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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι εφαρµογές και η χρήση συνθετικών πεπτιδίων για την αντιµετώπιση ασθενειών του 

ανθρώπου αυξάνονται ραγδαία, καθώς και η ανάπτυξη της απαιτούµενης αντίστοιχης 

τεχνολογίας. Παρόλο που γνωρίζουµε καλά τη βιολογία του ιού που προκαλεί το AIDS 

(HIV-1), οι πληροφορίες µας για το τρόπο που ο ιός προκαλεί τη ασθένεια είναι 

περιορισµένες. Aυτό οφείλεται στο γεγονός ότι ο ιός είναι εξαιρετικά εξαρτηµένος στον 

φυσικό του ξενιστή, τον Άνθρωπο, και δεν υπάρχουν ικανοποιητικά µοντέλα για να 

µελετηθεί η δράση του ιού σε συνάρτηση µε την ασθένεια. Tο πρόβληµα που κάνει πολύ πιο 

σύνθετο το θέµα της παθογένεσης είναι ότι το µεγαλύτερο ποσοστό του κυτταρικού 

πληθυσµού που απαλείφεται εξαιτίας της παρουσίας του ιού στον οργανισµό του ξενιστή δεν 

έχει µολυνθεί από τον ιό. H επικρατούσα άποψη σήµερα είναι ότι ο ιός ευαισθητοποιεί τα 

αποπτωτικά µονοπάτια αυτών των κυττάρων και τα οδηγεί σε «προγραµµατισµένο θάνατο». 

Το φαινόµενο αυτό µελετήθηκε στο παρελθόν από την ερευνητική µας οµάδα µε συνθετικά 

πεπτίδια της V3 περιοχής του ιού σε συνάρτηση µε τον φυσιολογικό µηχανισµό της 

αντιγονο-παρουσίασης. Ως εκ τούτου, αναπτύχθηκε µία καινοτόµος µέθοδος µελέτης 

ειδικών µηχανισµών του ανοσοποιητικού συστήµατος του ανθρώπου η οποία επιβεβαίωσε 

ότι το V3 φαινόµενο είναι ένας γενικός µηχανισµός του ιού. Κύριος σκοπός αυτής της 

εργασίας είναι η µελέτη του υποδοχέα χηµειοκινών CCR5 που βρίσκεται στην επιφάνεια των 

ενεργοποιηµένων Τ λεµφοκυττάρων καθώς και της αλληλεπίδρασης της  V3 περιοχής µε το 

CCR5 µε φυσικοχηµικές µεθόδους και ειδικότερα µε φασµατοσκοπία σκέδασης ακτίνων 

laser. Αναλύθηκε η συµπεριφορά των συγκεκριµένων υλικών σε φυσιολογικά διαλύµατα και 

η επιρροή ιοντικών δυνάµεων/αλληλοεπιδράσεων σαν συνάρτηση του αριθµού των βασικών 

αµινοξέων στην V3 περιοχή. 
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Abstract 

The applications and the use of synthetic peptides to treat human diseases are 

increasing rapidly, as well as the development of relevant technologies. Although we know 

the basic biology of the virus that causes AIDS (HIV-1), our information on how the virus 

causes the disease is limited. That is because the virus is highly dependent on its natural host, 

humans, and there aren’t good models to study the effect of the virus in relation to the 

disease. The problem that makes even more complex the issue of pathogenesis is that the 

majority of the cell population that is deleted by the presence of the virus in the body of the 

host is not infected. The prevailing view today is that the virus sensitizes the apoptotic 

pathways of these cells and leads them to programmed death. This phenomenon has been 

studied previously by our research team with synthetic peptides of the V3 region of the virus 

according to the physiological mechanism of antigen presentation. Therefore we developed a 

novel method to study specific mechanisms of the human immune system which confirmed 

that the V3 phenomenon is a general mechanism for the virus. The main purpose of this work 

is the study of chemokine receptor CCR5 who lies on the surface of activated T lymphocytes 

and the interaction of the V3 region with CCR5 by physicochemical methods, in particular 

laser light scattering spectroscopy. We have analyzed the behavior of these materials in 

physiological solutions and the influence of ionic forces/interactions as a function of the 

number of basic amino acids in the V3 region. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ   

1.1 Βιολογία του HIV-1  

Πολλές θανατηφόρες και µη ιάσιµες ασθένειες πλήττουν το ανθρώπινο γένος. Το  

σύνδροµο της επίκτητης  ανοσοανεπάρκειας (Acquired ImmunoDeficiency Syndrome – 

AIDS) όµως, άγγιξε και αγγίζει, περισσότερο ίσως, τις πιο ευαίσθητες χορδές όλων των 

κοινωνιών και όλων των κρατών παγκοσµίως, για τον εξής απλό λόγο: διότι πλήττει τη ζωή 

και την σεξουαλική συµπεριφορά των νέων ανθρώπων. Το AIDS είναι µία ασθένεια που 

έγινε γνωστή µόλις το 1982 και που κατόρθωσε µέσα σε λίγα χρόνια να τροµοκρατήσει 

ολόκληρη την ανθρωπότητα και να καταστεί πραγµατική µάστιγα.  Σήµερα η ασθένεια του 

AIDS τείνει να βρεθεί εκτός «προσκηνίου», όχι γιατί έπαψε να υφίσταται ως επιδηµία ή γιατί 

βρέθηκε η θεραπεία της, αλλά λόγω της αδιαφορίας και της υποτίµησης για τις διαστάσεις 

και τις συνέπειές της. 

 

 

Σχήµα 1.1 Επιδηµιολογικός χάρτης του AIDS ανά τον κόσµο (UNAIDS 2009). 

 

Οι ιοί που προκαλούν στον άνθρωπο το AIDS ανήκουν στο γένος των ρετροιών 

Lentiviruses και είναι ευρέως γνωστοί ως HIV-1 και HIV-2 (Human Immunodeficiency 

Virus-1, -2). Η επιστηµονική κοινότητα πιστεύει ότι ο ιός HIV µεταδόθηκε στον άνθρωπο 

από τους πιθήκους γύρω στη δεκαετία του 30. Επιστηµονική έρευνα αποδίδει την πιθανή 

προέλευση των HIV ιών στη συσσώρευση διαδοχικών µεταλλάξεων πάνω σε ένα συγγενικό 
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ιικό στέλεχος, το STLV II, που παρασιτεί στους πράσινους πιθήκους της Αφρικής. Ο πρώτος 

επιβεβαιωµένος θάνατος από AIDS (όπως διαπιστώθηκε εκ των υστέρων), σηµειώθηκε το 

1959 σε άνδρα καταγόµενο από το σηµερινό Κονγκό. Το 1978 οµοφυλόφιλοι άνδρες στις 

ΗΠΑ και τη Σουηδία και ετεροφυλόφιλοι στην Τανζανία και την Αϊτή εµφανίζουν 

συµπτώµατα µιας παράξενης ασθένειας του ανοσοποιητικού. Το 1981 το CDC παρατηρεί 

αυξηµένη συχνότητα µιας µορφής καρκίνου, του σαρκώµατος Kaposi σε οµοφυλόφιλους. 

Τον επόµενο χρόνο, υπό το βάρος αυξανόµενων κρουσµάτων ανοσοανεπάρκειας σε νέους 

άνδρες, γυναίκες και βρέφη, χρησιµοποιείται για πρώτη φορά ο όρος AIDS. ∆ηλώνονται 

κρούσµατα από 14 διαφορετικές χώρες. Το 1983 τα κρούσµατα µόνο στις ΗΠΑ φθάνουν τα 

3.000 και οι θάνατοι τους 1.000. Το 1986 δηλώνονται 40.000 περιπτώσεις AIDS από 85 

χώρες. Το 1990 οι φορείς του ιού παγκοσµίως είναι πλέον 8.000.000. 

Σύµφωνα µε τα τελευταία επίσηµα στοιχεία του Παγκόσµιου Οργανισµού Υγείας, περί 

τα 33 εκατοµµύρια άνθρωποι ζούν µε τον HIV, εκ των οποίων τα 2,5 εκατοµµύρια είναι 

παιδιά ηλικίας κάτω των 15 ετών, ενώ περισσότεροι από 25 εκατοµµύρια άνθρωποι πέθαναν 

από AIDS µέχρι σήµερα. Τα µεγαλύτερα ποσοστά φορέων του HIV εµφανίζονται στις χώρες 

της Υποσαχάριας Αφρικής και τις χώρες της πρώην Σοβιετικής Ένωσης [1].  

O ιός HIV έκανε την εµφάνισή του στην Ελλάδα στα µέσα της δεκαετίας του 80. 

∆ιαχρονικά, η τάση της επιδηµίας, από την αρχή της µέχρι και τα τέλη της δεκαετίας του 

1990, ήταν αυξητική, και στους άνδρες και στις γυναίκες. Από το 2000 µέχρι και το 2004, ο 

αριθµός των δηλούµενων νέων µολύνσεων ήταν περίπου σταθερός. Όµως το 2005 και το 

2006, παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση σε σχέση µε τα προηγούµενα έτη µε µία µικρή 

κάµψη το 2007.  



 10 

 

 

Σχήµα 1.2 Ενδεικτικές νόσοι AIDS (εκατοστιαία αναλογία) στους εφήβους/ενήλικες στην 

Ελλάδα µέχρι τις 31/10/2009 (∆ελτίο Επιδηµιολογικής Eπιτήρησης της HIV/AIDS λοίµωξης 

στην Ελλάδα, τεύχος 24, Οκτώβριος 2009) 

 

 

Η Ελλάδα συγκαταλέγεται, σύµφωνα µε πρόσφατα στοιχεία του Ευρωπαϊκού Κέντρου 

Παρακολούθησης του AIDS, ανάµεσα στις Ευρωπαϊκές χώρες όπου, η κυρίαρχη αριθµητικά 

οµάδα µεταξύ αυτών που µολύνθηκαν από τον ιό, είναι οι οµοφυλόφιλοι. Τέτοιες χώρες 

είναι η Γερµανία, η ∆ανία, η Τσεχία κ.ά. Αντίθετα, στις χώρες της πρώην Σοβιετικής 

Ένωσης, επικρατούν ανάµεσα στους φορείς οι χρήστες ενδοφλέβιων ναρκωτικών. 
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Σχήµα 1.3 ∆ελτίο Επιδηµιολογικής Eπιτήρησης της HIV/AIDS λοίµωξης στην Ελλάδα (τεύχος 

24, Οκτώβριος 2009) 

 

1.1.1 ∆οµή του Ιού HIV-1 

Για τις περισσότερες µολύνσεις στο δυτικό κόσµο ευθύνονται κυρίως οι υπότυποι του 

HIV-1 (Σχήµα 1.4). Η κλινική κατάσταση του µολυσµένου ατόµου χαρακτηρίζεται από µία 

µακρά λανθάνουσα περίοδο επώασης του ιού, συνοδευόµενη από ασθενείς χυµικές 

απαντήσεις του ξενιστή, οι οποίες περιπλέκονται από παρατεταµένη παρουσία ιικού RNA 

στο πλάσµα. Η πρόοδος της ασθένειας επιφέρει σοβαρές δυσλειτουργίες στο ανοσοποιητικό 

σύστηµα, µε τον οργανισµό να γίνεται επιρρεπής σε ευκαιριακές λοιµώξεις και σε ανάπτυξη 

νεοπλασµάτων, ενώ παράλληλα εµφανίζονται αρνητικές επιπτώσεις και στο νευρικό, 

αιµοποιητικό και αναπνευστικό σύστηµα µε τελική κατάληξη τουλάχιστον µέχρι σήµερα τον 

θάνατο (Σχήµα 1.5).  

 



 12 

 

Σχήµα 1.4 Φυλογενετικό δένδρο του HIV. 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.5 Τυπική πρόοδος της HIV µόλυνσης. 
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Το ώριµο ιοσωµάτιο του HIV-1 όπως και των περισσότερων ρετροιών έχει σχεδόν 

σφαιρική δοµή διαµέτρου περίπου 100 nm, αποτελούµενη από τον ιικό φάκελο, το στρώµα 

(Matrix), το καψίδιο (Capsid), το νουκλεοκαψίδιο (Nucleopcapsid) και 2 πανοµοιότυπα 

µόρια µονόκλωνου RNA ως γενετικό υλικό[2].  

Ο ιικός φάκελος, ο οποίος προέρχεται από την µεµβράνη του κυττάρου ξενιστή, 

φέρει τη δοµή λιπιδικής διπλοστοιβάδας, η οποία συµπληρώνεται από έντονα 

γλυκοζυλιωµένες ιικές πρωτείνες που προεκβάλλουν στην εξωτερική του επιφάνεια. Κάθε 

τέτοια προεκβολή σχηµατίζεται από την σύνδεση 2 κύριων γλυκοπρωτεινών, της 

εξωκυτταρικής gp120 και της διαµεµβρανικής gp41 γλυκοπρωτείνης  (Σχήµα 1.6).  Όπως σε 

όλους τους σύνθετους ρετροιούς, έτσι και το γένωµα του HIV κωδικοποιεί επιπλέον πολλές 

συνοδευτικές ρυθµιστικές πρωτεΐνες όπως τις tat, nef, rev, vif, vpr και vpu. Το tat 

ενεργοποιεί την ιική µεταγραφή λειτουργώντας ως µεταγραφικός παράγοντας επιµήκυνσης. 

Η rev µεσολαβεί τη µεταφορά των ατελώς ή καθόλου κατεργασµένων (spliced) ιικών RNAs 

από τον κυτταρικό πυρήνα στο κυτταρόπλασµα.  

 

 

 

Σχήµα 1.6 Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του ιοσωµατίου του HIV-1.  
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Η Νef και η vif ενισχύουν την µολυσµατικότητα του ιοσωµατίου, η vpr µεσολαβεί τη 

γρήγορη εκτόπιση των ιικών νουκλεοπρωτεινικών συµπλόκων µέσα στον πυρήνα του 

κυττάρου ξενιστή και η vpu προωθεί την αποδόµηση των CD4 µορίων στο ενδοπλασµατικό 

δίκτυο (ER) κατά τη διάρκεια της σύνθεσης του πρόδροµου προϊόντος του env γονιδίου 

(gp160) [3]. Από τις συστατικές πρωτεϊνικές υποµονάδες της gp160, η gp120 είναι αυτή που 

κύρια συµµετέχει στα γεγονότα της µεµβρανικής σύντηξης και της ιικής εισόδου στο 

κύτταρο του ξενιστή µε άµεση αλληλεπίδραση µε τον κυτταρικό υποδοχέα CD4, αλλά και µε 

τους υπόλοιπους συνυποδοχείς. Κάθε gp120 πρωτεινικό µόριο αποτελείται από 5 µεταβλητές 

(V1-V5) και 4 σταθερές (C1-C4) [4 , 5]. 

 

1.1.2 Βιολογικός Κύκλος του Ιού HIV-1 

Ο κύκλος ζωής του HIV ξεκινά µε την πρόσδεση της gp120 γλυκοπρωτείνης στους 

επιφανειακούς υποδοχείς του κυττάρου στόχου που περιλαµβάνουν το CD4 µόριο και έναν 

από τους υποδοχείς χηµειοκινών (chemokines) [6 , 7]. Η αλληλεπίδραση της gp120 µε το 

σουλφονιωµένο άκρο του CCR5 είναι κρίσιµη. Αµέσως µετά την πρόσδεση η διαµεµβρανική 

πρωτεΐνη gp41 υφίσταται µία αλλαγή στην διαµόρφωση της που προάγει τη σύντηξη των 

µεµβρανών του ιού και του κυττάρου. Στο κυτταρόπλασµα ξεκινά η µετατροπή του ιικού 

RNA σε δίκλωνο γραµµικό DNA από τη δράση της ιικής αντίστροφης µεταγραφάσης, 

Reverse Transcriptase (RT). Το νουκλεοπρωτεινικό σύµπλοκο µετατοπίζεται ταχύτητα µέσω 

της Vpr στον κυτταρικό πυρήνα όπου µε τη βοήθεια της ΙΝ (Integrase) ενσωµατώνεται στο 

γένωµα του κυττάρου ξενιστή. Τα κύτταρα µε ενσωµατωµένο ιικό DNA λειτουργούν ως 

αποθήκες µόλυνσης.  

 

  

Σχήµα 1.7 Η gp120 που περιέχει το σηµείο πρόσδεσης του υποδοχέα CD4 και του 

συνυποδοχέα που µπορεί να είναι είτε ο CCR5, είτε ο CXCR4, και περιλαµβάνει 5 µεταβλητές 

(V1-V5) και 5 σταθερές (C1-C5) περιοχές. Το σηµείο πρόσδεσης του συνυποδοχέα αποτελείται 

από το βρόχο V3 και το έλασµα γέφυρας (bridging sheet)[8]. 
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Σχήµα 1.8 Βιολογικός κύκλος του ιού HIV-1. 

 

Η ιική µεταγραφή επιτυγχάνεται µέσω της κυτταρικής RNA πολυµεράσης II 

και προϋποθέτει συνήθως την ενεργοποίηση του µολυσµένου κυττάρου, που 

παραδείγµατος χάριν, για τα Τ λεµφοκύτταρα µπορεί να προέλθει είτε από αντιγονικό 

ερεθισµό του ΤCR υποδοχέα είτε από τη δράση µιτογόνων ή άλλων διεγερτικών 

µορίων [9]. Μέσω της ρυθµιστικής δράσης της Rev όλα τα ιικά µετάγραφα κατεργασµένα ή 

µη (spliced ή genomic-length RNAs) µεταφέρονται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα 

όπου και µεταφράζονται στα ριβοσώµατα. Εξαίρεση αποτελεί το mRNA του env γονιδίου το 

οποίο µεταφράζεται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο. Σε µετέπειτα στάδιο το env προϊόν (gp160) 

πρωτεολύεται στο σύστηµα Golgi από κυτταρικές πρωτεάσες στις συστατικές gp120 και 

gp41 πρωτεΐνες, οι οποίες εξάγονται στην επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης και 

συµπλέκονται µε τις πρόδροµες γλυκοπρωτείνες Gag και Pol, τις Vif, Vpr, Nef και µε το 
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RNA. Η εκβλάστηση (budding) των ‘ανώριµων’ ιικών τµηµάτων στην κυτταρική µεµβράνη 

ακολουθείται από µία µορφολογική αλλαγή του ιοσωµατίου, γνωστή ως ‘ωρίµανση’, η οποία 

εµπλέκει πρωτεολυτική κατεργασία των Gag-Pol γλυκοπρωτεινών από την ιική PR στα ΜΑ, 

CA, NC, p6, PR, RT, και IN. To ώριµο πλέον ιοσωµάτιο είναι έτοιµο να µολύνει άλλο 

κύτταρο.  

Ο HIV-1 µπορεί να µολύνει in vitro ένα µεγάλο εύρος κυτταρικών τύπων, όπως 

περιφερικά ή θηλακοειδή δενδριτικά κύτταρα (FDCs), κύτταρα µικρογλοίας, NK και B 

κύτταρα, CD8+ και CD4+ T λεµφοκύτταρα, ηοσινόφιλα, πρόδροµα CD4+ κύτταρα του 

µυελού των οστών και πολλά άλλα [10 , 11].  

 

        

 

 

Σχήµα 1.9 α. Ο HIV-1 (µικρά µπλε σωµατίδια) επιτίθεται σε ένα κύτταρο ανθρώπινου 

ιστού (µεγάλο ροζ σώµα). β. Ηλεκτρονική µικρογραφία σάρωσης της εκβλάστησης του HIV-1 

από καλλιεργηµένα λεµφοκύτταρα. 

 

Η µόλυνση των µακροφάγων θεωρείται σηµαντική για τον in vivo 

πολλαπλασιασµό και τη µολυσµατικότητα του ιού, αφού τα πρώτα κύτταρα που 

µολύνονται κατά την πρωτογενή µετάδοση της ασθένειας είναι της σειράς των 

µακροφάγων [12] από τα παρακείµενα βλεννώδη επιθήλια, τα οποία λειτουργούν ως 

δεξαµενές ιών που συντηρούν και προάγουν συνεχώς την εξάπλωση του ιού. Στο 

γεγονός αυτό οφείλεται και η αντίσταση πολλών φορέων στη µείωση του ιικού 

δυναµικού ακόµη και µετά από µακράς διάρκειας αντιρετροϊική θεραπεία.  
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Για τη βέλτιστη αντιγραφή και µεταγραφή του ιού εντός των CD4
+
 Τ 

λεµφοκυττάρων απαιτείται προγενέστερη ενεργοποίησή τους, γεγονός που δεν 

παρατηρείται στα µακροφάγα. Ωστόσο, η in vitro µόλυνση των µακροφάγων από τον 

HIV παρουσιάζει περιορισµένη κυτταροπαθογένεια µε τα ιικά τµήµατα να 

απελευθερώνονται µέσα σε ενδοκυτταροπλασµατικά κυστίδια [13], ενώ των CD4
+
 T 

λεµφοκυττάρων προκαλεί µαζικό κυτταρικό θάνατο µε απελευθέρωση των 

ιοσωµατίων σχεδόν αποκλειστικά  στην πλασµατική µεµβράνη.  

Καθώς τα κύτταρα µε τον πρωταγωνιστικό ρόλο, τα µακροφάγα και τα T 

CD4
+
 κύτταρα µνήµης που εκκρίνουν το CCR5, µολύνονται στην ασυµπτωµατική 

φάση της µόλυνσης από τον HIV-1, δηµιουργήθηκε ένα πειραµατικό in vitro µοντέλο 

για την εξερεύνηση του ρόλου της V3 περιοχής στην αντιγονοπαρουσίαση [14]. 

Ουσιαστικά λοιπόν, η αλληλεπίδραση της V3 περιοχής µε το CCR5 είναι αυτή που 

διεγείρει την κινητοποίηση των Τ κυττάρων οδηγώντας τα τελικά σε µαζικό 

κυτταρικό θάνατο, και όχι επειδή έχουν µολυνθεί από τον ιό. 

 Αξίζει να σηµειωθεί ότι η συγκέντρωση µολυσµένων µακροφάγων είναι 

σχετικά µικρότερη στο περιφερικό αίµα των φορέων από εκείνη που παρατηρείται 

στους ιστούς λεµφικών και µη λεµφικών οργάνων, όπως η σπλήνα, ο πνεύµονας, ο 

εγκέφαλος και τα νεφρά, όργανα των οποίων η λειτουργία διαταράσσεται σηµαντικά 

κατά την εξέλιξη της ασθένειας του AIDS.  
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Σχήµα 1.10  Τα Είδη των Λευκών Αιµοσφαιρίων 

 

 

 

 

 

1.1.3 Κυτταρικός Τροπισµός Ιικών Στελεχών - Υποδοχείς Ιικής Πρόσδεσης 

Η ικανότητα του HIV να µολύνει διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους 

εξαρτάται κάθε φορά από το είδος του ιικού στελέχους, όµως και η επιδεκτικότητα 

µόλυνσης των κυττάρων στόχων διαφοροποιείται κατά τη διάρκεια τόσο της εισόδου 

όσο και της αντιγραφής των διαφόρων ιικών στελεχών. Ως εκ τούτου, τα γνωστά 

HIV-1 στελέχη διαχωρίζονται πειραµατικά σε κατηγορίες ανάλογα µε τον τύπο των 

κυττάρων που µπορούν να µολύνουν και να αντιγραφούν in vitro [15] (Σχήµα 1.10).  

Ιικά στελέχη που µολύνουν κυρίως πρωτογενή µακροφάγα αλλά µπορούν να 

αναπτύσσονται και σε καλλιέργειες πρωτογενών CD4
+
 Τ-κυττάρων είναι γνωστά ως 

Μ-tropic (Μacrophage-tropic) και χρησιµοποιούν τον CCR5 συνυποδοχέα (R5 

στελέχη), ενώ στελέχη που συνήθως αντιγράφονται ελάχιστα στα µακροφάγα αλλά 



 19 

ικανοποιητικά µέσα σε CD4
+
 Τ-κυτταρικές σειρές αναφέρονται ως T-tropic (T-cell 

line tropic) και δείχνουν προτίµηση στον συνυποδοχέα CXCR4 (Χ4 στελέχη) [16]. 

Τα M-tropic στελέχη είναι υπεύθυνα για την πρωτογενή µετάδοση του ιού και 

την ασυµπτωµατική φάση της µόλυνσης, και συνήθως δε δηµιουργούν συγκυτία, 

έχουν δηλαδή ΝSI (Non-Syncytium Inducing) φαινότυπο. Για αυτό, η προτίµηση που 

επιδεικνύουν τα περισσότερα M-tropic στελέχη για τον CCR5 ως συνυποδοχέα 

εισόδου, υποδηλώνει την κρίσιµη συµµετοχή του κατά τη διάρκεια της µετάδοσης και 

της ασυµπτωµατικής φάσης της µόλυνσης. Αντιθέτως, τα T-tropic στελέχη τα οποία 

προάγουν τη δηµιουργία συγκυτίων ανάµεσα σε µολυσµένα και µη µολυσµένα Τ 

λεµφοκύτταρα µε σύντηξη των µεµβρανών τους, έχουν SI (Syncytium Inducing) 

φαινότυπο, σπανίως µεταδίδονται και εµφανίζονται κατά την πρόοδο της ασθένειας. 

Έτσι, ο CXCR4 φαίνεται να χρησιµοποιείται από τον ιό κυρίως στο µετέπειτα 

συµπτωµατικό στάδιο της ασθένειας. 

Κατά την εξέλιξη της νόσου, η µετάπτωση του τροπισµού είναι πιθανόν να 

προκαλέσει απώλεια της ικανότητας µόλυνσης µακροφάγων. Για αυτό, πολύ συχνά, 

πρωτογενή ιικά στελέχη προκειµένου να διατηρήσουν αυτήν την ιδιότητα αποκτούν 

δυνατότητα εξίσου αποτελεσµατικής πρόσδεσης και στους δύο συνυποδοχείς, 

µολύνοντας έτσι ικανοποιητικά και µακροφάγα και µετασχηµατισµένες Τ-κυτταρικές 

σειρές, και είναι γνωστά ως στελέχη µε διπλό τροπισµό (Dual tropic) και SI 

φαινότυπο. 
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Σχήµα 1.11 Τροπισµός Ιικών Στελεχών και Υποδοχείς Ιικής Πρόσδεσης 

 

Πιθανολογείται ότι η παρουσία των διαφορετικών ιικών στελεχών οφείλεται 

στην εξελικτική πίεση που υφίσταται το ανοσοποιητικό σύστηµα του ξενιστή, ενώ η 

ποικιλοµορφία τους ανταποκρίνεται στους διαφορετικούς ρυθµούς ιικής αντιγραφής 

που απαιτούνται στα επιµέρους στάδια της νόσου. 

Η επιλεκτικότητα πρόσδεσης, δηλαδή ο τροπισµός κάθε στελέχους για συγκεκριµένο 

κυτταρικό τύπο, καθορίζεται από το είδος του συνυποδοχέα που χρησιµοποιεί ο ιός 

προκειµένου να επιτύχει ικανή πρόσδεση στην επιφάνεια του κυττάρου ξενιστή. Εκτός από 

το βασικό κυτταρικό υποδοχέα CD4, 2 µέλη της οικογένειας των υποδοχέων χηµειοκινών, οι 

CCR5 (Σχήµα 1.11) και CXCR4 (Σχήµα 1.12) χρησιµοποιούνται από τον HIV-1 ως 

συνυποδοχείς πρόσδεσης. Τα Μ-tropic στελέχη δείχνουν προτίµηση στον CCR5 

συνυποδοχέα (R5 στελέχη), ενώ τα T-cell-line-tropic στον CXCR4 (Χ4 στελέχη).  
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Σχήµα 1.12 Σχηµατική αναπαράσταση του συνυποδοχέα CCR5 

 

 

 

Σχήµα 1.13 Σχηµατική αναπαράσταση του συνυποδοχέα CXCR4 [17]. 
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Οι υποδοχείς χηµειοκινών ανήκουν στην υπερ-οικογένεια των υποδοχέων που 

διαθέτουν επτά διαµεµβρανικές επικράτειες. Οι χηµειοκίνες είναι µικροµοριακές 

προφλεγµονώδεις κυτοκίνες που χωρίζονται κυρίως σε 2 µεγάλες υπο-οικογένειες ανάλογα 

µε τη θέση των 2 από τα 4 υπολείµµατα κυστείνης που σχηµατίζουν δισουλφιδικούς δεσµούς 

µέσα στο µόριο. Η CC ή α- υπο-οικογένεια χηµειοκινών περιλαµβάνει κυρίως τα µέλη: MIP-

1α , MIP-1β (macrophage inflamatory protein-1α/β), RANTES (Regulated on Activation 

Normal T cell Expressed and activated) και MCP-1, -2, -3, -4 (Monoyte Chemotactic 

Protein-1, -2, -3, -4). Oι χηµειοκίνες αυτές αποτελούν τους φυσιολογικούς δεσµευτές των 

αντίστοιχων CCR υποδοχέων [18]. Χαρακτηριστικά µέλη της οικογένειας των CXC ή β-

χηµειοκινών και των αντίστοιχων υποδοχέων τους, είναι η χηµειοκίνη SDF-1α (Stromal 

Derived Factor-1α) και ο υποδοχέας της CXCR4 (fusin ή LESTR) αντίστοιχα. Τόσο οι 

φυσιολογικοί δεσµευτές του CCR5 υποδοχέα, RANTES, MIP-1α και MIP-1β, όσο και ο 

φυσιολογικός δεσµευτής του CXCR4, SDF-1α µπορούν να καταστείλουν in vitro την είσοδο 

διαφόρων ιικών στελεχών σε διαφορετικούς CD4+ κυτταρικούς τύπους. Η επιλεκτικότητα 

χρήσης του CCR5 από τα περισσότερα M-tropic στελέχη ως συνυποδοχέα εισόδου, 

υποδηλώνει τη κρίσιµη συµµετοχή του κατά τη διάρκεια της µετάδοσης και της 

ασυµπτωµατικής φάσης της µόλυνσης. Αντίθετα, ο CXCR4 φαίνεται να χρησιµοποιείται από 

τον ιό κυρίως στο µετέπειτα συµπτωµατικό στάδιο της ασθένειας όταν αρχίζουν να 

εµφανίζονται τα T-cell-line-tropic στελέχη.  
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Κεφάλαιο 2 
Θεωρία και Πείραµα 
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ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

2.1 Σκέδαση Ακτίνων Laser 

Η πρώτη αναφορά στην ιστορία για τη σκέδαση του φωτός έρχεται από τον Leonardo 

da Vinci ο οποίος κατέληξε στο συµπέρασµα ότι το µπλε του ουρανού οφείλεται στη 

σκέδαση φωτός από «µικροσκοπικά και ανεπαίσθητα άτοµα πάνω στα οποία προσπίπτουν οι 

ηλιακές ακτίνες» καθώς επίσης και στο σκοτάδι που επικρατεί στην ατµόσφαιρα. Περίπου 

350 χρόνια αργότερα, ο Leroy Tyndall δηµοσίευσε πειράµατα σκέδασης φωτός από 

εναιωρήµατα σε διαυγή ρευστά, και ο Lord Rayleigh χρησιµοποιώντας την κυµατική θεωρία 

του φωτός του Maxwell ανέλυσε θεωρητικά την σκέδαση φωτός από αιωρούµενα 

σωµατίδια. 

Όταν ηλεκτροµαγνητική ακτινοβολία συχνότητας v, αλληλεπιδράσει µε κάποιο 

σωµατίδιο, το ηλεκτρικό πεδίο της δέσµης διεγείρει τα ηλεκτρικά φορτία των µορίων σε 

ταλάντωση (κατά µήκος της ευθείας επί της οποίας κείται το διάνυσµα Ε) .  

Το προσπίπτον ηλεκτρικό πεδίο είναι ένα επίπεδο κύµα της µορφής: 

            

 

όπου  ni: το µοναδιαίο διάνυσµα µε κατεύθυνση ίση µε την   

     κατεύθυνση του προσπίπτοντος ηλεκτρικού πεδίου 

Ε0: το πλάτος του πεδίου 

ki: το κυµατάνυσµα (διάνυσµα διάδοσης) ki=2πn/λi 

λi: το µήκος κύµατος 

ωi: η κυκλική συχνότητα  

ki*r: η φάση του κύµατος στη θέση r, υποθέτοντας ότι η    

       πηγή της ακτινοβολίας έχει φάση 0. 

 

Οποιαδήποτε κατανοµή φορτίου που εκτελεί ηµιτονοειδή ταλάντωση στο χρόνο (εδώ 

µε συχνότητα v) παράγει ένα αντίστοιχο ηµιτονοειδές ηλεκτροµαγνητικό κύµα, λόγω της 

επιτάχυνσης των φορτίων. Έτσι, τα φορτία αυτά εκπέµπουν ακτινοβολία ίδιας 

συχνότητας µε αυτή της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, η οποία ονοµάζεται σκεδαζόµενη 

ακτινοβολία (elastic light scattering, ελαστική σκέδαση φωτός).  
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Όταν τα µόρια κινούνται στο διάλυµα, λόγω του φαινόµενου Doppler, παρατηρείται 

µια µικρή µετατόπιση στη συχνότητα ακτινοβολίας και η σκέδαση ονοµάζεται quasi 

elastic light scattering (ηµιελαστική σκέδαση φωτός). Έτσι, αντί για µια Rayleigh γραµµή 

εµφανίζεται µια Rayleigh κορυφή. 

Αν τα σωµατίδια βρίσκονται σε τέλειο κρύσταλλο (οµογενές µέσο) δε λαµβάνεται 

σκεδαζόµενη ακτινοβολία σε διεύθυνση διαφορετική από αυτή του προσπίπτοντος 

φωτός, αφού το αποτέλεσµα της προσθήκης πολλών διανυσµάτων µε διαφορετική φάση 

είναι µηδέν.   

Αν τα σωµατίδια είναι τοποθετηµένα τυχαία τότε η ολική ένταση σε κάθε διεύθυνση 

είναι το άθροισµα των εντάσεων των ακτινοβολιών που σκέδασε κάθε άτοµο. Συνεπώς, 

απαραίτητη προϋπόθεση είναι η ανοµοιογένεια του υγρού για αποστάσεις της τάξης του 

µήκους κύµατος της προσπίπτουσας ακτινοβολίας.  

Αν η προσπίπτουσα ακτινοβολία είναι µονοχρωµατική και πολωθεί κάθετα µε το 

επίπεδο σκέδασης (Vertically), τότε τα δίπολα θα κινούνται κατά τον άξονα z. Αν 

πολωθεί οριζόντια (Η), η ταλάντωση των διπόλων θα γίνεται κατά τον άξονα y. 

Για ισοτροπικά µόρια το κάθετα (V) πολωµένο φως θα δίνει κάθετα σκεδαζόµενο 

φως και το Η πολωµένο φως θα δίνει Η σκεδαζόµενο φως. Ωστόσο, για ανισοτροπικά 

µόρια το V πολωµένο φως δίνει και Η και V πολωµένο φως. Αυτό το φαινόµενο καλείται 

Depolarization of the scattered light. 

Για τα µικρά µόρια η ένταση του σκεδαζόµενου φωτός είναι ίδια σε όλες τις γωνίες 

(σφαιρικά συµµετρική). Για µεγάλα µόρια η ένταση διαφέρει καθώς η γωνία 

µεταβάλλεται. Οι σκεδαζόµενες ακτινοβολίες από δυο διαφορετικά µέρη ενός 

µακροµορίου δεν αλληλεπιδρούν σε µηδενική γωνία παρά µόνο σε µεγαλύτερες γωνίες. 

Αυτό σηµαίνει ότι σε µεγάλες γωνίες είναι δυνατόν να δούµε όλο το µόριο, ενώ στις 

µικρές βλέπουµε µέσα στο µόριο.  

Ο παράγοντας σκέδασης ορίζεται ως ο λόγος της µετρούµενης έντασης στη γωνία θ 

ως προς την ένταση extrapolated στη θ=0
0
, σχετίζεται µε τη µέση γυροσκοπική ακτίνα 

Rg και εξαρτάται από το σχήµα των σωµατιδίων που µπορεί να είναι σφαίρα, ράβδος, 

άκαµπτο σπείραµα ή/και τυχαίο σπείραµα (spheres, rods, stiff coils and random coils). 
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Σχήµα 2.1 Προσπίπτον φως µε ni πόλωση και ki κυµατοδιάνυσµα υφίσταται σκέδαση από 

το δείγµα προς κάθε κατεύθυνση. Μονάχα το σκεδαζόµενο φως µε nf και kf, µετρείται από 

τον ανιχνευτή σε γωνία θ. Το σκεδαζόµενο κυµατοδιάνυσµα, καθώς φαίνεται και στο 

σχήµα µας, καθορίζεται από τη γεωµετρία. 

 

 

 

 

Κατά την αλληλεπίδραση ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας και ύλης είναι δυνατόν 

να αλλάξουν τρεις από τις φυσικές ποσότητες που χαρακτηρίζουν το προσπίπτον κύµα: η 

έντασή του (Ι), η ενέργειά του (Ε) και το κυµατοδιάνυσµά του (k). Τα αντίστοιχα φαινόµενα 

που συµβαίνουν στο δείγµα περιλαµβάνουν απορρόφηση, απώλεια ενέργειας και σκέδαση 

της ακτινοβολίας. 

Κατά τη σκέδαση, η ηλεκτροµαγνητική ακτινοβολία αλλάζει τη διεύθυνση του 

κυµατοδιανύσµατός της (k≠k0). H σκέδαση χαρακτηρίζεται ελαστική όταν δεν αλλάζει το 

µήκος κύµατος της προσπίπτουσας ακτινοβολίας λ=λ0 και ανελαστική όταν λ ≠ λ0.  

Όταν φωτόνια προσπίπτουν πάνω σε ένα µόριο, αυτό δύναται να απορροφήσει ή να 

αποδώσει ενέργεια από τους µεταφορικούς, ηλεκτρονικούς, δονητικούς και περιστροφικούς 

βαθµούς ελευθερίας του.  
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Αν η σκέδαση φωτός θεωρηθεί από τους µεταφορικούς και περιστροφικούς βαθµούς 

ελευθερίας, εµφανίζεται µια µικρή µετατόπιση των συχνοτήτων του προσπίπτοντος φωτός 

(φαινόµενο Doppler), η σκέδαση θεωρείται ελαστική και ονοµάζεται Rayleigh σκέδαση.  

Αντίθετα, η σκέδαση από τους δονητικούς βαθµούς ελευθερίας ονοµάζεται Raman 

σκέδαση και παρέχει πληροφορίες για το ενεργειακό φάσµα των µορίων παρουσιάζοντας τις 

δονήσεις που αντιστοιχούν στις αλλαγές συχνοτήτων της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας κατά 

την αλληλεπίδραση του προσπίπτοντος κύµατος µε το µόριο.  

Στην Ελαστική σκέδαση φωτός (Rayleigh) η συχνότητα των φωτονίων της προσπίπτουσας 

ακτινοβολίας είναι ίση µε αυτή των φωτονίων της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας. Στην 

ηµιελαστική σκέδαση φωτός τα προσπίπτοντα φωτόνια έχουν συχνότητα περίπου ίση µε τα 

σκεδαζόµενα φωτόνια. Η ηµιελαστική σκέδαση φωτός που εφαρµόστηκε στα πειράµατά µας 

διακρίνεται σε δυναµική και στατική. 

 

 

Για την περιγραφή της αλληλεπίδρασης ακτινοβολίας-ύλης είναι απαραίτητη η χρήση 

της κβαντικής ηλεκτροδυναµικής θεωρίας, όµως για την περιγραφή της σκέδασης του φωτός 

αρκεί η κλασσική θεωρία του ηλεκτροµαγνητισµού. 

 

2.1.2 Ο Μηχανισµός της Σκέδασης 

Όταν µία δέσµη φωτός διέρχεται από ένα µόριο, ένα µέρος της απορροφάται από το µέσο, 

ένα άλλο εκπέµπεται κι ένα άλλο σκεδάζεται όπως φαίνεται στο Σχήµα. 

 

 

Σχήµα 2.2 Σχηµατική αναπαράσταση για τα είδη της σκέδασης φωτός. 
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Το κλάσµα της ακτινοβολίας που σκεδάζεται ελαστικά χωρίς αλλαγή στη συχνότητα 

αναφέρεται σαν Rayleigh σκέδαση. Το κλάσµα του φωτός που σκεδάζεται ανελαστικά 

διαφέρει στη συχνότητα από το εισερχόµενο φως και είναι γνωστό σαν σκέδαση Raman. 

Όταν φως προσπίπτει πάνω στην ύλη το ηλεκτρικό του πεδίο προκαλεί τη δηµιουργία 

παλλόµενων διπόλων που συµπεριφέρονται σαν δευτερογενείς πηγές φωτός 

επανεκπέµποντας την ενέργεια προς όλες τις κατευθύνσεις (σκέδαση). Οι µεταπτώσεις των 

συχνοτήτων, η γωνιακή κατανοµή, η πολωσιµότητα και η ένταση του σκεδαζόµενου φωτός 

µπορούν να καθοριστούν από το µέγεθος, το σχήµα και τις αλληλεπιδράσεις του υλικού που 

προκαλεί τη σκέδαση. Από τα χαρακτηριστικά, λοιπόν, της σκέδασης από ένα υλικό 

εξάγονται πληροφορίες τόσο για τη δοµή, όσο και τη µοριακή δυναµική του. 

Ο λόγος που κάποιο µέσο σκεδάζει είναι ότι οι θερµικές διακυµάνσεις δηµιουργούν 

τοπικές ανοµοιογένειες οι οποίες προκαλούν διακυµάνσεις στην πυκνότητα και τη 

διηλεκτρική σταθερά. Το µέσο τετράγωνο αυτών των διακυµάνσεων είναι ανάλογο της 

σκεδαζόµενης έντασης. Απουσία τοπικών ανοµοιογενειών στο διάλυµα, αλληλεπίδραση 

ακτινοβολίας-ύλης δεν υφίσταται. 

Όταν, λοιπόν, δέσµη φωτός προσπίπτει σε διάλυµα, µέρος της ακτινοβολίας διέρχεται 

από το διάλυµα, ενώ η υπόλοιπη σκεδάζεται. 

 

 

Σχήµα 2.3 Η ένταση του σκεδαζόµενου φωτός είναι συνάρτηση του µεγέθους των 

σκεδαστών, του µοριακού βάρους, του σχήµατος και της συγκέντρωσής τους.    
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Η ένταση του σκεδαζόµενου φωτός εξαρτάται από το µέγεθος των σκεδαστών, το 

µοριακό βάρος, το σχήµα και τη συγκέντρωσή τους.    

Σε ένα πείραµα σκέδασης (Rayleigh σκέδαση) δέσµη φωτός προσπίπτει σε έναν όγκο 

υγρού δείγµατος και σκεδάζεται προς τον ανιχνευτή. Πολωτές και αναλυτές 

χρησιµοποιούνται για τον καθορισµό της πόλωσης της προσπίπτουσας και σκεδαζόµενης 

ακτινοβολίας. 

Συνήθως, η σκεδαζόµενη ένταση καταγράφεται σε δύο γεωµετρίες, την πολωµένη 

(VV), όπου προσπίπτουσα και σκεδαζόµενη δέσµη πολώνονται κάθετα σε σχέση µε το 

επίπεδο σκέδασης (το οποίο καθορίζεται από τους κυµαταριθµούς προσπίπτουσας και 

σκεδαζόµενης ακτινοβολίας) και την αποπολωµένη (VH), όπου η προσπίπτουσα πολώνεται 

κάθετα, ενώ η σκεδαζόµενη παράλληλα προς το επίπεδο σκέδασης. 

Η δυναµική σκέδαση φωτός παρέχει πληροφορίες στον αντίστροφο χώρο, 

εξετάζοντας τη χαλάρωση των διακυµάνσεων σε µια χωρική συνιστώσα Fourier µήκους 

2π/q, όπου q το διάνυσµα σκέδασης. Η τιµή που προκύπτει εφαρµόζοντας το νόµο των 

συνηµιτόνων στο τρίγωνο που προκύπτει για τα κυµατοανύσµατα σκέδασης kf και ki, τα 

οποία περιγράφουν τη διεύθυνση και το µέγεθος της ακτινοβολίας που σκεδάζεται και αυτής 

που εισέρχεται στο δείγµα, αντίστοιχα. 

Για σκέδαση Rayleigh, όπως και στην περίπτωσή µας των πειραµάτων µας, η 

κρούση φωτός και ύλης µπορεί να θεωρηθεί ελαστική και τα kf και ki µεταξύ τους ίσα ( |ki|≈ 

|kf| =2πn/λ). Έτσι, προκύπτει: 

 

 

 

 

όπου n: ο δείκτης διάθλασης του νερού (nH2O=1.333) 

         λ: το µήκος κύµατος της ακτινοβολίας (λ=532 nm) 

         θ: η γωνία που σχηµατίζουν τα kf και ki 

 

Για τον προσδιορισµό βασικών χαρακτηριστικών των πολυµερών (µοριακό βάρος, 

µέγεθος) παρασκευάζονται αραιά διαλύµατα. Η συµπεριφορά των πολυµερικών διαλυµάτων 

επηρεάζεται τόσο από τη συγκέντρωση, όσο και από το είδος του διαλύτη και τη 

θερµοκρασία. 
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 Η επίδραση του διαλύτη αποτελεί µια πολύ σηµαντική παράµετρο και ανάλογα µε 

την ικανότητά του να διαλύει πολυµερή σε µεγάλο ή µικρό εύρος θερµοκρασιών και την 

τάση του να δηµιουργεί απωστικό ή ελκτικό δυναµικό για τα µόρια του διαλυµένου 

πολυµερούς, χαρακτηρίζεται καλός ή φτωχός διαλύτης, αντίστοιχα. 

 Τα πολυµερικά διαλύµατα σε καλό διαλύτη διαχωρίζονται περαιτέρω σε τρεις 

περιοχές: την αραιή, την ηµιαραιή και την πυκνή περιοχή, ανάλογα µε τη συγκέντρωση του 

διαλύµατος. 

 Αραιά διαλύµατα χαρακτηρίζονται εκείνα στα οποία οι πολυµερικές αλυσίδες 

βρίσκονται αποµακρυσµένες η µια από την άλλη και οι αλληλεπιδράσεις τους θεωρούνται 

αµελητέες. 

 Κατά µέσο όρο, κάθε πολυµερές έχει σφαιρικό σχήµα ακτίνας Rg και οι φυσικές 

ιδιότητες του διαλύµατος δύνανται να αναπτυχθούν σε δυναµοσειρές ως προς τη 

συγκέντρωση. Καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση του διαλύµατος, κάθε αλυσίδα διεισδύει 

στο χώρο της άλλης µε αποτέλεσµα να µη µπορούν οι αλληλεπιδράσεις να χαρακτηριστούν 

αµελητέες (µετάβαση στην ηµιαραιή περιοχή).  

Στην ηµιαραιή περιοχή, η συσχέτιση των διακυµάνσεων στην πυκνότητα των 

στοιχειωδών µονάδων είναι ισχυρή, ενώ για πολύ µεγάλες συγκεντρώσεις οι διακυµάνσεις 

γίνονται πολύ µικρές και η κατάσταση του συστήµατος είναι δυνατόν να περιγραφεί από µια, 

απλή στη διατύπωσή της, θεωρία µέσου πεδίου (πυκνά διαλύµατα). 

 Πέρα από τις ιδιότητες των πολυµερικών διαλυµάτων, σε κατάσταση στατικής 

ισορροπίας, τα πολυµερή λόγω του µεγάλου µεγέθους τους εµφανίζουν αξιοσηµείωτη 

δυναµική συµπεριφορά. Κύριο χαρακτηριστικό τους είναι: η διαρκής και τυχαία κίνηση 

Brown εξαιτίας συγκρούσεων των αλυσίδων µε µόρια του διαλύτη, οι υδροδυναµικές 

αλληλεπιδράσεις, και φαινόµενα που δηµιουργούνται από τυχαίες αλληλεπιδράσεις των 

αλυσίδων (εναγκαλισµοί, κίνηση δικτύου). Αν τα σωµατίδια είναι µικρά κινούνται µέσω 

διάχυσης πολύ γρήγορα µε αποτέλεσµα και οι διακυµάνσεις της έντασης να είναι πολύ 

γρήγορες. Αντίθετα, µεγάλα σωµατίδια διαχέονται αργά, κι έτσι η ένταση του φωτός που 

σκεδάζεται από αυτά µεταβάλλεται σε µικρότερη χρονική κλίµακα (Σχήµα 2.4). 

 Τα φαινόµενα αυτά είναι δυνατόν να µελετηθούν παρατηρώντας τη χαλάρωση των 

διακυµάνσεων σύστασης. Η τεχνική που χρησιµοποιείται είναι η δυναµική σκέδαση φωτός 

(Dynamic Light Scattering, DLS). 
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Σχήµα 2.4  Η διαρκής και τυχαία κίνηση Brown. 

 

 

2.1.3 ∆υναµική Σκέδαση Φωτός  

Η δυναµική σκέδαση φωτός είναι µια τεχνική διάχυσης που στηρίζεται στην 

επίδραση του συντελεστή τριβής στη διάχυση του σωµατιδίου του υπό εξέταση δείγµατος. Ο 

συντελεστής τριβής δηλώνει την αντίσταση που συναντά η επιφάνεια του σωµατιδίου κατά 

τη µετακίνησή του σε ένα υγρό. Η ακτίνα που προκύπτει από την τεχνική αυτή ονοµάζεται 

υδροδυναµική RH και υπολογίζεται από τη σχέση Stokes-Einstein. Κάθε µόριο της 

διαλυµένης ουσίας περιστοιχίζεται από πολλά µόρια διαλύτη σχηµατίζοντας µία φυσαλίδα 

(blob) µε σφαιρικό πάντα σχήµα και ακτίνα Rh. Είναι η ακτίνα του blob που σχηµατίζει ένα 

µόριο σε ένα διάλυµα και µπορεί να µεταβληθεί αλλάζοντας το διαλύτη. 

Η δυναµική σκέδαση φωτός µετράει τις διακυµάνσεις τις οποίες υφίσταται η 

σκεδαζόµενη ένταση του φωτός κατά τη διάρκεια του πειράµατος και καταγράφει τις 

χρονικές στιγµές που συµβαίνουν οι µέγιστες διακυµάνσεις. Η κάθε µέγιστη µεταβολή 

αντιστοιχεί στη διαδικασία της χαλάρωσης σκέδασης εξαιτίας της µοριακής κίνησης στο 

διάλυµα. Κανονικά, ο χαρακτήρας της κίνησης είναι µεταφορικός ή περιστροφικός αλλά 

επειδή η περιστροφική διάχυση είναι πολύ αργή, θεωρείται αµελητέα και υπολογίζεται µόνο 

η διάχυση λόγω µεταφορικής κίνησης. 

 Το µοντέλο Stokes αναφέρεται στην κίνηση σκληρών σφαιρών µέσα σε υγρό (Σχήµα 

2.5). Η αντίσταση στην κίνησή τους σχετίζεται µε τη δύναµη ανάµεσα στο υγρό και την 

επιφάνεια της επιταχυνόµενης σφαίρας. 
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Σχήµα 2.5  Σχηµατική αναπαράσταση της κίνησης σκληρής σφαίρας µέσα σε υγρό.  

 

Η συνολική δύναµη που ασκείται από το υγρό δίνεται από τη σχέση: 

nRF ππππ6====  

Ο παράγοντας F ονοµάζεται συντελεστής τριβής και χρησιµοποιείται για να 

υπολογιστεί η ακτίνα του σωµατιδίου µέσω του συντελεστή διάχυσης D. Σύµφωνα µε την 

εξίσωση του Stokes-Einstein ισχύει: 

 

 

 

Η ακτίνα που προκύπτει από τη µέθοδο διάχυσης σκληρών σφαιρών µπορεί να 

υποτεθεί ότι είναι η ακτίνα του εξεταζόµενου σωµατιδίου που κινείται µε την ίδια ταχύτητα. 

Η υπόθεση όµως δεν είναι απόλυτα σωστή γιατί στην πραγµατικότητα τα µακροµόρια που 

µας ενδιαφέρουν δεν είναι σφαιρικά. Συνεπώς, η υδροδυναµική ακτίνα που υπολογίζουµε 

είναι ενδεικτική του πραγµατικού µεγέθους του σωµατιδίου. 
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Σχήµα 2.6  Ενδεικτικές ακτίνες σε ένα µη σφαιρικό πολυµερικό µόριο ή πολυµοριακό 

σύµπλοκο. 

 

 

 

 

ΣΚΕ∆ΑΣΗ ΦΩΤΟΣ ΜΕ LASER  

(laser light scattering) 

Πλεονεκτήµατα Μειονεκτήµατα 

Ακριβής µέτρηση πολλών παραµέτρων 

(µοριακό βάρος, γυροσκοπική ακτίνα, 

συντελεστής διάχυσης, 2
ος

 συντελεστής 

virial) 

Απαιτείται διαλύτης µε διαφορετικό 

δείκτη διάθλασης από τη διαλυµένη 

ουσία, προσεκτική αποµάκρυνση 

εξωτερικών ανεπιθύµητων σκεδαστών 

(σκόνη) 

 

 

∆ΥΝΑΜΙΚΗ ΣΚΕ∆ΑΣΗ ΦΩΤΟΣ 

Πλεονεκτήµατα Μειονεκτήµατα 

Αµελητέα παρενόχληση της 

θερµοδυναµικής κατάστασης του 

δείγµατος από τις ακτίνες laser 

Εφαρµόζεται µόνο σε δείγµατα µε 

αµελητέα απορρόφηση στην ορατή 

περιοχή  

Ευρεία κάλυψη δυναµικής περιοχής 

Απαιτείται η διαλυµένη ουσία να έχει 

διαφορετικό δείκτη διάθλασης από το 

διαλύτη ώστε να µπορεί να µελετηθεί 
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2.1.4 Στατική Σκέδαση Φωτός  

Η στατική σκέδαση φωτός αποτελεί µια τεχνική µε την οποία µπορούν να µετρηθούν 

µεταβολές στη σκέδαση Rayleigh συµπλόκων πρωτεϊνών σε  διάλυµα χωρίς να 

καταστρέφεται η δοµή τους και να γίνει χαρακτηρισµός των µεταξύ τους αλληλεπιδράσεων 

χωρίς να απαιτείται τεµαχισµός ή ακινητοποίηση της πρωτεΐνης. Μετράει τη µέση τιµή της 

σκεδαζόµενης από το δείγµα έντασης του φωτός κατά τη διάρκεια του πειράµατος και 

παρέχει συµπεράσµατα για το µοριακό βάρος, τη γυροσκοπική ακτίνα Rg και το δεύτερο 

συντελεστή virial, ενώ είναι δυνατόν να υπολογίσουµε και τη µοριακή µάζα των 

πολυµοριακών συµπλόκων.  

Η γυροσκοπική ακτίνα ενός πολυµερούς που αποτελείται από Ν µονοµερή  είναι ένας 

τρόπος µέτρησης του µεγέθους του πολυµερικού µορίου και ορίζεται από την απόσταση 

µεταξύ των µονοµερών i και j. Συνήθως, η απόσταση rij αντικαθίσταται από την απόσταση 

ri0 του κάθε µονοµερούς από το κέντρο µάζας του πολυµερούς ή του πολυµοριακού 

συµπλόκου (Σχήµα 2.7). 

 

 

Σχήµα 2.7  Το κέντρο µάζας σε ένα µη σφαιρικό πολυµοριακό σύµπλοκο. 
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

2.2 Πειραµατικά Συστήµατα 

2.2.1 Πειραµατική ∆ιάταξη 

Οι µετρήσεις δυναµικής και στατικής σκέδασης γίνονται χρησιµοποιώντας τη διάταξη 

του παρακάτω σχήµατος.  

Η πηγή φωτός είναι ένα Nd:YAG laser µε µήκος κύµατος λ=532nm (πράσινη 

ακτινοβολία), η διάµετρος της δέσµης είναι 0.32mm, ενώ η µέγιστη ισχύς του είναι 100mW. 

Το φως, µέσω των καθρεφτών Κ1 και Κ2, κατευθύνεται σε ένα διαχωριστή δέσµης (beam 

splitter) για τον έλεγχο της έντασης και της θέσης της προσπίπτουσας δέσµης µε µια διάταξη 

τεσσάρων φωτοδιόδων (Φ∆) και για τον προσανατολισµό της στο δείγµα. Για να φτάσει στο 

δείγµα, καταρχήν πολώνεται µέσω του πολωτή Π1 κάθετα (V) στο επίπεδο σκέδασης, και 

εστιάζεται στο δείγµα µέσω ενός αχρωµατικού φακού (Φ1) µε µήκος εστίασης F=200nm 

[19]. 

 Το δείγµα τοποθετείται σε γυάλινη κυψελίδα, κατασκευασµένη από οπτικό γυαλί, µε 

διάµετρο στο σηµείο πρόσπτωσης της δέσµης ίση µε 10mm. Η κυψελίδα είναι τοποθετηµένη 

σε λουτρό που περιέχει τολουόλιο (υγρό ίδιου δείκτη διάθλασης µε το γυαλί) για την 

αποφυγή φαινοµένων ανάκλασης σε όλο το φάσµα των µετρούµενων γωνιών.  

Η θερµοκρασία του λουτρού και του δείγµατος καθορίζεται και σταθεροποιείται µε 

τη χρήση θερµοστάτη. Γύρω από το δείγµα υπάρχει ένα αυτόµατο γωνιόµετρο το οποίο 

µπορεί να καθορίσει γωνίες σκέδασης από 11
0
 έως 150

0
. Το γωνιόµετρο ελέγχεται από τον 

υπολογιστή. 
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Σχήµα 2.8  Η πειραµατική διάταξη των πειραµάτων µας. 

 

 Η σκεδαζόµενη ακτινοβολία περνάει από έναν πολωτή (Π2) ώστε να είναι δυνατή η 

επιλογή της µέτρησης της κάθετης (VV) ή της οριζόντιας (VH) συνιστώσας πόλωσης της 

σκεδαζόµενης ακτινοβολίας. Μέσω ενός φακού (Φ2) και δύο οπών (pinholes, Ρ1 και Ρ2) 

εισέρχεται στο φωτοπολλαπλασιαστή. Οι οπές χρησιµεύουν ώστε να καθοριστεί ο όγκος της 

σκέδασης. 

 Η συσχέτιση φωτονίων γίνεται µε τη χρήση ενός ALV-5000/E πολλαπλών χρόνων 

χαλάρωσης ψηφιακό συσχετιστή φωτονίων ο οποίος:     

α) αρχικά, µετράει τους φωτοηλεκτρικούς παλµούς n(t) (ένταση) ανά τακτά χρονικά 

διαστήµατα, 
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          β) καθυστερεί τα αποτελέσµατα για ακέραια πολλαπλάσια των διαστηµάτων αυτών 

τ=kts ,  

          γ) έπειτα, πολλαπλασιάζει τις άµεσες και τις καθυστερηµένες εντάσεις και  

          δ) τέλος, προσθέτει τα γινόµενα που προκύπτουν. 

Έτσι, υπολογίζει την ποσότητα: n(q, t + τ) n(q,t) στη διάρκεια του συνολικού χρόνου 

µέτρησης, για διάφορες τιµές του τ και υπολογίζει τη συνάρτηση αυτοσυσχέτισης των 

φωτονίων, δηλαδή της έντασης της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας: 

                                ∫∫∫∫
−−−−
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++++====++++====

T

T
T

dttntn
T

tntnG )()(
1

lim)()()( ττττττττττττ  

την οποία προσεγγίζει µε τη διακριτή συνάρτηση: 
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κανονικοποιώντας την οποία, προκύπτει: 

 

                                    2
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qn

qntqn
tqGnorm ====  

Οι τιµές του τ για τις οποίες γίνονται οι µετρήσεις, είναι χαρακτηριστικές του κάθε 

φωτοπολλαπλασιαστή. 

 Ο συσχετιστής φωτονίων χρησιµοποιείται κατά τη διάρκεια των δυναµικών 

µετρήσεων καταγράφοντας τη συνάρτηση συσχέτισης, ενώ για τις στατικές µετρήσεις το 

σήµα λαµβάνεται απευθείας από τον ανιχνευτή. 

Σχεδόν όλα τα δείγµατα που υφίστανται δυναµική σκέδαση φωτός εµφανίζουν δύο 

κορυφές. Η πρώτη αντιστοιχεί σε µεµονωµένα µικκύλια διαστάσεων µερικών nm και η 

δεύτερη κορυφή αντιστοιχεί σε ογκώδη συσσωµατώµατα (aggregates) µεταξύ των 

µικκυλίων, διαστάσεων µερικών δεκάδων nm. Ακόµη και σε πολύ αραιές συγκεντρώσεις 

παρατηρείται συσσωµάτωση ανάµεσα στα µικκύλια. Το Μοριακό Βάρος των 

συσσωµατωµάτων είναι πολύ µεγάλο αλλά το συνολικό ποσοστό τους κατά µάζα είναι πολύ 

µικρό. Ωστόσο, επειδή οι διαστάσεις των µακροµορίων είναι καθοριστικές για το φαινόµενο 

της σκέδασης, η συνεισφορά τους στην ένταση της σκέδασης είναι υπολογίσιµη. 
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Σε όλα τα δείγµατα ανεξαρτήτως µοριακού βάρους υπάρχει µια αργή περιοχή µικρού 

πλάτους. Η εξάρτηση στα διαγράµµατα Γ προς q
2
 εµφανίζεται πάντα γραµµική, γεγονός που 

αποδεικνύει ότι ο τρόπος χαλάρωσης είναι η διάχυση. 
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Ανάλυση Αποτελεσµάτων 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

Ανάλυση Αποτελεσµάτων 

3.1 Χηµειοκίνες και χηµειοϋποδοχείς 

Η ταυτοποίηση της πρώτης χηµειοκίνης έγινε το 1987 και µέχρι σήµερα είναι 

γνωστές περισσότερες από 40 χηµειοκίνες. Οι χηµειοκίνες  αποτελούν µία οµάδα µικρών 

πεπτιδίων (µεγέθους 8-15 kDa) πού διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο σε πολλές βιολογικές 

διεργασίες. Οι χηµειοκίνες επιδρούν σε κύτταρα µέσω χηµειοτακτικών υποδοχέων που 

εντοπίζονται στην κυτταρική επιφάνεια, έχουν επταµερή διαµεµβρανική δοµή και 

µεταβιβάζουν ενδοκυτταρικές πληροφορίες µέσω πρωτεϊνών του τύπου G. Ως οµοιοστατικοί 

χηµειοϋποδοχείς θεωρούνται οι CXCR4, CXCR5, CCR4, CCR7, και CCR9 ενώ ως 

φλεγµονώδεις χηµειοϋποδοχείς θεωρούνται οι CXCR1, CXCR2, CXCR3, CCR1, CCR2, 

CCR3, CCR5, και CCR6. Συνολικά, οι χηµειοϋποδοχείς αποτελούν ένα µεγάλο τµήµα των 

κυτταρικών υποδοχέων της οµάδας της ροδοψίνης που έχουν χαρακτηριστική 

επταµεµβρανική δοµή. Κοινά χαρακτηριστικά µεταξύ των χηµειοϋποδοχέων αποτελούν η 

κοινή δοµή τους (25-80% οµοιότητα στην αλληλουχία αµινοξέων) (Σχήµα 3.Α), η έκφραση 

τους κυρίως σε λευκοκύτταρα, και η µεταβίβαση ενδοκυτταρικών πληροφοριών µέσω 

πρωτεϊνών τύπου G  όταν επιδρούν µε τις αντίστοιχες χηµειοκίνες [20]. 

Οι βιολογικές διεργασίες που χαρακτηρίζουν τους χηµειοϋποδοχείς είναι η 

χηµειοταξία των λευκοκυττάρων και κατά συνέπεια συµβάλλουν στις ανοσολογικές 

αντιδράσεις τόσο της πρωτογενούς όσο και της επίκτητης ανοσίας.
 

Πρόσφατες µελέτες έχουν 

δείξει ότι η έκφραση των χηµειοϋποδοχέων σε κύτταρα του ανοσολογικού συστήµατος 

συµβάλλουν σηµαντικά στην ενορχήστρωση µίας ανοσολογικής αντίδρασης [21].
 

Τα Τ 

λεµφοκύτταρα και τα δενδριτικά κύτταρα υπόκεινται σε δραµατικές αλλαγές στην έκφραση 

των χηµειοϋποδοχέων τους ανάλογα µε τον τύπο του Τ λεµφοκυττάρου για παράδειγµα εάν 

είναι ανενεργά ή µνηµονικού τύπου και εάν τα δενδριτικά κύτταρα είναι ανώριµα ή ώριµα. 

Για παράδειγµα, µετά την ενεργοποίηση τους πρώιµα (naïve) Τ λεµφοκύτταρα ελλατώνουν 

την έκφραση των χηµειοϋποδοχέων για τις οµοιοστατικές χηµειοκίνες όπως CXCR4, CCR7 

και εκφράζουν υποδοχείς για τις φλεγµονώδεις χηµειοκίνες όπως CCR3, CCR5 και CXCR3 

[22].
 

Σε αντίθεση, τα ανώριµα δενδριτικά κύτταρα εκφράζουν υποδοχείς για τις 

φλεγµονώδεις χηµειοκίνες και συνεπώς προσελκύονται σε φλεγµονώδεις ιστούς για να 

αποκτήσουν συγκεκριµένα αντιγόνα και συνεπώς να µπορέσουν να ενεργοποιήσουν Τ 

λεµφοκύτταρα. Επιπρόσθετα Τ λεµφοκύτταρα του τύπου 1 και τύπου 2 έχουν βρεθεί ότι 

εκφράζουν διαφορετικούς χηµειοϋποδοχείς. Για παράδειγµα οι χηµειοϋποδοχείς CXCR3 και 

CCR5 εκφράζονται κυρίως σε Τ λεµφοκύτταρα τύπου 1.  
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Σχήµα 3.Α Οι σχετικές θέσεις των αµινοξέων κυστεΐνης σε δύο από τις τέσσερεις 

οµάδες χηµειοκινών. 

 

O υποδοχέας CCR5 αποτελεί έναν από τους κύριους συνυποδοχείς της λοίµωξης από 

τον ιό HIV [23, 24]. Η ανακάλυψή του ανήκει τόσο στον Edward Berger που πρώτος 

εντόπισε την ιδιότητα του ιού να χρησιµοποιεί συνυποδοχείς όσο και στον Ghalib Alkhatib 

που ήταν εκείνος που το 1996 ανακάλυψε ότι ο CCR5 είναι ο συνυποδοχέας που 

χρησιµοποιούν τα µακροφαγοτροπικά (M-tropic) στελέχη του ιού [25]. O υποδοχέας αυτός 

εκφράζεται σε ανώριµα δενδριτικά κύτταρα, αιµοποιητικά προγονικά κύτταρα που 

εκφράζουν το αντιγόνο CD34, και σε ενεργοποιηµένα Τ λεµφοκύτταρα µνηµονικού τύπου 

που έχουν χαρακτηριστικά βοηθητικών Τ λεµφοκυττάρων τύπου 1[26 , 27]. Σε Τ 

λεµφοκύτταρα η έκφραση του υποδοχέα αυξάνεται µε παρατεταµένη ενεργοποίηση τους µε 

IL-2 και άλλα µιτογόνα ερεθίσµατα . Ο CCR5 επίσης εκφράζεται τόσο σε CD4+ όσο και σε 

CD8+ θυµοκύτταρα και σε διάφορους άλλου τύπους κυττάρων όπως νευρώνες, 

αστροκύτταρα, ενδοθηλιακά και επιθηλιακά κύτταρα, λυϊκά µυοκύτταρα των αγγείων, και 

ινοβλάστες [28 , 29]. Η λειτουργικότητα του υποδοχέα CCR5 αναστέλλεται σε άτοµα που 
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φέρουν την µετάλλαξη CCR5∆32, που δεν περιέχει 32 ζεύγη βάσεων στην νουκλεοτιδική 

αλληλουχία του γονιδίου και κωδικοποιεί µία κολοβή µή λειτουργική πρωτείνη [30]. Η 

συχνότητα της οµοζυγωτίας για το γονίδιο CCR5∆32 είναι περίπου το 1% των καυκάσιων 

της Βορείου Αµερικής που είναι κατά τα άλλα υγιείς και παρουσιάζουν ανθεκτικότητα σε 

λοίµωξη από τον ανθρώπινο ανοσοκατασταλτικό ιό (HIV) [31].  

O CXCR4 είναι ο πρώτος υποδοχέας που βρέθηκε να αποτελεί συνυποδοχέα της 

λοίµωξης από τον ιό HIV [32]. O υποδοχέας αυτός εκφράζεται σε πολλούς κυτταρικούς 

τύπους, συµπεριλαµβανοµένων των ουδετερόφιλων πολυµορφοπύρηνων, µονοκυττάρων, Τ 

λεµφοκυττάρων, Β λεµφοκυττάρων, προγονικών κυττάρων του περιφερικού αίµατος και 

µυελού των οστών, δενδριτικών κυττάρων, κυττάρων του Langerhans, και θυµοκυττάρων 

[26 , 28]. Ο υποδοχέας CXCR4 επίσης εκφράζεται σε αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα, 

νευρώνες του κεντρικού και περιφερικού νευρικού συστήµατος, µικρογλία και 

αστροκύτταρα [33]. Σε Τ λεµφοκύτταρα του περιφερικού αίµατος ο υποδοχέας CXCR4 

εκφράζεται κυρίως σε κύτταρα τύπου CD45RA+, και η έκφραση του αυξάνεται µετά από 

ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων µε φυτοαιµαγλουτινίνη και ΙL-2 [34]. Ο υποδοχέας 

CXCR4 συνδέει την χηµειοκίνη SDF-1 η οποία προκαλεί την κινητοποίηση ασβεστίου και 

την χηµειοταξία κυττάρων που εκφράζουν τον υποδοχέα αυτό.  
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3.1.1 Προσδιορισµός  υδροδυναµικών παραµέτρων πεπτιδίων CCR5      

                

Στο Σχήµα 3.1 δίνονται οι συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης για το συγκεκριµένο διάλυµα 

του πεπτιδίου CCR5 (C=26 µM) µε γεωµετρία σκέδασης VV, σε επτά διαφορετικές γωνίες 

σκέδασης σε θερµοκρασία 23
ο
C. Οι συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης υπολογίστηκαν από τον 

συσχετιστή φωτονίων που έχει περιγραφεί στο πειραµατικό µέρος και µετρήθηκε στην 

πειραµατική διάταξη του Σχήµατος 2.8. 

 

Σχήµα 3.1 Πειραµατικές συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης µε γεωµετρία σκέδασης VV του 

πεπτιδίου CCR5 (C=26 µM) για διαφορετικές γωνίες σκέδασης µαζί µε το αποτέλεσµα του 

αντίστροφου µετασχηµατισµού Laplace τΑ(τ).  

 

Στη συγκεκριµένη περίπτωση η συνάρτηση αυτοσυσχέτισης µπορεί να περιγραφεί σαν 

µια απλή εκθετική χαλάρωση και προσαρµογή µε µια συνάρτηση της µορφής  αe
-t/τ 

 µπορεί 

να δώσει την ένταση και τον χαρακτηριστικό χρόνο χαλάρωσης της κίνησης. Η ανάλυση 

αυτή απαιτεί την εκτέλεση ενός µετασχηµατισµού Laplace, ο οποίος επιτυγχάνεται µε την 

χρήση του προγράµµατος  REPES. Το REPES υποθέτει ότι η G
(1)

(q,t) αποτελείται από µια 

υπέρθεση εκθετικών  η οποία περιγράφει την κατανοµή των χρόνων χαλάρωσης τΑ(τ). Η 

προσαρµογή που δίνει την κατανοµή χρόνων φαίνεται στο δεξί µέρος του σχήµατος. Η 

ένταση της διαδικασίας υπολογίζεται από το εµβαδόν κάτω από την αντίστοιχη κορυφή 
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πολλαπλασιασµένο µε την ολική σκεδαζόµενη ένταση, ενώ ο χαρακτηριστικός χρόνος 

χαλάρωσης τ υπολογίζεται από τον χρόνο στο µέγιστο της κορυφής. 
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Σχήµα 3.2 Ο ρυθµός χαλάρωσης του πεπτιδίου CCR5 (C=26
 
µM) σαν συνάρτηση του q

2
, 

ένδειξη ότι η διαδικασία είναι κίνηση διάχυσης. Η κλίση δίνει τον συντελεστή διάχυσης. 

 

Αν σχεδιάσουµε την γραφική παράσταση του ρυθµού χαλάρωσης  Γ=1/τ  συναρτήσει 

του q (Σχήµα 3.2) παρατηρούµε ότι Γ~q
2
 το οποίο είναι ένα τυπικό αποτέλεσµα για αραιά 

διαλύµατα µακροµορίων τα οποία ακολουθούν κίνηση Brown. Ο συντελεστής µεταφορικής 

διάχυσης D δίνεται από την σχετική κλίση και ισούται µε 0

2 )/( →Γ qq . Η υδροδυναµική 

ακτίνα  µπορεί να υπολογιστεί µέσω της σχέσης Stokes-Einstein θεωρώντας ότι έχουµε 

κίνηση Brown σφαιρικών σωµατιδίων διασπαρµένα µέσα σε διαλύτη. Η σχέση αυτή περιέχει 

τον  συντελεστή µεταφορικής διάχυσης D και δίνεται από την έκφραση 
D

TK
R

πηπηπηπη6

Β
Η =  όπου 

ΚΒ είναι η σταθερά Boltzmann και η είναι το ιξώδες του διαλύτη. Αν αντικαταστήσουµε την 

τιµή που βρήκαµε προηγουµένως για τον  συντελεστή µεταφορικής διάχυσης D (σχήµα 3.2) 

στην σχέση αυτή εξάγουµε την αντίστοιχη υδροδυναµική ακτίνα στα 154±3 nm. 
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Σχήµα 3.3 Πειραµατικές συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης µε γεωµετρία σκέδασης VV του 

πεπτιδίου CCR5 (C=6.7 µM) για διαφορετικές γωνίες σκέδασης µαζί µε το αποτέλεσµα του 

αντίστροφου µετασχηµατισµού Laplace τΑ(τ).  

 

Στο παραπάνω Σχήµα 3.3 παρουσιάζονται παρόµοιες πειραµατικές συναρτήσεις 

αυτοσυσχέτισης και για µία ακόµη συγκέντρωση του πεπτιδίου CCR5 (C=6.7 µM) µαζί µε 

τον προσδιορισµό του συντελεστή  διάχυσης και της υδροδυναµικής ακτίνας (Σχήµα 3.4). 
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Σχήµα 3.4 Ο ρυθµός χαλάρωσης του πεπτιδίου CCR5 (C=6.7 µM) σαν συνάρτηση του q
2
, 

ένδειξη ότι η διαδικασία είναι κίνηση διάχυσης. Η κλίση δίνει τον συντελεστή διάχυσης. 

 

Συνολικά έγιναν µετρήσεις σε επτά διαφορετικές συγκεντρώσεις  όπως φαίνεται και 

στον παρακάτω συγκεντρωτικό πίνακα. 
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2
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Με τη µείωση της συγκέντρωσης παρατηρείται µια προοδευτική µείωση της 

υδροδυναµικής ακτίνας των υπερµοριακών συµπλόκων CCR5-Nt που σχηµατίζονται. Η 

τάση αυτή του CCR5-Nt να σχηµατίζει υπερµοριακά σύµπλοκα έχει παρατηρηθεί και µε 

άλλες πειραµατικές τεχνικές και βοηθά στη βιολογική του δράση. Επίσης, οι αντίστοιχες 

στατικές µετρήσεις σκέδασης έδωσαν επί πλέον πληροφορίες σχετικά µε τη µορφή αυτών 

των συµπλόκων. Τιµές του λόγου Rg/Rh~1,7 αντιστοιχούν σε ελλειψοειδή όπου ο λόγος των 

αντίστοιχων ηµιαξόνων κυµαίνεται µεταξύ 20 και 30.  
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Σχήµα 3.5 Η υδροδυναµική ακτίνα Rh των υπερµοριακών συµπλόκων του αµινοτελικού άκρου 

του CCR5 σαν συνάρτηση της συγκέντρωσης.  
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3.1.2 Αλληλεπίδραση µεταξύ πεπτιδίων V3 και CCR5 

Για τη µελέτη του σχηµατισµού διαλυτών V3LAI/CCR5-Nt συµπλόκων µε σκέδαση 

ακτίνων Laser  προετοιµάστηκαν διαλύσεις των παραπάνω πεπτιδίων µε συγκέντρωση του 

V3LAI πεπτιδίου (50nM) και  συγκέντρωση του CCR5-Nt  (16,7 nM) (V3LAI/CCR5-Nt: 3:1). 

Η µοριακή συγκέντρωση των V3/CCR5-Nt πεπτιδίων επιλέχτηκε στο 3:1, ως η αναλογία µε 

τα καλύτερα πρότυπα πρόσδεσης,  µε βάση τα αποτελέσµατα των πειραµατικών µετρήσεων 

µε την τεχνική SPR (Surface Plasmon Resonance). 

 

 

 

 

Σχήµα 3.6 Το αποτέλεσµα του αντίστροφου µετασχηµατισµού Laplace τΑ(τ) των συναρτήσεων 

αυτοσυσχέτισης του πεπτιδίου V3 LAI(+5) παρουσία σουλφονιωµένου και µη σουλφονιωµένου 

CCR5-Nt 

 

O σχηµατισµός συµπλόκων µεταξύ των V3 πεπτιδίων και του σουλφονιωµένου 

αµινοτελικού άκρου του υποδοχέα CCR5 φάνηκε επίσης να σχετίζεται άµεσα µε την 

πολυκατιονική φύση του V3.  

Όπως φαίνεται στο Σχήµα 3.6, η ύπαρξη σουλφοµάδων στα πεπτίδια CCR5 προκαλεί 

µια µετατόπιση της χαρακτηριστικής κορυφής του υπερµοριακού συµπλόκου σε 
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µεγαλύτερους χρόνους. Αντίθετα, η γρήγορη κορυφή µετατοπίζεται προς την αντίθετη 

κατεύθυνση.  

Στο κάτω µέρος του Σχήµατος 3.6, γίνεται σύγκριση µεταξύ των V3LAI/CCR5-Nt 

συµπλόκων µε παρουσία σουλφονιωµένων τυροσινών στο CCR5-Nt άκρο, αλλά και απλών 

µορίων CCR5-Nt.  Και σε αυτή την περίπτωση η ύπαρξη σουλφοµάδων στα πεπτίδια CCR5 

σχετίζεται µε την εµφάνιση δύο χαρακτηριστικών κορυφών.  Προκαλείται λοιπόν  αφ’ ενός 

µια  µετατόπιση της χαρακτηριστικής κορυφής του υπερµοριακού συµπλόκου σε 

µεγαλύτερους χρόνους ενώ αφ’ ετέρου η γρήγορη κορυφή µετατοπίζεται προς την αντίθετη 

κατεύθυνση σε σύγκριση µε την κορυφή του µη σουλφονιωµένου CCR5-Nt.  Η πιθανή 

εξήγηση αυτής της  µετατόπισης σχετίζεται µε την εµφάνιση πιο συµπαγών δοµών 

V3LAI/CCR5-Nt συµπλόκων εξ’ αιτίας των ευνοϊκών ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων 

µεταξύ του θετικά φορτισµένου V3LAI και του αρνητικά φορτισµένου CCR5-Nt παρουσία 

σουλφονιωµένων τυροσινών.  

 

Σχήµα 3.7 Πειραµατικές συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης µε γεωµετρία σκέδασης VV του 

συµπλόκου  V3LAI(+5)/CCR5-Nt για διαφορετικές γωνίες σκέδασης µαζί µε το αποτέλεσµα του 

αντίστροφου µετασχηµατισµού Laplace τΑ(τ).  
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Σχήµα 3.8 Πειραµατικές συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης µε γεωµετρία σκέδασης VV του 

σουλφονιωµένου συµπλόκου  V3LAI(+5)/CCR5-Nt για διαφορετικές γωνίες σκέδασης µαζί µε 

το αποτέλεσµα του αντίστροφου µετασχηµατισµού Laplace τΑ(τ). 

 

 

Ο σχηµατισµός των υπερµοριακών συµπλόκων V3LAI/CCR5-Nt συνοδεύεται επίσης 

και από µεγάλη αύξηση της έντασης της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας. Η αύξηση αυτή είναι 

συµβατή µε την εµφάνιση της αργής κορυφής στην περίπτωση του σουλφονιωµένου CCR5-

Nt όπως φαίνεται χαρακτηριστικά στο παραπάνω Σχήµα.  

Η αλληλεπίδραση του V3 µόνο µε το σουλφονιωµένο CCR5-Nt πεπτίδιο συµφωνεί 

µε προηγούµενες παρατηρήσεις των Cormier et al., 2000, Farzan et al., 1999 και Huang et 

al., 2005 και 2007 οι οποίοι υποστηρίζουν την εµπλοκή της V3 περιοχής στην 

αλληλεπίδραση της gp120 µε το αµινοτελικό άκρο του CCR5 υπό την προϋπόθεση 

παρουσίας σουλφονιωµένων τυροσινών στο CCR5-Nt άκρο. Η σπουδαιότητα της παρουσίας 

των σουλφοοµάδων επιβεβαιώθηκε στην πρόσφατη µελάτη των  Huang et al [36] µε χρήση 

τεχνικών κρυσταλλογραφίας και NMR. Πρόσφατη NMR µελέτη της ερευνητικής µας 

οµάδας  απέδειξε ότι τα πεπτίδια V3 και CCR5Nt  έχουν τάση για αλληλεπίδραση, ακόµη 

και απουσία σουλφοοµάδων στις  τυροσίνες, ενώ ηλεκτροστατικές υπολογιστικές µελέτες 
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επιβεβαίωσαν την ύπαρξη των θετικών και αρνητικών ηλεκτροστατικών δυναµικών του V3  

και CCR5 αντίστοιχα [37, 38].  Η δυναµική της αλληλεπίδρασης µολυσµένων κυττάρων µε 

φυσιολογικά κύτταρα έχει µελετηθεί µε µικροσκοπία δύναµης απλού µορίου (single 

molecule force microscopy) και µε 3D Video Μικροσκοπία όπου επιβεβαιώθηκε η 

δηµιουργία ιολογικών συνάψεων (virological synapses) οι οποίες παίζουν σηµαντικό ρόλο 

κατά την διάρκεια της παθογένεσης [39, 40]. 

 

3.1.3 Συµπεράσµατα 

Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης δείχνουν ότι ο συνυποδοχέας CCR5-Nt 

αλληλεπιδρά ηλεκτροστατικά µε την V3 περιοχή της γλυκοπρωτεΐνης gp120 του ΗIV-1 

οδηγώντας σε δηµιουργία ανοσοβιολογικών φαινοµένων. Τα CCR5-Nt πεπτίδια 

παρουσιάζουν αυτοοργάνωση σε φυσιολογικά διαλύµατα σχηµατίζοντας υπερµοριακά 

σύµπλοκα, η δε αλληλεπίδραση µε το V3 πεπτίδιο χαρακτηρίζεται από υπέρµετρη αύξηση 

της έντασης της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας όταν συνδυάζεται µε παρουσία σουλφοοµάδων 

στις τυροσίνες του CCR5-Nt. Όλα αυτά τα ευρήµατα συνηγορούν στη παρουσία µιας 

ισχυρής αλληλεπίδρασης του V3 µε τον συνυποδοχέα CCR5-Nt του κυτταρικού στόχου, που 

πιθανόν σχετίζεται µε τις διαδικασίες της ιικής πρόσδεσης κατά τη µόλυνση µε τον ιό HIV 

και τη µεσολάβηση των υποδοχέων χηµειοκινών. 
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