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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι εκκριτικές φωσφολιπάσες (sPLA2) είναι μία οικογένεια ενζύμων τα οποία 

έχουν ως κύριο ρόλο την υδρόλυση των φωσφολιπιδίων της κυτταρικής 

μεμβράνης στην θέση sn-2. Τα προϊόντα της καταλυτικής τους δράσης είναι 

ακόρεστα λιπαρά οξέα, τα οποία μέσω διαφόρων βιολογικών οδών παράγουν 

βιολογικά ενδιάμεσα που σχετίζονται με την εμφάνιση φλεγμονωδών 

νοσημάτων. Μεταξύ των μελών της οικογένειας, η ομάδα ΙΙA (GIIA sPLA2) 

παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς έχει συσχετισθεί με τη δημιουργία 

της φλεγμονής από τότε που ταυτοποιήθηκε (1989). Εμφανίζεται σε μεγάλη 

συγκέντρωση στα αρθρικά κύτταρα καθώς και στο πλάσμα των ασθενών με 

στεφανιαία νόσο. Για το λόγο αυτό, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μέσω για 

την πρόβλεψη τέτοιων ασθενειών.  

Στο εργαστήριο του καθηγητή Γ. Κόκοτου έχει συντεθεί μια σειρά ενώσεων 

που φέρουν την χαρακτηριστική 2-οξοαμιδική ομάδα και έχουν δράση έναντι 

διαφόρων μελών των φωσφολιπασών Α2. Πρόσφατα, ένα 2-οξοαμιδικό 

παράγωγο της (S)-λευκίνης GK126 έδειξε ισχυρή ανασταλτική δράση έναντι 

της GIIA sPLA2. Στην παρούσα εργασία, η δομή αυτής της ένωσης 

χρησιμοποιήθηκε για τον σχεδιασμό νέων ενώσεων με πιθανή ανασταλτική 

δράση έναντι του ενζύμου. Πειράματα προσομοίωσης της μοριακής 

πρόσδεσης αυτών των ενώσεων, πραγματοποιήθηκαν με τη βοήθεια του 

προγράμματος GOLD 5.2. Το πρόγραμμα GOLD επιλέχθηκε ως 

καταλληλότερο για αυτές τις ενώσεις εφόσον είχαν προηγηθεί συγκριτικά 

πειράματα προσομοίωσης γνωστών αναστολέων με τα προγράμματα 

MAESTRO και Sybyl. Οι ενώσεις που είχαν ευνοϊκά αποτελέσματα στα in 

silico πειράματα, συντέθηκαν και η δράση τους αξιολογήθηκε in vitro. Το 2-

οξοαμιδικό παράγωγο της (S)-βαλίνης είχε ισχυρή και εκλεκτική ανασταλτική 

δράση έναντι της GIIA sPLA2. Για το λόγο αυτό, ο τρόπος πρόσδεσης της 

ένωσης μελετήθηκε σε πειράματα προσομοίωσης της μοριακής δυναμικής με 

τη βοήθεια του προγράμματος AMBER12. 

Επίσης, στα πλαίσια της παρούσης εργασίας μελετήθηκε η πιθανή 

ανασταλτική δράση των παραγώγων της κουμαρίνης και της κινολινόνης. Τα 

παράγωγα αυτά σχεδιάστηκαν με βάση τη δομή γνωστών ινδολικών 
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αναστολέων της GIIA sPLA2. Πειράματα προσομοίωσης της μοριακής 

πρόσδεσης στο ενεργό κέντρο του ενζύμου πραγματοποιήθηκαν με τις δομές 

των νέων υποψήφιων αναστολέων. Τα πειράματα αυτά έγιναν με την βοήθεια 

του προγράμματος GOLD. Από τα αποτελέσματα προέκυψαν ενώσεις, οι 

οποίες μπορεί να αποτελέσουν νέους συνθετικούς στόχους. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ΘΕΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ: Ορθολογικός σχεδιασμός και σύνθεση αναστολέων 

ενζύμων.  

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙΔΙΑ: αναστολείς, εκκριτικές φωσφολιπάσες Α2, μοριακή 

πρόσδεση, μοριακή δυναμική, 2-οξοαμιδικά, AMBER, GOLD, GIIA sPLA2.  
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ABSTRACT 

Secreted phospholipase A2 (sPLA2) is a family of enzymes that catalyze the 

hydrolysis of membrane phospholipids at the sn-2 position. The products of 

this reaction are unsaturated fatty acids, which amplify the production of pre-

inflammatory mediators. Group IIA sPLA2 has long been an important target 

for medicinal chemists as it has been related with inflammation since it was 

identified in 1989. GIIA sPLA2 is highly expressed in synovial cells, while its 

concentration increases in the plasma of patients who suffer from coronary 

artery disease, making it a useful tool for prognostic purposes. 

Kokotos group has developed novel 2-oxoamides inhibitors against various 

PLA2s. Recently, a 2-oxoamide derivative based on (S)-leucine GK126 has 

shown potent inhibitory activity against GIIA sPLA2. Herein, the design of new 

potent inhibitors using GK126 as lead is described. Molecular docking 

simulations of the new compounds performed using the docking program 

GOLD 5.2. According to additional docking experiments with MAESTRO and 

SYBYL docking programs, GOLD was found to be the most suitable to run the 

simulations of these compounds. The derivatives presenting the most 

promising docking results were synthesized and their inhibitory activity was 

evaluated by in vitro studies. The 2-oxoamide derivative of (S)-valine showed 

a potent and selective inhibitory activity. Thus, molecular dynamic simulations 

using AMBER12 were also performed to further study its binding mode. 

In addition, new coumarin and quinolinone derivatives were designed starting 

from the structure of known indole inhibitors of GIIA sPLA2. Molecular docking 

simulations of these derivatives in GOLD showed that some of them could 

bind effectively on the active side of the enzyme and they represent new 

synthetic targets. 

 

SUBJECT AREA: Rational design and synthesis of enzyme inhibitors. 

KEYWORDS: AMBER, dynamics simulations, GIIA sPLA2, GOLD, inhibitors, 

molecular docking, 2-oxoamides. 
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1. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1                                                           

ΦΩΣΦΟΛΙΠΑΣΕΣ Α2 

1.1 Γενικά για τις φωσφολιπάσες Α2 

Οι πρωτεΐνες που ανήκουν στην υπεροικογένεια των φωσφολιπασών Α2 είναι 

εστεράσες με κοινό χαρακτηριστικό ρόλο τη δυνατότητα υδρόλυσης του 

εστερικού δεσμού των γλυκεροφωσφολιπιδίων στη θέση sn-2.1,2 Χωρίζονται 

σε έξι μεγάλες ομάδες (Πίνακας 1.1) ανάλογα με: τη δομή τους, την απαίτηση 

σε ασβέστιο για τη δράση τους, τον καταλυτικό μηχανισμό και την εξελικτική 

τους πορεία.  Οι ομάδες αυτές είναι: οι κυτοσολικές φωσφολιπάσες (cPLA2), 

οι ανεξάρτητες ασβεστίου φωσφολιπάσες (iPLA2), οι εκκριτικές 

φωσφολιπάσες (sPLA2), οι λυσοσωμικές φωσφολιπάσες (LyPLA2), οι 

υδρολάσες του παράγoντα ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF-AH) και 

πρωτεΐνες που έχουν παρόμοια λειτουργία με τις φωσφολιπάσες και  

βρίσκονται στο λιπώδη ιστό  PLA2 (AdPLA2).1 

Η κυτοσολικές φωσφολιπάσες (cPLA2) αποτελούνται από έξι μέλη (IVA-F),  

βάρους  60 - 85 kDa  και συνήθως βρίσκονται στο κυτοσόλιο. Η ενεργοποίηση 

αυτών των πρωτεϊνών γίνεται παρουσία ιόντων ασβεστίου, συγκέντρωσης της 

τάξεως των μΜ. Δύο ιόντα ασβεστίου προσδένονται στο Ν-τερματικό άκρο της 

πρωτεΐνης με δομή C2, ενώ αυτό δεν παρατηρείται για την περίπτωση της 

cPLA2γ από την οποία αυτή η δομή λείπει. Η καταλυτική δυάδα στο ενεργό 

κέντρο των ενζύμων αυτών αποτελείται από τα αμινοξέα σερίνη και 

ασπαρτικό οξύ.1 

Οι iPLA2 περιέχουν έξι μέλη (VIA-F) και το βάρος τους κυμαίνεται από 55 

μέχρι 146 kDa. Η λειτουργικότητά τους είναι ανεξάρτητη της συγκέντρωσης 

των ιόντων ασβεστίου. Το καταλυτικό τους κέντρο είναι παρόμοιο με των 

κυτοσολικών φωσφολιπασών και βρίσκονται στο κυτοσόλιο, στην εσωτερική 

πλευρά του κυτταρικού τοιχώματος και στο ενδοπλασματικό δίκτυο.3 Επίσης, 

συμμετέχουν στην αναδιαμόρφωση των λιπιδίων και στον κύκλο του Land.1 
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Πίνακας 1.1: Τα μέλη της υπερ-οικογένειας των φωσφολιπασών. 

Όνομα 
Αριθμός 

Μελών 
Χαρακτηριστικά/Λειτουργία 

cPLA2 

Κυτοσολικές PLA2 
6 

συνήθως μια C2 δομή κοντά στο Ν-

τελικό άκρο όπου προσδένονται δύο 

ιόντα Ca2+ 

iPLA2 

Ca2+-ανεξάρτητες PLA2 
9 ανεξάρτητες από τη συγκέντρωση Ca2+ 

PAF-AH 

Υδρολύουν τον 

παράγοντα 

ενεργοποίησης 

αιμοπεταλίων 

4 
εξειδίκευση για το υπόστρωμα PAF και 

τα οξειδωμένα φωσφολιπίδια 

sPLA2 

Εκκριτικές PLA2 
11 

καταλυτική δυάδα His/Asp 

εξάρτηση της δράσης τους από τη 

συγκέντρωση Ca2+ (mM) 6-8 

δισουλφιδικοί δεσμοί 

βρίσκονται στο εξωκυττάριο μέρος της 

κυτταρικής μεμβράνης. 

LyPLA2 

Λυσοσωμικές PLA2 
2 

βρίσκονται στο λυσόσωμα, προτιμούν 

όξινο pH για τον καταλυτικό τους ρόλο 

AdPLA2 

PLA2 του λιπώδους 

ιστού 

1 
προτίμηση σε PC και PE υποστρώματα 

ανεξάρτητη της συγκέντρωσης Ca2+ 

 

Η ομάδα των υδρολασών (PAF-AH) που υδρολύουν τον παράγοντα 

ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF) είναι πρωτεΐνες μικρού μοριακού 

βάρους με τέσσερις ισομορφές (VIIA, VIIB, VIIIA, VIIIB). Όλα τα μέλη της 



33 

 

οικογένειας αυτής των υδρολασών έχουν μια σερίνη στο καταλυτικό τους 

κέντρο και αποτέλεσμα της καταλυτικής τους δράσης είναι είτε η 

απελευθέρωση ιόντων οξικού οξέος από την sn-2 θέση της PAF είτε η 

απελευθέρωση οξειδωμένων ακυλο-ομάδων από την sn-2 θέση της 

φωσφατιδυλοχολίνης (PC) ή της φωσφατιδυλαιθανολαμίνης (PE).1,8 Ένα από 

τα μέλη της οικογένειας, η PAF-AH ή ομάδα VIIA PLA2, είναι εκκριτική και γι’ 

αυτό έχει αποτελέσει θεραπευτικό στόχο για τη αθηροσκλήρωση.4,5 

Η ομάδα των λυσοσωμικών φωσφολιπασών (LyPLA2) απαριθμεί ένα μόνο 

μέλος, μια γλυκοπρωτεΐνη, η οποία υπάρχει στο λυσόσωμα και καταλύει 

αντιδράσεις σε ελαφρώς όξινο περιβάλλον, με υποστρώματα κυρίως PC και 

PE. Αυτή η πρωτεΐνη εκφράζεται σε υψηλό βαθμό στα κυψελιδικά μακροφάγα 

και παίζει σημαντικό ρόλο στο μεταβολισμό του επιφανειοδραστικού 

παράγοντα και κυρίως στην καταβολική ομοιόσταση του επιφανειοδραστικού 

παράγοντα των πνευμόνων.6 

Η AdPLA2 (XVI), βρίσκεται σε μεγάλη συγκέντρωση στο λευκό λιπώδη ιστό 

και είναι υπεύθυνη για την παροχή αραχιδονικού οξέος προκειμένου να 

χρησιμοποιηθεί στη σύνθεση της προσταγλανδίνης (PGE2) μέσα στον ιστό.7 

Επίσης, η πρωτεΐνη αυτή συμμετέχει στην κατάλυση των αποθηκευμένων 

τριγλυκεριδίων για την παραγωγή λιπαρών οξέων καθώς και στην υδρόλυση 

των γλυκεροφωσφολιπιδίων στη θέση sn-1.1  

Η εκκριτική φωσφολιπάση sPLA2 αποτελείται από 11 ισομορφές (ομάδες I-III, 

V και IX-XIV) με μικρό μοριακό βάρος σε σχέση με τις υπόλοιπες 

φωσφολιπάσες (κυμαίνεται μεταξύ 14-19 kDa με εξαίρεση την GIII sPLA2 η 

οποία έχει μοριακό βάρος 55 kDa). Η λειτουργία τους εξαρτάται από τη 

συγκέντρωση ιόντων ασβεστίου (mM) και δρουν στην εξωκυττάρια πλευρά 

του κυττάρου.8 Έντεκα από τις ισομορφές της ομάδας αυτής (IB, IIA, IIC, IID, 

IIE, IIF, III, V, X, XIIA και XIIB) εκφράζονται στα κύτταρα των θηλαστικών και 

έχει παρατηρηθεί ότι εκτός από την ενζυμική τους δράση, έχουν την ικανότητα 

να προσδένονται σε ειδικούς υποδοχείς επιφέροντας έτσι αλλαγές στη 

λειτουργία του κυττάρου.9 Η διατήρηση της ομοιόστασης αυτών των ενζύμων 

είναι σημαντική γιατί η υπερέκφρασή τους συνδέεται με παθολογικές 

καταστάσεις όπως η αθηροσκλήρωση, η κακή λειτουργία του ανοσοποιητικού 
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συστήματος και η εμφάνιση του καρκίνου. Η θέση τους στην εξωτερική 

πλευρά του κυττάρου τις κάνει προσιτές ως στόχο για θεραπευτικούς 

σκοπούς.10 

1.2 Εκκριτικές φωσφολιπάσες Α2 (sPLA2) 

Οι 11 ισομορφές sPLA2 χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες. Η πρώτη (I/II/V/X) 

περιλαμβάνει τις ομάδες με κοινά χαρακτηριστικά το βάρος τους (14 -19 kDa), 

το ενεργό κέντρο γύρω από το ιόν ασβεστίου και την καταλυτική δυάδα HIS-

ASP. Επιπρόσθετα, έχουν όλες έξι δισουλφιδικούς δεσμούς και επιπλέον έναν 

ή δύο που είναι χαρακτηριστικοί και συμβάλλουν στον υψηλό βαθμό της 

δομικής σταθερότητας αυτών των ενζύμων. Οι άλλες δύο ομάδες III και 

XIIA/XIIB αποτελούνται από ένζυμα τα οποία χαρακτηρίζονται από χαμηλή 

ομολογία σε σχέση με την πρώτη ομάδα, ενώ διατηρούν την καταλυτική 

δυάδα στο ενεργό κέντρο τους και το ιόν του ασβεστίου μέσα σε αυτό.11  

Η δράση των sPLA2 στην κυτταρική μεμβράνη μπορεί να είναι είτε αυτοκρινής 

είτε παρακρινής και ο πρωταρχικός στόχος τους είναι τα φωσφολιπίδια με 

αρνητικά φορτισμένες κεφαλές, τα οποία θα πρέπει να βρίσκονται στην 

εξωκυττάρια περιοχή, εκεί όπου βρίσκονται οι sPLA2. Τα υποστρώματα που 

υδρολύουν είναι κυρίως η φωσφατιδυλοσερίνη (PS), η 

φωσφατιδυλογλυκερόλη (PG) και η φωσφατιδυλαιθανολαμίνη (PE).12 

Αποτέλεσμα αυτής της καταλυτικής τους δράσης είναι η απελευθέρωση 

αραχιδονικού οξέος καθώς επίσης και διαφόρων μονοακόρεστων και 

πολυακόρεστων λιπαρών οξέων, όπως τα ω-3 εικοσαπενταενοϊκό οξύ (EPA) 

και δοκοσαεξαενοϊκό οξύ (DHA). Μερικά από τα λιπαρά οξέα που παράγονται 

είναι πρόδρομοι αντιφλεγμονωδών λιπιδικών ενδιάμεσων. Επίσης, μια ακόμα 

κατηγορία προϊόντων που παράγονται είναι τα λυσοφωσφολιπίδια, όπως η 

λυσοφωσφατιδυλοχολίνη (LPC) και λυσοφωσφατιδικό οξύ (LPA), όπου και 

αυτά έχουν ποικίλες βιολογικές δράσεις. Τα ένζυμα V και  X καταλύουν την 

υδρόλυση των φωσφολιπιδίων πιο συστηματικά από τα υπόλοιπα, ενώ τα 

ένζυμα IB, III και X δρουν ως προ-ένζυμα και χρειάζεται η υδρόλυση του N-

τελικού άκρου για την πλήρη ενεργοποίησή τους.10,13 
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1.2.1 Βιολογικός ρόλος των sPLA2 

1.2.1.1 Παραγωγή λιπαρών οξέων 

Η οικογένεια των εκκριτικών φωσφολιπασών συνδέεται με τον έλεγχο της 

παραγωγής λιπιδίων τα οποία είναι ενδιάμεσα διαφόρων διεργασιών, όπως 

αναφέρουν τα in vivo και in vitro πειραματικά δεδομένα.9 Οι sPLA2 έχουν την 

ικανότητα να απελευθερώνουν ΑΑ από την κυτταρική μεμβράνη, με σειρά 

ικανότητας X>V>III>IIF>IIA>IB>IID>IIE>XIIA.14,15,16,17,18 Ως εκ τούτου, η 

διατάραξη της ομαλής λειτουργίας αυτών των ενζύμων επηρεάζει άλλες 

βιολογικές οδούς. Για παράδειγμα, η υπερέκφραση των πρωτεϊνών III και X 

συνδέεται με την αύξηση της προσταγλανδίνης Ε2 (PGE2)  στο δέρμα,19,20 ενώ 

η απουσία της V προκαλεί μερική μείωση σε διεργασίες όπως η παραγωγή 

μακροφάγων των κυστεϊνυλικών λευκοτριενίων (cysLTs) και της PGE2.21  

Σε ορισμένες περιπτώσεις η αυξανόμενη δράση των sPLA2 στις διεργασίες 

παραγωγής λιπιδικών ενδιάμεσων φαίνεται να εξαρτάται/συσχετίζεται με την 

ενεργοποίηση και άλλων PLA2, όπως με την πρωτεΐνη cPLA2α. Ενδεχομένως, 

κάποια από τα λιπίδια που συνθέτουν οι sPLA2 να ενεργοποιούν τη cPLA2α 

με αποτέλεσμα τη μεγαλύτερη παραγωγή τέτοιων ενδιαμέσων.22,23 Συνεπώς 

οι sPLA2 είναι επιφορτισμένες με έναν σύνθετο ρόλο τόσο στην ενδοκυττάρια 

περιοχή όσο και στην εξωκυττάρια. 

Τα παραγόμενα από τη δράση των sPLA2 βιοενεργά λιπίδια, τα οποία 

αποτελούν πιθανούς δείκτες φλεγμονής, μαζί με τα παράγωγα του 

αραχιδονικού οξέος - όπως οι προσταγλανδίνες, οι θρομβοξάνες και τα 

λευκοτριένια - ενεργούν σε συνεργασία με την οξειδωμένη μορφή των LDL. Το 

αποτέλεσμα αυτής της κοινής δράσης είναι η ενεργοποίηση των  μηχανισμών 

που καταλήγουν στη δημιουργία της φλεγμονής στο κυτταρικό τοίχωμα 

πολλαπλών κυττάρων.24   

1.2.1.2 Κυτταρική επικοινωνία 

Τα λιπαρά οξέα τα οποία παράγονται από την καταλυτική δράση των sPLA2, 

όπως είναι το ΑΑ ή λυσοφωσφολιπίδια (LP), συμμετέχουν σε μια διαδικασία 

επικοινωνίας μεταξύ των κυττάρων. Ένα από τα αποτελέσματα της κυτταρικής 

επικοινωνίας είναι η σύνθεση εικοσανοειδών.25 Πιο συγκεκριμένα, το ΑΑ μέσω 
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δύο οδών (COX και LOX) μπορεί να μεταβολιστεί και να παραχθούν  

προσταγλαδίνες (PG) και λευκοτριένια (LTs) που είναι παράγοντες 

ενεργοποίησης της σύνθεσης φλεγμονωδών κυτοκινών.26,27 Οι κυτοκίνες 

μπορούν να αυξήσουν την έκφραση των sPLA2
28 οδηγώντας στον 

πολλαπλασιασμό της επικοινωνίας μεταξύ των κυττάρων και στην επιδείνωση 

της φλεγμονής. Ταυτόχρονα, τα λυσοφωσφιλιπίδια μπορούν να 

μεταβολιστούν (από τη λυσοφωσφολιπάση D, LysoPLD) και να παραχθεί 

λυσοφωσφατιδικό οξύ (LPA) το οποίο ενεργοποιεί τους υποδοχείς της γ-

πρωτεΐνης και στη συνέχεια τον πυρηνικό παράγοντα NF-κΒ που αποτελεί 

παράγοντα μεταγραφής της IIA.27 Αυτό σε συνδυασμό με το γεγονός ότι οι 

υποδοχείς LPA συμβάλλουν στη μετανάστευση και διαφοροποίηση των 

φλεγμονωδών κυττάρων, συμβάλει στη διατήρηση και επιδείνωση της 

φλεγμονής.   

Δυστυχώς, οι προσπάθειες που έγιναν για την αναστολή των ενζυμικών 

διεργασιών που ακολουθούν τη δράση των sPLA2 προκάλεσαν παρενέργειες. 

Συνεπώς η αναστολή της sPLA2 θεωρείται πλέον η ασφαλέστερη οδός για την 

αντιμετώπιση της φλεγμονής.10
 

Πέρα από την καταλυτική τους δράση, οι sPLA2 συμμετέχουν σε 

αλληλεπιδράσεις με μεμβρανικούς υποδοχείς29 και ανιοντικές 

γλυκοζαμινογλυκάνες.30 Για παράδειγμα, οι IIA και V παρουσιάζουν μεγάλη 

συγγένεια πρόσδεσης με συγκεκριμένες γλυκοζαμινογλυκάνες, όπως η 

ηπαρίνη, λόγω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων.  

Στη δημιουργία αυτών των αλληλεπιδράσεων, ρόλο παίζει η σειρά των 

φορτισμένων αμινοξέων στις ισομορφές των εκκριτικών φωσφολιπασών. 

Αυτή μπορεί να επηρεάσει τη λειτουργία τους, την πρόσδεση των αρνητικά 

φορτισμένων λιπιδίων στο ενεργό κέντρο τους και την αλληλεπίδρασή τους με 

άλλες πρωτεΐνες. Για παράδειγμα, οι δομές των IIA και X παρουσιάζουν 

μεγάλη ομολογία και διατηρούν την καταλυτική δυάδα HIS/ASP καθώς και τις 

περιοχές δέσμευσης των ιόντων ασβεστίου. Ωστόσο, στην ομάδα ΙΙΑ 

υπάρχουν περισσότερα θετικά φορτισμένα αμινοξέα (λυσίνη και αργινίνη) 

στην επιφάνεια του ενζύμου από ότι στην ομάδα Χ η οποία φέρει 

περισσότερα αρνητικά φορτισμένα αμινοξέα (γλουταμινικό οξύ και ασπαρτικό 
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οξύ). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα η επιφάνεια της ΙΙΑ να εμφανίζει συνολικά 

θετικό φορτίο και σύμφωνα με τους Murakami et al.31 είναι ο λόγος που έχει 

μεγαλύτερη συγγένεια με τις θειωμένες γλυκοζαμινογλυκάνες. Εξαιτίας αυτής 

της συγγένειας, ενώ έχει επιτευχθεί ο έλεγχος/αναστολή της δράσης της ΙΙΑ 

παρουσία κάποιας θειωμένης γλυκοζάμινογλυκάνης (π.χ. ηπαρίνη), η 

παρουσία γλυκοζαμινογλυκανών δεν είχε το ίδιο αποτέλεσμα και για τη δράση 

της Χ.32 Σε αντίθεση με τη Χ, η ομάδα V που παρουσιάζει παρόμοιο συνολικό 

φορτίο επιφάνειας με τη ΙΙΑ, φαίνεται να έχει όμοια λειτουργία και όμοιους 

καταλυτικούς στόχους με τη ΙΙΑ.  

Η πρόσδεση των εκκριτικών φωσφολιπασών σε αυτές τις πρωτεΐνες-

υποδοχείς, είναι ανεξάρτητη της συγκέντρωσης ασβεστίου.33 Είναι πιθανό, η 

παρουσία των sPLA2 να προκαλεί εναλλαγές στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

των υποδοχέων και των υποστρωμάτων τους αλλά και των υποδοχέων 

μεταξύ τους.    

1.2.2 Ασθένειες και sPLA2 

1.2.2.1 Αθηροσκλήρωση, φλεγμονή και sPLA2 

Η επιφάνεια των λιποπρωτεϊνών περιβάλλεται από λιπαρά οξέα – κυρίως 

φωσφατιδυλοχολίνη - τα οποία αποτελούν εξωκυτταρικούς στόχους για την 

ομάδα των εκκριτικών φωσφολιπασών. Έχει παρατηρηθεί ότι η υδρόλυση 

των λιποπρωτεϊνών από τις sPLA  αυξάνει την παραγωγή ενός τύπου μικρής 

πυκνότητας LDL με αυξημένο αρνητικό φορτίο, το οποίο έχει ως αποτέλεσμα 

την κινητοποίηση των μακροφάγων με συνέπεια τη συσσώρευση αφρoδών 

κυττάρων34,35 και τη δημιουργία της αθηρωματικής πλάκας (Εικόνα 1.1).36,37 Η 

αθηροσκλήρωση τείνει να  ορίζεται ως μια κατάσταση τοπικής φλεγμονής η 

οποία συμβαίνει μέσα στο κυτταρικό τοίχωμα.38,39  
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Εικόνα 1.1: Πορεία της δημιουργίας και συσσώρευσης αφρωδών κυττάρων εξαιτίας 

της δράσης των sPLA2.40 

Αρκετές ομάδες της εκκριτικής φωσφολιπάσης υπερεκφράζονται κατά το 

σχηματισμό της αθηρωματικής πλάκας, τόσο στον άνθρωπο όσο και στα 

ποντίκια.41,42 Για το λόγο αυτό, η αναστολή της δράσης των εκκριτικών 

φωσφολιπασών έχει αποτελέσει αντικείμενο έρευνας με στόχο την καταστολή 

της φλεγμονής.43,44 

Από τα in vivo πειράματα έχει αποδειχθεί ότι τα μέλη IIA και V συμμετέχουν 

στην ανάπτυξη της ασθένειας.45,46  

Το μέλος ΙΙΑ έχει συσχετιστεί με τη φλεγμονή από τότε που ταυτοποιήθηκε 

(1989) κυρίως για τον ρόλο της στην παραγωγή εικοσανοειδών. Εκφράζεται 

σε ενεργοποιημένα φλεγμονώδη κύτταρα, όπως τα ενεργοποιημένα 

μακροφάγα και σε ορισμένα καρκινικά και γι’ αυτό η εξακρίβωση του ρόλου 

της έχει αποτελέσει ερευνητικό στόχο. 

Πρόσφατα εξακριβώθηκε in vivo ο ρόλος της ως δείκτη της φλεγμονής στην 

αρθρίτιδα.47 Ωστόσο, ακόμα δεν είναι γνωστός ο μηχανισμός με τον οποίο 

συμμετέχει σε αυτήν (μέσω της σύνθεσης των εικοσανοειδών ή κάποιο άλλο 

μηχανισμό που λαμβάνει χώρα στα φλεγμονώδη κύτταρα και εμπλέκει και τη  
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cPLA2α). Επίσης, έχει ταυτοποιηθεί και στα χονδροκύτταρα στην επιφάνεια 

επαφής μεταξύ των οστών σε ασθενείς με ρευματοειδή αρθρίτιδα.48 

Σύμφωνα με πειράματα σε ποντίκια, στα οποία εκφράσθηκε η ανθρώπινη IIA 

στα μακροφάγα, βρέθηκε ότι η δράση του ενζύμου υποβοηθά το σχηματισμό 

της αθηρωματικής πλάκας χωρίς να μεταβάλλεται η συγκέντρωση των 

λιποπρωτεϊνών στο πλάσμα.
45

 Ωστόσο, η συμμετοχή του ενζύμου στην 

πρόοδο της ασθένειας φαίνεται να έχει σχέση με την περιοχή στην οποία 

εμφανίζεται ο σχηματισμός της πλάκας, δηλαδή να δρα τοπικά. 

Η αιτία για την έναρξη της έκφρασης της IIA κατά τη διάρκεια της 

αθηρωγένεσης φαίνεται να είναι η δράση του αμυλοειδούς Α του ορού (serum 

amyloid A, SAA). Τα υψηλά επίπεδα συγκέντρωσης SAA συνδέονται με τον 

κίνδυνο εμφάνισης της ασθένειας. Το SAA συσσωρεύεται στην αθηρωματική 

πλάκα ενώ είναι πιθανόν να συντίθεται στα κύτταρα των λείων μυών της 

αορτής ως απόκριση στις κυτοκίνες που σχετίζονται με τη φλεγμονή των 

αγγείων.49 Αυτό μπορεί να οδηγήσει στην αυξημένη έκφραση της IIA με 

συνέπεια την αλλαγή της ομοιόστασης των λιπιδίων τοπικά.50    

Ένας ακόμα παράγοντας που επηρεάζεται από τη δράση των sPLA2 και 

έμμεσα συμβάλλει στην εξέλιξη της αθηροσκλήρωσης είναι η  

απολιποπρωτεΐνη Α-Ι (apoA-I) στο πλάσμα και η HDL-C. Σύμφωνα με 

πειράματα σε ζώα, παρατηρήθηκε ότι τα αυξημένα επίπεδα apoA-I στο 

πλάσμα και HDL-C μειώθηκαν παρουσία των εκκριτικών φωσφολιπασών και 

ο σχηματισμός της αθηρωματικής πλάκας αυξήθηκε.51,52,53,54 Σε πειράματα 

που εκτελέστηκαν παρουσία φωσφολιπασών - μεταξύ των οποίων και η IIA - 

για να διευκρινιστεί ο μηχανισμός δράσης τους στη νόσο, βρέθηκε ότι ο 

αυξανόμενος καταβολισμός της apoA-I και συνεπώς η μείωση των HDL-C στο 

πλάσμα φαίνεται να προέρχεται από την άμεση αλληλεπίδραση της IIA με το  

ελεύθερο apo A-I.55
 

Έχει παρατηρηθεί ότι ασθενείς που πάσχουν από χρόνια φλεγμονώδη 

νοσήματα, εμφανίζουν υψηλό κίνδυνο εκδήλωσης καρδιακών προβλημάτων, 

κάτι που επιβεβαιώνει ότι η αθηροσκλήρωση σχετίζεται με τη φλεγμονή.56,57 
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Λόγω της δράσης της ΙΙΑ στη φλεγμονή, η συγκέντρωση της μπορεί να 

αποτελέσει δείκτη για τον κίνδυνο της εμφάνισης τους.58 

1.2.2.2 Καρδιαγγειακά νοσήματα 

Αρκετά μέλη της οικογένειας των εκκριτικών φωσφολιπασών είδαμε ότι 

συνδέονται με την έναρξη της αθηρωγένεσης, ωστόσο οι μετρήσεις που 

υπάρχουν είναι κυρίως για την IIA. Έχει βρεθεί ότι η συγκέντρωση της IIA 

αυξάνεται μερικές ώρες μετά την εκδήλωση του καρδιαγγειακού 

προβλήματος24 ενώ υψηλά επίπεδα του ενζύμου σε ασθενείς με στεφανιαία 

νόσο, μπορεί να αποτελέσει τρόπο πρόβλεψης για την επικείμενη εκδήλωση 

του προβλήματος.59
  

Επιπρόσθετα, έρευνα που διεξήχθη σε υγιή άτομα έδειξε ότι αυξημένη 

συγκέντρωση του ενζύμου IIA καθώς και αυξημένη λειτουργικότητα των 

υπόλοιπων εκκριτικών φωσφολιπασών μπορεί να αποτελέσει μέθοδο 

πρόβλεψης για την εκδήλωση καρδιαγγειακών προβλημάτων γενικότερα.60,61 

Ωστόσο, μέχρι τώρα η αναστολή της εκκριτικής αλλά και της λιποπρωτεϊνικής 

φωσφολιπάσης Α2 δεν φαίνεται να μειώνει τον κίνδυνο της εμφάνισης 

καρδιαγγειακού προβλήματος62,63 και γι’ αυτό ερευνούνται εναλλακτικοί 

τρόποι αντιμετώπισης τέτοιων ασθενειών.64  

1.2.2.3 Αντιμικροβιακή δράση 

Στην επιφάνεια των βακτηρίων υπάρχουν φωσφολιπίδια και 

φωσφατιδυλογλυκερόλη που αποτελούν υποστρώματα για τη IIΑ.12 Πιθανόν 

το θετικό φορτίο που υπάρχει στην επιφάνεια του ενζύμου να βοηθάει στην 

αντιβακτηριακή του δράση ενώ σύμφωνα με πειράματα η IIΑ εξοντώνει τα 

gram-θετικά βακτήρια in vitro.65 Επίσης, υπάρχουν πειράματα σύμφωνα με τα 

οποία και η V φαίνεται να δρα ενάντια στους επιτιθέμενους μύκητες μέσω της 

διαδικασίας της φαγοκύτωσης από τα μακροφάγα.66 

1.2.2.4 Αντικαρκινική δράση 

Η εμφάνιση  της IIΑ στο γαστρικό αδενοκαρκίνωμα σχετίζεται με τη μείωση 

της μετάστασης του καρκίνου και της θνησιμότητας των ασθενών.67 Ωστόσο, 

σύμφωνα με πειράματα σε ποντίκια, η ύπαρξη του ενζύμου στα κύτταρα του 
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δέρματος σχετίζεται με την αύξηση της καρκινογένεσης που οφείλεται σε 

χημικούς παράγοντες.68 Επιπρόσθετα, οι in vivo και in vitro μελέτες έχουν 

δείξει ότι η IIΑ υποβοηθεί τον καρκίνο του πνεύμονα, του προστάτη και του 

παγκρέατος.69,70 Ως εκ τούτου, η εκδήλωση της  αντικαρκινικής δράσης της IIΑ 

φαίνεται να εξαρτάται από το είδος των κυττάρων στα οποία εκδηλώνεται η 

καρκινογένεση.  

1.2.2.5 Αναπαραγωγή 

Έχει παρατηρηθεί υψηλή συγκέντρωση της IIΑ στο ανθρώπινο σπερματικό 

πλάσμα,71 όπου το ένζυμο παράγεται από τα επιθήλια του προστάτη, και 

πιθανώς να συμμετέχει στην αντιμικροβιακή προστασία τόσο του οργάνου 

όσο και των σπερματοζωαρίων. Επίσης, έχει μελετηθεί η δράση των X και III 

στη διαδικασία της παραγωγής ώριμων σπερματοζωαρίων. Η X βρίσκεται στη 

κεφαλή του ώριμου σπερματοζωαρίου και η III κυρίως στα κύτταρα που 

βοηθούν στη σπερματογένεση (testicular sertoli cells).72 Η δράση τους 

φαίνεται να είναι αλληλένδετη στα δύο βασικά στάδια της ανδρικής 

γονιμότητας.73 Επιπλέον, η X παράγεται και από τα ενδοθήλια του 

ενδομητρίου και ο ρόλος της εκεί φαίνεται να είναι η πρόωρη υποβοήθηση της 

ακροσωμικής αντίδρασης (acrosome reaction) στον πληθυσμό των 

σπερματοζωαρίων τα οποία φέρουν λανθασμένα φωσφολιπίδια στη 

μεμβράνη τους, εμποδίζοντας τη συμμετοχή τους στη γονιμοποίηση. 

1.2.2.6 Επιδερμίδα  

Ο ρόλος του εξωτερικού στρώματος της επιδερμίδας (κεράτινη στιβάδα - 

stratum corneum) είναι τόσο προστατευτικός όσο και αμυντικός, 

προλαμβάνοντας την είσοδο βακτηρίων, μικροβίων και τοξινών. Επίσης,  η 

στιβάδα αυτή ελέγχει και ρυθμίζει την απορρόφηση και διαδερμική απώλεια 

νερού και ιόντων καθώς και τη ρύθμιση του pH. Η ρύθμιση της οξύτητας της 

κεράτινης στιβάδας είναι σημαντική καθώς επηρεάζει την εμφάνιση της 

φλεγμονής μέσω διαφόρων μηχανισμών. Έχει βρεθεί ότι οι sPLA2 παίζουν ένα 

ιδιαίτερα σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της οξύτητας και στη σωστή 

εγκαθίδρυση του επιδερμικού φραγμού στις πρώτες εβδομάδες μετά τη 

γέννηση. Φαρμακευτική αναστολή της δράσης των sPLA2 οδηγεί στην 
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καθυστέρηση της ρύθμισης της οξύτητας της κεράτινης στιβάδας, 

καθιστώντας έτσι το ρόλο τους αναγκαίο για τη σωστή λειτουργία της.74 Η 

έκφραση των μελών IIA και IIF οι οποίες βρίσκονται στην  περιοχή μεταξύ της 

κοκκώδους και της κεράτινης στιβάδας, έχει αποδειχτεί πειραματικά ότι 

αυξάνεται όταν συμβαίνουν διαταραχές στην περιοχή ενώ επηρεάζουν και το 

pH της κεράτινης στιβάδας.75  

Επίσης, η υπερέκφραση της ΙΙA προκαλεί υπερπλασία και τριχόπτωση76 ενώ 

κατά την εμφάνιση της ψωρίασης παρατηρείται αύξηση της συγκέντρωσης της 

συγκέντρωσής της αλλά και της συγκέντρωσης των IID και IB.77
 Η 

υπερέκφραση της X συνοδεύεται από την εμφάνιση ανάλογων συμπτωμάτων 

αλλά δεν παρατηρείται δημιουργία φλεγμονής.20 

1.2.2.7 Καρκίνος του πνεύμονα και παθήσεις του αναπνευστικού 

Το μέλος V εκφράζεται στα βρογχικά επιθηλιακά κύτταρα και στα κυψελιδικά 

μακροφάγα (alveolar macrophage) και η συγκέντρωση του αυξάνεται σε 

ασθενείς με άσθμα ή καλπάζουσα πνευμονία78,79 ενώ και το μέλος Χ 

εκφράζεται σε επιθηλιακά κύτταρα της αναπνευστικής οδού.80 Οι δυο αυτές 

πρωτεΐνες έχουν σχετιστεί με παθολογικές καταστάσεις του αναπνευστικού 

συστήματος μέσω της υδρόλυσης λιπιδίων και φωσφολιπιδίων τα οποία 

πιθανώς να ανήκουν στον επιφανειοδραστικό παράγοντα των πνευμόνων 

(Pulmonary Surfactant).81,82 

Πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι για τη IIA σημειώνεται υπερέκφρασή της από τα 

ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα του πνεύμονα και η συγκέντρωσή της 

αυξάνεται στο πλάσμα αυτών των ασθενών.83 Ένας λόγος που συμβαίνει 

αυτό είναι η αυξημένη ενεργοποίηση των οδών HER/HER2, PI3K-Akt, NF-κΒ 

που έχει ως αποτέλεσμα την υπερέκφραση της IIA. Η IIA δρα ως υπόστρωμα 

για την οικογένεια των υποδοχέων EGFR84 (υποδοχέας του επιδερμοειδούς 

αυξητικού παράγοντα - epidermal growth factor receptor) και ενεργοποιεί την 

κυτταρική απόκριση μέσω της οδού HER/HER2. Επίσης, ενισχύει την 

ενεργοποίηση του παράγοντα NF-κΒ85 ενώ οι αναστολείς της IIA μπορούν να 

καταστείλουν τη δράση του σε σημαντικό βαθμό.86  
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Επιπρόσθετα, έχει αναφερθεί ότι τα εικοσανοειδή όπως οι προσταγλαδίνες, 

συμμετέχουν  στην παθογένεση του καρκίνου που πνεύμονα.87  

Σύμφωνα με πειραματικά δεδομένα, η απενεργοποίηση και η χημική 

παρεμπόδιση της IIA μειώνει σημαντικά τη δημιουργία του νεοπλάσματος από 

τα καρκινικά κύτταρα του πνεύμονα, αποδεικνύοντας τον ρόλο που παίζει το 

ένζυμο στην εξέλιξη της ασθένειας.88 

Συμπερασματικά, φαίνεται ότι η IIA που υπάρχει στο πλάσμα των ασθενών με 

καρκίνο του πνεύμονα θα μπορούσε να αποτελέσει αντικείμενο για την 

πρόγνωση και τη θεραπεία της ασθένειας.  

1.2.2.8 Νευρικό σύστημα 

Όπως είδαμε, εκτός από την ενζυματική τους δράση, οι εκκριτικές 

φωσφολιπάσες μπορούν να δράσουν και με άλλους τρόπους, όπως μέσω της 

πρόσδεσής τους σε κατάλληλους υποδοχείς. Μέσω αυτού του ρόλου τους, 

έχει βρεθεί ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στη διαδικασία νευροδιαβίβασης του 

κεντρικού νευρικού συστήματος και της νευρωνικής ανάπτυξης του 

περιφερικού νευρικού συστήματος.89,90,91 Οι εκκριτικές φωσφολιπάσες έχει 

βρεθεί ότι υπερ-εκφράζονται σε παθολογικές καταστάσεις όπως η νόσος 

Alzheimer. Ανάμεσα σε αυτές, οι IB και IIA άγουν τη νευρωνική απόπτωση 

στους νευρώνες του φλοιού των αρουραίων.92,93 Ο μηχανισμός της δράσης 

τους έχει ως αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της κυτοσολικής φωσφολιπάσης 

(καθώς και άλλων φωσφολιπασών και λιπασών) η οποία με τη σειρά της 

παράγει αραχιδονικό οξύ.94  

1.2.3 Συνδυαστικός ρόλος 

Έχει δειχθεί ότι χορήγηση συνθετικής V σε ποντίκια με αυτοάνοση αρθρίτιδα, 

αυξάνει τη ανοσοποιητική απόκριση μέσω μακροφάγων που διευκολύνουν τη 

φαγοκύττωση.28 Γι’ αυτό και η χρήση αναστολέων που δρουν σε όλες τις 

sPLA2 δεν έφερε κάποιο αποτέλεσμα στην αντιμετώπιση της ασθένειας.95  

Η V φαίνεται να δρα ως αντιφλεγμονώδες28 αλλά και ως δείκτης της 

δημιουργίας φλεγμονής96,19 αναλόγως με την ασθένεια. Η V εκφράζεται πολύ 

περισσότερο στα καρδιακά κύτταρα από ότι στα άλλα είδη κυττάρων97 και 
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αυξάνεται η έκφρασή της σε ασθενείς με έμφραγμα.98 Από πειράματα σε 

ποντίκια έχει αποδειχθεί ότι απουσία της V συνοδεύεται από μείωση της 

έκτασης του εμφράγματος του μυοκαρδίου, με τη μείωση των αντιστοίχων 

εικοσανοειδών LTB4 και TXA2.99 Ακόμα, συνοδεύεται από μείωση της 

παραγωγής αραχιδονικού οξέως, το οποίο αυξάνεται σε τέτοιου είδους 

βλάβες.  

Εφόσον οι sPLA2 παράγουν ω-3 πολυακόρεστα λιπαρά οξέα, έχει εξεταστεί ο 

ρόλος που πιθανόν να έχουν και ως αντιφλεγμονώδη. Έχει βρεθεί ότι τα 

πολυακόρεστα λιπαρά οξέα τα οποία παράγονται από τις sPLA2 (snake 

venom) μπορούν να ενεργοποιήσουν τους υποδοχείς PPRAδ100 με 

αποτέλεσμα την έναρξη της αντιφλεγμονώδους διαδικασίας στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα.101   

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η δράση των εκκριτικών φωσφολιπασών 

μπορεί να είναι ανεξάρτητη από την καταλυτική τους δράση. Απόδειξη αυτού 

είναι η υπερ-έκφραση της ανενεργής ομάδας XII σε πολλά είδη κυττάρων, η 

ενεργοποίηση των φλεγμονωδών κυττάρων από την καταλυτικά ανενεργή 

IIA102 και η αντιφλεγμονώδη δράση της καταλυτικά ανενεργής IID σε 

ποντίκια.103 

Με βάση αυτά τα δεδομένα, φαίνεται ότι οι sPLA2 δρουν συνήθως με 

αλληλεπικαλυπτόμενες δράσεις. Συνεπώς, είναι επιτακτική η ανάγκη της 

σύνθεσης εκλεκτικών αναστολέων με σκοπό την εκλεκτική αναστολή δύο ή 

περισσοτέρων ομάδων εκκριτικών φωσφολιπασών. Αυτό θα βοηθήσει στην 

ταυτοποίηση του ρόλου τους στις βιολογικές πορείες και στην αποτελεσματική 

αντιμετώπιση της εκάστοτε σχετιζόμενης ασθένειας.   

1.3 Εκκριτική φωσφολιπάση GΙΙΑ sPLA2 

Σήμερα, υπάρχουν 13 κρυσταλλογραφικές μελέτες της εκκριτικής 

φωσφολιπάσης ΙΙΑ με την πρωτεΐνη σε ελεύθερη και δεσμευμένη μορφή.104 Η 

δομή της αποτελείται από 124 αμινοξέα και επτά δισουλφιδικούς δεσμούς 

(Εικόνα 1.2). Ο ένας από αυτούς σχηματίζεται μεταξύ της CYS50 και της 

τελικής κυστεΐνης στο C-τελικό άκρο της πρωτεΐνης και είναι χαρακτηριστικός 

για την οικογένεια των εκκριτικών φωσφολιπασών.105 Επίσης, δύο ιόντα 



45 

 

ασβεστίου είναι προσδεμένα στο ένζυμο, εκ των οποίων το ένα βρίσκεται στο 

ενεργό κέντρο και παίζει ρόλο στην πρόσδεση του υποστρώματος ή του 

αναστολέα.  

Η επιφάνεια του ενζύμου είναι κατιοντική και γι’ αυτό μπορεί να προσδένεται 

σε άλλες πρωτεΐνες μέσω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων, 

ενεργοποιώντας βιολογικές αντιδράσεις στο εσωτερικό των κυττάρων.65 Τα 

καταλληλότερα υποστρώματα για την ΙΙΑ είναι η φωσφατιδυλοχολίνη (PC),  η 

φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη και  η φωσφατιδυλογλυκερόλη PG.  

 

Εικόνα 1.2: Η δομή της εκκριτικής φωσφολιπάσης ΙΙΑ. 

Το ενεργό κέντρο του ενζύμου αποτελείται κυρίως από λιπόφιλα αμινοξέα 

όπως VAL2, PHE5, HIS6, LEU19, GLY22, PHE23, GLY29, VAL30, GLY31. 

Επίσης, στην καταλυτική του δράση εμπλέκονται τα αμινοξέα HIS47 και 

ASP91 τα οποία παίζουν ρόλο τόσο στην πρόσδεση του υποστρώματος όσο 

και στη σταθεροποίηση του ενδιάμεσου προϊόντος. Υπάρχουν δύο 

προτεινόμενοι μηχανισμοί για την καταλυτική δράση του ενζύμου, ωστόσο 

κανείς από αυτούς δεν είναι ο επικρατέστερος.106,107 Κοινό χαρακτηριστικό και 

των δύο μηχανισμών είναι η αποπρωτονίωση ενός μορίου νερού από την 

καταλυτική ιστιδίνη, οπότε και παράγεται ένα ιόν υδροξυλίου το οποίο στη 

συνέχεια προσβάλει το καρβονύλιο του αναστολέα.  
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1.3.1 Αναστολείς της εκκριτικής φωσφολιπάσης 

Η έρευνα για την εύρεση ενώσεων οι οποίες θα μπορούν να αναστείλουν 

ισχυρά και εκλεκτικά τη ΙΙΑ έχει αποτελέσει αντικείμενο πολλών μελετών.1,43,44 

Στο Σχήμα 1.1 φαίνονται οι σημαντικότερες ενώσεις που έχουν συντεθεί και 

έχει μελετηθεί η δράση τους έναντι των εκκριτικών φωσφολιπασών Α2.  

 

Σχήμα 1.1: Μερικές από τις ενώσεις με ισχυρή ανασταλτική δράση έναντι των 

εκκριτικών φωσφολιπασών Α2.  

Η ένωση 1α (Varespladib, Σχήμα 1.1), ένας ισχυρός αναστολέας της ΙΙΑ,108 

μελετήθηκε σε κλινικές έρευνες ως ενδοφλέβια χορηγούμενη ένωση για τη 

θεραπεία του συνδρόμου συστημικής φλεγμονώδους απόκρισης (SIRS). 

Παρόλο που φάνηκε να έχει ικανοποιητικά και ασφαλή αποτελέσματα σε 

ασθενείς με σήψη, η έρευνα τερματίστηκε στο στάδιο ΙΙ των κλινικών ερευνών 

καθώς τα αποτελέσματα δεν ήταν τα αναμενόμενα. Η ένωση 1β (Varespladib 

methyl, Σχήμα 1.1), δρα ως προφάρμακο και μετατρέπεται γρήγορα in vivo σε 

Varespladib. Τις δύο ενώσεις τις πρότεινε η Anthera Pharmaceuticals ως 

φάρμακα για καρδιαγγειακές παθήσεις, ωστόσο το 2012 η έρευνα για τη 
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χρήση τους τερματίστηκε στο στάδιο ΙΙΙ των κλινικών δοκιμών λόγω της 

ανεπαρκούς αποτελεσματικότητας τους. 

Η έκφραση ορισμένων μελών της εκκριτικής φωσφολιπάσης (I, II, V, X, και XII 

από άνθρωπο και ποντίκι) σε κύτταρα εντόμων και του Escherichia coli        

και η απομόνωσή τους σε καθαρή μορφή, έδωσε τη δυνατότητα για τη 

διεξαγωγή αξιόπιστων βιολογικών πειραμάτων.12  

Οι μελέτες που έχουν γίνει σε ενώσεις παράγωγα ινδολών, 6,7-βενζοϊνδολών 

και ινδολιζινών109,110 ανέδειξαν τα παράγωγα 2 και 3 (Σχήμα 1.1) ως 

αναστολείς των εκκριτικών φωσφολιπασών. Πιο συγκεκριμένα, η ένωση 2 

βρέθηκε ότι αναστέλλει εκλεκτικά τη hGX, ενώ η ένωση 3 μπορούσε να 

αναστείλει σχεδόν όλες τις εκκριτικές φωσφολιπάσες (από άνθρωπο και από 

ποντίκι) σε χαμηλή συγκέντρωση της τάξης των nΜ. 

Μια άλλη κατηγορία ενώσεων που έχουν ερευνηθεί για την ανασταλτική τους 

δράση έναντι των εκκριτικών φωσφολιπασών, είναι τα παράγωγα μη φυσικών 

αμινοξέων. Η ένωση 4 (FPL67047XX, Σχήμα 1.1) βρέθηκε ότι είναι ισχυρός 

αναστολέας της ανθρώπινης sPLA2
111 και ο τρόπος πρόσδεσης της ένωσης 

στο ενεργό κέντρο της ανθρώπινης μη παγκρεατικής sPLA2 καθορίστηκε με 

την τεχνική της κρυσταλλογραφίας ακτινών Χ.112 

Για την ένωση 5 (Σχήμα 1.1), η οποία δομικά είναι παρόμοια με την 4, 

υπάρχει κρυσταλλογραφική μελέτη της πρόσδεσής της στο ενεργό κέντρο της 

εκκριτικής φωσφολιπάσης ΙΙΑ. Η μελέτη αυτή δείχνει ότι η ένωση αλληλεπιδρά 

με το ιόν του ασβεστίου μέσω του οξυγόνου της καρβοξυλομάδας και της 

αμιδικής ομάδας. Επιπρόσθετα, δημιουργεί ένα δεσμό υδρογόνου μεταξύ του 

αμιδικού ΝΗ και της HIS47, αρκετές υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις με το 

λιπόφιλο μέρος του ενεργού κέντρου και μια CH-π αλληλεπίδραση με το 

δακτύλιο της HIS6.113  

Όσον αφορά την ένωση 6 (GK115, Σχήμα 1.1), με βάση τα in vitro πειράματα, 

βρέθηκε ότι αναστέλλει τη δράση της εκκριτικής φωσφολιπάσης V (XI(50) 

0,003 ± 0,0004) χωρίς να επηρεάζει τη δράση των ενδοκυτταρικών GIVA 

cPLA2 και GVIA iPLA2.114 
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1.3.2 2-Οξοαμιδικά παράγωγα 

Στο εργαστήριο της Οργανικής Χημείας του Πανεπιστημίου Αθηνών, η 

ερευνητική ομάδα του καθ. Γεωργίου Κόκοτου ασχολείται με τη σύνθεση μιας 

καινοτόμου κατηγορίας ενώσεων με πιθανή ανασταλτική δράση έναντι των 

φωσφολιπασών. Οι ενώσεις αυτές φέρουν τη χαρακτηριστική 2-οξοαμιδική 

ομάδα και έχουν δείξει ότι αναστέλλουν τη δράση των κυτοσολικών 

φωσφολιπασών cPLA2.115,116,117 

Πρόσφατα, ταυτοποιήθηκε η δράση της ένωσης 7 (GK126, Σχήμα 1.1), του 2-

οξοαμιδικού παραγώγου που βασίζεται στην (S)-λευκίνη, έναντι της GIIA 

sPLA2 (IC50 = 0,30 μM).118 Με βάση τη δομή της ένωσης 7 και διατηρώντας τη 

2-οξοαμιδική ομάδα, επιχειρήθηκε στην παρούσα μελέτη ο σχεδιασμός και η 

σύνθεση νέων παραγώγων με βελτιωμένη βιολογική δράση. 
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2. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2                                                                             

α-ΚΕΤΟ ΑΜΙΔΙΑ 

2.1 Γενικά 

Η α-κετοαμιδική (ή 2-οξοαμιδική) ομάδα αποτελείται από ένα αμίδιο και μια 

ενεργοποιημένη κετο-ομάδα που γειτνιάζει με την αμιδική. Αυτό το 

ενεργοποιημένο καρβονύλιο είναι ηλεκτρονιόφιλο, λόγω της μετατόπισης του 

ηλεκτρονιακού νέφους του προς την ομάδα του αμιδίου και μπορεί να δεχθεί 

πυρηνόφιλη προσβολή. Εξαιτίας αυτής της χημικής τους ιδιότητας, η α-

κετοαμιδική ομάδα έχει χρησιμοποιηθεί για τη σχεδίαση ενώσεων με πιθανή 

ανασταλτική δράση ενάντια πρωτεϊνικών στόχων. 

Πιο συγκεκριμένα, στη βιβλιογραφία υπάρχει μια πληθώρα αναφορών για τη 

χρήση της α-κετοαμιδικής ομάδας στη σύνθεση ενώσεων που στοχεύουν 

στην αναστολή της δράσης κυρίως των πρωτεασών της σερίνης και της 

κυστεΐνης, καθώς και ενζύμων με παρόμοιο καταλυτικό μηχανισμό. Έχει 

βρεθεί ότι οι ενώσεις αυτές μπορούν να δράσουν ως ανάλογα του 

τετραεδρικού ενδιάμεσου (gem-διόλη ή ημικετάλη) κατά την πρόσδεσή τους 

στο ένζυμο. Ως εκ τούτου, έχουν χρησιμοποιηθεί για τη διερεύνηση του 

καταλυτικού μηχανισμού αυτών των πρωτεϊνών.  

Όσον αφορά τις πρωτεάσες της σερίνης, το α-καρβονύλιο της κετοαμιδικής 

ομάδας έχει χρησιμοποιηθεί ως ηλεκτρονιόφιλη παγίδα της καταλυτικής 

σερίνης με αποτέλεσμα την αντιμετώπιση ασθενειών όπως η ηπατίτιδα C,119 ο 

δάγκειος πυρετός,120 ο ιός του δυτικού Νείλου και ο ιός HCMV.121 Επίσης έχει 

αναφερθεί ότι τα α-κετοαμιδικά παράγωγα είναι ανταγωνιστικοί αναστολείς 

των υδρολασών της σερίνης, συμπεριλαμβανομένης και της αμιδικής 

υδρολάσης των λιπαρών οξέων.122,123,124,125,126,127,128 Η εισαγωγή της 

κετοαμιδικής ομάδας έχει παρατηρηθεί ότι αυξάνει τη δραστικότητα των 

αναστολέων που σχετίζονται με τις υδρολάσες της σερίνης, όπως οι 

λιπάσες.129,130,131 Επίσης, έχει αναφερθεί ότι μπορεί να αναστέλλει τη δράση 

των πρωτεασών της κυστεΐνης, όπως την πρωτεάση του νοροϊού (3CL)132 και 

της κρουζεΐνης.133  
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Οι ενώσεις που περιέχουν την α-κετοαμιδική ομάδα έχουν αποτελέσει 

αντικείμενο έρευνας για την παραγωγή φαρμακοβιομηχανικών προϊόντων, 

όπως θα δούμε και αναλυτικότερα παρακάτω.134,135,136,137
 

Αρκετά φυσικά προϊόντα με την ιδιότητα του φυσικού αναστολέα, εμπεριέχουν 

στην χημική τους δομή την α-κετοαμιδική ομάδα. Ένα τέτοιο παράδειγμα 

αποτελεί η ποστατίνη (8, Σχήμα 2.1), ένα φυσικό προϊόν που απομονώνεται 

από τον Streptomyces viridochrornogenes. Αποτελεί αναστολέα της προλυλ-

ενδοπεπτιδάσης (prolyl endopeptidase, PEP) ενώ πειράματα με ανάλογες 

ενώσεις έδειξαν ότι η β-υποκατεστημένη-β-αμινο-α-οξο-οξυ ομάδα είναι 

καθοριστική για την ανασταλτική δράση τους.138,139
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Σχήμα 2.1: Η δομή της ποστατίνης. 

Επιπρόσθετα, η ευριστατίνη (9α, Σχήμα 2.2), που περιέχει και αυτή την  α-

κετοαμιδική ομάδα, είναι ένα φυσικό προϊόν που απομονώνεται από τον 

Streptomyces eurythermus R353-21. Στην ανασταλτική της δράση έναντι της 

ΡΕΡ, καθοριστικό ρόλο φαίνεται να έχει το α-καρβονύλιο.140
  

HN

O

R

9   R = H, eurystatin A
9   R = Me, eurystatin B
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Σχήμα 2.2: Η δομή της ευριστατίνης Α και Β. 
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Η ένωση Complestatin (10α, Σχήμα 2.3) απομονώθηκε το 1980 από το 

Streptomyces αvendulae SANK 60477141,142 και ένα ισομερές της, η ένωση 

Chloropeptin I (10β, Σχήμα 2.3), το 1994 από τον Streptomyces sp. WK-

3419.143,144 Οι δύο αυτές ενώσεις έχουν σημαντική βιολογική δράση έναντι της 

αντιγραφής του HIV.  
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Σχήμα 2.3: Δομή των ενώσεων Complestatin (10α) και Chloropeptin I (10β). 

Άλλα βιοενεργά φυσικά προϊόντα τα οποία αποτελούνται από την α-

κετοαμιδική ομάδα είναι ο FK-506 και η ραπαμυκίνη.145  

Η νεματοφίνη (11, Σχήμα 2.4) είναι ένα αντιβιοτικό το οποίο απομονώνεται 

από τον Xenorhabdus nematophilus και παρουσιάζει - όπως και τα παράγωγά 

του - δράση έναντι του Staphylococcus aureus (MRSA).146 Για τη δράση 

αυτών των ενώσεων φαίνεται να είναι καθοριστική η παρουσία της 

συζευγμένης καρβονυλο - ακυλομάδας. 
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Σχήμα 2.4: Δομή της νεματοφίνης (Nematophin). 

Ο λόγος για τον οποίο η α-κετοαμιδική ομάδα είναι ελκυστική για τη σύνθεση 

παραγώγων της, οφείλεται σε μερικά επιπλέον πλεονεκτήματα που 

παρουσιάζει. Είναι πιο ηλεκτρονιόφιλη σε σύγκριση με τις κετόνες και τα 

νιτρίλια147 ενώ σε ορισμένες περιπτώσεις είναι πιο σταθερή/δραστική από τις 

αντίστοιχες αλδεΰδες. Τα κετοαμιδικά παράγωγα παρουσιάζουν μεταβολική 

σταθερότητα στα in vivo και in vitro πειράματα148 ενώ η χορήγησή τους μπορεί 

να γίνει από το στόμα.149  

Ωστόσο, η χρήση της α-κετοαμιδικής ομάδας σε ενώσεις πιθανούς 

αναστολείς, προϋποθέτει την προσεκτική επιλογή κατάλληλου διαλύματος για 

τα in vivo πειράματα. Είναι γνωστό ότι σε διάλυμα μεθανόλης σχηματίζεται η 

αντίστοιχη ημικετάλη του α-κετο αμιδίου,150 όπως φαίνεται και σε φάσματα 1H-

NMR.151
 

2.2 α-Κετοαμιδικά παράγωγα ως ενώσεις με φαρμακολογική δράση  

2.2.1 Αναστολείς της αμινοπεπτιδάσης 

Μικρού μοριακού βάρους κετόνες σχεδιάστηκαν και συντέθηκαν από την 

ερευνητική ομάδα του Rich et al. ως πιθανοί αναστολείς της αμινοπεπτιδάσης 

(APases).150 Οι ενώσεις αυτές είναι ανάλογα της ένωσης Bestatin (12, Σχήμα 

2.5)152 και φέρουν την α-κετοαμιδική ομάδα, η οποία είναι ηλεκτρονιακά 

παρόμοια με τον αναστολέα.  
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Σχήμα 2.5: Δομή της Bestatin. 

Τρία ανάλογα αυτών των ενώσεων βρέθηκαν να είναι αναστολείς της 

αργινυλοαμινοπεπτιδάσης (Ki = 1,5 μM), της κυτοσολικής αμινοπεπτιδάσης 

(Ki = 1,0 μM) και της μικροσωμικής αμινοπεπτιδάσης (Ki = 2,5 μM) (Σχήμα 

2.6). Από τα πειράματα βρέθηκε ότι το κετονικό καρβονύλιο της α-

κετοαμιδικής ομάδας ενυδατώνεται εύκολα σε υδατικό διάλυμα DMSO, 

εξαιτίας της έλξης της ηλεκτρονιακής του πυκνότητας από τη γειτονική αμιδική 

ομάδα. Λόγω αυτού, τα ανάλογα αυτά είναι πολύ ισχυροί αναστολείς της 

πρωτεάσης επειδή το ενδιάμεσο στάδιο για την υδρόλυση ενός αμιδικού 

δεσμού είναι πιο κοντά στο sp3-υβριδισμό του ένυδρου (gem-diol) από ότι τον 

sp2-υβριδισμό της κετόνης. Όλα τα α-κετοαμιδικά παράγωγα είναι αναστολείς 

οι οποίοι προσδένονται αργά στο ενεργό κέντρο. 

 

Σχήμα 2.6: Ανάλογα των α-κετοαμιδικών ενώσεων. 

Παρόμοια, η δράση της υδρολάσης των λευκοτριένιων Α4 - η οποία 

παρουσιάζει και δράση αμινοπεπτιδάσης - έχει αναφερθεί ότι μπορεί να 

ανασταλεί και από παράγωγα των α-κετοαμιδίων, όπως για παράδειγμα η 

ένωση 13 (Σχήμα 2.7).153  
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Σχήμα 2.7: α-Κετοαμιδικό παράγωγο που αναστέλλει τη δράση της υδρολάσης των 

λευκοτριένιων Α4 με IC50 = 0,5 μM. 
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2.2.2 α-Κετοαμίδια με αντικαρκινική δράση 

Η ένωση Scleritodermin A (14, Σχήμα 2.8), η οποία απομονώθηκε από την 

ομάδα του Schmidt από το θαλάσσιο σφουγγάρι Scleritoderma nodosum,154 

παρουσιάζει κυτταροτοξική δράση έναντι αρκετών ανθρώπινων καρκινικών 

κυττάρων. Η δομή της ένωσης περιέχει και τη χαρακτηριστική α-κετοαμιδική 

ομάδα. Ανάλογα της ένωσης αυτής συντέθηκαν με σκοπό τη μελέτη της 

βιολογικής τους δράσης.155 Από αυτά, όσα είχαν την α-κετοαμιδική ομάδα 

έδωσαν καλύτερα βιολογικά αποτελέσματα σε σχέση με τις άλλες ενώσεις (15 

και 16, Σχήμα 2.8).    
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15 16  

Σχήμα 2.8: Η ένωση Scleritodermin A και τα ανάλογα με την καλύτερη βιολογική 

δράση. 

Επιπρόσθετα, η ένωση Indibulin D-24851 (17, Σχήμα 2.9) είναι μια ένωση 

μικρού μοριακού βάρους με αντικαρκινική δράση.156,157,158 Λόγω των χημικών 

της ιδιοτήτων, της δυνατότητας χορήγησης της από το στόμα και της έλλειψης 

νευροτοξικότητας, έχουν γίνει κλινικές έρευνες για τη χορήγησή της σε 

ασθενείς με όγκους,159 ενώ βρίσκεται στη φάση Ι/ΙΙ των κλινικών δοκιμών 

(ZIOPHARM Oncology Inc. ZIO-301).      
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Σχήμα 2.9: Δομή της Indibulin D-24851. 

Επίσης, οι Dawson et al.160 συνέθεσαν α-κετοαμιδικά παράγωγα με ισχυρή 

αναστολή έναντι μιας παλμιτικής θειοεστεράσης (palmitoyl: protein 

thioesterase PPT1). Οι ενώσεις αυτές δοκιμάστηκαν και σε κυτταρικές 

καλλιέργειες καρκινικών κυττάρων και  ήταν αρκετά τοξικές. 

2.2.3 Αναστολείς των πρωτεασών της κυστεΐνης 

2.2.3.1 Αναστολείς της καλπαΐνης (Calpain) 

Η καλπαΐνη είναι κυστεϊνική πρωτεάση, η δράση της οποίας εξαρτάται από τη 

συγκέντρωση του ασβεστίου. Υπάρχουν δύο τύποι, ανάλογα με τη 

συγκέντρωση ασβεστίου που απαιτεί για τη δράση της, και έχει πολλούς 

βιολογικούς ρόλους όπως η ανάπτυξη τη μνήμης και η διατήρηση της 

πρωτεϊνικής μεμβράνης. 

Η πλειοψηφία των αναστολέων που είχαν αναφερθεί μέχρι τη δεκαετία του 

1990161,162 ήταν πεπτιδικά ανάλογα τα οποία περιείχαν μια ηλεκτρονιόφιλη 

καρβονυλομάδα στη θέση του πεπτιδικού δεσμού που καταλύεται από το 

ένζυμο. Οι περισσότεροι από αυτούς τους αναστολείς έχουν μια 

ηλεκτραρνητική λειτουργική ομάδα, γειτονική στο καρβονύλιο και έχουν 

ανασταλτική δράση έναντι των πρωτεασών της κυστεΐνης και της σερίνης. 

Κατά τον μηχανισμό της ενζυμικής αντίδρασης, σχηματίζεται ένα τετραεδρικό 

ημικεταλικό (ημιακεταλικό με αλδεΰδες) ή ημιθειοκεταλικό σύμπλεγμα 

ενζύμου-αναστολέα ως αποτέλεσμα της αντίδρασης της καρβονυλομάδας του 

αναστολέα με τη σερίνη ή την κυστεΐνη του ενεργού κέντρου, αντίστοιχα.  
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Γενικά, πεπτιδικά παράγωγα που περιέχουν ηλεκτροφιλικές καρβονυλομάδες 

έχουν αναφερθεί ότι αναστέλλουν τη δράση των κυστεϊνικών πρωτεασών και 

ιδιαίτερα της παπαΐνης (papain), της καθεψίνης Β (cathepsin) και της 

καλπαΐνης. Μέχρι το 1993, μόνο ένα πεπτιδικό παράγωγο α-κετοαμιδίου είχε 

αναφερθεί ως αναστολέας της κυστεϊνικής πρωτεάσης.163  

To 1993 η ομάδα του Powers164 δημοσίευσε τη σύνθεση μιας σειράς 

ενώσεων-πιθανών αναστολέων της κυστεϊνικής πρωτεάσης και τη μελέτη της 

δράσης τους. Ο μηχανισμός με τον οποίο δρουν τα α-κετοαμιδικά παράγωγα 

είναι παρόμοιος με αυτό του φυσικού υποστρώματος. Δηλαδή, η κυστεΐνη του 

ενεργού κέντρου αντιδρά με την α-καρβονυλομάδα του αναστολέα 

σχηματίζοντας μια ενδιάμεση ημιθειοκετάλη η οποία μοιάζει με το τετραεδρικό 

ενδιάμεσο που σχηματίζεται κατά την υδρόλυση του φυσικού υποστρώματος. 

Επίσης, η ιστιδίνη του ενεργού κέντρου σχηματίζει δεσμό υδρογόνου με την 

αμιδική ομάδα. Ακόμα, στην περίπτωση της καλπαΐνης, το ασβέστιο φαίνεται 

να αλληλεπιδρά με την -ΝΗ ομάδα των μονοϋποκατεστημένων α-κετοαμιδίων. 

Ο ρόλος που έχει το ασβέστιο στο μηχανισμό της κατάλυσης είναι ανάλογος 

με αυτόν που έχει στην περίπτωση των φωσφολιπασών Α2.165  

Γενικά, από τις ενώσεις που συνέθεσε η ομάδα του Powers, τα Ν-

μονοϋποκατεστημένα α-κετοαμίδια ήταν ισχυρότεροι αναστολείς από τους 

αντίστοιχους α-κετοεστέρες για την καλπαΐνη Ι και ΙΙ και την καθρεψίνη Β. 

Επίσης, προκειμένου να διευκρινιστεί ο ρόλος του α-καρβονυλίου, η ομάδα 

συνέθεσε α-υδροξυαμιδικά παράγωγα τα οποία στα in vitro πειράματα δεν 

εμφάνισαν καμία αναστολή  της δράσης του ενζύμου της καλπαΐνης (Cbz-L-

Leu-L-Pheψ[CH(OH)CO-NH]Et με Ki > 350.000 nM).166 Αυτό φαίνεται να 

επιβεβαιώνει τον προτεινόμενο μηχανισμό σύμφωνα με τον οποίο τα α-

κετοαμιδικά παράγωγα σχηματίζουν ένα τετραεδρικό ενδιάμεσο κατά την 

πρόσδεσή τους στο ένζυμο, το οποίο είναι αποτέλεσμα της πυρηνόφιλης 

προσθήκης της κυστεΐνης του ενεργού κέντρου στο ενεργοποιημένο 

καρβονύλιο. 

Μια σειρά από διπεπτιδικά α-κετοαμιδικά παράγωγα με γενικό τύπο R1-L-Leu-

D,L-AA-CONH-R2 συντέθηκαν επίσης από την ομάδα του Powers, με σκοπό 

τη ‘χαρτογράφηση’ της περιοχής πρόσδεσης του ενζύμου, αντικαθιστώντας 
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τις R1 και R2 ομάδες με αρωματικά συστήματα.167 Την ισχυρότερη 

ανασταλτική δράση την παρουσίασαν ενώσεις του τύπου Z-Leu-Abu-CONH-

R2, όπου R2 κάποιο αρωματικό σύστημα, ενώ ο προτεινόμενος τρόπος 

πρόσδεσης αυτών φαίνεται στο Σχήμα 2.10.  

 

Σχήμα 2.10: Προτεινόμενος τρόπος πρόσδεσης διπεπτιδικών α-κετοαμιδικών 

παραγώγων στο ενεργό κέντρο της καλπαΐνης. 

Όπως φαίνεται και από το σχήμα, κατά την πρόσδεση της ένωσης προτείνεται 

ότι σχηματίζεται η ημιθειοκετάλη, ενώ ο σχηματισμός ενός δεσμού υδρογόνου 

μεταξύ της -ΝΗCOCO ομάδας της ένωσης και της ιστιδίνης του ενεργού 

κέντρου, σταθεροποιεί την πρόσδεση. Εξαιτίας αυτού του δεσμού, η ένωση 

έχει την κατάλληλη διαμόρφωση για να αλληλεπιδράσει με τη γειτονική 

υδρόφοβη περιοχή της κοιλότητας συμβάλλοντας στην πρόσδεση. Έτσι, όταν 

η γειτονική ομάδα του α-κετοαμιδίου είναι κατάλληλη ώστε να δημιουργήσει 

αλληλεπιδράσεις με αυτή την υδρόφοβη περιοχή, η ανασταλτική δράση των 

ενώσεων αυξάνεται. Για παράδειγμα, ανάλογα με εκτεταμένα ετεροκυκλικά 

συστήματα δίπλα από το α-κετοαμίδιο είχαν ισχυρή δράση έναντι της 

λειτουργίας του ενζύμου (Πίνακας 2.1).168 
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Πίνακας 2.2.1: Παραλλαγές της τελικής σουλφοναμιδικής ομάδας α-κετοαμιδικών 

παραγώγων ως αναστολείς της καλπαΐνης. 

 

Χ Ki (nM) Χ Ki (nM) 

 

15 

 

8 

 

14 
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21 
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Επίσης, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα Ν,Ν-διϋποκατεστημένα α-κετο-

αμιδικά παράγωγα είναι λιγότερα δραστικά από τα αντίστοιχα Ν-

μονοϋποκατεστημένα. Πιθανή εξήγηση φαίνεται να είναι ο σχηματισμός ενός 

δεσμού υδρογόνου μεταξύ της -ΝΗ ομάδας και κάποιου αμινοξέος του 

ενεργού κέντρου.  

Η ερευνητική ομάδα Zheng et al.169 συνέθεσε μια σειρά α-κετοαμιδικών 

παραγώγων από τα οποία, όσα είχαν κάποια ομάδα δότη δεσμού υδρογόνου 

εισχωρούσαν στη λιπόφιλη περιοχή του ενεργού κέντρου του ενζύμου, και 

παρουσίασαν ισχυρότερη δράση (Πίνακας 2.2). 
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Πίνακας 2.2.2: Ανασταλτική δράση ενώσεων α-κετοαμιδικών παραγώγων έναντι της 

καλπαΐνης Ι. 

 

Χ Ki (nM) 

 
940 ± 10 

 
680 ± 15 

 
>430.000 

 
830 ± 20 

 
74 ± 3 

 
4.190 ± 190 

CH2 54 ± 3 

NH 4,7 ± 0,2 

 

Η ομάδα υπέθεσε ότι θα πρέπει να υπάρχει κάποιο αμινοξύ δέκτης, όπως 

ασπαρτικό ή γλουταμινικό οξύ, σε εκείνη την περιοχή που θα δημιουργεί 

δεσμό υδρογόνου με την ένωση. Αυτή η υπόθεση επιβεβαιώθηκε με την 

κρυσταλλογράφιση της πρωτεΐνης και στη συνέχεια από τα πειράματα 

μοριακής μοντελοποίησης των αντίστοιχων ενώσεων. Τα πειράματα 

προσομοίωσης με τη χρήση του προγράμματος GOLD 1.2 έδειξαν ότι η 

διαμόρφωση της ένωσης με την ισχυρότερη αναστολή, ευνοούσε το 

σχηματισμό δεσμού υδρογόνου μεταξύ της ένωσης και του GLU261 στη 

λιπόφιλη περιοχή πρόσδεσης (Εικόνα 2.1). 
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Εικόνα 2.1: Πόζα όπου φαίνεται ο σχηματισμός δεσμών υδρογόνου μεταξύ της 

καλπαΐνης Ι και ενός αναστολέα, όπως παράχθηκε με χρήση του λογισμικού GOLD 

2.1. 

Η χρήση της ομάδας του α-κετοαμιδίου έχει προτιμηθεί για τη σύνθεση 

αναστολέων της καλπαΐνης, καθώς παρουσιάζει ευνοϊκές φυσικοχημικές και 

βιολογικές ιδιότητες έναντι των αντίστοιχων αλδεϋδών.170,171 Επίσης, α-

κετοαμιδικά παράγωγα (Σχήμα 2.11) με βελτιστοποιημένες τις φυσικοχημικές 

ιδιότητές τους παρουσίασαν δυνατότητα χορήγησης από το στόμα με αρκετά 

καλή δράση και διαλυτότητα στο πλάσμα.172,173
 

         

Σχήμα 2.11: Οι δύο βασικές κατηγορίες α-κετοαμιδικών παραγώγων που 

βελτιστοποιήθηκε η διαλυτότητα τους στο νερό. 

Ο τρόπος πρόσδεσης των α-κετοαμιδικών παραγώγων στο ενεργό κέντρο της 

καλπαΐνης που προτείνεται από τους Ovat et al.174 επιβεβαιώνει τη συμμετοχή 

της λειτουργικής ομάδας του κετοαμιδίου στην πρόσδεση. Πιο συγκεκριμένα, 

τα παράγωγα αυτά αδρανοποιούν την πρωτεάση της κυστεΐνης μέσω του 
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αντιστρεπτού σχηματισμού μιας ενδιάμεσης τετραεδρικής ημιθειοκετάλης με 

την κυστεΐνη του ενεργού κέντρου. Αυτό το ενδιάμεσο είναι αρκετά σταθερό 

και γι’ αυτό έχουν παρατηρηθεί χαμηλές Κi τιμές για τα πεπτιδικά α-

κετοαμιδικά παράγωγα. Οι ενώσεις και ο τρόπος πρόσδεσης τους που 

προτείνεται από την ομάδα αυτή, φαίνεται στο Σχήμα 2.12. 

 

Σχήμα 2.12: Προτεινόμενος τρόπος πρόσδεσης των ενώσεων που συντέθηκαν από 

τους Ovat et al. 

Παρόμοιος τρόπος πρόσδεσης προτάθηκε και από την ερευνητική ομάδα Yoo 

et al.175 για τις ενώσεις που συνέθεσαν. Με τη χρήση του υπολογιστικού 

προγράμματος GOLD 4.0 παρήγαγαν πιθανές πόζες (θέσεις) των ενώσεων 

τους στο ενεργό κέντρο της μ-καλπαΐνης, στις οποίες φαίνονται οι 

αλληλεπιδράσεις της α-κετοαμιδικής ομάδας με το ενεργό κέντρο (Εικόνα 2.2). 
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Εικόνα 2.2: Πόζα στην οποία εμφαίνεται η πρόσδεση ενός α-κετοαμιδικού παραγώγου 

στο ενεργό κέντρο της μ-καλπαΐνης (Y. J. Yoo et al.). 

2.2.3.2 Αναστολείς της καθεψίνης Κ 

α-Κετοαμιδικά παράγωγα έχουν συντεθεί ως αντιστρεπτοί αναστολείς της 

καθεψίνης Κ (Σχήμα 2.13).176,177  
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Σχήμα 2.13: Παραδείγματα α-κετοαμιδικών ενώσεων που έχουν δοκιμαστεί για την 

ανασταλτική τους δράση. 

Από κρυσταλλογραφικές μελέτες διαφορετικών αναστολέων στο ενεργό 

κέντρο της καθεψίνης, έχει επισημανθεί ο πανομοιότυπος τρόπος πρόσδεσης 

των ενώσεων μέσω της α-κετοαμιδικής ομάδας. Αρχικά, η ερευνητική ομάδα 

Tavares et al.178 πραγματοποίησε κρυσταλλογραφική μελέτη του συμπλόκου 

ενζύμου-υποκαταστάτη, από την οποία φαίνεται ότι η α-κετοαμιδική ομάδα 

συμμετέχει στην πρόσδεση του αναστολέα, δημιουργώντας δεσμούς 

υδρογόνου στο καταλυτικό κέντρο του ενζύμου (Εικόνα 2.3). 
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Εικόνα 2.3: Κρυσταλλογραφική μελέτη του α-κετοαμιδικού αναστολέα στο ενεργό 

κέντρο της καθεψίνης Κ με ανάλυση 2,2 Å. 

Στη συνέχεια, η ερευνητική ομάδα Barrett et al.179 διεξήγαγε 

κρυσταλλογραφική μελέτη ενός ακόμα α-κετοαμιδικού αναστολέα στο ενεργό 

κέντρο της καθεψίνης Κ. Από την κρυσταλλογραφική αυτή μελέτη φαίνονται οι 

δεσμοί υδρογόνου που δημιουργούν το α-καρβονύλιο και το αμίδιο με τα 

αμινοξέα του ενεργού κέντρου καθώς και η αλληλεπίδραση της αμιδικής -ΝΗ 

με ένα μόριο νερού (Εικόνα 2.4). 

 

Εικόνα 2.4: Κρυσταλλογραφική μελέτη της καθεψίνης Κ με ένα α-κετοαμιδικό 

αναστολέα στο ενεργό κέντρο (PDB: 2BDL). 

α-Κετοαμιδικοί αναστολείς έχουν συντεθεί και για την καθεψίνη S με πολύ 

καλά αποτελέσματα σε κυτταρικό επίπεδο.180 
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2.2.4 Αναστολείς της κινάσης (MAP) p38 

Η ερευνητική ομάδα Larson et al.181,182,183 έχει σχεδιάσει και συνθέσει α-

κετοαμιδικά παράγωγα ως αναστολείς της πρωτεϊνικής κινάσης (ΜΑΡ) p38.184 

Η σχεδίαση βασίστηκε στη δομή του γνωστού αναστολέα BIRB-796185 στον 

οποίο η βασική λειτουργική ομάδα αντικαταστάθηκε από την α-κετοαμιδική και 

ακολούθησε μια πορεία υπολογιστικών μελετών της μοριακής πρόσδεσης 

υποψήφιων αναστολέων. Από αυτή την πορεία προέκυψαν α-κετοαμιδικά 

παράγωγα που έδωσαν ισχυρή αναστολή, ενώ ταυτόχρονα είχαν τη χημική 

ευελιξία και το επιθυμητό ADME προφίλ ιδιοτήτων. Από την υπολογιστική 

μελέτη αυτών των ενώσεων προτάθηκε ο τρόπος αλληλεπίδρασής τους με το 

ενεργό κέντρο της p38 (Σχήμα 2.14) από όπου φαίνεται ο ενεργός ρόλος της 

α-κετοαμιδικής ομάδας στη δημιουργία δεσμών υδρογόνου. 

 

Σχήμα 2.14: Προτεινόμενος τρόπος πρόσδεσης των α-κετοαμιδικών παραγώγων σε 

αλλοστερικό κέντρο της p38 MAP κινάσης. 

2.2.5 Αναστολείς του πεπτιδικού πρωτεασώματος 

Το πεπτιδικό πρωτεάσωμα είναι μια πρωτεάση που καταλύει πολλές 

αντιδράσεις μέσα στο κύτταρο. Η ένωση TMC-95 A-D (18, Σχήμα 2.15), η 

οποία απομονώνεται από την Apiospora montagnei Sacc. TC 1093, περιέχει 

την α-κετοαμιδική ομάδα και εμφανίζει αναστολή έναντι της πρωτεάσης.186  
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Σχήμα 2.15: Δομή της TMC-95 A-D. 

Σύνθεση ενώσεων με πιθανή ανασταλτική δράση έναντι της πρωτεάσης, 

έδειξε ότι τα α-κετοαμιδικά ανάλογα είχαν ισχυρότερη δράση. Ακόμα, η 

προσομοίωση της μοριακής πρόσδεσης αυτών των ενώσεων έδειξε ότι το α-

κετοαμίδιο σταθεροποιεί ενθαλπικά το σύμπλοκο ένωσης-ενζύμου, μέσω ενός 

δικτύου αλληλεπιδράσεων van der Waals και δεσμών υδρογόνου με τα 

αμινοξέα SER129 και TYR168 (Εικόνα 2.5).187     

 

Εικόνα 2.5: Πιθανός τρόπος πρόσδεσης 2-οξοαμιδικών αναστολέων στο ενεργό 

κέντρο του πεπτιδικού πρωτεασώματος. 

2.2.6 Αναστολείς των πρωτεασών της σερίνης 

2.2.6.1 Αναστολείς της θρομβίνης και του παράγοντα Χa 

Τόσο το ερευνητικό τμήμα της φαρμακοβιομηχανίας Merck188 όσο και της 

Corvas189 έχουν χρησιμοποιήσει τα παράγωγα των α-κετοαμιδίων για τη 
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σύνθεση ενώσεων με δράση ενάντια της θρομβίνης και του παράγοντα Xa. 

Επίσης, η ένωση CtA, εκχύλισμα του ιαπωνικού θαλάσσιου σπόγγου 

Theonella sp., καθώς και ανάλογα κυκλικά αμιδικά πενταπεπτίδια της ένωσης, 

έχουν μελετηθεί για την ανασταλτική δράση τους στη θρομβίνη.190,191,192  

Οι κρυσταλλογραφικές μελέτες του συμπλέγματος ένωσης CtA - ενζύμου193 

αλλά και άλλων α-κετοαμιδικών παραγώγων στο ενεργό κέντρο,194 

επιβεβαίωσαν ότι η α-κετοαμιδική ομάδα λειτουργεί ως ανάλογο του 

τετραεδρικού ενδιαμέσου μέσω της αλληλεπίδρασής της με την καταλυτική 

σερίνη (Σχήμα 2.16). 

 

Σχήμα 2.16: Οι αλληλεπιδράσεις CtA – θρομβίνης όπως περιγράφηκαν στην 

κρυσταλλογραφική μελέτη. 

Επιπρόσθετα, η σύνθεση αναλόγων της CtA στα οποία η α-κετο ομάδα είχε 

αντικατασταθεί από την αντίστοιχη α-υδροξυομάδα δεν είχαν καμία βιολογική 

δράση, αποδεικνύοντας τον καταλυτικό ρόλο του α-καρβονυλίου στην 

αναστολή του ενζύμου.195
 

Ο τρόπος που αλληλεπιδρά η α-κετοαμιδική ομάδα με τη θρομβίνη, φαίνεται 

να επαληθεύεται και στην περίπτωση της σύμπλεξης τέτοιων αναλόγων με 

τον παράγοντα Χa (fXa) - μια πρωτεάση της σερίνης.196,197 Οι μελέτες της 

μοριακής πρόσδεσης αυτών των παραγώγων δείχνουν ότι το α-καρβονύλιο 
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αλληλεπιδρά με τη SER195 ενώ και το οξυγόνο του αμιδίου σχηματίζει 

δεσμούς υδρογόνου στο ενεργό κέντρο του fXa (Εικόνα 2.6). 

 

Εικόνα 2.6: Μοριακή μοντελοποίηση μιας α-κετοαμιδικής ένωσης (ροζ) στο ενεργό 

κέντρο του fXa (πράσινο). 

2.2.6.2 Αναστολείς της ηπατίτιδας C 

Αρκετές ενώσεις παράγωγα των α-κετοαμιδικών ομάδων έχουν συντεθεί ως 

πιθανοί αναστολείς της πρωτεάσης της ηπατίτιδας C (HCV) (Σχήμα 

2.17).198,199,200,201,202,203,204,205,206,207,208,209  

 

Σχήμα 2.17: Ομάδες ενώσεων που έχουν δοκιμαστεί για τη δράση τους έναντι της 

πρωτεάσης της ηπατίτιδας  C. 

Κρυσταλλογραφικές μελέτες από τα συμπλέγματα της πρωτεΐνης με τους α-

κετοαμιδικούς αναστολείς δείχνουν το σχηματισμό του ενδιάμεσου αναλόγου 

από την πυρηνόφιλη προσβολή της καταλυτικής σερίνης στο α-καρβονύλιο 
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(Σχήμα 2.18). Δηλαδή, δημιουργείται ένας ομοιοπολικός δεσμός μεταξύ της 

καταλυτικής σερίνης και του α-καβονυλίου, ενώ το ανιόν που προκύπτει 

σταθεροποιείται με έναν δεσμό υδρογόνου με την ιστιδίνη που βρίσκεται σε 

χωρική εγγύτητα στο ενεργό κέντρο.210,211,212,213,214,215,216,217,218
        

 

Σχήμα 2.18: Τρόπος πρόσδεσης ενός α-κετοαμιδικού παραγώγου στο ενεργό κέντρο 

της πρωτεάσης της HCV NS3/4A. 

Τα α-κετοαμιδικά παράγωγα προσδένονται ισχυρά στο ενεργό κέντρο του 

ενζύμου και αυτό φαίνεται και από τον υπολογισμό των σταθερών Ki.219,220,221
    

Υπάρχουν τουλάχιστον δύο ευθύγραμμα α-ακετοαμιδικά παράγωγα τα οποία 

έχουν χρησιμοποιηθεί ως φαρμακευτικά σκευάσματα για την αντιμετώπιση 

της ηπατίτιδας  C. Είναι αναστολείς που προσδένονται αργά και αντιστρεπτά 

στο ενεργό κέντρο της NS3/4Α πρωτεάσης. 

Ο ένας είναι το φάρμακο Incivek (19, Telaprevir VX950, Σχήμα 2.19)222,223 

που συντέθηκε το 2000 μέσα στα πλαίσια ενός ερευνητικού προγράμματος 

συνεργασίας μεταξύ των εταιριών Eli Lilly (Indianapolis) και Vertex. Τα 

αποτελέσματα της δράσης αυτής της ένωσης παρουσιάζονται συνοπτικά από 

τους Chen et al.224 ενώ υπάρχουν και πιο αναλυτικές ανασκοπήσεις από 

άλλους ερευνητές.225,226,227,228
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Σχήμα 2.19: Δομή του Telaprevir. 

Ο τρόπος της πρόσδεσης του φαρμάκου στο ενεργό κέντρο του ενζύμου 

γίνεται σε δύο βήματα. Αρχικά δημιουργείται ένα ενδιάμεσο παροδικό 

σύμπλεγμα μεταξύ της ένωσης και του ενζύμου, το οποίο σταδιακά 

διευθετείται σε ένα σταθερό σύμπλεγμα με τη δημιουργία ενός ομοιοπολικού 

δεσμού (Σχήμα 2.20).229,230,231,232
 

 

Σχήμα 2.20: Αλληλεπιδράσεις που σχηματίζονται κατά την πρόσδεση του Telaprevir 

στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. 

Από το 2011, το Telaprevir κυκλοφορεί σε Αμερική, Ευρώπη και Ιαπωνία.233 

Ωστόσο, λόγω των παρενεργειών που είχε, προτάθηκε η σταδιακή 

αντικατάστασή του από μια ανάλογη ένωση, το Boceprevir. Επίσης, λόγω της 

δυνατότητας εφαρμογής εναλλακτικών θεραπειών της ηπατίτιδας πλέον, από 

τον Οκτώβριο του 2014 η Vertex σταμάτησε τη διάθεση του φαρμάκου στις 

ΗΠΑ. 
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Το φάρμακο Victrelis (20, Βoceprevir SCH 503034, Σχήμα 2.21)234,235 που 

διατίθεται από τη φαρμακοβιομηχανία Merck, είναι μια ευθύγραμμη α-

κετοαμιδική ένωση, η οποία χρησιμοποιείται, σε συνδυασμό με άλλα 

φαρμακευτικά σκευάσματα, στη θεραπεία της χρόνιας HCV G1. Διατίθεται σε 

κάψουλα και η χορήγησή της γίνεται από το στόμα. 
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Σχήμα 2.21: Δομή και χαρακτηριστικά του Victrelis (Boceprevir). 

Χρησιμοποιείται ως αναστολέας της NS3 πρωτεάσης και ο τρόπος 

πρόσδεσης του φαρμάκου γίνεται μέσω της α-κετοομάδας, όπως έχει 

περιγραφεί από κρυσταλλογραφικές μελέτες (Σχήμα 2.22) (Εικόνα 2.7).236,237  

 

Σχήμα 2.22: Σχηματική αναπαράσταση των αλληλεπιδράσεων που δημιουργούνται 

μεταξύ του Βoceprevir και του ενεργού κέντρου της NS3 πρωτεάσης κατά την 

πρόσδεση. 
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Εικόνα 2.7: Αποτελέσματα της κρυσταλλογραφικής μελέτης του συμπλέγματος 

Boceprevir - NS3 πρωτεάσης. 

Λόγω των εναλλακτικών θεραπειών που είναι πλέον διαθέσιμες, για την 

ηπατίτιδα C, η Merck έχει ανακοινώσει τη διακοπή της κυκλοφορίας του 

φαρμάκου στην ΗΠΑ από τον Δεκέμβριο του 2015 μέχρι σήμερα. 

Στο στάδιο ΙΙΙ των κλινικών ερευνών βρίσκεται ένα ακόμα ευθύγραμμο α-

κετοαμιδικό παράγωγο, το Narlaprevir (21, SCH 900518) (Σχήμα 2.23, Εικόνα 

2.8).238  

 

Σχήμα 2.23: Δομή και χαρακτηριστικά του Narlaprevir. 
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Εικόνα 2.8: Κρυσταλλογραφική μελέτη του συμπλέγματος Narlaprevir - NS3/4A 

πρωτεάσης. 

2.2.7 Αναστολείς των φωσφολιπασών Α2 

Στο καταλυτικό κέντρο των φωσφολιπασών Α2 περιέχεται είτε μια σερίνη είτε 

μια ιστιδίνη, ενώ μερικές από αυτές περιλαμβάνουν και ένα ιόν ασβεστίου, το 

οποίο συμμετέχει στην πρόσδεση του αναστολέα. 

Έχουν συντεθεί ινδολικά α-κετοαμιδικά παράγωγα τα οποία μπορούν να 

αναστείλουν τη δράση ορισμένων εκκριτικών sPLA2. Η ερευνητική ομάδα 

Draheim et al.107 συνέθεσε μια σειρά από υποκατεστημένα ινδόλια, με 

δραστικότερα εκείνα που έφεραν την α-κετοαμιδική ομάδα ως υποκαταστάτη. 

Από αυτές τις ενώσεις, η LY315920 (Varespladib) εμφάνισε ισχυρή και 

εκλεκτική δράση239 και έφτασε μέχρι το στάδιο ΙΙ των κλινικών δοκιμών. Η 

ερευνητική ομάδα της φαρμακευτικής εταιρίας Eli Lilly & Co. σε συνεργασία με 

τη Shionogi & Co., Ltd., προσπαθώντας να βελτιώσει το φαρμακολογικό 

προφίλ της LY315920, προχώρησε στη σύνθεση της LY333013 (Varespladib 

methyl). 

Η ομάδα Hagishita et al.240 συνέθεσε παράγωγα της ένωσης Varespladib 

(Σχήμα 2.24) με καλά βιολογικά αποτελέσματα. Ωστόσο, οι ενώσεις αυτές δεν 

ήταν σταθερές στο οξυγόνο της ατμόσφαιρας. 
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Σχήμα 2.24: Ενώσεις που σχεδιάστηκαν και συντέθηκαν από τους Hagishita et al. 

Κατά την ταυτοποίηση ενζύμων που ανήκουν στις φωσφολιπάσες (GI, GII, 

GV, GX, GXII sPLA2) από την ομάδα του Gelb241 η ένωση Me-Indoxam έδειξε 

να έχει ισχυρή αναστολή. Με βάση τις ενώσεις Me-Indoxam, Varespladib και 

Varespladib methyl έγινε εκτενής σχεδίαση και σύνθεση α-κετοαμιδικών 

παραγώγων προκειμένου να βρεθούν νέοι ισχυροί και εκλεκτικοί 

αναστολείς.242,243  

Η ερευνητική ομάδα του καθ. Γ. Κόκοτου στο Εργαστήριο Οργανικής Χημείας 

του Πανεπιστημίου Αθηνών έχει αναπτύξει καινοτόμα α-κετοαμιδικά 

παράγωγα που αναστέλλουν την κυτοσολική cPLA2. Το 2002 αναφέρθηκαν οι 

ενώσεις ΑΧ006 (23, Σχήμα 2.25) και ΑΧ007 (25, Σχήμα 2.25) για την 

αναστολή της δράσης της κυτοσολικής φωσφολιπάσης GIVA.244,245 Οι 

ενώσεις ΑΧ007 και ΑΧ109 (26, Σχήμα 2.25) αναστέλλουν εκλεκτικά τη 

φωσφολιπάση GIVA ενώ οι αντίστοιχοι εστέρες αναστέλλουν και τη 

GVIA.246,247,248 Η ένωση ΑΧ048 (24, Σχήμα 2.25) έδειξε να έχει in vitro 

αναλγητική δράση, καταστέλλοντας την παραγωγή της PGE2.249 Με τη 

βοήθεια της τεχνικής της φασματομετρίας μάζας ανταλλαγής 

υδρογόνου/δευτερίου και προσομοιώσεων μοριακής δυναμικής διαπιστώθηκε 

ότι ο αναστολέας ΑΧ007 προσδένεται στο ενεργό κέντρο της φωσφολιπάσης 

GIVA και αναπτύσσει αλληλεπιδράσεις με τα αμινοξέα του ενεργού 

κέντρου.250  
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Σχήμα 2.25: Δομή των 2-οξοαμιδικών αναστολέων της  GIVA cPLA2. 

Από μελέτες βελτιστοποίησης της δομής αυτών των ενώσεων, προέκυψαν 

δύο ακόμα ενώσεις, η 27 και η 28 με ισχυρή ανασταλτική δράση.251,252  
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Επίσης, σχεδιάστηκαν και συντέθηκαν α-κετοαμιδικά παράγωγα φυσικών α-

αμινοξέων. Από αυτά, η ένωση 7 (GK126, Σχήμα 1.1) είχε την ισχυρότερη 

δράση αναστολής των εκκριτικών φωσφολιπασών. 
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3. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3                                                                             

In silico ΘΕΩΡΗΤΙΚΕΣ ΜΕΛΕΤΕΣ 

3.1 Γενικά για τις υπολογιστικές τεχνικές 

Ο όρος in silico (λατινικά: in silicon) αναφέρεται στη μάζα του πυριτίου που 

χρησιμοποιείται για την κατασκευή των ημιαγωγών από τα οποία 

κατασκευάζονται τα μικροκυκλώματα (chips) των ηλεκτρονικών υπολογιστών. 

Η έκφραση χρησιμοποιείται για να δηλώσει οτι κάτι υπολογίστηκε με τη 

βοήθεια υπολογιστή ή προσομοιώθηκε σε υπολογιστή. 

In silico τεχνικές πρόσδεσης χρησιμοποιούνται για να διερευνήσουν τη 

συμπληρωματικότητα σε μοριακό επίπεδο ενός υποκαταστάτη και μιας 

πρωτεΐνης στόχου. Έτσι, τεχνικές προσομοίωσης της πρόσδεσης (docking) 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν προκειμένου να ταυτοποιηθούν τα δομικά 

χαρακτηριστικά που είναι σημαντικά για την πρόσδεση ενός μορίου. 

Επιπρόσθετα, οι τεχνικές προσομοίωσης έχουν χρησιμοποιηθεί για την in 

silico σάρωση εικονικών βάσεων δεδομένων που περιέχουν οργανικές 

ενώσεις, προκειμένου να βρεθεί κατάλληλος προσδέτης. Οι τρόποι 

εφαρμογής όλων των προαναφερθέντων τεχνικών έχουν ερευνηθεί 

εκτεταμένα.253 

Οι θεωρητικές μελέτες προσομοίωσης της πρόσδεσης εκτελούνται 

προκειμένου να υπολογιστούν και να ερευνηθούν οι αλληλεπιδράσεις που 

αναπτύσσονται σε μοριακό επίπεδο. Για να εκτελεστούν αυτοί οι θεωρητικοί 

υπολογισμοί, απαραίτητη είναι η γνώση της τρισδιάστατης δομής τόσο των 

πρωτεϊνών όσο και των υποψήφιων αναστολέων. Ευτυχώς, σήμερα τέτοιες 

πληροφορίες αντλούνται και είναι διαθέσιμες με τη βοήθεια τεχνικών όπως 

είναι ο πυρηνικός μαγνητικός συντονισμός (NMR) και η κρυσταλλογραφία 

ακτινών X. 

Οι τεχνικές προσομοίωσης της πρόσδεσης είναι ένα χρήσιμο εργαλείο για τη 

διερεύνηση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ πρωτεΐνης-αναστολέα. Μέσω 

αυτών, αποκαλύπτεται η συμπληρωματικότητα μεταξύ των δομικών 

χαρακτηριστικών των πρωτεϊνών-στόχων και των δομικών χαρακτηριστικών 
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των προσδεμένων αναστολέων. Με την εφαρμογή των αλγόριθμων παράγεται 

ένας αριθμός πιθανών διαμορφώσεων (docking poses) του αναστολέα στο 

ενεργό κέντρο της πρωτεΐνης στόχου. Στη συνέχεια, με τη χρήση εξισώσεων 

για τη βαθμονόμηση (scoring functions) των αλληλεπιδράσεων που 

προκύπτουν μεταξύ αναστολέα και ενεργού κέντρου, μπορούν να 

προβλεφθούν οι ενεργειακά ευνοϊκές από αυτές τις διαμορφώσεις και άρα ο 

πιθανός τρόπος πρόσδεσης της ένωσης. 

Επίσης, έχει γίνει χρήση αυτοματοποιημένων μεθόδων για την προσομοίωση 

βάσεων δεδομένων με δομές υποψήφιων αναστολέων στο ενεργό κέντρο 

μιας πρωτεΐνης στόχου. Με αυτόν τον τρόπο μπορούν να μελετηθούν πιο 

εύκολα τα δομικά χαρακτηριστικά των ενώσεων, που είναι υπεύθυνα για την 

αποτελεσματική πρόσδεση. 

Τα θεωρητικά πειράματα προσομοίωσης της πρόσδεσης ενώσεων στο ενεργό 

κέντρο μίας πρωτεΐνης-στόχου μπορούν να παράγουν μια μεγάλη βάση 

αποτελεσμάτων, τα οποία θα πρέπει να μελετηθούν προσεχτικά. Η ακρίβεια 

των πειραμάτων προσομοίωσης εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τον 

αλγόριθμο που θα χρησιμοποιηθεί κατά τη διάρκεια του πειράματος και από 

την εξίσωση βαθμονόμησης.254,255 Διαφορετικοί συνδυασμοί από αλγόριθμους 

και εξισώσεις βαθμονόμησης έχουν εφαρμοστεί σε συστήματα πρωτεΐνης-

αναστολέα και τα αποτελέσματα διαφέρουν ως προς την ακρίβεια τους και την 

επιτυχία τους. Αυτές οι διαφοροποιήσεις εξαρτώνται από το πρωτεϊνικό 

σύστημα και τις φυσικοχημικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ στόχου-

αναστολέα.256,257,258 Αυτό συνιστά ότι η επιλογή των δύο παραγόντων θα 

πρέπει να γίνεται με βάση το προς εξέταση σύστημα. 

Επίσης, άλλοι παράγοντες όπως είναι ευκινησία της πρωτεΐνης και του 

αναστολέα καθώς και η συμμετοχή μορίων νερού στα πειράματα 

προσομοίωσης, έχουν αποτελέσει αντικείμενο μελέτης.259,260 
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3.2  Το πρόγραμμα προσομοίωσης της μοριακής πρόσδεσης GOLD 

3.2.1 Ο γενετικός αλγόριθμος 

Το πρόγραμμα GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking), το οποίο 

χρησιμοποιήσαμε κατά κύριο λόγο για τα πειράματα της προσομοίωσης της 

μοριακής πρόσδεσης, λειτουργεί με βάση γενετικό αλγόριθμο (GA, Genetic 

Algorithm).  

Γενικά, οι αλγόριθμοι που πραγματοποιούν τη βελτιστοποίηση μιας 

συνάρτησης και βασίζονται στην εξελικτική θεωρία του Δαρβίνου ονομάζονται 

εξελικτικοί αλγόριθμοι. Αυτοί οι αλγόριθμοι επεξεργάζονται ένα σύνολο 

πιθανών λύσεων (μονάδες) και επιλέγουν συγκεκριμένες μονάδες για την 

περαιτέρω επεξεργασία. Η επιλογή γίνεται με βάση την τιμή της ποιότητας 

(fitness value) αυτών των μονάδων, η οποία περιγράφεται από το 

περιβάλλον. Το πιο διαδεδομένο είδος εξελικτικού αλγόριθμου είναι ο 

γενετικός αλγόριθμος (Holland 1975, Goldberg 1989). 

Η βασική λειτουργία του γενετικού αλγόριθμου έχει περιγραφεί από τον 

Whitley.261 Η μονάδα (individual) είναι ένα σημείο στο χώρο αναζήτησης και ο 

γενότυπός του (genotype) είναι η σειρά των αριθμών (ή το διάνυσμα) που την 

περιγράφει. Ο φαινότυπος (phenotype) είναι το σύνολο από τα γνωρίσματα 

της μονάδας και η ποιότητα (fitness) είναι η τιμή της συνάρτησης που 

αντιστοιχεί στη μονάδα. Ο πληθυσμός (population) είναι απλά το σύνολο των 

μονάδων. Αρχικά, στον αλγόριθμο επιλέγεται ο πληθυσμός των (συνήθως 

τυχαίων) μονάδων που θα αποτελέσουν την πρώτη γενεά (generation) και στη 

συνέχεια ξεκινάει ένας κύκλος παραγωγής της n γενεάς των μονάδων, από 

την προηγούμενη. Κάθε γενεά έχει το ίδιο σταθερό μέγεθος. Ένας κύκλος του 

αλγόριθμου εκτελεί μία επιλογή (selection) εφαρμόζοντας τους τελεστές 

διακύμανσης (variation operators) στις μονάδες του παρόντος πληθυσμού. Με 

τον τρόπο αυτό ο πληθυσμός εξελίσσεται καθώς η διαδικασία της επιλογής, 

ευνοεί τις μονάδες με ικανότητα αναπαραγωγής συχνότερη από τις άλλες του 

πληθυσμού (Σχήμα 3.1). 
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        Δημιουργία τυχαίου πληθυσμού 

        Αξιολόγηση της ποιότητας των μονάδων 

        Ικανοποιητική ποιότητα;       ΝΑΙ         Τερματισμός αλγόριθμου 

                         ΟΧΙ 

         Ταξινόμηση μονάδων 

                        

          Επιλογή τελεστών διακύμανσης 

          Δημιουργία νέου πληθυσμού 

Σχήμα 3.1: Λειτουργία του γενετικού αλγόριθμου. 

3.2.2 Χαρακτηριστικά του προγράμματος 

Κατά τη διάρκεια των πειραμάτων προσομοίωσης με το πρόγραμμα GOLD, 

επιτρέπεται η πλήρης ευελιξία του αναστολέα και η μερική ευελιξία της 

πρωτεΐνης, κυρίως στο ενεργό κέντρο. Αυτή η κατηγορία αλγόριθμων είναι 

υπολογιστικές διαδικασίες που επιτρέπουν την άμεση ταυτοποίηση των 

ικανοποιητικών, αλλά όχι απαραίτητα βέλτιστων λύσεων σε προβλήματα 

πρόσδεσης. Υπάρχουν αρκετές αναφορές σχετικά με τη χρήση αυτών των 

αλγόριθμων για την επίλυση συνδυαστικών, ως προς την ευελιξία, 

προβλημάτων πρόσδεσης.262,263 Ο αλγόριθμος αυτός έχει χρησιμοποιηθεί 

τόσο σε μικρά μόρια264,265,266 όσο και σε μακρομόρια267,268 με επιτυχία στη 

διαμορφωτική ανάλυσή τους.          

Επίσης, η απουσία των προσδεμένων μορίων νερού στην επιφάνεια του 

προσδέτη κατα την διάρκεια των πειραμάτων προσομοίωσης, φαίνεται να μην 

επηρεάζει την ικανότητα του αλγόριθμου ώστε να προβλεφθεί σωστά ο 

τρόπος πρόσδεσης του φαρμάκου. Αυτό, συνεπάγεται τη δυνατότητα 

αντικατάστασης των μορίων νερού από το φάρμακο και σε συνδυασμό με 
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κάποιον στερικό όρο, έχει ως αποτέλεσμα την εξεύρεση ενός μοτίβου 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ αναστολέα και ενεργού κέντρου που είναι 

ενεργειακά οι ευνοϊκότερες.269 

Στον γενετικό αλγόριθμο που χρησιμοποιείται κατά την πραγματοποίηση των 

πειραμάτων προσομοίωσης της μοριακής πρόσδεσης με τη χρήση του 

προγράμματος GOLD, εξετάζονται όλες τις διαφορετικές διαμορφώσεις του 

αναστολέα. Αυτές είναι αποτέλεσμα της πλήρης ευελιξίας των άκυκλων και 

της μερικής ευελιξίας των κυκλικών τμημάτων του αναστολέα καθώς και της 

μερικής ευελιξίας του τμήματος της πρωτεΐνης που είναι κοντά στο ενεργό 

κέντρο.270 Οι ομάδες -ΟΗ και -ΝΗ3
+ της πρωτεΐνης είναι ευέλικτες. Ο 

αλγόριθμος λειτουργεί με βάση κωδικοποιημένα μοτίβα δεσμών υδρογόνου 

προκειμένου να ερευνηθεί ο διαθέσιμος χώρος για την πρόσδεση. 

Ο γενετικός αλγόριθμος που χρησιμοποιείται από το πρόγραμμα GOLD έχει 

επιτυχία 71% στην πρόβλεψη της σωστής διαμόρφωσης του αναστολέα κατά 

την πρόσδεση του στο ενεργό κέντρο της πρωτεΐνης. Η αυξημένη ευελιξία ή 

το μεγάλο μέγεθος του αναστολέα μπορεί να δράσουν αρνητικά στη σωστή 

πρόβλεψη καθώς και οι δύο παράγοντες αποτελούν δείκτες της 

πολυπλοκότητας του προβλήματος. Επίσης, ο αλγόριθμος έχει περισσότερες 

πιθανότητες επιτυχίας όταν ο αναστολέας είναι φορτισμένος παρά όταν είναι 

υδρόφοβος. Αυτό συμβαίνει για δυο λόγους. Πρώτον, όταν ο αναστολέας είναι 

φορτισμένος, ο αλγόριθμος κάνει χρήση των μοτίβων για τις πιθανές 

αλληλεπιδράσεις δεσμών υδρογόνου και καταλήγει πιο εύκολα στη λύση. Και 

δεύτερον, δεν υπάρχει στην εξίσωση βαθμονόμησης κάποιος παράγοντας 

που να εκτιμά τη συνεισφορά από την υδροφοβικότητα με συνέπεια αυτή να 

μην συμψηφίζεται σωστά για τη διαμόρφωση του τελικού αθροίσματος. 

Σχετικά με την πρωτεΐνη, όταν η ανάλυση της κρυσταλλογραφικής μελέτης 

είναι μεγαλύτερη από 2,5 Å τότε η επιτυχία του αλγόριθμου είναι 77% ενώ σε 

χαμηλότερης ευκρίνειας κρυσταλλογραφικές αναλύσεις το ποσοστό επιτυχίας 

ελαττώνεται στο 52%. Ο αλγόριθμος έχει συγκεκριμένα κριτήρια για τις 

αποδεκτές γεωμετρίες, όπως μήκη δεσμών και γωνίες. Έτσι, όταν μια 

κρυσταλλογραφική μελέτη χαμηλής ανάλυσης παρουσιάζει μη αποδεκτές 

γεωμετρίες, υπάρχει πιθανότητα οι λύσεις που θα παραχθούν να μην 
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αναπαράγουν τη διαμόρφωση του αναστολέα όπως αυτός έχει 

κρυσταλλογραφιθεί. 

Μια ακόμα αδυναμία του αλγόριθμου είναι η πρόβλεψη γεωμετριών οι οποίες 

δεν υπάρχουν μέσα στη βάση δεδομένων πάνω στην οποία βασίστηκε η 

δόμησή του. Για παράδειγμα, μια σπάνια κρυσταλλογραφική διαμόρφωση 

που δεν υπάρχει στην κρυσταλλογραφική βάση δεδομένων του Cambridge 

(Cambridge Structural Database)271 δεν θα αναπαραχθεί από τον αλγόριθμο.  

3.2.3 Λειτουργία του αλγόριθμου GOLD 

Τα μέρη του προγράμματος έχουν περιγραφεί από τους Jones et al.269,269 

Όπως και άλλα παρόμοια προγράμματα, η λειτουργία του προγράμματος 

χωρίζεται σε τρία βασικά βήματα: 

1. Την εξίσωση βαθμονόμησης για την κατάταξη των διαφορετικών 

διαμορφώσεων που προκύπτουν από τις λύσεις. Υπάρχουν τέσσερεις 

εξισώσεις διαθέσιμες στο πρόγραμμα και η επιλογή γίνεται με βάση το προς 

εξέταση σύστημα. Η προεπιλεγμένη εξίσωση που χρησιμοποιεί το 

πρόγραμμα είναι η GoldScore: 

GOLD Fitness = Shb_ext + Svdw_ext + Shb_int + Svdw_int                                         (1) 

όπου με το συμβολισμό Shb_ext εκφράζονται οι δεσμοί υδρογόνου μεταξύ 

πρωτεΐνης και αναστολέα, με το συμβολισμό Svdw_ext η συνεισφορά από τις 

δημιουργούμενες κατά την πρόσδεση van der Walls αλληλεπιδράσεις, με το 

συμβολισμό Shb_int η συνεισφορά στο άθροισμα από τους ενδομοριακούς 

δεσμούς υδρογόνου του αναστολέα και με το συμβολισμό Svdw_int εκφράζεται 

η συνεισφορά από τις ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις. 

2. Ένα μηχανισμό τοποθέτησης του αναστολέα στο ενεργό κέντρο του 

ενζύμου. Ο μηχανισμός αυτός στηρίζεται πάνω σε μια μέθοδο για την εύρεση 

σημείων ταιριάσματος, η οποία χρησιμοποιείται μόνο από το πρόγραμμα 

GOLD. Αυτά τα σημεία προστίθενται στις ομάδες με δεσμούς υδρογόνου, 

τόσο του αναστολέα όσο και της πρωτεΐνης και χαρτογραφούνται οι πιθανοί 

δότες και δέκτες δεσμών υδρογόνου εκατέρωθεν. Επίσης, δημιουργούνται 
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υδρόφοβα σημεία μέσα στην κοιλότητα του ενζύμου, στα οποία μπορεί να 

ταιριάξουν οι -CH- ομάδες του αναστολέα. 

3. Έναν αλγόριθμο έρευνας πιθανών διαμορφώσεων πρόσδεσης του 

αναστολέα. Στο γενετικό αλγόριθμο που χρησιμοποιείται στο GOLD 

μεταβάλλονται και βελτιώνονται οι εξής παράμετροι: α) οι δίεδρες γωνίες των 

δεσμών του αναστολέα που μπορούν να περιστρέφονται, β) η γεωμετρία των 

κυκλικών δομών, γ) η γεωμετρία των -OH και -NH3
+ ομάδων της πρωτεΐνης 

και δ) η χαρτογράφηση των σημείων πρόσδεσης.  

3.2.4 Εξίσωση βαθμονόμησης ChemScore 

Με την εξίσωση βαθμονόμησης ChemScore272,273 υπολογίζεται η ενέργεια 

πρόσδεσης όπως περιγράφεται από την εξίσωση: 

ΔGbinding = ΔG΄binding + Eclash + Eint + Ecov                                                         (2) 

όπου ΔG΄binding = ΔGo + ΔGhbondShbond + ΔGmetalSmetal + ΔGlipoSlipo + ΔGrotHrot 

Ο όρος Eclash εκφράζει την ενεργειακή βαθμονόμηση του συμπλόκου 

πρωτεΐνης-αναστολέα, ο Eint τη βαθμονόμηση από την εσωτερική ενέργεια του 

αναστολέα ενώ οι όροι Shbond, Smetal, και Slipo εκφράζουν τα αθροίσματα από 

τους δεσμούς υδρογόνου, τους δεσμούς δέκτη-μετάλλου και τις λιποφιλικές 

αλληλεπιδράσεις. Επίσης, ο όρος Hrot εκφράζει την εντροπική απώλεια της 

διαμόρφωσης του αναστολέα κατά την πρόσδεση. Επειδή με το πρόγραμμα 

GOLD υπάρχει δυνατότητα χειρισμού των περιπτώσεων όπου ο αναστολέας 

προσδένεται μέσω ενός ομοιοπολικού δεσμού με τον υποδοχέα, ο όρος Ecov 

προστέθηκε για να χαρακτηρισθεί η ενέργεια του δεσμού αυτού.  

Ο όρος Smetal εκφράζεται από την εξίσωση: 

Smetal = ∑ ƒ(rMA, rm,1, rm,2)                                                                               (3) 

             MA 

όπου ο όρος rMA είναι η απόσταση μεταξύ μετάλλου - δέκτη ενώ οι όροι rm,1 

και rm,2 είναι σταθερές που ελέγχουν το εύρος των αλληλεπιδράσεων μεταξύ 

μετάλλου και δέκτη. Έχει βρεθεί οτι η εφαρμογή του GOLD στην πρόβλεψη 

του τρόπου πρόσδεσης είναι ευαίσθητη στις παραμέτρους της εξίσωσης (3) 
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και γι’ αυτό συνιστάται η βελτιστοποίηση των όρων rm,1 και rm,2  ανάλογα με το 

σύστημα που προσομοιώνεται.274  

3.3 Το πρόγραμμα προσομοίωσης της μοριακής δυναμικής AMBER 

3.3.1 Υπολογιστική χημεία 

Η βάση για τη θεωρητική θεμελίωση της υπολογιστικής χημείας έγινε στα 

μέσα του 1800 με την εξίσωση του Ludwig Eduard Boltzmann (στατιστική 

μηχανική). Σε μια εποχή όπου η ύπαρξη των ατόμων και των μορίων ήταν 

έντονα αμφισβητήσιμη στην κοινότητα των φυσικών, ο Boltzmann υποστήριξε 

ότι η συμπεριφορά και οι αλληλεπιδράσεις μεμονωμένων ατόμων ή μορίων σε 

μικροσκοπική κλίμακα, θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί για να περιγράψει και 

να προβλέψει μακροσκοπικά φαινόμενα. Με βάση τη θεωρία του και τις 

εξισώσεις του, ο Boltzmann μπόρεσε να μειώσει το πρόβλημα της 

προσομοίωσης ~1023 μορίων, στην προσομοίωση ~1 μορίου. Επίσης, 

μπόρεσε να περιγράψει τη συμπεριφορά των ιδανικών αερίων μέσω της 

ευρέως γνωστής εξίσωσης PV = nRT. 

Η θεωρία του Boltzmann έμεινε ανεκμετάλλευτη μέχρι το πρώτο μισό του 20ου 

αιώνα και την είσοδο της κβαντομηχανικής. Ο Max Planck ήταν αυτός που 

πρότεινε ότι το λάθος της κλασσικής μηχανικής ήταν να θεωρεί την εκπομπή 

της ακτινοβολίας μέλανος σώματος συνεχόμενη (εξίσωση Rayleigh-Jeans). 

Αντίθετα, υποστήριξε ότι το φάσμα της ακτινοβολίας του είναι κβαντισμένο, 

οδηγώντας σε μια εξίσωση η οποία προσέγγιζε με μεγαλύτερη ακρίβεια τα 

πειραματικά δεδομένα. Με τη βοήθεια της κβαντικής μηχανικής, η εξήγηση και 

πρόβλεψη φαινομένων σε ατομική κλίμακα βελτιώθηκε ραγδαία μέσα στα 

επόμενα χρόνια. Η μόνη δυσκολία, πλέον, ήταν η επίλυση των πολύπλοκων 

μαθηματικών εξισώσεων. 

Είκοσι χρόνια μετά, η κυματική εξίσωση της κβαντικής μηχανικής του Erwin 

Schrödinger (4) συνέδεσε τη συνολική ενέργεια ενός συστήματος με τη θέση 

του στο χώρο και στο χρόνο.  

                                                    (4) 
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Για ένα χημικό σύστημα, η εφαρμογή αυτής της εξίσωσης γίνεται ιδιαίτερα 

πολύπλοκη, επειδή περιέχει πληροφορίες για όλα τα άτομα που το 

αποτελούν. Στα χημικά συστήματα η συνολική ενέργεια ενός συστήματος είναι 

το άθροισμα της κινητικής ενέργειας των ατόμων, καθώς και της ενέργειας 

από τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των φορτίων (πρωτονίων και ηλεκτρονίων).  

Αρκετές προσεγγιστικές μέθοδοι έχουν αναπτυχθεί προκειμένου να 

υπολογίζεται τη λύση της εξίσωσης του Schrödinger. Από αυτές, η μέθοδος 

Born-Oppenheimer (5) έχει επικρατήσει και φαίνεται να αποτελεί τη βάση των 

περισσοτέρων υπολογιστικών μοριακών μοντέλων. Με βάση αυτήν, κάθε 

μοριακό σύστημα χωρίζεται σε δύο μέρη: το τμήμα των ηλεκτρονίων όπου τα 

νουκλεόνια συμπεριφέρονται ως σταθερά φορτισμένα σημεία και το τμήμα του 

πυρήνα όπου τα νουκλεόνια κινούνται εξαιτίας του ηλεκτρικού πεδίου το 

οποίο διαμορφώνεται από τα ηλεκτρόνια.  

Ψ total = Ψ electronic + Ψ nuclear                                                                             (5) 

3.3.2 Κβαντική / στατιστική μηχανική 

Ο κύριος στόχος της κβαντικής μηχανικής είναι ο υπολογισμός της 

κυματοσυνάρτησης που αντιστοιχεί στο μέρος των ηλεκτρονίων (Ψelectronic). 

Ωστόσο, για συστήματα με περισσότερα από 100-200 άτομα αυτό παραμένει 

απαγορευτικό. Σε αυτές τις περιπτώσεις, η  χρήση της στατιστικής μηχανικής 

είναι απαραίτητη.   

Με βάση τη στατιστική μηχανική, τα μακροσκοπικά χημικά συστήματα 

αποτελούνται από αριθμό ατόμων ίσο με τον αριθμό Avogadro (6.022 × 1023). 

Για ένα σύστημα με Ν αριθμό σωματιδίων (της τάξης του αριθμού Avogadro) 

υπάρχουν 6Ν συνολικοί βαθμοί ελευθερίας που αντιστοιχούν στη θέση και την 

ορμή κάθε σωματιδίου, στις τρεις διαστάσεις. Αυτός ο 6Ν-διάστατος χώρος 

αναφέρεται ως χώρος των φάσεων (phase space) ενώ η συλλογή όλων των 

σημείων τα οποία συμμορφώνονται σε ένα μικρό σετ θερμοδυναμικών 

περιορισμών π.χ. σταθερός όγκος ή ενέργεια, ως ένα σύνολο (ensemble). Με 

βάση τη στατιστική μηχανική, οι ιδιότητες αυτού του συνόλου που είναι μέρος 

του συστήματος, μπορούν να αντιπροσωπέψουν και να προβλέψουν τις 

ιδιότητες του συστήματος συνολικά. Η επιβεβαίωση αυτής της υπόθεσης έγινε 
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από τον Josiah Gibbs, ο οποίος πραγματοποίησε πειραματικές μετρήσεις 

πάνω σε πραγματικά συστήματα.275  

Υπάρχουν τέσσερα διαφορετικά είδη συνόλου (microcanonical, canonical, 

grand canonical, isobaric-isothermal) και διαφορετικοί μέθοδοι υπολογισμού 

της μέσης τιμής των ιδιοτήτων ενός συστήματος με βάση τις ιδιότητες ενός 

συνόλου του.276 Επίσης, υπάρχουν δύο είδη δειγματοληψίας για την επιλογή 

του αντιπροσωπευτικού συνόλου: η Monte Carlo και η μοριακή δυναμική 

(Molecular Dynamics). 

Στην περίπτωση της Monte Carlo τεχνικής, η επιλογή των νέων 

διαμορφώσεων των θέσεων των ατόμων σε ένα μοριακό σύστημα γίνεται 

τυχαία. Στη συνέχεια, υπολογίζεται η ενέργεια αυτής της διαμόρφωσης και 

προστίθεται η συνεισφορά της στο άθροισμα της συνάρτησης επιµερισµού 

(partition function). 

Στην περίπτωση της μοριακής δυναμικής, η επιλογή των νέων θέσεων 

προκύπτει από τις τελευταίες συντεταγμένες του συστήματος και την 

ολοκλήρωση των εξισώσεων της κίνησης του μοριακού συστήματος.    

3.3.3 Μοριακή μηχανική 

Στην κβαντική μηχανική, η επίλυση της εξίσωσης Schrödinger για την 

κυματοσυνάρτηση των ηλεκτρονίων είναι εφικτή για μικρά μόρια που 

αποτελούνται από 20-30 άτομα. Ωστόσο, για μεγαλύτερα συστήματα η 

επίλυσή της γίνεται δύσκολή. Υπήρξε, λοιπόν, η ανάγκη να βρεθεί ένα 

μοντέλο εξισώσεων με το οποίο θα υπολογίζονται αποτελεσματικά οι πιθανές 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ των ατόμων, χωρίς την επίλυση της εξίσωσης 

Schrödinger. Οι εξισώσεις αυτές βασίζονται στη δυναμική ενέργεια των 

μορίων και περιγράφουν τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των ατόμων του 

συστήματος. Αποτελούνται από αναλυτικές παραγώγους οι οποίες μπορούν 

να υπολογιστούν μέσω της προσομοίωσης της μοριακής δυναμικής. Επειδή ο 

υπολογισμός των παραγόντων αυτών των εξισώσεων βασίζεται στις δυνάμεις 

που δρουν στον πυρήνα των ατόμων, αυτά τα μοντέλα μοριακής μηχανικής 

ονομάζονται πεδία δυνάμεων (force fields). 
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Οι παράγοντες από τους οποίους αποτελούνται τα περισσότερα πεδία 

δυνάμεων για τον υπολογισμό της δυναμικής ενέργειας είναι: τα μήκη 

δεσμών, οι γωνίες δεσμών, η τάση στρέψης των δεσμών καθώς και μη-

δεσμικές αλληλεπιδράσεις. 

Πιο αναλυτικά, για τον υπολογισμό της επιφάνειας της δυναμικής ενέργειας 

ενός χημικού δεσμού χρησιμοποιείται η μέθοδος Born-Oppenheimer, ενώ οι 

σειρές Taylor χρησιμοποιούνται για την επαναληψιμότητα του αποτελέσματος 

(6). 

                                                                                        (6) 

Η γωνία θ ενός δεσμού μεταξύ δύο ατόμων ορίζεται από δυο συνεχόμενους 

δεσμούς. Συνήθως η εξίσωση που την περιγράφει είναι:  

                                                                                      (7)  

και ο υπολογισμός μπορεί να γίνει είτε με προχωρημένους υπολογισμούς 

κβαντικής μηχανικής είτε πειραματικά (φασματοσκοπικές μεθόδους). 

Η τάση στρέψης ενός δεσμού ορίζεται μεταξύ τεσσάρων ατόμων τα οποία 

συνδέονται με τρεις συνεχόμενους δεσμούς. Η γωνία στρέψης ορίζεται ως η 

γωνία φ μεταξύ των δεσμών 1-2 και 3-4. Εδώ, οι σειρές Fourier 

χρησιμοποιούνται για την επαλήθευση του αποτελέσματος ενώ η εξίσωση 

που συνήθως περιγράφει τη δυναμική ενέργεια είναι:  

                                                                         (8)  

Η δυναμική ενέργεια της τάσης στρέψης δεσμού είναι η σημαντικότερη από τις 

δεσμικές παραμέτρους σε ένα πεδίο δυνάμεων. Δυστυχώς, σε αντίθεση με το 

μήκος και τη γωνία δεσμού, δεν υπάρχουν φασματοσκοπικές μέθοδοι 

προσδιορισμού της. Ως εκ τούτου, οι παράμετροι της τάσης στρέψης είναι οι 

τελευταίες τιμές που συμπληρώνονται όταν σχεδιάζεται ένα πεδίο δυνάμεων, 

ενώ μικρές μεταβολές αυτών των τιμών μπορούν να βελτιώσουν αισθητά το 

συνολικό αποτέλεσμα.     
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Όσον αφορά τις μη-δεσμικές αλληλεπιδράσεις, επειδή είναι αποτέλεσμα 

αλληλεπιδράσεων φορτίου-φορτίου καλούνται ηλεκτροστατικές 

αλληλεπιδράσεις. Τα άτομα σε ένα πεδίο δυνάμεων έχουν μερικό φορτίο, το 

οποίο συνήθως υπολογίζεται με την εφαρμογή ενός ηλεκτροστατικού 

δυναμικού και στη συνέχεια τη χρήση κβαντομηχανικών μεθόδων. Μια 

πρακτική που ακολουθείται κατά τη χρήση αυτή της μεθόδου είναι η εφαρμογή 

περιορισμών, μια τεχνική που αναφέρεται ως ηλεκτροστατικό δυναμικό 

σταθερών ατόμων (restrained electrostatic potential, RESP).277,278,279 Αυτό 

γίνεται προκειμένου να εξασφαλιστεί ότι τα ισοδύναμα άτομα θα έχουν το ίδιο 

φορτίο.  

Το ηλεκτροστατικό δυναμικό το οποίο προκαλείται από την αλληλεπίδραση 

φορτίων έχει τη μορφή: 

                                                                                                (9) 

Επιπρόσθετα, ένα ηλεκτροστατικό δυναμικό που συνυπολογίζεται είναι αυτό 

που προέρχεται από τις αλληλεπιδράσεις van der Waals και μια τυπική μορφή 

του είναι: 

Δυναμικό Lennard-Jones          (10) 

Αυτοί είναι οι βασικοί παράγοντες που λαμβάνονται υπ’ όψιν για τη 

διαμόρφωση της εξίσωσης του δυναμικού στα περισσότερα πεδία δυνάμεων. 

Εκτός από τους παράγοντες αυτούς, υπάρχουν και άλλοι, π.χ. που ελέγχουν 

αν είναι αποδεκτή η τάση στρέψης ενός δεσμού και συνυπολογίζονται στο 

άθροισμα του δυναμικού, ανάλογα με το σχεδιασμό του πεδίου δυνάμεων.   

3.3.4 Η γέννηση της υπολογιστικής βιολογίας  

Ο Shneior Lifson (Weizmann Institute, Ισραήλ) ήταν ο πρώτος που είχε την 

ιδέα να δημιουργήσει ένα σταθερό/καθορισμένο πεδίο δυνάμεων (consistent 

force field, CFF) με τη δυνατότητα να προσομοιώνει οποιοδήποτε μοριακό 
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σύστημα. Πίστευε ότι αυτό το πεδίο δυνάμεων θα πρέπει να έχει εφαρμογή 

στις πρωτεΐνες και τα μακρομόρια (DNA, RNA). Με τη βοήθεια των Arieh 

Warshel και Michael Levitt το 1967 δημιουργήθηκε το πρόγραμμα CFF, το 

οποίο εφαρμόστηκε με επιτυχία σε μικρά οργανικά μόρια για τον υπολογισμό 

των δομικών, θερμοδυναμικών και φασματοσκοπικών ιδιοτήτων τους. 

Επίσης, ο Levitt το εφάρμοσε σε πρωτεΐνες πράγμα που οδήγησε στην 

πρώτη ελαχιστοποίηση της ενέργειας της δομής μιας ολόκληρης πρωτεΐνης. Η 

τεχνική αυτή έγινε αργότερα γνωστή με το όνομα  Εnergy Refinement.280 Στη 

συνέχεια, ακολούθησαν η προσομοίωση του tRNA το 1968 και της 

αναδίπλωσης πρωτεΐνης το 1973. 

Το 1971 ο Bruce Gelin, ο οποίος μόλις είχε αρχίσει να εργάζεται με τον Arieh 

Warshel ξαναέγραψε τον κώδικα του προγράμματος CFF διαμορφώνοντάς 

τον ώστε να είναι πιο προσιτός και κατανοητός. Σε αυτή τη μορφή ο κώδικας 

σηματοδότησε τη σύνδεση μεταξύ της υπολογιστικής χημείας και τη βιολογίας. 

Αποτέλεσε δε τη βάση για την ανάπτυξη προγραμμάτων όπως το CHARMM 

(Chemistry at HARvard Molecular Mechanics, ερευνητική ομάδα του Karplus, 

Πανεπιστήμιο Harvard) και AMBER (ερευνητική ομάδα του Peter Kollmann, 

UCSF, ανακαλύφθηκε από τους ερευνητές της εταιρίας Arnold Hagler). 

3.3.5 Tο πρόγραμμα AMBER 

Η ιδέα για τη δημιουργία του AMBER281 (Assisted Model Building with Energy 

Refinement) ξεκίνησε όταν ο Paul Weiner εντάχθηκε στην ερευνητική ομάδα 

του Peter Kollman (UCSA) το 1978. Ο Weiner είχε ασχοληθεί με μοριακή 

μηχανική και τεχνικές ταυτοποίησης με ακτίνες Χ ως μεταδιδακτορικός 

ερευνητής στο πανεπιστήμιο του Harvard, στην ερευνητική ομάδα του Μartin 

Karplus (CHARMM). Ο  Weiner είχε γνώσεις πάνω σε έναν κώδικα ο οποίος 

χρησιμοποιούσε μοριακή μηχανική για τον υπολογισμό συγκεκριμένων 

ενεργειακών ιδιοτήτων με εφαρμογή σε μικρό αριθμό μορίων. 

Σκοπός των Weiner και Kollman ήταν η εξέλιξη αυτού του κώδικα σε ένα 

γενικευμένο πρόγραμμα μοριακής μηχανικής με το οποίο θα μπορούσαν να 

αναλυθούν ενεργειακοί όροι σε συνδυασμό με τη γραφική απεικόνισή τους. 

Επίσης, στο πρόγραμμα αυτό θα έπρεπε να μπορεί να υπολογίζεται η 
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ενέργεια μικρών μορίων και πολυμερών ενώ ταυτόχρονα να είναι εύχρηστο 

και κατανοητό από τους χρήστες.  

Η επίτευξη του στόχου τους έγινε με τη δημιουργία του προγράμματος  

AMBER, όπως αυτό περιγράφεται σε σχετική δημοσίευση.282 Μέσα από μια 

διαδικασία ευτυχών συγκυριών και πολυάριθμων συνεργασιών το πρόγραμμα 

εξελίχτηκε και συμπληρώθηκε με επιμέρους προγράμματα. Το 1995 το 

πακέτο προγραμμάτων AMBER έφτασε να αποτελείται από 65 προγράμματα, 

930 αρχεία προγραμματισμού αποτελούμενα από περίπου 332.000 γραμμές 

εκ των οποίων οι 187.000 ήταν κώδικας.283  

 

Εικόνα 3.1: Peter Kollman και Thomas Cheatham. 

Από τότε μέχρι σήμερα, ο κώδικας έχει υποστεί πολλές βελτιστοποιήσεις και 

προσθήκες προγραμμάτων για την ανάλυση των αποτελεσμάτων της 

προσομοίωσης (Πίνακας 3.1).    
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Πίνακας 3.1: Η εξέλιξη του προγράμματος AMBER. 

Έτος Έκδοση Οι σημαντικότερες τροποποιήσεις ανά έκδοση 

1981 1.1 Ελαχιστοποίηση ενέργειας 

1984 2 Προσθήκη Μοριακής Δυναμικής 

1986 3 Υπολογισμοί ΔG, QM/MM 

1989 3.1 
Εκκαθάριση του κώδικα (bug fixes), βελτίωση της 
επίδοσης, καταμερισμός μνήμης (shared memory) 

1991 4 

NMR refinement (τεχνική στην οποία οι αρχικές 
συντεταγμένες του συστήματος έχουν προκύψει από 
πειράματα NMR), normal modes (τεχνική 
υπολογισμού της εντροπίας), βελτίωση της τεχνικής 
υπολογισμού της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης 
(ΔG serious code bifurcation) 

1994 4.1 
Particle Mesh Ewald (μέθοδος υπολογισμού των 
ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων) , περισσότερος 
καταμερισμός μνήμης 

1997 5 Particle Mesh Ewald (βελτιώσεις στον κώδικα) 

1999 6 
Particle Mesh Ewald Molecular Dynamics (pmemd): 
επανεγγραφή σε Fortran 90 

2002 7 Βελτιστοποιήσεις στη Fortran 90 

2004 8 
Βελτίωση της ταχύτητας εκτέλεσης της μοριακής 
δυναμικής (fast engine pmemd), επικύρωση των 
εκτελέσιμων τμημάτων του κώδικα (configure scripts) 

2006 9 Eκτέλεση των προσομοιώσεων σε σταθερό pH 

2008 10 

Τα προγράμματα ανάλυσης του AMBER είναι 
προσβάσιμα μέσω διαδικτύου (AmberTools: open 
source), ενέργεια επιδιαλύτωσης Poisson-Boltzmann 
(solvation energy) 

2010 11 Εισαγωγή του κώδικα GPU 

2012 12 
Βελτιστοποίηση του πεδίου δυνάμεων (ff12SB), 
βελτιστοποίηση του κώδικα GPU 

2014 14 
Πολύ καλύτερη επίδοση σε πολλαπλά CPUs και 
δραματική βελτίωση της ταχύτητας στα GPUs 
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Πάνω από 40 επιστήμονες, ερευνητές και εξωτερικοί συνεργάτες έχουν 

συνεργαστεί για τη δημιουργία του κώδικα. Αν και ο αριθμός των χρηστών 

είναι δύσκολο να εκτιμηθεί, το πρόγραμμα είναι εγκατεστημένο σε 1000 

διαδικτυακούς τόπους ενώ οι αναφορές στο πρόγραμμα στη διεθνή 

βιβλιογραφία φτάνει τις 4000 (2012).284 

3.3.6 Δομή του AMBER 

Το βασικό χαρακτηριστικό του προγράμματος είναι το πεδίο δυνάμεων που 

χρησιμοποιεί και το οποίο περιγράφεται από την εξίσωση: 

   (11) 

Η πορεία εργασίας στο AMBER φαίνεται στο σχήμα που ακολουθεί ενώ η 

περιγραφή των προγραμμάτων που φαίνονται στο σχήμα μπορεί να 

αναζητηθεί στο εγχειρίδιο του AMBER.285 Παρακάτω, θα αναφερθούμε 

συνοπτικά στα πιο σημαντικά από αυτά τα προγράμματα. 
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Σχήμα 3.2: Πορεία εργασίας στο AMBER. 

Οι τρεις βασικές μηχανές που περιέχονται στο πακέτο AMBER είναι οι: 

sander, pmemd, pmemd.cuda. To sander είναι η βασική μηχανή του AMBER 

που χρησιμοποιείται για την ελαχιστοποίηση της ενέργειας και την εκτέλεση 

της μοριακής δυναμικής. Η ελαχιστοποίηση της ενέργειας επιτυγχάνεται με τη 

μετακίνηση των ατόμων σε ελαχιστοποιημένες ενεργειακές βαθμίδες μέχρις 

ότου επιτευχθεί μια μέση τιμή ελάχιστης ενέργειας. Προκειμένου να εξευρεθεί 

η ελάχιστη ενέργεια, το πρόγραμμα παράγει διαφορετικές διαμορφώσεις του 

συστήματος οι οποίες προκύπτουν από την ολοκλήρωση της Νευτώνειας 

εξίσωσης της κίνησης. Επίσης, πιο λεπτομερής αναζήτηση διαμορφώσεων 

και μοντελοποίηση της μοριακής δυναμικής με χρήση του πεδίου δυνάμεων 

του AMBER μπορεί να πραγματοποιηθεί στο sander, ενώ παράλληλα 

επιτρέπει την προσθήκη παραμέτρων και περιορισμών αναλόγως με το 

πείραμα στο οποίο εφαρμόζεται. 
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Με δεδομένη την ενεργειακή κατανάλωση των υπολογιστών που εκτελούν το 

sander καθώς και τις δυνατότητες από την ανάπτυξη των υπερ-υπολογιστών, 

το πρόγραμμα ξαναγράφτηκε. Σκοπός ήταν η υψηλή απόδοση και η βελτίωση 

της σταθερότητάς του σε παράλληλους επεξεργαστές. Το πρόγραμμα αυτό 

ονομάστηκε pmemd, γράφτηκε από τον Bob Duke (National Institute of 

Environmental Health Sciences) και αποτέλεσε μέρος του AMBER6. Από το 

AMBER10 και μετά, το πρόγραμμα τροποποιήθηκε και βελτιστοποιήθηκε 

κυρίως από το εργαστήριο του Ross Walker (the San Diego Supercomputer 

Center) ενώ προστέθηκαν παράμετροι για την προσομοίωση μεγάλων 

συστημάτων. 

Με την εμφάνιση των μονάδων επεξεργασίας γραφικών (graphics processing 

units, GPU) ως πρακτική και ισχυρή πλατφόρμα για τις υπολογιστικές 

επιστήμες, το πρόγραμμα pmemd μεταφέρθηκε σε αυτήν την GPU 

πλατφόρμα και ονομάστηκε pmemd.cuda. Τη εργασία αυτή ηγείται το 

εργαστήριο του Ross Walker σε συνεργασία με τον Scott Le Grand (nVIDIA), 

χρησιμοποιώντας τη γλώσσα προγραμματισμού της εταιρίας nVIDIA 

(Compute Unified Device Architecture, CUDA).286 Το πρόγραμμα 

pmemd.cuda συνεχώς αναβαθμίζεται καθώς η τεχνολογία των GPU 

εξελίσσεται ραγδαία. Η επίδραση της GPU τεχνολογίας στη χρονική επίδοση 

του προγράμματος προσομοίωσης, φαίνεται στον πίνακα που ακολουθεί. 
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Πίνακας 3.2: Βελτίωση της επίδοσης του AMBER στην ταχύτητα παραγωγής χρόνου 

προσομοίωσης της μοριακής δυναμικής.283 

Έκδοση 
AMBER 

Έτος 
Ταχύτητα 
(ps/ημέρα) 

4.1 Ιούνιος, 1995 342 

5 Νοέμβριος, 1997 347 

6 Δεκέμβριος, 1999 421 

7 Μάρτιος, 2002 508 

8 Μάρτιος, 2004 677 

9 Μάρτιος, 2006 941 

10 Απρίλιος, 2008 1187 

11 Μάρτιος, 2010 1230 

11(GPUα) Μάρτιος, 2010 50.790 

12(GPUβ) Απρίλιος, 2012 75.389 

Ο πίνακας αναφέρεται στις ταχύτητες 1000 βημάτων (time step = 2 fs, cutoff = 8 Ǻ) σε έναν 

επεξεργαστή (Intel Xeon x86_64, 3,4 GHz, ή α=GTX580 ή β=GTX680 GPUs). 

Για τον υπολογισμό της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης, χρησιμοποιείται το 

πρόγραμμα MM-PBSA.py με το οποίο υπολογίζονται οι τιμές των 

παραγόντων που συνεισφέρουν στη διαμόρφωση της τιμής της. Όπως 

φαίνεται και από το Σχήμα 3.3, η ενέργεια πρόσδεσης εξαρτάται από το 

άθροισμα των δυνάμεων van der Waals (ΔΕvdW), των ηλεκτροστατικών 

αλληλεπιδράσεων (ΔΕelec) και των πολικών (ΔGPB) και μη-πολικών (ΔGNP) 

όρων της ελεύθερης ενέργειας διάλυσης.  

 

Σχήμα 3.3: Η ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης ενός συστήματος είναι το άθροισμα των 

πολικών και μη πολικών αλληλεπιδράσεων. 
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Η συνεισφορά των πολικών όρων (ΔGPB) υπολογίζεται με τη χρήση της 

μεθόδου Poisson-Boltzmann (PB).287 Για τον υπολογισμό της συνεισφοράς 

των μη-πολικών αλληλεπιδράσεων (ΔGNP), χρησιμοποιείται η μέθοδος της 

εκτεθειμένης στο διαλύτη επιφάνειας (solvent-accessible surface area, SASA). 

Η ΔGNP υπολογίζεται από την εξίσωση: 

ΔGNP =γSA + β                                                                                            (12) 

Όπου ο όρος SA είναι η επιφάνεια του συμπλόκου, ο όρος γ είναι 0,005420 

kcal∙mol-1∙Å-2 ενώ ο όρος β είναι -1,008000 kcal∙mol-1.288 Οι όροι γ και β είναι 

σταθερές που σχετίζονται με το συντελεστή επιφανειακής τάσης. 

Με το πρόγραμμα cpptraj289 αναλύονται τα αρχεία με τις συντεταγμένες των 

συστημάτων, τα οποία έχουν προκύψει από τα πειράματα της μοριακής 

δυναμικής. Μέρος του κώδικα έχει γραφτεί από τον καθηγητή Thomas 

Cheatham (Πανεπιστήμιο Utah, PhD με υπεύθυνο καθηγητή τον Peter 

Kollman) σε γλώσσα C++. Με το πρόγραμμα αυτό μπορούν να διαβαστούν 

πολλαπλά αρχεία με συντεταγμένες αναφοράς και τοπολογίας (φορτία, 

δεσμοί, γωνίες και άλλα) να αναλυθούν και να παραχθούν αρχεία με 

μετρήσεις (RMSD, αποστάσεις, δεσμοί υδρογόνου, ενέργειες, δίεδρες γωνίες 

και άλλα). Η εφαρμογή του μπορεί να γίνει είτε για το σύνολο του συστήματος 

είτε για συγκεκριμένα μόρια και μπορεί να αναλύσει είτε μέρος των αρχείων 

που έχουν παραχθεί από την μοριακή δυναμική είτε το σύνολο. Η εκτέλεση 

των υπολογισμών δεν είναι χρονοβόρα. 
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4. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4                                                                  

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

Η έρευνα που διεξάγεται στο εργαστήριο Οργανικής Χημείας του 

Πανεπιστημίου Αθηνών με υπεύθυνο τον καθ. Γ. Κόκοτο, έχει ως στόχο την 

ανακάλυψη εκλεκτικών αναστολέων των φωσφολιπασών. Πρόσφατα, ένα 

από τα αποτελέσματα αυτής της έρευνας ήταν η ανακάλυψη οτι η ένωση 

GK126 ένα 2-οξοαμιδικό παράγωγο της (S)-λευκίνης, είναι ισχυρός 

αναστολέας της εκκριτικής φωσφολιπάσης ΙΙΑ (GIIA sPLA2). 

 

GK126 

Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η ανάπτυξη νέων ισχυρών και 

εκλεκτικών αναστολέων της φωσφολιπάσης GIIA sPLA2 και η κατανόηση, 

μέσω μελετών της μοριακής μοντελοποίησης, του τρόπου αλληλεπίδρασης 

των αναστολέων με το ενεργό κέντρο του ενζύμου. 

Ένας στόχος της παρούσας διατριβής ήταν η βελτιστοποίηση της δράσης της 

GK126, με την εφαρμογή αλλαγών στην δομή της. Για τον σκοπό αυτό, 

σχεδιάστηκαν νέα 2-οξοαμιδικά παράγωγα των φυσικών αμινοξέων, S και R 

απεικόνισης, καθώς επίσης και μη φυσικών αμινοξέων. Για την αξιολόγηση 

της δράσης τους, χρησιμοποιήθηκαν πειράματα προσομοίωσης της μοριακής 

πρόσδεσης στο ενεργό κέντρο του ενζύμου με τη βοήθεια του προγράμματος 

GOLD. Με βάση αυτά τα in silico πειράματα μπορούν να επιλεγούν οι ενώσεις 

με τις ευνοϊκότερες βαθμονομίσεις πρόσδεσης ώστε να συντεθούν και να 

μελετηθεί με  in vitro πειράματα η ανασταλτική τους δράση. 

Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία, ότι παράγωγα που φέρουν τον δακτύλιο 

του ινδολίου έχουν ισχυρή ανασταλτική δράση έναντι της GIIA sPLA2. Ένας 

επιπλέον στόχος της παρούσας έρευνας ήταν να διερευνηθεί αν αντίστοιχα 

παράγωγα που φέρουν τον δακτύλιο της κουμαρίνης και της κινολινόνης 

έχουν ικανότητα πρόσδεσης στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Προς τούτο, νέα 
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παράγωγα της κουμαρίνης και της κινολινόνης σχεδιάστηκαν για να μελετηθεί 

υπολογιστικά η ικανότητα πρόσδεσής τους στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. 

Η όσο το δυνατόν σε βάθος κατανόηση του τρόπου αλληλεπίδρασης των 

αναστολέων με το ενεργό κέντρο του ενζύμου, οδήγησε στη διεξαγωγή 

προσομοίωσης της μοριακής δυναμικής του συμπλέγματος πρωτεΐνης-

αναστολέα. Μελλοντικός άμεσος στόχος είναι η δυνατότητα να 

χρησιμοποιηθεί ο συνθετικός αναστολέας που παρουσιάζει τα καλύτερα in 

vitro αποτελέσματα για την αντιμετώπιση καταστάσεων φλεγμονής, 

συμπεριλαμβανομένης και της αθηροσκλήρωσης. 
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5. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5                                                      

ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΝΕΩΝ 2-ΟΞΟΑΜΙΔΙΚΩΝ 

ΠΑΡΑΓΩΓΩΝ 

5.1 Σύγκριση κρυσταλλογραφικών μελετών της GIIA sPLA2 

Η υπολογιστική μελέτη ξεκίνησε με τη σύγκριση των διαθέσιμων 

κρυσταλλογραφικών μελετών της πρωτεΐνης GIIA sPLA2. Σκοπός ήταν να 

βρεθούν οι διαμορφωτικές διαφορές των αμινοξέων - κυρίως του ενεργού 

κέντρου - όταν το ένζυμο ήταν ελεύθερο και όταν υπήρχε κάποιος αναστολέας 

στο ενεργό κέντρο του. 

Υπάρχουν 13 κρυσταλλογραφικές μελέτες της πρωτεΐνης GIIA sPLA2 με ή 

χωρίς αναστολέα στο ενεργό της κέντρο, διαθέσιμες στη βάση δεδομένων 

PBD (www.rcsb.org), οι οποίες παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.1 κατά 

χρονολογική σειρά. Με τη βοήθεια του προγράμματος GOLD 5.2290 

πραγματοποιήθηκε η υπέρθεση των δομών αυτών ανά δύο ή ανά τρεις για να 

διαπιστωθούν διαμορφωτικές διαφορές μεταξύ τους.   

Πίνακας 5.1: Κρυσταλλογραφικές μελέτες της ανθρώπινης εκκριτικής φωσφολιπάσης 

ΙΙΑ. 

PDB Έτος Ανάλυση (Å) 

3U8B, 3U8D, 
3U8H, 3U8I 

2012 1,10-2,30 

1KQU 2003 2,10 

1J1A 2003 2,20 

1KVO 1996 2,0 

1DCY 1995 2,70 

1AYP 1995 2,57 

1DB4 1995 2,20 

1BBC 1991 2,20 

1POD, 1POE 1991 2,10 

http://www.rcsb.org/
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Όπως απεικονίζεται από τις κρυσταλλογραφικές μελέτες, ο τρόπος 

πρόσδεσης των αναστολέων είναι αρκετά συγκεκριμένος ενώ καταλαμβάνουν 

τον ίδιο χώρο στο ενεργό κέντρο, ανεξάρτητα της δομής τους (Εικόνα 5.1).  

 

Εικόνα 5.1: Υπέρθεση των αναστολέων με τους οποίους έχει συγκρυσταλλωθεί η GIIA 

sPLA2. 

Το ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2 έχει την ιδιαιτερότητα ότι είναι μικρό, ρηχό 

και εκτεθειμένο στον διαλύτη. Για παράδειγμα, στην Εικόνα 5.2 απεικονίζεται 

η υπέρθεση δύο διαφορετικών δομικά αναστολέων στο ενεργό κέντρο του 

ενζύμου. Η υπέρθεση των δομών έγινε με την βοήθεια του προγράμματος 

GOLD. Με μωβ χρώμα παριστάνεται ένα αμιδικό παράγωγο της τυροσίνης 

(PDB:1KQU) ενώ με κίτρινο ένα ανάλογο φωσφολιπιδίου (PDB:1AYP). Παρά 

τις δομικές τους διαφορές, οι δύο αναστολείς καταλαμβάνουν τον ίδιο χώρο 

στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Επίσης, δεν παρατηρούνται σημαντικές 

διαφορές στη διαμόρφωση των αμινοξέων γύρω από τους αναστολείς.  
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Εικόνα 5.2: Υπέρθεση των αναστολέων από τις κρυσταλλογραφικές μελέτες 1KQU 

(μωβ) και 1AYP (κίτρινο) στο ενεργό κέντρο. 

Ωστόσο, όταν έγινε υπέρθεση του ενζύμου χωρίς αναστολέα και του ενζύμου 

με αναστολέα στο ενεργό κέντρο, παρατηρήθηκε ότι ο προσανατολισμός της 

HIS6 ήταν διαφορετικός. Δηλαδή, όταν δεν υπήρχε κάποιος αναστολέας η 

HIS6 προσανατολιζόταν προς το εσωτερικό του ενεργού κέντρου, ενώ 

παρουσία αναστολέα, προσανατολιζόταν προς τα έξω (Εικόνες 5.3 και 5.4). 
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Εικόνα 5.3: Υπέρθεση 1AYP, 1KQU, 3U8B (χωρίς αναστολέα) όπου απεικονίζονται 

μόνο τα κρίσιμα αμινοξέα του ενεργού κέντρου. Η 3U8B δεν έχει αναστολέα στο ενεργό 

της κέντρο με αποτέλεσμα κατά την υπέρθεση η HIS6 να εφάπτεται στον αναστολέα 

της 1AYP. 

 

 

Εικόνα 5.4: Υπέρθεση 1POD (χωρίς αναστολέα), 1J1A, 1KQU. Η HIS6 

προσανατολίζεται προς το εσωτερικό του ενεργού κέντρου όταν δεν υπάρχει 

αναστολέας και προς τα έξω παρουσία αναστολέα. 
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Αυτή η παρατήρηση σε σχέση με την υπόθεση ότι η θέση της HIS6 καθορίζει 

τον ρόλο που θα έχει το ένζυμο 291 - αν θα δράσει με τη καταλυτική του 

ιδιότητα ή θα αλληλοεπιδράσει με κάποιον υποδοχέα - χρησιμοποιήθηκε στην 

παραμετροποίηση των πειραμάτων προσομοίωσης. Δηλαδή, η HIS6 ορίστηκε 

ως ευκίνητη προκειμένου να διερευνηθεί η τοποθέτησή της ανάλογα με τον 

αναστολέα. 

Επίσης, παρατηρήθηκε ότι όταν το ένζυμο είναι χωρίς αναστολέα, το ενεργό 

κέντρο του καταλαμβάνεται από μόρια νερού (Εικόνα 5.5). Ως εκ τούτου, 

φαίνεται ότι για την πρόσδεση του αναστολέα στο ενεργό κέντρο γίνεται 

μετακίνηση αυτών των μορίων. Αυτή η μετακίνηση δεν ευνοείται ενεργειακά 

και ενδεχομένως να είναι ένας από τους λόγους για τους οποίους ορισμένες 

ενώσεις ενώ έχουν αποτελεσματικές βαθμονομήσεις μοριακής πρόσδεσης in 

silico, δεν παρουσιάζουν ανάλογη συμπεριφορά και στις in vitro πειραματικές 

μελέτες.   

 

Εικόνα 5.5: Υπέρθεση των αναστολέων 3U8D (κόκκινο) και 1DCY (πράσινο). Φαίνεται 

μόνο το ενεργό κέντρο με τους δύο αναστολείς. Οι κουκίδες είναι μόρια νερού. 

Οι αλληλεπιδράσεις που δημιουργούνται μεταξύ του ενεργού κέντρου και των 

αναστολέων είναι παρόμοιες σε όλες τις κρυσταλλογραφικές μελέτες. Τα 

φορτισμένα μέρη των ενώσεων – όπως η αποπρωτονιομένη καρβοξυλομάδα 
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– αλληλοεπιδρούν με το ιόν ασβεστίου. Οι αλειφατικές αλυσίδες των ενώσεων 

διευθετούνται στο υδρόφοβο τμήμα του ενεργού κέντρου και αναπτύσσουν 

λιπόφιλες αλληλεπιδράσεις με τα αμινοξέα. Επιπλέον, οι δεσμοί υδρογόνου 

που σχηματίζονται είναι συνήθως μεταξύ των αμινοξέων GLY29 και GLY31 

και των λειτουργικών ομάδων των αναστολέων (Εικόνα 5.6). 

 

Εικόνα 5.6: Μερικοί από τους αναστολείς που έχουν συγκρυσταλλωθεί με το ένζυμο 

GΙΙΑ sPLA2. 

Μελετώντας τις διαμορφώσεις και τις αλληλεπιδράσεις των αναστολέων που 

έχουν συγκρυσταλλωθεί με το ένζυμο προέκυψαν τα παρακάτω 

συμπεράσματα:   

α. οι δεσμοί υδρογόνου που φαίνεται να παίζουν καθοριστικό ρόλο στην 

πρόσδεση καταγράφονται στο πίνακα που ακολουθεί. 
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Πίνακας 5.2: Δεσμοί υδρογόνου που παρατηρούνται στις κρυσταλλογραφικές μελέτες 

της GIIA sPLA2. 

ομάδα 
αναστολέα 

αμινοξύ του ενεργού 
κέντρου 

μέση 
απόσταση 

(Å) 

-ΝΗ HIS47 2,8-4,2 

NHCO GLY29 1,7-2,9 

COO- GLY31 1,8-2,6 

 

β. μια θέση υποκατάστασης του ιόντος ασβεστίου θα πρέπει να 

καταλαμβάνεται από μία λειτουργική ομάδα του αναστολέα (2,3-2,6 Å). 

γ. το λιπόφιλο τμήμα του αναστολέα τοποθετείται με τέτοιο τρόπο ώστε να 

περιβάλλεται από τα αμινοξέα PHE5, HIS6, ALA17, GLY22, CYS44. 

Η αξιολόγηση των αποτελεσμάτων της προσομοίωσης νέων ενώσεων, έγινε 

με βάση τις αλληλεπιδράσεις γνωστών αναστολέων στο ενεργό κέντρο του 

ενζύμου, όπως περιγράφονται από τις κρυσταλλογραφικές μελέτες. 

 

5.2 Προετοιμασία για τη διεξαγωγή των πειραμάτων προσομοίωσης 

της μοριακής πρόσδεσης 

5.2.1 Σχεδιασμός και προετοιμασία των δομών των υποψηφίων 

αναστολέων  

Οι ενώσεις σχεδιάστηκαν με τη βοήθεια του υπολογιστικού προγράμματος  

SYBYL 8.0.292 Κατά τη σχεδίαση, προσδιορίστηκε το είδος των δεσμών και η 

απεικόνιση του χειρόμορφου κέντρου, ενώ ο προσδιορισμός του φορτίου 

έγινε με την επιλογή του κατάλληλου ‘Atom Type’ (Edit → Modify → Atom 

Type). Οι καρβοξυλικές ομάδες ορίστηκαν ως αποπρωτονιομένες (O.co2).  

Στη συνέχεια, οι ενώσεις ελαχιστοποιήθηκαν με την εφαρμογή διαδοχικών 

αλγορίθμων. Αρχικά, επιλέχθηκε το κριτήριο ‘energy change’ για την εύρεση 

του ελάχιστου ενέργειας και εφαρμόστηκαν η μέθοδος απότομης καταβύθισης 
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‘steepest descent’ (300 βήματα), η μέθοδος συζυγών βαθμίδων ‘conjugate 

gradient’ (300 βήματα) και τέλος ο αλγόριθμος Powell293 (700 βήματα). Τα 

βήματα επαναλήφθηκαν, με το κριτήριο ‘Gradient’ 0,05 kcal·mol-1·Å-1 για την 

εύρεση του τοπικού ελάχιστου. Κατά την διάρκεια των παραπάνω 

ελαχιστοποιήσεων, επιλέχθηκε και εφαρμόστηκε το πεδίο δυνάμεων Tripos.294  

Για ορισμένες ενώσεις - αυτές με τα καλύτερα υπολογιστικά αποτελέσματα – 

χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος προσομοίωσης μοριακής δυναμικής υψηλής 

θερμοκρασίας ανόπτησης (simulated annealing) με σκοπό να παραχθούν 30 

πιθανές διαμορφώσεις τους. Τα βήματα που ακολουθήθηκαν σε αυτή τη 

μέθοδο ήταν η θέρμανση των δομών στους 600 K για 1500 fs και στη 

συνέχεια ψύξη στους 250 K για 2000 fs. Χρησιμοποιήθηκε το πεδίο δυνάμεων 

Tripos και οι διαμορφώσεις που προέκυψαν, ελαχιστοποιήθηκαν με τον 

αλγόριθμο Powell με βαθμίδα ελαχιστοποίησης ενέργειας 0,05 kcal·mol-1·Å-1 

για 200 βήματα. 

5.2.2 Προετοιμασία της πρωτεΐνης και παραμετροποίηση των 

υπολογιστικών προγραμμάτων προσομοίωσης 

Η κρυσταλλική δομή της GIIA sPLA2 που χρησιμοποιήθηκε για τα 

υπολογιστικά πειράματα είναι η 1KQU.113 Οι πλευρικές αλυσίδες που έλειπαν 

συμπληρώθηκαν με τη βοήθεια της εφαρμογής Prime του προγράμματος 

Maestro της Schrödinger.295 

5.2.2.1 Ρυθμίσεις των πειραμάτων προσομοίωσης με το πρόγραμμα 

GOLD 

Η πρωτεΐνη εισήχθη στο πρόγραμμα GOLD και προστέθηκαν τα υδρογόνα 

που έλειπαν από τη δομή. Το ενεργό κέντρο του ενζύμου ορίστηκε με κέντρο 

τον αναστολέα της κρυσταλλογραφικής μελέτης 1KQU και ακτίνα 5 Å, 

συμπεριλαμβανομένων των κρίσιμων αμινοξέων LEU2, PHE5, HIS6, GLY29, 

GLY31, HIS47, ASP48, LYS52, LYS62 και ASP91. Οκτώ μόρια νερού κοντά 

στο ενεργό κέντρο διατηρήθηκαν και ορίστηκαν ως ‘Τoggle’ και ‘Spin’ ενώ τα 

υπόλοιπα διαγράφηκαν από την κρυσταλλογραφική δομή. Κατά τη διάρκεια 

της προσομοίωσης, η διαμόρφωση της πρωτεΐνης διατηρήθηκε σταθερή (rigid 

receptor) από το πρόγραμμα, ενώ υπάρχει η επιλογή κάποια αμινοξέα να 
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έχουν τη δυνατότητα περιστροφής των πλευρικών τους αλυσίδων. Έτσι, η 

HIS6 ορίστηκε ως ευέλικτη και οι δότες / δέκτες δεσμών υδρογόνου ορίστηκαν 

ως προσιτοί από το διαλύτη. Η γεωμετρία του ιόντος ασβεστίου ορίστηκε ως η 

προκαθορισμένη από το πρόγραμμα (‘Default’). Ο αναστολέας ορίστηκε 

ευέλικτος με περιστροφή των αμιδικών ομάδων, των καρβοξυλομάδων και 

των αρωματικών δακτυλίων του. 

Για τη βαθμονόμηση των λύσεων χρησιμοποιήθηκε η εξίσωση 

ChemScore296,272 καθώς και οι παράμετροι που περιγράφονται στο φάκελο 

chemscore.p450_csd.params, ενώ συμψηφίστηκε και η εσωτερική ενέργεια 

του αναστολέα ‘Internal ligand energy offset → Enabled’.  

Επειδή στο GOLD υπολογίζονται οι αλληλεπιδράσεις και οι δεσμοί με βάση 

τον τύπο των ατόμων ‘Atom Type’, χρησιμοποιήθηκε η επιλογή ‘Automatically 

set atom and bond types’ για τον αναστολέα προκειμένου να οριστεί ο τύπος 

του αυτόματα από το πρόγραμμα. Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται η 

αυτόματη διόρθωση των τύπων των ατόμων και των δεσμών σε περίπτωση 

που υπάρχουν λάθη. Οι  ρυθμίσεις  του  γενετικού αλγόριθμου ορίστηκαν από 

τις προεπιλεγμένες με 100.000 βήματα. Η επιλογή ‘No of GA runs’, που είναι 

ο αριθμός των κύκλων που χρησιμοποιείται ο γενετικός αλγόριθμος ανά 

πείραμα, ορίστηκε στα 10 βήματα. 

5.2.2.2 Ρυθμίσεις των πειραμάτων προσομοίωσης με το πρόγραμμα 

GLIDE 

Οι δομές των ενώσεων που σχεδιάστηκαν στο SYBYL εισήχθησαν στο 

Maestro και προετοιμάστηκαν κατάλληλα με την εφαρμογή LigPrep 2.3.297 Ο 

ιοντισμός των ενώσεων έγινε σε pH = 7,4 ενώ για τον προσδιορισμό του 

ιοντισμού χρησιμοποιήθηκε η εφαρμογή Epik 2.0.298 Το πεδίο δυνάμεων 

OPLS_2005 27 επιλέχθηκε για την ελαχιστοποίηση της ενέργειας των δομών. 

Η προετοιμασία της πρωτεΐνης έγινε με την εφαρμογή ‘Protein Preparation 

Wizard’295 όπου ορίστηκαν οι δισουλφιδικοί δεσμοί, προστέθηκαν τα 

υδρογόνα και προβλέφθηκε ο ιοντισμός και η ταυτομέρεια των αμινοξέων του 

ενζύμου. Το ενεργό κέντρο του ενζύμου ορίστηκε ως ένας κύβος με κέντρο 

τον αναστολέα και μήκος πλευρών 12 Å. Για τη βαθμονόμηση των λύσεων 
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που παρήχθησαν από το GLIDE χρησιμοποιήθηκε η εξίσωση GlideScore ενώ 

ο τρόπος πρόσδεσης ορίστηκε από τον αλγόριθμο ‘extra precision’ (XP) 

Glide,299 ο οποίος είναι πιο αξιόπιστος στις περιπτώσεις που το ενεργό κέντρο 

περιέχει μέταλλο.   

5.2.2.3 Ρυθμίσεις των πειραμάτων προσομοίωσης με το πρόγραμμα 

SYBYL 

Η προετοιμασία της πρωτεΐνης έγινε με την εφαρμογή ‘Protein Preparation’. 

Το ενεργό κέντρο ορίστηκε με κέντρο τον αναστολέα και με τη βοήθεια του 

‘protomol’. Η τιμή για το ‘Threshold’, το οποίο ορίζει τον όγκο του ενεργού 

κέντρου, ορίστηκε στα 0,5 και για το ‘Bloat’, όπου ορίζει αν θα συμπεριλάβει 

μικρές κοιλότητες που βρίσκονται κοντά στο ενεργό κέντρο, στο 0. Για την 

προσομοίωση της μοριακής πρόσδεσης χρησιμοποιήθηκε ο αλγόριθμος 

Surflex-Dock, κατά τη διάρκεια του οποίου η δομή της πρωτεΐνης διατηρείται 

σταθερή (rigid receptor), ενώ αυτή του αναστολέα παρουσιάζει πλήρη 

ευελιξία. 

5.3 Επιλογή του κατάλληλου υπολογιστικού προγράμματος 

Στο Εργαστήριο Μοριακής Μοντελοποίησης της Οργανικής Χημείας του 

Τμήματος Χημείας (υπεύθυνος καθ. Θ. Μαυρομούστακος) διαθέτει τρία 

προγράμματα προσομοίωσης της μοριακής πρόσδεσης και αυτά είναι: το 

GOLD 5.2 (Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC)), το Maestro 9.1 

(Schrödinger computational technology) και το SYBYL 8.0 (Tripos). 

Προκειμένου να επιλέξουμε το καταλληλότερο πρόγραμμα για το σύστημα 

που εξετάζουμε, επιλέξαμε δύο γνωστούς από τη βιβλιογραφία αναστολείς. Οι 

παράμετροι που χρησιμοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή των πειραμάτων, 

αρχικά ήταν οι προβλεπόμενοι ‘default’ από τα προγράμματα. 

Οι δύο αναστολείς που επιλέξαμε ήταν ο GK126118 και ένα αμιδικό παράγωγο 

της τυροσίνης 29113 το οποίο έχει συγκρυσταλλωθεί με την πρωτεΐνη.  
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                      GK126                                                            29 

Τα αποτελέσματα από τα τρία προγράμματα αναγράφονται στον πίνακα που 

ακολουθεί.  
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Πίνακας 5.3: Αποτελέσματα από τη μοριακή πρόσδεση δύο γνωστών αναστολέων με 

τη βοήθεια τριών διαφορετικών προγραμμάτων προσομοίωσης. 

  
 
 

 

 
 

SYBYL 

  

GOLD 

  

MAESTRO 

  

 

Μεταξύ των τριών προγραμμάτων, οι λύσεις που προέκυψαν για τη 

διευθέτηση των δύο ενώσεων στο ενεργό κέντρο του ενζύμου είναι 

παρόμοιες, ενώ οι  αλληλεπιδράσεις ενζύμου-αναστολέα που σχηματίζονται  
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είναι σύμφωνες με αυτές που παρουσιάζονται στις κρυσταλλογραφικές 

μελέτες. Δεδομένου ότι οι βαθμονομήσεις για τις παραχθείσες διαμορφώσεις 

ήταν ικανοποιητικές και μέσα στις αναμενόμενες τιμές, αποφασίσαμε να 

συνεχίσουμε τα πειράματα με το πρόγραμμα GOLD, με το οποίο είχαν γίνει 

και τα πειράματα προσομοίωσης του αναστολέα GK126.118  

5.4 Επιλογή της εξίσωσης βαθμονόμησης στο GOLD 

Η βαθμονόμηση των αποτελεσμάτων προσομοίωσης της μοριακής 

πρόσδεσης με το πρόγραμμα GOLD γίνεται κυρίως με βάση την ενέργεια των 

διαμορφώσεων του αναστολέα, παρά με βάση τη συμμετοχή του στον 

σχηματισμό δεσμών υδρογόνου με τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου.  

Ανάλογα με το είδος των αναστολέων που θα προσομοιωθούν και την 

υπολογιστική μέθοδο που θα χρησιμοποιηθεί (π.χ. πολλοί αναστολείς / 

συγκριτικά αποτελέσματα ή ένας μόνο αναστολέας / μεμονωμένο 

αποτέλεσμα) το GOLD διαθέτει 4 προκαθορισμένες εξισώσεις για την 

βαθμονόμηση ενώ υπάρχει δυνατότητα  τροποποίησης των παραμέτρων της 

κάθε εξίσωσης.  

Η εξίσωση βαθμονόμησης GoldScore βασίζεται κυρίως στο σχηματισμό 

αλληλεπιδράσεων  Van der Walls και δεσμών υδρογόνου. 

Στην εξίσωση βαθμονόμησης ChemScore η ενέργεια πρόσδεσης 

διαμορφώνεται από παραμέτρους που επηρεάζονται από το σχηματισμό 

δεσμών υδρογόνου, την αλληλεπίδραση μετάλλου / αναστολέα και την 

λιποφιλικότητα του αναστολέα. Επίσης, στην εξίσωση περιλαμβάνεται ο όρος 

/ φραγμός ΔE(clash) για φτωχές ενεργειακά διαμορφώσεις και η ενέργεια από 

την εσωτερική συστροφή ΔE(int). Οι δύο αυτοί όροι αποκτούν μεγάλες τιμές 

για διαμορφώσεις που δεν ευνοούνται ενεργειακά. 

Η εξίσωση βαθμονόμησης Astex Statistical Potential (ASP) υπολογίζει 

στατιστικά τα αποτελέσματα από πιθανές αλληλεπιδράσεις ατόμου- ατόμου.  

Τέλος, στην εξίσωση βαθμονόμησης ChemPLP οι σχηματιζόμενοι δεσμοί 

υδρογόνου μεταξύ του ενεργού κέντρου του ενζύμου και του αναστολέα, οι 
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οποίοι εξαρτώνται από τη γωνία και την απόσταση, παίζουν ρόλο στη 

διαμόρφωση του αθροίσματος. 

Για την επιλογή της καταλληλότερης εξίσωσης για το σύστημα GIIA sPLA2-2-

οξοαμιδικά παράγωγα, πραγματοποιήθηκαν πειράματα προσομοίωσης της 

μοριακής πρόσδεσης των ενώσεων GK126, 29 και BR4 (PDB: 1KQU) στα 

οποία χρησιμοποιήθηκε διαφορετική εξίσωση βαθμονόμησης κάθε φορά. Οι 

εξισώσεις βαθμονόμησεις και οι παράμετροι που χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε 

πείραμα καταγράφεται στον πίνακα που ακολουθεί. 

Πίνακας 5.4: Πειράματα προσομοίωσης για την επιλογή της καταλληλότερης εξίσωσης 

βαθμονόμησης. 

ενώσεις ‘οδηγοί’ που 
προσομοιώθηκαν 

εξισώσεις βαθμονόμησης / 
παράμετροι 

GK126 
 

29 
 

BR4 (PDB: 1KQU) 

GoldScore/Default 

GoldScore/gold.params 

ChemScore/chemscore.params 

ChemScore/gold.params 

ASP/asp.params 

ChemPLP/chemplp.params 

 Τα υπολογιστικά αποτελέσματα που προέκυψαν από την εξίσωση 

βαθμονόμησης ChemScore με τη χρήση των παραμέτρων που 

περιγράφονται στο chemscore.params, αναπαρήγαγαν με μεγαλύτερη 

ακρίβεια τα πειραματικά αποτελέσματα. Αυτός ο συνδυασμός εξίσωσης και 

παραμέτρων χρησιμοποιήθηκε σε όλα τα πειράματα προσομοίωσης της 

μοριακή πρόσδεσης. 

5.5 Σχεδίαση νέων υποψήφιων αναστολέων της GΙΙΑ sPLA2 με βάση 

τη δομή του αναστολέα GK126 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, στο εργαστήριο του καθηγητή Γ. Κόκοτου, 

έχει γίνει σχεδιασμός και σύνθεση 2-οξοαμιδικών παραγώγων ως 

αναστολέων των φωσφολιπασών Α2. Από αυτούς, ο GK126 είχε την 

ισχυρότερη δράση στην αναστολή της GIIA sPLA2.  
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Προκειμένου να βελτιώσουμε τη δράση του, μελετήσαμε αλλαγές στην 

πλευρική αλυσίδα της λευκίνης. Αρχικά, η λευκίνη αντικαταστάθηκε από άλλα 

φυσικά αμινοξέα (S) και (R) απεικόνισης (Σχήμα 5.1). 

 

Σχήμα 5.1: Πορεία εργασίας για τον σχεδιασμό νέων υποψήφιων αναστολέων. 

Οι δομές σχεδιάστηκαν στο SYBYL, όπως αναφέρθηκε στο υποκεφάλαιο 

5.2.1, και εισήχθησαν στο GOLD για τα πειράματα προσομοίωσης της 

μοριακής πρόσδεσης τους στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. Σε αυτό το 

πρώτο βήμα των υπολογιστικών πειραμάτων, χρησιμοποιήθηκε μια 

διαμόρφωση από κάθε δομή για να προσομοιωθεί, προκειμένου να μειωθεί ο 

απαιτούμενος χρόνος για τη διεξαγωγή των υπολογισμών. Τα αποτελέσματα 

εκτιμήθηκαν με βάση: α) τη διευθέτηση των ενώσεων στο ενεργό κέντρο β) τις 

αλληλεπιδράσεις που αναπτύσσονται μεταξύ ένωσης και ενεργού κέντρου και 

γ) τη βαθμονόμησή τους.  

Για να επιτευχθεί η καλύτερη σύγκριση των υπολογισμών, τα 2-οξοαμιδικά 

παράγωγα χωρίστηκαν σε ομάδες που περιείχαν 3 εως 4 αμινοξέα. Η επιλογή 

έγινε με βάση τις ιδιότητες των αμινοξέων (π.χ. πολικά, μη πολικά), έτσι ώστε 

κάθε ομάδα να αποτελείται από διαφορετικούς τύπους αμινοξέων.   

Από τα αποτελέσματα προέκυψε ότι τα παράγωγα των αμινοξέων με (R) 

απεικόνιση είχαν χαμηλότερες βαθμονομήσεις συγκριτικά με αυτά με (S), κάτι 

το οποίο έχει παρατηρηθεί και σε in vitro πειράματα.118 Γι’ αυτό, σε αυτό το 

στάδιο προχωρήσαμε την έρευνα με τις δομές (S) απεικόνισης. Για κάθε μια 

από τις ενώσεις αυτές, παρήχθησαν 30 πιθανές διαμορφώσεις με τη μέθοδο 

προσομοίωσης μοριακής δυναμικής υψηλής θερμοκρασίας ανόπτησης και 
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προσομοιώθηκε η πρόσδεσή τους στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Ο λόγος 

που ακολουθήσαμε αυτή την πορεία ήταν για να αυξήσουμε τον αριθμό των 

παραγόμενων λύσεων έτσι ώστε να μειωθεί το στατιστικό λάθος επί του 

συνόλου των λύσεων.  

Από αυτό τον κύκλο πειραμάτων προέκυψε ότι τα 2-οξοαμιδικά παράγωγα 

των αμινοξέων με μη πολικές πλευρικές αλυσίδες ήταν αυτά που είχαν τις 

επιθυμητές διαμορφώσεις σε μεγαλύτερο ποσοστό από ότι τα άλλα 

παράγωγα. Στο Σχήμα 5.2 απεικονίζονται μερικά από τα αποτελέσματα της 

διευθέτησης των ενώσεων στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Οι 

αλληλεπιδράσεις που περιγράφονται στο Σχήμα 5.2, αναγράφονται αναλυτικά 

στο Πίνακα 5.5 που ακολουθεί. Στο Σχήμα 5.2 αναγράφονται και τα 

αποτελέσματα για το παράγωγο του (S)-γλουταμινικού οξέος για λόγους 

σύγκρισης.      
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Σχήμα 5.2: Τρόπος πρόσδεσης των 2-οξοαμιδικών παραγώγων όπως υπολογίστηκαν 

με χρήση του λογισμικού  GOLD. 

 

Πίνακας 5.5: Οι κύριες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 2-οξοαμιδικών παραγώγων και 

του ενεργού κέντρου της GIIA sPLA2 όπως υπολογίστηκαν με χρήση του λογισμικού 

GOLD. 

Ηλεκτροστατικές 
Αλληλεπιδράσεις 

Ca2+  - - -  COO- 
Ca2+  - - -  OCOCNH 

Υδρογονικοί Δεσμοί 

GLY29  - - -  OCNH / OCOCNH 
GLY31  - - -  COO- 
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Οι βαθμονομήσεις και οι ενεργειακοί υπολογισμοί για τις λύσεις του Σχήματος 

5.2 συνοψίζονται στο Πίνακα 5.6.  

Πίνακας 5.6: Ενεργειακοί υπολογισμοί για τις διαμορφώσεις των 2-οξοαμιδικών 

παραγώγων κατά την πρόσδεση, όπως υπολογίστηκαν από το GOLD. 

Παράγωγο ChemScore.Fitness ΔG ΔEclash.Weighted Rot.Weighted 

GK241, (S)-βαλίνη 36,69 -42,41 2,68 8,41 

34β, (S)-προλίνη 34,03 -39,84 1,53 10,15 

38γ, (S)-αλανίνη 33,13 -38,16 3,77 9,29 

38δ, (S)-
γλουταμινικό οξύ 

27,65 -39,67 8,55 12,88 

 

Από τον παραπάνω πίνακα, παρατηρούμε ότι οι λύσεις της γενικής εξίσωσης 

ChemScore για κάθε ένωση έχουν μικρές αριθμητικές διαφορές μεταξύ τους. 

Αυτό συμβαίνει πιθανότατα διότι οι ενώσεις που προσδέθηκαν έχουν μικρές 

δομικές διαφορές. Κατά συνέπεια, η βαθμονόμηση των ενώσεων με βάση 

αυτές τις λύσεις δεν είναι αρκετή για τη σωστή αξιολόγησή τους. Για τον λόγο 

αυτό, επιχειρήσαμε να αξιολογήσουμε τις ενώσεις και με βάση τους όρους της 

εξίσωσης ChemScore που δείχνουν το ενεργειακό κόστος (penalty) κατά την 

πρόσδεση, όπως ΔEclash.Weighted και Rot.Weighted. 

Με τον όρο ΔEclash.Weighted εκτιμά την αρνητική συνεισφορά από τις 

αλληλεπιδράσεις στις οποίες τα άτομα που συμετέχουν βρήσκονται σε λάθος 

απόσταση (π.χ. πολύ κοντά). Επίσης, συνυπολογίζει και τη λάθος γεωμετρία 

που πιθανόν να έχει ο αναστολέας κατά την πρόσδεση, όπως λάθος στην 

τάση δεσμών. Ο όρος Rot.Weighted. εκτιμά τις μη ενεργειακά ευνοϋκές 

αλλαγές εξ αιτίας του εντροπικού όρου, όταν οι απλοί άκυκλοι δεσμοί της 

ένωσης χάνουν τη δυνατότητα περιστροφής λόγω της πρόσδεσης. 

Συνήθως, οι ενώσεις για τις οποίες οι αρνητικοί όροι της εξίσωσης 

ChemScore έχουν μεγάλες τιμές και σε μεγάλο ποσοστό (επί του συνόλου 

των λύσεων) σε σύγκριση με τις υπόλοιπες ενώσεις, τείνουν να μην έχουν 

καλά βιολογικά αποτελέσματα, έστω και αν το αποτέλεσμα της εξίσωσης 

ChemScore είναι ικανοποιητικό. 
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Για παράδειγμα, η χωρική διευθέτηση του 2-οξοαμιδικού παραγώγου του 

γλουταμινικού οξέος 38δ είναι ικανοποιητική (Σχήμα 5.2Δ) και δημιουργεί τις 

επιθυμητές αλληλεπιδράσεις με τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου. Ωστόσο, οι 

τιμές των όρων που σχετίζονται με το ενεργειακό κόστος της πρόσδεσής του 

(ΔEclash.Weighted και Rot.Weighted), είναι μεγαλύτερες σε σχέση με των 

άλλων ενώσεων. Το γεγονός αυτό πιθανόν να εξηγεί τη χαμηλή βιολογική του 

δράση.  

Δεδομένων των παραπάνω υπολογιστικών αποτελεσμάτων, αποφασίσαμε να 

εξετάσουμε και δύο παράγωγα μη φυσικών αμινοξέων. Τα 2-οξοαμιδικά 

παράγωγα της tert-λευκίνης και του 2-αμινοϊσοβουτυρικού οξέος 

σχεδιάστηκαν και προσομοιώθηκε η πρόσδεσή τους στο ενεργό κέντρο της 

GIIA sPLA2 με τη βοήθεια του προγράμματος GOLD. Τα αποτελέσματα 

απεικονίζονται στο Σχήμα 5.3. Παρατηρούμε ότι σχηματίζονται 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ της καρβοξυλομάδας και της α-κετοομάδας με το 

ασβέστιο του ενεργού κέντρου. Επιπλέον, σχηματίζεται ένας δεσμός 

υδρογόνου με την GLY29 και με την GLY31 αντίστοιχα. 

 

Σχήμα 5.3: Τρόπος πρόσδεσης των 2-οξοαμιδικών παραγώγων της (S)-tert-λευκίνης 

(αριστερά) και του 2-αμινοϊσοβουτυρικού οξέος (δεξιά) όπως υπολογίστηκαν στο  

GOLD. 

Τα αποτελέσματα των ενεργειακών υπολογισμών για τις δύο ενώσεις 

αναγράφονται στον Πίνακα 5.7.  
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Πίνακας 5.7: Ενεργειακοί υπολογισμοί για τις διαμορφώσεις των ενώσεων 34γ και 34δ 

κατά την πρόσδεση, όπως υπολογίστηκαν στο GOLD. 

Παράγωγο ChemScore.Fitness ΔG ΔEclash.Weighted Rot.Weighted 

34γ, (S)-tert-λευκίνη 33,25 -41,32 7,25 8,03 

34δ, 2-
αμινοΐσοβουτυρικο οξύ 

31,69 -38,95 3,19 8,66 

 

Στοχεύοντας στην αύξηση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των αναστολέων και 

του ενεργού κέντρου, αποφασίσαμε να σχεδιάσουμε και να μελετήσουμε 2-

οξοαμιδικά παράγωγα διπεπτιδίων. Από τα αποτελέσματα των υπολογισμών, 

τα παράγωγα των διπεπτιδίων της βαλίνης, της φαινυλαλανίνης και της 

θρυπτοφάνης με την προλίνη, έδειξαν να έχουν περισσότερες πιθανότητες να 

προσδεθούν στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. 

Επίσης, παράγωγα της 2-υδροξυαμιδικής ομάδας εξετάστηκαν προκειμένου 

να διερευνήσουμε το ρόλο της α-κετοομάδας στην πρόσδεση των 

αναστολέων. Τα υπολογιστικά τους αποτελέσματα (Σχήμα 5.4) ήταν 

ικανοποιητικά και παρατηρήθηκε ότι η 2-υδρόξυ ομάδα αλληλεπιδρά με το 

μέταλλο του ενεργού κέντρου.  

Με βάση τους παραπάνω θεωρητικούς υπολογισμούς, προχωρήσαμε στην 

σύνθεση και τη βιολογική αποτίμηση της δράσης των 2-οξοαμιδικών 

παραγώγων μη πολικών αμινοξέων (GK241, 38γ-δ, 34β) και των δύο μη 

φυσικών αμινοξέων (34γ, 34δ). Επίσης, το ίδιο έγινε και για τα τρία 2-

οξοαμιδικά παράγωγα των διπεπτιδίων και τα 2-υδροξυαμιδικά παράγωγα μη 

πολικών αμινοξέων (39 και 33α, β).  
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Σχήμα 5.4: Τρόπος πρόσδεσης των 2-υδροξυαμιδικών παραγώγων των ενώσεων 39, 

33α και 33β στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. 

5.6 In vitro βιολογική αποτίμηση των 2-οξοαμιδικών παραγώγων  

Οι ενώσεις που συντέθηκαν (η σύνθεση τους παρουσιάζεται αναλυτικά στο 

κεφάλαιο 6) στάλθηκαν στον καθηγητή του Πανεπιστημίου της Washington 

Michael Gelb, για τη βιολογική αποτίμηση της δράσης τους. Από τα 

αποτελέσματα, το 2-οξοαμιδικό παράγωγο της (S)-βαλίνης GK241 ήταν αυτό 

που έδωσε ισχυρότερη αναστολή από τον γνωστό αναστολέα GK126. Τα 

πειράματα που εκτελέστηκαν και συνοψίζονται στο Πίνακα 5.8 αφορούν τον 

προσδιορισμό της βιολογικής δράσης (IC50) του αναστολέα GK241 έναντι των 
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μελών IIA και V των εκκριτικών φωσφολιπασών ανθρώπινης προέλευσης 

καθώς επίσης και έναντι της ΙΙΑ μη ανθρώπινης προέλευσης (ποντίκια).  

Πίνακας 5.8: IC50 τιμές των ενώσεων GK241 και GK126 έναντι των εκκριτικών hGIIA, 

hGV και mGIIA. 

IC50 τιμή hGIIA hGV mGIIA 

GK241 143 ± 50 nM 1200 ± 50 nM 68 ± 16 nM 

GK126 300 ± 60 nM 440 ± 40 nM 180 ± 40 nM 

Όπως φαίνεται από τον πίνακα, η δράση του GK241 είναι ισχυρότερη από 

αυτή του GK126 και για τις δύο ΙΙΑ, ανθρώπινης και ζωικής προέλευσης. 

Επίσης, είναι 10 φορές εκλεκτικότερη για την ΙΙΑ από ότι για την V. Τα δύο 

αυτά μέλη χαρακτηρίζονται από υψηλή ομολογία και είναι δύσκολο να 

συντεθεί εκλεκτικός αναστολέας για αυτά. 

Τα πειράματα συνεχίστηκαν με τον προσδιορισμό της δράσης του αναστολέα 

GK241 έναντι και των άλλων μελών της εκκριτικής φωσφολιπάσης, 

προκειμένου να προσδιοριστεί η εκλεκτικότητά του. Στον πίνακα που 

ακολουθεί συγκεντρώνονται τα πειραματικά αποτελέσματα. 

Πίνακας 5.9: Η δράση της ένωσης GK241 σε άλλες sPLA2. 

Μέλος hGX hGIB mGX hGIIE hGIIF mIID mGV 

% δραστικότητα 
σε 1 μM 

5 2 2 7 6 1 10 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα αυτά, η αναστολή που προκαλεί ο αναστολέας 

GK241 στη λειτουργία των άλλων μελών της εκκριτικής φωσφολιπάσης είναι 

αμελητέα. Αυτό προσδίδει πολύ ισχυρή εκλεκτικότητα στην ένωση, η οποία 

δρα ισχυρά έναντι της ΙΙΑ. 

5.7 Σχεδιασμός νέων υποψήφιων αναστολέων με βάση τη δομή του 

αναστολέα GK241 

Με βάση τα πειραματικά in vitro αποτελέσματα της ένωσης GK241, 

επιχειρήσαμε να βελτιώσουμε τη δράση της πραγματοποιώντας αλλαγές στη 

δομή της. Γνωρίζουμε ότι η μακριά αλειφατική αλυσίδα από την οποία 
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αποτελείται η δομή της ένωσης, είναι αρκετά ευέλικτη. Ωστόσο, η ευελιξία της 

περιορίζεται κατά την πρόσδεση, πράγμα που ενεργειακά συνεπάγεται 

εντροπικό κόστος. Θεωρήσαμε λοιπόν, ότι ένα μόριο το οποίο θα ήταν 

λιγότερο ευέλικτο, θα μπορούσε να προσδεθεί πιο σταθερά στο ενεργό κέντρο 

του ενζύμου και ταυτόχρονα θα μειωνόταν το ενεργειακό κόστος λόγω της 

πρόσδεσής του.  

Αρχικά, σχεδιάσαμε ενώσεις στις οποίες η μακριά αλειφατική αλυσίδα είχε 

αντικατασταθεί με μία μικρότερη που έφερε κάποιο αρωματικό σύστημα. Τα 

αρωματικά συστήματα που χρησιμοποιήσαμε ήταν του φαινυλίου, του 

ναφθαλενίου και του διφαινυλίου. Μερικές από τις ενώσεις που σχεδιάστηκαν 

και προσομοιώθηκε η πρόσδεσή τους στο ενεργό κέντρο του ενζύμου ΙΙΑ με 

τη βοήθεια του προγράμματος GOLD, φαίνονται στο πίνακα που ακολουθεί. 

Τα κριτήρια επιλογής της κατάλληλης λύσης για κάθε ένωση ήταν: α. ο 

κατάλληλος προσανατολισμός της ένωσης στο ενεργό κέντρο, β. τη 

βαθμονόμηση από το πρόγραμμα, γ. τους όρους ΔG και ΔEclashWeighted. 

Πίνακας 5.10: Αποτελέσματα από τα πειράματα προσομοίωσης παραγώγων της 

ένωσης  GK241. 

 
ChemScore 

Fitness 
DG 

DEclash 
Weighted 

Rot.Weighted 

 
61α 

37,02 -40,33 2,51 6,40 

 
61β 

40,99 -46,45 3,26 6,35 

 
61γ, GK289 

38,03 -38,72 0,37 6,51 

 
67, GK286 

35,76 -43,13 4,93 4,22 

 
68 

36,89 -41,13 2,78 6,80 

 
69 

34,34 -41,57 5,71 7,06 



122 

 

Στο σχήμα που ακολουθεί απεικονίζεται ο τρόπος πρόσδεσης μερικών 

ενώσεων από τον πίκανα.  

 

Σχήμα 5.5: Υπολογιστικά αποτελέσματα της πρόσδεσης των ενώσεων Α. 61γ, Β. 61α, 

Γ. 67 και Δ. 61β στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2. 

Οι ενώσεις 68 και 69 δεν είχαν σωστή τοποθέτηση στο ενεργό κέντρο και γι’ 

αυτό δεν συντέθηκαν. 

5.8 In vitro βιολογική αποτίμηση των 2-οξοαμιδικών παραγώγων της 

ένωσης GK241 

Οι ενώσεις 61α, 61β, 61γ και 67 συντέθηκαν και στάλθηκαν στο καθηγητή του 

Πανεπιστημίου της Washington Michael Gelb, για τη βιολογική αποτίμηση της 

δράσης τους. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας ένζυμα 

τεσσάρων διαφορετικών τύπων της εκκριτικής φωσφολιπάσης Α2 (Πίνακας 

5.11). 
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Πίνακας 5.11: Δράση των ενώσεων 61α, 61β, 61γ και 67 έναντι της εκκριτικής 

φωσφολιπάσης Α2. 

Ένωση 

%αναστολή* 

hGIIA hGIB hGV hGX 

61α 27 20 26 51 

61β 21 30 50 54 

61γ 11 56 40 40 

67 50 50 53 56 

*10 μM συγκέντρωση του αναστολέα στο τελικό δ/μα. 

 

Από τα βιολογικά αποτελέσματα των ενώσεων κανένα ανάλογο του 

αναστολέα GK241 δεν παρουσίασε ανάλογη ή βελτιστοποιημένη βιολογική 

δράση. Προκειμένου να κατανοηθεί ο τρόπος με τον οποίο η αλλαγή της 

δομής του GK241 μετέβαλε αρνητικά τη προβλεπόμενη βιολογική δράση των 

παραγώγων του, πραγματοποιήθηκαν πειράματα προσομοίωσης της 

μοριακής δυναμικής τα οποία αναφέρονται στη συνέχεια.   
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6. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6                                                                   

ΣΥΝΘΕΣΗ ΚΑΙ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΥΠΟΨΗΦΙΩΝ 

ΑΝΑΣΤΟΛΕΩΝ 

6.1 Συνθετική πορεία των ενώσεων που σχεδιάστηκαν με βάση τη 

δομή του αναστολέα GK126 

6.1.1 Σύνθεση 2-οξοαμιδικών παραγώγων των α-αμινοξέων 

Η σύνθεση των 2-οξοαμιδικών παραγώγων ξεκίνησε από τη σύζευξη του 2-

υδρόξυ δεκαεξανοϊκού οξέος με τον εστέρα του κατάλληλου κάθε φορά 

αμινοξέος. 

Η αντίδραση σύζευξης πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του αντιδραστηρίου 

σύζευξης Ν-αιθυλο-Ν΄-διμεθυλαμινοπροπυλοκαρβοδιιμίδιο (WSCI.HCl), 

παρουσία του 1-υδροξυβενζοτριαζολίου (HOBt) και βάσης τριαιθυλαμίνης, σε 

άνυδρο διαλύτη διχλωρομεθάνιο.118 Στο σχήμα που ακολουθεί φαίνεται ο 

μηχανισμός σύζευξης. 

 

Σχήμα 6.1: Μηχανισμός της αντίδρασης σύζευξης με το αντιδραστήριο WSCI.HCl 

παρουσία HOBt. 

Όπως φαίνεται στο Σχήμα 6.2, από τη σύζευξη του 2-υδρόξυ δεκαεξανοϊκού 

οξέος με τον μεθυλεστέρα του εκάστοτε αμινοξέως, προέκυψε το αντίστοιχο 

παράγωγο 32 το οποίο στην συνέχεια υπέστη σαπωνοποίηση σε βασικές 

συνθήκες. Τέλος, το 2-υδροξυαμιδικό παράγωγο 33 οξειδώθηκε στο 

αντίστοιχο 2-οξοαμιδικό παράγωγο 34 με το αντιδραστήριο Dess-Martin,300 σε 

διαλύτη άνυδρο δίχλωρομεθάνιο.  



126 

 

 

Αντιδραστήρια και συνθήκες: i. WSCI·HCl, HOBt, Et3N, CH2Cl2; ii. δ/μα NaOH 1Ν, MeOH; iii. 

Dess-Martin, CH2Cl2. 

Σχήμα 6.2: Πορεία για τη σύνθεση των 2-οξοαμιδικών παραγώγων με πρώτη ύλη 

μεθυλεστέρες αμινοξέων. 

Το αντιδραστήριο Dess-Martin (1,1,1-τριακετοξυ-1,1-διϋδρο-βενζοϊωδοξολ-

3(1Η)-όνη) είναι ήπιο οξειδωτικό πρωτοταγών αλκοολών προς αλδεΰδες και 

δευτεροταγών αλκοολών προς κετόνες. Στην περίπτωση των αλκοολών, ο 

μηχανισμός φαίνεται παρακάτω.  

 

Σχήμα 6.3: Οξείδωση δευτεροταγούς αλκοόλης από το αντιδραστήριο Dess-Martin. 

Στις περιπτώσεις που η σύνθεση ξεκίνησε από την σύζευξη του tert-

βουτυλεστέρα του αμινοξέος 35 (Σχήμα 6.4), το 2-υδροξυαμιδικό παράγωγο 

36 οξειδώθηκε στον αντίστοιχο 2-οξοαμιδικό παράγωγο 37. Τέλος, έγινε 

απομάκρυνση της tert-βουτυλο-προστατευτικής ομάδας του καρβοξυλίου σε 

όξινες συνθήκες με τη χρήση διαλύματος 50% τριφθοροξικού οξέος σε 

διχλωρομεθάνιο, για την παραλαβή του τελικού προϊόντος 38 και 39. Η 

οξείδωση της 2-υδροξυ ομάδας έγινε με τη χρήση του αντιδραστηρίου Dess-

Martin. 
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Αντιδραστήρια και συνθήκες: i. WSCI·HCl, HOBt, Et3N, CH2Cl2; ii. Dess-Martin, CH2Cl2; iii. 

CF3COOH, CH2Cl2.  

Σχήμα 6.4: Πορεία για τη σύνθεση των 2-οξοαμιδικών παραγώγων με πρώτη ύλη tert-

βουτυλεστέρες αμινοξέων. 

6.1.2 Σύνθεση του (S)-5-αιθοξυ-5-οξο-4-(2-οξοδεκαεξαναμιδο) 

πεντανοϊκού οξέος 

Η σύνθεση της ένωσης 43 ακολούθησε τη συνθετική πορεία που 

περιγράφεται στο Σχήμα 6.5.  

 

Αντιδραστήρια και συνθήκες: i. CH3(CH2)13CHOHCOOH (30), WSCI·HCl, HOBt, Et3N, CH2Cl2; 

ii. Dess-Martin, CH2Cl2; iii. CF3COOH, CH2Cl2. 

Σχήμα 6.5: Πορεία για τη σύνθεση της ένωσης 43. 
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Αρχικά, πραγματοποιείται σύζευξη του 2-υδροξυδεκαεξανοϊκού οξέος 30 με το 

προστατευμένο παράγωγο γλουταμινικού οξέος 40, χρησιμοποιώντας  ως  

αντιδραστήριο σύζευξης το WSCI.HCl παρουσία HOBt. Στη συνέχεια, το 2-

υδροξυαμίδιο 41 που παράγεται, οξειδώνεται με τη μέθοδο Dess-Martin στον 

αντίστοιχο 2-οξοαμίδιο 42. Το επιθυμητό προϊόν 43 λαμβάνεται μετά από την 

αποπροστασία του γ-καρβοξυλίου της ένωσης 42 σε όξινες συνθήκες με TFA. 

6.1.3 Σύνθεση 2-οξοαμιδικών παραγώγων των διπεπτιδίων 

Η συνθετική πορεία των 2-οξοαμιδικών παραγώγων των διπεπτιδίων ξεκίνησε 

με τη σύζευξη της Ζ-προστατευμένης προλίνης με τον αντίστοιχο εστέρα του 

κατάλληλου αμινοξέος 44 (Σχήμα 6.6). Η πορεία που ακολουθήθηκε για την 

σύζευξη έχει περιγραφεί παραπάνω. 
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.  

Αντιδραστήρια και συνθήκες: i. (Z)-Pro, WSCI·HCl, HOBt, Et3N, CH2Cl2; ii. H2/Pd, THF; iii. 

CH3(CH2)13CHOHCOOH (30), WSCI·HCl, HOBt, Et3N, CH2Cl2; iv. Dess-Martin, CH2Cl2; v. 

CF3COOH, CH2Cl2; vi. δ/μα NaOH 1Ν, MeOH; vii. Dess-Martin, CH2Cl2.  

Σχήμα 6.6: Πορεία για τη σύνθεση των 2-οξοαμιδικών παραγώγων των διπεπτιδίων. 

Στη συνέχεια της σύνθεσης, το διπεπτίδιο 45 υφίσταται καταλυτική 

υδρογόνωση παρουσία 10% Pd/C, για την απομάκρυνση της καρβοβενζόξυ 

προστατευτικής ομάδας και το προϊόν 46 συζευγνύεται με το 2-

υδροξυδεκαεξανοϊκό οξύ 30. Ακολουθεί οξείδωση της 2-υδροξυ-ομάδας στην 

αντίστοιχη κετόνη 48 και το τελικό προϊόν 49 παραλαμβάνεται με 

απομάκρυνση του tert-βουτυλεστέρα σε όξινες συνθήκες.  
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Ο μεθυλεστέρας 47γ που προέκυψε, υπέστη σαπωνοποίηση σε αλκαλικές 

συνθήκες και η παραλαβή του τελικού προϊόντος 51 έγινε με την οξείδωση του 

50 παρουσία του αντιδραστηρίου Dess-Martin.     

Όλες  οι  ενώσεις  ταυτοποιήθηκαν  με  φασματοσκοπία  μαγνητικού  

πυρηνικού συντονισμού (1H-NMR και 13C-NMR) και με φασματομετρία μάζας.  

Παρατίθενται τα φάσματα ορισμένων τελικών 2-οξοαμιδίων. 

 

 

Σχήμα 6.7: Φάσμα 1H-NMR της ένωσης GK241 σε CDCl3. 

Στο φάσμα 1Η-NMR της ένωσης GK241 (Σχήμα 6.7) το πρωτόνιο α της 

ομάδας του αμιδίου συντονίζεται στα 7.43 ppm. Η πολλαπλή κορυφή στα 

4.59-435 ppm αντιστοιχεί στο μεθινικό πρωτόνιο β του ασύμμετρου κέντρου 

της βαλίνης. Η τριπλή κορυφή στα 2.91 ppm αντιστοιχεί στα πρωτόνια γ ενώ η 

πολλαπλή κορυφή στα 2.42-2.16 ppm στο μεθινικό πρωτόνιο δ. Τα 

μεθυλενικά πρωτόνια ε συντονίζονται στα 1.60 ppm ενώ η πολλαπλή κορυφή 

στα 1.24 ppm αντιστοιχεί στα πρωτόνια ζ των 11 μεθυλενίων της μακριάς 

αλειφατικής αλυσίδας. Η πολλαπλή κορυφή στα 1.08-0.79 ppm αντιστοιχεί 

στα πρωτόνια θ του τελικού μεθυλίου και των δύο μεθυλίων της πλευρικής 

αλυσίδας της βαλίνης η. 
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Σχήμα 6.8: Φάσμα 13C-NMR της ένωσης GK241 σε CDCl3. 

Στο φάσμα 13C-NMR της ίδιας ένωσης (Σχήμα 6.8), το σήμα του 2-

οξοαμιδικού καρβονυλίου α παρουσιάζει χημική μετατόπιση στα 198.4 ppm, 

το σήμα του καρβονυλίου του καρβοξυλίου β παρουσιάζει χημική μετατόπιση 

στα 176.0 ppm και το σήμα του καρβονυλίου του αμιδίου γ παρουσιάζει 

χημική μετατόπιση στα 160.2 ppm. Η κορυφή στα 57.4 ppm αποδίδεται στον 

άνθρακα του ασύμμετρου κέντρου της βαλίνης δ. Στην περιοχή 32-37 ppm 

εμφανίζονται οι μεθυλενικοί άνθρακες ε και ζ ενώ στην περιοχή 31-23 ppm 

εμφανίζονται οι μεθυλενικοί άνθρακες η της αλειφατικής αλυσίδας. Οι 

άνθρακες των μεθυλίων της βαλίνης ι εμφανίζονται στα 19.1 και 17.5 ppm ενώ 

ο άνθρακας της ακραίας μεθυλομάδας κ της αλειφατικής αλυσίδας στα 14.1 

ppm. 
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Σχήμα 6.9: Φάσμα 1Η-NMR της ένωσης 39 σε CDCl3. 

Στο φάσμα 1Η-NMR της ένωσης 39 (Σχήμα 6.9) το πρωτόνιο α της ομάδας 

του αμιδίου συντονίζεται στα 7.01 ppm. Οι δύο κορυφές στα 4.57-4.42 ppm 

και 4.24-4.10 ppm αντιστοιχούν στο πρωτόνιο β του ασύμμετρου άνθρακα της 

βαλίνης και στο πρωτόνιο γ ενώ το πρωτόνιο δ της υδρόξυλομάδας 

εμφανίζεται ως ευρεία κορυφή στα 3.68 ppm. Το πρωτόνιο ε του β-C της 

βαλίνης συντονίζεται στα 2.39-2.15 ppm και στην περιοχή 1.95-1.12 ppm 

συντονίζονται τα 13 πρωτόνια ζ των μεθυλενίων της αλειφατικής. Τα δυο 

πρωτόνια η των μεθυλίων της πλευρικής αλυσίδας της βαλίνης μαζί με το 

πρωτόνιο η του τελικού μεθυλίου της αλειφατικής αλυσίδας εμφανίζονται στην 

περιοχή 1.10-0.76 ppm. 
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Σχήμα 6.10: Φάσμα 13C-NMR της ένωσης 39 σε CDCl3. 

Στο φάσμα 13C-NMR της ένωσης 39 (Σχήμα 6.10) ο άνθρακας α της καρβοξυλ 

ομάδας παρουσιάζει χημική μετατόπιση στα 176.2 ppm και ο άνθρακας β της 

ομάδας του αμιδίου παρουσιάζει χημική μετατόπιση στα 174.5 ppm. Ο 

άνθρακας γ της υδροξυλομάδας εμφανίζεται στα 72.3 ppm ενώ στα 57.0 ppm 

αποδίδεται η χημική μετατόπιση του άνθρακα δ του ασύμμετρου κέντρου. 

Στην περιοχή 34.6-25.1 ppm εμφανίζονται οι άνθρακες η των μεθυλενίων της 

αλειφατικής αλυσίδας. Οι άνθρακες κ των δύο μεθυλίων της πλευρικής 

αλυσίδας εμφανίζονται ως ξεχωριστές κορυφές στα 19.1 και 17.5 ενώ στα 

14.1 συντονίζεται ο άνθρακας λ του τελικού μεθυλίου της αλυφατικής 

αλυσίδας. 

 

6.2 Συνθετική πορεία των παραγώγων του αναστολέα GK241 

6.2.1 Σύνθεση των 2-οξοαμιδικών αναλόγων του GK241 με αρωματικά 

συστήματα  

Ξεκινώντας τη σύνθεση με πρώτη ύλη την αλδεΰδη 52, πραγματοποιήθηκε η 

αντίδραση ολεφινοποίησης Horner-Wadsworth-Emmons με το φωσφινικό 
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ανιόν (Σχήμα 6.11). Το φωσφινικό ανιόν παράχθηκε από τον τριαίθυλο 4-

φωσφονοκροτονικό εστέρα μετά από κατεργασία με LiOH. 

 

Αντιδραστήρια και συνθήκες: i. C2H5OOCH=CHCH2P(=O)(OC2H5)2, LiOH.H2O, άνυδρο THF, 

Ar; ii. H2/Pd, THF; iii. LiAlH4, THF ή DIBAL-H, Et2O, Ar; iv. NaBr/H2O, τουλουόλιο/EtOAc, 

AcNH-TEMPO, 0.5 Μ NaOCl/NaHCO3/Η2Ο; v. (1.) NaHSO3, CHCl3 (2.) H2O, 6M KCN; vi. (1.) 

π. HCl (2.) EtOH/H2O, KOH; viii. (L)-Val-OtBu, WSCI·HCl, HOBt, Et3N, CH2Cl2; viii. Dess-

Martin, CH2Cl2; ix. CF3COOH, CH2Cl2. 

Σχήμα 6.11: Πορεία για τη σύνθεση των ενώσεων 61α-γ. 

Ο μηχανισμός με τον οποίο αντιδρά το υλίδιο του φωσφόρου με την αλδεΰδη 

έχει περιγραφεί από τους Wadsworth και Emmons301 και περιγράφεται στο 

σχήμα που ακολουθεί: 
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Σχήμα 6.12: Μηχανισμός ολεφινοποίησης Wadsworth-Emmons. 

Το προϊόν της ολεφινοποίησης 53 μετά από καταλυτική υδρογόνωση και στη 

συνέχεια αναγωγή με DIBAL-H, παρήγαγε την αντίστοιχη αλκοόλη 55. Με τη 

μέθοδο οξείδωσης με AcNH-TEMPO/NaOCl έγινε οξείδωση της αλκοόλης 

στην αντίστοιχη αλδεΰδη 56. Η αντίδραση αυτή είναι γρήγορη, 

πραγματοποιείται σε ήπιες συνθήκες και έχει υψηλές αποδόσεις. Η αλδεΰδη 

56 με την επίδραση KCN μετατράπηκε στην κυανυδρίνη 57, η οποία μετά από 

κατεργασία σε όξινες και εν συνεχεία βασικές συνθήκες, οδήγησε στο 

επιθυμητό 2-υδροξυ-οξύ 58. Ακολούθησε σύζευξη με τον tert-βουτυλεστέρα 

της (L)-βαλίνης και το προϊόν οξειδώθηκε προς το 2-οξοαμιδικό παράγωγο 

60. Το τελικό προϊόν (61α,β) παρελήφθη μετά από αποπροστασία της 

καρβοξυλομάδας σε όξινες συνθήκες.  

Η σύνθεση της 61γ ξεκίνησε με πρώτη ύλη την αλκοόλη 55γ, η οποία 

οξειδώθηκε σε αλδεΰδη. Αντίδραση της αλδεΰδης με κυανιούχο κάλιο 

οδήγησε στην κυανυδρίνη 57γ. Στη συνέχεια, κατεργασία της κυανυδρίνης σε 

αρχικά όξινες και μετά βασικές συνθήκες οδήγησε στο επιθυμητό οξύ 58γ. Τα 

επόμενα συνθετικά βήματα μέχρι την ανάκτηση του τελικού προϊόντος 

περιγράφηκαν παραπάνω. 
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6.2.2 Σύνθεση του (S)-3-μεθυλo-2-(2-(ναφθαλεν-2-υλ)-2-οξοακεταμιδο) 

βουτανοϊκου οξέος 67 

 

Αντιδραστήρια και συνθήκες: i. διάλυμα EtOAc:THF:80%CH3COOH, 6M KCN, 18h; ii. (1.) π. 

HCl (2.) EtOH/H2O, KOH iii. (L)-Val-OtBu, WSCI·HCl, HOBt, Et3N, CH2Cl2; iv. Dess-Martin, 

CH2Cl2; ε. CF3COOH, CH2Cl2. 

Σχήμα 6.13: Πορεία για την σύνθεση της ένωσης 67. 

Η σύνθεση της ένωσης 67 ξεκίνησε από την 2-ναφθαλενυλο-καρβαλδεΰδη 62, 

η οποία μέσω κυανυδρινικής σύνθεσης, παρήγαγε την ένωση 63. Στην 

συνέχεια ακολούθησε κατεργασία σε όξινες και μετά αλκαλικές συνθήκες για 

την παραλαβή του 2-υδρόξυ οξέος 64. Σύζευξη της 64 με τον εστέρα της (S)-

βαλίνης παρήγαγε την ένωση 65 η οποία με οξείδωση και απομάκρυνση της 

tert-βουτυλομάδας έδωσε το τελικό προϊόν 67.    

Όλες  οι  ενώσεις  ταυτοποιήθηκαν  με  φασματοσκοπία  μαγνητικού  

πυρηνικού συντονισμού (1H-NMR και 13C-NMR) και με φασματομετρία μάζας.  

Παρατίθενται το φάσματα της ένωσης  61γ. 
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Σχήμα 6.14: Φάσμα 1Η-NMR της ένωσης 61γ σε CDCl3. 

Στο φάσμα 1Η-NMR της ένωσης 61γ (Σχήμα 6.14) το πρωτόνιο α του 

καρβοξυλίου αντιστοιχεί στη κορυφή στα 9.43 ppm ενω στα 7.39-7.35 ppm 

εμφανίζεται η χημική μετατόπιση του αμιδικού πρωτονίου β. Η πολλαπλή 

κορυφή στα 7.32-7.06 ppm αντιστοιχεί στα πρωτόνια γ του αρωματικού 

δακτυλίου ενώ η πολλαπλή στα 4.55-4.46 ppm στο μεθινικό πρωτόνιο δ του 

ασύμμετρου άνθρακα της βαλίνης. Οι πολλαπλές κορυφές στα 3.05-2.82 ppm 

και 2.73-2.48 ppm αντιστοιχούν στα πρωτόνια ε και ζ αντίστοιχα. Η πολλαπλή 

κορυφή στα 2.39-2.15 ppm αντιστοιχεί στο πρωτόνιο η του β-C της βαλίνης 

ενώ η πολλαπλή στα 1.78-1.51 ppm αντιστοιχεί στα πρωτόνια θ των δύο 

μεσαίων μεθυλενίων της αλυσίδας. Στα 1.12-0.79 ppm εμφανίζονται οι χημικές 

μετατοπίσεις των πρωτονίων ι των μεθυλίων της πλευρικής αλυσίδας της 

βαλίνης. 
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Σχήμα 6.15: Φάσμα 13C-NMR της ένωσης 61γ σε CDCl3. 

Στο φάσμα 13C-NMR της ένωσης 61γ (Σχήμα 6.15) ο άνθρακας α της α-κετο 

ομάδας συντονίζεται στα 198.4 ppm, ενώ ο άνθρακας της ομάδας του 

καρβοξυλίου β στα 175.9 ppm. Ο άνθρακας γ της αμιδικής ομάδας 

συντονίζεται στα 160.0 ppm. Στην περιοχή 141.9-125.7 ppm εμφανίζονται οι 

άνθρακες δ, ε και ζ του αρωματικού δακτυλίου και στα 57.1 ppm εμφανίζεται ο 

α-C η της βαλίνης. Στην περιοχή 36.6-30.7 ppm εμφανίζονται οι άνθρακες θ 

και ι των μεθυλενίων καθώς και ο β-C κ της βαλίνης. Στην περιοχή 22.6-17.4 

ppm εμφανίζονται οι άνθρακες λ του μεθυλενίου και μ των δύο μεθυλίων της 

βαλίνης.  
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7. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7                                                                        

ΠΑΡΑΓΩΓΑ ΤΗΣ ΚΟΥΜΑΡΙΝΗΣ ΚΑΙ ΤΗΣ ΚΙΝΟΛΙΝΟΝΗΣ ΩΣ 

ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ ΤΗΣ GIIA sPLA2 

7.1 Σχεδιασμός παραγώγων της κουμαρίνης και της κινολινόνης 

Οι κουμαρίνες είναι παράγωγα της βενζοπυρόνης και συναντώνται σε πολλά 

φυσικά προϊόντα.302 Ο ετεροκυκλικός δακτύλιος της κουμαρίνης έχει 

χρησιμοποιηθεί στη σύνθεση αναλόγων με βιολογική δράση. Υπάρχουν 

πολλές αναφορές στη διεθνή βιβλιογραφία για το μεγάλο εύρος των 

βιολογικών ιδιοτήτων τους όπως αντικαρκινικές,303 αντιοξειδωτικές304 και 

αντιφλεγμονώδεις.305 Επίσης, ανάλογα των κουμαρινών έχουν 

χρησιμοποιηθεί ως αναστολείς ενζύμων, όπως η ανθρώπινη 5-

λιποξιγενάση306 και η hAChE/BACE1.307  

Αντίστοιχα και η κινολινόνη παρουσιάζει αντιοξειδωτικές και αντιφλεγμονώδεις 

ιδιότητες ενώ τα παράγωγά της έχουν αποτελέσει ερευνητικό στόχο πολλών 

ερευνητικών ομάδων. Παράγωγα της κινολινόνης έχουν δράση έναντι του ιού  

HIV308,309 ενώ ουσίες όπως το rebamipide παρουσιάζουν πολλαπλή 

φαρμακολογική δράση. 

 Όπως αναφέρθηκε και στο κεφάλαιο 2, ινδολικά παράγωγα έχουν συντεθεί 

για την αναστολή της GIIA sPLA2. Δύο από αυτά, οι ενώσεις 1α και 1β (Σχήμα 

1.1) έχουν περάσει το στάδιο I των κλινικών δοκιμών ενώ οι προσπάθειες για 

τη βελτίωση της δράσης τους συνεχίζονται.  

Λαμβάνοντας υπ’ όψιν το είδος των υποκαταστατών των δύο αυτών 

αναστολέων, επιχειρήθηκε η αντικατάσταση του ινδολικού δακτυλίου από 

τους αντίστοιχους της κουμαρίνης και της κινολινόνης. Πειράματα 

προσομοίωσης της μοριακής πρόσδεσης των νέων δομών έλαβαν χώρα, 

προκειμένου να εκτιμηθεί η ικανότητα πρόσδεσής τους στο ενεργό κέντρο του 

ενζύμου. 
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7.2 Πειράματα προσομοίωσης της μοριακής πρόσδεσης ινδολικών 

παραγώγων με γνωστή ανασταλτική δράση έναντι της  GIIA sPLA2 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκαν πειράματα προσομοίωσης της μοριακής 

πρόσδεσης των γνωστών ινδολικών αναστολέων και μελετήθηκε ο τρόπος 

πρόσδεσής τους στο ενεργό κέντρο του ενζύμου. Τα πειράματα εκτελέστηκαν 

με τη χρήση του προγράμματος GOLD και οι ρυθμίσεις είναι οι ίδιες που 

περιγράφηκαν στο κεφάλαιο 5. 

Στον πίνακα που ακολουθεί απεικονίζονται οι δομές των γνωστών 

αναστολέων που προσομοιώθηκαν, καθώς και τα υπολογιστικά 

αποτελέσματα. 

Πίνακας 7.1: Αποτελέσματα της προσομοίωσης της μοριακής πρόσδεσης των 

γνωστών αναστολέων της  GIIA sPLA2 με τη χρήση του προγράμματος  GOLD. 

Δομή ΔG ChemScore InternalCorrection 

1α 

-42,20 39,84 1,81 

1β 

-46,09 43,50 1,45 

3 

-48,66 42,78 1,41 
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70 

-46,48 42,45 2,38 

Ο τρόπος πρόσδεσης των ενώσεων απεικονίζεται στον πίνακα 7.2.  

Πίνακας 7.2: Οι αλληλεπιδράσεις γνωστών ινδολικών αναστολέων με το ενεργό 

κέντρο της  GIIA sPLA2, όπως υπολογίστηκαν με το πρόγραμμα  GOLD. 

Δομή / Αλληλεπιδράσεις Αποτελέσματα της προσομοίωσης 

1α 

Ca2+ … COO-/CONH 

GLY29 … CONH 

 

1β 

Ca2+ … COOCH3/CONH 

HIS47 … NHCOCO 

GLY29 … CONH 
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3 

Ca2+ … COO-/CONH 

GLY29 … CONH 

 

70 

Ca2+ … COO-/CONH 

HIS47 … NHCOCO  

GLY29 … CONH  

 

Ο τρόπος αλληλεπίδρασης μεταξύ των ενώσεων και του μετάλλου του 

ενεργού κέντρου, είναι πανομοιότυπος και στις τέσσερεις ενώσεις. Το ιόν του 

ασβεστίου αλληλεπιδρά με την ομάδα του καρβοξυλίου και με το αμίδιο μέσω 

του καρβονυλίου του. Επίσης, το καρβονύλιο του αμιδίου δημιουργεί έναν 

δεσμό υδρογόνου με τη GLY29 ενώ στις ενώσεις 1β και 70 η αμιδική ομάδα 

αλληλεπιδρά με την καταλυτική HIS47. 

Γνωρίζοντας τον τρόπο αλληλεπίδρασης και τις βαθμονομήσεις των ενώσεων 

με γνωστή ανασταλτική δράση έναντι της GIIA sPLA2, διεξάχθησαν σε 

πειράματα προσομοίωσης της πρόσδεσης των παραγώγων της κουμαρίνης 

και της κινολινόνης. 
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7.3 Πειράματα προσομοίωσης της μοριακής πρόσδεσης των 

παραγώγων της κουμαρίνης και της κινολινόνης 

Οι νέες δομές προέκυψαν από την ένωση 1α (Varespladib, Σχήμα 1.1) με 

αντικατάσταση του ινδολικού δακτυλίου από την κουμαρίνη και την κινολινόνη. 

Το είδος των υποκαταστατών στις θέσεις 3,4 της ένωσης 1α διατηρήθηκε, 

ενώ οι θέσεις υποκατάστασης άλλαξαν, καλύπτοντας όλους τους πιθανούς 

συνδυασμούς υποκατάστασης του δακτυλίου της κουμαρίνης και της 

κινολινόνης. 

Στον παρακάτω πίνακα καταγράφονται οι δομές που προσομοιώθηκαν και τα 

αποτελέσματα από τα πειράματα προσομοίωσης με το πρόγραμμα  GOLD. 

Επίσης, με τη βοήθεια του προγράμματος QikProp του πακέτου Maestro310 

υπολογίστηκαν οι πιθανές τιμές του logP των ενώσεων (εκτός από την 74 που 

είχε λάθος τοποθέτηση στο ενεργό κέντρο). 

Πίνακας 7.3: Υπολογιστικά αποτελέσματα για τα παράγωγα της κουμαρίνης, όπως 

αυτά υπολογίστηκαν με τη βοήθεια των προγραμμάτων  GOLD και QikProp. 

Ένωση  

Θέσεις 

υποκατάστασης 

ΔG ChemScore 
Internal 

Correction 
logP 

71 4,6 -38,84 36,86 0,46 -0,81 

72 4,5 -34,19 32,88 0,3 -0,81 

73 3,6 -34,08 32,08 0,74 -0,64 

74 3,5 -35,16 31,69 0,82 - 

 

Οι ενώσεις με την υποκατάσταση στις θέσεις 4,6 και 4,5 έχουν ευννοϊκότερες 

βαθμονομήσεις.  
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Στον πίνακα που ακολουθεί περιγράφονται οι πιθανοί τρόποι πρόσδεσης των 

ενώσεων στο ενεργό κέντρο του ενζύμου.  

Πίνακας 7.4: Τρόπος πρόσδεσης των κουμαρινικών παραγώγων στο ενεργό κέντρο 

της  GIIA sPLA2 όπως προέκυψε από τα πειράματα προσομοίωσης με το πρόγραμμα 

GOLD. 

Ένωση Δομή / Αλληλεπιδράσεις Αποτελέσματα προσομοίωσης 

71 
 

Ca2+ … COO-/CONH 

HIS47 … NHCOCO 

GLY29 … CONH  

72  

Ca2+ … COO-/CONH 

HIS47 … NHCOCO 

GLY29 … CONH  



145 

 

73 
 

Ca2+ … R-COO-R 

LYS62 … COCONH 

 

 

74  

GLY29 / Ca2+ … COO- 

LEU2 … NHCOCO  

  

 

Οι ενώσεις που φέρουν την υποκατάσταση στις θέσεις 4,6 και 4,5 

διευθετούνται στο ενεργό κέντρο με τρόπο παρόμοιο με τους ινδολικούς 

αναστολείς δημιουργώντας παρόμοιες αλληλεπιδράσεις. Αντίθετα, οι ενώσεις 

που φέρουν την υποκατάσταση στις θέσεις 3,5 και 3,6 δεν είχαν την 

επιθυμητή διευθέτηση στο ενεργό κέντρο.  

Όσον αφορά τα παράγωγα της κινολινόνης, στο πίνακα που ακολουθεί 

αναφέρονται τα αποτελέσματα από τους ενεργειακούς υπολογισμούς με το 

πρόγραμμα GOLD. Επίσης, αναγράφεται και ο υπολογισμός της τιμής του 

logP προσεγγιστικά, με τη βοήθεια του προγράμματος QikProp. 
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Πίνακας 7.5: Υπολογιστικά αποτελέσματα για τα παράγωγα της κινολινόνης, όπως 

αυτά υπολογίστηκαν με τη βοήθεια των προγραμμάτων  GOLD και QikProp. 

Ένωση 
 

Θέσεις 

υποκατάστασης 

ΔG ChemScore 
Internal 

Correction 
logP 

75 4,6 -42,32 40,53 1,09 0,48 

76 3,6 -40,66 40,05 0,46 0,65 

77 3,5 -41,92 38,88 0,74 0,65 

78 4,5 -40,03 38,50 0,89 0,48 

Στον πίνακα που ακολουθεί, απεικονίζεται ο τρόπος πρόσδεσης των 

παραγώγων της κινολινόνης. 
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Πίνακας 7.6: Τρόπος πρόσδεσης των παραγώγων της κινολινόνης στο ενεργό κέντρο 

της  GIIA sPLA2 όπως προέκυψε από τα πειράματα προσομοίωσης με το πρόγραμμα 

GOLD. 

Ενώσεις 
Δομή / 

Αλληλεπιδράσεις 
Αποτελέσματα προσομοίωσης 

75 
 

Ca2+ … COO-/CONH 

HIS47 … NHCOCO 

GLY29 … CONH 

 

76 
 

Ca2+ … COO- 

GLY31 … COO- 

LYS62 … -OCH2COO- 
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77 

 

Ca2+ … COO- 

GLY31 … COO- 

 
 

78 

 

Ca2+ … COO-/CONH 

HIS47 … NHCOCO 

GLY29 … CONH 
 

Από τα αποτελέσματα των πειραμάτων προσομοίωσης φαίνεται ότι όταν η 

υποκατάσταση είναι στις θέσεις 4,6 και 4,5 η διευθέτηση των ενώσεων είναι 

παρόμοια με αυτήν των ινδολικών αναστολέων. Επίσης, σε αυτές τις δύο 

ενώσεις οι αλληλεπιδράσεις με το ενεργό κέντρο είναι οι επιθυμητές. Η 

βαθμονόμηση των ενώσεων από το πρόγραμμα σε αυτήν την περίπτωση, δεν 

είναι ιδιαίτερα βοηθητική καθώς δεν παρατηρούνται σημαντικές διαφορές με 

τα παράγωγα που φέρουν την υποκατάσταση στις θέσεις 3, 5 και 3, 6. 

Συνολικά, φαίνεται ότι όταν η θέση των υποκαταστατών είναι στις θέσεις 4,6 

τα παράγωγα της κουμαρίνης και της κινολινόνης έχουν παρόμοια 

υπολογιστικά αποτελέσματα με αυτά των ινδολικών αναστολέων. Επίσης, τα 
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παράγωγα της κινολινόλης πιθανότατα να παρουσιάζουν δυνατότητα 

πρόσδεσης στο ενεργό κέντρο του ενζύμου καθώς παρουσιάζουν 

ευνοϊκότερες βαθμονομήσεις.   

7.4 Πειράματα προσομοίωσης της μοριακής πρόσδεσης 2-

οξοαμιδικών παραγώγων της κουμαρίνης και της κινολινόνης 

Γνωρίζοντας την ανασταλτική δράση των 2-οξοαμιδικών παραγώγων έναντι 

της GIIA sPLA2, προχωρήσαμε στον σχεδιασμό και την προσομοίωση της 

πρόσδεσης 2-οξοαμιδικών παραγώγων της κουμαρίνης και της κινολινόνης. 

Ορισμένα από τα καλύτερα αποτελέσματα παρουσιάζονται στους παρακάτω 

πίνακες.  

Πίνακας 7.7: Υπολογιστικά αποτελέσματα 2-οξοαμιδικών παραγώγων της κουμαρίνης. 

Ένωση 

 
n 

ΔG Chem.Score ΔEclash 

79 6 -44,22 40,42 1,99 

80 5 -48,21 42,08 1,40 

81 4 -48,62 43,18 1,08 

82 3 -43,53 39,36 2,80 

83 0 -37,90 35,50 1,77 
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Πίνακας 7.8: Υπολογιστικά αποτελέσματα 2-οξοαμιδικών παραγώγων της κινολινόνης. 

Ένωση 

 
n 

ΔG Chem.Score ΔEclash 

84 5 -48,94 39,81 2,77 

85 4 -43,08 40,15 3,77 

86 0 -38,41 36,41 1,79 

 

Ο τρόπος πρόσδεσης της ένωσης 81 (Εικόνα 7.1) και τα αποτελέσματα από 

τη βαθμονόμηση, όπως προέκυψαν από τα πειράματα προσομοίωσης, 

έδειξαν ότι έχει την ικανότητα να προσδένεται στο ενεργό κέντρο του ενζύμου 

δημιουργώντας τις επιθυμητές αλληλεπιδράσεις. 

 

Σχήμα 7.1: Ο τρόπος πρόσδεσης της ένωσης 81 όπως προέκυψε από τη χρήση του 

προγράμματος  GOLD. 
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8. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8                                                                

ΜΟΡΙΑΚΗ ΔΥΝΑΜΙΚΗ 

8.1 Μοριακή δυναμική 

Για να κατανοηθεί ο τρόπος αλληλεπίδρασης του αναστολέα GK241 με το 

ενεργό κέντρο του ενζύμου, αλλά και για να διερευνηθούν οι δομικές αλλαγές 

στην ένωση με σκοπό να επιτευχθεί μια ευνοϊκότερη πρόσδεση, 

προσομοιώθηκε η μοριακή δυναμική του συμπλόκου GK241-GIIA sPLA2. Τα 

πειράματα έγιναν με τη βοήθεια του προγράμματος AMBER. Επίσης, 

πραγματοποιήθηκε προσομοίωση της μοριακής δυναμικής του συμπλόκου 

61γ-GIIA sPLA2 ώστε να συγκριθεί η συμπεριφορά των δύο ενώσεων και να 

συσχετισθεί η βιολογική τους δράση. 

8.1.1 Μέθοδος 

Ο συνολικός χρόνος προσομοίωσης ήταν τα 200 ns για κάθε σύμπλοκο. Το 

πεδίο δυνάμεων gaff (general AMBER force field)311 χρησιμοποιήθηκε για να 

οριστούν οι παράμετροι των ενώσεων GK241 και 61γ. Το φορτίο τους 

ορίστηκε με την εφαρμογή Antechamber του προγράμματος AMBER με τη 

χρήση της μεθόδου ΑΜ1-BCC (Austin Model 1 with Bond Charge 

Correction).312 Στη συνέχεια, με τη βοήθεια της εφαρμογής tLEaP και του 

πεδίου δυνάμεων ff12SB313,314,315,316 ορίστηκαν οι παράμετροι των 

συστημάτων και προετοιμάστηκε το σύμπλεγμα πρωτεΐνης-αναστολέα. Η 

διαμόρφωση του δακτυλίου των HIS6, HIS47 και HIS27 διατηρήθηκε ίδια με 

αυτήν της κρυσταλλογραφικής μελέτης. Η HIS47 αλληλεπιδρά με το ASP48 

και η HIS27 δρά ως υποκαταστάτης του ιόντος ασβεστίου.   

Για την εμβάπτιση του συμπλέγματος στο νερό, χρησιμοποιήθηκε το μοντέλο 

TIP3P317 και γεωμετρία οκταέδρου με περικομμένες τις γωνίες. Η απόσταση 

της κάθε πλευράς του οκταέδρου ήταν 12 Å από την πρωτεΐνη. Τα συστήματα 

ενυδατώθηκαν με συνολικά 8.533 και 8.506 μόρια νερού αντίστοιχα. Eπίσης, 

ορίστηκε η ύπαρξη δεσμών μεταξύ του μετάλλου (Ca2+) στο ενεργό κέντρο και 

των αμινοξέων HIS27, GLY29 και GLY31 και ορίστηκαν οι δισουλφιδικοί 

δεσμοί CYS83-CYS59, CYS124-CYS49, CYS117-CYS26, CYS50-CYS90, 
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CYS28-CYS44, CYS43-CYS97, CYS88-CYS77 που υπάρχουν στη πρωτεΐνη. 

Τέλος, το συνολικό φορτίο του κάθε συμπλόκου έγινε ουδέτερο με την 

προσθήκη 18 ιόντων Cl­, η παραμετροποίηση των οποίων έγινε με τη χρήση 

του frcmod.ionsjc_tip3p φακέλου. 

Για την ελαχιστοποίηση της ενέργειας του ενυδατωμένου συμπλέγματος 

πρωτεΐνης-ένωσης χρησιμοποιήθηκε η εφαρμογή sander.318,319,320 Στο πρώτο 

βήμα εφαρμόστηκαν 1.500 βήματα της μεθόδου απότομης καταβύθισης 

‘steepest descent’ και 1.500 βήματα της μεθόδου συζυγών βαθμίδων 

‘conjugate gradient’. Κατά τη διάρκεια της ελαχιστοποίησης, το σύμπλεγμα 

διατηρήθηκε σταθερό προκειμένου να ελαχιστοποιηθούν τα μόρια του νερού. 

Ακολούθησαν πέντε βήματα στα οποία εφαρμόστηκαν 800 βήματα ‘steepest 

descent’ και 1.500 βήματα ‘conjugate gradient’ στο καθένα. Η ελευθερία του 

συμπλέγματος αυξήθηκε σταδιακά, μέχρι η αρμονική  σταθερά  δύναμης 

(restrain_wt) να λάβει την τιμή 10 kcal mol-1 Å-1. Στη συνέχεια τα συστήματα 

θερμάνθηκαν σταδιακά από τους 0 Κ μέχρι τους 300 Κ υπό σταθερό όγκο για 

72 ps και αφέθηκαν να ισορροπήσουν για 50 ps υπό σταθερή πίεση 1 bar και 

διατηρώντας τη θερμοκρασία στους 300 K χρησιμοποιώντας τη μέθοδο 

Langevin.321 Τα συστήματα αφέθηκαν ελεύθερα χωρίς περιορισμούς, να 

ισορροπήσουν για επιπλέον 50 ps υπό σταθερή πίεση και θερμοκρασία. 

Τέλος, έγινε προσομοίωση της μοριακής δυναμικής συνολικού χρόνου 200 ns 

για κάθε σύστημα, χρησιμοποιώντας τη μέθοδο PME (Particle Mesh Ewald) 

για τον υπολογισμό των ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων στο σύστημα.322 

Στους ομοιοπολικούς δεσμούς που συμμετέχουν άτομα υδρογόνου 

εφαρμόστηκε ο αλγόριθμος SHAKE323 κατά τα βήματα της θέρμανσης, της 

εξισορρόπησης και της μοριακής δυναμικής του συστήματος. Για τη 

διατήρηση της θερμοκρασίας, στη μέθοδο Langevin η συχνότητα σύγκρουσης 

ορίστηκε στα 2,0 ps-1. Η ανάλυση των παραχθέντων αρχείων έγινε με την 

εφαρμογή ptraj και cpptraj του AMBER. 

8.1.2 Αποτελέσματα 

Οι υπολογισμοί για τις μεταβολές στις διαμορφώσεις των συστημάτων κατά 

τον χρόνο προσομοίωσης έγιναν με αναφορά τη κρυσταλλική δομή της 
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πρωτεΐνης. Στο Σχήμα 8.1 περιγράφονται τα διαγράμματα RMSD για τους 

πεπτιδικούς δεσμούς της πρωτεΐνης (Cα, C, N) στα δύο συστήματα. Κατά τη 

διάρκεια της μοριακής δυναμικής οι μεταβολές δεν είναι μεγάλες, καθώς οι 

τιμές του RMSD κινούνται γύρω από τα 2 Å. Το γεγονός αυτό δείχνει ότι τα 

συστήματα είναι σταθερά και δεν παρατηρούνται εσφαλμένες δομικές 

μετατοπίσεις. Επίσης, η σταθερότητα των πρωτεϊνών είναι αναμενόμενη λόγω 

των επτά δισουλφιδικών δεσμών που περιέχουν.  

 

Σχήμα 8.1: Τιμή RMSD για τα άτομα Cα, C και N των δύο συμπλόκων κατά τη διάρκεια 

της δυναμικής. 

Η αλλαγή της τοποθέτησης των δύο ενώσεων GK241 και 61γ στο ενεργό 

κέντρο του ενζύμου, μελετήθηκε με τον υπολογισμό του RMSD των ατόμων 

που ανήκουν στο αμινοξύ της βαλίνης και στην ομάδα του 2-οξοαμιδίου 

(Σχήμα 8.2). Η επιλογή αυτών των ατόμων έγινε ώστε να παρακολουθηθεί η 

μεταβολλή της θέσης των ομάδων που δημιουργούν τις σημαντικότερες 

αλληλεπιδράσεις με το ενεργό κέντρο.  
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Σχήμα 8.2: Διακύμανση της τιμής RMSD για τα άτομα της ομάδας της βαλίνης και της 2-

οξοαμιδική ομάδας των ενώσεων GK241 και 61γ κατά τη διάρκεια της δυναμικής. 

Για την ένωση GK241 οι τιμές είναι μικρότερες του 1 Å καθ’ όλη τη διάρκεια 

του χρόνου της μοριακής δυναμικής. Το αποτέλεσμα υποδεικνύει ότι 

διατηρούνται σταθερές οι αποστάσεις μεταξύ των ατόμων οξυγόνου της 

καρβοξυλικής ομάδας και του ιόντος ασβεστίου, διατηρώντας την ικανότητα 

της καρβοξυλομάδας να δρα ως υποκαταστάτης του μετάλλου. Στις εικόνες 

8.1 και 8.2 απεικονίζεται το σύστημα GK241-GIIA sPLA2 στην αρχή και στο 

τέλος του χρόνου προσομοίωσης. 

 

 

Εικόνα 8.1: Η διαμόρφωση της GK241 στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2 στην αρχή 

της προσομοίωσης. 
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Εικόνα 8.2: Η διαμόρφωση της GK241 στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2 στο τέλος της 

προσομοίωσης. 

Για την ένωση 61γ η τιμή του RMSD κυμαίνεται μεταξύ 1-1,5 Å και όπως 

φαίνεται από τις Εικόνες 8.3 και 8.4 η διαμόρφωση της ένωσης κατά τη 

διάρκεια της μοριακής δυναμικής (200 ns) μεταβάλλεται αρκετά.   

 

Εικόνα 8.3:  Η διαμόρφωση της 61γ στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2 στην αρχή της 

προσομοίωσης. 
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Εικόνα 8.4: Η διαμόρφωση της 61γ στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2 στο τέλος της 

προσομοίωσης. 

Για τη σταθεροποίηση της πρόσδεσης των μορίων στο ενεργό κέντρο του 

ενζύμου, σημαντικό ρόλο παίζουν ο σχηματισμός δεσμών υδρογόνου με τα 

αμινοξέα του ενεργού κέντρου, καθώς και η υποκατάσταση μίας θέσης 

συντάξεος του ιόντος ασβεστίου από τις λειτουργικές ομάδες του μορίου 

(καρβοξυλομάδα, α-κετοαμιδική ομάδα).  

Στο Πίνακα 8.1 συνοψίζεται η μέση απόσταση των λειτουργικών ομάδων των 

αναστολέων από το μέταλλο κατά τη διάρκεια της μοριακής δυναμικής.  

Πίνακας 8.1: Μέση απόσταση των αναστολέων από το μέταλλο. 

Απόσταση (Å) GK241 61γ 

Ca2+  … -COO- ~2,2 ~2,2 

Ca2+ … -NHCO 5,0 6,5 

 

Η ομάδα του καρβοξυλίου βρίσκεται σε κατάλληλη απόσταση για να δράσει 

ως υποκαταστάτης του Ca2+ και στα δύο συστήματα, κατά τη διάρκεια του 

υπολογισμού. 
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Όσον αφορά τον σχηματισμό δεσμών υδρογόνου (Πίνακας 8.2), ένας 

σταθερός δεσμός υδρογόνου σχηματίζεται μεταξύ της GLY29 και της 

καρβοξυλομάδας και στα δύο συστήματα, ενώ για την ένωση GK241 

παρατηρείται ο σχηματισμός δύο επιπλέον δεσμών υδρογόνου, μεταξύ της 

GLY29 και της καρβονυλομάδας του αμιδίου και μεταξύ της HIS47 και του 

αμιδικού -ΝΗ.  

Πίνακας 8.2: Δεσμοί υδρογόνου που σχηματίζονται μεταξύ των αμινοξέων του ενεργού 

κέντρου και των ενώσεων GK241 και 61γ. Τα μήκη των δεσμών εκφράζονται σε Ǻ και η 

διάρκειά τους εκφράζεται ως το ποσοστό επί του συνόλου του χρόνου 

προσομοίωσης. 

 GK241 61γ 

GLY29 

-COO- 

3,05 Å 
 52 % 

 
-NHCO 
2,9 Å  
51 % 

-COO- 
2,94 Å 
75,8 % 

HIS47 
-NHCOCO 

3,18 Å 
 30,47 % 

 

Οι υπολογισμοί των τιμών των ενεργειακών όρων για το κάθε σύστημα 

επιτεύχθησαν με τη χρήση της μεθόδου MM-PBSA (Πίνακας 8.3). Με τη 

χρήση της μεθόδου υπολογίστηκαν οι τιμές της ενέργειας πρόσδεσης καθών 

των ενεργειακών όρων που συμβάλουν στη διαμόρφωση της.   
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Πίνακας 8.3: Συνεισφορές στην ελεύθερη ενέργεια πρόσδεσης (ΔGπρόσδεσης) για τα 

σύμπλοκα της GIIA sPLA2 με τις ενώσεις GK241 και 61γ, όπως υπολογίστηκαν με τη 

μέθοδο MM-PBSA. 

Energy (kcal·mol-1)* GK241 61γ 

ΔEvdW -38,67 ± 4,61 -33,01 ± 0,73 

ΔEelec -531,72 ± 1,28 -511,55 ± 4,03 

ΔGPB 534,51 ± 4,28 514,44 ± 4,42 

ΔGNP -4,36 ± 0,03 -4,18 ± 0,04 

ΔGele(tot)= ΔΕele+ ΔGPB 2,79 ± 5,56 2,89 ± 8,45 

ΔGsolv 529,64 ±  4,24 510,25 ± 4,46 

ΔEMM, gas -570,39 ± 5,89 -544,57 ± 3,29 

ΔH(MM+solv) -40,74 ± 1,64 -34,31 ± 1,17 

-TΔStot 18,57 ± 1,16 16,46 ± 0,85 

ΔGMM-PBSA -22,17 ± 1,36 -17,85 ± 0,94 

*Οι αριθμοί στις παρενθέσεις εκφράζουν τη τυπική απόκλιση (standard deviation). 

Με βάση την ανάλυση των αποτελεσμάτων, η θεωρητική τιμή πρόσδεσης για 

το σύστημα GK241-GIIA sPLA2 είναι  ΔGπρόσδεσης  = -22,17 ± 1,36 kcal·mol-1 

ενώ για το 61γ-GIIA sPLA2 είναι  ΔGπρόσδεσης  = -17,85 ± 0,94 kcal·mol-1.  

Η  συνολική  ηλεκτροστατική  συνεισφορά (ΔEele+ ΔGPB) είναι 2,79 kcal·mol-1 

για το σύστημα του GK241 και 2,89 kcal·mol-1 για το 61γ. Το αποτέλεσμα 

αυτό υποδεικνύει ότι η μη ευνοϊκή ηλεκτροστατική συνεισφορά στην ελεύθερη 

ενέργεια διαλυτότητας (ΔGPB) αντισταθμίζεται από την ευνοϊκή  

ηλεκτροστατική συνεισφορά στην ελεύθερη ενέργεια του συστήματος (ΔGele) 

όπως αυτή υπολογίζεται από τη μοριακή μηχανική (ΔΕΜΜ). Οι 

αλληλεπιδράσεις στο σχηματισμό των συμπλόκων επηρεάζονται κυρίως από 

τις συνεισφορές van der Waals και από τη μη πολική συνεισφορά στην 

ελεύθερη ενέργεια διάλυσης. 
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8.1.3 Συμπεράσματα 

Με βάση τα αποτελέσματα της προσομοίωσης της μοριακής δυναμικής των 

ενώσεων GK241 και 61γ στο ενεργό κέντρο της GIIA sPLA2 δώθηκε πιθανή 

εξήγηση για τα πειραματικά in vitro αποτελέσματα και τη συσχέτιση δομής-

δράσης. 

Αρχικά, η καρβοξυλομάδα και η α-κέτο ομάδα του αναστολέα GK241 είναι 

κοντά στο ιόν του ασβεστίου. Κατά τη διάρκεια της δυναμικής γίνεται μια 

επανατοποθέτηση του μορίου μέσα στην κοιλότητα με αποτέλεσμα η 

καρβοξυλομάδα να δρα ως δισχιδής υποκαταστάτης του μετάλλου του 

ενεργού κέντρου. 

Οι δεσμοί υδρογόνου που υπάρχουν αρχικά είναι μεταξύ της 

καρβοξυλομάδας και της GLY31 και ένας παροδικός με την LYS61 μέσω 

γέφυρας δεσμού υδρογόνου (2 μόρια νερού). Μετά την επανατοποθέτηση του 

μορίου, δημιουργούνται δυο επιπλέον σταθεροί δεσμοί υδρογόνου μεταξύ του 

αμιδικού CO με την GLY29 και μεταξύ του αμιδικού -ΝΗ με την καταλυτική 

ιστιδίνη.  

Οι παραπάνω αλληλεπιδράσεις παρατηρούνται από τα μισά του χρόνου της 

προσομοίωσης και μέχρι το τέλος. Ο λόγος για τον οποίο το μέρος της 

ένωσης που συμμετέχει στις παραπάνω αλληλεπιδράσεις, παραμένει 

σταθερά σε θέση ευνοϊκή για τη δημιουργία τους, είναι η διευθέτηση της 

μακριάς αλειφατικής αλυσίδας στην κοιλότητα. Παρ’ ότι είναι αρκετά ευέλικτη, 

οι λιπόφιλες αλληλεπιδράσεις που δημιουργούνται, καθώς και πιθανότατα 

στερικοί λόγοι, ευνοούν τη σταθεροποίηση των λειτουργικών ομάδων της 

ένωσης κοντά στο ενεργό κέντρο, με αποτέλεσμα τη δημιουργία σταθερών 

αλληλεπιδράσεων. 

Για την 61γ παρατηρείται παρόμοια συμπεριφορά όσον αφορά τις αρχικές 

αλληλεπιδράσεις με το ενεργό κέντρο και την επανατοποθέτηση του μορίου 

μέσα στην κοιλότητα κατά τη διάρκεια της μοριακής δυναμικής. Ωστόσο, λόγω 

της ευελιξίας της αλειφατικής αλυσίδας καθώς και της τάσης του αρωματικού 

δακτυλίου να εισχωρήσει στο κέντρο του ενζύμου, στην τελική διαμόρφωση 

που λαμβάνει το μόριο, η α-κετοαμιδική ομάδα του είναι απομακρυσμένη από 
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τα αμινοξέα του ενεργού κέντρου. Κατά συνέπεια, η τοποθέτησή της δεν 

ευνοεί το σχηματισμό δεσμών υδρογόνου και το μόριο συγκρατείται στο 

ενεργό κέντρο μόνο από την ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση με το ιόν 

ασβεστίου και ενδεχομένως κάποιες επιπλέον παροδικές υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις. 

Συνεπώς, η τοποθέτηση της αλειφατικής αλυσίδας της GK241 ευνοεί τον 

σχηματισμό των αλληλεπιδράσεων της ένωσης με το ενεργό κέντρο του 

ενζύμου. Γι’ αυτό, προκειμένου να βελτιστοποιηθεί η ανασταλτική της δράση, 

θα πρέπει να εξεταστούν αλλαγές στη δομή της που να εξασφαλίζουν των 

σχηματισμό αυτών των υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων.     
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9. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 9                                                             

ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΤΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ PGE2 ex vivo 

Η προσταγλανδίνη Ε2 (PGE2) είναι ένα βιοδραστικό λιπίδιο, το οποίο 

συμμετέχει σε ένα ευρύ φάσμα βιολογικών διεργασιών, που συνδέονται με 

την εμφάνιση της φλεγμονής, του πόνου, του καρκίνου324 και της 

αθηροσκλήρωσης.325 Η PGE2 υπερεκφράζεται σε καρκινικά κύτταρα, η 

εμφάνιση των οποίων συνδέεται με την παρουσία χρόνιας φλεγμονής. Έχει 

ταυτοποιηθεί ως η κυριότερη από τις προσταγλανδίνες που συμμετέχουν στην 

εξέλιξη των κακοηθών όγκων του πνεύμονα και του μαστού.326 Από την άλλη 

πλευρά, έχει βρεθεί ότι η PGE2 διευκολύνει την αρτηριακή θρόμβωση,325,327 

και η παραγωγή της αυξάνεται με τον καπνό του τσιγάρου.328 Επίσης, 

αυξημένη παραγωγή των PGI2/PGE2 συνοδευόμενη από την επαγωγή της 

οδού COX-2 κατά την δημιουργία της αθηρωματικής πλάκας, συμβάλει στη 

σταθερότητα της.329,330   

Η δράση των φωσφολιπασών Α2 σχετίζεται άμεσα με τo σχηματισμό της 

PGE2.331,332 Έτσι, η ανάπτυξη ουσιών οι οποίες μπορούν να καταστείλουν την 

παραγωγή της PGE2 αποτελεί αντικείμενο μελέτης για την εύρεση θεραπείας 

ασθενειών που σχετίζονται με τη χρόνια φλεγμονή. 

Στόχος των πειραμάτων μας ήταν να διαπιστώσουμε αν ο αναστολέας GK241 

της GIIA sPLA2 παρουσιάζει δράση σε κυτταρικό επίπεδο, και πιο 

συγκεκριμένα σε μεσαγγειακά κύτταρα.    

Τέσσερα είδη φωσφολιπάσης Α2 εκφράζονται στα μεσαγγειακά κύτταρα του 

νεφρικού σωμάτιου: η κυτοσολική GIVA cPLA2, η iPLA2 και οι εκκριτικές IIA 

και V sPLA2.333,334 Τα μεσαγγειακά κύτταρα είναι τροποποιημένα λεία μυϊκά 

κύτταρα με ικανότητα να συσπώνται, ενώ έχουν και φαγοκυτταρικές 

ικανότητες καθώς και ικανότητα παραγωγής συστατικών της εξωκυττάριας 

ουσίας. Επίσης, επειδή συμβάλουν στη στήριξη κάποιων δομών του νεφρικού 

σπειράματος, έχουν σχετιστεί με τις περισσότερες από τις παθολογικές 

καταστάσεις του.  
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Δεδομένου της ισχυρής και εκλεκτικής δράση του αναστολέα GK241 έναντι 

της GIIA sPLA2, πραγματοποιήθηκαν πειράματα σε κυτταρικές καλλιέργειες 

με αντικείμενο την αξιολόγηση της δράσης της ένωσης ως προς την 

παραγωγή της προσταγλανδίνης Ε2. Εκτός από την GK241, η ένωση GK286 

επίσης δοκιμάστηκε σε κυτταρικό επίπεδο για λόγους σύγκρισης. 

Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν στο εργαστήριο της καθηγήτριας Andrea 

Huwiler στο Ινστιτούτο Φαρμακολογίας του Πανεπιστημίου της Βέρνης. Για 

την πραγματοποίηση των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν κυτταρικές 

καλλιέργειες νεφρικών μεσαγγειακών κυττάρων ζωικής προέλευσης 

(ποντίκια), τα οποία ενεργοποιήθηκαν με ιντερλευκίνη 1 και φορσκολίνη για 

24 ώρες. Σκοπός ήταν η επαγωγή της σύνθεσης μεγάλης ποσότητας  PGE2, 

όπως έχει περιγραφεί και αλλού.334 Οι καλλιέργειες μελετήθηκαν απουσία και 

παρουσία των αναστολέων σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. Το υπερκείμενο 

υλικό συλλέχθηκε και με τη μέθοδο ELISA έγινε ποσοτικός προσδιορισμός της 

PGE2 που εκκρίθηκε από τα κύτταρα.  

Ο ισχυρός και εκλεκτικός αναστολέας GK241 παρουσίασε σημαντική 

αναστολή της παραγωγής PGE2 (Σχήμα 9.1). Σε συγκέντρωση 3 μΜ της 

ένωσης, η σύνθεση της PGE2 μειώθηκε στο ~30%, ενώ σε μεγαλύτερη 

συγκέντρωση (10 μΜ) παρατηρήθηκε περαιτέρω μείωση του ποσοστού 

παραγωγής της PGΕ2. Αντίθετα, παρουσία της ένωσης  GK286, ακόμα και σε 

συγκέντρωση 10 μΜ, το ποσοστό παραγωγής της PGE2 δεν μειώθηκε 

σημαντικά (~90%). 

Παρόλο που δεν είναι γνωστή η ακριβής βιολογική οδός μέσω της οποίας 

επάγεται η κυτταρική σύνθεση της προσταγλανδίνης Ε2, από τα παραπάνω 

αποτελέσματα είναι εμφανές ότι η GIIA sPLA2 εμπλέκεται σε αυτή. Αναστολή 

της δράσης της GIIA sPLA2 μειώνει της παραγωγή της PGΕ2 σε κυτταρικό 

επίπεδο. Ως εκ τούτου, επιπλέον πειράματα χρειάζεται να γίνουν ώστε να 

διαπιστωθεί αν ο αναστολέας GK241 μπορεί να αποτελέσει μια πιθανή 

φαρμακευτική προσέγγιση για την αντιμετώπιση της παθολογικής σύνθεσης 

της PGE2.         
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Με βάση το δεδομένο ότι η PGE2 εμπλέκεται στην αθηροσκλήρωση και στην 

αθηροθρόμβωση, ο αναστολέας GK241 που αναπτύχθηκε στην παρούσα 

διατριβή αποτελεί ένωση που μπορεί να παρουσιάζει in vivo δράση κατά της 

αθηροσκλήρωσης και αθηροθρόμβωσης.  

 

Σχήμα 9.1: Επίδραση των ενώσεων GK241 και GK286, σε διάφορες συγκεντρώσεις 

(μΜ), στην παραγωγή PGE2 από τα κύτταρα. 

 

 

 

 

 

 



164 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



165 

 

10. ΚΕΦΑΛΑΙΟ 10 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΠΟΡΕΙΕΣ ΚΑΙ ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

10.1 Μέθοδοι και υλικά 

Για τις αντιδράσεις χρησιμοποιήθηκαν χημικώς καθαρά αντιδραστήρια. Τα 

αντιδραστήρια και οι διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση των 

ενώσεων προμηθευτήκαν από τις εταιρίες Fluka, Sigma, Aldrich και Bachem. 

Η παρασκευή του ξηρού τετραϋδροφουρανίου έγινε με κατεργασία ποσότητας 

διαλύτη με οξείδιο του αργιλίου για 24 h. Στη συνέχεια ακολούθησε απόσταξη 

και ο διαλύτης αποθηκεύτηκε σε γυάλινο δοχείο που περιείχε κόσκινα. Για την 

παρασκευή ξηρού αιθέρα, ο διαλύτης κατεργάζεται αρχικά με χλωριούχο 

ασβέστιο (CaCl2) και στη συνέχεια φυλάσσεται υπεράνω μεταλλικού νατρίου. 

Οι συμπυκνώσεις των διαλυτών έγιναν υπό ελαττωμένη πίεση σε 

θερμοκρασία 35-45 oC ανάλογα με το διαλύτη. Ο καθαρισμός των προϊόντων 

που παρασκευάστηκαν έγινε με χρωματογραφία στήλης ή με 

ανακρυστάλλωση. Στις χρωματογραφίες στήλης η ροή διαλύτη έγινε είτε με  

εφαρμογή χαμηλής πίεσης στο πάνω μέρος της στήλης (στήλη Flash) είτε 

βαρυτικά (απλή στήλη). Για την στατική φάση το υλικό που χρησιμοποιήθηκε 

ήταν silica gel 60 (70-230 mesh) για τις απλές χρωματογραφίες στήλης και 

silica gel 60 (230-400 mesh) για τις στήλες Flash. 

Ο έλεγχος της πορείας των αντιδράσεων έγινε με χρωματογραφία λεπτής 

στοιβάδας (TLC) και χρησιμοποιήθηκαν πλάκες αλουμινίου πάχους 0.2 mm 

επιστρωμένες με silica gel 60 και φθορίζοντα δείκτη F254. Για την εμφάνιση 

των ουσιών στα φασματογραφήματα χρησιμοποιήθηκε λυχνία UV, διάλυμα 

φωσφομολυβδαινικού οξέος 7.5% σε αιθανόλη και διάλυμα νινυδρίνης 0.5% 

σε αιθανόλη. Ως διαλύτες ανάπτυξης των χρωματογραφημάτων λεπτής 

στοιβάδας χρησιμοποιήθηκαν τα ακόλουθα συστήματα: 

1. πετρελαϊκός αιθέρας (σ.ζ. 40-60 °C)/ οξικός αιθυλεστέρας 9/1 

2. πετρελαϊκός αιθέρας (σ.ζ. 40-60 °C)/ οξικός αιθυλεστέρας 4/1 

3. πετρελαϊκός αιθέρας (σ.ζ. 40-60 °C)/ οξικός αιθυλεστέρας 1/1 
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4. πετρελαϊκός αιθέρας (σ.ζ. 40-60 °C)/ οξικός αιθυλεστέρας 5.5/4.5 

5. πετρελαϊκός αιθέρας (σ.ζ. 40-60 °C)/ οξικός αιθυλεστέρας 1/2 

6. πετρελαϊκός αιθέρας (σ.ζ. 40-60 °C)/ οξικός αιθυλεστέρας 2/1 

7. πετρελαϊκός αιθέρας (σ.ζ. 40-60 °C)/ οξικός αιθυλεστέρας 3/2 

8. πετρελαϊκός αιθέρας (σ.ζ. 40-60 °C)/ οξικός αιθυλεστέρας 1/4 

9. πετρελαϊκός αιθέρας (σ.ζ. 40-60 °C)/ οξικός αιθυλεστέρας 3/7 

10. χλωροφόρμιο / μεθανόλη 9/1 

11. χλωροφόρμιο / μεθανόλη 95/5 

Η ταυτοποίηση των ενώσεων πραγματοποιήθηκε με φασματοσκοπία 

πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (NMR) και φασματομετρία μάζας. Τα 

φάσματα πρωτονίου (1Η) και άνθρακα (13C) των ουσιών ελήφθησαν σε 

φασματογράφο πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού Varian Mercury (200 MHz 

και 50 MHz αντίστοιχα) σε δευτερωμένο διαλύτη χλωροφορμίου (CDCl3) ή 

μεθανόλης (CD3OD). Οι χημικές μετατοπίσεις εκφράζονται σε ppm. Οι 

σταθερές σύζευξης εκφράζονται σε Hz. Τα φάσματα μαζών ελήφθησαν σε 

φασματογράφο μάζας Finnigan, Surveyor MSQ Plus με την τεχνική του 

ιονισμού μέσω ηλεκτροψεκασμού (Electron Spray Ionization).  

Ο προσδιορισμός του σημείου τήξεως των ενώσεων έγινε σε συσκευή Büchi 

530 και τα αποτελέσματα δίνονται μη διορθωμένα. Η οπτική στροφική 

ικανότητα των ουσιών μετρήθηκε με ηλεκτρονικό πολωσίμετρο Perkin-Elmer, 

Model 343 με κυψελίδα 10 cm και σε θερμοκρασία δωματίου. Η μοριακή μάζα 

έχει μονάδα μέτρησης kg·mol-1 σύμφωνα με το SI, αλλά για ιστορικούς λόγους 

σχεδόν πάντα εκφράζεται σε g·mol-1. 

Οι ενώσεις 53β,335 54β,335 55α,336 56α,336 55β,337 56β338 έχουν περιγραφεί 

στην βιβλιογραφία και τα πειραματικά δεδομένα είναι σύμφωνα με αυτήν. 
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10.2 Συνθετικές πορείες  

10.2.1 Γενική μέθοδος σύζευξης 

Σε αναδευόμενο διάλυμα 2-υδροξυοξέος (1,0 mmol) και tert-βουτυλεστέρα ή 

μεθυλ/αιθυλεστέρα του άμινο συστατικού (1,0 mmol) σε CH2Cl2 (10 mL), 

προστίθεται Et3N (0,3 mL, 2,2 mmol) και στη συνέχεια 1-(3-

διμεθυλαμινοπροπυλ)-3-αιθυλκαρβοδιαμίδιο WSCI.HCl (0,21 g, 1,1 mmol) και 

1-υδροξυβενζοτριαζόλιο HOBt (0,15 g, 1,0 mmol). Το μίγμα της αντίδρασης 

αναδεύεται στους 0 oC για 1 h και στη συνέχεια αφήνεται σε θερμοκρασία 

δωματίου για 18 h. Ακολουθεί συμπύκνωση του οργανικού διαλύτη υπό 

ελαττωμένη πίεση και το υπόλειμμα διαλύεται σε EtOAc (10 mL). Η οργανική 

στιβάδα μεταφέρεται σε διαχωριστική χοάνη και εκπλένεται διαδοχικά με 

υδατικό διάλυμα 5% κιτρικού οξέος (2 × 10 mL), κορεσμένο υδατικό διάλυμα 

NaCl (10 mL), υδατικό διάλυμα 5% NaHCO3 (2 × 10 mL) και κορεσμένο 

υδατικό διάλυμα NaCl (10 mL). Στη συνέχεια η οργανική στιβάδα ξηραίνεται 

με Na2SO4 και ο οργανικός διαλύτης απομακρύνεται υπό ελαττωμένη πίεση. 

Το προϊόν καθαρίζεται με χρωματογραφία στήλης. 

 

(2S)-2-(2-υδροξυδεκαεξαναμιδο)-3-μεθυλοβουτανοικός tert- 

βουτυλεστέρας  

(2S)-tert-butyl 2-(2-hydroxyhexadecanamido)-3-methylbutanoate 

  

 

36α (μίγμα διαστερεομερών) 

Λευκό στερεό. Παρελήθφη από τη σύζευξη του tert-βουτυλεστέρα της (L)-

βαλίνης. Απόδοση: 62%. 

Μ.Τ.: C25H49NO4 

M.B.: 427,66 

Σύστημα έκλουσης (2): Rf 0,44 
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[α]20
D 9,80 (c 1,01, CHCl3) 

Σ.Τ.: 49-53 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.17 (d,  J = 9.0 Hz, ½H, NH), 7.05 (d, J = 9.0 

Hz, ½H, NH), 4.46-4.31 (m, 1H, CH), 4.18-4.03 (m, 1H, CHOH), 4.00 (d, J = 

4.8 Hz, ½H, OH), 3.83 (d, J = 4.8 Hz, ½H, OH), 2.24-2.03 (m, 1H, NHCHCH), 

1.90-1.52 (m, 2H, CH2CHOH), 1.44 (s, 9H, 3xCH3), 1.34-1.13 (m, 24H, 

12xCH2), 0.97-0.75 (m, 9H, 3xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 174.1, 174.0, 171.3, 170.9, 82.0, 81.9, 72.2, 

71.9, 57.0, 56.8, 34.8, 31.8, 31.3, 31.2, 29.6, 29.5, 29.3, 29.3, 27.9, 25.0, 

24.8, 22.6, 18.9, 18.8, 17.5, 17.4, 14.0. 

MS (ESI) m/z (%): 428.3 (95) [M+Η]+, 389.2 (100) [M - tBu + NH3], 372.4 (83) 

[M - tBu + H]+. 

 

(2S)-2-(2-υδροξυδεκαεξαναμιδο)προπανοϊκός tert-βουτυλεστέρας 

(2S)-tert-butyl 2-(2-hydroxyhexadecanamido)propanoate 

 

36γ (μίγμα διαστερεομερών)  

 

Άχρωμο λάδι. Παρελήθφη από τη σύζευξη του tert-βουτυλεστέρα της (L)-

αλανίνης. Απόδοση 40%. 

Μ.Τ.: C23H45NO4 

M.B.: 399,33  

Σύστημα έκλουσης (3): Rf 0,58    

[α]20
D 7,7 (c 0,99, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.22-7.04 (m, 1H, NH), 4.56-4.35 (m, 1H, 

NHCH), 4.17-4.02 (m, 1H, CHOH), 3.45 (br, 1H, OH), 1.93-1.55 (m, 2H, 
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CH2CHOH), 1.45 (s, 9H, 3xCH3), 1.36 (d, J = 7.0 Hz, 3H, NHCHCH3), 1.32-

1.18 (s, 24H, 12xCH2), 0.86 (t, J = 6.4 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 173.9, 173.7, 172.3, 172.0, 81.9, 71.9, 48.1, 

34.7, 34.6, 31.8, 29.6, 29.5, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2, 27.8, 24.9, 22.6, 18.4, 

14.0. 

MS (ESI) m/z (%): 400.4 (100) [M + H]+, 417.4 (25) [M + NH3]+, 344.2 (45) [M - 

tBu]+. 

 

(2S)-2-(2-υδροξυδεκαεξαναμιδο)πεντανο-δι-ικος δι-tert-βουτυλεστέρας  

(2S)-di-tert-butyl 2-(2-hydroxyhexadecanamido)pentanedioate 

 

36β (μίγμα διαστερεομερών) 

Υποκίτρινο στερεό. Παρελήθφη από τη σύζευξη του δι-tert-βουτυλεστέρα του 

(L)-γλουταμινικού οξέος. Απόδοση 76%. 

Μ.Τ.: C29H55NO6 

M.B.: 513,40  

Σύστημα έκλουσης (1): Rf 0,65 

[α]20
D 8,1 (c 1,00, CHCl3)  

Σ.Τ.: 45-47 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.24-7.06 (m, 1H, NH), 4.61-4.38 (m, 1H, 

NHCH), 4.22-4.02 (m, 1H, CHOH), 3.61 (br, 1H, OH), 2.44-1.71 (m, 6H, 

3xCH2), 1.53-1.38 (m, 18H, 6xCH3), 1.36-1.17 (m, 24H, 12xCH2), 0.97-0.78 

(m, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 174.2, 174.0, 172.0, 170.8, 82.3, 82.2, 82.2, 

80.7, 80.7, 71.9, 51.7, 34.7, 31.8, 31.5, 29.6, 29.3, 29.2, 27.9, 27.6, 24.9, 

22.6, 14.0. 
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MS (ESI) m/z (%): 514.6 (90) [M + H]+. 

 

(2S)-2-(2-υδροξυδεκαεξαναμιδο)πεντανο-δι-ικος-1-αιθυλ-5-tert- 

βουτυλεστέρας  

(2S)-5-tert-butyl 1-ethyl 2-(2-hydroxyhexadecanamido)pentanedioate 

 

41 (μίγμα διαστερεομερών) 

Κίτρινο λάδι. Παρελήθφη από τη σύζευξη του αιθυλεστέρα του (L)-

γλουταμινικού οξέος. Απόδοση 53%. 

Μ.Τ.: C27H51NO6 

M.B.: 485,70  

Σύστημα έκλουσης (1): Rf 0,76 

[α]20
D 5,80 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.33-7.19 (m, 1H, NH), 4.55-4.38 (m, 1H, 

NHCH), 4.18-3.95 (m, 3H, CHOH και COOCH2), 2.33-1.74 (m, 6H, 2xCH2 και 

CH2CHOH), 1.34 (s, 9H, 3xCH3), 1.29-1.07 (m, 27H, 12xCH2 και CH3), 0.76 (t, 

J = 6.8 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 174.6, 174.4, 171.8, 171.8, 171.5, 80.6, 71.8, 

61.4, 51.1, 34.5, 34.5, 34.4, 31.7, 31.2, 29.4, 29.2, 29.1, 27.8, 27.1, 24.8, 

24.7, 22.4, 13.9. 

MS (ESI) m/z (%): 486.4 (100) [M + H]+, 430.3 (75) [M - tBu + H]+. 
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(2S)-2-(2-υδροξυδεκαεξαναμιδο)-3,3-διμεθυλοβουτανοϊκός μεθυλεστέρας  

(2S)-methyl 2-(2-hydroxyhexadecanamido)-3,3-dimethylbutanoate 

 

32γ (μίγμα διαστερεομερών) 

Λευκό στερεό. Παρελήθφη από τη σύζευξη του μεθυλεστέρα της (L)-tert-

λευκίνης. Απόδοση 84%. 

Μ.Τ.: C23H45NO4 

M.B.: 399,61  

Σύστημα έκλουσης (3): Rf 0,7 

[α]20
D 2,30 (c 1,00, CHCl3) 

Σ.Τ.: 73 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.29-7.07 (m, 1H, NH), 4.47-4.37 (m, 1H, 

NHCH), 4.21-4.04 (m, 1H, CHOH), 3.70 (s, 3H, CH3), 1.93-1.70 (m, 2H, 

CH2CHOH), 1.52-1.16 (m, 24H, 12xCH2), 0.96 (s, 9H, 3xCH3), 0.85 (t, J = 6.8 

Hz, 3H, CH3) 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 174.0, 172.1, 171.7, 72.2, 71.9, 59.5, 59.4, 51.7, 

34.7, 31.8, 29.6, 29.3, 29.2, 26.4, 25.0, 24.9, 22.6, 14.0.  

MS (ESI) m/z (%): 400.2 (100) [M + Η]+. 

 

(2S)-1-(2-υδροξυδεκαεξανο)πυρολιδο-2-καρβοξυλϊκός μεθυλεστέρας  

(2S)-methyl 1-(2-hydroxyhexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxylate 

  

32β (μίγμα διαστερεομερών) 
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Λευκό στερεό. Παρελήθφη από τη σύζευξη του μεθυλεστέρα της (L)-προλίνης. 

Απόδοση 64%. 

Μ.Τ.: C22H41NO4 

M.B.: 383,57  

Σύστημα έκλουσης (4): Rf 0,43 

[α]20
D -50,0 (c 1,00, CHCl3) 

Σ.Τ.: 42-55 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 4.75-4.43 (m, 1H, NCH), 4.29-4.14 (m, 1H, 

CHOH), 3.71 (s, 3H, CH3), 3.62-3.44 (m, 2H, NCH2), 3.06 (br, 1H, OH), 2.57-

1.74 (m, 6H, NCH2CH2CH2 και CH2CHOH), 1.73-1.42 (m, 4H, 2xCH2), 1.23 (s, 

20H, 10xCH2), 0.85 (t, J = 6.4 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 173.6, 172.4, 81.9, 69.5, 59.4, 59.1, 56.7, 52.5, 

46.7, 45.6, 34.4, 32.7, 32.1, 29.9, 29.9, 29.7, 29.6, 29.2, 28.9, 25.3, 24.9, 

22.9, 14.3. 

MS (ESI) m/z (%): 384.4 (100) [M + H]+. 

 

2-(2-υδροξυδεκαεξαναμιδο)-2-μεθυλοπροπανοϊκός μεθυλεστέρας  

methyl 2-(2-hydroxyhexadecanamido)-2-methylpropanoate 

 

32δ (ρακεμικό μίγμα) 

Λευκό στερεό. Παρελήθφη από τη σύζευξη του μεθυλεστέρα το 2-

αμινοϊσοβουτυρικού οξέος. Απόδοση 54%. 

Μ.Τ.: C21H41NO4 

M.B.: 371,55  

Σύστημα έκλουσης (3): Rf 0,62 
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Σ.Τ.: 53-56 οC  

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.13 (s, 1H, NH), 4.09-3.93 (m, 1H, CHΟΗ), 

3.72 (s, 3H, COOCH3), 3.53 (br, 1H, OH), 1.84-1.58 (m, 2H, CH2CHOH), 1.53 

(s, 6H, 2xCH3), 1.34-1.10 (m, 24H, 12xCH2), 0.86 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CH3).  

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 174.9, 173.7, 71.8, 55.9, 52.5, 34.5, 31.8, 29.6, 

29.4, 29.3, 24.8, 24.6, 22.6, 14.0. 

MS (ESI) m/z (%): 372.27 (100) [M + Η]+. 

 

(2S)-2-(2-υδροξυδεκαεξαναμιδο)-3-(1H-ινδολ-3-) προπανοϊκός 

μεθυλεστέρας  

(2S)-methyl 2-(2-hydroxyhexadecanamido)-3-(1H-indol-3-yl)propanoate 

 

32α (μίγμα διαστερεομερών) 

Λευκό στερεό. Παρελήθφη από τη σύζευξη του μεθυλεστέρα της (L)-

τρυπτοφάνης. Απόδοση 52%. 

Μ.Τ.: C28H44N2O4 

M.B.: 472,66  

Σύστημα έκλουσης (4): Rf 0,53 

[α]20
D 41,1 (c 1,00, CHCl3) 

Σ.Τ.: 78-85 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 8.22 (s, 1H, NH), 7.61-7.50 (m, 1H, CH 

αρωματικό), 7.43-6.88 (m, 5H, αρωματικά και ΝΗ), 5.08-4.88 (m, 1H, NHCH), 

4.14-3.97 (m, 1H, CHOH), 3.81-3.67 (m, 3H, COOCH3), 3.34 (d, J = 5.6 Hz, 

2H, NHCHCH2), 1.87-1.64 (m, 2H, CH2CHOH), 1.62-1.15 (m, 24H, 12xCH2), 

0.89 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CH3). 
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13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 173.6, 172.3, 169.0, 168.4, 135.9, 122.7, 122.2, 

119.6, 119.5, 118.5, 118.3, 111.3, 109.8, 80.6, 72.0, 52.4, 34.6, 31.9, 29.6, 

29.5, 29.4, 29.3, 27.6, 24.9, 22.6, 14.1. 

MS (ESI) m/z (%): 473.3 [M + H]+ 100%. 

 

(2S)-2-((2S)-1-(2-υδροξυδεκαεξανο)πυρολιδο-2-καρβαμιδο)-3-φαινυλο 

προπανοϊκός μεθυλεστέρας  

(2S)-methyl 2-((2S)-1-(2-hydroxyhexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxamido)-3-phenylpropanoate 

 

47γ (μίγμα διαστερεομερών) 

Άχρωμο λάδι. Παρελήθφη από τη σύζευξη του μεθυλεστέρα του διπεπτιδίου 

(L)-προλίνη-(L)-φαινυλαλανίνη. Απόδοση 66%. 

Μ.Τ.: C31H50N2O5 

M.B.: 530,37  

Σύστημα έκλουσης (8): Rf 0,45  

[α]20
D -28,5 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.39 (d, J = 8.0 Hz, ½H, NH), 7.32-7.06 (m, 5H, 

αρωματικά), 7.01 (d, J = 7.4 Hz, ½H, NH), 4.93-4.68 (m, 1H, NHCH), 4.64-

4.45 (m, 1H, NCH), 4.26-4.02 (m, 1H, CHOH), 3.69 (s, 1.5H, COOCH3), 3.61 

(s, 1.5H, COOCH3), 3.51-2.86 (m, 5H, OH και NCH2 και NHCHCHΗ), 2.40-

2.14 (m, 1H, NCH2CHΗ), 2.11-1.72 (m, 3H, NCH2CH2CH2), 1.63-1.36 (m, 4H, 

2xCH2), 1.23 (s, 22H, 11xCH2), 0.86 (t, J = 6.4 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 174.4, 174.1, 171.5, 171.4, 170.1, 169.9, 135.7, 

135.5, 129.0, 128.9, 128.2, 128.0, 126.7, 126.6, 69.2, 68.9, 59.7, 53.1, 52.9, 

52.0, 46.4, 46.0, 37.7, 37.5, 34.2, 33.9, 31.6, 29.4, 29.3, 29.2, 29.1, 26.8, 

26.7, 24.9, 24.7, 24.2, 22.4, 13.8. 
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MS (ESI) m/z (%): 531.5 (100) [M + H]+.  

 

(2S)-2-((2S)-1-(2-υδροξυδεκαεξανο)πυρολιδινο-2-καρβαμιδο)-3-μεθυλο 

βουτανοϊκός tert-βουτυλεστέρας 

(2S)-tert-butyl 2-((2S)-1-(2-hydroxyhexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxamido)-3-methylbutanoate 

 

47β (μίγμα διαστερεομερών) 

Κίτρινο λάδι. Παρελήθφη από τη σύζευξη του tert-βουτυλεστέρα του 

διπεπτιδίου (L)-προλίνη-(L)-βαλίνη. Απόδοση 66%. 

Μ.Τ.: C30H56N2O5 

M.B.: 524,42  

Σύστημα έκλουσης (8): Rf 0,73 

[α]20
D -56,8 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.20 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH), 4.74-4.51 (m, 1H, 

NCH), 4.35 (dd, J1 = 8.6 Hz, J2 = 4.5 Hz, 1H, NHCH), 4.28-4.12 (m, 1H, 

CHOH), 3.71-3.30 (m, 2H, NCH2), 3.07 (br, 1H, OH), 2.47-2.28 (m, 1H, 

NCHCH), 2.25-1.72 (m, 6H, NCHCΗHCH2, CH2CHOH, CH), 1.45 (s, 9H, 

3xCH3), 1.23 (s, 24H, 12xCH2), 0.96-0.76 (m, 9H, 3xCH3). 

13C NMR (50 MHz, CDCl3): δ 174.7, 174.2, 170.3, 81.8, 69.6, 69.2, 60.4, 60.0, 

57.7, 57.6, 46.8, 46.5, 34.9, 34.2, 31.9, 31.3, 29.6, 29.5, 29.3, 29.3, 28.0, 

26.6, 25.1, 25.1, 22.6, 18.9, 17.5, 14.1. 

MS (ESI) m/z (%): 523.30 (100) [M - H]-. 
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3-((2S)-3-(tert-βουτοξυ)-2-((2S)-1-(2-υδροξυδεκαεξανο)πυρολιδo-2-

καρβαμιδο)-3-οξοπρολυλ)-1Η-ινδoλ-1-καρβοξυλικός tert-βουτυλεστέρας  

tert-butyl 3-((2S)-3-(tert-butoxy)-2-((2S)-1-(2-hydroxyhexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxamido)-3-

oxopropyl)-1H-indole-1-carboxylate 

 

47α (μίγμα διαστερεομερών) 

Κίτρινο λάδι. Παρελήθφη από τη σύζευξη του tert-βουτυλεστέρα του 

διπεπτιδίου (L)-προλίνη-(L)-τρυπτοφάνη. Απόδοση 68%. 

Μ.Τ.: C41H65N3O7 

M.B.: 711,48  

Σύστημα έκλουσης (9): Rf 0,67     

[α]20
D -12,9 (c 1,02, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 8.09 (d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 7.63-7.50 (m, 1H, 

αρωματικά), 7.47-7.36 (m, 1H, αρωματικά), 7.34-7.09 (m, 3H, αρωματικά), 

4.82-4.43 (m, 2H, NHCH και NCH), 4.21-3.95 (m, 1H, CHOH), 3.52-3.01 (m, 

5H, NCH2 και NHCHCH2 και ΟΗ), 2.44-2.23 (m, 1H, NCHCHH), 2.13-1.74 (m, 

3H, NCHCHHCH2), 1.64 (s, 9H, 3xCH3), 1.38 (s, 9H, 3xCH3), 1.24 (s, 26H, 

13xCH2), 0.86 (t, J = 5.9 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 174.7, 170.4, 170.3, 170.2, 135.9, 130.6, 124.3, 

124.2, 124.1, 122.4, 122.3, 119.1, 119.0, 115.1, 83.5, 82.2, 77.2, 76.6, 69.3, 

69.0, 60.2, 60.1, 53.1, 46.6, 46.3, 34.1, 34.0, 31.8, 30.8, 29.6, 29.3, 29.0, 

28.6, 28.1, 27.8, 27.1, 26.8, 24.9, 22.6, 14.0. 

MS (ESI) m/z (%): 712.6 (100) [M + H]+, 656.6 (35) [M - tBu + H]+. 
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(2S)-2-(2-υδροξυ-2-(ναφθυλο)ακεταμιδο)-3-μεθυλοβουτανοϊκός tert-

βουτυλεστέρας  

(2S)-tert-butyl 2-(2-hydroxy-2-(naphthalen-2-yl)acetamido)-3-methylbutanoate 

 

65 (μίγμα διαστερεομερών) 

Κίτρινο λάδι. Παρελήθφη από τη σύζευξη του tert-βουτυλεστέρα της (L)-

βαλίνης. Απόδοση 66%. 

Μ.Τ.: C21H27NO4 

M.B.: 357,19  

Σύστημα έκλουσης (5): Rf 0,26 

[α]20
D 7,9 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.88-7.68 (m, 4H, αρωματικά), 7.55-7.38 (m, 

3H, αρωματικά), 7.29-6.77 (m, 1H, NH), 5.20 (d, J = 3.0 Hz, 1H, CHOH), 4.47-

4.33 (m, 1H, NHCH), 2.20-1.97 (m, 1H, NHCHCH), 1.46-1.33 (m, 9H, 3xCH3), 

0.93-0.66 (m, 6H, 2xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 172.1, 172.0, 170.7, 170.6, 136.7, 133.1, 133.0, 

128.5, 128.3, 128.0, 127.5, 126.2, 126.1, 126.0, 125.9, 124.0, 123.9, 82.1, 

74.3, 74.1, 57.3, 57.1, 31.3, 27.8, 18.7, 17.4, (17.2). 

MS (ESI) m/z (%): 356.2 (100) [M - H]-, 357.1 (25) [M]-. 

 

(2S)-2-(6-(διφαινυλ)-2-υδροξυεξαναμιδο)-3-μεθυλοβουτανοϊκός tert-

βουτυλεστέρας  

(2S)-tert-butyl 2-(6-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-2-hydroxyhexanamido)-3-methylbutanoate 

 

59β (μίγμα διαστερεομερών) 
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Άχρωμο λάδι. Παρελήθφη από τη σύζευξη του tert-βουτυλεστέρα της (L)-

βαλίνης. Απόδοση 68%. 

Μ.Τ.: C27H37NO4 

M.B.: 439,27  

Σύστημα έκλουσης (6): Rf 0,6  

[α]20
D 10,8 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.64-6.90 (m, 10H, αρωματικά, ΝΗ), 4.47 (dd, 

J1 = 9.0 Hz, J2 = 4.6 Hz, 1H, NHCH), 4.25-4.05 (m, 1H, CHOH), 3.72-3.33 (m, 

1H, OH), 2.67 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH2), 2.31-2.08 (m, 1H, NHCHCH), 1.98-

1.34 (m, 15H, 3xCH2 και 3xCH3), 1.00-0.81 (m, 6H, 2xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 174.0, 171.3, 170.9, 141.4, 141.0, 138.5, 128.8, 

128.6, 126.8, 82.1, 82.0, 72.0, 71.8, 57.0, 56.8, 35.3, 34.6, 31.3, 31.2, 31.1, 

27.9, 24.6, 18.9, 18.8, 17.5, 17.4. 

MS (ESI) m/z (%): 438.4 (100) [M - H]-, 439.3 (28) [M]-. 

 

(2S)-2-(2-υδροξυ-6-φαινυλεξαναμιδο)-3-μεθυλοβουτανοϊκος tert-

βουτυλεστέρας  

(2S)-tert-butyl 2-(2-hydroxy-6-phenylhexanamido)-3-methylbutanoate 

 

59γ (μίγμα διαστερεομερών) 

Άχρωμο λάδι. Παρελήθφη από τη σύζευξη του tert-βουτυλεστέρα της (L)-

βαλίνης. Απόδοση 92%. 

Μ.Τ.: C21H33NO4 

M.B.: 363,24  

Σύστημα έκλουσης (7): Rf 0,62  

[α]20
D 8,38 (c 0,99, CHCl3) 
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1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.33-6.96 (m, 6H, αρωματικά και NH), 4.42 (dd, 

J1 = 9.0 Hz, J2 = 4.6 Hz, 1H,  NHCH), 4.21-4.03 (m, 1H, CHOH), 3.72 (br, 1H, 

OH), 2.61 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH2), 2.30-2.06 (m, 1H, NHCHCH), 1.96-1.52 

(m, 6H, 3xCH2), 1.47 (s, 9H, 3xCH3), 0.97-0.82 (m, 6H, 2xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 174.1, 174.0, 171.3, 170.8, 142.3, 128.2, 128.1, 

125.5, 82.0, 81.9, 71.9, 71.8, 56.9, 56.7, 35.7, 34.5, 31.1, 27.9, 24.6, 18.8, 

17.5, 17.4. 

MS (ESI) m/z (%): 362.4 (100) [M - H]-, 363.4 (23) [M]-. 

 

(2S)-2-(2-υδροξυ-6-(ναφθυλ)εξαναμιδο)-3-μεθυλοβουτανοϊκός tert-

βουτυλεστέρας  

(2S)-tert-butyl 2-(2-hydroxy-6-(naphthalen-2-yl)hexanamido)-3-methylbutanoate 

 

59α (μίγμα διαστερεομερών) 

Άχρωμο λάδι. Παρελήθφη από τη σύζευξη του tert-βουτυλεστέρα της (L)-

βαλίνης. Απόδοση 73%. 

Μ.Τ.: C25H35NO4 

M.B.: 413,26  

Σύστημα έκλουσης (7): Rf 0,7  

[α]20
D 10,1 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.86-7.68 (m, 3H, αρωματικά), 7.63-7.54 (m, 

1H, αρωματικά), 7.51-7.24 (m, 3H, αρωματικά), 7.08 (d, J = 8.8 Hz, ½H, NH), 

6.91 (d, J = 8.8 Hz, ½H, NH), 4.51-4.39 (m, 1H, NHCH), 4.21-4.06 (m, 1H, 

CHOH), 3.02 (br, 1H, OH), 2.78 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH2), 2.27-2.06 (m, 1H, 

NHCHCH), 2.01-1.64 (m, 4H, 2xCH2), 1.62-1.40 (m, 11H, CH2 και 3xCH3), 

0.98-0.80 (m, 6H, 2xCH3). 
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13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 173.9, 173.8, 171.3, 170.9, 139.8, 133.5, 131.8, 

127.7, 127.5, 127.3, 127.2, 126.2, 125.7, 124.9, 82.1, 82.0, 72.0, 71.8, 57.0, 

56.8, 35.8, 35.8, 34.7, 34.6, 31.3, 31.2, 31.0, 31.0, 27.9, 24.6, 18.9, 18.8, 

17.5, 17.3. 

MS (ESI) m/z (%): 412.2 (100) [M - H]-, 413.3 (20) [M]-. 

10.2.2 Γενική μέθοδος οξείδωσης υδροξυαμιδίων σε οξοαμίδια 

Σε αναδευόμενο διάλυμα 2-υδροξυαμιδίου (1,0 mmol) σε ξηρό CH2Cl2 (20 

mL), προστίθεται  αντιδραστήριο Dess-Martin (0,64 g, 1,5 mmol) και το μίγμα 

αφήνεται υπό ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά την ολοκλήρωση 

της αντίδρασης (μία έως τρείς ώρες), ο οργανικός διαλύτης συμπυκνώνεται 

υπό ελαττωμένη πίεση και το υπόλειμμα  της  αντίδρασης  διαλύεται  σε Et2O 

(45 mL). Ακολουθεί προσθήκη κορεσμένου υδατικού διαλύματος NaHCO3 (20 

mL) το οποίο περιέχει Na2S2O3 (9,5 mmol διαλυμένο σε 15 mL νερό) και οι 

δύο στιβάδες αναδεύονται μέχρι η οργανική στιβάδα να γίνει διαυγής. Στη 

συνέχεια μεταφέρονται σε διαχωριστική χοάνη και διαχωρίζονται. Η οργανική 

στιβάδα εκπλένεται με νερό (20 mL),  ξηραίνεται  με Na2SO4, ο οργανικός 

διαλύτης απομακρύνεται υπό ελαττωμένη πίεση και το προϊόν καθαρίζεται με 

χρωματογραφία στήλης. 

 

(S)-2-(2-οξοδεκαεξαναμιδο)προπανοϊκός tert- βουτυλεστέρας  

(S)-tert-butyl 2-(2-oxohexadecanamido)propanoate 

 

37γ 

Λευκό στερεό. Απόδοση 95%. 

Μ.Τ.: C23H43NO4 

M.B.: 397,32  

Σύστημα έκλουσης (1): Rf 0,87   
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[α]20
D 5,0 (c 1,02, CHCl3) 

Σ.Τ.: 35-36 οC  

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.44 (d, J = 7.0 Hz, 1H, NH), 4.52-4.33 (m, 1H, 

NHCH), 2.90 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH2CO), 1.76-1.38 (m, 14H, 4xCH3 

CH2CH2CO), 1.38-1.17 (m, 22H, 11xCH2), 0.86 (t, J = 6.4 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.5, 171.1, 159.4, 82.4, 48.3, 36.6, 31.9, 29.6, 

29.0, 27.9, 23.1, 22.6, 18.2, 14.1. 

MS (ESI) m/z (%): 359.3 (100) [M - tBu + H]+, 398.4 (40) [M + H]+, 415.3 (100) 

[M + NH3]+. 

 

(S)-3-μεθυλ-2-(2-οξοδεκαεξαναμιδο)βουτανοϊκός tert-βουτυλεστέρας  

(S)-tert-butyl 3-methyl-2-(2-oxohexadecanamido)butanoate 

 

37α 

Κίτρινο λάδι. Απόδοση 92%. 

Μ.Τ.: C25H47NO4 

M.B.: 425,35  

Σύστημα έκλουσης (8): Rf 0,87  

[α]20
D 12,7 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.40 (d, J = 9.0 Hz, 1H, NH), 4.40 (dd, J1 = 9.2 

Hz, J2 = 4.4 Hz, 1H, NHCH), 2.91 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2COCO), 2.33-2.10 

(m, 1H, NHCHCH), 1.71-1.53 (m, 2H, CH2CH2CO), 1.48 (s, 9H, 3xCH3) 1.40-

1.16 (m, 22H, 11xCH2), 1.01-0.81 (m, 9H, 3xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.2, 169.6, 159.5, 81.9, 57.1, 36.4, 31.5, 31.1, 

29.2, 29.0, 28.7, 27.6, 22.8, 22.3, 18.6, 17.1, 13.7. 

MS (ESI) m/z (%): 387.2 (100) [M - tBu + H]+, 443.3 (40) [M + NH3]+. 
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(S)-1-αιθυλ-2-(2-οξοδεκαεξαναμιδο)πεντανο-δι-ϊκος 5- tert-

βουτυλεστέρας  

(S)-5-tert-butyl 1-ethyl 2-(2-oxohexadecanamido)pentanedioate 

 

42 

Άχρωμο λάδι. Απόδοση 85%. 

Μ.Τ.: C27H49NO6 

M.B.: 483,36  

Σύστημα έκλουσης (2): Rf 0,84 

[α]20
D 11,6 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 7.52 (d, J = 8.2 Hz, 1H, NH), 4.60-4.49 (m, 1H, 

NHCH), 4.21 (q, J = 7.2 Hz, 2H, COOCH2), 2.89 (t, J = 7.2 Hz, 2H, 

CH2COCO), 2.41-2.17 (m, 3H, CH2CHH), 2.08-1.92 (m, 1H, CHH), 1.66-1.52 

(m, 2H, CH2CH2CO), 1.43 (s, 9H, 3xCH3), 1.37-1.17 (m, 25H, 11xCH2 και 

CH3), 0.85 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.2, 171.6, 170.8, 159.9, 80.9, 61.7, 51.7, 

36.7, 31.8, 31.2, 29.6, 29.4, 29.3, 29.0, 28.0, 27.2, 23.0, 22.6, 14.0. 

MS (ESI) m/z (%): 484.4 (35) [M + H]+, 428.2 (100) [M - tBu + Η]+. 

 

(S)-2-(2-οξοδεκαεξαναμιδο)-πεντανο-δι-ϊκός 1,5-δι-tert-βουτυλεστέρας 

(S)-di-tert-butyl 2-(2-oxohexadecanamido)pentanedioate 

 

37β 
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Κίτρινο λάδι. Απόδοση 84%. 

Μ.Τ.: C29H53NO6 

M.B.: 511,39 

Σύστημα έκλουσης (2): Rf 0,82  

[α]20
D 9,18 (c 1,02, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 7.47 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH), 4.49-4.37 (m, 1H, 

NHCH), 2.88 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2COCO), 2.38-2.08 (m, 3H, CH2CHH), 

2.05-1.87 (m, 1H, CHH), 1.66-1.51 (m, 2H, CH2CH2CO), 1.46 (s, 9H, 3xCH3), 

1.42 (s, 9H, 3xCH3), 1.35-1.16 (m, 22H, 11xCH2), 0.86 (t, J = 6.6 Hz, 3H, 

CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.3, 171.7, 170.0, 159.8, 82.7, 80.8, 52.1, 

36.7, 31.8, 31.3, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2, 29.0, 28.0, 27.9, 27.4, 23.0, 

22.6, 14.0. 

MS (ESI) m/z (%): 512.5 (35) [M + H]+, 529.5 (100) [M + NH4]+. 

 

3-((S)-3-(tert-βουτυλ)-3-οξο-2-((S)-1-(2-οξοδεκαεξανοϋλο)πυρρολιδo-2-

καρβοξαμιδο)προπυλ)-1Η-ινδολο-1-καρβοξυλικός tert-βουτυλεστέρας  

tert-butyl 3-((S)-3-(tert-butoxy)-3-oxo-2-((S)-1-(2-oxohexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxamido)propyl)-

1H-indole-1-carboxylate 

 

48α 

Κίτρινο λάδι. Απόδοση 80%. 

Μ.Τ.: C41H63N3O7 

M.B.: 709,47  
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Σύστημα έκλουσης (3): Rf 0,72   

[α]20
D -15,7o (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 8.26-8.03 (m, 1H, NH), 7.76-7.02 (m, 5H, 

αρωματικά), 5.00-4.61 (m, 1H, NHCH), 4.62-4.43 (m, 1H, NCH), 3.87-3.51 (m, 

2H, NHCHCH2), 3.41-3.11 (m, 2H, NCH2), 3.08-2.41 (m, 2H, CH2CO), 2.37-

1.08 (m, 46H),1.00-0.71 (m, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 200.0, 171.0, 169.9, 163.7, 149.4, 124.5, 124.3, 

124.1, 122.6, 122.4, 119.2, 119.1, 115.2, 115.1, 83.4, 82.4, 60.5, 53.2, 48.0, 

39.1, 31.9, 29.6, 29.3, 28.1, 27.9, 25.1, 22.6, 14.1. 

MS (ESI) m/z (%): 1437.84 (100) [2M + NH4 + H]+, 727.51 (55) [M + NH4]+. 

 

(S)-3-μεθυλ-2-((S)-1-(2-οξοδεκαεξανοϋλ)πυρρολιδo-2-

καρβοξαμιδο)βουτανοϊκός tert- βουτυλεστέρας 

(S)-tert-butyl 3-methyl-2-((S)-1-(2-oxohexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxamido)butanoate 

 

48β 

Κίτρινο λάδι. Απόδοση 80%. 

Μ.Τ.: C30H54N2O5 

M.B.: 522,40 

Σύστημα έκλουσης (10): Rf 0,92 

[α]20
D -55,6 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 6.99 (d, J = 8.4 Hz, ½Η, NH), 6.11 (d, J = 8.4 

Hz, ½Η, NH), 4.90-4.54 (m, 1H, NCH), 4.46-4.26 (m, 1H, NHCH), 3.85-3.49 

(m, 2H, NCH2), 3.12-2.60 (m, 2H, CH2CO), 2.49-1.74 (m, 5H, NHCHCH και 
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NCHCH2CH2), 1.69-1.40 (m, 9H, 3xCH3), 1.24 (s, 24H, 12xCH2), 0.92-0.76 

(m, 9H, 3xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 200.3, 171.2, 170.7, 170.0, 82.2, 81.8, 60.9, 

60.4, 57.6, 57.4, 47.9, 47.5, 39.3, 38.6, 32.2, 31.9, 31.1, 29.6, 29.4, 29.3, 

29.1, 28.0, 27.1, 25.2, 22.9, 22.8, 22.7, 22.2, 18.9, 18.8, 17.4, 17.4, 14.1. 

MS (ESI) m/z (%): 467.5 (100) [M - tBu + H]+, 523.4 (20) [M + H]+. 

 

2(S)-( 2-οξο-6-διφαινυλεξαναμιδο)-3-μεθυλοβουτανοϊκός tert-

βουτυλεστέρας  

(S)-tert-butyl 2-(6-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-2-oxohexanamido)-3-methylbutanoate 

 

60β 

Κίτρινο λάδι. Απόδοση 82%. 

Μ.Τ.: C27H35NO4 

M.B.: 437,57  

Σύστημα έκλουσης (5) 

[α]20
D 12,2 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.75-7.16 (m, 10H, αρωματικά, ΝΗ), 4.48-4.29 

(m, 1H, NHCH), 3.11-2.87 (m, 2H, CH2), 2.80-2.55 (m, 2H, CH2CO), 2.34-2.09 

(m, 1H, NHCHCH), 1.85-1.60 (m, 4H, 2xCH2), 1.48 (s, 9H, 3xCH3) 1.04-0.82 

(m, 6H, 2xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.3, 169.9, 159.8, 141.1, 141.0, 138.6, 128.7, 

128.6, 127.0, 126.9, 82.3, 57.4, 36.5, 35.1, 31.4, 30.7, 27.9, 22.7, 18.9, 17.4. 

MS (ESI) m/z (%): 436.4 (100) [M - H]-. 
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3-μεθυλο-2(S)-(2-(ναφθυλ)-2-οξοακεταμιδο)βουτανοϊκος tert-

βουτυλεστέρας  

(S)-tert-butyl 3-methyl-2-(2-(naphthalen-2-yl)-2-oxoacetamido)butanoate 

 

66 

Κίτρινο λάδι. Απόδοση 95%. 

Μ.Τ.: C21H25NO4 

M.B.: 355,18  

Σύστημα έκλουσης (5) 

[α]20
D 7,03 (c 1,01, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 9.21-8.96 (m, 1H, αρωματικά), 8.23-7.05 (m, 

7H, αρωματικά και NH), 4.55 (dd, J1 = 9.2 Hz, J2 = 4.6 Hz, 1H, NHCH), 2.43-

2.08 (m, 1H, NHCHCH), 1.50 (s, 9H, 3xCH3), 1.09-0.79 (m, 6H, 2xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 186.6, 170.0, 161.6, 136.0, 134.8, 134.7, 132.2, 

130.4, 130.2, 129.2, 128.2, 127.6, 126.7, 125.1, 82.3, 57.6, 31.5, 27.9, 19.0, 

18.9, 17.6. 

MS (ESI) m/z (%): 354.1 (100) [M - H]-, 355.2 (34) [M]-. 

 

3-μεθυλο-2-(2-οξο-6-ναφθυλεξαναμιδο)βουτανοϊκός tert-βουτυλεστέρας  

(S)-tert-butyl 3-methyl-2-(6-(naphthalen-2-yl)-2-oxohexanamido)butanoate 

 

60α 

Άχρωμο λάδι. Απόδοση 91%. 

Μ.Τ.: C25H33NO4 

M.B.: 411,53  
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Σύστημα έκλουσης (1): Rf 0,66  

[α]20
D 11,1 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.86-7.68 (m, 3H, αρωματικά), 7.65-7.53 (m, 

1H, αρωματικά), 7.52-7.18 (m, 4H, αρωματικά και NH), 4.39 (dd, J1 = 9.2 Hz, 

J2 = 4.6 Hz, 1H, NHCH), 2.99 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2), 2.80 (t, J = 7.0 Hz, 2H, 

CH2CO), 2.32-2.08 (m, 1H, NHCHCH), 1.86-1.58 (m, 4H, 2xCH2), 1.48 (s, 9H, 

3xCH3), 1.00-0.82 (m, 6H, 2xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.3, 169.9, 159.8, 139.4, 133.5, 131.8, 127.8, 

127.5, 127.3, 127.2, 126.3, 125.8, 125.0, 82.3, 57.4, 36.5, 35.6, 31.4, 30.6, 

27.9, 22.7, 18.9, 17.4. 

MS (ESI) m/z (%): 356.2 (100) [M - tBu + H]+, 412.2 (62) [M + H]+, 429.4 (92) 

[M + NH4]+, 434.1 (75) [M + Na]+. 

 

2(S)-(2-οξο-6-φαινυλεξαναμιδο)-3-μεθυλοβουτανοϊκος tert-

βουτυλεστέρας  

(S)-tert-butyl 3-methyl-2-(2-oxo-6-phenylhexanamido)butanoate 

 

60γ 

Άχρωμο λάδι. Απόδοση 74%. 

Μ.Τ.: C21H31NO4 

M.B.: 361,23 

Σύστημα έκλουσης (1): Rf 0,57 

[α]20
D 11,3 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.50-6.94 (m, 6H, αρωματικά και NH), 4.36 (dd, 

J1 = 9.2 Hz, J2 = 4.6 Hz, 1H, NHCH), 2.93 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2), 2.62 (t, J = 

6.8 Hz, 2H, CH2CO), 2.31-2.06 (m, 1H, NHCHCH), 1.73-1.55 (m, 4H, 2xCH2), 

1.46 (s, 9H, 3xCH3),1.00-0.74 (m, 6H, 2xCH3). 
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13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 197.9, 169.7, 159.8, 142.0, 128.3, 125.6, 82.3, 

57.1, 36.5, 35.5, 31.4, 30.7, 27.9, 22.6, 18.9, 17.4. 

MS (ESI) m/z (%): 360.4 (100) [M - H]-, 361.4 (20) [M]-. 

 

(S)-3,3-διμεθυλ-2-(2-οξοδεκαεξαναμιδο)βουτανοϊκο οξύ  

(S)-3,3-dimethyl-2-(2-oxohexadecanamido)butanoic acid 

 

34γ 

Άχρωμο λάδι. Απόδοση 62%. 

Μ.Τ.: C22H41NO4 

M.B.: 383,57  

Σύστημα έκλουσης (10): Rf 0,35  

[α]20
D 1,8 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.50 (d, J = 9.2 Hz, 1H, NH), 4.31 (d, J = 9.2 

Hz, 1H, NHCH), 2.91 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2CO), 1.74-1.49 (m, 2H, 

CH2CH2CO), 1.43-1.18 (m, 22H, 11xCH2), 1.01 (s, 9H, 3xCH3), 0.88 (t, J = 6.4 

Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.5, 175.7, 159.8, 60.8, 36.8, 34.7, 31.9, 29.6, 

29.4, 29.3, 29.0, 26.5, 23.0, 22.6, 14.1. 

HRMS (ESI) υπολογισμός για C22H41NNaO4 [M + Na]+: 406.2928. Βρέθηκε: 

406.2945. 
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2-μεθυλ-2-(2-οξοδεκαεξαναμιδο)προπανοϊκο οξύ  

2-methyl-2-(2-oxohexadecanamido)propanoic acid 

 

34δ 

Άχρωμο λάδι. Απόδοση 95%. 

Μ.Τ.: C20H37NO4 

M.B.: 355,51  

Σύστημα έκλουσης (10): Rf 0,41 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.77 (br s, 1H, COOH), 2.88 (t, J = 6.8 Hz, 2H, 

CH2CO), 1.66-1.40 (m, 8H, 2xCH3 και CH2CH2CO), 1.39-1.15 (m, 22H, 

11xCH2), 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 199.0, 198.8, 180.6, 160.0, 57.2, 57.2, 36.4, 

31.9, 29.6, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.1, 24.2, 23.0, 22.6, 14.1. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C20H37NNaO4 [M + Na]+: 378.2615. Βρέθηκε: 

378.2627. 

 

(S)-1-(2-οξοδεκαεξανοϋλ)πυρρολιδο-2-καρβοξυλικο οξύ  

(S)-1-(2-oxohexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid 

 

34β (στροφομερή) 

Άχρωμο λάδι. Απόδοση 80%. 

Μ.Τ.: C21H37NO4 

M.B.: 367,52  

Σύστημα έκλουσης (11): Rf 0,68 
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[α]20
D - 3,2 (c 1,01, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.40 (br, 1H, COOH), 4.86-4.31 (m, 1H, NCH), 

3.95-3.41 (m, 2H, NCH2), 3.06-2.60 (m, 2H, CH2CO), 2.46-1.12 (m, 28H, 

NCHCH2CH2 και 12xCH2), 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 200.0, 177.4, 163.0, 61.3, 48.3, 47.4, 39.1, 38.5, 

31.9, 29.7, 29.5, 29.3, 29.1, 25.1, 23.1, 22.7, 22.6, 14.0. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C21H38NO4 [M + H]+: 368.2795. Βρέθηκε: 

368,2794. 

 

(S, S)-2-(1-(2-οξοδεκαεξανοϋλ)πυρρολιδο-2-καρβοξαμιδο)-3-

φαινυλοπροπανοϊκο οξύ  

(S)-2-((S)-1-(2-oxohexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxamido)-3-phenylpropanoic acid 

  

51γ 

Κίτρινο στερεό. Απόδοση 93%. 

Μ.Τ.: C30H46N2O5 

Μ.Β: 514,70  

Σύστημα έκλουσης (10): Rf 0,39 

[α]20
D -36,7 (c 1,00, CHCl3) 

Σ.Τ.: 77-80 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 8.03-7.37 (m, 1H, NH), 7.46-6.86 (m, 5H, 

αρωματικά), 5.67 (br, 1H), 4.86-4.39 (m, 2H, NHCH και NCH), 3.82-2.50 (m, 

6H, NCH2 και NHCHCH2), 2.22-1.37 (m, 4H, NCHCH2CH2), 1.22 (s, 26H, 

13xCH2), 1.01-0.72 (m, 3H, CH3). 
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13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 199.9, 177.2, 175.8, 175.7, 171.4, 170.4, 163.9, 

141.7, 129.4, 129.3, 128.6, 128.4, 127.0, 61.0, 60.3, 53.3, 52.9, 48.0, 47.5, 

39.3, 38.6, 37.4, 31.9, 29.6, 29.4, 29.3, 29.0, 27.0, 25.0, 22.6, 20.8, 14.1. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C30H46N2NaO5 [M + Na]+: 537.3299. Βρέθηκε: 

537.3302 

10.2.3 Γενική μέθοδος αποπροστασίας της καρβοξυλικής ομάδας 

tert-βουτυλεστέρες 

Σε σφαιρική φιάλη προστίθεται ο tert-βουτυλεστέρας (1,0 mmol) και στη 

συνέχεια διάλυμα 50% TFA σε ξηρό CH2Cl2 (0,5 M). Το μίγμα της αντίδρασης 

αφήνεται υπό ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου για τρεις ώρες. Στη 

συνέχεια προστίθεται CH2Cl2 (5 mL) και ακολουθεί συμπύκνωση υπό 

ελαττωμένη πίεση. Η διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται μέχρι να 

απομακρυνθεί το TFA και το προϊόν καθαρίζεται με καταβύθιση. 

 

(S)-3-μεθυλ-2-(2-οξοδεκαεξαναμιδο)βουτανοϊκο οξύ  

(S)-3-methyl-2-(2-oxohexadecanamido)butanoic acid 

 

38α 

Λευκό στερεό. Απόδοση 72%. 

Μ.Τ.: C21H39NO4 

Μ.Β: 369,54  

Rf (10): 0,5 

[α]20
D 5,04 (c 1,03, CHCl3) 

Σ.Τ.: 55-58 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.43 (d, J = 8.0 Hz, 1H, NH), 4.59-4.35 (m, 1H, 

NHCH), 2.91 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2CO), 2.42-2.16 (m, 1H, NHCHCH), 1.74-
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1.50 (m, 2H, CH2CH2CO), 1.47-1.15 (m, 22H, 11xCH2), 1.08-0.79 (m, 9H, 

3xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.4, 175.9, 160.1, 57.4, 36.8, 31.9, 31.0, 29.6, 

29.4, 29.3, 29.0, 23.1, 22.6, 19.0, 17.5, 14.0. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C21H40NO4 [M + H]+: 370.2952. Βρέθηκε: 

370.2938. 

 

(S)-5-αιθοξυ-5-οξο-4-(2-οξοδεκαεξαναμιδο)πεντανοϊκο οξύ  

(S)-5-ethoxy-5-oxo-4-(2-oxohexadecanamido)pentanoic acid 

 

43 

Λευκό στερεό. Απόδοση 93%.  

Μ.Τ.: C23H41NO6 

Μ.Β: 427,57  

Rf (11): 0,56 

[α]20
D 13,4 (c 1,03, CHCl3) 

Σ.Τ.: 64-66 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 9.75 (br, 1H, COOH), 7.57 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 

NH), 4.67-4.49 (m, 1H, NHCH), 4.22 (q, J = 7.0 Hz, 2H, COOCH2), 2.89 (t, J = 

7.2 Hz, 2H, CH2CO), 2.36-1.94 (m, 2H, NHCHCH2CH2), 1.70-1.48 (m, 2H, 

NHCHCH2), 1.46-1.08 (m, 24H, 12xCH2), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.1, 177.8, 170.7, 160.0, 61.9, 51.5, 36.7, 

31.8, 29.9, 29.6, 29.3, 29.2, 29.0, 26.9, 23.0, 22.6, 14.0. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C23H41NNaO6 [M + Na]+: 450.2826. Βρέθηκε: 

450.2826. 



193 

 

(S)-2-(2-οξοδεκαναμιδο)πεντανο-δι-ϊκο οξύ  

(S)-2-(2-oxohexadecanamido)pentanedioic acid 

 

38δ 

Λευκό στερεό. Απόδοση 90%.  

Μ.Τ.: C21H37NO6  

Μ.Β: 399,52  

Rf (11): 0,29 

[α]20
D 30,5 (c 1,02, CHCl3) 

Σ.Τ.: 100-103 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 9.67 (br, 1H, COOH), 7.63 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 

NH), 4.72-4.56 (m, 1H, NHCH), 2.91 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH2CO), 2.64-2.43 

(m, 2H, NHCHCH2CH2), 2.38-2.20 (m, 2H, NHCHCH2), 1.72-1.51 (m, 2H, 

CH2CH2CO), 1.44-1.18 (m, 22H, 11xCH2), 0.88 (t, J = 6.4 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.1, 178.5, 176.2, 159.8, 51.2, 36.7, 31.9, 

29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.0, 23.0, 22.6, 14.1. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C21H37NNaO6 [M + Na]+: 422.2513. Βρέθηκε: 

422.2513. 

 

(S)-2-(2-οξοδεκαεξαναμιδο)προπανοϊκο οξύ  

(S)-2-(2-oxohexadecanamido)propanoic acid 

 

38γ 
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Λευκό στερεό. Απόδοση 90%.  

Μ.Τ.: C19H35NO4 

Μ.Β: 341,49  

Rf (11): 0,41 

[α]20
D 5,8 (c 1,03, CHCl3) 

Σ.Τ.: 98-101 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 8.92 (br, 1H, COOH), 7.43 (d, J = 7.6 Hz, 1H, 

NH), 4.69-4.50 (m, 1H, NHCH), 2.91 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2CO), 1.70-1.48 

(m, 5H, CH2CH2CO και CH3), 1.44-1.19 (s, 22H, 11xCH2), 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 

3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.3, 176.8, 159.6, 47.8, 36.7, 31.9, 29.6, 29.5, 

29.4, 29.3, 29.0, 23.0, 22.6, 17.7, 14.1. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C19H36NO4 [M + H]+: 342.2639. Βρέθηκε: 

342.2650. 

 

(2S)-2-(2-υδροξυδεκαεξαναμιδο)-3-μεθυλοβουτανοϊκο οξύ 

(2S)-2-(2-hydroxyhexadecanamido)-3-methylbutanoic acid  

 

39 (μίγμα διαστερεομερών)  

Λευκό στερεό. Απόδοση 93%.  

Μ.Τ.: C21H41NO4 

Μ.Β: 371,55  

Rf (10): 0,35 

[α]20
D 17,1 (c 1,00, MeOH) 

Σ.Τ.: 95-99 οC 
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1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.01 (d, J = 9.2 Hz, 1H, NH), 4.57-4.42 (m, 1H, 

NHCH), 4.24-4.10 (m, 1H, CHOH), 3.68 (br, 1H, OH), 2.39-2.15 (m, 1H, 

NHCHCH), 1.95-1.53 (m, 2H, CH2CHOH), 1.51-1.12 (s, 24H, 12xCH2), 1.10-

0.76 (m, 9H, 3xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 176.2, 175.3, 174.4, 72.2, 57.0, 56.7, 34.5, 34.4, 

31.8, 30.6, 30.5, 29.6, 29.3, 25.0, 22.6, 19.0, 17.4, 14.1. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C21H41NNaO4 [M + Na]+: 394.2928. Βρέθηκε: 

394.2947. 

 

 (S)-3-μεθυλ-2-((S)-1-(2-οξοδεκαεξανοϋλ)πυρρολιδινο-2-

καρβοξαμιδο)βουτανοϊκό οξύ  

(S)-3-methyl-2-((S)-1-(2-oxohexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxamido)butanoic acid 

 

51β 

Λευκό στερεό. Απόδοση 90%. 

Μ.Τ.: C26H46N2O5 

Μ.Β: 466,34  

Rf (10): 0,37 

[α]20
D -62,4 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 8.16 (br, 1H, COOH), 6.33 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 

NH), 4.83-4.46 (m, 2H, NHCH και NCH), 3.81-3.51 (m, 2H, NCH2), 3.09-2.55 

(m, 2H, CH2CO), 2.41-1.78 (m, 5H, NHCHCH και NCHCH2CH2), 1.70-1.37 

(m, 2H, CH2CH2CO), 1.23 (s, 22H, 11xCH2), 1.03-0.75 (m, 9H, 3xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 200.3, 175.6, 171.0, 164.4, 60.7, 57.6, 48.4, 

39.6, 32.1, 31.1, 29.9, 29.6, 27.4, 25.5, 22.9, 19.3, 17.7, 14.3. 
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HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C26H46N2NaO5 [M + Na]+: 489.3299. Βρέθηκε: 

489.3303. 

 

(S)-3-(1H-ινδολο-3-ϋλ)-2-((S)-1-(2-οξοδεκαεξανοϋλο)πυρρολιδινο-2-

καρβοξαμιδο)προπανοϊκο οξύ  

(S)-3-(1H-indol-3-yl)-2-((S)-1-(2-oxohexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxamido)propanoic acid 

 

51α 

Κίτρινο λάδι. Απόδοση 90%.  

Μ.Τ.: C32H47N3O5 

Μ.Β: 553,73  

Rf (10): 0,35 (5 σταγόνες CH3COOH) 

[α]20
D -12,6 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 8.49-8.03 (m, 1H, NH), 7.80-6.91 (m, 5H, 

αρωματικά), 5.03-4.42 (m, 2H, NHCH και NCH), 3.79-2.42 (m, 4H, NCH2 και 

NHCHCH2), 2.36-1.03 (m, 30H, NCHCH2CH2 και 13xCH2), 0.87 (t, J = 6.3 Hz, 

3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 200.3, 170.8, 169.9, 163.9, 135.9, 127.6, 123.1, 

122.0, 119.4, 118.8, 111.1, 110.1, 82.4, 82.1, 60.9, 60.4, 53.6, 53.2, 48.0, 

47.4, 39.2, 38.6, 32.0, 31.9, 29.6, 29.5, 29.3, 29.0, 27.9, 25.0, 22.7, 22.1, 

14.1. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C32H47N3NaO5 [M + Na]+: 576.3408. Βρέθηκε: 

576.3415. 
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(S)-3-μεθυλο-2-(2-ναφθυλ-2-οξοακεταμιδο)βουτανοϊκο οξύ  

(S)-3-methyl-2-(2-(naphthalen-2-yl)-2-oxoacetamido)butanoic acid 

 

67 

Κίτρινο στερεό. Απόδοση 80%.  

Μ.Τ.: C17H17NO4 

Μ.Β: 299,32  

Rf (11): 0,36 

[α]20
D -25,3 (c 1,03, CHCl3) 

Σ.Τ.: 122-124 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 9.58 (br, 1H, COOH), 9.15 (s, 1H, αρωματικά), 

8.17 (d, J = 8.6 Hz, 1H, NH), 8.00 (d, J = 7.8 Hz, 1H, αρωματικά), 7.94-7.76 

(m, 2H, αρωματικά), 7.75-7.44 (m, 3H, αρωματικά), 4.71 (dd, J1 = 9.0 Hz, J2 = 

4.6 Hz, 1H, NHCH), 2.54-2.26 (m, 1H, NHCHCH), 1.18-0.95 (m, 6H, 2xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 186.4, 176.4, 161.9, 136.0, 135.0, 132.2, 130.3, 

130.2, 129.4, 128.4, 127.6, 126.8, 125.0, 57.1, 31.1, 19.1, 17.5. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C17H18NO4 [M + H]+: 300.1230. Βρέθηκε: 

300.1216. 

 

(S)-2-(2-οξο-6-διφαινυλο-δεκαεξαναμιδο)-3-μεθυλοβουτανοϊκο οξύ  

(S)-2-(6-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-2-oxohexanamido)-3-methylbutanoic acid 

 

61β 

Λευκό στερεό. Απόδοση 92%.  
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Μ.Τ.: C23H27NO4 

Μ.Β: 381,19  

Rf (10): 0,44 

[α]20
D -6,1 (c 1,00, CHCl3) 

Σ.Τ.: 123-124 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.70-7.08 (m, 10H, αρωματικά και ΝΗ), 4.56-

4.26 (m, 1H, ΝΗCH), 3.12-2.80 (m, 2H, CH2), 2.76-2.46 (m, 2H, CH2CO), 

2.39-2.08 (m, 1H, NHCHCH), 1.83-1.44 (m, 4H, 2xCH2), 1.10-0.68 (m, 6H, 

2xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.1, 176.2, 160.1, 141.0, 140.9, 138.6, 128.7, 

128.6, 127.0, 126.9, 57.5, 36.6, 35.2, 30.7, 27.3, 22.6, 19.1, 17.5. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C23H28NO4 [M + H]+: 382.2013. Βρέθηκε: 

382.1995. 

 

 (S)-3-μεθυλο-2-(2-οξο-6-ναφθυλ-εξαναμιδο)βουτανοϊκο οξύ  

(S)-3-methyl-2-(6-(naphthalen-2-yl)-2-oxohexanamido)butanoic acid 

 

61α 

Άχρωμο στερεό. Απόδοση 83%.  

Μ.Τ.: C21H25NO4 

Μ.Β: 355,43 

Rf (11): 0,32 

[α]20
D -2,8 (c 0,50, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.85-7.69 (m, 3H, αρωματικά), 7.64-7.58 (m, 

1H, αρωματικά), 7.51-7.28 (m, 4H, αρωματικά και ΝΗ), 5.94 (br, 1H, COOH), 
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4.52 (dd, J1 = 9.2 Hz, J2 = 4.6 Hz, 1H, NHCH), 2.98 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2), 

2.81 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH2CO), 2.41-2.21 (m, 1H, NHCHCH), 1.88-1.59 (m, 

4H, 2xCH2),1.08-0.89 (m, 6H, 2xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.1, 175.4, 159.9, 139.4, 133.5, 131.9, 127.8, 

127.5, 127.3, 127.2, 126.3, 125.8, 125.0, 56.9, 36.5, 35.6, 31.0, 30.5, 22.7, 

19.0, 17.4. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C21H26NO4 [M + H]+: 356.1856. Βρέθηκε: 

356.1841. 

 

(S)-3-μεθυλ-2-(2-οξο-6-φαινυλεξαναμιδο)βουτανοϊκο οξύ  

(S)-3-methyl-2-(2-oxo-6-phenylhexanamido)butanoic acid 

 

61γ 

Άχρωμο λάδι. Απόδοση 50%.  

Μ.Τ.: C17H23NO4 

Μ.Β: 305,37  

Rf (11): 0,5 

[α]20
D 5,8 (c 1,00, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 9.43 (br, 1H, COOH), 7.37 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 

NH), 7.32-7.03 (m, 5H, αρωματικά), 4.50 (dd, J1 = 9.0 Hz, J2 = 4.6 Hz, 1H, 

NHCH), 3.04-2.86 (m, 2H, CH2), 2.72-2.50 (m, 2H, CH2CO), 2.41-2.16 (m, 1H, 

NHCHCH), 1.79-1.50 (m, 4H, 2xCH2), 1.11-0.81 (m, 6H, 2xCH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 198.0, 175.8, 159.9, 141.9, 128.2, 128.2, 125.7, 

57.1, 36.5, 35.5, 30.9, 30.6, 22.5, 19.0, 17.4. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C17H24NO4 [M + H]+: 306.1700. Βρέθηκε: 

306.1695. 
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10.2.4 Γενική μέθοδος σαπονωποίησης μεθυλεστέρων 

Σε αναδευόμενο διάλυμα του μεθυλεστέρα (1,0 mmol) σε νερό (10 mL) 

προστίθεται υδατικό διάλυμα 1 Ν NaOH (1 mL, 1,0 mmol). Το μίγμα τίθεται 

υπό έντονη ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου για 18 ώρες. Στη συνέχεια το 

μίγμα μεταφέρεται σε διαχωριστική χοάνη και εκπλένεται με EtOAc (3 × 10 

mL). Ακολουθεί οξίνιση με υδατικό διάλυμα 4 Ν ΗCl μέχρι pH = 1 και 

παραλαβή του προϊόντος με εκχύλιση της υδατικής στιβάδας με EtOAc (3 × 

10 mL). Οι οργανικές στιβάδες συλλέγονται, ξηραίνονται με Na2SO4 και ο 

οργανικός διαλύτης απομακρύνεται υπό ελαττωμένη πίεση, για να 

παραληφθεί το προϊόν. Το προϊόν καθαρίζεται με καταβύθιση.  

 

(2S)-1-(2-υδροξυδεκαεξανοϋλ)πυρρολιδο-2-καρβοξυλικό οξύ  

(2S)-1-(2-hydroxyhexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid  

 

33β (μίγμα διαστερεομερών) 

Λευκό στερεό. Απόδοση 80%.  

Μ.Τ.: C21H39NO4 

Μ.Β: 369,54  

Rf (10): 0,65 

[α]20
D -5,2 (c 1,02, CHCl3) 

Σ.Τ.: 71-74 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 4.82-4.38 (m, 1H, NCH), 4.37-4.08 (m, 1H, 

CHOH), 3.82-3.30 (m, 2H, NCH2), 2.56-1.76 (m, 4H, NCHCH2CH2), 1.73-1.00 

(m, 26H, 13xCH2), 0.86 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 174.6, 167.8, 81.5, 69.5, 59.5, 56.4, 46.7, 45.4, 

33.9, 32.3, 31.8, 29.5, 29.5, 29.4, 29.3, 28.9, 28.4, 25.0, 24.5, 22.6, 22.1, 

14.0. 
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HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C21H39NNaO4 [M + Na]+: 392.2771. Βρέθηκε: 

392.2785. 

 

(2S)-2-(2-υρδοξυδεκαεξαναμιδο)-3,3-διμεθυλοβουτανοϊκό οξύ  

(2S)-2-(2-hydroxyhexadecanamido)-3,3-dimethylbutanoic acid 

 

33γ (μίγμα διαστερεομερών)  

Λευκό στερεό. Απόδοση 80%.  

Μ.Τ.: C22H43NO4 

Μ.Β: 385,32  

Rf (11): 0,42 

[α]20
D 1,8 (c 1,00, CHCl3) 

Σ.Τ.: 99-101 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.52-7.01 (m, 1H, NH), 4.51-4.25 (m, 1H, 

NHCH), 4.24-4.03 (m, 1H, CHOH), 1.92-1.11 (m, 26H, 13xCH2), 0.96 (s, 9H, 

3xCH3), 0.89-0.72 (m, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 175.5, 174.6, 174.4, 74.5, 59.8, 34.6, 34.5, 31.9, 

29.7, 29.6, 29.5, 29.3, 26.5, 25.1, 24.5, 22.6, 14.1. 

MS (ESI) m/z (%): 386.2 (100) [M + H]+. 

 

2-(2-υδροξυδεκαεξαναμιδο)-2-μεθυλοπροπανοϊκό οξύ 

2-(2-hydroxyhexadecanamido)-2-methylpropanoic acid 

 

33δ (ρεκεμικό μίγμα)  
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Λευκό στερεό. Απόδοση 72%.  

Μ.Τ.: C20H39NO4 

Μ.Β: 357,29  

Rf (11): 0,35    

[α]20
D 1,7 (c 1,02, MeOH) 

Σ.Τ.: 81-83 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.20 (br s, 1H, NH), 4.21-3.92 (m, 1H, CHOH), 

1.94-1.03 (m, 32H, 13xCH2 και 2xCH3), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 173.1, 96.9, 96.4, 72.0, 34.3, 34.3, 31.9, 29.8, 

29.6, 29.5, 29.3, 25.1, 24.7, 24.5, 22.7, 14.1. 

MS (ESI) m/z (%): 358.3 (100) [M + H]+. 

 

(2S)-2-(2-υδροξυδεκαεξαναμιδο)-3-(1Η-ινδολο)προπανοϊκο οξύ  

(2S)-2-(2-hydroxyhexadecanamido)-3-(1H-indol-3-yl)propanoic acid 

 

33α (μίγμα διαστερεομερών)  

Λευκό στερεό. Απόδοση 80%.  

Μ.Τ.: C27H42N2O4 

Μ.Β: 458,63  

Rf (11): 0,15 

[α]20
D 18,7 (c 1,00, MeOH) 

Σ.Τ.: 144-146 οC 
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1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 7.63-7.51 (m, 1H, NH), 7.36-7.26 (m, 1H, 

αρωματικά), 7.15-6.92 (m, 3H, αρωματικά), 4.82-4.67 (m, 1H, NHCH), 4.01-

3.88 (m, 1H, CHOH), 3.44-3.19 (m, 2H, NHCHCH2), 1.77-1.50 (m, 2H, -

CH2CHOH), 1.48-1.12 (m, 24H, 12xCH2), 0.89 (t, J = 6.6 Hz, 3H, CH3). 

13C NMR (50 MHz, CD3OD): δ 177.0, 175.0, 142.0, 128.9, 124.5, 122.4, 

119.9, 119.4, 112.2, 110.4, 72.5, 53.3, 35.5, 33.1, 30.8, 30.5, 28.5, 25.9, 23.8, 

14.5. 

HRMS (ESI) υπολογίστηκε για C27H42N2NaO4 [M + Na]+: 481.3037. Βρέθηκε: 

481.3057. 

 

(2S)-2-((2S)-1-(2-υδροξυδεκαεξανοϋλ)πυρρολιδο-2-καρβοξαμιδο)-3-

φαινυλοπροπανοϊκό οξύ  

(2S)-2-((2S)-1-(2-hydroxyhexadecanoyl)pyrrolidine-2-carboxamido)-3-phenylpropanoic acid 

 

50 

Άχρωμο λάδι. Απόδοση 77%.  

Μ.Τ.: C30H48N2O5 

Μ.Β: 516,36  

Rf (10): 0,52 

[α]20
D -48,8 (c 0,88, CHCl3) 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.50-6.98 (m, 5H, αρωματικά), 5.04-4.05 (m, 

3H, NHCH και NCH και CHOH), 3.64-2.82 (m, 4H, NCH2 και NHCHCH2), 

2.45-1.71 (m, 4H, NHCHCH2CH2), 1.67-1.01 (m, 26H, 13xCH2), 1.03-0.78 (m, 

3H, CH3). 

MS (ESI) m/z (%): 515.6 (100) [M - H]-. 
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10.2.5 Μέθοδος επιμήκυνσης της ανθρακικής αλυσίδας - αντίδραση 

ολεφινοποίησης Horner-Wadsworth-Emmons. 

Σε αναδευόμενο διάλυμα της αλδεΰδης (1,0 mmol) σε άνυδρο 

τετραϋδροφουρανιο (10 mL) και υπό αδρανή ατμόσφαιρα αργού,  προστίθεται 

C2H5OOCH=CHCH2P(=O)(OC2H5)2 (1,5 mmol). Ακολουθεί προσθήκη 

μοριακών κοσκίνων (1,5 g/mmol αλδεΰδης) και τέλος LiOH·H2O (1,5 mmol). 

Το μίγμα αναδεύται υπο αναρροή για 24 ώρες, ακολουθεί διήθηση με celite 

και απομακρύνεται ο οργανικός διαλύτης υπο ελαττωμένη πίεση. Τέλος, το 

προϊόν καθαρίζεται με χρωματογραφία στήλης χρησιμοποιώντας ως σύστημα 

έκλουσης πετρελαϊκό αιθέρα/ αιθέρα . 

 

(2Ε,4Ε)-5-(ναφθαλενο)πεντα-2,4-δι-ενοϊκος αιθυλεστέρας  

(2E,4E)-ethyl 5-(naphthalen-2-yl)penta-2,4-dienoate 

 

53α 

Λευκό στερεο. Απόδοση 50%.  

Μ.Τ.: C17H16O2 

Μ.Β: 252,31  

Σύστημα έκλουσης (2): Rf 0,25 

Σ.Τ.: 100-102 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.90-7.60 (m, 5H), 7.55-7.45 (m, 3H), 7.10-6.95 

(m, 2H), 6.04 (s, 1H), 4.26 (m, 2H), 1.28 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 167.1, 144.6, 140.4, 133.5, 133.4, 128.5, 128.2, 

128.1, 127.7, 126.6, 126.5, 126.4, 123.3, 121.3, 60.4, 14.3. 

MS (ESI) m/z (%): 253 (100) [M + H]+. 
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10.2.6 Γενική μέθοδος καταλυτικής υδρογόνωσης  

Σε διάλυμα της ακόρεστης ένωσης (1,0 mmol) σε απόλυτη αιθανόλη (10 ml) 

προστίθεται καταλύτης Pd/C 10% και υπο ατμόσφαιρα H2, αφήνεται υπό 

ανάδευση για 24 ώρες. Ακολουθεί διήθηση με celite, συμπύκνωση του 

διαλύτη υπο ελαττωμένη πίεση και καθαρισμός με χρωματογραφία στήλης 

έκλουσης πετρελαϊκού αιθέρα / οξικός αιθυλεστέρας. 

  

5-(ναφθυλο)πεντανοϊκός αιθυλεστέρας  

ethyl 5-(naphthalen-2-yl)pentanoate 

 

54α 

Άχρωμο λάδι. Απόδοση 80%.  

Μ.Τ.: C17H20O2 

Μ.Β: 256,15 

Σύστημα έκλουσης (1): Rf 0,75  

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 8.03-7.18 (m, 7H), 4.34-4.06 (m, 2H), 3.03-2.69 

(m, 2H), 2.51-2.31 (m, 2H), 1.91-1.69 (m, 4H), 1.41-1.22 (m, 3H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 173.4, 139.4, 133.4, 131.8, 127.6, 127.4, 127.2, 

127.1, 126.2, 125.7, 124.9, 60.0, 35.5, 34.0, 30.5, 24.4, 14.1. 

MS (ESI) m/z (%): 274.1 (100) [M + NH4]+, 257.3 (15) [M + H]+. 

 

5-διφαινυλο-πεντανοϊκός αιθυλεστέρας  

ethyl 5-([1,1'-biphenyl]-4-yl)pentanoate 

 

54β 
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Άχρωμο λάδι. Απόδοση 86%.  

Μ.Τ.: C19H22O2 

Μ.Β: 282,16  

Σύστημα έκλουσης (6): Rf 0,83 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.60-7.27 (m, 9H), 4.16-4.11 (m, 2H), 2.70-2.60 

(m, 2H), 2.40-2.30 (m, 2H), 1.75-1.65 (m, 4H), 1.30-19 (m, 3H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 173.9, 141.5, 138.9, 129.0, 129.0, 127.3, 127.2, 

60.5, 35.4, 34.4, 31.1, 24.9, 14.5. 

MS (ESI) m/z (%): 300.0 (100) [M + NH4]+, 283.2 (15) [M + H]+. 

 

10.2.7 Γενική μέθοδος αναγωγής εστέρων σε πρωτοταγείς αλκοόλες 

Σε αναδευόμενο διάλυμα του εστέρα (1,0 mmol) σε  Et2O (10 ml) υπο 

ατμόσφαιρα αργού, προστίθεται στάγδην το αναγωγικό DIBAL-H (διάλυμα 1Μ 

σε εξάνια, 2,3 mmol, 2,3 ml). Το μίγμα αφήνεται υπο ανάδευση για 2 ώρες. 

Ακολούθως, προστίθενται 20 ml νερού και το διάλυμα αφήνεται υπό 

ανάδευση για 30 λεπτά ακόμα. Διαχωρίζεται η οργανική στιβάδα και γίνονται 

εκχυλίσεις της υδατικής στιβάδας 3 φορές με 50 ml Et2O. Οι οργανικές φάσεις 

συγκεντρώνονται, εκπλένονται με κορεσμένο διάλυμα NaCl, ξηραίνονται με 

Na2SO4 και συμπυκνώνονται. Το τελικό προϊόν καθαρίζεται με 

χρωματογραφία στήλης και σύστημα έκλουσης πετρελαϊκός αιθέρας / οξικός 

αιθυλεστέρας. 

 

5-(ναφθυλο)πεντανόλη  

5-(naphthalen-2-yl)pentan-1-ol 

 

55α 
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Λευκό στερεό. Απόδοση 100%.  

Μ.Τ.: C15H18O 

Μ.Β: 214,14  

Σύστημα έκλουσης (3): Rf 0,74 

Σ.Τ.: 38-39 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.82-7.25 (m, 7H), 3.66 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.85 

(t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.15 (br, 1H), 1.8-1.4 (m, 6H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 140.4, 133.9, 132.2, 128.1, 127.9, 127.7, 126.6, 

126.2, 125.3, 63.0, 36.3, 32.9, 31.4, 25.7. 

MS (ESI) m/z (%): 232.4 (100) [M + NH4]+. 

 

5-διφαινυλπεντανόλη  

5-([1,1'-biphenyl]-4-yl)pentan-1-ol 

 

55β 

Λευκό ημιστερεό. Απόδοση 80%.  

Μ.Τ.: C17H20O 

Μ.Β: 240,15  

Σύστημα έκλουσης (6): Rf 0,5 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.66-7.28 (m, 9H), 3.84-3.35 (m, 2H), 3.04-2.52 

(m, 2H), 1.74-0.96 (m, 6H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 142.0, 141.4, 138.9, 129.1, 129.0, 127.3, 127.2, 

62.8, 35.8, 32.9, 31.6, 25.8.  

MS (ESI) m/z (%): 258.1 (100) [M + NH4]+. 
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10.2.8 Γενική μέθοδος οξείδωσης πρωτοταγών αλκοολών σε αλδεΰδες 

και ακολούθως σε κυανυδρίνες 

Σε αναδευόμενο διάλυμα της αλκοόλης (1,0 mmol) σε τουλουόλιο και οξικό 

αιθυλεστέρα (1:1, 6 ml) προστίθενται Η2Ο (0,5 ml) και ΝaΒr (0,11 g, 1,1 

mmol). Το μίγμα ψύχεται στους -5 οC και υπο έντονη ανάδευση γίνεται 

προσθήκη του AcNH-TEMPO (0,21 mg, 0,01 mmol). Στην συνέχεια 

προστήθεται το υδατικό διάλυμα 0,5 Μ σε NaOCl (2,2 ml, 1,1 mmol), NaHCO3 

(0,24 g, 3,0 mmol) και Η2Ο (5 ml) στάγδιν. Διαχωρίζεται η υδατική φάση απο 

την οργανική και η οργανική εκχυλίζεται με διαδοχικές εκπλύσεις με υδατικά 

διαλύματα: 5% ΚΙ σε 1% κιτρικό οξύ, 10% Na2S2O3 και κορεσμένο διάλυμα 

NaCl. Ακολουθεί ξήρανση της οργανικής φάσης και συμπύκνωση του διαλύτη 

υπό ελαττωμένη πίεση. Το προϊόν χρησιμοποιείται απευθείας στην επόμενη 

αντίδραση. 

Σε διάλυμα της αλδεΰδης (1,0 mmol) σε διχλωρομεθάνιο (1,3 ml) 

προστίθενται υδατικό διάλυμα NaHSO3 (0,25 ml, 1,5 mmol). Συνεχίζεται η 

ανάδευση του διαλύματος για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί 

συμπύκνωση του οργανικού διαλύτη και προσθήκη νερού (1 ml). Το μίγμα 

ψύχεται στους 0 οC και υπό έντονη ανάδευση γίνεται στάγδην προσθήκη 

υδατικού διαλύματος KCN 6 M (0,25 ml, 1,5 mmol). Το μίγμα της αντίδρασης 

αφήνεται υπο ανάδευση για 18 ώρες σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. Στην 

συνέχεια προστίθεται διχλωρομεθάνιο για την παραλαβή του προϊόντος και η 

οργανική φάση εκπλένεται με κορεσμένο διάλυμα NaCl, ξηραίνεται με Na2SO4 

και ο οργανικός διαλύτης απομακρύνεται υπό ελαττωμένη πίεση. Το τελικό 

προϊόν καθαρίζεται με χρωματογραφία στήλης χρησιμοποιώντας ως σύστημα 

έκλουσης πετρελαϊκό αιθέρα / οξικό αιθυλεστέρα. 

2-υδροξυ-6-φαινυλεξανονιτρίλιο  

2-hydroxy-6-phenylhexanenitrile 

 

56γ 
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Άχρωμο λάδι. Απόδοση 78%.  

Μ.Τ.: C12H15NO 

Μ.Β: 189,12  

Σύστημα έκλουσης (2): Rf 0,5 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.44-7.15 (m, 5H), 4.56-4.32 (m, 1H), 4.03 (br, 

1H), 2.81-2.59 (m, 2H), 2.01-1.48 (m, 6H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 141.7, 128.1, 125.5, 119.9, 60.7, 35.3, 34.6, 

30.4, 23.9. 

MS (ESI) m/z (%): 207.3 (90) [M + NH4]+. 

 

2-υδροξυ-6-ναφθυλεξανονιτρίλιο  

2-hydroxy-6-(naphthalen-2-yl)hexanenitrile 

 

56α 

Κίτρινο λάδι. Απόδοση 56%.  

Μ.Τ.: C16H17NO 

Μ.Β: 239,13  

Σύστημα έκλουσης (2): Rf 0,45 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.95-7.19 (m, 7H), 4.41 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 2.99 

(br, 1H), 2.88-2.66 (m, 2H), 1.98-1.42 (m, 6H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 139.3, 133.4, 131.8, 127.8, 127.5, 127.3, 127.1, 

126.3, 125.9, 125.1, 119.9, 61.0, 35.6, 34.9, 30.5, 24.1. 

MS (ESI) m/z (%): 257.1 (100) [M + NH4]+, 223.1 (80) [M - OH]+. 
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2-υδροξυ-6-διφαινυλεξανονιτρίλιο  

6-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-2-hydroxyhexanenitrile 

 

56β 

Ροζ στερεό. Απόδοση 80%.  

Μ.Τ.: C18H19NO 

Μ.Β: 265,15  

Σύστημα έκλουσης (6): Rf 0,23 

Σ.Τ.: 78-82 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.69-7.25 (m, 9H), 4.50-4.46 (m, 1H), 3.64 (br, 

1H), 2.83-2.70 (m, 2H), 1.97-1.90 (m, 2H), 1.80-1.61 (m, 4H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 140.9, 140.7, 138.5, 128.6, 128.6, 126.9, 126.7, 

120.0, 60.8, 35.0, 34.7, 30.5, 24.1. 

MS (ESI) m/z (%): 282.9 (100) [M + NH4]+. 

 

υδροξυ-ναφθυλοακετονιτρίλιο  

2-hydroxy-2-(naphthalen-2-yl)acetonitrile 

 

63 

Σε διάλυμα της ουσίας σε οξικό αιθυλεστέρα-τετραϋδροφουράνιο-80% οξικό 

οξύ προστέθηκε διάλυμα κυανιούχου νατρίου. Το μίγμα αναδεύτηκε για 18 

ώρες σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. Ο διαλύτης απομακρύνθηκε υπό 

ελαττωμένη πίεση και προστέθηκε διχλωρομεθάνιο για την παραλαβή του 

προϊόντος. Η οργανική φάση εκπλένεται με κορεσμένο διάλυμα NaCl, 
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ξηραίνεται με Na2SO4 και ο οργανικός διαλύτης απομακρύνεται υπό 

ελαττωμένη πίεση. Το τελικό προϊόν καθαρίζεται με χρωματογραφία στήλης 

χρησιμοποιώντας ως σύστημα έκλουσης πετρελαϊκό αιθέρα / οξικό 

αιθυλεστέρα 1/4. 

Λευκό στερεό. Απόδοση 95%.  

Μ.Τ.: C12H9NO 

Μ.Β: 183,07  

Σ.Τ.: 110-113 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.99-7.24 (m, 7H), 5.78-5.59 (m, 1H), 2.08 (d, 

1H, J = 2.4 Hz). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 133.6, 132.8, 132.3, 129.4, 128.3, 127.7, 127.2, 

123.6, 63.8. 

MS (ESI) m/z (%): 157.1 (73) [M - CN] +. 

 

10.2.9 Μέθοδος υδρόλυσης των υδροξυ-νιτριλίων σε υδροξυ-οξέα 

 Αιώρημα του νιτριλίου (1,0 mmol) σε πυκνό υδροχλωρικό οξύ (2,5 ml) τίθεται 

υπό ανάδευση για 18 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. Γίνεται προσθήκη 5 ml 

νερού και παραλαμβάνεται το μίγμα με χλωροφόρμιο. Η οργανική φάση 

εκπλένεται με κορεσμένο διάλυμα NaCl και  ξηραίνεται με Na2SO4. Ακολουθεί 

συμπύκνωση του οργανικού διαλύτη και καταβύθιση του αμιδικού προϊόντος 

με παγωμένο πετρελαϊκό αιθέρα.  

Σε διάλυμα του αμιδίου (0,8 mmol) σε αιθανόλη/νερό (2/1, 6 mL) προστίθεται 

KOH (8,0 mmol, 449 mg) και το μίγμα τίθεται υπό αναρροή για 2 ώρες. 

Ακολουθεί συμπύκνωση της αιθανόλης, προσθήκη 10 ml νερού, οξίνιση με 

HCl 1Ν μέχρι pH~1 και εκχυλίσεις της υδατικής στιβάδας με  EtOAc. Έπειτα, 

συλλέγονται οι οργανικές φάσεις, ξηραίνονται με Na2SO4 και συμπυκνώνεται ο 

οργανικός διαλύτης. Το υπόλειμμα καθαρίζεται με ανακρυστάλλωση με 

CH2Cl2 και πετρελαϊκό αιθέρα. 
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2-υδροξυ-6-φαινυλεξανοϊκο οξύ  

2-hydroxy-6-phenylhexanoic acid 

 

58γ 

Λευκό στερεό. Απόδοση 63%.  

Μ.Τ.: C12H16O3 

Μ.Β: 208,11  

Rf (10): 0,1 

Σ.Τ.: 100-102 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.41-7.10 (m, 5H), 4.36-4.20 (m, 1H), 2.64 (t, J 

= 7.2 Hz, 2H), 2.02-1.37 (m, 6H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 179.5, 142.3, 128.4, 128.3, 125.7, 70.1, 35.7, 

34.0, 31.1, 24.4. 

MS (ESI) m/z (%): 208.1 (100) [M]-. 

 

2-υδροξυ-6-ναφθυλεξανοϊκο οξύ  

2-hydroxy-6-(naphthalen-2-yl)hexanoic acid 

 

58α 

Λευκό στερεό. Απόδοση 98%.  

Μ.Τ.: C16H18O3 

Μ.Β: 258,13  

Σ.Τ.: 115-118 οC 
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1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.81-7.25 (m, 7H), 4.35-4.10 (m, 1H), 2.78 (t, J 

= 7.4 Hz, 2H), 2.07-1.31 (m, 6H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 177.1, 139.8, 133.4, 131.7, 127.6, 127.4, 127.2, 

127.2, 126.1, 125.7, 124.9, 69.9, 49.7, 49.2, 48.8, 35.7, 33.9, 30.9, 24.5. 

MS (ESI) m/z (%): 257.2 (100) [M - H]-. 

 

2-υδροξυ-6-διφαινυλεξανοϊκο οξύ  

6-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-2-hydroxyhexanoic acid 

 

58β 

Λευκό στερεό. Απόδοση 93%.  

Μ.Τ.: C18H20O3 

Μ.Β: 284,14  

Rf (6): 0,5 

1H NMR (DMSO, 200 MHz): δ 7.48-7.11 (m, 9H), 4.06-3.94 (m, 1H), 2.58-2.50 

(m, 2H), 1.74-1.37 (m, 6H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 177.1, 141.4, 140.9, 138.4, 128.6, 128.5, 126.8, 

126.8, 69.9, 35.2, 33.9, 31.0, 24.5. 

MS (ESI) m/z (%): 282.9 (100) [M - H]-. 
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υδροξυ-ναφθυλοξικο οξύ  

2-hydroxy-2-(naphthalen-2-yl)acetic acid 

 

64 

Λευκό στερεό. Απόδοση 90%.  

Μ.Τ.: C12H10O3 

Μ.Β: 202,06  

Rf (8): 0,6 

Σ.Τ.: 57-60 οC 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 7.89-7.24 (m, 7H), 5.28 (s, 1H), 3.32-3.08 (m, 

1H). 

13C NMR (CDCl3, 50 MHz): δ 175.1, 135.8, 133.1, 128.2, 127.9, 127.5, 126.2, 

126.1, 126.1, 125.8, 124.1, 72.6. 

MS (ESI) m/z (%): 202.21 (100) [M + H]+. 
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11. ΠΙΝΑΚΑΣ ΟΡΟΛΟΓΙΑΣ 

Πίνακας 11.1: Πίνακας ορολογίας με τις αντιστοιχίσεις των ελληνικών και 

ξενόγλωσσων όρων. 

Ξενόγλωσσος όρος Ελληνικός Όρος 

Absorption, Distribution, Metabolism, 
Excretion and Toxicity 

Απορρόφηση, κατανομή, 
μεταβολισμός, 
απέκκριση και τοξικότητα 

Arahidonic acid Αραχιδονικό οξύ 

Atom types Τύπος ατόμων 

Docosahexaenoic acid Εικοσιδυαεξαενοϊκό οξύ 

Eicosapentaenoic acid Εικοσαπενταενοϊκό οξύ 

In vitro Πείραμα στον σωλήνα 

In vivo Πείραμα σε πειραματόζωα 

In silico 
Υπολογιστικά πειράματα με την 
χρήση ηλεκτρονικών υπολογιστών 

Phosphatidylcholine Φωσφατιδυλοχολίνη 

Phosphatidylethanolamine Φωσφατιδυλαιθανολαμίνη 

Phosphatidylglycerol Φωσφατιδυλογλυκερόλη 

Phosphatidylserine Φωσφατιδυλοσερίνη 

Prostaglandins Προσταγλανδίνη 

Platelet activating factor 
Παράγοντας ενεργοποίησης των 
αιμοπεταλίων 

Protein preparation wizard 
Εφαρμογή προετοιμασίας 
πρωτεϊνών 

Leukotrienes Λευκοτριένια 

Lysophosphatidic acid Λυσοφωσφατιδικό οξύ 

Lysophosphatidylcholine Λυσοφωσφατιδυλοχολίνη 
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Solvent accessible surface area Επιφάνεια προσιτή από το διαλύτη 

Synovial fluid 
Αρθριτικό υγρό ασθενών που 
πάσχουν από ρευματοειδή 
αρθρίτιδα 
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12. Συντμήσεις – Αρκτικόλεξα – Ακρωνύμια 

 Ακρωνύμια και ανάπτυξή τους 

cPLA2 Cytosolic phospholipase A2 

iPLA2 Calcium independent phospholipase A2 

sPLA2 Secreted phospholipase A2 

Lp-PLA2 Lipoprotein-associated phospholipase A2 

PAF-AH Platelet activating factor acetylhydrolases 

PC Phosphatidilocholine 

PE Phosphatidylethanolamine 

PS Phosphatidylserine 

PG Phosphatidylglycerol 

EPA Eicosapentaenoic acid 

DHA Docosahexaenoic acid 

LPC Lysophosphatidylcholine 

LPA Lysophosphatidic acid 

PGE2 Prostaglandins 

HIS Histidine 

ASP Aspartic acid 

LTs Leukotrienes 

LDL Low-density lipoprotein 

AA Arachidonic acid 

HDL High-density lipoprotein 

HER Human epidermal growth factor receptor 

LTB4 Leukotriene B4 receptors 
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TXA2 Thromboxane A2 

ADME Absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity 

RESP Restrained electrostatic potential 

QM Quantum mechanics 

MM Molecular mechanics 

PME Particle mesh Ewald 

CPU Central processing unit 

GPU Graphics processing unit 

MM-PBSA.py 
Molecular mechanics Poisson-Boltzmann surface 
area.python 

LEaP Law enforcement alerting portal 

sander Simulated annealing with NMR-derived energy restrains 

PMEMD Particle mesh Ewald molecular dynamics 

ptraj Processing and analysis of trajectories 

SASA Solvent accessible surface area 

RMSD Root mean square deviation 

DIBAL-H Diisobutylaluminium hydride 

AcNH-TEMPO 4-Acetamido-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl 

TFA Trifluoroacetic acid 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

NMR Nuclear magnetic resonance 
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