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1o mhaiota Tov mpoypdupatog NANOMACRO npaypatoromOnke avamtoén Kot HEAETN e
OLAPOPEG TEPAUATIKES TEYVIKEG ALTOOPYAVOVUEV®V VRPIOIKOV VOVOSOU®MY GE OLOADUATO LE
YPAON KOTOW®V OO TO GULUTOAVUEPT KATO GLOTAOES, TMV OMOIMV 1 GLTOOPYAVOGCN
peremOnke ota mAaiowo tov €pyov, Kot mpwteiveg (3D vavodouég) pécw NAEKTPOCTATIKOV
OAANAETIOPAGE®V HETAED TV GUGTOTIKMV. ZVYKEKPUUEVQL:

1. Zoapég, 3D, vpiokéc vavodopés Paciopéveg oto cvpmorvpepés QNPHOS-PEO kot
opaipkn pwteivi) BSA (bovine serum albumin, aiBovuivn opod Bodion) 1 v KLvAvdpikon
oymuatog tpoteiv FBG (fibrinogen, wvwdoyovo). Ot vavodopég avtéc oynuatifovral Aoy
TOV ~ NMAEKTPOOTOTIKOV  OAANAEmOpacemy  petald g Oetikd  QOPTIGUEVNG
TOAVNAEKTPOAVTIKNG cvotadag QNPHOS kot twv apvntikd QOpTICUEVOV EMOOVEIOK®OV
neploy®v tov popiov g BSA 1 g FBG. H dwdwaocio g ocoumieéng petaéd tov 0o
€OV pokpopopiov pelemdnke oe pH 7 xot woviik wyd 0.01 M, cvvaptiost g
ovykévipoong g tpwteivnig BSA 1 FBG oto didivpa, 1} 1codbvapo e avaroyiog goptiov
[-1/[*+] (n omoia opiletar ¢ 0 Adyoc TV cuvolkdv Moles apvntikdv tpog OeTikdv eoptiny
TV 0V0 GLGTATIKOV GTO SLdALULA).

Apykd mpaypatomomdnkay petpnoelg dvvakng (DLS) kor miektpopopntikng (ELS)
oKEOUONG PMOTOC KOL Ol UETPOVHEVES TIWEG NG évtaomg okédaong ot 90°, lgo, g
vopoduvaptkng axtivag, Rn, (N omoia mpokdmtel péom g avéivong cumulant), kabog kot
tov {Nto duvapkov, ¢p, mopovcidlovtal 6to Zynua 1 cuVaPTAGEL TG GLYKEVIPOONG TNG
ekGotote TPOTEIVIG 1 100dVvapo ¢ avaroyiag @optiov [-]/[+] yw ta dwAdupoto tev
ovumhokev v cvotnuatov QNPHOS-PEO/BSA kot QNPHOS-PEO/FBG o pH 7 xot
vtikn woyd 0.01 M. Na onueiwbfel 0t1 oV mepinT®mon TV SIWAVUATOV TOV GLGTNHOTOG
QNPHOS-PEO/BSA mov éyovv gueavioel kabilnon (precipitation) ot tipég tov loo kot Ry
TPOEPYOVTAL O TN UETPMNOT TOL LIEPKEieEVOL daAdpatos. Onwg gaivetal kot yia o 600
GLGTNWOTA, TOGO 1| GLUTEPLPOPA GE OBAVHA TOV CLUUTAOK®V, 0G0 Kol Ol WOOTNTES TOVG
avaeopikd pe ™ pala, to péyeBog Ko 1O evepyd QOPTIO TOLG EEAPTMOVTOL OO TN
GLYKEVTIPMOOT) TNG EKAGTOTE TPOTEIVNG GTO dtdAvpa (1] 1I60dVVALLE Omd TV avaAoyio PopTimV
[-V/[*]), dnraodn v avaroyio TV 600 GLOTATIKMV.



Charge Ratio, [-1[+] Charge Ratio, [-J[+]
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Yympo 1: ‘Evtoon oxédaong otic 90°, leo, vdpoduvapukn axtiva, R, (N omoio pokdmtel péow tng
avalvong cumulant), kabmg kot (it duvoukd, e, GUVOPTAGEL TG GLYKEVIPMONG TNG EKACTOTE
TPOTEIVNG N 160dvvapa ¢ avaroyiag eoptiov [-]/[+] Y To SADUOTA TOV CLUTAOK®OV TMOV
ovotnudtov QNPHOS-PEO/BSA (apiotepd) kot QNPHOS-PEO/FBG (6g&14) oe pH 7 kot 1ovtiky
o0 0.01 M.

[TepiocOTepEg TANPOPOPIES GYETIKA e TOVG O18POPOVG TANOVGUOVE TOV GLVLTAPYOVY GTO.
dtAvpate ToV GVUTAOK®V €£AyovTal HEGH TOV KATOVOU®MY TOV VOPOSVVULIK®OV OKTIVOV
7oV mpokvrToLy péow G avaivong CONTIN. Zto Zynua 2 mapovstdloviotl ot KOTOVOUESG
TOV VOPOOLVOUIK®OV OKTIVOV, Rh, Y10 OVIUIPOGOTEVTIKES TIUES TNG CLYKEVIPOONS TMOV
npoteivav (ot avtictolyeg katavoués tov QNPHOS-PEO mapatifevtarl emiong yuo Adyovg
oOyKpong), kabdc kot ot avtiotoyes TéS TV Rh v kébe mAnbuoud cvvaptiost g
OVYKEVIPOOTG TNG TPOTEIVIG (1] 1odVvaue TG avaroyiag eoptiov [-]/[+]), yia o dtaddpoto
TV oVUTAOK®V TV cvotnudtov QNPHOS-PEO/BSA kot QNPHOS-PEO/FBG c¢ pH 7 kot
ovtikni woyv 0.01 M.

Eivor epoavéc 0Tt kou ota 600 cvotiuota Topatnpeitar n VIEPEN dVO SUPOPETIKAOV EWOMOV
oLUTAOK®V  (KOpLPEC Rn2 kot Rns) 1o omoion mbavotata oynuatifovior Adyw g
aAANAETiOpaoN G HETOED TV EAEVOEP®V UEUOVOUEVOV HAVGIOMV KOl TV CLGCMUATOUATOV
TOAOTAGV 0AVGI0wV Tov cupmoAvpepovg QNPHOS-PEO kot tov TpoTeivik®v popimv g
BSA 1 tov FBG. EmtpocOétmc, oe 0la ta dtaddpato tov cvetiuatog QNPHOS-PEO/BSA,
Kabmg kot ota dodvpata tov cvothuotog QNPHOS-PEO/FBG pe Cree > 0.8 mg/ml,
dwmotdveTon 1 Yapén piog Kopveng oe pikpotepes TWES (Rhy) n omola amodideton otnv
omapén elevbepov TPOTEIVIKOV HOplOV, YEYOVOC TOL VTOONAMDVEL OTL 1) SVVATOTNTO



aAAnienidpaong tov cvpmoivpepovg QNPHOS-PEO pe ta mpoteivikd popla tov BSA kot
FBG eivan katd kdmoo fabud mepropiopévn.
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Tympo 2: ) Katovopég vdpoduvapik®y oKTivav, Ry, Y10 ovTITpocOTEVTIKES TILES TG CLYKEVTPMGNG
Tov TpoTeivdy (ov avtictoyeg katavopés tov QNPHOS-PEO  mepilapfdavovior yua Adyoug
oOykpong) kot b) ot avtiotoryeg Tipég Ry yuoo kGBe TANOBVGUO GUVAPTNGEL TNG GLYKEVIPWOTG TMV
TPOTEIVOV 1 TG avoroyiag eoptiov [—]/[+] (Ta. cedAuaTe aVIITPOCHOTEDOVY TO TOGOCTO NG KAOE
KOPLONG), Yo Ta Sloaddpoto TV cuunidkov 1ov cvotnudtov QNPHOS-PEO/BSA (apiotepd) Kot
QNPHOS-PEO/FBG (6g€14) og pH 7 xat 1ovtiky woyd 0.01 M.

Ev ocvoveyelo  mpaypoTomomOnKav CUUTANPOUOTIKEG LETPTCELS OVOAVTIKNG
vrepeuyokévtpnons (AUC) kot cuykekpipéva melpapota pETpnong e tayvtntag Kobilnong
(Sedimentation Velocity, SV) yw ovimpooomevtikd SoAVUOTO GCUUTAOK®OV TOV VO
ocvotnudtewv. H Angbsica katavoun tov @oawvopevov cuvvtedeotn kabilnong, S*, yw éva
dtdAvpa tov cvotiuatog QNPHOS-PEO/BSA pe Cgsa = 1.3 mg/ml og pH 7 kot wovtikn 1oy0
0.01 M mapovoidletar oto Zynua 3. H kaAdtepn mpocoppoyn (fit) g xopmding g
KOTOVOUNG EMTLYYOAVETOL HECHD TAOV TPLOV KOPLO®OV TOV OVIIGTOL(OVV OTIS TIUES TOV
ovvteheot kobilnong mwov mapoatiBevion otov Ilivaka 1, dmov emiong meptlappdvovrar ot
avTIOTOU(EG TIUEG TOL (QOVOUEVOL OLVTEAESTN Oldyvong, D*, kobmdg kot tov evepyol
poptakod Papovg, M, ywa kabe wopven. Zoeéotata, péocw Tov petpnoenv AUC-SV
Kafiototor dSuvatdg 0 SOYMPIGHOG TPV JPOPETIKOV TANOVGU®OV GUUTAOK®OV, To OOl
amoTEAOVVTAL OO O10POPETIKO 0plBUd OAVGIO®MYV TOV SIGVGTASIKOD TOALNAEKTPOADTY Kot
TPOTEIVIKOV popiov (OTmG VITOdNADVOLY ot TIEG Tov M). To yeyovog antd vmodnimvel 0Tt
OGOV apopd TNV ToAvdaoTopd Tov dtaAvuatoc 1 texvikn AUC mapéyet kalvtepn avdivon
CULYKPITIKA LE TIG LETPNOELS OKEDAOTG PWTOG,
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Yympe 3: Kotavopn tov pawvopevov cuviereotn kabilnong, S*, yia éva avimpoooneuTikd didAivpo
coumlokmv Tov cvotipotog QNPHOS-PEO/BSA pe Cgsa = 1.3 mg/ml. Ot kopveég 1, 2 kot 3 givan
TO, AMOTEAEGLOTO TG KAADTEPT|G TTPOGOPOYNG TNG KOAUTOANG.

Mivaxag 1: Aroteléoparta g ovOADONG TG KATAVOUAG TOV GOVOUEVOD cuvteheotn kabilnong, S*,
Y0 VO OVTITPOSOTEVTIKO SLIAVUA GLUTAOK®V ToL cvothuatog QNPHOS-PEO/BSA pe Cesa = 1.3
mg/ml.

Kopvon S* D* M
(10%%s)  (10%cm?st)  (10°gmol?)

1 3.3 1.9 15.8
2 3.9 5.1 6.9
3 4.7 12.5 3.4

Avrtiotoyeg petprioeig AUC-SV mpaypatomromniay kot yio £va StdAvpo, GOUTAOK®OV TOV
ovotuotog QNPHOS-PEO/FBG pe Crse = 0.8 mg/ml oe pH 7 kot ovtiky woyd 0.01 M.
Kotd ™ pétpnon ovt) mopotnpndnke o@opetikn taydTnTa d1ddoong Tov opiov g
kabilnong (sedimentation boundary) kotd to cOvolo TV capdoemy (SCans) Kot yio. T AOYo
avtd M avdAvon TOV JESOUEVOV TpayHoTOTOmONKE EEY®PIOTA Yo TIC TPAOTES 16 Kot TIg
tehevtaieg 16 capmoelg. Ot Anebeicec katavouég Tov eavopevov cvuvtedeotn kabilnong, S*,
napovctaloviot 6to Zynuo 4, evd To OVTIOCTOWO OMOTEAECUATO TNG OVOALONG TMOV
katavoumv mapotifevion otov Ilivaxka 2. Onmwg kot otnv IPONYOLUEVT] TEPITTM®OY TOL
ovotuatog QNPHOS-PEO/BSA, «kafictator duvaty 1 O14kpion TOLAGYIGTOV TPLOV
OLPOPETIK®OV  TANOLOUDOV  GLUTAOK®V, OvVOQEOPIKE pHe Tov  oplBud oivcidov 1oL
JoVOTAIKOD TOAVNAEKTPOADTY] KOl TPOTEIVIKOV pHopiov mov gumepiéyovy. Emopévag, M
avénuévn daxkprtikny woavotra tov petpiioeov AUC-SV egmoinfedeton ko oe avtr v
TePINTOON.
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Yympo 4: Kotoavopéc tov pavopevov cuviereotn kabilnong, S*, mov TpokdmTouy omd TV aviivon
TV a) TpOTeV 16 kat b) tedkevtaiov 16 copmdoewv g pétpnong AUC-SV evog ovTimpoc®mneutikon
daAvpoTog cuUTAOK®V Tov cvothuatog QNPHOS-PEO/FBG pe Cree = 0.8 mg/ml. Ot kopvpéc 1 kot
2 ka1 6TIg 000 TEPMTMGELS EIVOL TOL OTOTEAECUATO, TNG KOAVTEPNC TPOGUPUOYNE TNG KOUTOANG.

Mivaxag 2: AToteAéouato TG AVAALGTC TMV KOTOVOUMY TOV QAIvOUEVOL cuvtedeoT) kabilnong, S*,
Yo V0oL OVTITPOCOTEVTIKO dtdAvpa cvpurAdkmv tov cvotiuatog QNPHOS-PEO/FBG pe Crge = 0.8
mg/ml.

YopDCELG Kopuogn S* D* M
(108s) (10%cm?st)  (10° g mol?)

1 4.1 2.4 15.6
[Mpwteg 16
2 6.9 5.8 10.9
1 4.2 3.9 9.6
Televtaieg 16
2 6.2 10.6 53

EmumAéov mAnpopopieg oyetikd pe ) doun T@V GVUTAOK®V duvatal vo e&ayfovv Hécw Tmv
TILOV TOL PavOUEVOL poplokod Papovs, Mw, mov e&dyoviar amd avtioTtoyes HETPNOELS
oTaTIKNG okédaong emtog (SLS). Xto Zynua 5 mapovcialovral ot Tiég tov Mw cuvaptioet
™G GLYKEVTIPMONG TG KaOe Tpwteivig (M g avaroyiag goptiov [-]/[+]) vy ta dtoddpata
TV cVUTAOK®V TV cvotnudtov QNPHOS-PEO/BSA kot QNPHOS-PEO/FBG c¢ pH 7 kot
vtk oy 0.01 M, xoavovikomompéveg ¢ mpog v Ty tov Mw TOL avrtictoryov
AV LATOG (MG TPOG TN GLYKEVIP®GT)) TOL dLGTAdIKOV ToAvnAektpoivty QNPHOS-PEO,
o1 omoieg mapatifevron ota £vOeta.
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Yympo 5: Koavovikomomuévo @awvopevo poptakd Bapog, Mw, cuvaptioel g GuykEVIpOong g
TpOTEIVIG (N ™ avaroyiag optiov [-]/[+]) Yo T dtodduata ToV GLUTAOK®V TOV cCLOTNUATOY a)
QNPHOS-PEO/BSA xa1 b) QNPHOS-PEO/FBG o€ pH 7 kot tovtikn woyd 0.01 M.

Yvykpivovtog TG petpodpeves TipéG tov My yio o Stoddpate TV CUUTAOK®OV HE TIG
avtiotoryeg Tiés tov dodvpatog tov QNPHOS-PEO kot ta poplokd Bapn tov npoteivov
BSA kot FBG, Aappavovrog mdvta vedyn m poptokn ovoroyio towv 00 GLGTAUTIKOV, UTopEl
vo. VTOAOY16TEL 0 aPlOROC TOV CLGCOUATOUATOV 0AVGIdMV ToL cvuroivepos QNPHOS-
PEO kot tov mpoteivikdv popiov mov meptlopufdvouv ta copmioka. Mg tov tpdmo avtd
vroloyiletar 6Tt Yo to svotnuo QNPHOS-PEO/BSA ot tipég tov Mw tov telikod mhatd
avTIoTOLYoOV o€ mePimov 3 ovoowpoTOpate aAvcidov kot 10 pue 12 popio BSA. H
avtiotoyn avoroyia ywo to cvotnuo QNPHOS-PEO/FBG egivot mepi ta 2 6UGCOUATOHOTO.
aAvoidov Ko mept T 4 TpOTEIVIKA poOplo (Kot TAAL Yo TIC TIHEG TOV TEAIKOV TAATO).
Enopévacg e&dyetar To cvpmépacpa 6Tt Kot yio To 000 GLGTHHOTA Ol PeYaADTEPOL GE PEyeBog
mAnBucpol glvarl 0VTEPOYEVI] GUGCOUATAOUATO TOV APYIKOV CLGCOUATOUATOV TOAAATADY
alvcidwv tov QNPHOS-PEO mov €yovv cuumheydei pe ta popa tov BSA 1 FBG. Extog
OVTAOV GTO JGAVUA VILAPYOVY EMIONG: €va TOCOGTO HOVAV GUGCOUATOUATOV TOAAATADY
alvcidov Tov QNPHOS-PEO ocvumleypévov pe mpoteivikd pdpla, to GOUTAOKO TOL
oynpotiCovror petald Tov ehevfepv SIGVGTASIKOV TOAVNAEKTPOAVTIKAOV OAVGIO®V Kol TV
TPOTEIVOY, KOOGS kot elevbepa TPOTEIVIKA HOPLa, OTMG KATESEEOV Ol TPONYOVLEVES
petpnoelg DLS koaw AUC. Mia oynpotikny ovamopdotaon tov doedpov TAnucudy mov
oLVLTAPYOVY G6TO SlOADUATO TOV cLUTAOKOV TV cvothudtov QNPHOS-PEO/BSA kot
QNPHOS-PEO/FBG og pH 7 kat ovtikn oy 0.01 M mopovcialetor oto Zynua 6.
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Yympoe 6: Avamapdotoomn g Soung TV GUUTAOK®OV Yo To, Stodvpate Twv cvotnudtov QNPHOS-
PEO/BSA (apiotepd) kot QNPHOS-PEO/FBG (6g&164) og pH 7 kot tovtikn oy 0.01 M.

Téhog, depevviOnke N oTaBepdTNTA TOV 101 CYNUATICUEVOV GUUTAOK®V £VOVTL TNG LOVTIKNG
1oyH0¢ Kat damot®inke 6Tl To ovumloko tov cvotiuatog QNPHOS-PEO/BSA, kabmg kot
10, avtiotoyyo ocvumioka tov ocvotnuatog QNPHOS-PEO/FBG mov oynpotiCovtar otnv
TEPLOYTN TOV YOUNADV TILOV TG Crc MOpEPEVOY TPOKTIKA OVERNPENCTO KATA TNV ovénon
™G 10VTIKNG oyvog tov dwAvpatog and 0.01 oe 0.5 M. Avrtifeta, yio to cOuTAOKA TOV
ovotuatog QNPHOS-PEO/FBG mov oynpotilovtal oty TEPLoy TV DYNADV TILOV TNG
CreG M a0ENOM NG 1OVTIKNG 10(0OG TOV SHAVLATOG 00TYNGE GE UEPIKT] AMOGVUTAOKOTOIN G,
YEYOVOG TOV GLUVETAYETOL OTL 1] SO TOV CLYKEKPIUEVOV CLUTAOK®V OgV ivan 1060 oTabepn.
Ov tmywéc tov leo kKou Rn ovvoptioer g 10VIIKNG Y00GS TOL  JAVUATOS Yo
QVTITPOCOTEVTIKA  StoAdpate GVpmAokev Tov ovotnudtov QNPHOS-PEO/BSA kot
QNPHOS-PEO/FBG o¢ pH 7 tapovoialovtatl 6to Zynua 7.
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Xypa 7: 'Evtoon okédaong otig 90°, leo, Kot vépoduvapikn axtiva, Rh, (N onoia mporvntel pécw g
avalvong cumulant), covaptiosl TG OVTIKAG 16YOOG Y10 OVTITPOCOTEVLTIKG SLOADUATO CLUTAOKMV
TV cvotnudtov QNPHOS-PEO/BSA (apiotepd) kow QNPHOS-PEO/FBG (8¢€14) o pH 7.



2. Zeopikés, VPPOKEG VOVOOOUES TOL  TMPOKLATOLV HECH TMV  MNAEKTPOGTATIKAOV
OAMNAETIOPACEDY  HETAED TOV  TOAVNAEKTPOAVTIK®OV KKLAIWV 7ov  oynuatilel to
dtovotadikd cvumorvpepéc PtBS-SCPI kau g mpoteivng HEWL (hen egg white lysozyme,
AvceolHun amd aompdol avyov KOTG). ZVYKEKPILEVA Ol apvNTIKE PopTIcUEVEG ahvcideg SCPI
NG KOPMVOG TOV KKVMOV 0AANAETIOPOVV UE TIG OETIKA QOPTIGUEVEG EMUPAVELOKES TEPLOYES
tov popiov g mpwteivng HEWL. H dwdwoacia g odumieéne peta&d tov 600
pokpopopiov peketinke oe vootwkd dSwAvpata pe pH 7 kot ovtiky woyd 0.01 M,
OGLVOPTNOEL TNG GVYKEVTPWONG TS Tpwteivng HEWL oto didAvpa.

Méow petpnoemv DLS, SLS kot ELS dwmotodnke 6t n pdlo, to péyebog, to evepyd
@opTio, N doun kot 1 SALTOHTNTA TOV GYNUATILOUEVOV GUUTAOK®OV e£apTdvTal amd TN
ovykévipoon s HEWL oto didivpa (1] 1ooddvapa amd v avaroyio Tov V0 GUGTOTIKOV).
210 ZyMua 8 mapovstalovtal ot LETPOVUEVES TIUES TG évtaong okédaong otig 90°, leo, ™G
vopoduvautkng axtivag, R, (n omoia mpokvmtel pécm g avdAivong cumulant), tov deiktn
noivdwaonopds, PDI, xor tov (ita dvvapukod, {p, CLVOPTACEL TNG GLYKEVIPOONG NG
TPOTEIVNG Y10 TO SIHADLOTO TOV CLUTAOK®V Tov cvothuatog PtBS-SCPI/HEWL og pH 7 kot
ovtikh wyd 0.01 M, kabdg Kot 01 KOTaVOUES TV VOPOSLVOIKOV akTivev, Rp, (ot omoigg
e&ayovtar péom g avaivong CONTIN) ywo avrimpooonevtikéc Tipée ™S Chewr (M
avtiotoyn xotavoun tov PtBS-SCPI napatiBevtat eniong yio Adyovg chykpiong).

a) 1.75} T T T T T - ’ ] b) T T T T T T
= 5 0 L . c
150} "o B 2
N " = . i
I 1ost . S . n =
S E < -10r ] 8
Z 100} | S g
E E -
075} & ol
0.50 | ™
9f
i . 301,
80 000 005 010 015 020 025
€ C,ey. (Ma/ml)
E 70} - [ ]
D:s n [ ]
60}
n C)
50
[ ]
. -
0.20} 1
= i m ~ IC, e > 021 mg/ml f)\\_
a . e
0.15} - - F
L] _Cuzwﬁ 0.07 mjglg\fml
PtBS-SCPI f\ L
0.10 }m 1

000 005 010 015 020 0.25 10° 10 10°
C..., (mg/ml) R, (nm)

HEWL

Yypa 8: a) 'Evtaon oxédaong otig 90°, leo, vdpoduvapukn aktiva, Rh, (1 omoia mpokdmtel péom g
avalvong cumulant), deiktng moivdiacnopac, PDI, kabdg kor b) (o dvvaukd, ¢e, Guvaptioel TG
OLYKEVIPMONG TNG TPOTEIVIG Y10 TO SIAVUOTO TOV GOUTAOK®V Tov cvotiuatog PtBS-SCPI/HEWL
oe pH 7 kot ovtikn oy 0.01 M. ¢) Katavopéc vdpoduvapikdv aktivev, R, Yo avTitpocomevTikég
TinéG ™G Crewr (N avtiotoyn xatavour tov PtBS-SCPI napatifevton eniong yia Adyovg ochykpiong).
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Me Bdomn ta amoteAéopata avTd cvumepaivovpe 0Tt katd tnv mpocsbnkn tg HEWL oto
dtéAvpo tov PtBS-SCPI, to popia g mpoTeivng oAANAETIOPOVV HE TIC TOAVNAEKTPOAVTIKEG
0AVGI0EG TNG KOPAOVAG TMV MWKKUM®V TPOKAADVTAG TN GLPPIKVEOCT TOuS AdY® NG
eEovoetépmong tv poptiov. H cuppikvoon aut) empépet v mapoatnpovpevn pHeimwon tov
peyébovg twv ocvopmiokmv. Koabong n ocvykévipoon g mpoteivng avEdvetor kot kdOe
TOAVUNAEKTPOALTIKT) oAvoida SCPl  odAniemdpd upe mepiocotepa popie HEWL n
SAVTOTNTO TOV GYNUOTICOUEVOV CUUTAOK®V UEIOVETOL, AOY®D NG €E0VOETEPMONG TOV
QOpTiMV, L OTOTEAEGUO TN OEVTEPOYEVI] CLGCMUATMGT TOVG, 1| omoia YiveTor OAO Kot 7o
Evtovn Kot TEMKA KataAnyel otnv kobilnon Tov cCOUTAOK®OV Kot TO SIPAGIKO So®PIopd ToV
daAvpatog (precipitation). Mio oynuoatikny avamapdotoon thg dladikaciog tng cOUTAEENS
napovctdletal 6To Tynua 9.

af

WaSCH MBS Lyscayme

Yyqpoe 9: Avoarapdotoon g ddKaciog cOUTAEENS GUVOPTNCEL TG AVENCNG TG CLYKEVTPMONS
g mpwteivig yio o ovotnua PtBS-SCPI/HEWL og pH 7 ot 1ovtikn oy 0.01 M.

Emnpdohetec petpriosic pukpooskomiog atopkng dvvaung (Atomic Force Microscopy, AFM)
emPepaincav ™ cpapikn dopnq TOV GLUTAOK®V. X210 Zynua 10 Tapovsidloviot dVo E1KOVEG
AFM dlaopetikng availvong tov ovpumidkov tov cvotiuotog PtBS-SCPI/HEWL mov
oynuoatiCovron vy Crewr = 0.17 mg/ml oe pH 7 ot ovtiky oo 0.01 M, petd v
avomoescn tong o€ z—:m(powsw TupLTiov Kot TV eEATUION TOV 6100»1)11]

Xympo 10: Eucovsg AFM  Sopopetikig avilvong T@v SLUTAOK®V Tov cvotnuatog PtBS-
SCPI/HEWL nov oynuatiCovtot yio Crewe = 0.17 mg/ml og pH 7 kot 1ovtikn 1oy 0.01 M. Ot pmépeg
avturpooonedovy 1 um (apiotepd) kot 200 nm (5e&1d), avticToya.
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Téhog, diepevvOnke péow petpnoemv DLS 1 emidpaon g adénong g 1ovtikng 1oy0og Tov
dtdvpatog amd 0.01 M og 0.1 kar 0.5 M ota 1o oynuotiopéva coumioka. Ot HETpOOUEVES
Tipég Tov leo, Rp, kar PDI ywo to StoAdpota tov copmlokmv tov cvotiuatog PtBS-
SCPI/HEWL og pH 7 kot 0.1 1 0.5 M 1ovtiki o0 napovoialoviar cvuvopthiost Thg CHewL
oto Zynua 11, émov emiong mapatiBevrarl ol avtictolyes Tég oe ovtkn woyv 0.01 M yia
Adyovg ouykpione. H mapatnpodpuevn peimon e palog (avaroyn tov lgg) tov cuumioKkwmv
ocvvendyston OTL 11 adENCT TNG OVTIKNG 10X00G TOV SHADUOTOS EMPEPEL KATOWOL Pobpod
arocvumiokonoinon. IapdAinia, damotovetal ott to p€yebog Tovg e€aptdror T6co omd
TNV 10VTIKY 16%0 TOV SAOUATOG 0G0 Kot amd TNV avaAoyio Twv 000 cvoTaTK®V. [evikd,
e€dyetal 10 oLUMEPAGHA OTL 1 OVOAOYiOL TV OV0 GLOTOTIK®V KOl 1) OVIIKN 10Y0G TOV
SWAVUATOG UTOPOVV Vo ¥PNOLUOToMBovy ¢ 600 aveEdpTnTol TOPAyovTes €AEYXOVL NG
douNg TOV GUUTAOK®V.

Ll . . . —
o o
O O
__ ls0t o -
N O °
T 125} ° o A A
© O
S ¢ A
‘-’8 1.00 N A B
~ ot A O 0.01M |
' ® 01M
050l 8 A 05M
90} i
o "
80} A i
E A
A
£ 70} A ° ®
= ‘ % [ J [ ] .
e m| O
60 1
O
50 1 1 1 1 1
A
s s
A A °
0.20} A -
= A .
o
o O .
[ J
015} A ]
O
[ J
[ )
0.10F+DO 4
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
C (mg/ml)

HEWL

Yympo 11: 'Evtaon okédaong otig 90°, leo, vopoduvapkn axtiva, Rn, (n omoio mpokdaTel HEc® g
avalvong cumulant), kabng kot dgiktng molvdiacnopdc, PDI, cuvopthcel g cuyKEVIpOONS TG
TPOTEIVNG Y10 TO SLOAD TR TOV GVUTAOK®OV Tov cvothuatog PtBS-SCPI/HEWL e pH 7 kat 1ovtiky
oy 0.01, 0.1 ko 0.5 M.
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3. Zopoaipkég, LVPPOKEG vOvodoUEG Ol Omoieg TPOKVTTOLV AOY® TOV MAEKTPOCTUTIKMV
oAMNAemdpdoemy pHeTAED TOV TOALNAEKTPOAVTIKOV WKKLAIOV 1oL  oynuatilovv o
tprovotadikd cvumorvpepn PS-SCPI-PEO kow SCPI-PS-PEO xot tg mpwteivng HEWL.
SVYKEKPIUEVOL O1 OPVNTIKA QOPTIoUEVEG aAvoidec TG ovotddag SCPI oty kopova,
SPOPETIKNG  SLOUOPPMOONG, TOV OVO €DV HIKKVAIOV OAANAETOpoOV pe TIG OeTikd
(QOPTIGUEVEG EMPOVELNKES TTEPLOYEG TOL popiov TG mpwteivnig HEWL. H dwadikacio g
ovoumieéng peretOnke oe vootkd dAvpata pe pH 7 1 pH 3 kot ovtiky woyd 0.01 M,
OUVOPTNOEL TNG CLYKEVIPMONG TNG TPWOTEIVIG GTO SLAALLA, 1) IGOSVVOUO TNG OVOAOYING TMV
VO GLOTUTIKAOV.

Apyd mpayuatoromOnkav petpnioeic DLS kot ELS kot o1 petpovpeveg tyég e €viaong
okédaong otig 90°, lgo, TG vOpoduvapukng oktivag, Rn, (n omoia mpokdmtel péow g
avdlvong cumulant) kot tov {Ata Suvoapkov, (p, GLUVOPTNOEL TNG CLYKEVIPWONG TNG
TPOTEIVNG Yo To SIOAVUATO TV CLUTAOK®V TV cvotudtov PS-SCPI-PEO&HEWL kot
SCPI-PS-PEO&HEWL og pH 7 kot ovtikn woyd 0.01 M mapovsialovtar oto Zynuo 12.
Onwg dwmotdveton n pdlo, 10 péyebog kot 10 evepyd @optio TV oynuatiCOpEV®V
oLUTAOK®V e€aptdvTol omd TN cvykévipmon ™ HEWL oto didvpa (q ioodvvapa and v
avaroyio Tov dvo ovotatikav). A&iler va onuewwdel O6TL To GOUTAOKO OlTNPOVV TN
SAVTOTNTA TOVG GE OAO TO PEAETOUEVO €0pOo¢ TW®V TS Crewe, mBovotnta Adym g
napovciog Tov aAvcidov tov PEO. Avtictoyrn ocvumepipopd mopatnpndnke kot yuo to
SOUTAOKA TV 000 cLGTNUATOV ToL cynpatilovtatl o pPH 3 kot ovtikn oy 0.01 M.

PS-SCPI-PEO&HEWL SCPI-PS-PEO&HEWL
22— ——TTTTTT
- [ | | 30 - = - ™ - n
__1of . " . ~ -
3 o}
o S ]
I g
I . 320}
6F m
n 15 m
35} 52
™ = u B " .
= ]
€ 50}
E ol = £ "
o ] 24 ]
. 48+
| | ] n n
25} n
0
0 * : .
& o 4 # i 9
< i ! '
2., 2 41
E 4 E 8
G G
6} * | -12¢
of - bt
0.0 0.1 0.20304050.60.70.8 0.00.10.20.30405060.70.8
CHEWL (mg/ml) CHEWL (mg/ml)

Yympa 12: ‘Evtoon okédaong otic 90°, lgo, vdpoduvapikn aktiva, Rh, (n omoia mpokdntel péowm g
avaivong cumulant) kou {fta duvapko, {p, GUVAPTAGEL TNG CLYKEVIPOONG TNG TPOTEIVIG Yo TO
dwAdpata tov ovpumlokev twv cvotnudtov PS-SCPI-PEO&HEWL (apiotepd) wor SCPI-PS-
PEO&HEWL (6g&16) o pH 7 ko tovtikn oy0 0.01 M.
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Me okomd v efaymynq MEPIGGOTEPOV TANPOPOPIOV GCYETIKA pe TN doun ToV
oYNUOTILOUEVOV CLUUTAOK®V Tpaypatoromdnkay petprioelg SLS mote va digpevvnbovv ot
TIWéG tov  poplakod Pdpovg, Mw, TtV SwAvudTeov TOV COUTAOK®V. XTo Xynuo 13
napovotdlovtal ot Anedeiceg THES Tov Mw GLVAPTNGEL TG GLYKEVIPOONG TNG TPWOTEIVNG Yo
0 OoAdpoTo TV cupmAdkov tov cvotnudtov PS-SCPI-PEO&HEWL kot SCPI-PS-
PEO&HEWL c¢ pH 7 7} 3 ko 1ovtikn woyv 0.01 M.

PS-SCPI-PEO&HEWL SCPI-PS-PEO&HEWL

T 4.0
12r 8164 {2.4
11} .=/l/ 3.5} __g—8——V—%
5 10} o m {6.2 i PP
/
S / g 3.0}
> 9r ¢ {60 2 12.0
2 | o ' ~ .
2 8t e/ S 25f
z /m z
s 4 {58 < {18
5 ;“/l 20F J
- @ —Hl—pH7 | —E—pH7 |
. u e pH3]>6 —epH3]t®
0.0 0.1 0.2 0.3 04 05 0.6 0.7 0.8 0.0 0.1 0.2 0.3 04 05 0.6 0.7 0.8
Chewe (mg/ml) Chewe (mg/ml)

Yyqpoe 13: Gowvopevo poprokd PBdpog, My, cuvapTAGEL TG GLYKEVIPOONG TNG TPMOTEIVIG Yol TO.
dwAvpate TV GUUTAOK®V TV cvotnudtov PS-SCPI-PEO&HEWL (opiotepd) won SCPI-PS-
PEO&HEWL (3e&18) o pH 7 (apiotepdc aEovag y) 1 3 (8e&1o¢ dEovag ) kat tovtikn oy 0.01 M.

Méom g GUYKPLONG TOV LETPOVLEVOV TILAOV TOV My Yo To StoAdpaTo TV GLUTAOK®V Kot
TV avtictolyov THdv Tov dtwivpdtov tov PS-SCPI-PEO ka1t SCPI-PS-PEO, kabhg kot
oV poplakov Bapovg e HEWL, Aappavovtag mavta vmdyn ™ poploky| avoaroyio tov 600
OLOTATIKAOV, EAYETOL O 0PLOUOG TOV KKVAMOV Kol TOV TPOTEIVIKOV popimv mov araptilovv
To cvumAoko. Mg tov TpoémO avTo, €€AyETAL 1| GYNUOTIKY OVOTOPACTOCN TNG OOUNG TV
SLUTAOK®OV OV TaPoLGLALeToL 6To Zynpa 14.

Onwg eaivetat, yio 1o ovomua tov PS-SCPI-PEO kot thg HEWL, 1 odumieén pe to popla
g Avsolvung kot otig 0Vo Tég Tov PH, cvverdyetal TV €EO0VIETEPMOT TOV POPTIOV TOV
TOAVNAEKTPOALTIKOV GLoTddmv Tov SCPI 100 €0TEPIKOD OTPOUATOS TNG KOPOVAG.
Enopévog, emoeéper ) cuppikvedor] Tovg Kot KOT' €TEKTOCT TN OTOOOKN MEIWGN TOV
peyéfovg TV ocvumieypévov UIKKVAMoV, kabmg avédvetor o aplfudg ToV CUUTAEYUEVOV
TPOTEIVIKOV HOPi®V GUVAPTAGEL NG CLYKEVIPOONG NG Avcolvung. Xmnv avtiotoym
nepintwon tov cvotyuatog Tov SCPI-PS-PEO ka1 tng HEWL, o diaitepa vymAdc aptOuodg
oVGoOUATOONG ToV WIKKUAM®V (Nagg = 270), kabiotd addvarn v eoydpnon Ttov
TPOTEIVIKOV HOPI®V GTO E0AOTEPIKO TNG KOPMOVAGS, AdY® TS SLUTOYOVS SOUNG TNG, OMOTE 1M
ocvumAeén meplopiletor oV eEMTEPIKY| TEPLPEPELN TOV WKKVAI®V. AAA®MCTE, TO HEYUADTEPO
ukoc v oAvcidwv tov SCPI (cuykprtikd pe avtéc tov PEO) evioybdel v meprpepelokm
oLUAeEN TV popiov ™G Avcoldune, o apBuds TV omoiwv Kol GE LT TNV TEPITTMOT)
avéavetal 660 avEdvetan n ovykévipoon g HEWL. H cbumieln anodeiydnke evriovotepn
oe PH 7 xot v To 600 cvotiuata, egortiog ™G UEYOADTEPNG TLKVOTNTOS POPTIOL TMV
TOAVNAEKTPOALTIKOV cvoTtadwv Tov SCPL. Téhog, o cuvolkdg aplBudg cvpmieypévov
popiov Avcoldung avé pkkoAo sivor peyodvtepog ywoo to cvotnue tov SCPI-PS-PEO,
TaPOLO OV KAOE TOAVNAEKTPOAVTIKY] OAVGIO0 OAANAETIOPA e AYOTEPO TPOTEIVIKA HOpLO,
KaOADG Ta GVYKEKPIUEVA LKKOALD YapoKkTnpilovTat amd vYnAOTEPO aPBLd GLGCOUATOOTG.

14



PS-SCPI-PEQ&HEWL og pH 7
[-l[+]=15 [-)[+]=3 [-J[+]=1

CHEWL= 0.05 mgf{ml CHEWL= 0.3 mg;ml CHEWL= 0.8 mg}fml

PS-SCPI-PEO&HEWL ot pH 3
[-/[+]=5 1+]=1 [-/[+]=0.3

CHEWL= 0.05 mgfm| CHEWL= 0.3 mgfm| CHEWL= 0.8 mgﬂfml

SCPI-PS-PEO&HEWL ot pH 7
[-V[+]=15 [-1[+]=3

CHEWL= 0.05 mg!’ml CHEWL= 0.3 mg!’ml

SCPI-PS-PEO&HEWL o€ pH 3
o [N+]=5 [-VI+]=1

CHEWL= 0.05 mgfm| CHEWL= 0.3 mgfm| CHEWL= 0.8 mg}fml
PS-SCPI-PEO: SCPI-PS-PEO: HEWL: e
(Noge=50) (Nogy=270)

Yympo 14: Avamopdotacn g dopNg TMV CUUTAOK®Y GUVAPTNCEL TNG GLYKEVIPMONG TNG TPWOTEIVIG
(f wodbvaua g avaroyiog optiov [—]/[+]) Yo To SeAVHATE TOV CLUTAOK®OV T®V cvoTnudTeV PS-
SCPI-PEO&HEWL (endvm) kor SCPI-PS-PEO&HEWL (kdtw) og pH 7 1 3 kot 1ovtikn woyd 0.01 M.

EmnpooHétmc, mpaypatorombnkov petpnoeic DLS cuvvaptiost g 10viikig 1oy0og tov
dwdvpatog mote va eEakplPwbel n otabepdtnta TV NN oynuaticpuéveov coumtidkov. Ot
TEG TV lgo Ko Ry ouvaptioel ¢ 10VTIKNG 10Y00G TOV SIOADUOTOS Y10 OVTITPOCMTEVTIK(
dwwAvpoto copumAdokov pe Chewe = 0.05 xor 0.6 mg/ml tov cvomudtov PS-SCPI-
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PEO&HEWL «or SCPI-PS-PEO&HEWL oce pH 7 mopatifevion oto Zyqua 15. H
TapatnPovpEVT otabepdtnto ™ Halag Kot Tov peyé0ovg TV cLUTAOK®V Kol TV 600
CLOTNUATOV KOTA TNV avENCT NG OVTIKNAG 1oYV0og Tov Shdpatog emPePaidvel
0100epOTNTA TOVC, M OToia OPEIAETOL KVPIOE oTNV TTapovsia Tov aAvcidwv Tov PEO. H o
ouumepLpopd mapotnpnOnke Kot oe pH 3.

PS-SCPI-PEO&HEWL 30 SCPI-PS-PEO&HEWL
of T T T T T
o 0.4 O e © ° o [ J
~ 8r ¢ * 1 =~ Ny .\o/ e
I T [}
Yo} 7 L Ty
S S '
8 6f ] -
=S — - ——
5 i .\./.\.’—J.\./. i .\./. ./ u
4} 26 i
30 . _— S1f o
—_ gt e _ o o o/°/
E 28f £ ¢
= = 501 1
4 [ ]
26} e 4 @] 14 Ny \_/ ~_ _m
oo
24 | —B-Cp gy = 0.05 mg/ml 49 | —B-C ey = 0.05 mg/ml -
~@-C gy = 0.6 mg/ml ~@-Cygy,. = 0.6 mg/ml
00 01 02 03 04 05 00 01 02 03 04 05
[NaCl] (M) [NaCl] (M)

Yympo 15: ‘Evtaon okédaong otic 90°, lgg, kot vdpoduvapukn aktiva, Ry, (n omoila mpoxvntel péom
™m¢ avéivong cumulant), cvvoptiosl TG OVTIKAG 16Y0V0G Y10, AVIUTPOCMOTEVTIKG SloAduaTO
ovumAokov pe Chewr = 0.05 kot 0.6 mg/ml tov cvotudtov PS-SCPI-PEO&HEWL (apiotepd) ko
SCPI-PS-PEO&HEWL (de&14) og pH 7.

4. Zoeapkéc, VPPLOIKEG vAvVOOOUEG Ol omoieg oynuoTioTKaY HECH MAEKTPOCTATIKOV
OAANAETIOPAcE®V HETAED TV BETIKA QPOPTICUEVAOV TOAVNAEKTPOAVTIKOV aAvcidowv PQVP
™G KOPOVAG TOV UIKKVAI®V Tov oynuatifel to ovumoivpepéc PS-PQVP kot tov apvntikd
(QOPTICUEVOV EMLPAVEINKADV TEPLOYDOV TOV popiov tng mpwteivng BSA. H dadikasio g
oVUTAEENG HETOED TOV TOAVNAEKTPOALTIKOV WKKLAIOV Kol TG TPOTEIVNG peretnOnke oe
vooTkd SoAdpata pe pH 7 kot vtk woyd 0.01 M, cuvaptioel TG GLYKEVTIP®OONG TG
npwteiviig BSA 610 didAvua, 1| 1oodvvapoe g avaroyiag eoptiov [-]/[+]. Metprioeig DLS
Kkatéoelgav OtL n owAvtotta, n pdlo kot to péyebog TV oyMUOTICOUEVOV CUUTAOK®OV
eCaptovrol amd T ovykévipwon g BSA oto didivpa (] 16oddvapa and v avaroyio
eoptiwv [-]/[+]), Otmg eaivetor oto Zynpa 16 61ov TapovstalovTol 0l LETPOVUEVEG TILES TNG
évtaong okédaong otig 90°, lgo, ko g VOpodVVAIKTS axTivac, Ry, (n oroia TpokdnTel HEC®
™m¢ avéivong cumulant) cvvaptioel g ocvykévipoong g mpoteivig, Casa, Yo Tta
SADHOTO TOV GLUTAOK®V ToL cvothratog PS-PQVP/BSA og pH 7 kot 1ovtikr oy 0.01 M.
Yvykekpipéva, ya Cesa < 0.3 mg/ml mapatnpeitor kabilnon ota Stoddpata TV GLUTAOK®V,
YEYOVOS Tov LIOdNAMDVEL OTL To. oynpatiopeva coumioka dev givol otabepd, mbovotoTa
AMym g e€ovdetépwong towv eoptiov. Tlapoia avtd, peydha oe péyebog cvumioka (M
cvooopatopota) eEakolovbovv va Ppiokovior oto vrepkeipevo Sdivpa. Kabog 1
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OLYKEVTIPMOOT) TNG TPOTEIVNG avEAVETAL TOL GOUTAOKE S1OTNPOVV TN SHAVTOTNTA TOVG, OUW®G
1660 N pndlo 660 ko 1o pEyebog Toug pet@vovtal cuvaptioet TG Cesa.
Charge Ratio, [-]/[+]
0 1 2 3 4

35¢
30
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100
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>

A A A

Precipitation

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
(mg/ml)

CBSA

Xypa 16: 'Evtoon okédaong otig 90°, lgo, kot vépoduvapikn aktiva, Rn, (1 omoio mpokvntel pécw
™¢ avalvong cumulant) cuvaptiost g CLYKEVIPOONG TNG TPOTEIVIG Y10, TO SLOADUOTO TOV
ovuTAdK®V Tov cvotiuatog PS-PQVP/BSA o pH 7 kot tovtikn oy 0.01 M.

SOUTANPOUATIKEG TANPOQOPIEG OYETIKA e TOVG O18Popovg TANBVGLOVE TOV GLVVTTEPYOLY
OTO SWAVUATO TOV CUUTAOK®OV TOPEYOLV Ol KOTOVOUEG TMV VIPOSLVAIK®V OKTIVOV TOV
npokVOTTOVV pécw TG avaivong CONTIN. Zto Zynua 17 mapovstdloviat ot KoTavouég TV
VOPOSVVAUIK®Y OKTIVOV, Rh, Y10 avTITPOoORTEVTIKEG TYEG TG CLYKEVTIPMOONG TNG TPOTEIVNG
(n avtiotoym xotavoun tov PS-PQVP mapatifevtol enione yio Adyovg GOyKpiong), yio Ta
SADHOTO TOV GLUTAOK®V ToL cuoThiatog PS-PQVP/BSA og pH 7 kot 1ovtikr oy 0.01 M.
H mopotmpoduevn euepdavion g xopveng mepi ta 20 nm o ocuvovacud pe TV
napatnpovpevn peiwon g pbloc (aviroyn g €viaong okEdaomng) Yoo To otabepd
SwAdpote  TOV  GUUTAOK®V, O00MNYOUV GTO GLUTEPOCHO OTL 1 OOUTAEEN TV
TOAVNAEKTPOAVTIKOV WKKVAI®V Tov cvpumoivpepots PS-PQVP pe ta npoteivikd popia g
BSA emoépel m ddonacn tovc. H didomaon avt tov apyik®v pkkvAiov tov PS-PQVP
EXEL WG OMOTEAEGLLO TO GYNUATICUO SVO SLOPOPETIKAOV EW0DV GCLUUTAOK®V, LLE TOV HKPOTEPO
oe péyeboc minbvoud (mepi to 20 NM) vo amotedeitan mbovoTaTa amd pikpd apBud
LEULOVOUEVAOV JGVOTUSIKOV OAVCIO®V Kol TPOTEIVIKOV HOpimv, evd 0 UEYOADTEPOG OF
uéyeboc mAnbvouog (mepi ta 100 Nm) evdeyouévmg Tpoipyetal omd TV aAANAETIdpOoT THG
TPOTEIVNG LE TO OOGTOCUEVE TOAVNAEKTPOAVTIKG (kKOAMa (tar omoio yapaxtnpiloviatl and
HkpoTepn pala kot uéyebog e oxéon e To. apyIkd).
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.CBSA = 1.1 mg/ml
7\
=
x C,n = 0.5mg/ml \ X
Cysn = 0.3 mg/mi ] E
PS-PQVP /
10° 10 10° 10°

R, (nm)

Yympo 17: Katovopuéc vopoduvapik®dv axtiveov, Ra, Yo avTItpoc®TEVTIKEG TILES TG CLYKEVTIPMONG
™G Tpwteivng (N avtictoyn katovour Tov PS-PQVP napatibevtat eniong yio Adyovg cOykpiong), yia
T SIAVLOTO TOV GVUTAOK®OV TOV cvothuatog PS-PQVP/BSA o¢ pH 7 kat ovtikh 1oy 0.01 M.

5. Zvvtédnkav 3D vavodouég tov cvumoivpepots PNBA-PNIPAM-COOH pe Avceoloun
(HEWL). Ot vavodouéc owtég opolalovy e Koyidlo v He TUPNVES omd aKPOdPAGTIKA
ocvumolvpepn kot mpwteives ocav  eEmtepikd otpopo. H  mpodcdeon g HEWL
TPOYUATOTOEITOL  AOY® MAEKTPOGTATIKOV OAANAEMOPAcEDV HETAE) TOV  1OVICUEVOV
KapPBoELAKAOV opddwv Tov Ppickoviol otV TEPLPEPELN TOV WKKVM®OV TOV GUUTOALUEPOVS
PnBA-PNIPAM-COOH «xat tov Katliovtik®v opddmv g Avcoloung. AvVOLLKY, GTOTIKY Kot
niektpopopntiky okédaon emtog (DLS, SLS kot ELS avtiotoyya) ypnoyomomdnkoy yio
TNV UEAETT] TOV 1010THTOV TOV LEPIIKOV VOVOOOUMY OV GLVTEONKAY Kot Tapovotdlovtol
oto Zynuota 18, 19, kar 20 avtictorya. Kabdg avdvetar n cuykévipmon g TpOTEIVNG GTO
dwlvpa, moapatnpeitor otadokn ovénon g okedaldpevng axtwvoPoriag Adym g
NAEKTPOOTATIKNG OAANAETIOpaoNG HeETOED NG BeTikd @optiopuévng Avcoldung kol Tov
aviovtik®v KopBoSuiopddmv tov PNBA-PNIPAM-COOH. Ocov agopd oto péyebog tov
CLUTAOK®V oL oynuoatifoviol, apywkd mapoatnpeiton pikpny avénon oto pugyebog tovg m
omoia ogeileTor oV cVUTAEEN pe TV TPOTEIVI. Ady® Tov pKpov peyéBoug g Avcoloung,
poAc 4 nm, n avénomn tov peyéBouvg twv cupumAdkwv givar pikpn. A&iler va onuelwbet ot ta
GLUGGOUATOMUOTO OV TAPOTNPOVVIOL OPYIKA AOY® TOV OAANAETOPACEDV UETOEL TOV
KapBoéuikdv  opddwv tov PnNBA-PNIPAM-COOH omdlovv kabmdg avédvetor 1
OLYKEVTPOOT) TNG TPOTEIVNG 610 ddhvpa. Kabmhg avEdvetar  suykévipwon g Avcoloung
TOPUTNPEITAL AVOKOTOVOUN TOV OAVGIO®MV TOV GUUTOAVUEPOVS TOV ATOTEAOVV TNV KOPOVO
TOL MOOTE VO KATOGTEL OvVaT 1 GAANAETIOpaoT TG BETIKA POPTIGUEVNG TTPOTEIVNG UE TOL
apVNTIKE TOL POoPTiaL.
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Yympo 18: Avénon g okedaldpuevng axtivoforog 6e GUVAPTNOT HE TNV AOENGCT TG GLYKEVTPMGNG
NG TPMTEIVNG GTO SLAAV L.
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Yympo 19: Méyebog tov [uKKLM®V Kol TOV GLCCOUATOUATOV TV coutAdkov PNBA-PNIPAM-
COOH/HEWL cav cuvaptnon g avénong tng GUYKEVIPOOT|G TG TPOTEIVIG 6TO SIAAVLAL.
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Yypa 20: AvéEnon tov empavelnkod eoptiov TV cvuridkev PNBA-PNIPAM-COOH/HEWL cav
GLVAPTNOT] TNG AVENGNE TN GVYKEVIPWOOTG TNE TPOTEIVNG GTO SIGAL L.

H otodiok oAAaynq TOL €MQAVEINKOD QOPTIOL TV cvykekpévav 3D vavodoudv oto
dwdvpa pe v avénon g ovykévipoons HEWL katadeucvoer v mpodcdeon g
TPOTEIVNG,.

[Mepartépm mAnpogopieg ywo v doun tov vPpdkod PnNBA-PNIPAM-COOH/HEWL
cLAAEYONKaV pécm teYVIKOV Qacuatockonioc. H doun g HEWL dev adloidveton pe tnv
npocdeon ota pkkvAle tov PNBA-PNIPAM-COOH. Xpnowomowwvtag texvikés AFM
HIKPOGKOTIOG TapoTNPNONKE 0 GYNUOTIGUOC GPUIPIKAOV dOUDYV GTNV ETPAVELL TV OTOIWV
gtvar gpeavig n tpdcdeon Avcoloung (Tymua 21).

Yympo 21: Ewova AFM 6mov mopoatnpeital 0 oynuoticpoc oeaipikdv dopdv PnBA-PNIPAM-
COOH/HEWL. Adym tov pukpov peyéBovg tng Avcoldung Kot TG YopUnANSg SLoKPITIKNG IKOVOTNTOS
OV 0pydvov dev daxpivovtal To popla g Avcoldung mwov nepifdiiovv to PnBA-PNIPAM-COOH.

Ot vavodoués PNBA-PNIPAM-COOH/HEWL civar omokpicipuec oty Oeppoxpacio. H
amoKPIooTNTA ToVg e€aptdtar amd tn ocvykévipworn g HEWL oto didAvpa. Kabog
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ALEAVETOL 1) GLYKEVTIPMOT TNG TPMTEIVNG 0TO dtdAvpa, Tapatnpeitor avénon tov peyéboug
TOV GLCCOUATOUATOV e avénon g Bepuoxpacioc.

[—®—0.0 Lysozyme 1400 —H0=— 0 Lysozyme
150000 8= 2.5*10° Lysozyme [—m—2510° Lysozyme

u
—m—10*10" Lysozyme —B—10*10" Lysozyme
e . . 1200 | e
2.5*10" Lysozyme 2.5*10" Lysozyme
120000 -
1000 -
90000 | . 800 | /.

2
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5 E’ 600 -
€ 60000 |- o
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30000 -
—_— 200 f - .
" 74 —
4 | —|
ol = — ﬁél' 0 -—-—.—-(4;_—’-/I
1 1 1 1 1 B N - N N N N
25 30 35 40 45
0 25 30 35 40 45
T°C T°C

Tympoe 22: Avénon g okedalopevng aktivoPforiag (aptotepd) ko péyedog v pKKLMOV Kot TV
ovooouatopatov ov PNBA-PNIPAM-COOH/ HEWL (3&€1d) o ocuvaptmon ue v avénorn g
Oeppokpaciog.

>t ovvéyela mpayupotomombnke okédaon vertpoviov oe pkpéc yovieg (SANS) yia to
ovotnuo PNBA-b-PNIPAM-COOH. Xt0 oynua 23 @aivoviol 1o amoTteAEGHOTO. Y10 SIOPOPES
OepLOKPACIEG KO CLYKEVTIPMOOELS.
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Yypa 23: Anotedéopata SANS yia Oeppokpacisc kGtm kot wve omd ) Oeppokpacio LCST (32°C)
PNIPAM o610 cbotpo PNBA-b-PNIPAM-COOH.

e Bgppoxpacio 25°C 10 oyNUe TOV KOUTLADV givarl avedpTnTo TG CLYKEVIPOONS KOt 1)
EVTOON OVEAVETOL OVOAOYIKA HE TN OLYKEVIPOON. AvTO onuaivet 6tt m doun TV
CLGCOUATONATOV €lvar oTabepr). e evOldUeEsH [ QAiVETAL YOPOKTNPIOTIKY GKEOOT Ao
oc@apkd kKA pe 1o PNBA otov vopopofo mupnva. Xe peydia J mapoatnpeitol okEdnon
an6 fractal diotaong 2. Avt) pmopel va opeidetat 6t Slopdpe®on TV aAvcidowv PAA kot
PNIPAM g xopavoc. Xe younid g n adénon g £vIaong LITOINAMVEL GLGGOUATMOOT TOV
wkLAMv. Xe peydiec Oeppokpacieg (50°C) n cvoocmpdtmon yivetar eviovotepn AOY® TNg
petoatpomng tov PNIPAM ce vopo@ofrn opdada. Xtn peyoldTEPT CLYKEVTIPMOOT TO TPOPIA
okédaong eivar dwapopetikd. H doun fractal oe younid q €yer peydio ekbétn koi oe
evolapeca q epeaviCetar kobapn £voelln peyiotov Ady® €vtovng aAANAETiOpaoNg HETOED
TOV LKKVAA®V.
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Emiong peretbnke m ovumieén tov PNBA-b-PNIPAM-COOH pe Avcolopn ce vdotikd
SwAdpata ypnowonowwvtag v texvik SANS. 210 oynuo 24 eoivovtol To amoTEAEGLOTO
Yo S1popeS BepUOKPUGIES KOl GUYKEVIPADGELG.

50°C

q (hm™)

Yyua 24: Anotedéopata SANS yia Oeppokpacisc kGtm kot wve omd ) Oeppokpacio LCST (32°C)
PNIPAM o610 ovotuo PNBA-b-PNIPAM-COOH (2mg/ml) xatd t ocdurnieén tov pe Aveoldun oe
ovykevipwoelg C1=0.1 ka1 C2=0.2mg/ml.

Ye Oeppokpacio 25°C 10 oyfua TV KOUTLAOV delyvel pkpn emidpacr g Avcolvung ot
ocvoocopdtoon (ukpd ). Xe Beppokpacio 50°C n doun fractal oe younid q éxer peydro
exfétn wor oe evoldpeca ( epeoaviletor kaBapn €voeln peyiotov Ady®  €viovng
aAAnAenidpaong petald Tov HIKKLAA®V. ATy 1 copmepLpopd opeiletal TNV TOPOVCI
AvceolHung 010TL 6€ 1310 GLYKEVTPMOT KaBapod TOAVUEPOVG eV TTapaT PN ONKE.
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6. Zynuatiomkav 3D vovodopéc mOv OMOTEAOVVTIOL OO TO TPIGVGTOUOIKO TPUTOAVUEPES
PEO-PNIPAM-PAA «ar Avcoldoun (HEWL). H npdcedeon e HEWL mpaypatomoleiton
AOY® MAEKTPOCTATIKAOV OAANAETOPACEDV UETOED TMOV 1OVIGUEVOV KOPPOELAIKOV OpAdmV
nov Bpiokovtol oty cvotdda Tov PAA 10V GUUTOALUEPOVE KOl TMV KATIOVIIKMOV OUAO®V
™¢ Avooloung. H dadikacio tng coumieéng peta&d tov poakpopopiov peietionke oe pH 7
kat wvtikn oy 0.01 M, cuvaptioel g cvykévipmong e tpwteiviic HEWL 6to didivpa.
Avvopikn, otoTikn Kot nAektpoeopnTiky okédaon ewtdg (DLS, SLS kot ELS avtictouyo)
ypnoomomOnkay yioo TV UEAETN TOV WO0THTOV TOV LRPOIKOV VOVOSOU®Y TTOV
ocuvtédnkov. Amd TIg HETPNOELS OKESOONG PMTOG, Tapatnpninke avénon oto péyebog tv
ovooopatopdtov  PEO-PNIPAM-PAA/HEWL  avédvoviog v  ouykévipmon  Tng
Avooloung (Zynpa 25). A&iler vo onuelwdel 6tL 1 éviaon g okedalopevng axktivoBoriog
TAPAEVEL GYEOOV GTABEPT Y10 OAEG TIC CLYKEVIPMOOELS TNG TPMTEIVNG. AVTO onuaivel 0Tt av
kot oynuatiCovior ovocopatouate PEO-PNIPAM-PAA/HEWL ovtd  eivor  yohopd
OLVOEOENEVE, LE OMOTEAEGLOL VO UV Tapotnpeital avénon ot pale Tov COUTAOK®V Kot
kat’ eméktoon agloonueint advénon g okedaldpevnc aktivoBoliiog.
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Tympo 25: Avénon g okedalopevng aktivoPolriag (aptotepd) Kot puéyebog TV WKKLMOV Kol TV
ovoocouatopatov tov PEO-PNIPAM-PAA/HEWL (8e€id) oe ocvvdptnon pe thv ovénon g
GLYKEVTPMOT|G TNG TPAOTEIVNG.

Me petpnoelg NAEKTPOPOPNTIKNG KOl SUVAHIKNG OKESAONG PMTOG, TOPATNPNONKE 1 GTAOI0KT
aAAOYT] TOV EMEAVELONKOD POPTiov KaBMS Kot TG pdlog tTwv cvykekpipévoy 3D vavodopmy
ot1o dddlvpa pe v ovénon g ovykévipmong HEWL, yeyovdg mov katadeikviel v
TpOGdeo NG TPOTEIVNS (Zynua 26).
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Yyua 26: Avénon tov emipavelakod @optiov Tov cvumidkev PEO-PNIPAM-PAA/HEWL cov
GLVAPTNOT TNG AVENGNE TN GVYKEVIPWOOTG TNE TPOTEIVNG GTO dtAvUQ.

Emiong, diepeuvnOnke 1 emidpacn ¢ avénong g 1oVTIKNG 1oyvog Tov dtaAdpatoc o 0.5 N
o nala kot o péyebog TV NON CYNUATICUEVOV CLUTAOK®V. Oa mepipeve kavelg v
dtbomaon tov cvumiokwv PEO-PNIPAM-PAA/HEWL avédvovtag tv 10vIiKn 1oy0 TOL
dwdvpatog. Evrodtolg, mapatnpndnke pio 0vtepoyevig GUGCOUATOOT. MEPOC TV dEGUOV
H* mov oynuatilovtar apyikd peto&d tov ovotddov PEO kat PAA, orndlovv ue anotéleopo
v dNuovpyio GUUTAGKOV YOAAPE CUVOESEUEVDV, LE TAON VO ONUIOVPYNUEVE GOUTAOKO
ueyaAvtepov peyébovg (Zynua 27).
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Yympo 27: Avénon g okedalopevng axtivoPforiag (aptotepd) kot péyedog TV PIKKLMOV Kol TV
ovooopatopdtov tov PEO-PNIPAM-PAA/HEWL (8e&id) oe ocuvaptnon pe tv ovénon g
LOVTIKNG 16YV0G 6TO SIAAVUA Y10 V0 SLOPOPETIKEG GLYKEVIPDGELS TPOTEIVIG.

> ovvéyela olepevvninke N Beplikn amOKPIoT TOV VAVOOOU®DV TOV GYNUOTICTNKOV Kol
nopatnpninke ot e€aptdtoan omd ™ ovykévipwon g HEWL oto didivpa (Zyfiuo 28).
Eniléybnkov 000 SopopeTiKéc GUYKEVTPAOGES Awcolhung, Kol mopatnpninke 0Tl Kol OTIg
V0 TEPMTMGELS TO oNUEl0 peTAnT™ONG petatoniotnke katd 4 °C oe oyéon pe to kabopd
moAvpepéc. H mapovoio g Avcoldung aAraler v ikavotnto Bepuoamdkpiong g
ovotdoag tov PNIPAM, pe amotéleoua va petatomiletor 1 Oeppokpacio petdmntoong. H
Tapovsio TG AcolOUNG OTOTPEMEL TEPULTEP®D CLOCOUATMON TOV GLGTNUATOS KoODG Oev

25



etvar duvatég ot oAANAemdpdoelg petald TV SOUIKOV GUOTUTIKMY TOV GUUTOAVUEPOVS
PEO-PNIPAM-PAA.
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Yympo 28: Metafoin g oxedalopevns axtivoBoliiog (aplotepd) Kot Tov HeyEB0LS T®V CUUTAOK®V
tov PEO-PNIPAM-PAA/HEWL (8e&14) oe cuvdptnon pe v avénon g Bepuokpaciog yio 00
SLOPOPETIKEG GLYKEVIPDGELS TPOTEIVIG.

7. Zynpatiopog 3D vavodopdv PeETaEd Tov Tplovotadikod cuunoivpepovs PNBA-PNIPAM-
PAA kot ™g mpoteivng Avsoloun (HEWL). Kot 6g avt) v wepintmon, n tpdcsdeon g
HEWL npaypatomoleitor Adym NAEKTPOSTATIKOV CAANAETIOPACE®V HETAED TOV 1OVIGUEVOV
kapPo&ulikadv opddwv mov Bpickovial oty cvotdda Tov PAA tov cupmolvpepois Kot TV
KOTIOVTIKOV opdowv g Avcolvuns. H dwadikacio g coumieéng petasd tmv pakpopopiov
peremOnke oe pH 7 ko 1ovtikn woy0 0.01 M, GuvaptioEeL TG CLYKEVTPMOONS TNG TPWOTEIVING
HEWL ot0 d&uwvopo. Xpnoipomombnkoyv ot Te(VIKEG OLVOUIKNG, OTATIKNG KOt
niektpopopntikng okédaong eotoc (DLS, SLS kot ELS avtictoyya) yioo v peiétn twv
WTNTOV TOV VEPIOIKOV VOVOSOU®Y oL cuvtédnKkav kot mapovsialovtal ota Zynuato 29
kot 30. Ao T1g peTpnoelg okédaong ewtdc, mapatnpninke to6co avénon oto péyebog TV
ovocopotopdtov  PNBA-PNIPAM-PAA/HEWL  ov&dvovtag v oLYKEVIP®ON  TNG
Avoolbung 6co kot avénomn oty €viaon g okedalopevng oktvoPoAioc, AOY® NG
onpovpyiag copumAdkov HeToEL Tov  cvumoAvpepovg PNBA-PNIPAM-PAA  kor g
Avceoldung.
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Tympo 29: Avénon g oxedalopevng aktivoPforiag (aptotepd) Kol puéyebog TV KKVAIOV Kol TV
ovooouatopatov tov PNBA-PNIPAM-PAA/HEWL (8e&14) oe ocuvvdptnon pe v adénon g
GLYKEVTPOONG TNG TPMOTEIVIC.
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Ao TIC HETPNOELG NAEKTPOPOPNTIKNG OKESUONS PMTOG, TapATNPNONKE 1 OTASIOKY] ALY
TOV EMPOVEINKOD @opTiov pe v ovénon g ovykévipwong HEWL, yeyovdg mov
KOTAOEIKVOEL TNV TTPOGOEST] TG TPp®TEIVIG (Zynua 30).
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Yypa 30: Advénon tov emeoavelakod @optiov Tov cvurthdokwv PNBA-PNIPAM-PAA/HEWL cav
GLVAPTNOT] TNG AVENGNE TN GVYKEVIPWOOTG TNE TPOTEIVNG GTO SIGAL L.

>t ovvéxeln depeuvnnke 1 Bepuikn omdkploN TOV VOVOSOUDV TOV GYNUOTIGTNKOV Kot
nopotnpnOnke o6t e€aptarar amd ™ ovykévipoon g HEWL oto didAvua (Zymua 31).
EniéyOniov 600 S100opeTikés ouYKEVIPMOGES Avooldung, Kot Topatnpnnke 0Tl Kot oTIg
dV0 TEPIMTAOGELS TO CNUEID LETATTOONG TAPEUELVE TO 1010 € GYEoT e TO KaBapd TOAVUEPES.
Xe T TNV TEPIMTOON TOPATNPEITOL EVTOVT] GLCCOUATMGT] TOV GUOGTHLATOG HE AVENGN TNG
Bepurokpaciog Kabng aAdalel 1 vopopoPofikdtnTa T cvstddag tov PNIPAM.
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Yo 31: Metapoin g okedalopevne axtivoBoliog (aplotepd) Kot Tov HeyE0ovg TV GUUTAOK®V
tov PNBA-PNIPAM-PAA/HEWL (6e&14) oe cuvaptnon pe v avénon tng Bepuokpaciog yia 600
OLOPOPETIKEG GUYKEVIPADGELS TPMOTEIVIG.
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4mg/ml
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1mg/ml
10*4 | © 2mg/mi

10 50°C

4mg/ml
10°4| o 0.5mg/ml

Img/ml
o 2mg/ml
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Yyua 32: Amotedéopata SANS yia Ogpuokpaocieg kdtw and T Bgpuokpacio LCST (32°C)
PNIPAM oto ovomuo PnBA-b-PNIPAM-b-PAA (o1 petprioelg oe younAd d yio yOoUNnAEC
oLYKEVTPMGELS Yo 25°C TV SOGKOAO VO, TPAYUATOTOINH0VY AGY® YOUNANG EVTOOTC 6T OKEDOOT)).

>10 oynuo 32 OivovTol To OMOTEAEGLOTAN Y10, SLAPOPES DEPLOKPAGIES KOl CLUYKEVTIPMDOEL
vy to tpmorvpepéc PnBA-b-PNIPAM-b-PAA ce vdatikd dSwaddpoto. Daivetor 0tL 1
emidpaon ¢ Bepuoxpaciog eivar mo €vrovn 6€ aVTO TO GVOTNUA G GLYKPLoT Le To PNBA-
b-PNIPAM-COOH. To mtpo@id TG 6KESAONG HETATPETETAL GO AVTO TMV CLGCOUATOUEVOV
UIKVAA®V 0€ 6KEOA0T OO CLGCOUATONTA LE KAAN KaBopiopévn dempaveln (kAion -4 og
evolapeca ). Ta dvo cvetiuato deiyvovv OTL | TAPOVGIN TOAVNAEKTPOADTIKNG OUAdaS GE
OVTIOOTOAY] HE TNV TEMKT KopPouAkn opddo HETABAAEL dPAUATIKG TNV OTOKPION TOL
GLGTNHWOTOG GTNV Gvodo TG Bepokpasciog.
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Yypa 33: Anotedéopata SANS yia Oeppokpacisc kGtm kot wve omd ) Oeppokpacio LCST (32°C)
PNIPAM o710 cbomua PNBA-b-PNIPAM-PAA (2.4 mg/ml) katd ™ coumieén tov pue Avcoldun og
ovykevipwoelg C1=0.1, C2=0.2, C3=0.3 ko1 C4=0.4mg/ml.

10 oynua 33 eoivovtol To AmToTEAECUATO Y10, S1APOPES OEPUOKPUGIES KOl GUYKEVIPDOGELS Yo
10 PnBA-b-PNIPAM-b-PAA «xoatd 1t odumieén tov pe Avooldun. H adénon g
OLYKEVTIPMOONG ™S AvoolOUNG MPOKOAEL GLOTNUATIKY OVENCT OTN CLGCOUATOGCT TOV
pikvAMov. Me avénon g Beppokpaciog onpovpyovvtal KoAd kKobopiopéveg doués, He
TOPOUOLEC SLOPOPOTOCELS G YAUNAG [, OTmg Kat ot younAn Oeppokpacio. Xtovg 50°C n
dopun axoivbel avt tov kabopov cvotiuatog (xwpig Avcolvun) pe okédaorn amd KoAd
KaBopIopEVESG DIEMPAVELEG OTA EVOLApESQ (.
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8. Xynuotiomkav emiong 3D  vavodopég mov amoteAovviow omd TO  H1OLOTASIKO
ovumorvuepéc PNIPAM-PAA (Mw = 40000 kot ovotacn 50% PAA ko 50% PNIPAM), kot
Opoyivn (Tryp). Kot oe avt) v mepintwon, n mpdcdeon g Opvyivng yivetor péoco
NAEKTPIKOV OAANAETIOPAoE®V HETAED TV 10VIIGUEVOV Opddwv ™ KapBoviopdadag tng
ovotdoag Tov PAA kot kotoviik®v opddov tg Tryp. H dwadwacio tg oOoumnieéng peta&y
TOV pokpopopiov pedetOnke oe pH 7 wou wviiky oy 0.01 M, ocvvoptioer g
OLYKEVTPOONG TNG TPOTEIVIG Tryp oto S1dAvpa. Avvopikn Kot OTOTIK OKESAON POTOG
(DLS ka1 SLS) ypnoiomombnkay yio TNy UEAETN TOV 1O10THTOV TV VPPIOIKOV VOVOSOUDY
mov oLVTEONKav. Ze SoTUo Alyov AETTOV omd TNV OVAUEEN TOV GUUTOALUEPOVG
PNIPAM-b-PAA pe v Tryp mopotnpridnke katafvion t1ov GLGTAUOTOC LE AMOTELECLLOL VO,
UV Kataotel Suvatn 1 LEAETN TOVG Kol 1 EEQYMYT] GUUTEPAGUATOV.

EvoAlhoktikd, oynuotiomkav kot peretnOnkov 3D vovodouéc mov amotehovvror and To
dtovotadikd ocvpmorvpepéc PNIPAMOK-b-PAA (Mw = 8600 kot cvotaon 30% PAA kot
70% PNIPAM), kot Opoyivn (Tryp). Kot oe avt) v mepintwon, n ©pdcdeomn g Opoyivng
yivetor pEG® MAEKTPIKOV  OAANAETOPAcE®Y HETAED TGV  1OVIIGUEVOV OHAd®V  TNG
kapBo&viopddag e cvotdoag tov PAA kot Katovtik®v opddmv e Tryp. H dadikasio
™G ovumAeEng petabd tov paxkpopopiov peletnke oe pH 7 xot woviwkn) woyd 0.01 M,
GUVOPTNOEL TNG GLYKEVIPOONG NG TPOTEIVNG Tryp oto StdAvpo. Avvopikn Kol GTOTIKY
okédaon emtoc (DLS kot SLS avtiototya) ypnopomomniay yio Ty HEAETN TV 1010THTOV
TOV VEPLOK®V VOVOSoU®V oL cuvtédnkay (Zynua 34).
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Yympo 34: MetafoAn g okedalopevns aktivoPforing (apiotepd) kot Tov peyédoug Tov KKuAiov
Kot Tov cvooouatoudtov tov PNIPAM6K-b-PAA/ PNIPAM6K-b-PAA (6e14) oe cuvdptnon pe
™V a0ENOT TN GLYKEVTPMOTG TNG TPWOTEVNG.

Emiong, éywve Aemtopepnc pelétn tov PETAPOA®Y TOV TOPATNPOVVTAL GTIV CLTOOPYAVMOT)
Ko TV otafepotnta tov coutidkov PNIPAM-b-PAA/Tryp pe ahdayéc otn Beppokpocio.
Avetoydc, mapatnpndnke 0t ta odumioka PNIPAM-b-PAA/Tryp dev Ntov otabepd pe v
Tdpodo Tov YPOVoL, AOY® NG WdTNTaS TG OpLYivng va omdlel TOVg AUIdIKOVS SEGLOVG, LE
amotélecuo vo punv pmopovv va g&ayxbodv aceair] cvumepdopoto ce oyéon HE TNV
oTafepdTNTA KOL TNV AVTOOPYAVOGT TOVG He aAlayEG 6T Beppokpacia.

9. H aAM\nleridpoaon tov pikkvAiov PS-SCPI-PEO pe ) Ogtikd @opTIoUEVY) GOOLPIKN
npwteiv Avcoloun peretinke pe ) pébodo SANS (FRMII - 6pyavo KWS1), n onoia
€0e1Ee 611 92 podpla Avcoloung mpockoAddvtal ovd pikkOAlo yio to PS-SCPI-PEO. Ta popia
OVTE TPOCKOAAMVTAL KT TPOTIUNOT) GTO £0MTEPIKO TUN O TNG KOPOVaG 6mov Ppickovtat Ta
eopticpéva  tunuota  SCPL. Tlpoxkertanr  omAadn  ywo  aAdnAemiopaon  xateEoynv
niektpootatiknig euoems. H Avcoldun omv mepintwon tov SCPI-PS-PEO mpocskoAildton
0TO €0MTEPIKO OAAG Kot 6TO EMTEPIKO KOUUATL AOY® MAEKTPOOTATIKNG AAANAETIOPAONG LE
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to tuqpota SCPIL. Opwg o apBpdg tov popiov Avcoldung etvor moAd piKpOTEPOG GTO
€0TEPKO (265) amd 611 610 e®TEPKO (770) KO CWTO OPEIAETAL GTNV TOAD O AVENUEV
OLYKEVTIPMOOT] TOAVUEPIKMOV OAVGIO®V GTO €0MTEPIKO (OTEPIKES OMMOELS). Xto Zynuo 31
eaivovtal to mepapatikd amotedécpato. SANS o6mov etvar mpogoaveic ot dlapopéc oTig
KOUTOAEG TPV Kot LETE TNV TtpocOikn Avcoldung oto dtdivpa SCPI-PS-PEO.

I (cm'l)

q (A%

Yympo 35: Tepopatikd omoterécpato amd SANS oe didivpo PSCI-PS-PEO (tetpdywva) kol PSCI-
PS-PEO pe mpoctnkn Avcoldung. Ot cuveyeic ypoupég eivorl mpocapoyn pe opluntikd LOVTEAQ.

10. Xy emiokeyn oto tunpe Gvoikng oto [ovemotiuwo tov Movdyov &ywvav apyikés
doxég (FCS) pe ovumiokomoinon towv pikkvudiov PnBA-PAA pe Avocoldoun mov £de1&av 0Tt
N podapivn cLUTAEKETOL e TO PIKKOAL Ko Oyt pe ) Avcoldoun. H pekétn pe okédoon
QMTOG £0€1&e Eviovn TPooKOAANGN TG AvcoldUnG 6Tol LIKKOALA.

H ocvpmhokonoinon tov pikkviiov PnBA-PAA pe Avcoloun peretnke oe&odwcd pe LS,
ELS ka1 SANS (KWS1-FRMII). 210 EZynua 32 eaiveton n petaforn tov koumvidv SANS
pe v advénomn g cLYKEVIPOONG TG AVGOLOUNG 6TO dldALUA. Xe HeYOAES KAMUIOKES UNKOVG
(ukpd Q) @oaivovion €vtoveg UeTaPOAEC AOY®D 1TNG evioyvong Tng GLGGOUATMOONG TOV
WKKVAlOV AOY® mapovsiog g Avooloung. Xe evoldpeca (, WKPEG GAAL CUGTNLOTIKES
petaforés (mov axorlovBovvral amd 10 apOunTiKd povtélo OTm¢ Qaivetal 6to £vOeTo TOV
Yyuotog 36) eovep®VoOLY To EOPTOHO TOV WKKVAI®V pe Avcoldun. Xe peydio q n pn-
HETOPOAN TOV KOUTLAGV Ogiyvel OTL 0 TLPNVOS TOV UIKKODMoV &lval a0iktog amd
oLUTAEEN te Avcoloun.
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Yypa 36: Anotedéopoto SANS and aliniemidpacn ¢ Avooldung kot Tov pkkvAiov PNBA-b-
PAA. H ovykévtpoon tov pikkodov etvor 0.6 mg/ml kot n avoroyia tng Avcoldung av&avetor Kotd
Vv mopeia Tov PEAoVG.

11. Katd v eniokeyn oto €bvikd epyactipo CNMS (Oakridge, USA) peletnOnke o
piovotadikdég  (PEO-PNIPAM-PAA) ka1t o diovotadikéc  (PNIPAM-PAA)
TOAVNAEKTPOADTNG KATA TN GLUTAOKOTOINGY] TOL He ALGOlOUN KaBdG Ko 1 KIVNTIKn NG
oAl ™S SUOPO®ONG TOV GLUTAOK®V Kotd TNV OeploamokptvOopevn HETAPAoN TOL
PNIPAM. Xpnowomomnke okédaon @mtog 6 Opyovo TOALUTAMY OVIXVELTOV (MOGTE VO
etvar dvvartn) n mapakorovOnon g kvntikng kKobmg ko TEM yuo v amewcovion g
nopeoloyiag tovg o€ YaUnAéc kot vynAég Beppokpaocies. Xto Xynuo 33 mopovcialetal 1
KWWNTIKN NG ovpumAokomoinong g Avcoloung pe ovcoopatdpata PEO-b-PNIPAM-b-
PAA. Apywd 10 péyebog tov cvooopatopdtov avéavetar achevmdg v o aplBuodg twv
CUUTAEYHEVOV TPOTEIVOV éviova. Afyo petd ta 75 min (8e€ld kdbetog oto oynuo 37) o
QOVOUEVIKOG 0pOUOG GUUTAEYUEVOV TPOTEIVOV givorl pHeyaldTeEPOS amd T0 GLVOMKO aplOuod
TOVG GTO SLIAV LA GOl 1) POLVOLEVT] QLTI OVENCT] OQEIAETOL GE TEPETAIP® CLGCMOUATOGCT TOV
VILOPYOVIOV CUCCOUATOUATMOV TOV GUVOOEVETAL LLE EVIOVOTEPT] OENGT TOV OKTIVOV.
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Yypa 37: (2) Ap1Oudc opaipidiov Avcoldung avd cvcooudtoua (TETPAY®VE) Kol YOPoKTNPLETIKOG
Aoyog Rg/Rn xar (b) yvpookomikn (tetpdywva) kot vdpodvvapukn axtiva (kokiotr) yio PEO-b-
PNIPAM-b-PAA (0.1 mg/ml, pH 7 ka1 0.01M NaCl) og oOumieén pe Avcoloun (0.025 mg/ml, pH 7
kot 0.01M NaCl) otoug 25 °C.

12. TlpoypatomomOnkov opykés HETPNOES OKESAONG OMTOS KOl  (QPUGLOTOGKOTIOG
@Bopiopov Yoo v aviyvevon cHumieéng/odinienidpaong pikkoiiov PS-QP2VP pe BSA pe
YPNON EVOOUATOUEVOV VOVOSOUATIOIOV ¥puool oto pkkOAa. Emmiéov éywvav apyikég
uetpnoelg SANS ywo ) cveoopdtoon tov pkkviiov PS-QP2VP pe BSA (otobuog LLB
Saclay France).

13. 210 Zynua 38 mapovoidlovror amoteléopata SANS pe ko yopig mpocsOnkn BSA oe
dtopa cvccopatopdtov QNPHOS. H mapovsio BSA eugavifer évtovn ailayn otnv
KOUTOAN o€ evoldueca Kot peydda g. Ta Oeopnticd povtélo amoteAoVVTIOL 0O GUVEIGPOPES
d00 KLPLAPY®V KAMUAK®V HUKOLG Y10, TO AVTIKEILEVA GTO SIOAVLAL.
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Yympo 38: SANS andé QNPHOS (0.5mg/ml) (erdvm) kot omd piypo QNPHOS (0.033mg/ml) og vepd
kot BSA (1.33 mg/ml). Ot cvveyeig kapmoreg (KOKKIVEG) givar Tpocapuoyn pe Bempntikd poviéio
KoL Tpoépyovtal amd Opoion TV AenToTep®V (LADPOV).

14. Avantoybnkov opapikég 3D vavodoués Paciopévec oto cvpmolvpepéc PEG-b-PLys
Emua 39a) kow v INS. Apyikd, 10 ocvumolvuepéc PEG-b-PLys yapoaxtnpiotnke
QLOKOYNUIKA e Avvapikn Zkédaon OmTog kat 1 vdpodvvaptkn g aktiva Bpébnke ion pe
67 nm. Mg Vv mpoctnkn dratog mapatnpnOnke avénomn g VOPOSLVOUIKNG OKTIVOG TOL
TOAVNAEKTPOADTN. Ot cpapikés 3D vavodopés oynuaticmkay Ady®m TV NAEKTPOCTATIKOV
oANAemdpdoemy peTOED NG OeTikd QOPTICUEVIG TOAVLNAEKTPOAVLTIKNG OCLGOTASNS TOL
cvpmoAvpepovg PLYS kot tov apvntikd popticpévev g INS (Srabétel faocikd apvo&éa)
(Zxmua 39B). H ovykévipmon tov copmoivuepog PEG-b-PLYs diotnpribnke otabepn oe d0o
OEPEG VOATIKAOV SHAVUATOV (YOUNANG OVTIKNAG oyvog kot PH=7.00 kor og pvOuotiKd
SldAvpa, To omoio TPOoooUoldlel TG cLVONKES TOV OHHOTOS, ATOVIOV TV KLTTAP®V TOVL,
avTioTor(a), EVA 1 GLYKEVTPMOT TNG VGOLAIvIG Kupavotay amd 0.020 (n eddyiotn) o 0.530
(M wéyrom) mg/ml. Xpnoipomomdnkay evvén SLOPOPETIKEG CLYKEVTIPMOGELS THG TPMTEIVNG,
Y10l TO GYNUATIGUO TV GUUTAOK®V. Ot TEXVIKEG TOV YPNCLOTOONKAV Y10 TO PLGIKOYN KO
YOPOKTNPIGUO TOV OYNUATILOUEVOV VOVOOOU®V NTav 1 Avvoplkn, 1 ZToTiKn Kol 1
Hlektpopopntiky] Zxédaomn tov PmToG. Ot VOVOSOUES TOV GYNUATICTNKAY HESOH TO STOAVLLOL
YOUNANG 1OVTIKNG 1oY00¢ NTav TS TaEewv Twv 65-140 Nm o€ yapunAEC-VYNAES CLYKEVIPMOOELS
INS avtictouyo (Zynuota 40, 41 kot 42). Ta oynmuatilopeva cOUTAOK LEGO GTO PLOUIGTIKO
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StAv L TOV TPOGOUOLALEL TIC PLGLOAOYIKES GLVONKEG TOL AVOPMOTIVOL OPYAVIGLOL TAV TNG
e Tov 100 Nm, ko avEavouévng g GLYKEVIPOONG TNG LVCOLAMYNG mopatnpnOnke
avénon ™ pHalog TOV CUUTAOK®OV, EVA GYNUOTIOTNKOV GUCCOUOTMOWNNTO GE VYNAESG
OLYKEVTIPMOELS VGOVAVNG, N Kabilnon Ttov onoimv katéotn opaty pe youvo pdtil. Emiong,
dwmotdbnke Tog 1N adEnon TG VIIKAG 16oxvog Tov dwivuatog o 0.5 N emnpéace
oNUOVTIKA T Ualo Kol T HOPQOAOYio T®V GLUUTAOK®V, Kol 1) DOPOSVVOUIKY] TOVS OKTIVa
avéndnke  onuovtikd, Wwitepo Yo TG VOVOOOWUES, 1 oOumien TV omoimv
TPOYLOTOTOWONKE GE YOUUNAN 10VTIKY| 16%0 Kou oe pH=7.00.
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Yympo 39: o) H ynuikn dopn tov moAunAekTpoALTIKOD GLUTOAUEPOVG KaTd cvotadeg PEG-b-PLYS
Kot B) 1 OYMUOTIKY AVOTOPAcTACT TOL GYNUATIGHOD TOV GVUTAEYUATOV cVotaong PEG-b-PLYS: INS.
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Yyqpo 40: o) Ydpodvvopukn oktiva, Rn, B) Agiktng moAvdwomnopdg, (PD.1.), v) {-dvvapko, J)
évtoon okedalopevng aktivoPforiog 90°, I, kot €) RG/Rn ®g cvuvaptnon g GuyKEVIPOONS NG
woovkivig Cins, ywr ta  SwAdpoto TtV cvpmAeypdtov  cvotaong PEG-b-PLys:INS  wov
oynpotiomnkay og pH=7 kot ovikr wyxd 0.01M NaCl (diapdvtior), pH=7.1 kot 0.01M (pvOuicTtikd
ddhvpa Tris) (tpiywva) kor pH=7.4 ko 0.154M NaCl (tetpdyova).
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Yypua 41: To Swypdupoto kotovoung upeyébovg twv ocvumieyudtov PEG-b-PLYS:INS mov
oynuatiotnkav oe pH=7.4 wor 1=0.154M, oce yovio oxédaong 6=90°, ®g ocvviptnon g
ovykévTpmang g veovAiving Cins (n Aelavta g eikdvag delyvel dtdpopeg ovykevipaoelg INS mov
YPNOWOTOMONKAV VIO TV TOPUCKELY] TOV GOUUTAEYUATOV). Ol KOTOVOREG TNG VIPOSVVOALIKTG
axtivag Ry avadddniav pe 1o Aoyiopikd CONTIN.

— pH=7.00, I=0.01 M
LOF | —— pH=7.40, 1=0.154M
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0,6
e
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Yyua 42: Ov katavopéc e vépoduvapukng aktivag tov cvumieyudtov PEG-b-PLys:INS og
drapopetikd voatikd péca (Cins=0.067mg/ml) 6tov25°C, o€ yovia okédaong 6=90°. O katavouég
¢ Rh avaAbOnkav pe o Aoyiopikd CONTIN.
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Yoppova pe ™ Pproypagio, €xet yevikd kobopiotel Tog 1 adENOTM NG 1OVIKNAG 1GYVOG
SWAVUATOV TOAVNAEKTPOAVTIKOV GUUTAOK®V e TenTiOw/npwteiveg Pabuaio mpokaiel
CLGGOUATOON TOV GYNUATICOEVTIOV CUUTAOK®Y. AVTd TO amOTEAECHO TPOKLATEL amd TN
«KOALYM» TOV QopTi®V, amd TV omoio e£acfevohv 01 NAEKTPOSTATIKES AAANAETIOPACELS TOV
ocvotudtev. H avénon g 1ovikig 16x00G ToV SI0AVUATOV TV COUTAEYUAT®V 00NYEl 01N
HEIOON TOL OMOTEAEGUOTIKOV @QOPTIOV Kol o1V ouvemakoOAovdn eacBévion twv
NAEKTPOCTATIKOV OAANAETMOPACE®DY, KOU OVOUEVETOL 1OYLPY EMIOPOCT] OTN GLVOAIKN
CLUTEPLPOPE TOL SHADHOTOG OAAG Kol ot doun/Hop@oroyic. TV  GYNUATICOEVTOV
ocoumieypdtov. o vo pelemOel avt n aAAnieniopacn, ot HETPNGES AVVOUIKNAG ZKESUONG
DPw1o¢ g cuvaptnon g npootiféuevng ovykévipwong NaCl, kot o1 Aappavopeveg Tipég loo
(«dopbopévegy/vmoloyiopéveg pe  Pdon T ovykévipwon) Kot ot Twég Rn yuw
OVTITPOCMOTEVTIKA SLOAVIOTO GE YOUNAES Kot VYNAEG GLYKEVTPOOELS tVGOVAIVIG Twv PEG-b-
PLys:INS cvomudtov ce pH 7.00, pH=7.10 kot 7.40 mapovcialovtar ota Zynuato 43, 44
kot 45. Ze pH=7.00 xou pH=7.10, ot d106mopég TV GLUTAOK®OV TAPOVGLALOLY Alyo TOAD TNV
O avtamokplon oy avénon G 10VIKNG wyvog e€ottiag Tng TapOUOlS OOUNG TMV
OYNUOTICUEVOY CLUUTAOK®V o€ KABe OwAivpo (Zynuato 43 xow 44). H éviaon g
okedalopevng axtivofoiiag peumdnke onuavtikd kot ovTy 1 Taon etvon aveEdptn and v
apYIKY] GLYKEVIPWON NG wooLAivg. Omwg avaeépOnke mponyodueva, o€ YoUNAES
oVYKEVIPAOGELS VGOVAIVIG Cins 0 aptBpdg TV aAMAETIOpOVI®OV Hopimv WGOLAIVIG He KAOE
0AVG100 TOAVNAEKTPOADTN €lval GYETIKG LIKPOS, EVD G DYNAEG GLYKEVIPADGELS WWVGOLAIVTG
T0 oynuoticfévra copmioka yopaktnpilovral amd pHeydAo aptOpd OAANAETIOPOVTOV Hopimv
WGOoLAMYNG ava aAvcida moilvnAektpoAvtn. EmmpdcOeta, pio onpoavriky avénon g palog
TOV GUUTAEYUATOV TOPATNPEITOL GE VYNAEG GUYKEVTIPMOGCELS WVGOVAIVIG Kot TNV TtpocHnkmn
TOV GAOTOC Kol GTO VO VOotTKA pésa. H vopoduvapukn oktivo TV COUTAOK®OV TNng
WGOVAIVIIC ®G GLVAPTNON TG CLYKEVIPOONG TOV AAATOG OVENONKE 6TV TTEPIMTOON OTOV TAL
obumhoka oynpoticOnkov oto PBS (Eynua 45), evd m évioon g okedalopevig
aKTvoPoAiag petwOnKe onuUovVTIKA.
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Yympoe 43: o) Yopoduvapkn aktiva, Rp, kot B) éviaon g okedalopevng aktvoforiag 90°, I, wg
owvaptnon g npootedeévng ovykévipwong NaCl oe avtimpocwnevtikd dtoadvpata (0.067 mg/ml —
dapavtia, 0.200 mg/ml — tetpdyova kot 0.400 mg/ml — tpiywva), mov avTioToy 0OV 6€ YOauNAY Kot
vymAn ovykéveipoon Cins, yia o ovpmiéypato PEG-b-PLys:INS nov tapackevdotnkay oe pH=7 kot
1=0.01M.
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Typa 44: o) Yopoduvapukn axtiva, Rn, ko B) évtaon g okedalopevng aktivoforiog 90°, I, mg
owvaptnon g npootedeévng ovykévipwong NaCl oe avtimpocwnevtikd dtodvpata (0.067 mg/ml —
dapavtia, 0.200 mg/ml — tetpdyova kot 0.400 mg/ml — tpiyova), mov avTioToy 0OV 6 YauNAY Kot
vynAn ovykévipwon Cins, v ta cvumAiéypota PEG-b-PLys:INS nov mopackevdotnkav og pH=7.1
(puOoTtikd dddvpa Tris).
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Yyqpo 45: o) Yopoduvapukn aktiva, Rp, kot B) éviaon g okedalopevne aktvoforiog 90°, 1, wg
owvapton g npootedeipévng cuykévipoong NaCl oe avtimpoowngvtikd dtoddpoate (0.067 mg/ml —
drapavtia, 0.200 mg/ml — tetpdyova kot 0.400 mg/ml — tpiywva), mov avIIoTOLOOY GE YAUNAT Kot
vynin ovykévipwon Cins, Yo to coumAéypata PEG-b-PLYS:INS nov mopackevdotnkay oe pH=7.4
and 1=0.154M (PBS).

15. H dwdikooio ovumieéng peta&d tov moAvniektpordtny QNPHOS-PEO (n ynuikn doun
napovctaletor 610 Zynua 460 kot ™G tvooviivng oe pH=7 xotr 1=0.01 M kot oe PBS
(pH=7.40 ko 1=0.154 M) apyikd peretnOnke pe duvopikn okédoon POToc. Oo mpémel va
onuewwdei 6tT1 T0 PBS (pH=7.40) emiléybnie kabmg npocopotdlel to pH kot v ovikn 1oyd
oL avOpwTivov opyavicpov. e pH=7 o1 NAeKTPOCTATIKEG AAANAETIOPAGELS TOV GUGTILLOTOG
avapévetotl va gival 1oyvpotepeg, kabmg o molvniektpordtng QNPHOS-PEO @épet 2 Betucd
QOPTIOL aVE AEITOVPYIKY] LOVOUEPIKT HOVAOX KOt 1 tWGOVAIvN €xetl -4 apvnrikd @optio. Ta
MeBévta amoteléopata and TIG LETPNOELS QVVOUIKNG OKEDAOTG PMTOG GYETIKG [E TIC TULES
™G VOPOOLVOIKNG oKTivag, Rh, kol g éviaong tg okedalopevne axtivoBoAiag, leo,
(«dopBdBnkey/ vroAoyiomnke Yo TV avénom TG GLYKEVIP®ONG) ToPovcldloviol ota
Yymuato 47, 48 o 49, o¢ ovvaptnon Mg ovykévipmong g mpoteivng, Cins, ota
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dwdvpate tov copmieypdtov. H doun kot 1 dwodikacio oynuaticpod TovV GLUTAOK®V
QNPHOS-PEO:INS mapovoidletar oto Zynua 46p. H cvykévipmon tov cuumoivpepoic
QNPHOS-PEO dwtnpnnke otabepn], evd 1 GLYKEVIPMOOT TG WWGOLAIVIG KLUUOVOTAY amd
0.020 (n eAdytot) o 0.530 (n péyrotn) mg/ml. Ot vavodouég mov oynuaticTnKoy HEca o
v pa YoUnAng 1ovTikng toyxbog ntav g taéewv twv 50-70 nm og YoaunAés GLYKEVTPMGELS
WGOVAIVIG, EVD GYNUOTIOTNKOY CUGCOUUTOUOTO GE VYNAEG CLYKEVIPMGELS IVGOLAIVIG, 1
kabilnon tov omoiwv katéotn opat pe youvod patt (Eynuato 47, 48 wor 49). Ta
oynuaTiCopeva GOUTAOKO UEGH 6TO PLOUICTIKO d1dAVIA TOV TPOGOUOIALEL TIG PLUGIOAOYIKEG
ouvOnKeg Tov avBpwmivov opyoviopov nTav g tééemg tv 50-90 nm, Kot avEavopévng g
OLYKEVTPMONG TNG WWGOVAIVIC TopatnpnOnke avénon g Halog TV CLUTAOK®Y, HEIMOT TOV
C-0vvapikod Kot aAloyn T®V HOPPOAOYIKADV YOPUKTPICTIKGOV TOV Vovodoudv (Zynuoto 47
Kot 51).

o)
S} ©
N OH N—CH
O\ ~Cha o N
HiC  CHy H3C CHs
\n/\"U\ Aqueous
medium
+

P)

PQNPHOS-PEO Insulin

Yympo 46: o) H ynukn dopn tov ToAvNAEKTPOALTIKOD GUUTOALUEPOVS Katd cvotddeg QNPHOS-
PEO (ot BoBuoi moAvpepiopod eivar M=162 kot N=334) kot ) ZynuUoTIK) 0VOTOPACTOUCT] TOV
ocvumleypdrov cvotacng QNPHOS-PEO:INS.
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Yo 47: o) Yopoduvapukn aktiva, R, kot B) éviaon g okedalouevng aktvoPforiag 90°, I, og
GULVAPTNOT TNG CLYKEVTP®ONG NG WooLAIVIG Cins, Yo Ta dodvpata cvotacns QNPHOS-PEO:INS
oe pH=7.00 ko1 0.01 M NaCl (umie onpeia) kot og pH=7.40 kot 0.154 M NaCl (kokkiva onpeia).

f(R)

. .
1 10 100 1000
R, (nm)

10

f(R)

1 10 100 1000
R, (nm)

Yympo 48: O kotavouég g peyébovg g INS a) oe pH=7.00 o1 0.01 M kot B) oe pH=7.40 xo1
0.154 M vno yovio okédacng 0=90° kar oe ovykévipwon ¢=5x10° mg/ml. Ot katovouéc g
vIpoduVaLIKNS aKTivag Ry avaldnkav pe o Aoyiopikdé CONTIN.
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Yympo 49: O katovopéc peyébovg oo QNPHOS-PEO oe pH=7.00 kot 0.01 M kou oe pH=7.40 ko1
0.154 M vrnd yovia okédacng 0=90° kar ce cvykévipwon €=5x10° mg/ml. O kOpieg KopvEég
avTIGTOYOoVV 6¢ ovcompaTdpate oivcidov QNPHOS-PEO. Ou katavopés g vOpoduvoptkng
axtivag Ry avaAdoniav pe o Aoyiopuikdé CONTIN.

ol ——0.027 mg/ml
' —— 0.067 mg/ml
—— 0.200 mg/ml
08k — 0.400 mg/ml
0,6
i3
— 04
02}k
0,0
2 ez aaaal 2 PRI | 2 PR | 2 AT
1 10 100 1000 10000

R, (nm)
Yo 50: Ot katavopés Tmv VOPodLVOUIKOY aktivayv Tov coumieyudtov QNPHOS-PEO:INS wov
napackevdctnkay og pH=7.4 ko1 1=0.154 M vnd yovia okédaong 6=90°, wg cuvaptnon g Cins (M
AeChvto delyvel TN OLYKEVIPMOON TNG WOOLAIVIG 7OV YPNOUOTOWONKE Yio TN Oonpiovpyia TV
oLuTAOK®V). Ot KoTovouég Tng vdpoduvaukng aktivag Ry avaibOnkav pe 1o Aoyiopikdé CONTIN.
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Yympo 51: o) C-6vvoukd kot B) Ry/Rn og cuvaptnon g ovykévipwong g Cins, Yo ta dtoddpata
ovotoong QNPHOS-PEO:INS ce pH=7.00 ko1 0.01 M NaCl (umhe onpeia) kot o pH=7.40 o 0.154
M NaCl (koxkwva onpeio).

2V TEPITTOON TOV GUUTAEYUATOV TOV TOPUCKEVACTNKAV G PLOUIGTIKO SLOIAVLA YOUNANG
VKNG 16005 01 LOPOOLVOUIKES 0aKTives TV cvumieypdtov dgv  dlapopomomOnkay
OTOTIOTIKA ONUOVTIKG pE TNV adénon ¢ viKng oyvog. Ympée pio pikpn oTadlokn
avénon tov peyéBovg. Emovoropfdvetor 0TL 6€ YOUNAES GULYKEVIPMGELS WGOVAIVIG O
apOpdc tov popiov tvooviivig mov aAAnAemdpodv pe kdbe moAvpepikn aAvcida elvar
OYETIKA WKPOG, €V GE VYNAEG GLYKEVIPMGELS WGOLAIVIG TO GUUTAEYUOTO TO Omoio
onuovpyovvtal yopoaktnpifovior amd peydAo aplBpd popiov mwpoteiving avd alvcida
noAvniektpoldtn. H évtaomn g okedaldpevng axtivoPoAiog yio To GUUTAEYUOTO TTOV
oYNUOTIOTNKA GE YOUNAN Kol DYNAN GUYKEVTIPMOGT VGOLAIVIG TOPOVGIacE pio O0POPETIKN
ooumeprpopd (Zynpa 52). Ze yopunAésg cLYKEVTPMGELS WGOLAIVNG ot TIHéG lao vénbnkay ko
énerta petwdnkov pe v avénomn g VviKng 1oyx0o¢ YEYOVOS TOL CMUAIVEL TOC LIAPYEL
EMMAEOV GUGCOUATMOOT] TOV CGLUTAEYUATOV GE YOUNAN 10VIKT 16Y0 (aAAd vynAdtepn oe
OUYKPION LE QLT TOV YPNCLOTOMONKE apyIKd Yo TNV ONUIOVPYIC TOV CUUTAEYLATOV) KOl
otav av&nonke 1 cuyKEVTp®ON ToL GAhatog N pala peimonke Eavda.

XMV TEPITTOON TOV GLUTAEYHATOV TOV CYNUOTIOTNKOV HE VLYNAOTEPY CLYKEVIPMON
WGoLAMVN G VINPEe pia TOAD piKpn oAAayn otV £viacT Tng okedalopevns axtivofoAing kot
ot pélo pe v mpooHnkn tov dAatog, 1 omoia delyvel pion TOAD pukpn peiwon g pdlog
1oV cvumieypdtmv. Ot tyés Ry/Rh yio o csuetipote avtd exdetkviony g peimon kat £vo
plateau otav 1>0.1 M, Aaupdvovtog v tun Rg/Rn 0.9-1.0, n omoio amodekvidel mo
ocoumayels ceupikés dopéS oe oOykplon pe T apykés. H mapammpnbeica cvumepipopd
oyetileton e ta Pavopeva «kaivyme»/eEacBévions Tov Qoptiov Kol £0VV MG OTOTEAEGLA
v €£ac0£VIonN TOV NAEKTPOCTUTIKOV CAAAETIOPAGEMY KOl TNV TPOAY®YN T®V VOPOPOPmV
aAniemdpdcewv. E€attiog tng vopopofng epuong tov aAvcidmv tov QNPHOS-PEO kot g
OPYIKNG KOTAGTOONG CLGGOUATOONG, 1 TPOCONKN GANTOG EXEL MG AMOTEAECLO, OEVTEPOYEVN
CLGGOUATMOON TOV GLUTAEYUAT®V, TOL £EAPTATOL OO TIG OPYKEG GLVONKES TG dladIKAGToG
OYNUOTICHOD TV oLumAeypdtov. H  vdpodvvapuxn oktive TV CUUTAEYHATOV, ©C
ovvapton g tpoctnkng NaCl, mopoapéver Alyo mold avernpéaotn otV TEPITTOON TOV
cuuTAEYUATOV Ta omoia dSnutovpynOnkay oto PBS (Zymua 53). To id10 npaypatonoeitar yio
™ pélo TV cupmieypdTov Om®G vmodswkvdeton amd Tég leo. H popeoroyia tov
CVUTAEYHATOV €0€1Ee KOMOlES OAANYEC OE MO CEUIPIKEG OOUEC oL TapatnpiOnKav oe
VYNAGTEPES GLYKEVIPAOOELS GAATOG, OTMG amodeiydnke amd ) peimon v Tudv Rg/Rh. T
ovTd To. cvoTHUOTO aAAaYEG e kaBopiopéveg TAPAUETPOLS Eivor KPES. AVTO iomC
amodekvoel mwg to. cvpumrokoe QNPHOS-PEOQO:INS ta onoia oynuatictmkav oto PBS eivat
7o otafepd GTIC AALAYES TNG LOVIKNG 1GYVOG Kot £X0VV it SOUN TO KOVTIVI TNV 1G0PPOTTia.
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Yo 52: o) Ydpoduvapukn axtiva, Ry, B) évtaon g okedalduevng axtivoPoriag otovg 90°, |, ko
Y) Ry/Rn, g cvvaptnon g mpootifépevng ovykévipoong NaCl oe avimpooomevtikd dtaidpora,
ov avtiotoryoby o€ yauniéc (Cins=0.027 mg/ml — pmke onpeia kot Cins=0.067 mg/ml — koxKiva
onueia) kow vyniég (Cins=0.260 mg/ml — mphowa onuein) Cins, Yo o dwwAdpate cdoTOoNg
QNPHOS-PEO:INS og pH=7.4 ko1 1=0.154 M.
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Yympe 53: o) Yopodvvapukn axtiva, Ry, B) évtaon g okedalopuevng aktivoforiog otovg 90°, |, kot
v) R¢/Rh, og ovvaptnon g npoctiBéuevng cvykévipmong NaCl oe avtirpocmnevtikd dtodvpora,
nov avtiotoyyovv og yapnAéc (Cins=0.027 mg/ml — pmke onueia kot Cins=0.067 mg/ml — koxkva
onueia) ko vynAég (Cins=0.260 mg/ml — mpdowa onueio) Cins, Y o SwwAduata cHoTaong
QNPHOS-PEOQ:INS og pH=7.0 kot 1=0.01 M.

16. AvantoyOnkav ceapikég 3D vavodouég Paciopéveg oto cvpmorvpepéc QNPHOS-PEO
Kot TV Tiyamooion (tigapotide - PCK) (n ymuikn dour mapovctdletar 610 Xynuo 54), mov
glvol menTiO0 HE KLTTAPOOTOTIKY KOl OVTIKOPKIVIKY Opdorn. O eykAwPiopoc tov og
vovoeopeic mpaypatotomdnke yio ) Helwon TV avemBOUNTOV EVEPYELOV TOL KOl Yo
oToxevUéVT] Opdon oTOVG  KOPKWVIKOUG 16TovC. Apywd, 10 PCK  yapoktnpiotnke
QuotKoynuIKd pe Avvapukn Xxédoon Pwtdg Kot 1 VOPOSLVAKT TOL akTiva Ppébnke ion pe
nepimov 1 nm. Ot cpapikég 3D vavodoués oynuationKay AOY® TV MAEKTPOCTATIKMV
oAANAETOpAcE®V HETOED NG OeTIKA QOPTICUEVNG TOAVNAEKTPOAVTIKNG GLGTASNG TOL
ocvpmoAvpepovg QNPHOS-PEO kot tov apvntikd gopticpévav tov PCK (dabétel Pacikd
apwvo&éa). H ovykévipwon tov cvpmoivpepovg QNPHOS-PEO Satnpnbnke otabepn oe
d00 GEPEG VOATIKMOV OIAVUATOV (YOUNANG OVTIKNG oyvo¢ kot PH=7.00 kot 6e pvOoTiKd
dtdAvpa, To 0moio TPOCOUOILEL TIG GVVONKES TOL OQUHOTOC, AMOVIWV TOV KLTTAP®V TOV,
avTIoTOY(), EVA 1 GLYKEVIPM®OT] TOV TTEMTIOI0L Kupovotay ard 0.020 (n eddyot) o 0.530
(m péyrot) mg/ml. Xpnowomomnkay evvéa S10QPOPETIKEG GUYKEVIPMOGELS TOV TEXTIHIOV, YLo!
T0 oynuatiopnd TV cLUTAOKoV (Zynua 55). Ot teyvikéc mov ypnouonomdnkay ywo To
(QUOTKOYNUIKO YOPUKTNPIOUO TOV SYNUATILOUEVOV VOVOSOU®MY NTav 1 AVVOIKT, 1 ZTOTIKN
ka1 1 Hiektpopopntikn Zkédaom tov Pwtods. H @bopiopopetpia ypnoorombnke yuo vo
amodei&el TV VIaPEN TOAKOL pikpomepIaAlovtog oTig oynuaticteiceg vavodopés (Iivakoag
3). Ot vavodouEC TOL GYNUOTICTNKOV HEGO GTO OIGAVUOL YOUNANG LOVTIKNG 1oY00G NTOV TNG
16ewv tov 30 nm. Ta oynuoatilopevo cOUTAOKO HEGO GTO PLOUOTIKO OLGAVLUO, TTOV
TPOCOUOLALEL TIG PLGLOAOYIKES CLVOTKEG TOV AVOP®TIVOL OpYaVIGHOV, HTaV TNG TAEEMS TV

47



40 nm, ka1 av&avopévng g ovykévipwons tov PCK mapammpndnke avénon g palog tov
CUUTAOK®OV Kol ALY TOV HOPPOLOYIKDOV YOPOKTNPIOTIKOV TOV vovodoudv (Zynua 55).
Emiong, dwmotdbnke mog n adénon g 0VIIKAG 16Yvog Tov dtodvpatog o 0.5 N dev
EMNPEACE ONUAVTIKA TN HAle Kol T LOPPOAOYIO TMV GUUTAOK®V, EVGD 1] VOPOOVVAULKT] TOVS
aktiva mopépeve otobepnr], Wwitepa Yoo TIC VOVOdOoUEG T COUTAEEN TV OmOi®V
TpaypoTtonoinke og YounAn ovtikn woyd kot oe pPH=7.00 (Zynuato 56 kot 57). H avoyyt
dopf| TOV GUUTAOK®V UETOTPATNKE GE GEAIPIKY KAODS ov&avOoTav 1 OVTIKN oYVG TOL
daAdHaToCg, OTmG E6€1EAY 01 LETPNGELS TNG ZKEdooNG PwTog (Tyfuoto 52 kat 53).

Oﬁ/CH3 OYCHB OYCH3
HN HN NH
s S S
H-Glu—Trp—Gln—Thr—Asp—Asn—Cys—Glu—Thr—Cys—Thr—Cys—Tyr—Glu—Thr—OH

Yypa 54: H poproxn dour g tryemosiong (tigapotide - PCK 3145)

IMivakog 3: Ot Adyor Tov evidosny @Bopiopon tov mopeviov li/ls (evoscTivdg TG HIKPOTOAKOTNTOG)
ko le/lv (evdectikdg e pikpopevototntag) Yo ta cvotiuata QNPHOS-PEO:PCK3145.

Cocrases 1=0.01 M (pH=7.00) 1=0.154 M (pH=7.40)

(mg/m) 11/13 le/Im 11/13 le/Im
0.027 1.78 0.49 1.78 0.24
0.033 1.78 0.22 1.73 0.49
0.067 1.60 0.68 1.67 0.47
0.260 1.94 - 1.63 0.66
0.400 1.73 0.57 1.71 0.70
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Tympo 55: o) Ydpodvvapukn axtiva, Rn, B) dgiktng moivdiacmopdc, (PD.1.), v) {-duvauikd, 8) évioaon
g okedaldpevne aktwoPolriog otic 90°, I, kou €) RG/Rn o¢ cuvaptnon g GUYKEVIPMOONS TOV
PCK3145, yio ta. Stoddpata tov ovotiuatog QNPHOS-PEO:PCK3145 o pH=7.00 ka1 0.01 M NaCl
(umhe onueia) kot og pH=7.40 ko1 0.154 M NaCl (kokkwvo onpeia).
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Zympa 56: a) Yopodvvapkn aktiva, Rh, ) évtaon g okedalopevng aktvoBolriog otig 90°, 1, kat v)
Ry¢/Rh, ¢ ovvaptnon tng ovykévipmong NaCl og avtimpoc®nevtikd StaAdI0To, TOV AVTIGTOL 0DV GE

younAn kot vynAn Ceckaiss, T@V cvatnuatov QNPHOS-PEO:PCK3145 og pH=7.00.
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Yympo 57: a) Yopodvvapukn oktiva, Rn, B) évraon tng okedalopevng axtvopoliag otig 90°, 1, ko v)
Ry¢/Rn, ®¢ cuvdptnon g ovykévipwmong NaCl oe aviimpoownevtikd S1alduata, Tov avIioToLovy 68
younAn kot vynAn Ceckaiss, T@V cvatnuatov QNPHOS-PEO:PCK3145 og pH=7.40.

17. AvartoyOnkav ceapikég 3D vavodopés Baciopéveg oto cupmoivpepéc PNIPAM-b-PAA
(Eymua 58) kot v mpwteivy Avooldun, 1 omoia odnyel otn Adon TV PaKTnploKOV
TOYOUATOV VOPOADOVTOG TNV TEMTIOOYAVKAVY] TOV VIAPYEL GTO KVLTTOPIKO TOIY®UN TOV
Baktpiov. Ot ceupikéc 3D vavodouée oynuatiotnkov AOY® TOV MAEKTPOGTATIKOV
OAANAETIOPAGE®V HETAED NG OPYNTIKA QOPTIGUEVNG TOAVNAEKTPOAVTIKNAG GLGTASNS TOV
PAA kot tov Betikd popticpévev g Avcoloung (drabétel 0&va apvo&éa). H cuykévipoon
to0v cvpmoivpepog PNIPAM-b-PAA Swtnpndnke otabepn og vdotikd StdAvpo Yoauning
OVTIKNG oyvog pe pPH=7.00 evdd n ocvykévipmon g Avcoloung kopavotov and 0.004 (n
eMdyotn) oe 0.080 (n péywotm) mg/ml. Xpnowomomnkav evvén  SPOPETIKEG
OVYKEVIPMOEL NG TMPMOTEIVNG, YL TO OYNUATICHNO TOV CLUTAOK®V. Ot TeQVIKEG TOL
YPNOOTOWONKAV Y10 TO QUOIKOYNUIKO YOPOUKTNPIGUO TOV GYNUATILOUEVOV VOVOSOU®OV
nrav N Avvoukn, n Ztotikny kor 1 Hiektpogopnrtikyy Zkédaon tov DPwtds. Apyikd,
TPOCIOPIGTNKAY TO, PLGIKOYNUKE YOPAKTNPIGTIKG TOV CLUTOAVUEPOVG KOTE GUOTASES Kot
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Bpébnke mwg n vdpoduvapikn axtiva (Rn) Tov oynpatilopevav dopadv nrav tepinov 190 nm
(EyMuato 59 kot 60). H popporoyia tmv dopmv mov oynuatifel 0 ToANAEKTPOAVTNG GTO
VOOTIKO PéEGO elvarl avaAioyn cvumayods oeaipac. Ot vavodouég mov GyNUATICTNKAY GTO
SWIALHOL YOUNANG OVTIKNG 1oYVog NTav NG TdEewv Tov 70 NM € YOUUNAES GLYKEVIPDOGELG
Avooloung, avénon g Rn oto 160dvvapo onpeio ota 130 Nm kot v cvveyeia peiwon tov
peyébovg tov voavodoumv oto 30 NM oTIg VYNAOTEPES GLYKEVTPMOGELS TS Avcolvune. H
avénon g évtaong g okedaldpevng aktvoPoriog KaOdG Kot 1 peiwon Tov delkTn
TOAVOICTOPAS OMOOEIKVOOLV TN GVUTAEEN TG AVGOLOUNG HE TOV GLUTOAVUEPOVS KOTA
OLOTAOEG, AMOTEAEGOL TG OTOT0G Elval Kot 1 0ALOYT TNG LOPPOAOYING TV oynUATICOUEVDV
VOVOOOUMV UE TN GTOOLOKT adENoN TG GLYKEVTIPWONG TNG TPp®TEIVIC. To 1oyVpd apvnTiko C-
duvoutkd tov cvumorvpepods PNIPAM-b-PAA petatomiotnke mpog AyOTEPO OPVNTIKEG
TIWEG HETA TN cVUmAEEN pe ™ Avsoloun. Eniong, dwumotmbnke mmg n adénon g 1ovTikng
1oYvo¢ Tov dwAvuatog oe 0.5 N ennpéace onpavtikd to péyebog (onpavtikn avénon g
VOPOSVVOUIKNG OaKTivag), T Malo Kot TN popeoloyio TtV ocuumAdkmv (Tyfuo 61).
Emunpdobeta, Aappdvovtag vmoéyn OTL TO  GUUTOAVHEPEG KOTA  GLOTAdEG — eivan
Bepuoevaictnto ot Beppoxpacio twv 32 °C, mpaypoatonomdnkay TEPAUATO LEAETNG TOV
(PULOTKOYNUIK®V 1O10THTOV TOV SYNUATILOUEVOV VOVOSOU®VY peTABdAlovTag TG Beppokpacio
otadiokd omd toug 20 °C—25 °C—28 °C—32 °C—35 °C—40 °C—45 °C (Zynuoto 62 kot
63). Ocov apopd ToVg KEVOLG TOALUEPIKOVS VAVOPOpPElS, To HEYEBOS Tovg Peldbnke pe
Bépuavon otovg 45 °C (Tynqua 64). Avtifeta, v tig 3D vavodouég dev mapatnprinke
OTOTIGTIKA onNuovTiky HeTaPfoAn tov peyéBovg tovg pe v Oépuavon. H pala tov
vavodopdv dev emmpéace ) pdalo tovc. Kieivovtag, mn coopikny dopr] TV GUUTAOK®V
HETOTPATNKE € avOIKT KaO®OS avEavotav 1 Beppokpacic Tov SoAVUATOC.
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Yyua 58: H popiaxy doun tov ToADNAEKTPOADTIKOD cupmolvpepols katd cvotddsg PNIPAM-b-
PAA (30% PAA, M,=7,800).
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Yypa 59: Awypdppote katavouns peyébovg yia ta cvotiuote PNIPAM-b-PAA:LYs.
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Yyua 60: o) Yopodvuvaukn aktiva, Rh, B) évtaon tg okedalduevng aktivoBoriag 90°, 1, v) Rg/Rh,
Kot 8) C-duvaukd ¢ cuvaPTNoT TG CLYKEVTP®ONG TGS Avoolvung Crys, Y10, TO VOATIKA SIOAVOTO,

Tov cvotnudtov PNIPAM-b-PAA:LYS cg pH=7.00 kot 0.01 M NaCl. O ypoupéc givar odnyoi tov
Téoe®V 0TN LETOPOAN TV PEYEDDV.
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Yo 61: o) Ydpodvuvaukn axtiva, Rp, ko B) évracn g okedaldpuevng aktvoforiog otic 90°, I,
®¢ owvdptnon g mpootebeicag cvykévipoong NaCl ywo ta avTimpoc®IEVTIKA SOADUATO, TOV
QVTIGTOLOVV GE YAUNAES Kol VYNAEG GuYKeEVTPpDoEG Avcolvung Crys, tov cvotudtov PNIPAM-b-
PAA:LYS mov mopackevdotnkay oe pH=7.00 kot 0.01 M NaCl (C.vys=0.005 mg/ml - umke ypauun,
CLys=0.009 mg/ml - xékxkvn ypapun kot Crys=0.040 mg/ml - npdoivn ypouun). Ot ypapuée gival
od1yol TV TaceV 0T LETOPOAN TV peYeddV.
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Yympo 62: o) Yopodvvopikn axtiva, Ry, B) éviaon g okedalopevng axtvoPoliog otig 90°, 1, kot y)
Ry¢/Rh og cuvaptnon g petafoing g Oeppokpaciog, mov avtiotoyodv o€ yopmin kot vynAn Curys,
v ta SteAdpata Tov ovotnudtov PNIPAM-b-PAALYS mov napackevdomkov o pH=7.00 ko
0.01 M NaCl. (CLys=0.000 mg/ml - pop ypopuun, Crys=0.005 mg/ml - npdctn ypapun, CrLys=0.009
mg/ml - koxkwvn ypopun ko Crys=0.040 mg/ml - pmhe ypapun). Ot ypappéc eivar odnyoi tov tdoemv
o™ petaforn tav ueyebmv.

55



—20°C

1,0

1 10 100 1000 10000
R, (nm)

0,
1,0 —20C

f(R)

1 10 100 1000 10000
R, (nm)

f(R)

1 10 100 1000 10000
R, (nm)

Yo 63: H katavoun peyébovg oe cuvaptnomn ue ™ Oepuokpocio, Tov avTioTOEL 6€ YOUNAT Kot
vy ovykévipoon Avcolvoung Crys yia ta diakvuata PNIPAM-b-PAA:LYS (a. Ciys=0.005 mg/ml,
B. CLvs=0.009 mg/ml Kot y. CLvs=0.040 mg/ml)
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