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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  1

Γρίπη

Εισαγωγή
Κατά καιρούς, νέοι αντιγονικοί υπότυποι ιών γρίπης εισάγονται στον ανθρώπινο 

πληθυσμό προκαλώντας μεγάλης κλίμακας παγκόσμιο ξέσπασμα της νόσου που συνοδεύεται 

από υψηλά επίπεδα θανάτου. Η πιο ολέθρια πανδημία γρίπης στη σύγχρονη ιστορία, γνωστή 

ως «Ισπανική γρίπη», συνέβη κατά τα έτη 1918-1919, σκοτώνοντας πάνω από 100 

εκατομμύρια ανθρώπους παγκοσμίως. Άλλες λιγότερο καταστρεπτικές πανδημίες κατά τον 

προηγούμενο αιώνα συνέβησαν το 1957 (Ασιατική γρίπη) και το 1968 (γρίπη του Χονγκ 

Κονγκ).

Οι ιοί γρίπης τύπου Α των πτηνών είναι το κλειδί στην εμφάνιση ανθρώπινων 

πανδημιών γρίπης. Τα στελέχη του ιού που ενοχοποιούνται για τις πανδημίες γρίπης του 20ου 

αιώνα προήλθαν κατευθείαν από ιούς γρίπης των πτηνών, είτε μέσω γενετικής ανταλλακτικής 

ανακατάταξης (reassortment) μεταξύ στελεχών γρίπης του ανθρώπου και των πτηνών (1957 

και 1968) ή, πιθανότατα, μέσω προσαρμογής στον άνθρωπο στελεχών που προέρχονται από 

τα πτηνά (1918). Για μεγάλο διάστημα επικρατούσε η άποψη ότι το περιορισμένο εύρος 

ξενιστή των ιών γρίπης των πτηνών απόκλειε άμεση μετάδοση σε ανθρώπους, και ότι η 

εμφάνιση πανδημικών στελεχών απαιτούσε γενετική ανταλλακτική ανακατάταξη μεταξύ 

στελεχών που προσβάλουν ανθρώπους και στελεχών που προσβάλουν πτηνά. Όμως, τα 

τελευταία χρόνια, αναφέρονται όλο και πιο συχνά περιπτώσεις άμεσης μετάδοσης ιών γρίπης 

πτηνών από πτηνά σε ανθρώπους, με αποκορύφωμα το ξέσπασμα της γρίπης τύπου A 

(Η5Ν1) σε πουλερικά σε διάφορες Ασιατικές χώρες, η οποία συνδέεται και με ανθρώπινες 

μολύνσεις. Αυτές οι άνευ προηγουμένου εξελίξεις έχουν σαν αποτέλεσμα αυξημένη 

παγκόσμια ανησυχία σχετικά με το πανδημικό ενδεχόμενο αυτών των ιών [1],

Η γρίπη των πτηνών στα πτηνά
Τα άγρια υδρόβια πτηνά είναι οι φυσικοί ξενιστές όλων των γνωστών υποτύπων ιών 

γρίπης τύπου Α. Τα πτηνά αυτά φέρουν τον ιό στο εντερικό τους σύστημα χωρίς να 

εκδηλώνουν συμπτώματα νόσου, ενώ με το σάλιο, τις ρινικές εκκρίσεις και τα περιττώματά 

τους αποβάλλουν τον ιό στο περιβάλλον. Άλλα πτηνά μολύνονται όταν έρχονται σε επαφή με 

μολυσμένες εκκρίσεις ή απεκκρίσεις ή με μολυσμένες επιφάνειες.
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Ιδιαίτερα ευπαθή σε μόλυνση από ιούς γρίπης των πτηνών θεωρούνται τα οικόσιτα 

πουλερικά (κοτόπουλα, πάπιες 'και γαλοπούλες) στα οποία μια τέτοια μόλυνση μπορεί να 

εκδηλωθεί με μια από τις δυο μορφές της νόσου, που έχουν να κάνουν με την τοξικότητα 

(λοιμογόνο δύναμη) του στελέχους που προκάλεσε τη μόλυνση. Η χαμηλής παθογένειας 

μορφή της νόσου συνήθως προκαλεί μόνο ήπια συμπτώματα (αλλοιώσεις των φτερών και 

μείωση ωοτοκίας) και ενδέχεται να μη διαγνωστεί καν. Αντίθετα, στην υψηλής παθογένειας 

μορφή της, η νόσος εξαπλώνεται ταχύτατα μεταξύ των πουλερικών και μπορεί να προκαλέσει 

γενικευμένη λοίμωξη που προσβάλλει διάφορα όργανα και προκαλεί το θάνατο σχεδόν στο 

100% των περιπτώσεων, συχνά εντός 48 ωρών.

Γενικά, όλα τα στελέχη των ιών γρίπης τύπου Α, που απαντώνται στα πτηνά, είναι 

χαμηλής παθογένειας {Low Pathogenic Avian Influenza Virus, LPAIV) και μόνο 

συγκεκριμένοι υπότυποι είναι ικανοί να προκαλέσουν υψηλής παθογένειας γρίπη σε 

πουλερικά. Μέχρι σήμερα υψηλής παθογένειας {Highly Pathogenic Avian Influenza Virus, 

HPATV) θεωρούνται οι H5 και H7 υπότυποι γρίπης A. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι, γενικά, 

ακόμα και στελέχη αυτών των υποτύπων δεν προκαλούν νόσο στα υδρόβια πτηνά αλλά 

μεταλλάσσονται σε υψηλής παθογένειας αφού εισαχθούν ως LPAIV σε πουλερικά [2]. 

Επιπλέον, χαρακτηριστικό των HPAIV είναι η τάση τους να μην μεταδίδονται εύκολα μεταξύ 

των πτηνών σε σχέση με τους LPAIV, γεγονός που πιθανότατα οφείλεται στον εξαιρετικά 

γρήγορο θάνατο που επιφέρουν οι HPAIV με αποτέλεσμα σχετικά λίγο ιικό φορτίο να  

απελευθερώνεται από την αναπνευστική ή εντερική οδό [2].

Εκτός από το ότι είναι άκρως μεταδοτικοί μεταξύ των πουλερικών, οι LPAIV ιοί γρίπης 

των πτηνών μεταδίδονται από αγρόκτημα σε αγρόκτημα με τη μετακίνηση ζωντανών πτηνών, 

ανθρώπων (μέσω των υποδημάτων και των ενδυμάτων) και οχημάτων, εξοπλισμού, τροφής 

και κλουβιών. Οι υψηλής παθογένειας ιοί μπορούν να επιβιώσουν για μεγάλες περιόδους στο 

περιβάλλον, ειδικά κάτω από χαμηλές θερμοκρασίες. Επί παραδείγματα ο υψηλής 

παθογένειας ιός Η5Ν1 μπορεί να επιζήσει στα περιττώματα των πτηνών τουλάχιστον για 35 

ημέρες στους 4° C , ενώ σε υψηλότερη θερμοκρασία 37° C για 6 ημέρες [3].

Η γρίπη των πτηνών στον άνθρωπο

Η γρίπη τύπου Α μπορεί να προσβάλει μια μεγάλη ποικιλία ειδών του ευρύτερου ζωικού 

βασιλείου, από θηλαστικά (χοίρους, σκύλους, άλογα, φάλαινες, ακόμα και τον άνθρωπο) 

μέχρι πτηνά (πάπιες, χήνες, κοτόπουλα, γαλοπούλες). Με εξαίρεση τα πτηνά τα οποία, όπως 

προαναφέρθηκε προσβάλλονται από όλους τους υπότυπους γρίπης Α, οι ιοί γρίπης είναι κατά
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κανόνα άκρως ειδικοί (species-specific) υπό την έννοια ότι ιοί που προσβάλλουν ένα 

συγκεκριμένο είδος, μόνο σε σπάνιες περιπτώσεις δύνανται να προκαλέσουν μόλυνση σε 

άλλο.

Από την αρχική δεξαμενή, την οποία συνιστούν τα υδρόβια πτηνά, ιοί μεταδίδονται 

ενίοτε σε άλλα ζώα συμπεριλαμβανομένων θηλαστικών και οικόσιτων πουλερικών, 

προκαλώντας πρόσκαιρες μολύνσεις και ξεσπάσματα. Με προσαρμογή μέσω μετάλλαξης ή 

γενετικής ανταλλακτικής ανακατάταξης, κάποιοι από αυτούς τους ιούς ενδέχεται να 

καθιερώσουν ειδικές μόνιμες γενιές ιών γρίπης τύπου Α, και να προκαλέσουν επιδημίες ή 

επιζωοτικές ασθένειες στον καινούριο ξενιστή. Στον ανθρώπινο πληθυσμό, πριν από την 

εδραίωση αυτών των γενιών τον 20° αιώνα προηγήθηκαν πανδημίες γρίπης. Μετάδοση ιών 

και πρόσκαιρες μολύνσεις ενδέχεται επίσης να συμβούν μεταξύ των νέων ξενιστών π.χ. 

μεταξύ ανθρώπων και χοίρων ή κοτόπουλων και ανθρώπων.

Αν και όλοι οι ΗΑ και ΝΑ υπότυποι απαντώνται στα υδρόβια πτηνά, ο αριθμός των 

υποτύπων που έχουν ξεπεράσει το φράγμα των ειδών και έχουν καθιερώσει σταθερές γενιές 

σε θηλαστικά είναι περιορισμένος. Από το 1918, μόνο τρεις ΗΑ και δυο ΝΑ υπότυποι 

κυκλοφορούν και προκαλούν νόσο στους ανθρώπους και αυτοί είναι οι Η1Ν1, Η1Ν2, Η2Ν2 

και Η3Ν2. Από αυτούς, οι υπότυποι Η1Ν1 και Η3Ν2 έχουν επίσης απομονωθεί και από 

χοίρους, ένδειξη του ότι μεταδόθηκαν, κατά αντίστοιχο τρόπο, κάποια στιγμή από τον 

άνθρωπο στο χοίρο και εξάπλωσαν την ασθένεια από το ένα είδος στο άλλο.

Αν και σπάνια, η μετάδοση μεταξύ των ειδών πραγματικά συμβαίνει, ωστόσο υπάρχουν 

περιορισμοί στο εύρος του ξενιστή, όπως εξηγείται σε επόμενο κεφάλαιο.

} Οι ιοί γρίπης των πτηνών συνήθως δεν μεταδίδονται άμεσα τον άνθρωπο ούτε 

I αναπαράγονται αποτελεσματικά σε αυτόν τον ξενιστή. Η μετάδοση επιτυγχάνεται μάλλον 

μέσω επαφής με μολυσμένα πουλερικά ή επιφάνειες επιμολυσμένες από μολυσμένα πτηνά ή 

; μέσω ενός ενδιάμεσου ξενιστή όπως είναι ο χοίρος [1]. Εξαίρεση στον κανόνα αυτό φαίνεται 

ι πως αποτελεί, τουλάχιστον, ο υπότυπος Η5Ν1.

ι Ο υπότυπος Η5Ν1 του ιού της γρίπης των πτηνών

Τα πρόσφατα ξεσπάσματα γρίπης των πτηνών υψηλής παθογένειας, που ξεκίνησαν από 

r την Νοτιοανατολική Ασία στα μέσα του 2003, είναι τα μεγαλύτερα και πιο σοβαρά που έχουν 

j ποτέ καταγραφεί. Ποτέ άλλοτε στην ιστορία αυτής της ασθένειας δεν έχουν τόσες πολλές 

χώρες προσβληθεί ταυτόχρονα με αποτέλεσμα απώλειες τόσο πολλών πτηνών.
ϋ
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Ο ιός Η5Ν1, που αποτελεί τον αιτιολογικό παράγοντα αυτού του φαινομένου, έχει 

αποδειχθεί εξαιρετικά επίμονος και ανθεκτικός. Για πρώτη φορά απομονώθηκε σε μια 

επαρχία της Κίνας το 1996 (A/Goose/Guangdong/1/96), ενώ το πρώτο ξέσπασμα σημειώθηκε 

το 1997 στο Χονγκ Κονγκ [1, 4]. Παρά το θάνατο ή την προληπτική σφαγή περίπου 150 

εκατομμυρίων πτηνών, ο ιός θεωρείται πλέον ενδημικός σε πολλά μέρη της Ινδονησίας και 

του Βιετνάμ και σε κάποια μέρη της Καμπότζης, της Κίνας, της Ταϊλάνδης, και πιθανώς στο 

Λάος. Επιπλέον, αποδεικνύεται πως το στέλεχος αυτό μπορεί να προκαλέσει νόσο και θάνατο 

και σε άγρια υδρόβια αποδημητικά πτηνά, αφού για πρώτη φορά απομονώθηκε από αυτά.

Προς το παρόν, ο ιός Η5Ν1 της γρίπης των πτηνών παραμένει κατά κύριο λόγο μια 

νόσος των πτηνών, για την ακρίβεια των πουλερικών, αλλά εμπνέει σοβαρή ανησυχία για την 

ανθρώπινη υγεία, όπως εξηγείται στη συνέχεια.

Το πρώτο ανθρώπινο κρούσμα μόλυνσης από το στέλεχος Η5Ν1 σημειώθηκε το 1997 

στο Χονγκ Κονγκ [1], ενώ από τότε μέχρι σήμερα ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας έχει 

επιβεβαιώσει συνολικά περισσότερα από 400 κρούσματα, με ποσοστό θνησιμότητας 

μεγαλύτερο από 60%.

Η εκτεταμένη επιμονή του Η5Ν1 σε πληθυσμούς πουλερικών εγκυμονεί δυο 

σημαντικούς κινδύνους για την ανθρώπινη υγεία.

Πρώτον, τον κίνδυνο άμεσης μόλυνσης όταν ο ιός περάσει από τα πουλερικά στον 

άνθρωπο, με αποτέλεσμα πολύ σοβαρή νόσο. Από τους λίγους ιούς γρίπης των πτηνών που 

έχουν περάσει το φράγμα των ειδών και μολύνουν ανθρώπους, ο Η5Ν1 έχει προκαλέσει το 

μεγαλύτερο αριθμό σοβαρών κρουσμάτων και θανάτων στους ανθρώπους. Αντίθετα από την 

κανονική εποχική γρίπη, όπου η μόλυνση προκαλεί μόνο ήπια αναπνευστικά συμπτώματα 

στους περισσότερους ανθρώπους, η νόσος που προκαλείται από τον Η5Ν1 ακολουθεί έναν 

ασυνήθιστα επιθετικό κλινικό κύκλο, με ταχεία επιδείνωση και υψηλή θνησιμότητα. 

Πρωτογενής ιϊκή πνευμονία και πολυ-οργανική ανεπάρκεια είναι κοινά χαρακτηριστικά. Στο 

τρέχον ξέσπασμα, περισσότεροι από τους μισούς από όσους μολύνθηκαν από τον ιό έχουν 

πεθάνει. Τα περισσότερα κρούσματα έχουν σημειωθεί σε υγιή παιδιά και νεαρούς ενήλικες.

Δεύτερος κίνδυνος, και πιο σημαντικός, είναι ο ιός -  αν του δοθούν αρκετές ευκαιρίες -  

να αλλάξει σε μια μορφή που θα είναι άκρως μολυσματική για τους ανθρώπους και θα 

εξαπλώνεται εύκολα από άνθρωπο σε άνθρωπο. Μια τέτοια αλλαγή θα σηματοδοτήσει την 

έναρξη μιας πανδημίας. Για την ώρα, ο ιός δεν εξαπλώνεται εύκολα από τα πτηνά στον 

άνθρωπο ούτε και από άνθρωπο σε άνθρωπο. Τα ανθρώπινα κρούσματα είναι πολύ λίγα σε 

σχέση με τον τεράστιο αριθμό των πτηνών που έχουν προσβληθεί και τις πολυάριθμες

20



ευκαιρίες για ανθρώπινη έκθεση στον ιό που αυτό συνεπάγεται, ειδικά σε περιοχές όπου τα 

κατοικίδια στις αυλές των σπιτιών είναι πολύ διαδεδομένα.

Μια πανδημία γρίπης μπορεί να ξεκινήσει όταν εκπληρώνονται τρεις συνθήκες: 

ν' Ένας νέος υπότυπος ιού γρίπης εμφανίζεται

ν' Ο υπότυπος αυτός μολύνει ανθρώπους προκαλώντας σοβαρή ασθένεια σε αυτούς, και 

ν' Εξαπλώνεται εύκολα μεταξύ των ανθρώπων.

Ο ιός Η5Ν1 εκπληρώνει τις πρώτες δυο προϋποθέσεις: είναι ένας νέος ιός για τους 

ανθρώπους (ιοί Η5Ν1 δεν έχουν ποτέ κυκλοφορήσει ευρέως στον ανθρώπινο πληθυσμό), και 

έχει μολύνει πάνω από 400 άτομα, σκοτώνοντας περισσότερους από τους μισούς, ενώ 

απομένει να εκπληρωθεί και η τρίτη προϋπόθεση ώστε να ξεκινήσει μια πανδημία γρίπης από 

το στέλεχος Η5Ν1. Δηλαδή, η καθιέρωση αποτελεσματικής και εκτεταμένης μετάδοσης του 

ιού από άνθρωπο σε άνθρωπο. Ο κίνδυνος ο ιός να αποκτήσει αυτή την ικανότητα θα 

παραμένει, όσο παραμένουν και οι ευκαιρίες για ανθρώπινες μολύνσεις. Με τη σειρά τους, 

αυτές οι ευκαιρίες θα παραμένουν όσο ο ιός συνεχίζει να κυκλοφορεί στα πουλιά.

Εξελικτική ικανότητα του ιού της γρίπης: Αντιγονική παραλλαγή

Δυο είναι οι μηχανισμοί που συνεισφέρουν στην εξελικτική επιτυχία του ιού γρίπης. 

Μέσω αυτών των μηχανισμός ο ιός μπορεί να τροποποιηθεί αποκτώντας καινούριες ιδιότητες 

και χαρακτηριστικά, όπως υψηλή μεταδοτικότητα μεταξύ των ανθρώπων.

Ο πρώτος αφορά στην ανάμειξη γενετικού υλικού από ιούς των ανθρώπων και των 

πτηνών στην περίπτωση ταυτόχρονης μόλυνσης ενός ανθρώπου ή χοίρου από δυο τέτοιους 

ιούς (αντιγονική αλλαγή ή μετατόπιση, antigenic shift). Ο τύπος αυτός αντιγονικής 

παραλλαγής προκύπτει ως αποτέλεσμα της τμηματικής φύσης του γονιδιώματος του ιού, η 

οποία επιτρέπει την γενετική ανταλλακτική ανακατάταξη (genetic reassortment) τμημάτων 

του RNA γονιδιώματος και τη δημιουργία ενός νέου ιού που φέρει τελείως τροποποιημένες 

εσωτερικές ή επιφανειακές πρωτεΐνες (γενετικό υβρίδιο).

Ο δεύτερος συνιστά μια mo σταδιακή διαδικασία επίκτητης μετάλλαξης, ως αποτέλεσμα 

της αποτυχίας αποτελεσματικής διόρθωσης των αντιγραφικών λαθών από την RNA 

πολυμεράση. Έτσι, υψηλός ρυθμός μεταγραφικών λαθών οδηγεί σε υποκαταστάσεις 

αμινοξέων στις επιφανειακές γλυκοπρωτεΐνες που επιτρέπουν στον ιό να ξεφεύγει των 

μηχανισμών χυμικής ανοσίας και να μολύνει άνοσους πληθυσμούς (αντιγονική παρέκκλιση ή 

διολίσθηση, antigenic drift) [4-6]
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Ο ρόλος των αποδημητικών πτηνών

Κατά το 2005, κατέστη προφανής και μια επιπρόσθετη και σημαντική πηγή διεθνούς 

εξάπλωσης του ιού στα πτηνά. Οι επιστήμονες διαρκώς πείθονται ότι τουλάχιστον κάποια 

αποδημητικά υδρόβια πτηνά φέρουν τώρα τον ιό Η5Ν1 στην υψηλής παθογένειας μορφή του, 

συχνά κατά μήκος μεγάλων αποστάσεων, και τον εισάγουν σε πουλερικά στις περιοχές που 

βρίσκονται κατά μήκος των μεταναστευτικών τους δρόμων. Αν αυτός ο ρόλος των 

αποδημητικών πτηνών επιβεβαιωθεί επιστημονικά, θα σηματοδοτήσει μια αλλαγή στη σχέση 

μεταξύ του ιού Η5Ν1 και της φυσικής δεξαμενής του -  τα άγρια πτηνά [3].

Κλινικά χαρακτηριστικά -  συμπτώματα

Στους ανθρώπους τα κοινά συμπτώματα της γρίπης είναι πυρετός, πόνος στον λαιμό, 

μυϊκοί πόνοι, έντονος πονοκέφαλος, βήχας, αδυναμία και γενική αδιαθεσία. Σε σοβαρές 

περιπτώσεις η γρίπη προκαλεί πνευμονία, που μπορεί να είναι θανατηφόρα, ειδικά σε μικρά 

παιδιά και ηλικιωμένους. Μερικές φορές την μπερδεύουμε με το κοινό κρυολόγημα, αλλά η 

γρίπη είναι πολύ πιο σοβαρή ασθένεια και προκαλείται από διαφορετικό τύπο ιών. Εκτός από 

αναπνευστικά συμπτώματα, ένα μεγάλο ποσοστό ασθενών εμφανίζουν και γαστρεντερικά 

συμπτώματα, όπως διάρροια, εμετό και κοιλιακό πόνο, τα οποία είναι κοινά σε παιδιά αλλά 

όχι σε ενήλικες.

Η Η5Ν1 γρίπη στους ανθρώπους είναι ελάχιστα κατανοητή. Από τα έως τώρα κλινικά 

δεδομένα προκύπτει ότι μόλυνση από τον ιό Η5Ν1 προκαλεί αρχικά τα γνωστά συμπτώματα 

αλλά στη συνέχεια εξελίσσεται ταχύτατα σε σοβαρή αναπνευστική νόσο που οδηγεί τελικά 

στο θάνατο. Αξιοσημείωτα είναι, τέλος, τα κλινικά συμπτώματα που σχετίζονται με το 

ανοσοποιητικό και το κεντρικό νευρικό σύστημα τα οποία υποδεικνύουν γενικευμένο 

τροπισμό (εκτεταμένη ιστική αναπαραγωγή) του Η5Ν1 ιού στον ανθρώπινο οργανισμό [2, 7, 

8].

Εργαστηριακή διάγνωση γρίπης

Σε περιοχές όπου κυκλοφορούν ταυτόχρονα ιοί γρίπης Α ανθρώπων και πτηνών, η 

διαθεσιμότητα δοκιμασιών ταχείας διάγνωσης, που κάνουν διάκριση μεταξύ των υποτύπων 

γρίπης, είναι ουσιώδης.

Η απομόνωση ιού, από εμβρυϊκά αυγά ή καλλιέργεια κυττάρων, αποτελεί 

αδιαμφισβήτητα την καλύτερη μέθοδο διάγνωσης και χαρακτηρισμού ενός ιού γρίπης.
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Ωστόσο, είναι χρονοβόρα διαδικασία, απαιτεί εργαστηριακό εξοπλισμό επιπέδου 

βιοασφάλειας 3 m i επομένως δεν ενδείκνυται για γρήγορη διάγνωση.

Άλλες πιο γρήγορες τεχνικές ρουτίνας αποτελούν η ανοσοχρωματογραφική ή 

ανοσοφθορισμομετρική ανίχνευση ιικών αντιγόνων καθώς και η ανίχνευση ιικών 

νουκλεϊνικών οξέων με RT PCR (αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης αντίστροφης 

μεταγραφής) σε αναπνευστικά δείγματα.

Ορολογική επιβεβαίωση μιας μόλυνσης από ιό γρίπης Α μπορεί να ληφθεί με εμπορικά 

διαθέσιμα ELISA kits (δοκιμασίες εξουδετέρωσης ή δοκιμασίες αναστολής

I αιμοσυγκόλλησης) που ανιχνεύουν αντισώματα έναντι διατηρημένων ιικών αντιγόνων, όπως 

η νουκλεοπρωτεΐνη [1], Το μειονέκτημα αυτών των τεχνικών είναι η αδυναμία εφαρμογής 

τους για άμεση διάγνωση καθώς αντισώματα ειδικά για έναν υπότυπο δεν μπορούν να  

ανιχνευθούν πριν την πάροδο κάποιων ημερών, που για τον Η5Ν1 φθάνουν ακόμα και τις 14 

[8],

Θεραπεία της γρίπης

Δυο κατηγορίες αντι-ιικών φαρμάκων είναι διαθέσιμες προς το παρόν και δίδονται για 

την αντιμετώπιση μιας μόλυνσης από ιό γρίπης. Η πρώτη αφορά αναστολείς της 

δραστηριότητας ιοντικού καναλιού της M2 μεμβρανικής πρωτεΐνης (amantadine και 

| rimantadine). Το πρόβλημα με αυτά τα φάρμακα είναι η νευροτοξικότητα που επιφέρουν, η 

j ταχεία ανάπτυξη ανθεκτικότητας και η μη διαθεσιμότητά τους στα περισσότερα μέρη του 

| κόσμου. Η δεύτερη κατηγορία αφορά αναστολείς της νευραμινιδάσης (oseltamivir και 

1 zanamivir) οι οποίοι αποδεικνύονται αποτελεσματικοί στη θεραπεία της γρίπης όταν 

χορηγούνται στα πρώιμα στάδια εκδήλωσης της ασθένειας.

Για την αντιμετώπιση μιας μόλυνσης από Η5Ν1 ιό, η αποτελεσματικότητα αυτών των 

' αντι-ιικών φαρμάκων δεν έχει ακόμα επιβεβαιωθεί. Η χορήγησή τους, ωστόσο, κρίνεται 

ι προληπτικά απαραίτητη, τουλάχιστον για τη μετρίαση των συμπτωμάτων [1 ].

! Πρόληψη -  εμβόλια

Ο εμβολιασμός αποτελεί το κύριο μέσο καταπολέμησης της επίδρασης της γρίπης. Τα 

ι αντιγριπικά εμβόλια που κυκλοφορούν συνίστανται από αδρανοποιημένο ιό γρίπης που 

ι αναπτύσσεται σε εμβρυϊκά αυγά κότας και μπορεί να είναι ολόκληρος ιός, προϊόν 

ί διαχωρισμού (split-product) ή επιφανειακό αντιγόνο. Εμβόλια ολόκληρου ιού σχετίζονται με 

I αυξημένες ανεπιθύμητες ενέργειες, ειδικά σε παιδιά, και χρησιμοποιούνται ελάχιστα. Τα
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περισσότερα εμβόλια γρίπης είναι εμβόλια προϊόντων διαχωρισμού, που παράγονται από 

επεξεργασμένο με απορρυπαντικά, πολύ καθαρό ιό γρίπης [π.χ. ιοσωμάτια (virosomes)] [9], ή 

εμβόλια επιφανειακών αντιγόνων που περιέχουν καθαρή αιμοσυγκολλητίνη και 

νευραμινιδάση.

Τα εμβόλια είναι συνήθως τριδύναμα και περιέχουν 15pg από κάθε έναν από δυο 

υπότυπους γρίπης A (Η1Ν1 και Η3Ν2) και από ένα στέλεχος γρίπης Β. Επάγουν χυμική 

απόκριση σχετικά ειδική για κάθε στέλεχος, έχουν μειωμένη δραστικότητα έναντι ιών 

αντιγονικής παρέκκλισης και είναι αναποτελεσματικά έναντι μη σχετικών στελεχών. Ο 

Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (ΠΟΥ) αναθεωρεί ανά εξάμηνο τη σύσταση του 

αντιγριπικού εμβολίου και εκσυγχρονίζει το αντιγονικό περιεχόμενο με βάση τους 

επικρατέστερους υπότυπους γρίπης που κυκλοφορούν. Όταν υπάρχει καλό αντιγονικό 

ταίριασμα μεταξύ των στελεχών του εμβολίου και αυτών που κυκλοφορούν στον πληθυσμό, 

επιτυγχάνεται προστατευτική δραστικότητα στο 70-95% των υγιών νεαρών ενηλίκων [4, 9].

Ένας νεοεμφανιζόμενος πανδημικός ιός γρίπης θα επιφέρει παγκόσμια ζήτηση 

εμβολίων και ίσως χρειαστούν νέες προσεγγίσεις στρατηγικών ανοσοποίησης ώστε να  

εξασφαλιστεί μέγιστη προστασία, σε μια περίοδο που το αντιγόνο του εμβολίου θα είναι 

μάλλον περιορισμένο. Η παραγωγή εμβολίων από παθογενείς ιούς γρίπης πτηνών (π.χ. 

Η5Ν1) με τις παραδοσιακές μεθόδους δεν είναι εφικτή για λόγους ασφάλειας αλλά και από 

τεχνικής πλευράς. Σε μια τέτοια περίπτωση, εναλλακτικές στρατηγικές ανάπτυξης εμβολίων 

χρειάζεται να εφαρμοστούν, όπως χρήση τεχνικών αντίστροφης γενετικής για τη δημιουργία 

στελεχών που έχουν υποστεί ανταλλακτική ανακατάταξη, χρήση αιμοσυγκολλητίνης 

εκφρασμένης σε βακουλοϊό ή αδενοϊό [10], χρήση αντιγονικό παρόμοιων, μη παθογόνων 

στελεχών γρίπης πτηνών, χρήση DNA-εμβολίων [11], καθώς και χρήση ανοσοενισχυτικών 

(π.χ. άλατα αλουμινίου). Σε κλινικές δοκιμές, συμβατικά εμβόλια γρίπης επιφανειακών 

αντιγόνων ιών των πτηνών έχουν αποδειχθεί ελάχιστα ανοσογονικά σε ανοσολογικά 

πρωτόγονους (naive) πληθυσμούς, επομένως απαιτείται βελτίωση της ανοσογονικότητας με 

χρήση ανοσοενισχυτικών ή ολόκληρου ιού. Τέλος, πολύ αποτελεσματικά αποδεικνόονται τα 

DNA-εμβόλια, αφού φαίνεται πως εξασφαλίζουν χυμικές και κυτταροτοξικές ανοσολογικές 

αποκρίσεις [4, 8 ,12].

24



Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  2

Ο ιός της γρίπης

Εισαγωγή: Τύποι, υπότυποι και στελέχη

Υπάρχουν τρεις τύποι ιών γρίπης: οι A, Β και C, που διαφοροποιούνται με βάση τις 

αντιγονικές διαφορές της νουκλεοπρωτείνης και της matrix πρωτεΐνης αυτών. Μόνο ιοί 

γρίπης Α ταξινομούνται περαιτέρω σε υποτύπους με βάση τις δυο κύριες επιφανειακές 

γλυκοπρωτεΐνες, αιμοσυγκολλητίνη (ΗΑ) και νευραμινιδάση (ΝΑ) (σχήμα 1). Οι υπότυποι 

των ιών γρίπης Α και οι ιοί γρίπης Β ταξινομούνται επιπλέον και σε στελέχη.

Οι άνθρωποι είναι δυνατόν να μολυνθούν από ιούς γρίπης τύπου A, Β και C. Οι 

υπότυποι γρίπης Α που τώρα κυκλοφορούν στον ανθρώπινο πληθυσμό παγκοσμίως είναι οι 

Η1Ν1, Η1Ν2 και Η3Ν2.

Τα άγρια πτηνά είναι ο φυσικός ξενιστής για όλους τους γνωστούς υποτύπους ιών 

γρίπης Α. Τυπικά, τα άγρια πτηνά δεν νοσούν όταν μολύνονται με ιούς γρίπης Α. Παρόλα 

αυτά, τα οικόσιτα πουλερικά, όπως γαλοπούλες και κοτόπουλα, μπορούν να νοσήσουν βαριά 

και να πεθάνουν από γρίπη των πτηνών και μερικοί ιοί γρίπης Α των πτηνών μπορούν επίσης 

να προκαλέσουν σοβαρή νόσο και θάνατο σε άγρια πτηνά.

Γενικά, άμεση ανθρώπινη μόλυνση από ιούς γρίπης πτηνών συμβαίνει πολύ σπάνια

και συνδέεται μόνο με άμεση επαφή (π.χ. άγγιγμα) μολυσμένων άρρωστων ή νεκρών πτηνών
J

(οικόσιτων πουλερικών).

Οι ιοί γρίπης είναι δυναμικοί και συνεχώς εξελίσσονται. Μπορούν να αλλάξουν μέσα
i
ί από δυο διαφορετικούς τρόπους, την αντιγονική παρέκκλιση (antigenic drift) και την 

I αντιγονική αλλαγή (antigenic shift). Μέσω αντιγονικής παρέκκλισης αλλάζουν συνέχεια, 

I αλλά αντιγονική αλλαγή συμβαίνει μόνο σποραδικά. Ιοί γρίπης τύπου Α υφίστανται και των 

[ δυο ειδών αλλαγές, ενώ ιοί γρίπης τύπου Β αλλάζουν μόνο μέσω της πιο σταδιακής 

j διαδικασίας της αντιγονικής παρέκκλισης.
i

>  Γρίπη τύπου Α και υπότυποι της

Ιοί γρίπης τύπου Α μπορούν να μολύνουν ανθρώπους, πτηνά, χοίρους, άλογα, και 

•I άλλα ζώα, αλλά τα άγρια πτηνά είναι οι φυσικοί ξενιστές για αυτούς τους ιούς. 

ί Ιοί γρίπης τύπου Α χωρίζονται σε υποτύπους και ονομάζονται με βάση δυο πρωτεΐνες

|  στην επιφάνεια του ιού: την αιμοσυγκολλητίνη (ΗΑ) και την νευραμινιδάση (ΝΑ).
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A/Fujian/411/2002 (H3N2)
/  ΐ  \  \

Γ εωγραφικί) 
προέλευση

Αριθμός Έτος Υπότυπος
στελέχους απομόνωσης ιού

Σχήμα 1. Σχηματική απεικόνιση ενός σωματιδίου ιού γρίπης και κανόνες ονοματολογίας των 
διαφόρων στελεχών.

Για παράδειγμα, ο χαρακτηρισμός «Η7Ν2» προσδιορίζει έναν υπότυπο γρίπης τύπου 

Α ο οποίος έχει μια ΗΑ 7 πρωτεΐνη και μια ΝΑ 2 πρωτεΐνη. Ομοίως, ένας «Η5Ν1» έχει μια 

ΗΑ 5 και μια ΝΑ 1 πρωτεΐνη. Υπάρχουν 16 γνωστοί ΗΑ υπότυποι και 9 ΝΑ. Πολλοί 

διαφορετικοί συνδυασμοί των ΗΑ και ΝΑ είναι πιθανοί. Μόνο μερικοί υπότυποι γρίπης Α (οι 

Η1Ν1, Η1Ν2 και Η3Ν1) βρίσκονται προς το παρόν σε γενική κυκλοφορία στον ανθρώπινο 

πληθυσμό. Αλλοι υπότυποι βρίσκονται συνήθως σε άλλα είδη ζώων. Για παράδειγμα, Η7Ν7 

και Η3Ν8 ιοί προκαλούν ασθένεια σε άλογα, και ο Η3Ν8 έχει επίσης πρόσφατα δειχθεί οτι 

προκαλεί ασθένεια σε σκύλους.

Μόνο ιοί γρίπης Α μολύνουν πτηνά, και όλοι οι γνωστοί υπότυποι ιών γρίπης Α 

μπορούν να μολύνουν πτηνά. Όμως, υπάρχουν ουσιαστικές γενετικές διαφορές μεταξύ των 

υποτύπων γρίπης Α που τυπικά μολύνουν πτηνά και αυτών που μολύνουν τόσο ανθρώπους 

όσο και πτηνά. Τρεις χαρακτηριστικοί υπότυποι των ιών γρίπης Α των πτηνών οι οποίοι είναι 

γνωστό ότι μολύνουν τόσο πτηνά όσο και ανθρώπους είναι οι Η5, Η7 και Η9.

> Γρίπη τύπου Β

Ιοί γρίπης τύπου Β συνήθως απαντώνται μόνο σε ανθρώπους. Αντίθετα με τους ιούς 

γρίπης Α, αυτοί οι ιοί δεν ταξινομούνται σε υπότυπους. Ιοί γρίπης Β μπορούν να 

προκαλέσουν νοσηρότητα και θνησιμότητα μεταξύ των ανθρώπων, αλλά γενικά συνδέονται
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με λιγότερο σοβαρές επιδημίες από ότι οι ιοί γρίπης Α. Αν και ιοί γρίπης τύπου Β μπορούν να 

προκαλέσουν ανθρώπινες επιδημίες, δεν έχουν προκαλέσει πανδημίες.

>  Γρίπη τόπου C

Ιοί γρίπης τύπου C προκαλούν ήπια ασθένεια σε ανθρώπους και δεν προκαλούν 

επιδημίες ή πανδημίες. Αυτοί οι ιοί δεν ταξινομούνται σε υπότυπους.

>  Στε?£χη

Ιοί γρίπης Β και υπότυποι του ιού γρίπης Α χαρακτηρίζονται περαιτέρω σε στελέχη. 

Υπάρχουν πολλά διαφορετικά στελέχη ιών γρίπης Β και υποτύπων γρίπης Α. Νέα στελέχη 

ιών γρίπης εμφανίζονται και αντικαθιστούν παλιότερα στελέχη. Αυτή η διαδικασία συμβαίνει 

μέσω αντιγονικής παρέκκλισης. Όταν αναδύεται ένα καινούριο στέλεχος ανθρώπινου ιού 

γρίπης, η προστασία από αντισώματα που μπορεί να έχει αναπτυχθεί μετά από μόλυνση ή 

εμβολιασμό με ένα παλιότερο στέλεχος ίσως και να μην παρέχει προστασία ενάντια στο
ι

καινούριο στέλεχος. Επομένως, το εμβόλιο της γρίπης «εκσυγχρονίζεται» σε ετήσια βάση 

ώστε να συμβαδίζει με τις αλλαγές στους ιούς γρίπης [13].

Δομή-Μορφολογία

Ο ιός της γρίπης ανήκει στο γένος orthomyxovirus της οικογένειας orthomyxoviridae 

(ορθοβλεννοΐοί). Πρόκειται για έναν RNA ιό με κατατετμημένο γονιδίωμα αποτελούμενο 

από 8 γραμμικά, μονόκλωνα «αρνητικά» RNA μόρια (negative sense), τα οποία 

κωδικοποιούν για 10 πρωτεΐνες (σχήμα 2). Τα τμήματα RNA βρίσκονται συνδεδεμένα με τη 

νουκλεοπρωτεΐνη (ΝΡ) και τρεις υπομονάδες της ιικής πολυμεράσης (PA, ΡΒ1 και ΡΒ2). Το 

j σύμπλεγμα αυτό ριβονουκλεοπρωτεΐνης (RNP) συνιστά το νουκλεοκαψίδιο του ιού και είναι 

ί υπεύθυνο για την αντιγραφή και τη μεταγραφή του RNA. Μέσα στο νουκλεοκαψίδιο 

:! περιέχονται και οι πρωτεΐνες M2 και ΝΕΡ (nuclear export protein), ενώ αυτό περιβάλλεται 

ιί εξωτερικά και από έναν επενδύτη (envelope) που ουσιαστικά είναι μια μεμβράνη 

ιί αποτελούμενη από διπλοστιβάδα λιπιδίων η οποία περιέχει ειδικές ιικές πρωτεΐνες 

ί (αιμοσυγκολλητίνη, ΗΑ και νευραμινιδάση, ΝΑ). Έτσι, ο ιός της γρίπης ανήκει στην 

|  κατηγορία των επενδεδυμένων ιών.
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Πρωτεΐνες του ιού
Οι πρωτεΐνες του ιού χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες:

•  στις επιφανειακές (μεμβρανικές) πρωτεΐνες, στις οποίες ανήκουν η αιμοσυγκολλητίνη 

(hemagglutinin, ΗΑ), η νευραμινιδάση (neuraminidase, ΝΑ) και η matrix 2 (M2) 

πρωτεΐνη

Σχήμα 2. Το γονιδίωμα του ιού συνίσταται από οκτώ ξεχωριστά τμήματα R N A  εκ των οποίων 
τα τμήματα 1, 2 και 3 κωδικοποιούν για ιική πολυμεράση, ΡΒ1, Ρ Β 2  και Ρ Α  αντίστοιχα, το 4 

για αιμοσυγκολλητίνη (ΗΑ), το 5 για νουκλεοπρωτεΐνη, το 6 για νευραμινιδάση (ΝΑ), το 7 για 

matrix πρωτεΐνη (ΜΙ) κ ω  πρωτεΐνες μεμβρανικών καναλιών (M2) και, τέλος, το τμήμα 8 

κωδικοποιεί για μη-δομικές πρωτεΐνες (NS1 και NS2).
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< · στις εσωτερικές πρωτεΐνες, στις οποίες περιλαμβάνονται οι τρεις πολυμεράσες PA, ΡΒ1

και ΡΒ2, η νουκλεοπρωτεΐνη, η matrix 1 πρωτεΐνη (Μ Ι) και η μη-δομική πρωτεΐνη 2 

(non-structural, NS2), και

•  στις μη-δομικές πρωτεΐνες (non-structural, NS 1), που δεν είναι πακεταρισμένες μέσα στο 

ιικό σωμάτιο, αν και παράγονται σε μεγάλες ποσότητες στα μολυσμενα κύτταρα.

Η αιμοσυγκολλητίνη, η νευραμινιδάση και η M2 πρωτεΐνες περιέχονται στον 

επενδύτη του ιού. Η τριτοταγής δομή των ΗΑ και ΝΑ έχει προσδιοριστεί. Η ΗΑ υφίσταται 

ως ομοτριμερές και η ΝΑ ως ομοτετραμερές. Και οι δυο αυτές πρωτεΐνες εμπλέκονται στην 

παθογένεια του ιού, τη μολυσματικότητά του και στον τροπισμό ξενιστή και ιστού. Όταν 

σωματίδια του ιού εξετάζονται με δοκιμασίες χρώσης, η ΗΑ και η ΝΑ εμφανίζονται ως 

«ακίδες» («καρφιά») στην επιφάνεια του. Συνολικά, η ΗΑ αντιπροσωπεύει περίπου το 25% 

της πρωτεΐνης του ιού, η ΝΑ το 5%, ενώ η πρωτεΐνη M2 των ιοντικών καναλιών είναι 

; παρούσα σε μικρές ποσότητες, μόνο σε λίγα αντίγραφα ανά σωματίδιο.

Η αιμοσυγκολλητίνη διαμεσολαβεί στην πρόσδεση του ιού στα κύτταρα και στη

i συνέχεια στη διείσδυση των ιικών συστατικών μέσα σε αυτά. Η ΗΑ αποτελεί κύριο αντιγόνο
*

I και επάγει ισχυρή ανοσολογική απόκριση. Σε όλους τους ιούς γρίπης Α, η ΗΑ συντίθενται ως 

ί μια πολυπεπτιδική αλυσίδα ~550 αμινοξέων με μοριακό βάρος 77kD [2]. Κάθε μονομερές 

της ενεργοποιημένης ΗΑ αποτελείται από δυο αλυσίδες, τις ΗΑ1 και ΗΑ2, που συνδέονται 

I με έναν δισουλφιδικό δεσμό. Ανάλογα με το στέλεχος του ιού, τον τύπο του κυττάρου 

ξενιστή και τις συνθήκες ανάπτυξης, η πρόδρομη πρωτεΐνη ΗΑΟ μπορεί να διασπαστεί 

ι πρωτεολυτικά (από πρωτεάσες του κυττάρου ξενιστή, μετα-μεταφραστικά) στις ΗΑ1 και 

I ΗΑ2. Αυτή η αποκοπή αναφέρεται ως απαραίτητη για τη μολυσματικότητα του ιού. Η 

ευαισθησία της ΗΑΟ στις πρωτεάσες του ξενιστή καθορίζεται από τη σύσταση σε αμινοξέα 

- της θέσης πρωτεόλυσης (εξωτερική θηλιά) του μορίου ΗΑΟ που συνδέει τις ΗΑ1 και ΗΑ2 

και αποτελεί κριτήριο κατάταξης ενός ιού στην κατηγορία LPAIV ή HPAIV. Αυτή η θηλιά 

τυπικά περιέχει είτε ένα και μόνο κατάλοιπο Arg/Lys (μονοβασική θέση αποκοπής, LPAIV) 

είτε αρκετά κατάλοιπα Lys ή/και Arg, σε ένα μοτίβο R-X-K/R-R, συνιστώντας μια 

πολυβασική θέση αποκοπής (HPAIV). Ιοί γρίπης Α με πολυβασικές θέσεις αποκοπής (μόνο 

Η5 και Η7 υπότυποι) μπορούν να είναι πιο μολυσματικοί (virulent) και να προκαλούν 

: συστηματική μόλυνση σε ξενιστές (HPA1V) από ότι οι ίδιοι ιοί (όλοι οι άλλοι ιοί γρίπης Α) 

(LPAIV) με μονοβασική θέση αποκοπής. Επιπλέον, LPAIV περιορίζονται στην αποκοπή από 

' εξωκυττάριες πρωτεΐνες του ξενιστή, όπως ένζυμα που μοιάζουν με θρυψίνη, και για αυτό η

I
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αντιγραφή τους εντοπίζεται σε θέσεις στον ξενιστή όπου βρίσκονται τέτοια ένζυμα, όπως στο 

αναπνευστικό και εντερικό σύστημα. Αντίθετα, HPAIV υφίστανται πρωτεόλυση από 

ενδοκυττάριες πανταχού παρούσες πρωτεάσες, όπως φουρίνη, και είναι ικανοί να 

μεταγραφούν σε κάθε μέρος του ξενιστή καταστρέφοντας ζωτικά όργανα και ιστούς και 

οδηγώντας έτσι σε ασθένεια και θάνατο.

Η νευραμινιδάση κωδικοποιείται από το 6° γονιδιακό τμήμα και είναι το δεύτερο 

κύριο επιφανειακό αντιγόνο. Παίζει αποφασιστικό ρόλο στα προχωρημένα στάδια της 

μόλυνσης απομακρύνοντας το σιαλικό οξύ από σιαλυλολιγοσακχαρίτες, απελευθερώνοντας 

τα νεοσχηματισθέντα ιικά σωματίδια από την κυτταρική επιφάνεια και εμποδίζοντας τη 

συσσωμάτωση των σωματιδίων του ιού. Η πρωτεΐνη αυτή έχει βρεθεί πως είναι ένα 

τετραμερές, συνδεδεμένο με δισουλφιδικούς δεσμούς. Τα αμινοξικά κατάλοιπα στο ενεργό 

κέντρο του ενζύμου είναι καλά διατηρημένα μεταξύ διαφορετικών υποτύπων ΝΑ. Οι 

αναστολείς της ΝΑ έχει δειχθεί πως έχουν αντιικές δράσεις ενάντια σε ένα ευρύ φάσμα ιών 

γρίπης. Μερικοί δραστικοί και επιλεκτικοί αναστολείς που χρησιμοποιούνται ιατρικά, είναι 

το oseltamivir carboxylate (Tamiflu, Ro64-0802, GS4071) και το zanamivir (Relenza, 

GG167).

Η πρωτεΐνη M2 σχηματίζει ένα ειδικό για πρωτόνια διαμεμβρανικό ιοντικό κανάλι και 

ενεργοποιείται σε όξινο pH. Παίζει σημαντικό ρόλο στα αρχικά αλλά και στα τελικά στάδια 

της μόλυνσης από τον ιό.

Η πρωτεΐνη matrix ΜΙ είναι το κύριο δομικό συστατικό στο εσωτερικό του 

ιοσώματος (virion) και σχηματίζει μια στιβάδα γύρω από τις ιικές ριβονουκλεοπρωτεΐνες. 

Επιπρόσθετα, θεωρείται η κατευθυντήρια δύναμη για την «εκβλάστηση» (budding) του ιού.

Οι ριβονουκλεοπρωτεΐνες (RNP) αποτελούνται από 4 πρωτεΐνες: τη

νουκλεοπρωτεΐνη, nucleoprotein (ΝΡ) και τις τρεις υπομονάδες της πολυμεράσης (πρωτεΐνες 

ΡΒ1, ΡΒ2 και ΡΑ) και συνδέονται με κάθε ένα από τα ιικά μόρια RNA σχηματίζοντας 

συμπλέγματα ριβονουκλεοπρωτεΐνης (RNP complexes).

Τέλος, οι άλλες δυο πρωτεΐνες κωδικοποιούνται από το 8° τμήμα RNA και 

ονομάζονται μη-δομικές πρωτεΐνες, non-structural (NS1 και NS2). Κύρια λειτουργία της NS1 

είναι να προάγει τον αναδιπλασιασμό του ιού μέσα στο κύτταρο του ξενιστή, 

ανταγωνιζόμενη την αντιϊκή δραστηριότητα (σύστημα INF) του κυττάρου. Η NS2, η οποία 

αναφέρεται, επίσης, και ως nuclear export protein (ΝΕΡ), θεωρείται απαραίτητη για την 

εξαγωγή των νεοσχη ματισθέντων ιικών RNP συμπλεγμάτων από τον πυρήνα [14].
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Αναδιπλασιασμός και διάδοση του ιού (viral propagation)

Ο ιός της γρίπης εμφανίζει χημική συγγένεια κυρίως για κύτταρα στο εσωτερικό 

επιθήλιο της αναπνευστικής βλεννογόνου και χρειάζεται να μολύνει αυτά τα κύτταρα για να 

αναπαράγει τον εαυτό του. Αρχίζει τη μόλυνση με πρόσδεση στην επιφάνεια του κυττάρου 

ξενιστή η οποία ακολουθείται από σύντηξη των μεμβρανών του ιού και του κυττάρου [7].

Ο βιολογικός κύκλος του ιού της γρίπης περιλαμβάνει μια σειρά βημάτων τα οποία 

συνοπτικά απεικονίζονται στο σχήμα 3. Στο πρώτο στάδιο της μόλυνσης του κυττάρου 

στόχου, ο ιός προσδένεται στην κυτταρική επιφάνεια και εγκολπώνεται σε ενδοσωμάτια. 

Ακολουθεί σύντηξη των μεμβρανών ιού και ενδοσωμάτιου, το ιικό RNA μεταφέρεται στον 

πυρήνα του κυττάρου ξενιστή, ο ιός χρησιμοποιεί τους κυτταρικούς μηχανισμούς για τον 

αναδιπλασιασμό του και, τέλος, νέα ιικά σωματίδια ελευθερώνονται, ικανά να μολύνουν και 

άλλα κύτταρα συμβάλλοντας στην διάδοση του ιού [9].

Τα αρχικά στάδια μιας μόλυνσης από ιό γρίπης επιτυγχάνονται με μεσολάβηση της 

επιφανειακής γλυκοπρωτεινης αιμοσυγκολλητίνη (ΗΑ), η οποία προσδένεται σε σιαλικά οξέα 

της κυτταρικής επιφάνειας του κυττάρου στόχου, όπως περιγράφεται αναλυτικά σε επόμενο 

κεφάλαιο. Στη συνέχεια, ο ιός της γρίπης εισέρχεται στο κύτταρο μέσω ενδοκυττάρωσης που 

διαμεσολαβείται από τον υποδοχέα.

Η μεταγραφή λαμβάνει χώρα μέσα στον πυρήνα. Μετά την απελευθέρωση των RNPs 

στο κυτταρόπλασμα, αυτές μεταναστεύουν στον πυρήνα όπου η πολυμεράση του ιού 

κατευθύνει τη μεταγραφή του «αρνητικού» (negative sense) RNA σε «θετικό» (positive 

sense) RNA, το οποίο αποτελεί το εκμαγείο είτε για ιικά αγγελιαφόρα RNAs (vmRNAs) είτε 

για αυτο-αντιγραφή. Τα vmRNAs μετακινούνται προς το κυτταρόπλασμα διαμέσου των 

πυρηνικών πόρων. To vmRNA κατευθύνει τη σύνθεση των νουκλεοπρωτεϊνών, των matrix 

πρωτεϊνών και των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών (ΗΑ και ΝΑ), και στη συνέχεια οι πρώτες 

ξαναγυρίζουν στον πυρήνα.

Η παραγωγή των ΗΑ και ΝΑ ξεκινά στο αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο και 

εξελίσσεται διαμέσου της συσκευής Golgi, πριν αυτές παρουσιαστούν στην κυτταρική 

επιφάνεια. Ως αποτέλεσμα, αυτές οι μεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες υφίστανται μετα- 

μεταφραστικές τροποποιήσεις όπως σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών και γλυκοζυλίωση. 

Ο σχηματισμός ολιγομερών γίνεται στο pre-Golgi και η πρωτεΐνη υφίσταται «κλάδεμα» των 

υδατανθρακικών αλυσίδων στο σύστημα Golgi.
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Σ χή|ΐβ 3. Κύκλος αντιγραφής ενός ιού γρίπης (1) πρόσδεση του ιού σε έναν υποδοχέα που 

φέρει σιαλικό οξύ, (2) εγκόλπωση του ιοσώματος από την κυτταρική πλασματική μεμβράνη και 

σχηματισμός ενός ενδοκυτταρικού κυστίδιου (ενδοσωμάτιο), (3) μεταφορά του ιού στο 

κυτταρόπλασμα, (4) σύντηξη της ιικής μεμβράνης με τη μεμβράνη του ενδοσωμάτιου, 

επαγόμενη από το ασθενώς όξινο pH  της κοιλότητας του ενδοσωμάτιου, (5) μεταφορά του ιικού 

RNA στον πυρήνα, σύνθεση αγγελιοφόρου RNA (mRNA) και αντιγραφή του ιικού RNA, (6) 

σύνθεση ιικών πρωτεϊνών στο κυτταρικό κυτοσόλιο (εσωτερικές πρωτεΐνες) και στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο (μεμβρανικές πρωτεΐνες), και (7) συναρμολόγηση των απόγονων ιών

Στον πυρήνα, το «θετικό» (positive sense) RNA αντιγράφεται για να δημιουργήσει 

επιπλέον αντίγραφα του ιϊκού γονιδιώματος. Αυτά τα νέα «αρνητικά» (negative sense) RNAs 

συνενώνονται με νουκλεοπρωτεΐνες και κάποιες matrix πρωτεΐνες που έχουν μεταναστεύσει 

στον πυρήνα. Το όλο σύμπλεγμα εγκαταλείπει τον πυρήνα διαμέσου πυρηνικών πόρων.

Το τελευταίο στάδιο στη μορφογένεση του ιού περιλαμβάνει «εκβλάστηση» 

(budding) και απελευθέρωση του ιού στο εξωκυττάριο μέσο. Στο σημείο αυτό, τα ιικά 

συστατικά (ΗΑ, ΝΑ, M2 που σχηματίζουν τον επενδύτη του ιού, η matrix πρωτεΐνη ΜΙ και η 

ιική RNP) αλληλεπιδρούν μεταξύ τους και, τελικά, η πλασματική μεμβράνη κάμπτεται, 

προκαλώντας μια προς τα έξω καμπύλωση, και αποκόβεται, ελευθερώνοντας το απόγονο 

σωματίδιο του ιού στο εξωκυττάριο μέσο.
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  3

Η πρωτεΐνη αιμοσυγκολλητίνη ΗΑ και ο ρόλος της στη μετάδοση του ιού της γρίπης 

Εισαγωγή

Οι ιοί που φέρουν φάκελο εισάγονται στα κύτταρα μέσω μεμβρανικής σύντηξης. 

Κάποιοι τέτοιοι ιοί συντήκονται με την πλασματική μεμβράνη στην κυτταρική επιφάνεια, 

ενώ άλλοι πρώτα «συλλαμβάνονται» με ενδοκύτωση, που μεσολαβείται από υποδοχείς, και 

ακολούθως συντήκονται με τη μεμβράνη των ενδοσωματίων παρακινούμενοι από το όξινο 

pH που επικρατεί μέσα στο ενδοσωμάτιο. Ο ιός της γρίπης ανήκει στη δεύτερη ομάδα.

Η κύρια γλυκοπρωτεΐνη στην επιφάνεια του ιού της γρίπης, η αιμοσυγκολλητίνη ΗΑ,

\ προσδένεται σε κατάλοιπα σιαλικού οξέος (υποδοχείς) στην επιφάνεια του κυττάρου ξενιστή
1
j καθιστώντας δυνατή την είσοδο του ιού μέσα στο κύτταρο στόχο διαμέσου ενδοκυττάρωσης 

j (ενδοκύτωσης) και επακόλουθης μεμβρανικής σύντηξης, η οποία ενεργοποιείται από 

δραματική διαμορφωτική αλλαγή στην οποία υπόκειται η ΗΑ όταν το pH πέφτει κάτω από 

την τιμή ~5.3 μέσα στο ενδοσωμάτιο [15].

Η πρόδρομη αιμοσυγκολλητίνη ΗΑΟ

Η ΗΑ συντίθεται ως ένα πρόδρομο μόριο (~75kDa), την ΗΑΟ, το οποίο συγκροτείται
j

;] μη ομοιοπολικά ως ομοτριμερές, στο ενδοπλασματικό δίκτυο και μεταφέρεται διαμέσου της
ί
1 συσκευής Golgi στην επιφάνεια του κυττάρου. Στην ενεργή μορφή του και σε ουδέτερο pH 

|j (σχήμα 1), το κάθε μονομερές της πρωτεΐνης ΗΑ αποτελείται από δυο υπομονάδες, την ΗΑ1 

? και την ΗΑ2, οι οποίες προκύπτουν ύστερα από αποκοπή της αρχικής πολυπεπτιδικής 

ι αλυσίδας με τη δράση πρωτεολυτικών ενζύμων του ξενιστή και οι οποίες συγκροτούνται 

{ μεταξύ τους μέσω ενός δισουλφιδικού δεσμού. Η αποκοπή της ΗΑΟ δημιουργεί το C-τελικό 

ί άκρο της ΗΑ1 (κατάλοιπο 328 της ΗΑΟ (Η3)) και το Ν-τελικό άκρο της ΗΑ2 και επιπλέον 

3 είναι επιβεβλημένη για τη σύντηξη των μεμβρανών και τη μολυσματικότητα του ιού [16].
ί

ι

33



•ίση αποκοπής

Σχήμα 1. Τριτοταγής δομή της εξωτερικής περιοχής (ectodomain) του μονομερούς της ΗΑ σε 

ουδέτερο pH. Με πράσινο χρώμα απεικονίζεται η ΗΑ1, με γαλάζιο η ΗΑ2, ενώ με κόκκινο η 

θέση αποκοπής (cleavage site).

Θέση αποκοπής - Δομή του cleavage site

Στις ΗΑΟ των 13 από τους 15 ΗΑ υπότυπους, οι ΗΑ1 και ΗΑ2 πολυπεπτιδικές 

αλυσίδες χωρίζονται μεταξύ τους με ένα και μόνο κατάλοιπο Arg, το οποίο, μετά την 

αποκοπή, αφαιρείται από το C-άκρο της ΗΑ1 με τη δράση μιας καρβοξυπεπτιδάσης. Για τις 

ΗΑΟ των H I, Η2 και Η3 υποτύπων ιών που έχουν προκαλέσει επιδημίες, η αποκοπή είναι 

εξωκυττάρια και ενδέχεται να μεσολαβείται από τη σερινοπρωτεϊνάση tryptase Clara 

(θρυπτάση) που παράγεται από κύτταρα Clara του λεπτοβρογχικού (bronchiolar) επιθηλίου. 

Αυτό το ένζυμο δείχνει εξειδικευμένη αναγνώριση για την αλληλουχία Q/E-X-R που 

βρίσκεται στις θέσεις αποκοπής αυτών των ΗΑ πρωτεϊνών.

Για κάποιες από τις ΗΑ των Η5 και Η7 ιών των πτηνών (υψηλής παθογένειας), οι 

ΗΑ1 και ΗΑ2 πολυπεπτιδικές αλυσίδες χωρίζονται με πολυβασικές αλληλουχίες που 

περιέχσνται στη θέση αποκοπής. Σε αυτές τις περιπτώσεις, η αποκοπή είναι ενδοκυττάρια και 

εμπλέκει ένζυμα τύπου σαμπτιλισίνης (subtilisin). Η αλληλουχία R-X-R/K-R αναγνώρισης 

από φουρίνη (fiirin) είναι κοινό γνώρισμα των παρεμβαλλόμενων πολυβασικών 

αλληλουχιών. Η ευρεία ιστική κατανομή ενζύμων τύπου φουρίνης και η ικανότητα για
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I ενδοκυττάρια αντί για εξωκυττάρια αποκοπή φαίνεται να σχετίζονται με τις ευρέως 

| διαδεδομένες συστηματικές λοιμώξεις που προκαλούνται από τους Η5 και Η7 ιούς στα πτηνά 

ί και για το ξέσπασμα σοβαρής αναπνευστικής μόλυνσης από έναν Η5 ιό σε ανθρώπους, στο 

Χονγκ-Κονγκ το 1997 [17].
/
|  Όπως έχει δειχθεί αναλύοντας τη δομή της HAO (Η3) του στελέχους Α/Χονγκ

I Κονγκ/68, 19 κατάλοιπα, τα ΗΑ1 323-328, R329Q και ΗΑ2 1-12 σχηματίζουν μια θηλιά που
ίί
ϊ προβάλλει τα 8 κατάλοιπα της θέσης αποκοπής, ΗΑ1 327 έως ΗΑ2 5, μακριά από την

I
 επιφάνεια του μορίου επιτρέποντας την πρόσβαση των πρωτεολυτικών ενζύμων για να λάβει 

χώρα η αποκοπή.

| Δομή της ΗΑΟ

: Το κάθε μονομερές της αιμοσυγκολλητίνης (ΗΑ) του ιού γρίπης Α αποτελείται από
ι
; τρεις περιοχές (σχήμα 2):

-μια εξωκυττάρια, αποτελούμενη από την υπομονάδα ΗΑ1 και μέρος της υπομονάδας ΗΑ2 

προς το Ν-τελικό άκρο

-μια διαμεμβρανική, κυρίως ελικοειδή, αποτελούμενη από περίπου 26 αμινοξικά κατάλοιπα 

I της ΗΑ2 υπομονάδας, η οποία «αγκυροβολεί» την πρωτεΐνη στην ιική μεμβράνη και

-μια κυτοπλασματική ουρά, που συνιστά το C-τελικό άκρο της ΗΑ2 υπομονάδας, περίπου 10 

i αμινοξικών καταλοίπων.

Ως προς τη δομή, το εξωκυττάριο τμήμα (ectodomain) του κάθε μονομερούς, και κατά 

j συνέπεια το τριμερές της πρωτεΐνης, χαρακτηρίζεται από τις εξής δομικές περιοχές 

! (domains):

1 ·  μια απομακρυσμένη από τη μεμβράνη σφαιρική κεφαλή, που αποτελείται μόνο από 

κατάλοιπα της ΗΑ1 υπομονάδας και περιέχει τη θέση πρόσδεσης στον υποδοχέα -  

Receptor Binding Domain/Site-,

■' ·  μια πλησιέστερη στη μεμβράνη περιοχή, που συνιστά τον κορμό του μορίου, αποτελείται 

από την υπόλοιπη ΗΑ1 και από την ΗΑ2 υπομονάδα και περιέχει ένα χαρακτηριστικό, 

τρίκλωνο, υπερελικωμένο στέλεχος α-ελίκων (κατάλοιπα αποκλειστικά από την ΗΑ2) 

που σταθεροποιούνται με ηλεκτροστατικές, υδρόφοβες και άλλες μη-ομοιοπολικές 

αλληλεπιδράσεις, καθώς και το πεπτίδιο συντηξης (Ν-τελικό άκρο της ΗΑ2).
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Σχήμα 2. α) Πρωτοταγής δομή της ΗΑ, όπου φαίνεται και ο δισουλφιδικός δεσμός μεταξύ των 

καταλοίπων 14 της ΗΑ1 και 137 της ΗΑ2, και β ) τεταρτοταγής δομή (ectodomain) της ΗΑ 

(τριμερές), σε ουδέτερο pH. Απεικονίζεται η ΗΑ1 (κίτρινο) και τα ιφώτα 175 κατάλοιπα της 

ΗΑ2 (γαλάζιο). Με πράσινο χρώμα απεικονίζονται τα πρώτα 20 κατάλοιπα του πεπτιδίου 

σύντηξης, με κόκκινο χρώμα απεικονίζεται το τμήμα 55-76, το οποίο σε αυτό το p H  σχηματίζει 

δομή θηλιάς, ενώ κατά τη διαδικασία της σύντηξης γίνεται ελικοειδές, και, τέλος, με πορτοκαλί 

χρώμα διακρίνονται τα κατάλοιπα 106-112, εδώ σε ελικοειδή δομή, που μετατρέπεται σε θηλιά 

κατά τη σύντηξη.
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Θέση πρόσδεσης στον υποδοχέα (Receptor Binding Domain)

Η θέση πρόσδεσης στον υποδοχέα (receptor binding domain/site, RBD) βρίσκεται στο 

απομακρυσμένο από τη μεμβράνη άκρο (ΗΑ1) του κάθε ΗΑ μονομερούς. Σε γενικές 

γραμμές, οι ΗΑ πρωτεΐνες όλων των στελεχών ιού γρίπης έχουν παρόμοια σχηματισμένα 

RBDs, αποτελούμενα το κάθε ένα από τρία χαρακτηριστικά δομικά στοιχεία. Πρόκειται για 

μια α-έλικα (έλικα-190, ΗΑ1 190-198) και δυο θηλιές (θηλιά-130, ΗΑ1 135-138, και θηλιά- 

220, ΗΑ1 221-228), που «οριοθετούν» τις πλευρές των θέσεων πρόσδεσης, και για ορισμένα 

διατηρημένα κατάλοιπα (Tyr98, Trp153, His183 και Tyr195), που συνιστούν τη «βάση» των 

θέσεων πρόσδεσης (σχήμα 3).

j—Tyr195
<

Σχήμα 3. Σχηματική απεικόνιση των καταλοίπων της ΗΑ που σχηματίζουν τη θέση πρόσδεσης 

στον υποδοχέα, σε σύμπλεξη με αυτόν.

37



Ο υποδοχέας της ΗΑ

Οι υποδοχείς στους οπαίους προσδένεται η ΗΑ του ιού της γρίπης είναι σιαλικά οξέα 

επιφανειακών γλυκοπρωτεϊνών και γλυκολιπιδίων του κυττάρου ξενιστή, όπου αποτελούν 

την τελευταία σακχαριτική μονάδα Ν-συνδεδεμένων ολιγοσακχαριτικών αλυσίδων. Το 

προτελευταίο σάκχαρο αυτών των ολιγοσακχαριτών είναι πάντα μια γαλακτόζη. Το είδος του 

γλυκοζιτικού δεσμού που συνδέει το σιαλικό οξύ με τη γαλακτόζη και η προτίμηση μιας ΗΑ 

για το ένα ή το άλλο είδος δεσμού είναι καθοριστικής σημασίας και σχετίζεται με την 

εξειδίκευση κάθε υποτύπου γρίπης Α για έναν ξενιστή. Συνήθως, ο δεσμός που συνδέει τα 

δυο αυτά σάκχαρα είναι α2,3 ή α2,6 γλυκοζιτικός δεσμός.

Οι ΗΑ όλων των αντιγονικών υποτύπων που απαντώνται στους ιούς γρίπης των 

πτηνών προσδένονται με σιαλικό οξύ το οποίο συνδέεται με δεσμό α2,3 με γαλακτόζη και 

είναι αυτή η μορφή σιαλοσακχαρίτη που επικρατεί στο εντερικό σύστημα των πτηνών που 

αντιγράφονται αυτοί οι ιοί.

Ανθρώπινοι ιοί των υποτύπων H I, Η2 και Η3, που ως γνωστόν έχουν προκαλέσει τις 

πανδημίες του 1918, 1957 και 1968, αντίστοιχα, αναγνωρίζουν σιαλικό οξύ συνδεδεμένο 

μέσω α2,6 δεσμού με γαλακτόζη, μορφή που απαντάται στα κύτταρα του αναπνευστικού 

συστήματος των ανθρώπων.

Υπάρχουν και υπότυποι του ιού, που είναι γνωστό ότι μεταδίδονται μεταξύ ζώων 

όπως ο χοίρος, οι οποίοι αναγνωρίζουν τόσο α2,6 όσο και α2,3 δεσμούς σιαλικού οξέος- 

γαλακτόζης και πράγματι και οι δυο μορφές έχουν ανιχνευθεί στην τραχεία των χοίρων.

Καθώς είναι γενικά παραδεκτό ότι οι ΗΑ πρωτεΐνες των ιών των ανθρώπων και των 

χοίρων έχουν προέλθει από τις ΗΑ των πτηνών, αυτό σημαίνει ότι απαιτούνται αλλαγές στην 

εξειδίκευση πρόσδεσης των ΗΑ για τον υποδοχέα, ώστε να είναι εφικτή η ικανότητα 

μόλυνσης και νέων ειδών. Ο μηχανισμός που έχουν χρησιμοποιήσει οι ιοί για να πετύχουν 

αυτές τις αλλαγές διαφέρει για κάθε υπότυπο. Εκτός από την αντιγονική παρέκκλιση και την 

αντιγονική αλλαγή που επιφέρουν καταρχήν μικρής ή μεγάλης έκτασης μεταλλάξεις στην 

αμινοξική αλληλουχία των ΗΑ, μεγάλη σημασία έχει και η δομή που προσλαμβάνουν οι 

προκύπτουσες ΗΑ, γενικά, και οι θέσεις πρόσδεσης αυτών στον υποδοχέα, ειδικότερα, καθώς 

ακόμα και χωρίς μεταλλάξεις των καταλοίπων της θέσης πρόσδεσης, η προτίμηση για τον ένα 

ή τον άλλο υποδοχέα μπορεί να αλλάξει, διευρύνοντας το φάσμα των ξενιστών που ένας 

συγκεκριμένος υπότυπος μπορεί να προσβάλλει [18-22].

Πρόσφατες μελέτες φέρνουν στο φως νέα στοιχεία που συμβάλουν στην κατανόηση 

της εξειδίκευσης μιας ΗΑ πρωτεΐνης για τον υποδοχέα και φέρνουν τους επιστήμονες πιο
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κοντά στην πρόβλεψη των χαρακτηριστικών που ενδεχομένως θα έχει το στέλεχος του ιού 

γρίπης που θα προκαλέσει την επόμενη πανδημία στον ανθρώπινο πληθυσμό.

Έγινε πλέον κατανοητό ότι δεν αρκεί μόνο η παρουσία μιας σύνδεσης σιαλικού 

οξέος-γαλακτόζης για να καθορίσει την εξειδίκευση μιας ΗΑ για τον ένα ή τον άλλο 

υποδοχέα, αλλά σημαντικό ρόλο παίζουν και τα υπόλοιπα σάκχαρα που συναστούν τον 

ολιγοσακχαριτικό υποδοχέα, και πιο συγκεκριμένα η σχετική μεταξύ τους θέση (τοπολογία). 

Έτσι, φαίνεται πως σε α2,3 ή βραχίες α2,6 σιαλογλυκάνες, οι σακχαριτικές μονάδες 

διευθετούνται μεταξύ τους έτσι ώστε να καταλαμβάνουν ένα χώρο που περιγράφεται ως 

κώνος. Αντίθετα, στις μεγαλύτερου μήκους α2,6 σιαλογλυκάνες, οι σακχαριτικές μονάδες 

διευθετούνται μεταξύ τους με τρόπο ώστε να καταλαμβάνουν ένα χώρο που περιγράφεται ως 

ανοιχτή ομπρέλα. Και πράγματι, αποδεικνύεται ότι η πρώτη περίπτωση δομής υποδοχέα 

αναγνωρίζεται από ΗΑ πτηνών και χοίρων ενώ η δεύτερη από ΗΑ ανθρώπων [23, 24].

Προστατευτική ανοσολογική απόκριση έναντι της γρίπης

Η ΗΑ, το κύριο αντιγόνο στην επιφάνεια του ιού, αποτελεί τον πρωταρχικό στόχο για 

αντισώματα εξουδετέρωσης της μολυσματικότητας του ιού και αποτροπής μόλυνσης από 

αντιγονικά συγγενικούς ιούς γρίπης (Β-κυτταρικοί επίτοπομ χυμική ανοσία). Επιπλέον, ένας 

άλλος μηχανισμός καταπολέμησης του ιού είναι μέσω ανάπτυξης κυτταροτοξικών Τ- 

λεμφοκυτάρων (CTLs) ειδικών για διάφορες ιικές πρωτεΐνες, τόσο εσωτερικές όσο και 

επιφανειακές, άρα και της ΗΑ συμπεριλαμβανομένης. Αυτή η CTL, ειδική για Τ-κυτταρικούς 

επιτόπους των παραπάνω πρωτεϊνών, είναι υπεύθυνη για τη μείωση της εξάπλωσης του ιού 

και επομένως για την ταχεία ανάρρωση από τη γρίπη [25].

Αντισώματα έναντι της ΗΑ είναι αποτελεσματικά στο να παρέχουν μακράς διάρκειας 

προστασία, υπό τον όρο απουσίας αντιγονικής παρέκκλισης ή αλλαγής (ομοτυπική ανοσία). 

Αυτό όμως είναι γενικά αδύνατο και διαπιστώνεται ότι μόλυνση από έναν υπότυπο γρίπης 

3 επάγει μικρή ή καθόλου ανοσία έναντι άλλων υποτύπων.

Αντίθετα, μια CTL απόκριση κατευθύνεται έναντι γενικά διατηρημένων Τ- 

r κυτταρικών επιτόπων, εσωτερικών και επιφανειακών ιικών πρωτεϊνών, οπότε σε κάποιο

{ βαθμό μπορεί να προσφέρει προστασία εκδηλώνοντας διασταυρωτή αντίδραση στην£
αναγνώριση από διαφορετικούς υποτύπους ιών (ετεροτυπική ανοσία) [26,27].
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Β-κυτταρικοί επίτοποι

Οι αντιγονικές θέσεις ίων διαφόρων ΗΑ πρωτεϊνών έχουν χαρτογραφηθεί για τις Η1, 

Η2, Η3, Η5 και Η9. Γενικά, εντοπίζονται στην απομακρυσμένη από τη μεμβράνη σφαιρική 

κεφαλή της Η A (ΗΑ1), σε γειτνίαση με τη θέση πρόσδεσης της πρωτεΐνης στον σιαλο- 

υποδοχέα, και είναι αυτές στις οποίες εντοπίζονται οι μείζσνες μεταλλάξεις που καθορίζουν 

τους διάφορους αντιγονικούς υποτύπους γρίπης.

Για πρώτη φορά, η ταυτοποίηση και χαρτογράφηση Β-κυτταρικών επιτόπων έγινε για 

την Η3 πρωτεΐνη, για την οποία ήταν γνωστή και η δομή [28, 29]. Σε αυτή τη μελέτη, 

προτάθηκαν πέντε θέσεις πρόσδεσης αντισωμάτων:

Θέση Α: μια προεξέχουσα θηλιά (κατάλοιπα 133-137 και 140-146) αποτελεί το κεντρικό 

κομμάτι της πιο προφανούς θέσης πρόσδεσης αντισωμάτων, η οποία υφίσταται μεταλλάξεις 

μεταξύ των διαφόρων υποτύπων και στελεχών αλλά, γενικά, περικλείεται από διατηρημένα 

κατάλοιπα.

Θέση Β: περιλαμβάνει μια θηλιά (κατάλοιπα 155-160), τα εξωτερικά κατάλοιπα 187-196 μιας 

α-έλικας, καθώς και γειτονικά κατάλοιπα της θέσης πρόσδεσης στον υποδοχέα.

Θέση C: ένα «εξόγκωμα» στην τριτοταγή δομή στο δισουλφιδικό δεσμό μεταξύ των 

καταλοίπων Cys52 και C ys277,6θΑ από την κορυφή του μορίου.

Θέση D: σε αντίθεση με τις προαναφερθείσες θέσεις που συνιστούν εξωτερικές και άμεσα 

προσβάσιμες περιοχές της πρωτεΐνης, η θέση αυτή εντοπίζεται στη διεπιφάνεια των τριών 

μονομερών αλυσίδων του τριμερούς μορίου.

Θέση Ε: εντοπίζεται κοντά στη βάση της σφαιρικής κεφαλής, μεταξύ των θέσεων Α και C.

Αυτό λοιπόν που χαρακτηρίζει τις θέσεις πρόσδεσης αντισωμάτων είναι η δομή 

θηλιάς που προσλαμβάνουν καθώς και η παρουσία υδατανθρακικών αλυσίδων 

(γλυκοζυλίωση).

Γενικά, παρόμοιες θέσεις πρόσδεσης αντισωμάτων έχουν προταθεί και για τις Η1

[30], Η2 [31] και Η5 [32] πρωτεΐνες, ενώ η κατάσταση είναι αρκετά διαφορετική για την Η9 

[33]. Εδώ, προτείνονται οι θέσεις I (κατάλοιπα από τις θέσεις Α και Β της Η3) και II 

(κατάλοιπα από τις θέσεις A, Β και D) (σχήμα 4).

Τ-κυτταρικοί επίτοποι

Πεπτίδια που προέρχονται από ενδογενή αντιγόνα της γρίπης, που συντίθενται μέσα 

στα μολυσμένα κύτταρα, αποτελούν στόχους για κυτταροτοξικά λεμφοκύτταρα (CTLs) τα 

οποία καταστρέφουν τα μολυσμένα κύτταρα που παρουσιάζουν τα σύμπλοκα πεπτιδίων-
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MHC τάξης I μορίων. Μεταξύ των ενδογενών αντιγόνων, τα εσωτερικά είναι οι κύριοι στόχοι 

για CTL απόκριση, αν και αυτή μπορεί επίσης να κατευθυνθεί και έναντι των επιφανειακών 

γλυκοπρωτεϊνών ΗΑ και ΝΑ [25].

Όσον αφορά στην ΗΑ, έχουν προταθεί στη βιβλιογραφία Τ-κυτταρικοί επίτοποι, 

ικανοί να επάγουν CTL απόκριση, οι οποίοι άλλοτε εντοπίζονται στην ίδια περιοχή με τους 

Β-κυτταρικούς επιτόπους και άλλοτε όχι [34].

Σχήμα 4. Αντιγονικές θέσεις στη σφαιρική κεφαλή της ΗΑ των Η3 (A), Η5 (Β) και Η9 (Γ) 

υποτύπων χαρτογραφημένες στην τρισδιάστατη δομή του μορίου ( Η3 αρίθμηση) [33],

θέσεις γλυκοζυλίωσης

Η ΗΑ υπόκειται σε μετα-μεταφραστική γλυκοζυλίωση που εξαρτάται από το 

κύτταρο-ξενιστή και σκοπό έχει να συμβάλλει στη σωστή πτύχωση της πρωτεΐνης και στο 

σχηματισμό του τριμερούς. Αν και όλα τα ΗΑ μόρια είναι γλυκοζυλιωμένα, η τοποθεσία και 

ο αριθμός (5 έως 11) των ενδεχόμενων θέσεων γλυκοζυλίωσης δεν είναι διατηρημένα μεταξύ 

των στελεχών και υποτύπων γρίπης. Παρόλα αυτά τείνουν να συνωστίζονται γύρω από τις 

αντιγονικές θέσεις. Η παρουσία ή απουσία ενός υδατανθρακικού τμήματος μπορεί να 

διαμορφώσει την αντιγονικότητα του μορίου της ΗΑ εμποδίζοντας την πρόσδεση 

αντισωμάτων εξουτεδέρωσης ή καλύπτοντας επιτόπους που αναγνωρίζονται από CD4+ Τ- 

κύτταρα. Με αυτό τον τρόπο, η απόκτηση υδατανθρακικών τμημάτων παρέχει ένα μηχανισμό 

διαφυγής από το ανοσοποιητικό σύστημα [35, 36]. Επιπλέον, τμήματα της επιφάνειας της ΗΑ 

καλύπτονται από παράπλευρες αλυσίδες ολιγοσακχαριτών οι οποίες συντίθενται από 

κυτταρικά ένζυμα και επομένως θεωρούνται «ίδια αντιγόνα» έναντι των οποίων 

αναπτύσσεται ανοχή [17].
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Πεπτίδιο σύντηξης

Το πεπτίδιο σύντηξης βυνίσταται από τα πρώτα 20-25 αμινοξέα του Ν-τελικού άκρου 

της ΗΑ2 αλυσίδας που σχηματίζεται με την αποκοπή της ΗΑΟ. Μεταξύ των διαφόρων 

αντιγονικών υποτύπων της ΗΑ, το πεπτίδιο αυτό είναι άκρως διατηρημένο και αυτό κυρίως 

αφορά τα πρώτα 11 κατάλοιπα από το Ν-τελικό άκρο της ΗΑ2 (σχήμα 5).

Ml (A/PR8/34)
M2 (A/Jap/305£7)
M3 (A/Aichl/2/68)
Η4 (A/Minne$ota/B0)
MS (A/HongKong£7)
M6 (A/Nethertands/1)
M7 (A/FPV/Rostock/34)
M9 (A/Koma/S22iD4)
M10(A/Sw»cfen/84)
H11 (A/NJfl4172-14/94)
H13(A/Sibena/272PF£8) 
HU(A/Astrakhan/263«2)
M15(AMfest Austr»li«/2576/78)
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Σχήμα 5. Σύγκριση της αμινοξικής αλληλουχίας των ΗΑ πρωτεϊνών 15 διαφορετικών 

υποτύπων ιού γρίπης Α, όπου φαίνεται η ομολογία όσον αφορά στο πεπτίδιο σύντηξης

Τα πιο αξιοσημείωτα χαρακτηριστικά αυτής της διατηρημένης πεπτιδικής 

αλληλουχίας είναι η υδροφοβικότητα, οφειλόμενη σε μεγάλο αριθμό υδρόφοβων αμινοξέων 

με ογκώδεις παράπλευρες αλυσίδες, καθώς και το ότι είναι πλούσιο σε κατάλοιπα Gly που 

του παρέχουν μεγαλύτερη ευελιξία [37].

Ο ρόλος του πεπτιδίου αυτού είναι αποφασιστικής σημασίας στη σύντηξη των 

μεμβρανών κατά τη μόλυνση από τον ιό και για το λόγο αυτό έχει αποτελέσει αντικείμενο 

πολλών μελετών που αφορούν στη δομή και τη λειτουργία του [15, 38].

Αν και το πεπτίδιο σύντηξης έχει παρατηρηθεί σε δομή τυχαίας διαμόρφωσης, α- 

έλικας και β-φύλλου ανάλογα με το περιβάλλον, υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι η ελικοειδής 

μορφή είναι αυτή που προάγει την σύντηξη. Τα μεταλλάγματα που αναστέλλουν τη σύντηξη 

είναι λιγότερο ελικοειδή και έχουν την τάση να αυτο-οργανώνονται σε β-φύλλα.

1
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Ο ρόλος της ΗΑ στη μόλυνση του κυττάρου ξενιστή από τον ιό γρίπης — Σύντηξη 

μεμβρανών

Η αποκοπή της ΗΑΟ είναι απαραίτητη για τη μολυσματικότητα του ιού καθώς 

ενεργοποιεί τη δυνατότητα σύντηςης των μεμβρανών. Αυτό πραγματοποιείται με δυο 

τρόπους. Πρώτον, με την αποκοπή δημιουργείται το Ν-τελικό άκρο της ΗΑ2, δηλαδή το 

πεπτίδιο σύντηςης. που εισάγεται μέσα σε μια αρνητικά φορτισμένη εσοχή στο εσωτερικό 

του τριμερούς, και δεύτερον, λαμβάνουν χώρα διαμορφωτικές αλλαγές στο μόριο, 

συγκεκριμένα επανατοποθέτηση καταλοίπων της ΗΑ1 και της ΗΑ2 (σχήμα 6), που του 

επιτρέπουν να προσλάβει δομή που να μπορεί στη συνέχεια, και με έναυσμα το χαμηλό pH 

των ενδοσωμάτιων, να υποστεί τις μοριακές επαναδιευθετήσεις που απαιτούνται για σύντηξη 

[39] (σχήμα 7).

Σχήμα 6. Κάτοψη τον τριμερούς της ΗΑ πριν (αριστερά) και μετά την αποκοπή (δεξιά). Το 

κάθε μονομερές απεικονίζεται με λευκό, πράσινο και μπλε χρώμα, ενώ τα κατόό,οιπα που 

μετατοπίζονται μετά την αποκοττή απεικονίζονται με κίτρινο για την ΗΑ1 και πορτοκώ,ί για την 

ΗΑ2. Το βέ)χκ  υποδεικνύει την θέση αποκοπής της ΗΑΟ, ενώ διακρίνεται και η μετατόπιση του 

Κ-τε/ακού άκρου της ΗΑ2 στο εσωτερικό του τριμερούς μετά την αποκοττή.

Μετά την’ εσωτερίκευση των σωματιδίων του ιού, στο όξινο περιβάλλον των 

ενδοσωματίων, εκτός από το ότι το πεπτίδιο σύντηξης εξέρχεται από την εσοχή (cavity) του 

εσωτερικού του τριμερούς και καθίσταται πλέον εκτεθειμένο και έτοιμο προς 

αλληλεπίδραση, συμβαίνουν και κάποιες δομικές αναδιατάξεις, οι οποίες συνοπτικά έχουν ως

εξής:
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«επτίδ ιο
σόντηξης

Σχήμα 7. Συγκριτική παρουσίαση της ΗΑ στις διάφορες μορφές της (από αριστερά προς τα 

δεξιά): μονομερές, τριμερές στη φυσική μορφή του σε ουδέτερο pH  και τριμερές στη μορφή 

χαμηλού pH

-οι απομακρυσμένες από τη μεμβράνη περιοχές που προσδένονχαι στον υποδοχέα διατηρούν 

τη δομή τους αλλά αποτριμερίζσνται, ενώ '

-το ελικοειδές κεντρικό τμήμα κατά κάποιον τρόπο επεκτείνεται και συστρέφεται έτσι ώστε 

τελικά το C-τελικό του άκρο (που καταλήγει στη μεμβράνη του ιού) και το Ν-τελικό του 

άκρο (πεπτίδιο σύντηξης) έρχονται προς την ίδια μεριά φέρνοντας σε στενή εγγύτητα τις δυο 

μεμβράνες (ιού και ενδοσωμάτιου) για να αρχίσει η σύντηξη [40 ,41].
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  4

Συνθετικοί Πεπτιδικοί Φορείς

Εισαγωγή

Τα τελευταία χρόνια, η χρήση συνθετικών πεπτιδίων σε ποικιλία βιοχημικών και 

βιοιατρικών εφαρμογών έχει αποδειχθεί ιδιαίτερα δημοφιλής εξαιτίας των πλεονεκτημάτων 

που αυτά προσφέρουν:

•  μπορούν εύκολα να συντεθούν και να ληφθούν σε καθαρή μορφή με ικανοποιητική 

απόδοση

• μπορούν να μιμηθούν γραμμικούς και σε σημαντικό βαθμό διαμορφωτικούς επιτόπους 

αντιγονικών πρωτεϊνών

• μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε δοκιμασίες στερεής φάσης αντί για πολύπλοκες 

πρωτεΐνες

• η σχέση δομής-βιολογικής δράσης μπορεί λεπτομερώς να μελετηθεί επιτρέποντας το 

σχεδίασμά και την παρασκευή νέων, τροποποιημένων πεπτιδικών αναλογών με 

βελτιωμένες ιδιότητες

• προσομοιάζουν με αρκετή ομοιότητα μικρές εκτεθειμένες περιοχές στην επιφάνεια 

μακρομοριακών συμπλεγμάτων που εμπλέκονται σε μοριακή αναγνώριση [42]. 

Ειδικότερα, η χρήση συνθετικών πεπτιδικών επιτόπων για ανοσολογικές μελέτες, όπως

ανάπτυξη εμβολίων και ανοσοδιαγνωστικών τεχνικών, τυγχάνει ευρύτατης εφαρμογής και 

συγκεντρώνει ολοένα και μεγαλύτερο ερευνητικό ενδιαφέρον.

Το βασικό πρόβλημα στη χρήση πεπτιδικών επιτόπων για ανοσολογικούς σκοπούς είναι 

το μικρό τους μέγεθος που τα καθιστά ελάχιστα έως καθόλου ανοσογονικά. Για την ενίσχυση 

της αντιγονικότητας/ανοσογονικότητάς τους απαιτείται η πρόσδεση αυτών σε μια πρωτεΐνη- 

φορέα. Για το σκοπό αυτό, έχουν κατά καιρούς χρησιμοποιηθεί διάφορες πρωτεΐνες όπως οι 

Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH), Bovine Serum Albumin (BSA) ή ovalbumin (OVA). 

Παρά την ευρεία χρήση τους, αυτού του είδους τα συμπλέγματα πρωτεϊνών-πεπτιδικών 

I επιτόπων εμφανίζουν σοβαρά μειονεκτήματα, όπως ανεπιθύμητη ανάπτυξη αντισωμάτων 

;ί έναντι του μορίου της πρωτεΐνης-φορέα και αλλαγή των βιολογικών ιδιοτήτων και της 

| ενεργού διαμόρφωσης του επιτόπου κατά την πρόσδεσή του στο φορέα.
I
j  Για την αντιμετώπιση των παραπάνω προβλημάτων, οι πρωτεϊνικοί φορείς άρχισαν
ί
| στάδιακά να αντικαθίστανται από συνθετικούς πεπτιδικούς φορείς, οι κυριότεροι τύποι των 

ί  οποίων περιγράφονται αναλυτικά στη συνέχεια.
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Φορέας πολλαπλών αντιγονικών πεπτιδίων (M ultiple Antigenic Peptides, MAPs)

To μοντέλο των MAPs, γνωστό και ως «το δέντρο της λυσίνης» εισήχθη από τον 

J.P.Tam και τους συνεργάτες του [43] με βασικό στόχο την ανάπτυξη ισχυρών 

αντιγονικών/ανοσογονικών μορίων.

Πρόκειται για μια μικρή, δομική μονάδα μορίων λυσίνης, που συγκροτούν ένα έως 

τέσσερα επίπεδα διακλαδώσεων, στις ελεύθερες αμινομάδες των οποίων μπορούν να 

προσδεθούν πολλαπλά αντιγονικά πεπτίδια. Δεδομένου ότι κάθε λυσίνη φέρει δυο 

αμινομάδες, κάθε επίπεδο διακλάδωσης περιέχει 2"-1 μόρια λυσίνης και 2" ελεύθερες 

αμινομάδες άρα και ισάριθμες θέσεις πρόσδεσης αντιγονικών πεπτιδίων.

Σχήμα 1. Σχηματική αναπαράσταση MAPs (δεύτερο επίπεδο διακλάδωσης, τέσσερις θέσεις 

πρόσδεσης)

Συνήθως, MAPs δυο ή τριών επιπέδων διακλάδωσης, δηλαδή με τέσσερις ή οκτώ 

θέσεις πρόσδεσης πεπτιδίων, θεωρούνται κατάλληλα για να  σχηματίσουν μια μήτρα μικρού 

μοριακού βάρους απαραίτητου για ικανοποιητική ανοσολογική απόκριση.

Στα πλεονεκτήματα της χρήσης των MAPs συγκαταλέγονται η υψηλή μοριακή 

αναλογία αντιγονικών πεπτιδίων έναντι του μορίου του φορέα καθώς και η δυνατότητα 

πρόσδεσης διαφορετικών αντιγόνων στο ίδιο μόριο με κατάλληλη ορθογωνική προστασία 

των α- και ε-αμινομάδων των λυσινών του τελευταίου επιπέδου διακλάδωσης.

Η χρήση των MAPs περιορίζεται κυρίως λόγω συνθετικών προβλημάτων που 

προκύπτουν από στερικές παρεμποδίσεις και οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα μικρή απόδοση
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ι σύνθεσης και καθαρισμού των μακρομορίων, ιδιαίτερα όταν αυξάνεται ο αριθμός των 

: διακλαδώσεων και το μέγεθος του προσδεδεμένου πεπτιδίου.

Μ οντέλο TASP (Template Assembled Synthetic Protein)

To μοντέλο TASP, που εισήχθη από τον M.Mutter και τους συνεργάτες του [44], είναι 

ένα πεπτιδικό εκμαγείο στο οποίο προσδένονται ομοιοπολικά πεπτιδικά τμήματα και έτσι 

κατευθύνεται η ενδομοριακή τους αναδίπλωση σε μια προκαθορισμένη τριτοταγή 

διαμόρφωση.

Σχήμα 2. Σχηματική αναπαράσταση ενός άκυκλου μακρομορίου TASP.

Ο φορέας TASP μπορεί να είναι ένα άκυκλο ή κυκλικό εκμαγείο, οκτώ ή δέκα 

αμινοξέων, αντίστοιχα. Στη πρώτη περίπτωση, περιλαμβάνονται τα αμινοξέα Pro και Gly στις 

θέσεις i+Ι και i+2 τα οποία ευνοούν το σχηματισμό μιας β-στροφής τύπου II και επομένως ο 

φορέας λαμβάνει μια χαμηλής ενέργειας διαμόρφωση φουρκέτας. Στην δεύτερη περίπτωση, η 

προσθήκη δυο κυστέϊνών στα άκρα του πεπτιδίου επιτρέπει την κατασκευή ενός κυκλικού 

μορίου με περιορισμένη διαμορφωτική ευκινησία μέσω της δημιουργίας ενός δισουλφιδικού 

δεσμού. Και στις δυο περιπτώσεις, οι παράπλευρες αλυσίδες τεσσάρων μορίων λυσίνης που 

προσανατολίζονται προς το ίδιο επίπεδο επιτρέπουν την ομοιοπολική πρόσδεση των 

πεπτιδικών τμημάτων.
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Επαναλαμβανόμενοι Ολιγοπεπτιδικοί Φ ορείς (Sequential O ligopeptide Carriers, SOC„)

Ο βασικός στόχος σ ίο σχεδιασμό των SOCs ήταν η παρασκευή ενός συνθετικού 

υποστρώματος με δομική σταθερότητα και κανονικότητα στο οποίο να μπορούν να 

προσδεθούν, ομοιοπολικά, αντιγονικά πεπτίδια χωρίς διαμορφωτικούς περιορισμούς ή 

στερικές παρεμποδίσεις [45]. Η προκαθορισμένη τρισδιάστατη δομή του φορέα SOC„ 

επιτρέπει στα προσδεδεμένα πεπτιδικά τμήματα να λάβουν συγκεκριμένο προσανατολισμό 

στο χώρο.

Ο φορέας SOC-I αποτελείται από την επαναλαμβανόμενη τριπλέτα αμινοξέων Lys- 

Aib-Gly και έχει γενικό τύπο Ac-(Lys-Aib-Gly)„-OH. Η εισαγωγή της λυσίνης επιτρέπει την 

ομοιοπολική πρόσδεση των αντιγονικών πεπτιδίων από την ε-αμινομάδα αυτής, ενώ η 

γλυκίνη επελέγη λόγω του μικρού στερεοχημικού της όγκου. Η συμμετοχή του α- 

αμινοϊσοβουτυρικού οξέος είναι καθοριστική για την επαγωγή ελικοειδούς δομής στον 

πεπτιδικό σκελετό, η οποία επιβάλλεται από τις στερικές παρεμποδίσεις των δυο 

μεθυλομάδων στο α-άτομο άνθρακα. Επιπλέον, καθώς το Aib δεν συγκαταλέγεται στα 

φυσικά αμινοξέα, πεπτίδια στα οποία αυτό περιέχεται, αναμένεται να εμφανίζουν αυξημένη 

σταθερότητα έναντι ενζυμικής αποικοδόμησης.

Σχήμα 3. Σχηματική αναπαράσταση ενός μακρομορίου SOC4-I

Επιβεβαίωση του σχεδιασμού των SOCs επέτρεψαν οι διαμορφωτικές μελέτες με 

φασματοσκοπία 'H-NMR οι οποίες έδειξαν ότι ο φορέας λαμβάνει δομή κεκαμένης 3ιο 

έλικας [42]. Η δομή αυτή επιτρέπει στα πεπτιδικά τμήματα που προσδένονται στις ε- 

αμινομάδες των λυσινών να διευθετούνται στο χώρο με τρόπο ώστε να μην αλληλεπιδρούν 

μεταξύ τους ούτε με το μόριο του φορέα και, επιπλέον,
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B

Σχήμα 4. (A) Ελαχιστοποιημένη μέση δομή του φορέα SOC4, (Β) To SOC„ από δεδομένα NMR 

και Μοριακής Δυναμικής που δείχνει ότι προσλαμβάνει την δομή της 3 w έλικας.

να διατηρούν την «ενεργό» τους διαμόρφωση. Η κανονικότητα αυτή του μορίου καθώς και η 

απουσία διαμορφωτικών περιορισμών και στερικών παρεμποδίσεων ευνοούν μια βέλτιστη 

αναγνώριση από αντισώματα και δημιουργούν ισχυρά ανοσογόνα.
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Σ χ ή μ α  5 .  Σχηματική αναπαράσταση ενός μακρομορίοο SOC4-II

Ο φορέας SOC-II αποτελείται από την επαναλαμβανόμενη αλληλουχία Aib-Lys-Aib- 

Gly και σχεδιάστηκε με στόχο την αύξηση του ελικοειδούς χαρακτήρα σε σχέση με το φορέα 

SOC-I. Πράγματι, η διαμορφωτική μελέτη του μορίου αυτού έδειξε ότι προσλαμβάνει δομή 

κανονικής 3ίο έλικας γεγονός που αποδίδεται στη μεγάλη περιεκτικότητα της πεπτιδικής 

αλληλουχίας σε Aib (=50%) [46].
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Πεπτιδική Σύνθεση

Πεπτιδικός Δεσμός
Ένα πεπτίδιο αποτελείται από μια αλυσίδα αμινοξέων συνδεδεμένων με πεπτιδικούς 

δεσμούς. Κρυσταλλογραφικές μελέτες έχουν δείξει ότι το μήκος του δεσμού C-N στον 

πεπτιδικό δεσμό είναι αισθητά μικρότερο, 1.32 Α, από ότι σε έναν απλό δεσμό C-N, 1.47 A 
(Σχήμα 1).

Σχήμα 1. Ο πεπτιδικός δεσμός στην cis και trans διαμόρφωση. Οι γωνίες δίνονται σε μοίρες 

και τα μήκη των δεσμών σε λ . Τα δεδομένα έχουν ληφθεί από κρυσταλλογραφικές μελέτες.

Δυτό οφείλεται στη μεσομέρεια του πεπτιδικού δεσμού, η οποία περιορίζει την ελεύθερη 

τεριστροφή γύρω από το δεσμό C-N και οδηγεί κατά συνέπεια στην ύπαρξη δύο ισομερών 

αορφών (Σχήμα 2).
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Ξχήμα 2. Μεσομέρεια των cis και trans μορφών του πεπτιδικού δεσμού.
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Στα φυσικά πεπτίδια και τις πρωτεΐνες υπερισχύει γενικά η trans-μορφή με εξαίρεση 

την προλίνη και τα Ν-μεθυλίωμένα αμινοξέα (π.χ. σαρκοσίνη), για τα οποία ο πεπτιδικός 

δεσμός, στον οποίο συμμετέχει η δευτεροταγής αμινομάδα, είναι δυνατόν να έχει την cis και 

την trans διαμόρφωση [47, 48]. Επίσης, cis ισομερείς μορφές απαντώνται κατ’ ανάγκη στις 

δικετοπιπεραζίνες, οι οποίες είναι τα απλούστερα κυκλικά πεπτίδια που σχηματίζονται από 

δύο αμινοξέα.

Σχηματισμός Πεπτιδικού Δεσμού

Ο πεπτιδικός δεσμός [49] είναι ένας αμιδικός δεσμός και σχηματίζεται από την 

καρβοξυλομάδα ενός αμινοξέος και την αμινομάδα ενός άλλου αμινοξέος μέσω μιας 

αντίδρασης πυρηνόφιλης προσβολής με την ταυτόχρονη απομάκρυνση ενός μορίου νερού 

(Σχήμα 3):
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πεπτιδικός δεσμός

Σχήμα 3. Σχηματισμός ιτειπιδικοό δεσμού.

Η ισορροπία της αντίδρασης είναι μετατοπισμένη προς την πλευρά της υδρόλυσης 

κατά την οποία έχουμε απελευθέρωση ενέργειας. Προς την πλευρά σχηματισμού του 

πεπτιδικού δεσμού απαιτείται κατανάλωση ενέργειας (ενδόθερμη αντίδραση, -  4Kcal/mol). 

Η απλή ανάμιξη δύο αμινοξέων σε διάλυμα οδηγεί στο σχηματισμό άλατος σε θερμοκρασία 

δωματίου. Για να μετατραπεί αυτό το άλας σε πεπτίδιο απαιτούνται πολύ δραστικές συνθήκες 

(υψηλές θερμοκρασίες). Τα αμινοξέα όμως είναι πολύ ευαίσθητες ενώσεις και σε αυτές τις 

συνθήκες καταστρέφονται. Για το λόγο αυτό πρέπει να γίνει ενεργοποίηση σε ένα από τα 

αντιδρώντα. Συνήθως γίνεται ενεργοποίηση του καρβοξυλίου του ενός αμινοξέος.

Για να μετατραπούν τα καρβοξυλικά οξέα σε ακυλιωτικά μέσα πρέπει οι υδροξυλικές 

τους ομάδες να αντικατασταθούν από έναν υποκαταστάτη (X) δέκτη ηλεκτρονίων ώστε να 

αυξηθεί η πολικότητα της καρβονυλικής ομάδας και επομένως ο ηλεκτρονιόφιλος 

χαρακτήρας του ατόμου άνθρακα. Με αυτόν τον τρόπο διευκολύνεται πολύ η πυρηνόφιλη 

προσβολή της αμινομάδας, του αμινοξέος, που πρόκειται να ακυλιωθεί (Σχήμα 4):
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Ενεργοποίηση: R-COOH R-C-X
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-χήμα 4. Ενεργοποίηση του καρβοξολίου του Ν-τελικού αμινοξέος και ττυρηνόφιλη προσβολή 

■ης αμινομάδας του αμινοξέος που θα ακυλιωθεί στην ενεργοποιημένη καρβονυλομάδα.

Η ενεργοποίηση του καρβοξυλίου για να ληφθεί το επιθυμητό προϊόν δεν είναι 

ιρκετή, αλλά απαιτείται παροδική προστασία της α-αμινομάδας του Ν-τελικού αμινοξέος 

:αθώς και του α-καρβοξυλίου του C-τελικού αμινοξέος. Επίσης λόγω της ύπαρξης 

•μαστικών ομάδων στις παράπλευρες αλυσίδες ορισμένων αμινοξέων είναι πιθανό να 

(χηματιστούν, εκτός του επιθυμητού προϊόντος, και άλλα ανεπιθύμητα πεπτίδια. Για το λόγο 

ιυτό απαιτείται κατάδηλη προστασία. Ιδιαίτερα σημαντική είναι και η επιλογή των μεθόδων 

:ου θα εφαρμοστούν για το σχηματισμό του πεπτιδικού δεσμού. Δεδομένου ότι τα αμινοξέα, 

κτός της γλυκίνης, περιέχουν ένα ασύμμετρο α-άτομο άνθρακα, θα πρέπει να ληφθούν μέτρα 

ια να αποφευχθεί η ρακεμοποίηση κατά τη διαδικασία της σύζευξης. Η ρακεμοποίηση 

■δηγεί στη δημιουργία ανεπιθύμητων προϊόντων που δύσκολα μπορούν να διαχωριστούν με 

ις συνήθεις μεθόδους καθαρισμού. Επομένως, είναι φανερό ότι η σύνθεση πεπτιδίων είναι 

.ια αρκετά πολύπλοκη διαδικασία και απαιτείται μεγάλη προσοχή στο σχεδίασμά (επιλογή 

:ροστατευτικών ομάδων, συνθηκών κτλ) και στη διεξαγωγή της.

/ύνθεση πεπτιδίων

Τα στάδια που ακολουθούνται στην πεπτιδική σύνθεση είναι τα εξής:

. Παροδική προστασία της α-αμινομάδας του Ν-τελικού αμινοξέος με κατάλληλη ομάδα η 

ποια μειώνει την πυρηνοφιλία της.
iI
:. Παροδική προστασία του α-καρβοξυλίου του C-τελικού αμινοξέος. 

ΐτη σύνθεση πεπτιδίων σε υγρή φάση, η προστασία του α-καρβοξυλίου επιτυγχάνεται με 

ρτεροποίηση αυτής (μεθυλ-, αιθυλ-, t-βουτυλ- ή βενζυλ-εστέρας), ενώ στη στερεή φάση η 

οροστασία αυτή δεν είναι απαραίτητη διότι το καρβοξύλιο είναι συζευγμένο με το στερεό 

πόστρωμα (ρητίνη).
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3. Παροδική προστασία των δραστικών ομάδων των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων 

επειδή είναι δυνατόν να αντιδράσουν κατά τη διάρκεια της σύνθεσης.

4. Σχηματισμός του πεπτιδικού δεσμού με ενεργοποίηση του καρβοξυλίου του Ν-τελικού 

αμινοξέος και ακολούθως σύζευξη αυτού με την ελεύθερη αμινομάδα του άλλου αμινοξέος ή 

του πεπτιδίου. Για την ενεργοποίηση χρησιμοποιούνται: η μέθοδος των χλωριδίων, η μέθοδος 

των αζιδίων, η μέθοδος των ανυδριτών καθώς και η μέθοδος των ενεργών εστέρων. Η χρήση 

των αντιδραστηρίων σύζευξης είναι σήμερα η επικρατέστερη μέθοδος σχηματισμού του 

πεπτιδικού δεσμού.

5. Απομάκρυνση των προστατευτικών ομάδων, μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης, με 

τέτοιο τρόπο ώστε να μην καταστρέφονται οι πεπτιδικοί δεσμοί, και αποκοπή του πεπτιδίου 

από τη ρητίνη στην περίπτωση της σύνθεσης σε στερεή φάση.

Σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση
Η σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση (Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS) εισήχθη 

από τον Merrifield με σκοπό να ξεπεραστούν τα προβλήματα της πεπηδικής σύνθεσης σε 

υγρή φάση.

Κατά τη σύνθεση των πεπτιδίων σε στερεή φάση, το πεπτίδιο συντίθεται πάνω σε ένα 

αδιάλυτο πολυμερές υποστήριγμα (ρητίνη). Το C-τελικό αμινοξύ προσδένεται ομοιοπολικά 

με το καρβοξύλιό του πάνω στη ρητίνη, ενώ η Ν°-αμινομάδα του και η παράπλευρη αλυσίδα 

του είναι κατάλληλα προστατευμένες. Η σύνθεση συνεχίζεται με διαδοχικά βήματα 

αποπροστασίας της Ν“-αμινομάδας και σύζευξης του επόμενου, κατάλληλα προστατευμένου 

αμινοξέος. Έτσι, το επιθυμητό πεπτίδιο συντίθεται πάνω στη ρητίνη από το C-τελικό προς το 

Ν-τελικό άκρο (C—>Ν στρατηγική). Το πεπτίδιο, καθ’ όλη τη διάρκεια της σύνθεσης, 

παραμένει συνδεδεμένο με την αδιάλυτη ρητίνη οπότε η περίσσεια των αντιδραστηρίων και 

τα παραπροϊόντα απομακρύνονται εύκολα με έκπλυση της ρητίνης με κατάλληλους διαλύτες 

και διήθηση. Όταν η σύνθεση ολοκληρωθεί, το πεπτίδιο αποκόπτεται από τη ρητίνη με τη 

χρήση κατάλληλων αντιδραστηρίων.

Η μεθοδολογία αυτή επιτρέπει τη σύνθεση μεγάλων πεπτιδίων, σε σχετικά σύντομο 

χρονικό διάστημα, με υψηλή απόδοση καθώς επίσης και ικανοποιητική καθαρότητα. Το 

γεγονός ότι κάθε ενδιάμεσο προϊόν δεν απομονώνεται, έχει σαν αποτέλεσμα η ταυτοποίηση 

του πεπτιδίου να γίνεται μόνο μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης και έτσι αν η 

αποπροστασία της Ν“-αμινομάδας ή/και η αντίδραση σύζευξης δεν γίνουν ποσοτικά, τότε, 

στο τέλος, μαζί με το επιθυμητό προϊόν λαμβάνονται και παραπροϊόντα που δυσχεραίνουν

54



τον καθαρισμό. Παρόλα αυτά, η σύνθεση των πεπτιδίων στη στερεή φάση χρησιμοποιείται 

ευρύτατα διότι τα πλεονεκτήματά της υπερτερούν των μειονεκτημάτων.

Πολυμερικά υποστρώματα στην πεπτιδική σύνθεση στερεής φάσης
Για να χρησιμοποιηθεί ένα στερεό πολυμερές στη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση 

(SPPS), πρέπει να έχει συγκεκριμένες ιδιότητες:

ϊ) Να αποτελείται από σωματίδια κατάλληλου σχήματος και μεγέθους, τα οποία να φέρουν 

δραστικές ομάδες, πάνω στις οποίες η πεπτιδική αλυσίδα να μπορεί να προσκολληθεί εύκολα 

με σχηματισμό ομοιοπολικού δεσμού και στο τέλος της σύνθεσης να μπορεί να αποκοπεί 

εξίσου εύκολα.

ϋ) Πρέπει να έχει αρκετά σημεία πρόσδεσης έτσι ώστε να λαμβάνονται ικανοποιητικές 

αποδόσεις και να ελαχιστοποιούνται οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πεπτιδίων που είναι 

προσκολλημένα σε αυτά.

ϋί)Πρέπει να είναι αδιάλυτο στους διαλύτες και τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται 

στην SPPS καθώς και να μην αντιδρά με αυτά.

ϊν) Να διογκώνεται με τους διαλύτες που χρησιμοποιούνται στην SPPS και να επιτρέπει την 

εύκολη διείσδυση των αντιδραστηρίων στα σωματίδια καθώς και την εύκολη απομάκρυνση 

της περίσσειας αυτών και των παραπροϊόντων της αντίδρασης με απλή έκπλυση και διήθηση.

Παρακάτω αναφέρονται συνοπτικά τα κυριότερα πολυμερικά υποστρώματα που 

χρησιμοποιούνται στην πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση:

♦" Ρητίνη Merrifield

^ \ Γ~°
Η ρητίνη Merrifield, το χλωρομεθυλιωμένο συμπολυμερές στυρολίου- 

διβινυλοβενζολίου, είναι το πιο συνηθισμένο πολυμερικά υπόστρωμα που χρησιμοποιείται 

στην πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση κατά την Boc-μεθοδολογία. Η σχάση του 

εστερικού δεσμού που προκύπτει ανάμεσα στο πεπτίδιο και το πολυμερικά υπόστρωμα 

επιτυγχάνεται με την κατεργασία της πεπτιδορητίνης με ισχυρά οξέα (συνήθως υγρό 

υδροφθόριο ή TFMSA), οπότε το πεπτίδιο λαμβάνεται με ελεύθερο το C-τελικό καρβοξύλιο. 

Η ρητίνη Merrifield χρησιμοποιείται μέχρι σήμερα με πολύ καλά αποτελέσματα στη σύνθεση
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πεπτιδίων μικρού ή μεσαίου μοριακού βάρους ακολουθώντας την Boc-στρατηγική. Αυτή η 
περιορισμένη χρήση της οφείλεται στη σχετικά μικρή σταθερότητα του εστερικού δεσμού 
του πεπτιδίου με τη ρητίνη κατά την επαναλαμβανόμενη επεξεργασία με τριφθοροξικό οξύ 
για την αποκοπή της Boc-ομάδας καθώς και στη δυσκολία στην πρόσδεση του C-τελικού 
αμινοξέος στη ρητίνη.

♦  Pam ρητίνη

Για τη σύνθεση μεγαλύτερου μεγέθους πεπτιδίων προτιμάται η Pam ρητίνη (4- 

υδροξυ-μεθυλ-φαινυλ-ακεταμιδο-μεθυλο ρητίνη) [50]. Η φαινυλ-ακεταμιδομεθυλομάδα της 
Pam ρητίνης σταθεροποιεί τον εστερικό δεσμό ~ 100 φορές περισσότερο από τη ρητίνη 
Merrifield. Αυτό οφείλεται στην ηλεκτρονιοελκτική δράση της ακεταμιδομόδας που 

βρίσκεται στην πάρα θέση του βενζολικού δακτυλίου στο οποίο προσδένεται το πεπτίδιο, με 
συνέπεια μικρή σταθεροποίηση του προκύπτοντος κατιόντος μετά την αποκοπή. Με τον 
τρόπο αυτό ελαχιστοποιούνται οι απώλειες κατά την επαναλαμβανόμενη επεξεργασία με 
TFA. Η ρητίνη αυτή είναι συμβατή με την Boc-στρατηγική. Το πεπτίδιο αποκόπτεται από τη 
ρητίνη με ισχυρά οξέα, συνήθως HF, και στο τέλος παραλαμβάνεται με ελεύθερο το C-τελικό 
καρβοξύλιο.

♦  Wang ρητίνη

Στην περίπτωση σύνθεσης πεπτιδίων με την Fmoc-στρατηγική, η Wang ρητίνη (παρα- 
βενζυλοξυ-βενζυλική αλκοολική ρητίνη) χρησιμοποιείται ευρέως για πεπτίδια με ελεύθερο το 
C-τελικό καρβοξύλιο [51]. Το ρ-αλκοξυ-υποκατάστατο του τμήματος της βενζυλικής 
αλκοόλης αυξάνει την ευαισθησία στα οξέα του εστερικού δεσμού μεταξύ πεπτιδίου και
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ρητίνης και έτσι ο δεσμός της πρόσδεσης με τη ρητίνη μπορεί να διασπαστεί με TFA. Η 
απομάκρυνση του πεπτιδίου από τη ρητίνη επιτυγχάνεται ύστερα από κατεργασία της 
πεπτιδορητίνης με 95% TFA.

2-ChlorotrityI chloride ρητίνη

Πρόκειται για μία ρητίνη πολύ ευαίσθητη σε οξέα, κατάλληλη για τη σύνθεση 
πεπτιδίων αλλά και προστατευμένων πεπτιδικών τμημάτων ακολουθώντας την Fmoc- 
μεθοδολογία [52]. Η πρόσδεση του πρώτου αμινοξέος λαμβάνει χώρα χωρίς ρακεμοποίηση 
εξ’αιτίας στερικών παρεμποδίσεων, αναδεικνύοντας αυτή τη ρητίνη κατάλληλη για την 
πρόσδεση ευαίσθητων στη ρακεμοποίηση αμινοξέων όπως Cys, His [53, 54], Η ρητίνη 
χρησιμοποιείται και για την παρασκευή πεπτιδίων που σε μία ή και στις δύο θέσεις του C- 
τελικού άκρου φέρουν Pro. Με αυτόν τον τρόπο αποφεύγεται ο σχηματισμός 
δικετοπιπεραζίνης λόγω της στερεοχημικής παρεμπόδισης που επάγουν οι βενζολικοί 
δακτύλιοι της τριτυλομάδας. Η απομάκρυνση του πεπτιδίου από τη ρητίνη υπό τη μορφή 
ελεύθερου καρβοξυλικού οξέος γίνεται κάτω από πολύ ήπιες συνθήκες, κατά την κατεργασία 
με AcOH/TFE/DCM ή 0,5%TFA ή HFIP. Αυτό οφείλεται στη μεγάλη σταθερότητα των 
τριτυλοκατιόντων που προκύπτουν από τη σχάση, τα οποία είναι πολύ ασθενή 
ηλεκτρονιόφιλα αντιδραστήρια και έτσι δεν συμμετέχουν σε ανεπιθύμητες αντιδράσεις. 
Αξίζει να σημειωθεί ότι απαιτείται προσεκτική φύλαξη, χρήση άνυδρων διαλυτών και 
συσκευών απαλλαγμένων από υγρασία.
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♦  Μ Β Η Α  ρητίνη

Tux τη σύνθεση πεπτιδίων με C-τελικό άκρο σε αμιδική μορφή (-CONH2) συμβατή 
τόσο με την Boc- όσο και με την Fmoc-στρατηγική είναι η Μ Β Η Α  ρητίνη [55]. 
Απομάκρυνση των αμιδίων από το πολυμερικό υπόστρωμα λαμβάνει χώρα κατά την 
κατεργασία της πεπτιδορητίνης με HF ή TFMSA.

♦  Rink amide ρητίνη

Η Rink Amide είναι μια ευαίσθητη στα οξέα ρητίνη, λόγω της παρουσίας του 
βενζυλαιθερικσύ δεσμού, που χρησιμοποιείται για τη σύνθεση πεπτιδίων στην αμιδική μορφή 
και είναι συμβατή με την Fmoc-στρατηγική. Η απουσία οποιοσδήποτε αμιδικής ομάδας την 
καθιστά περισσότερο συμβατή κυρίως με ισχυρά αναγωγικά αντιδραστήρια, σε σχέση με τις 
άλλες Rink Amide ρητίνες. Ωστόσο, το βασικό της μειονέκτημα είναι η διάσπαση του linker 
κατά τη χρήση υψηλής συγκέντρωσης TFA, γεγονός που οδηγεί στη λήψη παραπροϊόντων 
[56].
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+  Rink amide AM ρητίνη

Η ρητίνη αυτή αποτελεί παραλλαγή της Rink Amide φέροντας επιπλέον μια 
αμινομεθυλομάδα, μια νορλευκίνη και μια ακετυλομάδα. Η τροποποίηση αυτή προσφέρει 
σταθερότητα στο linker έναντι του TFA και άρα καθιστά τη ρητίνη συμβατή με τη χρήση 
95% TFA για την αποκοπή του πεπτιδίου.

/
♦  Rink amide ΜΒΗΑ ρητίνη

CH,

Όπως και η Rink Amide AM, η ρητίνη αυτή προσφέρει σταθερότητα έναντι στα οξέα και 
είναι συμβατή με την χρήση υψηλών συγκεντρώσεων TFA (95%).
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Προστασία και αποπροστασία Ν“-αμινομάδας

Tux την παροδική προστασία της α-αμινομάδας των αμινοξέων στην πεπτχδική 

σύνθεση στερεής φάσης χρησιμοποιούνται συνήθως η tert-βουτυλοξυκαρβονυλομάδα (Βοο

ομάδα) [57] και η 9-φλουορενυλομεθυλοξυκαρβονυλομάδα (Fmoc-ομάδα) [58].

H3C>- ^— " Α*~ Η30 —y —0'^^'^CF3 + CFjCÔ HjN ^ 1̂ ^

| diea

3ch 2 T
CH3CH2— NH OOC-CFj +

Jh3ch2 Γ
Σχήμα 5. Αντίδραση απομάκρυνσης Boc-προστατεντικής ομάδας

Σχήμα 6. Αντίδραση απομάκρυνσης Fmoc-προστατευτικής ομάδας
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Η Boc-ομάδα είναι ευαίσθητη στα οξέα και η απομάκρυνσή της γίνεται με 

τριφθοροξικό οξύ (TFA) σε διχλωρομεθάνιο (DCM) (40% ν/ν).

Με αυτή την κατεργασία, η α-αμινομάδα λαμβάνεται ως άλας του τριφθοροξικού 

οξέος το οποίο εξουδετερώνεται με διάλυμα διϊσοπροπυλαιθυλαμίνης (DIEA) σε 

διχλωρομεθάνιο (DCM) (7-10% ν/ν) (σχήμα 5)

Η Fmoc-ομάδα είναι ευαίσθητη σε ασθενείς βάσεις και η απομάκρυνσή της 

επιτυγχάνεται με διαλύματα δευτεροταγών αμινών, όπως πιπεριδίνη σε διμεθυλοφορμαμίδιο 

(DMF) (20% ν/ν) (σχήμα 6).

Προστασία των παράπλευρων δραστικών ομάδων των αμινοξέων
Η προστασία των δραστικών παράπλευρων ομάδων των αμινοξέων εξαρτάται από τη 

φύση των ομάδων αυτών καθώς και από τη στρατηγική σύνθεσης που ακολουθείται. Οι 

προστατευτικές ομάδες που επιλέγονται πρέπει να είναι σταθερές στις συνθήκες 

αποπροστασίας της α-αμινομάδας, να είναι σταθερές στις συνθήκες σχηματισμού του 

πεπτιδικού δεσμού και να απομακρύνονται εύκολα μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης κατά 

την αποκοπή του πεπτιδίου από το στερεό πολυμερικό υπόστρωμα ή/και εκλεκτικά όταν αυτό 

απαιτείται, όπως για παράδειγμα κατά τη σύνθεση διακλαδισμένων πεπτιδικών μορίων.

Από τα 20 φυσικά αμινοξέα, οι συντακτικοί τύποι των οποίων φαίνονται στο σχήμα 7, 

τα αμινοξέα γλυκίνη, αλανίνη, βαλίνη, λεύκινη, ισολευκίνη, φαινυλαλανίνη, προλίνη και 

μεθειονίνη εισάγονται στην πεπτιδική αλυσίδα χωρίς κάποια προστασία της παράπλευρης 

αλυσίδας τους διότι δεν φέρουν σε αυτήν καμία δραστική ομάδα που θα μπορούσε να  

δημιουργήσει προβλήματα στην πεπτιδική σύνθεση. Αντίθετα, τα υπόλοιπα 12 αμινοξέα 

φέρουν δραστικές ομάδες στην παράπλευρη αλυσίδα τους επομένως η προστασία αυτών 

κρίνεται επιτακτική για την αποφυγή ανεπιθύμητων παραπροϊόντων.

Οι συνηθέστερες προστατευτικές ομάδες των παράπλευρων δραστικών αλυσίδων των 

αμινοξέων που χρησιμοποιούνται στη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση φαίνονται στον 

πίνακα 1, ενώ στη συνέχεια αναπτύσσονται τα κριτήρια επιλογής αυτών των προστατευτικών 

ομάδων για κάθε αμινοξύ.
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Πίνακας 1. Οι συνηθέστερες τφοστατεντικές ομάδες πον χρησιμοποιούνται για την προστασία 

των τζαρόσόευρων ομάδων των αμινοξέων στη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση.

f +J&X Ζ 5ε>2"?' \ . ι ι ν Ο®,*)''"'·

22.4.6.7- 
πενταμεθυλο-

διϋδροβενζοφουρανο-
5-σουλφονυλομάδα

22.5.7.8-
} pjoc πενταμεΟυλχ>-

χρωμανο-6- 
σουλφονυλομάδα

4-μεθοξυ-2,3,6-
τριμεθυλοφαινυλο-
σουλφονυλομάδα

π-τολουολο-
σουλφσνυλομάδα

Pbf [59]

Pmc [60]

Mtr [61]

Tos [62, 
63]

Boc 2,4,6-
τριμεθυλοφαινυλο-
σουλφονυλομάδα

Mts [64] “ή
h3c

Fmoc
t-βουτοξυ-

καρβονυλομάδα

βενζυλοξυ-
καρβονυλομάδα

Boc 

Ζ [65]

CH;
1H,C--- C—
1CH,

O

-°  c -
O

O
0

‘V " ' ·

Cl

Boc
2-χλωρο-βενζυλοξυ-

καρβονυλομάδα
2-C1-Z

[65] ό
9-φλουορενυλο-

μεΟυλοξυ-
καρβονυλομάδα

Fmoc

63



Fmoc/Boc

(εκλεκτική
αποπροστασία)

Fmoc

(εκλεκτική
αποπροστασία)

)■ moc

Boc

I m oc

1 -(4,4-διμεθυλο-2,6- 
διοξο-κυκλοεξ-1 - 

υλιδεν)αιθυλομάδα

1 -(4,4-διμεθυλο-2,6- 
διοξο-κυκλοεξ-1 - 
υλιδεν)-3-μεθυλ- 

βουτυλομάδα

Αλλυλοξυ-
καρβονυλομάδα

4-μεθοξυ-
τριτυλομάδα

4-μεθυλο-
τριτυλομάδα

t-βουτοξυ-
καρβονυλομάδα

Τριτυλομάδα
(τριφαινυλο-
μεθυλομάδα)

π-τολουολο-
σουλφονυλομάδα

2,4-
δινιτροφαινυλομάδα

t-βουτοξυ-
καρβονυλομάδα

Dde [66]

ivDde [67]

Alloc

M m t

M tt

Boc

Trt [68]

Tos [69]

Dnp [70]

Boc

H3Cv .CH3

Ο' γ

HjC ^ C H j

o o

II
O

H3O O f/ Χ Λ -

\ _ J
N02

c h 3

T  N°2

CHt

H,C--- C--- O---C—

CH,
O

64



Fm oc

Boc

Fm oc

Boc

Τριτυλομάδα
(τριφαινυλο- Trt [71 ]
μ^θυλομάδα) ο-

t-βουτοξυομάδα OtBu [72]

βενζυλοξυομάδα OBzl

κυκλοεξυλοξυομάδα OcHx O—

Fmoc/Boc
(εκλεκηκή αλλυλομάδα OA ll [73]

αποπ ρόστα σία)

Finot t-βουτυλομάδα tBu [74] CH3
H 3 C - C —

c h 3

Boc βενζυλομάδα Bzl [75-
7η

^ 0

Fmoc/Boc

(εκλεκηκή
αποπροστασία)

Τριτυλομάδα
(τριφαινυλο- Trt [78]
μεθυλομάδα)



Ι'ΜΙΟΓ
(ελεύθερη -

βΗ ή
κυκλοποίηση 

σε SPPS)

Γυιυι:
(τροποποίηση

στην
παράπλευρη 
αλυσίδα της 
κυστεΐνης)

Boc
(ελεύθερη

SH)

Fmoc/Boc
(κυκλοποίηση 

σε SPPSή 
υγρή φάση)

Τριτυλομάδα
(τριφαννυλο-
μεθυλομάδα)

Trt [79] ο-C—

ό

4-μεθοξυ-
τριτυλομάδα Mmt [80] H3C- 0 Γ \ C

— α * τ \  \-o-CHj
ρ-μεθοξυβενζυλομάδα pMeOBzl \ = /

ακεταμιδομεθυλομάδα Acm [79]
Η Ο Η ιι

— CHj- N - C - C H 3

66



> Προστασία της γουανιδινομάδας της αργινίνης
Η γουανιδινομάδα της παράπλευρης αλυσίδας της αργινίνης είναι ισχυρά πυρηνόφιλη 

και ως εκ τούτου εύκολα ακυλιώνεται κατά την πεπτιδική σύνθεση, αν δεν προστατευθεί. 

Από τα τρία άτομα αζώτου, αυτό που συνήθως προστατεύεται είναι το ω-άζωτο με τη χρήση 

νίτρο-, ουρεθαν (ακυλ-)-, αρυλοσουλφονυλ- ή τριτυλ- ομάδων. Οι πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενες προστατευτικές ομάδες ανήκουν στην αρυλοσουλφονυλο κατηγορία: Tos 

[62, 63], Mts [64] κατά την Boc στρατηγική, Mtr [61], Pmc [60], και Pbf [59] κατά την Fmoc 

στρατηγική.

Η πιο διαδεδομένη από όλες είναι η Pbf ομάδα η οποία πλεονεκτεί έναντι της 

ανάλογης Pmc στο ότι απομακρύνεται 1,2-1,4 φορές ταχύτερα κατά την αποκοπή με TFA 

και, κυρίως, ελαχιστοποιεί την σουλφσνίωση της τρυπτοφάνης, ειδικά όταν αυτή 

χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με Trp(Boe) παρουσία σιλανοπαγίδων.

> -Προστασία της Ν*-αμινομάδας της λυσίνης
Η ε-αμινομάδα της λυσίνης παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς παρέχει τη 

δυνατότητα μόνιμης ή/και ημι-μόνιμης (εκλεκτικής ή ορθογωνικής) προστασίας. Η 

3 δυνατότητα αυτή είναι χρήσιμη για τη σύνθεση διακλαδισμένων ή τροποποιημένων 

πεπτιδίων.

Εκτός από τις κλασσικές προστατευτικές ομάδες 2-C1-Z, Ζ [65] και Fmoc για την Boc 

στρατηγική ή Boc για την Fmoc στρατηγική, οι ομάδες που έχουν αναπτυχθεί τα τελευταία 

χρόνια και επιτρέπουν εκλεκτική προστασία της ε-αμινομάδας της λυσίνης είναι οι Dde 

[66], ivDde [67], Mtt [81], Mint [82]και Alloc [73].

Η ομάδα Dde κατά την κατεργασία με πιπεριδίνη για την αποκοπή της Fmoc ομάδας 

μεταναστεύει στις αμινομάδες που ελευθερώνονται καθώς επίσης παρουσιάζεται μερική 

απώλειά της κατά τη σύνθεση μεγάλων πεπτιδίων.

Η πιο ογκώδης ομάδα ivDde αποτελεί παραλλαγή της Dde που αποτρέπει την 

I  εμφάνιση των παραπάνω προβλημάτων. Είναι σταθερή στις συνθήκες αποκοπής των 

I Fmoc(20% πιπεριδίνη), Boc(TFA ή 50% TFA σε DCM) καθώς και DBU (2%) ομάδων, ενώ

|  απομακρύνεται εκλεκτικά με κατεργασία με 2% υδραζίνη σε DMF. Η απομάκρυνσή της θα 

πρέπει να γίνεται μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης του πεπτιδικού σκελετού και 

διατηρώντας την α-αμινομάδα Boc προστατευμένη καθώς η κατεργασία με υδραζίνη 

ενδέχεται να προκαλέσει ανεπιθύμητη απομάκρυνση και της Fmoc ομάδας. Ωστόσο,
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πλήρης ορθογωνικότητα μεταξύ Fmoc/ivDde επιτυγχάνεται με απομάκρυνση της ivDde με 
μίγμα υδροξυλαμίνης/υδροχλωρίου/ιμιδαζολίου (1:3:1) σε ΝΜΡ.

Ανάλογη ορθογωνικότητα παρέχεται και με τη χρήση της Mtt [81] ομάδας, η οποία 
απομακρύνεται εκλεκτικά κατόπιν κατεργασίας με 1% TFA σε DCM ή με μίγμα 
DCM/HFIP/TFE/TES (6,5:2:1:0,5), ενώ για ακόμα μεγαλύτερη ευαισθησία σε οξέα 
χρήσιμη είναι και η Mmt [82] ομάδα.

Τέλος, εκλεκτικά απομακρύνεται και η Alloc προστατευτική ομάδα με ήπια 
καταλυτική μεταφορά αλλυλίου.

> Προστασία του ιμιδαζολικού δακτυλίου της ιστιδίνης
Τα δυο κύρια προβλήματα που παρουσιάζονται κατά την εισαγωγή της ιστιδίνης σε 

μια πεπτιδική αλληλουχία είναι η ρακεμοποίηση και η ακυλίωση.
Η ρακεμοποίηση είναι το πιο σοβαρό πρόβλημα κατά τη σύζευξη της ιστιδίνης. 

Οφείλεται στη δραστικότητα του ιμιδαζολικού πυρήνα και μπορεί να αποφευχθεί με 
προστασία του π-αζώτου (σχήμα 8). Ωστόσο, οι πιο χρησιμοποιούμενες ομάδες 
προστατεύουν το τ-άζωτο και παρόλα αυτά καταστέλλουν την εναντιομερίωση λόγω 
ηλεκτρονιακών επιδράσεων που μειώνουν τη βασικότητα του π-αζώτου (στερικές επιδράσεις 
ίσως επίσης παίζουν κάποιο ρόλο).

Σχήμα 8. Τα άτομα αζώτου τον ιμιδαζολικού πυρήνα της ιστιδίνης

Ακυλίωση μη προστατευμένης ιστιδίνης κατά τη διάρκεια διαδοχικών κύκλων 
σύζευξης παρατηρείται όταν χρησιμοποιείται παροδική προστασία αυτής (Boc-His(Boc)-OH)

Τ
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ή όταν η προστατευτική ομάδα δεν είναι πλήρως σταθερή στις συνθήκες σύζευξης ή 

αποπροστασίας (Boc-His(Tos)). Παρά τα προβλήματα που σχετίζονται με τη χρήση της 

τοσυλομάδας, κυριότερα εκ των οποίων είναι η εύκολη απομάκρυνση αυτής με την επίδραση 

του HOBt κατά τη σύζευξη και η περιορισμένη σταθερότητα του παραγώγου Boc-His(Tos)- 

ΟΗ [69] σε θερμοκρασία δωματίου, ωστόσο, το παράγωγο αυτό ή το σταθερό άλας του με 

δικυκλοεξυλαμίνη, παραμένει το περισσότερο χρησιμοποιούμενο κατά την Boc/Bzl 

μεθοδολογία. Εναλλακτικά, το παράγωγο Boc-His(Dnp)-OH [70] μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

για την αντιμετώπιση των παραπάνω προβλημάτων, αν και δε στερείται ούτε αυτό 

μειονεκτημάτων. Ως η καλύτερη προστασία για τον ιμιδαζολικό δακτύλιο της ιστιδίνης στην 

Boc/Bzl μεθοδολογία κρίνεται η βενζυλοξυμεθυλομάδα (Bom) η οποία, προστατεύοντας το 

π-άζωτο, μειώνει στο ελάχιστο τον κίνδυνο ρακεμοποίησης αλλά, ωστόσο, η χρήση της 

περιορίζεται λόγω του κόστους σύνθεσης του παραγώγου Boc-His(Bom)-OH

Στην Fmoc/tBu στρατηγική η ιστιδίνη εισάγεται ως Fmoc-His(Boc)-OH ή ως Fmoc- 

His(Trt)-OH [68]. Η Trt ομάδα είναι πιο αποτελεσματική από τη λιγότερο ογκώδη Boc ομάδα 

στην καταστολή της ρακεμοποίησης, εκτός από τις περιπτώσεις στις οποίες η σύζευξη είναι 

αργή λόγω στερικών παρεμποδίσεων ή συσσωμάτωσης. Επιπλέον, είναι σταθερή στις 

συνθήκες σύζευξης και αποπροστασίας ενώ απομακρύνεται εύκολα με 95% TFA για 1 ώρα 

στους 20° C.

Ι
>  Προστασία του ινδολικού δακτυλίου της τρυπτοφάνης

Αν και ο ινδολικός πυρήνας της Trp είναι αρκετά αδρανής, οι παράπλευρες 

αντιδράσεις που ενδέχεται να λάβουν χώρα είναι η οξείδωση και η αλκυλίωση αυτού απόJ
C καρβοκατιόντα κατά την αποκοπή από τη ρητίνη. Η χρήση της Fmoc-Trp(Boc)-OH είναι
ι
I ιδιαίτερα αποτελεσματική στην αντιμετώπιση των παραπάνω προβλημάτων.

: Κατά την αποπροστασία με TFA, απομακρύνεται το τμήμα t-βουτυλ της Boc ομάδας

ι αφήνοντας το ινδόλιο προστατευμένο με μια Ν-καρβοξυ ομάδα, αποτρέποντας έτσι πιθανή 

ο αλκυλίωση, επαναπρόσδεση του πεπτιδίου στη ρητίνη, αν η Trp βρίσκεται στο C-άκρο, ή 

σουλφονίωση. Η τρυπτοφάνη αναγεννάται κατά τη λυοφιλιοποίηση καθώς αυτό το ενδιάμεσο 

. καρβαμικό οξύ αποκαρβοξυλιώνεται εύκολα σε όξινα υδατικά μέσα.

Όταν ακολουθείται η Boc/Bzl στρατηγική σύνθεσης, η τρυπτοφάνη χρησιμοποιείται 

* γενικά χωρίς προστασία του ινδολικού δακτυλίου, ενώ ενδείκνυται η χρήση της 

c φορμυλομάδας (For) όταν η προστασία του ινδολίσυ κρίνεται επιτακτική.
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> Προστασία της καρβοξαμιδικής ομάδας της ασπαραγίνης/γλουταμίνης
%

Τα δύο αυτά αμινοξέα μπορούν να ενσωματωθούν χωρίς προστασία της 

παράπλευρης ομάδας τους. Ωστόσο, είναι γνωστό ότι υφίστανται μερικές παράπλευρες 

αντιδράσεις με πιο σημαντική από αυτές το σχηματισμό νιτριλίου μέσω αφυδάτωσης της 

καρβοξαμιδικής παράπλευρης αλυσίδας κατά την ακυλίωση. Η αντίδραση αυτή συμβαίνει με 

ποικιλία αντιδραστηρίων σύζευξης αλλά ευτυχώς μπορεί να ελαχιστοποιηθεί με την 

προσθήκη του HOBt ή με ακυλίωση μέσω ενεργών εστέρων.

Η χρήση προστατευτικής ομάδας μπορεί επίσης να ελαχιστοποιήσει την αφυδάτωση. 

Οι ομάδες που χρησιμοποιούνται για το σκοπό αυτό είναι κυρίως η Trt [71], κατά την Fmoc 

μεθοδολογία, και η Xan για την γλουταμίνη, κατά την Boc μεθοδολογία. Τα παράγωγα Fmoc- 

Asn(Trt)-OH και Fmoc-Gln(Trt)-OH είναι αρκετά διαλυτά σε DMF, ενώ η τριτυλομάδα όταν 

ελευθερώνεται με TFA δεν αλκυλιώνει την Trp ή άλλες ευαίσθητες παράπλευρες αλυσίδες. 

Όταν πρόκειται για Asn(Trt) στο Ν-τελικό άκρο του πεπτιδίου, απαιτείται παρατεταμένος 

χρόνος αποκοπής με TFA (4 ώρες).

> Προστασία της καρβοξυλικής ομάδας του ασπαρτικού/γλουταμινικού οξέος
Τα αμινοξέα ασπαρτικό και γλουταμινικό οξύ εισάγονται στην πεπτιδική αλυσίδα με 

προστατευμένη την καρβοξυλική ομάδα της παράπλευρης αλυσίδας τους προς αποφυγή 

ανεπιθύμητων αντιδράσεων που θα οδηγούσαν σε λήψη διακλαδισμένων πεπτιδίων. Γενική 

μέθοδος προστασίας που ακολουθείται είναι η εστεροποίηση, η ακριβής φύση της οποίας 

προσδιορίζεται επιπλέον και από την ανάγκη περιορισμού της κυκλοποίησης προς 

σχηματισμό ηλεκτριμιδίων.

Η χρήση της t-βουτοξυ (OtBu) [72] προστατευτικής ομάδας κατά την Fmoc 

στρατηγική κρίνεται αποτελεσματική για την αποφυγή της κυκλοποίησης. Στην Boc 

στρατηγική, καταλληλότερη κρίνεται η κυκλοεξυλομάδα (OcHx) για την προστασία του 

ασπαρτικού οξέος, ενώ για το γλουταμινικό οξύ γίνεται χρήση της OBzl ομάδας.

Επιπλέον, χρήσιμη αποδεικνύεται και η προστασία της καρβοξυλικής ομάδας 

ασπαρτικού και γλουταμινικού οξέος με την αλλυλομάδα (ΟΑ11) [73] διότι αυτή 

απομακρύνεται εκλεκτικά με καταλυτική μεταφορά αλλυλίου.
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> Προστασία της υδροξυλομάδας της σερίνης/θρεονίνης/τυροσίνης

Η υδροξυλομάδα των αμινοξέων σερίνη, θρεονίνη και τυροσίνη είναι δυνατόν να 

' υποστεί ακυλίωση από το ενεργοποιημένο εισερχόμενο αμινοξύ οπότε η προστασία αυτής 

κρίνεται απαραίτητη και συνήθως επιτυγχάνεται με μετατροπή αυτής σε έναν αιθέρα. Έτσι τα 

ι αμινοξέα αυτά εισάγονται στην πεπτιδική αλυσίδα ως t-βουτυλαιθέρες κατά την Fmoc 

μεθοδολογία [74] και ως βενζυλαιθέρες κατά την Boc [75-77]. Επιπλέον, η τριτυλομάδα [78] 

μπορεί να χρησιμοποιηθεί στα πλαίσια ορθογωνικής προστασίας διότι απομακρύνεται 

εκλεκτικά, υπό ελαφρά όξινες συνθήκες (1,1% TFA σε DCM).

>  Προστασία της θειολομάδας της κυστεΐνης

Η σύνθεση πεπτιδίων που περιέχουν στην αλληλουχία τους κατάλοιπα κυστεΐνης είναι 

αρκετά πολύπλοκη και συχνά προβληματική. Το σημαντικότερο πρόβλημα προκύπτει από το 

γεγονός ότι η σουλφυδρυλομάδα υφίσταται πολύ εύκολα οξείδωση προς σχηματισμό 

δισουλφιδίου (διμερισμός). Επιπλέον, είναι μια αρκετά πυρηνόφιλη ομάδα που μπορεί 

εύκολα να ακυλιωθεί κατά την πεπτιδική σύνθεση άρα θα πρέπει να χρησιμοποιείται 

προστατευμένη. Η επιλογή της προστατευτικής ομάδας καθορίζεται από τη στρατηγική 

σύνθεσης που θα ακολουθηθεί (Fmoc ή Boc) καθώς και από το αν η κυστεΐνη στο τελικό 

πεπτίδιο απαιτείται να φέρει ελεύθερη τη σουλφυδρυλομάδα της ή αυτή να συμμετέχει σε 

ενδομοριακούς ή διαμοριακούς δισουλφιδικούς δεσμούς. Επιπλέον, όσον αφορά στη δεύτερη 

περίπτωση, έχει σημασία αν ο δισουλφιδικός δεσμός θα σχηματιστεί στη στερεή φάση ή στην 

υγρή, μετά την αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη.

Όταν ακολουθείται η Fmoc/tBu στρατηγική, οι προστατευτικές ομάδες που 

χρησιμοποιούνται συχνότερα είναι οι Tit και Mmt. Η Trt ομάδα [79] απομακρύνεται κατά 

την τελική κατεργασία του πεπτιδίου με TFA οδηγώντας στη λήψη κυστεΐνης με ελεύθερη 

σουλφυδρυλομάδα ή κατά την κατεργασία της πεπτιδορητίνης με h  ή T13+/TFA οδηγώντας 

στην κυκλοποίηση μέσω δισουλφιδικού δεσμού. Η Mmt ομάδα [80] είναι πολύ περισσότερο 

ευαίσθητη στα οξέα διότι απομακρύνεται εκλεκτικά με 1% TFA/DCM επιτρέποντας έτσι τη 

χρήση της στη σύνθεση πεπτιδίων που φέρουν διάφορες τροποποιήσεις στην περάπλευρη
I

αλυσίδα καταλοίπων κυστεΐνης (π.χ. δημιουργία θειοαιθερικού δεσμού).

Κατά την Boc/Bzl μεθοδολογία πεπτιδικής σύνθεσης, όταν η κυστεΐνη απαιτείται να 

ληφθεί με ελεύθερη τη σουλφυδρυλομάδα της τότε εισάγεται στην πεπτιδική αλυσίδα ως 

Boc-.Cys(pMeOBzl)-OH παράγωγο.
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Τέλος, πολύ διαδεδομένη είναι η χρήση της Acm ομάδας για την προστασία της 

παράπλευρης αλυσίδας της κύστεΐνης τόσο κατά την Fmoc [79] όσο και κατά την Boc 

στρατηγική. Η ομάδα αυτή είναι σταθερή στην επίδραση οξέων και απομακρύνεται με 

κατεργασία με h  ή T13+/TFA προς σχηματισμό δισουλφιδικού δεσμού.

Αντιδραστήρια σύζευξης
Η περισσότερο χρησιμοποιούμενη μέθοδος για το σχηματισμό του πεπτιδικού δεσμού 

στη σύνθεση των πεπτιδίων είναι αυτή των αντιδραστηρίων σύζευξης, λόγω της απλότητας 

και της ταχύτητάς της, εφόσον ενεργοποίηση και σύζευξη λαμβάνουν χώρα ταυτόχρονα (in 

situ coupling reagents).

To Ν,Ν-δικυκλοεξυλοκαρβοδιϊμίδιο (DCC) και το διϊσοπροπυλοκαρβοδιϊμίδιο (DIC) 

είναι τα δυο κλασικά αντιδραστήρια σύζευξης που χρησιμοποιούνται ευρύτατα μέχρι σήμερα. 

Πιθανή ρακεμοποίηση λόγω της μεγάλης ενεργοποίησης του δραστικού ενδιάμεσου 

παραγώγου (Ο-ακυλο-ισοουρία) καθώς και σχηματισμός της μη δραστικής Ν-ακυλοουρίας 

μέσω ενδομοριακής Ο—>Ν μετάθεσης στην Ο-ακυλο-ισοουρία συγκαταλέγονται στα 

μειονεκτήματα της μεθόδου.

Η ρακεμοποίηση και ο σχηματισμός της Ν-ακυλοουρίας μπορούν να ελαττωθούν με 

την προσθήκη βοηθητικών πυρηνόφιλων, όπως το 1-υδροξυβενζοτριαζόλιο (HOBt) [83]. Η 

προσβολή της πρόσθετης αυτής ουσίας επί του ενεργού ενδιάμεσου παραγώγου, οδηγεί στο 

σχηματισμό του Ο-ακολο-1-υδροξυβενζοτριαζολίου, το οποίο είναι ένα ισχορό σκολιωτικό 

μέσο.

Εκτός από τα καρβοδιϊμίδια, στην πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση 

χρησιμοποιούνται ευρύτατα τα τελευταία χρόνια φωσφονικά ή ουρονικά παράγωγα ως 

αντιδραστήρια σύζευξης.

Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν τα: BOP [Castro’s reagent, βενζοτριαζολ-1-υλ-οξυ- 

τρις-(διμεθυλαμινο)-φωσφονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας] [84], PyBOP [βενζοτριαζολ-1- 

υλ-οξυ-τρις-πυρολιδινο-φωσφονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας [85]], BroP [βρωμο-τρις- 

(διμεθυλαμινο)-φωσφονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας] [86] και PyBrop [βρωμο-τρις- 

πυρολιδινο-φωσφονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας] (σχήμα 9).
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PyBrop B rop

Σχήμα 9. Φωσφονικά παράγωγα που χρησιμοποιούνται ως αντιδραστήρια σύζευξης στην 

πεπχιδική σύνθεση

Το ΒΟΡ, παρά τα πλεονεκτήματα του, όπως μικρό ποσοστό ρακεμοποίησης και 

σύντομος χρόνος σύζευξης, είναι πολύ τοξικό οπότε και αντικαταστάθηκε από το PyBOP.

Στη δεύτερη κατηγορία ανήκουν το ο-βενζοτριαζολυλο-τετραμεθυλο-ισοουρονικό 

εξαφθοροφωσφορικό άλας (HBTU) [87] και το ο-βενζοτριαζολυλο-τετραμεθυλο- 

ισοουρονικό τετραφθοροβορικό άλας (TBTU) [88] (σχήμα 10).

Πλεονεκτήματα αυτών των αντιδραστηρίων σύζευξης είναι το πολύ μικρό ποσοστό 

ρακεμοποίησης, ο μικρός χρόνος της αντίδρασης (~15min) και οι υψηλές αποδόσεις. Στο 

σχήμα 11 φαίνεται ένας προτεινόμενος μηχανισμός για το σχηματισμό πεπτιδικού δεσμού με 

την χρήση των αντιδραστηρίων TBTU και HOBt.
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Σχήμα 10. Ουρονικά παράγωγα που χρησιμοποιούνται ως αντιδραστήρια σύζευξης στην 

ιτεπτιδική σύνθεση

Αντίθετα με τα καρβοδιϊμίδια και τα φωσφονικά άλατα, τα ουρονικά παράγωγα 

αντιδρούν με την αμινομάδα στις συνθήκες που διεξάγεται συνήθως η πεπτιδική σύνθεση 

σχηματίζοντας τετραμεθυλογουανιδίνο παράγωγα. Μη αντιστρεπτή δέσμευση του αμινο- 

συστατικού έχουμε όταν το αντιδραστήριο προστίθεται απευθείας στο μίγμα της αντίδρασης. 

Για να αποφευχθεί αυτό, η ενεργοποίηση του καρβοξυλίου με τα ουρονικά αντιδραστήρια
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πρέπει να λαμβάνει χώρα πριν από την προσθήκη αυτού στο μίγμα της αντίδρασης για την 

πραγματοποίηση της σύζευξης.

Σχήμα 11. Σχηματισμός πεπτιδικου δεσμού με τη χρήση T B T U ω ς  αντιδραστηρίου σύζευξης.

Ανεπιθύμητες αντιδράσεις στην πεπτιδική σύνθεση 
Ρακεμοποίηση

Εκτός από τη γλυκίνη, τα υπόλοιπα 19 αμινοξέα που αποτελούν συστατικά των 

πρωτεϊνών περιέχουν ένα χειρικό (οπτικώς ενεργό) κέντρο στο α-άτομο άνθρακα (ασύμμετρο 

άτομο). Η ισολευκίνη και η θρεονίνη περιέχουν ένα επιπλέον χειρικό κέντρο στην 

παράπλευρη αλυσίδα τους. Τα «πρωτεϊνικά» αμινοξέα απαντούν αποκλειστικά στην ι -  

διαμόρφωση (L-εναντιομερή). Οι ιδιότητες των πρωτεϊνών και των πεπτιδίων εξαρτώνται 

σημαντικά από τη διαμόρφωση (στερεοδιάταξη) των χειρικών τους κέντρων. Η αλλαγή στη 

στερεοδιάταξη ενός και μόνο χειρικού κέντρου (ρακεμοποίηση) μπορεί να έχει δραστικές 

επιδράσεις στη βιολογική δράση και για το λόγο αυτό η ρακεμοποίηση επιβάλλεται να 

ελαχιστοποιείται κατά τη διάρκεια της πεπτιδικης σύνθεσης. Επιπλέον, ο διαχωρισμός 

μίγματος διαστερεομερών είναι δύσκολος έως και αδύνατος.
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Ουσιαστικά, για να συμβεί ρακεμοποίηση ενός αμινοξέος απαιτείται προηγουμένως 

απόσπαση του Η° πρωτονίου από μια βάση που οδηγεί στο σχηματισμό ενός ενδιαμέσου 

καρβανιόντος το οποίο στη συνέχεια επαναπροσλαμβάνει ένα πρωτόνιο αλλά με απώλεια της 

οπτικής καθαρότητας.

Στην SPPS η ρακεμοποίηση πραγματοποιείται πριν ακόμα λάβει χώρα η αντίδραση 

σύζευξης, κατά την' ενεργοποίηση των Ν° -  προστατευμένων αμινοξέων. Η παρουσία της 

ηλεκτρονιοελκτικής ομάδας, που χρησιμοποιείται για την ενεργοποίηση του καρβοξυλίου, 

σταθεροποιεί το ενδιάμεσο καρβανιόν που σχηματίζεται κατά τη απόσπαση του Η° από τη 

βάση, που επίσης είναι παρούσα στο μίγμα της αντίδρασης. Υπό αυτές τις συνθήκες, η 

απόσπαση του Η*1 ευνοείται και το σχηματιζόμενο καρβανιόν, που μπορεί να υποστεί 

μεταβολή στερεοχημικής διάταξης σε μεγάλο ποσοστό, στη συνέχεια επαναπροσλάβει ένα 

πρωτόνιο οδηγώντας στη λήψη μίγματος L- και D- εναντιομερών (ρακεμικό μείγμα) και 

επομένως σε απώλεια της οπτικής καθαρότητας του σχηματιζόμενσυ πεπτιδίου.

Σχήμα 12. Προτεινόμενος μηχανισμός ρακεμσποίησης του νεοεισερχομένου αμινοξέος κατά τη 

διάρκεια της σύζευξης: απόσπαση πραπονίου και σχηματισμός καρβανιόντος που

σταθεροποιείται από την παρουσία της ηλεκτρονιοελκτικής ομάδας X.

Η ενάντιομερίωση του εισερχομένου αμινοξέος είναι mo πιθανή μέσω σχηματισμού 

ενός δακτυλίου αζλακτόνης ο οποίος προκύπτει από κυκλοποίηση των ενεργοποιημένων 

ακυλοαμινοξέων σε βασικές συνθήκες. Στο κυκλικό αυτό ενδιάμεσο της αζλακτόνης είναι 

δυνατόν να συμβεί απόσπαση πρωτονίου από μια βάση γεγονός που ευνοείται διότι το 

ενδιάμεσο καρβανιόν σταθεροποιείται με μεσομέρεια. Ο δακτύλιος μπορεί στη συνέχεια να 

ανοίξει ξανά προκαλώντας ρακεμοποίηση γύρω από τον C°. Η ενάντιο μερίωση με 

σχηματισμό αζλακτόνης συμβαίνει συχνότερα στη συμπύκνωση τμημάτων, ωστόσο, κάποια
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Ν-ουρεθανο προστατευμένα αμινοξέα, και κυρίως η ιστιδίνη και η κυστεΐνη, έχει βρεθεί να 

είναι ευαίσθητα σε αυτή την αντίδραση [49, 89].
Η

Σχήμα 13. Προτεινόμενος μηχανισμός ρακεμοποίησης του νεοεισερχομένου αμινοξέος κατά τη 
διάρκεια της σύζευξης: απόσπαση πρωτονίου μέσω σχηματισμού αζλακτόνης και 

σταθεροποίηση με μεσομέρεια του προκύπτοντος καρβανιόντος.

Η ταχύτητα της ρακεμοποίησης εξαρτάται από την ηλεκτρονιο-ελκτικη επίδραση της 

παράπλευρης αλυσίδας του αμινοξέος, τη θερμοκρασία της αντίδρασης, το διαλύτη και τη 

βάση που χρησιμοποιείται για ενεργοποίηση. Στην SPPS, χρησιμοποιούνται στερικά 

παρεμποδισμένες τεταρτοταγείς αμίνες σε μια προσπάθεια να ελαχιστοποιηθεί η βασικά 

καταλυόμενη απόσπαση του πρωτονίου του C“. Επιπλέον, αποφεύγονται οι πολύ πολικοί 

διαλύτες όπως είναι το DMF και αντί αυτού προτιμάται μίγμα DMF/DCM (1/1), ενώ, 

ταυτόχρονα, δίνεται έμφαση και στην προσθήκη βοηθητικών πυρηνόφιλων (HOBt) στο 

διάλυμα σύζευξης.

Σχηματισμός ασπαρτιμιδίου
Ο καταλυόμενος από βάση σχηματισμός ασπαρτιμιδίου είναι μια συνηθισμένη 

παράπλευρη αντίδραση που παρατηρείται στην SPPS κατά την Fmoc στρατηγική. Λαμβάνει 

χώρα κατά την αντίδραση απομάκρυνσης της Fmoc προστατευτικής ομάδας, ενώ απαντάται 

συχνότερα σε αλληλουχίες του τύπου Asp-AA, όπου AA=Gly, Asn, Ser ή Ala. Η αντίδραση 

περιλαμβάνει την πυρηνόφιλη προσβολή του καρβονολικού άνθρακα της παράπλευρης 

αλυσίδας του ασπαρτικού οξέος από το ζεύγος ηλεκτρονίων του αμιδικού αζώτου του
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επόμενου αμινοξέος στην αλληλουχία που έχει σαν αποτέλεσμα το σχηματισμό ενός ιμιδικού 

δακτυλίου [89]. Αν και η ανεπιθύμητη αυτή αντίδραση ευνοείται περισσότερο στις βασικές 

συνθήκες που επικρατούν κατά την απομάκρυνση της Fmoc ομάδας, ωστόσο, παρατηρείται 

και κατά την Boc/Bzl στρατηγική, στο στάδιο της αποκοπής του πεπτιδίου από τη ρητίνη 

όπου επικρατούν ισχυρά όξινες συνθήκες.

Βασικές ή
ισχυρά όξινες συνθήκες

2Η Ο
/

//
Ο

C

C

ο

CH

R

•Cv^

Σχήμα 14. Σχηματισμός δακτυλίου ασπαρτιμιδίου.

Εκτός από την μεθοδολογία πεπτιδικής σύνθεσης που ακολουθείται, ο σχηματισμός 

ασπαρτιμιδίου εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό και από τους εξής παράγοντες:

Την προστατευτική ομάδα της παράπλευρης αλυσίδας του ασπαρτικού οξέος. Ογκώδεις 

προστατευτικές ομάδες, δότες ηλεκτρονίων περιορίζουν σημαντικά το κλείσιμο του 

δακτυλίου, όπως η tert-βουτυλομάδα (-OtBu) κατά την Fmoc στρατηγική [90-92] ή η 

κυκλοεξυλομάδα (-OcHx) κατά την Boc στρατηγική [93].

♦· Από τα αντιδραστήρια αποκοπής της Fmoc ομάδας.

Στο στάδιο αυτό που είναι και το πιο κρίσιμο για το σχηματισμό του ασπαρτιμιδίου, μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν ασθενέστερες βάσεις από την πιπεριδίνη που δύνανται να περιορίσουν 

την έκταση του φαινομένου. Εναλλακτικές επιλογές για την αποκοπή της Fmoc ομάδας 

αποτελούν η πιπεραζίνη [89] ή η μορφολίνη. Επιπλέον, η προσθήκη 1- 

υδροξυβενζοτριαζολίου (0,1 Μ) ή 2,4-δινιτροφαινόλης στο διάλυμα αποκοπής της Fmoc 

ομάδας έχει προταθεί πως συμβάλει θετικά στον περιορισμό του ασπαρτιμιδίου.

Από τη θέση του ασπαρτικού οξέος στην πειττιδική αλληλουχία.

Όταν μια επιρρεπής στο σχηματισμό ασπαρτιμιδίου αλληλουχία, όπως οι Asp-AA, όπου 

AA=Arg, Asn, Asp, Cys, Ser, Ala, Gly, βρίσκεται προς το C-τελικό άκρο του πεπτιδίου, το 

ποσοστό ασπαρτιμιδίου που λαμβάνεται είναι μεγαλύτερο σε σχέση με την περίπτωση που 

μια τέτοια αλληλουχία βρίσκεται πιο κοντά στο Ν-τελικό άκρο [94].

77



·■ Τέλος, για τον περιορισμό της έκτασης του σχηματιζόμενου ασπαρτιμιδίου έχει 

προταθεί στη βιβλιογραφία η χρήση προστατευτικής ομάδας για το αμιδικό άτομο αζώτου 

που έπεται του ασπαρτικού στην πεπτιδική αλληλουχία. Για το σκοπό μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν ογκώδεις ομάδες που εμποδίζουν το κλείσιμο του πενταμελούς δακτυλίου 

όπως η 2-υδροξυ-4-μεθοξυ-βενζυλομάδα (Hmb) [95], η 2,4-διμεθοξυ-βενζυλομάδα (Dmb), η 

2,4,6-τριμεθοξυ-βενζυλομάδα (Tmb) και η 2-νιτρο-βενζυλομάδα (Nbzl). Η επιλογή αυτή 

αποδεικνύεται ιδιαίτερα αποτελεσματική μόνο στην περίπτωση της Gly η οποία ταυτόχρονα 

είναι και το πιο επικίνδυνο αμινοξύ για το σχηματισμό ασπαρτιμιδίου.

Ο σχηματιζόμενος δακτύλιος του ασπαρτιμιδίου είναι δυνατόν να ανοίξει ύστερα από 

προσβολή πυρηνόφιλων σε έναν από τους δυο καρβονυλικούς άνθρακες οδηγώντας στο 

σχηματισμό μίγματος παραπροϊόντων. Πιο συγκεκριμένα, τα πυρηνόφιλα που μπορεί να 

προσβάλουν το δακτύλιο είναι η πιπεριδίνη [94], κατά την αποκοπή της Fmoc ομάδας, η 

μεθανόλη [96], κατά τις εκπλύσεις της πεπτιδορητίνης, αλλά και το νερό [97], κατά τον 

καθαρισμό του πεπτιδίου με HPLC, οδηγώντας στη λήψη μίγματος α-, β-πεπτιδίων, α-, β- 

πιπεριδιδίων και α-, β-μεθυλεστέρων, αντίστοιχα.

Παρά το ότι τα παραπροϊόντα της επίδρασης της πιπεριδίνης ή της μεθανόλης μπορούν να 

διαχωριστούν από το επιθυμητό πεπτίδιο και να ταυτοποιηθούν, λόγω της διαφοράς στο 

μοριακό βάρος και στο χρόνο κατακράτησης στην στήλη της HPLC, εντούτοις, τα α- και β- 

πεπτίδια είναι δύσκολο να διαχωριστούν ή να ταυτοποιηθούν διότι έχουν ακριβώς το ίδιο 

μοριακό βάρος.

Σχηματισμός δικετοπιπεραζίνης

Μια ακόμα ανεπιθύμητη αντίδραση που ενδέχεται να λάβει χώρα κατά την πεπτιδική 

σύνθεση είναι ο σχηματισμός κυκλικών διπεπτιδίων γνωστών ως δικετοπιπεραζίνες (DKP). 

Πιο συγκεκριμένα, η παράπλευρη αυτή αντίδραση παρατηρείται κατά την απομάκρυνση της 

Ν°-αμινο προστατευτικής ομάδας του δεύτερου (από το C-τελικό άκρο) αμινοξέος ή κατά τη 

σύζευξη του τρίτου αμινοξέος και συνίσταται στο ότι η ελεύθερη αμινομάδα του 

προσδεδεμένου στη ρητίνη διπεπτιδίου προσβάλλει ενδομοριακά τον καρβονυλικό άνθρακα 

που συνδέει το πεπτίδιο με τη ρητίνη και έχει σαν αποτέλεσμα την αποκοπή από τη ρητίνη 

ενός κυκλικού διπεπτιδίου (DKP) [98]. Οι ομάδες που ελευθερώνονται κατά αυτόν τον τρόπο 

στην ρητίνη θα συζευχθούν στη συνέχεια με το τρίτο κατά σειρά αμινοξύ και μετά την 

ολοκλήρωση της σύνθεσης εκτός από το επιθυμητό πεπτίδιο θα ληφθεί και ένα παραπροϊόν 

που αντιστοιχεί στο επιθυμητό πεπτίδιο χωρίς τα δύο C-τελικά αμινοξέα.
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Ο σχηματισμός DKP είναι εφικτός τόσο κατά την Fmoc/tBu [99] όσο και κατά την 

Boc/Bzl στρατηγική, ενώ η έκταση του φαινομένου εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από το είδος 

του δεσμού που συνδέει το πεπτίδιο με τη ρητίνη [100] και από τη φύση των δυο C-τελικών 

αμινοξέων, με τη γλυκίνη και την προλίνη να θεωρούνται τα πιο «ε7ακίνδυνα» αμινοξέα. Η 

γλυκίνη ευνοεί το σχηματισμό DKP λόγω απουσίας παράπλευρης αλυσίδας, ενώ στην 

περίπτωση της προλίνης ο πλευρικός δακτύλιος βρίσκεται στο επίπεδο του μορίου της DKP 

και έτσι δεν παρεμποδίζει κατά το κλείσιμο του δακτυλίου.

Για την αντιμετώπιση της παράπλευρης αυτής αντίδρασης ενδείκνυται η 

χρησιμοποίηση ρητινών που φέρουν ογκώδεις υποκαταστάτες, όπως η 2-chlorotrityl chloride 

ρητίνη, η εισαγωγή των C-τελικών αμινοξέων προστατευμένων με ογκώδεις ομάδες στην 

παράπλευρη αλυσίδα τους αλλά και η εισαγωγή του 2ου και 3ου αμινοξέος ως προστατευμένο 

διπεπτίδιο, μεθοδολογία που όμως παρουσιάζει σημαντικά προβλήματα.

Αποκοπή του πεπτιδίου από το στερεό πολυμερές

Όταν ολοκληρωθεί η σύνθεση του πεπτιδίου πάνω στο στερεό πολυμερές ακολουθεί η 

αποκοπή αυτού με τη χρήση του κατάλληλου αντιδραστηρίου. Οι συνθήκες πρέπει να είναι 

τέτοιες που να επιτρέπουν την αποκοπή του πεπτιδίου, χωρίς την καταστροφή αυτού. Η 

χημική μέθοδος που χρησιμοποιείται συνήθως, είναι η επεξεργασία της πεπτιδορητίνης με 

ισχυρά οξέα. Η επιλογή ενός τέτοιου οξέος εξαρτάται από το είδος της ρητίνης, από τον 

τρόπο σύνδεσης του C-τελικού αμινοξέος με το πολυμερές καθώς και από το αν θέλουμε το 

πεπτίδιο να είναι πλήρως, μερικώς ή καθόλου προστατευμένο.

Για την αποκοπή πεπτιδίων που συντίθενται με την Boc-στρατηγική απαιτείται η 

χρησιμοποίηση πολύ ισχυρών οξέων όπως είναι το υγρό υδροφθόριο (HF), ή το 

τριφθορομεθανοσουλφονικό οξύ (TFMSA). Για τα πεπτίδια που συντίθενται με την Fmoc- 

στρατηγική χρησιμοποιούνται για την αποκοπή τους πιο ήπια οξέα όπως είναι το 

τριφθοροξικό οξύ (TFA). Κατά την αποκοπή του πεπτιδίου από την ρητίνη, γίνεται και η 

απομάκρυνση των προστατευτικών ομάδων των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων. Ως 

συνέπεια αυτού, το μίγμα της αντίδρασης αποκοπής είναι πλούσιο σε ηλεκτρονιόφιλες 

αλκυλιωτικές ομάδες. Για την αποφυγή παράπλευρων αντιδράσεων του πεπτιδίου με αυτές 

τις ομάδες, η αποκοπή γίνεται πάντα παρουσία μορίων-παγίδων (scavengers) που έχουν την 

ικανότητα να δεσμεύουν τις ομάδες αυτές. Τα πιο συχνά χρησιμοποιούμενα μόρια παγίδες 

είναι η ανασόλη, η φαινόλη και παράγωγα θειολών.
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Αποκοπή με τη χρήση υγρού HF
%

To HF είναι πολύ τοξικό και ισχυρά διαβρωτικό. Για τους λόγους αυτούς, η 

διαδικασία πρέπει να γίνεται με μεγάλη προσοχή και σε ειδική συσκευή. Για την αποκοπή 1 g 

πεπτιδορητίνης απαιτούνται 10ml HF, 1ml ανισόλης και 0,5 g φαινόλης.

Ανάλογα με την αλληλουχία των αμινοξέων του πεπτιδίου προστίθενται στο μίγμα 

της αντίδρασης και κάποια άλλα μόρια παγίδες. Όταν υπάρχει Met προστίθεται 

διμεθυλοσουλφίδιο (DMS) για την αποφυγή της οξείδωσης της σε σουλφοξείδιο (MetO). 

Στην περίπτωση της Tyr, για την αποφυγή C-αλκυλίωσης του αρωματικού δακτυλίου 

χρησιμοποιείται θειοανισόλη, η οποία όμως θα πρέπει να αποφεύγεται στην περίπτωση που 

στην αλληλουχία περιέχεται και Trp, οπότε συμβαίνει αλκυλίωση του αζώτου του ινδολικού 

δακτυλίου. Γενικά, η ανισόλη, σε συνδυασμό με DMS και π-θειοκρεσόλη στην περίπτωση 

Met και Cys, παραμένει το περισσότερο χρησιμοποιούμενο μόριο-παγίδα κατά την αποκοπή 

με HF. Η αντίδραση αποκοπής αφήνεται αρχικά στους -7  έως -1 0  °C για 30 λεπτά. Αυτό 

γίνεται για την απομάκρυνση των προστατευτικών ομάδων και τη δέσμευσή τους ευκολότερα 

από τα μόρια παγίδες. Στην συνέχεια, η αντίδραση αφήνεται για 1 ώρα στους 0 °C όπου 

έχουμε την αποκοπή του πεπτιδίου από την ρητίνη. Εάν στο πεπτίδιο υπάρχει Arg(Tos), τότε 

η αντίδραση αφήνεται για 2 ώρες για την πλήρη απομάκρυνση της Tos-ομάδας.

Αποκοπή με τη χρήση TFA

Το πλεονέκτημα της μεθόδου είναι ότι το TFA είναι λιγότερο τοξικό και ισχυρό οξύ 

από το HF, με αποτέλεσμα η διαδικασία αποκοπής του πεπτιδίου από την ρητίνη να γίνεται 

εύκολα και γρήγορα. Και σε αυτή την μέθοδο ανάλογα με τα αμινοξέα του πεπτιδίου 

απαιτείται η χρήση μορίων-παγίδων όπως: θειοανισόλη, φαινόλη, αιθανοδιθειόλη (EDT), 

αιθυλομεθυλοσουλφίδιο (EMS), Η2Ο, τριϊσοπροπυλοσιλάνιο (TIS) [101], τριαιθυλοσιλάνιο 

(TES). Για την πλειονότητα των πεπτιδίων, το περισσότερο διαδεδομένο και αποτελεσματικό 

διάλυμα αντιδραστηρίων αποκοπής είναι αυτό που αποτελείται από 95% TFA, 2,5% TIS και 

2,5% Η2Ο. Προσθήκη επιπλέον κατάλληλων μορίων-παγίδων επιβάλλεται στην περίπτωση 

που ευαίσθητα σε αλκυλίωση αμινοξέα είναι παρόντα στην αμινοξική αλληλουχία, όπως Cys, 

Met, Trp ή Tyr. Πριν την αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη πρέπει να γίνεται η 

απομάκρυνση της Fmoc-ομάδας. Ο χρόνος της αντίδρασης αποκοπής ποικίλει ανάλογα με τα 

αμινοξέα και τις προστατευτικές ομάδες αυτών, από 2 έως 6 ώρες.
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  6

Υδατάνθρακες - ΓλοκοπρωτεΤνες - Νεογλυκοπεπτίδια

ϊ Α. ΥΔΑΤΑΝΘΡΑΚΕΣ
\
I Εισαγωγή
| Οι υδατάνθρακες, μια από τις τέσσερις κύριες κατηγορίες βιομορίων, είναι από τα πιο

|  διαδεδομένα συστατικά των ζωικών και φυτικών οργανισμών. Αποτελούν πηγές και 

|  αποθήκες ενέργειας, απαντούν στα μόρια του DNA που μεταφέρουν γενετικές πληροφορίες, 

| αποτελούν δομικά στοιχεία στα κυτταρικά τοιχώματα βακτηρίων και φυτών και στο κέλυφος

Ι
των οστρακοειδών ενώ, τέλος, απαντούν ως βασικά συστατικά των γλυκοπρωτεϊνών στις 

κυτταρικές επιφάνειες εμπλεκόμενοι έτσι σε πλήθος σημαντικών βιολογικών διεργασιών.

Ο όρος υδατάνθρακας αναφέρεται σε μια ευρεία κατηγορία πολυυδροξυλιωμένων 

ι αλδεϋδών και κετονών που ονομάζονται κοινώς σάκχαρα, λόγω τις γλυκιάς γεύσης που έχουν 

! ορισμένοι από αυτούς.

Οι υδατάνθρακες ταξινομούνται σε δυο γενικές κατηγορίες, στους απλούς και στους 

| σύνθετους. Τα απλά σάκχαρα ή μονοσακχαρίτες δεν μπορούν να υδρολυθούν σε απλούστερες 

] ενώσεις. Οι σύνθετοι υδατάνθρακες απαρτίζονται από δυο ή περισσότερα απλά σάκχαρα 

 ̂ συνδεδεμένα μεταξύ τους. Συνήθως έως δέκα απλά σάκχαρα συνιστούν ολιγοσακχαρίτες, ενώ 

! περισσότερες από δέκα υδατανθρακικές μονάδες συγκροτούν τους πολυσακχαρίτες που 

! μπορεί να είναι όμοιο- ή έτερο-πολυσακχαρίτες, ευθύγραμμης ή διακλαδισμένης αλυσίδας.

Οι μονοσακχαρίτες μπορούν περαιτέρω να ταξινομηθούν σε αλδόζες, αν περιέχουν 

ί στο μόριό τους μια αλδεϋδική ομάδα, και κετόζες, αν περιέχουν μια κετο ομάδα. Επιπλέον, ο 

ι αριθμός των ατόμων άνθρακα σε έναν μονοσακχαρίτη υποδηλώνεται από τα προθέματα τρι-, 

ι τετρ-, πεντ- και εξ-. Για παράδειγμα, η γλυκόζη, ο πιο συνηθισμένος μονοσακχαρίτης, είναι 

I μια αλδοεξόζη, δηλαδή ένα σάκχαρο με έξι άτομα άνθρακα και μια αλδεϋδομάδα. Τα

t  περισσότερα από τα συνήθη σάκχαρα είναι είτε αλδοπεντόζες είτε αλδοεξόζες [102-104].
ί

ί Απεικόνιση μονοσακχαριτών, D και L σάκχαραi
Η αρίθμηση των αλδοζών και κετοζών γίνεται με βάση την αρίθμηση της 

ι αλδεϋδομάδας και κετομάδας, αντίστοιχα, θεωρώντας ότι η αλδεϋδομάδα των αλδοζών 

| βρίσκεται στην θέση 1 και η καρβονυλομάδα των κετοζών στη θέση 2.

• Ο απλούστερος υδατάνθρακας είναι η γλυκεραλδεΰδη που έχει ένα ασύμμετρο άτομο 

: άνθρακα (στερεογονικό κέντρο) και απαντά σε δυο στερεοϊσομερή, την D- και την L-
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γλυκεραλδεΰδη (κατοπτρικά είδωλα ή εναντιομερή), όπου οι χαρακτήρες D και L 

αναφέρονται στην απόλυτη διαμόρφωση των υποκαταστατών γύρω από τον ασύμμετρο 

άνθρακα (στο D ισομερές η υδροξυλομάδα βρίσκεται στην δεξιά πλευρά της προβολής κατά 

Fischer ενώ στο L στην αριστερή)[102].

Για τις αλδόζες και τις κετόζες ο αριθμός των οπτικά ενεργών μορίων 

(στερεοϊσομερή και πιο συγκεκριμένα οπτικά ισομερή ή εναντιομερή) είναι 2η, όπου η είναι ο 

αριθμός των ασύμμετρων ατόμων άνθρακα. Για σάκχαρα με περισσότερα του ενός 

ασύμμετρα άτομα άνθρακα, τα σύμβολα D και L αναφέρονται στην απόλυτη διαμόρφωση 

του ασύμμετρου άνθρακα που βρίσκεται μακρύτερα από την αλδεϋδική ή κετονική ομάδα. 

Έτσι, οι αλδοτετρόζες που έχουν τέσσερα άτομα άνθρακα και δυο στερεογονικά κέντρα 

υφίστανται ως 22=4 στερεοϊσομερή ή δυο ζεύγη D, L εναντιομερών που το κάθε ένα περιέχει 

δυο διαστερεομερείς μεταξύ τους ενώσεις. Ανάλογα, οι αλδοπεντόζες με πέντε άτομα 

άνθρακα και τρία στερεογονικά κέντρα απαντούν ως 23=8 στερεϊσομερή ή τέσσερα ζεύγη 

εναντιομερών, κοκ.

Κυκλικές δομές μονοσακχαριτών: σχηματισμός ημιακεταλών

Γενικά, μια αλδεΰδη αντιδρά με μια αλκοόλη για να σχηματίσει μια ημιακετάλη. Εάν 

η υδροξυλομάδα και το καρβονύλιο βρίσκονται στο ίδιο μόριο, λαμβάνει χώρα ενδομοριακή 

πυρηνόφιλη προσθήκη που οδηγεί στο σχηματισμό μιας κυκλικής ημιακετάλης.

Οι πενταμελείς και εξαμελείς κυκλικές ημιακετάλες είναι ιδιαίτερα σταθερά μόρια και 

για το λόγο αυτό αρκετοί υδατάνθρακες απαντούν σε κατάσταση ισορροπίας ανάμεσα στις 

δομές ανοικτής και κλειστής αλυσίδας. Για παράδειγμα, η γλυκόζη σε υδατικό διάλυμα 

απαντά με τη δομή του εξαμελούς δακτυλίου της πυρανόζης, που οφείλεται στην 

ενδομοριακή πυρηνόφιλη προσβολή του -Ο Η  του C5 στον καρβονυλικό άνθρακα (C1) 

(σχήμα 1). Ανάλογα, η φρουκτόζη απαντά κυρίως με τη δομή πενταμελούς δακτυλίου 

φουρανόζης [104].
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6CH2OH

D-Γλυκόζη
(προβολή κατά Fischer)

6

D-Γλυκόζη, δομή πυρανόζης 
προβολή κατά Haworth

Σχήμα 1. Ισορροπία δομών γλυκόζης

Ανωμερή μονοσακχαριτών: πολυστροφισμός

Όταν η ανοικτή αλυσίδα ενός μονοσακχαρίτη υποστεί κυκλοποίηση, αποκτώντας τη 

' δομή πυρανόζης ή φουρανόζης, σχηματίζεται ένα νέο στερεογονικό κέντρο στη θέση του 

■ πρώην καρβονυλικού άνθρακα. Στα δυο νέα διαστερεομερή, α και β, η κατεύθυνση της 

ί υδροξυλομάδας του C1 καθορίζει την α ή β  μορφή του σακχάρου: α σημαίνει ότι το 

ι υδροξύλιο του C 1 βρίσκεται κάτω από το επίπεδο του δακτυλίου ή αλλιώς σε θέση trans ως 

: προς τον υποκαταστάτη -CH2OH ενώ στο β  βρίσκεται πάνω από το επίπεδο του δακτυλίου ή 

1 σε θέση cis ως προς την -CH 2OH. Τα α και β  διαστερεομερή ονομάζονται ανωμερή και ο 

ημιακεταλικός άνθρακας ανωμερής ή ανωμερικό κέντρο (σχήμα 2).

Σε υδατικό διάλυμα, η a-D-γλυκοπυρανόζη και η β-ϋ-γλυκοπυρανόζη 

αλληλομετατρέπονται μέσω της μορφής ανοικτής αλυσίδας. Αυτή η αλληλομετατροπή 

παρατηρήθηκε με πολωσιμετρία (μέτρηση της στροφής του επίπεδα πολωμένου φωτός), μια 

φασματοσκοπική τεχνική πολύ ευαίσθητη στη μοριακή συμμετρία. Με αυτή την τεχνική

I
; παρατηρήθηκε ότι σε υδατικό διάλυμα μίγματος των δυο ανωμερών ή καθαρού α ή β  

ι ανωμερούς η ειδική στροφή μεταβάλλεται σταδιακά με το χρόνο μέχρις ότου επιτευχθεί μια 

ιτιμή ισορροπίας που για τη γλυκόζη είναι +52,7°. Αυτή η αλλαγή, που καλείται 

I πολυστροφισμός, είναι αποτέλεσμα του σχηματισμού ενός μίγματος ισορροπίας που στην 

περίπτωση της γλυκόζης περιέχει περίπου 1/3 ανωμερές α και 2/3 ανωμερές β. Υπάρχει 

επίσης και μικρό ποσοστό άκυκλης γλυκόζης (αλδεϋδομορφή).
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CIS

σ-ϋ-Γλυκοπυρανόζη jS-D-Γλυκοττυρανόζη

Σχήμα 2. Ανωμερή γλυκόζης

Εν τούτοις, η ισορροπία μεταξύ άκυκλης και κυκλικών μορφών μπορεί να  

μετατοπιστεί προς γρήγορη παραγωγή της άκυκλης αλδεΰδομορφής όταν αυτή συμμετέχει σε 

μια αντίδραση οπότε απομακρύνεται γρήγορα από την ισορροπία και παράγεται συνεχώς 

λόγω της μετατόπισης της ισορροπίας προς αυτή τη μορφή [103,104].

Διαμορφώσεις μονοσακχαριτών

Ο εξαμελής δακτύλιος της πυρανόζης δεν είναι δυνατόν να είναι επίπεδος, λόγω της 

τετραεδρικής γεωμετρίας των κορεσμένων ατόμων άνθρακα. Αντίθετα, μπορεί να υιοθετήσει 

στερεοδιάταξη ανάκλιντρου ή λουτήρα με αξονικούς και ισημερινούς υποκαταστάτες [103].

Γενικά, η μορφή ανάκλιντρου είναι αυτή που ευνοείται στερεοχημικά επομένως είναι 

και η επικρατέστερη διότι όλες οι αξονικές θέσεις, που αποτελούν και τις πιο στερεοχημικά 

παρεμποδισμένες, καταλαμβάνονται από άτομα υδρογόνου. Έτσι, οι ογκωδέστερες ομάδες -  

ΟΗ και -C H 2OH προβάλουν στην περιφέρεια του δακτυλίου (ισημερινές θέσεις) με μικρή 

στερεοχημική παρεμπόδιση (σχήμα 3).



HOH,C HOH2C

HO HO

OH

OH

OHl
OH

or-D-Γλυκοπυρανόζη β-Ό-Γλυκοπυ ρανόζη

Σχήμα 3. Στερεοδιάταξη ανακλίντρου των ανωμερών D-γλνκόζης 

Ολιγοσακχαρίτες-Πολυσακχαρίτες

Κατά την αντίδραση της ημιακετάλης ενός μονοσακχαρίτη με μια αλκοόλη (ROH) 

σχηματίζεται ένας γλυκοζίτης, στον οποίο η ανωμερική ομάδα -Ο Η  έχει αντικατασταθεί από 

τον υποκαταστάτη -OR. Εάν το αλκοολικό υδροξύλιο ανήκει σε ένα μονοσακχαρίτη, τότε το 

γλυκοζιτικό προϊόν είναι ένας δισακχαρίτης. Ο δεσμός που δημιουργείται μεταξύ του 

ανωμερούς άνθρακα (C 1) του ενός σακχάρου και του ατόμου οξυγόνου ενός οποιουδήποτε 

υδροξυλίου του άλλου σακχάρου καλείται γλυκοζιτικός. Τα σάκχαρα είναι σε θέση να 

ενώνονται μεταξύ τους με Ο-γλυκοζιτικούς δεσμούς, με ταυτόχρονη απομάκρυνση μορίων 

νερού, για να σχηματίσουν ολιγοσακχαρίτες και πολυσακχαρίτες.

Πολύ συνηθισμένη είναι η περίπτωση κατά την οποία υπάρχει ένας γλυκοζιτικός 

δεσμός ανάμεσα στον C1 του ενός σακχάρου και στο -ΟΗ που βρίσκεται στον C4 του άλλου 

σακχάρου. Αυτού του είδους ο δεσμός ονομάζεται 1,4’ (συμβολίζεται επίσης και 1,4 ή 1-4’ ή 

1—*4). Επιπλέον, αρκετά συχνά απαντάται και ο δεσμός 1,6’. Ο γλυκοζιτικός δεσμός στον 

ανωμερή άνθρακα μπορεί να είναι α τ\ β  [104].

Ο ανωμερής άνθρακας ενός σακχάρου είναι σε θέση να ενωθεί και με το άζωτο μιας 

αμίνης με έναν Ν-γλυκοζιτικό δεσμό. Τέτοιου είδους δεσμοί απαντώνται στις 

γλυκοπρωτεΐνες, όπως θα δούμε στη συνέχεια. Οι Ν-γλυκοζιτικοί δεσμοί σε όλα τα φυσικά 

μακρομόρια έχουν στερεοδιάταξη β.

Αναγωγικά σάκχαρα

Είναι τα σάκχαρα που περιέχουν μια ελεύθερη αλδεϋδική ή κετονική ομάδα και 

ανάγουν δείκτες, όπως σύμπλοκα ιόντων δισθενούς χαλκού σε μονοσθενή χαλκό. Ο 

αναγωγικός παράγοντας σε αυτές τις αντιδράσεις είναι η μορφή ανοικτής αλυσίδας της 

αλδόζης ή κετόζης.
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Σιαλική οξέα

Δοαή

Τα σχολικά, οξέα είναι μια οικογένεια όξινων κετοζών που περιέχουν εννέα άτομα 

άνθρακα και είναι ακετυλιωμένα παράγωγα του νευραμινικού οξέος. Εκτός της Ν-ακετυλο- 

μορφής, απαντούν και στην Ν-γλυκολυλο-μορφή και είναι δυνατόν να περιέχουν 

ακετολομάδες στα άτομα C4, C7, C8 και C9. Απελευθερώνονται από τους ολιγοσακχαρίτες 

που τα περιέχουν μέσω ήπιας όξινης υδρόλυσης με 0,05 Ν  H2SO4 (80°C, lh ) ή με ένζυμα 

όπως η σιαλιδάση και η Ν-ακετυλονευραμινική λυάση [102].

Σχήμα 4. Ν-ακετυλο-νευραμινικό οξύ (ή NeuSAc ή Ν Α Ν  ή Sia ή αιολικό οξύ)

Αειτουονία

Τα σιαλικά οξέα απαντούν ευρέως στους ζωικούς ιστούς σαν συστατικά 

πολυσακχαριτών και γλυκοπρωτεϊνών. Το πιο κοινό σιαλικό οξύ είναι το Ν-ακετυλο- 

νευραμινικό οξύ (NeuSAc) (σχήμα 4).

Συμμετέχουν σε ποικιλία γλυκοζιτικών δεσμών με επικρατέστερους τους α2,3 και 

α2,6 δεσμούς με γαλακτόζη ή λακτόζη καθώς επίσης και α2,8 και α2,9 σε ομοπολυμερή 

NeuSAc (πολυσιαλικό οξύ).
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Εντοπίζονται κυρίως στο μη αναγωγικό άκρο των προσδεδεμένων σε γλυκοπρωτεΐνες 

ολιγοσακχαριτών, το οποίο είναι και το πιο εκτεθειμένο, όπου παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

κυτταρική φυσιολογία λαμβάνοντας μέρος σε ποικιλία διακυτταρικών και ενδοκυτταρικών 

διεργασιών.

Επιπλέον, πολλά παθολογικά μικρόβια χρησιμοποιούν τα σιαλικά οξέα για να  

επιτύχουν τη μόλυνση του κυττάρου-ξενιστή, όπως για παράδειγμα ο ιός της γρίπης που 

προσδένεται στο κύτταρο-στόχο μέσω της αιμοσυγκολλητίνης του, μιας λεκτίνης που φέρει 

στην επκράνειά του και η οποία είναι ειδική για σιαλικά οξέα.

Τέλος, συγκεκριμένοι τύποι καρκινικών όγκων εκφράζουν γαγγλιοζίτες (σειρές GM 4 

και GD), μια σημαντική τάξη αντιγονικών γλυκοτόπων που περιέχουν σιαλικά οξέα, καθώς 

και συγκεκριμένα σιαλο-γλυκοπεπτίδια (sTn) επιλεκτικά στην κυτταρική τους επιφάνεια.

Αυτή η ειδική έκφραση υδατανθρακικών αντιγόνων έχει στρέψει το ενδιαφέρον προς 

τη σύνθεση σιαλοσυμπλεγμάτων (sialoconjugates) ως βιολογικών διαγνωστικών, αναστολέων 

και συστατικών πολυδύναμων εμβολίων [105].

Β. ΓΛΥΚΟΠΡΩΊΈΪΝΕΣ 

Εισαγωγή

Οι περισσότερες φυσικές πρωτεΐνες τροποποιούνται μετα-μεταφραστικά με την 

πρόσδεση ομάδων υδατανθράκων, συνήθως ολιγοσακχαριτών, στις παράπλευρες αλυσίδες 

αμινοξέων κι έτσι παράγονται οι γλυκοπρωτεΐνες. Η διαδικασία αυτή καλείται γλυκοζυλίωση. 

Το ποσοστό των υδατανθράκων στο βάρος των γλυκοπρωτεϊνών είναι πολύ μικρότερο από 

ότι στις πρωτεογλυκάνες, στις οποίες οι προσδεδεμένοι υδατάνθρακες είναι αλυσίδες 

πολυσακχαριτών.

Οι ολιγοσακχαρίτες δεν επηρεάζουν μόνο τις δομές, τις χημικές, φυσικές και 

βιοχημικές ιδιότητες των πρωτεϊνών, αλλά επίσης και τις λειτουργίες τους, καθώς αποτελούν 

μια σημαντική τάξη μορίων βιολογικής αναγνώρισης. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα οι 

γλυκοπρωτεΐνες να διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο σε ποικιλία βιολογικών διαδικασιών 

όπως είναι η συγκόλληση, η διαφοροποίηση και ο πολλαπλασιασμός των κυττάρων. 

Επιπλέον, κατέχουν πρωταγωνιστικό ρόλο σε διάφορες παθολογικές διαδικασίες, καθώς 

βακτήρια, ιοί και παράσιτα προσκολλώνται σε μεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες για να εισέλθουν 

στα κύτταρα του ξενιστή τους και να ξεκινήσει έτσι η διαδικασία της μόλυνσης. Τέλος, 

ανώμαλη γλυκοζυλίωση των πρωτεϊνών συσχετίζεται με αυτοάνοσες και μολυσματικές 

ασθένειες αλλά και με τον καρκίνο.
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Ως αποτέλεσμα, το ερευνητικό ενδιαφέρον για τις γλυκοπρωτεΐνες αυξάνεται 

συνεχώς. Μελέτες σε αυτόν τον τομέα αναμένεται να προσφέρουν νέα, εξειδικευμένα μέσα 

για έγκαιρη διάγνωση και αποτελεσματική θεραπεία ανθρώπινων ασθενειών [106,107].

Είδη γλυκοπρωτεΐνών

Ένας τεράστιος αριθμός φυσικών γλυκοπρωτεΐνών με εξαιρετικά ποικίλες δομές 

ολιγοσακχαριτών έχουν ταυτοποιηθεί, αλλά οι συνδέσεις μεταξύ των ολιγοσακχαριτών και 

των πολυπεπτιδικών σκελετών είναι μάλλον διατηρημένες. Μεταξύ των διαφόρων τύπων 

γνωστών συνδέσεων, συμπεριλαμβανομένων C-, Ν-, Ο- και S-συνδέσεων, οι Ν- και Ο- 

συνδεδεμένες γλυκοπρωτεΐνες είναι αυτές που πιο συχνά συναντώνται και που έχουν πιο 

εκτενώς ερευνηθεί.

Στις Λλσυνδεδεμένες γλυκοπρωτεΐνες, οι ολιγοσακχαρίτες προσδένονται μέσω του 

αναγωγικού τους άκρου στην αμιδική ομάδα της παράπλευρης αλυσίδας μιας ασπαραγίνης. 

In vivo, η ΛΓ-γλυκοζυλίωση λαμβάνει χώρα μόνο σε κατάλοιπα ασπαραγίνης που αποτελούν 

μέρος μιας αλληλουχίας του τύπου Asn-Xxx-Ser/Thr, όπου Χ χ χ  μπορεί να είναι οποιοδήποτε 

αμινοξύ εκτός από προλίνη. Διάφορες ενζυμικές αντιδράσεις λαμβάνουν χώρα για να 

σχηματιστεί κατά περίπτωση η τελική υδατανθρακική δομή, αλλά η βασική μονάδα 

σακχάρου σε αυτές τις Ν- γλυκοπρωτεΐνες είναι πάντα ο ίδιος πεντασακχαρίτης (σχήμα 5).

Στις Ο-συνδεδεμένες γλυκοπρωτεΐνες, οι ολιγοσακχαρίτες συνήθως προσδένονται 

στην παράπλευρη αλυσίδα σερίνης και θρεονίνης και πιο σπάνια τυροσίνης. Στο σχήμα 5 

απεικονίζεται η βασική δομική μονάδα αυτών των γλυκοπρωτεΐνών πάνω στην οποία με 

ενζυμική δράση οικοδομείται η τελική δομή του ολιγοσακχαρίτη [106].

Ετερογένεια-γλυκομορφές

Μια σημαντική και μοναδική ιδιότητα των φυσικών γλυκοπρωτεΐνών είναι η 

μικροετερογένειά τους ως αποτέλεσμα του γεγονότος ότι η βιοσύνθεση των ολιγοσακχαριτών 

περιλαμβάνει μια σειρά ενζυμικών αντιδράσεων που δεν καθοδηγούνται από ένα εκμαγείο 

ούτε ελέγχονται μεταγραφικά. Επομένως, η διαδικασία αυτή μπορεί εύκολα να επηρεαστεί 

από συνθήκες όπως το επίπεδο της ενζυμικής δραστικότητας ή η διαθεσιμότητα του 

υποστρώματος και τελικά κάθε γλυκοπρωτεΐνη μπορεί να έχει πολλές διαφορετικές 

γλυκομορφές οι οποίες διαφέρουν μόνο στη δομή του ολιγοσακχαρίτη. Οι γλυκομορφές 

αυτές διαχωρίζονται εξαιρετικά δύσκολα οπότε είναι σχεδόν αδύνατο να ληφθούν ομογενείς 

γλυκομορφές φυσικών γλυκοπρωτεΐνών [106].
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iV-σύνδεση

R - H or CHj 

o-O-Ga’NAc-Ser/Thr

Ο-σύνδεση

Ιχήμα 5. Οι βασικές δομικές μονάδες Ν- και Ο-σννδεδεμένων γλυκοπρωτεϊνών

τρατηγικές σύνθεσης γλυκοπεπτιδίων/γλυκοπρωτεΐνών

Η ανάγκη για καλά καθορισμένες, ομογενείς γλυκομορφές οδήγησε στην ανάπτυξη 

θόδων σύνθεσης γλυκοπεπτιδίων και γλυκοπρωτεϊνών. Αν και έχει σημειωθεί σημαντική 

ρόοδος προς την κατεύθυνση αυτή, η χημική σύνθεση παραμένει μια διαδικασία αρκετά 

λύπλοκη, επίπονη και χρονοβόρα απαιτώντας τη χρήση και τον επιδέξιο χειρισμό 

οστατευτικών ομάδων, τόσο στο πεπηδικό όσο και στο υδατανθρακικό τμήμα, για τοπο- 

και στερεοεκλεκτικές γλυκοζυλιώσεις. Τα πράγματα περιπλέκονται ακόμα περισσότερο αν 

λάβει κανείς υπόψη του την ευαισθησία των γλυκοζιτικών δεσμών στα οξέα και την 

αυξημένη δυσκολία σύνθεσης και πρόσδεσης σε μια πεπτιδική αλυσίδα σύνθετων 

ολιγοσακχαριτών.

Η ενζυμική σύνθεση αποτελεί μια εναλλακτική λύση αντιμετώπισης κάποιων από τα 

παραπάνω προβλήματα όμως και αυτή υπόκειται σε περιορισμούς προερχόμενους κυρίως 

από τον περιορισμένο αριθμό διαθέσιμων, κατάλληλων ενζύμων. Ωστόσο, ο συνδυασμός
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συνθετικών και ενζυμικών τεχνικών αποδεικνύεται αρκετά αποτελεσματικός στην παρασκευή 

γλυκοπρωτεϊνών αξιοσημείωτης πολυπλοκότητας.

Γ. ΝΕΟΓΛΥΚΟΠΕΠΤΙΔΙΑ  

Εισαγωγή

Δεδομένων των δυσκολιών που προαναφέρθηκαν για τη σύνθεση φυσικών 

γλυκοπεπτιδίων/γλυκοπρωτεϊνών και εξετάζοντας το θέμα από θεραπευτική σκοπιά (οι 

φυσικές γλυκοπρωτεΐνες είναι πιθανό να στερούνται σταθερότητας ή βιοδιαθεσιμότητας διότι 

αποικοδομούνται γρήγορα από ένζυμα, ενώ είναι ασταθείς στο ισχυρά όξινο γαστρικό 

περιβάλλον) αντιλαμβάνεται κανείς ότι η ανάπτυξη γλυκοπεπτιδικών μιμητικών αναλόγων 

αποτελεί μια πολλά υποσχόμενη εναλλακτική προσέγγιση.

Τα ανάλογα αυτά, τα οποία καλούνται συχνά και νεογλυκοπεπτίδια, θεωρούνται 

μιμητικά διότι φέρουν έναν ή περισσότερους μη-φυσικούς δεσμούς είτε μεταξύ σακχάρου- 

πεπτιδίου είτε μεταξύ των σακχάρων του ολιγοσακχαρίτη. Θεωρείται, επίσης, ότι 

πλεονεκτούν έναντι των αντίστοιχων φυσικών δομών ως θεραπευτικά μέσα και αυτό γιατί 

μπορούν να σχεδιαστούν έτσι ώστε να είναι πιο σταθερά έναντι αποικοδομητικών ενζύμων, 

να έχουν βελτιωμένη βιοδιαθεσιμότητα και πιθανόν μεγαλύτερη συγγένεια και εκλεκτικότητα 

για τους σχετικούς υποδοχείς, ενώ πολύ συχνά μπορούν να συντεθούν με αξιόλογη απλότητα 

και ευκολία. Όσον αφορά στη σύνθεση των γλυκοπεπτιδομιμητικών, οι χημειοεκλεκτικές 

μέθοδοι σύνδεσης τυγχάνουν ευρείας εφαρμογής καθώς παρέχουν πολλές δυνατότητες και 

εναλλακτικές μεθοδολογίες, αποδεικνυόμενες έτσι ιδιαίτερα εύχρηστες και αποτελεσματικές 

[108-111].

Σύνθεση γλυκοπεπτιδικών μιμητικών αναλόγων με χημειοεκλεκτικές μεθόδους

Οι χημειοεκλεκτικές τεχνικές που έχουν αναπτυχθεί για τη σύνθεση 

νεογλυκοπεπτιδίων κατατάσσονται σε δυο μεγάλες κατηγορίες: σε αυτές που περιλαμβάνουν 

την αντίδραση μιας καρβονυλομάδας (αλδεΰδης ή κετόνης) με ισχυρά πυρηνόφιλα και σε 

αυτές που λαμβάνει χώρα προσθήκη ενός θειο-πυρηνόφιλου σε ποικιλία ηλεκτρονιόφιλων 

ομάδων [108]. Στη συνέχεια, περιγράφονται αναλυτικά οι αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα 

για τη σύνθεση γλυκοπεπτιδίων που φέρουν μη φυσικούς δεσμούς που μιμούνται τόσο τις Ν- 

και Ο-συνδέσεις πεπτιδίων-σακχάρων όσο και τους γλυκοζιτικούς δεσμούς σακχάρων- 

σακχάρων μεταξύ των δομικών μονάδων ενός ολιγοσακχαρίτη.
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:) Μη φυσικός δεσμός μεταξύ πεππδίου-σακχάρου

I. Πεπτίδια που ωέοουν Cvs(-SH)

|ι Η)£κιοο\ιό<ρύχη vXvKoChec. cr/nuanauoc θειοαιθέοα ή θειοεστέοα

Η πυρηνόφιλη προσθήκη μιας σουλφυδρυλικής ομάδας ενός καταλοίπου κυστεΐνης σε 

[ναν ηλεκτρονιόφιλο υδατάνθρακα οδηγεί στο σχηματισμό ενός θειοαιθερικού ή 

Ιειοεστερικού δεσμού μεταξύ πεπτιδίου-σακχάρου. Ο ηλεκτρονιόφιλος υδατάνθρακας μπορεί 

'α είναι ένας βρωμοαίθυλο γλυκοζίτης ή πιο συχνά ένας α-αλογονοακετάμιδο γλυκοζίτης που 

προκύπτει εύκολα από μη προστατευμένους, ελεύθερους ολιγοσακχαρίτες μέσω ενδιαμέσων 

λυκοζυλαμινών [109,112,113].

ΙΣχήμα 6. Χημειοεκλεκτική τροποποίηση παράπλευρης αλυσίδας κυστεΐνης στη συγκρότηση 

\γλυκοπεπτιδικών μιμητικών. (Α) Αλκυλίωση κυστεΐνης με α-αλογονοακεταμιδοσάκχαρα. (Β) 

Αλκυλίωση κυστεΐνης με βρωμοαιθυλογλυκοζίτες.

2. Πεπτίδια τροποποιηαένα ιιε Πυουνόφίλεα οαάδεε

Πεπτίδια που φέρουν σε επιλεγμένες θέσεις πυρηνόφιλες ομάδες που δεν υπάρχουν στις 

φυσικές πρωτεΐνες, όπως αμινοοξυ- ή υδραζινο-ομάδες μπορούν να αντιδράσουν εκλεκτικά 

με σάκχαρα, όπως 7ΐεριγράφεται στις επόμενες δυο παραγράφους, προς σχηματισμό 

γλυκοπεπτιδίων μέσω δεσμών οξίμης ή υδραζόνης, αντίστοιχα.

□ Ελεύθερο αναγωγικό σάκχαρο/ολιγοσακχαρίτης



Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τα αναγωγικά σάκχαρα, λόγω του φαινομένου του 

πολυστροφισμού, βρίσκονται σε ισορροπία μεταξύ κυκλικής ημιακεταλικής μορφής και της 

δομής ανοικτής αλυσίδας, όπου φέρουν στον ανωμερικό άνθρακα μια αλδεϋδομάδα. Η 

αλδεϋδομάδα αυτή μπορεί να αντιδράσει εκλεκτικά με μια αμινοοξυ- ή υδραζινο- πεπτιδική 

ομάδα προς σχηματισμό γλυκοπεπτιδικών αναλόγων με δεσμό οξίμης ή υδραζόνης στο 

σημείο πρόσδεσης σακχάρου-πεπτιδίου [114, 115]. Η περίπτωση αυτή εξετάζεται διεξοδικά 

στο Κεφάλαιο 7.

Σχήμα 7. Συγκρότηση γλυκοπεπτιδικών αναλόγων με σχηματισμό δεσμού οξίμης μεταξύ ενός 

ελεύθερου αναγωγικού σακχάρου και (Α) μιας Ν-μεθυλοαμινοοξυακετυλο τροποποιημένης 

παράπλευρης αλυσίδας λυσίνης, και (Β) μιας αμινοοξυακετυλο τροποποιημένης α-αμινομάδας

□ C-γλυκοζίτης

Ένα σάκχαρο μπορεί να μετατραπεί σε έναν C-γλυκοζίτη όπου ο Ο-γλυκοζιτικός δεσμός 

έχει αντικατασταθεί από έναν πιο σταθερό C-γλυκοζιτικό δεσμό ο οποίος μπορεί να ενώνει 

ένα σάκχαρο με μια καρβονυλομάδα. Η αντίδραση μιας τέτοιας ομάδας με μια αμινοξυ ή 

υδραζινο ομάδα ενός πεπτιδίου οδηγεί στο σχηματισμό Ο- και Ν-γλυκοπεπτιδικών αναλόγων
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που ο φυσικός γλυκοζιτικός δεσμός έχει αντικατασταθεί από έναν δεσμό οξίμης ή 

•δραζόνης [116-118].

Πεπτίδια τοοποποιηαένα ιιε Ηλεκτοονιόαηλεε οαάδες

Αυτή η περίπτωση αποτελεί αντιστροφή της προηγούμενης και συνίσταται στην 

τσαγωγή σε ένα πεπτίδιο μιας ηλεκτρονιόφιλης ομάδας, συνήθως μιας καρβονυλομάδας, η 

>ποία δεν απαντάται φυσικά στα πεπτίδια και τις πρωτεΐνες, και η οποία μπορεί να 

ιντιδράσει εκλεκτικά με σάκχαρα ή ολιγοσακχαρίτες που φέρουν αμινοξυ, υδραζίδιο ή 

Ιειοσεμικαρβαζίδιο 7ΐυρηνόφιλες ομάδες στην ανωμερική θέση. Τα παράγωγα αυτά μπορούν 

:ύκολα να ληφθούν μέσω ενδιαμέσων γλυκοζυλαμίνης από μη προστατευμένους, ελεύθερους 

ιλιγοσακχαρίτες οι οποίοι με τη σειρά τους μπορούν να απομονωθούν από φυσικές πηγές 

;ΐ19-121].

S

Εχήμ® 8. Χημειοεκλεκτική συγκρότηση γλυκοπετπιδικών αναλογών με σχηματισμό (Α) δεσμού 

οξίμης μέσω πεπτιδικής καρβονυλομάδας και αμινοοξυ-τροποποιημένου σακχάρου στην 

ανωμερική θέση, και (Β) δεσμού θειοσεμικαρβαζόνης μέσω πεητιδικής καρβονυλομάδας και 

θειοσεμικαρβαζιδιο-τροποποιημένου σακχάρου στην ανωμερική θέση
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β) Μη φυσικός δεσμός μεταξύ σακχάρου-σακχάρου

Αν και η σχέση δομής (διαμόρφωσης)-βιολογικής δράσης, όσον αφορά στην 

αντικατάσταση φυσικών δεσμών σακχάρων-πεπτιδίων από μη φυσικούς, δεν έχει σε βάθος 

μελετηθεί, υπάρχουν μελέτες που αποδεικνύουν ότι μια τέτοια αντικατάσταση δεν επιφέρει 

δραματικές αλλαγές στη λειτουργία των γλυκοπεπτιδίων ή των γλυκοπρωτεϊνών.

Σε μερικές περιπτώσεις, η απώλεια του φυσικού τρόπου σύνδεσης σακχάρου- 

πεπτιδίου μπορεί να οδηγήσει σε μειωμένη βιοδραστικότητα της γλυκοπρωτεΐνης διότι αυτή 

η απώλεια μπορεί να επηρεάζει τη δομή του ολιγοσακχαρίτη αυτού καθαυτού ή του 

πεπτιδικού τμήματος στο οποίο είναι προσδεδεμένος αυτός ο ολιγοσακχαρίτης.

Οι παρατηρήσεις αυτές έχουν στρέψει το ενδιαφέρον στην παρασκευή 

γλυκοπεπτιδομιμητικών όπου ένας μη φυσικός δεσμός αντικαθιστά έναν γλυκοζιτικό δεσμό 

μεταξύ των σακχαρικών μονάδων ενός ολιγοσακχαρίτη, με τρόπους ανάλογους με αυτούς 

που περιγράφηκαν παραπάνω. Ένα τέτοιο παράδειγμα δίνεται στο σχήμα 9 [109,111].

Σχήμα 9. Σύνθεση γλυκοπεπτιδικού μιμητικού όπου μια χημειοεκλεκνική σύνδεση αντικαθιστά 

έναν γλυκοζιτικό δεσμό: δημιουργία αλδεΰδης στην C-6 θέση μιας Ν-ακετυλο-γαλακτόζης με 

δράση του ένζυμου οξειδάση της γαλακτόζης ακολουθούμενη από σύζευξη με ένα αμινοοξυ· 

τροποποιημένο σόκχαρο προς σχηματισμό προϊόντος οξίμης.

Οι χημειοεκλεκτικές στρατηγικές που βασίζονται στις αντιδράσεις καρβονυλομάδων 

με πυρηνόφιλα είναι τοπο-εκλεκτικές (site-selective) δεδομένου ότι αυτές οι ομάδες δεν 

υπάρχουν φυσικά στις πρωτεΐνες οπότε από τη στιγμή που θα εισαχθούν σε μια συγκεκριμένη 

θέση μπορούν ελεγχόμενα να γλυκοζυλιωθούν. Επιπλέον, αυτές οι αντιδράσεις είναι 

ορθογωνικές ως προς τις θειο-αλκυλιώσεις επιτρέποντας την ταυτόχρονη πρόσδεση δυο 

διαφορετικών ολιγοσακχαριτών σε καρβονυλο- και σουλφυδρυλομάδες που συνυπάρχουν σε 

ένα πεπτίδιο.
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  7

Χημειοεκλεκτική Σύνδεση Πεπτιδίων - Γλυκοπεπτιδίων:

Δεσμός Οξίμης

Α. Χημειοεκλεκτική σύνδεση πεπτιδίων 

Εισαγωγή

Η ανάγκη σύνθεσης και μελέτης πολύπλοκων πρωτεϊνικών μορίων, συνήθως 

μεγέθους 50 ή και περισσότερων αμινοξέων, καθιστά τις κλασικές μεθόδους πεπτιδικής 

σύνθεσης ανεπαρκείς, κυρίως λόγω του γεγονότος ότι επιτρέπουν τη λήψη του επιθυμητού 

προϊόντος με πολύ χαμηλή συνήθως απόδοση. Προκειμένου να παρακαμφθεί αυτό το σοβαρό 

μειονέκτημα, η σύνθεση μεγάλων πρωτεϊνών βασίστηκε σε χημειοεκλεκτικές αντιδράσεις 

σύνδεσης (chemoselective ligation) μη-προστατευμένων πεπτιδικών τμημάτων.

Η χημική σύνθεση πεπτιδίων και πρωτεϊνών μέσω χημειοεκλεκτικών αντιδράσεων 

(σχήμα 1) βασίζεται σε δυο αρχές. Πρώτον, στη χρήση μη προστατευμένων πεπτιδικών 

τμημάτων και δεύτερον στην αξιοποίηση χημειοεκλεκτικών αντιδράσεων για τη σύνδεση 

αυτών των τμημάτων μεταξύ τους με σκοπό τη λήψη τελικά μεγαλύτερων και πιο 

πολύπλοκων πολυπεπτιδικών αλυσίδων.

Σχήμα 1. Αρχή χημειοεκλεκτικής σύνδεσης (chemoselective ligation)
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Πιο συγκεκριμένα, η μέθοδος βασίζεται στη χρήση μοναδικών (unique), αμοιβαία 

(mutually) δραστικών μεταξύ*τους λειτουργικών ομάδων που δεν απαντιόνται φυσιολογικά 

στα πεπτίδια ή στις πρωτεΐνες και που επιτρέπουν έτσι την τοπο-ειδική σύνδεση πλήρως 

απροστάτευτων πεπτιδικών τμημάτων που οδηγεί στη σύνθεση μεγάλου μήκους 

πολυπεπτιδικών αλυσίδων [122-125]. Οι αντιδράσεις αυτές λαμβάνουν χώρα σε υδατικά 

διαλύματα, συνήθως ρυθμιστικά διαλύματα παρουσία και οργανικών διαλυτών για τη 

βελτίωση της διαλυτότητας των πεπτιδίων.

Τα πρόδρομα πεπτιδικά μόρια που συντίθενται χωριστά έχουν μικρότερο μοριακό 

βάρος και αυτό αφενός μεν μειώνει κατά πολύ τα παραπροϊόντα κατά τη σύνθεσή τους, 

αφετέρου δε λαμβάνονται σε υψηλή σχετικά απόδοση μετά τον καθαρισμό τους με 

χρωματογραφικές τεχνικές. Επιπλέον, το γεγονός ότι δεν φέρουν προστατευτικές ομάδες 

αυξάνει σημαντικά τη διαλυτότητά τους σε υδατικά διαλύματα, γεγονός που είναι πολύ 

σημαντικό για τη χημειοεκλεκτική αντίδραση στην οποία θα λάβουν μέρος στη συνέχεια. 

Τέλος, στα πλεονεκτήματα της μεθόδου συγκαταλέγεται και το γεγονός ότι στις 

χημειοεκλεκτικές αντιδράσεις δεν υφίσταται το πρόβλημα της ρακεμοποίησης.

Το κόστος που συνεπάγεται η ευκολία και η ευρύτατη εφαρμογή της μεθόδου, είναι η 

παρουσία ενός μη φυσικού πεπτιδικού δεσμού στο σημείο της πρόσδεσης των πεπτιδικών 

τμημάτων. Ακόμα και αυτό όμως δεν αποτελεί τελικά ιδιαίτερο πρόβλημα καθώς μελέτες 

έχουν δείξει πως οι πρωτεΐνες που συντίθενται με αυτόν τον τρόπο παραμένουν εξίσου 

δραστικές [126-128]. Υπάρχει και μια κατηγορία αντιδράσεων αυτού του τύπου οι οποίες 

οδηγούν τελικά στη δημιουργία αμιδικού δεσμού στο σημείο σύνδεσης των πεπτιδικών 

τμημάτων, μέσω μιας ενδομοριακής μετάθεσης ακυλίου (Native Ligation) [129-131].

Τελικά, οι παράμετροι που πρέπει να λαμβάνονται υπόψη και που αποτελούν κατά 

κάποιο τρόπο περιορισμούς της μεθόδου είναι η δυσδιαλυτότητα ορισμένων πεπτιδίων, που 

παρόλα αυτά πολλές φορές υπάρχει, καθώς και η επιλογή των αμινοξικών καταλοίπων στη 

θέση σύνδεσης των δυο πεπτιδικών τμημάτων.

Μια μεγάλη ποικιλία αντιδράσεων χημειοεκλεκτικής σύνδεσης έχουν χρησιμοποιηθεί 

ευρέως στη χημική σύνθεση πολυπεπτιδίων και πρωτεϊνών και οδηγούν στο σχηματισμό 

δεσμών οξίμης [132-138], υδραζόνης [139], θειοαιθέρα [140-142], θειοεστέρα [143], 

θειαζολιδίνης [144] κλπ.
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)

Ο δεσμός οξίμης

Ο δεσμός οξίμης (-CH =N-0-) είναι ένας ψευδο-πεπτιδικός δεσμός, ψ(-(ΖΗ=Ν-0-), 

που σχηματίζεται μεταξύ μιας καρβονυλικής ομάδας αλδεΰδης ή κετόνης και ενός 

παραγώγου υδροξυλαμίνης, συνήθως μιας αμινοξυακετυλιωμένης ομάδας (NH2-O-CH2CO-).

;

Σχήμα 2. Σχηματισμός δεσμού οξίμης

Στην περίπτωση που οι παραπάνω χαρακτηριστικές ομάδες έχουν εισαχθεί κατάλληλα 

σε δυο πεπτιδικά τμήματα, τότε η μεταξύ τους αντίδραση οδηγεί στη χημειοεκλεκτική 

πρόσδεση των πεπτιδικών τμημάτων με σχηματισμό ενός δεσμού οξίμης μεταξύ αυτών. Με 

τον τρόπο αυτό είναι δυνατόν να ληφθούν σχετικά εύκολα, γρήγορα και με ικανοποιητική 

απόδοση πρωτεϊνικά μακρομόρια που φέρουν έναν ή περισσότερους δεσμούς οξίμης αντί για 

πεπτιδικούς δεσμούς στα σημεία πρόσδεσης των πεπτιδικών τμημάτων.

Ο δεσμός της οξίμης δημιουργείται εκλεκτικά σε ελαφρά όξινο (pH 4,0-5,5) έως 

αρκετά όξινο (pH 2,0-3,0) διάλυμα σε μια αντίδραση πυρηνόφιλης προσθήκης στον 

καρβονυλικό άνθρακα της αλδεϋδικής ομάδας. Σε αυτές τις συνθήκες pH όλες οι ισχυρώς 

βασικές, πυρηνόφιλες ομάδες των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων, που 

συναγωνίζονται με την αμινοξυ-ομάδα, παραμένουν πρωτονιωμένες και επομένως μη 

δραστικές (καθίστανται ασθενή έως καθόλου πυρηνόφιλα). Κάτω από αυτές τις συνθήκες, η 

μόνη διαθέσιμη πυρηνόφιλη ομάδα για να αντιδράσει με την ηλεκτρονιόφιλη καρβονυλομάδα 

I είναι, η ασθενώς βασική αμινοξυακετυλομάδα, που παραμένει μη πρωτονιωμένη. Με άλλα 

ι' λόγια, το γειτονικό ηλεκτρονιοελκτικό άτομο οξυγόνου (alpha effect) καθιστά το πυρηνόφιλο
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άτομο αζώτου της αμινοξυ-ομάδας λιγότερο βασικό αλλά περισσότερο πυρηνόφιλο από μια 

αμινο-ομάδα. [112].

Η αντίδραση σχηματισμού οξίμης λαμβάνει χώρα σχετικά γρήγορα και ανάλογα με το 

μέγεθος και την πολυπλοκότητα των πεπτιδικών τμημάτων μπορεί κατά περίπτωση να  

βελτιστοποιηθεί αν παράλληλα με το ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιηθούν και οργανικοί 

συνδιαλύτες ή μίγματα οργανικών συνδιαλυτών (CH3CN, DMSO, DMF, υδροχλωρική 

γουανιδίνη). Επιπλέον, το pH του διαλύματος καθώς και η ελαφρά θέρμανση αποτελούν 

παράγοντες που επηρεάζουν την απόδοση της αντίδρασης [145].

Στερεοχημεία δεσμού οξίμης

Καθώς ο σχηματιζόμενος διπλός δεσμός C=N περιορίζει την ελεύθερη περιστροφή 

των υποκαταστατών γύρω από αυτόν, τα πεπτίδια οξίμης υφίστανται ως syn- και anti- 

ισομερή. Η αντίδραση σχηματισμού οξίμης μάλλον δεν είναι στερεοειδική ή, καλύτερα, η 

στερεοεκλεκτικότητα της αντίδρασης εξαρτάται από τις συνθήκες. Το πιθανότερο είναι ότι 

λαμβάνεται ένα μίγμα των δυο ισομερών, γεγονός που μπορεί να γίνει αντιληπτό στην RP- 

HPLC με την εμφάνιση δυο γειτονικών κορυφών που αντιστοιχούν, κατόπιν ταυτοποίησης με 

φασματομετρία μάζας, στο ίδιο μοριακό βάρος.

Μελέτες σε πεπτιδικά μοντέλα με φασματοσκοπία IR και NMR έδειξαν ότι γενικά 

λαμβάνεται το Ε- ή anti- ισομερές το οποίο όμως μπορεί προοδευτικά και κάτω από την 

επίδραση ισχυρά όξινων συνθηκών να μετατραπεί στο Ζ- ή syn- ισομερές [146]. Προφανώς, 

η ύπαρξη των δυο ισομερών έχει ως αποτέλεσμα και τη διαφορετική διαμόρφωση στο χώρο 

(δευτεροταγής δομή) του συνολικού πεπτιδικού-πρωτεϊνικού μορίου.

Σταθερότητα δεσμού οξίμης

Ο δεσμός της οξίμης είναι σταθερός στην περιοχή pH όπου δημιουργείται (4,0-5,5), 

ενώ έχει προταθεί στη βιβλιογραφία ότι πολύ καλά αποτελέσματα λαμβάνονται ακόμα και σε 

χαμηλότερες τιμές pH, έως την τιμή 2,1 [147] . Επιπλέον, ο δεσμός που σχηματίζεται έχει 

δειχθεί πως δεν είναι σταθερός σε υψηλές τιμές pH (>8), ενώ δεν υπάρχουν ενδείξεις μη 

σταθερότητας στη φυσιολογική περιοχή (ρΗ~7).
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Εκλεκτική εισαγωγή της αμινοξυακετυλομάδας

Η αμινοξυακετυλομάδα εισάγεται σε ένα πεπτίδιο με μια αντίδραση ακετυλίωσης με 

τρόπο παρόμοιο με την εισαγωγή προστατευμένων αμινοξέων, σύμφωνα με τις αρχές της 

πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεή φάση.

Το παραγωγό που συνήθως χρησιμοποιείται για αυτό το σκοπό είναι το Boc- 

προστατευμένο αμινοξυ-οξικό οξύ (B0C-NHOCH2COOH ή Boc-Aoa-OH) σε συνδυασμό με 

Ν,Ν-διισοπροπυλοκαρβοδιιμίδιο/1-υδροξυβενζοτριαζόλιο (DIC/HOBt) για την ενεργοποίηση 

του καρβοξυλίου [148]. Με τον τρόπο αυτό λαμβάνει χώρα ακετυλίωση της επιθυμητής 

αμινομάδας, είτε αυτή βρίσκεται στο αμινο-άκρο του πεπτιδίου είτε στην παράπλευρη 

αλυσίδα μιας λυσίνης.

Εναλλακτικά, η αμινοξυακετυλομάδα είναι δυνατό να εισαχθεί στην πεπτιδική 

αλυσίδα κάνοντας χρήση του ηλεκτριμιδικού εστέρα του Βοοπροστατευμένου αμινοξυ- 

οξικού οξέος (B0C-NHOCH2COOSU) παρουσία Ν-μεθυλομορφολίνης [137].

Η χρήση του παραγωγού Boc-Aoa-OH είναι συμβατή τόσο με την Fmoc/tBu όσο και 

με την Boc/Bzl μεθοδολογία σύνθεσης πεπτιδίων. Η απομάκρυνση της Boc-προστατευτικής 

ομάδας πραγματοποιείται κατά την αποκοπή του πεπτιδίου από το στερεό πολυμερικό 

υπόστρωμα με διάλυμα TFA ή HF, αντίστοιχα, και η αμινοξυακετυλομάδα που 

ελευθερώνεται με αυτόν τον τρόπο αντιδρά γρήγορα και εκλεκτικά με την καρβονυλική 

ομάδα αλδεϋδών ή κετονών προς σχηματισμό δεσμού οξίμης. Η αντίδραση αυτή είναι πολύ 

ευαίσθητη και για το λόγο αυτό πρέπει να δίνεται μεγάλη προσοχή στην αποφυγή 

ανεπιθύμητων αντιδράσεων με ίχνη αλδεϋδών ή κετονών που απαντιόνται στους διαλύτες, 

που παραμένουν στα εργαστηριακά σκεύη κατά τον καθαρισμό ή που συνυπάρχουν ως 

παραπροϊόντα κατά τη σύνθεση των αλδεϋδικών πεπτιδικών τμημάτων [149].

Εκλεκτική εισαγωγή της καρβονυλομάδας

Η καρβονυλομάδα που απαιτείται να αντιδράσει με την αμινοξυακετυλομάδα ώστε να 

δημιουργηθεί ο δεσμός οξίμης, συνήθως προέρχεται από μια αλδεΰδη και σπανιότερα από 

; κετόνη. Το γεγονός αυτό πιθανότατα οφείλεται στην ευκολία με την οποία είναι δυνατόν να 

|> δημιουργηθεί η αλδεϋδική ομάδα σε μια πεπτιδική αλυσίδα, προερχόμενη από την οξείδωση 

ι ενός καταλοίπου σερίνης ή θρεονίνης στο αμινο-άκρο του πεπτιδίου. Η μέθοδος στηρίζεται 

ι στην πολύ γρήγορη οξείδωση της 2-αμινο- αλκοολικής ομάδας αυτών των καταλοίπων από 

ν το υπεριωδικό ανιόν προς σχηματισμό μιας αλδεϋδικής ομάδας (Σχήμα 3) [150].
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II Πετττίδιο +HCHO +  NH3 +NaI03

Σχήμα 3. Οξείδωση σερίνης από υπεριωδικό νάτριο.

Η 2-αμινο-αλκοολική ομάδα στην οποία μπορεί να επιδράσει το υπεριωδικό 

υφίσταται σε ένα πεπτίδιο όταν η σερίνη ή η θρεονίνη βρίσκονται στο Ν-άκρο του πεπτιδίου 

ή όταν αυτά τα αμινοξέα είναι προσδεδεμένα στην παράπλευρη αλυσίδα μιας λυσίνης, η 

οποία μπορεί να βρίσκεται σε οποιαδήποτε θέση στην πεπτιδική αλληλουχία με 

επικρατέστερη το C-άκρο ενός πεπτιδίου. Η δεύτερη προσέγγιση τυγχάνει ευρείας εφαρμογής 

στη σύνθεση πρωτεϊνικών μακρομορίων διακλαδισμένης αρχιτεκτονικής.

Η οξείδωση της 2-αμινο-αλκοολικής ομάδας από το ΙΟ4’ είναι μια πολύ γρήγορη και 

εκλεκτική αντίδραση παρόλο που και άλλες παράπλευρες ομάδες δυνητικά υπόκεινται σε 

οξείδωση. Μεταξύ των πιο ευαίσθητων στην οξείδωση αμινοξέων (τυροσίνη, τρυπτοφάνη, 

ιστιδίνη, μεθειονίνη, κυστεΐνη) η κυστεΐνη είναι σχεδόν σίγουρο ότι πολύ γρήγορα θα 

οξειδωθεί και για το λόγο αυτό είναι προτιμότερο να μην είναι παρούσα στην πεπτιδική 

αλληλουχία. Ο θειοαιθέρας της μεθειονίνης υπόκειται επίσης οξείδωση από το υπεριωδικό 

προς το αντίστοιχο σουλφοξείδιο όμως η ανεπιθύμητη αυτή αντίδραση μπορεί να περιοριστεί 

σε ήπιες συνθήκες οξείδωσης. Έτσι λοιπόν, έχει βρεθεί ότι σε ουδέτερο pH και 

χρησιμοποιώντας πολύ μικρή μοριακή αναλογία (<2) υπεριωδικού:πεπτιδίου ο σχηματισμός 

του σουλφοξειδίου είναι περίπου 40 φορές πιο αργός από την οξείδωση της σερίνης ή της 

θρεονίνης οπότε, αν και δεν μπορεί να αποκλειστεί, ωστόσο αυτή η αντίδραση λαμβάνει 

χώρα σε μικρό βαθμό [150, 151]. Όσον αφορά στα υπόλοιπα ευαίσθητα σε οξείδωση 

αμινοξέα (Tyr, Trp, His), αυτά μπορούν να συνυπάρχουν στην πεπτιδική αλληλουχία χωρίς 

να υφίστανται αξιόλογη επίδραση από το υπεριωδικό ανιόν.

Η αντίδραση οξείδωσης λαμβάνει χώρα σε ουδέτερο pH, συνήθως σε ρυθμιστικό 

διάλυμα ιμιδαζολίου-HCl pH 6,9. To NaI04 χρησιμοποιείται σε διπλάσια μοριακή περίσσεια 

ως προς κάθε 2-αμινο-αλκοολική ομάδα που πρόκειται να οξειδωθεί, ενώ η αντίδραση
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ολοκληρώνεται σε διάστημα λίγων λεπτών (1-10) οπότε προστίθεται διάλυμα 

αιθυλενογλυκόλης για τη δέσμευση της περίσσειας του NalCU [151,152].

Κατά την απομόνωση του οξειδωμένου πεπτιδίου (γλυοξυλυλοπεπτίδιο), αυτό 

ανιχνεύεται στην RP-HPLC ως μια κορυφή, ενώ κατά την ταυτοποίηση με φασματομετρία 

μάζας το μοναδικό αυτό προϊόν εμφανίζει δυο κορυφές, μια που αντιστοιχεί στο επιθυμητό 

μοριακό ιόν και μια που διαφέρει κατά +18Da. Το φαινόμενο αυτό προκύπτει ως αποτέλεσμα 

της ισορροπίας μεταξύ της αλδεΰδης και της ένυδρης μορφής της, μιας διόλης, όπως φαίνεται 

στο σχήμα 4 [150, 153].

Σχήμα 4. Ισορροπία ένυδρης και άνυδρης αλδεΰδης

Β. Χη μειοεκλεκτική σύνδεση γλυκοπεπτιδίων: Νεογλυκοπεπτίδια

Η αντίδραση χημειοεκλεκτικής σύνδεσης με σχηματισμό δεσμού οξίμης μεταξύ της 

πολύ δραστικής αμινομάδας ενός αμινοξυακετυλο-πεπτιδίου και του αναγωγικού άκρου ενός 

ολιγοσακχαρίτη έχει αποδειχθεί πως είναι μια εξαιρετικά αποτελεσματική προσέγγιση όσον 

αφορά στα γλυκοσυμπλέγματα.

Η καρβονυλομάδα (συνήθως αλδεϋδομάδα) που υφίσταται στην άκυκλη μορφή των 

σακχάρων ή των ολιγοσακχαριτών στο αναγωγικό τους άκρο μπορεί χημειοεκλεκτικά να  

συζευχθεί με μια αμινοξυακετυλομάδα ενός πεπτιδίου οδηγώντας στη λήψη γλυκοπεπτιδικών 

αναλογών που φέρουν έναν Ν-γλυκοζιτικό δεσμό ο οποίος μιμείται τον αντίστοιχο Ν-
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γλυκοζιτικό δεσμό των φυσικών πρωτεϊνών. Τα γλυκοπεπτίδια αυτά ονομάζονται

Η μέθοδος αυτή τυγχάνει ευρείας αποδοχής και πληθώρα εφαρμογών της έχει 

αναφερθεί στη διεθνή βιβλιογραφία. Όπως όλες οι χημειοεκλεκτικές μέθοδοι σύνθεσης, 

λαμβάνει χώρα σε υδατικά διαλύματα, χωρίς την παρουσία προστατευτικών ομάδων τόσο 

στο πεπτιδικό όσο και στο σακχαριτικό τμήμα και χωρίς να απαιτείται οποιαδήποτε 

ενεργοποίηση.

Το σημαντικό μειονέκτημα που παρουσιάζει αυτή η μεθοδολογία είναι η 

διαμορφωτική ετερογένεια που εμφανίζουν τα σχηματιζόμενα με αυτόν τον τρόπο 

γλυκοσυμπλέγματα. Πιο συγκεκριμένα, έχει διαπιστωθεί ότι το παραγόμενο γλυκοπεπτίδιο 

υφίσταται σε μια ισορροπία μεταξύ της κυκλικής και γραμμικής (κλειστής ή ανοιχτής, 

αντίστοιχα) μορφής του σακχάρου οι οποίες επιπλέον είναι δυνατόν να βρίσκονται στη 

μορφή του α- ή β- γλυκοζιτικού δεσμού, όσον αφορά στην κλειστή δομή, καθώς και στη 

μορφή των Ε/Ζ (syn/anti) ισομερών του δεσμού οξίμης, όσον αφορά στην ανοικτή δομή. 

Γίνεται αντιληπτό, λοιπόν, πως δυνητικά πρόκειται για μια ισορροπία μεταξύ τεσσάρων 

ισομερών η οποία πιθανά επηρεάζει σημαντικά τη δράση αυτών των αναλόγων και 

κατ’επέκταση περιορίζει τις εφαρμογές τους.

Σχήμα 5. Αρχή μεθόδου χημειοεκλεκτικής πρόσδεσης σακχάρων σε αμινοξυακετυλιωμένα 

ττεπτίδια με σχηματισμό δεσμού οξίμης μεταξύ τους. Όπου Ri, R2, R3 είναι σάκχαρα 

προσδεδεμένα στον μονοσακχαρίτη του αναγωγικού άκρου. Χάριν απλότητας, η ομάδα ΟΗ-1 

και ο γλυκοζιτικός δεσμός που σχηματίζεται απεικονίζεται μόνο σε α στερεοδιάταξη.

νεογλυκοπεπτίδια ακριβώς επειδή πρόκειται για μιμητικά ανάλογα.
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Βέβαια, αυτό που πρακτικά συμβαίνει, όπως προκύπτει από μελέτες με πειράματα IR 

και NMR, είναι να υπερισχύει η δομή ανοικτής αλυσίδας του σακχάρου όπου παρατηρούνται 

τα δυο ισομερή οξίμης (Ε/Ζ ή syn/anti), ενώ σε μικρό ποσοστό να συνυπάρχει και η δομή 

κλειστής αλ,υσίδας στην οποία τις περισσότερες φορές ο σχηματιζόμενος γλυκοζιτικός 

δεσμός βρίσκεται σε β στερεοδιάταξη [154-157].

Εντούτοις, το πρόβλημα που μόλις περιγράφηκε, δηλαδή της μη διατήρησης της 

κυκλικής δομής πυρανόζης του πρώτου σακχάρου που προσδένεται μέσω οξίμης σε ένα 

πεπτίδιο, μπορεί να αντιμετωπιστεί [109]. Όπως προτάθηκε από τον Mutter και τους 

συνεργάτες του [115], η χρήση της Ν-μεθυλο-αμινοοξυακετυλομάδας αντί της απλής 

αμινοοξυακετυλομάδας έχει σαν αποτελέσματα τη διατήρηση της πυρανόζης στο αναγωγικό 

άκρο, δηλαδή στο πρώτο σάκχαρο που προσδένεται στο πεπτίδιο, και τη γλυκοζυλίωση του 

πεπτιδίου στην θέση αυτή με υψηλή ανωμερική στερεοεκλεκτικότητα, με τον παραγόμενο Ν- 

νεογλυκοζιτικό δεσμό να λαμβάνεται σχεδόν αποκλειστικά σε β στερεοδιάταξη, ανάλογα και 

με το είδος του σακχάρου [114, 115]. Ο μηχανισμός που προτείνεται για να εξηγηθεί η 

παρατηρούμενη στερεοεκλεκτικότητα της αντίδρασης απεικονίζεται στο σχήμα 6.

oxy-imminiurn ενδιάμεσο

Σχήμα 6. Προτεινόμενος μηχανισμός στερεοεκλεκπκής αντίδρασης γλοκοζολίωσης με 

διατήρηση της δομής πυρανόζης του αναγωγικού σακχάρου παρουσία μιας Ν-μεθυλο- 

αμινοοξυακετυλομάδας.

Στο oxy-imminium ενδιάμεσο που σχηματίζεται, το ΟΗ-5 προσβάλει το θετικά φορτισμένο 

άτομο άνθρακα οδηγώντας σε κλείσιμο του δακτυλίου σε μια θερμοδυναμικά ευνοούμενη 

διαδικασία [108, 112,115].
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  8

Φασματοσκοπία Κυκλικού Διχρωΐσμού (CD)

Εισαγωγή

Όταν μια ακτινοβολία διέρχεται μέσα από ένα υλικό, το ηλεκτρικό της πεδίο 

αλληλεπιδρά με τα ηλεκτρόνια των ατόμων αυτού του υλικού με αποτέλεσμα την ελάττωση 

της ταχύτητας μετάδοσής της και τη μείωση του πλάτους του ανύσματος Ε αυτής. Η 

ελάττωση της ταχύτητας μετάδοσης μιας ακτινοβολίας λέγεται διάθλαση και περιγράφεται 

από τον δείκτη διάθλασης η. Η μείωση του πλάτους του ανύσματος Ε οφείλεται σε 

απορρόφηση και περιγράφεται από τον συντελεστή μοριακής απορρόφησης ε της ουσίας. 

Τόσο το η όσο και το ε εξαρτώνται από το μήκος κύματος της ακτινοβολίας και η εξάρτηση 

αυτή αντανακλά την ηλεκτρονιακή δομή και τη γεωμετρία του μορίου μέσα από το οποίο 

διέρχεται η ακτινοβολία.

Στις περισσότερες ενώσεις, η αλληλεπίδρασή τους με ακτινοβολία, ακόμη και 

πολωμένη, εκφράζεται με απλή διάθλαση και απλή απορρόφηση της ακτινοβολίας. Οι 

ενώσεις, όμως, που είναι οπτικώς ενεργές αλληλεπιδρούν με την επίπεδα πολωμένη 

ακτινοβολία και δείχνουν διαφορετικό δείκτη διάθλασης nR και nL και διαφορετικό 

συντελεστή μοριακής απορρόφησης 8r και ε\_ για την δεξιόστροφη και την αριστερόστροφη 

κυκλικά πολωμένη συνιστώσα του επίπεδα πολωμένου φωτός (Σχήμα 1). Οι διαφορετικοί 

δείκτες διάθλασης υποδηλώνουν ότι οι συνιστώσες επιβραδύνονται διαφορετικά με 

αποτέλεσμα στην έξοδό τους να διαφέρουν ως προς τη φάση, το δε άνυσμα Ε της 

συνισταμένης του επίπεδα πολωμένου φωτός που προκύπτει να αλλάζει προσανατολισμό σε 

σχέση με το επίπεδο της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Επέρχεται, δηλαδή, στροφή του 

επιπέδου του πολωμένου φωτός. Η γραφική παράσταση της εξάρτησης της στροφικής 

ικανότητας από το μήκος κύματος αποτελεί το φάσμα Οπτικής Στροφικής Διασποράς (ORD).

Στην περιοχή απορρόφησης, οι ακτίνες του δεξιόστροφου E r  και του 

αριστερόστροφου El κυκλικά πολωμένου φωτός δεν διαδίδονται μόνο με διαφορετικές 

ταχύτητες (tiR#iL) μέσα στα ασύμμετρα μόρια, αλλά απορροφώνται διαφορετικά, δηλαδή τα 

[ανύσματα E r  και E l γίνονται συγχρόνως και άνισα οπότε η συνισταμένη τους διαγράφει 

ελλειπτική τροχιά και το φως που εξέρχεται είναι ελλειπτικά πολωμένο.
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Σχήμα 1. Φαινόμενο κυκλικού διχρωϊσμού

Η διαφορά αυτή απορρόφησης ει,-ει*=Δε συναρτήσει του μήκους κύματος λ  ονομάζεται 

κυκλικός διχρωϊσμός (CD) και δίνεται από την σχέση:

Δε = 8L*£r = (Al-Ar)/c1 (1)

Όπου ε: ο συντελεστής μοριακής απορρόφησης, Α: η απορρόφηση του φωτός από το μόριο, 

c: η μοριακή συγκέντρωση (Μ) και 1: η απόσταση που διανύει το φως.

Τα περισσότερα, εμπορικά διαθέσιμα όργανα μέτρησης CD μετρούν τη διαφορά 

απορρόφησης AA=Al-Ar η οποία εύκολα μετατρέπεται σε μοριακή διχρωϊκή απορρόφηση 

Δε από τη σχέση (1). Όμως, τα περισσότερα όργανα είναι βαθμονομημένα με όρους μοριακής 

ελλειπτικότητας. Η ελλειπτικότητα είναι μέτρο γωνίας (angular measure) και η σχέση που την 

συνδέει με το ΔΑ είναι:

θ = 32.98 ΔΑ (2)

όπου θ σε degrees^aOpoi). Για να εξαλειφθούν οι επιδράσεις του μήκους της κυψελίδας και 

της συγκέντρωσης, η μοριακή ελλειπτικότητα ορίζεται ως:

[θ] = 1 0 0 0 /c l  = 3298 Δε (3)

Οι μονάδες της μοριακής ελλειπτικότητας είναι degrees cm2 /  dmol.

Μ ε λ έ τ η  τ η ς  δ ια μ ό ρ φ ω σ η ς  π ε π τ ιδ ίω ν  μ ε  φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ία  C D .

Για να μελετηθεί μια ουσία με φασματοσκοπία CD θα πρέπει να διαθέτει χρωμοφόρες 

ομάδες. Χρωμοφόρες είναι ομάδες ατόμων μέσα σε ένα μόριο οι οποίες απορροφούν 

ενέργεια μιας ορισμένης ακτινοβολίας, με αποτέλεσμα να αναγνωρίζονται εύκολα με κάποια 

φασματοσκοπική μέθοδο. Μια πρωτεΐνη περιλαμβάνει πολλές χρωμοφόρες ομάδες. Στην
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φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού το αποτέλεσμα εξαρτάται από τη σχετική θέση των 

διαφόρων χρωμοφόρων ομάδων.

Οι χρωμοφόρες ομάδες μπορούν να ταξινομηθούν στις εξής δυο κατηγορίες:

1) Αυτές που από μόνες τους είναι ασύμμετρες

2) Αυτές που είναι συμμετρικές αλλά τοποθετούνται σε ένα ασύμμετρο περιβάλλον.

Η καρβονυλομάδα των α-αμινοξέων αποτελεί το πιο γνωστό παράδειγμα της δεύτερης

κατηγορίας χρωμοφόρων. Στην περίπτωση ενός αμιδικού δεσμού, η παρουσία ενός 

ασύμμετρου κέντρου (α-άτομο άνθρακα) εισάγει μια ασυμμετρία στην ηλεκτρονιακή 

κατανομή.

Μια άλλη χρωμοφόρος ομάδα, η οποία είναι συμμετρική, αλλά συχνά βρίσκεται σε 

ασύμμετρο περιβάλλον, είναι ο φαινολικός δακτύλιος της τυροσίνης.

Στα πεπτίδια και τις πρωτεΐνες η χρωμοφόρος ομάδα που συνήθως μελετάται με CD 

S είναι ο αμιδικός δεσμός στον οποίο αντιστοιχούν δυο μεταπτώσεις στην περιοχή 250-180 ran: 

|  1) Η μετάπτωση ηπ*, χαρακτηριστική του καρβονυλίου, που οφείλεται στην ανύψωση ενός 

(' ηλεκτρονίου του μονήρους ζεύγους του καρβονυλικού οξυγόνου από το η τροχιακό στο 

ι αντιδεσμικό π* τροχιακό της αμιδικής ομάδας. Το μονήρες ζεύγος στο η τροχιακό είναι 

ί υψηλής ενέργειας και παρά το ότι η μετάπτωση ηπ* είναι απαγορευμένη, διότι τα η 

{ ηλεκτρόνια βρίσκονται σε κάθετο επίπεδο ως προς τα π ηλεκτρόνια, στην πραγματικότητα 

I αυτή εμφανίζεται με μικρή ένταση γύρω στα 220 nm. Το ακριβές μήκος κύματος της 

|  αμιδικής μετάπτωσης ηπ* επηρεάζεται από τη φύση του διαλύτη και κυμαίνεται από ~225nm  

|  σε μη πολικούς διαλύτες έως ~215nm σε πολικούς διαλύτες που σχηματίζουν δεσμούς
4

[υδρογόνου.

2) Η μετάπτωση ππ*, στην οποία ένα ηλεκτρόνιο από το π τροχιακό ανυψώνεται στο 

αντιδεσμικό π* τροχιακό. Παρατηρείται κοντά στα 190nm για τα δευτεροταγή αμίδια και 

'ΐ κοντά στα 200nm για τα τριτοταγή. Η ένταση και το μήκος κύματος στο οποίο συμβαίνει η 

:ιππ* μετάπτωση στα αμίδια εξαρτάται από το διαλύτη [158] και η επίδραση αυτή είναι 

£ι μικρότερη σε σχέση με την ηπ*. Για παράδειγμα, η μεταφορά ενός δευτεροταγούς αμιδίου 

από το κυκλοεξάνιο ή το χλωροφόρμιο στο νερό οδηγεί σε μια μετατόπιση κατά 2-3nm προς

3.μεγαλύτερα μήκη κύματος (red shift).

Το φαινόμενο του κυκλικού διχρωϊσμού είναι πολύ ευαίσθητο στη δευτεροταγή δομή
yt
ϊιπεπτιδίων και πρωτεϊνών, δίνοντας φάσματα χαρακτηριστικά για διαφορετικούς τύπους*

δευτεροταγούς δομής. Επομένως, η ανάλυση ενός φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού μπορεί να 

9 ίδώσει χρήσιμες πληροφορίες για τη δευτεροταγή δομή βιολογικών μακρομορίων.
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α-έλικα

Η δεξιόστροφη α-έλικα αποτελεί μια κανονική δευτεροταγή δομή που απαντάται 

συχνά σε πρωτεϊνικά μόρια. Σταθεροποιείται με δεσμούς υδρογόνου που αναπτύσσονται 

μεταξύ της ομάδας CO κάθε αμιδικού δεσμού και της ομάδας ΝΗ του τέταρτου κατά σειρά 

αμινοξέος, προς το C-τελικό άκρο, οπότε σχηματίζονται 13μελείς δακτύλιοι (Σχήμα 2). Έτσι, 

όλες οι ομάδες CO και ΝΗ της κύριας αλυσίδας συμμετέχουν σε σχηματισμό δεσμών 

υδρογόνου, οι οποίοι είναι παράλληλοι προς τον νοητό άξονα της έλικας, ενώ οι παράπλευρες 

ομάδες των αμινοξέων κατευθύνονται προς το εξωτερικό της έλικας. Κάθε κατάλοιπο απέχει 

από το προηγούμενο κατά 1,5 Α, κατά μήκος του άξονα, γεγονός που οδηγεί στην ύπαρξη 3,6 

αμινοξέων ανά στροφή της έλικας. Το βήμα της έλικας (γινόμενο της μετατόπισης και του 

αριθμού των καταλοίπων ανά στροφή) είναι 5,4 Α.
Η διαμόρφωση α-έλικας ευνοείται σε πολυπεπτιδικές αλυσίδες που περιέχουν κυρίως 

Ala, Leu και Met ενώ αποσταθεροποιείται όταν περιέχεται Gly, lie , Ser, Thr, Lys και Arg, 

καθώς επίσης, Pro και Hyp.

To φάσμα CD πολυπεπτιδίων με διαμόρφωση α-έλικας, αν και υπάρχουν διαφορές 

στο ακριβές πλάτος και μήκος κύματος των κορυφών, ανάλογα με το διαλύτη και τις 

παράπλευρες ομάδες, είναι αρκετά χαρακτηριστικό [159,160]. Διακρίνονται τρεις ξεχωριστές 

κορυφές: δυο αρνητικές στα 222nm και 208nm και μια θετική στα 192nm. Η κορυφή στα 

222nm αποδίδεται στην ηπ* αμιδική μετάπτωση ενώ η αρνητική στα 208nm και η θετική στα 

192nm αποδίδονται στην παράλληλα και κάθετα πολωμένη, αντίστοιχα, ππ* αμιδική 

μετάπτωση.

Αν και, όπως αναφέρθηκε, το φάσμα CD είναι ποιοτικά παρόμοιο για πολυπεπτίδια με 

διάφορες πλευρικές αλυσίδες σε διάφορους διαλύτες, ωστόσο οι τιμές των κορυφών 

ποικίλουν σημαντικά. Εκτός από την επίδραση των διαλυτών, και οι παράπλευρες αλυσίδες 

συνεισφέρουν σε αυτήν την ποσοτική ποικιλομορφία. Έτσι, οι μη αρωματικές παράπλευρες 

ομάδες επιφέρουν αλλαγές στη γεωμετρία του σκελετού της έλικας ενώ οι αρωματικές 

παράπλευρες ομάδες διαταράσσουν το φάσμα CD λόγω αλληλεπιδράσεων των αρωματικών 

και αμιδικών διεγέρσεων. Αρωματικοί υποκαταστάτες πέρα από το β-άτομο άνθρακα 

επιφέρουν αμελητέες διαταραχές στο φάσμα.

Όσον αφορά στην εξάρτηση του φάσματος CD της α-έλικας από το μήκος της 

αλυσίδας, έχει βρεθεί ότι η αρνητική κορυφή στα 222nm είναι σχετικά ανεπηρέαστη από το 

μήκος της αλυσίδας [159,161] και παραμένει αρνητική από το διμερές μέχρι την άπειρη
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Σχήμα 2. Διαμόρφωση α-έλικας

έλικα, με μια μονότονη αύξηση του μεγέθους της που γίνεται βραδεία μετά από 7-10 

πεπτιδικές μονάδες. Αντίθετα, η κορυφές στα 208 και 192 nm επηρεάζονται σημαντικά από 

το μήκος της αλυσίδας. Πιο συγκεκριμένα, η κορυφή στα 192 nm εμφανίζεται για όλα τα 

μήκη των αλυσίδων με ένταση που αυξάνει με το μήκος ενώ για την κορυφή στα 208nm 

υπάρχουν μελέτες που υποστηρίζουν ότι δεν εμφανίζεται σε έλικες με λιγότερες από 10 

πεπτιδικές μονάδες και μελέτες που υποστηρίζουν ότι εμφανίζεται και σε έλικες με το πολύ 

μια στροφή [162].

β -δ ιά τ α ξ η  π τ υ χ ω τ ο ύ  φ ύ λ λ ο υ

Αντίθετα με την α-έλικα, την διαμόρφωση β-πτυχωτού φύλλου σταθεροποιούν 

διαμοριακοί δεσμοί υδρογόνου μεταξύ όλων των ομάδων CO και ΝΗ, οι οποίοι είναι κάθετοι 

στον άξονα της πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Αυτό συμβαίνει διότι οι πολυπεπτιδικές αλυσίδες 

είναι εκτεταμένες, παράλληλες ή αντιπαράλληλες, οπότε προκύπτουν επίπεδες επιφάνειες. Η 

απόσταση μεταξύ γειτονικών αμινοξέων είναι 3,5 Α. Οι παράπλευρες αλυσίδες των 

αμινοξέων προεξέχουν πάνω και κάτω από το επίπεδο του πτυχωτού φύλλου (Σχήμα 3).

Το φάσμα CD πολυπεπτιδίων με διαμόρφωση β-διάταξης χαρακτηρίζεται γενικά από 

μια αρνητική κορυφή στα 216nm, μια θετική στα 195-200nm και μια αρνητική στα 175nm 

[163]'.
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Σ χ ή μ α  3 .  Διαμόρφωση β-φύλλου

Η μορφή του φάσματος [164], δηλαδή το εύρος, η αναλογία και το ακριβές μήκος 

κύματος των κορυφών, ποικίλει σημαντικά για τα διάφορα πολυπεπτίδια καθώς εξαρτάται 

από πλήθος παραγόντων όπως ο διαλύτης, οι παράπλευρες ομάδες, το μήκος και πλάτος του 

φύλλου. Ουσιαστικά, οι παράγοντες αυτοί καθορίζουν το είδος του β-φύλλου, δεδομένης της 

δυνατότητας σχηματισμού παράλληλου ή αντι-παράλληλου φύλλου διαμοριακά, μέσω 

δεσμών υδρογόνου, αντι-παράλληλου ενδομοριακά, μέσω διασταυρώσεων και μιγμάτων 

αυτών. Επιπλέον, εκτός από επίπεδες (planar), οι παραπάνω δομές μπορεί να συστρέφονται 

(twisted) εν μέρει, όπως παρατηρείται πολύ συχνά σε πρωτεΐνες. Έτσι, είναι δύσκολο να 

αποδοθεί συγκεκριμένο φάσμα CD σε κάθε μια από τις παραπάνω πιθανές δομές.

Ένα σημείο, στο οποίο έχει δοθεί ιδιαίτερη βαρύτητα από τους διάφορους ερευνητές 

[165-168], είναι το σημείο τομής της καμπύλης με τον άξονα των χ(ηπι) (crossover point) και 

αυτό διότι το σημείο αυτό συσχετίζεται με τη διάκριση μεταξύ παράλληλου και αντι- 

παράλληλου β-φύλλου και πολύ περισσότερο με την ύπαρξη twisted ή planar φύλλων.

β -σ τ ρ ο φ ή

Η β-στροφή είναι ένα δομικό στοιχείο της διαμόρφωσης των πεπτιδίων και των 

πρωτεϊνών που συναντάται αρκετά συχνά, σε συνδυασμό με διάφορες άλλες διαμορφώσεις. 

Συχνά συνδέει αντιπαράλληλες β-πτυχωτές επιφάνειες. Επιπλέον, υπάρχουν διάφοροι τύποι 

β-στροφών. Στα πεπτίδια και τις πρωτεΐνες που συνίστανται μόνο από L-αμινοξέα, οι
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κυριότερες είναι οι τόπου I και II β-στροφές. Παραλλαγές αυτών αποτελούν οι τύποι III και 

IF.

Η β-στροφή είναι μια διαμόρφωση στην οποία συμμετέχουν τέσσερα αμινοξέα και η 

οποία υποχρεώνει την πεπτιδική αλυσίδα να κάνει στροφή 180° γύρω από το κεντρικό τμήμα 

των δύο εκ των τεσσάρων αμινοξέων. Επιπλέον, μια τέτοια διάταξη σταθεροποιείται από 

έναν δεσμό υδρογόνου μεταξύ της ομάδας CO του αμινοξέος στη θέση i και της ομάδας ΝΗ 

του αμινοξέος στη θέση ΐ+3. Έτσι, σχηματίζεται ένας ΙΟμελής δακτύλιος.

Αμινοξέα που απαντούν συχνά σε β-στροφή είναι Asn, Cys και Asp στην θέση i, Pro, Ser και 

Tyr στη θέση ΐ+1, Asn, Asp και Gly στη θέση ϊ+2 και Trp, Gly και Tyr στη θέση ϊ+3.

Οι β-Ι και β-ΙΙ στροφές προβλέφθηκε και επιβεβαιώθηκε [169, 170] ότι δίνουν φάσμα 

CD που μοιάζει με αυτό του β-φύλλου, με τη διαφορά ότι οι κορυφές είναι μετατοπισμένες 

κατά 5-10 nm προς μεγαλύτερα μήκη κύματος. Έτσι, προκύπτει το τάξης Β CD φάσμα (class 

Β) που χαρακτηρίζεται από μια ασθενή αρνητική κορυφή στα 220-230nm, οφειλόμενη στην 

ηπ* διέγερση, μια θετική στα 200-2lOnm, οφειλόμενη στην ππ* διέγερση, και, τέλος, από μια 

ισχυρή αρνητική στα 180-190nm.

Εκτός από το τάξης Β φάσμα, μπορεί να υπάρξει μιας άλλης μορφής φάσμα CD, αυτό 

της τάξης C (class C) που, όπως προβλέφθηκε, προκύπτει από τύπου β-IF στροφές. 

Χαρακτηριστικό αυτού του φάσματος είναι ότι μοιάζει με αυτό της α-έλικας και κάτι τέτοιο 

πράγματι επιβεβαιώθηκε από διάφορες μελέτες [169,170].
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Αλλες μελέτες έρχονται να ανακρούσουν τα παραπάνω δεδομένα, ισχυριζόμενες ότι 

αυτό που είναι σίγουρο είναι'ότι μόνο η τύπου II β-στροφή δίνει τάξης Β φάσμα CD ενώ η 

τύπου I β-στροφή, και η β-ΙΙΙ στροφή, δίνουν τάξης C φάσμα CD.

Τυχαία διαμόρφωση

Όπως είναι αναμενόμενο, πεπτίδια των οποίων η διαμόρφωση δεν παρουσιάζει 

κάποια κανονικότητα εμφανίζουν αρκετά μεταβλητό φάσμα CD. Ωστόσο, σε γενικές 

γραμμές, το φάσμα πολυπεπτιδίων με τυχαία διαμόρφωση χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη 

μιας ισχυρά αρνητικής κορυφής κοντά στα 200nm καθώς και μιας ασθενούς κορυφής γύρω 

στα 220nm, η οποία μπορεί να είναι είτε αρνητική είτε θετική [171]. Στα πολυπεπτίδια που 

εμφανίζουν θετική κορυφή στα 220nm στο CD φάσμα τους, περιλαμβάνονται και τα καλά 

μελετημένα μοντέλα τυχαίας διαμόρφωσης poly(Lys) και poly(GIu) σε ουδέτερο pH. Το 

φάσμα CD αυτών μοιάζει με της po!y(pro) II και η ομοιότητα αυτή αποδόθηκε στο ότι 

ιοντισμένα ομοπολυμερή συνίστανται από σύντομες και συχνά διακοπτόμενες περιοχές 

αριστερόστροφης έλικας με τρία αμινοξέα ανά στροφή (3-fold helix) σε κανονικές 

θερμοκρασίες.

Wave  length,  nm

Σχήμα 5. Χαρακτηριστικά φάσματα CD των διαφόρων δευτεροταγών δομών.



Πολυπεπτίδια τυχαίας διαμόρφωσης με αρνητική κορυφή στα 220nm στο CD φάσμα τους 

έχουν τοπικές διαμορφώσεις που αντιστοιχούν σε μεγάλο βαθμό στις περιοχές της α-έλικας 

και της β-δομής του χάρτη Ramachandran.

Σχήμα 9. Τυιτική διάταξη CD φασματοφωτομέτρον.

Οργανολογία

Το φαινόμενο του κυκλικού διχρωϊσμού, που παρατηρείται όταν μια οπτικώς ενεργή 

ουσία απορροφά σε διαφορετικό βαθμό το αριστερά και δεξιά πολωμένο φως, καταγράφεται 

με τη βοήθεια ενός CD φασματοφωτομέτρου (Σχήμα 9)

Το όργανο πρέπει να είναι ικανό να μετρά με ακρίβεια στο μακρινό UV (200-300nm), 

σε μήκη κύματος μεγαλύτερα της περιοχής 190-170nm. Οι πιο διαδεδομένες συσκευές είναι 

τα μοντέλα Jasco και Jobin Yvon. Στον οπτικό θάλαμο διοχετεύεται ξηρό άζωτο, 

απαλλαγμένο από οξυγόνο ώστε να αποφευχθεί ο σχηματισμός όζοντος σε μικρά μήκη 

κύματος. Βασικά τμήματα ενός CD φασματοφωτομέτρου είναι:

• Λάμπα ξένου υψηλής πίεσης

• Μονοχρωμάτορας

• Τμήμα ηλεκτρονικού ελέγχου
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Σκοπός της Διατριβής

Η γρίπη θεωρείται σήμερα ως μια από τις πλέον σοβαρές απειλές για την ανθρώπινη 

υγεία. Μετά το 1997, όπου για πρώτη φορά ένας υψηλής παθογένειας ιός γρίπης των πτηνών 

έκανε την εμφάνισή του στην Κεντρική και Ανατολική Ασία, ο υπότυπος Η5Ν1 

ενοχοποιείται για το ξέσπασμα πανδημίας γρίπης που έχει καταφέρει μέχρι σήμερα να 

εξαπλωθεί και σε άλλες περιοχές του πλανήτη, φτάνοντας ακόμα και μέχρι την Ευρώπη και 

την Δυτική Αφρική. Η άνευ προηγουμένου εξάπλωση του υποτύπου αυτού στα πουλερικά 

και τα άγρια υδρόβια πτηνά είχε σαν αποτέλεσμα απώλεια εκατομμυρίων πτηνών, ενώ έχει 

συνδεθεί και με μικρό, ευτυχώς, αριθμό ανθρώπινων κρουσμάτων. Η παγκόσμια ανησυχία 

εστιάζεται στην ενδεχόμενη μετάλλαξη που θα υποστεί αυτός ο υπότυπος ιού γρίπης και η 

οποία θα του επιτρέψει να μπορεί να μεταδοθεί εύκολα μεταξύ των ανθρώπων. Στην 

περίπτωση αυτή η πανδημία γρίπης δεν θα περιορίζεται μόνο στα πτηνά, όπως ισχύει μέχρι 

I σήμερα, αλλά θα πρόκειται για μια ανθρώπινη πανδημία γρίπης με ολέθριες συνέπειες.

Από τα ανθρώπινα κρούσματα που έχουν ως τώρα σημειωθεί προκύπτει ότι πρόκειται 

για μια πολύ επικίνδυνη μόλυνση που οδηγεί γρήγορα στην καταστροφή σημαντικών 

λειτουργικών οργάνων επιφέροντας το θάνατο. Η έλλειψη φυσικής ανοσίας στον ανθρώπινο 

πληθυσμό ενάντια σε υψηλής παθογένειας στελέχη ιού γρίπης των πτηνών έχει σαν 

αποτέλεσμα τα ήδη υπάρχοντα εμβόλια κατά της εποχικής γρίπης να θεωρούνται ανεπαρκή 

για την αντιμετώπιση του Η5Ν1, ενώ δεν έχει βρεθεί ακόμα εμβόλιο κατά αυτού του 

υποτύπου γρίπης. Επιπλέον, συνεχώς εμφανίζονται νέα μεταλλαγμένα στελέχη του Η5Ν1, 

ανθεκτικά στα υπάρχοντα αντιϊκά φάρμακα. Καθίσταται, λοιπόν, σαφές πόσο επιτακτική 

είναι η ανάγκη για γρήγορη και εξειδικευμένη διάγνωση, για αποτελεσματικό εμβόλιο και για 

νέα δραστικά αντιϊκά φάρμακα για την πρόληψη και την καταπολέμηση μιας ενδεχόμενης 

επιδημίας ή/και πανδημίας γρίπης των πτηνών στον άνθρωπο.

Προς την κατεύθυνση αυτή, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει μια από τις πρωτεΐνες 

ίτου ιού της γρίπης, η αιμοσυγκολλητίνη (ΗΑ), καθώς είναι αυτή που εμπλέκεται στην 

ι αλληλεπίδραση του ιού με το κύτταρο-ξενιστή και, επιπλέον, αποτελεί το κύριο αντιγόνο 

ι επιφάνειας κατά του οποίου στρέφεται το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή προκειμένου 

•να αντιμετωπίσει τη μόλυνση από τον ιό. Πρόκειται για μια επιφανειακή γλυκοπρωτεΐνη που 

ίυφίσταται ως τριμερές, αποτελούμενο από τρεις πανομοιότυπες πολυπεπτιδικές αλυσίδες, 

κάθε μια εκ των οποίων αποτελείται από δυο υπομονάδες και διακρίνεται από

JL
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χαρακτηριστικές λειτουργικές περιοχές. Πιο συγκεκριμένα, εξαιρετικό ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η υπομονάδα ΗΑ1 της αιμοσυγκολλητίνης, η οποία φέρει την περιοχή που είναι 

υπεύθυνη για την πρόσδεση στον υποδοχέα του ξενιστή, αλλά και συγκεντρώνει τις mo 

χαρακτηριστικές αντιγονικές θέσεις.

Ο υποδοχέας στον οποίο προσδένεται η ΗΑ του ιού της γρίπης είναι ένα κατάλοιπο 

σιαλικού οξέος που απαντάται πάντα ως η τελευταία σακχαριτική μονάδα Ν-συνδεδεμένων 

ολιγοσακχαριτικών αλυσίδων σε επιφανειακές γλυκοπρωτεΐνες και γλυκολιπίδια του 

κυττάρου ξενιστή. Το προτελευταίο σάκχαρο αυτών των ολιγοσακχαριτών είναι πάντα μια 

γαλακτόζη. Έτσι, το «σημείο αναγνώρισης» μεταξύ ιού-ξενιστή αποτελεί ένα σχεδόν 

διατηρημένο μοτίβο μεταξύ των ειδών, με μόνη διαφορά το είδος του γλυκοζιτικού δεσμού 

που συνδέει τα δυο αυτά σάκχαρα και ο οποίος μπορεί να είναι ένας α2,6 ή α2,3 γλυκοζιτικός 

δεσμός, ανάλογα με την προέλευση (άνθρωπος ή πτηνά) του κυττάρου-ξενιστή. Επομένως, η 

μελέτη αυτού του υποδοχέα αποτελεί μια εναλλακτική θεραπευτική ή/και διαγνωστική 

προσέγγιση κατά μιας ποικιλίας στελεχών ιού γρίπης, απαλλαγμένης από τον κίνδυνο 

εμφάνισης νέων ανθεκτικών στελεχών.

Με στόχο τη συμβολή στην ανάπτυξη διαγνωστικής μεθοδολογίας για την 
ανίχνευση του ιού της γρίπης καθώς επίσης και στην εύρεση αποτελεσματικού εμβολίου 
κατά του υποτύπσυ Η5Ν1 του ιού της γρίπης των πτηνών, η παρούσα διατριβή 
αναφέρεται στη σύνθεση γλυκοπεπτιδικών αναλόγων του υποδοχέα της ΗΑ και στη 
μελέτη της ικανότητας αυτών να προσδένονται και άρα να αναγνωρίζουν τον ιό, όπως 
επίσης αναφέρεται και στη σύνθεση και ανοσογονική μελέτη πεπτιδικών αναλόγων της 
αιμοσυγκολλητίνης (ΗΑ) Η5 του ιού της γρίπης.

Πιο συγκεκριμένα, η παρούσα διατριβή πραγματεύεται:

•  τη σύνθεση και το χαρακτηρισμό πεπτιδικών αναλόγων της Η5 ΗΑ, που συνίστανται από 

προσδεδεμένους Τ-κυτταρικούς επιτόπους στον Επαναλαμβανόμενο Ολιγοπεπτιδικό 

Φορέα SOC4-I

•  τη μελέτη της ανοσογονικότητας αυτών των αναλόγων κατόπιν ανοσοποίησης 

πειραματοζώων (ποντίκια και κοτόπουλα) με τα 8004-παράγωγα.

•  τη σύνθεση και το χαρακτηρισμό γλυκοπεπτιδικών αναλόγων του υποδοχέα της ΗΑ, που 

συνίστανται από σιαλικό οξύ και άλλους σιαλο-ολιγοσακχαρίτες προσδεδεμένους στον 

Επαναλαμβανόμενο Ολιγοπεπτιδικό Φορέα SOC4-I

•  τον έλεγχο της ικανότητας πρόσδεσης του ιού γρίπης σε αυτά τα γλυκοπεπτιδικά μοντέλα 

του υποδοχέα της ΗΑ
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τη διαμορφω τική μελέτη τω ν γλυκοπεπτιδικώ ν αναλογώ ν του υποδοχέα της Η Α

Η προσέγγιση του θέματος πραγματοποιήθηκε ως εξής:

• πιθανοί Τ-κυτταρικοί επίτοποι της αιμοσυγκολλητίνης Η5 ιού γρίπης επιλέχθηκαν με 

υ7ΐολογιστικές μεθόδους. Με τον τρόπο αυτό προέκυψαν οι ακόλουθες αλληλουχίες:

1. H5VINlcor54-69: DC(Acm)SVAGWLLGNPMC(Acm)DE-NH2

2. ΤΙ: VLMENERTL

3. Τ3: ASFFRNW W L

4. Τ5: FHDSNVKNL

5. Τ7: NFESNGNFI

• ο πρώτος επίτοπος, αφού συντέθηκε αρχικά ως πεπτίδιο-ελέγχου, στη συνέχεια 

προσδέθηκε και στην παράπλευρη αλυσίδα της πρώτης και τέταρτης λυσίνης του φορέα 

SOC4-I, με βήμα προς βήμα πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση, επιτρέποντας με τον τρόπο 

αυτό τη λήψη του πρώτου πεπτιδικού αναλόγου της ΗΑ:

Ac-SOC4[Ac2, (H 5VINlcor54-69)2]-OH

• οι υπόλοιπες τέσσερις αλληλουχίες τροποποιήθηκαν με πρόσθεση στο C-άκρο ενός 

καταλοίπου λυσίνης στην παράπλευρη αλυσίδα της οποίας προστέθηκε ένα κατάλοιπο 

σερίνης, έτσι ώστε στη θέση αυτή να καταστεί δυνατή η δημιουργία, μέσω οξείδωσης, μιας 

αλδεΰδικής ομάδας. Έτσι, συντέθηκαν με βήμα προς βήμα πεπτιδική σύνθεση σε στερεή 

φάση οι τροποποιημένοι Τ-επίτοποι

Τ Ι: VLMENERTLK(Ser)A-NH2 

Τ3: ASFFRNW W LK(Ser)-NH2 

Τ5: FHDSNVKNLK(Ser)-NH2 

Τ7: NFESNGNFIK(Ser)-NH2

■ οι οποίοι στη συνέχεια οξειδώθηκαν, σε υγρή φάση, για να ληφθούν τα αλδεΰδικά παράγωγα 

ι αυτών

’ ΤΙ: VLMENERTLK(CHOCO)A-NH2 

’ Τ3: NFESNGNFIK(CHOCO)-NH2 

Τ5: FHDSNVKNLK(CHOCO)-NH2 

r Τ7: ASFFRNW W LK (CH 0C0)-NH 2
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•  Συντέθηκε, επίσης, ο φορέας SOC4-I στον οποίο έχει προστεθεί η αμινοοξυακέτυλο 

ομάδα στις παράπλευρες αλυσίδες των τεσσάρων αλλά και των δυο (πρώτη και τρίτη) 

λυσινών αυτού:

H-SOC4(Aoa)4-NH2 και 

Ac-SOC4[Ac2, (Aoa)2J-NH2

•  Η χημειοεκλεκτική αντίδραση, σε υγρή φάση, μέσω σχηματισμού δεσμού οξίμης μεταξύ 

του Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I: Ac-SOC4[Ac2, (Aoa)2]-NH2 και καθενός από τα 

αλδεϋδικά παράγωγα των Τ-επιτόπων Τ Ι, Τ3, Τ5 και Τ7, επέτρεψε την παρασκευή των 

πεπτιδικών αναλόγων της ΗΑ:

Ac-SOC4{Ac2, [T1(CH=N-0)12}-NH2 

Ac-SOC4{Ac2, [T3(C H =N -0)]2}-NH2 

Ac-SOC4{Ac2, [T5(C H =N -0)]2}-NH2 

Ac-SOC4{Ac2, [T7(C H =N -0)]2}-NH2

•  Τα παραπάνω πέντε συνθετικά πεπτιδικά ανάλογα -  SOCU-αντιγονικά συμπλέγματα 

ελέγχθηκαν ως προς την ανοσογονικότητά τους και την παραγωγή αντισωμάτων 

εξουδετέρωσης της μόλυνσης από τον ιό γρίπης, κατόπιν ανοσοποίησης πειραματόζωων 

(ποντίκια ή κοτόπουλα) με αυτά τα συμπλέγματα και επακόλουθης μόλυνσης αυτών με ιό 

γρίπης Η5Ν1.

•  Συντέθηκαν σε υγρή φάση τα γλυκοπεπτιδικά ανάλογα του ανθρώπινου υποδοχέα [6’- 

σιαλυλακτόζη, (6’SL)] της ΗΑ του ιού γρίπης αλλά και του υποδοχέα των πτηνών [3’- 

σιαλυλακτόζη (3’SL)] για αυτήν την πρωτεΐνη:

H-SOC4(SA-Aoa)4-NH2 

Ac-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2]-NH2 

Ac-SOC4IAc2, (3’SL-Aoa)2]-NH2 

Ac-SOC4[Ac2, (6’SL-Aoa)2l-NH2
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με χημειοεκλεκτική αντίδραση σχηματισμού δεσμού οξίμης μεταξύ του Νε-αμινοοξυακέτυλο 

φορέα SOC4-I και των σακχάρων σιαλικό οξύ (SA), 3 ’-σιαλυλακτόζη (3’SL) και 6’- 

σιαλυλακτόζη (6’SL).

•  Τα παραπάνω γλυκοπεπτιδικά ανάλογα ελέγχθηκαν σε πειράματα ELISA ως προς την 

ικανότητά τους να προσδένονται εξειδικευμένα σε ιό γρίπης ανθρώπων ή πτηνών, με 

απώτερο σκοπό την ανάπτυξη μιας ειδικής διαγνωστικής δοκιμασίας ταυτοποίησης διαφόρων 

υποτύπων και στελεχών ιού γρίπης, αλλά και τη χρησιμοποίηση της δοκιμασίας αυτής για τον 

έλεγχο πιθανών πεπτιδικών αναστολέων της πρόσδεσης του ιού στον υποδοχέα.

•  Τέλος, μελετήθηκαν οι διαμορφωτικές ιδιότητες των γλυκοπεπτιδικών αναλόγων του 

υποδοχέα της ΗΑ με φασματοσκοπία Κυκλικού Διχρωϊσμού (CD).

/
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Σύνθεση, καθαρισμός και ταυτοποίηση Τ-κυτταρικών επιτόπων της HA Η5

1
Εισαγωγή

Στην παρούσα εργασία συντέθηκαν και μελετήθηκαν οι εξής Τ-κυτταρικοί επίτοποι 

της πρωτεΐνης IIA Η5:

1. H5VINlcorS4-69: H-DC(Acm)SVAGWLLGNPMC(Acm)DE-NH2

2. ΤΙ: H-VLMENERTLK(Ser)A-NH2

3. Τ3: H-ASFFRNVVWLK(Ser)-NH2

4. Τ5: H-FHDSNVKNLK(Ser)-NH2

5. Τ7: H-NFESNGNFIK(Ser)-NH2

Ι
Η σύνθεση των πεπτιδίων 1-5 πραγματοποιήθηκε βήμα προς βήμα σύμφωνα με τις 

αρχές τις πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεή φάση κατά Merrifield ακολουθώντας την Boc/Bzl ή 

την Fmoc/tBu στρατηγική και χρησιμοποιώντας ως πολυμερικά υποστρώματα τις ρητίνες 4- 

|| μεθυλοβενζυδρυλαμίνη και Rink Amide AM.

Αντιδραστήρια
Για την πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση χρησιμοποιήθηκαν τα εξής πολυμερικά 

υποστρώματα:

•  4-μεθυλοβενζυδρυλαμίνη (ΜΒΗΑ ρητίνη)

•  4-[2 ',4 '-διμεθοξυ-φαινυλ-(9-φλουορενυλμεθοξυκαρβονυλ)-αμινομεθυλ]-φαινοξυ 

ακεταμιδο-νορλευκιλαμινομεθυλ-ρητίνη (Rink Amide AM ρητίνη)

Ως αντιδραστήρια σύζευξης των αμινοξέων χρησιμοποιήθηκαν τα:

•  ο-βενζοτριαζολυλο-τετραμεθυλο-ισοουρονικό τετραφθοροβορικό άλας (TBTU), 

[Neosystem Laboratoire (Strasbourg, France) ή GL Biochem (Shanghai, China)].

•  ο-βενζοτριαζολυλο-τετραμεθυλο-ισοουρονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας 

|(HBTU), [Neosystem Laboratoire (Strasbourg, France) ή GL Biochem (Shanghai, China)], 

f· HATU [GL Biochem (Shanghai, China)]

•  Ν,Ν-διϊσοπρόπυλο καρβοδιϊμίδιο (DIC), [Fluka (Schnelldorf, Germany)]

• Ν,Ν-δικυκλοέξυλο καρβοδιϊμίδιο (DCC), [Sigma (Germany)]

Ως βοηθητικό πυρηνόφιλο χρησιμοποιήθηκε το 1 -υδροξυβενζοτριαζόλιο (HOBt), [GL 

Biochem (Shanghai, China)].
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Τα N°-Boc K at Na-Fmoc προστατευμένα παράγωγα αμινοξέων που
%

χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση των πεπτιδίων καταγράφονται στον πίνακα 1.

Στη σύνθεση και τον καθαρισμό των πεπτιδίων χρησιμοποιήθηκαν οι διαλύτες:

•  μεθανόλη [MeOH, analytical reagent και HPLC grade, LABSCAN (Ireland)]

•  διχλωρομεθάνιο [DCM, LABSCAN (Ireland)]

•  διμεθυλοφορμαμίδιο [DMF, LABSCAN (Ireland)], αποθηκευμενο υπεράνω μοριακών 

κόσκινων (molecular sieves) 4A για την απομάκρυνση της υγρασίας

•  εξάνιο [LABSCAN (Ireland)], κατά τη συμπύκνωση του TFA μετά την αποκοπή του 

πεπτιδίου από τη ρητίνη

•  διαιθυλαιθέρας [Riedel (Germany)], καταβύθιση του πεπτιδίου μετά τη συμπύκνωση του 

TFA

•  οξικό οξύ [MB: 60,05, d: 1,048 g/ml, Panreac (Spain)], για την παραλαβή του πεπτιδίου 

μετά την καταβύθιση

•  ακετονιτρίλιο [CH3CN, HPLC grade, LABSCAN (Ireland)], κατά τον καθαρισμό των 

πεπτιδίων με HPLC

ενώ άλλα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη σύνθεση των πεπτιδίων είναι τα:

•  διϊσοπροπυλοαιθυλαμίνη [DDEA, Merck-Schuchardt (Germany)], για τη σύζευξη των 

αμινοξέων

• τριφθοροξικό οξύ [TFA, Fluka (Germany)], για την απομάκρυνση της Boc αμινο- 

προστατευτικής ομάδας και την αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη

• οξικός ανυδρίτης [AC2O, Merk (Germany)] και πυριδίνη [Fluka (Germany)], για την 

ακετυλίωση των ελεύθερων αμινομάδων

•  πιπεριδίνη [Fluka (Germany)], για την αποπροστασία της Fmoc-ομάδας

•  τριϊσοπροπυλοσιλάνιο [TIS, Sigma (USA)]

•  τριφθοροοξικό οξύ [HF, Fluka (Germany)], για την αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη



Π ίν α κ α ς  1. Ν-προστατευμένα παράγωγα. αμινοξέων που χρησιμοποιήθηκαν στη σύνθεση

Ν-προστατευμένα παράγωγα 

αμινοξέων

Μοριακό

Βάρος
Προμηθευτής

Boc-GIu(OBzl)-OH 337,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Asp(OcHx)-OH 315,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Cys(Acm)-OH 292,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Met-OH 249,3 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Pro-OH 215,3 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Asn-OH 232,2 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-GIy-OH 175,2 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Leu-OH.H20 249,3 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Trp-OH 304,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Ala-OH 189,2 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Val-OH 217,3 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Ser(BzI)-OH 295,3 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Ala-OH 311,3 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Lys(Mtt)-OH 624,8
CBL Patras-Barlos 

GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Leu-OH 353,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Thr(tBu)-OH 397,5 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,8 GL Biochem (Shanghai, China)
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 425,5 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,7 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Met-OH 371,5 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Val-OH 339,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Ser(tBu)-OH 383,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Phe-OH 387,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Trp(Boc)-OH 526,6 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,5 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Asp(OtBu)-OH 411,5 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-His(Trt)-OH 619,7 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Ile-OH 353,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Gly-OH 297,3 GL Biochem (Shanghai, China)



Γενική πορεία σύνθεσης πεπτιδίων σε στερεή φάση
%

Η γενική πορεία σύνθεσης των πεπτιδίων απεικονίζεται στα σχήματα 1 και 2, για κάθε 

πολυμερικό υπόστρωμα που χρησιμοποιήθηκε και ανάλογα με τη μεθοδολογία, Boc ή Fmoc, 

που ακολουθήθηκε.

Ο έλεγχος ολοκλήρωσης της σύζευξης (απουσία ελεύθερων αμινομάδων στην 

πεπτιδορητίνη) έγινε με το τεστ νινυδρίνης (Kaiser).

Η απομάκρυνση των πεπτιδίων από τη ρητίνη και η τελική αποπροστασία των 

παράπλευρων δραστικών ομάδων των αμινοξέων έγινε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης με 

άνυδρο HF, κατά την Boc στρατηγική, ή με μίγμα TFA/TIS/H2O 95/2,5/2,5 ν/ν, κατά την 

Fmoc στρατηγική.

Στην πρώτη περίπτωση, η πεπτιδορητίνη κατεργάζεται με 10ml δισαπεσταγμένσυ HF 

για κάθε g αυτής, παρουσία 1ml π-θειοκρεσόλης και 1ml DMS ως scavengers (παγίδες 

κατιόντων), για 30 min στους -10°C και για 1 ‘Λ ώρα στους 0°C. Στη συνέχεια το HF 

απομακρύνεται υπό κενό, το υπόλειμμα εκπλένεται με διαιθυλαιθέρα για την απομάκρυνση 

των μορίων-παγίδων και διηθείται ενώ το πεπτίδιο παραλαμβάνεται τελικά με υδατικό 

διάλυμα οξικού οξέος 2Ν και λυοφιλοποιείται.

Στην δεύτερη περίπτωση, η πεπτιδορητίνη κατεργάζεται με 10-25ml/g μίγματος 

TFA/TIS/H2O 95/2,5/2,5 ν/ν για 3-4 ώρες. Στη συνέχεια, το TFA συμπυκνώνεται στον 

περιστροφικό εξατμιστήρα και στο ελαιώδες υπόλειμμα προστίθεται παγωμένος 

διαιθυλαιθέρας για την καταβύθιση του πεπτιδίου. Μετά από διήθηση, το πεπτίδιο 

παραλαμβάνεται με υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 2Ν και λυοφιλοποιείται.



Εκπλύσεις: Εξουδετέρωση
3x1 m in D C M
3x1 min M eO H
3x1 min D C M
2x2 min 7%  D IE A /D C M
3x1 min D C M
3x1 min M eO H
3x1 min D C M

Έλεγχος ύπαρξης ελεύθερων αμινομάδων 
\ r test Kaiser θετικό (+)

Μ Β Η Α  ρ η τίν η

ΜΒΗΑ ρητίνη
3 ισοδύναμα Βοε-αμινοξέοςι 
3 ισοδύναμα TB TU  

3 ισοδύναμα H O B t 
9 ισοδύναμα D IE A  

Ανάδευση για 1 1/2 - 2 ώρες 
Εκπλύσεις:
3x1 min D C M , 3x1 min M eO H , 3x1 min D C M  

Test Kaiser: (-) _

Ι=ΐ> Σ ύ ζ ε υ ξ η

Boc-αμινοξύι-ΜΒΗΑ ρητίνη

«■■■■■Η ·!

1x2 m in, 1x15 min 40%  TFAoe D C M  
Εκπλύσεις: Να-αποπροστασία
3x1 min D C M , 3x1 min M eO H , 3x1 min D C M  

r Test Kaiser: (+)
(απομάκρυνση Boc-ομάδας)

1

CF3COO\H3N+-apivo£t)r MBHA ρητίνη

Επανάληψη διαδοχικά των βημάτων 1 κα ι 2

Βοο-αμινοξύν-...-αμινοξύ|-ΜΒΗΑ ρητίνη

Κατεργασία πεπτιδο ρητίνης 

μεάνυδρο H F  

-10°C  για 30 min 

0°C  για 1 1/2 ώρα

Αποκοπή πεπτιδίου από ρητίνη- 
αποπροστασία παράπλευρων ομάδων

Ρ·.Η3Ν+-αμινοξύν-...-αμινοξύι-ΝΗ2

Σχήμα 1. Π ορεία σύνθεσης πεπτιδίων σε ρητίνη 4-μεθυλοβενζυδρυλαμίνη (ΜΒΗΑ), Boc- 

αεθοδολογία.
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£κπλύσεις για διόγκωση των κόκκων της ρητίνης: 3x1 min D C M  

lx2m in , lx20m in 20%  πιπεριδίνη σε D M F

Εκπλύσεις: 3x1 min D M F, 3x1 min M e O H ,3 x l m in D C M  

Test Kaiser: (+ )

H2N-Rink Amide AM ρητίνη
3 ισοδύναμα Fmoc-αμινοξέοςι

_____________________ 3 ισοδύναμα H B TU
Βήμσ 2 |  3 ισοδύναμα H O B t

Σ ύ ζ ε υ ^  6 ισοδύναμα D I£ A

Ανάδευση για 1 m-2 ώρες
Εκπλύσεις: 3x1 min D M F , 3x1 min M eO H , 3x1 min D C M  

Test Kaiser: (-)

F m o c -R in k  A m id e  A M  ρ η τ ίν η

Βήμα I
Ν“-αποπροστασία

Fmoc-apivost)r Rink Amide AM ρητίνη

Επανάληψη διαδοχικά των βημάτων 1 κα ι 2

Fmoc-apivo£uv-...apivo£ur Rink Amide AM ρητίνη

20%  πιπεριδίνη/D M F

I
Απομάκρυνση Fmoc-ομάδας

H-apivOsiv-...ttpivo£i)r Rink Amide AM ρητίνη

Κατεργασία πεπτιδορητίνης με 
TFATTIS/HjO 
95/2,5/2,5 ν/ν
3-4 ώρες

€Ρ3αθΟ·.Η3Ν+-αμινοξύν-...αμινοξύ,-ΝΗ2

Αποκοπή από ρητίνη, 
αποπροστασίσ 

παράπλευρων ομάδων

Σχήμα 2. Πορεία σύνθεσης ΐΐετπιδίων σε ρητίνη Rink Amide AM, Fmoc-μεθοδολσγία.
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I Τεχνικές καθαρισμού και ταυτοποίησης

] Ο καθαρισμός, η ταυτοποίηση και ο έλεγχος της καθαρότητας των πεπτιδίων που

I συντέθηκαν έγινε με τις εξής τεχνικές:

I ·  Ημιπαρασκευαστική Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης Ανάστροφης

1
 Φάσης (Semipreparative High Performance Liquid Chromatography -  Reversed Phase, RP -  

HPLC, Shimadzu LC-10AD VP, SCL-10A VP) σε στήλη Discovery Cig 25cm x 3mm, 5pm 

(SUPELCO), με ανιχνευτή UV/Vis (Shimadzu SPD-10A VP)

• Αναλυτική Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης Ανάστροφης Φάσης 

(Analytical High Performance Liquid Chromatography -  Reversed Phase, RP -  HPLC, 

Waters 600s) σε στήλη Discovery Cjg 25cm x 3mm, 5pm (SUPELCO), με ανιχνευτή UV/Vis 

1 (Waters 996 Photodiode Array Detector)

• Φασματομετρία Μ άζας Electrospray Ionization (ESI -M S) Micromass Platform LC 

Quandrupole.

Πειραματική πορεία σύνθεσης, καθαρισμού και ταυτοποίησης των Τ-κυτταρικών 

ι επιτόπων της HA Η5

1. Σύνθεση, καθαοισαός και ταυτοποίηση του επιτόπηυ H5VTNlcor54-69:

H-Asp-Cys(Acm)-Ser-Val-Ala-Gly-Trp-Leu-Leu-Gly-Asn-Pro-Met-Cys(Acm)-Asp-Glu-NH2

I MB: 1851,12 

MT: C77H119N21O 26S3

Για τη σύνθεση του πεπτιδίου 1 χρησιμοποιήθηκαν 0,527 g ρητίνης 4-μέθυλο- 

βενζυδρυλαμίνης (ΜΒΗΑ) με υποκατάσταση 0,95 mmol/g. Η σύνθεση ολοκληρώθηκε όπως 

Γίιεριγράφεται στο σχήμα 3 χρησιμοποιώντας τα εξής παράγωγα αμινοξέων: Boc-Glu(OBzl)- 

Ι'ΟΗ, Boc-Asp(OcHx)-OH, Boc-Cys(Acm)-OH, Boc-Met-OH, Boc-Pro-OH, Boc-Asn-OH, 

;Boc-Gly-OH, Boc-Leu-OH, Boc-Trp-OH, Boc-Ala-OH, Boc-Val-OH και Boc-Ser(Bzl)-OH.

.· Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης η 7ΐεπτιδορητίνη ξηράνθηκε υπεράνω Ρ2Ο5 σε
ί

^ξηραντήρα κενού (απόδοση σύνθεσης 77%) και στη συνέχεια έγινε αποκοπή του πεπτιδίου 

ί από τη ρητίνη με κατεργασία με υγρό HF. Συγκεκριμένα, 0,79 g πεπτιδορητίνης 

|ιιεταφέρθηκαν στο ειδικό δοχείο για τη συσκευή του HF όπου προστέθηκαν 10 ml υγρού HF

I
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και ως παγίδες κατιόντων 0,5 ml π-θειοκρεσόλη και 0,5 ml DMS. Η αντίδραση αποκοπής 

πραγματοποιήθηκε στους -10°C για 30 min και στους 0 °C για 1 % ώρα. Μετά από 

καταβύθιση με διαιθυλαιθέρα και διήθηση το πεπτίδιο παρελήφθη με υδατικό διάλυμα οξικού 

οξέος 2Ν  και λυοφιλοποιήθηκε (απόδοση 71%).

Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 20% έως 60% CH3CN/0.1%TFA σε 

H2O/0.1%TFA με ταχότητα ροής 4.7ml/min για 40 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση 

23%)

Η ταυτοποίηση του κύριου κλάσματος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 4), ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 5).
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ΜΒΗΑ ρητίνη

Βήμα 1

Εκπλύσεις: Εξουδετέρωση
3x1 min DCM
3x1 min MeOH
3x1 min DCM
2x2 min 7% DIEA/DCM
3x1 min DCM
3x1 min MeOH
3x1 min DCM
Έλεγχος ύπαρξης ελεύθερων αμινομόδων 
test Kaiser θετικό (+)

ΜΒΗΑ ρητίνη

3 ισοδύναμα Boc-Glu(OBzI)-OH 
3 ισοδύναμα TBTU 
3 ισοδύναμα HOBt 
9 ισοδύναμα DIEA 
Ανάδευση για 1 1/2 - 2 ώρες 
3x1 min DCM, 3x1 min MeOH, 3x1 min DCM 
Test Kaiser: (-)

Boc-Glu(OBzl)-MBHA ρητίνη

■=>

Βήμα 2
1x2 min, 1x15 min 40% ΤΤΑσε DCM 
3x1 min DCM, 3x1 min MeOH, 3x1 min DCM 
Test Kaiser: (+)

Να-αποπροστασία 
(απομάκρυνση Boc-ομάδας)

CFjCOO.HjN+GluiOBzIJ-MBHA ρητίνη

Επανάληψη διαδοχικά των βημάτων 1 και 2I
Boc-D-C-S-V-A-G-W-L-UG-N-P-M-C-D-p-MBHA ρητίνη

| ΒζΙ | ΟΒζΙ
Acm OcHx

OcHx Acm

Επανάληψη βήματος 2

CF3COO*.H3N4-D-C-ipV-A-G

I Bzl 
Acm 

OcHx

-W-L-L-G-N-P-M-C-D-p-MBHA ρητίνη

I OBzl 
OcHx

Acm

Κατεργασία πεπτιδορητίνης με άνυδρο HF 
-10°C για 30 min 

, r 0°C για 1 1/2 ώρα
Ο

Αποκοπή πεπτιδίου από ρητίνη- 
αποπροστασία παράπλευρων ομάδων

P-H^-D-C-S-V-A-G-W-L-L-G-N-P-M-C-D-E-NH2 

Σχήμα 3 . Πορεία σύνθεσης του πεπτιδίου H5VINlcor(54-69) σε ρητίνη 4-μέθυλο- 

βενζυδρυλαμίνη (ΜΒΗΑ).

's
I ,
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STELLA H5VM1C0R 19_03_06 HPLC PEAK 2 PH-S 1 (1.031) Cn (TOpA, HQ, Sm (Mn, 4x075). Sb (2040.00); Sm (1*1,4)0.75)

’ " mu']
SctnES*

A 19511210 00

400

479.19
,1544.04^575.07 66234V>M n f w j  

500 600 700
637.64

000.30

961.62

AW

1036.91

1095.96
1216.79 134630 z38446 )»!') Ι«|»ΐΛ.̂ «·| 149943 **iri mftefi 900 1000 1100 1200 1300 1400 1900

Σχήμα 4. Φάσμα μάζας ESI τον καθαρού πεπτιδίου Η5 VIN1 cor(54-69). Ευρεθέν μοριακό 

βάρος 1851.12, νπολογισθέν μοριακό βάρος 1851.12.

Σ χ ή μ α  5 . Χρωματογράφημα Αναλυτικής RP-HPLC τον καθαρού πεπτιδίου H5VINlcor(54-

69). Βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 20%  έως 60%  CHSCN/0.1%TFA σε H2O/0.1%TFAt

ταχύτητα ροής Iml/min για 30 mint ανίχνευση στα 2l4nm .
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2. Σ ύ νθ εσ η , κ α θ α ο ισ ιιό ε  κ α ι τα υ το π ο ίη σ η  το υ  επ ιτόπου  Τ Ι :

H-Va]-Leu-Met-Glu-Asn-Glu-Arg-Thr-Leu-Lys(Ser)-Ala-NH2

1
\
i  C58HJ04N18O 19S 

Μ.Β.: 1389,63

Για τη σύνθεση του πεπτιδίου 2 χρησιμοποιήθηκαν 0,75 g ρητίνης Fmoc-Rink Amide 

AM με υποκατάσταση 0,67 mmol/g, ενώ ακολουθήθηκε η γενική πορεία σύνθεσης που 

περιγράφεται στο σχήμα 2.

Ϊ
Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης του γραμμικού τμήματος του πεπτιδίου 

(κατάλοιπα 1-11) και χωρίς να πραγματοποιηθεί αποπροστασία της α-αμινομάδας του 

c τελευταίου καταλοίπου (Val1), έγινε εκλεκτική απομάκρυνση της Mtt ομάδας από την ε- 

(I αμινομάδα της λυσίνης με χρήση διαλύματος 1,8% TFA σε DCM, ( 9 x 3  λεπτά), όπου στη 

η συνέχεια προστέθηκε το παράγωγο Fmoc-Ser(tBu)-OH. Για τη σύζευξη του παραγώγου 

* αυτού χρησιμοποιήθηκαν 9 ισοδύναμα DIEA και όχι 6 ισοδύναμα που χρησιμοποιήθηκαν για 

;ίτη σύζευξη των άλλων αμινοξέων του πεπτιδίου, διότι απαιτείται επιπλέον ποσότητα για να  

^εξουδετερωθεί το άλας TFA της ε-αμινομάδας της λυσίνης που σχηματίζεται κατά την 

^απομάκρυνση της Mtt ομάδας. Τέλος, η Fmoc ομάδα απομακρύνθηκε ταυτόχρονα από τις α- 

Λμινομάδες των καταλοίπων βαλίνης (Val1) και σερίνης (Ser12).

Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης αυτής, η πεπτιδορητίνη ξηράνθηκε υπεράνω 

(?2θ 5 σε ξηραντήρα κενού (απόδοση σύνθεσης 92%).

Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη με ταυτόχρονη απομάκρυνση των 

|ρροστατευτικών ομάδων πραγματοποιήθηκε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης (1,55 g) με 

CO ml διαλύματος 92.5% TFA : 2.5% TIS : 2.5% Η2Ο : 2.5% DMS (ν/ν) για 4 ώρες υπό 

συνεχή μαγνητική ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε διήθηση υπό κενό για 

νην απομάκρυνση της ρητίνης, συμπύκνωση του διηθήματος μέχρι ξηρού, εκπλύσεις με 

άγμα DCM/εξάνιο 1:1 (ν/ν), καταβύθιση του πεπτιδίου με διαιθυλαιθέρα υπό ψύξη, διήθηση 

αι τέλος παραλαβή αυτού με υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 2Ν και λυοφιλοποίηση 

ιπόδοση 98%).

|  Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

3 »ησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 70% CH3CN/0.1%TFA σε



H2O/0.1%TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση

Η ταυτοποίηση του κύριου κλάσματος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 
(Σχήμα 6) ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 7).

Σχήμα 6. Φάσμα μάζας ESI του καθαρού πεπτιδίου ΤΙ. Ευρεθέν μοριακό βάρος 1390,16,

Σχήμα 7. Χρωματογράφημα Αναλυτικής RP-HPLC του καθαρού πεπτιδίου ΤΙ. Βαθμιδωτό 

σύστημα έκλουσης 10% έως 50%  CH3CN/0 .1%TFA σε H]0/O.1%TFA με ταχύτητα ροής 

lm l/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm.
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3. Σ ύ νθ εσ η , κ α θ α ο ισ ικ κ  κ α ι τα υ το π ο ίη σ η  το υ  επ ιτόπου  Τ 3:

H-Ala-Ser-Phe-Phe-Arg-Asn-Val-Val-Trp-Leu-Lys(Ser)-NH2

MB: 1452,74 

ΜΤ: C70H105N 19O1S

Για τη σύνθεση του πεπτιδίου 3 χρησιμοποιήθηκαν 0,597 g ρητίνης Fmoc-Rink 

Amide AM με υποκατάσταση 0,67 mmol/g, ενώ ακολουθήθηκε η γενική πορεία σύνθεσης 

που περιγράφεται στο σχήμα 2.

Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης του γραμμικού τμήματος του πεπτιδίου 

(κατάλοιπα 1- 11) και χωρίς να πραγματοποιηθεί αποπροστασία της α-αμινομάδας του 

τελευταίου καταλοίπου (Ala1), έγινε εκλεκτική απομάκρυνση της Mtt ομάδας από την ε- 

αμινομάδα της λυσίνης, με χρήση διαλύματος 1,8% TFA σε DCM, ( 9 x 3  λεπτά), όπου στη

Ευνέχεια προστέθηκε το παράγωγο Fmoc-Ser(tBu)-OH. Για τη σύζευξη του παραγώγου 

υτού χρησιμοποιήθηκαν 9 ισοδύναμα DIEA και όχι 6 ισοδύναμα που χρησιμοποιήθηκαν για 

rj σύζευξη των άλλων αμινοξέων του πεπτιδίου, διότι απαιτείται επιπλέον ποσότητα για να 

ΐξουδετερωθεί το άλας TFA της ε-αμινομάδας της λυσίνης που σχηματίζεται κατά την 

ιπομάκρυνση της Mtt ομάδας. Τέλος, η Fmoc ομάδα απομακρύνθηκε ταυτόχρονα από τις α- 

ιμινομάδες των καταλοίπων αλανίνης (Ala1) και σερίνης (Ser12).

t
Mexa την ολοκλήρωση της σύνθεσης αυτής, η πεπτιδορητίνη ξηράνθηκε υπεράνω 

»5 σε ξηραντήρα κενού (απόδοση σύνθεσης 89%).

Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη με ταυτόχρονη απομάκρυνση των 

στατευτικών ομάδων πραγματοποιήθηκε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης (1,21 g) με 

0 ml διαλύματος 95% TFA : 2.5% TIS : 2.5% Η2Ο (ν/ν) για 4 ώρες υπό συνεχή μαγνητική 

νάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε διήθηση υπό κενό για την απομάκρυνση 

ης ρητίνης, συμπύκνωση του διηθήματος μέχρι ξηρού, εκπλύσεις με μίγμα DCM/εξάνιο 1:1 

ρ ν ) , καταβύθιση του πεπτιδίου με διαιθυλαιθέρα υπό ψύξη, διήθηση και τέλος παραλαβή

ί
ττού με υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 2Ν και λυοφιλοποίηση (απόδοση 92%).

Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

Ιησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 20% έως 80% CH3CN/0.1%TFA σε 

|'<O/0.1%TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση

ί% )
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Η  ταυτοποίηση του  κόρνου κλάσμα τος έγ ινε με φ α σ μ α τομ ετρ ία  μάζας ESI-M S

(Σ χήμα  8) ενώ  η  καθαρότητα  επ ιβεβα ιώ θηκε μ ε αναλυτική  R P-H PL C  (Σ χήμα  9).

Σχήμα 8. Φάσμα μάζας ESI τον καθαρού πεπτιδίου Τ3. Ευρεθέν μοριακό βάρος 1453,50, )
31

υπολογισθέν μοριακό βάρος 1452,74. j
iH

Σ χ ή μ α  9. Χρωματογράφημα Αναλυτικής RP-HPLC του καθαρού πεπτιδίου Τ3. Βαθμιδωτό

σύστημα έκλουσης 10% έως 50%  CHjCN/0.1%TFA σε H2O /0.1 %TFA με ταχύτητα ροής

Iml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm.

\ κ

! ^

\*
\
i
f Pc
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4. Σ ύ νθ εσ η , κ α θ α ο ισ η ό ς  κ α ι τα υ το π ο ίη σ η  το υ  επ ιτό π ο υ  Τ 5:

H-Phe-His-Asp-Ser-Asn-Val-Lys-Asn-Leu-Lys(Ser)-NH2

MB: 1287,44  

ΜΤ: C56H90N 18O 17

Για τη σύνθεση του πεπτιδίου 4 χρησιμοποιήθηκαν 0,597 g ρητίνης Fmoc-Rink 

Amide AM με υποκατάσταση 0,67 mmol/g, ενώ ακολουθήθηκε η γενική πορεία σύνθεσης 

που περιγράφεται στο σχήμα 2.

Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης του γραμμικού τμήματος του πεπτιδίου 

(κατάλοιπα 1- 10) και χωρίς να πραγματοποιηθεί αποπροστασία της α-αμινομάδας του 

τελευταίου καταλοίπου (Phe1), έγινε εκλεκτική απομάκρυνση της Mtt ομάδας από την ε- 

αμινομάδα της λυσίνης με χρήση διαλύματος 1,8% TFA σε DCM, ( 9 x 3  λεπτά), όπου στη 

συνέχεια προστέθηκε το παράγωγο Fmoc-Ser(tBu)-OH. Για τη σύζευξη του παραγωγούs
ιυτού χρησιμοποιήθηκαν 9 ισοδύναμα DIEA και όχι 6 ισοδύναμα που χρησιμοποιήθηκαν για 

[η σύζευξη των άλλων αμινοξέων του πεπτιδίου, διότι απαιτείται επιπλέον ποσότητα για να 

ίξουδετερωθεί το άλας TFA της ε-αμινομάδας της λυσίνης που σχηματίζεται κατά την 

ιπομάκρυνση της Mtt ομάδας. Τέλος, η Fmoc ομάδα απομακρύνθηκε ταυτόχρονα από τις α- 

ιμινομάδες των καταλοίπων φαινυλαλανίνης (Phe1) και σερίνης (Ser11).

Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης αυτής, η πεπαδορητίνη ξηράνθηκε υπεράνω 

'2Ο5 σε ξηραντήρα κενού (απόδοση σύνθεσης 84%).

Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη με ταυτόχρονη απομάκρυνση των 

ροστατευτικών ομάδων πραγματοποιήθηκε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης (1,19 g) με 

[) ml διαλύματος 95% TFA : 2.5% TIS : 2.5% Η2Ο (ν/ν) για 4 ώρες υπό συνεχή μαγνητική 

/όδευση σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε διήθηση υπό κενό για την απομάκρυνση 

\ς ρητίνης, συμπύκνωση του διηθήματος μέχρι ξηρού, εκπλύσεις με μίγμα DCM/εξάνιο 1:1 

/ν), καταβύθιση του πεπτιδίου με διαιθυλαιθέρα υπό ψύξη, διήθηση και τέλος παραλαβή 

πού με υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 2Ν και λυοφιλοποίηση (απόδοση 98%).

Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

ησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 60% CH3CN/0.1%TFA σε 

O/0.1%TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση

%)
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Η  τα υτοπο ίησ η  του  κύρ ιου  κλάσματος έγινε μ ε φ ασ ματομετρ ία  μάζας ESI-M S

(Σ χήμα  10) ενώ  η  καθαρότητά  επ ιβεβαιώ θηκε με αναλυτική  R P-H P L C  (Σ χήμα  11).

STELLA Τ0 HPLC Μ02 ΡΕΛΚ1 10.12.07 1 (1-031) Cn (TopA. Μ): 8m (Mn, 4*0 70), SO (10,1000 %  Sm (Mn, 4tfl 70)
1Q0- ** -t
^  W5 2C

A?
430 M

400

444.23
636.73 

071,71
48228

Se#lE9*1S0C0
A 1?8642c0?r

A
1289 06

600

70220
66988

73291 ' "**'■· mn-imj*
900 1000 1100 1200 1s s r ^ s r ^ a s *

Σχήμα 10. Φάσμα μάζας ESI του καθαρού πεπτιδίου Τ5. Ευρεθέν μοριακό βάρος 1288,42, 

υπολογισθέν μοριακό βάρος 1287,44.

Σ χ ή μ α  11. Χρωματογράφημα Αναλυτικής RP-HPLC του καθαρού πεπτιδίου Τ5. Βαθμιδωτό

σύστημα έκλουσης 10% έω ς 50%  CH3CN/0. 1 % TFA σε H2O /0. 1 %TFA με ταχύτητα ροής

lm l/m in για 30 min, ανίχνευση στα 214nm.
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5. Σ ύ νθ εσ η . K «9apuru0c κ α ι τα υ το π ο ίη σ η  τα υ  επ ιτόπου  Τ 7 :

H-Asn-Phe-Glu-Ser-Asn-Gly-Asn-Phe-De-Lys(Ser)-NH2

MB: 1255,36  

ΜΤ: CssHgiNifiOig

Για τη σύνθεση του πεπτιδίου 5 χρησιμοποιήθηκαν 0,597 g ρητίνης Fmoc-Rink 

Amide AM με υποκατάσταση 0,67 mmol/g, ενώ ακολουθήθηκε η γενική πορεία σύνθεσης 

Ιπου περιγράφεται στο σχήμα 2.

Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης του γραμμικού τμήματος του πεπτιδίου 

: (κατάλοιπα 1-10) και χωρίς να πραγματοποιηθεί αποπροστασία της α-αμινομάδας του 

; τελευταίου καταλοίπου (Asn1), έγινε εκλεκτική απομάκρυνση της Mtt ομάδας από την ε- 

ιαμινομάδα της λυσίνης με χρήση διαλύματος 1,8% TFA σε DCM, ( 9 x 3  λεπτά), όπου στη 

■συνέχεια προστέθηκε το παράγωγο Fmoc-Ser(tBu)-OH. Για τη σύζευξη του παραγώγου 

ι αυτού χρησιμοποιήθηκαν 9 ισοδύναμα DIEA και όχι 6 ισοδύναμα που χρησιμοποιήθηκαν για 

Γη σύζευξη των άλλων αμινοξέων του πεπτιδίου, διότι απαιτείται επιπλέον ποσότητα για να 

ι >ξουδετερωθεί το άλας TFA της ε-αμινομάδας της λυσίνης που σχηματίζεται κατά την 

|ιπομάκρυνση της Mtt ομάδας. Τέλος, η Fmoc ομάδα απομακρύνθηκε ταυτόχρονα από τις α- 

ι ιμινομάδες των καταλοίπων ασπαραγίνης (Asn1) και σερίνης (Ser1!).

Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης αυτής, η πεπτιδορητίνη ξηράνθηκε υπεράνω 

) *2θ 5 σε ξηραντήρα κενού (απόδοση σύνθεσης 82%).

Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη με ταυτόχρονη απομάκρυνση των

I :ροστατευτικών ομάδων πραγματοποιήθηκε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης ( 1,12 g) με 

[0 ml διαλύματος 95% TFA : 2.5% TIS : 2.5% Η2Ο (ν/ν) για 4 ώρες υπό συνεχή μαγνητική

Τΐς ρητίνης, συμπύκνωση του διηθήματος μέχρι ξηρού, εκπλύσεις με μίγμα DCM/εξάνιο 1:1 

'//ν ), καταβύθιση του πεπτιδίου με διαιθυλαιθέρα υπό ψύξη, διήθηση και τέλος παραλαβή

j Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

$οησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 60% CH3CN/0.1%TFA σε 

t:2O/0..1%TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση

σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε διήθηση υπό κενό για την απομάκρυνση

■ποτού με υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 2Ν και λυοφιλοποίηση (απόδοση 97%).



Η  ταυτοποίηση  του  κύρ ιου  κλάσμα τος έγ ινε  μ ε φ α σ μ α τομ ετρ ία  μάζας ESI-M S

(Σχήμα 12) ενώ  η  καθαρότητα  επ ιβεβα ιώ θηκε με αναλυτική  R P -H P L C  (Σ χή μ α  13).

Σχήμα 12. Φάσμα μάζας ESI του καθαρού πεπτιδίου Τ7. Ευρεθέν μοριακό βάρος 1255,67, 

υπολογισθέν μοριακό βάρος 1255,36.

Σχήμα 13. Χρωματογράφημα Αναλυτικής RP-HPLC του καθαρού πεπτιδίου Τ7. Βαθμιδωτό 

σύστημα έκλουσης 10% έως 60% CH3CN/0 .1 %TFA σε H^)/0.1%TFA με ταχύτητα ροής 

lm l/m in για 30 min, ανίχνευση στα 214nm.
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'έλος, στον πίνακα 2 συνοψίζονται οι αποδόσεις σύνθεσης και καθαρισμού των Τ- 

Όΐταρικών επιτόπων της HA Η5 που παρασκευάστηκαν σε στερεή φάση κατά Merrifield.

Ιίνακας 2. Απόδοση σύνθεσης και καθαρισμού των T-κυτταρικών επιτόπων της HA Η5 που 

αρασκευάστηκαν σε στερεή φάση κατά M errifield

Τ-ΕΠπθΠΟΙ

Η5 VIN1 cor54-69:

H-DC(Acm)SVAGWLLGNPMC(Acm)DE-

ΝΗ2

Γ1: H-VLMENERTLK(Ser)A-NH2 

Γ3: H-ASFFRNVVWLK(Ser)-NH2 

Γ5. H-FHDSNVKNLK(Ser)-NH2 

Π: H-NFESNGNFIK(Ser)-NH2

Α Π Ο Δ Ο Σ Η  Σ Υ Ν Θ Ε Σ Η Σ  Α Π Ο Δ Ο Σ Η  Κ Α Θ Α Ρ Ι Σ Μ Ο Υ

71% 23%

92% 65%
89% 69%
84% 53%
82% 52%

/

■J
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  11

Σύνθεση, καθαρισμός και ταυτοποίηση πεπτιδικών παραγωγών κατάλληλων για
χημειοεκλεκτική σύνδεση

Εισαγωγή
Στην παρούσα εργασία συντέθηκαν και μελετήθηκαν τα εξής πεπτιδικά παράγωγα 

κατάλληλα για αντιδράσεις χημειοεκλεκτικής σύνδεσης μέσω δεσμού οξίμης:

1. Ν*-αμινοοξυακέτυλο φορέας SOC4-I:
H-SOC4(Aoa)4-NH2

2. Ν*-αμινοοξυακέτυλο φορέας SOC4-I:

Ac-SOC4(Ac2̂ Aoa2)-NH2

3. Αλδεϋδικό παράγωγο του επιτόπου ΤΙ:
H-VLMENERTLK(CHOCO)A-NH2

4. Αλδεϋδικό παράγωγο του επιτόπου Τ3:
| h -ASFFRNWWLK(CHOCO)-NH2

5. Αλδεϋδικό παράγωγο του επιτόπου Τ5:
H-FHDSNVKNLK(CHOCO)-NH2

6. Αλδεϋδικό παράγωγο του επιτόπου Τ7:
H-NFESNGNFIK(CHOCO)-NH2

Γενική πορεία σύνθεσης 
Σύνθεση διακλαδισμενων πεπτιδίων

Η σύνθεση διακλαδισμενων πεπτιδίων, όπως για παράδειγμα η πρόσδεση επιτόπων 

ιτην 7ΐαρά7ΐλευρη αλυσίδα των λυσινών του ολιγοπεπτιδικού φορέα SOC, απαιτεί 

|>ρθογωνική προστασία των καταλοίπων λυσίνης με μια προστατευτική ομάδα η οποία να  

Απορεί να απομακρυνθεί εκλεκτικά, μετά την ολοκλήρωση σύνθεσης του γραμμικού 

Τμήματος του φορέα. Για το σκοπό αυτό, στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε το 

||αράγωγο της λυσίνης Fmoc-Lys(Mtt)-OH. Η Mtt ομάδα απομακρύνεται εκλεκτικά, σε 

ήλαφρώς όξινες συνθήκες, χωρίς να παρατηρείται αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη, και 

ευτό επιτρέπει τη συνέχιση της σύνθεσης από την ε-αμινομάδα της λυσίνης.
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Σύνθεση του Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I

Κατά τη σύνθεση του φορέα SOC4-I, τα κατάλοιπα λυσίνης εισήχθησαν ως Fmoc- 

Lys(Mtt)-OH. Μετά την ολοκλήρωση σύνθεσης του μορίου του φορέα, η ομάδα Mtt 

απομακρύνθηκε από την ε-αμινομάδα της λυσίνης με διάλυμα 1,8% TFA σε DCM (9x3 min). 

Στη συνέχεια, το παράγωγο B0C-NHOCH2COOH (Boc-aminooxy acetic acid) συζεύχθηκε 

στην ελεύθερη ε-αμινομάδα της λυσίνης με χρήση του DIC ως αντιδραστηρίου σύζευξης και 

παρουσία HOBt ως βοηθητικού πυρηνόφιλου. Η Boc προστατευτική ομάδα απομακρύνθηκε 

κατά την αποκοπή του πεπτιδίου από την ρητίνη.

Σύνθεση τροποποιημένων Τ επιτόπων

Προκειμένου οι Τ επίτοποι, που προβλέφθηκαν για την πρωτεΐνη Η5 του ιού της 

γρίπης, να προσδεθούν χημειοεκλεκτικά μέσω δημιουργίας δεσμού οξίμης με τον Νε- 

αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I, απαιτείται η τροποποίηση αυτών έτσι ώστε να προκόψει μια 

αλδεϋδική ομάδα η οποία αντιδρά εκλεκτικά με την αμινο-όξυ ομάδα σε όξινο περιβάλλον.

Για το σκοπό αυτό, στο C-άκρο του επιτόπου προστίθεται μια λυσίνη προστατευμένη 

με την Mtt ομάδα στην ε-αμινομάδα. Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης του επιτόπου, η 

Mtt ομάδα απομακρύνεται με διάλυμα 1,8% TFA σε DCM (9x3 min) και στην ελεύθερη ε- 

αμινομάδα προστίθεται μια σερίνη, ως Fmoc-Ser(tBu)-OH. Η Fmoc ομάδα απομακρύνεται 

από την α-αμινομάδα της σερίνης και από την α-αμινομάδα του τελευταίου αμινοξέος του 

επιτόπου με 20% πιπεριδίνη σε DMF και τέλος το πεπτίδιο αποκόπτεται από τη ρητίνη.

Με την εισαγωγή μιας σερίνης στην παράπλευρη αλυσίδα της λυσίνης εξασφαλίζεται 

η ύπαρξη μιας ελεύθερης 2-άμινο-αλκοολικής ομάδας στο πεπτίδιο η οποία σχεδόν εκλεκτικά 

οξειδώνεται με NaIC>4 προς αλδεΟδη.

ί
1 οι*

■

.
■·ι 
?1

11

|ί οχ
U

Οξείδωση 2-άμινο-αλκοόλης προς αλδεΰδη παρουσία NaI04 ' ί:

Η αντίδραση οξείδωσης της 2-άμινο-αλκοολικής ομάδας της σερίνης προς αλδεΰδη με |  ( 

την επίδραση NaI04 λαμβάνει χώρα σε ρυθμιστικό διάλυμα ιμιδαζολίου-HCl pH 7. To NaI04 ί! ^

χρησιμοποιείται σε μοριακή αναλογία 2:1 ως προς την 2-άμινο-αλκοολική ομάδα ενώ η ,.
) *

αντίδραση ολοκληρώ νετα ι ταχύτατα , ακόμα  κ α ι εντός 2 m in. Η  περ ίσ σ εια  του N aI04 ν ·

δεσμεύετα ι από δ ιάλυμα  α ιθυλενογλυκόλης (100m M  σ ε  νερ ό ) η  οπο ία  προστίθετα ι σε

μοριακή αναλογία  2:1 ω ς προς το  N aI04. j



Αντιδραστήρια

Για την πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση των πεπτιδίων 1 και 2 χρησιμοποιήθηκε 

ως πολυμερικό υπόστρωμα η 4-[2',4'-διμεθοξυ-φαινυλ-(9-φλουορενυλμεθοξυκαρβονυλ)- 

αμινομεθυλ]-φαινοξυ ακεταμιδο-νορλευκιλαμινομεθυλ-ρητίνη (Rink Amide AM ρητίνη).

Ως αντιδραστήρια σύζευξης των αμινοξέων χρησιμοποιήθηκαν τα:

• ο-βενζοτριαζολυλο-τετραμεθυλο-ισοουρονικό τετραφθοροβορικό άλας (TBTU), 

[Neosystem Laboratoire (Strasbourg, France) ή GL Biochem (Shanghai, China)].

•  ο-βενζοτριαζολυλο-τετραμεθυλο-ισοουρονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας 

(HBTU), [Neosystem Laboratoire (Strasbourg, France) ή GL Biochem (Shanghai, China)].

•  Ν,Ν-διϊσοπρόπυλο καρβοδιϊμίδιο (DIC), [Fluka (Schnelldorf, Germany)]

Ως βοηθητικό 7Π)ρηνόφιλο χρησιμοποιήθηκε το 1-υδροξυβενζοτριαζόλιο (HOBt), [GL 

Biochem (Shanghai, China)].

Τα N°-Fmoc προστατευμένα παράγωγα αμινοξέων 7ΐου χρησιμοποιήθηκαν για τη 

σύνθεση των πεπτιδίων καταγράφονται στον πίνακα 1.

Στη σύνθεση και τον καθαρισμό των πεπτιδίων χρησιμοποιήθηκαν οι διαλύτες:

» μεθανόλη [MeOH, analytical reagent και HPLC grade, LABSCAN (Ireland)] 

ft* διχλωρομεθάνιο [DCM, LABSCAN (Ireland)]

• διμεθυλοφορμαμίδιο [DMF, LABSCAN (Ireland)], αποθηκευμένο υπεράνω μοριακών 

κόσκινων (molecular sieves) 4A για την απομάκρυνση της υγρασίας

• εξάνιο [LABSCAN (Ireland)], κατά την συμπύκνωση του TFA μετά την αποκοπή του 

πεπτιδίου από τη ρητίνη

διαιθυλαιθέρας [Riedel (Germany)], καταβύθιση του πεπτιδίου μετά τη συμπύκνωση του 

ΤΑ

οξικό οξύ [MB: 60,05, d: 1,048 g/ml, Panreac (Spain)], για την παραλαβή του πεπτιδίου 

ετά την καταβύθιση

ακετονιτρίλιο [ C H 3C N ,  H P L C  grade, LABSCAN (Ireland)], κατά τον καθαρισμό των 

επτιδίων με HPLC

Λί) άλλα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη σύνθεση των πεπτιδίων είναι τα: 

διϊσοπροπυλοαιθυλαμίνη [DIEA, Merck-Schuchardt (Germany)], για τη σύζευξη των 

αινοξέων

τριφθοροξικό οξύ [TFA, Fluka (Germany)], για την απομάκρυνση της Boc αμινο- 

οοστατευτικής ομάδας και την αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη
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•  οξικός ανυδρίτης [Ac20 , Merk (Germany)] και πυριδίνη [Fluka (Germany), για την 

ακετυλίωση των ελεύθερων αμινομάδων

•  πιπεριδίνη [Fluka (Germany)], για την αποπροστασία της Fmoc-ομάδας

•  τριϊσοπροπυλοσιλάνιο [TIS, Sigma (USA)]

•  τριφθοροοξικό οξύ [HF, Fluka (Germany)], για την αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη

Πίνακας 1. Ν-προστατενμένα παράγωγα αμινοξέων που χρησιμοποιήθηκαν στη σύνθεση των 

πεπτιδίων 1 και 2

Ν-προστατευμένα παράγωγα 

αμινοξέων

Μοριακό

Βάρος
Προμηθευτής

Fmoc-Gly-OH 297,3 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Aib-OH 325,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Lys(Ac)-OH 410,5 GL Biochem (Shanghai, China)

Fmoc-Lys(Mtt)-OH 624,8
CBL Patras-Barlos

GL Biochem (Shanghai, China)

Για τη σύνθεση σε υγρή φάση των πεπτιδίων 3 ,4 ,  5 και 6 χρησιμοποιήθηκαν τα εξής 

αντιδραστήρια και διαλύτες:

•  tert-βουτυλοξυκαρβονυλ-αμινοοξυ-οξικό οξύ [B0C-NHOCH2COOH, Fluka (Schnelldorf, 

Germany)]

•  υπεριωδικό νάτριο [NalQ», Μ.Β.: 213,89, Fluka (Schnelldorf, Germany)]

•  ιμιδαζόλιο [C3H4N2, M.B.: 68,08, Fluka (Schnelldorf, Germany]

•  υδροχλωρικό οξύ [HC1, M.B.: 36,46, d: 1,18g/ml, Fluka (Schnelldorf, Germany]

•  αιθυλενογλυκόλη [C2H4(OH)2, M.B.: 62,07, d: 1,1 lg/m l, Fluka (Schnelldorf, Germany]

Διαλύματα εργασίας

Διάλυαα A (υδατικό διάλυμα ιμιδαζολίου 0,2Μ): σε ογκομετρική φιάλη των 50ml εισάγονται 

0,6808g ιμιδαζολίου και προστίθεται νερό μέχρι τη χαραγή.

Διάλυμα Β (υδατικό διάλυμα υδροχλωρίου 0,1 Μ): σε ογκομετρική φιάλη των 250ml 

εισάγονται 0,77ml πυκνού υδροχλωρίου και προστίθεται νερό μέχρι τη χαραγή.

Ρυθιιιστικό διάλναα Μΐδαίολίου-υδρογλωοίου 50mM. pH 6.9:

25ml διαλύματος Α και 25,4ml διαλύματος Β εισάγονται σε ογκομετρική φιάλη των 100ml 

και ο όγκος συμπληρώνεται με νερό ως τη χαραγή.
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Γ Υδατικό διάΐ.υυα αιθυλενονλυκόληζ lOOmM:

10,56ml αιθυλενογλυκόλης εισάγονται σε ογκομετρική φιάλη των 100ml και ο όγκος 

|συμπληρώνεται με νερό μέχρι τη χαραγή.

Τα διαλύματα φυλάσσονται στους 4°C.

Πειραματική πορεία σύνθεσης, καθαρισμού και ταυτοποίησης

1. Σύνθεση, καθαοισιιόα και ταυτοποίηση του ΝΕ-αιηνοο£υακέτυλο <ροοέα SOCi-I:
Ft-SOC.fAoal.-NH,

Η-,Ν Η,Ν
' \ ' \

Ο Ο
/

II ο

\ c=/ /
ΗΝ ΗΝ

H-Lys-A ib-G ly-Lys-A ib-G ly-L^s-A ib-G ly-Lys-A ib-G ly-NHj

ΝΗ ΝΗ/ / o= c o= c

> >
ΝΗ, ΝΗ-

MB: 1390,56 
ΜΤ: C56H 103N 21O 20

Για τη σύνθεση του πεπτιδίου 1 χρησιμοποιήθηκε 1,00 g ρητίνης Fmoc-Rink Amide 

AM με υτιοκατάσταση 0,4 mmol/g. Η σύνθεση ολοκληρώθηκε σε δυο στάδια.

Αρχικά, έγινε η σύνθεση του φορέα SOC4-I, που φέρει την Fmoc ομάδα στην α- 

ιμινομάδα της τελευταίας λυσίνης και την Mtt ομάδα στην ε-αμινομάδα των τεσσάρων 

|\.υσινών, σύμφωνα με το πρωτόκολλο που περιγράφεται στο σχήμα 2, Κεφάλαιο 10. Στη 

«συνέχεια, έγινε απομάκρυνση της Mtt ομάδας από την ε-αμινομάδα των λυσινών και 

Ίεισαγωγή της αμινοοξυακετυλομάδας, όπως περιγράφεται αναλυτικά στο σχήμα 1. 

^Ακολούθησε απομάκρυνση της Fmoc ομάδας από την α-αμινομάδα της τελευταίας λυσίνης 

·<αι ξήρανση της πεπτιδορητίνης (απόδοση 91%).

Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη με ταυτόχρονη απομάκρυνση των 

(ΐροστατευτικών ομάδων πραγματοποιήθηκε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης (0,74 g) με
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20 ml διαλύματος 95% TFA : 2.5% TIS : 2.5% H20  (v/v) για 4 % ώρες υπό συνεχή 

μαγνητική ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε διήθηση υπό κενό για την 

απομάκρυνση της ρητίνης, συμπύκνωση του διηθήματος μέχρι ξηρού, εκπλύσεις με μίγμα 

DCM/εξάνιο 1:1 (ν/ν), καταβύθιση του πεπτιδίου με διαιθυλαιθέρα υπό ψύξη, διήθηση και 

τέλος παραλαβή αυτού με υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 2Ν  και λυοφιλοποίηση (απόδοση 

αποκοπής 97%).

Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλσυσης 10% έως 50% CH3CN/0.1%TFA σε 

H2O/0.1%TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση 

45%)

Η ταυτοποίηση του κύριου κλάσματος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 2) ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 3).



Fmoc-1Lys-2Aib-3G ly-4Lys-5A ib-6G ly-7Lys-8A ib-9G ly-I0Lys-11A ib-,2G l)— φ
I

Mtt
I

M tt
I

Mtt
I

Mtt ρητίνη
R in k  a m id e  A M

^^Trop0Kpuvar^t^pa6a^TT^^sJN*H^

ΐξουδεΐέρωστ^λατο^^^η^Ϋβ^Η Λ

1,8% TFA/DCM, 9x3min 

Εκπλύσεις: 3x1 DCM. 3x1 MeOH. 3x1 DCM 

2x2 7% DIEA/DCM 

test Kaiser: (+)

Fmoc-I Lys-2A ib-3G ly-4Lys-5A ib-6G ly-7Lys-8A ib-9G ly-10Lys-l l A ib“12G Iy—
I I I I

n h 2 n h 2 n h 2 n h 2

3 ισοδύναμα Boc-NH-0-CH2COOH (Boc-Aoa-OH) 
3 ισοδύναμα HOBt 
3 ισοδύναμα DIC 
Ανάδευση για 2x6-8 ώρες 
Εκπλύσεις: 3x1 DCM. 3x1 MeOH, 3x1 DCM 
test Kaiser: (-)

F«noc-, LjYS-2A ib-3G ly-4Lys-5A ib-6G ly-7Lys-8A lb-9G ly-10Lys-11A lb-12G ly—

BocHNOCHjCONH j BocHNOCHjCONH |

BocHNOCHjCONH BocHNOCHjCONH

20% πιπεριδίνη/DMF, 1x2, 1x15 min 
Εκπλύσεις: 3x1 DMF, 3x1 MeOH, 3x1 DCM 
test Kaiser: (+)

H -I L^s-2A ib-3G ly-4Lys-5A ib-6G Iy-7Lys-8A ib-9G ly-I0Lys-n A ib-I2G ly—

BocHNOCHjCONH BocHNOCHjCONH

BocHNOCHjCONH BocHNOCHjCONH

Αποκοπή από ρητίνη και 
απομάκρυνση Boc ομάδων

1 '

95%TFA / 2.5%TIS / 2.5%H20  
4 12 ώρες

H -1L^s-2A ib-3G ly-4Lys-5A ib-6G ly-7Lys-8A ib-9G ly-,0Lys-1,A ib-,2Gly-NH2

HjNOCHjCONH HjNOCHjCONH

H,NOCH,CONH HjNOCHjCONH

£χήμα 1. Πορεία σύνθεσης του I f -αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I σε ρητίνη Fmoc-Rink 

im ide AM.
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Σχήμα 2. Φάσμα μάζας ESI του καθαρού Ν°-αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I. Ευρεθέν 

μοριακό βάρος 1391.12, υπολογισθέν μοριακό βάρος 1390.56.

Σχήμα 3. Χρωματογράφημα Αναλυτικής R P - H P L C  του καθαρού Ν ε-αμινοοξυακέτυλο φορέα 

SOCr-L Βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 5 %  έως 7 0 %  C H 3CN/0.1 % T F A  σε H]O/0.1%TFA με 

ταχύτητα ροής lml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm.
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2. Σύνθεση, KaGgpumoc και ταυτοποίηση του Ν£-ααινοο£υακέτυλο (λυσίνες 1 και 

7) Φ ο ρ έ α  SOCi-I:

Ac-SOCaiAc^Aoa^VNHo

\ \c= o c= o/ /
ΗΝ ΗΝ^

Ac-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-GIy-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-NH2
\ \

ΝΗ ΝΗ

0 = C o=c

> )
ΝΗ: ΝΗ,

jj MB: 1370,57 

y ΜΤ: C58H103N19OJ9

Για τη σύνθεση του πεπτιδίου 2 χρησιμοποιήθηκε 1,00 g ρητίνης Fmoc-Rink Amide

ΪιΜ με υποκατάσταση 0,67 mmol/g. Η σύνθεση ολοκληρώθηκε όπως περιγράφεται στο 

χήμα 2, κεφάλαιο 10 χρησιμοποιώντας τα εξής παράγωγα αμινοξέων: Fmoc-Gly-OH, Fmoc- 

i|Aib-OH, Fmoc-Lys(Mtt)-OH και Fmoc-Lys(Ac)-OH .
ί
I Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης η πεπτιδορητίνη ξηράνθηκε υπεράνω Ρ2Ο5 σε 

;ηραντήρα κενού (απόδοση σύνθεσης 80% ).

Στη συνέχεια, σε μέρος της πεπτιδορητίνης (0,86 g), μετά την απομάκρυνση της Fmoc 

|»μάδας από την α-αμινομάδα της τελευταίας λυσίνης, έγινε ακετυλίωση της πετττιδορητίνης 

ιε 1,52 ml οξικού ανυδρίτη (30 ισοδύναμα) σε 30 ml πυριδίνη, 2 φορές από 20 min, 

|;πομάκρυνση της Mtt ομάδας από την ε-αμινομάδα της πρώτης και τρίτης λυσίνης και 

Εισαγωγή της αμινοοξυακέτυλο ομάδας όπως περιγράφεται αναλυτικά στο σχήμα 4 (απόδοση

U % ).

* Η αϊΐοκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη με ταυτόχρονη απομάκρυνση των 

ϊοοστατευτικών ομάδων πραγματοποιήθηκε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης (0,32 g) με 

ι 0 ml διαλύματος 95% TFA : 2.5% TIS : 2.5% Η20  (ν/ν) για 4 !4 ώρες υπό συνεχή 

Λάγνητική ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε διήθηση υπό κενό για την

|«ομάκρυνση της ρητίνης, συμπύκνωση του διηθήματος μέχρι ξηρού, εκπλύσεις με μίγμα 

|ΕΜ /εξάνιο 1:1 (ν/ν), καταβύθιση του πεπτιδίου με διαιθυλαιθέρα υπό ψύξη, διήθηση και



τέλος παραλαβή αυτού με υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 2Ν και λυοφιλοποίηση (απόδοση 

αποκοπής 84%).

Ο  καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 
χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 40% CH3CN/0.1%TFA σε 
H2O/0.1%TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση 
38%).

Η  ταυτοποίηση του κύριου κλάσματος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 
(Σχήμα 5) ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 6).
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Fmoc-,Lys-2Aib-3Gly-4Lys-5Alb-6Gly-7LyS"8Aib“9Gly-I0Lys-I1Aib-i2GLy-Rink amide AM resin
■ A IMtt Ac Mtt

*
Ac

gΑπομάκρυνση Fmoc ομάδας από L> s-N°H->J 1x2 min. Ix20min 20% πιπεριδίνη DMF
εκπλύσεις: 3xlmin DMF. 3xlmin MeOH. 3x1 min DCM

(+)

H2N-,Lys-2Aib-3Gly-4Lys-5Aib-6Gly-7Lys-8Aib-9Gly-, 0Lys-IiAlb-,2Gly-Rink amide AM resin
| < |

Mtt Ac Mtt Ac

2x20 min Α^Ο/πυριόίνη
εκ*πλύσεις: 3x1 min DMF. 3x1 min MeOH. 3x1 min DCM

(-)

Ac-lLyS“2Aib-3GIy-4Lys-5 Aib-6Gly-7Lys-8Aib-9Gly-10Lys-1 IAib-12GIy-Rink amide AM resin

Mtt
I

Ac Mtt Ac

9X3 min I.8%TFA/DCM
εκπλύσεις: 3x1 min DCM. 3x1 min MeOH. 3x!min DCM 

2x2 min 7% DIEAOCM

(-)

Ac-ILys-2Aib-3Gly-4Lys-5Aib-6GIy“7Lys-8Aib-9GIy-i0Lys-li Aib-I2Gly-Rink amide AM resin

n h 2 Ac n h 2 Ac

Boc-NH-0-CH2COOH / HOBl / DIC 3/3/3.2x6-8 ώρες 
εκπλΰσεις:3χΙπιίη DCM. 3xlmin MeOH. 3xlmin DCM

(-)

Ac-,Lys-2Aib-3Gly-4Lys-5Aib-4Gly-7 Lys-8Aib-9Gly-10Lys-1 1 Aib-12Gly-Rink amide AM resin
\ u \  \  \

NH NH NH NH0«C
>h2
NH

Boc

o=c 0=C o=c
ch2

NH/
Boc

Αποκοπή από ρητίνη και 
απομάκρυνση Boc ομάδων

..

95% TFA/ 2,5% T1S/ 2.5% Η20  
4 1/2 ώρες

Ac-1 Lys-2Aib-3Gly-4Lys-5Aib-6Gly-7Lys-8Aib-9Gly-10Lys-,IAib-,2Gly-NH2
\ \ \ \
NH NH NH ΝΗ

o=c o=c o=c o=c
\ ch2 \

O. o%
n h 2 N H j

χήμα 4. Πορεία σύνθεσης του Νε-αμινοοξυακέτυλο (λυσίνες 1 και 7) φορέα SOC4-J σε ρητίνη 

ink Amide Am
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Σχήμα 5. Φάσμα μάζας ESI του καθαρού If-αμινοοξυακέτυλο (λυσίνες 1 και 7) φορέα SOCj-I. 
Ευρεθέν μοριακό βάρος 1371.24, υιτολογισθέν μοριακό βάρος 1370.57.

Σχήμα 6. Χρωματογράφημα Αναλυτικής R P - H P L C  του καθαρού Ν'-αμινοοξυακέτυλο (λυσίνες 
1 και 7) φορέα S O C 4-I. Βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 1 0 %  έως 5 0 %  C H 3C N /0.1 % T F A  σε 

HiO/0.1%TFA με ταχύτητα ροής Iml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm.
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3. Σ ύνθ εσ η , K aO apurnoc κ α ι τα υ το π ο ίη σ η  το υ  α λ δ εΰ δ ικ ο ύ  π α ρ α γω γο ύ  το υ  επ ιτό π ο υ

Τ1: Η-Val-Leu-Met-Glu-Asn-Glu-Are-Thr-Leu-LysfCHOCO)-Ala-NI-b

Μ.Β.: 1358,57 

M.T.:Cs7H99N170J9S

12,35 mg του πεπτιδίου VLMENERTLK(Ser)A-NH2 (8,9 μηιοί) διαλύονται σε 0,89 

ml Η2Ο σε σφαιρική φιάλη και αραιώνονται με 7,12 ml ρυθμιστικού διαλύματος ιμιδαζολίου- 

HC1 50 mM ρΗ6,9. Στο υπό ανάδευση διάλυμα προστίθεται διάλυμα NaIC>4 (3,8 mg, 17,8 

μπιοί) σε 0,89 ml Η2Ο. Η αντίδραση οξείδωσης αφήνεται για 6 min οπότε τερματίζεται με 

προσθήκη διαλύματος αιθυλενογλυκόλης 100 mM (35,6 pmol, 356 μΐ).

Το επιθυμητό πεπτίδιο 3 απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 70% CH3CN/0.1%TFA σε 

H2O/0 . 1 %TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm.

£χήμα 7. Χ ρω ματογράφ ημα  ημιπαρασκευαστικής H P L C  δείγματος α πό  την αντίδραση  

ί οξείδωσης του επ ιτόπου ΤΙ. Β αθμιδω τό σύστημα έκλουσης 10%  έω ς  70%  C H 3 C N /0 . 1 %TFA σε  

Ί2 Ο /0 . 1% TFA μ ε  ταχύτητα ρ ο ή ς  4 .7m l/m in για  3 0  min, ανίχνευση στα 214nm .

Όπως φαίνεται και από το  σχήμα 7, με τη διαδικασία αυτή απομονώθηκαν δυο κύριες 

ορυφές, οι οποίες, όπως προκύπτει μετά από ταυτοποίηση με ESI-MS, αντιστοιχούν η μεν

ι̂ ρώτη (-9 ,4  min) στο επιθυμητό οξειδωμένο πεπτίδιο (σχήμα 8 ) η δε δεύτερη (-10,7  min) σε
Ί
«α προϊόν του οποίου το μοριακό βάρος διαφέρει από αυτό του επιθυμητού κατά +16Da. Η 

|:αφορά αυτή υποδηλώνει ότι πρόκειται για το επιθυμητό πεπτίδιο το οποίο έχει επιπλέον 

τοστεί οξείδωση και στη μεθειονίνη στη θέση 3 (σχήμα 9). Επιπλέον, θα πρέπει να 

ημειωθεί ότι ανιχνεύονται και τα μοριακά ιόντα που αντιστοιχούν στην ένυδρη μορφή της
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αλδεΰδης (+18Da), ως α7ΐοτέλεσμα της ισορροτι ας των δυο μορφών (ένυδρη - άνυδρη) σε 
υδατικό διάλυμα.

Προκειμένου να ελαχιστοποιηθεί η αν επιθύμητη οξείδωση του θειοαιθέρα της 
μεθειονίνης, πραγματοποιήθηκαν δοκιμαστικά πειράματα οξείδωσης σε διάφορες συνθήκες 

ώστε να επιλέγουν αυτές που ευνοούν την οξείδωση της 2-αμινο-αλκοόλης σε αλδεύδη και 
ταυτόχρονα οδηγούν στην ελάχιστη οξείδωση της περιεχόμενης μεθειονίνης. Οι δοκιμές που 
έγιναν αφορούσαν στο χρόνο οξείδωσης και στην περίσσεια του NaIC>4 ως προς το πεπτίδιο 
(πίνακας 2).

βΤείΧΑ H5_T1_MOUSE OXIDIZED TEST 30_08_07 1 (1.034) Cn (Top,4, Ht); Sm (Mn. -4x0.76); Sb (10,10.00): Sm (Mn, 1x4.00) Scan ES+

Σχήμα 8. Φάσμα μάζας ESI τον πετττιδίον που εκλούεται σε χρόνο 9,4 min. Τα κόκκινα 
χρωματισμένα μοριακά ιόντα αντιστοιχούν στο επιθυμητό πεπτίδιο (αλδεΰδικό παράγωγο του 

επιτόκου ΤΙ), με ευρεθέν μοριακό βάρος 1358,90 και νπολογισθέν μοριακό βάρος 1358,57. Τα 

μπλε χρωματισμένα μοριακά ιόντα αντιστοιχούν στην ένυδρη μορφή του εττιθυμητού αλδεΰδικού 

παραγώγου (+18Da).

%
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Σχήμα 9. Φ άσμα μ ά ζα ς  ESI του ιτεπτιδίου που εκλοόεται σε χρ ό νο  10,7 min και αντιστοιχεί στο 

π α ρ α π ρ ο ϊόν  της οξείδω ση ς (πεπτίδιο που έχει υποστεί οξείδω ση π ρος την επιθυμητή αλδεΰδη  

και, επ ιπλέον, οξείδω ση  του θειοα ιθέρα  της μεθειονίνης). Ε υρεθέν μ ορ ια κ ό  β ά ρ ο ς  1374,82, 

ο π ολογισ θέν  μ ο ρ ια κ ό  β ά ρ ο ς  1374,57. Τα μ π λε χρω ματισμένα  μοριακά  ιόντα αντιστοιχούν στην  

ένυδρη μ ορφ ή  της αλδεΰδης (+18Da).

[Ιίνακας 2. Σ υνθή κ ες  οξείδω ση ς που δοκιμάστηκαν

Πείραμα οξείδωσης Χρόνος οξείδωσης Αναλογία ΝαΙΟρ πεπτίδιο (pmol)
1 6  m in 2 : 1

2 3  m in 1 , 2 : 1

3 2  m i n 1 , 1 : 1

Στο σχήμα 10 φαίνονται συνοπτικά τα χρωματογραφήματα HPLC που λήφθηκαν από

fTpia δοκιμαστικά πειράματα οξείδωσης. Από αυτά προκύπτει ότι καλύτερα αποτελέσματα, 
ον αφορά στην λήψη της ελάχιστης δυνατής ποσότητας του παραπροϊόντος (οξειδωμένη 

εθειονίνη), λαμβάνονται όταν χρησιμοποιείται NaIC>4 σε μοριακή περίσσεια 1,2 ως προς το 
επτίδιο και η αντίδραση οξείδωσης αφήνεται για 3 min. Επομένως, οι συνθήκες αυτές

157



λαμβάνονται ως βέλτιστες και εφαρμόζονται στα πειράματα οξείδωσης που ακολουθούν, 
ανεξάρτητα από την ύπαρξη rf μη μεθειονίνης στο πεπτίδιο που πρόκειται να οξειδωθεί.

A

Β

Σχήμα 10. Χρωματογραφήματα ημιπαρασκεναστικής H P L C  που λήφθησαν κατά τα τρία 

δοκιμαστικά πειράματα οξείδωσης του επηόπου ΤΙ. Α) Ν α Ι θ 4 : πεπτίδιο 2 : 1, χρόνος 

οξείδωσης 6 min, Β) Ν α Ι θ 4 : πεπτίδιο 1,2 : 1, χρόνος οξείδωσης 3 min, Γ) ΝαΙ04 ·' πεπτίδιο
1,1 : 1, χρόνος οξείδωσης 2 min. Βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 1 0 %  έως 7 0 %  

CHjCN/0.1%TFA σε H]0/O.1%TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 

214nm.
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Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 8 ), ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 11).

Σχήμα 11. Χ ρω ματογράφημα Α ναλυτικής R P -H P L C  του καθαρού αλδευδικού παραγώ γου του 

,επιτόκου ΤΙ. Β αθμιδω τό σύστημα έκλουσης 10%  έω ς  70%  C H 3 C N /0 . 1 %TFA σε 

\H2 0 / 0 .]% T F A  μ ε  ταχύτητα ρ ο ή ς  lm l/m in  για 3 0  min, ανίχνευση στα 214nm .

4. Σύνθεση. καθαρισιιόα και ταυτοποίηση του αλδευδικού παραγωγού του επιτόπσυ
'3: H-Ala-Ser-Phe-Phe-Arg-Asn-Val-Val-Tro-Leu-Lvsf'CHOCQVNH-)

1421,66 
[Τ :C 69H ,ooN ,8 0 15

12,37 mg του πεπτιδίου ASFFRNWWLK(CHOCO)-NH2 (8,52 μιηοΐ) διαλύονται σε 

,852 ml Η2Ο σε σφαιρική φιάλη και αραιώνονται με 6,816 ml Η2Ο. Από δοκιμαστικά 

πειράματα 7ΐου προηγήθηκαν προέκυψε ότι το συγκεκριμένο 7ΐεπτίδιο δεν διαλύεται στο 

Ιυθμιστικό διάλυμα ιμιδαζολίου-ΗΟ 50 mM ρΗ6,9 που συνήθως χρησιμοποιείται για να 

άβει χώρα η αντίδραση οξείδωσης. Έτσι, το Η2Ο επιλέχθηκε ως διαλύτης για αυτήν την 

ντίδραση. Στο υπό ανάδευση διάλυμα προστίθενται 0,852 ml υδατικού διαλύματος NaI0 4  

0 mM (17,04 μιηοΐ). Η αντίδραση οξείδωσης αφήνεται για 30 min οπότε τερματίζεται με
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προσθήκη 341 μΐ υδατικού διαλύματος αιθυλενογλυκόλης 100 mM. Ο παρατεταμένος χρόνος 

αντίδρασης επιλέχθηκε διότι τα δοκιμαστικά 7ΐειράματα έδειξαν ότι τα 2min αντίδρασης 

οδηγούν στη λήψη πολύ μικρού ποσοστού από το επιθυμητό οξειδωμένο πεπτίδιο.

Το επιθυμητό πεπτίδιο 4 απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 20% έως 60% CH3CN/0 . 1 %TFA σε 

Η2θ /0 .1 %ΤΤΑ με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση  

66%).

Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 12), ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 13).

8TEULA PEAKG 9 J 1 1 (1.018) Cn (Top ,4. Ht); Sm (Mn. 4X0.75); Sb (10,10.00); Sm (Mn. 4x0.75) 
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Σχήμα 12. Φ άσμα μ ά ζα ς E S I τον  καθαρού α λδεΰδικού π α ρα γώ γον  τον  εταχόπον Τ3. Ε νρεθέν  

μ ορ ια κ ό  β ά ρ ο ς  1 4 2 2 ,4 5 , νπ ο λο γ ισ θ έν  μ ο ρ ια κ ό  β ά ρ ο ς  1 4 2 1 ,6 6  (μτελε χρω μ α τισμ ένα  μ ορ ιακά  

ιόντα). Τα κ όκκ ινα  χρ ω μ α τισ μ ένα  μ ο ρ ια κ ά  ιόντα  α ντισ το ιχούν  στην ένυδρη  μ ορ φ ή  της αλδεΰδης  

(+!8Da).
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Σχήμα 13. Χ ρω ματογράφημα Α ναλυτικής R P -H P L C  του καθαρού αλδεϋδικού παραγώ γου του  

επ ιτόκου Τ3. Β αθμιδω τό σύστημα έκλουσης 1 0 %  έω ς  70%  C H $C N /0.1 % TFA σε  

H 2 O /0 . 1 % TFA μ ε  ταχύτητα ρ ο ή ς  lm l/m in  y ia  3 0  min, ανίχνευση στα 214nm .

5. Σύνθεση, καθαοισιιός και ταυτοποίηση του αλδεϋδικού παραγωγού του επιτόπου

Τ5: H-Phe-His-Asp-Ser-Asn-Val-Lvs-Asn-Leu-LvsfCHOCOVNH?

MB: 1256,38  

ΜΤ: C55H85N 17O 17

12,87 mg του πεπτιδίου FHDSNVKNLK(Ser)-NH2 ( 1 0  μτηοΐ) διαλύονται σε 1 ml 

Λ2Ο  σ ε  σφαιρική φιάλη και αραιώνονται με 8ml ρυθμιστικού διαλύματος ιμιδαζολίου-ΗΟ 50 

ηΜ ρΗ6,9. Στο υ π ό  ανάδευση διάλυμα προστίθεται 1 ml υδατικού διαλύματος NaIC>4 12 

imol. Η αντίδραση οξείδωσης αφήνεται για 3min οπότε τερματίζεται με προσθήκη 240 μΐ 

ίδατικού διαλύματος αιθυλενογλυκόλης 100 mM.

Το επιθυμητό πεπτίδιο 5 απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

|ζρησιμθ7ΐοιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 60% CH3CN/0 .1 %TFA σε 

IH2 0 /0 . 1 %TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση  

70%).

Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

Σχήμα 14), ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 15).
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STEUA Τβ ALDEHYDE ARNTKA11JD1JW 1 (1327) Cn (Top* ,Ht),8m(Mn, 4*0.76);f t <10,1030 >ί 9m (Μη, 00-76) 
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Σχήμα 14. Φάσμα μάζας ESI του καθαρού αλδεΰδικού παραγώγον τον ετητόπον Τ5. Ευρεθέν 
μοριακό βάρος 1256,00, νηολογισθέν μοριακό βάρος 1256, 3 8 . Τ ο  μοριακό ιόν 1273,96 

αντιστοιχεί στην ένυδρη μορφή της αλδεδδης (+18Da). ·

Σχήμα 15. Χρωματογράφημα Αναλυτικής R P - H P L C  τον καθαρού αλδεΰδικού παραγώγον τον 
επιτόπον Τ5. Βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 1 0 %  έ ω ς  5 0 %  CHjCN/0.1 % T F A  σε 

Η,Ο/0.1 % T F A  με ταχύτητα ροής lml/min για 30 min, ανίχνενση στα 214nm.
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6 . Σύνθεση, καθαοισιιός και ταυτοποίηση του αλδεϋδικού παραγωγού του επιτόπου 

Τ7: H-Asn-Phe-Glu-Ser-Asn-Glv-Asn-Phe-Ile-Lvs(CHOCOVNH?

MB: 1224,3

ΜΤ: C54H 76N 1SO18

10,07 mg του πεπτιδίου NFESNGNFIK(CHOCO)-NH2 (8,02 μτηοΐ) διαλύονται σε 

0,8 ml Η2Ο σε σφαιρική φιάλη και αραιώνονται με 6,4 ml Η2Ο, ως αποτέλεσμα της 

δυσδιαλυτότητας του πεπτιδίου στο ρυθμιστικό διάλυμα ιμιδαζολίου-ΗΟ 50 mM ρΗ6,9. Στο 

οπό ανάδευση διάλυμα προστίθενται 0,802 ml υδατικού διαλύματος NaIC>4 20 mM (16,04 

μπιοί). Η αντίδραση οξείδωσης αφήνεται για 45min, οπότε τερματίζεται με προσθήκη 240 μΐ 

υδατικού διαλύματος αιθυλενογλυκόλης 100 mM. Ο παρατεταμένος χρόνος αντίδρασης 

επιλέχθηκε διότι τα δοκιμαστικά πειράματα έδειξαν ότι τα 2 min αντίδρασης οδηγούν στη 

\ηψη πολύ μικρού ποσοστού από το επιθυμητό οξειδωμένο πεπτίδιο.

Το επιθυμητό πεπτίδιο 6  απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

(ρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 50% CH3CN/0 . 1 %TFA σε 

T2O/0 . 1 %TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση  

70% ).

Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

Σχήμα 16), ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 17).
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STELLA T7 OXDATtON PEAKS 26.02.0Θ 1 (1 HIS) Cn (TopA, Ht). 8m (Mn. 4X076); 8b (10.10.00); 8m (Mn, 1*4.00) 
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Σχήμα 16. Φ άσμα μ ά ζα ς  E S I τον  καθαρού α λδεΰδικού πα ραγώ γου του επ ιτόκου Τ7. Ε υρεθέν  

μ ορ ια κ ό  β ά ρ ο ς  1 225 ,21 , υπ ολογισθ έν  μ ο ρ ια κ ό  β ά ρ ο ς  1 2 2 4 ,3 . Τα μ π λε  χρω μ α τισ μ ένα  μ ορ ια κά  

ιόντα  α ντιστοιχούν στην ένυδρη  μ ορ φ ή  της αλδεΰδης (+ 1 8 D a ).

Σχήμα 17. Χ ρω ματογράφ ημα  Α να λυτικ ή ς  R P -H P L C  του κα θα ρού α λδεΰδικού παραγώ γου του  

επ ιτόκου Τ7. Β αθμιδω τό σύστημα έκ λουσ ης 1 0 %  έω ς  6 0 %  C H jC N /0 .1 % TFA σε  

H 2 O /0 . 1 % TFA μ ε  ταχύτητα ρ ο ή ς  lm l/m in  για  3 0  m in, α νίχνευση  στα 214nm .
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Τέλος, στον πίνακα 3 συνοψίζονται οι αποδόσεις σύνθεσης και καθαρισμού των Ν*- 

αμινοοξυακέτυλο φορέων H-SOC4(Aoa)4-NH2 και Ac-SOC4(Ac2,Aoa2)-NH2 που 

παρασκευάστηκαν σε στερεή φάση κατά Merrifield, ενώ στον πίνακα 4 συνοψίζονται οι 

αποδόσεις των αντιδράσεων οξείδωσης των Τ-κυτταρικών επιτόπων προς τα αλδεϋδικά 

παράγωγα αυτών, που πραγματοποιήθηκαν σε υγρή φάση.

Πίνακας 3. Α π όδοσ η  σύνθεσης και καθαρισμού του I f -αμινοοξυακέτυ?Μ φ ορέα  Η -  

SO C 4 (A oa)4-N H 2  κ α θ ώ ς κα ι του l f -αμινοοξυακέτυλο φ ορέα  A c-S O C 4 (Ac2,A o a ^ -N H 2  (λυσ ίνες

1 και 7), π ου  παρασκευάστηκαν σε στερεή φάση κατά M errifie ld

I f -αμινοοξυσκέτυλχ) φορέας Α Π Ο Δ Ο Σ Η  Σ Υ Ν Θ Ε Σ Η Σ Α Π Ο Δ Ο Σ Η  Κ Α Θ Α Ρ ΙΣ Μ Ο Υ

H -S O C 4 (A o a )4-N H 2 91% 45%

A c -S O C 4 (A c2A o a 2) -N H 2 84% 38%

Ιίνακας 4. Α π όδοση  αντίδρασης οξείδω σης τω ν Τ-κυτταρικών επ ιτόπω ν π ρος σχηματισμό τω ν  

χλδεϋδ ικώ ν π α ρα γώ γω ν αυτών, σε υγρή φάση.

Αλδεϋδικά παράγωγα Τ-επιτόπων

Αλδεϋδικό παράγωγο επιτόπου ΤΙ: H-VLMENERTLK(CHOCO)A-NH2 

Αλδεϋδικά παράγωγο επιτόπου Τ3: H-ASFFRNWWLK(CHOCO)-NH2 

Αλδεϋδικό παράγιογο επιτόπου Τ5: H-FHDSNVKNLK(CHOCO)-NH2 

Αλδεϋδικό παράγωγο επιτόπου Τ7: H-NFESNGNFIK(CHOCO)-NH2

ΑΠΟΔΟΣΗ ΟΞΕΙΔΩΣΗΣ 

68%
66%
70%

70%
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  12

I Σύνθεση, καθαρισμός και ταυτοποίηση πεπτιδικών αναλογών της HA Η5
I
\
; Εισαγωγή

Στην παρούσα εργασία συντέθηκαν και μελετήθηκαν τα εξής πεπτιδικά ανάλογα της
1 πρωτεΐνης ΗΑ:

1. Ac-SOC4[Ac2, (H5VINlcor54-69)2]-OH

2. Ac-SOC4{Ac2, [Tl(CH=N-0)]2}-NH2

3. Ac-SOC4{Ac2, [T3(CH=N-0)J2}-NH2

4. Ac-SOC4{Ac2, [T5(CH=N-0)]2}-NH2

5. Ac-SOC4 {Ac2, [T7(CH=N-0)]2}-NH2

Από αυτά, το πεπτιδικό ανάλογο 1 συντέθηκε βήμα προς βήμα σύμφωνα με τις αρχές 

τις πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεή φάση κατά Merrifield, ακολουθώντας την Boc/Bzl 

i  μεθοδολογία σύνθεσης και χρησιμοποιώντας ως πολυμερικό υπόστρωμα την Pam ρητίνη 

i(Boc-Gly-Pam).

I Τα ανάλογα 2, 3, 4 και 5 παρασκευάστηκαν σε υγρή φάση ύστερα από 

^χημειοεκλεκτική σύνδεση μέσω σχηματισμού δεσμού οξίμης ταυ Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα 

]pOC4-I και των αλδεϋδικών παραγώγων των επιτόπων ΤΙ, Τ3, Τ5 και Τ7, η σύνθεση των 

(ιποίων περιγράφεται στο Κεφάλαιο 11.

Αντιδραστήρια
] Για τη σύνθεση σε στερεή φάση του πεπτιδικού αναλόγου 1 ως αντιδραστήρια 

Σύζευξης χρησιμοποιήθηκαν τα:

' ο-βενζοτριαζολυλο-τετραμεθυλο-ισοουρονικό τετραφθοροβορικό άλας (TBTU),

sNeosystem Laboratoire (Strasbourg, France) ή GL Biochem (Shanghai, China)].

ο-βενζοτριαζολυλο-τετραμεθυλο-ισοουρονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας (HBTU), 

^eosystem  Laboratoire (Strasbourg, France) ή GL Biochem (Shanghai, China)].

Ως βοηθητικό πυρηνόφιλο χρησιμοποιήθηκε το 1 -υδροξυβενζοτριαζόλιο (HOBt), [GL 

iiochem  (Shanghai, China)].

Τα N“-Boc προστατευμένα παράγωγα αμινοξέων που χρησιμοποιήθηκαν για τη 

θ’ίνθεση του πεπτιδικού αναλόγου 1 καταγράφονται στον πίνακα 1 .



Στη σύνθεση καν τον καθαρισμό του αναλόγσυ 1 χρησιμοποιήθηκαν οι διαλύτες:

•  μεθανόλη [MeOH, analytical reagent και HPLC grade, LABSCAN (Ireland)]

•  διχλωρομεθάνιο (DCM, LABSCAN)

• διμεθυλοφορμαμίδιο (DMF, LABSCAN)

•  τριφθοροοξικό οξύ [HF, Fluka (Germany)), για την αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη

•  διαιθυλαιθέρας [Riedel (Germany)], απομάκρυνση των μορίων παγίδων μετά την 

αποκοπή με HF

•  οξικό οξύ [MB: 60,05, d: 1,048 g/ml, Panreac(Spain)], για την παραλαβή του πεπτιδίου

•  ακετονιτρίλιο [CH3CN, HPLC grade, LABSCAN (Ireland)], κατά τον καθαρισμό των 

πεπτιδίων με HPLC

ενώ άλλα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη σύνθεση των πεπτιδίων είναι τα:

•  διϊσοπροπυλοαιθυλαμίνη [DIEA, Merck-Schuchardt (Germany)], για τη σύζευξη των 

αμινοξέων

•  τριφθοροξικό οξύ [TFA, Fluka (Germany)], για την απομάκρυνση της Boc αμινο- 

προστατευτικής ομάδας

•  οξικός ανυδρίτης [AC2O, Merk (Germany)] και πυριδίνη [Fluka (Germany)], για την 

ακετυλίωση των ελεύθερων αμινομάδων

•  παλμιτικός ανυδρίτης [Fluka (Germany)], για την εισαγωγή της παλμιτόϋλο-ομάδας

•  πιπεριδίνη [Fluka (Germany)], για την αποπροστασία της Fmoc-ομάδας

• τριϊσοπροπυλοσιλάνιο p iS , Sigma (USA)]

•  διμεθυλοσουλφίδιο [DMS, C2H6S, Fluka (Germany)]

•  π-θειοκρεσόλη [Fluka (Germany)]

Για τη σύνθεση σε υγρή φάση των πεπτιδίων 2, 3, 4 και 5 χρησιμοποιήθηκαν τα εξής 

αντιδραστήρια και διαλύτες:

•  Οξικό οξύ [CH3COOH, Μ.Β.: 60,05, d: 1,048 g/ml, Panreac (Spain)]

•  Οξικό νάτριο [CHsCOONa, Μ.Β.: 82,04, Fluka (Germany))

Δ ιαλύματα  ερ γα σ ία ς

Δ ιά λυα α  Α  (υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 0,2Μ): σε ογκομετρική φιάλη των 250 ml 

εισάγονται 2,89 ml πυκνού οξικού οξέος και προστίθεται νερό μέχρι τη χαραγή.

Δ ιά λυα α  Β  (υδατικό διάλυμα οξικού νατρίου 0,2Μ): σε ογκομετρική φιάλη των 250 ml 

εισάγονται 4,1 g οξικού νατρίου και προστίθεται νερό μέχρι τη χαραγή.



Ρ υθυιστικό δ ιά λυυα  ο ά κ ο ύ  ο ίέο ε-ο δ ικ ο ύ  νατοίου 0.1 Μ. p H  4,6:

25 ,5  ml διαλύματος Α και 24,5 ml διαλύματος Β εισάγονται σε ογκομετρική φιάλη των 

1 0 0 ml και ο όγκος συμπληρώνεται με νερό ως τη χαραγή.

Πίνακας 1 .1<Γ-προστατευμένα παράγω γα α μ ινοξέω ν που χρησιμοποιήθηκαν στη σύνθεση του  

πεπτιδικού α να λό γο υ  1

Ν -προστατεομένα παράγω γα Μ οριακό
Π ρομηθευτής

α μ ινοξέω ν Β ά ρος

Boc-Aib-OH 203,24 Neosystem Laboratoire (Strasbourg, France)

Boc-Lys(Ac)-OH 288,4

Boc-Lys(F moc)-OH 468,6 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Gly-OH 175^2 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Glu(OBzI>OH 337,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Asp(OcHx)-OH 315,4 GL Biochem (Shanghai, China)
Boc-Cys(Acm)-OH 292,4 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Met-OH 249,3 GL Biochem (Shanghai, China)
Boc-ProOH 215,3 GL Biochem (Shanghai, China)
Boc-Asn-OH 232,2 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Leu-OH.H20 249,3 GL Biochem (Shanghai, China)
Boc-Trp-OH 304,4 GL Biochem (Shanghai, China)
Boc-AIa-OH 189,2 GL Biochem (Shanghai, China)
Boc-Val-OH 217,3 GL Biochem (Shanghai, China)

Boc-Ser(BzI)-OH 295,3 GL Biochem (Shanghai, China)
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I .  Β ή μ α  π ρ ο ς  β ή μ α  σ ύ ν θ ε σ η  πεπτιδικού α ν α λ ό γ σ υ  τ η ς  H A  Η 5
%

Γ ε ν ι κ ή  π ο ρ ε ία  β ή μ α  π ρ ο ς  β ή μ α  σ ύ ν θ ε σ η ς

Η γενική πορεία σύνθεσης του πεπτιδίου 1 απεικονίζεται στο σχήμα 1. Αρχικά, 

συντέθηκε το γραμμικό τμήμα του μορίου, που αποτελεί τον ολιγοπεπτιδικό φορέα SOC4-I, 

εισάγοντας τα κατάλοιπα λυσίνης στις θέσεις 1 και 10 ως Boc-Lys(Fmoc)-OH, ενώ στις 

θέσεις 4 και 7 ως Boc-Lys(Ac)-OH. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε ακετυλίωση της 

τελικής αμινομάδας του μορίου του φορέα, ενώ ακολούθησε απομάκρυνση της Fmoc-ομάδας 

από την ε-αμινομάδα των λυσινών 1 και 1 0  και ολοκλήρωση της σύνθεσης του μακρομορίου 

με ταυτόχρονη βήμα προς βήμα σύνθεση του επιτόπου H 5VINlcor54-69 στις θέσεις αυτές. 

Στο τέλος της σύνθεσης, μέρος της πεπτιδορητίνης κατεργάστηκε με υγρό HF, με το οποίο 

έγινε η απομάκρυνση όλων των προστατευτικών ομάδων και η αποκοπή από τη ρητίνη οπότε 

λήφθηκε το πεπτιδικό ανάλογο 1. Το υπόλοιπο της πεπτιδορητίνης φυλάχτηκε για πιθανή 

μελλοντική χρήση.

Ο έλεγχος ολοκλήρωσης της σύζευξης (απουσία ελεύθερων αμινομάδων στην 

πεπτιδορητίνη) έγινε με το τεστ νινυδρίνης (Kaiser).

Η απομάκρυνση των πεπτιδίου από τη ρητίνη και η τελική αποπροστασία των 

παράπλευρων δραστικών ομάδων των αμινοξέων έγινε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης με 

άνυδρο HF. Για το σκοπό αυτό, η πεπτιδορητίνη κατεργάζεται με 10ml δισαπεσταγμένου HF 

για κάθε g αυτής, παρουσία 1ml π-θειοκρεσόλης και 1ml DMS ως scavengers (παγίδες 

κατιόντων), για 30 min στους -10°C και για 1 ιΛ  ώρα στους 0°C. Στη συνέχεια το HF 

απομακρύνεται υπό κενό, το υπόλειμμα εκπλένεται με διαιθυλαιθέρα για την απομάκρυνση 

των μορίων-παγίδων και διηθείται ενώ το πεπτίδιο παραλαμβάνεται τελικά με υδατικό 

διάλυμα οξικού οξέος 2Ν και λυοφιλοποιείται.
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93

Boc-GIy-Pam ρητίνη |

Βήμα 1

1

1 x2 min, 1 χ ΐ 5 min 40% TFA σε DCM Ν“-αποπροστασία 
Εκπλύσεις: 3x1 min DCM, 3x1 min MeOH, (απομάκρυνση
3x1 min DCM Boc-ομάδας)
Test Kaiser: (+) J

CF3 C O O \H 3N"l‘-GIy-Pam ρητίνη 1

Βήμα 2

ι

3 ισοδύναμα Boc-Aib-OH
3 ισοδύναμα HBTU /  3 ισοδύναμα HOBt /
9 ισοδύναμα DIEA
Ανάδευση για 1 1/2 - 2 ώρες d[> Σύζευξη 
Εκπλύσεις: 3x1 min DCM, 3x1 min MeOH, 3x1 
min DCM
Test Kaiser: (-) -

r

Boc-Aib-GIy-Pam ρητίνη

Επανάληψη διαδοχικά των βημάτων 1 και 2 μέχρι την 
ολοκλήρωση του γραμμικού τμήματος του φορέα SOC4-I

1'

Boc-Lys(Fmoc)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Fmoc)-Aib-Gly-Pain ρητίνη j

Ε7ΐανάληψη βήματος 1

CFjCOOM^IV*-Lys(Fmoc)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Fmoc)-Aib-Gly-Pam ρητίνη |

’

2x20 min 30eq Αί^Ο/πυριδίνη
3x1 min DCM, 3x1 min MeOH, 3x1 min DCM ■=> Ν“-ακετυλίωση 
Test Kaiser: (-)

r

Ac-Lys(Fmoc)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Finoc)-Aib-Gly-Pani ρητίνη
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Ac-Lys(Fmoc)-Aib-GIy-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-G!y-Lys(Fmoc)-Aib-Gly-Paiii ρητίνη

1x2, 1x20 min 20% πιπεριδίνη σε DMF 
3x1 min DMF, 3x1 min MeOH, 3x1 min DCM 
Test Kaiser: (+)

Ac-Lys-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib*GIy-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Pam ρητίνη

NH2 n h 2

N -σποπροστασισ
d[> (απομάκρυνση 

Fmoc ομάδας)

Επανάληψη διαδοχικά των βημάτων 1 και 2 
μέχρι την ολοκλήρωση σύνθεσης των επιτόπων 
στην παράπλευρη αλυσίδα των λυσινών

Βθ€-αμινοξύν-..--αμινοξύ)-ΝΗ

Ac-Lys*Aib-GIy-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Paiii ρητίνη
ι

Βοε-αμινοξύν-...-«μινοξΰ|-ΝΗ

Κατεργασία πεπτιδορητίνης 
με άνυδρο HF 
-10°C για 30 min 
0°C για 1 1/2 ώρα

Αποκοπή πεπτιδίου από ρητίνη 
αποπροστασία 
παράπλευρων ομάδων

Ρ*-Η3 Ν+-αμινοξύν-·..-αμινοξύ|-ΝΗ
ι

Ac-Lys-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-OH
I

Γ.Η3 Ν+-αμινοξ(6ν-...-αμινοξύ|-ΝΗ

Σχήμα 1. Γ ενική  πορεία  βή μ α  π ρ ο ς  β ή μ α  σύνθεση ς δ ια κλα δ ισ μ ένω ν π επτιδ ίω ν σ ε  ρ η τ ίν η  4- 

υδροξυ-μεθυλ-φ α ινυλ-ακεταμιδο-μ εθυλο  (Pam ), B o c -μεθοδολογία .
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Πειραματική πορεία βήμα προς βήμα σύνθεσης

1. Σύνθεση, καθαοισαόΰ και ταυτοποίηση του Ac-SOCalAc?, (H5VINlcor54-69)?l-QH

Ac
Η5 VIN1 cor54-69

Ac-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-GIy-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-OH

H5 VIN 1 cor54-69 Ac

MB: 4893,64

M T: C208H328NS6O68S6

Για τη σύνθεση του πεπτιδίου 1 χρησιμοποιήθηκαν 1,002 g ρητίνης Boc-Gly-Pam με 

υποκατάσταση 0,74 mmol/g. Μετά την σύζευξη του δεύτερου αμινοξέος (Boc-Aib-OH) 

επιτεύχθηκε μείωση της υποκατάστασης της ρητίνης σε 0,34 mmol/g, όπως προέκυψε 

κατόπιν τιτλοδότησης των αμινομάδων με ποσοτικό προσδιορισμό της Fmoc ομάδας που 

ελευθερώνεται ύστερα από κατεργασία με 40% πιπεριδίνη σε DMF. Η βήμα προς βήμα 

σύνθεση του πεπτιδικού μακρομορίου πραγματοποιήθηκε σε δυο στάδια. Αρχικά έγινε η 

σύνθεση του γραμμικού τμήματος του μακρομορίου (φορέας SOC4-I), όπως περιγράφεται 

στο γενικό σχήμα σύνθεσης (σχήμα 1 ), και στη συνέχεια έγινε η σύνθεση του επιτόπου 

H5VINlcor54-69, όπως περιγράφεται αναλυτικά στο σχήμα 2.

Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης του φορέα SOC4-I, χρησιμοποιώντας τα 

παράγωγα αμινοξέων: Boc-Gly-OH, Boc-Aib-OH, Boc-Lys(Ac)-OH και Boc-Lys(Fmoc)- 

Ό Η , έγινε απομάκρυνση της Boc προστατευτικής ομάδας και ακετυλίωση της Ν-τελικής 

ιαμινομάδας, ενώ απομακρύνθηκε και η Fmoc προστατευτική ομάδα από την ε-αμινομάδα 

των λυσινών 1 και 10. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε βήμα προς βήμα η σύνθεση του 

Ιι επιτόπου H5VINlcor54-69 στις ε-αμινομάδες των λυσινών 1 και 1 0  χρησιμοποιώντας τα 

Ιι παράγωγα αμινοξέων: Boc-Glu(OBzl)-OH, Boc-Asp(OcHx)-OH, Boc-Cys(Acm)-OH, Boc- 

jilMet-OH, Boc-Pro-OH, Boc-Asn-OH, Boc-Gly-OH, Boc-Leu-OH, Boc-Trp-OH, Boc-Ala- 

IOH, Boc-Val-OH και Boc-Ser(Bzl)-OH.

I Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης, η πεπτιδορητίνη τοποθετήθηκε σε ξηραντήρα 

ικαι στη συνέχεια υπολογίστηκε η απόδοση σύνθεσης (80%).



Ac-Lys(Fmoc)-Aib-Gly-LysjAc)-Ail>-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Fmoc)-Aib-Gly-Pain ρητίνη

1x2,1x20 min 20% πιπεριδίνη σε DMF 
3x1 min DMF, 3x1 min MeOH, 3x1 min DCM 
Test Kaiser: (+)

ΝΓ-αποπροστσσί<ι 
(απομάκρυνση 
I'moc ομάδας)

Ac-Lys-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-GIy-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys-A!b-GIy-Pain ρητίνη
I I
nh2 nh2

Βήμα

3 ισοδύναμα Boc-GIu(OBzl)-OH / 3 ισοδύναμα TBTU 
3 ισοδύναμα HOBt /  9 ισοδύναμα DIEA 
Ανάδευση 1 1/2-2 ώρες 
3x1 min DCM, 3xlmiin MeOH, 3xlmin DCM 
Test Kaiser: (-)

Σ ύζευξη

Ac-Lys-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Pain ρητίνη
I I

Boc-E Bocf
| 1

OBzl OBzl

Βήμα 2
1x2,1x15 min 40% TFA / DCM 
3xlmin DCM, 3xlmin MeOH, 3xlmin DCM 
Test Kaiser:(+)

Ν"-αποπροστασία 
(απομάκρυνση Boc-αμάδας)

Ac-Lys~Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Pam ρητίνη 
I I

TFA.HN-j:

OBzl

TFA.HN-ji

OBzl

Επανάληψη διαδοχικά των βημάτων 1 και 2 με τα κατάλληλα Βοοαμινοξέα 
μέχρι την ολοκλήρωση σύνθεσης των επιτόπων 
στην παράπλευρη αλυσίδα των λυσινών

A c-Lys-A ib-G ly-Lys(A c)-A ib-G ly-Lys(A c}-A ib-G ly-Lys-A ib-G ly-Pain ρητίνη 

Boc-D-C-S-V-A-G-W-L-L-G-N-P-M-C-D-E Boc-D-C-S-V-A-G-W-L-L-G-N-P-M-C-D-E

I L
A on

OcHx

I
OBzl 

OcHx 
Acm

Bzl 
Acm 

OcHx

I
OBzl 

OcHx 
Acm

Κατεργασία πεπτιδορητίνης με άνυδρο HF 
-10°C για 30 min 
0°C για 1 1/2 ώρα

Ο
Αποκοπή πεπτιδίου α η ό  ρητίνη- 
αποπροστασία 
παράπλευρων ομάδων

A c-Ly$-A ib-G ly-Lys(A c>A ib-G ly-Lys(A c)-A ib-G ly-Ly$-A ib-G ly-O H

P .H jN^-D-C-S-V-A-G-W-L-L-G-N-P-M-C-D-E-iI h  j
P.Hjl'T-D-C-S-V-A-G-W-L-L-G-N-P-M-C-D-E-NH

Σχήμα 2. Π ο ρ εία  σύνθεσης του μ α κ ρ ο μ ο ρ ίο υ  A c -S O C 4[A c 2, (H 5V IN Jcor5 4 -6 9 )jJ -O H  σε 

ρητίνη  P am
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1,063 g της πεπτιδορητίνης κατεργάστηκαν με υγρό HF παρουσία π-θειοκρεσόλης και 

DMS και το προϊόν εκχυλίστηκε με διάλυμα οξικού οξέος 2Ν και λυοφιλοποιήθηκε (απόδοση 

87,5%).

Το πεπτίδιο υποβλήθηκε σε έναν πρώτο καθαρισμό με διαπίδυση έναντι Η2Ο για 48 

ώρες (απόδοση 85%) ενώ καθαρίστηκε περαιτέρω με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 20% έως 70% CH3CN/0 .1 %TFA σε 

Η2θ /0 . 1 %ΊΤΆ με ταχύτητα ροής lm l/m in για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση 3%)

Η ταυτοποίηση του κύριου κλάσματος έγινε με φασματομετρΐα μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 3), ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 4).

12 17_09 ΡΗΘ 1 (1.030) Cn (TopA. Ht); Sm (Mn, 4x0.75): St) (10.10.00); Sm (Mn. 4x0.75) 
100-1

Scan ES- 
5.75e5

A' 4893 0 ±G 35

1586.91

^ίΣχήμα 3. Φ άσμα μ ά ζα ς  E S I του καθαρού rtejm Siov A c-S O C 4[A c 2, (H5VINlcor54-69)zI-OH. 

LΕυρεθέν μ ορ ια κό  β ά ρ ο ς  48 9 3 ,0 1 , υπ ολογισθέν μ ορ ια κ ό  β ά ρ ο ς  48 9 3 .63 .
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Σ χ ή μ α  4 . Χ ρω ματογράφημα  Α να λυτική ς R P -H P L C  του κα θα ρού  πεπτιδίου A c-  

S O C 4[A c2 , (Η 5 VIN1 cor54-69)2 ]-O H . Β αθμιδω τό σύστημα έκλουσ ης 2 0 %  έω ς  70%  

C H 3C N /0 . 1 % TFA σε H 2 O /0 . 1 % TFA μ ε  ταχύτητα ρ ο ή ς  Im l/m in  για  3 0  m in, α νίχνευση  στα 

214nm .

I I .  Σ ύ ν θ ε σ η  π ε π τ ιδ ικ ώ ν  α ν α λ ά γ ω ν  τ η ς  H A  Η 5  μ ε  χ η  μ ε ι ο ε κ λ ε κ τ ι κ ή  σ ύ ν δ ε σ η  μ έ σ ω  

δ ε σ μ ο ύ  ο ξ ί μ η ς  τ ω ν  α λ δ  έ ν δ ι κ ω ν  π α ρ α γ ω γ ώ ν  τ ω ν  Τ  ε π ιτ ό π ω ν  κ α ι  τ ο ν  Ν ε-  

α μ ιν ο ο ξ υ α κ έ τ υ λ ο  φ ο ρ έ α  S O C 4- I

Χ η μ ε ι ο ε κ λ ε κ τ ι κ ή  σ ύ ν θ ε σ η  σ ε  υ γ ρ ή  φ ά σ η -σ χ η μ α τ ισ μ ό ς  δ ε σ μ ο ύ  ο ξ ί μ η ς

Η σύνθεση των πεπτιδικών αναλόγων της ΗΑ 2, 3, 4 και 5 πραγματοποιήθηκε σε 
υγρή φάση, σύμφωνα με τα πρωτόκολλα των χημειοεκλεκτικών αντιδράσεων σχηματισμού 

δεσμού οξίμης, μεταξύ πλήρως αποπροστατευμένων πεπτιδικών τμημάτων. Η μεθοδολογία 
περιελάμβανε τη χη μειοεκλεκτική αντίδραση μεταξύ μιας αλδεύδικής ομάδας στην 
παράπλευρη αλυσίδα της C-τελικής λυσίνης των Τ-επιτόπων (πεπτίδια 3, 4, 5 και 6, 

Κεφάλαιο 11) με τον Νε-αμινοοξυακετυλιωμένο φορέα SOC4-I (πεπτίδιο 2, Κεφάλαιο 11).
Ένα κλασικό πρωτόκολλο που ακολουθείται για τη χημειοεκλεκτική αντίδραση 

σχηματισμού δεσμού οξίμης είναι αυτό κατά το οποίο σε μικρή σφαιρική φιάλη εισάγεται 
ποσότητα επιτόπου (αλδεΰδικό παράγωγο) και διαλύεται σε Η2Ο έτσι ώστε να δημιουργηθεί 
διάλυμα 10 mM. Το αλδεΰδικό παράγωγο βρίσκεται πάντα σε μοριακή περίσσεια (συνήθως 
xl,5) ως προς την κάθε αμινοοξυακέτυλο ομάδα του φορέα SOC4-I. Το διάλυμα αυτό
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αραιώνεται με όπλάσια ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος 0,1 Μ οξικού οξέος-οξικού 

νατρίου ρΗ4,6 και σε αυτό προστίθεται κατάλληλη ποσότητα υδατικού διαλύματος Νε- 

αμινοοξυακετυλιωμένου φορέα SOC4-I ( 1 0  mM) έτσι ώστε να ικανοποιείται η συνθήκη: 

μπιοί αλδεΰδης = μπιοί φορέα χ 2 χ 1,5. Η αντίδραση πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 

~35°C (τοποθέτηση της σφαιρικής σε υδρόλουτρο). ενώ η εξέλιξή της ελέγχεται με 

φασματομετρία μάζας ESI-MS. Ο συνολικός χρόνος αντίδρασης κυμαίνεται από 48 έως 96 

ώρες, ανάλογα με το πεπτίδιο. Η απομόνωση του επιθυμητού συμπλέγματος επιτυγχάνεται με 

απευθείας ένεση του μίγματος της αντίδρασης σε ημιπαρασκευαστική HPLC (μετά από 

κατάλληλες αραιώσεις με τους διαλύτες που χρησιμοποιούνται για τον καθαρισμό) όπου 

συλλέγονται τα κατάλληλα κλάσματα και λυοφιλοποιούνται ώστε να ληφθεί το προϊόν σε 

στερεή μορφή.

Σύμφωνα με βιβλιογραφικά δεδομένα, η χημειοεκλεκτική αντίδραση σχηματισμού 

δεσμού οξίμης λαμβάνει χώρα τόσο σε ελαφρά όξινο (ρΗ4,6) όσο και σε πολύ όξινο (ρΗ~2) 

υδατικό περιβάλλον. Ως διαλύτης χρησιμοποιείται συνήθως ρυθμιστικό διάλυμα οξικού 

οξέος-οξικού νατρίου ή αραιό υδατικό διάλυμα (0 , 1 %) οργανικού οξέος (οξικού ή 

τριφθοροξικού οξέος). Η επιλογή του διαλύτη ή του μίγματος διαλυτών στο οποίο θα λάβει 

χώρα η αντίδραση εξαρτάται σε πολύ μεγάλο βαθμό από τη διαλυτότητα των πεπτιδικών 

τμημάτων που θα συμπλεχθούν. Έτσι, πολύ συχνά χρησιμοποιούνται και οργανικοί διαλύτες 

ως συνδιαλύτες. Παρόλα αυτά, κάθε πεπτίδιο έχει διαφορετικές ιδιότητες ως προς τη 

διαλυτότητά του με αποτέλεσμα να απαιτείται συχνά τροποποίηση του πρωτοκόλλου της 

αντίδρασης.

Οι παραπάνω περιορισμοί προέκυψαν και κατά τη σύνθεση των συμπλεγμάτων- 

πεπτιδικών αναλογών 2-5 της ΗΑ με αποτέλεσμα, όπως θα διαπιστωθεί και στη συνέχεια, το 

κάθε πεπτιδικό ανάλογο να συντεθεί με αρκετά διαφοροποιημένο πρωτόκολλο.
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Πειραματική πορεία σύνθεσης

2. Σύνθεση» καθαρισα0£ και ταυτοποίηση του Ac-SOOfAc?. fT lfrH = N -Q )b l-N ii2

MB: 4051,68

ΜΤ: C172H297NS3O55S2

10,14 mg αλδεϋδικού παραγώγου του επιτόπου ΤΙ (H-VLMENERTLK(CHOCO)A- 

ΝΗ2) (7,5 μηιοί) διαλύονται σε 1 ml H2O/0 ,l%TFA και 0,2 ml CH3CN/0 , 1 %TFA σε 

σφαιρική φιάλη η ο π ο ία  είναι τοποθετημένη σε υδατόλουτρο 32-35°C. Στο υπό ανάδευση 

διάλυμα προστίθεται διάλυμα του Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I (λυσίνες 1 και 7) (3,43 

mg, 2,5 μπιοί) σε 0,25 ml Η2Ο. Η εξέλιξη της αντίδρασης ελέγχεται με φασματομετρία μάζας 

ESI MS. 69 ώρες μετά την έναρξη της αντίδρασης το μίγμα αραιώνεται με 9 ml διαλύματος 

H2O/0 ,l%TFA και το επιθυμητό πεπτίδιο 2 απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 70% CH3CN/0 . 1 %TFA σε 

H2O/0 . 1 %TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 2l4nm . Το επιθυμητό 

προϊόν λαμβάνεται σε στερεή μορφή μετά από λυοφιλοποίηση του κατάλληλου κλάσματος 

της HPLC (απόδοση 48%)

Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 5) ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 6 ).

\c=o \
/

ΗΝ ΗΝ

Η Ν ^ ΗΝ

H-Val-Leu-Met-Glu-Asn-Glu-Arg-Thr-Leu-Lys-Ala-NH2

H-VaI-Leu-Met-Glu-Asn-Glu*Arg-Thr-Leu-Lys-AIa-NH2

ΗΝ
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Σχήμα 5. Φ άσμα μ ά ζα ς  E S I του καθαρού αναλόγου AC-SOC 4 AC2, U 1 ( C H = N - 0 ) ] 2}~NH2. 

Ε υρεθέν μ ορ ια κ ό  β ά ρ ο ς  4053 ,23 , υπολογισθεν μοριακό βά ρ ο ς  4051,68 .

Ζχήμα 6 . Χ ρω ματογράφημα Α να λυτικής R P -H P L C  του καθαρού α να λόγου  A c-S O C 4 {A c2, 

T l(C H = N - 0 ) ] 2}-N H 2. Β αθμιδω τό σύστημα έκλουσ ης 1 0 %  έω ς 70%  C H 3 C N /0 . 1 % TFA σε 

%2 O /0 . 1 % TFA, ταχύτητα ρ ο ή ς  lm l/m in  για  3 0  min, ανίχνευση στα 214nm .

ΗίI.t"it
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3. Σ ύ ν θ εσ η . κ « θ α ο ισ α 0 £  κ α ι  τα υ το π ο ίη σ η  το υ  A c-S O C i(A c> . fT 3fC H = N -Q )l^ l-N H 2

\ \c= o  c= o/ /
ΗΝ ΗΝ

Ac-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-NHj
\ \

ΝΗ ΝΗ/ /

Ο It η
/

/ον ο(
Ν Ν

// / /
HC HC

\ = ο
ΗΝ.Ν ΗΝ

H-Ala-Ser-Phe-Phe-Arg-Asn-Val-Val-Trp-Leu-Lys-NHj

H-Ala-Ser-Phe-Phe-Arg-Asn-Val-Val-Trp-Leu-Lys-NH2

MB: 4177,86  

ΜΤ: C 196H299N55O47

Σε σφαιρική φιάλη η οποία είναι τοποθετημένη σε υδατόλουτρο 32-35°C εισάγονται

1 1,5 rag αλδεΰδικού παραγώγου του επιτόπου Τ3 (H-ASFFRNVVWLK(CHOCO)-NH2) (8 ,1  

pmol = 3,19 χ  2 χ  1,7) όπου προστίθενται 1,4 ml Η2Ο, 0,7 ml H2O/0 ,l% TFA και 0,35 ml 

CH3CN. Στο υπό ανάδευση αιώρημα που προκύπτει προστίθεται διάλυμα του Nc- 

αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I (λυσίνες 1 και 7) (4,37 mg, 3,19 pmol) σε 0,319 ml Η2Ο. Η 

αντίδραση αφήνεται να λάβει χώρα στο αιώρημα που προκύπτει λόγω της δυσδιαλυτότητας 

του επιτόπου και η εξέλιξή της ελέγχεται με φασματομετρία μάζας ESI MS. 78 ώρες μετά την 

έναρξη της αντίδρασης το μίγμα αραιώνεται με Η2Ο και λυοφιλοποιείται. Το επιθυμητό 

πεπτίδιο 3, αν και από το φάσμα μάζας προκύπτει ότι έχει σχηματιστεί, δεν κατέστει δυνατό 

να απομονωθεί από το μίγμα της αντίδρασης (κυρίως περίσσεια επιτόπου) με 

ημιπαρασκευαστική RP-HPLC λόγω πολύ μεγάλης δυσδιαλυτότητας. Για το λόγο αυτό το 

προϊόν της λυοφιλοποίησης υποβλήθηκε σε διαπίδυση έναντι FfeO σε μεμβράνη από 

κυτταρίνη, βενζοΰλιωμένη για την μείωση του μεγέθους των πόρων αυτής (dialysis tubing 

benzoylated, avg. flat width 32mm, SIGMA), η οποία διαχωρίζει ενώσεις με μοριακό βάρος < 

1 .2 0 0  από ενώσεις με μοριακό βάρος > 2 .0 0 0 . Ο καθαρισμός αυτό αποσκοπούσε στην 

απομάκρυνση της περίσσειας του επιτόπου (MB: 1421,66). Μετά από 48 ώρες το περιεχόμενο
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της μεμβράνης λυοφιλοποιήθηκε και το στερεό προϊόν ταυτοποιήθηκε με φασματομετρΐα 

μάζας ESI-MS (Σχήμα 7).

Σχήμα 7. Φ άσμα μ ά ζα ς  E S I  του α να λόγοο  A c-S O C 4 {A c2, [T 3 (C H = N -0 )] 2}-Ν Η 2  μετά  τον  

καθαρισμό μ ε  διαπίδυση. Ε υρεθέν μ ο ρ ια κ ό  β ά ρ ο ς  4180,24 , υπολογισθέν μ ορ ια κό  β ά ρ ο ς  

4177 ,86 .
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4 Σ ύ ν θ εσ η . κ α θ α ο ισ α ό ο  κ α ι  τα υ το π ο ίη σ η  τ ο υ  A c -S O O IA c z . fT 5 (C H = N-Q>1y.l-NHi

\=ο V °
ΗΝ ΗΝ

Ac-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-NH2
\ \ΝΗ ΝΗ/ /0=0

/
°\

/
°ΝΝ -Ν// //HC. HCΟII

> =ΗΝ ΗΝ
H-Phe-His-Asp-Ser-Asn-Val-Lys-Asn-Leu-Lys-NH2 j

H-Phe-His-Asp-Ser-Asn-Val-Lys-Asn-Leu-Lys-NH2

MB: 3847,3  

MT: C 168H269N 53O51

9,42 mg αλδεϋδικού παραγώγου του επιτόπου Τ5 (H-FHDSNVKNLK(CHOCO)- 

ΝΗ2) (13,5 μηιοί) διαλύονται σε 0,75 ml Η20  σε σφαιρική φιάλη η οποία είναι τοποθετημένη 

σε υδατόλουτρο 32-35°C. Το διάλυμα αραιώνεται με 4,5 ml ρυθμιστικού διαλύματος οξικού 

οξέος-οξικού νατρίου pH 4,6. Στο υπό ανάδευση διάλυμα προστίθεται διάλυμα του Νε- 

αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I (λυσίνες 1 και 7) (3,43 mg, 2,5 μπιοί) σε 0,25 ml Η20 . Η 

εξέλιξη της αντίδρασης ελέγχεται με φασματομετρία μάζας ESI MS. 46 ώρες μετά την 

έναρξη της αντίδρασης το μίγμα αραιώνεται με 5 ml διαλύματος H2O/0,l% TFA και το 

επιθυμητό πεπτίδιο 4 απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC χρησιμοποιώντας 

βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 60% CH3CN/0 . 1 %TFA σε H2O/0.1%TFA με 

ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 30 min, ανίχνευση στα 214nm. Το επιθυμητό προϊόν 

λαμβάνεται σε στερεή μορφή μετά από λυοφιλοποίηση του κατάλληλου κλάσματος της 

HPLC (απόδοση 66% ).

Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 8 ) ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 9).
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STELLA LIGATION T5 PEAK8 27_02_0B 1 (1 Ό32) Cn (Top A  HI). Sm (Mn. 4x0.75). SD (10.10.00 ); Sm (Mn. 4x0 75) Scan ES+

l Σχήμα 8. Φ άσμα μ ά ζα ς  E S I τον καθαρού αναλόγου A c-S O C 4 {A c2, [T 5 (C H = N -0 ) j 2}-N H 2. 

Ε υρεθ έν  μ ορ ια κ ό  β ά ρ ο ς  3849 ,17 , υπολογισθέν μοριακό β ά ρ ο ς  3847,3 .

Εχήμα 9. Χ ρω ματογράφημα Α ναλυτικής R P -H P L C  του καθαρού α να λόγου  A c-S O C 4 {A c2, 

[T 5 (C H = N -0 )] 2}-Ν Η 2· Β αθμιδω τό σύστημα έκλουσης 10%  έω ς  6 0 %  C H 3C N /0 . 1 % TFA σε  

Ή2Ο /0 . 1 %TFA, ταχύτητα ρ ο ή ς  lm l/m in  για  3 0  min, ανίχνευση στα 214nm .
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5. Σύνθεση. καθ«ρκπι0£ και ταυτοποίηση του Ac-SOC«(Ac?. [T7(CH=W-Qlhl-NHi

\ \
/ /

ΗΝ ΗΝ

H-Asn-Phe-Glu-Ser-Asn-Gly-Asn --------

H-Asn-Phe-Glu-Ser-Asn-Gly-Asn-Phe-Ile-Lys-NHj

MB: 3783,14 

ΜΤ: C166H251N49O53

4,66 mg αλδεΰδικού παραγώγου του επιτόπου Τ7 (H-NFESNGNFIK(CHOCO)-NH2) 
(3,75 μιηοΐ) διαλύονται σε 134 μΐ CH 3CN και 268 μΐ DMSO σε σφαιρική φιάλη η οποία είναι 
τοποθετημένη σε υδατόλουτρο 32-35°C. Στο υπό ανάδευση διάλυμα προστίθεται διάλυμα του 
Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I (λυσίνες 1 και 7) (1,78 mg, 1,25 pmol) σε 0,045 ml 
ρυθμιστικού διαλύματος οξικού οξέος-οξικού νατρίου pH 4,6. Η εξέλιξη της αντίδρασης 

ελέγχεται με φασματομετρία μάζας ESI MS. 46 ώρες μετά την έναρξη της αντίδρασης το 
μίγμα αραιώνεται με 4,85 ml διαλύματος H 2O/0 ,l%TFA και το επιθυμητό πεπτίδιο 5 
απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα 
έκλουσης 10% έως 50% CH 3CN/0 .1 %TFA σε H 2O/0 .1 %TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min 
για 30 min, ανίχνευση στα 214nm. Το επιθυμητό προϊόν λαμβάνεται σε στερεή μορφή μετά 
από λυοφιλοποίηση του κατάλληλου κλάσματος της HPLC (απόδοση 37%).

Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 
(Σχήμα 10) ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 11).
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Scan ES+ 
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Σχήμα 10. Φ άσμα μ ά ζα ς  E S I τον καθαρόν α να λόγον  A c-S O C 4 {A c2, [T 7 (C H -N -0 ) ] 2}·ΝΗ %  

Ε νρ εθ έν  μ ορ ια κ ό  β ά ρ ο ς  3 7 8 4 ,8 2 , ν ιω λσγισθέν μ ορ ια κό  β ά ρ ο ς  3 7 8 3 ,1 4 .

ΙΣχήμα 11. Χ ρω ματογράφ ημα  Α να λντικ ής R P -H P L C  τον καθαρού α να λό γο ν  AC’S O C 4 {A c2t 

I [T 7 (C H = N -0 )] 2} ’Ν Η 2 . Β αθμιδω τό σύστημα έκ λονση ς 10%  έω ς  6 0 %  CH 3 C N /0 .1% TF A  σε  

,H jO /0 .1% T F A , ταχύτητα ρ ο ή ς  Im l/m in  για  3 0  min, ανίχνευση στα 214nm .
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Τέλος, στον πίνακα 2 συνοψίζονται οι αποδόσεις σύνθεσης των πεπτιδικών αναλόγων της ΗΑ 

που παρασκευάστηκαν σε στερεή φάση κατά Merrifield (ανάλογο 1) ή σε υγρή φάση με 

χημειοεκλεκτική αντίδραση σχηματισμού δεσμού οξίμης.

Πίνακας 2. Αποδόσεις σύνθεσης των πεπτιδικών αναλόγων της ΗΑ

ΣΤΕΡΕΗ ΦΑΣΗ ΥΓΡΗ ΦΑΣΗ
Πεπτιδικά ανάλογα της ΗΑ ΑΠΟΔΟΣΗ

ΣΥΝΘΕΣΗΣ
ΑΠΟΔΟΣΗ

ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΥ ΑΠΟΔΟΣΗ

(1) Ac-SOC4[Ac2, (H5VLN1 cor54-69)2]-OH 80% 12%

(2) Ac-SOC4{Ac2, [T1(CH=N-0 )M -NH2 48%

(3) Ac-SOC4{Ac2, [T3(CH=N-0)]2}-NH2 -

(4) Ac-SOC4{Ac2, [T5(CH=N-0)Ji}-NH2 66%

(5) Ac-SOC4{Ac2, [T7(CH=N-0)]i}-NH2 3 7%



___________________________________________________ ΚΕΦΑΛΑΙΟ 13
Σύνθεση, καθαρισμός και ταυτοποίηση γλυκοπεπηδικών αναλογών του σιαλο-υποδοχέα

της ΗΑ

Εισαγωγή

Στην παρούσα εργασία συντέθηκαν και μελετήθηκαν τα εξής γλυκοπεπτιδικά 

ανάλογα του υποδοχέα της ΗΑ:

1. H-SOC4(SA-Aoa)4-NH2
2. A c-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2]-NH2
3. A c-SOC4[Ac2, (3’SL-Aoa)2]-NH2
4. A c-SOC4[Ac2, (6’SL-Aoa)2J-NH2

Τα ανάλογα αυτά παρασκευάστηκαν σε υγρή φάση ύστερα από χημειοεκλεκτική 

σύνδεση μέσω σχηματισμού δεσμού οξίμης του Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I και των 

υδατανθράκων: σιαλικό οξύ (SA), 3’-σιαλυλ-λακτόζη (3’SL) και 6 ’-σιαλυλ-λακτόζη (6 ’SL).

Αντιδραστήρια
Για τη σύνθεση σε υγρή φάση των γλυκοπεπτιδίων 1-4 χρησιμοποιήθηκαν τα εξής 

αντιδραστήρια και διαλύτες:

• Ν-ακέτυλο-νευραμινικό οξύ [σιαλικό οξύ (SA), C11H19NO9, MB: 309,27, Fluka 

(Germany)]

• Αμμωνιακό άλας της 3’-Ν-ακετυλο-νευραμινυλ-λακτόζης [3’-σιαλυλ-λακτόζη (3’SL), 

Neu5Aca2,3Gaipi,4Glc, C23H39NO19, MB: 633,6 (άλας 650,63), IsoSep (Sweden)]

•  Αμμωνιακό άλας της 6 ’-Ν-ακετυλο-νευραμινυλ-λακτόζης [6 ’-σιαλυλ-λακτόζη 6 ’SL), 

Neu5Aca2 ,6 Galβ 1,4Glc, C23H39NO19, MB: 633,6 (άλας 650,63), IsoSep (Sweden)]

• Οξικό οξύ [CH3COOH, M.B.: 60,05, d: 1,048 g/ml, Panreac (Spain)]

I* Οξικό νάτριο [CH3COONa, M.B.: 82,04, Fluka (Germany)] 

ϊΜ ιαλνματα εργασίαςh
Μ ιάλυαα A (υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 0,2Μ): σε ογκομετρική φιάλη των 250 ml 

τισάγονται 2,89 ml πυκνού οξικού οξέος και προστίθεται νερό μέχρι τη χαραγή.

Μιάλυ'αα Β  (υδατικό διάλυμα οξικού νατρίου 0,2Μ): σε ογκομετρική φιάλη των 250 ml 

Εισάγονται 4,1 g οξικού νατρίου και προστίθεται νερό μέχρι τη χαραγή.
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Ρ οθιποτικό  διά λυα α  ο ί ικ ο ύ  o£ioc-o£ucob νατο ίου  0 .1Μ. p H 4.0:

41 ml διαλύματος Α και 9 ml διαλύματος Β εισάγονται σε ογκομετρική φιάλη των 100ml και 

ο όγκος συμπληρώνεται με νερό ως τη χαραγή.

Γενική πορεία σύνθεσης
Χημείοεκλεκτική σύνθεση σε υγρή φάση>σχηματισμός δεσμού οξίμης

Η σύνθεση των γλυκοπεπτιδικών αναλόγων της HA 1 -4 πραγματοποιήθηκε σε υγρή 

φάση, σύμφωνα με τα πρωτόκολλα των χημειοεκλεκτικών αντιδράσεων σχηματισμού δεσμού 

οξίμης, μεταξύ της καρβονυλικής ομάδας στο αναγωγικό άκρο των παραπάνω σακχάρων και 

του Νε-αμινοοξυακετυλιωμένου φορέα SOC4-I (πεπτίδιο 2, Κεφάλαιο 11).

Είναι γνωστό ότι τα σάκχαρα είναι πολυυδροξυλιωμένες αλδεΰδες ή κετόνες. Σε 

υδατικό περιβάλλον, τα σάκχαρα βρίσκονται σε ισορροπία μεταξύ των δομών ανοικτής και 

κλειστής αλυσίδας (πολυστροφισμός). Η δεύτερη δομή προκύπτει όταν η ανοικτή αλυσίδα 

ενός σακχάρου υποστεί κυκλοποίηση, λόγω ενδομοριακής πυρηνόφιλης προσβολής του 

καρβονυλικού άνθρακα από ένα -Ο Η , γεγονός που ευνοείται λόγω αύξησης της 

σταθερότητας του μορίου.

Η σύνθεση γλυκοπεπτιδίων μέσω σχηματισμού δεσμού οξίμης ουσιαστικά βασίζεται 

στον «καρβονυλικό χαραχτήρα» των σακχάρων ο οποίος τους επιτρέπει να αντιδρούν 

χημειοεκλεκτικά με μια πυρηνόφιλη ομάδα, όπως είναι η αμινοοξυακέτυλο-ομάδα.

Η μεθοδολογία που ακολουθείται γενικά για τη σύνθεση γλυκοπεπτιδίων με 

χημειοεκλεκτική αντίδραση σχηματισμού δεσμού οξίμης περιλαμβάνει τη διάλυση 

ποσότητας Νε-αμινοοξυακετυλιωμένου φορέα SOC4-I σε ρυθμιστικό διάλυμα οξικού οξέος- 

οξικού νατρίου 0,1 Μ, pH 4 (C = 10 mM), μέσα σε μικρή σφαιρική φιάλη, υπό συνεχή 

μαγνητική ανάδευση και θέρμανση (υδρόλουτρο 35-40°C). Ποσότητα σακχάρου 

(μιυοίοακχάρου- μσιοίφορέα x 2,5ςς χ 2 αμινοοξυακ£τυχ0-ομάς£ς) διαλύεται σε ισο ογκο ρυθμιστικού 

διαλύματος οξικού οξέος-οξικού νατρίου 0,1 Μ, pH 4 και το διάλυμα αυτό προστίθεται 

σταδιακά στη σφαιρική για να ξεκινήσει η αντίδραση σχηματισμού οξίμης. Μετράται το pH 

του διαλύματος της αντίδρασης (μετά την προσθήκη της συνολικής ποσότητας του 

σακχάρου) και αν χρειάζεται ρυθμίζεται στην τιμή pH 3 με προσθήκη αραιού διαλύματος 

NaOH. Η εξέλιξη της αντίδρασης ελέγχεται με φασματομετρία ESI-MS, ενώ γενικά ο 

συνολικός χρόνος αντίδρασης φτάνει μέχρι και τις 3  ημέρες, ανάλογα και με το μέγεθος του 

σακχάρου.
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Η απομόνωση του επιθυμητού γλυκοπεπτιδίου επιτυγχάνεται με απευθείας ένεση του 

μίγματος της αντίδρασης σε ημιπαρασκευαστική HPLC (μετά από κατάλληλες αραιώσεις με 

τους διαλύτες που χρησιμοποιούνται για τον καθαρισμό) όπου σολλέγονται τα κατάλληλα 

κλάσματα και λυοφιλοποιούνται ώστε να ληφθεί το προϊόν σε στερεή μορφή.

Η γενική μεθοδολογία που μόλις περιγράφηκε είναι αποτέλεσμα πολλών 

δοκιμαστικών πειραμάτων και συνδυασμού βιβλιογραφικών δεδομένων. Για το λόγο αυτό, 

όπως θα διαπιστωθεί και στη συνέχεια, οι συνθέσεις των γλυκοπεπτιδίων που περιγράφονται 

εμφανίζουν μεταξύ τους κάποιες διαφοροποιήσεις.

Πειραματική πορεία σύνθεσης

1. Σύνθεση, καθαοισαόί και ταυτοποίηση του νλυκοπεπτιδικού αναλόνου: 
H-SOC4(SA-Aoa)4-NH2

/ /
H2N-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-NH2

\ \
Ν Η Ν Η/ /IIο IIο

Ο
/ο\ \

MB: 2555,59 
ΜΤ: C100H171N25O52
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118,3 mg σιαλικού οξέος (95,4 χ  4=381,6μπιο1) διαλύονται σε 1 ml ρυθμιστικού
%

διαλύματος οξικού οξέος-οξικού νατρίου 0,1 Μ, pH 4 σε σφαιρική φιάλη η οποία είναι 

τοποθετημένη σε υδατόλουτρο (35-40°C). Στο υπό ανάδευση διάλυμα προστίθεται στάγδην 

διάλυμα Ν ε-αμινοοξυακετυλιωμένου φορέα SOC4-I (13,26 mg, 9,5 μπιοί, 1 ml) σε μίγμα 

ακετονιτριλίου, ρυθμιστικού διαλύματος οξικού οξέος-οξικού νατρίου 0,1 Μ, pH 4,0 (1/1 ν/ν). 

To pH του τελικού διαλύματος ρυθμίζεται στην τιμή 3 με διάλυμα NaOH 0,5 Ν.

Η εξέλιξη της αντίδρασης ελέγχεται με φασματομετρία μάζας ESI MS. 145 ώρες μετά 

την έναρξη, το μίγμα της αντίδρασης λυοφιλοποιείται και το επιθυμητό γλυκοπεπτίδιο 6 

απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα 

έκλουσης 10% έως 50% CH3CN/0.1%TFA σε H2O/0.1%TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min 

για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση 25 %)

Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 1) ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 2).

Σχήμα 1. Φ άσμα μ ά ζα ς  E S I του κα θα ρού γλυκοπεητιδ ίου H -S O C rfS A -A o a jrN H i. Ε υρεθέν  

μ ο ρ ια κ ό  β ά ρ ο ς  2 5 5 6 ,5 5 , υπ ο λο γισ θ έν  μ ο ρ ια κ ό  β ά ρ ο ς  2 5 5 5 ,5 9 .
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Σχήμα 2. Χ ρω ματογράφημα Α ναλυτικής R P -H P L C  του καθαρού γλυκο7τε7π ιδ ίο υ  H -S O C 4 (SA- 

Α ο α )4-Ν Η 2 . Β αθμιδω τό σύστημα έκλουσης 5 %  έω ς  70%  CH 3C N /0 . 1 % TFA σε H 2 O /0 . 1 % TFA  

μ ε  ταχύτητα ρ ο ή ς  lm l/m in  για  3 0  min, ανίχνευση στα 214nm .

2 . Σύνθεση, καθαρισμός και ταυτοποίηση του νλυκοπεπτιδικού αναλόνου: 

A c-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2]-NH2

/o=c
\

/o=c
\
NH

/Ac-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-Gly-Lys-Aib-GIy-NH2
1 \

IMB: 1953,08 

MT: CeoHi37N2i035
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13,7 mg (10 μτηοΐ) Νε-αμινοοξυακετυλιωμένου φορέα SOC4-I διαλύονται σε 1ml 

ρυθμιστικού διαλύματος οξικού οξέος-οξικού νατρίου 0,1 Μ, pH 4 σε σφαιρική φιάλη η οποία 

είναι τοποθετημένη σε υδατόλουτρο (35-40°C). Στο υπό ανάδευση διάλυμα προστίθεται 

στάγδην διάλυμα σιαλικού οξέος (15,59 mg, 50 μιηοΐ) σε 1ml ρυθμιστικού διαλύματος 

οξικού οξέος-οξικού νατρίου Ο,ΙΜ, pH 4. To pH του τελικού διαλύματος ρυθμίζεται στην 

τιμή 3 με διάλυμα NaOH 0,25 Ν.

Η εξέλιξη της αντίδρασης ελέγχεται με φασματομετρία μάζας ESI MS. 24 ώρες μετά 

την έναρξη, το μίγμα της αντίδρασης λυοφιλοποιείται και το επιθυμητό γλυκοπεπτίδιο 2 

απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα 

έκλουσης 10% έως 60% CH3CN/0.1%TFA σε Η2θ/0.1%ΊΤΑ μ ε ταχύτητα  ροής 4.7ml/min 

για 30 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση 56 %).

Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 3) ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 4).

Scenes*

Σχήμα 3. Φ άσμα μ ά ζα ς  E S I του κα θα ρού γλυκοττεπτιδίου A c-S O C rfA ci, (5 Α -Α οα)ζ}-Ν Η 2 . 

Ε υρεθέν μ ο ρ ια κ ό  β ά ρ ο ς  1954 ,24 , νπ ο λο γισ θ έν  μ ο ρ ια κ ό  β ά ρ ο ς  1 9 5 3 ,0 8 .



Σχήμα 4. Χ ρω ματογράφημα Α ναλυτικής R P -H P L C  του καθαρού γλυκοπ επ α δίου  A c-S O C 4[A c 2, 

(SA -A oa)2] -N H 2 . Βαθμιδω τό σύστημα έκλουσης 1 0 %  έω ς  5 0 %  C H 3 C N /0 . 1 %TFA σε 

H 2 O /0 . 1 % TFA, ταχύτητα ρ ο ή ς  lm l/m in  για  3 0  min, ανίχνευση στα 214nm .
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3. Σ ύ ν θ εσ η . κ α θ α ο ισ ιιό ε  κ α ι τα υ το π ο ίη σ η  τ ο υ  ν λ υ κ ο π ε π τ ιδ ικ ο ύ  α να λ ό νο υ :

A c-S O C 4IA c2, (3 ’S L -A o a)2]-N H 2

MB: 2601,65 
ΜΤ: C104H177N21O55

3,42 m g (2,5 μιηοΐ) Ν ε-αμινοοξυακετυλιωμένου φορέα SOC4-I διαλύονται σ ε 0,25 ml 

ρυθμιστικού διαλύματος οξικού οξέος-οξικού νατρίου 0,1 Μ , pH 4 σε σφαιρική φιάλη η οποία 

είναι τοποθετημένη σε υδατόλουτρο (35-40°C). Στο υπό ανάδευση διάλυμα προστίθεται 

στάγδην διάλυμα 3 ’-σιαλυλ-λακτόζης (8,13 mg, 12,5 μπιοί) σε 0,25 m l ρυθμιστικού 

διαλύματος οξικού οξέος-οξικού νατρίου 0,1 Μ, pH 4.

Η εξέλιξη της αντίδρασης ελέγχεται με φασματομετρία μάζας ESI M S. 72 ώρες μετά 

την έναρξη, το μίγμα της αντίδρασης αραιώνεται με ποσότητα H2O /0,l% TFA και το 

επιθυμητό γλυκοπεπτίδιο 3 απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 60% CH3CN/0.1%TFA σε 

H2O/0.1%TFA με ταχύτητα ροής 4.7m l/m in για 30 m in, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση 

18%).

Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 5) ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 6).
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Σχήμα 5. Φ άσμα μ ά ζα ς  E S I του καθαροί) γλυκοττεπχιδίου A c-S O C rfA cz  (3 ’SL -A oa)2] -N H 2 . 

Ε υρεθέν μ ο ρ ια κ ό  β ά ρ ο ς  2602 ,38 , υπολογισθέν μ ορ ια κό  β ά ρ ο ς  2601 ,65 .

Σχήμα 6. Χ ρω ματογράφημα Α να λυτικής R P -H P L C  του καθαρού γλυκοιτεπτιδίου A c-S O C 4[A c 2, 

(3 ’SL -A oa)2]-N H . Β αθμιδω τό σύστημα έκλουσης 10%  έω ς  5 0 %  C H $C N /0.1 % TFA σε  

H 2O / 0 . 1 % TFA, ταχύτητα ρ ο ή ς  lm l/m in  γ ια  3 0  min, ανίχνευση στα 214nm .



4. Σ ύ ν θ εσ η . K a 9 a p ia u 6 c  κ α ι  τα υ το π ο ίη σ η  τ ο υ  γ λ υ κ ο π ε π τ ιδ ικ ο ύ  « να λ ό ν ο υ :

A c-S O C 4[A c2, (6* S L -A o a)2] -Ν Η 2

ΝΗ ΝΗ/ /
0 = * C  0 = 5 0

\  \
ι

MB: 2601,65 

ΜΤ: C 104H 177N21O55

3,43 mg (2,5 μτηοΐ) Νε-αμινοοξυακετυλιωμένου φορέα SOC4-I διαλύονται σε 0,25 ml 

ρυθμιστικού διαλύματος οξικού οξέος-οξικού νατρίου 0,1 Μ, pH 4 σε σφαιρική φιάλη η οποία 

είναι τοποθετημένη σε υδατόλουτρο (35-40°C). Στο υπό ανάδευση διάλυμα προστίθεται 

στάγδην διάλυμα 6 ’-σιαλυλ-λακτόζης (5 mg, 7,68 μπιοί) σε 0,25 ml ρυθμιστικού διαλύματος 

οξικού οξέος-οξικού νατρίου 0,1 Μ, pH 4.

Η εξέλιξη της αντίδρασης ελέγχεται με φασματομετρία μάζας ESI MS. 48 ώρες μετά 

την έναρξη, το μίγμα της αντίδρασης αραιώνεται με ποσότητα H2O/0 ,l%TFA και το 

επιθυμητό γλυκοπεπτίδιο 4 απομονώνεται με ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

χρησιμοποιώντας βαθμιδωτό σύστημα έκλουσης 10% έως 30% CH3CN/0 .1 %TFA σε
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H2O/0.1%TFA με ταχύτητα ροής 4.7ml/min για 40 min, ανίχνευση στα 214nm (απόδοση 

29%).

Η ταυτοποίηση του επιθυμητού προϊόντος έγινε με φασματομετρία μάζας ESI-MS 

(Σχήμα 7) ενώ η καθαρότητα επιβεβαιώθηκε με αναλυτική RP-HPLC (Σχήμα 8).

Σχήμα 7. Φ άσμα μ ά ζα ς  E S I του καθαρού γλυκοττετπιδίου A c-S O C 4[A c 2, (6 ’SL-A oa)2j -N H 2- 

Ε υρεθέν μ ο ρ ια κ ό  β ά ρ ο ς  2 6 0 2 ,7 3 , νπ ολσ γισ θέν  μ ορ ια κ ό  β ά ρ ο ς  2601,65 .



Σχήμα 8. Χ ρω ματογράφ ημα  Α να λυτική ς R P -H P L C  του κα θα ρού γλυκοπεπτιδ ίου  A c -S O C 4[A c 2, 

(6 ’S L -A oa)2] -N H 2. Β αθμιδω τό σύστημα έκλουσ ης 1 0 %  έω ς  5 0 %  C H 3C N /0 .1% T F A  σε 

Η 2 Ο /0 . 1% TFA, ταχύτητα ρ ο ή ς  lm l/m in  γ ια  3 0  min, α νίχνευσ η  στα 214nm .

Τέλος, στον πίνακα 1 συνοψίζονται οι αποδόσεις σύνθεσης των γλυκοπεππδικών 

αναλογών που παρασκευάστηκαν σε υγρή φάση με χημειοεκλεκτική αντίδραση σχηματισμού 

δεσμού οξίμης

Π ίνακας 1. Α π όδοσ η  σύνθεσης τω ν  γλυ κ ο π επ π δ ικ ώ ν α να λο γώ ν  που  ιταρασκευάοτηκαν σ ε  υγρή  

φάση μ ε  χη μ ειοεκλεκτική  αντίδραση σχηματισμού δεσμ ού οξ ίμ η ς

Γλνκοπεπτιδικό ανάλογο

H-SOC4(SA-Aoa)rNH2 

Ac-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2J-NH2 

Ac-SOC4[Ac2, (3'SL-Aoa)2J-NH 

Ac-SOC4[Ac2, (6 ’SL-Aoa)2J-NH2

ΑΠΟΔΟΣΗ ΣΥΝΘΕΣΗΣ 

25%

56%

18%

29%
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Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  14

Δ ι α μ ο ρ φ ω τ ι κ ή  μελέτη τ ω ν  γλυκοπεπτιδικών α ν α λ ο γ ώ ν  
με φ α σ μ α τ ο σ κ ο π ί α  Κ υ κ λ ι κ ο ύ  Διχρωισμού

Εισαγωγή

Τ α  φ ά σ μ α τ α  κυκλικού διχρωισμού τ ω ν  γλυκοπεπτιδικών αν αλο γών A c - S O C 4[Ac2, 
(SA-Aoa)2] - N H 2 και A c - S O C 4[Ac 2, (6 ’SL-Aoa) 2] - N H 2 κ α θ ώ ς  και του A c - S O C 4(Ac2, A o a 2)- 
Ν Η 2 ( Ν ε-αμινοοξυακέτυλο φορέας S O C 4-I) ελήφθησαν σε φ α σ μ α τ ο φ ω τ ό  μέτρο Jasco J-815 
στο Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων.

Για τη μελέτη τ ω ν  διαμορφωτικών ιδιοτήτων τ ω ν  γλυκοπεπτιδικών αν αλο γών και του 
Ν ε-αμινοοξυακέτυλο φ ο ρ έ α  S O C 4-I η  συγκέντρωση τ ω ν  πεπτιδίων ήταν 100 μ Μ  σε:

•  η 2ο

•  H20/TFE 50/50 (ν/ν)

•  TFE

Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν σε κυψελίδα μήκους διαδρομής 0.1 c m  και σε 
θερμοκρασία 20° C. Η  λ ή ψ η  κάθε φά σμα τος έγινε στην περιοχή 260-185 n m ,  αν ά 0,2 nm , με 
επισώρευση (accumulation) 3 σαρώσεων. Η  ευαισθησία (sensitivity) π ο υ  επιλέχθηκε ήταν 
100 mdeg, η  ταχύτητα σ ά ρ ω σ η ς  (scanning) 50 nm/min, η  απόκριση (response) 1 sec και το 
εύρος ζώνης (band width) 1 nm.

Τ α  δεδομένα πο υ προέκ υψα ν απ ό τα πειράματα κυκλικού διχρωισμού αναλύθηκαν με 
το υπολογιστικό πρ ό γ ρ α μ μ α  C D N N ,  το οποίο παρέχει μια εκτίμηση του ποσοστού κατά το 
07ioio κάθε δευτεροταγής δο μή (έλικα, 7ΐαράλληλο και αντιπαράλληλο φύλλο, β-στροφή, 
τυχαία δι αμόρφωση) συνεισφέρει στην τελική δι αμό ρφω ση του κάθε μορίου.



Φάσματα κυκλικού διχρωΐσμού των γλυκοπεπτιδικών αναλόγων και του Νε-αμινοοξυ- 

ακέτυλο φορέα SOC 4-I
Στα σχήματα 1-3 απεικονίζονται τα φά σματα CD των γλυκοπεπτιδικών αναλόγων και 

του Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I στους διάφορους διαλύτες.

Σχήμα 1. Φάσματα CD του b f-αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I σε TFE, H20/TFE 50/50 (ν/ν) 

και Η 2 0  (100 μΜ, 2(fC)

Σχήμα 2. Φάσματα CD τον γλυκοπεπτιδικού αναλόγου Ac-SOC4[Ac2, (SA-Aoajrf-Nfy σε TFE, 

H20/TFE 50/50 (ν/ν) και Η 2 0  (100 μΜ, 20°C)
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\
t
i
!
I
r.

—· — H20
H20/TFE 50/50 v/v 

—A—TFE

Σχήμα 3. Φ άσματα C D  του γλυκοκεπτιδικού α να λόγου  A c-S O C 4[A c 2, (6 ’SL -A oa)2]-N H .2 σε 

TFE, H 2 0 /T F E  5 0 /5 0  (v/v) και H 2 0  (100  μΜ , 20 (C )

I Στα σχήματα 4-6 απεικονίζονται τα φάσματα CD των γλυκοπεπτιδικών αναλογών και

] του Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SO C 4-I σε κάθε έναν από τους τρεις διαλύτες που 

I χρησιμοποιήθηκαν.

— Ac-SOC4(Ac2, Aoa2)-NH2 
—· — Ac-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2]-NH2 

Ac-SOC4[Ac2, (6'SL-Aoa)2]-NH2

,ί| Σχήμα 4. Φ άσματα C D  τω ν γλυκοπεπτιδ ικώ ν α να λογώ ν και του b f  -αμινοοξυακέτυλο φορέα  

\ S O C 4- I  σ ε Η 20
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— Ac-SOC4(Ac2, Aoa2)-NH2
—· —Ac-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2}-NH2 
— Ac-SOC4[Ac2, (6'SL-Aoa)2]-NH2

Σχήμα 5. Φ άσματα C D  τω ν γλυκοττεΊττιδικών α να λό γω ν  και του Ι^ -α μ ινο ο ξυα κ έτυλο  φ ορέα  

S O C r l  σε H jQ /T F E  5 0 /5 0  (ν/ν)

Ac-SOC4(Ac2, Aoa2)-NH2

185 195 205 215 225 235 245 255
Μήκος Κύματος (nm)

Σχήμα 6. Φ άσματα C D  τω ν γλυκοπεπτιδ ικώ ν α να λό γω ν  κ α ι του Ι^ -α μ ινοοξυα κ έτυλο  φ ορέα  

S O C j-I  σε TFE



Α νά λ υ σ η  φ α σ μ ά τ ω ν  κ υ κ λ ικ ο ύ  δ ιχρ ω ϊσ μ ο ύ

Για την ανάλυση των δεδομένων κυκλικού διχρωϊσμού των γλυκοπεπτιδικών 

αναλογών και του Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SO C 4-I χρησιμοποιήθηκε το υπολογιστικό
!

\ πρόγραμμα CDNN. Σύμφωνα με το πρόγραμμα αυτό, τα προς ανάλυση δεδομένα

I συγκρίνονται με μια σειρά δεδομένων φασμάτων αναφοράς. Τα φάσματα αναφοράς είναι 

δεδομένα κυκλικού διχρωϊσμού γνωστών πρωτεϊνών. Ο χρήστης μπορεί να επιλέξει μεταξύ 

τριών ομάδων βασικών φασμάτων, ανάλογα με την πολυπλοκότητα του προς ανάλυση 

δείγματος. Το αποτέλεσμα της εφαρμογής αυτού του προγράμματος είναι η παροχή των 

ποσοστών κατά τα οποία η κάθε δευτεροταγής δομή συνεισφέρει στην τελική διαμόρφωση 

του μορίου. Τα ποσοστά αυτά θεωρούνται ενδεικτικά καθώς αποτελούν συνισταμένη

» διαφόρων παραγόντων, όπως το εύρος μήκους κύματος που λαμβάνεται υπόψη, το μοριακό
ι
tj βάρος του μορίου που αναλύεται (πρωτεΐνη, πολυπεπτίδιο, πεπτίδιο), ο αριθμός τωνI
ΐ πρωτεϊνών της βάσης δεδομένων που χρησιμοποιείται για την ανάλυση, η απόκλιση του

|j αθροίσματος των δομών από το 100%.
■|

Λαμβάνοντας υπόψη τις παραπάνω παραμέτρους, στους πίνακες που ακολουθούν

t (Πίνακες 1-3) δίνονται τα αποτελέσματα της ανάλυσης των φασμάτων κυκλικού διχρωϊσμού

ί των γλυκοπεπτιδικών αναλογών και του Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SO C 4-I.

ί Π ίν α κ α ς  1. Ποσοστά δευτεροταγών δομών για τον Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SO C 4-I, όπως 

|  προκύπτουν μετά από επεξεργασία των δεδομένων κυκλικού διχρωϊσμού με το υπολογιστικό 

ί πρόγραμμα CDNN

Η 2 0 H 2 0 /T F E  50 /5 0  ν /ν T F E
185-260 nm 185-260 nm 185-260 nm

έλικα 9 . 1  % 13.7% 13.7%
αντιπαράλληλο φύλλο 23.7% 37.6 % 43.6 %
παράλληλο φύλλο 3.6 % 3.8 % 3.9 %
β-στροφή 19.8% 25.4 % 24.1 %
τυχαία διαμόρφωση 39.8 % 24.4 % 22.5 %
άθροισμα 95.9% 104.9 % 107.8%

Από τον Πίνακα 1 προκύπτει ότι στο Η20  ο Νε-αμινοοξυακέτυλο φορέας SOC4-I 

χαρακτηρίζεται κυρίως από τυχαία διαμόρφωση με μεγάλη συνεισφορά αντιπαράλληλου 

c φύλλου, ενώ το ποσοστό έλικας εκτιμάται στο 9% . Σε μίγμα H2O/TFE 50/50 (ν/ν) κυριαρχεί 

; η διαμόρφωση αντιπαράλληλου φύλλου, ενώ αυξάνεται το ποσοστό έλικας στο 14%.
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Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι τα ποσοστά αυτά δεν μεταβάλλονται ακόμα και στο 100%

TFE.

Πίνακας 2. Ποσοστά δευτεροταγών δομών για το γλυκοπεπτιδικό ανάλογο Ac-SOC4[Ac2, 

(SA-Aoa)2]-NH2, όπως προκύπτουν μετά από επεξεργασία των δεδομένων κυκλικού 

διχρωϊσμού με το υπολογιστικό πρόγραμμα CDNN

Η 20 H 20/T FE  50/50 ν/ν TFE
185-260 nm 185-260 nm 185-260 nm

έλικα 9 .5  % 13.7% 19.1 %
αντιπαράλληλο φύλλο 14.4 % 303 % 23.4%
παράλληλο φύλλο 3.4% 3.4% 4.8 %
β-στροφή 23.0 % 27.9 % 25.7%
τυχαία  διαμόρφω ση 45.6 % 27.0 % 26.3 %
άθροισμα 9 5 .8 % 102.3 % 9 9 .2 %

\

Από τον Πίνακα 2 προκύπτει, ομοίως, ότι στο Η2Ο το γλυκοπεπτιδικό ανάλογο Ac- 

SOC4[Ac2, (SA-Aoa>2]-NH2 χαρακτηρίζεται κυρίως από τυχαία διαμόρφωση ενώ το ποσοστό 

έλικας εκτιμάται στο 10%. Σε μίγμα H2O/TFE 50/50 (ν/ν) κυριαρχεί η διαμόρφωση 

αντιπαράλληλου φύλλου, ενώ αυξάνεται το ποσοστό έλικας στο 14%. Αξιοσημείωτο είναι το 

γεγονός ότι, σε αντίθεση με ότι παρατηρείται στον Ν ε-αμινοοξυακέτυλο φορέα SOC4-I 

(Πίνακας 1), τα ποσοστά των δομών μεταβάλλονται σε 100% TFE έτσι ώστε η έλικα του 

γλυκοπεπτιδίου αυτού ενισχύεται (19%), ενώ συμμετέχουν σε ίσα ποσοστά όλες οι υπόλοιπες 

δομές.

Πίνακας 3. Ποσοστά δευτεροταγών δομών για το γλυκοπεπτιδικό ανάλογο Ac-SOC4[Ac2, 

(6 ’SL-Aoa)2]-NH2 όπως προκύπτουν μετά από επεξεργασία των δεδομένων κυκλικού

διχρωϊσμού με το υπολογιστικό πρόγραμμα CDNN

Η 20 H 20/T FE  50/50 ν/ν TFE
185-260 nm 185-260 nm 185-260 nm

έλικα 9 .0  % 18.0% 16.8%
αντιπαράλληλο φύλλο 33.8 % 25.9 % 29.9 %
παράλληλα φύλλο 3 . 7  % 4.2 % 4.4 %
β-στροφή 19.0% 25.8 % 25.4 %
τυχαία διαμόρφωση 343 % 25.2 % 25.0 %
άθροισμα 9 9 .8 % 9 9 .1 % 101.5 %
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Από τον Πίνακα 3 προκύπτει ότι στο Η2Ο το γλυκοπεπηδικό ανάλογο Ac-SOC4[Ac2, 

(6 ’SL-Aoa>2]-NH2 διατηρεί ακόμα ποσοστό έλικας 9% ενώ χαρακτηρίζεται από ίσα περίπου 

ποσοστά αντιπαράλληλου φύλλου και τυχαίας διαμόρφωσης. Σε μίγμα H2O/TFE 50/50 (ν/ν) 

τα ποσοστά των διαφόρων δομών είναι περίπου ίσα ενώ το ποσοστό έλικας αυξάνεται στο 

18%. Σε 100% TFE τα ποσοστά αυτά δεν μεταβάλλονται σημαντικά.

/
/
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 15
Βιολογικά Πειράματα -  Αξιολόγηση Βιολογικών Αποτελεσμάτων

Εισαγωγή

Τα βιολογικά πειράματα της παρούσας διατριβής διεξήχθησαν: 

στο Ινστιτούτο Βιοϊατρικής Έρευνας Georg-Speyer-Haus στη Φρανκφούρτη (Γερμανία), από 

τον μεταδιδακτορικό ερευνητή Thomas Haarmann, υπό την επίβλεψη της Δρ. Ursula 

Dietrich,

στο Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA) στη Βαρκελώνη (Ισπανία), από τη 

μεταπτυχιακή φοιτήτρια Julia Vergara υπό την επίβλεψη του Δρ. Ayub Daqi, και 

στο Ινστιτούτο Ανοσολογίας του Ομοσπονδιακού Ερευνητικού Ινστιτούτου για την Υγεία 

των Ζώων (Federal Research Institute for Animal Health) Friedrich-Loeffler-Institute στο 

Tobingen (Γερμανία), από την Karoline Droebner, υπό την επίβλεψη του Καθηγητή Oliver 

Planz,

και αποτελούν αντικείμενο συνεργασίας του Ερευνητικού Εργαστηρίου Χημείας Πεπτιδίων 

του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων με τα παραπάνω Ινστιτούτα στα πλαίσια Ευρωπαϊκού 

Ερευνητικού Προγράμματος.

Διερεύνηση της ικανότητας αναγνώρισης του συμπλέγματος Ac-SOC4-[Ac2, 

(H 5V IN lcor 54-69)2]-ΟΗ από αντι-Η5 AIV και αντι-Η6 AIV ορούς μολυσμένων 

κοτόπουλων

Με σκοπό την επιβεβαίωση του H5VINlcor54-69 ως διατηρημένου Τ-επιτόπου της 

πρωτεΐνης Η5 του ιού της γρίπης, ελέγχθηκε η ικανότητα αναγνώρισής του από αντι-ορούς 

κοτόπουλων μολυσμένων με στελέχη Η5 και Η6 ιού γρίπης των πτηνών.

Πιο αναλυτικά, το σύμπλεγμα Ac-SOC4-[Ac2, (H5VINlcor54-69)2]-OH, στο οποίο ο 

επίτοπος H5VINlcor54-69 έχει προσδεθεί σε δυο αντίγραφα στο φορέα SOC4-I, καθώς 

επίσης και ο επίτοπος H5VINlcor54-69, δοκιμάστηκαν σε πείραμα ELISA ως προς την 

ικανότητά τους να αναγνωρίζονται από ορούς κοτόπουλων μολυσμένων με ιό της γρίπης Η5 

και Η6. Ως control χρησιμοποιήθηκε ο φορέας SOC.

Τα αποτελέσματα του πειράματος ELISA φαίνονται στο σχήμα 1.
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Σχήμα 1. Α ποτελέσματα πειράματος ELISA α να γνώ ρ ισ η ς του συμπλέγμα τος A c -S O C 4-[A c 2, 

(H 5 V IN lco r5 4 -6 9 )i]~ O H  και του επ ιτόπου H 5 V IN Ico r5 4 -6 9  αϊτό ο ρ ο ύ ς  κοτόπουλω ν  

μ ο λυ σ μ ένω ν μ ε  Η 5  κα ι Η 6  ιό  της γρ ίπ η ς τω ν πτηνώ ν. I :  αντι-Η 6  αντισώ ματα, 2 ,3 : αντι-Η 5

';ί|\ αντισώματα.
'\

■ Όπως προκύπτει από το σχήμα 1, οι αντι-οροί που δοκιμάστηκαν αναγνωρίζουν τόσο

τον επίτοπο H5VINlcor54-69 όσο και το σύμπλεγμά του με το φορέα SOC4-I, ενώ η 

εξειδίκευση της πρόσδεσης επιβεβαιώνεται από την ελάχιστη αναγνώριση του φορέα SOC4-I

sji (control). Επιπλέον, παρατηρείται ότι αντι-Η6 οροί αναγνωρίζουν πιο ισχυρά τον επίτοπο

H5VINlcor54-69, και μάλιστα όταν αυτός είναι συνδεδεμένος στο φορέα SOC4-I, από ότι 

τον αναγνωρίζουν οι αντι-Η5 οροί.

Διερεύνηση της ανοσογονικότητας τον ε π ιτ ό π ο υ  Η5VIN1 cor54-69 

Πείραμα ανοσοποίησης

Μια ομάδα 30 κοτόπουλων ηλικίας μιας ημέρας ανοσοποιήθηκαν με 2,5 μg 

ανοσοσυμπλέγματος Ac-SOC4-[Ac2, (H5VINlcor54-69)2]-OH γαλακτοματοποιημένου σε 

ατελές ανοσοενισχυτικό Freund’s (IFA), διαμέσου της ενδοδερμικής ή της ενδομυϊκής οδού. 

Μια άλλη ομάδα 10 κοτόπουλων ηλικίας μιας ημέρας συμπεριλήφθηκε στη μελέτη ως ομάδα 

ελέγχου, χωρίς να υποστεί οποιαδήποτε ανοσοποίηση (εμβολιασμό). 15 ημέρες μετά, όλα τα 

ζώα (ανοσοποιημένα και μη) μολύνθηκαν με το μέτριας παθογένειας (ΟΙΕ standard ICPI 

index 1.2) στέλεχος X ID50 του Η5Ν2 ιού της γρίπης των πτηνών (Avian Influenza Virus,
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I

I AIV). Η μόλυνση έγινε διαμέσου της ρινικής οδού και τα ζώα διατηρήθηκαν υπό 

; παρατήρηση για αρκετές ημέρες. Το ιικό φορτίο στην ρινοφαρυγγική κοιλότητα των ζώων 

I παρακολουθήθηκε με RT-PCR μετά από νεκροψία σε προκαθορισμένα χρονικά σημεία, ενώ

I παρακολουθούνταν επίσης και η πορεία της ασθένειας στα κοτόπουλα με την πάροδο του

χρόνου.

Αποτελέσματα

Τα κλινικά και ιστολογικά αποτελέσματα έδειξαν ότι όλα τα ανοσοποιημένα 

κοτόπουλα, από τη δεύτερη κιόλας ημέρα μετά τη μόλυνση με τον ιό της γρίπης Η5Ν2, 

παρουσιάζουν τα συμπτώματα της νόσου (γρίπη), και μάλιστα πολύ έντονα (Πίνακας 1). Πιο 

συγκεκριμένα, τα ανοσοποιημένα ζώα εμφάνισαν αυξημένη νοσηρότητα, θνησιμότητα και 

ιική απέκκριση σε σχέση με τα μη-ανοσοποιημένα, καθώς επίσης ευρεία ιστική κατανομή του 

ιού και σοβαρή βλάβη σχεδόν όλων των ζωτικών οργάνων τους. Παράλληλα, αμέσως μετά τη 

μόλυνση — και ενώ έχουν παρέλθει 15 ημέρες από την ανοσοποίηση -  σε κανένα από τα 

πειραματόζωα δεν ανιχνεύονται εξουδετερωτικά αντισώματα έναντι του ιού.

Π ίνακας 1. Κ ).ινικές ενδείξεις  τω ν ιτειραματόζωων ό π ω ς καταγράφονται σε δ ιά φ ορες χρ ο ν ικ ές  

στιγμές μετά  την πρόκ)τ\ση μόλυνσ ης μ ε  ιό  γρ ίπης Η 5Ν 2.

3 dpi 5 dpi
Τρόπος
ανοσοποίησης

Clinical
Score Νοσηρότητα Θνησιμότητα Clinical

Score Νοσηρότητα Θνησιμότητα

Ενδομυϊκά 1.2 7/15 0/15 2.4 13/15 5/15
Ενδοδερμικά 1.8 8/13 2/13 2.6 8/11 1/11
Μη-
ανοσοποιημένα

0.5 3/10 0/10 0.6 2/10 1/10

)
I Με άλλα λόγια, παρατηρείται ότι η ανοσοποίηση με το σύμπλεγμα Ac-SOC4-[Ac2,

(H5VINlcor54-69)2]-OH προκαλεί ταχεία εκδήλωση και επιδείνωση της νόσου της γρίπης 

στα κοτόπουλα που μολύνθηκαν κατόπιν με τον ιό γρίπης Η5Ν2. Ωστόσο, και παρά την 

ί έντονη εκδήλωση της νόσου, κάποια από τα  ανοσοποιημένα ζώα κατάφεραν τελικά να 

λ ανακάμψουν και να επιζήσουν. Στα ζώα αυτά, 25 ημέρες μετά την ανοσοποίηση και 10 

m ημέρες μετά τη μόλυνση και ενώ έχουν νοσήσει αλλά τελικά επιζήσει, ανιχνεύονται 

§! εξουδετερωτικά αντισώματα έναντι του ιού της γρίπης. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι
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τέτοια αντισώματα δεν ανιχνεύονται στα μη ανοσοποιημένα ζώα μετά την μόλυνση με τον ιό 

της γρίπης (ομάδα ελέγχου).

Από τα παραπάνω, καθίσταται σαφές ότι το σύμπλεγμα Ac-SOC4-[Ac2, 

(H5VINlcor54-69)2]-OH, όταν χρησιμοποιείται για την ανοσοποίηση κοτόπουλων, δεν 

επάγει προστατευτική ανοσολογική απόκριση έναντι του ιού της γρίπης, όπως αναμένετο, 

αλλά αυξάνει τη θνησιμότητα των πειραματόζωων, καθιστώντας τα πιο ευαίσθητα στη 

μόλυνση. Παρόλα αυτά, το γεγονός ότι τα πειραματόζωα που επέζησαν ανέπτυξαν 

αντισώματα κατά του ιού είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον και χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση. 

Αναμφίβολα, η ανοσοποίηση με το σύμπλεγμα A0SOC4-IAC2, (H5VINlcor54-69)2]-OH  

εμπλέκεται στην υψηλή παθογένεια που αναπτύσσει ο ιός στα πειραματόζωα, έστω και αν 

προς το παρόν δεν καθίσταται δυνατή η ερμηνεία αυτού του φαινομένου.



Διερεύνηση της ανοσογονικότητας (προστατευτική ανοσία) σε ποντίκια, των επιτόπων 

Τ Ι, Τ3, Τ5 και Τ7 της Η5 αιμοσυγκολητίνης (ΗΑ) του ιού της γρίπης των πτηνών.

Εισαγωγή

Οι πεπτιδικές αλληλουχίες ΤΙ (VLMENERTL), Τ3 (ASFFRNVVWL), Τ5

] (FHDSNVKNL) και Τ7 (NFESNGNFI) της Η5 ΗΑ προβλέφθηκαν με υπολογιστικές 

μεθόδους, βάσει της συγγένειας τους για MHC I ποντικιών, ως Τ-κυτταρικοί επίτοποι αυτής 

της πρωτεΐνης. Προκειμένου να διερευνηθεί η ανοσογονικότητα αυτών των πεπτιδίων και 

έτσι οι προτεινόμενες αλληλουχίες να επιβεβαιωθούν ως Τ-κυτταρικοί επίτοποι της 

πρωτεΐνης Η5 ΗΑ, πραγματοποιήθηκαν πειράματα ανοσοποίησης ποντικιών με τα 

ανοσογονικά συμπλέγματα αυτών των πεπτιδίων στον ολιγοπεπτιδικό φορέα SO C 4-I.

,! Πείραμα ανοσοποίησης με τα SOC-συμπλέγματα των επιτόπων Τ Ι, Τ3, Τ5 και Τ7
I __

Τέσσερις ομάδες από 6 θηλυκά BALB/c ποντίκια ανοσοποιήθηκαν, αντίστοιχα, με 

ένα από τα τέσσερα συμπλέγματα:

1
A c - S O C 4[A c2, (Τ1)2]-ΝΗ2 

A c - S O C 4[ A c2, (Τ3)2]-ΝΗ2 

A c - S O C 4[A c 2, (Τ5)2]-ΝΗ2 

A c - S O C 4[A c 2, (Τ7)2]-ΝΗ2

Την ημέρα 0, σε κάθε ποντίκι έγινε υποδόρια ανοσοποίηση με 50 μg από το 

t αντίστοιχο ανοσοσόμπλεγμα, σε Η20  και Complete Freund’s Adjuvant (CFA). Την 15η και 

ί την 30η ημέρα έγινε επαναληπτική ανοσοποίηση με 25 μg από το αντίστοιχο ανοσύμπλεγμα,

) σε Η 20 και Incomplete Freund’s Adjuvant (IFA). 15 ημέρες μετά την τρίτη ανοσοποίηση τα 

1 ζώα μολύνθηκαν ενδορινικά με 2 x 103 pfu (ΙΟχ LD5o) ιού γρίπης Η5Ν1 (ΜΒ1). Τα ποσοστά 

ν επιβίωσης προσδιορίστηκαν μετά από pm περίοδο 14 ημερών. Ταυτόχρονα,

; πραγματοποιήθηκαν και πειράματα control, ανοσοποιώντας δυο ομάδες 6 ποντικιών με 

i  φορέα SOC και adjuvant, αντίστοιχα, ενώ μελετήθηκε και μια ομάδα 6 ποντικιών που δεν 

υποβλήθηκαν σε καμία ανοσοποίηση.



Α ποτελέσματα

Τα αποτελέσματα παρατίθενται στον Πίνακα 2 και στο Σχήμα 2 που ακολουθούν.

Π ίνακας 2.

Αριθμός ανοσοποιημένων ποντικιών που επιβίωσαν ή πέθαναν μετά από μόλυνση με Η5Ν1 

ιό γρίπης

Σύμπλεγμα ανοσοποίησης________ Ζώ α που πέθαναν_________ Ζ ώ α που επέζησαν
A c - S O C 4[ A c 2, (Τ 1)2]-ΝΗ 2 6 0
A c - S O C 4[A c 2, (Τ 3)2]-ΝΗ2 5 1
A c - S O C 4[A c 2, (Τ 5)2]-ΝΗ2 4 2
A c - S O C 4[A c 2, (Τ 7)2]-ΝΗ2 5 1

Φ ο ρ έ α ς  S O C 4 2 4
Adjuvant 5 0

Control (χωρίς ανοσοποίηση) 6 0

Σ χήμα 2. Ε ξέλιξη  της μ όλυνσ η ς μετά α πό  α νοσοποίηση  μ ε  τα S O C -συμπλέγματα τω ν  επ ιτόπω ν  

ΤΙ, Τ3, Τ5 και Τ 7

Α π ό  τον πίνακα 2 φαίνεται πως η ανοσοποίηση με τα παραπάνω συμπλέγματα δεν 

επιφέρει σημαντική προστασία των πειραματόζωων (ποντίκια) έναντι της μόλυνσης από ιό 

γρίπης των πτηνών, καθώς τα ποσοστά θνησιμότητας που καταγράφηκαν κυμαίνονται από 

67% έως 100%.

Ωστόσο, από το σχήμα 2, όπου καταγράφεται η εξέλιξη της μόλυνσης, παρατηρούνται 

τα εξής:
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•  τα ζώα που ανοσοποιήθηκαν με το σύμπλεγμα Ac-SOC4[Ac2, (Τ 1 )2]-ΝΗ2 υπέκυψαν 

ταχύτερα στη νόσο και ήδη από την όγδοη ημέρα μετά την μόλυνση η θνησιμότητα έφτασε 

στο 1 0 0 %.

• Τα ζώα που ανοσοποιήθηκαν με τα συμπλέγματα Ac-SOC4[Ac2, (Τ3 )2]-ΝΗ2 και Ac- 

SOC4[Ac2, (Τ7 )2]-ΝΗ2 κατέστησαν περισσότερα ανθεκτικά έναντι της μόλυνσης με τον ιό 

Η5Ν1, καθώς θνησιμότητα άρχισε να καταγράφεται όχι νωρίτερα από την όγδοη ημέρα μετά 

την μόλυνση, ακολουθώντας όμως μια ταχεία επιδείνωση καθώς μέσα σε μια ημέρα το 83% 

των ζώων είχε υποκύψει.

•  Τέλος, τα ζώα που ανοσοποιήθηκαν με το σύμπλεγμα Ac-SOC4[Ac2, (Τ5 )2]-ΝΗ2 

εκδήλωσαν σε κάποιο βαθμό ανθεκτικότητα έναντι της μόλυνσης καθώς η θνησιμότητα, που 

άρχισε να καταγράφεται την έβδομη ημέρα μετά την μόλυνση από τον ιό, περιορίστηκε σε 

ποσοστό 67%. Τα δυο από τα έξι ζώα της ομάδας αυτής που κατόρθωσαν να επιβιώσουν 

φαίνεται πως ανέπτυξαν προστατευτική ανοσία έναντι του ιού της γρίπης Η5Ν1 ύστερα από 

την ανοσοποίησή τους με το σύμπλεγμα του επιτόπου Τ5.

Μ ελέτη πρόσθεσης τω ν γλυκοπεπτιδικώ ν αναλογώ ν του σιαλο-υποδοχέα στην πρω τεΐνη  

αιμοσυγκολλητίνη Η5 του ιού της γρίπης

Εισαγω γή

Τα γλυκοπεπτιδικά ανάλογα H-SOC4(SA-Aoa)4-NH2, Ac-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2]- 

ΝΗ2, Ac-SOC4[Ac2, (3 ’SL-Aoa)2]-NH2 και Ac-SOC4[Ac2, (6 ’SL-Aoa)2]-NH2 σχεδιάστηκαν 

ως μοντέλα του σιαλο-υποδοχέα της ΗΑ του ιού της γρίπης και χρησιμοποιήθηκαν ως 

υποστρώματα για την ανάπτυξη μιας στερεός φάσης δοκιμασίας πρόσδεσης (ELISA) που θα 

επέτρεπε, αφενός, την ταχεία ανίχνευση του ιού της γρίπης και, αφετέρου, την διάκριση 

μεταξύ ιών γρίπης πτηνών και μεταλλαγμένων ιών γρίπης πτηνών, ικανών να προσδένονται 

και στον ανθρώπινο υποδοχέα. Επιπλέον, αυτή η τεχνική ELISA σχεδιάστηκε με στόχο να 

χρησιμοποιηθεί για την ταυτοποίηση πεπτιδικών αναστολέων της πρόσδεσης του ιού της 

γρίπης στον σιαλο-υποδοχέα του κυττάρου-ξενιστή.

Π ειραματική πορεία

Στο σχήμα 3 απεικονίζεται η αρχή μεθόδου του πειράματος ELISA που αναπτύχθηκε. 

Σύμφωνα με αυτό, το κάθε γλυκοπεπτιδικά ανάλογο επιστρώνεται στο πλακίδιο και 

επωάζεται με ψευδοϊικά σωματίδια ιού γρίπης, κατασκευασμένα εργαστηριακά να φέρουν
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\ί

διάφορους συνδυασμούς αιμοσυγκολλητίνης, νευραμινιδάσης και matrix πρωτεϊνών ιού 

γρίπης των πτηνών ή των ανθρώπων. Στη συνέχεια, γίνεται επώαση με αντισώματα έναντι ιού 

γρίπης και, κατόπιν, επώαση με επισημασμένο με ένζυμο αντι-αντίσωμα για ανίχνευση. 

Τέλος, προστίθεται το ενζυμικό υπόστρωμα και μετράται η απορρόφηση του χρωμοφόρου 

προϊόντος της ενζυμικής αντίδρασης στα 450nm. Η ενζυμική δράση, που εκφράζεται με το 

μέγεθος της απορρόφησης, είναι ανάλογη της ποσότητας του αντισώματος που συνδέθηκε με 

το αντιγόνο (ψευδοϊός γρίπης) η οποία κατ’ επέκταση εκφράζει την συγγένεια του ιού (για 

την ακρίβεια την συγγένεια της ΗΑ του ιού) για τον σιαλο-υποδοχέα (γλυκοπεπτιδικό 

ανάλογο).

o n i i - m u r in e  σ ν ι ίοω μο  ym ανίχνευση 

murine αντισώματα έναντι ιού γρίπης

σιαλικό οξύ/3'-σ ιαλυλακτόζη/6'-σ ιαΑ υλακτόζη  
(υποδοχέας ιού γρίπης)

SOC4

Πεπτίδιο
αναστολής

Σχήμα 3. Α ρχή  μ εθ όδ ου  της ELISA τεχνικής που αναπτύχθηκε γ ια  τον  έλεγχο  πρόσδεσης  

ψ ευδοιϊκώ ν σω μ ατιδ ίω ν ιο ύ  γρ ίπης στα γλυκοπεπτιδ ικό  α νά λογα  του σ ια λο-υπ οδοχέα .

Αποτελέσματα

Αρχικά, δοκιμάστηκαν με την παραπάνω τεχνική τα ανάλογα H-SOC4(SA-Aoa)4-NH2 

και Ac-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2]-NH 2. Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε φορέας SOC4- 

I που δε φέρει το σιαλικό οξύ στην ε-αμινομάδα των λυσινών αυτού, ενώ οι τελικές τιμές 

προκύπτουν ύστερα από αφαίρεση του τυφλού. Τα πρώτα πειραματικά αποτελέσματα 

παρατίθενται στο σχήμα 4.

Από το σχήμα 4 προκύπτουν τα εξής δεδομένα:

•  η πρόσδεση των ψευδοϊικών σωματιδίων στα γλυκοπεπτιδικό ανάλογα εμφανίζεται 

ως μια εξαρτώμενη-από-τη-συγκέντρωση διαδικασία, που σημαίνει ότι όσο μεγαλύτερη είναι 

η συγκέντρωση του ιού που χρησιμοποιείται για επώαση με το ανάλογο του υποδοχέα, τόσο 

μεγαλύτερη πρόσδεση παρατηρείται μεταξύ τους
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•  δεν υπά ρχει σημαντική διαφορά στην πρόσδεση του ιού στο ανάλογο H-SOC4(SA- 

Aoa)4-NH2 σε σχέση με το ανάλογο Ac-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2]-NH2

•  ο φορέας SOC4-I, που δε φέρει το σιαλικό οξύ στην ε-αμινομάδα των λυσινών αυτού 

και που χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας, προσδένεται με τα ψευδοϊικά σωματίδια, αν και σε 

μικρότερο βαθμό.

θ -ΌΟ.
CX
ο
<ϊ

SOC4-SA4 SOC4-SA2 SOC4 virus only

(■Συγκέντρωση ιού:1-00Ε+06 = 
) □  Συγκέντρωση ιού: 1.00Ε+05 
IΟ Συγκένρωση ιού: 1 00Ε+04 ; 
□  Συγκέντρωση ιού: 1.00Ε+03 [

Σχήμα 4. Σχηματική παρουσίαση τω ν αποτελεσμάτω ν της ELISA δοκιμασίας τφόσδεσης  

ψ ευδοϊου γρ ίπη ς στα σνά/χτ/α  H -S O C 4(SA -A oa)4 -NH2 και A c-S O C 4[A c2t (SA -A oa)2]-N H 2 του  

α ιολο-υποδοχέα , γ ια  δ ιά φ ο ρ ες  συγκεντρώ σεις προστιθέμενου ιο ύ .

Αν και προκαταρκτικά, τα παραπάνω αποτελέσματα κρίνονται ενθαρρυνπκά και για 

το λόγο αυτό αποφασίστηκε να βελτιωθεί η ευαισθησία και η αποτελεσματικότητα της 

τεχνικής, δοκιμάζοντας τα ανάλογα A0 SOC4IAC2, (3 ’SL-Aoa)2]-NH2 και Ac-SOC4[Ac2, 

(6 ’ SL-Aoa>2]-NH2. Τα ανάλογα αυτά προσομοιάζουν καλύτερα τον υποδοχέα των πτηνών 

και των ανθρώπων, αντίστοιχα, καθώς φέρουν τον χαρακτηριστικό α2,3 ή α2 , 6  γλυκοζιτικό 

δεσμό μεταξύ σιαλικού οξέος και γαλακτόζης, που διαφοροποιεί τους δυο υποδοχείς μεταξύ 

τους. Τα πειράματα ELISA με αυτά τα ανάλογα είναι σε εξέλιξη.



Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  16

Αποτελέσματα και Συζήτηση

Τα πρόσφατα ξεσπάσματα ιού γρίπης των πτηνών υψηλής παθογένειας Η5Ν1 έχουν 

λάβει παγκόσμιες διαστάσεις. Παράλληλα με την εξάπλωση αυτού του ιού των πτηνών σε 

οικόσιτα πουλερικά και άγρια υδρόβια πουλιά σε Ασία, Ευρώπη και Αφρική, εκατοντάδες 

ανθρώπινα κρούσματα έχουν επιβεβαιωθεί από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας, ενώ τα 

περισσότερα από αυτά ήταν θανατηφόρα. Επιπλέον, ο ιός έχει επίσης εξαπλωθεί και σε άλλα 

θηλαστικά, όπως οι γάτες, ενώ αν αποκτήσει την ικανότητα να μεταδίδεται εύκολα μεταξύ 

των ανθρώπων, οι ιατρικές και οικονομικές συνέπειες μιας ενδεχόμενης πανδημίας θα είναι 

καταστρεπτικές. Κατά συνέπεια, η ανάγκη για αποτελεσματικές διαγνωστικές μεθόδους, 

εμβόλια και νέα αντι-ίίκά φάρμακα έναντι του υποτύπου Η5Ν1 του ιού της γρίπης καθίσταται 

επείγουσα και επιβεβλημένη.

I -Η παρούσα διατριβή πραγματεύεται τη σύνθεση μακρομοριακών πεπτιδικών

συμπλεγμάτων διακλαδισμένης αρχιτεκτονικής, αφενός μεν για την ανάπτυξη εμβολίου

έναντι της μόλυνσης από ιό γρίπης των πτηνών, αφετέρου δε για την ανάπτυξη διαγνωστικής
i

μεθοδολογίας ανίχνευσης του ιού της γρίπης των πτηνών.

Τα συμπλέγματα που σχεδιάστηκαν στα πλαίσια της παρούσας διατριβής βασίστηκαν 

στις καλά μελετημένες ιδιότητες του επαναλαμβανόμενου ολιγοπεπτιδικού φορέα S O C 4-I. Ο 

φορέας αυτός αποτελεί ιδανικό υπόστρωμα για την πρόσδεση πεπτιδικών επιτόπων από την 

ε-αμινομάδα των λυσινών αυτού και, επιπλέον, έχει βρεθεί ότι υιοθετεί κανονική 

δευτεροταγή δομή (κεκαμένη 3ίο έλικα) η οποία επιτρέπει στα προσδεδεμένα σε αυτόν 

: πεπτίδια να μην αλληλεπιδρούν μεταξύ τους, ούτε με το μόριο του φορέα και να διατηρούν 

: την αρχική, ενεργό τους διαμόρφωση. Έτσι ο ελικοειδής χαρακτήρας των S O C - 

ι συμπλεγμάτων είναι προϋπόθεση τόσο για την ανάπτυξη ανοσοδιαγνωστικών τεχνικών, όσο 

1 και αποτελεσματικών ανοσοποιήσεων. Δεδομένου, επίσης, ότι μικρά, γραμμικά πεπτίδια δεν 

είναι ικανά να επάγουν ισχυρές ανοσολογικές αποκρίσεις και για το λόγο αυτό απαιτείται η 

πρόσδεσή τους σε μόρια-φορείς, καθίσταται σαφές ότι ο φορέας S O C 4 -I ικανοποιεί αυτήν την 

: απαίτηση και οδηγεί στη λήψη ιδιαίτερα σταθερών μακρομοριακών συμπλεγμάτων,

. ενισχύοντας την ανοσογονικότητα των προσδεδεμένων επιτόπων και οδηγώντας στην 

ανάπτυξη ισχυρών εξειδικευμένων ανοσολογικών αποκρίσεων αυστηρώς έναντι αυτών των 

επιτόπων.

217



Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής, προβλέφθηκαν με υπολογιστικές τεχνικές, βάσει
»

της συγγένειάς τους για MHC I ποντικιών, συγκεκριμένες πεπτιδικές αλληλουχίες της 

πρωτεΐνης αιμοσυγκολλητίνης (HA) Η5 του ιού της γρίπης των πτηνών, ως πιθανές 

αντιγονικές/ανοσογονικές περιοχές αυτής της πρωτεΐνης. Οι πεπτιδικές αυτές περιοχές 

προσδέθηκαν, σε δυο αντίγραφα η κάθε μια, στον επαναλαμβανόμενο ολιγοπεπτιδικό φορέα 

SOC4-I και τα μακρομόρια που προέκυψαν δοκιμάστηκαν σε πειράματα ανοσοποιήσεων 

πειραματόζωων (ποντίκια) ως προς την ενδεχόμενη προστατευτική τους δράση (εμβόλια) 

έναντι μόλυνσης από ιό γρίπης των πτηνών.

Παράλληλα, ως προς το δεύτερο σκέλος του θέματος, επιχειρήθηκε η ανάπτυξη μιας 

διαγνωστικής δοκιμασίας ELISA που θα επέτρεπε, αφενός, τη γρήγορη ανίχνευση και, 

αφετέρου, τον έλεγχο εξειδίκευσης για υποδοχέα διαφόρων ιών γρίπης των πτηνών. Πιο 

συγκεκριμένα, η δοκιμασία αυτή, βασιζόμενη στη χρήση γλυκοπεπτιδικών μοντέλων που 

μιμούνται τον υποδοχέα του ξενιστή για τον ιό της γρίπης (συγκεκριμένα για την 

αιμοσυγκολλητίνη αυτού) σχεδιάστηκε ώστε να επιτρέπει τον έλεγχο πρόσδεσης ιών γρίπης 

σε αυτά τα μοντέλα, με σκοπό να καθίσταται δυνατή η διάκριση μεταξύ ιού γρίπης πτηνών 

και μεταλλαγμένου ιού γρίπης πτηνών ικανού να μολύνει και τον άνθρωπο. Είναι γνακηό ότι 

τον υποδοχέα του ιού της γρίπης συνιστούν σιαλικά οξέα ολιγοσακχαριτικών μονάδων 

επιφανειακών γλυκοπρωτεϊνών του ξενιστή, όπου αποτελούν το ελεύθερο άκρο του 

ολιγοσακχαρίτη και προσδένονται με το αμέσως προηγούμενο σάκχαρο, που είναι πάντα μια 

γαλακτόζη, μέσω α2,3 (υποδοχέας των πτηνών) ή α2,6 (ανθρώπινος υποδοχέας) γλυκοζιτικού 

δεσμού. Σε αυτήν την περίπτωση, ο επαναλαμβανόμενος ολιγοπεπτιδικός φορέας S O C 4-I 

χρησιμοποιήθηκε ως το «υπόστρωμα» για την πρόσδεση των σακχάρων, οδηγώντας στην 

ανάπτυξη των γλυκοπεπτιδομιμητικών μοντέλων του υποδοχέα

Με βάση όλα τα παραπάνω, τα μακρομοριακά συμπλέγματα που συντέθηκαν στα 

πλαίσια της παρούσας διατριβής είναι τα εξής:



Α νοσ οσ υμ πλέγμ α τα  τ ω ν  επιτόπω ν τ η ς  Η Α :

Πεπτιδικά ανάλογα Μοριακό Βάρος (Da)

1 Ac-SOC4[Ac2, (Η5V IN 1 cor54-69)2]-OH 4893,6

2 Ac-SOC4{Ac2, [Tl(CH=N-0)]2}-NH2 4051,7

3 A c-S O C 4{A c2, [T3(CH=N-0)]2}-NH2 4177,9

4 A c-S O C 4{A c2, [T5(CH=N-0)]2}-NH2 3847,3

5 A c-S O C 4{A c2, [T7(CH=N-0)J2}-NH2 3783,1

Τα παραπάνω μακρομόρια συντέθηκαν με ομοιοπολική πρόσδεση των επιλεγμένων 

περιοχών της ΗΑ στον τετραμερή ολιγοπεπτιδικό φορέα SOC4-I, είτε με την κλασσική βήμα 

προς βήμα συνθετική μεθοδολογία στερεός φάσης (μακρομόριο 1), είτε μέσω 

χημειοεκλεκτικής αντίδρασης πρόσδεσης επιτόπων (σχηματισμός δεσμού οξίμης). Πιο 

συγκεκριμένα, η σύνθεση των μακρομορίων 2, 3, 4 και 5 πραγματοποιήθηκε σε υγρή φάση, 

σύμφωνα με τη μεθοδολογία χημειοεκλεκτικών αντιδράσεων σχηματισμού δεσμού οξίμης, 

μεταξύ του Νε-αμινοοξυ-ακετυλιωμένου (στις λυσίνες 1 και 7) φορέα SOC4-I Ac- 

SOC4(Ac2,Aoa2)-NH2 και ενός κάθε φορά εκ των αλδεϋδικών παραγώγων των επιτόπων ΤΙ 

VLMENERTLK(CHOCO), Τ3 ASFFRNWWLK(CHOCO), Τ5 FHDSNVKNLK(CHOCO) 

και Τ7 NFESNGNFIKfC'HOCO) της αιμοσυγκολλητίνης Η5, αντίστοιχα. Η αναλυτική 

πορεία σύνθεσης περιγράφεται στο Κεφάλαιο 12.

Τα μακρομόρια 1-5, με μοριακά βάρη που κυμαίνονται από 3,8kDa έως 4,9kDa, 

παρασκευάστηκαν γενικά σε καλές αποδόσεις και υψηλή καθαρότητα, με εξαίρεση το 1, που 

συντέθηκε βήμα προς βήμα σε στερεή φάση, σε συνολική απόδοση ~12%, καθώς και το 3, 

που συντέθηκε σε υγρή φάση μέσω σχηματισμού δεσμού οξίμης και το οποίο δεν κατέστη 

δυνατό να απομονωθεί σε καθαρή μορφή λόγω μεγάλης δυσδιαλυτότητας.

Συσχετίζοντας τις δυο μεθοδολογίες που ακολουθήθηκαν για τη σύνθεση 

μακρομοριακών συμπλεγμάτων διακλαδισμένης αρχιτεκτονικής, χρησιμοποιώντας τον 

συνθετικό ολιγοπεπτιδικό φορέα SOC4-I, η μεθοδολογία χημειοεκλεκτικής πρόσδεσης 

επιτόπων μέσω δεσμού οξίμης αναδεικνύεται περισσότερο αποτελεσματική και λειτουργική 

για τη λήψη διακλαδισμένων πεπτιδίων σχετικά μεγάλου μοριακού βάρους, σε σχέση με τη 

χρονοβόρα και χαμηλής απόδοσης βήμα προς βήμα πεπτιδική σύνθεση.
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Γ λ υ κ ο π ε π τ ιδ ο μ ιμ η τ ικ ά  μ οντέλα  το υ  σ ια λ ο -υ π ο δ ο χέα  τ η ς  Η Α :

Γλυκοπεπτιδικά ανάλογα Μοριακό Βάρος (Da)

1 H-SOC4(SA-Aoa)4-NH2 2555,6

2 Ac-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2]-NH2 1953,1

3 Ac-SOC4[Ac2, (3’SL-Aoa)2]-NH2 2601,7

4 Ac-SOC4[Ac2, (6’SL-Aoa)2]-NH2 2601,7

Τα παραπάνω γλυκοπεπτιδικά ανάλογα συντέθηκαν με ομοιοπολική πρόσδεση 

διαφόρων σιαλοσακχαριτών στον τετραμερή ολιγοπεπτιδικό φορέα SOC4-I μέσω 

χημειοεκλεκτικής αντίδρασης (σχηματισμός δεσμού οξίμης). Πιο συγκεκριμένα, η σύνθεση 

του γλυκοπεπτιδίου 1 πραγματοποιήθηκε σε υγρή φάση, σύμφωνα με τη μεθοδολογία 

χημειοεκλεκτικών αντιδράσεων σχηματισμού δεσμού οξίμης μεταξύ του Νε-αμινοοξυ- 

ακετυλιωμένου φορέα SOC4-I H-SOC4(Aoa)4-NH2 και της καρβονυλικής ομάδας της δομής 

■ί\ ανοικτής αλυσίδας του σιαλικού οξέος, ενώ η σύνθεση των γλυκοπεπτιδίων 2, 3 και 4

' πραγματοποιήθηκε, μεταξύ του Νε-αμινοοξυ-ακετυλιωμένου (στις λυσίνες I και 7) φορέα

SOC4-I Ac-SOC4(Ac2̂ Aoa2>-NH2 και της καρβονυλικής ομάδας της δομής ανοικτής 

αλυσίδας ενός εκ των σακχάρων: σιαλικό οξύ, 3’-σιαλυλ-λακτόζη και 6 ’-σιαλυλ-λακτόζη. Η 

αναλυτική πορεία σύνθεσης περιγράφεται στο Κεφάλαιο 13.

Τα γλυκοπεπτιδικά ανάλογα 1-4 παρασκευάστηκαν σε καλές αποδόσεις και υψηλή 

καθαρότητα, καθιστώντας τη χημειοεκλεκτική αντίδραση σχηματισμού δεσμού οξίμης 

μεταξύ υδατανθρακικών μονάδων ποικίλου μεγέθους και του ολιγοπεπτιδικού φορέα SOC4 

μια ιδιαίτερα αποτελεσματική μεθοδολογία σύνθεσης γλυκοπεπτιδικών αναλόγων.

Η διαμορφωτική μελέτη των γλυκοπεπτιδικών αναλόγων 2 και 4 αλλά και του Νε- 

αμινοοξυ-ακετυλιωμένου, στις λυσίνες 1 και 7, φορέα SOC4 πραγματοποιήθηκε με 

φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού, σε διαλύματα Η20 ,  H20/TFE (50/50, ν/ν) και TFE. Η 

συγκέντρωση των πεπτιδίων ήταν ΙΟΟμΜ και τα φάσματα που ελήφθησαν απεικονίζονται 

στα σχήματα 1-3 του Κεφαλαίου 14. Επιπλέον, τα φάσματα κυκλικού διχρωϊσμού 

αναλύθηκαν με το υπολογιστικό πρόγραμμα CDNN, ώστε να εκτιμηθεί το ποσοστό των 

διαφόρων δευτεροταγών δομών που συνεισφέρουν στην τελική διαμόρφωση των πεπτιδίων.

Όσον αφορά στην επίδραση του διαλύτη, όπως προκύπτει από τα φάσματα κυκλικού 

διχρωϊσμού των σχήματα 4-6 αλλά και τους Πίνακες 1-3 του Κεφαλαίου 14, σε Η20  όλα τα
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πεπτίδια έχουν ποσοστό έλικας ~10% το οποίο αυξάνεται καθώς προστίθεται TFE και 

προσεγγίζει το μέγιστο (20%) σε 100% TFE. Ωστόσο, το αυξανόμενο ποσοστό TFE επιδρά 

διαφορετικά σε κάθε πεπτίδιο. Έτσι, από το 50% στο 100% TFE η διαμόρφωση του φορέα δεν 

επηρεάζεται, το ποσοστό έλικας στο γλυκοπεπτίδιο Ac-SOC4[Ac2, (SA-Aoa)2]-NH2 

αυξάνεται κατά περίπου 5 ποσοστιαίες μονάδες, ενώ αντίθετα το ποσοστό έλικας στο 

γλυκοπεπτίδιο Ac-SOC4[Ac2, (6 ’SL-Aoa)2]-NH2 εμφανίζει ελάχιστη μείωση.

Όσον αφορά στην επίδραση της πρόσδεσης των σακχάρων στο φορέα SOC4-I, από τα 

ίδια σχήματα και πίνακες του Κεφαλαίου 14, προκύπτει ότι στο Η2Ο η πρόσδεση αυτή δεν 

επιφέρει αξιόλογες μεταβολές στη διαμόρφωση του φορέα, ενώ η εικόνα είναι λίγο 

διαφορετική στους άλλους δυο διαλύτες που μελετήθηκαν. Σε μίγμα H2O/TFE 50/50 (ν/ν) 

μόνο η πρόσδεση του τρισακχαρίτη φαίνεται πως επηρεάζει λίγο τη σχετική αναλογία των 

δευτεροταγών δομών, ενισχύοντας το ποσοστό έλικας (18%), ενώ σε TFE φαίνεται πως και 

τα δυο είδη σακχάρου ενισχύουν την έλικα, αλλά το κάθε ένα σε διαφορετικό ποσοστό (από 

14% σε 19% για το SA και 17% για το 6 ’SL).

Ωστόσο, οι μεταβολές που παρατηρούνται, τόσο με την αλλαγή των διαλυτών όσο και 

με την πρόσδεση των σακχάρων, είναι ελάχιστες και πιθανά βρίσκονται στα όρια του 

πειραματικού σφάλματος. Για το λόγο αυτό, θα πρέπει να επισημανθεί ως σημαντική 

παρατήρηση το ότι η παρουσία σακχάρου, που για πρώτη φορά προσδένεται σε φορέα SO C 4 - 

I, δεν επηρεάζει σημαντικά τη διαμόρφωση του μορίου του φορέα SO C 4 -I, γεγονός που 

βρίσκεται σε απόλυτη συμφωνία και επιβεβαιώνει τον αρχικό σχεδίασμά αυτής της 

κατηγορίας μορίων-φορέων.

Από τα πειράματα ανοσοποίησης πειραματόζωων (κοτόπουλα ή ποντίκια) με τα 

ανοσοσυμπλέγματα 1-5 και την εν συνεχεία πρόκληση μόλυνσης (challenge infection) αυτών 

από ιό γρίπης των πτηνών, που περιγράφονται αναλυτικά στο Κεφάλαιο 15, προέκυψαν τα 

ακόλουθα αποτελέσματα:

Όσον αφορά στα πειράματα ανοσοποιήσεων κοτόπουλων με το ανοσοσύμπλεγμα 1, 

αν και το πεπτίδιο H5VINlcor54-69, που επιλέχθηκε και χρησιμοποιήθηκε σε αυτή τη 

μελέτη, είναι αντιγονικό, ωστόσο, δεν κατέστη δυνατό να επάγει κατάλληλη ανοσολογική 

απόκριση in vivo και προστασία έναντι μόλυνσης από ιό γρίπης των πτηνών. Επιπλέον, τα 

εμβολιασμένα με το σύμπλεγμα Ac-SOC4-[Ac2, (H5VINlcor54-69)2]-OH κοτόπουλα 

εκδήλωσαν σοβαρά κλινικά σημάδια και υπέκυψαν στη μόλυνση και το θάνατο πολύ 

ταχύτερα μετά τη μόλυνση με τον ιό (ήδη από την τρίτη ημέρα μετά την πρόκληση της 

μόλυνσης), σε σχέση με τα μη-εμβολιασμένα ζώα. Η ιική επιθετικότητα συσχετίζεται με την
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ανίχνευση υψηλότερων τίτλων ειδικών αντι-ΝΡ και αντι-ΗΑ αντισωμάτων από τη δέκατη 

ημέρα μετά την μόλυνση, πιθανότατα λόγω του μεγάλου αντιγονικού φορτίου που 

παρουσιάζεται στα ζώα αυτά πολύ γρήγορα μετά την μόλυνση με Η5Ν2 ιό γρίπης.

Η εξήγηση που δίνεται, βασισμένη σε αντίστοιχα αποτελέσματα για το HIV-1, είναι 

ότι το εμβόλιο προκάλεσε γενικευμένη ανοσολογική ενεργοποίηση, η οποία αύξησε την 

αναγραφή του Η5Ν2 και τον κίνδυνο μόλυνσης. Αυτή η ενεργοποίηση συνήθως καθορίζεται 

από CD4+ Τ λεμφοκύτταρα που κατευθύνονται σε συγκεκριμένους υποδοχείς και αυξάνουν 

την ευαισθησία στη μόλυνση. Η παρουσία πολύ χαμηλών τίτλων αντισωμάτων κατά την 

ανοσοποίηση με το σύμπλεγμα Ac-SOC4-[Ac2, (H5VINlcor54-69)2]-OH πιθανόν συνέβαλε 

στην ενεργοποίηση της ασθένειας και στην αύξηση της αντιγραφής του ιού Η5Ν2.

Αλλη πιθανή εξήγηση είναι ότι η ανοσοποίηση προκάλεσε την παραγωγή IL-10 που 

παρεμποδίζει την ανάπτυξη προστατευτικής ανοσίας.

Όσον αφορά στα ανοσοσυμπλέγματα 2-5, αποδεικνύεται ότι οι ανοσοποιήσεις 

ποντικιών με αυτά τα πεπτιδικά ανάλογα της πρωτεΐνης ΗΑ του ιού της γρίπης δεν

λ κατόρθωσαν να επάγουν κατάλληλη ανοσολογική απόκριση in vivo και προστασία των
;Λ

'·! πειραματόζωων από τη μόλυνση από ιό γρίπης των πτηνών. Τα ποσοστά θνησιμότητας των

πειραματόζωων που καταγράφηκαν κυμαίνονται από 67% έως 100%, με την ομάδα των 

ζώων που ανοσοποιήθηκαν με το πεπτιδικό σύμπλεγμα 4 να εμφανίζει το μικρότερο ποσοστό 

(67%) αφού δυο από τα έξι ζώα κατόρθωσαν να επιβιώσουν πιθανόν διότι ανέπτυξαν
\

^  προστατευτική ανοσία έναντι του ιού γρίπης Η5Ν1 ως αποτέλεσμα της ανοσοποίησής τους

με το σύμπλεγμα του επιτόπου Τ5 της πρωτεΐνης ΗΑ.

Από τα αποτελέσματα αυτά μπορούμε να συμπεράνουμε ότι οι πεπτιδικές 

αλληλουχίες ΤΙ, Τ3, Τ5 και Τ7 της αιμοσυγκολλητίνης Η5 ΗΑ, που προβλέφθηκαν ως 

επίτοποι της πρωτεΐνης αυτής ικανοί να παρουσιάζονται από μόρια MHC I στα CD8 Τ- 

λεμφοκύτταρα, δεν επιβεβαιώνονται ως κύριοι επίτοποι αυτής καθώς απέτυχαν να επιφέρουν 

την επιθυμητή προστατευτική ανοσολογική απόκριση. Επιπλέον, το γεγονός αυτό 

ενδεχομένως οφείλεται στο ότι ο ιός της γρίπης Η5Ν1, τουλάχιστον το στέλεχος που 

δοκιμάστηκε στην παρούσα μελέτη, έχει ήδη υποστεί μεταλλάξεις που του επιτρέπουν να 

διαφεύγει από τις ανοσολογικές αποκρίσεις του ξενιστή (escape mutants).

Τέλος, τα πειράματα ELISA που πραγματοποιήθηκαν με τα γλυκοπεπτιδικά ανάλογα 

του υποδοχέα της ΗΑ του ιού της γρίπης με σκοπό την ανάπτυξη διαγνωστικής μεθοδολογίας 

ανίχνευσης και μελέτης της εξειδίκευσης για υποδοχέα ιών γρίπης, αν και βρίσκονται ακόμα 

σε πρώιμο στάδιο, εντούτοις κρίνονται ενθαρρυντικά και αναμένεται τα αποτελέσματα που
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θα προκόψουν μετά την ολοκλήρωσή τους να συμβάλουν αποτελεσματικά και να δώσουν 

νεες προοπτικές στην ανάπτυξη διαγνωστικών τεχνικών για τον ιό της γρίπης των πτηνών.
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Συμπεράσματα

Τα γενικά συμπεράσματα που προκύπτουν από την παρούσα διατριβή είναι τα εξής: 

Παρασκευάσθηκαν με επιτυχία και σε καλές αποδόσεις αλδεΰδικά παράγωγα 

πεπτιδικών τμημάτων της πρωτεΐνης αιμοσυγκολλητίνης (ΗΑ) του ιού της γρίπης των 

I πτηνών, ύστερα από κατάλληλη τροποποίηση του C-τελικού άκρου αυτών και ήπια οξείδωση 

σε υγρή φάση.

Παρασκευάσθηκαν', επίσης, διακλαδισμένα πεπτιδικά μακρομόρια, με μοριακά βάρη 

που κυμαίνονται από ~3,8kDa έως ~4,2kDa, μέσω χημειοεκλεκτικής αντίδρασης, σε υγρή 

φάση, σχηματισμού δεσμού οξίμης μεταξύ του Νε-αμινοοξυ-ακετυλιωμένου ολιγοπεπτιδικού 

; φορέα SO C 4 -I και των κατάλληλα τροποποιημένα^ (αλδεΰδικά παράγωγα) πεπτιδικών 

τμημάτων (επιτόπων), σε καλές αποδόσεις και υψηλή καθαρότητα.

|  Επιπλέον, παρασκευάσθηκαν διακλαδισμένα γλυκοπεπτιδικά μακρομόρια, ως

Γ μοντέλα του σιαλο-υποδοχέα της ΗΑ, με μοριακά βάρη που κυμαίνονται από ~l,9kD a έως 

j ~2,6kDa, μέσω χημειοεκλεκτικής αντίδρασης, σε υγρή φάση, σχηματισμού δεσμού οξίμης 

I μεταξύ του Νε-αμινοοξυ-ακετυλιωμένου φορέα SO C 4 -I και διαφόρων υδατανθρακικών 

| μονάδων, ως μοντέλα γλυκοπρωτεϊνών με μη φυσικό δεσμό μεταξύ πεπτιδικού/πρωτεϊνικού 

! και ολιγοσακχαριτικού τμήματος (νεογλυκοτΐετπίδια). Η μεθοδολογία αυτή αναπτύσσεται για
I
; πρώτη φορά χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα τον ολιγοπεπτιδικό συνθετικό φορέα SOC4-I,ί
; διευρύνοντας τις εφαρμογές του εν λόγω μορίου-φορέα.

1 Μελετήθηκαν τα διαμορφωτικά χαρακτηριστικά του Νε-αμινοοξυ-ακετυλιωμένου

φορέα SO C 4 -I και των γλυκοπεπτιδικών μακρομορίων με φασματοσκοπία κυκλικού 

διχρωϊσμού, η θ7ΐοία απέδειξε ότι η συγκεκριμένη τροποποίηση που υφίσταται το μόριο του 

φορέα για την πρόσδεση σακχάρων σε αυτό αλλά και η πρόσδεση των σακχάρων αυτή 

■ καθεαυτή, όπως ισχύει και για την πρόσδεση πεπτιδικών τμημάτων, δεν επηρεάζουν τη 

* διαμόρφωση του μορίου του φορέα και των συμπλεγμάτων του.

Τα συνθετικά 8 0 0 4-παράγωγα υποψήφιων (από μελέτες πρόβλεψης) CD8 Τ- 

κυτταρικών επιτόπων της Η5 ΗΑ του ιού της γρίπης των πτηνών, που παρασκευάστηκαν για 

τη βελτίωση της ανοσογονικότητας καθενός από αυτούς τους επιτόπους, χρησιμοποιήθηκαν 

<·. σε πειράματα ανοσοποιήσεων πειραματόζωων. Από τα αποτελέσματα προκύπτει ότι η 

ανοσολογική απόκριση που προκάλεσαν δεν ήταν ικανοποιητική ώστε να προκαλέσουν

r
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προστατευτική ανοσία. Παρόλα αυτά, τα ι ποτελέσματα είναι στη σωστή κατεύθυνση και 

συμβάλλουν εποικοδομητικά στην ανάπτυξη εμβολίων κατά της γρίπης των πτηνών.

Τέλος, τα γλυκοπεπτιδικά ανάλογι του υποδοχέα της ΗΑ του ιού της γρίπης 

χρησιμοποιούνται στην ανάπτυξη μιας μεθοδολογίας ELISA για την ανίχνευση και τη μελέτη 

εξειδίκευσης για υποδοχέα ιών γρίπης, τεχνική που αναμένεται να συμβάλει ουσιαστικά προς 

την κατεύθυνση νέων διαγνωστικών εργαλείων του ιού γρίπης των πτηνών.

226



Κ Ε Φ Α Λ Α ΙΟ  18

Summary

An influenza pandemic is a global outbreak o f a disease that occurs when a new 

influenza A virus emerges in the human population, causes serious illness and then spreads 

easily from person to person worldwide. Past influenza pandemics have led to high levels o f  

illness, death, social disruption and economic loss. Birds are the natural hosts o f influenza A 

virus, but most avian influenza viruses are not transmitted to humans. However, the current 

influenza A/H5N1 viruses are more virulent in birds than in the past and are associated with 

human infections, with a case fatality rate o f more than 50%. Since its appearance in Hong 

Kong in 1997, the H5N1 outbreaks among animals, affecting both wild birds and domestic 

poultry, have spread to most countries in South East Asia and also in Africa and Europe. To 

date there is no vaccine against H5N1 and variants resistant to the current antiviral drugs are 

emerging. This highlights the urgent need for fast and specific diagnosis, an effective vaccine 

and new efficient antiviral drugs.

The entry o f inluenza virus into susceptible cells is mediated by the viral 

hemagglutinin (HA) glycoprotein, which is present in the lipid membrane surrounding the 

virus, and constitutes the major surface antigen against which neutralizing antibodies are 

directed. The receptor binding preference o f influenza viruses correlates with the animal 

species from which the viruses are isolated. Human isolates preferentially bind to the terminal 

sialic acid o f glycoprotein and glycolipid receptors with a2,6 linkages to galactose 

(SAa2,6Gal), whereas avian isolates prefer a2,3 linkages (SAa2,3Gal).

Aiming to contribute in the development o f an influenza vaccine, several SOC-T cell 

epitope conjugates were synthesized and tested for their immunogenicity in mice after 

challenge infection with influenza vims. The influenza hemagglutinin T cell epitopes were 

predicted by computational methods and were then coupled on the SOC4-I carrier in two 

copies in order to improve their immunogenicity. The desired macromolecules o f branched 

architecture were obtained either by using the step by step Boc/Bzl solid phase peptide 

synthesis, or by the chemoselective ligation approach, through oxime bond formation, 

between the appropriatelly modified for this purpose peptide fragments. Mice immune 

response to these SOC-T cell epitope conjugates was not adequate to induce protective 

immunity against influenza infection.
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Moreover, this work also aims to contribute in the development o f highly specific and 

sensitive biological assays for the diagnosis and discrimination between avian and human 

influenza viruses. To this end, we synthesized four glycopeptide analogs, mimicking the 

hemagglutinin receptor. Their synthesis was achieved via a chemoselective ligation approach, 

which generates an oxime bond between the Nc-aminooxyacetylated-SOC4-I oligopeptide 

carrier and the carbonyl group at the reducing end o f  different sialosaccharides. 

Conformational studies by circular dichroism spectroscopy (CD) revealed no significant 

influence o f the sugar moiety to the well defined secondary structure o f  the SOC4-I 

oligopeptide carrier, though confirming the initial design o f  the SOC„ molecules and 

broadening their applications. The resulted glycopeptide conjugates were used for the 

development o f an ELISA binding assay with influenza pseudoviruses. Preliminary results are 

quite promissing, suggesting the usefulness o f  those glycopeptide conjugates to the diagnosis 

o f influenza infections as well as to receptor specificity studies o f  different influenza virus 

isolates.

\  V

V
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑ ΦΙΕΣ

Acm: ακεταμιδομεθυλομάδα

Ala (Α): αλανίνη

Alloc: Αλλυλοξυ-καρβονυλομάδα

Ally I: Αλλυλομάδα

A rg (R) : αργινίνη

Asn (N): ασπαρααγίνη

A sp (D): ασπαρτικό οξύ

Boc: t-βουτοξυ-καρβονυλομάδα

BOP: βενζοτριαζολ-1 -υλ-οξυ-τρις-(διμεθυλαμινο)-φωσφονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας 

BroP: βρωμο-τρις-(διμεθυλαμινο)-φωσφονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας 

ΒζΙ: βενζυλομάδα

CD: (Gircular dichroism) κυκλικός διχρωϊσμός 

Cys (  C ):  κυστεΐνη 

CTL: κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα 

DCC: 7̂ ,ΛΓ-δικυκλοεξυλοκαρβοδιϊμίδιο 

DIC: Ν, Α^-διϊσοπρο7Γυλοκαρβοδιϊμίδιο 

DCM: διχλωρομεθάνιο

Dde: 1 -(4,4-διμεθυλο-2,6-διοξο-κυκλοεξ-1 -υλιδεν)αιθυλομάδα

DMF: διμεθυλοφορμαμίδιο

DIEA: διϊσθ7ΐρο7Π)λοαιθυλαμίνη

DMSO: διμεθυλοσουλφοξείδιο

DMS: διμεθυλοσουλφίδιο

Dnp: 2,4-δινιτροφαινυλομάδα

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay, Ανοσοπροσροφητική ανάλυση στερεάς 

φάσεως με σύνδεση ενζύμου 

EG: αιθυλενογλυκόλη

ESI-MS: Electrospray Ionization-Mass Spectrometry, φασματομετρία μάζας ιοντισμού με

ηλεκτροψεκασμό

EMS: αιθυλομεθυλοσουλφΐδιο

EDT: αιθανοδιθειόλη

Fmoc: 9-Φλουορενυλο-μεθυλοξυ-καρβονυλομάδα
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Gin (Q): γλουταμίνη 

Glu (E): γλουταμινικό οξύ 

Gly (G): γλυκίνη 

HA: αιμοσυγγολητίνη

HBTU: ο-βενζοτριαζολυλο-τετραμεθυλο-ισοουρονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας

HPAIV: υψηλής παθογένειας ιός γρίπης των πτηνών

HF: υγρό υδροφθόριο

HFIP: εξαφθορο-ισοπροπανόλη

His (Η): ιστιδίνη

HOBt: 1-υδροξυβενζοτριαζόλιο

HPLC: Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης

l ie  (I): ισολευκίνη

ivDde: 1 -(4,4-διμεθυλο-2,6-διοξο-κυκλοεξ-1 -υλιδεν)-3-μεθυλ-βουτυλομάδα 

I R : Φασματοσκοπία Υπεριώδους 

Leu (L): λευκίνη 

Lys (Κ): λυσίνη

LPAIV: Low Pathogenic Avian Influenza Virus, χαμηλής παθογένειας ιός γρίπης των

πτηνών

MeOH: μεθανόλη 

M et (Μ): μεθειονίνη 

Mmt: 4-μεθοξυ-τριτυλομάδα 

Mtt: 4-μεθυλο-τριτυλομάδα

Mtr: 4-μεθοξυ-2,3,6-τριμεθυλοφαινυλο-σουλφονυλομάδα 

Mts: 2,4,6-τριμεθυλοφαινυλο-σουλφονυλομάδα

MHC: Major Histocompatibility Complex, Μείζον Σύμπλεγμα Ιστοσυμβατότητας 

ΝΑ: Νευραμινιδάση

NM R Spectroscopy: Nuclear Magnetic Resonance, Φασματοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού

Συντονισμού 

OtBu: t-βουτοξυομάδα 

OBzl: βενζυλοξυομάδα 

OcHx: κυκλοεξυλοξυομάδα

Pbf: 2,2,4,6,7-πενταμεθυλο-διΰδροβενζοφουρανο-5-σουλφονυλομάδα 

PBS: ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών
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Phe (F): φαινυλαλανίνη
s
• Pmc: 2,2,5,7,8-7Γενταμεθυλο-χρωμσνο-6-σουλφονυλομάδα 

Pro (P): προλίνηj
J PyBOP: βενζοτριαζολ-1 -υλ-οξυ-τρις-7Γυρολιδινο-φωσφονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας 

PyBrop: βρωμο-τρις-7Π)ρολιδινο-φωσφονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας 

Ser (S): σερίνη

SPPS: Solid Phase Peptide Synthesis, πεπτιδική σύνθεση στερεής φάσης

TBTU: ο-βενζοτριαζολυλο-τετραμεθυλο-ισοουρονικό τετραφθοροβορικό άλας

TES: τριαιθυλοσιλάνιο

TFA: τριφθοροξικό οξύ

TFE: τριφθοροαιθανόλη

TFMSA: τρκρθορομεθανοσουλφονικό οξύ

tBu: t-βουτυλομάδα

Thr (Τ): θρεονίνη

TIS: τριΐσοπροίΓολοσιλάνιο

Tos: π-τολουολο-σουλφονυλομάδα

Trp (W): τρυπτοφάνη

Trt: τριτυλομάδα (τραραινυλομεθυλομάδα)

Tyr (Υ): τυροσίνη

Val (V): βαλίνη

Χαπ: Ξανθυλομάδα

Ζ: βενζυλοξυκαρβονυλομάδα

2-CI-Z: 2-χλωρο- βενζυλοξυκαρβονυλομάδα
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