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ΜΕΛΕΤΗ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΜΕΛΕΤΗ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ 

ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ ΜΕ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ ΕΝΩΣΕΩΝ ΜΕ 

ΒΙΟΜΟΡΙΑΒΙΟΜΟΡΙΑ

1

Βιοµόρια που µελετώνταιΒιοµόρια που µελετώνται

• DNA (γραµµικό, πλασµιδιακό, κυκλικό)

• Πρωτεΐνες µεταφοράς (αλβουµίνη, τρανσφερίνη)

• Πρωτεΐνες που σχετίζονται µε διάφορες ασθένειες 

(ως πιθανοί στόχοι) ή µονοπάτια δράσης (πιθανός 

µηχανισµός)
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ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΟΥ DNA ΜΕ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΟΥ DNA ΜΕ 

ΧΗΜΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ ΧΗΜΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ 

Οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις (αντικατάσταση 

ευκίνητων ligands των συµπλόκων από Ν κάποιας 

βάσης του DNA)

Μη-οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις (παρεµβολή, 

συναρµογή στις αύλακες, ηλεκτροστατικές 

αλληλεπιδράσεις)

Ρήξη (σπάσιµο κλώνων ή αλυσίδας)

3

ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΜΕΛΕΤΗΣΜΕΘΟ∆ΟΙ ΜΕΛΕΤΗΣ

• Φασµατοσκοπία υπεριώδους-ορατού (UV-vis)

• Φασµατοσκοπία κυκλικού διχροϊσµού (CD)

• Ιξωδοµετρία

• Κυκλική βολταµµετρία

• Προσδιορισµός της θερµοκρασίας µετουσίωσης 
του DNA

• Ανταγωνιστική δράση µε ουσίες που έχουν 
γνωστό τρόπο δράσης µε το DNA

• Ηλεκτροφόρηση

• Molecular docking
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Φασµατοφωτόµετρο Φασµατοφωτόµετρο UVUV--visvis

Φάσµα Φάσµα UVUV--visvis διαλύµατος διαλύµατος DNADNA
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λmax = 258-260 nm,     ε = 6600 M-1cm-1

A = ε C d � C = A/(ε d)
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Φασµατοσκοπία Φασµατοσκοπία UVUV

• υπερχρωµία (αύξηση της απορρόφησης) � ένδειξη 

καταστροφής δεσµών υδρογόνου µεταξύ των 

βάσεων (της δευτεροταγούς δοµής DNA) 

• υποχρωµία � παρεµβολή

• η µετατόπιση του λmax προς µεγαλύτερα λ 

(βαθυχρωµία ή ερυθρή µετατόπιση, red-shift) �

σταθεροποίηση ελικοειδούς δοµής DNA. 

• η µετατόπιση του λmax µικρότερα λ (υψιχρωµία ή 

κυανή µετατόπιση, blue-shift) αποσταθεροποίηση

της έλικας του DNA

DNA + DNA + ένωσηένωση

220 240 260 280 300 320
0.0

0.4

0.8

1.2

A

λ (nm)

Υπερχρωμία

Υποχρωμία  +  Βαθυχρωμία

Οι µεταβολές της ταινίας του DNA είναι ένδειξη αλληλεπίδρασης
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Σύµπλοκο + Σύµπλοκο + DNADNA

Υποχρωµία + Βαθυχρωµία
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Εξίσωση Εξίσωση WolfeWolfe--ShimerShimer

• [DNA] = συγκέντρωση διαλύµατος DNA για κάθε 
µέτρηση

• εA = Α/[ένωση] για κάθε µέτρηση

• εf = συντελεστής µοριακής απορρόφησης ελεύθερης 
ένωσης 

• εb = συντελεστής µοριακής απορρόφησης πλήρως 
δεσµευµένης ένωσης 

• Kb (M-1) = σταθερά σύνδεσης στο DNA 
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Σταθερά σύνδεσης στο Σταθερά σύνδεσης στο DNA (KDNA (Kbb))

• Εξίσωση Wolfe-Shimer

• Kb (M-1): Από λόγο της τεταγμένης επί της αρχής προς 

την κλίση της ευθείας ελαχίστων τετραγώνων σε

διαγράμματα του             σε συνάρτηση με [DNA]
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Παράδειγµα υπολογισµούΠαράδειγµα υπολογισµού
• [ΣΥΜΠΛΟΚΟ] = 5x10-5 M,    λmax = 327 nm

A. Tarushi, etal, J. Inorg. Biochem., 2017, 170, 85

Α (327 nm) εA (εΑ-εf) [DNA] [DNA]/(εΑ-εf)

0.692 13840 0

0.445 8900 -4.94x103 1.34x10-6 -2.71x10-10

0.193 3860 -9.98x103 5.19x10-6 -5.20x10-10

0.08 1600 -1.22x104 6.43x10-6 -5.25x10-10

0.066 1320 -1.25x104 8.83x10-6 -7.05x10-10

0.075 1500 -1.23x104 1.11x10-5 -9.03x10-10

0.101 2020 -1.18x104 1.34x10-5 -1.13x10-9

0.116 2320 -1.15x104 1.55x10-5 -1.35x10-9

∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ
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ΠΑΡΑ∆ΕΙΓΜΑ ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΥΠΑΡΑ∆ΕΙΓΜΑ ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΥ KKbb

• Η εξίσωση της ευθείας ελαχίστων τετραγώνων 
στο σχήµα βρέθηκε ίση µε:

• y = -1,27*10-10 – 7,41*10-5*x.

• Στην εξίσωση, y =                   και x = [DNA], 

• �

• � Kb = 5.85*105 Μ-1
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Συγκεντρωτικός πίνακαςΣυγκεντρωτικός πίνακας

A. Tarushi, etal, J. Inorg. Biochem., 2017, 170, 85

Band (∆A/A0 
α, ∆λ β) Kb (Μ-1)

[Zn(difl)2(MeOH)4], 1 310(sh) (-15, +2) 4.97(±0.13)×104

[Zn(difl)2(bipyam)], 2 319 (-6.8 , -3) 3.72(±0.16)×104

[Zn(difl)2(bipy)], 3 312 (-5.0, 0) 3.53(±0.22)×105

[Zn(difl)2(phen)], 4 318 (-9.5, 0) 3.88(±0.18)×105

[Zn(difl)2(Hpko)2], 5 328 (-12.0, 0) 5.85(±0.11)×105

α “+” υπερχρωµία, “-” υποχρωµία
β “+” red-shift, “-” blue-shift
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ΙξωδόµετροΙξωδόµετρο

ΙξωδόµετροΙξωδόµετρο για για DNADNA
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ΙΞΩ∆ΟΜΕΤΡΙΑ ΚΑΙ ΙΞΩ∆ΟΜΕΤΡΙΑ ΚΑΙ DNADNA

• Μέτρηση του ιξώδους

• Yδροδυναµική µέτρηση 

• Ευαίσθητη στην αύξηση του µήκους του DNA 

L/LL/L00 = (η/η= (η/η00))
1/31/3

• Αρκετά αξιόπιστη µέθοδος για εξακρίβωση τρόπου 
σύνδεσης

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΙΞΩ∆ΟΜΕΤΡΙΑΣΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΙΞΩ∆ΟΜΕΤΡΙΑΣ

• Παρεµβολή στο DNA � το DNA επιµηκύνεται � το 
ιξώδες αυξάνεται.

• Ηλεκτροστατική σύνδεση µε το DNA � καµιά 
επίδραση στο µήκος του DNA � καµία µεταβολή 
στο ιξώδες. 

• Ρήξη του DNA � το DNA κονταίνει � το ιξώδες 
µειώνεται. 
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ΠΑΡΑ∆ΕΙΓΜΑ ΙΞΩ∆ΟΜΕΤΡΙΑΣΠΑΡΑ∆ΕΙΓΜΑ ΙΞΩ∆ΟΜΕΤΡΙΑΣ
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P. Zivec, etal, J. Inorg. Biochem., 2012, 117, 35

Το ιξώδες παραµένει πρακτικά αµετάβλητο � όχι παρεµβολή

ΠΑΡΑ∆ΕΙΓΜΑ ΙΞΩ∆ΟΜΕΤΡΙΑΣΠΑΡΑ∆ΕΙΓΜΑ ΙΞΩ∆ΟΜΕΤΡΙΑΣ
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Το ιξώδες αυξάνεται σηµαντικά � παρεµβολή

A. Tarushi, etal, J. Inorg. Biochem., 2017, 170, 85
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∆ιάταξη κυκλικής βολταµµετρίας ∆ιάταξη κυκλικής βολταµµετρίας 

Ηλεκτρόδια

Σύρµα Pt
Έλασµα Pt Ηλεκτρόδιο αναφοράς AgCl

∆ιάταξη κυκλικής βολταµµετρίας ∆ιάταξη κυκλικής βολταµµετρίας 
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Κυκλική βολταµµετρία και Κυκλική βολταµµετρία και DNADNA

• συµπληρωµατικά στις φασµατοσκοπικές µεθόδους

• πληροφορίες για οξειδωµένη και ανηγµένη µορφή 
του µετάλλου. 

• Μετατόπιση δυναµικού προς θετικότερες τιµές �
αλληλεπίδραση µετάλλου ή συµπλόκου µέσω 
παρεµβολής

• Μετατόπιση δυναµικού προς αρνητικότερες τιµές �
ύπαρξη ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων 

• Θετική µετατόπιση κάποιου δυναµικού και αρνητική 
µετατόπιση κάποιου άλλου � αλληλεπίδραση 
µετάλλου ή συµπλόκου µε το DNA µε δύο τρόπους: 
µέσω παρεµβολής και ηλεκτροστατικά. 

ΠΑΡΕΜΒΟΛΗ ΣΤΟ ΠΑΡΕΜΒΟΛΗ ΣΤΟ DNADNA
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[Ni(II)] [Ni(I)]Σύμπλοκο Ni(II)    Οξειδοαναγωγικό ζεύγος :

K.C. Skyrianou, J. Inorg. Biochem., 2010, 104, 740
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ΗΛΕΚΤΡΟΣΤΑΤΙΚΗ ΗΛΕΚΤΡΟΣΤΑΤΙΚΗ 

ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΜΕ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΜΕ DNADNA

Σύµπλοκο Cu(II)    Οξειδοαναγωγικό ζεύγος :
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∆ιάταξη∆ιάταξη



Γ. ΨΩΜΑΣ - Αλληλεπίδραση με Βιομόρια 14

ΜΕΤΟΥΣΙΩΣΗ DNA (DENATURATION) ΜΕΤΟΥΣΙΩΣΗ DNA (DENATURATION) 

• οι δύο κλώνοι της έλικας του DNA αλλάζουν δοµή 
στο χώρο αποκτώντας τυχαία διάταξη 

• θέρµανση - ελάττωση της διηλεκτρικής σταθεράς 
του υδατικού περιβάλλοντος - ακραίες τιµές pH 

• Αντιστρεπτή διαδικασία - αποµάκρυνση του 
αιτίου � επανασυσπείρωση της έλικας (annealing) 
ή επαναδιάταξη (renaturation)

Θερµοκρασία Θερµοκρασία µετουσίωσηςµετουσίωσης

του του DNADNA ((TTmm))

• Μέτρο σταθερότητας δοµής
• η θερµοκρασία όπου σπάζουν οι δεσµοί Η µεταξύ των 
ζευγών βάσεων DNA � οι αλυσίδες διαχωρίζονται �
στο διάλυµα ως δύο εντελώς ανεξάρτητα µόρια.

• Η παρεµβολή στις νουκλεοβάσεις σταθεροποιεί τη 
διπλή έλικα, αυξάνοντας το Tm. 

• Όσο µεγαλύτερη είναι η αύξηση της Tm, τόσο 
µεγαλύτερη είναι η παρεµβολή. 
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ΠΑΡΕΜΒΟΛΗ και ΠΑΡΕΜΒΟΛΗ και TTmm
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J. Inorg. Biochem., 2007, 101, 64

Φασµατοσκοπία κυκλικού Φασµατοσκοπία κυκλικού 
διχροϊσµούδιχροϊσµού

Για διάγνωση µεταβολών στη 

µορφολογία του DNA
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Φασµατοφωτόµετρο Φασµατοφωτόµετρο CDCD

Φάσµα Φάσµα CD CD τουτου DNADNA
•• Θετική ταινίαΘετική ταινία, λmax = 275 nm χαρακτηριστική της 

δεξιόστροφης έλικας

•• Αρνητική ταινίαΑρνητική ταινία, λmax = 248 nm, π-π 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ των βάσεων
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τρόπου αλληλεπίδρασης
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Παρεµβολή και Παρεµβολή και CDCD

• Κατά τη συναρµογή µέσω παρεµβολής

• αύξηση στην ένταση των δύο ταινιών του DNA 
καθώς σταθεροποιείται η δεξιόστροφη Β-
διαµόρφωση και αυξάνονται οι π-π αλληλεπιδράσεις 
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Εξωτερική αλληλεπίδρασηΕξωτερική αλληλεπίδραση

∆εν παρατηρείται κάποια 
σηµαντική µεταβολή στην 
καµπύλη του DNA, τότε

• Συναρµογή στην αύλακα ή

• Ηλεκτροστατικές 
αλληλεπιδράσεις
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Μεταβολή Μεταβολή ελικότηταςελικότητας

• Θετική ταινία: προς µεγαλύτερα λ

• χαρακτηριστική µεταβολή της ελικότητας

Μετάπτωση     Β- ���� Α-µορφή
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Ανταγωνιστική δράση µε Ανταγωνιστική δράση µε ενώσεις ενώσεις 
που συνδέονται στο που συνδέονται στο DNADNA µε µε 

γνωστό τρόπογνωστό τρόπο

Η ένωση παρουσιάζει παραπλήσια Kb

µε την ένωση αναφοράς
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Αιθίδιο βρωµίδιο Αιθίδιο βρωµίδιο -- ΕΒΕΒ

• ΕΒ (ethidium bromide, 3,8–Diamino–5–ethyl–6–
phenylphenanthridinium bromide) είναι ένα φθορίζον
µόριο, µία φαινανθριδίνη µε φθορίζουσες ιδιότητες, 
που µπορεί να σχηµατίζει ευδιάλυτα σύµπλοκα µε 
νουκλεϊκά οξέα.

• Το ΕΒ συνδέεται µε το DNA µε παρεµβολή του 
επίπεδου δακτυλίου της φαινανθριδίνης µεταξύ δύο 
γειτονικών βάσεων της διπλής έλικας του DNA 

N

H2N NH2

C2H5

Br

Φασµατοφωτόµετρο φθορισµούΦασµατοφωτόµετρο φθορισµού
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Ανταγωνιστική δράση ΕΒ µε Ανταγωνιστική δράση ΕΒ µε 

φασµατοσκοπία φθορισµούφασµατοσκοπία φθορισµού

• λδιεγ = 540 nm

• EB � λεκπ = 600 nm

• EB+DNA � λεκπ = 592 nm
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A. Tarushi, etal, J. Inorg. Biochem., 2017, 170, 85
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ΕΞΙΣΩΣΗ ΕΞΙΣΩΣΗ STERNSTERN--VOLMERVOLMER

]Q[K+1=]Q[τk+1=
I

Io
SV0q

• Io = αρχικός φθορισµός του EB-DNA

• I = φθορισµός του EB-DNA µετά την προσθήκη της 
ένωσης

• [Q] = συγκέντρωση ένωσης (Quencher)

• τo= ηµιζωή φθορισµού (lifetime) του EB-DNA = 23 ns

• KSV (σε Μ-1) = σταθερά Stern-Volmer

• kq (σε Μ-1s-1) = σταθερά απόσβεσης φθορισµού
(quenching)

• ΚSV από κλίση της ευθείας ελαχίστων τετραγώνων

Παράδειγµα υπολογισµούΠαράδειγµα υπολογισµού
• [DNA] = 5.4x10-5 M,    Io = 7300

[Compl]f I592 r %I/Io [comp] Io/I

0 7300 0.000 100.00 0 1.000

4.95x10-7 6300 0.009 86.30 4.95x10-7 1.159

9.804x10-7 6105 0.018 83.63 9.804x10-7 1.196

1.456x10-6 6001 0.027 82.21 1.456x10-6 1.216

1.923x10-6 5334 0.036 73.07 1.923x10-6 1.369

2.381x10-6 5051 0.044 69.19 2.381x10-6 1.445

2.83x10-6 5030 0.053 68.90 2.83x10-6 1.451

3.271x10-6 4832 0.061 66.19 3.271x10-6 1.511

3.704x10-6 4665 0.069 63.90 3.704x10-6 1.565

4.128x10-6 4569 0.077 62.59 4.128x10-6 1.598

4.545x10-6 4294 0.084 58.82 4.545x10-6 1.700

5.357x10-6 4177 0.100 57.22 5.357x10-6 1.748

6.14x10-6 3815 0.114 52.26 6.14x10-6 1.913

6.897x10-6 3519 0.128 48.21 6.897x10-6 2.074

7.627x10-6 3509 0.142 48.07 7.627x10-6 2.080

8.333x10-6 3164 0.155 43.34 8.333x10-6 2.307

9.184x10-6 3118 0.171 42.71 9.184x10-6 2.341

1x10-5 2833 0.186 38.81 1x10-5 2.577

1.078x10-5 2786 0.200 38.16 1.078x10-5 2.620

1.154x10-5 2541 0.214 34.81 1.154x10-5 2.873

1.23x10-5 2218 0.228 30.38 1.23x10-5 3.291

1.30x10-5 2061 0.241 28.23 1.30x10-5 3.542

1.36x10-5 1940 0.253 26.58 1.36x10-5 3.763

100 % - r Stern-Volmer

A. Tarushi, etal, J. Inorg. Biochem., 2017, 170, 85
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∆ιαγράµµατα ∆ιαγράµµατα -- ΑποτελέσµαταΑποτελέσµατα

∆I/Io (%) 73.4

KSV (Μ-1) 1.50(±0.04)×105

kq (M-1s-1) 6.53(±0.15)×1012
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Συγκεντρωτικός πίνακαςΣυγκεντρωτικός πίνακας

Complexes ∆I/Io (%) KSV (Μ-1) kq (M-1s-1)

Hdifl 65.0 8.59(±0.35)×105 3.73(±0.15)×1013

[Zn(difl)2(MeOH)4], 1 74.9 1.08(±0.03)×105 4.69(±0.11)×1012

[Zn(difl)2(bipyam)], 2 77.3 5.16(±0.14)×105 2.24(±0.06)×1013

[Zn(difl)2(bipy)], 3 73.4 1.50(±0.04)×105 6.53(±0.15)×1012

[Zn(difl)2(phen)], 4 71.1 6.98(±0.23)×104 3.04(±0.10)×1012

[Zn(difl)2(Hpko)2], 5 74.5 2.10(±0.05)×105 9.12(±0.20)×1012

A. Tarushi, etal, J. Inorg. Biochem., 2017, 170, 85
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ΗλεκτροφόρησηΗλεκτροφόρηση πηκτής πηκτής 

αγαρόζηςαγαρόζης

ΠροετοιµασίαΠροετοιµασία
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ΗλεκτροφόρησηΗλεκτροφόρηση

ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ

ΠΗΚΤΗΣ ΠΗΚΤΗΣ ΑΓΑΡΟΖΗΣΑΓΑΡΟΖΗΣ

• Agarose gel electrophoresis

• Μελέτη της κινητικότητας του DNA, όταν αυτό έχει 
επωαστεί µε τη χηµική ένωση 

• εφαρµογή διαφοράς δυναµικού κατά µήκος πηκτής 
αγαρόζης 

• µικρότερα θραύσµατα διανύουν µεγαλύτερη 
απόσταση κατά µήκος της πηκτής σε σχέση µε το 
αρχικό DNA



Γ. ΨΩΜΑΣ - Αλληλεπίδραση με Βιομόρια 25

ΕµφάνισηΕµφάνιση

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗΣΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗΣ

• µη οµοιοπολική αλληλεπίδραση, και 
κυρίως κατά την παρεµβολή � αυξάνει 
το µέγεθος του DNA λόγω της 
συσσωµάτωσης � δεν εµφανίζει 
κινητικότητα, αλλά παρατηρείται 
κατακρήµνιση στην αρχή της διαδροµής

• ρήξη του DNA � προκύπτουν 
θραύσµατα µικρότερου µεγέθους που 
κινούνται ταχύτερα από το DNA µε 
αποτέλεσµα να διανύουν µεγαλύτερη 
διαδροµή. 
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ΑποτελέσµαταΑποτελέσµατα
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A. Tarushi, etal, J. Inorg. Biochem., 2013, 121, 53

Molecular dockingMolecular docking

Εύρεση τρόπου αλληλεπίδρασης και 
περιοχής σύνδεσης στο DNA µε τη 
βοήθεια θεωρητικών υπολογισµών
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Molecular dockingMolecular docking

E. Irgi, etal, RSC. Adv., 2015, 5, 36353

Molecular dockingMolecular docking

A. Tarushi, etal, J. Inorg. Biochem., 2017, 170, 85
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ΜΕΛΕΤΗ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΜΕ ΜΕΛΕΤΗ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΜΕ 
ΑΛΒΟΥΜΙΝΕΣ ΟΡΟΥΑΛΒΟΥΜΙΝΕΣ ΟΡΟΥ

ΑλβουµίνηΑλβουµίνη ((ΛευκωµατίνηΛευκωµατίνη))

• Η σηµαντικότερη πρωτεΐνη του πλάσµατος

• Συντίθεται στο ήπαρ.

• Εισέρχεται στην κυκλοφορία διαµέσου της ηπατικής 
φλέβας, ελεύθερα στον εξωαγγειακό χώρο και 
επανέρχεται στην κυκλοφορία διαµέσου των 
λεµφικών αγγείων.

• Το περιεχόµενο της αλβουµίνης στο σύνολο του 
λευκώµατος είναι περίπου 60% της συνολικής 
πρωτεΐνης. Η διάρκεια ζωής της στον ορό του 
αίµατος είναι 17 µέρες.
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Αλβουµίνη στο αίµαΑλβουµίνη στο αίµα

Ρόλος ΑλβουµίνηςΡόλος Αλβουµίνης

Συµµετέχει σε σηµαντικές λειτουργίες οργανισµού. 

• Μεταφορέας πολλών µικρών µορίων: ∆εσµεύει-
µεταφέρει ουσίες (π.χ. ελεύθερα λιπαρά οξέα, 
φωσφολιπίδια, µεταλλικά ιόντα, αµινοξέα, 
φάρµακα, ορµόνες) + απαραίτητη για µεταβολισµό 
τους και αποτοξίνωση

• ∆ιατήρηση της οσµωτικής πίεσης: διανοµή των 
σωµατικών υγρών µεταξύ των ενδοαγγειακών
τµηµάτων και των ιστών του σώµατος, αποτρέπει 
τη διαρροή υγρών από τα αιµοφόρα αγγεία
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∆ράσεις της αλβουµίνης∆ράσεις της αλβουµίνης

• ∆ιατήρηση της οσµωτικής πίεσης

• ∆ιατήρηση της ενδοαγγειακής πίεσης

• Συνοχή µικρών αγγείων

• Αντιπηκτική δράση

• Ισορροπία οξέων-βάσεων

• Αντιοξειδωτική δράση

• Μεταφορά φαρµάκων

• Μεταφορά ιόντων, λιπαρών οξέων, ορµονών

Μειωµένα επίπεδα αλβουµίνηςΜειωµένα επίπεδα αλβουµίνης

• Ηπατική δυσλειτουργία ή ανεπάρκεια

• Υποσιτισµός

• Γαστρεντεροπάθεια µε απώλεια λευκωµάτων 
(protein-losing enteropathy και νόσος Menetrier)

• Νεφρωσικό σύνδροµο

• Χρόνιες συστηµατικές φλεγµονές

• Ορµονικές διαταραχές
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Είδη αλβουµινώνΕίδη αλβουµινών

• Bovine serum albumin (BSA)

• Human serum albumin (HSA)

• Egg serum albumin

BSA BSA -- HSAHSA

• ∆οµικά είναι οµόλογες

• ∆ιαφέρουν ως προς τη θέση και τον αριθµό 
κάποιων αµινοξέων

• BSA: δύο τρυπτοφάνες στις θέσεις 134 και 212, 
Trp-134 & Trp-212

• HSA: µία τρυπτοφάνη στη θέση 214, Trp-214
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∆οµή∆οµή

Θέσεις δέσµευσης Θέσεις δέσµευσης (binding sites)(binding sites)
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Site 1Site 1
thyroxine

indoxyl sulfate

Warfarin

Azidothymidine

Azapropazone Indomethacin

Site 2Site 2
thyroxine

indoxyl sulfate

Halothane

Ibuprofen

Diazepam

Propofol
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Site 3Site 3

Fusidic acid

Lidocaine χολερυθρίνη bilirubin

Hemin

Θέσεις δέσµευσης Θέσεις δέσµευσης (binding sites)(binding sites)
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Μελέτη αλληλεπίδρασηςΜελέτη αλληλεπίδρασης

• Με φασµατοσκοπία UV-vis

• Με φασµατοσκοπία φθορισµού

Φάσµα Φάσµα UVUV αλβουµίνηςαλβουµίνης

λmax = 280-295 nm
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Μελέτη µε φασµατοσκοπία Μελέτη µε φασµατοσκοπία UVUV--visvis

• Η µεταβολή στην ένταση της ταινίας υποδηλώνει 
µεταβολή της τριτοταγούς δοµής

Μελέτη µε φασµατοσκοπία φθορισµούΜελέτη µε φασµατοσκοπία φθορισµού

• Μήκος διέγερσης (λδιέγερσης, λexcitation) = 280-295 nm

• Το µέγιστο στο φάσµα εκποµπής εµφανίζεται 
ανάλογα µε το λδιεγ και την αλβουµίνη



Γ. ΨΩΜΑΣ - Αλληλεπίδραση με Βιομόρια 37

Φάσµατα φθορισµού εκποµπής Φάσµατα φθορισµού εκποµπής αλβουµίνςαλβουµίνς
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Περιπτώσεις στο φθορισµόΠεριπτώσεις στο φθορισµό

• Η ένωση δεν έχει φθορισµό στην περιοχή 
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X. Totta, etal, J. Inorg. Biochem., 2015, 145, 79
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Περιπτώσεις στο φθορισµόΠεριπτώσεις στο φθορισµό
• Η ένωση έχει φθορισµό µακριά από το λem,max
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Περιπτώσεις στο φθορισµόΠεριπτώσεις στο φθορισµό
• Η ένωση έχει φθορισµό κοντά στο λem,max

HSA+ complex
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X. Totta, etal, New J. Chem., 2017, 41, 4478
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Περιπτώσεις στο φθορισµόΠεριπτώσεις στο φθορισµό
• Η ένωση έχει φθορισµό κοντά στο λem,max
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X. Totta, etal, New J. Chem., 2017, 41, 4478

Εξισώσεις µελέτηςΕξισώσεις µελέτης

• Εξίσωση Stern-Volmer

• Εξίσωση Scatchard
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Εξίσωση Εξίσωση SternStern--VolmerVolmer

• Io = αρχικός φθορισµός του διαλύµατος της αλβουµίνης

• I = φθορισµός του διαλύµατος της αλβουµίνης µετά την 
προσθήκη της ένωσης

• [Q] = συγκέντρωση ένωσης (Quencher)

• τo= ηµιζωή φθορισµού (lifetime) της αλβουµίνης = 10
ns = 10-8 s

• KSV (σε Μ-1) = σταθερά Stern-Volmer

• kq (σε Μ-1s-1) = σταθερά απόσβεσης φθορισµού
(quenching)

• ΚSV από την κλίση της ευθείας ελαχίστων τετραγώνων

]Q[K+1=]Q[τk+1=
I

Io
SV0q

Εξίσωση Εξίσωση ScatchardScatchard

• K (σε M-1) = σταθερά σύνδεσης της ένωσης στην 
αλβουµίνη

• n = αριθµός θέσεων σύνδεσης ανά αλβουµίνη

• Κ από την κλίση της ευθείας ελαχίστων τετραγώνων

Io

∆I
KnK

[Q]

Io
I

−=

∆
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Παράδειγµα υπολογισµούΠαράδειγµα υπολογισµού
• [BSA] = 3x10-5 M, Io = 3000

[Complex] (M) I r % [Compl] Io/I ∆Ι/Io ∆I/(Io[Complex])

0 3000 0 100 0 1

1.5x10-6 2078 0.49261 69.3128753 1.5x10-6 1.442733 0.3068712 207649.544

2.9x10-6 1455 0.97087 48.5323549 2.9x10-6 2.060481 0.5146765 176705.581

4.3x10-6 1107 1.43541 36.9246164 4.3x10-6 2.70822 0.6307538 146475.057

5.7x10-6 865.6 1.88679 28.8725817 5.7x10-6 3.463494 0.7112742 125658.439

7x10-6 713.6 2.32558 23.802535 7x10-6 4.201233 0.7619746 109216.366

9.5x10-6 513.2 3.16742 17.1180787 9.5x10-6 5.841777 0.8288192 87223.3553

12x10-6 421 3.96476 14.0426951 12x10-6 7.12114 0.859573 72267.8082

14x10-6 350.2 4.72103 11.6811207 14x10-6 8.560822 0.8831888 62358.4814

16x10-6 305.9 5.43933 10.203469 16x10-6 9.800588 0.8979653 55029.1562

18x10-6 266.4 6.12245 8.88592395 18x10-6 11.25375 0.9111408 49606.5525

Stern-Volmer Scatchard

∆ιαγράµµατα ∆ιαγράµµατα -- ΑποτελέσµαταΑποτελέσµατα
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r = [complex]/[BSA]

 1

KSV (M–1) 5.70(±0.13)×105

kq (M–1 s–1) 5.70(±0.13)×1013

K(M–1) 3.23(±0.14)×105

n 1.08
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Πίνακας συγκεντρωτικών Πίνακας συγκεντρωτικών 

αποτελεσµάτων για αποτελεσµάτων για BSABSA

BSA

Compound KSV (M–1) kq (M
–1 s–1) K(M–1) n

Hmef 2.78(±0.20)×105 2.78(±0.20)×1013 1.35(±0.22)×105 1.20

[Ni(mef)2(bipy)(MeOH)2], 1 5.70(±0.13)×105 5.70(±0.13)×1013 3.23(±0.14)×105 1.08

[Ni(mef)2(phen)(MeOH)2], 2 2.19(±0.04)×105 2.19(±0.04)×1013 3.10(±0.14)×105 0.93

[Ni(mef)2(bipyam)], 3 2.66(±0.07)×105 2.66(±0.07)×1013 2.33(±0.11)×105 1.04

[Ni(mef)2(Hpko)2], 4 1.56(±0.04)×105 1.56(±0.14)×1013 1.35(±0.07)×105 1.05

[Ni(mef)2(py)2(H2O)2], 5 2.52(±0.05)×105 2.52(±0.05)×1013 3.22(±0.09)×105 0.95

[Ni(mef)2(MeOH)4], 6 1.65(±0.06)×105 1.65(±0.06)×1013 2.11(±0.10)×105 0.96

X. Totta, etal, J. Inorg. Biochem., 2015, 145, 79
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Προσδιορισµός περιοχής δέσµευσηςΠροσδιορισµός περιοχής δέσµευσης

• Φασµατοσκοπικά (ανταγωνιστική δράση)

• Υπολογιστικά (molecular docking)
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Ανταγωνιστική δράσηΑνταγωνιστική δράση ((warfarinwarfarin καικαι ibuprofenibuprofen))

• Sudlow I: warfarin

• Sudlow II: Ibuprofen
Compound K (M-1)

Complex-HSA-Ibu 2.88×104

Complex-HSA 3.12×104

Complex-HSA-War 3.49×103

Σύνδεση στη θέση της warfarin
N. Shahabadi, etal, J. Coord. Chem., 2017, 70, 3186

Molecular dockingMolecular docking
Εύρεση αλληλεπιδράσεων και ελάχιστων ενεργειών

A. Tarushi, etal, J. Inorg. Biochem., 2017, 170, 85

HSA

[Zn(diflunisal)2(bipy)]


