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1. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 

 Σκοπός της ερευνητικής αυτής προσπάθειας είναι η διερεύνηση της επίδρασης 

στην τοπική διαµόρφωση της RGD αλληλουχίας, γειτονικών αλληλουχιών οι οποίες 

µπορούν να προσλάβουν κανονικού τύπου δευτεροταγείς δοµές. Η συσχέτιση των 

διαµορφώσεων αυτών µε την ικανότητα αναστολής της συσσώρευσης των 

αιµοπεταλίων, µπορεί να συµβάλλει στην κατανόηση των παραµέτρων εκείνων που 

είναι υπεύθυνες για την εξειδικευµένη αναγνώριση, από τους υποδοχείς της 

οικογένειας των ιντεγκρινών, της RGD αλληλουχίας ενός συγκεκριµένου προσδέτη, 

ανάµεσα από την πληθώρα των προσδετών που διαθέτουν την αλληλουχία αυτή.  

 Για την προσέγγιση του παραπάνω στόχου σχεδιάστηκαν τα ανάλογα: 

  

Ac-Arg-Aib-Gly-Asp-Aib-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH  (1) 

 

Ac-Ser-Arg-Gly-Asp-Val-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH  (2) 

 

των οποίων το C-τελικό τµήµα µπορεί να λειτουργήσει ως εκµαγείο επαγωγής 310 

έλικας. Η ενσωµάτωση των αµινοξέων Arg, Gly και Asp στον πεπτιδικό σκελετό 

έγινε κατά τέτοιο τρόπο ώστε, ο προσανατολισµός των παράπλευρων αλυσίδων της 

Arg και του Asp να διαφέρει στα δύο ανάλογα, στην περίπτωση σταθεροποίησης 

κανονικής 310 έλικας.  
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   ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 
 

ΤΟ ΜΟΤΙΒΟ RGD, ΣΧΕΣΗ ∆ΙΑΜΟΡΦΩΣΗΣ � 
ΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ∆ΡΑΣΗΣ. 

Ο ΦΟΡΕΑΣ SOCn.  
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2.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
 Το αίµα επιτελεί την σηµαντική λειτουργία µεταφοράς οξυγόνου και 

διαφόρων συστατικών σε κάθε κύτταρο του οργανισµού, µέσω αρτηριών και αγγείων. 

Το 60 % περίπου του συνολικού όγκου του αίµατος αποτελεί το πλάσµα, ένα διαυγές 

υποκίτρινο υδατικό διάλυµα ( ~ 90 % περιεκτικότητα σε νερό), στο οποίο περιέχονται 

πρωτεΐνες, ανόργανα συστατικά κ.α. Το υπόλοιπο του όγκου του αίµατος αποτελούν 

τα κυτταρικά συστατικά του, τα οποία χωρίζονται σε τρεις κύριες κατηγορίες, τα 

ερυθρά κύτταρα, τα λευκά κύτταρα και τα αιµοπετάλια. Μέσω αυτών των 

συστατικών λαµβάνουν χώρα ζωτικές βιοχηµικές διεργασίες όπως, η µεταφορά 

οξυγόνου και διοξειδίου του άνθρακα, η  λειτουργία του ανοσοποιητικού συστήµατος 

και ο σχηµατισµός θρόµβων µε σκοπό τον έλεγχο της αιµατικής ροής.  

 Τα αιµοπετάλια αποτελούν τα µικρότερα κυτταρικά συστατικά του αίµατος µε 

διάµετρο 2-4µm και προέρχονται από τα µεγακαρυοκύτταρα του µυελού των οστών. 

Σε αντίθεση µε τα ερυθρά και λευκά κύτταρα, δεν διαθέτουν πυρήνα και το σχήµα 

τους µεταβάλλεται από δισκοειδές σε σφαιρικό, ανάλογα µε το αν είναι ενεργο- 

ποιηµένα ή όχι, αντίστοιχα (σχήµα 2.1). Υπό φυσιολογικές συνθήκες, υπάρχουν 

150.000-400.000 αιµοπετάλια ανά µικρόλιτρο αίµατος µε µέσο χρόνο ζωής τις δέκα 

ηµέρες. Χαρακτηριστικό της κυτταρικής τους µεµβράνης, είναι η ύπαρξη ενός 

µεγάλου αριθµού γλυκοπρωτεϊνών (GP), οι οποίες δρουν ως υποδοχείς κατά τις 

διάφορες λειτουργίες των αιµοπεταλίων. Στην πλειοψηφία τους οι υποδοχείς αυτοί 

ανήκουν στην οικογένεια των ιντεγκρινών 1-4 και τα υποστρώµατά τους είναι κυρίως 

µόρια υπεύθυνα για τις διαδικασίες συγκόλλησης των κυττάρων.  

  

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2.1 Εικόνα αιµοπεταλίου από ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, σε µη ενεργή και 
ενεργή µορφή.    
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Ο φυσιολογικός ρόλος των αιµοπεταλίων είναι κυρίως η επισκευή του αρτηριακού 

τοιχώµατος, όταν αυτό υποστεί βλάβη, όπως συµβαίνει στις περιπτώσεις τραύµατος. 

Αυτό επιτυγχάνεται αρχικά, µε την συσσώρευσή τους στο σηµείο της βλάβης και την 

ενεργοποίησή τους. Στη συνέχεια, µια σειρά από αλληλεπιδράσεις µε πρωτεΐνες του 

πλάσµατος, έχουν ως τελικό αποτέλεσµα το σχηµατισµό ινώδους γύρω από την 

τραυµατισµένη περιοχή και τον τερµατισµό της απώλειας αίµατος. 

 Κατά τη µη ενεργοποιηµένη τους µορφή, τα αιµοπετάλια ρέουν στο πλάσµα 

χωρίς να προσκολλώνται στο αρτηριακό τοίχωµα. Ωστόσο σε περίπτωση 

τραυµατισµού του αγγείου, στοιχεία που βρίσκονται στον υπενδοθηλιακό χώρο, 

εκτίθενται στο εσωτερικό του αγγείου, άρα και στα αιµοπετάλια. Τα στοιχεία αυτά εί-  

ναι γλυκοπρωτεΐνες, όπως το κολλαγόνο, ο παράγοντας von Willebrand (vWF), η 

βιτρονεκτίνη και η ινοδεσίνη, οι οποίες αποτελούν υποστρώµατα για τους υποδοχείς 

της οικογένειας των ιντεγκρινών που βρίσκονται στην µεµβράνη των αιµοπεταλίων. 

Ιδιαίτερα σηµαντική θεωρείται η πρόσδεση του κολλαγόνου στον υποδοχέα 

GPIa/IIa5,6, όπως και του vWF στον GPIb/IX7,8,   ωστόσο και η δέσµευση της 

ινοδεσίνης, της βιτρονεκτίνης και άλλων γλυκοπρωτεϊνών από τους υποδοχείς 

GPIc/IIa, avβ3 κλπ., έχει κάποιο ρόλο5.  

 Τη συσσώρευση των αιµοπεταλίων µέσω της προσδεσής τους σε διάφορους 

προσδέτες, ακολουθεί η ενεργοποίησή τους. Η δέσµευση τους στο κολλαγόνο 

θεωρείται ο κύριος παράγοντας για την έναρξη της διαδικασίας αυτής9,10, η οποία 

ωστόσο επάγεται από την δράση και άλλων ειδικών αγωνιστών των 

γλυκοπρωτεϊνικών υποδοχέων της µεµβράνης των αιµοπεταλίων11. Ενίσχυση της 

ενεργοποίησης προκαλείται από τα ίδια τα αιµοπετάλια, µε την έκκριση αγωνιστών, 

όπως η θροµβίνη, η θροµβοξάνη Α2, το ΑDP, η επινεφρίνη και η σεροτονίνη, οι 

οποίοι βρίσκονται στα κοκκία του κυτταροπλάσµατος τους. Παράλληλα, υφίσταται 

µεταβολή της συγκέντρωσης του ενδοκυττάριου Ca2+, µε αποτέλεσµα την 

ενεργοποίηση µιας σειράς πρωτεϊνών και κινασών, που προκαλούν την αλλαγή 

διαµόρφωσης του υποδοχέα GPIIb/IIIa4,12-14 (Σχήµα 2.2), επιτρέποντας του να 

αναγνωρίζει το ινωδογόνο και τον vWF του πλάσµατος. Το ινωδογόνο είναι το κύριο 

µόριο συσσώρευσης των αιµοπεταλίων15-17, δρώντας σαν γέφυρα που µπορεί να 

συνδέει δύο αιµοπετάλια µε τελικό αποτέλεσµα τη συσσωµάτωσή τους και το 

σχηµατισµό θρόµβου (ινώδες) (Σχήµα 2.3).  
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Σχήµα 2.2 Σχηµατική αναπαράσταση του υποδοχέα GPIIb/IIIa της µεµβράνης 
των αιµοπεταλίων. Στο ενεργοποιηµένο κύτταρο υφίσταται αλλαγή διαµόρφωσης  
αυξάνοντας τη συγγένεια του για το ινωδογόνο. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 2.3 Τα αιµοπετάλια συνδέονται µεταξύ τους µε γέφυρες ινωδογόνου 
σχηµατίζοντας το ινώδες στην περιοχή του τραυµατισµένου ή ερεθισµένου αγγείου. 
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Η δηµιουργία του αιµοπεταλιακού θρόµβου είναι το πρώτο στάδιο στον 

πολύπλοκο µηχανισµό πήξης του αίµατος. Σε αυτόν συµµετέχουν µια σειρά από 

πρωτεΐνες (παράγοντες πήξης) οι οποίες είναι κυρίως σερινοπρωτεάσες. Σηµαντικό 

ρόλο στη διαδικασία έχει η θροµβίνη18, η οποία αποτελεί ένα δυναµικό αγωνιστή των 

αιµοπεταλίων.Συντελεί στην αύξηση του αριθµού τους στο σηµείο της θρόµβωσης, 

προάγοντας έτσι νέες φωσφολιπιδικές µεµβράνες για την δράση των αγωνιστών, ενώ 

επάγει παράλληλα τον σχηµατισµό ινώδους18. Το ινώδες λόγω της δικτυακής του 

δοµής, εγκλωβίζει τα κύτταρα του αίµατος και συντελεί στην δηµιουργία ενός 

µεγαλύτερου θρόµβου.  

 

 

Σχήµα 2.4 Α. Η συσσώρευση των αιµοπεταλίων σε περιοχή ερεθισµένης 
αθηροµατικής πλάκας. Β. Σχηµατισµός αιµοπεταλιακού θρόµβου. C. Αύξηση του 
µεγέθους του θρόµβου µε τον εγκλωβισµό περισσότερων κυττάρων του αίµατος µε 
αποτέλεσµα το φράξιµο του αγγείου. 
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Σε φυσιολογικές συνθήκες ο µηχανισµός πήξης είναι ελεγχόµενος και 

βρίσκεται σε ισορροπία µε το µηχανισµό θροµβόλυσης. Η διατάραξη αυτής της 

ισορροπίας σε παθολογικές καταστάσεις ωστόσο, µπορεί να προκαλέσει είτε τον 

ανεξέλεγκτο σχηµατισµό θρόµβων, είτε την µη ελεγχόµενη αιµοραγία. Η αδυναµία 

των αιµοπεταλίων να διακρίνουν µεταξύ ενός τραυµατισµένου αιµοφόρου αγγείου 

και µιας θροµβωγενούς επιφάνειας, όπως µία ερεθισµένη αθηροµατική πλάκα, µπορεί 

να προκαλέσει διάφορες καρδιοαγγειακές παθήσεις. Ο σχηµατισµός θρόµβου 

πλούσιου σε αιµοπετάλια σε περιοχές ερεθισµένων αθηρωµατικών πλακών θεωρείται 

ως η κύρια αιτία της ασταθούς στηθάγχης και του εµφράγµατος του µυοκαρδίου4 

(Σχήµα 2.4). Στην περίπτωση της στεφανιαίας αθηροσκλήρωσης, έχουν 

προσδιορίστεί περισσότεροι από 100 βιοχηµικοί αγωνιστές της ενεργοποίησης των 

αιµοπεταλίων19.  

Ο σηµαντικός ρόλος της συσσωµάτωσης των αιµοπεταλίων σε διάφορες 

ασθένειες, έχει οδηγήσει την έρευνα προς την κατεύθυνση της αποκρυπτογράφησης 

των µηχανισµών δράσης τους. Ο σχηµατισµός του ινώδους και επιπλέον, η 

αλληλεπίδραση του ινωδογόνου µε τον υποδοχέα GPIIb/IIIa, θεωρείται µείζονος 

σηµασίας ερευνητικός στόχος στην προσπάθεια ανάπτυξης κλινικών µεθόδων για τον 

έλεγχο της θρόµβωσης.      
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2.2 ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΛΟΥΧΙΑΣ RGD      
 

 Η ενεργοποίηση και η συσσωµάτωση των αιµοπεταλίων είναι υπεύθυνες για 

το σχηµατισµό θρόµβων στα αιµοφόρα αγγεία. Η επέκταση του φαινοµένου σε 

παθοφυσιολογικές καταστάσεις4 οδηγεί σε µια σειρά από ασθένειες, όπως η ασταθής 

στηθάγχη, το οξύ έµφραγµα του µυοκαρδίου, η αθηροσκλήρωση κ.λ.π. Η 

αποσαφήνηση των µηχανισµών που προκαλούν την ενεργοποίηση5-11,19, καθώς και 

αυτών που παρεµβάλλονται της συσσωµάτωσης12-18, αποτέλεσε ένα µεγάλο βήµα 

προς την αντιµετώπιση της θρόµβωσης. Επιπλέον, ο ορατός κύνδυνος ανεξέλεγκτης 

αιµοραγίας µε τη χρήση θροµβωλυτικών µέσων20, έστρεψε το ενδιαφέρον των 

ερευνητών προς την κατεύθυνση της αναστολής της συσσώρευσης και 

συσσωµάτωσης των αιµοπεταλίων21,22.  

 Μία πρώτη προσέγγιση στην αντιθροµβωτική θεραπεία είναι η αναστολή της 

πρωτογενούς ενεργοποίησης, που προκαλείται από διάφορους αγωνιστές, όπως η 

θροµβίνη, η επινεφρίνη, το ADP, το κολλαγόνο κ.α. Η ιρουδίνη, φυσικό συστατικό 

στην βδέλλα Hirudo Medicinalis,αποτελεί ισχυρό αναστολέα της θροµβίνης23,24, 

ωστόσο η χρήση της θα πρέπει να συνοδεύεται από κάποιο αντίδοτο καθώς προκαλεί 

ισχυρό αντιθροµβωτικό αποτέλεσµα. Η τικλοπιδίνη25 αναστέλλει την ενεργοποίηση 

µέσω του ADP, πιθανόν ως ανταγωνιστής για τον υποδοχέα του. Σε επίπεδο 

δευτερογενούς ενεργοποίησης, δηλαδή από αγωνιστές που εκκρίνονται από τα ίδια τα 

αιµοπετάλια, πολύ καλά µελετηµένη είναι η οδός του µεταβολισµού του 

αραχιδονικού οξέος προς θροµβοξάνη Α2 (ΤxΑ2)20. H TxA2 προκαλεί την έκκριση 

αγωνιστών που βρίσκονται στα πυκνά και α-κοκκία των αιµοπεταλίων. Έχει βρεθεί 

ότι η ασπιρίνη αναστέλλει το πρώτο στάδιο της βιοσύνθεσης της TxA2 µε 

ακετυλίωση της κυκλοξυγονάσης26. Ωστόσο µε την αναστολή του µεταβολισµού του 

αραχιδονικού οξέος, αφενός αφήνονται ανοικτά τα υπόλοιπα µονοπάτια 

ενεργοποίησης και αφετέρου, αυτή η βιοσύνθεση είναι ζωτικής σηµασίας και για 

άλλες βιοχηµικές πορείες του οργανισµού.  

 Τα παραπάνω αποτελέσµατα ερευνών οριοθετούν τις βάσεις, πάνω στις οποίες 

θα πρέπει να σχεδιαστεί ένα αντιθροµβωτικό µέσο. Προκύπτει ότι η αναστολή της 

συσσωµάτωσης των αιµοπεταλίων θα πρέπει να είναι αντιστρεπτή και εξειδικευµένη, 

ανεξάρτητα από την φύση του αγωνιστή, ενώ παράλληλα να µην επηρεάζει άλλες 

φυσιολογικές διεργασίες του οργανισµού.  
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 Από τους υποδοχείς της µεµβράνης των αιµοπεταλίων, ο GPIIb/IIIa (Σχήµα 

2.5) θεωρείται ως ο πλέον καθοριστικός στην πορεία της θρόµβωσης4,27. Είναι ο 

υποδοχέας που αναγνωρίζει το ινωδογόνο και επιτρέπει την συσσωµάτωση των 

αιµοπεταλίων28-31, ενώ βρίσκεται σε µεγαλύτερη αφθονία από οποιονδήποτε άλλο 

στην κυτταρική τους µεµβράνη. Αποτελείται από τις υποµονάδες GPΙΙb και GPIIIa οι 

οποίες συνδέονται µε δισουλφιδικές γέφυρες. Η αναστολή της πρόσδεσης του 

ινωδογόνου στον υποδοχέα GPIIb/IIIa, αποτελεί το σύγχρονο πεδίο έρευνας στην 

αντιθροµβωτική θεραπεία (Σχήµα 2.6). Ιδιαίτερα µετά τον προσδιορισµό των 

περιοχών της πεπτιδικής αλυσίδας του ινωδογόνου, οι οποίες αποτελούν το 

υπόστρωµα για τον υποδοχέα, έχει σχεδιαστεί και δοκιµαστεί, ένας µεγάλος αριθµός 

είτε πεπτιδικών, είτε πεπτιδοµιµητικών  µορίων για την επίτευξη ανασταλτικής 

δράσης.  

  

    

  

 

To �κεφάλι� του υποδοχέα µε σφαιρική 
διάταξη περιέχει το άµινο άκρο  
των υποµονάδων GPIIb και GPIIIa 

 
 

 
 
 
Εύκαµτη �ουρά� που περιλαµβάνει το 
διαµεµβρανικό  και κυταροπλασµατικό 
τµήµα 
 
 
 
 

Κυτταροπλασµατικό τµήµα 
 
Σχήµα 2.5 Σχηµατική αναπαράσταση του υποδοχέα GPIIb/IIIa. Οι υποµονάδες GPIIb 
και GPIIIa συνδέονται µε δισουλφικές γέφυρες. 
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Σχήµα 2.6 Σχηµατική αναπαράσταση των διαδοχικών σταδίων της ενεργοποίησης 
και συσσωµάτωσης των αιµοπεταλίων. Η δηµιουργία ανταγωνιστών του ινωδογόνου 
επεµβαίνει ανασταλτικά στην συσσωµάτωση. 
 
 

Το ινωδογόνο, µία πρωτεΐνη του πλάσµατος, είναι ένα διµερές από τρεις 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες, την α, β και γ. Στην α-αλυσίδα βρίσκονται δύο πεπτιδικές 

αλληλουχίες, η RGDF στις θέσεις 95-98 και η RGDS στις θέσεις 572-575 της 

αµινοξικής αλληλουχίας, οι οποίες αποτελούν το υπόστρωµα29,30,32 για τον υποδοχέα 

GPIIb/IIIa. Μία ακόµα πεπτιδική αλληλουχία-υπόστρωµα εµπεριέχεται στο καρβοξυ-

τελικό άκρο της γ-αλυσίδας, το δωδεκαπεπτίδιο HHLGGAKQAGDV16,17. Οι έξι 

αυτές περιοχές του διµερούς ινωδογόνου, είναι υπεύθυνες για την πρόσδεσή του στα 

αιµοπετάλια και την συσσωµάτωση των τελευταίων. Η φύση της πρόσδεσης στον 

GPIIb/IIIa είναι αντικείµενο έρευνας και δεν έχει προσδιοριστεί απόλυτα µέχρι και 

σήµερα. Ωστόσο αποτελεί δεδοµένο, ο ενεργός ρόλος της πεπτιδικής αλληλουχίας 

RGD, η οποία εµπεριέχεται και στις δύο περιοχές πρόσδεσης της α-αλυσίδας του 

ινωδογόνου, ενώ ο ρόλος του δωδεκαπεπτιδίου της γ-αλυσίδας θεωρείται 

καθοριστικός για την υψηλή συγγένεια της πρωτεϊνης µε τον υποδοχέα33-35.  

 Η πεπτιδική αλληλουχία Arg-Gly-Asp (RGD) εµπεριέχεται σε πολλές 

πρωτεΐνες, που αποτελούν υποστρώµατα των υποδοχέων της οικογένειας των 

ιντεγκρινών. Παρά το γεγονός της ύπαρξης ενός κοινού σηµείου αναγνώρισης, οι 

ιντεγκρίνες είναι σχετικά εξειδικευµένα µόρια, στις αλληλεπιδράσεις τους µε 

διάφορες  γλυκοπρωτεΐνες. Κοινό τους δοµικό γνώρισµα είναι η µη οµοιοπολική 

σύνδεση δύο υποµονάδων, των α και β, σχηµατίζοντας ένα ετεροδιµερές. 
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Κατατάσσονται σε κατηγορίες µε βάση τον τύπο της β υποµονάδας. Στον Πίνακα 2.1 

αναφέρονται οι ιντεγκρίνες που βρίσκονται στην κυτταρική µεµβράνη των 

αιµοπεταλίων, καθώς και τα υποστρώµατά τους4. Η αλληλεπίδραση της αλληλουχίας 

RGD µε τους υποδοχείς της κατηγορίας εξυπηρετεί ένα µεγάλο αριθµό βιοχηµικών 

πορειών, µεταξύ άλλων, τη συσσωµάτωση κυττάρων, την διαφοροποίησή τους, ενώ 

εµπλέκεται ακόµα και στην µετάσταση όγκου36-38.  

 

Πίνακας 2.1 Οι υποδοχείς της οικογένειας των ιντεγκρινών που βρίσκονται στην 

µεµβράνη των αιµοπεταλίων και τα υποστρώµατά τους4. 

Υποδοχέας Υπόστρωµα/τα 

αΙΙbβ3 (GPIIb/IIIa) 
Ινωδογόνο, vWF, ινοδεσίνη, 

θροµβοσποντίνη, βιτρονεκτίνη 

αvβ3 
Βιτρονεκτίνη, vWF, ινοδεσίνη, 

ινωδογόνο, θροµβοσποντίνη 

α2β1 (GPIa/IIa) Κολλαγόνο 

α5β1 Ινοδεσίνη 

α6β1 Λαµινίνη 

GPIb/IX vWF, θροµβίνη 

GPV Υπόστρωµα θροµβίνης  

GPIV (GPIIIb) Θροµβοσποντίνη, κολλαγόνο 

   

 

Όπως φαίνεται στον Πίνακα 2.1, ο υποδοχέας GPIIb/IIIa δεν αναγνωρίζει 

εξειδικευµένα µόνο το ινωδογόνο15, αλλά και την ινοδεσίνη39, τον παράγοντα von 

Willebrand40 (vWF), κ.α. Ωστόσο υπό φυσιολογικές συνθήκες το ινωδογόνο έχει 

πολύ µεγαλύτερη συγκέντρωση στο πλάσµα και είναι αυτό που κυριαρχεί ως 

υπόστρωµα. Η αλληλουχία RGD που βρίσκεται στις δύο από τις τρείς περιοχές 

αναγνώρισης του ινωδογόνου, αποτελεί την στερεή βάση για την επιτυχή ανάπτυξη 

ανταγωνιστών, µε στόχο την αντιµετώπιση της θρόµβωσης. 
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2.3 RGD ΑΝΑΛΟΓΑ, ΣΧΕΣΗ ∆ΙΑΜΟΡΦΩΣΗΣ - ΒΙΟΛΟΓΙΚΗΣ 

∆ΡΑΣΗΣ 
 

 Οι πληροφορίες που προκύπτουν από τον σηµαντικό ρόλο της πεπτιδικής 

αλληλουχίας RGD, στην δράση των ιντεγκρινών και η ύπαρξη της σε ένα µεγάλο 

αριθµό φυσικών πρωτεϊνών, αποτέλεσαν και αποτελούν τις βάσεις για την ανάπτυξη 

αναστολέων της πρόσδεσης του ινωδογόνου στον υποδοχέα GPIIb/IIIa.  

Μία οικογένεια οµόλογων πεπτιδίων από δηλητήρια φιδιών και βδέλας, 

διαθέτουν την αλληλουχία RGD και αποτελούν αναστολείς της δράσης των 

ιντεγκρινών, εξού και η ονοµασία τους ως ντισιντεγκρίνες. Η µελέτη της βιολογικής 

τους δράσης σε σχέση µε την διαµόρφωση, έχει οδηγήσει σε σηµαντικά 

συµπεράσµατα σχετικά µε τη φύση της αλληλεπίδρασης υποδοχέας-υπόστρωµα. Στην 

εχιστατίνη και την κιστρίνη (Σχήµα 2.7), µελέτες διαµόρφωσης σε διάλυµα, 

απέδειξαν, ότι η τριπλέτα RGD βρίσκεται σε υψηλά εκτεθιµένο τµήµα41,42, δύο καλά 

καθορισµένων µοριακών δοµών από δισουλφιδικούς δεσµούς και δεσµούς 

υδρογόνου. Η διαµόρφωση της τριπλέτας προσδιορίστηκε ότι είναι σχετικά 

εκτεταµένη43. Περισσότερες πληροφορίες προκύπτουν από µία άλλη ντισιντεγκρίνη, 

την ντεκορσίνη44 (Σχήµα 2.7). Η διαµόρφωση της αλληλουχίας RGD είναι πολύ καλά 

καθορισµένη, πιθανόν λόγω της παρουσίας δύο καταλοίπων προλίνης εκατέρωθεν. Οι 

πλευρικές αλυσίδες της Arg και του Asp κατευθύνονται προς σχεδόν αντίθετες 

κατευθύνσεις, ενώ η Gly και το Asp βρίσκονται στις θέσεις i+1 και i+2 µίας 

παραµορφωµένης β-στροφής τύπου ΙΙ� (Σχήµα 2.8). Η διαµόρφωση αυτή ωστόσο, 

παρά το γεγονός ότι επάγει αναστολή της δράσης του GPIIb/IIIa, δεν συµβάλλει στην 

εξειδίκευση καθώς η ντεκορσίνη προσδένεται ισχυρά και στον υποδοχέα αvβ3. 

 

Εχιστατίνη         ΕCESGPCCRNCKFLKEGTICKRARGDDMDDYCNGKTCDCPRNPHKGPAT 

Κιστρίνη        �QCGEGLCCEQCKFSRAGKICRIP RGDMPDDRCTGQADCPRYH 
 
Ντεκορσίνη     �GDDQEKCLCNKDECPPGQCRFPRGDADPYCE     

 

 Σχήµα 2.7 Τµήµα της αµινοξικής αλληλουχίας των τριών ντισιντεγκρινών και η 

οµολογία που παρατηρείται µεταξύ τους.  
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Σχήµα 2.8 β-στροφή τύπου ΙΙ και ΙΙ΄ 
 
 
 Η παρουσία της µικρής σε όγκο Gly, στην αλληλουχία RGD καθιστά σαφές 

ότι, η τελευταία µπορεί να λάβει ένα µεγάλο αριθµό πιθανών διαµορφώσεων. Αυτό 

προκύπτει και από το γεγονός ότι, αν και η συγκεκριµένη τριπλέτα βρίσκεται σε 

πολλές δραστικές ως προς τις ιντεγκρίνες πρωτεΐνες, κάθε µία από αυτές επιτελεί 

διαφορετικές βιοχηµικές διεργασίες. Εποµένως για τον σχεδιασµό ενός ισχυρού και 

εξειδικευµένου αναστολέα του υποδοχέα GPIIb/IIIa,  απαιτείται η γνώση κάποιων 

παραγόντων. Ο ρόλος των αµινοξέων που βρίσκονται εκατέρωθεν της RGD 

αλληλουχίας και η επίδρασή τους στην διαµόρφωση. Επίσης ποια είναι αυτή η 

διαµόρφωση που θα επάγει εξειδικευµένη αναγνώριση του αναστολέα από τον 

υποδοχέα Πιστεύεται ότι οι διαµορφώσεις που µπορεί να λάβει ένα RGD ανάλογο σε 

διάλυµα µειώνονται δραµατικά όταν αλληλεπιδρά µε τον προσδέτη.  

 Χαρακτηριστικό των RGD αναλόγων που σχεδιάζονται από τους ερευνητές, 

αποτελούν οι διάφοροι διαµορφωτικοί περιορισµοί που επιβάλλονται στα µόρια. 

Αφότου αποδείχθηκε η ελάχιστη αναγκαία συνθήκη, της παρουσίας της RGD 

τριπλέτας για ένα δραστικό ανάλογο, ακολουθήθηκαν τεχνικές όπως, η Να αλκυλίωση 

της Ν-τελικής Arg, κυκλοποίηση, κ.λ.π. Με αυτό τον τρόπο επιχειρείται η επιβολή 

συγκεκριµένων προσανατολισµών στις πλευρικές αλυσίδες των Arg και Asp, των 

οποίων το φορτίο, αρνητικό και θετικό αντίστοιχα, θεωρείται βασικός παράγοντας 

στην αλληλεπίδραση µε τον υποδοχέα45,46. Ενίσχυση των δοµικών χαρακτηριστικών 

επίσης γίνεται µε την προσθήκη κατάλληλων αµινοξέων εκατέρωθεν.  
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χ1

 Μία από τις πιο ενδιαφέρουσες τροποποίησεις, σε σχέση µε το αρχικό RGD 

µόριο, είναι η Να µεθυλίωση της Arg, ή η ακετυλίωσή της. Η προστιθέµενη µέθυλο- ή 

ακέτυλο-οµάδα συµβάλλει στον περιορισµό των επιτρεπτών τιµών των γωνιών φ και 

ψ του πεπτιδικού σκελετού46,47 (Σχήµα 2.9). Μία άλλη συνήθης τροποποίηση είναι η 

αµιδίωση του C-τελικού καρβοξυλίου του Asp. To ανάλογο Ac-RGD-NH2 

παρουσίασε βελτιωµένη βιολογική δράση σε σχέση µε το RGD. To ίδιο συνέβη και 

µε το Ac-RGDS-NH2 ως προς το RGDS47. Θεωρείται πιθανό να προτιµάται, η 

ιοντικού τύπου αλληλεπίδραση της γουανιδινοµάδας της Arg µε το C-τελικό 

καρβοξύλιο του Asp, παρά µε το αντίστοιχο της πλευρικής αλυσίδας, στο RGD 

ανάλογο48. Μελέτες σε µοντέλα του τύπου Ac-RXD-NH2 (Χ: αµινοξύ) έδειξαν ότι, η 

γουανιδινοµάδα αλληλεπιδρά µε το β-καρβοξύλιο του Asp49-51.  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Σχήµα 1.9 Τµήµα πεπτιδικής αλυσίδας µε δύο πεπτιδικούς δεσµούς όπου φαίνονται 

οι γωνίες φ, ψ, ω, χ1.   

 
Η ύπαρξη β-στροφής σε δραστικά RGD πεπτίδια, έχει ήδη αναφερθεί στην περίπτωση 

της ντεκορσίνης44. Περαιτέρω µελέτες σχέσης διαµόρφωσης-βιολογικής δράσης, σε 

γραµµικά και κυκλικά συνθετικά πεπτίδια επέδειξαν παρόµοια αποτελέσµατα44,52-55. 

Η β-στροφή διαφόρων τύπων χαρακτηρίζεται από την δηµιουργία ενός δεκαµελούς 

δακτυλίου, µέσω ενδοµοριακού δεσµού υδρογόνου µεταξύ του καρβονυλικού 

οξυγόνου του αµινοξέος της θέσης i, και του αµιδικού πρωτονίου του αµινοξέος της 

θέσης i+3 του πεπτιδικού σκελετού (Σχήµα 2.10). Τα περισσότερα δραστικά RGD, 



 

 17 

πεπτιδικά ή µη, ανάλογα χαρακτηρίζονται από µία διαµόρφωση παραµορφωµένης β-

στροφής τύπου ΙΙ�. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί το γραµµικό τετραπεπτίδιο 

RGDW, στο οποίο η β-στροφή σταθεροποιείται µε δεσµό υδρογόνου µεταξύ του 

καρβονυλίου της Arg και του αµιδικού πρωτονίου της Trp56. Σε συνδυασµό µε τα 

αποτελέσµατα της σχέσης διαµόρφωσης-βιολογικής δράσης, που προέκυψαν από 

ισχυρούς µη πεπτιδικούς αναστολείς57 της πρόσδεσης του  ινωδογόνου  στον  

GPIIb/IIIa,  έχει  προταθεί  ότι,  το  µοντέλο   της   β-στροφής    αποτελεί γενικό 

χαρακτηριστικό, λειτουργώντας ως περιορισµός για την σχετική διευθέτηση των 

δραστικών πλευρικών αλυσίδων.  

Μετά τον προσδιορισµό των περιοχών αναγνώρισης του ινωδογόνου από τον 

υποδοχέα του, έχει συντεθεί µεγάλος αριθµός RGD αναλόγων διαφόρων κατηγοριών, 

όπως γραµµικά και κυκλικά πεπτίδια, ή πεπτιδοµιµητικά οργανικά µόρια. Ο βαθµός 

της δραστικότητας αυτών των µορίων ως προς την αναστολή του ινωδογόνου 

προσδιορίζεται συνήθως σε ορούς αίµατος πλούσιους σε αιµοπετάλια (Platelets Rich 

Plasma, PRP). H ενεργοποίηση των αιµοπεταλίων επιτυγχάνεται µε επίδραση του 

 

        Σχήµα 2.10 ∆εκαµελής δακτύλιος β-στροφής.  

 
αγωνιστή ADP και κατόπιν µετριέται η αναστολή της συσσώρευσης. Η τελευταία 

εκφράζεται µε την συγκέντρωση του αναστολέα που προκαλεί το 50% της αναστολής 

(ΙC50).  

 Οι µελέτες σε γραµµικά ανάλογα οδήγησαν σε ένα σηµαντικό συµπέρασµα ως 

προς τον τύπο του αµινοξέος, που ακολουθεί το Asp στην αλληλουχία RGD. Οι 

συγκρίσεις µεταξύ αναλόγων του τύπου RGDX58 µε Χ: W, F, V και S, δείχνουν ότι 

όσο αυξάνει η υδροφοβικότητα  του Χ, τόσο αυξάνει και η βιολογική δράση. Το ίδιο 

συµπέρασµα  προκύπτει και από το κυκλο-S,S-[Ac-C(Nα-Me)RGD(β-Ph)C]-OH   
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ανάλογο, το οποίο είναι ισχυρός ανταγωνιστής του ινωδογόνου59. Η εισαγωγή της 

φαινυλο-οµάδας στον β-άνθρακα της πλευρικής αλυσίδας της κυστεΐνης αυξάνει κατά 

πολύ τη δράση του µορίου, σε σύγκριση µε άλλα ανάλογα της ίδιας κατηγορίας. Με 

βάση τα παραπάνω έχει προταθεί η ύπαρξη µιας υδρόφοβης περιοχής στο ενεργό 

κέντρο του υποδοχέα GPIIb/IIIa, σε αντιστοιχία µε τις ιονικές περιοχές που 

αλληλεπιδρούν µε το Asp και Arg58-60.  

 Στα παραπάνω προστίθενται τα αποτελέσµατα έρευνας µεγαλύτερων στην 

αµινοξική αλληλουχία, κυκλοποιηµένων αναλόγων. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η 

τεχνική της κυκλοποίησης αποδεικνύεται εξαιρετικά χρήσιµη για τον περιορισµό της 

διαµορφωτικής ελευθερίας των αναλόγων. Έτσι, ενώ η επιµήκυνση της πεπτιδικής 

αλυσίδας σε γραµµικά ανάλογα οδήγησε σε µείωση της δραστικότητάς τους, το 

αντίθετο συνέβη στα αντίστοιχα κυκλικά47. Επιπλέον, σε RGD πεπτιδικά ανάλογα της 

κατηγορίας G-[κυκλο-S,S-{(Pen)GHRGDLXC}]A-OH, όπου Χ: Arg, Lys, Glu, Leu, 

και Pen: πενικιλλαµίνη, φανερώνεται ένα ακόµα σηµαντικό στοιχείο για το 

κατάλοιπο της θέσης i+2, µε i τη θέση του Asp. To µόριο µε την Arg έχει την 

υψηλότερη δραστικότητα61 και βάση αυτού, θεωρείται πιθανή µία ακόµα ιοντική 

περιοχή στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα62. 

 Με τη χρήση σύγχρονων τεχνικών διαµορφωτικής ανάλυσης όπως, ΝΜR, 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ (Χ-Ray crystallography) και υπολογιστικών µεθόδων 

µοριακής δυναµικής, έχει βρεθεί η τρισδιάστατη δοµή πολλών δραστικών RGD 

αναλόγων. Τα περισσότερα κυκλικά πεπτιδικά ανάλογα, τα οποία είναι και τα πιο 

ισχυρά ως προς την ανασταλτική τους δράση, υιοθετούν ένα συγκεκριµένο µοντέλο 

δοµής63. Μεταξύ των καταλοίπων, αργινίνης και ασπαρτικού, υπάρχει πάντα η 

γλυκίνη, σε µία µάλλον εκτεταµένη διαµόρφωση. Επίσης οι πλευρικές αλυσίδες των 

Arg και Asp, υποχρεώνονται να απέχουν µία ελάχιστη απόσταση που να επιτρέπει 

την επιδιαλύτωση τους, αφού το θετικό και αρνητικό τους φορτίο αντίστοιχα, 

προκαλεί ισχυρή έλξη. Εκτεταµένη µελέτη της διαµόρφωσης του τετραπεπτιδίου 

RGDW σε διάλυµα63, υποδεικνύει µία µέση απόσταση για τα Cα άτοµα των Arg και 

Asp της τάξης των 6.8 Å, ενώ για τα Cζ και Cγ  αντίστοιχα των πλευρικών τους 

αλυσίδων, η µέση απόσταση είναι 9.9 Å. Σε αντίστοιχες µελέτες64 δραστικών 

πεπτιδοµιµητικών µορίων έχει υπολογιστεί ότι, η απόσταση των κεντρικών ατόµων 

άνθρακα της αµιδινο- και καρβόξυλο- οµάδας, πρέπει να είναι µεγαλύτερη των 12 Å.  

 Ενδιαφέρον παρουσιάζει η ανάλυση δοµής του πεπτιδοµιµητικού αναστολέα 

του GPIIb/IIIa, (Ι)64, µε χρήση υπολογιστικών προγραµµάτων µοριακής δυναµικής. 
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Στην ανάλυση αυτή χρησιµοποιούνται δεδοµένα από µελέτες για το ενεργό κέντρο 

του υποδοχέα, όπως περιοχές που θεωρούνται ως ιοντικές ή υδρόφοβες  και γίνεται  

 

     (Ι) 

 

συσχέτιση µε τις αντίστοιχες  του αναστολέα. Στο σχήµα 2.11, µε κόκκινο χρώµα 

παρουσιάζονται οι περιοχές του GPIIb/IIIa, όπου αλληλεπίδραση µε ένα αρνητικό 

φορτίο ευνοεί τον βαθµό συγγένειας για το υπόστρωµα, ενώ µε µπλε χρώµα αυτές 

που το ίδιο συµβαίνει µε ένα θετικό φορτίο. Το πράσινο χρώµα αντιστοιχεί σε 

περιοχές που µπορούν να δεχθούν µία ογκώδη οµάδα και αυτό συµβαδίζει µε µια 

αύξηση στην αναστολή πρόσδεσης του ινωδογόνου, ενώ εισαγωγή µίας τέτοιας 

οµάδας στις αντίστοιχες κίτρινες µειώνει την αναστολή.   
 

        
 
 
 
   

 
 
 
 
 

 
Σχήµα 2.11 Στερεοδιάταξη διαγραµµάτων για ηλεκτροστατικά η στερικά πεδία της 
ένωσης (Ι).  
 
 Όπως φαίνεται στο παραπάνω σχήµα, υπάρχει πολύ καλή ταύτιση των 

ευνοϊκών για θετικού φορτίου αλληλεπίδραση περιοχών (µπλε), µε την αµίδινο οµάδα 

της (Ι) και το ίδιο συµβαίνει  µε την αντίστοιχη του αρνητικού φορτίου (κόκκινο), η 

οποία περιβάλει την καρβόξυλο οµάδα της (Ι). Εποµένως ο κατιονικός και ανιονικός 

χαρακτήρας των πλευρικών αλυσίδων των Asp και Arg αντίστοιχα, στα RGD 
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ανάλογα, φαίνεται να παίζει πολύ σηµαντικό ρόλο, όπως βέβαια και η θέση αυτών 

των οµάδων. Στην ένωση (Ι) η απόσταση των δύο αντίθετα φορτισµένων οµάδων 

είναι 15.3 Å. Οι καρβονυλικές οµάδες που συνδέονται µε τους δακτύλιους βενζολίου 

και πιπεριδίνης, επίσης βρίσκονται µέσα σε πεδία ευνοϊκά για ιοντική αλληπεπίδραση 

και πιθανή συµµετοχή τους σε δεσµούς υδρογόνου, συµβάλλει σε αύξηση της 

δραστικότητας του αναλόγου. Η µεγάλη περιοχή στερικών παρεµποδίσεων (κίτρινο) 

που βρίσκεται στη µία πλευρά της αµίδινο-ΝΗ-οµάδας, ενώ στην άλλη πλευρά 

ευνοούνται ιοντικές αλληλεπιδράσεις, υποδεικνύει πιθανά την κατεύθυνση της 

γουανίδινο-οµάδας σε ένα δραστικό RGD ανάλογο. Από την άλλη πλευρά, η περιοχή 

που ευνοεί την διευθέτηση µεγάλων οµάδων (πράσινο), βρίσκεται σε συµφωνία µε τη 

θέση του αίθυλο-υποκαταστάτη της (Ι). Σε συγκριτική µελέτη των δοµών του RGDW 

πεπτιδίου µε την (Ι), υπάρχει πολύ καλή ταύτιση της θέσης της πλευρικής αλυσίδας 

της Trp, και της αίθυλο-οµάδας της (Ι). Το γεγονός αυτό στηρίζει το σηµαντικό ρόλο 

µίας υδρόφοβης οµάδας στη θέση που ακολουθεί το Asp στην αλληλουχία RGD.  
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2.4 ΕΠΑΝΑΛΑΜΒΑΝΟΜΕΝΟΙ ΟΛΙΓΟΠΕΠΤΙ∆ΙΚΟΙ ΦΟΡΕΙΣ SOCn  

 

 O φορέας SOCn
65 (n=4,5,�) αποτελείται από την επαναλαµβανόµενη 

αλληλουχία αµινοξέων (τριπεπτίδια) Lys-Aib-Gly (Σχήµα 2.12). Η επιλογή των 

συγκεκριµένων αµινοξέων έγινε για να επιτευχθούν ορισµένα σηµαντικά δοµικά 

χαρακτηριστικά. Με διαµορφωτικές µελέτες στο τετραµερές και πενταµερές, έχει 

προκύψει µία δοµική σταθερότητα και κανονικότητα και στις δύο περιπτώσεις. Πιο 

συγκεκριµένα, από τα δεδοµένα της φασµατοσκοπίας NMR και µε υπολογισµούς 

µοριακής δυναµικής66, έχει αποδειχθεί ότι η δοµή του φορέα είναι κεκαµένη 310 έλικα 

(Σχήµα 2.13), είτε πρόκειται για το τετραµερές, είτε για το πενταµερές. Η µέση 

τετραγωνική απόκλιση (rms) µεταξύ των τιµών 310 έλικας και του φορέα SOCn, 

υπολογίστηκε µικρότερη από 1.4 Å.  

  

 

Σχήµα 2.12 Ο επαναλαµβανόµενος ολιγοπεπτιδικός φορέας SOCn (Sequential 
oligopeptide carrier) Το Α συµβολίζει προσδεµένα πεπτίδια στην πλευρική αλυσίδα 
της Lys.    
 

 

Σηµαντικό ρόλο στην ελικοειδή διαµόρφωση έχει το α-αµινοϊσοβουτυρικό 

οξύ (Aib). Το Aib φέρει δύο µεθύλια στον α-άνθρακα, γεγονός που επιφέρει 

διαµορφωτική ακαµψία (γωνίες φ και ψ) (Σχήµα 2.9) όταν εισαχθεί στον σκελετό 

ενός πεπτιδίου. Οι επιτρεπτές τιµές που λαµβάνουν οι γωνίες φ και ψ, ευνοούν τις 

ελικοειδείς διαµορφώσεις. Λαµβάνοντας υπόψη ότι το Aib επαναλαµβάνεται κάθε 

τρίτο κατάλοιπο στην αλληλουχία του SOCn, συµπεραίνεται ότι είναι ουσιαστικά ο 

παράγοντας που επάγει την 310 έλικα.  

  A c -L y s - A ib -G ly - L y s - A ib -G ly - L y s -A ib - G ly -L y s -A ib - G ly

 Α   Α

 Α   Α
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 Ο ρόλος της Gly είναι ακριβώς αντίθετος µε αυτόν του Aib. Λόγω του µικρού 

της στερεοχηµικού όγκου, επιτρέπει την ευκαµψία του πεπτιδικού σκελετού 

αφήνοντας ουσιαστικά τα γειτονικά αµινοξέα να καθορίσουν την διαµόρφωση. Η 

επαναλαµβανόµενη τριπλέτα αµινοξέων συµπληρώνεται µε την Lys. Η ελεύθερη 

αµινοµάδα της πλευρικής της αλυσίδας, επιτρέπει την οµοιοπολική πρόσδεση στο 

φορέα άλλων πεπτιδίων, κυρίως αντιγονικών επιτόπων. Το SOCn, έχει 

χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα ως φορέας επιτόπων67-69 και έχει αποδειχθεί ότι, διατηρεί 

τα δοµικά του χαρακτηριστικά χωρίς να αλληλεπιδρά µε τα προσδεµένα σε αυτόν 

πεπτίδια. Επιπλέον η κανονικότητα της δοµής του και η απουσία διαµορφωτικών 

περιορισµών και στερικών παρεµποδίσεων, βελτιώνει τη βιολογική δράση των 

πεπτιδίων που φέρει, προσφέροντάς τους ουσιαστικά ένα σταθερό υπόστρωµα.  

  

 

Σχήµα 2.13 Η ελαχιστοποιηµένη δοµή του φορέα SOCn όπως βρέθηκε από µελέτες 
µοριακής δυναµικής.  
 

 

Η δοµή της κεκαµένης 310 έλικας του SOCn σταθεροποιείται µε ένα σύνολο 

ενδοµοριακών δεσµών υδρογόνου68. Αυτό διαπιστώνεται µε πειράµατα φασµατο- 

σκοπίας NMR και προσδιορισµό των συντελεστών θερµοκρασίας των αµιδικών 

πρωτονίων  του πεπτιδικού σκελετού. Από τα ίδια πειράµατα διαπιστώθηκε ότι η 

γωνία στρέψης φ για την Gly λαµβάνει τιµές ±70 ο, κάτι που φανερώνει 

διαµορφωτική ακαµψία στο δεσµό Ν-Cα στο µόριο της γλυκίνης και κατά συνέπεια 

στο µόριο του φορέα68. Αξιοσηµείωτη είναι και η οµοιότητα µεταξύ των τιµών των 
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χηµικών µετατοπίσεων, των αµιδικών πρωτονίων του ίδιου επαναλαµβανόµενου 

αµινοξέος, κατά την προοδευτική αύξηση του µήκους του φορέα. Αυτό δείχνει την 

κανονικότητα σε µία διαµόρφωση που ξεκινά από το καρβοξυ-τελικό άκρο του 

πεπτιδίου.                
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   ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 
 

ΠΕΠΤΙ∆ΙΚΗ ΣΥΝΘΕΣΗ  
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3. ΠΕΠΤΙ∆ΙΚΗ ΣΥΝΘΕΣΗ 
 

3.1 Σχηµατισµός πεπτιδικού δεσµού 

 

Ο σχηµατισµός ενός  πεπτιδικού δεσµού µεταξύ δύο αµινοξέων επιτυγχάνεται 

µε πυρηνόφιλη προσβολή της αµινοµάδας του ενός, στον καρβονυλικό άνθρακα του 

άλλου. Στην πεπτιδοχηµεία, η ακυλίωση της αµινοµάδας µε αποτέλεσµα το 

σχηµατισµό ενός αµιδικού δεσµού µεταξύ δύο αµινοξέων, καλείται σύζευξη 

(coupling).  

Στο εργαστήριο, η επίτευξη της σύζευξης δεν είναι δυνατή µε απλή ανάµιξη, 

καθώς απαιτείται κατανάλωση ελεύθερης ενέργειας. Το βήµα που καθορίζει την 

πορεία της αντίδρασης, ευνοώντας το σχηµατισµό του πεπτιδικού δεσµού, είναι η 

ενεργοποίηση του καρβοξυλίου του ενός αµινοξέος, έτσι ώστε να είναι δυνατή η 

πυρηνόφιλη προσβολή, από την αµινοµάδα ενός δεύτερου αµινοξέος, υπό ήπιες 

συνθήκες. Η ενεργοποίηση λαµβάνει χώρα µε τη χρησιµοποίηση ενός δέκτη 

ηλεκτρονίων Χ, ο οποίος αντικαθιστώντας την οµάδα �ΟΗ, αυξάνει την πολικότητα 

του καρβονυλίου, διευκολύνοντας έτσι σε µεγάλο βαθµό την αντίδραση πυρηνόφιλης 

υποκατάστασης µεταξύ των δύο αµινοξέων (σχήµα 3.1). 

  

 

 

Σχήµα 3.1 Σχηµατισµός αµιδικού δεσµού µε ενεργοποίηση του καρβοξυλίου  από 

οµάδα δέκτη ηλεκτρονίων και πυρηνόφιλη προσβολή από την αµινοµάδα.  
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Οι κυριότερες µέθοδοι που έχουν χρησιµοποιηθεί για την ενεργοποίηση του 

καρβοξυλίου είναι των χλωριδίων70, των αζιδίων71, των µικτών ανυδριτών72, των 

ενεργων εστέρων71 και των αντιδραστηρίων σύζευξης73. Από αυτές, εκείνη που 

συγκεντρώνει τα περισσότερα πλεονεκτήµατα και έχει επικρατήσει σήµερα έναντι 

των υπολοίπων, είναι η µέθοδος των αντιδραστηρίων σύζευξης. 

 Η ενεργοποίηση του καρβοξυλίου, από µόνη της, δεν είναι αρκετή, ώστε να 

σχηµατισθεί ο επιθυµητός πεπτιδικός δεσµός. Η παρουσία περισσότερων από µία 

αµινοµάδων, καρβοξυλοµάδων, καθώς και άλλων δραστικών οµάδων στις πλευρικές 

αλυσίδες των αµινοξέων, καθιστά την αντίδραση µη εκλεκτική. Το πρόβληµα αυτό 

ξεπερνιέται µε την εισαγωγή κατάλληλων προστατευτικών οµάδων. Έτσι, σε µία 

αντίδραση σύζευξης, η α-αµινοµάδα του ακυλιωτικού µέσου, η καρβοξυλοµάδα του 

πυρηνόφιλου συστατικού, και τυχόν δραστικά τµήµατα των πλευρικών αλυσίδων των 

δύο αντιδρώντων, προστατεύονται εκλεκτικά µε οµάδες αδρανείς στις συνθήκες της 

αντίδρασης.  

 Μία συνοπτική περιγραφή των σταδίων της σύνθεσης ενός διπεπτιδίου από 

δύο αµινοξέα, είναι η ακόλουθη: 

          α) Παροδική προστασία, µε κατάλληλη οµάδα Υ, της α-αµινοµάδας του 

συστατικού, του οποίου το καρβοξύλιο πρόκειται να ενεργοποιηθεί. 

 β) Παροδική προστασία, µε κατάλληλη οµάδα Υ΄, του α-καρβοξυλίου του 

πυρηνόφιλου συστατικού.  

 γ) Ηµιµόνιµη προστασία των δραστικών οµάδων στις πλευρικές αλυσίδες των 

αµινοξέων. 

 δ) Σχηµατισµός του αµιδικού δεσµού κατόπιν ενεργοποίησης του ελεύθερου 

α-καρβοξυλίου µε κατάλληλη οµάδα Χ. 

 ε) Αποµάκρυνση εκλεκτικά και σε συνθήκες στις οποίες δεν επηρεάζεται ο 

πεπτιδικός δεσµός, των προστατευτικών οµάδων.  

Το παραγόµενο διπεπτίδιο είναι δυνατόν να επιµηκυνθεί, µε την εισαγωγή ενός 

τρίτου αµινοξέος και επανάληψη των παραπάνω σταδίων.  

 

3.2 Σύνθεση πεπτιδίων σε στερεά φάση 

 

 Κατά την σύνθεση ενός διπεπτιδίου σε διάλυµα, το προϊόν πρεπει να 

αποµονωθεί, να καθαριστεί απο τα παραπροϊόντα και να ταυτοποιηθεί. Αυτή η 

διαδικασία πρέπει να επαναλαµβάνεται σε κάθε στάδιο προσθήκης νέου αµινοξέος 
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κατά την επιµήκυνση της πεπτιδικής αλυσίδας, γεγονός που καθιστά τη σύνθεση 

πεπτιδίων µία επίπονη και χρονοβόρα διαδικασία. Σταθµό στην εξέλιξη της 

πεπτιδικής σύνθεσης αποτέλεσε η ανάπτυξη της µεθόδου σύνθεσης πεπτιδίων σε 

στερεό υπόστρωµα (solid phase peptide synthesis, SPPS)74-76 από τον R. B. Merrifield 

(1963). Αρχή της µεθόδου είναι η πρόσδεση της καρβοξυλοµάδας του Ν-

προστατευµένου C-τελικού αµινοξέος, του πεπτιδίου που πρόκειται να συντεθεί, σε 

ένα αδιάλυτο πολυµερές (ρητίνη). Αποπροστασία της α-αµινοµάδας και εισαγωγή του 

επόµενου Ν-προστατευµένου αµινοξέος µε παράλληλη ενεργοποίηση του 

καρβοξυλίου του κάθε φορά, προάγει την επιµήκυνση της πεπτιδικής αλυσίδας. Η 

περίσσεια των αντιδρώντων, καθώς και τα παραπροϊόντα  σε κάθε στάδιο 

αποπροστασίας και σύζευξης αποµακρύνονται µε εκπλύσεις του στερεού από 

κατάλληλους οργανικούς διαλύτες, ενώ το πεπτίδιο παραµένει προσδεδεµένο στη 

ρητίνη, εώς ότου ολοκληρωθεί η σύνθεση της αλληλουχίας του. Στο σηµείο αυτό µε 

επεξεργασία µε κατάλληλο αντιδραστήριο (συνήθως ισχυρό οξύ) γίνεται η απόσπαση 

του πεπτιδίου  από τη ρητίνη  µε παράλληλη αποµάκρυνση τυχόν προστατευτικών 

οµάδων (ηµιµόνιµη προστασία) των πλευρικών αλυσίδων. Η γενική πορεία της 

σύθεσης πεπτιδίων σε στερεά φάση παρουσιάζεται στο σχήµα 3.2 

 

3.2.1 Το στερεό πολυµερές υποστήριγµα       

 

 Η ρητίνη77 που θα χρησιµοποιηθεί σε µια πεπτιδική σύνθεση, πρέπει να έχει 

ορισµένες φυσικές και χηµικές ιδιότητες, ώστε να επιτευχθούν ποσοτικές αντιδράσεις 

µε υψηλές αποδόσεις και όσο το δυνατό λιγότερες απώλειες78. Η αρχή λειτουργίας 

της βασίζεται στην οµοιοπολική πρόσδεση της, µε το πρώτο αµινοξύ της αλληλουχίας 

που πρόκειται να συντεθεί. Εποµένως θα πρέπει να είναι δυνατή η χηµική 

τροποποίηση του πολυµερούς µε κατάλληλη οµάδα η οποία θα συνδεθεί µε το 

καρβοξύλιο του αµινοξέος. Ο τύπος του δεσµού θα πρέπει, να είναι ανθεκτικός στις 

συνθήκες που θα  πραγµατοποιηθούν όλες οι αντιδράσεις κατά την σύνθεση. Η 

πρόσβαση του πρώτου αµινοξέος, καθώς και των υπολοίπων αντιδραστηρίων και 

διαλυτών στο εσωτερικό του πλέγµατος του πολυµερούς είναι ένας άλλος βασικός 

παράγοντας. Έτσι η διάταξη και το µέγεθος του πλέγµατος πρέπει να είναι τέτοια που 

να επιτρέπει την έκθεση των δραστικών οµάδων προς τα διαλυτά αντιδραστήρια, 

καθώς και την εύκολη αποµάκρυνση των παραπροϊόντων από τους διαλύτες. 

Επιπλέον είναι απαραίτητο να είναι χηµικά αδρανές  
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Σχήµα 3.2 Γενική πορεία σύνθεσης πεπτιδίων σε στερεά φάση. 
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Cl CH2 R

 

στις συνθήκες της σύνθεσης. Τέλος, αναγκαία προϋπόθεση είναι η µηχανική του 

σταθερότητα. 

 Η ρητίνη του Merrifield74 αποτελείται από το συµπολυµερές στυρολίου �

διβινυλοβενζολίου και την δραστική χλωροµέθυλο οµάδα (σχήµα 3.3). Η τελευταία 

σε αντίδραση µε το άλας του Να-προστατευµένου αµινοξέος οδηγεί στην οµοιοπολική 

πρόσδεση του µε την ρητίνη µε εστερικό δεσµό.  

 

 

 

  

Σχήµα 3.3 Η ρητίνη Merrifield 

 

Οι προσπάθειες για βελτιώσεις στις φυσικοχηµικές ιδιότητες των ρητινών, 

εστιάστηκαν στην σταθερότητα του δεσµού πρόσδεσης του πεπτιδίου µε το 

πολυµερές, καθώς και την αύξηση του χώρου του πλέγµατος, ιδιαίτερα για την 

σύνθεση πεπτιδίων µε µεγάλες σε µήκος αλληλουχίες79. Έτσι µε διάφορες 

τροποποιήσεις παρασκευάστηκαν παράγωγα όπως η φαινυλακεταµιδοµεθυλο ρητίνη 

(PAM resin)80, η οποία λόγο της παρουσίας της φαινυλακεταµιδο οµάδας, παρέχει 

αυξηµένη σταθερότητα στον εστερικό δεσµό µε το C-τελικό αµινοξύ, ως προς τα 

οξέα, ενώ παράλληλα αυξάνει τον χώρο µεταξύ του πλέγµατος και της πεπτιδικής 

αλυσίδας. Με άλλες αλλαγές, προέκυψαν ρητίνες που είναι σταθερές σε βασικές 

συνθήκες, ενώ το πεπτίδιο αποσπάται από το πολυµερές µε επίδραση αραιού οξέος, 

όπως η p-αλκοξυβενζυλοξυβενζυλo-ρητίνη (Wang resin)77. Επίσης µε χρήση 

βενζυδρυλάµινο οµάδας στην ρητίνη έγινε δυνατή η απόσπαση του πεπτιδίου, µε το 

C-τελικό κατάλοιπο τροποποιηµένο ως αµίδιο (ΜΒΗΑ resin)81. Στον πίνακα 3.1 

αναφέρονται µερικές από της ρητίνες που χρησιµοποιούνται ευρέως σήµερα από τους 

πεπτιδοχηµικούς. 

 

3.2.2 Παροδική και ηµιµόνιµη προστασια 

 

 Κατά την σύνθεση της πεπτιδικής αλληλουχίας χρησιµοποιείται παροδική 

προστασία για την α-αµινοµάδα του εκάστοτε προστιθέµενου αµινοξέος και 

ηµιµόνιµη προστασία για τις δραστικές οµάδες των πλευρικών αλυσίδων. Η α-
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αµινοπροστατευτικές οµάδες αποµακρύνονται σε κάθε κύκλο σύζευξης, ενω αυτές 

των πλευρικών αλυσίδων, συνήθως, κατά την απόσπαση του πεπτιδίου από την 

ρητίνη.  

Πινακας 3.1 Οι τύποι και οι εµπορικές ονοµασίες διαφόρων ρητινών. 

Ονοµασία Τύπος 

Merrifield 
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Η βενζυλοξυκαρβόνυλο οµάδα (καρβοβενζοξυ, Cbz ή Z οµάδα)82, που 

προτάθηκε από τους Βergmann και Zervas, αποτέλεσε την πρώτη σπουδαία 

αµινοπροστατευτική οµάδα. Στην εξέλιξη, παρουσιάστηκαν διάφορες τροποποιήσεις, 

και τα τελευταία χρόνια οι πλέον κοινές είναι η tert-βουτυλοξυκαρβόνυλο οµάδα 

(Boc)83 και η 9-φλουορενυλο- µεθυλοξυκαρβονυλο οµάδα (Fmoc)84. Η Boc-οµάδα 

είναι ευαίσθητη στα οξέα και αποσπάται από την α-αµινοµάδα µε επίδραση   

τριφθοροξικού  οξέος  αραιωµένου σε διχλωροµεθάνιο  (TFA/DCM), (σχήµα 3.4). Το 

παραγόµενο τριφθοροξικό άλας στη συνέχεια εξουδετερώνεται µε µια τριτοταγή 

αµίνη. Συνήθως συνδυάζεται µε τις πλευρικές προστασίες, βενζυλεστέρα (BzlO)75 και 

p-τολουολο-σουλφονυλοµαδες (Tosyl)75, οι οποίες αποµακρύνονται µε επίδραση 

ισχυρού οξέος (ανυδρο HF)75, κατά την απόσπαση του πεπτιδίου από την ρητίνη.   
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Σχηµα 3.4 H αποµάκρυνση της Boc οµάδας µε τριφθοροξικό οξύ, και εξουδετέρωση 
του παραγόµενου άλατος µε διισοπροπυλο αιθυλαµίνη 
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Σε αντίθεση µε την Boc-, η Fmoc-οµάδα είναι ευαίσθητη σε βασικές συνθήκες84 και 

αποµακρύνεται από την α-αµινοµάδα µε επίδραση διαλύµατος πιπεριδίνης σε Ν,Ν-

διµεθυλοφορµαµιδιο (DMF), µε αντίδραση απόσπασης Ε1cB (σχήµα 3.5). Ως 

πλευρική προστατευτική οµάδα κατά την σύνθεση µε Fmoc-Nα προστασία 

χρησιµοποιείται η tert-βουτυλο (tBu)85 oµάδα ευαίσθητη σε οξέα.  
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Σχήµα 3.5 Αποµάκρυνση της Fmoc οµάδας µε πιπεριδίνη. 

 

 Εκτός από τις παραπάνω προστατευτικές οµάδες, υπάρχει µια πληθώρα άλλων 

προστασιών, ιδιαίτερα για τις δραστικές πλευρικές αλυσίδες και χρησιµοποιούνται 

ανάλογα µε το εκάστοτε αµινοξύ και την Να-προστασία του. Ως παραδείγµατα 

αναφέρονται, η 4-µεθοξυ-2,3,6-τριµέθυλοβενζινο-σουλφονυλοµαδα (Μtr)86, η οποία 

βρίσκει εφαρµογή στην προστασία της γουανιδινοµαδας της αργινίνης, η αλλυλοξυ-

καρβονυλοµαδα (Alloc)87 για την πλευρική αµινοµάδα της λυσίνης και η 

ακεταµιδοµεθυλοµάδα (Acm)88, για την σουλφυδρυλοµάδα της κυστεΐνης. Μία 

συνοπτική παρουσίαση των προστατευτικών οµάδων που χρησιµοποιούνται σήµερα, 

µε τις συντοµογραφίες και τους τύπους τους,  παρουσιάζεται στον πινακα 3.2.   
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Πίνακας 3.2 Οι προστατευτικές οµάδες  

Προσταυτευτική Οµάδα Συντοµο-
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N-dithiasuccinoyl 
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3.2.3 Αντιδραστήρια σύζευξης 

 

 Όπως αναφέρθηκε σε προηγούµενη παράγραφο, η µέθοδος που 

χρησιµοποιείται ευρύτατα σήµερα, για την πραγµατοποίηση µιας αντίδρασης 

σύζευξης µεταξύ δύο αµινοξέων, είναι αυτή των αντιδραστηρίων σύζευξης. Το 

δικυκλοεξυλοκαρβοδιιµίδιο (DCC)73 αποτελεί το πλέον αντιπροσωπευτικό 

αντιδραστήριο αυτής της κατηγορίας. Κύριο χαρακτηριστικό του είναι, η δυνατότητα 

πραγµατοποίησης της in situ ενεργοποίησης του καρβοξυλίου και της σύζευξης του 

τελευταίου µε το αµινο-συστατικό. Η αντίδραση αρχικά περιλαµβάνει την προσθήκη 

της καρβόξυλο οµάδας σε έναν από τους διπλούς δεσµούς του καρβοδιιµιδίου, 

δίνοντας ως ενδιάµεσο την Ο-ακυλο-ισοουρία89. Στη συνέχεια µε µια αντίδραση 

αµινόλυσης από το άµινο-συστατικό, σχηµατίζεται ο αµιδικός δεσµός µεταξύ των δύο 

αµινοξέων καθώς και διαλκυλοουρία. Είναι δυνατόν, κατά το σχηµατισµό της Ο-

ακυλο-ισοουρίας, ένα δεύτερο µόριο καρβοξυλικού οξέος να οδηγήσει µέρος της 

αντίδρασης στο σχηµατισµό ενός συµµετρικού ανυδρίτη. Ωστόσο και αυτή η 

παράπλευρη αντίδραση καταλήγει στο επιθυµητό προϊόν, την σύζευξη των δύο 

αµινοξέων73 (σχήµα 3.6).  

 Τα µειονεκτήµατα της µεθόδου σχετίζονται άµεσα, µε την υψηλή 

δραστικότητα της Ο-ακυλοϊσοουρίας, λόγω της µεγάλης ενεργοποίησης που παρέχει 

ο διπλός δεσµός µεταξύ άνθρακα και αζώτου. Το σηµαντικότερο είναι αυτό της 

ρακεµοποίησης και οφείλεται στην επέκταση της έλξης ηλεκτρονίων, που 

προκαλείται στον καρβονυλικό άνθρακα µέσω της ενεργοποίησής του από το 

καρβοδιιµίδιο, προς το οπτικά ενεργό κέντρο άνθρακα. Το αποτέλεσµα είναι η 

εύκολη απόσπαση πρωτονίου από το τελευταίο και τελικά ο σχηµατισµός οπτικά 

ισοµερών προϊόντων90,91 (σχήµα  3.7).  Επίσης ένα εξίσου σηµαντικό  πρόβληµα είναι 

η Ο→Ν ακυλο-µετάθεση όπου σχηµατίζεται το λιγότερο δραστικό ενδιάµεσο Ν-

ακυλοουρία µέσω µια µεταβατικής κατάστασης τεσσάρων ενεργών κέντρων92 (σχήµα 

3.8).    

 Τα παραπάνω προβλήµατα αντιµετωπίζονται επιτυχώς µε χρήση ενός 

βοηθητικού πυρηνόφιλου. Το τελευταίο δρα σε συνδυασµό µε τα ενδιάµεσα Ο-

ακυλοϊσοουρία και συµµετρικό ανυδρίτη, παρέχοντας ένα νέο ακυλιωτικό µέσο, 

χαµηλότερης δραστικότητας µεν, ικανό δε, για το γρήγορο σχηµατισµό του 

επιθυµητού αµιδικού δεσµού.  
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Σχήµα 3.6 Μηχανισµός αντίδρασης σύζευξης µε DCC. 
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Σχήµα 3.7 Ρακεµοποίηση ως συνέπεια της απόσπασης πρωτονίου από οπτικά ενεργό 

άτοµο άνθρακα. 
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Σχήµα 3.8 Ν-ακυλο µετάθεση και σχηµατισµός Ν-ακυλο-ισοουρίας. 



 

 37 

N
N

N

OH

N

O

O

OH

N NCR
O

OH

R
O

O

N
H

NC

HOBtRCOOH

O
O

R

N

N
N

R
O

O
R

O

HOBt

R'NH2

R'NH2

R
O

N
H

R'

Το πρώτο αντιδραστήριο αυτής της κατηγορίας ήταν το Ν-υδροξυ-

ηλεκτριµίδιο93 (Ι), ωστόσο το πλέον διαδεδοµένο σήµερα είναι το 1-υδροξυ-

βενζοτριαζόλιο (ΗΟΒt)94,95 (ΙΙ). 

 

 

 

 

                   (Ι)                                (ΙΙ)                                    

 

Το ενεργό ενδιάµεσο, Ο-ακυλοϊσοουρία, παρουσία του ΗΟBt µετατρέπεται 

στο Ο-ακυλο-1-υδροξυβενζοτριαζόλιο (σχήµα 3.9), το οποίο είναι λιγότερο δραστικό. 

Με αυτό τον τρόπο µειώνεται η συγκέντρωση καθώς και ο χρόνος ζωής του αρχικού 

ενδιαµέσου και εποµένως το ποσοστό της ρακεµοποίησης και της  Ο→Ν 

ακυλοµετάθεσης. Επιπλέον το ΗΟΒt, ως ασθενές οξύ, εµποδίζει την απόσπαση 

πρωτονίου από τον οπτικά ενεργό άνθρακα, δηλαδή συµβάλλει µε ένα δεύτερο τρόπο 

στην µείωση της απώλειας οπτικής καθαρότητας. 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.9 Μηχανισµός αντίδρασης σύζευξης µε DCC παρουσία HOBt.  
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Παρόµοιες ιδιότητες µε αυτές του 1-υδροξυ-βενζοτριαζολίου έχουν εµφανίσει 

και µια σειρά άλλων αντιδραστηρίων. Η 3-υδροξυ-4-οξο-3,4-διυδρο-1,2,3-

βενζοτριαζίνη (HODhbt)93, (III), είναι πιο αποτελεσµατική ως προς τη µείωση της 

ρακεµοποίησης, ωστόσο δίνει ως παραπροϊόν ένα αζίδιο το οποίο αντιδρά µη 

αντιστρεπτά µε τις ελεύθερες αµινοµάδες. Αντίθετα το 1-υδροξυ-7-

αζαβενζοτριαζόλιο (ΗΟΑt)96, (ΙV), σε συνδυασµό µε ένα εύρος αντιδραστηρίων 

σύζευξης, παρέχει γρήγορες αντιδράσεις, µε υψηλές απο- δόσεις και µειωµένο 

ποσοστό ρακεµοποίησης.  

 

 

 

 

 

 

          (ΙΙΙ)                    (ΙV) 

 

Η χρήση του δικυκλοεξυλοκαρβοδιιµιδίου στην πεπτιδική σύνθεση παραµένει 

διαδεδοµένη µέχρι και σήµερα97. Τα τελευταία χρόνια ωστόσο, µεγάλης αναγνώρισης 

τυγχάνουν τα φωσφονικά και ουρονικά παράγωγα. Το 1Η-βενζοτριαζολυλο Ν-

οξυτρι(διµεθυλαµινο) φωσφονικο εξαφθοροφωσφορικό άλας (ΒΟΡ)98,99, (V), 

αποτελεί το πρώτο σπουδαίο αντιδραστήριο της κατηγορίας, ενώ µία βελτιωµένη 

έκδοση του είναι το 1Η-βενζοτριαζολυλο Ν-οξυ-τρι(πυρρολιδινο) φωσφονικό 

εξαφθοροφωσφορικό άλας (PyBOP)100,101,  (VI).  

 

 

      

 

  

 

                                                     (V)                     (VI) 

 

 Από την κατηγορία των ουρονικών παραγώγων, ξεχωρίζει το Ο-βεν- 

ζοτριαζολυλο-τετραµεθυλο-ισοουρονικό εξαφθοροφωσφωρικό παράγωγο της ουρίας 

(HBTU)102,103, (VII), το οποίο διακρίνεται για το χαµηλό βαθµό ρακεµοποίησης. Ένα 
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άλλο αρκετά δηµοφιλές αντιδραστήριο σήµερα, είναι το Ο-βενζοτριαζολυλο-

τετραµεθυλο-ισοουρονικό τετραβοροφωσφορικό άλας (TBTU)104, (VIII).    

 

   

 

 

   

 

         (VII)                                    (VIII) 

                                                 

Οι πορείες που ακολουθούν τα παραπάνω αντιδραστήρια σε µία αντίδραση 

σύζευξης, είναι σχεδόν παρόµοιες ως προς το µηχανισµό (σχήµα 3.10). Τα 

φωσφονικά παράγωγα δεν αντιδρούν µε τις α-αµινοµάδες των αµινοξέων και έτσι 

προστίθενται απευθείαν στο µίγµα µε το καρβόξυλο- και αµινο-συστατικό. 

Απαραίτητη είναι η παρουσία µιας τριτοταγούς βάσης, η οποία συνήθως είναι η 

διισοπροπυλο-αιθυλαµίνη (DIEA ή DIPEA), για την απόσπαση πρωτονίου και τον 

ιονισµό του καρβοξυλίου. Το παραγώµενο ενδιάµεσο είναι πολυ δραστικό και 

προσβάλλεται από το οξυανιόν του 1-υδροξυβενζοτριαζολίου, σχηµατίζοντας ένα 

βενζοτριαζολυλο εστέρα, ο οποίος υφίσταται αµινόλυση προς το επιθυµητό προϊόν. 

Στην  περίπτωση των ουρονικών παραγώγων η σηµαντική διαφορά έγκειται στο ότι 

αντιδρούν µη αντιστρεπτά µε την αµινοµάδα του αµινο-συστατικού105. Ως εκ τούτου 

το καρβοξύλιο του αµινοξέως που πρόκειται να συζευχθεί, ενεργοποιείται µε το 

ουρονικό παράγωγο, πριν προστεθεί στο µίγµα µε το αµινοξύ που διαθέτει την 

ελεύθερη αµινοµάδα. 

 Τα φωσφονικά και ουρονικά άλατα προτιµούνται σήµερα στην πεπτιδική 

σύνθεση, έναντι του δικυκλοεξυλο-καρβοδιιµιδίου, στις περισσότερες των 

περιπτώσεων. Ιδιαίτερα, όταν πρόκειται για σύζευξη αµινοξέων µε υψηλή 

στερεοχηµική παρεµπόδιση λόγω µεγάλων πλευρικών αλυσίδων106-109, ή κατα τη 

σύνθεση µε τη βοήθεια αυτόµατων µηχανηµάτων (synthesizers) όπου µειώνουν σε 

µεγάλο βαθµό την χρονική διάρκεια των συζεύξεων.  
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Σχήµα 3.10 Σχηµατισµός πεπτιδικού δεσµού παρουσία ΗBTU και HOBt. 

 

 

3.2.4 Απόσπαση του πεπτιδίου από τη ρητίνη      

                                                                                      

 Το τελικό βήµα, µετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης της πεπτιδικής 

αλληλουχίας, είναι η απόσπαση του πεπτιδίου από την ρητίνη. Θεωρείται ως το 

σηµαντικότερο σηµείο της πορείας, καθώς θα πρέπει να επιλεχθούν  συνθήκες αρκετά 

δραστικές για την απόσπαση, αλλά και ήπιες παράλληλα, για την διατήρηση των 

δοµικών στοιχείων του πεπτιδίου110,111. 

Κατά την σύνθεση πεπτιδίων µε χρήση της Boc αµινοπροστατευτικής οµάδας 

(βλ. παράγραφο 3.2.2), τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιούνται για την αποκοπή του 

πεπτιδίου από το στερεό υπόστρωµα, είναι το άνυδρο υδροφθορικο οξύ112 (ΗF) και το 

TFMSA113. Εκτός από την απόσπαση από την ρητίνη, αποµακρύνονται και οι 

προστατευτικές οµάδες των πλευρικών αλυσίδων των αµινοξέων, οι οποίες έχουν 
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διατηρηθεί κατά την σύνθεση. Η αντίδραση λαµβάνει χώρα σε ειδική συσκευή111, 

καθώς είναι ιδιαίτερα τοξική, ενώ το άνυδρο υδροφθορικό οξύ διαβρώνει και το 

γυαλί. Ο σχηµατισµός ηλεκτρόφιλων αλκυλιωτικών ενδιαµέσων από την 

αποµάκρυνση των ηµιµόνιµων προστασιών, κάνει αναγκαία την παρουσία ειδικών 

αντιδραστηρίων που δεσµεύουν καρβοκατιόντα (scavengers), όπως η ανισόλη. Έτσι 

αποφεύγονται παράπλευρες αντιδράσεις σε πυρηνόφιλα κέντρα των αµινοξέων της 

πεπτιδικής αλυσίδας.  

 Στην περίπτωση που η σύνθεση πραγµατοποιείται µε την Fmoc-στρατηγική, η 

απόσπαση του πεπτιδίου από τη ρητίνη είναι εφικτή µε το  λιγότερο  ισχυρό  

τριφθοροξικό 

oξύ114 (ΤFA). H αντίδραση λαµβάνει χώρα σε ηπιότερες συνθήκες και χωρίς την 

χρήση ειδικής συσκευής, ωστόσο και σε αυτή την περίπτωση είναι απαραίτητη η 

παρουσία πυρηνόφιλων για την αποµάκρυνση των σχηµατιζόµενων καρβοκατιόντων.  
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   ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 
 

ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ NMR ΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ  
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4. ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ NMR ΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ 
 

 Η βασική αρχή της φασµατοσκοπίας πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού 

(Νuclear Magnetic Resonance, NMR), είναι η ανίχνευση της αλληλεπίδρασης 

ραδιοκυµάτων µε πυρήνες σε ισχυρό µαγνητικό πεδίο. Η µαθηµατική επεξεργασία 

αυτής της αλληλεπίδρασης, αποτελεί ένα από τα σπουδαιότερα εργαλεία στη µελέτη 

της µοριακής δοµής.  

 Τα πεπτίδια είναι ιδιαίτερα σηµαντικά µόρια στις διάφορες λειτουργίες των 

ζωντανών οργανισµων και η δράση τους εξαρτάται άµεσα από την διαµόρφωση τους. 

Οι πληροφορίες που προσφέρει η φασµατοσκοπία NMR για την δοµή ενός πεπτιδίου, 

είναι ένα από τα βασικά µέσα που διαθέτει ο πεπτιδοχηµικός για την κατανόηση του 

µηχανισµού δράσης του. Είναι γεγονός ότι ένα πεπτίδιο σε διάλυµα µπορεί να λάβει 

ένα σύνολο διαµορφώσεων, ανάλογα και µε την πρωτοταγή δοµή του,  οι οποίες 

βρίσκονται σε ισορροπία µεταξύ τους115,116. Επίσης σηµαντικό ρόλο στην έκφραση 

αυτής της ισορροπίας έχουν διάφοροι παράγοντες όπως ο διαλύτης, η θερµοκρασία, 

το ιξώδες και το pH του διαλύµατος. Ωστόσο, η φασµατοσκοπία NMR θεωρείται 

αρκετά ευαίσθητη µέθοδος, είτε για την εξαγωγή µίας µέσης δοµής, είτε ακόµα και 

για την ανίχνευση διαφορετικών διαµορφώσεων σε ισορροπία σε µερικές 

περιπτώσεις. Ιδιαίτερα µε την ανάπτυξη της πολυδιάστατης και πολυπαλµικής 

φασµατοσκοπίας και ενός µεγάλου αριθµού διαφορετικών πειραµατικών τεχνικών, 

είναι εφικτό σήµερα να γίνει πλήρης προσδιορισµός της πρωτοταγούς, δευτεροταγούς 

και τριτοταγούς δοµής ενός πεπτιδίου και να συντελέσει τα µέγιστα στη µελέτη της 

σχέσης διαµόρφωση-βιολογική δράση.  

 

4.1 Το παλµικό πείραµα µίας διάστασης του πρωτονιακού ΝΜR (1D 1H-NMR) 

  

 Τα πρωτόνια, όπως και τα ηλεκτρόνια, έχουν την ιδιότητα της αυτοστροφής 

και spinκβαντικό αριθµό Ι=1/2. Όταν ο πυρήνας υδρογόνου βρεθεί σε εξωτερικό 

µαγνητικό πεδίο έντασης Β0, η µαγνητική του ροπή προσανατολίζεται είτε 

παράλληλα (κατάσταση χαµηλής ενέργειας), είτε αντιπαράλληλα (κατάσταση υψηλής 

ενέργειας) προς αυτό117. Το αποτέλεσµα της απορρόφησης ενός κβάντου ενέργειας 

(hv) από το πρωτόνιο, είναι η µετάπτωση του από τη µία κατάσταση ενέργειας στην 

άλλη (Σχήµα 4.1). Η συχνότητα του κβάντου ενέργειας (v), εξαρτάται από το  
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Σχήµα 4.1 Οι ενεργειακές στάθµες του πυρήνα (Ι=±1/2) σε µαγνητικό πεδίο.   

 

γυροµαγνητικό λόγο (γ) του πρωτονίου και το πεδίο Β0 (v=γΒ0) και ως εκ τούτου η 

ενέργεια που χρειάζεται να απορροφήσει το πρωτόνιο προκειµένου να µεταβεί από τη 

µία ενεργειακή κατάσταση στην άλλη, είναι ∆Ε=hγΒ0. 

Όταν µία οµάδα από πυρήνες βρεθεί σε εξωτερικό µαγνητικό πεδίο, η 

στατιστική κατανοµή των spin στις δύο ενεργειακές καταστάσεις ορίζεται από το 

νόµο του Boltzmann Nβ/Να=exp(∆Ε/ΚΤ), όπου Να και Νβ οι πληθυσµοί των spin στην 

κατάσταση χαµηλής και υψηλής ενέργειας αντίστοιχα, ∆Ε η ενεργειακή διαφορά 

µεταξύ των δύο, Κ η σταθερά του Boltzmann και Τ η θερµοκρασία. Το σήµα που 

ανιχνεύεται στη φασµατοσκοπία NMR είναι το αποτέλεσµα της µετάβασης των spin 

από τη µία κατάσταση στην άλλη και οφείλεται στην διαφορά των πληθυσµών 

µεταξύ τους. 

Η συνισταµένη µαγνητική ροπή (µαγνήτιση Μ0) των επιµέρους ροπών των 

spin των πυρήνων, υπό την επίδραση του εξωτερικού µαγνητικού πεδίου Β0, κείται 

στον άξονα z, ενός συστήµατος καρτεσιανών συντεταγµένων, µε µέγεθος ανάλογο 

της τιµής (Να-Νβ). Αν σε αυτό το σύστηµα επιδράσει ένας παλµός (της τάξης των 

µsec) από ένα ταλαντευόµενο µαγνητικό πεδίο Β1 κάθετο στο Β0, η µαγνήτιση Μ 

αλλάζει διεύθυνση, ανάλογα µε την ένταση, τη φορά, και το χρόνο εφαρµογής του Β1. 

Ο παλµός που θα αναγκάσει την Μ να αποκλίνει κατά 90ο από τον άξονα z, καλείται 

παλµός 90ο. Μετά την εφαρµογή του, η µαγνήτιση περιστρέφεται στο επίπεδο xy, µε 

συχνότητα ίση µε εκείνη που απαιτείται για την µετάβαση των spin µεταξύ των δύο 

ενεργειακών καταστάσεων (συχνότητα Larmor) (Σχήµα 4.2).  

Στο σηµείο αυτό λαµβάνουν χώρα οι µηχανισµοί αποδιέργεσης, δηλαδή η 

επιστροφή του διανύσµατος Μ στην κατάσταση ισορροπίας. Η αποδιέγερση 
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Σχήµα 4.2 (α) Mεταπτωτική τροχιά πυρήνων, (β) Το άνυσµα της συνολικής 
πυρηνικής µαγνήτισης Μ, (γ) Εφαρµογή παλµού 900 στον άξονα x, (δ) Η µετάπτωση 
της µαγνήτισης Μ στον άξονα y µετά την εφαρµογή του παλµού, (ε) Η µεταπτωτική 
κίνηση της µαγνήτισης Μ στο επίπεδο xy (στ) Η συνολική σπειροειδής µεταπτωτική 
κίνηση της µαγνήτισης Μ προς τον άξονα z. 
 

 

συµβαίνει µε δύο παράλληλες διαδικασίες, την εκθετική αύξηση της συνιστώσας z 

της Μ (Μz) και την µείωση της συνιστώσας xy (Mxy), εώς ότου πάρουν τις αρχικές 

τιµές Mz=M0 και Μxy=0 (κατάσταση ισορροπίας). Η αποδιέγερση κατά τον άξονα z ή 

spin-πλέγµα αποδιέγερση, περιγράφεται από τη χρονική σταθερά Τ1, ενώ η 

αντίστοιχη στο επίπεδο xy ή spin-spin αποδιέγερση, από τη χρονική σταθερά Τ2. Εώς 

ότου επανέλθει το σύστηµα στην κατάσταση ισορροπίας η περιστροφή της Μ στο 

επίπεδο xy, δηµιουργεί ένα µεταβαλλόµενο µαγνητικό πεδίο το οποίο µε τη σειρά 

του, επάγει ηλεκτρικό πεδίο σε ένα πηνίο (ανιχνευτή) που βρίσκεται στον άξονα x ή 

y. To ηλεκτρικό σήµα που ανιχνεύεται, φθίνει σε συνάρτηση µε το χρόνο, λόγω της 

φθοράς του Μxy και αποτελεί το σήµα ελεύθερης επαγωγικής φθοράς (Free Induction 

Decay, FID) (Σχήµα 4.3). Για τη βελτίωση του λόγου του καταγραφόµενου σήµατος 

προς το θόρυβο, το πείραµα µε την εφαρµογή του παλµού επαναλαµβάνεται αρκετές 

φορές και οι FID που καταγράφονται προστίθενται. Η τελική εικόνα ενός φάσµατος 

NMR προκύπτει µε µετασχηµατισµό Fourier του χρονοεξαρτώµενου σήµατος σε 

συνάρτηση της συχνότητας v.  
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Σχήµα 4.3 Η εφαρµογή ενός παλµού 90ο και η παραγωγή της ελεύθερης επαγωγικής 
φθοράς (FID), η οποία και καταγράφεται συναρτήσει του χρόνου. 
 

Βάση του διαφορετικού χηµικού περιβάλλοντος του κάθε πυρήνα υδρογόνου 

σε ένα µόριο, αναµένεται και διαφορετική συχνότητα περιστροφής στο επίπεδο xy. Σε 

αυτό το γεγονός οφείλεται και η διαφοροποίηση των συχνοτήτων συντονισµού που 

παρατηρούνται σε ένα NMR φάσµα, µεταξύ όµοιων πυρήνων. Στην κλίµακα των 

συχνοτήτων ορίζεται η τιµή µηδέν για µία ένωση αναφοράς και βάση αυτής, ορίζεται 

η συχνότητα συντονισµού δ (χηµική µετατόπιση) του κάθε πρωτονίου από τη σχέση:  

 

δ=[(vδείγµατος � vαναφοράς )/vαναφοράς ]x 106 ppm  

 

4.2 Φασµατοσκοπία NMR δύο διαστάσεων (2D NMR) 

 

 Με την εξέλιξη της οργανολογίας και των πειραµατικών µεθόδων στη 

φασµατοσκοπία NMR, αναπτύχθηκε η πολυπαλµική και πολυδιάστατη 

φασµατοσκοπία. Σε ένα πείραµα NMR δύο διαστάσεων, οι FID καταγράφονται ως 

συνάρτηση δύο χρονικών µεταβλητών, t1 και t2
 (Σχήµα 4.4). Εν συνεχεία λαµβάνει 

χώρα διπλός µετασχηµατισµός Fourier, µε αποτέλεσµα το τελικό φάσµα να 

καταγράφεται συναρτήσει δύο συχνοτήτων118.  

 Η περίοδος της προετοιµασίας αντιστοιχεί στην διέγερση των πυρήνων µε 

κάποια παλµική ακολουθία. Εν συνεχεία στην περίοδο της εξέλιξης για χρόνο t1, 

λαµβάνει χώρα αλληλεπίδραση των πυρήνων. Στην περίοδο µίξης εφαρµόζεται µία 

νέα   παλµική   ακολουθία   και   τέλος   καταγράφεται   η   FID,   συναρτήσει   του 



 

 47 

 

 

 

Σχήµα 4.4 Γενική ακολουθία για ένα πείραµα 2D ΝΜR 

 

χρόνου t2. Ο πρώτος µετασχηµατισµός Fourier εφαρµόζεται στο σήµα που 

καταγράφηκε για το χρόνο t2 (Σχήµα 4.5α) και δίνει πληροφορίες για την χηµική 

µετατόπιση των πρωτονίων (άξονας f2). Εν συνεχεία µε τον δεύτερο µετασχηµατισµό 

για το χρόνο t1 (Σχήµα 4.5β), λαµβάνονται πληροφορίες για τις αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ των πρωτονίων (άξονας f1), δηλαδή το αποτέλεσµα της αλληλεπίδρασης 

γειτονικών τοπικών µαγνητικών πεδίων, που δηµιουργούνται από µη ισοδύναµα 

πρωτόνια.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       (α)                                                                   (β) 

 
 
Σχήµα 4.5 Μετατροπή της συνάρτησης του χρόνου t2 σε συχνότητα f2

 (α) και του t1 
σε f1 (β) αντίστοιχα, µε µετασχηµατισµό Fourier. 
 

 

Προετοιµασία Eξέλιξη Μίξη

Aνίχνευση

t2t1
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Η παλµική ακολουθία που εφαρµόζεται, εξαρτάται από τον τύπο του 

πειράµατος και καθορίζει τον µηχανισµό µεταφοράς της µαγνήτισης µεταξύ των 

πυρήνων (µίξη). Οι πιο σηµαντικές και συνηθισµένες είναι για τα πειράµατα 

συσχέτισης (COSY, TOCSY, κ.α) και αυτά που βασίζονται στο φαινόµενο 

Οverhauser (NOESY, ROESY).   

Χαρακτηριστικά ενός φάσµατος δύο διαστάσεων αποτελούν, η διαγώνιος και 

τα σηµεία διασταύρωσης. Η πρώτη αντιστοιχεί στο φάσµα µίας διάστασης, δηλαδή το 

σήµα που παράγει η µαγνήτιση ενός πυρήνα, χωρίς να λάβει χώρα µεταφορά της σε 

ένα άλλο πυρήνα. Τα σηµεία διασταύρωσης αντίθετα οφείλονται σε µεταφορά 

µαγνήτισης µεταξύ των πυρήνων που συντονίζονται στις συχνότητες-συντεταγµένες 

της κορυφής διασταύρωσης.  

 

4.2.1 Οµοπυρηνική φασµατοσκοπία συσχέτισης (COSY) 

 

 Το πείραµα COSY118 αποτέλεσε µία από τις πρώτες εφαρµογές της 

δισδιάστατης φασµατοσκοπίας NMR, και στηρίζεται στην εφαρµογή δύο παλµών 90ο 

(Σχήµα 4.6). Η αρχή λειτουργίας του είναι, η µεταφορά της µαγνήτισης µετα την 

εφαρµογή του πρώτου παλµού, από ένα spin προς αυτά που συζεύγνειται, δηλαδή τα 

γειτονικά του πρωτόνια (coherence transfer).  

 

 

Σχήµα 4.6 Η παλµική ακολουθία του COSY πειράµατος.  
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 Η µορφή ενός COSY φάσµατος αποτελείται από τα σηµεία στην διαγώνιο, 

χαρακτηριστικά για κάθε πυρήνα χωρίς να λαµβάνεται υπόψη η αλληλεπίδρασή του 

µε άλλους γειτονικούς, καθώς και τα σηµεία διασταύρωσης που αντιστοιχούν στην 

σύζευξη µεταξύ των πυρήνων.  

 

4.2.2 Οµοπυρηνική φασµατοσκοπία ολικής συσχέτισης (TOCSY) 

 

 To ΤΟCSY119,120 πείραµα είναι σε µερικώς όµοιο µε το COSY που 

περιγράφηκε παραπάνω. Η διαφορά τους έγκειται στην περίοδο µίξης όπου, στο 

TOCSY εφαρµόζεται µία σύνθετη παλµική ακολουθία, γνωστή ως ισοτροπική 

ακολουθία µίξης (spin lock), σε αντίθεση µε τον απλό παλµό 90ο του COSY.  H 

βασική αρχή του spin lock είναι ένας συνεχής, χαµηλής ισχύος παλµός, σταθερής 

φάσης, ο οποίος εφαρµόζεται για µία περίοδο µερικών δεκάδων χιλιοστών του 

δευτερολέπτου. Ως αποτέλεσµα αυτού, οι συζεύξεις µεταξύ των γειτονικών spin 

διατηρούνται ενεργές, σε µία φάση, ενώ παράλληλα λαµβάνει χώρα µεταφορά της 

µαγνήτισης µεταξύ τους. Εποµένως στο TOCSY, παρατηρείται σύζευξη πρωτονίων 

που απέχουν περισσότερο από τρείς δεσµούς, σε αντίθεση µε το COSY, µε την 

προϋπόθεση, να υπάρχει έµµεση σύζευξη µεταξύ τους. Για παράδειγµα στο σύστηµα 

�C1H2-C2H2-C3H2-, στο ΤOCSY φάσµα θα παρατηρηθούν σηµεία διασταύρωσης 

ανάµεσα στα πρωτόνια του C1 και του C3 καθώς η πληροφορία µεταφέρεται µέσω 

των πρωτονίων του C2. Η µορφή του φάσµατος  είναι ίδια µε αυτές που έχουν 

περιγραφεί, µε την διαφορά της εµφάνισης περισσότερων σηµείων διασταύρωσης, 

ανάλογα µε τον αριθµό των συζεύξεων.   

 Το πείραµα TOCSY βρίσκει ιδιαίτερη εφαρµογή στην ανάλυση πεπτιδίων. Το 

γεγονός ότι η πληροφορία δεν µεταφέρεται µεταξύ πρωτονίων διαφορετικών 

αµινοξέων λόγω παρουσίας του πεπτιδικού δεσµού, συµβάλλεισηµαντικά στην 

ταυτοποίηση των spin συστηµάτων των διαφορετικών αµινοξέων τα οποία  στο 1D 

φάσµα αλληλεπικαλύπτονται.    

 

4.2.3 Φασµατοσκοπία Πυρηνικού Φαινοµένου OVERHAUSER (ΝΟESY) 

 

 To πείραµα ΝΟESY121,122 βασίζεται σε διαφορετικού τύπου µαγνητική 

αλληλεπίδραση µεταξύ των πυρήνων, η οποία συµβαίνει µέσω χώρου και οφείλεται 

στο πυρηνικό φαινόµενο Overhauser (ΝΟΕ). Η βασική αρχή του ΝΟΕ είναι η αλλαγή 
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της έντασης της απορρόφησης ενός πυρήνα, όταν ένας γειτονικός του στο χώρο 

ακτινοβολείται µε συχνότητα ικανή, να διαταράξει την ισορροπία των πληθυσµών 

των spin στις ενεργειακές του καταστάσεις. Αυτή η αλλαγή της έντασης 

αποτυπώνεται σε ένα ΝΟΕSY φάσµα και είναι ανάλογη της απόστασης µεταξύ των 

αλληλεπιδρώντων πυρήνων. Η απόσταση που πρέπει να βρίσκονται οι τελευταίοι  

ώστε να παρουσιάσουν ΝΟΕ αλληλεπίδραση είναι µέχρι 5Å. Το πείραµα NOESY 

αποτελεί ένα από τα σηµαντικότερα στάδια στην ανάλυση ενός πεπτιδίου µε 

φασµατοσκοπία NMR και είναι αυτό που θα δώσει τις πληροφορίες για την 

γεωµετρία της  τρισδιάστατης δοµής.  

 

4.3 ∆ιαµορφωτική ανάλυση πεπτιδίων µε φασµατοσκοπία NMR 

 

 Η δοµή ενός πεπτιδίου σε διάλυµα αποτελεί ένα δύσκολο πρόβληµα για τους 

πεπτιδοχηµικούς, καθώς λόγω του µικρού µεγέθους του, είναι εύκαµπτο µόριο και 

αρκετές φορές µε ακανόνιστη διαµόρφωση. Η χρήση της φασµατοσκοπίας ΝΜR έχει 

συµβάλλει σε µεγάλο βαθµό στον προσδιορισµό της πρωτοταγούς και δευτεροταγούς 

δοµής πεπτιδίων και για το σκοπό αυτό έχουν αναπτυχθεί πολυάριθµες τεχνικές.  

 Στη διαµορφωτική ανάλυση πεπτιδίων µε ΝΜR, προσδιορίζεται αρχικά η 

αµινοξική αλληλουχία (πρωτοταγής δοµή), (sequential assignment). Η πορεία αυτή 

περιλαµβάνει αρχικά τον προσδιορισµό κάθε ξεχωριστού spin συστήµατος, δηλαδή 

των αµινοξέων που αποτελούν το πεπτίδιο. Αυτό συµβαίνει µε χρήση των 

πειραµάτων COSY123,124 και TOCSY119,120. Στη συνέχεια γίνεται ο προσδιορισµός της 

αλληλουχίας µε συνδυασµό των παραπάνω και του NOESY121,122,125 ή ROESY126 

φάσµατος. Με δεδοµένο ότι τα ΝΟΕ σήµατα που παρατηρούνται (Σχήµα 4.7), όπως 

µεταξύ αµιδικών και αλειφατικών πρωτονίων, αντιστοιχούν σε µικρές αποστάσεις, 

προσδιορίζονται τα αµινοξέα που είναι γειτονικά στην αλληλουχία.  

Μετά τον προσδιορισµό της πρωτοταγούς δοµής και την ταυτοποίηση όλων 

των πρωτονίων του µορίου, ακολουθεί η ανάλυση της διαµόρφωσης. Για το σκοπό 

αυτό εξετάζονται µια σειρά από παραµέτρους: 

 

• H επίδραση του pH. ∆ραστικές οµάδες όπως ελεύθερες αµινοµάδες και 

καρβοξύλια, έχουν διαφορετική συµπεριφορά σε διαφορετικά pH. 

• Η επίδραση της θερµοκρασίας. Εξαιρετικά σηµαντικά είναι τα πειράµατα 1D σε 

διαφορετικές θερµοκρασίες καθώς, υπολογίζονται οι συντελεστές θερµοκρασίας 
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των αµιδικών πρωτονίων115. Αυτό γίνεται βάση της σχέσης ∆δ/∆Τ (ppb/K), µε ∆δ 

την διαφορά στην χηµική µετατόπιση στις δύο θερµοκρασίες και ∆Τ τη διαφορά 

θερµοκρασίας. Σε διάλυµα DMSO απόλυτες τιµές µικρότερες από 3 ppb/K, 

υποδηλώνουν είτε τη συµµετοχή του αµιδικού πρωτονίου σε ενδοµοριακό δεσµό 

υδρογόνου, είτε ότι λόγω διαµόρφωσης παρεµποδίζεται η πρόσβαση του στο 

διαλύτη. Αντίστοιχα, απόλυτες τιµές µεγαλύτερες από 6 ppb/K, φανερώνουν την  

συµµετοχή του σε διαµοριακό δεσµό υδρογόνου µε µόρια διαλύτη, ενώ δεν είναι 

εφικτή η εξαγωγή συµπερασµάτων για τιµές µεταξύ 3 και 6 ppb/K   

• Το µέγεθος των σταθερών σύζευξης 3JΝα και 3Jαβ. Από τον προσδιορισµό των 

σταθερών σύζευξης115 ανάµεσα στα πρωτόνια ΝΗ/CαΗ και CαΗ/CβΗ αντίστοιχα, 

υπολογίζονται µε τη βοήθεια της εξίσωσης Karplus127, οι επιτρεπτές τιµές των 

γωνιών φ και χ1 του πεπτιδικού σκελετού και της παράπλευρης αλυσίδας.  

• Η ένταση των NOE φαινοµένων115, η οποία είναι ανάλογη της απόστασης µεταξύ 

των πρωτονίων. Εµπειρικά έχει βρεθεί ότι ασθενή ΝΟΕ φαινόµενα αντιστοιχούν 

σε διαπρωτονιακές αποστάσεις 3-5 Å, ενώ ισχυρά ΝΟΕ σε µικρότερες 

αποστάσεις, 1.8-2.5 Å. Στο σχήµα 4.7 απεικονίζονται τα ΝΟΕ του τύπου dαN(i,i), 

dαN(i,i+1) και dΝN(i,i+1), που ανιχνεύονται σε ένα ΝΟΕSY φάσµα.   Υπάρχουν 

µία σειρά από δεδοµένα115,128 ως προς την ένταση των ΝΟΕ, τα οποία 

χαρακτηρίζουν διάφορες γνωστές δοµές, όπως α-έλικα, β-στροφή κ.λ.π. Μία 

ελικοειδής διαµόρφωση για παράδειγµα, διακρίνεται από µέσης έντασης κυρίως  

ΝΟΕ φαινόµενα του τύπου, dαN και dNN(i, i+2), dαN(i,i+3). Στον πίνακα 4.1 

δίδονται τα γενικά NMR χαρακτηριστικά που αναµένονται για διάφορους τύπους 

κανονικών δευτεροταγών διαµορφώσεων των πεπτιδίων.  

 
Σχήµα 4.7 ΝΟΕ φαινόµενα του τύπου dαN(i,i), dαN(i,i+1) και dΝN(i,i+1) που µπορούν 
να ανιχνευθούν σε ένα ΝOESY φάσµα ενός πεπτιδίου. 
 

 

 

C CN

OH

H Ri

C CN

OH

H R(i+1)

C CN

OH

H R(i+2)

Αµινοξύ (i) Αµινοξύ (i+1) Αµινοξύ (i+2)
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Πίνακας 4.1 Χαρακτηριστικές 1Η-NMR παράµετροι για τις πιο κοινές δευτεροταγείς 

δοµές πεπτιδίων. 

Παράµετρος α-έλικα 310 έλικα 
β-αντιπαράλληλο 

φύλο 

β-παράλληλο 

φύλο 

Στροφή 

Ι 

Στροφή 

ΙΙ 

dαΝ (i,i)a s s s s s s 

dαΝ (i,i+1) m m s s w w 

dαΝ (i,i+2) w m     

dαΝ (i,i+3) m m     

dαΝ (i,i+4) w w     

dαΝ (i+1, i+2)     m m 

dαΝ (i+1, i+3)     w w 

dNΝ (i,i+1) s s w w   

dNΝ (i,i+2) w w     

dNΝ (i+1, i+2)     s w 

dNΝ (i+2, i+3)     s s 

dβΝ (i,i+1) s-m s-w m-w m-w   

dαβ (i,i+3) s-w m-w     

dαα (i,j)   s w   

dNN (i,j)   s w   
3JΝα <5 <5 >9 >9   

3JΝα (i, i+1)     <5 <5 
3JΝα (i, i+2)     9 <5 

       

Με έντονη γραφή αναφέρονται τα χαρακτηριστικά για κάθε δοµή ΝΟΕς. 

s: Ισχυρής έντασης ΝΟΕ. 

m: Μέτριας έντασης ΝΟΕ. 

w: Ασθενούς έντασης ΝΟΕ.  

a: Για τις β-στροφές Ι και ΙΙ, ως i ορίζεται το πρώτο αµινοξύ της στροφής. 
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   ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ  
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   ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
 

ΣΥΝΘΕΣΗ, ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΚΑΙ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ 

ΤΩΝ ΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ  
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5. ΣΥΝΘΕΣΗ, ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΚΑΙ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ    
 

5.1 Αντιδραστήρια  

 

Η σύνθεση των πεπτιδίων πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τις αρχές της 

πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεά φάση κατά Merrifield. Ως στερεό υπόστρωµα 

χρησιµοποιήθηκε το 4-υδροξυµεθυλο-φαινυλακεταµιδο-µεθυλιωµένο πολυστυρόλιο 

(ΡΑΜ ρητίνη), το οποίο έφερε το αµινοξύ Boc-Gly, µε υποκατάσταση 0.79 mmol 

αµινοξέος/gr στερεού (Neosystem).  

 Ως αντιδραστήριο σύζευξης  χρησιµοποιήθηκε, το βενζοτριαζολυλο-

τετραµέθυλο-ουρονικό εξαφωσφορικό άλας (ΗΒΤU) (Bachem, Neosystem 

Laboratoire), και ως βοηθητικό πυρηνόφιλο το 1-υδροξυ-βενζοτριαζόλιο (ΗΟΒt) 

(Novabiochem). Η διισοπροπυλαιθυλαµίνη (DIEA) (Merk-Schuchard), 

χρησιµοποιήθηκε για την εξουδετέρωση των αλάτων του τριφθοροξικού οξέος µετά 

την αποπροστασία από την Boc προστατευτική οµάδα, καθως και ως τριτοταγής βάση 

κατά την σύζευξη. Για την αντίδραση ακετυλίωσης χρησιµοποιήθηκε οξικός 

ανυδρίτης (Αc2O) και πυριδίνη (py), ενώ τέλος η αποπροστασία των Βοc και Mtt 

οµάδων, έγινε µε τριφθοροξικό οξύ (TFA) (Merk-Schuchard) και της Fmoc οµάδας 

µε πιπεριδίνη (Fluka). 

 Για την ολοκλήρωση της σύνθεσης των δύο πεπτιδίων χρησιµοποιήθηκαν τα 

προστατευµένα αµινοξέα, Boc-Gly, Boc-Aib, Boc-Lys(Fmoc), Boc-Arg(Tosyl), Boc-

Asp(OBzl), Boc-Val, Boc-Ser (Neosystem).  

 Η διάλυση των αντιδραστηρίων, έγινε σε µίγµα διχλωροµεθανίου (DCM) / 

διµεθυλοφορµαµιδίου (DMF), ενώ οι εκπλύσεις της πεπτιδορητίνης έγιναν µε DCM,   

DMF και µεθανόλη (MeOH) (Labscan).  

 Τέλος, ο έλεγχος ύπαρξης ελεύθερων αµινοµάδων στα βήµατα αποπροστασίας 

και σύζευξης πραγµατοποιήθηκε µε το test Kaiser129.       

 

5.2 Μεθοδολογία σύνθεσης 

 

 Η σύνθεση των πεπτιδίων έγινε σύµφωνα µε την Boc στρατηγική. Ένα γενικό 

σχήµα της πορείας που ακολουθήθηκε, µέχρι  και   την  σύζευξη  του δεύτερου  
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                          Boc-αµινοξύ1-Pam ρητίνη 
                                                 
                                                εκπλύσεις πεπτιδορητίνης 
                                                3x1 min DCM      
                                                3x1 min MeOH (DMF) 
                                                3x1 min DCM 
 
                                Boc-αµινοξύ1-Pam ρητίνη 

     
                                                 έλεγχος ύπαρξης ελεύθερων αµινοµάδων 
                                                 test Kaiser: αρνητικό (-) 
                                                 
     Boc-αµινοξύ1-Pam ρητίνη 

      
                                                  αποπροστασία Βoc µε 40% ΤFA σε DCM 
                                     1x2 min, 1x13 min 
 
                                TFA.αµινοξύ1-Pam ρητίνη 
  
                                                   εκπλύσεις πεπτιδορητίνης 
                                                   3x1 min DCM 
 
                                TFA.αµινοξύ1-Pam ρητίνη 
  
                                                   εξουδετέρωση TFA άλατος 
                                                   3x2 min 8% DIEA σε DCM  
                                 
                                αµινοξύ1-Pam ρητίνη 
                                  
                                      εκπλύσεις πεπτιδορητίνης 
                                                   3x1 min DCM      
                                                   3x1 min MeOH (DMF) 
                                                   3x1 min DCM 
                                           
                                αµινοξύ1-Pam ρητίνη 
 
                                                    έλεγχος ύπαρξης ελεύθερων αµινοµάδων 
                                                    test Kaiser: θετικό (+) 
                                                    
                                αµινοξύ1-Pam ρητίνη 
    
                                                    προσθήκη αµινοξέος  
       Boc-αµινοξύ2, ΗBTU, HOBt, DIEA 
                                                    ∆ιάρκεια: 2 ώρες  
 
                                Boc-αµινοξύ2-αµινοξύ1-Pam ρητίνη 
  
                                                    έλεγχος ύπαρξης ελεύθερων αµινοµάδων 
                                                    test Kaiser : αρνητικό (-) 
  
                                 
                                Boc-αµινοξύ2-αµινοξύ1-Pam ρητίνη 
                                              
 
Σχήµα 5.1 Γενικό συνθετικό σχήµα για τα δύο πρώτα αµινοξέα. 
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αµινοξέος παρατίθεται στο σχήµα 5.1, ενώ ανάλογα είναι και τα επόµενα στάδια 

επιµήκυνσης της πεπτιδικής αλυσίδας. 

Η αποπροστασία από την Boc οµάδα, της α-αµινοµάδας του Ν-τελικού 

αµινοξέος, γίνεται µε επίδραση διαλύµατος 40% τριφθοροξικού οξέος σε 

διχλωροµεθάνιο. Αρχικά λαµβανει χώρα η αποµάκρυνση του µεγαλύτερου ποσοστού 

των καρβοκατιόντων που σχηµατίζονται (1x2 min), ενώ στη  συνέχεια ποσοτική 

αποµάκρυνση της Boc οµάδας. Με επίδραση διαλύµατος 8% DIEA σε DCM, γίνεται 

η εξουδετέρωση του άλατος τριφθοοξικού οξέος (βλ. τµήµα 2.2.2, σχήµα 2.4).  

Αφού γίνει η αποµάκρυνση των παραπροιόντων µε τους κατάλληλους 

διαλύτες, όπως φαίνεται στο σχήµα, η αποπροστασία της α-αµινοµάδας 

διαπιστώνεται µε test Kaiser129. Το test βασίζεται στην αντίδραση της νινυδρίνης µε 

πρωτοταγείς αµίνες, η οποία δίνει ένα µπλε χρώµα (Ruhemann�s purple). 

Πραγµατοποιείται µε προσθήκη µερικών σταγόνων από τα διαλύµατα α)2ml KCN 

0.001 M σε 100ml πυριδίνη, β) 5gr νινυδρίνης σε 100 ml αιθανόλης και γ) 400mgr 

φαινόλης σε 100ml αιθανόλης, σε δοκιµαστικό σωλήνα που περιέχει µερικούς 

κόκκους πεπτιδορητίνης. Θέρµανση στους 100 oC για 30 sec προκαλεί χρωµατισµό 

των κόκκων, όταν υπάρχουν ελεύθερες αµινοµάδες. Αξίζει να σηµειωθεί ότι µερικά 

αµινοξέα, όπως η γλυκίνη και η προλίνη, εµφανίζουν καφέ χρώµα, ενώ το 

αµινοϊσοβουτυρικό στις περισσότερες  των  περιπτώσεων δεν εµφανίζει χρώµα.   

Το επόµενο αµινοξύ προστίθεται στην πεπτιδορητίνη, αφού πρώτα 

ενεργοποιηθεί µε το αντιδραστήριο σύζευξης ΗBTU, παρουσία του βοηθητικού  

πυρηνόφιλου HOBt και της τριτοταγούς βάσης DIEA (βλ. τµήµα 2.2.3). Η αντίδραση 

αφήνεται υπό ανάδευση για δύο ώρες, και ελέγχεται στο τέλος µε test Kaiser. Με 

ανάλογα βήµατα αποπροστασίας-σύζευξης, επιµηκύνεται η πεπτιδική αλυσίδα έως 

ότου ολοκληρωθεί. 

Το τελικό προϊόν αποσπάται από την ρητίνη όπως περιγράφηκε παραπάνω 

(βλ. τµήµα 2.2.4), µε επίδραση 10ml άνυδρου HF για κάθε γραµµάριο 

πεπτιδορητίνης, παρουσία 1ml ανισόλης  και 0.5gr φαινόλης ως παγίδες  

(scavengers). Αρχικά η πεπτιδορητίνη αναδεύεται για 20min στους �10 oC µε σκοπό 

την αργή αποπροστασία των παράπλευρων αλυσίδων και τη δέσµευση των 

καρβοκατιόντων που σχηµατίζονται, από τις παγίδες, ενώ στη συνέχεια λαµβάνει 

χώρα η ποσοτική απόσπαση του πεπτιδίου από τη ρητίνη, µε ανάδευση για 1 και ½  

ώρα, στους 0 oC. Μετά την αποµάκρυνση του HF, ακολουθεί διήθηση µε παγωµένο 
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αιθέρα, για την αποµάκρυνση των υδρόφοβων παραπροϊόντων. Tο πεπτίδιο 

λαµβάνεται µε διάλυµα οξικού οξέος 2Ν µε διήθηση, και λυοφιλυοποιήση. 

 

5.3 Καθαρισµός και Ταυτοποίηση των Πεπτιδίων  

 

 Για τον καθαρισµό των προϊόντων χρησιµοποίηθηκε η υγρή χρωµατογραφία 

υψηλής απόδοσης ανάστροφης φάσης130 (Reversed Phase High Performance Liquid 

Chromatography, RP-HPLC). Οι βέλτιστες συνθήκες για το σύστηµα των διαλυτών 

έκλουσης, καθορίστηκαν σε αναλυτική RP-HPLC, σε συσκευή Waters 600s, και 

στήλη Hypersil C18, ενώ ο καθαρισµός έγινε σε ηµιπαρασκευαστική RP-HPLC, 

Waters PrepLC 4000 System. Oι διαλύτες έκλουσης που χρησιµοποιήθηκαν, ήταν 

δισαπεσταγµένο νερό, µεθανόλη και ακετονιτρίλιο, φιλτραρισµένοι από ειδικούς 

ηθµούς (Millipore).   

 Η ταυτοποίηση και ο έλεγχος της καθαρότητας των προϊόντων 

πραγµατοποιήθηκε µε φασµατοσκοπία µάζας, τεχνικής ιονισµού Electronspray (ESI-

MS) σε συσκευή Micromass Platform LC Quadrupole.  

 Η ταυτοποίηση της πρωτοταγούς δοµής των πεπτιδίων έγινε µε 

φασµατοσκοπία πρωτονιακού πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού  (1Η-ΝΜR). Για 

το σκοπό αυτό χρησιµοποίηθηκαν οι τεχνικές µονοδιάστατης 1Η-ΝΜR 

φασµατοσκοπίας και δύο διαστάσεων µε πειράµατα ΝΟESY και TOCSY. H λήψη 

των φασµάτων έγινε σε φασµατόµετρο Brucker AMX 400. Tα δείγµατα διαλύθηκαν 

σε δευτεριωµένο διµεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO-d6).       
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5.4 Σύνθεση, καθαρισµός και ταυτοποίηση των πεπτιδίων 

 

5.4.1   Αc-Arg-Aib-Gly-Asp-Aib-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH           (1) 

 

M.T. : C50H87O17N19 

M.B. : 1226 

 

 Για την σύνθεση του πεπτιδίου 1  χρησιµοποιήθηκαν 417mgr Να-t-

βουτυλοξυκαρβόνυλο-γλυκινο-ΡΑΜ ρητίνης (Βοc-Gly-PAM) µε υποκατάσταση 0.79 

mmol Boc-Gly/gr ρητίνης. Όλα τα αµινοξέα εισήχθησαν ως Να-Boc παράγωγα, ενώ η 

πλευρικές προστασίες ήταν, για την Lys η Fmoc οµάδα, για το Asp η OBzl οµάδα και 

για την Arg η Tosyl οµάδα. Οι συζεύξεις έγιναν µε χρήση ΗΒΤU, παρουσία HOBt 

και DIEA σε αναλογίες: Boc-αµινοξύ/HBTU/HOBt/DIEA : 1/1/1/3. Mετά την 

σύζευξη της Boc-Lys(Fmoc), αποµακρύνθηκε η Fmoc οµάδα και η  αµινοµάδα της 

πλευρικής αλυσίδας ακετυλιώθηκε µε  1.5 ml οξικού ανυδρίτη, σε πυριδίνη. Οµοίως, 

έγινε η ακετυλίωση της α-αµινοµάδας της Ν-τελικής αργινίνης, µετά την 

αποµάκρυνση της Boc οµάδας. Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης και την 

ξήρανση της πεπτιδορητίνης, ελήφθησαν 559.6 mgr (απόδοση 56%). Η απόσπαση 

του πεπτιδίου από την ρητίνη έγινε µε άνυδρο HF και αποµονώθηκαν 181.1mgr 

ακάθαρτου πεπτιδίου (απόδοση 86%). Mε αναλυτική RP-HPLC βρέθηκε ως 

καταλληλότερο σύστηµα διαλυτών έκλουσης το H2O(0.1% TFA)/CH3CN(0.1% TFA) 

σε αναλογία, από 95/5 εώς 60/40 αντίστοιχα και χρόνο έκλουσης 30min. Με αυτό το 

σύστηµα διαλυτών έγινε ο καθαρισµός του πεπτιδίου σε ηµιπαρασκευαστική RP-

HPLC, µε χρήση βαθµιδωτού προγράµµατος έκλουσης (gradient), ροής 4.7ml/min 

και συνολικού χρόνου έκλουσης 30min. Αποµονώθηκαν 73.3mgr καθαρού προϊόντος 

(απόδοση 40.5%). Ο έλεγχος της καθαρότητας και η ταυτοποίηση έγιναν µε 

αναλυτική RP-HPLC (σχήµα 5.2) και φασµατοσκοπία µάζας (ESI-MS) (σχήµα 5.3) 

αντίστοιχα.  
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Σχήµα 5.2 Χρωµατογράφηµα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου 1.  

 

 

Σχήµα 5.3 Φάσµα µάζας (ESI) του πεπτιδίου 1 όπου η κορυφή σε m/2=614 

αντιστοιχεί στο µοριακό του ιόν [Μ+Η]+.  

 

 

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 m/z 0 

100 

% 

A: 1227.01±0.00 A2 
614.51 

456.63 605.51 

621.51 

633.52 
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5.4.2     Αc-Ser-Arg-Gly-Asp-Val-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH         (2) 

 

Μ.Τ. : C50H89O18N19 

M.B. : 1242 

 

 Για την σύνθεση του πεπτιδίου 2 χρησιµοποιήθηκαν 0.30 gr Να-t-

βουτυλοξυκαρβονυλο-γλύκινο-PAM ρητίνης (Boc-Gly-PAM) µε υποκατάσταση 0.79 

mmol Boc-Gly/gr ρητίνης. Τα αµινοξέα εισήχθησαν ως Να-Boc παράγωγα, ενώ οι 

πλευρικές προστασίες ήταν, η Fmoc οµάδα για την λυσίνη, η OBzl οµάδα για το 

ασπαρτικό και η Tosyl οµάδα για την αργινίνη. Οι αντιδράσεις σύζευξης 

πραγµατοποιήθηκαν µε τα αντιδραστήρια HBTU, HOBt και DIEA σε αναλογίες 1/1/3 

ως προς το αµινοξύ. Για τις εκπλύσεις της πεπτιδορητίνης, η µεθανόλη (MeOH) 

αντικαταστάθηκε από το διµεθυλοφορµαµίδιο (DMF), για να αποφευχθεί 

παράπλευρη αντίδραση µετεστεροποίησης στην πλευρική αλυσίδα του ασπαρτικού 

οξέος. Αφού συζεύχθηκε η Boc-Lys(Fmoc) πραγµατοποιήθηκε αποπροστασία της Νη 

οµάδας της πλευρικής αλυσίδας και ακετυλίωση της µε οξικό ανυδρίτη σε πυριδίνη, 

ενώ αντίδραση ακετυλίωσης έγινε και στην Να οµάδα της σερίνης. Μετά την 

ολοκλήρωση της σύνθεσης και την ξήρανση της πεπτιδορητίνης, ελήφθησαν 0.902 gr 

στερεού (απόδοση 83.5%). Ακολούθησε απόσπαση του πεπτιδίου από την ρητίνη και 

αποµάκρυνση των πλευρικών προστασιών µε άνυδρο ΗF και αποµονώθηκαν 0.301 gr 

ακάθαρτου προϊόντος (απόδοση 95%). Οι βέλτιστες συνθήκες καθαρισµού του 

πεπτιδίου καθορίστηκαν µε αναλυτική RP-HPLC, ως H2O(0.1%TFA)/CH3- 

CN(0.1%TFA) σε αναλογία 100/0 έως 70/30 αντίστοιχα, µε χρόνο έκλουσης 30min. 

Με χρήση του παραπάνω βαθµιδωτού προγράµµατος έκλουσης έγινε ο καθαρισµός 

του προϊόντος σε ηµιπαρασκευαστική RP-HPLC. Αποµονώθηκαν 153 mgr πεπτιδίου 

(απόδοση 51%). Στα σχήµατα 5.4 και 5.5 παρατίθενται, το γράφηµα της αναλυτικής 

RP-HPLC και το φάσµα µάζας αντίστοιχα, που έγιναν σε δείγµα του τελικού 

πεπτιδίου και τα οποία πιστοποιούν την καθαρότητα και την ταυτότητα του 

προϊόντος.  
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Σχήµα 5.4 Χρωµατογράφηµα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου 2. 

 

 
Σχήµα 5.5 Φάσµα µάζας (ESI) του πεπτιδίου 2 όπου η κορυφή σε m/2=622 

αντιστοιχεί στο µοριακό του ιόν [Μ+Η]+. 
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   ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

 
ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ∆ΙΑΜΟΡΦΩΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΜΕ 

ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ 1Η-ΝΜR  
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6. Ταυτοποίηση και διαµορφωτική ανάλυση µε φασµατοσκοπία 1H-NMR 

 

 Πέρα από τις αναλυτικές τεχνικές που αναφέρθηκαν παραπάνω, στα πεπτίδια 

έγινε ταυτοποίηση της αλληλουχίας (πρωτοταγής δοµή) καθώς επίσης και ανάλυση 

των άλλων δοµικών τους χαρακτηριστικών (δευτεροταγής δοµή) µε πειράµατα 1H-

NMR, µίας και δύο διαστάσεων.  

Πιο συγκεκριµένα, έγιναν πειράµατα 1D 1H-NMR σε θερµοκρασίες, από 300 

εώς και 350 Κ. Τα δεδοµένα αυτά χρησιµοποιήθηκαν για τον υπολογισµό των 

συντελεστών θερµοκρασίας των αµιδικών πρωτονίων, προκειµένου να εκτιµηθεί η 

ύπαρξη ενδοµοριακών ή διαµοριακών δεσµών υδρογόνου (βλ. Κεφάλαιο 3). 

Φάσµατα 2D 1H-NMR ελήφθησαν µε πειράµατα TOCSY και NOESY. Σε συνδυασµό 

µε τα 1D φάσµατα  προσδιορίστηκαν οι χηµικές µετατοπίσεις όλων των πρωτονίων, η 

πεπτιδική αλληλουχία των µορίων και οι τιµές των σταθερών σύζευξης. Ο 

συνδυασµός των παραπάνω δεδοµένων, µε την ποιοτική αποτίµηση των φαινοµένων 

ΝΟΕ, συνέβαλε στην εξαγωγή συµπερασµάτων για την τρισδιάστατη δοµή των 

πεπτιδίων. 

Τα δείγµατα των πεπτιδίων Ac-Arg-Aib-Gly-Asp-Aib-Gly-Arg-Aib-Gly-

Lys(Ac)-Aib-Gly-OH 1 και Ac-Ser-Arg-Gly-Asp-Val-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-

Aib-Gly-OH 2 που χρησιµοποιήθηκαν για τα πειράµατα, είχαν  συγκέντρωση 8mM 

σε διαλύτη DMSO-d6, ενώ πριν τη διάλυσή τους είχαν λυοφιλυοποιηθεί από υδατικό 

διάλυµα σε pH 4.93 και 4.96 αντίστοιχα. Όλα τα δείγµατα περιείχαν µοριακά κόσκινα 

(molecular shifts) για την δέσµευση της υγρασίας. Τα 1D πειράµατα έγιναν σε πεδίο 

400.13 MHz, µε αριθµό σαρώσεων 256. Τα 2D πραγµατοποιήθηκαν επίσης σε πεδίο 

400.13 ΜΗz, µε αριθµό σαρώσεων 64, εκτός από το ΤΟCSY πείραµα για το πεπτίδιο 

2 που έγινε µε 48 σαρώσεις. Για κάθε φάσµα 2D ελήφθησαν 2048 σηµεία µε 512 

πειράµατα. 

 

6.1 Ανάλυση των 1Η-NMR φασµάτων του πεπτιδίου 

 

         1      2     3     4      5      6      7     8      9      10         11    12 

Αc-Arg-Aib-Gly-Asp-Aib-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH           (1) 

 

Στο φάσµα 1D 1H-NMR στους 300 Κ (σχήµα 6.1) µπορούµε να δια-      

κρίνουµε τρεις περιοχές. Μεταξύ 6.5 και 10 ppm βρίσκονται οι απορροφήσεις των 
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αµιδικών πρωτονίων του πεπτιδικού σκελετού, καθώς και των δύο ΝεΗ των 

αργινινών. Στην περιοχή µεταξύ 4.5 και 3.2 ppm συντονίζονται τα CαΗ όλων των 

αµινοξέων, ενώ περίπου στα 3 ppm βρίσκονται τα CδΗ των δύο αργινινών. Τέλος, 

µεταξύ 3 και 1 ppm παρατηρούµε τα πρωτόνια των πλευρικών αλυσίδων, Cβ, Cγ, Cδ 

και Cε, όπως και αυτά της ακέτυλο οµάδας. Πρέπει να σηµειωθεί, ότι δεν υπάρχει 

σήµα για το πρωτόνιο του καρβοξυλίου της γλυκίνης, όπως και γ΄ αυτό της πλευρικής  

αλυσίδας του ασπαρτικού, καθώς αµφότερα τα καρβοξύλια είναι αποπρωτονιωµένα 

σε pH 4.9.  

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι χηµικές µετατοπίσεις των πρωτονίων 

προσδιορίστηκαν µε συνδυασµό των δεδοµένων από τα 1D και 2D φάσµατα 

(Πίνακας 6.1). Στο σχήµα 6.2 φαίνεται η περιοχή µεταξύ 6.5 και 10.5 ppm του 1D 

φάσµατος στους 300 Κ, , και ο χαρακτηρισµός των σηµάτων που αποδίδονται στα 

ΝΗ και ΝεΗ πρωτόνια. Στα σχήµατα 6.3, 6.4 και 6.5 φαίνονται, oλόκληρο το ΝΟΕSY 

φάσµα, η ΝΗ-ΝΗ και η NH/CαΗ περιοχή, αντίστοιχα, του πεπτιδίου 1. Από τον 

προσδιορισµό των σηµείων διασταύρωσης, τα οποία προκύπτουν από τις ΝΗi/NHi+1 

και CαΗi/ΝΗi+1 ΝΟΕ αλληλεπιδράσεις, προέκυψε η αµινοξική αλληλουχία του 

πεπτιδίου. Στα σχήµατα 6.6 και 6.7 φαίνονται το TOCSY φάσµα και η µεγενθυµένη 

ΝΗ/CαΗ περιοχή αντίστοιχα. Με τη βοήθεια του TOCSY φάσµατος έγινε ο 

προσδιορισµός των χηµικών µετατοπίσεων των πρωτονίων κάθε αµινοξέος 

ξεχωριστά. 
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Σχήµα 6.1 1D 1Η-NMR φάσµα στα 400 MHz του πεπτιδίου 1, σε διαλύτη DMSO-d6, συγκέντρωσης 8mM και θερµοκρασία 300 Κ. Το δείγµα                

είχε λυοφιλοποιηθεί από υδατικό διάλυµα σε pH 4.93.   

(ppm)
0.01.02.03.04.05.06.07.08.09.010.0

NH CαΗ 

Cβ,γ,δH, Ac 
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Σχήµα 6.2 1D 1H-NMR φάσµα στα 400 MHz του πεπτιδίου 1 για την περιοχή συντονισµού των αµιδικών πρωτονίων. Το δείγµα  είναι 

συγκέντρωσης 8mM σε διαλύτη DMSO-d6 και το πείραµα έγινε στους 300 Κ. Προηγήθηκε λυοφιλοποίηση του πεπτιδίου από υδατικό διάλυµα 

σε pH 4.93.      
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NηH-Lys10 

Gly6 
NηΗ4-Arg1 

NηΗ4-Arg7 
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 Σχήµα 6.3 1Η-NMR NOESY φάσµα στα 400 MHz του πεπτιδίου 1 σε διαλύτη 

DMSO-d6, συγκέντρωσης 8mM, σε θερµοκρασία 300 Κ. Ελήφθησαν 2048 σηµεία 

από 512 πειράµατα µε 64 σαρώσεις και χρόνο µίξης 350ms. Το δείγµα περιείχε 

µοριακά κόσκινα, ενώ είχε προηγηθεί ρύθµιση του pH υδατικού διαλύµατός του, στα 

4.93.  

 

 

 

 

 

NHi/NHi+1 NH/Cα,εH ΝΗ/Cβ,γ,δΗ 
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Σχήµα 6.4  Περιοχή ΝΗ/NH του φάσµατος NOESY του πεπτιδίου 1 στα 400 MHz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 (ppm) 9.6 8.8 8.0 7.2 6.4 
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R1-NεΗ/4 
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Σχήµα 6.5 Περιοχή ΝΗ/CαH του NOESY φάσµατος του πεπτιδίου 1 στα 400 MHz 
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Lys10CαΗ Gly9Cα,α�Η2 Gly6Cα,α�Η2 Gly3Cα,α�Η2 
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Σχήµα 6.6 1H-NMR φάσµα ΤΟCSY στα 400 MHz του πεπτιδίου 1, σε διαλύτη 

DMSO-d6, συγκέντρωσης 8mM, σε θερµοκρασία 300 Κ. Πραγµατοποιήθηκαν 512 

πειράµατα και ελήφθησαν 2048 σηµεία, µε αριθµό σαρώσεων 64 και χρόνο µίξης 

100ms. Προηγήθηκε ρύθµιση του pH, σε υδατικό διάλυµα του πεπτιδίου, στα 4.93 

και λυοφιλοποίηση. Στο δείγµα χρησιµοποιήθηκαν µοριακά κόσκινα.  
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Σχήµα 6.7 Περιοχή ΝΗ/CαΗ του 1H-NMR φάσµατος TOCSY του πεπτιδίου 1 στα 

400 MHz. Τα σηµεία τοµής των συνεχών γραµµών, που ενώνουν τα σηµεία 

διασταύρωσης, µε τον οριζόντιο άξονα, αντιστοιχούν στις συχνότητες συντονισµού 

των αµιδικών πρωτονίων κάθε αµινοξέος.  

 

 

 

R7 K10 

 
NεH-R1 NεH-R7 R1 G12 G9 G6 D4 G3 
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6.1.1. Χηµικές µετατοπίσεις των πρωτονίων του πεπτιδίου 1 

 

                      1      2     3     4      5      6      7     8      9      10         11    12 

Αc-Arg-Aib-Gly-Asp-Aib-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH 

 
 To αµιδικό πρωτόνιο της Αrg1 δίνει µία διπλή κορυφή στο 1D φάσµα, στα 

8.62 ppm, το οποίο αποδεικνύεται και από το TOCSY φάσµα. Υπάρχουν δύο 

χαρακτηριστικές, για τα πρωτόνια της Αrg, σειρές σηµείων διασταύρωσης στο 

TOCSY (σχήµα 6.7), ωστόσο, όπως προκύπτει από την ανάλυση του ΝOESY 

φάσµατος στην περιοχή ΝΗ/ΝΗ, αυτή στα 7.89 ppm αντιστοιχεί στο ΝΗ της Αrg7. 

Ακολούθως µε συνδυασµό των ΤOCSY και 1D φασµάτων, το CαH της Arg1 

ταυτοποιείται στα 4.29 ppm, ενώ τα δύο CβΗ πρωτόνια είναι µαγνητικά µη 

ισοδύναµα και συντονίζονται στα 1.75 και 1.91 ppm, αντίστοιχα. Τα CγH2 δεν 

διαχωρίζονται και δίνουν ένα σήµα στα 1.53  ppm, σε αντίθεση µε τα CδΗ2, τα οποία 

λόγω της γουανιδινοµάδας συντονίζονται στα 3.05 και 3.12 ppm. To Nε πρωτόνιο 

είναι αρκετά αποπροστατευµένο και δίνει µία κορυφή στα 9.11 ppm. ενώ τα ΝηΗ 

βρίσκονται στα 7.04 ppm. Η απόδοση της κορυφής αυτής στα ΝηΗ πρωτόνια της 

Arg1 έγινε µε βάση το ΝΟΕ φαινόµενο που παρατηρείται µε το ΝεΗ (Σχήµα 6.4). 

Ολοκλήρωση της κορυφής στο 1D φάσµα δείχνει την παρουσία δύο πρωτονίων, ενώ 

δεν είναι εφικτή η ταυτοποίηση των άλλων δύο.   

 Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το ΝΗ της δεύτερης αργινίνης του πεπτιδίου, 

που βρίσκεται στη θέση 7, έχει χηµική µετατόπιση στα 7.89 ppm. Ακολουθώντας την 

ίδια στρατηγική, αποδόθηκαν οι χηµικές µετατοπίσεις για τα υπόλοιπα υδρογόνα της 

Αrg7. Έτσι έχουµε το CαΗ στα 3.95 ppm, τα CβΗ2 στα 1.97 και 1.75 ppm, τα CγΗ2 στα 

1.55 ppm, τα CδΗ2 στα 3.05 και 3.16 ppm και το ΝεΗ στα 10.05 ppm. Όπως και για 

την Arg1, τα ΝηΗ πρωτόνια ταυτοποιήθηκαν στα 7.22 ppm µε βάση το ΝΟΕ 

φαινόµενο µε το ΝεΗ πρωτόνιο. Η ολοκλήρωση της κορυφής στο 1D φάσµα έδειξε 

την παρουσία δύο πρωτονίων σε αυτή τη συχνότητα συντονισµού, όπως και στην 

περίπτωση της Arg1. Μία ευρεία συµβολή στην περιοχή 7.5-8 ppm είναι πιθανόν να 

οφείλεται στα άλλα δύο ΝηΗ πρωτόνια, δεν είναι όµως εφικτό να αξιολογηθεί.   

 Το αµιδικό πρωτόνιο του ασπαρτικού οξέος της θέσης 4 της πεπτιδικής αλλη-

λουχίας ταυτοποιήθηκε από το TOCSY φάσµα (σχήµα 6.7), όπου συζεύγνυται µε το 

CαΗ και τα CβΗ2 και επιπλέον, είναι το µοναδικό αµινοξύ του πεπτιδίου µε τέτοιο 

σύστηµα πρωτονίων. Η χηµική του µετατόπιση (7.60 ppm) επιβεβαιώθηκε από τα 
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σηµεία διασταύρωσης στο NOESY φάσµα µε τα γειτονικά του, στον πεπτιδικό 

σκελετό, αµιδικά πρωτόνια των Gly3 και Aib5 (σχήµα 6.4), και από την διπλή κορυφή 

στο 1D φάσµα, στην παραπάνω συχνότητα. Το CαΗ συντονίζεται στα 4.44 ppm, ενώ 

τα  CβΗ2, δίνουν ένα χαρακτηριστικό ΑΒΧ σύστηµα κορυφών συντονισµού στα 2.41 

και 2.69 ppm, όπως φαίνεται στο φάσµα µίας διάστασης.  

 Το NΗ της Lys10, προσδιορίστηκε από το ΤΟCSY φάσµα, όπου συζεύγνυται  

µε έξι διαφορετικές οµάδες πρωτονίων και έχει χηµική µετατόπιση στα 7.70 ppm. Με 

βάση τα σηµεία διασταύρωσης στο ΤOCSY, αποδόθηκαν οι χηµικές µετατοπίσεις, 

του CαΗ στα  4.07 ppm, των Cβ,β�Η2 στα 1.72 και 1.82 ppm, των CγΗ2 στα 1.22 ppm, 

των CδΗ2 στα 1.35 ppm και των CεΗ2 στα 2.94 ppm. To NηΗ δίνει µία 

χαρακτηριστική τριπλή κορυφή στο 1D φάσµα από τη σύζευξη του µε τα δύο CεΗ 

πρωτόνια και σε συνδυασµό µε τα δεδοµένα από το TOCSY, η χηµική του 

µετατόπιση αποδόθηκε στα 7.72 ppm.          

Τα NΗ των τεσσάρων Gly δίνουν χαρακτηριστικές τριπλές κορυφές συντο- 

νισµού στο µονοδιάστατο φάσµα. Επίσης παρουσιάζουν ένα ή δύο σηµεία 

διασταύρωσης στο TOCSY, από την σύζευξή τους µε τα CαΗ2, ανάλογα µε το αν είναι 

µαγνητικά ισοδύναµα ή όχι. Το ΝΗ της Gly12, λόγω του ελεύθερου C-τελικού 

καρβοξυλίου, συντονίζεται σε ισχυρότερο πεδίο. Από το 1D φάσµα διακρίνεται µία 

τριπλή κορυφή στα 6.79 ppm, η οποία και αποδίδεται σε αυτό. Αυτή η χηµική µετα- 

τόπιση επιβεβαιώνεται και από τα δύο σηµεία διασταύρωσης στο TOCSY στην 

περιοχή των Cα πρωτονίων. Στα τελευταία αποδόθηκαν οι χηµικές µετατοπίσεις στα 

3.26 και 3.36 ppm. Με βάση τις τριπλές κορυφές συντονισµού στο 1D φάσµα, τα 

δεδοµένα από το TOCSY, και τον προσδιορισµό της αµινοξικής αλληλουχίας από το 

NOESY φάσµα, ταυτοποιήθηκαν όλα τα πρωτόνια των υπολοίπων τριών Gly,  και οι 

χηµικές τους µετατοπίσεις  φαίνονται στον πίνακα 6.1.  

Το ΝΗ του Αib δεν δίνει σηµείο διασταύρωσης στην περιοχή των CαΗ στο 

TOCSY, καθώς δεν υπάρχει α-πρωτόνιο σε αυτό το µη φυσικό αµινοξύ. Ωστόσο 

παρουσιάζει µία χαρακτηριστική απλή κορυφή συντονισµού, στο φάσµα µίας 

διάστασης. Με ταυτοποίηση των ΝΗi/NHi+1 σηµείων διασταύρωσης από τα ΝΟΕ 

φαινόµενα στο ΝΟΕSY και µε ανάλυση του 1D φάσµατος, αποδόθηκαν οι χηµικές 

µετατοπίσεις που παρουσιάζονται στον πίνακα 6.1 για τα ΝΗs πρωτόνια των 

τεσσάρων Aib. Τέλος έγινε ταυτοποίηση των CβΗ πρωτονίων  µε βάση το NOESY 

φάσµα και τις NOE αλληλεπιδράσεις µε τα ΝΗ τους, καθώς και µε γειτονικά 

πρωτόνια που είχαν ήδη ταυτοποιηθεί.  
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Πίνακας 6.1 Οι χηµικές µετατοπίσεις (σε ppm) των πρωτονίων του πεπτιδίου 1  

A.A NH CαH CβH CγH CδH CεH Άλλα 
πρωτόνια 

Arg1 8.62 4.29 1.75/1.91 1.53 3.05/3.12  
ΝεΗ 9.11 
ΝηΗ 7.04 
Αc 1.83 

Aib2 8.66  1.32     

Gly3 8.15 3.74/3.48      

Asp4 7.60 4.44 2.41/2.69      

Aib5 7.80  1.36     

Gly6 8.23 3.72/3.61      

Arg7 7.89 3.95 1.75/1.97 1.55 3.05/3.16  
ΝεΗ 10.05 

ΝηΗ 7.22 

Aib8 8.18  1.33     

Gly9 7.83 3.53/3.70      

Lys10 7.70 4.07 1.72/1.82 1.22 1.35 2.94 
ΝηΗ 7.72 

Αc 1.83 

Aib11 7.31  1.32     

Gly12 6.79 3.26/3.36      

 

 

6.1.2 ∆ιαµορφωτική ανάλυση του πεπτιδίου 1  

                   

         1      2     3     4      5      6      7     8      9      10         11    12 

Αc-Arg-Aib-Gly-Asp-Aib-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH 

 

Η ταυτοποίηση των πρωτονίων του πεπτιδίου έγινε κυρίως µε βάση τα 

δεδοµένα των TOCSY και 1D φασµάτων, ενώ από το NOESY χρησιµοποιήθηκαν 

πληροφορίες σχετικά µε την αµινοξική αλληλουχία του πεπτιδίου. Το φάσµα NOΕSY 

είναι το κύριο εργαλείο για την διαµορφωτική ανάλυση του µορίου. Αξιολόγηση των 

ΝΟΕ φαινοµένων που παρατηρούνται σε αυτό, όπως σηµεία διασταύρωσης που 

οφείλονται σε µακρινά στην πεπτιδική αλληλουχία πρωτόνια (long range NOEs), η 

ένταση των σηµείων, αλλά και η µη εµφάνιση σηµείων, οδηγεί σε κάποια γενικά 
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συµπεράσµατα για την δοµή του πεπτιδίου. Επίσης από τις µεταβολές στις χηµικές 

µετατοπίσεις των πρωτονίων στα 1D 1Η-NMR πειράµατα, σε πέντε διαφορετικές 

θερµοκρασίες και τις τιµές των συντελεστών θερµοκρασίας για τα αµιδικά πρωτόνια, 

εξάγονται συµπεράσµατα για το βαθµό έκθεσής τους στο διαλύτη. Συνδυασµός όλων 

των παραπάνω δεδοµένων οδηγεί σε µία γενική εικόνα της διαµόρφωσης του 

πεπτιδίου.  

Στον πίνακα 6.2 φαίνονται οι εντάσεις των ΝΟΕ φαινοµένων, ενώ στον πίνακα 6.3 

δίδονται οι τιµές των συντελεστών θερµοκρασίας και σταθερών σύζευξης 3JNα, για τα 

αµιδικά πρωτόνια του πεπτιδίου 1. 

Από τα δεδοµένα του πίνακα 6.2, τα µέσης έντασης και ισχυρά ΝΟΕ φαινόµενα του 

τύπου NHi/NHi+1, χαρακτηρίζουν ελικοειδείς ή τυχαίες διαµορφώσεις και αποκλείουν 

την δοµή β-πτυχωτού φύλου115. Τα ασθενή ΝΟΕ φαινόµενα του τύπου dNN(i,i+2) για τα 

αµιδικά πρωτόνια 10/12, 2/4, όπως και τα ασθενή του τύπου dαN(i,i+2) ανάµεσα στα 

αµινοξέα 9/11, 7/9, 4/6 και 1/3, φανερώνουν ότι σε αυτές τις συνθήκες το πεπτίδιο 

προσλαµβάνει ελικοειδή διαµόρφωση και πιθανά 310 έλικας. Την εκτίµηση αυτή 

ενισχύουν και οι µικρές απόλυτες τιµές συντελεστών θερµοκρασίας που 

παρατηρήθηκαν για το τµήµα του πεπτιδίου από το Asp4 έως την Gly12 (Πίνακας 6.3). 

Οι χαµηλές τιµές των συντελεστών θερµοκρασίας υποδεικνύουν ότι αυτά τα αµιδικά 

πρωτόνια δεν είναι εκτεθειµένα στο διαλύτη και πιθανά συµµετέχουν σε  

ενδοµοριακούς  δεσµούς  υδρογόνου.  Ένα  επιπλέον  στοιχείο  που ενισχύει την 

ελικοειδή διάταξη του πεπτιδίου 1, είναι οι χαµηλές τιµές των σταθερών σύζευξης 
3JΝα των Arg7 (5.5 Hz) και Lys10 (5.5 Hz), χαρακτηριστικές ελικοειδών 

διαµορφώσεων.  
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Πίνακας 6.2 Τα ΝΟΕ φαινόµενα και οι εντάσεις τους που παρατηρούνται µεταξύ 
πρωτονίων διαφορετικών καταλοίπων για το πεπτίδιο Ac-R-Aib-G-D-Aib-G-R-Aib-
G-K(Ac)-Aib-G-OH. Τα µακρινής απόστασης ΝΟΕ είναι µε έντονη γραφή, ενώ δεν 
περιλαµβάνονται αυτά µεταξύ πρωτονίων του ίδιου αµινοξέος. 

 

 
 
 

  

NOE Ένταση NOE Ένταση 

Arg1-NH/Asp4Cβ,β΄Η2 Mέση Asp4-Cβ,β΄H2/Aib5-NH Ισχυρή 

Arg1-CαH/Aib2-NH Ισχυρή Asp4-Cβ,β΄H2/Gly6-NH Ασθενής  

Arg1-CαH/Gly3-NH Ασθενής Asp4-Cβ,β΄H2/ Arg7-NH Ασθενής  

Arg1-Cβ,β΄H2/Gly3-NH Ασθενής Aib5-NH/Gly6-NH Mέση 

Arg1-Cβ,β΄H2/Asp4-NH Ασθενής Gly6-NH/Arg7-NH Ισχυρή 

Arg1-Cβ,β΄H2/Aib2-NH Μέση  Gly6-NH/Aib8- Cβ,β΄H6 Ασθενής  

Arg1-Cγ,γ΄H2/Asp4-NH Μέση  Gly6-Cα,α΄Η2/Arg7-NH Mέση 

Arg1-Cγ,γ΄H2/Gly3-NH Mέση Arg7-NH/Aib8-NH Μέση 

Arg1-NεH/Aib2-NH Μέση Arg7-CαH/Aib8-NH Mέση 

Arg1-NεH/Asp4-NH Ασθενής  Arg7-CαH/Lys10-NH Ασθενής   

Arg1-NεH/Asp4-Cβ,β΄H2 Ασθενής  Arg7-CαH/Gly9-NH Ασθενής   

Aib2-NH/Gly3-NH Mέση Aib8-NH/Gly9-NH Mέση 

Aib2-NH/Asp4-NH Ασθενής  Gly9-NH/Lys10-NH Mέση 

Gly3-NH/Asp4-NH Μέση Gly9-Cα,α΄Η2/Lys10-NH Mέση 

Gly3-NH/ Asp4-Cβ,β΄H2 Ασθενής  Gly9-Cα,α΄Η2/Aib11-NH Ασθενής  

Gly3-NH/ Asp4-CαH Ασθενής  Lys10-NH/ Aib11-NH Ισχυρή 

Gly3-Cα,α΄Η2/Asp4-NH Mέση Lys10-NH/Gly12-NH Ασθενής  

Gly3-Cα,α΄Η2/Aib5-NH Ασθενής  Lys10-CαH/Aib11-NH Mέση 

Asp4-NH/Aib5-NH Ισχυρή  Lys10-Cβ,β΄H2/Gly12-NH Mέση 

Asp4-CαH/Aib5-NH Ισχυρή Lys10-Cδ,δ΄H2/Gly12-NH Mέση 

Asp4-CαH/Gly6-NH Ασθενής  Lys10-Cβ,β΄H2/Aib11-NH Mέση 

Asp4-CαH/Arg7-NH Ασθενής  Lys10-Cδ,δ΄H2/Aib11-NH Mέση 

Asp4-Cβ,β΄H2/Aib8-NH Ασθενής  Aib11-NH/Gly12-NH Mέση 
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Πίνακας 6.3 Οι τιµές των συντελεστών θερµοκρασίας και οι σταθερές σύζευξης των 
αµιδικών πρωτονίων του πεπτιδίου 1.  

 Arg1 Aib2 Gly3 Asp4 Aib5 Gly6 Arg7 Aib8 Gly9 Lys10 Aib11 Gly12 

δ (ppm) 8.62 8.66 8.15 7.61 7.80 8.23 7.89 8.18 7.82 7.71 7.31 6.79 

∆δ/∆Τ   

(ppb/K) 
-8.4 -8.0 -3.7 ~ 0 -2.7 -1.7 -1.1 -1.7 -2.1 -5.2 -1.7 -0.3 

3JNα 8.08  6.20/5.76 7.72  4.88/4.88 5.52  6.13/6.03 5.52  4.00/3.08 

 

 

Ένα άλλο σηµείο που αξίζει αναφοράς, είναι η εµφάνιση των ΝεΗ των δύο 

Arg σε αρκετά ασθενή πεδία. Η συµπεριφορά αυτή πιθανά να οφείλεται σε 

συµµετοχή τους σε δεσµούς υδρογόνου, ως δότες πρωτονίου, είτε µε το καρβονυλικό 

οξυγόνο ενός αµιδικού δεσµού, είτε µε αυτό της πλευρικής αλυσίδας του Asp. 

Ιδιαίτερα η τελευταία πιθανότητα, έχει κάποια βάση στην περίπτωση του ΝεΗ της 

Arg7, καθώς συντονίζεται σε πιο ασθενές πεδίο (10.05 ppm) από το αντίστοιχο της 

Αrg1. Σύµφωνα µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα, η µεγάλη µετατόπιση του ΝεΗ 

πρωτονίου της αργινίνης σε χαµηλό πεδίο αποδίδεται στη συµµετοχή του σε δεσµό 

υδρογόνου115. Η σηµαντική διεύρυνση που παρουσιάζει η κορυφή που αποδίδεται στο 

ΝεΗ της Arg7 (Σχήµα 6.7), η οποία µειώνεται µε την αύξηση της θερµοκρασίας, σε 

σύγκριση µε το ΝεΗ της Arg1, πιθανά υποδηλώνει ότι αυτό συµµετέχει σ� ένα 

φαινόµενο ανταλλαγής. Το τελευταίο πιθανά συµβαίνει ανάµεσα σε καταστάσεις 

δεσµού   υδρογόνου   και   µη.   Την   ίδια    στιγµή   τα   ΝηΗ2   πρωτόνια   της   Arg7 

συντονίζονται στα 7.04 ppm, συχνότητα η οποία παρατηρείται στην περίπτωση µη 

συµµετοχής τους σε δεσµό υδρογόνου. Αύξηση της θερµοκρασίας (Σχήµα 6.10) 

επιφέρει  σηµαντική   διεύρυνση   της   παραπάνω   κορυφής,  ενώ  αρχίζει  να γίνεται 

εµφανής η συµβολή  µιας  ευρείας κορυφής σε υψηλότερο πεδίο (7.9-7.4 ppm), η 

οποία φαίνεται να συγκλίνει βαθµιαία στην ολοένα διευρυνόµενη κορυφή στα 7.04 

ppm (Σχήµα 6.10, φάσµα 310Κ). Μία τέτοια συµπεριφορά της γουανιδινοµάδας της 

Arg7 θα µπορούσε να εξηγηθεί µε βάση το Σχήµα 6.9.         
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Σχήµα 6.8 Η µεταβολή του εύρους των κορυφών συντονισµού των ΝεΗ πρωτονίων 
των Arg1 και Arg7 συναρτήσει της θερµοκρασίας.   

 

 

 

 

Σχήµα 6.9 Η συµπεριφορά της γουανιδινοµάδας της Arg7. 

 

Όπως προκύπτει από την ανάλυση των φασµάτων στην περιοχή των ΝΗς 

πρωτονίων, τα τέσσερα ΝηΗ πρωτόνια της γουανιδινοµάδας της Arg7 γίνονται 

ταυτόσηµα λόγω γρήγορης περιστροφής γύρω από όλους τους δεσµούς στους 330 Κ 

και συντονίζονται στα 7.30 ppm.  
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Σχήµα 6.10 1Η-ΝΜR φάσµατα στα 400 MHz του πεπτιδίου 1 στην περιοχή 
συντονισµού των αµιδικών πρωτονίων,σε διαλύτη DMSO-d6, σε διαφορετικές 
θερµοκρασίες. Προηγήθηκε λυοφιλοποίηση υδατικού διαλύµατος σε pH=4.9.  
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Σε αντίθεση µε την Arg7, το ΝεΗ της Arg1 συντονίζεται σε υψηλότερο πεδίο 

(9.11 ppm), συχνότητα η οποία επίσης δείχνει ότι µπορεί να συµµετέχει σε δεσµό 

υδρογόνου (συχνότητα συντονισµού ΝεΗ πρωτονίου σε DMSO-d6 διάλυµα και σε 

κατάσταση ελεύθερη ~7.67 ppm131,135). Παράλληλα τα ΝηΗ πρωτόνια της Arg1 

συντονίζονται σε χαµηλότερο πεδίο (7.22 ppm), τόσο σε σύγκριση µε τα αντίστοιχα 

πρωτόνια της Arg7 όσο και µε βιβλιογραφικά δεδοµένα για τα ΝηΗ πρωτόνια σε 

DMSO-d6 διάλυµα και σε ελεύθερη κατάσταση.  

Η αύξηση της θερµοκρασίας δεν προκαλεί ιδιαίτερη µεταβολή στο εύρος της 

κορυφής του ΝεΗ της Arg1, σε αντίθεση µε το αντίστοιχο της Arg7, ενώ υψηλότερες 

θερµοκρασίες οδηγούν έως και διπλασιασµό του εύρους της (Σχήµα 6.8) ∆εν 

συµβαίνει το ίδιο ωστόσο και για τα ΝηΗ πρωτόνια. Η κορυφή στα 7.22 ppm που 

αποδίδεται σε αυτά, εµφανίζεται ήδη πιο ευρεία σε σχέση µε τα αντίστοιχα της Arg7 

στους 300 Κ, ενώ στους 310 Κ λόγω τους εύρους της και των αλληλοεπικαλύψεων 

δεν ταυτοποιείται (Σχήµα 6.10, 310 Κ). Στους 315 Κ έχουµε την εµφάνιση µιας νέας 

κορυφής στα 7.28 ppm (Σχήµα 6.10, 315 Κ), η οποία γίνεται πιο οξεία µε την αύξηση 

της θερµοκρασίας (Σχήµα 6.10, 325-355 Κ). Η εµφάνιση αυτής της κορυφής θα 

πρέπει να αποδοθεί στη σύγκλιση και των τεσσάρων ΝηΗ πρωτονίων της Arg1 σε µία 

συχνότητα συντονισµού στα 7.28 ppm.  

Στο Σχήµα 6.11 δίδονται τα αναλυµένα φάσµατα στην περιοχή των ΝηΗ 

πρωτονίων. Όπως προκύπτει από αυτά, ήδη στη θερµοκρασία 330 Κ όλα τα ΝηΗ 

πρωτόνια και των δύο αργινινών, έχουν γίνει ταυτόσηµα λόγω της γρήγορης 

περιστροφής γύρω από όλους τους δεσµούς της γουανιδινοµάδας. Είναι όµως 

προφανές, ότι η περιστροφή γύρω από το δεσµό Νε-Cδ είναι πολύ πιο γρήγορη στην 

περίπτωση της Arg1, προφανώς ως αποτέλεσµα της ασθενέστερης ισχύος του δεσµού 

υδρογόνου, στον οποίο συµµετέχουν τα ΝηΗ πρωτόνια.  
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Σχήµα 6.11 Ανάλυση της κορυφής συντονισµού των ΝηΗ πρωτονίων των Arg1 και 
Arg7 του πεπτιδίου 1, στο 1D 1Η-NMR φάσµα στα 400 MHz σε διαλύτη DMSO-d6, 
στις θερµοκρασίες 330 και 345 Κ.   
 

 

Προκειµένου να διερευνηθεί ο ρόλος της παράπλευρης αλυσίδας του Asp4 ως 

υποψήφιας οµάδας για αλληλεπίδραση, λόγω αντίθετου φορτίου, µε τις παράπλευρες 

αλυσίδες των αργινινών1 και 7, υπολογίστηκε η κατανοµή των στροφοµερών Ι     

(x1= -60ο), ΙΙ (x1= 180ο) και ΙΙΙ (x1= +60o) (Σχήµα 6.12). Ισχύουν οι σχέσεις :  

   
3Jαβ = PΙJt + PΙΙJg + PΙΙΙJg                                 

3Jαβ� = PΙJt + PΙΙJt + PΙΙΙJg 

 

όπου PΙ+PΙΙ+PΙΙΙ=1 (P: το ποσοστό του κάθε στροφοµερούς) οπότε,  

  

PI=(3Jαβ-Jg)/(Jt-Jg) PII=(3Jαβ�-Jg)/(Jt-Jg) PIII=1-PI-PII 

 

(ppm) 
7.10 7.20 7.30 7.40 7.50 

345 Κ 

(p p m )  
6 .8  7 .2  7 .6  8 .0  8 .4  

330 Κ 
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Χρησιµοποιώντας ως Jtrans=13.70 Hz και Jgauche=2.32 Hz, όπως προτάθηκε από τους 

Abraham et. al.132,133 και µε την βοήθεια των σταθερών σύζευξης 3Jαβ=7.54 Hz και 
3Jαβ΄=4.41 Hz, που προέκυψαν από την επίλυση του ABX συστήµατος του Asp-CβΗ2, 

υπολογίστηκαν τα ποσοστά των στροφοµερών ΡΙ = 45%, ΡΙΙ = 18% και ΡΙΙΙ = 37%. 

Παρ� όλο που το ΡΙΙΙ δεν ευνοείται ενεργειακά έναντι των άλλων στροφοµερών, λόγω 

στερεοχηµικών παρεµποδίσεων, εν τούτοις το ποσοστό 37% θεωρείται αρκετά υψηλό 

και πιθανά επιβάλλεται από διαµορφωτικούς λόγους. H εκτίµηση ότι η παράπλευρη 

αλυσίδα του Asp4 είναι η οµάδα που αλληλεπιδρά και µε τις δύο γουανιδινοµάδες 

(Arg1 και Arg7), επιβεβαιώνεται από το NOESY φάσµα, στο οποίο ανιχνεύονται τα 

ασθενή και µέσης έντασης ΝΟΕ φαινόµενα, ανάµεσα στα Arg1-NεΗ/Asp4-NH, Arg1-

CγΗ  /Asp4-NH, Arg1-NεΗ/Asp4-CβΗ και Asp4-CβΗ/Arg7-NΗ (Πίνακας 6.2). Η 

ανίχνευση αυτών των ΝΟΕ φαινοµένων, σαφώς υποδηλώνει ότι οι παράπλευρες 

αλυσίδες των Arg1 και Arg7 προσεγγίζουν την αντίστοιχη αλυσίδα του Asp4. Αυτό 

είναι πολύ πιθανό, καθώς στην περίπτωση της 310 έλικας (περίπτωση που σαφώς 

αποδεικνύεται για το πεπτίδιο 1), οι παράπλευρες αλυσίδες και των τριών αυτών 

αµινοξέων αναµένεται να βρίσκονται στην ίδια πλευρά της έλικας.  

  

 

Σχήµα 6.12 Τα στροφοµερή Ι, ΙΙ και ΙΙΙ. 

 

Εκτός όλων όσων αναφέρθηκαν εως τώρα για το πεπτίδιο 1, ενδιαφέρον 

παρουσιάζει και το γεγονός ότι, επιβεβαιώνεται πειραµατικά η υπόθεση πάνω στην 

οποία στηρίχθηκε ο σχεδιασµός των ελικοειδούς τύπου RGD αναλόγων. Ποιο 

συγκεκριµένα, η υπόθεση ότι όταν η αλληλουχία �Lys(Ac)-Aib-Gly- ενσωµατωθεί 

στο C-τελικό άκρο ενός πεπτιδίου, που ικανοποιεί την προϋπόθεση του ελάχιστου 

απαιτούµενου µήκους, επάγει 310 έλικα, επιβεβαιώνεται και σε αυτή την περίπτωση. 

Η αλληλουχία αυτή λειτουργεί σαν εκµαγείο 310 έλικας, λόγω της αλληλεπίδρασης 
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του Ac-CO της πλευρικής αλυσίδας της Lys, µε το ΝΗ της Gly. Η παρουσία αυτής 

της αλληλεπίδρασης αποδεικνύεται από το συνδυασµό των πειραµατικών 

αποτελεσµάτων και συγκεκριµένα, από τα µέτριας έντασης ΝΟΕ φαινόµενα που 

παρατηρούνται ανάµεσα στα Lys10-CβH/Gly12-NH και Lys10-CγH/Gly12-NH 

πρωτόνια, καθώς και το χαµηλό συντελεστή θερµοκρασίας του Gly12-NH (Πίνακες 

6.2 και 6.3). 

 Συνοψίζοντας τα αποτελέσµατα της διαµορφωτικής ανάλυσης του πεπτιδίου 1 

καταλήγουµε στα παρακάτω συµπεράσµατα :  

• Ο πεπτιδικός σκελετός του πεπτιδίου 1 προσλαµβάνει διαµόρφωση 310 

έλικας. 

• Η αλληλουχία  �Lys(Ac)-Aib-Gly-ΟΗ στο C-τελικό άκρο του πεπτιδίου 

λειτουργεί ως εκµαγείο ελικοειδούς δοµής134 µέσω της αλληλεπίδρασης 

των οµάδων Ac-CO ��HN-Gly12. 

• Οι γουανιδινοµάδες των Arg1 και Arg7 αλληλεπιδρούν µε την παράπλευρη 

αλυσίδα του Asp4 µέσω των ΝεΗ και ΝηΗ πρωτονίων. 

• Η αλληλεπίδραση της γουανιδινοµάδας της Arg7 είναι αρκετά ισχυρότερη 

σε σύγκριση µε αυτή της γουανιδινοµάδας της Arg1.    
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6.2 Ανάλυση των 1H-NMR φασµάτων του πεπτιδίου                                                 

          

        1      2     3     4      5      6      7     8      9      10         11    12 

Αc-Ser-Arg-Gly-Asp-Val-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH                       (2)  

 

Στο σχήµα 6.13 παρουσιάζεται το 1D 1H-NMR στα 400MHz του πεπτιδίου 2 

στους 300 Κ σε διάλυµα DMSO-d6. To φάσµα χωρίζεται σε τρεις περιοχές, αυτή 

µεταξύ 6.5 και 10.0 ppm για τα αµιδικά πρωτόνια του πεπτιδικού σκελετού και τα 

NεΗ των δύο αργινινών, την περιοχή µεταξύ 3.2 και 4.5 ppm για τα CαΗ, και αυτή 

από 3.2 εώς 0.5 για τα υπόλοιπα πρωτόνια του πεπτιδίου. Στο σχήµα 6.14 διακρίνεται 

η περιοχή του 1D 1H-NMR για τις κορυφές συντονισµού των ΝΗ, όπως και ο 

χαρακτηρισµός των κορυφών. Όπως και στην περίπτωση του πεπτιδίου 1, δεν 

παρατηρούνται σήµατα για το πρωτόνιο του C-τελικού καρβοξυλίου και του 

αντίστοιχου της πλευρικής αλυσίδας του Asp, αφού αµφότερα είναι απο- 

πρωτονιωµένα στο pH 4.9. Παρουσιάζονται επίσης, το ΝΟΕSY  1H-NMR φάσµα στα 

400 MHz (σχήµα 6.15) και µεγενθυµένα τµήµατά του, που αντιστοιχούν στην 

περιοχή ΝΗ-NH, όπου σηµειώνονται οι NH(i,i+1) NOE αλληλεπιδράσεις (σχήµα 6.16), 

την περιοχή ΝΗ/CαΗ (Σχήµα 6.17) και την αντίστοιχη ΝΗ/CβΗ (Σχήµα 6.18)  Τέλος 

παρατίθεται το TOCSY 1H-NMR φάσµα στα 400 MHz (σχήµα 6.19), καθώς και η 

µεγενθυµένη NH/CαΗ περιοχή του (σχήµα 6.20). 
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Σχήµα 6.13  1D 1H-NMR φάσµα στα 400 MHz του πεπτιδίου 2, συγκέντρωσης 8mM σε διαλύτη DMSO-d6, θερµοκρασίας 300 Κ. Προηγήθηκε 

λυοφιλοποίηση υδατικού διαλύµατος του δείγµατος, pH 4.96. Xρησιµοποιήθηκαν µοριακά κόσκινα.  
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Σχήµα 6.14 1D 1H-NMR φάσµα στα 400 MHz του πεπτιδίου 2 για την περιοχή συντονισµού των αµιδικών πρωτονίων. Το δείγµα είναι 

συγκέντρωσης 8mM σε διαλύτη DMSO-d6 και θερµοκρασία 300 Κ. Προηγήθηκε λυοφιλοποίηση του πεπτιδίου από υδατικό διάλυµα σε 

pH=4.96.   
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Σχήµα 6.15  1Η-NMR NOESY φάσµα στα 400 MHz του πεπτιδίου 2 σε διαλύτη 

DMSO-d6, συγκέντρωσης 8mM, σε θερµοκρασία 300 Κ. Ελήφθησαν 2048 σηµεία 

από 512 πειράµατα µε 64 σαρώσεις µε χρόνο µίξης 350ms. Το δείγµα περιείχε 

µοριακά κόσκινα, ενώ είχε προηγηθεί ρύθµιση του pH υδατικού διαλύµατός του, στα 

4.96.  
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Σχήµα 6.16  Περιοχή ΝΗ/NH του φάσµατος NOESY  στα 400 MHz του πεπτιδίου 2.  
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Σχήµα 6.17 Περιοχή ΝΗ/CaH του ΝΟΕSY φάσµατος στα 400 MHz του πεπτιδίου 2  
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Σχήµα 6.18 Περιοχή NH/Cβ,γ,Η του NOESY φάσµατος στα 400 MHz του πεπτιδίου 2 
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Σχήµα 6.19 1H-NMR φάσµα ΤΟCSY στα 400 MHz του πεπτιδίου 2, σε διαλύτη 

DMSO-d6, συγκέντρωσης 8mM, σε θερµοκρασία 300 Κ. Πραγµατοποιήθηκαν 512 

πειράµατα και ελήφθησαν 2048 σηµεία, µε αριθµό σαρώσεων 48 και χρόνο µίξης 

100ms. Προηγήθηκε ρύθµιση του pH σε υδατικό διάλυµα του πεπτιδίου στα 4.96 και 

λυοφιλοποίηση. Στο δείγµα χρησιµοποιήθηκαν µοριακά κόσκινα.  
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Σχήµα 6.20 Περιοχή ΝΗ/CαΗ του 1H-NMR φάσµατος TOCSY του πεπτιδίου 2 στα 

400 MHz. Τα σηµεία τοµής των συνεχών γραµµών, που ενώνουν τα σηµεία 

διασταύρωσης, µε τον οριζόντιο άξονα, αντιστοιχούν στις συχνότητες συντονισµού 

των αµιδικών πρωτονίων κάθε αµινοξέος.     
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6.2.1 Χηµικές µετατοπίσεις των πρωτονίων του πεπτιδίου  
 

         1      2     3     4      5      6      7     8      9      10         11    12 

Αc-Ser-Arg-Gly-Asp-Val-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH                       (2) 

 

 Από το 1D 1H-NMR φάσµα στην περιοχή συντονισµού των αµιδικών 

πρωτονίων (σχήµα 6.14), διακρίνουµε δύο απλές κορυφές συντονισµού, στα 7.60 και 

8.41 ppm. Στο TOCSY φάσµα (Σχήµα 6.20) και την περιοχή των CαΗ πρωτονίων, 

παρατηρούµε την απουσία σηµείων διασταύρωσης που θα οφειλόταν στην σύζευξη 

των παραπάνω ΝΗ και CαΗ. Άρα µπορούµε να αποδώσουµε τις κορυφές στα 7.60 και 

8.41 ppm στα αµιδικά πρωτόνια των δύο Aib, τα οποία δεν διαθέτουν α-Η πρωτόνια. 

Επιπλέον, λόγω της παρουσίας του ελεύθερου καρβοξυλίου, το αµιδικό πρωτόνιο της 

C-τελικής Gly12 είναι επιπλέον προστατευµένο και συντονίζεται σε πιο ισχυρό πεδίο, 

σε σχέση µε τα αµιδικά πρωτόνια των υπολοίπων γλυκινών. Πράγµατι, στο 1D 1H-

NMR φάσµα παρατηρούµε µία τριπλή κορυφή στα 6.95 ppm, η οποία πρέπει να 

αντιστοιχεί στο ΝΗ της Gly12. Το τελευταίο δίνει σηµεία διασταύρωσης στα 3.29 και 

3.33 ppm ως αποτέλεσµα της σύζευξης µε τα δύο CαΗ πρωτόνια της. Στο NOESY και 

την περιοχή των ΝΗ, υπάρχει σηµείο διασταύρωσης µεταξύ του ΝΗ της Gly12 και του 

ΝΗ του Αib στα 7.60 ppm (Σχήµα 6.16), εποµένως το τελευταίο είναι το ΝΗ του 

Aib11, ενώ το ΝΗ στα 8.41 ppm ανήκει στο Aib8.  

 Το επόµενο NHi/ΝΗi+1 σηµείο διασταύρωσης στο ΝΟΕSΥ, όπου i+1 το Αib11, 

θα πρέπει να οφείλεται στην αλληλεπίδρασή του µε το ΝΗ της Lys10. Η υπόθεση 

αυτή επαληθεύεται από το ΤΟCSY, όπου παρατηρούµε χαρακτηριστικά σηµεία 

διασταύρωσης για το σύστηµα πρωτονίων της Lys, δηλαδή την σύζευξη του ΝΗ µε 

τα CαΗ, CβΗ, CγΗ, CδΗ, και CεΗ πρωτόνια. Με συνδυασµό των παραπάνω, 

αποδίδουµε στο αµιδικό πρωτόνιο της Lys10, τη χηµική µετατόπιση στα 7.61 ppm, 

ενώ η ταυτοποίηση των υπολοίπων πρωτονίων γίνεται από το ΤOCSY. Οι χηµικές 

µετατοπίσεις τους  φαίνονται στον πίνακα 6.4. H τριπλή κορυφή στα 7.80 ppm, όπως 

φαίνεται στο 1D φάσµα, θα µπορούσε να είναι είτε το NηΗ της Lys, είτε το ΝΗ  

κάποιας Gly. Και πάλι από το TOCSY, επιβεβαιώνεται ότι ανήκει στην Lys, αφού 

δίνει σηµεία διασταύρωσης µε τα υπόλοιπα πρωτόνια της.  

 Το ΝΗ της Gly9, µπορεί να ταυτοποιηθεί από το ΝΟΕ φαινόµενο µε το ΝΗ 

της Lys10 και από το γεγονός ότι δίνει σηµείο διασταύρωσης µόνο µε CαΗ στο 



 

 95 

TOCSY. Έτσι αποδίδουµε στα ΝΗ και CαΗ2 της Gly9 τις χηµικές µετατοπίσεις 8.08 

και 3.54/3.66 ppm αντίστοιχα. 

 Το Αsp4, διαθέτει µόνο τα β,β� πρωτόνια στην πλευρική του αλυσίδα και έτσι 

ταυτοποιείται εύκολα από το TOCSY φάσµα, όπου δίνει τις συζεύξεις ΝΗ/CαΗ και 

ΝΗ/Cβ,β�Η2. Το ίδιο συµβαίνει και µε τη Ser1, ωστόσο µπορούµε να διακρίνουµε το 

Asp, διότι τα β,β� πρωτόνια του είναι περισσότερο προστατευµένα από αυτά της Ser, 

λόγω της παρουσίας του ελεύθερου καρβοξυλίου, µε αποτέλεσµα να συντονίζονται 

σε ισχυρότερο πεδίο. Έτσι στο ΝΗ του Asp4, αποδίδουµε την χηµική µετατόπιση στα 

8.80 ppm, µε το CαΗ στα 4.35 ppm και τα Cβ,β�Η2 στα 2.23 και 2.64 ppm. Το ΝΗ της 

Ser1 ταυτοποιείται στα 8.03 ppm, το CαΗ στα 4.28 ppm και τα Cβ,β�Η2 στα 3.55 ppm. 

Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι, θα αναµέναµε διαφοροποίηση µεταξύ των δύο βΗ της 

Ser, ωστόσο πιθανά λόγω αλληλοεπικάλυψης των σηµάτων, δεν κατέστη δυνατή η 

ταυτοποίηση και των δύο πρωτονίων.  

 Με βάση τη γνωστή χηµική µετατόπιση του ΝΗ του Asp4, µπορούµε να 

ταυτοποιήσουµε τις αντίστοιχες µετατοπίσεις των γειτονικών αµιδικών πρωτονίων 

της Gly3 και Val5, από το NOESY φάσµα. Με τη βοήθεια του TOCSY, όπου η Gly 

εµφανίζει σηµείο διασταύρωσης µόνο στην περιοχή των CαΗ, αποδίδουµε τις 

συχνότητες συντονισµού, 8.70 ppm στο NH της Gly3 και 7.30 ppm στο ΝΗ της Val5. 

Aπό το ΤΟCSY ταυτοποιούνται και τα υπόλοιπα πρωτόνια των δύο αµινοξέων. Το 

ΝΗ της τέταρτης Gly του πεπτιδίου της θέσης έξι στην αλληλουχία και εποµένως  θα 

πρέπει να είναι αυτό στα 8.25 ppm.  

 Στο TOCSY φαίνονται τα σηµεία διασταύρωσης που είναι χαρακτηριστικά 

για το σύστηµα πρωτονίων της Αrg (πέντε ή έξι συνολικά, λόγω διαφοροποίησης των 

Cβ,β�Η2 και Cδ,δ�Η2) στην περιοχή των Cα, Cβ, Cγ και CδΗ πρωτονίων. Η διάκριση 

µεταξύ των δύο Arg µπορεί να γίνει από το NOESY, στην περιοχή των ΝΗ/ΝΗ, όπου 

παρατηρούµε το σηµείο διασταύρωσης από την αλληλεπίδραση του ΝΗ της Gly3 και 

του ΝΗ της Arg2. Στη συνέχεια ταυτοποιούνται όλα τα πρωτόνια των δύο Αrg, µε 

παράλληλη ανάλυση των ΝΟΕSΥ και TOCSY φασµάτων. Όπως και στην περίπτωση 

του πεπτιδίου 1, τα NεΗ βρίσκονται σε αρκετά ασθενές πεδίο, στα 9.50 ppm για αυτό 

της Arg7 και στα 9.94 ppm για το αντίστοιχο της Arg2, ενώ τα ΝηΗ πρωτόνια 

ταυτοποιούνται στα 7.24 και 7.14 ppm, αντίστοιχα. Οι χηµικές µετατοπίσεις όλων 

των πρωτονίων του µορίου παρουσιάζονται στον πίνακα 6.4.  
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Πίνακας 6.4 Οι χηµικές µετατοπίσεις των πρωτονίων του πεπτιδίου 2        

Α.Α ΝΗ CαΗ CβΗ CγΗ CδΗ Άλλα 
πρωτόνια 

Ser1 8.03 4.28 3.55   Ac 1.83 

Arg2 7.92 4.28 1.66/2.01 1.50 2.95/3.18 NεΗ 9.94 
ΝηΗ 7.14  

Gly3 8.70 3.47/3.98     

Asp4 8.80 4.35 2.23/2.68    

Val5 7.30 4.08 1.96/2.00 0.81   

Gly6 8.25 3.69/3.75     

Arg7 8.38 4.12 1.66/1.77 1.50 3.06 ΝεΗ 9.50 
ΝηΗ 7.24 

Aib8 8.41  1.34    

Gly9 8.08 3.54/3.66     

Lys10 7.61 4.07 1.70 1.19 1.31 ΝηΗ 7.80 
Αc 1.83 

Aib11 7.60  1.31    

Gly12 6.95 3.29/3.33     

 

 

6.2.2 ∆ιαµορφωτική ανάλυση του πεπτιδίου  

         1      2     3     4      5      6      7     8      9      10         11    12 

Αc-Ser-Arg-Gly-Asp-Val-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH                       (2) 

  

Οι εντάσεις των ΝΟΕ φαινοµένων που παρατηρούνται στο ΝΟESY φάσµα,  

αξιολογήθηκαν ποιοτικά και παρουσιάζονται σχηµατικά στον πίνακα 6.5. Ο µεγάλος 

αριθµός ΝΟΕ φαινοµένων, µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι το µόριο παρουσιάζει 

µειωµένο βαθµό ευκαµψίας και πρέπει να έχει µία κανονική δοµή. Χαρακτηριστικά 

είναι τα πολλά, ισχυρά και µέσης έντασης, ΝΟΕs του τύπου dΝΝ(i,i+1) και dαΝ(i,i+1), 

σύµφωνα µε τα οποία, µπορούµε να αποκλείσουµε την πιθανότητα δοµής β-πτυχωτού 

φύλλου. Στο C-τελικό τµήµα του πεπτιδίου 2, όπως και στην περίπτωση του 1, 

παρατηρούµε αρκετά ΝΟΕ φαινόµενα µακρινής απόστασης. Πιο συγκεκριµένα, 

ασθενούς έντασης ΝΟΕ του τύπου dNN(i,i+2) υφίστανται µεταξύ των αµινοξέων 10/12 

και 9/11, ενώ ασθενούς και µέτριας έντασης ΝΟΕ του τύπου dαΝ(i,i+2) παρατηρούνται 

ανάµεσα στα 10/12, 9/11 και 7/9 (Σχήµατα 6.16, 6.17, Πίνακας 6.5). Το γεγονός αυτό  
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Πίνακας 6.5 Τα ΝΟΕ φαινόµενα και οι εντάσεις τους που παρατηρούνται µεταξύ 
πρωτονίων διαφορετικών καταλοίπων για το πεπτίδιο Ac-S-R-G-D-V-G-R-Aib-G-
K(Ac)-Aib-G-OH. Τα µακρινής απόστασης ΝΟΕ είναι µε έντονη γραφή, ενώ δεν 
περιλαµβάνονται αυτά µεταξύ πρωτονίων του ίδιου αµινοξέος. 

 
 

 

υποδηλώνει ότι, σε αυτές τις συνθήκες το C-τελικό τµήµα του πεπτιδικού σκελετού 

προσλαµβάνει µία διαµορφωτικά περιορισµένη δοµή. Το γεγονός αυτό ενισχύεται και 

από τις µικρές απόλυτες τιµές των συντελεστών θερµοκρασίας των αµιδικών 

πρωτονίων των αµινοξέων Gly9, Lys10, Aib11 και Gly12 (Πίνακας 6.6). Ιδιαίτερα το 

ΝΗ πρωτόνιο της Gly12 φαίνεται να συµµετέχει σε ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου και 

σε συνδυασµό µε τα πειραµατικά δεδοµένα για το πεπτίδιο 1, αυτός ο δεσµός πιθανά 

συµβαίνει µε το CO της ακετυλο-οµάδας της παράπλευρης αλυσίδας της Lys10. Η 

εκτίµηση αυτή ενισχύεται και από τη µέτριας έντασης ΝΟΕ αλληλεπίδραση µεταξύ 

των CβΗ2 πρωτονίων της Lys10 και του αµιδικού πρωτονίου της Gly12. 

Λαµβάνοντας υπόψη τα dαΝ(i,i+2) NOE φαινόµενα που αναφέρθηκαν 

παραπάνω, την ύπαρξη ΝΟΕ αλληλεπίδρασης dNN(i,i+3) µεταξύ των Arg7 και Lys10,  

NOE Ένταση NOE Ένταση 

Arg2-NH/Gly3-NH Ασθενής Gly6-Cα,α΄Η2/Arg7-NH Ισχυρή 

Arg-2-Cβ,β΄Η2/Gly3-NH Ασθενής Arg7-NH/Lys10-NH Ασθενής 
Arg-2-Cβ,β΄Η2/Asp4-NH Ασθενής Arg7-NH/Gly12-NH Ασθενής 
Arg2-NεH/Val5-Cγ,γ΄Η6 Ασθενής Arg-7-CαΗ/ Gly9-NH Ασθενής 

Arg2-NεH/Asp4-NH Ασθενής Aib8-NH/Gly9-NH Μέτρια 

Gly3-Cα,α΄Η2/Asp4-NH Μέτρια Gly9-NH/Lys10-NH Ισχυρή 

Asp4-NH/Val5-NH Ισχυρή Gly9-NH/Aib11-NH Ασθενής 
Asp4-CαH/Val5-NH Ισχυρή Gly9-Cα,α΄Η2/Lys10-NH Μέτρια 

Asp4-Cβ,β΄Η2/Val5-NH Ασθενής Gly9-Cα,α΄Η2/Aib11-NH Μέτρια 
Val5-NH/Gly6-NH Ισχυρή Lys10-NH/Gly12-NH Ασθενής 

Val5-NH/Arg7-NεH Ασθενής Lys10-CαΗ/Gly12-NH Ασθενής 

Val5-CαH/Gly6-NH Ισχυρή Lys10-CαΗ/Aib11-NH Ισχυρή 

Val5-CβH/Gly6-NH Μέτρια Lys10-Cβ,β΄Η2/Aib11-NH Μέτρια 

Val5-Cγ,γ΄Η6/Gly6-NH Ασθενής Lys10-Cβ,β΄Η2/Gly12-NH Μέτρια 
Val5-NH/Arg7-Cβ,β΄Η2 Ασθενής Aib11-NH/Gly12-NH Μέτρια 

Val5-NH/Arg7-Cγ,γ΄Η2 Ασθενής Aib11-Cβ,β΄Η6/Gly12-NH Μέτρια 
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Πίνακας 6.6 Οι τιµές των συντελεστών θερµοκρασίας και οι σταθερές σύζευξης  των 
αµιδικών πρωτονίων του πεπτιδίου 2.  

 Ser1 Arg2 Gly3 Asp4 Val5 Gly6 Arg7 Aib8 Gly9 Lys10 Aib11 Gly12 

δ (ppm) 8.03 7.92 8.70 8.80 7.30 8.25 8.38 8.41 8.08 7.61 7.60 6.95 

∆δ/∆Τ   
(ppb/K) 

-4.5 -4.9 -5.6 -4.4 +2.0 -4.0 -4.3 -6.4 -3.7 -2.0 -2.6 ~ 0 
3JNα 
(Ηz) 

7.52 6.64 4.01/6.61 7.52 7.96 4.84/5.32 7.52  6.17/4.61 8.40   

 

 

αλλά και την απουσία ΝΟΕ του τύπου dαΝ(i,i+4), τα οποία είναι χαρακτηριστικά α-

έλικας, η επαγωγή 310 έλικας από το C-τελικό άκρο είναι πιθανή για το πεπτίδιο 2. 

Συγκρίνοντας την αλληλουχία του τελευταίου µε αυτή του πεπτιδίου 1, παρατηρούµε 

ότι, τα αµινοξέα Aib2 και Aib5 του δεύτερου έχουν αντικατασταθεί από την Arg2 και 

Val5 στο πεπτίδιο 2. Το γεγονός αυτό φαίνεται να επηρεάζει σηµαντικά τη 

διαµόρφωση του πεπτιδικού σκελετού στο Ν-τελικό τµήµα καθώς, είναι 

χαρακτηριστική η απουσία ΝΟΕ φαινοµένων του τύπου dαΝ(i,i+2) και dNN(i,i+2), σε 

αντίθεση µε το C-τελικό τµήµα του πεπτιδίου. Ιδιαίτερα η Arg2, η οποία φέρει θετικό 

φορτίο στη γουανιδινοµάδα της πλευρικής της αλυσίδας, έχει σηµαντικό ρόλο στην 

διαµόρφωση. Αυτό διαπιστώνεται και από τις ΝΟΕ αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

CβΗ2 και Νε πρωτονίων της Arg2 και του αµιδικού πρωτονίου του Asp4 (βλ. Σχήµατα 

6.16 και 6.18).  

Τα ΝεΗ πρωτόνια και των δύο αργινινών εµφανίζονται σε ασθενή πεδία 

(Arg2-ΝεΗ στα 9.94 ppm και Arg7-NεΗ στα 9.50 ppm) και όπως στην περίπτωση του 

πεπτιδίου 1, η συµπεριφορά αυτή εξηγείται µε την συµµετοχή τους σε δεσµό 

υδρογόνου. Όπως προαναφέρθηκε, οι δεσµοί αυτοί πιθανά συµβαίνουν λόγω της 

παρουσίας της παράπλευρης αλυσίδας του Asp4. Αξίζει να σηµειωθεί ότι, 

παρατηρείται µία αντιστροφή όσον αφορά τις χηµικές µετατοπίσεις των ΝεΗ των δύο 

Arg στα δύο πεπτίδια. Έτσι το ΝεΗ πρωτόνιο της Arg7, ενώ στην περίπτωση του 

πεπτιδίου 1 εµφανίζεται στα 10.05 ppm, το αντίστοιχο πρωτόνιο στο πεπτίδιο 2 

ταυτοποιείται στα 9.50 ppm. Αντίθετα, το ΝεΗ πρωτόνιο της Arg της θέσης i-2 ως 

προς το Asp4 εµφανίζεται σε ασθενέστερο πεδίο (9.94 ppm), παρόµοια δηλαδή 

χηµική µετατόπιση µε το NεH της Arg7 του πεπτιδίου 1.  

Ένα δεύτερο σηµαντικό στοιχείο που προκύπτει από την ταυτοποίηση των 

ΝεΗ πρωτονίων του πεπτιδίου 2 είναι ότι, η µεταξύ τους διαφορά στις χηµικές τους 

µετατοπίσεις (9.50 και 9.94 ppm) είναι σαφώς µικρότερη από την αντίστοιχη στο  



 

 99 

 

 
Σχήµα 6.21 1Η-ΝΜR φάσµατα στα 400 MHz του πεπτιδίου 2 στην περιοχή 
συντονισµού των αµιδικών πρωτονίων,σε διαλύτη DMSO-d6, σε διαφορετικές 
θερµοκρασίες. Προηγήθηκε λυοφιλοποίηση υδατικού διαλύµατος σε pH=4.9.  
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πεπτίδιο 1 (9.11 και 10.05 ppm). Επίσης, ενώ στο τελευταίο υπάρχει διαφοροποίηση 

στο εύρος των κορυφών συντονισµού των NεΗ πρωτονίων στους 300 Κ (Σχήµα  6.8), 

στο πεπτίδιο 2 διακρίνουµε δύο ευρείες κορυφές για τα δύο NεΗ πρωτόνια στους 300 

Κ, οι οποίες µετατρέπονται σταδιακά σε οξείες µε την αύξηση της θερµοκρασίας 

(Σχήµατα 6.21, 6.22). Από τα δεδοµένα αυτά συµπεραίνουµε ότι και στο πεπτίδιο 2 

τα δύο NεΗ πρωτόνια συµµετέχουν σε ένα φαινόµενο ανταλλαγής ανάµεσα σε 

καταστάσεις δεσµού υδρογόνου και µη. Ωστόσο, σε αντίθεση µε το πεπτίδιο 1 όπου η 

συµµετοχή της γουανιδινοµάδας της Arg7 αποδεικνύεται αρκετά πιο ισχυρή σε σχέση 

µε την αντίστοιχη της Arg1, στο πεπτίδιο 2 η διαφοροποίηση µεταξύ των δύο Arg 

είναι σαφώς µικρότερη, µε ελάχιστα  ισχυρότερη αυτή της Arg2.  

  

Σχήµα 6.22 Η µεταβολή του εύρους των κορυφών συντονισµού των ΝεΗ πρωτονίων 
των Arg2 και Arg7 συναρτήσει της θερµοκρασίας.     
 
  
 Η συµπεριφορά των ΝηΗς πρωτονίων της γουανιδινοµάδας των δύο Arg, 

µοιάζει σε µεγάλο βαθµό µε την αντίστοιχη στο πεπτίδιο 1. Στο 1D φάσµα στους 300 

Κ (Σχήµα 6.21) διακρίνουµε µία κορυφή συντονισµού στα 7.14 ppm η οποία 

αποδόθηκε στα NηΗ πρωτόνια της Arg2 ενώ τα αντίστοιχα της Arg7 βρίσκονται στα 

7.24 ppm σύµφωνα µε το ΝOESY φάσµα. Με την αύξηση της θερµοκρασίας 

παρατηρούµε την διεύρυνση της οξείας κορυφής στα 7.14 ppm ενώ παράλληλα 

συγκλίνει µε την ευρεία κορυφή στην οποία θα πρέπει να βρίσκονται τα υπόλοιπα 

ΝηΗ πρωτόνια. Στους 320 Κ (Σχήµα 6.21, φάσµα 320 Κ) εµφανίζεται µία νέα κορυφή 

στα 7.35 ppm, η οποία στους 330 Κ (Σχήµα 6.21, φάσµα 330 Κ) ενώνεται µε την 

µετατοπισµένη κορυφή που εµφανιζόταν στα 7.14 ppm στους 300 Κ, σχηµατίζοντας 
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µία ολοένα και περισσότερο οξεία κορυφή στα 7.30 ppm (Σχήµα 6.21, φάσµατα 330, 

340 και 350 Κ), η οποία αντιστοιχεί σε όλα τα ΝηΗ πρωτόνια της γουανιδινοµάδας 

των δύο Arg. Από τα παραπάνω, αλλά και τις παρατηρήσεις που έγιναν για τα ΝεΗ 

πρωτόνια, η συµπεριφορά των δύο γουανιδινοµάδων µπορεί όπως και στην 

περίπτωση του πεπτιδίου 1, να εξηγηθεί µε βάση το σχήµα 6.9. 

 Από την διερεύνηση  του ρόλου της παράπλευρης αλυσίδας του Asp4 µε τον 

υπολογισµό τις κατανοµής των στροφοµερών, προκύπτει ένα επιπλέον σηµαντικό 

στοιχείο. Με βάση τις τιµές που υπολογίστηκαν για τις σταθερές σύζευξης 3Jab= 3.26 

Hz και 3Jab΄= 5.37 Hz και χρησιµοποιώντας τις εξισώσεις που αναφέρθηκαν κατά την 

διαµορφωτική ανάλυση του πεπτιδίου 1, τα ποσοστά των στροφοµερών που 

προκύπτουν είναι ΡΙ= 8%, ΡΙΙ= 27% και ΡΙΙΙ= 65%. Παρατηρούµε δηλαδή ότι 

υπερισχύει σηµαντικά το λιγότερο ευνοούµενο ενεργειακά, υπό κανονικές συνθήκες, 

στροφοµερές ΙΙΙ (Σχήµα 6.12). Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι υφίστανται 

διαµορφωτικοί περιορισµοί στην παράπλευρη αλυσίδα του Asp4, οι οποίοι µειώνουν 

την δυνατότητα περιστροφής γύρω από το δεσµό Cα-Cβ (γωνία x1). Σε συνδυασµό µε 

όσα αναφέρθηκαν για τα πρωτόνια της γουανιδινοµάδας των δύο Arg, σε θέσεις i-2 

και i+3 ως προς το Asp4, ενισχύεται η εκτίµηση της αλληλεπίδρασης των τριών 

αυτών αµινοξέων µέσω των παράπλευρων τους αλυσίδων, γεγονός που παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην διαµόρφωση του πεπτιδίου 2. Στο Σχήµα 6.23 δίδονται οι 

κορυφές συντονισµού των CβΗ2 πρωτονίων του Asp της θέσης τέσσερα στα πεπτίδια 

1 και 2. Οι κορυφές αποτελούν ένα ΑΒΧ σύστηµα, ως αποτέλεσµα της σύζευξης µε 

το CαΗ πρωτόνιο και ο βαθµός που διαχωρίζονται, όπως και η µεταβολή τους µε την 

αύξηση της θερµοκρασίας, είναι ακόµα µία ένδειξη της αλληλεπίδρασης της 

παράπλευρης αλυσίδας του Asp µε τις αντίστοιχες αλυσίδες των Arg και στα δύο 

πεπτίδια.       

 Συνοψίζοντας τα αποτελέσµατα της διαµορφωτικής ανάλυσης του πεπτιδίου 2 

καταλήγουµε στα παρακάτω συµπεράσµατα:  

 

• Το C-τελικό τµήµα του πεπτιδίου 2 (-Val5-Gly6-Arg7-Aib8-Gly9-Lys10-Aib11-

Gly12) προσλαµβάνει διαµόρφωση 310 έλικας.  
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       CβH2-Asp του 1                                        CβH2-Asp του 2 

 
Σχήµα 6.23 1H-NMR φάσµα στα 400 MHz των πεπτιδίων 1 και 2 στην περιοχή 
συντονισµού των CβΗ2 πρωτονίων του Asp4.  
 
 
 

 

 

(ppm) 2.24 2.28 2.32 2.36 2.40 2.44 2.48 2.52 2.56 2.60 2.64 2.68 2.72 2.76 
(ppm) 2.20 2.24 2.28 2.32 2.36 2.40 2.44 2.48 2.52 2.56 2.60 2.64 2.68 2.72 

330 K 

320 K 

300 K 

350 K 

340 K 

310 K 
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• Η αλληλεπίδραση ανάµεσα στο Ac-CO της παράπλευρης αλυσίδας της Lys10 

και το ΝΗ της Gly12 υφίσταται και στην περίπτωση του πεπτιδίου 2 και 

φαίνεται να µην επηρεάζεται από τη φύση της υπόλοιπης αλληλουχίας του 

πεπτιδίου. Η αλληλεπίδραση αυτή λειτουργώντας ως εκµαγείο επάγει 

διαµόρφωση 310 έλικας.  

• Η διαµόρφωση του πεπτιδικού σκελετού στο Ν-τελικό άκρο φαίνεται να 

καθορίζεται από την αλληλεπίδραση ανάµεσα στις παράπλευρες αλυσίδες της 

Arg2 και του Asp4. 

• Η αλληλεπίδραση των παράπλευρων αλυσίδων της Arg7 και Asp4 είναι 

ασθενέστερη στην περίπτωση του πεπτιδίου 2 σε σύγκριση µε την αντίστοιχη 

αλληλεπίδραση στο πεπτίδιο 1.   
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  ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 
 

ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ - ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
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7. ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ � ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

 Οι µελέτες για τον προσδιορισµό της βιολογικής δράσης των πεπτιδίων 1 και 

2 πραγµατοποιήθηκαν σε ανθρώπινο ορό πλούσιο σε αιµοπετάλια136 (platelet rich 

plasma, PRP). Ο βαθµός δραστικότητας εκφράζεται µε την συγκέντρωση του 

πεπτιδίου η οποία προκαλεί 50% αναστολή της συσσώρευσης των αιµοπεταλίων 

(IC50).  

 
7.1 Επεξεργασία αίµατος 
 

Το αίµα συλλέγεται σε πλαστικούς φυγοκεντρικούς σωλήνες των 12 ml, στους 

οποίους προτίθεται διάλυµα ACD σε αναλογία 9:1 (αίµα:ACD). Το τελευταίο 

αποτελείται από 0.8% κιτρικό οξύ, 2.2% κιτρικό νάτριο και 2.5% γλυκόζη και 

λειτουργεί δεσµεύοντας τα ιόντα ασβεστίου ώστε να αποφευχθεί η πήξη τους αίµατος 

στον σωλήνα. Ακολουθεί ήπια φυγοκέντρηση του µίγµατος στις 800 στροφές ανά 

λεπτό, για 15-20 λεπτά και συλλέγεται η υπερκείµενη στοιβάδα, η οποία είναι 

πλάσµα πλούσιο σε αιµοπετάλια (PRP). Η υπόλοιπη ποσότητα αίµατος 

φυγοκεντρείται εκ νέου στις 2000 στροφές ανά λεπτό για 20 λεπτά περίπου, ώστε να 

συλλεχθεί η υπόλοιπη ποσότητα αιµοπεταλίων (platelet poor plasma, PPP). 

 Ένα τµήµα του PRP, χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό του αριθµού των 

αιµοπεταλίων. Συγκεκριµένα 10 µl PRP αραιώνονται σε 190 µl διαλύµατος οξαλικού 

αµωνίου 1%. Το τελευταίο καταστρέφει τα ερυθρά και λευκά κύτταρα που τυχόν 

υπάρχουν στο δείγµα, ενώ παράλληλα διογκώνει τα αιµοπετάλια. 10 µl του παραπάνω 

αιωρήµατος τοποθετούνται µε πιπέτα σε πέντε θέσεις πλάκας new-bawer, ειδική για 

την καταµέτρηση κυττάρων, η οποία στη συνέχεια τοποθετείται σε κλειστό θάλαµο 

για 15 λεπτά ώστε να καθιζάνουν τα κύτταρα. Η καταµέτρηση των αιµοπεταλίων στις 

πέντε θέσεις τις πλάκας γίνεται µε µικροσκόπιο και η συγκέντρωσή τους ανά κυβικό 

χιλιοστό υπολογίζεται από τη σχέση: 5 θέσεις της πλάκας new-bawer x µέσος όρος 

κυττάρων ανά θέση x 1000. Τα τελικά δείγµατα όπου θα λάβει χώρα η µέτρηση της 

αναστολής της συσσώρευσης των αιµοπεταλίων, παρασκευάζονται έτσι ώστε να 

έχουν συγκέντρωση 250.000/mm3. Αυτό επιτυγχάνεται µε κατάλληλη αραίωση του 

αρχικού όγκου PRP µε PPP όγκου VPPP, όπως προκύπτει από τη σχέση: 

 

AA x VPRP = 250.000 x (VPRP + VPPP)  
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όπου ΑΑ ο αριθµός των αιµοπεταλίων ανά mm3 στο αρχικό PRP, ενώ VPRP και VPPP 

οι όγκοι των PRP και PPP αντίστοιχα. 

 

7.2 Μέτρηση της αναστολής και προσδιορισµός της τιµής IC50 

 
 Συγκεκριµένη µάζα κάθε αναλόγου διαλύεται σε 250 µl TBS (Tris Buffer 

Saline, pH=7.4) έτσι ώστε η συγκέντρωση των αναλόγων σε κάθε διάλυµα να είναι 

25 mM. Ως ενεργοποιητής για την συσσώρευση των αιµοπεταλίων χρησιµοποιείται 

διάλυµα ADP συγκέντρωσης 1 mM σε φυσιολογικό ορό. Οι µετρήσεις γίνονται σε 

συσσωρευόµετρο (Aggregometer) Chronolog Corporation (Model 330) σε 

θερµοκρασία 37 οC. Αρχικά εκτελείται το τυφλό πείραµα το οποίο περιλαµβάνει την 

προσθήκη 500 µl από το αραιωµένο PRP σε κυψελίδα και µέτρηση της απορρόφησης 

από το όργανο για 1 λεπτό, ενώ στη συνέχεια προστίθενται 10 µl ADP και 

καταγράφεται η καµπύλη συσσώρευσης για 3 λεπτά. Ακολουθεί η µέτρηση των 

δειγµάτων µε προσθήκη 500 µl αραιωµένου PRP και συγκεκριµένου όγκου 

διαλύµατος του πεπτιδικού αναλόγου στην κυψελίδα. Η τελευταία τοποθετείται στο 

συσσωρευόµετρο και αφήνεται για 1 λεπτό σε θερµοκρασία 37 oC. Αµέσως µετά 

προστίθενται 10 µl ADP και  καταγράφεται η µεταβολή της οπτικής διαπερατότητας 

για 3 λεπτά. Η παραπάνω διαδικασία επαναλαµβάνεται για διάφορες συγκεντρώσεις 

των πεπτιδικών αναλόγων στο υπό µέτρηση διάλυµα και καταγράφονται οι 

αντίστοιχες συσσωρεύσεις. Η τελική συγκέντρωση C (mM) ενός πεπτιδίου µέσα στα 

500 µl PRP, η οποία αντιστοιχεί σε συγκεκριµένη % αναστολή της συσσώρευσης των 

αιµοπεταλίων, δίνεται από την εξίσωση:  

 

C=(Cα x V)/(500 + V) 

 

όπου, Cα είναι η αρχική συγκέντρωση (mM) του πεπτιδίου στο TBS (εδώ 25 mM) 

ενώ V είναι ο όγκος του δείγµατος (µl) που χρησιµοποιείται για κάθε µέτρηση. Ο 

προσδιορισµός της τιµής IC50 για κάθε πεπτίδιο υπολογίζεται από τη γραφική 

παράσταση της % αναστολής της συσσώρευσης των αιµοπεταλίων που προκαλεί 

συναρτήσει της συγκέντρωσής του στο δείγµα (Σχήµα 7.1).  

 Εξετάστηκαν τα πεπτίδια 1 και 2 ως προς την ανασταλτική τους δράση. Το 

πεπτίδιο 1 δεν προκάλεσε αναστολή της συσσώρευσης των αιµοπεταλίων ενώ το 

πεπτίδιο 2 έχει IC50=219 µΜ. Παρατηρείται δηλαδή µία βελτίωση της ανασταλτικής 



 

 107 

δράσης κατά τρεις φορές, όταν χρησιµοποιείται το πεπτίδιο 2 σε σύγκριση µε το Ac-

RGD-NH2.             
    

    

 

 
 
Σχήµα 7.1 Γραφική παράσταση της αναστολής της συσσώρευσης ανθρώπινων 
αιµοπεταλίων, ενεργοποιηµένων µε ADP, συναρτήσει της συγκέντρωσης του 
πεπτιδίου Ac-Ser-Arg-Gly-Asp-Val-Gly-Arg-Aib-Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH. 
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8. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

• Στην εργασία αυτή έγινε προσπάθεια συσχέτισης της ικανότητας αναστολής της 

συσσώρευσης των ανθρώπινων αιµοπεταλίων από RGD ανάλογα, ενσωµατωµένα σε 

αλληλουχίες κανονικών διαµορφώσεων.  

 

• Για την επαγωγή ελικοειδών διαµορφώσεων χρησιµοποιήθηκε η αλληλουχία �

Lys(Ac)-Aib-Gly-OH ως C-τελικό άκρο των πεπτιδίων.  

 

 

• Η αλληλουχία �Lys(Ac)-Aib-Gly-OH λειτουργεί ως εκµαγείο επαγωγής 310 

έλικας πιθανά λόγω αλληλεπίδρασης µέσω δεσµού υδρογόνου ανάµεσα στο ΝΗ της 

Gly και το καρβονύλιο της ακέτυλο οµάδας στην παράπλευρη αλυσίδα της Lys. 

  

• Ο πεπτιδικός σκελετός του αναλόγου Ac-Arg-Aib-Gly-Asp-Aib-Gly-Arg-Aib-

Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH (1) προσλαµβάνει διαµόρφωση κανονικής 310 έλικας σε 

διάλυµα DMSO-d6. 

 

• Οι παράπλευρες αλυσίδες των Arg1 και Arg7 φαίνεται να αλληλεπιδρούν µε την 

παράπλευρη αλυσίδα του Asp4. Η αλληλεπίδραση αυτή αποδεικνύεται αρκετά 

ισχυρότερη ανάµεσα στη γουανιδινοµάδα της Arg7 και του Asp4 απ� ότι ανάµεσα σε 

αυτή της Arg1 και του Asp4.  

    

• Ο πεπτιδικός σκελετός του αναλόγου Ac-Ser-Arg-Gly-Asp-Val-Gly-Arg-Aib-

Gly-Lys(Ac)-Aib-Gly-OH (2) προσλαµβάνει διαµόρφωση 310 έλικας στο C-τελικό 

τµήµα �Val5-Gly6-Arg7-Aib8-Gly9-Lys(Ac)10-Aib11-Gly12, ενώ η διαµόρφωση του Ν-

τελικού άκρου φαίνεται να καθορίζεται από την ισχυρή αλληλεπίδραση ανάµεσα στις 

παράπλευρες αλυσίδες των Arg2 και Asp4.  

 

• Η αλληλεπίδραση της γουανιδινοµάδας της Arg7 µε την παράπλευρη αλυσίδα του 

Asp4 φαίνεται να είναι αρκετά πιο ασθενής στην περίπτωση του πεπτιδίου 2, σε 

σύγκριση µε αυτή στο ανάλογο 1.  
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• Η ικανότητα αναστολής της συσσώρευσης των ανθρώπινων αιµοπεταλίων του 

αναλόγου 2 είναι τρεις φορές πιο βελτιωµένη σε σύγκριση µε το Ac-RGD-NH2. 

 

• Η απώλεια της ανασταλτικής δράσης του αναλόγου 1, αναδεικνύει το σηµαντικό 

ρόλο τόσο της τοπικής διαµόρφωσης του RGD τµήµατος, όσο και της συνολικής 

διαµόρφωσης της αλληλουχίας στην οποία έχει ενσωµατωθεί.    
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

 
I. ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
 
2-Cl-Z: (2-Chlorobenzyloxycarbonyl), 2-Χλωροβενζυλοξυκαρβονυλο 

2D-NMR:  (Two-Dimensional NMR), NMR ∆ύο διαστάσεων 

Acm:   (Acetamidomethyl), Ακεταµιδοµάδα 

Aib:  (Aminoisobutyric acid), Αµινοϊσοβουτυρικό οξύ 

Alloc:   (Allyloxycarbonyl), Αλλυλοξυκαρβονυλο. 

Arg (R): (Arginine), Αργινίνη 

Asp (D): (Aspartate), Ασπαρτικό 

Boc:   (tert-Butoxycarbonyl), τερτ-Βουτυλοξυκαρβόνυλο. 

Bom:   (Benzyloxymethyl), Βενζυλοξυµεθυλο 

BOP: [Benzotriazole-1-yl-oxy-tris(dimethylamino)-phosphonium 

hexafluorophosphate], εξαφθοροφωσφορικό αλας του βενζοτριαζολυλ-

τρις(διµεθυλαµινο) φωσφωνίου. 

Bzl:   (Benzyl), Βενζυλο 

COSY:  (Correlated SpecrtoscopY), Οµοπυρηνική Φασµατοσκοπία Συσχέτισης 

δύο διαστάσεων. 

Cys (C): (Cysteine), Κυστεϊνη 

DCC:   (N,N�-Dicyclohexylcarbidiimide), Ν,Ν�-∆ικυκλοεξυλοκαρβοδιιµίδιο 

DCM:   (Dichloromethane), ∆ιχλωροµεθάνιο 

DIEA:  (Diisopropylamine), ∆ιισοπροπυλοαµίνη 

DMF:   (Dimethylformamide), ∆ιµεθυλοφορµαµίδιο 

DMSO:  (Dimethylsylfoxide), ∆ιµεθυλοσουλφοξείδιο 

Dnp:   (Dinitrophenyl), ∆ινιτροφαινυλοµάδα 

FID:   (Free Induction Decay), Ελεύθερη Επαγωγική Φθορά 

Fmoc:   (9-Fluorenylmethoxycarbonyl), 9-Φλουορενελµεθοξεκαρβονυλο. 

Gly (G): (Glycine), Γλυκίνη 

HBTU: [2-(1H-Benzotriazole-1-yl)1,1,3,3-tetramethyluronium 

hexafluorophosphate], βενζοτριαζολ-τετραµεθυλο-ουρονικο-

εξαφωσφορικό αλας. 

HF:   (Hydrogen Fluoride), Υγρό Υδροφθόριο 

HOBt:  (N-Hydroxybenzotriazole), Ν-Υδροξυβενζοτριαζόλιο 
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Lys (K): (Lysine), Λυσίνη 

Mtr: (4�methoxy-2,3,6-trimethylbenzenesulfonyl),4�µεθοξυ-2,3,6-

τριµεθυλο- βενζενοσουλφονυλο. 

Mts:   (Mesitylene-2-sylfonyl), Μεσιτυλενο-2-σουλφονυλο. 

NMR:   (Nuclear Magnetic Resonance), Πυρηνικός Μαγνητικός Συντονισµός 

NOE:   (Nuclear Overhauser Effect), Φαινόµενο Overhauser. 

NOESY:  (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY), Φασµατοσκοπία 

Πυρηνικού Φαινοµένου Overhauser. 

Pbf: (2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl),2,2,4,6,7-

πενταµεθυλοδιυδροβενζοφουρανο-5-σουλφονυλο.  

Pmc: (2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl),       

                        2,2,5,7,8-πενταµεθυλοχρωµανο-6-σουλφονυλο 

PyBOP: (Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium 

hexafluorophosphate), εξαφθοροφωσφορικό αλας του βενζοτριαζολυλ-

τρις-πυρρολικδινο φωσφωνίου. 

ROESY:  (Rotating Frame NOESY), Φασµατοσκοπία NOESY 

Περιστρεφόµενου Πλαισίου. 

Ser (S): (Serine), Σερίνη 

TBTU:  [2-(1H-Benzotriazole-1-yl)1,1,3,3-tetramethyluronium 

tetrafluoroborate],  

βενζοτριαζολ-τετραµεθυλο-ουρονικο-τετραφθοροβορικό αλας. 

tBu:   (tert-Butyl), τερτ-Βουτυλο 

TFA:   (Trifluoroacetic acid), Τριφθοροξικό οξύ 

Tfa:   (Trifluoroacetyl), Τριφλουοροακετυλο 

TFE:   (Trifluoroethanol), Τριφλουοροεθανόλη 

TMS:   (Tetramethylsilane), Τετραµεθυλοσιλάνιο 

Tos:   (Tosyl), Τοζυλ. 

TOSCY: (Total Correlated SpectroscopY), Φασµατοσκοπία Συνολικής 

Συσχέτισης 

Trt:   (Trityl), Τριτυλο. 

Val (V): (Valine), Βαλίνη 

Z:   (Benzyloxycarbonyl), Βενζυλοξυκαρβονυλο. 
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