ζθεδαζκό Raman επηηπγράλεηαη ε παξαγσγή αθηηλνβνιίαο κε κήθνο θύκαηνο ζηελ 

πεξηνρή 229 κε 280 nm θαζώο επίζεο θαη ζηε βαζηά ππεξηώδε πεξηνρή 185 κε 209 nm, 

κήθε θύκαηνο θαηάιιεια γηα ηε κειέηε ησλ βηνινγηθώλ ζπζηεκάησλ.   

 

 

 

 

 

 

 

 

΢σήμα 3.2: Φαηλόκελν Δπαγόκελνπ ΢θεδαζκνύ Raman. 
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3.2.1 Φαζμαηοζκοπικέρ Μεηπήζειρ Πποζδιοπιζμού ηος pKa 

Γηα ηηο θαζκαηνζθνπηθέο κεηξήζεηο πνπ πξαγκαηνπνηεζήθαλ γηα ηε κειέηε 

πξνζδηνξηζκνύ ηεο ηηκήο ηνπ pKa ησλ θαηαινίπσλ Tyr ζην πεπηίδην TTR(105-115) θαη ηεο 

ειεύζεξεο Tyr, ζην πιαίζην ηνπ Κεθαιαίνπ 4, ρξεζηκνπνηήζεθε σο ζπρλόηεηα 

αθηηλνβνιίαο δηέγεξζεο ησλ δεηγκάησλ ηα 239.5 nm, ε νπνία παξάγεηαη από ηελ ηέηαξηε 

αξκνληθή ζπρλόηεηα ηνπ Q-switched Nd:YAG laser ιν=266 nm. Με ηε βνήζεηα 

θαηάιιειεο δηάηαμεο θαζξεπηώλ θαη πξηζκάησλ, ε αθηηλνβνιία laser εζηηάδεηαη ζηελ 

θπςειίδα πνπ πεξηέρεη ην δείγκα (΢ρήκα 3.1). Η θπςειίδα UV quartz (Starna) πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηηο παξνύζεο κεηξήζεηο έρεη νπηηθό πάρνο (path length) 200-κm. 

Δπεηδή, όκσο, ε ηζρπξή απνξξόθεζε κπνξεί λα πξνθαιέζεη ηνπηθή ζέξκαλζε θαη θαη’ 

επέθηαζε ηε δηάζπαζε ηνπ δείγκαηνο, δείγκα όγθνπ 250 κL αλαηξνθνδνηείηαη κε ηε 

βνήζεηα κηαο πεξηζηαιηηθήο αληιίαο κε επαξθή ξπζκό ξνήο γηα ηελ εμαζθάιηζε λένπ 

όγθνπ γηα θάζε παικό laser. Δπηπιένλ, ε ελέξγεηα δηέγεξζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ 

αξθεηά κεησκέλε (2 κJ/παικό) πξνθεηκέλνπ λα απνθεπρζεί ε θσηνδηάζπαζε/ 

ζπζζσκάησζε ηνπ δείγκαηνο ηνπ πεπηηδίνπ ή ησλ πδαηηθώλ δηαιπκάησλ ηεο ειεύζεξεο 

Tyr. Η ζθεδαδόκελε αθηηλνβνιία ζηε ζπλέρεηα ζπιιέγεηαη κέζσ δηάηαμεο πνπ 

ρξεζηκνπνηεί ηε γεσκεηξία backscattering (135°) θαη θαηεπζύλεηαη ζε έλα θαζκαηνγξάθν 

Czerny-Turner, εζηηαθνύ κήθνπο 0.75 m (SpectraPro-2750, Princeton Instruments) 

ρξεζηκνπνηώληαο νπηηθά πνηόηεηαο UV (΢ρήκα 3.1) . 

 ΢ην θαζκαηνγξάθν ηνπνζεηήζεθε νινγξαθηθό θξάγκα πεξίζιαζεο κε 2400 εγθνπέο αλά 

mm, ελώ ην πιάηνο ησλ ζρηζκώλ ζηελ είζνδν ηνπ θαζκαηνγξάθνπ νξίζηεθε ζηα 100 κm 

πνπ παξέρνπλ δηαθξηηηθή ηθαλόηεηα 9 cm
-1

 ζην ζπγθεθξηκέλν κήθνο θύκαηνο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζε απηή ηε κειέηε. Σν ζθεδαδόκελν θώο είλαη γξακκηθά πνισκέλν θαη 

γηα ην ιόγν απηό πξηλ από ηελ είζνδν ζην θαζκαηνγξάθν ηνπνζεηήζεθε έλαο απνπνισηήο 

(fused silica and crystal quartz wedge) (CVI) ν νπνίνο αλαηξεί ηελ πόισζε ηνπ θσηόο. 

Απηό είλαη αλαγθαίν επεηδή ην θξάγκα πεξίζιαζεο έρεη δηαθνξεηηθή απόδνζε ζπλαξηήζεη 

ηεο θαηεύζπλζεο πόισζεο ηνπ εηζεξρνκέλνπ θσηόο. Tέινο, ε ζθεδαδόκελε δέζκε θσηόο 

αλαιύεηαη θαη αληρλεύεηαη κέζσ κηαο θάκεξαο CCD (back-illuminated Charge Coupled 

Device) 1340x100 pixel, ε νπνία ςύρεηαη κε πγξό άδσην (LN2-cooled) (Spec10:100Β-Pro-

2750, Princeton Instruments). 
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3.2.2 Φαζμαηοζκοπικέρ Μεηπήζειρ Πποζδιοπιζμού ηηρ Γεςηεποηαγούρ Γομήρ ηος 

Πεπηιδίος ΢ςναπηήζει ηηρ θεπμοκπαζίαρ και ηηρ Μελέηηρ Δπίδπαζηρ ηος 

Γιαλςηικού Πεπιβάλλονηορ 

Γηα ηηο θαζκαηνζθνπηθέο κεηξήζεηο πνπ πξαγκαηνπνηεζήθαλ γηα ηε κειέηε ησλ αιιαγώλ 

ζηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο (Κεθάιαην 5) θαζώο θαη ηε κειέηε 

ηεο επίδξαζεο ηνπ δηαιπηηθνύ πεξηβάιινληνο ησλ Tyr (Κεθάιαην 6), ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

ηα κήθε θύκαηνο 199.8 θαη 239.5 nm, αληίζηνηρα. Σα κήθε θύκαηνο απηά παξάγνληαη 

κέζσ ηνπ επαγόκελνπ θαηλνκέλνπ Raman από ηελ ηέηαξηε αξκνληθή ζπρλόηεηα ηνπ Q-

switched Nd:YAG laser ζηα 266 nm. Η θύξηα δηαθνξά ζηελ πεηξακαηηθή δηάηαμε (΢ρήκα 

3.1) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηα πεηξάκαηα απηά ζε ζρέζε κε ηελ πξνεγνύκελε κειέηε 

(πξνζδηνξηζκόο pKa) αθνξνύλ ηε ππνδνρή ηνπ δείγκαηνο θαη ηε CCD θάκεξα.  

Καη ζηηο δύν κειέηεο, δείγκα όγθνπ 100 κl ηνπνζεηήζεθε ζε πεξηζηξεθόκελε θπςειίδα 

πνπ απνηειείηαη από έλα ζσιήλα EPR quartz (δηάκεηξνο: 4 mm) θαη ζπλδέεηαη κε έλα 

θηλεηήξα κε ξενζηάηε, γηα ηελ επηινγή ηεο ηαρύηεηαο πεξηζηξνθήο. Η ρξήζε ηεο 

πεξηζηξεθόκελεο θπςειίδαο ζπληειεί ζηελ παξάηαζε ηνπ ρξόλνπ δσήο ησλ δεηγκάησλ θαη 

επηπιένλ ειαρηζηνπνηεί ηελ απώιεηα ηνπ αθεηνληηξηιίνπ (δηαιύηε) ιόγσ εμάηκηζεο. 

Η ζεξκνθξαζία ησλ δεηγκάησλ κπνξεί λα ειεγρηεί κε δύν δηαθνξεηηθνύο ηξόπνπο. Αξρηθά, 

ζηα πεηξάκαηα κειέηεο ηεο επίδξαζεο ηνπ δηαιπηηθνύ πεξηβάιινληνο (Κεθάιαην 6), ηα 

δείγκαηα ζεξκνζηαληνύληαη ζε ζεξκνθξαζία 10 °C κέζσ ξνήο παγσκέλνπ αέξηνπ N2 ζηελ 

όςε ηεο θπςειίδαο, ην νπνίν δηεξρόηαλ από πελίν θαηαζθεπαζκέλν από αλνμείδσην 

ράιπβα πνπ ήηαλ θαηαβπζηζκέλν ζε πγξό άδσην. Η ζεξκνθξαζία ειεγρόηαλ κέζσ ηνπ 

ξπζκνύ ξνήο ηνπ αέξηνπ αδώηνπ, κέζσ ηνπ πελίνπ. Αξγόηεξα, ηα πεηξάκαηα απηά 

επαλαιήθζεθαλ θαη γηα ηνλ θαιύηεξν έιεγρν ηεο ζεξκνθξαζίαο ηνπ δείγκαηνο 

ζρεδηάζηεθε ζεξκηθόο καλδύαο κε θπθιηθή ππνδνρή έηζη ώζηε λα ηνπνζεηείηαη ν ζσιήλαο 

EPR (΢ρήκα 3.3). Ο ζεξκηθόο καλδύαο είλαη θαηαζθεπαζκέλνο από κπξνύληδν κε 

εζσηεξηθνύο αγσγνύο γηα ηε ξνή ηνπ λεξνύ πνπ παξέρεηαη από έλα θπθινθνξεηή λεξνύ 

(FB51709, Fisher Scientific) γηα ηνλ έιεγρν ηεο ζεξκνθξαζίαο.
2
 Η αθξηβήο ζεξκνθξαζία 

ηνπ δείγκαηνο κεηξήζεθε κε ρξήζε ζεξκνκέηξνπ επαθήο  (Fluke, 80PK-26, Sure Grip), 

όπνπ θαη δηαπηζηώζεθε όηη ν δεύηεξνο ηξόπνο ειέγρνπ ηεο ζεξκνθξαζίαο ήηαλ 

πεξηζζόηεξνο αμηόπηζηνο.  
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΢σήμα 3.3: Θεξκηθόο Μαλδύαο. 

Γηα ηα πεηξάκαηα κειέηεο ηεο επίδξαζεο ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ 

(Κεθάιαην 5), ρξεζηκνπνηήζεθε ν ζεξκηθόο καλδύαο γηα ηε δηαηήξεζε ησλ δεηγκάησλ ζε 

ζηαζεξή ζεξκνθξαζία. Η ελέξγεηα δηέγεξζεο ήηαλ ζηα ίδηα επίπεδα όπσο θαη ζηελ 

πξνεγνύκελε κειέηε (2 κJ/παικό).  

΢ε απηέο ηηο θαζκαηνζθνπηθέο κειέηεο ε ζθεδαδόκελε αθηηλνβνιία αληρλεύηεθε κέζσ 

κηαο θαηλνύξγηαο θάκεξαο CCD (back-illuminated UV-enhanced) 2048-512 pixel, κε 

κεγαιύηεξν εύξνο ςεθηνπνίεζεο θαη κεγαιύηεξε θβαληηθή απόθξηζε ζηε βαζηά ππεξηώδε 

πεξηνρή (200 nm). Δπνκέλσο, κε ηε ρξήζε ηεο ζπγθεθξηκέλεο CCD θάκεξαο έγηλε 

θαηνξζσηή ε ιήςε θαζκάησλ Raman ζε κεγαιύηεξε δπλακηθή πεξηνρή θαη επηπιένλ 

κεηώζεθε ν ρξόλνο θαηαγξαθήο δεδνκέλσλ.    

3.3 Πειπαμαηική Γιάηαξη Χπονικήρ Ανάλςζηρ ΢ςνηονιζμού Raman 

H παξαθνινύζεζε ηεο δπλακηθήο ζπζζσκάησζεο ηνπ πεπηηδίνπ TTR (105-115) κπνξεί λα 

επηηεπρζεί κε ηελ εηζαγσγή ελόο άικαηνο ζεξκνθξαζίαο (temperature jump) ζην δείγκα 

ρξεζηκνπνηώληαο έλα ππέξπζξν παικό laser λαλνδεπηεξνιέπηνπ θαη παξαθνινπζώληαο 

έπεηηα ηε δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηώληαο ηε θαζκαηνζθνπία ρξνληθήο αλάιπζεο 

ζπληνληζκνύ Raman (TRRR). ΢ηα πιαίζηα ηεο παξνύζαο Γηδαθηνξηθήο Γηαηξηβήο 

επηηεύρζεθε ε θαηαζθεπή ηεο βέιηηζηεο νπηηθήο δηάηαμεο κε ηελ νπνία κπνξεί λα 

αληρλεπζεί άικα ζεξκνθξαζίαο ζην λεξό, ην κνξηαθό ζεξκόκεηξν ησλ δεηγκάησλ ηνπ 

πεπηηδίνπ, θαη ε απαξαίηεηε βαζκνλόκεζε. ΢πγθεθξηκέλα, ρξεζηκνπνηήζεθε κηα 

ηξνπνπνηεκέλε πεηξακαηηθή δηάηαμε, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην ΢ρήκα 3.4.  
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΢σήμα 3.4: Πεηξακαηηθή Γηάηαμε UV Υξνληθήο Αλάιπζεο ΢πληνληζκνύ Raman. 

Ο ζεξκηθόο παικόο πνπ πξνθαιεί ην άικα ζεξκνθξαζίαο ζην δείγκα επηηεύρζεθε κέζσ ηεο 

παξαγσγήο ελόο ππέξπζξνπ παικνύ (IR) από ην Q-switched Nd:YAG laser. 

΢πγθεθξηκέλα, ε παξαγσγή ηνπ ππέξπζξνπ ζεξκηθνύ παικνύ επηηεύρζεθε κέζσ ηνπ 

θαηλόκελνπ επαγόκελνπ ζθεδαζκνύ Raman (Stimulated Raman Scattering, SR) ζην αέξην 

H2, κέζσ ελόο δεύηεξνπ ζσιήλα 1 m. ΢ε απηή ηελ πεξίπησζε, ην αέξην Η2 δηεγείξεηαη  

ρξεζηκνπνηώληαο ην βαζηθό κήθνο θύκαηνο ελόο Nd:YAG laser ζηα 1064 nm θαη 

παίξλνληαο ηελ πξώηε κεηαηόπηζε Stokes (θαηά 4155 cm
-1

) ζηα 1.9 κm σο ην ζεξκηθό 

παικό. Γηα ηελ παξαγσγή απηνύ ηνπ κήθνπο θύκαηνο, πςειέο ελέξγεηεο ηνπ laser θαη 

κεγάιεο πηέζεηο (40 bar) ηνπ αεξίνπ είλαη αλαγθαίεο. Καηά ηε δηαδηθαζία SR, κεγάιε 

πνζόηεηα ζεξκόηεηαο κεηαθέξεηαη ζην αέξην H2, θάηη πνπ κπνξεί λα πξνθαιέζεη έθξεμε. 

Δπίζεο, κε ηε ρξήζε πςειήο ηζρύνο ηεο δέζκεο ηνπ laser, ε ζεξκν-νπηηθή παξακόξθσζε 

ηνπ δείθηε δηάζιαζεο θαηαζηξέθεη ηελ πνηόηεηα ηεο νπηηθήο δέζκεο, κεηώλνληαο ηελ 

απόδνζε κεηαηξνπήο ηεο ζπρλόηεηαο. ΢πλεπώο, ήηαλ αλαγθαία ε αγνξά εκπνξηθνύ 

ζσιήλα (Light Age Inc.) κε δπλαηόηεηα αλαθύθισζεο ηνπ αεξίνπ γηα ηελ πην απνδνηηθή 

θαη αζθαιή κεηαηξνπή ζηα 1.9 κm.  

΢ηα πεηξάκαηα ρξνληθήο αλάιπζεο, ν ππέξπζξνο παικόο παίξλεη ην ξόιν ηνπ παικνύ 

δηέγεξζεο (pump probe) ελώ ν παικόο δηεξεύλεζεο (probe pulse) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

είλαη έλαο ππεξηώδεο παικόο γύξσ ζηα 200 nm θαη γηα παξαθνινύζεζε αιιαγήο ηεο 

Γα
λά
τει
α Κ

. Π
ιερ
ίδο
υ



 ΚΔΦΑΛΑΙΟ 3: ΠΔΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

  

 | 50 

δεπηεξνηαγνύο δνκήο. Ο ρξόλνο θαζπζηέξεζεο ηνπ παικνύ δηεξεύλεζεο ζε απηά ηα 

πεηξάκαηα ζηε ρξνλνθιίκαθα λαλνδεπηεξνιέπηνπ ζε ζρέζε κε ην ζεξκηθό παικό 

πξνζδηνξίδεηαη κε ηε ρξήζε ςεθηαθήο γελλήηξηαο θαζπζηέξεζεο (Digital Delay 

Generator).  

Με ηε βνήζεηα θαηάιιειεο δηάηαμεο θαζξεπηώλ θαη πξηζκάησλ νη δύν παικνί εζηηάδνληαη 

ζηελ θπςειίδα πνπ πεξηέρεη ην δείγκα. Έλα κεγάιν ρξνληθό δηάζηεκα θαηαλαιώζεθε ζηελ 

εύξεζε ηεο βέιηηζηεο δηάηαμεο γηα ηελ θαιύηεξε δηεμαγσγή ησλ πεηξακάησλ, γηα απηό θαη 

είλαη ζεκαληηθό λα αλαθεξζνύλ εθηελέζηεξα απηέο νη πξνζπάζεηεο. Έλα πξώην πξαθηηθό 

πξόβιεκα ζηε δηαδηθαζία απηή ήηαλ παξαθνινύζεζε ηεο πνξείαο ηεο δέζκεο ζηα 1.9 κm, 

ε νπνία βξίζθεηαη ζηελ ππέξπζξε πεξηνρή θαη δελ είλαη νξαηή. ΢πλήζσο ην πξόβιεκα 

απηό ιύλεηαη κε ηε ρξήζε ελόο κηθξνύ laser He:Ne, ην νπνίν εθπέκπεη ζηελ θόθθηλε 

πεξηνρή, θαη ην νπνίν επζπγξακκίδεηαη νύησο ώζηε λα αθνινπζεί αθξηβώο ηελ ίδηα πνξεία 

κε ην ππέξπζξν. Μεηά από δηάθνξεο δηαηάμεηο θαη πξνζπάζεηεο, νξίζηεθε ε πνξεία ηνπ 

ππέξπζξνπ ρξεζηκνπνηώληαο ηε δέζκε ζηα 527 nm πνπ εμέξρεηαη από ην ζσιήλα 

παξαγσγήο ζπρλνηήησλ καδί κε ην ππέξπζξν, θαη κε ηε ζηξέςε ηνπ πξίζκαηνο Pellin 

Broca ν ππέξπζξνο παικόο ν νπνίνο κπνξεί λα παξαθνινπζεζεί κε έλα κεηξεηή ηζρύνο, 

θαη λα δηαλύζεη ηελ ίδηα πνξεία. Η επζπγξάκκηζε ηνπ ππεξύζξνπ θαη ηνπ ππεξηώδνπο 

παικνύ ζηα 200 nm έγηλε κε ηε ρξήζεο ελόο θαζξέθηε πνπ αληαλαθιά ζηα 193 nm θαη 

αθήλεη ην ππέξπζξν λα ην δηαπεξάζεη. Έλα δεύηεξν πξαθηηθό πξόβιεκα πνπ εληνπίζηεθε 

θαηά ηε δηαδηθαζία ήηαλ ην δηαθνξεηηθό κήθνο εζηίαζεο ησλ ηόζν δηαθνξεηηθώλ κεθώλ 

θύκαηνο. Σν πξόβιεκα απηό ιύζεθε κε ηελ εηζδνρή ελόο κεγάινπ κήθνπο εζηίαζεο θαθνύ 

ζηελ ππέξπζξε δέζκε γηα λα θέξεη ην κήθνο εζηίαζεο ζην ίδην ζεκείν κε ην ππεξηώδεο. 

Γηάθνξνη παξάγνληεο επεξεάδνπλ ηελ πξόθιεζε ελόο κεγάινπ άικαηνο ζεξκνθξαζίαο ζε 

έλα δείγκα. Απηνί είλαη ε ηζρύο ηνπ laser, ην κέγεζνο ηεο δέζκεο θσηόο ζην δείγκα (spot 

size) θαη ην πάρνο ηνπ δείγκαηνο. Σν κεγαιύηεξν άικα ζεξκνθξαζίαο παξάγεηαη κε ηελ 

αύμεζε ηεο ηζρύνο ηνπ ππέξπζξνπ παικνύ, ηε κείσζε ηνπ spot size θαη πάρνπο ηνπ 

δείγκαηνο. Δθόζνλ, όκσο, ε έληαζε ηεο δέζκεο ζην δείγκα απμάλεηαη πεξηζζόηεξν κε ηε 

κείσζε ηνπ κεγέζνπο ηεο δέζκεο ηνπ θσηόο, παξά κε ηελ αύμεζε ηεο ηζρύνο, 

επηθεληξσζήθακε ζηνπο δύν ηειεπηαίνπο παξάγνληεο, εθόζνλ ν πξώηνο παξάγνληαο 

κπνξνύζε εύθνια λα ειεγρζεί από ην ίδην ην laser. Η εύξεζε θαηάιιεινπ θαθνύ κεγάινπ 

κήθνπο εζηίαζεο έπαημε θαζνξηζηηθό ξόιν, όπσο θαη ν ζρεδηαζκόο ηνπ θαηάιιεινπ 

δνρείνπ γηα ην δείγκα. Κάησ από ηηο ζπλζήθεο ηνπ πεηξάκαηνο, είλαη απαξαίηεηε ε 

αλαθύθισζε ηνπ δείγκαηνο, νύησο ώζηε ν παικόο ηνπ laser λα πξνζπίπηεη ζε θξέζθν όγθν 

ηνπ δείγκαηνο. Γηάθνξεο παξαιιαγέο έρνπλ δνθηκαζηεί. Η ρξήζε ηνπ πεξηζηξεθόκελνπ 

ζσιήλα, ε νπνία πξνζθέξεηαη γηα δείγκαηα πνπ ππόθεηληαη αιιαγέο θάζεο, δελ ήηαλ 
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εθηθηή, ιόγσ ηνπ κεγάινπ πάρνπο ηνπ, πνπ νδεγεί ζηελ απνξξόθεζε ηνπ ππέξπζξνπ 

παικνύ από ην λεξό θαη ζηε δεκηνπξγία κηαο αλνκνηόκνξθεο θαηαλνκήο ηεο 

ζεξκνθξαζίαο ηνπ δείγκαηνο θάηη πνπ απνηξέπεη ηηο αθξηβείο κεηξήζεηο. Η βέιηηζηε 

δηάηαμε επνκέλσο βξέζεθε λα απνηειείηαη από έλα ιεπηό πκέλην (film) δείγκαηνο, ην νπνίν 

δεκηνπξγείηαη ιόγσ ηεο δύλακεο ηεο επηθαλεηαθήο ηάζεο όηαλ ην δείγκα νδεγείηαη 

δηακέζνπ δύν ιεπηώλ κεηαιιηθώλ ζπξκάησλ (wire-guided jet). Έηζη ην άικα 

ζεξκνθξαζίαο δηαηεξήζεθε ζηαζεξό ζε όιν ηνλ όγθν ηνπ δείγκαηνο. Λόγσ όκσο ηεο 

αλαηξνθνδόηεζεο ηνπ δείγκαηνο κε απηό ηνλ ηξόπν, θαη ιόγσ ηεο κε αληηζηξέςηκεο 

δηαδηθαζίαο ζπζζσκάησζεο, απνθαζίζηεθε ν πεξηνξηζκόο ηνπ άικαηνο ζεξκνθξαζίαο 

ώζηε λα είλαη αξθεηό γηα λα μεθηλήζεη ηε δηαδηθαζία αιιά λα κείλεη ζηελ αληηζηξέςηκε 

πεξηνρή.  

Γηα ηε δηεμαγσγή πεηξακάησλ κε ρξνληθή αλάιπζε είλαη ζεκαληηθόο ν πξνζδηνξηζκόο ηνπ 

ρξόλνπ κεδέλ, όπνπ ν παικόο δηέγεξζεο (1.9 κm) θαη ν παικόο δηεξεύλεζεο (200 nm) 

θζάλνπλ ηαπηνρξόλσο ζην δείγκα. Απηό έγηλε εθηθηό κε ηε ρξήζε ςεθηαθήο γελλήηξηαο 

θαζπζηέξεζεο, ε νπνία ειέγρεη ηε ζηηγκή πνπ απνκαθξύλεηαη ν θάζε παικόο από ην laser, 

ζε ζπλδπαζκό κε κηα θσηνδίνδν επαίζζεηε θαη ζηηο δύν πεξηνρέο ηνπ θάζκαηνο γηα ηελ 

αλίρλεπζε θαη ησλ δύν παικώλ ηαπηνρξόλσο. Η θσηνδίνδνο ελσκέλε κε έλαλ ςεθηαθό 

παικνγξάθν βνεζά ζηελ απεηθόληζε ησλ δύν παικώλ θαη ζην ζπγρξνληζκό ηνπο. Έηζη, 

ζηε ζπλέρεηα, ν παικόο δηεξεύλεζεο κπνξεί λα θαζπζηεξεζεί ρξνληθά ζε ζρέζε κε ην 

ζεξκηθό παικό ζηε ρξνλνθιίκαθα λαλνδεπηεξνιέπηνπ θαη λα θάλεη δπλαηή ηε κέηξεζε 

θαζκάησλ Raman ζε δηάθνξεο ρξνληθέο ζηηγκέο γηα ηελ παξαθνινύζεζε νπνησλδήπνηε 

δνκηθώλ αιιαγώλ ζην δείγκα.                       

3.3.1  Άλμα Θεπμοκπαζίαρ 

Γεληθά ην άικα ζεξκνθξαζίαο δνπιεύεη σο κία αλαζηξέςηκε ώζεζε γηα ηελ αλαδίπισζε 

ελόο πξσηετληθνύ ζπζηήκαηνο, κέζσ αθηηλνβνιίαο ελόο πδαηηθνύ δείγκαηνο κε έλαλ 

ππέξπζξν παικό laser λαλνδεπηεξνιέπηνπ κε κήθνο θύκαηνο > 1.6 κm.  Ο παικόο 

απνξξνθάηαη απεπζείαο από αδύλαηεο ππέξηνλεο δνλήζεηο ηνπ λεξνύ θαη ζηε ζπλέρεηα 

δηαρέεηαη κέζσ δνλεηηθήο ραιάξσζεο απμάλνληαο ηε ζεξκνθξαζία ζηνλ όγθν ηνπ λεξνύ 

ππό δηέγεξζε κέζα ζε 100 πηθνδεπηεξόιεπηα.
3
 Η ζεξκηθά επαγόκελε 

αλαδίπισζε/μεηύιηγκα έρεη ην πιενλέθηεκα όηη δελ απαηηεί θαζόινπ απνηθνδνκεηηθά 

πιηθά γηα ηελ έλαξμε ηεο δηαδηθαζίαο, δίλνληαο έηζη ηελ ηθαλόηεηα ηεο παξαθνινύζεζεο 

ηεο δηαδηθαζίαο, θάησ από θπζηθέο ζπλζήθεο δηαιύηε. Μεηά ην άικα ζεξκνθξαζίαο νη 

δνκηθέο αιιαγέο ζηα δείγκαηα αληρλεύνληαη κε ηε κέζνδν TRRR. Απηή ε κέζνδνο 

ζπλδπάδεη όια ηα πιενλεθηήκαηα κηαο δνλεηηθήο θαζκαηνζθνπηθήο ηερληθήο κε ηελ 
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ηθαλόηεηα απεπζείαο παξαθνινύζεζεο ηεο δπλακηθήο αληίδξαζεο. Παξέρεη απεπζείαο 

θηλεηηθέο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηελ εκθάληζε θαη απόζβεζε πξντόλησλ κέζσ ηεο 

ρξνληθήο εμέιημεο ησλ εληάζεσλ ησλ θνξπθώλ Raman. Δπεηδή ην θάζκα Raman είλαη 

επαίζζεην ζηε κνξηαθή δνκή, ε TRRR κπνξεί επίζεο λα πξνζθέξεη πιεξνθνξίεο ζρεηηθά 

κε ηε δνκή θσηνπξντόλησλ θαη ηελ εμέιημε ηεο δηακόξθσζήο ηνπο (conformation) από ηηο 

ζπρλόηεηεο κεηάπησζεο σο πξνο ην ρξόλν.
4,5

 ΢ε έλα ζπλεζηζκέλν πείξακα TRRR, έλαο 

παικόο δηεγείξεη ηε θσηνρεκεία ππό κειέηε θαη ν ζθεδαζκόο από έλα δεύηεξν ρξνληθά 

θαζπζηεξεκέλν παικό αθνινπζείηαη ρξνληθά.
5
 Αθόηνπ ην παηξηθό κόξην δηεγεξζεί, κηα 

πνηθηιία κεθώλ θύκαηνο δηεξεύλεζεο κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα επηιεθηηθή ελίζρπζε 

ηνπ ζθεδαζκνύ ησλ πξντόλησλ.  

3.3.3 Βαθμονόμηζη Άλμαηορ Θεπμοκπαζίαρ 

Έλα ζεκαληηθό βήκα γηα ηε δηαθξίβσζε ηεο έθηαζεο ηνπ άικαηνο ζεξκνθξαζίαο είλαη ε 

βαζκνλόκεζε ηνπ κεγέζνπο κεηαηξνπήο ηεο ζεξκνθξαζίαο. Δπνκέλσο, γηα ηε 

βαζκνλόκεζε ιήθζεθαλ ζηαηηθά θάζκαηα ζπληνληζκνύ Raman ηνπ δηαιύκαηνο 

H2O/CF3CΟΟNa ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο (4-60 °C). Όπσο παξνπζηάδεηαη ζην 

΢ρήκα 3.5, ε ζπρλόηεηα θαη ε κνξθή ηεο θνξπθήο πνπ εκθαλίδεηαη ζηνπο ~3400 cm
-1

, ε 

νπνία αληηζηνηρεί ζηε ζπκκεηξηθή θαη αληηζπκκεηξηθή δόλεζε ηάζεο ηνπ ΟΗ ηνπ λεξνύ, 

εμαξηώληαη ζε κεγάιν βαζκό από ηε ζεξκνθξαζία.
3
 Δπνκέλσο, ζρεδηάζηεθε θακπύιε 

βαζκνλόκεζεο ηεο δηαθνξάο ηεο έληαζεο ηεο θνξπθήο ~3400 cm
-1

 ηνπ δηαιύκαηνο H2O/ 

CF3CΟΟNa ζηηο δηάθνξεο ζεξκνθξαζίεο ζε ζρέζε κε ηελ έληαζε ζηε ρακειόηεξε 

ζεξκνθξαζία, (΢ρήκα 3.6) ζπλαξηήζεη ηεο δηαθνξάο ηεο ζεξκνθξαζίαο (΢ρήκα 3.7). Ο 

ππνινγηζκόο απηόο ζα βνεζήζεη ζηνλ ππνινγηζκό ηνπ άικαηνο ζεξκνθξαζίαο.   
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΢σήμα 3.5: ΢ηαηηθά Φάζκαηα UVRR ηνπ δηαιύκαηνο Η2O/CF3CΟΟNa, κεηά από δηέγεξζε ζηα 

199.76 nm. Σα θάζκαηα θαλνληθνπνηήζεθαλ κε βάζε ηελ θνξπθή ηνπ ηξη-θζνξννμηθνύ λαηξίνπ 

1439 cm
-1

. 
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΢σήμα 3.6: Φάζκαηα δηαθνξάο UVRR ηνπ δηαιύκαηνο H2O/CF3CΟΟNa, ζηηο δηάθνξεο 

ζεξκνθξαζίεο. 

y = 145.4x + 0.539
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΢σήμα 3.7: Κακπύιε βαζκνλόκεζεο ηεο δηαθνξάο ηεο ζεξκνθξαζίαο ζπλαξηήζεη ηεο ΓΙ/Ιν 

ηεο θνξπθήο 3400 cm
-1

 ηνπ δηαιύκαηνο H2O/ CF3CΟΟNa. 

 

Λόγσ ηνπ κεγάινπ ρξόλνπ πνπ αλαιώζεθε γηα ηελ πξνεηνηκαζία ηεο όιεο νπηηθήο 

δηάηαμεο, κόλν κεξηθά αξρηθά πεηξάκαηα ρξνληθήο αλάιπζεο έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί ζηα 

πιαίζηα απηήο ηεο Γηδαθηνξηθήο Γηαηξηβήο, κε απνηειέζκαηα πνπ ζπκθσλνύλ κε ηηο 

πξνζδνθίεο καο.  Γα
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ΚΔΦΑΛΑΙΟ 4 

ΠΡΟ΢ΓΙΟΡΙ΢ΜΟ΢ ΣΟΤ pKa ΣΩΝ ΚΑΣΑΛΟΙΠΩΝ ΣΤΡΟ΢ΙΝΗ΢ ΜΔ 

ΥΡΗ΢Η ΣΗ΢ ΦΑ΢ΜΑΣΟ΢ΚΟΠΙΑ΢ ΢ΤΝΣΟΝΙ΢ΜΟΤ RAMAN 

4.1 Δηζαγωγή 

΢ην παξόλ θεθάιαην παξαηίζεληαη θαη ζπδεηνύληαη ηα απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ από 

ηε κειέηε ηεο δηακόξθσζεο ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πγξή θάζε, 

ρξεζηκνπνηώληαο ηε θαζκαηνζθνπία ζπληνληζκνύ Raman. Ο εθηελήο ραξαθηεξηζκόο ηεο 

δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ απηνύ ζηελ πγξή θάζε, πνπ πξαγκαηνπνηείηαη γηα πξώηε θνξά ζηα 

πιαίζηα ηεο παξνύζαο Γηδαθηνξηθήο Γηαηξηβήο, απνηειεί ην πξώην βήκα γηα ηελ 

θαηαλόεζε ησλ δνκηθώλ αιιαγώλ πνπ ελδέρεηαη λα ιάβνπλ ρώξα θαηά ην ζρεκαηηζκό 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ.  

 ΢πγθεθξηκέλα, ιήθζεθαλ θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πγξή θάζε, 

κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm πνπ βξίζθεηαη ζε ζπληνληζκό κε ηε δηεγεξκέλε 

ειεθηξνληαθή θαηάζηαζε La ησλ δπν θαηαινίπσλ Tyr ζην πεπηίδην. Η εθιεθηηθή ελίζρπζε 

ησλ ραξαθηεξηζηηθώλ δνλήζεσλ ηεο Tyr εμεηάζηεθε ζπλαξηήζεη ηνπ pH, επηηπγράλνληαο 

ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο ηηκήο ηνπ pKa ηεο πιεπξηθήο αιπζίδαο ησλ θαηαινίπσλ Tyr ζην 

πεπηίδην. Δπηπξόζζεηα, ζύγθξηζε ηεο ηηκήο ηνπ κε ηελ ηηκή ηνπ pKa ηνπ πδαηηθνύ 

δηαιύκαηνο ηεο ειεύζεξεο Tyr πνπ επίζεο κειεηήζεθε ζηελ παξνύζα Γηαηξηβή απνθάιπςε 

ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γηα ην ηνπηθό πεξηβάιινλ ησλ δύν θαηαινίπσλ Tyr ζην πεπηίδην.  

Δίλαη γεληθά απνδεθηό όηη ε δνκή θαη ε ιεηηνπξγία ησλ πξσηετλώλ εμαξηάηαη ζε κεγάιν 

βαζκό από ηελ ηζνξξνπία πξσηνλίσζεο ησλ ηνληδόκελσλ θαηαινίπσλ. Σν pKa ησλ 

ηνληδόκελσλ θαηαινίπσλ ελόο πξσηετληθνύ ζπζηήκαηνο είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεην ζηηο 

αιιαγέο ηνπ ηνπηθνύ πεξηβάιινληνο θαη επνκέλσο ε κειέηε ηνπ παξέρεη ζεκαληηθέο 

ελδείμεηο γηα δνκηθέο αιιαγέο ζηηο νπνίεο ππόθεηηαη ην πξσηετληθό ζύζηεκα.
1-7

 Η ηηκή ηνπ 

pKa επεξεάδεηαη από δηάθνξνπο παξάγνληεο όπσο νη δεζκνί πδξνγόλνπ, ε επηδηαιύησζε 

θαη νη αιιειεπηδξάζεηο δηπόινπ-δηπόινπ.
8
 ΢ύκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία, ηα γεηηνληθά 

ακηλνμέα δεκηνπξγνύλ δηαθνξεηηθό κηθξνπεξηβάιινλ ζε έλα ηνληδόκελν θαηάινηπν, 

αιιάδνληαο ηελ ηηκή ηνπ pKa ηνπ. Όηαλ ηα θαηάινηπα δηαζέηνπλ κεγάιε πξνζβάζηκε 

επηθάλεηα ζην δηαιύηε, ε ηηκή ηνπ pKa δελ επεξεάδεηαη ζεκαληηθά, ελώ αληίζεηα ε ηηκή 

ηνπ pKa ησλ θαηαινίπσλ πνπ είλαη ‘‘ζακκέλα’’ ζηελ πξσηετληθή δνκή παξνπζηάδεη κεγάιε 

δηαθύκαλζε θαη κπνξεί λα δηαθέξεη 4 κε 5 κνλάδεο.
2,9,10
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Σα ηειεπηαία ρξόληα παξαηεξείηαη κεγάιε δξαζηεξηόηεηα ζηνπο θιάδνπο ηεο 

ππνινγηζηηθήο βηνινγίαο θαη ρεκείαο κε ζηόρν ηελ αλάπηπμε ζεσξεηηθώλ κεζόδσλ γηα ηνλ 

ππνινγηζκό ηεο ηηκήο ηνπ pKa ησλ ηνληδόκελσλ θαηαινίπσλ ζε κηα πξσηεΐλε.
2,8,11-13

 Η 

πξόβιεςε θαη ζεσξεηηθή εξκελεία ηεο ηηκήο ηνπ pKa δίλεη ελζαξξπληηθά απνηειέζκαηα 

πνπ κπνξνύλ παξέρνπλ ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηε δνκή θαη ηηο ηδηόηεηεο ησλ 

πξσηετλώλ.  

Έρεη παξαηεξεζεί όηη ε ζύγθξηζε ηεο ηηκήο ηνπ pKa-R (pKa ηεο πιεπξηθήο αιπζίδαο ηνπ 

ακηλνμένο) ησλ ακηλνμέσλ ζε έλα πεπηίδην ή κηα πξσηεΐλε κε ηελ ηηκή ηνπ pKa ησλ 

πδαηηθώλ δηαιπκάησλ ησλ αληίζηνηρσλ ειεύζεξσλ ακηλνμέσλ, δίλεη ελδείμεηο γηα ηελ 

έθηαζε ηεο αιιειεπίδξαζεο κε ην λεξό θαη ζπλεπώο ηεο πξνζβάζηκεο επηθάλεηαο ησλ 

θαηαινίπσλ ζην δηαιύηε κέζα ζε έλα πεπηίδην ή κηα πξσηεΐλε.
6,10

  Η ηηκή ηνπ pKa ησλ 

αξσκαηηθώλ θαηαινίπσλ κπνξεί λα πξνζδηνξηζηεί πεηξακαηηθά κε πνιιέο κεζόδνπο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο θαζκαηνζθνπίαο θζνξηζκνύ.
3,4,14

 Δληνύηνηο, ε ρξήζε ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο Raman κπνξεί λα πξνζθέξεη επηπιένλ πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηε 

δεπηεξνηαγή δνκή ησλ πξσηετλώλ, όπσο ην ζρεκαηηζκό δεζκώλ πδξνγόλνπ, θαζηζηώληαο 

ηελ κηα ηδαληθή κέζνδν.  

4.2 Πεηξακαηηθέο ΢πλζήθεο 

΢ηελ παξνύζα θαζκαηνζθνπηθή κειέηε παξαζθεπάζηεθαλ πδαηηθά δηαιύκαηα ηνπ 

πεπηηδίνπ TTR(105-115) θαη ηεο L-Σπξνζίλεο ζε ζπγθεληξώζεηο 1.4 θαη 2.8 mg/mL θαηά 

κέζν όξν, αληίζηνηρα. Η αθξηβήο ζπγθέληξσζε γηα θάζε δηάιπκα ππνινγίζηεθε κε ηε 

ρξήζε ηεο Φαζκαηνζθνπίαο Οξαηνύ-Τπεξηώδνπο (UV-vis), ρξεζηκνπνηώληαο ην κνξηαθό 

ζπληειεζηή απνξξόθεζεο ηεο Tyr ζηα 274 nm (1.4 mM
-1

 cm
-1

) θαη ηεο απνπξσηνλησκέλεο 

κνξθήο ηεο Tyr
-
 ζηα 293 nm (2.4 mM

-1
 cm

-1
), αληίζηνηρα. Σα θάζκαηα απνξξόθεζεο 

ιήθζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ θαζκαηνθσηόκεηξνπ Shimadzu. Σα πδαηηθά δηαιύκαηα 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ακέζσο κεηά ηε ζηαζεξνπνίεζε ηεο ηηκήο ηνπ pH, ξπζκίδνληάο ηελ κε 

ηελ πξνζζήθε κηθξώλ πνζνηήησλ HCI θαη NaOH. Η κέηξεζε ηνπ pH πξαγκαηνπνηήζεθε 

κε ρξήζε pΗ-κέηξνπ εθνδηαζκέλνλ κε εμεηδηθεπκέλν ειεθηξόδην Minitrode (Hamilton), 

θαηάιιειν γηα κηθξέο πνζόηεηεο δείγκαηνο. Μεηά ηελ έθζεζε ησλ δηαιπκάησλ ζην laser, 

δελ παξαηεξήζεθε θακία αιιαγή ζηελ ηηκή ηνπ pH. Η ζεξκνθξαζία ησλ δηαιπκάησλ 

δηαηεξήζεθε ζηαζεξή ζηνπο 10 °C ζε όιε ηε δηάξθεηα ζπιινγήο δεδνκέλσλ. Κάζε θάζκα 

πνπ παξνπζηάδεηαη ζην παξόλ θεθάιαην απνηειεί άζξνηζκα 12 θαζκάησλ κε ρξόλν 

ζπιινγήο δεδνκέλσλ δέθα ιεπηώλ αλά θάζκα. Η βαζκνλόκεζε ηεο ζπρλόηεηαο ησλ 

θαζκάησλ έγηλε κε ηε ρξήζε εμσηεξηθνύ πξνηύπνπ θαη ζπγθεθξηκέλα ηνπ θπθινεμαλίνπ. 
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Η επεμεξγαζία θαη ε αλάιπζε ησλ δεδνκέλσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε ησλ 

πξνγξακκάησλ Matlab θαη Origin. 

΢ηα πδαηηθά δηαιύκαηα ηνπ πεπηηδίνπ δελ ρξεζηκνπνηήζεθε θαλέλα εζσηεξηθό πξόηππν, 

όπσο ζεηηθό άιαο, ιόγσ επηηάρπλζεο ηεο δηαδηθαζίαο ζπζζσκάησζεο ηνπ πεπηηδίνπ. 

Δπνκέλσο, ε ηηκή ηνπ pKa πξνζδηνξίζηεθε από ηηο κεηαηνπίζεηο ηεο δόλεζεο Y8a ηεο Tyr. 

Δίλαη γλσζηό όηη ζηελ πξσηνλησκέλε κνξθή ηεο Tyr, ε θνξπθή Y8a εκθαλίδεηαη ζηνπο 

1617 cm
-1

, ελώ ε αληίζηνηρε θνξπθή ζηελ απνπξσηνλησκέλε κνξθή εκθαλίδεηαη ζηνπο 

1603 cm
-1

.
15

 Από ηελ αιιαγή ζηε ζπρλόηεηα ηεο θνξπθήο Y8a ζπλαξηήζεη ηνπ pH, 

ζρεδηάζηεθε ε θακπύιε ηηηινδόηεζεο γηα ηελ Tyr. Η ηηκή ηνπ pKa ππνινγίζηεθε κεηά από 

πξνζαξκνγή ησλ πεηξακαηηθώλ δεδνκέλσλ ζηελ Δμίζσζε (4.1). 

  
  

pH pKa

HA A

obs pH pKa

10

1 10







   
 


  (4.1) 

4.3 Μεζνδνινγία Πξνζδηνξηζκνύ ηνπ pKa 

Η ζπλάξηεζε (4.1) πξνθύπηεη από ηελ εμίζσζε Henderson - Hasselbach, όπνπ λHA θαη λA- 

είλαη νη πεηξακαηηθέο ζπρλόηεηεο ηεο πξσηνλησκέλεο θαη ηεο απνπξσηνλησκέλεο κνξθήο 

ηεο Tyr, αληίζηνηρα. 

Η  Δμίζσζε 4.1 παξάγεηαη από ηε δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη ζπλήζσο γηα ηνλ 

ππνινγηζκό ηνπ ηζνειεθηξηθνύ ζεκείνπ πνιππεπηηδίσλ.
16

 Η όμηλε ζηαζεξά δηάζηαζεο (Κa) 

ζε θαηάζηαζε ηζνξξνπίαο είλαη ε εμήο: 

 HA H A    (4.2) 

 

H

HA
K

   
    (4.3) 

Οη παξελζέζεηο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηελ Δμίζσζε 4.3 δειώλνπλ ηηο ζπγθεληξώζεηο ησλ 

εηδώλ. Ο βαζκόο δηάζηαζεο ηνπ νμένο, α, κπνξεί λα πεξηγξαθεί σο ν ιόγνο ηνπ αξηζκνύ 

ησλ αξλεηηθά θνξηηζκέλσλ εηδώλ, A
-
, σο πξνο ην ζπλνιηθό αξηζκό ησλ νπδέηεξσλ θαη ησλ 

αξλεηηθά θνξηηζκέλσλ εηδώλ Α πνπ πεξηέρνληαη αλά κόξην: 

 

A

HA A





   
   

  (4.4)        
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Η αλαινγία απηή κπνξεί επίζεο λα εθθξαζηεί όζνλ αθνξά ηε ζπρλόηεηα θαη ζηε ζπλέρεηα 

λα ζπλδπαζηεί κε ηελ έθθξαζε Ka. Απηό κπνξεί λα επηηεπρζεί κε ηε ρξήζε κηαο θιίκαθαο 

γηα ηε ζπρλόηεηα, ηα όξηα ηεο νπνίαο λα είλαη ε ζπρλόηεηα ηεο πξσηνλησκέλεο θαη ηεο 

απνπξσηνλησκέλεο κνξθήο ηνπ νμένο. ΢ε απηή ηελ θιίκαθα ζπκπεξηιακβάλεηαη θαη ε 

παξαηεξνύκελε ζπρλόηεηα vobs, ε νπνία εκπίπηεη κεηαμύ ησλ δύν νξηαθώλ ηηκώλ. 

Δπνκέλσο, ν βαζκόο δηάζηαζεο α κπνξεί λα εθθξαζηεί σο: 

obs HA

HAA

v v
a

v v




  (4.5) 

Η νξζή νξηαθή ζπκπεξηθνξά ηεο πην πάλσ εμίζσζεο κπνξεί λα ειερζεί ζε πςειέο θαη 

ρακειέο ηηκέο pH. Αλ obs HAv v ,  π.ρ. ζε ρακειέο ηηκέο pH, ηόηε α = 0 (δειαδή δελ 

παξαηεξείηαη θαζόινπ δηάζηαζε). ΢ε πςειέο ηηκέο pH, obs A
v v  , ηόηε α = 1, πνπ 

αληηζηνηρεί ζε πιήξε δηάζηαζε ηνπ νμένο. Ο ζπλδπαζκόο ησλ Δμηζώζεσλ (4.4) θαη (4.5) 

νδεγεί ζε: 

 
 

 
11

A

HAobs HA

HAA

K

A Hv v
a

Kv v HA A A
HHA









   

 



          
           

 (4.6)  

Λύλνληαο σο πξνο ηελ παξαηεξνύκελε ζπρλόηεηα vobs: 

 

1

HA A

obs

K
v v

H
v

K

H





 




  


  

 (4.7) 

Καη κε ρξήζε ησλ ηαπηνηήησλ: 

1
10 pH

H 


  

 , όπνπ logpH H       (4.8) 

10 apK
K


  , όπνπ loga apK K   (4.9) 

πξνθύπηεη ε ηειηθή κνξθή ηεο Δμίζσζεο 4.1. 
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4.4 Πεηξακαηηθά Απνηειέζκαηα 

4.4.1 Φάζκαηα Απνξξόθεζεο ηνπ Πεπηηδίνπ TTR(105-115)  

Σν ΢ρήκα 4.1 παξνπζηάδεη ην θάζκα ειεθηξνληαθήο απνξξόθεζεο ηνπ πεπηηδίνπ 

TTR(105-115), ζπλαξηήζεη ηνπ pH. ΢ε pH 6.2, εκθαλίδνληαη δύν ηζρπξέο θνξπθέο ζηα 

223 θαη 274 nm νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε ηηο κεηαπηώζεηο π→π* ησλ δηεγεξκέλσλ 

ειεθηξνληαθώλ θαηαζηάζεσλ La θαη Lb, αληίζηνηρα, ησλ δύν θαηαινίπσλ Tyr ζην 

πεπηίδην. Η εξπζξή κεηαηόπηζε πνπ παξαηεξείηαη ζηηο θνξπθέο ζηα 242 θαη 293 nm κε ηελ 

αύμεζε ηνπ pH θαη ζπγθεθξηκέλα ζε ηηκή 11.7 νθείιεηαη ζηε κεηαηξνπή ηεο 

πξσηνλησκέλεο κνξθήο ηεο Tyr (Tyr-OH) ζηελ απνπξσηνλησκέλε ηεο κνξθή (Tyr-O
-
).

6,15
 

΢ε pH 10.5, παξαηεξείηαη κηα ελδηάκεζε θαηάζηαζε θαη κε ηηο ηέζζεξηο θνξπθέο λα είλαη 

εκθαλείο ζην θάζκα απνξξόθεζεο, δειώλνληαο έηζη ηε ζπλύπαξμε ησλ δύν κνξθώλ 

Tyr/Tyr
-
.  
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΢ρήκα 4.1: Φάζκα ειεθηξνληαθήο απνξξόθεζεο ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε pH = 6.2 

(
……

), 10.5 (
------

), 11.7 (
___

). Η θαηαθόξπθε γξακκή δειώλεη ην κήθνο δηέγεξζεο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνύζα κειέηε. 

4.4.2 Φάζκαηα ΢πληνληζκνύ Raman ηνπ Πεπηηδίνπ TTR(105-115) 

Η δηέγεξζε ζηα 239.5 nm εληζρύεη ην ζθεδαζκό Raman από ηηο δνλήζεηο πνπ ζρεηίδνληαη  

κε ηε θαηλνιηθή πιεπξηθή αιπζίδα ησλ θαηαινίπσλ Tyr ζην πεπηίδην πνπ όπσο 

αλαθέξζεθε πξνεγνπκέλσο, είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεηνο ζηηο αιιαγέο ηνπ ηνπηθνύ 

πεξηβάιινληνο θαη ζην ζρεκαηηζκό δεζκώλ πδξνγόλνπ κε ην δηαιύηε, παξέρνληαο 
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ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ.
17-23

 ΢ην ΢ρήκα 4.2 παξνπζηάδνληαη ηα 

θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε ηηκέο pH 6.2, 10, θαη 12.3, κεηά από 

δηέγεξζε ζηα 239.5 nm.
24
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΢ρήκα 4.2: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζπλαξηήζεη ηνπ pH, κεηά από 

δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. ΢ηα θάζκαηα παξνπζηάδνληαη νη δνλήζεηο ησλ θαηαινίπσλ Tyr ζην 

πεπηίδην.
24 

΢ε ρακειέο ηηκέο pH, παξαηεξνύληαη δνλήζεηο ζηα 1178 (Y9a), 1208 (Y7a) θαη 1617 cm
-1

 

(Τ8a), νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε ηε ζπλεηζθνξά ηεο δόλεζεο θάκςεο C-H ηνπ αξσκαηηθνύ 

δαθηπιίνπ, ηεο δόλεζεο ηάζεο ησλ αηόκσλ ηνπ άλζξαθα θαη ηεο ζπκκεηξηθήο δόλεζεο 

ηάζεο ηνπ αξσκαηηθνύ δαθηπιίνπ, αληίζηνηρα. H αληηζπκκεηξηθή δόλεζε ηάζεο ηνπ 

αξσκαηηθνύ δαθηπιίνπ Τ8b ιόγσ ηεο κηθξήο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ ηεο δελ παξαηεξείηαη ζε 

ρακειέο ηηκέο pH, ελώ αληίζεηα ζε πςειέο ηηκέο pH ε θνξπθή Τ8b γίλεηαη εκθαλήο ζην 

θάζκα ιόγσ ηεο εξπζξήο κεηαηόπηζεο πνπ ππόθεηηαη ε θνξπθή απνξξόθεζεο La, 

εληζρύνληαο αθόκε πεξηζζόηεξν ην ζθεδαζκό Raman ζηα 239.5 nm. Η αύμεζε ηνπ 

ζθεδαζκνύ ζε πςειέο ηηκέο pH αληηθαηνπηξίδεηαη θαη ζηα θάζκαηα όπνπ παξαηεξείηαη 

βειηίσζε ηνπ ζήκαηνο ζε ζρέζε κε ην ζόξπβν. Η αύμεζε ηνπ pH πξνθαιεί επίζεο 

κεηαηόπηζε ησλ θνξπθώλ Τ8a θαη Τ8b ζηνπο 1607 θαη 1554 cm
-1

, αληίζηνηρα, δειώλνληαο 

ηελ παξνπζία ηεο απνπξσηνλησκέλεο κνξθήο ηεο Tyr (΢ρήκα 4.2). Δπηπιένλ, 
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παξαηεξείηαη κηθξή εξπζξή κεηαηόπηζε ζηε ζπρλόηεηα ηεο θνξπθήο Y9a (~2 cm
-1

), ελώ 

αληίζεηα ε ζπρλόηεηα ηεο Y7a εκθαλίδεηαη ιηγόηεξν επαίζζεηε ζηηο αιιαγέο ηνπ pH. 

΢ην ΢ρήκα 4.3 παξνπζηάδεηαη ε εμέιημε ηεο θνξπθήο Τ8a, ζπλαξηήζεη ηνπ pH ζηα 

θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115). Με ηελ αύμεζε ηνπ pH γίλεηαη επδηάθξηηνο 

έλαο ώκνο ζηελ πιεπξά ηεο ρακειόηεξεο ζπρλόηεηαο ηεο θνξπθήο Τ8a. Η εκθάληζε ηεο 

επξείαο απηήο θνξπθήο απνηειεί έλδεημε ηεο ηαπηόρξνλεο ύπαξμεο ηεο πξσηνλησκέλεο θαη 

απνπξσηνλησκέλεο κνξθήο ηεο Tyr. ΢ε pH = 12.3, ε θνξπθή Τ8a γίλεηαη πην νμεία θαη 

κεηαηνπίδεηαη ζηνπο 1607 cm
-1

.  
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΢ρήκα 4.3: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πεξηνρή ηεο δόλεζεο Y8a 

ζπλαξηήζεη ηνπ pH, κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. 

Η αιιαγή ηεο ζπρλόηεηαο ηεο θνξπθήο Τ8a ζπλαξηήζεη ηνπ pH παξάγεη ηελ θακπύιε 

ηηηινδόηεζεο γηα ηα θαηάινηπα Tyr ζην πεπηίδην, όπσο παξνπζηάδεηαη ζην ΢ρήκα 4.4. Με 

πξνζαξκνγή ησλ πεηξακαηηθώλ απνηειεζκάησλ ρξεζηκνπνηώληαο ηελ Δμίζσζε 4.1, 
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ππνινγίζηεθε ε ηηκή ηνπ pKa ηεο πιεπξηθήο αιπζίδαο ησλ θαηαινίπσλ Tyr θαη ε θαιύηεξε 

εθαξκνγή νινθιεξώζεθε κε ηηκή ηνπ pKa 10.2 ± 0.2.
24
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΢ρήκα 4.4: Κακπύιεο ηηηινδόηεζεο ηνπ TTR(105-115) (αζηέξηα) θαη ηνπ πδαηηθνύ 

δηαιύκαηνο ηεο ειεύζεξεο Tyr (αλνηθηνί θύθινη). Η ζπλερήο γξακκή αληηζηνηρεί ζηελ 

πξνζαξκνγή ηεο θακπύιεο ηηηινδόηεζεο ρξεζηκνπνηώληαο ηελ Δμίζσζε (4.1). Οη ηηκέο ησλ 

pKa είλαη 10.2 ± 0.2 θαη 9.1 ± 0.2, αληίζηνηρα.
24

  

4.4.3 Φάζκαηα ΢πληνληζκνύ Raman Τδαηηθνύ Γηαιύκαηνο Σπξνζίλεο 

Ο πξνζδηνξηζκόο ηεο ηηκήο ηνπ pKa ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ ησλ ακηλνμέσλ ζε πξσηεΐλεο 

θαη πεπηίδηα θαη ε ζύγθξηζή ηνπ κε ην pKa ζηελ πδαηηθή ηνπο κνξθή, βνεζνύλ ζε 

ζεκαληηθό βαζκό ηηο δνκηθέο ηνπο κειέηεο. Παξέρνπλ ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε 

ην πώο ε αιιαγή ζην ηνπηθό πεξηβάιινλ ησλ θαηαινίπσλ επεξεάδεη ηε δηαδηθαζία 

αλαδίπισζεο θαη ζπλεπώο ζπκβάιινπλ ζεκαληηθά ζηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο δνκήο πνπ 

πηνζεηνύλ νη πξσηεΐλεο. Δπνκέλσο, ζηελ παξνύζα κειέηε πξνζδηνξίζηεθε ε ηηκή ηνπ pKa 

πδαηηθνύ δηαιύκαηνο ηεο ειεύζεξεο Tyr ώζηε λα απνηειέζεη κέηξν ζύγθξηζεο γηα ηε 

κειέηε ησλ θαηαινίπσλ Tyr ζην πεπηίδην. Δλδεηθηηθά, ζην ΢ρήκα 4.5 παξνπζηάδνληαη 

θάζκαηα UVRR πδαηηθνύ δηαιύκαηνο ηεο ειεύζεξεο Tyr ζπλαξηήζεη ηνπ pH, κεηά από 

δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. Από ηα θάζκαηα παξαηεξείηαη όηη ε δόλεζε Τ8a εκθαλίδεη όκνηα 

ζπκπεξηθνξά όπσο ζηελ πεξίπησζε ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) (΢ρήκα 4.2). Αμίδεη λα 

ζεκεησζεί όηη ζε πςειέο ηηκέο pH, ε θνξπθή Τ8a κεηαηνπίδεηαη ζε ρακειόηεξε ζπρλόηεηα 

(1604 cm
-1

) ελ αληηζέζεη κε ην πεπηίδην (1607 cm
-1

). Δπηπξόζζεηα, κε ηελ αύμεζε ηνπ pH 

ε θνξπθή Τ9a ππόθεηηαη ζε εξπζξή κεηαηόπηζε από ηνπο 1178 ζηνπο 1173 cm
-1

, ε νπνία 
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ζύκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία νθείιεηαη ζηελ παξνπζία ηεο απνπξσηνλησκέλεο κνξθήο 

ηεο Tyr
-
.
15,25
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΢ρήκα 4.5: Φάζκαηα UVRR πδαηηθνύ δηαιύκαηνο ηεο ειεύζεξεο Tyr ζπλαξηήζεη ηνπ pH, 

κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. 

Οη Takeuchi et al., νη νπνίνη κειέηεζαλ ηελ π-θξεζόιε σο κνληέιν ηεο Tyr, πξόηεηλαλ όηη 

ε κεηαηόπηζε ζηε ζπρλόηεηα ηεο θνξπθήο Τ9a νθείιεηαη ζηελ απνπξσηνλίσζε ηνπ 

θαηλνιηθνύ ΟΗ ή ζηελ αιιαγή ηεο δίεδξεο γσλίαο COH.
26

 Δπνκέλσο, ε κεηαηόπηζε πνπ 

εκθαλίδεη ε θνξπθή Τ9a ηεο Tyr νθείιεηαη ζηελ απώιεηα ηνπ πξσηνλίνπ ηνπ ΟΗ ηνπ 

δαθηπιίνπ, ή ζηνλ απεληνπηζκό ηνπ αξλεηηθνύ θνξηίνπ ηνπ θνξηηζκέλνπ νμπγόλνπ (Ο
-
) 

ηνπ αξσκαηηθνύ δαθηπιίνπ. Η ζπδήηεζε απηή ζα πξαγκαηνπνηεζεί εθηελέζηεξα ζηε 

ζπλέρεηα. 

Η θακπύιε ηηηινδόηεζεο ηεο ειεύζεξεο Tyr όπσο εμάρζεθε από ηελ αιιαγή ηεο 

ζπρλόηεηαο ηεο θνξπθήο Τ8a ζπλαξηήζεη ηνπ pH, παξνπζηάδεηαη ζην γξάθεκα ηνπ 

΢ρήκαηνο 4.4. Η ηηκή ηνπ pKa γηα ηελ ειεύζεξε Tyr πνπ ππνινγίζηεθε κεηά από ηελ 

πξνζαξκνγή ηεο θακπύιεο ηηηινδόηεζεο ζηελ Δμίζσζε (4.1) έρεη βξεζεί λα είλαη ίζε κε 

9.1 ± 0.2.
24
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4.4.4 Δλαιιαθηηθή Πξνζέγγηζε ηνπ Πξνζδηνξηζκνύ ηνπ pKa  

Η ηηκή ηνπ pKa ηεο πιεπξηθήο αιπζίδαο ηεο Tyr ζην πεπηίδην TTR(105-115) θαη ζην 

πδαηηθό δηάιπκα ηεο πξνζδηνξίζηεθε εθηόο από ηηο κεηαηνπίζεηο ηεο θνξπθήο Y8a, κε ηε 

ρξήζε κηαο ελαιιαθηηθήο πξνζέγγηζεο. ΢πγθεθξηκέλα, ιήθζεθαλ ππόςε νη ζπγθεληξώζεηο 

ησλ δηαθόξσλ εηδώλ πνπ ζρεκαηίδνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ηηηινδόηεζεο, όπσο 

πξνέθπςαλ από ηε δηαδηθαζία θαηάιιειεο απνζπλέιημεο ηεο θνξπθήο πνπ αληηζηνηρεί ζηε 

δόλεζε ηάζεο ηνπ αξσκαηηθνύ δαθηπιίνπ ζηνπο ~1600 cm
-1

. ΢ην ΢ρήκα 4.6 

παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα ηεο απνζπλέιημεο ζπλαξηήζεη ηνπ pH γηα ην πεπηίδην 

θαη ην πδαηηθό δηάιπκα ηεο Tyr.  
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΢ρήκα 4.6: Απνζπλέιημε ηεο θνξπθήο Τ8α (a) TTR(105-115), (b) ηεο ειεύζεξεο Tyr 

ζπλαξηήζεη ηνπ pH: (ηειεία-δηαθεθνκκέλε γξακκή) 1600 cm
-1

, (δηαθεθνκκέλε γξακκή) 

1604 cm
-1

, (ηειεία-ηειεία-δηαθεθνκκέλε γξακκή) 1617 cm
-1

, (γξακκή) άζξνηζκα όισλ ησλ 

εηδώλ. 

΢ε ρακειέο ηηκέο pH (~ pH 6), θάζκαηα ησλ νπνίσλ δελ παξνπζηάδνληαη εδώ, ε θνξπθή 

απηή απνηειείηαη από δύν είδε ηα νπνία αληηζηνηρνύλ ζηε ζπκκεηξηθή (Τ8a, 1617 cm
-1

) θαη 

αληηζπκκεηξηθή (Τ8b, 1600 cm
-1

) δόλεζε ηάζεο ηνπ αξσκαηηθνύ δαθηπιίνπ ηεο 

πξσηνλησκέλεο κνξθήο ηεο Tyr. Με ηελ αύμεζε όκσο ηεο ηηκήο ηνπ pH παξαηεξείηαη ν 

ζρεκαηηζκόο ελόο ηξίηνπ είδνπο ην νπνίν αληηζηνηρεί ζηε ζπκκεηξηθή δόλεζε ηάζεο ηνπ 

αξσκαηηθνύ δαθηπιίνπ ηεο απνπξσηνλησκέλεο κνξθήο ηεο Tyr
-
 (Τ8a

-
, 1604 cm

-1
). Η 
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ζπλύπαξμε ησλ ηξηώλ εηδώλ είλαη ηδηαίηεξα ζεκαληηθή, θαη απνηειεί θιεηδί γηα ηελ 

εμήγεζε ησλ απνηειεζκάησλ. ΢ε πςειέο ηηκέο ηνπ pH (~ pH 12), ε αληηζπκκεηξηθή 

δόλεζε Τ8b κεηαηνπίδεηαη ζηνπο 1555 cm
-1

 θαη επνκέλσο δελ ιακβάλεη κέξνο ζηε 

δηαδηθαζία ηεο απνζπλέιημεο. Σν εκβαδόλ ησλ θνξπθώλ πνπ αληηζηνηρνύλ ζηα είδε Τ8a
 

θαη Τ8a
-
, όπσο έρεη ππνινγηζηεί από ηελ απνζπλέιημε ζε ζπλάξηεζε κε ηελ ηηκή ηνπ pH 

απνηεινύλ ηηο θακπύιεο ηηηινδόηεζεο (a) γηα ην πεπηίδην TTR(105-115) θαη (b) γηα ην 

πδαηηθό δηάιπκα ηεο Tyr (΢ρήκα 4.7).     
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΢ρήκα 4.7: Κακπύιεο ηηηινδόηεζεο (a) ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) (b) ηεο ειεύζεξεο Tyr 

κε ρξήζε ησλ εκβαδώλ όπσο έρνπλ πξνθύςεη από ηελ απνζπλέιημε ζην ΢ρ. 4.6. Η ηηκή ηνπ 

pKa ζε θάζε πεξίπησζε αληηζηνηρεί ζην ζεκείν ηνκήο ησλ θακππιώλ ηεο Τ8a θαη Τ8a
-
 θαη 

ππνδεηθλύεηαη κε ηε δηαθεθνκκέλε γξακκή (pKa (TTR(105-115)) = 10.3 θαη (pKa (Tyr = 9.2). 

Η ηηκή ηνπ pKa ζε θάζε πεξίπησζε αληηζηνηρεί ζην ζεκείν ηνκήο ησλ θακππιώλ ηεο Τ8a 

θαη Τ8a
-
 θαη ππνδεηθλύεηαη κε ηε δηαθεθνκκέλε γξακκή (pKa (TTR(105-115)) = 10.3 θαη 

(pKa (Tyr = 9.2). Οη ηηκέο απηέο επηβεβαηώζεθαλ από ην γξάθεκα ηεο ηηκήο ηνπ pH 

ζπλαξηήζεη ηνπ ινγαξηζκηθνύ ιόγνπ ησλ εκβαδώλ ησλ εηδώλ Τ8a
-
/ Τ8a ζην πεπηίδην θαη 

ζην δηάιπκα ηεο Tyr, αληίζηνηρα (΢ρήκα 4.8). Η πξνζαξκνγή ησλ δεδνκέλσλ κε ρξήζε 

γξακκηθήο παιηλδξόκεζεο ειαρίζησλ ηεηξαγώλσλ έδσζε θακπύιε κνξθήο Henderson-

Hasselbach, ζηελ νπνία ε ηνκή ηεο κε ηνλ άμνλα y αληηζηνηρεί ζηελ ηηκή ηνπ pKa γηα θάζε 
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πεξίπησζε (pKa (TTR (105-115)) = 10.2, pKa (Tyr) = 9.3). Η πξνζεγγηζηηθή κέζνδνο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε έδεημε όηη ηα θαηάινηπα Tyr ζην πεπηίδην εκθαλίδνπλ κεγαιύηεξε ηηκή 

pKa ηεο ηάμεο ηεο κηαο κνλάδαο ζε ζύγθξηζε κε ηελ ηηκή ηεο ειεύζεξεο Tyr, παξαηήξεζε 

πνπ ζπκθσλεί πιήξσο κε ηα απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ ρξεζηκνπνηώληαο ηηο αιιαγέο 

ζηε ζπρλόηεηα ζπλαξηήζεη ηνπ pH. 
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΢ρήκα 4.8: Γξαθηθή παξάζηαζε ηεο ηηκήο ηνπ pH ζπλαξηήζεη ηνπ ινγαξηζκηθνύ ιόγνπ 

ησλ εκβαδώλ γηα ηα είδε Y8a
-
 θαη Y8a ζην πεπηίδην TTR(105-115) (θύθινη) θαη ζην δηάιπκα 

Tyr (ηεηξάγσλα). Οη γξακκέο αληηπξνζσπεύνπλ ηελ πξνζαξκνγή ησλ δεδνκέλσλ κε ρξήζε 

γξακκηθήο παιηλδξόκεζεο ειαρίζησλ ηεηξαγώλσλ. Η θάζεηε γξακκή δειώλεη ηνλ y άμνλα 

όηαλ ην x = 0.    

4.4.5 Παξαηήξεζε Φαηλνιηθνύ Τδξνμπιίνπ 

Γηα πεξαηηέξσ κειέηε ηεο επίδξαζεο ηνπ ηνπηθνύ πεξηβάιινληνο ζηε δηακόξθσζε ηνπ 

πεπηηδίνπ ζηελ πγξή θάζε, ιήθζεθαλ θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ 

πεξηνρή πςειώλ ζπρλνηήησλ, ζπλαξηήζεη ηνπ pH. Με ηε κειέηε ηεο πεξηνρήο απηήο 

κπνξεί λα δηεξεπλεζεί άκεζα ε ζπκπεξηθνξά ηεο δόλεζεο ηάζεο ηνπ θαηλνιηθνύ 

πδξνμπιίνπ OH ηεο πιεπξηθήο αιπζίδαο ησλ θαηαινίπσλ Tyr ζην πεπηίδην. ΢ην ΢ρήκα 4.9 

παξνπζηάδνληαη ηα θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) (Α) ζε pH 9.1 θαη (Β) ζε 

pH 12.1. H επξεία θνξπθή πνπ παξνπζηάδεηαη ζηελ πεξηνρή κεηαμύ 3000 - 3700 cm
-1

 

νθείιεηαη ζηε δόλεζε ηάζεο ηνπ ΟΗ ηνπ λεξνύ, ελώ ν επδηάθξηηνο ώκνο πνπ εκθαλίδεηαη 

ζηνπο 3558 cm
-1

 αληηζηνηρεί ζηε δόλεζε ηάζεο ηνπ θαηλνιηθνύ ΟΗ ηεο Tyr.
17  

Ιδηαίηεξν 

ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ην γεγνλόο όηη ε θνξπθή απηή παξαηεξείηαη ζε όιν ην εύξνο ησλ 

ηηκώλ pH πνπ έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζηελ παξνύζα κειέηε, γεγνλόο πνπ ππνδεηθλύεη όηη ε 
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θαηλνιηθή πιεπξηθή αιπζίδα ΟΗ παξακέλεη πξσηνλησκέλε ζε όιε ηε δηάξθεηα ηεο 

ηηηινδόηεζεο. 

 

΢ρήκα 4.9: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πεξηνρή πςειώλ 

ζπρλνηήησλ ζε (Α) pH = 9.1, θαη (Β) pH = 12.1. Οη θνξπθέο πνπ παξνπζηάδνληαη κε 

αζηεξάθη αληηζηνηρνύλ ζε ηπραία ζθέδαζε.  

4.5 ΢πδήηεζε Απνηειεζκάηωλ 

΢ην θεθάιαην απηό, έγηλε ραξαθηεξηζκόο ηεο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ 

πγξή θάζε, κε ηε ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο ζπληνληζκνύ Raman. Η δηέγεξζε ζηα 239.5 

nm επηηξέπεη ηε κειέηε ησλ αξσκαηηθώλ θαηαινίπσλ Tyr ζην πεπηίδην. Η Tyr όπσο έρεη 

αλαθεξζεί, ρξεζηκνπνηείηαη εθηεηακέλα ζε κειέηεο ζπληνληζκνύ Raman, σο έλα πνιύ 

θαιό ζεκείν ειέγρνπ γηα ηε δηεξεύλεζε ηνπ ηνπηθνύ πεξηβάιινληνο ησλ πξσηετλώλ. 

΢πγθεθξηκέλα, νη δνλήζεηο πνπ ζρεηίδνληαη κε ην θαηλνιηθό δαθηύιην είλαη ηδηαίηεξα 

επαίζζεηεο ζηηο αιιαγέο ηνπ ηνπηθνύ πεξηβάιινληνο θαη εηδηθόηεξα ζην ζρεκαηηζκό 

δεζκώλ πδξνγόλνπ κε ην θαηλνιηθό ΟΗ.
19,26-29

  

Σν πεπηίδην TTR(105-115) πεξηέρεη δύν θαηάινηπα ηπξνζίλεο. Σν θαηάινηπν Tyr105 

βξίζθεηαη ζην Ν-ηειηθό άθξν θαη γεηηληάδεη κε ηε Thr106, ελώ ην θαηάινηπν Tyr114 

βξίζθεηαη αλάκεζα ζηα θαηάινηπα Ser112 θαη Ser115, ησλ νπνίσλ νη πιεπξηθέο αιπζίδεο 

έρνπλ δπλαηόηεηα ζρεκαηηζκνύ δεζκώλ πδξνγόλνπ θαη επνκέλσο κπνξνύλ λα ελεξγήζνπλ 
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σο δόηεο ή δέθηεο πξσηνλίνπ. Δπηπιένλ, ην θαηάινηπν Tyr114 γεηηληάδεη κε ηε Pro113 πνπ 

ζηε θπζηθή κνξθή ηεο πξσηεΐλεο έρεη βξεζεί όηη ιακβάλεη κέξνο ζην ζρεκαηηζκό 

ζηξνθήο,
30 

πνπ είλαη πηζαλό λα εμαθνινπζεί λα ζρεκαηίδεηαη θαη ζην ‘‘απνκνλσκέλν’’ 

πεπηίδην. 

4.5.1 Πξνζδηνξηζκόο ηνπ pKa 

Η κειέηε ησλ ραξαθηεξηζηηθώλ δνλήζεσλ ηεο Tyr ζην πεπηίδην TTR(105-115) 

ζπλαξηήζεη ηνπ pH έδεημε όηη ηα θαηάινηπα Tyr εκθαλίδνπλ πςειόηεξε ηηκή pKa ζε ζρέζε 

κε ην πδαηηθό δηάιπκα ηεο ειεύζεξεο Tyr. Η πςειόηεξε ηηκή ηνπ pKa ππνδεηθλύεη ηελ 

παξνπζία ελδνκνξηαθώλ αιιειεπηδξάζεσλ πνπ εκπνδίδνπλ ηελ απνπξσηνλίσζε ηνπ 

θαηλνιηθνύ OH. Οη αιιειεπηδξάζεηο απηέο πηζαλόλ λα νθείινληαη ζην ζρεκαηηζκό 

δεζκώλ πδξνγόλνπ θαη κπνξεί λα δηαθξίλνληαη ζε (α) αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ πιεπξηθώλ 

αιπζίδσλ θαη (β) αιιειεπηδξάζεηο κε ηελ θύξηα αιπζίδα ηνπ πεπηηδίνπ. Σα θαηάινηπα 

Ser112 θαη Ser115 πνπ γεηηληάδνπλ κε ην θαηάινηπν Tyr114 κπνξνύλ λα ζρεκαηίδνπλ 

δεζκνύο πδξνγόλνπ κε ην θαηλνιηθό OH, πξνζηαηεύνληάο ην από ηελ απώιεηα ηνπ 

πξσηνλίνπ, όηαλ ε ηηκή ηνπ pH απμάλεηαη. Δπηπξόζζεηα, ην θαηάινηπν Thr106 κπνξεί λα 

εκπιέθεηαη ζην ζρεκαηηζκό δεζκνύ πδξνγόλνπ κε ην θαηλνιηθό OH ηνπ Tyr114, εάλ ε 

δηακόξθσζε ηνπ πεπηηδίνπ είλαη ηέηνηα ώζηε νη πιεπξηθέο αιπζίδεο ησλ θαηαινίπσλ 

απηώλ λα βξίζθνληαη ζε θνληηλή απόζηαζε. Μηα άιιε πηζαλόηεηα είλαη ε αιιειεπίδξαζε 

κε θαξβνλπιηθέο νκάδεο ηεο θύξηαο αιπζίδαο ζηελ παξνπζία ζηξνθώλ θαηά κήθνο ηεο 

αιιεινπρίαο ηνπ πεπηηδίνπ, πξνζηαηεύνληαο επίζεο ηελ απνζύλδεζε ηνπ πξσηνλίνπ ηνπ 

ΟΗ. Δμάιινπ, νη Jarvis et al., κειεηώληαο ηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ κεηά από ηζνηνπηθή 

αληαιιαγή Η/D κε θαζκαηνζθνπία NMR,
29

  έδεημαλ όηη ην πξσηόλην ΝΗ πνπ αληηζηνηρεί 

ζην θαηάινηπν Tyr114, καδί κε απηό από ηε Leu110, παξνπζηάδνπλ ην κηθξόηεξν ξπζκό 

αληαιιαγήο, γεγνλόο πνπ δειώλεη ηε κηθξή έθζεζή ηνπο ζην δηαιύηε θαη ζπλεπώο ηε 

ζπκκεηνρή ηνπο ζην ζρεκαηηζκό ζηξνθήο ή έιηθαο ζηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ.
31

    

Σν δεύηεξν θαηάινηπν Tyr105 βξίζθεηαη ζην Ν-ηειηθό άθξν ηνπ πεπηηδίνπ, θαη είλαη ζε 

έλα δηαθνξεηηθό ηνπηθό πεξηβάιινλ από ην θαηάινηπν Tyr114, έρνληαο κεγαιύηεξε 

πξνζβάζηκε επηθάλεηα ζην δηαιύηε. ΢ηελ πεξίπησζε απηή, ην θαηάινηπν Tyr105 είλαη 

πεξηζζόηεξν επηξξεπέο ζηελ αιιαγή ηνπ pH θαη παξνπζηάδεη όκνηα ζπκπεξηθνξά κε ην 

πδαηηθό δηάιπκα ηεο ειεύζεξεο Tyr. Δπνκέλσο, ζε πςειέο ηηκέο pH, ε πιεπξηθή αιπζίδα 

ηνπ Tyr105 απνπξσηνληώλεηαη κε απνηέιεζκα νη θνξπθέο πνπ εκθαλίδνληαη ζην θάζκα 

ηνπ ΢ρήκαηνο 4.2 λα αληηζηνηρνύλ ζηηο δνλήζεηο ηεο απνπξσηνλησκέλεο κνξθήο ηνπ 

θαηαινίπνπ απηνύ.   
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Δίλαη ινηπόλ πηζαλό ηα δύν θαηάινηπα Tyr105 θαη Tyr114 λα ππόθεηληαη ζε δύν μερσξηζηά 

κηθξνπεξηβάιινληα κέζα ζην ίδην πεπηίδην, κε ηελ ηηκή pKa λα αληηζηνηρεί ζε έλα κέζν 

όξν κεηαμύ ησλ δύν. Δληνύηνηο, ε θακπύιε βαζκνλόκεζεο πνπ παξνπζηάδεηαη ζην ΢ρήκα 

4.4 δελ απνδεηθλύεη ηελ ύπαξμε δύν δηαθνξεηηθώλ pKa, πηζαλόλ ιόγσ ηεο κηθξήο δηαθνξάο 

κεηαμύ ησλ δύν κηθξνπεξηβάιινλησλ, ε νπνία δελ είλαη εθηθηό λα δηαθξηζεί κε ηελ 

παξνύζα δηαθξηηηθή ηθαλόηεηα ζε ζπρλόηεηα πνπ ραξαθηεξίδεη ηελ ηερληθή ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο ζπληνληζκνύ Raman ζηελ πεξηνρή ηνπ ππεξηώδνπο. 

4.5.2 Μειέηε Μεηαηόπηζεο ΢πρλνηήηωλ 

Γηα ηελ επηβεβαίσζε ηεο δηαθνξεηηθήο ζπκπεξηθνξάο πνπ παξνπζηάδνπλ ηα θαηάινηπα 

Tyr ζην πεπηίδην ζε ζρέζε κε ηελ ειεύζεξε Tyr, κειεηήζεθαλ νη κεηαβνιέο ζηηο 

ζπρλόηεηεο ησλ δνλήζεσλ ηεο Tyr ζηα θάζκαηα UVRR. Ιδηαίηεξν ελδηαθέξνλ 

παξνπζηάδεη ην γεγνλόο όηη ε αύμεζε ηνπ pH νδεγεί ζε κεγαιύηεξε εξπζξή κεηαηόπηζε 

ηελ θνξπθή Y8a ζηελ ειεύζεξε Tyr (1604 cm
-1

 ζε pH 12.3) ζε ζύγθξηζε κε ην πεπηίδην 

(1607 cm
-1

) (΢ρήκα 4.4). Η δηαθνξά ζηε κεηαβνιή ηεο ζπρλόηεηαο ζα κπνξνύζε λα 

νθείιεηαη ζε (α) ελδνκνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο κέζσ δεζκώλ πδξνγόλνπ ή (β) ζε 

ηηηινδόηεζε άιισλ θαηαινίπσλ ζην ηνπηθό πεξηβάιινλ ησλ θαηαινίπσλ ηπξνζίλεο. 

(α) Όπσο έρεη αλαθεξζεί πξνεγνπκέλσο, νη δεζκνί πδξνγόλνπ πνπ αλαπηύζζεη ην 

θαηλνιηθό OH ηνπ θαηαινίπνπ Tyr114 κπνξνύλ λα εκπνδίζνπλ ηελ νιηθή απνπξσηνλίσζε 

(‘‘θαηλόκελν ζσξάθηζεο’’). Σν θαηλόκελν απηό, κπνξεί λα επεξεάζεη ηε ζπρλόηεηα ηεο 

θνξπθήο Y8a, θαζώο ην pH απμάλεηαη. ΢ηα θάζκαηα ηνπ ΢ρήκαηνο 4.2 ε θνξπθή Y8b 

εκθαλίδεηαη ζηνπο 1554 cm
-1

, δειώλνληαο ηελ παξνπζία απνπξσηνλησκέλεο κνξθήο ηεο 

Tyr. Αλ θάζε θαηάινηπν Tyr βξίζθεηαη ζε δηαθνξεηηθό ηνπηθό πεξηβάιινλ, ε 

απνπξσηνλησκέλε κνξθή ζα νθεηιόηαλ κόλν ζην θαηάινηπν Tyr105 θαη ε ζπρλόηεηα ηεο 

θνξπθήο Y8a πνπ ζε πςειέο ηηκέο ηνπ pH ζην πεπηίδην εκθαλίδεηαη ζηνπο 1607 cm
-1

, ζα 

έπξεπε λα απνηειεί ην κέζν όξν ησλ ζπρλνηήησλ ηεο θνξπθήο Y8a γηα ηα δύν θαηάινηπα. 

(β) Δίλαη πηζαλό θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο ηηηινδόηεζεο λα κελ επεξεάδεηαη ε πιεπξηθή 

αιπζίδα ησλ θαηαινίπσλ Tyr αιιά δηαθνξεηηθώλ θαηάινηπσλ ηνπ πεπηηδίνπ (Ser, Thr). 

΢ηελ πεξίπησζε απηή, νη πιεπξηθέο αιπζίδεο ησλ Tyr ζα βηώλνπλ δηαθνξεηηθά 

πεξηβάιινληα αλάινγα κε ηηο αιιαγέο ηνπ pH, νδεγώληαο έηζη ζε ζπλερείο αιιαγέο ζηε 

δηακόξθσζε ηνπ πεπηηδίνπ. Οη αιιαγέο απηέο ζα αληηθαηνπηξίδνληαλ ζε εξπζξή 

κεηαηόπηζε ηεο ζπρλόηεηαο ηεο θνξπθήο Y8a. Καη ζε απηή ηελ πεξίπησζε, ε παξνπζία ηεο  

θνξπθήο Y8b ζα νθείιεηαη ζηελ απνπξσηνλησκέλε κνξθή ηνπ θαηαινίπνπ Tyr105. 
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Ωζηόζν, ε ηηκή ηνπ pKa γηα ηα θαηάινηπα Ser θαη Thr αλ δελ επεξεάδεηαη από ην 

πεξηβάιινλ ηνπο, είλαη κεγαιύηεξε από 13, γεγνλόο πνπ θαζηζηά πνιύ δύζθνιε ηελ 

απνπξσηνλίσζε ζην εύξνο pH πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνύζα κειέηε. 

Δπηπιένλ, ε δόλεζε Y9a ηεο Tyr ζην πεπηίδην, πθίζηαηαη κηθξόηεξε εξπζξή κεηαηόπηζε 

(~2 cm
-1

) ζε ζύγθξηζε κε ηελ ειεύζεξε Tyr (~5 cm
-1

). Οη Takeuchi et al. απόδσζαλ ηε 

κεηαηόπηζε ηεο θνξπθήο Y9a ζηελ απνπξσηνλίσζε ηνπ ΟΗ ή ζηελ αιιαγή ηεο δίεδξεο 

γσλίαο ηνπ COH.
26

 ΢ηελ πεξίπησζε πνπ ε εξπζξή κεηαηόπηζε ηεο θνξπθήο νθείιεηαη ζε 

απνπξσηνλίσζε, νη Takeuchi et al. εηζεγήζεθαλ όηη απηό νθείιεηαη ζηελ απώιεηα ηνπ 

πδξνμπιηθνύ H ηνπ δαθηπιίνπ ή απεληνπηζκνύ ηνπ αξλεηηθνύ θνξηίνπ ηνπ θνξηηζκέλνπ 

νμπγόλνπ (Ο
-
) πξνο ηνλ αξσκαηηθό δαθηύιην.

26
 Η κηθξή κεηαηόπηζε πνπ παξαηεξείηαη ζην 

πεπηίδην εληζρύεη ηελ παξαδνρή όηη ηα δύν θαηάινηπα Tyr βξίζθνληαη ζε δηαθνξεηηθά 

ηνπηθά πεξηβάιινληα, πνπ δελ κπνξνύλ λα δηαρσξηζηνύλ ζηα θάζκαηα πνπ ιήθζεθαλ 

ζηελ παξνύζα κειέηε, κε ηηο ζπρλόηεηέο ηνπο λα απνηεινύλ ην κέζν όξν ησλ δύν. 

4.5.3 Φαηλνιηθό OH 

Η παξαηήξεζε ηεο θνξπθήο ζηνπο ~3558 cm
-1 

ζηα θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ 

TTR(105-115) ζε ρακειέο ηηκέο ηνπ pΗ πξνθάιεζε ην ελδηαθέξνλ γηα πεξαηηέξσ κειέηε 

ηεο πεξηνρήο ησλ πςειώλ ζπρλνηήησλ. Η θνξπθή απηή ηαπηνπνηήζεθε κε ηε δόλεζε 

ηάζεο ηνπ θαηλνιηθνύ πδξνμπιίνπ ΟΗ, όπνπ ζύκθσλα κε ηε ζπκπεξηθνξά ηεο θνξπθήο 

Y8a ζα ήηαλ αλακελόκελν λα εμαθαλίδεηαη κε αύμεζε ηνπ pH. Δληνύηνηο, ε θνξπθή απηή 

εμαθνινπζεί λα παξνπζηάδεηαη ζε όιν ην εύξνο pH πνπ κειεηήζεθε ζηελ παξνύζα 

εξγαζία, εληζρύνληαο ηνπο ηζρπξηζκνύο πνπ ζπδεηήζεθαλ πξνεγνπκέλσο.  

Πξνεγνύκελεο κειέηεο Raman έδεημαλ όηη ε ζπρλόηεηα ηεο δόλεζεο απηήο εμαξηάηαη από 

ην ζρεκαηηζκό δεζκώλ πδξνγόλνπ ηνπ θαηλνιηθνύ OH.
15,17,32

 Ο Thomas θαη νη ζπλεξγάηεο 

ηνπ πξαγκαηνπνίεζαλ κειέηεο Raman γηα ηελ π-θξεζόιε ζηελ αέξηα θαη πγξή θάζε, όπνπ 

παξαηήξεζαλ δηαθνξέο ζηελ πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο 3200-3700 cm
-1

.
17

 ΢ηελ αέξηα θάζε, 

όπνπ δελ αλακέλεηαη ζρεκαηηζκόο δεζκώλ πδξνγόλνπ, ζην θάζκα Raman παξαηεξείηαη 

κηα νμεία θνξπθή ζηνπο 3654 cm
-1

, ελώ αληίζεηα ζηελ πγξή θάζε εκθαλίδνληαη ηξεηο 

θνξπθέο ζηνπο 3217, 3355, 3513 cm
-1

 νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε ηξία θαζκαηνζθνπηθά 

επδηάθξηηα είδε ησλ ελδνκνξηαθώλ δεζκώλ πδξνγόλνπ ηνπ θαηλνιηθνύ πξσηνλίνπ. Αμίδεη 

λα ζεκεησζεί πσο ε π-θξεζόιε ήηαλ άλπδξε, έηζη δελ ππήξρε αιιεινεπηθάιπςε κε ηελ 

θνξπθή ηνπ H2O ζε απηή ηελ πεξηνρή. Δπηπιένλ, νη Takeuchi et al. έδεημαλ όηη ε 

ζπρλόηεηα ηεο δόλεζεο ηάζεο ηνπ OH ηεο π-θξεζόιεο εμαξηάηαη από ηε βαζηθόηεηα ηνπ 
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δηαιύηε. ΢πγθεθξηκέλα, ε ζπρλόηεηα ηεο θνξπθήο θπκαίλεηαη από 3583 κέρξη 3050 cm
-1

 

απμαλνκέλεο ηεο βαζηθόηεηαο ηνπ δηαιύηε, ελώ ζηελ πεξίπησζε ησλ εληειώο άπνισλ 

δηαιπηώλ, ρσξίο ηθαλόηεηα ζρεκαηηζκνύ δεζκώλ πδξνγόλνπ, π.ρ. CCl4, ε θνξπθή απηή 

κεηαηνπίδεηαη ζηνπο 3614 cm
-1

.
26 

Η παξαηήξεζε ηεο θνξπθήο ζηνπο ~3558 cm
-1

 ζε όιε ηε δηάξθεηα ηεο ηηηινδόηεζεο ηνπ 

πεπηηδίνπ TTR(105-115) εληζρύεη όιεο ηνπο πην πάλσ ηζρπξηζκνύο γηα ην πεξηβάιινλ ζην 

νπνίν ππόθεηληαη ηα θαηάινηπα Tyr ζην πεπηίδην. ΢πγθεθξηκέλα, ππνδεηθλύεη όηη ε θνξπθή 

ζηνπο ~3558 cm
-1

 νθείιεηαη ζηελ πξνζηαζία ηνπ OH ηνπ θαηαινίπνπ Tyr114 από 

απνπξσηνληώζε, ζρεκαηίδνληαο ελδνκνξηαθνύο δεζκνύο πδξνγόλνπ κε ηα γεηηνληθά 

θαηάινηπα Ser, ηε Thr ή κε ηελ θύξηα αιπζίδα. Δλώ, αληίζεηα, ε  παξαηήξεζε ηεο 

θνξπθήο ζηνπο 1554 cm
-1

 (΢ρήκα 4.2) ζε πςειέο ηηκέο ηνπ pH νθείιεηαη ζηελ 

απνπξσηνλησκέλε κνξθή ηνπ θαηαινίπνπ Tyr105 ην νπνίν παξνπζηάδεη κεγάιε 

πξνζβάζηκε επηθάλεηα ζην δηαιύηε θαη επνκέλσο ε αξσκαηηθή πιεπξηθή ηνπ αιπζίδα 

είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεηε ζηηο αιιαγέο ηνπ pH. 

4.5.4 Πξνηεηλόκελε Γνκή ηνπ Πεπηηδίνπ 

Οη Jarvis et al. κειεηώληαο ην πεπηίδην TTR(105-115) ζηελ πγξή θάζε, κε ρξήζε ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο NMR, έδεημαλ όηη ην πεπηίδην παξνπζηάδεη δηακόξθσζε ηπραίνπ 

ζπεηξώκαηνο κε ην ζρεκαηηζκό ζηξνθήο ή έιηθαο, αληίζεηα κε ηελ αλακελόκελε 

εθηεηακέλε δηακόξθσζε πνπ πηνζεηεί ην πεπηίδην ζηε ζηεξεά θάζε.
31 

Πξνζνκνηώζεηο 

Μνξηαθήο Γπλακηθήο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα έλα ‘‘απνκνλσκέλν’’ πεπηίδην 

TTR(105-115) ζε πςειέο ζπγθεληξώζεηο ζηελ πγξή θάζε απνθάιπςαλ όηη ε πεξηνρή ηνπ 

πεπηηδίνπ T106 κέρξη L110 έρεη κεγάιε ηάζε ζρεκαηηζκνύ α-έιηθαο (58% ζηνπο 330Κ θαη 

48% ζηνπο 360Κ).
33

 Οη ππνινγηζκνί απηνί δείρλνπλ όηη ην πεπηίδην TTR(105-115) δελ 

πηνζεηεί κηα ζπγθεθξηκέλε δνκή, αιιά απνηειείηαη από έλα ζύλνιν δηακνξθώζεσλ.
33

 

 Σα απνηειέζκαηα πνπ απνξξένπλ από ηελ παξνύζα κειέηε επηβεβαηώλνπλ ηα 

απνηειέζκαηα ησλ δύν πξνεγνύκελσλ κειεηώλ, κέζσ ηνπ ζρεκαηηζκνύ ελδνκνξηαθνύ 

δηθηύνπ δεζκώλ πδξνγόλνπ πνπ εκπνδίδεη ηε δπλαηόηεηα πξόζβαζεο ηνπ θαηαινίπνπ 

Tyr114 ζην δηαιύηε. Πεξηζζόηεξεο πιεξνθνξίεο γηα ηε δεπηεξνηαγή δνκή ηνπ πεπηηδίνπ 

δίλνληαη ζην Κεθάιαην 5 όπνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα κειέηεο ηεο ακηδηθήο 

πεξηνρήο, κεηά από δηέγεξζε ζηα 200 nm. Δληνύηνηο, ηα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο απηήο 

έδεημαλ όηη ην πεπηίδην TTR(105-115) πηνζεηεί δηαθνξεηηθή δηακόξθσζε ζηελ πγξή θάζε 

ζε ζύγθξηζε κε ηα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο αθηηλώλ Υ γηα ηε θπζηθή κνξθή TTR ζηε 

ζηεξεά θαηάζηαζε.
30

 Η κειέηε αθηηλώλ Υ ππνδεηθλύεη όηη ε δηακόξθσζε ησλ θαηαινίπσλ 
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ηεο πξσηεΐλεο 105 κέρξη 115 πεξηιακβάλεη κηα εθηεηακέλε δνκή κε ηηο θαηλνιηθέο 

πιεπξηθέο αιπζίδεο ησλ Tyr λα είλαη πιήξσο εθηεζεηκέλεο ζην δηαιύηε,
30

 ελώ ηα 

απνηειέζκαηα ηεο παξνύζαο κειέηεο δείρλνπλ όηη ην πεπηίδην πηνζεηεί κηα ζπγθεθξηκέλε 

δηακόξθσζε. 
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ΚΔΦΑΛΑΙΟ 5 

ΥΑΡΑΚΣΗΡΙ΢ΜΟ΢ ΣΗ΢ ΓΔΤΣΔΡΟΣΑΓΟΤ΢ ΓΟΜΗ΢ ΣΟΤ 

ΠΔΠΣΙΓΙΟΤ TTR(105-115) ΢ΤΝΑΡΣΗ΢ΔΙ ΣΗ΢ ΘΔΡΜΟΚΡΑ΢ΙΑ΢ 

ΜΔ ΥΡΗ΢Η ΣΗ΢ ΦΑ΢ΜΑΣΟ΢ΚΟΠΙΑ΢ ΢ΤΝΣΟΝΙ΢ΜΟΤ RAMAN 
 

5.1 Δηζαγωγή 

΢ην παξφλ θεθάιαην παξαηίζεληαη θαη ζπδεηνχληαη ηα απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ απφ 

ηε κειέηε ηεο επίδξαζεο ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηε δεπηεξνηαγή δνκή ηνπ πεπηηδίνπ 

TTR(105-115) ζηελ πγξή θάζε, κε ηε ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο ζπληνληζκνχ Raman. 

΢πγθεθξηκέλα, ιήθζεθαλ θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο, 

κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 200 nm. H δηέγεξζε ζηε βαζηά ππεξηψδε πεξηνρή εληζρχεη 

ζπληνληζηηθά ην ζθεδαζκφ Raman απφ ην ρξσκνθφξν ακίδην (ε θνξπθή απνξξφθεζεο 

π→π* βξίζθεηαη ζηα 195 nm), ν νπνίνο είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεηνο ζηηο δίεδξεο γσλίεο φ 

θαη ψ, δίλνληαο άκεζεο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηε δεπηεξνηαγή δνκή ηνπ πεπηηδίνπ. 

Παξαηήξεζε ησλ ζπρλνηήησλ ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ θνξπθψλ ακηδίνπ Ι, ΙΙ, ΙΙΙ θαη ηεο 

δφλεζεο ηάζεο Cα-H ζην θάζκα Raman παξέρεη ελδείμεηο γηα ην αλ ε δεπηεξνηαγήο δνκή 

ηνπ πεπηηδίνπ πεξηέρεη ζηνηρεία ηεο α-έιηθαο, β-πηχρσζεο, β-ζηξνθήο, ή ηπραίνπ 

ζπεηξψκαηνο.
1-5

 Γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε εθηελήο ζηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ πεηξακαηηθψλ δεδνκέλσλ.  

Η κειέηε ηεο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ ζηελ πγξή θάζε πξηλ απφ ηελ έλαξμε ηεο 

ζπζζσκάησζήο ηνπ είλαη ηδηαίηεξα ζεκαληηθή γηα ηηο κεηέπεηηα κειέηεο πνπ έρνπλ ζηφρν 

ηελ θαηαλφεζε ηνπ κεραληζκνχ ηληδνπνίεζεο, ζηνλ νπνίν ε δηαδηθαζία ηεο απην-

ζπλαξκνιφγεζεο νδεγεί ζε δνκηθέο αιιαγέο. Η in vitro δηαδηθαζία ζπζζσκάησζεο ηνπ 

πεπηηδίνπ ζην δηάιπκα αξρίδεη κεηά απφ επψαζε ζε ζεξκνθξαζία κεηαμχ ζηνπο 25 θαη 

ηνπο 37 °C, ππφ φμηλεο ζπλζήθεο. Δπνκέλσο, ε κειέηε πνπ παξνπζηάδεηαη ζην θεθάιαην 

απηφ είλαη κηα ζπζηεκαηηθή δηεξεχλεζε ησλ δνκηθψλ αιιαγψλ ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-

115) πνπ πξνθαινχληαη απφ ηε κεηαβνιή ηεο ζεξκνθξαζίαο. Η ζπγθέληξσζε ηνπ 

πεπηηδίνπ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνχζα θαζκαηνζθνπηθή κειέηε δηαηεξήζεθε ζε 

ρακειά επίπεδα, πξνθεηκέλνπ λα παξαηεξεζνχλ δνκηθέο αιιαγέο ηνπ ‘‘απνκνλσκέλνπ’’ 

πεπηηδίνπ ζην δηάιπκα, ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο. Οη δνκηθέο αιιαγέο πνπ 

παξαηεξνχληαη εληζρχνληαη απφ πξνζνκνηψζεηο Μνξηαθήο Γπλακηθήο (MD) πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα έλα ‘‘απνκνλσκέλν’’ πεπηίδην ζηε ζεξκνθξαζηαθή πεξηνρή ησλ 

15 έσο 37 °C. 
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5.2 Πεηξακαηηθέο ΢πλζήθεο 

΢ηελ παξνχζα θαζκαηνζθνπηθή κειέηε παξαζθεπάζηεθαλ δηαιχκαηα ηνπ πεπηηδίνπ 

TTR(105-115) ζπγθέληξσζεο ~1.5 mM ζε κείγκα 40% v/v αθεηνληηξηιίνπ/λεξνχ ψζηε λα 

επηηαρχλεηαη ε δηαιπηφηεηά ηνπ θαη έπεηηα ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηε κειέηε ηεο 

ζεξκνθξαζηαθήο εμάξηεζεο. Η αθξηβήο ζπγθέληξσζε γηα θάζε δηάιπκα ππνινγίζηεθε απφ 

ην θάζκα απνξξφθεζεο, ρξεζηκνπνηψληαο ην κνξηαθφ ζπληειεζηή απνξξφθεζεο ηεο Tyr 

ζηα 274 nm (1.4 mM
-1

 cm
-1

). Κάζε θάζκα πνπ παξνπζηάδεηαη ζην παξφλ θεθάιαην 

απνηειεί άζξνηζκα 9-12 θαζκάησλ κε ρξφλν ζπιινγήο δεδνκέλσλ δέθα ιεπηά αλά θάζκα.  

5.3 Τπνινγηζηηθή Μέζνδνο 

Οη πξνζνκνηψζεηο Μνξηαθήο Γπλακηθήο πνπ παξνπζηάδνληαη ζην θεθάιαην απηφ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηα πιαίζηα ζπλεξγαζίαο κε ηελ νκάδα Βηνθπζηθήο ηνπ Σκήκαηνο 

Φπζηθήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κχπξνπ. 

Σύζηημα: Σν ζχζηεκα πξνζνκνίσζεο απνηειείηαη απφ έλα πεπηίδην θαη 4,054 κφξηα 

λεξνχ (12,335 άηνκα). Η αιιεινπρία ηνπ πεπηηδίνπ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηηο 

πξνζνκνηψζεηο είλαη παλνκνηφηππε κε ην ηκήκα 105-115 ηεο πξσηεΐλεο transthyretin. Σα 

Ν- θαη C-ηειηθά άθξα ηνπ πεπηηδίνπ ζεσξήζεθαλ θνξηηζκέλα (NH3
+
 θαη COO

-
, 

αληίζηνηρα), πξνζεγγίδνληαο ηελ πεηξακαηηθή ηηκή ηνπ pΗ (3.1-3.8). Όιεο νη 

πξνζνκνηψζεηο δηεμήρζεζαλ κε ηε ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο κνξηαθήο κεραληθήο 

CHARMM, έθδνζε c35b3.
6 

Σν αθεηνληηξίιην δελ έρεη ζπκπεξηιεθζεί ζηνλ ππνινγηζκφ 

επεηδή ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα ησλ πδαηηθψλ δηαιπκάησλ ηνπ πεπηηδίνπ ζε 

ζπλάξηεζε κε ηε ζεξκνθξαζία έδεημαλ παξφκνηα ζπκπεξηθνξά κε ηα δηαιχκαηα ηνπ 

CH3CN. 

Μέθοδος Προζομοίωζης: Η αξρηθή δηακφξθσζε ηνπ πεπηηδίνπ νξίζηεθε ζχκθσλα κε ηηο 

θξπζηαιινγξαθηθέο ζπληεηαγκέλεο ηνπ ηκήκαηνο 105-115 ηεο πξσηεΐλεο transthyretin 

(pdb entry 1ΒΜΖ
7
). Αξρηθά, ην πεπηίδην ηνπνζεηήζεθε ζην θέληξν ελφο θπβηθνχ θνπηηνχ 

αθκήο 49 Å κε κφξηα λεξνχ, ήδε ζε ηζνξξνπία, κε επαλαιακβαλφκελεο κνλάδεο πνπ 

ηνπνζεηήζεθαλ γχξσ απφ ην πξνο κειέηε ζχζηεκα ζηηο ηξεηο δηαζηάζεηο κε ηηο ζπλζήθεο 

πεξηνδηθήο νξηνζέηεζεο. Όια ηα κφξηα λεξνχ κε άηνκα νμπγφλνπ ζε απφζηαζε 2.5 Å 

καθξηά απφ άηνκα ηνπ πεπηηδίνπ εθηφο ηνπ πδξνγφλνπ, αθαηξέζεθαλ. Αξρηθά ην ζχζηεκα 

ππνβιήζεθε ζε 100 βήκαηα ειαρηζηνπνίεζεο ηεο ελέξγεηαο κε ρξήζε ηνπ αιγφξηζκνπ 

steepest-descent, κεηά ζε ζηαδηαθή ζέξκαλζε ζηνπο 285 Κ, εμηζνξξφπεζε γηα 2 ns ζηνπο 

285 Κ. Η ηειηθή δνκή ρξεζηκνπνηήζεθε σο ζεκείν εθθίλεζεο γηα ηηο πξνζνκνηψζεηο 
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replica-exchange.
8-13 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ 12 replicas κε ζεξκνθξαζίεο 288, 290, 292, 294, 

296, 298, 300, 302, 304, 306, 308 θαη 310 Κ. Με ηε ρξήζε απηνχ ηνπ εχξνπο 

ζεξκνθξαζηψλ ε κέζε πηζαλφηεηα αληαιιαγήο κεηαμχ γεηηνληθψλ replicas ήηαλ 22 ± 1%, 

ελψ ηα δηάθνξα replicas αθνινχζεζαλ πνξεία (random walk) ζε φιεο ηηο ζεξκνθξαζίεο. 

Σν ζεξκνθξαζηαθφ εχξνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηηο πξνζνκνηψζεηο εθηείλεηαη ζηα 

πιαίζηα ησλ ζεξκνθξαζηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηα πεηξάκαηα ζπληνληζκνχ Raman 

(283-301 K). Οη αληαιιαγέο κεηαμχ ησλ replicas επηρεηξνχληαλ ζε δηαζηήκαηα ηνπ 1 ps. Ο 

ζπλνιηθφο ρξφλνο πξνζνκνίσζεο ζε θάζε ζεξκνθξαζία ήηαλ 7.7 ns.  

Δσναμική Πεδίοσ: Σα αηνκηθά θνξηία, νη δπλάκεηο van der Waals θαη νη ζηεξενρεκηθέο 

παξάκεηξνη γηα ηα άηνκα ηνπ πεπηηδίνπ ιήθζεθαλ απφ ην δπλακηθφ πεδίν φισλ ησλ 

αηφκσλ CHARMM22,
14

 καδί κε ηε δηφξζσζε ζηξέςεο CMAP.
15

 Σα κφξηα λεξνχ πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζην ζχζηεκα πεξηγξάθνληαη επαθξηβψο απφ έλα ηξνπνπνηεκέλν 

κνληέιν TIP3P, κνληέιν ην νπνίν αλαπαξηζηά θαιχηεξα ηελ ελέξγεηα θαη ππθλφηεηα ηνπ 

πγξνχ λεξνχ.
16,17 

Οη ειεθηξνζηαηηθέο αιιειεπηδξάζεηο ππνινγίζηεθαλ ρσξίο απνθνπή κε 

ηε κέζνδν ζσκαηηδίνπ-δηθηχνπ Ewald κε παξάκεηξν k=0.5 γηα ηνλ έιεγρν θνξηίνπ θαη 

θακπχιε έθηνπ βαζκνχ γηα ηελ παξεκβνιή δηθηχνπ. Οη αιιειεπηδξάζεηο Lennard-Jones 

εθκεδελίζηεθαλ ζε απφζηαζε 11 Å. Η ζεξκνθξαζία ηνπ ζπζηήκαηνο παξέκεηλε ζηαζεξή 

κε ηε ρξήζε ηνπ ζεξκνζηάηε Nose-Hoover.
18,19

 Οη θιαζηθέο εμηζψζεηο θίλεζεο 

νινθιεξψζεθαλ κε ρξήζε ηνπ νινθιεξψκαηνο  Leap-Frog, κε βήκαηα 2-fs. Σα κήθε ησλ 

δεζκψλ ησλ αηφκσλ πδξνγφλνπ θαη ε εζσηεξηθή γεσκεηξία ησλ κνξίσλ λεξνχ 

πεξηνξίζηεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ αιγνξίζκνπ SHAKE γηα πξφηππεο ηηκέο.
20

 Οη  

πξνζνκνηψζεηο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε ζηαζεξφ φγθν (NVT) κε ηε ρξήζε ηνπ 

πξνγξάκκαηνο  CHARMM.
6 

Ανάλσζη: Η ηζνξξνπία ηνπ ζπζηήκαηνο επηηεχρζεθε κεηά απφ ρξφλν πεξίπνπ 2.7 ns. Η 

αλάιπζε απνηειείηαη απφ 5.000 ζηηγκηφηππα, πνπ εθηείλνληαη ζηα ηειεπηαία 5 ns ησλ 

ηξνρηψλ γηα θάζε κία απφ ηηο ηξεηο ζεξκνθξαζίεο 288, 300 θαη 310 Κ. Η δεπηεξνηαγήο 

δνκή ηνπ πεπηηδίνπ θαζνξίζηεθε απφ ηνλ αιγφξηζκν STRIDE
21 

ζηε κεζνδνινγία VMD.
22

 

Οη αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ησλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ ππνινγίζηεθαλ απφ ηππνπνηεκέλεο 

ξνπηίλεο CHARMM.
6
 Δπαθέο κεηαμχ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ ζεσξήζεθαλ φηη ππήξραλ αλ ε 

απφζηαζε κεηαμχ ησλ γεσκεηξηθψλ θέληξσλ ησλ δχν πιεπξηθψλ αιπζίδσλ ήηαλ 

κηθξφηεξε απφ 5.5 Å.  

Ανάλσζη Ομαδοποίηζης: Οη δηακνξθψζεηο ηνπ πεπηηδίνπ ηαμηλνκεζήθαλ ζε νηθνγέλεηεο 

κεηά απφ ηελ αλάιπζε νκαδνπνίεζεο, βαζηζκέλε ζηηο θαξηεζηαλέο ζπληεηαγκέλεο ησλ 

αηφκσλ ηνπ Cα γηα ην ηκήκα ηνπ πεπηηδίνπ 2-10. Γχν δηακνξθψζεηο αλήθαλ ζηελ ίδηα 
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νηθνγέλεηα αλ ε root-mean-square-difference ήηαλ κηθξφηεξε απφ 1.5 Å. Η κέζνδνο 

νκαδνπνίεζεο πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά ζηε βηβιηνγξαθία.
23,24

 

5.4  Πεηξακαηηθά Απνηειέζκαηα 

5.4.1 Φάζκαηα ΢πληνληζκνύ Raman ηνπ Πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε Γηάιπκα 

CΗ3CN/Η2O 

΢ην ΢ρήκα 5.1 παξνπζηάδνληαη ηα θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε 

δηάιπκα 40% v/v CΗ3CN/Η2O ζε ζεξκνθξαζηαθφ εχξνο 10 θαη 28 °C, κεηά απφ δηέγεξζε 

ζηα 199.8 nm. Οη κεγάιεο ζε έληαζε θνξπθέο πνπ παξαηεξνχληαη ζηα θάζκαηα 

νθείινληαη ζηηο δνλήζεηο ηνπ αξσκαηηθνχ δαθηπιίνπ ησλ θαηαινίπσλ Tyr. Η έληαζε ησλ 

θνξπθψλ είλαη ηδηαίηεξα ηζρπξή ιφγσ ηεο αχμεζεο ηνπ ζπληνληζκνχ κε ηε δηεγεξκέλε 

ειεθηξνληαθή θαηάζηαζε Βa,b ηεο Tyr. Οη αδχλαηεο θνξπθέο πνπ παξνπζηάδνληαη ζηα 

θάζκαηα αληηζηνηρνχλ ζηηο δνλήζεηο ακηδίνπ. 

 

΢ρήκα 5.1: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε δηάιπκα 40% v/v 

CH3CN/H2O ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 199.8 nm. Σα θάζκαηα 

έρνπλ θαλνληθνπνηεζεί σο πξνο ηε δφλεζε ηάζεο CN ηνπ αθεηνληηξηιίνπ, ζηνπο 2258 cm
-1

. 

΢ηα θάζκαηα ηνπ ΢ρήκαηνο 5.1 παξαηεξνχληαη θνξπθέο ζηνπο 1179 (Y9a), 1209 (Y7a), 

1614 cm
-1

 (Τ8a) θαη 1600 cm
-1

 (Τ8b) νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε ηε ζπλεηζθνξά ηεο δφλεζεο 

θάκςεο C-H ηνπ αξσκαηηθνχ δαθηπιίνπ, ηεο δφλεζεο ηάζεο ησλ αηφκσλ ηνπ άλζξαθα, 
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ηεο ζπκκεηξηθήο θαη αληηζπκκεηξηθήο δφλεζεο ηάζεο ηνπ αξσκαηηθνχ δαθηπιίνπ, 

αληίζηνηρα. Η θνξπθή ηνπ ακηδίνπ Ι, ε νπνία αληηζηνηρεί θπξίσο ζηε δφλεζε ηάζεο ηνπ 

C=O, κε κηθξφηεξε ζπλεηζθνξά απφ ηε δφλεζε ηάζεο ηνπ C-N θαη ηε δφλεζε θάκςεο ηνπ 

N-H, παξαηεξείηαη ζηνπο 1666 cm
-1

. Η θνξπθή ηνπ ακηδίνπ ΙΙ (εληφο θάζεο ηάζε Ν-Η θαη 

θάκςε C-N), εκθαλίδεηαη ζηνπο 1555 cm
-1

, ελψ ε θνξπθή ηνπ ακίδηνπ ΙΙΙ (εθηφο θάζεο 

ηάζε Ν-Η θαη θάκςε C-N) αλακέλεηαη ζηελ πεξηνρή κεηαμχ 1220-1300 cm
-1

. ΢ηελ 

αλακελφκελε πεξηνρή ηνπ ακηδίνπ ΙΙΙ, παξνπζηάδεηαη κηα επξεία θνξπθή ζηνπο ~1265   

cm
-1

. Ωζηφζν ε θνξπθή απηή είλαη δπλαηφ λα πεξηιακβάλεη ζπλεηζθνξά απφ ηε δφλεζε 

ηάζεο ηνπ C-O (Y7a΄) ησλ θαηαινίπσλ Tyr. Οη θνξπθέο πνπ εκθαλίδνληαη ζηνπο 926, 1375, 

2258 cm
-1

 νθείινληαη ζηηο δνλήζεηο ηάζεο C-C, θάκςεο C-H, θαη ηάζεο C-N, ηνπ 

αθεηνληηξηιίνπ, αληίζηνηρα.
25

 Σν αθεηνληηξίιην δηαζέηεη επίζεο θνξπθή ζηνπο 1440 cm
-1

 

πνπ νθείιεηαη ζηε δφλεζε θάκςεο ηνπ δεζκνχ C-H. Δληνχηνηο, ε θνξπθή πνπ 

παξαηεξείηαη ζηα θάζκαηα ζηνπο 1446 cm
-1

 απνδίδεηαη εδψ λα είλαη πην νμεία θαη 

κεγαιχηεξεο έληαζεο ζε ζρέζε κε ηελ αλακελφκελε θνξπθή ηνπ αθεηνληηξηιίνπ. 

Δπνκέλσο, ε θνξπθή πνπ παξαηεξείηαη ζηα θάζκαηα γχξσ ζηνπο 1446 cm
-1

 απνδίδεηαη 

εδψ ζηε δφλεζε θάκςεο ηνπ CαΗ2
 
ηεο αιπζίδαο ηνπ πεπηηδίνπ ε νπνία επηθαιχπηεη ηελ 

θνξπθή ηνπ αθεηνληηξηιίνπ.
3
 Η ηαπηφηεηα ηεο ζπγθεθξηκέλεο θνξπθήο επηβεβαηψζεθε απφ 

θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε πδαηηθφ δηάιπκα, ζην ίδην εχξνο 

ζεξκνθξαζηψλ, φπνπ παξαηεξήζεθε φηη ε θνξπθή ζηνπο 1446 cm
-1

 εμαθνινπζεί λα είλαη 

εκθαλήο. Η έληαζε φισλ ησλ θνξπθψλ έρεη θαλνληθνπνηεζεί σο πξνο ηε δφλεζε ηάζεο C-

N ηνπ αθεηνληηξηιίνπ ζηνπο 2258 cm
-1

. 

 Η επίδξαζε ηεο ζεξκνθξαζίαο είλαη εκθαλήο ζηελ πςειφηεξε ζεξκνθξαζία (28 °C) φπνπ 

παξαηεξείηαη αχμεζε ηεο έληαζεο ησλ θνξπθψλ ηεο Tyr. Οη αδχλαηεο ζε έληαζε θνξπθέο 

ηνπ ακηδίνπ παξακέλνπλ ακεηάβιεηεο σο πξνο ηελ έληαζή ηνπο ζπλαξηήζεη ηεο 

ζεξκνθξαζίαο, εθηφο απφ ηνπο 28 °C φπνπ ν ιφγνο ησλ εληάζεσλ ησλ θνξπθψλ AmI/AmΙΙ 

απμάλεηαη. Η αιιαγή ηνπ ιφγνπ ησλ εληάζεσλ ησλ θνξπθψλ απηψλ απνηειεί έλδεημε γηα 

ηηο δνκηθέο αιιαγέο πνπ ζπκβαίλνπλ ζην πεπηίδην, ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο (Βι. πην 

θάησ). 

Η επξεία θνξπθή πνπ παξαηεξείηαη ζηνπο ~1666 cm
-1

 ζηα θάζκαηα ηνπ ΢ρήκαηνο 5.1, 

πιεζηάδεη αξθεηά ζηε ζπρλφηεηα δφλεζεο θάκςεο ηνπ Η2Ο ε νπνία εκθαλίδεηαη γχξσ 

ζηνπο 1650 cm
-1

 θαη επνκέλσο κπνξεί λα απνηειεί απνηέιεζκα επηθάιπςεο κεηαμχ ησλ 

θνξπθψλ ακηδίνπ Ι θαη θάκςεο ηνπ λεξνχ. Μηα ηέηνηα επηθάιπςε κπνξεί λα 

ειαρηζηνπνηεζεί κε ηε ρξήζε ηεο ηζνηνπηθήο αληαιιαγήο πδξνγφλνπ/δεπηεξίνπ.   
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5.4.2 Φάζκαηα ΢πληνληζκνύ Raman ηνπ Πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε Γηάιπκα 

CD3CN/D2O 

H ιήςε θαζκάησλ UVRR ηνπ πεπηηδίνπ κεηά απφ ηζνηνπηθή αληαιιαγή Η/D θξίζεθε 

αλαγθαία ψζηε λα επηβεβαησζεί ε ηαπηφηεηα ησλ θνξπθψλ πνπ παξνπζηάδνληαη ζηα 

θάζκαηα ηνπ ΢ρήκαηνο 5.1 ζηνπο ~1666 θαη ~1265 cm
-1

. ΢ην ΢ρήκα 5.2 απεηθνλίδνληαη ηα 

θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε κείγκα 40% v/v CD3CN/D2O ζε 

ζεξκνθξαζίεο κεηαμχ 10 θαη 28 °C, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 199.8 nm. Η επξεία θνξπθή  

ζηνπο 1666 cm
-1

 πνπ παξαηεξείηαη θαη κεηά ηελ ηζνηνπηθή αληαιιαγή πξέπεη λα νθείιεηαη 

ζηε δφλεζε ηνπ ακηδίνπ Ι’. Η δφλεζε ηνπ Am Ι’ πξνθχπηεη θπξίσο απφ ηε δφλεζε ηάζεο 

ηνπ C=O κηα κηθξφηεξε ζπλεηζθνξά απφ ηε δφλεζε θάκςεο ηνπ δεζκνχ Ν-Η θαη 

επνκέλσο ε ζπρλφηεηά ηεο δελ αλακέλεηαη λα επεξεάδεηαη ζεκαληηθά απφ ηε δεπηεξίσζε. 

 

΢ρήκα 5.2: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε δηάιπκα 40% v/v 

CD3CN/D2O ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 199.8 nm. 

Γεληθά, ε ηζνηνπηθή αληαιιαγή Η ζε D απνηειεί έλα ρξήζηκν εξγαιείν γηα ην δηαρσξηζκφ 

ηνπ ακηδίνπ ΙΙ θαη ΙΙΙ. Καζψο ην πξσηφλην ηνπ Ν-Η αληαιιάζζεηαη κε δεπηέξην, νη 

δνλήζεηο ησλ ακίδησλ ΙΙ θαη ΙΙΙ (ηψξα ΙΙ΄ θαη ΙΙΙ΄) κεηαηνπίδνληαη ζηνπο ~1465 θαη ~1005 

cm
-1

, αληίζηνηρα, ιφγσ ηεο απνζχδεπμεο ηεο δφλεζεο ηάζεο ηνπ δεζκνχ C-N θαη ηεο 

δφλεζεο θάκςεο ηνπ δεζκνχ Ν-Η, κε ην ακίδην ΙΙ΄ λα ραξαθηεξίδεηαη κφλν απφ ηε δφλεζε 
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ηάζεο ηνπ δεζκνχ C-N.
26,27

 ΢ηελ πεξίπησζε φπνπ ην πεπηίδην TTR(105-115) δηαιχεηαη ζε 

κείγκα 40% v/v CD3CN/D2O, ζηα θάζκαηα UVRR (΢ρήκα 5.2) ε ηζρπξή θνξπθή ηνπ 

ακηδίνπ ΙΙ΄ κεηαηνπίδεηαη ζηνπο 1457 cm
-1

, ελψ ε δφλεζε ηνπ Am ΙΙΙ’ πνπ πεξηιακβάλεη 

ζπλεηζθνξά κφλν απφ ηε δφλεζε θάκςεο ηνπ δεζκνχ Ν-Η θαη ζπλήζσο παξνπζηάδεη 

ρακειή έληαζε, δελ παξαηεξείηαη ζηα θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ.
26

 

Η παξνπζία ηεο θνξπθήο ζηνπο 1263 cm
-1

 ζηα θάζκαηα, κεηά ηελ ηζνηνπηθή αληαιιαγή 

Η/D, επηβεβαηψλεη φηη ε ηαπηφηεηά ηεο αληηζηνηρεί ζηε δφλεζε Y7a΄ ηεο Tyr, ε νπνία 

εκθαλίδεηαη ειαθξψο κεηαηνπηζκέλε ζε κηθξφηεξε ζπρλφηεηα.
26,28

 Δληνχηνηο, 

ζπγθξίλνληαο ηα θάζκαηα ηνπ πεπηηδίνπ πξηλ θαη κεηά ηελ ηζνηνπηθή αληαιιαγή, ε 

θνξπθή απηή εκθαλίδεηαη πνιχ πην νμεία ζην θάζκα ησλ CD3CN/D2O. Η δηαθνξά ζην 

εχξνο ηεο θνξπθήο νθείιεηαη ζηε ζπλεηζθνξά κηαο δεχηεξεο θνξπθήο ε νπνία αληηζηνηρεί 

ζην Am ΙΙΙ. Δλδεηθηηθά ζην ΢ρήκα 5.3 παξνπζηάδεηαη ε ζχγθξηζε ησλ θαζκάησλ UVRR 

ηνπ πεπηηδίνπ πξηλ θαη κεηά ηελ ηζνηνπηθή ελαιιαγή ζηνπο 10 °C.  

 

΢ρήκα 5.3: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε δηαιχκαηα: 40% v/v 

CD3CN/D2O (κπιε) θαη 40% v/v CΗ3CN/Η2Ο (θφθθηλν) ζηνπο 10 °C, κεηά απφ δηέγεξζε 

ζηα 199.8 nm. 

Δπηπιένλ, κε ηελ ηζνηνπηθή αληαιιαγή H/D, εθηφο απφ ηηο κεηαβνιέο πνπ παξαηεξήζεθαλ 

ζηηο ζπρλφηεηεο ησλ ακηδίσλ (΢ρήκα 5.2), παξαηεξείηαη επίζεο κεηαηφπηζε ζηε ζπρλφηεηα 
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ηεο δφλεζεο Y8b απφ ηνπο 1600 ζηνπο 1589 cm
-1

. Η κεγάιε εξπζξή κεηαηφπηζε πνπ 

παξαηεξείηαη νθείιεηαη ζηελ απνζχδεπμε ηεο δφλεζεο θάκςεο ηνπ λεξνχ θαη ηεο Y8b, 

δεδνκέλνπ φηη ε δφλεζε θάκςεο ηνπ δεζκνχ OD πνπ ζρεκαηίδεηαη κεηά ηελ ηζνηνπηθή 

αληαιιαγή Η/D εκθαλίδεηαη πνιχ πην ρακειά (1200 cm
-1

 vs 1650 cm
-1

).
29 

5.4.3 Γνλήζεηο Y7a, Τ9a, Y7a’ 

Η δηαδηθαζία θαηάιιειεο απνζπλέιημεο ηεο πεξηνρήο ησλ θαζκάησλ απφ ηνπο 1150 κέρξη 

ηνπο 1300 cm
-1

 ζηα δηαιχκαηα ησλ CΗ3CN/Η2O ζηηο δηάθνξεο ζεξκνθξαζίεο επηβεβαίσζε 

ηε ζπλεηζθνξά κηαο θνξπθήο πνπ παξνπζηάδεηαη κεηαμχ 1235 θαη 1245 cm
-1

, ε νπνία 

αληηζηνηρεί ζηε δφλεζε ηνπ Am ΙΙΙ (΢ρήκαηα 5.4-5.8).  

 

΢ρήκα 5.4: Απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ησλ 1200 cm
-1

 ηνπ θάζκαηνο  πεπηηδίνπ TTR(105-

115) ζε δηάιπκα 40% v/v CH3CN/H2O, ζηνπο 10 °C, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 200 nm. Με 

θφθθηλν: Y9a (1179 cm
-1

), Y7a (1209 cm
-1

), Am III (1239 cm
-1

) θαη Y7a΄ (1265 cm
-1

), κπιε: ην 
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΢ρήκα 5.5: Απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ησλ 1200 cm
-1

 ηνπ θάζκαηνο  πεπηηδίνπ TTR(105-

115) ζε δηάιπκα 40% v/v CH3CN/H2O, ζηνπο 14 °C. Με θφθθηλν: Y9a (1179 cm
-1

), Y7a 

(1209 cm
-1

), Am III (1239 cm
-1

) θαη Y7a΄ (1265 cm
-1

), κπιε: ην άζξνηζκα φισλ ησλ εηδψλ.  

 

΢ρήκα 5.6: Απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ησλ 1200 cm
-1

 ηνπ θάζκαηνο  πεπηηδίνπ TTR(105-

115) ζε δηάιπκα 40% v/v CH3CN/H2O, ζηνπο 21 °C. Με θφθθηλν: Y9a (1179 cm
-1

), Y7a 

(1209 cm
-1

), Am III (1241 cm
-1

) θαη Y7a΄ (1265 cm
-1

), κπιε: ην άζξνηζκα φισλ ησλ εηδψλ. 
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΢ρήκα 5.7: Απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ησλ 1200 cm
-1

 ηνπ θάζκαηνο  πεπηηδίνπ TTR(105-

115) ζε δηάιπκα 40% v/v CH3CN/H2O, ζηνπο 28 °C. Με θφθθηλν: Y9a (1179 cm
-1

), Y7a 

(1209 cm
-1

), Am III (1242 cm
-1

) θαη Y7a΄ (1265 cm
-1

), κπιε: ην άζξνηζκα φισλ ησλ εηδψλ.  

Γεληθά νη ζρεηηθέο εληάζεηο ησλ θνξπθψλ Y7a θαη Y9a (΢ρήκα 5.1) ρξεζηκνπνηνχληαη 

εθηεηακέλα ζηε βηβιηνγξαθία σο δείθηεο γηα ηελ αιιαγή ησλ δεζκψλ πδξνγφλνπ ηνπ 

θαηλνιηθνχ πδξνμπιίνπ.
28

 ΢ην ΢ρήκα 5.8 παξνπζηάδεηαη ε θακπχιε ηνπ ιφγνπ ησλ 

εκβαδψλ ησλ θνξπθψλ Τ7a/Y9a ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο, φπσο πξνέθπςαλ απφ ηελ  

απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ησλ θαζκάησλ 1150-1300 cm
-1

 (΢ρήκαηα 5.4-5.7). Όκνηα ηάζε 

παξνπζηάδνπλ θαη ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα πνπ ιήθζεθαλ ζε πξνεγνχκελε κειέηε 

ζην εξγαζηήξην Μνξηαθήο Φαζκαηνζθνπίαο φπνπ ην πεπηίδην κειεηήζεθε ζε δηάιπκα 

40% v/v CH3CN/H2O, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 239.5 nm.
30

 ΢ην ΢ρήκα 5.8 παξνπζηάδεηαη ε 

κεηαβνιή ηνπ ιφγνπ Τ9a/Y7a ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηα 239.5 nm, θαζψο νη 

εληάζεηο ησλ θνξπθψλ εμαξηψληαη ζεκαληηθά απφ ην κήθνο δηέγεξζεο. Η κεηαβνιή πνπ 

παξαηεξείηαη ζηνπο ιφγνπο ησλ εκβαδψλ ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο ζρεηίδεηαη κε ηελ 

αιιαγή ησλ δεζκψλ πδξνγφλνπ ηνπ θαηλνιηθνχ ΟΗ, ε νπνία νθείιεηαη ζηελ αιιαγή ηεο 

δηακφξθσζεο ηνπ πεπηηδίνπ, σο επαθφινπζν ηεο αιιαγήο ηνπ ηνπηθνχ πεξηβάιινληνο ησλ 

θαηαινίπσλ Tyr.  
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΢ρήκα 5.8: Ο ιφγνο ησλ εκβαδψλ Y7a θαη Y9a ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε δηάιπκα 

40% v/v CH3CN/H2O ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 239.5 nm 

(θιεηζηνί θχθινη) θαη 199.8 (αλνηθηνί θχθινη).
30 

5.4.4 ΢ύγθξηζε Φαζκάηωλ ΢πληνληζκνύ Raman Αξαηνύ Γηαιύκαηνο Πεπηηδίνπ θαη 

ηωλ Ακπινεηδώλ Ιληδίωλ ηνπ 

΢ην ΢ρήκα 5.9 παξνπζηάδνληαη ηα θάζκαηα UVRR ηνπ αξαηνχ δηαιχκαηνο ηνπ πεπηηδίνπ 

TTR(105-115) (~1.5 mM) ζε δηάιπκα 40% v/v CD3CN/D2O ζε ζεξκνθξαζία 21 °C θαη 

ησλ ζρεκαηηδφκελσλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ (~10 mM), κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 199.8 nm. 

Σν θάζκα UVRR ησλ ζρεκαηηδφκελσλ ηληδίσλ ιήθζεθε ζην εξγαζηήξην Μνξηαθήο 

Φαζκαηνζθνπίαο ζε δηάιπκα 10% v/v CD3CN/D2O, κεηά απφ επψαζε ζηνπο 25 °C. Η 

ζχγθξηζε ησλ δχν θαζκάησλ απνθαιχπηεη φηη νη θνξπθέο πνπ νθείινληαη ζηηο δνλήζεηο 

ηνπ Am Ι θαη Am ΙΙ εκθαλίδνληαη πνιχ πην νμείεο ζηελ πεξίπησζε ησλ ηληδίσλ. Η δηαθνξά 

απηή ππνδεηθλχεη φηη νη δνκηθέο αιιαγέο πνπ παξαηεξνχληαη ζηελ παξνχζα 

θαζκαηνζθνπηθή κειέηε ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο νθείινληαη απνθιεηζηηθά ζηελ 

αιιαγή ηεο δηακφξθσζεο ηνπ πεπηηδίνπ θαη φρη ζην ζρεκαηηζκφ ζπζζσκαησκάησλ ή 

ηειηθψλ ηληδίσλ.     
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΢ρήκα 5.9: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115). Με θφθθηλν: ρακειήο 

ζπγθέληξσζεο (~1.5 mM) ζε δηάιπκα 40% v/v CD3CN/D2O, ζηνπο 21°C. Με κπιε: ηλίδηα 

(~10 mM)  ζε D2O, ζηνπο 25 °C, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 199.8 nm. 

5.5  Τπνινγηζηηθά Απνηειέζκαηα 

5.5.1 Αλάιπζε Γηακνξθώζεωλ 

΢ην ΢ρήκα 5.10 παξνπζηάδεηαη ην πνζνζηφ ηεο πηζαλφηεηαο ζρεκαηηζκνχ θάζε είδνπο 

δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηνπ θάζε θαηαινίπνπ ηεο αθνινπζίαο ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115), 

ζε ζπγθεθξηκέλε ζεξκνθξαζία, ην νπνίν πξνθχπηεη απφ ηελ αλάιπζε ησλ δίεδξσλ γσληψλ 

φ θαη ψ. Παξαηεξείηαη φηη ζηε ρακειφηεξε ζεξκνθξαζία (288 Κ), ε θπξίαξρε δηακφξθσζε 

είλαη ηπραίνπ ζπεηξψκαηνο, φπσο έρεη θαζνξηζηεί απφ ην STRIDE, κε ~40-50% 

πηζαλφηεηα ζρεκαηηζκνχ β-ζηξνθήο ζηελ πεξηνρή ηνπ πεπηηδίνπ 4-11. Αλάιπζε ησλ 

δίεδξσλ γσληψλ έδεημε φηη ηα θαηάινηπα πνπ βξίζθνληαη ζε ηπραία δηακφξθσζε 

παξνπζηάδνπλ 20-40% πηζαλφηεηα λα πηνζεηνχλ δνκή PPII θαη, ζχκθσλα κε ην ράξηε 

Ramachandran, νη δίεδξεο γσλίεο ηνπο λα είλαη κεηαμχ -110°<φ<-40° 130°<ψ<180°.
31

 Με 

ηελ αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηνπο 300 Κ, παξαηεξείηαη ζεκαληηθή αχμεζε ηεο 

πηζαλφηεηαο ζρεκαηηζκνχ β-ζηξνθψλ, θπξίσο ζηελ πεξηνρή 8-11 θαη ηαπηφρξνλε κείσζε 

ηνπ πνζνζηνχ ζρεκαηηζκνχ ηπραίνπ ζπεηξψκαηνο. ΢ε ζεξκνθξαζία 310 Κ, ε πηζαλφηεηα 

ζρεκαηηζκνχ δνκήο PPII είλαη κηθξφηεξε απφ 20% γηα φια ηα θαηάινηπα ηνπ πεπηηδίνπ.  
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΢ρήκα 5.10:  Πηζαλφηεηα ζρεκαηηζκνχ ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ησλ θαηαινίπσλ ηνπ 

πεπηηδίνπ, φπσο ππνινγίζηεθε κεηά απφ πξνζνκνηψζεηο ζε ζεξκνθξαζίεο 288, 300 θαη 310 

Κ. Οη πηζαλφηεηεο ζρεκαηηζκνχ δηακφξθσζεο polyproline II παξνπζηάδνληαη ζην θάησ 

δεμηά γξάθεκα, ην νπνίν πεξηιακβάλεη επίζεο ηηο πηζαλφηεηεο ζρεκαηηζκνχ ηπραίνπ 

ζπεηξψκαηνο πνπ παξνπζηάδνληαη ζην πάλσ δεμηά γξάθεκα. Η ηππηθή απφθιηζε 

παξνπζηάδεηαη ζηα γξαθήκαηα κε γξακκέο ζθάικαηνο. Σα θαηάινηπα 1-11 

αληηπξνζσπεχνπλ ην ηκήκα 105-115 ηεο αθνινπζίαο ηεο TTR.
30

  

5.5.2 Αλάιπζε Αιιειεπηδξάζεωλ Μεηαμύ ηωλ Πιεπξηθώλ Αιπζίδωλ 

Οη ράξηεο ππθλφηεηαο (probability density maps) ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ ησλ 

πιεπξηθψλ αιπζίδσλ ησλ θαηαινίπσλ παξνπζηάδνληαη ζην ΢ρήκα 5.11. ΢χκθσλα κε ηελ 

θιίκαθα, ην ιεπθφ ρξψκα αληηζηνηρεί ζηε κεδεληθή πηζαλφηεηα επαθήο κεηαμχ ησλ 

πιεπξηθψλ αιπζίδσλ, ελψ ην καχξν ρξψκα αληηζηνηρεί ζηε κέγηζηε. Οη πεξηζζφηεξεο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ησλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ παξαηεξνχληαη ζην ηκήκα ηνπ 

πεπηηδίνπ 8-11, φπνπ παξαηεξείηαη θαη ζρεκαηηζκφο ηεο β-ζηξνθήο. Οη επαθέο ησλ 

πιεπξηθψλ αιπζίδσλ πνπ ζρεκαηίδνληαη ζην θπξίσο πδξφθνβν ηκήκα ησλ θαηαινίπσλ 1-7 

αληηθαηνπηξίδνπλ ην ζρεκαηηζκφ ελφο πδξφθνβνπ ππξήλα αλάκεζα ζε απηά ηα θαηάινηπα. 

΢ηελ ελδηάκεζε ζεξκνθξαζία 300 Κ παξαηεξείηαη αχμεζε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ 

πιεπξηθψλ αιπζίδσλ ζην ηκήκα 1-7, σο επαθφινπζν ηεο κηθξήο αχμεζεο ηνπ πνζνζηνχ 
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ηεο β-ζηξνθήο. Οη αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ησλ θαηαινίπσλ Ala4-Leu7, Ile3-Ala5 

απνηεινχλ κεξηθά αληηπξνζσπεπηηθά παξαδείγκαηα. ΢ηελ πςειφηεξε ζεξκνθξαζία (310 

Κ), παξαηεξείηαη αχμεζε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ θπξίσο ζην 

ηκήκα 8-11 ζχκθσλα κε ηελ αχμεζε ηνπ πνζνζηνχ ζρεκαηηζκνχ β-ζηξνθήο. Η 

πηζαλφηεηα αιιειεπίδξαζεο κεηαμχ ησλ θαηαινίπσλ Ser8-Ser11 απμάλεηαη απφ 26% ζε 

ζεξκνθξαζία 288 Κ θαη ζε 57% ζηελ πςειφηεξε ζεξκνθξαζία 310 Κ. Δπηπξφζζεηα, ζηηο 

πςειέο ζεξκνθξαζίεο ην πνζνζηφ αιιειεπίδξαζεο κεηαμχ ηεο πιεπξηθήο αιπζίδαο ηεο 

Tyr10 θαη γεηηνληθψλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ απμάλεηαη θαηά 5%. Αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ 

ησλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ ζηα δχν ηειηθά άθξα είλαη ειαθξψο πην πηζαλέο ζηηο δχν 

ρακειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο. ΢ε ζεξκνθξαζία 288 Κ παξαηεξνχληαη ζπνξαδηθέο 

αιιειεπηδξάζεηο πνπ ζπκπεξηιακβάλνπλ ηα δεχγε θαηαινίπσλ Tyr1-Tyr10 θαη IIe3-

Tyr10.           

 

΢ρήκα 5.11:  Υάξηεο ππθλφηεηαο ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ. Σα 

γξαθήκαηα απφ ηα αξηζηεξά πξνο ηα δεμηά αληηζηνηρνχλ ζε πξνζνκνηψζεηο ζε ζεξκνθξαζίεο 

288, 300 θαη 310 Κ, αληίζηνηρα. Σα θαηάινηπα 1-11 αληηπξνζσπεχνπλ ην ηκήκα 105-115 ηεο 

αθνινπζίαο ηεο TTR.  

 

5.5.3 Αλάιπζε Οκαδνπνίεζεο (Cluster Analysis) 

Οη δηακνξθψζεηο ηνπ πεπηηδίνπ πνπ πξνέθπςαλ κεηά απφ ηηο πξνζνκνηψζεηο ζηηο 

ζεξκνθξαζίεο Τ = 288 Κ, 300 Κ θαη 312 Κ ηαμηλνκεζήθαλ ζε νηθνγέλεηεο κεηά απφ 

αλάιπζε νκαδνπνίεζεο, βαζηζκέλε ζηηο θαξηεζηαλέο ζπληεηαγκέλεο ησλ αηφκσλ ηνπ Cα 

γηα ην ηκήκα ηνπ πεπηηδίνπ 2-10. Σα C θαη Ν-ηειηθά άθξα δελ πεξηιακβάλνληαη ζηελ 

αλάιπζε δηφηη απέδηδαλ έλα πνιχ κεγάιν αξηζκψλ νκάδσλ, νη νπνίεο δηέθεξαλ κφλν ζην 

πξψην θαη ηειεπηαίν θαηάινηπν. Η αξρηθή θαηάηαμε έδσζε 26 νκάδεο, κε ηηο 11 νκάδεο λα 

αληηπξνζσπεχνπλ ην ~56% φισλ ησλ δηακνξθψζεσλ. Υξεζηκνπνηψληαο ηηο ηδηφηεηεο ησλ 

δεπηεξνηαγψλ δνκψλ ησλ νκάδσλ απηψλ, έγηλε αλαδηάηαμή ηνπο ζε ηξεηο θχξηεο 

νηθνγέλεηεο, κε ηηο δηακνξθψζεηο ηνπο λα παξνπζηάδνληαη ζην ΢ρήκα 5.12. Δίλαη 
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ζεκαληηθφ λα αλαθεξζεί φηη θαηά ηελ αλάιπζε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε δελ ιήθζεθαλ 

ππφςε νη πιεπξηθέο αιπζίδεο ησλ θαηαινίπσλ. Οη δηακνξθψζεηο ησλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ 

πνπ παξνπζηάδνληαη ζην ΢ρήκα 5.12 αληηπξνζσπεχνπλ κφλν ηε ζέζε ηνπο ζηελ θχξηα 

αιπζίδα. 

Η νηθνγέλεηα Α (πιεζπζκφο = 19%) εκθαλίδεηαη λα είλαη πεξηζζφηεξν ζηαζεξή ζηηο 

ζεξκνθξαζίεο 288 θαη 300 Κ. Η δηακφξθσζε απηή παξνπζηάδεη κηα πην ζπγθεθξηκέλε 

δνκή ζηελ θεληξηθή πεξηνρή ηεο θχξηαο αιπζίδαο. Η νηθνγέλεηα Β (πιεζηζκφο = 16%) 

είλαη ζηαζεξή ζηηο πςειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο, 300 θαη 310 Κ, θαη εκθαλίδεηαη 

πεξηζζφηεξν δνκεκέλε ζε ζρέζε κε ηε νηθνγέλεηα Α. Η δηακφξθσζε απηή πεξηιακβάλεη 

ην ζρεκαηηζκφ ελσκέλσλ β-ζηξνθψλ/θάκςεσλ ζηα ηκήκαηα ηνπ πεπηηδίνπ  4-7, 5-8, 6-9 

θαη 8-11. Η νηθνγέλεηα C (πιεζπζκφο = 20%) παξαηεξείηαη ζε φιν ην ζεξκνθξαζηαθφ 

εχξνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηηο πξνζνκνηψζεηο. ΢ηε δηακφξθσζε απηή, ην Ν-ηειηθφ 

άθξν έρεη ηπραία δηακφξθσζε, ελψ ηα ηκήκαηα ηνπ πεπηηδίνπ 4-7, 5-8, 8-11 ζρεκαηίδνπλ 

ελσκέλεο β-ζηξνθέο/θάκςεηο. Σν πνζνζηφ ηεο β-ζηξνθήο πνπ ζρεκαηίδεηαη κεηαμχ ησλ 

θαηαινίπσλ 8-11 ζηελ νηθνγέλεηα C είλαη κηθξφηεξν ζε ζχγθξηζε κε ηελ νηθνγέλεηα Α.                         

 

 

΢ρήκα 5.12: Γηακνξθψζεηο ησλ ηξηψλ θχξησλ νηθνγελεηψλ φπσο πξνέθπςαλ απφ ηελ 

αλάιπζε νκαδνπνίεζεο. Η δηακφξθσζε ηεο θχξηαο αιπζίδαο παξνπζηάδεηαη κε πνξηνθαιί 

ζσιήλα. Σα άηνκα Cα ησλ θαηαινίπσλ 1 (105), 8 (112) θαη 11 (115) εκθαλίδνληαη κε 

ζθαηξίδηα van der Waals. Σα θαηάινηπα 1 θαη 11 είλαη ηνπνζεηεκέλα απφ πάλσ πξνο ηα 

θάησ ζην ζρήκα, αληίζηνηρα. Οη δηακνξθψζεηο ηεο θχξηαο αιπζίδαο θαη ησλ πιεπξηθψλ 

αιπζίδσλ πνπ παξαηεξνχληαη ζρεηίδνληαη κε ηε ραξαθηεξηζηηθή δνκή γηα θάζε νηθνγέλεηα.  

5.6 ΢πδήηεζε Απνηειεζκάηωλ 

Η παξνχζα κειέηε επηθεληξψλεηαη ζηηο δηακνξθσηηθέο αιιαγέο πνπ ππφθεηληαη ηα αξαηά 

δηαιχκαηα ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115), ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο. Οη δνκηθέο 
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αιιαγέο πνπ ζπκβαίλνπλ ζηελ θχξηα αιπζίδα ηνπ πεπηηδίνπ επηθέξνπλ αιιαγέο ζην ηνπηθφ 

πεξηβάιινλ ησλ αξσκαηηθψλ θαηαινίπσλ Tyr. Δπνκέλσο, ε εθηελέζηεξε κειέηε ησλ 

δηακνξθσηηθψλ αιιαγψλ κπνξεί λα παξέρεη κηα πην ιεπηνκεξή εηθφλα γηα ηε ζπκπεξηθνξά 

ηνπ πεπηηδίνπ ζηελ πγξή θάζε. ΢ηελ παξνχζα κειέηε, ε ζεξκνθξαζία ρξεζηκνπνηήζεθε 

σο θηλεηήξηα δχλακε γηα ηελ πξφθιεζε ησλ δηακνξθσηηθψλ αιιαγψλ. Η κειέηε απηή 

πξαγκαηνπνηήζεθε βαζηζκέλε ζηελ ήδε γλσζηή ηδηφηεηα ησλ ακπινεηδνγελψλ πξσηετλψλ 

θαη πεπηηδίσλ λα ζρεκαηίδνπλ ηλίδηα κεηά απφ επψαζε ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο           

(π.ρ. 36 °C). Η ηλψδεο δνκή πεξηιακβάλεη ην ζρεκαηηζκφ ελφο εθηεηακέλνπ δηθηχνπ 

ελδνκνξηαθψλ δεζκψλ πδξνγφλνπ πνπ αλαπηχζζεηαη κεηαμχ νκάδσλ ηεο θχξηαο 

αιπζίδαο.
32,33

 Δπνκέλσο, έρεη πξνηαζεί φηη ε δπλαηφηεηα ζρεκαηηζκνχ ηληδίσλ απνηειεί 

γεληθή ηδηφηεηα φισλ ησλ πξσηετλψλ. Σν πεπηίδην πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνχζα 

Γηδαθηνξηθή Γηαηξηβή ζρεκαηίδεη, κεηά απφ επψαζε, ηλίδηα in vitro θαη επνκέλσο κπνξεί 

λα απνηειέζεη πξφηππν γηα ηελ θαηαλφεζε ηνπ κεραληζκνχ ζρεκαηηζκνχ ηληδίσλ. Πξηλ 

απφ ηε δηαιεχθαλζε φκσο ηνπ ιεπηνκεξνχο απηνχ κεραληζκνχ, είναι αλαγθαία ε γλψζε 

ηεο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ ζην δηάιπκα, έηζη ψζηε λα κπνξνχλ λα παξαθνινπζεζνχλ νη 

δνκηθέο αιιαγέο πνπ πξφθεηηαη λα ζπκβνχλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ζπζζσκάησζεο. 

Καηά ηε δηάξθεηα ηνπ ζρεκαηηζκνχ ηληδίσλ, ην πεπηίδην αλακέλεηαη λα παξνπζηάζεη 

ζεκαληηθέο δνκηθέο αιιαγέο θαη θαη’ επέθηαζε κεγάιε αιιαγή ζην ηνπηθφ πεξηβάιινλ 

πνπ πεξηθιείεη ηα θαηάινηπά ηνπ. Πξνεγνχκελε κειέηε ζην εξγαζηήξην Μνξηαθήο 

Φαζκαηνζθνπίαο επηβεβαίσζε ηηο αιιαγέο ηνπ ηνπηθνχ πεξηβάιινληνο ησλ θαηαινίπσλ 

Tyr ζην πεπηίδην, παξαηεξψληαο αχμεζε ηεο ηηκήο ησλ απφιπησλ δηαηνκψλ ζθεδαζκνχ 

Raman ηεο Tyr κε ηελ αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο.
30

 Δπνκέλσο ζην παξφλ θεθάιαην 

ιήθζεθαλ θάζκαηα UVRR κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 200 nm ψζηε λα εμεηαζηνχλ απεπζείαο 

νη δνκηθέο αιιαγέο ηεο θχξηαο αιπζίδαο, ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο. 

5.6.1 Πξνζδηνξηζκόο ηεο Γνκήο ηνπ Πεπηηδίνπ 

Πιεξνθνξίεο γηα ηε δεπηεξνηαγή δνκή ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πγξή θάζε 

ιήθζεθαλ απφ ηα θάζκαηα UVRR κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 199.8 nm. Οη δνλήζεηο ακηδίνπ 

ηνπ ΢ρήκαηνο 5.1 εκθαλίδνληαη ζηνπο 1666 (Am I), 1555 (Am II) θαη 1235-1245 cm
-1 

(Am 

III). ΢χκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία νη ζπρλφηεηεο απηέο, αληηζηνηρνχλ θπξίσο ζε ηπραία 

δηακφξθσζε θαη ελδερνκέλσο ζηελ παξνπζία β-ζηξνθήο (απφ ζπρλφηεηα Am III).
3,34

 

Ωζηφζν, γηα κηα πην ιεπηνκεξή εηθφλα ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ ζηελ πγξή 

θάζε, απαηηνχληαη πεξηζζφηεξν πνζνηηθέο πιεξνθνξίεο. Γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ 
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ηεο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε εθηελήο ζηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ θαζκάησλ 

UVRR ηνπ πεπηηδίνπ ζε δηάιπκα CΗ3CN/Η2O. 

5.6.2 Πνζνηηθόο Πξνζδηνξηζκόο ηεο Γεπηεξνηαγνύο Γνκήο ηνπ Πεπηηδίνπ  

Μηα κέζνδνο πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ησλ πξσηετλψλ, 

ρξεζηκνπνηψληαο ηε θαζκαηνζθνπία ζπληνληζκνχ Raman έρεη αλαπηπρζεί αξρηθά απφ 

ηνπο Chi et al.
2
 θαη αξγφηεξα απφ ηνπο Huang et al.

3
 ΢πγθεθξηκέλα, ε ζχλζεζε ηεο 

δεπηεξνηαγνχο δνκήο κηαο πξσηεΐλεο κπνξεί λα θαζνξηζηεί κεηά απφ πξνζαξκνγή ελφο 

γξακκηθνχ ζπλδπαζκνχ πξφηππσλ θαζκάησλ πνπ αληηζηνηρνχλ ζηα ‘‘θαζαξά’’ 

δεπηεξνηαγή δνκηθά ζηνηρεία (PSSRS)
2,3

 ζην θάζκα Raman ηεο πξσηεΐλεο κε κέζνδν 

ειαρίζησλ ηεηξαγψλσλ. Δπηπιένλ, αλαπηχρζεθαλ πξφζθαηα, δηάθνξεο ζηαηηζηηθέο 

κέζνδνη, νη νπνίεο ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ πνζνηηθή αλάιπζε ησλ θαζκάησλ UVRR 

ησλ πξσηετλψλ. ΢θνπφο ησλ κεζφδσλ απηψλ είλαη ε εμαγσγή ησλ θπξίαξρσλ δνκηθψλ 

ζπζηαηηθψλ πνπ ζπλζέηνπλ έλα θάζκα Raman κηαο πξσηεΐλεο. Οη Lednev θαη νη 

ζπλεξγάηεο ηνπ έδεημαλ φηη κε ηε ρξήζε ηεο κεζφδνπ independent component  analysis 

(ICA), κπνξεί ππάξμεη θαιχηεξε επίιπζε ησλ επηκέξνπο δεπηεξνηαγψλ δνκηθψλ 

ζπζηαηηθψλ, ρσξίο λα είλαη απαξαίηεηε πξνυπφζεζε ε εθ ησλ πξνηέξσλ γλψζε ηεο 

δνκηθήο ζχζηαζεο ηνπ πξσηετληθνχ ζπζηήκαηνο.
1,35

 Δθηελέζηεξε αλαθνξά γηα ηηο 

ζηαηηζηηθέο κεζφδνπο δίλνληαη ζην Κεθάιαην 2 (2.5.1.1). 

΢ηελ παξνχζα κειέηε, γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηνπ 

πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο, ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαη νη δχν 

κέζνδνη. Ωζηφζν, ην θπξηφηεξν πξφβιεκα πνπ παξαηεξήζεθε θαηά ηε δηαδηθαζία ησλ 

αλαιχζεσλ απηψλ ήηαλ ε πνιχ ηζρπξή ζπλεηζθνξά απφ ηηο δνλήζεηο ησλ θαηαινίπσλ Tyr 

ζηα θάζκαηα (΢ρήκα 5.1).  Γηα έλα κηθξφ πεπηίδην, φπσο ην TTR(105-115) κε κφλν δέθα 

πεπηηδηθνχο δεζκνχο θαη κε πςειή ζπγθέληξσζε ζε αξσκαηηθά θαηάινηπα Tyr, ζε 

αληίζεζε κε ηηο κεγάιεο ζε κέγεζνο πξσηεΐλεο, είλαη αλακελφκελε ε ηζρπξή ζπλεηζθνξά 

απφ ηηο αξσκαηηθέο πιεπξηθέο αιπζίδεο θαη αληίζηνηρα, νη κηθξέο ζε έληαζε θνξπθέο ησλ 

ακηδίσλ ζηα θάζκαηα Raman, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 200 nm. Η ειαρηζηνπνίεζε ηεο 

ηζρπξήο ζπλεηζθνξάο ησλ αξσκαηηθψλ θαηαινίπσλ, ζχκθσλα κε πξνεγνχκελεο κειέηεο,
2,3

 

επηηπγράλεηαη κε ηελ αθαίξεζε ησλ θαζκάησλ ηνπο απφ ηα θάζκαηα UVRR ηεο 

πξσηεΐλεο, αθφκε θαη αλ ε δηαδηθαζία αθαίξεζεο πξνθαιεί αιινίσζε ζηελ πεξηνρή ησλ 

θαζκάησλ κε πςειή έληαζε. ΢ην ΢ρήκα 5.13 παξνπζηάδνληαη ηα θάζκαηα UVRR ηνπ 

πεπηηδίνπ TTR(105-115) θαη ηεο ειεχζεξεο Tyr ζε δηάιπκα 40% v/v CΗ3CN/Η2O ζηνπο 

14°C, κεηά απφ δηέγεξζε ζηα 199.8 nm. Απφ ηα θάζκαηα είλαη πξνθαλέο φηη ν ιφγνο ησλ 

εληάζεσλ ησλ θνξπθψλ ηεο Tyr ζηελ πεξηνρή ησλ 1200 cm
-1

 ζε ζρέζε κε ηελ έληαζε ησλ 
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θνξπθψλ ζηελ πεξηνρή ησλ 1600 cm
-1

 είλαη δηαθνξεηηθφο γηα ην πεπηίδην θαη ηελ ειεχζεξε 

Tyr. Η δηαθνξά απηή πηζαλφλ λα νθείιεηαη ζηνπο δηαθνξεηηθνχο δεζκνχο πδξνγφλνπ πνπ 

ζρεκαηίδεη ην θαηλνιηθφ ΟΗ ζηηο δχν πεξηπηψζεηο. Η αθαίξεζε ησλ δχν θαζκάησλ δελ 

ήηαλ αξθεηά απνηειεζκαηηθή ζηελ πεξηνρή ησλ Y9a, Y7a θαη Y7a΄, παξεκπνδίδνληαο ηελ 

πεξαηηέξσ αλάιπζε ηεο θνξπθήο ηνπ Am III. Η πξνζαξκνγή ηεο κεζφδνπ ειαρίζησλ 

ηεηξαγψλσλ ζηα θάζκαηα Raman ηνπ πεπηηδίνπ ζηελ πεξίπησζε απηή απέδσζε κεγάιν 

ζθάικα.  

Δπνκέλσο, γηα ηε ιήςε ρξήζηκσλ πνζνηηθψλ πιεξνθνξηψλ γηα ηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ απφ 

ηα θάζκαηα ηνπ ΢ρήκαηνο 5.1, εμεηάζηεθε ν ιφγνο ησλ εληάζεσλ ησλ θνξπθψλ ακηδίνπ 

ΑmI/ΑmII θαη νη αληίζηνηρεο ζπρλφηεηέο ηνπο, καδί κε ηε κειέηε ηεο δφλεζεο θάκςεο 

CαH2 ζηνπο 1446 cm
-1

 θαη ηεο δφλεζεο ηνπ Am III φπσο πξνέθπςε απφ ηε δηαδηθαζία ηεο 

απνζπλέιημεο (΢ρήκαηα 5.4-5.7). ΢χκθσλα κε ηα θάζκαηα PSSRS ησλ Huang et al. κεηά 

απφ δηέγεξζε ζηα 197 nm, ν ιφγνο ησλ εληάζεσλ ησλ θνξπθψλ AmI/AmΙΙ εμαξηάηαη απφ 

ην είδνο ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο.
3 

 

΢ρήκα 5.13: Φάζκα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηνπο 14 °C, κεηά απφ δηέγεξζε 

ζηα 199.8 nm (καχξν), ζην νπνίν έγηλε πξνζαξκνγή γξακκηθνχ ζπλδπαζκνχ ησλ θαζκάησλ 

PSSRS (ξνδ) θαη ηνπ θάζκαηνο πδαηηθνχ δηαιχκαηνο Tyr (πξάζηλν). Η πξνζαξκνγή 

παξνπζηάδεηαη κε κπιε. Η απνζπλέιημε ηεο πεξηνρήο ηνπ θάζκαηνο ζηνπο 1200 cm
-1

 

απνθαιχπηεη ηε ζπλεηζθνξά ησλ δνλήζεσλ Y9a, Y7a, Am III θαη Y7a΄ (δηαθεθνκκέλε θφθθηλε 

γξακκή). Η θφθθηλε γξακκή αληηπξνζσπεχεη ην άζξνηζκα φισλ ησλ θνξπθψλ ηεο 

απνζπλέιημεο.
30
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Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ πνζνζηνχ ησλ δεπηεξνηαγψλ ζηνηρείσλ πνπ ζπλζέηνπλ ηα 

θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115), ρξεζηκνπνηήζεθε γξακκηθφο ζπλδπαζκφο 

ησλ θαζκάησλ PSSRS
3
 θαη ηνπ θάζκαηνο ηνπ πδαηηθνχ δηαιχκαηνο ηεο ειεχζεξεο Tyr, 

πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί ε θαιχηεξε δπλαηή πξνζαξκνγή ζηα δεδνκέλα (΢ρήκα 5.13). Η 

θαιχηεξε πξνζαξκνγή αληηζηνηρεί ζε ζπλεηζθνξά 70% β-ζηξνθήο θαη 30% ηπραίνπ 

ζπεηξψκαηνο.
30

 Καηά ηελ αλάιπζε ρξεζηκνπνηήζεθαλ δηάθνξνη ζπλδπαζκνί, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ζπλεηζθνξψλ απφ α-έιηθα θαη β-πηπρσηή επηθάλεηα, θαζψο θαη 

δηάθνξα πνζνζηά β-ζηξνθήο θαη ηπραίνπ ζπεηξψκαηνο. Δληνχηνηο, νη ζπρλφηεηεο θαη νη 

εληάζεηο ησλ θνξπθψλ ηνπ θάζκαηνο δελ κπνξνχζαλ λα αλαπαξαρζφπλ ζσζηά. Ωζηφζν, 

ην ρακειφηεξν πνζνζηφ γηα ηα δχν δεπηεξνηαγή ζηνηρεία (β-ζηξνθήο θαη ηπραίνπ 

ζπεηξψκαηνο) κπνξεί λα θαζνξηζηεί ζε 50%. Μεηά ηελ πξνζαξκνγή, νη εληάζεηο ησλ 

θνξπθψλ ζηελ πεξηνρή ησλ 1200 cm
-1

 δελ κπνξνχλ λα αλαπαξαρζνχλ επαθξηβψο γηα ηνπο 

ιφγνπο πνπ πξναλαθέξζεθαλ. Δληνχηνηο, ε θιηκάθσζε ηνπ θάζκαηνο ηεο πξνζαξκνγήο 

θαίλεηαη λα πξνζεγγίδεη αξθεηά θαιά ηα πεηξακαηηθά δεδνκέλα ζε απηή ηελ πεξηνρή. 

Δπηπιένλ, παξαηεξείηαη φηη ν ζπλδπαζκφο ησλ θαζκάησλ PSSRS θαη ηνπ θάζκαηνο ηεο 

ειεχζεξεο Tyr αλαπαξάγεη θαη ηηο ζπλεηζθνξέο  απφ ην δηαιχηε, θπξίσο ηε δφλεζε 

θάκςεο ηνπ λεξνχ ζηνπο 1650 cm
-1

 θαη ηε δφλεζε θάκςεο ηνπ C-H ηνπ αθεηνληηξηιίνπ 

ζηνπο ~1445 cm
-1

. Η αλάιπζε απηή πξαγκαηνπνηήζεθε ζε φιν ην ζεξκνθξαζηαθφ εχξνο 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνχζα κειέηε. ΢ην ζεξκνθξαζηαθφ εχξνο 10-21 °C φπσο 

παξνπζηάδεηαη ζην ΢ρήκα 5.1 ηα θάζκαηα παξακέλνπλ ακεηάβιεηα ζε ζρέζε κε ηε 

ζεξκνθξαζία, θαη επνκέλσο ε θαιχηεξε πξνζαξκνγή θαη ζηηο ηξεηο πεξηπηψζεηο 

αληηζηνηρεί κε ην ίδην πνζνζηφ β-ζηξνθήο θαη ηπραίνπ ζπεηξψκαηνο. Ωζηφζν, ε αχμεζε 

πνπ παξαηεξείηαη ζην ιφγν ησλ εληάζεσλ ησλ θνξπθψλ AmI/AmII ζηνπο 28 °C 

αληηθαηνπηξίδεηαη ζηελ αχμεζε ηεο ζπλεηζθνξάο ηεο β-ζηξνθήο ζηελ πξνζαξκνγή, ε 

νπνία πιεζηάδεη ην 100% ηνπ γξακκηθνχ ζπλδπαζκνχ.          

Η αλάιπζε independent component (ICA), ζχκθσλα κε ησλ θψδηθα Jade,
1,35,36 

έδσζε κφλν 

έλα αλεμάξηεην ζηνηρείν, ην νπνίν ήηαλ παλνκνηφηππν κε ην θάζκα ηεο ειεχζεξεο Tyr, 

αγλνψληαο έηζη ηε ζπλεηζθνξά απφ ηηο ρακειέο ζε έληαζε επξείεο θνξπθέο ησλ ακηδίσλ. 

Δπνκέλσο, ζηηο πεξηπηψζεηο ησλ κηθξψλ πεπηηδίσλ πνπ πεξηέρνπλ αξσκαηηθά θαηάινηπα 

ζε πςειέο ζπγθεληξψζεηο, ε κέζνδνο ICA δελ κπνξεί λα αλαιχζεη ηα θάζκαηα ησλ 

πεπηηδίσλ ζηα επηκέξνπο δεπηεξνηαγή ζηνηρεία πνπ ζπλζέηνπλ ηε δνκή ηνπο.             

Οη πξνζνκνηψζεηο Μνξηαθήο Γπλακηθήο (΢ρήκα 5.10) πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηα 

πιαίζηα ηεο παξνχζαο Γηαηξηβήο, ππέδεημαλ φηη ε θπξίαξρε δηακφξθσζε ηνπ πεπηηδίνπ 
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είλαη ηπραίν ζπείξσκα (θπξίσο ζηελ πεξηνρή 1-3) κε ην ζρεκαηηζκφ β-ζηξνθψλ ζην 

θεληξηθφ ηκήκα ηεο αθνινπζίαο ηνπ πεπηηδίνπ (θαηάινηπα 4-7), ησλ νπνίσλ ν πιεζπζκφο 

ηνπο απμάλεηαη ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο. Η πξνηεηλφκελε απηή δνκή επηβεβαηψλεη ηα 

απνηειέζκαηα πνπ εμήρζεζαλ απφ ην γξακκηθφ ζπλδπαζκφ ησλ θαζκάησλ PSSRS. Η 

αλάιπζε ησλ δίεδξσλ γσληψλ έδεημε φηη ηα θαηάινηπα κε ηπραία δηακφξθσζε 

παξνπζηάδνπλ πηζαλφηεηα 20-40% λα πηνζεηνχλ PPII δνκή πηζαλφηεηα ε νπνία κεηψλεηαη 

κε ηελ αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο.
30

 Οη Asher θαη νη ζπλεξγάηεο ηνπ,
37,38

 κειεηψληαο ηα 

θάζκαηα UVRR πνιππεπηηδίσλ πινχζησλ ζε αιαλίλεο, ηα νπνία εκθαλίδνπλ PPII 

δηακφξθσζε, έδεημαλ φηη ε ζπρλφηεηα ηνπ Am III (1245 cm
-1

) βξίζθεηαη πνιχ θνληά ζε 

απηή ηεο β-ζηξνθήο φπσο αλαθέξζεθε απφ ηνπο Huang et al.,
3
 ελψ νη ζπρλφηεηεο ησλ Am 

I θαη Am IΙ πιεζηάδνπλ ηηο ζπρλφηεηεο ηεο  ηπραίαο δηακφξθσζεο. Δπηπιένλ, ν ιφγνο ησλ 

εληάζεσλ ησλ θνξπθψλ Am I θαη Am ΙΙ ζην θάζκα ηεο PPII δνκήο είλαη δηαθνξεηηθφο απφ 

ην ιφγν πνπ παξαηεξήζεθε ζηα θάζκαηα ηνπ πεπηηδίνπ. Η ρακειή δηαθξηηηθή ηθαλφηεηα 

ησλ θνξπθψλ ακηδίνπ ζηα ζπγθεθξηκέλα θάζκαηα ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ έληνλε 

ζπλεηζθνξά απφ ηηο δνλήζεηο ηεο Tyr δελ κπνξνχλ λα επηηξέςνπλ ηε δηαθνξνπνίεζε ηεο 

PPII δηακφξθσζεο. Οη πεηξακαηηθέο παξαηεξήζεηο ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ αλάιπζε ησλ 

δίεδξσλ γσληψλ απφ ηηο πξνζνκνηψζεηο, ε νπνία πξνηείλεη φηη ε δηακφξθσζε PPII δελ 

είλαη ν θπξίαξρνο πιεζπζκφο ζηελ θαηάζηαζε ηεο ηπραίαο δηακφξθσζεο, επηθπξψλνπλ 

ηελ παξάιεηςε ηεο ζπλεηζθνξάο ηεο PPII δηακφξθσζεο θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο αλάιπζεο 

ησλ θαζκάησλ UVRR ζηα 199.8 nm.                     

Δπηπξφζζεηα, ε αλάιπζε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ ησλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ θαηά 

κήθνο ηεο αιπζίδαο ηνπ πεπηηδίνπ έδεημε φηη νη θπξηφηεξεο αιιειεπηδξάζεηο 

παξνπζηάδνληαη ζην ηκήκα 8-11, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ 

Tyr10 (θαηάινηπν 114) κε Ser8 (112) θαη Pro9(113). Η παξαηήξεζε ησλ 

αιιειεπηδξάζεσλ απηψλ επηβεβαηψλεη ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ απφ 

ηε κειέηε πξνζδηνξηζκνχ ηεο ηηκήο ηνπ pKa πνπ πεξηγξάθεηαη ζην Κεθάιαην 4, φπνπ 

πξνηάζεθε ν ζρεκαηηζκφο ελδνκνξηαθψλ δεζκψλ κεηαμχ ηεο πδξνμπιηθήο νκάδαο ηνπ 

θαηαινίπνπ Tyr114 θαη ησλ γεηηνληθψλ ηνπ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ.
39 
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ΚΔΦΑΛΑΙΟ 6 

ΜΔΛΔΣΗ ΣΟΤ ΠΔΠΣΙΓΙΟΤ TTR(105-115) ΢Δ ΜΔΙΓΜΑΣΑ 

ΓΛΤΚΔΡΟΛΗ΢/ΝΔΡΟΤ ΜΔ ΥΡΗ΢Η ΣΗ΢ ΦΑ΢ΜΑΣΟ΢ΚΟΠΙΑ΢ 

΢ΤΝΣΟΝΙ΢ΜΟΤ RAMAN 

  

6.1 Δηζαγφγή 

Καηά ηε δηαδηθαζία ηληδνπνίεζεο, σο απνηέιεζκα ηεο επώαζεο ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο, 

ην πεπηίδην TTR(105-115) αλακέλεηαη λα βηώζεη ζεκαληηθέο δνκηθέο αιιαγέο θαη θαη’ 

επέθηαζε κεγάιεο αιιαγέο ζην ηνπηθό ηνπ πεξηβάιινλ θαζώο νη πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο 

ελζσκαηώλνληαη ζηελ ηλώδε δνκή. ΢ε πξνεγνύκελε κειέηε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζην 

Δξγαζηήξην Μνξηαθήο Φαζκαηνζθνπίαο κειεηήζεθαλ αξαηά δηαιύκαηα ηνπ πεπηηδίνπ 

TTR(105-115) ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο θαη πξνηάζεθε ε αύμεζε ηεο 

πδξνθνβηθόηεηαο ηνπ ηνπηθνύ πεξηβάιινληνο ησλ θαηαινίπσλ Tyr κε αύμεζε ηεο 

ζεξκνθξαζίαο, κέζσ ππνινγηζκνύ ησλ απόιπησλ δηαηνκώλ RR θαη ησλ αιιαγώλ ζηε 

ζπρλόηεηα ησλ δνλήζεσλ ηεο Tyr.
1
 ΢ε ζπλέρεηα ηεο εξεπλεηηθήο απηήο εξγαζίαο, κείγκαηα 

γιπθεξόιεο/λεξνύ δηαθόξσλ ζπγθεληξώζεσλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο έλα κεηαβαιιόκελν 

δηαιπηηθό πεξηβάιινλ κε ζθνπό λα πξνζνκνηώζνπκε ζπζηεκαηηθά ηελ αιιαγή ζην 

πεξηβάιινλ ηνπ πεπηηδίνπ θαηά ηελ ηληδνπνίεζε. Σπρόλ αιιαγέο ζηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ 

ιόγσ ηνπ δηαιπηηθνύ πεξηβάιινληνο δηεξεπλήζεθαλ κέζσ αιιαγώλ ησλ δεζκώλ 

πδξνγόλνπ ησλ θαηαινίπσλ Tyr.  

Τδαηηθά δηαιύκαηα ηεο γιπθεξόιεο έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί εθηελώο ζην πεδίν ηεο έξεπλαο 

σο βηνινγηθό θξπνπξνζηαηεπηηθό, ζηαζεξνπνηώληαο ηε δξαζηηθόηεηα ησλ ελδύκσλ θαη ηε 

θπζηθή δνκή ησλ πξσηετλώλ.
2-5

 Ωο απνηέιεζκα ηνπ ελδηαθέξνληνο απηνύ, ηα κείγκαηα 

απηά έρνπλ κειεηεζεί κε δηάθνξεο κεζόδνπο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο θαζκαηνζθνπίαο 

IR,
2,4,6

 θζνξηζκνύ
7,8

, Raman
3,9,10

 θαη ζεξκηδνκεηξίαο,
11,12

 όπσο θαη ζεσξεηηθά κε 

ππνινγηζηηθέο κεζόδνπο Μνξηαθήο Γπλακηθήο.
2
 ΢ηελ παξνύζα κειέηε, ην δηαιπηηθό 

πεξηβάιινλ ιακβάλεη επίζεο ην ξόιν ηνπ εζσηεξηθνύ πξνηύπνπ, επνκέλσο ήηαλ αλαγθαία 

ε κειέηε ηεο ζπκπεξηθνξάο κεηγκάησλ γιπθεξόιεο/λεξνύ ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζεο, 

όπνπ ην δίθηπν δεζκώλ πδξνγόλνπ κεηαβάιιεηαη, θαη πσο νη αιιαγέο απηέο 

αληηθαηνπηξίδνληαη ζηελ ηηκή ηεο απόιπηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ Raman. Δπίζεο, 

ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ε ζπκπεξηθνξά ελόο θπξίσο πδξόθνβνπ πεπηηδίνπ ζε έλα 

δηαιπηηθό ζύζηεκα πνπ θαηά θύξην ιόγν έρεη κειεηεζεί ζηηο πεξηπηώζεηο ζθαηξηθώλ 

πξσηετλώλ. 
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6.2 Πεηρακαηηθές ΢σλζήθες 

΢ηελ παξνύζα θαζκαηνζθνπηθή κειέηε παξαζθεπάζηεθαλ  κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ, 

κε ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο (1.37 M, 3.4 M, 5.1 M, 6.9 M, θαη 9.6 M). Σα κείγκαηα 

απηά αληηζηνηρνύλ ζε κνξηαθό θιάζκα ηεο γιπθεξόιεο ζην κείγκα 0.01 έσο ~0.4. Ίδηα 

ζπγθέληξσζε έρεη ρξεζηκνπνηεζεί θαη ζε πξνεγνύκελεο κειέηεο απηώλ ησλ κεηγκάησλ, 

όπνπ εμεηάζηεθε ε ζπκπεξηθνξά ησλ δεζκώλ πδξνγόλνπ.
2
 Κάζε θάζκα πνπ 

παξνπζηάδεηαη ζην παξόλ θεθάιαην απνηειεί άζξνηζκα 9-12 θαζκάησλ κε ρξόλν 

ζπιινγήο δεδνκέλσλ δέθα ιεπηά αλά θάζκα.  

6.3 Μεζοδοιογία Αλάισζες Φαζκάηφλ ΢σληοληζκού Raman 

Απόλυτες Διατομές συντονισμού Raman. Οη Απόιπηεο Γηαηνκέο ΢θεδαζκνύ Raman 

έρνπλ πξνζδηνξηζηεί κε βάζε ηελ πην θάησ Δμίζσζε:
 

(x) i

(x)

R i

i (x)

i

1 2
I C

1
( (x))

1 2
I C

1







  
  

 
   

  
  

 

 (6.1) 

΋πνπ σR ε δηαηνκή ζθεδαζκνύ Raman ηεο δόλεζεο λ(x), ρ ν ιόγνο απνπόισζεο γηα ηε 

ζπγθεθξηκέλε κεηάπησζε, C είλαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ δείγκαηνο θαη ηνπ εζσηεξηθνύ 

πξνηύπνπ, θαη ( x )I  θαη iI  είλαη νη πεηξακαηηθέο εληάζεηο ηεο εμεηαδόκελεο θνξπθήο θαη 

ηνπ εζσηεξηθνύ πξνηύπνπ, αληίζηνηρα. Ο ππνινγηζκόο ησλ απόιπησλ δηαηνκώλ 

ζπληνληζκνύ Raman ησλ θαηαινίπσλ Tyr ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε δηάθνξα 

κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ, απαηηεί ηε ρξήζε ελόο εζσηεξηθνύ πξνηύπνπ, ην νπνίν πξέπεη 

λα κελ επηηαρύλεη ην κεραληζκό ζπζζσκάησζεο ηνπ πεπηηδίνπ, όπσο έρεη παξαηεξεζεί κε 

ηε ρξήζε ηνπ ζεηηθνύ λαηξίνπ ζε πξνεγνύκελα πεηξάκαηα. Δπνκέλσο, σο εζσηεξηθό 

πξόηππν θξίζεθε αλαγθαία ε ρξήζε ηνπ ίδηνπ ηνπ δηαιύηε θαη ζπγθεθξηκέλα ε δόλεζε 

παξακόξθσζεο CH2 (CH2 deformation) ηεο γιπθεξόιεο ζηνπο 1469 cm
-1

. Αμίδεη λα 

ζεκεησζεί όηη ε ηηκή ηεο απόιπηεο δηαηνκήο Raman ηεο θνξπθήο απηήο δελ έρεη αλαθεξζεί 

πξνεγνπκέλσο ζηε βηβιηνγξαθία. ΢ηελ παξνύζα κειέηε έγηλε ππνινγηζκόο ηεο ηηκήο ηεο 

απόιπηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ ηεο παξακόξθσζεο CH2 ηεο γιπθεξόιεο ζηα δηάθνξα 

κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ, ρξεζηκνπνηώληαο σο εζσηεξηθό πξόηππν ηε δόλεζε θάκςεο 

ηνπ λεξνύ πνπ παξαηεξείηαη ζηνπο ~1650 cm
-1

. Γηαιύκαηα ησλ αιάησλ πνπ 

ρξεζηκνπνηνύληαη σο εζσηεξηθά πξόηππα ζε βηνινγηθέο κειέηεο, όπσο ην ζεηηθό λάηξην 

δελ κπνξνύζαλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηαηί νη θνξπθέο ηνπο επηθαιύπηνληαη από θνξπθέο 
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ηεο γιπθεξόιεο, ε νπνία παξνπζηάδεη έλα αξθεηά πινύζην ζε θνξπθέο θάζκα Raman. Η 

ηηκή ηεο απόιπηεο δηαηνκήο Raman ηεο δόλεζεο θάκςεο ηνπ λεξνύ γηα κήθνο δηέγεξζεο 

ζηα 239.5 nm, κέρξη ζήκεξα δελ έρεη αλαθεξζεί ζηε βηβιηνγξαθία, νύηε κπνξεί λα 

ππνινγηζηεί ρξεζηκνπνηώληαο πξνζνκνίσζε ηνπ όξνπ Α ζε ήδε γλσζηέο ηηκέο γηα ην ιόγν 

όηη δελ ππάξρνπλ αξθεηέο δηαζέζηκεο ηηκέο ηεο απόιπηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ Raman ζε 

άιια κήθε θύκαηνο δηέγεξζεο. Δπνκέλσο ε απόιπηε δηαηνκή ηεο θάκςεο ηνπ λεξνύ έρεη 

επίζεο ππνινγηζηεί ζηελ παξνύζα κειέηε, ζε ζρέζε κε ηε γλσζηή δηαηνκή ζθεδαζκνύ ηνπ 

SO4
2-

 (σδ(Η2Ο)=3.05x10
-29

 cm
-2

). Δληνύηνηο, ζηα κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ νη 

αιιειεπηδξάζεηο ιόγσ δεζκώλ πδξνγόλνπ πνηθίινπλ, πξνθαιώληαο αιιαγή ζην εύξνο ηεο 

θνξπθήο ηεο θάκςεο ηνπ λεξνύ, θαη ζπλεπώο κεηαβνιή ζηε ηηκή ηεο απόιπηεο δηαηνκήο 

RR. 

Πξνθεηκέλνπ λα δηεξεπλεζεί ε εμάξηεζε ηεο ηηκήο ηεο απόιπηεο δηαηνκήο Raman ηεο 

θάκςεο ηνπ λεξνύ ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο γιπθεξόιεο, έγηλε ππνινγηζκόο ηεο 

δηαηνκήο ζθεδαζκνύ κέζσ ζύγθξηζεο ηεο έληαζεο ηεο θνξπθήο ζηα κείγκαηα 

γιπθεξόιεο/λεξνύ κε ηελ αληίζηνηρε έληαζε ζηα κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ πνπ 

πεξηείραλ ζεηηθό λάηξην, ζπγθέληξσζεο 0.5 Μ. Η δηόξζσζε ησλ θαζκάησλ γηα απην-

απνξξόθεζε θξίζεθε αλαγθαία ζηελ πεξίπησζε ησλ δηαιπκάησλ πνπ πεξηείραλ ζεηηθά. Γηα 

ηνλ ππνινγηζκό ηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ ηεο θάκςεο ηνπ λεξνύ, έγηλε αθαίξεζε ηνπ 

εκβαδνύ ηεο θνξπθήο ηεο γιπθεξόιεο ζηνπο 976 cm
-1

 (CH2 rock) από ην εκβαδόλ ηεο 

ζπκκεηξηθήο δόλεζεο ηάζεο ηνπ ζεηηθνύ ζηα 981 cm
-1

. 

 Η δηαθνξηθή δηαηνκή ζθεδαζκνύ Raman γηα ηε ζπκκεηξηθή δόλεζε ηνπ ζεηηθνύ έρεη 

ππνινγηζηεί πξνεγνπκέλσο ζε απηό ην κήθνο θύκαηνο.
13

 Η Δμίζσζε 6.2 πνπ ζπλδέεη ηελ 

νιηθή δηαηνκή ζθεδαζκνύ Raman θαη ηε δηαθνξηθή δηαηνκή, ζε ζπλδπαζκό κε ηελ 

Δμίζσζε 6.1 κπνξεί λα απνδώζνπλ ηελ ηηκή ηεο απόιπηεο δηαηνκήο RR ηνπ ζεηηθνύ.
14,15

  

 

 

1 28

3 1

R

R

d

d






  
   

  
 (6.2) 

Οη εληάζεηο ησλ θνξπθώλ έρνπλ δηνξζσζεί σο πξνο ηε θαζκαηηθή απόθξηζε ηνπ 

θαζκαηνγξάθνπ, ρξεζηκνπνηώληαο βαζκνλνκεκέλε ιάκπα δεπηεξίνπ D2 (Heraeous 

Noblelight, Cathodeon Ltd), πξηλ από ηε δηαδηθαζία δηόξζσζεο ηεο απηναπνξξόθεζεο.   Η 

απόιπηε δηαηνκή ζθεδαζκνύ Raman ηεο δόλεζεο παξακόξθσζεο ηεο γιπθεξόιεο ζηνπο 

1469 cm
-1

 έρεη ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ ππνινγηζκό ησλ απόιπησλ δηαηνκώλ ζθεδαζκνύ 

Raman ησλ δνλήζεσλ ηεο Tyr (Y8a, Y8b Y9a, Y7a). Οη ηηκέο ησλ απόιπησλ δηαηνκώλ 
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ζθεδαζκνύ γηα ηηο δνλήζεηο ησλ δηαιπηώλ θαζώο θαη γηα ηηο δνλήζεηο ηεο Tyr, 

παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 6.1.  

Λόγος Αποπόλωσης. Ο ιόγνο απνπόισζεο (ρ=I /IΙΙ) νξίδεηαη σο ν ιόγνο ηεο 

ζθεδαδόκελεο έληαζεο κε πόισζε θάζεηε σο πξνο ηε ζθεδαδόκελε έληαζε πνπ κεηξάηαη 

παξάιιεια ζε ζρέζε κε ηελ πόισζε ηνπ πξνζπίπηνληνο θσηόο ζην δείγκα. Η πόισζε ηεο 

αθηηλνβνιίαο δηέγεξζεο, θαζνξίζηεθε πεξλώληαο δηακέζνπ πέληε πιαθηδίσλ κηθξνζθνπίνπ 

από ραιαδία air-spaced, ηα νπνία βξίζθνληαη ζε ίζε απόζηαζε κεηαμύ ηνπο θαη είλαη 

πξνζαλαηνιηζκέλα ζύκθσλα κε ηε γσληά Brewster. Πξηλ από ηνλ απνπνισηή 

(polarization scrambler), ηνπνζεηείηαη έλαο πνισηήο Glan-Laser (10 mm άλνηγκα) 

(Thorlabs) γηα ηνλ θαζνξηζκό ηεο πνιώζεο ηεο ζθεδαδόκελεο αθηηλνβνιίαο πνπ πεξλά ζην 

θαζκαηνγξάθν. Οη ιόγνη απνπόισζεο έρνπλ δηνξζσζεί
 
γηα ηε κε-ηδαληθή απόζβεζε ηνπ 

πνισηή ζύκθσλα κε ηελ εμίζσζε 6.3:
16 

measured ideal ideal

per per par

measured ideal ideal

par par per

I I c I

I I c I

 


 
 (6.3)

 

όπνπ c είλαη κηα ζηαζεξά πνπ αληηπξνζσπεύεη ηελ ηηκή ηεο νξζνγσληθόηεηαο ηνπ 

πνισκέλνπ θσηόο πνπ πεξλά δηακέζνπ ηνπ πνισηή. Η ππνινγηζκέλε ηηκή ηνπ ιόγνπ 

απνπόισζεο ηεο δόλεζεο ηνπ θπθινεμαλίνπ ζηνπο 802 cm
-1

 ζηα 239.5 nm είλαη ήδε 

γλσζηή από ηε βηβιηνγξαθία (0.08 ± 0.01), έρεη ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο 

ζηαζεξάο c (-0.01) γηα ηε ζπγθεθξηκέλε πεηξακαηηθή δηάηαμε.
16,17

 Οη εληάζεηο ησλ 

θνξπθώλ Raman έρνπλ πξνζδηνξηζηεί κεηά από αξηζκεηηθή νινθιήξσζε ησλ θνξπθώλ. 

΢ηηο πεξηπηώζεηο πνπ παξαηεξήζεθε αιιεινεπηθάιπςε ησλ θνξπθώλ πξαγκαηνπνηήζεθε 

θαηάιιειε απνζπλέιημε ζε Γθανπζζηαλέο ζπληζηώζεο θαη ζηε ζπλέρεηα έγηλε 

νινθιήξσζε ησλ θακππιώλ πνπ πξνέθπςαλ. Ο ιόγνο απνπόισζεο γηα ηελ θνξπθή ηεο 

γιπθεξόιεο ζηνπο 1469 cm
-1

 έρεη ππνινγηζηεί κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm (΢ρήκα 

6.1) θαη βξέζεθε ζε όιεο ηηο ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο ίζνο κε 0.59, γεγνλόο πνπ 

ππνδεηθλύεη όηη ν ιόγνο απνπόισζεο δελ εμαξηάηαη από ηε ζπγθέληξσζε ηεο γιπθεξόιεο. 

Η ηηκή απηή ζπκθσλεί κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα ζηα νπνία κεηά από δηέγεξζε ζηα 532 

nm ε ηηκή βξέζεθε λα είλαη ίζε κε 0.60.
12
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΢τήκα 6.1: Φάζκαηα UVRR κεηγκάησλ γιπθεξόιεο/λεξνύ γηα ζπγθεληξώζεηο 10% (1.37 

Μ), 25% (3.4 Μ) θαη 50% (6.9 Μ), κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. Σα θάζκαηα ιήθζεθαλ 

γηα (ΙΙ) θαη (⊥ ) πόισζε ηεο ζθεδαδόκελεο αθηηλνβνιίαο ζε ζρέζε κε ηελ πόισζε ηεο 

πξνζπίπηνπζαο αθηηλνβνιίαο.  

Η ηηκή ηνπ ρδ(Η2Ο) έρεη ππνινγηζηεί ζε πξνεγνύκελε κειέηε ζηα 260 nm θαη έρεη βξεζεί όηη 

δελ εμαξηάηαη από ην κήθνο δηέγεξζεο (0.54).
18

 Ο ιόγνο απνπόισζεο ησλ δνλήζεσλ ηεο 

ηπξνζίλεο ιήθζεθε από πξνεγνύκελε βηβιηνγξαθηθή κειέηε (0.33).
19

 ΢πλνιηθά νη ιόγνη 

απνπόισζεο ηεο γιπθεξόιεο ζηηο δηάθνξεο ζπγθεληξώζεηο, παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 

6.1. 
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Πίλαθας 6.1. Απόιπηεο δηαηνκέο ζθεδαζκνύ Raman (ζR) θαη ιόγνη απνπόισζεο (ξ) γηα ηε 

δόλεζε ηεο γιπθεξόιεο ζηνπο 1469 cm
-1

 θαη απόιπηεο RR δηαηνκέο γηα ηε δόλεζε θάκςεο ηνπ 

λεξνύ θαη ηηο δνλήζεηο ηεο Tyr  ζε δηαιύκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ, ζε κήθνο δηέγεξζεο 239.5 nm. 

χglycerol ρ(solvent) 
σR(H2O) 

(10
-29

 cm
2
) 

σR(gly) 

(10
-27

 cm
2
) 

σR(Y8a+b)  

(10
-25

 cm
2
) 

σR(Y9a)  

(10
 -25

 cm
2
) 

σR(Y7a ) 

(10
 -25

 cm
2
) 

         0.027 0.59 ± 0.03 1.46 ± 0.29 0.24 ± 0.02 2.14 ± 0.59 0.93 ± 0.31 0.70 ± 0.14 

0.075 0.60 ± 0.03 1.72 ± 0.37 0.29 ± 0.05 2.86 ± 0.72 1.50 ± 0.47 1.22 ± 0.52 

0.127 0.59 1.39 ± 0.44 0.20 ± 0.02 3.41 ± 0.46 1.44 ± 0.17 1.12 ± 0.11 

0.196 0.58 ± 0.06 3.41 ± 0.12 0.44 ± 0.07 5.84 ± 0.78 2.68 ± 0.31 1.90 ± 0.27 

0.365 0.59 17.30 ± 3.61 1.97 ± 0.26 28.0 ± 2.42 13.20 ± 0.89 10.60 ± 1.04 

  

6.4 Αποηειέζκαηα θαη ΢σδήηεζε 

6.4.1 Μείγκαηα Γισθερόιες/Νερού 

Γηα ηνλ ππνινγηζκό ηεο απόιπηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ ηεο δόλεζεο παξακόξθσζεο ηεο 

γιπθεξόιεο ζηνπο 1469 cm
-1

 ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζεο, ιήθζεθαλ θάζκαηα UVRR 

κηαο ζεηξάο κεηγκάησλ v/v γιπθεξόιεο/λεξνύ, κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. 

Δλδεηθηηθά, ζην ΢ρήκα 6.2 παξνπζηάδεηαη ην θάζκα UVRR κείγκαηνο 50% v/v 

γιπθεξόιεο/λεξνύ (3.4 M, ρg=0.196). Σν θάζκα επηθεληξώλεηαη ζηελ πεξηνρή κεηαμύ 

1200 θαη 1500 cm
-1

, ε νπνία κπνξεί λα αλαιπζεί ζε πέληε θνξπθέο, κεηά από θαηάιιειε 

δηαδηθαζία απνζπλέιημεο ηνπ νιηθνύ θάζκαηνο. Μεηά ηελ απνζπλέιημε παξαηεξνύληαη 

θνξπθέο ζηνπο 1210, 1257, 1318, 1389 θαη 1469 cm
-1

, νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε ηε 

ζπλεηζθνξά ηεο δόλεζεο ζηξέςεο CH2, ηεο δόλεζεο ηάζεο ηνπ CO ηνπ αηόκνπ ηνπ 

δεπηεξνηαγνύο άλζξαθα (C2), ηεο δόλεζεο ζηξέςεο CH2, ηεο παξακόξθσζεο ηνπ COH 

(COH deformation) θαη ηεο παξακόξθσζεο ηνπ CH2, αληίζηνηρα.
20 
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΢τήκα 6.2: Φάζκα UVRR κείγκαηνο 50% v/v γιπθεξόιεο/λεξνύ (3.4 Μ, ρg 0.196), κεηά 

από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. Η θνξπθή ζηνπο ~1650 cm
-1

 αληηζηνηρεί ζηε δόλεζε θάκςεο 

ηνπ λεξνύ θαη έρεη ρξεζηκνπνηεζεί σο εζσηεξηθό πξόηππν. ΢ην πάλσ αξηζηεξό κέξνο ηεο 

γξαθηθήο παξνπζηάδεηαη ε δνκή ηεο γιπθεξόιεο κε ηελ αξίζκεζε ησλ αλζξάθσλ όπσο απηνί 

αλαθέξνληαη ζην θείκελν. 

Οη θνξπθέο απηέο, όπσο παξνπζηάδνληαη ζην ΢ρήκα 6.1, είλαη αξθεηά πεπιαηπζκέλεο θαη 

επνκέλσο, κεηά από ηε δηαδηθαζία απνζπλέιημεο κέζσ πξνζαξκνγήο ηνπο (curve fitting) 

ζε πέληε θνξπθέο (Gaussian type), ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο γιπθεξόιεο, ε 

ζπρλόηεηα ζηελ νπνία εκθαλίδνληαη παξνπζηάδεη κηθξή δηαθύκαλζε. Δηδηθόηεξα, ε 

θνξπθή ηεο παξακόξθσζεο ηνπ COH ζηνπο ~1389 cm
-1

 είλαη αξθεηά επξεία δεδνκέλνπ 

όηη πεξηέρεη ζπλεηζθνξέο από ηα πδξνμύιηα ησλ πξσηνηαγώλ (C1-OH) θαη ηνπ 

δεπηεξνηαγνύο αηόκνπ ηνπ άλζξαθα (C2-OH) ησλ κνξίσλ ηεο γιπθεξόιεο. ΢ύκθσλα κε 

ηνπο Mudalige et al. νη νπνίνη κειέηεζαλ κείγκαηα γιπθεξόιεο/D2O κε ηε θαζκαηνζθνπία 

Raman, έδεημαλ όηη ε δόλεζε απηή εμαξηάηαη από ην δίθηπν δεζκώλ πδξνγόλνπ κεηαμύ 

ησλ κνξίσλ ηεο γιπθεξόιεο θαη ηνπ πεξηβάιινληνο.
3
 ΢πγθεθξηκέλα, παξαηήξεζαλ όηη ζε 

ρακειέο ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο ε θνξπθή εκθαλίδεηαη ζηνπο 1369 cm
-1

, ελώ κε ηελ 

αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο, ε θνξπθή ππόθεηηαη εξπζξή κεηαηόπηζε πνπ νθείιεηαη ζην 

ζρεκαηηζκό νιηγνκεξώλ ηεο γιπθεξόιεο. Αληίζεηα ε ζπρλόηεηα θαη ην εύξνο ηεο θνξπθήο 

1469 cm
-1

 παξακέλνπλ ακεηάβιεηα από ηηο αιιαγέο ηνπ ηνπηθνύ πεξηβάιινληνο ησλ ΟΗ, 

θαζηζηώληαο ηελ ηδαληθή γηα ρξήζε σο εζσηεξηθό πξόηππν (΢ρήκα 6.1). Οη Zelent et al.
4
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θαη Vanderkooi et al.,
6
 νη νπνίνη κειέηεζαλ κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ ζπλαξηήζεη ηεο 

ζεξκνθξαζίαο κε ηε θαζκαηνζθνπία IR, έδεημαλ όηη ε ζπρλόηεηα παξακόξθσζεο ηνπ CH2 

δελ επεξεάδεηαη από ηε ζεξκνθξαζία ζηα πιαίζηα ηνπ ζεξκνθξαζηαθνύ εύξνπο πνπ 

ρξεζηκνπνίεζαλ (10-300 Κ), ππνδεηθλύνληαο όηη ν κέζνο όξνο ησλ δεζκώλ παξακέλεη 

ακεηάβιεηνο κε ηε ζεξκνθξαζία.  

6.4.2 Γόλεζε Κάκυες ηοσ Νερού 

Η επξεία θνξπθή πνπ παξαηεξείηαη ζηνπο ~1650 cm
-1

 (΢ρήκα 6.2), νθείιεηαη ζηε δόλεζε 

θάκςεο ηνπ λεξνύ, ε νπνία έρεη ρξεζηκνπνηεζεί σο εζσηεξηθό πξόηππν γηα ηνλ 

ππνινγηζκό ησλ απόιπησλ δηαηνκώλ ζθεδαζκνύ Raman ηεο δόλεζεο παξακόξθσζεο CH2 

ηεο γιπθεξόιεο, ζηηο δηάθνξεο ζπγθεληξώζεηο. Δληνύηνηο, ζηα κείγκαηα 

γιπθεξόιεο/λεξνύ νη αιιειεπηδξάζεηο ιόγσ δεζκώλ πδξνγόλνπ πνηθίινπλ, πξνθαιώληαο 

αιιαγή ζηε ζπρλόηεηα θαη ην εύξνο ηεο θνξπθήο ηεο θάκςεο ηνπ λεξνύ.
2
 Δπνκέλσο, ε 

κειέηε ηεο θνξπθήο θάκςεο ηνπ λεξνύ κπνξεί λα νδεγήζεη ζηελ άληιεζε ζεκαληηθώλ 

πιεξνθνξηώλ γηα ην δίθηπν δεζκώλ πδξνγόλνπ πνπ ζρεκαηίδεη ην κείγκα 

γιπθεξόιεο/λεξνύ, δεδνκέλνπ όηη ε θνξπθή απηή δελ παξνπζηάδεη αιιεινεπηθάιπςε κε 

θακία θνξπθή ηεο γιπθεξόιεο. Μεηαηόπηζε ηεο θάκςεο πξνο πςειόηεξεο ζπρλόηεηεο 

είλαη γεληθά απνδεθηό όηη ζρεηίδεηαη κε ηελ αύμεζε ηεο ηζρύνο ησλ δεζκώλ πδξνγόλνπ.
2,6

 

Η ζρέζε κεηαμύ ηεο ζπρλόηεηαο θαη ησλ δεζκώλ πδξνγόλνπ έρεη απνδεηρηεί από ηνπο 

Shimanouchi et al., ζπγθξίλνληαο ηε ζπρλόηεηαο θάκςεο ηνπ λεξνύ ζηελ αέξηα θαη πγξή 

θάζε.
21

 ΢ηελ αέξηα θάζε, όπνπ δελ αλακέλεηαη ζρεκαηηζκόο δεζκώλ πδξνγόλνπ ε θάκςε 

ηνπ λεξνύ παξαηεξείηαη ζηνπο 1595 cm
-1

, ελώ ζηελ πγξή θάζε ε θνξπθή κεηαηνπίδεηαη 

ζηνπο 1648 cm
-1

. ΢ην ΢ρήκα 6.3 παξνπζηάδεηαη ε κεηαβνιή ζηε ζπρλόηεηα ηεο θάκςεο 

ΗΟΗ, ζπλαξηήζεη ηνπ ρglycerol. Αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο γιπθεξόιεο ζην δηάιπκα 

πξνθαιεί κεηαηόπηζε ηεο θνξπθήο πξνο πςειόηεξεο ζπρλόηεηεο, ππνδεηθλύνληαο όηη ηα 

κόξηα λεξνύ ζπκκεηέρνπλ ζε πεξηζζόηεξν ηζρπξνύο δεζκνύο πδξνγόλνπ.
2,8
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΢τήκα 6.3: ΢πρλόηεηα (θιεηζηνί θύθινη) θαη εύξνο (αλνηθηνί θύθινη) ηεο δόλεζεο θάκςεο 

ΗΟΗ, ζπλαξηήζεη ηνπ κνξηαθνύ θιάζκαηνο ηεο γιπθεξόιεο. 

΢ην ΢ρήκα 6.4 πεξηγξάθεηαη ην δπλακηθό πεγάδη γηα ηε δόλεζε θάκςεο ηνπ λεξνύ. Γηα ηε 

δόλεζε θάκςεο ρσξίο ην ζρεκαηηζκό δεζκώλ πδξνγόλνπ (αξηζηεξά), ν άμνλαο x 

αληηζηνηρεί ζηε γσλία ζ κεηαμύ Η-Ο-Η.
6
 Η παξνπζία δεζκώλ πδξνγόλνπ θαζηζηά δύζθνιε 

ηελ θάκςε ηνπ δεζκνύ θαη ε δπλακηθή επηθάλεηα ζηελεύεη (ελδηάκεζν δηάγξακκα). 

΢πλέπεηα απηνύ είλαη ε δόλεζε θάκςεο λα κεηαηνπίδεηαη ζε πςειόηεξε ζπρλόηεηα κε ην 

ζρεκαηηζκό δεζκώλ πδξνγόλνπ. Σν δεμί δηάγξακκα ηνπ ΢ρήκαηνο 6.4 αληηπξνζσπεύεη ηελ 

πεξίπησζε ζηελ νπνία ηα δύν άηνκα Η ζρεκαηίδνπλ δηαθνξεηηθό είδνο δεζκώλ πδξνγόλνπ 

θαη ην δπλακηθό πεγάδη εκθαλίδεη αλαξκνληθόηεηα.
6
     

 

΢τήκα 6.4: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ δπλακηθνύ ηεο ελέξγεηαο ηεο δόλεζεο θάκςεο, 

ηξηαηνκηθνύ κνξίνπ, απνπζία (αξηζηεξά) θαη παξνπζία (δεμηά) αιιειεπηδξάζεσλ δεζκώλ 

πδξνγόλνπ.
6 

Παξάιιεια, κε ηελ αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο γιπθεξόιεο ζην δηάιπκα παξαηεξείηαη 

κείσζε ηνπ εύξνπο ηεο θνξπθήο ζηνπο ~1650 cm
-1

 (΢ρήκα 6.3). Η κείσζε ηνπ εύξνπο ηεο 
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θνξπθήο ζρεηίδεηαη κε ηε κείσζε ηεο αλνκνηνγελνύο δηαπιάηπλζεο, ε νπνία πθίζηαηαη 

από ηε κεγάιε θαηαλνκή γσληώλ θαη απνζηάζεσλ κεηαμύ ησλ δεζκώλ πδξνγόλνπ ησλ 

κνξίσλ λεξνύ ιόγσ επίδξαζεο ηνπ ηνπηθνύ ηνπο πεξηβάιινληνο. Σν πεξηβάιινλ γύξσ από 

ηα κόξηα λεξνύ, κε ηελ αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο γιπθεξόιεο πξνθαιεί νκνηόκνξθν 

ζρεκαηηζκό δεζκώλ πδξνγόλνπ.
2
 Δληνύηνηο, ε κείσζε ηνπ εύξνπο ηεο θνξπθήο είλαη πην 

πηζαλό λα νθείιεηαη ζηελ νκνηνγελή δηαπιάηπλζε (
2 2 2t /e , όπνπ Γ είλαη ην νκνηνγελέο 

πιάηνο), ε νπνία ζρεηίδεηαη κε ην ρξόλν εκηδσήο ηεο δνλεηηθήο δηεγεξκέλεο θαηάζηαζεο 

ησλ κνξίσλ.
2,22

 Η νκνηνγελήο δηαπιάηπλζε απμάλεη ην εύξνο ηεο θνξπθήο, όηαλ ν ρξόλνο 

ραιάξσζεο κεηώλεηαη. Οη Puzenko et al.
12

 θαη νη Hayashi et al.
11 

έρνπλ δείμεη όηη νη 

δνλεηηθνί ρξόλνη ραιάξσζεο ησλ κεηγκάησλ γιπθεξόιεο/λεξνύ επεξεάδνληαη ζεκαληηθά 

από ηε ζπγθέληξσζε, όπνπ αύμεζε ηεο πεξηεθηηθόηεηαο ζε λεξό νδεγεί ζε κηθξόηεξνπο 

δνλεηηθνύο ρξόλνπο ραιάξσζεο. Δπνκέλσο, ε κείσζε ηνπ εύξνπο ηεο θνξπθήο θάκςεο 

ηνπ λεξνύ πνπ παξνπζηάδεηαη ζην ΢ρήκα 6.3 κπνξεί λα είλαη απνηέιεζκα αύμεζεο ηνπ 

δνλεηηθνύ ρξόλνπ ραιάξσζεο ησλ κνξίσλ ηνπ λεξνύ ζηηο πςειόηεξεο ηηκέο ηνπ ρglycerol. Η 

απόιπηε δηαηνκή ζθεδαζκνύ Raman ηεο δόλεζεο θάκςεο ΗΟΗ εμαξηάηαη από ηελ 

νκνηνγελή θαη αλνκνηνγελή δηαπιάηπλζε,
22 

ε νπνία απμάλεηαη ζε πςειέο ζπγθεληξώζεηο 

γιπθεξόιεο (Πίλαθαο 6.1).  

Οη ππνινγηζκνί Μνξηαθήο Γπλακηθήο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ από ηνπο Dashnau et al.
2
 

γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο θαηαλνκήο πηζαλόηεηαο γηα ηε γσλία Ο-Η
…..

O εληζρύνπλ ηα 

πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα ηεο παξνύζαο κειέηεο. ΢πγθεθξηκέλα, παξαηήξεζαλ όηη ε 

γσληά απηή εκθαλίδεη κεγαιύηεξε θαηαλνκή πηζαλόηεηαο  ζηηο 12° (Α1) θαη 52° (Α2). Ο 

ιόγνο ησλ πηζαλνηήησλ Α1/A2  ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε κειέηε ησλ δεζκώλ πδξνγόλνπ 

πνπ αλαπηύζζνληαη ζε κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ κε κνξηαθό θιάζκα ηεο γιπθεξόιεο 

ζην κείγκα από 0.03 έσο 0.27. Ίδηεο ζπγθεληξώζεηο έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί ζηελ παξνύζα 

κειέηε. ΢πγθεθξηκέλα, παξαηεξήζεθε όηη απμαλνκέλεο ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο γιπθεξόιεο 

ζην δηάιπκα, ν ιόγνο Α1/A2 ελώ παξακέλεη ζηαζεξόο γηα ηηο ππόινηπεο αιιειεπηδξάζεηο 

(λεξό-λεξό, γιπθεξόιε-γιπθεξόιε), γηα ηνπο δεζκνύο πδξνγόλνπ πνπ αλαπηύζζνληαη 

κεηαμύ ηεο γιπθεξόιεο-λεξνύ, απμάλεηαη. Η αύμεζε απηή νθείιεηαη ζηελ αύμεζε ηεο 

θαηαλνκήο Α1 ζε ζρέζε κε ηελ θαηαλνκή Α2, νδεγώληαο ζην ζπκπέξαζκα όηη νη δεζκνί 

πδξνγόλνπ εκθαλίδνπλ κεγαιύηεξε γξακκηθόηεηα. Δπνκέλσο, ε αιιαγή ζηε ζπρλόηεηα 

θαη ζην εύξνο πνπ παξαηεξείηαη ζηελ θάκςε ηνπ λεξνύ κε ηελ αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο 

ηεο γιπθεξόιεο ζην δηάιπκα, εηζεγείηαη όηη νη δεζκνί πδξνγόλνπ πνπ αλαπηύζζνληαη είλαη 

πεξηζζόηεξν γξακκηθνί θαη κηκνύληαη ηνπο δεζκνύο πδξνγόλνπ πνπ παξαηεξνύληαη ζηε 
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δνκή ηνπ πάγνπ, δεδνκέλνπ όηη δελ ππάξρνπλ αξθεηά κόξηα λεξνύ ώζηε λα δηαηεξνύλ ηηο 

θπζηθέο ηνπο ηδηόηεηεο.
2
  

6.4.3 Απόισηες Γηαηοκές ΢θεδαζκού  Raman ηες Γισθερόιες 

΢ην ΢ρήκα 6.5 παξνπζηάδεηαη ε κέζε ηηκή ηεο απόιπηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ Raman πνπ 

ππνινγίζηεθε γηα ηε δόλεζε παξακόξθσζεο ηνπ CH2 ηεο γιπθεξόιεο ζηνπο 1469 cm
-1

, 

ζπλαξηήζεη ηνπ κνξηαθνύ θιάζκαηνο ηεο γιπθεξόιεο.  

   

σ
R

(1
0-

27
  c

m
2 )

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

χglycerol  

΢τήκα 6.5: Απόιπηε δηαηνκή ζθεδαζκνύ Raman ηεο δόλεζεο παξακόξθσζεο ηνπ CH2 ηεο 

γιπθεξόιεο ζε κείγκα γιπθεξόιεο/λεξνύ, ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζήο ηεο, κε δηέγεξζε 

ζηα 239.5 nm. Η ηππηθή απόθιηζε παξνπζηάδεηαη ζηα γξαθήκαηα κε γξακκέο ζθάικαηνο. 

Η ηηκή ηεο απόιπηεο δηαηνκήο RR (ζR) εκθαλίδεη κηα αλνκνηόκνξθε ζπκπεξηθνξά όπνπ 

ζηα πιαίζηα ηνπ πεηξακαηηθνύ ζθάικαηνο παξακέλεη ζηαζεξή ζε ηηκέο ρgly=0.027 θαη 

ρgly=0.075, ζε ρgly=0.127 παξνπζηάδεη κηθξή κείσζε, ελώ ζε κεγαιύηεξεο ζπγθεληξώζεηο 

γιπθεξόιεο (ρgly=0.196 θαη ρgly=0.365) ε ζR απμάλεηαη απόηνκα. Οη αιιαγέο πνπ 

παξαηεξνύληαη ζηελ ηηκή ηεο απόιπηεο δηαηνκήο RR πηζαλόλ λα νθείινληαη ζηελ αιιαγή 

ηνπ δηθηύνπ δεζκώλ Η απμαλνκέλεο ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο γιπθεξόιεο ζηα κείγκαηα 

γιπθεξόιεο/λεξνύ θαη ζπγθεθξηκέλα ζε ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο >0.127. 

Η πξόβιεςε θαη ε ζεσξεηηθή εξκελεία ηνπ ηξόπνπ κε ηνλ νπνίν ζρεκαηίδνληαη δεζκνί 

πδξνγόλνπ ζην ζύζηεκα γιπθεξόιεο/λεξνύ έρεη δνζεί πξόζθαηα από πξνζνκνηώζεηο 

Μνξηαθήο Γπλακηθήο πνπ πξαγκαηνπνηεζήθαλ ζην ίδην εύξνο ζπγθέληξσζεο.
2
 

΢πγθεθξηκέλα, έρεη βξεζεί όηη ζε ρακειέο ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο (ρg<0.15) νη 
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θπξίαξρεο αιιειεπηδξάζεηο νθείινληαη ζηνπο δεζκνύο Η κεηαμύ ησλ κνξίσλ λεξνύ. Η 

θξίζηκε ζπγθέληξσζε ηεο γιπθεξόιεο θαίλεηαη λα είλαη ε ρg=0.15, όπνπ παξαηεξείηαη 

απόηνκε κείσζε ησλ δεζκώλ Η κεηαμύ ησλ κνξίσλ λεξνύ, ελώ ηαπηόρξνλα νη 

αιιειεπηδξάζεηο ζηελ πξώηε ζηηβάδα επηδηαιύησζεο ησλ κνξίσλ γιπθεξόιεο απμάλνληαη. 

΢ε απηέο πεξηιακβάλνληαη αιιειεπηδξάζεηο γιπθεξόιεο-λεξνύ θαη γιπθεξόιεο-

γιπθεξόιεο. Με ζπλερή αύμεζε ηεο πεξηεθηηθόηεηαο ζε γιπθεξόιε επηθξαηνύλ νη 

ελδνκνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο γιπθεξόιεο, δεδνκέλνπ όηη δελ ππάξρνπλ επαξθή κόξηα 

λεξνύ γηα ηα ελπδαηώζνπλ (ρg > 0.15). ΢ηελ πεξίπησζε απηή είλαη πηζαλό λα 

ζρεκαηίδνληαη δεζκνί Η κεηαμύ ησλ ΟΗ θαη ησλ νκάδσλ CH ηεο γιπθεξόιεο. Η 

πεξαηηέξσ αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο γιπθεξόιεο (ρg=0.27) πξνθαιεί αθόκε 

κεγαιύηεξε αλαδηνξγάλσζε ησλ δεζκώλ Η ζην εληαίν δίθηπν δεζκώλ κε ηα κόξηα λεξνύ 

ζηελ πξώηε ζηηβάδα επηδηαιύησζεο λα πξνηηκνύλ λα ζπλδένληαη κε ηα ΟΗ αληί κε ηηο 

αιθπιν-νκάδεο ησλ κνξίσλ γιπθεξόιεο. Δπνκέλσο ζε πςειέο ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο, 

νη αιθπιν-νκάδεο αλαπηύζζνπλ πδξόθνβεο αιιειεπηδξάζεηο κε ηηο νκάδεο CH άιισλ 

λνξίσλ, ζρεκαηίδνληαο πδξόθνβεο πιεηάδεο (clusters) κνξίσλ γιπθεξόιεο. 
2
 

Γηα πεξηζζόηεξε εηο βάζνο εμέηαζε ηνπ παξάγνληα από ηνλ νπνίν εμαξηάηαη ε αύμεζε ηεο 

δηαηνκήο ζθεδαζκνύ ηεο γιπθεξόιεο, έρνπλ κειεηεζεί ηα θάζκαηα απνξξόθεζεο ηεο ζηα 

δηάθνξα κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ πνπ έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί ζηελ παξνύζα κειέηε. 

Δίλαη γεληθά απνδεθηό όηη ζηα θάζκαηα απνξξόθεζεο ε ζέζε, ην ζρήκα θαη ε έληαζε ησλ 

θνξπθώλ ελόο δηαιύηε εμαξηώληαη άκεζα από ηα ραξαθηεξηζηηθά θαη ηε ζύλζεζε ηνπ 

ίδηνπ ηνπ δηαιύηε.
23

 ΢ην ΢ρήκα 6.6 παξνπζηάδνληαη ηα θάζκαηα ειεθηξνληαθήο 

απνξξόθεζεο ηεο γιπθεξόιεο, ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο. ΢ηα θάζκαηα 

εκθαλίδεηαη κία θνξπθή ζηα 263 nm ε νπνία ζρεηίδεηαη κε ηε κεηάπησζε π→π* ζηε 

γιπθεξόιε. Δληνύηνηο, κε ηελ αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο γπθεξόιεο, ζηα 239.5 nm, 

κήθνο θύκαηνο ζην νπνίν έγηλε ν ππνινγηζκόο ησλ απόιπησλ δηαηνκώλ RR, παξαηεξείηαη 

αλνκνηόκνξθε αιιαγή ζηελ έληαζε ησλ θαζκάησλ, πηζαλό ιόγσ ηνπ ηζνζβεζηηθνύ 

ζεκείνπ ζηελ πεξηνρή. Μέγηζηε ηηκή παξαηεξείηαη ζε ζπγθέληξσζε γιπθεξόιεο 37% v/v, 

ελώ ηε κηθξόηεξε απνξξόθεζε παξνπζηάδεη ην κείγκα γιπθεξόιεο/λεξνύ 10% v/v, 

ζπκπεξηθνξά πνπ δελ ζπκπίπηεη κε ηηο ππνινγηζκέλεο ηηκέο ζR. Δπνκέλσο, ζύκθσλα κε ηα 

απνηειέζκαηα απηά, ε αύμεζε πνπ παξαηεξείηαη ζηελ απόιπηε δηαηνκή ζθεδαζκνύ 

Raman ηεο δόλεζεο παξακόξθσζεο CH2 θαίλεηαη πσο δελ νθείιεηαη ζε ελίζρπζε ιόγσ 

ζπληνληζκνύ (resonance enhancement).    
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΢τήκα 6.6: Φάζκαηα ειεθηξνληαθήο απνξξόθεζεο κεηγκάησλ γιπθεξόιεο κε 

ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο 10%, 25%, 37%, 50% θαη 70% v/v. Η θάζεηε γξακκή δειώλεη 

ην κήθνο δηέγεξζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνύζα κειέηε. 

Έλαο άιινο παξάγνληαο από ηνλ νπνίν εμαξηάηαη άκεζα ε δηαηνκή ζθεδαζκνύ είλαη ε 

πνισζηκόηεηα ησλ κνξίσλ. Πνιιέο πεηξακαηηθέο θαη ζεσξεηηθέο κειέηεο πιεηάδεο 

(cluster) λεξνύ αζρνιήζεθαλ κε ηελ αμηνιόγεζε ηνπ κεγέζνπο ηεο πνισζηκόηεηαο, ην 

νπνίν είλαη απαξαίηεην γηα ηελ θαηαλόεζε ησλ ελδνκνξηαθώλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ 

ησλ κνξίσλ λεξνύ, αιιά θαη κεηαμύ κνξίσλ λεξνύ κε άιιεο δηαιπκέλεο νπζίεο, εηδηθόηεξα 

κε βηνκόξηα.
24,25,26

 Η ηηκή ηεο πνισζηκόηεηαο ησλ κνξίσλ ζε έλα ζύζηεκα ζρεηίδεηαη κε 

ηνλ αξηζκό θαη ην είδνο δεζκώλ Η πνπ αλαπηύζζνπλ κε ηα γεηηνληθά κόξηα.
25,27

 

Πξόζθαηα, νη Yang et al.
26

 κειέηεζαλ ηελ εμάξηεζε ηεο πνισζηκόηεηαο από ην 

ζρεκαηηζκό δεζκώλ Η ζε δηάθνξεο ζε κέγεζνο πιεηάδεο λεξνύ, ρξεζηκνπνηώληαο ηελ 

ππνινγηζηηθή κέζνδν Density Functional Theory. Οη ηειεπηαίνη, έδεημαλ όηη ε 

πνισζηκόηεηα ησλ κνξίσλ λεξνύ επεξεάδεηαη ζε ζεκαληηθό βαζκό από ην ηνπηθό 

πεξηβάιινλ ζην νπνίν βξίζθνληαη κέζα ζηα cluster λεξνύ. ΢πγθεθξηκέλα, ηα κόξηα λεξνύ 

πνπ βξίζθνληαη ζην εζσηεξηθό ησλ cluster, ζρεκαηίδνπλ κεγαιύηεξν αξηζκό δεζκώλ Η θαη 

παξνπζηάδνπλ κηθξόηεξε ηηκή ηεο πνισζηκόηεηαο, ελώ αληίζεηα γηα ηα κόξηα πνπ 

βξίζθνληαη ζηελ επηθάλεηα, ε ηηκή ηεο πνισζηκόηεηαο απμάλεηαη ιόγσ ηνπ κεησκέλνπ 

αξηζκνύ δεζκώλ Η πνπ αλαπηύζζνπλ.
25,27

 ΢ηελ πεξίπησζε ησλ κεηγκάησλ 
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γιπθεξόιεο/λεξνύ, ζε ζπγθέληξσζε  ρg>0.15 όπνπ παξαηεξείηαη κείσζε ησλ δεζκώλ Η 

πνπ ζρεκαηίδνληαη ζην κείγκα γιπθεξόιεο/λεξνύ θαη ηαπηόρξνλε αύμεζε ησλ πδξόθνβσλ 

αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ ησλ κνξίσλ ηεο γιπθεξόιεο,
2
 ε πνισζηκόηεηα ηνπ ζπζηήκαηνο 

κεηαβάιιεηαη. ΢πγθεθξηκέλα, ηα κόξηα ηνπ λεξνύ ζε ρg=0.15 βξίζθνληαη ζηελ πξώηε 

ζηηβάδα επηδηαιύησζεο θαη ζρεκαηίδνπλ δεζκνύο Η κε ην πνιηθό ηκήκα ηεο γιπθεξόιεο, 

δεδνκέλνπ όηη ν κέζνο αξηζκόο δεζκώλ Η κεηαμύ ησλ κνξίσλ λεξνύ ηείλεη ζην κεδέλ 

(΢ρήκα 6.7), απμάλνληαο ηελ ηηκή ηεο πνισζηκόηεηαο ηνπο, θαη αληίζηνηρα ηελ ηηκή ηεο 

απόιπηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ ηεο δόλεζε θάκςεο ηνπ λεξνύ, απνηειώληαο έηζη αθόκε 

έλα κεραληζκό πνπ πξνζθέξεη ζηελ αύμεζε ηεο απόιπηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ ηεο δΉΟΗ.  

 

 

 

 

 

 

΢τήκα 6.7: Μέζνο αξηζκόο δεζκώλ Η αλά κόξην λεξνύ ζπλαξηήζεη ηνπ κνξηαθνύ 

θιάζκαηνο ηεο γιπθεξόιεο ρgly. Σα ζύκβνια αληηπξνζσπεύνπλ ην ζπλνιηθό κέζν αξηζκό 

δεζκώλ Η αλά κόξην λεξνύ (δηακάληη) θαζώο θαη ζπλεηζθνξέο από δεζκνύο Η: 

αιιειεπηδξάζεηο λεξνύ-λεξνύ (ηεηξάγσλα), αιιειεπηδξάζεηο ηεο ζηηβάδαο επηδηαιύησζεο 

(ηξίγσλα) θαη αιιειεπηδξάζεηο γιπθεξόιεο-λεξνύ (θύθινη).
2
  

 ΢ε πςειέο ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο, ε πνισζηκόηεηα ησλ αιθπινακάδσλ ησλ κνξίσλ 

γιπθεξόιεο απμάλεηαη αθνύ επηθξαηνύλ εδώ νη πδξόθνβεο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ηνπο 

(΢ρήκα 6.8) αληί δεζκώλ Η κε ην λεξό. Η κεηαβνιή απηή ηεο πνισζηκόηεηαο ησλ κνξίσλ 

γιπθεξόιεο επεξεάδεη ηελ  ηηκή ηεο απόιπηεο δηαηνκήο RR ησλ δνλήζεσλ πνπ πεξηέρνπλ 

ζπλεηζθνξέο κόλν από ηα CH θαη CH2. Δπνκέλσο, ε αύμεζε ηεο ζR πνπ παξαηεξείηαη γηα 

ηελ παξακόξθσζε ηνπ CH2 ζηα 1469 cm
-1

 (΢ρήκα 6.5), επηβεβαηώλεη ηνπο πην πάλσ 

ηζρπξηζκνύο. Πεξηζζόηεξεο πιεξνθνξίεο γηα ηηο πδξόθνβεο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ 

αιθπιννκάδσλ ηεο γιπθεξόιεο πνπ αλαπηύζζνληαη ζε πςειέο ζπγθεληξώζεηο ζηα 

κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ θαη γηα ηελ αιιαγή ηεο δνκήο ησλ κνξίσλ, κπνξνύλ λα 

δνζνύλ από ππνινγηζκνύο Μνξηαθήο Γπλακηθήο.    
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΢τήκα 6.8: Μέζνο αξηζκόο δεζκώλ Η αλά κόξην γιπθεξόιεο ζπλαξηήζεη ηνπ κνξηαθνύ 

θιάζκαηνο ηεο γιπθεξόιεο ρgly. Σα ζύκβνια αληηπξνζσπεύνπλ ην ζπλνιηθό κέζν αξηζκό 

δεζκώλ Η αλά κόξην γιπθεξόιεο (δηακάληη) θαζώο θαη ζπλεηζθνξέο από δεζκνύο Η: 

γιπθεξόιεο-λεξνύ (θύθινη), ελδνκνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο γιπθεξόιεο-γιπθεξόιεο 

(ηεηξάγσλα), αιιειεπηδξάζεηο γιπθεξόιεο-γιπθεξόιεο (ηξίγσλα).
11

  

6.4.4 TTR(105-115) ζε Γηάισκα Γισθερόιες/Νερού 

΢ην ΢ρήκα 6.9 παξνπζηάδνληαη ηα θάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε 

κείγκαηα v/v γιπθεξόιεο/λεξνύ κε ζπγθέληξσζε γιπθεξόιεο 10% (1.37 M), 25% (3.4 M), 

37% (5.1 M), 50% (6.9 M), θαη 70% (9.6 M), κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. ΢ε απηό ην 

κήθνο θύκαηνο δηέγεξζεο, εληζρύεηαη ν ζθεδαζκόο Raman από ηηο δνλήζεηο πνπ 

ζπλδένληαη κε ηηο αξσκαηηθέο πιεπξηθέο αιπζίδεο ησλ θαηαινίπσλ Tyr ζην πεπηίδην. 

΢πγθεθξηκέλα, ζε ρακειέο ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο, παξαηεξνύληαη θνξπθέο ζηνπο 

1181 (Τ9a), 1211 (Τ7a), 1603 (Τ8b) θαη 1620 (Τ8a), νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε ηε ζπλεηζθνξά 

ηεο δόλεζεο θάκςεο C-H ζην επίπεδν ηνπ αξσκαηηθνύ δαθηπιίνπ, ηεο δόλεζεο ηάζεο C-C 

κεηαμύ δαθηπιίνπ θαη κεζπινκάδαο, ηεο αληηζπκκεηξηθήο θαη ζπκκεηξηθήο δόλεζεο ηάζεο 

ηνπ αξσκαηηθνύ δαθηπιίνπ, αληίζηνηρα. Οη θνξπθέο πνπ παξαηεξνύληαη ζηελ πεξηνρή 

κεηαμύ 1200 θαη 1500 cm
-1

 αληηζηνηρνύλ ζηηο δνλήζεηο ηεο γιπθεξόιεο.
3,9

 Η θνξπθή πνπ 

εκθαλίδεηαη γύξσ ζηνπο ~1650 cm
-1

 αληηζηνηρεί ζηε δόλεζε θάκςεο ηνπ λεξνύ. Η 

απνζπλέιημε όισλ ησλ θνξπθώλ ηεο Tyr θαη ηεο γιπθεξόιεο επηηξέπεη ηνλ ππνινγηζκό 

ησλ δηαηνκώλ RR όισλ ησλ δνλήζεσλ ηεο Tyr, ρξεζηκνπνηώληαο σο εζσηεξηθό πξόηππν 

ηε θνξπθή ηεο γιπθεξόιεο ζηνπο 1469 cm
-1

. Η θνξπθή Τ7a πνπ παξαηεξείηαη ζηελ 

πεξηνρή κεηαμύ 1205-1212 cm
-1

 εκθαλίδεη αιιεινεπηθάιπςε κε ηε δόλεζε ζηξέςεο CH2 

ηεο γιπθεξόιεο ζηνπο 1207 cm
-1

, επνκέλσο ν ππνινγηζκόο ηεο ηηκήο σR γηα ηε δόλεζε 

Γα
λά
τει
α Κ

. Π
ιερ
ίδο
υ



ΚΔΦΑΛΑΙΟ 6: ΜΔΛΔΣΗ ΣΟΠΙΚΟΤ ΠΔΡΙΒΑΛΛΟΝΣΟ΢ ΣΩΝ ΣΤΡΟ΢ΙΝΩΝ 

 

| 113  

 

απηή παξνπζηάδεη κεγάιε αβεβαηόηεηα. Δίλαη πξνθαλέο όηη ζηηο ζπγθεληξώζεηο ηεο 

γιπθεξόιεο κεηαμύ 10% θαη 50% v/v νη εληάζεηο ησλ θνξπθώλ ηεο Tyr είλαη αξθεηά 

παξόκνηεο, ελώ ζε ζπγθέληξσζε 70% v/v παξαηεξείηαη ζεκαληηθή αύμεζε ησλ εληάζεσλ 

απηώλ. Η αιιαγή ηεο έληαζεο ησλ θνξπθώλ ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο 

γιπθεξόιεο αληηθαηνπηξίδεηαη ζην ΢ρήκα 6.10 όπνπ ελδεηθηηθά πεξηγξάθεηαη ε εμάξηεζε 

ηεο κέζεο ηηκήο ηεο σR γηα ηελ ζπκκεηξηθή δόλεζε ηάζεο Y8a ησλ θαηαινίπσλ Tyr ζην 

πεπηίδην ζε κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ, ζπλαξηήζεη ηεο πεξηεθηηθόηεηαο ζε γιπθεξόιε, 

ζε κήθνο δηέγεξζεο 239.5 nm. ΢ηνλ Πίλαθα 6.1 δίλνληαη νη κέζεο ηηκέο ησλ σR γηα όιεο ηηο 

δνλήζεηο ηεο Tyr (Y7a, Y9a, Y8a+8b). Οη απόιπηεο δηαηνκέο RR παξνπζηάδνπλ απμαλόκελε 

ηάζε ζηελ πεξηνρή ζηηο ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο 10% κε 50% v/v, ελώ ζε ζπγθέληξσζε 

70% v/v παξαηεξείηαη απόηνκε αύμεζε ηεο ηηκήο (ηεο ηάμεο ηνπ 92.4%).  

Οη αιιαγέο ζηελ έληαζε ησλ αξσκαηηθώλ ακηλνμέσλ ζηα θάζκαηα RR έρνπλ κειεηεζεί 

εθηεηακέλα θαη ζρεηίδνληαη κε ην βαζκό έθζεζεο ησλ πιεπξηθώλ ηνπο αιπζίδσλ ζην 

ηνπηθό ηνπο πεξηβάιινλ.
23,27,29,30,31,32,33 

΢ύκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία, νη δηαηνκέο 

ζθεδαζκνύ ηεο Tyr ζηα 240 nm είλαη ηδηαίηεξα επαίζζεηεο ζην ηνπηθό πεξηβάιινλ ζε έλα 

πεπηίδην ή κηα πξσηεΐλε, όηαλ ηα ακηλνμέα εθηείλνπλ ηηο αξσκαηηθέο πιεπξηθέο ηνπο 

αιπζίδεο ζε πδξόθνβν πεξηβάιινλ.
23,30,31
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΢τήκα 6.9: Φάζκαηα UVRR ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζε κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ, 

κε ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο v/v 10% (1.37 M), 25% (3.4 M), 37% (5.1 M), 50% (6.9 M), 

θαη 70% (9.6 M), κεηά από δηέγεξζε ζηα 239.5 nm. Οη θνξπθέο πνπ νθείινληαη ζηηο 

δνλήζεηο ηεο Tyr θαη ηεο γιπθεξόιεο πξνέθπςαλ κεηά από απνζπλέιημε ηνπ νιηθνύ 

θάζκαηνο. 
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΢τήκα 6.10: Δμάξηεζε ηεο απόιπηεο δηαηνκήο ζπληνληζκνύ Raman ηεο ζπκκεηξηθήο 

δόλεζεο ηάζεο Y8a ησλ θαηαινίπσλ Tyr ζην πεπηίδην TTR(105-115) ζε κείγκαηα 

γιπθεξόιεο/λεξνύ, ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζε ηεο γιπθεξόιεο, ζηα 239.5 nm.  

Οη Takeuchi et al. κειέηεζαλ ηελ επίδξαζε ηνπ δηαιύηε ζην ζθεδαζκό Raman ηεο 

AcTyrEE θαη AcPheEE, πξνθεηκέλνπ λα εμεγήζνπλ ηελ ζεκαληηθή αύμεζε ησλ θνξπθώλ 

Raman όηαλ ηα πεπηίδηα Met-encephalin θαη Leu-encephalin ζπλδένληαη ζε επηθάλεηεο 

θσζθνιηπηδίσλ.
29

 Οη κεγαιύηεξεο αιιαγέο ζηελ έληαζε ησλ θνξπθώλ παξαηεξήζεθαλ 

κεηά από δηέγεξζε ησλ πξόηππσλ ελώζεσλ ζηα 240 nm, όπνπ νη αξσκαηηθέο πιεπξηθέο 

αιπζίδεο ηεο Tyr εκθαλίδνπλ αζζελή απνξξόθεζε. Η κεηαβνιή ηεο έληαζεο ησλ θνξπθώλ 

απνδόζεθε ζηελ αύμεζε ηεο πδξνθνβηθόηεηαο ηνπ πεξηβάιινληνο ηνπο. Δπνκέλσο, θάζε 

δηαιύηεο πνπ πξνθαιεί εξπζξή κεηαηόπηζε ηεο θνξπθήο απνξξόθεζεο ησλ αξσκαηηθώλ 

ακηλνμέσλ La  (~220 nm) ιόγσ αιιειεπηδξάζεηο δηπόινπ-δηπόινπ ή δηπόινπ-πνιηθώλ 

αιιειεπηδξάζεσλ απμάλεη ηελ έληαζε ησλ θνξπθώλ πνπ αληηζηνηρνύλ ζηηο δνλήζεηο ησλ 

αξσκαηηθώλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ. Ο βαζκόο αύμεζεο ηεο έληαζεο ησλ θνξπθώλ 

εμαξηάηαη από ηελ ηζνξξνπία ησλ αιιειεπηδξάζεσλ δηπόινπ-δηπόινπ, νη νπνίεο 

ζρεηίδνληαη κε ηηο ειεθηξνληαθέο ηδηόηεηεο ηνπ δηαιύηε θαη ηεο δηαιπκέλεο νπζίαο, εηδηθά 

όηαλ είλαη πνιηθή όπσο θαη ε πιεπξηθή αιπζίδα ηεο Tyr πνπ είλαη πνιηθή ιόγσ ηεο 

παξνπζίαο ηνπ θαηλνιηθνύ ΟΗ.
29

 ΢ύκθσλα κε ηε κειέηε ηνπο, ε αύμεζε ηεο 

πδξνθνβηθόηεηαο ηνπ ηνπηθνύ πεξηβάιινληνο ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ ηεο Tyr πξνθαιεί 

αύμεζε ζηελ έληαζε ησλ θνξπθώλ πνπ ζπλδένληαη κε ηηο δνλήζεηο ηνπ αξσκαηηθνύ 

δαθηπιίνπ.  
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Η εμάξηεζε ησλ ηηκώλ ησλ δηαηνκώλ ζθεδαζκνύ Raman ησλ θνξπθώλ ηεο Tyr από ην 

ηνπηθό πεξηβάιινλ θαη σο επαθόινπζν ηεο πξνζβάζηκεο επηθάλεηαο ησλ αξσκαηηθώλ 

θαηαινίπσλ ζην δηαιύηε έρεη κειεηεζεί από πνιινύο εξεπλεηέο.
23,34

 Οη Chi θαη Asher 

κειέηεζαλ ηελ εμάξηεζε ησλ απνιύησλ δηαηνκώλ ζθεδαζκνύ Raman ηεο Tyr ζπλαξηήζεη 

ηεο δηαιπηηθήο ηεο έθζεζεο, ππνινγίδνληαο ηηο δηαηνκέο ζθεδαζκνύ ζε δηάθνξα κείγκαηα 

λεξνύ/πξνπαλόιεο ζε δηάθνξεο αλαινγίεο,
6
 όπνπ επηβεβαηώζεθε όηη ε αύμεζε ηεο 

πδξνθνβηθόηεηαο ηνπ δηαιύηε πξνθαιεί αύμεζε ζηε ηηκή ηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ 

Raman. Απηό επηβεβαηώζεθε θαη από ππνινγηζκνύο δηαηνκώλ ζθεδαζκνύ ηεο Tyr πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα ζπγθεθξηκέλα θαηάινηπα ηα νπνία βξίζθνληαη ‘‘ζακκέλα’’ ή 

πιήξσο εθηεζεηκέλα ζην δηαιύηε ζηελ πξσηετληθή δνκή ηνπ θπηνρξώκαηνο c ζηνλ ηόλν, 

θαζώο θαη ζην ζπέξκα ηεο θάιαηλαο θαη ηεο κπνγινβίλεο ηνπ αιόγνπ, πξσηεΐλεο ησλ 

νπνίσλ νη δνκέο ηνπο είλαη ήδε γλσζηέο θαη ν ππνινγηζκόο ηεο πξνζβάζηκεο επηθάλεηαο 

ησλ αξσκαηηθώλ θαηαινίπσλ ζην δηαιύηε είλαη εθηθηόο.  

΢ηα θάζκαηα ηνπ ΢ρήκαηνο 6.9, εθηόο από ηηο αιιαγέο ζηελ έληαζε ησλ θνξπθώλ, 

παξαηεξείηαη κεηαηόπηζε ηεο θνξπθήο Y9a, ζπλαξηήζεη ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο 

γιπθεξόιεο. ΢πγθεθξηκέλα, ε θνξπθή Y9a κεηαηνπίδεηαη από ηνπο 1181 ζηηο ρακειέο 

ζπγθεληξώζεηο, ζηνπο 1177 cm
-1

 ζε ζπγθεληξώζεηο >37%. Η εξπζξή κεηαηόπηζε ηεο 

θνξπθήο απηήο κπνξεί λα πξνζθέξεη ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηνπο δεζκνύο 

πδξνγόλνπ πνπ ζρεκαηίδεη ην θαηλνιηθό πδξνμύιην.
35

 Η αιιαγή ζηε ζπρλόηεηα ηεο 

ζπρλόηεηαο ηεο θνξπθήο Y9a επηβεβαηώλεη ηελ παξνπζία αιιειεπηδξάζεσλ κε ην 

δηαιπηηθό πεξηβάιινλ. Η εξπζξή κεηαηόπηζε ηεο θνξπθήο Y9a εμαξηάηαη από ηε δίεδξε 

γσλία ηco. Η δίεδξε γσλία ηco ζρεκαηίδεηαη κεηαμύ ηνπ COH ηεο πιεπξηθήο αιπζίδαο θαη 

ηνπ θαηλνιηθνύ δαθηπιίνπ θαη ζρεηίδεηαη κε ηελ απσζηηθή δύλακε κεηαμύ ηνπ πδξνγόλνπ 

ηνπ θαηλνιηθνύ δαθηπιίνπ θαη ηνπ πδξνγόλνπ ηνπ ΟΗ. Οη Takeuchi et al.
35

 έδεημαλ όηη αλ 

ε ηηκή ηεο γσλίαο ηco κεγαιώλεη, ηόηε νη δπλάκεηο van der Walls κεηαμύ ησλ πδξνγόλσλ 

εμαζζελνύλ, παξαηεξείηαη ραιάξσζε ηεο απώζεζεο κεηαμύ ησλ πδξνγόλσλ θαη ε θνξπθή 

Y9a κεηαηνπίδεηαη ζε κηθξόηεξνπο θπκαηαξηζκνύο. Δπνκέλσο, είλαη πηζαλό ε θαηλνιηθή 

πιεπξηθή αιπζίδα ησλ θαηαινίπσλ Tyr λα ζρεκαηίδεη δεζκνύο Η, απνκαθξύλνληαο ην 

θαηλνιηθό ΟΗ από ην C-H ηνπ βελδντθνύ δαθηπιίνπ.  

Η αιιαγή ζηελ έληαζε ησλ θνξπθώλ ηεο Tyr ζην πεπηίδην TTR(105-115) ζε ζπλδπαζκό 

κε ηε κεηαηόπηζε ηεο ζπρλόηεηαο ηεο Y9a, απνδεηθλύνπλ ηελ εμάξηεζε ηεο ηηκήο ησλ 

απόιπησλ δηαηνκώλ ζπληνληζκνύ Raman από ηελ αύμεζε ηνπ πδξόθνβνπ ραξαθηήξα ηνπ 

ηνπηθνύ πεξηβάιινληνο ησλ αξσκαηηθώλ θαηαινίπσλ Tyr. Η ηηκή ηεο δηειεθηξηθήο 
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ζηαζεξάο ηνπ κείγκαηνο γιπθεξόιεο/λεξνύ κεηώλεηαη από 77.17 (10%) ζηα 55.96 (70%) 

κε ηελ αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο γιπθεξόιεο.
36

 Δπνκέλσο, ην πεπηίδην βξίζθεηαη ζε 

έλα θάπσο πην πδξόθνβν πεξηβάιινλ κε ην νπνίν κπνξεί λα αληηδξά, δεδνκέλνπ όηη ην 

πεπηίδην θαηά θύξην ιόγν είλαη πδξόθνβν. Η αύμεζε ηνπ πδξόθνβνπ ραξαθηήξα ηνπ 

πεξηβάιινληνο ησλ θαηαινίπσλ Tyr πηζαλό λα νθείιεηαη ζηελ αύμεζε ησλ πδξνθνβηθώλ 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ γεηηνληθώλ θαηαινίπσλ κε ηελ αλζξαθηθή αιπζίδα ηεο γιπθεξόιεο. 

΢ε πςειέο ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο ηα κόξηα λεξνύ πξνηηκνύλ λα ζρεκαηίδνπλ δεζκνύο 

Η κε ηηο πδξνμπιηθέο νκάδεο ησλ κνξίσλ γιπθεξόιεο, αθήλνληαο ηεο αλζξαθηθέο αιπζίδεο 

ηεο γιπθεξόιεο λα αιιειεπηδξνύλ κεηαμύ ηνπο. Οη αλζξαθηθέο αιπζίδεο ησλ κνξίσλ 

γιπθεξόιεο είλαη πηζαλόλ λα πξνζεγγίδνπλ ην θεληξηθό ηκήκα ηνπ πεπηηδίνπ, 

δεκηνπξγώληαο έλα επξύηεξν πδξόθνβν ππξήλα. Δπηπιένλ, ε απμεκέλε πνισζηκόηεηα 

ησλ CH2 όπσο πξνέθπςε από ηνλ ππνινγηζκό ηεο ζR, πξνθαιεί κεγάιε ζηηγκηαία δηπνιηθή 

ξνπή, ε νπνία κπνξεί λα πξνάγεη ηζρπξή έιμε κεηαμύ ηνπο, αλαπηύζζνληαο δπλάκεηο van 

der Waals, ή δπλάκεηο London/δηαζπνξάο. Από ηελ άιιε πιεπξά ηα θαηάινηπα Tyr 

έρνληαο κόξηα γιπθεξόιεο ζην επξύηεξό ηνπο πεξηβάιινλ θαη δεδνκέλνπ όηη παξαηεξείηαη 

εξπζξή κεηαηόπηζε ηεο Y9a, είλαη πηζαλόλ λα ζρεκαηίδεη ελδνκνξηαθνύο δεζκνύο Η κε 

γεηηνληθέο πιεπξηθέο αιπζίδεο ή κε ηελ θύξηα αιπζίδα. Δπηπξόζζεηα, ε κεγάιε αιιαγή 

πνπ παξαηεξείηαη ζην ηνπηθό πεξηβάιινλ ηνπ πεπηηδίνπ κε ηελ αύμεζε ηεο γιπθεξόιεο 

κπνξεί λα πξνάγεη ην ζρεκαηηζκό δεζκώλ Η κεηαμύ ησλ δύν θαηαινίπσλ Tyr, 

πηνζεηώληαο κηα πην θιεηζηή δνκή. Οη Behrends et al. κειέηεζαλ ηε καθξνζθνπηθή 

ηδηόηεηα ηεο δηειεθηξηθήο ζηαζεξάο δηάθνξσλ κεηγκάησλ γιπθεξόιεο/λεξνύ θαη 

ππνιόγηζαλ ηνπο δηειεθηξηθνύο ρξόλνπο ραιάξσζεο.
37

 Οη ηειεπηαίνη παξαηήξεζαλ δύν 

ραξαθηεξηζηηθνύο ρξόλνπο απνδηέγεξζεο, νη νπνίνη δειώλνπλ ηελ παξνπζία δύν ηνπηθώλ 

κηθξνπεξηβάιινλησλ κέζα ζην δηάιπκα ηεο γιπθεξόιεο/λεξνύ. Δπνκέλσο, ην πδξόθνβν 

ηνπηθό πεξηβάιινλ ηνπ δηαιύκαηνο, ην νπνίν ζρεκαηίδεηαη από ηηο αλζξαθηθέο αιπζίδεο 

ησλ κνξίσλ γιπθεξόιεο, πξνζεγγίδεη ην πδξόθνβν πεπηίδην, αθήλνληαο ηα κόξηα ηνπ 

λεξνύ καθξηά.  

Από κειέηεο πνπ αθνξνύζαλ ηε κειέηε ηεο δηαιπηνπνίεζεο ησλ πξσηετληθώλ ζπζηεκάησλ 

ζε κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ, βξέζεθε όηη κόλν ηα κόξηα λεξνύ ζπκκεηέρνπλ ζηελ 

επηδηαιύησζε ησλ πξσηετλώλ (πξώηε ζηηβάδα επηδηαιύησζεο), ζρεκαηίδνληαο έλα 

θέιπθνο γύξσ από ηηο ζθαηξηθέο πξσηεΐλεο κε ηα κόξηα ηεο γιπθεξόιεο λα εμαηξνύληαη 

από ηελ επηθάλεηα ηεο πξσηεΐλεο (΢ρήκα 6.11).
38-40

 Δληνύηνηο, ζηελ πεξίπησζε ηνπ 

πδξόθνβνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115), ην νπνίν ζύκθσλα κε ηα πξνεγνύκελα πεηξακαηηθά 

καο απνηειέζκαηα δηαζέηεη εθηεηακέλε δηακόξθσζε ζηελ πγξή θάζε, ηα κείγκαηα 
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γιπθεξόιεο/λεξνύ δελ αλακέλνληαη λα εκθαλίζνπλ ηελ ίδηα δξάζε, δειαδή έλα αλάινγν 

θαηλόκελν κε ηελ πεξίπησζε ησλ ζθαηξηθώλ πξσηετλώλ. 

 

΢τήκα 6.11: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο επηιεθηηθήο επηδηαιύησζεο ηεο 

ιπζνδύκεο ζε κείγκα γιπθεξόιεο/λεξνύ. Αξηζηεξά: oη θύθινη κε ζθνύξν θαη αλνηθηό κπιε 

αληηζηνηρνύλ ζηα κόξηα λεξνύ πνπ βξίζθνληαη ζηελ πξώηε ζηηβάδα επηδηαιύησζεο θαη ζην 

δηάιπκα, αληίζηνηρα. Οη θύθινη κε ζθνύξν θαη αλνηθηό ρξώκα αληηζηνηρνύλ ζηα κόξηα ηεο 

γιπθεξόιεο. Γεμηά: ε θίηξηλε γξακκή αληηζηνηρεί ζηελ πξώηε ζηηβάδα επηδηαιύησζεο.
38

      

΢ηελ πεξίπησζε απηή, ην πεπηίδην θαη εηδηθόηεξα ηα θαηάινηπα Tyr βηώλνπλ έλα 

πδξόθνβν πεξηβάιινλ, απμάλνληαο ηελ ηηκή ηεο απόιπηεο δηαηνκήο ζπληνληζκνύ Raman. 

Δπνκέλσο, γηα κηθξά πεπηίδηα θαη γηα πξσηεΐλεο πνπ δελ εκθαλίδνπλ ζθαηξηθή γεσκεηξία, 

ηα κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ δελ θάλνπλ θαηά αλάγθε πην ζπκπαγή ηε δνκή ηνπο νύησο 

ώζηε λα κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ σο βηνινγηθό θξπνπξνζηαηεπηηθό, 

ζηαζεξνπνηώληαο ηε θπζηθή ηνπο δνκή. Δληνύηνηο, εηο βάζνο αλάιπζε ηεο δνκήο πνπ 

πηνζεηεί ην πεπηίδην ζηα κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ ζε πςειέο ζπγθεληξώζεηο 

γιπθεξόιεο κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί κε ρξήζε ππνινγηζηηθώλ κεζόδσλ. Πεξεηαίξσ 

πεηξακαηηθή κειέηε ηεο δηακόξθσζεο ηνπ πεπηηδίνπ κε ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο 

ζπληνληζκνύ Raman δελ έρεη θαηαζηεί δπλαηή εθόζνλ νη θνξπθέο ακηδίνπ 

αιιεινεπηθαιύπηνληαη από θνξπθέο ηεο γιπθεξόιεο πνπ εκθαλίδνληαη ζηελ ίδηα πεξηνρή. 

Δπηπιένλ, ρξήζε ηεο ηζνηνπηθήο αληαιιαγήο H/D δελ κπνξεί λα πξνζθέξεη πεξηζζόηεξεο 

πιεξνθνξίεο αθνύ θαη πάιη παξαηεξείηαη αιιεινεπηθάιπςε ησλ θνξπθώλ.          Γα
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   ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

  

΢ΤΜΠΕΡΑ΢ΜΑΣΑ 

΢ηα πιαίζηα ηεο παξνύζαο Δηδαθηνξηθήο Δηαηξηβήο, έρεη ραξαθηεξηζηεί γηα πξώηε θνξά 

εθηελώο ε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πγξή θάζε θαη ε ζπκπεξηθνξά ηνπ κε 

ηε ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο ζπληνληζκνύ Raman. Σα θπξηόηεξα ζπκπεξάζκαηα πνπ 

εμάγνληαη από ηε ζπζηεκαηηθή απηή κειέηε ζπλνςίδνληαη ζην παξόλ θεθάιαην.  

Ο ζπλδπαζκόο ηεο απμεκέλεο ηηκήο ηνπ pKa γηα ηα θαηάινηπα Tyr ζην πεπηίδην ζε ζρέζε 

κε ηελ ηηκή ηεο ειεύζεξεο Tyr, καδί κε ηηο κεηαβνιέο ζηε ζπρλόηεηα ησλ δνλήζεσλ Tyr, 

θαζώο θαη ε κειέηε ηεο θνξπθήο ηνπ θαηλνιηθνύ ΟΗ ζηα θάζκαηα UVRR, νδεγεί ζηελ 

άληιεζε ζεκαληηθώλ πιεξνθνξηώλ ζρεηηθά κε ηε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ ζην δηάιπκα. 

΢πγθεθξηκέλα, ζπλεπάγεηαη όηη ηα δύν θαηάινηπα Tyr ππόθεηληαη ζε δύν δηαθνξεηηθά 

ηνπηθά πεξηβάιινληα ζηελ πγξή θάζε, ζε αληίζεζε κε ηελ ειεύζεξε πξόζβαζε ζην 

δηαιύηε πνπ ηνπο επηηξέπεη ε εθηεηακέλε δηακόξθσζε ζηε ζηεξεά θάζε. Σν θαηάινηπν 

Tyr105 πνπ βξίζθεηαη ζην Ν-ηειηθό άθξν ηνπ πεπηηδίνπ δηαζέηεη κεγάιε πξνζβάζηκε 

επηθάλεηα ζην δηαιύηε, κε ηε θαηλνιηθή πιεπξηθή ηνπ αιπζίδα λα είλαη πιήξσο 

εθηεζεηκέλε θαη λα επεξεάδεηαη από ην ηνπηθό πεξηβάιινλ ηεο (αιιαγή pH). Αληίζεηα, ην 

θαηάινηπν Tyr114 ζρεκαηίδεη ελδνκνξηαθνύο δεζκνύο, εκπνδίδνληαο ηελ απνπξσηνλίσζή 

ηνπ ζε βαζηθό πεξηβάιινλ. Οη αιιειεπηδξάζεηο απηέο πηζαλόηεηα λα νθείινληαη ζην 

ζρεκαηηζκό ελδνκνξηαθώλ δεζκώλ κεηαμύ ηεο OH νκάδαο ηνπ θαηαινίπνπ Tyr114 θαη 

ησλ γεηηνληθώλ ηνπ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ. Η ύπαξμε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ απηώλ 

επηβεβαηώλεηαη από ηηο πξνζνκνηώζεηο Μνξηαθήο Δπλακηθήο νη νπνίεο έδεημαλ όηη νη 

θπξηόηεξεο αιιειεπηδξάζεηο παξνπζηάδνληαη ζην ηκήκα 8-11, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ 

αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ Tyr114 κε Ser112 θαη Pro113. 

 Δηέγεξζε ζηα ~200 nm, όπνπ εληζρύεηαη ν ζθεδαζκόο Raman από ην ρξσκνθόξν ακίδην, 

επηηξέπεη ηελ αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ. Πξνζνκνίσζε ησλ 

θαζκάησλ ρξεζηκνπνηώληαο έλα γξακκηθό ζπλδπαζκό ησλ θαζκάησλ pure secondary 

structure Raman spectra (PSSRS) θαη ηνπ θάζκαηνο ηνπ πδαηηθνύ δηαιύκαηνο ηεο 

ειεύζεξεο Tyr, έδσζε πνζνηηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηε δηακόξθσζε ηνπ πεπηηδίνπ ζηελ 

πγξή θάζε, ζπλαξηήζεη ηεο ζεξκνθξαζίαο. ΢πγθεθξηκέλα, ε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ TTR 
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(105-115) ζε ζεξκνθξαζηαθό εύξνο 10-21 °C πεξηέρεη 70% ζπλεηζθνξά β-ζηξνθήο θαη 

30% από ηπραίν ζπείξσκα. ΢ε πςειόηεξεο ζεξκνθξαζίεο (28 °C) ην πεπηίδην πηνζεηεί 

δνκή ε νπνία αληηζηνηρεί θαηά θύξην ιόγν ζε δηακόξθσζε β-ζηξνθήο. Η ρξήζε ζηεο 

ζηαηηζηηθήο κεζόδνπ ICA, σο αλεμάξηεηεο κεζόδνπ πξνζδηνξηζκνύ ηεο δεπηεξνηαγνύο 

δνκήο, έδσζε κόλν έλα αλεμάξηεην ζηνηρείν, ην νπνίν ήηαλ παλνκνηόηππν κε ην θάζκα 

ηεο ειεύζεξεο Tyr, αγλνώληαο έηζη ηε ζπλεηζθνξά από ηηο ρακειέο ζε έληαζε επξείεο 

θνξπθέο ησλ ακηδίσλ. Επνκέλσο, ζηηο πεξηπηώζεηο ησλ κηθξώλ πεπηηδίσλ πνπ πεξηέρνπλ 

αξσκαηηθά θαηάινηπα ζε πςειέο ζπγθεληξώζεηο, ε κέζνδνο ICA δελ κπνξεί λα αλαιύζεη 

ηα θάζκαηα ησλ πεπηηδίσλ ζηα επηκέξνπο δεπηεξνηαγή ζηνηρεία πνπ ζπλζέηνπλ ηε δνκή 

ηνπο. Σέινο, νη πξνζνκνηώζεηο Μνξηαθήο Δπλακηθήο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ, έδσζαλ 

κηα μεθάζαξε εηθόλα γηα ηε δεπηεξνηαγή δνκή ηνπ πεπηηδίνπ. Οη πξνζνκνηώζεηο ππέδεημαλ 

όηη ε θπξίαξρε δηακόξθσζε ηνπ πεπηηδίνπ είλαη ην ηπραίν ζπείξσκα (θπξίσο ζηελ πεξηνρή 

1-3) κε ην ζρεκαηηζκό β-ζηξνθώλ ζην θεληξηθό ηκήκα ηεο αθνινπζίαο ηνπ πεπηηδίνπ 

(θαηάινηπα 4-7), ησλ νπνίσλ ν πιεζπζκόο απμάλεηαη κε ηε ζεξκνθξαζία, απνηειέζκαηα 

πνπ επηβεβαηώλνπλ θαη εληζρύνπλ ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα. Επηπιένλ, ε αλάιπζε 

ησλ δίεδξσλ γσληώλ ε νπνία ππνδεηθλύεη όηη ε δηακόξθσζε PPII δελ είλαη ν θπξίαξρνο 

πιεζπζκόο ζηελ θαηάζηαζε ηεο ηπραίαο δηακόξθσζεο, δηθαηνινγεί ηελ παξάιεηςε ηεο 

ζπλεηζθνξάο ηεο PPII δηακόξθσζεο θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο αλάιπζεο ησλ θαζκάησλ 

UVRR ζηα ~200 nm. 

 Η κειέηε ηεο επίδξαζεο πδαηηθώλ δηαιπκάησλ πνιππδξηθώλ αιθννιώλ, 

(γιπθεξόιε/λεξό) ζην πδξόθνβν πεπηίδην TTR(105-115) κε εθηεηακέλε δηακόξθσζε ζηελ 

πγξή θάζε, παξείρε πιεξνθνξίεο γηα ην ηνπηθό πεξηβάιινλ ησλ  θαηαινίπσλ Tyr. 

΢πγθεθξηκέλα, ε αύμεζε ηεο ηηκήο ηεο απόιπηεο δηαηνκήο ζθεδαζκνύ Raman όισλ ησλ 

δνλήζεώλ ηεο Tyr κε ηελ αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο γιπθεξόιεο ζην δηάιπκα, 

επηδεηθλύεη ηε κεηαβνιή ηνπ ηνπηθνύ πεξηβάιινληνο ησλ θαηαινίπσλ απηώλ ζε πην 

πδξόθνβν, όπσο ζα αλακελόηαλ θαηά ηε δηαδηθαζία ηληδνπνίεζεο. Η αύμεζε ηνπ 

πδξόθνβνπ ραξαθηήξα ηνπ πεξηβάιινληνο ησλ θαηαινίπσλ Tyr πηζαλό λα νθείιεηαη ζηελ 

αύμεζε ησλ πδξνθνβηθώλ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ γεηηνληθώλ θαηαινίπσλ κε ηελ 

αλζξαθηθή αιπζίδα ηεο γιπθεξόιεο. ΢ε πςειέο ζπγθεληξώζεηο γιπθεξόιεο, ηα κόξηα 

λεξνύ πξνηηκνύλ λα ζρεκαηίδνπλ δεζκνύο Η κε ηηο πδξνμπιηθέο νκάδεο ησλ κνξίσλ 

γιπθεξόιεο, αθήλνληαο ηεο αλζξαθηθέο αιπζίδεο ηεο γιπθεξόιεο λα αιιειεπηδξνύλ 

κεηαμύ ηνπο. Οη αλζξαθηθέο αιπζίδεο ησλ κνξίσλ γιπθεξόιεο είλαη πηζαλόλ λα 

πξνζεγγίδνπλ ηα θεληξηθό ηκήκα ηνπ πεπηηδίνπ, δεκηνπξγώληαο έλα επξύηεξν πδξόθνβν 
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ππξήλα. Από ηελ άιιε πιεπξά, ηα θαηάινηπα Tyr έρνληαο κόξηα γιπθεξόιεο ζην επξύηεξό 

ηνπο πεξηβάιινλ θαη δεδνκέλνπ όηη παξαηεξείηαη εξπζξή κεηαηόπηζε ηεο Y9a, είλαη 

πηζαλόλ λα ζρεκαηίδεη ελδνκνξηαθνύο δεζκνύο Η κε γεηηνληθέο πιεπξηθέο αιπζίδεο ή κε 

ηελ θύξηα αιπζίδα. Επηπξόζζεηα, ε κεγάιε αιιαγή πνπ παξαηεξείηαη ζην ηνπηθό 

πεξηβάιινλ ηνπ πεπηηδίνπ κε ηελ αύμεζε ηεο γιπθεξόιεο κπνξεί λα πξνάγεη ην 

ζρεκαηηζκό δεζκώλ Η κεηαμύ ησλ δύν θαηαινίπσλ Tyr, πηνζεηώληαο κηα πην θιεηζηή 

δνκή. Επνκέλσο, γηα ηα κηθξά πεπηίδηα θαη γηα ηηο πξσηεΐλεο πνπ δελ εκθαλίδνπλ ζθαηξηθή 

γεσκεηξία, ηα κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ δελ εκθαλίδνπλ ηελ ίδηα δξάζε, αλάινγν 

θαηλόκελν κε ηελ πεξίπησζε ησλ ζθαηξηθώλ πξσηετλώλ. Εληνύηνηο, εηο βάζνο αλάιπζε ηεο 

δνκήο πνπ πηνζεηεί ην πεπηίδην ζηα κείγκαηα γιπθεξόιεο/λεξνύ ζε πςειέο ζπγθεληξώζεηο 

γιπθεξόιεο κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί κε ρξήζε ππνινγηζηηθώλ κεζόδσλ. 

Είλαη ηδηαίηεξα ζεκαληηθό λα αλαθεξζεί όηη όια ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα πνπ 

πξνθύπηνπλ από ηε παξνύζα Δηδαθηνξηθή Δηαηξηβή νθείινληαη ζηηο δνκηθέο αιιαγέο ηνπ 

πεπηηδίνπ TTR(105-115) ζηελ πγξή θάζε θαη όρη ζην ζρεκαηηζκό ζπζζσκαησκάησλ θαη 

ηειηθώλ ηληδίσλ, δεδνκέλνπ όηη ζε όιεο ηηο πεηξακαηηθέο κειέηεο ε ζπγθέληξσζε ηνπ 

πεπηηδίνπ παξέκεηλε ζε ρακειά επίπεδα (~1.4 mM). Εληνύηνηο, απνηεινύλ ην πξώην βήκα 

γηα ηελ θαηαλόεζε ησλ δνκηθώλ αιιαγώλ πνπ ελδέρεηαη λα ζπκβνύλ θαηά ην ζρεκαηηζκό 

ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ.       
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Η παπούζα Διδακηοπική Διαηπιβή πποεηοίμαζε ηο έδαθορ και έδυζε ηο έναςζμα για ηη 

μελέηη ηηρ διαδικαζίαρ ζσημαηιζμού αμςλοειδών ινιδίυν από ηο ππόηςπο πεπηίδιο 

TTR(105-115). Μελλονηική επγαζία ζε αςηό ηο θέμα ζςμπεπιλαμβάνει ηιρ πιο κάηυ 

μελέηερ.    

 Μελέηη ηυν πολύ απσικών ζηαδίυν ηηρ διαδικαζίαρ ζςζζυμάηυζηρ ηος πεπηιδίος 

TTR(105-115) με ηη θαζμαηοζκοπία σπονικήρ ανάλςζηρ ζςνηονιζμού Raman (TRRR), 

σπηζιμοποιώνηαρ ηη βέληιζηη οπηική διάηαξη πος καηαζκεςάζηηκε ζηα πλαίζια ηηρ 

Παπούζαρ Διδακηοπικήρ Διαηπιβήρ. Η δςναμική ηηρ ζςζζυμάηυζηρ θα εξεηαζηεί καηόπιν 

άλμαηορ θεπμοκπαζίαρ (Σ-jump)  ζηο δείγμα σπηζιμοποιώνηαρ ένα ςπέπςθπο παλμό laser 

ns και παπακολοςθώνηαρ έπειηα ηη διαδικαζία σπηζιμοποιώνηαρ ηη θαζμαηοζκοπία 

TRRR. Ο θεπμικόρ παλμόρ πος πποκαλεί ηο Σ-jump παίπνει ηο πόλο ηος παλμού 

διέγεπζηρ. Ο παλμόρ διεπεύνηζηρ με ηον οποίο θα μελεηηθεί ηο δείγμα ηος πεπηιδίος είναι 

έναρ ςπεπιώδηρ παλμόρ ζηα ~200 nm. Ο παλμόρ διεπεύνηζηρ ζε αςηά ηα πειπάμαηα ζηη 

σπονοκλίμακα ns θα καθςζηεπήζει σπονικά ζε ζσέζη με ηο θεπμικό παλμό 

σπηζιμοποιώνηαρ μια τηθιακή γεννήηπια καθςζηέπηζηρ. Σα θάζμαηα πος θα ληθθούν 

ζηιρ διάθοπερ σπονικέρ ζηιγμέρ θα μελεηηθούν υρ ππορ ηην αλλαγή ηηρ δομήρ ηος 

πεπηιδίος ζηο σπόνο. ΢ηην ππώηη πεπίπηυζη, πιθανέρ μεηαηοπίζειρ ηυν ζςσνοηήηυν ηυν 

διαθόπυν γνυζηών κοπςθών ζηιρ πεπιοσέρ αμιδίος Ι, ΙΙ, ΙΙΙ και Cα-Η θα δώζοςν ενδείξειρ 

υρ ππορ ηην αλλαγή ηηρ δομήρ ηος πεπηιδίος ζηο σπόνο. Έπειηα, η ένηαζη ζςγκεκπιμένυν 

σαπακηηπιζηικών δονηηικών κοπςθών θα σαπασηεί ζςναπηήζει ηος σπόνος, ούηυρ ώζηε να 

γίνει καηανοηηή η δςναμική ηηρ διαδικαζίαρ ζςζζυμάηυζηρ.     

 Δεδομένος όηι ηα πποφνίδια είναι πεπιζζόηεπο ηοξικά ζηα κύηηαπα παπά ηα ηελικά 

ινίδια, θα γίνει πποζπάθεια ηαςηοποίηζηρ ηυν πιθανών ενδιαμέζυν ειδών καθώρ και ηηρ 

δεςηεποηαγούρ δομή ηοςρ. Χαπακηηπιζμόρ ηέηοιυν ενδιαμέζυν θα ήηαν ζημανηικόρ για 

ηην ανάπηςξη καηάλληλυν αναζηολέυν για ηην αποηποπή ηος ζσημαηιζμού ινιδίυν ζε 

αζθενείρ με πποδιάθεζη ζε αμςλοειδείρ αζθένειερ όπυρ και ηπόπυν ζηόσεςζηρ ηέηοιυν 

ζςζζυμαηυμάηυν ζε θεπαπεςόμενοςρ αζθενείρ.  

 Σα διάθοπα ζηάδια ηος μησανιζμού ζςζζυμάηυζηρ ηος πεπηιδίος TTR(105-115)  ζε 

ππαγμαηικό σπόνο μποπούν να σαπακηηπιζηούν ποζοηικά, με σπήζη ηηρ θαζμαηοζκοπίαρ 

ζςνηονιζμού Raman 2D correlation (2DCoS). Αςηή η ηεσνική παπέσει ηη δςναηόηηηα 
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πποζδιοπιζμού ηυν διαδοσικών ζηαδίυν δομικήρ εξέλιξηρ και ηιρ σπονικέρ ζηιγμέρ πος 

λαμβάνοςν σώπα.  Η ανάλςζη 2D correlation επιηπέπει ηο διασυπιζμό κοπςθών οι οποίερ 

αλληλοεπικαλύπηονηαι ζηα θάζμαηα Raman ππυηεφνών και ηιρ αναλύει ζηα επιμέποςρ 

ζςζηαηικά ηα οποία ανηιζηοισούν ζηα διάθοπα δεςηεποηαγή ζηοισεία ηηρ δομήρ.  
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