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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Tο Σύνδροµο Eπίκτητης Aνοσοανεπάρκειας (AIDS) θεωρείται ως η µεγάλη 

επιδηµία της εποχής µας, µε 65 εκ. ανθρώπους να έχουν µολυνθεί, 35 εκ. εκ των 

οποίων να έχουν ήδη πεθάνει, και 15.000 άτοµα να µολύνονται κάθε µέρα. H 

πλέον ορθολογική στρατηγική αντιµετώπισης της ασθένειας είναι η ανάπτυξη 

προληπτικού εµβολίου, αλλά η ανάπτυξη τέτοιου εµβολίου προϋποθέτει 

ικανοποιητική γνώση της παθογένεσης της ασθένειας. Παρόλο που γνωρίζουµε 

καλά τη βιολογία του ιού που προκαλεί το AIDS (HIV-1), οι πληροφορίες µας για 

το τρόπο που ο ιός προκαλεί τη ασθένεια είναι περιορισµένες. Tο πρόβληµα είναι 

ότι το µεγαλύτερο ποσοστό του κυτταρικού πληθυσµού που απαλείφεται εξαιτίας 

της παρουσίας του ιού στον οργανισµό του ξενιστή δεν έχει µολυνθεί από τον ιό. 

H επικρατούσα άποψη είναι ότι ο ιός ευαισθητοποιεί τα αποπτωτικά µονοπάτια 

αυτών των κυττάρων και τα οδηγεί σε «προγραµµατισµένο θάνατο». O βασικός 

κυτταρικός πληθυσµός που πλήττεται από την µόλυνση µε τον HIV-1 ανήκει 

στην οικογένεια των CD4+ T λεµφοκυττάρων. O κύριος λειτουργικός ρόλος 

αυτών των κυττάρων είναι να αλληλεπιδρούν µε αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα 

όπως τα µακροφάγα και να διαµεσολαβούν µε έκκριση κυτοκινών και άλλων 

παραγόντων στην ρύθµιση του τύπου της ανοσιακής απόκρισης (κυττοτοξική ή 

χυµική). H ερευνητική µας οµάδα έδειξε πρόσφατα ότι συστατικά του ιού (και όχι 

υποχρεωτικά ολόκληρος ο ιός) προκαλούν ένα ειδικό φαινόµενο κατά την 

αντιγονοπαρουσίαση το οποίο χαρακτηρίζεται από µια αυξηµένη ενεργοποίηση 

των CD4+ T κυττάρων που ανταποκρίνονται στο αντιγονικό ερέθισµα, και τα 

οποία µετά πηγαίνουν σε απόπτωση. Tο φαινόµενο αυτό παρεµποδίζεται όταν τα 

µακροφάγα εκτεθούν σε συνθετικά πεπτίδια του ιού. Η παρουσία συστατικών του 

ιού όπως η γλυκοπρωτεΐνη gp120 στην επιφάνεια µολυσµένων από τον HIV-1 

µακροφάγων παρεµποδίζουν τον φυσιολογικό µηχανισµό αντιγονοπαρουσίασης 

µέσω της αλληλοεπίδρασης της V3 περιοχής της gp120 µε την αµινο-τελική 

περιοχή του συνυποδοχέα CCR5 του ανταποκρινόµενου CD4+ T λεµφοκυττάρου. 

Aυτή η αλληλεπίδραση είναι καθαρά ιοντικής φύσεως και η ένταση της 

αντίδρασης συσχετίζεται άµεσα µε τον αριθµό βασικών αµινοξέων στην V3 

περιοχή. Ο κύριος στόχος αυτής της εργασίας είναι η µελέτη των φυσικοχηµικών 
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ιδιοτήτων των συνθετικών πεπτιδίων που συµµετέχουν στην αλληλεπίδραση µε 

τον συνυποδοχέα CCR5 µε φασµατοσκοπία σκέδασης ακτίνων Laser. Αναλύθηκε 

η συµπεριφορά των συγκεκριµένων πεπτιδίων σε φυσιολογικά διαλύµατα και η 

επιρροή ιοντικών δυνάµεων/αλληλοεπιδράσεων σαν συνάρτηση του αριθµού των 

βασικών αµινοξέων στην V3 περιοχή.  
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Abstract 

The acquired immune deficiency syndrome (AIDS) is the great epidemic of our 

times, with 65 million people infected, 35 million already died and 15,000 people 

infected every day. The most rational strategy for coping with the disease is to 

develop a preventive vaccine, however developing such a vaccine requires 

sufficient knowledge of the pathogenesis of the disease. Although we know the 

biology of the virus that causes AIDS, our information on how the virus causing 

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

much complex is that the majority of the cell population that is depleted by the 

presence of the virus in the body of the host is not infected. The prevailing view 

today is that the virus sensitizes the apoptotic pathways of these cells and leads 

them to programmed death. The main cell population affected by infection with 

HIV-1 belongs to the CD4+ T lymphocytes. The principal functional role of such 

cells is to interact with cells "professional antigen-presenters" such as 

macrophages and mediate the secretion of cytokines and other factors in 

regulating the type of immune response (humoral or cytotoxic). Our research 

group has recently shown that components of the virus (and not necessarily the 

whole virus) cause a specific effect on antigen-presentation characterized by an 

increased activation of CD4+ T cells respond to antigenic stimulus, which then go 

to apoptosis. This phenomenon is prevented when the macrophages were exposed 

to synthetic peptides of the virus. The presence of viral components, such as 

glycoprotein gp120 on  the surface of infected macrophages, impede the 

physiological mechanism of antigen-presentation through the interplay of the V3 

region of gp120 with the amino-terminal region of CCR5 of the responsive CD4+ 

T lymphocyte. This interaction is purely ionic in nature and intensity of the 

reaction is directly related to the number of basic amino acids in the V3 region. 

The main objective of this work was to study the physicochemical properties of 

V3 synthetic peptides involved in the interaction with CCR5 by Laser light 

scattering spectroscopy. We analyzed the behavior of these peptides in 

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

function of the number of basic amino acids in the V3 region.



 7 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ   

1.1 Βιολογία του HIV-1  

Το AIDS είναι µία ασθένεια που έγινε γνωστή µόλις το 1981 και που 

κατόρθωσε µέσα σε λίγα χρόνια να τροµοκρατήσει ολόκληρη την ανθρωπότητα 

και να καταστεί πραγµατική µάστιγα.  Σήµερα η ασθένεια του AIDS τείνει να 

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

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

διαστάσεις και τις συνέπειές της. 

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

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

Immunodeficiency Virus-1, -2). Η πορεία της λοίµωξης µε αυτούς τους ιούς 

χαρακτηρίζεται από µεγάλο χρονικό διάστηµα µεταξύ της αρχικής λοίµωξης και 

την εµφάνιση σοβαρών συµπτωµάτων. Η επιστηµονική κοινότητα πιστεύει ότι ο 

ιός HIV µεταδόθηκε στον άνθρωπο από τους πιθήκους γύρω στη δεκαετία του 30. 

Φυλογενετικές αναλύσεις εικάζουν τη πιθανή προέλευση των HIV ιών στη 

συσσώρευση διαδοχικών µεταλλάξεων πάνω σε ένα συγγενικό ιικό στέλεχος, το 

STLV II, που παρασιτεί στους πράσινους πιθήκους της Αφρικής. Ο πρώτος 

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

σηµειώθηκε το 1959 σε άνδρα καταγόµενο από το σηµερινό Κονγκό. Το 1978 

οµοφυλόφιλοι άνδρες στις ΗΠΑ και τη Σουηδία και ετεροφυλόφιλοι στην 

Τανζανία και την Αϊτή εµφανίζουν συµπτώµατα µιας παράξενης ασθένειας του 

ανοσοποιητικού. Το 1981 το CDC παρατηρεί αυξηµένη συχνότητα µιας µορφής 

καρκίνου, του σαρκώµατος Kaposi σε οµοφυλόφιλους. Τον επόµενο χρόνο, υπό 

το βάρος αυξανόµενων κρουσµάτων ανοσοανεπάρκειας σε νέους άνδρες, 

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

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

φθάνουν τα 3.000 και οι θάνατοι τους 1.000. Το 1986 δηλώνονται 40.000 

περιπτώσεις AIDS από 85 χώρες. Το 1990 οι φορείς του ιού παγκοσµίως είναι 

πλέον 8.000.000. 
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Σύµφωνα µε τα τελευταία επίσηµα στοιχεία του Παγκόσµιου Οργανισµού 

Υγείας, περί τα 33 εκατοµµύρια άνθρωποι ζούν µε τον HIV , εκ των οποίων τα 

2,5 εκατοµµύρια είναι παιδιά ηλικίας κάτω των 15 ετών, ενώ περισσότεροι από 

35 εκατοµµύρια άνθρωποι πέθαναν από AIDS µέχρι σήµερα. Τα µεγαλύτερα 

ποσοστά φορέων του HIV εµφανίζονται στις χώρες της Υποσαχάριας Αφρικής 

και τις χώρες της πρώην Σοβιετικής Ένωσης.  

Οι περιπτώσεις AIDS που παρουσιάζονται στη διατριβή αυτή αξιολογούνται 

βάσει του Ευρωπαϊκού ορισµού του AIDS. Ο ορισµός αυτός αρχικά 

δηµοσιεύθηκε το Σεπτέµβριο του 1982 [1] και αναθεωρήθηκε τον Ιούνιο του 

1985 [2,3] και τον Αύγουστο του 1987 [4,5]. Για τους εφήβους και ενήλικες 

(ηλικίας 13 ετών και άνω), ο ορισµός αναθεωρήθηκε τον Ιανουάριο του 1993 

[6,7]. Η διαφορά σε σχέση µε τον αντίστοιχο ορισµό που ισχύει στις ΗΠΑ είναι 

ότι δεν χρησιµοποιείται ως κριτήριο ο αριθµός των CD4 κυττάρων. Για τα παιδιά, 

ο ορισµός που χρησιµοποιείται στην Ευρώπη είναι ουσιαστικά ο ίδιος µε αυτόν 

στις ΗΠΑ [8]. 

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

του 80. O συνολικός αριθµός των περιπτώσεων AIDS που δηλώθηκαν στην 

Ελλάδα µέχρι την 31η Οκτωβρίου 2009, ανέρχεται σε 3027, εκ των οποίων, 2557 

(84,5%) ήταν άνδρες και 470 (15,5%) ήταν γυναίκες.  
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Σχήµα 1. 1 

Περιπτώσεις AIDS ανά εκατοµµύριο πληθυσµού κατά έτος διάγνωσης και 

κατά φύλο στην Ελλάδα 

 

 

Πρέπει να τονιστεί ότι η ερµηνεία των διαχρονικών τάσεων του AIDS 

πρέπει να γίνει υπό το πρίσµα δύο πολύ σηµαντικών αλλαγών στην ιστορία της 

νόσου, δηλαδή την επέκταση των διαγνωστικών κριτηρίων το 1993 και την 

εισαγωγή των νέων συνδυασµένων θεραπειών (HAART) το 1996. Η απότοµη 

αύξηση που παρατηρείται τα έτη 1993-96 οφείλεται κατά ένα µεγάλο µέρος στον 

αυξηµένο αριθµό κρουσµάτων λόγω της επέκτασης των κριτηρίων για τη 

διάγνωση της νόσου. Αντίθετα, η µεγάλη µείωση στην επίπτωση του AIDS που 

παρατηρείται από το 1997 µέχρι το 2001 µπορεί να αποδοθεί στις νέες 

αντιρετροϊκές αγωγές. Ο αριθµός των νέων περιπτώσεων AIDS τα τελευταία έτη 

παραµένει χαµηλός. Το 2008, η επίπτωση του AIDS παρουσίασε µία µικρή 

αύξηση συγκριτικά µε τα δύο προηγούµενα έτη. 
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Η Ελλάδα συγκαταλέγεται, σύµφωνα µε πρόσφατα στοιχεία του 

Ευρωπαϊκού Κέντρου Παρακολούθησης του AIDS, ανάµεσα στις Ευρωπαϊκές 

χώρες όπου, η κυρίαρχη αριθµητικά οµάδα µεταξύ αυτών που µολύνθηκαν από 

τον ιό, είναι οι οµοφυλόφιλοι. Ο κυριότερος τρόπος µετάδοσης του HIV σε άτοµα 

που έχουν εµφανίσει AIDS παραµένει η σεξουαλική επαφή µεταξύ ανδρών 

(55,6%) και ακολουθεί η ετεροφυλοφιλική (για άνδρες και γυναίκες) σεξουαλική 

επαφή (24,6%). Οι περιπτώσεις, οι οποίες µολύνθηκαν ενδεχοµένως µέσω άλλων 

τρόπων µετάδοσης, εµφανίζουν µικρά ποσοστά.  

 

 

Σχήµα 1. 2 

Περιπτώσεις AIDS κατά κατηγορία µετάδοσης στην Ελλάδα µέχρι 31/10/2009 

 

Αντίθετα στις χώρες της πρώην Σοβιετικής Ένωσης, επικρατούν ανάµεσα 

στους φορείς οι χρήστες ενδοφλέβιων ναρκωτικών Για τις περισσότερες 

µολύνσεις στο δυτικό κόσµο ευθύνονται κυρίως οι υπότυποι του HIV-1. Η 

κλινική κατάσταση του µολυσµένου ατόµου χαρακτηρίζεται από µία µακρά 

λανθάνουσα περίοδο επώασης του ιού, συνοδευόµενη από ασθενείς χυµικές 

απαντήσεις του ξενιστή, οι οποίες περιπλέκονται από παρατεταµένη παρουσία 

ιικού RNA στο πλάσµα. Η πρόοδος της ασθένειας επιφέρει σοβαρές 

δυσλειτουργίες στο ανοσοποιητικό σύστηµα, µε τον οργανισµό να γίνεται 
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επιρρεπής σε ευκαιριακές λοιµώξεις και σε ανάπτυξη νεοπλασµάτων, ενώ 

παράλληλα εµφανίζονται αρνητικές επιπτώσεις και στο νευρικό, αιµοποιητικό και 

αναπνευστικό σύστηµα. Η κατάληξη του ξενιστή είναι πάντα, τουλάχιστον µέχρι 

σήµερα, ο θάνατος. 

Φυλογενετικές αναλύσεις εικάζουν τη πιθανή προέλευση των HIV ιών σε 

ένα συγγενικό ιικό στέλεχος που παρουσιάζεται στους πιθήκους (Pan troglodytes 

troglodytes) της Αφρικής. Για τις περισσότερες µολύνσεις στο δυτικό κόσµο 

ευθύνονται κυρίως οι υπότυποι του HIV-1.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 1. 3 

Τυπική πρόοδος της HIV µόλυνσης  

 
 
 

Η κλινική κατάσταση του µολυσµένου ατόµου χαρακτηρίζεται από µία 

µακρά λανθάνουσα περίοδο επώασης του ιού, συνοδευόµενη από µια 

παρατεταµένη παρουσία ιικού RNA στο πλάσµα. Η πρόοδος της ασθένειας 

επιφέρει σοβαρές δυσλειτουργίες στο ανοσοποιητικό σύστηµα, µε τον οργανισµό 
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να γίνεται επιρρεπής σε ευκαιριακές λοιµώξεις και σε ανάπτυξη νεοπλασµάτων, 

ενώ παράλληλα εµφανίζονται αρνητικές επιπτώσεις και στο νευρικό, 

αιµοποιητικό και αναπνευστικό σύστηµα µε τελική κατάληξη τουλάχιστον µέχρι 

σήµερα τον θάνατο.  

 
Σχήµα 1. 4 

Φυλογενετικό δένδρο του HIV 
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1.1.1 Μοριακή οργάνωση του ιού HIV-1 

 

Ένα από τα χαρακτηριστικά γνωρίσµατα του HIV-1 είναι το ασυνήθιστα 

πολύπλοκο γένωµα του. Το ώριµο ιοσωµάτιο του HIV-1 όπως και των 

περισσότερων ρετροιών έχει σχεδόν σφαιρική δοµή διαµέτρου περίπου 100 nm, 

αποτελούµενη από τον ιικό φάκελο, το στρώµα (Matrix), το καψίδιο (Capsid), το 

νουκλεοκαψίδιο (Nucleopcapsid) και 2 πανοµοιότυπα µόρια µονόκλωνου RNA 

ως γενετικό υλικό. Το RNA περιέχει τρία γονίδια: gag, pol και env, τα οποία 

κωδικοποιούν τις δοµικές πρωτεΐνες του εξωτερικού κελύφους του ιού, τα ένζυµα 

και τις γλυκοπρωτεϊνες του ιϊκού φακέλου αντίστοιχα. 

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

ξενιστή, φέρει τη δοµή λιπιδικής διπλοστοιβάδας, η οποία συµπληρώνεται από 

έντονα γλυκοζυλιωµένες ιικές πρωτείνες που προεκβάλλουν στην εξωτερική του 

επιφάνεια. Κάθε τέτοια προεκβολή σχηµατίζεται από την σύνδεση 2 κύριων 

γλυκοπρωτεινών, της εξωκυτταρικής gp120 και της διαµεµβρανικής gp41 

γλυκοπρωτείνης.  Όπως σε όλους τους σύνθετους ρετροιούς έτσι και το γένωµα 

του HIV κωδικοποιεί επιπλέον πολλές συνοδευτικές ρυθµιστικές πρωτεΐνες όπως 

τις tat, nef, rev, vif, vpr και vpu. Το tat ενεργοποιεί την ιική µεταγραφή 

λειτουργώντας ως µεταγραφικός παράγοντας επιµήκυνσης. Η rev µεσολαβεί τη 

µεταφορά των ατελώς ή καθόλου κατεργασµένων (spliced) ιικών RNAs από τον 

κυτταρικό πυρήνα στο κυτταρόπλασµα.  
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Σχήµα 1. 5 

Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του HIV-1 ιοσωµατίου 

 

Η Νef και η vif ενισχύουν την µολυσµατικότητα του ιοσωµατίου, η vpr 

µεσολαβεί τη γρήγορη εκτόπιση των ιικών νουκλεοπρωτεινικών συµπλόκων µέσα 

στον πυρήνα του κυττάρου ξενιστή και η vpu προωθεί την αποδόµηση των CD4 

µορίων στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (ER) κατά τη διάρκεια της σύνθεσης του 

πρόδροµου προϊόντος του env γονιδίου (gp160). Επίσης το γονιδίωµα των 

ρετροϊών περιέχει δύο λειτουργικές αλληλουχίες: α) µία αλληλουχία 

πακεταρίσµατος  (packaging sequence, ps), η οποία επιτρέπει στο ιϊκό RNA να 

διαφοροποιείται από τα RNAs του κυττάρου ξενιστή και β) δύο αλληλουχίες LTR 

(long terminal repeats). Τα LTRs περιέχουν αλληλουχίες ενισχυτή και υποκινητή 

οι οποίες είναι απαραίτητες για την µεταγραφή των γονιδίων του ιού και 

καθορίζουν την αρχή και το τέλος του ιικού γονιδιώµατος). 
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Σχήµα 1. 6 

∆οµή και οργάνωση γονιδιώµατος του HIV-1. Τα ιικά γονιδιώµατα περικλείονται 

από περιοχές που ονοµάζονται µακρές τελικές επαναλήψεις (Long Terminal 

Repeats, LTR)  

 

 

 

 

 

Σχήµα 1. 7 

∆οµή και οργάνωση γονιδιώµατος της γλυκοπρωτεΐνης gp41 του HIV-1  

  Πεπτίδιο σύντηξης FP (fusion peptide),  

 Αλληλουχία NHR (N-terminal heptad repeat),  

 Αλληλουχία CHR (C-terminal heptad repeat),  

 Τρυπτοφάνη TR (tryptophan-rich),  

 ∆ιαµεµβρανικές TM (transmembrane), και 

 Κυτταροπλασµατικές περιοχές  CP (cytoplasmic domains).  

 Αριθµοί αµινοξέων της  γλυκοπρωτεΐνης gp160 του ιού HIV-1. 

 

Από τις συστατικές πρωτεϊνικές υποµονάδες της gp160, η gp120 είναι 

αυτή που κύρια συµµετέχει στα γεγονότα της µεµβρανικής σύντηξης και της ιικής 

εισόδου στο κύτταρο του ξενιστή µε άµεση αλληλεπίδραση µε τον κυτταρικό 

υποδοχέα CD4, αλλά και µε τους υπόλοιπους συνυποδοχείς. Κάθε gp120 
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πρωτεινικό µόριο αποτελείται από 5 µεταβλητές (V1-V5) και 4 σταθερές (C1-

C4).  

 

 

 

Σχήµα 1. 8  

Σχηµατική αναπαράσταση των σταθερών και µεταβλητών περιοχών της 

γλυκοπρωτείνης gp120 του HIV-1. 

 

 

Η τρίτη υπερ-µεταβλητή περιοχή της gp120 του HIV-1 (V3), έχει δειχθεί να 

συµµετέχει σε ένα µεγάλο αριθµό γεγονότων που σχετίζονται µε τη σύντηξη του 

ιού στη µεµβράνη του ξενιστή, τη δηµιουργία συγκυτίων και τον καθορισµό του 

κυτταρικού τροπισµού κάθε ιικού στελέχους [9, 10, 11, 12]. Παρόλο που 

υπάρχουν πολλές αναφορές για την εµπλοκή της και σε δυσλειτουργίες των 

gp120 
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CD4+ T κυττάρων, ο µηχανισµός µέσω του οποίου ασκεί το παθογεννετικό της 

ρόλο δεν έχει κατανοηθεί επαρκώς [13]. 

 

 



 18 

1.1.2 Βιολογικός Κύκλος του Ιού  

Ο κύκλος ζωής του HIV ξεκινά µε την πρόσδεση της gp120 

γλυκοπρωτείνης στους επιφανειακούς υποδοχείς του κυττάρου στόχου που 

περιλαµβάνουν το CD4 µόριο και έναν από τους υποδοχείς χηµειοκινών 

(chemokines). Αµέσως µετά την πρόσδεση η διαµεµβρανική πρωτεΐνη gp41 

υφίσταται µία αλλαγή στην διαµόρφωση της που προάγει τη σύντηξη των 

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

του ιικού RNA σε δίκλωνο γραµµικό DNA από τη δράση της ιικής αντίστροφης 

µεταγραφάσης, Reverse Transcriptase (RT). Το νουκλεοπρωτεινικό σύµπλοκο 

µετατοπίζεται ταχύτητα µέσω της Vpr στον κυτταρικό πυρήνα όπου µε τη 

βοήθεια της ΙΝ (Integrase) ενσωµατώνεται στο γένωµα του κυττάρου ξενιστή. Τα 

κύτταρα µε ενσωµατωµένο ιικό DNA λειτουργούν ως αποθήκες µόλυνσης.  

Η ιική µεταγραφή επιτυγχάνεται από την κυτταρική RNA πολυµεράση II. 

Η ενεργοποίηση της ιικής µεταγραφής προϋποθέτει συνήθως την ενεργοποίηση 

του µολυσµένου κυττάρου, η οποία, αν µιλάµε για Τ κύτταρα, µπορεί να προέλθει 

είτε από αντιγονικό ερεθισµό του ΤCR υποδοχέα ή από τη δράση µιτογόνων ή 

άλλων διεγερτικών µορίων. Μέσω της ρυθµιστικής δράσης της Rev όλα τα ιικά 

µετάγραφα κατεργασµένα ή µη (spliced ή genomic-length RNAs) µεταφέρονται 

από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα όπου και µεταφράζονται στα ριβοσώµατα. 

Εξαίρεση αποτελεί το mRNA του env γονιδίου το οποίο µεταφράζεται στο 

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

πρωτεολύεται στο σύστηµα Golgi από κυτταρικές πρωτεάσες στις συστατικές 

gp120 και gp41 πρωτεΐνες, οι οποίες εξάγονται στην επιφάνεια της κυτταρικής 

µεµβράνης και συµπλέκονται µε τις πρόδροµες γλυκοπρωτείνες Gag και Pol, τις 

Vif, Vpr, Nef και µε το RNA. Η εκβλάστηση (budding) των ‘ανώριµων’ ιικών 

τµηµάτων στην κυτταρική µεµβράνη ακολουθείται από µία µορφολογική αλλαγή 

του ιοσωµατίου, γνωστή ως ‘ωρίµανση’, η οποία εµπλέκει πρωτεολυτική 

κατεργασία των Gag-Pol γλυκοπρωτεινών από την ιική PR στα ΜΑ, CA, NC, p6, 

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

κύτταρο.  
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Ο HIV-1 µπορεί να µολύνει in vitro ένα µεγάλο εύρος κυτταρικών τύπων 

όπως περιφερικά ή θηλακοειδή δενδριτικά κύτταρα (FDCs), κύτταρα 

µικρογλοίας, NK και B κύτταρα, CD8+ και CD4+ T λεµφοκύτταρα, ηοσινόφιλα, 

πρόδροµα CD4+ κύτταρα του µυελού των οστών και πολλά άλλα. 

 

 

Σχήµα 1. 9 

Βιολογικός κύκλος του ιού 

 

Σε in vivo µελέτες, τα µόνα κύτταρα φορείς του HIV που ανιχνεύονται 

στους ασθενείς είναι τα CD4+ T λεµφοκύτταρα και τα µακροφάγα 

µονοκυτταρικής προέλευσης. Σε αντίθεση µε τα µακροφάγα, ο HIV για να 

επιτύχει βέλτιστη αντιγραφή και µεταγραφή µέσα στα CD4+ T λεµφοκύτταρα 
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απαιτεί τη προγενέστερη ενεργοποίησή τους. Ενώ µόνο ένας σχετικά µικρός 

αριθµός µολυσµένων µακροφάγων µπορεί να ανιχνευθεί στο περιφερικό αίµα 

φορέων, υψηλή συγκέντρωση µολυσµένων µακροφάγων έχει παρατηρηθεί στους 

ιστούς ενός πλήθους λεµφικών και µη λεµφικών οργάνων όπως στο σπλήνα, στον 

πνεύµονα, στον εγκέφαλο και στα νεφρά. Για το λόγο αυτό τα εν λόγω όργανα 

εµφανίζουν αρκετές λειτουργικές ανωµαλίες κατά την εξέλιξη της ασθένειας του 

AIDS. Τα πρώτα κύτταρα που µολύνονται κατά τη διάρκεια της σεξουαλικής 

µετάδοσης του ιού είναι µάλλον της σειράς των µακροφάγων από τα παρακείµενα 

βλεννώδη επιθήλια. Τα κύτταρα αυτά λειτουργούν ως δεξαµενές  ιών που 

συντηρούν και προάγουν συνεχώς την εξάπλωση του ιού.  

 

 

Σχήµα 1. 10  
Ο HIV-1 φαίνεται µε µικρά µπλε σωµατίδια, το  κκύύττττααρροο  ττοουυ  ααννθθρρώώππιιννοουυ  ιισσττοούύ  
εείίννααιι  ττοο  µµεεγγάάλλοο  κκόόκκκκιιννοο  σσώώµµαα  
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Σχήµα 1. 11  

Ηλεκτρονική µικρογραφία σάρωσης της εκβλάστησης του HIV-1 από 

καλλιεργηµένα λεµφοκύτταρα 
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1.1.3 Υποδοχείς Ιικής Πρόσδεσης - Τροπισµός 

Τα γνωστά HIV-1 στελέχη έχουν πειραµατικά διαχωριστεί σε 2 µεγάλες 

κατηγορίες ανάλογα µε τον τύπο των κυττάρων τα οποία µπορούν να µολύνουν 

και να υποστηρίξουν την αντιγραφή τους in vitro. Ιικά στελέχη που 

αντιγράφονται ικανοποιητικά µέσα σε CD4+ Τ-κυτταρικές σειρές αλλά όχι µέσα 

σε µακροφάγα ή µονοκύτταρα είναι γνωστά ως T-cell-line-tropic, ενώ στελέχη 

που επιλέγουν να µολύνουν κυρίως πρωτογενή µακροφάγα και καλλιέργειες 

πρωτογενών Τ-κυττάρων αλλά όχι µετασχηµατισµένες Τ κυτταρικές σειρές, 

αναφέρονται ως Μacrophage-tropic ή Μ-tropic.  

 

 

 

  

 

 

Σχήµα  1. 12 

Σχηµατική αναπαράσταση της σύντηξης του ιού HIV-1 
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Η επιλεκτικότητα πρόσδεσης, δηλαδή ο τροπισµός κάθε στελέχους για 

συγκεκριµένο κυτταρικό τύπο, καθορίζεται από το είδος του συνυποδοχέα που 

χρησιµοποιεί ο ιός προκειµένου να επιτύχει ικανή πρόσδεση στην επιφάνεια του 

κυττάρου ξενιστή.  

 

 

 

Σχήµα 1. 13 

Τροπισµός Ιικών Στελεχών και Υποδοχείς Ιικής Πρόσδεσης 

 

 

Εκτός από το βασικό κυτταρικό υποδοχέα CD4, 2 µέλη της οικογένειας 

των υποδοχέων χηµειοκινών, οι CCR5 και CXCR4 χρησιµοποιούνται από τον 

HIV-1 ως συνυποδοχείς πρόσδεσης. Τα Μ-tropic στελέχη δείχνουν προτίµηση 

στον CCR5 συνυποδοχέα (R5 στελέχη), ενώ τα T-cell-line-tropic στον CXCR4 

(Χ4 στελέχη). Οι υποδοχείς χηµειοκινών ανήκουν στην υπερ-οικογένεια των 

υποδοχέων που διαθέτουν 7 διαµεµβρανικές επικράτειες.  

Οι χηµειοκίνες είναι µικροµοριακές προφλεγµονώδεις κυτοκίνες που 

χωρίζονται κυρίως σε 2 µεγάλες υπο-οικογένειες ανάλογα µε τη θέση των 2 από 

τα 4 υπολείµµατα κυστείνης που σχηµατίζουν δισουλφιδικούς δεσµούς µέσα στο 

Τ κυτταρική 
σειρά 

πρωτογενές

Τ κύτταρο  
Μακροφάγο 
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µόριο. Η CC ή α- υπο-οικογένεια χηµειοκινών περιλαµβάνει κυρίως τα µέλη: 

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

on Activation Normal T cell Expressed and activated) και MCP-1, -2, -3, -4 

(Monocyte Chemotactic Protein-1, -2, -3, -4). 

 

 

 

Σχήµα 1. 14 

Σχηµατική αναπαράσταση του συνυποδοχέα CCR5 

 

Oι χηµειοκίνες αυτές αποτελούν τους φυσιολογικούς δεσµευτές των 

αντίστοιχων CCR υποδοχέων. Χαρακτηριστικά µέλη της οικογένειας των CXC ή 

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

(Stromal Derived Factor-1α) και ο υποδοχέας της CXCR4 (fusin ή LESTR) 

αντίστοιχα. Τόσο οι φυσιολογικοί δεσµευτές του CCR5 υποδοχέα, RANTES, 

MIP-1α και MIP-1β, όσο και ο φυσιολογικός δεσµευτής του CXCR4, SDF-1α 

µπορούν να καταστείλουν in vitro την είσοδο διαφόρων ιικών στελεχών σε 

εξωκυτταρική 
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διαφορετικούς CD4+ κυτταρικούς τύπους. Η επιλεκτικότητα χρήσης του CCR5 

από τα περισσότερα M-tropic στελέχη ως συνυποδοχέα εισόδου, υποδηλώνει τη 

κρίσιµη συµµετοχή του κατά τη διάρκεια της µετάδοσης και της ασυµπτωµατικής 

φάσης της µόλυνσης. Αντίθετα ο CXCR4 φαίνεται να χρησιµοποιείται από τον ιό 

κυρίως στο µετέπειτα συµπτωµατικό στάδιο της ασθένειας όταν αρχίζουν να 

εµφανίζονται τα T-cell-line-tropic στελέχη.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ  

2.1 Φασµατοσκοπία Σκέδασης ακτίνων Laser 

2.1.1 Ο Μηχανισµός της Σκέδασης 

Η αλληλεπίδραση της ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας µε την ύλη είναι ένα 

από τα πιο σηµαντικά εργαλεία για την µελέτη της δοµής και της δυναµικής της 

ύλης. Όταν φωτόνια προσπίπτουν πάνω στο µόριο αυτά µπορούν είτε να 

κερδίσουν είτε να χάσουν ενέργεια από τους µεταφορικούς, περιστροφικούς, 

ταλαντωτικούς ή δονητικούς βαθµούς ελευθερίας. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις 

µπορούν να προκαλέσουν απορρόφηση ή σκέδαση του φωτός µε την πρώτη να 

συνοδεύεται από µετατοπίσεις στη συχνότητα.  

Η σκέδαση από µεταφορικούς και περιστροφικούς βαθµούς ελευθερίας η 

οποία προκαλεί µόνο µια µικρή µετατόπιση Doppler στην προσπίπτουσα 

συχνότητα του φωτός θεωρείται σαν ελαστική σκέδαση και ονοµάζεται σκέδαση 

Rayleigh. Οι δονητικοί βαθµοί ελευθερίας  προκαλούν την σκέδαση Ramman της 

οποίας το φάσµα αποτελείται από συντονισµούς στις συγκεκριµένες συχνότητες  

των µεταβάσεων. Η αλληλεπίδραση µε τα θερµικά κύµατα στο µέσο έχει σαν 

αποτέλεσµα µια επιπρόσθετη σκέδαση και συγκεκριµένα την εµφάνιση µιας 

διπλέτας (douplet) στο φάσµα συχνοτήτων η οπoία ονοµάζεται διπλέτα Brillouin.  

Τα φαινόµενα αλληλεπίδρασης της ύλης  µε την ακτινοβολία περιγράφονται 

ακριβώς, χρησιµοποιώντας κβαντική θεωρία πεδίου (κβαντική 

ηλεκτροδυναµική). Παρόλο αυτά αρκετά από τα φαινόµενα αυτά, όπως η 

σκέδαση φωτός µπορούν επίσης να κατανοηθούν αρκετά καλά µέσα στο 

εννοιολογικό πλαίσιο της κλασσικής ηλεκτροµαγνητικής θεωρίας. Σύµφωνα µε 

αυτή όταν φως προσπίπτει στην ύλη το ηλεκτρικό του πεδίο πολώνει τα µόρια. 
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Αυτά δρούν σαν ταλαντούµενα δίπολα τα οποία ακτινοβολούν (σκεδάζουν) φως. 

Οι µετατοπίσεις στην συχνότητα, η γωνιακή κατανοµή, η πόλωση και η ένταση 

του σκεδαζόµενου φωτός καθορίζονται από το µέγεθος, το σχήµα και τις 

µοριακές αλληλεπιδράσεις στο σκεδαζόµενο υλικό. 

Η βασική θεωρία της σκέδασης Rayleigh αναπτύχθηκε στις αρχές του αιώνα 

από τους Rayleigh, Mie, Smoluchowski, Einstein και Debye. Οι Einstein και 

Smoluchowski ανέπτυξαν την θεωρία σκέδασης από υγρά τα οποία τα θεώρησαν 

σαν ένα συνεχές µέσο στο οποίο οι θερµικές διακυµάνσεις δηµιουργούν τοπικές 

ανοµοιογένειες και κατά συνέπεια διακυµάνσεις στην πυκνότητα και στην 

διηλεκτρική σταθερά [Θεωρία διακυµάνσεων της σκέδασης φωτός- fluctuation 

(or  thermodynamic) theory of light scattering]. Το µέσο τετράγωνο αυτών των 

διακυµάνσεων είναι ανάλογο της σκεδαζόµενης έντασης. Αν δεν υπάρχουν 

διακυµάνσεις στο υλικό, δεν υπάρχει σκεδαζόµενη ένταση (εκτός από την 

µπροστά κατεύθυνση), λόγω της αλληλοαναίρεσης των σκεδαζόµενων 

κυµατοπακέτων που προέρχονται από διαφορετικές περιοχές του υλικού που 

έχουν το ίδιο πλάτος αλλά  κατά ζεύγη αντίθετες φάσεις. Εκτός βέβαια την 

παραπάνω φαινοµενολογική προσέγγιση υπάρχει και η µοριακή προσέγγιση της 

σκέδασης φωτός η οποία αποδίδει την σκέδαση σε διακυµάνσεις του τανυστή της 

πολωσιµότητας των µορίων. 
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Σχήµα 2. 1   

Τυπική διάταξη για πειράµατα σκέδασης φωτός 

 

LASER

ΠΟΛΩΤΗΣ

n
ΟΓΚΟΣ ΣΚΕ∆ΑΣΗΣ

ΑΝΑΛΥΤΗΣ

θ

k  = 2πn/λ

k  = 2πn/λ

n

i

f

ff

i i
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2.1.3 ∆υναµική Σκέδαση Φωτός 

Γενικά σε ένα πείραµα σκέδασης Rayleigh ακτινοβολία από ένα laser πέφτει 

στο υλικό αφού περάσει από ένα πολωτή για να καθοριστεί η πόλωση της 

εισερχόµενης δέσµης. Το σκεδαζόµενο φως αφού περάσει από ένα αναλυτή ώστε 

να επιλεγεί η πόλωση του προσπίπτει στον ανιχνευτή η θέση του οποίου ορίζει 

την γωνία σκέδασης θ. Η τοµή της εισερχόµενης δέσµης καθορίζει τον όγκο 

σκέδασης V. Μια τυπική διάταξη για αυτό το πείραµα φαίνεται στο σχήµα 1. Το 

q ονοµάζεται διάνυσµα σκέδασης και ορίζεται από τις διευθύνσεις διάδοσης του 

εισερχόµενου και του σκεδαζόµενου µήκους κύµατος  (δηλ. fi kkq
rr

r −= ) και 

ουσιαστικά ορίζει την γωνία σκέδασης θ. 

Σε ένα πείραµα σκέδασης φωτός Rayleigh η µετρούµενη ποσότητα είναι η 

ολική σκεδαζόµενη ένταση I(q,t) ή το φάσµα I(q,ω). Στην περίπτωση που 

µετράµε τη Ι(q,t) µπορούµε είτε να τη χρησιµοποιήσουµε απευθείας µε σκοπό να 

εξάγουµε πληροφορίες για το υπό εξέταση σύστηµα (Στατική σκέδαση φωτός), 

είτε να τη χρησιµοποιήσουµε µε την µορφή της συνάρτησης αυτοσυσχέτισης 

 

                                            t)(q,(q,0)IIt)(q,G ss
(2) =    

 

(∆υναµική σκέδαση φωτός). Η τελευταία εξετάζει τη χαλάρωση των 

διακυµάνσεων σε µια χωρική συνιστώσα Fourier, µήκους 2π/q, όπου q είναι το 

διάνυσµα σκέδασης. Το µήκος αυτό συνδέεται και µε έναν χαρακτηριστικό 

χρόνο, που είναι ο χρόνος που χρειάζεται το σωµάτιο για να διανύσει την 

απόσταση 2π/q.  Γενικά όταν δεν υπάρχουν αλληλεπιδράσεις, στην περιοχή των 

χαµηλών διανυσµάτων σκέδασης ανιχνεύονται µεγάλης κλίµακας, αργές 

κινήσεις, ενώ στην περιοχή των υψηλών q, µικρής κλίµακας γρήγορες κινήσεις.   

Η σκεδαζόµενη ένταση συνήθως µετράται σε δύο γεωµετρίες, την πολωµένη 

(VV) όπου αµφότερες η προσπίπτουσα στο δείγµα και η µετρούµενη από τον 

ανιχνευτή ακτινοβολία είναι πολωµένες κάθετα στο επίπεδο σκέδασης και την 

αποπολωµένη γεωµετρία (VH) όπου η προσπίπτουσα δέσµη είναι πολωµένη 

κάθετα και η σκεδαζόµενη δέσµη οριζόντια (στο επίπεδο σκέδασης). Η πολωµένη 
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γεωµετρία δίνει πληροφορίες για τις διακυµάνσεις στη συγκέντρωση ή στην 

πυκνότητα που υπάρχουν στο υλικό, ενώ η αποπολωµένη γεωµετρία για τις 

διακυµάνσεις στον προσανατολισµό. 
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2.1.4  Στατική Σκέδαση Φωτός 

Η στατική σκέδαση φωτός περιλαµβάνει µετρήσεις της γωνιακής κατανοµής της 

µέσης σκεδαζόµενης έντασης και αποτελεί µια τεχνική µε την οποία µπορούµε να 

προσδιορίσουµε την γυροσκοπική ακτίνα Rg και τη µοριακή µάζα των 

µακροµορίων που σκεδάζουν. Η γυροσκοπική ακτίνα ενός µακροµορίου που 

αποτελείται από Ν µονοµερή, είναι ένας τρόπος µέτρησης του µεγέθους του 

µορίου και ορίζεται από την απόσταση µεταξύ των µονοµερών i και j. Συνήθως η 

απόσταση rij
  αντικαθίσταται από την απόσταση, ri0 , του κάθε µονοµερούς από το 

κέντρο µάζας του πολυµερούς. 

 

 

 

 

 

 

 

 Το µέγεθος το οποίο µετράται σ’ αυτή την τεχνική είναι η συνολική ένταση 

Is της σκεδαζόµενης, σ’ όλες τις γωνίες, ακτινοβολίας, καθώς και η ένταση Ιο της 

προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Στη συνέχεια υπολογίζεται ο λόγος Rayleigh: 
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 όπου  

r2 είναι η απόσταση ανάµεσα στο σκεδαζόµενο δείγµα και το 

φωτοπολλαπλασιαστή και  

θ είναι η γωνία σκέδασης. 

Η µοριακή µάζα προσδιορίζεται από την εξίσωση Rayleigh: 
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όπου R είναι ο λόγος  Rayleigh 

C = συγκέντρωση 

Μ = Μοριακή µάζα 

Α2= 2ος 
συντελεστής Virial 

K = οπτική σταθερά 
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ  

2.2 Πειραµατικά συστήµατα 

2.2.1 Πειραµατική ∆ιάταξη 

Οι µετρήσεις της δυναµικής σκέδασης έγιναν χρησιµοποιώντας την 

πειραµατική συσκευή της οποίας η σχηµατική αναπαράσταση φαίνεται στο 

σχήµα . Με την χρήση γωνιoµέτρου, στο κέντρο βρίσκεται το δείγµα, είναι 

εφικτή η µέτρηση σε γωνίες σκέδασης από 150ο έως 11ο (q=3.42x10-2-3.39x10-

3nm-1). Η πόλωση της προσπίπτουσας δέσµης καθορίζεται µε την χρήση δύο 

πολωτών (Π1 και Π2). Στο πείραµα που έγινε η πόλωση ήταν πάντα κάθετη στο 

επίπεδο σκέδασης και στην προσπίπτουσα αλλά και στην σκεδαζόµενη δέσµη, 

δηλαδή πάντα VV µετρήσεις, και αντίστοιχα υπόλογισµός της ΙVV(q) 

σκεδαζόµενης έντασης.  

Η πηγή φωτός που χρησιµοποιήθηκε ήταν ένα Nd:YAG αερόψυκτο laser 

(Adlas DPY 315 II) µε µήκος κύµατος λ=532 nm. Η προσπίπτουσα ακτινοβολία 

εστιάζεται στο δείγµα µε την χρήση φακού (Φ1). H ένταση και η θέση της 

προσπίπτουσας δέσµης ελέγχεται µε την χρήση τεσσάρων φωτοδιόδων (Φ∆). Το 

δείγµα τοποθετείται σε γύαλινη κυψελλίδα, κατασκευασµένη από οπτικό γυαλί. 

Με την σειρά της η κυψελλίδα τοποθετείται σε λουτρό το οποίο εµπεριέχει 

τολουόλιο (γενικά υγρό ίδιου, κατά προτίµηση, δείκτη διάθλασης) ώστε να 

αποφεύγονται φαινόµενα ανάκλασης, σε όλο το φάσµα των µετρούµενων γωνιών. 

Η θερµοκρασία του λουτρού, άρα και του δείγµατος, καθορίζεται και 

σταθεροποιείται µε την χρήση θερµοστάτη. Όλες οι λειτουργίες του γωνιοµέτρου 

ελέγχονται από υπολογιστή µέσω ενός bus controller RS-232C. Η σκεδαζόµενη 

ένταση συλλέγεται από τον οπτικό ανιχνευτή ο οποίος χρησιµοποιεί ένα 2F/2F 

σύστηµα, δηλαδή φακό (Φ2) ο οποίος τοποθετείται σε απόσταση 2F από τον όγκο 

σκέδασης και από την τελευταία οπή (pinhole, P2) πριν από τον 

φωτοπολλαπλασιαστή. 
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Συσχετιστής

φωτονίων

Η/Υ
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Έλεγχος

γωνιόµετρου

RS-232C
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πο
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K 1
K 2

∆είγµα

Π1

Π2

Φ1

Φ2

Φ∆

Χ∆

Προσπίπτουσα δέσµη

θ

P1
P2

 

 

Σχήµα 2. 2 

Σχηµατική αναπαράσταση της πειραµατικής συσκευής. 

 

Χρησιµοποιούνται δύο οπές (P1 και P2) µε διάµετρο συνήθως είτε 0.2 είτε 

0.4 mm πριν τον φωτοπολλαπλασιαστή (Thorn EΜΙ) για τον καθορισµό του 
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όγκου σκέδασης. Η σκεδαζόµενη ένταση η οποία συλλέγεται από το 

φωτοπολλαπλασιαστή καταγράφεται και µετατρέπεται σε φωτόνια (photon 

counts) που µεταφέρονται στον υπολογιστή. Ανάλογα το πως τα χρησιµοποιούµε 

καθορίζει εάν έχουµε να κάνουµε µε στατικές ή δυναµικές µετρήσεις.  
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2.2.2 V3 πεπτίδια 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν 8 παραλλαγές V3 πεπτιδίων από την 

ηµισυντηρηµένη επικράτεια της V3 περιοχής (α.α. 304-318) της γλυκοπρωτείνης 

gp120 από HIV-1 στελέχη Β υποτύπου, ειδικά επιλεγµένα ώστε να φέρουν 

παρόµοια αµινοξικά µοτίβα. 5 παραλλαγές προήλθαν από τα στελέχη SF2, 

SF128, SF162, MN και LAI.  

 

 

 

 

Σχήµα 2. 3  

∆οµή της V3  περιοχής. 

 

Οι υπόλοιπες 3 προέκυψαν µετά από κατάλληλες αµινοξικές τροποποιήσεις 

(αντικαταστάσεις ή υποκαταστάσεις) πάνω στην αλληλουχία του LAI πεπτιδίου, 

ώστε τελικά να δηµιουργηθούν πεπτίδια µε 1 (V3LAI+1) ή 9 (V3LAI+9) βασικά 

αµινοξέα ή µε την ίδια αµινοξική σύσταση µε το πρωτογενές V3LAI πεπτίδιο 

αλλά µε τα βασικά αµινοξέα σε αλλαγµένες θέσεις (V3LAIrandom) (Πίνακες 5.1 

& 5.2). Η χηµική σύνθεση των παραπάνω πεπτιδίων πραγµατοποιήθηκε στον 

αυτόµατο 430A Peptide Synthesizer (Applied Biosystems) σύµφωνα µε την 

στρατηγική της επαναληπτικής συµπύκνωσης προστατευµένων πεπτιδίων, (F-

moc/tBu chemistry) [14].  
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Αµινοξικές αλληλουχίες συνθετικών V3 πεπτιδίων από διαφορετικά  ιικά στελέχη 

 

 

Μεταβολές στον αριθµό και στη θέση των βασικών αµινοξέων στην αµινοξική 
αλληλουχία του V3 LAI πεπτιδίου 

 

 

Ιικό 
στέλεχος 

Αµινοξική αλληλουχία 

LAI  R K S I  R I  Q R G P Q  R  A  F  Y  
MN  • • R • H • − − • • •  •  •  •  •  
SF2  • • S • N • − − • • •  •  •  •  •  
SF128  • • S • Y • − − • • •  •  •  •  •  
SF162  • • S • T • − − • • •  •  •  •  •  

Ιικό 
στέλεχος 

Αµινοξική αλληλουχία 

LAI  R K S I  R I  Q R G P Q  R  A  F  Y  
LAI +1  V G • • L • • • • • •  A  •  •  •  
LAI +9  • • • • •  R • • R • K  R  •  K  •  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

Ανάλυση Αποτελεσµάτων 

3.1 Αλληλεπιδράσεις V3 περιοχής 

 

Μέχρι σήµερα λίγα είναι γνωστά για το µηχανισµό αλληλεπίδρασης του 

HIV-1 µε τους υποδοχείς χηµειοκινών. Έχει προταθεί ότι πιθανόν η V3 

υποπεριοχή της gp120 να συµµετέχει στη διαδικασία αλληλεπίδρασης [15 ]. Στα 

X4 και R5/X4 στελέχη η V3 περιοχή είναι ισχυρά θετικά φορτισµένη, κάτι που 

της επιτρέπει να ασκεί ισχυρές ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις µε 

πολυανιοντικά µόρια, όπως η όξινη αµινοτελική εξωκυτταρική επιφάνεια του 

CXCR4 [16].  

 

Σχήµα 3. 1 

∆οµή της V3 ΜΝ  περιοχής. Η δοµή β-φουρκέτας του V3 στέµµατος µιµείται 

τη δοµή που βρέθηκε σε χηµειοκίνες οι οποίες είναι τα φυσικά ligand των 

συνυποδοχέων του HIV. 
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Μικρού εύρους αµινοξικές αλλαγές µέσα σ’ αυτή την περιοχή, που όπως 

έχει δειχθεί δε συµµετέχει στην αλληλεπίδραση µε το CD4 µόριο, µεταβάλλει 

την ικανότητα του ιού να µολύνει µακροφάγα ή µετασχηµατισµένα Τ κύτταρα 

[17].  

Περαιτέρω µελέτες έχουν δείξει ότι ιοσωµάτια µε ελλειµµατικές 

παραλλαγές της V3 περιοχής αδυνατούν να προσδεθούν στον CCR5 υποδοχέα, 

ακόµα και κάτω από συνθήκες ισχυρής αλληλεπίδρασης µε τον CD4 υποδοχέα 

[18].  

 

 

 

 

Σχήµα 3. 2 

Κρυσταλλογραφική δοµή του µορίου CD4 µαζί µε την γλυκοπρωτείνη gp120 [19] 

       

 

Αν και οι περισσότερες µελέτες συµφωνούν ότι η άµεση αλληλεπίδραση των 

υποδοχέων CCR5 ή CXCR4 µε την gp120 µπορεί να είναι ισχυρή και 

αποτελεσµατική µόνο παρουσία του CD4, πρόσφατα ευρήµατα από το πεδίο 

συσχέτισης της µολυσµατικότητας του HIV-1 µε τα επίπεδα έκφρασης των CD4 

µορίων και των συνυποδοχέων, ειδικά του CCR5, καταλήγουν ότι ναι µεν και οι 

δύο υποδοχείς µπορεί να απαιτούνται για αποτελεσµατική πρόσδεση του ιού, 
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όµως η έκφραση του CCR5 µπορεί να είναι ιδιαίτερα κρίσιµη όταν τα επίπεδα 

έκφρασης του CD4 είναι χαµηλά. Αυτό βρίσκει εφαρµογή στην περίπτωση 

µόλυνσης µακροφάγων, δενδριτικών και µικρογλοιακών κυττάρων τα οποία 

παρουσιάζουν µικρή έκφραση CD4, άρα για να µολυνθούν ικανοποιητικά 

πιθανόν να απαιτούνται συµπληρωµατικές αλληλεπιδράσεις. Έτσι, το CD4 

µόριο πιστεύεται ότι είναι ο πρωταρχικός υποδοχέας πρόσδεσης για τα T-cell-

line adapted (TCLA) HIV-1στελέχη πάνω στα Τ κύτταρα, αλλά πιθανόν έχει 

µικρότερο ρόλο στην πρόσδεση του ιού στα µακροφάγα, στη µικρογλοία και στα 

δενδριτικά κύτταρα, όπου η παρουσία του συνυποδοχέα και πιθανόν άλλων 

µορίων παίζει περισσότερο καθοριστικό ρόλο [16]. 

Παρατηρήσεις των Zafiropoulos [20] έδειξαν ότι ένα συνθετικό πεπτίδιο 

15 αµινοξέων από τoν κύριo ηµι-συντηρηµένo εξουδετεροποιητικό 

(neutralizing) επίτοπο της V3 περιοχής της gp120 του HIV-1LAI στελέχους, 

φορέας ενός GPGRAF αµινοξικού µοτίβου, µπορούσε, όταν βρισκόταν 

εκτεθειµένο στην επιφάνεια λιποσωµάτων, να µεταφέρει ένα ειδικό σήµα 

ενισχυµένης ενεργοποίησης σε φυσιολογικά ανοσοδραστικά CD4+ T κύτταρα 

µνήµης παρουσία µακροφάγων και του αναµνηστικού αντιγόνου. Μετά την 

πάροδο µικρού χρονικού διαστήµατος η αυξηµένη διέγερση του συγκεκριµένου 

πληθυσµού ακολουθούσε πάντα µία ισχυρή και απότοµη πτώση. Τα 

παρατηρούµενα πρότυπα ενεργοποίησης παρουσίαζαν διακριτή ποιοτική και 

ποσοτική διαφοροποίηση από τα αντίστοιχα που επάγονται από την κλασσική 

αντιγονο-παρουσιαστική διαδικασία. Οι παραπάνω επαναλαµβανόµενες 

παρατηρήσεις µπορούν να συσχετιστούν µε ανοσολογικά γεγονότα της HIV 

µόλυνσης υποδηλώνοντας ότι ο ρόλος του V3 πιθανόν δεν  περιορίζεται 

αποκλειστικά πάνω στα γεγονότα της ιικής εισόδου, αλλά µπορεί παράλληλα να 

προκαλεί µεταβολές της βιολογικής συµπεριφοράς των αποδεκτικών κυττάρων.  
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 Σχήµα 3. 3 

 ∆οµή ενός κορµού HIV-1 gp120 µε V3. Η κρυσταλλική δοµή του κορµού της 

gp120 (γκρι) µε µια ακέραιη V3 (κόκκινο) φαίνεται δεσµευµένη στους δύο 

αποµακρυσµένους από την µεµβράνη τοµείς του CD4 υποδοχέα (κίτρινο) και το 

Fab κοµµάτι του αντισώµατος Χ5 (σκούρο και ανοικτό µπλε). Σε αυτή την 

οριοθέτηση η υιική µεµβράνη θα βρίσκονταν τοποθετηµένη προς την κορυφή της 

σελίδας και το κύτταρο στόχος προς την βάση της [19]. 
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Σχήµα 3. 4 

Σχηµατική αναπαράσταση της αλληλεπίδρασης του συνυποδοχέα. Φαίνεται ο 

CCR5 (πράσινο) µε το θειωµένο στην τυροσίνη Ν τελικό άκρο του ( στα 

κατάλοιπα 3, 10 , 14 και 15) και τρεις εξωκυττάριοι βρόχοι (ECLs). Φαίνεται η 

V3 (κόκκινο) µε την διατηρηµένη βάση της να αλληλεπιδρά µε το θειωµένο Ν 

τελικό άκρο του CCR5 και τα εύκαµπτα «πόδια» του να επιτρέπουν την 

διατήρηµένη άκρη της V3 να φτάσει το δέυτερο ECL του CCR5 [19]. 

 

 

 

Η παρούσα µελέτη θέλησε να διερευνήσει τις φυσικοχηµικές 

αλληλεπιδράσεις αφ’ ενός µεταξύ συνθετικών V3 πεπτιδίων και αφ’ ετέρου 

µεταξύ V3 πεπτιδίων και του συνυποδοχέα CCR5-Nt. Τα βασικά ερωτήµατα 

που τέθηκαν ήταν: 

• ποια είναι η ‘τύχη’ των σύµπλοκων δοµών των πεπτιδίων V3 κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες;  

• πώς µεταβάλλονται οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των V3 πεπτιδίων και του 

συνυποδοχέα CCR5-Nt µε βάση τα συγκεκριµένα φυσικοχηµικά 

χαρακτηριστικά του V3 επιτόπου όπως του φορτίου και της δοµής του;   
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• ποιος πιθανός µηχανισµός µπορεί να κρύβεται πίσω από το όλο φαινόµενο µε 

βάση την ανίχνευση των ειδικών αλληλεπιδράσεων του V3 µε τον συνυποδοχέα; 
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3.1.1 Προσδιορισµός των υδροδυναµικών παραµέτρων 

Στην εργασία αυτή έγιναν δυναµικές µετρήσεις σκέδασης φωτός. Τα 

φωτόνια που φτάνουν στον ανιχνευτή συσχετίζονται. Με κατάλληλο 

υπολογιστικό πρόγραµµα η χρονική συνάρτηση αυτοσυσχέτισης της 

σκεδαζόµενης έντασης G(2)(t) υπολογίζεται : τ)I(0)I(n(t)G(2) ⋅=   όπου το 

σύµβολο ⋅⋅⋅⋅  σηµαίνει µέση χρονική τιµή. Ο χρόνος t δίνεται από την σχέση 

τnt ⋅= , όπου n είναι ο αριθµός των καναλιών καθυστέρησης του συσχετιστή τα 

οποία διαχωρίζονται από τους χρόνους αποθήκευσης (sample time) τ. Η 

συνάρτηση που µας ενδιαφέρει θεωρητικά είναι η συνάρτηση αυτοσυσχέτισης 

G(1)(t) του ηλεκτρικού πεδίου. Πειραµατικά αυτή η ποσότητα εξάγεται από την 

µετρούµενη συνάρτηση αυτοσυσχέτισης G(2)(t) µέσω της συνθήκης Siegert: 

2(1)*(2) t))(q,G(f1t)(q,G αααα+=  όπου f* είναι ένας παράγοντας που εξαρτάται από 

την πειραµατική διάταξη και συνδέεται µε τον όγκο σκέδασης και τις περιοχές 

συµφωνίας που περιέχει. Το α εκφράζει το ποσοστό της σκεδαζόµενης έντασης 

µε δυναµική που είναι µετρήσιµη µε την φασµατοσκοπία συσχέτισης φωτονίων. 

Το διάνυσµα σκέδασης συµβολίζεται µε q και ισούται µε )
2

sin(
4 θθθθ

λλλλ
πηπηπηπη=q  όπου θ 

είναι η γωνία σκέδασης, λ το µήκος κύµατος της ακτινοβολίας και η ο 

συντελεστής διάθλασης του µέσου που προκαλεί τη σκέδαση. 

Η σχέση µεταξύ της G(1)(t) και της προαναφερθείσας διαπλάτυνσης 

Doppler S(ω) δίνεται από τo θεώρηµα των Wiener-Khintchine σαν ο 

µετασχηµατισµός Fourier : ωωωωdiqω(S(ω(t)~G )( )exp)
0

1
∫
∞

− . Αφού τα πολυµερικά 

µόρια κινούνται µάλλον αργά στο διάλυµα, η διαπλάτυνση του φάσµατος είναι 

πολύ µικρή και εποµένως δεν µπορεί να γίνει φασµατική ανάλυση µε την 

τεχνική του φιλτραρίσµατος (spectrum analyzers). Γιαυτό η χρονική συνάρτηση 

αυτοσυσχέτισης της σκεδαζόµενης έντασης G(2)(t) µετριέται. Αυτό είναι δυνατόν 

αφού υπάρχουν υπολογιστές µε γρήγορους επεξεργαστές και υψηλά 

µονοχρωµατικές πηγές φωτός (Λέιζερ). Η διαδικασία συσχέτισης φαίνεται στο 

παρακάτω σχήµα όπου οι διακυµάνσεις της σκεδαζόµενης έντασης I(q) 

παρίσταται γραφικά σαν συνάρτηση του χρόνου. ∆ιεξάγοντας την συσχέτιση 
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Ι(0)Ι(t=τ), Ι(0)Ι(t=2τ), ….,I(0)I(nτ)  και επαναλαµβάνοντας αυτή την διαδικασία 

για µια µεγάλη περίοδο του χρόνου (από λεπτά σε ώρες) οδηγούµαστε στην 

αυτοσυνάρτηση συσχέτισης G(2)(t) η οποία αποσβήνει. Για µονοδιάσπαρτα 

µικρά σωµάτια η συνάρτηση αυτοσυσχέτισης φθίνει σαν απλή εκθετική 

συνάρτηση G(1)(t) = Β⋅exp(-q2Dt) όπου η σταθερά απόσβεσης οδηγεί στο 

µεταφορικό συντελεστή διάχυσης D.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3. 5   

∆ιακυµάνσεις της σκεδαζόµενης έντασης I(q) 

 

Για να είναι εφικτή η µέτρηση των χαρακτηριστικών χρόνων χαλάρωσης 

πάνω από αρκετές δεκάδες, οι συσχετιστές φωτονίων χρησιµοποιούν 

λογαριθµική απόσταση µεταξύ των χρόνων καθυστέρησης, έτσι απαιτείται ο 

χρόνος ts, να αυξάνει ανάλογα µε το χρονικό διάστηµα καθυστέρησης. Στην 

πειραµατική συσκευή που χρησιµοποιήθηκε, ο συσχετιστής φωτονίων ήταν ένας 

ΑLV-5000/E πολλαπλών χρόνων χαλάρωσης ψηφιακός συσχετιστής, ο οποίος 

κανονικά διαθέτει 288 κανάλια, και µπορεί να καταγράψει την συνάρτηση 
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συσχέτισης στο χρονικό εύρος 10-6 εώς 1000 δευτερόλεπτα. Με την προσθήκη 

µιας γρήγορης κάρτας, γίνεται εφικτό να µετρηθούν πιό γρήγορες διαδικασίες 

χαλάρωσης, αυξάνοντας τον αριθµό των καναλιών στα 320, και το χρονικό 

εύρος µέτρησης από 10-7 έως τα 1000 δευτερόλεπτα. 

 
Στο σχήµα δίνεται η συνάρτηση αυτοσυσχέτισης για το συγκεκριµένο 

διάλυµα V3MN, σε επτά διαφορετικές γωνίες σκέδασης σε θερµοκρασία 23οC. 

Αυτή υπολογίστηκε από τον συσχετιστή φωτονίων που έχει περιγραφεί 

παραπάνω και µετρήθηκε στην πειραµατική διάταξη του σχήµατος . Στην 

συγκεκριµένη περίπτωση η συνάρτηση αυτοσυσχέτισης µπορεί να περιγραφεί 

σαν µια απλή εκθετική χαλάρωση και προσαρµογή µε µια συνάρτηση της 

µορφής  αe-t/τ  µπορεί να δώσει την ένταση και τον χρόνο χαλάρωσης της 

κίνησης. Η ανάλυση αυτή απαιτεί την εκτέλεση ενός µετασχηµατισµού Laplace. 

Αυτή επιτυγχάνεται µε την χρήση ενός προγράµατος που ονοµάζεται REPES. 

Το REPES υποθέτει ότι η G(1)(q,t) αποτελείται από µια υπέρθεση εκθετικών  η 

οποία περιγράφει την κατανοµή των χρόνων χαλάρωσης τΑ(τ).  
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Σχήµα 3. 6 

Πειραµατικές συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης µε γεωµετρία σκέδασης VV του 

πεπτιδίου V3 MN(+4) για επτά διαφορετικές γωνίες σκέδασης µαζί µε το 

αποτέλεσµα του αντίστροφου µετασχηµατισµού Laplace τΑ(τ). 

 

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

σχήµατος. Η ένταση της διαδικασίας υπολογίζεται από το εµβαδόν κάτω από 

την αντίστοιχη κορυφή πολλαπλασιασµένο µε την ολική σκεδαζόµενη ένταση, 

ενώ ο χαρακτηριστικός χρόνος χαλάρωσης τ υπολογίζεται από τον χρόνο της 

κορυφής. 

Επειδή το διάλυµα µας  είναι αραιό τα πεπτίδια αλληλεπιδρούν χαλαρά 

µεταξύ τους και ακολουθούν κίνηση Brown. Έτσι είναι αναµενόµενο η κίνηση 

τους να χαρακτηρίζεται από µια κύρια διαδικασία χαλάρωσης, η οποία 
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σχετίζεται µε την µεταφορική κίνηση των υπερµοριακών συµπλόκων που 

σχηµατίζονται στο διάλυµα. Όντως αν σχεδιάσουµε την γραφική παράσταση του 

ρυθµού χαλάρωσης  Γ=1/τ  συναρτήσει του q (σχήµα ) παρατηρούµε ότι Γ~q2 το 

οποίο είναι ένα τυπικό αποτέλεσµα για αραιά διαλύµατα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3. 7 

Ο ρυθµός χαλάρωσης σαν συνάρτηση του q2 , ένδειξη ότι η διαδικασία είναι 

κίνηση διάχυσης.  

 

 

Ο συντελεστής µεταφορικής διάχυσης D ισούται µε 0
2 )/( →Γ qq  . Οµοίως 

η γραφική παράσταση του ρυθµού χαλάρωσης  Γ=1/τ  συναρτήσει του q 

(σχήµα) για την γρήγορη διαδικασία  δίνει επίσης σαν αποτέλεσµα ότι το Γ~q2 

δηλαδή κίνηση διάχυσης Brown. 
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Σχήµα 3. 8 

Ο ρυθµός χαλάρωσης σαν συνάρτηση του q2 , ένδειξη ότι η διαδικασία είναι 

κίνηση διάχυσης. 

 
 

Η υδροδυναµική ακτίνα στην θερµοκρασία αυτή µπορεί να υπολογιστεί 

µέσω της σχέσης Stokes-Einstein θεωρώντας ότι έχουµε κίνηση Brown 

σφαιρικών σωµατιδίων διασπαρµένα µέσα σε διαλύτη. Η σχέση αυτή περιέχει 
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D

TK
R

πηπηπηπη6
Β

Η =  όπου ΚΒ είναι η σταθερά Boltzmann και η είναι το ιξώδες του 

διαλύτη. Αν αντικαταστήσουµε την τιµή που βρήκαµε προηγουµένως για τον  

συντελεστή µεταφορικής διάχυσης D (σχήµα ) στην σχέση αυτή εξάγουµε τις 

αντίστοιχες υδροδυναµικές ακτίνες στα 30 και 233 nm. 

 

 

 

Οι µετρήσεις στατικής σκέδασης έδειξαν ότι τα υπερµοριακά σύµπλοκα των V3 

πεπτιδίων εµφανίζουν µη σφαιρικές διαµορφώσεις σε φυσιολογικά υδατικά 

διαλύµατα.  
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Σχήµα 3. 9 

Η ένταση της σκεδαζόµενης ακτινοβολίας µε γεωµετρίες σκέδασης VV και VH του 

πεπτιδίου V3 MN(+4) 

 

 

Η εµφάνιση αποπολωµένης σκέδασης στη πειραµατική γεωµετρία VH  

επιβεβαίωσε τα προηγούµενα αποτελέσµατα όπως φαίνεται στο παραπάνω 

σχήµα.   Η σύζευξη πολλών µορίων V3 µικρού µεγέθους σε δύο µεγαλύτερα 

υπερµοριακά σύµπλοκα διαστάσεων 14 και 128 nm αντίστοιχα επιβεβαιώνεται 

και µε τις συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης στη VH γεωµετρία (σχήµα 3. 10).  
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Σχήµα 3. 10 

Πειραµατικές συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης µε γεωµετρία σκέδασης VH του 

πεπτιδίου V3 MN(+4) για διαφορετικές γωνίες σκέδασης µαζί µε το αποτέλεσµα 

του αντίστροφου µετασχηµατισµού Laplace τΑ(τ). 
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3.1.2 Αλληλεπίδραση V3 πεπτιδίων µε τον υποδοχέα της χηµειοκίνης CCR5 

Σχετικά πρόσφατες µελέτες αναγνωρίζουν τη V3 ως το βασικό επίτοπο 

της gp120 που µπορεί να αλληλεπιδρά µε τους υποδοχείς χηµειοκινών CCR5 ή 

CXCR4 των κυττάρων στόχων επιτυγχάνοντας πέρα από την ιική είσοδο σε 

συγκεκριµένο κυτταρικό τύπο και αύξηση των ενδοκυτταρικών συγκεντρώσεων 

ιόντων Ca+2 και της τριφωσφορικής ινοσιτόλης στα Τ λεµφοκύτταρα, γεγονότα 

άµεσα σχετιζόµενα µε καταστάσεις ενεργοποίησης [20,21]. Πρόσφατες µελέτες 

στα κριτήρια αλληλεπίδρασης του υποδοχέα CCR5 µε την gp120 έχουν δείξει 

ότι απαιτείται επιπλέον η σούλφωση 2 τουλάχιστον υπολειµµάτων τυροσίνης 

του CCR5-Nt προκειµένου να επιτευχθεί ικανοποιητική πρόσδεση [22, 23]. 

Παράλληλα, η συµµετοχή της V3 περιοχής έχει έµµεσα δειχθεί σε πειράµατα 

εφαρµογής της τεχνικής SPR, όπου διαλυτά πρωτεϊνικά σύµπλοκα gp120 /sCD4 

µε έλλειψη της V3 περιοχής (gp120∆V3/sCD4) αδυνατούν να αλληλεπιδράσουν 

µε CCR5-Nt πεπτίδια, σε αντίθεση µε τα αντίστοιχα σύµπλοκα ‘αγρίου τύπου’ 

(gp120/sCD4) [24]. Ήδη γνωρίζουµε από τους Zafiropoulos et al ότι η επίδραση 

του αριθµού των βασικών αµινοξέων της V3 αλληλουχίας στο βαθµό 

ενεργοποίησης των Τ λεµφοκυττάρων από το V3 λιπόσωµα αποτελεί άµεση 

ένδειξη ηλεκτροστατικής αλληλεπίδρασης του V3 µε αρνητικά φορτισµένα 

στοιχεία της επιφάνειας των CD4+ T κυττάρων.  

Η µελέτη και ο χαρακτηρισµός των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των 

πεπτιδίων V3 και CCR5 πραγµατοποιήθηκε σε πραγµατικό χρόνο µε εφαρµογή 

της τεχνικής σκέδασης ακτίνων Laser. Με βάση τα παραπάνω διερευνήθηκε η 

υπόθεση της ύπαρξης άµεσων αλληλεπιδράσεων µεταξύ των συνθετικών V3 

πεπτιδίων και του ίδιου 22-µερούς CCR5 συνθετικού πεπτιδίου από το 

αµινοτελικό άκρο της πρωτείνης (CCR5-Nt), το οποίο µπορούσε να φέρει 

επιλεκτικά προσθήκες θειικών οµάδων στα 4 κατάλοιπα τυροσίνης της 

αλληλουχίας του. Σε µία πρώτη πειραµατική προσέγγιση µεµονωµένα V3 και 

CCR5-Νt πεπτίδια, όσο και µείγµατα αυτών (V3/CCR5-Nt). Σε µια τυπική 

µέτρηση, πολλαπλές συγκεντρώσεις του σουλφονυλιωµένου ή µη CCR5 

αναµίχθηκαν µε διάλυµα των αντίστοιχων V3 πεπτιδίων σε φυσιολογικό pH 7.4. 

Ο προσδιορισµός των αλληλεπιδράσεων των διαφορετικών V3 πεπτιδίων 
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(V3SF2, V3SF128, V3SF162, V3MN, V3LAI+1, V3LAI+9 και V3LAI-random) µε το CCR5 

πεπτίδιο πραγµατοποιήθηκε σε µείγµατα των παραπάνω πεπτιδίων µε µοριακή 

αναλογία περίπου 3 moles V3 προς 1 mole CCR5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3. 11 

Πειραµατικές συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης του πεπτιδίου V3 LAI(+9) παρουσία 

σου µη σουλφονυλιωµένου CCR5-Nt για διαφορετικές γωνίες σκέδασης. Το 

αποτέλεσµα του αντίστροφου µετασχηµατισµού Laplace τΑ(τ) παρουσιάζεται στο 

δεξί µέρος του σχήµατος.   

 

 

Η επίδραση του αριθµού των βασικών αµινοξέων της V3 αλληλουχίας 

στο βαθµό αλληλεπίδρασης των V3 πεπτιδίων µε το σουλφονυλιωµένο CCR5-
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Nt πεπτίδιο µελετήθηκε από τους Zaforopoulos et al  σε SPR αναλύσεις  και από 

τους Rizos et al [25] όπου η µοριακή συγκέντρωση των V3/CCR5-Nt πεπτιδίων 

επιλέχτηκε στο 3:2, ως η αναλογία µε τα καλύτερα πρότυπα πρόσδεσης. Μεταξύ 

των διαφορετικών µιγµάτων παρατηρήθηκε µία κλιµακούµενη αύξηση στη 

γωνία πρόσπτωσης όσο τα νεο-σχηµατιζόµενα σύµπλοκα V3/CCR5 περιείχαν 

σταδιακά αυξανόµενο αριθµό βασικών αµινοξέων στην V3 περιοχή. Η τεχνική 

της δυναµικής σκέδασης έδειξε λιποσώµατα τα οποία σχηµατίζουν 

υπερµοριακές δοµές µε υδροδυναµική ακτίνα της τάξης των 900 nm για απλά 

και 1300 nm για V3-λιποσώµατα. Oι παρατηρήσεις αυτές επιβεβαιώνουν την 

καθοριστικής σηµασίας επίδραση του αριθµού των βασικών αµινοξέων της V3 

περιοχής στη δηµιουργία συµπλόκων και ως εκ τούτου στην ένταση της 

ηλεκτροστατικής αλληλεπίδρασης µεταξύ του V3 και του σουλφωνυλιοµένου 

αµινοτελικού άκρου του CCR5. Όλες οι πειραµατικές συνθήκες (θερµοκρασία, 

ρυθµιστικό διάλυµα) παρέµειναν σταθερές για όλα τα πεπτίδια ή τους 

συνδυασµούς πεπτιδίων που χρησιµοποιήθηκαν σε αυτήν την προσέγγιση.  

Η σπουδαιότητα της σουλφονυλίωσης επιβεβαιώθηκε στην πρόσφατη 

µελάτη των  Huang et al [26] χρήση τεχνικών κρυσταλλογραφίας και NMR. 

Επίσης ηλεκτροστατικές υπολογιστικές µελέτες επιβεβαίωσαν την ύπαρξη των 

θετικών και αρνητικών ηλεµτροστατικών δυναµικών του V3  και CCR5 

αντίστοιχα [27]. Πρόσφατη NMR µελέτη της ερευνητικής µας οµάδας  απέδειξε 

ότι τα πεπτίδια V3 και CCR5  έχουν τάση για αλληλεπίδραση, ακόµη και 

απουσία σουλφοοµάδων στις  τυροσίνες [28]. 

Η δυναµική της αλληλεπίδρασης µολυσµένων κυττάρων µε φυσιολογικά 

κύτταρα έχει µελετηθεί µε µικροσκοπία δύναµης απλού µορίου (single molecule 

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

δηµιουργία ιολογικών συνάψεων (virological synapses) [29,30].   
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Σχήµα 3. 12 

Πειραµατικές συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης του πεπτιδίου V3 LAI(+1)παρουσία 

σουλφονυλιωµένου και µη σουλφονυλιωµένου CCR5-Nt για διαφορετικές γωνίες 

σκέδασης. Το αποτέλεσµα του αντίστροφου µετασχηµατισµού Laplace τΑ(τ) 

παρουσιάζεται στο δεξί µέρος του σχήµατος.   
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3.1.4 Συµπεράσµατα 

Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης δείχνουν ότι ένας αποµονωµένος 

επίτοπος από την ηµισυντηρηµένη επικράτεια της V3 περιοχής της gp120 του 

ΗIV-1 LAI στελέχους (α.α 304-318) µπορεί να δρα µε έναν ιδιαίτερo τρόπο, 

οδηγώντας σε δηµιουργία ανοσοβιολογικών φαινοµένων. Τα V3 πεπτίδια 

παρουσιάζουν αυτοοργάνωση σε φυσιολογικά διαλύµατα, η δε αλληλεπίδραση 

µε το CCR5-Nt πετίδιο χαρακτηρίζεται από υπέρµετρη αύξηση της έντασης της 

σκεδαζόµενης ακτινοβολίας. Όλα αυτά τα ευρήµατα συνηγορούν στη παρουσία 

µιας ισχυρής αλληλεπίδρασης του V3 µε τον συνυποδοχέα CCR5-Nt του 

κυτταρικού στόχου, που πιθανόν σχετίζεται µε τις διαδικασίες της ιικής 

πρόσδεσης κατά τη µόλυνση µε τον ιό HIV και τη µεσολάβηση των υποδοχέων 

χηµειοκινών. Σε σχετικά άρθρα των  Nature και science [31, 32] τονίζεται ότι 

παρά το γεγονός οτι τα τελευταία 30 χρόνια έχουν δαπανηθεί τεράστια ποσά  για 

την ενίσχυση της έρευνας για το AIDS δεν έχει υπάρξει πραγµατική πρόοδος 

σχετικά µε την παθογένεση του ιού HIV. Είναι ανάγκη να εφαρµόσουµε την 

πλήρη δύναµη της σύγχρονης επιστήµης χωρίς φραγµούς µεταξύ Χηµείας 

Ιατρικής και Βιολογίας στο AIDS  που ήδη έχει προκαλέσει πάνω από 30 

εκατοµµύρια θανάτους. 
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