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ΑΝΟΣΟΠΟΙΗΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ ΚΑΙ ΑΝΤΙΚΑΡΚΙΝΙΚΑ
ΕΜΒΟΛΙΑ



L ΑΝΟΣΟΠΟΙΗΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ ΚΑΙ ΑΝΤΙΚΑΡΚΙΝΙΚΑ ΕΜΒΟΛΙΑ

1.1 Εισαγωγή

Ο καρκίνος είναι μία από τις τρεις αιτίες που οδηγούν σε θάνατο στις ανεπτυγμένες 

χώρες. Καθώς οι θεραπείες για τις μολυσματικές νόσους και η πρόληψη των καρδιαγγειακών 

νόσων συνεχίζουν να βελτιώνονται και ο μέσος όρος ζωής αυξάνεται, ο καρκίνος είναι 

πιθανό να γίνει η πιο κοινή θανατηφόρος νόσος σε αυτές τις χώρες. Οι καρκίνοι 

προκαλούνται από την προοδευτική ανάπτυξη του προγόνου ενός και μόνο 

μετασχηματισμένου κυττάρου. Έτσι, η θεραπεία του καρκίνου απαιτεί την απομάκρυνση 

όλων των καρκινικών κυττάρων ή την καταστροφή τους χωρίς το θάνατο του ασθενή. Ένας 

ελκυστικός τρόπος λοιπόν για την αντιμετώπιση του καρκίνου θα ήταν η παραγωγή μιας 

ανοσολογικής αποκρίσεως κατά του όγκου που θα διέκρινε τα κύτταρα που είναι 

προσβεβλημένα από τον καρκίνο από τα υγιή κύτταρα. Εδώ και ένα αιώνα γίνονται 

προσπάθειες δημιουργίας ανοσολογικών αποκρίσεων για τη θεραπεία του καρκίνου. Είναι 

τώρα σαφές ότι τα κύτταρα είναι ένας πολύ σημαντικός μεσολαβητής για την ανοσία στους 

όγκους και τα τελευταία χρόνια έχουν προωθηθεί νέες ανοσοθεραπευτικές στρατηγικές που 

βασίζονται σε μια καλύτερη μοριακή κατανόηση της ανοσολογικής αποκρίσεως. Η 

χρησιμοποίηση πεπτιδικών εμβολίων για την καταπολέμηση του καρκίνου είναι μια πολλά 

υποσχόμενη ανοσοθεραπευτική μέθοδος.

1.2 Ανοσοποιητικό σύστημα

Το ανοσοποιητικό σύστημα είναι ένα πολύπλοκο δίκτυο από κύτταρα και συστατικά 

των κυττάρων, που είναι απαραίτητο για τη διατήρηση της υγείας. Το σύστημα αυτό είναι 

υπεύθυνο για την άμυνα του οργανισμού απέναντι στα βλαβερά ερεθίσματα του 

περιβάλλοντος, προστατεύει δηλαδή τους ζωικούς οργανισμούς από άλλους μολυσματικούς 

οργανισμούς και τα τοξικά τους προϊόντα. Έτσι λοιπόν, η ανοσία είναι η αντίδραση του 

οργανισμού στις ξένες ουσίες, συμπεριλαμβανομένων τόσο των μικροβίων, όσο και 

διαφόρων μακρομορίων, όπως είναι οι πρωτεΐνες και οι πολυσακχαρίτες, ανεξάρτητα από τις 

προστατευτικές ή βλαπτικές συνέπειες της. Τα κύτταρα και τα μόρια που εμπλέκονται στις 

διάφορες ανοσολογικές λειτουργίες, αποτελούν το ανοσολογικό σύστημα, ενώ η 

συνδυασμένη αντίδρασή τους, την οποία συνεπάγεται η επαφή με τις ξένες ουσίες, συνιστά 

την ανοσολογική απόκριση.
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1.2.1 Φυσική και επίκτητη ανοσία

Το περιβάλλον αποτελεί για τον οργανισμό μας μια συνεχή απειλή. Κάτω από αυτές τις 

συνθήκες το ανοσοποιητικό σύστημα έχει αναπτύξει πολλούς ισχυρούς μηχανισμούς ώστε να 

εντοπίζει ξένα κύτταρα, ιούς και μακρομόρια καθώς επίσης, και να εξουδετερώνει και να 

απο μακρύνει αυτούς τους εισβολείς. Μερικοί από αυτούς τους αμυντικούς μηχανισμούς 

υπάρχουν πριν από την έκθεση του οργανισμού στα ξένα μακρομόρια, στερούνται 

διακριτικής ικανότητας σε σχέση με αυτές τις ξένες ουσίες και η δράση τους δεν επιτείνεται 

κατά τις επανειλημμένες επαφές με αυτές. Αυτό το τμήμα της ανοσίας, κύρια στοιχεία του 

οποίου είναι τα επιθήλια, τα φαγοκύτταρα, τα φυσικά φονικά κύτταρα (Natural Killer cells, 

NK-cells) και το συμπλήρωμα, ονομάζεται μη ειδική (φυσική) ανοσία.

Αν η φυσική ανοσία δεν κατορθώσει να εξουδετερώσει την απειλή κινητοποιούνται 

άλλοι μηχανισμοί που είναι εξαιρετικά ειδικοί και αυξάνουν σημαντικά την αμυντική 

ικανότητα του οργανισμού κατά τις τυχόν μελλοντικές επαφές του με την ίδια απειλή. Οι 

μηχανισμοί αυτοί συνιστούν την ειδική ή επίκτητη ανοσία, η οποία κατευθύνεται σε ειδικά 

μόρια και επαυξάνεται με τη συνεχή έκθεση. Η ειδική ανοσία ρυθμίζεται από κύτταρα που 

ονομάζονται λεμφοκύτταρα, τα οποία συνθέτουν κυτταρικούς υποδοχείς ή εκκρίνουν 

πρωτεΐνες (αντισώματα) που συνδέονται ειδικά με ξένα μόρια.

Ανάλογα με τα στοιχεία του ανοσολογικού συστήματος που συμμετέχουν στην 

εκδήλωση της ανοσολογικής απόκρισης, η ειδική ανοσία διακρίνεται σε χυμική (humoral 

immunity) και σε κυτταρική (cellular ή cell-mediated immunity).

Στη χυμική ανοσία συμμετέχουν μόρια του αίματος που εξυπηρετούν την ειδική 

αναγνώριση και την εξουδετέρωση των αντιγόνων και καλούνται αντισώματα. Τα 

αντισώματα παράγονται από τα Β-λεμφοκύτταρα, τα οποία αφού συναντήσουν και 

αναγνωρίσουν το αντιγόνρ, μετατρέπονται σε κύτταρα που παράγουν αντισώματα. Η χυμική 

ανοσία είναι ο κατ’ εξοχήν προστατευτικός μηχανισμός έναντι των εξωκυττάριων μικροβίων 

και τοξινών τους. Τα αντισώματα συνδέονται με αυτά και συμβάλλουν στην καταστροφή 

τους.

Στην κυτταρική ανοσία συμμετέχουν τα Τ λεμφοκύτταρα, τα οποία συνήθως 

συνεργάζονται με τα φαγοκύτταρα, προκειμένρυ να επιτευχθεί η καταστροφή των μικροβίων. 

Η κυτταρική ανοσία αποτελεί την άμυνα του οργανισμού έναντι των ενδοκυττάριων 

μικροοργανισμών, όπως είναι οι ιοί και ορισμένα βακτήρια, που πολλαπλασιάζονται μέσα 

στα κύτταρα του ξενιστή, όπου είναι απροσπέλαστα από τα αντισώματα που κυκλοφορούν
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στον ορό. Έτσι, αυτό το είδος της ειδικής ανοσίας προκαλεί και προάγει την ενδοκυττάρια 

καταστροφή τους ή τη λύση των μολυσμένων κυττάρων.

1.2.2 Κύτταρα ανοσοποιητικού συστήματος

Τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος παράγονται στον μυελό των οστών. 

Μερικά ωριμάζουν εκεί και μερικά στον θύμο αδένα, όπου μεταναστεύουν από τον μυελό 

των οστών. Τελικώς όλα τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος μεταναστεύουν στους 

ιστούς. Άλλα εγκαθίστανται εκεί και διαφοροποιούνται και άλλα αποικίζουν παροδικά τους 

λεμφαδένες και επανακυκλοφορούν στο αίμα και στη λέμφο.

Όλα τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος προέρχονται από το αρχέγονο 

πολυδύναμο κύτταρο (pluripotent stem cell) του μυελού των οστών. Διακρίνονται δύο κύριες 

οδοί διαφοροποίησης, προς τις οποίες κατευθύνεται το μητρικό κύτταρο υπό την επίδραση 

διαφόρων παραγόντων:

(α) Η λεμφική σειρά, που δίνει γένεση στα λεμφοκύτταρα.

(β) Η μυελική σειρά, από την οποία θα προέλθουν τα μονοκύτταρα (μονοπύρηνα) και τα 

κοκκιοκύτταρα (πολυμορφοπύρηνα).

Τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος είναι εμπύρηνα κύτταρα που απαντώνται 

είτε ως κυκλοφορούντα κύτταρα του αίματος και της λέμφου, είτε συναθροισμένα στα 

λεμφικά όργανα, είτε διάσπαρτα σε όλους τους ιστούς του οργανισμού, με εξαίρεση το 

κεντρικό νευρικό σύστημα.

Ο  Λεμφοκύτταρα

Τα λεμφοκύτταρα είναι εξ ολοκλήρου υπεύθυνα για την ανοσολογική αναγνώριση των 

παθογόνων, προκαλώντας έτσι την έναρξη της ανοσολογικής απόκρισης. Τα λεμφοκύτταρα 

έχουν μεγάλο πυρήνα, στερούνται κυτταροπλασματικών κοκκίων και παρότι έχουν την ίδια 

μορφολογία, εξυπηρετούν πληθώρα διακεκριμένων λειτουργιών και διακρίνονται σε 

διάφορους υποπληθυσμούς. Η διάκριση των υποπληθυσμών των λεμφοκυττάρων 

επιτυγχάνεται με την αναγνώριση συγκεκριμένων συνδυασμών πρωτεϊνών (clusters of 

differentiation), τις οποίες τις εκφράζουν στη μεμβράνη τους. Αυτές οι επιφανειακές 

πρωτεΐνες χρησιμοποιούνται ως φαινοτυπικοί δείκτες για το διαχωρισμό των διαφόρων 

λειτουργικών υποπληθυσμών, στους οποίους διακρίνονται τα λεμφοκύτταρα. Οι τρεις
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μεγάλοι υποπληθυσμοί στους οποίους διακρίνονται τα λεμφοκύτταρα, είναι τα φυσικά φονικά 

κύτταρα, τα Β και τα Τ λεμφοκύτταρα.

Τα φυσικά φονικά κύτταρα είναι μεγάλα λεμφοκύτταρα με διακριτά 

κυτταροπλασματικά κοκκία που προέρχονται από το μυελό των οστών και αποικίζουν το 

σπλήνα και τους λεμφαδένες, ενώ βρίσκονται και στο περιφερικό αίμα (λέγονται και μεγάλα 

κοκκιώδη λεμφοκύτταρα). Φυλογενετικά, θεωρούνται αρχέγονα κυτταροτοξικά 

λεμφοκύτταρα και με όρους φαινοτύπου δεν είναι Β ούτε Τ λεμφοκύτταρα. Δεν έχουν 

Τ κυτταρικό υποδοχέα για την αναγνώριση αντιγόνου και δεν αναγνωρίζουν αντιγόνο που 

παρουσιάζεται μέσω των αντιγόνων ιστοσυμβατότητας. Δεν είναι γνωστό ποιες δομές 

αναγνωρίζουν στα κύτταρα-στόχους αλλά τουλάχιστον είναι γνωστό ότι για να 

ενεργοποιηθούν δεν απαιτείται προηγουμένως επαφή με το αντιγόνο. Τα ΝΚ κύτταρα έχουν 

κυτταροτοξική δράση έναντι κυττάρων που έχουν τροποποιηθεί μέσω καρκινικών και ιικών 

αντιγόνων και η δράση τους αυτή είναι άμεση σε αντίθεση με τα κυτταροτοξικά Τ κύτταρα. 

Τα φυσικά φονικά κύτταρα φονεύουν τα κύτταρα-στόχους με προσχηματισμένες τοξίνες που 

εκκρίνονται με μορφή κοκκίων όπως είναι οι πρωτεάσες της σερίνης και οι πρωτεογλυκάνες. 

Επίσης, συνθέτουν τον παράγοντα νεκρώσεως των όγκων (Tumor Necrosis Factor, TNF) και 

την IFN-γ.

Τα Β λεμφοκύτταρα (Β κύτταρα) παράγονται και ωριμάζουν στον μυελό των οστών, 

γι’ αυτό και ονομάζονται έτσι (Bone marrow). Αποτελούν το 10-15% των λεμφοκυττάρων 

του περιφερικού αίματος και περίπου το 10% των λεμφοκυττάρων των λεμφαδένων και το 

50% των κυττάρων του σπλήνα. Τα Β κύτταρα παράγονται καθ’ όλη τη διάρκεια της 

ανθρώπινης ζωής, αν και βαθμιαία μειώνεται ο αριθμός με την ηλικία, παρέχοντας συνεχώς 

νέα Β κύτταρα τα οποία παράγουν αντισώματα κατά ενός μεγάλου εύρους πιθανών 

παθογόνων που πρέπει να αναγνωρισθούν και να απομακρυνθούν.

Τα ώριμα Β κύτταρα προέρχονται από προγονικά κύτταρα του μυελού των οστών και η 

κύρια λειτουργία τους είναι η παραγωγή των ανοσοσφαιρινών. Διαφέρουν ωστόσο από τα 

άλλα κύτταρα που παράγονται από τον μυελό των οστών δεδομένου ότι τα Β κύτταρα έχουν 

δύο φάσεις ωρίμανσης τη μία ανεξάρτητη από την παρουσία αντιγόνου και την άλλη 

αντιγονοεξαρτώμενη. Τα πρόδρομα Β κύτταρα χαρακτηρίζονται από την παρουσία 

κυτταροπλασματικής IgM ανοσοσφαιρίνης. Σε μεταγενέστερο στάδιο εκφράζουν στην 

επιφάνεια τους την IgM ανοσοσφαιρίνη. Το ώριμο Β κύτταρο εκφράζει στην κυτταρική 

επιφάνεια IgD ανοσοσφαιρίνη. Στο στάδιο αυτό, τελειώνει η ωρίμανση του Β-κυττάρου. Η 

έκθεση των Β κυττάρων στα αντιγόνα διαφοροποιεί περαιτέρω τα κύτταρα αυτά ώστε να
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τροποποιηθούν σε πλασματοκύτταρα και να παράγουν διαλυτά μόρια που στρέφονται κατά 

των αντιγόνων, δηλαδή, ανοσοσφαιρίνες. Ένας μικρός αριθμός των Β κυττάρων που στην 

πλειονότητά τους εκφράζουν στην επιφάνειά τους ανοσοσφαιρίνες IgM παραμένει 

μακροχρόνια στο λεμφικό ιστό και αποτελεί τα Β κύτταρα μνήμης.

Τα Τ λεμφοκύτταρα (Τ κύτταρα) παράγονται στον μυελό των οστών και μεταναστεύουν 

στον θύμο αδένα (Thymous) κατά τη διάρκεια της εμβρυϊκής και νεογνικής ζωής του ατόμου. 

Εκεί, επέρχεται η ωρίμανση των κυττάρων αυτών και η διαφοροποίησή τους σε ώριμα 

Τ κύτταρα τα οποία υπάρχουν κυρίως στον περιφερικό λεμφικό ιστό και κυκλοφορούν στο 

αίμα και την λέμφο. Οι υποδοχείς των Τ κυττάρων για τα αντιγόνα (Τ Cell Receptors, TCR) 

είναι ειδικά μεμβρανικά μόρια, διαφορετικά αλλά δομικά ανάλογα προς τις ανοσοσφαιρίνες.

Η κύρια λειτουργία των Τ κυττάρων είναι η ρύθμιση της λειτουργίας τόσο των ίδιων 

όσο και των Β κυττάρων και των μακροφάγων δια μέσου ουσιών που δρουν αυτοκρινικά, 

παρακρινικά και ενδοκρινικά και λέγονται κυτταροκίνες. Επί πλέον τα Τ κύτταρα είναι 

δυνατόν να δρουν και σαν κύτταρα καταστροφής των αντιγόνων χωρίς τη συμμετοχή άλλων 

κυττάρων ενώ συμμετέχουν επίσης στην ωρίμανση των κυττάρων της ερυθράς σειράς.

Οι σημαντικότεροι υποπληθυσμοί των Τ κυττάρων είναι τα κυτταροτοξικά 

Τ κύτταρα, τα οποία διακρίνονται από το μόριο CD8 κυτταρικής επιφάνειας και η λειτουργία 

τους εντοπίζεται στο να εξοντώνουν τα προσβεβλημένα κύτταρα και τα Τ κύτταρα που 

διακρίνονται από το μόριο CD4 κυτταρικής επιφάνειας και εντοπίζουν τα παθογόνα και τα 

προϊόντα τους στα κυστικά διαμερίσματα των κυττάρων. Τα CD4 Τ κύτταρα είναι 

εξειδικευμένα στο να ενεργοποιούν άλλα κύτταρα και κατατάσσονται σε δύο λειτουργικές 

τάξεις: τα κύτταρα ΤηΙ (ενίοτε γνωστά ως φλεγμονώδη Τ κύτταρα), τα οποία ενεργοποιούν 

τα μακροφάγα ώστε να εξοντώσουν τα ενδοκυστικά βακτηρίδια που φιλοξενούν, και τα Τη2 

ή βοηθητικά Τ κύτταρα, τα οποία ενεργοποιούν τα Β κύτταρα ώστε να δημιουργήσουν 

αντισώματα.

Μερικά από τα Β και Τ κύτταρα, μετά την επαφή τους με το αντιγόνο, δεν 

διαφοροποιούνται σε δραστικά κύτταρα. Άντ’ αυτού διαφοροποιούνται προς λεμφοκύτταρα 

μνήμης, που επιβιώνουν για μεγάλες χρονικές περιόδους, απουσία εμφανούς αντιγονικού 

ερεθισμού. Τα λεμφοκύτταρα αυτά βρίσκονται σε κατάσταση ηρεμίας, δηλαδή δεν παράγουν 

δραστικά μόρια, μέχρι να ξαναέλθουν σε επαφή με το αντιγόνο. Τα ερεθίσματα που 

καθορίζουν τη διαφοροποίηση των πρόδρομων ενεργοποιημένων Β και Τ κυττάρων προς 

δραστικά κύτταρα ή προς κύτταρα μνήμης δεν είναι γνωστά. Η παραγωγή, πάντως,
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λεμφοκυττάρων μνήμης είναι καθοριστικής σημασίας για την πρόκληση μακράς ανοσίας 

έναντι των λοιμώξεων, με τη χρήση των εμβολίων.

Q Μονοπύρηνα μακροφάγα (μονοκύτταρα)

Τα μονοπύρηνα μακροφάγα αποτελούν το δεύτερο μεγάλο κυτταρικό πληθυσμό του 

ανοσοποιητικού συστήματος και προέρχονται από αρχέγονα κύτταρα του μυελού των οστών. 

Τα μονοπύρηνα μακροφάγα αφού ωριμάσουν στο μυελό των οστών, μεταναστεύουν από το 

αίμα στους ιστούς, όπου μετατρέπονται σε ιστικά μακροφάγα (ιστιοκύτταρα). Ιστικά 

μακροφάγα υπάρχουν στο μυελό των οστών, στους λεμφαδένες, στο σπλήνα, στο περιτόναιο, 

στον περιαγγειακό ιστό, στους πνεύμονες (κυψελιδικά μακροφάγα), στο ήπαρ (κύτταρα 

Kupffer), στο νευρικό ιστό (μικρογλοία) και στα οστά (οστεοκλάστες).

Τα μακροφάγα παίζουν σημαντικό ρόλο τόσο στη μη ειδική (φυσική) όσο και στην 

ειδική (επίκτητη) ανοσία. Η ικανότητα των μακροφάγων να φαγοκυτταρώνουν ξένες ουσίες 

(μικρόβια, μακρομόρια) καθιστά αυτόν τον πληθυσμό τον κυριότερο κυτταρικό μεσολαβητή 

της φυσικής ανοσίας. Η διάσπαση των φαγοκύτταροθέντων ουσιών σε αμινοξέα, σάκχαρα ή 

και άλλα συστατικά έχει ως αποτέλεσμα την απομάκρυνση των βακτηρίων και των 

παρασίτων από την κυκλοφορία. Όσον αφορά στη συμμετοχή τους στην ειδική ανοσολογική 

απόκριση, τα μακροφάγα προσλαμβάνουν αντιγόνα, τα εκφράζουν στην επιφάνειά τους και 

τα εκθέτουν στα Τ κύτταρα με μορφή που μπορούν να αναγνωρίσουν. Στην περίπτωση αυτή, 

τα μονοπύρηνα φαγοκύτταρα ονομάζονται αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και μπορούν να 

διεγερθούν από διάφορες κυτταροκίνες. Επίσης, τα μακροφάγα είναι εξαιρετικά εκκριτικά 

κύτταρα, που εκκρίνουν ποικιλία ουσιών (κυτταροκίνες, αυξητικούς παράγοντες της 

αιμοποίησης, παράγοντες του συμπληρώματος, προσταγλανδίνες).

Ο Πολυμορφοπύρηνα κύτταρα (κοκκιοκύτταρα)

Τα πολυμορφοπύρηνα κύτταρα αποτελούν το τελικό προϊόν της μυελικής 

διαφοροποίησης και δεν διαιρούνται περαιτέρω. Αποτελούν το 50-70% των κυττάρων του 

αίματος, απ’ όπου μεταναστεύουν στους ιστούς κατά την εξέλιξη τυχόν ιστικής βλάβης ή 

λοίμωξης και παίζουν σημαντικό ρόλο στη βασική άμυνα του οργανισμού κατά των 

διαφόρων μικροοργανισμών. Μορφολογικά, χαρακτηρίζονται από πολύλοβο πυρήνα και 

άφθονη κυτταροπλασματική κοκκίωση. Τα κοκκία τους περιέχουν υδρολυτικά ένζυμα και 

διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο στις διεργασίες της φλεγμονής και γενικότερα της φυσικής
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ανοσίας, αποτελώντας τον κύριο πληθυσμό της οξείας φλεγμονώδους απόκρισης. Τα 

πολυμορφοπύρηνα κύτταρα, ανάλογα με τη χρώση των κοκκίων, διακρίνονται σε 

ουδετερόφιλα, ηωσινόφιλα και βασεόφιλα.

Τα ουδετερόφιλα, τα οποία περιλαμβάνονται στα φαγοκύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήματος, αποτελούν την πλειονότητα των λευκοκυττάρων του αίματος και 

δημιουργούνται από τα ίδια προγονικά κύτταρα όπως τα μονοκύτταρα και τα μακροφάγα. Τα 

ουδετερόφιλα, όπως τα μονοκύτταρα, μεταναστεύουν και αυτά στους ιστούς, ιδιαιτέρως σε 

περιοχές φλεγμονής, αλλά είναι βραχύβια κύτταρα, τα οποία εγκολπώνουν υλικό, το 

καταστρέφουν και στη συνέχεια πεθαίνουν με απόπτωση. Κληρονομικές διαταραχές της 

λειτουργίας των ουδετερόφιλων οδηγούν σε καταιγισμό του οργανισμού από μικροβιακές 

λοιμώξεις, οι οποίες χωρίς κατάλληλη θεραπευτική αγωγή έχουν θανατηφόρα έκβαση.

Τα ηωσινόφιλα έχουν, όπως και τα ουδετερόφιλα, φαγοκυτταρική ικανότητα και 

μπορούν να δεσμεύουν και να βλάπτουν μεγάλα εξωκυττάρια παράσιτα. Συγκεκριμένα, έχουν 

ειδικότητα στην καταστροφή μικροοργανισμών (παράσιτα), που είναι ανθεκτικοί στα λυτικά 

ένζυμα των ουδετερόφιλων και των μακροφάγων.

Τα βασεόφιλα δεν έχουν φαγοκυτταρική ικανότητα αλλά εκδηλώνουν τη λειτουργία 

τους με την έκκριση δραστικών ουσιών που περιέχονται στα κυτταροπλασματικά κοκκία 

τους. Οι λειτουργίες τους πιθανότατα είναι παρόμοιες με αυτές των σιτευτικών κυττάρων, τα 

οποία πιστεύεται ότι διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην προστασία των βλεννογόνων, ενώ 

επίρης είναι τα κύτταρα από τα οποία εκκρίνεται η ισταμίνη κατά τη διάρκεια των 

αλλεργικών αντιδράσεων.

Φ Αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα

Τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (Antigen Presenting Cells, APC) αποτελούν 

ετερογενή πληθυσμό λευκοκυττάρων με ιδιαίτερες ανοσοδιεγερτικές ικανότητες. 

Χαρακτηρίζονται από την δυνατότητα που έχουν να προσλαμβάνουν και να κατεργάζονται το 

αντιγόνο διασπώντας το σε πεπτίδια, τα οποία μέσω των μορίων του μείζονος συστήματος 

ιστοσυμβατότητας φέρονται στην επιφάνεια του κυττάρου1. Μερικά παίζουν μοναδικό ρόλο 

στην επαγωγή των λειτουργικών δραστηριοτήτων των Τη κυττάρων και μερικά επικοινωνούν 

με άλλα λευκοκύτταρα. Από τα πιο σημαντικά APCs θεωρούνται τα μακροφάγα, τα 

δενδριτικά κύτταρα και τα Β κύτταρα. Κύτταρα, εκτός των λευκοκυττάρων, όπως τα



ενδοθηλιακά ή επιθηλιακά, μπορούν να αποκτήσουν την ικανότητα «παρουσίασης» 

αντιγόνων, όταν διεγείρονται από κυτταροκίνες.

1.2.3 Σύμπλεγμα υποδοχέα του Τ κυττάρου

Κάθε Τ κύτταρο φέρει περίπου 30000 μόρια υποδοχείς Τ κυττάρων στην επιφάνειά του. 

Κάθε υποδοχέας αποτελείται από δύο διαφορετικές πολυπεπτιδικές αλυσίδες, που ορίζονται 

ως αλυσίδες α και β υποδοχέα Τ κυττάρου, συνδεδεμένες μεταξύ τους με έναν δισουλφιδικό 

δεσμό. Αμφότερες οι αλυσίδες του υποδοχέα Τ κυττάρου διαθέτουν μια μεταβλητή περιοχή 

αμινο-τελικού άκρου, μια σταθερή περιοχή και μια βραχεία περιοχή άρθρωσης με κυστεϊνικό 

κατάλοιπο που σχηματίζει το δισουλφιδικό δεσμό που ενώνει τις δύο αλυσίδες. Κάθε αλυσίδα 

συνδέεται με τη λιπιδική διπλοστιβάδα με μια υδρόφοβη διαμεμβρανική περιοχή της οποίας 

αξιοσημείωτο χαρακτηριστικό είναι η παρουσία θετικώς φορτισμένων αμινοξέων. Τέλος 

κάθε αλυσίδα καταλήγει σε μία βραχεία κυτταροπλασματική περιοχή.

Παρά το γεγονός ότι αυτά τα α:β ετεροδιμερή ευθύνονται για την αναγνώριση 

αντιγόνου από όλες τις τάξεις των Τ κυττάρων, καμία αλυσίδα του ετεροδιμερούς του 

υποδοχέα Τ κυττάρου δεν έχει μεγάλο κυτταροπλασματικό τμήμα που θα μπορούσε να 

χρησιμεύσει για να δώσει σήμα στο κύτταρο ότι ο υποδοχέας Τ κυττάρου έχει δεσμεύσει 

αντιγόνο. Αυτή η λειτουργία εκτελείται από ένα σύμπλεγμα πρωτεϊνών γνωστό ως 

σύμπλεγμα CD3 το οποίο είναι σταθερά συνδεδεμενο με τον υποδοχέα Τ κυττάρου στην 

επιφάνεια των Τ κυττάρων^’3. Το σύμπλεγμα περιλαμβάνει τρεις ξεχωριστές πρωτεΐνες 

μερικώς ομόλογες προς ης μνοσοσφαιρίνες, γνωστές ως CD3y, CD3d,CD3e, και δύο άλλες 

πρωτεΐνες μη ομόλογες προς τις ανοσοσφαιρίνες αλλά με στενή σχέση μεταξύ τους, γνωστές 

ως ζ. Οι CD3 πρωτεΐνες περιλαμβάνουν εξωκυττάριες περιοχές, διαμεμβρανικές περιοχές οι 

οποίες χαρακτηρίζονται από ένα όξινο κατάλοιπο στην κατάλληλη θέση ώστε να σχηματίζει 

μία γέφυρα άλατος με τα βασικά αμινοξέα στη διαμεμβρανική περιοχή του υποδοχέα 

Τ κυττάρου και κυτταροπλασματικές περιοχές οι οποίες τους επιτρέπουν να αλληλεπιδρούν 

με πρωτεΐνες μεταγωγής σημάτων. Η πρωτεΐνη ζ σχηματίζει επίσης μέρος αυτού του 

συμπλέγματος ως διμερές συνδεδεμενο με δισουλφιδικό δεσμό (Σχήμα 1).

12



Σχήμα 1: Η  δομή του συμπλέγματος του Τ κυτταρικού υποδοχέα (TCR )

1.2.4 Μείζον σύστημα ιστοσυμβατότητας

Τα μόρια των τάξεων I και II του μείζονος συστήματος ιστοσυμβατότητας 

(Major Histocompatibillity Complex, MHC) είναι γλυκοπρωτεΐνες κυτταρικής επιφάνειας με 

μεγάλες ομοιότητες στη γενική τους δομή και λειτουργία, αλλά με σαφώς διαφορετικές δομές 

υπομονάδων. Οι δομές αμφότερων των γλυκοπρωτεϊνών MHC τάξεως I και II έχουν 

καθορισθεί μέσω κρυσταλλογραφίας με ακτίνες X4.

Η βασική λειτουργία των μορίων αυτών είναι η μεταφορά πεπτιδίων στην επιφάνεια του 

κυττάρου από διαφορετικά ενδοκυττάρια διαμερίσματα, με σκοπό την παρουσίαση αυτών 

στα Τ κύτταρα. Τα μόρια των MHC τάξεως I μεταφέρουν πεπτίδια από το κυτταρόπλασμα 

στην επιφάνεια του κυττάρου, όπου το σύμπλεγμα πεπτιδίου MHC I αναγνωρίζεται από τα 

CD8 Τ κύτταρα. Τα μόρια των MHC τάξεως II μεταφέρουν πεπτίδια από το κυστικό σύστημα 

στην επιφάνεια του κυττάρου, όπου αναγνωρίζονται από τα CD4 Τ κύτταρα5. Επειδή η 

δημιουργία πεπτιδίων προϋποθέτει τροποποιήσεις της φυσικής πρωτεΐνης, αποκαλείται 

συνήθως επεξεργασία αντιγόνου, ενώ η έκθεση του πεπτιδίου στην επιφάνεια του κυττάρου 

από το μόριο MHC καλείται παρουσίαση αντιγόνου6.



Σχήμα 2: Η  δομή του μορίου μεΐζονος συστήματος ιστοσυμβατότητας I

Τα μόρια MHC τάξεως I περιλαμβάνουν δύο αλυσίδες πολυπεπτιδίων, την α ή βαριά 

αλυσίδα (43 kDa) και μια μικρότερη μη ομοιοπολικά συνδεδεμένη αλυσίδα την 

β2-μικροσφαιρίνη (12 kDa) (Σχήμα 2). Η βαριά αλυσίδα αποτελείται από τρεις εξωκυττάριες 

περιοχές πρωτεΐνης, που προσδιορίζονται ως αΐ (Ν-τελικό άκρο), α2 και α3, μια 

διαμεμβρανική περιοχή και μια κυτταροπλασματική ουρά. Μόνο η αλυσίδα α3 των μορίων 

MHC τάξεως I συνδέεται με τη μεμβράνη. Η περιοχή α3 και η β2-μικροσφαιρίνη έχουν 

πτυχωτή δομή που έχει μεγάλη ομοιότητα με εκείνη της ανοσοσφαιρίνης. Το πιο 

αξιοθαύμαστο χαρακτηριστικό των μορίων MHC είναι η δομή των περιοχών αΐ και α2, οι 

οποίες ενώνονται για να δημιουργήσουν μία σχισμή στην επιφάνεια του μορίου που είναι το 

σημείο συνδέσεως των πεπτιδίων. Τα πεπτίδια που δεσμεύονται σε μόρια MHC τάξεως I 

έχουν συνήθως μήκος οκτώ έως δέκα αμινοξέα.

Τα μόρια MHC τάξεως II περιλαμβάνουν ένα μη ομοιοπολικό σύμπλεγμα δύο 

αλυσίδων, των α (35 kDa) και β (28 kDa), οι οποίες συνδέονται και οι δύο με τη μεμβράνη 

(Σχήμα 3). Τα εξωκυττάρια τμήματα των α και β αλυσίδων αποτελούνται από δύο περιοχές, 

α ΐ, α2 και β ΐ, β2. Η σχισμή συνδέσεως πεπτιδίου της τάξης II των MHC μορίων 

σχηματίζεται από τις περιοχές αΐ και β ΐ, περιοχές δηλαδή που προέρχονται από διαφορετικές 

αλυσίδες, και κατά συνέπεια δεν ενώνονται με ομοιοπολικό δεσμό. Η κρυσταλλική δομή του 

μορίου MHC τάξεως II δείχνει ότι αυτό έχει πτυχωτή δομή πολύ συναφή με εκείνη του 

μορίου MHC τάξεως I. Οι κυριότερες διαφορές στις πτυχωτές δομές των δύο μορίων έγκειται 

στα άκρα της σχισμής συνδέσεως των πεπτιδίων, τα οποία είναι πιο ανοιχτά στα μόρια
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MHC τάξεως II7. Η κύρια συνέπεια αυτών των διαφορών είναι ότι τα άκρα ενός πεπτιδίου 

δεσμευμένου σε μόριο MHC τάξεως I είναι ουσιαστικώς βυθισμένα εντός του μορίου, ενώ τα 

άκρα των πεπτιδίων των δεσμευμένων σε μόρια MHC τάξεως II προεξέχουν της σχισμής. Τα 

πεπτίδια που συνδέονται με μόρια MHC τάξεως II έχουν μήκος τουλάχιστον από 13 έως 25 

αμινοξέα.

ΝΗ, NHS

ι ι ι μ ι ι ι ή ν ι ι ι ι ι ι ι ι ι ι ι ι ι ι ι
Μεμβράνη Πλάσματος

ι ι ι ι ι β ι ι ι

I ICO0H cooh
Κυτόπλασμα

Σχήμα 3: Η  δομή του μορίου μείζονος συστήματος ιστοσυμβατότητας II

1.3 Επίτοποι

Η επαγωγή της ειδικής ανοσολογικής απόκρισης από τα αντιγόνα προϋποθέτει την 

ειδική αναγνώρισή τους από τα Τ ή τα Β κύτταρα. Τα μόρια, όμως, των περισσότερων 

αντιγόνων είναι μεγάλα και πολύπλοκα, με αποτέλεσμα να μην αναγνωρίζονται ολόκληρα 

από τους ειδικούς για τα αντιγόνα μεμβρανικούς υποδοχείς των λεμφοκυττάρων. Αντίθετα οι 

τελευταίοι αναγνωρίζουν μόνο μια μικρή περιοχή του αντιγονικού μορίου, η οποία 

ονομάζεται αντιγονικός καθοριστής ή επίτοπος. Δηλαδή, ο όρος επίτοπος εκφράζει τις 

ανοσοδραστικές περιοχές του μορίου του αντιγόνου που στην πραγματικότητα συνδέονται με 

τα διαλυτά αντισώματα, τις επιφανειακές ανοσοσφαιρίνες των Β κυττάρων (υποδοχείς των 

Β κυττάρων για το αντιγόνο) ή τους υποδοχείς των Τ κυττάρων. Δυνητικά, κάθε περιοχή της 

επιφάνειας ενός μακρομορίου μπορεί να λειτουργήσει ως επίτοπος και, κατά συνέπεια, κάθε 

μακρομόριο περιέχει μεγάλο αριθμό επιτόπων.
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1.4 Ανοσολογική απόκριση

Σε μια ειδική ανοσολογική απόκριση, το αντιγόνο αναγνωρίζεται από δύο διαφορετικά 

σύνολα μεταβλητών μορίων υποδοχέων: τις ανοσοσφαιρίνες που λειτουργούν ως αντιγονικοί 

υποδοχείς στα Β κύτταρα, και τους ειδικούς για αντιγόνα υποδοχείς των Τ κυττάρων. Οι 

ανοσοσφαιρίνες εκκρίνονται ως αντισώματα από ενεργοποιημένα Β κύτταρα, και δεσμεύουν 

τα παθογόνα ή τα τοξικά προϊόντα τους στους εξωκυττάριους χώρους του σώματος. Η 

δέσμευση από το αντίσωμα εξουδετερώνει τους ιούς, και σημαδεύει τα παθογόνα που πρέπει 

να οδηγηθούν προς καταστροφή από τα φαγοκύτταρα. Εν αντιθέσει, τα Τ κύτταρα 

αναγνωρίζουν μόνο τα αντιγόνα που δημιουργήθηκαν εντός των κυττάρων του σώματος και 

παρουσιάζονται επί των κυτταρικών επιφανειών μέσω των μορίων MHC. Αυτά τα αντιγόνα 

είναι πιθανόν να προέρχονται από παθογόνα, όπως ιούς και ενδοκυττάρια βακτηρίδια, τα 

οποία πολλαπλασιάζονται εντός των κυττάρων, είτε από παθογόνα ή τα προϊόντα τους που τα 

κύτταρα εσωτερικεύουν με ενδοκυττάρωση από το εξωκυττάριο υγρό.

1.4.1 Επεξεργασία και παρουσίαση αντιγόνου στα CD8 και CD4 Τ κύτταρα

Η τάξη του μορίου MHC, με το οποίο συνδέεται το επεξεργασμένο από το APC 

αντιγόνο και παρουσιάζεται στη μεμβράνη του, καθορίζει τον υποπληθυσμό των 

Τ κυττάρων που θα κινητοποιηθούν για την καταστροφή του αντιγόνου8. Τα αντιγονικά 

τμήματα που συνδέονται με μόρια MHC τάξεως I για παρουσίαση στα CD8 Τ κύτταρα 

προέρχονται από ιούς ή από ορισμένα βακτήρια που πολλαπλασιάζονται στο κυτοσόλιο9,10. Η 

μοναδική προϋπόθεση, την οποία πρέπει να πληρεί ένα πρωτεϊνικό αντιγόνο, για να 

ακολουθήσει την οδό επεξεργασίας που θα το οδηγήσει στη σύνδεση με το μόριο 

MHC τάξης I, είναι η παρουσία του στο κυτοσόλιο. Οι ιοί καταλαμβάνουν τους 

βιοσυνθετικούς μηχανισμούς του κυττάρου προκειμένου να δημιουργήσουν τις δικές τους 

πρωτεΐνες στο κυτοσόλιο, όπου λαμβάνει συνεχώς χώρα πρωτεϊνική αποικοδόμηση και εκ 

νέου σύνθεση πρωτεϊνών. Τον κυριότερο ρόλο στην αποικοδόμηση των κυτοσολιακών 

πρωτεϊνών διαδραματίζει ένα μεγάλο σύμπλεγμα πολυκαταλυτικών πρωτεασών 

αποτελούμενο από 20 υπομονάδες, το πρωτεόσωμα. Τα πεπτιδικά τμήματα που 

δημιουργούνται από το πρωτεόσωμα μεταφέρονται μέσα στην κοιλότητα του 

ενδοπλασματικού δικτύου, με τη βοήθεια ετεροδιμερών πρωτεϊνών, που ονομάζονται 

μεταφορείς συνδεδεμένοι με την επεξεργασία αντιγόνου 1 και 2 (Transporters associated with
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Antigen Processing 1 and 2, TAP 1 and TAP 2)11. Έχει βρεθεί πως μεταλλάξεις σε 

οποιοδήποτε γονίδιο TAP εμποδίζουν την παρουσίαση αντιγόνου μέσω μορίων MHC I.

Στο ενδοπλασματικό δίκτυο, οι αλυσίδες α των νεο-συντεθέντων μορίων 

MHC τάξεως I δεσμεύουν ταχύτατα μια πρωτεΐνη συνδεδεμένη με μεμβράνη 88 kDa γνωστή 

ως καλνεξίνη (calnexin), η οποία περιορίζει το μόριο MHC τάξεως I σε κατάσταση μερικής 

πτύχωσης εντός του ενδοπλασματικού δικτύου. Η καλνεξίνη συνδέεται επίσης με μερικώς 

πτυχωμένους υποδοχείς Τ κυττάρων, ανοσοσφαιρίνες και μόρια MHC τάξεως II, συνεπώς 

έχει τον κεντρικό ρόλο στη συγκέντρωση πολλών μορίων σημαντικών στην ανοσολογία. 

Όταν η β2-μικροσφαιρίνη συνδέεται με μια αλυσίδα α, το σύμπλεγμα α:β2-μικροσφαιρίνη 

αποσυνδέεται από την καλνεξίνη και συνδέεται με την υπομονάδα ΤΑΡ-1 του μεταφορέα 

αναμένοντας τη μεταφορά ενός κατάλληλου πεπτιδίου από το κυτταρόπλασμα. Τέλος, η 

σύνδεση ενός πεπτιδίου στο μερικώς πτυχωμένο μόριο MHC τάξεως I το απελευθερώνει από 

τον TAP και επιτρέπει στο ολοκληρωτικά πτυχωμένο πλέον μόριο MHC τάξεως I να 

εγκαταλείψει το ενδοπλασματικό δίκτυο και να μεταφερθεί στην επιφάνεια του κυττάρου ’ . 

Τα περισσότερα πεπτίδια που μεταφέρονται μέσω του μεταφορέα TAP δεν συνδέονται με τα 

μόρια MHC αυτού του κυττάρου και εκκενώνουν το ενδοπλασματικό δίκτυο ταχέως. 

Υπάρχουν στοιχεία ότι τα πεπτίδια αυτά μεταφέρονται πίσω στο κυτταρόπλασμα μέσω ενός 

μηχανισμού μεταφοράς εξαρτώμενου από ΑΤΡ και ξεχωριστού από τον μεταφορέα TAP 

(Σχήμα 4).

Δεν είναι ακόμα σαφές εάν ο μεταφορέας TAP διαδραματίζει άμεσο ρόλο στην 

επιφόρτιση των μορίων τάξεως I με πεπτίδια ή εάν η σύνδεση με τον μεταφορέα TAP απλώς 

επιτρέπει στο μόριο τάξεως I να αντιλαμβάνεται την υψηλή τοπική συγκέντρωση πεπτιδίων 

πριν τα πεπτίδια διαχυθούν από την κοιλότητα του ενδοπλασματικού δικτύου και 

μεταφερθούν πίσω στο κυτταρόπλασμα. Μια συνέπεια της σύνδεσης των μορίων 

MHC τάξεως I με τον μεταφορέα TAP είναι ότι επιτρέπει αποτελεσματικά στα μόρια 

MHC τάξεως I να ανιχνεύσουν κάθε πεπτίδιο που μεταφέρεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο 

και να επιλέξουν εκείνα που συνδέονται για μεταφορά στην επιφάνεια του κυττάρου.
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τους μέσω των M H CI  στα CD8 Τ κύτταρα

Ενώ οι ιοί και ορισμένα βακτηρίδια αναδιπλασιάζονται στο κυτταρόπλασμα, πολλές 

τάξεις παθογόνων αναδιπλασιάζονται σε ενδοκυττάρια κυστίδια στα μακροφάγα. Καθώς 

διαμένουν σε κυστίδια κλεισμένα σε μεμβράνες, οι πρωτεΐνες αυτών των παθογόνων δεν 

είναι δεκτικές σε πρωτεοσώματα. Αντιθέτως, οι πρωτεΐνες σε αυτά τα σημεία διασπώνται από 

κυστικές πρωτεάσες σε πεπτίδια που συνδέονται σε μόρια MHC τάξεως II, τα οποία τα 

μεταφέρουν στην επιφάνεια του κυττάρου. Εκεί αναγνωρίζονται μέσω των CD4 Τ κυττάρων. 

Τα CD4 Τ κύτταρα αναγνωρίζουν επίσης τμήματα πεπτιδίων προερχόμενα από εξωκυττάρια 

παθογόνα και πρωτεΐνες που εσωτερικεύονται εντός ομοίων ενδοκυττάριων κυστιδίων14.

Όπως έχει αναφερθεί, η λειτουργία των μορίων MHC τάξεως II είναι να παρουσιάσουν 

πεπτίδια δημιουργημένα στα ενδοκυτταρια κυστίδια των Β κυττάρων, των μακροφάγων και 

άλλων αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων στα CD4 Τ κύτταρα. Εν τούτοις, η βιοσυνθετική 

οδός των μορίων MHC τάξεως II, ξεκινά με τη μετατόπιση τους στο ενδοπλασματικό δίκτυο,
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και ως εκ τούτου πρέπει να εμποδιστεί η πρόωρη σύνδεσή τους με πεπτίδια που έχουν 

μεταφερθεί στην κοιλότητα του ενδοπλασματικού δικτύου μέσω του μεταφορέα TAP. 

Επίσης, θα πρέπει να αποφευχθεί η σύνδεση με πολυπεπτίδια που παράγονται από το ίδιο το 

κύτταρο. Αυτό επιτυγχάνεται με τη σύνδεση νεο-συντεθειμένων μορίων MHC τάξεως II με 

μία εξειδικευμένη πρωτεΐνη γνωστή ως συνδεμένη με MHC τάξεως II μη-μεταβλητή αλυσίδα 

(invariant chain-li). Η μη-μεταβλητή αλυσίδα σχηματίζει τριμερή, με κάθε υπομονάδα που 

συνδέεται μη-ομοιοπολικά με ένα τάξεως II ετεροδιμερές α:β. Ενώ αυτό το σύμπλεγμα 

σχηματίζεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο, τα συστατικά του μέρη συνδέονται με καλνεξίνη. 

Μόνο αφού ολοκληρωθεί ο σχηματισμός ώστε να παραχθεί ένα σύμπλεγμα εννέα αλυσίδων 

απελευθερώνεται από την καλνεξίνη για επακόλουθη μεταφορά από το ενδοπλασματικό 

δίκτυο. Σ’ αυτό το σύμπλεγμα εννέα αλυσίδων, τα μόρια MHC τάξεως II δεν είναι δυνατόν 

να συνδεθούν με πεπτίδια, ώστε τα πεπτίδια που υπάρχουν στο ενδοπλασματικό δίκτυο δεν 

παρουσιάζονται συνήθως από μόρια MHC τάξεως II.

Η ενδοκυττάρια θέση στην οποία διασπάται η μη-μεταβλητή αλυσίδα και τα μόρια 

MHC τάξεως II συναντούν τα πεπτίδια δεν είναι σαφώς καθορισμένα. Θεωρείται ότι τα 

περισσότερα νεο-συντεθειμένα μόρια MHC τάξεως II μεταβαίνουν στην επιφάνεια του 

κυττάρου εντός κυστιδίων τα οποία, σε κάποιο σημείο αφότου εγκαταλείψουν το δίκτυο 

Golgi, συγχωνεύονται με τα εισερχόμενα ενδοσώματα. Εν τούτοις υτ^μρχρυν ρ^μσης δβδορ,ένα 

ότι ορισμένα συμπλέγματα MHC τάξεως II: Η μεταφέρονται αρχικά στην επιφάνεια του 

κυττάρου και έπειτα εσωτερικεύονται εκ νέου στα ενδοσώματα. Και στις δύο περιπτώσεις 

όμως, τα συμπλέγματα MHC τάξεως II: Η εισέρχονται στην ενδοσωματική οδό και εκτίθενται 

σε όξινο, πρωτεολυτικό περιβάλλον στο οποίο διασπάται η μη-μεταβλητή αλυσίδα αλλά και 

τα παθογόνα και οι πρωτεΐνες τους διασπώνται σε πεπτίδια διαθέσιμα για σύνδεση με το 

μόριο MHC τάξεως II (Σχήμα 5).
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Σχήμα 5: Επεξεργασία αντιγόνων στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και παρουσίασή 
τους μέσω των M H CII στα CD4 Τ κύτταρα

1.4.2 Αποτελεσματική παρουσίαση αντιγόνου στην επιφάνεια του κυττάρου

Η ικανότητα των μορίων MHC να δεσμεύουν ευρύ φάσμα διαφορετικών πεπτιδίων 

είναι απαραίτητη για τον εντοπισμό ενδοκυττάριων παθογόνων από τα Τ κύτταρα. Είναι 

σημαντικό το σύμπλεγμα πεπτιδίου: MHC μορίου να είναι σταθερό στην επιφάνεια του 

κυττάρου. Αν το σύμπλεγμα διαλυόταν με μεγάλη ευκολία, το παθογόνο στο προσβεβλημένο 

κύτταρο θα μπορούσε να ξεφύγει και να μην εντοπισθεί. Επίσης, τα μόρια MHC των 

απρόσβλητων κυττάρων θα μπορούσαν να συγκεντρώσουν πεπτίδια απελευθερωμένα από 

διαλυμένα μόρια MHC σε προσβεβλημένα κύτταρα. Κάτι τέτοιο θα έστελνε, εσφαλμένα, 

σήμα στα κυτταροτοξικά Τ κύτταρα ότι ένα υγιές κύτταρο έχει προσβληθεί, με αποτέλεσμα 

την ανεπιθύμητη καταστροφή του. Η σταθερή δέσμευση πεπτιδίου από μόρια MHC καθιστά 

και τα δύο ανεπιθύμητα αυτά αποτελέσματα απίθανα.
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Στο σύμπλεγμα πεπτιδίου: MHC μορίου, το πεπτίδιο είναι στην πραγματικότητα 

κλεισμένο εντός της τρισδιάστατης δομής του μορίου MHC. Επιπλέον, τα συμπλέγματα 

πεπτιδίου: MHC μορίου που εκφράζονται σε ζώντα κύτταρα χάνονται με τον ίδιο ρυθμό που 

χάνεται και το ίδιο μόριο MHC, δείχνοντας ότι η δέσμευση πεπτιδίου είναι ουσιαστικός 

αμετάκλητη. Αυτή η σταθερότητα δεσμεύσεως επιτρέπει ακόμη και σε σπάνια πεπτίδια να 

μεταφερθούν σωστά στην επιφάνεια του κυττάρου από μόρια MHC, καθώς επίσης και την 

μακροχρόνια έκθεση αυτών των συμπλεγμάτων στην επιφάνεια του προσβεβλημένου 

κυττάρου, πληρώντας κατ’ αυτόν τον τρόπο την πρώτη των προϋποθέσεων για 

αποτελεσματική παρουσίαση αντιγόνου.

Το δεύτερο κριτήριο για αποτελεσματική παρουσίαση αντιγόνου είναι σε περίπτωση 

διαχωρισμού ενός πεπτιδίου από ένα μόριο MHC να μην μπορούν τα νέα πεπτίδια να 

δεσμευθούν στον κενό πλέον θύλακα δέσμευσης πεπτιδίου. Η αφαίρεση ενός πεπτιδίου από 

ένα μόριο MHC τάξεως I αποδιατάσσει το μόριο. Όταν το πεπτίδιο διαχωριστεί στην 

επιφάνεια του κυττάρου, το μόριο MHC τάξεως I αλλάζει διαμόρφωση, το τμήμα 

β2-μικροσφαιρίνης διαλύεται, και η αλυσίδα α εσωτερικεύεται και διασπάται ταχέως. 

Συνεπώς, τα κενά μόρια MHC τάξεως I σύντομα χάνονται από την επιφάνεια του κυττάρου.

Σε ουδέτερο pH, τα κενά μόρια MHC τάξεως II είναι σταθερότερα από τα κενά μόρια 

MHC τάξεως I, αλλά μετακινούνται και αυτά (MHC II) από την επιφάνεια του κυττάρου. Η 

απώλεια πεπτιδίων από τα μόρια MHC τάξεως II είναι πιθανότερη όταν τα μόρια τάξεως II 

ανακυκλώνονται μέσα από τα όξινα ενδοκυττάρια κυστίδια. Στο όξινο pH αυτών των 

ενδοκυστικών κυστιδίων, τα μόρια MHC τάξεως Π που δε συνδέονται με πεπτίδια 

συγκεντρώνονται και διασπώνται ταχέως, ώστε η απώλεια πεπτιδίων οδηγεί εκ νέου στην 

ταχεία απώλεια του μορίου MHC. Αυτό το χαρακτηριστικό δέσμευσης πεπτιδίων είναι 

σημαντικό στη λειτουργία των μορίων MHC ως προς την παρουσίαση αντιγόνου, αφού 

βοηθά στην παρεμπόδιση των μορίων MHC της επιφάνειας ενός κυττάρου να αποκτήσουν 

πεπτίδια από το περιβάλλον εξωκυττάριο υγρό. Αυτό διασφαλίζει ότι τα Τ κύτταρα δρουν 

επιλεκτικά σε προσβεβλημένα κύτταρα που εκθέτουν επαρκώς ξένα πεπτίδια δεσμευμένα από 

μόρια MHC στις επιφάνειες τους, ενώ δεν επηρεάζουν τα περιβάλλοντα υγιή κύτταρα.
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Η αλληλεπίδραση πεπτιδίου: MHC II: TCR παρά το γεγονός ότι είναι απαραίτητη δεν 

επαρκεί για να γίνει η ενεργοποίηση των Τ κυττάρων. Σημαντικό ρόλο διαδραματίζει και η 

αλληλεπίδραση πολλών άλλων μορίων επιφάνειας που βρίσκονται στα κύτταρα,15' 18 τα οποία 

αναφέρονται συνοπτικά παρακάτω.

To CD28 είναι ένα διαμεμβρανικό μόριο που σε μεγάλο ποσοστό εκφράζεται στα 

ανθρώπινα περιφερικά Τ κύτταρα. Αλληλεπιδρά με τα μόρια Β7.1 και Β7.2 που βρίσκονται 

αποκλειστικά στην επιφάνεια κυττάρων ικανών να διεγείρουν την ωρίμανση των Τ κυττάρων. 

Η αλληλεπίδραση αυτή μεταξύ των CD28 και των Β7 μορίων έχει ως αποτέλεσμα τη 

συνδιέγερση στην ωρίμανση των Τ κυττάρων.

To CTLA-4 είναι ένα μόριο επιφάνειας που εκφράζεται στην επιφάνεια των
• · · <' · ν

ενεργοποιημένων Τ κυττάρων και αλληλεπιδρά επίσης με τα μόρια Β7.1 και Β7.2. Το

CTLA-4 δεσμεύει τα Β7 μόρια με δεσμό ισχυρότερης συγγένειας από ό,τι το CD28. Το

CTLA-4 φαίνεται να παίζει αρνητικό ρόλο στην ενεργοποίηση των Τ κυττάρων που το 
< . . . . . .  -· ·· . · >’ 

εκφράζουν. Συγκεκριμένα, ο ενεργοποιημένος απόγονος ενός αθώου Τ κυττάρου γίνεται

λιγότερο ευαίσθητος στη διέγερση από το αντιγόνο από ότι τα ίδια τα αθώα Τ κύττάρα. Αυτό

μπορεί να βοηθήσει να περιορισθεί ο πρώιμος πολλαπλασιασμός των Τ κυττάρων σαν

απάντηση στο αντιγόνο και στα μόρια Β7 στην επιφάνεια των αντιγονοπαρουσιαστικων
w  r* ' » ί * f  -- .

κυττάρων.
, , · ,* ·' * ·

Τα μόρια CD4 και CD8 βρίσκονται στην επιφάνεια των Τ κυττάρων και όπως έχει ήδη
. . .  , ,. · t  “ ί « r V * -  «ρ *  λ "? ,

αναφερθεί λειτουργούν ως δείκτες διαφορετικών λειτουργικών υποομάδων των Τ κυττάρων.
, ·. · - ;  ! · i  j · ! ; · ■ >.  .'!.<··· ..

Τα μόρια CD4 συνδέονται με μη μεταβλητά μέρη του μορίου MHC τάξεως II και τα μόρια
Λ !> I' ,/ '·'. 1 κ  Ί · ’

CD8 συνδέονται με μη μεταβλητά μέρη του μορίου MHC τάξεως I. Επίσης, κατά την 

αναγνώριση αντιγόνου, τα μόρια CD4 και CD8 συνδέονται στην επιφάνεια του Τ κυττάρου 

με συστατικά του υποδοχέα του Τ κυττάρου. Η σύνδεση αυτή των μορίων CD4 και CD8 με 

τα μόρια MHC τάξεως II και I αντιστοίχως, καθώς και με συστατικά του Τ κυτταρικού 

υποδοχέα, διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη στενή σύνδεση του συμπλέγματος 

πεπτιδίου:MHC μορίου με τον Τ κυτταρικό υποδοχέα.

Τα μόρια CD2 βρίσκονται στην επιφάνεια κυρίως των Τ κυττάρων και είναι ένα από τα 

πρώτα μόρια επιφάνειας που εκφράζονται στα Τ κύτταρα. Συνδέονται με μόρια που 

ονομάζονται LFA-3 (Leukocyte Function-associated Antigen-3) και βρίσκονται στην

1.4.3 Ενεργοποίηση CD4 Τ κυττάρων
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επιφάνεια πολλών κυττάρων. Η αλληλεπίδραση των μορίων CD2 με τα μόρια LFA-3 ενισχύει 

τη σύνδεση των Τ κυττάρων με άλλα κύτταρα.

Ένα εξίσου σημαντικό προσκολλητικό μόριο για τη λευκοκυτταρική ενεργοποίηση που 

βρίσκεται στην επιφάνεια των Τ κυττάρων είναι το μόριο LFA-119 (Leukocyte Function- 

associated Antigen-1). Το μόριο LFA-1 είναι μια πρωτεΐνη που αποτελείται από δύο αλυσίδες 

και δεσμεύει τρία παρόμοια διακυτταρικά προσκολλητικά μόρια, τα ICAM-1, ICAM-2 και 

ICAM-3 (Inter Cellular Adhesion Molecules). Τα ICAM-1 και ICAM-2 εκφράζονται από το 

ενδοθήλιο καθώς επίσης και από τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Η δέσμευση σ’ αυτά τα 

μόρια καθιστά ικανά τα λεμφοκύτταρα να μεταναστεύσουν μέσω των αγγειακών 

τοιχωμάτων. To ICAM-3 εκφράζεται μόνο στα λευκοκύτταρα και φαίνεται να παίζει 

σημαντικό ρόλο στην προσκόλληση ανάμεσα στα Τ κύτταρα και τα αντιγονοπαρουσιαστικά 

κύτταρα.

Η ενεργοποίηση των Τ κυττάρων έχει ως αποτέλεσμα την έκκριση κυτταροκινών. Κάθε 

κυτταροκίνη έχει έναν εξειδικευμένο υποδοχέα, που εκφράζεται στην επιφάνεια διαφόρων 

κυττάρων. Έτσι, η έκκριση κυτταροκινών μετά από την ενεργοποίηση των CD4 Τ κυττάρων, 

επιδρά στη λειτουργία διάφορων κυττάρων. Μερικές από τις κυτταροκίνες που παράγοντας 

όπως η IL-2 και η IL-4 παίζουν σημαντικό ρόλο στον πολλαπλασιασμό και στη 

διαφοροποίηση των Τ κυττάρων, καθώς επίσης και των Β κυττάρων, των μακροφάγων και 

άλλων κυττάρων.

1.4.4 Ενεργοποίηση CD8 Τ κυττάρων

Τα ακριβή βήματα που σχετίζονται με την ενεργοποίηση των CD8 Τ κυττάρων δεν είναι
ΛΛ

πλήρως καθορισμένα . Παρόλα αυτά, μια βασική προϋπόθεση είναι ότι μόνο αντιγόνα που 

βρίσκονται στο κυτοσόλιο είναι δυνατόν να προκαλέσουν CD8 Τ κυτταρική απόκριση. 

Επίσης, είναι απαραίτητη η αλληλεπίδραση της IL-2 με τους υποδοχείς IL-2 που εκφράζονται 

στην επιφάνεια των CD8 Τ κυττάρων, η οποία οδηγεί στον πολλαπλασιασμό και τη 

διαφοροποίηση των κυττάρων (Σχήμα 6). Δεν είναι σαφές εάν η απαιτούμενη IL-2 για την 

ενεργοποίηση των CD8 Τ κυττάρων προέρχεται από τα CD8 Τ κύτταρα ή από τα 

CD4 Τ κύτταρα.
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Σχήμα 6: Ενεργοποίηση και κυτταροτοξική δράση των CD8 Τ κυττάρων: επαγωγή 
απόπτωσης

Η σύνδεση των CD8 Τ κυττάρων με κύτταρα στόχους μέσω των Τ κυτταρικών 

υποδοχέων τους και μέσω των μορίων προσκόλλησης έχει ως αποτέλεσμα την καταστροφή 

των μολυσμένων κυττάρων. Η καταστροφή αυτή είναι δυνατόν να γίνει μέσω δύο 

μηχανισμών. Ο πρώτος μηχανισμός και ίσως ο πιο βασικός, περιλαμβάνει την απελευθέρωση 

των εκκριτικών κοκκίων κατά την αναγνώριση του αντιγόνου στην επιφάνεια του κυττάρου 

στόχου. Αυτά τα κοκκία περιέχουν κυτταροτοξικές ουσίες, οι οποίες απελευθερώνονται 

σχεδόν αμέσως μετά τη σύνδεση του υποδοχέα με το σύμπλεγμα πεπτιδίου.ΜΗΟ I μορίου. 

Επίσης, τα CD8 Τ κύτταρα απελευθερώνουν την IFN- γ και τον TNF-α. Η IFN- γ εμποδίζει 

την ιική αντιγραφή και προκαλεί αυξημένη έκφραση των μορίων MHC τάξεως I και του 

πεπτιδικού μεταφορέα των μορίων στα μολυσμένα κύτταρα, αυξάνοντας έτσι την πιθανότητα 

τα μολυσμένα κύτταρα να αναγνωρισθούν ως κύτταρα στόχοι για κυτταροτοξική επίθεση. Η 

IFN- γ επίσης ενεργοποιεί τα μακροφάγα, οδηγώντας τα στις εστίες μολύνσεως, και ως 

δραστικά κύτταρα και ως αντιγονόπαρουσίαστικά κύτταρα. Ο TNF-a μπορεί να συνεργήσει 

με την IFN- γ για να σκοτώσει μερικά Κυττάρα στόχους με έναν, μέσω κυτταροκίνης, 

επαγόμενο μηχανισμό όπως συμβαίνει και στην ενεργοποίηση των μακροφάγων.

Ο δεύτερος μηχανισμός για την καταστροφή των μολυσμένων κυττάρων περιλαμβάνει 

την επαγωγή της απόπτωσης. Οι πρώτες αλλαγές που φαίνονται στον αποπτωτικό θάνατο 

είναι ο τεμαχισμός του DNA, η καταστροφή των πυρήνων του κυττάρου και αλλαγές στην
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μορφολογία του κυττάρου. Το κύτταρο τότε αυτοκαταστρέφεται, συρρικνώνοντας καί 

τεμαχίζοντας τον εαυτό του μέχρι να καταστραφεί πλήρως.

1.4.5 Συνεργασία Τ καιΒ κυττάρων στην παραγωγή αντισωμάτων

Μια βασική λειτουργία των CD4 Τ κυττάρων είναι η συνεργασία τους με τα 

Β κύτταρα για την παραγωγή αντισωμάτων έναντι θυμοεξαρτώμενων αντιγόνων. Για το λόγο 

αυτό τα CD4 Τ κύτταρα που συμμετέχουν στην παραγωγή αντισωμάτων ονομάζονται 

βοηθητικά Τ κύτταρα. Η παραγωγή αντισωμάτων έναντι θυμοεξαρτώμενων αντιγόνων 

απαιτεί την ενεργοποίηση των Τ και Β κυττάρων και την αλληλεπίδραση μεταξύ τους .

Όπως έχει ήδη αναφερθεί η ενεργοποίηση των CD4 Τ κυττάρων απαιτεί την 

αλληλεπίδραση του Τ κυτταρικού υποδοχέα των CD4 Τ κυττάρων με το σύμπλεγμα 

πεπτιδίου: MHC II μορίου, καθώς επίσης και την αλληλεπίδραση των μορίων επιφάνειας των 

κυττάρων. Τα ενεργοποιημένα CD4 Τ κύτταρα πολλαπλασιάζονται και εκκρίνουν 

κυτταροκίνες, πολλές από τις οποίες παίζουν σημαντικό ρόλο και στην ενεργοποίηση των 

Β κυττάρων.

Για τη συνεργασία Τ και Β κυττάρων, τα Τ και Β κύτταρα είναι απαραίτητο να 

αναγνωρίζουν επιτόπους από το ίδιο αντιγόνο. Οι επίτοποι αυτοί είναι δυνατόν να είναι 

διαφορετικοί, αλλά πρέπει να προέρχονται από το ίδιο αντιγόνο. Τα Β κύτταρα, ύστερα από 

την απευθείας σύνδεση του αντιγόνου και την επίδραση των κυτταροκινών που εκκρίνονται 

από τα Τ κύτταρα, ενεργοποιούνται, πολλαπλασιάζονται και διαφοροποιούνται ώστε να είναι 

ικανά να παράγουν αντισώματα (Σχήμα 7).

Στην πρωτογενή απόκριση τα Τ κύτταρα ενεργοποιούνται από αντιγόνα που 

επεξεργάζονται και παρουσιάζονται από δενδριτικά κύτταρα ή άλλα επαγγελματικά 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα όπως είναι τα μακροφάγα. Η ενεργοποίηση των Τ κυττάρων 

οδηγεί στη σύνθεση της IL-2, η οποία είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση και τον 

πολλαπλασιασμό των Β κυττάρων. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή αντισωμάτων 

IgM από τα Β κύτταρα.

Στη δευτερογενή απόκριση, τα Β και Τ κύτταρα έχουν ήδη εκτεθεί στα αντιγόνα και 

ενεργοποιηθεί, και σ’ αντίθεση με την πρωτογενή απόκριση, πραγματοποιείται δραστική 

αλληλεπίδραση μεταξύ των Β και των Τ κυττάρων μόνο, χωρίς τη συμμετοχή δενδριτικών 

κυττάρων ή μακροφάγων. Σ ’ αυτό το είδος απόκρισης, τα Β κύτταρα δεσμεύουν το αντιγόνο 

σε εξειδικευμένους ανοσοσφαιρικούς υποδοχείς. Στη συνέχεια το σύμπλεγμα
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αντιγόνου: ανοσοσφαιρίνης εσωτερικεύεται στο κύτταρο και αποικοδομείται. Μερικά από τα 

πεπτίδια που προκύπτουν από την αποικοδόμηση των αντιγόνων συνδέονται στα μόρια 

MHC τάξεως II και επιστρέφουν στην επιφάνεια των Β κυττάρων, όπου το σύμπλεγμα 

πεπτιδίου: MHC II μορίου παρουσιάζεται στα CD4 Τ κύτταρα που φέρουν τον κατάλληλο 

Τ κυτταρικό υποδοχέα. Κατά τη δευτερογενή απόκριση παράγονται IgG, IgA και IgE 

αντισώματα.
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CD28
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Σχήμα 7: Συνεργασία Τ και Β κυττάρων για την παραγωγή αντισωμάτων

Η παραγωγή αντισωμάτων από τα Β κύτταρα συνοδεύεται από αλληλεπιδράσεις μορίων 

επιφάνειας των Β και Τ κυττάρων και την έκκριση κυτταροκινών από τα Τ κύτταρα. 

Συγκεκριμένα, αλληλεπιδρούν τα συνδιεγερτικά μόρια Β7 που εκφράζονται στην επιφάνεια 

των ενεργοποιημένων Β κυττάρων, με τα μόρια CD28 των Τ κυττάρων. Η έκφραση των Β7 

μορίων ενισχύει την ικανότητα των Β κυττάρων να λειτουργούν ως αποτελεσματικά 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα στα Τ κύτταρα. Η αλληλεπίδραση μορίων προσκόλλησης 

όπως των LFA-1 με τα ICAM-1, συμβάλλει στην ενίσχυση της αλληλεπίδρασης μεταξύ Τ και 

Β κυττάρων. Μια εξίσου σημαντική αλληλεπίδραση είναι αυτή ανάμεσα στα μόρια CD40 

των Β κυττάρων και των προσδετών τους CD40L που βρίσκονται στα ενεργοποιημένα
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Λ Λ

Τ κύτταρα . Η αλληλεπίδραση αυτή επάγει την έκφραση των μορίων Β7 που καθοδηγούν 

την Τ κυτταρική απόκριση, προάγει τον πολλαπλασιασμό των Β κυττάρων και διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στο είδος της ανοσοσφαιρίνης που θα παραχθεί. Έλλειψη της 

αλληλεπίδρασης CD40-CD40L έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή μόνο IgM 

ανοσοσφαιρινών.

Το είδος των ανοσοσφαιρινών που παράγονται κατά τη δευτερογενή απόκριση 

εξαρτάται και από τις κυτταροκίνες που εκκρίνονται από τα Τ κύτταρα. Έτσι, εάν παράγεται 

IL-4, τα Β κύτταρα παράγουν κυρίως IgE ανοσοσφαιρίνη, εάν παράγεται IFN-γ, τα Β 

κύτταρα παράγουν IgG ανοσοσφαιρίνη.

1.5 Καρκίνος

Ο καρκίνος είναι μία σοβαρή ασθένεια η συχνότητα της οποίας τα τελευταία χρόνια 

αυξάνεται ραγδαία και οδηγεί στο θάνατο πολλούς ανθρώπους. Υπάρχουν διάφοροι τύποι 

καρκίνου. Τα καρκινώματα είναι καρκίνοι του δέρματος ή των οργάνων, τα σαρκώματα είναι 

καρκίνοι του μυϊκού ιστού ή των οστών, τα λεμφώματα είναι καρκίνοι του λεμφικού 

συστήματος και τέλος οι λευχαιμίες είναι καρκίνοι του μυελού των οστών.

Σχήμα 8: Κυτταρική διαίρεση φυσιολογικών και καρκινικών κυττάρων
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Ο καρκίνος είναι ασθένεια που προκύπτει από μη ελεγχόμενο πολλαπλασιασμό 

κυττάρων24 (Σχήμα 8). Τα κύτταρα αυτά έχουν υποστεί κάποια γονιδιακή μετάλλαξη και 

πολλαπλασιάζονται συνεχώς, άλλοτε με μεγάλο ρυθμό και άλλοτε με μικρό. Επίσης, έχουν 

την ικανότητα να μεταφέρονται σ’ άλλα σημεία του σώματος όπου επιβιώνουν και 

συνεχίζουν να πολλαπλασιάζονται. Η μετάσταση των καρκινικών κυττάρων γίνεται κυρίως 

μέσω του λεμφικού συστήματος και αποτελεί συνήθως την αιτία θανάτου των περισσότερων 

ασθενών με καρκίνο. Τέλος, τα καρκινικά κύτταρα διαφέρουν ελάχιστα σε σχέση με τα 

φυσιολογικά κύτταρα του ιστού στον οποίο αναπτύσσονται.

Μόνο ένα μικρό ποσοστό καρκίνων θεωρείται ότι κληρονομείται μέσω μεταλλάξεων 

που μεταφέρονται από τη μία γενιά στην άλλη μέσω των κυττάρων αναπαραγωγής. Οι 

περισσότεροι καρκίνοι οφείλονται σε τυχαίες μεταλλάξεις κυττάρων του σώματος24. Οι 

μεταλλάξεις αυτές προκύπτουν είτε από ενδογενείς παράγοντες όπως είναι λάθη κατά τη 

διάρκεια της κυτταρικής διαίρεσης, είτε από εξωγενείς περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως 

είναι η ραδιενέργεια ή τα χημικά. Οι γονιδιακές μεταλλάξεις των καρκινικών κυττάρων 

αναφέρονται σε γονίδια που ενισχύουν την ικανότητα πολλαπλασιασμού αυτών των 

κυττάρων (ογκογονίδια, oncogenes), σε γονίδια που προκαλούν την παύση των λειτουργιών 

του κύκλου του κυττάρου (tumor suppressor genes) και σε γονίδια που είναι δυνατόν να 

επιδιορθώσουν οποιαδήποτε βλάβη έχει υποστεί το κύτταρο (DNA repair genes).

Η καταπολέμηση του καρκίνου γίνεται με χειρουργική αφαίρεση του όγκου. Όταν όμως 

ο καρκίνος έχει προσβάλει ζωτικά όργανα η αφαίρεση του είναι αδύνατη και η θεραπεία του 

γίνεται είτε με χημειοθεραπεία, είτε με ακτινοβολία. Οι θεραπείες όμως αυτές επηρεάζουν 

εκτός από τα καρκινικά και τα φυσιολογικά κύτταρα και προκαλούν σοβαρές παρενέργειες 

στους ασθενείς. Μια νέα προσέγγιση για την καταπολέμηση του καρκίνου, δίχως σοβαρές 

παρενέργειες κατά την οποία καταστρέφονται μόνο τα καρκινικά κύτταρα είναι η 

ανοσοθεραπεία.

1.6 Καρκίνος και ανοσοποιητικό σύστημα

Το σκεπτικό της ανοσοθεραπείας του καρκίνου εισήχθηκε πρώτη φορά από τον William 

Coley πριν ένα αιώνα περίπου25. Παρόλα αυτά χρειάσθηκε να περάσουν πολλά χρόνια ώστε 

να γίνει εφικτή η κατανόηση της αλληλεπίδρασης του ανοσοποιητικού συστήματος με τα 

καρκινικά κύτταρα. Πρόσφατες ανακαλύψεις στην κυτταρική και μοριακή ανοσολογία 

έφεραν στην επιφάνεια σημαντικές ενδείξεις για την ικανότητα του ανοσοποιητικού
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συστήματος να αναγνωρίζει τα καρκινικά κύτταρα ως ξένα και να επάγει ανοσολογική 

απόκριση που οδηγεί στη μείωση τους ’ .

Η ιδανική θεραπεία για την καταπολέμηση του καρκίνου θα πρέπει να έχει τη 

δυνατότητα να καταπολεμά όγκους σε διάφορα σημεία του σώματος και να καθιστά ικανή τη 

διάκριση καρκινικών και φυσιολογικών κυττάρων. Η ανοσοθεραπεία πληρεί και τις δύο 

προϋποθέσεις. Το ανοσοποιητικό σύστημα όπως αναφέρθηκε στα προηγούμενα κεφάλαια 

περιλαμβάνει κύτταρα, τα οποία όταν ενεργοποιηθούν είναι δυνατόν να προκαλέσουν την 

καταστροφή κυττάρων στόχων και χαρακτηρίζεται από εξαιρετική εξειδίκευση. Τόσο τα 

Τ όσο και τα Β κύτταρα φέρουν υποδοχείς που επιτρέπουν στο ανοσολογικό σύστημα να 

αναγνωρίζει ένα μεγάλο αριθμό αντιγόνων.

Η αντικαρκινική δράση του ανοσοποιητικού συστήματος εντοπίζεται κυρίως στην 

κυτταρική ανοσία. Υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός μηχανισμών ικανών να προκαλούν την 

καταστροφή των καρκινικών κυττάρων και οι περισσότεροι από αυτούς τους μηχανισμούς 

εξαρτώνται από τη δράση των Τ κυττάρων. Τα ενεργοποιημένα Τ κύτταρα είναι δυνατόν να 

δράσουν απευθείας ως δραστικά κύτταρα, παρέχοντας αντικαρκινική ανοσία μέσω της λύσης 

των καρκινικών κυττάρων ή μέσω της απελευθέρωσης κυτταροκινών που διαδραματίζουν 

σημαντικό ρόλο στην αναπαραγωγή των καρκινικών κυττάρων. Αντικαρκινική ανοσολογική 

απόκριση είναι δυνατόν να επιτευχθεί και μέσω της επίδρασης των κυτταροκινών που 

παράγονται από τα Τ κύτταρα σε άλλα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος. Επίσης η 

λειτουργία των μακροφάγων, των φυσικών φονικών κυττάρων και των πολυμορφοπύρηνων 

κοκκιοκυττάρων ρυθμίζεται σημαντικά από τα Τ κύτταρα.

Είναι γνωστό πως τα CD8 Τ κύτταρα μπορούν να προκαλέσουν λύση των καρκινικών 

κυττάρων και γι’ αυτόν τον λόγο η ανοσοθεραπεία του καρκίνου είχε στραφεί μέχρι σήμερα 

στη δράση των CD8 Τ κυττάρων. Όμως, πρόσφατες μελέτες έδειξαν πως για την επαγωγή 

αντικαρκινικής ανοσολογικής απόκρισης είναι απαραίτητη η ενεργοποίηση τόσο των 

CD8 Τ κυττάρων όσο και των CD4 Τ κυττάρων 28,29 (Σχήμα 9).

Τα καρκινικά κύτταρα παρουσιάζουν τα αντιγόνα τους στα CD8 Τ κύτταρα, τα οποία με 

τη σειρά τους προκαλούν τη λύση των καρκινικών κυττάρων ή απελευθερώνουν τα αντιγόνα 

τους, τα οποία ενδοκυτταρώνονται στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Έρευνες σε ζώα 

έδειξαν πως αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα που προέρχονται από τον μυελό των οστών 

έχουν την ικανότητα να ενδοκυτταρώνουν καρκινικά αντιγόνα, να τα επεξεργάζονται και να 

τα παρουσιάζουν τόσο στα CD4 όσο και στα CD8 Τ κύτταρα, μια διαδικασία που είναι 

γνωστή ως διασταυρωτή διέγερση (cross-priming) ’ . Η ικανότητα ενός

29



αντιγονοπαρουσιαστικού κυττάρου να παρουσιάζει αντιγονικούς επιτόπους στα CD8 και 

CD4 Τ κύτταρα φαίνεται πως διευκολύνει τα CD4 Τ κύτταρα να δρουν βοηθητικά στην 

κυτταροτοξική δράση των CD8 Τ κυττάρων. Η βοηθητική δράση των CD4 Τ κυττάρων 

πραγματοποιείται μέσω απελευθέρωσης κυτταροκινών, καθώς επίσης και μέσω τις 

αλληλεπίδρασης των CD40 προσδετών των Τ κυττάρων με τα μόρια CD40 που βρίσκονται 

στην επιφάνεια των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων 32'34.

Σχήμα 9: Συνεργιστική δράση των CD8 και CD4 Τ κυττάρων στην καταστροφή των 
καρκινικών κυττάρων

1.7 Μηχανισμοί διαφυγής καρκινικού κυττάρου από την καταστροφή του

Υπάρχουν διάφοροι μηχανισμοί οι οποίοι μπορούν να βοηθήσουν ώστε τα καρκινικά 

κύτταρα να διαφύγουν την επιτήρηση του ανοσοποιητικού συστήματος. Ένας ιδιαίτερα 

σημαντικός μηχανισμός αποφυγής είναι η απώλεια των αντιγόνων MHC, γεγονός που οδηγεί 

σε ανικανότητα έκθεσης των ογκο-ειδικών αντιγόνων. Περισσότερα από το 50% των 

νεοπλασμάτων μπορεί να χάσουν ένα ή περισσότερα αλληλόμορφα της τάξης I του MHC, 

ορισμένες δε φορές χάνεται ολόκληρη η τάξη I. Έχει προσδιοριστεί μια ποικιλία μοριακών 

μηχανισμών, συμπεριλαμβανομένων μεταλλαγών στη β2-μικροσφαιρίνη και σε μεταφορείς 

πεπτιδίων. Η συχνή απώλεια των MHC από όγκους υποδηλώνει με έμφαση ότι παρατηρείται 

επιλογή αυτού, πιθανώς από κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα.

Η επαγωγή ανοσοποιητικών αποκρίσεων απαιτεί συν-διεγέρτες, όπως ακριβώς και η 

άριστη λειτουργικότητα των εκτελεστικών κυττάρων. Τα μόρια CD86 (Β7) και CD40, τα 

οποία βρίσκονται σε εξειδικευμένα APCs, είναι πλέον γνωστό ότι αποτελούν σημαντικούς
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συνδιεγέρτες οι οποίοι δρουν μέσω των υποδοχέων τους CD28 και CD40L επάνω στην 

επιφάνεια των Τ λεμφοκυττάρων. Σε πειραματικές συνθήκες, η έκθεση των συμπλεγμάτων 

MHC-πεπτιδίων προς τον υποδοχέα των Τ λεμφοκυττάρων απουσία συνδιέγερσης από το 

CD86 μπορεί να οδηγήσει σε ανέργεια. Αυτό μπορεί να αποτελεί τμήμα μιας πιο 

γενικευμένης βλάβης στην ανοσιακή απόκριση των καρκινοπαθών, επειδή, ακόμη και τα 

Τ λεμφοκύτταρα του περιφερικού αίματος των καρκινοπαθών συχνά εκδηλώνουν διαταραχές 

στη σηματοδότηση του TCR, in vitro .

Τα νεοπλασματικά κύτταρα μπορεί επίσης να μη διαθέτουν άλλα μόρια που 

απαιτούνται για την πρόσφυση των λεμφοκυττάρων, όπως είναι τα LFA-1, LFA-3 ή το 

ICAM-1, ή ίσως να εκφράζουν μόρια, όπως είναι οι βλεννίνες, οι οποίες μπορεί να 

παρεμποδίζουν την πρόσφυση. Ακόμη, μπορεί να εκκρίνουν ανοσοκατασταλτικές 

κυτταροκίνες, όπως είναι ο TGFp, ο οποίος εκκρίνεται σε μεγάλη ποσότητα από πολλούς 

όγκους και αναστέλλει διάφορες λειτουργίες λεμφοκυττάρων και μακροφάγων.

1.8 Καρκινικά αντιγόνα

Σημαντικό ρόλο στην κατανόηση της ανοσολογίας του καρκίνου διαδραμάτισε ο
■ jz

καθορισμός πολλών αντιγόνων καρκινικών κυττάρων που αναγνωρίζονται από Τ κύτταρα . 

Η φύση αυτών των αντιγόνων και κυρίως το γεγονός ότι εκφράζονται σε διάφορα είδη 

καρκίνου τα καθιστά σημαντικά για την ανάπτυξη αντικαρκινικών εμβολίων. Τα καρκινικά 

αντιγόνα είναι δυνατόν να διαχωριστούν σε δύο μεγάλες κατηγορίες37,38.

Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν τα αντιγόνα που προκύπτουν από μεταλλάξεις σημείου 

(unique antigens). Οι μεταλλάξεις συνήθως επηρεάζουν τις περιοχές κωδικοποίησης του 

γονιδίου και είναι εξειδικευμένες για λίγους μόνο ασθενείς. Τα αντιγόνα αυτά 

διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη φυσική αντικαρκινική ανοσολογική απόκριση, αλλά τα 

περισσότερα από αυτά δε μπορούν να χρησιμοποιηθούν εύκολα στην ανοσοθεραπεία του 

καρκίνου καθώς δεν εκφράζονται σε όγκους διαφορετικών ασθενών.

Στη δεύτερη κατηγορία ανήκουν τα αντιγόνα τα οποία εκφράζονται σε διάφορα είδη 

καρκίνου (shared antigens). Τα αντιγόνα αυτά είναι δυνατόν να διαχωριστούν σε τρεις 

υποκατηγορίες: στα διαφοροποιημένα αντιγόνα (differentiation antigens), στα

υπερεκφρασμένα αντιγόνα (overexpressed antigens) και στα εξειδικευμένα αντιγόνα (tumor 

specific antigens).
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Τα διαφοροποιημένα αντιγόνα εκφράζονται σε μελανώματα και φυσιολογικά 

μελανοκύτταρα και δεν είναι εξειδικευμένα. Η χρησιμοποίηση τους στην ανοσολογική 

θεραπεία του καρκίνου είναι δυνατόν να οδηγήσει σε αυτοανοσία ενάντια των αντίστοιχων 

φυσιολογικών ιστών, εκτός και αν οι φυσιολογικοί ιστοί στους οποίους εκφράζονται είναι 

δυνατόν να αφαιρεθούν. Χαρακτηριστικό παράδειγμα διαφοροποιημένου αντιγόνου είναι η 

γλυκοπρωτεΐνη 100 (Glycoprotein 100, gplOO)39*41.

Τα υπερεκφρασμένα αντιγόνα υπερεκφράζονται σε διάφορα είδη καρκίνου, αλλά 

εκφράζονται και σε μικρό ποσοστό σε πολλούς φυσιολογικούς ιστούς, γεγονός που μπορεί να 

οδηγήσει σε αυτοάνοση καταστροφή των φυσιολογικών ιστών. Παρ’ όλα αυτά έχει βρεθεί 

πως για την επαγωγή κυτταροτοξικής απόκρισης απαιτείται ένας ελάχιστος αριθμός 

πεπτιδίων42 πράγμα που σημαίνει πως το μικρό ποσοστό έκφρασης των υπερεκφρασμένων 

αντιγόνων στους φυσιολογικούς ιστούς δεν οδηγεί πάντα σε αυτοανοσία. Χαρακτηριστικό 

παράδειγμα υπερεκφρασμένου αντιγόνου είναι το HER-2/neu43, το οποίο εκφράζεται σε 

υψηλά επίπεδα στον καρκίνο του μαστού και των ωοθηκών.

Τέλος, τα εξειδικευμένα αντιγόνα εκφράζονται σε πολλά είδη καρκίνου, αλλά δεν 

εκφράζονται σε φυσιολογικούς ιστούς. Τα μόνα φυσιολογικά κύτταρα στα οποία 

εκφράζονται αυτά τα αντιγόνα είναι οι πλακούντιοι τροφοβλάστες και τα ορχικά γενετικά 

κύτταρα, στα οποία δεν εκφράζονται τα μόρια MHC τάξεως I. Έτσι, δεν υπάρχει ο κίνδυνος 

της αυτοανοσίας. Χαρακτηριστικό παράδειγμα εξειδικευμένου αντιγόνου είναι το αντιγόνο 

MAGE 3 (Melanoma-associated antigen 3).

1.9 MAGE 3 καρκινικό αντιγόνο

Η οικογένεια γονιδίων MAGE αποτελείται από δώδεκα διαφορετικά γονίδια, τα οποία 

είναι δυνατόν να κατηγοριοποιηθούν σε τρεις ομάδες: MAGE-A, MAGE-B και 

MAGE-C44·46. Το αντιγόνο MAGE 3 ανήκει στην ομάδα MAGE-A και η αλληλουχία του 

παρουσιάζει 73% ομοιότητα με το γονίδιο MAGE 1. Εκφράζεται σε υψηλή αναλογία στο 

μελάνωμα και σε διάφορα άλλα είδη καρκίνου όπως του μαστού, των πνευμόνων, του
ι

θυρεοειδούς αδένα και του εντέρου47̂ 9. Σε μελέτες που έγιναν σε ασθενείς με διάφορες

μορφές καρκίνου, έχει βρεθεί πως η χρησιμοποίηση επιτόπων του MAGE 3 καρκινικού
1 \ ·  ̂ ·

αντιγόνου οδηγεί στην επαγωγή κυτταροτοξικής ανοσολογικής απόκρισης50'56.
ι .

Έχουν γίνει διάφορες προσπάθειες για την ανίχνευση CTL αποκρίσεων στο MAGE-3 

και έχουν προσδιοριστεί MHC I εξειδικευμένοι επίτοποι. Ο Celis και οι συνεργάτες του
ϊ
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αναζήτησαν αλληλουχίες MAGE 3 που αναγνωρίζονται από τα κατάλληλα MHC (HLA-A1) 

και επέλεξαν πιθανά πεπτιδικά αντιγόνα από την ικανότητά τους να δεσμεύονται με καλή 

συγγένεια στο μόριο HLAII. Μόνο ένα εννεαπεπτίδιο (168-176) EVDPIGHLY, το οποίο έχει 

υψηλότερο βαθμό σύνδεσης με MHC, ήταν σε θέση να προκαλέσει αρχικά in vitro CTL 

αποκρίσεις σε αίμα που ελήφθη από φυσιολογικά άτομα56. Οι κυτταροτοξικές αποκρίσεις που 

προκλήθηκαν από το πεπτίδιο MAGE 3 βρέθηκαν να σκοτώνουν αποτελεσματικά αρκετές 

MAGE 3 θετικές σειρές καρκινικών κυττάρων (μελάνωμα, μαστός και προστάτης), 

δείχνοντας ότι αυτό το πεπτίδιο εκφράζεται σε σχέση με το HLA-A1 στην επιφάνεια των 

καρκινικών κυττάρων ως αποτέλεσμα της επεξεργασίας του προϊόντος του γονιδίου 

MAGE 3.

Το πεπτίδιο EVDPIGHLY προσδιορίστηκε επίσης ως επίτοπος MAGE 3 που 

αναγνωρίστηκε στα μόρια HLA-A*0101 από έναν κλώνο CTL που απομονώθηκε από έναν 

ασθενή με μελάνωμα. Αυτό το εννεαπεπτίδιο κωδικοποιείται από την αλληλουχία MAGE 3 

που είναι ομόλογη με κωδικοποιημένη αλληλουχία MAGE 1 για τον αντίστοιχο CTL 

επίτοπο . Τα πειράματα ανταγωνισμού με πεπτίδια υποκατεστημένα με Ala στις θέσεις
CH

3 (Asp) και 9 (Tyr) ήταν σημαντικά για τη σύνδεση του πεπτιδίου MAGE 3 στο HLA-A1 . 

Ο ίδιος CTL επίτοπος με μια πρόσθετη Met που συνδέθηκε στο Ν-τελικό άκρο βρέθηκε ότι 

είναι ένας HLA-B44 περιορισμένος CTL επίτοπος MAGE 3 ακολουθώντας την ίδια 

στρατηγική. CTL κλώνοι ελήφθησαν από κανονικούς HLA-B44 δότες που αναγνώριζαν όχι 

μόνο HLA-B44 κύτταρα ευαισθητοποιημένα με το πεπτίδιο αλλά και HLA-B44 καρκινικές 

σειρές που εκφράζουν το MAGE 358.

Σε μια άλλη μελέτη απομονώθηκε ένας κυτταροτοξικός Τ λεμφοκυτταρικός κλώνος 

(CTL), που είναι ειδικός για HLA-B*350159, ο οποίος αναγνωρίζει επίσης το ίδιο πεπτίδιο 

και λύει καρκινικά κύτταρα HLA-B*3501 που εκφράζουν το MAGE 3. Αυτά τα 

αποτελέσματα δείχνουν ότι η σημερινή κλινική χρήση του πεπτιδίου EVDPIGHLY μπορεί 

τώρα να επεκταθεί σε ασθενείς HLA-B*3501.

Κλινικές δοκιμές, που περιλαμβάνουν εμβολιασμό με MAGE 3 πεπτίδια, έχουν 

εφαρμοσθεί σε ασθενείς με μεταστατικό μελάνωμα. Σε μια δοκιμή που περιλαμβάνει τρεις 

μηνιαίους εμβολιασμούς με χορήγηση ενός πεπτιδίου MAGE 3 που παρουσιάζεται από 

HLA-A1 ελλείψει οποιουδήποτε ανοσοενισχυτικού, παρατηρήθηκε ότι 7 από τους 25 

ασθενείς που ολοκλήρωσαν τη δοκιμή παρουσίασαν σημαντική υποχώρηση των όγκων, σε 

τρεις από τους οποίους η υποχώρηση ήταν πλήρης60,61. Δύο από αυτούς τους ασθενείς, που 

είχαν μελάνωμα περιορισμένης μορφής, παρέμειναν υγιείς για πάνω από 3 έτη. Η υποχώρηση
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των όγκων που παρατηρήθηκε άρχισε λίγους μήνες μετά το πρώτο εμβολιασμό και πέρασαν 

αρκετοί μήνες ώσπου να γίνει πλήρης υποχώρηση των όγκων. Η υποχώρηση των δερματικών 

κονδύλων (nodules) εμφανίστηκε απουσία φλεγμονής.

Ασθενείς με προχωρημένο μελάνωμα ανοσοποιήθηκαν επίσης με δενδριτικά κύτταρα 

που έχουν προεπωαστεί με MAGE πεπτίδια. Σε μια πρώτη μελέτη, μερική υποχώρηση
✓  Λ

αναφέρθηκε για 1 από τους 4 ασθενείς που εμβολιάστηκαν . Σε μια δεύτερη μελέτη που 

περιλαμβάνει ασθενείς με προχωρημένο μελάνωμα, σημαντική εξάπλωση του MAGE 3Α1 

ειδικού CD8 κυτταροτοξικών κλώνων (CTL) προκλήθηκε σε 8/11 ασθενείς. Όλοι είχαν 

συνολική επιδείνωση, αλλά 6 από τους 11 ασθενείς παρουσίασαν υποχώρηση σε μερικές 

μεταστάσεις. Η υποχώρηση των μεταστάσεων του δέρματος σε δύο από τους ασθενείς 

συνοδεύτηκε από ερύθημα και διήθηση CD8 Τ κυττάρων54.

Ο Schultz και οι συνεργάτες του63, με την ενεργοποίηση ανθρωπίνων 

CD8 Τ λεμφοκυττάρων με αυτόλογα δενδριτικά κύτταρα μολυσμένα με έναν αδενοϊό που 

κωδικοποιεί το MAGE 3, έλαβε έναν κυτταροτοξικό Τ λέμφο κυτταρικό κλώνο (CTL) που 

αναγνώρισε ένα νέο αντιγονικό πεπτίδιο MAGE 3, AELVHFLLL (114-122), το οποίο 

παρουσιάζεται από HLA-B4 και αναγνωρίζεται από CTLs αποκλειστικά στα κύτταρα 

μελανώματος που διαθέτουν πρωτεόσωμα, που σημαίνει ότι ο κλώνος CTL αναγνώρισε το 

MAGE 3 που εκφράζει καρκινικά κύτταρα μόνο όταν κατεργάστηκε με την IFN-γ. Επομένως 

τα CTLs ενάντια σε αυτό το αντιγόνο είναι χρήσιμα μετά την έναρξη της ανοσοαπόκρισης 

στην περιοχή των όγκων.

Επίσης, ο Breckpot και οι συνεργάτες του σε μια έρευνα που έκαναν64 κατόρθωσαν να 

εντοπίσουν ένα νέο αντιγονικό πεπτίδιο κλινικού ενδιαφέροντος. Απομόνωσαν έναν CTL 

κλώνο ο οποίος είχε την ικανότητα να αναγνωρίζει το πεπτίδιο EGDCAPEEK, το οποίο 

παρουσιάζεται από HLA-Cw7 μόρια. Τα μόρια αυτά εκφράζονται στο 40% των Καυκάσιων. 

Το πεπτίδιο αυτό εντοπίζεται στην περιοχή (212-220) των MAGE-2, -3, -6 και -12. Ο CTL 

κλώνος είχε την ικανότητα να προκαλέσει την λύση HLA-Cw7 καρκινικών σειρών, οι οποίες 

είχαν τη δυνατότητα να εκφράζουν ένα από τα παραπάνω MAGE γονίδια.

Σε μια έρευνα που έγινε βρέθηκαν δύο ακόμη κυτταροτοξικοί επίτοποι65. Τα πεπτίδια 

TFPDLESEF και IMPKAGLLI μπορούν να εκφρασθούν στην επιφάνεια καρκινικών 

κυττάρων μέσω των HLA-A24 μορίων, τα οποία είναι και τα πιο συχνά εμφανιζόμενα HLA I 

μόρια στους Ασιάτες. Σε δύο από τους τέσσερις δότες παρήχθησαν CTL κλώνοι ειδικοί για 

τα πεπτίδια. Επίσης, ο Bruggen και οι συνεργάτες απέδειξαν ότι CTL κλώνους είναι δυνατόν 

να παράγει και το πεπτίδιο FLWGPRALV53. Το πεπτίδιο αυτό παρουσιάζεται στην επιφάνεια
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των καρκινικών κυττάρων μέσω του μορίου HLA-A2, το οποίο εντοπίζεται στο 32% των 

Καυκάσιων.

Δεδομένου ότι υπάρχουν σημαντικά στοιχεία για το ρόλο των CD4 Τ κυττάρων στην 

αντικαρκινική ανοσία από τη μελέτη των διηθούντων τον όγκο λεμφοκυττάρων66’67 και από 

την ανίχνευση αντισωμάτων έναντι καρκινικών αντιγόνων στους ορούς νεοπλασματικών 

ασθενών68, το MAGE 3 είναι μια άριστη πρωτεΐνη για τη μελέτη CD4 Τ κυτταρικών 

αντικαρκινικών αποκρίσεων.

Ο Manici και οι συνεργάτες του69 χρησιμοποίησαν το ΤΕΡΙΤΟΡΕ, ένα λογισμικό 

πρόβλεψης επιτόπων, για να προσδιορίσουν τμήματα αλληλουχίας στην MAGE 3 πρωτεΐνη 

με ικανότητα πρόσδεσης σε πολλά HLA-DR αλλήλια. Τα συνθετικά πεπτίδια που 

αντιστοιχούν στις προσδιορισμένες αλληλουχίες συντέθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν σε 

HLA-DR δοκιμές πρόσδεσης, όπως και για να πολλαπλασιάσουν CD4 Τ κύτταρα από το 

αίμα υγιούς δότη. Τα CD4 Τ κύτταρα αναγνώρισαν κυρίως το MAGE 3 (281-295) και, σε 

μικρότερο βαθμό, το MAGE 3 (141-155) και το MAGE 3 (146-160). Τα CD4 Τ κύτταρα, 

κυρίως των Τ βοηθητικών κυττάρων τύπου 1, παρουσίασαν συγκεκριμένη ικανότητα λύσης 

των θετικών HLA-DR11/MAGE 3 κυττάρων του μελανώματος.

Σε μια άλλη μελέτη ο Chaux και οι συνεργάτες του, με τη χρησιμοποίηση δενδριτικών 

κυττάρων που φέρουν ανασυνδιασμένη MAGE 3 πρωτεΐνη για να υποκινήσει αυτόλογα 

CD4 Τ κύτταρα, απομόνωσαν CD4 Τ κυτταρικούς κλώνους από ασθενείς με αιμοχρωμάτωση 

που αναγνώρισαν δύο διαφορετικούς MAGE 3 επιτόπους, τον MAGE 3 (114-127) και τον 

MAGE 3 (121-134), που και οι δύο παρουσιάζονται από το μόριο HLA-DR13, το οποίο 

εκφράζεται στο 20% των Καυκάσιων .

Τα ανωτέρω αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν από μια πρόσφατη μελέτη που έγινε από
η ι

τον Consogno και τους συνεργάτες του χρησιμοποιώντας την ίδια στρατηγική (λογισμικό 

ΤΕΡΙΤΟΡΕ, HLA-DR δοκιμές πρόσδεσης). Τα συνθετικά πεπτίδια που αντιστοιχούν στις 11 

προβλεφθείσες αλληλουχίες δεσμεύτηκαν από τουλάχιστον 3 διαφορετικά HLA-DR 

αλληλόμορφα γονίδια. Εννέα από τα 11 πεπτίδια προκάλεσαν πολλαπλασιασμό 

CD4 Τ κυττάρων τόσο σε υγιείς όσο και σε ασθενείς που έπασχαν από μελάνωμα. Τέσσερις 

επικρατούσες αντιγονικές περιοχές (111-125, 146-160, 191-205 και 281-295), που περιέχουν 

φυσικούς επιτόπους, αναγνωρίστηκαν από τους περισσότερους δότες, σε συνδιασμό με 3 έως 

4 διαφορετικά HLA-DR αλληλόμορφα γονίδια, καλύπτοντας κατά συνέπεια μέχρι 94% των 

αλληλόμορφων γονιδίων που εκφράζονται στους Καυκάσιους.
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Τέλος, ο Yi Zhang και οι συνεργάτες του από μελέτες που έκαναν72 πρότειναν έναν νέο 

CD4 Τ κυτταρικό επίτοπο. Ο επίτοπος αυτός αναγνωρίστηκε από τρεις διαφορετικούς 

CD4 Τ κλώνους που απομονώθηκαν από έναν ασθενή με μελάνωμα που είχε εμβολιαστεί με 

την πρωτεΐνη MAGE 3. Οι κλώνοι αυτοί μέσω του HLA-DR1 αναγνωρίζουν το πεπτίδιο 

ACYEFLWGPRALVETS, το οποίο αντιστοιχεί στην περιοχή (267-282) του MAGE 3 και 

MAGE 12 καρκινικού αντιγόνου. Ένας από τους Τ κυτταρικούς κλώνους, ο οποίος εξέφραζε 

LFA-1 σε υψηλά επίπεδα, προκάλεσε τη λύση καρκινικών κυττάρων που εκφράζουν τόσο το 

HLA-DR1 μόριο όσο και το MAGE 3 καρκινικό αντιγόνο. Ανάλογα αποτελέσματα έδωσε 

και ο επίτοπος MAGE 3 (243-258) σε έρευνα που έγινε από τον Schultz και τους συνεργάτες 

του73.

1.10 Εμβόλια για την καταπολέμηση του καρκίνου

Η αρχή στην οποία βασίζονται τα αντικαρκινικά εμβόλια είναι ότι το ανοσοποιητικά 

σύστημα είναι ικανό να επάγει αντικαρκινική απόκριση και να ενεργοποιεί μια σειρά 

αμυντικών μηχανισμών ενάντια στα καρκινικά κύτταρα. Η θεραπεία του καρκίνου μέσω 

αντικαρκινικών εμβολίων είναι δυνατόν να γίνει είτε με ενίσχυση της ικανότητας· του 

ανοσοποιητικού συστήματος να αναγνωρίζει τα καρκινικά κύτταρα ως ξένα, είτε με ενίσχυση 

της ανοσολογικής απόκρισης μέσω της αύξησης της ενεργοποίησης των λεμφοκυττάρων.

Γενικά, ο στόχος τών αντικαρκινικών εμβολίων είναι να εισάγουν το 

ανοσογόνο/αντιγόνο στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και να επάγουν μακράς διάρκειας 

ανοσία. Τα αντιγόνα είναι δυνατόν να εισαχθούν στα αντιγονοπαρουσιαστικά με διάφορες 

μεθόδους όπως είναι η εξωγενής μεταφορά των αντιγόνων (κυτταρικά και πρωτεϊνικά 

εμβόλια) ή η απευθείας μεταγωγή τους (εμβόλια ανασυνδυασμένων ιών και βακτηρίων) και 

τέλος η απευθείας μεταφορά πεπτιδικών τμημάτων (πεπτιδικά εμβόλια)74.

1.11 Προϋποθέσεις για την ανάπτυξη πεπτιδικών εμβολίων

Ο σχεδιασμός πεπτιδικών εμβολίων για την επαγωγή αντικαρκινικής Τ κυτταρικής 

απόκρισης παρουσιάζει πολλά πλεονεκτήματα . Είναι δυνατή η σύνδεση διαφορετικών 

πεπτιδίων στο ίδιο μόριο φορέα επιτρέποντας έτσι την παρασκευή πολυδύναμων συνθετικών 

εμβολίων. Επίσης, υπάρχει περιορισμός στην ανάπτυξη μη ειδικών αντισωμάτων από 

αντιγόνα-προσμίξεις λόγω της υψηλής καθαρότητας των συνθετικών πεπτιδίων. Επιπλέον, 

τα εμβόλια αυτά έχουν ενδογενή ανοσοενισχυτική δράση. Τέλος, υπάρχει η δυνατότητα
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σύνθεσης πεπτιδίων που να ξεπερνά γενετικούς περιορισμούς στην παραγωγή αντισωμάτων. 

Παρόλα αυτά, για την ανάπτυξη ενός ιδανικού πεπτιδικού εμβολίου είναι απαραίτητο να 

εκπληρωθούν κάποιοι βασικοί στόχοι76 που αναφέρονται παρακάτω.

1.11.1 Ταυτοποίηση πεπτιδικών επιτόπων Τ καρκινικών κυττάρων

Τα τελευταία χρόνια, με τη βοήθεια μοριακών και βιοχημικών μεθόδων, έχει καθοριστεί 

ένας μεγάλος αριθμός πεπτιδικών επιτόπων που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την 

ανάπτυξη πεπτιδικών εμβολίων77,78. Μία από τις μεθόδους για τον καθορισμό των 

Τ κυτταρικών επιτόπων βασίζεται στη χαρτογράφηση καρκινικών αντιγόνων που 

αναγνωρίζουν Τ κύτταρα μέσω έκφρασης συμπληρωματικών DNA βιβλιοθηκών ’ . Επίσης, 

ο καθορισμός πεπτιδικών επιτόπων γίνεται και με χαρτογράφηση πεπτιδίων που εκλούονται 

από τα MHC μόρια αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων. Η ταυτοποίηση των επιτόπων 

αυτών γίνεται με φασματοσκοπία μάζας81.

Η τρίτη και εξίσου σημαντική μέθοδος για τον καθορισμό πεπτιδικών επιτόπων είναι η 

μέθοδος πρόβλεψης82,83. Η σπουδαιότητα αυτής της μεθόδου έγκειται στο γεγονός ότι σε 

αντίθεση με τις άλλες δύο μεθόδους δεν απαιτεί τη χρησιμοποίηση καρκινικών Τ κυττάρων 

που προέρχονται από ασθενείς. Στη μέθοδο αυτή αρχικά επιλέγεται ένα καρκινικό αντιγόνο 

το οποίο πιθανόν να αναγνωρίζεται από τους Τ κυτταρικούς υποδοχείς. Η επιλεγμένη 

πρωτεΐνη θα πρέπει να υπερεκφράζεται στα καρκινικά κύτταρα σε σχέση με την έκφρασή της 

στους φυσιολογικούς ιστούς και η αλληλουχία του πιθανού καρκινικού αντιγόνου θα πρέπει 

να είναι γνωστή. Η μέθοδος αυτή ουσιαστικά αποσκοπεί στην εύρεση μικρών πεπτιδικών 

αλληλουχιών που εμπεριέχονται στην επιλεγμένη πρωτεΐνη και οι οποίες θα μπορούσαν να 

συνδεθούν με τα μόρια MHC τάξεως I και II.

1.11.2 Επιλογή των καταλληλότερων Τ κυτταρικών επιτόπων καρκινικών αντιγόνων

Η χρησιμοποίηση των τριών μεθόδων που αναφέρθηκαν παραπάνω είχε ως αποτέλεσμα 

τον καθορισμό ενός μεγάλου αριθμού κυτταροτοξικών CD8 επιτόπων. Η επιλογή των 

καταλληλότερων από αυτούς για τη χρησιμοποίησή τους στην ανάπτυξη εμβολίων βασίζεται 

κυρίως στη συχνότητα έκφρασης του καρκινικού αντιγόνου, από το οποίο προέρχεται ο 

επίτοπος, στους υπό μελέτη καρκίνους αλλά και στους φυσιολογικούς ιστούς. Επίσης, οι 

επιλεγμένοι επίτοποι θα πρέπει να συνδέονται σε ένα ευρύ φάσμα MHC αλληλόμορφων. Η 

ικανότητα των επιτόπων να συνδέονται σε συγκεκριμένα MHC αλληλόμορφα σχετίζεται με

37



τη θέση συγκεκριμένων αμινοξέων, η οποία επιτρέπει στα πεπτίδια να αλληλεπιδρούν με τις 

θέσεις πρόσδεσης πεπτιδίων στα μόρια MHC84’85.

Επίσης, είναι απαραίτητο να επιλέγονται επίτοποι που αναγνωρίζονται τόσο από CD8 

όσο και από CD4 Τ κύτταρα. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τα ενεργοποιημένα CD4 Τ κύτταρα 

ενισχύουν την κυτταροτοξική απόκριση κάνοντας τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα πιο 

δραστικά στο να ενεργοποιούν τα CD8 Τ κύτταρα και παράγοντας κυτταροκίνες που 

διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην ωρίμανση και στον πολλαπλασιασμό των 

CD8 Τ κυττάρων. Έτσι, για την επαγωγή αντικαρκινικής ανοσολογικής απόκρισης είναι 

απαραίτητη η ενεργοποίηση τόσο των CD8 Τ κυττάρων όσο και των CD4 Τ κυττάρων.

1.11.3 Ανοσογονικότητα ή απουσία αυτής-Ρόλος ανοσοενισχυτικών

Τα πρώτα πεπτιδικά αντικαρκινικά εμβόλια που περιείχαν συνθετικά πεπτίδια 

χορηγήθηκαν στους ασθενείς μέσω υποδόριας ή επιδερμικής ένεσης86*90 και δεν υπήρξε 

καμία σαφής ένδειξη Τ κυτταρικής απόκρισης. Η ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού 

συστήματος επιτυγχάνεται μόνο όταν το πεπτίδιο παρουσιαστεί στα δενδριτικά κύτταρα. 

Επίσης είναι απαραίτητη και η ενεργοποίηση των δενδριτικών κυττάρων και η μεταφορά τους 

στα δευτερογενή λεμφοειδή όργανα όπου παρουσιάζουν τα πεπτίδια στα Τ κύτταρα.

Τα δενδριτικά κύτταρα ενεργοποιούνται από μικροοργανισμούς που αναγνωρίζονται 

από το ανοσοποιητικό σύστημα ως ξένοι, όπως είναι βακτηριακό DNA και RNA και 

βακτηριακοί λιποπολυσακχαρίτες91. Επίσης, τα δενδριτικά κύτταρα μπορούν να 

ενεργοποιηθούν από προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες όπως IL-1, TNF-a, INF-γ καθώς και 

από νεκρά κύτταρα που απελευθερώνουν DNA, μιτοχόνδρια και άλλα συστατικά τους92,93. 

Είναι φανερό, λοιπόν, πως για την ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος, τα 

πεπτίδια πρέπει να χορηγηθούν με ανοσοενισχυτικά94'96 που δεν αποικοδομούνται εύκολα και 

προκαλούν τοπική φλεγμονή ώστε να προσελκύσουν τα δενδριτικά κύτταρα, καθώς επίσης 

και με IL-2, IL-12 και GM-CSF ώστε τα δενδριτικά κύτταρα να αναγνωρίσουν τα πεπτίδια ως 

απειλή 97 102 (Σχήμα 10).
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Σχήμα 10: Επίδραση ανοσοενισχυτικών στην επαγωγή κυτταροτοξικής απόκρισης

1.11.4 Ανοχή έναντι αυτοανοσίας

Πολλά καρκινικά αντιγόνα εκφράζονται και σε φυσιολογικούς ιστούς, με αποτέλεσμα 

να υπάρχει κίνδυνος να αναπτυχθεί ανοχή. Παρόλα αυτά η ύπαρξη αυτοάνοσων διαταραχών 

δείχνει ότι η ανοχή δεν λειτουργεί πάντα τέλεια. Επίσης, το μέγεθος και η ποιότητα της 

Τ κυτταρικής απόκρισης των περισσότερων αυτοαντιγόνων δεν είναι τόσο υψηλό όσο της 

Τ κυτταρικής απόκρισης που επάγεται από ξένα παθογόνα που σχετίζονται με τα αντιγόνα 

και στην οποία δεν υπάρχει το φαινόμενο της ανοχής. Οι περισσότεροι Τ κυτταρικοί επίτοποι 

που προέρχονται από καρκινικά αντιγόνα είναι ασθενή ανοσογόνα σε σχέση με τους 

επιτόπους που προέρχονται από τυπικούς μολυσματικούς παράγοντες. Από πειράματα που 

έγιναν παρατηρήθηκε πως υποκατάσταση μερικών αμινοξέων των πεπτιδικών επιτόπων 

μπορεί να αυξήσει την αντιγονικότητά και την ανοσογονικότητά τους.

Υπάρχουν δύο τρόποι με τους οποίους τα ανάλογα είναι δυνατόν να γίνουν ισχυρότερα 

από τα αρχικά πεπτίδια. Σε πολλές περιπτώσεις, η υποκατάσταση αμινοξέων που βρίσκονται 

στις θέσεις πρόσδεσης των MHC μορίων μπορεί να βελτιώσει δραστικά τη συγγένεια 

σύνδεσης του πεπτιδίου στα MHC μόρια103,104. Έρευνες που έγιναν σε ζώα έδειξαν πως η 

ανοσογονικότητα των πεπτιδίων σχετίζεται στενά με τη συγγένεια σύνδεσής τους με τα μόρια 

MHC105. Η άλλη προσέγγιση σχετίζεται με τη δημιουργία πεπτιδίων με υποκατάσταση 

αμινοξέων που αλληλεπιδρούν με τους Τ κυτταρικούς υποδοχείς, ώστε να βελτιωθεί η 

ικανότητα του συμπλέγματος πεπτιδίου: MHC μορίου να επάγει Τ κυτταρική απόκριση106*108. 

Βέβαια υπάρχει ένα βασικό μειονέκτημα όσον αφορά στα πεπτιδικά ανάλογα. Είναι δυνατόν 

τα τροποποιημένα πεπτίδια να επάγουν Τ κυτταρική απόκριση κατά την οποία οι μη

39



τροποποιημένοι επίτοποι που εκφράζονται στα καρκινικά κύτταρα να μην αναγνωρίζονται 

από τους Τ κυτταρικούς υποδοχείς109.

1.11.5 Εξειδίκευση MHC μορίων

Εκτός από την ανοσογονικότητα, για την ανάπτυξη ενός δραστικού πεπτιδικού 

αντικαρκινικού εμβολίου θα πρέπει να ληφθούν υπόψιν και οι περιορισμοί που εισάγονται 

λόγω της εξαιρετικής εξειδίκευσης των MHC μορίων110. Στις περισσότερες περιπτώσεις, ένας 

πεπτιδικός επίτοπος θα είναι χρήσιμος για τη θεραπεία ενός μικρού αριθμού ασθενών, οι 

οποίοι εκφράζουν τα MHC αλληλόμορφα που είναι ικανά να συνδεθούν με αυτά τα πεπτίδια. 

Γι’ αυτόν το λόγο, προτιμώνται πεπτιδικοί επίτοποι που είναι εξειδικευμένοι στα πιο συχνά 

εμφανιζόμενα MHC αλληλόμορφα. Έτσι, για την ανάπτυξη αντικαρκινικών εμβολίων 

χρησιμοποιούνται πεπτιδικοί επίτοποι που μπορούν να συνδέονται στα πιο συχνά 

εμφανιζόμενα MHC I αλληλόμορφα, όπως είναι τα HLA-A1,-A2,-A3,-A24,-B7 111 και στα 

mo συχνά εμφανιζόμενα MHC II αλληλόμορφα, όπως είναι τα HLA-DR1 ,-DR3,-DR4 

και -DR7112.

1.11.6 Εμβόλια με πολλούς επιτόπους

Για να είναι εφικτό ένα πεπτιδικό εμβόλιο να είναι χρήσιμο για την καταπολέμηση 

διάφορων τύπων καρκίνου (ειδικότερα στην ανάπτυξη προφυλαχτικής ανοσίας) θα πρέπει να 

εμπεριέχει περισσότερα από ένα καρκινικά αντιγόνα για κάθε τύπο καρκίνου. Τα εμβόλια 

αυτά με τους πολλαπλούς επιτόπους είναι δυνατό να αποτελούνται από μίγμα πεπτιδίων ή 

από ένα μόνο πεπτίδιο που αποτελείται από επιτόπους συνδεδεμένους γραμμικά.

Με τη χρησιμοποίηση πολλών επιτόπων από περισσότερα από ένα καρκινικά αντιγόνα 

είναι δυνατόν να αντιμετωπισθεί και το πρόβλημα της διαφυγής των καρκινικών κυττάρων 

από την καταστροφή τους. Μερικοί όγκοι παράγουν ανοσοκατασταλτικούς παράγοντες, οι 

οποίοι είτε σταματούν την αντικαρκινική δράση των CD8 Τ κυττάρων, είτε προκαλούν το 

θάνατό τους (Σχήμα 11). Μεταξύ αυτών των παραγόντων, οι TGF- β και IL-10 είναι πιθανοί 

αναστολείς της επαγωγής και της διατήρησης της κυτταροτοξικής δράσης113'116.
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Σχήμα 11: Μηχανισμοί διαφυγής καρκινικου κυττάρου από την καταστροφή του

Ένας εξίσου σημαντικός μηχανισμός ανοσολογικής διαφυγής που χρησιμοποιείται από 

τους όγκους είναι η μείωση της έκφρασης των αντιγονικών επιτόπων τους που 

αναγνωρίζονται από τα κυτταροτοξικά κύτταρα. Τα καρκινικά κύτταρα είναι δυνατόν να 

διαφύγουν από την κυτταροτοξική δράση των Τ κυττάρων μειώνοντας την έκφραση των 

MHC μορίων στην επιφάνεια των κυττάρων και την παραγωγή πεπτιδικών επιτόπων ή και 

σταματώντας την έκφραση της πρωτεΐνης του καρκινικού αντιγόνου117,118.

1.11.7 Κλινική αξιολόγηση του εμβολίου

Εκτός από τις βασικές προϋποθέσεις για την ανάπτυξη αντικαρκινικών πεπτιδικών 

εμβολίων, υπάρχουν και πολλές προϋποθέσεις που σχετίζονται με την ασφάλεια αυτών των 

εμβολίων σε κλινικές μελέτες.

Όσον αφορά στην ασφάλεια των αντικαρκινικών εμβολίων, τα συνθετικά πεπτίδια που 

χρησιμοποιούνται σε τέτοιου είδους εμβόλια θα πρέπει να συντεθούν με καλές 

παρασκευαστικές μεθόδους (Good Manufacturing Practices, GMP) πριν τη χορήγησή τους 

σε ανθρώπους. Επίσης, είναι απαραίτητο να υποβληθούν σε εκτεταμένους ελέγχους 

ποιότητας και να γίνει αξιολόγηση της ασφάλειάς τους, ώστε να επιβεβαιωθεί η ταυτότητά 

τους, η καθαρότητα, η ποσότητά τους και η απουσία ενδοτοξινών. Το προϊόν που περνάει 

από αυτούς τους ελέγχους, στη συνέχεια δοκιμάζεται σε ασθενείς για την ασφάλεια του, 

δηλαδή για το αν είναι τοξικό ή όχι και αργότερα για τη δραστικότητα του. Στο τελικό 

στάδιο, το εμβόλιο αξιολογείται κλινικά για την ικανότητά του να βελτιώνει ή να
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σταθεροποιεί την κλινική κατάσταση του ασθενούς. Επίσης, είναι διαθέσιμες 

συμπληρωματικές εργαστηριακές δοκιμές για, τον καθορισμό της ανοσογονικότητας του
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2

ΣΥΝΘΕΤΙΚΟΙ ΦΟΡΕΙΣ ΑΝΟΣΟΓΟΝΙΚΩΝ ΠΕΠΤΙΔΙΩΝ



2. ΣΥΝΘΕΤΙΚΟΙ ΦΟΡΕΙΣ ΑΝΟΣΟΓΟΝΙΚΩΝ ΠΕΠΤΙΔΙΩΝ

2.1 Εισαγωγή

Η ανάγκη της δημιουργίας ενός συνθετικού αντιγόνου/ανοσογόνου με αυξημένη 

εξειδίκευση οδήγησε στη χρησιμοποίηση μόνο των κύριων επιτόπων και τον αποκλεισμό των 

υπόλοιπων τμημάτων του αντιγόνου/ανοσογόνου1. Όμως, επειδή τα πεπτίδια, λόγω του 

μικρού μεγέθους τους, δεν είναι ισχυρές ανοσογόνες ουσίες είναι απαραίτητη η πρόσδεσή 

τους σε πρωτεϊνικούς φορείς. Μ’ αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται η ενίσχυση της 

ανοσογονικότητας/αντιγονικότητας και της σταθερότητάς τους.

2.2 Πρωτεϊνικοί φορείς

Οι πρωτεϊνικοί φορείς έχουν κατά καιρούς χρησιμοποιηθεί για την πρόσδεσή των 

αντιγονικών πεπτιδίων, η οποία έχει ως αποτέλεσμα την ενίσχυση της ανοσογονικότητας και 

της σταθερότητάς τους έναντι μηχανισμών αποικοδόμησης. Ένα βασικό χαρακτηριστικό που 

πρέπει να διαθέτουν οι πρωτεϊνικοί φορείς , είναι η ικανότητα να εισάγουν την επιθυμητή 

διαμόρφωση στον Β επίτοπο, η οποία και θα προσομοιάζει αυτή της αρχικής πρωτεΐνης. 

Επίσης, θα πρέπει να διαθέτουν Τ βοηθητικούς επιτόπους, ώστε να αναγνωρίζονται από τους 

Τ κυτταρικούς υποδοχείς.

Ένα βασικό μειονέκτημα των πρωτεϊνικών φορέων είναι το μεγάλο μέγεθος τους σε 

σχέση μ’ αυτό του αντιγονικού πεπτιδίου. Έτσι, ο επίτοπος δεν αντιπροσωπεύει παρά μόνο 

ένα μικρό κλάσμα του μακρομορίου πρωτεϊνικός φορέας-αντιγονικό πεπτίδιο. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσμα τα επιθυμητά αντισώματα να αντιπροσωπεύουν ένα μικρό κλάσμα του 

συνολικού αριθμού των παραγόμενων αντισωμάτων και κατά συνέπεια να προκαλείται μη 

επιθυμητή ανοσολογική απόκριση έναντι του μορίου του φορέα.

Επίσης, ένα σημαντικό μειονέκτημα της πρόσδεσης ενός αντιγονικού πεπτιδίου σε 

πρωτεϊνικό φορέα, είναι η τροποποίηση των αντιγονικών πεπτιδίων, καθώς και το γεγονός 

ότι δεν είναι δυνατό να υπολογιστεί επακριβώς ο αριθμός των moles του πεπτιδίου που 

προσδέθηκε στο μόριο του πρωτεϊνικού φορέα. Η πρόσδεσή του πεπτιδίου με μια σειρά 

μεθόδων πρόσδεσης στον πρωτεϊνικό φορέα, μεταβάλλει την αντιγονική συμπεριφορά του 

πεπτιδίου. Επίσης, η ακριβής δομή του πεπτιδίου μετά την πρόσδεσή του στον πρωτεϊνικό 

φορέα, παραμένει άγνωστη και επομένως η διαμόρφωση του αντιγονικού πεπτιδιού δεν 

μπορεί να προσδιοριστεί.
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Τα κριτήρια για την επιλογή του κατάλληλου πρωτεϊνικού φορέα είναι η διαλυτότητά 

του, ο ικανοποιητικός αριθμός δραστικών ομάδων στις παράπλευρες αλυσίδες, ώστε να 

επιτευχθεί η πρόσδεση του συνθετικού αντιγονικού πεπτιδίου και η μικρή διασταυρωτή 

δράση με άλλες πρωτεΐνες. Οι κυριότεροι πρωτεϊνικοί φορείς που χρησιμοποιούνται για την 

πρόσδεση συνθετικών αντιγονικών πεπτιδίων είναι οι: KLH (Keyhole Limpet Haemocyanin), 

BSA (Bovine Serum Albumin), TT (Tetanus Toxoid), DT (Diptheria Toxoid) κ.λ.π.

2.3 Συνθετικοί φορείς

Τα προαναφερθέντα μειονεκτήματα των πρωτεϊνικών φορέων έδωσαν το έναυσμα για 

την ανάπτυξη των συνθετικών φορέων. Οι συνθετικοί φορείς αντιγονικών πεπτιδίων είναι 

συνθετικά μόρια πεπτιδικής φύσης που έχουν βιοχημικές και βιοϊατρικές εφαρμογές στα 

συνθετικά εμβόλια, στις ανοσοδιαγνωστικές τεχνικές ορών, όπως επίσης και στην 

ενδοκυττάρια φαγοκυττάρωση. Σήμερα, υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός συνθετικών φορέων, 

οι γνωστότεροι από τους οποίους είναι τα MAPs (Multiple Antigenic Peptides)2"4, τα TASPs 

(Template Assembled Synthetic Proteins)3'5 και οι Επαναλαμβανόμενοι Ολιγοπεπτιδικοί 

Φορείς SOCn (Sequential Oligopeptide Carriers)3,4’6'13 που αναπτύχθηκαν στο εργαστήριό 

μας.

2.3.1 Φορέας πολλαπλών αντιγονικών πεπτιδίων (MAPs)

Στα MAPs2, σε αντίθεση με τους πρωτεϊνικούς φορείς, υπάρχει μια μικρή δομική 

μονάδα η οποία έχει τη δυνατότητα να φέρει πολλά αντίγραφα του αντιγονικού πεπτιδίου. 

Αρχικά το σύστημα MAP είχε σχεδιαστεί για να δράσει ως ισχυρό ανοσογόνο14 και 

αντιγόνο15, πολύ γρήγορα όμως οι εφαρμογές του εξαπλώθηκαν και σε άλλα επίπεδα, όπως ο 

σχεδιασμός αναστολέων16 και τεχνητών ενζύμων17, ο καθαρισμός με χρωματογραφία 

συγγένειας και ενδοκυτταρική μεταφορά .

Ο σχεδιασμός των MAPs έγινε με βάση τις παρακάτω ιδιότητες που πρέπει να 

ικανοποιούν οι συνθετικοί φορείς:

Έλλειψη ανοσογονικότητας

♦ Πολλαπλότητα αντιγράφων του ίδιου επιτόπου

♦ Δυνατότητα πρόσδεσης πολλαπλών διαφορετικών επιτόπων 

Ευκολία στη σύνθεση του φορέα
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Μια δομική μονάδα αποτελούμενη από διακλαδισμένα αμινοξέα, όπως π.χ. λυσίνη 

(Lys), ικανοποιεί τις παραπάνω ιδιότητες. Κάθε λυσίνη περιέχει δύο ελεύθερες-διαθέσιμες 

αμινομάδες (α-ΝΗ2 και ε-ΝΗ2), οπότε κάθε επίπεδο διακλάδωσης θα περιέχει 2“-1 μόρια 

λυσίνης και 2α δραστικές ομάδες. Έτσι το πρώτο επίπεδο της μήτρας προσφέρει τη 

δυνατότητα πρόσδεσης δύο επιτόπων, το δεύτερο επίπεδο αποτελείται από τρεις λυσίνες με 

αποτέλεσμα ο αριθμός των διαθέσιμων αμινομάδων να αυξάνεται σε τέσσερις κ.λ.π. 

(Σχήμα 1).

Σχήμα 1: Σχηματική αναπαράσταση των MAPs (δεύτερο επίπεδο διακλάδωσης, τέσσερις 
διαθέσιμες αμινομάδες)

Ο βέλτιστος αριθμός των διακλαδώσεων εξαρτάται από πολλούς παράγοντες. Σε αυτούς 

συμπεριλαμβάνεται, μεταξύ των άλλων, η στερική παρεμπόδιση που δημιουργείται κατά την 

πρόσδεση των αντιγονικών πεπτιδίων στο μόριο του φορέα, το μήκος και η διαμόρφωση των 

αντιγονικών πεπτιδίων, καθώς και το μοριακό βάρος του μακρομορίου. Συνήθως το δεύτερο 

και το τρίτο επίπεδο διακλάδωσης είναι ικανοποιητικά για να σχηματίσουν μια μήτρα μικρού 

μοριακού βάρους απαραίτητου για ικανοποιητική ανοσολογική απόκριση. Τα αντιγονικά 

πεπτίδια προσδένονται ομοιοπολικά στις αμινομάδες της μήτρας (του δέντρου) της λυσίνης, 

έτσι ώστε το μακρομόριο που προκύπτει να εμφανίζει υψηλή πυκνότητα των κατανεμημένων 

στην επιφάνεια αντιγονικών πεπτιδίων.
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Για τη σύνθεση των MAPs, υπάρχουν δύο διαθέσιμες στρατηγικές: 

(α) η άμεση και (β) η έμμεση μεθοδολογία. Κατά την άμεση μεθοδολογία, το αντιγονικό 

πεπτίδιο και το δέντρο της λυσίνης, συντίθενται ενιαία πάνω στο πολυμερικό υπόστρωμα 

(ρητίνη), σύμφωνα με τη βήμα προς βήμα στρατηγική της πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεά 

φάση. Το προϊόν που προκύπτει, αφού καθαριστεί με την τεχνική της διαπίδυσης ή τις 

συνήθεις χρωματογραφικές τεχνικές, μπορεί να χρησιμοποιηθεί απευθείας για ανοσοποιήσεις 

ή άλλες κλινικές εφαρμογές. Σύμφωνα με την έμμεση μεθοδολογία, ο φορέας και τα 

αντιγονικά πεπτίδια παρασκευάζονται και καθαρίζονται χωριστά και στη συνέχεια 

συνδυάζονται και σχηματίζεται το μακρομόριο MAP. Το πλεονέκτημα αυτής της μεθόδου 

είναι ότι χρησιμοποιούνται ελεύθερα και καθαρισμένα πεπτίδια. Ένα επιπλέον πλεονέκτημα, 

είναι ότι ο προσανατολισμός του αντιγονικού πεπτιδίου μπορεί να διευθετηθεί κατά παρόμοιο 

τρόπο, όπως στο αρχικό μόριο της πρωτεΐνης.

Τα πλεονεκτήματα της χρήσης του δέντρου της λυσίνης είναι τα εξής:

♦  Η στοιχειομετρική αναλογία του πεπτιδίου πάνω στη μήτρα μπορεί να προσδιοριστεί 

πλήρως.

♦ Η πρωτοταγής δομή των MAPs, μπορεί να επιβεβαιωθεί με μεγάλη ακρίβεια 

χρησιμοποιώντας αναλυτικές μεθόδους, όπως ανάλυση αμινοξέων, εύρεση αλληλουχίας και 

φασματομετρία μάζας.

♦ Δεν είναι απαραίτητη η πρόσδεση σε πρωτεϊνικό φορέα, που προκαλεί μερικές φορές 

ανεπιθύμητες ανοσολογικές αποκρίσεις.

♦ Το μοντέλο αυτό, μας δίνει τη δυνατότητα του σχεδιασμού ενός φορέα, που να συνδυάζει 

επιτόπους Β και Τ κυττάρων ή φορέα στον οποίο έχει προσδεθεί μια ανοσοενισχυτική ομάδα. 

Αυτή η δυνατότητα, προκύπτει από το γεγονός ότι μπορούν να διακριθούν εκλεκτικά οι 

α- από τις ε-αμινομάδες των λυσινών, και έτσι, διαφορετικοί επίτοποι μπορούν να 

προσδεθούν στις διαθέσιμες αμινομάδες.

Παρά τα γεγονός ότι τα MAPs παρουσιάζουν πολύ σημαντικά πλεονεκτήματα, 

υπάρχουν και κάποια βασικά μειονεκτήματα, τα οποία περιορίζουν τη χρήση τους. Ενώ τα 

MAPs είναι αποτελεσματικά ως αντιγονικά υποστρώματα για τη διεξαγωγή πειραμάτων 

αναγνώρισης αντισωμάτων σε ορούς (π.χ πειράματα ELISA), εν τούτοις παρουσιάζουν 

ορισμένα σημαντικά μειονεκτήματα, όταν χρησιμοποιούνται ως ανοσογόνα.

Τα MAPs δεν δίνουν ικανοποιητικά αποτελέσματα σε πειράματα ανοσοποιήσεων, όταν 

ο επίτοπσς βρίσκεται στο καρβοξυ-τελικό άκρο της αρχικής πρωτεΐνης, γιατί το τμήμα του
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αντιγονικού πεπτιδίου το οποίο προσδένεται στο δέντρο της Lys υφίσταται παρεμπόδιση. Σε 

ένα τέτοιο δέντρο της Lys, τα αμινοξέα του καρβοξυ-τελικού άκρου του αντιγονικού 

πεπτιδίου δεν αναμένεται να είναι διαθέσιμα για την πρόσδεση με το αντίσωμα. Έτσι, τα 

αντισώματα που προκύπτουν από τις ανοσοποιήσεις με MAPs, σε ορισμένες περιπτώσεις, δεν 

αναγνωρίζουν την αρχική πρωτεΐνη. Από την άλλη πλευρά, τα αμινοξέα του αμινοτελικού 

άκρου έχει βρεθεί ότι είναι τα περισσότερο αντιγονικά στην αλληλουχία του αντιγονικού 

πεπτιδίου και αυτό γιατί είναι εκτεθειμένα στην επιφάνεια ενός MAP μακρομορίου και 

επομένως είναι περισσότερο ευκίνητα.

Ορισμένα από τα συστήματα MAPs στα οποία έχουν προσδεθεί αντιγονικά 

εικοσαπεπτίδια εμφανίζουν ευρείες κορυφές στην υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 

ανάστροφης φάσης (RP-HPLC)19’20, πράγμα που καθιστά τον παραπέρα καθαρισμό τους 

ιδιαίτερα επίπονο. Προβλήματα προέκυψαν και κατά το χαρακτηρισμό των MAPs με 

φασματομετρία μάζας (electron spray ionization), που αποδίδονται στο γεγονός ότι ορισμένες 

προστατευτικές ομάδες είναι στερικά παρεμποδισμένες, μη εκτεθειμένες στο διαλύτη και 

επομένως δεν απομακρύνονται ποσοτικά κατά την αντίδραση αποπροστασίας. Τα συνολικά 

προβλήματα, μπορεί να οφείλονται στη γεωμετρική πολυπλοκότητα του μακρομορίου, στον 

υψηλό βαθμό διακλάδωσης των MAPs ή στην ανομοιογένεια του επιθυμητού προϊόντος, 

οφειλόμενη σε προσμίξεις MAPs μικρότερου επιπέδου διακλάδωσης που δεν

απομακρύνθηκαν κατά την πορεία. Τα προ βλήματα* αυτά μπορούν να ξεπεραστούν κατά την
■0,

εφαρμογή της έμμεσης μεθοδολογίας πρόσδεσης ήδη καθαρισμένων πεπτιδικών τμημάτων.

Τέλος, σε ορισμένα συστήματα MAPs στα οποία έχει προσδεθεί σημαντικός αριθμός 

υδρόφοβων αμινοξέων εμφανίζονται σοβαρά προβλήματα διαλυτότητας, που δυσκολεύουν 

αφάνταστα τις παραπάνω τεχνικές καθαρισμού.
-Τ'. ^

y ί *

2.3.2 Μεθοδολογία TASP (Template Assembled Synthetic Protein) ,

Μια ενδιαφέρουσα μεθοδολογία που χρησιμοποιείται για το σχεδιασμό των πρωτεϊνών, 

είναι η εισαγωγή και η σταθεροποίηση μικρών δευτεροταγών δομών με κατάλληλη συνθετική, 

πορεία.. Αυτή η διαφορετική μεθοδολογία για τη σχεδίαση πρωτεϊνών, ώστε να ξεπεραστούν 

οι αναδιπλώσεις του μορίου, είναι το μοντέλο ΤASP (Σχήμα 2). Ο τοπολογικός φορέας 

TASP κατευθύνει την ενδομοριακή αναδίπλωση των ομοιοπολικά προσδεδεμένων'' 

πεπτιδικών τμήμάΐων σε μια προκαθορισμένη τριτοταγή διαμόρφωση, η οποία μιμείται αυτήν
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της επιλεγμένης πρωτεΐνης. Η εισαγωγή αυτής της μεθοδολογίας έγινε αναγκαία ύστερα από 

τις σύγχρονες απαιτήσεις για τη σύνθεση μορίων που να μιμούνται τις πρωτεΐνες.

Τέτοια μόρια διαθέτουν ομάδες με κατάλληλο προσανατολισμό ώστε να μπορούν να 

μιμηθούν (δομικά και διαμορφωτικά) πεπτίδια και πρωτεΐνες σε διάφορα πειράματα μοριακής 

αναγνώρισης. Η προσομοίωση πεπτιδίων και πρωτεϊνών έχει σαν σκοπό, την παρασκευή πιο 

απλοποιημένων και από συνθετικής πλευράς πιο προσιτών, μορίων. Η μεθοδολογία TASP 

οδηγεί στη σύνθεση δομικών μοτίβων προκαθορισμένης διαμόρφωσης στο χώρο, που 

μιμούνται βιοδραστικές διαμορφώσεις πεπτιδίων.

Τα TASPs αποτελούνται από μια δομική μονάδα η οποία φέρει δραστικές ομάδες πάνω 

στις οποίες προσδένονται ομοιοπολικά οι πρωτεΐνες. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, ο φορέας TASP 

κατευθύνει την ενδομοριακή αναδίπλωση των ομοιοπολικά προσδεδεμένων πεπτιδικών 

τμημάτων σε μια προκαθορισμένη δευτεροταγή διαμόρφωση, η οποία μιμείται την αρχική 

πρωτεΐνη. Στη βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί αρκετές εφαρμογές των TASPs, τα οποία 

μιμούνται πρωτεΐνες, καταλυτικά κέντρα και το μείζον σύστημα ιστοσυμβατότητας τάξεως I 

(MHC I), κ.λ.π.

Σχήμα 2: Σχηματική αναπαράσταση ενός μακρομορίοο TASP
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Δύο μεθοδολογίες έχουν εφαρμοστεί για τη σύνθεση των πρωτεϊνών: η βήμα προς βήμα 

στρατηγική σύνθεσης της πρωτεΐνης πάνω σε πολυμερικό υπόστρωμα (ρητίνη) ή η σύζευξη 

πεπτιδικών τμημάτων σε διάλυμα (συμπύκνωση πεπτιδικών τμημάτων). Μολονότι τα 

τελευταία χρόνια η πεπτιδική σύνθεση σε στερεά φάση έχει παρουσιάσει σημαντικά βήματα 

ανάπτυξης και πρωτεΐνες με μήκος 100 αμινοξέων μπορούν να παρασκευαστούν, η 

συσσώρευση των παραπροϊόντων κατά τη διάρκεια των πολλαπλών βημάτων σύζευξης 

καθιστούν τον καθαρισμό του τελικού προϊόντος μια επίπονη και χρονοβόρα διαδικασία. Η 

συμπύκνωση πεπτιδικών τμημάτων, έχει το πλεονέκτημα ότι τα πεπτιδικά τμήματα 

καθαρίζονται στην προστατευμένη τους μορφή, χαρακτηρίζεται όμως από τη μικρή 

διαλυτότητα των προστατευμένων πεπτιδικών τμημάτων και από τη μεγάλη τάση για 

ρακεμοποίηση που εμφανίζουν τα α-καρβοξυ-ενεργοποιημένα πεπτίδια. Πολλές από τις 

παραπάνω δυσκολίες μπορούν να αντιμετωπιστούν χρησιμοποιώντας τη μεθοδολογία 

χημειοεκλεκτικής πρόσδεσης.

2.3.3 Επαναλαμβανόμενοι Ολιγοπεπτιδικοί Φορείς (Sequential Oligopeptide Carriers,
SOC„)

Για την επίτευξη αποτελεσματικής ανοσοποίησης, όσον αφορά στη χρήση συνθετικών 

πεπτιδίων (επιτόπων) μικρού μοριακού βάρους έναντι της φυσικής πρωτεΐνης, απαιτείται η 

πρόσδεση του αντιγονικού πεπτιδίου σε ένα μόριο μεγάλου μοριακού βάρους. Αν και 

αντιγόνα προσδεδεμένα σε φυσικές πρωτεΐνες (BSA) ή σε MAPs προκαλούν την παραγωγή 

αντισωμάτων μετά από ανοσοποίηση, εν τούτοις εμφανίζουν σοβαρά μειονεκτήματα, όπως η 

παραγωγή αντισωμάτων έναντι του φορέα ή του μακρομορίου αντιγόνου-φορέα, καθώς και 

μεταβολές της αντιγονικής συμπεριφοράς του επιτόπου λόγω αλλαγής της ενεργού 

διαμόρφωσής του κατά την πρόσδεσή του στο φορέα. Για την αντιμετώπιση των 

προβλημάτων αυτών συντέθηκαν φορείς αντιγονικών πεπτιδίων με επαναλαμβανόμενη 

πεπτιδική αλληλουχία, SOCs, επιδιώκοντας τη σταθεροποίηση της δευτεροταγούς δομής 

αυτών, για την καλύτερη δυνατή παρουσίαση και αντιγονική έκφραση του επιτόπου.

Ο συνθετικός φορέας πολλαπλών αντιγόνων SOCn-I, είναι αντιγονικά αδρανής, με 

προκαθορισμένη διαμόρφωση, τέτοια ώστε να επιβάλλει τον κατάλληλο για την αντιγονική 

έκφραση προσανατολισμό των συνδεδεμένων αντιγόνων στο χώρο. Ο φορέας SOCn-I 

αποτελείται από μια επαναλαμβανόμενη ακολουθία αμινοξέων, Lys-Aib-Gly (Σχήμα 3). Η 

εισαγωγή της Lys κρίθηκε αναγκαία για την ομοιοπολική πρόσδεση του επιτόπου στην ε-ΝΗ2
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αυτής, η συμμετοχή του Aib είναι καθοριστική για την εισαγωγή της ελικοειδούς δομής του 

πεπτιδικού σκελετού και τέλος η Gly επιλέχθηκε λόγω του μικρού στερεοχημικού της όγκου. 

Οι επαναλαμβανόμενοι ολιγοπεπτιδικοί φορείς SOCn, βρέθηκαν ότι λαμβάνουν μια κανονική 

δευτεροταγή δομή επιτρέποντας με αυτόν τον τρόπο στα αντιγονικά ή/και ανοσογονικά 

πεπτίδια να διατηρούν τη φυσική «ενεργό» διαμόρφωσή τους, χωρίς να αλληλεπιδρούν ούτε 

μεταξύ τους, ούτε με το μόριο του φορέα.

Σχήμα 3: Σχηματική αναπαράσταση ενός μακρομορίου SOC4-I

Η σύνθεση των SOCn γίνεται με τις αρχές της βήμα προς βήμα στρατηγικής σε στερεά 

φάση. Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης του φορέα (επιθυμητό μήκος), τα αντιγόνα 

εισάγονται στις ε-αμινομάδες των λυσινών, οι οποίες έχουν εισαχθεί στον φορέα σαν 

Boc-Lys(Fmoc)-OH ή σαν Fmoc-Lys(Mtt)-OH, σύμφωνα με την Boc- και Fmoc-μεθοδολογία 

της στερεάς φάσης αντίστοιχα. Το πεπτίδιο αποκόπτεται από τη ρητίνη και αφού κατεργαστεί 

κατάλληλα, εξασφαλίζεται η μέγιστη δυνατή καθαρότητά του με RP-HPLC. Η πιστοποίηση 

της καθαρότητας αλλά και η ταυτοποίηση (χαρακτηρισμός) του προϊόντος γίνεται με 

αναλυτική HPLC, φασματομετρία μάζας και φασματοσκοπία ’H-NMR.

Διαμορφωτικές μελέτες με 'H-NMR έδειξαν ότι ο φορέας προσλαμβάνει δομή 

3ιο-κεκαμένης έλικας8,9 (Σχήμα 4), καθώς επίσης και ότι οι παράπλευρες αλυσίδες των 

λυσινών κατευθύνονται προς την ίδια πλευρά της έλικας. Η δομή αυτή του φορέα 

διευκολύνει τα αντιγονικά ή/και ανοσογονικά πεπτίδια να διατηρούν την αρχική, φυσική 

" ενεργό " διαμόρφωσή τους, χωρίς να αλληλεπιδρούν ούτε μεταξύ τους ούτε με το μόριο του 

φορέα. Η κανονικότητα της δομής του μορίου του φορέα, καθώς και η απουσία 

διαμορφωτικών περιορισμών και στερικών παρεμποδίσεων8,9, ευνοούν μια βέλτιστη 

αναγνώριση από αντισώματα και δημιουργούν ισχυρά ανοσογονα ’ .
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Σχήμα 4: To SOC4-I από δεδομένα NMR και Μοριακής Δυναμικής

Ύστερα από μικρή τροποποίηση του φορέα SOCn-I προέκυψε ο φορέας SOC„-II, ο 

οποίος έχει βελτιωμένο ελικοειδή χαρακτήρα και οι παράπλευρες αλυσίδες των λυσινών 

προσανατολίζονται σε αντίθετες κατευθύνσεις στο χώρο, σε σύγκριση με τον φορέα SOCn-I. 

Ο νέος αυτός φορέας αποτελείται από το επαναλαμβανόμενο τετραπεπτίδιο Aib-Lys-Aib-Gly 

και έχει αυξημένο ελικοειδή χαρακτήρα, που σύμφωνα με τα βιβλιογραφικά δεδομένα 

αποδίδεται στη μεγάλη περιεκτικότητα της πεπτιδικής αλληλουχίας σε Aib, το οποίο ως 

γνωστό σταθεροποιεί ελικοειδείς δομές λόγω της διαμορφωτικής ακαμψίας που προκύπτει 

από την παρουσία δύο μεθυλενομάδων στο α-άτομο του άνθρακα (Σχήμα 5). Η 

διαμορφωτική μελέτη του νέου αυτού φορέα έδειξε ότι λαμβάνει δομή κανονικής 3ίο έλικας 

λόγω αυξημένου ποσοστού Aib στην πεπτιδική αλληλουχία23.

Σχήμα 5: Σχηματική αναπαράσταση ενός μακρομορίου SOC4-II
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3

ΠΕΠΤΙΔΙΚΗ ΣΥΝΘΕΣΗ



3. ΠΕΠΤΙΛΙΚΗ ΣΥΝΘΕΣΗ

3.1 Εισαγωγή

Ο όρος "πρωτεΐνη" προέρχεται από την ελληνική λέξη πρώτος ή πρωταρχικός, γεγονός 

που φανερώνει τη σημασία αυτής της ομάδας των μορίων. Οι πρωτεΐνες είναι υπεύθυνες για 

τις πρωταρχικές λειτουργίες ενός ζωντανού κυττάρου.

Ο όρος «πεπτίδιο» προέρχεται από τη λέξη πέψη ή πεπτόνη (προϊόντα πέψης των 

πρωτεϊνών) και αναφέρεται σε μικρές ενώσεις, οι οποίες είναι αρκετά όμοιες με τις 

πρωτεΐνες, εκτός του ότι οι τελευταίες είναι ενώσεις με μεγαλύτερο μοριακό βάρος. Οι 

πρωτεΐνες και τα πεπτίδια παίζουν σημαντικό ρόλο σε πολυάριθμες βιολογικές και 

φυσιολογικές πορείες στους ζωντανούς οργανισμούς: συμμετέχουν στη διακυτταρική 

επικοινωνία ως ορμόνες και νευροδιαβιβαστές, δρουν ως αντισώματα στο ανοσοποιητικό 

σύστημα και συμμετέχουν στη μεταφορά ποικίλων ουσιών διαμέσου των βιολογικών 

μεμβρανών.

Η σύνθεση του διπεπτιδίου γλυκίνη-γλυκίνη (Gly-Gly) με υδρόλυση της 

δικετοπιπεραζίνης της γλυκίνης από τον Ε. Fischer1 το 1901, θεωρείται ότι είναι η αρχή της 

χημείας των πεπτιδίων. Όμως, η πεπτιδική σύνθεση οδηγήθηκε σε ένα άλλο επίπεδο με την 

εισαγωγή της καρβοβενζόξυ ομάδας για την παροδική προστασία της αμινομάδας, το 1931 

από τους M.Bergmann και L. Zerva. Στη συνέχεια ακολούθησε η ανάπτυξη ενός μεγάλου 

αριθμού προστατευτικών ομάδων ’ , ενώ παράλληλα γίνονταν έρευνες για την ανακάλυψη 

νέων μεθόδων σύζευξης. Η σημαντικότερη καινοτομία σ’ αυτή την κατεύθυνση ήταν η 

εισαγωγή της μεθόδου του καρβοδιϊμιδίου το 1955 από τους J.C. Sheehan και G.P.Hess4 

καθώς επίσης και από τον H.G.Khorana5.

Η σημαντικότερη ανακάλυψη στην πεπτιδική σύνθεση έγινε το 1963, όταν ο 

B.Merrifield εισήγαγε τη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση (Solid Phase Peptide Synthesis, 

SPPS)6. Σε αντίθεση με τη μεθοδολογία σύνθεσης πεπτιδίων σε υγρή φάση7'10, όπου μετά 

από κάθε αντίδραση το προϊόν είναι απαραίτητο να απομονωθεί και να καθαριστεί πριν από 

το επόμενο βήμα, στη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση το πεπτίδιο συντίθεται πάνω σε 

ένα αδιάλυτο πολυμερές βάσει μιας σειράς προσθετικών κύκλων. Έτσι, μετά από κάθε 

αντίδραση τα παραπροϊόντα απομακρύνονται εύκολα με έκπλυση και διήθηση. Λόγω της 

ταχύτητας και της απλότητας των επαναλαμβανομένων βημάτων, το μεγαλύτερο τμήμα της 

σύνθεσης πεπτιδίων σε στερεή φάση υπόκειται σε αυτό ματοποίηση.
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3.2 Αμινοξέα

Τα αμινοξέα (α-αμινοκαρβονικά οξέα), αποτελούν τα δομικά συστατικά των 

πρωτεϊνών, και είναι ιδιαίτερα σημαντικά ενδιάμεσα του μεταβολισμού. Πολλές από τις 

βιολογικές λειτουργίες του ζωντανού κυττάρου όπως, η πρωτεϊνοσύνθεση, η αναπαραγωγή, ο 

μεταβολισμός της γλυκόζης κ.α, ρυθμίζονται κυρίως από τη δράση των αμινοξέων και κατ’ 

επέκταση των πεπτιδίων.

Τα αμινοξέα, όπως υποδηλώνει και η ονομασία τους, περιέχουν δύο λειτουργικές 

ομάδες: τη βασική αμινομάδα και την όξινη καρβοξυλομάδα. Και τα 20 είναι α-αμινοξέα, που 

σημαίνει ότι σε όλα η αμινομάδα αποτελεί υποκαταστάτη στο άτομο άνθρακα που βρίσκεται 

σε θέση α ως προς το καρβοξύλιο. Όλα τα φυσικά αμινοξέα, εκτός της προλίνης (Pro), είναι 

πρωτοταγείς αμίνες, RNH2, και διαφέρουν μεταξύ τους μόνον ως προς τη φύση των 

υποκαταστατών στην πλευρική αλυσίδα. Η γενική σύνταξη των αμινοξέων φαίνεται στο 

Σχήμα 1.

Σχήμα 1: Γενική σύνταξη των αμινοξέων

Η Pro είναι το μόνο κυκλικό αμινοξύ με δευτεροταγή αμινομάδα και στην οποία το 

άζωτο και τα α-άτομα άνθρακα αποτελούν τμήμα ενός πυρρολιδινικού δακτυλίου. Με 

εξαίρεση τη γλυκίνη (Gly), όλοι οι α-άνθρακες των αμινοξέων είναι ασύμμετρα κέντρα. 

Παρόλο που τα αμινοξέα μπορούν να υπάρξουν σε δύο εναντιομερείς μορφές, η φύση 

χρησιμοποιεί στη βιοσύνθεση των πρωτεϊνών μόνο το ένα εναντιομερές. Λόγω της 

στερεοχημικής τους ομοιότητας με τα L σακχαρα, τα φυσικά αμινοξέα αναφέρονται και ως 

L-αμινοξέα.
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Τα 20 συνήθη αμινοξέα μπορούν να ταξινομηθούν περαιτέρω, ως ουδέτερα, όξινα ή

αμινομάδες (λυσίνη, αργινίνη και ιστιδίνη).

Και τα 20 αμινοξέα είναι απαραίτητα στην πρωτεϊνική σύνθεση, όμως ο ανθρώπινος 

οργανισμός μπορεί να βιοσυνθέσει μόνο τα 10 από αυτά. Τα υπόλοιπα 10 ονομάζονται 

απαραίτητα αμινοξέα, γιατί ο οργανισμός πρέπει να τα αποκτήσει με τη διατροφή.

3.3 Πεπτιδικός δεσμός

Ο πεπτιδικός δεσμός11 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 2) :

βασικά, ανάλογα με τη δομή της πλευρικής αλυσίδας τους. Δεκαπέντε από τα 20 αμινοξέα 

έχουν ουδέτερες πλευρικές αλυσίδες, δύο διαθέτουν μια επιπλέον καρβοξυλική ομάδα 

(ασπαρτικό οξύ και γλουταμικό οξύ), ενώ τρία φέρουν στις πλευρικές αλυσίδες βασικές

Α μινοξύ 1 Α μινοξό 2

Πετττίδικός δεσμός

Σχήμα 2: Σχηματισμός πεπτιδικού δεσμού
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Η ισορροπία της παραπάνω 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, περίπου 

4 Kcal/mol).

Τα καρβοξυλικά οξέα αντιδρούν με αμίνες σε υψηλές θερμοκρασίες και μπορούν να 

παραχθούν αμίδια. Οι θερμοκρασίες όμως στις οποίες γίνονται τέτοιες αντιδράσεις δεν είναι 

κατάλληλες για τα πεπτίδια τα οποία είναι γενικά θερμοευαίσθητες ενώσεις. Επειδή, λοιπόν, 

η πεπτιδική σύνθεση απαιτεί ήπιες συνθήκες είναι απαραίτητο να ενεργοποιηθεί μια 

τουλάχιστον από τις δραστικές ομάδες των αμινοξέων. Κατά κύριο λόγο ενεργοποιείται το 

καρβοξύλιο του αμινοξέος με τη μετατροπή σε κάποιο παράγωγο καρβοξυλικού οξέος.

Η μετατροπή της καρβοξυλομάδας σε ένα ενδιάμεσο μεγάλης δραστικότητας (υψηλής 

ενέργειας) επιτυγχάνεται με υποκατάσταση του υδροξυλίου από έναν υποκαταστάτη (X) 

δέκτη ηλεκτρονίων (Σχήμα 3). Το γεγονός αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της 

πολικότητας της καρβονυλικής ομάδας και επομένως του ηλεκτρονιόφιλου χαρακτήρα του 

ατόμου άνθρακα. Έτσι γίνεται ευκολότερη η πυρηνόφιλη προσβολή της αμινομάδας του 

αμινοξέος που πρόκειται να ακυλιωθεί11.

Ε ν ε ρ γ ο π ο ίη σ η : R—C O O H  ------ ►

r 3 - x 9
! _ R — C— X ------ --  R— C +  Η Χ

Σ ύ ζευ ξη : +Τ 1
Η—Ν - Η Η—Ν ~ Η Ν - Η

I
1

R' R' R'

Σχήμα 3: Ενεργοποίηση του καρβοξυλίου του Ν-τελικού αμινοξέος και πυρηνόφιλη 
προσβολή της αμινομάδας του αμινοξέος που θα ακυλιωθεί στην ενεργοποιημένη 
καρβονυλομάδα
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Η σύνθεση, λοιπόν, ενός πεπτιδίου αποδεικνύεται μια σύνθετη και πολύπλοκη 

διαδικασία, αφού πρέπει να ληφθούν υπόψη σημαντικοί παράγοντες που επηρεάζουν το 

τελικό αποτέλεσμα. Έτσι, λοιπόν, δεν αρκεί η ενεργοποίηση του καρβοξυλίου για να πάρουμε 

το επιθυμητό προϊόν, καθώς οι πλευρικές δραστικές ομάδες είναι δυνατόν να λάβουν μέρος 

σε ανεπιθύμητες αντιδράσεις και να οδηγήσουν στο σχηματισμό παραπροϊόντων και γι’ αυτό 

πρέπει να προστατεύονται. Επίσης, απαιτείται παροδική προστασία της α-αμινομάδας του 

Ν-τελικού αμινοξέος καθώς και του α-καρβοξυλίου του C-τελικού αμινοξέος. Ιδιαίτερα 

σημαντική είναι και η επιλογή των μεθόδων που θα εφαρμοστούν για το σχηματισμό του 

πεπτιδικού δεσμού. Δεδομένου ότι τα αμινοξέα (εκτός από τη γλυκίνη) περιέχουν ένα 

ασύμμετρο α-άτομο άνθρακα θα πρέπει να ληφθούν μέτρα ώστε να αποφευχθεί κατά τη 

σύζευξη η ρακεμίωση, η οποία οδηγεί στη δημιουργία ανεπιθύμητων προϊόντων, που 

δύσκολα μπορούν να διαχωρισθούν με τις συνήθεις μεθόδους καθαρισμού. Είναι φανερό 

λοιπόν πως η σύνθεση των πεπτιδίων είναι μια πολύπλοκη διαδικασία και απαιτείται μεγάλη 

προσοχή στο σχεδιασμό και στη διεξαγωγή της.

3.4 Χαρακτηριστικά του πεπτιδικού δεσμού

Στα τέλη της δεκαετίας του 1930 οι Linus Pauling και Robert Corey ξεκίνησαν 

κρυσταλλογραφικές μελέτες με ακτίνες X για τον προσδιορισμό της λεπτομερούς δομής των 

αμινοξέων και των πεπτιδίων. Μια σημαντική ανακάλυψη ήταν ότι η πεπτιδική ομάδα 

αποτελεί μια άκαμπτη και επίπεδη μονάδα. Δεν υπάρχει ελεύθερη περιστροφή γύρω από το 

δεσμό του καρβονυλικού ατόμου του άνθρακα και του αζώτου (πεπτιδικός δεσμός), καθώς ο 

αμιδικός δεσμός έχει μερικώς χαρακτήρα διπλού δεσμού, ο οποίος οφείλεται στον παρακάτω 

συντονισμό (Σχήμα 4):

Ο περιορισμός της ελεύθερης περιστροφής γύρω από τον πεπτιδικό δεσμό C-N είναι 

αποτέλεσμα της μεσομέρειάς του, η οποία οδηγεί στην ύπαρξη δύο ισομερών μορφών, των 

cis και trans. Περισσότερο σταθερή είναι η trans-μορφή, καθότι υπάρχει ένα αξιοσημείωτα 

υψηλό ενεργειακό φράγμα μεταξύ των δύο μορφών. Στα πεπτίδια και στις πρωτεΐνες 

υπερισχύει γενικά η trans-μορφή με εξαίρεση την προλίνη και τα Ν-μεθυλιωμένα αμινοξέα 

(πχ. σαρκοσίνη), για τα οποία ο πεπτιδικός δεσμός, στον οποίο συμμετέχει η δευτεροταγής 

αμινομάδα, είναι δυνατόν να έχει την cis ή την trans διαμόρφωση ’ . Επίσης, cis ισομερείς 

μορφές απαντώνται κατά ανάγκη στις δικετοπιπεραζίνες, οι οποίες είναι τα απλούστερα 

κυκλικά πεπτίδια που σχηματίζονται από δύο αμινοξέα.
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Σχήμα 4: Μεσομέρεια των cis και trans μορφών του πεπτιδικού δεσμού

Στον πεπτιδικό δεσμό, το μήκος του δεσμού C-N είναι 1.32 Α7, δηλαδή μεταξύ ενός 

απλού δεσμού C-N και ενός διπλού δεσμού C=N (1.27 Α). Αντίθετα, ο δεσμός μεταξύ ενός 

ατόμου α-άνθρακα και του άνθρακα του καρβονυλίου είναι καθαρά απλός δεσμός. Ο δεσμός 

μεταξύ ατόμου α-άνθρακα και του αζώτου του πεπτιδίου είναι επίσης απλός δεσμός 

(Σχήμα 5).

Σχήμα 5: Μήκη δεσμών σε ένα διπεπτίδιο

Αντίθετα με τον πεπτιδικό δεσμό, υπάρχει πλήρης (θεωρητικά) ελευθερία περιστροφής 

γύρω από τους δύο απλούς δεσμούς του α-άνθρακα με το άζωτο της α-αμινομάδας και τον 

άνθρακα της καρβοξυλομάδας. Η κύρια αλυσίδα, λοιπόν, μπορεί να περιστραφεί από τη μία ή 

από την άλλη πλευρά της άκαμπτης πεπτιδικής ομάδας. Η στροφή του δεσμού μεταξύ του

α·ο
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αζώτου και του α-άνθρακα στην κύρια αλυσίδα ονομάζεται δίεδρη γωνία φ και η στροφή 

μεταξύ του α-άνθρακα και του καρβονυλικού ατόμου άνθρακα λέγεται γωνία ψ. Όταν είναι 

γνωστές οι τιμές των γωνιών στρέψης φ και ψ, είναι δυνατόν να προσδιοριστεί με απόλυτη 

ακρίβεια η στερεοδιάταξη της κύριας πεπτιδικής αλυσίδας (Σχήμα 6).

Σχήμα 6: Οι γωνίες φ και ψ ενός πεπτιδίου

3.5 Αρχές πεπτιδικής σύνθεσης

Η σύνθεση πεπτιδίων είναι μια πολύπλοκη διαδικασία και απαιτεί μεγάλη προσοχή στο 

σχεδιασμό της, όσον αφορά στην επιλογή κατάλληλων προστατευτικών ομάδων και 

συνθηκών, ώστε να είναι επιτυχές το αποτέλεσμα. Μια επιτυχής, λοιπόν, πεπτιδική σύνθεση 

προϋποθέτει:

1) Παροδική προστασία της α-αμινομάδας του Ν-τελικού αμινοξέος με κατάλληλη ομάδα X 

που μειώνει τον πυρηνόφιλο χαρακτήρα της. Χαρακτηριστικό γνώρισμα αυτής της ομάδας 

πρέπει να είναι η σταθερότητα της κατά τη διάρκεια της σύζευξης και η ευκολία 

απομάκρυνσής της κάτω από συνθήκες που δεν καταστρέφουν τον πεπτιδικό δεσμό. Επίσης, 

οι προστατευτικές αυτές ομάδες X πρέπει να μην αλλοιώνουν τη στερεοχημεία του αμινοξέος 

ή του πεπτιδίου. Κοινό στοιχείο όλων των α-αμινοπροστατευτικών ομάδων είναι ότι ανήκουν 

στην τάξη των καρβαμιδικών εστέρων -  ουρεθάνες. Αυτό συμβαίνει γιατί έχει παρατηρηθεί 

ότι τέτοιου είδους ομάδες ελαχιστοποιούν τη ρακεμίωση. Οι κυριότερες 

α-αμινοπροστατευτικές ομάδες που χρησιμοποιούνται ευρέως στην πεπτιδική σύνθεση είναι: 

>* η t-βουτυλοξυκαρβονυλομάδα (Boc)2,14,

>► η 9- φλουορενυλο-μεθυλοξυκαρβονυλομάδα (Fmoc)3,

>· η βενζυλοξυκαρβονυλομάδα (Ζ)15,

>■ η τριφαινυλμεθυλομάδα (Tit)16'18,

>· η αλλυλοξυκαρβονυλομάδα (Alloc)19,20 κ.λ.π.
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2) Παροδική προστασία του α-καρβοξυλίου του C-τελικού αμινοξέος με τη χρήση 

κατάλληλης ομάδας. Ο γενικός τρόπος για την προστασία της καρβοξυλομάδας είναι η 

μετατροπή της σε εστερομάδα (μεθυλ, αιθυλ, βενζυλ ή t-βουτυλ-εστέρας). Η προστασία της 

α-καρβοξυλομάδας δεν είναι απαραίτητη κατά τη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση αφού η 

καρβοξυλομάδα του C-τελικού αμινοξέος είναι συζευγμένη πάνω στο πολυμερές, 

χρησιμοποιείται όμως ευρύτατα στη σύνθεση πεπτιδίων σε υγρή φάση.

3) Παροδική προστασία των δραστικών ομάδων στις παράπλευρες αλυσίδες των αμινοξέων. 

Τέτοιες δραστικές ομάδες είναι: η ε-ΝΗ2 της λυσίνης, το β-COOH του ασπαρτικού, η -SH 

της κυστεΐνης, η -ΟΗ της σερίνης και της τυροσίνης, η γουανιδινομάδα της αργινίνης, κ.λ.π.

4) Σχηματισμός του πεπτιδικού δεσμού. Ο σχηματισμός του πεπτιδικού δεσμού απαιτεί την 

ενεργοποίηση της καρβοξυλομάδας του Ν-τελικού αμινοξέος και την ακόλουθη σύζευξη με 

την αμινομάδα του άλλου αμινοξέος. Οι μέθοδοι που χρησιμοποιούνται κυρίως για αυτήν την 

ενεργοποίηση είναι: η χρήση των αντιδραστηρίων σύζευξης, η μέθοδος των ενεργών 

εστέρων, η μέθοδος των ανυδριτών, των αζιδίων και των χλωριδίων.

5) Απομάκρυνση των προστατευτικών ομάδων. Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης 

απομακρύνονται οι προστατευτικές ομάδες σε συνθήκες που δεν καταστρέφονται οι 

πεπτιδικοί δεσμοί και το πεπτίδιο λαμβάνεται σε ελεύθερη μορφή.

Η σύνθεση των πεπτιδίων μπορεί να επιτευχθεί είτε σε υγρή, είτε σε στερεή φάση. Η 

σύνθεση μεγάλων πεπτιδικών αλυσίδων σε υγρή φάση με προσθήκη ενός αμινοξέος κάθε 

φορά αποτελεί μία χρονοβόρα και ιδιαίτερα επίπονη διαδικασία, ενώ παράλληλα παρουσιάζει 

και προβλήματα διαλυτότητας και μικρής απόδοσης. Η πεπτιδική σύνθεση στερεής φάσης 

εισήχθη από τον Bruce Merrifield6’13 με στόχο να ξεπεραστούν πολλά από τα προβλήματα της 

σύνθεσης πεπτιδίων σε υγρή φάση.

3.6 Σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση

Κατά τη σύνθεση των πεπτιδίων σε στερεή φάση (κατά Merrifield) το πεπτίδιο 

συντίθεται πάνω σε ένα αδιάλυτο πολυμερές υπόστρωμα (ρητίνη). Το C-τελικό αμινοξύ 

προσδένεται πάνω στην ρητίνη, ενώ η Ν“- αμινομάδα του και η παράπλευρη αλυσίδα του, αν 

αυτό είναι απαραίτητο, είναι κατάλληλα προστατευμένες. Η πεπτιδική σύνθεση από το 

σημείο αυτό και μετά συνεχίζεται με επαναλαμβανόμενους κύκλους αποπροστασίας της 

Ν“-αμινομάδας και σύζευξης του επόμενου κατάλληλα προστατευμένου αμινοξέος. Με τον 

τρόπο αυτό το επιθυμητό πεπτίδιο συντίθεται πάνω στη ρητίνη από το C-τελικό προς το
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Ν-τελικό άκρο (C—»Ν στρατηγική). Επειδή το πεπτίδιο μένει συνδεδεμένο πάνω στην 

αδιάλυτη ρητίνη, η περίσσεια των αντιδραστηρίων σύζευξης και τα παραπροϊόντα 

απομακρύνονται εύκολα με έκπλυση της ρητίνης με κατάλληλους διαλύτες και διήθηση 

αυτών. Όταν η σύνθεση ολοκληρωθεί το πεπτίδιο αποκόπτεται από τη ρητίνη με τη χρήση 

κατάλληλων αντιδραστηρίων. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται υψηλή απόδοση του 

επιθυμητού προϊόντος και ελάχιστη ή καθόλου ρακεμοποίηση αυτού.

Για τη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθούν δύο 

ειδών στρατηγικές. Η Fmoc (Σχήμα 7) και η Boc (Σχήμα 8) στρατηγική. Εφόσον 

ολοκληρωθεί η σύνθεση του επιθυμητού πεπτιδίου και αφού επιλεγεί το κατάλληλο 

αντιδραστήριο αποκοπής από την ρητίνη επιτυγχάνεται η ταυτόχρονη αποπροστασία των 

παράπλευρων αλυσίδων και η αποκοπή του πεπτιδίου από το πολυμερές.

Με τη μεθοδολογία αυτή είναι δυνατόν να συντεθούν μεγάλα πεπτίδια σε σχετικά μικρό 

χρονικό διάστημα και σε ικανοποιητικό βαθμό καθαρότητας, ενώ δεν προκύπτουν 

προβλήματα διαλυτότητας ενδιάμεσων προϊόντων, καθότι το πεπτίδιο παραμένει 

προσδεδεμένο στη ρητίνη καθόλη τη διάρκεια της σύνθεσης.
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Σχήμα 7: Γενική πορεία σύνθεσης πεπτιδίων σε στερεή φάση με την Fmoc-στρατηγική σε 
ρητίνη Wang (ρ-αλκοξυβενζυλοξυβενζυλ-ρητίνη) με προσδεδεμένο το πρώτο αμινοξυ στο 
στερεό πολυμερές

68



Σχήμα 8: Γενική πορεία σύνθεσης πεπτιδίων σε στερεή φάση με την
Boc-στρατηγική σε ρητίνη Pam (φαινυλοακεταμιδομεθυλ-ρητΐνη)
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3.6.1 Το στερεό πολυμερές

Για να χρησιμοποιηθεί ένα στερεό πολυμερές στη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση 

θα πρέπει να έχει τα εξής χαρακτηριστικά:

1) Πρέπει να είναι χημικώς αδρανές σ’ όλον τον κύκλο της σύνθεσης και να μην 

αλληλεπιδρά με τα χρησιμοποιούμενα αντιδραστήρια και διαλύτες.

2) Τα σωματίδια του πολυμερούς να είναι κατάλληλου σχήματος και μεγέθους ώστε να 

επιτρέπουν τη διόγκωσή του με κατάλληλους διαλύτες για την ευκολότερη διάχυση των 

αντιδραστηρίων και την εύκολη απομάκρυνσης της περίσσειας αυτών και των 

παραπροϊόντων με απλή έκπλυση και διήθηση.

3) Να είναι αδιάλυτο σε όλα τα αντιδραστήρια και τους διαλύτες που χρησιμοποιούνται κατά 

τη διάρκεια της σύνθεσης.

4) Να φέρει δραστική ομάδα που θα επιτρέπει την ποσοτική σύζευξη του πρώτου αμινοξέος 

μέσω ομοιοπολικού δεσμού και τέλος να αποσπάται εύκολα στο τέλος της σύνθεσης.

Η διόγκωση του πολυμερούς είναι αναγκαία, έτσι ώστε τα σημεία στα οποία 

ανοικοδομείται η πεπτιδική αλυσίδα να είναι εύκολα προσβάσιμα (Σχήμα 9).

|

Σχήμα 9: Σχηματική αναπαράσταση διόγκωσης 
και συρρίκνωσης ρητίνης με εφαρμογή κατάλληλον διαλύτη

Η πρώτη ρητίνη που χρησιμοποιήθηκε για τη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση ήταν 

η ρητίνη του Merrifield, η οποία αποτελεί ακόμη ένα από τα κύρια πολυμερικά υποστρώματα 

για τη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση. Η ρητίνη Merrifield αποτελεί τη βάση για 

περαιτέρω ανάπτυξη με αποτέλεσμα τα τελευταία χρόνια να έχουν παραχθεί πολλές νέες 

ρητίνες με ποικίλες ιδιότητες.
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Φ  Ρητίνη του Merrifield

Παρακάτω αναφέρονται τα κυριότερα πολυμερικά υποστρώματα που έχουν αναπτυχθεί

και χρησιμοποιηθεί στην πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση.

Η ρητίνη του Merrifield21,22 είναι ένα χλωρομεθυλιωμένο συμπολυμερές 

στυρολίου-διβινυλοβενζολίου που φέρει ομάδες βενζυλο-χλωριδίου. Χρησιμοποιείται 

σύμφωνα με την Boc-στρατηγική για τη σύνθεση μικρού ή μεσαίου μεγέθους πεπτιδίων 

καθώς ο εστερικός δεσμός του πεπτιδίου με τη ρητίνη δεν είναι πολύ σταθερός σε 

επαναλαμβανόμενη κατεργασία με TFA. Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη γίνεται με 

τη χρήση ισχυρών οξέων (συνήθως HF) και το πεπτίδιο λαμβάνεται με ελεύθερο το C-τελικό 

καρβοξύλιο. Ένα βασικό μειονέκτημα της ρητίνης Merrifield είναι η δυσκολία στην 

προσκόλληση του C- τελικού αμινοξέος.

•  Pam Ρητίνη

Η Pam ρητίνη23,24 (φαινυλοακεταμιδομεθυλ-ρητίνη) χρησιμοποιείται για τη σύνθεση 

μεγάλων πεπτιδίων. Η παρουσία της ηλεκτρονιοελκτικής ακεταμιδομάδας στην πάρα θέση 

του βενζολικού δακτυλίου αυξάνει τη σταθερότητα του εστερικού δεσμού σχεδόν 100 

φορές περισσότερο από την ρητίνη του Merrifield. Κατά συνέπεια μειώνονται οι απώλειες 

κατά το στάδια της αποπροστασίας. Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη γίνεται με HF 

και το C- τελικό αμινοξύ του πεπτιδίου λαμβάνεται στην καρβοξυλική του μορφή.

71



Φ ΜΒΗΑ Ρητίνη

Η ΜΒΗΑ (4-μεθυλοβενζυδρυλαμίνη) ρητίνη26 χρησιμοποιείται ευρύτατα για τη 

σύνθεση πεπτιδίων με την Boc-στρατηγική. Η απομάκρυνση του πεπτιδίου από την ΜΒΗΑ 

ρητίνη είναι δυνατή χρησιμοποιώντας άνυδρο HF, ενώ το C-τελικό άκρο του πεπτιδίου 

λαμβάνεται στην αμιδική του μορφή.

•  Wang ρητίνη

Η Wang ρητίνη (ρ-αλκοξυβενζυλοξυβενζυλ-ρητίνη)27"29 χρησιμοποιείται για τη 

σύνθεση πεπτιδίων με την Fmoc-στρατηγική. Το πεπτίδιο προσδένεται στο στερεό πολυμερές 

μέσω εστερικού δεσμού που έχει έναν αλκόξυ ηλεκτρονιοδότη υποκαταστάτη στην πάρα 

θέση. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα, η αποκοπή του πεπτιδίου να λαμβάνει χώρα κάτω από ήπιες 

συνθήκες (κατεργασία με TFA) και στο τέλος το πεπτίδιο παραλαμβάνεται με ελεύθερο το 

C-τελικό καρβοξύλιο.
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#  Rink amide ρητίνη

H Ring amide {4- [2 ’ ,4 ’ -διμεθοξυ-φαινυλ-(9-φλουο ρενυλμεθοξυκαρβονυλ)

αμινομεθυλ]-φαινοξυ} ρητίνη30,31 χρησιμοποιείται για τη σύνθεση πεπτιδικών αμιδίων με την 

Fmoc-στρατηγική. Η αποκοπή του πεπτιδίου από την ρητίνη γίνεται με χαμηλές συγκεντρώσεις 

TFA.

•  2-χλωροτρίτυλο ρητίνη

Η 2-χλωροτρίτυλο ρητίνη32,33 χρησιμοποιείται στην Fmoc-στρατηγική. Η μεγάλη 

ευαισθησία της στα οξέα, επιτρέπει την απόσπαση του πεπτιδίου από την ρητίνη με κατεργασία 

με 1 % TFA ή AcOH/TFE/DCM (1:2:7) δίνοντας πεπτίδια με το C-τελικό αμινοξύ στην 

καρβοξυλική του μορφή. Το συνδεδεμενο στο πολυστυρόλιο 2-χλωρο-τριφαίνυλο 

μεθυλοχλωρίδιο παρουσιάζει μεγάλη στερεοχημική παρεμπόδιση αποτρέποντας με αυτόν τον 

τρόπο το σχηματισμό δικετοπιπεραζίνης34. Ένα επιπλέον προτέρημα αυτής της ρητίνης είναι η 

απευθείας σύνδεση του πρώτου αμινοξέος με ήπιες συνθήκες (DIEA/DCM) και ο μικρός 

χρόνος σύζευξης. Οι συνθήκες αυτές αποτρέπουν τη ρακεμίωση αμινοξέων όπως της ιστιδίνης 

και της κυστέίνης και καθιστούν τη χρήση της ρητίνης απλή και εύκολη.
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3.6.2 Προστασία-Αποπροστασία α-αμινομάδας

Η προστασία της α-αμινομάδας των αμινοξέων και των πεπτιδίων που θα 

αντιδράσουν για να σχηματίσουν τον πεπτιδικό δεσμό κρίνεται απαραίτητη ώστε να 

αποφεύγεται η εμπλοκή της ομάδας αυτής σε παράπλευρες αντιδράσεις και στη δημιουργία 

παραπροϊόντων. Όλα αυτά τα χρόνια που μελετάται η πεπτιδική σύνθεση, έχει προταθεί μια 

πληθώρα προστατευτικών ομάδων. Οι συνηθέστερα χρησιμοποιημένες ομάδες για την 

προστασία των α-αμινομάδων είναι η tert-βουτυλοξυκαρβονυλομάδα (Boc) και η 

9-φλουο ρενυλο μεθυλοκαρ βονυλο μάδα (Fmoc).

Boc Fmoc

Η Boc ομάδα είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη στα οξέα με συνέπεια η απομάκρυνση της να 

γίνεται με κατεργασία με ασθενή οξέα όπως το τριφθοροξικό οξύ. Αρχικά, γίνεται 

κατεργασία για 3 λεπτά για την απομάκρυνση των μεγαλύτερων ποσοτήτων των 

καρβοκατιόντων που σχηματίζονται και στη συνέχεια για 12 λεπτά, προκειμένου να 

επιτευχθεί η ποσοτική απομάκρυνση της Boc-ομάδας. Η αποπροστασία της 

Ν°-αμινομάδας με τις παραπάνω συνθήκες έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία τριφθοροξικού 

άλατος. Για την εξουδετέρωση του σχηματιζό μενού άλατος του τριφθοροξικού 

χρησιμοποιείται διάλυμα διΐσρπροπυλαιθυλαμίνης (DIEA) σε DCM (7-10% ν/ν) (Σχήμα 10).

Σχήμα 10: Αντίδραση απομάκρυνσης της Boc-προστατευτικής ομάδας
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Αντίστοιχα, η απομάκρυνση της Fmoc ομάδας είναι εφικτή παρουσία ασθενών βάσεων 

σε ήπιες συνθήκες, συνήθως με κατεργασία με διάλυμα 20% πιπεριδίνης σε DMF. Η 

Fmoc ομάδα απομακρύνεται από την άμινο ομάδα με απόσπαση πρωτονίου παρουσία 

δευτεροταγών αμινών (Σχήμα 11). Δημιουργείται ένα καρβαμιδικό οξύ, το οποίο στη 

συνέχεια απελευθερώνει διοξείδιο του άνθρακα και παρέχει την ελεύθερη αμίνη. Το 

κυριότερο πλεονέκτημα της Fmoc προστατευτικής ομάδας είναι το γεγονός ότι οι αμινομάδες 

λαμβάνονται στην αποπρωτονιωμένη μορφή και όχι πρωτονιωμένες όπως συμβαίνει κατά την 

αποπροστασία ομάδων με επίδραση οξέων.

Σχήμα Π : Αντίδραση απομάκρυνσης της Fmoc-προστατευτικής ομάδας

3.6.3 Προστασία των παράπλευρων δραστικών ομάδων των αμινοξέων

Κατά την πεπτιδική σύνθεση πολύ σημαντικό ρόλο διαδραματίζει η σωστή επιλογή της 

προστασίας των παράπλευρων δραστικών ομάδων των αμινοξέων που θα χρησιμοποιηθούν, 

ώστε να αποφευχθούν παράπλευρες ανεπιθύμητες αντιδράσεις. Η επιλογή αυτών βασίζεται στη 

στρατηγική που θα ακολουθηθεί, στη μέθοδο σύζευξης, στη διαλυτότητα του αμινοξέος καθώς 

επίσης και στην αλληλουχία του σχηματιζόμενου πεπτιδίου. Οι ομάδες που χρησιμοποιούνται 

για την προστασία των παράπλευρων δραστικών ομάδων των αμινοξέων θα πρέπει να είναι 

σταθερές κατά την πορεία επιμήκυνσης της αλυσίδας, επομένως θα πρέπει να μην είναι 

ευαίσθητες στα αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται για την αποπροστασία των 

α-αμινομάδων και να απομακρύνονται μόνο στο τέλος της πεπτιδικής σύνθεσης.
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Οι συνηθέστερες προστατευτικές ομάδες που χρησιμοποιούνται στη σύνθεση πεπτιδίων 

σε στερεή φάση φαίνονται στον Πίνακα 1.

Πίνακας 1: Οι συνηθέστερες προστατευτικές ομάδες που χρησιμοποιούνται για τη 
σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση

Π ροστατευτική ομάδα Σ υντομογραφία Τ ύπος

A cetam idom ethyl

Α κεταμιδομάδα
Acm

Allyloxycarbonyl 

Αλλυλο ξυκαρβόνυλο
Alloc

h2c= ch—ch2— 0 —c—

Benzyl

Βενζυλομάδα
Bzl Ο "* -

Benzyloxy

Βενζυλοξυομάδα
OBzl

Benzyloxycarbonyl 

Β ε νζυλοξυκαρ βο νυλο
Z

t-Butoxycarbonyl

t-Βουτοξυκαρβονυλο
Boc Hicl r t

t-Butoxy

t-Βουτοξυ
t-BuO

CH3

c h 3

Benzyloxym ethyl

Βενζυλοξυμεθυλο
Bom — CH t - Q — C H j—

2,4-D initrophenyl

2,4-Δ ινιτροφαινυλομάδα
D np

/N O ,

Fluorenylm ethoxycarbonyl

Φλουορενυλμεθοξυκαρβόνυλο
Fmoc 1Γ
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4-MethyltrityI

4-Μεθυλοτριτυλο
Mtt

O r>
2.2.4.6.7- Pentamethyl- 

dihydrobenzofurane-5-sulfonyl

2.2.4.6.7- Πενταμεθυλο- 

διϋδροφουράνο-5-σουλφόνυλο

Pbf

0H3U

2,2,5,7,8-Pentamethyl- 

chromane-6-sulfonyl 

2,2,5,7,8 Πενταμεθυλο- 

χρωμανο-6-σοϋλφόνυλο

Pmc

HjcV  \  /CHiHjd\ // \jM-/I
Η3</ NCH3

Tosyl

Τοξυλ
Tos "■^Oi

Trity 1 

Τριτυλο
Trt O0¥ b

3.6.4 Ορθογωνική προστασία

Η ορθογωνική προστασία αναφέρεται στην ύπαρξη πολλών προστατευτικών δραστικών 

ομάδων στο ίδιο μόριο όπου η αποπροστασία της κάθε μίας γίνεται ανεξάρτητα της 

άλλης ' .Γ ια  παράδειγμα, η αλλυλοξυκαρβονυλομάδα (Alloc) στην ε-ΝΗ2 της λυσίνης και 

η tert-βουτυλοξυκαρβονυλομάδα (Boc) στην α-ΝΗ2, όπως και ο βενζυλεστέρας στο 

β-καρβοξύλιο του ασπαρτικού οξέος και ο t-βουτολόξυκαρβονυλο καρβαμιδικός εστέρας της 

α-αμινομάδας του ίδιου αμινοξέος, αποτελούν ορθογωνική προστασία γιατί η κάθε μία 

μπορεί να αποχωριστεί από το ασπαρτικό οξύ χωρίς να επηρεάζεται η άλλη. Οι συνηθέστερες 

ορθογωνικές προστασίες των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων που χρησιμοποιούνται 

στην πεπτιδική σύνθεση στερεής φάσης δίνονται στο παράρτημα (Πίνακας 2).
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Πίνακας 2: Οι συνηθέστερες ορθογωνικές προστασίες των παράπλευρων αλυσίδων των 
αμινοξέων που χρησιμοποιούνται στην πεπτιδική σύνθεση στερεής φάσης

Αμινοξύ Boc-στρατηγική Fmoc-στρατηγική

AtS Mts37, Tos38 Mtr39'40, Pbf41, Pmc42

Asn, Gin Trt43-45, Xan46 Trt

Asp, Glu OBzl47, Alloc, OcHx48 OtBu49, OAllyl50

Cys Acm51, Trt, pMeBzl52 Acm, tBu, Trt53

His Bom54, Tos55, Dnp56, Trt Boc57, Trt58

Lys Fmoc, Z59, 2-C1-Z60 Boc, Alloc60, ivDde61

Ser, Thr Bzl62 TBu

Tip For63, Mts Boc

Tyr Bzl, 2,6-Di-Cl-Bzl, 2-Br-Z TBu

3.6.5 Σχηματισμός αμιδικού δεσμού-Αντιδραστήρια σύζευξης

Ένα από τα σημαντικότερα βήματα στην πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση είναι η 

σύζευξη, δηλαδή η αντίδραση μεταξύ δύο αμινοξέων και ο σχηματισμός του πεπτιδικού 

δεσμού. Οι κύριες μέθοδοι για τη δημιουργία πεπτιδικού δεσμού είναι η μέθοδος των αζιδίων, 

των καρβοδιιμιδίων, των ανυδριτών και των αντιδραστηρίων σύζευξης. Οι κυριότεροι 

παράγοντες που λαμβάνονται υπόψη για την επιλογή της μεθόδου σύζευξης κατά τη σύνθεση 

πεπτιδίων είναι:

α) ο γρήγορος σχηματισμός του πεπτιδικού δεσμού

β) η υψηλή απόδοση

γ) η απουσία παράπλευρων αντιδράσεων

δ) η απλή διαδικασία καθαρισμού του προϊόντος και

ε) ο περιορισμός της ρακεμίωσης.

Μια ευρέως χρησιμοποιημένη τεχνική για το σχηματισμό του πεπτιδικού δεσμού είναι 

η χρήση των αντιδραστηρίων σύζευξης. Τα αντιδραστήρια σύζευξης είναι ενώσεις που 

προστίθενται στο μίγμα ενός Να-προστατευμένου αμινοξέος με ελεύθερη καρβοξυλομάδα και 

ενός δεύτερου αμινοξέος με ελεύθερη αμινομάδα. Η χρήση τους είναι ευρύτατη λόγω της 

απλότητάς τους και της μεγάλης ταχύτητας δράσης τους στην αντίδραση σύζευξης. 

Παρακάτω αναφέρονται συγκεντρωτικά οι κυριότερες κατηγορίες αντιδραστηρίων σύζευξης:
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#  Καρβοδιϊμίδια

Το Ν,Ν-δικυκλοεξυλοκαρβοδιϊμίδιο, γνωστό ως DCC4,64 αποτελεί ένα κλασικό 

αντιδραστήριο σύζευξης για το σχηματισμό του πεπτιδικού δεσμού. Πρόσφατα, για το σκοπό 

αυτό χρησιμοποιείται το διϊσοπροπυλοκαρβοδιϊμίδιο (DIC)65 που πλεονεκτεί έναντι του DCC 

λόγω του υδατοδιαλυτού παραπροϊόντος που δίνει.

DCC

h3c

yCH
H3C

/CH3
—Ν-----C = N  CH<

vch3

DIC

#  Νέα βελτιωμένα αντιδραστήρια σύζευξης

Στην πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση, τα τελευταία χρόνια χρησιμοποιούνται 

ευρύτατα ως αντιδραστήρια σύζευξης, φωσφονικά ή ουρονικά παράγωγα. Αυτά τα παράγωγα 

βρήκαν εφαρμογή στη σύνθεση αρκετά πολύπλοκων πεπτιδίων. Ένα ιδιαίτερα σημαντικό 

αντιδραστήριο που ανήκει σ’αυτήν την κατηγορία είναι το εξαφθοροφωσφορικό άλας του 

βενζοτριαζολυλ-τρις(διμεθυλοαμινο)φωσφονικού (ΒΟΡ)66,67.

Το ΒΟΡ είναι σταθερό, κατά τη σύζευξη δίνει λιγότερες παράπλευρες αντιδράσεις, 

^αντιδρά σε θερμοκρασία περιβάλλοντος και ελαχιστοποιεί τη ρακεμοποίηση. Λόγω όμως της 

τοξικότητάς τού προτιμάται το PyBOP68’69.

Επίσης, στην πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση χρησιμοποιούνται πολύ συχνά ως 

αντιδραστήρια σύζευξης το TBTU (βενζοτριαζολ-τετραμεθυλο-ουρονικό-τετραφθοροβορικό 

άλας)70’71 και το HBTU (βενζοτριαζολ-τετραμεθυλο-ουρονικο-εξαφθοροφωσφορικό
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άλας)72,73. Τα αντιδραστήρια αυτά διακρίνονται από χαμηλό βαθμό ρακεμοποίησης κατά τη

χρήση τους όπως επίσης και από μικρό απαιτούμενο χρόνο αντίδρασης.

Ο πιθανός μηχανισμός δράσης του TBTU και των συγγενικών μ’ αυτό ενώσεων 

φαίνεται στο Σχήμα 12.

Τα μειονεκτήματα των διαφόρων μεθόδων σύζευξης (ρακεμοποίηση) είναι δυνατόν να 

αντιμετωπισθούν με προσθήκη βοηθητικών πυρηνόφιλων, όπως το 

1-υδροξυβενζοτριαζόλιο HOBt74'76, καθώς επίσης και του αζαβενζοτριαζολίου HOAt77,78.



Σχήμα 12: Προτεινόμενος μηχανισμός δράσης του TBTU
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3.6.6 Δοκιμές χρωματομέτρησης της ρητίνης

Οι δοκιμές αυτού του είδους είναι γρήγορες, απαιτούν μικρή ποσότητα ρητίνης (μερικοί 

κόκκοι είναι αρκετοί) και είναι αρκετά ικανές να δείξουν μικρές ποσότητες δραστικών 

ομάδων στο υπόστρωμα. Υπάρχουν αρκετές δραστικές ομάδες οι οποίες μπορούν να 

ανιχνευθούν με αυτού του είδους τις δοκιμές, ωστόσο οι πιο συχνά ανιχνεύσιμες είναι οι 

αμινομάδες. Κάποιες από τις πλέον χρησιμοποιούμενες δοκιμές για την ανίχνευση 

πρωτοταγών ή δευτεροταγών αμινομάδων είναι:

♦ δοκιμή Νινυδρίνης (Kaiser Test)

δοκιμή του Μπλε της Βρωμοφαινόλης (Bromophenol Blue)

^  δοκιμή χλωρανίλης (Chloranil Test)
"70Η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη δοκιμή είναι δοκιμή Kaiser (Ninhydrin Color Test), η 

οποία χρησιμοποιείται κυρίως για την ανίχνευση των πρωτοταγών αμινών (Σχήμα 13). Η 

κατεργασία της ρητίνης η οποία φέρει την αμινομάδα με νινυδρίνη, δίνει το χαρακτηριστικό 

μπλε χρώμα του Ruhemann. Ωστόσο, παρά το γεγονός ότι είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη η δοκιμή 

αυτή για τις πρωτοταγείς αμίνες είναι λιγότερο χρήσιμη για την ανίχνευση των δευτεροταγών 

αμινών.

Κατά το τεστ αυτό η νινυδρίνη αντιδρά με τα αμινοξέα με μια αντίδραση 

τρανσαμίνωσης-αποκαρβοξυλίωσης (Σχήμα 13).
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3.6.7 Ρόλος διαλυτών κατά την πεπτιδική σύνθεση

Οι διαλύτες παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στην πεπτιδική σύνθεση, ειδικά όταν αυτή
ο λ  ο ι

γίνεται στη στερεή φάση ’ . Οι περισσότερο συχνά χρησιμοποιούμενοι είναι το 

διχλωρομεθάνιο και το διμεθυλοφορμαμίδιο.

Οι ιδιότητες που πρέπει να έχει ένας διαλύτης ώστε να είναι κατάλληλος για χρήση, 

στη σύνθεση πεπτιδίων σε στερεά φάση είναι:

Φ  να διογκώνει αρκετά τη ρητίνη,

Φ  να βοηθάει στην έκθεση της Ν-τελικής αμινομάδας στο ακυλιωτικό αντιδραστήριο, 

ψ  να αυξάνει τη ταχύτητα των αντιδράσεων ενεργοποίησης και ακυλίωσης, και 

Ψ  να μη διευκολύνει τη ρακεμίωση (πολικοί διαλύτες συνήθως ευνοούν τη ρακεμίωση).

3.6.8 Αποκοπή του πεπτιδίου από το στερεό πολυμερές

Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης του πεπτιδίου πάνω στο στερεό πολυμερές 

ακολουθεί αποκοπή του με χρήση κατάλληλου αντιδραστηρίου. Οι συνθήκες πρέπει να είναι 

τέτοιες που να επιτρέπουν την αποκοπή του πεπτιδίου χωρίς όμως να το καταστρέψουν. Η 

χημική -μέθοδος που χρησιμοποιείται συνήθως είναι η επεξεργασία της πεπτιδορητίνης με 

οξέα. Η επιλογή του 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.

Στην Boc-στρατηγική για την αποκοπή του πεπτιδίου από το στερεό πολυμερές γίνεται 

χρήση πολύ ισχυρών οξέων όπως είναι το υγρό υδροφθόριο (HF) ή το 

τριφθορομεθανοσουλφονικό οξύ (TFMSA). Για την αποκοπή πεπτιδίων που συντίθονται με 

τη Fmoc-στρατηγική χρησιμοποιούνται πιο ήπια οξέα, όπως το τριφθοροξικό οξύ (TFA). Με 

την αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη έχουμε και ταυτόχρονη απομάκρυνση των 

προστατευτικών ομάδων των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων. Αυτό έχει ως 

συνέπεια, το μίγμα της αντίδρασης αποκοπής να είναι πλούσιο σε ηλεκτρονιόφιλα 

αλκυλιωτικά σωματίδια. Για την αποφυγή παράπλευρων αντιδράσεων του πεπτιδίου με αυτά 

τα σωματίδια, το διάλυμα αποκοπής είναι απαραίτητο να περιέχει μόρια παγίδες (scavengers) 

(Σχήμα 14) που έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν τα σωματίδια αυτά. Τα μόρια παγίδες που 

χρησιμοποιούνται πιο συχνά είναι η ανισόλη, η φαινόλη και παράγωγα θειολών.
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Σχήμα 14: Οι πιο συχνά χρησιμοποιούμενοι scavengers για την απομάκρυνση κατιόντων 
(οι θέσεις δέσμευσης των κατιόντων δείχνονται με βέλος)

Φ  Αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη με χρήση υγρού HF

Η διαδικασία αποκοπής του πεπτιδίου από τη ρητίνη με χρήση HF πρέπει να γίνεται με 

μεγάλη προσοχή και σε ειδική συσκευή, καθώς το HF είναι πολύ τοξικό και διαβρωτικό. Για 

την αποκοπή 1 g πεπτιδορητίνης απαιτούνται 10 ml HF, 1 ml ανισόλης και 0.5 g φαινόλης. 

Ανάλογα με την αλληλουχία των αμινοξέων του πεπτιδίου προστίθενται στο μίγμα της 

αντίδρασης και άλλου είδους μόρια-παγίδες. Για παράδειγμα, όταν υπάρχει μεθειονίνη (Met) 

προστίθεται διμεθυλοσουλφίδιο (DMS) για την αποφυγή της οξείδωσής της σε σουλφοξείδιο 

(MetO). Στην περίπτωση της τυροσίνης (Tyr) για την αποφυγή C-αλκυλίωσης του 

αρωματικού δακτυλίου χρησιμοποιείται θειοανισόλη. Η αντίδραση αφείνεται αρχικά στους 

-7  έως -10 °C για 30 λεπτά. Στο διάστημα αυτό απομακρύνονται οι προστατευτικές ομάδες 

και δεσμεύονται πιο εύκολα από τα μόρια-παγίδες. Στη συνέχεια, η αντίδραση αφήνεται για 

1 ώρα στους 0 °C όπου έχουμε την αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη. Εάν στο πεπτίδιο 

υπάρχει Arg (Tos) τότε η αντίδραση αφήνεται για δύο ώρες για την πλήρη απομάκρυνση της 

Tos ομάδας.
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Φ  Αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη με χρήση TFA

Η διαδικασία αποκοπής του πεπτιδίου από τη ρητίνη με χρήση τριφθοροξικού οξέος 

(TFA)82, είναι εύκολη και γρήγορη. Το πλεονέκτημα της μεθόδου είναι ότι η αποκοπή του 

πεπτιδίου είναι δυνατόν να λάβει χώρα σε λιγότερο όξινες συνθήκες. Και εδώ είναι 

απαραίτητη η προσθήκη μορίων-παγίδων, όπως είναι η ανισόλη, η ρ-κρεζόλη, οι θειόλες, το 

Η2Ο, παράγωγα σιλανίου π.χ. τριϊσοπροπυλοσιλάνιο (TIS) ’ κ.α., για την αποφυγή

παράπλευρων αντιδράσεων. Πριν την αποκοπή του πεπτιδίου είναι απαραίτητο να γίνεται 

απομάκρυνση της Fmoc προστατευτικής ομάδας από το Να-τελικό άκρο. Ο χρόνος που 

αφήνεται η αντίδραση ποικίλει από 2 έως 6 ώρες ανάλογα με τα αμινοξέα και τις 

προστατευτικές ομάδες που έχουν χρησιμοποιηθεί.
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4. ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗΣ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΥ ΠΕΠΤΙΔΙΩΝ

4.1 Εισαγωγή

Η πεπτιδική σύνθεση στερεάς φάσης εισήχθη όπως αναφέρθηκε από τον 

Bruce Merrifield το 1963 σε μια προσπάθεια να ξεπεραστούν πολλά από τα προβλήματα της 

σύνθεσης πεπτιδίων σε υγρή φάση. Παρόλα αυτά εξακολουθούν να υπάρχουν βασικά 

προβλήματα. Για παράδειγμα, παρόλο που χρησιμοποιούνται προστατευτικές ομάδες στις 

παράπλευρες αλυσίδες των αμινοξέων παρατηρούνται προβλήματα που οφείλονται κυρίως 

στις ανεπιθύμητες παράπλευρες αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα κατά τη διάρκεια της 

σύνθεσης. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα να λαμβάνεται μίγμα πεπτιδίων και η απόκτηση του 

επιθυμητού προϊόντος πρέπει να εξασφαλισθεί με καθαρισμό που μπορεί να απαιτεί αρκετά 

βήματα και μερικές φορές επίπονες και χρονοβόρες επεξεργασίες. Επίσης, μετά τον 

καθαρισμό των πεπτιδίων, είναι απαραίτητο να γίνει και η ταυτοποίησή τους, έτσι ώστε να 

πιστοποιηθεί η σύνθεση του επιθυμητού πεπτιδίου.

4.2 Καθαρισμός και έλεγχος καθαρότητας πεπτιδίων

Τα πεπτίδια αφού συντεθούν είναι απαραίτητο να καθαρισθούν (μεμβράνες διαπίδυσης, 

ημιπαρασκευαστική και παρασκευαστική RP-HFLC), καθώς συνήθως εκτός από το 

επιθυμητό προϊόν, παράγονται και παραπροϊόντα που οφείλονται σε παράπλευρες 

αντιδράσεις και στην προσθήκη επιπλέον αμινοξέων ή στη μη σύζευξη κάποιων αμινοξέων. 

Επιπλέον, είναι απαραίτητο να γίνει και έλεγχος της καθαρότητάς τους (αναλυτική 

RP-HPLC).

Μέθοδος Διαπίδυσης

Σύμφωνα με τη μέθοδο αυτή λαμβάνει χώρα μετακίνηση μορίων, με το φαινόμενο της 

διάχυσης, από ένα διάλυμα υψηλής συγκέντρωσης σ’ ένα διάλυμα χαμηλής συγκέντρωσης 

διαμέσου ημιπερατής μεμβράνης (Dialysis Tubing). Μόνο τα μόρια εκείνα που είναι αρκετά 

μικρά ώστε να μπορούν να περάσουν μέσα από τους πόρους της μεμβράνης, μπορούν να 

διαπεράσουν τη μεμβράνη και να φτάσουν σε κατάσταση ισορροπίας. Μόλις επέλθει η 

κατάσταση ισορροπίας δεν πραγματοποιείται περαιτέρω κίνηση της ουσίας, καθώς τα μόρια 

στην κατάσταση αυτή, μετακινούνται μέσω των πόρων μέσα και έξω από τη μεμβράνη
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διαπίδυσης με τον ίδιο ρυθμό. Εν αντιθέσει, τα μεγάλα μόρια που δεν μπορούν να περάσουν 

μέσω των πόρων της μεμβράνης παραμένουν μέσα στη μεμβράνη.

Έτσι, στην περίπτωση μεγάλου μοριακού βάρους πεπτιδίων χρησιμοποιείται αρχικά η 

μέθοδος της διαπίδυσης. Σύμφωνα με τη μέθοδο της διαπίδυσης, παραπροϊόντα μικρού 

μοριακού βάρους απομακρύνονται από το μακρομόριο διαμέσου της ημιπερατής μεμβράνης. 

Μετά από εκπλύσεις της μεμβράνης με απιονισμένο νερό, μεταφέρεται σε αυτή το ακάθαρτο 

προϊόν διαλυμένο στον ελάχιστο δυνατό όγκο νερού. Η μεμβράνη με το περιεχόμενο διάλυμα 

αναδεύεται και τα εκπλύματα ανανεώνονται συχνά. Στο τέλος, το περιεχόμενο διάλυμα της 

μεμβράνης λυοφιλυοποιείται, η ποσότητα του πεπτιδίου που ανακτάται ζυγίζεται και 

υπολογίζεται η απόδοση (Σχήμα 1).

Μετά το πέρας της διαπίδυσης, είναι δυνατόν να υπάρχουν και άλλα παραπροϊόντα ως 

αποτέλεσμα είτε της παράλειψης κάποιου αμινοξέως από το τελικό πεπτίδιο, είτε του 

πρόωρου τερματισμού της πεπτιδικής αλυσίδας. Ανάμεσα στα παραπροϊόντα, 

συγκαταλέγονται και πεπτίδια που έχουν υποστεί κάποιες χημικές μετατροπές, κυρίως κατά 

την αποπροστασία των παράπλευρων ομάδων ή της οξείδωσης κατά τη διάρκεια της 

αποπροστασίας. Η μέθοδος που χρησιμοποιείται για τον τελικό καθαρισμό του προϊόντος 

είναι η υγρή χρωματογραφία ανάστροφης φάσης και υψηλής διαχωριστικής ικανότητας.

Μεμβράνη διαπίδυση
•  ν'

Διάλυμα πεπτιδίου ...

Buffer

. ·!

• ι

•  I

1 f

Αρχή διαπίδυσης Κατάσταση ισορροπίας

Σχήμα 1: Αναπαράσταση της τεχνικής καθαρισμού με διαπίδυση
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0  Υγρή χρωματογραφία ανάστροφης φάσης και υψηλής διαχωριστικής ικανότητας 

RP-HPLC (Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatography)

* Αναλυτική RP-HPLC

* Ημιπαρασκευαστική RP-HPLC

* Παρασκευαστική RP-HPLC

Οι τεχνικές ανάστροφης φάσης έχουν εφαρμοστεί παραδοσιακά στην ανάλυση χαμηλού 

μοριακού βάρους ενώσεων χρησιμοποιώντας HPLC 1>2. Η χρωματογραφία ανάστροφης 

φάσης (Reverse Phase, RP) είναι η ευρύτερα χρησιμοποιημένη στην HPLC μέθοδο. Η RP 

χρωματογραφία ονομάζεται έτσι επειδή συμπεριφέρεται αντίστροφα από ότι η 

χρωματογραφία κανονικής φάσης (ΝΡ) στην οποία χρησιμοποιείται μια πολική στατική 

φάση και μια οργανική κινητή φάση. Οι ουσίες διαλυμένες εκλούονται με σειρά αυξανόμενης 

πολικότητας και η κατακράτηση μειώνεται με αυξανόμενη πολικότητα του διαλύτη.

Η χρωματογραφία ανάστροφης φάσης στηρίζεται στην αρχή της υδροφιλικότητας και 

λιποφιλικότητας3,4. Ο διαχωρισμός των διαλυμένων ουσιών γίνεται βάση την κατανομή 

μεταξύ μιας πολικής κινητής φάσης και μιας οργανικής φάσης που είναι σταθεροποιημένη σε 

μία μήτρα. Στην RPC η στατική φάση είναι συνήθως αλειφατικές αλυσίδες μέχρι 18 άτομα 

άνθρακα (Cis), χημικά συνδεδεμένες σε διοξείδιο του πυριτίου (silica). Διατίθενται επίσης 

silica με C22, Cg, C4, C3, C2 και Ci ομάδες συνδεδεμένες. Η κινητή φάση είναι πολική, 

αποτελούμενη κυρίως από νερό αναμεμιγμένο με οργανικούς διαλύτες, όπως μεθανόλη, 

προπανόλη, αιθανόλη και ακετονιτρίλιο για την επίτευξη της έκλουσης. Στα πεπτίδια 

χρησιμοποιούνται συνήθως όξινες συνθήκες μίγματος ακετονιτριλίου/νερού. Οι όξινες 

συνθήκες επιτυγχάνονται με την προσθήκη 0.1% (ν/ν) TFA στο μίγμα της κινητής φάσης. Η 

κατακράτηση των διαλυμένων ουσιών στην RPC οφείλεται κυρίως σε υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ ουσιών και της υδρογονανθρακικής επιφάνειας της στατικής φάσης. 

Η έκλουση των ουσιών που διαχωρίζονται γίνεται με σειρά μειούμενης πολικότητας 

(αυξανόμενης υδροφοβικότητας) αυξάνοντας το οργανικό συστατικό της κινητής φάσης. Στο 

Σχήμα 2 δίνονται διαγραμματικά τα μέρη ενός τυπικού οργάνου HPLC.
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Σχήμα 2: Αιαγραμματική αναπαράσταση ενός τυπικού οργάνου HPLC

1 { '

4.3 Ταυτοποίηση πεπτιδίων με ESI-MS

Μετά τον καθαρισμό των πεπτιδίων ακολουθεί η ταυτοποίηση τους καθώς έτσι 

πιστοποιείται η σύνθεση του επιθυμητού πεπτιδίου. Η ταυτοποίηση των πεπτιδίων συνήθως 

γίνεται με φασματοσκοπία μάζας. Η φασματοσκοπία μάζας έχει δειχθεί ότι παρέχει 

εξειδίκευση, ευαισθησία και ταχύτητα στην ανάλυση μορίων και συμπλοκών5. Η 

φασματοσκοπία μάζας ιοντισμού με ηλεκτροψεκασμό (ElectroSpray Ionization Mass 

Spectrometry J£SI-MS)f καθιστά δυνργή γην ειρμγμιγή ηγρών δειγμάτων σε ένα 

φασματόμρτρο μάζας και το σημαντικότερο, επιτρέπει την ανάλυση υψηλά πολικών και μη 

πτητικών βιολογικών συσγμτικών . Ένας ηλεκτροψεκασμός παράγεται με την εφαρμογή 

ενός ισχυρού ηλεκτρικού πεδίου, υπό ατμοσφαιρική πίεση, σε ένα υγρό το οποίο διέρχεται 

διαμέσου ενός τριχοειδούς σωλήνα με μια χαμηλή ροή (συνήθως 1-10 μΐ/min). Το ηλεκτρικό 

πεδίο λαμβάνεται με την εφαρμογή μιας διαφοράς δυναμικού της τάξης των 3-4 kV μεταξύ 

του τριχοειδούς και του βοηθητικού ηλεκτροδίου (counter electrode).
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Τα βασικά τμήματα από τα οποία αποτελείται ένα φασματόμετρο μάζας παρατίθενται 

στο Σχήμα 3.

Τα επιμέρους τμήματα είναι συνδεδεμένα με ένα σύστημα δημιουργίας υψηλού κενού. 

Η αρχή λειτουργίας για καθένα από τα τμήματα του φασματογράφου μάζας παρουσιάζεται 

συνοπτικά:

Ο Σύστημα εισαγωγής

< Ο σκοπός του συστήματος εισαγωγής είναι η προετοιμασία του δείγματος για την 

εισαγωγή του στον χώρο ιοντισμού (πηγή ιόντων), κάτω από συνθήκες σταθερής ροής και σε 

αέρια πάντοτε κατάσταση. Η ποσότητα του δείγματος που απαιτείται ποικίλλει από μερικά 

mg σε λιγότερο από 1 mg εξαρτώμενη από τον τύπο του φασματο μέτρου που χρησιμοποιείται 

κάθε φορά.

Ο Πηγή Ιόντων

Το δείγμα μετά την εισαγωγή του και πριν φτάσει στον αναλυτή μάζας και εν συνεχεία 

στον ανιχνευτή, υφίσταται διαδικασίες που έχουν σαν αποτέλεσμα τον ιοντισμό του. Οι 

κυριότερες μέθοδοι Ιοντισμού είναι οι εξής:
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•  Ιοντισμός με δέσμη ηλεκτρονίων (Electron Impact: Ε-Ι)8'10

Είναι η κλασική μέθοδος ιοντισμού η οποία χρησιμοποιεί δέσμη e- τα οποία 

επιταχύνονται με εφαρμογή ενός δυναμικού και συγκρούονται με τα μόρια του δείγματος τα 

οποία βρίσκονται στην αέρια κατάσταση.

♦ Χημικός Ιοντισμός (Chemical Ionization) (C.I)8'10

Κατά το χημικό ιοντισμό, ο ιοντισμός του μορίου επέρχεται μέσω μιας χημικής 

αντίδρασης π.χ. αντίδραση πρωτονίωσης.

ΒΗ+ + A — Β- - Η+ - - A —> Β + ΗΑ+
# Ιοντισμός Πεδίου: (Field Ionization)

Στην περίπτωση αυτή μόρια δείγματος στην αέρια κατάσταση αναγκάζονται να 

διέλθουν μέσα από ένα ηλεκτρικό πεδίο. Μεταξύ ανόδου και καθόδου εφαρμόζεται μια 

διαφορά δυναμικού. Τα μόρια ιοντίζονται χάνοντας le" λόγω της ισχυρής έλξης των 

ηλεκτρονίων από την άνοδο. Έτσι σχηματίζονται μοριακά ιόντα.

* Ιοντισμός με δέσμη ταχέως κινουμένων ατόμων (Fast A tom Bombardment).

* Matrix -  Assisted Laser Disorption Ionization (MALDI -  MS) 11 ’12.

* Electrospray Ionization (E. S.I. -M .S .)7'12.

To φασματοφωτόμετρο μάζας ιοντισμού με ηλεκτροψεκασμό (ElectroSpray Ionization 

Mass Spectrometry ESI-MS) χαρακτηρίζεται ως ήπια μέθοδος ιοντισμού για βιομόρια και 

μεγάλου μοριακού βάρους ενώσεις. Στο Σχήμα 4 δίνεται μια τυπική διάταξη ενός 

φασματογράφου μάζας ESI-MS.

Ν*

Εισαγωγή
Δείγματος

Διαχωρισμό;
Ιόντων

Ί 1 Τετραπολικόί 
Αναλυτός Μόΰας

Διαμέρισμα
Αποόι«λϋτωσΐ|;

Σχήμα 4: Σχηματική διάταξη ενός φασματογράφου μάζας ESI-MS
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Κατά την τεχνική αυτή τα σταγονίδια διέρχονται από ένα διαμέρισμα 

«αποδιαλύτωσης», ο διαλύτης εξατμίζεται και η πυκνότητα φορτίου αυξάνεται σημαντικά. 

Έτσι το φορτίο της σταγόνας κατανέμεται σε μικρότερη επιφάνεια. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα 

να διασπάται λόγω απωστικών δυνάμεων που δημιουργούνται στην επιφάνειά της εξαιτίας 

της ελάττωσης της ακτίνας και έτσι έχουμε την απελευθέρωση των φορτισμένων ιόντων, τα 

οποία μεταφέρονται στον αναλυτή μαζών, όπως φαίνεται στο Σχήμα 5. Η τεχνική αυτή 

πλεονεκτεί έναντι των άλλων τεχνικών διότι δεν παράγει ιόντα από το προς ανάλυση δείγμα, 

αλλά εξάγει τα ήδη υπάρχοντα ιόντα.

Σχήμα 5: Διαδικασία εξαγωγής ιόντων στο ESI-MS
Λ>

Φ Αναλυτής μαζών

Η βασική λειτουργία του αναλυτή μαζών είναι να διαχωρίζει τα ιόντα που παράγονται 

στην πηγή ιόντων ανάλογα με τις διαφορετικές τιμές των λόγων Μ/Ζ.

Οι αναλυτές μάζας χωρίζονται σε 4 κατηγορίες:

α) Αναλυτές απλής εστιάσεως με μαγνητική εκτροπή 

β) Διπλής εστιάσεως αναλυτές 

γ) Αναλυτές ‘χρόνου πτήσεως’ 

δ) Τετραπολικοί αναλυτές

Στα τετραπολικά φασματόμετρα μαζών (Quandrupole Mass Spectrometer)8 τα 

δημιουργούμενα ιόντα υποχρεώνονται να κινηθούν μεταξύ τεσσάρων κυλινδρικών 

ηλεκτροδίων, τα οποία τροφοδοτούνται διαγωνίως με μια εναλλασσόμενη τάση υψηλής 

συχνότητας και μια συνεχή τάση. Η εφαρμογή των δύο παραπάνω τάσεων υποχρεώνει τα 

ιόντα σε ταλαντώσεις. Ανάλογα με τον λόγο m/z του κάθε ιόντος μερικά ιόντα θα είναι ικανά
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να εξέλθουν από το ‘τετραπολικό φίλτρο \  ενώ τα υπόλοιπα θα προσκρούσουν στους πόλους 

του και θα χάσουν το φορτίο τους.

Ο Ανιχνευτής Ιόντων

Ο ανιχνευτής ιόντων παράγει στην έξοδό του ηλεκτρικό σήμα (συνήθως ηλεκτρικό 

ρεύμα) ανάλογο του αριθμού ιόντων και του φορτίου τους, που δέχεται στην είσοδό του στη 

χρονική μονάδα. Οι συνηθέστεροι τύποι ανιχνευτών είναι:

•  το φαραντάίκό κύπελλο,

•  ο ηλεκτρονιοπολλαπλασιαστής,

•  η φωτογραφική πλάκα (ή φιλμ).

Μετά τον ανιχνευτή ιόντων το σήμα ενισχύεται και καταγράφεται στον καταγραφέα.

Για τον υπολογισμό του λόγου Μ/Ζ χρησιμοποιείται η εξίσωση:

Μ/Ζ= (Μ+ηΗ+)/η

όπου: Μ: η Μοριακή Μάζα του δείγματος 

η: ο αριθμός των θετικών φορτίων 

Η*: η μάζα του πρωτονίου
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5

ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ΚΥΚΛΙΚΟΥΔΙΧΡΩΙΣΜΟΥ



5 . ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ΚΥΚΛΙΚΟΥΑΙΧΡΩΙΣΜΟΥ (CD)

5.1 Εισαγωγή

Η φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού (Circular Dichroism, CD) είναι μια μορφή 

φασματοσκοπίας, η οποία βασίζεται στις διαφορετικές απορροφήσεις του δεξιόστροφου και 

αριστερόστροφου κυκλικά πολωμένου φωτός. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον καθορισμό 

της δευτεροταγούς δομής μακρομορίων (α-έλικα, παράλληλο και αντιπαράλληλο φύλο, 

β-στροφή κτλ.). Η φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού μοιάζει με τη μέθοδο οπτικής 

στροφικής διασποράς (Optical Rotatory Dispersion, ORD).

Η γραφική παράσταση της εξάρτησης της στροφικής ικανότητας από το μήκος κύματος 

αποτελεί το φάσμα ORD. Το φάσμα ORD είναι φάσμα διάχυσης, ενώ το φάσμα κυκλικού 

διχρωϊσμού είναι φάσμα απορρόφησης. Τα δύο φαινόμενα σχετίζονται μεταξύ τους με την 

επονομαζόμενη μετατροπή Konig-Kramers.

Η μέθοδος του κυκλικού διχρωϊσμού παρέμενε μια σχετικά απρόσιτη και μη δημοφιλής 

τεχνική, μέχρι τη δεκαετία του 1970, οπότε και ξεκίνησε η διάθεση των οργάνων CD στο 

εμπόριο. Υπάρχουν πολλά σημαντικά πλεονεκτήματα που ανέδειξαν τη φασματοσκοπία 

κυκλικού διχρωϊσμού ως την mo δημοφιλή μέθοδο στο χώρο και εκτόπισαν τη μέθοδο της 

οπτικής στροφικής διασποράς. Οι βασικές διαφορές προκύπτουν από το σχετικά μικρό εύρος 

και οξύ προφίλ των CD κορυφών σε αντίθεση με τις περισσότερο ευρείες κορυφές που 

εμφανίζονται στη μέθοδο ORD. Αυτή ακριβώς η διαφορά οδηγεί σε βελτιωμένη ανάλυση και 

επεξεργασία των CD κορυφών σε σχέση με τις αντίστοιχες της ORD.

Συγκεκριμένα η φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού μπορεί να χρησιμοποιηθεί για:

Φ  Να βρεθεί η δευτεροταγής δομή πρωτεϊνών.

Φ  Να γίνει σύγκριση των δομών πρωτεϊνών που προέρχονται από διαφορετικές πηγές (είδη 

ή συστήματα έκφρασης) ή σύγκριση των δομών διαφορετικών μεταλλάξεων της ίδιας 

πρωτεΐνης.

Φ  Να γίνει μελέτη της διαμορφωτικής σταθερότητας μιας πρωτεΐνης κάτω από διάφορες 

συνθήκες ( pH, θερμοκρασία κτλ.)

Φ· Να καθοριστεί το κατά πόσο οι αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης αλλάζουν τη 

διαμόρφωση της πρωτεΐνης.
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S.2 Φυσικές αρχές κυκλικού διχρωΐσμού

Το επίπεδο ημιτονοειδές κύμα του πολωμένου φωτός είναι δυνατόν να παρασταθεί 

γραφικά με το διάνυσμα Ε του ηλεκτρικού πεδίου. Σύμφωνα με τις αρχές της διανυσματικής 

ανάλυσης το διάνυσμα Ε της έντασης του πολωμένου φωτός μπορεί να θεωρηθεί ως το 

άθροισμα δύο ακτινών κυκλικά πολωμένου φωτός και να αναλυθεί σε δυο συνιστώσες El και 

Er (αριστερόστροφη και δεξιόστροφη αντίστοιχα). Οι συνιστώσες αυτές είναι ίδιας 

συχνότητας, ίσου μέτρου, αντίθετης φοράς διάδοσης και διαγράφουν μια ελλειπτική τροχιά 

με αντίθετη φορά. Κατά συνέπεια, το επίπεδο πολωμένο φως μπορεί να θεωρηθεί ως το 

αποτέλεσμα των δυο αυτών κυκλικά πολωμένων ακτινών φωτός.

Σχήμα 1: Ενθύγραμμο και κυκλικό πολωμένο φως

Όταν το πολωμένο φως διέρχεται από συμμετρικές ουσίες ή διαλύματα αυτών, τα 

ανύσματα El και Er έχουν ίδιο μήκος κύματος, ίδια ένταση, αντίθετη φορά και το άθροισμά 

τους δίνει το επίπεδο πολωμένο φως. Όταν το υλικό διαμέσου του οποίου διέρχεται το 

επίπεδα πολωμένο φως είναι μια οπτικά ενεργή ουσία ή διάλυμα αυτής, τότε οι δύο κυκλικές 

συνιστώσες El και Er διαδίδονται με διαφορετική ταχύτητα και τους αντιστοιχούν 

διαφορετικοί δείκτες διάθλασης iil και nR, με αποτέλεσμα να στραφεί το επίπεδο πόλωσης
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κατά μια γωνία α. Στην περίπτωση αυτή το υλικό μέσο παρουσιάζει το φαινόμενο της 

κυκλικής διάθλασης (Σχήμα 2).

Τ

Σχήμα 2: Το φαινόμενο του κυκλικού διχρωϊσμού σε ένα οπτικά ενεργό μέσο

Στην περιοχή απορρόφησης, οι ακτίνες του προς τα δεξιά (Er) και προς τα αριστερά 

(El) κυκλικά πολωμένου φωτός δεν διαδίδονται μόνο με διαφορετικές ταχύτητες (iir φ  iil) 

μέσα στα ασύμμετρα μόρια, αλλά απορροφώνται και διαφορετικά. Τα ανύσματα El και Er 

γίνονται συγχρόνως και άνισα, οπότε η συνισταμένη Ε διαγράφει μια έλλειψη γωνίας θ 

(Σχήμα 3). Η διαφορά αυτή απορρόφησης Δε=εL-εR συναρτήσει του μήκους κύματος λ 

ονομάζεται κυκλικός διχρωϊσμός και δίνεται από τη σχέση :

Δε= 8L-8r= ( AL-AR)/cl (1)

Όπου ε: ο συντελεστής μοριακής απορρόφησης, Α: η απορρόφηση φωτός από το μόριο, 

c: η μοριακή συγκέντρωση (Μ) και 1: η απόσταση που διανύει το φως.
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Σχήμα 3: Ελλειπτικά πολωμένο φως που προκύπτει από τον συνδυασμό δεξιόστροφου και 
αριστερόστροφου πολωμένου φωτός

Τα περισσότερα εμπορικά διαθέσιμα όργανα μέτρησης κυκλικού διχρωϊσμού 

μετρούν τη διαφορά απορρόφησης ΔΑ= Al-Ar η οποία μετατρέπεται εύκολα σε μοριακή 

διχρωϊκή απορρόφηση Δε από τη σχέση (1). Επίσης, τα περισσότερα όργανα είναι 

βαθμονομημένα με όρους μοριακής ελλειπτικότητας. Η μοριακή ελλειπτικότητα, η οποία έχει
Λ

μονάδες degrees cm /d m ol, δίνεται από τη σχέση:

[ θ ] = 100 θ / cl = 3298 Δε (2) c<p0=(Er-El)/(Er+El) (3)

Όπου θ: η ελλειπτικότητα, η οποία είναι μέτρο γωνίας (angular measure) και οι μονάδες της 

είναι οι βαθμοί (degrees).



Το φαινόμενο του κυκλικού διχρωϊσμού καταγράφεται με τη βοήθεια CD 

φασματοφωτόμετρου (Σχήμα 4). Το όργανο πρέπει να είναι ικανό να μετρά με ακρίβεια στο 

μακρινό UV (200-3OOnm), σε μήκη κύματος μεγαλύτερα της περιοχής 190-170nm. Στον 

οπτικό θάλαμο διοχετεύεται ξηρό άζωτο, απαλλαγμένο από οξυγόνο ώστε να αποφευχθεί ο 

σχηματισμός όζοντος σε μικρά μήκη κύματος. Τα βασικά τμήματα ενός CD 

φασματοφωτόμετρου είναι η λάμπα ξένου υψηλής πίεσης, ο μονοχρωμάτορας και το τμήμα 

ηλεκτρονικού ελέγχου.

5.3 Οργανολογία

Σχήμα 4: Απεικόνιση τυπικής διάταξης ενός CD φασματοφωτόμετρου

5.4 Μελέτη διαμόρφωσης πεπτιδίων με φασματοσκοπία CD

Η μελέτη μιας ουσίας με φασματοσκοπία CD προϋποθέτει την ύπαρξη χρωμοφόρων 

ομάδων. Ως χρωμοφόρες χαρακτηρίζονται οι ομάδες ατόμων που βρίσκονται μέσα σε ένα 

μόριο και οι οποίες απορροφούν ενέργεια μιας ορισμένης ακτινοβολίας, με αποτέλεσμα να 

αναγνωρίζονται εύκολα με κάποια φασματοσκοπική μέθοδο. Μια πρωτεΐνη περιλαμβάνει 

πολλές χρωμοφόρες ομάδες. Στη φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού το αποτέλεσμα 

εξαρτάται από τη σχετική θέση των διαφόρων χρωμοφόρων ομάδων.
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Οι χρωμοφόρες ομάδες μπορούν να ταξινομηθούν στις εξής δύο κατηγορίες:

1) Αυτές που είναι από μόνες τους ασύμμετρες

2) Αυτές που είναι συμμετρικές αλλά τοποθετούνται σε ένα ασύμμετρο 

περιβάλλον.

Η καρβονυλομάδα των α-αμινοξέων αποτελεί το mo 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 φασματοσκοπία κυκλικού 

διχρωισμού είναι ο αμιδικός δεσμός.

Το φαινόμενο του κυκλικού διχρωισμού και τα φάσματα που λαμβάνουμε ως 

συνάρτησή του με το μήκος κύματος όταν μια δέσμη φωτός διαπερνά το προς ανάλυση 

διάλυμα, μπορούν να μας δώσουν χρήσιμες πληροφορίες σχετικά με τη δευτεροταγή δομή 

των πεπτιδίων, των πρωτεϊνών και των νουκλεϊνικών οξέων. Τα φάσματα που προκύπτουν 

είναι χαρακτηριστικά για διαφορετικούς τύπους δευτεροταγούς δομής των βιολογικών 

μακρομορίων1 (Σχήμα 5).

Σχήμα 5: Χαρακτηριστικά φάσματα CD για τις δευτεροταγείς δομές της α-έλικας, τοο 
β-φύλλου και της τυχαίας διαμόρφωση
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Οι Chou και Fasman2’3 στηριζόμενοι σε κρυσταλλογραφικές μελέτες διατύπωσαν μια 

απλή μέθοδο για την πρόβλεψη της διαμόρφωσης των πρωτεϊνών και προσδιόρισαν τις 

παραμέτρους Ρα, Ρβ και Pt των φυσικών αμινοξέων που εκφράζουν την τάση τους να 

σχηματίζουν ή να αποσταθεροποιούν την α-έλικα, το β-πτυχωτό φύλλο και τη β-στροφή, 

αντίστοιχα. Υψηλή τιμή των παραμέτρων αυτών σημαίνει και αυξημένη δυνατότητα των 

αμινοξέων να ευνοούν την α-έλικα, το β-πτυχωτό φύλλο ή τη β-στροφή. Τα συμπεράσματα 

των Chou και Fasman έρχονται σε συμφωνία με αυτά που προκύπτουν από μελέτες 

διαμόρφωσης4,5 με την τεχνική του κυκλικού διχρωισμού. Επειδή υπάρχει σχεδόν μια 

αντίστροφη σχέση μεταξύ των παραμέτρων Pt και Ρα, όσο μεγαλύτερη είναι η διαφορά 

<Pt> - <Ρα> τόσο μεγαλύτερη είναι η πιθανότητα να ευνοηθεί η β-στροφή.

Πίνακας 1: Τιμές Chou-Fasman των αμινοξέων που υποδηλώνουν την τάση του να 
συμμετέχουν σε α-έλικα, β-πτυχωτό φύλλο και β-στροφή

Αμινοξέα Pa Αμινοξέα Ρβ Αμινοξέα Pt
Glu 1.53 Met 1.67 Gly 1.68
Ala 1.45 Val 1.65 Asn 1.68
Leu 1.34 lie 1.60 Ser 1.56
His 1.24 Cys 1.30 Pro 1.54
Met 1.20 Tyr 1.29 Asp 1.26
Gin 1.17 Phe 1.28 Tyr 1.25
Trp 1.14 Gin 1.23 Cys 1.17
Val 1.14 Leu 1.22 Trp 1.11

Phe 1.12 Thr 1.20 Lys 1.01
Lys 1.07 Trp 1.19 Arg 1.00
lie 1.00 Ala 0.97 Thr 1.00

Asp 0.98 ... A rs 0.90 Phe 0.71
Thr 0.82 Gly 0.81 His 0.69
Ser 0.79 Asp 0.80 Met 0.67
Arg 0.79 Lys 0.74 lie 0.58
Cys 0.77 Ser 0.72 Ala 0.57
Asn 0.73 His 0.71 Gin 0.56
Tyr 0.61 Asn 0.65 Leu 0.53
Pro 0.59 Pro 0.62 Glu 0.44
Gly 0.53 Glu 0.26 Val 0.30

107



5.4.1 α-έλικα

Η α-έλικα έχει δομή ράβδου. Η σφιχτά ελιγμένη πολυπεπτιδική κύρια αλυσίδα 

σχηματίζει το εσωτερικό μέρος της ράβδου, ενώ οι πλευρικές αλυσίδες εκτείνονται προς τα 

έξω σε μία ελικοειδή διαμόρφωση6. Σταθεροποιείται με δεσμούς υδρογόνου μεταξύ των 

ομάδων ΝΗ και CO της κύριας αλυσίδας. Η ομάδα CO κάθε αμινοξέος είναι ενωμένη με 

δεσμό υδρογόνου με την ομάδα ΝΗ του αμινοξέος που βρίσκεται τέσσερις μονάδες μπροστά 

από αυτή στη γραμμική αλληλουχία. Έτσι, όλες οι ομάδες ΝΗ και CO της κύριας αλυσίδας 

συνδέονται με δεσμούς υδρογόνου. Κάθε κατάλοιπο απέχει από το προηγούμενο 1.5 Α κατά 

μήκος της έλικας και έχει περιστραφεί σε σχέση μ’ αυτό κατά 100°, γεγονός που οδηγεί στην 

ύπαρξη 3.6 αμινοξέων ανά στροφή της έλικας. Το βήμα της α-έλικας, δηλαδή το γινόμενο της 

μετατόπισης (1.5 Α) και του αριθμού των καταλοίπων ανά στροφή (3.6), είναι 5.4 Α. Η φορά 

στροφής μπορεί να είναι προς τα δεξιά ή προς τα αριστερά. Η δεξιόστροφη α-έλικα αποτελεί 

μια κανονική δευτεροταγή δομή που απαντάται συχνά σε πρωτεϊνικά μόρια.

Το φάσμα κυκλικού διχρωϊσμού πεπτιδίων με διαμόρφωση α-έλικας είναι αρκετά 

χαρακτηριστικό ’ . Διακρίνονται τρεις ξεχωριστές κορυφές. Μια ευρεία αρνητική κορυφή με 

ελάχιστο στα 222nm, μια αρνητική κορυφή στα 208nm και μια θετική κορυφή με μέγιστο στα 

192nm. Όμως, αν και τα φάσματα για πεπτίδια με δομή α-έλικας είναι ποιοτικά παρόμοια, οι 

τιμές των κορυφών ποικίλουν σημαντικά, π.χ. μελέτες9'11 ελικοειδών πεπτιδίων και 

πρωτεϊνών με ελικοειδές περιεχόμενο που προσανατολίζονται σε μεμβράνες, έδειξαν ότι όταν 

η α-έλικα είναι προσανατολισμένη ώστε το φως να διέρχεται κατά μήκος του άξονα της 

έλικας, η κορυφή στα 208nm εξαφανίζεται και η θετική κορυφή που εμφανίζεται σε 

μικρότερο μήκος κύματος, γίνεται ασθενέστερη και μετατοπίζεται σε μεγαλύτερα μήκη 

κύματος. Αυτό οφείλεται στην επίδραση των διαλυτών, στις παράπλευρες αλυσίδες των 

αμινοξέων από τα οποία αποτελείται το πεπτίδιο και στο μήκος της αλυσίδας.

Οι μη αρωματικές παράπλευρες ομάδες επιφέρουν αλλαγές στη γεωμετρία του 

σκελετού της έλικας, ενώ οι αρωματικές παράπλευρες ομάδες διαταράσσουν το φάσμα λόγω 

αλληλεπιδράσεων των αρωματικών και αμιδικών διεγέρσεων. Το μήκος της αλυσίδας 

επηρεάζει σημαντικά τις κορυφές στα 208nm και 192nm, ενώ αφήνει σχετικά ανεπηρέαστη 

την κορυφή στα 222nm8,12,13.
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5.4.2 β-διάταξη πτυχωτού φύλλου

Η β-διάταξη πτυχωτού φύλλου έχει δομή μιας επίπεδης επιφάνειας. Μια πολυπεπτιδική 

αλυσίδα στη β-πτυχωτή επιφάνεια είναι σχεδόν τελείως ανοικτή και όχι σφικτά περιελιγμένη 

όπως στην α-έλικα. Η διαμόρφωση β-πτυχωτού φύλλου σταθεροποιείται μέσω διαμοριακών 

δεσμών υδρογόνου μεταξύ όλων των ομάδων ΝΗ και CO. Η απόσταση μεταξύ γειτονικών 

αμινοξέων είναι 3.5 Α. Οι παράπλευρες αλυσίδες είναι πάνω και κάτω από το επίπεδο της 

πτυχωτής επιφάνειας. Γειτονικές αλυσίδες σε μία β-πτυχωτή επιφάνεια μπορούν να έχουν την 

ίδια κατεύθυνση (παράλληλες β-πτυχωτές επιφάνειες) ή αντίθετη κατεύθυνση 

(αντιπαράλληλες β-πτυχωτές επιφάνειες).

Σε ένα τυπικό φάσμα μιας ένωσης που λαμβάνει διαμόρφωση β-πτυχωτού φύλλου 

παρατηρείται μια αρνητική κορυφή με ελάχιστο κοντά στα 215nm και μια θετική κορυφή 

κοντά στα 198nm14. Βέβαια, η μορφή του φάσματος15, δηλαδή το εύρος, η αναλογία και το 

ακριβές μήκος κύματος των κορυφών, ποικίλει σημαντικά για τα διάφορα πεπτίδια καθώς 

εξαρτάται από πλήθος παραγόντων. Στους παράγοντες αυτούς συμπεριλαμβάνονται ο 

διαλύτης, οι παράπλευρες ομάδες και το μήκος και πλάτος του φύλλου.

Είναι γεγονός ότι το φάσμα CD ενός β-πτυχωτού φύλλου, είναι περισσότερο 

ευμετάβλητο, ως προς τις θέσεις και το μέγεθος των κορυφών, σε σχέση με το αντίστοιχο της 

α-έλικας. Η μεταβλητότητα αυτή, είναι αποτέλεσμα των πολλαπλών δυνατοτήτων 

σχηματισμού β-πτυχωτού φύλλου (παράλληλου, αντιπαράλληλου ή μίγμα αυτών) σε 

σύγκριση με την α-έλικα.

Θεωρητικοί υπολογισμοί έχουν γενικά προβλέψει όμοια φάσματα CD για το παράλληλο 

και αντιπαράλληλο β-πτυχωτό φύλλο. Ποιοτικά τα φάσματα CD που προ βλέπονται για τους 

δύο τύπους β-πτυχωτού φύλλου είναι παρόμοια. Το κριτήριο16 για διάκριση μεταξύ των δύο 

τύπων είναι η διαφορά στο λ™* ανάμεσα στον κυκλικό διχρωισμό και την απορρόφηση. 

Αυτή, προβλέπεται να είναι ~5nm για πεπλατυσμένα αντιπαράλληλα πτυχωτά φύλλα 

και ~13nm για παράλληλα πτυχωτά φύλλα. Για στενά πτυχωτά φύλλα, το παραπάνω κριτήριο 

αποτυγχάνει, γιατί η διαφορά αυξάνει με μείωση του πλάτους στην περίπτωση του 

αντιπαράλληλου β-πτυχωτού φύλλου.
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5.4.3 β-στροφή

Η β-στροφή απαντάται πολύ συχνά στις πρωτεΐνες και συμβάλει στην αλλαγή 

κατεύθυνσης της πολυπεπτιδικής αλυσίδας. 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. Η διάταξη αυτή 

σταθεροποιείται από έναν δεσμό υδρογόνου μεταξύ της ομάδας CO του αμινοξέος στη θέση 

i και της ομάδας ΝΗ του αμινοξέος στη θέση i + 3. Έτσι, σχηματίζεται ένας δεκαμελής 

δακτύλιος. Οι β-στροφές συχνά συνδέουν αντιπαράλληλες β-πτυχωτές επιφάνειες, γι’ αυτό 

και πήραν αυτό το όνομα.

Το φάσμα CD της β-στροφής τύπου I, μοιάζει ποιοτικά με αυτό της α-έλικας στα 

μεγαλύτερα μήκη κύματος, με τη διαφορά ότι η θετική κορυφή στα μικρότερα μήκη κύματος 

είναι ασθενέστερη στα φάσματα των στροφών. Η β-στροφή τύπου II, δίνει φάσμα παρόμοιο 

με ενός β-πτυχωτού φύλλου, με τη διαφορά ότι είναι μετατοπισμένο προς το ερυθρό κατά 

5-10nm17.

5.4.4 Τυχαία διαμόρφωση

Τα πεπτίδια των οποίων η διαμόρφωση δεν παρουσιάζει κάποια κανονικότητα, θα ήταν 

αναμενόμενο να έχουν αρκετά μεταβλητό φάσμα κυκλικού διχρωϊσμού. Παρόλα αυτά, η 

τυχαία διαμόρφωση παρουσιάζει ένα συγκεκριμένο τύπο φάσματος με μια αρκετά μεγάλη 

κορυφή κοντά στα 200 nm και μια δεύτερη χαρακτηριστική σε μεγαλύτερα μήκη κύματος, 

κοντά στα 220 nm, η οποία μπορεί να είναι είτε θετική είτε αρνητική18.
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6. ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ

6.1 Εισαγωγή

Η αρχική ιδέα για τη συνεστιακή μικροσκοπία (Confocal Laser Scanning Microscopy, 

CLSM) αναπτύχθηκε από τον Marvin Minsky στα μέσα της δεκαετίας του 19501. Σήμερα, η 

μέθοδος αυτή αποτελεί μια από τις πλέον διαδεδομένες τεχνικές μελέτης τόσο «ζωντανών» 

όσο και μονιμοποιημένων «fixed» συστημάτων (καλλιέργεια κυττάρων). Η τεχνική αυτή 

απορρίπτει τις πληροφορίες που υπάρχουν εκτός του σημείου εστιασμού, καθώς μια μικρή 

οπή βρίσκεται μπροστά από τον ανιχνευτή, ώστε να ανιχνεύεται μόνο η περιοχή του 

δείγματος στην οποία εστιάζει το μηχάνημα. Το μεγάλο πλεονέκτημα της μεθόδου είναι ότι 

ανιχνεύονται αποκλειστικά και μόνο συγκεκριμένα σημεία φωτεινότητας.

6.2 Φθορισμός-Μικροσκόπιο φθορισμού

Η ακτινοβόληση ενός μορίου μπορεί να οδηγήσει στην εκπομπή φωτός από αυτό, σε 

διαφορετικό μήκος κύματος. Η παραπάνω ιδιότητα ονομάζονται φθορισμός. Σε κανονική 

θερμοκρασία τα περισσότερα μόρια βρίσκονται στη χαμηλότερη στάθμη ενέργειας, την 

βασική κατάσταση. Εντούτοις, τα μόρια μπορούν να απορροφήσουν ένα φωτόνιο με 

αποτέλεσμα να αυξηθεί η ενέργειά τους και ένα ηλεκτρόνιό τους να μεταπηδήσει σε μια
Λ ο

διεγερμένη κατάσταση . Το μόριο μέσα σε πολύ μικρό χρονικό διάστημα (10" sec) διοχετεύει 

κάποια ενέργειά που έχει απορροφήσει μέσω συγκρούσεων με τα γύρω μόρια, αναγκάζοντας 

το ηλεκτρόνιό να μεταπέσει σε χαμηλότερης ενέργειας στάθμη. Στην περίπτωση που τα γύρω 

μόρια δεν μπορούν να δεχτούν την υπόλοιπη ενέργεια που χρειάζεται για να φτάσει το μόριο 

στη βασική κατάσταση, είναι δυνατόν να γίνει αυθόρμητη εκπομπή ενέργειας, εκπέμποντας 

φως μεγαλύτερου μήκους κύματος3 (Σχήμα 1).
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Σχήμα 1: Διάγραμμα αναπαράστασης της εκπομπής ακτινοβολίας κατά τη διαδικασία του 
φθορισμού

Η φλουορεσκεΐνη είναι μια συνήθης φθορίζουσα ουσία, η οποία λειτουργεί με τον 

προαναφερθέντα τρόπο, εκπέμποντας πράσινο φως όταν διεγείρεται από φως excitation. Το ί 

μήκος κύματος που εκπέμπεται καθώς και το μήκος κύματος της διεγείρουσας ακτινοβολίας 

εξαρτώνται από το υλικό.

Το πλεονέκτημα του φθορισμού στη μικροσκοπία είναι η ικανότητα πρόσδεσης 

κατάλληλης φθορίζουσας ουσίας σε συγκεκριμένες περιοχές του δείγματος, έτσι ώστε μόνο I i 

αυτές οι περιοχές να ανιχνεύονται. Επιπλέον είναι δυνατή η χρήση περισσότερων της μιας c

φθορίζουσας ουσίας4. Με τη χρήση κατάλληλης διεγείρουσας ακτινοβολίας είναι δυνατός ο ]

φθορισμός της κάθε φθορίζουσας ομάδας ξεχωριστά ώστε να επιτευχθεί η ανίχνευση μ

διαφορετικών περιοχών. '' σ

Στην φθορίζουσα μικροσκοπία ένα δείγμα που έχει υποστεί χρώση, φωτίζεται με φως οι

κατάλληλου μήκους κύματος και στη συνέχεια προκύπτει μια εικόνα από το παραγόμενο Ι0

φθορίζον φως (Σχήμα 2). Το μικροσκόπιο διαθέτει ένα διχρωματικό κάτοπτρο το οποίο 

ανακλά φως χαμηλότερου μήκους κύματος και εκπέμπει φως υψηλότερου μήκους κύματος. ' 

Έτσι, το φως της κύριας πηγής ανακλάται στο διχρωματικό κάτοπτρο και φτάνει στο δείγμα, 

ενώ το υψηλότερου μήκους κύματος φως από το φθορίζον δείγμα περνά μέσα από το |  

διχρωματικό κάτοπτρο και τελικά φτάνει στον παρατηρητή5.
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Σχήμα 2: Αναπαράσταση του τρόπου λειτουργίας της ΦΘορίζουσας Μικροσκοπίας

6.3 Αρχή λειτουργίας της Συνεστιακής Μικροσκοπίας

Στη συνεστιακή μικροσκοπία το διεγείρον φως υψηλής έντασης (μπλε) παράγεται από 

μια πηγή laser. Το φως αυτό ανακλάται από ένα διχρωματικό κάτοπτρο και στη συνέχεια 

κατευθύνεται προς το δείγμα με τη βοήθεια δύο κατόπτρων. Η χρωστική του δείγματος 

διεγείρεται από το διεγείρον φως και φθορίζει. Το φθορίζον φως (πράσινο) που εκπέμπεται 

από το δείγμα, κατευθύνεται από τα ίδια κάτοπτρα που έστειλαν το διεγείρον φως στο δείγμα. 

Το φθορίζον φως περνάει από το διχρωματικό κάτοπτρο και στη συνέχεια εστιάζεται σε μια 

μικρή οπή. Το φως που διαπερνάει την οπή φτάνει στον ανιχνευτή (Σχήμα 3). Κάθε χρονική 

στιγμή ένα μόνο σημείο του δείγματος παρατηρείται, με αποτέλεσμα να είναι απαραίτητη η 

σύνδεση του ανιχνευτή με έναν ηλεκτρονικό υπολογιστή, ώστε να οπτικοποιείται το σήμα 

που φτάνει στον ανιχνευτή.
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6.4 Πλεονεκτήματα της τεχνικής της Συνεστιακής Μικροσκοπίας

Η δημοτικότητα της τεχνικής της συνεστιακής μικροσκοπίας πηγάζει από το γεγονός ότι 

συγκεντρώνει ένα μεγάλο αριθμό πλεονεκτημάτων6. Συγκεκριμένα, λόγω του μικρού βάθους 

εστίασης της τεχνικής (0.5rnn-1.5nm), οι πληροφορίες λαμβάνονται από μία πολύ καλά 

καθορισμένη περιοχή του δείγματος. Επίσης, οι αλλαγές στην εστίαση δεν δημιουργούν 

συσκότιση, αλλά βαθμιαία απορρίπτουν περιοχές του δείγματος που απομακρύνονται από το 

επίπεδο του εστιασμού, έτσι ώστε να επέρχεται οπτικός διαχωρισμός. Ο εκτός εστιασμού 

φθορισμός ουσιαστικά εξαλείφεται. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της οπτικής 

καθαρότητας και του βαθμού διαφοράς φωτεινότητας/σκουροχρωμίας. Σημαντικό είναι 

επίσης το γεγονός ότι με τη συνεστιακή μικροσκοπία είναι δυνατή η μελέτη «ζωντανών» 

αλλά και μονιμοποιημένων «fixed» συστημάτων. Τέλος η τεχνική αυτή επιτρέπει τη μελέτη 

των συστημάτων στο xy επίπεδο (κάθετα στον οπτικό άξονα του μικροσκοπίου), αλλά και 

στο κάθετο επίπεδο (παράλληλα στον οπτικό άξονα του μικροσκοπίου), στο χ ζ  ή yz επίπεδο. 

Πραγματοποιείται σάρωση και στις τρεις διαστάσεις χ, y, ζ και λαμβάνοντας εικόνες των 

επιπέδων σε διάφορα βάθη (τομές) του δείγματος, είναι δυνατόν να γίνει γενικότερη 

τρισδιάστατη εκτίμηση του συστήματος.
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7 . ΚΥΤΤΑΡΟΜΕΤΡΙΑ ΡΟΗΣ

7.1 Εισαγωγή

Η κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιείται σε μεγάλο βαθμό στην ανοσολογία. Με τη 

μέθοδο αυτή είναι δυνατόν να προσδιοριστεί το στάδιο του πολλαπλασιασμού, της 

διαφοροποίησης ή της ενεργοποίησης των διάφορων κυττάρων του ανοσοποιητικού 

συστήματος. Το κυτταρόμετρο ροής εντοπίζει και μετρά μεμονωμένα κύτταρα, ενώ 

διέρχονται το ένα μετά το άλλο, σαν ένα ρεύμα μπροστά του. Ένα κυτταρόμετρο ροής 

εξοπλισμένο για να διαχωρίζει τα αναγνωρισμένα κύτταρα ονομάζεται διαλογέας κυττάρων, 

ενεργοποιημένος με φθορισμό (Fluorescence Activated Cell Sorter, FACS). Αυτά τα όργανα 

χρησιμοποιούνται στη μελέτη των ιδιοτήτων υποσειρών κυττάρων αναγνωρισμένων με 

μονοκλωνικά αντισώματα που στρέφονται κατά πρωτεϊνών της επιφάνειας του κυττάρου.

Γενικά η κυτταρομετρία ροής είναι μία τεχνολογία με τεράστιες εφαρμογές όπως 

διάγνωση νοσημάτων, παρακολούθηση καρκινικής θεραπείας, κυτταρική κινητική, ανάλυση 

κυτταρικής λειτουργίας, ταυτοποίηση καρκινικών κυττάρων, κυτταρογεννετική και 

θεμελιώδης κυτταρική βιολογία. Ο κυτταρομετρητής μπορεί να αναλύσει οποιοδήποτε 

κυτταρικό υλικό στο οποίο μπορούν να προσδεθούν χρωστικές. Εάν η σύνδεση της 

χρωστικής είναι στοιχειομετρική (δηλαδή η ποσότητα της δέσμευσης της χρωστικής είναι 

ανάλογη της ποσότητας του κυτταρικού συστατικού), η μέτρηση είναι ποσοτική και υψηλής 

ακρίβειας.

7.2 Αρχή λειτουργίας οργάνου

Στο κυτταρόμετρο ροής, μεμονωμένα κύτταρα εντός ενός μικτού πληθυσμού 

σημαίνονται αρχικώς μέσω επεξεργασίας με ειδικά μονοκλωνικά αντισώματα που έχουν 

σημανθεί με φθορίζουσες χρωστικές. Κατόπιν, το μείγμα των κυττάρων που έχουν σημανθεί, 

δέχεται ισχυρή ώθηση από αρκετά μεγαλύτερο όγκο αλατούχου διαλύματος και περνά 

διαμέσου ενός ακροφυσίου, δημιουργώντας ένα λεπτό στρώμα υγρού, που περιέχει κύτταρα 

τοποθετημένα ένα ένα κατά διαστήματα. Καθώς κάθε κύτταρο περνά μπροστά από μία 

ακτίνα Laser, διαθλά την ακτινοβολία Laser και τα μόρια της χρωστικής που είναι 

δεσμευμένα στο κύτταρο διεγείρονται και φθορίζουν. Ευαίσθητοι σωλήνες 

φωτοπολλαπλασιασμού εντοπίζουν αφενός τη διαχεόμενη ακτινοβολία, η οποία παρέχει 

πληροφορίες για το μέγεθος (πρόσθια σκεδαζόμενη ακτινοβολία, Forward Light Scatter, FSC) 

και την κοκκώδη υφή του κυττάρου (κάθετη ή πλάγια σκεδαζόμενη ακτινοβολία, Right
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Angle Scatter, RSC), αφετέρου τις εκπομπές φθορισμού οι οποίες παρέχουν πληροφορίες για 

τη σύνδεση των μονοκλωνικών αντισωμάτων που έχουν σημανθεί, οπότε και για την 

έκφραση των πρωτεϊνών της επιφάνειας των κυττάρων μεμονωμένα1 (Σχήμα 1).

Σχήμα 1: Σχηματική αναπαράσταση του τρόπου λειτουργίας ενός κυτταρόμετρου ροής



Στον διαλογέα κυττάρων, τα σήματα που επιστρέφονται στον ηλεκτρονικό υπολογιστή 

δημιουργούν και αυτά ηλεκτρικό φορτίο, το οποίο περνά από το ακροφύσιο μέσω του υγρού 

κύματος στο κύτταρο, φορτίζοντας το. Αφού περάσει ένα ορισμένο σημείο το στρώμα 

διαλύεται σε σταγονίδια, που το καθένα περιέχει ένα μόνο κύτταρο. Τα σταγονίδια που 

περιέχουν φορτισμένα κύτταρα μπορούν στη συνέχεια να απομακρυνθούν από το κυρίως 

ρεύμα σταγονιδίων, ενώ αυτό διέρχεται μέσω δίσκων αντίθετου φορτίου1 (Σχήμα 2).

Σχήμα 2: Σχηματική αναπαράσταση του τρόπου λειτουργίας ενός διαλογέα κυττάρων 
ενεργοποιημένου με φθορισμό
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7.3 Τρόποι παρουσίασης αποτελεσμάτων κυτταρόμετρου ροής

Υπάρχουν διάφοροι τρόποι παρουσίασης των αποτελεσμάτων που δίνει ένα 

κύτταρό μέτρο ροής. Οι πιο συνηθισμένοι από αυτούς είναι τα ιστογράμματα έντασης 

φθορισμού ως προς τον αριθμό των κυττάρων και τα διαγράμματα διασποράς δύο 

διαστάσεων2.

Όταν τα κύτταρα σημαίνονται με ένα μεμονωμένο φθορίζον αντίσωμα, τα δεδομένα της 

κύτταρο μέτριας ροής εκτίθενται συνήθως με τη μορφή ιστογράμματος έντασης φθορισμού ως 

προς τον αριθμό των κυττάρων. Η χρήση ενός μόνο αντισώματος μπορεί να καταδείξει το 

ποσοστό ενός κυτταρικού πληθυσμού που φέρει το μόριο που ανιχνεύθηκε απ’ αυτό το 

αντίσωμα καθώς και την ποσότητα αυτού του μορίου που εκφράσθηκε πάνω σε κάθε κύτταρο. 

Για παράδειγμα στο Σχήμα 3 φαίνεται ότι υπάρχει σχεδόν διπλάσιος αριθμός κυττάρων που 

έχουν επισημανθεί με κόκκινη χρωστική σε σχέση με τα κύτταρα που έχουν επισημανθεί με 

πράσινη χρωστική και με τα κύτταρα που δεν έχουν επισημανθεί, ενώ η ένταση φθορισμού 

είναι μεγαλύτερη για τα κύτταρα που ήταν επισημασμένα πράσινα.

Έ ντα ση

Σχήμα 3: Ιστόγραμμα έντασης φθορισμού ως προς τον αριθμό των κυττάρων



Όταν τα κύτταρα σημαίνονται με δύο ή και περισσότερα φθορίζοντα αντισώματα, τα 

δεδομένα της κυτταρομετρίας ροής εκτίθενται συνήθως με τη μορφή των διαγραμμάτων 

διασποράς δύο διαστάσεων. Η χρήση δύο αντισωμάτων μπορεί να προσδιορίσει τέσσερις 

πληθυσμούς κυττάρων: αυτούς που εκφράζουν το κάθε μόριο χωριστά (πράσινο:κάτω δεξιά, 

κόκκινο :πάνω αριστερά), αυτούς που εκφράζουν και τα δύο (πάνω δεξιά) και αυτούς που δεν 

εκφράζουν κανένα (κάτω αριστερά) (Σχήμα 4). Στα διαγράμματα αυτά κάθε κηλίδα 

αντιπροσωπεύει και ένα κύτταρο και το μέγεθος, η ένταση και η πυκνότητα κάθε κύκλου 

κηλίδων υποδηλώνουν τον αριθμό των κυττάρων με αυτά τα χαρακτηριστικά.

Σχήμα 4: Διάγραμμα διασποράς δύο διαστάσεων

■% ;
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8. ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ

8.1 Εισαγωγή

Η μέτρηση διαφόρων ουσιών με φαρμακευτική, διαγνωστική και γενικότερη ιατρική 

σημασία με χρήση ανοσολογικών τεχνικών παρουσιάζει εξαιρετικό ενδιαφέρον και βρίσκει 

ολοένα και περισσότερες εφαρμογές. Η μεγάλη εκλεκτικότητα της αλληλεπίδρασης 

αντιγόνου-αντισώματος οδήγησε στην ανάπτυξη ευαίσθητων και υψηλής ακρίβειας τεχνικών 

μετρήσεως (ποσοτικού προσδιορισμού) που βασίζονται στο σχηματισμό τέτοιων συμπλοκών. 

Οι τεχνικές αυτές στις μέρες μας έχουν αυξηθεί σημαντικά σε αριθμό ενώ παράλληλα έχουν 

βελτιωθεί σε ευαισθησία. Οι περισσότερο διαδεδομένες είναι: η ιζηματινοαντίδραση, η 

ανοσοδιάχυση, η ανοσοηλεκτροφόρηση, ο ραδιοανοσολογικός προσδιορισμός, οι 

ανοσοενζυμικοί προσδιορισμοί και η τεχνική της ανοσοαποτύπωσης πρωτεϊνών.

8.2 Ανοσοενζυμικές μέθοδοι

Μια από τις γνωστότερες ανοσολογικές τεχνικές είναι η μέθοδος του ανοσοενζυμικού 
1 0

προσδιορισμού ELISA ’ (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) που 

περιλαμβάνει τα εξής στάδια:

1) την πρόσδεση αντιγόνου ή αντισώματος στην στερεή επιφάνεια κατάλληλα 

διαμορφωμένων πλακιδίων (Σχήμα 1)

2) την αντίδραση αλληλεπίδρασης αντιγόνου-αντισώματος και

3) τη μέτρηση της ενζυμικής δράσης του επισημασμένου με ένζυμο αντισώματος ή 

αντιγόνου πάνω σε κατάλληλο υπόστρωμα.

Σχήμα 1: Σχηματική απεικόνιση ενός πλακιδίου ELISA
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Τα ένζυμα που συνήθως χρησιμοποιούνται είναι η υπεροξειδάση και η αλκαλική 

φωσφατάση. Η προσθήκη κατάλληλων ενζυμικών υποστρωμάτων στο τελικό στάδιο της 

τεχνικής οδηγεί, λόγω της παρουσίας επισημασμένων με ένζυμο αντισωμάτων, στην 

ανάπτυξη χρώματος, το οποίο φωτομετρείται, παρέχοντας τη δυνατότητα ακριβούς 

ποσοτικού προσδιορισμού.

Οι μέθοδοι ELISA μπορεί να είναι είτε μη ανταγωνιστικού είτε ανταγωνιστικού τύπου. 

Ο διαχωρισμός βασίζεται στο εάν η τεχνική έχει κάποιο στάδιο όπου το μη επισημασμένο και 

το επισημασμένο αντιγόνο συναγωνίζεται για περιορισμένο αριθμό θέσεων δέσμευσης στο 

αντίσωμα ή αν το αντιγόνο (ή αντίσωμα) που πρόκειται να μελετηθεί αντιδρά κατ’ αρχήν με 

το αντίσωμα (ή το αντιγόνο) σε στερεή φάση με ακόλουθη μέτρηση της δέσμευσης του 

επισημασμένου με ένζυμο αντι-αντισώματος.

Ο ELISA μη ανταγωνιστικού τύπου

Η ELISA μη ανταγωνιστικού τύπου περιλαμβάνει τόσο τον προσδιορισμό 

αντισώματος, όσο και τον προσδιορισμό αντιγόνου. Στην πρώτη περίπτωση, το αντίσωμα που 

πρόκειται να προσδιοριστεί συνδέεται αρχικά με το αντιγόνο το οποίο είναι ήδη 

ακινητοποιημένο στη στερεή επιφάνεια. Ένα δεύτερο αντίσωμα (αντί-αντίσωμα), το οποίο 

είναι ιχνηθετημένο με ένζυμο, χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό της ποσότητας του 

αντισώματος που έχει συνδεθεί με το ακινητοποιημένο αντιγόνο. Οτιδήποτε δεν 

προσκολλάται στο πλακίδιο, αποβάλλεται με εκπλύσεις. Η ενζυμική δράση είναι ανάλογη της 

ποσότητας του αντισώματος που συνδέθηκε με το αντιγόνο. Η όλη διαδικασία ονομάζεται μη 

ανταγωνιστική έμμεση ELISA για τον προσδιορισμό αντισώματος4-6 (Σχήμα 2).

Σχήμα 2: Σχηματική απεικόνιση τεχνικής ELISA μη ανταγωνιστικού τύπου για τον
προσδιορισμό αντισώματος
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Στη δεύτερη περίπτωση, για τον προσδιορισμό αντιγόνου, η μέθοδος περιλαμβάνει 

αρχικά την πρόσδεση του προς μελέτη αντιγόνου με το ακινητοποιημένο στη στερεή 

επιφάνεια αντίσωμα. Με την προσθήκη και δεύτερου αντισώματος της ίδιας ειδικότητας, 

επισημασμένο όμως με ένζυμο, μετρείται η ποσότητα του αντιγόνου που συνδέεται με το 

αντίσωμα. Για να πραγματοποιηθεί η μέτρηση, είναι απαραίτητο το αντιγόνο να διαθέτει 

πολλούς αντιγονικούς καθοριστές (ίδιους ή μη) ώστε να μπορέσει μετά την αντίδρασή του με 

το ακινητοποιημένο αντίσωμα, να αντιδράσει και με το ιχνηθετημένο με ένζυμο αντίσωμα. Η 

ενζυμική δράση που παρατηρείται, είναι ανάλογη της ποσότητας του αντιγόνου που έχει 

συνδεθεί με το ακινητοποιημένο αντίσωμα. Η όλη διαδικασία ονομάζεται μη ανταγωνιστική 

ELISA τύπου sandwich για τον προσδιορισμό αντιγόνου4,5’7 (Σχήμα 3).

Π ροσροφ ημένο. Υ  ν0; β
Α ντίσω μα ■ ■  “

Ε π ισ η μ α σ μ ένο . 
Α ντίσω μα

S =  Υ πόστρω μα I 

Ρ = Π ροϊόν
Αντίδραση Ενζυμου

Σχήμα 3: Σχηματική απεικόνιση τεχνικής ELISA μη ανταγωνιστικού τύπου για τον 
προσδιορισμό αντιγόνου
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Φ ELISA ανταγωνιστικού τύπου

Οι προσδιορισμοί με την ELISA ανταγωνιστικού τύπου μπορούν να διεξαχθούν είτε με 

τη χρήση επισημασμένου με ένζυμο αντιγόνου ή επισημασμένου με ένζυμο αντισώματος. 

Στην πρώτη περίπτωση, το αντιγόνο που πρόκειται να προσδιορισθεί αναμιγνύεται με 

καθορισμένη ποσότητα αντιγόνου επισημασμένου με ένζυμο σε συνθήκες τέτοιες, ώστε να 

υπάρχει ανταγωνισμός ανάμεσα στο προς μέτρηση αντιγόνο και το επισημασμένο αντιγόνο, 

για την πρόσδεσή τους στο ακινητοποιημένο αντίσωμα (Σχήμα 4). Η ενζυμική δράση είναι 

μεγίστη, απουσία αντιγόνου στο προς εξέταση διάλυμα ενώ μειώνεται, αυξανόμενης της 

συγκέντρωσής του. Επομένως, η ενζυμική δράση είναι αντιστρόφως ανάλογη του προς 

μέτρηση αντιγόνου.

Στη δεύτερη περίπτωση, ουσιαστικό ρόλο διαδραματίζει το αντιγόνο, το οποίο πρέπει 

να είναι συνδεδεμένο με φυσικές ή χημικές δυνάμεις με τη στερεή επιφάνεια. Η δέσμευση 

του επισημασμένου με ένζυμο αντισώματος στο ακινητοποιημένο αντιγόνο αναστέλλεται 

συναγωνιστικά με την προσθήκη πρότυπου αντιγόνου ή του προς μελέτη αντιγόνου.

S = Υπόστρωμα

Ρ = Προϊόν
Αντίδραση

Σχήμα 4: Σχηματική απεικόνιση τεχνικής ELISA ανταγωνιστικού τόπου για τον 
προσδιορισμό αντιγόνου
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9. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Ο καρκίνος είναι μια σοβαρή ασθένεια η συχνότητα της οποίας τα τελευταία χρόνια 

αυξάνεται ραγδαία και οδηγεί στο θάνατο πολλούς ανθρώπους. Προκαλείται από την 

προοδευτική ανάπτυξη του προγόνου ενός και μόνο μετασχηματισμένου κυττάρου.

Η ιδανική θεραπεία για την αντιμετώπιση του καρκίνου θα πρέπει να έχει τη 

δυνατότητα να καταπολεμάει όγκους σε διάφορα σημεία του σώματος και να καθιστά ικανή 

τη διάκριση καρκινικών και φυσιολογικών κυττάρων. Η ανοσοθεραπεία πληρεί και τις δύο 

προϋποθέσεις, ώστε να παρασκευασθούν αντικαρκινικά εμβόλια που θα έχουν εκτός από 

θεραπευτικό σκοπό και προφυλακτικό για ομάδες υψηλού κινδύνου.

Η αντικαρκινική δράση του ανοσοποιητικού συστήματος εντοπίζεται κυρίως στην 

κυτταρική ανοσία. Υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός μηχανισμών ικανών να προκαλούν την 

καταστροφή των καρκινικών κυττάρων και οι περισσότεροι από αυτούς τους μηχανισμούς 

εξαρτώνται από τη δράση των Τ κυττάρων. Ανοσολογική απόκριση κατά καρκινικών 

αντιγόνων έχει αναφερθεί σε πολλούς ασθενείς με καρκίνο. Έχουν ταυτοποιηθεί CD4 και 

CD8 επίτοποι, χωρίς όμως η ανοσολογική τους απόκριση να επιφέρει υποχώρηση του 

καρκίνοι/. Παρ’ όλα αυτά, από προηγούμενες μελέτες που έγιναν έχει βρεθεί πως 

συνδυασμός επιτόπων τάξεως I και τάξεως II (CD8 και CD4) που προέρχονται από το ίδιο 

καρκινικό αντιγόνο ενισχύουν την ποιότητα της ανοσολογικής απόκρισης και επάγουν 

μακράς διάρκειας ανοσία.

Όμως, επειδή τα πεπτίδια, λόγω του μικρού μεγέθους τους δεν είναι ισχυρές ανοσογόνες 

ουσίες είναι απαραίτητη η πρόσδεσή τους σε πρωτεϊνικούς φορείς. Μ’ αυτόν τον τρόπο 

επιτυγχάνεται η ενίσχυση της ανοσογονικότητας/ αντιγονικότητας και της σταθερότητάς 

τους.

Έχοντας ως στόχο τη βελτίωση της στρατηγικής για την ανάπτυξη αντικαρκινικών 

εμβολίων, έγινε ο σχεδιασμός και η σύνθεση μακρομορίων που ενσωματώνουν CD8 

επιτόπους από το ίδιο καρκινικό αντιγόνο, το MAGE 3, στον επαναλαμβανόμενο 

ολιγοπεπτιδικό φορέα SOC3-II. Τα ελικοειδή χαρακτηριστικά του φορέα αναμένεται ότι θα 

συμβάλουν στην όσο το δυνατόν καλύτερη έκθεση των CD8 επιτόπων, ώστε να 

αναγνωρισθούν από τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα, και στη διατήρηση των δομικών 

χαρακτηριστικών τους ώστε να μιμούνται το αρχικό καρκινικό αντιγόνο. Οι επίτοποι CD8 

έχουν τοποθετηθεί στην πρώτη και τρίτη παράπλευρη ομάδα της λυσίνης του φορέα SOC3-II, 

(η δεύτερη Lys-N£H2 ακετυλιώθηκε) ώστε να αποφευχθεί κάθε πιθανή αλληλεπίδρασή τους.
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Στα πλαίσια της παρούσης μελέτης παρασκευάστηκαν οι επίτοποι 

CD8 (212-220): EGDC(Acm)APEEK (1), CD8 (114-122): AELVHFLLL (2) και 

CD4 (281-295): KKLLTQHFVQENYLEY (3) του MAGE 3 καρκινικού αντιγόνου, ο 

φορέας SOC3-II ακετυλιωμένος και παλμιτοϋλιωμένος (4, 5) ως μάρτυρες για τις δομικές και 

βιολογικές μελέτες:

Ac
Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G (4)

I I
Ac Ac

Ac
Pal-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G (5)

I 1
Ac Ac

Επίσης, συντέθηκε ο φορέας SOC3-II με τον επίτοπο CD8 (212-220) συνδεδεμένο στις 

Lys-NeH2 των θέσεων ένα και τρία:

EGDC(Acm)APEEK EGDC(Acm)APEEK
Ac-Aib-k-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G (6)

I
Ac

και ο φορέας SOC3-II με τον επίτοπο CD8 (114-122) συνδεδεμένο στις Lys-NeH2 των 

θέσεων ένα και τρία:

AELVHFLLL AELVHFLLL
I I

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G (7)
I

Ac

για τη μελέτη των δομικών χαρακτηριστικών τους με φασματοσκοπία κυκλικού διχρωϊσμού.

Στα Αο-δΟ^-ΙΙ-παράγωγα (6),(7), Α ο8004-Ι-παράγωγα (α),(β) και στο

ΡαΙ-δΟΟ^Ι-παράγωγο (γ), προσδέθηκε ομοιοπολικά η ομάδα της φλουορεσκεΐνης 

(8)-(12) ώστε να είναι δυνατή η παρακολούθηση της θέσης των μορίων εντός του κυττάρου 

με συνεστιακή μικροσκοπία.

Ac-SOC4-I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)]2 (α)

Ac-SOC4-I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)] (β)

Pal-SOC4-I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)] (γ)
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Τέλος έγιναν βιολογικά πειράματα, για το Pal-SOC4-I-παpαγώγoυ (γ) ώστε να 

μελετηθεί η δυνατότητα ενεργοποίησης των CD8 Τ λεμφοκυττάρων.

Τελικός στόχος της μελέτης είναι η ανάπτυξη προφυλακτικής ανοσίας έναντι του 

καρκίνου σε ομάδες υψηλού κινδύνου.
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10. ΣΥΝΘΕΣΗ-ΚΑ ΘΑΡΙΣΜΟΣ-ΤΑ ΥΤΟΠΟΙΗΣΗ

10.1 Εισαγωγή

Στην παρούσα εργασία τα πεπτίδια που συντέθηκαν και αναλύονται είναι: οι επίτοποι 

CD8 (212-220) (1), CD8 (114-122) (2) και CD4 (243-258) (3) του καρκινικού αντιγόνου 

MAGE 3. Επίσης, συντέθηκε ο ακετυλιωμένος και ο παλμιτοϋλιωμένος επαναλαμβανόμενος 

ολιγοπεπτιδικός φορέας SOC3 II (4), (5), καθώς επίσης και τα 8003-ΙΙ-παράγωγα στα οποία 

οι επίτοποι CD8 (212-220) και (114-122) είναι συνδεδεμένοι στις Lys-NeH2 των θέσεων ένα 

και τρία. Τέλος έγινε ιχνηθέτηση των πεπτιδίων (6), (7), ac-soc4i [m a g e 3 c d 8(168-i 76)c d4(28i -295)]2> 

A0SOC4 I [MAGE 3 CD8 (168-176)CD4 (281-295)] καί Pal-SOC4 I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)] με 

φλουορεσκεΐνη (8), (9), (10), (11), (12).

1) MAGE 3 CD8 (212-220)

EGDCAPEEK
i

Acm

MB=1048.10 M T C 41H65N 11O19S

2) MAGE 3 CDS (114-122)

AELVHFLLL

MB=1054.31 ΜΤ=€52Η83ΝιιΟΐ2

3) MAGE 3 CD4 (243-258)

KKLLTQHFVQENYLEY

MB=2054.70 M T C 96H 145N23O27
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4)  A c-SOC3- I I

At

Ac-Aib-Lvs-Aib-Gly-Aib-Lys-Aib-Gly-Aib-Lys-Aib-Gly 

Ac Ac

MB=1252.29 MT=C56H97N150,7

5) Pal-SOCs-II

Ac

Pal-Aib-Lys-Aib-Gly-Aib-Lys-Aib-Gly-Aib-Lys-Aib-Gly 

Ac Ac

MB=1448.89 MT-C70H125N15O17

6) Ac-SOC3 - II[MAGE 3 CD8 (212-220)]2

Ac
1

Ac-Aib-Lys-Aib-GIy-Aib-Lys-Aib-Gly-Aib-Lys-Aib-GIy

EGDCAPEEK
1

Acm

EGDCAPEEK
1

Acm

MB=3228.54 MT=C,34H2i9N3705iS2

7) Ac-SOCs - II[MAGE 3 CD8 (114-122)]2

Ac
1

Ac-Aib-Lys-Aib-Gly-Aib-Lys-Aib-Gly-Aib-Lys-Aib-Gly 

AELVHFLLL AELVHFLLL

MB=3240.96 M T C 156H255N37O37
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8) Παράγωγο με Φλουορεσκεΐνη του AC-SOC3 - I I [MAGE 3 CD8 (212-220)]2

9) Παράγωγο με Φλουορεσκεΐνη του AC-SOC3 - I I [MAGE 3 CD8 (212-220) ] 2

10) Παράγωγο με Φλουορεσκεΐνη του Ac-SOC4-I[MAGE 3 CD8 (168-176)CD4 (281-295)J2

11) Παράγωγο με Φλουορεσκεΐνη του Ac-SOC4 -I [MAGE 3 CD8 (168-176)CD4 (281-295)]

12) Παράγωγο με Φλουορεσκεΐνη του Pal-SOC4 -I [MAGE 3 CD8 (168-176)CD4 (281-295)]

Η επιλογή των πεπτιδίων που προτείνονται στην παρούσα εργασία, βασίστηκε στην 

ιδέα της ανάπτυξης πεπτιδικών εμβολίων για την καταπολέμηση του καρκίνου, 

ενεργοποιώντας το ανοσοποιητικό σύστημα.

Η σύνθεση των πεπτιδίων έγινε σύμφωνα με τις αρχές της πεπτιδικής σύνθεσης σε 

στερεή φάση κατά Merrifield. Για τη σύνθεση των πεπτιδίων (1)-(5) χρησιμοποιήθηκε ως 

πολυμερικό υπόστρωμα η ρ-αλκοξυβενζυλοξυβενζυλ-ρητίνη (Wang ρητίνη, G.L 

Biochem,China) με το πρώτο αμινοξύ συνδεδεμένο. Για τη σύνθεση των πεπτιδίων (6), (7) 

χρησιμοποιήθηκε ως πολυμερικό υπόστρωμα το 4-υδροξυ-μεθυλο-φαινυλακεταμιδο- 

μεθυλιωμένο πολυστυρένιο (ΡΑΜ ρητίνη, Neosystem, France) με το πρώτο αμινοξύ 

συνδεδεμένο. Η ιχνηθέτηση των πεπτιδίων με φλουορεσκεΐνη [ (8),(9),(10),(11),(12)] έγινε 

σε διάλυμα.

Για τις συνθέσεις των πεπτιδίων σε στερεή φάση, χρησιμοποιήθηκαν ως διαλύτες 

διχλωρομεθάνιο (DCM, LAB-SCAN, Ireland), μεθανόλη (MeOH, LAB-SCAN, Ireland) και 

διμεθυλοφορμαμίδιο (DMF Fluka, Germany). Για τη σύζευξη των αμινοξέων στην 

πεπτιδορητίνη χρησιμοποιήθηκαν το βενζοτριαζολ-τετραμεθυλο-ουρονικό τετραφθοροβορικό 

άλας (TBTU QX· Biochem, China) ως αντιδραστήριο σύζευξης, το 1-υδροξυβενζοτριαζόλιο 

(ΗΟΒχ ΟΧ. Biochem, China) ως βοηθητικό πυρηνόφιλο για τη μείωση της ρακεμοποίησης 

και η διισοπροπυλοαιθυλαμίνη (DIEA, Merck, Germany) ως τριτοταγής βάση. Για την 

απομάκρυνση της Boc προστατευτικής ομάδας χρησιμοποιήθηκε τριφθοροξικό οξύ 

(TFA, Merk, Germany), ενώ για την απομάκρυνση της Fmoc προστατευτικής ομάδας 

χρησιμοποιήθηκε πιπεριδίνη (Fluka, Germany). Για την ακετυλίωση και παλμιτοϋλίωση των 

αμινομάδων χρησιμοποιήθηκε ο οξικός (Merck, Germany) και ο παλμιτικός ανυδρίτης 

(flpka, Germany) αντίστοιχα. Επίσης, για την ιχνηθέτηση με φλουορεσκεΐνη 

χρησιμοποιήθηκε NHS-Fluoreskein [5-(6)-carboxyfluorescein, succinimidyl ester, 

Pierce,USA]. Τέλος χρησιμοποιήθηκε διμεθυλοσουλφίδιο (DMS, Fluka, Germany) για την 

προστασία της Met από οξείδωση.
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Τα προ στατευ μένα αμινοξέα (Neosystem, France ή G.L. Biochem) που 

χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση των παραπάνω πεπτιδίων είναι τα εξής: 

Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-His(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH,

Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Pro-OH,

Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Aib-OH, Fmoc-Lys(Ac)-OH, 

Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Gln(Trt)-OH, 

Fmoc-Phe-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Boc-Gly-OH, Boc-Lys(Ac)-OH, Boc-Phe-OH, 

Boc-Lys(Fmoc)-OH, Boc-Aib-OH, Boc-Ala-OH, Boc-Cys(Acm)-OH, Boc-His(Tos)-OH, 

Boc-Pro-OH, , Boc-Val-OH, Boc-Leu-OH, Boc-Glu(OBzl)-OH, Boc-Lys(2,6-Cl2-Bzl)-OH, 

Boc-Asp(OcHx)-OH.

10.2 Μεθοδολογία

Η σύνθεση των πεπτιδίων (l)-(5) έγινε σε στερεή φάση/'3 με την Fmoc-μεθοδολογία4·6 

(Σχήμα 1), ενώ τα πεπτίδια (6), (7) συντέθηκαν με τη Boc-μεθοδολογία (Σχήμα 2). Η σύζευξη 

των αμινοξέων έγινε χρησιμοποιώντας την αναλογία 3/3/3/1 αμινοξύ/ΗΟΒί/ΤΒΤΙΙ/ρητίνη και 

διαλύτη το μίγμα DCM:DMF=1:1. Η χρήση του HOBt7,8, ως βοηθητικού πυρηνόφιλου είναι 

απαραίτητη, αφού συμβάλλει στη δημιουργία ενός ισχυρού και δραστικού ακυλιωτικού 

μέσου και ταυτόχρονα ελαχιστοποιεί τον κίνδυνο της ρακεμοποίησης. Για τις εκπλύσεις της 

πεπτιδορητίνης χρησιμοποιήθηκαν ως διαλύτες DCM, MeOH και DMF.

y

'y
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Fmoc-o^tvc^i-Wang ρητίνη

Εκπλύσεις: DCM,MeOH,DMF (3x1 min) 
Να-αποπροστασία της Fmoc προστατευτικής ομάδας 
lx2niin, lxlOmin διάλυμα 20% πιπεριδίνη σε DMF 
Εκπλύσεις: DCM,MeOH,DMF(3xlmin)

▼ Test Kaiser (+) θετικό

Αμινοξύι-Wang ρητίνη
3 ισοδύναμα Fmoc-αμινοξέος 
3 ισοδύναμα TBTU 
3 ισοδύναμα HOBt 
6 ισοδύναμα DIEA 
Ανάδευση για 2 ώρες 
Εκπλύσεις: DCM,MeOH,DMF (3xlmin)'r Test Kaiser (-) αρνητικό

Fιηοοαμινοξύ2-αμινοξύι- Wang ρητίνη
Επανάληψη των βημάτων 1 και 2 
προσθέτοντας διαδοχικά όλα τα ,, Fmoc αμινοξέα

Ριηοο-αμινοξύ^-.........-αμινοξύι- Wang ρητίνη

I Ν“-αποπροστασία της Fmoc προστατευτικής ομάδας 
▼ του τελευταίου αμινοξέος

Η2Ν-αμινοξύΐ2-.........-αμινοξύι- Wang ρητίνη
Αποκοπή από την ρητίνη με 95% TFA για 3 ώρες

Αμινοξύ 12-αμινοξύ 11-........ -αμινοξύι

ζ  ΒΗΜΑ 2 J

ζ  ΒΗΜΑ 1 ^

Σχήμα 1: Πορεία σύνθεσης πεπτιδίων σε στερεή φάση με την Fmoc-μεθοδολογία. 
(Το πεπτίδιο μετά από την αποκοπή του από τη ρητίνη με TFA, είναι υπό τη μορφή 

άλατος TFA)

Στην Fmoc-στρατηγική η Fmoc-προστατευτική ομάδα, που χρησιμοποιήθηκε για την 

παροδική προστασία της α-αμινομάδας του Ν-τελικού αμινοξέος, απομακρύνεται με διάλυμα 

20% πιπεριδίνης σε DMF, αρχικά για δύο λεπτά και στη συνέχεια για δέκα λεπτά. Στη 

Boc-στρατηγική η Boc-προστατευτική ομάδα9’10, που χρησιμοποιήθηκε για την παροδική 

προστασία της α-αμινομάδας του Ν-τελικού αμινοξέος, απομακρύνεται με διάλυμα 40% TFA 

σε DCM, αρχικά για δύο λεπτά ώστε να απομακρυνθεί η πλειοψηφία των καρβοκατιόντων 

που σχηματίζονται από το μίγμα της αντίδρασης και στη συνέχεια με άλλη μία κατεργασία με 

TFA για δεκατρία λεπτά για να εξασφαλιστεί η ποσοτική απομάκρυνση της 

Boc-προστατευτικής ομάδας. Για να αποφευχθεί ο κίνδυνος αλκυλίωσης των παράπλευρων
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αλυσίδων ορισμένων αμινοξέων κατά την απομάκρυνση της Boc-ομάδας από τα δραστικά 

καρβοκατιόντα που σχηματίζονται ως παραπροϊόντα, χρησιμοποιούνται ουσίες που 

ονομάζονται "παγίδες" (scavengers)11 όπως είναι η ανισόλη (Fluka, Germany), όπου σε 

αναλογία 1-2 % στο διάλυμα του TFA δεσμεύουν αυτά τα σχηματιζόμενα καρβοκατιόντα. 

Τέλος, για την εξουδετέρωση του σχηματιζόμενου άλατος του τριφθοροξικού οξέος 

χρησιμοποιείται διάλυμα 7 % DIEA σε DCM.

I Boc-qpivo 4 0 rPam  ρητίνη

Ε κ π λ ύ σ εις: D C M JM eO H , D C M  (3x1 m in) 
Ν “-α π οπ ρ οσ τα σ ία  τη ς B o c  π ρ ο σ τα τευ τ ικ ή ς  ομ ά δα ς  
lx 2 m in , l x l3 m in  δ ιά λ υ μ α  40%  T F A  σ ε  D C M  
Ε κ π λύ σ εις: D C M ,M eO H ,D C M  (3 x ltn in )

1 rT est K a iser  (+) θ ετικ ό

Α μινοξύι-Pam ρητίνη

3 ισ οδ ύ να μ α  B o c -α μ ινο ςέο ς  
3 ισ ο δ ύ να μ α  T B T U  
3  ισ οδ ύ να μ α  H O B t  
9 ισ οδ ύ να μ α  D IE A  
Α νά δ ευ σ η  για  2 ώ ρ ες  ,, Ε κ π λύ σ εις: D C M ,M eO H ,D C M

Βος-αμινοξύι-αμινοξύι- Pam ρητίνη |

1 Ε π α νά λη ψ η  τω ν  β η μ ά τω ν  1 κ α ι 2 
π ρ ο σ θ έτο ντα ς  δ ια δ ο χ ικ ά  όλα  τα  
B o c  αμ ινο£έα

Βοο-αμινοξύ)2- ........... -αμινοξύι- Pam ρητίνη

I Α π οκ οπ ή  α π ό  τη ν  ρ η τίνη  μ ε ά νυ δ ρ ο  H F  για  
y  3 0m in  σ τ ο υ ς  -8° C , 1 h σ το υ ς  0® C

Αμινοξύι2-αμινοξύ π - ...........-αμινοξύι

^  ΒΗΜ Α 2 )

(  ΒΗΜ Α 1 )

Σχήμα 2: Πορεία σύνθεσης πεπτιδίων σε στερεή φάση με τη Boc-μεθοδολογία ( Η χρήση 
διαλύματος 40% TFA σε DCM για την αποκοπή της Boc-προστατευτικής ομάδας έχει ως 
αποτέλεσμα το σχηματισμό άλατος TFA)

Η πιστοποίηση της αποπροστασίας των αμινομάδων της πεπτιδορητίνης και ο έλεγχος 

της ολοκλήρωσης της σύζευξης (απουσία ελεύθερων αμινομάδων στην πεπτιδορητίνη) έγινε 

με το τεστ Kaiser12. Κατά το τεστ αυτό η νινυδρίνη αντιδρά με τα αμινοξέα με μια 

αντίδραση τρανσαμίνωσης-αποκαρβοξυλίωσης.

152



Το τεστ Kaiser γίνεται σε δοκιμαστικό σωλήνα, που περιέχει μερικούς κόκκους 

πεπτιδορητίνης. Σε αυτό το δοκιμαστικό σωλήνα προστίθενται τρεις σταγόνες από τα 

παρακάτω αντιδραστήρια:

#  2 ml KCN 0.001 Μ σε 100 ml πυριδίνης 

Φ  5 g νινυδρίνης σε 100 ml αιθανόλης 

Φ 400 mg φαινόλης σε 100 ml αιθανόλης

Στη συνέχεια, ο δοκιμαστικός σωλήνας τοποθετείται σε ζέον υδρόλουτρο για 

30 sec, οπότε είτε έχουμε χρωματισμό των κόκκων, γεγονός που πιστοποιεί την ύπαρξη 

ελεύθερων αμινομάδων [θετικό (+) test Kaiser], είτε οι κόκκοι παραμένουν λευκοί, οπότε 

πιστοποιείται ότι η σύζευξη του αμινοξέος έχει ολοκληρωθεί και δεν υπάρχουν ελεύθερες 

αμινομάδες στην πεπτιδορητίνη [αρνητικό (-) test Kaiser]. Συνήθως το χρώμα που παίρνουν 

οι κόκκοι όταν το τεστ Kaiser είναι θετικό είναι μπλε. Πρέπει, όμως, να αναφερθεί ότι 

ορισμένα αμινοξέα όπως η γλυκίνη και η προλίνη εμφανίζουν καφέ χρώμα κατά την 

αποπροστασία των αμινομάδων, ενώ μετά την απομάκρυνση της Boc- ή της Fmoc-ομάδας 

από το αμινοϊσοβουτυρικό οι κόκκοι της πεπτιδορητίνης συνήθως δε φέρουν χρώμα. Μια 

πιθανή εξήγηση είναι ότι η αμινομάδα του αμινοϊσοβουτυρικού είναι στερικά 

παρεμποδισμένη, λόγω των δύο μεθυλίων που φέρει το Ca άτομο του άνθρακα.

Στη Boc-στρατηγική η αποκοπή του τελικού προϊόντος από το πολυμερικό υπόστρωμα 

και η ταυτόχρονη αποπροστασία των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων επιτυγχάνεται 

με κατεργασία της πεπτιδορητίνης με άνυδρο υδροφθόριο (HF, Fluka, Germany)13’14. Μετά 

την απόσταξη του υδροφθορίου γίνεται αρχικά επεξεργασία με αιθέρα για την απομάκρυνση 

των μορίων-παγίδων που χρησιμοποιήθηκαν. Το πεπτίδιο παραλαμβάνεται με εκχύλιση σε 

υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 2 Ν και λυοφιλοποιείται.

Στην Fmoc-στρατηγική η απομάκρυνση των πεπτιδίων από τη ρητίνη και η ταυτόχρονη 

αποπροστασία των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων επιτυγχάνεται με κατεργασία σε 

τριφθοροξικό οξύ παρουσία ομάδων-παγίδων. Στη συνέχεια ακολουθεί εξάτμιση του 

τριφθοροξικού οξέος και καταβύθιση του πεπτιδίου με τη βοήθεια διαιθυλαιθέρα. Το πεπτίδιο 

παραλαμβάνεται με διάλυση σε υδατικό διάλυμα οξικού οξέος 2 Ν και λυοφιλοποιείται.

Ο καθαρισμός, έλεγχος καθαρότητας και η ταυτοποίηση των πεπτιδίων που συντέθηκαν 

έγινε με τις εξής τεχνικές:
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Υγρή χρωματογραφία ανάστροφης φάσης και υψηλής διαχωριστικής ικανότητας 

RP-HPLC (Reverse Phase- High Performance Liquid Chromatography)

(α) Ημιπαρασκευαστική RP-HPLC 

(β) Αναλυτική RP-HPLC ,Waters 600s

- Φασματοσκοπία μάζας ESI (Electrospray Ionization) Micromass Platform LC 

Quandrupole.

10.3 Μείωση αρχικής υποκατάστασης της ρητίνης

Στα πεπτίδια (6) και (7) πραγματοποιήθηκε μείωση της αρχικής υποκατάστασης της 

ρητίνης, με σκοπό την ελάττωση των στερεοχημικών παρεμποδίσεων. Χρησιμοποιήθηκε 

ρητίνη με το πρώτο αμινοξύ προσδεδεμένο. Στη συνέχεια έγινε πρόσδεση του επόμενου 

αμινοξέος, χρησιμοποιώντας την κατάλληλη ποσότητα αυτού, η οποία υπολογίστηκε ώστε να 

επιτευχθεί η επιθυμητή υποκατάσταση. Στη συνέχεια, προσδιορίστηκε η νέα υποκατάσταση 

σε ένα μικρό δείγμα πεπτιδορητίνης. Ζυγίστηκαν περίπου 10-12mg πεπτιδορητίνης σε δύο 

δοκιμαστικούς σωλήνες και σημειώθηκε ακριβώς η ποσότητα αυτής. Έπειτα προστέθηκαν 

στους δοκιμαστικούς σωλήνες 5 ml διαλύματος 20% πιπεριδίνης σε DMF και το μίγμα 

αφέθηκε υπό ανάδευση για 30 min. Τέλος τα δείγματα παρέμειναν σε ηρεμία 30 min. Η 

κατεργασία της πεπτιδορητίνης με το διάλυμα πιπεριδίνης είχε ως αποτέλεσμα την αποκοπή 

της Fmoc ομάδας και το σχηματισμό φουλβενίου. Η συνολική ποσότητά αυτού 

προσδιορίζεται με φασματοσκοπία UV στα 300.6nm όπου και απορροφά. Η υποκατάσταση 

υπολογίζεται από τον τύπο:

Υποκατάσταση (mmoles NH2/g) = (α x V)/ (ε χ m χ I)

Όπου α : η μέγιστη απορρόφηση στα 300.6 nm 

V : ο όγκος κατά την τελική αραίωση (ml) 

ε : ο συντελεστής μοριακής απορρόφησης 

m : το βάρος της πεπτιδορητίνης σε γραμμάρια (g) 

I : το μήκος της κυψελίδας σε εκατοστά (cm)
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Μετά την επίτευξη της επιθυμητής τελικής υποκατάστασης έγινε ακετυλίωση των 

ελεύθερων αμινομάδων της πεπτιδορητίνης που απέμειναν, χρησιμοποιώντας τριάντα 

ισοδύναμα οξικού ανυδρίτη (AC2O) σε πυριδίνη για 30 λεπτά.

Το επόμενο αμινοξύ προστέθηκε στην πεπτιδορητίνη, αφού πρώτα η καρβοξυλομάδα 

του ενεργοποιήθηκε με κατάλληλο αντιδραστήριο σύζευξης, TBTU ή HBTU, παρουσία του 

βοηθητικού πυρηνόφιλου HOBt και της τριτοταγούς βάσης DIEA σε αναλογία 3/3/3/6 

αμινοξύ/ HOBt/ TBTU/ DIEA. Η αντίδραση αφέθηκε υπό ανάδευση για δύο ώρες, και η 

ολοκλήρωσή της πιστοποιήθηκε στο τέλος με test Kaiser. Με ανάλογα βήματα 

αποπροστασίας-σύζευξης, επιμηκύνθηκε η πεπτιδική αλυσίδα έως την ολοκλήρωσή της.

10.4 Ιχνηθέτηση με NHS- φλουορεσκεΐνη

Η φλουορεσκεΐνη είναι ένας από τους πιο συχνά χρησιμοποιημένους ιχνηθέτες σε 

πρωτεΐνες και πεπτίδια. Η αποτελεσματικότητα της φλουορεσκεΐνης είναι περίπου 75%, όμως 

η ένταση φθορισμού της χάνεται όταν η φλουορεσκεΐνη βρίσκεται υπό μορφή διαλύματος, 

όταν εκτίθεται στο φως ή όταν διατηρείται για μεγάλο χρονικό διάστημα. Υπάρχουν διάφορα 

παράγωγα της φλουορεσκεΐνης που χρησιμοποιούνται για την ιχνηθέτηση ουσιών. Το πιο 

συνηθισμένο είναι ο εστέρας της NHS-φλουορεσκεΐνης (N-HydroxySuccinimide, NHS) 

(Σχήμα 3).

Σχήμα 3: Συντακτικός τύπος της NHS-φλουορεσκεΐνης



Ο εστέρας της NHS-φλουορεσκεΐνης αντιδρά με τις ε-αμινομάδες των λυσινών και με 

την α-αμινομάδα του τελικού αμινοξέος, αν αυτή είναι διαθέσιμη. Γενικά, ο ιχνηθέτης αυτός 

μπορεί να αντιδράσει κυρίως με πρωτοταγείς αμίνες, καθώς και με κάποιες δραστικές ομάδες. 

Για παράδειγμα, μη κυκλικές δευτεροταγείς αμίνες είναι δυνατόν να αντιδράσουν με μεγάλη 

περίσσεια εστέρα της NHS- φλουορεσκεΐνης σε μεγάλο χρονικό διάστημα. Έχει αναφερθεί 

πως ο εστέρας της NHS-φλουορεσκεΐνης δεν αντιδρά με το θείο της μεθιονίνης ή με την 

κυκλική δευτεροταγή αμινομάδα της τρυπτοφάνης. Άλλα αμινοξέα που περιέχουν άζωτο 

στην παράπλευρη αλυσίδα, όπως αμίδια (ασπαραγίνη, γλουταμίνη) και γουανιδινομάδα 

(αργινίνη), δεν αντιδρούν με τον εστέρα της NHS- φλουορεσκεΐνης. Με την σερίνη και την 

τυροσίνη υπάρχει μικρή δραστικότητα λόγω των στερεοχημικών παρεμποδίσεων που 

οφείλονται στην υδροξυλομάδα τους. Για μεγάλη συγκέντρωση κυστεΐνης, υπάρχει μεγάλο 

ποσοστό δραστικότητας που οφείλεται στον πυρηνόφιλο χαρακτήρα της σουλφιδρυλομάδας 

της κυστεΐνης. Η αντίδραση της ιμιδαζολικής ομάδας της ιστιδίνης με τον εστέρα της 

NHS- φλουορεσκεΐνης δεν δίνει σταθερό προϊόν. Τα προϊόντα που προκύπτουν με το 

ιμιδαζόλιο δεν είναι σταθερά και υδρολύονται ταχέως. Η ιμιδαζολική ομάδα της ιστιδίνης 

επιταχύνει τον ρυθμό υδρόλυσης του εστέρα της NHS- φλουορεσκεΐνης και για το λόγο αυτό 

όταν υπάρχει ιστιδίνη στο πεπτίδιο που ιχνηθετείται, είναι απαραίτητο να χρησιμοποιηθούν 

μεγαλύτερες ποσότητες του ιχνηθέτη.
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10.5 Πειραματική πορεία σύνθεσης

ΜΒ= 1048.10

M TK^iHisNnOwS

Η σύνθεση του πεπτιδίου (1) έγινε με Fmoc-στρατηγική σε Wang ρητίνη με το πρώτο 

αμινοξύ συνδεδεμένο στη ρητίνη, ακολουθώντας τη γενική πορεία που φαίνεται στο Σχήμα 1. 

Χρησιμοποιήθηκαν 1.10 g ρητίνης με υποκατάστασηθ.37 mmole/g ρητίνης. Τα αμινοξέα 

εισήχθησαν στον πεπτιδικό σκελετό ως Fmoc-παράγωγα: Fmoc-Glu(OtBu)-OH,

Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH. 

Η αντίδραση σύζευξης έγινε με TBTU παρουσία HOBt15"1 Η Acm ετηλέχτηκε να 

χρησιμοποιηθεί για την προστασία της παράπλευρης ομάδας της κυστείνης καθώς μετά την 

αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη, η Acm δεν απομακρύνεται και έτσι δεν υπάρχει φόβος 

σχηματισμού δισουλφιδικών δεσμών. Η ύπαρξη της ομάδας αυτής δεν επηρεάζει τη σύνδεση 

του επιτόπου στα HLA-Cw0701 μόρια. Η κυστεΐνη δε βρίσκεται σε καμία από τις σημαντικές
ι ο

θέσεις για την πρόσδεση του επιτόπου σε ένα μόριο HLA-Cw0701 (Ρ1, Ρ2, Ρ3) . Μετά το 

τέλος της σύνθεσης, ακολούθησε ξήρανση της πεπτιδορητίνης και ζύγισή της. Η απόδοση 

σύνθεσης υπολογίστηκε 94.64 %. Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη έγινε με 

κατεργασία της πεπτιδορητίνης με TFA παρουσία τριισοπροπυλσιλανίου 

(TIS, Aldrich,Germany) ως μόριο παγίδα των καρβοκατιόντων. Στη συνέχεια η επεξεργασία 

και η παραλαβή του πεπτιδίου έγινε σύμφωνα με τη γενική διαδικασία που περιγράφεται 

στην παράγραφο 8.2. Η απόδοση αποκοπής του πεπτιδίου από τη ρητίνη υπολογίστηκε 

94.65%.

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε αναλυτική RP-HPLC ώστε να βρεθούν οι βέλτιστες 

συνθήκες για τον καθαρισμό του πεπτιδίου. Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με 

ημιπαρασκευαστική RP-HPLC. Οι συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν είναι: Σύστημα 

έκλουσης (Α) Η2θ/0.1% TFA, (Β) CHbCN/0.1% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min από 

Α/Β: 100/0 σε Α/Β.50/50, ταχύτητα ροής 4.7 ml/min, ανίχνευση στα 214nm. Η απόδοση 

καθαρισμού με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης υπολογίστηκε 46.20%.

Η ταυτοποίηση του πεπτιδίου έγινε με φασματοσκοπία μάζας Electrospray Ionization 

(ESI-MS) (Σχήμα 4) και η καθαρότητα του πεπτιδίου ελέγχθηκε με αναλυτική RP-HPLC 

(Σχήμα 5).

10.5.1 Σύνθεση του πεπτιδίου MAGE 3 CD8 (212-220): EGDC(Acm)APEEK (1)
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Σχήμα 4: Φάσμα μάζας ESI τον πεπτιδίου MAGE 3 (212-220) (1). Υπολογισθέν μοριακό 
βάρος ΜΒ=1048.10, ενρεθέν μοριακό βάρος ΜΒ=1048.40.

Σχήμα 5: Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου
MAGE 3 (212-220) (1). Σύστημα έκλουσης: (A) Η2Ο/0.1% TFA, (Β) CHjCN/0.1%
ΤFA,χρόνος έκλουσης 30 min από Α/Β:100/0 σε Α/Β:50/50, ταχύτητα ροής lml/min, 
ανίχνευση στα 214 nm.
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ΜΒ= 1054.31 

MT=C52H83NnO,2

Η σύνθεση του πεπτιδίου (2) έγινε με Fmoc-στρατηγική σε Wang ρητίνη με το πρώτο 

αμινοξύ συνδεδεμένο στη ρητίνη, ακολουθώντας τη γενική πορεία που φαίνεται στο Σχήμα 1. 

Χρησιμοποιήθηκαν 0.52 g ρητίνης με υποκατάσταση 0.78 mmole/g ρητίνης. Τα αμινοξέα 

εισήχθησαν στον πεπτιδικό σκελετό ως Fmoc-παράγωγα: Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Phe-OH, 

Fmoc-His(Boc)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ala-OH, . Η αντίδραση 

σύζευξης έγινε με TBTU παρουσία HOBt. Μετά το τέλος της σύνθεσης, ακολούθησε 

ξήρανση της πεπτιδορητίνης και ζύγισή της. Η απόδοση σύνθεσης υπολογίστηκε 98.92 %. Η 

αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη έγινε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης με TFA 

παρουσία τριισοπροπυλσιλανίου (TIS, Aldrich,Germany) ως μόριο παγίδα των 

καρβοκατιόντων. Στη συνέχεια η επεξεργασία και η παραλαβή του πεπτιδίου έγινε σύμφωνα 

με τη γενική διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο 8.2. Η απόδοση αποκοπής του 

πεπτιδίου από τη ρητίνη υπολογίστηκε 92.89 % .

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε αναλυτική RP-HPLC ώστε να βρεθούν οι βέλτιστες 

συνθήκες για τον καθαρισμό του πεπτιδίου. Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με 

ημιπαρασκευαστική RP-HPLC. Οι συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν είναι: Σύστημα 

έκλουσης (Α) Η2θ/0.1% TFA, (Β) CH3CN/0.1% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min από 

Α/Β:95/05 σε Α/Β:20/80, ταχύτητα ροής 4.7 ml/min, ανίχνευση στα 214nm. Η απόδοση 

καθαρισμού με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης υπολογίστηκε 50.77%.

Η ταυτοποίηση του πεπτιδίου έγινε με φασματοσκοπία μάζας Electrospray Ionization 

(ESI-MS) (Σχήμα 6) και η καθαρότητα του πεπτιδίου ελέγχθηκε με αναλυτική RP-HPLC 

(Σχήμα 7).

10.5.2 Σύνθεση του πεπτιδίου MAGE 3 CD8 (114-122): AELVHFLLL (2)
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Σχήμα 6: Φάσμα μάζας ESI του πεπτιδίου MAGE 3 (114-122) (2), Υπολογισθέν μοριακό 
βάρος ΜΒ=1054.31, ενρεθέν μοριακό βάρος ΜΒ=1054.43.

Σχήμα 7: Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου
MAGE 3 (114-122) (2). Σύστημα έκλουσης: (A) Η2Ο/0.1% TFA, (Β) CH3CN/0.1% TFA, 
χρόνος έκλουσης 30 min από Α/Β:95/05 σε Α/Β:20/80, ταχύτητα ροής lml/min, ανίχνευση 
στα 214 nm.
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ΜΒ= 2054.70 

MT=C96H145N23Q27

10.5.3 Σύνθεση του πεπτιδίου MAGE 3 (243-258): KKLLTQHFVQENYLEY (3)

Η σύνθεση του πεπτιδίου (3) έγινε με Fmoc-στρατηγική σε Wang ρητίνη με το πρώτο 

αμινοξύ συνδεδεμένο στη ρητίνη, ακολουθώντας τη γενική πορεία που φαίνεται στο Σχήμα 1. 

Χρησιμοποιήθηκαν 0.82 g ρητίνης με υποκατάσταση 0.6 mmole/g ρητίνης. Τα αμινοξέα 

εισήχθησαν στον πεπτιδικό σκελετό ως Fmoc-παράγωγα: Fmoc-Glu(OtBu)-OH,

Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Gln(Trt)-OH, Fmoc-Val-OH, 

Fmoc-Phe-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Thr(tBu), Fmoc-Lys(Boc)-OH. Η αντίδραση 

σύζευξης έγινε με TBTU παρουσία HOBt. Μετά το τέλος της σύνθεσης, ακολούθησε 

ξήρανση της πεπτιδορητίνης και ζύγισή της. Η απόδοση σύνθεσης υπολογίστηκε 83.96%. Η 

αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη έγινε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης με TFA 

παρουσία τριισοπροπυλσιλανίου (TIS, Aldrich,Germany) ως μόριο παγίδα των 

καρβοκατιόντων. Στη συνέχεια η επεξεργασία και η παραλαβή του πεπτιδίου έγινε σύμφωνα 

με τη γενική διαδικασία που περιγράφεται σρην παράγραφο 8.2. Η απόδοση αποκοπής του 

πεπτιδίου από τη ρητίνη υπολογίστηκε 97.13% !

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε αναλυτική RP-HPLC ώστε να βρεθούν οι βέλτιστες 

συνθήκες για τον καθαρισμό του πεπτιδίου. Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με 

ημιπαρασκευαστική RP-HPLC. Οι συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν είναι: Σύστημα 

έκλουσης (Α) Η2θ/θ.1% TFA, (Β) CH3CN/0.1% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min από 

Α/Β:70/30 σε Α/Β: 10/90, ταχύτητα ροής 4.7 ml/min, ανίχνευση στα 214nm. Η απόδοση 

καθαρισμού με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης υπολογίστηκε 77.84 %.

Η ταυτοποίηση του πεπτιδίου έγινε με φασματοσκοπία μάζας Electrospray Ionization 

(ESI-MS) (Σχήμα 8) και η καθαρότητα του πεπτιδίου ελέγχθηκε με αναλυτική RP-HPLC 

(Σχήμα 9).
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Σχήμα. 8: Φάσμα μάζας ESI τον πεπτιδίου MAGE 3 (243-258) (3). Υπολογισθέν μοριακό 
βάρος ΜΒ-2054.70, ευρεθέν μοριακό βάρος ΜΒ=2054.06.

Mnutes

Σχήμα 9: Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου
MAGE 3 (243-258) (3). Σύστημα έκλουσης: (A) Η2Ο/0.1% TFA, (Β) CH3CN/0.1% TFA, 
χρόνος έκλουσης 30 min από Α/Β:70/30 σε Α/Β: 10/90, ταχύτητα ροής lml/min, ανίχνευση 
στα 214 nm.



Ac

10.5.4 Σύνθεση του πεπτιδίου AC-SOC3 II: Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G (4)

Ac Ac
MB=1252.29 

MT=C56H97N 15017

Η σύνθεση του πεπτιδίου (4) έγινε με Fmoc-στρατηγική σε Wang ρητίνη με το πρώτο 

αμινοξύ συνδεδεμένο με τη ρητίνη, ακολουθώντας τη γενική πορεία που φαίνεται στο Σχήμα 

1. Η σύνθεση του ακετυλιωμένου φορέα SOC3 II (4), ο οποίος έχει παρασκευασθεί και στο 

παρελθόν19,20, έγινε για να συγκριθεί με τον παλμιτοϋλιωμένο φορέα (5). Χρησιμοποιήθηκε 

0.5 g ρητίνης με υποκατάσταση 0.6 mmole/g ρητίνης. Τα αμινοξέα εισήχθησαν στον 

πεπτιδικό σκελετό ως Fmoc-παράγωγα: Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Aib-OH, Fmoc-Lys(Ac)-OH. 

Η αντίδραση σύζευξης έγινε με TBTU παρουσία HOBt. Μετά το τέλος της σύνθεσης του 

φορέα, έγινε αποκοπή της Fmoc-ομάδας της Να-αμινομάδας της τελικής λυσίνης και 

ακετυλίωση αυτής με διάλυμα οξικού ανυδρίτη σε πυριδίνη (30 φορές περίσσεια οξικού 

ανυδρίτη, έναντι των mmole της αμινομάδας). Έπειτα, ακολούθησε ξήρανση της 

πεπτιδορητίνης και ζύγισή της. Η απόδοση σύνθεσης υπολογίστηκε 91.57 % . Η αποκοπή 

του πεπτιδίου από τη ρητίνη έγινε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης με TFA. Στη συνέχεια η 

επεξεργασία και η παραλαβή του πεπτιδίου έγινε σύμφωνα με τη γενική διαδικασία που 

περιγράφεται στην παράγραφο 8.2. Η απόδοση αποκοπής του πεπτιδίου από τη ρητίνη 

υπολογίστηκε 96.00 %.

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε αναλυτική RP-HPLC ώστε να βρεθούν οι βέλτιστες 

συνθήκες για τον καθαρισμό του πεπτιδίου. Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με 

ημιπαρασκευαστική RP-HPLC. Οι συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν είναι: Σύστημα 

έκλουσης (Α) Η2θ/0.1% TFA, (Β) CH3CN/0.1% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min από 

Α/Β:50/50 σε Α/Β:10/90, ταχύτητα ροής 4.7 ml/min, ανίχνευση στα 214 nm. Η απόδοση 

καθαρισμού με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης υπολογίστηκε 34.51 %.

Η ταυτοποίηση του πεπτιδίου έγινε με φασματοσκοπία μάζας Electrospray Ionization 

(ESI-MS) (Σχήμα 10) και η καθαρότητα του πεπτιδίου ελέγχθηκε με αναλυτική RP-HPLC 

(Σχήμα Π).
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Σχήμα 10: Φάσμα μάζας ESI τον πεπτιδίου Ac-SOC3 II (4). Υπολογισθέν μοριακό βάρος 
ΜΒ=1252.29, ευρεθέν μοριακό βάρος ΜΒ=1252.93.

•Λ'

Σχήμα 11: Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου Ac-SOC3 II (4). 
Σύστημα έκλουσης: (Α) Η20/0.1% TFA, (Β) CH3CN/0.1% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min 
από Α/Β: 10/90 σε Α/Β:50/50, ταχύτητα ροής Iml/min, ανίχνευση στα 
214 nm.
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ίθ.5.5 Σύνθεση του πεπτιδίου PaI-SOC3 II: Pai-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G (5)

Ac Ac
MB=1448.89

MT= C70H125N15O17

Η σύνθεση του πεπτιδίου (5) έγινε με Fmoc-στρατηγική σε Wang ρητίνη με το πρώτο 

αμινοξύ συνδεδεμένο στη ρητίνη, ακολουθώντας τη γενική πορεία που φαίνεται στο Σχήμα 1. 

Χρησιμοποιήθηκαν 0.5 g ρητίνης με υποκατάσταση 0.6 mmole/g ρητίνης. Τα αμινοξέα 

εισήχθησαν στον πεπτιδικό σκελετό ως Fmoc-παράγωγα: Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Aib-OH, 

Fmoc-Lys(Ac)-OH. Η αντίδραση σύζευξης έγινε με TBTU παρουσία HOBt. Μετά την 

ολοκλήρωση της σύνθεσης του φορέα, έγινε αποκοπή της Fmoc-ομάδας της Να-αμινομάδας 

της τελικής λυσίνης και παλμιτοϋλίωση αυτής με διάλυμα παλμιτικού ανυδρίτη σε πυριδίνη 

(3 φορές περίσσεια παλμιτικού ανυδρίτη, έναντι των mmole της αμινομάδας). Έπειτα, 

ακολούθησε ξήρανση της πεπτιδορητίνης και ζύγισή της. Η απόδοση σύνθεσης υπολογίστηκε 

93.69 %. Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη έγινε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης με 

TFA. Στη συνέχεια η επεξεργασία και η παραλαβή του πεπτιδίου έγινε σύμφωνα με τη γενική 

διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο 8.2. Η απόδοση αποκοπής του πεπτιδίου από 

τη ρητίνη υπολογίστηκε 92.61 %.

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε αναλυτική RP-HPLC ώστε να βρεθούν οι βέλτιστες 

συνθήκες για τον καθαρισμό του πεπτιδίου. Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με 

ημιπαρασκευαστική RP-HPLC. Οι συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν είναι: Σύστημα 

έκλουσης (Α) Η2θ/0.1% TFA, (Β) CH3CN/0.1% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min από 

Α/Β:80/20 σε Α/Β: 0/100, ταχύτητα ροής 4.7 ml/min, ανίχνευση στα 214 nm. Η απόδοση 

καθαρισμού με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης υπολογίστηκε 20.71 %.

Η ταυτοποίηση του πεπτιδίου έγινε με φασματοσκοπία μάζας Electrospray Ionization 

(ESI-MS) (Σχήμα 12) και η καθαρότητα του πεπτιδίου ελέγχθηκε με αναλυτική RP-HPLC 

(Σχήμα 13).

Ac
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Σχήμα 12: Φάσμα μάζας ESI του πεπτιδίου Pal-SOC3 II (5). Υπολογισθέν μοριακό βάρος 
ΜΒ=1448.89, ενρεθέν μοριακό βάρος ΜΒ-1448.47.

mV

Σχήμα 13: Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου Pal-SOC3 II  (5).
Σύστημα έκλουσης: (Λ) Η2Ο/0.1% TFA, (Β) CH3CN/0.1% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min
από Α/Β:80/20 σε Α/Β:0/100, ταχύτητα ροής lm l/m in , ανίχνευση στα 214 nnu



10.5.6 Σύνθεση του πεπτιδίου AC-SOC3 II [MAGE 3 CD8 (2 1 2 -2 2 0 )]2  (6 )

ΜΒ=3228.54 

ΜΤ= C 134H219N37O51S2

Η σύνθεση του πεπτιδίου (6) έγινε με Boc-στρατηγική σε ΡΑΜ ρητίνη με το πρώτο 

αμινοξύ συνδεδεμένο στη ρητίνη, ακολουθώντας τη πορεία που φαίνεται στο Σχήμα 15. 

Χρησιμοποιήθηκε 1 g ρητίνης με υποκατάσταση 0.74 mmole/g ρητίνης. Έγινε μείωση της 

υποκατάστασης της ρητίνης και η τελική υποκατάσταση βρέθηκε 0,35 mmol/g. Αναλυτικά η 

διαδικασίας μείωσης της υποκατάστασης περιγράφεται στην παράγραφο 8.3.Τα αμινοξέα 

εισήχθησαν στον πεπτιδικό σκελετό ως Boc-παράγωγα: Boc-Aib-OH, Boc-Lys(Ac)-OH, 

Boc-Lys(Fmoc)-OH, Boc-Gly-OH, Boc-Ala-OH, Boc-Glu(OBzl)-OH, Boc-Asp(OcHx)-OH, 

Boc-Pro-OH, Boc-Lys(2,6-Cl2-Bzl)-OH, Boc-Cys(Acm)-OH. Η αντίδραση σύζευξης έγινε με 

TBTU παρουσία HOBt. Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης του φορέα SOC3 II, έγινε 

αποκοπή της Boc-ομάδας της Ν“-αμινομάδας του τελικού Aib του φορέα και 

πραγματοποιήθηκε ακετυλίωση με διάλυμα οξικού ανυδρίτη σε πυριδίνη (30 φορές 

περίσσεια οξικού ανυδρίτη, έναντι των mmole της αμινομάδας). Στη συνέχεια, ακολούθησε 

αποκοπή της Fmoc προστατευτικής ομάδας των παράπλευρων αμινομάδων των Lys του 

φορέα και σύνθεση των επιτόπων MAGE 3 CD8 (212-220). Έπειτα, ακολούθησε ξήρανση 

της πεπτιδορητίνης και ζύγισή της. Η απόδοση σύνθεσης υπολογίστηκε 68.40%. Η αποκοπή 

του πεπτιδίου από τη ρητίνη έγινε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης με άνυδρο HF. Ως 

μόρια παγίδες χρησιμοποιήθηκαν θειοκρεσόλη (Fluka, Germany) και διμέθυλοσουλφίδιο. 

Στη συνέχεια η επεξεργασία και η παραλαβή του πεπτιδίου έγινε σύμφωνα με τη γενική 

διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο 8.2. Η απόδοση αποκοπής του πεπτιδίου από 

τη ρητίνη υπολογίστηκε 89.16%.

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε αναλυτική RP-HPLC ώστε να βρεθούν οι βέλτιστες 

συνθήκες για τον καθαρισμό του πεπτιδίου. Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με 

ημιπαρασκευαστική RP-HPLC. Οι συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν είναι: Σύστημα 

έκλουσης (Α) Η2θ/0.1% TFA, (Β) CH3CN/0.1% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min από 

Α/Β:90/10 σε Α/Β: 40/60, ταχύτητα ροής 4.7 ml/min, ανίχνευση στα 214 nm. Η απόδοση 

καθαρισμού με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης υπολογίστηκε 14.10%.

Η ταυτοποίηση του πεπτιδίου έγινε με φασματοσκοπία μάζας Electrospray Ionization 

(ESI-MS) (Σχήμα 15) και η καθαρότητα του πεπτιδίου ελέγχθηκε με αναλυτική RP-HPLC 

(Σχήμα 16).
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Boc-G-Pam ρητίνη

Β ήμα I

Να-αποπροστασία:
1x2 min 40 % TFA σε DCM 
1x13 min 40 % TFA σε DCM 
Εκπλύσεις: DCM, MeOH, DCM (3x1 min) 
Test Kaiser (+)

G-Pam ρητίνη

Μ είω ση
Υποκατάστασης

1 ισοδύναμα Fmoc-Aib-OH
1 ισοδύναμα TBTU
1 ισοδύναμα HOBt
3 ισοδύναμα DIEA
Ανάδευση Ικαι Vz ώρες
Εκπλύσεις: DCM,MeOH,DCM (3x1 min)
Ακετυλίωση των ελεύθερων Ν°-αμινομάδων
Test Kaiser (-)

Fmoc-Aib-G-Pam ρητίνη
Ν“-αποπροστασία:
1x2 min 20 % πιπεριδίνη σε DMF 
1x10 min 20 % πιπεριδίνη σε DMF 
Εκπλύσεις: DCM, MeOH, DCM (3x1 min) 
Test Kaiser (+)

Aib-G-Pam ρητίνη

Σύζευξη

3 ισοδύναμα Boc-Lys(Fmoc)-OH
3 ισοδύναμα TBTU
3 ισοδύναμα HOBt
9 ισοδύναμα DIEA
Ανάδευση Ικαι Vz ώρες
Εκπλύσεις: DCM,MeOH,DCM (3x1 min)
Test Kaiser (-) αρνητικό

▼
Boc-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Fmoc Επανάληψη βήματος 1

H2N-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Fmoc

Σχήμα 14 : Πορεία σύνθεσης του πεπτιδίου Ac-SOC3 II [MAGE 3 CD8 (212-220)Ι3 (6) 
(Κατά την αποκοπή της Boc-προστατευτικής ομάδας με διάλυμα 40% TFA σε DCM παίρνουμε 
άλας TFA)
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Επανάληψη των συζεύξεων με τα 
απαραίτητα Boc-αμινοξέα και τις 
Ν“-αποπροστασίες μέχρι τη σύνθεση 
του φορέα SOC 3 Π

Boc-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη 

Fmoc Ac Fmoc

H2N-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Fmoc

Επανάληψη βήματος 1

H2N-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Fmoc Ac Fmoc

Ακετυλίωση:
30 ισοδύναμα Αθ2θ/πυριδίνης 
Ανάδευση 20 min
Εκπλύσεις: DCM, MeOH, DCM (3x1 min ) 
Test Kaiser (-)

▼
Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Fmoc Ac Fmoc

Να-αποπροστασία:
1x2 min 20 % πιπεριδίνη σε DMF 
1x10 min 20 % πιπεριδίνη σε DMF 
Εκπλύσεις: DCM, MeOH, DCM (3x1 min) 
Test Kaiser (+)

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη
I I I

NH2 Ac NH2
Επανάληψη των συζεύξεων με τα 
απαραίτητα Boc-αμινοξέα και τις 
Να-αποπροστασίες μέχρι τη σύνθεση 
του επιτόπου MAGE3 CD8(212-220)

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Ac K-E-E-P-A-C-D-G-E-Boc
Κ- :-E-P-A-C-D-G-E-Boe

. f t G r
OBzl Aciil OBzl 

OBzl OcHx 
2,6-Cb-BzL

OBzl Acm| ’ ^Bzl 
ΟΒ4Γ - Λ ' ■ OcHx 

2,6-C12-BzL

Σχήμα 14 (  συνέχεια)
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Ac-Aib- ί -Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Ac
K-E-E-P-A-C-D-G-E-Boc

| OBzl Acm| d)Bzl 
OBzl OcHx

K-E-E-P-A-C-D-G-E-Boc
(!)Bzl Acm j (!)Bzl 

OBzl OcHx
2,6-Cb'BzL

2,6-C12-BzL
Να-αποπροστασία:
1x2 min 40 % TFA σε DCM 
1x13 min 40 % TFA σε DCM
Εκπλύσεις: DCM, MeOH, DCM (3x1 min) 
Test Kaiser (+)

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη
I I

Ac K-E-E-P-A-C-D-G-E-NH2
d)BzlK-E-E-P-A-C-D-G-E-NH2

• J  IOBzl Acm OBzl 
OBzl OcHx

2,6-Clr BzL

OBzl Acm [
OBzl OcHx

2,6-C12-BzL

Αποκοπή από την ρητίνη με άνυδρο HF 
για 30min στους -8° C, 1 h στους 0° C

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-OH

Ac
k -e -e -p -a -c -d -g -e -n h 2

k -e -e -p -a -c -d -g -e -n h 2

Acm
Acm

Σχήμα 14 (συνέχεια)



Σχήμα 15: Φάσμα μάζας ESI του πεπτιδίου Ac-SOC3 II [MAGE 3 CD8 (212-220)]2 (6). 
Υπολογισθέν μοριακό βάρος ΜΒ-3228.54, ευρεθέν μοριακό βάρος ΜΒ=3229.11.

rriV

Σχήμα 16: Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου
Ac-SOCs II [MAGE 3 CD8 (212-220)]2 (6). Σύστημα έκλουσης: (A) Η2Ο/0.1% TFA, (Β) 
CH3CN/0.1% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min από Α/Β:90/10 σε
Α/Β:40/60ταχύτητα ροής lml/min, ανίχνευση στα 214 nm.
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10.5.7 Σύνθεση του πεπτιδίου Ac-SOC3 II [MAGE 3 CD8 (114-122)]2 (7)

ΜΒ=3240.96

ΜΤ= C156H255N37O37

Η σύνθεση του πεπτιδίου (7) έγινε με Boc-στρατηγική σε ΡΑΜ ρητίνη με το πρώτο 

αμινοξύ συνδεδεμένο στη ρητίνη, ακολουθώντας την πορεία που φαίνεται στο Σχήμα 18. 

Χρησιμοποιήθηκε 1 g ρητίνης με υποκατάσταση 0.74 mmole/g ρητίνης. Έγινε μείωση της 

υποκατάστασης της ρητίνης και η τελική υποκατάσταση βρέθηκε 0,35 mmol/g. Αναλυτικά η 

διαδικασίας μείωσης της υποκατάστασης περιγράφεται στην παράγραφο 8.3.Τα αμινοξέα 

εισήχθησαν στον πεπτιδικό σκελετό ως Boc-παράγωγα: Boc-Aib-OH, Boc-Lys(Ac)-OH, 

Boc-Lys(Fmoc)-OH, Boc-Gly-OH, Boc-Leu-OH, Boc-Phe-OH, Boc-His(Tos)-OH, 

Boc-Val-OH, Boc-Ala-OH, Boc-Glu(OBzl)-OH. Η αντίδραση σύζευξης έγινε με TBTU 

παρουσία HOBt. Κατά τη σύζευξη της Boc-His(Tos)-OH21'23 δεν προστέθηκε HOBt επειδή 

είναι δυνατόν να αποκοπεί σταδιακά η Tos-ομάδας και να προστεθεί στις ελεύθερες 

αμινομάδες24'26. Για το λόγο αυτό μετά τη σύζευξη της Boc-His(Tos)-OH ακολουθεί αποκοπή 

της Tos-ομάδα με διάλυμα 1 Μ HOBt. Τα επόμενα αμινοξέα προστέθηκαν σε μεγαλύτερη 

περίσσεια αντιδραστηρίων καθώς αντιδρούσαν και με το ιμιδαζόλιο της His (το αμινοξύ 

φεύγει από το ιμιδαζόλιο με την επόμενη κατεργασία με TFA). Μετά την ολοκλήρωση της 

σύνθεσης του φορέα SOC3 II, έγινε αποκοπή της Boc-ομάδας της Να-αμινομάδας του 

τελικού Aib του φορέα και πραγματοποιήθηκε ακετυλίωση με διάλυμα οξικού ανυδρίτη σε 

πυριδίνη (30 φορές περίσσεια οξικού ανυδρίτη, έναντι των mmole της αμινομάδας). 

Ακολούθησε αποκοπή της Fmoc προστατευτικής ομάδας των παράπλευρων αμινομάδων των 

Lys του φορέα και σύνθεση των επιτόπων MAGE 3 CD8 (114-122). Έπειτα, ακολούθησε 

ξήρανση της πεπτιδορητίνης και ζύγισή της. Η απόδοση σύνθεσης υπολογίστηκε 62.62%. Η 

αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη έγινε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης με άνυδρο HF. 

Ως μόρια παγίδες χρησιμοποιήθηκαν θειοκρεσόλη (Fluka, Germany) και 

διμέθυλοσουλφίδιο11. Η επεξεργασία και η παραλαβή του πεπτιδίου έγινε σύμφωνα με τη 

γενική διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο 8.2. Η απόδοση αποκοπής του 

πεπτιδίου από τη ρητίνη υπολογίστηκε 83.31%.

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε αναλυτική RP-HPLC ώστε να βρεθούν οι βέλτιστες 

συνθήκες για τον καθαρισμό του πεπτιδίου. Ο καθαρισμός του πεπτιδίου έγινε με 

ημιπαρασκευαστική RP-HPLC. Οι συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν είναι: Σύστημα 

έκλουσης (A) Η2Ο/0.1% TFA, (Β) CH3CN/0.1% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min από
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Α/Β:90/10 σε Α/Β: 0/100, ταχύτητα ροής 4.7 ml/min, ανίχνευση στα 214 nm. Η απόδοση 

καθαρισμού με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης υπολογίστηκε 16.86 %.

Η ταυτοποίηση του πεπτιδίου έγινε με φασματοσκοπία μάζας Electrospray Ionization 

(ESI-MS) (Σχήμα 18) και η καθαρότητα του πεπτιδίου ελέγχθηκε με αναλυτική RP-HPLC 

(Σχήμα 19).
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Boc-G-Pam ρητίνη

Β ήμα 1

Ν“-αποπροστασία:
1x2 min 40 % TFA σε DCM 
1x13 min 40 % TFA σε DCM 
Εκπλύσεις: DCM, MeOH, DCM (3x1 min) 
Test Kaiser (+)

Μ είω ση
Υποκατάστασης

G-Pam ρητίνη
1 ισοδύναμα Fmoc-Aib-OH 
1 ισοδύναμα TBTU 
1 ισοδύναμα HOBt 
3 ισοδύναμα DIEA 
Ανάδευση Ικαι ιΔ ώρες 
Εκπλύσεις: DCM,MeOH,DCM (3x1 min) 
Ακετυλίωση των ελεύθερων Να-αμινομάδων 
Test Kaiser (-)

Fmoc-Aib-G-Pam ρητίνη
Ν“-αποπροστασία:
1x2 min 20 % πιπεριδίνη σε DMF 
1x10 min 20 % πιπεριδίνη σε DMF 
Εκπλύσεις: DCM, MeOH, DCM (3x1 min) 
Test Kaiser (+)

Aib-G-Pam ρητίνη

Σύζευξη

3 ισοδύναμα Boc-Lys(Fmoc)-OH
3 ισοδύναμα TBTU
3 ισοδύναμα HOBt
9 ισοδύναμα DIEA
Ανάδευση Ικαι V» ώρες
Εκπλύσεις: DCM,MeOH,DCM (3x1 min)
Test Kaiser (-) αρνητικό

Boc-K-Aib-G-Pam ρητίνη 

Fmoc Επανάληψη βήματος 1

^N-K-Aib-G-Pam ρητίνη 

Fmoc

Σχήμα 17: Πορεία σύνθεσης του πεπτιδίου Ac-SOC3 11 IMAGE 3 CD8 (114-122)]2 (7) 
(Κατά την αποκοπή της Boc-προστατευτικής ομάδας με διάλυμα 40% TFA σε DCM παίρνουμε 
άλας TFA)
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H2N-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Fmoc Επανάληψη των συζεύξεων με τα 
απαραίτητα Boc-αμινοξέα και τις 
Να-αποπροστασίες μέχρι τη σύνθεση 
του φορέα SOC 3 II

▼
Boc-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Fmoc Ac Fmoc

Επανάληψη βήματος 1
▼

H2N-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Fmoc Ac Fmoc

Ακετυλίωση:
30 ισοδύναμα Αο20/πυριδίνης 
Ανάδευση 20 min
Εκπλύσετς: DCM, MeOH, DCM (3x1 min ) 
Test Kaiser (-)

▼

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Fmoc Ac
I
Fmoc

Να-αποπροστασία:
1x2 min 20 % πιπεριδίνη σε DMF 
1x10 min 20 % πιπεριδίνη σε DMF 
Εκπλύσεις: DCM, MeOH, DCM (3x1 min) 

v Test Kaiser (+)

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη

NH2 Ac NH2

Επανάληψη των συζεύξεων με τα 
απαραίτητα Bdc-αμινοξέα και τις 
Να-αποπροστασίες μέχρι τη σύνθεση 
του επιτόπου MAGE3 CD8(114-122)

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Ac
L-L-L-F- Η - V A-Boc 

Tos OBzl

L-L-L-F-H-V-L-E-A-Boc
Tos OBzl

Σχήμα 17 (συνέχεια)
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Ac-Aib- ί -Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη
I I

Ac L-L-L-F-H-V-L-E-A-Boc
-L-L-F-H-V-L-E-A-Boc j os <j>Bzl

Tos OBzl

Ν“-αποπροστασία:
1x2 min 40 % TFA σε DCM 
lxl 3 min 40 % TFA σε DCM 
Εκπλύσεις: DCM, MeOH, DCM (3x1 min) 
Test Kaiser (+)

Ac-Aib- !i-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Pam ρητίνη

Ac L-L-L-F-H-V-L-E-A-NHi
L-L-F-H-V-L-E-A-NH2 TJ,S (̂ Bzl

Tos OBzl

Αποκοπή από την ρητίνη με άνυδρο HF 
για 30min στους -8° C, 1 h στους 0° C

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-OH

Ac L-L-L-F-H-V-L-E-A-NH2
.-L-L-F-H-V-L-E-A-NH2

Σχήμα 17 (συνέχεια)



Σχήμα 18: Φάσμα μάζας ESI τον πεπτιδίου AC-SOC3 U  [MAGE 3 CD8  (114-122)]2 (7), 
Υπολογισθέν μοριακό βάρος ΜΒ=3240.96, ευρεθέν μοριακό βάρος ΜΒ=3241.07.

mV

Σχήμα 19: Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου
Ac-SOCs II IMAGE 3 CD8  (114-122)]2 (7). Σύστημα έκλουσης: (A) H 2 O/0J%  TFA, (Β) 
CH2CN/0A% TFA, χρόνος έκλουσης 30 min από Α/Β:90/10 σε 
Α/Β:0/100, ταχύτητα ροής lml/min, ανίχνευση στα 214 nnu

177



10.5.8 Σύνθεση του παραγωγού με φλουορεσκεΐνη του πεπτιδίου 
Ac-SOC} II [MAGE 3 CD8  (212-220) ] 2 (8)

50 ml διαλύματος PBS 10mM (pH 7.4) ρυθμίστηκαν σε pH 9 με προσθήκη διαλύματος 

5% Na2CC>3. 4.5mg NHS-φλουορεσκεΐνης (0.009mM) διαλύθηκαν σε 1ml διαλύματος 

PBS- Na2CC>3 (pH 9) και ακολούθησε ισχυρή ανάδευση σε Vortex. Για την καλύτερη 

διάλυση της NHS-φλουορεσκεΐνης προστέθηκε και μικρή ποσότητα ακετονιτριλίου. Το 

διάλυμα αυτό προστέθηκε σε σφαιρική φιάλη όπου είχαν διαλυθεί 5mg (0.0015 mmole) του 

πεπτιδίου Ac-so c 3 ιι [m a g e  3 CD8 (2ΐ2-220)]2 (6) σε 2ml διαλύματος PBS-Na2C03 (pH 9). Έγινε 

ανάδευση για τρεις ώρες σε συνθήκες φωτοπροφύλαξης (φλουορεσκεΐνη) και ακολούθησε 

λυοφιλοποίηση. Το στερεό αφού διαλύθηκε σε Η2Ο υποβλήθηκε σε διαπίδυση έναντι Η2Ο 

για 48 ώρες και το τελικό προϊόν ελήφθη με λυοφιλοποίηση.

10.5.9 Σύνθεση του παραγωγού με φλουορεσκεΐνη του πεπτιδίου 
Ac-SOCs I I [MAGE 3 CD8  (114-122)]2 (9)

50 ml διαλύματος PBS lOmM (pH 7.4) ρυθμίστηκαν σε pH 9 με προσθήκη διαλύματος 

5% Na2CC>3. 3.6mg NHS-φλουορεσκεΐνης (0.0075mM) διαλύθηκαν σε 1ml διαλύματος 

PBS- Na2C03 (pH 9) και ακολούθησε ισχυρή ανάδευση σε Vortex. Για την καλύτερη 

διάλυση της NHS-φλουορεσκεΐνης προστέθηκε και μικρή ποσότητα ακετονιτριλίου. Το 

διάλυμα αυτό προστέθηκε σε σφαιρική φιάλη όπου είχαν διαλυθεί 5mg (0.0015 mmole) του 

πεπτιδίου Ac-so c 3 ιι [m a g e  3 CD8 (114-122)]2 (7) σε 2ml διαλύματος PBS-Na2CC>3 (pH 9). Έγινε 

ανάδευση για τρεις ώρες σε συνθήκες φωτοπροφύλαξης (φλουορεσκεΐνη), ακολούθησε 

λυοφιλοποίηση. Το στερεό αφού διαλύθηκε σε Η2Ο υποβλήθηκε σε διαπίδυση έναντι Η2Ο 

για 72 ώρες και το τελικό προϊόν ελήφθη με λυοφιλοποίηση.
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50 ml διαλύματος PBS 10mM (pH 7.4) ρυθμίστηκαν σε pH 9 με προσθήκη διαλύματος 

5% Na2CC>3. 3.6 mg NHS-φλουορεσκεΐνης (0.0075mM) διαλύθηκαν σε 1ml διαλύματος 

PBS- Na2CC>3 (pH 9) και ακολούθησε ισχυρή ανάδευση σε Vortex. Για την καλύτερη 

διάλυση της NHS-φλουορεσκεΐνης προστέθηκε και μικρή ποσότητα ακετονιτριλίου. Το 

διάλυμα αυτό προστέθηκε σε σφαιρική φιάλη όπου είχαν διαλυθεί 3mg (0.0005 mmole) του 

πεπτιδίου Ac-s o c 4 ι  [m a g e  3(168-176) (28ΐ-295)]2 (α) σε 2ml διαλύματος PBS-Na2CC>3 (pH 9). Έγινε 

ανάδευση για τρεις ώρες σε συνθήκες φωτοπροφύλαξης (φλουορεσκεΐνη), ακολούθησε 

λυοφιλοποίηση. Το στερεό αφού διαλύθηκε σε Η2Ο υποβλήθηκε σε διαπίδυση έναντι Η2Ο 

για 72 ώρες και το τελικό προϊόν ελήφθη με λυοφιλοποίηση.

10.5.11 Σύνθεση του παραγωγού με φλουορεσκεΐνη του πεπτιδίου 
Ac-SOC4 I[MAGE 3(168-176) (281-295)] (11)

50 ml διαλύματος PBS 10mM (pH 7.4) ρυθμίστηκαν σε pH 9 με προσθήκη διαλύματος 

5% Na2CC>3. 4 mg NHS-φλουορεσκεΐνης (0.0077mM) διαλύθηκαν σε 1ml διαλύματος 

PBS- Na2CC>3 (pH 9) και ακολούθησε ισχυρή ανάδευση σε Vortex. Για την καλύτερη 

διάλυση της NHS-φλουορεσκεΐνης προστέθηκε και μικρή ποσότητα ακετονιτριλίου. Το 

διάλυμα αυτό προστέθηκε σε σφαιρική φιάλη όπου είχαν διαλυθεί 4.5mg (0.0011 mmole) του 

πεπτιδίου Ac-so c 4 1 [m a g e  3(168-176) (281-295)] (β)σε 2ml διαλύματος PBS-Na2C 0 3 (pH 9). Έγινε 

ανάδευση για τρεις ώρες σε συνθήκες φωτοπροφύλαξης (φλουορεσκεΐνη), ακολούθησε 

λυοφιλοποίηση. Το στερεό αφού διαλύθηκε σε Η2Ο υποβλήθηκε σε διαπίδυση έναντι Η2Ο 

για 48 ώρες και το τελικό προϊόν ελήφθη με λυοφιλοποίηση.

10.5.10 Σύνθεση του παραγωγού με φλουορεσκεΐνη του πεπτιδίου
A c-SOC 4 I  [M AGE 3(168-176) (281-295)]2 (10)
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50 ml διαλύματος PBS lOmM (pH 7.4) ρυθμίστηκαν σε pH 9 με προσθήκη διαλύματος 

5% Na2CC>3. 5mg NHS-φλουορεσκεΐνης (0.0 ImM) διαλύθηκαν σε 1ml διαλύματος PBS- 

Na2CC>3 (pH 9) και ακολούθησε ισχυρή ανάδευση σε Vortex. Το διάλυμα αυτό προστέθηκε 

σε σφαιρική φιάλη όπου είχαν διαλυθεί 10mg (0.0024 mmole) του πεπτιδίου 

Pai-soc* I [MAGE 3(168-176) (281-295)] (γ) σε 2ml διαλύματος PBS-Na2CC>3 (pH 9). Έγινε ανάδευση 

για τρεις ώρες σε συνθήκες φωτοπροφύλαξης (φλουορεσκεΐνη), ακολούθησε διήθηση και το 

διήθημα υποβλήθηκε σε διαπίδυση έναντι Η2Ο για 48 ώρες και το τελικό προϊόν ελήφθη με 

λυοφιλοποίηση.

10.5.12 Σύνθεση του παραγώγου με φλουορεσκεΐνη του πεπτιδίου
Pal-SOC 4  1 1MAGE 3(168-176) (281-295)] (12)

180



:· ; . :V f  .1 t ' ■■ 4" -f , ■'■· . Λ -'.-‘.A-* 7 /· . - '. 'α
j i X f m s ^ o r

!:u4

■’Τ· ΚΕΦΑΛΑΙΟ 11 "τ' · > ;· .· f-.

f
I'

§

ΔΙΑΜΟΡΦΩΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ME ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ 
ΚΥΚΛΙΚΟΥ ΔΙΧΡΩΙΣΜΟΥ

TV-TTV V -W ,

i. ; X ' X \ ' X  '

'■ί 'χΰ^χη

0 ;■

m  ."&■



11. ΔΙΑΜΟΡΦΩΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΜΕ ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ΚΥΚΛΙΚΟΥ 
ΔΙΧΡΩΙΣΜΟΥ

11.1 Εισαγωγή

Τα πειράματα κυκλικού διχρωϊσμού (CD) των πεπτιδίων που συντέθηκαν στην 

παρούσα εργασία έγιναν σε φασματοφωτόμετρο Jasco J-815 στο Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, 

στο Τμήμα Ιατρικής, στο εργαστήριο Βιολογικής Χημείας.

Τα πειράματα διεξήχθησαν σε θερμοκρασία περιβάλλοντος, χρησιμοποιώντας ως 

διαλύτες ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (Phosphate Buffer Saline, PBS), 

δωδεκυλοσουλφονικό νάτριο (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) που προσομοιάζει με λιπιδικό 

περιβάλλον, τριφθοροαιθανόλη (Trifluoroethanol, TFE) που συμβάλλει στην ανάπτυξη 

ελικοειδών διαμορφώσεων και δεκατετρακυλοφωσφοχολίνη (tetradecylphosphocholine, 

C 14PC) για τη μελέτη της επίδρασης του φωσφολιπιδικού περιβάλλοντος στη διαμόρφωση 

των πεπτιδίων.

Τα πειράματα κυκλικού διχρωϊσμού (CD) έγιναν σε συγκεντρώσεις πεπτιδίων που 

δίδονται αναλυτικά παρακάτω:

♦ Συγκεντρώσεις πεπτιδίων 1 x ΙΟ'4 Μ σε PBS (pH 7.4)

♦ Συγκέντρωση πεπτιδίων 1 χ ΙΟ*4 Μ σε SDS: 8mM [Συγκέντρωση ίση με την κρίσιμη 

συγκέντρωση σχηματισμού μικκυλίων]

♦ Συγκέντρωση πεπτιδίων 1 x ΚΓ4 Μ σε C14PC: 5mM

♦ Συγκέντρωση πεπτιδίων 1 χ ΙΟ*4 Μ σε μίγμα TFE / Η2Ο 50:50 (ν/ν)

Οι λήψεις των φασμάτων πραγματοποιήθηκαν υπό συνεχή ροή (6,5 Ι/min) αέριου 

αζώτου στο τμήμα του οπτικού θαλάμου, υψηλής καθαρότητας (>99,999 νο1%). Ο χειρισμός 

του οργάνου έγινε μέσω του προγράμματος Hardware Manager J-815 και η πρώτη 

επεξεργασία και αποθήκευση των φασμάτων με το πρόγραμμα Spectra Manager J-815. Η 

ρύθμιση των παραμέτρων του οργάνου για τη λήψη των φασμάτων έγινε ως εξής:

Φ  Περιοχή (range): 260-180nm Φ Ευαισθησία (sensitivity): lOOmdeg Φ Ανάλυση (resolution): 0,2 nm Φ Επισώρευση (accumulation): 2 Φ Εύρος ζώνης (bandwidth): 1.0 nm 

Φ  Ταχύτητα σάρωσης (scan speed): 50 nm/min
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11.2 Απεικόνιση φασμάτων

Στα Σχήματα 1 -7  απεικονίζονται τα CD φάσματα των πεπτιδίων (1)-(7) στους διαλύτες 

που προαναφέρθηκαν.

Σχήμα 1: CD φάσματα του πεπτιδίου MAGE 3 CD8  (212-220) (1) 10*Μ σε TFE/H2O 
50/50 (ν/ν), PBS, SDS 8 mM και C14PC 5mM

Σχήμα 2: CD φάσματα του πεπτιδίου MAGE 3 CD8  (114-122) (2) ΙΟ-4Μ  σε TFE/H2 O
50/50 (ν/ν), PBS, SDS 8 m M  και C14PC 5mM
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Σχήμα 3: CD φάσματα του πεπτιδίου MAGE 3 CD4 (243-258) (3) ΙΟ'4Μ  σε TFE/H2O 
50/50 (ν/ν), PBS, SDS 8 m Μ και CI4PC 5mM

Σχήμα 4: CD φάσματα του πεπτιδίου AC-SOC3 -H  (4) ΙΟ4Μ  σε TFE/H 2 O 50/50 (ν/ν), PBS,
SD S 8 m M  και C 14P C  5m M
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Σχήμα 5: CD φάσματα τον πεπτιδίου Pal-SOC^-II (5) ΙΟ4Μ  σε TFE/H2O 50/50 (ν/ν), PBS, 
SDS 8 mM και C14PC 5mM

Σχήμα 6 : CD φάσματα του πεπτιδίου Ac-SOC3-II[MAGE3 CD8 (2 1 2-220)J2 (6) ΙΟ4Μ σε 
TFE/H20  50/50 (v/v)y PBS, SDS 8 mM και C]4PC 5mM
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Σχήμα 7: CD φάσματα του πεπτιδίου Ac-SOC3-II[MA GE3CD8(114-122)]2 (7) 1(Γ4Μ  σε 
TFE/H20  50/50 (v/v), PBS, SDS 8 mM και C14PC 5mM
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Στα Σχήματα 8 -11 απεικονίζονται τα CD φάσματα των πεπτιδίων (1)-(7) στον ίδιο 

διαλύτη.

»* Πεπτίδιο 1: Πεπτίδιο MAGE 3 CD8 (212-220)

. ► Πεπτίδιο 2: Πεπτίδιο MAGE 3 CD8 (114-122)

Πεπτίδιο 3: Πεπτίδιο MAGE 3 CD4 (243-258)

.*■ Πεπτίδιο 4: Πεπτίδιο AC-SOC3-II 

.>■ Πεπτίδιο 5: Πεπτίδιο Pal-SOC3-II

.*■ Πεπτίδιο 6: Πεπτίδιο AC-SOC3-II [MAGE-3 CD8(212-220)]2 

► Πεπτίδιο 7: Πεπτίδιο Ac-SOC3-II [MAGE-3 CD8 (114-122)]2

Σχήμα 8 : Φάσματα CD των πεπτιδίων (1)-(7) συγκέντρωσης ΙΟ"4Μ  σε TFE/H2O 50/50 
(ν/ν)
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Σχήμα 9: Φάσματα CD των πεπτιδίων (1)-(7) συγκέντρωσης Iff4Μ  σε PBS
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Σχήμα 10: Φάσματα CD των πεπτιδίω ν  (1)-(7) συγκέντρωσης I f f 4Μ  σε S D S  8m M
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Σχήμα 11: Φάσματα CD των πεπτιδίων (l)-(7) συγκέντρωσης Iff4Μ  σε C14P C  5mM
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11.3 Ανάλυση φασμάτων κυκλικού διχρωισμού

Τα δεδομένα των ληφθέντων φασμάτων αναλύθηκαν με το πρόγραμμα CDNN. 

Επιλέχτηκε η ομάδα με το μεγαλύτερο αριθμό πρωτεϊνικών φασμάτων CD αναφοράς 

-  επιλογή “Net using 33 basespectra (complex CD spectra).

Τα τελικά δεδομένα των αναλύσεων των φασμάτων από το πρόγραμμα CDNN αφορούν 

στο επί τοις εκατό ποσοστό της κάθε δομής (έλικα, αντιπαράλληλο φύλλο, παράλληλο φύλλο, 

β-στροφή, τυχαία διαμόρφωση) που λαμβάνει το πεπτίδιο, οι οποίες συνεισφέρουν στην 

τελική του διαμόρφωση, όπως φαίνεται στους Πίνακες 1-15 για τα πεπτίδια (1)- (7), 

συγκέντρωσης ΙΟ"4 σε TFE/H20  50/50 (ν/ν), PBS, SDS (8mM) και C,4PC (5mM).

Ως πλέον αξιόπιστες αναλύσεις θεωρούνται αυτές των οποίων το άθροισμα των 

ποσοστών των επιμέρους δομών είναι πλησιέστερα στο 100%, ή έχουν απόκλιση το πολύ 

±5-10%. Τέτοια αποτελέσματα βρέθηκε ότι λαμβάνονται στην περιοχή 190-260nm 

(μετά από τη σύγκριση των αποτελεσμάτων όλων των αναλύσεων), και αυτά θεωρούνται ως 

τα τελικά αποτελέσματα (Πίνακας 29).

Πίνακας-1: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
MAGE 3 CD8  (212-220) (1), σε συγκέντρωση 1 x HF4 Μ  σε TFE/H2 O 50/50 (ν/ν) με το 
πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 7.2% 8.0% 8.7% 10.7% 11.8%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 16.9% 20.3% 23.5% 24.7% 27.6%

Παράλληλο Φύλλο 2.6% 3.3% 4.2% 5.4% 5.6%

β-στροφή 30.4% 29.7% 31.1% 24,7% 19.4%

Τυχαία Διαμόρφωση 45.0% 41.5% 40.1% 35.9% 35.3%

Άθροισμα 102.1% 102.8% 107.6% 101.3% 99.6%
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Πίνακας 2: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου
MAGE 3 CD8 (114-122) (2), σε συγκέντρωση 1  x ΚΤ4 Μ  σε TFE/H20  50/50 (ν/ν) με το
πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 9.1 % 9.4 % 8.0% 5.7% 6.1 %

Ανπηαράλληλο Φύλλο 44.3% 33.8 % 33.2 % 35.8 % 38.3%

Παράλληλο Φύλλο 4.0 % 5.0% 5.1 % 5.3 % 5.4%

β-στροφή 21.0 % 21.8% 23.4 % 22.0 % 19.6 %

Τυχαίο Διαμόρφωση 28.2 % 33.4 % 37.7 % 35.9 % 35.7 %

Άθροισμα 106.6 % 103.4 % 107.4 % 104.7 % 105.2 %

Πίνακας 3: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
MAGE 3 CD4 (243-258) (3), σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ' 4 Μ σε TFE/H20  50/50 (ν/ν) με το 
πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 13.1 % 13.9 % 13.9 % 9.8 % 10.4 %

Αντιπαράλληλο Φύλλο 42.5 % 30.9 % 27.0 % 28.2 % 29.3 %

Παράλληλο Φύλλο 5.0 % 6.1 % 5.8% 5.4 % 5.5%

β-στροφή 18.3 % 18.5 % 18.5 % 21.2 % 19.4 %

Τυχαία Διαμόρφωση 26.9 % 31.9 % 34.5 % 35.5 % 35.4 %

Άθροισμα 105.8 % 101.3 % 99.7 % 100.2 % 100.1 %

Πίνακας 4: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
AC-SOC3-II (4), σε συγκέντρωση 1 x 1(F4 Μ  σε TFE/H20  50/50 (ν/ν) με το πρόγραμμα 
CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 34.4 % 29.7 % 24.6 % 25.7 % 27.0 %

Ανπηαράλληλο Φύλλο 6.9 % 13.5 % 12.8% 14.1 % 15.2%

Παράλληλο Φύλλο 8.7 % 6.3% 5.0% 5.6% 5.7%

β-στροφή 19.7 % 20.2 % 21.5 % 21.5 % 18.2 %

Τυχαία Διαμόρφωση 28.3 % 29.7 % 33.1 % 33.2 % 32.8 %

Άθροισμα 97.9 % 99.5 % 97.0 % 100.2 % 98.9 %



Π ίνακας 5: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρω ϊσμού του πεπτιδίου
Pal-SOCs-II (5), σε συγκέντρωση 1 χ I ff4 Μ  σε TFE/H2O 50/50 (ν/ν) μ ε  το πρόγραμμα
CD NN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 38.5 % 34.9 % 28.3 % 29.9 % 31.6 %

Αντιπαράλληλο Φύλλο 3.5 % 10.8 % 10.7 % 12.0 % 13.0 %

Παράλληλο Φύλλο 8.8 % 6.4 % 5.0 % 5.6 % 5.7 %

β-στροφή 18.8 % 19.4 % 20.9 % 21.1 % 17.7 %

Τυχαίο Διαμόρφωση 28.1 % 28.1 % 32.0 % 32.1 % 32.8 %

Άθροισμα 97.8 % 99.7 % 97.0 % 100.7 % 99.8 %

Πίνακας 6 : Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
A c-SOC3-II[MAGE~ 3  CD8  (212-220) ] 2  (6), σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ' 4 Μ  σε TFE/H2 O 50/50 
(ν/ν) με το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 22.5% 19.1 % 18.7% 26.8% 31.7%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 12.4% 9.5% 10.0% 10.9% 12.8%

Παράλληλο Φύλλο 4.6% 3.7% 3.8% 5.3% 5.7%

β-στροφή 34.2% 32.1% 32.7% 25.7% 17.9%

Τυχαία~ Διαμό ρφωση 37.5% 40.1% 37.1% 32.1% 32.0%

Άθροισμα 111.3% 104.5% 102.4% 100.8% 100.1%

Πίνακας 7: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
Ac-SOCs-IIfMA GE-3 CD8  (114-122)/2(7)t σε συγκέντρωση 1 χ HF4 Μ  σε TFE/H20  50/50 
(ν/ν) με το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 57.2% 57.8% 46.1% 46.8% 56.5%
Αντιπαράλληλο

Φύλλο 0.3% 2.1% 3.4% 4.2% 5.0%

Παράλληλο Φύλλο 6.7% 5.1% 4.0% 4.9% 5.4%

β-στροφή 16.4% 19.0% 22.5% 20.8% 14.3%

Τυχαία Διαμόρφωση 16.6% 20.5% 26.6% 23.0% 24.1%

Άθροισμα 97.2% 104.6% 102.5% 99.7% 105.3%
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Πίνακας 8: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου
MAGE 3 CD8 (212-220) (1), σε συγκέντρωση 1 χ HF4 Μ  σε PBS με το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 5.6% 6.5% 5.7% 4.0% 4.5%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 31.1% 34.7% 37.1% 39.8% 43.4%

Παράλληλο Φύλλο 2.8% 4.1% 4.8% 5.1% 5.3%

β-στροφή 23.4% 24.3% 26.4% 23.6% 19.8%

Τυχαία Διαμόρφωση 36.5% 35.3% 39.4% 36.1% 36.1%

Άθροισμα 99.4% 104.8% 113.4% 108.5% 109.1%

Πίνακας 9: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
MAGE 3 CD8  (114-122) (2), σε συγκέντρωση 1 χ 1(Γ4 Μ  σε PBS με το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 6.3% 6 .70/0 5.7% 3.5% 3.9%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 45.3% 39.2% 40.7% 43.60/0 46.1%

Παράλληλο Φύλλο 3.5% 4.6% 5.1% 5.2% 5.3%

β-στροφή 19.8% 21.50/0 23.4% 21.2% 19.70/0

Τυχαία Διαμόρφωση 30.0% 33.8% 38.4% 35.7% 36.0%

Άθροισμα 105.0% 105.8% 113.2% 109.3% 110.9%

Πίνακας 10: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
MAGE 3 CD4 (243-258) (3), σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ'4 Μ  σε PBS με το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 6.5% 6.6% 6.1% 3.5% 3.8%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 51.3% 41.3% 42.1% 45.0% 46.6%

Παράλληλο Φύλλο 3.9% 4.9% 5.4% 5.3% 5.3%

β-στροφή 17.5% 19.7% 21.0% 19.7% 19.5%

Τυχαία Διαμόρφωση 28.0% 33.9% 37.3% 35.5% 35.8%

Άθροισμα 107.2Ο/Ο 106.3% 112.0% 109.0% 111.0%
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Π ίνακας 11: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου
A c-SO C i-II (4), σε συγκέντρωση 1 \  ΙΟ'4 Μ  σε P B S μ ε  το πρόγραμμα CD N N

190*260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 7.2% 8.1% 7.0% 4.0% 4.3%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 57.6% 41.5% 40.4% 43.2% 44.5%

Παράλληλο Φύλλο 4.3% 5.4% 5.6% 5.3% 5.3%

β-στροφή 16.5% 19.0% 20.2% 19.9% 19.6%

Τυχαία Διαμόρφωση 25.5% 32.2% 36.8% 35.7% 35.9%

Άθροισμα 111.1% 106.2% 110.0% 108.0% 109.6%

Πίνακας 12: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
Pal-S0 C3-IJ (5), σε συγκέντρωση 1 χ 1 0 4 Μ  σε PBS με το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 14.1 % 17.6 % 14.7 % 12.2 % 12.2 %

Αντιπαράλληλο Φύλλο 32.7 % 26.9 % 24.1 % 26.2 % 27.2 %

- Παράλληλο Φύλλο 4.6 % 6.4% 5.5 % 5.6 % 5.6 %

β-στροφή 20.3 % 19.0 % 20.0 % 20.5 % 19.3 %

Τυχαία Διαμόρφωση 30.0 % 31.0 % 35.0 % 35.5 % 35.1 %

Άθροισμα 101.7 % 100.9 % 99.3 % 99.9 % 99.4 %

Πίνακας 13: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
A c-SOC3-II[MAGE- 3  CD8  (212-220) ] 2  (6) t σε συγκέντρωση 1 χ 10 4  Μ  σε PBS με το 
πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 9.3 % 9.4 % 6.6 % 5.7 % 6.5 %

Αντιπαράλληλο Φύλλο 32.5 % 27.7 % 29.4 % 32.4 % 37.1 %

Παράλληλο Φύλλο 3.3 % 4.2 % 4.3 % 5.1 % 5.4 %

β-στροφή 28.3 % 27.3 % 30.6 % 25.8 % 19.6 %
Τυχαία Διαμόρφωση 31.2 % 34.2 % 40.2 % 36.0 % 35.6 %

Άθροισμα 104.5 % 102.8 % 111.0 % 104.9 % 104.2 %

197



Π ίνακας 14: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωΐσμού του πεπτιδίου
Ac-SOC^-II[MA GE-3 CD8 (114-122)]2 (7), σε συγκέντρωση 1 χ 1(Γ4 Μ  σε PBS μ ε το
πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 6.1 % 7.7% 7.5% 4.6% 4.5%
Αντιπαράλληλο

Φύλλο 46.9 % 42.2 % 42.2 % 44.3 % 43.6%

Παράλληλο Φύλλο 3.8 % 5.5% 6.0% 5.5% 5.4%

β-στροφή 15.2 % 17.1 % 17.6% 16.8 % 19.3 %

Τυχαία Διαμόρφωση 31.5 % 33.9 % 35.8 % 35.2 % 35.4 %

Άθροισμα 103.5 % 106.4 % 109.0 % 106.3 % 108.3 %

Πίνακας 15: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωΐσμού του πεπτιδίου 
MAGE 3 CD8  (212-220) (1), σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ' 4 Μ  σε SDS (8 mM) με το πρόγραμμα 
CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 5.8% 6.8% 6.3% 4.5% 5.0%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 32.0% 34.3% 36.1% 38.6% 41.6%

Παράλληλο Φύλλο 2.9% 4.2% 4.9% 5.2% 5.4%

β-στροφή 22.7% 23.6% 25.4% 22.9% 19.8%

Τυχαία Διαμόρφωση 36.3% 35.6% 39.0% 36.1% 36.1%

Άθροισμα 99.7% 104.5% 111.7% 107.4% 108.0%

Πίνακας 16: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωΐσμού του πεπτιδίου 
MAGE 3 CD8  (114-122) (2), σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ' 4 Μ  σε SDS (8 mM) με το πρόγραμμα 
CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 7.3% 8.0% 7.1% 4.1% 4.5%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 51.0% 41.3% 39.9% 42.2% 43.6%

Παράλληλο Φύλλο 4.0% 5.4% 5.6% 5.3% 5.3%

β-στροφή 17.5% 19.2% 20.3% 20.5% 19.7%

Τυχαία Διαμόρφωση 27.3% 32.3% 36.9% 35.9% 36.1%

Άθροισμα 108.0% 106.2% 109.9% 108.0% 109.3%
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Πίνακας 17: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου
MAGE 3 CD4 (243-258) (3% σε συγκέντρωση 1 χ 1(Τ4 Μ  σε SDS (8mM) μ ε το πρόγραμμα
CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 43.2% 50.4% 59.9% 49.3% 50.5%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 0.8% 6.3% 7.1% 6.9% 6.6%

Παράλληλο Φύλλο 8.6% 8.0% 7.2% 5.6% 5.6%

β-στροφή 11.3% 10.0% 8.4% 15.4% 15.9%

Τυχαία Διαμόρφωση 33.3% 22.7% 21.5% 26.9% 27.4%

Άθροισμα 97.2% 97.4% 104.0% 104.1% 105.9%

Πίνακας 18: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
AC-SOC3-II (4), σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ' 4 Μ  σε SDS (8 mM) με το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 10.1% 10.2% 9.0% 6.7% 7.0%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 45.2% 32.9% 31.7% 34.5% 36.3%

Παράλληλο Φύλλο 4.3% 5.2% 5.2% 5.4% 5.5%

β-στροφή 20.2% 21.1% 22.4% 21.1% 19.5%

Τυχαία Διαμόρφωση 27.7% 33.6% 37.2% 35.9% 35.7%

Άθροισμα 107.4% 103.0% 105.6% 103.6% 103.9%

Πίνακας 19: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
Pal-S0 C3-II (5), σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ' 4 Μ  σε SDS (8 mM) με το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 43.2 % 43.4 % 39.0 % 42.4 % 43.0 %
Αντιπαράλληλο

Φύλλο 1.2 % 6.7 % 7.5 % 8.4 % 8.8 %

Παράλληλο Φύλλο 8.2 % 6.4 % 5.1 % 5.6 % 5.7 %

β-στροφή 17.2 % 17.2 % 18.0 % 18.3 % 16.4 %

Τυχαία Διαμόρφωση 30.6 % 27.0 % 28.8 % 28.9 % 28.9 %

Άθροισμα 100.4 % 100.7 % 98.5 % 102.5 % 102.7 %
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Π ίνακας 20: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου
A c-SOC3-II[M AGE-3  CD8 (212-220)]2 (6), σε συγκέντρωση 1 % 1(Γ Μ  σε SDS(8mM) μ ε το
πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 21.4% 19.0% 18.6% 23.8% 27.1%

Ανππαράλληλο Φύλλο 16.1% 12.3% 12.2% 13.3% 15.1%

Παράλληλο Φύλλο 4.9% 4.3% 4.2% 5.4% 5.7%

β-στροφή 30.4% 28.5% 29.2% 24.9% 18.4%

Τυχαία Διαμόρφωση 35.1% 37.9% 36.6% 33.4% 33.1%

Άθροισμα 107.7% 102.0% 100.8% 100.9% 99.5%

Πίνακας 21: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
A c-SOC3-II[MAGE-3 CD8  (114-122)]2 (7), σε συγκέντρωση 1 x 1(Τ4 Μ  σε SDS (8 mM) με 
το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 43.6% 43.3% 32.8% 31.3% 36.1%

Ανππαράλληλο Φύλλο 1.7% 7.6% 7.9% 9.6% 11.2%

6.5Παράλληλο Φύλλο 8.0% 6.4% 4.7% 5.3% 5.7%

β-στροφή 19.8% 19.7% 22.6% 24.2% 17.5%

Τυχαία Διαμόρφωση 25.0% 23.8% 31.1% 31.0% 31.2%

Άθροισμα 98.2% 100.8% 99.0% 101.4% 101.6%

Πίνακας 22: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
MAGE 3 CD8  (212-220) (1), σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ4  Μ  σε C14PC (5mM) με το πρόγραμμα 
CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 5.6% 6.8% 6.5% 5.2% 5.9%

Ανππαράλληλο Φύλλο 23.9% 30.5% 33.2% 35.3% 38.8%

Παράλληλο Φύλλο 2.6% 3.9% 4.6% 5.2% 5.4%

β-στροφή 25.2% 25.4% 27.2% 23.8% 19.7%

Τυχαία Διαμόρφωση 40.6% 37.0% 39.4% 36.0% 35.9%

Άθροισμα 98.0% 103.6% 111.0% 105.5% 105.6%
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Πίνακας 23: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου
M AGE 3 CD8 (114-122) (2% σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ'4 Μ  σε C14P C  (SmM) μ ε το πρόγραμμα
CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 7.3% 8.3% 6.7% 3.5% 3.8%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 52.7% 43.1% 41.1% 44.3% 46.3%

Παράλληλο Φύλλο 4.0% 5.6% 5.6% 5.2% 5.3%

β-στροφή 17.5% 18.9% 20.3% 20.5% 19.6%

Τυχαία Διαμόρφωση 26.3% 31.0% 36.8% 35.6% 35.9%

Αθροισμα 107.8% 106.9% 110.6% 109.1% 111.0%

Πίνακας 24: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
MAGE 3 CD4 (243-258) (3), σε συγκέντρωση 1 χ ΚΓ4 Μ  σε C14PC  (SmM) με το πρόγραμμα 
CONN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 37.0% 48.7% 65.9% 56.8% 53.5%

Α ντ ιπ α ρά λλη λο  Φ ύλλο 0.9% 6.8% 7.6% 6.8% 5.9%

Παράλληλο Φύλλο 8.3% 8.6% 8.3% 5.8% 5.5%

β-στροφή 9.9% 8.0% 5.9% 11.6% 15.2%

Τυχαία Διαμόρφωση 45.7% 25.6% 19.2% 25.9% 26.1%

Άθροισμα 101.8% 97.6% 106.9% 106.9% 106.1%

Πίνακας 25: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
Ac-S0 C3-II (4), σε συγκέντρωση 1 χ 1(Γ4 Μ  σε C14PC (5mM) με το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 9.1% 9.4% 8.0% 5.1% 5.4%

Αντιπαράλληλο Φύλλο 51.7% 37.9% 35.9% 39.4% 40.9%

Παράλληλο Φύλλο 4.4% 5.5% 5.4% 5.4% 5.4%

β-στροφή 18.7% 20.0% 21.5% 20.8% 19.7%

Τυχαία Διαμόρφωση 26.0% 32.3% 37.2% 36.2% 36.2%

Άθροισμα 109.8% 105.1% 108.1% 106.9% 107.6%
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Π ίνακας 26: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου
Pal-SO Ci-II (5), σε συγκέντρωση 1 χ 1(Γ* Μ  σε CuPC  (5mM) μ ε το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 86.7 % 84.0 % 83.7 % 80.0 % 78.6 %

Ανηπαράλληλο Φύλλο 0.0 % 0.1 % 0.9% 1.1 % 1.2 %

Παράλληλο Φύλλο 2.7 % 3.4 % 4.8 % 4.6 % 4.6%

β-στροφή 6.6 % 4.6 % 6.5 % 6.4% 7.6%

Τυχαία Διαμόρφωση 4.5 % 6.0% 11.1 % 10.2 % 10.5 %

Άθροισμα 100.6 % 98.1 % 106.9 % 102.2 % 102.6 %

Πίνακας 27: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
A c-SOC3-II[MAGE-3 CD8  (212-220) ] 2 (6), σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ 4 Μ  σε CI4PC (5mM) με 
το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 6.5% 7.6% 7.9% 9.7% 11.4%

Ανηπαράλληλο Φύλλο 9.8% 17.5% 20.8% 23.1% 28.0%

Παράλληλο Φύλλο 2.0% 2.9% 3.7% 5.2% 5.6%

β-στροφή 37.7% 34.9% 37.2% 29.4% 19.6%

Τυχαία Διαμόρφωση 50.9% 42.1% 41.8% 36.3% 35.7%

Άθροισμα 106.9% 105.1% 111.3% 103.6% 100.3%

Πίνακας 28: Αποτελέσματα ανάλυσης του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου 
A c-SOC3-II[MAGE- 3  CD8  (114-122)]2 (7), σε συγκέντρωση 1 χ ΙΟ' 4 Μ  σε Ci4PC (5mM) με 
το πρόγραμμα CDNN

190-260 nm 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

Έλικα 78.2% 77.2% 68.1% 58.8% 66.9%

Ανηπαράλληλο Φύλλο 0.1% 0.4% 1.6% 2.4% 3.0%

Παράλληλο Φύλλο 3.9% 4.4% 4.3% 4.7% 5.2%

β-στροφή 10.3% 9.3% 14.0% 15.8% 11.7%

Τυχαία Διαμόρφωση 6.4% 8.4% 18.3% 17.3% 18.6%

Άθροισμα 98.9% 99.7% 106.4% 99.0% 105.2%
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Πίνακας 29: Ποσοστά των επιμέρους δομών ποο συνεισφέρουν στην τελική διαμόρφωση 
των πεπτιδίων, σύμφωνα με την ανάλυση των φασμάτων κυκλικού διχρωϊσμού από το 
πρόγραμμα CDNN για την περιοχή 190~260nm.

Έλικα Αντί παράλληλο 
Φύλλο

Παράλληλο _ , 
Φ ύλλο 0 -οτροφ ή

Τυχαία
Δ ιαμόρφ ωση

Π ΕΠ Τ ΙΔΙΟ  1: M A G E-3 CD8 (212-220)
TFE/H20  (50/50) 7.2 % 16.9% 2.6% 30.4% 45.0%

PBS pH 7.4 5.6% 31.1% 2.8% 23.4% 36.5%
SDS 8 mM 5.8% 32.0% 2.9% 22.7% 36.3%Cj4PC 5 mM 5.6% 23.9% 2.6% 25.2% 40.6%

Π Ε Π Τ ΙΔΙΟ  2: M A G E -3 CD8 (114-122)
TFE/H20  (50/50) 9.1% 44.3% 4.0% 21.0% 28.2%

PBS pH 7.4 6.3% 45.3% 3.5% 19.8% 30.0%
SDS 8 mM 7.3% 51.0% 4.0% 17.5% 27.3%C14PC 5 mM 7.3% 52.7% 4.0% 17.5% 26.3%

Π Ε Π Τ ΙΔ ΙΟ 3: M A G E -3 CD4 (243-258)
TFE/H20  (50/50) 13.1% 42.5% 5.0% 18.3% 26.9%

PBS pH 7.4 6.5% 51.3% 3.9% 17.5% 28.0%
SDS 8 mM 43.2% 0.8% 8.6% 11.3% 33.3%CUPC 5 mM 37.0% 0.9% 8.3% 9.9% 45.7%

Π Ε Π Τ ΙΔ ΙΟ  4: A c-SO C 3-II
TFE/H20  (50/50) 34.4% 6.9% 8.7% 19.7% 28.3%

PBS pH 7.4 7.2% 57.6% 4.3% 16.5% 25.5%
SDS 8 mM 10.1% 45.2% 4.3% 20.2% 27.7%CI4PC 5 mM 9.1% 51.7% 4.4% 18.7% 26.0%

Π Ε Π Τ ΙΔ ΙΟ  5: P al-SO C 3-II
TFE/HjO 50/50 38.5% 3.5% 8.8% 18.8% 28.1%

PBS pH 7.4 14.1% 32.7% 4.6% 20.3% 30.0%
SDS 8 mM 43.2% 1.2% 8.2% 17.2% 30.6%CI4PC 5 mM 86.7% 0.0% 2.7% 6.6% 4.5%

Π Ε Π Τ ΙΔ ΙΟ  6: A c-SO C 3-II [M A G E -3 C D 8 (212-220)]2

TFE/H20  50/50 22.5% 12.4% 4.6% 34.2% 37.5%
PBS pH 7.4 9.3% 32.5% 3.3% 28.3% 31.2%
SDS 8 mM 21.4% 16.1% 4.9% 30.4% 35.1%Ci4PC 5mM 6.5% 9.8% 2.0% 37.7% 50.9%

Π Ε Π Τ ΙΔ ΙΟ  7: A c-SO C 3-II [M A G E -3 C D 8 (114-122)]2
TFE/H20  50/50 57.2% 0.3% 6.7% 16.4% 16.6%

PBS pH 7.4 6.1% 46.9% 3.8% 15.2% 31.5%
SDS 8 mM 43.6% 1.7% 8.0% 19.8% 25.0%CJ4PC 5mM 78.2% 0.1% 3.9% 10.3% 6.4%
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Έλικα

Αντιπαράλληλο φύλλο 

Παράλληλο φύλλο 

β-στροφή 

Τυχαία διαμόρφωση

Σχήμα 12: Τα ποσοστά δομών από τις μελέτες CD του πεπτιδίου
M AG E 3 CD 8  (212-220) (1) I f f 4 Μ  σε TFE:H20  50:50 ν/ν PBS, SDS 8m M  και 
C14P C  5m M

Σχήμα 13: Τα ποσοστά δομών από τις μελέτες CD του πεπτιδίου
M AGE 3 CD8 (114-122) (2) I ff4 Μ  σε TFE:H20  50:50 ν/ν, PBS, SDS 8m M  και
C]4P C  5m M

204



Έλικα

Αντιπαράλληλο φύλλο 

Παράλληλο φύλλο

β-στροφή 

Τυχαία διαμόρφωση

Σχήμα 14: Τα ποσοστά δομών από τις μελέτες CD τον πεπτιδίου 
MAGE 3 CD4 (243-258) (3) Iff4 Μ  σε TFE:H20  50:50 ν/ν, PBS, SDS 8 mM και 
CuPCSmM

Σχήμα 15: Τα ποσοστά δομών από τις μελέτες CD τον πεπτιδίου
Ac-SO C j-II (4) I f f4 Μ  σε TFE:H2Q 50:50 ν/ν, PBS, SD S 8m M  και C14P C  SmM
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Σχήμα 16: Τα ποσοατά δομών από τις μελέτες CD του πεπτιδίου Pal-SOC3-II (5) ΚΓ4 Μ  σε 
TFE:H20  50:50 ν/ν, PBS, SDS 8 mM, και C14PC 5mM

Σχήμα 17: Τα ποσοστά δομών από τις μελέτες CD του πεπτιδίου
Ac-SOC3-ΙΙ[ΜΑ GE-3 CD8 (212-220)]2 (6) ΚΤ4 Μ  σε TFE:H20  50:50 ν/ν, PBS, SDS 8mM,
και C14PC 5mM
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Έλικα
Αντιπαράλληλο φύλλο 

Παράλληλο φύλλο 

β-στροφή

Τυχαία διαμόρφωση

Σχήμα 18: Τα ποσοστά δομών από τις μελέτες CD τοο πεπτιδίοΌ
Ac-SOCi-IIfMAGE-3 CD8  (114-122)]2 (7) Iff4 Μ  σε TFE:H20  50:50 ν/ν, PBS, SDS 8 mM, 
και C14PC 5mM
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ΠΕΠΤΙΔΙΟ 7 

ΠΕΠΤΙΔΙΟ 6 

ΠΕΠΤΙΔΙΟ 5 

ΠΕΠΤΙΔΙΟ 4 

ΠΕΠΤΙΔΙΟ 3 

ΠΕΠΤΙΔΙΟ 2

ΠΕΠΤΙΔΙΟ 1

0  ΠΕΠΤΙΔΙΟ 1 
β ΠΕΠΤΙΔΙΟ 2 
0  ΠΕΠΤΙΔΙΟ 3 
Β ΠΕΠΤΙΔΙΟ 4 
□ ΠΕΠΤΙΔΙΟ 5 
Β ΠΕΠΤΙΔΙΟ 6 
Β ΠΕΠΤΙΔΙΟ 7

Σχήμα 19: Τα ποσοστά δομών από τις μελέτες CD των πεπτιδίων
(1)-(7) σε συγκέντρωση ΙΟ4  Μ  σε TFEifaO 50:50 (ν/ν)
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Σχήμα 20: Τα ποσοστά δομών από τις μελέτες CD των πεπτιδίων
(1)-(7) σε συγκέντρωση 10 ' 4 Μ  σε PBS pH  7,4
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®  Πεπτίδιο 1 

Η  Πεπτίδιο 2 

m  Πεπτίδιο 3 

Β  Πεπτίδιο 4 

0  Πεπτίδιο 5 

® Πεπτίδιο 6 

W  Πεπτίδιο 7

Σχήμα 22: Τα ποσοστά δομών από τις μελέτες CD των πεπτιδίων
(1)-(7) σε συγκέντρωση ΙΟ'4 Μ  σε Ci4PC 5mM
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Όπως φαίνεται στον Πίνακα 29 τα πεπτίδια-επίτοποι MAGE 3 CD8 (1-2) 

χαρακτηρίζονται κυρίως από διαμόρφωση αντιπαράλληλου φύλλου και β-στροφής σε 

διαλύτη TFE/H2O (50/50), PBS pH 7.4, SDS 8mM και C14PC 5mM, το δε υπόλοιπο είναι 

κυρίως τυχαία διάταξη. Το πεπτίδιο-επίτοπος MAGE 3 CD4 (3) χαρακτηρίζεται κυρίως από 

διαμόρφωση αντιπαράλληλου φύλλου και β-στροφής σε διαλύτη TFE/H2O (50/50), PBS 

pH 7.4, ενώ σε SDS 8mM και C14PC 5mM χαρακτηρίζεται κυρίως από διαμόρφωση α-έλικας, 

το δε υπόλοιπο σε όλους τους διαλύτες είναι κυρίως τυχαία διαμόρφωση.

Στον ακέτυλο και παλμιτόϋλο SOC3-II φορέα (4,5) κυριαρχεί η δομή της 

α-έλικας σε TFE/H2O (50/50). Πρόσδεση του επιτόπου MAGE 3 CD8 (212-220) στον 

AC-SOC3-II (6) μειώνει την έλικα του φορέα προς όφελος του αντιπαράλληλου φύλλου και 

της β-στροφής. Ο επίτοπος MAGE 3 CD8 (114-122) συνδεδεμένος στον AC-SOC3-II (7) 

αυξάνει τα ποσοστά έλικας του φορέα.

Σε PBS pH 7.4 τα δομικά χαρακτηριστικά του ακέτυλο και παλμιτόϋλο SOC3-II φορέα 

(4,5) και των Ac-SOC3-II [MAGE 3 CD8 (212-220)]a (6), Ac-SOC3-II [MAGE 3 CD8 (114-122)]2 (7) 

είναι κυρίως αντιπαράλληλο φύλλο και β-στροφή.

Στην κρίσιμη συγκέντρωση σχηματισμού μικυλίων 8mM του SDS ο 

AC-SOC3-II φορέας (4) κυριαρχείται από τη δομή του αντιπαράλληλου φύλλου και της 

β-στροφής, ενώ ο Pal-SOCs-II φορέας (5) από την δομή της α-έλικας. Πρόσδεση του 

επιτόπου MAGE 3 CD8 (212-220) (1) και του επιτόπου MAGE 3 CD8 (114-122) (2) μειώνει 

σημαντικά το ποσοστό αντιπαράλληλου φύλλου προς όφελος της α-έλικας και της β-στροφής 

(6,7).

Ο παλμιτόϋλο φορέας (5) και το AC-SOC3-II [MAGE 3 CD8 (114-122)]2 πεπτίδιο (7) 

προσλαμβάνουν τα μεγαλύτερα ποσοστά α-έλικας σε λιπιδικό περιβάλλον (CmPC) της 

τάξεως ~87% και -79% αντίστοιχα. Αντίθετα, ο ακέτυλο φορέας (4) χαρακτηρίζεται κυρίως 

από διαμόρφωση αντιπαράλληλου φύλλου και β-στροφής, ενώ το πεπτίδιο 

AC-SOC3-II [MAGE 3 CD8 (212-220)]2 (6) χαρακτηρίζεται κυρίως από β-στροφή και τυχαία 

διαμόρφωση σε διαλύτη CuPC.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 12
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12. ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΣΥΝΕΣΤΙΑΚΗΣΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑΣ

12.1 Εισαγωγή

Τα πειράματα συνεστιακής μικροσκοπίας (Confocal Laser Scanning Microscopy, 

CLSM) των πεπτιδίων που συντέθηκαν στην παρούσα εργασία έγιναν στο Πανεπιστήμιο 

Ιωαννίνων, στο Τμήμα Ιατρικής, στο εργαστήριο Γενικής Βιολογίας.

Με την τεχνική της συνεστιακής μικροσκοπίας μελετάται η υποκυτταρική κατανομή 

των επισημασμένων με φλουορεσκεΐνη πεπτιδίων που συντέθηκαν στην παρούσα έρευνα 

(πεπτίδια 8- 12).

Παράγωγο με Φλουορεσκεΐνη του Ac-SOC3 -II [MAGE 3 CD8  (2 1 2 -2 2 0 ) 1 2  

'> Παράγωγο με Φλουορεσκεΐνη του Ac-SOC3 -  II [MAGE 3 CD8  (114-122)12 

* Ilapa.yojyo με Φλουορεσκεΐνη του Ac-SOC4- I[MAGE 3 CD8 (168-176)CD4 (281-295)h 

Tlapo.ycoyo με Φλουορεσκεΐνη του Ac-SOC4-1  [MAGE 3 CD8 (168-176)CD4 (281-295)]

>· Παράγωγο με Φλουορεσκεΐνη του Pal-SOCr  1 [MAGE 3 CD8 (168-176)CD4 (281-295)]

Η καλλιέργεια των HeLa κυττάρων1 αναπτύχθηκε σε τριβλία 100/20 mm στα οποία 

είχαν τοποθετηθεί τετράγωνες αποστειρωμένες καλυπτρίδες 22x22 mm. Πραγματοποιήθηκε 

επώαση των κυττάρων για 45 min στους 37°C με διάλυμα δείγματος πεπτιδίου (5μΜ και 

20pM/DMEM). Μετά από τέσσερις εκπλύσεις με παγωμένο διάλυμα PBS, το σήμα 

ενδοκυτταρικού φθορισμού μετρήθηκε άμεσα με την τεχνική της συνεστιακής μικροσκοπίας 

(CLSM) στα 515 nm (διεγείρουσα ακτινοβολία 488 nm). Από τα αποτελέσματα 

διαπιστώθηκε ότι όλα τα πεπτίδια διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη και εντοπίζονται στο 

κυτταρόπλασμα χωρίς όμως να εισέρχονται στον πυρήνα.
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12.2 ΛττοτΓλέπματα

Σχήμα 1: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωαστεί 
το πεπτίδιο Ac-SOC.,-11 [MAGE 3 CD8 (212-220)]2 σε συγκέντρωση 5 μΜ
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ι 2: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωαστεί με 
τίδιο Ac-SOC3-II [MAGE 3 CD8 (212-220)]2 σε συγκέντρωση 20 μΜ
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Σχήμα 3: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωαστεί 
το πεπτίδιο A 0 S O C 3 -II [MAGE 3 CD8 (114-122)]2 σε συγκέντρωση 5 μΜ
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ι 4: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωαστεί με 
ιτίδιο Ac-SOCj-II [MAGE 3 CD8 (114-122)]2 σε συγκέντρωση 20 μΜ



Σχήμα 5: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωάστε 
το πεπτίδιο A c-SO Q -I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)], σε συγκέντρωση 5μ



που έχουν επωαστεί με 
σε συγκέντρωση 20μΜ

1 % ΠΛείρ^ Τ εστι«κής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων 
τιδιο A c-SO Q -I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)1,

223



Σχήμα 7: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωάστε 
το πεπτίδιο A0 SOC4-I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)] σε συγκέντρωση 5μΙ>
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Σχήμα 9: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωαστεί 
το πεπτίδιο PaI-SOC4-I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)] σε συγκέντρωση 5 μ

226



1 10: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωαστεί με 
ττίδιο Pal-SOC4-I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)] σε συγκέντρωση
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Σχήμα 11: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωα 
το πεπτίδιο Ac-SOCj-II [MAGE 3 CD8 (212-220)]2 σε διαδοχικές τομές κυ 
(συγκεντρώσεις πεπτιδίου 5 μΜ, 20 μΜ)

Σχήμα 12: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυτταριον που έχουν επωασι 
το πεπτίδιο Ac-SOCVII [MAGE 3 0 ) 8  (114-122)]: σε διαδοχικές τομές κυττ 
(συγκεντρώσεις πεπτιδίου 5 μΜ, 20 μΜ)



μα 13: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωαστεί με 
επτίδιο Ac-SOC4-I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)]2 σε διαδοχικές τομές 
άρου (συγκεντρώσεις πεπτιδίου 5 μΜ, 20 μΜ)

14: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επω αστεί με το 
w Ac-SOCj-I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)] σε διαδοχικές τομές 
>ου (συγκεντρώσεις πεπτιδίου 5 μΜ, 20 μΜ)
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Σχήμα 15: Πείραμα συνεστιακής μικροσκοπίας HeLa κυττάρων που έχουν επωαστεί με 
το πεπτίδιο Pal-SOC4-I [MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)] σε διαδοχικές τομές 
κυττάρου (συγκεντρώσεις πεπτιδίου 5 μΜ, 20 μΜ)
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13. ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ

13.1 Εισαγωγή

Τα βιολογικά πειράματα της παρούσας εργασίας έγιναν στο Πανεπιστήμιο Πατρών, 

στην Ιατρική Σχολή, στο τμήμα Παθολογίας, στο εργαστήριο Αιματολογίας υπό την 

επίβλεψη της κ. Αθανασίας Μουζάκη, Αναπληρώτριας Καθηγήτριας.

Στην παρούσα διατριβή έγιναν καλλιέργειες δενδριτικών κυττάρων ’ με το πεπτίδιο 

Pal-SOGrI[MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)] (γ) και ακολούθησε έλεγχος παρουσίας 

δεικτών ενεργοποίησης (CD69) με FACS ανάλυση και έλεγχος παραγωγής κυτταροκινών 

(IFN-γ, IL-4) με μη ανταγωνιστική ELISA τύπου sandwich.

Στην αρχική φάση της διαδικασίας έγινε λήψη περιφερικού αίματος από υγιείς 

εθελοντές και στη συνέχεια απομονώθηκαν μονοπύρηνα κύτταρα (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells, PBMS). Τα μονοπύρηνα κύτταρα καλλιεργήθηκαν παρουσία αυξητικών 

παραγόντων (IL-4, GM-CSF) για 8 ημέρες. Κατόπιν προσδιορίσθηκε στις καλλιέργειες των 

κυττάρων με κυτταρομετρία ροής (FACS) η παρουσία των CD13, CD86 (Σχήμα 1). Το 

CD 13 εκφράζεται σε όλα τα στάδια ωρίμανσης και διαφοροποίησης των δενδριτικών 

κυττάρων και το CD86 (Β7.2) βρίσκεται αποκλειστικά στην επιφάνεια κυττάρων ικανών να 

διεγείρουν την ωρίμανση των Τ κυττάρων, όπως είναι τα δενδριτικά κύτταρα.

Σχήμα 1: Συνέκφραση του CD13 καί του CD86 σε καλλιέργειες μονοκυττάρων 
περιφερικού αίματος παρουσία IL-4 και GM-CSF
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Στη συνέχεια τα δενδριτικά κύτταρα συνεπωάστηκαν με το πεπτίδιο (25pg/ml) για 2 

ώρες στους 37°C. Κατόπιν μέρος των δενδριτικών κυττάρων ακτινοβολήθηκε στα 20<3γ. Τα 

δενδριτικά στη συνέχεια μττήκαν σε συνκαλλιέργεια με φρέσκα PBMC από τον ίδιο δότη σε 

αναλογία 1:20 (ημέρα 0). Προστέθηκε IL-2 σε συγκέντρωση 25 U/ml τις ημέρες 1 και 3. 

Ταυτόχρονα το πεπτίδιο προστέθηκε σε λεμφοκύτταρα χωρίς την παρουσία δενδριτικών 

(25pg/ml) και έγινε και πάλι προσθήκη IL-2 είτε τις ημέρες 1 και 3, είτε την ημέρα 6. Την 

ημέρα 10 και την ημέρα 23 έγιναν άλλες δύο επανενεργοποιήσεις με την προσθήκη πεπτιδίου 

στην καλλιέργεια (Σχήμα 2).
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Σχήμα 2: Σχηματική αναπαράσταση της χρονικής πορείας των καλλιεργειών
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13.2 Πειράματα κυτταρομετρίας ροής (FACS)

Για τον έλεγχο ύπαρξης δεικτών ενεργοποίησης με κυτταρομετρία ροής (FACS) 

χρησιμοποιήθηκε το CD69, το οποίο εκφράζεται σε ενεργοποιημένα 

Τ κύτταρα. Στα σχήματα 3-7 δίνονται τα αποτελέσματα της μέτρησης του CD69 ως δείκτη 

ενεργοποίησης των λεμφοκυττάρων σε πληθυσμούς CD8, CD4 και γ/δ λεμφοκυττάρων μετά 

τον 2° και τον 3° γύρο ενεργοποίησης. Όπως φαίνεται από τα αποτελέσματα της 

κυτταρομετρίας ροής έχουμε παρουσία του CD69, το οποίο υποδηλώνει την ύπαρξη 

ενεργοποιημένων Τ λεμφοκυττάρων.

CD69+
CD69-

c*ο+οαο

80%

70% ·
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40%
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Σχήμα 3: Ποσοστά του CD69 ως δείκτη ενεργοποίησης των λεμφοκυττάρων σε πληθυσμό 
CD8 Τ λεμφοκυττάρων μετά το Τ  γύρο ενεργοποίησης
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Σχήμα 4: Ποσοστά τον CD69 ως δείκτη ενεργοποίησης των λεμφοκυττάρων σε πληθυσμό 
CD4 Τ λεμφοκυττάρων μετά το 2° γύρο ενεργοποίησης
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Σχήμα 5: Ποσοστά του CD69 ως δείκτη ενεργοποίησης των λεμφοκυττάρων σε πληθυσμό 
CD8 Τ λεμφοκυττάρων μετά το 3° γύρο ενεργοποίησης
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Σχήμα 6: Ποσοστά του CD69 ως δείκτη ενεργοποίησης των λεμφοκυττάρων σε πληθυσμό 
CD4 Τ λεμφοκυττάρων μετά το 3° γύρο ενεργοποίησης
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Sy/6+C D 69+  

B  y/5+CD69-

Σχήμα 7: Ποσοστά τον CD69 ως δείκτη ενεργοποίησης των λεμφοκυττάρων σε πληθυσμό 
γ/δ Τ λεμφοκυττάρων μετά το 3° γύρο ενεργοποίησης (ημέρα 8)
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13.3 Πειράματα ELISA μη ανταγωνιστική τύπου sandwich

Για τον έλεγχο παραγωγής των κυτταροκινών IFN-γ και IL-4 έγινε ELISA μη 

ανταγωνιστική τύπου sandwich. IL-4 δεν εκκρίθηκε σε κανένα στάδιο της καλλιέργειας, ενώ 

τα αποτελέσματα έκκρισης IFN-γ φαίνονται στο Σχήμα 8.
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Σχήμα 8: Παραγωγή IFN-γ από καλλιέργεια λεμφοκυττάρων μετά από
επαναλαμβανόμενους κύκλους ενεργοποίησης
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Η IFN-γ αυξάνει την έκφραση των μορίων MHC και του πεπτιδικού μεταφορέα, 

αυξάνοντας έτσι την πιθανότητα τα μολυσμένα κύτταρα να αναγνωρισθούν ως κύτταρα 

στόχοι για κυτταροξική επίθεση. Επίσης, η IFN-γ ενεργοποιεί τα μακροφάγα, οδηγώντας τα 

στις εστίες μολύνσεως και ως δραστικά κύτταρα και ως αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Η 

IL-4 με τη σειρά της συμβάλει στην ενεργοποίηση των Β λεμφοκυττάρων και επάγει τη 

διαφοροποίηση των μονοπύρηνων κυττάρων σε δενδριτικά. Έκκριση IFN-γ και μη έκκριση 

IL-4 υποδηλώνει την παρουσία Thl αντιγονοειδικών κλώνων.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 14

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ



14. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Κατά τη διάρκεια των δύο τελευταίων δεκαετιών, έχει γίνει ένας μεγάλος αριθμός 

μελετών που εξετάζουν θεραπευτικές και προφυλαχτικές στρατηγικές εμβολιασμού που 

εκθέτουν το ανοσοποιητικό σύστημα σε μοριακό επίπεδο ώστε να θεραπεύσει ή να αποτρέψει 

διάφορους τύπους καρκίνων. Οι ανοσοθεραπευτικές στρατηγικές γίνονται τώρα αποδεκτές 

λόγω της εξειδίκευσης που προσφέρουν στη στόχευση μόνο των καρκινικών κυττάρων σε 

αντιδιαστολή με την υπάρχουσα χημειοθεραπεία ή την ακτινοβολία που είναι λιγότερο 

εξειδικευμένες και σχετίζονται με πολλές παρενέργειες.

jf αρχή στην οποία βασίζονται τα αντικαρκινικά εμβόλια είναι ότι το ανοσοποιητικό 

σύστημα είναι ικανό να επάγει αντικαρκινική απόκριση και να ενεργοποιεί μια σειρά 

αμυντικών μηχανισμών ενάντια στα καρκινικά κύτταρα. Η ενίσχυση της ικανότητας του 

ανοσοποιητικού συστήματος να αναγνωρίζει τα καρκινικά κύτταρα ως ξένα, είτε με ενίσχυση 

της ανοσολογικής απόκρισης μέσω της αύξησης της ενεργοποίησης των λεμφοκυττάρων. 

Γενικά, ο στόχος των αντικαρκινικών εμβολίων είναι να εισάγουν το αντιγόνο/ανοσογόνο 

στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και να επάγουν μακράς διάρκειας ανοσία.

Ο, σχεδιασμός πεπτιδικών εμβολίων για την επαγωγή αντικαρκινικής 

Τ κυτταρικής απόκρισης παρουσιάζει πολλά πλεονεκτήματα. Είναι δυνατή η σύνδεση 

διαφορετικών πεπτιδίων στο ίδιο μόριο φορέα επιτρέποντας έτσι την παρασκευή 

πολυδύναμων συνθετικών εμβολίων. Επίσης, υπάρχει περιορισμός στην ανάπτυξη μη ειδικών 

αντισωμάτων από αντιγόνα-προσμίξεις λόγω της υψηλής καθαρότητας των συνθετικών 

πεπτιδίων. Επιπλέον, τα εμβόλια αυτά έχουν ενδογενή ανοσοενισχυτική δράση. Τέλος, 

υπάρχει η δυνατότητα σύνθεσης πεπτιδίων που να ξεπερνά γενετικούς περιορισμούς στην 

παραγωγή αντισωμάτων.

Το σκεπτικό της ανοσοθεραπείας του καρκίνου εισήχθηκε πρώτη φορά από τον William 

Coley πριν ένα αιώνα περίπου. Παρόλα αυτά χρειάσθηκε να περάσουν πολλά χρόνια ώστε να 

γίνει εφικτή η κατανόηση της αλληλεπίδρασης του ανοσοποιητικού συστήματος με τα 

καρκινικά κύτταρα. Πρόσφατες ανακαλύψεις στην κυτταρική και μοριακή ανοσολογία 

έφεραν στην επιφάνεια σημαντικές ενδείξεις για την ικανότητα του ανοσοποιητικού 

συστήματος να αναγνωρίζει τα καρκινικά κύτταρα ως ξένα και να επάγει ανοσολογική 

απόκριση που οδηγεί στη μείωσή τους.

Το ανοσοποιητικό σύστημα περιλαμβάνει κύτταρα τα οποία όταν ενεργοποιηθούν είναι 

δυνατόν να προκαλέσουν την καταστροφή κυττάρων στόχων, και χαρακτηρίζεται από
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εξαιρετική εξειδίκευση. Τόσο τα Τ όσο και τα Β κύτταρα φέρουν υποδοχείς που επιτρέπουν 

στο ανοσολογικό σύστημα να αναγνωρίζει ένα μεγάλο αριθμό αντιγόνων.

Η αντικαρκινική δράση του ανοσοποιητικού συστήματος εντοπίζεται κυρίως στην 

κυτταρική ανοσία. Υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός μηχανισμών ικανών να προ καλούν την 

καταστροφή των καρκινικών κυττάρων και οι περισσότεροι από αυτούς τους μηχανισμούς 

εξαρτώνται από τη δράση των Τ κυττάρων. Τα ενεργοποιημένα Τ κύτταρα είναι δυνατόν να 

δράσουν απευθείας ως δραστικά κύτταρα, παρέχοντας αντικαρκινική ανοσία μέσω της λύσης 

των καρκινικών κυττάρων ή μέσω της απελευθέρωσης κυτταροκινών που διαδραματίζουν 

σημαντικό ρόλο στην αναπαραγωγή των καρκινικών κυττάρων. Αντικαρκινική ανοσολογική 

απόκριση είναι δυνατόν να επιτευχθεί και μέσω της επίδρασης των κυτταροκινών που 

παράγονται από τα Τ κύτταρα σε άλλα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος. Επίσης η 

λειτουργία των μακροφάγων, των φυσικών φονικών κυττάρων και των πολυμορφοπύρηνων 

κοκκιοκυττάρων ρυθμίζεται σημαντικά από τα Τ κύτταρα.

Μελέτες που έγιναν σε ανθρώπους και σε ζώα έδειξαν πως η ανάπτυξη βέλτιστων 

αντικαρκινικών εμβολίων απαιτεί τόσο τη συμμετοχή των CD4 όσο και των CD8 κυττάρων. 

Τα CD4 Τ κύτταρα έχουν βοηθητική δράση για την επαγωγή και συντήρηση των 

αντικαρκινικών CD8 Τ κυττάρων.

Τα καρκινικά κύτταρα παρουσιάζουν τα αντιγόνα τους στα CD8 Τ κύτταρα τα οποία με 

τη σειρά τους προκαλούν τη λύση των καρκινικών κυττάρων ή απελευθερώνουν τα αντιγόνα 

τους, τα οποία ενδοκυτταρώνονται στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Έρευνες σε ζώα 

έδειξαν πως αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα που προέρχονται από το μυελό των οστών 

έχουν την ικανότητα να ενδοκυτταρώνουν καρκινικά αντιγόνα, να τα επεξεργάζονται και να 

τα παρουσιάζουν τόσο στα CD4 όσο και στα CD8 Τα κύτταρα, μια διαδικασία που είναι 

γνωστή ως διασταυρωτή διέγερση (cross-priming). Η ικανότητα ενός 

αντιγονοπαρουσιαστικού κυττάρου να παρουσιάζει αντιγονικούς επιτόπους στα CD8 και 

CD4 Τ κύτταρα φαίνεται πως διευκολύνει τα CD4 Τ κύτταρα να δρουν βοηθητικά στην 

κυτταροτοξική δράση των CD8 Τ κυττάρων. Η βοηθητική δράση των CD4 Τ κυττάρων 

πραγματοποιείται μέσω απελευθέρωσης κυτταροκινών, καθώς επίσης και μέσω της 

αλληλεπίδρασης των CD40 προσδετών των Τα κυττάρων με τα μόρια CD40 που βρίσκονται 

στην επιφάνεια των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων.

Για να γίνει κατανοητή η μοριακή βάση της Τ κυτταρικής ανοσοθεραπείας κατά του 

καρκίνου, έχουν προσδιοριστεί διάφορα καρκινικά αντιγόνα που αναγνωρίζονται από
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CD8 Τ κύτταρα. Οι μελέτες αυτές έχουν οδηγήσει σε διάφορες κλινικές δοκιμές 

χρησιμοποιώντας πεπτίδια που προέρχονται από μοριακά καθορισμένα καρκινικά αντιγόνα.

Τα MAGE αντιγόνα είναι εξειδικευμένα αντιγόνα (tumor specific antigens), δηλαδή 

εκφράζονται σε πολλά είδη καρκίνου, αλλά δεν εκφράζονται σε φυσιολογικούς ιστούς. Είναι 

ιδιαίτερου ενδιαφέροντος για την ανοσοθεραπεία του καρκίνου λόγω της αυστηρής 

εξειδίκευσής τους και επειδή εντοπίζονται σε πολλά είδη καρκίνου. Η οικογένεια MAGE 

γονιδίων περιλαμβάνει 18 γονίδια που διαιρούνται σε τρεις συστάδες, οι οποίες ονομάζονται 

MAGE-Α,-Β και -C . Αυτά τα γονίδια εκφράζονται σε ανθρώπινους όγκους διαφορετικών 

ιστολογικών τύπων μελανώματος, στον καρκίνο του πνεύμονα και του μαστού, αλλά δεν 

εκφράζονται σε φυσιολογικά κύτταρα εκτός από τους πλακούντιους τροφοβλάστες και τα 

ορχικά γενετικά κύτταρα, στα οποία δεν εκφράζονται τα μόρια MHC τάξεως I και έτσι δεν 

υπάρχει ο κίνδυνος της αυτοανοσίας. Σε μελέτες που έγιναν σε ασθενείς με διάφορες μορφές 

καρκίνου, έχει βρεθεί πως η χρησιμοποίηση επιτόπων του MAGE καρκινικού αντιγόνου 

οδηγεί στην επαγωγή κυτταροτοξικής ανοσολογικής απόκρισης.

Όμως, επειδή τα πεπτίδια, λόγω του μικρού μεγέθους τους δεν είναι ισχυρές ανοσογόνες 

ουσίες είναι απαραίτητη η πρόσδεσή τους σε πρωτεϊνικούς φορείς. Μ’ αυτόν τον τρόπο 

επιτυγχάνεται η ενίσχυση της ανοσογονικότητας/ αντιγονικότητας και της σταθερότητάς τους.

Ο φορέας που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα διατριβή είναι ο SOC3- I I , ο οποίος είναι 

ένας συνθετικός ολιγοπεπτιδικός φορέας που αποτελείται από μια επαναλαμβανόμενη 

τετραπεπτιδική μονάδα (Aib-Lys-Aib-Gly). Τα πλεονεκτήματα αυτού του φορέα σε σύγκριση 

με άλλους φορείς που έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία είναι ότι η ενσωμάτωση του Aib 

επιβάλει ελικοειδείς δομές. Πράγματι, η λεπτομερής ανάλυση με 1HNMR φασματοσκοπία 

και μοριακή δυναμική έχει δείξει ότι ο φορέας υιοθετεί μια 3 ίο ελικοειδή διαμόρφωση. Είναι 

αξιοσημείωτο ότι τα συνδεδεμένα πεπτίδια δεν αλληλεπιδρούν ούτε μεταξύ τους ούτε με το 

φορέα και διατηρούν επίσης τα αρχικά δομικά στοιχεία και τη βιοδραστικότητά τους. Είναι 

πολύ πιθανό ότι αυτά τα δομικά χαρακτηριστικά των SOC3-II παρασκευασμάτων ευνοούν 

μια βέλτιστη επεξεργασία και παρουσίαση των συνδεδεμένων επιτόπων στο ανοσοποιητικό 

σύστημα έτσι ώστε να παράγονται συγκεκριμένες ανοσολογικές αποκρίσεις.

Έχοντας ως στόχο τη βελτίωση της στρατηγικής για την ανάπτυξη αντικαρκινικών 

εμβολίων, προτείνεται ο σχεδιασμός και η σύνθεση μακρομορίων που ενσωματώνουν 

CD8 επιτόπους από το ίδιο καρκινικό αντιγόνο, το MAGE 3, στον επαναλαμβανόμενο 

ολιγοπεπτιδικό φορέα SOC3-II. Τα ελικοειδή χαρακτηριστικά του φορέα αναμένεται ότι θα 

συμβάλουν στην όσο το δυνατόν καλύτερη έκθεση των CD8 επιτόπων, ώστε να
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αναγνωρισθούν από τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα, και στη διατήρηση των δομικών 

χαρακτηριστικών τους ώστε να μιμούνται το αρχικό καρκινικό αντιγόνο. Οι επίτοποι CD8 

έχουν τοποθετηθεί στην πρώτη και τρίτη παράπλευρη ομάδα της λυσίνης του φορέα 

SOC3-II, (η δεύτερη Lys-NCH2 ακετυλιώθηκε) ώστε να αποφευχθεί κάθε πιθανή 

αλληλεπίδρασή τους.

Για την επίτευξη του στόχου της παρούσας διατριβής συντέθηκαν οι επίτοποι 

CD8 (212-220): EGDC(Acm)APEEK (1), CD8 (114-122) AELVHFLLL (2) και 

CD4 (281-295) KKLLTQHFVQENYLEY (3) του MAGE 3 καρκινικού αντιγόνου, ο φορέας 

SOC3-II ακετυλιωμένος και παλμυτόϋλο φορέας (4, 5) ως μάρτυρες για τις δομικές και 

βιολογικές μελέτες:
Ac

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G (4)
Ac Ac

Ac
Pal-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G (5)

I I w
Ac Ac

Επίσης, συντέθηκε ο φορέας SOC3-II με τον επίτοπο CD8 (212-220) συνδεδεμένο στις 

Lys-NeH2 των θέσεων ένα και τρία:

EGDC(Acm)APEEK EGDC(Acm)APEEK
Ac-Aib-k-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G (6)

I
Ac

και ο φορέας SOC3-II με τον επίτοπο CD8 (114-122) συνδεδεμένο στις Lys-NeH2 των 

θέσεων ένα και τρία:

AELVHFLLL AELVHFLLL
I I

Ac-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G-Aib-K-Aib-G (7)
I

Ac
Επίσης, έγινε ομοιοπολική σύνδεση του μορίου της φλουορεσκεΐνης στα παρακάτω 

πεπτίδια, ώστε να γίνουν τα πειράματα συνεστιακής μικροσκοπίας:

Ac-SOC3 - II [MAGE 3 CD8 (212-220)]2 (6)

Ac-SOC3 - II [MAGE 3 CD8 (212-220)]2 (7)

Ac-SOC4 -I [MAGE 3 CD8 (168-176)CD4 (281-295)]2(«)

Ac-SOC4 -I [MAGE 3 CD8 (168-176)CD4 (281-295)] (β)

Pal-SOC4 -I [MAGE 3 CD8 (168-176)CD4 (281-295)] (γ)
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Η αναλυτική πορεία σύνθεσης των πεπτιδίων περιγράφεται στο Κεφάλαιο 10. Τόσο οι 

επίτοποι CD8 (212-220) και (114-122) και CD4 (243-258) του MAGE 3 καρκινικού 

αντιγόνου, που αντιστοιχούν σε πεπτίδια μικρού μοριακού βάρους (1048.10, 1054.31 και 

2054.70), όσο και τα 8003-παράγωγα, που αντιστοιχούν σε σχετικά μεγάλα μοριακά βάρη 

(3228.54 και 3240.96) παρασκευάστηκαν σε καλές αποδόσεις και υψηλή καθαρότητα.

Η διαμορφωτική μελέτη των πεπτιδίων (1)-(7) έγινε με φασματοσκοπία κυκλικού 

διχρωϊσμού. Χρησιμοποιήθηκαν διαλύματα TFE/H2O (50/50,ν/ν), ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικών (pH 7.4), SDS (8mM) και C14PC (5mM). Η συγκέντρωση των πεπτιδίων ήταν 

1 ΙΟ"4 Μ. Τα φάσματα κυκλικού διχρωϊσμού που ελήφθησαν φαίνονται στα σχήματα 1-11 

του Κεφαλαίου 11.

Από το φάσμα κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου MAGE 3 CD8 (212-220) (1) 

(Σχήμα 1 Κεφαλαίου 11) φαίνεται ότι ο επίτοπος σε TFE/H2O, PBS, SDS και CmPC 

εμφανίζει χαρακτηριστικές κορυφές της τυχαίας διαμόρφωσης: μια αρνητική κορυφή στα 

200nm και μια αρνητική κορυφή στα 220nm.

Επίσης, έγινε ανάλυση των φασμάτων κυκλικού διχρωϊσμού με τη χρήση του 

υπολογιστικού πακέτου CDNN ώστε να προσδιορισθούν τα ποσοστά άλλων δευτεροταγών 

δομών,' που συνεισφέρουν στην τελική διαμόρφωση. Όπως φαίνεται στον Πίνακα 29 του 

Κεφαλαίου 11 τα ποσοστά τυχαίας διαμόρφωσης για το πεπτίδιο (1) ανέρχονται στην τάξη 

του 40%, ενώ τα ποσοστά β-στροφής στη τάξη του 25% και αντιπαράλληλου φύλλου στην 

τάξη του 30%. Η ύπαρξη των διαμορφώσεων αυτών είναι αναμενόμενη καθώς ο ετάτοπος 

αυτός αποτελείται από αμινοξέα που στην πλειοψηφία τους επάγουν τη διαμόρφωση του 

β-πτυχωτού φύλλου και της β-στροφής (Gly, Asp, Cys, Pro, Lys).

Ύστερα από ανάλυση του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου MAGE 3 CD8 

(114-122) (2) (Πίνακα 29 του Κεφαλαίου 11) βρέθηκε πως σε όλους τους διαλύτες 

(TFE/H2O, PBS, SDS, ChPC) υπερισχύει η διαμόρφωση αντιπαράλληλου φύλλου, ενώ 

υπάρχουν και σημαντικά ποσοστά β-στροφής.

Το πεπτίδιο MAGE 3 CD4 (243-258) (3) χαρακτηρίζεται κυρίως από διαμόρφωση 

αντιπαράλληλου φύλλου και β-στροφής σε TFE/H2O και PBS, ενώ σε SDS 8mM και CmPC 

5mM χαρακτηρίζεται κυρίως από διαμόρφωση α-έλικας, το δε υπόλοιπο σε όλους τους 

διαλύτες είναι κυρίως τυχαία διαμόρφωση (Πίνακα 29 του Κεφαλαίου 11).

Από το φάσμα κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου AC-SOC3-II (4) 

(Σχήμα 4 Κεφαλαίου 11) φαίνεται ότι ο φορέας σε TFE/H2O εμφανίζει χαρακτηριστικές 

κορυφές της α-έλικας: μια ευρεία αρνητική κορυφή με ελάχιστο στα 222nm, μια αρνητική
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κορυφή στα 105nm και μια θετική κορυφή με μέγιστο στα 192nm. Τα φάσματα του ακέτυλο 

φορέα σε PBS, SDS και CmPC δε φαίνεται να έχουν χαρακτηριστικές κορυφές που 

αντιπροσωπεύουν κάποια διαμόρφωση. Ύστερα από ανάλυση του φάσματος κυκλικού 

διχρωϊσμού του ακέτυλο φορέα βρέθηκε πως σε TFE/H2O υπερισχύει η διαμόρφωση 

α-έλικας, ενώ σε PBS, SDS και CmPC υπάρχει συνδυασμός αντιπαράλληλου φύλλου, 

β-στροφής και τυχαίας διαμόρφωσης (Πίνακα 29 του Κεφαλαίου 11).

Από το φάσμα κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου Pal-SOC3-II (5) 

(Σχήμα 5 Κεφαλαίου 11) φαίνεται ότι ο φορέας σε TFE/H2O, SDS, CmPC εμφανίζει τις 

χαρακτηριστικές κορυφές της α-έλικας. Τα φάσματα του παλμιτόϋλο φορέα σε PBS, δε 

φαίνεται να έχουν χαρακτηριστικές κορυφές που αντιπροσωπεύουν κάποια διαμόρφωση. 

Ύστερα από ανάλυση του φάσματος κυκλικού διχρωϊσμού του παλμιτόϋλο φορέα βρέθηκε 

πως σε TFE/H2O, SDS και CmPC υπερισχύει η διαμόρφωση α-έλικας , ενώ σε PBS υπάρχει 

συνδυασμός αντιπαράλληλου φύλλου, β-στροφής και τυχαίας διαμόρφωσης

(Πίνακα 29 του Κεφαλαίου 11).

Το πεπτίδιο AC-SOC3-II [MAGE 3 CD8 (212-220)]2 (6) (Σχήμα 6 Κεφάλαιο 11) 

φαίνεται πως σε TFE/H2O και SDS εμφανίζει τις χαρακτηριστικές κορυφές της α-έλικας. Τα 

φάσματα του πεπτιδίου (6) σε PBS και CmPC εμφανίζουν τις χαρακτηριστικές κορυφές της 

τυχαίας διαμόρφωσης. Ύστερα από ανάλυση των φασμάτων κυκλικού διχρωϊσμού του 

πεπτιδίου (6) βρέθηκε πως σε TFE/H2O και SDS υπάρχει συνδυασμός α-έλικας, 

αντιπαράλληλου φύλλου και β-στροφής. Σε PBS και CmPC επικρατεί η διαμόρφωση 

αντιπαράλληλου φύλλου σε συνδυασμό β-στροφή και τυχαία διαμόρφωση

(Πίνακα 29 του Κεφαλαίου 11).

Από το φάσμα κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου Ac-SOC3-II[MAGE 3 CD8 (114-122)]2 (7) 

(Σχήμα 7 Κεφαλαίου 11) φαίνεται ότι το πεπτίδιο αυτό σε TFE/H2O, SDS, CmPC εμφανίζει 

τις χαρακτηριστικές κορυφές της α-έλικας. Τα φάσματα του πεπτιδίου (7) σε PBS, δε 

φαίνεται να έχει χαρακτηριστικές κορυφές που αντιπροσωπεύουν κάποια διαμόρφωση. 

Ύστερα από ανάλυση των φασμάτων κυκλικού διχρωϊσμού του πεπτιδίου (7) βρέθηκε πως σε 

TFE/H2O, SDS και CmPC υπερισχύει η διαμόρφωση α-έλικας, ενώ σε PBS υπάρχει 

συνδυασμός αντιπαράλληλου φύλλου, β-στροφής και τυχαίας διαμόρφωσης 

(Πίνακα 29 του Κεφαλαίου 11).

Σύγκριση των δνχμορφωτικών χαρακτηριστικών των επιτόπων CD8 (212-220), CD8 

(114-122) και CD4 (243-258) του καρκινικού αντιγόνου MAGE 3 και των 

SOC3-II παραγώγων δείχνει ότι ο ελικοειδής χαρακτήρας του φορέα AC-SOC3-II, διατηρείται
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και μετά την πρόσδεση των επιτόπων. Η παλμιτόϋλο ομάδα στον Pal-SOC3-II (5) αυξάνει σε 

σημαντικό ποσοστό τη διαμόρφωση α-έλικας σε περιβάλλον μικυλλίων (SDS, CmPC) σε 

σχέση με τον Ac-SOC3-II.

Με την τεχνική της συνεστιακής μικροσκοπίας (confocal laser scanning microscopy, 

CLSM) μελετήθηκε η υποκυτταρική κατανομή των SOC3-II και SOC4-I παρασκευασμάτων 

(Κεφάλαιο 12).

Διαπιστώθηκε ότι όλα τα πεπτίδια διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη και 

εντοπίζονται στο κυτταρόπλασμα χωρίς όμως να εισέρχονται στον πυρήνα 

(Σχήμα 1-15 Κεφάλαιο 12). Επειδή το πείραμα δεν πραγματοποιήθηκε με μονιμοποίηση των 

κυττάρων αλλά διεξήχθη σε «ζωντανά» κύτταρα, η μεταφορά τους στο κυτταρόπλασμα 

μπορεί να αποδοθεί, είτε στην ικανότητα των ίδιων των πεπτιδίων να διαπερνούν την 

κυτταρική μεμβράνη, είτε σε μηχανισμούς ενδοκύτωσης. Ο κυτταροπλασματικός εντοπισμός 

των πεπτιδίων αυτών συνηγορεί υπέρ της άποψης ότι τα πεπτίδια αυτά αφού εισέλθουν στο 

κύτταρο είναι δυνατόν να αποικοδομηθούν από το πρωτεόσωμα (το οποίο βρίσκεται στο 

κυτταρόπλασμα) και στη συνέχεια οι επίτοποι μπορούν να παρουσιαστούν μέσω των 

MHC μορίων στα CD8 και στα CD4 Τ κύτταρα.

Επίσης, στα πλαίσια της παρούσας διατριβής έγιναν καλλιέργειες δενδριτικών 

κυττάρων με το πεπτίδιο Pal-SOC4-I[MAGE 3 CD8 (168-176) CD4 (281-295)] και 

ακολούθησε έλεγχος παρουσίας δεικτών ενεργοποίησης (CD69) και έλεγχος παραγωγής 

κυτταροκινών (IFN-γ, IL-4).

Ο έλεγχος για την παρουσία του δείκτη ενεργοποίησης των Τ λεμφοκυττάρων CD69 

έγινε με την κυτταρομετρία ροής (FACS). Όπως φαίνεται από τα Σχήματα 3-7 του 

Κεφαλαίου 13 έχουμε παρουσία του CD69 που υποδηλώνει την ύπαρξη ενεργοποιημένων 

Τ λεμφοκυττάρων.

Στην περίπτωση της χρήσης των ακτινοβολημένων δενδριτικών κυττάρων παρατηρείται 

σχετική αύξηση του πληθυσμού των CD8+ κυττάρων έναντι των CD4+ στα χρονικά σημεία 

της καλλιέργειας: 4 και 14 ημέρες μετά το 2° γύρο ενεργοποίησης καθώς και 1 και 4 ημέρες 

μετά τον 3° γύρο ενεργοποίησης. Η αύξηση του σχετικού ποσοστού του κάθε πληθυσμού, 

όπως επίσης και η αύξηση του τμήματος αυτών που εκφράζουν δείκτες ενεργοποίησης ήταν 

πιο έντονη την 4η μέρα μετά από κάθε ενεργοποίηση.

Στην περίπτωση της χρήσης μη ακτινοβολημένων δενδριτικών κυττάρων παρατηρείται 

σχετική αύξηση του πληθυσμού των CD4+ κυττάρων έναντι των CD8+.
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Όσον αφορά στην περίπτωση όπου χρησιμοποιήθηκε απευθείας πεπτίδιο χωρίς τη 

διαμεσολάβηση δενδριτικών κυττάρων, φαίνεται ότι το ποσοστό των CD8+ κυττάρων είναι 

μεγαλύτερο σε σχέση με το ποσοστό CD4T και μεγάλο μέρος αυτών φαίνεται να είναι 

ενεργοποιημένα.

Επίσης, ενδιαφέρον είναι και το γεγονός ότι τη χρονική στιγμή 8 ημέρες μετά την 

3η ενεργοποίηση παρατηρείται αυξημένο ποσοστό στην καλλιέργεια των γ/δ κυττάρων, 

περισσότερο στην περίπτωση όπου χρησιμοποιήθηκε το πεπτίδιο απουσία δενδριτικών 

κυττάρων.

Για τον έλεγχο παραγωγής κυτταροκινών (IFN-γ, IL-4) χρησιμοποιήθηκε ELISA μη 

ανταγωνιστική τύπου sandwich. IL-4 δεν εκκρίθηκε σε κανένα στάδιο της καλλιέργειας. Στην 

περίπτωση της IFN-γ, όπως φαίνεται από το Σχήμα 8 του Κεφαλαίου 13, εκκρίνονται 

μεγαλύτερα ποσά από τα κύτταρα που συνεπωάστηκαν με ακτινοβολημένα δενδριτικά 

κύτταρα σε κάθε χρονική στιγμή. Η ποσότητα της IFN-γ είναι μεγαλύτερη αμέσως μετά την 

έκθεση στο πεπτίδιο και μετά μειώνεται γρήγορα.

Η έκκριση IFN-γ επάγει την ενεργοποίηση των CD8 Τ κυττάρων, των ΝΚ κυττάρων 

και των μακροφάγων, ενώ η έκκριση IL-4 ενεργοποιεί τα Β κύτταρα και οδηγεί στην 

παραγωγή αντισωμάτων IgE. Έτσι, έκκριση IFN-γ και μη έκκριση IL-4 υποδηλώνει την 

παρουσία Thl αντιγονοειδικών κλώνων.
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15. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Τα συμπεράσματα που προέκυψαν από την παρούσα εργασία είναι τα εξής:

1. Παρασκευάσθηκαν CD8 επίτοποι του καρκινικού αντιγόνου MAGE 3 που 

ταυτοποιήθηκαν από ασθενείς στην ελεύθερη μορφή τους καθώς και προσδεδεμένοι στον 

φορέα SOC„, ώστε να βελτιωθεί η αντιγονική/ανοσολογική τους δράση.

2. Μελετήθηκαν τα διαμορφωτικά τους χαρακτηριστικά με φασματοσκοπία κυκλικού 

διχρωϊσμού και επιβεβαιώθηκε ότι προσλαμβάνουν συγκεκριμένες διαμορφώσεις σε 

υδατικό και μικκυλιακό περιβάλλον.

3. Έγινε ιχνηθέτηση των SOCn-παραγώγων με φλουορεσκεΐνη, και βρέθηκε με συνεστιακή 

μικροσκοπία ότι διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη.

4. Βιολογικά πειράματα σε μονοκύτταρα περιφερικού αίματος υγιών εθελοντών και σε 

δενδριτικά κύτταρα έδειξαν σημαντική ενεργοποίηση των CD8 κυττάρων, παραγωγή 

IFN-γ, ενώ δεν παρήχθη IL-4. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν τη δυνατότητα ανάπτυξης 

κυτταροτοξικής ανοσολογικής απόκρισης Thl.
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16. ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η χρησιμοποίηση πεπτιδικών εμβολίων με σκοπό την επαγωγή αντικαρκινικής 

Τ-κυτταρικής απόκρισης πλεονεκτεί ως προς το ότι είναι δυνατόν να επιτευχθεί η 

καταστροφή των καρκινικών κυττάρων χωρίς να επηρεαστούν οι φυσιολογικοί ιστοί. Επίσης, 

η παρασκευή και ο γαρακτηρισμός τους είναι σγετικά εύκολος και όπως φαίνεται από 

κλινικές μελέτες που έγιναν τα εμβόλια αυτά είναι ασφαλή.

Η συνύπαρξη τάξης I και τάξης II επιτόκων που προέργονται από το ίδιο καρκινικό 

αντιγόνο έχει βρεθεί ότι ενισχύει την ποιότητα της ανοσολογικής απόκρισης, προκαλεί 

μακράς διάρκειας ανοσία και ενδυναμώνει την αντικαρκινική δράση. Επιπλέον, έγει βρεθεί 

ότι τα CD4 Τ κύτταρα ενεργοποιούν τα αντιγονοπαρουσιαστικά (δενδριτικά) κύτταρα μέσω 

αλληλεπίδρασης των CD40 και των προσδετών τους και με τη σειρά τους τα ενεργοποιημένα 

δενδριτικά κύτταρα μπορούν να παρουσιάσουν το αντιγόνο στα CD8 Τ κύτταρα.

To MAGE 3 καρκινικό αντιγόνο αποτελεί ένα από τα περισσότερο μελετημένα 

καρκινικά αντιγόνα. Το αντιγόνο αυτό ανήκει στην κατηγορία των εξειδικευμένων αντιγόνων 

και εκφράζεται σε μεγάλο ποσοστό στο μελάνωμα. Επίσης, εκφράζεται και σε άλλα είδη 

καρκίνου όπως είναι ο καρκίνος του στήθους, των πνευμόνων, του θυρεοειδούς αδένα και 

του εντέρου. Τα μόνα φυσιολογικά κύτταρα στα οποία εκφράζεται το MAGE 3 είναι οι 

πλακούντιοι τροφοβλάστες και τα ορχικά γενετικά κύτταρα, στα οποία δεν εκφράζονται τα 

μόρια MHC.

Για την παρασκευή ισχυρών ανοσογόνων/αντιγόνων χρησιμοποιείται η τεχνική της 

πρόσδεσης των επιτόπων σε πρωτεϊνικούς φορείς. Στο εργαστήριο ΓΙεπτιδοχημείας του 

Πανεπιστημίου Ιωαννίνων σχεδιάστηκε και παρασκευάστηκε ένα συνθετικό υπόστρωμα με 

δομική σταθερότητα και κανονικότητα, έτσι ώστε οι πεπτιδικοί επίτοποι να προσδένονται 

χωρίς διαμορφωτικούς περιορισμούς ή στερικές παρεμποδίσεις. Το παρασκεύασμα αυτό είναι 

ο Επαναλαμβανόμενος Ολιγοπεπτιδικός Φορέας τόπου I ή τόπου II (Sequential Oligopeptide 

Carrier -I ,11 , SOCn I,II). O SOCn I αποτελείται από την επαναλαμβανόμενη ακολουθία 

αμινοξέων Lys-Aib-Gly, ενώ ο SOC„ II αποτελείται από την επαναλαμβανόμενη ακολουθία 

αμινοξέων 

Aib-Lys-Aib-Gly.

Η παρούσα εργασία αναφέρεται στη σύνθεση, τη διαμορφωτική μελέτη με την τεχνική 

του κυκλικού διχρωΐσμού και τη μελέτη της διαμεμβρανικής μεταφοράς πεπτιδικών φορέων 

πολλαπλών αντιγονικών ή/και ανοσογονικών επιτόπων με τη συνεστιακή μικροσκοπία. Η



εργασία περιλαμβάνει επίσης βιολογικά πειράματα (FACS ανάλυση και ELISA) για τη 

μελέτη της ενεργοποίησης Τ κυττάρων με αυτόλογα δενδριτικά κύτταρα που έχουν 

προεπωασθεί με τα SOCn-παράγωγα. Η εργασία περιλαμβάνει δύο τμήματα: το πρώτο 

(Κεφάλαια 1 -9) είναι το θεωρητικό, ενώ το δεύτερο (Κεφάλαιο 10-19) είναι το πειραματικό 

μέρος, στο οποίο παρατίθενται η σύνθεση των πεπτιδικών αναλογών και μακρομορίων, τα 

αποτελέσματα της μελέτης της διαμόρφωσης, τα αποτελέσματα της διαμεμβρανικής 

μεταφοράς των πεπτιδίων και τα αποτελέσματα των βιολογικών αποτελεσμάτων.

Στο Κεφάλαιο 1 γίνεται αναφορά στη μοριακή βάση της ανοσίας, δηλαδή στην 

ικανότητα του οργανισμού να αμύνεται στην επίδραση διαφόρων αντιγόνων. Το κεφάλαιο 

αυτό αναφέρεται στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος και στην ανοσολογική 

απόκριση που επάγεται από την ενεργοποίησή τους. Επισημαίνεται η σημαντικότητα του 

καθορισμού πολλών αντιγόνων καρκινικών κυττάρων που αναγνωρίζονται από Τ κύτταρα 

και συγκεκριμένα του καρκινικού αντιγόνου MAGE 3. Επίσης, γίνεται αναφορά στην 

ασθένεια του καρκίνου και στην καταπολέμηση αυτού μέσω του ανοσοποιητικού συστήματος, 

καθώς επίσης και στα αντικαρκινικά πεπτιδικά εμβόλια.

Στο Κεφάλαιο 2 περιγράφονται οι μέθοδοι ενίσχυσης της 

αντιγονικότητας/ανοσογονικότητας των πεπτιδίων. Ιδιαίτερη αναφορά γίνεται στη χρήση 

συνθετικών φορέων και πιο συγκεκριμένα στους Επαναλαμβανόμενους Ολιγοπεπτιδικούς 

Φορείς SOCn, οι οποίοι χρησιμοποιήθηκαν για να ελεγχθεί η ενίσχυση της 

αντιγονικότητας/ανοσογονικότητας των επιτόπων.

Το Κεφάλαιο 3 αναφέρεται στην πεπτιδική σύνθεση και mo συγκεκριμένα δίνεται 

λεπτομερής ιστορική αναδρομή στα αντιδραστήρια σύζευξης που χρησιμοποιούνται στην 

πεπτιδοχημεία. Επίσης, υπάρχει αναλυτική παρουσίαση των πολυμερικών υποστρωμάτων και 

των αμινοπροστατευτικών ομάδων που χρησιμοποιούνται στην πεπτιδική σύνθεση σε στερεί, 

φάση.

Στο Κεφάλαιο 4 περιγράφονται οι μέθοδοι ταυτοποίησης και καθαρισμού πεπτιδίων. 

Συγκεκριμένα, περιγράφονται η αρχή μεθόδου της διαπίδυσης, της υγρής χρωματογραφίας 

ανάστροφης φάσης και υψηλής διαχωριστικής ικανότητας και της φασματοσκοπίας μάζας 

ιοντισμού με ηλεκτροψεκασμό.

Το Κεφάλαιο 5 αφορά την τεχνική που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία για τη 

διαμορφωτική ανάλυση των πεπτιδίων/μακρομορίων. Συγκεκριμένα, παρουσιάζονται 

αναλυτικά οι βασικές αρχές της φασματοσκοπίας κυκλικού διχρωϊσμού και ο τρόπος μελέτης 

της δευτεροταγούς διαμόρφωσης των πεπτιδίων σε διάλυμα.
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Στο Κεφάλαιο 6 περιγράφονται συνοπτικά οι βασικές αρχές της συνεστιακής 

μικροσκοπίας (Confocal Microscopy), η οργανολογία που χρησιμοποιείται και τα 

πλεονεκτήματα της μεθόδου που την καθιστούν ως την πλέον διαδεδομένη τεχνική μελέτης 

τόσο «ζωντανών» αλλά και μονιμοποιημένων «fixed» συστημάτων.

Το Κεφάλαιο 7 αναφέρεται στην κυτταρομετρία ροής. Συγκεκριμένα περιγράφονται 

συνοπτικά οι βασικές αρχές της κύτταρο μέτριας ροής και η οργανολογία που χρησιμοποιείται, 

καθώς επίσης και οι συνηθέστεροι τρόποι παρουσίασης των αποτελεσμάτων που προκύπτουν.

Στο Κεφάλαιο 8 περιγράφονται οι βασικές αρχές της ανοσοενζυμικής τεχνικής για την 

ανίχνευση αντισώματος ή αντιγόνου, η γνωστή τεχνική ELISA

Στο Κεφάλαιο 9 αναφέρεται ο σκοπός της παρούσας εργασίας.

Στο Κεφάλαιο 10 περιγράφεται αναλυτικά η διαδικασία που ακολουθήθηκε κατά τη 

σύνθεση των πεπτιδίων της παρούσας εργασίας με την τεχνική της πεπτιδικής σύνθεσης σε 

στερεή φάση κατά Merrifield καθώς και ο τρόπος που έγινε η ομοιοπολική σύνδεση της 

φλουορεσκεΐνης στα πεπτίδια σε υγρή φάση. Ακόμη, παρατίθενται τα αντιδραστήρια που 

χρησιμοποιήθηκαν. Τέλος περιγράφεται ο καθαρισμός και η ταυτοποίηση των πεπτιδίων με 

υγρή χρωματογραφία ανάστροφης φάσης και υψηλής διαχωριστικής ικανότητας και της 

φασματοσκοπίας μάζας ιοντισμού με ηλεκτροψεκασμό. Στη συνέχεια δίνονται οι αναλυτικές 

HPLC και τα φάσματα μάζας των καθαρών πεπτιδίων που παρασκευάσθηκαν.

Στο Κεφάλαιο 11 περιγράφεται η CD ανάλυση και η διαμορφωτική μελέτη των 

πεπτιδίων που συντέθηκαν, σε διάφορους διαλύτες. Τέλος, γίνεται επεξεργασία των 

φασμάτων κυκλικού διχρωισμού των πεπτιδίων με το πρόγραμμα CDNN.

Στο Κεφάλαιο 12 δίνεται η πορεία διεξαγωγής των πειραμάτων της διαμεμβρανικής 

μεταφοράς των πεπτιδίων με τη συνεστιακή μικροσκοπία και παράλληλα παρουσιάζονται οι 

φωτογραφίες των κυττάρων σε διάφορες τομές του.

Στο Κεφάλαιο 13 περιγράφεται το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε για τη διεξαγωγή 

των βιολογικών πειραμάτων. Συγκεκριμένα περιγράφεται ο τρόπος με τον οποίο έγιναν οι 

καλλιέργειες δενδριτικών κυττάρων και παρατίθενται τα αποτελέσματα των πειραμάτων 

κύτταρο μέτριας ροής και ELISA.

Στο Κεφάλαιο 14 πραγματοποιείται μια σύντομη ανασκόπηση των βασικών αρχών και 

θεωριών στις οποίες βασίζεται η παρούσα εργασία με βάση τη διεθνή βιβλιογραφία και 

παράλληλα σχολιάζεται το σύνολο των αποτελεσμάτων της παρούσας διατριβής.
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Στο Κεφάλαιο 15 αναφέρονται τα γενικά συμπεράσματα της παρούσας εργασίας, τα 

οποία είναι τα εξής:

* Παρασκευάσθηκαν CD8 επίτοποι του καρκινικού αντιγόνου MAGE 3 που 

ταυτοποιήθηκαν από ασθενείς στην ελεύθερη μορφή τους καθώς και προσδεδεμένοι στον 

φορέα SOCn, ώστε να βελτιωθεί η αντιγονική/ανοσολογική τους δράση.

* Μελετήθηκαν τα διαμορφωτικά τους χαρακτηριστικά με φασματοσκοπία κυκλικού 

διχρωϊσμού και επιβεβαιώθηκε ότι προσλαμβάνουν συγκεκριμένες διαμορφώσεις σε 

υδατικό και μικκυλιακό περιβάλλον.

* Έγινε ιχνηθέτηση των SOCn-παραγώγων με φλουορεσκεΐνη, και βρέθηκε με συνεστιακή 

μικροσκοπία ότι διαπερνούν την κυτταρική μεμβράνη.

* Βιολογικά πειράματα σε μονοκύτταρα περιφερικού αίματος υγιών εθελοντών και σε 

δενδριτικά κύτταρα έδειξαν σημαντική ενεργοποίηση των CD8 κυττάρων, παραγωγή 

IFN-γ, ενώ δεν παρήχθη IL-4. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν τη δυνατότητα ανάπτυξης 

κυτταροτοξικής ανοσολογικής απόκρισης T hl.

Στο Κεφάλαιο 16 παρουσιάζονται περιληπτικά το αντικείμενο και τα αποτελέσματα της 

παρούσας διδακτορικής διατριβής.

Στο Κεφάλαιο 17 παρουσιάζονται περιληπτικά το αντικείμενο και τα αποτελέσματα της 

παρούσας διδακτορικής διατριβής στην Αγγλική γλώσσα.

Στο Κεφάλαιο 18 δίνεται λεπτομερείς βιβλιογραφία σχετικά με τα θέματα που 

αναλύονται στην παρούσα διατριβή.

Στο Κεφάλαιο 19 παρατίθενται τα 20 φυσικά αμινοξέα με τους συντακτικούς τους 

τύπους, οι συντομογραφίες που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή, καθώς και 

δημοσιεύσεις σε πρακτικά συνεδρίων και ομιλίες.
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17. ΑΓΓΛΙΚΗ ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Peptide anticancer vaccines is a valuable tool in inducing anticancer T cell response as 

they can harm cancer cells without destroying normal tissues. On the other hand anticancer 

vaccines are well characterized and can be produced in high quantities and purity.

T cells play an important role in controlling tumor growth and mediating tumor 

regression. Anti-cancer responses, as well as CD4 and CD8 epitopes o f tumor antigens, have 

been detected in many patients, although these responses are not accompanied by tumor 

regression. On the other hand, human and animal studies have shown that the combined 

application o f class I and classll epitopes, derived from the same tumor antigen, promotes the 

quality o f the immune response and generates long term immunity.

MAGE antigens are cancer/testis antigens (expressed in tumors but silent in normal cells 

except for male germ line cells), shared by many tumors. These genes are o f particular interest 

for cancer immunotherapy. Among the MAGE genes, MAGE 3 is one of the most frequently 

expressed in tumors (in 76% of metastatic melanomas). There have been various efforts to 

detect CTL responses to MAGE 3 and MHC-I restricted CTL epitopes have been identified.

Nqwadays, the improved methods o f peptide synthesis have allowed a greater 

availability o f peptides in immunochemistry. To obtain potent antigens and-or effective 

immunogens, synthetic peptides (epitopes) have to be conjugated to a carrier molecule, either 

to a protein such as bovine serum albumin, either to a synthetic carrier. A new peptide carrier 

has been developed in our laboratory, named Sequential Oligopeptide Carriers I and II, 

SOCn-I and SOCn-II. The SOCn-I carrier is constructed by the repetitive moiety Lys-Aib-Gly 

and the SOCn-II carrier by the repetitive tetrapeptide Aib-Lys-Aib-Gly. Both carriers adopt 

3io -helical conformation and the Lys-NeH2 groups exhibit defined spatial orientations, so that 

the attached antigenic peptides do not interact with each other or with the carrier molecule. 

Thus, the structure regularity o f the carrier, the absence o f conformational restrictions and 

steric hindrances for the constructed conjugates favour an optimal antibody recognition and 

generate potent immunogens.

CD8 epitopes derived from MAGE 3 cancer antigens were anchored to the SOCn (I,II) 

carrier in order to improve their antigenic/immunogenic properties. Conformational studies by 

circular dichroism spectroscopy (CD) suggested the occurrence o f well defined structures in 

aqueous and miceller microenvironment. Fluoresceine was covalently coupled to the 

SOCn-conjugates to confirm their membrane insertion by confocal microscopy.
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Biological studies in PMBC cells and dendritic cells, by FACS analysis, pointed out 

CD8+ T cell activation, production of IFN-γ (ELISA assays), whereas IL-4 was not detected.

The reported findings evidence the generation of Thl cytotoxic immune response 

derived from the SOCn-conjugates, which may lead to the development of protective 

immunity in anticancer vaccines.
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19.2 Συντομογραφίες

r  2-Br-Z: (2-Bromobenzyloxycarbonyl), 2-Χλωροβενζυλοξυκαρβονυλο

r  Acm: (Acetamidomethyl), Ακεταμιδομεθυλομάδα

r  Ala (A): (Alanine), Αλανίνη

r  Alloc: (Allyloxycarbonyl'), Αλλυλοξυκαρβονυλο.

r- APC: (Antigen Presenting Cells), Αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα

r  Arg (R): (Arginine), Αργινίνη

r  Asn (N): (Asparagine), Ασπαραγίνη

r  Asp (D): (Aspartate), Ασπαρτικό

r  Boc: (tert-Butoxycarbonyl), tert-Βουτυλοξυκαρβόνυλο.

^ Bom: (Benzyloxymethyl), Βενζυλοξυμεθυλο 

r  BOP: [Benzotriazole-1 -yl-oxy-tris(dimethylamino)-phosphoninm

hexafluorophosphate], Εξαφθοροφωσφορικό αλαςτου βενζοτριαζολυλ- 

τρις(διμεθυλαμινο) φωσφωνίου. 

r  BSA: (Bovine Serum Albumin), 

r  Bzl: (Benzyl), Βενζυλο 

^  BzlO: (Benzyloxy), Βενζυλοξυομάδα 

r  CD: {Circular Dichroism), Κυκλικός διχρωισμός 

r  CLSM: (Confocal Laser Scanning Microscopy) 

r  C14PC: (tetradecylPhosphpoCholine), δεκατετρακυλοφωσφοχολίνη 

r  CTL: (Cytotoxic T Lymphocytes, Κυτταροτοξικά T λεμφοκύτταρα 

r  CTLA: {Cytotoxic T Lymphocyte-Associated), Παράγοντας που σχετίζεται με την 

ενεργοποίηση των κυτταροτοξικών κυττάρων 

r  Cys {C)i(Cysteine), Κυστεϊνη

r  DCC: (Ν,Ν'-Dicyclohexylcarbidiimide), Ν,Ν’-Δικυκλοεξυλοκαρβοδιιμίδιο 

r  DCM: (Dichloromethane), Διχλωρομεθάνιο

r  DIC: (Ν,Ν'-Diisopropylcarbidiimide), Ν,Ν’-Διισοπροπυλκαρβοδιιμίδιο 

r  DIE A: (Diisopropylhylamine), Διϊσοπροπυλοαιθυλαμίνη 

r- DMEM: (Dulbecco ’s Modified Eagle’s Medium) 

r  DMF: (Dimethylformcnnide), Διμεθυλοφορμαμίδιο 

r  DMS: (Dimethylsulfade), Διμεθυλοσουλφίδιο 

r  DT: (Diptheria Toxoid)
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> ELISA: (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

> ESI-MS: (Electrospray Ionization- Mass Spectroscopy), φασματοσκοπία μάζας 

ιοντισμού με ηλεκτροψεκασμό

> FACS: (Fluorescence Activated Cell Sorter), δια).ογέας κυττάρων ενεργοποιημένος με 

φθορισμό

> Fmoc: (9-Fluorenylmethoxycarbonyl), 9-φλουορενελμεθοξεκαρβονυλο

> Gin (Q): (Glutamine), Γλουταμίνη

> Glu (E): (Glutamate), Γλουταμινικό

>  Gly (G): (Glycine), Γλυκίνη

> GM-CSF: (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor), παράγοντας 

διέγερσης αποικίας μακροφάγων κοκκιοκυττάρων

> GMP: (Good Manufacturing Practices), καλές παρασκευαστικές μέθοδοι

> GplOO: (Glycoprotein 100), Γλυκοπρωτεΐνη 100

> HF: (Hydrogen Fluoride), Υγρό Υδροφθόριο

> His (H): (Histidine), Ιστιδίνη

> HLA: (Human Leukocyte Antigen), ανθρώπινο λευκοκυτταρικό αντιγόνο

> HOBt: (N-Hydroxybenzotriazole), Ν-Υδροξυβενζοτριαζόλιο

> HPLC: (High Performance Liquid Chromatography), Υγρή χρωματογραφία υψηλής 

διαχωριστικής ικανότητας

> HTL: (Helper Τ Lymphocytes), βοηθητικά Τλεμφοκύτταρα)

>  ICAM: (Intercellular Adhesion Molecule), Διακυτταρικά μόρια πρόσδεσης

> IFN-γ: (Interferon-γ), Ιντερφερόνη-γ

> IL: (Interleukine), Ιντερλευκίνη

> lie (I): (Isoleucine), Ισολευκίνη

> KLH: (KeyholeLimpet Haemocyanin)

>  LFA: (Leukocyte Function-associated Antigen), Αντιγόνα που σχετίζονται με τη 

λειτουργία των λευκοκυττάρων

> Leu (L): (Leucine), Λεύκινη

> Lys (Κ): (Lysine), Λυσίνη

> MAGE3: (Melanoma Associated Antigen), Αντιγόνο που σχετίζεται με το μελάνωμα

> MAPs: (Multiple Antigen Peptides), Πολλαπλά αντιγονικά πεπτίδια

> MBHA: (4-methylbenzydiylamine), 4-μεθυλοβενζυδρυλαμίνη

> MHC: (Major Histocompatibility Complex), Μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας
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MeOH: (Methanol), Μεθανό/u,

Met (M): (Methionine), Μεθειονίνη 

Mtt: (4-Methyltrityl), 4-μεθυλοτριτυλο 

NK-cells: {Natural Killer Cells), Φυσικά φονικά κύτταρα 

NMR: (Nuclear Magnetic Resonance), Πυρηνικός Μαγνητικός Συντονισμός 

ORD: (Optical Rotatoiy Dispersion), οπτική στροφική διασπορά 

PAM: ( 4-Hydroxymethylphenylacetamidomethylpolystyrene), 

Φαινυλοακεταμιδομεθυλ-ρητίνη

Pbf :(2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl),

2.2.4.6.7- πενταμεθυλοδιυδροβενζοφουρανο-5-σουλφονυλο.

PBMC: (Peripheral Blood Mononuclear Cells), μονοττύρηνα κύτταρα περιφερικού 

αίματος

PBS: (Phosphate Buffer Saline), Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών

Phe (F): (Phenylalanine), Φαινυλαλανίνη

Pmc: (2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl),

2.2.5.7.8- πενταμεθυλοχρωμανο-6-σουλφονυλο 

Pro (P): (Proline), Προλίνη

PyBOP: (Bemotriazole-l-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphate), 

εξαφθοροφωσφορικό αλας του βενζοτριαζολυλ-τρις-πυρρολικδινο φωσφωνίου. 

PyBrop : (Bromotripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphate), Βρωμο-τρις- 

7ΐυρολιδινο-φωσφονιο εξαφθοροφωσφορικό άλας

RP-HPLC: (Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatography) , Υγρή 

χρωματογραφία ανάστροφης φάσης και υψηλής διαχωριστικής ικανότητας 

SDS: (Sodium Dodecyl Sulfate), Δωδεκυλοσουλφονικό νάτριο 

Ser (S): (Serine), Σερίνη

SOCn: (Sequential Oligopeptide Carrier)), Επαναλαμβανόμενοι ολιγοπεπτιδικοί 

φορείς

SPPS: (Solid Phase Peptide Synthesis), Πετττιδική Σύνθεση σε Στερεή Φάση 

ΤΑΡ:(Transporters Associated with Antigen Processing), Μεταφορείς συνδεδεμένοι 

με την επεξεργασία αντιγόνου

TASP; (Template Assembled Synthetic Protein), Φόρμα Συναρμολογημένων 

Συνθετικών Πρωτεϊνών



>  TBTU: [2-(lH-Benzotriazole-l-yl) 1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluoroborate], 

βενζοτριαζολ-τετραμεθυλο-ουρονικο-τετραφθοροβορικό αλας.

>  tBu: (tert-Butyl), τερτ-Βουτυλο

> TCR: ( T Cell Receptor), T κυτταρικός υποδοχέας

> TFA: (Trifluoroacetic acid), Τριφθοροξικό οξύ

> TFE: (Trifluoroethanol), Τριφθοροαιθανόλη

>  TGF-β: (Transforming Growth Factor-β),

>  T hr (T): (Threonine), Θρεονίνη

> TIS: Τριϊσοπρόπυλοσιλάνιο

> TNF-α: (Tumor Necrosis Factor), Παράγοντας νέκρωσης των κυττάρων

> Tos: (Tosyl), Τοζυλ.

>  Trp (W): (Tryptophane), Τρυπτοφάνη

>  T rt: (Trityl), Τριτυλο.

>  TT: (Tetanus Toxoid)

>  Tyr (Y): (Tyrosine), Τυροσίνη

>  Val (Y): (Valine), Βαλίνη

> W ang:(p-Benzyloxybenzyl Alcohol resin), (ρ-αλκοξυβενζυλοξυβενζυλ-ρητίνη)

>  Z: (Benzyloxycarbonyl), Βενζυλοξυκαρβονυλο.
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19.3 Συμμετοχή σε συνέδρια

Λνακοινώσεκ

r  4th Hellenic Forum on Bioactive Peptides, April 22-24 2004, Patras-Hellas 

" A NEW STRATEGY FOR ANTI-CANCER VACCINE DESIGN: COMBINED 

APPLICATION OF CD8 AND CD4 EPITOPES OF MAGE-3 TUMOR ANTIGEN" Caterina 

Rizou, Dimitra Dimtsoudi. Maria Sakarellos-Daitsiotis, Constantinos Sakarellos, and Chris 

Platsoukas

r  5th Hellenic Fomm on Bioactive Peptides, May 14-16 2006, Patras-Hellas 

" THE SYNERGISTIC FUNCTION OF CD4 AND CD8 EPITOPES FOR ANTI-CANCER 

VACCINE DESIGN"

Dimitra Dimtsoudi Eugenia Panou-Pomonis, Dimitrios Krikorian, Maria Sakarellos- 

Daitsiotis and Constantinos Sakarellos

r  1st Joint Meeting of European National Societies of Immunology, 16th European Congress 

of Immunology, September 6-9 2006 Palais des Congres ,Paris-France 

" A MAGE-3 PEPTIDE VACCINE TARGETING BOTH CD4 AND CD8 T-CELLS" 

A1 de Lastic, D. Dimtsoudi. M Rayevskaya, C Sakarellos, M Sakarellos-Daitsiotis, CD 

Platsoukas, A Mouzaki

Οαιλίες

r  6th Conference Medical Chemistry: Drug Discovery and Design, 10-12 March, 2005, 

Patra "BRIDGING CD4 AND CD8 EPITOPES FOR ANTI-CANCER VACCINE 

DESIGNED. Dimtsoudi. M. Sakarellos-Daitsiotis and C. Sakarellos.

r  20° Πανελλήνιο Συνέδριο Χημείας, 20-24 Σεπτεμβρίου, 2005, 

Ιωάννινα. "ΣΥΝΕΡΠΣΤΙΚΗ ΔΡΑΣΗ ΕΠΙΤΟΠΩΝ CD4 ΚΑΙ CD8 ΓΙΑ ΤΟ ΣΧΕΔΙΑΣΜΟ 

ΑΝΤΙ ΚΑΡ ΚΙ ΝΙΚΏΝ ΕΜΒΟΛΙΩΝ."

Δ.Δημτσούδη. Ε. Πάνου-Πομώνη, Δ. Κρικοριάν, Μ. Σακαρέλλου-Δαϊτσιώτου, 

Κ. Σακαρέλλος.
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