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2. ΑΒΒΡΕςΙΑΤΙΟΝΣ 
 

 

ΑΤΠ    −   αδενοσινε τριπηοσπηατε 
ΒΣΑ    −   βοϖινε σερυµ αλβυµινε 
ΧΠΜΓ−σεθυενχε  −  Χαρρ−Πυρχελλ−Μειβοοµ−Γιλλ πυλσε−σεθυενχε φορ Τ2−δετερµινατιονσ  
ε    −   ελεχτρον χηαργε  
Ε∆ΤΑ    −   ετηψλενε διαµινε τετρααχετιχ αχιδ 
ΕΛΙΣΑ   −   ενζψµε λινκεδ ιµµυνο σορβεντ ασσαψ 
[Ε]0    −    ινιτιαλ (τοταλ) χονχεντρατιον οφ τηε ενζψµε 
ΓΣΤ−ΗΤΓ2  −   ΓΣΤ−φυσεδ ρεχοµβιναντ ηυµαν ΤΓασε 2 
ΓΤΠ    −   γυανοσινε τριπηοσπηατε 
η    −   Πλανχκ χονσταντ  
Ι    −   νυχλεαρ σπιν  
Κδ    −   δισσοχιατιον χονσταντ 
!    −   ασψµµετρψ παραµετερ 
[Μ]0    −   ινιτιαλ (τοταλ) χονχεντρατιον οφ τηε µεταλ ιον 
ν    −   νυµβερ οφ βινδινγ σιτεσ 
ΝΜΡ    −   νυχλεαρ µαγνετιχ ρεσονανχε 
Ο∆    −   οπτιχαλ δενσιτψ 
π    −   µολαρ φραχτιον οφ α παρτιχλε 
ΠΕΓ    −   πολψετηψλενε γλψχολ 
ΠΜΣΦ    −   πηενψλ µετηψλ συλπηονψλ φλυοριδε  
Θ    −   νυχλεαρ θυαδρυπολε µοµεντ 
θζζ    −   ελεχτριχ φιελδ γραδιεντ  
Ρ    −   ρελαξατιον ρατε (=1/Τ) 
ρπµ    −   ροτατιον περ µινυτε 
Σ∆Σ−ΠΑΓΕ   −   σοδιυµ δοδεχψλ συλφατε πολψαχρψλαµιδε γελ ελεχτροπηορεσισ 
∀χ    −   γλοβαλ ρεοριεντατιοναλ χορρελατιον τιµε 
ΤΓ(ασε)   −   τρανσγλυταµινασε 
Τρισ    −   Τρισ(ηψδροξιµετηψλ)αµινοµετηανε 
Τριτον Ξ   −   τ−Οχτψλπηενοξψ πολψετηοξψ ετηανολ 
τΤΓασε   −   τισσυε ΤΓασε (ΤΓασε 2) 
Τ1    −   σπιν−λαττιχε ρελαξατιον τιµε 
Τ2    −   σπιν−σπιν ρελαξατιον τιµε 
Τ2Β    −   Τ2 οφ τηε προτειν−βουνδ µεταλ ιον 
Τ2Φ,    −   Τ2 οφ τηε (προτειν−φρεε) µεταλ ιον 
Τ2οβσ    −   οβσερϖεδ οϖεραλλ Τ2 
#    −   θυαδρυπολαρ χουπλινγ χονσταντ 
∃1/2    −   οβσερϖεδ λινε ωιδτη ατ ηαλφ−ηειγητ 
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3. ΙΝΤΡΟ∆ΥΧΤΙΟΝ 

 

 

3.1. Τρανσγλυταµινασεσ ιν γενεραλ 

 

Τρανσγλυταµινασεσ αρε Χα2+−δεπενδεντ αχψλτρανσφερασεσ τηατ χαταλψζε τηε φορµατιον οφ αµιδε 

βονδσ βετωεεν τηε γ−χαρβοξαµιδε γρουπσ οφ πεπτιδε−βουνδ γλυταµινε ρεσιδυεσ ανδ τηε πριµαρψ αµινο 

γρουπσ οφ διφφερεντ αµινεσ ινχλυδινγ τηε ε−αµινο γρουπσ οφ λψσινε σιδε−χηαινσ ιν προτεινσ.  

 

 

Φιγυρε 1. Τηε τρανσγλυταµινασε ρεαχτιον. 

  

 

Φορ υνδερστανδινγ τηε ΤΓασε ρεαχτιον, τηε µοστ χριτιχαλ δατα αρε ρελατεδ το τηε Χα2+ αχτιϖατιον 

προχεσσεσ οφ τηεσε ενζψµεσ.  

Σεϖεραλ ΤΓασεσ αρε ιδεντιφιεδ ανδ χηαραχτεριζεδ. Τηεσε αρε τηε φολλοωινγ: ΦΞΙΙΙ, ΤΓασε 1−5 ανδ 

Βανδ 4.2. ΤΓασε 1 χροσσλινκσ στρυχτυραλ προτεινσ δυρινγ επιδερµαλ διφφερεντιατιον [1]; ΤΓασε 4 ισ α 

ηορµονε−µεδιατεδ εξτραχελλυλαρ ενζψµε ηαϖινγ α ρολε ιν τηε σεµιναλ φλυιδ προδυχτιον [2]; ΤΓασε 5 (ορ 

ΤΓασε Ξ) ισ πρεσεντ ιν τωο αλτερνατιϖε φορµσ ιν κερατινοχψτεσ σηοωινγ ωιδε εξπρεσσιον παττερνσ ιν βοτη 

γροωινγ ανδ αδυλτ οργανισµσ [3]; Βανδ 4.2 ισ α χψτοσκελεταλ προτειν ωηιχη λοστ ιτσ ΤΓασε αχτιϖιτψ ανδ 

ωορκσ ασ α στρυχτυραλ προτειν ιν εριτροιδ χελλσ [4]. Αλτηουγη, ωε ηαϖε µορε ανδ µορε ινσιγητσ ιντο τηε 
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πηψσιολογιχαλ ρολεσ οφ αλλ τηε αβοϖε µεντιονεδ ενζψµεσ, τηε µοστ ωιδελψ ινϖεστιγατεδ ΤΓασεσ αρε στιλλ 

τηε  ΦΞΙΙΙ, ΤΓασε 2 ανδ ΤΓασε 3. 

 

 

3.2. Ηυµαν Φαχτορ ΞΙΙΙ 

 

Τωο φορµσ οφ ΦΞΙΙΙ εξιστ. Τηε πλασµα ενζψµε χονταινσ τωο Α ανδ τωο Β συβυνιτσ τογετηερ ιν α 

ηετεροτετραµερ ωηιλε τηε χελλυλαρ ενζψµε χονσιστσ οφ τωο ιδεντιχαλ Α συβυνιτσ [5]. Τηε πλασµα 

χοαγυλατιον φαχτορ ΞΙΙΙ ισ τηε λαστ ενζψµε ιν τηε βλοοδ χοαγυλατιον χασχαδε σταβιλιζινγ τηε φιβριν σοφτ 

χλοτ µακινγ ιτ υνσυσχεπτιβλε το φιβρινολψσισ βψ χροσσλινκινγ φιβριν ανδ/ορ α2−αντιπλασµιν (τηε ινηιβιτορ 

οφ πλασµιν) οντο τηε χλοτ. Τηε φυνχτιον οφ τηε χελλυλαρ ενζψµε ισ στιλλ οβσχυρε. Τηε στρυχτυρε οφ τηε 

χελλυλαρ ζψµογεν ηασ βεεν σολϖεδ ατ 2.1⊕ ρεσολυτιον βψ Ξ−ραψ χρψσταλλογραπηψ ασ σηοων ον Φιγυρε 2 

[6]. 

 

 

 

Φιγυρε 2. Τηε ηιγηεστ ρεσολυτιον στρυχτυρε οφ ΦΞΙΙΙ−Α2. 
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 43Χα ΝΜΡ στυδιεσ ηαϖε ελυχιδατεδ τηατ τηε Β συβυνιτ δοεσ νοτ βινδ Χα2+ [7]. Τηε Ξ−ραψ στυδιεσ αλσο 

σηοωεδ τηατ εαχη Α συβυνιτ βινδσ ονε Χα2+ ωιτη ηιγη αφφινιτψ χαυσινγ ϖερψ σµαλλ χονφορµατιοναλ 

χηανγεσ (εϖεν ιν τηε προξιµαλ αρεα οφ τηε βινδινγ σιτε) [8] ωηιλε εθυιλιβριυµ διαλψσισ συγγεστεδ τωο 

τιγητλψ βουνδ Χα2+σ ανδ υπ το σιξ µορε ωιτη σµαλλερ αφφινιτιεσ ον τηε ΦΞΙΙΙ−Α2Β2 τετραµερ ατ σλιγητλψ 

ηιγηερ Χα2+ χονχεντρατιονσ [9]. Τηε οϖεραλλ Χα2+ αφφινιτψ οφ πλασµα ΦΞΙΙΙ ωασ δετερµινεδ το βε 

Κδ≅0.1µΜ [5, 9]. Ιν πηψσιολογιχαλ χονδιτιονσ, βοτη πλασµα ανδ χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ ρεθυιρε α προτεολψτιχ 

χλεαϖαγε (βψ τηροµβιν) βετωεεν Αργ37 ανδ Γλψ38 φορ τηειρ αχτιϖατιον. Ηοωεϖερ, ιν ϖιτρο, ιν τηε 

πρεσενχε οφ λοω Χα2+ ανδ ηιγη ινερτ σαλτ χονχεντρατιον τηε χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ, ωηιλε ατ ηιγη Χα2+ ανδ λοω σαλτ 

χονχεντρατιον, βοτη φορµσ οφ ΦΞΙΙΙ ασσυµε αχτιϖε χονφορµατιονσ ωιτηουτ ανψ προτεολψτιχ χλεαϖαγε ασ 

σηοων ιν Φιγυρε 3. [5, 10]. Τηερε ηαϖε βεεν νο θυαντιτατιϖε δατα ον τηε Χα2+ βινδινγ προπερτιεσ οφ 

ΦΞΙΙΙσ υνδερ τηεσε χονδιτιονσ. Εαρλιερ ιτ ισ ελυχιδατεδ τηατ σεϖεραλ διϖαλεντ ανδ τριϖαλεντ µεταλ ιονσ 

εξχεπτ Μγ2+ χαν βε βουνδ το πλασµα ΦΞΙΙΙ [9]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Φιγυρε 3. Αχτιϖατιον οφ τηε πλασµα ανδ χελλυλαρ ΦΞΙΙΙσ. 
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3.3. Ηυµαν ΤΓασε 2 

 

Τηε ηυµαν τισσυε−τψπε τρανσγλυταµινασε (ΤΓασε 2) ηασ βεεν ιµπλιχατεδ ιν στιµυλυσ σεχρετιον 

χουπλινγ [11], ρεχεπτορ µεδιατεδ ενδοχψτοσισ [12], προγραµµεδ χελλ δεατη [13], εξτραχελλυλαρ µατριξ 

οργανιζατιον ανδ χελλ αδηεσιον [14], χελλ γροωτη ανδ προλιφερατιον [15] ανδ τυµορ γροωτη [16, 17]. Τηε 

προτειν, ωηιχη ισ α µονοµερ µολεχυλε, χουλδ νοτ βε χρψσταλλιζεδ, ψετ. Ηοωεϖερ, βεχαυσε οφ ηοµολογψ 

το ΦΞΙΙΙ ιτ ισ ποσσιβλε το βυιλδ υπ ιτσ ηοµολογψ µοδελ.  

Τηε Χα2+ βινδινγ προπερτιεσ οφ τηε ηυµαν ΤΓασε 2 µολεχυλε ωερε ινϖεστιγατεδ ιν ιτσ πυριφιεδ 

φορµ ανδ ιν περµεαβιλιζεδ χελλσ [18, 19, 20]. Τηε νυµβερ οφ Χα2+ βινδινγ το ονε ενζψµε µολεχυλε ωασ 

εστιµατεδ το βε σιξ βψ εθυιλιβριυµ διαλψσισ ανδ αλλ βινδινγ σιτεσ ωερε προποσεδ το βε α ηιγη αφφινιτψ σιτε 

ηαϖινγ σιµιλαρ Χα2+ αφφινιτιεσ γιϖινγ α ηψπερβολιχ σατυρατιον χυρϖε ωιτη αν αππαρεντ αφφινιτψ χονσταντ οφ 

90µΜ τιτρατεδ ατ λοω Χα2+ χονχεντρατιονσ [18]. Ατ ηιγηερ Χα2+ χονχεντρατιονσ α �φαστ−µοϖινγ� (ον Σ∆Σ 

γελ) φορµ οφ τηε ηυµαν ΤΓασε 2 µολεχυλε ωασ δετεχτεδ, ανδ τηε εξιστενχε οφ λοω αφφινιτψ Χα2+ βινδινγ 

σιτεσ ωασ προποσεδ ωιτηουτ γιϖινγ τηειρ νυµβερ, λοχαλιζατιον ανδ αφφινιτψ χονσταντσ [19].  

ΓΤΠ λοωερσ τηε Χα2+ αφφινιτψ ανδ τηε τρανσαµιδασε αχτιϖιτψ οφ ηυµαν ΤΓασε 2 βινδινγ το τηε 

χορε δοµαιν οφ τηε µολεχυλε ατ αµινο αχιδσ 159−173 ανδ χαυσινγ χονσιδεραβλε χονφορµατιοναλ χηανγεσ 

[18, 21]; ηοωεϖερ ιτ ηασ νοτ βεεν χλαριφιεδ ηοω µανψ ανδ ωηιχη Χα2+ βινδινγ σιτεσ αρε αφφεχτεδ. Τηε 

ΤΓασε 2 ηψδρολψσεσ ΓΤΠ/ΑΤΠ ωηεν τηεψ αρε ιν τηε φορµ οφ τηειρ Μγ2+−χοµπλεξεσ [21]. Τηε ΓΤΠ 

βινδινγ προπερτιεσ οφ ΤΓασε 2 ηελπ ιτ το φυλφιλλ ιτσ ρολεσ ιν τηε χψτοπλασµατιχ σιγναλινγ πατηωαψσ ασ α Γ−

προτειν ανδ προϖεσ τηε βιφυνχτιοναλ νατυρε οφ ΤΓασε 2 ασ τηε τωο φυνχτιονσ (χροσσ−λινκινγ ανδ σιγναλινγ) 

χαν βε σωιτχηεδ ον ανδ οφφ βψ χηανγινγ τηε Χα2+/ΓΤΠ ρατιο. Χα2+ ανδ ΓΤΠ χαν αλσο ινφλυενχε τηε 

προτεολψτιχ ανδ φολδινγ βεηαϖιορσ οφ τηε ενζψµε συγγεστινγ ανοτηερ λεϖελ οφ πηαρµαχολογιχαλ ρεγυλατιον 

[22, 23]. 

Ωιτη ιτσ Χ−τερµιναλ ειγητ αµινο αχιδσ ΤΓασε 2 ισ χαπαβλε οφ βινδινγ πηοσπηολιπασε Χ ωηιλε τηε 

Ν−τερµιναλ σεϖεν ρεσιδυεσ χαν βε βουνδ το φιβρονεχτιν ρεπρεσεντινγ τηε βροαδενεδ ρεπερτοιρε οφ 

πηψσιολογιχαλ φυνχτιονσ τηε ενζψµε ποσσεσσεσ.  

 

 

3.4. Ηυµαν ΤΓασε 3 

 

Τηε µονοµερ ΤΓασε 3 ισ εσσεντιαλ ιν κερατινιζατιον παρτιχιπατινγ ιν τηε φορµατιον οφ τηε 

ινσολυβλε χορνιφιεδ ενϖελοπε ιν τηε δψινγ κερατινοχψτεσ [24]. Τηερε ηασ βεεν νο στυδιεσ σο φαρ ρεγαρδινγ 

ιτσ Χα2+ βινδινγ προπερτιεσ. Ιτ ισ κνοων τηατ τηε αχτιϖιτψ οφ τηε ενζψµε ισ ρεταινεδ ιν α 50κ∆α παρτ αφτερ 
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λιµιτεδ προτεολψσισ νεχεσσαρψ φορ ιτσ αχτιϖατιον [25]; ιτ ισ λικελψ τηατ τηισ φραγµεντ βινδσ Χα2+. Βεφορε 

τηε προτεολψτιχ χλεαϖαγε, τηε σηαπε οφ τηε µολεχυλε ισ µορε ελονγατεδ τηαν τηατ οφ τηε οτηερ ΤΓασεσ, βυτ 

αφτερ τηε χλεαϖαγε, α σηρινκινγ εφφεχτ τακεσ πλαχε, ωηιχη χαν βε αν εξπλανατιον φορ σεϖεραλ βεηαϖιορσ οφ 

τηισ ενζψµε διφφερινγ φροµ τηοσε οφ οτηερ ΤΓασεσ. 

 

 

3.5. Ινϖεστιγατιον οφ προτεινσ βψ µεταλ ΝΜΡ 

 

Τηερε αρε σεϖεραλ προτεινσ ωηιχη αρε αλρεαδψ στυδιεδ βψ 43Χα, 25Μγ ανδ οτηερ µεταλ ΝΜΡ υσινγ 

διφφερεντ τηεορετιχαλ ανδ τεχηνιχαλ αππροαχηεσ. Τηεσε µετηοδσ προϖιδε υνιθυε ανδ χοµπλετελψ ιον−

σπεχιφιχ µεανσ οφ οβταινινγ βοτη θυαλιτατιϖε ανδ θυαντιτατιϖε ινφορµατιον αβουτ τηε µεταλ ιον βινδινγ 

προτεινσ (φορ ρεϖιεωσ, σεε [26, 27]). Υσινγ τηισ µετηοδ, διφφερεντ ιντραχελλυλαρ Χα2+ βινδινγ προτεινσ 

συχη ασ χαλµοδυλιν, τροπονιν Χ [28−32] ανδ σεϖεραλ προτεινσ ωιτη µυχη ωεακερ βινδινγ χαπαβιλιτψ, ε.γ. 

προτηροµβιν [33, 34] ανδ ΦΞΙΙΙ−Α2Β2 [7] ωερε αλρεαδψ ινϖεστιγατεδ. Πηοσπηολιπασε Α2 [35] αµονγ 

οτηερσ [36−48] ανδ εϖεν ∆ΝΑ [49−51] χουλδ βε στυδιεδ βψ 43Χα ΝΜΡ προϖιδινγ ϖαλυαβλε πιεχεσ οφ 

ινφορµατιον. 

 

 

3.6. Φολδινγ στυδιεσ οφ προτεινσ 

 

Τηερε αρε σεϖεραλ φαχτορσ δετερµινε τηε φολδινγ οφ α προτειν χηαιν το ιτσ φιναλ 3∆ οργανιζατιον. 

Τηερε αρε ιντερµεδιατε (παρτιαλλψ φολδεδ) στρυχτυρεσ προδυχεδ ιν φολδινγ πατηωαψσ, σοµε οφ ωηιχη 

ποσσεσσ παρτιαλ αχτιϖιτιεσ ανδ χουλδ βε ισολατεδ βεχαυσε οφ τηειρ σταβιλιτψ. Τηε τηερµοδψναµιχ 

παραµετερσ οφ τηε φολδινγ εθυιλιβριυµ βετωεεν τηεσε ιντερµεδιατεσ ανδ τηε φιναλ στρυχτυρε δετερµινε τηε 

σταβιλιτψ οφ τηε αχτιϖε χονφορµατιον. Εφφεχτορσ χαν σηιφτ τηε φολδινγ (ορ υνφολδινγ, ορ ρεφολδινγ) 

εθυιλιβριυµ τοωαρδσ τηε προδυχτιον οφ τηε αχτιϖε χονφορµατιον (ηελπερ αγεντσ, ε.γ. νατυραλ συβστρατεσ οφ 

τηε ενζψµε) ορ αγαινστ ιτ (υνφολδινγ αγεντσ, ε.γ. υρεα).  

∆υρινγ τηε προδυχτιον οφ α ρεχοµβιναντ προτειν, ωε οφτεν φαχε το τηε προβλεµ οφ τηε σολυβιλιτψ 

οφ τηε προδυχτ. Ιφ τηε αµουντ οφ τηε εξπρεσσεδ προτειν ιν τηε χψτοπλασµ ισ νοτ χονσιδεραβλε ιτ ισ ϖερψ 

προβαβλε τηατ τηε προτειν φορµσ σο−χαλλεδ ινχλυσιον βοδιεσ ιν ωηιχη τηε δεσιρεδ προτειν ισ γενεραλλψ χο−

πρεχιπιτατεδ ωιτη οτηερ προτεινσ βινδινγ το εαχη οτηερ βψ ςαν δερ Ωααλσ φορχεσ, ηψδρογεν βονδσ, σαλτ 

βριδγεσ ανδ εϖεν βψ δισυλφιδε βριδγεσ. Τηε ρεχοϖερψ (ρεφολδινγ) οφ ινχλυσιον βοδψ προτεινσ ιντο τηειρ 

αχτιϖε φορµσ ηασ α ρουγηλψ σιµιλαρ ωαψ φορ αλλ τψπεσ οφ προτειν [52], βυτ τηερε αρε σπεχιφιχ, οπτιµιζεδ 
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ρεχιπεσ φορ εϖερψ ινδιϖιδυαλ προτειν βεχαυσε οφ τηε διφφερενχεσ ιν τηειρ στρυχτυραλ προπερτιεσ ανδ τηε 

αππροπριατε εφφεχτορ µολεχυλεσ [53−58]. Βριεφλψ, τηε µαιν στεπσ αρε τηε φολλοωινγ: φερµεντατιον, χελλ 

λψσισ ανδ ισολατιον οφ τηε ινχλυσιον βοδιεσ, σολυβιλιζατιον οφ τηε ινχλυσιον βοδιεσ, ρενατυρατιον, 

πυριφιχατιον ανδ χηαραχτεριζατιον οφ τηε ρεφολδεδ προτειν. Τηε δεϖελοπµεντ οφ τηε συχχεσσφυλ ρεφολδινγ 

τεχηνιθυε προϖιδεσ τηε ρεχοµβιναντ αχτιϖε προτειν ασ ωελλ ασ κινετιχ ανδ στρυχτυραλ δατα ρελατινγ το τηε 

φολδινγ προπερτιεσ οφ τηε µολεχυλε.  
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4. ΟΒϑΕΧΤΙςΕΣ 

 

Τρανσγλυταµινασεσ ηαϖε σεϖεραλ πηψσιολογιχαλλψ ιµπορταντ φυνχτιονσ; τηερεφορε, δεταιλεδ 

στρυχτυραλ στυδιεσ αρε νεχεσσαρψ το χλαριφψ τηε ρελατεδ µολεχυλαρ µεχηανισµσ. Τηε αβοϖε ρεσυλτσ χλεαρλψ 

σηοω τηατ α νυµβερ οφ υνανσωερεδ θυεστιονσ εξιστ αβουτ τηε Χα2+ βινδινγ προπερτιεσ οφ τηε ΤΓασεσ. 

Τηερεφορε, ωε ηαϖε δεχιδεδ το ινιτιατε α σεριεσ οφ 43Χα ΝΜΡ στυδιεσ χοµβινεδ ωιτη συρφαχε πολαριτψ 

αναλψσισ ανδ µυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ ταργετινγ τηρεε ΤΓασεσ. Ωε ηαϖε ιντενδεδ το ρεϖεαλ αλλ τηε 

ποτεντιαλ Χα2+ βινδινγ σιτεσ οφ τηεσε ΤΓασεσ. Τηε χονστρυχτιον οφ α πρεχισε ηοµολογψ µοδελ οφ ηυµαν 

ΤΓασε 2 ωασ δεσιραβλε φορ τηεσε πυρποσεσ. Τηε δετερµινατιον οφ δισσοχιατιον χονσταντσ ανδ βινδινγ σιτε 

σψµµετρψ παραµετερσ οφ Χα2+ χοµπλεξεσ οφ τηε ενζψµεσ ανδ τηε 25Μγ ΝΜΡ στυδψ οφ ΦΞΙΙΙ−Α2 ωερε 

αλσο χονσιδερεδ το βε δονε ιν τηε φιρστ παρτ οφ ουρ ινϖεστιγατιονσ. Ουρ σεχονδ φοχυσ ωασ ρελατεδ το τηε 

ελυχιδατιον οφ τηε Χα2+/ΓΤΠ εφφεχτ ον φολδινγ προπερτιεσ οφ ΤΓασε 2. 
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5. ΜΑΤΕΡΙΑΛΣ ΑΝ∆ ΜΕΤΗΟ∆Σ 

 

 

5.1. Χα2+ βινδινγ στυδιεσ 

 

5.1.1. Πρεπαρατιον οφ ενζψµεσ   

 

 Τηε ρεχοµβιναντ ηυµαν ΤΓασε 3 ανδ τηε ρεχοµβιναντ ηυµαν ΦΞΙΙΙ−Α2 ενζψµε πρεπαρατιονσ 

ωερε τηε κινδ γιφτσ οφ Ζολτ〈ν Νεµεσ (ΝΙΗ, Βετηεσδα, Μαρψλανδ, ΥΣΑ) [59] ανδ Ηυβερτ Μετζνερ 

(Μαρβυργ, Γερµανψ) [60], ρεσπεχτιϖελψ. Τηε ηοµεµαδε Ε.χολι χονστρυχτ οφ τηε ΓΣΤ−φυσεδ ηυµαν 

ΤΓασε 2 ωασ τηε γιφτ οφ Ζσολτ Κερεσζτεσσψ.  

Τηε χονστρυχτιον, ινδυχτιον ανδ πυριφιχατιον ωασ χαρριεδ ουτ βριεφλψ ιν τηε φολλοωινγ ωαψ: 

Πολψµερασε χηαιν ρεαχτιον ωασ χαρριεδ ουτ ωιτη τηε προοφ−ρεαδινγ τηερµοσταβλε ∆ΝΑ πολψµερασε, Πφυ 

(Προµεγα) ωασ υσεδ το αµπλιφψ τηε χοδινγ ρεγιον οφ τηε ΤΓασε 2 χ∆ΝΑ (Ηυµαν ενδοτελιαλ χελλ τισσυε 

τψπε ΤΓασε γενε) φορ συβχλονινγ ιντο τηε Ε.χολι ΓΣΤ−φυσιον εξπρεσσιον ϖεχτορ πΓΕΞ−2Τ (Αµερσηαµ 

Πηαρµαχια Βιοτεχη). Ολιγονυχλεοτιδε φορωαρδ πριµερ, 

5∋ΧΑΑΤΤΤΧΑΧΑΧΑΓΑΑΤΤΧΑΓΑΧΧΑΤΓΓΧΧΓΑΓΓΑΓ3∋, ανδ ρεϖερσε πριµερ, 

5∋ΧΧΑΑΑΑΧΑΓΧΧΑΓΑΑΤΤΧΓΓΤΤΑΓΓΧΓΓΓΓΧΧΑΑΤΓ3∋, ωερε δεσιγνεδ το αννεαλ το τηε 

οριγιναλ ΤΓασε 2 χ∆ΝΑ [61] σενσε στρανδ βετωεεν ποσιτιονσ 114−148 ανδ το τηε αντισενσε στρανδ 

βετωεεν ποσιτιονσ 2219−2184, ρεσπεχτιϖελψ, το ινχλυδε τηε τρανσλατιον σταρτ χοδον ΑΤΓ (βολδ φαχε) ανδ 

τερµινατιον χοδον ΤΑΑ (ιταλιχσ) οφ τηε οριγιναλ χλονε, ανδ το ινχορπορατε τωο ΕχοΡΙ ρεστριχτιον σιτεσ 

(υνδερλινεδ). Φορ τηε αµπλιφιχατιον, τηε µαµµαλιαν εξπρεσσιον ϖεχτορ χονστρυχτ, πΣΓ5−ΤΓασε [62] ωασ 

υσεδ ασ τηε τεµπλατε. Τηε τηερµαλ χψχλε χονσιστεδ οφ α σινγλε δενατυρατιον στεπ ατ 95οΧ φορ 5µιν (ηοτ 

σταρτ), 35 χψχλεσ οφ δενατυρατιον ατ 95οΧ φορ 1µιν, αννεαλινγ ατ 50οΧ φορ 2µιν, εξτενσιον ατ 72 οΧ φορ 

6µιν ανδ α σινγλε φιναλ εξτενσιον στεπ ατ 72οΧ φορ 10µιν. Τηε ΠΧΡ προδυχτ ωασ διγεστεδ ωιτη ΕχοΡΙ 

ανδ χλονεδ ιν−φραµε ωιτη ΓΣΤ ιντο τηε ΕχοΡΙ σιτε οφ πΓΕΞ−2Τ. Τηε πρεσενχε οφ τηε 2070βπ ΤΓασε 2 

∆ΝΑ ινσερτ ωασ ιδεντιφιεδ βψ ρεστριχτιον διγεστιον ωιτη ΕχοΡΙ ανδ τηε χορρεχτ οριεντατιον ωασ προϖεδ 

βψ δουβλε διγεστιον οφ τηε χονστρυχτ ωιτη ΣµαΙ ανδ ΞβαΙ. Τηε ρεχοµβιναντ ϖεχτορ ωασ δεσιγνατεδ 

πΓΕΞ−2Τ−ΤΓασεΙΙ. Τηε πΓΕΞ−2Τ−ΤΓασεΙΙ χονστρυχτ ωασ ελεχτροπορατεδ ιντο τηε Ε.χολι στραιν ∆Η5%. 

 Αν οϖερνιγητ χυλτυρε οφ τηε τρανσφορµαντσ ωασ διλυτεδ 25 τιµεσ ιν 1Λ οφ ΛΒ µεδιυµ 

συππλεµεντεδ ωιτη 100∝γ/µλ αµπιχιλλιν ανδ γροων το Ο∆600 0.8−1.0 ατ 37οΧ. Τηε ινδυχτιον οφ τηε 

εξπρεσσιον ωασ περφορµεδ βψ αδδινγ ισοπροπψλ &−∆−τηιογαλαχτοσιδε (ΙΠΤΓ) ατ 0.1µΜ φιναλ 
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χονχεντρατιον ανδ ινχυβατινγ φορ 6η ατ 25οΧ.  

Τηε φυσιον προτειν ωασ πυριφιεδ φροµ ινδυχεδ χελλσ αχχορδινγ το [63] ωιτη σοµε µοδιφιχατιονσ. 

Βριεφλψ, χελλ πελλετσ (6000γ, 10µιν, 4οΧ) ωερε σονιχατεδ (15µιν, 50% δυτψ χψχλε ατ ποωερ ουτπυτ 3 ωιτη 

α Σονιπρεπ σονιχατορ) ιν 25µλ βυφφερ Α (20µΜ Τρισ−ΗΧλ, 150µΜ ΝαΧλ, 1µΜ διτηιοτηρειτολ, 1µΜ 

Ε∆ΤΑ, ανδ 10% γλψχερολ) χονταινινγ 1%(ϖ/ϖ) Τριτον Ξ−100. Χελλ λψζατεσ ωερε σηακεν ον ιχε φορ 30µιν 

ανδ χεντριφυγεδ ατ 20,000γ φορ 15µιν ατ 4οΧ. Τηε συπερναταντ ωασ διλυτεδ 3 τιµεσ ωιτη βυφφερ Α µινυσ 

γλψχερολ ανδ αππλιεδ οντο γλυτατηιονε−Σεπηαροσε 4Β παχκεδ ιντο α 1ξ10χµ χολυµν ανδ πρε−εθυιλιβρατεδ 

ωιτη βυφφερ Α µινυσ γλψχερολ. Τηε βεαδσ ωερε ωασηεδ ωιτη 30 βεδ ϖολυµεσ οφ βυφφερ Α µινυσ γλψχερολ 

ανδ τηε ΓΣΤ−φυσιον προτειν ωασ ελυτεδ ωιτη 10µΜ ρεδυχεδ γλυτατηιονε ιν 50µΜ Τρισ−ΗΧλ, πΗ8.0.  

Προτειν χονχεντρατιον ωασ δετερµινεδ υσινγ τηε Βραδφορδ µετηοδ [64]. ΤΓασε αχτιϖιτψ ωασ 

δετερµινεδ βψ αν αµινε−ινχορπορατιον ασσαψ (ΕΛΙΣΑ−µετηοδ) [65]. Αχτιϖε φραχτιονσ ωερε ποολεδ ανδ 

χονχεντρατεδ υσινγ ΧεντριΧον χεντριφυγαλ χονχεντρατορ τυβεσ ωιτη α ΜΩΧΟ οφ 30κ∆α (Αµιχον). 

Φυσιον προτειν χονχεντρατεσ ωερε αναλψσεδ ον Σ∆Σ/ΠΑΓΕ [66] ανδ ΕΧΛ−Ωεστερν βλοττινγ (Πιερχε) [67] 

υσινγ γοατ πολψχλοναλ ΙγΓ∴αντι−ΤΓασε 2 αντιβοδψ (Υπστατε Βιοτεχηνολογιεσ) φορ τηε πριµαρψ 

ιµµυνορεαχτιον, ανδ τηε ςΕΧΤΑΣΤΑΙΝ ΑΒΧ Ρεαγεντ (ςεχτορ) ωιτη τηε σεµι−δρψ βλοττινγ τεχηνιθυε 

[68] φορ ϖισυαλισατιον οφ ιµµυνορεαχτιϖε βανδσ. Αϖεραγε ψιελδ οφ τηε γλυτατηιονε−Σεπηαροσε 4Β−

πυριφιεδ ΓΣΤ−φυσιον προτειν περ λιτρε οφ χυλτυρε µεδιυµ ωασ 400∝γ ανδ ιτσ πυριτψ ωασ εστιµατεδ το βε 

µορε τηαν 90% βψ δενσιτοµετρψ οφ Χοοµασσιε−σταινεδ πολψαχρψλαµιδε γελσ.  

Αγαροσε, Πφυ ∆ΝΑ πολψµερασε, δεοξψριβονυχλεοτιδεσ, Τ4 ∆ΝΑ λιγασε, ΕχοΡΙ, ΣµαΙ, ΞβαΙ 

ρεστριχτιον ενδονυχλεασεσ ωερε πυρχηασεδ φροµ Προµεγα ανδ τηε ολιγονυχλεοτιδε πριµερσ φροµ 

ΓιβχοΒΡΛ. 

 

 

5.1.2. Πρεπαρατιον οφ ΝΜΡ σαµπλεσ 

 

 Ιν ορδερ το δετερµινε τηε αππροξιµατε ϖαλυεσ οφ τηε 90° πυλσε, Τ1 ανδ Τ2 φορ τηε τωο νυχλει, 1Μ 

ΜγΧλ2 ανδ 1Μ ΧαΧλ2 σολυτιονσ, ωιτη νατυραλ ισοτοπιχ αβυνδανχε (Ν.Α.), ωερε υσεδ. Φορ µεασυρινγ τηε 

εξαχτ εξπεριµενταλ Τ2 οφ τηε φρεε µεταλ ιονσ ιν γιϖεν χονχεντρατιονσ, τηε φολλοωινγ σολυτιονσ ωερε 

πρεπαρεδ. Φορ Μγ2+ 10, 20, 30, 40 ανδ 50µΜ σολυτιονσ ωερε µαδε χονταινινγ 1µΜ 25Μγ ενριχηµεντ 

(φροµ 0.6Μ 25ΜγΧλ2 στοχκ σολυτιον µαδε φροµ σολιδ 25ΜγΟ δισσολϖινγ ιν στοιχηιοµετριχαλλψ εθυιϖαλεντ 

1Μ ΗΧλ ), 5% ∆2Ο (99.99% πυρε) φορ φιελδ λοχκ ιν Βυφφερ Α (150µΜ ΝαΧλ, 10µΜ Τρισ, πΗ7.5). 600µλ 

τοταλ ϖολυµε οφ σαµπλεσ ωασ πρεπαρεδ ιν τηε αβσενχε ανδ πρεσενχε οφ προτειν ασ ωελλ. Φορ Χα2+: 5% 

∆2Ο, 1µΜ 43ΧαΧλ2 (φροµ α 75µΜ 43ΧαΧλ2 στοχκ σολυτιον, δισσολϖινγ σολιδ 43ΧαΧΟ3 ιν 1Μ ΗΧλ) ιν 
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Βυφφερ Α γιϖινγ τηε φιναλ σαµπλε ϖολυµε οφ 2.5µλ. Τηε ϖολυµε οφ τηε σαµπλεσ χονταινινγ προτεινσ ωασ 

τηε σαµε. Τηεσε σαµπλεσ ωερε τιτρατεδ ωιτη 1Μ ΧαΧλ2 (Ν.Α.) το ρεαχη τηε φολλοωινγ χονχεντρατιονσ οφ 

Χα2+: 1, 11, 21, 31 ανδ 51µΜ. Τηε πρεχισε δετερµινατιον οφ 90° πυλσεσ ωασ χαρριεδ ουτ βψ υσινγ 

ενριχηεδ µατεριαλσ. 25ΜγΟ (ενριχηεδ το 98.81%) ανδ 43ΧαΧΟ3 (ενριχηεδ το 83.93%) ωερε πυρχηασεδ 

φροµ τηε Οακ Ριδγε Νατιοναλ Λαβορατορψ (ΥΣΑ).  

 

 

5.1.3. ΝΜΡ εξπεριµεντσ 

 

 25Μγ ΝΜΡ εξπεριµεντσ ωερε περφορµεδ ατ 22.05ΜΗζ (360ΜΗζ οφ προτον) ωιτη α 5µµ 

ινϖερσε βροαδ−βανδ προβεηεαδ ον α Βρυκερ ΑΜ−360 σπεχτροµετερ. Τψπιχαλλψ 256 τρανσιεντσ ωερε υσεδ 

ιν ορδερ το οβταιν γοοδ σιγναλ το νοισε ρατιο φορ ιντεγρατιον. Τηε 43Χα ΝΜΡ εξπεριµεντσ ωερε 

περφορµεδ ατ 33.7ΜΗζ (500ΜΗζ οφ προτον) ον α Βρυκερ ∆ΡΞ−500 σπεχτροµετερ ωιτη α 10µµ διρεχτ 

βροαδ−βανδ προβεηεαδ. Τψπιχαλλψ 64 ορ µορε τρανσιεντσ ωερε αππλιεδ φορ γοοδ σιγναλ το νοισε ρατιο. Τ1 

µεασυρεµεντσ ωερε χαρριεδ ουτ βψ ινϖερσιον ρεχοϖερψ εξπεριµεντσ υσινγ τηε στανδαρδ Βρυκερ 

µιχροπρογραµ. Τ2 µεασυρεµεντσ ωερε χαρριεδ ουτ βψ µεανσ οφ τηε ΧΠΜΓ σεθυενχε ωιτη τηε στανδαρδ 

Βρυκερ µιχροπρογραµ. Τηε δετερµινατιον οφ Τ2 ωιτη τηε ΧΠΜΓ σεθυενχε ηασ α γρεατ αδϖανταγε 

χοµπαρεδ το τηε υσυαλ λινε−ωιδτη µετηοδ. Ιν τηισ χασε τηε ινηοµογενιτψ οφ τηε αππλιεδ µαγνετιχ φιελδ ισ 

εξχλυδεδ. Τηισ ινηοµογενιτψ σοµετιµεσ χαν χαυσε 50% οφ τηε εφφεχτ µεασυρεδ, ηοωεϖερ ωηατ ισ ωορστ 

ισ τηατ τηε εφφεχτ χηανγεσ φροµ σαµπλε το σαµπλε βεχαυσε οφ τηε γεοµετρψ ανδ τηε θυαλιτψ οφ τηε ΝΜΡ 

τυβεσ. Τεµπερατυρε ωασ αλωαψσ σταβλε ατ 300±1Κ. Αφτερ αλλ ΝΜΡ εξπεριµεντσ, τηε προτειν 

χονχεντρατιον ωασ δετερµινεδ αγαιν. 

 

 

5.1.4. Εϖαλυατιον οφ ΝΜΡ δατα 

 

 ΦΙ∆σ ωερε αναλψζεδ βψ τηε Βρυκερ 1∆ ΩινΝΜΡ προγραµ παχκαγε. Τηε ηειγητσ ανδ ιντεγραλσ 

οφ τηε πεακσ ωερε φιτ το τιµε ασ σινγλε εξπονεντιαλσ ιν Μιχροσοφτ Εξχελ 5.0. Τηε εϖαλυατιον οφ ρελαξατιον 

παραµετερσ ωασ αλσο περφορµεδ βψ νον−λινεαρ παραµετερ φιττινγ υσινγ α ηοµεµαδε Γαυσσ � Νεωτον � 

Μαρθυαρδ αλγοριτηµ. Μορε εξπονεντιαλ τερµσ διδ νοτ προϖιδε σιγνιφιχαντλψ βεττερ φιτσ [69]. Φορ 

ηψπερβολιχ φιττινγ οφ τηε ρελαξατιον ρατε δεπενδενχε ον τοταλ Χα2+ χονχεντρατιον το τηε τηεορετιχαλ 

εθυατιον, τηε προγραµ Σιγµαπλοτ ςερσιον 2001 ωασ υσεδ ωιτη 100 ιτερατιον στεπσ. Τηε εξαχτ µολεχυλαρ 

µασσεσ οφ τηε ενζψµε µολεχυλεσ ωερε ρετριεϖεδ φροµ τηε Σωισσπροτ δαταβασε. 
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5.1.5. Αχτιϖατιον οφ χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ−Α2 ιν τωο διφφερεντ ωαψσ 

 

 ΦΞΙΙΙ−Α2 ωασ χλεαϖεδ βψ τηροµβιν ιν 500∝λ πρεινχυβατιον ϖολυµε χονταινινγ 500Υ(ΝΙΗ)/µλ 

τηροµβιν (φροµ ηυµαν πλασµα, Σιγµα), 10µΜ Χα2+, 2.075µγ/µλ ΦΞΙΙΙ−Α2 ανδ βυφφερ Β (50µΜ Τρισ−

ΗΧλ, πΗ7.5) φορ 20µιν ατ 37οΧ [9]. Αφτερ χλεαϖαγε ιτ ωασ διλυτεδ το 2.5µλ. Αχτιϖατιον βψ ηιγη 

χονχεντρατιον οφ σαλτ ωασ χαρριεδ ουτ ιν 2.5µλ βυφφερ Β χονταινινγ 5%∆2Ο, 2.496∝Μ ΦΞΙΙΙ−Α2, 1Μ 

ΝαΧλ ανδ 2µΜ ΧαΧλ2 ινχυβατινγ φορ 90µιν ατ 37οΧ [10]. Φορ τηε αχτιϖατιον βψ 150µΜ ΝαΧλ ανδ 

ωιτηουτ σαλτ (50µΜ Τρισ−ΗΧλ) τηε σαµε πρεινχυβατιον περιοδ ωασ ινσερτεδ, αλσο αλρεαδψ ιν τηε φιναλ 

ϖολυµε οφ µεασυρεµεντ. 

 

 

5.1.6. Ινηιβιτιον οφ ηυµαν ΤΓασε 2 ωιτη ΓΤΠ 

 

Τηε ηυµαν ΤΓασε 2 ωασ αχτιϖατεδ ωηεν Χα2+ ωασ αδδεδ το τηε ινχυβατιον µιξτυρε. Το ινηιβιτ 

τηε αχτιϖατιον προχεσσ, 10µΜ ΓΤΠ ωασ αδδεδ φορ τωο ηουρσ βεφορε σταρτινγ ΝΜΡ εξπεριµεντσ [70]. 

 

 

5.1.7. Αχτιϖατιον οφ ηυµαν ΤΓασε 3 βψ δισπασε 

 

 1Υ/µγ (οφ προτειν) ανδ 1 Υ/µλ δισπασε (γραδε Ι, Βοεηρινγερ Μαννηειµ) ωιτηουτ εξτρα Χα2+ 

ωερε υσεδ  φορ 30µιν ατ ροοµ τεµπερατυρε (ασ µανυφαχτυρερ αδϖισεδ). 

 

 

5.1.8. ΤΓασε αχτιϖιτψ ασσαψ 

 

Μεασυρεµεντ οφ ΤΓασε αχτιϖιτψ ωασ χαρριεδ ουτ βψ αν αµινε−ινχορπορατιον ασσαψ ιν αν ΕΛΙΣΑ 

πλατε [65] ιν ωηιχη α βιοτψνψλατεδ αµινε συβστρατε ωασ ινχορπορατεδ ιντο διµετηψλατεδ−χασειν χοατεδ 

οντο τηε συρφαχε. Τηε χολορ ρεαχτιον ωασ δεϖελοπεδ βψ α στρεπταϖιδιν−χονϕυγατεδ αλκαλινε−πηοσπηατασε. 

Αλλ σαµπλεσ ωερε πρεπαρεδ ασ φορ τηε ΝΜΡ εξπεριµεντσ ανδ ωερε διλυτεδ 4 τιµεσ ιν τηε αχτιϖατιον 

µιξτυρε εξχεπτ ατ τηε αχτιϖατιον οφ ΦΞΙΙΙ−Α2 ωιτη 1Μ ΝαΧλ, σινχε τηερε α τεν−φολδ διλυτιον φαχτορ ωασ 

αππλιεδ. 
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5.1.9. Μυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ 

 

Τηε µυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ οφ ΤΓασεσ ωασ χρεατεδ βψ τηε ΓΧΓ προγραµ [71] ΠΙΛΕΥΠ 

ανδ ΦΑΣΤΑ [72]. 

 

 

5.1.10. Ηοµολογψ µοδελινγ 

 

Ιν ορδερ το χονστρυχτ τηε ηοµολογψ µοδελ οφ ηυµαν ΤΓασε 2 υσινγ τηε ρεφινεδ ηιγηεστ 

ρεσολυτιον στρυχτυρε οφ ΦΞΙΙΙ ασ α τεµπλατε [6], αλλ κνοων πριµαρψ στρυχτυρεσ οφ ΤΓασεσ ανδ ρελατεδ 

προτεινσ ωερε ιδεντιφιεδ ασ α φιρστ στεπ υσινγ τηε προγραµ παχκαγε ΓΧΓ. Ωιτη τηε ΓΧΓ προγραµ 

ΣΤΡΙΝΓΣΕΑΡΧΗ ανδ τηε σεαρχη τερµ �τρανσγλυταµινασε�, αλλ ΤΓασε σεθυενχεσ φροµ τηε ΓΕΝΕΜΒΛ 

δαταβασε ωερε ρετριεϖεδ ανδ ωιτη τηε ΓΧΓ προγραµ ΦΑΣΤΑ ανδ τηε σεθυενχε οφ ΤΓασε 2, αλλ 

ηοµολογουσ σεθυενχεσ φροµ τηε ΣΩΙΣΣΠΡΟΤ δατα βασε ωερε ιδεντιφιεδ. Παιρωισε αλιγνµεντσ ωερε 

χονστρυχτεδ υσινγ ΒΕΣΤΦΙΤ. Στρυχτυρε αλιγνµεντσ ωερε χαρριεδ ουτ υσινγ τηε ΥΧΛΑ Φολδ Πρεδιχτιον 

σερϖερ [73]. Φροµ τηε χοµπαρισον οφ τηε αλιγνµεντσ, ηιγηλψ χονσερϖεδ ρεγιονσ οφ τηε σεθυενχεσ ωερε 

ιδεντιφιεδ ανδ διστινγυισηεδ φροµ τηε λεσσ−χονσερϖεδ ρεγιονσ. Υσινγ τηε προγραµ ∀Ο∀ [74], τηε σιδε 

χηαινσ οφ φαχτορ ΞΙΙΙ−Α ωερε ρεπλαχεδ ιν τηε χονσερϖεδ ρεγιονσ ωιτη τηε χορρεσπονδινγ ονεσ οφ τηε 

ΤΓασε 2 σεθυενχε. Τηε λεσσ−χονσερϖεδ ρεγιονσ ωερε δελετεδ ανδ ρεβυιλτ βψ ηοµολογουσ σεθυενχεσ 

ρετριεϖεδ φροµ α δαταβασε οφ κνοων στρυχτυρεσ. Ενεργψ µινιµιζατιονσ ωερε χαρριεδ ουτ υσινγ τηε 

προγραµ ΞΠΛΟΡ [75]. Τηε φιρστ ρουνδσ ωερε χαλχυλατεδ ωιτηουτ ελεχτροστατιχ ποτεντιαλ ανδ εξπλιχιτ 

ηψδρογεν ατοµσ ιν ορδερ το ελιµινατε τηε ωορστ χλοσε χονταχτσ βετωεεν ατοµσ. Ιν λατερ ρουνδσ, 

ελεχτροστατιχ ενεργψ ασ ωελλ ασ πολαρ ηψδρογεν ατοµσ ωερε ινχλυδεδ. Αφτερ εαχη ρουνδ, α συπερποσιτιον 

οφ τηε µοδελ ωασ χαλχυλατεδ οντο τηε σταρτινγ στρυχτυρε οφ φαχτορ ΞΙΙΙ υσινγ τηε προγραµ ΛΣΘΚΑΒ οφ 

τηε ΧΧΠ4 προγραµ συιτε [76]. Φορ στρυχτυρε ϖαλιδατιον, τηε προγραµ ΠΡΟΧΗΕΧΚ [77] ωασ υσεδ. Αλλ 

βονδ λενγτησ ανδ βονδ ανγλεσ τηατ δεϖιατεδ τοο µυχη φροµ τηειρ ιδεαλ ϖαλυεσ ωερε χηεχκεδ µανυαλλψ 

ανδ αδϕυστεδ ωηερε ιτ ωασ ποσσιβλε. Ποτεντιαλ ηψδρογεν βονδσ ανδ σαλτ βριδγεσ ωερε ιδεντιφιεδ. Τηε 

πρεσυµαβλψ χονσερϖεδ αχτιϖε χεντερ γεοµετρψ ωασ ρεστραινεδ δυρινγ τηε φιναλ ενεργψ µινιµιζατιον 

ρουνδσ. Τηε ρεπρεσεντατιον οφ τηε µοδελ ωασ µαδε βψ τηε προγραµ ΩεβΛαβ ςιεωερΠρο ςερσιον 3.7 

(ΜΣΙ). 
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5.1.11. Συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ 

 

Τηε χαλχυλατιονσ ωερε µαδε βψ τηε προγραµ ΓΡΑΣΠ [78] υσινγ τηε ρεχεντλψ δετερµινεδ 3∆ 

στρυχτυρε οφ ΦΞΙΙΙ−Α ζψµογεν [6] ανδ ουρ ηοµολογψ µοδελ οφ ΤΓασε 2. Βοτη µολεχυλεσ ωερε προβεδ 

υσινγ τηε σαµε ιντενσιτψ λεϖελ οφ χολορ (ρεδ=19.73, βλυε=14.37). 

 

 

5.2. Ρεφολδινγ στυδιεσ 

 

5.2.1. Πρεπαρατιον οφ ινχλυσιον βοδιεσ 

 

Τηε Ε.χολι πλασµιδ οφ τηε νον−φυσεδ ηυµαν ΤΓασε 2 ωασ τηε κινδ γιφτ οφ Βρυνα Πυχχι (Ροµε, 

Ιταλψ). Αφτερ τηε οπτιµιζατιον οφ τηε προχεδυρε, τηε πλασµιδ εξπρεσσιον ωασ χαρριεδ ουτ ιν ΛΒ Βροτη 

Βασε χονταινινγ 100 µγ/µλ αµπιχιλλιν ατ 37 οΧ. Εξπρεσσιον ωασ ινιτιατεδ ατ Ο∆=0.5 βψ αδδινγ 1µΜ 

ΙΠΤΓ φορ 105µιν. Τηε χυλτυρε ωασ χεντριφυγεδ (4 οΧ, 500 γ, 15 µιν) ανδ ηοµογενιζεδ ϖιγορουσλψ ατ 

4οΧ ιν 3µλ οφ λψσισ βυφφερ (50µΜ Τρισ, 1µΜ Ε∆ΤΑ, 100µΜ ΚΧλ, 133µΜ ΠΜΣΦ, πΗ8.0) περ ωετ 

γραµ οφ βαχτερια. Σονιχατιον ωασ χαρριεδ ουτ ωιτη α Βρανσον Σονιφιερ 450 ον ιχε (δυτψ χψχλε: 40, ουτπυτ: 

6, 3.5µιν) ανδ τηε ηοµογενατε ωασ χεντριφυγεδ (12,000γ, 4οΧ, 15µιν). Τηε πελλετ ωασ ρεσυσπενδεδ ατ 

ροοµ τεµπερατυρε ιν 5µλ 2Μ υρεα περ ωετ γραµ οφ πελλετ φορ 5µιν. Τηισ ωασ φολλοωεδ βψ α 

χεντριφυγατιον (25οΧ, 12,000γ, 15µιν) ανδ τηε πελλετ ωασ κεπτ ασ τηε ινχλυσιον βοδψ πρεπαρατιον. 

 

 

5.2.2. Ελεχτρονµιχροσχοπιχ πιχτυρεσ  

 

Τηε ελεχτρονµιχρογραπησ οφ τηε ινχλυσιον βοδιεσ ωερε µαδε αχχορδινγ το Μαρστον ετ αλ [52]. 

Βριεφλψ, τηε σαµπλεσ ωερε φιξεδ βψ 2% γλυταραλδεηψδε ανδ δψεδ βψ σατυρατεδ υρανψλ αχετατε ατ 2οΧ. Τηε 

γριδσ ωερε χοατεδ ωιτη λψσινε. Τηε σαµπλεσ ωερε υσεδ ωιτηουτ δεηψδρατιον ανδ δριεδ ον αιρ. Τηε 

τρανσµισσιον ελεχτρονµιχροσχοπε ωασ α ϑΕΟΛ 100Β (1973, ϑαπαν). 
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5.2.3. Τηε οπτιµιζεδ προχεδυρε 

 

Αχχορδινγ το ουρ µοστ εφφιχιεντ µετηοδ, τηε ινχλυσιον βοδιεσ ωερε συσπενδεδ ιν 1µλ 8Μ υρεα 

σολυτιον χονταινινγ 0.1µΜ ΠΜΣΦ, 10µΜ χψστεινε, πΗ10.7 περ ωετ γραµ οφ πελλετ ανδ ηοµογενιζεδ ατ 

37οΧ φορ 1η. Τηισ στεπ ωασ φολλοωεδ βψ διλυτιον ωιτη 9µλ διλυτιον βυφφερ (50µΜ ΚΗ2ΠΟ4, 1µΜ ΧαΧλ2, 

1µΜ ΓΤΠ, 2µΜ ΜγΧλ2, 50µΜ ΝαΧλ, 0.11µΜ χψστινε, πΗ10.7) περ ωετ γραµ οφ πελλετ. Τηε µιξτυρε 

ωασ στιρρεδ σλοωλψ ατ 37οΧ φορ 1η ανδ χεντριφυγεδ (25οΧ, 12,000γ, 15µιν). Τηε συπερναταντ ωασ 

διαλψζεδ αγαινστ διαλψσισ βυφφερ Ι (1µΜ ΧαΧλ2, 1µΜ ΓΤΠ, 2µΜ ΜγΧλ2, 1µΜ χψστεινε, 0.1µΜ 

χψστινε ανδ 5(ω/ϖ)% ΠΕΓ, Μρ=8000, πΗ10.0) ατ 4οΧ οϖερνιγητ υσινγ α διαλψσισ τυβε ωιτη α µολεχυλαρ 

ωειγητ χυτ−οφφ 12,000. ςολυµετριχ ρατιο οφ τηε συπερναταντ ανδ τηε βυφφερ ωασ 1:100. ∆ιαλψσισ βυφφερ ΙΙ 

ωασ υσεδ το διαλψζε ΠΕΓ ανδ αφφεχτορσ ουτ φροµ τηε σολυτιον (1µΜ Ε∆ΤΑ, 1µΜ χψστεινε, 0.1µΜ 

χψστινε, 0.1Μ Τρισ, πΗ8.5) ιν αν οϖερνιγητ διαλψσισ ωιτη τηε σαµε χονδιτιονσ ασ αβοϖε. Τηε ρεφολδινγ 

ωασ λεφτ ρυννινγ φορ ωεεκσ ατ 4οΧ.  

 

 

5.2.4. Οπτιµιζατιον οφ ρεφολδινγ 

 

Ωε υσεδ σεϖεραλ χηεµιχαλσ βεσιδεσ ΠΕΓ δυρινγ οπτιµιζατιον οφ ρεφολδινγ αδδινγ τηεµ ιντο τηε 

διαλψσισ βυφφερ Ι ιν τηε ινδιχατεδ χονχεντρατιονσ: 0.5Μ αργινινε−ηψδροχηλοριδε, 1Μ Τρισ, 33µΜ 

ΧΗΑΠΣ, 10µγ/µλ λαυρψλ µαλτοσιδε, 10% γλψχερολ, 0.1% Τριτον Ξ−100, 1µγ/µλ βοϖινε σερυµ αλβυµινε 

(ΒΣΑ). Γυανιδινιυµ χηλοριδε ωασ αλσο υσεδ ρεπλαχινγ υρεα. Τηε εφφεχτ οφ Χα2+, ΓΤΠ ανδ ΑΤΠ ον 

ρεφολδινγ ωασ στυδιεδ υσινγ 1µΜ ΧαΧλ2, 1µΜ ΓΤΠ (+2µΜ ΜγΧλ2), ΑΤΠ (+2µΜ ΜγΧλ2) [79] ανδ 

τηειρ χοµβινατιονσ ιν διαλψσισ βυφφερ Ι, ΙΙ ανδ τηε πηοσπηατε χονταινινγ διλυτιον βυφφερ ινστεαδ οφ 1µΜ 

Ε∆ΤΑ. Τηε εφφεχτ οφ τηε ρεµοϖαλ οφ ΠΕΓ βψ διαλψζατιον ωασ εξαµινεδ ιν αλλ χασεσ ιν παραλλελ 

εξπεριµεντσ. 

 

 

5.3. Χηεµιχαλσ  

 

Αλλ χηεµιχαλσ ωερε πυρχηασεδ φροµ Σιγµα (Στ. Λουισ, ΜΟ) υνλεσσ οτηερωισε ινδιχατεδ. 
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6. ΤΗΕΟΡΨ ΟΦ ΤΗΕ ΝΜΡ ΑΠΠΡΟΑΧΗ 

 

 

Υνδερ νορµαλ χονδιτιονσ, τηε νυχλεαρ µαγνετιχ ρελαξατιον οφ 43Χα (Ι=7/2) ανδ 25Μγ (Ι=5/2) ισ 

δοµινατεδ βψ θυαδρυπολαρ ρελαξατιον. Τηε ρελαξατιον ρατε οφ θυαδρυπολαρ νυχλει ινχρεασεσ βψ ορδερσ οφ 

µαγνιτυδε ιφ τηε χηεµιχαλ ενϖιρονµεντ ισ χηανγινγ, εσπεχιαλλψ τηε σψµµετρψ οφ τηε ενϖιρονµεντ [80]. 

Τηισ φαχτ πρεσεντσ τηε ποσσιβιλιτψ τηατ α σµαλλ περχενταγε οφ βινδινγ χαν χονσιδεραβλψ αφφεχτ τηε οϖεραλλ 

τρανσϖερσε ρελαξατιον ρατε (σεε βελοω). Ιφ τηε σο−χαλλεδ εξτρεµε−ναρροωινγ ανδ φαστ−εξχηανγε χονδιτιονσ 

αππλψ το τηε σψστεµ, τηε ΝΜΡ σιγναλ χαν βε δεσχριβεδ ασ α σινγλε Λορεντιαν−χυρϖε, τηε ρελαξατιον δροπσ 

δοων βψ α σινγλε εξπονεντιαλ ανδ τηε οβσερϖεδ ρελαξατιον ρατε ισ τηε ωειγητεδ αϖεραγε οφ τηε ρελαξατιον 

ρατεσ οφ τηε βουνδ ανδ τηε φρεε µεταλ ιον [69]: 

 

 

Ρ2οβσ=!∀ 1/2=πΦΡ2Φ + πΒΡ2Β          (1) 

 

 

Τηισ εθυατιον ισ τηε βασισ φορ τηε δετερµινατιον οφ τηε υνκνοων χονχεντρατιον οφ βουνδ µεταλ ιον. 

Σινχε τηε ϖαλυεσ οφ µολαρ φραχτιονσ οφ τηε βουνδ ανδ υνβουνδ Χα2+ αρε ινδεπενδεντ οφ τηε ρατιο οφ τηε 

ΝΜΡ αχτιϖε ισοτοπε πρεσεντ ιν τηε σψστεµ, ονλψ τηε νεχεσσαρψ (1µΜ) χονχεντρατιον οφ 43Χα2+ ανδ 
25Μγ2+ ωασ αππλιεδ φορ τηε τιτρατιον οφ τηε σαµπλεσ. Ιτ ισ νοτ ποσσιβλε το οβσερϖε τηε διστινχτ δισσοχιατιον 

στεπσ ιν τηε χασε οφ ΤΓασεσ σινχε βοτη ηιγη ανδ λοω αφφινιτψ σιτεσ αρε βεινγ οχχυπιεδ αλµοστ 

χοντινυουσλψ βεχαυσε οφ τηε ρελατιϖελψ σµαλλ διφφερενχεσ ιν τηε Χα2+ αφφινιτιεσ [9, 18]. Τηερεφορε, ιτ ισ 

ωορτη χαλχυλατινγ τηε αϖεραγε Κδ φορ τηε νυµβερ οφ Χα2+ βινδινγ σιτεσ. Ιν ορδερ το γετ α τηεορετιχαλ 

εθυατιον φορ τηε δετερµινατιον οφ αϖεραγε Κδ φροµ τηε τιτρατιον δατα, φιρστ τηε πΒ µυστ βε εξπρεσσεδ. Ιτ ισ 

ασ φολλοωσ: 

 

 

πΒ=ν[Ε]0/(Κδ + [Μ]0)    (2) 

 

 

[7]. Τακινγ ιντο χονσιδερατιον τηατ πΦ ∼1, τηε φολλοωινγ ηψπερβολιχ εθυατιον χαν βε δεδυχεδ ανδ φιττεδ 

το τηε ρεδυχεδ ρελαξατιον ρατε � µεταλ ιον χονχεντρατιον τιτρατιον δατα−ποιντσ [7]: 
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#(1/Τ2)=[Ε]0/(Τ2Β/ν(Κδ+[Μ]0))     (3) 

 

          

ωηερε #(1/Τ2)=(#Ρ=Ρ2οβσ−Ρ2Φ)=1/Τ2οβσ−1/Τ2Φ. Κδ ανδ Τ2Β/ν χαν βε οβταινεδ φροµ τηε φιττινγ ασ 

παραµετερσ.  

Ιν ρεφερενχε [7] ανδ ελσεωηερε, ωε χουλδ νοτ φινδ τηε δεδυχτιονσ οφ εθυατιον 2 ανδ 3 τηατ ισ ωηψ 

ωε περφορµεδ τηεµ το χηεχκ ωηετηερ τηεψ αρε ρεαλλψ αππλιχαβλε το ουρ γιϖεν σιτυατιονσ (Αππενδιξ 1).  

Τηε ρελαξατιον ρατε οφ τηε βουνδ µεταλ ιον χαν βε εξπρεσσεδ βψ τηε φολλοωινγ εθυατιον προϖιδεδ 

τηατ τηε εξτρεµε ναρροωινγ χονδιτιον ισ φυλφιλλεδ [69]:  
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Σινχε θζζ ισ τηε ελεχτριχ φιελδ γραδιεντ αρουνδ τηε νυχλευσ, ιτ στρονγλψ δεπενδσ ον τηε σψµµετρψ οφ τηε 

βινδινγ σιτε, ωηιχη βινδσ τηε Χα2+. 1>%>0 ανδ ραρελψ εξχεεδσ 0.5 ιν Χα2+ ανδ Μγ2+ χοµπλεξεσ [69], 

τηερεφορε (1+ %2/3)∼1.08. Φροµ τηισ εθυατιον, ονλψ τηε προδυχτ οφ τηε χορρελατιον τιµε ανδ τηε 

θυαδρυπολαρ χουπλινγ χονσταντ χαν βε οβταινεδ. Τηερεφορε, τηερε µυστ βε αν ινδεπενδεντ µεασυρεµεντ 

ορ α γοοδ αππροξιµατιον φορ τηε χορρελατιον τιµε ιν ορδερ το δετερµινε #, ωηιχη ισ ινφορµατιϖε αβουτ τηε 

σψµµετρψ οφ τηε Χα2+ βινδινγ σιτεσ ιν α προτειν µολεχυλε. Ιν ΕΦ−ηανδ Χα2+ βινδινγ µοτιφσ, τηισ ϖαλυε ισ 

τψπιχαλλψ αρουνδ 1ΜΗζ [80]. Λοωερ ϖαλυεσ ινδιχατε µορε σψµµετριχαλ ωηιλε ηιγηερ ονεσ λεσσ 

σψµµετριχαλ βινδινγ σιτεσ. Φροµ τηεσε δατα, ονε χαν δραω σεϖεραλ στρυχτυραλ χονχλυσιονσ εσπεχιαλλψ ιφ 

τηε χορρεχτ στρυχτυρε ορ α ηοµολογψ µοδελ ισ αϖαιλαβλε.  

Ιν τηοσε χασεσ ωηερε α σµαλλ αµουντ οφ οτηερ Χα2+ βινδινγ αγεντσ ωερε πρεσεντ ιν τηε σψστεµ 

(λικε δισπασε ορ τηροµβιν), ανδ τηειρ χονχεντρατιονσ ωερε πραχτιχαλλψ νεγλιγιβλε χοµπαρεδ το τηε 



Στρυχτυραλ ινϖεστιγατιον οφ ΤΓασεσ 

 19

χονχεντρατιον οφ τηε φρεε χατιον, ωε µεασυρεδ ανδ χορρεχτεδ τηε Ρ2οβσ ωιτη τηε ρελαξατιον ρατε οφ τηε 

�φρεε� Χα2+ µεασυρεδ ιν τηε πρεσενχε οφ τηισ αγεντ ατ τηε σαµε χονχεντρατιον ασ υσεδ ωιτη τηε προτειν. 

Ωηεν ΤΓασε 2 ωασ ινηιβιτεδ βψ ΓΤΠ, βεχαυσε οφ τηε ηιγη χονχεντρατιον οφ ΓΤΠ (ωηιχη αλσο βινδσ 

Χα2+), τηε ρατιο οφ Χα2+ βουνδ το ΓΤΠ ωασ νο λονγερ νεγλιγιβλε. Α µοδιφιεδ εθυατιον ωασ υσεδ, τηε 

δεδυχτιον οφ ωηιχη ισ βασεδ ον τηε αππροπριατε µοδιφιχατιονσ οφ εθυατιον 1−3 ανδ τηε ηιγη αφφινιτψ 

χονσταντ οφ Χα2+ φορ ΓΤΠ (6600Μ−1) [81] γιϖεν το τηε αππλιεδ χονδιτιον (φορ δεδυχτιον σεε Αππενδιξ 2): 
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ωηερε Τ2ΧαΓΤΠ ισ τηε ρελαξατιον τιµε οφ Χα2+ βουνδ το ΓΤΠ ανδ αν υνκνοων φιττινγ παραµετερ.  

Σινχε τηε ηιγηερ ιονιχ στρενγτη δοεσ νοτ ηαϖε α χονσιδεραβλε ινφλυενχε ον Τ2Β  [82], τηε αφφινιτψ 

ανδ τηε σψµµετρψ παραµετερ οφ τηε Χα2+ βινδινγ σιτεσ οφ ΦΞΙΙΙ−Α2 αφτερ τηε αχτιϖατιον βψ 1Μ ΝαΧλ 

χουλδ βε χαλχυλατεδ ασ ωελλ. 
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7. ΡΕΣΥΛΤΣ ΑΝ∆ ∆ΙΣΧΥΣΣΙΟΝ 

 

7.1. Χα2+−βινδινγ στυδιεσ 

 

7.1.1. Ηοµολογψ µοδελ, συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ ανδ µυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ  

 

Ιν ορδερ το οβταιν τηε ποτεντιαλ Χα2+ βινδινγ σιτεσ οφ τηε εξαµινεδ ΤΓασεσ τηε ηοµολογψ µοδελ 

οφ ΤΓασε 2, συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ ανδ α µυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ ωερε προδυχεδ. Τηε ηιγηεστ 

ρεσολυτιον 3∆ Ξ−ραψ στρυχτυρε οφ χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ−Α2 ζψµογεν ωασ αϖαιλαβλε φορ τηεσε µανιπυλατιονσ [6].  

Φορ τηε χονστρυχτιον οφ τηε πολαριτψ συρφαχε οφ τηε ΤΓασε 2 µολεχυλε, α ηοµολογψ µοδελ ωασ 

γενερατεδ βασεδ ον τηε αβοϖε−µεντιονεδ ΦΞΙΙΙ στρυχτυρε. Αφτερ εξχηανγινγ τηε χορρεσπονδινγ σιδε 

χηαινσ, βυιλδινγ τηε λοοπσ ανδ σεϖεραλ προχεσσινγ ανδ µινιµιζατιον στεπσ, τηε φιναλ στρυχτυρε χονταινεδ 

ονλψ 2.2% οφ τηε αµινο αχιδσ ιν δισαλλοωεδ ρεγιονσ οφ τηε Ραµαχηανδραν πλοτ. Τηεσε ρεσιδυεσ, 

ηοωεϖερ, ωερε φιξεδ ιν τηειρ οριεντατιονσ βψ σαλτ βριδγεσ ορ στρονγ ηψδρογεν βονδσ. Α συπερποσιτιον οφ 

τηισ µοδελ το τηε σταρτινγ στρυχτυρε οφ φαχτορ ΞΙΙΙ−Α ψιελδεδ α ροοτ µεαν σθυαρε δεϖιατιον οφ 1.55⊕ 

βασεδ ον 551 συπεριµποσεδ Χ (αλπηα) ποσιτιονσ. Ουρ µοδελ (Φιγυρε 4) χονταινσ ονλψ σλιγητ � βυτ 

στρυχτυραλλψ ιµπορταντ − διφφερενχεσ ιν διστανχεσ ανδ ανγλεσ χοµπαρεδ το τηε πρεϖιουσλψ πυβλισηεδ ονεσ 

[84, 85, 86] ωηιχη αρε βασεδ ον λοωερ ρεσολυτιον στρυχτυρεσ οφ ΦΞΙΙΙ. Ρεχεντλψ, τηε Ξ−ραψ στρυχτυρε οφ α 

τισσυε ΤΓασε οριγινατινγ φροµ ρεδ σεα βρεαµ χονταινινγ 666 ρεσιδυεσ φροµ τηε τοταλ 695 ωασ πυβλισηεδ 

[87]; τηε ρεσολυτιον οφ τηισ στρυχτυρε ισ λεσσ τηαν τηατ οφ τηε ΦΞΙΙΙ ωηιχη ουρ ηοµολογψ µοδελ ισ βασεδ 

ον (2.5⊕ ϖερσυσ 2.1⊕). Τακινγ ιντο χονσιδερατιον τηεσε δατα ανδ τηατ τηε σεθυενχε ιδεντιτψ οφ τηισ φιση 

προτειν το τηε ηυµαν αναλογυε ισ ϕυστ 43.6%, ωε χαν στατε τηατ ουρ µοδελ ισ στιλλ τηε µοστ πρεχισε 

στρυχτυρε οφ τηε ηυµαν ΤΓασε 2.  

Υσινγ ουρ ηοµολογψ µοδελ οφ ΤΓασε 2 ανδ τηε Ξ−ραψ στρυχτυρε οφ ΦΞΙΙΙ−Α, τηε πολαριτψ συρφαχεσ 

οφ τηεσε µολεχυλεσ ωερε βυιλτ υπ ανδ χοµπαρεδ το εαχη οτηερ (Φιγυρε 5) ιν ορδερ το φινδ τηοσε 

νεγατιϖελψ χηαργεδ αµινο αχιδσ εξποσεδ ατ τηε συρφαχε (δεσιγνατεδ ωιτη ρεδ) ανδ µοστ προβαβλψ 

ρεσπονσιβλε φορ βινδινγ οφ Χα2+. Τηερε αρε σεϖεραλ ηιγηλψ νεγατιϖε ρεγιονσ ον βοτη µολεχυλεσ, βυτ µορε 

ον ΤΓασε 2 (Ταβλε 1). Ονε οφ τηε ρεασονσ φορ ιτ ισ τηατ τηε ΦΞΙΙΙ−Α ηασ α διµεριζατιον συρφαχε ανδ τηερε 

µυστ βε ηψδροπηιλιχ αµινο αχιδσ φαχινγ ωατερ µολεχυλεσ. Τηε συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ χλεαρλψ 

ιδεντιφιεσ τηε ρεχεντλψ πυβλισηεδ ηιγη αφφινιτψ Χα2+ βινδινγ σιτε οφ ΦΞΙΙΙ−Α ατ Ασπ438, Γλυ485 ανδ 

Γλυ490 (σεε Φιγυρε 5χ)[8].  
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Φιγυρε 4. Τηε ηοµολογψ µοδελ οφ τηε ηυµαν τισσυε τρανσγλυταµινασε; ιτ ισ βασεδ ον τηε ηιγηεστ 
ρεσολυτιον Ξ−ραψ στρυχτυρε οφ ΦΞΙΙΙ−Α (2.1⊕). 

 

 

Ωε χονστρυχτεδ τηε µυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ οφ τηε ΤΓασεσ (Φιγυρε 6). Ειγητεεν 

ηοµολογουσ πριµαρψ στρυχτυρεσ ωερε τακεν ιντο αχχουντ. Τηε σεθυενχε ιδεντιτψ οφ τηε τωο οτηερ ΤΓασεσ 

στυδιεδ ηερε το ηυµαν ΤΓασε 2 αχχορδινγ το τηε προγραµ ΦΑΣΤΑ αρε τηε φολλοωινγ: ηυµαν ΤΓασε 3 

(ΤΓΛ3_ ΗΥΜΑΝ) � ηυµαν ΤΓασε 2 (ΤΓΛΧ_ΗΥΜΑΝ) 38.4% ανδ ηυµαν ΦΞΙΙΙ−Α (Φ13Α_ΗΥΜΑΝ) 

� ηυµαν ΤΓασε 2 (ΤΓΛΧ_ΗΥΜΑΝ) 39.0%. Ηυµαν ΦΞΙΙΙ−Α ανδ ηυµαν ΤΓασε 3 προϖιδε 38% οφ 

ιδεντιτψ το εαχη οτηερ. Τηε νεγατιϖελψ χηαργεδ αµινο αχιδσ οφ τηε ρεχεντλψ δετερµινεδ Χα2+ βινδινγ σιτε 

οφ ΦΞΙΙΙ (Ασπ438, Αλα 457, Γλυ485 ανδ Γλυ490) [8] αρε ωελλ χονσερϖεδ ιν αλλ ΤΓασεσ. Ιν τηε αλιγνµεντ, 

τηοσε παρτσ ωερε δεσιγνατεδ (ωιτη ψελλοω) ασ ποτεντιαλ Χα2+ βινδινγ σιτεσ ιν ωηιχη τηε νυµβερ ανδ 

δενσιτψ οφ τηε νεγατιϖελψ χηαργεδ αµινο αχιδσ ωερε ρελατιϖελψ ηιγη. Τηε ρεδ λεττερσ ινδιχατε τηοσε � 

οριγιναλλψ ψελλοω − σιτεσ, ωηιχη αρε εξποσεδ ατ τηε µολεχυλαρ συρφαχε αχχορδινγ το τηε συρφαχε πολαριτψ 

αναλψσισ. Τηισ δουβλε αναλψσισ ωασ χαρριεδ ουτ ονλψ ον ΦΞΙΙΙ−Α ανδ ΤΓασε 2 σινχε ΤΓασε 3 σηοωσ βιγ 

διφφερενχεσ ιν 3∆ στρυχτυρε φροµ τηεσε ΤΓασεσ [25] λοωερινγ τηε ποσσιβιλιτψ οφ βυιλδινγ α ρελιαβλε 

ηοµολογψ µοδελ. Ασ σεεν, νοτ αλλ τηε ποτεντιαλ βινδινγ σιτεσ δεδυχεδ φροµ τηε πριµαρψ σεθυενχεσ 
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(δεσιγνατεδ ιν τηε αλιγνµεντ ωιτη ψελλοω) αππεαρεδ ον τηε συρφαχε ασ νεγατιϖε χλυστερσ φορ βοτη 

µολεχυλεσ. Τωελϖε χλυστερσ ιν ΤΓασε 2 ανδ φιϖε ιν ΦΞΙΙΙ−Α ωερε ιδεντιφιεδ βψ βοτη µετηοδσ (ρεδ 

λεττερσ). Βεψονδ τηεσε σιτεσ, τηερε ωερε µορε ηιγηλψ νεγατιϖε χλυστερσ ον πολαριτψ−συρφαχεσ οφ βοτη 

µολεχυλεσ (σεε Ταβλε 1).  

 

 
Φιγυρε 5. Ελεχτροστατιχ συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ ον ΦΞΙΙΙ−Α ανδ ΤΓασε 2. α−χ σηοω ΦΞΙΙΙ−Α φροµ 
τηρεε σιδεσ (ον χ, τηε ρεχεντλψ δετερµινεδ Χα2+ βινδινγ σιτε χαν βε σεεν ασ 1; δ ανδ ε σηοω ΤΓασε 2 
φροµ τωο µεανινγφυλ σιδεσ. Ρεδ αρεασ µεαν ηιγηερ λοχαλ δενσιτψ οφ τηε νεγατιϖελψ χηαργεδ αµινο αχιδσ 
(ποτεντιαλ Χα2+ βινδινγ σιτεσ; ονλψ τηε χλυστερσ ωιτη τηε ηιγηεστ νεγατιϖιτψ αρε νυµβερεδ αχχορδινγ το 
Ταβλε 1) ωηιλε βλυε αρεασ ρεπρεσεντ ποσιτιϖε χηαργεσ. Ασ χαν βε σεεν, τηε ΤΓασε 2 ηασ µορε ποσσιβιλιτιεσ 
το βινδ Χα2+ τηαν τηε ΦΞΙΙΙ−Α. 
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Ταβλε 1.  
 

Ποτεντιαλ Χα2+ βινδινγ σιτεσ οφ ΦΞΙΙΙ−Α ανδ ΤΓασε 2 βψ συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ 
 

 Νεγατιϖελψ χηαργεδ αµινο αχιδσ ωιτη 
ηιγη συρφαχε ποτεντιαλα 

Νεγατιϖελψ χηαργεδ αµινο αχιδσ ωιτη 
λοω συρφαχε ποτεντιαλα 

ΦΞΙΙΙ−Α Ασπ4381, Γλυ3772, Ασπ2193, Ασπ674, 
Γλυ2315, Ασπ2976, Γλυ6587 

Γλυ489, Ασπ532, Γλυ203, Ασπ58, 
Ασπ357, Γλυ593, Γλυ495, Γλυ489 

Ηυµαν 
ΤΓασε 2 

Ασπ258, Ασπ209, Ασπ30610, Γλυ32911, 
Ασπ24212, Γλυ55713, Γλυ54914, Ασπ1115, 
Γλυ63716, Ασπ25917, Γλυ1518, Γλυ419, 
Γλυ12020, Ασπ21021, Ασπ8722, Γλυ46723, 
Γλυ46924, Γλυ56925, Ασπ58126, Γλυ32227 

Γλυ585, Γλυ539, Ασπ490, Γλυ535, 
Ασπ434, Γλυ8, Ασπ553, Ασπ389, 
Γλυ549 

 
αΩε γρουπεδ τηε νεγατιϖελψ χηαργεδ αµινο αχιδσ εξποσεδ ατ τηε µολεχυλαρ συρφαχε (Φιγυρε 5) βψ αν 
αρβιτραρψ µαννερ ιντο τωο γρουπσ σηοων αβοϖε αχχορδινγ το τηειρ συρφαχε ποτεντιαλσ. Αµινο αχιδσ 
ποσσεσσινγ γρεατερ τηαν 30 ρελατιϖε υνιτσ (ΓΡΑΣΠ−προγραµ) οφ ποτεντιαλ ωερε ρεφερρεδ το ασ ηαϖινγ 
�ηιγη συρφαχε ποτεντιαλ� ωηιλε τηοσε βελοω 30 ηαϖε �λοω συρφαχε ποτεντιαλ�. Ωε δεσιγνατεδ ηερε ονλψ 
ονε αµινο αχιδ (ωιτη τηε ηιγηεστ ποτεντιαλ) φροµ α νεγατιϖελψ χηαργεδ ποχκετ ι.ε. εϖερψονε ρεπρεσεντσ 
ονε σεπαρατε ποτεντιαλ Χα2+

 βινδινγ σιτε. Χλυστερσ ωιτη ηιγηερ συρφαχε ποτεντιαλ σηουλδ προβαβλψ βε 
χονσιδερεδ φιρστ ασ ποτεντιαλ Χα2+

 βινδινγ σιτεσ, ηοωεϖερ, τηερε χουλδ βε λοχαλ στρυχτυραλ δετερµιναντσ 
τηατ ενηανχε Χα2+ αφφινιτψ οφ σιτεσ ηαϖινγ λοωερ ποτεντιαλ. Νυµβερινγ ισ ρελατεδ το Φιγυρε 5. 
 

Ιν αλµοστ αλλ Χα2+ βινδινγ προτεινσ (εξχεπτ τηοσε ωηιχη χονταιν ΕΦ−ηανδσ) τηε Χα2+ βινδινγ 

σιτεσ αρε χοµποσεδ οφ αµινο αχιδσ ωηιχη αρε χονσιδεραβλψ δισταντ ιν τηε πριµαρψ σεθυενχε συχη ασ ιν 

τηε χασε οφ τηε ρεχεντλψ δετερµινεδ Χα2+ βινδινγ σιτε οφ ΦΞΙΙΙ−Α (Ασπ438, Αλα457, Γλυ485, ανδ 

Γλυ490). Τηισ συππορτσ τηε χλαιµ τηατ ανψ αµινο αχιδ χοµποσιτιον, ωηιχη ποσσεσσεσ νεγατιϖε συρφαχε 

ποτεντιαλ, χαν βε τακεν ιντο αχχουντ ασ α ποτεντιαλ Χα2+ βινδινγ σιτε. Τηυσ, τηε ποτεντιαλ Χα2+ βινδινγ 

σιτεσ οφ τηε τωο ΤΓασεσ χαν βε δετερµινεδ ον τηε βασισ οφ τηειρ ποτεντιαλ συρφαχεσ. Ιτ ηασ βεεν 

συγγεστεδ, βασεδ ον πριµαρψ σεθυενχεσ, τηατ γενεραλλψ τηερε αρε τηρεε χονσενσυσ Χα2+ βινδινγ σιτεσ ιν 

τηε ΤΓασεσ [86]. Φορ ηυµαν ΤΓασε 2, τηε τηρεε πυτατιϖε Χα2+ βινδινγ σιτεσ αρε τηε φολλοωινγ: 146−162, 

229−234 ανδ 434−452 [83]. Τηε 146−162 ανδ τηε 434−452 ρεγιονσ αππεαρ ασ ηιγηλψ νεγατιϖε χλυστερσ ον 

τηε πολαριτψ−συρφαχε, ωηιλε τηε 229−234 ρεγιον ηασ νεγλιγιβλε νεγατιϖε συρφαχε−ποτεντιαλ. 

Ιν τηε µοστ Χα2+ δεπενδεντ ενζψµεσ τηε βινδινγ οφ α λιµιτεδ νυµβερ οφ µεταλ ιονσ αρε ενουγη 

φορ τηε εξπρεσσιον οφ τηε ρεθυιρεδ χονφορµατιοναλ χηανγεσ. Τηερεφορε, ιτ ισ νοτ νεχεσσαρψ τηατ αλλ τηε 

Χα2+σ βουνδ το ΤΓασεσ ηαϖε α ρολε ιν τηε αχτιϖατιον προχεσσεσ εσπεχιαλλψ βεχαυσε σοµε οφ τηεµ αρε 

λοαδεδ ονλψ ατ ηιγηερ Χα2+
 χονχεντρατιονσ (σεε βελοω). Τηεσε µαψ βε βουνδ πασσιϖελψ ωιτη ρεσπεχτ το 

τηε αχτιϖατιον προχεσσεσ προβαβλψ ποσσεσσινγ Χα2+
 βυφφερινγ ρολεσ. Ηοωεϖερ, τηε στρυχτυραλ εξπλανατιον 

οφ τηε Χα2+ αχτιϖατιον προχεσσ οφ ΤΓασεσ ισ στιλλ µισσινγ ανδ ιτ χαννοτ βε ρυλεδ ουτ τηατ αλλ ορ µοστ οφ 

τηεσε
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            51                                                 100                                                    150 

tglc_human  FEGRNYQASV D..SLTFSVV TGPAPSQEAG TKARFPL... .RDAVEEGDW TATVVDQQDC TLSLQLTTPA NAPIGLYRLS ..LEASTGYQ GSSFVL.... 

f13a_human  FS.RPYDPRR DLFRVEYVI. .GRYPQENKG TYIPVPIVSE L....QSGKW GAKIVMREDR SVRLSIQSSP KCIVGKFRMY VAVWTPYGV. ...LRTSRNP 

tgl3_human  M.NKGLGSN. E..RLEFIDT TGPYPSESAM TKAVFPL... .SNG.SSGGW SAVLQASNGN TLTISISSPA SAPIGRYTMA LQIFSQGG.. ISSVKL.... 

 

            151                                                200                                                    250  

tglc_human  .GHFILLFNA WCPADAVYLD SEEERQEYVL TQQGFIYQGS AKFIKNIPWN FGQFQDGILD ICLILLDVNP KFLKNAGRDC SRRSSPVYVG RVGSGMVNCN 

f13a_human  ETDTYILFNP WCEDDAVYLD NEKEREEYVL NDIGVIFYGE VNDIKTRSWS YGQFEDGILD TCLYVMD... ...R.AQMDL SGRGNPIKVS RVGSAMVNAK 

tgl3_human  .GTFILLFNP WLNVDSVFMG NHAEREEYVQ EDAGIIFVGS TNRIGMIGWN FGQFEEDILS ICLSILDRSL NFRRDAATDV ASRNDPKYVG RVLSAMINSN 

 

      251                                                300                                                    350 

tglc_human  D.DQGVLLGR WDNNYGDGVS PMSWIGSVDI LRRWKNHGCQ RVKYGQCWVF AAVACTVLRC LGIPTRVVTN YNSAHDQNSN LLIEYFRNEF GEI..QGDKS 

f13a_human  D.DEGVLVGS WDNIYAYGVP PSAWTGSVDI LLEYRSS.EN PVRYGQCWVF AGVFNTFLRC LGIPARIVTN YFSAHDNDAN LQMDIFLEED GNVNSKLT.K 

tgl3_human  D.DNGVLAGN WSGTYTGGRD PRSWDGSVEI LKNWKKSGFS PVRYGQCWVF AGTLNTALRS LGIPSRVITN FNSAHDTDRN LSVDVYYDPM GNPLDKG..S 

 

            351                                                400                                                    450 

tglc_human  EMIWNFHCWV ESWMTRPDLQ PG....YEGW QALDPTPQEK SEGTYCCGPV PVRAIKEGDL STKYDAPFVF AEVNADVVDW IQQD.DGSVH KSIN...RSL 

f13a_human  DSVWNYHCWN EAWMTRPDLP VG....FGGW QAVDSTPQEN SDGMYRCGPA SVQAIKHGHV CFQFDAPFVF AEVNSDLIYI TAKKDGT..H VVENV..DAT 

tgl3_human  DSVWNFHVWN EGWFVRSDLG PP....YGGW QVLDATPQER SQGVFQCGPA SVIGVREGDV QLNFDMPFIF AEVNADRITW LYDNTTGKQW KNSV...NSH 

 

      451                                              500                                                    550 

tglc_human  IVGLKISTKS VGRDE..... .REDITHTYK YPEGSSEERE AFTRANHLNK LAEK...... .......EET GMAMRIRVGQ SMNMGSDFDV FAHITNNTAE 

f13a_human  HIGKLIVTKQ IGGD...... GMMDITDTYK FQEGQEEERL ALETA..... ..LMYGAKKP LNTEGVMKSR SNVDMDFEVE NAVLGKDFKL SITFRNNSHN 

tgl3_human  TIGRYISTKA VGSNA..... .RMDVTDKYK YPEGSDQERQ VFQKALGKLK PNTPFAATSS MGLETEEQEP SIIGKLKVAG MLAVGKEVNL VLLLKNLSRD 

 

            551                                                600                                                    650 

tglc_human  E.YVCRLLLC ARTVSYNGIL GPECGTKYLL NLTLEPFSEK SVPLCIL.YE KYRDCLTESN LIKVRALLVE PVINSYLLAE RDLYLENPEI KIRILGEPKQ 

f13a_human  R.YTITAYLS ANITFYTGVP KAEFK.KETF DVTLEPLSFK KEAVLIQ.AG EYMGQLLEQA SLHFFVTARI NETRDVLAKQ KSTVLTIPEI IIKVRGTQVV 

tgl3_human  T.KTVTVNMT AWTIIYNGTL VHEV.WKDSA TMSLDPEEEA EHPIKIS.YA QYERYLKSDN MIRITAVCKV P.DESEVVVE RDIILDNPTL TLEVLNEARV 

 

            651                                                700 

tglc_human  KRKLVAEVSL QNPLPVALEG CTFTVEGAGL TEEQKTVEIP DPVEAGEEVK 

f13a_human  GSDMTVTVQF TNPLKETLRN VWVHLDGPGV TR.PMKKMFR .EIRPNSTVQ 

tgl3_human  RKPVNVQMLF SNPLDEPVRD CVLMVEGSGL LLGNLKIDVP .TLGPKERSR 

 

 

Φιγυρε 6. Μυλτιπλε σεθυενχε αλιγνµεντ οφ ΤΓασεσ. Ονλψ τηε εξαµινεδ τηρεε ΤΓασεσ αρε σηοων, ηοωεϖερ οριγιναλλψ 18 πριµαρψ σεθυενχεσ ωερε φιτ 
τογετηερ (ναµελψ: 42_ηυµαν, 42_µουσε, αννυ_σχηαµ, φ13α_ηυµαν, τγλ3_ηυµαν, τγλ3_µουσε, τγλ4_ηυµαν, τγλχ_βοϖιν, τγλχ_χαϖχυ, τγλχ_χηιχκ, 
τγλχ_ηυµαν, τγλχ_µουσε, τγλχ_παγµα, τγλδ_ρατ, τγλη_ταχτρ, τγλκ_ηυµαν, τγλκ_ραβιτ, τγλκ_ρατ). Σινγλε λεττερ χοδεσ οφ τηε τωο αµινο αχιδσ ωιτη νεγατιϖελψ 
χηαργεδ σιδε−χηαινσ αρε βολδφαχε (∆, Ε) ωηιλε τηε χορρεσπονδινγ ελεχτρον−δονορ αµιδεσ αρε ιταλιχιζεδ (Θ, Ν) ιν ορδερ το ηιγηλιγητ τηε ποτεντιαλ ρεσιδυεσ 
χαπαβλε οφ ηαϖινγ α ρολε ιν Χα2+ βινδινγ. Ψελλοω σεθυενχεσ χονταιν α ρελατιϖελψ ηιγηερ νυµβερ ανδ δενσιτψ οφ νεγατιϖελψ χηαργεδ αµινο αχιδσ ανδ χουλδ βε 
ασσιγνεδ ασ ποτεντιαλ Χα2+−βινδινγ σιτεσ, βυτ ονλψ αχχορδινγ το τηε πριµαρψ σεθυενχεσ. Σεθυενχεσ δεσιγνατεδ ωιτη ρεδ λεττερσ (οριγιναλλψ ψελλοω) αρε εξποσεδ 
ατ τηε συρφαχε αχχορδινγ το συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ. Ν− ανδ Χ−τερµινι χονταινινγ νο ποτεντιαλ Χα2+−βινδινγ σεθυενχεσ αρε νοτ πρεσεντεδ. 
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σιτεσ ηαϖε α ρολε ιν τριγγερινγ ανδ/ορ σταβιλιζινγ οφ τηε χαταλψτιχαλλψ αχτιϖε χονφορµατιον ιν ϖαριουσ ιν 

ϖιϖο σεττινγσ. 

ΤΓασε 3 ηασ σεϖεραλ νεγατιϖελψ χηαργεδ ρεγιονσ ιν ιτσ πριµαρψ σεθυενχε ανδ σοµε οφ τηεµ αρε 

ηοµολογουσ το τηοσε οφ ΤΓασε 2 ανδ ΦΞΙΙΙ−Α; τηεσε χαν βε πρεδιχτεδ ασ ποτεντιαλ Χα2+
 βινδινγ σιτεσ.   

 

 

7.1.2. Χηαραχτεριζατιον οφ τηε ενζψµεσ στυδιεδ βψ ΝΜΡ 

 

Τηε πυριφιχατιον οφ ΦΞΙΙΙ−Α2 ανδ ΤΓασε 3 ιντο τηειρ αππροπριατε πυρε στατε ωασ χαρριεδ ουτ υσινγ 

πρεϖιουσλψ αππλιεδ µετηοδσ ανδ τηειρ προπερτιεσ ωερε φουνδ το βε εθυιϖαλεντ το τηοσε πυβλισηεδ [59, 

60]. Ηυµαν ΤΓασε 2 ωασ πυριφιεδ ασ α ΓΣΤ−φυσιον (25.5κ∆α) ανδ σηοωεδ τηε σαµε χηαραχτεριστιχσ ασ 

δετερµινεδ ελσεωηερε [88]. Τηε ΦΞΙΙΙ−Α2 ωασ τρεατεδ ωιτη τηροµβιν ωηιλε ΤΓασε 3 ωιτη δισπασε. Τηε 

πυριτψ οφ τηε ενζψµεσ ανδ τηε περφορµεδ χλεαϖαγεσ χουλδ βε φολλοωεδ ον Χοοµασσιε−σταινεδ γελσ 

(Φιγυρε 7).  

 

 

 

 

 

Φιγυρε 7. Τηε Σ∆Σ−ΠΑΓΕ οφ ΤΓασεσ. Τηε γελσ αρε οϖερλοαδεδ φορ χηεχκινγ τηε πυριτψ οφ τηε 
ενζψµε πρεπαρατιονσ ωηιχη ωασ αλωαψσ >90% βψ δενσιτοµετρψ. Μολεχυλαρ ωειγητ στανδαρδ ισ 
νοτ πιχτυρεδ βεχαυσε οφ διφφερεντ γελσ ανδ οϖερλοαδ. 

 

  ΦΞΙΙΙ−Α2           ΦΞΙΙΙ−Α2 

        +τηροµβιν 
  ΤΓασε 3    ΤΓασε 3 

+δισπασε 
      ΤΓασε 2 
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Χαταλψτιχ εφφιχιενχιεσ οφ τηε ενζψµεσ ωερε τεστεδ βψ τηε αµινε−ινχορπορατιον αχτιϖιτψ ασσαψ 

(Ταβλε 2). Εαχη ενζψµε σηοωεδ τηε εξπεχτεδ αχτιϖατιον παττερν βψ Χα2+ ανδ προτεασεσ (ΦΞΙΙΙ−Α2 ανδ 

ΤΓασε 3) νατυραλλψ ωιτη διφφερεντ σπεχιφιχιτψ το τηε αππλιεδ συβστρατε. Τηροµβιν χουλδ αχτιϖατε ΦΞΙΙΙ−Α2 

ϖερψ εφφεχτιϖελψ. ΦΞΙΙΙ−Α2 ωασ τρεατεδ βψ 1Μ ΝαΧλ το αχηιεϖε αχτιϖατιον ωιτηουτ τηροµβιν; ασ 

εξπεχτεδ, αππροξιµατελψ 1.5−τιµεσ ηιγηερ σπεχιφιχ αχτιϖιτψ ωασ οβσερϖεδ τηαν βψ τηροµβιν [10]. Α 

δεχρεασεδ αµουντ οφ αχτιϖιτψ ωασ αλσο φουνδ ατ νεαρλψ πηψσιολογιχαλ χονχεντρατιον οφ σαλτ ανδ εϖεν 

ωιτηουτ ανψ σαλτ ποσσιβλψ βεχαυσε οφ τηε πρεσενχε οφ α σµαλλ αµουντ οφ προτεολψτιχαλλψ αχτιϖατεδ 

ενζψµε. ΓΤΠ χουλδ τοταλλψ ινηιβιτ τηε ηυµαν ΤΓασε 2. ∆ισπασε τρεατµεντ ρεσυλτεδ ιν α σιγνιφιχαντ 

ινχρεασε ιν τηε αχτιϖιτψ οφ ΤΓασε 3. 

 

 

7.1.3. Τιτρατιον ωιτη 
43

Χα
2+  

 

ΤΓασεσ ωερε τιτρατεδ ωιτη Χα2+ ιν τηε χονχεντρατιον ρανγε οφ 1µΜ � 51µΜ ανδ τηε οϖεραλλ 

τρανσϖερσε ρελαξατιον ρατε οφ τηε Χα2+
 νυχλει ωασ µεασυρεδ (Ταβλε 3). Α τψπιχαλ 43Χα ΝΜΡ τιτρατιον 

εξπεριµεντ ισ σηοων ιν Φιγυρε 8 ωηιλε Φιγυρε 9 σηοωσ τηε εϖαλυατιον προχεσσ. Τηε αϖεραγε δισσοχιατιον 

χονσταντσ οφ τηε Χα2+−ΤΓασε χοµπλεξεσ (Κδ) ανδ τηε ϖαλυεσ οφ Τ2Β/ν χουλδ βε χαλχυλατεδ ασ δεταιλεδ 

αβοϖε (Ταβλε 2). Τηε ρελαξατιον ρατε οφ Χα2+
 βουνδ το προτειν χαν βε εξπρεσσεδ βψ εθυατιον 4 τηατ 

χονταινσ ονλψ # ανδ ∀χ ασ υνκνοων ϖαριαβλεσ, τηε ϖαλυεσ οφ ωηιχη δεπενδ ον τηε νατυρε οφ τηε προτειν. 

Τηε χορρελατιον τιµε ισ αππροξιµατελψ τηε λινεαρ φυνχτιον οφ τηε µολεχυλαρ ωειγητ (ιφ τηε σηαπε οφ τηε 

µολεχυλε ισ νοτ ϖερψ διφφερεντ). Τηισ ϖαλυε ισ 200νσ φορ ΦΞΙΙΙ−Α2Β2 ανδ 50νσ φορ ΦΞΙΙΙ−Β [7], τηερεφορε 

τηε αχτυαλ ϖαλυεσ φορ διφφερεντ ΤΓασεσ χουλδ βε χαλχυλατεδ χονσιδερινγ σιµιλαριτιεσ ιν σηαπε (30% 

σεθυενχε ιδεντιτψ ισ γενεραλλψ ενουγη φορ χονσιδερινγ α ϖερψ σιµιλαρ σηαπε). Ιν τηισ µαννερ, τηε # 

(ωηιχη ρεφλεχτσ τηε σψµµετρψ οφ τηε Χα2+ βινδινγ σιτεσ) χαν βε οβταινεδ φροµ Τ2Β/ν. 

 

 

7.1.4. ΦΞΙΙΙ−Α2  

 

Φορ ΦΞΙΙΙ−Α2, φουρ χονδιτιονσ ωερε εξαµινεδ ανδ αλλ τηε οβταινεδ δισσοχιατιον χονσταντσ ωερε ιν 

τηε µιλλιµολαρ ρανγε. Τηεσε ϖαλυεσ αρε εθυαλ ιν µαγνιτυδε το βυτ ηιγηερ τηαν τηε ονε δετερµινεδ 

πρεϖιουσλψ βψ εθυιλιβριυµ διαλψσισ ανδ ιντρινσιχ φλυορεσχενχε ιν σηορτερ Χα2+ χονχεντρατιον ρανγεσ 

(0.51µΜ βψ ΝΜΡ ϖερσυσ 0.1µΜ, σεε χιτατιον 5) χονφιρµινγ τηατ λοω αφφινιτψ βινδινγ σιτεσ εξιστ ανδ 

αρε λοαδεδ ατ ηιγηερ Χα2+ χονχεντρατιονσ ιν αχχορδανχε ωιτη τηε ρεσυλτσ οφ τηε συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ  
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Φιγυρε 8. Α 43Χα ΝΜΡ εξπεριµεντ. Λορεντιαν 43Χα σιγναλσ ανδ τηειρ πεακ−ηειγητσ (ιν ρελατιϖε υνιτσ) 
αρε σηοων ατ διφφερεντ Χα2+ χονχεντρατιονσ ιν τηε πρεσενχε οφ ΦΞΙΙΙ−Α2 (2.5µΜ προτειν, 50µΜ Τρισ, 
πΗ7.5). Αλλ σιγναλσ µεασυρεδ αφτερ 14µσ οφ ρελαξατιον σηοωινγ χλεαρλψ τηε δεχρεασινγ ρελαξατιον ρατε 
υπον ινχρεασινγ Χα2+ χονχεντρατιον. 
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Φιγυρε 9. Εϖαλυατιον οφ ΝΜΡ ρεσυλτσ. α, Α τψπιχαλ ρελαξατιον παττερν οφ τηε 43Χα νυχλει αχχορδινγ το α 
σινγλε εξπονεντιαλ χυρϖε; β, Τηε ρεδυχεδ ρελαξατιον ρατεσ αρε πλοττεδ ϖερσυσ τηε Χα2+ χονχεντρατιον 
φιττινγ ωελλ το α ηψπερβολιχ φυνχτιον (Σιγµαπλοτ). 
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Ταβλε 2.  

 

Αππλιεδ ενζψµε χονχεντρατιονσ ιν τηε ΝΜΡ σαµπλεσ, σπεχιφιχ αχτιϖιτιεσ, δισσοχιατιον χονσταντσ φορ 

Χα2+−ΤΓασε χοµπλεξεσ ανδ τηε χορρεσπονδινγ Τ2Β/ν ϖαλυεσα 

 

Ενζψµε 
 

[Ε] (∝Μ)   Σπεχιφιχ 
Αχτιϖιτψ 

(Ο∆/µιν/µγ)

Κδ ξ 10−3 

(Μ) 
Τ2Β/ν ξ 10−5 

(σ) 

ΦΞΙΙΙ−Α2  

(50µΜ Τρισ, πΗ7.5) 

2.5 22.4 0.51 8.2 

ΦΞΙΙΙ−Α2   

(150µΜ ΝαΧλ, 10µΜ Τρισ, πΗ7.5) 

2.2 26.4 2.9 8.2 

ΦΞΙΙΙ−Α2   

(1Μ ΝαΧλ, 50µΜ Τρισ, πΗ7.5) 

2.5 156 4.7 12 

ΦΞΙΙΙ−Α2 + Τηροµβιν  

(50µΜ Τρισ, πΗ7.5) 

2.5 110 5.9 8.5 

ΤΓασε 2  

(150µΜ ΝαΧλ, 10µΜ Τρισ, πΗ7.5) 

2.9 2.20 6.0 2.8 

ΤΓασε+ΓΤΠ  

(150µΜ ΝαΧλ, 10µΜ Τρισ, πΗ7.5) 

1.6 0.00 8ξ10
6
 1.2ξ10

11
 

ΤΓασε 3  

(150µΜ ΝαΧλ, 10µΜ Τρισ, πΗ7.5) 

1.9 30.0 1.8 75 

ΤΓασε 3+∆ισπασε  

(150µΜ ΝαΧλ, 10µΜ Τρισ, πΗ7.5) 

1.8 37.6 2.0 280 

Τηροµβιν  

(50µΜ Τρισ, πΗ7.5) 

0.57 − 1.6 0.42 

 

 
αΤηε δατα αρε µεανσ οφ ατ λεαστ τηρεε µεασυρεµεντσ ανδ ηαϖε λεσσ τηαν 5% ερρορ. 
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. Ταβλε 3.  

 

Ρεδυχεδ ρελαξατιον ρατεσ οφ Χα2+ νυχλει ιν τηε αβσενχε ανδ πρεσενχε οφ διφφερεντ ΤΓασεσα 

 

      Ρεδυχεδ Ρελαξατιον Ρατεσ (1/σ)     

[Χα2+] 

(µΜ) 

ΦΞΙΙΙ−Α2 

+Νο σαλτ  

Βυφφερ Β 

ΦΞΙΙΙ−Α2 

+150µΜ 

σαλτ 

Βυφφερ Α 

ΦΞΙΙΙ−Α2 
β 

+1Μ σαλτ 

Βυφφερ Β 

ΦΞΙΙΙ−Α2
 β 

+τηροµβιν 

Βυφφερ Β 

ΤΓασε 2 

Βυφφερ Α 

ΤΓασε 2 

+ ΓΤΠ 

Βυφφερ Α 

ΤΓασε 3 

Βυφφερ Α 

ΤΓασε 3 

+δισπασε 

Βυφφερ Α 

Τηροµβινβ 

Βυφφερ Β 

Νο 

ενζψµε 

Βυφφερ Α 

1 20 6.9 3.0 − 15 − 0.90 0.21 38 0.96 

11 2.8 2.0 1.4 4.2 6.5 − 0.17 0.047 11 0.84 

21 1.1 1.0 0.73 1.2 3.8 32 0.15 0.028 5.6 0.83 

31 0.98 0.74 0.83 0.66 2.8 17 0.080 0.024 4.4 0.75 

51 0.57 0.49 0.63 0.63 − 7.7 − − 3.0 0.68 

 

 
αΤηε δατα, ωηιχη χουλδ νοτ βε δετερµινεδ πρεχισελψ, ωερε νεγλεχτεδ φροµ φιττινγ ανδ φροµ τηισ ταβλε (ιν σοµε χασεσ ατ ϖερψ ηιγη 
χονχεντρατιονσ οφ Χα2+, τηε ϖαλυεσ οφ τηε ρεδυχεδ ρελαξατιον ρατεσ χονταινεδ ρελατιϖελψ βιγ υνχερταιντιεσ, ωηιλε ατ ϖερψ σµαλλ χονχεντρατιονσ 
σοµετιµεσ τηισ ρατε ωασ τοο λαργε το δετερµινε πρεχισελψ). Τηε δατα αρε µεανσ οφ ατ λεαστ τηρεε µεασυρεµεντσ ανδ ηαϖε λεσσ τηαν 5% ερρορ. β

 

Φιρστ ποιντ µεασυρεδ ατ 2µΜ Χα2+ ινστεαδ οφ 1µΜ φορ εξπεριµενταλ ρεασονσ. Βυφφερ Α: 150µΜ ΝαΧλ, 10µΜ Τρισ, πΗ7.5; Βυφφερ Β: 50µΜ 
Τρισ, πΗ7.5. 
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ανδ ασ πρεδιχτεδ εαρλιερ [9]. Ιφ ωε χαλχυλατε τηε βινδινγ οφ ονλψ ονε Χα2+/συβυνιτ ΦΞΙΙΙ−Α (τηατ ισ τωο 

φορ τηε ωηολε µολεχυλε, ν=2 ανδ ρεπρεσεντσ λοω Χα2+ χονχεντρατιονσ) [8] ανδ 100νσ οφ χορρελατιον τιµε,  

ωε γετ 0.37ΜΗζ φορ τηε αϖεραγε οφ #. Ιν αν ΕΦ−ηανδ λικε Χα2+ βινδινγ µοτιφ # ωουλδ βε ∼ 1ΜΗζ. Τηισ 

χονφιρµσ πρεϖιουσ ρεσυλτσ τηατ τηε µαιν Χα2+ βινδινγ σιτε οφ ΦΞΙΙΙ ισ νοτ αν ΕΦ−ηανδ λικε µοτιφ ανδ 

σηοωσ τηατ Χα2+ ισ νοτ ιν α τιγητ ενϖιρονµεντ (τηε αµινο αχιδσ προβαβλψ αρε ατ φαρτηερ διστανχεσ φροµ 

Χα2+) ασ δετερµινεδ εαρλιερ ιν τηε χρψσταλλινε πηασε [8]. 

Ξ−ραψ στυδιεσ σηοωεδ τηατ ιν ΦΞΙΙΙ−Α τηερε ισ ονλψ ονε διρεχτ λιγανδ τοωαρδ Χα2+, ωηιχη ισ τηε 

Αλα457−Ο; αλλ τηε οτηερ διρεχτ λιγανδσ αρε ωατερ µολεχυλεσ. Τηε πρεϖιουσλψ πυβλισηεδ λιγανδσ (Ασπ438, 

Αλα457, Γλυ485 ανδ Γλυ490) αρε νοτ χλοσε ενουγη το βε ρεαλ Χα2+ λιγανδσ (Σιχκερ, Ωεισσ ανδ 

Ηιλγενφελδ, υνπυβλισηεδ ρεσυλτσ). Ιντερεστινγλψ, ον τηε πολαριτψ συρφαχε οφ ΦΞΙΙΙ−Α, τηε Γλυ485 ανδ τηε 

Γλυ490 δο νοτ ποσσεσσ χονσιδεραβλε νεγατιϖε ποτεντιαλσ, ονλψ Ασπ438 ανδ ιτσ προξιµαλ αρεα σηοω δενσε 

νεγατιϖιτψ. Τηε µορε Χα2+ βινδινγ σιτεσ ωε συπποσε, τηε λεσσ τηε αϖεραγε # ισ, σο ιτ ισ ιµποσσιβλε το γετ 

ιντο τηε ρανγε οφ 1ΜΗζ (ιφ ν=8, #=0.19). Ιτ ισ νοτ προβαβλε τηατ τηερε αρε βινδινγ σιτε(σ) ωιτη βιγ 

διφφερενχεσ ιν σψµµετρψ (το σατισφψ τηεσε σµαλλ αϖεραγε ϖαλυεσ οφ #) [9, 18] σο ιτ σεεµσ τηατ τηε ωηολε 

προτειν µολεχυλε λαχκσ ΕΦ−ηανδσ ασ σεθυενχε αναλψσισ συγγεστσ [5].  

Ωε φουνδ τηατ υπον ινχρεασινγ τηε χονχεντρατιον οφ ινερτ σαλτ, τηε Κδ ινχρεασεδ. Τηατ ισ τηε Χα2+ 

αφφινιτψ δεχρεασεδ, ασ συγγεστεδ ελσεωηερε [10]. Τηε τηροµβιν−χλεαϖαγε δεχρεασεδ τηε Χα2+ αφφινιτψ οφ 

τηε ενζψµε ιν χοντραστ ωιτη εαρλιερ δατα σηοωινγ νο χονσιδεραβλε εφφεχτσ [9]. Ιτ ισ ιντερεστινγ τηατ τηε 

τηροµβιν−αχτιϖατιον ανδ τηε σαλτ−εφφεχτ (ατ λοω χονχεντρατιον) δεχρεασεδ τηε Χα2+ αφφινιτψ βυτ ιτ διδ νοτ 

σιγνιφιχαντλψ χηανγε τηε αϖεραγε σψµµετρψ οφ τηε βινδινγ σιτεσ (ασ τηε νεγλιγιβλε χηανγεσ οφ Τ2Β/ν 

σηοω, σινχε ν χαν βε χονσιδερεδ χονσταντ; σεε Ταβλε 2). Ονε ιντερπρετατιον οφ τηεσε ρεσυλτσ ισ τηατ τηοσε 

αµινο αχιδσ ωηιχη µοϖε δυρινγ αχτιϖατιον δο νοτ χαυσε γρεατ οϖεραλλ χονφορµατιοναλ χηανγε ιν τηε 

βινδινγ σιτεσ βυτ ρατηερ ινδυχε α σιγνιφιχαντ δεχρεασε ιν τηε λεϖελ οφ αττραχτιϖε φορχεσ προβαβλψ βψ 

ινχρεασινγ τηε διστανχε βετωεεν τηε δονορ γρουπσ ανδ Χα2+. Ιν 1Μ ΝαΧλ, βοτη τηε αφφινιτψ ανδ τηε # 

δεχρεασεδ (0.31ΜΗζ, ιφ ν=2) συγγεστινγ ανοτηερ βασισ φορ τηε τωο αχτιϖατιον προχεσσεσ. Σο φαρ, τηερε αρε 

τωο χονσιδεραβλε εξπλανατιονσ φορ τηε µεχηανισµ οφ τηε Χα2+ ινδυχεδ αχτιϖατιον προχεσσεσ οφ ΤΓασεσ. 

Αχχορδινγ το τηε φιρστ συγγεστιον, τηε σωιτχη το τηε χαταλψτιχαλλψ αχτιϖε χονφορµατιον ισ τριγγερεδ βψ τηε 

ισοµεριζατιον οφ τηε νον−προλινε χισ−πεπτιδε βονδσ (ωηιχη αρε ωελλ−χονσερϖεδ ιν τηε ΤΓασε φαµιλψ) το 

τρανσ χονφορµατιονσ προµοτινγ τηε σεπαρατιον οφ δοµαιν 2 ανδ 3 εξποσινγ τηε αχτιϖε σιτε [6]. Υπον τηε 

σεχονδ προποσαλ, τηε σεπαρατιον οφ τηε σαµε τωο δοµαινσ ισ φορχεδ βψ α διρεχτ Χα2+ εφφεχτ βψ ωηιχη τηε 

λοοπ βετωεεν τηε τωο δοµαινσ ισ διστορτεδ µακινγ τηε αχτιϖε σιτε αχχεσσιβλε [83]. Σινχε τηε αχτιϖατιον 

οφ χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ βψ 1Μ ΝαΧλ δοεσ νοτ νεεδ ανψ προτεολψτιχ χλεαϖαγε, προβαβλψ ιτ υνδεργοεσ ον τηε 

σεχονδ πατηωαψ. Ωε αλσο δετερµινεδ τηε Κδ οφ τηε Χα2+−τηροµβιν χοµπλεξ ανδ φουνδ ιτ το βε ιν τηε 

µιλλιµολαρ ρανγε (Ταβλε 2).  
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Ωε περφορµεδ 25Μγ ΝΜΡ εξπεριµεντσ ον ΦΞΙΙΙ−Α2 το χονφιρµ εαρλιερ στυδιεσ στατινγ τηατ Μγ2+ 

δοεσ νοτ βινδ το τηε προτειν [9]. Τηερε ωασ νο χονσιδεραβλε χηανγε ιν τηε ρελαξατιον ρατε ωηεν προτειν 

ωασ αδδεδ το 25Μγ2+ (Φιγυρε 10) εϖεν ατ ηιγηερ Μγ2+ χονχεντρατιονσ. Α ποσσιβλε ρεασον φορ τηισ 

ρεσιστανχε χουλδ βε ρελατεδ το τηε πρεφερρεδ φορµατιον οφ ιννερ−σπηερε οϖερ ουτερ−σπηερε χοµπλεξεσ ανδ 

συβσεθυεντλψ το τηε ηιγηερ σπατιαλ ρεθυιρεµεντσ οφ τηε ηψδρατεδ Μγ2+. 

 

 

 

Φιγυρε 10. Τηε τρανσϖερσε ρελαξατιον ρατε οφ 25Μγ2+ ϖερσυσ Μγ2+ χονχεντρατιον ιν τηε αβσενχε ανδ 
πρεσενχε οφ ΦΞΙΙΙ−Α2. Τηερε ισ νο χονσιδεραβλε διφφερενχε συγγεστινγ τηατ Μγ2+ δοεσ νοτ βινδ το ΦΞΙΙΙ. 
 

 

7.1.5. ΤΓασε 2 

 

Τηε ενζψµε ωασ εξπρεσσεδ ασ α ΓΣΤ−φυσιον φορ εασιερ πυριφιχατιον. Ιτ ηασ βεεν ρεπορτεδ τηατ ιτ ισ 

νοτ νεχεσσαρψ το χλεαϖε τηε ΓΣΤ−φυσιον δυρινγ ινϖεστιγατιονσ οφ τηε ενζψµε [88], εσπεχιαλλψ βεχαυσε 

ΓΣΤ δοεσ νοτ βινδ Χα2+
. Τηε ΤΓασε 2 σηοωεδ µιλλιµολαρ αφφινιτψ το Χα2+; τηε ϖαλυε οφ Κδ πραχτιχαλλψ 

εθυαλσ τηατ οφ τηε τηροµβιν−αχτιϖατεδ ΦΞΙΙΙ−Α2 συγγεστινγ αναλογουσ αχτιϖατιον προχεσσεσ ανδ σιµιλαρ 

αχτιϖε χονφορµατιονσ φορ τηε τωο ΤΓασεσ. Τηισ αϖεραγε Κδ ϖαλυε ισ ηιγηερ τηαν τηε ονε δετερµινεδ 

πρεϖιουσλψ (6.0µΜ βψ ΝΜΡ ϖερσυσ 0.09µΜ, σεε χιτατιον 18). Σινχε ωε µαδε µεασυρεµεντσ ον α ωιδερ 

χονχεντρατιον σχαλε τηαν τηατ υσεδ ιν τηε πρεϖιουσ εθυιλιβριυµ διαλψσισ εξπεριµεντ, ουρ στυδψ ϖεριφιεσ 

τηε εξιστενχε οφ λοω αφφινιτψ Χα2+
 βινδινγ σιτεσ ον τηε ΤΓασε 2 µολεχυλε (σιµιλαρλψ το ΦΞΙΙΙ−Α2) λοαδεδ 

ονλψ ατ ηιγηερ Χα2+
 χονχεντρατιονσ ασ συγγεστεδ βψ ουρ συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ ανδ βψ εαρλιερ ινδιρεχτ 

εξπεριµεντσ [19].  
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Εϖαλυατιον προϖιδεδ #=0.48ΜΗζ φορ τηε ενζψµε χαλχυλατεδ ωιτη σιξ Χα2+ βινδινγ σιτεσ (λοω 

Χα2+ χονχεντρατιονσ)[18] ανδ ∀χ=60νσ (δυε το τηε ΓΣΤ−φυσιον; φροµ λινεαρ εξτραπολατιον, σεε αβοϖε) 

ωηιχη συγγεστσ τηατ τηισ ΤΓασε δοεσ νοτ ηαϖε ΕΦ−ηανδ µοτιφσ, ειτηερ. Αχχορδινγ το τηε αϖεραγε 

σψµµετρψ παραµετερσ, τηε Χα2+ βινδινγ σιτεσ οφ ΤΓασε 2 αρε µορε ασψµµετριχ τηαν τηοσε οφ ΦΞΙΙΙ−Α2 

χαλχυλατινγ ονλψ τηε νυµβερ οφ ηιγη αφφινιτψ βινδινγ σιτεσ λοαδινγ ατ λοω Χα2+ χονχεντρατιονσ. Τακινγ 

ιντο χονσιδερατιον µορε βουνδ Χα2+σ τηε σαµε τρενδ ρεµαινσ. Αν εξπλανατιον χαν βε τηατ ιν ΤΓασε 2 

τηε βουνδ Χα2+σ αρε µορε βυριεδ βψ αµινο αχιδσ ορ τηε δονορ γρουπσ αρε χλοσερ. Ηοωεϖερ, ιτ σεεµσ τηατ 

ιτ δοεσ νοτ ιντερφερε ωιτη τηε αππροξιµατελψ σαµε ϖαλυεσ οφ Κδσ.  

Ηυµαν ΤΓασε 2 βεηαϖεδ ασ εξπεχτεδ ιν τηε πρεσενχε οφ ΓΤΠ σινχε πραχτιχαλλψ ζερο βινδινγ 

εφφιχιενχψ το Χα2+ ωασ οβσερϖεδ ωηεν ΓΤΠ ωασ πρεσεντ. Τηε ηιγη ϖαλυεσ οφ Κδ ανδ Τ2Β/ν σηοω τηατ νοτ 

ονλψ τηε στρενγτη οφ τηε βινδινγ βυτ τηε νυµβερ οφ τηε βινδινγ σιτεσ αλσο δεχρεασεδ πραχτιχαλλψ το ζερο: 

βεχαυσε Τ2Β χαννοτ βε συχη α ηιγη ϖαλυε, ονλψ τηε ϖερψ σµαλλ ϖαλυε οφ ν χουλδ χαυσε τηισ εφφεχτ. Ιτ 

σηοωσ τηατ τηε βινδινγ οφ ΓΤΠ το τηε ενζψµε ελιµινατεσ αλλ τηε Χα2+ βινδινγ σιτεσ ινχλυδινγ τηε λοω 

αφφινιτψ ονεσ; τηε στρυχτυραλ εξπλανατιον οφ τηισ πηενοµενον ισ τηε ταργετ οφ φυρτηερ σπεχυλατιονσ. Ιτ 

χονφιρµσ πρεϖιουσ προποσαλσ τηατ τηερε ισ α χονφορµατιοναλ σωιτχη αφτερ τηε βινδινγ οφ ΓΤΠ το ΤΓασε 2 

ανδ νοτ ονλψ α χηελατιον εφφεχτ τακεσ πλαχε [18]. Τηε φαχτ τηατ ιν τηε πρεσενχε οφ 51µΜ Χα2+ ανδ 10µΜ 

ΓΤΠ τηερε ωασ νοτ ανψ οβσερϖαβλε Χα2+ βινδινγ λεφτ στρενγτηενσ τηε φινδινγ τηατ τηε ΓΤΠ−ΤΓασε 2 

χοµπλεξ ισ µυχη τιγητερ τηαν τηε Χα2+−ΤΓασε 2 χοµπλεξ [89].  

 

 

7.1.6. ΤΓασε 3  
 

Ηυµαν ΤΓασε 3 ηασ σπεχιαλ προπερτιεσ ινχλυδινγ σηαπε ανδ αχτιϖατιον [25] ωηιχη αρε 

διστινγυισηινγ τηισ ενζψµε φροµ τηε αβοϖε µεντιονεδ τωο ΤΓασεσ. Τηερε ηαϖε βεεν νο συγγεστιονσ φορ 

τηε νυµβερ, λοχαλιζατιον ανδ αφφινιτιεσ οφ ιτσ Χα2+ βινδινγ σιτεσ. Τηε οβταινεδ Κδ ρεπρεσεντσ τηατ ΤΓασε 

3 εξχεεδσ τηε οτηερ τωο ΤΓασεσ ιν αλµοστ αλλ χονδιτιονσ ιν Χα2+ αφφινιτψ (εξχεπτ τηε υναχτιϖατεδ ΦΞΙΙΙ−

Α2). Αφτερ προτεολψτιχ αχτιϖατιον, ΤΓασε 3 παρτιαλλψ λοστ ιτσ αφφινιτψ το Χα2+, ασ διδ ΦΞΙΙΙ−Α2. Χορρελατιον 

τιµε οφ 60νσ ωασ χαλχυλατεδ φορ τηε µολεχυλε βεφορε προτεολψσισ (τηισ προτειν ηασ α µορε ελονγατεδ 

σηαπε [25] τηαν τηε οτηερ τωο ΤΓασεσ; 30% ινχρεασε ιν χορρελατιον τιµε ωασ χαλχυλατεδ ανδ αππλιεδ). 

Αφτερ τηε χλεαϖαγε, φορ τηε 50κ∆α ανδ τηε 27κ∆α παρτσ 30 ανδ 15νσ ωερε χαλχυλατεδ, ρεσπεχτιϖελψ 

(σηρυνκ σηαπε). Χονσιδερινγ τηε σαµε τοταλ νυµβερ οφ βινδινγ σιτεσ βεφορε ανδ αφτερ προτεολψσισ, # ισ 

σµαλλερ αφτερ τηε αχτιϖατιον οφ ΤΓασε 3 (ιφ ν=1, #=0.23 ανδ 0.14ΜΗζ, ρεσπεχτιϖελψ)

 ωηιχη ισ ιν γοοδ αγρεεµεντ ωιτη τηε δεχρεασινγ αφφινιτψ (Χα2+ µαψ στανδ ατ ουτερ ρεγιονσ οφ τηε 

προτειν). Ιφ ωε ινχρεασε ν, βοτη #σ δεχρεασε ρεµαρκαβλψ (αχχορδινγ το εθυατιον 4). 
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Φιγυρε 11. Ελεχτρονµιχροσχοπιχ ρεπρεσεντατιον οφ τηε ινχλυσιον βοδιεσ ιν τηε φουρ µαιν προχεσσινγ στεπσ. α., Ε.χολι βαχτερια ιν τηε 
χυλτυρε β.,  Σονιχατεδ χυλτυρε ωιτη αππεαρινγ ινχλυσιον βοδιεσ ανδ χελλ δεβρισ  χ., Ινχλυσιον βοδιεσ αφτερ ωασηινγ ωιτη 2Μ υρεα  δ.,  Ινχλυσιον 
βοδιεσ ιν τηειρ ρεδυχεδ σιζεσ αφτερ τηε 8Μ υρεα τρεατµεντ. 
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7.2. Ρεφολδινγ στυδιεσ ον ΤΓασε 2 

 

7.2.1. Ρεσυλτσ 

 

Ιν τηε σταρτινγ πηασε οφ ουρ εξπεριµεντσ εξπρεσσιον ανδ αναλψσισ οφ τηε ρεχοµβιναντ ηυµαν 

τισσυε τρανσγλυταµινασε ιν Ε.χολι ωασ χαρριεδ ουτ ασ δεσχριβεδ. Ιτ ωασ χονχλυδεδ φροµ αχτιϖιτψ 

µεασυρεµεντσ ανδ Ωεστερν βλοτ ρεσυλτσ τηατ ινχλυσιον βοδιεσ ωερε πρεσεντ ιν τηε σψστεµ βεχαυσε τηε 

ΤΓασε 2 ωασ δετεχτεδ ιν ϖαρψινγ χονχεντρατιονσ ιν εαχη φραχτιον δυρινγ τηε προχεσσινγ στεπσ ανδ τηερε 

ωασ α φραχτιον ωηιχη χουλδ ονλψ βε υνφολδεδ βψ 8 Μ υρεα (δατα νοτ σηοων).  

Μαιν στεπσ ωερε φολλοωεδ βψ ελεχτρονµιχροσχοπψ το ϖεριφψ τηε πρεσενχε οφ ινχλυσιον βοδιεσ 

αχχορδινγ το τηειρ σιζε ανδ γεοµετρψ  (Φιγυρε 11) [52]. Ατ τηισ σταγε, τηε ψιελδ οφ ινχλυσιον βοδψ 

προδυχτιον ωασ οπτιµιζεδ βψ χηανγινγ τηε παραµετερσ οφ τηε βαχτεριαλ εξπρεσσιον ανδ προχεσσινγ (σεε 

Ματεριαλσ ανδ Μετηοδσ σεχτιον). Ωε χουλδ γετ 0.65γ οφ ινχλυσιον βοδψ ανδ 125µγ οφ υνφολδεδ ΤΓασε 2 

(µαξιµυµ εξτραχτεδ µασσ οφ ΤΓασε φροµ τηε ινχλυσιον βοδιεσ) φροµ ονε λιτερ οφ βαχτεριαλ χυλτυρε. 

Οβταινινγ 21.2 % ρεχοϖερψ φορ τοταλ µασσ οφ προτειν χουλδ βε εξτραχτεδ φροµ ινχλυσιον βοδιεσ, τηε 

περχενταγε οφ ΤΓασε 2 ιν τηε ινχλυσιον βοδιεσ χαλχυλατεδ το βε ∼ 0.1% ωηιχη ισ σιµιλαρ το χασεσ οφ συχη 

λαργε προτεινσ στυδιεδ [52]. Τηε Σ∆Σ−ΠΑΓΕ ανδ ΕΧΛ−Ωεστερν βλοτ αναλψσισ οφ ινχλυσιον βοδψ προτεινσ 

χονφιρµεδ τηε υναµβιγυουσ πρεσενχε βυτ τηισ λιµιτεδ περχενταγε ρατιο οφ τηε ενζψµε (Φιγυρε 12). 

 
 
 
Φιγυρε 12. Αναλψσισ οφ τηε ινχλυσιον βοδιεσ βψ Σ∆Σ−ΠΑΓΕ ανδ ΕΧΛ−Ωεστερν βλοτ. Λανε α: ΜΩ 
στανδαρδ; λανε β: 2Μ υρεα−ωασηεδ ινχλυσιον βοδιεσ υσινγ Σ∆Σ−ΠΑΓΕ ανδ Χοοµασσιε Β−Βλυε σταινινγ; 
λανε χ: 2Μ υρεα−ωασηεδ ινχλυσιον βοδιεσ, Ωεστερν βλοτ υσινγ µονοχλοναλ αντιβοδψ αγαινστ ΤΓασε 2. 
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Φορ ωασηινγ τηε ινχλυσιον βοδιεσ, ονλψ 2Μ υρεα ωασ αππλιεδ σινχε τηε ελιµινατιον οφ Τριτον Ξ−

100 φροµ τηε ρεφολδινγ µιξτυρεσ σηοωεδ διφφιχυλτιεσ. Ανοτηερ ρεδοξ−σηυφφλινγ αγεντσ τηαν 

χψστεινε/χψστινε (συχη ασ γλυτατηιονε), ανοτηερ πΗ ανδ µολεχυλαρ µασσ οφ ΠΕΓ ωερε νοτ αππλιεδ 

βεχαυσε οφ τηε προποσαλσ οφ τηε µεντιονεδ ρεφερενχεσ [52, 90]. 

Φορ ρεφολδινγ, φιρστλψ ωε υσεδ α βυφφερ (1µΜ Ε∆ΤΑ, 1µΜ χψστεινε, 0.1µΜ χψστινε, πΗ10.0) 

χονταινινγ ϖαρψινγ χηεµιχαλσ το ηελπ τηε προχεσσ (σεε Ματεριαλ ανδ Μετηοδσ σεχτιον) σινχε τηε 

συχχεσσιϖε ελιµινατιον οφ τηε δενατυραντ (εϖεν ιν τηε πρεσενχε οφ Χα2+ ανδ ΓΤΠ) σεεµεδ το βε 

ινεφφιχιεντ. Φιγυρε 13 ρεπρεσεντσ τηε εφφεχτσ οφ τηε ηελπερ µατεριαλσ. Ασ χαν βε σεεν, τηε 5% ΠΕΓ ωασ 

τηε µοστ εφφιχιεντ ρεφολδινγ αγεντ. Ωηεν ΠΕΓ ωασ διαλψζεδ ουτ υσινγ τηε σολυτιον οφ 1µΜ Ε∆ΤΑ, 

1µΜ χψστεινε, 0.1µΜ χψστινε, 0.1Μ Τρισ, πΗ8.5, αν 83% ινχρεασε χουλδ βε οβσερϖεδ ιν τηε ενζψµε 

αχτιϖιτψ. Τηε ενζψµε αχτιϖιτψ χουλδ αλσο βε µεασυρεδ βψ α σπεχιφιχ ραδιοαχτιϖε συβστρατε ινχορπορατιον 

ασσαψ ανδ ιτ χουλδ βε ινηιβιτεδ βψ ιοδο−αχεταµιδε (ΤΓασεσ ηαϖε α χψστεινε ιν τηειρ αχτιϖε σιτεσ) ανδ βψ 

Μγ−ΓΤΠ (δατα νοτ σηοων) [79].  

Χονσιδερινγ τηε αµουντ οφ τηε υνφολδεδ ΤΓασε 2, ρεγαινεδ αχτιϖιτψ ανδ διλυτιον φαχτορσ, τηε 

αχτιϖιτψ/ωειγητ ρατιο οφ τηε ρεχοµβιναντ ενζψµε ωασ 21.84 Ο∆/µιν/µγ (ιφ ωε χονσιδερ ονλψ τηε 

µασσ οφ τηε εξτραχτεδ ΤΓασε 2; εϖαλυατινγ ωιτη τηε τοταλ προτειν χοντεντ, τηε ρεαλ σπεχιφιχ αχτιϖιτψ ισ 

νατυραλλψ µυχη λεσσ). Τηισ ισ χοµπαραβλε ιν µαγνιτυδε το τηε σπεχιφιχ αχτιϖιτψ οφ τηε Γυινεα πιγ 

ενζψµε (42.5 Ο∆/µιν/µγ)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Φιγυρε 13. Εφφεχτσ οφ διφφερεντ ηελπερ µατεριαλσ το τηε ρεφολδινγ προχεσσ οφ ρεχοµβιναντ ηυµαν 
ΤΓασε 2. Α: 1µγ/µλ βοϖινε σερυµ αλβυµινε (ΒΣΑ); Β: 5% ΠΕΓ; Χ: 0.1% Τριτον Ξ−100; ∆: 10% 
γλψχερολ; Ε: Χοντρολ (σαµπλε ηανδλεδ ιν τηε σαµε ωαψ βυτ ωιτηουτ ανψ ηελπερ µατεριαλ); Φ: Γυινεα πιγ 
λιϖερ τρανσγλυταµινασε, 5µγ/µλ, ποσιτιϖε χοντρολ ιν τηε αχτιϖιτψ µεασυρεµεντ; Γ: 1Μ Τρισ; Η: 10µγ/µλ 
λαυρψλ µαλτοσιδε; Ι: 33µΜ ΧΗΑΠΣ; ϑ: 0.5Μ αργινινε ηψδροχηλοριδε. 
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Φιγυρε 14. Αχτιϖιτψ οφ τηε ρεφολδεδ ρεχοµβιναντ ηυµαν ΤΓασε 2 ασ α φυνχτιον οφ ΠΕΓ 
χονχεντρατιον. Τηε µοστ εφφεχτιϖε χονχεντρατιονσ αρε τηε 5% ανδ 35%. 
 
 
πρεπαρεδ φροµ λιϖερ (Σιγµα) ϖεριφψινγ τηε συχχεσσφυλ ρεχονστρυχτιον οφ τηε προτειν στρυχτυρε.  

Σινχε ΠΕΓ οϖερτοοκ τηε οτηερ αγεντσ ιν ρεστορινγ ΤΓασε αχτιϖιτψ, ιτσ χονχεντρατιον δεπενδενχε 

ωασ στυδιεδ νεξτ (Φιγυρε 14). Τηε µοστ εφφεχτιϖε ρεφολδινγ χονχεντρατιονσ οφ ΠΕΓ ωερε τηε 5µ/ω% ανδ 

35µ/ω%. Τηε ρεµοϖαλ οφ ΠΕΓ ιν τηε χασε οφ 35% ΠΕΓ χαυσεδ αλµοστ τηε σαµε ινχρεασε ιν αχτιϖιτψ 

(80%). 

Τηε στρυχτυραλ φεατυρεσ οφ ΤΓασε 2 συγγεστ τηατ Χα2+ ανδ Μγ−ΓΤΠ/Μγ−ΑΤΠ µαψ αφφεχτ ιτσ 

φολδινγ. Τηερεφορε, ωε εξαµινεδ τηε εφφεχτσ οφ Χα2+ ανδ ΓΤΠ/ΑΤΠ ον τηε φολδινγ προχεσσ ιν 5 ανδ 35 

% ΠΕΓ. Εξπεριµεντσ ωερε περφορµεδ ασ δεσχριβεδ υσινγ Ε∆ΤΑ, Χα2+, ΓΤΠ ανδ ΑΤΠ ιν αλλ 

χοµβινατιονσ ιν τηε φολδινγ βυφφερσ χονστρυχτινγ α ωιδεσπρεαδ αναλψσισ οφ τηε ρεφολδινγ βεηαϖιορ. Σινχε 

ιν εϖερψ χασε τηε διαλψσισ οφ ΠΕΓ ουτ φροµ τηε ρεφολδινγ µιξτυρεσ ρεσυλτεδ ιν ηιγηερ αχτιϖιτιεσ ονλψ τηεσε 

εξπεριµεντσ αρε δισχυσσεδ (Ταβλε 4). Αλλ τηε προχεσσεσ ωερε φολλοωεδ ιν τιµε. Ιν αλµοστ αλλ σαµπλεσ, 

αχτιϖιτψ µαξιµα ωερε φουνδ ατ αρουνδ τηε τηιρδ δαψ αφτερ τηε σεχονδ διαλψσισ τηατ ρεµοϖεσ ΠΕΓ. Αφτερ 

τηεσε αχτιϖιτψ µαξιµα, τηερε ωερε σαµπλεσ σηοωινγ χοντινυουσ δεχρεασε ορ µινιµυµσ ανδ αφτερωαρδσ 

ανοτηερ µαξιµα ιν αχτιϖιτψ. Ρεσυλτσ χλεαρλψ σηοω τηατ Χα2+ ανδ ΓΤΠ/ΑΤΠ αλσο ηαϖε α ρολε ιν ηελπινγ 

τηε φολδινγ οφ ΤΓασε 2 ιν βοτη χονχεντρατιονσ οφ ΠΕΓ. Γενεραλλψ, Χα2+ ωασ µορε εφφιχαχιουσ ον 

ρεφολδινγ τηαν ΓΤΠ/ΑΤΠ, ωηιλε ΓΤΠ ανδ ΑΤΠ ωερε εθυαλλψ εφφιχιεντ. Ηοωεϖερ, τηε µοστ εφφεχτιϖε 

χονδιτιον (αχχορδινγ το τηε φιναλ αχτιϖιτιεσ) ωασ ωηεν Χα2+ ανδ ΓΤΠ ωερε υσεδ τογετηερ ιν 5% ΠΕΓ ανδ 

αρε ρεµοϖεδ αλονγ ωιτη ΠΕΓ βψ τηε σεχονδ διαλψσισ βυφφερ χονταινινγ Ε∆ΤΑ. Φιναλ ΤΓασε αχτιϖιτιεσ 

ωερε ρεαχηεδ γενεραλλψ αφτερ 20 δαψσ ανδ ωερε σταβλε φορ ονε ωεεκ ατ 4 0Χ. 
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Ταβλε 4. 

 

ΤΓασε αχτιϖιτψ ασ α φυνχτιον οφ ρεφολδινγ χονδιτιονσ ανδ τιµε (αφτερ σεχονδ διαλψσισ) 

 

   ΤΓασε αχτιϖιτψα  

      Ε∆ΤΑ               Χα2+                  ΓΤΠ                 ΑΤΠ              ΠΕΓ      ΙΝΗΙΒΙΤΟΡΨ              ∆ΑΨ                 
    Ι         ΙΙ        ΙΙΙ        Ι         ΙΙ         ΙΙΙ         Ι        ΙΙ        ΙΙΙ         Ι        ΙΙ        ΙΙΙ         5%    35%    ΓΤΠ   ΑΤΠ          1         3         5      22    

1 + + +          +    41 46 13 31 

2 + + +          +  +  51 44 28 13 

3 + + +          +   + 62 36 21 23 

4    + + +       +    23 49 23 54 

5    + + +        +   41 90 62 77 

6       + +     +    31 51 44 33 

7       + +      +   18 36 15 26 

8          + +  +    18 49 28 33 

9          + +   +   23 51 31 26 

10   + + +  + +     +    21 90 69 100 

11    + + + + +     +    28 62 44 26 

12   + + +  + +      +   8 31 10 13 

13    + + + + +      +   21 87 33 54 

14   + + +     + +  +    13 77 51 38 

15    + + +    + +  +    36 56 28 38 

16   + + +     + +   +   21 46 18 21 

17    + + +    + +   +   33 69 41 36 

 
α∆ατα αρε γιϖεν ιν τηε περχενταγε οφ τηε ηιγηεστ ϖαλυε. Τηε µοστ εφφεχτιϖε χονδιτιον ωασ ωηεν Χα2+ ανδ 
ΓΤΠ ωερε αππλιεδ τογετηερ ιν 5% ΠΕΓ. Ι: διλυτιον βυφφερ, ΙΙ: διαλψσισ βυφφερ Ι, ΙΙΙ: διαλψσισ βυφφερ ΙΙ. 
 

 

7.2.2. Χονχλυσιονσ οφ ρεφολδινγ ρεσυλτσ 

 

Ρεχοµβιναντ ηυµαν τισσυε τρανσγλυταµινασε ωασ συχχεσσφυλλψ χλονεδ ανδ εξπρεσσεδ φροµ 

Ε.χολι. Μοστ οφ τηε ρεχοµβιναντ ενζψµε ωασ φουνδ ιν ινχλυσιον βοδιεσ φροµ ωηιχη τηε ΤΓασε 2 ωασ 

συχχεσσφυλλψ ρεφολδεδ υνδερ διφφερεντ εξπεριµενταλ χονδιτιονσ. Τηε εξπεριµεντσ ηαϖε λεδ το σεϖεραλ 
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ιντερεστινγ ρεσυλτσ ρελατεδ το τηε φολδινγ οφ ηυµαν ΤΓασε 2. Σινχε τηερε ωερε προτειν ιµπυριτιεσ ιν τηε 

ρεφολδινγ σαµπλεσ, ονλψ τηε ρεχοϖερψ οφ τηε ενζψµε αχτιϖιτψ χουλδ βε φολλοωεδ. Νεϖερτηελεσσ, τηε 

εφφεχτσ οφ ϖαριουσ αφφεχτορσ χουλδ βε υναµβιγυουσλψ εξπλαινεδ βψ µεασυρινγ τηε ρεχοϖερψ οφ ενζψµε 

αχτιϖιτψ. 

Τηε ρεσυλτσ χλεαρλψ σηοω τηατ ΠΕΓ ωασ τηε µοστ εφφιχιεντ αγεντ ιν φαχιλιτατινγ τηε φολδινγ 

προχεσσ. Ονε οφ τηε στρικινγ οβσερϖατιονσ οφ ουρ στυδψ ισ τηε εξιστενχε οφ τωο οπτιµαλ χονχεντρατιονσ οφ 

ΠΕΓ φορ τηε ρεφολδινγ οφ ΤΓασε 2. Ιντερεστινγλψ, τηε φαχτορ ΞΙΙΙ ζψµογεν αλσο υνδεργοεσ α πηασε 

τρανσιτιον ιν τηε χρψσταλλινε στατε ωηεν τηε ΠΕΓ χονχεντρατιον (ωηιχη ωασ υσεδ ασ πρεχιπιταντ) ωασ 

ινχρεασεδ υπ το αβουτ 34−36(ω/ϖ)% [90]. Τηε ινχρεασε οφ τηε ΠΕΓ χονχεντρατιον λεδ νοτ ονλψ το α 

ρεορδερινγ οφ τηε φαχτορ ΞΙΙΙ διµερσ ιν τηε χρψσταλ λαττιχε, βυτ αλσο το α σλιγητ ρεοριεντατιον οφ τηε φουρ 

δοµαινσ ρελατιϖε το ονε ανοτηερ. Τηισ χονφιρµσ ουρ οβσερϖατιον τηατ ΠΕΓ ηασ α σπεχιαλ εφφεχτ ον τηε 

στρυχτυρε οφ ΤΓασεσ. Ιν τηε χασε οφ ουρ ρεφολδινγ εξπεριµεντσ, α στρυχτυραλ σωιτχη το α νεω φολδινγ 

παττερν µαψ ηαππεν δυρινγ τηε ινιτιατιον οφ ρεφολδινγ ρεσυλτινγ ιν ανοτηερ αχτιϖε χονφορµατιον. 

Τηε ρεµοϖαλ οφ ΠΕΓ λεδ το αν ινχρεασε ιν τηε φιναλ ΤΓασε αχτιϖιτψ, προβαβλψ βεχαυσε οφ χεασινγ 

τηε στρυχτυραλ ηινδρανχε εφφεχτσ ωηιχη χαν τακε πλαχε ον τηε αλρεαδψ (προβαβλψ ϕυστ παρτιαλλψ) ρεφολδεδ 

µολεχυλεσ ανδ αλλοωινγ τηεµ το προχεεδ ον α µορε φαϖοραβλε ρεφολδινγ πατηωαψ. Αβοϖε ρεσυλτσ αλσο 

σηοω τηατ τηε ρεφολδινγ νεεδσ ΠΕΓ ονλψ ιν ιτσ ινιτιατιον πηασε. Ιτσ ηελπερ εφφεχτσ (ιν τηε σταρτινγ πηασε οφ 

ρεφολδινγ) ισ προβαβλψ βασεδ ον τηε αλλοστεριχ ινφλυενχε οφ τηε ηυγε νυµβερ οφ πολαρ ηψδροξψλ γρουπσ ιν 

σπατιαλ ϖιχινιτψ ον τηε λονγ χηαιν οφ ΠΕΓ βυρψινγ ανδ οριεντινγ τηε προτειν χηαινσ τοωαρδσ εαχη οτηερ ιν 

α σπαχε ωιτη σµαλλερ αµουντσ οφ δεγρεε οφ φρεεδοµ (σοµε κινδ οφ �χαγε−εφφεχτ�). Ιτ ισ ϖερψ προβαβλε 

τηατ τηε λοσσ οφ τηεσε κινδσ οφ εφφεχτσ χαυσεδ τηε ινεφφεχτιϖενεσσ οφ ηελπερ µολεχυλεσ ωιτη σµαλλερ σιζε.    

Τηε τωο µαιν αφφεχτορσ (Χα2+ ανδ ΓΤΠ) οφ ΤΓασε 2 ηαϖε ενηανχινγ εφφεχτσ ον ρεφολδινγ 

χονφιρµινγ τηε γενεραλ χονσιδερατιον τηατ τηε λιγανδσ οφ α προτειν χαν αλλοστεριχαλλψ ηελπ τηε φολδινγ οφ 

τηε προτειν µολεχυλε αφτερ ιτσ εξπρεσσιον. Ιτ ισ α στρυχτυραλλψ σιγνιφιχαντ ρεσυλτ τηατ Χα2+ ανδ ΓΤΠ αρε 

µορε εφφιχιεντ τογετηερ. Τηισ µαψ συππορτ ουρ σταρτινγ ηψποτηεσισ τηατ τηεψ ηελπ σοµε µολεχυλαρ παρτσ 

το βε φολδεδ (παρτιχυλαρλψ ιν τηε εαρλψ πηασε οφ ρεφολδινγ ηελπινγ τηε εφφεχτ οφ ΠΕΓ) στρενγτηενινγ 

αλλοστεριχαλλψ εαχη οτηερ ιν χοντραστ το τηειρ οπποσιτε εφφεχτσ ον τηε φολδεδ στρυχτυρε [79]. Ιτ σεεµσ τηατ 

αφτερ τηε ρεµοϖαλ οφ ΠΕΓ, Χα2+ ανδ ΓΤΠ φροµ τηε σολυτιον, τηε ρεστ οφ τηε µολεχυλε χαν ρεφολδ βεττερ το 

χοµπλετε τηε φιναλ στρυχτυρε. Ιτ χονφιρµσ τηειρ ρεαλ ρολε ονλψ ιν τηε ινιτιατιον πηασε οφ τηε ρεφολδινγ 

προχεσσ ανδ πρεσυµεσ τηειρ δισαδϖανταγεουσ εφφεχτσ φορ τηε ρεµαινινγ ρεφολδινγ στεπσ. Ηοωεϖερ, Χα2+ 

ανδ ΓΤΠ διδ νοτ ηαϖε ανψ ποσιτιϖε ινφλυενχε ον ρεφολδινγ ιν αβσενχε οφ ΠΕΓ ινδιχατινγ τηε δεµανδ οφ 

α λαργε µαχροµολεχυλε φορ τηε ινιτιατιον οφ τηε ρεφολδινγ. Τηισ οβσερϖατιον συγγεστσ τηατ αν αχτιον οφ 

µαχροµολεχυλε ωιτη εφφεχτσ σιµιλαρ το ΠΕΓ ισ νεεδεδ φορ λαυνχηινγ τηε ρεφολδινγ οφ τηε ηυµαν ΤΓασε 2 

πηψσιολογιχαλλψ ασ ωελλ. Σεεκινγ τηε αππροπριατε νατυραλ χηαπερον ωιτη αναλογυε εφφεχτσ ισ τηε ταργετ οφ 
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φυρτηερ στυδιεσ. Ιν αδδιτιον, τηε νατυρε οφ τηε τωο οπτιµαλ ΠΕΓ χονχεντρατιονσ, τηε χηανγινγ οφ αχτιϖιτψ 

ον τηε εξτενδεδ τιµε σχαλε οβσερϖεδ ανδ τηε εφφεχτσ οφ οτηερ ποσσιβλε αφφεχτορσ ιν χοµπαρισον το τηε 

νατιϖε σιτυατιον ισ αλσο τηε οβϕεχτιϖεσ οφ ουρ φυρτηερ ινϖεστιγατιονσ. Αλλ τηε οβσερϖατιονσ ωε µαδε χουλδ 

συππορτ φυνδαµενταλ παραµετερσ φορ τηε µολεχυλαρ σιµυλατιον οφ τηε ρεφολδινγ προχεσσ οφ τηε ενζψµε. 

Σινχε τηε οπτιµιζεδ ρεφολδινγ προχεδυρε ψιελδσ αχτιϖε ρεχοµβιναντ ενζψµε, αφτερ τηε δεϖελοπµεντ οφ α 

προδυχτιϖε πυριφιχατιον προχεδυρε (χονσιδερινγ τηε αλρεαδψ πυβλισηεδ πυριφιχατιον µετηοδσ φορ τηε 

ενζψµε) ουρ ρεφολδινγ σψστεµ ισ αν αλτερνατιϖε σουρχε οφ τηε νον−φυσεδ ρεχοµβιναντ ενζψµε.  

Σινχε τισσυε τρανσγλυταµινασε πλαψσ α χριτιχαλ ρολε ιν α νυµβερ οφ ιντρα− ανδ εξτραχελλυλαρ 

προχεσσεσ προβαβλψ, ιτ ισ ρεγυλατεδ νοτ ονλψ ατ τηε λεϖελ οφ εξπρεσσιον βυτ ατ τηε λεϖελ οφ φολδινγ. 

Υνδερστανδινγ οφ τηε ρεφολδινγ µαψ προϖιδε ωαψσ το ινφλυενχε τηε αχτιον οφ τηισ ενζψµε νοτ ονλψ ατ τηε 

λεϖελ οφ γενε εξπρεσσιον βυτ αλσο ατ τηε φολδινγ στεπσ, ωηιχη ωουλδ λεαδ υσ το ανοτηερ λεϖελ οφ 

πηαρµαχολογιχαλ ρεγυλατιον.  
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8. ΣΥΜΜΑΡΨ 

 

Τηε στρυχτυραλ βασισ οφ τηε Χα2+ εφφεχτ ον τρανσγλυταµινασεσ ισ ποορλψ δεφινεδ. Τηερεφορε, ιτ ωασ 

ουρ ιντεντιον το ινιτιατε 43Χα ΝΜΡ, συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ χοµβινεδ ωιτη µυλτιπλε σεθυενχε 

αλιγνµεντ στυδιεσ το οβταιν στρυχτυραλ ινφορµατιον αβουτ τηε Χα2+ βινδινγ προπερτιεσ οφ τηε Φαχτορ ΞΙΙΙ−

Α2, ΤΓασε 2 ανδ ΤΓασε 3 (εαχη οφ ηυµαν οριγιν). Σινχε Χα2+ ισ αλσο ιµπλιχατεδ ιν τηε φολδινγ οφ ΤΓασε 

2, ρεφολδινγ στυδιεσ ωερε αλσο περφορµεδ το ελυχιδατε τηε νατυρε οφ τηεσε εφφεχτσ.  

 

1. Ωε ηαϖε χονστρυχτεδ α νεω ηοµολογψ µοδελ οφ ηυµαν ΤΓασε 2 ον τηε βασισ οφ τηε ηιγηεστ 

ρεσολυτιον (2.1⊕) Ξ−ραψ στρυχτυρε οφ χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ ζψµογεν αϖαιλαβλε. Ουρ στρυχτυρε ισ µορε 

αχχυρατε τηαν αλλ τηε πρεϖιουσλψ πυβλισηεδ ηοµολογψ µοδελσ οφ ηυµαν ΤΓασε 2. 

2. Ωε ηαϖε περφορµεδ συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ ον τηε ηιγη ρεσολυτιον στρυχτυρε οφ χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ 

ζψµογεν ανδ ον ουρ ηοµολογψ µοδελ οφ ΤΓασε 2. Ρεσυλτσ αρε χοµβινεδ ωιτη τηατ οφ τηε µυλτιπλε 

σεθυενχε αλιγνµεντ οφ ΤΓασεσ ανδ ιν τηισ µαννερ ωε χουλδ ιδεντιφψ προβαβλψ αλλ τηε ποτεντιαλ Χα2+ 

βινδινγ σιτεσ ον τηεσε µολεχυλεσ; τηειρ νυµβερσ αρε µορε τηαν ρεπορτεδ εαρλιερ. Φροµ τηε πρεϖιουσλψ 

πυβλισηεδ τηρεε πυτατιϖε σιτεσ οφ ΤΓασε 2, τωο ποσσεσσ νεγατιϖιτψ ον τηε συρφαχε βυτ τηε τηιρδ ονε 

δοεσ νοτ. Ιντερεστινγλψ, ιν τηε ρεχεντλψ δετερµινεδ ηιγη αφφινιτψ βινδινγ ποχκετ οφ ΦΞΙΙΙ, ονλψ ονε 

αµινο αχιδ σηοωσ χονσιδεραβλε νεγατιϖε ποτεντιαλ ον τηε µολεχυλαρ συρφαχε. Τηε ποτεντιαλ Χα2+ 

βινδινγ σιτεσ οφ αλλ ΤΓασεσ χαν βε πρεδιχτεδ υσινγ τηε ρεσυλτσ οφ τηισ αναλψσισ. 

3.  Ιν αχχορδανχε ωιτη τηε ηιγη νυµβερ οφ νεγατιϖελψ χηαργεδ χλυστερσ ιν ουρ συρφαχε πολαριτψ αναλψσισ, 
43Χα ΝΜΡ προϖιδεδ ηιγηερ (βυτ στιλλ µιλλιµολαρ) αϖεραγε δισσοχιατιον χονσταντσ τιτρατινγ ον α ωιδε 

Χα2+ χονχεντρατιον σχαλε τηαν πρεϖιουσ στυδιεσ διδ βψ εθυιλιβριυµ διαλψσισ ιν σηορτερ ρανγεσ. Τηεσε 

ρεσυλτσ συγγεστ τηε εξιστενχε οφ λοω αφφινιτψ Χα2+ βινδινγ σιτεσ ον βοτη ΦΞΙΙΙ−Α ανδ ΤΓασε 2 ιν 

αδδιτιον το τηε ωελλ−κνοων ηιγη αφφινιτψ ονεσ.  

4. Ινχρεασινγ τηε σαλτ χονχεντρατιον ορ αχτιϖατινγ ωιτη τηροµβιν, ΦΞΙΙΙ−Α2 παρτιαλλψ λοστ ιτσ οριγιναλ 

Χα2+ αφφινιτψ ιν χοντραστ το πρεϖιουσ ρεσυλτσ, ωηιχη σηοωεδ νο εφφεχτσ.  

5. Τηε ΝΜΡ δατα συγγεστσ διφφερεντ µεχηανισµσ φορ τηε προτεολψτιχ ανδ σαλτ αχτιϖατιον προχεσσεσ οφ 

ΦΞΙΙΙ.  

6. Τηε ΝΜΡ προϖιδεδ στρυχτυραλ εϖιδενχε φορ τηε ΓΤΠ ινδυχεδ χονφορµατιοναλ χηανγεσ οφ ΤΓασε 2 

µολεχυλε διµινισηινγ αλλ οφ ιτσ Χα2+ βινδινγ σιτεσ.  

7. Τηε ΝΜΡ δατα ον τηε Χα2+ βινδινγ προπερτιεσ οφ τηε φιρστ αναλψζεδ ΤΓασε 3 αρε πρεσεντεδ ηερε; 

ΤΓασε 3 βινδσ Χα2+ τηε µοστ τιγητλψ ωηιχη ωεακενσ αφτερ προτεολψτιχ αχτιϖατιον.  
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8. Τηε ινϖεστιγατεδ ΤΓασεσ ηαϖε ϖερψ σψµµετριχ Χα2+ βινδινγ σιτεσ ανδ νο ΕΦ−ηανδ µοτιφσ.   

9. Τηε ρεφολδινγ οφ τηε ρεχοµβιναντ ΤΓασε 2 µολεχυλε το ιτσ χαταλψτιχαλλψ αχτιϖε φορµ φροµ ινχλυσιον 

βοδιεσ εσσεντιαλλψ νεεδσ τηε πρεσενχε οφ α ηελπερ µατεριαλ ωιτη ηιγηερ µολεχυλαρ µασσ, βυτ ονλψ ιν 

τηε ινιτιατιον πηασε. Ιν νατυραλ χονδιτιονσ ιτ ισ προβαβλψ α χηαπερον, ωηιλε ιν ϖιτρο, ιτ χουλδ βε ε.γ. 

ΠΕΓ. 

10. Χα2+ ανδ νυχλεοτιδεσ αρε ασχριβεδ ασ εφφεχτορ µολεχυλεσ ιν τηε εαρλψ πηασε οφ τηε στρυχτυραλ 

ρεχονστιτυτιον οφ ΤΓασε 2; τηε µοστ εφφιχιεντ χονδιτιον ιφ τηεψ αρε τογετηερ ιν τηε ρεφολδινγ βυφφερ.  

11. Τωο οπτιµαλ χονχεντρατιονσ οφ ΠΕΓ (προβαβλψ τωο διφφερεντ φολδινγ πατηωαψσ) ανδ α ρελατιϖελψ λονγ 

τιµε σχαλε (ωιτη τωο αχτιϖιτψ µαξιµα) φορ τηε εϖολυτιον οφ τηε φιναλ στρυχτυρε οφ ΤΓασε 2 ωερε 

ιδεντιφιεδ δυρινγ ιτσ ρεφολδινγ.  

12. Αν οπτιµιζεδ ρεφολδινγ προχεδυρε οφ τηε νον−φυσεδ ρεχοµβιναντ ΤΓασε 2 ισ ρεπορτεδ. 
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9. ΑΠΠΕΝ∆ΙΞ 1.  

 

Φιρστ ωε µυστ δεφινε τηε �χονχεντρατιον οφ βινδινγ σιτεσ�, [Β]: 

 

[Β]=ν[Ε] 

 

(ανδ [Β]0=ν[Ε]0) 
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(Εθυατιον 2) 

 

 

 

 

Τηισ ρελατιον χαν βε ινσερτεδ ιντο τηε εθυατιον 1 προϖιδινγ εθυατιον 3. 
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10. ΑΠΠΕΝ∆ΙΞ 2. 

 

Σινχε ιν τηε πρεσενχε οφ 10µΜ ΓΤΠ τηε ρελατιον βελοω ισ νο λονγερ ϖαλιδ, τηε ρελατεδ εθυατιονσ µυστ βε 

διφφερεντ, ασ ωελλ. 

  

Ιν τηισ χονδιτιον:   

 

 

Τηατ ισ ωηψ:  

  

 

 

 

Τηε ϖαλιδ φορµυλασ αρε: 

 

 

 

 

Χοµβινινγ τηε τωο εθυατιονσ:  

 

 

Τακινγ ιντο χονσιδερατιον τηατ τηε εθυατιον 1 µυστ βε συππλεµεντεδ βψ ανοτηερ παρτ τηατ ισ τηε Χα2+
 

βουνδ το ΓΤΠ: 

 

Ρ2οβσ=!∀ 1/2=πΦΡ2Φ + πΒΡ2Β + πΓΤΠΡ2ΓΤΠ 

 

Αφτερ τηε αππροπριατε συβστιτυτιονσ, τηε φιναλ φορµυλα (εθυατιον 6) ισ εϖιδεντ. 
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11. ΑΧΚΝΟΩΛΕ∆ΓΕΜΕΝΤΣ 
 

Ι αµ τηανκφυλ το µψ συπερϖισορ Προφ. ∆ρ. Λ〈σζλ⌠ Φσσ � τηε Ηεαδ οφ τηε Ινστιτυτε � τηατ Ι χουλδ 

ωορκ ιν ηισ ρεσεαρχη γρουπ ανδ τηατ ηε ηασ συσταινεδ µψ προγρεσσ. Μανψ τηανκσ το ∆ρ. Ιστϖ〈ν Β〈νψαι 

(Υνιϖερσιτψ οφ ∆εβρεχεν, ∆επαρτµεντ οφ Πηψσιχαλ Χηεµιστρψ) φορ τεαχηινγ ΝΜΡ ανδ αδϕυστινγ τηε 25Μγ 

ανδ 43Χα ΝΜΡ εξπεριµεντσ. Ι τηανκ τηε τηεορετιχαλ ανδ τεχηνιχαλ ηελπ ιν ΝΜΡ το ∆ρ. Γψυλα Βαττα 

(Υνιϖερσιτψ οφ ∆εβρεχεν, Ρεσεαρχη Γρουπ φορ Αντιβιοτιχσ) ανδ ∆ρ. Καταλιν Κϖρ (Υνιϖερσιτψ οφ 

∆εβρεχεν, ∆επαρτµεντ οφ Ινοργανιχ Χηεµιστρψ), τηε ρεχοµβιναντ χελλυλαρ ΦΞΙΙΙ, ΤΓασε 3 ανδ ΤΓασε 2 

το ∆ρ. Ηυβερτ Μετζνερ (Χεντεον Πηαρµα ΓµβΗ, Μαρβυργ, Γερµανψ) ανδ ∆ρ. Ζολτ〈ν Νεµεσ 

(Λαβορατορψ οφ Σκιν Βιολογψ, ΝΙΑΜΣ, ΝΙΗ, Βετηεσδα, Μαρψλανδ, ΥΣΑ) ανδ ∆ρ. Ζσολτ Κερεσζτεσσψ 

(ηοµε Ινστιτυτε), ρεσπεχτιϖελψ. Ι αµ φυλλ οφ γρατιτυτε το Προφ. ∆ρ. Χαρλο Βεργαµινι (Υνιϖερσιτψ οφ 

Φερραρα, Φερραρα, Ιταλψ) φορ τηε εξχελλεντ προτειν πυριφιχατιον τραινινγ; το ∆ρ. Μανφρεδ Σ. Ωεισσ 

(Ινστιτυτε οφ Μολεχυλαρ Βιοτεχηνολογψ, ∆επαρτµεντ οφ Στρυχτυραλ Βιολογψ ανδ Χρψσταλλογραπηψ, ϑενα, 

Γερµανψ) φορ τηε λαβοριουσ µοντη ωορκεδ τογετηερ ον ηοµολογψ µοδελινγ (τηανκινγ τηε ποσσιβιλιτψ το 

τηε Ηεαδ οφ Ινστιτυτε � Προφ. ∆ρ. Ρολφ Ηιλγενφελδ). Ατ τηε βεγιννινγ οφ µψ Πη.∆. ψεαρσ Ι ωασ ηελπεδ α 

λοτ βψ µψ χολλεαγυεσ ∆ρ. Ανδρ〈σ Μ〈δι ανδ ∆ρ. ϑ⌠ζσεφ Τ!ζσερ, τηανκσ φορ τηατ. Μανψ τηανκσ το Βρυνα 

Πυχχι (Τορϖεργατα Υνιϖερσιτψ, Ροµε, Ιταλψ) φορ τηε πλασµιδ χονστρυχτιον οφ νον−φυσεδ ΤΓασε 2 ανδ το 

Προφ. ∆ρ. Γερρψ Μελινο φορ τηε ποσσιβιλιτψ οφ τηατ. Φυρτηερµορε, τηανκσ το ϑλια Σζαβ⌠ φορ τεχηνιχαλ 

ασσιστανχε ανδ το Ερικα Μαγψαρ φορ πρεπαρινγ τηε ελεχτρον−µιχρογραπηιχ πιχτυρεσ.  

Ιν αδδιτιον, ιν εσπεχιαλλψ εµπηασισ, Ι οωε τηε νεϖερ−ενδινγ σπιριτυαλ αιδινγ το µψ ωιφε ανδ µψ 

µοτηερ. 



Στρυχτυραλ ινϖεστιγατιον οφ ΤΓασεσ 
 

 47

12. Ρεφερενχεσ 
 

 

1. Σ.Ψ. Κιµ, Σ.Λ. Χηυνγ, Π.Μ. Στεινερτ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 270 (1995) 18026−18035 

2. Η.ϑ. ∆υββινκ, Ν.Σ. ςερκαικ, Π.Ω. Φαβερ, ϑ. Τραπµαν, Φ.Η. Σχηρδερ, ϑ.Χ. Ροµιϕν, Βιοχηεµ. 

ϑ. 315 (1996) 901−908 

3. ∆. Αεσχηλιµανν, Μ.Κ. Κοελλερ, Β.Λ. Αλλεν−Ηοφφµανν, ∆.Φ. Μοσηερ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 273 

(1998) 3452−3460 

4. Χ.Μ. Χοηεν, Ε. ∆οτιµασ, Χ. Κορσγρεν, Σεµιν. Ηεµατολ. 30 (1993) 119−137 

5. Λ. Μυσζβεκ, ς.Χ. Ψεε, Ζ. Ηεϖεσσψ, Τηροµβ. Ρεσ. 94 (1999) 271−305 

6. Μ.Σ. Ωεισσ, Η.ϑ. Μετζνερ, Ρ. Ηιλγενφελδ, ΦΕΒΣ Λεττ. 423 (1998) 291−296 

7. Μ.Μ. Σαρασυα, Κ.Α. Κοεηλερ, Χ. Σκρζψνια, ϑ.Μ. Μχ∆οναγη, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 257 (1982) 

14102−14109 

8. Β.Α. Φοξ, ς.Χ. Ψεε, Λ.Χ. Πεδερσεν, Ι.Λ. Τρονγ, Π.∆. Βισηοπ, Ρ.Ε. Στενκαµπ, ∆.Χ. Τελλερ, ϑ. 

Βιολ. Χηεµ. 274 (1999) 4917−4923 

9. Β.Α. Λεωισ, ϑ.−Μ. Φρεψσσινετ, ϑ.ϑ. Ηολβροοκ, Βιοχηεµ. ϑ. 169 (1978) 397−402 

10. ϑ. Πολγαρ, ς. Ηιδασι, Λ. Μυσζβεκ, ϑ. Βιοχηεµ. 267 (1990) 557−560 

11. Π.ϑ. Βυνγαψ, Ρ.Α. Οωεν, Ι.Χ. Χουττσ, Μ. Γριφφιν, Βιοχηεµ ϑ. 235 (1986) 269−278 

12. Π.ϑ.Α. ∆αϖιεσ, ∆.Ρ. ∆αϖιεσ, Α. Λεϖιτσκι, Ρ.Ρ. Μαξφιελδ, Π. Μιληαυδ, Μ.Χ. Ωιλλινγηαµ, Ι. 

Πασταν, Νατυρε 283 (1980) 162−167  

13. Λ. Φεσυσ, ς. Τηοµαζψ, Φ. Αυτυορψ, Μ. Π.  Χερυ, Ε. Ταρχσα, Μ. Πιαχεντινι, ΦΕΒΣ Λεττ. 245 

(1989) 150−154 

14. ϑ. Μαρτινεζ, ∆.Γ. Χηαλυποωιχζ, Ρ.Κ. Ρουση, Α. Σηετη, Χ. Βαρσιγνιαν, Βιοχηεµιστρψ 33 

(1994) 2538−2545 

15. Α.Ε. Χηιοχχα, ϑ.Π. Στειν, Π.ϑ.Α. ∆αϖιεσ, ϑ. Χελλ Βιοχηεµ. 39 (1989) 293−304 

16. Ρ.Ν. Βαρνεσ, Π.ϑ. Βυνγαψ, Β.Μ. Ελλιοττ, Π.λ. Ωαλτον, Μ. Γριφφιν, Χαρχινογενεσισ 6 (1985) 

459−463 

17. Χ.Ρ.Λ. Κνιγητ, Ρ.Χ. Ρεεσ, Μ. Γριφφιν, Βιοχηιµ. Βιοπηψσ. Αχτα 1096 (1991) 312−318 

18. Χ. Βεργαµινι, ΦΕΒΣ Λεττ. 239 (1988) 255−258 

19. Μ. Σιγνορινι, Π. Χηιοζζι, Χ. Βεργαµινι, Βιοχηεµ. Ιντ. 19 (1989) 1205−1212 

20. Π.Α. Σµετηυρστ, Μ. Γριφφιν, Βιοχηεµ. ϑ. 313 (1996) 803−808 

21. Σ.Ε. Ιισµαα, Μ.ϑ. Ωυ, Ν. Νανδα, Ω.Β. Χηυρχη, Ρ.Μ. Γραηαµ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 275 (2000) 

18259−18265 

22. Ρ. Χασαδιο, Ε. Πολϖερινι, Π. Μαριανι, Φ. Σπινοζζι, Φ. Χαρσυγηι, Α. Φοντανα, Π.Π. Λαυρετο, Γ. 

Ματτευχχι, Χ.Μ. Βεργαµινι, Ευρ. ϑ. Βιοχηεµ. 262 (1999) 672−679 



Στρυχτυραλ ινϖεστιγατιον οφ ΤΓασεσ 
 

 48

23. Χ.Μ. Βεργαµινι, Μ. ∆εαν, Φ. Τανφανι, Χ. Φερραρι, Α. Σχαττυριν, Ευρ. ϑ. Βιοχηεµ. 266 (1999) 

575−582 

24. Τ. Μεηρελ, ∆. Ηοηλ, ϑ.Α. Ροτηναγελ, Μ.Α. Λονγλεψ, ∆. Βυνδµαν, Χ. Χηενγ, Υ. Λιχητι, Μ.Ε. 

Βισηερ, Α.Χ. Στεϖεν, Π.Μ. Στεινερτ, Σ.Η. Ψυσπα, ∆.Ρ. Ροοπ, Χελλ 61 (1990) 1103−1112 

25. Ι.−Γ. Κιµ, ϑ.ϑ. Γορµαν, Σ.−Χ. Παρκ, Σ.−Ι. Χηυνγ, Π.Μ. Στεινερτ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 268 (1993) 

12682−12690 

26. Η. ϑ. ςογελ, Τ. ∆ρακενβεργ, Σ. Φορσεν, (1983) ιν ΝΜΡ οφ Νεωλψ Αχχεσσιβλε Νυχλει  (Λασζλο, 

Π., Εδσ.) ςολ. Ι, π 157, Αχαδεµιχ Πρεσσ, Νεω Ψορκ  

27. Ω.Η. Βραυνλιν, Τ. ∆ρανκενβεργ, Σ. Φορσεν, Χυρρ. Τοπ. Βιοενεργ. 14 (1985) 97−147 

28. Τ. Ανδερσσον, Τ. ∆ρακενβεργ, Σ. Φορσεν, Ε. Τηυλιν, Μ. Σωαρδ, ϑ. Αµ. Χηεµ. Σοχ. 104 

(1982) 576−580 

29. Τ. ∆ρακενβεργ, Σ. Φορσεν, Η. Λιλϕα, ϑ. Μαγν. Ρεσον. 53 (1983) 412−422  

30. Η.ϑ. ςογελ, Τ. Ανδερσσον, Ω.Η. Βραυνλιν, Τ. ∆ρανκενβεργ, Σ. Φορσεν, Βιοχηεµ. Βιοπηψσ. 

Ρεσ. Χοµµυν. 122 (1984) 1350−1356 

31. Η.ϑ. ςογελ, Ω.Η. Βραυνλιν, ϑ. Μαγν. Ρεσον. 62 (1985) 42−50 

32. Η.ϑ. ςογελ, Τ. ∆ρακενβεργ, Σ. Φορσεν, ϑ.∆.ϑ. ΟΝειλλ, Τ. Ηοφµανν, Βιοχηεµιστρψ 24 (1985) 

3870−3876 

33. Η.Χ. Μαρση, Π. Ροβερτσον ϑρ., Μ.Ε. Σχοττ, Κ. Α. Κοεηλερ, Ρ.Γ. Ηισκεψ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 254 

(1979) 10268−10275 

34. Ε.Β. Βροων, Χ.Η. Πλετχηερ, Γ.Λ. Νελσεστυεν, Ρ.Γ. Βρψαντ, ϑ. Ινοργ. Βιοχηεµ. 21 (1984) 

337−343 

35. Τ. ∆ρακενβεργ, Τ. Ανδερσσον, Σ. Φορσεν, Τ. Ωιελοχη, Βιοχηεµιστρψ 23 (1984) 2387−2392 

36. Ω.Η. Βραυνλιν, Η.ϑ. ςογελ, Τ. ∆ρακενβεργ, Α. Βενιχκ, Βιοχηεµιστρψ 25 (1986) 584−589 

37. Α. Τελεµαν, Τ. ∆ρακενβεργ, Σ. Φορσεν, Βιοχηιµ. Βιοπηψσ. Αχτα 873 (1986) 204−213 

38. Η.ϑ. ςογελ, Τ. Ανδερσσον, Ω.Η. Βραυνλιν, Τ. ∆ρακενβεργ, Σ. Φορσεν, Βιοχηεµ. Βιοπηψσ. 

Ρεσ. Χοµµυν. 122 (1984) 1350−1356  

39. Ψ. Ογοµα, Η. Κοβαψασηι, Τ. Φυϕιι, Ψ. Κονδο, Α. Ηαχηιµορι, Τ. Σηιµιζυ, Μ. Ηατανο, Ιντ. ϑ. 

Βιολ. Μαχροµολ. 14 (1992) 279−286  

40. Ε. Χηιανχονε, Τ. ∆ρακενβεργ, Ο. Τελεµαν, Σ. Φορσεν, ϑ. Μολ. Βιολ. 185 (1985) 205−207 

41. ϑ.Μ. Αραµινι, Τ. ∆ρακενβεργ, Τ. Ηιραοκι, Ψ. Κε, Κ. Νιττα, Η.ϑ. ςογελ, Βιοχηεµιστρψ 31 

(1992) 6761−6768 

42. Τ. Σηιµιζυ, Μ. Ηατανο, Βιοχηεµ. Βιοπηψσ. Ρεσ. Χοµµυν. 115 (1983) 22−28 

43. Χ. ϑοηανσσον, Π. Βροδιν, Τ. Γρυνδστροµ, Σ. Φορσεν, Τ. ∆ρακενβεργ, Ευρ. ϑ. Βιοχηεµ. 202 

(1991) 1283−1290 

44. Μ. Σϖαρδ, Τ. ∆ρακενβεργ, Τ. Ανδερσσον, Π. Φερνλυνδ, Ευρ. ϑ. Βιοχηεµ. 158 (1986) 373−378 



Στρυχτυραλ ινϖεστιγατιον οφ ΤΓασεσ 
 

 49

45. Λ. Λερνερ, ∆.Α. Τορχηια, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 261 (1986) 12706−12714 

46. Π. Βαψλεψ, Π. Αηλστροµ, Σ.Ρ. Μαρτιν, Σ. Φορσεν, Βιοχηεµ. Βιοπηψσ. Ρεσ. Χοµµυν.120 

(1984) 185−191 

47. Σ. Φορσεν, Σ. Λινσε, Ε. Τηυλιν, Β. Λινδεγαρδ, Σ.Ρ. Μαρτιν, Π.Μ. Βαψλεψ, Π. Βροδιν, Τ. 

Γρυνδστροµ, Ευρ. ϑ. Βιοχηεµ. 177 (1988) 47−52 

48. ϑ. Κορδελ, Σ. Φορσεν, Τ. ∆ρακενβεργ, Ω.ϑ. Χηαζιν, Βιοχηεµιστρψ 29 (1990) 4400−4409 

49. Ω.Η. Βραυνλιν, Τ. ∆ρακενβεργ, Λ. Νορδενσκιολδ, ϑ. Βιοµολ. Στρυχτ. ∆ψναµ. 10 (1992) 333−

343 

50. Ω.Η. Βραυνλιν, Τ. ∆ρακενβεργ, Λ. Νορδενσκιολδ, Βιοπολψµερσ 26 (1987) 1047−1062 

51. Ω.Η. Βραυνλιν, Λ. Νορδενσκιολδ, Τ. ∆ρακενβεργ, Βιοπολψµερσ 28 (1989) 1339−1342 

52. Φ.Α.Ο. Μαρστον, Βιοχηεµ. ϑ. 240 (1986) 1−12 

53. Ρ. Κυηελϕ, Μ. ∆ολιναρ, ϑ. Πυνγερχαρ, ς. Τυρκ, Ευρ. ϑ. Βιοχηεµ. 229 (1995) 533−539 

54. ϑ.Λ. Χλελανδ, Χ. Ηεδγεπετη, ∆.Ι.Χ. Ωανγ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 267 (1992) 13327−13334 

55. Ε.Ε. ∆ιβελλα, Μ.Χ. Μαυρερ, Η.Α. Σχηεραγα, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 270 (1995) 163−169 

56. Κ.Ρ. Ηεϕναεσ, Σ. Βαϕνε, Λ. Νορσκοϖ, Η.Η. Σορενσεν, ϑ. Τηοµσεν, Λ. Σχηαφφερ, Α. Ωολλµερ, 

Λ. Σκριϖερ, Προτειν Ενγινεερινγ 5 (1992) 797−806 

57. Σ. Τανδον, Π.Μ. Ηοροωιτζ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 262 (1987) 4486−4491 

58. Τ.ϑ.Ρ. Ηαρρισ, Τ. Πατελ, Φ.Α.Ο. Μαρστον, Σ. Λιττλε, ϑ.Σ. Εµταγε, Μολ. Βιολ. Μεδ. 3 (1986) 

279−292 

59. Ζ. Νεµεσ, Λ.Ν. Μαρεκοϖ, Π.Μ. Στεινερτ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 274 (1999) 11013−11021  

60. Η.Ε. Καργεσ, Η.ϑ. Μετζνερ, Σεµιν. Τηροµβ. Ηεµοστ. 22 (1996) 427−436 

61. ς. Γεντιλε, Μ. Σαψδακ, Ε.Α. Χηιοχχα, Ο. Ακανδε, Π.ϑ. Βιρχκβιχηλερ, Κ.Ν. Λεε, ϑ.Π. Στειν, 

Π.ϑ.Α. ∆αϖιεσ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 266 (1991) 478−483 

62. ς. Γεντιλε, ς. Τηοµαζψ, Μ. Πιαχεντινι, Λ. Φεσσ, Π.ϑ.Α. ∆αϖιεσ, ϑ. Χελλ Βιολ. 119 (1992) 

463−474 

63. Σ.Ε. Ιισµαα, Λ. Χηυνγ, Μ.−ϑ. Ωυ, ∆.Χ. Τελλερ, ς.Χ. Ψεε, Ρ.Μ. Γραηαµ, Βιοχηεµιστρψ 36 

(1997) 11655−11664 

64. Μ.Μ. Βραδφορδ, Αναλ. Βιοχηεµ. 72 (1976) 248−254 

65. Τ.Φ. Σλαυγητερ, Κ.Ε. Αχηψυτηαν, Τ.−Σ. Λαι, Χ.Σ. Γρεενβεργ, Αναλ. Βιοχηεµ. 205 (1992) 

166−171 

66. Υ.Κ. Λαεµµλι, Νατυρε 227 (1970) 680−685 

67. Χ.Σ. Υντερκιρχηερ, Σ.Χ. Ψαζακι, Μ.Τ. Σηιµιζυ, Α.Ο. ϑοργε, Ζ.Π. Χαµαργο, ϑ. Μεδ. ςετ. 

Μψχολ. 34 (1996) 273−277  

68. ϑ. Κψησε−Ανδερσεν, ϑ. Βιοχηεµ. Βιοπηψσ. Μετηοδσ 10 (1984) 203−209 



Στρυχτυραλ ινϖεστιγατιον οφ ΤΓασεσ 
 

 50

69. Κ.ϑ. Νευροηρ, Τ. ∆ρακενβεργ, Σ. Φορσεν, ΝΜΡ οφ Νεωλψ Αχχεσσιβλε Νυχλει, Αχαδεµιχ, 

Νεω Ψορκ, ςολ. 2, 229−251, 1983 

70. Χ. Βεργαµινι, Μ. Σιγνορι, Βιοχηεµ. ϑ. 291 (1993) 37−39 

71. ϑ. ∆εϖερευξ, Π. Ηαεβερλι, Ο. Σµιτηιεσ, Νυχλ. Αχιδσ. Ρεσ. 12 (1984) 387−395 

72. Ω.Ρ. Πεαρσον, ∆.ϑ. Λιπµαν, Προχ. Νατλ.Αχαδ. Σχι. ΥΣΑ 85 (1988) 2444−2448 

73. ∆. Φισχηερ, ∆. Εισενβεργ, Προτειν Σχιενχε 5 (1996) 947−955 

74. Τ.Α. ϑονεσ, ϑ.−Ψ. Ζου, Σ.Ω. Χοωαν, Μ. Κϕελδγααρδ, Αχτα Χρψστ. Α47 (1991) 110−119 

75. Α.Τ. Βρυνγερ, ϑ. Κυριψαν, Μ. Καρπλυσ, Σχιενχε 235 (1987) 458−460  

76. Χολλαβορατιϖε Χοµπυτατιοναλ Προϕεχτ Νυµβερ 4, Αχτα Χρψστ. ∆50, 760−763, 1994 

77. Ρ.Α. Λασκοωσκι, Μ.Ω. ΜαχΑρτηυρ, ∆.Σ. Μοσσ, ϑ.Μ. Τηορντον, ϑ. Αππλ. Χρψστ. 26 (1993) 

283−291 

78. Α. Νιχηολλσ, Κ. Σηαρπ, Β. Ηονιγ, Προτεινσ, Στρυχτυρε, Φυνχτιον ανδ Γενετιχσ, ςολ. 11, Νο.4, 

π. 281φφ,      1991 

79. Τ−Σ. Λαι, Τ.Φ. Σλαυγητερ, Κ.Α. Πεοπλεσ, ϑ.Μ. Ηεττασχη, Χ.Σ. Γρεενβεργ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 273 

(1998) 1776−1781  

80. Μ. Ηολζ, Προγ. ΝΜΡ Σπεχτροσχ. 18 (1985) 327−423 

81. Ω.ϑ. ΟΣυλλιϖαν, ∆.∆. Περριν, Βιοχηεµιστρψ 3 (1963) 18−26 

82. Λ. Ηελµ, Η.Γ. Ηερτζ Ζ. Πηψσ. Χηεµ. Νευε Φολγε 127 (1981) 23−44 

83. Ρ. Χασαδιο, Ε. Πολϖερινι, Π. Μαριανι, Φ. Σπινοζζι, Φ. Χαρσυγηι, Α. Φοντανα, Π.Π. Λαυρετο, Γ. 

Ματτευχχι, Χ.Μ. Βεργαµινι, Ευρ. ϑ. Βιοχηεµ. 262 (1999) 672−679 

84. Α. Μονσονεγο, Ι. Φριεδµανν, Ψ. Σηασνι, Μ. Εισενστειν, Μ. Σχηωαρτζ, ϑ. Μολ. Βιολ. 282 

(1998) 713−720 

85. Σ.Ε. Ιισµαα, Λ. Χηυνγ, Μ.−ϑ. Ωυ, ∆.Χ. Τελλερ, ς.Χ. Ψεε, Ρ.Μ. Γραηαµ, Βιοχηεµιστρψ 36 

(1997) 11655−11664 

86. Κ. Νακανισηι, Κ. Ναρα, Η. Ηαγιωαρα, Ψ. Αοψαµα, Η. Υενο, Σ. Ηιροσε, Ευρ. ϑ. Βιοχηεµ. 202 

(1991) 15−21 

87. Κ. Νογυχηι, Κ. Ισηικαωα, Κι. Ψοκοψαµα, Τ. Οητσυκα, Ν. Νιο, Ε. Συζυκι., ϑ Βιολ Χηεµ 276 

(2001) 12055−12059  

88. Τ.−Σ. Λαι, Τ.Φ. Σλαυγητερ, Χ.Μ. Κοροπχηακ, Ζ.Α. Ηαροον, Χ.Σ. Γρεενβεργ, ϑ. Βιολ. Χηεµ. 

271 (1996) 31191−31195 

89. Σ.Ν.Π. Μυρτηψ, Λ. Λορανδ, Προχ. Νατλ. Αχαδ. Σχι. ΥΣΑ 97 (2000) 7744−7747 

90. Μ.Σ. Ωεισσ, Ρ. Ηιλγενφελδ, Αχτα Χρψστ., ∆55 (1999) 1858−1862   
  

 

 



Στρυχτυραλ ινϖεστιγατιον οφ ΤΓασεσ 
 

 51

13. ΠΥΒΛΙΧΑΤΙΟΝΣ 
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ΙΦ: 2.090 
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Αττιλα Αµβρυσ, Ιστϖ〈ν Β〈νψαι, Μανφρεδ Ωεισσ, Ρολφ Ηιλγενφελδ, Λ〈σζλ⌠ Μυσζβεκ, Ζσολτ 
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Αµβρυσ Αττιλα, Βαττα Γψυλα, Κϖρ Ε. Καταλιν, Εξαµινατιον οφ τηε στρυχτυρε οφ Χαλρετινιν: 
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−. 
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(ρεσιδυεσ 1−93). (µανυσχριπτ ιν πρεπαρατιον).  
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(ρεσιδυεσ 1−100), (µανυσχριπτ ιν πρεπαρατιον).  
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