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Περίληυη 

Κάησ από κε θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο, ζθαηξηθέο πδαηνδηαιπηέο πξσηεΐλεο αδπλαηνύλ 

λα απνθηήζνπλ ηε θπζηνινγηθή ηνπο ζηεξενδηάηαμε θαη νδεγνύληαη ζε έλα ελαιιαθηηθό – 

κε-θαλνληθό – δίπισκα ηεο πνιππεπηηδηθήο ηνπο αιπζίδαο ζην ρώξν.  Ωο ζπλέπεηα απηνύ 

ηνπ γεγνλόηνο, ηα κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλα πξσηετληθά κόξηα απηνζπγθξνηνύληαη είηε ζε 

άκνξθα πξσηετληθά ζπζζσκαηώκαηα, είηε ζε νξγαλσκέλα πξσηετληθά ζπζζσκαηώκαηα, πνπ 

εκθαλίδνπλ νξηζκέλεο εμεηδηθεπκέλεο ηδηόηεηεο θαη ραξαθηεξίδνληαη σο ακπινεηδή 

ηλίδηα.  Οη πξσηεΐλεο κε „ηάζε λα δεκηνπξγνύλ ακπινεηδή ηλίδηα‟ ή „ακπινεηδνγόλεο‟ 

πξσηεΐλεο, είηε ζηε θπζηνινγηθή είηε ζηε κεηαιιαγκέλε ηνπο κνξθή, πξνζβάινπλ όξγαλα 

ή/θαη ηζηνύο θαη ελαπνηίζεληαη, ζρεκαηίδνληαο είηε εμσθπηηαξηθέο ζπλαζξνίζεηο 

(ακπινεηδείο πιάθεο) είηε ελδνθπηηαξηθά έγθιεηζηα.  ε θάζε πεξίπησζε, ε ελαπόζεζε ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ νδεγεί ζηελ εκθάληζε κίαο επξείαο νκάδαο αζζελεηώλ, νη νπνίεο 

νλνκάδνληαη ακπινεηδώζεηο.  Υαξαθηεξηζηηθά παξαδείγκαηα ακπινεηδώζεσλ απνηεινύλ νη 

λεπξνεθθπιηζηηθέο λόζνη Alzheimer‟s θαη Parkinson‟s, νη ζπνγγώδεηο εγθεθαινπάζεηεο θαη 

άιιεο αζζέλεηεο, όπσο ν δηαβήηεο ηύπνπ ΙΙ ή δηάθνξνη ηύπνη θαξθίλνπ.  πλνιηθά, νη 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο είλαη έλα „ηδηόηππν‟ ζύλνιν κνξίσλ, πνπ δηαθέξνπλ κεηαμύ ηνπο 

ζε επίπεδν αθνινπζίαο, δνκήο, αιιά θαη ιεηηνπξγίαο.  Σνπιάρηζηνλ 35 δηαθνξεηηθέο 

αλζξώπηλεο πξσηεΐλεο έρεη βξεζεί λα ελαπνηίζεληαη κε ηε κνξθή ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε 

ηζηνύο, ελώ εμειηθηηθά ε δεκηνπξγία ηνπο έρεη ζπζρεηηζηεί κε γελεηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ή/θαη 

αιιαγέο ηνπ κηθξνπεξηβάιινληνο, πνπ επηδξνύλ ζηε θπζηνινγηθή δηαδηθαζία δηπιώκαηνο 

ησλ πξσηετλώλ.  Σν ζύλνιν ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ εκπινπηίδεηαη ζπλερώο, θαζώο 

όιν θαη πεξηζζόηεξεο πξσηεΐλεο, πνπ πξνεγνπκέλσο δελ είραλ ζπζρεηηζηεί κε θάπνηα 

ακπινείδσζε, εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα δεκηνπξγνύλ ακπινεηδή ηλίδηα in vitro.   

ηελ παξνύζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή πξαγκαηνπνηήζεθε Α) „καθξνζθνπηθή‟ – 

ππνινγηζηηθή κειέηε ζην εηεξόθιεην ζύλνιν ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, αιιά θαη Β) 

„κηθξνζθνπηθή‟ – πεηξακαηηθή κειέηε ζε επηιεγκέλα πξσηετληθά ζπζηήκαηα, ζηα πιαίζηα 

ηεο απνθξππηνγξάθεζεο ησλ ηδηνηήησλ, ησλ κεραληζκώλ, θαζώο θαη ησλ ηδηαηηεξνηήησλ 

ησλ πξσηετλώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ.   

Α) Πνιιά βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα καξηπξνύλ ηελ ζπλ-ελαπόζεζε δύν ή θαη 

πεξηζζόηεξσλ πξσηετλώλ ζηηο ζπλαζξνίζεηο ακπινεηδώλ ηληδίσλ αζζελώλ, κε άγλσζηε 



 
 

II 

 

όκσο κέρξη ζήκεξα ηε ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ εμέιημε ησλ ακπινεηδώζεσλ.  ηα πιαίζηα ηεο 

δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο ην βηνινγηθό εξώηεκα ηεο „ζπλεύξεζεο ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ‟ ζε αζζελείο κειεηήζεθε καθξνζθνπηθά κε εθαξκνγή ηεο ζεσξίαο γξάθσλ, 

πξνθεηκέλνπ λα απνζαθεληζηνύλ νη ηδηόηεηεο ησλ πξσηετλώλ, πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε 

δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο, σο ζύλνιν.  Σν δίθηπν ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (Amyloid Interactome) πνπ θαηαζθεπάζηεθε θαη 

νπηηθνπνηήζεθε ππνινγηζηηθά 1) ζπζρέηηζε έλα ζύλνιν από ιεηηνπξγηθά κε-ζπζρεηηδόκελεο 

πξσηεΐλεο ζε έλα θνηλό δίθηπν, 2) απνθάιπςε ζεκαληηθέο άκεζεο θαη έκκεζεο „δηαζπλδέζεηο‟ 

κεηαμύ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ θαη 3) αλέδεημε ειθπζηηθνύο ππνςεθίνπο γηα ηελ 

αλάπηπμε λέσλ ζεξαπεπηηθώλ ηαθηηθώλ ζηε κειέηε ησλ ακπινεηδώζεσλ.  ύκθσλα κε ηα 

όζα γλσξίδνπκε κέρξη ζήκεξα, ε πξνζέγγηζε απηή απνθαιύπηεη λέεο νδνύο επηθνηλσλίαο 

ζηελ πξσηετληθή ζπζζσκάησζε θαη είλαη ε πξώηε πξνζπάζεηα κειέηεο ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ σο έλα ελνπνηεκέλν ζύζηεκα.  Αλακέλεηαη όηη ηα 

απνηειέζκαηα ηεο ππνινγηζηηθήο απηήο αλάιπζεο ζα αμηνπνηεζνύλ ζε ζηνρεπκέλεο 

πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο ζην κέιινλ. 

Β) ηνλ αληίπνδα ηεο ζπζηεκαηηθήο αλάιπζεο ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, ε 

πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο εζηηάζηεθε ζε επηιεγκέλα αλζξώπηλα 

πξσηετληθά κόξηα, ηόζν επηβεβαησκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, όζν θαη πξσηετλώλ 

κε αλεμεξεύλεηεο, κέρξη ζήκεξα, ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο.  Σνκή ζηε κειέηε ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ ππήξμε ε πξόηαζε όηη ν ζρεκαηηζκόο ακπινεηδώλ ηληδίσλ είλαη 

κία εγγελήο ηδηόηεηα ησλ πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ, θάησ από ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο.  

Έηζη, νη ηδηόηεηεο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, νη νπνίεο απνθαιύπηνληαη κε θαηάιιειεο 

κεζνδνινγίεο, απνηεινύλ δηαγλσζηηθά θξηηήξηα γηα ηελ θαηαγξαθή ησλ θνηλώλ 

κνξθνινγηθώλ θαη δνκηθώλ ραξαθηεξηζηηθώλ (cross-β αξρηηεθηνληθή) ησλ ηληδηαθώλ δνκώλ, 

πνπ είηε εληνπίδνληαη ζε αζζελείο είηε εκθαλίδνληαη ζε κειέηεο ζπζζσκάησζεο in vitro.  

Η ηδέα όηη κηθξέο, „επηξξεπείο πξνο ζπζζσκάησζε‟, πεξηνρέο ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ, ζπκκεηέρνπλ ελεξγά ζηνλ πνιπκεξηζκό ηνπο ζε ηλίδηα θαη θαη‟ επέθηαζε ζηελ 

εκθάληζε ηεο ακπινείδσζεο, έζηξεςε ην ελδηαθέξνλ καο ζηε κειέηε ηκεκάησλ ησλ 

πεπηηδηθώλ αιπζίδσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, ηα νπνία πηζαλά θέξνπλ 

ζπκππθλσκέλε ηελ πιεξνθνξία ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο.  Σα κηθξά ακπινεηδνγόλα 

ηκήκαηα, πνπ νλνκάδνληαη ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο, εληνπίζηεθαλ κε ππνινγηζηηθέο 

κεζόδνπο, ελώ ε πεηξακαηηθή επηβεβαίσζε ησλ ηδηνηήησλ ηνπο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε 



 
 

III 

 

ρξήζε ελόο ζπλόινπ βηνθπζηθώλ κεζόδσλ (ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο, 

πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ, πνισηηθή κηθξνζθνπία, θαζκαηνζθνπία ππεξεξύζξνπ), ζε κεγάιν 

εύξνο ζπλζεθώλ.  Σέινο, ε κειέηε ησλ ηδηνηήησλ πνιπκεξηζκνύ θαη απηνζπγθξόηεζεο ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ θαζνξηζηώλ επέηξεςε ηελ πξόηαζε πηζαλώλ ηξηζδηάζηαησλ κνληέισλ 

πνιπκεξηζκνύ, ησλ ππό κειέηε πξσηετληθώλ ζπζηεκάησλ.   

Οη πεηξακαηηθέο κειέηεο ζε επηβεβαησκέλεο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο: 

 Η θπζηαηίλε C, ε πξώηε ακπινεηδνγόλνο πξσηεΐλε πνπ κειεηήζεθε πεηξακαηηθά ζηα 

πιαίζηα ηεο δηαηξηβήο, είλαη ππεύζπλε γηα κία ζπάληα κνξθή ακπινείδσζεο, πνπ νλνκάδεηαη 

εγθεθαιηθή αγγεηνπάζεηα Ιζιαλδηθνύ ηύπνπ, ελώ απνδεηθλύεηαη όηη απηνζπγθξνηείηαη ζε 

νιηγνκεξή, αθνινπζώληαο έλα πνιύπινθν κεραληζκό πνιπκεξηζκνύ.  Πξνθεηκέλνπ λα 

εληνπίζνπκε ηκήκαηα ηεο πξσηεΐλεο κε πςειό ακπινεηδνγόλν δπλακηθό, ηξεηο πηζαλνί 

ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο ηεο θπζηαηίλεο C κειεηήζεθαλ πεηξακαηηθά θαη αμηνινγήζεθε ν 

ξόινο ηνπο ζηελ απηνζπγθξόηεζε ηεο πξσηεΐλεο.  Η επηβεβαίσζε ηεο εγγελνύο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ησλ θαζνξηζηώλ ηεο θπζηαηίλεο C καο νδήγεζε ζηελ πξόηαζε δύν 

πηζαλώλ κνληέισλ πνιπκεξηζκνύ θαη απηνζπγθξόηεζεο, ηα νπνία εκπιέθνπλ ηα κηθξά 

ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα θαη πξνηείλνπλ ηελ ελεξγή ζπκκεηνρή ηνπο ζηνλ cross-β ππξήλα 

ησλ ηληδίσλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C. 

 Η ξαγδαία απηνζπγθξόηεζε ηεο ακπιίλεο πνπ επζύλεηαη γηα ηελ πξόθιεζε ηνπ 

δηαβήηε ηύπνπ ΙΙ, ππήξμε ην δεύηεξν πεδίν πεηξακαηηθήο κειέηεο ηεο δηαηξηβήο.  Παξόηη, ε 

πεπηηδηθή αιπζίδα ηεο ακπιίλεο θέξεη πςειή ακπινεηδνγνληθόηεηα, ε εθηελήο αλάιπζε ησλ 

βηβιηνγξαθηθώλ δεδνκέλσλ απέδεημε όηη ην ακηλνηειηθό (N-terminal) θαη θαξβνμπηειηθό (C-

terminal) ηκήκα ηεο, είλαη δύν πεξηνρέο ζηηο νπνίεο δελ έρεη πξαγκαηνπνηεζεί ζηνρεπκέλε 

θαη ζπζηεκαηηθή κειέηε.  ηα πιαίζηα ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο εληνπίζηεθαλ 

ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο ζηα ειιηπώο κειεηεκέλα αθξαία ηκήκαηα ηεο νξκόλεο, ελώ 

παξάιιεια ζρεδηάζηεθαλ νκάδεο κεηαιιαγκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ θαζνξηζηώλ, ησλ 

ηκεκάησλ απηώλ.  Οη βηνθπζηθέο κέζνδνη θαηέγξαςαλ ηηο ηδηόηεηεο όισλ ησλ πεπηηδίσλ θαη 

ηέινο, νη κειέηεο ζπλδπαζηηθήο επώαζεο κε ηεο ακπιίλεο κε ηα ππό κειέηε πεπηίδηα 

ζπλέβαιαλ θαζνξηζηηθά ζηε κειέηε ηεο ζπλεηζθνξάο ηνπ ακηλνηειηθνύ θαη ηνπ 

θαξβνμπηειηθνύ ηκήκαηνο ζηελ απηνζπγθξόηεζε ηεο ακπιίλεο.  πλνιηθά, ε 

πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε ζηελ ακπινεηδνγόλν νξκόλε ακπιίλε ζπλεηέιεζε ζηελ εμαγσγή 

ζεκαληηθώλ ζπκπεξαζκάησλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ πνιπκεξηζκό ηεο νξκόλεο θαη κπνξεί 



 
 

IV 

 

λα επηηξέςνπλ ζην κέιινλ ηε ζηνρεπκέλε ζρεδίαζε πεπηηδίσλ-αλαζηνιέσλ ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο. 

Οη πεηξακαηηθέο κειέηεο ζε πξσηεΐλεο κε αλεμεξεύλεηεο ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο: 

 Σν C-πεπηίδην ηεο πξντλζνπιίλεο ή C-πεπηίδην, έλα κόξην 31 ακηλνμηθώλ 

θαηαινίπσλ, ήηαλ γηα πνιιά ρξόληα κία μεραζκέλε παξάκεηξνο ζηηο κειέηεο πνπ αθνξνύζαλ 

ηελ ηλζνπιίλε.  Η εκπινθή ηνπ C-πεπηηδίνπ ζην δηαβήηε ππήξμε ην έλαπζκα γηα ηε ζε βάζνο 

κειέηε ησλ αλεμεξεύλεησλ ηδηνηήησλ απηνζπγθξόηεζεο ηνπ πεπηηδίνπ.  Ωζηόζν, ηo 

εμαηξεηηθά αζζελέο ακπινεηδνγόλν πξνθίι ηνπ δελ επέηξεςε ηνλ εληνπηζκό κηθξώλ 

ακπινεηδνγόλσλ ηκεκάησλ θαηά κήθνο ηεο αιιεινπρίαο ηνπ θαη έηζη, ζην ζπγθεθξηκέλν 

ζύζηεκα κειέηεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα απηνζπγθξόηεζεο ζηελ πιήξε αθνινπζία 

ηνπ C-πεπηηδίνπ.  Οη βηνθπζηθέο κειέηεο, ζηα πιαίζηα ηεο δηαηξηβήο, απνθάιπςαλ γηα πξώηε 

θνξά ηελ ηθαλόηεηά ηνπ C-πεπηηδίνπ λα νξγαλώλεηαη ζε ηληδηαθέο δνκέο, πνπ πιεξνύλ ηα 

θξηηήξηα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, ελώ ηαπηόρξνλα, ηκήκαηα ηνπ πεπηηδίνπ πνπ απνηεινύλ 

αιιεινπρίεο-ρακαηιένληεο επέηξεςαλ ηελ πξόηαζε ελόο πηζαλνύ κνληέινπ πνπ θαηαγξάθεη 

ην κνλνπάηη ηεο ηξηζδηάζηαζεο απηνζπγθξόηεζήο ηνπ. 

 Η θιαζηεξίλε, κία ζεκαληηθή εηεξνδηκεξήο πξσηεΐλε-ζπλνδόο, πνπ ζπλεληνπίδεηαη 

ζε ακπινεηδείο ελαπνζέζεηο αζζελώλ κε λεπξνεθθπιηζηηθέο λόζνπο, απνηειεί έλα αθόκα 

ζύζηεκα κειέηεο κε αλεμεπξεύλεηεο ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο.  Η εγγελήο κε-δνκεκέλε 

θύζε ηεο θιαζηεξίλεο, ζε ζπλδπαζκό κε ηελ ηθαλόηεηά ηεο λα αιιειεπηδξά εηδηθά κε έλα 

κεγάιν εύξνο ακπινεηδνγόλσλ κνξίσλ καο ώζεζε ζηε δηεμνδηθή κειέηε ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηάο ηεο.  Η α-αιπζίδα ηεο θιαζηεξίλεο, ε νπνία θέξεη ζεκαληηθνύο 

επηηόπνπο αιιειεπίδξαζεο κε ακπινεηδνγόλα κόξηα, αλαιύζεθε ππνινγηζηηθά θαη ηα πέληε 

πηζαλά ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα πνπ εληνπίζηεθαλ ζε απηή, επηβεβαηώζεθαλ πεηξακαηηθά κε 

βηνθπζηθέο κεζόδνπο, σο ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο.  Η αλαγλώξηζε ησλ θαζνξηζηώλ ζηελ 

α-αιπζίδα ηεο θιαζηεξίλεο αλέδεημε δπλεηηθνύο αλαζηνιείο ζηηο λεπξνεθθπιηζηηθέο 

λόζνπο, θαζώο αλακέλεηαη όηη κε ηνλ θαηάιιειν ζρεδηαζκό πεπηηδίσλ-αλαζηνιέσλ πνπ 

αιιειεπηδξνύλ εηδηθά κε ηελ θιαζηεξίλε, κπνξεί θαλείο λα αλαθόςεη ηελ εμέιημε ηνπ 

πνιπκεξηζκνύ άιισλ ακπινεηδνγόλσλ κνξίσλ πνπ αιιειεπηδξνύλ κε απηή.  

 Σέινο, ε ζηεθίλε Α, έλα ζπγγεληθό κόξην ηεο ακπινεηδνγόλνπ θπζηαηίλεο C, 

αθνινπζεί παξόκνην κνλνπάηη πνιπκεξηζκνύ, σζηόζν, δελ έρεη θαηαγξαθεί κέρξη ζήκεξα σο 

ακπινεηδνγόλν πξσηετληθό κόξην.  Η ζηεθίλε Α δξα θπζηνινγηθά σο ελδνθπηηαξηθόο 
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αλαζηνιέαο πξσηεαζώλ, ελώ ηα ελδνθπηηαξηθά κε-θπζηνινγηθά νιηγνκεξή ηεο 

παξνπζηάδνπλ ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ ζε δηάθνξνπο ηύπνπο θαξθίλσλ.  ηα πιαίζηα 

δηεξεύλεζεο ηνπ ακπινεηδνγόλνπ δπλακηθνύ ηεο πξσηεΐλεο αλαγλσξίζηεθαλ ηέζζεξηο κηθξνί 

ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο, νη νπνίνη κειεηήζεθαλ πεηξακαηηθά.  Ο εληνπηζκόο ηκεκάησλ 

κε ακπινεηδνγόλα ραξαθηεξηζηηθά ζηε ζηεθίλε Α κπνξεί λα εμππεξεηήζεη ζηε κειινληηθή 

δηεξεύλεζε ελόο πηζαλνύ κεραληζκνύ ζπζζσκάησζεο νιόθιεξεο ηεο πξσηεΐλεο ζε 

ακπινεηδή ηλίδηα, κε κεραληζκνύο πνπ νκνηάδνπλ ζε εθείλνπο ηεο ακπινεηδνγόλνπ 

θπζηαηίλεο C. 
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Abstract 

Under pathological conditions, a large number of otherwise soluble proteins may fail to 

maintain their normal three-dimensional structure and thus, may undergo general or partial 

refolding of their polypeptide chains.  Misfolded protein molecules may subsequently self-

assemble into either amorphous or ordered protein aggregates, which share distinctive 

structural and tinctorial properties and are commonly called amyloid fibrils.  Wild type 

or mutated amyloidogenic proteins, are transferred and deposited in different organs and/or 

tissues, either as extracellular accumulations (amyloid plaques) or as insoluble inclusion 

bodies.  In any case, amyloid fibrils have been linked to the development of a broad class of 

diseases, called amyloidoses.  Striking examples of this class are the neurodegenerative 

Alzheimer‟s and Parkinson‟s disease, prion diseases and other disorders, such as diabetes 

type II or a broad number of carcinomas.  Overall, amyloidogenic proteins belong to a 

diverse group of macromolecules, displaying significant sequence and structural differences.  

At least, 35 human proteins are found to form pathological amyloid deposits in tissues, 

while this feature was associated with several mutations and/or microenvironment changes 

that lead to protein misfolding.  The group of amyloidogenic proteins is constantly enriched 

with proteins that are found to form amyloid fibrils in vitro and surprisingly, have never 

been previously related with amyloidoses. 

Aiming at deciphering the molecular mechanisms, underlying amyloid fibril formation, 

in this thesis, A) we carried out a systematic /computational analysis on the diverse set of 

amyloidogenic proteins and also B) we performed targeted aggregation experiments on 

individual proteins, testing their amyloidogenic profile.   

A)  The implication of more than one proteins in the progression of different aggregation 

disorders, together with the synergistic co-deposition of different amyloidogenic proteins 

in amyloid plaques of patients, highlights the necessity for a more universal approach, during 

the study of these proteins.  In an attempt to address this pivotal need we constructed and 

analyzed a protein-protein interaction network of amyloidogenic proteins and their 

experimentally verified interactors, based on the complex network theory analysis.  The 

Amyloid Interactome 1) gathers a group of heterogeneous proteins into a common 

biological interaction network, 2) assembles all known interconnections between well-



 
 

VIII 

 

characterized amyloidogenic proteins and proteins related to amyloid fibril formation and 3) 

unravels functional roles of all its constituent elements.  To our knowledge, this integrated 

approach points to a new picture on protein aggregation and introduces for the first time a 

comprehensive protein map of amyloidogenicity.  Eventually, Amyloid Interactome is 

expected to assist the development of novel therapeutic strategies in protein aggregation 

diseases. 

B)  In this thesis, targeted aggregation experiments were focused on individual human 

proteins with a known or unexplored, until now, amyloidogenic profile.  Α key milestone in 

the history of amyloid research was the idea that amyloid formation may be an inherent 

ability of proteins, under specific conditions.  Appropriate biophysical methodologies are 

commonly used to record all distinct morphological and structural features of fibrillar 

structures that are either in in vivo or in in vitro aggregation assays. 

Under the right conditions, many proteins expose fibril-forming segments, which may 

be sufficient to cause aggregation and fibril formation.  Following this idea, we turned our 

interest into small „aggregation-prone‟ regions, which are considered responsible for the 

polymerization of proteins, associated with amyloidoses.  In this thesis, short sequence 

stretches, named amyloidogenic determinants, were computationally identified and 

experimentally evaluated, utilizing several biophysical techniques (transmission electron 

microscopy, X-ray diffraction, polarizing microscopy, IR spectroscopy), whereas 

experimental results were combined in order to let us propose plausible polymerization 

models of each protein system. 

Experimental studies on known amyloidogenic proteins:  

 The oligomerization of human cystatin C is involved in the pathophysiology of a rare 

form of amyloidosis namely Icelandic hereditary cerebral amyloid angiopathy.  

Amyloidogenic proteins like cystatin C have been shown to form dimers and oligomers by 

exchange of subdomains of the monomeric proteins.  In this work, in order to find the 

shortest stretch responsible to drive the fibril formation of cystatin C, we revealed that three 

„aggregation-prone‟ segments of the protein self-assemble into typical amyloid fibrils and 

might be active ingredients of cystatin C aggregation.  Based on these results, we also 

demonstrated two plausible self-aggregation pathways, which prove the fundamental 
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contribution of all three peptides in forming the „aggregation-prone‟ core of human 

cystatin C. 

 

 The rapid aggregation of amylin is implicated in the pathology of diabetes type II.  

Although the entire sequence of human amylin has been denoted as amyloidogenic, literature 

data reveal that both the N- and C-terminal of amylin were excluded from any aggregation 

study.  Incomplete knowledge on the aggregation potency of the terminal regions of amylin 

allowed us to design 3 distinct groups of amyloidogenic determinants, corresponding to N- 

and C- terminals of amylin.  The aggregation properties of each peptide were confirmed by 

several biophysical techniques, whereas in addition to the self-interactions, cross-amyloid 

interactions between amylin and separate amyloidogenic determinants were evaluated.  

Overall, our results offer a novel molecular basis for understanding the contribution of 

the terminal regions of amylin in the self-assembly of the protein that may prove to be 

powerful new directions for future therapies to combat the devastating consequences of 

diabetes. 

Experimental studies on proteins with unexplored amyloidogenic properties:  

 Proinsulin C-peptide or C-peptide, a 31 amino acid long molecule, was for several 

years a forgotten parameter in insulin studies.  Much time and effort has been spent in 

exploring all functional features of C-peptide, only a few studies, though, have addressed C-

peptide oligomerization and link this procedure with Diabetes.  Early studies of C-peptide 

self-aggregation stated clearly that C-peptide on its own does not give rise to amyloid fibrils, 

a finding consistent with the extremely weak amyloidogenic profile of C-peptide.  Taking all 

the above studies into consideration, in the present thesis, we decided to test the propensity of 

full length C-peptide to self-assemble into amyloid fibrils, in vitro.  Our experimental work 

clearly shows that C-peptide self-assembles into amyloid-like fibrils and therefore, the 

aggregation propensity of C-peptide is a characteristic novel feature that should be related 

to physiological and also pathological conditions.  A model for amyloid fibril formation for 

C-peptide, based on the chameleon properties of its sequence, is also provided. 

 

 Clusterin is an extracellular, heterodimeric chaperone, which is present in all disease-

associated extracellular amyloid deposits.  To date, clusterin‟s contribution in amyloid 

formation and protein deposition in vivo is poorly understood.  The intrinsically disordered 
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nature of clusterin, together with its ability to specifically interact with a wide range of 

amyloidogenic molecules has prompted us to thoroughly study its amyloidogenic profile.  

Computational analysis led us to synthesize and experimentally study five potent 

amyloidogenic determinants, derived from the clusterin α-chain sequence.  Our experimental 

results revealed that all five peptides self-assemble into amyloid-like fibrils in vitro, fulfilling 

all amyloid criteria.  This fact provides a potent indication that at least the clusterin α-chain 

intrinsically exhibits amyloidogenicity and may also form amyloid-like fibrils in vitro.  This 

finding also raises the possibility that, at least in some circumstances, amyloidogenic 

determinants derived from clusterin in vivo could be a therapeutic tool in the fight 

against protein aggregation disorders. 

 

 Stefin A, a molecule evolutionary related to the amyloidogenic cystatin C, follows the 

same polymerization pathway, even though its role in amyloidosis pathology is still 

unknown.  Stefin A provides an important protective function as an intracellular inhibitor of 

cysteine proteases.  However, it has been suggested that oligomers of stefin A have been 

detected in several carcinomas.  In order to determine the hidden amyloidogenic profile of 

stefin A, four computationally predicted amyloidogenic determinants were experimentally 

tested.  From this work it is clear that stefin A consists of amyloidogenic regions, which 

render the polypeptide chain prone to protein aggregation, probablt following a 

polymerization mechanism analogous to cystatin C. 
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Πρόλογος  

Η παξνύζα Γηδαθηνξηθή Γηαηξηβή πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνλ Σνκέα Βηνινγίαο 

Κπηηάξνπ θαη Βηνθπζηθήο, ηνπ Σκήκαηνο Βηνινγίαο ηνπ Δζληθνύ & Καπνδηζηξηαθνύ 

Παλεπηζηεκίνπ Αζελώλ, ππό ηελ επίβιεςε ηεο Δπίθνπξεο Καζεγήηξηαο θ. Βαζηιηθήο 

Οηθνλνκίδνπ κε κέιε ηεο Σξηκεινύο πκβνπιεπηηθήο Δπηηξνπήο ηνλ Οκόηηκν Καζεγεηή θ. 

ηαύξν Η. Υακόδξαθα θαη ηνλ Καζεγεηή θ. Κωλζηαληίλν Βνξγηά. 

Η Γηαηξηβή ππνζηεξίρζεθε από ην Δπηρεηξεζηαθό Πξόγξακκα "Αληαγωληζηηθόηεηα 

& Δπηρεηξεκαηηθόηεηα" ηνπ Δζληθνύ ηξαηεγηθνύ Πιαηζίνπ Αλαθνξάο (ΔΠΑ) κε ηίηιν 

«Αλάπηπμε θαη Έιεγρνο Νέωλ, 'Λνγηθά' Σρεδηαζκέλωλ, Πεπηηδίωλ-Αλαιόγωλ ή Παξαιιαγώλ 

ηεο Ακπιίλεο (IAPP), ωο Πηζαλώλ Φαξκάθωλ γηα ηνλ Γηαβήηε Τύπνπ ΙΙ‟ (Κωδηθόο Έξγνπ 

11ΣΥΝ-1-1230)» θαη επηζηεκνληθό ππεύζπλν ηνλ Οκόηηκν Καζεγεηή θ. Σ. I. Φακόδξαθα, 

θαζώο θαη ην Δξεπλεηηθό Πξόγξακκα Αξηζηείαο ΗΚΤ - Siemens κε ηίηιν «Αλάιπζε Γηθηύνπ 

Αιιειεπηδξάζεωλ Ακπινεηδνγόλωλ Πξωηεϊλώλ γηα ηνλ εληνπηζκό θαξκαθεπηηθώλ – ζηόρωλ 

γηα ηελ ζεξαπεία ζηεξενδηαηαμηθώλ αζζελεηώλ» θαη επηζηεκνληθή ππεύζπλν ηελ Δπηθ. Καζ. θ. 

Β. Οηθνλνκίδνπ.  

Αξρηθά, ηηο εγθάξδηεο επραξηζηίεο κνπ νθείισ ζηελ επηβιέπνπζα Δπίθνπξε 

Καζεγήηξηα θ. Βαζηιηθή Οηθνλνκίδνπ.  Αηζζάλνκαη ηελ αλάγθε λα ηελ επραξηζηήζσ 

πξσηίζησο γηα ηε δπλαηόηεηα πνπ κνπ έδσζε λα δνπιέςσ δίπια ζε κία λέα, δξαζηήξηα θαη 

ελζνπζηώδε επηζηήκνλα θαη λα κνηξαζηώ καδί ηεο όιεο ηηο ζπγθηλήζεηο θαη ηηο δπζθνιίεο 

πνπ ζπλνδεύνπλ ην εξεπλεηηθό έξγν.  Δπραξηζηώ ζεξκά γηα ηελ πξνζσπηθή ηεο ζπκβνιή ζηε 

Γηαηξηβή, ηνλ ρξόλν πνπ κνπ πξνζέθεξε αθεηδώο, ηελ ππνκνλή, ηελ θαηαλόεζε, ηελ άκεζε 

αληαπόθξηζε, αιιά θαη ην αθνύξαζην θαζεκεξηλό ελδηαθέξνλ ηεο ζε πάζεο θύζεσο 

δεηήκαηα.  Σεο είκαη επγλώκσλ γηα ηελ κεηάδνζε ηεο πνιύηηκεο εκπεηξίαο ηεο ζηνλ 

εξγαζηεξηαθό «πάγθν», ηελ εζηθή θαη πιηθνηερληθή ππνζηήξημε ηεο εξεπλεηηθήο κνπ 

δνπιεηάο, θαζώο θαη γηα ηε δηαξθή ελζάξξπλζή ηεο λα αλαπηύμσ εξεπλεηηθέο πξσηνβνπιίεο.  

Κιείλνληαο, ζα ήζεια λα αλαθέξσ ηελ εηιηθξηλή αγσλία ηεο γηα ηελ πξόνδό κνπ, ε νπνία 

ζπλέβαιε θαζνξηζηηθά ζηελ αξηηόηεηα ηεο Γηαηξηβήο απηήο θαη πξνζσπηθά κε ζπγθηλεί 

ηδηαηηέξσο.   
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Έλα ηεξάζηην επραξηζηώ νθείισ ζηνλ ζπλεπηβιέπνληα ηεο Γηαηξηβήο Οκόηηκν 

Καζεγεηή θ. ηαύξν Η. Υακόδξαθα, ε πξνζσπηθή ζπκκεηνρή ηνπ νπνίνπ ππήξμε 

θαζνξηζηηθή γηα ηελ πξαγκάησζή ηεο.  Σνλ επραξηζηώ γηα ηελ ηδηαίηεξε ηηκή λα κε εληάμεη 

ζηελ εξεπλεηηθή ηνπ νκάδα θαη λα επηβιέςεη ηόζν ηελ πξνπηπρηαθή εξγαζία κνπ ζην Σκήκα 

Βηνινγίαο ηνπ ΔΚΠΑ, όζν θαη ηε κεηαπηπρηαθή εξγαζία κνπ ζην Π.Μ.. 

«Βηνπιεξνθνξηθή».  Από ηηο πξνπηπρηαθέο έσο ηηο κεηαπηπρηαθέο κνπ ζπνπδέο, κνπ δίδαμε 

ηνλ αδηάθνπν ελζνπζηαζκό θαη ηελ πεξηέξγεηα πνπ ζα πξέπεη λα ζπλνδεύεη θάζε κειέηε ζηε 

έξεπλα θαη αθηέξσζε κεγάιν κέξνο ηνπ ρξόλνπ ηνπ γηα ηελ εθπαίδεπζε θαη ηελ επίιπζε 

όισλ ησλ εξεπλεηηθώλ κνπ εξσηεκάησλ.  Γελ ζα ήηαλ ππεξβνιή λα πσ πσο ε βαζηά 

επηζηεκνζύλε ηνπ ππήξμε πεγή έκπλεπζεο ζε όια ηα ζηάδηα ηεο αθαδεκατθήο κνπ 

εθπαίδεπζεο.  Σέινο, έλα κεγάιν επραξηζηώ γηα ηελ επηκέιεηα θαη ηελ επνηθνδνκεηηθή 

αμηνιόγεζε ηνπ θεηκέλνπ ηεο Γηαηξηβήο, θαζώο θαη γηα ηελ επθαηξία πνπ κνπ πξνζέθεξε λα 

ζπλδπάζσ ην εξεπλεηηθό έξγν ηεο δηαηξηβήο κε ηνλ παξαγσγηθό/επαγγεικαηηθό ηνκέα, 

ζπκκεηέρνληαο ζε εξεπλεηηθά πξνγξάκκαηα κε επηζηεκνληθό ππεύζπλν ηνλ ίδην. 

Οθείισ ζεξκέο επραξηζηίεο ζηνλ Καζεγεηή θ. Κωλζηαληίλν Βνξγηά γηα ηελ 

νπζηαζηηθή ζπλεηζθνξά ηνπ ζε όια ηα ζηάδηα ηεο παξνύζαο Γηαηξηβήο, ηελ επηζηεκνληθή 

θαζνδήγεζή ηνπ, θαζώο θαη ηελ επθαηξία πνπ κνπ έδσζε λα εθπαηδεπηώ ζην εξγαζηήξηό ηνπ 

ζε κεζόδνπο κνξηαθήο βηνινγίαο θαη βηνρεκείαο, ζηα πιαίζηα ηνπ εξεπλεηηθνύ 

πξνγξάκκαηνο 11ΤΝ-1-1230.  Θα ήζεια αθόκα λα εθθξάζσ ηηο ζεξκέο κνπ επραξηζηίεο γηα 

ηελ επθαηξία πνπ κνπ έδσζε, ζηα πιαίζηα ηνπ «Πξνγξάκκαηνο πλεξγαζίαο Διιάδαο – 

Γεξκαλίαο IKYDA 2016» κε επηζηεκνληθό ππεύζπλν ηνλ ίδην, λα ηαμηδέςσ ζηε Γεξκαλία θαη 

λα γλσξίζσ αμηόινγνπο επηζηήκνλεο ζηνλ θιάδν ηεο Γνκηθήο Βηνινγίαο θαη ηεο Ιαηξηθήο. 

Ιδηαίηεξεο επραξηζηίεο ζα ήζεια λα απεπζύλσ θαη ζηα ππόινηπα κέιε ηεο Δπηακεινύο 

Δμεηαζηηθήο Δπηηξνπήο ζηνλ Καζεγεηή θ. . Δπζπκηόπνπιν, ζηνλ Αλαπιεξσηή 

Καζεγεηή θ. Η. Σξνπγθάθν, ζηελ Αλαπιεξώηξηα Καζεγήηξηα θ. Π. Κόιιηα, ζηνλ 

Δπίθνπξν Καζεγεηή θ. Γ. ηξαβνπόδε θαη ηέινο, ζηελ Δξεπλήηξηα Β‟ Γξ.  Δ. Υξπζίλα 

γηα ηελ ηηκή πνπ κνπ έθαλαλ λα ζπκκεηέρνπλ ζηελ Δπηακειή Δμεηαζηηθή Δπηηξνπή.   

Eπραξηζηώ από θαξδηάο ηελ Δξεπλήηξηα Β‟ Γξ. Δ. Υξπζίλα γηα ηελ πνιπεηή 

επνηθνδνκεηηθή ζπλεξγαζία καο, ηελ εθπαίδεπζή κνπ ζε ζέκαηα Πεξίζιαζεο Αθηίλσλ-Υ θαη 

Κξπζηαιινγξαθίαο θαη αθόκα, γηα ηελ εκπηζηνζύλε πνπ κνπ έδεημε  ζηε ρξήζε ηνπ νξγάλνπ 

Πεξίζιαζεο Αθηίλσλ-Υ, πνπ βξίζθεηαη ζην Δζληθό Ίδξπκα Δξεπλώλ.  Ιδηαηηέξσο, ζα ήζεια 

λα απεπζύλσ ηηο επραξηζηίεο κνπ ζηνλ Αλαπιεξσηή Καζεγεηή θ. Η. Σξνπγθάθν γηα ηηο 
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γόληκεο ζπδεηήζεηο καο θαηά ην ζρεδηαζκό πεηξακάησλ θπηηαξνηνμηθόηεηαο, ζηα πιαίζηα 

ηνπ εξεπλεηηθνύ πξνγξάκκαηνο 11ΤΝ-1-1230.  Αθόκα, επηζπκώ λα επραξηζηήζσ 

πξνζσπηθά ηνλ Δπίθνπξν Καζεγεηή θ. Γ. ηξαβνπόδε γηα ην εηιηθξηλέο ελδηαθέξνλ ηνπ 

θαη ηε βνήζεηά ηνπ, ζε όια ηα ζηάδηα ηεο πξνπηπρηαθήο θαη κεηαπηπρηαθήο κνπ εθπαίδεπζεο.   

Δπραξηζηίεο ζα ήζεια λα απεπζύλσ θαη ζηνλ Καζεγεηή θ. Δ. Παηζνύξε θαη ην 

ζπλεξγάηε ηνπ Γξ. θ. Γ. Μπαιηαηδή, γηα ηελ πνιύηηκε βνήζεηα ηνπο κε ηε δηάζεζε ησλ 

εγθαηαζηάζεσλ ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο δηέιεπζεο ζην Σκήκα Ιαηξηθήο ηνπ 

Παλεπηζηεκίνπ Αζελώλ.   

Δπηζπκώ αθόκα λα επραξηζηήζσ ηελ Καζεγήηξηα θ. Η. Παπαζηδέξε, ηελ Δπίθνπξε 

Καζεγήηξηα θ. Μ. Αληωλέιινπ, θαζώο θαη όιν ην πξνζσπηθό ηνπ Σνκέα Βηνινγίαο 

Κπηηάξνπ θαη Βηνθπζηθήο, ηα κέιε Δ.ΓΙ.Π., ην δηνηθεηηθό πξνζσπηθό, ηνπο 

Μεηαδηδαθηνξηθνύο Φνηηεηέο θαη ηνπο Τπνς. Γηδάθηνξεο γηα ην πλεύκα ζπλεξγαζίαο θαη 

θαηαλόεζεο, ην νπνίν δηεπθόιπλε θαηά πνιύ ηε δηεμαγσγή ηεο εξγαζίαο απηήο.  Δπραξηζηώ 

ζεξκά ηελ Τπνς. Γηδάθηνξα Υ. Υεηκωλίδε γηα ηελ πνιύηηκε ζπλεξγαζία καο ζηα 

πεηξάκαηα θπηηαξνηνμηθόηεηαο, θαζώο θαη ηελ Τπνς. Γηδάθηνξα Α. Παπαγεωξγίνπ γηα ηε 

ζπλεξγαζία καο ζε ζέκαηα κνξηαθήο βηνινγίαο θαη βηνρεκείαο.  Θεξκέο επραξηζηίεο νθείισ 

θαη ζηελ θ. Μ. Αξρνληάθε γηα ηελ γξακκαηεηαθή ππνζηήξημε θαηά ηε δηεμαγσγή ηεο 

Γηαηξηβήο. 

Τπήξμε κεγάιε ραξά θαη ηύρε γηα εκέλα λα βξεζώ ζε κία νκάδα πνπ απνηειείηαη από 

δπλακηθνύο επηζηήκνλεο κε απζόξκεηε δηάζεζε γηα ζπλεξγαζία, γη‟ απηό θαη ν αθαδεκατθόο 

θύθινο ησλ επραξηζηηώλ κνπ δελ κπνξεί παξά λα θιείζεη κε ηηο εγθάξδηεο επραξηζηίεο κνπ 
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2011)).  (δ) Ηιεθηξνληνγξαθία θπζηηδίσλ ησλ β-

θπηηάξσλ ηνπ παγθξέαηνο δηαγνληδηαθνύ πνληηθνύ 

πνπ εθθξάδεη ηελ αλζξώπηλε ακπιίλε.  

Παξαηεξνύληαη ηληδηαθέο ελαπνζέζεηο εζσηεξηθά 

ησλ θπζηηδίσλ ζεκαζκέλεο κε εηδηθό αληίζσκα 

(θόθθηλα βέιε) (Πξνζαξκνγή από (Westermark et 
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ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  (α) Η αλζξώπηλε 

ακπιίλε ζπλ-θξπζηαιισκέλε κε ηελ MBP (maltose 

binding protein –γθξη ρξώκα) (Wiltzius et al., 

2008).  Με θόθθηλν παξνπζηάδεηαη ν πεπηηδηθόο 
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ζπλδέηεο κεηαμύ ησλ δύν πξσηετλώλ.  (β),(γ) Η 

δνκή ηεο ακπιίλεο πξνζδηνξηζκέλε ζε δηάιπκα κε 

ππξεληθό καγλεηηθό ζπληνληζκό (NMR) ζε 

θπζηνινγηθό ξΗ (β) (Nanga et al., 2011) θαη ζε 

όμηλν ξΗ (γ) (Patil et al., 2009).  Η δηζνπιθηδηθή 
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πξνζδηνξηζκέλεο δνκέο 6 αιιεινεπηθαιππηόκελσλ 

πεπηηδίσλ ηεο πεξηνρήο 13-37 ηεο αλζξώπηλεο 

ακπιίλεο ησλ πεπηηδίσλ 
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αιπζίδα (γαιάδην) ηεο αλζξώπηλεο θιαζηεξίλεο 

(UniprotKB AC P10909) (UniProt, 2014; UniProt, 

2015).  Οη ζέζεηο γιπθνδπιίσζεο ζεκεηώλνληαη κε 

θόθθηλν, νη ζέζεηο ησλ θσζθνζεξηλώλ 

ζεκεηώλνληαη κε πξάζηλν θαη νη πέληε 

δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο εκθαλίδνληαη κε θίηξηλεο 

ζηηθηέο γξακκέο.  Οη ζέζεηο ηεο πξσηενιπηηθήο 

απνθνπήο κεηαμύ ησλ δύν αιπζίδσλ εκθαλίδνληαη 

κε ην ζρήκα ηνπ ςαιηδηνύ. ................................ 108 
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ζηξεο θαη ζπγθεθξηκέλα θαηά ηελ ειάηησζε ηνπ 

pH, νη θπζηνινγηθέο πξσηεΐλεο ππνβάιινληαη ζε 

κία δηαδηθαζία „μεδηπιώκαηνο‟, θαηά ηελ νπνία 

από ηε θπζηνινγηθά δηπισκέλε θαηάζηαζε ζα 

βξεζνύλ ζε ελδηάκεζεο θαηαζηάζεηο – θαηάζηαζε  

ηεο δνκεκέλεο εύπιαζηεο ζθαίξαο (ordered molten 

globule) ή θαηάζηαζε ηεο κε-δνκεκέλεο 

εύπιαζηεο ζθαίξαο (disordered molten globule) –,  
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ζπζζσκαησζνύλ θαη λα θαηαθξεκληζηνύλ, κε-

αλαζηξέςηκα.  ηελ πνξεία απηή επεκβαίλεη ε 
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θιαζηεξίλεο θαη κε-δνκεκέλσλ εύπιαζησλ 
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δηπισκέλε πξσηεΐλε.  Η κεηαηόπηζε ηεο 

ηζνξξνπίαο κεηαμύ ηεο ζπζζσκαησκέλεο θαη ηεο 

κε-ζπζζσκαησκέλεο θιαζηεξίλεο εληζρύεηαη ζε 

όμηλν pH πξνο ηε κε-ζπζζσκαησκέλε κνξθή, 

επηηξέπνληάο ηεο λα δξα σο κόξην-ζπλνδόο 
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πεπηίδην -πεπηίδην γέθπξα- παξνπζηάδεηαη κε κπιε.  
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ελδνκνξηαθνύ δηζνπιθηδηθνύ δεζκνύ 

απεηθνλίδνληαη κε θίηξηλν θαη ελώλνληαη κε θίηξηλε 

ζηηθηή γξακκή.  Σα βέιε εθαηέξσζελ ηεο 

πξντλζνπιίλεο ζεκαίλνπλ ηα ζεκεία δξάζεο ηεο 
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(α) Η δεκηνπξγία ησλ ώξηκσλ θπζηηδίσλ 

ηλζνπιίλεο πεξηιακβάλεη ηελ σξίκαλζε ηεο πξν-

πξντλζνπιίλεο ζε ηλζνπιίλε, κία 

δηακεξηζκαηνπνηεκέλε δηαδηθαζία, ε νπνία 

ρσξίδεηαη 3 δηαθξηηά ζηάδηα.  Η αξρηθή δεκηνπξγία 

εμακεξώλ πξντλζνπιίλεο μεθηλά ζην ζύκπιεγκα 

trans-Golgi (TGN), αθνινπζεί ε κεηαηξνπή ηεο 

πξντλζνπιίλεο ζε ώξηκε ηλζνπιίλε θαη C-πεπηίδην 

ζηα αλώξηκα θπζηίδηα, ελώ ηέινο πξαγκαηνπνηείηαη 

ε δεκηνπξγία ελόο ζπκπαγνύο ππξήλα 

θξπζηαιιηθήο ηλζνπιίλεο κε ηελ απνθνπή ηνπ C-

πεπηηδίνπ, πνπ νδεγεί ζηελ ηειηθή σξίκαλζε ησλ 

θπζηηδίσλ (Πξνζαξκνγή από (Molinete et al., 

2000)).  (β) Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο β-

θπηηάξσλ ηνπ παγθξέαηνο από ηζηό πγηνύο 

πνληηθνύ, όπνπ παξνπζηάδεηαη έλα ηκήκα ηνπ 

θπηηαξνπιάζκαηνο.  Παξαηεξνύκε ην αδξό 

ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν (RER), κεηαθξαζηηθά 

ζηνηρεία (ΤΔ), έλα πξν-θπζηίδην ηνπ ζπκπιέγκαηνο 

Golgi (pGI), ην ζύκπιεγκα Golgi (G) θαη ώξηκα 

εθθξηηηθά θπζηίδηα ηλζνπιίλεο (SG) (Πξνζαξκνγή 

από (Zuber et al., 2004)) (Ράβδνο 0.17κm).  (γ) 

ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ελόο ώξηκνπ θπζηηδίνπ 

ηλζνπιίλεο, όπνπ θαηαγξάθνληαη ηα ζπζηαηηθά ηνπ 

ζπκπαγνύο ππξήλα (εμακεξή ηλζνπιίλεο) αιιά θαη 
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Δηθόλα 85.  Σν δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ 
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δεδνκέλα αιιειεπηδξάζεσλ ζπγθεληξώζεθαλ από 

ηε βάζε δεδνκέλσλ IntAct (Hermjakob et al., 

2004) θαη νπηηθνπνηήζεθαλ κε ην εξγαιείν 

Cytoscape (Shannon et al., 2003).  Οη πξσηεΐλεο 

παξνπζηάδνληαη σο θόκβνη θαη νη αιιειεπηδξάζεηο 

σο αθκέο.  Οη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ in vivo ελαπόζεζε ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ παξνπζηάδνληαη κε θόθθηλνπο κεγάινπο 

θόκβνπο, ελώ νη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ in vitro ελαπόζεζε ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ ή νη πξσηεΐλεο ζπζρεηηδόκελεο κε ηνλ in 

vivo ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ άιισλ 

πξόδξνκσλ κνξίσλ παξνπζηάδνληαη κε θίηξηλνπο -

κεζαίνπ κεγέζνπο- θόκβνπο.  Οη πξσηεΐλεο-

ζπλνδνί ζεκαίλνληαη κε κπιε γξακκή.  Σα 

ζρήκαηα ησλ θόκβσλ αιιάδνπλ γηα ηελ πεξηγξαθή 

ζηελσπώλ (ηεηξάγσλνο θόκβνο), θεληξηθώλ 

θόκβσλ (ηξίγσλνο θόκβνο), θόκβσλ κε ηαπηόρξνλα 

ραξαθηεξηζηηθά ζηελσπνύ θαη θεληξηθνύ θόκβνπ 

(θόκβνο δηακάληη). ............................................. 156 

Δηθόλα 86.  Σκήκα ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ 
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αιιειεπίδξαζε Αβ – ATTR – AΑpoAI.  Tν πεπηίδην 

Αβ κπνξεί λα ζπζρεηηζηεί κε ηελ ηξαλζζπξεηίλε 

(ATTR), δηαζρίδνληαο ηελ απνιηπνπξσηεΐλε ΑΙ 

(AApoAI) ζε κόλν δύν βήκαηα, επηβεβαηώλνληαο 

πεηξακαηηθά δεδνκέλα, πνπ ππνδεηθλύνπλ ηε 

ζεκαληηθή δξάζε ηεο ηξαλζζπξεηίλεο σο βηνδείθηε 

ηεο λόζνπ ηνπ Alzheimer (Velayudhan et al., 
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δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ.  Η θαηαλνκή αθνινπζεί ην λόκν 

δύλακεο θαη ππνδειώλεη όηη ην δίθηπν έρεη 
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Δηθόλα 89.  Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε ηεο 

θαηαλνκή ηεο ελδηάκεζεο θεληξηθόηεηαο 

(betweenness centrality) γηα ην δίθηπν 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  

Οη πξσηεΐλεο-ζηελσπνί εληνπίδνληαη ζην επάλσ 
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αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  

Δπηζεκαίλνληαη νη θόθθηλνη θαη νη θίηξηλνη θόκβνη 
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ζπλνδώλ ζην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Δπηζεκαίλνληαη νη 

θόκβνη ηνπ δηθηύνπ κε κπιε πεξίγξακκα. .......... 169 

Δηθόλα 93.  Τπνδίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ 

πξσηετλώλ-ζπλνδώλ θαη ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ.  Πνζνηηθνπνίεζε ηεο ζεκαζίαο ησλ 

πξσηετλώλ ζπλνδώλ ζην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ 

ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ. ....................... 171 

Δηθόλα 94.  Τπνδίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ 

ηεο αιβνπκίλεο ηνπ πιάζκαηνο θαη ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Η Hsc70-interacting 

protein θαίλεηαη λα είλαη ζεκαληηθό ζηνηρείν ηνπ 

ππνδηθηύνπ θαζώο ζπκκεηέρεη ζηηο έκκεζεο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

απνιηπνπξσηετλώλ, ηεο θπζηαηίλεο C, ηεο 
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αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, όπσο πξνβιέπεηαη από 

ηνπο αιγνξίζκνπο AMYLPRED (Frousios et al., 

2009) θαη AMYLPRED2 (Tsolis et al., 2013).  Η 

ζπλαηλεηηθή πξόγλσζε ησλ αιγνξίζκσλ 

απνθάιπςε, ηξία πεπηηδηθά ηκήκαηα κε πςειή 

„ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ (ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
47

LQVVR
51

, 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 
95

AFCSFQIYAVP
105

).  Σν αζηέξη ζεκεηώλεη ηα 

ηκήκαηα κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ θαη ε 

θίηξηλε γξακκή ην πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό 

θαηώθιη θάζε αιγνξίζκνπ (consensus threshold).

 ........................................................................... 176 

Δηθόλα 96.  Η ακηλνμηθή αθνινπζία θαη δνκή ηεο 

αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  (α) Η πνιππεπηηδηθή 

αιπζίδα ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C απνηειείηαη 

από 120 ακηλνμηθά θαηάινηπα (Grubb, 2000).  Σα 

πεπηίδηα κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ πνπ 

πξνέβιεςε ν αιγόξηζκνο AMYLPRED 

ρξσκαηίδνληαη κε θόθθηλν (
47

LQVVR
51

), κπιε 

(
56

IVAGVNYFLD
65

) θαη πξάζηλν 

(
95

AFCSFQIYAVP
105

), αληίζηνηρα.  Οη θίηξηλεο 

γξακκέο ζεκεηώλνπλ ηηο δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο ηεο 

πξσηεΐλεο, ελώ κε θνύμηα ζεκεηώλεηαη ε ζέζε 

κεηαιιαγήο (ιεπθίλε 68) ζηνπο αζζελείο κε 

εγθεθαιηθή αγγεηνπάζεηα Ιζιαλδηθνύ ηύπνπ.  (β) 

(γ) Οη δνκέο παξνπζηάδνληαη κε αλαπαξάζηαζε 

θαξηνύλ θαη ε ζέζε ηεο ιεπθίλεο 68 κε 

αλαπαξάζηαζε ξάβδνπ, κε ηε ρξήζε ηνπ 

πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol 

(Delano, 2005).  εκεηώλνληαη κε αληίζηνηρν 

θώδηθα ρξσκάησλ νη ζέζεηο ησλ πεπηηδίσλ κε 

„ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ ζηε δνκή ηνπ 

θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο (β) θαη ζηε δνκή ηνπ 

κε-θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο (γ)  (β: νη β-θιώλνη, 

α: νη α-έιηθεο, L: νη ινύπεο, Ν: ην ακηλνηειηθό 

άθξν θαη C: ην θαξβνμπηειηθό άθξν)................. 177 
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Δηθόλα 97.  Φσηνκηθξνγξαθία ζθαηξνπιηηώλ ηνπ 

πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

, όπσο 

παξαηεξνύληαη ζε πνισηηθό κηθξνζθόπην, θάησ 

από δηαζηαπξσκέλνπο πνισηή θαη αλαιύηε.  Οη 

ππεξκνξηαθέο ζθαηξηθέο δνκέο ζρεκαηίδνληαη 

έπεηηα από κία κέξα επώαζεο ηνπ πεπηηδίνπ-

αλαιόγνπ ζε έλα κεγάιν εύξνο ζπλζεθώλ.  Οη 

δηάκεηξνο ησλ ζθαηξνπιηηώλ θπκαίλεηαη από 100 

έσο 300 κm.  Παξαηεξνύκε ηνπο ραξαθηεξηζηηθνύο 

γηα ηνπο ζθαηξνπιίηεο „ζηαπξνύο ηεο Μάιηαο‟. 179 
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από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ 
47

LQVVR
51

 

πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ (10 mg ml
-1

) ζε απεζηαγκέλν 

λεξό.  Σελ 7
ε
 εκέξα επώαζεο παξαηεξνύληαη 

ηαηλίεο ηληδίσλ (θνύμηα αηρκή βέινπο).  

Λεπηνκέξεηα ησλ κνλαδηαίσλ πξσηντληδίσλ ηνπ 

πεπηηδίνπ (δηάκεηξνο ~30 Å) ζεκεηώλεηαη κε κηθξό 
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πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51 

ηεο αλζξώπηλεο 

θπζηαηίλεο C, έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.  

(α) Η παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο δείρλεη ηε 

δέζκεπζε ηεο ρξσζηηθήο ζην πκέλην ησλ ηληδίσλ 

ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ, ελώ (β) ε παξαηήξεζε κε 

δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ 

κηθξνζθνπίνπ απνθαιύπηεη ηελ θηηξηλνπξάζηλε 

δηπινζιαζηηθόηεηα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ 

πεπηηδίνπ (β). ..................................................... 181 
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πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, πνπ δεκηνπξγήζεθε από 

ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

 ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Σν 

πεξηζιαζίγξακκα είλαη ελδεηθηηθό ηεο cross-β 

δνκήο.  εκεηώλνληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο 

αλαθιάζεηο ζηα 4.62 Å θαη ζηα 11.72 Å. .......... 182 
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47

LQVVRA
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 πνπ βξίζθεηαη θαηαηεζεηκέλν ζηε 

βάζε ZipperDB (Goldschmidt et al., 2010).  

Παξνπζηάδεηαη ην ζηεξενδηαηαμηθό θεξκνπάξ ηνπ 

πεπηηδίνπ ζηηο 0 θαη 90
ν
.  Η κέζε απόζηαζε ησλ Cα 

αλζξάθσλ ησλ θαηαινίπσλ είλαη 12.38 Å.  Οη 

αλαπαξαζηάζεηο θαξηνύλ (επάλσ) θαη 

ρσξνπιεξσηηθώλ κνληέισλ (θάησ) 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ 

πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol 
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αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

 ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο 

C.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 

απνηεινύληαη από αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηελ ραξαθηεξηζηηθή 

ζέζε ηαηληώλ ζηελ ακηδηθή Ι.  Γίλεηαη ην θάζκα ηεο 

δεύηεξεο παξαγώγνπ (2
nd

 derivative). ............... 183 

Δηθόλα 103.  Κηλεηηθή ηεο απηνζπγθξόηεζεο ηνπ 

πεπηηδίνπ 
56

IVAGVNYFLD
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 ζε κνλνδηάζηαηνπο 

κηθξνθξπζηάιινπο.  Η παξαθνινύζεζε ηνπ 

θαηλνκέλνπ ηεο απηνζπγθξόηεζεο ηνπ πεπηηδίνπ 

απνθάιπςε ηελ απηννξγάλσζε ιεπηώλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ (καύξα βέιε) ζε κνλνδηάζηαηνπο 

κηθξνθξπζηάιινπο, κέζα ζε δηάζηεκα κόιηο 10 

εκεξώλ.  Παξαηεξνύκε ηε θάζε ππξήλσζεο (0h), 

ηε θάζε επηκήθπλζεο/επέθηαζεο (εκέξα 1
ε
 & 

εκέξα 4
ε
) θαη ηέινο ηεο θάζε ζηαζεξνπνίεζεο 

(εκέξα 11
ε
) (Ράβδνη 200nm). ............................. 185 
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κηθξνθξπζηάιισλ πνπ δεκηνπξγνύληαη έπεηηα από 

ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ 
56

IVAGVNYFLD
65

 

πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ (5 mg ml
-1

) ζε απεζηαγκέλν 

λεξό.  Σελ 4
ε
 εκέξα επώαζεο παξαηεξνύληαη 

ζηξακκέλνη κηθξνθξύζηαιινη ηνπ πεπηηδίνπ 

(twisted microcrystals), νη νπνίνη απνηεινύληαη από 

πεξηειηγκέλα ηλίδηα δηακέηξνπ 100 Å.  Σν καύξν 

βέινο ζεκεηώλεη έλα κνλαδηαίν ηλίδην.  Σα 

πνξηνθαιί βέιε ζεκεηώλνπλ ην κηζό ηνπ βήκαηνο 

ηεο πεξηέιημεο ηνπ κηθξνθξπζηάιινπ (200-300 nm 
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 έπεηηα από ρξώζε κε 

Congo Red.  (α) Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο 

(β) Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη 

αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ.  Παξαηεξνύκε 

ηελ θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ (β). ............... 187 
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ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 
56

IVAGVNYFLD
65

.  Σν πεξηζιαζίγξακκα είλαη 

ραξαθηεξηζηηθό ηεο cross-β δνκήο θαη παξνπζηάδεη 
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κνξίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
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 ζε 

εθηεηακέλε ζηεξενδηάηαμε, ζε νξζνξνκβηθή 

κνλαδηαία θπςειίδα.  Η δεηθηνδόηεζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνλ αιγόξηζκν DICVOL06 

(Boultif and Louër, 2004).  Σν κνληέιν 

παθεηαξίζκαηνο πξνηείλεηαη θαηά αλαινγία κε ην 

κνληέιν ηνπ Fraser θαη ησλ ζπλεξγαηώλ ηνπ  
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Δηθόλα 108.  Γηαδνρηθά κνληέια ηνπ δεθαπεπηηδίνπ 
56

IVAGVNYFLD
65

, πνπ βξίζθνληαη θαηαηεζεηκέλα 

ζηε βάζε ZipperDB (Goldschmidt et al., 2010).  

Παξνπζηάδνληαη ηα δηαδνρηθά ζηεξενδηαηαμηθά 

θεξκνπάξ ηνπ πεπηηδίνπ ζηηο 0 θαη 90
ν
.  Οη 

αλαπαξαζηάζεηο θαξηνύλ (επάλσ) θαη 

ρσξνπιεξσηηθώλ κνληέισλ (θάησ) 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ 

πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol 
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.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ 
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πεπηηδίνπ απνηεινύληαη από αληηπαξάιιειεο β-

πηπρσηέο επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηελ 

ραξαθηεξηζηηθή ζέζε ησλ ακηδηθώλ Ι θαη ΙΙ 

θνξπθώλ ηνπ θάζκαηνο.  Γίλεηαη ην θάζκα ηεο 

δεύηεξεο παξαγώγνπ (2
nd 

derivative). ................ 192 
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από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
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 (10 mg ml
-1

) ζε απεζηαγκέλν 

λεξό.  Σελ 7
ε
 εκέξα επώαζεο παξαηεξνύληαη 

δεκάηηα ηληδίσλ (θόθθηλε αηρκή βέινπο).  Σν καύξν 

βέινο ζεκεηώλεη έλα κνλαδηαίν ηλίδην δηακέηξνπ 
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 έπεηηα από ρξώζε κε 
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(β) Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη 
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ηελ θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα ησλ 
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.  Σν πεξηζιαζίγξακκα είλαη 

ραξαθηεξηζηηθό ηεο cross-β δνκήο θαη παξνπζηάδεη 

κία κεζεκβξηλή αλάθιαζε ζηα 4.7Å θαη κία 
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.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ 

πεπηηδίνπ απνηεινύληαη από αληηπαξάιιειεο β-

πηπρσηέο επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηελ 

ραξαθηεξηζηηθή ζέζε ησλ ακηδηθώλ Ι θαη ΙΙ 

θνξπθώλ ηνπ θάζκαηνο.  Γίλεηαη ην θάζκα ηεο 

δεύηεξεο παξαγώγνπ (2
nd 

derivative). ................ 196 

Δηθόλα 114.  Αιιειεπίδξαζε ηεηξακεξώλ ηεο 

αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Γεηηνληθά ηεηξακεξή 

ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C αιιειεπηδξνύλ κέζσ 

ηνπ πεληαπεπηηδίνπ 
47

LQVVR
51

 (θόθθηλν ρξώκα) 

ηόζν ζην νξζνξνκβηθό θξπζηαιιηθό ζύζηεκα (α), 

όζν θαη ζην ηεηξαγσληθό θξπζηαιιηθό ζύζηεκα 

(β).  Οη αιπζίδεο θάζε ηεηξακεξνύο ρξσκαηίδνληαη 

κε ιεπθό, αλνηρηό γθξη, ζθνύξν γθξη θαη καύξν, 

αληίζηνηρα.  Σα δηκεξή (ιεπθό-αλνηρηό γθξη & 

ζθνύξν γθξη-καύξν) πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ 

ηξηζδηάζηαηε αληαιιαγή απηνηειώλ δνκηθώλ 

πεξηνρώλ ζηε δνκή 1R4C (Janowski et al., 2004) 

(α), αιιειεπηδξνύλ γηα λα ζρεκαηίζνπλ ηεηξακεξή 

θαη έπεηηα νθηακεξή, ελώ ν ζρεκαηηζκόο ελόο 

δεζκνύ πδξνγόλνπ κέζσ ηεο αιιειεπίδξαζεο ησλ 

θαηαινίπσλ ιεπθίλε 47 θαη βαιίλε 49 (ξάβδνη) 

ζηαζεξνπνηεί ην νθηακεξέο.  κνηα ε 

αιιειεπίδξαζε ζηε δνκή 1TIJ (Janowski et al., 

2005) (β), δηακεζνιαβείηαη από ηελ 

αιιειεπίδξαζε ησλ πεληαπεπηηδίσλ 
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, 

ρσξίο ηελ δεκηνπξγία δεζκνύ πδξνγόλνπ κεηαμύ 

ησλ θαηαινίπσλ 47 θαη 49.  Οη αλαπαξαζηάζεηο 

ησλ δνκώλ (θαξηνύλ αξηζηεξά θαη ρσξνπιεξσηηθό 

κνληέιν δεμηά), έρνπλ ηνλ ίδην πξνζαλαηνιηζκό θαη 

νπηηθνπνηήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ Pymol (Delano, 

2005). ................................................................. 198 
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εκπιέθεη ηόζν ην πεπηίδην 
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 όζν θαη ην 

πεπηίδην 
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, θαζώο ε επαλάιεςε 

ηεο αιιειεπίδξαζεο ηνπο νδεγεί ζηε δεκηνπξγία 

κηαο κεγάιεο νξγαλσκέλεο ηληδηαθήο δνκήο 

„ζηνηβαγκέλσλ‟ νθηακεξώλ ηεο αλζξώπηλεο 

θπζηαηίλεο C (α).  Σν πεπηίδην 
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(κπιε) ζπκκεηέρεη ηόζν ζηηο αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμύ ησλ κε-θπζηνινγηθώλ κνλνκεξώλ πνπ 

ζπγθξνηνύλ ηα δηκεξή θπζηαηίλεο C, όζν θαη ζε 

δηακνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ γεηηνληθώλ 

νθηακεξώλ ηεο θξπζηαιινγξαθηθά 

πξνζδηνξηζκέλεο δνκήο (γ).  Σν πεπηίδην 
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 ζπκκεηέρεη ζηηο αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμύ γεηηνληθώλ ηεηξακεξώλ, πνπ 

αιιειεπηδξνύλ θαη ζπγθξνηνύλ ηα νθηακεξή (β).
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πνπ κειεηήζεθαλ πεηξακαηηθά ζηελ πεξίπησζε ηεο 

αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C (θόθθηλν - 
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κπιε - 
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, πξάζηλν - 
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) θαη ηα νκόινγα πεπηίδηα 

ζηελ αθνινπζία ηεο ζηεθίλεο B.  Οη καύξεο 

πεξηνρέο πνπ ζεκεηώλνληαη κε αζηεξίζθν (*) 

δειώλνπλ θαηάινηπα πνπ ηαπηίδνληαη, νη ζθνύξεο 

γθξη πεξηνρέο πνπ ζεκεηώλνληαη κε άλσ-θάησ 

ηειείεο (:) δειώλνπλ θαηάινηπα κε ζεκαληηθή 

νκνηόηεηα ζηηο ηδηόηεηέο ηνπο, νη αλνηρηέο γθξη 

πεξηνρέο πνπ ζεκεηώλνληαη κε ηειεία (.) δειώλνπλ 

θαηάινηπα κε αζζελή νκνηόηεηα ζηηο ηδηόηεηέο 

ηνπο.  Οη αθνινπζίεο έρνπλ απνζπαζηεί από ηε 

βάζε UniProt (UniProt, 2015) (ζηεθίλε Β - Uniprot 

AC: P04080, θπζηαηίλε C - Uniprot AC: P01034).  

Η ζηνίρηζε πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνλ αιγόξηζκν 

CLUSTALW (Larkin et al., 2007) θαη ε 

νπηηθνπνίεζε έγηλε κε ηε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνύ 
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κνλνπαηηνύ πνιπκεξηζκνύ ηεο αλζξώπηλεο 
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αθνινπζεί ην παξάδεηγκα ηεο ζηεθίλεο Β (Morgan 

et al., 2008).  Η α-έιηθεο αλαπαξίζηαληαη σο 

θύιηλδξνη θαη νη β-θιώλνη σο βέιε.  Μεηά ηνλ 

δηκεξηζκό θαη ηνλ απνθιεηζκό ησλ α-ειίθσλ, 

δεκηνπξγείηαη ην ηεηξακεξέο ηεο θπζηαηίλεο C από 

ηελ αιιειεπίδξαζε δύν δηκεξώλ, ελώ ζηνίβαμε 

πνιιώλ δηκεξώλ δεκηνπξγεί ηνλ ππξήλα ηνπ 

ηληδίνπ.  Ο ακπινεηδνγόλνο ππξήλαο εκπιέθεη ηνπο 

β-θιώλνπο β2, β3, β4 θαη β5, θαζώο θαη ηηο ινύπεο 
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κεηαμύ ησλ θιώλσλ 2 θαη 3 (L1 ινύπα), πνπ 

πεξηιακβάλνπλ ηα πεπηίδηα 
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 (πξάζηλν).  Η επαλάιεςε ησλ 
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.  Η αλαινγία ησλ 

πεπηηδίσλ είλαη 1:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο είλαη 15 

εκέξεο.  Παξαηεξώληαο ιεπηνκεξώο ηνπο 

κηθξνθξπζηαιιίηεο δηαθξίλνπκε πξσηντλίδηα 
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.  Η αλαινγία ησλ 

πεπηηδίσλ είλαη 1:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο είλαη 15 

εκέξεο.  εκεηώλνληαη ηα πξσηντλίδηα (ιεπηά 

καύξα βέιε), νη ππεξέιηθεο πξσηντληδίσλ (καύξα 

βέιε), θαζώο θαη ζθαηξηθά πξσηετληθά 

ζπζζσκαηώκαηα (θίηξηλα βέιε), πνπ θαηαλέκνληαη 
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βέινπο) αιιειεπηδξώληαο πιεπξηθά.  Με ιεπηό 

καύξν βέινο ζεκεηώλεηαη πξσηντλίδην ~60Å. ... 206 

Δηθόλα 121.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε 

ζπλδπαζκώλ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο 

αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, έπεηηα από ρξώζε κε 
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.  (α) (β) Παξνπζηάδνληαη 

πεηζιαζηγξάκκαηα ραξαθηεξηζηηθά ηεο cross-β 

αξρηηεθηνληθήο.  (γ) Αδπλακία δεκηνπξγίαο 
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νκνδηκεξώλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο 
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PDB 1R4C (Janowski et al., 2004). ................... 211 

Δηθόλα 125.  Αιιειεπίδξαζε ηνπ ζπζηήκαηνο 

νκνδηκεξνύο 
56

IVAGVNYFLD
65

 ζηα 200 ns.  Σα 

δύν πεπηίδηα απνδεηθλύεηαη όηη αιιειεπηδξνύλ κε 
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επηβεβαηώλεηαη από ηελ πξνζδηνξηζκέλε δνκή ηνπ 

νθηακεξνύο ηεο θπζηαηίλεο κε θσδηθό ζηε βάζε 
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ζπζηήκαηνο
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.  

Παξαηεξείηαη ε αιιειεπίδξαζε ησλ πεπηηδίσλ κε 
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αιιειεπίδξαζε ησλ πεπηηδίσλ κε παξάιιειε 
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.  (α) Καηαγξάθεηαη ε 

απόζηαζε κεηαμύ ησλ παξαθείκελσλ β-θιώλσλ.  

(β) Απεηθόληζε ησλ β-θιώλσλ ζε αλαπαξάζηαζε 

θαξηνύλ, πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην πξόγξακκα 
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Παξαηεξείηαη ε αιιειεπίδξαζε ησλ πεπηηδίσλ κε 

αληηπαξάιιειε δηεπζέηεζε ζε ππνινγηζηηθό ρξόλν 

200 ns. ................................................................ 215 

Δηθόλα 130.  To πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο 

αλζξώπηλεο ακπιίλεο, όπσο πξνβιέπεηαη από ηνλ 

αιγόξηζκν AMYLPRED2 (Tsolis et al., 2013).  Σν 

ηζηόγξακκα παξνπζηάδεη ηελ ζπλαηλεηηθή 

πξόγλσζε ηνπ αιγνξίζκνπ γηα πηζαλέο πεξηνρέο κε 

ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε ζηελ αλζξώπηλε 

ακπιίλε.  Η θίηξηλε γξακκή ζεκεηώλεη ην 

πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ 
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Δηθόλα 131.  Κηλεηηθή ηεο απηνζπγθξόηεζεο ηεο 

αλζξώπηλεο ακπιίλεο ζε ώξηκα ακπινεηδή ηλίδηα.  

Η παξαθνινύζεζε ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο 

απηνζπγθξόηεζεο ηεο ακπιίλεο απνθάιπςε ηελ 

απηό-νξγάλσζε ιεπηώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε έλα 

ππθλό δίθηπν ακπινεηδώλ ηληδίσλ, κέζα ζε 

δηάζηεκα κόιηο 8 εκεξώλ.  Παξαηεξνύκε ιεπηά 

„θαηαθεξκαηηζκέλα‟ ηλίδηα θαηά ην ρξόλν 0 ηεο 

δηαιπηνπνίεζεο (0h), ηα νπνία κεηαζρεκαηίδνληαη 

ζε ώξηκα ακπινεηδή ηλίδηα θαηά ηελ 3
ε
 εκέξα 
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επώαζεο.  Ο πνιπκεξηζκόο ησλ ηληδίσλ 

νινθιεξώλεηαη ηελ 8
ε
 εκέξα επώαζεο ηνπ 

πεπηηδίνπ, όπνπ θαη παξαηεξείηαη δεκηνπξγία 

πεθηώκαηνο ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (εκέξα 

8
ε
) (Ράβδνη 200nm). .......................................... 218 
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πεθηώκαηνο ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ πξνθύπηνπλ 

από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηεο αλζξώπηλεο 

ακπιίλεο (0.5 mg ml
-1

) ζε πδαηηθό δηάιπκα.  Σα 

ηλίδηα έρνπλ ππνζηεί αξλεηηθή ρξώζε (νμηθό 

νπξαλύιην 2%).  Σν βέινο ζεκεηώλεη έλα 

κνλαδηαίν ηλίδην δηακέηξνπ 100 Å, ελώ ε θόθθηλε 

αηρκή βέινπο ζεκεηώλεη έλα δεκάηη ώξηκσλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ. ........................................... 219 

Δηθόλα 133.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ 

πξνζαλαηνιηζκέλε ίλαο πνπ δεκηνπξγήζεθε από 

ακπινεηδή ηλίδηα ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  

Γηαθξίλνληαη νη δύν ραξαθηεξηζηηθέο αλαθιάζεηο 

ηεο cross-β δνκήο, ε κεζεκβξηλή αλάθιαζε ζηα 4.7 

Å θαη ε ηζεκεξηλή αλάθιαζε ζηα 10 Å.  Ο 

πξνζαλαηνιηζκόο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ είλαη 

επδηάθξηηνο από ηελ εκθάληζε ηόμσλ ηόζν ζην 

κεζεκβξηλό (Μ) άμνλα, όζν θαη ζηνλ ηζεκεξηλό 

(Δ) άμνλα.  Ο άμνλαο ηεο ίλαο ζεκεηώλεηαη κε ηελ 

έλδεημε F. ........................................................... 220 

Δηθόλα 134.  Φσηνκηθξνγξαθίεο από πκέλην πνπ 

δεκηνπξγνύλ ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηεο αλζξώπηλεο 

ακπιίλεο ζε αληηθεηκελνθόξν πιάθα, έπεηηα από 

ρξώζε κε Congo red.  (α) Παξαηεξνύκε ηε 

δέζκεπζε ηεο ρξσζηηθήο Congo red κε κε 

δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ 

κηθξνζθνπίνπ.  (β) Η θηηξηλνπξάζηλε 

δηπινζιαζηηθόηεηα είλαη εκθαλήο κε 

δηαζηαπξσκέλνπο πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ 

κηθξνζθνπίνπ. .................................................... 221 

Δηθόλα 135.  Οη αιιεινπρίεο ησλ δύν ππό κειέηε 

νκάδσλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο ακηλνηειηθήο 

πεξηνρήο ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  Με θόθθηλν 

ζεκεηώλνληαη νη ζεκεηαθέο κεηαιιαγέο ησλ 

ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ.  (α) Η νκάδα κειέηεο 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο πεξηνρήο 1-12 ηεο 

αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  (β) Η νκάδα κειέηεο 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο πεξηνρήο 4-10 ηεο 

αλζξώπηλεο ακπιίλεο. ....................................... 222 

Δηθόλα 136.  Σν πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο 

ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ θαη ησλ κεηαιιαγώλ ηεο 

ζηελ πεξηνρή 1-12 ηνπ ακηλνηειηθνύ άθξνπ.  Η 

ζηηθηή γξακκή αλαπαξηζηά ηελ πξόγλσζε ηνπ 

αιγνξίζκνπ AMYLPRED γηα ηελ ακπιίλε θπζηθνύ 

ηύπνπ.  Η θίηξηλε γξακκή ζεκεηώλεη ην 

πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ 

αιγνξίζκνπ (consensus threshold).  Παξαηεξνύκε 

όηη νη λενεηζαρζείζεο κεηαιιαγέο (πξάζηλα 

αζηέξηα) κεηώλνπλ ζε θάζε πεξίπησζε ην 

ακπινεηδνγόλν δπλακηθό ηεο νξκόλεο θπζηθνύ 

ηύπνπ. ................................................................ 224 

Δηθόλα 137.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο πνπ 

πξνθύπηνπλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε πεπηηδίσλ-

αλαιόγσλ ηεο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο 1-12 ηεο 

αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  Σα πεπηίδηα-αλάινγα 

δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό, ξΗ 5.75 

θαη ζπγθέληξσζε 10 mg ml
-1

.  Οη 

ειεθηξνληνγξαθίεο παξνπζηάδνπλ δείγκαηα κεηά 

από επώαζε 7 εκεξώλ........................................ 226 

Δηθόλα 138.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ 

πεπηηδίνπ 
1
KCNTATCATQRL

12
 έπεηηα από ρξώζε 

κε Congo Red.  (α) Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο 

(β) Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη 

αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ.  Παξαηεξνύκε 

ηελ ραξαθηεξηζηηθή γηα ηα ακπινεηδή ηλίδηα 

θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα (β). ............ 227 

Δηθόλα 139.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ 

πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, πνπ δεκηνπξγήζεθε από 

ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 
1
KCNTATCATQRL

12
.  ην πεξηζιαζίγξακκα 

θαηαγξάθνληαη αλαθιάζεηο ραξαθηεξηζηηθέο ηεο 

cross-β δνκήο.  Οη αλαθιάζεηο παξνπζηάδνληαη 

αζζελείο θαη δηάρπηεο ιόγσ ηεο κε θαλνληθήο 

επζπγξάκκηζεο ησλ ηληδίσλ ζηελ πξνο κειέηε ίλα.

 ........................................................................... 228 

Δηθόλα 140.  Σν πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο 

ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ θαη ησλ κεηαιιαγώλ ηεο 

ζηελ πεξηνρή 4-10 ηνπ ακηλνηειηθνύ άθξνπ.  Η 

ζηηθηή γξακκή αλαπαξηζηά ηελ πξόγλσζε ηνπ 

αιγνξίζκνπ AMYLPRED γηα ηελ ακπιίλε θπζηθνύ 

ηύπνπ.  Η θίηξηλε γξακκή ζεκεηώλεη ην 

πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ 

αιγνξίζκνπ (consensus threshold).  Παξαηεξνύκε 

όηη νη λενεηζαρζείζεο κεηαιιαγέο (πξάζηλα 

αζηέξηα) κεηώλνπλ ζε θάζε πεξίπησζε ην 

ακπινεηδνγόλν δπλακηθό ηεο νξκόλεο θπζηθνύ 

ηύπνπ. ................................................................. 229 

Δηθόλα 141.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο πνπ 

πξνθύπηνπλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε πεπηηδίσλ-

αλαιόγσλ ηεο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο 4 - 10 ηεο 

αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  Σα πεπηίδηα-αλάινγα 

δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό ξΗ 5.75 

θαη ζπγθέληξσζε 10 mg ml
-1

.  Οη 

ειεθηξνληνγξαθίεο παξνπζηάδνπλ δείγκαηα 

επώαζεο 7 εκεξώλ. ............................................ 231 

Δηθόλα 142.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ 

πεπηηδίνπ  έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red 
4
TATΑSTQ

10
.  (α) Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο 

(β) Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη 

αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ.  Παξαηεξνύκε 

ηελ ραξαθηεξηζηηθή γηα ηα ακπινεηδή ηλίδηα 

θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα (β). ............ 232 

Δηθόλα 143.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ 

πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, πνπ δεκηνπξγήζεθε από 

ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 
4
TATASTQ

10
.  

ην πεξηζιαζίγξακκα θαηαγξάθνληαη κία 

κεζεκβξηλή αλάθιαζε ζηα 4.51 Å (Μ) θαη κία 

ηζεκεξηλή αλάθιαζε ζηα 7.83 Å (Δ), 
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ραξαθηεξηζηηθέο ηεο cross-β δνκήο (Sunde and 

Blake, 1997). ..................................................... 232 

Δηθόλα 144.  Οη αιιεινπρίεο ησλ πεπηηδίσλ-

αλαιόγσλ ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο 

αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  Με θόθθηλν ζεκεηώλνληαη 

νη ζεκεηαθέο κεηαιιαγέο ησλ ακηλνμηθώλ 

θαηαινίπσλ.  ια ηα πεπηίδηα θέξνπλ ακηδησκέλν 

θαξβνμπηειηθό άθξν.  Η νκάδα κειέηεο αθνξά 

πεπηίδηα-αλάινγα ηεο πεξηνρήο 30-37 ηεο 

αλζξώπηλεο ακπιίλεο. ....................................... 234 

Δηθόλα 145.  Σν πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο 

ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ θαη ησλ κεηαιιαγώλ ηεο 

ζην θαξβνμπηειηθό άθξν.  Η ζηηθηή γξακκή 

αλαπαξηζηά ηελ πξόγλσζε ηνπ αιγνξίζκνπ 

AMYLPRED γηα ηελ ακπιίλε θπζηθνύ ηύπνπ.  Η 

θίηξηλε γξακκή ζεκεηώλεη ην πξνεπηιεγκέλν 

ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ αιγνξίζκνπ (consensus 

threshold).  Παξαηεξνύκε όηη νη λενεηζαρζείζεο 

κεηαιιαγέο (πξάζηλα αζηέξηα) κεηώλνπλ ην 

ακπινεηδνγόλν δπλακηθό ηεο νξκόλεο θπζηθνύ 

ηύπνπ. ................................................................ 235 

Δηθόλα 146.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο 

θαξβόμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο ακπιίλεο.  Σα 

πεπηίδηα-αλάινγα δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε 

απεζηαγκέλν λεξό ξΗ 5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 

mg ml
-1

.  Οη ειεθηξνληνγξαθίεο παξνπζηάδνπλ 

δείγκαηα επώαζεο 7 εκεξώλ. ............................ 237 

Δηθόλα 147.  Φσηνκηθξνγξαθίεο πκελίσλ ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο 

ηεο ακπιίλεο, έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.   

Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (αξηζηεξά).  

Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη 

αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ θαη εληνπηζκόο 

ηεο θηηξηλνπξάζηλεο δηπινζιαζηηθόηεηαο (δεμηά).

 ........................................................................... 238 

Δηθόλα 148.  Πξνζαλαηνιηζκέλα 

πεξηζιαζηγξάκκαηα ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο 

θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο ακπιίλεο.  Σα 

πεπηίδηα-αλάινγα 
30

TNGSNTY
37

 (α), 
30

TKGSNTY
37

 (β) θαη 
30

TNVGSKAF
37

 (γ) 

δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό θαη ξΗ 

5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 mg ml
-1

.  (Μ: 

κεζεκβξηλόο, Δ: ηζεκεξηλόο, F: άμνλαο ηεο ίλαο)

 ........................................................................... 239 

Δηθόλα 149.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο 

ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ηεο ακπιίλεο κε ην 

πεπηίδην-αλάινγν 
1
KCNTATCATQRL

12
.  Η 

αλαινγία ησλ πεπηηδίσλ είλαη 10:1 θαη ν ρξόλνο 

επώαζεο είλαη 7 εκέξεο.  εκεηώλνληαη ηα ηππηθά 

ακπινεηδή ηλίδηα ηεο ακπιίλεο (βέιε). .............. 241 

Δηθόλα 150.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο 

ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ηεο ακπιίλεο κε ην 

πεπηίδην-αλάινγν 
1
KCNTATCATQGE

12
.  Η 

αλαινγία ησλ πεπηηδίσλ είλαη 10:1 θαη ν ρξόλνο 

επώαζεο είλαη 7 εκέξεο.  εκεηώλνληαη ηα ηππηθά 

ακπινεηδή ηλίδηα ηεο ακπιίλεο (καύξα βέιε), 

πξντληδίαθά ζπζζσκαηώκαηα (πξάζηλα βέιε) θαη 

ζθαηξηθό ζπζζσκάησκα, ζρήκαηνο πξσηετληθνύ 

„πόξνπ‟ (γαιάδην βέινο)..................................... 242 

Δηθόλα 151.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο 

ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ηεο ακπιίλεο κε ην 

πεπηίδην-αλάινγν 
4
TATCATQ

10
.  Η αλαινγία ησλ 

πεπηηδίσλ είλαη 10:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο είλαη 7 

εκέξεο.  εκεηώλνληαη ηα ηππηθά ακπινεηδή ηλίδηα 

ηεο ακπιίλεο (καύξα βέιε) θαη παξαηεξείηαη ν 

έληνλνο πνιπκνξθηζκόο ηνπο. ............................ 243 

Δηθόλα 152.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο 

ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ηεο ακπιίλεο κε ην 

πεπηίδην-αλάινγν 
4
TATASTQ

10
.  Η αλαινγία ησλ 

πεπηηδίσλ είλαη 10:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο είλαη 7 

εκέξεο.  εκεηώλνληαη ηα ηππηθά ακπινεηδή ηλίδηα 

ηεο ακπιίλεο (καύξα βέιε) θαη άκκνξθα 

ζπζζσκαηώκαηα πνπ θαηαλέκνληαη νκνηόκνξθα 

ζην πιέγκα κηθξνζθνπίαο (πξάζηλα βέιε). ........ 244 

Δηθόλα 153.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο 

ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ηεο ακπιίλεο κε ην 

πεπηίδην-αλάινγν 
30

TNGSNTY
37

.  Η αλαινγία ησλ 

πεπηηδίσλ είλαη 10:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο είλαη 7 

εκέξεο.  εκεηώλνληαη ηα ηππηθά ακπινεηδή ηλίδηα 

ηεο ακπιίλεο (καύξα βέιε) θαζώο θαη ηληδίαθά 

ζξαύζκαηα (κπιε βέιε). .................................... 245 

Δηθόλα 154.  Πξόγλσζε δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηνπ 

C-πεπηηδίνπ κε ηνλ αιγόξηζκν SecStr 

(Hamodrakas, 1988).  Σν ηζηόγξακκα παξνπζηάδεη 

ηελ πξόγλσζε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηνπ C-

πεπηηδίνπ αλά θαηάινηπν.  Με θόθθηλν θαίλεηαη ε 

πξόγλσζε ησλ ζηξνθώλ, κε κσβ ε πξόγλσζε ησλ 

α-ειίθσλ θαη κε πξάζηλν ε πξόγλσζε ησλ β-

θιώλσλ.  Η θίηξηλε δηαθνπηόκελε γξακκή 

ζεκεηώλεη ην πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη 

ηνπ αιγνξίζκνπ (consensus threshold).  Σα 

πεπηηδηθά ηκήκαηα 
6
QVGQV

10
 θαη 

22
QPL

24
 

πξνβιέπνληαη σο πεξηνρέο κε ραξαθηεξηζηηθά 

αθνινπζηώλ ρακαηιένληα, θαζώο, όπσο 

ζεκεηώλεηαη κε ηα ζηηθηά πιαίζηα, πξνβιέπεηαη λα 

πηνζεηνύλ ηαπηόρξνλα ειηθνεηδή θαη εθηεηακέλε 

ζηεξενδηάηαμε (H: α-έιηθα, B: β-θιώλνο , T: 

ζηξνθή). ............................................................. 249 

Δηθόλα 155  To πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηνπ 

C-πεπηηδίνπ, όπσο πξνβιέπεηαη από ηνλ αιγόξηζκν 

AMYLPRED2 (Frousios et al., 2009).  Σν 

ηζηόγξακκα παξνπζηάδεη ηελ αζζελή ζπλαηλεηηθή 

πξόγλσζε ηνπ αιγνξίζκνπ γηα πηζαλέο πεξηνρέο κε 

ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε ζηελ 31 θαηαινίπσλ 

ακηλνμηθή αθνινπζία ηνπ C-πεπηηδίνπ.  Η θίηξηλε 

γξακκή ζεκεηώλεη ην πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό 

θαηώθιη ηνπ αιγνξίζκνπ (consensus threshold).250 
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Δηθόλα 156.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ δεκηνπξγνύληαη έπεηηα 

από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ C-πεπηηδίνπ (10 mg 

ml-1) ζε απεζηαγκέλν λεξό.  Σελ 7
ε
 εκέξα 

επώαζεο παξαηεξνύληαη δεκάηηα ηληδίσλ (θόθθηλε 

αηρκή βέινπο) θαη κε δηαθιαδηζκέλεο ππεξέιηθεο 

ηληδίσλ κε απξνζδηόξηζην κήθνο θαη πνηθίιεο 

δηακέηξνπο (κπιε βέιε).  Η ιεπηνκέξεηα ελόο 

κνλαδηαίνπ πξσηντληδίνπ ηνπ C-πεπηηδίνπ 

(δηάκεηξνο ~50 Å) ζεκεηώλεηαη κε κηθξό καύξν 

βέινο, ελώ κία απνκνλσκέλε ππεξέιηθα δύν 

πξσηντληδίσλ (δηάκεηξνο ~100 Å) ζεκεηώλεηαη κε 

δύν κεγάια καύξα βέιε. .................................... 252 

Δηθόλα 157.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο ηληδίσλ πνπ 

δεκηνπξγνύληαη έπεηηα από ηελ απηνζπγθξόηεζε 

ηνπ C-πεπηηδίνπ, ζε δηαθνξεηηθνύο ρξόλνπο 

επώαζεο.  (επάλσ) Παξαηεξνύληαη πξντληδηαθνί 

ζρεκαηηζκνί δηακέηξνπ ~70-100 Å (βέιε) νη νπνίνη 

δεκηνπξγνύληαη ακέζσο κεηά ηε δηάιπζε ηνπ 

πεπηηδίνπ ζε απεζηαγκέλν λεξό (Ηκέξα επώαζεο 

0). (θάησ) Η 3
ε
 εκέξα επώαζεο απνθαιύπηεη ηε 

δεκηνπξγία ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, πνπ 

εκθαλίδνπλ έληνλν πνιπκνξθηζκό.  Η 

ζπγθέληξσζε ηνπ πεπηηδίνπ είλαη 10 mg ml
-1

. Σν 

κηθξό βέινο ζηελ ειεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο 

ζεκεηώλεη ηελ εκθάληζε ελόο κνλαδηαίνπ 

πξσηντληδίνπ ηνπ C-πεπηηδίνπ, δηακέηξνπ ~50 Å.

 ........................................................................... 253 

Δηθόλα 158.  Φάζκαηα ηεο ρξσζηηθήο Congo Red 

(10 mM) παξνπζία ηνπ 10mg ml
-1

 C-πεπηηδίνπ θαη 

θσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ C-πεπηηδίνπ 

έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.  (α) Η 

θαηαγξαθή ηεο πξόζδεζεο ηεο ρξσζηηθήο Congo 

Red ζηα ηλίδηα ηνπ C-πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε 

γηα δηάζηεκα 7 εκεξώλ.  Οη θακπύιεο κε 

δηαθνξεηηθά ρξώκαηα παξνπζηάδνπλ ηηο κεηξήζεηο 

γηα ηηο εκέξεο επώαζεο 0, 1, 3 θαη 7.  Η ζηηθηή 

θόθθηλε γξακκή παξνπζηάδεη ην πείξακα ειέγρνπ 

ηεο ρξσζηηθήο Congo Red.  Η πξώηε κεηαηόπηζε 

ηνπ κέγηζηνπ απνξξόθεζεο ηεο ρξσζηηθήο από 

500nm ζε 540nm (πνξηνθαιί θακπύιε) εληνπίδεηαη 

κόιηο 24 ώξεο κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε ηνπ 

πεπηηδίνπ θαη ππνδειώλεη ηελ εκθάληζε ώξηκσλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Σα απνηειέζκαηα 

επηβεβαηώλνληαη από ηηο ειεθηξνληνγξαθίεο 

δηέιεπζεο γηα ηηο εκέξεο επώαζεο 0 (β), 3 (γ) θαη 7 

(δ) (Ράβδνη 200nm). ........................................... 254 

Δηθόλα 159.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ 

C-πεπηηδίνπ έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.  (α) 

Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (β) Παξαηήξεζε 

κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ 

κηθξνζθνπίνπ.  Παξαηεξνύκε ηελ θηηξηλνπξάζηλε 

δηπινζιαζηηθόηεηα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ 

πεπηηδίνπ (β). ..................................................... 255 

Δηθόλα 160.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ 

πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, πνπ δεκηνπξγήζεθε από 

ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ C-πεπηηδίνπ.  Σν 

πεξηζιαζίγξακκα είλαη ραξαθηεξηζηηθό ηεο cross-β 

δνκήο, παξνπζηάδνληαο κία κεζεκβξηλή αλάθιαζε 

ζηα 4.68 Å θαη κία ηζεκεξηλή αλάθιαζε ζηα 8.7 Å.

 ........................................................................... 256 

Δηθόλα 161.  Φάζκα ATR-IR ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ C-πεπηηδίνπ.  

Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ C-πεπηηδίνπ απνηεινύληαη 

από αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο, όπσο 

θαίλεηαη από ηελ ραξαθηεξηζηηθή ζέζε ησλ 

ακηδηθώλ Ι θαη ΙΙ θνξπθώλ ηνπ θάζκαηνο.  Γίλεηαη 

ην θάζκα ηεο δεύηεξεο παξαγώγνπ (2
nd 

derivative).

 ........................................................................... 258 

Δηθόλα 162.  ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ πηζαλνύ 

κνλνπαηηνύ απηνζπγθξόηεζεο ηνπ C-πεπηηδίνπ.  Η 

πιεηνςεθία ησλ δνκηθώλ πεηξακάησλ ζπκθσλεί όηη 

ην C-πεπηίδην πηνζεηεί ηπραία δνκή (random coil), 

θάησ από αδηεπθξίληζηεο όκσο ζπλζήθεο κπνξεί λα 

κεηαβεί ζε κία κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλε 

ζηεξενδηάηαμε θαη ζπγθεθξηκέλα λα απνθηήζεη 

δνκή β-θνπξθέηαο (β-θιώλνο / ζηξνθή / β-θιώλνο) 

(Landreh et al., 2014).  ηνίβαμε κε-θπζηνινγηθά 

δηπισκέλσλ κνλνκεξώλ ηνπ C-πεπηηδίνπ κπνξεί λα 

νδεγήζεη ζηε δεκηνπξγία νξγαλσκέλσλ 

πνιπκεξώλ, δειαδή ακπινεηδώλ ηληδίσλ  (Ν: 

ακηλνηειηθό άθξν, C: θαξβόμπηειηθό άθξν, F: ν 

άμνλαο ηνπ ηληδίνπ).  Η ζρεδίαζε ηνπ κνληέινπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην ινγηζκηθό TopDraw 

(Bond, 2003) ηνπ παθέηνπ CCP4 (Collaborative 

Computational Project, 1994), ππό θιίκαθα. ..... 260 

Δηθόλα 163.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ από απηνζπγθξόηεζε ηεο 

ακπιίλεο, ηνπ C-πεπηηδίνπ θαη ζπλδπαζκώλ ηνπο.  

Πεηξάκαηα ζπλεπώαζεο C-πεπηηδίνπ / ακπιίλεο ζε 

αλαινγία 1:1 (β) θαη 10:1 (γ) απνδεηθλύνπλ ην 

ζρεκαηηζκό πεθησκάησλ ηληδίσλ, ζε απεζηαγκέλν 

λεξό.  Η αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ C-

πεπηηδίνπ επηδξά ζηε κνξθνινγία ησλ ηληδίσλ 

(πεξηγξαθή θπξίσο θείκελν). Οη ειεθηξνληνγξαθίεο 

(α) θαη (δ) απνηεινύλ πεηξάκαηα ειέγρνπ. ......... 261 

Δηθόλα 164.  To πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο 

α-αιπδίζαο ηεο θιαζηεξίλεο, όπσο πξνβιέπεηαη 

από ηνπο ζπλαηλεηηθνύο αιγνξίζκνπο 

AMYLPRED(Frousios et al., 2009) θαη 

AMYLPRED2(Tsolis et al., 2013).  Σα 

ηζηνγξάκκαηα παξνπζηάδνπλ ηελ ζπλαηλεηηθή 

πξόγλσζε ηνπ αιγνξίζκνπ γηα πηζαλέο πεξηνρέο κε 

ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε ζηελ 222 θαηαινίπσλ 

ακηλνμηθή αθνινπζία ηεο α-αιπζίδαο ηεο 

θιαζηεξίλεο  Η θίηξηλε γξακκή ζεκεηώλεη ην 

πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ θάζε 

αιγνξίζκνπ (consensus threshold).  Με αζηεξίζθν 

ζεκεηώλνληαη ηα πεπηηδηθά-ηκήκαηα πνπ 

μεπεξλνύλ ή βξίζθνληαη ζην πξνεπηιεγκέλν 

θαηώθιη πξόγσλζεο.  Ο αιγόξηζκνο AMYLRED 

πξνβιέπεη ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
12

NFHAMFQ
18

, 
31

MDIHF
35

,
82

LSVD
84

, 
155

YYLRVTT
161

 θαη 
177

EVVVKLF
183

.  Ο αιγόξηζκνο AMYLPRED2 

πξνβιέπεη ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
16

MFQ
18

, 
155

YYLRVTTΑ
162

 θαη 
177

EVVVKLFD
184

. ......... 264 
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Δηθόλα 165.  Πξόγλσζε δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηεο 

α-αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο κε ηνλ αιγόξηζκν 

SecStr (Hamodrakas, 1988).  Με θόθθηλν 

ζεκεηώλεηαη ε πξόγλσζε ησλ ζηξνθώλ (t), κε 

πξάζηλν ε πξόγλσζε ησλ β-θιώλσλ (b) θαη κε 

κπιε ε πξόγλσζε ησλ ειίθσλ (h).  Παξαηεξνύληαη 

πεπηηδηθά ηκήκαηα κε ραξαθηεξηζηηθά αθνινπζηώλ 

ρακαηιένληα, θαζώο πξνβιέπεηαη λα εκθαλίδνπλ 

ηελ ηάζε λα πηνζεηνύλ ηαπηόρξνλα ειηθνεηδή θαη 

εθηεηακέλε ζηεξενδηάηαμε. ............................... 265 

Δηθόλα 166.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο 

πνιπκνξθηθώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ 

πξνθύπηνπλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε πεπηηδίσλ-

αλαιόγσλ ηεο α-αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο.  Σα 

πεπηίδηα-αλάινγα 
12

NFHAMFQ
18

 (α), 
30

ΑMDIHF
35

 

(β), 
81

ΙLSVD
84

 (γ), 
155

YYLRVTT
161

 (δ) θαη 
177

EVVVKLF
183

 (ε) δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε 

απεζηαγκέλν λεξό θαη ξΗ 5.75 θαη ζπγθέληξσζε 

10 mg ml
-1

.  Παξαηεξνύκε ηλίδηα επώαζεο 7 

εκεξώλ. .............................................................. 269 

Δηθόλα 167.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο α-αιπζίδαο ηεο 

θιαζηεξίλεο έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.  

Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (αξηζηεξά).  

Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη 

αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (δεμηά).  

(
12

NFHAMFQ
18

 (α), 
30

ΑMDIHF
35

 (β), 
81

ΙLSVD
84

 

(γ), 
155

YYLRVTT
161

 (δ) θαη 
177

EVVVKLF
183

 (ε)).

 ........................................................................... 271 

Δηθόλα 168.  Πξνζαλαηνιηζκέλα 

πεξηζιαζηγξάκκαηα ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο 

α-αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο.  Σα πεπηίδηα-αλάινγα 
12

NFHAMFQ
18

 (α), 
30

ΑMDIHF
35

 (β), 
81

ΙLSVD
84

 

(γ), 
155

YYLRVTT
161

 (δ) θαη 
177

EVVVKLF
183

 (ε) 

δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό θαη ξΗ 

5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 mg ml
-1

.  (Μ: 

κεζεκβξηλόο, Δ: ηζεκεξηλόο, F: άμνλαο ηεο ίλαο)

 ........................................................................... 272 

Δηθόλα 169.  Γηαδνρηθά κνληέια ηνπ επηαπεπηηδίνπ 
177

EVVVKLF
183

, πνπ βξίζθνληαη θαηαηεζεηκέλα 

ζηε βάζε ZipperDB (Goldschmidt et al., 2010).  

Παξνπζηάδνληαη ηα δηαδνρηθά ζηεξενδηαηαμηθά 

θεξκνπάξ ηνπ πεπηηδίνπ ζηηο 0 θαη 90
ν
.  Οη 

αλαπαξαζηάζεηο θαξηνύλ (επάλσ) θαη 

ρσξνπιεξσηηθώλ κνληέισλ (θάησ) 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ 

πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol 

(Delano, 2005). .................................................. 273 

Δηθόλα 170.  Φάζκαηα ATR-IR ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ησλ πεπηηδίσλ-

αλαιόγσλ 
12

NFHAMFQ
18

 (α), 
30

ΑMDIHF
35

 (β), 
81

ΙLSVD
84

 (γ), 
155

YYLRVTT
161

 (δ) θαη 
177

EVVVKLF
183

 (ε)  ηεο α-αιπζίδαο ηεο 

θιαζηεξίλεο.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ησλ πεπηηδίσλ 

απνηεινύληαη από αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηηο ραξαθηεξηζηηθέο 

ζέζεηο ησλ ακηδηθώλ Ι θαη ΙΙ θνξπθώλ ηνπ 

θάζκαηνο.  Γίλνληαη θαη ηα θάζκαηα ηεο δεύηεξεο 

παξαγώγνπ (2
nd 

derivative). ............................... 276 

Δηθόλα 171.  Ιζηνγξάκκαηα ηνπ πξνθίι 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α, 

όπσο πξνθύπηνπλ έπεηηα από ηε ρξήζε ησλ 

αιγνξίζκσλ AMYLPRED (Frousios et al., 2009) 

θαη AMYLPRED2 (Tsolis et al., 2013).  Η 

ζπλαηλεηηθή πξόγλσζε ησλ αιγνξίζκσλ 

απνθάιπςε, ηξία πεπηηδηθά ηκήκαηα κε πςειή 

„ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ (ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
49

GTNYYIKV
56

, 
64

MHLKVF
69

 θαη 
79

LVVTG
83

).  

Σν αζηέξη ζεκεηώλεη ηα ηκήκαηα κε „ηάζε πξνο 

ζπζζσκάησζε‟ θαη ε θίηξηλε γξακκή ην 

πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη θάζε 

αιγνξίζκνπ (consensus threshold). .................... 278 

Δηθόλα 172.  Η δνκή ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α.  

Σα πεπηίδηα κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ πνπ 

πξνέβιεςε ν αιγόξηζκνο AMYLPRED 

ρξσκαηίδνληαη κε κπιε (
16

QEIV
19

), θνύμηα 

(
49

GTNYYIKV
56

), θόθθηλν (
64

MHLKVF
69

) θαη 

πξάζηλν (
79

LVVTG
83

), αληίζηνηρα.  (α) (β) Οη 

δνκέο παξνπζηάδνληαη κε αλαπαξάζηαζε θαξηνύλ 

κε ηε ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ 

γξαθηθώλ PyMol (Delano, 2005).  εκεηώλνληαη κε 

αληίζηνηρν θώδηθα ρξσκάησλ νη ζέζεηο ησλ 

πεπηηδίσλ κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ ζηε δνκή 

ηνπ θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο (α) θαη ζηε δνκή 

ηνπ κε-θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο (β)  (L: νη 

ινύπεο, Ν: ην ακηλνηειηθό άθξν θαη C: ην 

θαξβνμπηειηθό άθξν). ........................................ 279 

Δηθόλα 173.  Παξαηήξεζε ζθαηξηθώλ θξπζηάιισλ 

πνπ πξνέθπςαλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ 

πεπηηδίνπ 
15

ΙQEIV
19

 ζε νπηηθό ζηεξενκηθξνζθόπην.  

Παξαηεξνύκε ηελ εκθάληζε κηθξνθξπζηαιιηηώλ 

πνπ αιιειεπηδξνύλ κεηαμύ ηνπο πξνο ην 

ζρεκαηηζκό δνκώλ „αρηλώλ‟.  Η εκθάληζε απηή 

παξαπέκπεη ζε κηθξνθξπζηάιινπο άιισλ 

ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ (Landau et 

al., 2011). ........................................................... 280 

Δηθόλα 174.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α 

(α) Παξαηεξείηαη θξύζηαιινο πνπ πξνθύπηεη από 

ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ 
15

ΙQEIV
19

.  

ηελ επηθάλεηα ηνπ θξπζηάιινπ παξαηεξνύληαη 

ξαβδώζεηο, ελώ ην κέγεζόο ηνπ είλαη ~150κm. (β) 

Ππθλό δίθηπν ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
49

GTNYYIKV
56

.  Σν καύξν βέινο ζεκεηώλεη 

κνλαδηαίν ηλίδην δηακέηξνπ ~100 Å.  (γ) Άκνξθα 

ζπζζσκαηώκαηα ηνπ πεπηηδίνπ 
64

MHLKVF
69

.  (δ) 

Γίθηπν επίπεδσλ ηαηληώλ πνπ δεκηνπξγνύληαη θαηά 

ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ 
79

LVVTG
83

.  

Με ην βέινο ζεκεηώλνληαη ηλίδηα δηακέηξνπ ~60-

70 Å, ελώ κε ηνλ αζηεξίζθν ζεκεηώλεηαη ην ππθλό 

πιέγκα ησλ ηληδίσλ. ............................................ 282 

Δηθόλα 175.  Φσηνκηθξνγξαθίεο πκελίσλ ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α, 

έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.  Παξαηήξεζε κε 

πνισκέλν θσο (αξηζηεξά).  Παξαηήξεζε κε 



 

 

XLI 

 

δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ 

κηθξνζθνπίνπ (δεμηά).  Σα πεπηίδηα αλάινγα 
49

GTNYYIKV
56

 (β), 
49

GTNYYIKV
56

 (γ) θαη 
64

MHLKVF
69

 (δ) εκθαλίδνπλ ηε ραξαθηεξηζηηθή 

θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα, ζε αληίζεζε κε 

ην πεπηίδην-αλάινγν 
16

ΙQEIV
19

 (α).................... 284 

Δηθόλα 176.  Πεξηζιαζηγξάκκαηα ησλ πεπηηδίσλ-

αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α.  Σα 

πεπηίδηα-αλάινγα 
16

ΙQEIV
19

 (α), 
49

GTNYYIKV
56

 

(β) θαη 
79

LVVTG
83

 (γ) δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε 

απεζηαγκέλν λεξό, ξΗ 5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 

mg ml
-1

.  Η πνιπθξπζηαιιηθόηεηα ησλ πεπηηδίσλ
 

16
ΙQEIV

19
 (α) θαη 

79
LVVTG

83
, ραξαθηεξίδεη πνιιά 

ακπινεηδνγόλν πεπηίδηα-αλάινγα πξσηετλώλ (Μ: 

κεζεκβξηλόο, Δ: ηζεκεξηλόο, F: άμνλαο ηεο ίλαο).
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Δηθόλα 177.  Φάζκαηα ATR-IR ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ησλ πεπηηδίσλ-

αλαιόγσλ 
16

ΙQEIV
19

 (α), 
49

GTNYYIKV
56

 

(β),
64

MHLKVF
69

 (γ) θαη 
79

LVVTG
83

 (δ) ηεο 

αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ησλ 

πεπηηδίσλ απνηεινύληαη από β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηηο ραξαθηεξηζηηθέο 

ζέζεηο ησλ ακηδηθώλ Ι θαη ΙΙ θνξπθώλ ηνπ 

θάζκαηνο. .......................................................... 286 
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1. ΔΗΑΓΩΓΖ 

 

1.1.  Βαζηθέο Αξρέο Πξωηεϊληθνύ Γηπιώκαηνο 

 

Ο αλζξώπηλνο νξγαληζκόο πεξηιακβάλεη 100,000 δηαθνξεηηθνύο ηύπνπο πξσηετλώλ νη 

νπνίεο ειέγρνπλ θαη ππξνδνηνύλ θάζε ρεκηθή δηαδηθαζία.  Σν εζσηεξηθό ελόο θπηηάξνπ, 

όπνπ νη πξσηεΐλεο εθθξάδνληαη θαη σξηκάδνπλ, είλαη έλα ηδηαίηεξα πνιύπινθν πεξηβάιινλ 

ζην νπνίν ηα πξσηετληθά κόξηα, όπσο θαη ηα ππόινηπα καθξνκόξηα, βξίζθνληαη ζε 

ζπγθεληξώζεηο 300-400 mg ml
-1

 (Ellis and Minton, 2003).  Μεηά ηε βηνζύλζεζή ηνπο, ε 

πιεηνςεθία ησλ πξσηετλώλ ζα πξέπεη λα δηπισζεί ζε κία θαιά παθεηαξηζκέλε δνκή, πνπ 

νλνκάδεηαη θπζηνινγηθή ζηεξενδηάηαμε θαη απαηηείηαη έηζη ώζηε ηα πξσηετληθά 

καθξνκόξηα λα είλαη ιεηηνπξγηθά (Dobson, 2004).  Ο όξνο „πξσηετληθό δίπισκα‟ (protein 

folding) είλαη θαζνιηθά απνδεθηόο θαη αλαθέξεηαη ζηε δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία κία 

ηειείσο απνδηαηαγκέλε / μεδηπισκέλε πξσηεΐλε απνθηά ηε θπζηνινγηθή ηεο ζηεξενδηάηαμε 

(Δηθόλα 1, θπζηνινγηθή ζηεξενδηάηαμε).  Σν πην ζεκαληηθό εξώηεκα ηεο κνξηαθήο 

βηνινγίαο, πνπ παξακέλεη αλαπάληεην κέρξη ζήκεξα είλαη, ε δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία ε 

αιιεινπρία ηωλ ακηλνμηθώλ θαηαινίπωλ θαζνξίδεη ηε θπζηνινγηθή ζηεξενδηάηαμε ελόο 

πξωηεϊληθνύ κνξίνπ (Dill and Chan, 1997; Karplus, 1997; Wolynes et al., 1995). 

Κεθάιαην Η   
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ήκεξα είλαη γλσζηό όηη ζε όια ηα θύηηαξα θαη ζε όιεο ηηο θπηηαξηθέο ζέζεηο ππάξρεη 

έλαο κεγάινο αξηζκόο από παξάγνληεο πνπ ζπλεπηθνπξνύλ ζηε δηαδηθαζία ηνπ δηπιώκαηνο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ αλόξγαλσλ θαηαιπηώλ ή εμεηδηθεπκέλσλ πξσηετλώλ πνπ 

νλνκάδνληαη κόξηα-ζπλνδνί (molecular chaperones).  Οη παξάγνληεο απηνί επηηξέπνπλ ζηηο 

πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο λα δηπιώλνπλ ζηε θπζηνινγηθή ηνπο ζηεξενδηάηαμε, όληαο ζην 

πνιύπινθν θαη ζπλσζηηζκέλν πεξηβάιινλ ηνπ θπηηάξνπ, αιιά δελ θαζνξίδνπλ ηε 

δεπηεξνηαγή ηνπο δνκή, θαζώο απηή βξίζθεηαη θσδηθνπνηεκέλε ζηελ ακηλνμηθή ηνπο 

αθνινπζία (Hartl and Hayer-Hartl, 2002).   

Tα βηνινγηθά ζπζηήκαηα ξπζκίδνπλ θαη ειέγρνπλ ηηο δηαθνξεηηθέο ρεκηθέο κεηαηξνπέο 

πνπ ζπκβαίλνπλ ζην θύηηαξν πξνζαξκόδνληαο κε αθξίβεηα ηηο ζηεξενδηαηάμεηο κίαο 

πνιππεπηηδηθήο αιπζίδα ζε δεδνκέλν ρξόλν θαη θάησ από ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο.  πρλά 

κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλα κόξηα ππόθεηληαη ζε έλαλ κεραληζκό ειέγρνπ, ν νπνίνο 

πεξηιακβάλεη ηελ αλαγλώξηζε θαη ηεο ζήκαλζε ηνπο πξνο απνηθνδόκεζε κέζσ ηνπ 

ζπζηήκαηνο νπβηθηηίλεο-πξσηεαζώκαηνο (Kaufman et al., 2002) (Δηθόλα 1, 

θαηαθεξκαηηζκέλε πξσηεΐλε).  Βέβαηα, ζα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη, έλα ελδηάκεζν 

πξσηετληθό κνλνκεξέο πνπ δηακεζνιαβεί κίαο δηαδηθαζίαο δηπιώκαηνο δελ πεξηγξάθεηαη σο 

„κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλν‟, αθόκα θαη αλ ζπγθξαηείηαη παξνδηθά από κε-θπζηνινγηθέο 

αιιειεπηδξάζεηο.  Απνδεηθλύεηαη όηη ζε θάπνηεο πεξηπηώζεηο νη κε-θπζηνινγηθέο 

αιιειεπηδξάζεηο ζρεκαηίδνληαη παξνδηθά γηα λα θξύςνπλ ηκήκαηα ηεο πξσηεΐλεο κε πςειή 

„ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟, όπσο π.ρ. κηθξέο πδξόθνβεο εθηεζεηκέλεο επηθάλεηεο. 

Κάησ από κε θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο, πνιιέο πξσηεΐλεο αδπλαηνύλ λα απνθηήζνπλ / 

δηαηεξήζνπλ ηελ θπζηνινγηθή ηνπο ζηεξενδηάηαμε θαη νδεγνύληαη ζε έλα ελαιιαθηηθό – κε 

θαλνληθό – δίπισκα ηεο πνιππεπηηδηθήο ηνπο αιπζίδαο ζην ρώξν.  Απηά ηα „ιάζνο‟ 

δηπισκέλα πξσηετληθά κόξηα, απηνζπγθξνηνύληαη είηε ζε άκνξθα πξσηετληθά 

ζπζζσκαηώκαηα (Δηθόλα 1, άκνξθα ζπζζσκαηώκαηα), είηε ζε νξγαλσκέλα πξσηετληθά 

ζπζζσκαηώκαηα, πνπ νλνκάδνληαη ακπινεηδή ηλίδηα (Δηθόλα 1, ακπινεηδή ηλίδηα).  Oη κε-

θπζηνινγηθά δηπισκέλεο πξσηεΐλεο, ζηελ πξαγκαηηθόηεηα, δξαπεηεύνπλ από όινπο ηνπο 

κεραληζκνύο πξνζηαζίαο ηνπ θπηηάξνπ θαη δεκηνπξγνύλ αδηάιπηα ζπζζσκαηώκαηα είηε 

ζηνλ ελδνθπηηάξην είηε ζηνλ εμσθπηηάξην ρώξν.  ηνλ άλζξσπν, ηα ακπινεηδή ηλίδηα 

κπνξνύλ λα πξνζβάινπλ θάζε όξγαλν ή ηζηό θαη λα νδεγήζνπλ ζε ζηεξενδηαηαμηθέο 

αζζέλεηεο, γλσζηέο σο ακπινεηδώζεηο, ιόγσ ηεο ηνμηθόηεηαο πνπ πξνθαινύλ ζηελ πεξηνρή 

ζπζζώξεπζήο ηνπο.   
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Η δηαδηθαζία ηεο ζπζζσκάησζεο πνπ νδεγεί έλα πεπηίδην ή κία πξσηεΐλε ζην 

ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ κπνξεί λα πεξηγξαθεί γεληθά κε ηνλ όξν „κε-θπζηνινγηθό 

πξσηετληθό δίπισκα‟ (protein misfolding), θαζώο νη αιιειεπηδξάζεηο πνπ θαζνξίδνπλ ηε 

δνκή θαη ηηο ηδηόηεηεο ησλ ηληδίσλ είλαη μεθάζαξα δηαθνξεηηθέο από εθείλεο πνπ θαζνξίδνπλ 

ηε θπζηνινγηθή ζηεξενδηάηαμε.  Δηδηθόηεξα, ν όξνο „κε-θπζηνινγηθό πξσηετληθό δίπισκα‟ 

(misfolding) ρξεζηκνπνηήζεθε γηα λα πεξηγξάςεη ηε δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία κία 

πξσηεΐλε απνθηά επαξθή αξηζκό από ζπλερόκελεο, κε-θπζηνινγηθέο (non-native) 

αιιειεπηδξάζεηο, κεγάιεο εκβέιεηαο πνπ επηδξνύλ ζπλνιηθά, κε βηνινγηθά ζεκαληηθό 

ηξόπν, ζηελ αξρηηεθηνληθή θαη ζηηο ηδηόηεηεο ησλ κνξίσλ (Dobson, 1999).   

Σα ακπινεηδή ηλίδηα είλαη πςειά νξγαλσκέλεο δνκέο πνπ πηνζεηνύληαη από κία 

απνδηαηαγκέλε / μεδηπισκέλε πνιππεπηηδηθή αιπζίδα, όηαλ απηή απηνζπγθξνηείηαη θαη 

ζπκπεξηθέξεηαη σο έλα ηππηθό πνιπκεξέο.  Σα βαζηθά ραξαθηεξηζηηθά απηώλ ησλ δνκώλ 

θαζνξίδνληαη από ηηο θπζηθνρεκηθέο ηδηόηεηεο ηεο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο, ελώ, όπσο 

ζπκβαίλεη θαη κε άιια πςειά νξγαλσκέλα πιηθά, ε δνκή ηνπο βαζίδεηαη ζηε δηαδνρηθή 

εκθάληζε αιιειεπηδξάζεσλ κεγάιεο εκβέιεηαο πνπ δεκηνπξγνύληαη από ηελ επαλάιεςε ηνπ 

ίδηνπ ηύπνπ πεπηηδίνπ ή πξσηεΐλεο.  Η νξγάλσζε ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ παξαπέκπεη ζηε 

δεκηνπξγία θξπζηάιισλ (Δηθόλα 1, θξύζηαιινο), γη‟απηό θαη ζπρλά ηα ακπινεηδή ηλίδηα 

θαινύληαη θξύζηαιινη κίαο δηάζηαζεο ή κνλνδηάζηαηνη θξύζηαιινη (one-dimensional 

crystals) (Eisenberg and Jucker, 2012). 

Δπνκέλσο, νη πξσηεΐλεο κε „ηάζε λα δεκηνπξγνύλ ακπινεηδή ηλίδηα‟ ή 

„ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο‟, είηε ζηε θπζηνινγηθή είηε ζηε κεηαιιαγκέλε ηνπο κνξθή, 

ζπληίζεληαη ζην αλζξώπηλν ζώκα ζε δηάθνξα ζεκεία, εθθξίλνληαη ζην πιάζκα 

κεηαθεξόκελεο κέζσ ηεο θπθινθνξίαο θαη ελαπνηίζεληαη ζηνπο ηζηνύο κε ηε κνξθή 

πξντληδηαθώλ ζπζζσκαησκάησλ ή θαη ώξηκσλ ηληδίσλ.  Σα ηλίδηα απηά ζπζρεηίδνληαη κε κηα 

νκάδα αζζελεηώλ, όπσο νη λεπξνεθθπιηζηηθέο λόζνη Alzheimer‟s, Parkinson‟s θαη 

Huntington‟s, νη ζπνγγώδεηο εγθεθαινπάζεηεο (prion diseases), θαη άιιεο, όπσο ν δηαβήηεο 

ηύπνπ ΙΙ θαη νξηζκέλεο κνξθέο θαξθίλνπ.  Σνπιάρηζηνλ 35 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο είλαη 

ζήκεξα γλσζηό όηη κπνξνύλ λα απηνζπγθξνηεζνύλ ζε ακπινεηδή ηλίδηα, ελώ εμειηθηηθά ε 

δεκηνπξγία ηνπο ζπζρεηίζηεθε κε γελεηηθέο κεηαιιαγέο πνπ επηδξνύλ ζηε θπζηνινγηθή 

δηαδηθαζία δηπιώκαηνο κηαο πξσηεΐλεο (Sipe et al., 2016).  πλνιηθά, νη πξσηεΐλεο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ είλαη έλα „ηδηόηππν‟ ζύλνιν πξσηετλώλ, 

πνπ δηαθέξνπλ κεηαμύ ηνπο ηόζν ζε επίπεδν αθνινπζίαο όζν θαη ζε επίπεδν δνκήο.  Σν 

ζύλνιν ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ εκπινπηίδεηαη ζπλερώο, θαζώο όιν θαη 
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πεξηζζόηεξεο πξσηεΐλεο, πνπ πξνεγνπκέλσο δελ είραλ ζπζρεηηζηεί κε θάπνηα επηβεβαησκέλε 

ακπινείδσζε, εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα δεκηνπξγνύλ ηλίδηα κε „ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο‟, in 

vitro.  Η ηδηόηεηα ηεο δεκηνπξγίαο ακπινεηδώλ ηληδίσλ νλνκάδεηαη ακπινεηδνγνληθόηεηα 

(amyloidogenicity) (Fandrich, 2007). 

 

 

Δηθόλα 1.  Σα κνλνπάηηα ησλ πηζαλώλ ζηεξενδηαηαμηθώλ θαηαζηάζεσλ ζηηο νπνίεο κπνξεί 

λα βξεζεί κία πνιππεπηηδηθή αιπζίδα.  
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1.2.  ύληνκε Ηζηνξηθή Αλαδξνκή 

 

Ο όξνο ακπινεηδή ρξεζηκνπνηήζεθε γηα πξώηε θνξά ην 1854 από ηνλ Γεξκαλό γηαηξό 

Rudolph Virchow, όηαλ βαζηζκέλνο ζηελ επηζηεκνληθή γλώζε θαη ηελ ηερλνινγία ηεο 

επνρήο ηνπ ρξεζηκνπνίεζε ηελ ησδίλε γηα λα βάςεη ακπινεηδείο ελαπνζέζεηο (corpora 

amylacea) από ηζηνύο εγθεθάινπ αζζελώλ, ζηνπο νπνίνπο παξαηήξεζε κία ηδηάδνπζα 

εκθάληζε post mortem (Δηθόλα 2).  Η καθξνζθνπηθή εκθάληζε ηνπ ηζηνύ ήηαλ παξόκνηα κε 

πξνεγνύκελεο πξώηκεο πεξηγξαθέο ηνπ 1639 (από ηνπο Nicolous Fontanus θαη Thomas 

Bertholin), νη νπνίεο είραλ ήδε πεξηγξάςεη ηζηνύο ήπαηνο σο ιηπαξνύο (lardaceous), 

θεξσκέλνπο (waxy) ή ζπνγγώδεηο (spongy), ελώ αληίζηνηρα είραλ θαηαγξάςεη ιεπθέο πέηξεο 

(white stones) ζε ηζηνύο ζπιήλα (Sipe and Cohen, 2000) (Δηθόλα 2).  Η αλαθάιπςε όηη ε 

επεμεξγαζία ησλ ακπινεηδώλ ελαπνζέζεσλ κε ησδίλε ηηο ρξσκαηίδεη γαιάδηεο θαη έπεηηα κνβ 

κε ηελ πξνζζήθε ζεηηθνύ νμένο, ώζεζε ηνλ Virchow ζην ζπκπέξαζκα όηη ην ππόζηξσκα ησλ 

επξεκάησλ απηώλ είλαη ε θπηηαξίλε θαη γηα απηό ην ιόγν νλόκαζε ηηο ελαπνζέζεηο 

„ακπινεηδή‟, ζύκθσλα κε ηνλ ιαηηληθό όξν „amylum‟ θαη ηνλ ειιεληθό „ἂκπινλ‟.  Σελ 

επνρή εθείλε, βέβαηα, ν δηαρσξηζκόο κεηαμύ ηνπ ακύινπ θαη ηεο θπηηαξίλεο ήηαλ αζαθήο 

θαη επνκέλσο, ν Virchow αθνινπζώληαο ηε βηβιηνγξαθία ηεο επνρήο θαηέγξαςε ην 

ππόζηξσκα ησλ ακπινεηδώλ σο άκπιν (Kyle, 2001).   

Σν 1859 ν Friedreich θαη Kekulé απέδεημαλ ηελ παξνπζία πξσηετλώλ ζηηο ακπινεηδείο 

κάδεο θαη ηελ απνπζία πδαηαλζξάθσλ, εμαηηίαο ηεο πςειήο πεξηεθηηθόηεηαο αδώηνπ 

(Friedrich and Kekule, 1859).  Σειηθά, θαηά ηνλ 19
ν
 θαη ηνλ 20

ν
 αηώλα ε ηαπηνπνίεζε 

βαζίζηεθε ζηα θιηληθά ζπκπηώκαηα πνπ εληνπίδνληαλ ζε αζζελείο, ιόγσ ηεο εκθάληζεο ησλ 

ελαπνζέζεσλ απηώλ.  Έηζη, ν όξνο ακπινεηδή ρξεζηκνπνηήζεθε γηα λα πεξηγξάςεη ηα 

καθξνζθνπηθά κε-θπζηνινγηθά επξήκαηα πνπ παξαηεξνύληαλ ζε ηζηνύο αζζελώλ post 

mortem, ελώ κε βάζε ηα εθάζηνηε θιηληθά ζπκπηώκαηα ησλ αζζελώλ νη ελαπνζέζεηο 

ηαμηλνκήζεθαλ σο πξσηνγελείο ή ηδηνπαζείο, δεπηεξνγελείο, εληνπηζκέλεο, 

θιεξνλνκνύκελεο, ελδνθξηλείο ή ζπζρεηηδόκελεο κε ηε γήξαλζε.  

Η ηερλνινγηθή αλάπηπμε ζηνλ θιάδν ηεο καθξνζθνπηθήο, αιιά θαη ηεο κηθξνζθνπηθήο 

παξαηήξεζεο, επέηξεςε κε ην πέξαζκα ησλ ρξόλσλ ηελ απνζαθήληζε ησλ βαζηθώλ αξρώλ 

πνπ δηέπνπλ ηε δεκηνπξγία ησλ ακπινεηδώλ ελαπνζέζεσλ.  Αξρηθά νη εξεπλεηέο άξρηζαλ λα 

ρξεζηκνπνηνύλ, ην νπηηθό κηθξνζθόπην θαη ηζηνπαζνινγηθέο ρξσζηηθέο, όπσο ε Thioflavin T 

θαη ην Congo Red, θαη ζπκπέξαλαλ όηη ηα ακπινεηδή, από έλα εύξνο πεγώλ, είλαη άκνξθεο 
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πξσηετληθέο ελαπνζέζεηο (Bennhold, 1922).  Σν 1927, όκσο, ε παξαηήξεζε ηνπο κε 

πνισηηθή κηθξνζθνπία απέδεημε όηη νη ελαπνζέζεηο δεζκεύνπλ ηε ρξσζηηθή Congo Red θαη 

εκθαλίδνπλ ζεηηθή δηπινζιαζηηθόηεηα (Divry and Florkin, 1927), κία ηδηόηεηα πνπ 

απνδόζεθε αξγόηεξα ζηελ αληζόηξνπε θύζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πιηθνύ (Missmahl and 

Hartwig, 1953).  Έηζη, ε ηάζε δέζκεπζεο ηεο ρξσζηηθήο Congo Red, πνπ νλνκάζηεθε θαη 

θνλγθνθηιηθόηεηα (congophilia), ήηαλ ην πξώην θξηηήξην ηαπηνπνίεζεο ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ πνπ πηνζεηήζεθε.   

 

 
Δηθόλα 2.  Ακπινεηδείο ελαπνζέζεηο ζε ηζηνύο από πξώηκεο κειέηεο αζζελώλ.  Πξνζαξκνγή 

από Frerichs, 1862 (Sipe and Cohen, 2000).    

 

Η εύξεζε ηεο δηπινζιαζηηθόηεηαο ππέδεημε όηη νη ακπινεηδείο ελαπνζέζεηο κπνξεί λα 

θέξνπλ θάπνηαο κνξθήο κηθξνζθνπηθή νξγάλσζε θαη έηζη, νδήγεζε ηνπο Cohen θαη Calkins 

ην 1959 λα πξαγκαηνπνηήζνπλ ηηο πξώηεο κειέηεο ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο ζε ηζηνύο 

(Cohen and Calkins, 1959).  Η αξρηθή ηνπο παξαηήξεζε απέδεημε μεθάζαξα όηη όιεο νη ππό 

κειέηε ελαπνζέζεηο, ζε ηνκέο ηζηώλ, εκθαλίδνπλ κία ζπγθξίζηκε ηλώδε αξρηηεθηνληθή· 

απνηεινύληαη από δεκάηηα επζύγξακκσλ θαη αδηαθιάδηζησλ ηληδίσλ, πνπ θπκαίλνληαη ζε 

δηάκεηξν από 60 έσο 130 Å θαη έρνπλ απξνζδηόξηζην κήθνο (πεξίπνπ 1000 κε 16000 Å) 
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(Δηθόλα 3).  πγθεθξηκέλα, ε κειέηε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ηζηνύο θνπλειηνύ κε 

ακπινείδσζε πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ θαδεΐλε, ζε βηνςίεο από δέξκα αζζελώλ κε θιηληθά 

θαηαγεγξακκέλε πξσηνγελή ακπινείδσζε (ζήκεξα γλσζηή σο ακπινείδσζε ηεο ειαθξηάο 

αιπζίδαο) θαη ζε ηζηό από λεθξνύο αζζελνύο κε ακπινείδσζε.   

 

 
Δηθόλα 3.  Οη πξώηεο ειεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο ακπινεηδώλ ελαπνζέζεσλ, κε αξλεηηθή 

ρξώζε (Πξνζαξκνγή από (Cohen and Calkins, 1959)). 

 

Η ζπλεξγαηηθή κειέηε ησλ Shirahama θαη Cohen θαηέγξαςε ηελ ζπλαηλεηηθή δνκή ησλ 

ηληδίσλ πνπ απνηεινύλ ηηο ακπινεηδείο ελαπνζέζεηο, κε κία εθηελή θαηαγξαθή ησλ 

πεηξακαηηθώλ δεδνκέλσλ ηεο επνρήο ζε δείγκαηα κε αξλεηηθή ρξώζε (Shirahama and Cohen, 

1967).  Με ρξνλνινγηθή ζεηξά νη Gueft θαη Ghidoni ην 1963, παξαηήξεζαλ ηε δεκηνπξγία 

δηπιώλ ειίθσλ θαη ζπγθεθξηκέλα πξόηεηλαλ όηη ηα αλζξώπηλα θαη ηα δστθά ακπινεηδή 

εκθαλίδνληαη κε ηε κνξθή ησλ ραληξώλ ζε έλα θνκπνιόη (beaded structure) (Gueft and 

Ghidoni, 1963), ελώ έλα ρξόλν αξγόηεξα ν Terry θαη νη ζπλεξγάηεο ηνπ ζε κειέηεο 

ελαπνζέζεσλ ηληδίσλ ζηνλ εγθέθαιν αζζελώλ κε ηε λόζν ηνπ Alzheimer, αλέθεξαλ όηη ε 

δηάκεηξνο ησλ κνλαδηαίσλ ηληδίσλ θπκαίλεηαη κεηαμύ 70-90 Å (Gonatas et al., 1964; Terry et 
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al., 1964).  Η παξαηήξεζε απνκνλσκέλσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ κε ήπηεο ηερληθέο από ηζηνύο, 

απέδεημε όηη ηα ακπινεηδή ηλίδηα έρνπλ κία ηεξαξρηθή νξγάλσζε ζηελ νπνία ζθηρηά, 

παθεηαξηζκέλα πιεπξηθά, λεκάηηα κε δηάκεηξν 25-35 Å, γλσζηά θαη σο πξσηντλίδηα 

αιιειεπηδξνύλ δεκηνπξγώληαο ώξηκα ηλίδηα κε κέζε δηάκεηξν 75-100 Å (Shirahama and 

Cohen, 1965).  Η κεζνδνινγία ηεο αξλεηηθήο ρξώζεο ζεσξήζεθε θαηάιιειε, θαζώο είλαη ν 

θαιύηεξνο ηξόπνο γηα ηελ παξαηήξεζε ηνπ ζρήκαηνο, ηεο ζπκκεηξίαο θαη ηεο δνκηθήο 

ζηεξενδηάηαμεο ελόο δείγκαηνο.  Έηζη, ε εκθάληζε ηεο κνξθνινγίαο ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ, ζε δείγκαηα πνπ έρνπλ πξνεηνηκαζηεί κε αξλεηηθή ρξώζε, πηνζεηήζεθε σο ην 

δεύηεξν θξηηήξην πξνζδηνξηζκνύ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.   

Έλα ζπλαξπαζηηθό εύξεκα είλαη ην γεγνλόο όηη δύν ηειείσο δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο 

κπνξεί λα πηνζεηνύλ ηελ ίδηα κνξηαθή αξρηηεθηνληθή θαη άξα ε καθξνκνξηαθή ηνπο 

εκθάληζε κπνξεί λα είλαη παξόκνηα.  Παξόια απηά είλαη πξνθαλέο όηη ν ζρεκαηηζκόο ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ εμαξηάηαη από έλα ζπλδπαζκό παξαγόλησλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ηεο 

πξσηνηαγνύο δνκήο ηεο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο θαη ησλ ζεξκνδπλακηθώλ παξακέηξσλ ηνπ 

πεξηβάιινληνο ζην νπνίν βξίζθεηαη (Kelly, 1998).  Οη κειέηεο ησλ ηληδίσλ ελόο κεγάινπ 

εύξνπο ζπζηεκάησλ κε ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία απέδεημε όηη ε δνκηθή νκνηόηεηα πνπ 

εληνπίδεηαη ζε όια ηα ζπζηήκαηα ησλ ακπινεηδώλ ππάξρεη ζε κνξηαθό επίπεδν.  

Πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ ζε θαηάιιειεο δηαηάμεηο απνκνλσκέλσλ ηληδίσλ απνθάιπςε όηη όιεο 

νη πξσηετληθέο κνξθέο πνπ απηνζπγθξνηνύληαη ζε ακπινεηδή ηλίδηα είλαη νξγαλσκέλεο ζε 

κία θνηλή αηνκηθή ζηεξενδηάηαμε.  Μεηά ηελ απνκόλσζε ησλ ακπινεηδώλ από ηνπο ηζηνύο 

θαη ηηο πξσηαξρηθέο απηέο παξαηεξήζεηο, έγηλε ε δηαζύλδεζε κεηαμύ ησλ επξεκάησλ ηεο 

ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο θαη ηεο πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ.   
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1.3.  Ακπινεηδή Ηλίδηα 

 

Ο πξνζδηνξηζκόο ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ πνπ 

απηνζπγθξνηνύληαη ζε ακπινεηδή ηλίδηα νδήγεζε γξήγνξα ζηε δηαπίζησζε όηη, έλα 

ζπγθεθξηκέλν πξσηετληθό κόξην ζρεηίδεηαη βηνρεκηθά κε ηελ εκθάληζε θιηληθώλ 

ζπκπησκάησλ, αλ θαη πην ζύγρξνλα αλνζντζηνινγηθά επξήκαηα ππνζηήξημαλ ηελ 

ζπλεύξεζε θαη άιισλ καθξνκνξίσλ, σο δεπηεξεύνληα ζπζηαηηθά ησλ ακπινεηδώλ 

ελαπνζέζεσλ (ε ακπινεηδήο P πξσηεΐλε ηνπ πιάζκαηνο, νη πξσηενγιπθάλεο ή ε 

απνιηπνπξσηεΐλε Δ) (Sipe and Cohen, 2000; Snow and Wight, 1989).  εκαληηθό αθόκε 

εύξεκα ησλ πξσηαξρηθώλ κειεηώλ ππήξμε ην γεγνλόο όηη ε ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

κπνξεί λα αθνξνύζε ηκήκαηα ησλ ζθαηξηθώλ πξσηετλώλ θαη όρη πξσηεΐλεο πιήξνπο κήθνπο, 

απνδεηθλύνληαο ηελ επηπξόζζεηε επεμεξγαζία ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ θαηά ηελ κε-

θπζηνινγηθή ζπζζσκάησζε θαη ηελ εκθάληζε ησλ θιηληθώλ δηαηαξαρώλ. 

Σα ακπινεηδή ηλίδηα από ηζηνύο θαη όξγαλα δελ παξνπζίαδαλ δηαθνξέο ζηε 

κνξθνινγία ή ηελ ηάζε λα πξνζδέλνπλ ηε ρξσζηηθή Congo Red, ζε ζρέζε κε ηλίδηα ηα νπνία 

απνκνλώζεθαλ ζε ήπηεο ζπλζήθεο από ηνπο ηζηνύο (Shirahama and Cohen, 1965; Shirahama 

and Cohen, 1967).  Έηζη, ήδε από ην 1970 ν αξηζκόο ησλ βηνρεκηθά δηαθνξεηηθώλ 

πξσηετλώλ, πνπ ηθαλνπνηνύλ ηα θξηηήξηα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη απνκνλώζεθαλ από 

παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο ζην δστθό βαζίιεην, πξνζέγγηδε ηηο 20 (Sipe, 1992).  Οη νκνηόηεηεο 

ζηηο δηαζηάζεηο θαη ηε κνξθνινγία κεηαμύ απνκνλσκέλσλ πξσηετληθώλ ηληδίσλ θαη ηληδίσλ 

ησλ ηζηώλ, ηειηθά, ππνζηήξημε ηηο in vitro πεηξακαηηθέο κειέηεο πξσηετληθώλ ηληδίσλ, γηα ηα 

νπνία πξνηάζεθε όηη είλαη βηνρεκηθά θαη δνκηθά παλνκνηόηππα κε ηα ακπινεηδή ηλίδηα 

πνπ παξαηεξνύληαη ζηνπο ηζηνύο.   

ήκεξα, κε ηνλ όξν ακπινεηδή αλαθεξόκαζηε ζε εμσθπηηαξηθέο ελαπνζέζεηο ή 

ελδνθπηηαξηθά έγθιεηζηα αδηάιπησλ πξσηετληθώλ ηληδίσλ πνπ δεκηνπξγνύληαη από 

δηαιπκέλεο πξσηεΐλεο ή πεπηίδηα, όηαλ απηά δηπιώλνληαη θαηά κε-θπζηνινγηθό ηξόπν 

θαη απηνζπγθξνηνύληαη, πξνθαιώληαο ηελ θαηαζηξνθή θπηηάξσλ θαη ηζηώλ.  Σν θνηλό 

βηνρεκηθό ππόβαζξν ησλ δηαηαξαρώλ πνπ πξνθαινύληαη από ηελ ελαπόζεζε ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ δεκηνύξγεζε ηζηνξηθά κία νκάδα από εηεξνγελείο αζζέλεηεο, ηηο ακπινεηδώζεηο, 

ελώ νη ελαπνζέζεηο ηληδίσλ πνπ εληνπίζηεθαλ ζηηο δηαηαξαρέο απηέο νλνκάζηεθαλ 

παζνινγηθά ακπινεηδή ηλίδηα (Harrison et al., 2007).  Σνκή ζηε κειέηε ησλ παζνινγηθώλ 

ακπινεηδώλ, πνπ εδώ θαη δεθαεηίεο ζρεηίζηεθαλ κε αζζέλεηεο, όπσο ε λόζνο Alzheimer ή ε 
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ζπνγγώδεο εγθεθαινπάζεηα ππήξμε ην 2000 ε πξόηαζε ησλ Iconomidou θαη ζπλεξγαηώλ ηεο 

γηα ηελ ύπαξμε πξνζηαηεπηηθώλ ακπινεηδώλ ζην ρόξην ηνπ απγνύ ηνπ κεηαμνζθώιεθα κε 

αμηνζαύκαζην ιεηηνπξγηθό ξόιν (Iconomidou et al., 2000).  Έθηνηε, δηαπηζηώζεθε όηη κηα 

πιεζώξα νξγαληζκώλ (από πξνθαξπσηηθνύο έσο ηνλ άλζξσπν) εθκεηαιιεύεηαη ηηο 

κνλαδηθέο ηδηόηεηεο θαη ηελ ηδηαίηεξε αξρηηεθηνληθή ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ γηα λα 

ππνζηεξίμεη πνιύπινθεο βηνινγηθέο ιεηηνπξγίεο. Οη ιεηηνπξγηθέο απηέο δνκέο νλνκάδνληαη 

ιεηηνπξγηθά ακπινεηδή (functional amyloids).  

 

Δηθόλα 4.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  (α) Ακπινεηδή ηλίδηα, πνπ 

απνκνλώζεθαλ από ζπιήλα αζζελνύο κε ακπινείδσζε (ζθίαζε – x 37,000) (Πξνζαξκνγή 

από (Sipe and Cohen, 2000)) (β) Ακπινεηδή ηλίδηα ηξαλζζπξεηίλεο, πνπ απνκνλώζεθαλ από 

αζζελείο κε νηθνγελή ακπινεηδή πνιπλεπξνπάζεηα (FAP) (αξλεηηθή ρξώζε – Ράβδνο 100 

nm) (Πξνζαξκνγή από (Serpell et al., 1995)).  
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1.3.1.  Μνξθνινγία ηωλ ακπινεηδώλ ηληδίωλ 

ε καθξνζθνπηθό επίπεδν, ηα δηαθνξεηηθά ζηάδηα ηεο δεκηνπξγίαο ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ κπνξνύλ λα παξαηεξεζνύλ κε ηελ ρξήζε ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο (δηέιεπζεο ή 

ζάξσζεο), ελώ, όπσο παξνπζηάδεηαη ζηηο επόκελεο ελόηεηεο, ζε αηνκηθό επίπεδν ζεκαληηθή 

είλαη ε ζπλεηζθνξά κεζνδνινγηώλ όπσο ε πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ.  Καζώο πεξηζζόηεξα 

δεδνκέλα γηα ηηο ζπλαζξνίζεηο ηληδίσλ έξρνληαλ ζην θσο, γίλνληαλ θαηαλνεηό όηη νη 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο απηνζπγθξνηνύληαη ζε ιεπηέο ηληδηαθέο δνκέο πνπ εκθαλίδνπλ 

έληνλε ηάζε λα αιιειεπηδξνύλ κε δηαθνξεηηθνύο ηξόπνπο πξνο ην ζρεκαηηζκό 

πνιύπινθσλ ππεξκνξηαθώλ ζπκπιεγκάησλ κε δηαθξηηή κνξθνινγία.  Οη πιεξνθνξίεο 

γηα ηε δνκή ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ παξνπζηάδνπλ κεγάιν ελδηαθέξνλ γηα ηελ επηζηεκνληθή 

θνηλόηεηα, θαζώο ε θαηαλόεζε ησλ κεραληζκώλ ζρεκαηηζκνύ ηνπο κπνξεί λα ζπκβάιιεη 

ζηελ δηαιεύθαλζε ηεο δξάζεο ηνπο.   

ε αληίζεζε κε ηηο ζθαηξηθέο πδαηνδηαιπηέο πξσηεΐλεο, νη νπνίεο κπνξνύλ λα 

δηπισζνύλ θαηά ηελ απνκάθξπζλε ησλ πδξόθνβσλ θαηαινίπσλ από ην δηαιύηε, νη 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο αθνινπζνύλ έλαλ θαηαξξάθηε πνιύπινθσλ γεγνλόησλ γηα ηελ 

ηειηθή δεκηνπξγία ηεο δνκήο ηνπ ηληδίνπ (Thirumalai et al., 2003).  Τδξόθνβεο θαη 

ειεθηξνζηαηηθέο αιιειεπηδξάζεηο, θαζώο θαη έλα ηζρπξό δίθηπν δεζκώλ πδξνγόλνπ, 

ζπλεξγνύλ ζηε ζηαζεξνπνίεζε ησλ ηληδίσλ.  Η θνηλή αξρηηεθηνληθή ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, 

δειαδή νη δεζκνί πδξνγόλνπ πνπ ζηαζεξνπνηνύλ ην ζθειεηό ησλ ηληδίσλ, ζεσξείηαη όηη 

θαζνδεγεί ηε ζεξκνδπλακηθή θαη ηελ θηλεηηθή ηνπ ζρεκαηηζκνύ ηνπο (Nelson et al., 2005).  

Ωζηόζν, ζήκεξα είλαη απνδεθηό όηη ε „δηαθξηηηθή‟ αιιειεπίδξαζε κεηαμύ κε-εηδηθώλ 

πδξόθνβσλ αιιειεπηδξάζεσλ, ησλ ζηεξενδηαηαμηθά επηηξεπηώλ πδξνγνληθώλ δεζκώλ, θαη 

αιιειεπηδξάζεσλ πνπ κεζνιαβνύληαη από ην λεξό είλαη θαζνξηζηηθά γηα ηελ θηλεηηθή 

απηνζπγθξόηεζεο ησλ νξγαλσκέλσλ δνκώλ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  

Σα ακπινεηδή ηλίδηα πνπ απνηεινύλ επξήκαηα ησλ ηζηώλ (in situ) είλαη κε 

δηαθιαδηζκέλα ηλίδηα αθαζόξηζηνπ κήθνπο πνπ κνηάδνπλ αξθεηά κε ηα κηθξντλίδηα ηνπ 

ζπλδεηηθνύ ηζηνύ, ηόζν ζην κέγεζνο όζν θαη ζηελ εκθάληζε.  Η βαζηθή δηαθνξνπνίεζε 

κεηαμύ ησλ ηληδίσλ απηώλ έγθεηηαη ζηελ επηθάλεηά ηνπο, ε νπνία ζηελ πεξίπησζε ησλ 

κηθξντληδίσλ ζρεηίδεηαη κε πεξηνδηθή εκθάληζε ηεο ηληδίλεο (fibrillin) θαη ζπζζσκαηώκαηα 

πξσηενγιπθαλώλ.  Μειέηεο ζε αζζελείο κε ακπινείδσζε πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ 

αηκνθάζαξζε (Dialysis-related amyloidosis) θαλέξσζαλ ηελ ύπαξμε ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

θαη ζπζζσκαησκάησλ ηεο β2-κηθξνζθαηξίλεο δηαθόξσλ κεγεζώλ, πνπ εληνπίδνληαλ ζην 

ρώξν αλάκεζα ζηα ηλίδηα ηνπ θνιιαγόλνπ, ελώ ην πην „ύπνπην‟ ραξαθηεξηζηηθό ησλ 
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ηληδίσλ απηώλ ήηαλ ν έληνλνο πνιπκνξθηζκόο ηνπο (Inoue et al., 1997).  ηελ Δηθόλα 5 

παξαηεξνύκε ζπζζσκαηώκαηα ιεπηώλ πεξηειηγκέλσλ ηληδίσλ ζε ιεπηέο ηνκέο ηζηνύ, 

πεξίπνπ 12 nm ζε δηάκεηξν.  Σα ηλίδηα ησλ ηζηώλ δελ είλαη ηθαλά λα δεκηνπξγήζνπλ δεκάηηα, 

ιόγσ ηεο ππθλόηεηαο ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπ ηζηνύ, γη‟ απηό θαη ζπγθεληξώλνληαη ζε ραιαξά, 

ηπραία ζπζζσκαηώκαηα (Glenner, 1981). 

 
Δηθόλα 5.  In situ ελαπνζέζεηο ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε αζζελείο κε (α) ηελ λόζν ηνπ 

Alzheimer θαη (β) κε ακπινείδσζε πνπ αθνινπζεί ηε ρξόληα αηκνθάζαξζε.  Ο αζηεξίζθνο 

ππνδεηθλύεη πεξηνρή κε ππθλέο ελαπνζέζεηο ηληδίσλ.  Παξαηεξείηαη ζπζζώξεπζε 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ (βέινο) αλάκεζα ζηα ηλίδηα ηνπ θνιιαγόλνπ (Col). (Μεγέζπλζε x l86,700 

((α) Πξνζαξκνγή από (Inoue et al., 1997), (β) Πξνζαξκνγή από (Inoue, 2008)) 

 

Από βηνθπζηθήο ζθνπηάο, ν πνιπκνξθηζκόο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ είλαη έλα 

εξεπλεηηθό εξώηεκα πνπ δελ έρεη δηαζαθεληζηεί αθόκα.  Με ηνλ όξν πνιπκνξθηζκόο 

αλαθεξόκαζηε ζην θάζκα ησλ δηαθνξεηηθώλ κνξθώλ ζπζζσκαησκάησλ πνπ 

πηνζεηνύληαη από ακπινεηδή ηλίδηα θαηά ηελ απηνζπγθξόηεζε ηεο ίδηαο πξσηεΐλεο  

(Eisenberg and Sawaya, 2017).  Ο πνιπκνξθηζκόο ζπλαληάληαη ηόζν ζε επίπεδν ώξηκσλ 

ηληδίσλ όζν θαη ζε επίπεδν πξσηντληδίσλ θαη εηθάδεηαη όηη νθείιεηαη ζην δηαθνξεηηθό 

παθεηάξηζκα ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ, ζην δίθηπν δεζκώλ πδξνγόλνπ πνπ δεκηνπξγείηαη 

θαηά ηελ απηνζπγθξόηεζε ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ θαη ζηελ εθάζηνηε πεξηεθηηθόηεηα ζε 
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δηαιύηε.  Έηζη, πξνηείλεηαη όηη ε κε-δηπισκέλε αθνινπζία ησλ πξσηετλώλ κε ηάζε πξνο 

ζπζζσκάησζε πεξηέρεη θσδηθνπνηεκέλε ηελ πιεξνθνξία ηνπ είδνπο ηνπ πνιπκνξθηζκνύ 

πνπ ζα εκθαλίζνπλ ηα κνλνκεξή ή ηα νξγαλσκέλα νιηγνκεξή θαη κπνξεί λα 

θαζνδεγήζεη ηνλ αθόινπζν πνιπκνξθηζκό ησλ πξσηντληδίσλ θαη ησλ ηληδίσλ.  

εκαληηθό είλαη ην γεγνλόο όηη νη ηδηόηεηεο ελόο κεκνλσκέλνπ ηληδίνπ δελ αιιάδνπλ θαηά 

κήθνο ηνπ ηληδίνπ, γη‟ απηό θαη ηα κνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά, όπσο ην πάρνο ηνπ ηληδίνπ ή 

ην βήκα πεξηέιημεο εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα εμαπιώλνληαη (Tycko, 2014). 

Ο πνιπκνξθηζκόο ησλ ηληδηαθώλ ζπζζσκαησκάησλ κειεηήζεθε επξέσο ζε 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο in vitro, όπνπ επηηεύρζεθε ε θαηαγξαθή ησλ ηδηαίηεξσλ 

ραξαθηεξηζηηθώλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ, απαιιαγκέλσλ από ην 

„ζπλσζηηζκέλν δηάθνζκν‟ ησλ ηζηώλ.  Η παξαηήξεζε ησλ ηληδίσλ ζε πιέγκαηα 

κηθξνζθνπίαο έδσζε ηε δπλαηόηεηα ηεο θαηαγξαθήο ηεο πνηθηινκνξθίαο ησλ πνιπκεξώλ, 

πνπ κπνξεί λα εκθαλίδνληαη σο άκνξθεο, ζθαηξηθέο ή ηληδηαθέο ζπλαζξνίζεηο πςειόηεξεο 

νξγάλσζεο.  πρλά, ηα ηληδηαθά επξήκαηα δεκηνπξγνύλ ππθλά δίθηπα κε ραξαθηεξηζηηθή 

κνξθνινγία, θαζώο κεκσλνκέλα ηλίδηα ζπλαληώληαη λα ζπκκεηέρνπλ ζηε ζπγθξόηεζε 

ηξηζδηάζηαησλ ππεξδνκώλ (Nilsson, 2004).   

Ηιεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο (TEM), ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία ζάξσζεο 

(SEM), θαζώο θαη κηθξνζθνπία ζάξσζεο-δηέιεπζεο (STEM) ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηε 

ζπζηεκαηηθή κειέηε ηεο απηνζπγθξόηεζεο ηεο ακπινεηδνγόλνπ αλζξώπηλεο θαιζηηνλίλεο ζε 

πδαηηθά δηαιύκαηα in vitro από ηνλ Bauer θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ (Bauer et al., 1995).  Οη 

ειεθηξνληνγξαθίεο πνπ παξαηίζεληαη ζηελ Δηθόλα 6 παξνπζηάδνπλ, εθηόο από πξσηντλίδηα 

θαη ηλίδηα θαιζηηνλίλεο θαη πςειόηεξεο νξγάλσζεο ζπλαζξνίζεηο κε έληνλν πνιπκνξθηζκό.  

πγθεθξηκέλα, κνλαδηαία ηλίδηα εκθαλίδνπλ ηε ηάζε λα ζρεκαηίδνπλ ππεξέιηθεο 

δηαθνξεηηθήο κνξθνινγίαο θαη δηαθνξεηηθώλ βεκάησλ πεξηέιημεο, θαζώο κπνξνύλ λα 

δεκηνπξγνύλ ραιαξέο „δίθισλεο‟ θνξδέιεο ηληδίσλ κε κεγάιν βήκα πεξηέιημεο (Δηθόλα 6γ), 

είηε πην „ζθηρηέο‟ ππεξέιηθεο ηληδίσλ (Δηθόλα 6δ).  Άιινηε, κνλαδηαία ηλίδηα κπνξνύλ λα 

αιιειεπηδξνύλ πιεπξηθά πξνο ηε δεκηνπξγία επίπεδσλ ηαηληώλ (Δηθόλα 6ζη) είηε δεκαηηώλ 

πνπ ζπγθξνηνύληαη από ηελ αθαλόληζηε πιεπξηθή αιιειεπίδξαζε ηληδίσλ (Δηθόλα 6δ).  ηελ 

Δηθόλα 6ε παξνπζηάδεηαη ε απινπνηεκέλε αλαπαξάζηαζε ηνπ δνκηθνύ πνιπκνξθηζκνύ ηεο 

αλζξώπηλεο θαιζηηνλίλεο, όπσο πξνέθπςε από in vitro πεηξάκαηα.  
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Δηθόλα 6.  Απηνζπγθξόηεζε ηεο αλζξώπηλεο θαιζηηνλίλεο ζε πδαηηθά δηαιύκαηα in vitro 

(Πξνζαξκνγή από (Bauer et al., 1995)).   
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Σελ ίδηα ζηηγκή, αθόκα κία δεκνζίεπζε από ηνλ Goldsbury θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ 

απέδεημε όηη ηα πξσηντλίδηα ζπάληα παξακέλνπλ κεκνλσκέλα, θαζώο εκθαλίδνπλ ηελ 

ηάζε λα αιιειεπηδξνύλ κε πνιιαπινύο ηξόπνπο πξνο ην ζρεκαηηζκό δνκώλ αλώηεξεο 

νξγάλσζεο (Goldsbury et al., 1997).  Η αλζξώπηλε ακπιίλε, γηα παξάδεηγκα, εκθαλίδεη κία 

αμηνζαύκαζηε ηάζε λα ζρεκαηίδεη ηληδηαθέο ζπλαζξνίζεηο ζε πδαηηθά δηαιύκαηα in vitro, ζε 

έλα εύξνο δηαθνξεηηθώλ ζπλζεθώλ pH θαη ηνληηθήο ηζρύνο.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα πνπ 

παξαηεξνύληαη ζηελ Δηθόλα 7 έρνπλ κήθνο αξθεηώλ κηθξνκέηξσλ (κm) θαη δηάκεηξν ηεο 

ηάμεο ησλ λαλνκέηξσλ (nm) κε κηθξόηεξε ηηκή ηα 5 nm.  Γύν πιεζπζκνί ηληδίσλ 

θαηαγξάθνληαη ζην παξόλ δείγκα ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο· ν πξώηνο πιεζπζκόο 

πεξηιακβάλεη επίπεδα ηλίδηα δηακέηξνπ 5 nm, ρσξίο αμηνζεκείσηε κνξθνινγία, πνπ 

αιιειεπηδξνύλ πιεπξηθά θαη ζρεκαηίδνπλ επίπεδεο ηαηλίεο ή θνξδέιεο, ελώ ν δεύηεξνο 

πιεζπζκόο πεξηιακβάλεη ειηθνεηδή ηλίδηα πνηθίισλ δηακέηξσλ.  πγθεθξηκέλα ν δεύηεξνο 

πιεζπζκόο εκθαλίδεη ππεξέιηθεο δηαθνξεηηθώλ βεκάησλ πεξηέιημεο κε επαλαιήςεηο 25 nm ή 

50 nm.  Έηζη, αληίζηνηρεο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο ππήξμαλ ζεκαληηθνί ζηαζκνί γηα ην 

ραξαθηεξηζκό ησλ κνξηαθώλ αιιειεπηδξάζεσλ πνπ δηέπνπλ ηελ ακπινεηδνγέλεζε θαη 

πηζαλά ζρεηίδνληαη θαη κε ηελ in vivo ελαπόζεζε ηληδίσλ (Δηθόλα 7).   

 
Δηθόλα 7.  Πνιπκνξθηζκόο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο ζε πδαηηθά 

δηαιύκαηα in vitro (Πξνζαξκνγή από (Goldsbury et al., 1997)) (Ράβδνο 100nm).  
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εκαληηθό είλαη ην γεγνλόο όηη, ζε ηλίδηα πνπ δεκηνπξγνύληαη in vitro έρνπλ βξεζεί 

πςειήο νξγάλσζεο δνκέο, πνπ νλνκάδνληαη ζθαηξνπιίηεο θαη κπνξνύλ λα εληνπηζηνύλ από 

ηελ εκθάληζε ησλ ραξαθηεξηζηηθώλ ζηαπξώλ ηεο Μάιηαο, όηαλ παξαηεξνύληαη θάησ από 

δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (Hamodrakas et al., 2004; Jin 

et al., 2003; Krebs et al., 2005; Krebs et al., 2004b).  Απηέο νη κνξθέο παξαηεξνύληαη θαη 

θαηά ηελ πξνεηνηκαζία ζπλζεηηθώλ πνιπκεξώλ, όπσο ηνπ πνιπαηζπιελίνπ, έλα εύξεκα ζε 

ζπκθσλία κε ηελ ηδέα όηη ηα ακπινεηδή ηλίδηα έρνπλ ηδηόηεηεο παξόκνηεο κε απηέο ησλ 

θιαζηθώλ πνιπκεξώλ (Shtukenberg et al., 2012).  Αλάινγεο ζθαηξηθέο ππεξδνκέο έρνπλ 

παξαηεξεζεί ζε πνιιά ζπζηήκαηα παζνινγηθώλ (Conway et al., 2000; Ionescu-Zanetti et al., 

1999) αιιά θαη ιεηηνπξγηθώλ ακπινεηδώλ (Hamodrakas et al., 2004).  Οη ζθαηξνπιίηεο είλαη 

δνκέο πγξνθξπζηαιιηθή θύζεο, πνπ ραξαθηεξίδνληαη γεληθά από ηελ ύπαξμε β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηώλ θαη ηελ πςειή ηάζε λα δεζκεύνπλ ηηο δηαγλσζηηθέο ρξσζηηθέο ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ (π.ρ. Congo Red ), όηαλ δεκηνπξγνύληαη από ακπινεηδνγόλα πιηθά.  ηηο κειέηεο 

ζπζζσκάησζεο έρνπλ εληνπηζηεί σο δνκέο ησλ πξώηκσλ ζηαδίσλ ηεο ηληδνγέλεζεο, πνπ 

δηακεζνιαβνύλ ζηε δεκηνπξγία ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Hamodrakas et al., 2004) 

(Δηθόλα 8). 

 

 
Δηθόλα 8.  θαηξηθέο δνκέο ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Παξνπζηάδνληαη νη δνκέο ζθαηξνπιηηώλ 

ζην νπηηθό κηθξνζθόπην (α) θαη ζε ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην δηέιεπζεο.  Υαξαθηεξηζηηθή 

είλαη ε εκθάληζε ηνπ ζηαπξνύ ηεο Μάιηαο, θάησ από δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε 

πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ  (Ράβδνο 4κm) (α) (Hamodrakas et al., 2004). 

 

Η ηδέα όηη ν δηαιύηεο απνηειεί θαζνξηζηηθό κέηξν ηνπ ηειηθνύ δηπιώκαηνο ησλ 

πξσηετληθώλ κνξίσλ ηόζν θαηά ην θπζηνινγηθό πξσηετληθό δίπισκα (Cheng and Rossky, 
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1998), όζν θαη θαηά ηελ πξσηετληθή ζπζζσκάησζε (Thirumalai et al., 2012), έδσζε κία 

πηζαλή εξκελεία γηα ηελ εκθάληζε ηνπ πνιπκνξθηζκνύ.  Η παγίδεπζε κνξίσλ λεξνύ πνπ 

πξαγκαηνπνηείηαη θαηά ηελ ππξήλσζε κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλσλ κνλνκεξώλ ζηελ 

πξσηετληθή ζπζζσκάησζε, αιιά θαη ε αθόινπζε επηιεθηηθή απνκάθξπλζή ηνπο 

πηζαλνινγείηαη πσο είλαη ππεύζπλε γηα ηελ εκθάληζε πνιπκνξθηθώλ ηληδηαθώλ 

ζπλαζξνίζεσλ (Δηθόλα 9).   

 

 

Δηθόλα 9.  ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ κεραληζκνύ πξσηετληθήο ζπζζσκάησζεο πνπ νδεγεί 

ζηε δεκηνπξγία πνιπκνξθηθώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Σν πξώην βήκα πεξηιακβάλεη ηε 

ζπζζώξεπζε κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλσλ κνλνκεξώλ ζε πεξηνρέο πνπ κπνξεί λα πεξηέρνπλ 

κεηαβαιιόκελν αξηζκό κνξίσλ λεξνύ.  Η πεξηνρέο απηέο κπνξεί λα πεξηιακβάλνπλ 

δηαθνξεηηθά κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλα κόξηα, ηα νπνία αιιειεπηδξνύλ κε δηαθξηηνύο 

ηξόπνπο πξνο ην ζρεκαηηζκό πξσηντληδίσλ, πνπ δηαθνξνπνηνύληαη όρη κόλν σο πξνο ηηο 

ελδνκνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο, αιιά θαη σο πξνο ην πεξηερόκελν ηνπ δηαιύηε.  Καηά ην 

δεύηεξν βήκα, ε δεκηνπξγία ησλ ώξηκσλ ηληδίσλ πξνθύπηεη θαηά ηελ αιιειεπίδξαζε 

πξσηντληδίσλ ηα νπνία αιιειεπηδξνύλ πεξαηηέξσ γηα λα ζρεκαηίζνπλ κία πνηθηιία 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  ε πνιιέο από ηηο πνιπκνξθηθέο δνκέο, ελαο αξηζκόο κνξίσλ λεξνύ 

κπνξεί λα δηαηεξείηαη ζηε δνκή ηνπ ηληδίνπ  (Πξνζαξκνγή από (Thirumalai et al., 2012)). 
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1.3.2.  Cross-β αξρηηεθηνληθή ηωλ ακπινεηδώλ ηληδίωλ 

Η πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ από ίλεο (X-ray fiber diffraction) θαζηεξώζεθε σο ζεκειηώδεο 

ηερληθή γηα ηελ θαηαλόεζε ηεο αξρηηεθηνληθήο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, θαζώο έρεη 

ζπκβάιιεη θαζνξηζηηθά ζηελ απνζαθήληζε ηνπ βαζηθνύ ππξήλα ηνπο, δειαδή ηεο cross-β 

δνκήο.  Η θαηαγξαθή ηεο αξρηηεθηνληθήο ηεο cross-β δνκήο έγηλε ζην κεηάμη ηνπ εληόκνπ 

Crysopa flava, από ηνλ Geddes θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ ην 1968 (Δηθόλα 10α).  ρεηηθά 

πεξηζιαζηγξάκκαηα από ηλώδεηο δνκέο όκσο, είραλ ήδε παξαηεξεζεί γηα ην κεηάμη ηνπ 

κεηαμνζθώιεθα Bombyx mori (Marsh et al., 1955), ηηο β-θεξαηίλεο αιιά θαη ηελ αιβνπκίλε 

(Astbury et al., 1935).  Δηδηθόηεξα, νη επηζηήκνλεο απέδσζαλ ηε κεζεκβξηλή αλάθιαζε ζηα 

4.7 Å, ζηελ απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ β-θιώλσλ θαη ηελ ηζεκεξηλή αλάθιαζε ζηα ~5 Å, 

ζηελ πεξηνδηθή απόζηαζε ηνπ παθεηαξίζκαηνο ησλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ, πνπ 

ζρεκαηίδνληαη από ηνπο β-θιώλνπο.  Οη β-θιώλνη, πνπ ζπλδένληαη κε δεζκνύο πδξνγόλνπ, 

είλαη θάζεηνη ζηνλ άμνλα ηεο ίλαο, ελώ νη β-πηπρσηέο επηθάλεηεο εθηείλνληαη παξάιιεια σο 

πξνο ηνλ άμνλα απηήο (Δηθόλα 10β).   

 

[α] [β] 

 

 
Δηθόλα 10.  Σν πξώην πεξηζιαζίγξακκα ηεο cross-β αξρηηεθηνληθήο.  (α) Πεξηζιαζίγξακκα 

ηεο cross-β δνκήο από ην κεηάμη ηνπ εληόκνπ Crysopa flava. (β) ρεκαηηθό δηάγξακκα β-

πηπρσηήο επηθάλεηαο πνπ δεκηνπξγείηαη από αιιειεπίδξαζε κηθξώλ πνιππεπηηδηθώλ 

ηκεκάησλ (1) ή από ην θαλνληθό δίπισκα κίαο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο (2).  Σα δύν 

δηαγξάκκαηα είλαη ε πξώηε εμήγεζε ηεο cross-β αξρηηεθηνληθήο από ην Geddes θαη ηνπο 

ζπλεξγάηεο ηνπ (Πξνζαξκνγή από (Geddes et al., 1968)). 

 

Η αξρηθή εμήγεζε ηνπ πεξηζιαζηγξάκκαηνο ηνπ κεηαμηνύ ηεο Crysopa flava θαη ην 

κνληέιν πνιπκεξηζκνύ ησλ πξσηετλώλ ηνπ (Δηθόλα 10), βξέζεθε αξγόηεξα λα είλαη 

θνκβηθήο ζεκαζίαο ζηε δνκηθέο κειέηεο ησλ παζνινγηθώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Πξώηνη νη 
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Eanes θαη Glenner θαηέγξαςαλ ην 1968 ηελ νκνηόηεηα ησλ πεξηζιαζηγξακκάησλ ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ απνκνλώζεθαλ από ην ζπιήλα θαη ην ήπαξ αζζελώλ, κε 

πεξηζιαζηγξάκκαηα ηεο cross-β αξρηηεθηνληθήο ηνπ κεηαμηνύ ηεο Crysopa flava (Eanes 

and Glenner, 1968) (Δηθόλα 11α).  Η ζύλδεζε ησλ ακπινεηδώλ ελαπνζέζεσλ κε ηελ 

παζνινγία δηαθόξσλ αζζελεηώλ έθαλε ηηο κειέηεο ηλσδώλ πξσηετλώλ έλα πεδίν έληνλεο 

εξεπλεηηθήο δξαζηεξηόηεηαο.  Έηζη, ην 1986 πξαγκαηνπνηήζεθε ζπιινγή 

πεξηζιαζηγξακκάησλ θαη από ex vivo ηλίδηα ηνπ Αβ πεπηηδίνπ, πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε λόζν 

ηνπ Alzheimer (Kirschner et al., 1986) (Δηθόλα 11β), ελώ έθηνηε κία πιεζώξα ζπζηεκάησλ 

ζπλζεηηθώλ ή θπζηθώλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, πνπ απηνζπγθξνηνύληαη ζε ακπινεηδή 

ηλίδηα, κειεηνύληαη κε πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ. 

 

[α] [β] 

  

Δηθόλα 11.  Πεξηζιαζηγξάκκαηα ex vivo ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  (α) Πεξηζιαζίγξακκα cross-β 

δνκήο ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ απνκνλώζεθαλ από ην ζπιήλα θαη ην ήπαξ αζζελώλ 

(Πξνζαξκνγή από (Eanes and Glenner, 1968)).  (β) Πεξηζιαζίγξακκα cross-β δνκήο 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ Αβ πεπηηδίνπ, από αζζελείο κε ηε λόζν ηνπ Alzheimer.  Η θεθαιή 

βέινπο ζεκεηώλεη ηελ αλάθιαζε ζηα 4.7 Å, ελώ ηα κηθξά βέιε ζεκεηώλνπλ ηελ αλάθιαζε 

ζηα 10 Å (Πξνζαξκνγή από (Kirschner et al., 1986)). 

 

ήκεξα γλσξίδνπκε όηη ε cross-β αξρηηεθηνληθή πεξηγξάθεη ηηο επαλαιήςεηο 

απξνζδηόξηζηνπ κήθνπο β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ, νη νπνίεο απνηεινύληαη από θαλνληθά 

επαλαιακβαλόκελνπο β-θιώλνπο.  Η απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ β-θιώλσλ είλαη ηππηθά 

4.7 Å θαη ζηαζεξνπνηείηαη από δεζκνύο πδξνγόλνπ, νη νπνίνη δεκηνπξγνύληαη κεηαμύ ησλ 

αηόκσλ ηεο θύξηαο αιπζίδαο θαη νξγαλώλνληαη κε θάζεην πξνζαλαηνιηζκό σο πξνο ηνλ 

άμνλα ηνπ ηληδίνπ.  Η απόζηαζε κεηαμύ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ θπκαίλεηαη κεηαμύ 8-12 Å 
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θαη ζηαζεξνπνηείηαη από αζζελείο αιιειεπηδξάζεηο, όπσο πδξόθνβεο ή ειεθηξνζηαηηθέο ή 

αιιειεπηδξάζεηο van der Waals, αλάινγα από ηε ζύλζεζε ησλ πιεπξηθώλ νκάδσλ ησλ 

θαηαινίπσλ ησλ πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ πνπ αιιειεπηδξνύλ.  Γηα παξάδεηγκα, ε κηθξή 

απόζηαζε κεηαμύ ησλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ ζην κεηάμη ηεο Crysopa flava (~5 Å) (Δηθόλα 

10), νθείιεηαη ζην κηθξό κήθνο ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ ησλ θαηαινίπσλ πνπ ζπγθξνηνύλ 

ηελ ακηλνμηθή αθνινπζία ηνπ κεηαμηνύ (Geddes et al., 1968).  Η αλάθιαζε ζηα 4.7 Å 

εληνπίδεηαη ζην κεζεκβξηλό άμνλα ηνπ πεξηζιαζηγξάκκαηνο, ελώ ε αλάθιαζε ζηα 8-12 Å 

εληνπίδεηαη ζηνλ ηζεκεξηλό άμνλα (Δηθόλα 12).  Η εκθάληζε ησλ αλαθιάζεσλ κε ηε κνξθή 

ηόμσλ ζηνλ κεζεκβξηλό θαη ηνλ ηζεκεξηλό άμνλα ζε ζρήκα ζηαπξνύ, έδσζε ην όλνκα ζηελ 

cross-β αξρηηεθηνληθή.  Η θνηλή αξρηηεθηνληθή ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ παξνπζηάδεηαη 

ζπλνπηηθά ζηελ Δηθόλα 12, όπνπ απεηθνλίδεηαη ζρεκαηηθά ε ζπγθξόηεζε ηνπ ππξήλα ησλ 

ηληδίσλ ηνπ Αβ πεπηηδίνπ (Serpell, 2000). 

 

 

Δηθόλα 12.  Η αξρηηεθηνληθή ησλ ηληδίσλ πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ Αβ 

πεπηηδίνπ.  Σππηθό πεξηζιαζίγξακκα ηεο cross-β δνκήο (αξηζηεξά).  ρεκαηηθή απεηθόληζε 

ηεο αξρηηεθηνληθήο ησλ ηληδίσλ ηνπ Αβ πεπηηδίσλ ζε αηνκηθό επίπεδν (δεμηά).  Οη ηηκέο ησλ 

αλαθιάζεσλ αθνξνύλ πεηξάκαηα ζε πξνζαλαηνιηζκέλε ίλα ηληδίσλ ηνπ Αβ πεπηηδίνπ 

(Πξνζαξκνγή από (Serpell, 2000)). 

 

Η ζρέζε κεηαμύ ησλ κνληέισλ ησλ ακπινεηδώλ πνπ βιέπνπκε ζηελ πεξίζιαζε 

αθηίλσλ-Υ θαη ηεο ηεξαξρίαο ησλ δνκώλ πνπ ζπλαληάκε ζηηο ειεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο 

πξνζδηνξίζηεθε γηα πξώηε θνξά ζε αηνκηθό επίπεδν γηα ηηο ελαπνζέζεηο ηεο ακπινεηδνγόλνπ 

ηξαλζζπξεηίλεο, κε ηε δηεμαγσγή πεηξακάησλ πεξίζιαζεο αθηίλσλ Υ ζε ακπινεηδή ηλίδηα ηεο 
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νηθνγελνύο ακπινεηδνύο πνιπλεπξνπάζεηαο (familial amyloidotic polyneuropathy - FAP) 

(Blake and Serpell, 1996).  Η δνκή ελόο πξσηντληδίνπ πνπ ζπγθξνηεί ηα ηλίδηα ηεο FAP 

παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 13.  Θα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη ε δνκή παξνπζηάδεη κόλν ησλ 

ππξήλα ηνπ πξσηντληδίνπ πνπ πεξηζιά θαηά ηελ αθηηλνβόιεζε θαη όρη ην πξσηετληθό πιηθό 

πνπ πηζαλά νξγαλώλεηαη θαη πεξηβάιιεη ηνλ ππξήλα. 

 

 

Δηθόλα 13.  Η αξρηηεθηνληθή ηεο ηληδηαθήο δνκήο ηεο ηξαλζπξεηίλεο βαζηζκέλε ζε δεδνκέλα 

πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ.  Απεηθόληζε πηζαλνύ κνληέινπ ηνπ ππξήλα ηεο δνκήο ησλ 

ακπινεηδώλ πξσηντληδίσλ θαηά κήθνο (α) θαη θάζεηα (β) ζην άμνλα ηνπ ηληδίνπ.  Οη β-

θιώλνη νξγαλώλνληαη ζε ηέζζεξεηο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο.  (γ) Υσξνπιεξσηηθό κνληέιν ηνπ 

ππξήλα ησλ ακπινεηδώλ πξσηντληδίσλ ηεο ηξαλζζπξεηίλεο.  Οη ηέζζεξηο β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο δεκηνπξγνύλ δύν δεύγε β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ (γαιάδην θαη θνύμηα) θαη 

ζπγθξνηνύλ έλα πξσηντλίδην δηακέηξνπ 50 Å (Πξνζαξκνγή από (Blake and Serpell, 1996)).   

 

Η cross-β αξρηηεθηνληθή ηνπ πξσηντληδίνπ ζπγθξνηείηαη από 4 β-πηπρσηέο επηθάλεηεο 

απξνζδηόξηζηνπ κήθνπο νη νπνίεο πξνζαλαηνιίδνληαη παξάιιεια σο πξνο ηνλ άμνλα ηεο 
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ίλαο, κε ηνπο β-θιώλνπο ηνπο λα βξίζθνληαη θάζεηα ζε απηόλ (Δηθόλα 13α).  Ο αξηζκόο ησλ 

β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ πξνζδηνξίζηεθε από ηελ πιεξνθνξία ησλ ηζεκεξηλώλ αλαθιάζεσλ 

ηνπ πεξηζιαζηγξάκκαηνο, ελώ ε αλάιπζε ησλ β-θιώλσλ πξνέθπςε από ηηο κεζεκβξηλέο 

αλαθιάζεηο (Blake and Serpell, 1996).  Κάζε β-θιώλνο βξίζθεηαη ζηξακκέλνο πεξίπνπ 15
ν
 

ζε ζρέζε κε ηνπο γείηνλέο ηνπο, κία ηηκή πνπ δείρλεη όηη 24 ζπλερόκελνη β-θιώλνη 

παξνπζηάδνπλ κία ζηξέςε 360
ν
, ε νπνία δεκηνπξγεί κία ειηθνεηδή πεξηέιημε ζηηο 

παθεηαξηζκέλεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο, γύξσ από έλαλ άμνλα ηνπ πξσηντληδίνπ (Δηθόλα 13γ, 

βήκα 115.5 Å).  Έηζη, παξόηη ε cross-β αξρηηεθηνληθή ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ είρε 

πεξηγξαθεί από ηα πξσηαξρηθά πεηξάκαηα ηνπ κεηαμηνύ ηνπ Crysopa flava, ε πξνηεηλόκελε 

επίπεδε αξρηηεθηνληθή ησλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ απνδείρζεθε κία ζηεξενδηάηαμε πνπ δελ 

παξαηεξείηαη επξέσο ζηηο ζθαηξηθέο πδαηνδηαιπηέο πξσηεΐλεο (Geddes et al., 1968), θαζώο ε 

επλντθόηεξε ελεξγεηαθά ζηεξενδηάηαμε είλαη εθείλε ησλ ζηξακκέλσλ β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηώλ (Chothia, 1973).  Απηή ε ειηθνεηδήο ζηξέςε ηνπ πξσηντληδίνπ ηεο 

ηξαλζζπξεηίλεο είλαη ε πην ραξαθηεξηζηηθή ηδηόηεηα ηνπ κνληέινπ, ζην νπνίν εηθάδεηαη όηη 

νη 4 β-πηπρσηέο επηθάλεηεο ηνπ πξσηντληδίνπ αιιειεπηδξνύλ ζε δύν ζπκκεηξηθά δεύγε, πνπ 

δεκηνπξγνύλ κία δνκή κε ραξαθηήξα δηπιήο έιηθαο (Δηθόλα 13γ). 

Οη εμεηδηθεπκέλεο αιιειεπηδξάζεηο πνπ επηηξέπνπλ ην παθεηάξηζκα ησλ β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηώλ, ζηελ cross-β αξρηηεθηνληθή, πξνέθπςαλ από ηε κειέηε κηθξώλ ηκεκάησλ ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Η πξώηε δνκή πνπ πξνζδηνξίζηεθε ην 2005 αθνξνύζε έλα 

επηαπεπηίδην ηεο prion πξσηεΐλεο ηεο δύκεο, Sup35, θαη παξνπζηάδε β-πηπρσηέο επηθάλεηεο 

πνπ ζπζρεηίδνληαη θαηά δεπγή.  Οη πιεπξηθέο αιπζίδεο θάζε κέινπο αιιειεπηδξνύλ εηδηθά κε 

ηηο πιεπξηθέο αιπζίδεο ηεο απέλαληη β-πηπρσηήο επηθάλεηαο θαη γηα ην ιόγν απηό πξνηάζεθε 

ν όξνο ζηεξενδηαηαμηθό θεξκνπάξ, θαζώο ε αιιεινεπηθάιπςε ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ ησλ 

ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ νκνηάδεη κε ηα „δόληηα‟ ελόο θεξκνπάξ (Nelson et al., 2005).  Η 

αιιειεπίδξαζε ηεο Sup35 έθηνηε εληνπίζηεθε ζε δεθάδεο δνκέο αηνκηθήο δηαθξηηηθόηεηαο 

ηκεκάησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (Eisenberg and Sawaya, 2017).  ηελ Δηθόλα 14 

παξνπζηάδνληαη απινπνηεκέλα νη πηζαλέο δηεπζεηήζεηο ησλ β-θιώλσλ ζηηο β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο ηνπ cross-β ζθειεηνύ, όπσο παξνπζηάδνληαη ζην πξόζθαηo άξζξν ησλ εξεπλεηώλ 

πνπ εηζήγαγαλ ηνλ όξν „ζηεξενδηαηαμηθό θεξκνπάξ‟ (Sawaya et al., 2007).  Σα 

ζηεξενδηαηαμηθά θεξκνπάξ ηαμηλνκνύληαη κε βάζε απηέο ηηο δηεπζεηήζεηο ζε 9 δηαθξηηέο 

θιάζεηο (Δηθόλα 14) (Sawaya et al., 2007).   
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Δηθόλα 14.  Απινπνηεκέλε αλαπαξάζηαζε ησλ πηζαλώλ ζηεξενδηαηάμεσλ ησλ β-θιώλσλ 

ζηελ cross-β δνκή.  Σα ζηεξενδηαηαμηθά θεξκνπάξ ηαμηλνκνύληαη κε βάζε ηηο δηεπζεηήζεηο 

ησλ β-θιώλσλ πνπ ζπγθξνηνύλ ηηο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο ζε 9 δηαθξηηέο θιάζεηο 

(Πξνζαξκνγή από (Eisenberg and Sawaya, 2017)). 

 

 

Οη δνκέο ησλ ηκεκάησλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ παξνπζηάδνπλ θνηλά 

γλσξίζκαηα: 1) πγθξνηνύληαη από εθηεηακέλα ηκήκαηα β-θιώλσλ ηα νπνία ζπθξαηνύληαη 

κε δεζκνύο πδξνγόλνπ κεηαμύ ησλ N–H θαη C=O νκάδσλ ηνπ, ζρεκαηίδνληαο β-πηπρσηέο 
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επηθάλεηεο κε θιώλνπο πνπ έρνπλ απόζηαζε ~4.7 Å.  Οη ακηδηθέο νκάδεο είλαη „δηπνιηθέο‟, 

θάηη πνπ ζεκαίλεη όηη δεκηνπξγνύλ δηπνιηθά επίπεδα πνπ κπνξεί λα δηεπζεηνύληαη είηε πξνο 

ηα επάλσ είηε πξνο ηα θάησ.  2) Σα δεύγε ησλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ αιιειεπηδξνύλ 

ζθηρηά κε αληηθξηζηέο ή κε-αληηθξηζηέο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ πιεπξηθώλ νκάδσλ πνπ 

βξίζθνληαη θαη ζηηο δύν επηθάλεηεο ησλ αιπζίδσλ.  Σν κήθνο ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ 

θαζνξίδεη ηελ απόζηαζε κεηαμύ ησλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ, ε νπνία θπκαίλεηαη από 5 

κέρξη 16 Å.  3) Οη θνξηηζκέλεο πιεπξηθέο αιπζίδεο ηεο γινπηακίλεο θαη ηεο αζπαξαγίλεο 

κπνξνύλ επίζεο λα ζρεκαηίζνπλ δεζκνύο πδξνγόλνπ κεηαμύ ησλ επηπέδσλ ησλ εθηεηακέλσλ 

πξσηετληθώλ αιπζίδσλ, δεκηνπξγώληαο „ζθάιεο‟ δεζκώλ πδξνγόλνπ (hydrogen-bonded 

ladders).  Άιιεο πιεπξηθέο αιπζίδεο κε παξόκνηα ραξαθηεξηζηηθά είλαη ε ηπξνζίλε, ε ζεξίλε 

θαη ε ζξενλίλε.  Σέινο, 4) ε δηεπηθάλεηα αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ δύν γεηηνληθώλ β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηώλ ζηηο πεξηζζόηεξεο πεξηπηώζεηο ζηεξείηαη κνξίσλ λεξνύ, σζηόζν ζε ιίγεο δνκέο 

εληνπίδνληαη δεζκνί πδξνγόλνπ κεηαμύ ησλ αηόκσλ ηνπ λεξνύ θαη ησλ β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηώλ.  Πηζηεύεηαη όηη ε θνηλή αξρηηεθηνληθή ηεο cross-β δνκήο είλαη εθείλε πνπ 

θαζνξίδεη ηελ εκθάληζε ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζηηο ειεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο 

(Eisenberg and Sawaya, 2017). 

 

  



Κεθάιαην I – Δηζαγωγή  

 

| 25 | 

 

1.3.3.  Γέζκεπζε ηεο ρξωζηηθήο Congo Red  

Σν Congo Red είλαη κία επξέσο γλσζηή ηζηνινγηθή ρξσζηηθή, ε νπνία πξνζειθύεη ην 

ελδηαθέξνλ ησλ εξεπλεηώλ γηα πεξηζζόηεξν από 100 ρξόληα (Frid et al., 2007).  

πγθεθξηκέλα, ε ρξσζηηθή είλαη έλα κηθξό δηάδν-άιαο πνπ αιιειεπηδξά εηδηθά κε ηα 

ακπινεηδή ηλίδηα θαη ρξεζηκνπνηείηαη από ην 1920 σο κία αλαιπηηθή βηνρεκηθή ηερληθή 

γηα ηνλ ραξαθηεξηζκό ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη ηε δηάγλσζή ηνπο (Benditt et al., 

1970) (Δηθόλα 15).  Η ρξώζε κε Congo Red, ηζηνξηθά, ήηαλ ε πξώηε δηαγλσζηηθή ηερληθή 

γηα ην ραξαθηεξηζκό ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πιηθνύ (Bennhold, 1922; Divry and Florkin, 

1927), ελώ απηή ε ηδηόηεηα αιιειεπίδξαζεο ηεο ρξσζηηθήο νλνκάζηεθε θνλγθνθηιηθόηεηα 

(congophilia) (Missmahl and Hartwig, 1953).  Δθηόο όκσο από ηελ εμεηδηθεπκέλε πξόζδεζή 

ηεο, ε ρξσζηηθή ρξεζηκνπνηήζεθε εθηελώο σο κνξηαθόο αληρλεπηήο ηεο ύπαξμεο 

ακπινεηδνγόλνπ πιηθνύ in vivo (Higuchi et al., 2005) θαη σο αλαζηνιέαο ηεο 

ακπινεηδνγέλεζεο (Lorenzo and Yankner, 1994).  Η ηειεπηαία ηδέα, βέβαηα, απνξξίθζεθε 

ζύληνκα ιόγσ ηεο πςειήο θπηηαξνηνμηθόηεηάο ηεο θαη ηεο αλεπαξθνύο θαξκαθνθηλεηηθήο 

ηνπ κνξίνπ, ζε αληίζηνηρεο πεηξακαηηθέο δηαδηθαζίεο.  

 

 

Δηθόλα 15.  Υξώζε κπνθαξδίνπ από αζζελή κε ακπινεηδή θαξδηνκπνπάζεηα, κε Congo Red.  

Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (αξηζηεξά).  Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη 

αλαιύηε (δεμηά) (Πξνζαξκνγή από (Ruberg and Berk, 2012)) 

 

Οη ελαπνζέζεηο πνπ πξνζδέλνπλ εμεηδηθεπκέλα ηε ρξσζηηθή Congo Red εκθαλίδνληαη 

σο θόθθηλεο νκνγελείο κάδεο, όηαλ παξαηεξνύληαη κε πνισκέλν θσο (Δηθόλα 15, αξηζηεξά), 

ελώ απνθηνύλ θηηξηλνπξάζηλε εκθάληζε, ιόγσ ηεο δηπινζιαζηηθόηεηάο ηνπο (Δηθόλα 15, 

δεμηά), όηαλ παξαηεξνύληαη θάησ από δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε, πνισηηθνύ 

κηθξνζθνπίνπ (Romhanyi, 1971).  Ωζηόζν, ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα ηεο ρξώζεο ησλ 

ηληδίσλ ηόζν in vivo όζν θαη in vitro ζπρλά απνδεηθλύνπλ ηεο ύπαξμε ελόο ζπλδπαζκνύ 
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ρξσκάησλ, εθηόο από ηελ εκθάληζε ηνπ πξάζηλνπ.  Η ρξσκαηηθή παιέηα πνπ πξνθύπηεη θαηά 

ηελ παξαηήξεζε ηνπ αληζόηξνπνπ ακπινεηδνγόλνπ πιηθνύ εμαξηάηαη από ηηο ζρεηηθέο 

δηεπζεηήζεηο ησλ κνξίσλ ηεο ρξσζηηθήο ζηα ηλίδηα, αιιά θαη από ην πάρνο ηνπ ππό κειέηε 

πιηθνύ (Howie, 2015).  Σν εύξεκα απηό εληζρύεηαη θαη από ην γεγνλόο όηη, θαζκαηνζθνπηθά 

ε πξόζδεζε ηεο ρξσζηηθήο ζηα ακπινεηδή ηλίδηα επάγεη κία κεηαηόπηζε ζηελ απνξξόθεζε 

ηεο από ηα 500 nm ζηα 540 nm (2.3.2.5, 2.3.2.6).   

 

 
Δηθόλα 16.  ρεκαηηθή  αλαπαξάζηαζε πνπ παξνπζηάδεη ζπλνπηηθά ηα ραξαθηεξηζηηθά ηεο 

δνκήο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη ηελ πξόζδεζε ηεο ρξσζηηθήο ζε απηά.  (α) 

Παθεηαξηζκέλεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο.  (β) Πεξηζιαζίγξακκα ηεο cross-β δνκήο ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  (γ) Τπνζεηηθά κνληέια πξόζδεζεο ηεο ρξσζηηθήο Congo Red ζηα 

ακπινεηδή –i– πξόζδεζε ησλ νκάδσλ ηνπ ζε θάζε 5 πεπηηδηθέο αιπζίδεο, –ii– απόζεζε 

κεηαμύ ησλ πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ (Πξνζαξκνγή από (Frid et al., 2007)).    
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Ο πνιπκνξθηθόο ραξαθηήξαο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, θαζώο θαη ν ραξαθηεξηζηηθόο 

cross-β ζθειεηόο ήηαλ ε βάζε γηα ηελ πξόηαζε πηζαλώλ κεραληζκώλ γηα ηελ πξόζδεζε ηεο 

ρξσζηηθήο Congo Red ζηα ππεξνκνξηαθά ζύκπινθα ησλ ηληδίσλ.  Ο κεραληζκόο ηεο 

αιιειεπίδξαζεο εηθάδεηαη όηη εμαξηάηαη από ηε δεπηεξνηαγή ζηεξενδηάηαμε ηνπ ζθειεηνύ, ε 

νπνία απνηειείηαη από β-πηπρσηέο επηθάλεηεο απξνζδηόξηζηνπ κήθνπο, κε ηνπο β-θιώλνπο 

ηνπο λα βξίζθνληαη θάζεηα ζε απηέο (DeLellis et al., 1968).  Η ίδηα δνκή ηεο ρξσζηηθήο 

πξνηείλεη όηη ε „πξόζδεζε‟ ζην ακπινεηδνγόλν πιηθό κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί κέζσ 

ελόο ζπλδπαζκνύ πδξόθνβσλ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ βελδνιηθώλ δαθηπιίσλ θαζώο θαη 

ησλ θνξηηζκέλσλ νκάδσλ ηεο ρξσζηηθήο (Frid et al., 2007) (Δηθόλα 16).   

Η ηδέα όηη ε απόζηαζε κεηαμύ 4 δηαδνρηθώλ β-θιώλσλ ζε κία εθηεηακέλε β-πηπρσηή 

επηθάλεηα είλαη πεξίπνπ 19 Å (4.7 Å απόζηαζε κεηαμύ δύν δηαδνρηθώλ β-θιώλσλ) θαη 

ζπκπίπηεη κε ηε κέηξεζε ηνπ κήθνπο κεηαμύ ησλ ζεηνκάδσλ ζηα άθξα ηνπ Congo Red, 

πξνηείλεη ην πξώην κνληέιν αιιειεπίδξαζεο (Klunk et al., 1989) (Δηθόλα 16γ-i).  Η 

ρξσζηηθή θαίλεηαη όηη δηεπζεηείηαη παξάιιεια ζηνλ άμνλα ηνπ ηληδίνπ θαη άξα θάζεηα ζηνπο 

β-θιώλνπο πνπ ζπγθξνηνύλ ηε β-πηπρσηή επηθάλεηα.  Η παξάιιειε επζπγξάκκηζε ηεο 

ρξσζηηθήο θαηά κήθνο ηνπ άμνλα ησλ ηληδίσλ θαη ε „θπιάθηζε‟ ησλ κνξίσλ εμεγεί ηε ζεηηθή 

εκθάληζε δηπινζιαζηηθόηεηαο θαη θαίλεηαη λα επλνείηαη από ηελ ύπαξμε αιπζίδσλ, όπσο ε 

ηζηηδίλε, ε αξγηλίλε θαη ε ιπζίλε, νη νπνίεο πξνηείλεηαη όηη πξνσζνύλ ηελ θνλγθνθηιηθόηεηα.  

Σν δεύηεξν ελαιιαθηηθό κνληέιν ππνζηεξίδεη ηελ ηνπνζέηεζε ηεο ρξσζηηθήο παξάιιεια 

ζηνπο β-θιώλνπο, θαη άξα θάζεηα ζηνλ άμνλα ησλ ηληδίσλ (Carter and Chou, 1998).  ηελ 

πεξίπησζε απηή ε ρξσζηηθή κπνξεί λα αιιειεπηδξά κε ηηο πιεπξηθέο αιπζίδεο ησλ β-

θιώλσλ, νη νπνίεο ηνπνζεηνύληαη θαλνληθά, δεκηνπξγώληαο ραξαθηεξηζηηθά δνκηθά κνηίβα 

(ή απιάθηα) θαηά κήθνο ηνπ άμνλα ησλ ηληδίσλ (Δηθόλα 16γ-ii).  
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1.4. Ακπινεηδνγέλεζε 

 

1.4.1.  Μεραληζκνί ακπινεηδνγέλεζεο 

Ο κεραληζκόο ηεο πξσηετληθήο ζπζζσκάησζεο εκπιέθεη έλαλ θαηαξξάθηε γεγνλόησλ 

πνπ πξαγκαηνπνηνύληαη ζηαδηαθά θαη νδεγνύλ κία πξσηεΐλε από ηελ κνλνκεξή ζηελ 

πνιπκεξή – ηληδηαθή θαηάζηαζε.  Παξάγνληεο όπσο ε πξσηετληθή ζπγθέληξσζε, ε ακηλνμηθή 

αθνινπζία ησλ πξσηετλώλ, θαζώο θαη νη ζπλζήθεο ηνπ κηθξνπεξηβάιινληνο επώαζεο (ξΗ, 

ηνληηθή ηζρύο, ζεξκνθξαζία) επεξεάδνπλ ηελ θηλεηηθή ηεο απηνζπγθξόηεζεο κε κνλαδηθνύο 

ηξόπνπο, θάλνληαο δύζθνιε ηελ πεξηγξαθή αθόκα θαη ηεο in vitro πξσηετληθήο 

ζπζζσκάησζεο.  Η δνκηθή κεηάβαζε κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλσλ κνλνκεξώλ ζε 

νξγαλσκέλεο δνκέο ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη όρη ζε άκνξθα ζπζζσκαηώκα πξσηετλώλ, 

απαηηεί ζπλζήθεο πνπ επλννύλ ηελ αξγή ππξήλσζε ησλ κνλνκεξώλ θαη ηελ νξγαλσκέλε 

απηνζπγθξόηεζε ηνπο ζε ηληδηαθέο ππεξδνκέο.   

 

 

Δηθόλα 17.  Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε ηεο δηαδηθαζίαο ηεο de novo ακπινεηδνγέλεζεο.  

(Πξνζαξκνγή από (Eichner and Radford, 2011)).   
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Η ζπλήζεο δηαδηθαζία ηεο de novo ακπινεηδνγέλεζεο πξαγκαηνπνηείηαη ζε ρξνληθά 

δηαζηήκαηα πνπ θπκαίλνληαη από ιεπηά κέρξη εκέξεο, ελώ ε δεκηνπξγία ηληδίσλ ζε 

ζπζρέηηζε κε ην ρξόλν εκθαλίδεη κία ζηγκνεηδή θαηαλνκή (Δηθόλα 17, καύξε θακπύιε).  Σν 

ρξνληθό δηάζηεκα ηεο κεηαηξνπήο ηεο πξσηεΐλεο ή ηνπ πεπηηδίνπ ζηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε 

(όπσο κεηξάηαη από ηε δέζκεπζε ρξσζηηθώλ ή άιιεο ηερληθέο) ηππηθά πεξηιακβάλεη κία 

θάζε ππξήλσζεο – αξγή θάζε –, ε νπνία αθνινπζείηαη από ηε θάζε επηκήθπλζεο – 

εθζεηηθή θάζε – θαη ηέινο ηε θάζε ζηαζεξνπνίεζεο – ζηαηηθή θάζε (plateau) –  (Naiki et 

al., 1997; Pedersen et al., 2004; Serio et al., 2000).  ηε θάζε ππξήλσζεο, θαηά ηελ νπνία ε 

ζπγθέληξσζε ησλ ηληδίσλ παξακέλεη ζρεδόλ κε αληρλεύζηκε, δεκηνπξγνύληαη ηα πξώηα 

παξνδηθά νιηγνκεξή, θαζώο θαη πξντληδηαθέο δνκέο ή „ππξήλεο‟ πνπ πξόθεηηαη λα 

ππνβνεζήζνπλ ηε δεκηνπξγία πνιπκεξώλ ησλ επόκελσλ ζηαδίσλ.  Η θάζε απηή 

αθνινπζείηαη από ηε θάζε επηκήθπλζεο, έλα εθζεηηθό ζηάδην ζην νπνίν θαηαγξάθνληαη 

απόηνκε αύμεζε ζηε ζπγθέληξσζε ησλ πξντληδηαθώλ νιηγνκεξώλ θαη αληρλεύζηκε πιένλ 

ζπγθέληξσζε ηληδηαθώλ δνκώλ.  Σν ηειηθό ζηάδην είλαη ε θάζε ζηαζεξνπνίεζεο, θαηά ηελ 

νπνία ε δηαζέζηκε ζπγθέληξσζε ηεο πξσηεΐλεο ζην δηάιπκα θαηαλαιώλεηαη πιήξσο θαη 

επηθξαηεί ε εκθάληζε δνκώλ ηππηθώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Δηθόλα 17) (Eichner and Radford, 

2011).   

Δηδηθόηεξα, ε αξγή θάζε ππξήλσζεο έρεη κειεηεζεί ηόζν πεηξακαηηθά όζν θαη 

ζεσξεηηθά ζε δηαθνξεηηθά ζπζηήκαηα θαη έρεη πξνηαζεί όηη εκθαλίδεη νκνηόηεηεο κε ηε 

δηαδηθαζία ηεο πξσηετληθήο θξπζηάιισζεο (Chayen, 2005).  Πξνζζήθε πξνζρεκαηηζκέλσλ 

πξντληδηαθώλ κνξθώλ ζην δηάιπκα κπνξεί λα πξνθαιέζεη κείσζε ηεο αξγήο θάζεο ή θαη 

θαηάξγεζή ηεο, όηαλ ν βαζκόο ζπζζσκάησζε είλαη ξαγδαίνο θαη αλεμάξηεηνο από ηελ 

αλάγθε ππξήλσζεο (Δηθόλα 17, θόθθηλε θακπύιε).  Έρεη αθόκα απνδεηρζεί όηη αιιαγέο ζηηο 

πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο ή ζπγθεθξηκέλνη ηύπνη κεηαιιαγώλ, κπνξεί λα κεηώζνπλ ή λα 

εμαιείςνπλ ηελ αξγή θάζε, επηδξώληαο πάιη ζε κία θαηάζηαζε ζηελ νπνία ν βαζκόο 

ζπζζσκάησζεο δελ εμαξηάηαη από ηελ ππξήλσζε (Chiti et al., 1999).   

Πξόζθαηεο κειέηεο απνδεηθλύνπλ όηη θαηά ηελ ηληδνγέλεζε είλαη πηζαλό λα 

πξαγκαηνπνηεζνύλ πεξηζζόηεξα από έλα δηαθξηηά γεγνλόηα ππξήλσζεο (Cohen et al., 2013).  

Η δεκηνπξγία ζηαζεξώλ νιηγνκεξηζκέλσλ κνξθώλ απνηειεί ηελ „βαζηθή ππξήλσζε‟ 

(primary nucleation event) θαη αθνξά νιηγνκεξή κε δνκέο ζηηο νπνίεο παξαηεξείηαη ε 

δπλακηθή πξνζζήθε πξσηετληθώλ κνλνκεξώλ (Δηθόλα 18, γ1 & γ2).  Έπεηηα από ηε 

ζπγθέληξσζε ηθαλνπνηεηηθνύ αξηζκνύ ώξηκσλ ηληδίσλ είλαη πηζαλή ε παξαηήξεζε θαη 

„δεπηεξνγελνύο ππξήλσζεο‟ (secondary nucleation), κε θαηαθεξκαηηζκό ησλ 
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ππαξρόλησλ ηληδίσλ (fragmentation) θαη δεκηνπξγία λέσλ νιηγνκεξηζκέλσλ ππξήλσλ.  

Με ηελ εκθάληζε απηώλ ησλ ιηγόηεξν ζηαζεξώλ νιηγνκεξώλ παξνπζηάδεηαη κία δπλακηθή 

πξνζζήθε κνλνκεξώλ ή νιηγνκεξώλ, ηα νπνία ηείλνπλ λα δεκηνπξγήζνπλ θαη πάιη ζηαζεξά 

πνιπκεξή (Δηθόλα 18, ε & ζη).  Παξόηη πνιιέο ιεπηνκέξεηεο παξακέλνπλ άγλσζηεο, ε γεληθή 

ηδέα είλαη όηη ν κεραληζκόο ηληδνγέλεζεο είλαη κία δπλακηθή δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία 

ηα πξσηετληθά κόξηα απηό-νξγαλώλνληαη ζε ηληδηαθνύο ζρεκαηηζκνύο κε ηε ζπλερή 

πξνζζήθε θαη αθαίξεζε κνξίσλ από ηα ηληδηαθά άθξα.  Έηζη, αθόκα θαη κεηά από ηε 

θάζε ζηαζεξνπνίεζεο ηα ώξηκα ηλίδηα ζπλππάξρνπλ καδί κε εμαηξεηηθά ρακειή 

ζπγθέληξσζε κνλνκεξώλ, ηα νπνία ζπλεηζθέξνπλ ζε γεγνλόηα ζπλερνύο αιιειεπίδξαζεο 

θαη απνκάθξπλζεο ζηα άθξα ησλ ηληδίσλ (Δηθόλα 18, Δηθόλα 19) (Tycko, 2015).   

 

Δηθόλα 18.  Απινπνηεκέλε ζρεκαηηθή απεηθόληζε ησλ κνξηαθώλ κνλνπαηηώλ ηεο 

ακπινεηδνγέλεζεο.  Ξεθηλώληαο από έλα πξσηετληθό κνλνκεξέο (α), κία αιιεινπρία από 

αληηζηξεπηά γεγνλόηα (πνξηνθαιί βέιε) νδεγεί ζηε δεκηνπξγία παξνδηθώλ νιηγνκεξώλ (β).  

Η πξνζζήθε άιισλ κνλνκεξώλ (κπιε βέιε) ζηα παξνδηθά νιηγνκεξή (γ1, γ2) κπνξεί λα 

νδεγήζεη ζηε δεκηνπξγία πνιπκνξθηθώλ ηληδίσλ (δ1, δ2).  Γεγνλόηα δεπηεξνγελνύο 

ππξήλσζεο κπνξεί λα νδεγήζνπλ ζε ζρεκαηηζκό ελδηάκεζσλ (πξάζηλα βέιε), όπσο ηα 

νιηγνκεξή ζηνλ κνλνπάηη (ε) ή ην πξσηντλίδην ζην κνλνπάηη (ζη), ηα νπνία κε ηε ζεηξά ηνπο 

ζα νδεγήζνπλ ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ δηαθξηηήο κνξθνινγίαο (δ) (Πξνζαξκνγή 

από (Tycko, 2015)). 
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Η ζπζζώξεπζε ησλ ηληδηαθώλ ζπζζσκαησκάησλ ζηηο ακπινεηδώζεηο ζεσξείηαη 

όηη πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηεο ππξήλσζεο θαη ηεο επέθηαζεο ησλ ηληδίσλ, ε νπνία 

βαζίδεηαη ζηελ πξνζζήθε νιηγνκεξώλ ζηα άθξα ησλ ηληδίσλ (Tanaka et al., 2006; Xue et al., 

2010), όπσο έρεη πεξηγξαθεί παξαπάλσ.  H Δηθόλα 19 παξνπζηάδεη ζρεκαηηθά ηα γεγνλόηα, 

θαηά ηελ ακπινεηδνγέλεζε, ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο.  Σα δηαθνξεηηθά νιηγνκεξή πνπ 

ζπζζσκαηώλνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ησλ πξώησλ ζηαδίσλ δεκηνπξγίαο ησλ ηληδίσλ (Δηθόλα 

19, ηνμηθά ελδηάκεζα) έρνπλ πξνηαζεί σο πεγή ηεο επαγόκελεο θπηηαξνηνμηθόηεηαο πνπ 

ζρεηίδεηαη κε ηηο ακπινεηδώζεηο, ελώ ν θαηαθεξκαηηζκόο ζεσξείηαη κία δεπηεξεύνπζα 

δηαδηθαζία „θιεηδί‟ ζηε ξαγδαία εμάπισζε ηεο ακπινεηδνγέλεζεο in vivo (Kayed et al., 

2003; Lesne et al., 2006; Sarell et al., 2013b) (Δηθόλα 19, ηληδηαθά νιηγνκεξή).   

 

 

Δηθόλα 19.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο πξσηετληθήο ζπζζσκάησζεο ζε παζνινγηθέο 

θαηαζηάζεηο.  Πεξηγξάθνληαη ηέζζεξα δηαθνξεηηθά κνλνπάηηα ζπζζσκάησζεο: (α) ην 

κνλνπάηη δεκηνπξγίαο ακπινεηδώλ ηληδίσλ από θπζηνινγηθά κνλνκεξή πνπ κεηαηξέπνληαη ζε 

κε-θπζηνινγηθά κνλνκεξή, (β) ην κνλνπάηη ζην νπνίν ζπκκεηέρνπλ κε ηνμηθά νιηγνκεξή πνπ 

δελ θαηαιήγνπλ ζε ακπινεηδή ηλίδηα, (γ) ην κνλνπάηη ησλ θαηαθεξκαηηζκέλσλ ηλίδησλ πνπ 

απηνζπγθξνηνύληαη μαλά πξνο ην ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη (δ) ην κνλνπάηη ησλ 

ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ δξνπλ σο ηθξηώκαηα γηα ηελ θαηάιπζε δεπηεξνγελνύο 

νιηγνκεξηζκνύ θαη ππξήλσζεο (Πξνζαξκνγή από (Verma et al., 2015)). 
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Oη πεξηζζόηεξεο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο πξνηείλνπλ όηη νη θαζνξηζηέο ηεο 

θπηηαξνηνμηθόηεηαο δελ ζρεηίδνληαη πάληα κε έλα είδνο κνξίσλ, επνκέλσο ηα ώξηκα ηλίδηα 

δελ πξέπεη λα εμαηξνύληαη θαηά ηε κειέηε ηεο θπηηαξνηνμηθόηεηαο, θαζώο δελ απνδεηθλύεηαη 

όηη είλαη αλελεξγέο κνξθέο ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο (Δηθόλα 19, ηνμηθά ώξηκα ηλίδηα).  

Κάησ από ζπλζήθεο ζηηο νπνίεο ε ππξήλσζε είλαη αξγή ν βαζκόο ηεο ηληδηαθήο αύμεζεο 

επηηαρύλεηαη δξαζηηθά από ηνλ ηληδηαθό θαηαθεξκαηηζκό (Δηθόλα 19γ), κία δηαδηθαζία ζηελ 

νπνία ηα ηληδηαθά νιηγνκεξή δεκηνπξγνύλ λέεο επηθάλεηεο δπλεηηθήο αιιειεπίδξαζεο (Xue 

et al., 2010).  Η αλάθηεζε λέσλ επηθαλεηώλ αιιειεπίδξαζεο αιιάδεη ηε δπλακηθή ησλ 

ηληδίσλ θαη επηηξέπεη ηε ζπζρέηηζή ηνπο κε επηθάλεηεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ 

βηνινγηθώλ κεκβξαλώλ ή άιισλ ηληδίσλ, αθόκα θαη όηαλ ε ζύλδεζε ή ε κνξηαθή 

αξρηηεθηνληθή ησλ ηληδίσλ αιιάδεη.  Η ζρεηηθή ζπγθέληξσζε ησλ νιηκεξώλ πνπ πξνθύπηνπλ 

από ηε δεπηεξνγελή ππξήλσζε θαη ησλ δηαζέζηκσλ ώξηκσλ ηληδίσλ ξπζκίδεη ηα γεγνλόηα 

δεπηεξνγελνύο ππξήλσζεο θαη ζπκβάιεη ζηελ αλαθύθιεζε ησλ νιηγνκεξώλ θαη ζηελ 

αλαηξνθνδόηεζε ηεο ακπινεηδνγέλεζεο (Karamanos et al., 2015; Verma et al., 2015).   

Έρεη βξεζεί όηη ελδνθιέβηα έλεζε ή ρνξήγεζε πξνζρεκαηηζκέλσλ ηληδίσλ από 

δηαθνξεηηθέο πεγέο κπνξεί λα νδεγεί ζηελ επηηάρπλζε ακπινείδσζεο ζε πνληηθνύο πνπ 

έρνπλ ππνζηεί θιεγκνλώδε αληίδξαζε (Lundmark et al., 2005; Lundmark et al., 2002).  

κνηα, έλεζε ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο prion ηνπ πνληηθνύ ζε κνξθή ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ έρεη βξεζεί όηη πξνθαιεί ηελ εκθάληζε ακπινείδσζεο πνπ επάγεηαη από ηα prion 

(Legname et al., 2004).  Έηζη, έρεη γίλεη επξέσο απνδεθηό όηη έλα πεξηβάιινλ εκπινπηηζκέλν 

κε ηληδηαθό πιηθό, απνηειεί παξάγνληα πςεινύ θηλδύλνπ γηα ηελ εκθάληζε κίαο αζζέλεηαο 

πνπ ζρεηίδεηαη κε ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Lundmark et al., 2005).  
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1.4.2.  Απηνζπγθξόηεζε ακπινεηδώλ ηληδίωλ ζε αηνκηθό επίπεδν 

Η ηδέα ηεο θνηλήο αξρηηεθηνληθήο ηεο cross-β δνκήο πνπ απαληάηαη ζε όια ηα 

ακπινεηδή ηλίδηα ππήξμε ε αθνξκή γηα ηελ πξόηαζε κνληέισλ πνιπκεξηζκνύ θαη ζε αηνκηθό 

επίπεδν.  Σα δεδνκέλα πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ, παξόηη πεξηγξάθνπλ ηελ επαλαιακβαλόκελε 

δηεπζέηεζε ησλ κνξίσλ ζην ρώξν, δελ έρνπλ κέρξη ζήκεξα πεξηγξάςεη ηελ αθξηβή κνξηαθή 

νξγάλσζε ησλ πξσηετλώλ πνπ δεκηνπξγνύλ ηνλ θνηλό ζθειεηό ησλ ηληδίσλ.  Η 

απηνζπγθξόηεζε ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε αηνκηθό επίπεδν δηακεζνιαβείηαη από 

ελδηάκεζεο – κεξηθώο δηπισκέλεο – θαηαζηάζεηο, νη νπνίεο δεκηνπξγνύληαη είηε κέζσ ηνπ 

κεξηθνύ μεδηπιώκαηνο θπζηνινγηθώλ πξσηετλώλ ή κέζσ ηεο κεξηθήο νξγάλσζεο εγγελώο κε 

δνκεκέλσλ πξσηετλώλ (intrinsically disordered proteins - IDPs).  Σα νξγαλσκέλα 

ζπζζσκαηώκαηα, πνπ πξνεγνύληαη ηεο δεκηνπξγίαο ηεο ηειηθήο ηληδηαθήο δνκήο, είλαη νη 

δνκηθνί ιίζνη ησλ πνιπκεξηζκέλσλ δνκώλ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη ην θνηλό δνκηθό 

ραξαθηεξηζηηθό ηνπο είλαη νη ηνπηθέο ή εθηεηακέλεο ζηεξενδηαηαμηθέο ηξνπνπνηήζεηο, πνπ 

έρνπλ ππνζηεί θαηά ηελ ακπινεηδνγέλεζε.  

 

 

Δηθόλα 20.  Οη ελαιιαθηηθνί κεραληζκνί ηεο απηνζπγθξόηεζεο ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ ζε 

ακπινεηδή ηλίδηα.  Σα νξγαλσκέλα ζπζζσκαηώκαηα κπνξεί λα απηνζπγθξνηνύληαη κε 

κεραληζκνύο ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ (1), cross-β ζθειεηνύ 

(2) ή ζηνίβαμεο (3)(4) (Πξνζαξκνγή από (Jahn and Radford, 2008)). 

 

Σα κνξηαθά κνληέια ηεο δεκηνπξγίαο ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε αηνκηθό επίπεδν 

επηρεηξνύλ λα πεξηγξάςνπλ κε αθξίβεηα ηνλ ηξόπν κε ηνλ νπνίν κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλα 

κνλνκεξή ζπζρεηίδνληαη θαη αιιειεπηδξνύλ κε ηειηθό ζηόρν ηε δεκηνπξγία ησλ ακπινεηδώλ 
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ηληδίσλ.  Σα κνληέια πνιπκεξηζκνύ πεξηγξάθνπλ ηξεηο γεληθέο θαηεγνξίεο: ην κνληέιν 

αλαδίπισζεο (refolding model), ην κνληέιν εγγελώο κε δνκεκέλσλ πξσηετλώλ (natively 

disordered model) θαη ηέινο, ην κνληέιν αιιειεπίδξαζεο κέζσ ζπλεηζθνξάο (gain of 

interaction model) (Nelson and Eisenberg, 2006c). 

 

Μνληέιν αλαδίπισζεο.  Σν κνληέιν ηεο αλαδίπισζεο πεξηγξάθεη ηελ θάζε 

ακπινεηδνγόλν πξσηεΐλε σο έλα κόξην πνπ κπνξεί λα βξίζθεηαη ζε δύν δηαθξηηέο 

θαηαζηάζεηο, ηε θπζηνινγηθή δηπισκέλε θαηάζηαζε θαη ηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε (Nelson 

and Eisenberg, 2006b) (Δηθόλα 21).  Καηά ηελ κεηάβαζε από ηε κία θαηάζηαζε ζηελ άιιε ε 

πξσηεΐλε μεδηπιώλεηαη θαη έπεηηα δηπιώλεηαη εθ λένπ ζηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε, κία 

δηαδηθαζία πνπ έρεη πξνηαζεί γηα ηελ ηλζνπιίλε (Jimenez et al., 2002), ηελ SH3 απηνηειή 

δνκηθή πεξηνρή (Jimenez et al., 1999) θαη ηελ prion πξσηεΐλε (Govaerts et al., 2004).  Η 

δεκηνπξγία ηεο ηληδηαθήο θαηάζηαζεο θαζνξίδεηαη από ην ζρεκαηηζκό δεζκώλ πδξνγόλνπ 

κεηαμύ ησλ αηόκσλ ηνπ πξσηετληθνύ ζθειεηνύ, ελώ ε ακηλνμηθή ζύζηαζε ησλ πξσηετλώλ 

πνπ ππόθεηληαη ζε απηό ην κεραληζκό δελ παίδεη θαζνξηζηηθό ξόιν (Fandrich and Dobson, 

2002; Fandrich et al., 2001).   

 

Μνληέιν εγγελώο κε δνκεκέλσλ πξσηετλώλ.  Πνιιά πξσηετληθά κόξηα, ή ηκήκαηα 

ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ πνπ ζρεκαηίδνπλ ακπινεηδή ηλίδηα αλήθνπλ ζηελ θαηεγνξία ησλ 

εγγελώο κε δνκεκέλσλ πξσηετλώλ (intrinsically disordered proteins - IDPs) ή ηκεκάησλ 

(intrinsically disordered regions - IDRs).  Η ηδηαίηεξε απηή νκάδα απνηειείηαη από πξσηεΐλεο 

πνπ δελ δηαζέηνπλ θαζνξηζκέλε ζηεξενδηάηαμε ή ηξηζδηάζηαηε δνκή, αιιά ηελ απνθηνύλ 

παξά κόλν όηαλ βξεζνύλ ζε έλα πεξηβάιινλ ζην νπνίν κπνξνύλ λα αιιειεπηδξάζνπλ κε 

άιια κόξηα.  Καηά ηε δηαδηθαζία ηεο ηληδνγέλεζεο ζεσξείηαη όηη ηκήκαηα ή νιόθιεξεο νη 

πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο ησλ εγγελώο κε δνκεκέλσλ πξσηετλώλ ζπκκεηέρνπλ ζηε 

δεκηνπξγία ηνπ cross-β ζθειεηνύ, θαζώο ε απνπζία θαζνξηζκέλεο ζηεξενδηάηαμεο 

πξνζδίδεη ζε απηά ηα κόξηα κεγάιε ζηεξενδηαηαμηθή ειεπζεξία.  Υαξαθηεξηζηηθά 

παξαδείγκαηα ζε απηή ηελ θαηεγνξία είλαη ην ηκήκα HET-s ησλ κπθήησλ (Ritter et al., 

2005), ην ακηλνηειηθό ηκήκα ησλ prion ηεο δύκεο (Kajava et al., 2004), ην ηκήκα 

πνιπγινπηακίλεο ηεο ραληηθηίλεο ηνπ αλζξώπνπ (Nelson et al., 2005), θαζώο θαη ην Αβ 

πεπηίδην (Luhrs et al., 2005). 
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Δηθόλα 21.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κνληέινπ αλαδίπισζεο.  (α) Απινπνηεκέλν ζρήκα ηεο δνκηθήο 

κεηάβαζεο ελόο πξσηετληθνύ κνξίνπ από ηε θπζηνινγηθή ζηε ηληδηαθή θαηάζηαζε.  Η κεηαηξνπή από ηε κία 

ζηελ άιιε κνξθή πξνθαιεί μεδίπισκα ηεο θπζηνινγηθήο πξσηεΐλεο θαη εθ λένπ δίπισκα πξνο ην 

ζρεκαηηζκό ηνπ ακπινεηδνύο ζθειεηνύ (Πξνζαξκνγή από (Nelson and Eisenberg, 2006a)). (β-ε) Σν κνληέιν 

αλαδίπισζεο θαηά ηελ απηνζπγθξόηεζε ηεο ηλζνπιίλεο ζε ακπινεηδή ηλίδηα.  Η ζηεξενδηαηαμηθή 

ηξνπνπνίεζε ησλ δύν αιπζίδσλ ηεο ηλζνπιίλεο (γ1, γ2) νδεγεί ζηε δεκηνπξγία αληηθξηζηώλ β-θιώλσλ (δ), ε 

ζηνίβαμε ησλ νπνίσλ νδεγεί ζηε ζπγθξόηεζε ηνπ άμνλα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη θαη‟ επέθηαζε ζηε 

δεκηνπξγία ππεξειίθσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (ε) (Πξνζαξκνγή από (Jimenez et al., 2002)). 

 

 
Δηθόλα 22.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κνληέινπ εγγελώο κε δνκεκέλσλ πξσηετλώλ.  (α) Απινπνηεκέλν 

ζρήκα ηεο δνκηθήο κεηάβαζεο ελόο πξσηετληθνύ κνξίνπ από ηελ ελδνγελώο κε δνκεκέλε ζηελ ηληδηαθή 

θαηάζηαζε (Πξνζαξκνγή από (Nelson and Eisenberg, 2006a)).  (β-γ) Σν ζηεξενδηαηαμηθό θεξκνπάξ πνπ 

δεκηνπξγείηαη από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ GNNQQNY ηεο ραληηθηίλεο ηνπ αλζξώπνπ 

(Πξνζαξκνγή από (Nelson et al., 2005)).     
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Μνληέιν αιιειεπίδξαζεο κέζσ ζπλεηζθνξάο.  Η θαηεγνξία ηεο αιιειεπίδξαζεο 

κέζσ ζπλεηζθνξάο αληηζηνηρεί ζε κνληέια πνπ αθνξνύλ ηε ζηεξενδηαηαμηθή αιιαγή κίαο 

πεξηνρήο ηεο θπζηνινγηθήο πξσηεΐλεο, ελώ ραξαθηεξηζηηθό ηνπ κνληέινπ είλαη ε 

δηαηήξεζε κεγάινπ ηκήκαηνο ζηε θπζηνινγηθήο ζηεξενδηάηαμεο ζηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε.  

πλερόκελε αιιειεπίδξαζε ησλ πξσηετληθώλ ηκεκάησλ πνπ ζπλεηζθέξνληαη νδεγεί 

ζηε δεκηνπξγία ηνπ ζθειεηνύ ηεο ηληδηαθήο δνκήο, ελώ ζεσξείηαη όηη ην κεγαιύηεξν 

κέξνο ηεο πξσηεΐλεο παξακέλεη σο δηαθόζκεζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ ππξήλα ζηελ ηειηθή 

ηληδηαθή θαηάζηαζε.  Σα ραξαθηεξηζηηθά ησλ πξσηετληθώλ ηκεκάησλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηελ 

ηληδνγέλεζε, θαζώο θαη ν ηξόπνο κε ηνλ νπνίν αιιειεπηδξνύλ δηαρσξίδνπλ ηελ παξνύζα 

θαηεγνξία ηληδνγέλεζεο ζε ηέζζεξα επηκέξνπο κνληέια: 1) ην κνληέιν ηεο ζηνίβαμεο 

(direct stacking), 2) ην κνληέιν ηνπ cross-β ζθειεηνύ (cross-β spine), 3) ην κνληέιν ηεο 

ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ (3D Domain swapping) θαη 

ηέινο, 4) ην κνληέιν ηνπ cross-β ζθειεηνύ πνπ δεκηνπξγείηαη από ηελ ηξηζδηάζηαηε 

αληαιιαγή απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ (3D Domain swapping with “cross-β” spine). 

 

 

Δηθόλα 23.  ρεκαηηθή απεηθόληζε ησλ ππνθαηεγνξηώλ ηνπ κνληέινπ αιιειεπίδξαζεο κέζσ 

ζπλεηζθνξά (Πξνζαξκνγή από (Nelson and Eisenberg, 2006b)). 

 

Η πξώηε θαηεγνξία (κνληέιν ζηνίβαμεο) πεξηιακβάλεη απηνζπγθξόηεζε κεηαμύ 

δηαδνρηθώλ κνλνκεξώλ πνπ αιιειεπηδξνύλ ζρεκαηίδνληαο ζηνίβα θαηά κήθνο ηνπ 

άμνλα ηνπ ηληδίνπ. Οη επηθάλεηεο αιιειεπίδξαζεο είλαη ηύπνπ αιιειεπίδξαζεο θεθαιή – 
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νπξά θαη ε ζηεξενδηαηαμηθή αιιαγή εληνπίδεηαη θνληά ζηελ επηθάλεηα ή απνθαιύπηεηαη 

κέζσ ηνπηθήο ηξνπνπνίεζεο ζηε δνκή ηνπ κνλνκεξνύο.  Ο κεραληζκόο ηληδνγέλεζεο κέζσ 

ζηνίβαμεο πεξηγξάθεη ηδαληθά ηελ ηληδνγέλεζεο ζε ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο κε 

θπζηνινγηθά δηπιώκαηα ηύπνπ αλνζνθαηξίλεο (β-sandwich fold) ή β-βαξειηώλ (β-barrels).  

Υαξαθηεξηζηηθά παξαδείγκαηα ζε απηή ηελ θαηεγνξία απνηεινύλ ε ηξαλζζπξεηίλε (Peterson 

et al., 1998), ε ππεξνμεηδηθή δηζκνπηάζε 1 (Elam et al., 2003) θαη ε ειαθξηά αιπζίδα ηεο 

αλνζνζθαηξίλεο (Huang et al., 1997).   

 
Δηθόλα 24.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κνληέινπ ηεο ζηνίβαμεο.  (α) Απινπνηεκέλν 

ζρήκα ηεο ζηνίβαμεο κνλνκεξώλ πξνο ηε δεκηνπξγία ηνπ cross-β άμνλα ησλ ηληδίσλ 

(Πξνζαξκνγή από (Nelson and Eisenberg, 2006a)), (β-γ) Σν πξνηεηλόκελν κνληέιν 

πνιπκεξηζκνύ ηεο αλζξώπηλεο ππεξνμεηδηθήο δηζκνπηάζεο 1 ζε απεηθόληζε 

ρσξνπιεξσηηθνύ κνληέινπ (β) θαη θαξηνύλ (γ).  εκεηώλεηαη ε δηεπηθάλεηα 

αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ παξαθείκελσλ κνλνκεξώλ (Πξνζαξκνγή από (Elam et al., 2003)). 

 

πσο είλαη γλσζηό, ν cross-β ζθειεηόο απνηειείηαη από δύν ή πεξηζζόηεξεο, επίπεδεο 

ή ζηξακκέλεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο, πνπ ζπγθξνηνύληαη από παξάιιεινπο ή 

αληηπαξάιινπο β-θιώλνπο.  Η αξρηηεθηνληθή απηή πξνηείλεη ηε δεύηεξε θαηεγνξία 

αιιειεπίδξαζεο κέζσ ζπλεηζθνξάο ζηελ νπνία ε ζηεξενδηαηαμηθή αιιαγή ελόο κηθξνύ 

κόλν ακπινεηδνγόλνπ ηκήκαηνο κίαο θπζηνινγηθήο πξσηεΐλεο είλαη αξθεηή γηα λα 

ζπγθξνηήζεη ηνλ cross-β άμνλα κίαο ηληδηαθήο δνκήο.  Υαξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα ηεο 
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θαηεγνξίαο απηήο είλαη ην κνληέιν πνιπκεξηζκνύ πνπ έρεη πξνηαζεί γηα ηελ ακπινεηδνγόλν 

πξσηεΐλε β2-κηθξνζθαηξίλε, ζηελ νπνία κία κηθξή ζηεξενδηαηαμηθή ηξνπνπνίεζε αιιάδεη ην 

θαξβνμπηειηθό ηκήκα ηεο πξσηεΐλεο ζε δνκή β-θνπξθέηαο, ε νπνία απηνζπγθξνηείηαη κε 

άιιεο όκνηέο ηεο πξνο ηε δεκηνπξγία ηνπ άμνλα ηνπ ηληδίνπ.  Αμηνζεκείσην είλαη ην γεγνλόο 

όηη ε ππόινηπε πξσηεΐλε δηαηεξεί ηε θπζηνινγηθή δνκή ηεο, θαζώο παθεηάξεηαη πεξηκεηξηθά 

θαη πξνζηαηεύεη ηηο δύν β-πηπρσηέο επηθάλεηεο ηνπ ζθειεηνύ (Ivanova et al., 2004).   

 

 

Δηθόλα 25.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κνληέινπ ηνπ cross-β ζθειεηνύ.  (α) 

Απινπνηεκέλν ζρήκα ηεο αιιειεπίδξαζεο δηαδνρηθώλ β-θιώλσλ πξνο ηε δεκηνπξγία ηνπ 

cross-β άμνλα ησλ ηληδίσλ (Πξνζαξκνγή από (Nelson and Eisenberg, 2006a)). (β-γ) Ο 

ακπινεηδνγόλνο ππξήλαο ηεο β2-κηθξνζθαηξίλεο δεκηνπξγείηαη από ηελ αιιειεπίδξαζε 

γεηηνληθώλ θαξβνμπηειηθώλ ηκεκάησλ κε δνκή β-θνπξθέηαο (Πξνζαξκνγή από  (Ivanova et 

al., 2004)). 

 

Σν κνληέιν ηεο ηξηζδηάηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ βαζίδεηαη ζηελ 

ζηεξενδηαηαμηθή ηξνπνπνίεζε κία πεξηνρήο αξκνύ πνπ ζπλδέεη δύν απηνηειή δνκηθά 

ζηνηρεία ελόο πξσηετληθνύ κνξίνπ.  Η ζηεξενδηαηαμηθή αιιαγή επηηξέπεη είηε ηελ 

ζπλερόκελε αιιειεπίδξαζε κεηαμύ απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ δηαθνξεηηθώλ κνξίσλ 

πξνο ην ζρεκαηηζκό ηνπ ζθειεηνύ ηνπ ακπινεηδνύο ηληδίνπ (Δηθόλα 26β), είηε ελαιιαθηηθά 

ηε δεκηνπξγία δηκεξώλ πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ παξαπάλσ ηξηζδηάζηαηε αληαιιαγή θαη 
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κπνξνύλ λα ζηνηβάδνληαη πξνο ην ζρεκαηηζκό ζπλερόκελσλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ.  

Υαξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα απνηειεί ε κνξηαθή αιιειεπίδξαζε ζηελ πεξίπησζε ηεο 

ακπινεηδνγόλνπ θπζηαηίλεο C (Janowski et al., 2004; Staniforth et al., 2001).  Ωζηόζν, ζα 

πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη ην κνληέιν ηεο ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ 

πεξηνρώλ, παξόηη έρεη κειεηεζεί εθηελώο δελ πεξηγξάθεη κε αθξίβεηα ην παθεηάξηζκα ησλ β-

θιώλσλ θαη ηε ζπγθξόηεζε ησλ δηαδνρηθώλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ ηεο cross-β δνκήο.  

Σέινο, ην κνληέιν ηνπ cross-β ζθειεηνύ πνπ δεκηνπξγείηαη από ηελ ηξηζδηάζηαηε αληαιιαγή 

απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ απνηειεί ζπλδπαζκό ησλ δύν πξνεγνύκελσλ κνληέισλ 

απηνζπγθξόηεζεο θαη ζπλαληάηαη ζηελ κεηαιιαγκέλε δνκή ηεο ξηβνλνπθιεάζεο Α 

(Sambashivan et al., 2005). 

 

 
Δηθόλα 26.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κνληέινπ ηεο ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο 

απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ.  (α) Απινπνηεκέλν ζρήκα ηεο ζπλερόκελεο ζπλεηζθνξάο 

απηνηειώλ δνκηθώλ ζηνηρείσλ κεηαμύ γεηηνληθώλ κνλνκεξώλ (Πξνζαξκνγή από (Nelson and 

Eisenberg, 2006a)). (β) Η ζηεξενδηαηαμηθή ηξνπνπνίεζε κία πεξηνρήο αξκνύ (ινύπεο) πνπ 

ζπλδέεη δύν απηνηειή δνκηθά ζηνηρεία ελόο πξσηετληθνύ κνξίνπ (πξάζηλν & γαιάδην) νδεγεί 

ζηε δεκηνπξγία ηνπ ζθειεηνύ ηνπ ακπινεηδνύο ηληδίνπ (Πξνζαξκνγή από (Janowski et al., 

2004)).  
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1.4.3. Γηαζηαπξωηή ππξήλωζε κεηαμύ ακπινεηδνγόλωλ πξωηεϊλώλ 

 

Έλα θνηλό εύξεκα ζην λεπξνεθθπιηζκό είλαη ε ζπλύπαξμε πεξηζζόηεξσλ ηνπ ελόο 

πξσηετληθώλ κνξίσλ ζηηο ελαπνζέζεηο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Δλδεηθηηθά, ζην ζύλδξνκν 

Gerstmann-Sträussler-Scheinker, έρεη θαηαγξαθεί ε εμσθπηηαξηθή ζπλ-ελαπόζεζε ηεο prion 

θαη ηνπ Αβ πεπηηδίνπ (Miyazono et al., 1992), ελώ νκνίσο, ζηελ νηθνγελή ακπινείδσζε 

αηόκσλ κε θαηαγσγή από ηε Γαλία (Familial Danish Dementia) ην Αβ πεπηίδην ζπλππάξρεη 

κε ην πεπηίδην ADan ζε ελαπνζέζεηο ησλ αγγείσλ (Tomidokoro et al., 2005).  Αληίζηνηρα, 

ζηε λόζν ηνπ Parkinson, ελδνθπηηαξηθά έγθιεηζηα α-ζπλνπθιεΐλεο θαη tau κπνξεί λα 

βξίζθνληαη ζηα ίδηα θύηηαξα θαη λα εκθαλίδνπλ παξόκνηα κνξθνινγία (Crystal et al., 2003).  

Σν θαηλόκελν απηό, πνπ νλνκάδεηαη δηαζηαπξσηή ππξήλσζε (cross-seeding) ή 

ζπλεξγαηηθόο πνιπκεξηζκόο (co-polymerization), ζεσξείηαη όηη επλνείηαη από ηελ ύπαξμε 

παξόκνησλ θύξησλ πξσηετληθώλ αιπζίδσλ κεηαμύ δηαθνξεηηθώλ πξσηετληθώλ κνξίσλ πνπ 

απηνζπγθξνηνύληαη ζε απξνζδηόξηζηνπ κήθνπο, κε-δηαθιαδηζκέλα ακπινεηδή ηλίδηα 

(Eisenberg and Jucker, 2012).  Η δηαζηαπξσηή ππξήλσζε παξέρεη κία „ειθπζηηθή‟ εμήγεζε 

γηα ηε ζπλεύξεζε ησλ κνξίσλ ζηηο ελδνθπηηαξηθέο ή εμσθπηηαξηθέο ελαπνζέζεηο, κνινλόηη 

δελ ππάξρεη μεθάζαξε απόδεημε γηα ην κεραληζκό ηεο.  Η εύξεζε όηη ε αιιειεπίδξαζε ηεο 

ακπινεηδνγόλνπ θπζηαηίλεο C θαη ηνπ Αβ πεπηηδίνπ ζηνλ εγθέθαιν κπνξεί λα θαζπζηεξεί 

ηελ εθδήισζε ηεο λόζνπ ηνπ Alzheimer ζε δηαγνληδηαθνύο πνληηθνύο (Kaeser et al., 2007), 

αλέδεημε θαη ηε δηαζηαπξσηή αλαζηνιή σο δηαδηθαζία θιεηδί γηα ηελ πηζαλή αλάπηπμε 

κνξίσλ θαξκαθνινγηθνύ ελδηαθέξνληνο (Yan et al., 2007). 

Η δηαζηαπξσηή ππξήλσζε πηζηεύεηαη όηη νδεγεί ζην ζρεκαηηζκό κίαο εηεξνγελνύο 

cross-β θύξηαο πξσηετληθήο αιπζίδαο (Δηθόλα 27), αλ θαη ελαπνζέζεηο από δύν 

δηαθνξεηηθέο πεγέο κπνξεί λα αλαπηύζζνληαη αλεμάξηεηα ε κία από ηελ άιιε (Dobson, 

1999).  πρλά ε κε θπζηνινγηθή απνκάθξπλζε ιάζνο δηπισκέλσλ πξσηετληθώλ κνξίσλ 

δεκηνπξγεί πξσηετληθά ηδήκαηα ηα νπνία κπνξεί λα ππξνδνηνύλ έκκεζα ηε ζπζζσκάησζε 

άιισλ πξσηετλώλ.  Αλ ε ππξήλσζε κίαο πξσηεΐλεο είλαη ζπκπιεξσκαηηθή σο πξνο ην ζρήκα 

ηεο ζε έλα ηκήκα ηεο δεύηεξεο πξσηεΐλεο, αλακέλνπκε λα ζρεκαηηζηεί έλα ζπλδπαζηηθόο 

cross-β ζθειεηόο, ν νπνίνο ζα ιεηηνπξγεί σο ππξήλαο ζπλεξγαηηθήο ζπζζσκάησζεο 

εηεξνπνιπκεξώλ ηληδίσλ (Andreetto et al., 2010).  Απνδεηθλύεηαη πεηξακαηηθά όηη ν 

ζπλεξγαηηθόο πνιπκεξηζκόο κπνξεί λα ηξνπνπνηήζεη ην βαζκό ή/θαη ην κεραληζκό 

ζπζζσκάησζεο θαη λα ζπλεηζθέξεη ζηελ παζνγέλεηα (Δηθόλα 28).  Ο Young θαη νη 

ζπλεξγάηεο ηνπ απνθάιπςαλ πξόζθαηα όηη ν ζπλεξγαηηθόο πνιπκεξηζκόο δηαθνξεηηθώλ 
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αθνινπζηώλ κπνξεί λα αιιάμεη δξαζηηθά ην βαζκό δεκηνπξγίαο ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

ιόγσ ηεο ηξνπνπνίεζεο ησλ ηδηνηήησλ ησλ νιηγνκεξώλ πνπ ζπλππάξρνπλ ζην δηάιπκα 

(Young et al., 2017).   

 

 
Δηθόλα 27.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ελόο εύξνπο πηζαλώλ εηεξνπνιπκεξώλ β2-

κηθξνζθαηξίλεο.  Με κπιε απεηθνλίδεηαη ε δνκή ηεο κεηαιιαγκέλεο β2-κηθξνζθαηξίλεο 

(PDB ID: 2XKU) θαη κε καηδέληα ε δνκή ηεο β2-κηθξνζθαηξίλεο θπζηθνύ ηύπνπ (PDB ID: 

2XKS) (Πξνζαξκνγή από (Sarell et al., 2013a)). 

 

ην άξζξν αλαζθόπεζεο ηεο Sarell θαη ησλ ζπλεξγαηώλ ηεο ε δηαζηαπξσηή ππξήλσζε 

ή ζπλεξγαηηθόο πνιπκεξηζκόο κπνξεί λα νθείιεηαη θαηά πεξίπησζε ζε δηαθνξεηηθά πηζαλά 

ζελάξηα (Sarell et al., 2013a).  Ο ζπλεξγαηηθόο πνιπκεξηζκόο πξσηετλώλ ή πεπηηδίσλ κε 

παξόκνηα πξσηνηαγή δνκή πξνηείλεη όηη ε επηηπρία ηεο ππξήλσζεο εμαξηάηαη από ηελ 

νκνηόηεηα ησλ „ππξήλσλ‟ θαη ησλ κνλνκεξώλ, ζε επίπεδν αθνινπζίαο.  Σν εύξεκα απηό 

ηαπηνπνηήζεθε ζε πεηξάκαηα ζπζζσκάησζεο ζηε ιπζνδύκε, ζηα νπνία απόθιηζε από ηελ 

αθνινπζία ηεο πξσηεΐλεο δελ εκθάληδε θάπνηα επίδξαζε ζηελ ηληδνγέλεζε, ελώ παξαιιαγέο 

ηεο πξσηεΐλεο κε κηθξέο δηαθνξνπνηήζεηο (νκνηόηεηα ~95%) παξνπζίαδαλ ίδηα ζπκπεξηθνξά 

ππξήλσζεο κε ηε θπζηθνύ ηύπνπ πξσηεΐλε (Krebs et al., 2004a).  Ωζηόζν, ε ζεκαζία ηεο 

πξσηνηαγνύο δνκήο ζηνλ θαζνξηζκό ηεο ηθαλόηεηαο ησλ πξσηετλώλ λα ζπκπαξαζύξνπλ ε 

κία ηελ άιιε είλαη πην πνιύπινθε από ηελ „κία πξνο κία δξάζε ησλ πξσηετλώλ.  Έλα 

αληηπαξάδεηγκα απνηειεί ε ζεκαληηθή επίδξαζε ησλ πςειά ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ ηεο 
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ακπιίλεο ζην Αβ πεπηίδην, κε ην νπνίν κνηξάδνληαη πνιύ κηθξή νκνινγία (~39%) (Andreetto 

et al., 2010). 

Μία δηαθνξεηηθή πξνζέγγηζε αθνξά ηνλ ζπλεξγαηηθό πνιπκεξηζκό θαηά ηνλ νπνίν ε 

κία πξσηεΐλε εληζρύεη ην ακπινεηδνγόλν δπλακηθό ηεο άιιεο.  Η κείμε δύν 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ κπνξεί λα αιιάμεη ηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ κνξίσλ πνπ 

δεκηνπξγνύληαη θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο ακπινεηδνγέλεζεο.  Σα εηεξνπνιπκεξή δελ έρνπλ 

κία κέζε δνκή ή κία κέζε ζεξκνδπλακηθή, θαζώο πξνθύπηνπλ από ην ζπλδπαζκό δύν 

δηαθνξεηηθώλ πξόδξνκσλ κνξίσλ.  ηελ πεξίπησζε απηή ε ζπλεξγαηηθή ζπζζσκάησζε 

κπνξεί λα δηαθνξνπνηήζεη ηε κνξθνινγία θαη ηε ζηαζεξόηεηα πξώηα ησλ ελδηάκεζσλ 

νιηγνκεξώλ, παξαηείλνληαο ηε δσή ησλ ηνμηθώλ κνξθώλ θαη έπεηηα ησλ ώξηκσλ κνξθώλ 

ζπκβάιινληαο ζηελ εκθάληζε έληνλα πνιπκνξθηθώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Σέινο, ε δνκή 

θαη νη κεηα-κεηαγξαθηθέο ηξνπνπνηήζεηο επεξεάδνπλ ηε δπλαηόηεηα ζπλεξγαηηθνύ 

πνιπκεξηζκνύ  θαζώο πξόζθαηεο κειέηεο απνδεηθλύνπλ όηη ακηλνμηθά θαηάινηπα πνπ δξνπλ 

σο „θαζνξηζηέο‟ ζηηο αθνινπζίεο ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ ζπκβάιινπλ ζηε δηαζηαπξσηή 

ππξήλσζε θαη νδεγνύλ ζηελ εκθάληζε πνιπκνξθηθώλ εηεξνπνιπκεξώλ (Sarell et al., 

2013b). 

 

 

Δηθόλα 28.  Απινπνηεκέλε παξνπζίαζε ηεο δεκηνπξγίαο εηεξννιηγνκεξώλ.  Οη ζθαηξηθέο 

πδαηνδηαιπηέο κνξθέο ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ παξνπζηάδνληαη κε πνξηνθαιί θαη κνβ 

ζθαίξεο (αξηζηεξά).  Παξαηεξνύκε όηη ε ακπινεηδνγέλεζε θαηά ηε δηαζηαπξσηή ππξήλσζε 

κεηαμύ ησλ δύν δηαθνξεηηθώλ πξσηετληθώλ κνξίσλ δηαθνξνπνηεί ηελ θηλεηηθή δεκηνπξγίαο 

ηνπ εηεξννιηγνκεξώλ (Πξνζαξκνγή από (Young et al., 2017)). 
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1.5. Ακπινεηδώζεηο – ηεξενδηαηαμηθέο Αζζέλεηεο 

 

Έλα κεγάιν θάζκα αλζξώπηλσλ αζζελεηώλ πξνθύπηεη από ηελ απνηπρία 

ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλώλ λα απνθηήζνπλ ή λα δηαηεξήζνπλ ηε θπζηνινγηθή ηνπο – 

ιεηηνπξγηθή – ζηεξενδηάηαμε.  Οη παζνινγηθέο απηέο θαηαζηάζεηο αλαθέξνληαη ζπρλά σο 

αζζέλεηεο πνπ πξνθύπηνπλ ιόγσ ηνπ κε-θπζηνινγηθνύ δηπιώκαηνο ησλ πξσηετληθώλ 

κνξίσλ (protein misfolding diseases) ή ζηεξενδηαηαμηθέο αζζέλεηεο (protein 

conformational diseases), θαζώο πεξηιακβάλνπλ θαηαζηάζεηο ζηηο νπνίεο κία „βιάβε‟ ζηε 

δηαδηθαζία ηνπ δηπιώκαηνο ηεο πξσηεΐλεο νδεγεί ζηελ ειάηησζε ηεο πνζόηεηαο πνπ ππάξρεη 

δηαζέζηκε γηα λα επηηειέζεη ην θπζηνινγηθό ηεο ξόιν (Chiti and Dobson, 2006).  

Η κεγαιύηεξε νκάδα αζζελεηώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ην κε-θπζηνινγηθό δίπισκα 

νλνκάδνληαη ακπινεηδώζεηο θαη νθείινληαη ζηε κεηαηξνπή ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλώλ ή 

πεπηηδίσλ από ηε ιεηηνπξγηθή – ζθαηξηθή πδαηνδηαιπηή κνξθή ηνπο ζε αδηάιπηα, πςειά 

νξγαλσκέλα πνιπκεξή.  Οη δνκέο απηέο θαινύληαη ακπινεηδείο πιάθεο όηαλ 

ζπζζσξεύνληαη εμσθπηηαξηθά, ελώ ραξαθηεξίδνληαη σο ελδνθπηηαξηθά έγθιεηζηα 

(intracellular inclusions) όηαλ ζπλαληώληαη ζην εζσηεξηθό ελόο θπηηάξνπ (Westermark et 

al., 2005).  Παξόηη δελ είλαη αθόκα βέβαην αλ ε ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ είλαη ε θύξηα 

αηηία ηεο παζνινγηθήο θαηάζηαζεο, κία πνηθηιία πεηξακαηηθώλ παξαηεξήζεσλ πξνηείλνπλ 

όηη ππάξρεη κία ζεκαληηθή δηαζύλδεζε κεηαμύ ηεο δεκηνπξγίαο ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη 

ηεο εκθάληζεο ησλ ακπινεηδώζεσλ (Coelho, 1996; Lansbury and Caughey, 1996). 

Έλα ραξαθηεξηζηηθό ησλ παξαπάλσ αζζελεηώλ είλαη ε παξαηεηακέλε πεξίνδνο πξηλ 

ηελ εκθάληζε θιηληθώλ ζπκπησκάησλ, θαηά ηελ νπνία νη κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλεο 

πξσηεΐλεο ζπζζσκαηώλνληαη θαη ζηαδηαθά πξνζβάιινπλ ηε ιεηηνπξγία ησλ θπηηάξσλ θαη 

ησλ ηζηώλ.  Παξόιν πνπ ν ρξόλνο εκθάληζεο ησλ ζπκπησκάησλ δηαθέξεη, νη πεξηζζόηεξεο 

δηαηαξαρέο γίλνληαη αληηιεπηέο ζηελ ηξίηε ειηθία, αλ θαη ζε θάπνηεο επηζεηηθέο κνξθέο 

εκθαλίδνληαη θαη ζε λεαξά άηνκα ή άηνκα κέζεο ειηθίαο.  Απνδεηθλύεηαη όηη ν ρξόλνο 

επώαζεο ησλ πξόδξνκσλ κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλσλ κνξίσλ, θαζώο θαη ην 

πεξηβάιινλ ππξήλσζεο, παίδεη ζεκαληηθόηεξν ξόιν από ηελ ειηθία.  Έλα 

ραξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα είλαη ην ζύλδξνκν Down ζην νπνίν νη αζζελείο κε ηξηζσκία 21 

εκθαλίδνπλ απμεκέλα επίπεδα ζπζζσκαησκάησλ ηνπ Αβ πεπηηδίνπ ζηνλ εγθέθαιν, ήδε από 

ηελ ειηθία ησλ 10 εηώλ, εμαηηίαο ηεο ππεξέθθξαζεο ηεο πξνδξόκνπ ακπινεηδνύο πξσηεΐλεο 

(APP) πνπ θσδηθνπνηείηαη από ην ρξσκόζσκα 21.  κνηα, νη θιεξνλνκνύκελεο 
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παξεξκελεύζηκεο κεηαιιαγέο (missense mutation) ζε ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο κπνξεί λα 

επηηαρύλνπλ ηελ ηληδνγέλεζε, πξνθαιώληαο γξεγνξόηεξα ηελ εκθάληζε κίαο αζζέλεηαο, από 

όηη ζα πεξηκέλακε από ηελ πξσηεΐλε θπζηθνύ ηύπνπ.  Παξάδεηγκα απνηεινύλ ε ζπζηεκηθή 

ακπινείδσζε ηεο ηξίηεο ειηθίαο (senile systemic amyloidosis), ε νπνία εκθαλίδεηαη θαηά ηε 

ζπζζσκάησζε ηεο θπζηθνύ ηύπνπ ηξαλζζπξεηίλεο, ελώ ε θιεξνλνκνύκελε ακπινεηδήο 

πνιπλεπξνπάζεηα (familial amyloidotic polyneuropathy - FAP) εκθαλίδεηαη ζε άηνκα κέζεο 

ειηθίαο από ηελ επηηαρπλόκελε ζπζζσκάησζε ηεο κεηαιιαγκέλεο ηξαλζζπξεηίλεο.   

Δπνκέλσο, πνιιέο από ηηο ακπινεηδώζεηο είλαη ζπνξαδηθέο (λόζνο ηνπ Alzheimer ή 

λόζνο ηνπ Parkinson), ελώ έρνπλ εληνπηζηεί θαη πνιιέο θιεξνλνκνύκελεο κνξθέο 

(ακπινείδσζε ηεο ιπζνδύκεο).  πλνιηθά, καδί κε ηηο ζπνξαδηθέο ακπινεηδώζεηο πνπ 

αγγίδνπλ ην 85% ησλ πεξηπηώζεσλ, νη θιεξνλνκνύκελεο κνξθέο αθνξνύλ ην 10%, ελώ νη 

ζπνγγώδεηο εγθεθαινπάζεηεο αθνξνύλ ην 5% απηώλ.  Η εηδηθή απηή θαηεγνξία 

ζηεξενδηαηαμηθώλ αζζελεηώλ κπνξεί ζε γεληθέο γξακκέο λα ηαμηλνκεζεί ζε ππνθαηεγνξίεο 

πνπ αθνξνύλ: 1) κε-λεπξνπαζνινγηθέο ζπζηεκηθέο ακπινεηδώζεηο (nonneuropathic 

systemic amyloidoses), ζηηο νπνίεο ε ζπζζσκάησζε ζπκβαίλεη ζε πεξηζζόηεξνπο από έλαλ 

ηζηνύο, 2) κε-λεπξνπαζνινγηθέο εληνπηζκέλεο ακπινεηδώζεηο (nonneuropathic localized 

amyloidoses) ή νξγαλνεμαξηώκελεο ακπινεηδώζεηο (organ-limited extracellular 

amyloidoses), ζηηο νπνίεο ε ζπζζσκάησζε ζπκβαίλεη ζε έλα είδνο ηζηνύ – δηαθνξεηηθό από 

ηνλ εγθέθαιν – θαη 3) λεπξνεθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο (neurodegenerative disorders), ζηηο 

νπνίεο ε ζπζζσκάησζε ιακβάλεη ρώξα ζηνλ εγθέθαιν θαη ζεσξείηαη όηη πξόθεηηαη γηα έλαλ 

ειηθηνεμαξηώκελν λεπξνεθθπιηζκό. 

πζηεκηθέο ακπινεηδώζεηο κπνξεί λα εκθαληζηνύλ ιόγσ ησλ δηάθνξσλ 

παζνινγηθώλ θαηαζηάζεσλ πξνθαιείηαη έληνλε αύμεζε ζηε ζπγθέληξσζε ελόο 

ακπινεηδνγόλνπ πνιππεπηηδίνπ, παξόηη δελ είλαη ζήκεξα γλσζηόο ν ιόγνο ηεο επηιεθηηθήο 

ελαπόζεζεο ζηνπο ηζηνύο ή ν κεραληζκόο πνπ νδεγεί ζηελ θπηηαξηθή δπζιεηηνπξγία.  Γηα 

παξάδεηγκα ζηε ξεπκαηνεηδή αξζξίηηδα έλα πξσηενιπηηθό ζξαύζκα 76-θαηαινίπσλ ηεο 

ακπινεηδνύο πξσηεΐλεο ηνπ πιάζκαηνο 1 (serum amyloid A – SAA1), ην πεπηίδην 

ζπζζσκαηώλεηαη θαη ελαπνηίζεηαη ζηνλ ζπλδεηηθό ηζηό πνιιώλ δηαθνξεηηθώλ νξγάλσλ 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ηνπ ζπιήλα, ησλ πλεπκόλσλ ή ηνπ ήπαηνο.  Αληίζηνηρα, ζην 

πνιιαπιό κπέισκα ε ππεξπαξαγσγή κνλνθισληθώλ αλνζνζθαηξηλώλ ζην πιάζκα ηνπ 

αίκαηνο νδεγεί ζην ζρεκαηηζκό ελαπνζέζεσλ ζηνλ εμσθπηηάξην ρώξν πνιιώλ ηζηώλ.  

Αθόκα, ζε άιιεο ζπζηεκηθέο ακπινεηδώζεηο, ε απμαλόκελε ζπγθέληξσζεο κίαο πξσηεΐλεο 

κπνξεί λα νθείιεηαη ζηελ δηαηαξαρή ηνπ κεραληζκνύ εθθαζάξηζήο ηεο.  Έλα 
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ραξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα απνηειεί ε ζηαδηαθή αύμεζε ηεο β2-κηθξνζθαηξίλεο ζηνπο 

ηζηνύο ζηελ ακπινείδσζε πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ αηκνθάζαξζε (Argiles et al., 1987).  Ο 

Πίλαθαο 1 ζπγθεληξώλεη κία ιίζηα από ζπρλά απαληώκελεο θιηληθέο θαηαζηάζεηο 

ζπζηεκηθώλ ακπινεηδώζεσλ.  Η εκθάληζε ησλ ελαπνζέζεσλ ζε πνιύ πςειέο ζπγθεληξώζεηο 

θαίλεηαη όηη πξνζβάιεη ηε κηθξναγγεηαθή θπθινθνξία ελόο ηζηνύ κέζσ θπζηθώλ πηέζεσλ, 

θαζώο ηα εμσθπηηαξηθά ακπινεηδή ηλίδηα ή, ζε κηθξόηεξν βαζκό, ζπζηαηηθά όπσο 

εμσθπηηαξηθά νιηγνκεξή ή πξσηντλίδηα, κπνξεί λα δξάζνπλ κε-επηιεθηηθά θαη λα 

δηαηαξάμνπλ θπηηαξηθνύο ππνδνρείο θαη/ ή θαλάιηα, δσηηθήο ζεκαζίαο γηα ηνπο ηζηνύο.  

 

Πίλαθαο 1.  Λίζηα ζπρλά απαληώκελσλ ζπζηεκηθώλ ακπινεηδώζεσλ πνπ πξνθύπηνπλ από 

εμσθπηηαξηθή ελαπόζεζε ηληδίσλ. 

Κιηληθή θαηάζηαζε Κύξην ζπζηαηηθό ησλ ελαπνζέζεσλ 

Πξσηνγελήο ζπζηεκηθή ακπινείδσζε 
Αλνζνζθαηξίλεο θπζηθνύ ηύπνπ ή ζξαύζκαηα 

αλνζνζθαηξηλώλ 

Γεπηεξνγελήο ζπζηεκηθή ακπινείδσζε 
Σκήκαηα ηεο ακπινεηδνύο πξσηεΐλεο ηνπ 

πιάζκαηνο A 

Οηθνγελήο Μεζνγεηαθόο Ππξεηόο 
Σκήκαηα ηεο ακπινεηδνύο πξσηεΐλεο ηνπ 

πιάζκαηνο A 

Οηθνγελήο ακπινεηδήο πνιπλεπξνπάζεηα Ι 
Μεηαιιαγκέλε ηξαλζζπξεηίλε θαη ζξαύζκαηα 

απηήο  

πζηεκηθή ακπινείδσζε ηεο ηξίηεο ειηθίαο 
Σξαλζζπξεηίλε θπζηθνύ ηύπνπ θαη ζξαύζκαηα 

απηήο 

Οηθνγελήο ακπινεηδήο πνιπλεπξνπάζεηα ΙΙ Θξαύζκαηα ηεο απνιηπνπξσηεΐλεο ΑΙ 

Ακπινείδσζε πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ 

αηκνθάζαξζε 
β2-κηθξνζθαηξίλε 

Οηθνγελήο ακπινείδσζε Φηλιαλδηθνύ ηύπνπ Θξαύζκαηα κεηαιιαγκέλεο γθειζνιίλεο 

Ακπινείδσζε ηεο ιπζνδύκεο Λπζνδύκε θπζηθνύ ηύπνπ 

Ακπινείδσζε ηεο ηλζνπιίλεο  Ιλζνπιίλε θπζηθνύ ηύπνπ 

Ακπινείδσζε ηεο α-αιπζίδαο ηνπ ηλσδνγόλνπ Παξαιιαγέο ηεο α-αιπζίδαο ηνπ ηλσδνγόλνπ 

 

Μία κεγάιε θαηεγνξία από δηαηαξαρέο, νη νξγαλνεμαξηώκελεο ακπινεηδώζεηο είλαη 

νη αζζέλεηεο ζηηο νπνίεο ε πξσηεΐλε ζπζζσκαηώλεηαη θαη ελαπνηίζεηαη ηνπηθά, δειαδή 

θνληά ζην όξγαλν ή ζηνλ ηζηό ζηνλ νπνίν εθθξάδεηαη.  Βαζηθά παξαδείγκαηα απηνύ ηνπ 

ηύπνπ είλαη ε ελαπόζεζε ηεο θαιζηηνλίλεο ζην ζπξενεηδή αδέλα (κπειώδεο θαξθίλσκα ηνπ 

ζπξενεηδνύο), ηεο ακπιίλεο ζηα β-θύηηαξα ηνπ παγθξέαηνο (δηαβήηεο ηύπνπ ΙΙ), ηνπ 

λαηξηνπξεηηθνύ πεπηηδίνπ ζηελ θαξδηά (θνιπηθή ακπινείδσζε ηεο θαξδηάο) θαη ηνπ Αβ 
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πεπηηδίνπ ζηνλ εγθέθαιν (λόζνο ηνπ Alzheimer).  Παξόιν πνπ νη πξσηεΐλεο απηέο 

εηζέξρνληαη ζηελ θπθινθνξία, ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο ηα πςειά επίπεδα παξαγσγήο 

ηνπο ζηελ πεξηνρή πνπ εθθξάδνληαη νδεγνύλ ζε ζπγθεληξώζεηο πνπ μεπεξλνύλ ηα θξίζηκα 

επίπεδα θαη έηζη νδεγνύληαη ζε ηνπηθή ελαπόζεζε.  ηηο δηαηαξαρέο απηέο, ηα ακπινεηδή 

ηλίδηα θαη νη πξόδξνκεο κνξθέο ηνπο ελαπνηίζεληαη θπξίσο ζηνλ εμσθπηηαξηθό ρώξν ηνπ 

θάζε νξγάλνπ θαη κε ηνλ ηξόπν απηό πξνζβάινπλ ηελ ηνπηθή βησζηκόηεηα ησλ θπηηάξσλ.  Ο 

Πίλαθαο 2 παξνπζηάδεη κία ιίζηα από θνηλέο νξγαλνεμαξηώκελεο ακπινεηδώζεηο. 

 

Πίλαθαο 2.  Λίζηα ζπρλά απαληώκελσλ νξγαλνεμαξηώκελσλ ακπινεηδώζεσλ πνπ 

πξνθύπηνπλ από εμσθπηηαξηθή ελαπόζεζε ηληδίσλ. 

Κιηληθή θαηάζηαζε Κύξην ζπζηαηηθό ησλ ελαπνζέζεσλ 

Νόζνο Alzheimer Αβ πεπηίδην 

πνγγώδεο εγθεθαινπάζεηα Prion θπζηθνύ ηύπνπ ή ζξαύζκαηα απηνύ  

Οηθνγελήο ακπινείδσζε κε εγθεθαιηθέο 

αηκνξξαγίεο 
Αβ πεπηίδην ή Κπζηαηίλε C 

Γηαβήηεο ηύπνπ ΙΙ Ακπιίλε 

Μπειώδεο θαξθίλνο ηνπ ζπξενεηδνύο αδέλα Πξόδξνκε κνξθή θαιζηηνλίλεο 

Ακπινείδσζε ησλ θόιπσλ ηεο θαξδηάο Ναηξηνπξεηηθό πεπηίδην Α 

 

Θα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη νη εμσθπηηαξηθέο ελαπνζέζεηο πνπ εληνπίδνληαη ζε 

αζζελείο πνπ πάζρνπλ από θάπνηα κνξθή ακπινείδσζεο απνηεινύληαη από έλα θύξην 

ζπζηαηηθό, ην νπνίν δεκηνπξγεί ηνλ „ηληδηαθό ππξήλα‟ θαη έπεηηα, από επηπξόζζεηα 

ζπζρεηηδόκελα ζηνηρεία, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ άιισλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, 

κεηαιιηθώλ ηόλησλ, γιπθνδακηλνγιπθαλώλ, ηελ ακπινεηδνγόλν πξσηεΐλε P ηνπ πιάζκαηνο 

(serum amyloid P component), ηελ απνιηπνπξσηεΐλε E, ην θνιιαγόλν θαη πνιιέο άιιεο 

(Alexandrescu, 2005; Hirschfield and Hawkins, 2003).   

Καηά ηε δηάξθεηα ησλ ηειεπηαίσλ δύν δεθαεηηώλ, ζεκεηώζεθαλ αμηνζεκείσηεο 

αιιαγέο ζηελ αληίιεςή καο γηα ηηο αηηίεο θαη ηελ παζνινγία ηνπ ειηθηνεμαξηώκελνπ 

λεπξνεθθπιηζκνύ ζηνλ εγθέθαιν.  Μία ιίζηα από δηαηαξαρέο ηνπ εγθεθάινπ κε 

πξνεγνπκέλσο άγλσζηεο αηηίεο εκπίπηνπλ ζε απηή ηελ θαηεγνξία.  Οη πην θνηλέο 

λεπξνεθθπιηζηηθέο δηαηαξαρέο είλαη ε λόζνο ηνπ Alzheimer θαη ε λόζνο ηνπ Parkinson.  Γύν 

ζεκαληηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ δηαηαξαρώλ είλαη όηη ηα ζπζζσκαηώκαηα κπνξεί λα 
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ζπγθεληξώλνληαη κέζα ζηα θύηηαξα θαη όηη ηα πνιπκεξή ησλ ζπζζσκαησκάησλ δελ 

είλαη ίδηα κε απηά ησλ εμσθπηηαξηθώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Σν γεγνλόο απηό 

δεκηνύξγεζε πξνβιεκαηηζκό ζρεηηθά κε ην θαηά πόζν νη δηαηαξαρέο κπνξεί λα 

θαηαηάζζνληαη καδί κε ηηο ακπινεηδώζεηο.  Οη ηδηόηεηεο, όκσο, ησλ δνκώλ απηώλ (π.ρ. ε 

δηπινζιαζηηθόηεηά ηνπο όηαλ δεζκεύνπλ ηε ρξσζηηθή Congo Red), ε αδηαιπηόηεηά ηνπο θαη 

ηα πεξηζιαζηγξάκκαηά ηνπο εκθαλίδνπλ παξόκνηεο ηδηόηεηεο κε εθείλεο ησλ ακπινεηδώλ, 

γη‟ απηό θαη είλαη εύινγν λα ηα θαηαηάζζνπκε σο κία εηδηθή κνξθή ακπινεηδώλ ηληδίσλ.   

Μία κεγάιε ιίζηα από δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο κπνξεί λα δεκηνπξγνύλ ελδνθπηηαξηθέο 

ελαπνζέζεηο ηληδίσλ.  ηε λόζν ηνπ Parkinson, ε α-ζπλνπθιεΐλε, απηνζπγθξνηείηαη θαη 

ζπζζσκαηώλεηαη ζε ζθαηξηθέο κάδεο κε ηληδηαθό πεξηερόκελν κέζα ζε επηιεγκέλα λεπξηθά 

θύηηαξα, ηα ιεγόκελα ζσκάηηα Lewy (Lewy bodies).  Μία άιιε αλαγλσξηζκέλε νκάδα 

αζζελεηώλ ηνπ θεληξηθνύ λεπξηθνύ ζπζηήκαηνο είλαη νη δηαηαξαρέο όπνπ ζπλαληώληαη 

επαλαιήςεηο γινπηακηλώλ, όπσο ε λόζνο ηνπ Huntigton, κε ηελ εκθάληζε κηθξνζθνπηθώλ 

αληρλεύζηκσλ ηληδηαθώλ εγθιείζησλ.  Δληνύηνηο, ε λόζνο ηνπ Alzheimer είλαη ε κόλε 

δηαηαξαρή ηνπ εγθεθάινπ πνπ ραξαθηεξίδεηαη ηόζν από ηελ εμσθπηηαξηθή ζπζζσκάησζε 

ηνπ ακπινεηδνγόλνπ Αβ πεπηηδίνπ (δεκηνπξγία ακπινεηδώλ πιαθώλ), όζν θαη 

ελδνθπηηαξηθή δεκηνπξγία έγθιεηζησλ ηεο ακπινεηδνγόλνπ πξσηεΐλεο tau (δεκηνπξγία 

λεπξντληδηαθώλ ζπλαζξνίζεσλ).  Πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο απνθαιύπηνπλ όηη θαη ηα δύν 

επξήκαηα ζπκβάιινπλ ζηελ παζνγέλεηα ηεο λόζνπ·  θιεξνλνκνύκελεο κεηαιιαγέο πνπ 

ζπλαληώληαη ζηηο πξσηεάζεο σξίκαλζεο ηεο πξνδξόκνπ πξσηεΐλεο APP (πξεζεληιίλεο ή γ-

ζεθξεηάζε) πξνθαινύλ επηζεηηθή εκθάληζε ηεο λόζνπ, ελώ κεηαιιαγέο ζηελ πξσηεΐλε tau 

πξνθαινύλ κία ιηγόηεξν θνηλή, αιιά εμίζνπ επώδπλε δηαηαξαρή πνπ νλνκάδεηαη κεησπηαία 

άλνηα κε παξθηλζηνληζκό (frontotemporal dementia with parkinsonism). 
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1.6. Ακπινεηδνγόλεο Πξωηεΐλεο 

 

1.6.1. Ακπινεηδνγόλεο πξωηεΐλεο in vivo 

Η πνηθηινκνξθία ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ θαη ησλ ακπινεηδώζεσλ κειεηάηαη 

εληαηηθά ήδε από ηα κέζα ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1970 θαη έηζη, ζήκεξα ν αξηζκόο ησλ γλσζηώλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ ζηνλ άλζξσπν αλέξρεηαη ζηηο 36 (Sipe et al., 2016) (Πίλαθαο 3).  

Η δηαδηθαζία θαηάηαμεο ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ ζηελ νηθνγέλεηα ησλ ακπινεηδώλ ππήξμε 

από ηελ αξρή αξθεηά πνιύπινθε θαη αζαθήο, γη‟ απηό θαη έγηλε επηηαθηηθή ε αλάγθε 

δεκηνπξγίαο ελόο θαλόλα πνπ ζα απνζαθελίδεη ηνλ όξν „ακπινεηδή‟ γηα θάζε λέα 

κειέηε.  Γηα πεξηζζόηεξα από 40 ρξόληα, ε επηηξνπή νλνκαηνινγίαο ηεο Γηεζλνύο Έλσζεο 

ησλ Ακπινεηδώζεσλ (International Society of Amyloidosis – ISA), ε νπνία δεκηνπξγήζεθε 

ζην 2
ν
 ζπλέδξην ηεο ISA (2

nd
 International Symposium on Amyloidosis), ζπγθξνηείηαη θάζε 

δύν ρξόληα, θαηαγξάθεη κειέηεο κε λέα ππνςήθηα πξσηετληθά κόξηα θαη δεκνζηεύεη 

ζπζηεκαηηθά θαηεπζπληήξηεο γξακκέο γηα ηηο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο θαη ηηο 

ακπινεηδώζεηο.   

Η πην ζεκαληηθή απνζηνιή ηεο επηηξνπήο είλαη ε δεκηνπξγία κίαο εληαίαο, πεξηεθηηθήο 

θαη απζηεξήο νλνκαηνινγίαο πνπ ζα πεξηγξάθεη ηνλ απμαλόκελν αξηζκό ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ θαη επνκέλσο ζα πξνζδηνξίδεη κε αθξίβεηα ηνλ όξν „ακπινεηδή‟, 

όηαλ αλαθεξόκαζηε ζε απηόλ.  Οη πξώηεο παξαηεξήζεηο ησλ εξεπλεηώλ πξόηεηλαλ όηη ηα 

ακπινεηδή αλαθέξνληαη ζε ελαπνζέζεηο πνπ εληνπίδνληαη ζηνπο ηζηνύο θαη είλαη θπξίσο 

πξσηετληθήο θύζεο (Westermark et al., 2005).  Αξγόηεξα, ε νξνινγία έγηλε πην 

εμεηδηθεπκέλε θαη αλαθέξνληαλ ζε εμσθπηηαξηθέο ελαπνζέζεηο πξσηετληθώλ ηληδίσλ κε 

ραξαθηεξηζηηθή εκθάληζε ζην ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην, ηππηθά πεξηζιαζηγξάκκαηα cross-β 

αξρηηεθηνληθήο θαη ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ηεο ρξσζηηθήο Congo Red κε επαθόινπζε 

εκθάληζε ηεο δηπινζιαζηηθόηεηαο („referring to extracellular depositions of protein fibrils 

with characteristic appearance in electron microscope, typical X-ray diffraction pattern, and 

affinity for Congo red with concomitant green birefringence‟) (Sipe et al., 2010).  Ο δεύηεξνο 

νξηζκόο δηαρώξηδε ηα ελδνθπηηαξηθά έγθιεηζηα θαη ζεκείσλε όηη πξόθεηηαη γηα κία 

μερσξηζηή ιίζηα από πξσηεΐλεο πνπ όκσο έρνπλ άκεζε ζπλάθεηα κε ηηο ακπινεηδνγόλεο 

πξσηεΐλεο.  Η ύπαξμε ησλ ελδνθπηηαξηθώλ έγθιεηζησλ ππήξμε πεδίν έληνλσλ 

αληηπαξαζέζεσλ, θαζώο θαηά ηηο πξώηκεο θαηαγξαθέο πνιινί ζεσξνύζαλ όηη δελ ζα έπξεπε 

λα θαινύληαη ακπινεηδή (Westermark et al., 2005). 
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Πίλαθαο 3.  Οη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο ζηνλ άλζξσπν, όπσο παξνπζηάζηεθαλ από ηελ International 

Society of Amyloidosis (ISA) ην 2005, 2010, 2012, 2014 θαη 2016.  Με κπιε ζεκεηώλνληαη νη λέεο εγγξαθέο ηεο 

ιίζηαο γηα ηελ εθάζηνηε ρξνλνινγία. 

2005 
(Westermark et al., 2005) 

2010 
(Sipe et al., 2010) 

2012 
(Sipe et al., 2012) 

2014 
(Sipe et al., 2014) 

2016 
(Sipe et al., 2016) 

Immunoglobulin light chain Immunoglobulin light chain Immunoglobulin light chain Immunoglobulin light chain Immunoglobulin light chain 

Immunoglobulin heavy chain Immunoglobulin heavy chain Immunoglobulin heavy chain Immunoglobulin heavy chain Immunoglobulin heavy chain 

β2-microglobulin β2-microglobulin β2-microglobulin β2-microglobulin β2-microglobulin 

Transthyretin Transthyretin Transthyretin Transthyretin Transthyretin 

(Apo)serum AA (Apo)serum AA (Apo)serum AA (Apo)serum AA (Apo)serum AA 

Apolipoprotein AI Apolipoprotein AI Apolipoprotein AI Apolipoprotein AI Apolipoprotein AI 

Apolipoprotein AII Apolipoprotein AII Apolipoprotein AII Apolipoprotein AII Apolipoprotein AII 

Apolipoprotein AIV Apolipoprotein AIV Apolipoprotein AIV Apolipoprotein AIV Apolipoprotein AIV 

Gelsolin Gelsolin Gelsolin Gelsolin Gelsolin 

Lysozyme Lysozyme Lysozyme Lysozyme Lysozyme 

Fibrinogen α-chain Fibrinogen α-chain Fibrinogen α-chain Fibrinogen α-chain Fibrinogen α-chain 

Cystatin C Cystatin C Cystatin C Cystatin C Cystatin C 

ABriPP ABriPP ABriPP ABriPP ABriPP 

ADanPP ADanPP ADanPP ADanPP ADanPP 

Aβ protein precursor Aβ protein precursor Aβ protein precursor Aβ protein precursor Aβ protein precursor 

Prion protein Prion protein Prion protein Prion protein Prion protein 

(Pro)calcitonin (Pro)calcitonin (Pro)calcitonin (Pro)calcitonin (Pro)calcitonin 

Atrial natriuretic factor Atrial natriuretic factor Atrial natriuretic factor Atrial natriuretic factor Atrial natriuretic factor 

Prolactin Prolactin Prolactin Prolactin Prolactin 

Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin 

Lactadherin Lactadherin Lactadherin Lactadherin Lactadherin 

Kerato-epithelin Kerato-epithelin Kerato-epithelin Kerato-epithelin Kerato-epithelin 

Lactoferrin Lactoferrin Lactoferrin Lactoferrin Lactoferrin 

άγλσζηε 
Odontogenic ameloblast-

associated protein 

Odontogenic ameloblast-

associated protein 

Odontogenic ameloblast-

associated protein 

Odontogenic ameloblast-

associated protein 

 
Leukocyte chemotactic factor 

2 

Leukocyte chemotactic factor 

2 

Leukocyte chemotactic factor 

2 

Leukocyte chemotactic factor 

2 

 Amylin Amylin Amylin Amylin 

 Semenogelin I Semenogelin I Semenogelin I Semenogelin I 

  Lung surfactant protein Lung surfactant protein Lung surfactant protein 

  Galectin 7 Galectin 7 Galectin 7 

  Corneodesmin Corneodesmin Corneodesmin 

   Enfuvirtide Enfuvirtide 

    Apolipoprotein C II 

    Apolipoprotein C III 

    α-Synuclein 

    Tau 
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ήκεξα, ν όξνο „ακπινεηδή‟ αλαθέξεηαη ζε αδηάιπηα πξσηετληθά ηλίδηα πνπ 

ελαπνηίζεληαη - θπξίσο εμσθπηηαξηθά - ζε όξγαλα θαη ηζηνύο, σο απνηέιεζκα κίαο 

αθνινπζίαο γεγνλόησλ πνπ ηξνπνπνηνύλ ηε θπζηνινγηθή ζηεξενδηάηαμε κίαο πξσηεΐλεο θαη 

έρνπλ σο απνηέιεζκα ζηελ εκθάληζε παζνινγηθώλ θαηαζηάζεσλ, γλσζηώλ σο 

ακπινεηδώζεσλ.  Η ρεκηθή ηαπηνπνίεζε ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ πξνθεηκέλνπ λα 

ζπκπεξηιεθζνύλ ζηε ιίζηα ησλ ακπινεηδώζεσλ έξρεηαη από μεθάζαξα ραξαθηεξηζκέλεο 

αθνινπζίεο, πνπ πξνέξρνληαη από πξσηετληθή αιιεινύρηζε θαη πεξηγξάθεηαη ζε δηεζλή 

επηζηεκνληθά πεξηνδηθά κε ην ζύζηεκα ησλ θξηηώλ.  Η νλνκαηνινγία ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ βαζίδεηαη ζηελ ρεκηθή θύζε ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζηηο ελαπνζέζεηο, γη‟ απηό 

θάζε ακπινεηδνγόλνο πξσηεΐλε θαηαγξάθεηαη κε ην πξόζεκα Α (από ηε ιέμε amyloid) θαη 

αθνινπζείηαη από κία ζύληκεζε ηεο κεηξηθήο αθνινπζίαο από ηελ νπνία πξνέξρεηαη ή ηεο 

πξνδξόκνπ κνξθήο ηεο πξσηεΐλεο (Sipe et al., 2016).   

Θα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη ν αξηζκόο ησλ πξσηετλώλ πνπ ζπζζσκαηώλνληαη in vivo 

είλαη πνιύ κηθξόο ζε ζύγθξηζε κε ηνλ απόιπην αξηζκό ησλ πξσηετλώλ ζηνλ άλζξσπν.  

Ωζηόζν ν αξηζκόο ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, θαζώο θαη ησλ ζηεξενδηαηαμηθώλ 

αζζελεηώλ ζηηο νπνίεο εκπιέθνληαη, έρεη απμεζεί ζεκαληηθά θαηά ηε δηάξθεηα ησλ 

ηειεπηαίσλ ρξόλσλ θαη ζίγνπξα ζα ζπλερίζεη λα απμάλεηαη.  Ο Πίλαθαο 3 ζπλνςίδεη ηηο 

θαηαγξαθέο ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ από ην 2005 κέρξη θαη ην 2016.   

Σα ηειεπηαία ρξόληα νη πξνζπάζεηεο θαηαλόεζεο ηνπ κεραληζκνύ κε ηνλ νπνίν νη 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο απνθηνύλ ηελ εμεηδηθεπκέλε ζηεξενδηάηαμε ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ έγηλε πεδίν έληνλεο εξεπλεηηθήο δξαζηεξηόηεηαο.  Έηζη, ε εξεπλεηηθή θνηλόηεηα 

ζηξάθεθε ζηε κειέηε ησλ κεραληζκώλ απηνζπγθξόηεζεο κε ηε ρξήζε ζπλζεηηθώλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, ιόγσ ησλ πξαθηηθώλ πξνβιεκάησλ πνπ πξνθύπηνπλ θαηά ηε 

κειέηε ακπινεηδώλ ηληδίσλ από ηζηνύο.  Η ρξήζε ζπλζεηηθώλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ 

θαη ε κειέηε ηνπο in vitro δεκηνύξγεζε αξθεηά πξνβιήκαηα ζρεηηθά κε ηελ νλνκαηνινγία, 

εηδηθόηεξα ζε ζρέζε κε ηε ρξήζε ηνπ όξνπ „ακπινεηδή‟.   

Αξρηθά γηα ηα ακπινεηδή ηλίδηα από ζπλζεηηθέο πεγέο πξνηάζεθε ε ιέμε„amylog‟ έλαο 

όξνο πνπ ζπλδπάδεη ηε ιέμε „amyloid‟ κε ηε ιέμε „analog‟ (=αλάινγν), θαη νπζηαζηηθά 

κπνξεί λα απνδνζεί πεξηθξαζηηθά κε ηνλ όξν ακπινεηδέο αλάινγν.  Ο όξνο όκσο πνπ 

πξνηάζεθε θαη ρξεζηκνπνηείηαη επξύηαηα ζήκεξα γηα ηα ηλίδηα πνπ πξνέξρνληαη από 

πξσηεΐλεο κε ακπινεηδείο ηδηόηεηεο είλαη ηλίδηα κε ακπινεηδείο ηδηόηεηεο (amyloid-like).  Οη 

ηδηόηεηεο αθνξνύλ ηελ ύπαξμε ηνπ cross-β ζθειεηνύ, ηε ζπγγέλεηα γηα ηε ρξσζηηθή Congo 

Red θαη ηελ αθόινπζε ραξαθηεξηζηηθή εκθάληζε ηεο δηπινζιαζηηθόηεηαο.  
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Πίλαθαο 4.  Οη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο θαη ην όξγαλν ή ν ηζηόο ζην νπνίν ελαπνηίζεληαη. 

Ακπινεηδνγόλνο πξσηεΐλε 
πζηεκηθή ή Δληνπηζκέλε 

Ακπινείδσζε 
Όξγαλν ή Ιζηόο 

Immunoglobulin light chain ,  Δ Δθηόο ΚΝ 

Immunoglobulin heavy chain ,  Δ Δθηόο ΚΝ 

β2-microglobulin ,  Δ Μπνζθειεηηθό ζύζηεκα / ΑΝ 

Transthyretin ,  Δ Καξδηά / ΠΝ / ΑΝ / Μάηηα 

(Apo)serum AA  Δθηόο ΚΝ 

Apolipoprotein AI  Καξδηά / Ήπαξ / πθώηη / Νεθξνί / ΠΝ θ.α. 

Apolipoprotein AII  Νεθξνί 

Apolipoprotein AIV  Νεθξνί 

Gelsolin  ΠΝ / Κεξαηνεηδήο ρηηώλαο 

Lysozyme  Νεθξνί 

Fibrinogen α-chain  Νεθξνί 

Cystatin C  ΠΝ / Γέξκα / ΚΝ 

ABriPP  ΚΝ 

ADanPP Δ ΚΝ 

Aβ protein precursor Δ ΚΝ 

Prion protein Δ ΚΝ 

(Pro)calcitonin Δ Θπξενεηδήο αδέλαο 

Atrial natriuretic factor Δ Καξδηά 

Prolactin Δ Τπόθπζε 

Insulin Δ Ιλζνπιίλσκα 

Lactadherin Δ Καξδηά 

Kerato-epithelin Δ Κεξαηνεηδήο ρηηώλαο 

Lactoferrin Δ Κεξαηνεηδήο ρηηώλαο 

Odontogenic ameloblast-associated protein Δ Όγθνο δνληηώλ 

Leukocyte chemotactic factor 2  Νεθξνί 

Amylin Δ Πάγθξεαο 

Semenogelin I Δ πεξκαηηθά ζσιελάξηα 

Lung surfactant protein Δ Πλεύκνλεο 

Galectin 7 Δ Γέξκα 

Corneodesmin Δ Δπηζειηαθόο ηζηόο 

Enfuvirtide Δ Αληηξεηξντθό θάξκαθν 

Apolipoprotein C II  Νεθξνί 

Apolipoprotein C III  Νεθξνί 

α-Synuclein Δ ΚΝ 

Tau Δ ΚΝ 
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Πίλαθαο 5.  Οη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο πνπ δεκηνπξγνύλ ελδνθπηηαξηθά έγθιεηζηα. 

Δλδνθπηηαξηθά 

έγθιεηζηα 

Ακπινεηδνγόλνο 

πξσηεΐλε 
Σύπνο θπηηάξνπ 

Πηζαλή ζπζρέηηζε 

κε 

Ακπινείδσζε 

Lewy bodies α-synuclein Νεπξώλεο Νόζνο ηνπ Parkinson 

Huntington bodies PolyQ expanded 

huntingtin 
Νεπξώλεο Νόζνο ηνπ Huntigton 

Hirano bodies Actin Νεπξώλεο 
Νεπξνεθθπιηζηηθέο 

δηαηαξαρέο 

Collins bodies Neuroserpin Νεπξώλεο 

Οηθνγελή ακπινείδσζε 

πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ 

πξεζεληιίλε 

Με πξνζδηνξηζκέλα 

έγθιεηζηα Ferritin 
Πνιιά δηαθνξεηηθά 

θύηηαξα 

Οηθνγελήο 

λεπξνεθθπιηζηηθή 

αζζέλεηα 

Neurofibrillary tangles Tau Νεπξώλεο Νόζνο ηνπ Alzheimer 

AαSyn α-synuclein Νεπξώλεο Νόζνο ηνπ Parkinson 

 

Οη παξαπάλσ πίλαθεο (Πίλαθαο 4, Πίλαθαο 5) ζπλνςίδνπλ ηηο ακπινεηδνγόλεο 

πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ εμσθπηηαξηθή ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη ηελ 

ελδνθπηηαξηθή δεκηνπξγία έγθιεηζησλ, ζηελ πην πξόζθαηε δεκνζίεπζε ηεο Γηεζλνύο 

Έλσζεο ησλ Ακπινεηδώζεσλ (Sipe et al., 2016).  Γηα πξώηε θνξά ην 2016 ηα 

ελδνθπηηαξηθά έγθιεηζηα ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο θαη ηεο πξσηεΐλεο tau εληάρζεθαλ ζηε 

ιίζηα ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ πνπ ελαπνηίζεληαη ζε ηζηνύο, θαζώο 

επηβεβαηώζεθαλ επξήκαηά ηνπο εμσθπηηαξηθά (Avila et al., 2014; Hanger et al., 2014).  

ην ζεκείν απηό ζα πξέπεη λα επηζεκαλζεί όηη πξόζθαηα πεηξάκαηα αλνζντζηνρεκείαο 

απνθάιπςαλ ακπινεηδείο ελαπνζέζεηο ηεο πξσηεάζεο θαζεςίλεο Κ, ζε θαξθηληθό ηζηό 

λεθξνύ (Linke et al., 2017).  Σν εύξεκα απηό, αθελόο αλακέλεηαη λα ελζσκαηώζεη ηελ 

θαζεςίλε Κ ζηελ επίζεκε ιίζηα ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετληθώλ κνξίσλ θαη αθεηέξνπ 

απνδεηθλύεη ηελ δπλακηθή ησλ πεηξακαηηθώλ κειεηώλ πνπ αθνξνύλ ηελ κειέηε ησλ 

ακπινεηδώλ θαη ησλ ακπινεηδώζεσλ. 
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1.6.2. Ακπινεηδνγόλεο πξωηεΐλεο in vitro 

Σν εξεπλεηηθό πεδίν ηεο πξσηετληθήο ζπζζσκάησζεο θαη ζπγθεθξηκέλα ηνπ 

κεραληζκνύ ηεο δνκηθήο κεηάβαζεο θπζηνινγηθώλ ζθαηξηθώλ πδαηνδηαιπηώλ πξσηετλώλ ζε 

ακπινεηδή ηλίδηα επλνήζεθε από ηε ρξήζε ζπλζεηηθώλ πξσηετληθώλ ή πεπηηδηθώλ 

κνξίσλ πνπ ζπλέβαιαλ ζηελ αλαπαξαγσγή ησλ πεηξακάησλ in vitro (Dobson, 1999).  Η 

αλίρλεπζε κεξηθώλ κόλν πξσηετλώλ ζηηο ακπινεηδώζεηο αξρηθά εμεγήζεθε όηη έρεη άκεζε 

ζρέζε κε πιεξνθνξία πνπ βξίζθεηαη θσδηθνπνηεκέλε ζηελ αθνινπζία ησλ πξσηετληθώλ 

κνξίσλ, θάηη πνπ αξγόηεξα απνξξίθζεθε, θαζώο νη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο δηαθέξνπλ 

ζεκαληηθά ηόζν ζηελ ακηλνμηθή ηνπο αθνινπζία, όζν θαη ζηε θπζηνινγηθή ηξηζδηάζηαηε 

δνκή ηνπο.  Μεηαγελέζηεξεο κειέηεο απέδεημαλ όηη ε ηθαλόηεηα ζρεκαηηζκνύ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ δελ είλαη ραξαθηεξηζηηθή κόλν ησλ πξσηετλώλ απηήο ηεο νκάδαο, αιιά ζπλαληάηαη 

θαη ζε άιια πξσηετληθά κόξηα, όηαλ κειεηώληαη ζε ήπηεο ζπλζήθεο απνδηάηαμεο, όπσο είλαη 

ην ρακειό pH ή ε απμεκέλε ζεξκνθξαζία (Dobson, 1999).   

 

 
Δηθόλα 29.  Πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα γηα ηελ απηνηειή δνκηθή πεξηνρή ηεο ππνκνλάδαο 

p85a ηεο θηλάζεο ηεο θσζθαηπδηιντλνζηηόιεο.  Παξαηεξνύκε ακπινεηδή ηλίδηα κε 

ραξαθηεξηζηηθέο ηδηόηεηεο (αξηζηεξά), θαζώο θαη πεξηζιαζίγξακκα ραξαθηεξηζηηθό ηεο 

cross-β δνκήο (Πξνζαξκνγή από (Guijarro et al., 1998)). 

 

Η απηνηειήο δνκηθή πεξηνρή SH3 ηεο ππνκνλάδαο p85a ηεο θηλάζεο ηεο 

θσζθαηπδηιντλνζηηόιεο (PI-3‟-kinase) ήηαλ ε πξώηε πξσηεΐλε πνπ βξέζεθε λα ζρεκαηίδεη 

ακπινεηδή ηλίδηα θάησ από όμηλεο ζπλζήθεο in vitro.  πγθεθξηκέλα, παξαηεξήζεθε όηη 

δηάιπκα ηεο πξσηεΐλεο, πνπ δελ είρε ζπζρεηηζηεί κέρξη ηόηε κε ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ 
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ηληδίσλ, ζρεκαηίδεη ζε ρακειό pH θαη έπεηηα από κεξηθέο κόλν ώξεο επώαζεο έλα 

παρύξξεπζην πήθησκα.  ηαλ ην πήθησκα απηό κειεηήζεθε κε ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία 

δηαπηζηώζεθε όηη πεξηέρεη θαιά ζρεκαηηζκέλα ηλίδηα πνπ εκθαλίδνπλ όια ηα ραξαθηεξηζηηθά 

ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Guijarro et al., 1998).  Αθνινπζώληαο ηελ ίδηα ηαθηηθή, ν Chiti θαη 

νη ζπλεξγάηεο ηνπ ην 1998 θαηάθεξαλ λα ζρεδηάζνπλ ηηο επηζπκεηέο ζπλζήθεο γηα ηελ 

παξαγσγή ηληδίσλ ζε κία ηπραία πξσηεΐλε ηεο επηινγήο ηνπο.  Σν κόξηα πνπ επέιεμαλ ήηαλ ε 

αθεηπινθσζθαηάζε, κία πξσηεΐλε ε νπνία δελ ζρεηίδεηαη κε θακία από ηηο γλσζηέο 

παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο θαη αληίζεηα από ηελ απηνηειή δνκηθή πεξηνρή SH3, δελ 

παξνπζηάδεη αμηνζεκείσηε ηάζε ζρεκαηηζκνύ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ.  Με ηα επξήκαηα 

απηά πξόηεηλαλ όηη ε βάζε ηεο ακπινεηδνγέλεζεο είλαη ε παξνπζία απνδηαηαθηηθώλ 

ζπλζεθώλ πνπ απνζηαζεξνπνηνύλ ην θπζηνινγηθό δίπισκα ησλ πξσηετλώλ, αιιά δελ 

απνθιείνπλ θαη αζζελείο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ δηαθόξσλ νκάδσλ κηαο 

πξσηεΐλεο.  Απηέο νη ζπλζήθεο είλαη πηζαλό λα επηδξνύλ ζε κεξηθώο κε δηπισκέλεο 

θαηαζηάζεηο ησλ πξσηετλώλ θαη ζπγθεθξηκέλα ζε πεξηπηώζεηο όπνπ πδξόθνβα θαηάινηπα 

θαη άηνκα δόηεο ή δέθηεο δεζκώλ πδξνγόλσλ ηεο θύξηαο αιπζίδαο είλαη εθηεζεηκέλα (Chiti et 

al., 1999).  

Με απηόλ ηνλ ηξόπν απνδείρζεθε όηη ε ηθαλόηεηα δεκηνπξγίαο ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

είλαη κία γεληθεπκέλε ηδηόηεηα ησλ πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ.  Η ηδηόηεηα απηή κπνξεί 

εύθνια λα εμεγεζεί από ην γεγνλόο όηη νη ελδνκνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο πνπ 

ζηαζεξνπνηνύλ ηα ηλίδηα εκπιέθνπλ ηελ θύξηα αιπζίδα ησλ πξσηετλώλ, ε νπνία είλαη 

θνηλή ζε όιεο ηηο πξσηεΐλεο.  Η παξαηήξεζε ηεο θνηλήο αξρηηεθηνληθήο ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ ππνδειώλεη όηη νη αιιειεπηδξάζεηο πνπ πξαγκαηνπνηνύληαη ζε αηνκηθό επίπεδν 

αθνξνύλ αιιειεπηδξάζεηο ζηαζεξνπνίεζεο ηνπ θνηλνύ πξσηετληθνύ ζθειεηνύ, όπσο είλαη 

πδξνγνληθνί δεζκνί ή πδξόθνβεο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ αηόκσλ πνπ ζπγθξνηνύλ ηελ 

θύξηα αιπζίδα, παξά εμεηδηθεπκέλεο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ ησλ 

ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ (Kelly, 1998; Sunde and Blake, 1997).  

Έηζη, ηα ακπινεηδή ηλίδηα ζήκεξα εκθαλίδνληαη σο κία πξνθαζνξηζκέλε θαηάζηαζε 

ησλ πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ, πιελ κεξηθώλ εμαηξέζεσλ, αθνύ είλαη ε δνκηθή θαηάζηαζε 

πνπ πηνζεηνύλ νη πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο ζε πςειέο ζπγθεληξώζεηο, όηαλ δελ 

θαηνξζώλνπλ λα δηπισζνύλ ζηελ ζθαηξηθή πδαηνδηαιπηή ηνπο κνξθή.  Η ηάζε ή 

ηθαλόηεηα δεκηνπξγίαο ακπινεηδώλ ηληδίσλ είλαη ε πην θνηλή, γεληθεπκέλε ηδηόηεηα ησλ 

πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ.   
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1.6.3. Ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο 

Μία από ηηο βαζηθέο αξρέο ζηε βηνινγία είλαη όηη ε πιεξνθνξία πνπ απαηηείηαη γηα ην 

δίπισκα κίαο πξσηεΐλεο βξίζθεηαη θσδηθνπνηεκέλε ζηελ ακηλνμηθή ηεο αθνινπζία.  Σα 

πξνεγνύκελα ρξόληα είρε απνδεηρζεί όηη κηθξά ζπλαηλεηηθά ηκήκαηα ηεο πξσηνηαγνύο δνκήο 

κίαο πξσηεΐλεο θαζόξηδαλ ζεκαληηθά γεγνλόηα γηα ηε δσή ηεο, όπσο ην ηνπηθό εληνπηζκό 

ηεο (localization), ηηο κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ηεο (posttranslational 

modifications) ή ηελ απνδηάηαμή ηεο (degradation) (Aitken, 1999).  Η απνθάιπςε ηεο 

ππόζεζεο ησλ ακπινεηδνγόλσλ ηκεκάησλ (amyloid stretch hypothesis) πξνζδίδεη κία 

αθόκε ιεηηνπξγία ζηα ζπλαηλεηηθά απηά πεπηηδηθά ηκήκαηα· ηελ εγγελή ηάζε γηα 

δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Η ππόζεζε απηή νξίδεη όηη έλα κηθξό ηκήκα κίαο 

πξσηεΐλεο πνπ δηαζέηεη έλα ακπινεηδνγόλν κνηίβν κπνξεί λα δηνρεηεύζεη ηελ αλαγθαία 

θηλεηήξηα δύλακε γηα λα εθθηλεζεί ε δηαδηθαζία ζπζζσκάησζεο νιόθιεξεο ηεο 

πξσηεΐλεο(Esteras-Chopo et al., 2005).   

Πεηξακαηηθέο αλαιύζεηο, in vitro, απέδεημαλ όηη ην ακπινεηδνγόλν δπλακηθό ησλ 

πξσηετλώλ κπνξεί λα „ζπγθεληξώλεηαη‟ ζε ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρέο ηεο πνιππεπηηδηθήο 

αιπζίδαο θαη εηδηθόηεξα ζε κηθξά πεπηηδηθά ηκήκαηα ηεο αθνινπζίαο, ηα νπνία 

ραξαθηεξίζηεθαλ σο ην επίθεληξν ηεο ζπζζσκάησζεο ή „hot-spot‟ ζπζζσκάησζεο 

(aggregation „hot-spots‟) (Ivanova et al., 2004; Jones et al., 2003; Tjernberg et al., 1996; 

Ventura et al., 2004).  πγθξίζεηο κεηαμύ νκόινγσλ πξσηετλώλ κε δηαθνξεηηθέο 

ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο έδεημαλ όηη κηθξέο αθνινπζίεο κπνξνύλ λα επάγνπλ ην ζρεκαηηζκό 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ κε-ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (Ivanova et al., 2004; Ventura et al., 

2004), ελώ ζε επίπεδν ηξηηνηαγνύο δνκήο πεπηηδηθά ηκήκαηα ηεο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο 

είλαη ηθαλά λα ζηνηβάδνληαη γηα λα ζρεκαηίζνπλ ησλ cross-β ζθειεηό, κεηαηξέπνληαο ην 

ππόινηπν ηεο πξσηεΐλεο σο δηαθόζκεζε πεξηθεξεηαθά ηνπ ηληδηαθνύ ππξήλα (Sambashivan 

et al., 2005).  Η ζρέζε κεηαμύ ηεο αθνινπζίαο θαη ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο ζε κηθξά 

πεπηηδηθά ηκήκαηα κειεηήζεθε ζε βάζνο κε ηε ρξήζε ηνπ πεπηηδηθνύ κνληέινπ STVIIE, πνπ 

ζρεδηάζηεθε de novo (Lopez de la Paz and Serrano, 2004).  Η ζπζηεκαηηθή εηζαγσγή 

κεηαιιαγώλ ζε όιν ην κήθνο ηεο αθνινπζίαο ηνπ εμαπεπηηδίνπ επέηξεςε ηελ δόκεζε ελόο 

θαλόλα ακπινεηδνγόλσλ κνηίβσλ θαη απνθάιπςε όηη αθόκα θαη ζε έλα κηθξό πεπηίδην 

εληνπίδνληαη ακηλνμηθέο ζέζεηο πνπ είλαη αλεθηηθέο (ζηα άθξα) ή αληίζεηα, θαζόινπ 

αλεθηηθέο (ζηνλ ππξήλα) ζηηο ακηλνμηθέο ηξνπνπνηήζεηο. 

Η ζεσξία ησλ ακπινεηδνγόλσλ κνηίβσλ ή „hot-spot‟ ζπζζσκάησζεο εκπινπηίζηεθε 

από κειέηεο ζηηο νπνίεο εμεηάζηεθαλ εθηελώο νη κεκνλσκέλεο ηδηόηεηεο ησλ ακηλνμηθώλ 
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θαηαινίπσλ πνπ πξνζδίδνπλ ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο ζε κία αθνινπζία.  Ακηλνμηθά 

θαηάινηπα όπσο ε ηζνιεπθίλε, ε θαηλπιαιαλίλε, ε ιεπθίλε ή ε βαιίλε ραξαθηεξίζηεθαλ σο 

θαηάινηπα πνπ επάγνπλ ζηε ζπζζσκάησζε (Sanchez de Groot et al., 2005).  Αληίζεηα, 

δηαθνξεηηθέο πεηξακαηηθέο κειέηεο πξόηεηλαλ όηη ε απνθπγή ηεο ζπζζσκάησζεο 

επηηπγράλεηαη εμειηθηηθά κε ηελ εκθάληζε ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ (Tartaglia et al., 2005), 

όπσο ε πξνιίλε πνπ δηαηαξάζζεη ηε δεκηνπξγία β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ, ε γιπθίλε πνπ 

πξνζδίδεη κία επθακςία ζηελ πνιππεπηηδηθή αιπζίδα (Rauscher et al., 2006), θαζώο θαη ην 

απμεκέλν πεξηερόκελν ζε θνξηηζκέλα θαηάινηπα (Kovacs et al., 2010). 

Δπηπξόζζεηα, ην 2007 ν Hamodrakas θαη νη ζπλεξγάηεο ηνπ πξόηεηλαλ όηη ηα κηθξά 

ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα ησλ πξσηετλώλ δξνπλ σο „ζηεξενδηαηαμηθνί δηαθόπηεο‟ 

(conformational switches), αθνύ κπνξεί λα πηνζεηήζνπλ δηαθνξεηηθέο ζηεξενδηαηάμεηο 

αλάινγα κε ην πεξηβάιινλ ζην νπνίν βξίζθνληαη (Hamodrakas et al., 2007).  Οη 

αθνινπζίεο πνπ κπνξνύλ λα κεηαβάιινπλ ηε ζηεξενδηάηαμή ηνπο θάησ από ζπγθεθξηκέλεο 

ζπλζήθεο νλνκάδνληαη „αθνινπζίεο ρακαηιένληεο‟ θαη πεξηγξάθνπλ κία γλσζηή ηδηόηεηα 

ησλ ακηλνμηθώλ αθνινπζηώλ (Waterhous and Johnson, 1994; Zhong and Johnson, 1992), ε 

νπνία θαίλεηαη λα ζπκπίπηεη κε ηελ πιεηνςεθία ησλ ακπινεηδνγόλσλ ηκεκάησλ.   

Κνκβηθήο ζεκαζίαο ήηαλ ην 2009 ε πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε ηεο εξεπλεηηθήο νκάδαο 

ηνπ Eisenberg, ζην University of California ζην Λνο Άληδειεο.  Οη εξεπλεηέο ηνπνζέηεζαλ 

ζην θαξβνμπηειηθό άθξν ηεο πεξηνρήο αξκνύ ηνπ ελδύκνπ Rnase A, 10 δηαθνξεηηθά 

ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα κε κήθνο από έμη κέρξη δέθα ακηλνμηθά θαηάινηπα.  Η Rnase A είλαη 

έλα επξέσο κειεηεκέλν θαη θαιά ραξαθηεξηζκέλν έλδπκν, ην νπνίν δελ δεκηνπξγεί 

ακπινεηδή ηλίδηα ζε έλα επξύ θάζκα ζπλζεθώλ, ελώ ηα 10 δηαθνξεηηθά ηκήκαηα είραλ 

γλσζηέο ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο, θαζώο νη πξσηεΐλεο πξνέιεπζήο ηνπο ήηαλ ε ηαπ, ε α-

ζπλνπθιεΐλε, ε prion θαη ην Αβ πεπηίδην (Sawaya et al., 2007).  Έηζη, ην εξώηεκα πνπ 

ηέζεθε ήηαλ θαηά πόζν απηά ηα ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα κπνξνύλ λα πξνθαιέζνπλ ηελ 

ακπινεηδνγέλεζε ζε κία κε ακπινεηδνγόλν πξσηεΐλε.  Οη παξαηεξήζεηο έδεημαλ όηη ηα 

κηθξά ηκήκαηα κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ νδήγεζαλ ηηο ρηκαηξηθέο πξσηεΐλεο ζηνλ 

πνιπκεξηζκό ζε 7 από ηηο 11 πεξηπηώζεηο, επηβεβαηώλνληαο όηη ηα 7 ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα 

κπνξνύλ λα θαζνδεγήζνπλ ην έλδπκν ζηε δεκηνπξγία δνκώλ κε ηηο ραξαθηεξηζηηθέο 

ηδηόηεηεο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (amyloid-like fibrils) (Teng and Eisenberg, 2009).  

Σα κηθξά ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα πνπ ππξνδνηνύλ ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

νλνκάδνληαη ζήκεξα „ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο‟ („amyloidogenic determinants’) ή 

„πεπηίδηα κε ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ („aggregation-prone peptides’) ή „hot-spot‟ 
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ζπζζσκάησζεο (aggregation ‘hot-spot’) θαη νη κειέηεο ηνπο παίδνπλ θαζνξηζηηθό ξόιν ζηηο 

δνκηθέο θαη βηνρεκηθέο αλαιύζεηο ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.   

 

 

 
Δηθόλα 30.  Ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα νδεγνύλ ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζηελ 

RNase A (α) Η δνκή ηεο RNase A. Σα ηκήκαηα πνπ ρξσκαηίδνληαη είλαη ππνςήθηεο 

πεξηνρέο γηα ηελ πξνζζήθε ακπινεηδνγόλσλ ηκεκάησλ.  Σν ακηλνηειηθό ηκήκα 

ρξσκαηίδεηαη κε πξάζηλν, ελώ ην θαξβνμπηειηθό ηκήκα θαη ε πεξηνρή αξκόο κε πνξηνθαιί. 

(β) Πηζαλό κνληέιν πνιπκεξηζκνύ ηεο ρηκαηξηθήο RNase A κεηά ηελ πξνζζήθε 

εμαπεπηηδίσλ. (γ) Σα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα ησλ ρηκαηξηθώλ ελδύκσλ έπεηηα από ηελ 

πξνζζήθε ησλ εμαπεπηηδίσλ ζηελ θαξβνμπηειηθή πεξηνρή αξκό (Πξνζαξκνγή από (Teng et 

al., 2012)).  
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1.6.4. Αλαζθόπεζε ηωλ βάζεωλ πξωηεϊληθήο ζπζζωκάηωζεο 

Η πξσηετληθή ζπζζσκάησζε, αιιά θαη εηδηθόηεξα ν ζρεκαηηζκόο νξγαλσκέλσλ 

πξσηετληθώλ ζπζζσκαησκάησλ - ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ -, πξνζειθύεη ην ελδηαθέξνλ ησλ 

εξεπλεηώλ θαη γη‟απηό είλαη ζήκεξα έλα πεδίν έληνλεο εξεπλεηηθήο δξαζηεξηόηεηαο (Chiti et 

al., 1999).  ηελ θαηεύζπλζε απηή, ε ππνινγηζηηθή βηνινγία ηα ηειεπηαία 15 ρξόληα έρεη 

ζπλεηζθέξεη ζηελ in silico αλάιπζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι ησλ πξσηετλώλ κε ηελ 

αλάπηπμε πνιιώλ εξγαιείσλ (Ahmed and Kajava, 2013; De Baets et al., 2014; Hamodrakas, 

2011) (2.3.3.2).   

Η δηαζεζηκόηεηα ησλ απνζεθεπκέλσλ βηνινγηθώλ δεδνκέλσλ ζε ηδαληθά ζρεδηαζκέλεο 

βάζεηο δεδνκέλσλ, άιιαμε ηνλ ηξόπν κε ηνλ νπνίν νη επηζηήκνλεο κειεηνύλ ηελ 

πξσηετληθή ζπζζσκάησζε θαη ζπλεηζέθεξε ζεκαληηθά ζηελ αλάπηπμε ησλ βηνινγηθώλ, 

ηαηξηθώλ αθόκα θαη ησλ πξν-θιηληθώλ δηαδηθαζηώλ.  πρλά, επαξθώο ζρνιηαζκέλεο εγγξαθέο 

ζε γεληθεπκέλεο βάζεηο δεδνκέλσλ ζεκαίλνληαη κε „ιέμεηο θιεηδηά‟, πνπ κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηελ εύξεζε ζπγθεθξηκέλσλ ππνζπλόισλ.  Γηα παξάδεηγκα ιέμεηο 

θιεηδηά όπσο „amyloid‟ ή „amyloid formation‟ ή „amyloidosis‟ κπνξεί λα ζπλνδεύνπλ κία 

πξνρσξεκελε αλαδήηεζε (advanced search) πνπ αθνξά ηελ πξσηετληθή ζπζζσκάησζε.  

Δληνύηνηο, νη γεληθεπκέλεο βάζεηο δεδνκέλσλ πξσηετληθώλ κνξίσλ, όπσο είλαη ε UniProtΚΒ 

(Boutet et al., 2016), πεξηέρνπλ πςειήο πνηόηεηαο ππνινγηζηηθά πξνζδηνξηζκέλεο εγγξαθέο, 

εκπινπηηζκέλεο κε απηόκαην ζρνιηαζκό θαη ηαμηλόκεζε, αιιά ε εμόξπμε δεδνκέλσλ ζε 

απηέο, κπνξεί λα είλαη πνιύπινθε, εμαηηίαο ηεο πνζόηεηαο ηεο πιεξνθνξίαο θαη ηεο 

πνηθηινκνξθίαο ησλ εγγξαθώλ ηνπο.  ήκεξα, ηα δεδνκέλα ηεο πξσηετληθήο 

ζπζζσκάησζεο βξίζθνληαη ζπνξαδηθά ζπγθεληξσκέλα ζε βάζεηο δεδνκέλσλ ή 

δηαζθνξπηζκέλα ζηελ δηαζέζηκε βηβιηνγξαθία, γη‟ απηό θαη είλαη επηηαθηηθή ε αλάγθε ηεο 

νξγάλσζεο, ηεο πξνζβαζηκόηεηαο θαη ηεο εύθνιεο εμόξπμήο ηνπο.   

ηηο παξαγξάθνπο πνπ αθνινπζνύλ πεξηγξάθνληαη νη δηαζέζηκεο βάζεηο ηεο 

πξσηετληθήο ζπζζσκάησζεο, ηαμηλνκεκέλεο ζε ηέζζεξηο κεγάιεο θαηεγνξίεο: 1) ζηα ζύλνια 

δεδνκέλσλ ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο, 2) ζηηο βάζεηο δεδνκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ, 3) ζηηο βάζεηο δεδνκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ, θαη ηέινο 4) ζηηο 

βάζεηο δεδνκέλσλ ακπινεηδώζεσλ.   
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1.6.4.1. ύλνια δεδνκέλωλ ακπινεηδνγνληθόηεηαο. 

Σα ζύλνια δεδνκέλσλ ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο ππήξμαλ νη πξώηεο πξώηκεο 

πξνζπάζεηεο „απνζεηεξίσλ ηεο πξσηετληθή ζπζζσκάησζεο‟ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ 

αλάπηπμε, ηε βειηηζηνπνίεζε θαη ηνλ έιεγρν λέσλ αιγνξίζκσλ (Lander et al., 2001).  Δθηόο 

από ηελ αμηνπνίεζή ηνπο ζηελ πεηξακαηηθή έξεπλα, ε ζπιινγή απηώλ ησλ δεδνκέλσλ 

ζπλέβαιε ζηε κειέηε ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο ή ηεο „ηάζεο πξνο ζπζζσκάησζε‟, θαζώο 

ππήξμαλ ην ππόβαζξν γηα ηελ αλάπηπμε δπλακηθώλ θαη απνηειεζκαηηθώλ ππνινγηζηηθώλ 

κεζόδσλ.  Ο Πίλαθαο 6 θαηαγξάθεη όια ηα δηαζέζηκα ζύλνια δεδνκέλσλ ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο.   

Μία πξώηκε κνξθή ζπιινγήο ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ ζρεδηάζηεθε από ηνπο Lopez 

de la Paz θαη Serrano ην 2003 (Lopez de la Paz and Serrano, 2004), κε ηε ζπζηεκαηηθή 

αληηθαηάζηαζε ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ θαη ηνλ de novo ζρεδηαζκό ακπινεηδνγόλσλ 

πεπηηδίσλ.  Οη εξεπλεηέο ρξεζηκνπνηώληαο σο βάζε ην πεπηίδην STVIIE πξαγκαηνπνίεζαλ 

αληηθαηαζηάζεηο ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ ζε κία πξνζπάζεηα λα θαηαγξαθνύλ νη 

ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο όισλ ησλ γλσζηώλ ακηλνμέσλ θαη λα δνζεί θσο ζηηο αξρέο ηηο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο.  Γύν αθόκα ζύλνια ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 

δεκηνπξγήζεθαλ γηα ηελ αμηνινγεζε ηεο κεζόδνπ 3D profile (Thompson et al., 2006).  Σν 

ζύλνιν AmylHex πεξηιακβάλεη ακπινεηδνγόλα εμαπεπηίδηα από ηηο πξσηείλεο ηλζνπιίλε, β2-

κηθξνζθαηξίλε, ακπιίλε θαη ηαπ, ελώ ην ζύλνιν AmylFrag ζπγθεληξώλεη πεηξακαηηθά 

επηβεβαησκέλα ακπινεηδνγόλα πεπηίδηα από ηε βηβιηνγξαθία (Goldschmidt et al., 2010).  

Σέινο, ε AmyloBase (Belli et al., 2011) παξνπζηάζηεθε σο έλα ζύλνιν πνπ πεξηιακβάλεη 

κία ιίζηα, πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλσλ δεδνκέλσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δεκηνπξγία 

νιηγνκεξώλ ή ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη δεκηνπξγήζεθε κε ζηόρν λα ππνζηεξίμεη ηελ αλάπηπμε 

λέσλ κεζόδσλ.  

Θα πξέπεη ζην ζεκείν απηό λα αλαθεξζεί όηη, θαη άιια ζύλνια δεδνκέλσλ, βαζηζκέλα 

ζε δηαθνξεηηθέο ζηξαηεγηθέο, έρνπλ δεκηνπξγεζεί γηα ηελ ππνζηήξημε πνιιώλ 

πξνγλσζηηθώλ κεζόδσλ [Pafig (Tian et al., 2009), TANGO (Linding et al., 2004), 

AGGRESCAN (de Groot et al., 2012), AMYLPRED (Frousios et al., 2009) θαη 

AMYLPRED2 (Tsolis et al., 2013)].  Σα ζύλνια απηά, παξόηη είλαη ζπλήζσο „θξπθά‟ 

ζηνηρεία ησλ ππνινγηζηηθώλ κεζόδσλ, κπνξεί λα απνδεηρζνύλ εμαηξεηηθά ζεκαληηθά 

εξγαιεία γηα ηνπο εξεπλεηέο.   
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Πίλαθαο 6.  ύλνια δεδνκέλσλ ακπινεηδνγνληθόηεηαο.  Γίλεηαη ζύληνκε πεξηεγξαθή ησλ 

πεξηερνκέλσλ θάζε ζπλόινπ δεδνκέλσλ, θαζώο θαη ε δεκνζηεπκέλε εξγαζία από ηελ νπνία 

πξνέθπςαλ. 

ύλνιν δεδνκέλσλ Πεξηγξαθή Αλαθνξά 

πιινγή Lopez de la Paz 
Παξαιιαγέο – κεηαιιαγέο ζην 

πεπηηδίνπ STVIEE 
(Lopez de la Paz and Serrano, 

2004) 

AmylHex 

158 πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλα 

πεπηίδηα από ηηο πξσηείλεο 

ηλζνπιίλε, β2-κηθξνζθαηξίλε, 

ακπιίλε θαη ηαπ; 67 ακπινεηδνγόλα 

θαη 91 κε-ακπινεηδνγόλα 

(Thompson et al., 2006) 

AmylFrag 
45 πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλα 

ακπινεηδνγόλα πεπηηδηθά ηκήκαηα 

πξσηετλώλ  
(Thompson et al., 2006) 

AmyloBase 
Πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλα 

δεδνκέλα θηλεηηθήο ηεο δεκηνπξγίαο 

νιηγνκεξώλ ή ακπινεηδώλ ηληδίσλ 
(Belli et al., 2011) 

Hexpepset 
2452 εμαπεπηίδηα: 1226 

ακπινεηδνγόλα 1226 κε-

ακπινεηδνγόλα 
(Tian et al., 2009) 

TANGO Dataset 
71 πεπηίδηα από ηηο πξσηεΐλεο prion, 

ιπζνδύκε θαη β2-κηθξνζθαηξίλε 
(Fernandez-Escamilla et al., 

2004) 

AGGRESCAN Dataset 

160 ζθαηξηθέο πδαηνδηαιπηέο 

πξσηεΐλεο;  51 εγγελώο κε δνκεκέλεο 

πξσηεΐλεο; 38 ζθαηξηθέο 

πδαηνδηαιπηέο πξσηεΐλεο πνπ 

ππεξεθθξάδνληαη ζε βαθηεξηαθά 

θύηηαξα; 121 πξσηεΐλεο πνπ 

ζρεκαηίδνπλ πξσηετληθά έγθιεηζηα 

θαη ππεξεθθξάδνληαη ζηα βαθηεξηαθά 

θύηηαξα; 57 ακπινεηδνγόλεο 

πξσηεΐλεο 

(de Groot et al., 2012) 

AMYLPRED Dataset 

12 ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο κε 

γλσζηέο –θξπζηαιινγξαθηθά 

πξνζδηνξηζκέλεο– δνκέο, πνπ 

εθζέηνπλ πεηξακαηηθά θαη 

ππνινγηζηηθά πξνζδηνξηζκέλα 

ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα  

(Tsolis et al., 2013),  

(Frousios et al., 2009) 
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1.6.4.2. Βάζεηο δεδνκέλωλ ακπινεηδνγόλωλ πξωηεϊλώλ 

Οη βάζεηο δεδνκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ απνηεινύλ βηβιηνζήθεο 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετληθώλ κνξίσλ, πνπ επηηξέπνπλ ηελ εμόξπμε ηεο πιεξνθνξίαο ζε 

εμεηδηθεπκέλνπο ρξήζηεο (Citron et al., 1992).  Ο Πίλαθαο 7 θαηαγξάθεη ζπγθεληξσηηθά ηηο 

βάζεηο δεδνκέλσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, ηνλ ζύλδεζκν ηνπ εμππεξεηεηή ηνπο, ηε 

δηαζεζηκόηεηα ηεο βάζεο, θαζώο θαη κία ζύληνκε πεξηγξαθή.   

Η πξώηε ζεκαληηθή πξνζπάζεηα, λα ζπγθελησζεί ε πιεξνθνξία ζε επίπεδν 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, ήηαλ ε βάζε fibril_one, πνπ δεκνζηεύηεθε ην 2002 (Siepen and 

Westhead, 2002), όκσο ζήκεξα δελ είλαη δηαζέζηκε.  Η βαζηθή ηδέα πίζσ από ηε δεκηνπξγία 

ηεο ήηαλ βαζηζκέλε ζηνλ ηξόπν κε ηνλ νπνίν δηαθνξεηηθέο κεηαιιάμεηο επεξεάδνπλ ηελ 

ηληδνγέλεζε ησλ 22 γλσζηώλ ηόηε ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Η βάζε πεξηείρε ζρεδόλ 250 

κεηαιιαγέο θαη 50 δηαθνξεηηθέο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο πνπ ζρεηίδνληαλ κε ηηο 22 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο.  ΄ 

Μία κεγάιεο θιίκαθαο αλάιπζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζηε βάζε AMYPdb (Pawlicki et 

al., 2008).  Η βάζε δεδνκέλσλ είλαη κία βηβιηνζήθε 31 επηιεγκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετληθώλ νηθνγελεηώλ, ε νπνία εμππεξεηεί ζηελ in silico θαηαγξαθή ηνπ ακπινεηδνγόλνπ 

πξνθίι 600 δηαθνξεηηθώλ νξγαληζκώλ.  Η ηδέα όηη ε ηάζε γηα δεκηνπξγία ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ βξίζθεηαη „θξπκκέλε‟ ζηελ ακηλνμηθή αθνινπζία επέηξεςε ηελ αλάπηπμε κηαο 

ζπιινγήο δεδνκέλσλ πνπ βαζίδεηαη ζε γλσζηά κνηίβα ηεο βάζεο PROSITE (Sigrist et al., 

2002).  Κάζε εγγξαθή αλαιύεηαη ζπζηεκαηηθά θαη ζρνιηάδεηαη, ελώ πεξηιακβάλεη θαη κία 

ιίζηα από πξσηετληθέο αθνινπζίεο πνπ ηαηξηάδνπλ κε ην PROSITE κνηίβν ησλ πξόδξνκσλ 

πξσηετληθώλ κνξίσλ.  Σν κεγαιύηεξν πιενλέθηεκα ηεο βάζεο είλαη ην πξνλόκην ηνπ ρξήζηε 

λα δεκηνπξγεί ππνζύλνια πξσηετλώλ θαη λα αιιειεπηδξά δηαδξαζηηθά κε ηε βάζε.   

Η ηδέα ηεο απνθξππηνγξάθεζεο ησλ παξαγόλησλ πνπ είλαη ππεύζπλνη λα νδεγνύλ κία 

πξσηεΐλε ζηελ ακπινεηδνγόλν θαηάζηαζε επέηξεςε ζηνλ Goldschmidt θαη ηνπο ζπλεξγάηεο 

ηνπ λα παξνπζηάζνπλ ην 2009 ην Amylome, κία ζπιινγή πνπ απνθάιεζαλ „θόζκν ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ‟ (the “universe” of amyloidogenic proteins) θαη ηελ θαηέζεζαλ 

ζηε βάζε δεδνκέλσλ ZipperDB (Goldschmidt et al., 2010).  Η ζπγθεθξηκέλε βάζε 

δεκηνπξγήζεθε γηα λα απνζεθεύζεη κία κεγάιεο θιίκαθαο αλάιπζε ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο δηαθνξεηηθώλ γνληδησκάησλ, θαζώο ηα δεδνκέλα ηεο ζπιινγήο 

πξνέθπςαλ από ηελ πξόγλσζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι πξσηεσκάησλ 76 δηαθνξεηηθώλ 

νξγαληζκώλ.  Οη εγγξαθέο ηεο βάζεο είλαη πξσηεΐλεο νη νπνίεο αλαιύνληαη ζε 
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αιιεινεπηθαιππηόκελα εμαπεπηίδηα, γηα ηα νπνία θαηαγξάθεηαη ε πηζαλόηεηα λα 

ζπκκεηέρνπλ ζηε δεκηνπξγία ελόο ζηεξενδηαηαμηθνύ θεξκνπάξ (Sawaya et al., 2007) (1.3.2).  

Η βάζε ππήξμε ε πξώηε πξνζέγγηζε πνπ ρξεζηκνπνίεζε ηε δνκηθή πιεξνθνξία γηα λα 

πξνβιέςεη πεπηηδηθά ηκήκαηα κε ηάζε λα απηνζπγθξνηνύληαη πξνο ην ζρεκαηηζκό ηνπ 

ππξήλα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Ο ρξήζηεο κπνξεί εύθνια λα πινεγεζεί ζηε βάζε θάζε 

γνληδηώκαηνο θαη λα θαηαζέζεη επεξσηήκαηα ρξεζηκνπνηώληαο ην όλνκα ηεο πξσηεΐλεο, κία 

πεπηηδηθή αιιεινπρία ή ην όλνκα ηνπ γνληδηώκαηνο.   

Σέινο, κία εμεηδηθεπκέλε βάζε θαηεγνξηνπνίεζεο ησλ ηξηζδηάζηαησλ ζρεκάησλ ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε αηνκηθό επίπεδν δεκηνπξγήζεθε από ηνλ Smaoui θαη ηνπ ζπλεξγάηεο 

ηνπ (Smaoui et al., 2013).  Η βάζε CreateFibril είλαη κία ππνινγηζηηθή πξνζπάζεηα 

ζπγθέληξσζεο ησλ ηξηζδηάζηαησλ δνκώλ πνιπκνξθηθώλ νιηγνκεξώλ ή ηληδίσλ ηεο 

πξσηεΐλεο HET-s, ηνπ Aβ πεπηηδίνπ θαη ηεο ακπιίλεο.  Η βηβιηνζήθε ησλ δηαζέζηκσλ δνκώλ 

παξέρεη πξόηππεο ζηεξενδηαηάμεηο νη νπνίεο θαηαγξάθνπλ ζε αηνκηθό επίπεδν ηα 

ραξαθηεξηζηηθά ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ. 

 

Πίλαθαο 7.  Βάζεηο δεδνκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ. 

Βάζε Πεξηγξαθή URL Γηαζεζηκόηεηα Αλαθνξά 

fibril_one 

250 κεηαιιαγέο θαη 50 

πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο 

πνπ ζρεηίδνληαη κε 22 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο  

http://www.bioi

nformatics.leed

s.ac.uk/group/o

nline/fibril_one 

- 
(Siepen and 

Westhead, 2002) 

AMYPdb 

31 επηιεγκέλεο 

ακπινεηδνγόλεο 

πξσηετληθέο νηθνγέλεηεο 

θαη ηα ραξαθηεξηζηηθά 

κνηίβα ηεο ακηλνμηθήο 

αθνινπζίαο ηνπο ζε 600 

νξγαληζκνύο 

http://amypdb.g

enouest.org/e10

7_plugins/amy

pdb_project/pro

ject.php 

 
(Pawlicki et al., 

2008) 

ZipperDB 
Ακπινεηδνγόλν πξνθίι 76 

δηαθνξεηηθώλ 

γνληδησκάησλ 

https://services.

mbi.ucla.edu/zi

pperdb/ 
 

(Goldschmidt et 

al., 2010) 

CreateFibril 

Σξηζδηάζηαηα κνληέια 

ηληδίσλ ηεο πξσηεΐλεο 

HET-s, ηνπ πεπηηδίνπ Aβ 

θαη ηεο ακπιίλεο 

http://amyloid.c

s.mcgill.ca/data

base/index.html 
 

(Smaoui et al., 

2013) 
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1.6.4.3. Βάζεηο δεδνκέλωλ ακπινεηδνγόλωλ πεπηηδίωλ 

Πνιιέο βάζεηο βηνινγηθώλ δεδνκέλσλ είλαη αθηεξσκέλεο ζε κηθξά πξσηετληθά ηκήκαηα 

ηα νπνία απνηεινύλ ηνπο ππξήλεο ηεο ηληδνγέλεζεο ησλ πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ, θαζώο 

εκθαλίδνπλ εγγελώο ηελ ηάζε λα νδεγνύλ κία θπζηνινγηθή πξσηεΐλε ζηελ ακπινεηδή 

θαηάζηαζε (Teng and Eisenberg, 2009).  Οη βάζεηο δεδνκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ 

ζπγθεληώλνληαη ζηνλ Πίλαθαο 8.  

Η βάζε WALTZ-DB (Beerten et al., 2015) είλαη κία αλαιπηηθή ζπιινγή δεδνκέλσλ 

ακπινεηδνγόλσλ θαη κε-ακπινεηδνγόλσλ εμαπεπηηδίσλ, ε νπνία θαηαζθεπάζηεθε από ηνπο 

δεκηνπξγνύο ηνπ αιγνξίζκνπ Waltz (Maurer-Stroh et al., 2010).  Η βάζε απηή ζπγθεληξώλεη 

πεηξακαηηθά επηβεβαησκέλα εμαπεπηίδηα ζε κία ιεπηνκεξή θαη εθηεηακέλε ζπιινγή.  Σα 

εμαπεπηίδηα, πνπ έρνπλ ζπγθεληξσζεί από δηάθνξεο πεγέο, ζρνιηάδνληαη ιεπηνκεξώο θαζώο 

θαηαγξάθεηαη ε ακπινεηδνγόλνο ηάζε ηνπο κε ηελ παξνπζίαζε ησλ δηαζέζηκσλ 

πεηξακαηηθώλ δεδνκέλσλ, ελώ ζπκπεξηιακβάλεηαη θαη ν δνκηθόο ραξαθηεξηζκόο ηνπο κε 

βάζεη ηελ ηαμηλόκεζε ησλ ζηεξενδηαηαμηθώλ θεξκνπάξ ηνπ Eisenberg (Eisenberg and 

Jucker, 2012) (1.3.2).  Η πξόζβαζε ησλ ρξεζηώλ ζηελ πεηξακαηηθή πιεξνθνξία πνπ 

ζπλνδεύεη θάζε εγγξαθή επηηξέπεη ζηνπο εξεπλεηέο λα αμηνινγήζνπλ αλεμάξηεηα ηελ 

πιεξνθνξία ησλ δεδνκέλσλ ηεο βάζεο.  

Μία αθόκε ζεκαληηθή βάζε ζην πεδίν ηεο κειέηεο ησλ ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ 

είλαη ε ζπιινγή πνπ δεκηνπξγήζεθε γηα λα ζπγθεληξώζεη όιεο ηηο ακπινεηδνγόλεο 

αθνινπζίεο, ζε κία θνηλή πιαηθόξκα.  Η βάζε AmyLoad ζπγρώλεπζε ηηο δηαζέζηκεο 

ακπινεηδνγόλεο θαη κε-ακπινεηδνγόλεο αθνινπζίεο ζε κία πξνζπάζεηα λα ζπγθεληξώζεη όια 

εθείλα ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ ακπινεηδνγνληθόηεηα (Wozniak and 

Kotulska, 2015).  Οη εκπλεπζηέο ηεο έθαλαλ ηδηαίηεξεο πξνζπάζεηεο λα ζπλελώζνπλ ηα 

ζύλνια επαιήζεπζεο (validation datasets) δηαθνξεηηθώλ κεζόδσλ πξόγλσζεο 

(AGGRESCAN (Conchillo-Sole et al., 2007), TANGO (Fernandez-Escamilla et al., 2004), 

AmylHex θαη AmylFrag (Goldschmidt et al., 2010)) καδί κε δεδνκέλα πνπ ζπγθέληξσζαλ 

από ηε βηβιηνγξαθία.  Οη εγγξαθέο είλαη εύθνια πξνζβάζηκεο θαη ε πιεξνθνξία είλαη 

πξνζεθηηθά νξγαλσκέλε, ελώ νη δηαζπλδέζεηο κε άιιεο δηαζέζηκεο βάζεηο θαη ππνινγηζηηθέο 

κεζόδνπο ζπλζέηνπλ έλα εύθνιν γηα ην ρξήζηε πεξηβάιινλ εξγαζίαο.  Γηα παξάδεηγκα, γηα 

έλα ζπγθεθξηκέλν πεπηίδην, νη εξεπλεηέο κπνξνύλ λα απνθηήζνπλ ζε βάζνο πιεξνθνξία, γηα 

ηελ πεηξακαηηθή πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο ή ην όλνκα ηεο αζζέλεηαο ζηελ νπνία 

εκπιέθεηαη ε θάζε εγγξαθή.  Έλα ζεκαληηθό πιενλέθηεκα γηα ηελ επηζηεκνληθή θνηλόηεηα 
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είλαη ε δηαζεζηκόηεηα ηεο πεηξακαηηθήο κεζνδνινγίαο, ε νπνία ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

εμαθξίβσζε ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο θάζε εγγξαθήο. 

Πεγαίλνληαο έλα βήκα παξαπέξα, ν Thangakani θαη νη ζπλεξγάηεο ηνπ αλαγλσξίδνληαο 

ην νινέλα θαη απμαλόκελν ελδηαθέξνλ ησλ εξεπλεηώλ γηα ηελ πξσηετληθή ζπζζσκάησζε, 

αλέπηπμαλ ηεο βάζε Curated Protein Aggregation Database (CPAD) (Thangakani et al., 

2016).  Η βάζε επηρείξεζε λα ζπγθεληξώζεη ηελ πξόζθαηε πιεξνθνξία ζην πεδίν ηεο 

ζπζζσκάησζεο θαη έηζη ε ζπιινγή ησλ πεπηηδίσλ ζρεηίδεηαη είηε κε ηε δεκηνπξγία 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ είηε κε ηε δεκηνπξγία άκνξθσλ ζπζζσκαησκάησλ.  πγθεθξηκέλα, 

δεκηνπξγήζεθε έλα δηαρσξηζκόο κεηαμύ πεπηηδίσλ πνπ ζρεκαηίδνπλ ακπινεηδή ηλίδηα θαη 

άκνξθα ή κε-ακπινεηδνγόλα πεπηηδία, ελώ είλαη δηαζέζηκε θαη πξόζζεηε δνκηθή 

πιεξνθνξία γηα ηα πεπηίδηα κε γλσζηή ηξηζδηάζηαηε δνκή ζηε βάζε PDB (Rose et al., 

2017). 

 

Πίλαθαο 8.  Βάζεηο δεδνκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ. 

Βάζε Πεξηγξαθή URL Γηαζεζηκόηεηα Αλαθνξά 

WALTZ-DB 
Πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλα 

ακπινεηδνγόλα θαη κε-

ακπινεηδνγόλα εμαπεπηίδηα 

http://waltzdb.s

witchlab.org/ 
 

(Beerten et al., 

2015) 

AmyLoad 

Ακπινεηδνγόλα θαη κε-

ακπινεηδνγόλα πξσηετληθά 

ηκήκαηα, πεηξακαηηθά ή 

ππνινγηζηηθά πξνζδηνξηζκέλα 

http://comprec-

lin.iiar.pwr.edu.

pl/amyload 
 

(Wozniak and 

Kotulska, 2015) 

CPAD 

Πεπηίδηα πνπ ζρεηίδνληαη κε 

ηε δεκηνπξγία άκνξθσλ  

ζπζζσκαησκάησλ ή 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

http://www.iitm.

ac.in/bioinfo/CP

AD/ 
 

(Thangakani et 

al., 2016) 
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1.6.4.4. Βάζεηο δεδνκέλωλ ακπινεηδώζεωλ 

ύκθσλα κε ηε δεκνζίεπζε ηεο Γηεζλνύο Έλσζεο ησλ Ακπινεηδώζεσλ νη 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο κπνξεί λα νδεγνύλ ζηελ εκθάληζε δηαθξηηώλ ακπινεηδώζεσλ ή 

λα παίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζε λεπξνεθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο ή λα επάγνπλ ελδνθξηλείο 

αληηδξάζεηο (Sipe et al., 2016).  Έηζη, νη ακπινεηδώζεηο ζπγθξνηνύλ κία εμαηξεηηθά 

εηεξνγελή ιίζηα από αζζέλεηεο ε νπνίεο ηαμηλνκνύληαη ζε εληνπηζκέλεο ή ζπζηεκηθέο, 

πξσηνγελείο ή δεπηεξνγελείο, κεζελρπκαηηθέο ή παξελρπκαηηθέο (Pepys, 2006).  Ο Πίλαθαο 9 

ζπγθεληξώλεη όιεο ηηο δηαζέζηκεο βάζεηο δεδνκέλσλ ακπινεηδώζεσλ θαη θαηαγξάθεη ηα 

ραξαθηεξηζηηθά ηνπο.   

Η θιεξνλνκνύκελε ακπινείδσζε είλαη ν ηύπνο ηεο ακπινείδσζεο πνπ πξνθαιείηαη 

από ηελ κεηαβίβαζε ελόο ζπγθεθξηκέλνπ γνληδίνπ ζηελ επόκελε γεληά.  Η βάζε Mutations 

in Hereditary Amyloidosis database (Rowczenio et al., 2014) ζπλελώλεη ηελ αλάγθε ηεο 

επηζηεκνληθήο θνηλόηεηαο γηα πξόζβαζε ζηελ πιεξνθνξία ησλ θαηλνηύπσλ πνπ πξνθαινύλ 

λέεο κεηαιιαγέο ζηηο θιεξνλνκνύκελεο ακπινεηδώζεηο.  Η βάζε πεξηέρεη πιεξνθνξία γηα 

γνλίδηα πνπ ζρεηίδνληαη κε δηαθνξεηηθέο κνξθέο ακπινεηδώζεσλ θαη εληζρύεηαη κε κία 

ζύληνκε πεξηγξαθή ζρεηηθά κε ηνλ θιηληθό θαηλόηππν ή ηελ εζληθόηεηα ηνπ αζζελνύο, 

επηηξέπνληαο κία πην νινθιεξσκέλε θαηαλόεζε ηεο ζρέζεο κεηαμύ ησλ γνληδίσλ θαη ηνπ 

γλσξίζκαηνο ηεο θάζε αζζέλεηαο.  Η δηαζύλδεζε ηεο βάζεο κε άιιεο πεγέο όπσο ε Medline 

(Wood, 1994) θαη ε OMIM (Hamosh et al., 2005) βνεζνύλ ζηε γεθύξσζε ηεο θιηληθήο 

εηθόλαο κε ηελ δηαζέζηκε κνξηαθή γλώζε. 

Αληίζεηα, ιίγεο κόλν βάζεηο έρνπλ ζρεδηαζηεί γηα λα ζπγθεληξώλνπλ ηε γλώζε 

ζπγθεθξηκέλσλ δηαηαξαρώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ην ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Η 

ακπινείδσζε ηε ειαθξηάο αιπζίδαο (Light chain amyloidosis (or AL amyloidosis)) είλαη ε 

πην θνηλή ζπζηεκηθή ακπινείδσζε (Sanchorawala, 2006).  Η εκθάληζε ηεο παζνινγηθήο 

απηήο θαηάζηαζεο ζηνλ αλαπηπγκέλν θόζκν ήηαλ ε αθνξκή γηα ηε δεκηνπξία ηεο βάζεο 

ALBase (Bodi et al., 2009), κίαο ζπιινγήο 4364 λνπθιενηηδηθώλ θαη ακηλνμηθώλ 

αθνινπζίσλ ειαθξηώλ αιπζίδσλ ηεο αλνζνζθαηξίλεο από αζζελείο.   

Αθόκα, νη βάζεηο AlzGene (Bertram et al., 2007), PDGene (Lill et al., 2012) θαη 

PDbase (Yang et al., 2009) είλαη εμεηδηθεπκέλεο βάζεηο ηεο αζζέλεηαο ηνπ Alzheimer θαη ηνπ 

Parkinson.  Οη λεπξνεθθπιηζηηθέο απηέο αζζέλεηεο απαληώληαη επξέσο θαη είλαη ππεύζπλεο 

γηα ρηιηάδεο ζαλάηνπο αλά ηνλ θόζκν ηηο ηειεπηαίεο δεθαεηίεο.  Οη AlzGene θαη PDGene 

ζπγθεληώλνπλ όιεο ηηο κειέηεο κε γελεηηθό ππόβαζξό ζην πεδίν ηεο αζζέλεηαο ηνπ 
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Alzheimer θαη ηνπ Parkinson αληίζηνηρα, ελώ ε βάζε PDbase παξνπζηάδεη κία ζε βάζνο 

ζπιινγή ησλ κνξηαθώλ ραξαθηεξηζηηθώλ πνπ δηέπνπλ ηε ζπζζσκάησζε ζηελ αζζέλεηα ηνπ 

Parkinson.   

 

Πίλαθαο 9. Βάζεηο δεδνκέλσλ ακπινεηδώζεσλ. 

Βάζε Πεξηγξαθή URL Γηαζεζηκόηεηα Αλαθνξά 

Mutations in 

Hereditary 

Amyloidosis 

Μεηαιιαγέο ζε 

θιεξνλνκνύκελεο 

ακπινεηδώζεηο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε 8 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο 

www.amyloido

sismutations.co

m 
 

(Rowczenio et 

al., 2014) 

ALBase 

Ννπθιενηηδηθέο θαη 

ακηλνμηθέο αθνινπζίεο ηεο 

ειαθξηάο αιπζίδαο ηεο 

αλνζνζθαηξίλεο από 

αζζελείο κε ακπινείδσζε 

ηεο ειαθξηάο αιπζίδαο  

http://albase.bu

mc.bu.edu/aldb/ 
 

(Bodi et al., 

2009) 

AlzGene 
Γελεηηθέο κειέηεο ζηνλ 

θιάδν ηεο λόζνπ ηνπ 

Alzheimer 

http://www.alzg

ene.org/ 
 

(Bertram et al., 

2007) 

PDGene 
Γελεηηθέο κειέηεο ζηνλ 

θιάδν ηεο λόζνπ ηνπ 

Parkinson 

http://www.pdg

ene.org/ 
 

(Lill et al., 

2012) 

PDbase 
Γνλίδηα θαη γνληδηαθά 

πξντόληα ηεο λόζνπ ηνπ 

Parkinson 

http://bioportal.

kobic.re.kr/PDb

ase/ 
- 

(Yang et al., 

2009) 

AD&FTDM

D 

Μεηαιιαγέο ηεο λόζνπ ηνπ 

Alzheimer θαη άιισλ 

κεηνπηαίσλ δηαηαξαρώλ 

πνπ πεξηγξάθνληαη ζηε 

βηβιηνγξαθία 

http://www.mol

gen.ua.ac.be/ad

mutations/ 
 

(Cruts et al., 

2012) 

Amyloidosis 

Foundation 

Αλεπίζεκα δεδδνκέλα γηα 

επηιεγκέλεο κνξθέο 

ακπινεηδώζεσλ 

http://www.amy

loidosis.org/ 
 - 

ProADD 
Πιεξνθνξίεο γηα πξσηεΐλεο 

πνπ ζρεηίδνληαη κε 12 

δηαηαξαρέο ζπζζσκάησζεο 

http://bicmku.in

/ProADD 
 

(Shobana and 

Pandaranayaka, 

2014) 

 

Μία άιιε πξνζέγγηζε γηα ηελ αζζέλεηα ηνπ Alzheimer ππάξρεη δηαζέζηκε ζηε βάζε 

Alzheimer Disease & Frontotemporal Dementia Mutation Database (AD&FTDMD) 
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(Cruts et al., 2012), κία πιαηθόξκα πνπ ζηνρεύεη ζηε ζπιινγή γλσζηώλ γνληδηαθώλ 

κεηαιιαγώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ αζζέλεηα ηνπ Alzheimer θαη άιιεο κνξθέο άλνηαο.  

Σέινο ε βάζε Amyloidosis foundation (Eisenberg and Jucker, 2012), γλσζηή θπξίσο σο 

έλαο ρώξνο ζπδεηήζεσλ (forum) παξά σο βάζε δεδνκέλσλ, πεξηέρεη αλεπίζεκε πιεξνθνξία 

γηα επηιεγκέλεο κνξθέο ακπινεηδώζεσλ κε ζηόρν ηελ επαπζζεηνπνίεζε ηνπ θνηλνύ ζηηο 

ζπάληεο απηέο παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο.   

ε αληίζεζε κε ηηο παξαπάλσ εμεηδηθεπκέλεο βάζεηο ε βάζε ProADD ζπγθεληξώλεη 

πιεξνθνξίεο πεξίπνπ 600 πξσηετλώλ πνπ ζρεηίδνληαη ελ γέλεη κε ηελ πξσηετληθή 

ζπζζσκάησζε (Shobana and Pandaranayaka, 2014).  Παξόηη ν αληίθηππνο ηεο εκθάληζεο 

ησλ ακπινεηδώζεσλ παγθνζκίσο, επηζθίαζε ηε ζεκαζία ζεκαληηθώλ δηαηαξαρώλ πνπ 

πξνθαινύληαη από ηελ πξσηετληθή ζπζζσκάησζε, κία κεγάιε πνηθηιία αζζελεηώλ βξέζεθε 

όηη ζρεηίδεηαη κε ηελ ελαπόζεζε άκνξθσλ ζπζζσκαησκάησλ.  Οη πξσηεΐλεο ηεο βάζεο 

ζρνιηάδνληαη θαη θαηεγνξηνπνηνύληαη σο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο, άκνξθα 

ζπζζσκαηώκαηα ή εγγελώο κε δνκεκέλεο πξσηεΐλεο κε δεδνκέλα πνπ ζπγθεληξώλνληαη από 

ηε βηβιηνγξαθία ή κε ηε ρξήζε δηαζέζηκσλ πξνγλσζηηθώλ αιγνξίζκσλ.  
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1.7. ηόρνη ηεο Γηδαθηνξηθήο Γηαηξηβήο 

 

Η ιεπηνκεξήο θαηαλόεζε ηεο δηαδηθαζίαο ηεο απηνζπγθξόηεζεο ησλ πξσηετλώλ ζε 

ακπινεηδή ηλίδηα, είλαη πεδίν έληνλνπ εξεπλεηηθνύ ελδηαθέξνληνο, ιόγσ ηεο άξξεθηεο 

ζρέζεο ησλ ηληδηαθώλ ελαπνζέζεσλ κε θξίζηκεο παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο, ηηο 

ακπινεηδώζεηο.  Σν ζεσξεηηθό ππόβαζξν ησλ ηδηνηήησλ, ησλ κεραληζκώλ, θαζώο θαη ησλ 

ραξαθηεξηζηηθώλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, πνπ παξνπζηάζηεθε ζπλνπηηθά ζηηο 

ελόηεηεο πνπ πξνεγήζεθαλ, επηζεκαίλεη ηα αλαπάληεηα εξσηήκαηα πνπ ρξεηάδεηαη λα 

δηαιεπθαλζνύλ ζρεηηθά κε ηε κειέηε ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο.   

Η νκάδα ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετληθώλ κνξίσλ ζην άλζξσπν είλαη έλα εηεξνγελέο 

ζύλνιν πξσηετλώλ κε ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηελ ακηλνμηθή ηνπο ζύζηαζε, ηε ηξηηνηαγή 

δνκή ηνπο, αιιά θαη ηε ιεηηνπξγία ηνπο.  Ο επίζεκνο αξηζκόο ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ αλαλεώλεηαη ζπλερώο θαη γη‟ απηό, νινέλα θαη πεξηζζόηεξα πξσηετληθά κόξηα 

ελνρνπνηνύληαη γηα ηα θιηληθά ζπκπηώκαηα αζζελεηώλ, θαζώο εληνπίδνληαη κε ηε κνξθή 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  εκαληηθόο ζηόρνο ζηελ παξνύζαο δηαηξηβήο ππήξμε ε εμόξπμε όισλ 

ησλ δηαζέζηκσλ δεδνκέλσλ ηεο πξσηετληθήο ζπζζσκάησζεο ηνπ αλζξώπνπ θαη ε 

εθηελήο θαηαγξαθή θαη θαηεγνξηνπνίεζή ηνπο.  Δπηκέξνπο ζηόρνο ππήξμε ε 

„καθξνζθνπηθή‟ αλάιπζε ησλ ζπζρεηίζεσλ ηνπ παξαπάλσ εηεξόθιεηνπ ζπλόινπ 

δεδνκέλσλ, ε νπνία επηηεύρζεθε κε ηελ ππνινγηζηηθή δεκηνπξγία ελόο δηθηύνπ 

αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ, πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δεκηνπξγία θαη ηελ ελαπόζεζε 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ, ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο.  

Μία από ηηο ζεκαληηθόηεξεο ηδέεο ζηελ πεηξακαηηθή κειέηε ηεο πξσηετληθήο 

ζπζζσκάησζεο είλαη όηη ε ακπινεηδνγνληθόηεηα κπνξεί λα βξίζθεηαη „θξπκκέλε‟ ζε κηθξά 

πεπηηδηθά ηκήκαηα πνπ ραξαθηεξίδνληαη σο „ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο‟, ζπκκεηέρνπλ 

ελεξγά ζηνλ πνιπκεξηζκό ησλ πξσηετλώλ ζε ηλίδηα θαη θαη‟ επέθηαζε ζηελ εκθάληζε 

ακπινεηδώζεσλ.  Κύξηνο ζηόρνο ζηελ δηαηξηβή ππήξμε ν εληνπηζκόο ακπινεηδνγόλσλ 

θαζνξηζηώλ ζε ζεκαληηθνύο εθπξνζώπνπο ηεο νκάδαο ησλ αλζξώπηλσλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ, όπσο ε θπζηαηίλε C θαη ε ακπιίλε, ε πεηξακαηηθή επηβεβαίσζε ησλ 

ηδηνηήησλ ηνπο θαη ε απνζαθήληζε ηεο ζπλεηζθνξάο ηνπο ζην κεραληζκό 

απηνζπγθξόηεζεο ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  
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Η ηδέα όηη ν ζρεκαηηζκόο ακπινεηδώλ ηληδίσλ είλαη κία εγγελήο ηδηόηεηα ησλ 

πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ, θάησ από ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο επέηξεςε ηε πεηξακαηηθή 

απνζαθήληζε ησλ ηδηνηήησλ θαη ησλ κεραληζκώλ απηνζπγθξόηεζεο ηνπ C-πεπηηδίνπ, 

ηεο α-αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο θαη ηεο ζηεθίλεο Α, ελώ σο επόκελνο ζηόρνο ηεο 

δηαηξηβήο ηέζεθε ε κειέηε πεπηηδίσλ θαη πξσηετλώλ, πνπ δελ έρνπλ πξνεγνπκέλσο 

ζπζρεηηζηεί κε ηελ εκθάληζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Απνδεηθλύεηαη βηβιηνγξαθηθά όηη ε 

δεκηνπξγία νξγαλσκέλσλ – θαη όρη άκνξθσλ – ζπζζσκαησκάησλ είλαη κία ηδηόηεηα πνπ δελ 

είλαη απζηεξά ζπλδεδεκέλε κόλν κε ηηο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ πξόθιεζε 

ζπγθεθξηκέλσλ παζνινγηθώλ θαηαζηάζεσλ.  Δπνκέλσο, βαζηθή επηδίσμε ππήξμε ε αλάδεημε 

ησλ ακπινεηδνγόλσλ ραξαθηεξηζηηθώλ λέσλ πξσηετλώλ πνπ έρνπλ άκεζε ζπζρέηηζε κε 

επηβεβαησκέλα ακπινεηδνγόλα πξσηετληθά κόξηα. 

Σα απνηειέζκαηα ησλ ππνινγηζηηθώλ θαη ησλ πεηξακαηηθώλ πξνζεγγίζεσλ ηεο 

δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο, θαζώο θαη ε απνηίκεζε απηώλ, παξνπζηάδνληαη ζηηο ελόηεηεο πνπ 

αθνινπζνύλ.  πλνιηθά, ε παξνύζα δηαηξηβή άπηεηαη ησλ ζύγρξνλσλ εξσηεκάησλ ηεο 

πξσηετληθήο ζπζζσκάησζεο, ελ γέλεη, θαη πξνζπαζεί λα απνθξππηνγξαθήζεη ηνπο 

θαλόλεο ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο, ηόζν „καθξνζθνπηθά‟ ζε έλα ζύλνιν εηεξόθιεησλ 

πξσηετλώλ, όζν θαη „κηθξνζθνπηθά‟ κε ζηνρεπκέλεο πεηξακαηηθέο κειέηεο ζε επηιεγκέλα 

πξσηετληθά κόξηα.  Απώηεξνο ζηόρνο είλαη ε εύξεζε ηνπ θνηλνύ παξνλνκαζηή πνπ νδεγεί 

από ην κε-θπζηνινγηθό δίπισκα ησλ πξσηετλώλ, ζηελ ελαπόζεζε αδηάιπησλ 

πξσηετληθώλ ζπζζσκαησκάησλ, δειαδή ακπινεηδώλ ηληδίσλ.   
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2. ΤΛΗΚΑ & ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.1. πζηεκαηηθή Μειέηε Ακπινεηδνγόλωλ Πξωηεϊλώλ 

 

Σα βηνινγηθά δίθηπα είλαη ζεκαληηθά εξγαιεία ππνινγηζηηθήο αλάιπζεο πνπ 

θαινύληαη λα απαληήζνπλ ζε εξσηήκαηα ζηα πεδία ηεο Βηνινγίαο θαη ηεο Ιαηξηθήο έξεπλαο.  

Υξεζηκνπνηνύληαη γηα ηνλ εληνπηζκό θαξκαθεπηηθώλ-ζηόρσλ, ηνλ θαζνξηζκό ηεο 

ιεηηνπξγίαο πξσηετλώλ θαη γνληδίσλ, θαζώο θαη ην ζρεδηαζκό ζηξαηεγηθώλ γηα ηελ έγθαηξε 

δηάγλσζε θαη ηε ζεξαπεία αζζελεηώλ.  Μία θαηεγνξία βηνινγηθώλ δηθηύσλ, ηα δίθηπα 

αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ πξσηετλώλ, κπνξνύλ λα απνθαιύςνπλ ηνλ ηξόπν κε ηνλ νπνίν 

δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο αιιειεπηδξνύλ γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε βηνινγηθώλ δηεξγαζηώλ ζην 

εζσηεξηθό ηνπ θπηηάξνπ θαη λα απνηειέζνπλ κηα πνιύηηκε πεγή πιεξνθνξηώλ γηα ηελ 

θαηαλόεζε ηεο ιεηηνπξγηθήο νξγάλσζεο ηνπ πξσηεώκαηνο.  Παξόιν πνπ γηα ηελ πιεηνςεθία 

ησλ πξσηετλώλ ε ακηλνμηθή αθνινπζία είλαη γλσζηή, ε κνξηαθή ιεηηνπξγία ηνπο παξακέλεη 

άγλσζηε, γεγνλόο πνπ απνηειεί ζεκαληηθή ηξνρνπέδε ζηελ βηνπιεξνθνξηθή έξεπλα.  Η 

κειέηε θαη ε αλάιπζε δηθηύσλ αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ-πξσηετλώλ κπνξεί λα 

ζπλεηζθέξεη ζεκαληηθά ζηελ επηηπρή αληηκεηώπηζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ πξνβιήκαηνο, 

θαζώο κπνξεί λα βνεζήζεη ζηνλ εληνπηζκό πηζαλώλ πξσηετληθώλ ζύκπινθσλ ή ζηε 
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ζπζρέηηζε ηνπο κε αζζέλεηεο θαη λα απνηειέζεη εθαιηήξην γηα λέεο πεηξακαηηθέο 

πξνζεγγίζεηο . 

Οη αιιειεπηδξάζεηο πξσηετλώλ-πξσηετλώλ απνηεινύλ έλα πεδίν ακείσηνπ 

ελδηαθέξνληνο γηα ηνπο εξεπλεηέο, θαζώο παίδνπλ θνκβηθό ξόιν ζηε δηεμαγσγή, αιιά θαη 

ζηε ξύζκηζε όισλ ησλ βηνινγηθώλ δηεξγαζηώλ.  Με ηνλ όξν „αιιειεπηδξάζεηο πξσηετλώλ-

πξσηετλώλ‟ αλαθεξόκαζηε ζε αζζελείο, κε-νκνηνπνιηθέο αιιειεπηδξάζεηο, πνπ νξίδνπλ ηηο 

„επαθέο‟ ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ θαη επηηξέπνπλ ηε δεκηνπξγία, ζπλήζσο, θπζηνινγηθώλ 

πξσηετληθώλ ζπκπιόθσλ.  Έλαο ηύπνο κε-θπζηνινγηθήο αιιειεπίδξαζεο πξσηετλώλ–

πξσηετλώλ, ε πξσηετληθή ζπζζσκάησζε, πεξηγξάθεη ηε δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία κε-

θπζηνινγηθά δηπισκέλα πξσηετληθά κόξηα αιιειεπηδξνύλ, ζρεκαηίδνληαο ζύκπινθα, πνπ 

απνηεινύληαη από δύν ή πεξηζζόηεξεο πξσηεΐλεο.   

πσο έρεη ήδε αλαθεξζεί ζην θεθάιαην ηεο Δηζαγσγήο, ζηε κε θπζηνινγηθή 

αιιειεπίδξαζε επηθξαηνύλ ζθαηξηθέο πδαηνδηαιπηέο πξσηεΐλεο πνπ αδπλαηνύλ λα 

απνθηήζνπλ ή/θαη λα δηαηεξήζνπλ ηε θπζηνινγηθή ηνπο ζηεξενδηάηαμε θαη νδεγνύληαη ζε 

έλα ελαιιαθηηθό κε-θαλνληθό δίπισκα ηεο πνιππεπηηδηθήο ηνπο αιπζίδαο ζην ρώξν.  Ωο 

ζπλέπεηα ηνπ γεγνλόηνο απηνύ, κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλα πξσηετληθά κόξηα πνπ 

αιιειεπηδξνύλ, κπνξεί λα νδεγεζνύλ είηε ζηε δεκηνπξγία άκνξθσλ πξσηετληθώλ 

ζπζζσκαησκάησλ, είηε λα δηπισζνύλ θαη λα απηνζπγθξνηεζνύλ ζε ηλίδηα, κε  

ραξαθηεξηζηηθέο ηδηόηεηεο, ηα ακπινεηδή ηλίδηα. 

 

 

2.1.1. Δμόξπμε ηνπ ζπλόινπ δεδνκέλωλ ηεο πξωηεϊληθήο ζπζζωκάηωζεο  

Η ζπιινγή ηνπ ζπλόινπ δεδνκέλσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ πξνέθπςε από 

ηελ θαηαγξαθή όισλ ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ ελαπόζεζε 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ, in vivo ή in vitro ζηε βηβιηνγξαθία (Φεβξνπάξηνο 2016).  Βαζηθό 

θξηηήξην γηα ηε επηινγή ησλ πξσηετλώλ απηώλ ήηαλ ε πεηξακαηηθή επηβεβαίσζε ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηάο ηνπο.  Αξρηθά, πξνζηέζεθαλ πξσηεΐλεο από ηελ επίζεκε ιίζηα ηεο 

Γηεζλνύο Έλσζεο ησλ Ακπινεηδώζεσλ (http://www.amyloidosis.nl/), πνπ δεκνζηεύηεθε ην 

2014 θαη αξηζκνύζε 30 πξνδξόκνπο αλζξώπηλσλ πξσηετλώλ θαη 1 πεπηηδηθό αληηξεηξντθό 

θάξκαθν (1.6.1).   

http://www.amyloidosis.nl/
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Οη πξσηεΐλεο πνπ βξίζθνληαη ζπγθεληξσκέλεο ζηε βηβιηνγξαθηθή απηή πεγή 

ζρεηίδνληαη κε ηελ in vivo εμσθπηηαξηθή ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ, ε νπνία 

επεξεάδεη έλαλ ή πεξηζζόηεξνπο ηζηνύο ή όξγαλα, ελώ πεξηιακβάλεη θαη κία ιίζηα 6 

αλζξώπηλσλ πξσηετλώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ ελδνθπηηαξηθή δεκηνπξγία έγθιεηζησλ, 

δειαδή ζθαηξηθώλ, νξγαλσκέλσλ ζπζζσκαησκάησλ ηληδίσλ (Sipe et al., 2014).  Από ην 

παιαηόηεξν άξζξν αλαζθόπεζεο ηνπ Harrison θαη ησλ ζπλεξγαηώλ ηνπ, πξνζηέζεθαλ 

αλζξώπηλεο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ in vitro ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

(Harrison et al., 2007), ελώ αληίζηνηρεο πξσηεΐλεο εληνπίζηεθαλ από ην άξζξν αλαζθόπεζεο 

ηνπ Uversky θαη ησλ ζπλεξγαηώλ ηνπ (Uversky et al., 1999), θαζώο θαη από ηε βάζε 

δεδνκέλσλ AmyLoad (Wozniak and Kotulska, 2015).  Σέινο θαιά ραξαθηεξηζκέλεο 

πξσηεΐλεο από ηε βάζε UniProtΚΒ (UniProt, 2015) πξνέθπςαλ έπεηηα από εμεηδηθεπκέλα 

εξσηήκαηα ζηελ απηνκαηνπνηεκέλε κεραλή αλαδήηεζεο ηεο βάζεο.  Σειηθά, ην ζύλνιν 

δεδνκέλσλ, πνπ παξνπζηάδεη ν Πίλαθαο 11, αξηζκεί 145 κνλαδηθέο εγγξαθέο αλζξώπηλσλ, 

πξνδξόκσλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (non-redundant amyloidogenic protein 

precursors) κε κνλαδηθέο εγγξαθέο ζηε βάζε UniProtKB θαη ραξαθηεξηζηηθνύο 

θσδηθνύο θαηαρώξεζεο (Accession Number – AC). 

Η θαηαγξαθή όισλ ησλ δηαζέζηκσλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετληθώλ κνξίσλ επέηξεςε 

ηελ θαηεγνξηνπνίεζε ηνπο ζε ηξεηο δηαθξηηέο θαηεγνξίεο:   

ααμμσσλλοο εε ιι δδοογγόόνν εεςς   ππρρωωηη εε ΐΐ νν εε ςς   πποοσσ   ζζττεεηη ίί ζζοο ννηηαα ιι   μμεε   ηηηηνν   ii nn   vv ii vv oo   

εεννααππόόθθεεζζηη   ααμμσσλλοο εε ιι δδώώνν   ιι νν ιι δδ ίίωωνν ::  είλαη πξόδξνκνη πξσηετλώλ ή 

πεπηηδηθά ηκήκαηα πξσηετλώλ πνπ απηνζπγθξνηνύληαη πξνο ην 

ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ, επεξεάδνληαο έλαλ ή πεξηζζόηεξνπο 

ηζηνύο ή όξγαλα ζηνλ άλζξσπν 

 

ααμμσσλλοο εε ιι δδοογγόόνν εεςς   ππρρωωηηεε ΐΐ νν εε ςς   πποοσσ   ζζττεε ηη ίί ζζοονν ηηαα ιι   μμεε   ηηηηνν   ii nn   

vv ii tt rr oo   δδηημμιι οοσσρργγ ίίαα   ααμμσσλλοοεε ιι δδώώνν   ιι νν ιι δδ ίίωωνν ::  είλαη πξόδξνκνη 

πξσηετλώλ ή πεπηηδηθά ηκήκαηα πξσηετλώλ πνπ απηνζπγθξνηνύληαη 

πξνο ην ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε πεηξακαηηθό επίπεδν. Οη 

πξσηεΐλεο πνπ αλαθέξνληαη ζε απηή ηελ θαηεγνξία αθνξνύλ 

απνθιεηζηηθά ηνλ άλζξσπν. 

 

ππρρωωηηεε ΐΐ νν εε ςς   πποοσσ   ζζσσζζττεε ηη ίί ζζοονν ηηαα ιι   μμεε   ηηοονν   ii nn   vv ii vv oo   ζζττηημμααηη ιι ζζμμόό   

ααμμσσλλοο εε ιι δδώώνν   ιι νν ιι δδ ίίωωνν   άάλλλλωωνν   ππρρόόδδρροομμωωνν   ααμμυυλλοοεε ιιδδοογγόόννωωνν   
μμοορρ ίίωωνν ::  γηα ηηο νπνίεο δελ ππάξρνπλ, κέρξη ζήκεξα, θαηαγεγξακκέλεο 

ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο. 
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Πίλαθαο 10.  πγθεληξσηηθόο πίλαθαο ησλ 145 κνλαδηθώλ εγγξαθώλ ησλ πξνδξόκσλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (non-redundant amyloidogenic protein precursors).  εκεηώλεηαη 

ην ζύλνιν δεδνκέλσλ από ην νπνίν έρεη εμαρζεί ε θάζε πξσηεΐλε (κε +), θαζώο θαη ε ύπαξμε 

ή κε πεπηηδηθνύ ακπινεηδνγόλνπ ηκήκαηνο ηεο πξσηεΐλεο. 

Όλνκα ακπινεηδνγόλνπ πξσηεΐλεο 
Κσδηθόο 

UniProtΚΒ 

ύλνιν 

δεδνκέλσλ* 
Πεπηηδηθό 

ηκήκα 
1 2 3 4 5 

4F2 cell-surface antigen heavy chain P08195 
   

+ 
 

 

60 kDa SS-A/Ro ribonucleoprotein P10155 
   

+ 
 

 

Acetylcholinesterase fragment P22303 
 

+ 
   

 

Actin, cytoplasmic 1, ACTB, Beta-actin P60709 + 
     

Actin,cytoplasmic 2, ACTG1, Gamma-actin P63261 + 
     

Acylphosphatase-2 P14621 
   

+ 
 

 

alpha beta crystallin (ABC)  P02511 
   

+ 
 

 

Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 9 Q9Y231 
   

+ 
 

 

Alpha-galactosidase A precursor P06280 
   

+ 
 

 

alpha-synuclein P37840 + + + 
  

 

Alstrom syndrome protein 1 Q8TCU4 
   

+ 
 

 

Aminopeptidase N P15144 
   

+ 
 

 

Amphoterin P09429 
 

+ 
   

 

Amyloid beta A4 protein P05067 + + + 
  

 

Androgen receptor protein P10275 
 

+ + 
   

Apolipoprotein A-I P02647 + + + 
  

 

Apolipoprotein A-II P02652 + + 
   

 

Apolipoprotein A-IV P06727 + + 
    

Apolipoprotein E P02649 
    

+ 
 

Apoliprotein C-II P02655 
   

+ 
 

 

Aquaporin-2 P41181 
   

+ 
 

 

Ataxin 1 P54253 
 

+ + 
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Ataxin 2 Q99700 
 

+ 
    

Ataxin 3 P54252 
 

+ 
    

ATP-binding cassette sub-family A member 12 Q86UK0 
   

+ 
 

 

Atrophin-1 P54259 
 

+ 
    

a-tubulin (Tubulin alpha-1B chain) P68363 
   

+ 
 

 

Bardet-Biedl syndrome 5 protein Q8N3I7 
   

+ 
 

 

Beta-2-microglobulin P61769 + + + 
  

 

Beta-hexosaminidase subunit alpha precursor P06865 
   

+ 
 

 

Bloom syndrome protein P54132 
   

+ 
 

 

CA150 (Transcription elongation regulator 1) O14776 
 

+ 
   

 

CAAX prenyl protease 1 homolog O75844 
   

+ 
 

 

Calcitonin P01258 + + + 
  

 

Caspase-3 precursor (subunit p17) P42574 
   

+ 
 

 

Coagulation factor XIII B chain P05160 
 

+ 
    

Coagulation factor XIII, A chain P00488 
 

+ 
    

Collagen alpha-1 Q9BXS0 
    

+ 
 

Corneodesmosin Q15517 + 
     

Cystatin A P01040 
 

+ 
    

Cystatin B P04080 
 

+ 
    

Cystatin-C P01034 + + + 
   

Cystic fibrosis transmembrane  P13569 
   

+ 
 

 

Disintegrin and metalloproteinase domain-

containing protein 10 
O14672 

    
+ 

 

DNA mismatch repair protein Mlh3 Q9UHC1 
   

+ 
 

 

Endostatin (Collagen alpha-1(XVIII) chain) P39060 
 

+ 
   

 

Ferritin heavy chain P02794 + 
     

Ferritin light chain P02792 + 
     

Fibrinogen alpha chain P02671 + + 
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Galectin 7 P47929 + 
     

Gamma-aminobutyric acid receptor subunit 

beta-1 precursor 
P18505 

   
+ 

 
 

Gelsolin P06396 + + + 
  

 

Glycophorin A P02724 
 

+ 
   

 

G-protein coupled receptor 20 Q99678 
   

+ 
 

 

GRB2-associated-binding protein 1 Q13480 
   

+ 
 

 

Growth/differentiation factor 3 precursor Q9NR23 
   

+ 
 

 

Guanine nucleotide-binding protein subunit 

beta-5 
O14775 

   
+ 

 
 

Histone-lysine N-methyltransferase 2C Q8NEZ4 
   

+ 
 

 

Homeobox protein DLX-3 O60479 
   

+ 
 

 

Huntingtin (Polyq expanded) P42858 + + + 
   

Ig gamma-1 chain C region (Immunoglobulin 

Heavy Chain) 
P01857 + + 

    

Ig kappa chain C region (Immunoglobulin Light 

Chain) 
P01834 + + + 

  
 

Ig kappa chain V-I region BAN P04430 
    

+ 
 

Ig kappa chain V-II region TEW P01617 
    

+ 
 

Ig lambda chain V-I region EPS P06888 
    

+ 
 

Ig lambda chain V-II region NIG-84 P04209 
    

+ 
 

Ig lambda chain V-IV region MOL P06889 
    

+ 
 

Ig lambda chain V-VI region AR P01721 
    

+ 
 

Inner nuclear membrane protein Man1 Q9Y2U8 
   

+ 
 

 

Insulin P01308 + + 
    

Integral membrane protein 2B Q9Y287 + + 
   

 

Integrin alpha-8 precursor (extracellular 

domain) 
P53708 

   
+ 

 
 

Interleukin-31 receptor subunit alpha Q8NI17 
    

+ 
 

Islet amyloid polypeptide P10997 + + + 
  

 

Kerato-epithelin Q15582 + + 
    

Kv channel-interacting protein 1 Q9NZI2 
   

+ 
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Lactadherin Q08431 + + 
   

 

Lactoferrin P02788 + + 
   

 

Leukocyte cell-derived chemotaxin-2 O14960 + 
     

Low-density lipoprotein receptor precursor P01130 
   

+ 
 

 

Lysozyme C P61626 + + + 
   

Major prion protein P04156 + + + 
  

 

NACHT, LRR and PYD domains-containing 

protein 3 
Q96P20 

    
+ 

 

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 P03886 
    

+ 
 

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 2 P03891 
    

+ 
 

Natriuretic peptides A P01160 + + 
    

Neuroserpin Q99574 + 
     

Nucleophosmin P06748 
   

+ 
 

 

Odontogenic ameloblast-associated protein A1E959 + + 
   

 

Oncostatin-M-specific receptor subunit beta Q99650 
    

+ 
 

Origin recognition complex subunit 3 Q9UBD5 
   

+ 
 

 

Otoferlin Q9HC10 
   

+ 
 

 

P21-ras (GTPase HRas ) P01112 
   

+ 
 

 

p53 P04637 
 

+ 
    

Plasminogen activator inhibitor 1 precursor P05121 
   

+ 
 

 

Polyadenine-binding protein 2 Q86U42 
 

+ 
    

Polycystin-1 precursor P98161 
   

+ 
 

 

Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 

1 
Q10472 

   
+ 

 
 

POU domain, class 2 transcription factor 1 P14859 
   

+ 
 

 

Presenilin 1 P49768 
 

+ 
   

 

Presenilin 2 P49810 
 

+ 
   

 

Prion-like protein doppel Q9UKY0 
    

+ 
 

Procarboxypeptidase A2 activation domain P48052 
 

+ 
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Prolactin P01236 + + 
   

 

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 6 

precursor 
P29122 

   
+ 

 
 

Prosaposin receptor GPR37 precursor O15354 
   

+ 
 

 

Prostatic acid phosphatase P15309 
    

+  

Protein unc-13 homolog B O14795 
   

+ 
 

 

Protocadherin beta-2 precursor Q9Y5E7 
   

+ 
 

 

Protocadherin-15 precursor Q96QU1 
   

+ 
 

 

Pulmonary surfactant-associated protein A1 P11686 + + 
   

 

Putative BPIFA4P protein precursor Q86YQ2 
   

+ 
 

 

Pyrin O15553 
    

+ 
 

Relaxin receptor 2 Q8WXD0 
   

+ 
 

 

Ribose-5-phosphate isomerase P49247 
   

+ 
 

 

RNA-binding protein FUS P35637 
   

+ 
 

 

RNA-binding protein Musashi homolog 1 O43347 
   

+ 
 

 

Rod cGMP-specific 3', 5'-cyclic 

phosphodiesterase subunit alpha precursor 
P16499 

   
+ 

 
 

Semenogelin-1 P04279 + + 
   

 

Serine/threonine-protein phosphatase 5 P53041 
    

+  

Serum amyloid A-1 P0DJI8 + + + 
  

 

Serum amyloid A-2 P0DJI9 + + + 
  

 

Serum amyloid P-component P02743 
    

+ 
 

Shadow of prion protein Q5BIV9 
    

+ 
 

SLIT and NTRK-like protein 5 precursor O94991 
   

+ 
 

 

Sortilin-related receptor Q92673 
    

+ 
 

Spectrin SH3  Q13813 
   

+ 
 

 

Splicing factor 3A subunit 2 Q15428 
   

+ 
 

 

Superoxide dismutase 1 P00441 
 

+ 
    

TAR DNA-binding protein 43 Q13148 
   

+ 
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Taste receptor type 2 member 5 Q9NYW4 
   

+ 
 

 

TATA-box binding protein P20226 
 

+ 
    

Tau P10636 + + + 
  

 

Titin Q8WZ42 
   

+ 
 

 

Transportin-1 Q92973 
   

+ 
 

 

Transthyretin P02766 + + + 
   

Tumor necrosis factor receptor superfamily 

member 1A 
P19438 

    
+ 

 

Tumor-associated calcium signal transducer 2 P09758 
    

+ 
 

Tyrosine-protein kinase Mer precursor Q12866 
   

+ 
 

 

Tyrosine-protein kinase transmembrane 

receptor ROR2 precursor 
Q01974 

   
+ 

 
 

Unconventional myosin-XV Q9UKN7 
   

+ 
 

 

YLP motif-containing protein 1 P49750 
   

+ 
 

 

α1 Anti-trypsin C-terminal peptides P01009 
 

+ 
   

 

Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory 

subunit alpha 
P27986 

   
+ 

 
 

α1A voltage-dependent calcium channel subunit O00555 
 

+ 
    

 

* 

ύλνιν δεδνκέλσλ 1:  Sipe, et al. (2014) Amyloid 21(4):221-224;    

ύλνιν δεδνκέλσλ 2:  Harisson, et al. (2007) Rev. Physiol. Biochem. Pharmacol. 159:1 –77; 

ύλνιν δεδνκέλσλ 3:  Uversky, et al. (1999) Med. Sci. Monit. 5(5): 1001-1012  

ύλνιν δεδνκέλσλ 4:  Wozniak & Kotulska (2015) Bioinformatics  31(20):3395-3397;  

ύλνιν δεδνκέλσλ 5:  UniProt Consortium (2015) Nucl. Acids Res. 43 (D1): D204-D212 
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2.1.2. πιινγή ζπλόινπ δεδνκέλωλ αιιειεπηδξάζεωλ πξωηεϊλώλ-πξωηεϊλώλ 

Οη ραξαθηεξηζηηθνί θσδηθνί θαηαρώξεζεο ηεο βάζεο UniProtKB γηα ηηο 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο (Πίλαθαο 10) ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηε ζπιινγή δεδνκέλσλ 

αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ-πξσηετλώλ από ηηο βάζεηο IntAct (Hermjakob et al., 2004), 

BioGRID (Stark et al., 2006) θαη STRING (von Mering et al., 2003), αληίζηνηρα.   

 

      

 
Δηθόλα 31.  Βάζεηο δεδνκέλσλ αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ-πξσηετλώλ. 

 

πλνπηηθά, ε βάζε δεδνκέλσλ IntAct (https://www.ebi.ac.uk/intact/) είλαη κία 

ειεύζεξα δηαζέζηκε βάζε κνξηαθώλ αιιειεπηδξάζεσλ κε θαιά ζρνιηαζκέλεο εγγξαθέο πνπ 

πξνθύπηνπλ από πεηξάκαηα πνπ έρνπλ θαηαγξαθεί ζηε βηβιηνγξαθία.  Η βάζε δεδνκέλσλ 

BioGRID (https://thebiogrid.org/) είλαη βάζε ηόζν γελεηηθώλ όζν θαη πξσηετληθώλ 

αιιειεπηδξάζεσλ δηαθόξσλ νξγαληζκώλ, κεηαμύ ησλ νπνίσλ θαη ηνπ αλζξώπνπ, ελώ ηέινο, 

ε βάζε STRING (https://string-db.org/) ζπλδπάδεη γλσζηά δεδνκέλα αιιειεπηδξάζεσλ από 

ηηο παξαπάλσ βάζεηο, ηα νπνία εκπινπηίδεη κε πιεξνθνξία από ηελ εμόξπμε θεηκέλσλ (text-

mining) θαζώο θαη από άιιεο βάζεηο ζεκαληηθήο βηνινγηθήο γλώζεο, όπσο π.ρ. είλαη νη 

βάζεηο κνξηαθήο ζεκαηνδόηεζεο.  Γεληθά, νη δηαζέζηκεο βάζεηο δεδνκέλσλ 

αιιειεπηδξάζεσλ πεξηιακβάλνπλ ζπλδπαζκό πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλσλ 

https://www.ebi.ac.uk/intact/
https://thebiogrid.org/
https://string-db.org/
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αιιειεπηδξάζεσλ, καδί κε δεδνκέλα πνπ πξνθύπηνπλ από δηάθνξεο πξνγλσζηηθέο 

κεζόδνπο (π.ρ. text-mining). 

Η εμόξπμε δεδνκέλσλ αιιειεπηδξάζεσλ γηα ηηο 28 πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ 

in vivo δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ νδήγεζε ζηε δεκηνπξγία ηξηώλ αλεμάξηεησλ 

ζπλόισλ δεδνκέλσλ αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ-πξσηετλώλ (ζύλνιν δεδνκέλσλ IntAct, 

ζύλνιν δεδνκέλσλ BioGRID, ζύλνιν δεδνκέλσλ STRING).  Σα ηξία απηά αλεμάξηεηα 

ζύλνια δελ πεξηέρνπλ αλαγθαζηηθά δεδνκέλα κεγάιεο αμηνπηζηίαο, θαζώο πνιιέο εγγξαθέο 

ησλ βάζεσλ BioGRID θαη STRING πεξηέρνπλ „αιιειεπηδξάζεηο‟ πνπ θαηαγξάθνληαη από 

ηελ εμόξπμε θεηκέλσλ (text-mining interactions), εμαηηίαο ηεο πιεζώξαο ησλ άξζξσλ 

αλαζθόπεζεο πνπ αθνξνύλ ηηο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο.  Αληίζεηα, νη εγγξαθέο ηεο βάζεο 

IntAct ζπγθεληξώλνπλ θαιά ζρνιηαζκέλεο πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλεο 

αιιειεπηδξάζεηο, νη νπνίεο δηαζθαιίδνπλ ηελ πνηόηεηα θαη ηελ ζπλέπεηα ηεο πιεξνθνξίαο 

ηνπ ζπλόινπ δεδνκέλσλ (Licata and Orchard, 2016).  Γηα ην ιόγν απηό, επηιέρζεθε ην 

ζύλνιν δεδνκέλσλ ηεο IntAct γηα ηελ θαηαζθεπή ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.   

Σν κε-επεμεξγαζκέλν αξρηθό ζύλνιν δεδνκέλσλ ηεο IntAct επεμεξγάζηεθε έηζη ώζηε 

λα απνκαθξπλζνύλ κε-αλζξώπηλεο αιιειεπηδξάζεηο, θαζώο θαη αιιειεπηδξάζεηο ησλ 

πξσηετλώλ κε ηνπο εαπηνύο ηνπο, ελώ ηέινο απνκαθξύλζεθαλ νη αιιειεπηδξάζεηο κε ρεκηθά 

κόξηα θαη νη θόκβνη πνπ εκθαλίδνληαλ πάλσ από κία θνξέο.  Σν ηειηθό ζύλνιν δεδνκέλσλ 

πεξηειάκβαλε 1178 αιιειεπηδξάζεηο πξσηετλώλ-πξσηετλώλ (νη κειινληηθέο αθκέο ηνπ 

δηθηύνπ) κεηαμύ 353 αλζξώπηλσλ πξσηετλώλ (νη κειινληηθνί θόκβνη ηνπ δηθηύνπ), ελώ 

κόλν 4 πξσηεΐλεο πνπ ζπκπεξηιακβάλνληαη ζην ζύλνιν δελ εκθαλίδνπλ αιιειεπηδξάζεηο. 

 

 

2.1.3. Οπηηθνπνίεζε θαη θαηαζθεπή ηνπ δηθηύνπ  

Η νπηηθνπνίεζε ηνπ δηθηύνπ, θαζώο θαη ε αλάιπζή ηνπ, πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε 

ρξήζε ηνπ εξγαιείνπ Cytoscape 3.2.1 (Shannon et al., 2003).  To εξγαιείν απηό επηηξέπεη ηε 

δηαδξαζηηθή εμεξεύλεζε ησλ ζύλζεησλ βηνινγηθώλ ζπζρεηίζεσλ κεηαμύ πξσηετληθώλ 

κνξίσλ ή γνληδίσλ, αθνύ απνηειεί κία εληαία θαη θηιηθή πξνο ην ρξήζηε πιαηθόξκα γηα ηελ 

νπηηθνπνίεζε ησλ βηνινγηθώλ δεδνκέλσλ ζε „γξάθνπο αιιειεπηδξάζεσλ‟ (Lotia et al., 

2013).  Η πιαηθόξκα είλαη „ινγηζκηθό αλνηρηνύ θώδηθα‟ (open-source), θάηη πνπ εμεγεί ηε 
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κεγάιε ζπλεηζθνξά ησλ ρξεζηώλ ζηελ αλάπηπμε εθαξκνγώλ, νη νπνίεο πξνζδίδνπλ ζην 

εξγαιείν πνηθίιεο ιεηηνπξγηθόηεηεο.  

 

 

 
Δηθόλα 32.  Σν πεξηβάιινλ ηνπ ινγηζκηθνύ Cytoscape  (Shannon et al., 2003). 

 

 

Ρνπηίλεο ηνπ εξγαιείνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνύζα δηαηξηβή γηα ηε δηαρείξηζε, 

ηελ αλάιπζε, ηελ νπηηθνπνίεζε θαη ηελ απνζήθεπζε ησλ δεδνκέλσλ πνπ αθνξνύλ ην δίθηπν 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Η αλάιπζε ησλ απιώλ, αιιά θαη ησλ 

πνιύπινθσλ ηνπνινγηθώλ παξακέηξσλ, πνπ επαιεζεύνπλ ηελ επξσζηία θαη ηε καζεκαηηθή 

ζεκαζία ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε κέζνδν NetworkAnalyzer (Assenov et al., 2008).  Η κέζνδνο 

NetworkAnalyzer ππνινγίδεη ησλ αξηζκό ησλ θόκβσλ (number of nodes), ηελ ππθλόηεηα ηνπ 

δηθηύνπ (network density), ηελ εηεξνγέλεηά ηνπ (network heterogeneity), ηνλ αξηζκό ησλ 

θόκβσλ ρσξίο δηαζπλδέζεηο (isolated nodes), ηε δηάκεηξν ηνπ δηθηύνπ (network diameter), 

θαζώο θαη παξακέηξνπο όπσο ην ζπληειεζηή νκαδνπνίεζεο (clustering coefficient), ην 
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ραξαθηεξηζηηθό κήθνο κνλνπαηηνύ (characteristic path length), θαη ηελ θαηαλνκή ηνπ 

βαζκνύ ηνπ θόκβνπ (the distribution of node degrees).  Η ζεκαζία ησλ παξαπάλσ 

παξακέηξσλ πεξηγξάθεηαη ζηηο παξαθάησ παξαγξάθνπο (2.1.4). 

 

 
Δηθόλα 33.  Καξηέια απνηειεζκάησλ ππνινγηζκνύ απιώλ παξακέηξσλ ηεο κεζόδνπ 

NetworkAnalyzer (Assenov et al., 2008), όπσο εκθαλίδεηαη ζην εξγαιείν Cytoscape 

(Shannon et al., 2003). 

 

 

2.1.4. Αλάιπζε ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεωλ κέζω ηεο ζεωξίαο γξάθωλ 

Η αλάιπζε ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ κε ηερληθέο ζεσξίαο γξάθσλ αθνξά ηνλ 

ππνινγηζκό απιώλ θαη ζύλζεησλ παξακέηξσλ ηνπ δηθηύνπ, κε ζηόρν ηελ εύξεζε ηεο 

ηνπνινγίαο θαη ησλ ραξαθηεξηζηηθώλ ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ. 

Έλα δίθηπν αληηκεησπίδεηαη σο o γξάθνο  

𝑮 = (𝑽,𝑬) 
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όπνπ V είλαη ην ζύλνιν ησλ θνξπθώλ ηνπ γξάθνπ (θόκβνη), ελώ E είλαη ην ζύλνιν ησλ 

αθκώλ ηνπ γξάθνπ (ζπλδέζεηο ησλ θόκβσλ).  Οη δύν όξνη αληηθαζηζηνύλ ν έλαο ηνλ άιιν, 

θαζώο ν όξνο „γξάθνο‟ ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα πεξηγξάςεη καζεκαηηθά ην δίθηπν, ελώ ν όξνο 

„δίθηπν‟ γηα λα πεξηγξάςεη ηελ εθαξκνγέο ηνπ (Huber et al., 2007).  ηαλ ν παξαπάλσ 

γξάθνο δελ είλαη δηαηεηαγκέλνο ή βεβαξεκέλνο, ηόηε νλνκάδεηαη απιόο κε θαηεπζπλόκελνο 

γξάθνο (Δηθόλα 34).   

 
Δηθόλα 34.  Απινπνηεκέλε απεηθόληζε ελόο απινύ, κε θαηεπζπλόκελνπ γξάθνπ.  Ο γξάθνο 

απνηειείηαη από 4 θόκβνπο (V1 – V4). 

 

 Γείηνλεο (neighbors) νλνκάδνληαη δύν θόκβνη ελόο δηθηύνπ όηαλ ελώλνληαη κε κία 

απιή ζύλδεζε (π.ρ. νη θόκβνη V1 θαη V2) 

 

 Βαζκόο ελόο θόκβνπ (node degree) είλαη ν αξηζκόο ησλ ζπλδέζεσλ ηνπ θόκβνπ κε 

άιινπο θόκβνπο (π.ρ. ν βαζκόο ηνπ V2 ηζνύηαη κε 3) 

 

 πλνιηθή ζπλδεζηκόηεηα ηνπ δηθηύνπ νξίδεηαη σο: 

𝐶 =  
𝐸

𝑁(𝑁 − 1)
 

όπνπ Δ είλαη ν αξηζκόο ησλ αθκώλ (Edge) θαη Ν ν αξηζκόο ησλ θόκβσλ (Node). 

 

Οη ηδηόηεηεο ησλ δηθηύσλ αιιειεπηδξάζεσλ παξέρνπλ πνιύηηκεο πιεξνθνξίεο γηα 

ηελ εζσηεξηθή νξγάλσζε ελόο βηνινγηθνύ δηθηύνπ θαη θαη‟ επέθηαζε γηα ηελ θαηαλνκή 

ησλ κνξίσλ ζηηο δηεξγαζίεο ηνπ θπηηάξνπ θαη γηα ηηο πνιύπινθεο κεηαμύ ηνπο ζρέζεηο.  ηε 

ζπλέρεηα πεξηγξάθνληαη ζεκαληηθέο ηδηόηεηεο πνπ κειεηήζεθαλ ζην δίθηπν ησλ 



Κεθάιαην ΗΗ – Τιηθά & Μέζνδνη  
 

| 85 | 

 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ θαη θαηαγξάθεηαη ε ζεκαζία ηνπο ζηελ επξσζηία ελόο 

βηνινγηθνύ δηθηύνπ.   

 

 Ππθλόηεηα δηθηύνπ (network density – D) νξίδεηαη ην κέηξν πνπ δείρλεη πόζν 

αξαηόο ή ππθλόο είλαη έλαο γξάθνο.  Σν κέγεζνο απηό αθνξά ζηνλ αξηζκό ησλ ζπλδέζεσλ γηα 

θάζε ζύλνιν θόκβσλ θαη γηα έλαλ κε-θαηεπζπλόκελν γξάθν δίλεηαη από ηνλ ηύπν:   

𝐷 =
2|𝐸|

 𝑉 ( 𝑉 − 1)
  

όπνπ |Δ| ν αξηζκόο ησλ αθκώλ (Edge) ηνπ δηθηύνπ θαη |V| ν αξηζκόο ησλ θόκβσλ (Vertice).  

Αξαηόο είλαη έλαο γξάθνο όπνπ  𝛦 = 𝛰(|𝑉𝑘 |), όηαλ 2>k>1.  Έρεη ππνζηεξηρζεί όηη ηα 

βηνινγηθά δίθηπα είλαη γεληθά αξαηά ζπλδεδεκέλα, θαζώο απηό παξέρεη έλα εμειηθηηθό 

πιενλέθηεκα γηα ηε δηαηήξεζε ηεο επξσζηίαο ηνπο (Δηθόλα 35).  Σν γεγνλόο απηό έρεη 

παξαηεξεζεί ζε κηα ζεηξά δηθηύσλ ζηα νπνία έρεη θαηαγξαθεί ππθλόηεηα κηθξόηεξε 0.1 

(Leclerc, 2008; Pavlopoulos et al., 2011b). 

 

 

Δηθόλα 35.  Απινπνηεκέλν παξάδεηγκα γηα ηε κέηξεζε ηεο ππθλόηεηαο δηθηύνπ.  Ππθλό 

δίθηπν (αξηζηεξά), αξαηό δίθηπν (δεμηά). 

 

 Σν κέζν κήθνο κνλνπαηηνύ (average path length) ελόο γξάθνπ G νξίδεηαη σο ε κέζε 

ηηκή ηεο απόζηαζεο 𝛿(𝑖, 𝑗) πνπ ιακβάλεηαη από όια ηα δεύγε δηαθξηηώλ θόκβσλ 𝑖, 𝑗 ∈ 𝑉(𝐺), 

νη νπνίνη αλήθνπλ ζην γξάθν θαη είλαη ζπλδεδεκέλνη κε έλα ηνπιάρηζηνλ κνλνπάηη.  Έζησ 

όηη ην 𝑑 (𝑣𝑖 , 𝑣𝑗 ) ππνδειώλεη ηε κηθξόηεξε απόζηαζε κεηαμύ ησλ 𝑣𝑖  θαη 𝑣𝑗 , κε ηα 𝑣𝑖 , 𝑣𝑗 ∈ 𝑉 
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λα αλήθνπλ ζηνπο θόκβνπο ηνπ δηθηύνπ.  Σν κέζν κήθνο κνλνπαηηνύ ππνινγίδεηαη από ηελ 

εμίζσζε: 

𝛿 =
1

𝑛 (𝑛 − 1)
  𝑑 (𝑣𝑖 , 𝑣𝑗 )

𝑖≠𝑗

 

όπνπ είλαη 𝑛 ν αξηζκόο ησλ θόκβσλ.  Έηζη, ε δηάκεηξνο ηνπ δηθηύνπ είλαη ην κεγαιύηεξν 

ζπληνκόηεξν κνλνπάηη κέζα ζην δίθηπν, θαη νξίδεηαη σο: 𝑑𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 = 𝑚𝑎𝑥𝛿𝑚𝑖𝑛 (𝑖, 𝑗). 

 

 

Δηθόλα 36.  Δύξεζε κέζνπ κήθνπο κνλνπαηηνύ ζε απινπνηεκέλν κε θαηεπζπλόκελν γξάθν.  

Σν κέζν κήθνο κνλνπαηηνύ ηνπ παξαπάλσ γξάθνπ δίλεηαη από ην πειίθν αζξνίζκαηνο ησλ 

κηθξόηεξσλ κνλνπαηηώλ κεηαμύ ησλ θόκβσλ ηνπ δηθηύνπ (6) πξνο ηνλ αξηζκό ησλ δεπγώλ 

θόκβσλ (5).   

 

 Η θεληξηθόηεηα ηνπ δηθηύνπ (network centralization) ραξαθηεξίδεηαη από ηνλ 

αξηζκό ησλ κεκνλσκέλσλ θόκβσλ, ν νπνίνο κπνξεί λα παξάζρεη θάπνηα πιεξνθνξία σο 

πξνο ηε δηαλνκή ηεο ππθλόηεηαο ηνπ δηθηύνπ.  Σηκή θεληξηθόηεηαο θνληά ζην 0 ζεκαίλεη όηη 

είλαη πηζαλό νη θόκβνη ηνπ δηθηύνπ λα έρνπλ θαηά κέζν όξν ηελ ίδηα ζπλδεζηκόηεηα.  Σα 

απνθεληξσκέλα δίθηπα ραξαθηεξίδνληαη από θεληξηθόηεηα ζπλήζσο θνληά ζην 0 (Dong and 

Horvath, 2007).   

 

 Ο ζπληειεζηήο νκαδνπνίεζεο (clustering coefficient) είλαη ε κέηξεζε πνπ δείρλεη 

ηελ ηάζε ελόο γξάθνπ λα ρσξίδεηαη ζε νκάδεο (clusters).  Μία νκάδα νξίδεηαη ην ππνζύλνιν 

θόκβσλ ελόο δηθηύνπ θαη νη κεηαμύ ηνπο ζπλδέζεηο.  Ο ζπληειεζηήο νκαδνπνίεζεο C ελόο 

δηθηύνπ δίλεηαη από ηνλ ηύπν: 
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𝐶 =  
1

𝑁
  

𝐸𝑖

𝑘𝑖(𝑘𝑖 − 1)

𝑁

𝑖=1

 

όπνπ Ν ν αξηζκόο ησλ θόκβσλ, k ν βαζκόο ηνπ θόκβνπ i θαη Ei νη αθκέο ηνπ θόκβνπ i.  Σα 

βηνινγηθά δίθηπα έρνπλ ζεκαληηθά πςειόηεξν ζπληειεζηή νκαδνπνίεζεο ζε ζρέζε κε 

ηπραία δίθηπα, θάηη πνπ απνδεηθλύεη ηελ ηάζε ηνπο λα νξγαλώλνληαη ζε νκάδεο.  Σν 

γεγνλόο απηό ζπλαληάηαη π.ρ. ζην θύηηαξν, θαζώο πνιιέο θπζηνινγηθέο δηεξγαζίεο 

πξαγκαηνπνηνύληαη από νκάδεο καθξνκνξίσλ πνπ δξνπλ ζπλεξγαηηθά (Ravasz et al., 2002). 

 

Δλδεηθηηθέο κεηξήζεηο ηεο ηνπνινγίαο ελόο δηθηύνπ απνηεινύλ νη θεληξηθόηεηεο 

δηθηύσλ (network centralities), νη νπνίεο παξέρνπλ ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηε 

ζπλεηζθνξά ζπγθεθξηκέλσλ θόκβσλ, γηα ηε ζπκκεηνρή ηνπο ζηελ αθεξαηόηεηα ηνπ δηθηύνπ, 

αιιά θαη γηα ηηο πηζαλέο δηαηαξαρέο ηνπ δηθηύνπ θαηά ηελ απαινηθή ηνπο, ελώ καο 

επηηξέπνπλ ηελ θαηάηαμε ησλ θόκβσλ.  Πεξηγξάθνληαη ε θεληξηθόηεηα ηνπ δηθηύνπ 

(network centralization), πιεζηέζηεξε θεληξηθόηεηα (closeness centrality), ε 

θεληξηθόηεηα βαζκνύ, ε νπνία επηηξέπεη ηνλ εληνπηζκό θεληξηθώλ θόκβσλ ή hubs θαη ε 

ελδηάκεζε θεληξηθόηεηα ε νπνία ζρεηίδεηαη κε ηελ εκθάληζε ζηελσπώλ ή bottlenecks 

(Barabasi et al., 2011).   

 

 Η θεληξηθόηεηα βαζκνύ (degree centrality – Cd) ππνδεηθλύεη όηη έλαο θόκβνο 

εκπιέθεηαη ζε έλα κεγάιν αξηζκό ζπλδέζεσλ (δειαδή αιιειεπηδξάζεσλ).  Έηζη, γηα έλα 

θόκβν 𝑖 ε θεληξηθόηεηα βαζκνύ (𝐶𝑑(𝑖)) ηζνύηαη κε ηνλ βαζκό ηνπ θόκβνπ 𝑖, δειαδή: 

𝐶𝑑 𝑖 = deg(𝑖) 

πλεπώο, θόκβνη κε πςειή θεληξηθόηεηα βαζκνύ θαινύληαη θεληξηθνί θόκβνη ή hubs, αθνύ 

ζπλδένληαη κε πνιινύο γείηνλεο. 

 

 Η πιεζηέζηεξε θεληξηθόηεηα (closeness centrality – Cclo) ππνδεηθλύεη ζεκαληηθνύο 

θόκβνπο πνπ κπνξνύλ λα επηθνηλσλήζνπλ γξήγνξα κε άιινπο θόκβνπο ζην δίθηπν.  Γηα έλαλ 

γξάθν 𝑮 = (𝑽,𝑬) ε θεληξηθόηεηα νξίδεηαη σο: 

𝐶𝑐𝑙𝑜  𝑖 =  
1

 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑒(𝑖, 𝑗)
|𝑉|
𝑡∈𝑉
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όπνπ 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑒(𝑖, 𝑗) ε απόζηαζε από ην 𝑖 ζην 𝑗 ή δηαθνξεηηθά, ην ζπληνκόηεξν κνλνπάηη 

κεηαμύ ησλ δύν θόκβσλ.   

 

 Η ελδηάκεζε θεληξηθόηεηα (betweeness centrality) ππνδεηθλύεη ζεκαληηθνύο 

θόκβνπο, πνπ ζπκκεηέρνπλ κεηαμύ άιισλ θόκβσλ, ζε κεγάιε αλαινγία κνλνπαηηώλ κέζα 

ζην δίθηπν.  Οη θόκβνη απηνί νλνκάδνληαη ζηελσπνί ή bottlenecks θαη ιεηηνπξγνύλ σο 

ζπλδέηεο κε ιεηηνπξγηθέο θαη δπλακηθέο ηδηόηεηεο ζην δίθηπν. 

 

Η ηνπνινγία ελόο δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ απνθαιύπηεη κνηίβα θαη θαλόλεο γηα ηνλ 

ηξόπν κε ην νπνίν δηαζπλδένληαη κεηαμύ ηνπο νη θόκβνη πνπ ην ζπγθξνηνύλ (Pavlopoulos et 

al., 2011b).   

 Σα δίθηπα ρσξίο θιίκαθα (scale-free networks) είλαη δίθηπα ηνπ πξαγκαηηθνύ 

θόζκνπ, ηα νπνία πεξηγξάθνπλ θπζηθά δίθηπα, όπσο πρ. εθείλν ηνπ Παγθόζκηνπ Ιζηνύ 

(www), κε θόκβνπο ηηο κεκνλσκέλεο ζειίδεο θαη ζπλδέζεηο ηνπο ππεξζπλδέζκνπο από ηε κία 

ζειίδα ζηελ άιιε.  Αξθεηά παξαδείγκαηα βηνινγηθώλ δηθηύσλ ζηα νπνία νη θόκβνη 

αληηπξνζσπεύνπλ βηνκόξηα θαη νη αθκέο αιιειεπηδξάζεηο, έρνπλ ηδηόηεηεο δηθηύσλ ρσξίο 

θιίκαθα (Barabasi et al., 2011).  Σα δίθηπα απηά εκθαλίδνπλ θαηαλνκή λόκνπ δύλακεο 

(power law distribution) ηεο κνξθήο: 

𝑷 𝒌 ~ 𝒌−𝜸 

 

όπνπ 𝑃(𝑘) είλαη ε πηζαλόηεηα ν βαζκόο θόκβνπ ελόο ηπραία επηιεγκέλνπ θόκβνπ λα ηζνύηαη 

κε 𝑘, 𝑘 είλαη ν αξηζκόο ησλ ζπλδέζεσλ πνπ πξνέξρνληαη από έλαλ θόκβν θαη 𝛾 είλαη ν 

εθζέηεο ηνπ βαζκνύ.  Η θαηαλνκή βαζκνύ θόκβνπ είλαη ζεκαληηθή γηα ηελ ηνπνινγία ηνπ 

δηθηύνπ.  Σα δίθηπα ρσξίο θιίκαθα ηείλνπλ λα πεξηέρνπλ πνιινύο θεληξηθνύο θόκβνπο, ε 

απνκάθξπλζε ησλ νπνίσλ έρεη κεγάιν αληίθηππν ζηελ ηνπνινγία ηνπ δηθηύνπ.  Έρεη δεηρζεί 

όηη ηα βηνινγηθά δίθηπα ηείλνπλ λα είλαη πην ηζρπξά έλαληη ηπραίσλ δηαηαξάμεσλ, αιιά ε 

δηάζπαζε ησλ hubs ζπρλά νδεγεί ζε „θαηαζηξνθή‟ ηνπ ζπζηήκαηνο (Levy and Siegal, 2008). 
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2.2. πζηήκαηα Μειέηεο Ακπινεηδνγόλωλ Πξωηεϊλώλ 

 

2.2.1. Τπεξνηθνγέλεηα θπζηαηηλώλ 

Οη θπζηαηίλεο απνηεινύλ κία κεγάιε νκάδα από εμειηθηηθά ζρεηηδόκελεο θπζηετληθέο 

πξσηεάζεο κε κεγάιε νκνινγία ζηηο αθνινπζίεο ηνπο (Abrahamson et al., 2003; Abrahamson 

et al., 1986).  Σν όλνκά ηνπο αληηθαηνπηξίδεη ηε βαζηθή ηνπο ηδηόηεηα, κηαο θαη ε πξώηε 

θπζηαηίλε πνπ απνκνλώζεθε από ην απγό ηνπ θνηόπνπινπ (Gallus gallus) ήηαλ έλαο 

αλαζηνιέαο παπαΐλεο, ν νπνίνο είρε ηελ ηδηόηεηα λα αιιειεπηδξά θαη λα αλαζηέιιεη ηηο 

θπζηετληθέο πξσηεάζεο (Grubb and Lofberg, 1982).  Οη θπζηαηίλεο είλαη παξνύζεο ζηα 

ζειαζηηθά (άλζξσπνο, πνληηθόο, αξνπξαίνο θ.α.), ηα θπηά, ηα πνπιηά, ηα ςάξηα, ηα έληνκα, 

ζε πνιιά πξσηόδσα θαη πξέπεη λα απνηεινύλ κία „παιηά‟ εμειηθηηθά νηθνγέλεηα πξσηετλώλ 

πνπ κνηξάδεηαη παξόκνηεο ακηλνμηθέο αθνινπζίεο (Δηθόλα 37). 

Η νλνκαηνινγία θαη ε ηαμηλόκεζε ησλ πξσηετλώλ ηεο ππεξνηθνγέλεηαο, είρε ήδε 

ζπδεηεζεί από ην 1985 ζην 1
ν
 Γηεζλέο Σπκπόζην ηωλ Κπζηεϊληθώλ Πξωηεαζώλ θαη ηωλ 

Αλαζηνιέωλ ηνπο (Barrett et al., 1986).  Δθεί απνθαζίζηεθε όηη νη πξσηεΐλεο πνπ δείρλνπλ 

ζεκαληηθή εμειηθηηθή ζρέζε κε ηελ θπζηαηίλε ηνπ θνηόπνπινπ, ζα νλνκάδνληαη πξσηεΐλεο 

ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ησλ θπζηαηηλώλ.  Οη δηαθνξνπνηήζεηο κέζα ζηελ νηθνγέλεηα ζε 

επίπεδν δνκήο, ιεηηνπξγίαο αιιά θαη θπζηνινγίαο, όπσο π.ρ. ε ύπαξμε ή απνπζία 

δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ, ηα ηκήκαηα κε ηδηόηεηεο ηεο θπζηετληθήο νηθνγέλεηαο (cysteine-like 

properties) ή ε δξάζε ζε ζπγθεθξηκέλνπο ηζηνύο, νδήγεζαλ ζηελ ηαμηλόκεζε ηνπο ζε ηξεηο 

κεγάιεο νηθνγέλεηεο.  πγθεθξηκέλα ε πξώηε νηθνγέλεηα νλνκάδεηαη νηθνγέλεηα ζηεθηλώλ 

θαη πεξηιακβάλεη πξσηεΐλεο πνπ δηαθνξνπνηνύληαη από ηελ ππεξνηθνγέλεηα, ιόγσ ηεο 

απνπζίαο δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ (Δηθόλα 37α).  Η δεύηεξε νηθνγέλεηα νλνκάδεηαη 

νηθνγέλεηα θπζηαηηλώλ θαη πεξηιακβάλεη πξσηεΐλεο πνπ θέξνπλ δύν ζρεηηθά 

ζπληεξεκέλνπο δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο (Δηθόλα 37β).  Η ηξίηε νηθνγέλεηα ζπληζηά κία 

νκάδα γιπθνδπιησκέλσλ πξσηετλώλ ηνπ πιάζκαηνο πνπ νλνκάδεηαη νηθνγέλεηα 

θηληλνγεληλώλ θαη πεξηιακβάλεη πξσηεΐλεο κεγάινπ κνξηαθνύ βάξνπο κε 9 δηζνπιθηδηθνύο 

δεζκνύο (Δηθόλα 37γ).  ηνλ άλζξσπν ζπλαληάκε 13 πξσηεΐλεο πνπ αλήθνπλ ζηελ 

ππεξνηθνγέλεηα ησλ θπζηαηηλώλ (νηθνγέλεηα ζηεθηλώλ – ζηεθίλε Α θαη ζηεθίλε Β /  

νηθνγέλεηα θπζηαηηλώλ – θπζηαηίλεο C, D, M, F, S, SN, SA, 8, 11 /  νηθνγέλεηα θηληλνγεληλώλ 

– L θαη H θπζηαηίλεο), θάζε κία από ηηο νπνίεο παξνπζηάδεη δηαθνξεηηθέο ηδηόηεηεο θαη έρεη 

κνλαδηθή έθθξαζε θαη θαηαλνκή (Grubb and Lofberg, 1982).   



 

 

 

 

 
Δηθόλα 37.  Πνιιαπιή ζηνίρηζε αθνινπζηώλ ησλ αλζξώπηλσλ θπζηαηηλώλ, αλά νκόινγε νηθνγέλεηα.  (α) Οηθνγέλεηα ζηεθηλώλ  (β) Οηθνγέλεηα 

θπζηαηηλώλ  (γ) Οηθνγέλεηα θηληλνγεληλώλ.  Οη αθνινπζίεο έρνπλ εμαρζεί από ηε βάζε UniProtKB (UniProt, 2015).  Η ζηνίρηζε πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

ηηο πξνεπηιεγκέλεο ξπζκίζεηο ηνπ εξγαιείνπ T-coffee (Notredame et al., 2000), ελώ γηα ηελ νπηηθνπνίεζε ρξεζηκνπνηήζεθε ην πξόγξακκα Jalview 

(Waterhouse et al., 2009).  Οη ζηνηρίζεηο ρξσκαηίδνληαη κε βάζε ηελ πνζνζηηαία ηαύηηζε ησλ αθνινπζηώλ (θαηώθιη ζπληήξεζεο>=30%)  
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Η απνθάιπςε ηεο βαζηθήο ζηεξενδηάηαμεο ελόο αληηπξνζσπεπηηθνύ κνλνκεξνύο ηεο 

θπζηαηίλεο έγηλε όηαλ πξνζδηνξίζηεθε πεηξακαηηθά ε δνκή ηεο θπζηαηίλεο ηνπ θνηόπνπινπ 

(Bode et al., 1988).  Η ηνπνινγία ηνπ δηπιώκαηνο ηεο θπζηαηίλεο (cystatin fold) 

πεξηιακβάλεη κία β-πηπρσηή επηθάλεηα πέληε αληηπαξάιιεισλ β-θιώλσλ, ε νπνία 

πεξηβάιιεη κία θεληξηθή – επζεία – α-έιηθα.  Η ζηεξενδηάηαμε απηή δεκηνπξγεί ηελ 

πεξηνρή αλαζηνιήο (ακηλνηειηθό άθξν, L1 ινύπα, L2 ινύπα) θαη ηελ αληηδηακεηξηθή ηεο, 

έλζεηε πεξηνρή (appending structure - AS), κία πεξηνρή ρσξίο θαηαγεγξακκέλε ζεκαληηθή 

ιεηηνπξγηθή ζπλεηζθνξά.  Σν κνηίβν ηεο ακηλνμηθήο αθνινπζίαο ζηελ πεξηνρή ηεο L1 ινύπαο 

(Q – x – V – y – G, όπνπ x, y νπνηνδήπνηε από ηα 20 ακηλνμηθά θαηάινηπα) απνηειεί θαη 

ζηόρν ησλ ελδύκσλ ηεο ππεξνηθνγέλεηαο (Δηθόλα 38).   

 

 

Δηθόλα 38.  Η ηνπνινγία ηνπ δηπιώκαηνο ησλ θπζηαηηλώλ (cystatin fold) ζηελ πξώηε 

θξπζηαιινγξαθηθά πξνζδηνξηζκέλε θπζηαηίλε ηνπ Gallus gallus.  Η ηνπνινγία ησλ 

δεπηεξνηαγώλ ζηνηρείσλ ηεο παξαπάλσ δνκήο είλαη Ν – β1 – α1 – β2 – L1 – β3 – AS – β4 – 

L2 – β5 – C, όπνπ β: νη β-θιώλνη, α: νη α-έιηθεο, L: νη ινύπεο, Ν: ην ακηλνηειηθό άθξν θαη C: 

ην θαξβνμπηειηθό άθξν.  ηελ πεξίπησζε ηεο θπζηαηίλεο ηνπ θνηόπνπινπ ζηελ πεξηνρή AS 

εληνπίδεηαη θαη ε έιηθα α2 (θσδηθόο 1CEW ζηε βάζε PDB). 
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2.2.1.1. Κπζηαηίλε C 

Η αλζξώπηλε θπζηαηίλε C είλαη κία πξσηεΐλε ρακεινύ κνξηαθνύ βάξνπο πνπ αλήθεη 

ζηελ νηθνγέλεηα ησλ θπζηαηηλώλ (Abrahamson et al., 1987; Barrett, 1986; Turk and Bode, 

1991).  Δθθξάδεηαη ζε όια ηα εκπύξελα θύηηαξα, σο κία εθθξηηηθή θπζηαηίλε, ε νπνία έρεη 

θπξίσο εμσθπηηαξηθή δξάζε (Abrahamson et al., 1986; Grubb, 2000).  Η πξσηεΐλε 

εληνπίδεηαη ζηε βηβιηνγξαθία κε ελαιιαθηηθά νλόκαηα, όπσο θπζηαηίλε 3 (όλνκα πνπ 

ιακβάλεη από ην αληίζηνηρν γνλίδην πνπ ηελ θσδηθνπνηεί, cystatin-3), λεπξνελδνθξηλέο 

βαζηθό πνιππεπηίδην (Neuroendocrine basic polypeptide) θαη ηέινο κεηα-γ-ζθαηξίλε (post-

gamma-globulin). 

ηνλ άλζξσπν ε ιεηηνπξγία ηεο θπζηνινγηθή πξσηεΐλεο δελ εμαξηάηαη από ην θύιν ή 

ηελ ειηθία, εληνπίδεηαη ζε όινπο ηνπο ηζηνύο θαη ζηα ζσκαηηθά πγξά (Abrahamson et al., 

1986) θαη βξίζθεηαη ζε ηδηαίηεξα πςειή ζπγθέληξσζε ζην εγθεθαινλσηηαίν πγξό 

(Abrahamson et al., 1987; Grubb and Lofberg, 1982).  Δμίζνπ κεγάια πνζνζηά έθθξαζεο 

κεηξώληαη ζηελ επηδηδπκίδα, ην ζπεξκαηηθό πόξν, ηηο σνζήθεο αιιά θαη ην ζύκν αδέλα, όπνπ 

βξίζθεηαη λα ξπζκίδεη ηε δξάζε ησλ θπζηετληθώλ πξσηεαζώλ πνπ απειεπζεξώλνληαη από ηα 

ιπζνζώκαηα θαηεζηξακκέλσλ θπξίσο θπηηάξσλ (Cabarkapa, 2015).  Σν 1985 πξνηάζεθε γηα 

πξώηε θνξά σο βηνδείθηεο γηα ηε κέηξεζε ηνπ βαζκνύ δηήζεζεο ησλ λεθξώλ, επεηδή ε 

απνκάθξπλζε ηεο πξσηεΐλεο από ην αίκα πξαγκαηνπνηείηαη θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο 

ζπεηξακαηηθήο δηήζεζεο, πνπ ιακβάλεη ρώξα ζηνπο λεθξνύο (Randers and Erlandsen, 1999). 

Η ώξηκε πξσηεΐλε απνηειείηαη από κία πνιππεπηηδηθή αιπζίδα 120 ακηλνμηθώλ 

θαηαινίπσλ (Grubb, 2000) θαη ε θπζηνινγηθή ηεο ζηεξενδηάηαμε αθνινπζεί ηελ 

ραξαθηεξηζηηθή ηνπνινγία ηνπ δηπιώκαηνο ησλ θπζηαηηλώλ (Δηθόλα 38, Δηθόλα 39).  Σν 

2010, ν Koladziejczyk θαη νη ζπλεξγάηεο ηνπ (Kolodziejczyk et al., 2010) θαηόξζσζαλ λα 

δεκηνπξγήζνπλ έλα ηερλεηά-ζηαζεξνπνηεκέλν κνλνκεξέο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C θαη 

απνθάιπςαλ γηα πξώηε θνξά ηελ ηξηζδηάζηαηε ζηεξενδηάηαμε ηεο πξσηεΐλεο ζηε κνλνκεξή, 

θπζηνινγηθή ηεο θαηάζηαζε (Δηθόλα 39).  πσο ζπκβαίλεη ζε όιεο ηηο πξσηεΐλεο ηεο 

ππεξνηθνγέλεηαο ησλ θπζηαηηλώλ, ην ακηλνηειηθό άθξν ηεο θπζηαηίλεο, ζε ζπλδπαζκό κε ηηο 

L1 θαη L2 ινύπεο, δεκηνπξγνύλ έλαλ επίηνπν ζην άθξν ηεο πξσηεΐλεο, ν νπνίνο εκθαλίδεη 

κεγάιε ζπλάθεηα αιιειεπίδξαζεο κε ηηο θπζηετληθέο πξσηεάζεο (Bode et al., 1988; Grubb, 

2000; Henskens et al., 1996; Turk and Bode, 1991).   
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Δηθόλα 39.  Μνλνκεξέο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Σερλεηά-ζηαζεξνπνηεκέλν 

κνλνκεξέο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C πνπ δεκηνπξγήζεθε από ηνλ Koladziejczyk θαη 

ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ, ρξεζηκνπνηώληαο σο πξόηππν ην κνλνκεξέο ηεο θπζηαηίλεο C ηνπ 

θνηόπνπινπ (44% νκνηόηεηα ζε επίπεδν ακηλνμηθήο αθνινπζίαο) θαη θαηεπζύλνληαο ηνλ 

ζρεκαηηζκό δύν λέσλ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ (θσδηθόο 3GAX ζηε βάζε PDB) 

(Kolodziejczyk et al., 2010).  Παξαηεξνύκε ηελ ραξαθηεξηθή ηνπνινγία ηνπ δηπιώκαηνο ησλ 

θπζηαηηλώλ (Δηθόλα 38).  (α) Η β-πηπρσηή επηθάλεηα ησλ πέληε αληηπαξάιιεισλ β-θιώλσλ 

ρξσκαηίδεηαη κε πνξηνθαιί, ελώ ε θεληξηθή α-έιηθα ρξσκαηίδεηαη κε θπαλό (β: νη β-θιώλνη, 

α: νη α-έιηθεο, L: νη ινύπεο, Ν: ην ακηλνηειηθό άθξν θαη C: ην θαξβoμπηειηθό άθξν).  (β) 

εκεηώλεηαη κε θνύμηα ε ζέζε ηεο ιεπθίλεο 68, ε νπνία κεηαιιάζζεηαη ζε γινπηακίλε ζηελ 

πεξίπησζε ηεο εγθεθαιηθήο αγγεηνπάζεηαο Ιζιαλδηθνύ ηύπνπ. 

 

Η ζπζζσκάησζε θαη ν νιηγνκεξηζκόο ηεο θπζηαηίλεο C επηηαρύλεη κία ζπάληα κνξθή 

ακπινείδσζεο πνπ νλνκάδεηαη θιεξνλνκνύκελε εγθεθαιηθή αγγεηνπάζεηα από 

ακπινεηδή ηεο θπζηαηίλεο C (Hereditary Cystatin C Cerebral Amyloid Angiopathy) ή, πην 

απιά, εγθεθαιηθή αγγεηνπάζεηα Ιζιαλδηθνύ ηύπνπ (Icelandic Cerebral Angiopathy) 

(Gudmundsson et al., 1972).  Η αγγεηνπάζεηα είλαη κία απηνζσκηθή επηθξαηήο δηαηαξαρή, ε 

νπνία νθείιεηαη ζε ελαπνζέζεηο ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζηα αγγεία ηνπ εγθεθάινπ λεαξώλ 

ελειίθσλ πνπ θαηάγνληαη από ηελ Ιζιαλδία.  Βηβιηνγξαθηθά, ε παξαπάλσ παζνινγηθή 

θαηάζηαζε είλαη ε πξώηε θιεξνλνκνύκελε κνξθή ακπινείδσζεο πνπ ζρεηίδεηαη κε κία 

ζεκεηαθή κεηαιιαγή ζε γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί έλαλ αλαζηνιέα (Ghiso et al., 1986a; Ghiso 

et al., 1986b; Yamada, 2000). 
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Γεληθά, νη θιεξνλνκνύκελεο ακπινεηδώζεηο πνπ νδεγνύλ ζε εγθεθαιηθή αηκνξξαγία 

(Heredidary Cerebral Hemorrhage With Angiopathy) είλαη ακπινεηδώζεηο κε απηνζσκηθή 

επηθξαηή θιεξνλνκηθόηεηα πνπ εληνπίδνληαη ζηα αγγεία ηνπ εγθεθάινπ θαη επζύλνληαη γηα 

αηκνξξαγίεο θαη ζξνκβσηηθά επεηζόδηα πξηλ ηελ ειηθία ησλ 40 (Ghiso et al., 1986a).  ην 

ζύλνιό ηνπο είλαη κία πνιύπινθε νκάδα ρξόλησλ θαη πξννδεπηηθώλ αζζελεηώλ πνπ 

ηαμηλνκνύληαη κε θνηλό παξνλνκαζηή ηηο ελδν- θαη έμσ- θπηηαξηθέο ελαπνζέζεηο αδηάιπησλ 

πξσηετληθώλ ηληδίσλ ζηνλ έζσ θαη έμσ ρηηώλα ησλ αγγείσλ, ησλ αξηεξηδίσλ θαη ησλ 

ηξηρνεηδώλ ηνπ εγθεθάινπ, ρσξίο ζπγθεθξηκέλα ηελ εκθάληζε πιαθώλ (Revesz et al., 2009) 

(Δηθόλα 40).  Οη αιινηώζεηο πνπ παξαηεξνύληαη δεζκεύνπλ ηηο ρξσζηηθέο Congo Red θαη 

Thioflavin Σ, ελώ όπσο πξνέθπςε από ηζηνπαζνινγηθέο, βηνρεκηθέο θαη γελεηηθέο κειέηεο 

δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ, ελαπνζέζεηο κε δηαθνξεηηθή πξσηετληθή ζύζηαζε ζηηο παξαπάλσ 

πεξηπηώζεηο αθνινπζνύλ, ηειηθά, ην ίδην κνλνπάηη κε θπζηνινγηθνύ δηπιώκαηνο θαη 

ελαπνηίζεληαη ζηα αγγεία ζηαδηαθά, κέρξη θάιπςεο νιόθιεξνπ ηνπ ηνηρώκαηνο (Rostagno et 

al., 2010). 

 

 

Δηθόλα 40.  Μειέηεο αλνζντζηνρεκείαο κεηά ζάλαηνλ (post mortem) ζε ηζηνύο εγθεθάινπ 

αηόκνπ κε εγθεθαιηθή αγγεηνπάζεηα Ιζιαλδηθνύ ηύπνπ.  Παξαηεξείηαη ε δέζκεπζε ηνπ 

αληηζώκαηνο έλαληη ηεο θπζηαηίλεο C ζηνλ έζσ ρηηώλα ησλ αγγείσλ ηνπ εγθεθάινπ. (α) 

(Πξνζαξκνγή από (Rostagno et al., 2010)) (β) (Πξνζαξκνγή από (Palsdottir et al., 2006)). 

 

 

Σα ακπινεηδή ηλίδηα πνπ εληνπίδνληαη ζηνπο αζζελείο κε εγθεθαιηθή αγγεηνπάζεηα 

Ιζιαλδηθνύ ηύπνπ δεκηνπξγνύληαη από κία κεηαιιαγκέλε κνξθή ηεο θπζηαηίλεο C, ε νπνία 

ζπζζσκαηώλεηαη ξαγδαία θαη αλεμέιεγθηα θαη νδεγεί ζε ζαλαηεθόξεο εγθεθαιηθέο 

αηκνξξαγίεο (Revesz et al., 2009).  Η κεηαιιαγκέλε κνξθή πξνθύπηεη από κία ζεκεηαθή 
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κεηαιιαγή ζην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηελ θπζηαηίλε C, ε νπνία κεηαηξέπεη ηε ιεπθίλε ζηε 

ζέζε 68 ζε γινπηακίλε (L68Q) (Δηθόλα 41).  Η ιεπθίλε 68 βξίζθεηαη ζην θαξβνμπηειηθό 

άθξν ηνπ β3-θιώλνπ ζηε θπζηνινγηθή πξσηεΐλε (Δηθόλα 39β) θαη ε πιεπξηθή ηεο αιπζίδα 

ζπκκεηέρεη ζηνλ πδξόθνβν ππξήλα πνπ ζηαζεξνπνηεί ηελ θιεηζηή δνκή ηεο πξσηεΐλεο 

(Rostagno et al., 2010).  ηελ πεξίπησζε ηεο κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο ε αιιαγή ηεο θύζεο 

ησλ ακηλνμέσλ ζηνλ πδξόθνβν ππξήλα επεξεάδεη ζεκαληηθά ηελ ζηαζεξόηεηα ηνπ κνξίνπ, 

θαζώο ε καθξηά πνιηθή αιπζίδα ηεο γινπηακίλεο δελ κπνξεί λα θηινμελεζεί ζην πδξόθνβν 

πεξηβάιινλ ηνπ ππξήλα, κε απνηέιεζκα ηελ απνζηαζεξνπνίεζε ηεο α/β δηεπηθάλεηαο 

αιιειεπίδξαζεο. 

Σν 2000 πξνηάζεθε όηη, ελώ ε κεηαιιαγή ζηε ζέζε 68 εκπεξηέρεη ην γελεηηθό 

ππόβαζξν γηα ηελ εκθάληζε ηεο αζζέλεηαο ζε λεαξά άηνκα κε θαηαγσγή από ηελ Ιζιαλδία, 

νιηγνκεξή θπζηαηίλεο C δεκηνπξγνύληαη θαη θαηά ηε ζπζζσκάησζε κνλνκεξώλ 

θπζηαηίλεο θπζηθνύ ηύπνπ (Olafsson and Grubb, 2000).  Έηζη, παξάιιεια κε ηελ εκθάληζε 

ελαπνζέζεσλ θπζηαηίλεο ζηε ζπάληα ακπινείδσζε, θάησ από κε θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο, ν 

νιηγνκεξηζκόο ηεο θπζηνινγηθήο πξσηεΐλεο κπνξεί λα νδεγεί ζηελ ελαπόζεζε ακπινεηδώλ 

ζηνπο κήληγγεο, ζηνλ εγθεθαιηθό θινηό θαη ζην ζηέιερνο ηνπ εγθεθάινπ αηόκσλ ζε 

πξνρσξεκέλε ειηθία (Revesz et al., 2009).  Σέινο, πην πξόζθαηεο κειέηεο βξίζθνπλ ηελ 

θπζηαηίλε C λα ζπλελαπνηίζεηαη θαη ζηηο ακπινεηδείο πιάθεο ζηελ λόζν ηνπ Alzheimer 

(Levy et al., 2001), ελώ επξήκαηα ελαπνζέζεώλ ηεο έρνπλ ηαπηνπνηεζεί ζε αζζελείο κε 

ζύλδξνκν Down (Zerovnik, 2009) θαη ζε άιιεο λεπξνεθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο. 

Ο πνιπκεξηζκόο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C βαζίδεηαη ζην κνληέιν ηεο 

ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ (Liu and Eisenberg, 2002), όπσο 

καξηπξνύλ νη δηαζέζηκεο θξπζηαιινγξαθηθά πξνζδηνξηζκέλεο δνκέο ηεο πξσηεΐλεο 

(Janowski et al., 2004; Janowski et al., 2005; Janowski et al., 2001) (Δηθόλα 42).  Από ηε 

ζηηγκή ηεο αλαθάιπςήο ηνπ ν κεραληζκόο απηόο βξέζεθε λα εμεγεί ηνλ πνιπκεξηζκό 

αξθεηώλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, κεηαμύ ησλ νπνίσλ ηνλ πνιπκεξηζκό ησλ prion θαη ηεο 

β2-κηθξνζθαηξίλεο (Nelson and Eisenberg, 2006a; Nelson and Eisenberg, 2006c). 

ηελ πεξίπησζε ηεο θπζηαηίλεο C, ε L1 ινύπα είλαη ην ηκήκα εθείλν ηεο πξσηεΐλεο 

πνπ πθίζηαηαη ηε ζηεξενδηαηαμηθή αιιαγή θαηά ηε δεκηνπξγία ηνπ νιηγνκεξνύο (Δηθόλα 

42α, Δηθόλα 42β) θαη εθείλν πνπ νπζηαζηηθά ζπλδέεη ηελ α-ειηθνεηδή απηνηειή δνκηθή ππν-

πεξηνρή κε ηελ β απηνηειή δνκηθή ππν-πεξηνρή (Δηθόλα 42α).  Αξρηθά, δύν όκνηα, κε-

θπζηνινγηθά, κνλνκεξή αληαιιάζζνπλ ηζόηηκα δνκηθά ηκήκαηα θαη ζρεκαηίδνπλ δύν 

θιεηζηέο επηθάλεηεο επαθήο (closed interface) (Δηθόλα 42γ).  Η θάζε θιεηζηή επηθάλεηα 
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επαθήο έρεη παλνκνηόηππα δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά κε ηελ επηθάλεηα επαθήο ζηελ 

θπζηνινγηθή κνλνκεξή θαηάζηαζε, όπνπ ζπλαληάκε ηελ ραξαθηεξηζηηθή ηνπνινγία ηνπ 

δηπιώκαηνο ησλ θπζηαηηλώλ (Δηθόλα 39), κε ηε δηαθνξά όηη ζηελ δηκεξηζκέλε κνξθή 

πεξηζζόηεξεο ηεο κηαο πξσηετληθέο αιπζίδεο ζπλεηζθέξνπλ ζηελ αιιειεπίδξαζε (Nelson and 

Eisenberg, 2006c) (1.4.1).   

 

 

Δηθόλα 41.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο ακπινεηδώλ ηληδίσλ από ηελ in vitro 

απηνζπγθξόηεζε ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  (α) Ακπινεηδή ηλίδηα ηεο αλζξώπηλεο 

θπζηαηίλεο C, θπζηθνύ ηύπνπ.  (β) Ακπινεηδή ηλίδηα ηεο κεηαιιαγκέλεο (L68Q) αλζξώπηλεο 

θπζηαηίλεο C.  (γ)(δ) Οιηγνκεξή ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C θπζηθνύ 

ηύπνπ ζρήκαηνο ληόλαη (donut-shaped oligomers). (Πξνζαξκνγή από (Wahlbom et al., 2007)) 

(Ράβδνη 100nm). 
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Η ζηεξενδηαηαμηθή αιιαγή ηεο L1 ινύπαο κεηαμύ ησλ ζπκκεηξηθώλ β2 θαη β3 θιώλσλ 

νδεγεί ζηε δεκηνπξγία κίαο λέαο β-πηπρσηήο επηθάλεηαο θαη αιιάδεη ηε ιεηηνπξγία ηεο 

θπζηαηίλεο, θαζώο ην δηκεξέο ράλεη δηα παληόο ηελ ηθαλόηεηα λα αιιειεπηδξά κε ηηο 

θπζηετληθέο πξσηεάζεο (αιιαγή ηνπ επηηόπνπ αλαζηνιήο ακηλνηειηθό άθξν – L 1 ινύπα – L2 

ινύπα ) (Δηθόλα 42α).  Έηζη θαηά ηε ζπγθξόηεζε ηνπ δηκεξνύο, παξνπζηάδεηαη έλα λέν 

δνκηθό ζηνηρείν· ε δεκηνπξγία κηαο εθηεηακέλεο β-πηπρσηήο επηθάλεηα βL-βL, ε νπνία 

ζρεκαηίδεη κία εθηεζεηκέλε πεξηνρή αιιειεπίδξαζεο (open interface) πνπ ζηαζεξνπνηείηαη 

κε 34 δηαδνρηθνύο δεζκνύο πδξνγόλνπ (Janowski et al., 2001) (Δηθόλα 42γ).  

Κξπζηαιινγξαθηθά δεδνκέλα απνδεηθλύνπλ όηη ν νιηγνκεξηζκόο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο 

C, πνπ αθνινπζεί ηελ παξαπάλσ δηαδηθαζία, δελ ζηακαηά ζηε δεκηνπξγία ηνπ δηκεξνύο αιιά 

ζπλερίδεη πξνο ην ζρεκαηηζκό ηεηξακεξώλ (Δηθόλα 42δ) θαη ηειηθά νθηακεξώλ (Δηθόλα 42ε) 

(Janowski et al., 2004).  

Σέινο, ζα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη ην ακηλνηειηθό ηκήκα ηεο θπζηαηίλεο C ππόθεηηαη 

ζε πξσηενιπηηθή δξάζε εμεηδηθεπκέλσλ ιεπθνθπηηαξηθώλ ελδύκσλ πνπ δξνπλ θπζηνινγηθά 

ζην εγθεθαινλσηηαίν πγξό (Janowski et al., 2004).  Απηή ε ακηλνμηθή „πεξηθνπή‟ 

ζπλαληάηαη ηόζν ζε ακπινεηδή ηλίδηα πνπ απνκνλώλνληαη από αζζελείο, όζν θαη ζε in vitro 

πεηξάκαηα πνπ απνδεηθλύνπλ ηελ απνπζία ζπκκεηνρήο ηεο πεξηνρήο απηήο ζην δηκεξηζκό ή 

ηνλ νιηγνκεξηζκό ηεο πξσηεΐλεο θαη πξνηείλνπλ πσο είλαη κία δηαδηθαζία πνπ έπεηαη ηνπ 

ζρεκαηηζκνύ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Gerhartz and Abrahamson, 2002).  

Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο νιηγνκεξώλ θπζηαηίλεο C θπζηθνύ ηύπνπ απέδεημαλ ηελ 

εκθάληζε ζπζζσκαησκάησλ ζρήκαηνο ληόλαη (donut-shaped oligomers) (Δηθόλα 41γ, 

Δηθόλα 41δ), ηα νπνία παξαπέκπνπλ ζηελ νθηακεξή νιηγνκεξηζκέλε δνκή θαη 

επηβεβαηώλνπλ ηα πεηξάκαηα θξπζηαιινγξαθίαο.  Σα επξήκαηα απηά ππνζηεξίδνληαη θαη 

από πεηξάκαηα θπθιηθνύ δηρξστζκνύ, θαζώο βξέζεθε όηη ηα ζθαηξηθά νιηγνκεξή 

ζπγθξνηνύληαη από ακπινεηδή ηλίδηα πνπ έρνπλ ραξαθηεξηζηηθά β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ ζε 

κηθξόηεξα πνζνζηά, ζπγθξηλόκελα κε ηε κνλνκεξή θπζηαηίλε C θαη ηα ώξηκα ακπινεηδή 

ηλίδηα απηήο (Wahlbom et al., 2007). 
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Δηθόλα 42.  Κξπζηαιινγξαθηθά πξνζδηνξηζκέλεο δνκέο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Οη δνκέο 

παξνπζηάδνληαη ζε αλαπαξάζηαζε cartoon κε ην πξόγξακκα κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol (Delano, 2005).  (α) 

Φπζηνινγηθό κνλνκεξέο (θσδηθόο 3GAX ζηε βάζε PDB) (Kolodziejczyk et al., 2010).  (β) Με-θπζηνινγηθό 

κνλνκεξέο, (γ) δηκεξέο, (δ) ηεηξακεξέο, (ε) νθηακεξέο (θσδηθόο 1R4C ζηε βάζε PDB) (Janowski et al., 2004). 
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2.2.1.2. ηεθίλε Α 

Η αλζξώπηλε ζηεθίλε Α, είλαη κέινο ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ησλ θπζηαηηλώλ θαη 

ζπγθεθξηκέλα αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ ζηεθηλώλ.  Οη ζηεθίλεο είλαη ελδνθπηηαξηθέο 

θπζηαηίλεο πνπ βξίζθνληαη ζην θπηηαξόπιαζκα πνιιώλ θπηηαξηθώλ ηύπσλ, ελώ εκθαλίδνπλ 

πςειή ζπγθέληξσζε θαη ζηα ζσκαηηθά πγξά.  Η νηθνγέλεηα ησλ ζηεθηλώλ απνηειείηαη από 

πξσηεΐλεο ρσξίο ζεκαηνδνηηθά πεπηίδηα, ρσξίο δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο θαη κε κνξηαθά 

βάξε ~11kDa (Jenko et al., 2003; Staniforth et al., 2001). 

Η αλζξώπηλε ζηεθίλε Α (ή θπζηαηίλε Α ή SH- epidermal inhibitor ή epidermal TPI ή 

ACPI ή CPI-A) απνηειείηαη από 98 ακηλνμηθά θαηάινηπα θαη έρεη κνξηαθό βάξνο 11kDa.  

πσο πηζαλά απνδεηθλύνπλ θαη ηα ελαιιαθηηθά ηεο νλόκαηα, ε πξσηεΐλε εληνπίζηεθε 

πξσηαξρηθά ζε πνιπκνξθνπύξελα ιεπθνθύηηαξα ηνπ αίκαηνο (Davies and Barrett, 1984).  

Παξάιιεια, όκσο, βξίζθεηαη ζηνλ νηζνθάγν, ζηνλ θόιπν (Rinne et al., 1978) θαη ζην 

θπηηαξόπιαζκα ηεο έμσ ζηηβάδαο ηεο επηδεξκίδαο (Rasanen et al., 1978).  Απηή ε επηιεθηηθή 

θαηαλνκή ελόο αλαζηνιέα, όπσο είλαη ε ζηεθίλε Α, ππνδειώλεη ηε ζπζρέηηζε ηεο 

πξσηεΐλεο κε ηζηνύο πνπ απνηεινύλ ηελ „πξώηε γξακκή άκπλαο‟, ελάληηα ζηελ εηζβνιή 

παζνγόλσλ κηθξννξγαληζκώλ.   

ε αληίζεζε κε ηε δξάζε ηεο ζηεθίλεο Α ζε θπζηνινγηθέο θαηαζηάζεηο, βηβιηνγξαθηθά 

δεδνκέλα απνδεηθλύνπλ ηελ εκπινθή ηεο θαη ζε έλαλ αξηζκό αζζελεηώλ.  Η πξσηεΐλε, έρεη 

εληνπηζηεί ζε πνιιέο κνξθέο θαξθίλνπ, όπσο ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα, ηνπ δέξκαηνο ή 

ηνπ νηζνθάγνπ, θάηη πνπ έρεη νδεγήζεη ζην ζπκπέξαζκα όηη ε ζηεθίλε Α παίδεη ξόιν ζηελ 

δηείζδπζε ησλ όγθσλ (κεηάζηαζε), κέζσ ηεο κεηαβνιήο ηεο έθθξαζήο ηεο ζε παζνινγηθέο 

θαηαζηάζεηο (Lah et al., 1990).  Παξάιιεια ηα επίπεδα ηεο ζηεθίλεο Α, θαίλεηαη λα 

απμάλνληαη ζεκαληηθά ζε αζζελείο κε θαξδηναγγεηαθέο επηπινθέο, θαζώο θαη ζε ςσξηαζηθά 

θύηηαξα ηεο επηδεξκίδαο (Hopsu-Havu et al., 1983), θαλέλα δεδνκέλν όκσο δελ ζπζρεηίδεη 

ηελ πξσηεΐλε κε ηελ εκθάληζε ζπγθεθξηκέλεο ακπινείδσζεο.   

Η δνκή ηνπ θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο ηεο ζηεθίλεο Α πξνέθπςε έπεηηα από ζπλ-

θξπζηάιισζή ηεο κε ηελ πξσηεάζε θαζεςίλε Β (Renko et al., 2010).  Σν δίπισκα ηεο 

ζηεθίλεο Α ζην ρώξν πηνζεηεί ηε ραξαθηεξηζηηθή ηνπνινγία ησλ θπζηαηηλώλ (Δηθόλα 38), 

δειαδή δηπιώλεηαη ζε κία β-πηπρσηή επηθάλεηα πέληε αληηπαξάιιεισλ β-θιώλσλ, ε νπνία 

πεξηβάιιεη κία θεληξηθή α-έιηθα (Δηθόλα 43α).  Tν ακηλνηειηθό άθξν ηεο θπζηαηίλεο ζε 

ζπλδπαζκό κε ηηο L1 θαη L2 ινύπεο δεκηνπξγνύλ ηνλ επίηνπν αλαζηνιήο ζην άθξν ηεο 

πξσηεΐλεο.   
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Δηθόλα 43.  Κξπζηαιινγξαθηθά πξνζδηνξηζκέλεο δνκέο ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α.  (α) Σν 

κνλνκεξέο ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α αθνινπζεί ηελ ηνπνινγία ηνπ δηπιώκαηνο ησλ 

θπζηαηηλώλ (Δηθόλα 38).  Η δνκή έρεη ζπλθξπζηαιισζεί κε ηελ πξσηεάζε θαζεςίλε Β θαη 

παξνπζηάδεη ηε ζηεθίλε Α ζηελ θπζηνινγηθή ελεξγή ηεο ζηεξενδηάηαμε (θσδηθόο 3Κ9Μ ζηε 

βάζε PDB) (Renko et al., 2010).  Η πξσηεΐλε ρξσκαηίδεηαη κε βάζε ηα ζηνηρεία 

δεπηεξνηαηνύο δνκήο.  Η β-πηπρσηή επηθάλεηα ησλ πέληε αληηπαξάιιεισλ β-θιώλσλ 

ρξσκαηίδεηαη κε πνξηνθαιί, ελώ ε θεληξηθή α-έιηθα ρξσκαηίδεηαη κε θπαλό (β: νη β-θιώλνη, 

α: α-έιηθα, L: νη ινύπεο, Ν: ην ακηλνηειηθό άθξν θαη C: ην θαξβνμπηειηθό άθξν).  (β) Η 

δηκεξηζκέλε δνκή ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α (θσδηθόο 1N9J ζηε βάζε PDB) (Staniforth et 

al., 2001) πξνθύπηεη κε ην κεραληζκό ηεο ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ 

πεξηνρώλ.  Οη Α θαη Β αιπζίδεο ζεκεηώλνληαη κε δηαθνξεηηθό ρξώκα.  Οη δνκέο 

παξνπζηάδνληαη ζε αλαπαξάζηαζε cartoon κε ην πξόγξακκα κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol 

(Delano, 2005).   
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Παξόιν πνπ ε ζηεθίλε Α εκθαλίδεη ρακειή νκνινγία κε ηελ θπζηαηίλε C (Δηθόλα 37), 

θαη νη δύν αλαζηνιείο θαίλεηαη λα δηκεξίδνληαη αθνινπζώληαο ηνλ ίδην κεραληζκό.  Η 

ηξηζδηάζηαηε αληαιιαγή απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ πνπ απαληάηαη θαη ζηελ πεξίπησζε 

ηεο ζηεθίλεο Α, είλαη ππεύζπλε γηα ηελ εκθάληζε νιηγνκεξώλ ηεο πξσηεΐλεο.  Η Staniforth 

θαη νη ζπλεξγάηεο ηεο, πξαγκαηνπνηώληαο δνκηθέο κειέηεο ζε νιηγνκεξή ηεο ζηεθίλεο Α, 

πξόηεηλαλ όηη, κεηξήζεηο κεηαμύ ησλ αθξαίσλ ηκεκάησλ ησ δηκεξώλ ηεο ζηεθίλεο Α 

παξαπέκπνπλ ζην πάρνο ηληδηαθώλ δνκώλ, γη‟ απηό θαη θαηαζθεύαζαλ κία πηζαλή δηεπζέηεζε 

ησλ δηκεξώλ ζε έλα ηλίδην πάρνπο ~90 Å (Staniforth et al., 2001).  Έηζη, αληίζηνηρα κε ηα 

επξήκαηα ζηελ πεξίπησζε ηεο θπζηαηίλεο C, ν νιηγνκεξηζκόο ηεο ζηεθίλεο Α πηζηεύεηαη όηη 

ζρεηίδεηαη κε ηελ αλώηεξε νξγάλσζε νιηγνκεξηζκέλσλ κνξθώλ ηεο πξσηεΐλεο πνπ 

εκπιέθνπλ ηνλ κεραληζκό ηεο ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ, έλα 

εύξεκα πνπ κέρξη ζήκεξα δελ έρεη ζπζρεηηζηεί κε θάπνηα ζπγθεθξηκέλε παζνινγηθή 

θαηάζηαζε (Δηθόλα 44). 

 

 

Δηθόλα 44.  Πηζαλή αλαπαξάζηαζε νιηγνκεξηζκέλσλ κνξθώλ ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α.  

Η πξόηαζε δεκηνπξγίαο ηληδηαθώλ δνκώλ ηεο ζηεθίλεο Α εκπιέθεη ην κεραληζκό ηεο 

ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ.  Παξνπζηάδεηαη ην πηζαλό 

κνληέιν „ζηνίβαμεο‟ δηκεξώλ ζηεθίλεο Α, όπσο έρεη πξνηαζεί από ηε Staniforth θαη ηνπο 

ζπλεξγάηεο ηεο (Πξνζαξκνγή από (Staniforth et al., 2001)). 
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2.2.2. Ακπιίλε 

Η αλζξώπηλε ακπιίλε γλσζηή θαη κε ην όλνκα IAPP (Islet Amyloid Polypeptide) είλαη 

κία πεπηηδηθή νξκόλε 37 ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ κε έλαλ δηζνπιθηδηθό δεζκό κεηαμύ ησλ 

θπζηετλώλ 2 θαη 7 θαη έλα ακηδησκέλν θαξβνμπηειηθό άθξν.  Αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ 

CGRP πξσηετλώλ (Calcitonin Gene Related Peptides), ζηελ νπνία θαηαηάζζνληαη πνιιέο 

γλσζηέο νξκόλεο, όπσο ε θαιζηηνλίλε, ηα πεπηίδηα αCGRP θαη βCGRP, ε ηληεξκεδίλε θαη ε 

αδξελνκεληνπιίλε (Cooper et al., 1989).   

Φπζηνινγηθά, παξάγεηαη από ηα β-θύηηαξα ηνπ παγθξέαηνο, όπνπ ζπληίζεηαη, 

απνζεθεύεηαη θαη ζπλεθθξίλεηαη καδί κε ηελ ηλζνπιίλε αθνινπζώληαο ηελ ίδηα πνξεία 

σξίκαλζεο (2.2.4).  Η πξόδξνκε κνξθή ηεο ακπιίλεο είλαη ε πξν-πξνακπιίλε, κία πξσηεΐλε 

89 ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ, ε νπνία ζπγθξνηείηαη από έλα ζεκαηνδνηηθό πεπηίδην (22 

ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ) θαη ηελ πξνακπιίλε (67 ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ).  Η πξνακπιίλε 

επεμεξγάδεηαη ζην ζύζηεκα Golgi από ηηο θνλβεξηάζεο PC2 θαη PC1/3, όπνπ δξνπλ 

απνζπώληαο ηα άθξα ηνπ ακηλνηειηθνύ θαη ηνπ θαξβνμπηειηθνύ ηκήκαηνο.  Καηά ηελ 

απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ από ην θαξβνμπηειηθό ηκήκα ην ηξηπεπηίδην γιπθίλε – ιπζίλε – 

αξγηλίλε πνπ παξακέλεη απνηειεί ην ππόζηξσκα γηα ηε δξάζε δύν αθόκα ελδύκσλ, ηα νπνία 

ζπκβάιινπλ ζηελ σξίκαλζε ηεο νξκόλεο.  Η θαξβνμππεπηηδάζε Δ απνζπά ηα ζεηηθά 

θνξηηζκέλα θαηάινηπα ιπζίλε – αξγηλίλε, ελώ ην θαηάινηπν γιπθίλεο ππνβνεζά ην έλδπκν 

PAM (petpidyl amydating mono-oxygenase complex) λα ακηδηώζεη ην θαξβνμπηειηθό άθξν 

ηεο ακπιίλεο (Betsholtz et al., 1989a; Cao et al., 2013). 

 

 

Δηθόλα 45.  Η δηαδηθαζία σξίκαλζεο ηεο πξν-πξνακπιίλεο ζε ώξηκε ακπιίλε.  (α) Η 

πξσηνηαγήο αθνινπζία ηεο πξν-πξνακπιίλεο, (β) ηεο πξνακπιίλεο θαη ηεο (γ) ώξηκεο 

ακπιίλεο (Πξνζαξκνγή από (Cao et al., 2013)). 
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Η ακπιίλε είλαη πςειά ζπληεξεκέλε θαη εθθξάδεηαη ζηα ζειαζηηθά (Betsholtz et al., 

1989a; Nishi et al., 1989), ζηα πηελά (Fan et al., 1994), ζηα ςάξηα (Westermark et al., 2002) 

θαη ζηα εξπεηά.  Η βαζηθή ιεηηνπξγία ηεο είλαη ε δξάζε ηεο σο πεπηηδηθή νξκόλε πνπ 

ξπζκίδεη ηνλ κεηαβνιηζκό θαη ηελ νκνηόζηαζε ηεο γιπθόδεο (Cooper, 1994; Young et al., 

1995). 

 

 

Δηθόλα 46.  Η ακηλνμηθή ζύζηαζε ηεο ώξηκεο ακπιίλεο ησλ ζειαζηηθώλ.  Αθνινπζείηαη ε 

αξίζκεζε ηεο αλζξώπηλεο αθνινπζίαο.  Η ακπιίλε είλαη πςειά ζπληεξεκέλε αιιά 

εκθαλίδεη ζεκαληηθέο αιιαγέο ζηελ πεξηνρή 20-29 (ζεκεηώλεηαη κε θόθθηλν θνπηί) κεηαμύ 

ησλ νξγαληζκώλ.  Σα θαηάινηπα πξνιίλεο ζηηο ζέζεηο 25, 28 θαη 29, πνπ ζπλαληώληαη ζηα 

ηξσθηηθά, ζεσξήζεθαλ ζεκαληηθά γηα ηελ αλαζηνιή ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο 

(Πξνζαξκνγή από (Westermark et al., 2011)). 

 

Αξρηθά απνκνλώζεθε από ελαπνζέζεηο ζηα λεζίδηα ηνπ Langerhans ζε άηνκα πνπ 

πάζρνπλ από δηαβήηε ηύπνπ 2 (Cooper et al., 1987) θαη ιίγα ρξόληα αξγόηεξα απνδείρζεθε 

όηη παίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηελ έλαξμε θαη ηελ εμέιημε ηόζν ηνπ δηαβήηε ηύπνπ 1 όζν 

θαη ηνπ δηαβήηε ηύπνπ 2 (Verchere et al., 1996).  Ο κόλνο γλσζηόο πνιπκνξθηζκόο ζηνλ 

άλζξσπν είλαη ε αιιαγή ηεο ζεξίλεο 20 ζε γιπθίλε, πνπ ζπλαληάηαη ζε αζηαηηθνύο 

πιεζπζκνύο θαη δεκηνπξγεί έλα πςειά ακπινεηδνγόλν αλάινγν ηεο πξσηεΐλεο (Westermark 

et al., 2011).  In vitro πεηξάκαηα, όκσο, απνδεηθλύνπλ πσο νη ελαπνζέζεηο ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο παξνπζηάδνπλ έληνλε ηνμηθόηεηα θαη θαηαζηξέθνπλ ηα β-

θύηηαξα ηνπ παγθξέαηνο (Lorenzo et al., 1994; Paulsson et al., 2006), επεξεάδνληαο ηα 

δηαζέζηκα επίπεδα γιπθόδεο θαη ηειηθά, ηνλ κεηαβνιηζκό ησλ αζζελώλ.  ηελ Δηθόλα 47 

παξνπζηάδεηαη ε εκθάληζε ησλ ελαπνζέζεσλ ζηα β-θύηηαξα πνπ παγθξέαηνο, θαζώο θαη έλα 

πηζαλό κνλνπάηη ηεο πνξείαο ελαπόζεζεο ηεο πεπηηδηθήο νξκόλεο.   
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Δηθόλα 47.  Η ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ ακπιίλεο ζηα β-θύηηαξα ηνπ παγθξέαηνο.  (α-

ε) Η αξρηθή ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ πξαγκαηνπνηείηαη ζην εζσηεξηθό ησλ β-

θπηηάξσλ.  Η αιιεινπρία ησλ γεγνλόησλ πεξηιακβάλεη αξρηθά ηε ζύληεμε ηνπ πξόδξνκνπ 

κνξίνπ ηεο ακπιίλεο (πξνακπιίλε) κε καθξνκόξηα ζην εζσηεξηθό ησλ β-θπηηάξσλ θαη ηε 

ζηαδηαθή αύμεζε ηεο κάδαο ησλ ελαπνζέζεσλ, ε νπνία αληηθαζηζηά ηνλ 

θπηηαξνπιαζκαηηθό ρώξν ηνπ β-θπηηάξνπ θαη επάγεη ηε δξάζε ησλ απνπησηηθώλ 

κεραληζκώλ.  Μεηά ηελ θαηαζηξνθή ηνπ β-θπηηάξνπ νη ελαπνζέζεηο, πνπ ηώξα 

απνηεινύληαη από ηελ ώξηκε κνξθή ηνπ πεπηηδίνπ, κεηαθέξνληαη εμσθπηηαξηθά, όπνπ θαη 

ιεηηνπξγνύλ σο „εζηίεο ππξήλσζεο‟ γηα ηελ εμάπισζε ηνπ θαηλνκέλνπ (Πξνζαξκνγή από 

(Paulsson et al., 2006)). (ζη) Αλζξώπηλν παγθξεαηηθό λεζίδην, όπνπ παξαηεξνύληαη 

εμσθπηηαξηθέο ελαπνζέζεηο ακπινεηδώλ ηληδίσλ ακπιίλεο, έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red 

(Πξνζαξκνγή από (Westermark et al., 2011)).  (δ) Ηιεθηξνληνγξαθία θπζηηδίσλ ησλ β-

θπηηάξσλ ηνπ παγθξέαηνο δηαγνληδηαθνύ πνληηθνύ πνπ εθθξάδεη ηελ αλζξώπηλε ακπιίλε.  

Παξαηεξνύληαη ηληδηαθέο ελαπνζέζεηο εζσηεξηθά ησλ θπζηηδίσλ ζεκαζκέλεο κε εηδηθό 

αληίζσκα (θόθθηλα βέιε) (Πξνζαξκνγή από (Westermark et al., 2011)). 

 

Η εκθάληζε ηνπ δηαβήηε δελ είλαη απνθιεηζηηθό θαηλόκελν ηνπ αλζξώπηλνπ 

νξγαληζκνύ, αιιά ζπλαληάηαη θαη ζε άιια ζειαζηηθά.  Σν γεγνλόο απηό θαίλεηαη όηη 

εμαξηάηαη ζε κεγάιν βαζκό από ηελ πξσηνηαγή δνκή ηεο ακπιίλεο, θαζώο ππάξρεη ζαθήο 

ζρέζε ηεο ακηλνμηθήο ζύζηαζήο ηεο κε ηελ ηάζε ηεο λα ζρεκαηίδεη ακπινεηδή ηλίδηα.  

Γηα παξάδεηγκα, ζε αληίζεζε κε ηελ αλζξώπηλε νξκόλε, ε ακπιίλε ησλ ηξσθηηθώλ θαη ηνπ 

ρνίξνπ, κε κεξηθέο κόλν αιιαγέο ζηελ ακηλνμηθή ηεο αθνινπζία, είλαη κε ακπινεηδνγόλνο 

(Wu and Shea, 2013) (Δηθόλα 46).  Η ηδέα όηη ακηλνμηθέο αιιαγέο κπνξνύλ λα ηξνπνπνηνύλ 

ην ακπινεηδνγόλν πξνθίι ηεο νξκόλεο νδήγεζε ζην ζρεδηαζκό ελόο πεπηηδηθνύ θαξκάθνπ 

(εκπνξηθή νλνκαζία Pramlintide) πνπ δξα σο ππνθαηάζηαην ηεο ακπιίλεο θαη έρεη ήδε 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ζεξαπεπηηθνύο ζθνπνύο καδί κε ηελ ηλζνπιίλε ζε αζζελείο κε δηαβήηε 

ηύπνπ 1 θαη δηαβήηε ηύπνπ 2 (Ratner et al., 2004). 
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ην κνξηαθό κεραληζκό ζπζζσκάησζεο ηεο ακπιίλεο απνθαιύθζεθε, ήδε από ην 

1990, από ηελ εξεπλεηηθή νκάδα ηνπ P. Westermark, ζην Uppsala University ηεο νπεδίαο.  

Η ηδέα πνπ πινπνίεζε ήηαλ ε ζύλζεζε ηκεκάησλ ηεο ακπιίλεο από ζπγγεληθά κε ηνλ 

άλζξσπν είδε θαη ε ζπζηεκαηηθή κειέηε ηνπο.  Η δεκνζίεπζε απηή ήηαλ ε πξώηε εξγαζία ε 

νπνία επηρείξεζε λα αλάγεη ηελ ακπινεηδνγνληθόηεηα ηεο ακπιίλεο ζε ηκήκαηα θαη όρη ζε 

νιόθιεξε ηελ πεπηηδηθή νξκόλε, γη‟ απηό θαη πξνηάζεθε όηη ην ηκήκα 
20

SNNFGAILSS
29

 

έρεη ηελ ηάζε λα „νδεγεί‟ ηε δεκηνπξγία ηληδίσλ ζηελ αλζξώπηλε ακπιίλε (Westermark et al., 

1990).  Λίγν αξγόηεξα, κειέηεο ησλ Nilsson θαη Raleigh έδεημαλ όηη εθηόο από ην ηκήκα 20-

29 θαη άιια πεπηίδηα-αλάινγα πεξηνρώλ ηεο ακπιίλεο είλαη ηθαλά λα ζρεκαηίδνπλ ακπινεηδή 

ηλίδηα (
17

SNNFGAILSS
37

, 
24

GAILSST
30

, 
31

NVGSNTY
37

).  ήκεξα είλαη γλσζηό όηη ζρεδόλ 

όιν ην κήθνο ηεο αθνινπζίαο ηεο ακπιίλεο έρεη πεξηνρέο κε ακπινεηδνγόλν δπλακηθό (Azriel 

and Gazit, 2001; Fox et al., 2010; Lutz, 2010; Marek et al., 2007).  

[α]  

 
3G7V 

[β] [γ] 

2L86 

 
2KB8 

Δηθόλα 48.  Πξνζδηνξηζκέλεο πεηξακαηηθά δνκέο ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  (α) Η 

αλζξώπηλε ακπιίλε ζπλ-θξπζηαιισκέλε κε ηελ MBP (maltose binding protein –γθξη 

ρξώκα) (Wiltzius et al., 2008).  Με θόθθηλν παξνπζηάδεηαη ν πεπηηδηθόο ζπλδέηεο κεηαμύ 

ησλ δύν πξσηετλώλ.  (β),(γ) Η δνκή ηεο ακπιίλεο πξνζδηνξηζκέλε ζε δηάιπκα κε ππξεληθό 

καγλεηηθό ζπληνληζκό (NMR) ζε θπζηνινγηθό ξΗ (β) (Nanga et al., 2011) θαη ζε όμηλν ξΗ (γ) 

(Patil et al., 2009).  Η δηζνπιθηδηθή γέθπξα παξνπζηάδεηαη κε θίηξηλεο ξάβδνπο.   

 

Οη θιαζηθέο ηερληθέο πξνζδηνξηζκνύ ηεο δνκήο, δειαδή ν ππξεληθόο καγλεηηθόο 

ζπληνληζκόο θαη ε θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ-Υ, δελ έρνπλ κέρξη ζήκεξα θαηαθέξεη λα 



Κεθάιαην ΗΗ – Τιηθά & Μέζνδνη  
 

| 106 | 

 

πξνζδηνξίζνπλ ζε αηνκηθή δηαθξηηηθόηεηα ηε δνκή θαη ηε ζηεξενδηάηαμε νιόθιεξεο ηεο 

ώξηκεο ακπιίλεο, πηζαλά ιόγσ ηεο έληνλεο ηάζεο ηεο πξσηεΐλεο λα απηνζπγθξνηείηαη ζε 

ακπινεηδή ηλίδηα, ζε έλα κεγάιν εύξνο ζπλζεθώλ.  ηελ Δηθόλα 48 ζπγθεληξώλνληαη νη 

δηαζέζηκεο δνκέο ηεο θπζηνινγηθήο ζηεξενδηάηαμεο ηκεκάησλ ηεο ακπιίλεο ζηε βάζε PDB.  

Πνιιά δνκηθά δεδνκέλα πξνηείλνπλ όηη ε ακπιίλε έρεη ζηεξενδηάηαμε εγγελώο κε δνκεκέλε 

ή θαη α-ειηθνεηδή ζηε θπζηνινγηθή θαη ιεηηνπξγηθή ηεο κνξθή (Nanga et al., 2011; 

Williamson and Miranker, 2007), σζηόζν ε δνκή ηεο πξσηεΐλεο θαηά ζην ζρεκαηηζκό ησλ 

ηληδίσλ δελ έρεη πξνζδηνξηζηεί κε αθξίβεηα.  ην ζεκείν απηό ζα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη 

θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ-Υ ζε κηθξνθξπζηάιινπο πεπηηδηθώλ ηκεκάησλ ηεο ακπιίλεο 

έθεξε ζην θσο ηελ ηξηζδηάζηαηε δνκή 6 επηθαιππηόκελσλ πεπηηδίσλ πνπ αλήθνπλ ζην 

ηκήκα 13-37 ηεο πξσηεΐλεο θαη πξνηείλεηαη όηη ζρεκαηίδνπλ ζπκπαγή ζηεξενδηαηαμηθά 

θεξκνπάξ (1.3.2), κε θαιά παθεηαξηζκέλεο πιεπξηθέο αιπζίδεο(Nelson et al., 2005) (Δηθόλα 

49). 

 

 

Δηθόλα 49.  Κξπζηαιινγξαθηθά πξνζδηνξηζκέλα πεπηίδηα-αλάινγα ηεο αλζξώπηλεο 

ακπιίλεο.  Παξνπζηάδνληαη νη θξπζηαιινγξαθηθά πξνζδηνξηζκέλεο δνκέο 6 

αιιεινεπηθαιππηόκελσλ πεπηηδίσλ ηεο πεξηνρήο 13-37 ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο ησλ 

πεπηηδίσλ 
13

NFLVHS
18

, 
13

NFLVHSS
19

 , 
18

HSSNNF
23

, 
21

NNFGAIL
27

, 
28

SSTNVG
33

, 
31

NVGSNTY
37

 (Wiltzius et al., 2008). 
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Πιεζώξα ζεσξεηηθώλ θαη πεηξακαηηθώλ κειεηώλ έρεη επηρεηξήζεη λα εμάγεη 

ζπκπεξάζκαηα ζρεηηθά κε ηε δνκή ηεο νξκόλεο ζηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε.  Σν πξώην 

κνληέιν πνπ πξνηάζεθε είρε ηε κνξθή „ζεξπαληίλαο‟ (parallel superpleated) θαη πξόηεηλε όηη 

ε ακπιίλε ζπγθξνηείηαη ζε 3 αλεμάξηεηνπο β-θιώλνπο παίξλνληαο ηε κνξθή πνπ 

παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 50α (Kajava et al., 2005).  ηε ζπλέρεηα, πεηξάκαηα ππξεληθνύ 

καγλεηηθνύ ζπληνληζκνύ ζηεξεάο θάζεο (ssNMR) θαη ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο 

ζάξσζεο-δηέιεπζεο (STEM) πξόηεηλαλ όηη ν ππξήλαο ηεο ηληδηαθήο δνκήο ηεο ακπιίλεο 

απνηειείηαη από κία δνκή θνπξθέηαο, ζηελ νπνία ε ακπιίλε θέξεη δύν β-θιώλνπο κεηαμύ 

ησλ θαηαινίπσλ 8-17 θαη 28-37 (Luca et al., 2007), κνληέιν πνπ ππνζηεξίρζεθε αξγόηεξα 

θαη από πεηξάκαηα δηζδηάζηαηεο θαζκαηνζθνπίαο ππεξεξύζξνπ (2D-IR) (Shim et al., 2009) 

(Δηθόλα 50β).  Σέινο, έλα ηξίην κνληέιν βαζίζηεθε ζηηο δνκέο ησλ ηκεκάησλ 21-27 θαη 28-

33 νη νπνίεο πξνηάζεθε όηη αιιειεπηδξνύλ ζρεκαηίδνληαο έλα ζηεξενδηαηαμηθό θεξκνπάξ 

(Wiltzius et al., 2008) (Δηθόλα 50γ). 

 

Δηθόλα 50.  Πηζαλά κνληέια δηπιώκαηνο ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο ζηελ ηληδηαθή 

θαηάζηαζε.  Σα κνληέια θαηαζθεπάζηεθαλ κε βάζε ηα πεηξακαηηθά θαη ζεσξεηηθά 

απνηειέζκαηα ησλ (Kajava et al., 2005) (α), (Luca et al., 2007) (β) θαη (Wiltzius et al., 2008) 

(γ).  
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2.2.3.  Κιαζηεξίλε  

Η θιαζηεξίλε είλαη κία εηεξνδηκεξήο πξσηεΐλε, ε νπνία αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ 

απνιηπνπξσηετλώλ.  Αλαθαιύθζεθε πξώηε θνξά ζε ηζηνύο θξηαξηνύ ην 1983, όπνπ θαη 

βξέζεθε λα εληζρύεη ηε ζπζζσκάησζε πξσηετλώλ in vitro (Blaschuk et al., 1983).  Σν όλνκα 

θιαζηεξίλε (clusterin), πνπ θαζηεξώζεθε κεηά ηνλ πξώην εληνπηζκό ηεο, δηαθνξνπνηείηαη 

αξθεηά γηα ηελ νκόινγε πξσηεΐλε ζηνλ άλζξσπν (Burkey et al., 1991; Burkey et al., 1992), 

θαζώο ηα ελαιιαθηηθά ηεο νλόκαηα είλαη πξσηεΐλε CLI, SP-40,40 ή απνιηπνπξσηεΐλε J 

(ApoJ) (Trougakos and Gonos, 2002).  Η ζπγθξηηηθή κειέηε ησλ πξσηετληθώλ αθνινπζηώλ 

ηεο θιαζηεξίλεο ζηα ζειαζηηθά απνθαιύπηεη πνζνζηό ζπληήξεζεο ηεο ηάμεο ησλ 70-85%, 

παξόηη ε ίδηα πξσηεΐλε θαίλεηαη λα εκθαλίδεη γεληθά κεγάιεο απνθιίζεηο ζηα ζπνλδπισηά 

(Tycko et al., 1996).   

 

 

Δηθόλα 51.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο ώξηκε θιαζηεξίλεο ηνπ αλζξώπνπ.  ην ζρήκα 

παξνπζηάδεηαη ζε απινπνηεκέλε κνξθή, ππό θιίκαθα ε α-αιπζίδα (αλνηρηό πξάζηλν) θαη ε 

β-αιπζίδα (γαιάδην) ηεο αλζξώπηλεο θιαζηεξίλεο (UniprotKB AC P10909) (UniProt, 2014; 

UniProt, 2015).  Οη ζέζεηο γιπθνδπιίσζεο ζεκεηώλνληαη κε θόθθηλν, νη ζέζεηο ησλ 

θσζθνζεξηλώλ ζεκεηώλνληαη κε πξάζηλν θαη νη πέληε δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο εκθαλίδνληαη 

κε θίηξηλεο ζηηθηέο γξακκέο.  Οη ζέζεηο ηεο πξσηενιπηηθήο απνθνπήο κεηαμύ ησλ δύν 

αιπζίδσλ εκθαλίδνληαη κε ην ζρήκα ηνπ ςαιηδηνύ. 

 

Σν γνλίδην ηεο θιαζηεξίλεο ζηνλ άλζξσπν θσδηθνπνηεί κία εθθξηηηθή γιπθνπξσηεΐλε, 

πξόζθαηα δεδνκέλα όκσο απνδεηθλύνπλ ηελ ύπαξμε ηόζν ελδνθπηηαξηθώλ όζν θαη 

ππξεληθώλ ηζνκνξθώλ ηεο πξσηεΐλεο (Calero et al., 2000).  H πξόδξνκε κνξθή ηεο 

πξσηεΐλεο απνηειείηαη από 449 ακηλνμηθά θαηάινηπα, όκσο κεηά από ηελ πξσηενιπηηθή 

απνθνπή ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ πεπηηδίνπ ε εθθξηηηθή θιαζηεξίλε θόβεηαη πεξαηηέξσ πξνο ην 

ζρεκαηηζκό δύν αιπζίδσλ, ησλ α- θαη β-αιπζίδσλ ηεο θιαζηεξίλεο (Fink et al., 1993).  Η 

θπξίαξρε εθθξηηηθή κνξθή ηεο πξσηεΐλεο είλαη πςειά γιπθνδπιησκέλε, έρεη κέγεζνο ~80 

kDa θαη ζηαζεξνπνηείηαη νκνηνπνιηθά από 5 δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο (de Silva et al., 1990) 

(Δηθόλα 51). 
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Βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα απνθαιύπηνπλ κία πιεζώξα ιεηηνπξγηώλ γηα ην κόξην ηεο 

θιαζηεξίλεο (Trougakos and Gonos, 2009), κε βαζηθή ηε δξάζε ηεο σο εμσθπηηαξηθή 

πξσηεΐλε-ζπλνδό.  Η δξάζε απηή θαίλεηαη πσο παξνπζηάδεη αξθεηέο νκνηόηεηεο κε ηελ 

δξάζε ησλ πξσηετλώλ ζεξκηθνύ ζνθ (small heat shock proteins) (Lakins et al., 2002).  Ωο 

πξσηεΐλε-ζπλνδόο, ε θιαζηεξίλε δεζκεύεη έλα κεγάιν εύξνο δηαθνξεηηθώλ κνξίσλ-

πξνζδεηώλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ιηπηδίσλ, άιισλ απνιηπνπξσηετλώλ θαη πνιιώλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (Calero et al., 2005; Trougakos and Gonos, 2002), θαζώο 

εθθξάδεηαη ζρεδόλ ζε όινπο ηνπο ηζηνύο (Aronow et al., 1993; French et al., 1993).  

Παξόιν πνπ κέρξη ζήκεξα δελ ππάξρνπλ δηαζέζηκεο πεηξακαηηθά πξνζδηνξηκέλεο 

δνκέο ηεο θιαζηεξίλεο, πνιιέο βηνπιεξνθνξηθέο πξνζεγγίζεηο θέξλνπλ ζην θώο 

ελδηαθέξνληα δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά γηα ην κόξην απηό.  Η θιαζηεξίλε είλαη ε πξώηε 

πξσηεΐλε-ζπλνδόο πνπ ελεξγνπνείηαη θαηά ηε κείσζε ηνπ pH, ελώ πηζηεύεηαη όηη ε έθζεζε 

πδξόθνβσλ ηκεκάησλ ηεο ζην δηαιύηε είλαη ππεύζπλε γηα ηελ αιιειεπίδξαζε κε κε-

θπζηνινγηθά δηπισκέλα πξσηετληθά κόξηα (Poon et al., 2002) (Δηθόλα 52).  ε κία 

πξνζπάζεηα λα εληνπίζεη θαη λα ηαπηνπνηήζεη όινπο ηνπο ιεηηνπξγηθνύο επηηόπνπο ηεο 

θιαζηεξίλεο, ν Lakins θαη νη ζπλεξγάηεο ηνπ κειέηεζαλ ελδειερώο ηκήκαηα ηεο πξσηεΐλεο, 

ζπκπεξαίλνληαο όηη ε θιαζηεξίλε θέξεη 3 μερσξηζηνύο επηηόπνπο κε ηνπο νπνίνπο 

δύλαηαη λα αιιειεπηδξά κε πξνζδέηεο, κεηαμύ ησλ νπνίσλ θαη ην Αβ πεπηίδην (Lakins et 

al., 2002).  πλνιηθά, ε πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε ζε ζπλδπαζκό κε ηελ βηνπιεξνθνξηθή 

αλάιπζε απέδεημαλ όηη νη πηζαλέο ζέζεηο πξόζδεζεο κνξίσλ ζηελ θιαζηεξίλε βξίζθνληαη 

ηόζν ζην θαξβνμπηειηθό άθξν ηεο β-αιπζίδαο, όζν θαη ζην ακηλνηειηθό άθξν ηεο α-

αιπζίδαο.   

Η αύμεζε ηεο έθθξαζεο ηεο θιαζηεξίλεο παξαηεξείηαη ζε κία πιεζώξα 

λεπξνεθθπιηζηηθώλ δηαηαξαρώλ, ζηελ αξηεξηνζθιήξπλζε θαη ζηνλ θαξθίλν (Choi-Miura and 

Oda, 1996; Rosenberg and Silkensen, 1995; Tenniswood et al., 1992).  Ιζρπξά εγθεθαιηθά 

ηζραηκηθά γεγνλόηα, γηα παξάδεηγκα, κπνξεί λα νδεγήζνπλ ζηε ζπζζσκάησζε ηεο 

θιαζηεξίλεο ζηα λεπξηθά θύηηαξα θαη ζηελ εκθάληζε εμσθπηηαξηθώλ ελαπνζέζεσλ ζηα 

αγγεία ηνπ εγθεθάινπ αζζελώλ (Calero et al., 2000).  εκαληηθό είλαη ην γεγνλόο όηη, 

αύμεζε ζηελ έθθξαζε ηνπ mRNA αλαθέξεηαη ζηελ λόζν ηνπ Alzheimer (Choi-Miura et al., 

1992), ζηελ εγθεθαιηθή ακπινείδσζε Οιιαλδηθνύ ηύπνπ (HCHWA - Dutch type) (Maat-

Schieman et al., 1996) θαη ζηελ θιεξνλνκνύκελε Βξεηαληθή άλνηα (familial British 

dementia) (Matsubara et al., 1995), όιεο εθηελώο κειεηεκέλεο ακπινεηδώζεηο.  Έλαο 
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αλαιπηηθόο θαηάινγνο ηεο εκπινθήο ηνπ πεπηηδίνπ ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο ζπλνςίδεηαη 

από ηνλ Calero θαη ηνπ ζπλεξγάηεο ηνπ ζην άξζξν (Calero et al., 2000).   

 

 

Δηθόλα 52.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ πηζαλνύ κεραληζκνύ δξάζεο ηεο θιαζηεξίλεο.  

ε ζπλζήθεο ζηξεο θαη ζπγθεθξηκέλα θαηά ηελ ειάηησζε ηνπ pH, νη θπζηνινγηθέο 

πξσηεΐλεο ππνβάιινληαη ζε κία δηαδηθαζία „μεδηπιώκαηνο‟, θαηά ηελ νπνία από ηε 

θπζηνινγηθά δηπισκέλε θαηάζηαζε ζα βξεζνύλ ζε ελδηάκεζεο θαηαζηάζεηο – θαηάζηαζε  

ηεο δνκεκέλεο εύπιαζηεο ζθαίξαο (ordered molten globule) ή θαηάζηαζε ηεο κε-δνκεκέλεο 

εύπιαζηεο ζθαίξαο (disordered molten globule) –,  πξηλ θαηαιήμεη ζηε κε-δηπισκέλε ηεο 

κνξθή.  Οη ελδηάκεζεο θαηαζηάζεηο ηεο κε-δνκεκέλεο εύπιαζηεο ζθαίξαο εθζέηνπλ 

ζπλήζσο πδξόθνβα ηκήκαηα θαη γηα ην ιόγν απηό κπνξεί λα ζπζζσκαησζνύλ θαη λα 

θαηαθξεκληζηνύλ, κε-αλαζηξέςηκα.  ηελ πνξεία απηή επεκβαίλεη ε εηεξνδηκεξήο 

θιαζηεξίλε, ε νπνία αιιειεπηδξά κε ηηο ελδηάκεζεο απηέο θαηαζηάζεηο θαη νδεγεί ζηε 

δεκηνπξγία ζπζζσκαησκάησλ ζπκπιόθσλ θιαζηεξίλεο θαη κε-δνκεκέλσλ εύπιαζησλ 

ζθαηξώλ, „δηαζώδνληαο‟ ηε κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλε πξσηεΐλε.  Η κεηαηόπηζε ηεο 

ηζνξξνπίαο κεηαμύ ηεο ζπζζσκαησκέλεο θαη ηεο κε-ζπζζσκαησκέλεο θιαζηεξίλεο 

εληζρύεηαη ζε όμηλν pH πξνο ηε κε-ζπζζσκαησκέλε κνξθή, επηηξέπνληάο ηεο λα δξα σο 

κόξην-ζπλνδόο (Πξνζαξκνγή από (Poon et al., 2002)). 

 

Θα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη, ε πηζαλή εκπινθή ηεο θιαζηεξίλεο ζην ζρεκαηηζκό 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ in vivo εμαξηάηαη από ηε ζρεηηθή αθζνλία ηεο, θαζώο ε εθθξηηηθή 

θιαζηεξίλε αζθεί δηαθνξεηηθή δξάζε αλάινγα κε ην κηθξνπεξηβάιινλ ζην νπνίν βξίζθεηαη.  

Γηα παξάδεηγκα, ε θιαζηεξίλε ηνπ πιάζκαηνο απαληάηαη ζε ζπγθεληξώζεηο 100 κg/ml 

(Morrissey et al., 2001), ζε αληίζεζε κε ην εγθεθαινλσηηαίν πγξό όπνπ ζπλαληάηαη ζε 

ζπγθεληξώζεηο 2 κg/ml (Calero et al., 2000).  Έηζη, ζην Κεληξηθό Νεπξηθό ύζηεκα (ΚΝ) ε 
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κηθξέο ζπγθεληξώζεηο θιαζηεξίλεο εληζρύνπλ ηελ ακπινεηδνγέλεζε, ελώ ζην πιάζκα ηνπ 

αίκαηνο ε άθζνλε θιαζηεξίλε αλαζηέιιεη ηελ ακπινεηδνγέλεζε (DeMattos et al., 2002).   

Σνπιάρηζηνλ in vitro ε θιαζηεξίλε δελ θαίλεηαη λα εκθαλίδεη θάπνηα πξνηίκεζε σο 

πξνο ην πξσηετληθό κόξην κε ην νπνίν ζα αιιειεπηδξάζεη.  Σα ζρεηηθά ρακειά επίπεδα 

εμεηδίθεπζεο ηεο θιαζηεξίλεο σο πξνο ηελ αιιειεπίδξαζή ηεο κε ην ππόζηξσκα 

ππνδειώλνπλ όηη ε θιαζηεξίλε αιιειεπηδξά κε πξσηεΐλεο πνπ εκθαλίδνπλ θνηλά δνκηθά 

ραξαθηεξηζηηθά, όπσο γηα παξάδεηγκα νη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο ή νη απνιηπνπξσηεΐλεο.  

πγθεθξηκέλα, in vitro πεηξάκαηα απνδεηθλύνπλ όηη ε θιαζηεξίλε ζρεκαηίδεη ζηαζεξά 

ζύκπινθα κε πξντληδηαθά ζπζζσκαηώκαηα γλσζηώλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ θαη 

κεηώλεη ηελ ηθαλόηεηά ηνπο λα ζπζζσκαηώλνληαη ζε δηαιύκαηα (Kumita et al., 2007; 

Yerbury et al., 2007).  Η έλδεημε όηη ε θιαζηεξίλε δελ πξνζδέλεηαη ζε ώξηκα ηλίδηα αιιά 

ζρεηίδεηαη ζε πνιύ ρακειέο ζπγθεληξώζεηο κε „ακπινεηδνγόλν πιηθό‟ κπνξεί λα παξέρεη 

βάζηκε εμήγεζε γηα ηελ εκθάληζε ηεο θιαζηεξίλεο ζε κία πνηθηιία αζζελεηώλ πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ ελαπόζεζε ακπινεηδώλ in vivo.  

 

 
Δηθόλα 53.  Δπίδξαζε ηεο θιαζηεξίλεο ζην ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ in vitro.  

Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο ηληδίσλ ππν ηελ επίδξαζε (θιαζηεξίλε + ) θαη ρσξίο ηελ 

επίδξαζε  (θιαζηεξίλε - ) ηεο θιαζηεξίλεο ζε γλσζηέο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο 

(Πξνζαξκνγή από (Yerbury et al., 2007)). 
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2.2.4. C-πεπηίδην ηεο πξνϊλζνπιίλεο 

Σν C-πεπηίδην ηεο πξντλζνπιίλεο ή C-πεπηίδην ήηαλ γηα πνιιά ρξόληα κία μεραζκέλε 

παξάκεηξνο ζηηο κειέηεο πνπ αθνξνύζαλ ηελ ηλζνπιίλε, σζηόζν ζύγρξνλεο πξνζεγγίζεηο ην 

θέξλνπλ ζηελ επηθάλεηα απνδεηθλύνληαο ηε ζεκαζία ηνπ ζε έλα πιήζνο βηνινγηθώλ 

δηεξγαζηώλ.  Καηά ηελ πξώηε αλαθάιπςε ηνπ ην 1967 (Steiner and Oyer, 1967), ην 31 

θαηαινίπσλ πεπηίδην ζεσξήζεθε παξαπξντόλ ζηελ πνξεία βηνζύλζεζεο ηεο ηλζνπιίλεο, 

ζήκεξα όκσο είλαη γλσζηό όηη ζπκκεηέρεη σο κία βηνινγηθά δξαζηηθή νξκόλε ζε 

δηαδηθαζίεο όπσο ε θιεγκνλή, ε κηθξναγγεηαθή θπθινθνξία ή ε νξζή ιεηηνπξγία ησλ 

λεπξώλσλ (Wahren et al., 2007).  

 

 

Δηθόλα 54.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ κνξηαθώλ δηεξγαζηώλ σξίκαλζεο ηεο πξν-

πξντλζνπιίλεο (α) θαη ηεο δνκήο ηεο πξντλζνπιίλεο ζην ρώξν (β).  (α) Η αιιεινπρία ησλ 

κνξηαθώλ δηεξγαζηώλ κεηαηξνπήο ηεο πξν-πξντλζνπιίλεο ζε ώξηκε ηλζνπιίλε θαη C-

πεπηίδην.  (β) ην ζρήκα παξνπζηάδεηαη ε αλζξώπηλε πξντλζνπιίλε, όπνπ κε θόθθηλν 

θαίλεηαη ε Α αιπζίδα θαη κε πξάζηλν ε Β αιπζίδα, ελώ ην C-πεπηίδην -πεπηίδην γέθπξα- 

παξνπζηάδεηαη κε κπιε.  Σα θαηάινηπα θπζηετλώλ πνπ ζπκβάιινπλ ζηε δεκηνπξγία δύν 

δηακνξηαθώλ θαη ελόο ελδνκνξηαθνύ δηζνπιθηδηθνύ δεζκνύ απεηθνλίδνληαη κε θίηξηλν θαη 

ελώλνληαη κε θίηξηλε ζηηθηή γξακκή.  Σα βέιε εθαηέξσζελ ηεο πξντλζνπιίλεο ζεκαίλνπλ ηα 

ζεκεία δξάζεο ηεο θαξβνμππεπηηδάζεο.   
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H θπζηνινγηθή βηνζύλζεζε ηεο ηλζνπιίλεο πξαγκαηνπνηείηαη ζηα β-θύηηαξα ηνπ 

παγθξέαηνο θαη πεξηιακβάλεη κία αιιεινπρία θαιά πξνγξακκαηηζκέλσλ γεγνλόησλ, όπνπ ε 

πξν-πξντλζνπιίλε κεηαηξέπεηαη ζε ηλζνπιίλε, κε ηειηθό ζθνπό ηε δεκηνπξγία ώξηκσλ 

θπζηηδίσλ (Δηθόλα 54).  Η σξίκαλζε ησλ θπζηηδίσλ νινθιεξώλεηαη πεξίπνπ 2 ώξεο κεηά ηελ 

αξρηθή ζύλζεζε ηεο πξν-πξννξκόλεο θαη ιακβάλεη ρώξα ζε έλα όμηλν πεξηβάιινλ, πνπ 

θπκαίλεηαη από ξΗ 5 εώο ξΗ 5.5 (Muller and Lindberg, 1999; Seidah and Chretien, 1999; 

Zhou et al., 1999).   

Η πξόδξνκε κνξθή ηεο ηλζνπιίλεο είλαη ε πξν-πξντλζνπιίλε, κία πξσηεΐλε 110 

ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ, ε νπνία ζπγθξνηείηαη από έλα ζεκαηνδνηηθό πεπηίδην 24 

ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ, ηελ Β αιπζίδα ηεο ηλζνπιίλεο (30 ακηλνμηθά θαηάινηπα), ηελ Α 

αιπζίδα ηεο ηλζνπιίλεο (21 ακηλνμηθά θαηάινηπα) θαη ηέινο, ην C-πεπηίδην, κία „πεπηηδηθή 

γέθπξα‟ 31 ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ κεηαμύ ησλ Α θαη Β αιπζίδσλ (Dodson and Steiner, 

1998; Steiner, 1969; Steiner and Oyer, 1967) (Δηθόλα 54α).   

Η πξσηενιπηηθή απνθνπή ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ πεπηηδίνπ ηεο πξν-πξντλζνπιίλεο ζην 

ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν νδεγεί ζηε δεκηνπξγία ηεο πξντλζνπιίλεο, ε νπνία κεηαθέξεηαη ζε 

αλώξηκα εθθξηηηθά θπζηίδηα θιαζξίλεο ζην ζύκπιεγκα Golgi, όπνπ επηηξέπεη ην ζρεκαηηζκό 

ησλ πξώηκσλ θπζηηδίσλ (early granules) (Steiner et al., 2001).  Η ελδηάκεζε απηή κνξθή ηεο 

ηλζνπιίλεο κπνξεί λα δηπισζεί ζηε θπζηνινγηθή ηεο ζηεξενδηάηαμε κε ηε ζπλεηζθνξά 3 

δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ (δύν δηακνξηαθώλ θαη ελόο ελδνκνξηαθνύ), ν ζρεκαηηζκόο ησλ 

νπνίσλ επλνείηαη ζηηο ζπλζήθεο ξΗ πνπ επηθξαηνύλ ζηα πξώηκα θπζηίδηα, θαηά ηε 

βηνζύλζεζε (Dodson and Steiner, 1998) (Δηθόλα 54β, Δηθόλα 55).   

Η ζεκαληηθή αιιαγή ηνπ pH επλνεί αθόκα ηε δξάζε εηδηθώλ θνλβεξηαζώλ πνπ 

ζπκβάιινπλ ζηελ σξίκαλζε ηεο νξκόλεο.  Οη θνλβεξηάζεο PC2 θαη PC1/3, δξνπλ 

απνζπώληαο ην C-πεπηίδην, δειαδή ηελ πεπηηδηθή γέθπξα πνπ ελώλεη ηηο αιπζίδεο Α θαη Β, 

ελώ ε θαξβνμππεπηηδάζε-Δ (CPE) απνκαθξύλεη ηα ελαπνκείλαληα βαζηθά ακηλνμηθά 

θαηάινηπα από ηα θαξβνμπηειηθά άθξα ησλ αιπζίδσλ Α θαη Β, ζπκβάιινληαο ζηελ 

σξίκαλζε ηεο νξκόλεο (Fricker et al., 1986; Muller and Lindberg, 1999; Seidah and 

Chretien, 1999; Zhou et al., 1999)  (Δηθόλα 54β, θαηάινηπα κε θόθθηλν ρξώκα).  Η 

παξαπάλσ δηαδηθαζία σξίκαλζεο νδεγεί ζηελ απνζήθεπζε ηόζν ηεο ηλζνπιίλεο όζν θαη ηνπ 

C-πεπηίδηνπ ζε ηζνκνξηαθέο πνζόηεηεο ζηα ώξηκα θπζηίδηα (Steiner and Philipson, 2000).  Η 

ηειηθή απειεπζέξσζε ηεο ηλζνπιίλεο είλαη κία δηαδηθαζία εμσθύηησζεο από ηα β-θύηηαξα 

ζηελ θπθινθνξία, σο απόθξηζε ζηα απμεκέλα επίπεδα γιπθόδεο ζην αίκα (Seino and Bell, 

2008).  πσο είλαη πξνθαλέο, ηόζν ε ώξηκε ηλζνπιίλε, όζν θαη ην C-πεπηίδην 
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απειεπζεξώλνληαη ζε ηζνκνξηαθέο πνζόηεηεο ζηελ θπθινθνξία (Steiner and Philipson, 

2000).  Η Δηθόλα 55 παξνπζηάδεη κία απινπνηεκέλε αλαπαξάζηαζε ηεο βηνζύλζεζεο ηεο 

ηλζνπιίλεο.   

 

 
Δηθόλα 55.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο αιιεινπρίαο ησλ θπηηαξηθώλ δηεξγαζηώλ θαηά 

ηε βηνζύλζεζε ηεο ηλζνπιίλεο (Πξνζαξκνγή από (Dodson and Steiner, 1998)).   

 

Η βηνγέλεζε ησλ ώξηκσλ θπζηηδίσλ ζηα β-θύηηαξα ηνπ παγθξέαηνο ηαμηλνκείηαη ζε 3 

δηαθξηηά ζηάδηα, ιακβάλνληαο ππόςε ηηο κεηαβάζεηο ησλ ζπζηαηηθώλ πνπ ηα απνηεινύλ 

(Δηθόλα 56α).  Η αξρηθή δηαινγή ησλ ζπζηαηηθώλ ησλ αλώξηκσλ θπζηηδίσλ μεθηλά ζην 

ζύκπιεγκα trans-Golgi (TGN), αθνινπζεί ε δηαδηθαζία „εθθόιαςεο‟ ζε θαιπκκέλα κε 

θιαζξίλε αλώξηκα θπζηίδηα πνπ απνθνιιώληαη από ην ζύκπιεγκα Golgi θαη ηέινο 

πξαγκαηνπνηείηαη ε σξίκαλζε ησλ αλώξηκσλ θπζηηδίσλ σο απνηέιεζκα ηεο δηαδηθαζίαο 
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σξίκαλζεο ησλ ζπζηαηηθώλ πνπ ηα απνηεινύλ (Molinete et al., 2000), δειαδή ηεο απνθνπήο 

ηνπ C-πεπηηδίνπ θαη ηεο δεκηνπξγίαο θξπζηαιιηθήο ηλζνπιίλεο (Δηθόλα 56α).   

 

 

Δηθόλα 56.  Σα ώξηκα θπζηίδηα ηεο πξντλζνπιίλεο.  (α) Η δεκηνπξγία ησλ ώξηκσλ 

θπζηηδίσλ ηλζνπιίλεο πεξηιακβάλεη ηελ σξίκαλζε ηεο πξν-πξντλζνπιίλεο ζε ηλζνπιίλε, κία 

δηακεξηζκαηνπνηεκέλε δηαδηθαζία, ε νπνία ρσξίδεηαη 3 δηαθξηηά ζηάδηα.  Η αξρηθή 

δεκηνπξγία εμακεξώλ πξντλζνπιίλεο μεθηλά ζην ζύκπιεγκα trans-Golgi (TGN), αθνινπζεί ε 

κεηαηξνπή ηεο πξντλζνπιίλεο ζε ώξηκε ηλζνπιίλε θαη C-πεπηίδην ζηα αλώξηκα θπζηίδηα, 

ελώ ηέινο πξαγκαηνπνηείηαη ε δεκηνπξγία ελόο ζπκπαγνύο ππξήλα θξπζηαιιηθήο ηλζνπιίλεο 

κε ηελ απνθνπή ηνπ C-πεπηηδίνπ, πνπ νδεγεί ζηελ ηειηθή σξίκαλζε ησλ θπζηηδίσλ 

(Πξνζαξκνγή από (Molinete et al., 2000)).  (β) Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο β-θπηηάξσλ ηνπ 

παγθξέαηνο από ηζηό πγηνύο πνληηθνύ, όπνπ παξνπζηάδεηαη έλα ηκήκα ηνπ 

θπηηαξνπιάζκαηνο.  Παξαηεξνύκε ην αδξό ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν (RER), κεηαθξαζηηθά 

ζηνηρεία (ΣΔ), έλα πξν-θπζηίδην ηνπ ζπκπιέγκαηνο Golgi (pGI), ην ζύκπιεγκα Golgi (G) θαη 

ώξηκα εθθξηηηθά θπζηίδηα ηλζνπιίλεο (SG) (Πξνζαξκνγή από (Zuber et al., 2004)) (Ράβδνο 

0.17κm).  (γ) ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ελόο ώξηκνπ θπζηηδίνπ ηλζνπιίλεο, όπνπ 

θαηαγξάθνληαη ηα ζπζηαηηθά ηνπ ζπκπαγνύο ππξήλα (εμακεξή ηλζνπιίλεο) αιιά θαη ηεο 

πεξηθέξεηαο ηνπ (πξντλζνπιίλε, ακπιίλε, πξνακπιίλε, C-πεπηίδην).   

 

Οη δηεξγαζίεο σξίκαλζεο ησλ θπζηηδίσλ ζε κνξηαθό επίπεδν νδεγνύλ ζηε δεκηνπξγία 

δύν δηαθξηηώλ πεξηνρώλ ζην εζσηεξηθό ηνπο, ηνπ ζπκπαγνύο ππξήλα („dense core‟) πνπ 

απνηειείηαη από θξπζηαιιηθή ηλζνπιίλε θαη ηεο πεξηθέξεηαο („halo‟) ηνπ θπζηηδίνπ, όπνπ 

απνζεθεύεηαη ην C-πεπηίδην, ζε ηζνκνξηαθή πνζόηεηα κε ηελ ηλζνπιίλε (Δηθόλα 56β, Δηθόλα 

56γ).  Η κε αλακελόκελε εκθάληζε ηεο θξπζηαιιηθήο θαηάζηαζεο ζε κία βηνινγηθή 

δηεξγαζία είλαη εύινγε, αλ αλαινγηζηεί θαλείο ηνπο ξόινπο πνπ εμππεξεηεί, κηαο θαη ε 
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παθεηαξηζκέλε ηλζνπιίλε ζηνλ ζπκπαγή ππξήλα κπνξεί λα πξνζηαηεύεηαη από ηελ 

αλεπηζύκεηε πξσηεόιπζε.  Η πεξηθέξεηα ησλ ώξηκσλ θπζηηδίσλ ηλζνπιίλεο, βέβαηα, 

ζπγθξνηείηαη θαη από κία πιεζώξα άιισλ πεπηηδίσλ, όπσο είλαη ε ακπιίλε, ε πξόδξνκε 

κνξθή ηεο ακπιίλεο (πξνακπιίλε), πνζόηεηεο πξντλζνπιίλεο θαζώο θαη άιισλ καθξνκνξίσλ 

(Lukinius et al., 1989; Steiner and Philipson, 2000; Steiner et al., 2001) 

ε αληίζεζε κε ην C-πεπηίδην, ε δνκή ηνπ νπνίνπ είλαη πεδίν επηζηεκνληθώλ 

αληηπαξαζέζεσλ, ε ηξηζδηάζηαηε δνκή ηεο ώξηκεο ηλζνπιίλεο έρεη πξνζδηνξηζηεί 

πεηξακαηηθά κε θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ-Υ, ζε πιεζώξα ζπλζεθώλ θαη δηαθνξεηηθά 

θξπζηαιιηθά ζπζηήκαηα.  Πεηξάκαηα ππξεληθνύ καγλεηηθνύ ζπληνληζκνύ (NMR) 

πξνζδηόξηζαλ ζε δηαιύκαηα ηε ζηεξενδηάηαμε ηεο πξντλζνπιίλεο θαη ηνπ C-πεπηηδίνπ 

(Munte et al., 2005; Yang et al., 2010) θαη έδεημαλ όηη ηα πεπηίδηα πηνζεηνύλ κε-θαλνληθέο 

δνκέο (Weiss et al., 1990) (Δηθόλα 57).   

Παξόηη ε πιεηνςεθία ησλ πεηξακάησλ ζπγθιίλεη ζηε κε-θαλνληθή δνκή (random coil), 

ζηνρεπκέλεο κειέηεο απνθαιύπηνπλ όηη ην C-πεπηίδην κπνξεί λα έρεη αληρλεύζηκα δνκεκέλα 

ηκήκαηα ηόζν όηαλ είλαη ειεύζεξν, όζν θαη όηαλ είλαη πξνζθνιιεκέλν ζηελ ηλζνπιίλε 

(Brems et al., 1990).  πγθεθξηκέλα, ην ακηλνηειηθό άθξν ηνπ C-πεπηηδίνπ 

(
1
EAEDLQVGQVE

11
) κπνξεί λα απνθηά α-ειηθνεηδή ζηεξενδηάηαμε ζε πςειέο 

ζπγθεληξώζεηο ηξηθινπξναηζαλόιεο (TFE) (Henriksson et al., 2000), ελώ πξνζνκνηώζεηο 

κνξηαθήο δπλακηθήο πξνηείλνπλ κνηίβα ζηξνθώλ ηόζν ζην κέζν ηκήκα όζν θαη ζην 

θαξβνμπηειηθό άθξν ηνπ πεπηηδίνπ (Mares-Guia et al., 2006).   

Σα δνκεκέλα ηκήκαηα ηνπ C-πεπηηδίνπ θαίλεηαη όηη ζρεηίδνληαη άκεζα κε ηηο 

ιεηηνπξγίεο πνπ επηηειεί ην πεπηίδην.  Σν ακηλνηειηθό άθξν ηνπ έρεη δξάζε κνξηαθήο 

ζπλνδνύ θαη ζπλεηζθέξεη ζην ζσζηό δίπισκα ηεο ηλζνπιίλεο, απνηξέπνληαο ηε δεκηνπξγία 

ζπζζσκαησκάησλ ηλζνπιίλεο (Chen et al., 2002; Jornvall et al., 2010; Min et al., 2004; Qiao 

et al., 2003).  Σν θαξβνμπηειηθό άθξν θέξεη έλαλ επίηνπν γηα ηελ εμεηδηθεπκέλε 

αιιειεπίδξαζε κε έλαλ ζπδεπγκέλν κε G πξσηεΐλεο ππνδνρέα (GPCR146) (Yosten et al., 

2013), ελώ ζπγθεθξηκέλα ην θαξβνμπηειηθό πεληαπεπηίδην 
27

EGSLQ
31

 κπνξεί από κόλν ηνπ 

λα πξνζνκνηώλεη ηνλ ηξόπν κε ηνλ νπνίν ην 31 θαηαινίπσλ πεπηίδην πξνζδέλεηαη ζηελ 

θπηηαξηθή επηθάλεηα (Rigler et al., 1999).  Σέινο ην θεληξηθό ηκήκα ηνπ πεπηηδίνπ 

(
16

PGAGSLQPLAL
26

), κία πεξηνρή κε πςειή ηάζε πξνο ην ζρεκαηηζκό ζηξνθώλ, θαίλεηαη 

λα είλαη επέιηθην ιόγσ ηεο ακηλνμηθήο ηνπ ζύζηαζεο θαη πξνηείλεηαη όηη κεζνιαβεί ζηηο 

αιιειεπηδξάζεηο C-πεπηηδίνπ – κεκβξαλώλ ζε ρακειό ξΗ (Mares-Guia et al., 2006; 

Unnerstale and Maler, 2012). 
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Δηθόλα 57.  Η δνκή θαη ε ακηλνμηθή ζύζηαζε ηνπ C-πεπηηδίνπ.  (α) Η δνκή ηνπ C-πεπηηδίνπ 

ζε δηάιπκα, όπσο πξνέθπςε από πεηξάκαηα ππξεληθνύ καγλεηηθνύ ζπληνληζκνύ (εγγξαθή 

1T0C ζηε βάζε PDB, Ν: ακηλνηειηθό άθξν, C: θαξβόμπηειηθό άθξν) (Munte et al., 2005).  

(β) Η ακηλνμηθή ζύζηαζε ηνπ 31 ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ C-πεπηηδίνπ (Uniprot AC: 

P01308). 

 

Οη κειέηεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε ιεηηνπξγία ηνπ C-πεπηηδίνπ εκπινπηίδνληαη δηαξθώο 

(Steiner, 2004), θαζώο ήδε από ην 1990 επαλεμεηάζηεθε ε πηζαλόηεηα ην πεπηίδην λα δξα 

απηόλνκα ζε θπζηνινγηθέο δηεξγαζίεο ηνπ θπηηάξνπ.  Έηζη, θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ηειεπηαίαο 

εηθνζαεηίαο έλαο απμαλόκελνο αξηζκόο εξγαζηώλ δίλεη λέεο δηαζηάζεηο ζηε θπζηνινγία θαη 

ηε δξάζε ηνπ C-πεπηηδίνπ.  Γηαγξακκαηηθά, νη πην πξόζθαηεο αλαθνξέο εζηηάδνπλ ζηε 

ζπκκεηνρή ηνπ C-πεπηηδίνπ ζηελ θπηηαξηθή ζεκαηνδόηεζε, ζηελ αιιειεπίδξαζή ηνπ κε ηηο 

κεκβξάλεο, ζηελ ελδνθύηησζή ηνπ ζε εμσζώκαηα ή ζηνλ ππξήλα, ζηε δξάζε ηνπ ζηα 

εξπζξνθύηηαξα, θαζώο θαη ζηελ ηδηαίηεξε αιιειεπίδξαζή ηνπ κε ηελ ηλζνπιίλε (Hills and 

Brunskill, 2008; Johansson et al., 2002; Landreh and Jornvall, 2015; Wahren et al., 2004), 

θαζώο θαη ζηηο ζεκαληηθέο επηδξάζεηο ηνπ ζε αζζελείο κε δηαβήηε (Landreh and Jornvall, 

2015).   

Μία από ηηο πην ζεκαληηθέο ιεηηνπξγίεο ηνπ C-πεπηηδίνπ θαίλεηαη πσο είλαη ε 

ζπλεηζθνξά ηνπ ζηε βηνζύλζεζε ηεο ηλζνπιίλεο, θαζώο, όπσο έρεη πεξηγξαθεί, είλαη ν 



Κεθάιαην ΗΗ – Τιηθά & Μέζνδνη  
 

| 118 | 

 

πεπηηδηθόο ζπλδέηεο κεηαμύ ησλ Α θαη Β αιπζίδσλ, ζηελ πξόδξνκε κνξθή ηεο ηλζνπιίλεο 

(Δηθόλα 55β).  Φπζηνινγηθά, ην C-πεπηίδην ζπκκεηέρεη ζην ζρεκαηηζκό ησλ ζηαζεξώλ 

εμακεξώλ ηλζνπιίλεο ζηα β-θύηηαξα ηνπ παγθξέαηνο (Δηθόλα 56α) θαη απνηξέπεη ηελ ώξηκε 

ηλζνπιίλε από ην κε θπζηνινγηθό δίπισκα, δηαζθαιίδνληαο ηελ αθεξαηόηεηα ησλ β-

θπηηάξσλ ηνπ παγθξέαηνο.  πγθεθξηκέλα, ε ζπλεηζθνξά ηνπ ζηε δνκή ηεο πξντλζνπιίλεο 

έρεη ραξαθηήξα πξσηεΐλεο-ζπλνδνύ θαη βνεζά ζηελ απνθπγή δεκηνπξγίαο αλεπηζύκεησλ 

ζπζζσκάησκάησλ (Shafqat et al., 2006; Steiner, 1969).   

Η ηζνκνξηαθή απνζήθεπζε θαη έθθξηζε ηνπ C-πεπηηδίνπ θαη ηεο ηλζνπιίλεο, ήηαλ ε 

αθνξκή γηα ηε ρξήζε ηνπ σο αλεμάξηεην βηνδείθηε κέηξεζεο ηνπ βαζκνύ έθθξηζεο ηεο 

ηλζνπιίλεο ήδε από ην 1969 (Polonsky et al., 1986; Rubenstein et al., 1969) θαη σο 

δηαγλσζηηθνύ εξγαιείνπ (Kahn, 2003; Seino and Bell, 2008).  Ωζηόζν, πξόζθαηεο κειέηεο, 

αλαθέξνπλ ηελ επεξγεηηθή δξάζε ηνπ C-πεπηηδίνπ ζην δηαβήηε όηαλ ζπλδπάδεηαη κε ηηο 

θαζηεξσκέλεο ππνδόξηεο ελέζεηο ηλζνπιίλεο.  πγθεθξηκέλα εθηεηακέλεο κειέηεο ζε δσηθά 

κνληέια ηνπ δηαβήηε θαη πξώηκεο θιηληθέο δνθηκέο ζε αζζελείο κε δηαβήηε ηύπνπ 1 

απνδεηθλύνπλ όηη, ε αληηθαηάζηαζε ηνπ C-πεπηηδίνπ έρεη επεξγεηηθέο ζπλέπεηεο ζηηο 

ιεηηνπξγηθέο θαη δνκηθέο δπζιεηηνπξγίεο πνπ πξνθαινύληαη από ην δηαβήηε ζηνπο 

πεξηθεξεηαθνύο λεπξώλεο, ζηνπο λεθξνύο θαη ζηνλ εγθέθαιν (Wahren and Larsson, 2015).   
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2.3. Γνκηθέο Μειέηεο ζε Ακπινεηδνγόλεο Πξωηεΐλεο ηνπ Αλζξώπνπ 

 

2.3.1. ύλζεζε πεπηηδίωλ-αλαιόγωλ 

Η ρεκηθή ζύλζεζε ησλ πεπηηδίσλ είλαη κία δηαδηθαζία ζηελ νπνία πξαγκαηνπνηείηαη 

βήκα πξνο βήκα ε αλνηθνδόκεζε ηεο πεπηηδηθήο αιπζίδαο, κε ηελ πξνζζήθε ακηλνμέσλ.  Η 

αλάπηπμε ηεο πεπηηδηθήο αιπζίδαο, ζε αληίζεζε κε όηη ζπκβαίλεη ζηε θύζε, κπνξεί λα 

μεθηλήζεη είηε από ην ακηλνηειηθό είηε από ην θαξβόμπηειηθό άθξν.  ηελ νξγαληθή ρεκεία ε 

ζύλζεζε πεπηηδίσλ είλαη κία θαζόινπ απζόξκεηε δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία ιακβάλνληαη 

ηδηαίηεξεο πξνθπιάμεηο γηα ηελ επηιεθηηθή αληίδξαζε ησλ δηαζέζηκσλ νκάδσλ.  Έηζη, εθηόο 

από ηελ πξνζηαζία ησλ θαξβνμπηειηθώλ θαη ηνλ ακηλνηειηθώλ νκάδσλ ησλ ακηλνμέσλ, θαηά 

ηε ρεκηθή ζύλζεζε πξαγκαηνπνηείηαη πξνζηαζία όισλ ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ ηνπο κε 

θαηάιιειεο ρεκηθέο νκάδεο, ε νπνίεο απνκαθξύλνληαη ζηξαηεγηθά ζηε ζπλέρεηα.  Πεπηίδηα 

πνπ ζρεδηάδνληαη έηζη ώζηε λα νκνηάδνπλ/αληηζηνηρνύλ ζε πεξηνρέο θπζηθά 

απαληώκελσλ πξσηετληθώλ κνξίσλ θαη δεκηνπξγνύληαη κε κεζόδνπο ρεκηθήο ζύλζεζεο, 

ζα νλνκάδνληαη ζην εμήο θαη πεπηίδηα-αλάινγα. 

ηελ πεξίπησζε ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο πξαγκαηνπνηήζεθε 

αλνηθνδόκεζε ηεο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο ύζηεξα από ηε ζύλδεζε ηνπ θαξβνμπηειηθνύ 

ακηλνμένο κε νκνηνπνιηθό δεζκό (εζηεξηθόο ή ακηδηθόο δεζκόο) ζε κία ραξαθηεξηζηηθή 

νκάδα (πξνζδέηε) ελόο αδηάιπηνπ ζηηο ζπλζήθεο ηεο ζύλζεζεο ζηεξενύ ππνζηξώκαηνο 

πνιπκεξνύο ξεηίλεο.  Δηδηθόηεξα, ε ζύλζεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζηεξεά θάζε κε 

ρξήζε ηεο κεζνδνινγίαο Fmoc/tBu (9-θινπνξελπιν-κεζνμπθαξβνλπι-νκάδα/ t-

βνπηπινκάδα) ζε θιίκαθα 100 mg.  Η αιιεινπρία ησλ θπθιηθώλ γεγνλόησλ πνπ 

αθνινύζεζε γηα ηε ζύλζεζε ηνπ πεπηηδίνπ πεξηιακβάλεη: 1) επηιεθηηθή απνπξνζηαζία ηεο 

ακηλνηειηθήο πξνζηαηεπηηθήο νκάδαο ηνπ πξώηνπ ακηλνμένο, 2) ζύδεπμε ηνπ επόκελνπ 

ακηλνμένο κε ηελ πεπηηδνξεηίλε, 3) πνιιαπιέο επαλαιήςεηο ησλ βεκάησλ 1) θαη 2) (Δηθόλα 

58).  Μεηαμύ ησλ αληηδξάζεσλ πξαγκαηνπνηήζεθαλ πιύζεηο κε νξγαληθνύο δηαιύηεο πνπ 

απνκαθξύλνπλ ηόζν ηα παξαπξντόληα όζν θαη ηελ πεξίζζεηα ησλ αληηδξαζηεξίσλ, ελώ 

πξνεηνηκάδνπλ ηε ξεηίλε γηα ηα επόκελα ζηάδηα. 

Ο πξσηαξρηθόο θαζαξηζκόο ησλ λενζπληεζεηκέλσλ πεπηηδίσλ έγηλε κε ρξσκαηνγξαθία 

κνξηαθνύ απνθιεηζκνύ, κε πιηθό πιήξσζεο Sephadex (δεμαηξάλε) ηύπνπ G (G-5 εώο 25 

αλάινγα κε ην κνξηαθό βάξνο ηνπ πεπηηδίνπ) θαη εθινύηε πδαηηθό δηάιπκα νμηθνύ νμένο.  Ο 

πιήξεο θαζαξηζκόο ησλ πεπηηδίσλ επηηπγράλεηαη κε ηε ρξήζε πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο 
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πςειήο απόδνζεο αλάζηξνθεο θάζεο (Reverse Phase-High Performance Liquid 

Chromatography, RP-HPLC) ζε θνιώλεο πνιπκεξώλ silica, πνπ δεζκεύνπλ αιπζίδεο 8 κε 18 

αηόκσλ άλζξαθα.  Η έθινπζε ησλ πεπηηδίσλ πξαγκαηνπνηείηαη κε εθινύηε ζύζηεκα 

δηαιπηώλ αθεηνληηξηιίνπ/λεξό (AcCN/H2O, 0,1% TFA).  Αλάινγα κε ηελ ακηλνμηθή 

ζύλζεζε ηνπ πεπηηδίνπ πξνζηίζεηαη θαηάιιεινο δεζκεπηήο θαηηόλησλ (ή κίγκα δεζκεπηώλ), 

θαζώο θαηά ηελ απνκάθξπλζε ησλ πξνζηαηεπηηθώλ νκάδσλ ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ ζε 

όμηλεο ζπλζήθεο παξάγνληαη κία ζεηξά θαηηόλησλ πνπ κπνξεί λα νδεγήζνπλ ζε ζεκαληηθό 

αξηζκό παξαπξντόλησλ.  Η απνκάθξπλζε ηνπ πεπηηδίνπ από ηε ξεηίλε, θαζώο θαη ε 

απνκάθξπλζε ησλ πιάγησλ πξνζηαηεπηηθώλ νκάδσλ, πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ επίδξαζε 

δηαιύκαηνο νξγαληθώλ δηαιπηώλ νη νπνίνη κεηώλνπλ ηελ πνιηθόηεηα ηνπ πεπηηδίνπ θαη σο εθ 

ηνύηνπ ειαηηώλνπλ ηελ ζπγθξάηεζε ησλ πεπηηδίσλ.  (Π.ρ. ΣFA/TIS/1,2-

αηζαλνδηζεηόιεο/λεξό -95:2:1,5:1,5, v/v/v/v/v αλά 15 ml/g πεπηηδνξεηίλεο).  Σε ρεκηθή 

ζύλζεζε αθνινπζεί ε δηαδηθαζία ηεο θξπνμήξαλζεο ή ιπνθηιίσζεο (freeze drying  ή 

lyophilization) πνπ πεξηιακβάλεη ηελ ςήμε ησλ πεπηηδίσλ ζε ρακειή ζεξκνθξαζία θαη ζηε 

ζπλέρεηα ηελ απνκάθξπλζε ηνπ λεξνύ κε εμάρλσζε. 

 

 
Δηθόλα 58.  πλνπηηθή παξνπζίαζε ηεο ζύλζεζεο (λ+1)-πεπηηδίνπ ζε ζηεξεά θάζε. 

 

Απνηέιεζκα ησλ παξαπάλσ δηαδηθαζηώλ ήηαλ ε παξαγσγή ιπνθηιησκέλσλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ κε πςειή θαζαξόηεηα (ηνπιάρηζηνλ 95%), όπσο επηβεβαηώλνπλ θαη 

ηα ζρεηηθά πεηξάκαηα θαζκαηνζθνπίαο κάδαο.  ηα ζπληεζεηκέλα πεπηίδηα-αλάινγα 

δεκηνπξγήζεθαλ θαηά πεξίπησζε ζπγθεθξηκέλεο ρεκηθέο ηξνπνηήζεηο, γηα απνθπγή 

αλεπηζύκεησλ αληηδξάζεσλ ή γηα ηελ πξνζνκνίσζε ραξαθηεξηζηηθώλ ησλ πξσηετληθώλ 

κνξίσλ ζηελ in vivo θαηάζηαζε.  Έηζη, ζηε κειέηε ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο 
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πξαγκαηνπνηήζεθε ακηδίσζε ηνπ θαξβνμπηειηθνύ άθξνπ (πξνζζήθε ηεο νκάδαο –ΝΗ2), ελώ 

ζηα ππόινηπα ζπζηήκαηα ηόζν ην ακηλνηειηθό όζν θαη ην θαβνμπηειηθό άθξν παξέκεηλαλ 

ειεύζεξα.  Αμίδεη λα ζεκεησζεί όηη πεπηίδηα κε κνλαδηαία θαηάινηπα θπζηεΐλεο είηε 

ηξνπνπνηήζεθαλ ρεκηθά κε ηελ πξνζζήθε κεζπινκάδαο ζηελ –SH νκάδα ηεο πιεπξηθήο 

αιπζίδαο ηνπο, είηε κεηαιιάρζεθαλ ζε θαηάινηπν αιαλίλεο.  Η ηειεπηαία κεηαιιαγή ηεο 

θπζηεΐλεο ζε αιαλίλε ζπλεζίδεηαη ζηε βηβιηνγξαθία λα γίλεηαη θαη ζε θαηάινηπν ζεξίλεο.  

Ωζηόζν, ε αληηθαηάζηαζε ηεο θπζηεΐλεο κε αιαλίλε ζεσξείηαη πην ήπηα, θαζώο πηζηεύεηαη 

όηη δηαηεξεί ηνλ πδξόθνβν ραξαθηήξα ηεο θπζηεΐλεο θαη ηαπηόρξνλα δελ πξνζδίδεη ζην ππό 

κειέηε πεπηίδην επηπξόζζεηεο δπλαηόηεηεο αιιειεπίδξαζεο (δεκηνπξγία γεθπξώλ άιαηνο ή 

δεζκώλ πδξνγόλνπ), όπσο ζπκβαίλεη κε ηελ πξνζζήθε ζεξίλεο (Goldschmidt et al., 2010). 

Η παξαπάλσ κεζνδνινγία πινπνηήζεθε έπεηηα από ζπλεξγαζία ζην Δξγαζηήξην 

Φαξκαθνγλσζίαο θαη Υεκείαο Φπζηθώλ Πξντόλησλ, ηνπ Σκήκαηνο Φαξκαθεπηηθήο ηνπ 

Παλεπηζηεκίνπ Παηξώλ θαη καο παξείρε έλα κεγάιν αξηζκό πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ.  

Παξάιιεια, ε εηαηξεία ζύλζεζεο πεπηηδίσλ GeneCust
©
 Europe κε έδξα ην Λνπμεκβνύξγν 

παξείρε ηα πεπηίδηα-αλάινγα πνπ κειεηήζεθαλ ζε άιια ζπζηήκαηα.  Η πξνέιεπζε ησλ ππό 

κειέηε πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ πεξηγξάθεηαη ζε θάζε πεξίπησζε, ζηελ αξρηθή πεξηγξαθή ηεο 

δηεμαγσγήο ησλ δνκηθώλ κειεηώλ ζηελ ελόηεηα 3.  
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2.3.2. Γνκηθέο κειέηεο πεπηηδίωλ 

 

2.3.2.1. Παξαζθεπή πεθηωκάηωλ ακπινεηδώλ ηληδίωλ 

Σα πεπηίδηα-αλάινγα ησλ ππν κειέηε πξσηετληθώλ κνξίσλ πνπ ιακβάλνληαη από 

ρεκηθή ζύλζεζε δηαιπηνπνηνύληαη ζε πνηθηιία δηαιπηώλ.  πλεζέζηεξα ζηελ παξνύζα 

δηδαθηνξηθή δηαηξηβή ρξεζηκνπνηήζεθε θαζαξό απεζηαγκέλν λεξό κε pH 5.75, θαζώο όια ηα 

πεπηίδηα-αλάινγα πνπ κειεηήζεθαλ ήηαλ δηαιπηά ζηηο ζπλζήθεο απηέο.  ε θάζε πεξίπησζε, 

ν δηαιύηεο πξνζηέζεθε ζην ιπνθηιησκέλν πεπηίδην-αλάινγν ζε ζπγθεληξώζεηο πνπ 

δηαθνξνπνηνύληαη ζηα ζπζηήκαηα κειέηεο θαη κπνξεί λα θπκαίλνληαη από 0.5 mg ml
-1

 εώο 

15 mg ml
-1

, ελώ ε επώαζε ησλ δηαιπκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

(~25 
ν
C).  Υακειόηεξεο ζπγθεληξώζεηο ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζπρλά 

γηα ηε δηεμαγσγή ησλ πεηξακάησλ ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο θαη ηε δεκηνπξγία πκελίσλ 

θαηάιιεισλ γηα ρξώζε κε Congo Red, ελώ πςειόηεξεο ζπγθεληξώζεηο ησλ πεπηηδίσλ ήηαλ 

πνιιέο θνξέο αλαγθαίεο γηα ηε δεκηνπξγία ίλαο ζηα πεηξάκαηα πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ.  Οη 

ζπγθεληξώζεηο ησλ δηαιπκάησλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ εθάζηνηε δνκηθή κειέηε 

πεξηγξάθνληαη ζηελ ελόηεηα 3.   

 

 
Δηθόλα 59.  Μαθξνζθνπηθή εκθάληζε πεθησκάησλ δηαθνξεηηθώλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ, 

ζπγθέληξσζεο 10 mg ml
-1

, έπεηηα από επώαζε ~30 εκεξώλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

Παξαηεξνύκε όηη ε δηαθνξεηηθή ακηλνμηθή ζύζηαζε ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ επεξεάδεη 

ηελ εκθάληζε ησλ πεθησκάησλ.  Σα πεθηώκαηα κπνξεί λα είλαη δηαπγή (α) ή „ζνιά‟ (β), (γ), 

ελώ ζε άιιεο πεξηπηώζεηο παξαηεξείηαη ε δεκηνπξγία δηαθξηηώλ θάζεσλ (δ, βέιε).  πρλά, 

δηαιύκαηα πςειήο ζπγθέληξσζεο εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα πξνζθνιιώληαη ζηα ηνηρώκαηα 

ησλ ζσιελαξίσλ eppendorf (β, βέινο). 
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Η ακηλνμηθή ζύζηαζε ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ, θαζώο θαη ε ζπγθέληξσζε πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη ζε θάζε πεξίπησζε επεξεάδεη ηελ ηαρύηεηα ζρεκαηηζκνύ, αιιά θαη ηε 

κνξθνινγία ησλ πεθησκάησλ (gel) πνπ δεκηνπξγνύληαη, έπεηηα από επώαζε ησλ πεπηηδίσλ 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  Η Δηθόλα 59 παξνπζηάδεη ηελ καθξνζθνπηθή εκθάληζε 

πεθησκάησλ δηαθνξεηηθώλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ όκνηαο ζπγθέληξσζεο, έπεηηα από επώαζε 

~30 εκεξώλ.  Η ξεπζηόηεηα θαη ε ζνιόηεηα ησλ δηαιπκάησλ είλαη ραξαθηεξηζηηθή ηεο 

κνξθνινγίαο ησλ νιηγνκεξώλ πνπ εκπεξηέρεη θάζε δηάιπκα, όπσο πεξηγξάθεηαη θαη ζηελ 

ελόηεηα ησλ απνηειεζκάησλ (3).  πρλά, δηαιύκαηα πςειήο ζπγθέληξσζεο δεκηνπξγνύλ 

πεθηώκαηα πνπ πξνζθνιιώληαη ζηα ηνηρώκαηα ησλ ζσιελαξίσλ eppendorf (Δηθόλα 59β).  Η 

πιεηνςεθία ησλ πεθησκάησλ εκθαλίδεη ρακειή ξεπζηόηεηα (Δηθόλα 60). 

 

  

Δηθόλα 60.  Γηαπγέο πήθησκα πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ, πνπ πξνθύπηεη από ηελ απηνζπγθξόηεζε 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ, κε ρακειή ξεπζηόηεηα.   
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2.3.2.2. Ζιεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο 

Η παξαηήξεζε ηεο κνξθνινγίαο ησλ πεθησκάησλ, θαζώο θαη ε ηαρύηεηα ζρεκαηηζκνύ 

ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε ρξήζε ηεο ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο 

δηέιεπζεο (transmission electron microscopy), έπεηηα από ηελ εθαξκνγή ηεο κεζόδνπ ηεο 

αξλεηηθήο ρξώζεο (negative staining).  Γηα ηελ παξαζθεπή θαηάιιεισλ δεηγκάησλ 

απαηηνύληαη εηδηθά πιέγκαηα ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο, ηα νπνία θαηαζθεπάδνληαη 

ζπλήζσο από ραιθό, έρνπλ δηάκεηξν ~3 mm (grids) θαη όπσο θαίλεηαη ζηελ Δηθόλα 61 

απνηεινύληαη από δύν επηπξόζζεηεο επηθαιύςεηο.  Η πξώηε επηθάιπςε είλαη κία ιεπηή 

κεκβξάλε πιαζηηθνύ κε ζπλεζέζηεξε ηε ρξήζε πνιπκεξνύο ξεηίλεο, κε ηελ εκπνξηθή 

νλνκαζία Formvar.  Η δεύηεξε ζηξώζε είλαη κία εμαηξεηηθά ιεπηή επηθάιπςε άλζξαθα πνπ 

δεκηνπξγείηαη από εμάρλσζε άλζξαθα ζηελ επηθάλεηα ηνπ πιέγκαηνο θαη εμππεξεηεί ζηε 

κέγηζηε δπλαηή απνξξόθεζε ηνπ δείγκαηνο, θαζώο θαη ζηελ αγσγηκόηεηα απηνύ.   

Η θαηαλνκή θαη ε πξνζξόθεζε ηνπ δείγκαηνο ζηελ επηθάλεηα ηνπ πιέγκαηνο 

εμαξηώληαη από ηηο ηδηόηεηεο ηνπ δείγκαηνο θαη από ηελ πδξνθηιηθόηεηα ηεο επηθάλεηαο ηνπ 

πιέγκαηνο.  Έηζη, ηα πιέγκαηα πξηλ ηελ πξνεηνηκαζία ησλ δεηγκάησλ ηνπνζεηνύληαη ζε 

ζεξκνθξαζία ~4 
ν
C, γηα λα εμαζθαιηζηεί ζηελ επηθάλεηά ηνπο ζπκπύθλσζε πδξαηκώλ θαη λα 

απμεζεί ε πδξνθηιηθόηεηα ηνπο.   

 

 

Δηθόλα 61.  Αξρηηεθηνληθή ηνπ πιέγκαηνο ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο. 
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Η πξνεηνηκαζία ησλ δεηγκάησλ γηα παξαηήξεζε κε ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία 

δηέιεπζεο πεξηγξάθεηαη ζρεκαηηθά ζηελ Δηθόλα 62.  πγθεθξηκέλα, ζηαγόλα ~5 κl από ην 

δηάιπκα (ελαηώξεκα) ηνπ ππν κειέηε πεπηηδίνπ αθήλεηαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ πιέγκαηνο 

ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο γηα δηάζηεκα 60-120 s (Δηθόλα 62, ζηάδην 2), νπόηε ηα κόξηα, 

πνπ βξίζθνληαη δηαιπηνπνηεκέλα ζην δηάιπκα, θαηαθάζνληαη ζην πιέγκα.  Μεηά ην πέξαο 

ηνπ δηαζηήκαηνο απηνύ απνκαθξύλεηαη ε πεξίζζεηα ηνπ δηαιύηε κε ηε ρξήζε δηεζεηηθνύ 

ραξηηνύ θπηηαξίλεο ηύπνπ Whatman, πνπ εθαξκόδεηαη ζηελ πεξηθέξεηα ηνπ πιέγκαηνο 

(Δηθόλα 62, ζηάδην 3).  Πξηλ ην δείγκα ζηεγλώζεη ηειείσο πξνζηίζεηαη ζηαγόλα ~5 κl 

πδαηηθνύ δηαιύκαηνο νμηθνύ νπξαλπιίνπ (uranyl acetate) ζπγθέληξσζεο 1-2% (w/v), γηα 

δηάζηεκα 45-60 s (Δηθόλα 62, ζηάδην 4).  Αληίζηνηρα, ε πεξίζζεηα ηεο ρξσζηηθήο 

απνκαθξύλεηαη κε ηε ρξήζε δηεζεηηθνύ ραξηηνύ Whatman θαη ην πιέγκα αθήλεηαη ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα λα ζηεγλώζεη (Δηθόλα 62, ζηάδηα 5 & 6).   

 

 

Δηθόλα 62.  Σα ζηάδηα πξνεηνηκαζίαο δεηγκάησλ θαηάιιεια γηα παξαηήξεζε κε 

ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην δηέιεπζεο.   

 

Η αξλεηηθή ρξώζε ζηελ πξαγκαηηθόηεηα είλαη κία ςεπδνρξώζε.  Η ηερληθή ηεο 

ζηεξίδεηαη ζηηο αληηζέζεηο πνπ δεκηνπξγνύληαη όηαλ πδαηηθά δηαιύκαηα βαξέσλ κεηάιισλ 

πξνζξνθώληαη ζην ππόβαζξν ησλ πιεγκάησλ θαη αθήλνπλ ελέπαθν θαη άξα, νξαηό ην ππό 

παξαηήξεζε δείγκα.  ηελ παξνύζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθε ην βαξύ κέηαιιν νπξαλύιην, 

ην νπνίν ιόγσ ηνπ κεγάινπ αηνκηθνύ αξηζκνύ ηνπ ζθεδάδεη ηε δέζκε ειεθηξνλίσλ πνπ 

πξνζπίπηεη ζην δείγκα ζθηαγξαθώληαο ηα πεξηγξάκκαηα ησλ καθξνκνξίσλ πνπ έρνπλ 

ελαπνηεζεί ζην πιέγκα ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο.  Σα κόξηα ηεο ρξσζηηθήο πξνζξνθώληαη 

από ηηο δνκέο ηνπ πιέγκαηνο, ελώ ε απνκάθξπλζε ηεο πεξίζζεηαο ηεο ρξσζηηθήο επηηξέπεη 
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ηελ απόζεζε ιεπηνύ ζηξώκαηνο ηεο ρξσζηηθήο ζηηο θνηιόηεηεο θαη ζηα πεξηγξάκκαηα ησλ 

δνκώλ.   

 

 

Δηθόλα 63.  Σερληθή πξνζξόθεζεο ηνπ δηαιύκαηνο νμηθνύ νπξαλπιίνπ ζε δείγκα.  

Παξνπζηάδεηαη ε πιεπξηθή όςε (β) θαη ε θάηνςε (α) ηνπ ίδηνπ δείγκαηνο πξηλ (αξηζηεξά) 

θαη κεηά (δεμηά) ηελ εθαξκνγή ηεο αξλεηηθήο ρξώζεο. 

 

 

Η παξαηήξεζε ησλ δεηγκάησλ ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε 

ειεθηξνληθνύ κηθξνζθνπίνπ δηέιεπζεο Morgagni™ 268, πνπ ιεηηνπξγεί ζηα 80 kV θαη 

είλαη δηαζέζηκν ζην Α‟ Δξγαζηήξην Παζνινγηθήο Αλαηνκηθήο, ηεο Ιαηξηθήο ρνιήο ηνπ 

Δζληθνύ θαη Καπνδηζηξηαθνύ Παλεπηζηεκίνπ Αζελώλ.  Η ςεθηαθή απεηθόληζε ησλ 

απνηειεζκάησλ έγηλε κε εηζειθόκελε, ελζσκαησκέλε πιεπξηθά MORADA CCD θάκεξα, 

αλάιπζεο 11 Mpixel θαη κε ηε βνήζεηα ηνπ ινγηζκηθνύ iTEM (Olympus Soft Imaging 

Solutions GmbH, Muenster, Germany).  Δμαίξεζε απνηειεί ην πεπηίδην-αλάινγν ηεο 

αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C 
47

LQVVR
51

, γηα ην νπνίν ρξεζηκνπνηήζεθε ειεθηξνληθό 

κηθξνζθόπην δηέιεπζεο Philips CM120 BioTWIN (FEI, Eidhoven, The Netherlands) πνπ 
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ιεηηνπξγεί ζηα 100kV θαη ελζσκαηώλεη ηελ Keen View CCD θάκεξα, 1K (Soft Imaging 

System, Muenster, Germany).  Σν ηειεπηαίν ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην δηέιεπζεο είλαη 

δηαζέζηκν ζην Δπξσπατθό Δξγαζηήξην Μνξηαθήο Βηνινγίαο ηεο Υατδειβέξγεο 

(European Molecular Biology Laboratory – EMBL Heidelberg). 

 

 

Λνγηζκηθό iTEM 

 

 

Δηθόλα 64.  Γηάηαμε ηνπ ειεθηξνληθνύ κηθξνζθνπίνπ δηέιεπζεο Morgagni™ 268. 
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2.3.2.3. Πεξίζιαζε αθηίλωλ-Υ από ίλεο 

Η εγγελήο ηάζε ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ λα απηνζπγθξνηνύληαη πξνο ην 

ζρεκαηηζκό νξγαλσκέλσλ ζπζζσκαησκάησλ θαζηζηά δύζθνιν ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο δνκήο 

ησλ ηληδίσλ ζε αηνκηθό επίπεδν κε ηηο παξαδνζηαθέο ηερληθέο πξνζδηνξηζκνύ ηεο δνκήο 

[θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ-Υ (Crystal X-ray Diffraction) ή ππξεληθόο καγλεηηθόο 

ζπληνληζκόο (Nuclear Magnetic Resonance)].  Έηζη, ε πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ από ίλεο (X-

ray Fiber Diffraction) είλαη ε επηθξαηέζηεξε ζήκεξα κεζνδνινγία γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο 

αξρηηεθηνληθήο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.   

 

 
Δηθόλα 65.  Γηάηαμε επζπγξακκηζκέλσλ ξάβδσλ γηα ηε δεκηνπξγία πξνζαλαηνιηζκέλσλ 

ηλώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Σξηρνεηδείο γπάιηλνη ζσιήλεο κε επηθάιπςε θεξηνύ (επάλσ), 

γπάιηλεο ξάβδνη κε επηθάιπςε ζηιηθόλεο (θάησ). 
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Η δηεμαγσγή ηεο πεξίζιαζεο αθηίλσλ-X ζε ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο απαηηεί ηελ 

δεκηνπξγία πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο από επζπγξακκηζκέλα ακπινεηδή ηλίδηα.  Γηα λα 

επηηεπρζεί απηό δεκηνπξγείηαη δηάηαμε δύν ξάβδσλ, ε νπνία ζηαζεξνπνηείηαη κε ηε ρξήζε 

πιαζηειίλεο ζε αληηθεηκελνθόξν πιάθα.  Οη ξάβδνη ηνπνζεηνύληαη έηζη ώζηε λα απέρνπλ 

1.5-2 mm.  Γύν ηύπνη ξάβδσλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ δηεμαγσγή ησλ πεηξακάησλ: 1) 

πάιηλνη ξάβδνη κε επηθάιπςε ζηιηθόλεο θαη 2) ηξηρνεηδείο γπάιηλνη ζσιήλεο θξπζηάιισζεο 

κε επηθάιπςε θαζαξνύ θεξηνύ ρακεινύ ζεκείνπ ηήμεσο (low melting point wax) (Δηθόλα 

65).  Σν πιηθό ησλ ξάβδσλ θαη ζηηο δύν πεξηπηώζεηο δελ πεξηζιά, ελώ νη επηθαιύςεηο ηεο 

ζηιηθόλεο θαη ηνπ θεξηνύ θαζηζηνύλ ηηο θεθαιέο ησλ ξάβδσλ πδξόθνβεο.  εκεηώλεηαη όηη ζε 

δηαηάμεηο πνπ πεξηιακβάλνπλ ξάβδνπο θεξηνύ πξαγκαηνπνηείηαη πείξακα ειέγρνπ γηα ηελ 

θαηαγξαθή ησλ αλαθιάζεσλ ηνπ θεξηνύ.  ηελ Δηθόλα 66 δίλεηαη ην πεξηζιαζίγξακκα 

ειέγρνπ ηνπ θαζαξνύ θεξηνύ.   

 

 

Δηθόλα 66.  Πεξηζιαζίγξακκα-ειέγρνπ ηνπ θαζαξνύ θεξηνύ πνπ επηθαιύπηεη ηηο ξάβδνπο 

δεκηνπξγίαο ηλώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ. 

 

Γηα ηελ απόθηεζε πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, ζηαγόλα ελαησξήκαηνο δηαιπηνπνηεκέλνπ 

πεπηηδίνπ ~10 κl ηνπνζεηείηαη κεηαμύ ησλ επζπγξακκηζκέλσλ ξάβδσλ, όπσο παξνπζηάδεηαη 

ζηελ Δηθόλα 67 θαη αθήλεηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα πεξηζζόηεξν από 30 min.  ηηο 

ζπλζήθεο απηέο, κε ηελ πξαγκάησζε θαηλνκέλσλ επηθαλεηαθήο ηάζεο, πξαγκαηνπνηείηαη 

αξγή εμάηκηζε ηνπ δηαιύηε, ε νπνία „εμαλαγθάδεη‟ ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ ελαησξήκαηνο λα 
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νξγαλσζνύλ θαη λα επζπγξακκηζηνύλ, πξνο ην ζρεκαηηζκό κίαο ζπκπαγνύο ίλαο (Δηθόλα 

67α).  ηε βέιηηζηε πεξίπησζε ε νξγάλσζε ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ νδεγεί ζηελ δεκηνπξγία 

πεξηζιαζηγξακκάησλ κε ραξαθηεξηζηηθό πξνζαλαηνιηζκό.  Πξνζαλαηνιηζκέλα ζεσξνύληαη 

πεξηζιαζηγξάκκαηα όπνπ νη αλαθιάζεηο έρνπλ ηελ κνξθή ηόμσλ (Δηθόλα 67β).  Με-

θαλνληθόο πξνζαλαηνιηζκόο ησλ ηληδίσλ ζηελ πξνο κειέηε ίλα κπνξεί λα έρεη σο 

απνηέιεζκα ηελ εκθάληζε αλαθιάζεσλ κε ηε κνξθή δαθηπιίσλ.   

 

 

Δηθόλα 67.  Μεζνδνινγίαο πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ από ίλεο.  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο 

πξνεηνηκαζίαο ηνπ δείγκαηνο (α) θαη ηεο ιήςεο πεξηζιαζηγξακκάησλ cross-β δνκήο (β). 

 

Η κνξθνινγία δηαθνξεηηθώλ ηλώλ απεηθνλίδεηαη ζηελ Δηθόλα 68.  Οη ξάβδνη πνπ 

θέξνπλ ηηο ίλεο κπνξεί λα είλαη γπάιηλεο (Δηθόλα 68, ii) ή ξάβδνη κε επηθάιπςε θεξηνύ 

(Δηθόλα 68, xi), όπσο παξνπζηάδεηαη θαη ζηελ Δηθόλα 65.  Οη ίλεο εκθαλίδνληαη σο 

θαινζρεκαηηζκέλεο νμείεο δνκέο κε γπαιηζηεξή (Δηθόλα 68, i, ii, iii, iv, v, vi) ή θξπζηαιιηθή 

κνξθή (Δηθόλα 68, vii, viii, ix).  παληόηεξα, πιηθά πνπ δελ θαηαθέξλνπλ λα ζρεκαηίζνπλ 

επηκεθπζκέλεο ίλεο θαηαθάζνληαη σο θνθθηώδεηο ληθάδεο (flakes) ζηελ επηθάλεηα ηεο ξάβδνπ 

(Δηθόλα 68, x, xi, xii).  Η αδπλακία απόθηεζεο επηκεθπζκέλεο ίλαο ζε ξάβδνπο κε 

επηθάιπςε θεξηνύ ζπρλά επεξεάδεη ηε ιήςε πεξηζιαζηγξακκάησλ, θαζώο από ηελ 

αθηηλνβόιεζε θνληά ζηελ θεθαιή ηεο ξάβδνπ κπνξεί λα πξνθύςεη πεξηζιαζίγξακκα κε 

ζπλδπαζκό αλαθιάζεσλ ηνπ δείγκαηνο θαη ηνπ θεξηνύ.  Δπηπξόζζεηα ίλεο κε πνιύ ιεπηή 
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δηάκεηξν (Δηθόλα 68, ix – επάλσ άθξν) κπνξεί λα δώζνπλ πεξηζιαζηγξάκκαηα κε ζόξπβν, 

θαζώο ην πιηθό δελ θαιύπηεη νιόθιεξν ην πεδίν αθηηλνβόιεζεο.  Σν πεξηζιαζίγξακκα-

ειέγρνπ ηνπ θαζαξνύ θεξηνύ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ αλάιπζε (Δηθόλα 66). 

 

 
Δηθόλα 68.  Μνξθνινγία ηλώλ πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ επζπγξάκκηζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

ζε θαηάιιεια θαηαζθεπαζκέλε δηάηαμε.   

 

Γηα ηελ παξαγσγή δέζκεο αθηηλώλ-Υ ρξεζηκνπνηήζεθε ε γελλήηξηα SuperNova- 

Agilent Technologies X-ray, πνπ δηαζέηεη ηνλ αληρλεπηή 135-mm ATLAS CCD detector 

θαη έλα γσληνκεηξηθή θεθαιή 4-circle kappa.  Η γελλήηξηα ρξεζηκνπνηήζεθε ζηα 50 kV θαη 
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ζηα 0.8 mA (CuKα high intensity X-ray micro-focus source, ι = 1.5418 Å) (Δηθόλα 69).  Η 

απόζηαζε θάζε δείγκαηνο από ηνλ αληρλεπηή νξίζηεθε ζηαζεξά ζηα 52 mm, ελώ ν ρξόλνο 

έθζεζεο θπκάλζεθε κεηαμύ ησλ δεηγκάησλ από 100 έσο 500s.  Η αξρηθή επεμεξγαζία ησλ 

πεξηζιαζηγξακκάησλ έγηλε κε ρξήζε ηνπ ζπκβαηνύ γηα ηε γελλήηξηα πξνγξάκκαηνο 

CrysAlisPro (CrysAlis
PRO

, 2014), ελώ πεξαηηέξσ επεμεξγαζία πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην 

πξόγξακκα iMosFLM (Leslie and Powell, 2007) ηνπ ινγηζκηθνύ CCP4 (Collaborative 

Computational Project, 1994). Η γελλήηξηα παξαγσγήο αθηίλσλ-Υ είλαη δηαζέζηκε ζην 

Ιλζηηηνύην Βηνινγίαο, Φαξκαθεπηηθήο Υεκείαο θαη Βηνηερλνινγίαο, ηνπ Δζληθνύ 

Ιδξύκαηνο Δξεπλώλ. 

 

 

 

Δζσηεξηθή δηάηαμε γελλήηξηαο κε 

αληρλεπηή 135-mm ATLAS CCD detector 

θαη γσληνκεηξηθή θεθαιή 4-circle kappa.

 

Δηθόλα 69.  Γηάηαμε γελλήηξηαο αθηίλσλ-Υ SuperNova- Agilent Technologies X-ray. 
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2.3.2.4. Φαζκαηνζθνπία ππεξεξύζξνπ ATR-IR 

Η απόθηεζε πιεξνθνξίαο ζρεηηθά κε ηε δεπηεξνηαγή δνκή ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

επηηπγράλεηαη θαη κε ηε θαζκαηνζθνπία ππεξεξύζξνπ.  Η κεζνδνινγία απηή ρξεζηκνπνηείηαη 

επξύηαηα γηα ηε κειέηε ησλ δνκηθώλ ραξαθηεξηζηηθώλ ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ, θαζώο 

ζπκβάιεη ζηελ εύξεζε ηεο θαζκαηηθήο „ππνγξαθήο‟ θάζε πξσηετληθνύ ή πεπηηδηθνύ 

δείγκαηνο.  Γηα ηηο πεηξακαηηθέο κεηξήζεηο ησλ δεηγκάησλ ηεο παξνύζαο δηδαθηνξηθήο 

δηαηξηβήο κε ηε θαζκαηνζθνπία ππεξεξύζξνπ ρξεζηκνπνηήζεθε κηθξνζθόπην ππεξεξύζξνπ 

ηεο εηαηξείαο Bruker (IRScope II, BrukerOPTICS, Bruker Optik GmbH, Ettlingen, 

Germany), εμνπιηζκέλν κε αληηθεηκεληθό θαθό απνζβελλύκελεο νιηθήο αλάθιαζεο 

γεξκαλίνπ - Ge-ATR (20x), πνπ βξίζθεηαη ζηνλ Σνκέα Βηνινγίαο Κπηηάξνπ θαη 

Βηνθπζηθήο, ηνπ Σκήκαηνο Βηνινγίαο, ηνπ Δζληθνύ θαη Καπνδηζηξηθνύ Παλεπηζηεκίνπ 

Αζελώλ.  Σν κηθξνζθόπην ζπλδέεηαη κε θαζκαηνζθόπην κεηαζρεκαηηζκνύ Fourier ηεο 

εηαηξείαο Bruker (Equinox 55, BrukerOPTICS). 

 

 

 

Δηθόλα 70.  ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο κεζόδνπ απνζβελλύκελεο νιηθήο αλάθιαζεο 

(Attenuated Total Reflectance - ATR).   

 

 

Η ηερληθή ηεο απνζβελλύκελεο νιηθήο αλάθιαζεο (Attenuated Total Reflectance - 

ATR) εκθαλίδεη ζεκαληηθά πιενλεθηήκαηα θαη πξνζαξκόδεηαη ζηηο απαηηήζεηο πνπ 

παξνπζηάδνληαη θαηά ηε ζπιινγή δεδνκέλσλ από επαίζζεηα δείγκαηα, όπσο είλαη ηα 

ελπδαησκέλα πκέληα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Δηθόλα 70).  Η αξρή ηεο κεζόδνπ βαζίδεηαη 

ζηηο ηδηόηεηεο ηεο νιηθή αλάθιαζεο θαη απαηηεί ηε ρξήζε ελόο θξπζηάιινπ κε πςειό δείθηε 
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δηάζιαζεο, ν νπνίνο όκσο δελ απνξξνθά ζην ππέξπζξν.  ηελ πεξίπησζή καο αληηθεηκεληθόο 

θαθόο Ge-ATR πξνζαξηάηαη ζην κηθξνζθόπην θαη ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ παξαηήξεζε ησλ 

πκελίσλ θαη ηε ιήςε θαζκάησλ.  πσο παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 70, ν θξύζηαιινο 

γεξκαλίνπ έξρεηαη ζε επαθή κε ην δείγκα θαη ε δέζκε ηεο ππέξπζξεο αθηηλνβνιίαο πνπ 

εθπέκπεη ε πεγή IR δηαπεξλά ηνλ θξύζηαιιν πεξηζζόηεξεο από κία θνξέο.  Οη δηαδνρηθέο 

αλαθιάζεηο ηεο αθηίλαο ζην πιηθό δεκηνπξγνύλ θύκα απόζβεζεο, ην νπνίν δηεηζδύεη ζην 

πιηθό κε ην νπνίν έξρεηαη ζε επαθή.  Σν βάζνο δηείζδπζεο ηεο αθηίλαο (dp) εμαξηάηαη από ηε 

γσλία πξόζπησζεο ηεο αθηίλαο, ην δείθηε δηάζιαζεο ηνπ θξπζηάιινπ ηνπ θαθνύ, θαζώο θαη 

ην κήθνο θύκαηνο ηεο αθηίλαο, ελώ νη ηππηθέο ηηκέο ηνπ θπκαίλνληαη κεηαμύ 0.5-2 κm.  Mεηά 

από ηε δηαδξνκή πνπ πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ, ε ηειηθή εμεξρόκελε αθηίλα αληρλεύεηαη από 

εηδηθό αληρλεπηή θαη νδεγεί ζηε δεκηνπξγία γξαθεκάησλ απνξξόθεζεο (Δηθόλα 70). 

 

 

Δηθόλα 71.  Τκέληα δηαθνξεηηθώλ ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ πνπ έρνπλ 

δεκηνπξγεζεί από ηελ ηνπνζέηεζε ελαησξήκαηνο ηνπο ζε αληηθεηκελνθόξν πιάθα ηύπνπ 

Tienta.   

 

 

Η πξνεηνηκαζία ησλ δεηγκάησλ πξναπαηηεί ηε δεκηνπξγία πκελίσλ γηα ηα ππν κειέηε 

πεπηηδία-αλάινγα.  Σα πκέληα δεκηνπξγνύληαη ζε κεηαιιηθή επηθάλεηα πνπ είλαη 

θαηαζθεπαζκέλε από αλνμείδσην αηζάιη θαη θαιύπηεηαη από έλα πνιύ ιεπηό πδξόθνβν 

ππόζηξσκα.  Η εκπνξηθή νλνκαζία ησλ αληηθεηκελνθόξσλ απηώλ πιαθώλ είλαη Tienta 

SpectRIM.  Σν δείγκα πξνεηνηκάδεηαη κε ηνπνζέηεζε ζηαγόλαο ~5 κl από ην ελαηώξεκα ηνπ 

πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ ζηελ κεηαιιηθή αληηθεηκελνθόξν πιάθα Tienta, ε νπνία αθήλεηαη ζε 

εξεκία (Δηθόλα 71).  Η αξγή εμάηκηζε πνπ πξαγκαηνπνηείηαη ζε θαλνληθέο ζπλζήθεο (~25
ν
 

C) νδεγεί ζηε δεκηνπξγία ιεπηνύ (θαηά πεξίπησζε) ελπδαησκέλνπ πκελίνπ, πνπ πεξηέρεη 
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ακπινεηδή ηλίδηα.  Η ελδεηθηηθή κνξθνινγία ησλ πκελίσλ δηαθνξεηηθώλ ακπινεηδνγόλσλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ζην νπηηθό κηθξνζθόπην παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 72. 

 

 

Δηθόλα 72.  Παξαηήξεζε ελπδαησκέλσλ πκελίσλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ πνπ έρνπλ 

ζρεκαηηζηεί ζε εηδηθή κεηαιιηθή αληηθεηκελνθόξν πιάθα, θαιπκκέλε κε ιεπηό πδξόθνβν 

ππόζηξσκα. 

 

Σα θάζκαηα πνπ απνθηήζεθαλ ζηελ παξνύζα δηαηξηβή έρνπλ δηαθξηηηθόηεηα 4 cm
-1

, 

ελώ κε ζηόρν ηε βειηίσζε ηνπ ιόγνπ ζήκα/ζόξπβνο (S/N ratio), γηα θάζε δείγκα 

ζπιιέρζεθαλ δέθα θάζκαηα 32-ζαξώζεσλ ην θαζέλα (32-scan) θαη ππνινγίζηεθε ην κέζν 

θάζκα (averaging).  Αθνινύζεζε ππνινγηζκόο ησλ δεύηεξσλ παξαγώγσλ ησλ θαζκάησλ, 

κεηά ηελ εμνκάιπλζε ηνπο κε ηνλ αιγόξηζκν Savitsky-Golay, κε θπκαηαξίζκνπο πνπ 

θπκαίλνληαλ από ± 8-12 cm
-1

, γύξσ από θάζε ζεκείν (Savitsky and Golay, 1964).  

Δμνκάιπλζε ζε ζηελόηεξν εύξνο ηηκώλ είρε σο απνηέιεζκα ηελ επηδείλσζε ηνπ ιόγνπ S/N, 

ελώ ηαπηόρξνλα δελ απμήζεθε ν αξηζκόο ησλ ειαρίζησλ πνπ κπνξνύζαλ λα πξνζδηνξηζηνύλ 

κε βεβαηόηεηα.  Η απεηθόληζε ησλ θαζκάησλ έγηλε κε ηε κνξθή απνξξόθεζεο κεηά από 

αλαγσγή ζε ζηαζεξό βάζνο δηείζδπζεο (dp), ζπλαξηήζεη ηνπ κήθνπο θύκαηνο (dp/ι), ελώ ηα 

ειάρηζηα ηεο δεύηεξεο παξαγώγνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζε θάζε πεξίπησζε γηα ηνλ αθξηβή 
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πξνζδηνξηζκό ησλ κεγίζησλ ησλ ηαηληώλ απνξξόθεζεο.  εκεηώλεηαη όηη ηόληα ηνπ 

ηξηθσζθνξηθνύ νμένο (Trifluoroacetic acid – TFA), πνπ απνξξνθνύλ ζηηο πεξηνρέο 1100-

1210 cm
-1

 θαη 1600-1700 cm
-1

, εληνπίδνληαη ζπρλά σο παξαπξντόληα ζηα θάζκαηα, ιόγσ ηεο 

ρξήζεο ηνπο θαηά ηελ ρεκηθή ζύλζεζε ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ (2.3.1).  ιεο νη παξαπάλσ 

επεμεξγαζίεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε δηαζέζηκεο ξνπηίλεο ηνπ πξνγξάκκαηνο OPUS/OS2.   

 

 

 

Δηθόλα 73.  Mηθξνζθνπίν ππεξεξύζξνπ IRScope II (BrukerOPTICS, Bruker Optik GmbH, 

Ettlingen, Germany) ζπλδέδεκέλν κε θαζκαηνζθόπην κεηαζρεκαηηζκνύ Fourier Equinox 55 

(BrukerOPTICS), ζηνλ Σνκέα Βηνινγίαο Κπηηάξνπ θαη Βηνθπζηθήο, ηνπ Σκήκαηνο 

Βηνινγίαο, ηνπ Δζληθνύ θαη Καπνδηζηξηθνύ Παλεπηζηεκίνπ Αζελώλ. 
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2.3.2.5. Πνιωηηθή κηθξνζθνπία θαη δηαγλωζηηθή ρξώζε κε Congo Red 

Η δηπινζιαζηηθόηεηα πνπ εκθαλίδνπλ ηα πκέληα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ έπεηηα από 

ηελ πξόζδεζε ηεο ρξσζηηθήο Congo Red ρξεζηκνπνηείηαη σο θξηηήξην γηα ηνλ εληνπηζκό 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηόζν in vivo, όζν θαη in vitro.  Παξόηη, ε εκθάληζε ηεο 

δηπινζιαζηηθόηεηαο παξακέλεη κία θξίζηκε θαη δηαγλσζηηθή ηδηόηεηα γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ 

ακπινεηδνγόλνπ πιηθνύ, πνιιά πξνβιήκαηα ζπλαληώληαη ζπρλά ζηελ απεηθόληζή ηεο, θαζώο 

θαηά ηελ πξνεηνηκαζία ηνπ πιηθνύ δεκηνπξγνύληαη παρηά ζηξώκαηα ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ 

απνηξέπνπλ ηελ επζπγξάκκηζε ησλ κνξίσλ ηεο ρξσζηηθήο (Cooper, 1969; Elghetany et al., 

1989).  Ο κεραληζκόο αιιειεπίδξαζεο ηεο ρξσζηηθήο θαη ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ δελ είλαη 

ζήκεξα ζαθώο θαζνξηζκέλνο, παξόηη ην 2003 απνδείρζεθε όηη, ν ππξήλαο ησλ ηληδίσλ δελ 

επηδεηθλύεη δηπινζιαζηηθόηεηα, θάηη πνπ ζεκαίλεη όηη ε ρξσζηηθή πξνζδέλεηαη ζηελ 

επηθάλεηα ησλ ηληδίσλ (Jin et al., 2003).  Ωζηόζν, έρεη απνδεηρζεί όηη ε ρξσζηηθή κπνξεί λα 

πξνζδέλεηαη θαη ζηηο ζθαηξηθέο πδαηνδηαιπηέο πξσηεΐλεο (Khurana et al., 2001) θαη έηζη ην 

πιηθό κε ην νπνίν αιιειεπηδξά παίδεη ζεκαληηθό ξόιν, θαζώο ηα κόξηα ηεο ρξσζηηθήο 

κπνξεί λα έρνπλ κεγαιύηεξε ή κηθξόηεξε ζπλάθεηα γηα δηαθνξεηηθά δείγκαηα, ελώ αθόκα, 

δηαθνξεηηθέο αιιειεπηδξάζεηο κπνξεί λα πηνζεηνύληαη ζε δηαθνξεηηθά πιηθά (Nilsson, 

2004). 

 

 

Δηθόλα 74.  Υεκηθόο ηύπνο ηεο ρξσζηηθήο Congo Red. 

 

Γηπινζιαζηηθόηεηα ή δηπιή δηάζιαζε (birefringence) νλνκάδεηαη ην θαηλόκελν 

θαηά ην νπνίν κηα θσηεηλή αθηίλα πνπ πξνζπίπηεη ζε έλα δηαζιαζηηθό ζώκα δηαζπάηαη 

ζε δύν αθηίλεο, ηελ ηαθηηθή δηαζιώκελε αθηίλα θαη ηελ έθηαθηε δηαζιώκελε αθηίλα, κε ην 

επίπεδν ηαιάλησζεο ηεο κίαο λα είλαη θάζεην ζην επίπεδν ηαιάλησζεο ηεο άιιεο.  Σν 

θαηλόκελν ηεο δηπινζιαζηηθόηεηαο παξαηεξείηαη ζε νπηηθώο αληζόηξνπα κέζα, δειαδή ζε 

κέζα ησλ νπνίσλ νη νπηηθέο ηδηόηεηεο κεηαβάιινληαη (π.ρ. ν δείθηεο δηάζιαζεο).  Σέηνηα 
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δηαζιαζηηθά δηαπεξαηά ζώκαηα, πνπ νλνκάδνληαη θαη δηπινζιαζηηθά, είλαη όινη νη 

θξύζηαιινη, ηα ηλίδηα ησλ κπτθώλ ηλώλ, ε δηάηαμε ησλ αιπζίδσλ ησλ πξσηετλώλ ηνπ 

θξπζηαιινεηδνύο θαθνύ ηνπ νθζαικνύ θαη ηα ακπινεηδή ηλίδηα.  Η πνισηηθή κηθξνζθνπία 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ απεηθόληζε ηέηνησλ αληζόηξνπσλ δνκώλ θαη ζπγθεθξηκέλα γηα ηελ 

παξαηήξεζε ηεο δηπινζιαζηηθόηεηαο ηνπο. 

 

[α] [β] 

  
Δηθόλα 75.  Απεηθόληζε πνξείαο ηνπ ζηνηρεηώδνπο ειεθηξνκαγλεηηθνύ θύκαηνο πνπ 

δηαπεξλά ζύζηεκα πνισηώλ, ζε πνισηηθό κηθξνζθόπην.  Παξάιιεια επίπεδα πνισηώλ (α), 

θάζεηα επίπεδα πνισηώλ (β). 

 

Έλα πνισηηθό κηθξνζθόπην δηαζέηεη θαηάιιειν ζύζηεκα θαθώλ (πνισηώλ) ηθαλώλ λα 

πνιώλνπλ ην θπζηθό θσο πνπ εθπέκπεη κία θσηεηλή πεγή (ιακπηήξαο κηθξνζθνπίνπ).  Ο 

θάζε πνισηήο ηνπ κηθξνζθνπίνπ έρεη ηελ ηθαλόηεηα λα δεκηνπξγεί γξακκηθά πνισκέλν θσο, 

δειαδή επηηξέπεη ηε δηέιεπζε κίαο κόλν ζπληζηώζαο από θάζε ζηνηρεηώδεο 

ειεθηξνκαγλεηηθό θύκα
1
 πνπ ηνλ δηαπεξλά.  Η δηάηαμε δύν πνισηώλ ζηε ζεηξά 

δηαθνξνπνηεί ηελ παξαηήξεζε ζε έλα πνισηηθό κηθξνζθόπην αλάινγα κε ηα ραξαθηεξηζηηθά 

επίπεδα κεηαμύ ησλ δύν πνισηώλ  (Δηθόλα 75).  Έηζη, πνισηέο κε παξάιιεια επίπεδα 

επηηξέπνπλ ηε δηέιεπζε ηεο ζπληζηώζαο ηνπ ζηνηρεηώδνπο ειεθηξνκαγλεηηθνύ θύκαηνο  

(Δηθόλα 75α, θσο), ελώ πνισηέο κε θάζεηα κεηαμύ ηνπο επίπεδα αλαθόπηνπλ ηε δηέιεπζε ηεο 

(Δηθόλα 75β, ζθνηάδη).  Παξαδνζηαθά ζηα πνισηηθά κηθξνζθόπηα ν πξώηνο θαθόο 

νλνκάδεηαη πνισηήο θαη ν δεύηεξνο αλαιύηεο, παξά ην γεγνλόο όηη έρνπλ παλνκνηόηππε 

θαηαζθεπή.  Δίλαη εύινγν όηη, ε ηνπνζέηεζε ελόο πιηθνύ κεηαμύ ηνπ πνισηή θαη ηνπ 

αλαιύηε ζα πξνθαιέζεη θάπνηα απώιεηα ηεο πόισζεο ηνπ εμεξρόκελνπ πξνο ηνλ αληρλεπηή 

θσηόο, αλάινγα κε ηηο ηδηόηεηεο ηνπ πιηθνύ πνπ παξεκβάιιεηαη.  πγθεθξηκέλα ε 

παξαηήξεζε δηπινζιαζηηθνύ πιηθνύ κε ηνπνζεηεκέλνπο θάζεηα ηνλ πνισηή – θαθό θαη ηνλ 

                                                 
1
 Κάζε ζηνηρεηώδεο θύκα απνηειείηαη από έλα εγθάξζην ειεθηξηθό θύκα θαη έλα εγθάξζην καγλεηηθό θύκα πνπ 

είλαη θάζεηα κεηαμύ ηνπο. 
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αλαιύηε – θαθό επηηξέπεη ηε ζύλζεζε ησλ δηαζιώκελσλ αθηίλσλ θαη άξα, ηε θσηεηλή 

απεηθόληζε ηνπ πιηθνύ ζε νξηζκέλα κήθε θύκαηνο (Δηθόλα 76). 

 

 

Δηθόλα 76.  Απινπνηεκέλε δηάηαμε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ.   

 

Σα ρξώκαηα ηεο απεηθόληζεο ηνπ πιηθνύ ζηνλ αληρλεπηή εμαξηώληαη από ην κέγηζην 

απνξξόθεζεο ηνπ δείγκαηνο πνπ παξαηεξείηαη.  Η ρξήζε ηεο δηαγλσζηηθήο γηα ηα ακπινεηδή 

ηλίδηα ρξσζηηθή Congo Red εκθαλίδεη απνρξώζεηο ηνπ θόθθηλνπ, όηαλ παξαηεξείηαη κε 

γξακκηθά πνισκέλν θσο (κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε).  Οη θόθθηλεο απνρξώζεηο 

θαηαγξάθνληαη θαζώο ην κέγηζην απνξξόθεζεο ηεο ρξσζηηθήο ζην νξαηό είλαη ηα 500nm 

(βιέπε Δηθόλα 79) κήθνο θύκαηνο πνπ αληηζηνηρεί θνληά ζην πξάζηλν.  Δπνκέλσο, όηαλ 

ιεπθό θσο από ην ιακπηήξα ηνπ κηθξνζθνπίνπ δηέιζεη από ην δείγκα απνξξνθά ηηο πξάζηλεο 

απνρξώζεηο θαη εθπέκπεη θόθθηλν ρξώκα.  Αληζόηξνπα πιηθά πνπ απνξξνθνύλ πνισκέλν 

θσο, όπσο ηα βακκέλα κε Congo Red ακπινεηδή ηλίδηα, κεηαβάιινπλ αλώκαια ην δείθηε 

δηάζιαζήο ηνπο ζηελ πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο όπνπ πξαγκαηνπνηείηαη έληνλε απνξξόθεζε 

(~500nm) θαη άξα κεηαβάιινπλ ηε δηπινζιαζηηθόηεηά ηνπο ζε εθείλε ηελ πεξηνρή 

(κεηαβνιή δηαζιώκελσλ αθηίλσλ).  Όηαλ ν πνισηήο – θαθόο θαη αλαιύηεο – θαθόο 

ηνπνζεηνύληαη θάζεηα, ην αληζόηξνπν βακκέλν κε Congo Red ακπινεηδνγόλν πιηθό 
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ζηξέθεη ην επίπεδν πόισζεο ηνπ θσηόο ζηε πεξηνρή ηνπ πξάζηλνπ θαη άξα από ηνλ 

αλαιύηε πεξλνύλ νη απνρξώζεηο ηνπ πξάζηλνπ ζε κεγαιύηεξν πνζνζηό, ελώ ην 

ππόβαζξν παξακέλεη καύξν. 

 

 

Δηθόλα 77.  Δλπδαησκέλα πκέληα πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ζε θνηλή αληηθεηκελνθόξν πιάθα, 

έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red. 

 

Η πξνεηνηκαζία ηνπ δηαιύκαηνο ηεο ρξσζηηθήο Congo Red πξαγκαηνπνηείηαη είηε κε 

ηελ πξνζζήθε ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο θσζθνξηθώλ (phosphate buffer saline - PBS) κε pH 

7.4 ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 10 mM, είηε κε ηελ πξνζζήθε απεζηαγκέλνπ λεξνύ θαη ηειηθή 

ζπγθέληξσζε 1% (w/v).  Γηα ηελ κειέηε ηεο πηζαλήο δηπινζιάζηηθόηεηαο ζηελ παξνύζα 

δηαηξηβή ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαηά πεξίπησζε δύν πξσηόθνιια.  ην πξώην, ζηαγόλα 5 κl 

από ελαηώξεκα δηαιπηνπνηεκέλνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ ηνπνζεηήζεθε ζε αληηθεηκελνθόξν 

πιάθα θαη αθέζεθε ζε εμαηκηζηεί αξγά, ζε εξεκία θαη ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία ~25
ν
 C.  Η 

εμάηκηζε ηνπ δηαιύηε νδεγεί ζην ζρεκαηηζκό ελπδαησκέλνπ πκελίνπ ζην νπνίν ζηε ζπλέρεηα 

ηνπνζεηήζεθε ηζόπνζε ζηαγόλα ρξσζηηθήο Congo red ζπγθέληξσζεο 10 mM, ε νπνία κε ηε 

ζεηξά ηεο αθέζεθε γηα δηάζηεκα 20-30 min, ζε ζηαζεξή ζεξκνθξαζία ~25
ν
 C.  Η πεξίζζεηα 

ηεο ρξσζηηθήο αθαηξέζεθε κε δηαδνρηθέο πιύζεηο ηνπ πκελίνπ κε δηάιπκα αηζαλόιεο 90% 

(Divry and Florkin, 1927).  ην δεύηεξν ηξνπνπνηεκέλν πξσηόθνιιν αθνινπζείηαη ε 

παξαπάλσ δηαδηθαζία κε ηε δηαθνξά όηη ρξεζηκνπνηείηαη ρξσζηηθή δηαιπηνπνηεκέλε ζε 

απεζηαγκέλν λεξό (Bely and Makovitzky, 2006; Romhanyi, 1971).  πρλά ην δεύηεξν 

πξσηόθνιιν πιενλεθηεί ηνπ πξώηνπ, θαζώο ζε νξηζκέλεο πεξηπηώζεηο παξαηεξήζεθε 

ζρεκαηηζκόο θξπζηάιισλ ηνπ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο θσζθνξηθώλ πνπ αιινίσλε ην 

απνηέιεζκα ζην πνισηηθό κηθξνζθόπην.   

Η παξαηήξεζε ησλ ελπδαησκέλσλ πκελίσλ ησλ πεπηηδίσλ, έπεηηα από ρξώζε κε 

Congo Red ζηελ παξνύζα δηαηξηβή πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε πνισηηθνύ 
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ζηεξενκηθξνζθνπίνπ Leica MZ75, θάησ από δηαζηαπξσκέλνπο θαη κε δηαζηαπξσκέλνπο 

πνισηή θαη αλαιύηε (Δηθόλα 78).  Οη ςεθηαθέο απεηθνλίζεηο ησλ απνηειεζκάησλ 

απνθηήζεθαλ κε ηε ρξήζε θάκεξαο BMS_CMOS_3.0C USB2.0 Camera (Breukhoven 

Systems), ελώ ζε άιιεο πεξηπηώζεηο ρξεζηκνπνηήζεθε ζώκα DSLR θάκεξαο Nikon D3100.  

Σν πνισηηθό κηθξνζθόπην βξίζθεηαη ζηνλ Σνκέα Βηνινγίαο Κπηηάξνπ θαη Βηνθπζηθήο, 

ηνπ Σκήκαηνο Βηνινγίαο, ηνπ Δζληθνύ θαη Καπνδηζηξηθνύ Παλεπηζηεκίνπ Αζελώλ. 

 

 

 

 

 

 
Δηθόλα 78.  Γηάηαμε πνισηηθνύ ζηεξενκηθξνζθνπίνπ Leica MZ75. 
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2.3.2.6. Φαζκαηνζθνπία νξαηνύ θαη δηαγλωζηηθή ρξώζε κε Congo Red 

Η θαζκαηνζθνπηθή κειέηε ηεο δέζκεπζεο ηεο ρξσζηηθήο Congo Red ζε ζπλάξηεζε κε 

ην ρξόλν είλαη κία αθξηβήο κέζνδνο γηα ηελ θηλεηηθή θαηαγξαθή ηεο δεκηνπξγίαο ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Σν πην ζεκαληηθό πιενλέθηεκα ηεο ηερληθήο είλαη ε ηθαλόηεηα ηεο 

πνζνηηθνπνίεζεο ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ρξσζηηθήο – ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε πξαγκαηηθό 

ρξόλν, κε ηελ βήκα πξνο βήκα θαηαγξαθή ηεο εμειίμεηο ηνπ θαηλνκέλνπ.  Η αξρή ηεο 

κεζόδνπ νθείιεηαη ζηελ ηθαλόηεηα ηεο ρξσζηηθήο Congo Red λα κεηαηνπίδεη ηελ 

απνξξόθεζή ηεο από ηα 500 nm ζηα 540 nm όηαλ πξνζδέλεηαη ζηα ακπινεηδή ηλίδηα 

(Δηθόλα 79).  H θαζκαηηθή απηή κεηαηόπηζε είλαη ραξαθηεξηζηηθή γηα ηελ ύπαξμε 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ ή πξώηκσλ κνξθώλ ηνπο.  

 

 

Δηθόλα 79.  Φάζκα απνξξόθεζεο ηεο ρξσζηηθήο Congo Red. 

 

ηαγόλεο ηνπ ελαησξήκαηνο πεπηηδίνπ ~10 κl, ζπγθέληξσζεο ζπλήζσο 10 mg ml
-1

, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ θαηαγξαθή θάζκαηνο ζην νξαηό (κεηαμύ 400-700 nm) ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα δηάζηεκα 7 εκεξώλ.  Γηα ηελ εθαξκνγή ηεο κεζόδνπ δηάιπκα ηεο 

ρξσζηηθήο παξαζθεπάζηεθε κε ηε δηαιπηνπνίεζή ηεο ζε ξπζκηζηηθό δηαιύκα θσζθνξηθώλ, 

όπσο πεξηγξάθεηαη ζηελ παξάγξαθν 2.3.2.5 (Nilsson, 2004).  10 κl πεπηηδίνπ πξνζηέζεθαλ 

ζε πιαζηηθή θπβέηα κίαο ρξήζεο (νπηηθνύ κήθνπο 1 cm), ε νπνία πεξηείρε 10 κl ρξσζηηθήο 

δηαιπηνπνηεκέλα ζε 1 ml ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο θσζθνξηθώλ.  Με ηελ πξνζζήθε ηνπ 
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ελαησξήκαηνο ε θηνπβέηα αθήλεηαη ζε εξεκία, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα δηάζηεκα ~30 

min, κέρξη λα πξαγκαηνπνηεζεί δέζκεπζε ηεο ηζόπνζεο πνζόηεηαο ρξσζηηθήο ζηα νιηγνκεξή 

ή ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ.  Η δέζκεπζε ηεο ρξσζηηθήο εκθαλίδεηαη κε ηε δεκηνπξγία 

θόθθηλνπ ηδήκαηνο πνπ θαηαθάζεηαη ή αησξείηαη ζηελ θπβέηα.  Σν ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

θσζθνξηθώλ ρξεζηκνπνηήζεθε σο ηπθιό, ελώ θηνπβέηα κε ρξσζηηθή ρσξίο ηελ ύπαξμε 

πεπηηδίνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο κάξηπξαο.  Η θαηαγξαθή ησλ θαζκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζε θαζκαηνθσηόκεηξν BIO-RAD SmartSpec™ 3000 (170-2501) (Δηθόλα 80), ηνπ Σνκέα 

Βηνινγίαο Κπηηάξνπ θαη Βηνθπζηθήο, ηνπ Σκήκαηνο Βηνινγίαο, ηνπ Δζληθνύ θαη 

Καπνδηζηξηαθνύ Παλεπηζηεκίνπ Αζελώλ.   

 

 

 

Δηθόλα 80.  Φαζκαηνθσηόκεηξν νξαηνύ-UV ηεο BIO-RAD SmartSpec™ 3000 (170-2501). 
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2.3.3. Αλάιπζε ηεο αθνινπζίαο θαη ηε δνκήο 

Η αλάιπζε ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο ζε επίπεδν αθνινπζίαο πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 

θαιά ραξαθηεξηζκέλεο αιιεινπρίεο πξσηετλώλ πνπ „αλαζύξζεθαλ‟ από ηε βάζε 

πξσηετληθώλ αθνινπζηώλ UniProtΚΒ (UniProt, 2014; UniProt, 2015).  Αληίζηνηρα, ε 

αλάιπζε ησλ δνκώλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλεο εγγξαθέο από ηε 

βάζε πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλσλ δνκώλ RCSB PDB (www.rcsb.org) (Berman et al., 

2000). 

 

2.3.3.1. ηνίρηζε πξωηεϊληθώλ αθνινπζηώλ 

Η πνιιαπιή ζηνίρηζε αθνινπζηώλ είλαη έλα ζεκαληηθό εξγαιείν γηα ηε κειέηε ηεο 

πξσηνηαγνύο δνκήο ησλ πξσηετλώλ.  Υξεζηκνπνηείηαη επξύηαηα, γηα ηνλ εληνπηζκό 

εμειηθηηθά ζπληεξεκέλσλ ηκεκάησλ ζε πξσηετληθά κόξηα, ηελ εύξεζε ιεηηνπξγηθώλ 

πεξηνρώλ ζε νηθνγέλεηεο πξσηετλώλ ή αθόκα θαη θαηά ηελ νκόινγε πξνηππνπνίεζε γηα ηελ 

εύξεζε ηεο άγλσζηεο δνκήο κηαο πξσηεΐλεο.  Πνιιαπιή ζηνίρηζε εθαξκόζηεθε ζηελ 

παξνύζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή θαηά πεξίπησζε κε ηε ρξήζε ησλ αιγνξίζκσλ ClustalW 

(Larkin et al., 2007) θαη T-Coffee (Notredame et al., 2000) ζηηο πξνεπηιεγκέλεο ξπζκίζεηο 

ησλ αιγνξίζκσλ (default settings).  Σα αξρεία εμόδνπ ησλ αιγνξίζκσλ εμεηάζηεθαλ κε βάζε 

ηα πξνεπηιεγκέλα θαηώθιηα (default threshold).  Η αλάιπζε θαη ε νπηηθνπνίεζε ησλ 

πνιιαπιώλ ζηνηρίζεσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηα πξνγξάκκαηα Jalview (Waterhouse et al., 

2009) θαη BioEdit (Hall, 1999).  ηελ Δηθόλα 81 παξνπζηάδεηαη κία απινπνηεκέλε πνιιαπιή 

ζηνίρηζε κεηαμύ ζπληεξεκέλσλ πξσηετληθώλ κνξίσλ.  Η απεηθόληζε ηεο κεηαμύ ηνπο ζρέζεο 

γίλεηαη κε βάζε ην πνζνζηό νκνηόηεηαο ζε επίπεδν ακηλνμηθνύ θαηαινίπνπ (percentage 

identity) αλά πξσηετληθό κόξην, ζε απνρξώζεηο ηνπ κπιε.  Καηώθιη νκνηόηεηαο νξίδεηαη ην 

30%.   

 

 

Δηθόλα 81.  Απινπνηεκέλε πνιιαπιή ζηνίρηζε κεηαμύ δηαθνξεηηθώλ πξσηετληθώλ κνξίσλ. 

  

http://www.rcsb.org/
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2.3.3.2. Αλάιπζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι πξωηεϊληθώλ αθνινπζηώλ 

Θεσξεηηθέο θαη πεηξακαηηθέο ελδείμεηο απνδεηθλύνπλ όηη κηθξά ηκήκαηα ησλ 

πξσηετληθώλ κνξίσλ κπνξνύλ λα νδεγνύλ ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Esteras-Chopo 

et al., 2005; Hung et al., 2006; Lopez de la Paz and Serrano, 2004; Teng and Eisenberg, 

2009).  Βαζηζκέλεο ζε απηή ηε ζεσξία πνιιέο εξεπλεηηθέο νκάδεο έρνπλ ζηξαθεί εδώ θαη 

κία δεθαπεληαεηία ζηελ αλάπηπμε ππνινγηζηηθώλ κεζόδσλ, ζε κία πξνζπάζεηα λα 

πξνγλώζνπλ κε βάζε ηελ αθνινπζία ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα ή πεξηνρέο κε ηάζε πξνο 

ζπζζσκάησζε ή ακπινεηδνγόλνπο θαζνξηζηέο.  Η ηδέα όηη ε ακπινεηδνγνληθόηεηα ησλ 

πξσηετλώλ βξίζθεηαη „θξπκκέλε‟ ζηελ αθνινπζία νδήγεζε ζηελ αλάπηπμε αιγνξίζκσλ 

πνπ εθκεηαιιεύνληαη ηηο ηδηόηεηεο ησλ πξσηετλώλ ζε επίπεδν αθνινπζίαο (Hamodrakas, 

2011).  Ο Πίλαθαο 11 ζπλνςίδεη ηνπ δηαζέζηκνπο αιγνξίζκνπο πξόγλσζεο πεξηνρώλ κε ηάζε 

πξνο ζπζζσκάησζε θαη θαηαγξάθεη ηελ πξνζέγγηζε θάζε κεζόδνπ γηα ηελ εύξεζε 

ζεκαληηθώλ ακπινεηδνγόλσλ πεξηνρώλ.   

Η αλάιπζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι ησλ πξσηετληθώλ αθνινπζηώλ ηεο 

παξνύζαο δηαηξηβήο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνπο αιγνξίζκνπο AMYLPRED (Frousios et 

al., 2009) θαη AMYLPRED2 (Tsolis et al., 2013) , πνπ βξίζθνληαη ειεύζεξα δηαζέζηκνη γηα 

ηελ αθαδεκατθή θνηλόηεηα ζηνλ εμππεξεηεηή ηνπ Δξγαζηεξίνπ Βηνθπζηθήο θαη 

Βηνπιεξνθνξηθήο, ηνπ Σνκέα Βηνινγίαο Κπηηάξνπ θαη Βηνθπζηθήο, ηνπ Σκήκαηνο 

Βηνινγίαο, ηνπ Δζληθνύ θαη Καπνδηζηξηθνύ Παλεπηζηεκίνπ Αζελώλ.  Η κέζνδνο 

AMYLPRED ππήξμε πξσηνπνξηαθή κε κειέηε πεξηνρώλ κε ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε, 

θαζώο ππήξμε ε πξώηε πξνζπάζεηα δεκηνπξγία ζπλαηλεηηθήο κεζόδνπ ζηνλ ηνκέα ηεο 

πξσηετληθή ζπζζσκάησζεο.  Η πξώηε έθδνζε ηνπ αιγνξίζκνπ πνπ αλαπηύρζεθε ην 2009 

νλνκάζηεθε AMYLPRED, ελώ ε δεύηεξε βειηησκέλε έθδνζή ηνπ ην 2013 νλνκάζηεθε 

AMYLPRED2.  Οη αιγόξηζκνη AMYLPRED θαη AMYLPRED2 ζπλδπάδνπλ 5 θαη 11 

αλεμάξηεηεο κεζόδνπο, αληίζηνηρα θαη ζύκθσλα κε ηε ζηαηηζηηθή αλάιπζε ζε έλα ζύλνιν 33 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ απνδίδνπλ κε κεγαιύηεξε αθξίβεηα, ζε ζύγθξηζε κε ηηο 

αλεμάξηεηεο κεζόδνπο (Tsolis et al., 2013).  Η απεηθόληζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι ησλ 

πξσηετληθώλ κνξίσλ ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο πξαγκαηνπνηείηαη ζε δηζδηάζηαηα 

ηζηνγξάκκαηα, όπνπ ζηνλ άμνλα x θαηαγξάθεηαη ε αθνινπζία θαη ζηνλ άμνλα y 

θαηαγξάθεηαη ε αλά θαηάινηπν ζπλαηλεηηθή πξόγλσζε ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο. 
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Πίλαθαο 11.  πγθεληξσηηθή θαηαγξαθή ησλ αινξίζκσλ πξόγλσζεο πεξηνρώλ κε „ηάζε 

πξνο ζπζζσκάησζε‟.  Καηαγξάθεηαη ε πξνζέγγηζε θάζε αιγνξίζκνπ, ν ηζηόηνπνο 

δηαζεζηκόηεηαο ηνπ εμππεξεηεηή ηνπ (server link), θαζώο θαη ε πξώηε ηνπ αλαθνξά ζηε 

βηβιηνγξαθία. 

Αιγόξηζκνο Πξνζέγγηζε αιγνξίζκνπ 
Ιζηόηνπνο 

εμππεξεηεηή 
Αλαθνξά 

Net-CSSP Δύξεζε αθνινπζίαο-ρακαηιέσλ 
http://cssp2.sookmyung.a

c.kr/ 
(Yoon and Welsh, 2004) 

TANGO Ιδηόηεηεο ζηεξνδηάηαμεο β-δνκήο http://tango.crg.es/ 
(Fernandez-Escamilla et al., 

2004) 

3D profile 

Πξνζδηνξηζκέλεο 

θξπζηαιινγξαθηθά 

ακπινεηδνγόλεο δνκέο κηθξώλ 

πεπηηδίσλ 

Με δηαζέζηκν (Thompson et al., 2006) 

PASTA Καηά δεύγε αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμύ β-θύιισλ 

http://biocomp.bio.unipd.i

t/pasta 
(Trovato et al., 2007) 

FoldAmyloid Ακηλνμηθή ζύζηαζε 
http://bioinfo.protres.ru/fo

ld-amyloid/oga.cgi 
(Galzitskaya et al., 2006) 

AGGRESCAN Ακηλνμηθή ζύζηαζε 
http://bioinf.uab.es/aggres

can/ 

(Conchillo-Sole et al., 2007; 

Zibaee et al., 2007) 

Zyggregator 

Ακπινεηδνγνληθόηεηα θαηαινίπσλ 

θαη ηδηόηεηεο ζηεξενδηάηαμεο β-

δνκήο 

http://www-

vendruscolo.ch.cam.ac.uk

/zyggregator.php 

(Tartaglia and Vendruscolo, 

2008) 

AMYLPRED 

Δύξεζε αθνινπζίαο-ρακαηιέσλ - 

πλαηλεηηθόο αιγόξηζκνο 5 

κεζόδσλ 

http://aias.biol.uoa.gr/AM

YLPRED/ 
(Frousios et al., 2009) 

Pafig Μέζνδνη κεραληθήο κάζεζεο 
http://www.mobioinfor.cn

/pafig/ 
(Tian et al., 2009) 

BETASCAN 
Καηά δεύγε αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμύ β-θύιισλ 

http://groups.csail.mit.edu

/cb/betascan/betascan.htm

l 

(Bryan et al., 2009) 

Waltz 

Πξνζδηνξηζκέλεο 

θξπζηαιινγξαθηθά 

ακπινεηδνγόλεο δνκέο κηθξώλ 

πεπηηδίσλ 

http://www.switchlab.org/

bioinformatics/waltz 
(Maurer-Stroh et al., 2010) 

AmyloidMutants 

ηαηηζηηθή κέζνδνο ππνινγηζκνύ 

ηνπ ελεξγεηαθνύ πξνθίι 

πξσηετλώλ 

http://amyloid.csail.mit.ed

u/  
(O'Donnell et al., 2011) 

http://cssp2.sookmyung.ac.kr/
http://cssp2.sookmyung.ac.kr/
http://tango.crg.es/
http://biocomp.bio.unipd.it/pasta
http://biocomp.bio.unipd.it/pasta
http://bioinfo.protres.ru/fold-amyloid/oga.cgi
http://bioinfo.protres.ru/fold-amyloid/oga.cgi
http://bioinf.uab.es/aggrescan/
http://bioinf.uab.es/aggrescan/
http://www-vendruscolo.ch.cam.ac.uk/zyggregator.php
http://www-vendruscolo.ch.cam.ac.uk/zyggregator.php
http://www-vendruscolo.ch.cam.ac.uk/zyggregator.php
http://aias.biol.uoa.gr/AMYLPRED/
http://aias.biol.uoa.gr/AMYLPRED/
http://www.mobioinfor.cn/pafig/
http://www.mobioinfor.cn/pafig/
http://groups.csail.mit.edu/cb/betascan/betascan.html
http://groups.csail.mit.edu/cb/betascan/betascan.html
http://groups.csail.mit.edu/cb/betascan/betascan.html
http://www.switchlab.org/bioinformatics/waltz
http://www.switchlab.org/bioinformatics/waltz
http://amyloid.csail.mit.edu/
http://amyloid.csail.mit.edu/
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AMYLPRED2 

Δύξεζε αθνινπζίαο ρακαηιέσλ - 

πλαηλεηηθόο αιγόξηζκνο 11 

κεζόδσλ 

http://aias.biol.uoa.gr/AM

YLPRED2/ 
(Tsolis et al., 2013) 

MetAmyl 

Πεξηνρέο κε ηάζε γηα 

ζπζζσκάησζε - πλαηλεηηθόο 

αιγόξηζκνο 

http://metamyl.genouest.o

rg/ 
(Emily et al., 2013) 

PASTA 2.0 
Καηά δεύγε αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμύ β-θύιισλ 

http://protein.bio.unipd.it/

pasta2/index.html 
(Walsh et al., 2014) 

FISH Μέζνδνη κεραληθήο κάζεζεο 
http://www.comprec.pwr.

wroc.pl/fish/fish.php 
(Gasior and Kotulska, 2014) 

GAP Μέζνδνη κεραληθήο κάζεζεο 
http://www.iitm.ac.in/bioi

nfo/GAP/. 
(Thangakani et al., 2014) 

PrionW 
Ακηλνμηθή ζύζηαζε πινύζηα ζε 

γινπηακίλε θαη αζπαξαγίλε 

http://bioinf.uab.cat/prion

w/ 
(Zambrano et al., 2015) 

SEMBA Δλεξγεηαθνί ππνινγηζκνί 
http://amyloid.cs.mcgill.c

a/semba.php 
(Smaoui et al., 2015) 

Fibpredictor 

Πξνηππνπνίεζε β-δνκήο 

βαζηζκέλε ζε ζηαηηζηηθή 

ζπλάξηεζε βαζκνλόκεζεο 

http://nanohub.org/resour

ces/fibpredictor 

(Tabatabaei Ghomi et al., 

2016) 

 

  

http://aias.biol.uoa.gr/AMYLPRED2/
http://aias.biol.uoa.gr/AMYLPRED2/
http://metamyl.genouest.org/
http://metamyl.genouest.org/
http://protein.bio.unipd.it/pasta2/index.html
http://protein.bio.unipd.it/pasta2/index.html
http://www.comprec.pwr.wroc.pl/fish/fish.php
http://www.comprec.pwr.wroc.pl/fish/fish.php
http://www.iitm.ac.in/bioinfo/GAP/
http://www.iitm.ac.in/bioinfo/GAP/
http://bioinf.uab.cat/prionw/
http://bioinf.uab.cat/prionw/
http://amyloid.cs.mcgill.ca/semba.php
http://amyloid.cs.mcgill.ca/semba.php
http://nanohub.org/resources/fibpredictor
http://nanohub.org/resources/fibpredictor
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2.3.3.3.  Δύξεζε πεξηνρώλ κε ηδηόηεηεο αιιεινπρηώλ-‘ρακαηιένληα’ 

Οη πεξηνξηζκνί πνπ ζέηνπλ νη πεηξακαηηθέο δηαδηθαζίεο θαηά ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο 

ηξηζδηάζηαηεο δνκήο απνηέιεζαλ ην έλαπζκα γηα ηελ αλάπηπμε κεζόδσλ πξόγλσζεο ηεο 

δνκήο από ηελ αθνινπζία.  ηελ πεξίπησζε ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ ε εηεξνγέλεηα 

ηνπο, ηόζν ζε επίπεδν δνκήο, όζν θαη ζε επίπεδν αθνινπζίαο, θαζώο θαη ε αδπλακία 

πεηξακαηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ ηεο δνκήο ηνπο ζηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε, αλάγεη ηηο κεζόδνπο 

πξόγλσζεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ζε έλα εμαηξεηηθά ρξήζηκν εξγαιείν.  εκεηώλεηαη όηη 

ζεκαληηθέο πξνζπάζεηεο έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί ζηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο δνκήο ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ, από δνκέο πνπ αγγίδνπλ ηα όξηα αηνκηθήο δηαθξηηηθόηεηαο κε ρξήζε 

ελαιιαθηηθώλ ηερληθώλ, όπσο ν ππξεληθόο καγλεηηθόο ζπληνληζκόο ζηεξεάο θαηάζηαζεο 

(ssNMR) (Fitzpatrick et al., 2017) ή θξπν-ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία (cryo-EM) (Madine et 

al., 2008), σζηόζν αδηεπθξίληζηνο παξακέλεη αθόκα ν κεραληζκόο ηεο δνκηθήο 

κεηάβαζεο ησλ πξσηετλώλ από ηε θπζηνινγηθή ζηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε.   

Έλα ηζρπξό παξάδεηγκα απνηεινύλ νη all-α ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο ηεο νηθνγέλεηαο 

ησλ απνιηπνπξσηετλώλ, νη νπνίεο απηνζπγθξνηνύληαη πηνζεηώληαο ζηελ ηληδηαθή ηνπο 

θαηάζηαζε ηελ cross-β αξρηηεθηνληθή (Mangione et al., 2001).  Πνιιά βηβιηνγξαθηθά 

δεδνκέλα απνδεηθλύνπλ ηελ ύπαξμε πεξηνρώλ κε ηδηόηεηεο αιιεινπρηώλ-„ρακαηιένληα‟ ζηηο 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο, κία ηδηόηεηα θαηά ηελ νπνία πεπηηδηθά ηκήκαηα εκθαλίδνπλ ηελ 

ηάζε λα ηξνπνπνηνύλ ηε δνκή ηνπο από κε-θαλνληθή ή ειηθνεηδή (α-έιηθα) ζε εθηεηακέλε (β-

θιώλνο).  Σα ηκήκαηα απηά νλνκάδνληαη ελαιιαθηηθά „ζηεξενδηαηαμηθνί δηαθόπηεο‟ 

(Hamodrakas et al., 2007).  Η εύξεζε πεξηνρώλ κε ηδηόηεηεο αιιεινπρηώλ-„ρακαηιένληα‟ 

ζηηο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνλ 

ζπλαηλεηηθό αιγόξηζκν SecStr, έλαλ αιγόξηζκν πξόγλσζεο ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο 

πξσηετλώλ πνπ βξίζθεηαη δηαζέζηκνο γηα ηελ αθαδεκατθή θνηλόηεηα ζηνλ εμππεξεηεηή ηνπ 

Δξγαζηεξίνπ Βηνθπζηθήο θαη Βηνπιεξνθνξηθήο, ηνπ Σνκέα Βηνινγίαο Κπηηάξνπ θαη 

Βηνθπζηθήο, ηνπ Σκήκαηνο Βηνινγίαο, ηνπ Δζληθνύ θαη Καπνδηζηξηθνύ Παλεπηζηεκίνπ 

Αζελώλ.  Η κέζνδνο ζπλδπάδεη ηα απνηειέζκαηα 6 αλεμάξηεησλ κεζόδσλ θαη αλαιύεη ηελ 

αλα θαηάινηπν ηθαλόηεηα γηα ζρεκαηηζκό α-έιηθαο, β-θιώλνπ ή ζηξνθήο.  Η απεηθόληζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ζηελ παξνύζα δηαηξηβή πξαγκαηνπνηείηαη ζε δηζδηάζηαηα ηζηνγξάκκαηα, 

όπνπ ζηνλ άμνλα x θαηαγξάθεηαη ε αθνινπζία θαη ζηνλ άμνλα y θαηαγξάθεηαη ε αλά 

θαηάινηπν ζπλαηλεηηθή πξόγλσζε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο. 
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2.3.3.4. Οπηηθνπνίεζε πξωηεϊληθώλ δνκώλ 

Η νπηηθνπνίεζε ησλ πξσηετληθώλ δνκώλ ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο πξαγκαηνπνηήζεθε 

κε ην πξόγξακκα κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol (Delano, 2005).  Σν ινγηζκηθό PyMol 

παξέρεη κία θηιηθή πιαηθόξκα δηαρείξηζεο δνκώλ κε κία πινύζηα ιίζηα από δηαζέζηκεο 

ιεηηνπξγηθόηεηεο, θαζώο απνηειεί ινγηζκηθό αλνηρηνύ θώδηθα (open-source software).  Οη 

αλαπαξαζηάζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ αλα πεξίπησζε είλαη αλαπαξάζηαζε cartoon ή 

αλαπαξάζηαζε κε βάζε ηα ζηνηρεία δεπηεξνηαγνύο δνκήο (cartoon representation), ε 

αλαπαξάζηαζε ξάβδσλ (sticks representation), ε αλαπαξάζηαζε ηνπ θύξηνπ ζθειεηνύ ηεο 

αιπζίδαο (backbone representation), όπνπ γηα ιόγνπο απιόηεηαο αλαπαξίζηαληαη κόλν νη Cα 

(ηα αζύκκεηξα άηνκα άλζξαθα) ησλ ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ θαη ηέινο ε αλαπαξάζηαζε 

επηθάλεηαο ή κνληέιν ρσξνπιεξσηηθήο αλαπαξάζηαζεο, ζην νπνίν ηα άηνκα αλαπαξίζηαληαη 

κε ζθαίξεο, νη αθηίλεο ησλ νπνίσλ είλαη αλάινγεο κε ηελ αθηίλα van der Waals ηνπ θάζε 

αηόκνπ.  εκαληηθέο ιεηηνπξγηθόηεηεο ηνπ ινγηζκηθνύ PyMol πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη ν 

ππνινγηζκόο απνζηάζεσλ κεηαμύ αζύκκεηξσλ αηόκσλ άλζξαθα ακηλνμηθώλ 

θαηαινίπσλ (ππνινγηζκόο ζε Å) θαη ε θαηαζθεπή γεηηόλσλ κε ζηνηρεία ζπκκεηξίαο ζηνλ 

θξύζηαιιν (symmetry equivalent molecules) (Δηθόλα 82).   

 

  

Δηθόλα 82.  Βαζηθέο ιεηηνπξγηθόηεηεο ηνπ πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol 

(Delano, 2005).  
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2.3.3.5. Γεηθηνδόηεζε αλαθιάζεωλ ζε πεξηζιαζηγξάκκαηα αθηίλωλ-Υ 

Η θξπζηαιιηθόηεηα πνπ θαηαγξάθεηαη ζε πεξηζιαζηγξάκκαηα από πξνζαλαηνιηζκέλεο 

ίλεο πνπ δεκηνπξγνύληαη από ακπινεηδή ηλίδηα κειεηήζεθε πεξαηηέξσ κε ηνλ αιγόξηζκν 

DICVOL06 (Boultif and Louër, 2004).  Η κέζνδνο απνηειεί κία απηνκαηνπνηεκέλε 

δηαδηθαζία δεηθηνδόηεζεο πεξηζιαζηγξακκάησλ πνιπθξπζηαιιηθώλ πιηθώλ, δειαδή 

εξκελείαο ησλ δηαθόξσλ επηπέδσλ νξγάλσζεο ηνπ ππό κειέηε πιηθνύ, ζηνλ ηξηζδηάζηαην 

ρώξν.  Σν αξρείν εηζόδνπ ηνπ αιγνξίζκνπ είλαη έλα απιό αξρείν θεηκέλνπ (.txt) ζην νπνίν 

θαηαγξάθνληαη ην θξπζηαιιηθό ζύζηεκα κειέηεο, ην εύξνο ηνπ επηζπκεηνύ όγθνπ ηεο 

θπςειίδαο θαη νη αλαθιάζεηο.  Η Δηθόλα 83 παξνπζηάδεη έλα αξρείν εηζόδνπ θαη θαηαγξάθεη 

ηηο βαζηθέο παξακέηξνπο πνπ εηζάγεη ν ρξήζηεο.  πλνιηθά νη αλαθιάζεηο ησλ 

πεξηζιαζηγξακκάησλ θαηαγξάθνληαη κε ην εξγαιείν iMosFLM (Leslie and Powell, 2007). 

 

 

Δηθόλα 83.  Αξρείν εηζόδνπ ηνπ πξνγξάκκαηνο απηνκαηνπνηεκέλε δεηθηνδόηεζεο 

DICVOL06 (Boultif and Louër, 2004).   

 

Αληίζηνηρα, ην αξρείν εμόδνπ ηνπ αιγνξίζκνπ πεξηιακβάλεη πνιιαπιέο ιύζεηο νη 

νπνίεο απνδίδνπλ ζπγθεθξηκέλα hkl ζε θάζε αλάθιαζε, γηα ην θξπζηαιιηθό ζύζηεκα πνπ 

θαηαγξάθεηαη ζην αξρείν εηζόδνπ.  πγθεθξηκέλα ζε θάζε ιύζε θαηαγξάθνληαη ην κέγεζνο 

(a, b, c), νη γσλίεο (α, β, γ), ν όγθνο ηεο θπςειίδαο θαη ε ηππηθή απόθιηζε ησλ ηηκώλ (Δηθόλα 

84).  Δπίζεο πεξηιακβάλνληαη νη ηηκέο ησλ αλαθιάζεσλ πνπ εηζάγεη ν ρξήζηεο, θαζώο θαη νη 

ηηκέο ησλ ππνινγηζκέλσλ αλαθιάζεσλ από ην πξόγξακκα. 
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Δηθόλα 84.  Αξρείν εμόδνπ κίαο πηζαλήο ιύζεο ζην νξζνξνκβηθό θξπζηαιιηθό ζύζηεκα. 

 

 

2.3.3.6. Μειέηε κνληέιωλ πεπηηδίωλ-αλαιόγωλ 

Η εξκελεία ησλ πεηξακαηηθώλ απνηειεζκάησλ ησλ πεπηηδίσλ αλαιόγσλ 

επηβεβαηώζεθε, θαηά πεξίπησζε, από ηε βάζε δεδνκέλσλ ZipperDB (Goldschmidt et al., 

2010).  Η βάζε απηή πεξηιακβάλεη ηξηζδηάζηαηεο πξόηππεο δνκέο εμαπεπηηδίσλ κε ηάζε λα 

ζρεκαηίδνπλ ζηεξενδηαηαμηθά θεξκνπάξ, πνπ πξνθύπηνπλ κε εθαξκνγή ηεο κεζόδνπ ηεο 

ύθαλζεο αθνινπζηώλ (threading).  Ωο πξόηππε δνκή γηα ηε δεκηνπξγία ησλ κνληέισλ 

ρξεζηκνπνηείηαη ε θξπζηαιινγξαθηθά πξνζδηνξηζκέλε δνκή ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ ηεο 

δύκεο NNQQNY (Nelson et al., 2005), ελώ νη απηνκαηνπνηεκέλνη ελεξγεηαθνί ππνινγηζκνί 

πξαγκαηνπνηνύληαη κε ηε βνήζεηα ηνπ πξνγξάκκαηνο Rosetta-Design (Leaver-Fay et al., 

2011). 
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3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ & ΤΕΖΣΖΖ 

 

Σα απνηειέζκαηα ηεο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο πνπ παξνπζηάδνληαη αθνινύζσο 

ρσξίδνληαη ζε 6 δηαθξηηέο ελόηεηεο.  Η 1
ε
 ελόηεηα αθνξά κία ζπζηεκαηηθή πξνζέγγηζε κε 

ηελ νπνία θαηεπζύλακε ηε δεκηνπξγία ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Οη ελόηεηεο 2 – 6 αθνξνύλ ηελ πεηξακαηηθή κειέηε ηεο δνκήο 

θαη ηεο απηνζπγθξόηεζεο δηαθνξεηηθώλ πξσηετληθώλ ζπζηεκάησλ κε κία πνηθηιία 

Βηνθπζηθώλ θαη Βηνρεκηθώλ κεζνδνινγηώλ, όπσο  1) Πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ, 2) Ηιεθηξνληθή 

Μηθξνζθνπία Γηέιεπζεο, 3) Φαζκαηνζθνπία Τπεξεξύζξνπ, 4) Πνισηηθή Μηθξνζθνπία, 5) 

Αιιαγέο ζην pH, ηε ζεξκνθξαζία, ηελ ηνληηθή ηζρύ, ην δηαιύηε θ.α.  Ωζηόζν, όπσο 

αλαθέξεηαη θαη ζηελ Δλόηεηα 1, ε νκάδα ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετληθώλ κνξίσλ 

απνηειείηαη από πξσηεΐλεο πνπ δηαθέξνπλ ηόζν ζε επίπεδν αθνινπζίαο όζν θαη ζε επίπεδν 

δνκήο.  Έηζη ζεκεηώλεηαη όηη, θαηά ηελ πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε ησλ παξαπάλσ ζπζηεκάησλ 

ιήθζεθαλ ππόςε νη ηδηαηηεξόηεηεο ηνπ θάζε πξσηετληθνύ κνξίνπ θαη επνκέλσο 

ρξεζηκνπνηήζεθε δηαθνξεηηθή ζηξαηεγηθή αληηκεηώπηζεο ησλ εξεπλεηηθώλ εξσηεκάησλ, 

παξόηη ε κεζνδνινγία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ – ζε γεληθέο γξακκέο – θνηλή. 

  

Κεθάιαην ΗΗΗ 
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3.1. Γίθηπν Αιιειεπηδξάζεωλ ηωλ Ακπινεηδνγόλωλ Πξωηεϊλώλ 

Σα δίθηπα αιιειεπηδξάζεσλ είλαη κία ζπζηεκαηηθή πξνζέγγηζε πνπ ρξεζηκνπνηείηαη 

επξέσο, ζε κία πξνζπάζεηα καθξνζθνπηθήο παξαηήξεζεο ηεο βηνινγηθήο πνιππινθόηεηαο 

(Bader et al., 2008; Cusick et al., 2005; Vidal, 2005).  Η εθαξκνγή ηεο ζεσξίαο γξάθσλ θαη 

ζπγθεθξηκέλα ηα δίθηπα αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ πξσηετλώλ, κπνξνύλ λα απνθαιύςνπλ ηνλ 

ηξόπν κε ηνλ νπνίν δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο αιιειεπηδξνύλ γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε 

βηνινγηθώλ δηεξγαζηώλ ζην εζσηεξηθό ηνπ θπηηάξνπ θαη λα απνηειέζνπλ κηα πνιύηηκε πεγή 

πιεξνθνξηώλ γηα ηελ θαιύηεξε θαηαλόεζε ηεο ιεηηνπξγηθήο νξγάλσζεο ηνπ πξσηεώκαηνο.  

πλάκα, είλαη ζεκαληηθά ζπκπιεξώκαηα ζηελ πξσηεσκηθή, θαζώο ε θαηαλόεζε ησλ 

αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ έρεη ζπλεηζθέξεη ζεκαληηθά ζηελ 

επίιπζε πνιιώλ πξνβιεκάησλ ζηε βηνινγηθή θαη ηαηξηθή έξεπλα (Gunsalus et al., 2005; 

Rhodes and Chinnaiyan, 2005; Stelzl et al., 2005), έρεη ήδε ρξεζηκνπνηεζεί σο νδεγόο 

επηπιένλ ζηνρεπκέλσλ πεηξακάησλ (Rual et al., 2005), ελώ εηδηθόηεξα, ζπκβάιιεη ζηελ 

θαηαλόεζε ησλ κνξηαθώλ κεραληζκώλ πνπ ππξνδνηνύλ ηελ εκθάληζε δηαθόξσλ αλζξώπηλσλ 

αζζελεηώλ (Ge et al., 2003; Petta et al., 2016).   

Έλα ζέκα ειιηπώο κειεηεκέλν είλαη νη αιιειεπηδξάζεηο πξσηετλώλ-πξσηετλώλ πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηηο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο, θαζώο θαη κε ηηο παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο 

ζηηο νπνίεο απηέο εκπιέθνληαη.  ήκεξα, κεξηθέο κόλν κειέηεο έρνπλ ρξεζηκνπνηήζεη ηε 

ζεσξία γξάθσλ γηα λα κειεηήζνπλ ζπζηεκαηηθά ηε λόζν ηνπ Alzheimer (Chen et al., 2006; 

Goni et al., 2008; Rao et al., 2014), ηε λόζν ηνπ Huntington (Tourette et al., 2014) θαη γηα λα 

θαηαζθεπάζνπλ ην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ηεο πξνδξόκνπ ακπινεηδνγόλνπ πξσηεΐλεο 

(Amyloid precursor protein – APP) (Bai et al., 2008; Silva et al., 2015; Virok et al., 2011).   

Βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα ππνζηεξίδνπλ ηελ ζπλ-ελαπόζεζε πεξηζζόηεξσλ ηνπ ελόο 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ ζηελ εμέιημε δηαθνξεηηθώλ ακπινεηδώζεσλ.  Ο βαζκόο, όκσο, 

ζηνλ νπνίν ε ζπλεύξεζε ησλ πξσηετληθώλ ζπζηαηηθώλ ζηηο ακπινεηδείο πιάθεο επεξεάδεη 

ηελ εμέιημε θάζε ακπινείδσζεο, κε ηε ζπκκεηνρή ησλ „θαηλνκεληθά‟ κε-ζπζρεηηδόκελσλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, παξακέλεη άγλσζηνο.  Πεηξάκαηα αλνζντζηνρεκείαο 

απνδεηθλύνπλ όηη καδί κε ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ Αβ πεπηηδίνπ, πνπ είλαη ην θύξην 

ζπζηαηηθό πνπ ζπλαζξνίδεηαη ζηνλ εγθέθαιν ησλ αζζελώλ πνπ πάζρνπλ από ηε λόζν ηνπ 

Alzheimer, ζπλ-ελαπνηίζεληαη θαη άιιεο πξσηεΐλεο, σο δεπηεξεύνληα αιιά ζαθώο 

κεηξήζηκα „ζπζηαηηθά‟ ησλ ακπινεηδώλ πιαθώλ.  Αθόκα, ζηε ζπζηεκηθή ακπινείδσζε ηεο 

ηξίηεο ειηθίαο (Senile Systemic Amyloidosis) θαηαγξάθεηαη ε ζπλεξγαηηθή δξάζε πνιιώλ 

απνιηπνπξσηετλώλ, θαζώο θαη ηεο ηξαλζζπξεηίλεο (Bergstrom et al., 2004; de Sousa et al., 
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2000), ελώ εθηόο από ηελ ελαπόζεζε ηνπ ζπζζσκαησκέλνπ Αβ πεπηηδίνπ ζηελ αζζέλεηα ηνπ 

Alzheimer, θπξηαξρνύλ θαη άιια ακπινεηδνγόλα πξσηετληθά ζπζηαηηθά, όπσο ε θπζηαηίλε 

C, ε ηξαλζζπξεηίλε θαη ε γθειζνιίλε (Levy et al., 2001).  Πεηξακαηηθέο κειέηεο ηα 

ηειεπηαία δέθα ρξόληα επηρεηξνύλ λα δηεξεπλήζνπλ θαη λα εμεγήζνπλ ην ζπλεξγαηηθό απηό 

θαηλόκελν κεηαμύ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (Morales et al., 2013).  In vitro 

πεηξάκαηα απνδεηθλύνπλ ηελ ηθαλόηεηα π.ρ. ηνπ Αβ πεπηηδίνπ λα ζπκβάιιεη ζηελ ππξήλσζε 

ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο (Tsigelny et al., 2008), ηεο πξσηεΐλεο tau (Guo et al., 2006) ή ησλ prion 

(Morales et al., 2010), ελώ αληίζηνηρα πεηξάκαηα έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί ζε πνιιέο θαιά 

ραξαθηεξηζκέλεο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο (Ulbrich et al., 2014; Westermark and 

Westermark, 2008; Yan et al., 2007).  Δθηόο από ηα in vitro πεηξάκαηα, δνθηκέο ζε 

δηαγνληδηαθά δσηθά κνληέια απέδεημαλ ηε ζπλ-ελαπόζεζε ηνπ Αβ πεπηηδίνπ κε ηηο πξσηεΐλεο 

tau (Gotz et al., 2001) ή ηα prion (Morales et al., 2010).   

Ο ξόινο ησλ ζπλαζξνηδόκελσλ απηώλ πξσηετλώλ δελ έρεη απνζαθεληζηεί, κε 

βεβαηόηεηα όκσο ζήκεξα κπνξεί θαλείο λα ππνζηεξίμεη όηη νη παξαπάλσ πξσηεΐλεο 

εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα αιιειεπηδξνύλ.  Δπνκέλσο, κία θξπθή πξννπηηθή πξνβάιιεη από 

απηή ηε κνξηαθή ζπζρέηηζε· ε ηάζε ππξήλσζεο κεηαμύ δηαθνξεηηθώλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ κπνξεί λα εμεγήζεη κεραληζηηθά ηνλ ηξόπν κε ηνλ νπνίν κε-θπζηνινγηθά 

δηπισκέλεο πξσηεΐλεο ζπλεπαπνηίζεληαη θαη λα πξνηείλεη πηζαλνύο, ειθπζηηθνύο 

ππνςεθίνπο γηα ηελ αλάπηπμε λέσλ ζεξαπεπηηθώλ ηαθηηθώλ.  πγθεθξηκέλα, παξάδεηγκα 

απνηειεί ν ιεηηνπξγηθόο ραξαθηήξαο ηεο ζπλ-ελαπόζεζεο ηεο ακπινεηδνγόλνπ Κπζηαηίλεο C 

ζε αζζελείο κε Alzheimer‟s, θαζώο ε εμεηδηθεπκέλε αιιειεπίδξαζε ηεο κε ην πεπηίδην Αβ 

βξέζεθε λα αλαζηέιιεη ηνλ νιηγνκεξηζκό ηεο δεύηεξεο πξνζηαηεύνληαο ηνλ εγθέθαιν από 

ηελ επαγόκελε θπηηαξνηνμηθόηεηα (Levy, 2008; Levy et al., 2001).   

ηηο παξαθάησ ελόηεηεο παξνπζηάδεηαη κία ζπζηεκαηηθή πξνζέγγηζε ζηε κειέηε ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ε νπνία νδήγεζε ζηε δεκηνπξγία ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ 

ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (Δηθόλα 85).  Σν δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ 

θαηαζθεπάδεηαη θαη αμηνινγείηαη κε βάζε ηε ζεσξία γξάθσλ, ελώ παξνπζηάδεη 

καθξνζθνπηθά ηελ αιιειεπίδξαζε κεηαμύ „θαηλνκεληθά‟ κε-ζπζρεηηδόκελσλ πξσηετληθώλ 

κνξίσλ πνπ εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα δεκηνπξγνύλ ακπινεηδή ηλίδηα, θάησ από κε 

θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο. 
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Δηθόλα 85.  Σν δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Σν δίθηπν απνηειείηαη 

από 353 θόκβνπο, ζπλδεδεκέλνπο κε 1178 αθκέο θαη 4 κε-ζπλδεδεκέλνπο θόκβνπο.  Σα δεδνκέλα 

αιιειεπηδξάζεσλ ζπγθεληξώζεθαλ από ηε βάζε δεδνκέλσλ IntAct (Hermjakob et al., 2004) θαη 

νπηηθνπνηήζεθαλ κε ην εξγαιείν Cytoscape (Shannon et al., 2003).  Οη πξσηεΐλεο παξνπζηάδνληαη σο 

θόκβνη θαη νη αιιειεπηδξάζεηο σο αθκέο.  Οη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ in 

vivo ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ παξνπζηάδνληαη κε θόθθηλνπο κεγάινπο θόκβνπο, ελώ νη 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ in vitro ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ ή νη 

πξσηεΐλεο ζπζρεηηδόκελεο κε ηνλ in vivo ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ άιισλ πξόδξνκσλ κνξίσλ 

παξνπζηάδνληαη κε θίηξηλνπο -κεζαίνπ κεγέζνπο- θόκβνπο.  Οη πξσηεΐλεο-ζπλνδνί ζεκαίλνληαη κε 

κπιε γξακκή.  Σα ζρήκαηα ησλ θόκβσλ αιιάδνπλ γηα ηελ πεξηγξαθή ζηελσπώλ (ηεηξάγσλνο 

θόκβνο), θεληξηθώλ θόκβσλ (ηξίγσλνο θόκβνο), θόκβσλ κε ηαπηόρξνλα ραξαθηεξηζηηθά ζηελσπνύ 

θαη θεληξηθνύ θόκβνπ (θόκβνο δηακάληη). 
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3.1.1. Καηαζθεπή ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεωλ  

Γηα ηελ θαηαζθεπή ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, 

ζπγθεληξώζεθαλ θαιά ραξαθηεξηζκέλεο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ in vivo 

ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ από ηε ιίζηα πξσηετλώλ πνπ δεκνζηεύζεθε ην 2014 

(Sipe et al., 2014).  Από ηε ιίζηα απηή εμαηξέζεθαλ ην πεπηηδηθό αληηξεηξντθό θάξκαθν 

Enfuvirtide (D'Souza et al., 2014), θαζώο θαη νη ειαθξηέο θαη βαξηέο αιπζίδεο ηεο 

αλνζνζθαηξίλεο.  πγθεθξηκέλα, ε εμαίξεζε ησλ αλνζνζθαηξηλώλ (Isobe, 1993) 

πξαγκαηνπνηήζεθε ιόγσ ηεο πνηθηινκνξθίαο πνπ παξνπζηάδνπλ ζηνλ αλζξώπηλν πιεζπζκό 

θαη ηηο πνιιαπιέο εγγξαθέο πνπ ζπλαληάκε ζηε βάζε πξσηετληθώλ αθνινπζηώλ UniProtΚΒ 

(UniProt, 2015).  Σν ηειηθό ζύλνιν δεδνκέλσλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε πεξηειάκβαλε 28 

πξσηεΐλεο, γηα ηηο νπνίεο ζπγθεληξώζεθαλ δεδνκέλα αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ-

πξσηετλώλ από ηε βάζε δεδνκέλσλ πεηξακαηηθά πξνζδηνξηζκέλσλ αιιειεπηδξάζεσλ IntAct 

(Hermjakob et al., 2004).  Ο Πίλαθαο 12 παξνπζηάδεη ην ζύλνιν δεδνκέλσλ, θαη 

ζπγθεθξηκέλα, ηα νλόκαηα ηεο πξόδξνκεο κνξθήο ηεο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ 

ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ, ζε ζπγθεθξηκέλεο παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο, ηηο 

ζπληνκνγξαθίεο ηνπο ζύκθσλα κε ηε δεκνζίεπζε ηεο (Sipe et al., 2014), θαζώο θαη ηνπο 

θσδηθνύο ησλ εγγξαθώλ ζηε βάζε πξσηετληθώλ αιιεινπρηώλ UniProtΚΒ.   

Από ηε ζπιινγή ησλ αιιειεπηδξάζεσλ πξνέθπςε ην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, ην νπνίν ζπλνιηθά απνηειείηαη από 353 ζπλδεδεκέλνπο 

θόκβνπο κε 1178 αθκέο θαη 4 κε-ζπλδεδεκέλνπο θόκβνπο (Δηθόλα 85).  Σν δίθηπν 

απνηειεί έλαλ απιό, κε θαηεπζπλόκελν γξάθν, θαζώο ζηελ πεξίπησζε ησλ πεηξακαηηθώλ 

αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ-πξσηετλώλ πνπ ζπιιέρζεθαλ δελ ππάξρεη θαηεύζπλζε.  Οη 

θόκβνη αθνξνύλ 357 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο θαη νη αθκέο αλαπαξηζηνύλ ηηο 

αιιειεπηδξάζεηο ηνπο.  Οη 23 από ηηο 28 ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο ηνπ αξρηθνύ ζπλόινπ 

δεδνκέλσλ βξίζθνληαη ζην δίθηπν θαη δνκνύλ έλα εληαίν ζπλδεδεκέλν ζηνηρείν (giant 

connected component) (Δηθόλα 85, θόθθηλνη θόκβνη), ελώ εληνπίδνληαη θαη 13 πξσηεΐλεο πνπ 

ζρεηίδνληαη είηε κε ηελ in vitro δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ, είηε είλαη πξσηεΐλεο 

ζπζρεηηδόκελεο κε ηνλ in vivo ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ άιισλ πξόδξνκσλ κνξίσλ 

(Δηθόλα 85, θίηξηλνη θόκβνη).  Μεηαμύ απηώλ βξίζθνληαη πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε 

δεκηνπξγία ελδνθπηηαξηθώλ εγθιείζησλ (Tau, Actin, NACP, HD) (Sipe et al., 2014), θαζώο 

θαη πξσηεΐλεο άκεζα ζπζρεηηδόκελεο κε ηελ εκθάληζε ηεο λόζνπ ηνπ Alzheimer (Apo-E, PS-

1, PS-2, Tau) (Carter, 2005).  Ο Πίλαθαο 13 παξνπζηάδεη ηα νλόκαηα ησλ πξόδξνκσλ 

κνξθώλ 13 πξσηετλώλ.   
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Πίλαθαο 12.  Σν ζύλνιν δεδνκέλσλ θαιά ραξαθηεξηζκέλσλ πξσηετλώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε 

ηελ in vivo ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ όπσο πεξηγξάθνληαη ζηε ιίζηα πξσηετλώλ ηεο 

Γηεζλνύο Έλσζεο Ακπινεηδώζεσλ, πνπ δεκνζηεύζεθε ην 2014 (Sipe et al., 2014). 

Όλνκα πξόδξνκεο πξσηεΐλεο πληνκνγξαθίεο UniProt AC 

Amyloid beta A4 protein Aβ P05067 

Apolipoprotein A-I AApoAI P02647 

Apolipoprotein A-II AApoAII P02652 

Apolipoprotein A-IV AApoAIV P06727 

Beta-2-microglobulin Aβ2M P61769 

Calcitonin ACal P01258 

Corneodesmosin ACor Q15517 

Cystatin-C ACys P01034 

Fibrinogen alpha chain Afib P02671 

Galectin 7 AGal P47929 

Gelsolin AGel P06396 

Insulin AIns P01308 

Integral membrane protein 2B ABri/ ADan Q9Y287 

Islet Amyloid Polypeptide AIAPP P10997 

Kerato-epithelin Aker Q15582 

Lactadherin AMed Q08431 

Lactoferrin ALac P02788 

Leukocyte cell-derived chemotaxin-2 ALECT2 O14960 

Lysozyme C Alys P61626 

Major prion protein APrP P04156 

Natriuretic peptides A AANF P01160 

Odontogenic Ameloblast-Associated 

Protein 

AOAAP A1E959 

Prolactin APro P01236 

Pulmonary surfactant associated  

protein C 

APSP P11686 

Semenogelin-1 ASem1 P04279 

Serum amyloid A-1 AA1 P0DJI8 

Serum amyloid A-2 AA2 P0DJI9 

Transthyretin ATTR P02766 
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Πίλαθαο 13.  Σν ζύλνιν ησλ πξσηετλώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ in vitro ελαπόζεζε 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ εληνπίζηεθαλ ζην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ. 

Όλνκα πξόδξνκεο πξσηεΐλεο πληνκνγξαθίεο UniProt AC 

Πξωηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ in vitro ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίωλ 

alpha beta Crystallin (ABC) HspB5 P02511 

alpha-Synuclein NACP P37840 

Apolipoprotein C-II Apo-CII P02655 

Caspase-3 precursor CASP-3 P42574 

Cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator 

CFTR P13569 

Huntingtin (Polyq expanded) HD P42858 

Presenilin 1 PS-1 P49768 

Presenilin 2 PS-2 P49810 

Spectrin SH3 Spectrin Q13813 

Tau Tau P10636 

Πξωηεΐλεο ζπζρεηηδόκελεο κε ηελ in vivo ελαπόζεζε ακπινεηδώλ 

 ηληδίωλ άιιωλ ακπινεηδνγόλωλ κνξίωλ 

Actin, cytoplasmic 1 Actin P60709 

Apolipoprotein E Apo-E P02649 

Ataxin 1 Ataxin-1 P54253 

 

εκεηώλεηαη όηη ε πξνιαθηίλε (APro) κία νξκόλε ηνπ πξόζζηνπ ινβνύ ηεο ππόθπζεο, 

γλσζηή γηα ηελ ελαπόζεζή ηεο κε ηε κνξθή ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Westermark et al., 1997), 

δελ θαηόξζσζε λα εληαρζεί ζην δίθηπν, ελώ ε κόλε αιιειεπίδξαζε πνπ εληνπίζηεθε ήηαλ 

εθείλε κε ηνλ ππνδνρέα ηεο (Δηθόλα 85, δεμηά).  Απηή ε „απνκόλσζε‟ κίαο ηόζν ζεκαληηθήο 

νξκόλεο, καδί κε ηελ αληθαλόηεηα ηεο ακπιίλεο (AIAPP) λα εληαρζεί ζην εληαίν 

ζπλδεδεκέλν ζηνηρείν ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ είλαη αμηνζεκείσηε (Maji et al., 

2009).  Δηδηθόηεξα, ε αδπλακία έληαμεο ηεο ακπιίλεο (AIAPP) ζην δίθηπν επηβεβαηώλεη ηα 

βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα, θαζώο κέρξη ζήκεξα δελ έρεη θαηαγξαθεί πεηξακαηηθά θάπνηα 

ζπγθεθξηκέλε αιιειεπίδξαζε κεηαμύ ηεο ακπιίλεο θαη άιινπ πξσηετληθνύ κνξίνπ, παξόηη 

απνηειεί κία εθηελώο κειεηεκέλε πεπηηδηθή νξκόλε.  Από ηελ άιιε κεξηά ηόζν ε 

ακπινεηδήο πξσηεΐλε ηνπ πιάζκαηνο 1 (AA1) όζν θαη ε ακπινεηδήο πξσηεΐλε ηνπ πιάζκαηνο 

2 (ΑΑ2), παξόηη είλαη ζεκαληηθά ζπζηαηηθά ησλ ζπκπιεγκάησλ ιηπνπξσηετλώλ πςειήο 
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ππθλόηεηαο (HDL -High Density Lipoprotein) θαη είλαη πξσηεΐλεο πνπ απηνζπγθξνηνύληαη 

ζε ακπινεηδή ηλίδηα έπεηηα από κεξηθή πξσηεόιπζε (Lu et al., 2014), δελ έρνπλ 

θαηαγεγξακκέλε θακία άκεζε αιιειεπίδξαζε ζηε βάζε πξσηετληθώλ αιιειεπηδξάζεσλ 

IntAct.  Δπνκέλσο, εθ πξώηεο όςεσο ην δίθηπν πνπ πξνέθπςε απνδεηθλύεη ηε ζπζρέηηζε 

κεηαμύ ηεο πιεηνςεθίαο ησλ πξνεγνπκέλσο κε ζπζρεηηδόκελσλ in vivo αιιά θαη in vitro 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ. 

 

 

3.1.2. Αλάιπζε ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεωλ κε ηε ζεωξία γξάθωλ 

Μία από ηηο πην απνδνηηθέο πξνζεγγίζεηο γηα ηελ αμηνιόγεζε ηνπ δηθηύνπ 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, αιιά θαη γηα ηελ εμαγσγή ζεκαληηθώλ 

βηνινγηθώλ ζπκπεξαζκάησλ από ηε δνκή ηνπ δηθηύνπ είλαη ν ππνινγηζηηθόο ππνινγηζκόο 

ησλ ηνπνινγηθώλ παξακέηξσλ, πνπ βαζίδνληαη ζηε ζεσξία γξάθσλ.  Γηα ηε κειέηε ηνπ 

δηθηύνπ ππνινγίζηεθαλ αξρηθά απιέο παξάκεηξνη όπσο ν ζπληειεζηήο νκαδνπνίεζεο 

(clustering coefficient - CC), ην κέζν κήθνο κνλνπαηηνύ (average path length - CPL), ε 

ππθλόηεηα (network density) θαη ε θεληξηθόηεηα ηνπ δηθηύνπ (network centralization).  

Έλαο ηπραίνο γξάθνο κε ηνλ ίδην αξηζκό θόκβσλ θαη αθκώλ ρξεζηκνπνηήζεθε σο „κνληέιν 

ειέγρνπ‟ γηα λα εμαρζνύλ ζπκπεξάζκαηα ζρεηηθά κε ζπγθεθξηκέλα ηνπνινγηθά γλσξίζκαηα 

ηνπ δηθηύνπ καο.   

ε γεληθέο γξακκέο, ζηα βηνινγηθά ζπζηήκαηα ζπλαληώληαη ηα δίθηπα κηθξνύ θόζκνπ 

(small-world graphs) πνπ πεξηγξάθνπλ δίθηπα ζηα νπνία κπνξνύκε λα θηάζνπκε ζε έλαλ 

θόκβν δηαζρίδνληαο έλα κηθξό αξηζκό αθκώλ.  Η ηδηόηεηα ζπλαληάηαη ζε δίθηπα κε κηθξό 

κέζν κήθνο κνλνπαηηνύ θαη πςειό ζπληειεζηή νκαδνπνίεζεο, όηαλ απηά ζπγθξίλνληαη κε 

έλαλ ηπραίν γξάθν (Fronczak et al., 2004).  Αθόκα, έλα ζεκαληηθό ζηνηρείν ησλ βηνινγηθώλ 

δηθηύσλ είλαη όηη είλαη δίθηπα αλεμάξηεηα-θιίκαθαο, δειαδή ε πηζαλόηεηα έλαο θόκβνο 

ζην δίθηπν λα αιιειεπηδξά κε k άιινπο θόκβνπο αθνινπζεί ην λόκν ηεο δύλακεο 

𝑷 𝒌 ~ 𝒌−𝜸, όπνπ γ είλαη κία πξαγκαηηθή ζηαζεξά (Li et al., 2007).   

πλνιηθά, ε αλάιπζε ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ κε ηε ζεσξία γξάθσλ απνθαιύπηεη ηε ζεκαληηθή ζπλεηζθνξά ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ ζην δίθηπν.  
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3.1.2.1. Απιέο ηνπνινγηθέο παξάκεηξνη 

ην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ κε θεληξηθόηεηα θνληά 

ζην 0 (0.219), ηόζν ν ζπληειεζηήο νκαδνπνίεζεο (CC = 0.185), όζν θαη ην ραξαθηεξηζηηθό 

κήθνο κνλνπαηηνύ (CPL = 3.083) πιεξνύλ ηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ δηθηύσλ κηθξνύ θόζκνπ, 

ζπγθξηλόκελα πάληα κε ην „κνληέιν ειέγρνπ‟ (CC = 0.003, CPL = 3.290), ζεκαηνδνηώληαο 

όηη απαηηείηαη κηθξόο αξηζκόο βεκάησλ (πεξίπνπ 3 βήκαηα) γηα λα θηάζνπκε από ηε κία 

ακπινεηδνγόλν πξσηεΐλε ζηελ επόκελε (Δηθόλα 86).  Αθόκα, θαηά ηε κέηξεζε ηεο 

ππθλόηεηαο ηνπ δηθηύνπ (D = 0.019) ε ηηκή βξέζεθε κηθξόηεξε από 0.1, έλα απνηέιεζκα πνπ 

βξίζθεηαη ζε ζπκθσλία κε ηα αξαηά ζπλδεδεκέλα βηνινγηθά δίθηπα (Leclerc, 2008; 

Pavlopoulos et al., 2011a).  Δπνκέλσο, ην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ππαθνύεη ζηηο ηδηόηεηεο ησλ δηθηύσλ κηθξνύ θόζκνπ (Xiao Fan and 

Guanrong, 2003) (κηθξό κέζν κήθνο κνλνπαηηνύ θαη πςειόο ζπληειεζηή νκαδνπνίεζεο).  

εκαληηθνί θόκβνη πνπ εκπιέθνληαη ζε έλαλ κεγάιν αξηζκό αιιειεπηδξάζεσλ, νλνκάδνληαη 

θεληξηθνί θόκβνη θαη είλαη πξσηεΐλεο πνπ επεξεάδνπλ ηελ αθεξαηόηεηα ηνπ δηθηύνπ.  Ο 

Πίλαθαο 14 θαηαγξάθεη ηηο 20 πξώηεο πξσηεΐλεο - θεληξηθνύο θόκβνπο ηνπ δηθηύνπ. 

 

 

Δηθόλα 86.  Σκήκα ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ κε έκθαζε 

ζηελ αιιειεπίδξαζε Αβ – ATTR – AΑpoAI.  Tν πεπηίδην Αβ κπνξεί λα ζπζρεηηζηεί κε ηελ 

ηξαλζζπξεηίλε (ATTR), δηαζρίδνληαο ηελ απνιηπνπξσηεΐλε ΑΙ (AApoAI) ζε κόλν δύν 

βήκαηα, επηβεβαηώλνληαο πεηξακαηηθά δεδνκέλα, πνπ ππνδεηθλύνπλ ηε ζεκαληηθή δξάζε 

ηεο ηξαλζζπξεηίλεο σο βηνδείθηε ηεο λόζνπ ηνπ Alzheimer (Velayudhan et al., 2012).   
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3.1.2.2. ύλζεηεο ηνπνινγηθέο παξάκεηξνη 

Η θαηαλνκή βαζκνύ ησλ θόκβσλ (node degree distribution) είλαη ε πην ζεκαληηθή 

παξάκεηξνο ησλ δηθηύσλ αλεμάξηεησλ θιίκαθαο (Barabasi and Albert, 1999).  ηελ 

πεξίπησζή καο, ε θαηαλνκή βξέζεθε λα είλαη ηεο κνξθήο: 

𝑃 𝑘 = 117.86 𝑘−1.236  

 

ύκθσλα κε απηό ην εύξεκα, ην δίθηπν έρεη ηδηόηεηεο δηθηύνπ αλεμάξηεηνπ θιίκαθαο θαη 

εηδηθόηεξα απνηειείηαη από ιίγνπο θεληξηθνύο θόκβνπο (hubs) (Δηθόλα 85, θόκβνη ηξίγσλα 

θαη δηακάληηα) πνπ δηαζπλδένληαη κε πνιινύο απινύο θόκβνπο (Δηθόλα 87, επάλσ αξηζηεξά 

ηεηαξηεκόξην).  Οη θεληξηθνί θόκβνη θαίλεηαη λα παίδνπλ θαζνξηζηηθό ξόιν ζην δίθηπν, 

θαζώο ε ηηκή ηνπ γ είλαη κηθξόηεξε ηνπ δύν (γ < 2) (Barabasi and Oltvai, 2004).  Έηζη, 

πηζαλή θαηαζηξνθή ησλ θεληξηθώλ θόκβσλ κπνξεί λα νδεγήζεη ζε θαηάξξεπζε ηνπ δηθηύνπ 

(Zotenko et al., 2008).   

 

 
Δηθόλα 87.  Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε ηεο θαηαλνκή ηνπ βαζκνύ θόκβνπ (node degree) γηα 

ην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Η θαηαλνκή αθνινπζεί ην 

λόκν δύλακεο θαη ππνδειώλεη όηη ην δίθηπν έρεη ραξαθηεξηζηηθά δηθηύνπ αλεμάξηεην από 

θιίκαθα (scale-free network). 
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Γεληθά, δίθηπα πνπ εκπινπηίδνληαη από πνιινύο θεληξηθνύο θόκβνπο εκθαλίδνληαη 

ηζρπξά, ζηελ ηπραία απαινηθή θόκβσλ θαη νη παξεκβάζεηο απηέο δύζθνια δηαηαξάζζνπλ ην 

κέζν κήθνο κνλνπαηηνύ (CPL).  Ωζηόζν, ε απνκάθξπλζε ζπγθεθξηκέλσλ θεληξηθώλ 

θόκβσλ κπνξεί λα είλαη κνηξαία γηα ηελ επξσζηία ηνπ δηθηύνπ. Παξάδεηγκα απνηειεί ην 

ε prion πξσηεΐλε (APrP) ζην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, ε 

απαινηθή ηεο νπνίαο κπνξεί λα αιιάμεη δξαζηηθά ην κέζν κήθνο κνλνπαηηνύ ηνπ δηθηύνπ 

(Δηθόλα 88).   

 

 
Δηθόλα 88.  Σκήκα ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ κε έκθαζε 

ζηηο αιιειεπηδξάζεηο ηεο APrP. 

 

ε έλα δίθηπν εθηόο από ηνπο θεληξηθνύο θόκβνπο, κεγάιε ζεκαζία έρνπλ θαη νη 

ελδηάκεζνη θόκβνη πνπ ζπλδένπλ ηνπο θεληξηθνύο θόκβνπο θαη νλνκάδνληαη ζηελσπνί ή 

bottlenecks.  πσο θαίλεηαη θαη ζηελ Δηθόλα 85 πνιιέο πξσηεΐλεο δξνπλ σο γέθπξεο, 

ζπλδένληαο άκεζα πνιιέο –άιινηε– κε ζπζρεηηδόκελεο πξσηεΐλεο ζην δίθηπν, απμάλνληαο 

έηζη ηε ζπλδεζηκόηεηα ηνπ δηθηύνπ.  Σν δηάγξακκα ζηελ Δηθόλα 89 απνδεηθλύεη όηη ιίγνη 

θόκβνη ηνπ δηθηύνπ κε ελδηάκεζε θεληξηθόηεηα > 0.05 εκθαλίδνπλ κεγάιν αξηζκό γεηηόλσλ.  

Η επίδξαζε απηώλ ησλ πξσηετλώλ - „κεζνιαβεηώλ‟ εθθξάδεηαη κε ηνλ πςειό βαζκό 

ελδηάκεζεο θεληξηθόηεηαο (betweeness centrality), ζεκαηνδνηώληαο ην ξόιν ηνπο σο 

ζηελσπνύο, δειαδή σο ζεκαληηθά ζπλδεηηθά ζεκεία γηα ηελ επηθνηλσλία άιισλ ζεκαληηθώλ 
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πξσηετλώλ ζην δίθηπν, όπσο είλαη νη θεληξηθνί θόκβνη (Jalili et al., 2015; Joy et al., 2005). Ο 

Πίλαθαο 15 θαηαγξάθεη ηηο 20 πξσηεΐλεο-ζηελσπνύο ηνπ δηθηύνπ.   

 

 
Δηθόλα 89.  Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε ηεο θαηαλνκή ηεο ελδηάκεζεο θεληξηθόηεηαο 

(betweenness centrality) γηα ην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  

Οη πξσηεΐλεο-ζηελσπνί εληνπίδνληαη ζην επάλσ δεμηά ηεηαξηεκόξην ηνπ δηαγξάκκαηνο. 

 

Αλάκεζα ζηηο ηνπνινγηθέο παξακέηξνπο πνπ επηζεκάλζεθαλ παξαπάλσ, ν βαζκόο 

θόκβνπ θαη ε ελδηάκεζε θεληξηθόηεηα κειεηήζεθαλ εθηελώο θαη έγηλε κία πξνζπάζεηα 

ζπζρέηηζήο ηνπο κε ηελ ηνπνινγηθή ζέζε ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ ζην δίθηπν 

(Δηθόλα 85).  πλνιηθά, 15 πξσηεΐλεο εληνπίζηεθαλ ηόζν κε ραξαθηεξηζηηθά θεληξηθνύ 

θόκβνπ όζν θαη κε ραξαθηεξηζηηθά ζηελσπνύ (Δηθόλα 85, ηεηξάγσλνο θόκβνο, ηξίγσλνο 

θόκβνο, θόκβνο δηακάληη).  Από απηέο, 5 ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο εληνπίζηεθαλ σο 

θεληξηθνί θόκβνη θαη 5 σο ζηελσπνί (Πίλαθαο 14 & Πίλαθαο 15).  Δληππσζηαθό ήηαλ ην 

εύξεκα όηη 6 από ηηο 23 in vivo ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο (Αβ πεπηίδην, απνιηπνπξσηεΐλε 

ΑΙ, prion, ηξαλζζπξεηίλε, β2-κηθξνζθαηξίλε, ιπζνδύκε C) εληνπίδνληαη κε ηα παξαπάλσ 

ραξαθηεξηζηηθά θαη έηζη απνδεηθλύεηαη όηη, παίδνπλ θξίζηκν ξόιν ζηελ επξσζηία ηνπ 

δηθηύνπ, θαζώο κία πηζαλή απνκάθξπλζή ηνπο ζα νδεγνύζε ζε θαηάξξεπζε ηνπ δηθηύνπ 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (Πίλαθαο 14 & Πίλαθαο 15).   
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Πίλαθαο 14.  Οη 20 πξσηεΐλεο κε ηνλ πςειόηεξν βαζκό θόκβνπ (πξσηεΐλεο θεληξηθνί 

θόκβνη) ηνπ δηθηύνπ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ. 

Όλνκα πξσηεΐλεο Βαζκόο 

Amyloid beta A4 protein 84 

Apolipoprotein A-I 61 

Major prion protein 57 

Transcription factor AP-1 53 

Transthyretin 47 

Epidermal growth factor receptor 40 

14-3-3 protein zeta/delta 40 

Growth factor receptor-bound protein 2 35 

Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 1 33 

Serum albumin 33 

Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 2 33 

NF-kappa-B essential modulator 29 

Fibronectin 26 

Vimentin 25 

Heat shock cognate 71 kDa protein 24 

Beta-arrestin-1 23 

Myosin-9 23 

Hsp90 co-chaperone Cdc37 23 

Beta-2-microglobulin 23 

Actin, cytoplasmic 1 22 

* Σνλίδνληαη νη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο   
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Πίλαθαο 15.  Οη 20 πξσηεΐλεο κε ηελ πςειόηεξε ελδηάκεζε θεληξηθόηεηα (πξσηεΐλεο 

ζηελσπνί) ηνπ δηθηύνπ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ. 

Όλνκα πξσηεΐλεο Δλδηάκεζε θεληξηθόηεηα 

Amyloid beta A4 protein 0.26989904 

Apolipoprotein A-I 0.18986417 

Major prion protein 0.18065884 

Transthyretin 0.10686298 

Transcription factor AP-1 0.08605723 

Beta-2-microglobulin 0.07022626 

Serum albumin 0.0484804 

Large proline-rich protein BAG6 0.0446524 

Growth factor receptor-bound protein 2 0.04446241 

Epidermal growth factor receptor 0.04438062 

Fibronectin 0.03676366 

Lysozyme C 0.0286479 

NF-kappa-B essential modulator 0.02801342 

14-3-3 protein zeta/delta 0.02671415 

Hsp90 co-chaperone Cdc37 0.02489765 

Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 2 0.02366865 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 0.02137914 

Myc proto-oncogene protein 0.02129564 

Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 1 0.02022756 

Mitogen-activated protein kinase 6 0.01801841 

* Σνλίδνληαη νη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο   
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3.1.3.  πζρεηίζεηο κεηαμύ ηωλ ακπινεηδνγόλωλ πξωηεϊλώλ  

Η αιιειεπίδξαζε θαιά ραξαθηεξηζκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (Δηθόλα 85, 

θόθθηλνη θόκβνη) κε κία εηεξνγελή ζπιινγή πξσηετλώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ πξσηετληθή 

ζπζζσκάησζε (Δηθόλα 85, θίηξηλνη θόκβνη) απνθαιύπηεη ηηο πνιύπινθεο ζπζρεηίζεηο πνπ 

δηέπνπλ ηελ ακπινεηδνγνληθόηεηα.  Παξαηεξήζεθε όηη πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ην 

ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ, όπσο ε tau (Tau), ε α-ζπλνπθιεΐλε (NACP) ή ε ραληηθηίλε 

(HD), νη νπνίεο εμαηξέζεθαλ από ην αξρηθό ζύλνιν δεδνκέλσλ ηνπ δηθηύνπ, „αλαθηήζεθαλ‟ 

ηειηθά θαηά ηελ θαηαζθεπή ηνπ θαη ζπκκεηέρνπλ ελεξγά ζην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (Δηθόλα 90).  Η ζπζρέηηζε απηή δελ είλαη ηπραία θαζώο 

ππνζηεξίδεηαη βηβιηνγξαθηθά όηη ζηα δίθηπα αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ, πξσηεΐλεο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ εκθάληζε αζζελεηώλ εκθαλίδνπλ κεγαιύηεξε ζπλάθεηα από απιέο - 

ηπραίεο πξσηεΐλεο (Goh et al., 2007).  Ωζηόζν, είλαη εύινγν ην γεγνλόο όηη όιεο νη πξσηεΐλεο 

κπνξεί λα κελ ζπζρεηίδνληαη κε άκεζεο αιιά κε έκκεζεο ζπζρεηίζεηο.   

 

 
Δηθόλα 90.  Η ζέζε ηεο νκάδαο ησλ in vitro ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ ζην δίθηπν 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Δπηζεκαίλνληαη κόλν νη θίηξηλνη θόκβνη 

ηνπ δηθηύνπ.   

 

Η εληππσζηαθή εθπξνζώπεζε ησλ αλζξώπηλσλ πξσηετλώλ, πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ in 

vitro ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ, επηζεκαίλεη ηε 
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ζεκαληηθή δηαζύλδεζε κεηαμύ πξσηετλώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ in vivo θαη ηελ in vitro 

δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Δηθόλα 91).  Ωζηόζν, νη in vitro κειέηεο πξνζεγγίδνπλ 

ζπλήζσο ην „ιαλζαζκέλν‟ δίπισκα ησλ πξσηετληθώλ κνξίσλ από δηαθνξεηηθέο ζθνπηέο θαη 

γηα ην ιόγν απηό νη πξσηεΐλεο πνπ θαηαγξάθνληαη λα απηνζπγθξνηνύληαη ζε ακπινεηδή 

ηλίδηα είλαη ηδηαηηέξσο εηεξνγελείο.  πρλά, ηα πεηξάκαηα ηεο in vitro ζπζζσκάησζεο, όπσο 

απνδεηθλύεηαη θαη από ην πξώην κέξνο ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο, πξνζαλαηνιίδνληαη ζε 

κηθξά ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα πνπ νδεγνύλ ηε ζπζζσκάησζε ησλ πξσηετλώλ από ηε 

θπζηνινγηθή ζηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε (Lopez de la Paz and Serrano, 2004).  Η ηάζε απηή 

ησλ in vitro κειεηώλ πξσηετληθώλ ηκεκάησλ θαηαγξάθεηαη ζην πξσηετληθό ράξηε ηνπ 

δηθηύνπ ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, θαζώο ελεξγό ξόιν ζην δίθηπν 

θαίλεηαη λα δηαδξακαηίδνπλ πξσηεΐλεο, νη νπνίεο έρνπλ βξεζεί λα απηνζπγθξνηνύληαη ζε 

επίπεδν πεπηηδηθνύ-ηκήκαηνο θαη όρη ώξηκεο πξσηεΐλεο (alpha beta Crystallin, Caspase-3 

precursor, Cystic fibrosis transmembrane, Spectrin SH3).   

 

 
Δηθόλα 91.  Η ζέζε ηεο νκάδαο ησλ in vivo ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ θαη ησλ in vitro 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ ζην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  

Δπηζεκαίλνληαη νη θόθθηλνη θαη νη θίηξηλνη θόκβνη ηνπ δηθηύνπ.   

 

Αλαιύνληαο πεξαηηέξσ ηελ ππθλή ηνπνγξαθία ηνπ δηθηύνπ, εληνπίδεηαη κία κεγάιε 

πνηθηιία πξσηετλώλ γλσζηώλ γηα ηελ πξόζδεζή ηνπο ζηα ακπινεηδή.  Απηά ηα εμεηδηθεπκέλα 
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κόξηα απνηεινύλ κία ιίζηα εηεξνγελώλ πξσηετληθώλ κνξίσλ πνπ είλαη ηθαλά λα 

αιιειεπηδξνύλ κε ζύκπινθα πνπ ζρεκαηίδνληαη από ηηο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο  (Calero 

et al., 2012; Gunawardana et al., 2015; Huang et al., 2015).  Γηα παξάδεηγκα, έλα επξύ 

θάζκα πξσηετλώλ - „ζπλεξγώλ‟ ηνπ πεπηηδίνπ Αβ πεξηιακβάλεη πξσηεΐλεο-ζπλνδνύο, 

απνιηπνπξσηεΐλεο ή άιιεο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ην ζρεκαηηζκό ακπιεηδώλ ηληδίσλ 

θαη παξνπζηάδνπλ πιεζώξα θπζηνινγηθώλ ιεηηνπξγηώλ.   

 

 

Δηθόλα 92.  Η ζέζε ηεο νκάδαο ησλ πξσηετλώλ-ζπλνδώλ ζην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Δπηζεκαίλνληαη νη θόκβνη ηνπ δηθηύνπ κε κπιε πεξίγξακκα.   

 

Η πην άθζνλε αιιειεπίδξαζε πνπ έρεη θαηαγξαθεί είλαη ε αιιειεπίδξαζε ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ κε γλσζηέο ξπζκηζηηθέο πξσηεΐλεο, ηηο πξσηεΐλεο-ζπλνδνύο 

(chaperones).  πσο θαίλεηαη ζηελ Δηθόλα 85, νη πξσηεΐλεο-ζπλνδνί καδί κε ηα κόξηα πνπ 

ηηο βνεζνύλ (co-chaperones) ζπκκεηέρνπλ δπλακηθά ζην δίθηπν (θόκβνη κε κπιε 

πεξίγξακκα).  Σν εύξεκα απηό ήηαλ αλακελόκελν, θαζώο νη ζπλνδνί πξσηεΐλεο είλαη κόξηα 

πνπ ζπρλά έρνπλ κεγάιν αξηζκό αιιειεπηδξάζεσλ (Ellis and van der Vies, 1991) θαη 

θπζηνινγηθά δξνπλ απνηξέπνληαο ηελ πξσηετληθή ζπζζσκάησζε (Carver et al., 2003; 

Landreh et al., 2015).  Ωζηόζν, αληηθξνπόκελεο ζεσξίεο ζρεηηθά κε ηελ ελνρή ησλ ζπλνδώλ 

απηώλ κνξίσλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο πξσηετληθήο ζπζζσκάησζεο ρξήδνπλ πεξαηηέξσ 
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δηεξεύλεζεο.  Δηδηθόηεξα, πεηξακαηηθέο κειέηεο απνθαιύπηνπλ ηελ αλαζηαιηηθή δξάζε ησλ 

κνξίσλ-ζπλνδώλ, όηαλ ρξεζηκνπνηνύληαη ζε πεηξάκαηα ηληδνγέλεζεο (Arimon et al., 2008; 

Kudva et al., 1997; Yerbury et al., 2007) ζε αμηνζεκείσηα ρακειή ζπγθέληξσζε (Lee et al., 

2006), ελώ ηελ ίδηα ζηηγκή πεηξακαηηθά δεδνκέλα απνθαιύπηνπλ ηελ ζπλ-ελαπόζεζε ηνπο 

καδί κε γλσζηέο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο  (Sherman and Goldberg, 2001; Wilhelmus et al., 

2009; Yerbury and Kumita, 2010).   

Πεγαίλνληαο έλα βήκα παξαπέξα ήηαλ πνιύ ελδηαθέξνλ λα εξεπλήζνπκε ηε ζπζρέηηζε 

κεηαμύ ησλ βηνινγηθώλ παξαγόλησλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ πνπ κπνξεί λα επηδξνύλ ζηελ ακπινεηδνγνληθόηεηα.  Γηα λα 

δηεξεπλήζνπκε ην ζέκα απηό ζηξαθήθακε ζε ζεκαληηθά ζπζηαηηθά ηνπ δηθηύνπ, όπσο είλαη 

νη θεληξηθνί θόκβνη θαη νη ζηελσπνί.  Σν δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ απνδεηθλύεη όηη νη πξσηεΐλεο-ζπλνδνί είλαη ηόζν θεληξηθνί θόκβνη, όζν θαη 

ζηελσπνί, θαζώο εκθαλίδνπλ πςειό βαζκό θόκβνπ θαη ηελ ίδηα ζηηγκή πςειή 

ελδηάκεζε θεληξηθόηεηα, ζεκαηνδνηώληαο όηη κία μαθληθή αθαίξεζε ελόο από απηνύο ζα 

θαηαζηξέςεη πνιιέο από ηηο ζεκαληηθέο αιιειεπηδξάζεηο ηνπ δηθηύνπ.  Δηδηθόηεξα 4 από 9 

πξσηεΐλεο-ζπλνδνύο έρνπλ θαηαγξαθεί σο θεληξηθνί θόκβνη θαη ζηελσπνί ζην δίθηπν 

(Δηθόλα 92).   

Γηα ηε δηεξεύλεζε ηεο ζεκαζίαο ησλ πξσηετλώλ-ζπλνδώλ ζην δίθηπν 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ απνκνλώζεθαλ ππνδίθηπα πνπ αθνξνύλ 

ηα κόξηα πξσηετλώλ-ζπλνδώλ θαη ησλ βνεζώλ ηνπο (Hsc90-interacting protein, Hsp-90 co-

chaperon Cdc37, Hsc71, HSP90-alpha) θαη κεηξήζεθαλ γηα απηά ηα ραξαθηεξηζηηθά κήθε 

κνλνπαηηώλ.  Η Δηθόλα 93 θαη ε Δηθόλα 94 παξνπζηάδνπλ ηηο αιιειεπηδξάζεηο ησλ 

επηιεγκέλσλ κνξίσλ-ζπλνδώλ (θόκβνη κε κπιε πεξηγξάκκαηα) κε ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο 

ηνπ δηθηύνπ (θόθθηλνη θόκβνη) ή πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ in vitro δεκηνπξγία 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ ή πξσηεΐλεο ζπζρεηηδόκελεο κε ηνλ in vivo ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ άιισλ πξόδξνκσλ κνξίσλ (θίηξηλνη θόκβνη).   

εκαληηθό εύξεκα είλαη όηη ην κέζν κήθνο κνλνπαηηνύ ηνπ ππνδηθηύνπ πνπ 

παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 93 κεηώλεηαη πεξίπνπ θαηά κία κνλάδα (CPL ~ 2.4), ζε 

ζύγθξηζε κε ην κήθνο κνλνπαηηνύ ηνπ δηθηύνπ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ (CPL ~ 3), 

επηζεκαίλνληαο όηη νη πξσηεΐλεο-ζπλνδνί ζπκκεηέρνπλ ζηηο έκκεζεο αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμύ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Έηζη, ην απνηέιεζκα απηό πνζνηηθνπνηεί ηε 

ζεκαζία ησλ πξσηετλώλ-ζπλνδώλ σο δηακεζνιαβεηώλ ηεο επηθνηλσλίαο κεηαμύ γεηηνληθώλ 
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ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ θαη νπηηθνπνηεί κόξηα κε πνιιά ππνζρόκελεο ηδηόηεηεο ζην 

ινγηθό ζρεδηαζκό αλαζηνιέσλ ηεο ζπζζσκάησζεο. 

 

 

Δηθόλα 93.  Τπνδίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ πξσηετλώλ-ζπλνδώλ θαη ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ.  Πνζνηηθνπνίεζε ηεο ζεκαζίαο ησλ πξσηετλώλ ζπλνδώλ ζην δίθηπν 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ. 

 

Δπηπξόζζεηα, νη πξσηεΐλεο ηνπ πιάζκαηνο είλαη κία αθόκε πνιιά ππνζρόκελε νκάδα 

πξσηετληθώλ κνξίσλ-ζηόρσλ, ιακβάλνληαο ππόςε όηη πεξηιακβάλεη πξσηεΐλεο κε πνιιέο 

αιιειεπηδξάζεηο θαη κεγάιε εθπξνζώπεζε ζηηο θπζηνινγηθέο ιεηηνπξγίεο ηνπ αλζξώπηλνπ 

νξγαληζκνύ.  Πην ζπγθεθξηκέλα, ε νκάδα απηώλ ησλ πξσηετλώλ πεξηιακβάλεη ζεκαληηθά 

ακπινεηδνγόλα ζπζηαηηθά ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, 

όπσο ηελ ηξαλζζπξεηίλε (ATTR) θαη ηε β2-κηθξνζθαηξίλε (Aβ2M).  Μεηαμύ απηώλ, ε 

αιβνπκίλε ηνπ πιάζκαηνο (Serum albumin) είλαη έλα κόξην-βνεζόο ησλ πξσηετλώλ-
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ζπλνδώλ (co-chaperone) κε ζεκαληηθά ηνπνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά ζην δίθηπν ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, θαζώο εκθαλίδεη ηόζν ηδηόηεηεο θεληξηθνύ θόκβνπ όζν θαη 

ηδηόηεηεο ζηελσπνύ.  πσο παξνπζηάδεηαη ζην ππνδίθηπν ζηελ Δηθόλα 94 ε αιβνπκίλε ηνπ 

πιάζκαηνο αιιειεπηδξά άκεζα ή έκκεζα κε 6 ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο θαη 2 πξσηεΐλεο 

πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ in vitro δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ. 

 

 

Δηθόλα 94.  Τπνδίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ ηεο αιβνπκίλεο ηνπ πιάζκαηνο θαη ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Η Hsc70-interacting protein θαίλεηαη λα είλαη ζεκαληηθό 

ζηνηρείν ηνπ ππνδηθηύνπ θαζώο ζπκκεηέρεη ζηηο έκκεζεο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ απνιηπνπξσηετλώλ, ηεο θπζηαηίλεο C, ηεο ηξαλζζπξεηίλεο θαη ηεο 

γθειζνιίλεο.   

 

Φπζηνινγηθά, ε αιβνπκίλε είλαη έλαο κεηαθνξέαο ζην αλζξώπηλν πιάζκα, γλσζηόο γηα 

ηε κεηαθίλεζε ελόο επξέσο θάζκαηνο κνξίσλ.  Πεηξακαηηθά δεδνκέλα απνδεηθλύνπλ όηη 

θάησ από ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο in vitro έρεη βξεζεί λα απηνζπγθξνηείηαη ζε ηππηθά 



Κεθάιαην III – Απνηειέζκαηα & πδήηεζε  
 

| 173 |  

 

ακπινεηδή ηλίδηα (Taboada et al., 2006).  Ωζηόζν, ε πξσηεΐλε απηή δελ βξίζθνληαλ ζην 

αξρηθό καο ζύλνιν δεδνκέλσλ, θαζώο δελ ππήξρε θαηαγεγξακκέλε ζηα ζύλνια δεδνκέλσλ 

ζηα νπνία αλαηξέμακε, γηα ηε ζπιινγή ησλ δεδνκέλσλ καο (2.1.1).  Παξόιν ην 

ακπινεηδνγόλν πξνθίι ηεο αιβνπκίλεο, ε παξνπζία ηεο ζην πιάζκα πξνσζεί ηε βησζηκόηεηα 

ησλ λεπξώλσλ (Vega et al., 2009) ή αλαζηέιιεη ην ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε 

θαηάιιεια ζρεδηαζκέλα πεηξάκαηα in vitro  (Dominguez-Prieto et al., 2016), ελώ ηέινο 

ζύκθσλα κε ηελ πξσηεσκηθή αλάιπζε ηνπ Hye θαη ησλ ζπλεξγαηώλ ηνπ, είλαη έλαο ηθαλόο 

βηνδείθηεο γηα ηε λόζν ηνπ Alzheimer (Hye et al., 2006).  Δπνκέλσο, ν ζεκαληηθόο ηεο ξόινο 

ζην δίθηπν θαη ε πξόηεξε γλώζε καο ό,ηη απνηειεί ηθαλό αλαζηνιέα ηεο ηληδνγέλεζεο, 

θαζηζηά ηελ αιβνπκίλε ηνπ πιάζκαηνο έλα κόξην κε ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ ην νπνίν κπνξεί 

λα απνηειέζεη ην έλαπζκα γηα ζηνρεπκέλν ζρεδηαζκό θαξκάθσλ. 

πλνπηηθά, ην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ ζπζρεηίδεη 

έλα ζύλνιν από ιεηηνπξγηθά κε-ζπζρεηηδόκελεο πξσηεΐλεο ζε έλα θνηλό δίθηπν, ην νπνίν 

απνθάιπςε γηα πξώηε θνξά ζεκαληηθέο άκεζεο θαη έκκεζεο ζπζρεηίζεηο κεηαμύ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ.  Δπηπξόζζεηα, ελζσκαηώλεη έλαλ αξηζκό ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ πνπ είλαη γλσζηό όηη δεκηνπξγνύλ ακπινεηδή ηλίδηα in vitro θαη αλαδεηθλύεη 

ηε ζπκκεηνρή ησλ πξσηετλώλ-ζπλνδώλ σο ζεκαληηθνύο δηακεζνιαβεηέο κεηαμύ, 

πξνεγνπκέλσο, κε-ζπζρεηηδόκελσλ πξσηετλώλ.  Σέινο, ην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ δεκηνπξγήζεθε γηα λα ζπλεηζθέξεη ζηε ζπζηεκαηηθή κειέηε ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ θαη λα απνηειέζεη θίλεηξν γηα λέεο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο 

ζηηο κειέηεο ηηο ακπινεηδνγνληθόηεηαο. 
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3.2. Κπζηαηίλε C 

Σα ακπινεηδή ηλίδηα πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηεο αλζξώπηλεο 

θπζηαηίλεο C ζρεηίδνληαη κε κία ζπάληα κνξθή ακπινείδσζεο πνπ εκθαλίδεηαη ζε λεαξά 

άηνκα (Gudmundsson et al., 1972), ηαπηόρξνλα όκσο επζύλνληαη θαη γηα ζαλαηεθόξεο 

εγθεθαιηθέο αηκνξξαγίεο πνπ παξαηεξνύληαη ζε ειηθησκέλνπο αζζελείο (Revesz et al., 

2009).  Δπξήκαηα ζηηο παζνινγηθέο απηέο θαηαζηάζεηο εκπιέθνπλ ηόζν ηελ θπζηαηίλε C 

θπζηθνύ ηύπνπ, όζν θαη ηελ θπζηαηίλε C πνπ θέξεη κία ζεκεηαθή κεηαιιαγή ζηε ζέζε 68 

(L68Q) (Olafsson and Grubb, 2000; Rostagno et al., 2010).  Η αθνινπζία ησλ γεγνλόησλ 

πίζσ από ην ζρεκαηηζκό ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηεο θπζηαηίλεο C δελ έρεη ζαθώο 

θαζνξηζηεί, παξόιν πνπ κεγάιν κέξνο ηεο εξεπλεηηθήο θνηλόηεηαο κειεηά εληαηηθά ηα 

θαηλόκελα πνιπκεξηζκνύ ηεο.  Γνκηθά, βηνρεκηθά θαη θξπζηαιινγξαθηθά δεδνκέλα 

απνθαιύπηνπλ όηη νιηγνκεξηζκέλεο κνξθέο ηεο πξσηεΐλεο ζπκκεηέρνπλ σο ελδηάκεζα ζηελ 

ηληδνγέλεζή ηεο, ελώ θαζνξηζηηθό ξόιν θαίλεηαη λα παίδεη ν κεραληζκόο ηεο ηξηζδηάζηαηεο 

αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ.   

Η ελδειερήο κειέηε ηεο αθνινπζίαο αιιά θαη ηεο δνκήο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C 

νδήγεζε ζηνλ θαζνξηζκό ζεκαληηθώλ πεξηνρώλ κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ ζηελ 

πνιππεπηηδηθή αιπζίδα ηεο θπζηθνύ ηύπνπ πξσηεΐλεο.  Οη πεξηνρέο πνπ εληνπίζηεθαλ 

κειεηήζεθαλ πεηξακαηηθά θαη απνθάιπςαλ, γηα πξώηε θνξά, πεπηηδηθά ηκήκαηα ηεο 

θπζηαηίλεο C κε ηδηόηεηεο απηνζπγθξόηεζεο θαη κε ζεκειηώδε ζπλεηζθνξά ζην ζρεκαηηζκό 

ηνπ ακπινεηδνγόλνπ ππξήλα ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C. 

 

 

3.2.1. Αλάιπζε ηεο αθνινπζίαο θαη ηεο δνκήο ηεο θπζηαηίλεο C 

Γηα ηελ αλάιπζε ηεο αθνινπζίαο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C (Uniprot AC: P01034) 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη δύν εθδόζεηο ηνπ ζπλαηλεηηθνύ αιγνξίζκνπ πξόγλσζεο πεξηνρώλ κε 

ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε AMYLPRED (Frousios et al., 2009) θαη AMYLPRED2 (Tsolis et 

al., 2013).   

Η αλάιπζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ δπλακηθνύ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C απνθάιπςε, 

ηξία πεπηηδηθά ηκήκαηα κε πςειή „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟, όπσο θαίλεηαη θαη ζηα 

ηζηνγξάκκαηα ζηελ Δηθόλα 95.  Σόζν ν αιγόξηζκνο AMYLPRED, όζν θαη ην αιγόξηζκνο 

AMYLPRED2 απνθάιπςαλ – ζε γεληθέο γξακκέο – αληίζηνηρν ακπινεηδνγόλν πξνθίι γηα 
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ηελ πνιππεπηηδηθή αιπζίδα ηεο θπζηαηίλεο C.  πγθεθξηκέλα, ν αιγόξηζκνο AMYLPRED, 

βαζηζκέλνο ζε 5 αλεμάξηεηεο κεζόδνπο πξνέβιεςε 3 πεξηνρέο κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ 

θαη ζπγθεθξηκέλα ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
47

LQVVR
51

, 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 

95
AFCSFQIYAVP

105
.  κνηα, ν αιγόξηζκνο AMYLPRED2, βαζηζκέλνο ζε 11 αλεμάξηεηεο 

κεζόδνπο πξνέβιεςε 2 πεξηνρέο κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ θαη ζπγθεθξηκέλα ηα 

πεπηηδηθά ηκήκαηα 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 
95

AFCSFQIYAVP
105

.  Η θνηλή ζπλαηλεηηθή 

πξόβιεςε ησλ ηκεκάησλ 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 
95

AFCSFQIYAVP
105

 απνδεηθλύεη ηελ 

έληνλε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ ησλ πεπηηδίσλ (Δηθόλα 95).  

 

 
Δηθόλα 95.  To πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, όπσο 

πξνβιέπεηαη από ηνπο αιγνξίζκνπο AMYLPRED (Frousios et al., 2009) θαη AMYLPRED2 

(Tsolis et al., 2013).  Η ζπλαηλεηηθή πξόγλσζε ησλ αιγνξίζκσλ απνθάιπςε, ηξία πεπηηδηθά 

ηκήκαηα κε πςειή „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ (ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
47

LQVVR
51

, 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 
95

AFCSFQIYAVP
105

).  Σν αζηέξη ζεκεηώλεη ηα ηκήκαηα κε „ηάζε 

πξνο ζπζζσκάησζε‟ θαη ε θίηξηλε γξακκή ην πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη θάζε 

αιγνξίζκνπ (consensus threshold). 
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Δηθόλα 96.  Η ακηλνμηθή αθνινπζία θαη δνκή ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  (α) Η 

πνιππεπηηδηθή αιπζίδα ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C απνηειείηαη από 120 ακηλνμηθά 

θαηάινηπα (Grubb, 2000).  Σα πεπηίδηα κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ πνπ πξνέβιεςε ν 

αιγόξηζκνο AMYLPRED ρξσκαηίδνληαη κε θόθθηλν (
47

LQVVR
51

), κπιε 

(
56

IVAGVNYFLD
65

) θαη πξάζηλν (
95

AFCSFQIYAVP
105

), αληίζηνηρα.  Οη θίηξηλεο γξακκέο 

ζεκεηώλνπλ ηηο δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο ηεο πξσηεΐλεο, ελώ κε θνύμηα ζεκεηώλεηαη ε ζέζε 

κεηαιιαγήο (ιεπθίλε 68) ζηνπο αζζελείο κε εγθεθαιηθή αγγεηνπάζεηα Ιζιαλδηθνύ ηύπνπ.  (β) 

(γ) Οη δνκέο παξνπζηάδνληαη κε αλαπαξάζηαζε θαξηνύλ θαη ε ζέζε ηεο ιεπθίλεο 68 κε 

αλαπαξάζηαζε ξάβδνπ, κε ηε ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol 

(Delano, 2005).  εκεηώλνληαη κε αληίζηνηρν θώδηθα ρξσκάησλ νη ζέζεηο ησλ πεπηηδίσλ κε 

„ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ ζηε δνκή ηνπ θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο (β) θαη ζηε δνκή ηνπ 

κε-θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο (γ)  (β: νη β-θιώλνη, α: νη α-έιηθεο, L: νη ινύπεο, Ν: ην 

ακηλνηειηθό άθξν θαη C: ην θαξβνμπηειηθό άθξν).  

 

Οη ζέζεηο ησλ πεπηηδίσλ ζηε δνκή ηνπ θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο θαη ηνπ κε-

θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθόλα 96.  
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Σν πεληαπεπηίδην 
47

LQVVR
51

 βξίζθεηαη ζηνλ β2-θιώλν ηνπ κνλνκεξνύο, ελώ ζπγθεθξηκέλα 

παξαηεξνύκε όηη πξνεγείηαη ηεο πεξηνρήο πνπ αιιάδεη ζηεξενδηαηαμηθά θαηά ηελ 

ηξηζδηάζηαηε αληαιιαγή απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ (Δηθόλα 96γ).  Σν δεθαπεπηίδην 

56
IVAGVNYFLD

65
 μεθηλάεη από ηελ πεξηνρή ηεο L1 ινύπαο θαη ζπλερίδεη ζηνλ β3-θιώλν 

ηνπ κνλνκεξνύο, ελώ ηέινο, ην εληεθαπεπηίδην 
95

AFCSFQIYAVP
105

 βξίζθεηαη ζηνλ β4-

θιώλν ηνπ κνλνκεξνύο.  εκεηώλεηαη όηη ην θαηάινηπν ηεο θπζηεΐλεο 97, πνπ 

πεξηιακβάλεηαη ζηελ πξόβιεςε ηνπ εληεθαπεπηηδίνπ, ζρεκαηίδεη δηζνπιθηδηθή γέθπξα κε ην 

θαηάινηπν ηεο θπζηεΐλεο 117.  Η δηζνπιθηδηθή απηή γέθπξα απνηειεί κία εθ ησλ δύν 

ζπληεξεκέλσλ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ θπζηαηηλώλ, νη νπνίεο 

γλσξίδνπκε όηη δηαηεξνύλ ηε ζηεξενδηάηαμή ηνπο θαηά ηελ αληαιιαγή ηνπ ακηλνηειηθνύ θαη 

ηνπ θαξβνμπηειηθνύ άθξνπ ζην κεραληζκό ηεο ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ 

δνκηθώλ πεξηνρώλ (Rawlings and Barrett, 1990) (Δηθόλα 96α). 

 

 

3.2.2. Γνκηθέο κειέηεο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C 

Σα πεπηηδηθά ηκήκαηα πνπ πξνέθπςαλ από ηελ παξαπάλσ αλάιπζε ηεο αθνινπζίαο θαη 

ηεο δνκήο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C ζπληέζεθαλ ρεκηθά (GeneCust© - Europe, 

Luxembourg), κε ειεύζεξν ηόζν ην ακηλνηειηθό όζν θαη ην θαξβνμπηειηθό άθξν, 

θαζαξόηεηα >98% θαη κειεηήζεθαλ σο πηζαλνί „ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο‟.   

ηελ πεξίπησζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ ηεο πεξηνρήο 
95

AFCSFQIYAVP
105

 

ζρεδηάζηεθε ην δεθαπεπηίδην-αλάινγν 
95

AFASFQIYAV
104

 κε αληηθαηάζηαζε ηεο θπζηεΐλεο 

97 κε κία αιαλίλε, έηζη ώζηε λα απνθεπρζνύλ αλεπηζύκεηνη δηακνξηαθνί δηζνπιθηδηθνί 

δεζκνί κεηαμύ ησλ θπζηετλώλ, ελώ ην θαηάινηπν πξνιίλεο ζηε ζέζε 105 παξαιήθζεθε γηα 

λα απνθεπρζνύλ πηζαλά „ηζαθίζκαηα‟ ζηηο δνκέο.  Θα πξέπεη βέβαηα λα ζεκεησζεί όηη ην 

πεπηίδην-αλάινγν 
95

AFASFQIYAV
104

 εμαθνινπζεί λα είλαη πεπηηδηθό ηκήκα κε „ηάζε πξνο 

ζπζζσκάησζε‟, ζύκθσλα κε ηνλ αιγόξηζκν AMYLPRED.   

Σα ρεκηθά ζπληεζεηκέλα πεπηίδηα-αλάινγα ησλ ηκεκάησλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο 

C δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό θαη ξΗ 5.75, ζε ζπγθεληξώζεηο πνπ θπκαίλνληαλ 

από 5 mg ml
-1

 εώο 10 mg ml
-1

 θαη αθέζεθαλ πξνο επώαζε γηα δηάζηεκα ηνπιάρηζηνλ κηαο 

εβδνκάδαο.  ε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο ηα δηαιύκαηα ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ βξέζεθε λα 

δεκηνπξγνύλ πεθηώκαηα ζε ρξόλνπο πνπ δηέθεξαλ αλά πεπηίδην-αλάινγν.  Σα απνηειέζκαηα 
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παξνπζηάδνληαη αθνινύζσο αλά πεπηίδην-αλάινγν, ελώ ηέινο ζπδεηάηε ε εκπινθή ηνπο ζηνλ 

πνιπκεξηζκό ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C. 

 

3.2.2.1. Απνηειέζκαηα πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

 

Τπεξκνξηαθέο νξγαλσκέλεο ζθαηξηθέο δνκέο ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

, 

γλσζηέο θαη σο ζθαηξνπιίηεο, ζρεκαηίδνληαη έπεηηα από κία εκέξα επώαζεο ηνπ πεπηηδίνπ 

ζε έλα εύξνο ζπλζεθώλ (Δηθόλα 97).  Οη πξσηετληθνί ζθαηξνπιίηεο είλαη ζθαηξηθέο 

νξγαλσκέλεο δνκέο πξσηντληδίσλ πνπ εκθαλίδνπλ ηνλ ραξαθηεξηζηηθό „ζηαπξό ηεο Μάιηαο‟ 

(maltese cross) όηαλ παξαηεξνύληαη κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε, πνισηηθνύ 

κηθξνζθνπίνπ (Shtukenberg et al., 2012).  Πξνεγνύκελεο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο ηνπ 

εξγαζηεξίνπ είραλ απνδείμεη όηη ην πξώην θνκβηθό βήκα θαηά ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ είλαη ν ζρεκαηηζκόο ππξήλσλ πγξνθξπζηαιιηθήο θύζεο, πνπ νλνκάδνληαη 

ζθαηξνπιίηεο (Hamodrakas et al., 2004; Iconomidou et al., 2013).  Γηαθνξεηηθά κνλνπάηηα 

πνιπκεξηζκνύ πεπηηδίσλ ή πξσηετλώλ έρνπλ πξνηαζεί θαηά ηε δηάξθεηα ησλ ηειεπηαίσλ δύν 

δεθαεηηώλ γηα ηνλ in vitro ή ηνλ in vivo ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ πξσηντληδίσλ θαη ηληδίσλ 

(Chiti and Dobson, 2009; Chiti et al., 1999; Kelly, 2000; Rochet and Lansbury, 2000).   

 

 

Δηθόλα 97.  Φσηνκηθξνγξαθία ζθαηξνπιηηώλ ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

, όπσο 

παξαηεξνύληαη ζε πνισηηθό κηθξνζθόπην, θάησ από δηαζηαπξσκέλνπο πνισηή θαη 

αλαιύηε.  Οη ππεξκνξηαθέο ζθαηξηθέο δνκέο ζρεκαηίδνληαη έπεηηα από κία κέξα επώαζεο 

ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ ζε έλα κεγάιν εύξνο ζπλζεθώλ.  Οη δηάκεηξνο ησλ ζθαηξνπιηηώλ 

θπκαίλεηαη από 100 έσο 300 κm.  Παξαηεξνύκε ηνπο ραξαθηεξηζηηθνύο γηα ηνπο 

ζθαηξνπιίηεο „ζηαπξνύο ηεο Μάιηαο‟. 

 

Η ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο ζε θαηάιιεια παξαζθεπάζκαηα/δείγκαηα από 

δηαιύκαηα ηνπ 
47

LQVVR
51

, έπεηηα από αξλεηηθή ρξώζε, ππνδεηθλύνπλ ηελ ηάζε ηνπ 
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πεπηηδίνπ λα απηνζπγθξνηείηαη, ζρεκαηίδνληαο ππθλά δίθηπα ηληδίσλ, κία εβδνκάδα 

κεηά ηε δηάιπζή ηνπο ζε απεζηαγκέλν λεξό.  Παξαηεξνύληαη πξσηντλίδηα πνπ πεπηηδίνπ-

αλαιόγνπ, δηακέηξνπ ~30 Å (Δηθόλα 98, ιεπηά καύξα βέιε), ηα νπνία εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε 

λα αιιειεπηδξνύλ πιεπξηθά πξνο ην ζρεκαηηζκό ηαηληώλ (Δηθόλα 98, θνύμηα αηρκή βέινπο).  

Η παξαηήξεζε ηεο δηακέηξνπ ησλ ιεπηώλ πξσηντληδίσλ βξίζθεηαη ζηα όξηα ηνπ 

παξαηήξεζεο ηνπ ειεθηξνληθνύ κηθξνζθνπίνπ.   

 

 

Δηθόλα 98.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ δεκηνπξγνύληαη έπεηηα 

από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ 
47

LQVVR
51

 πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ (10 mg ml
-1

) ζε απεζηαγκέλν 

λεξό.  Σελ 7
ε
 εκέξα επώαζεο παξαηεξνύληαη ηαηλίεο ηληδίσλ (θνύμηα αηρκή βέινπο).  

Λεπηνκέξεηα ησλ κνλαδηαίσλ πξσηντληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ (δηάκεηξνο ~30 Å) ζεκεηώλεηαη 

κε κηθξό καύξν βέινο. 

 

Σα πεηξάκαηα ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο επηβεβαίσζαλ ηελ ηδηόηεηα ηνπ πεπηηδίνπ-

αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

 λα απηνζπγθξνηείηαη ζε ακπινεηδή ηλίδηα (Δηθόλα 98), ελώ ε 

εκθάληζε ησλ ζθαηξνπιηηώλ πξόηεηλε ην ζρεκαηηζκό πνιπκεξώλ πγξνθξπζηαιιηθήο θύζεο 

σο ελδηάκεζν ζηάδην θαηά ην κεηαζρεκαηηζκό ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ ζε ηλίδηα κε 

ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο (Δηθόλα 97).  Xξώζε πκελίσλ ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ 

πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

 (ζπγθέληξσζεο 10mg ml
-1

 θαη επώαζεο 7 εκεξώλ) 

θαηέγξαςε ηελ ηάζε ηνπο λα δεζκεύνπλ εηδηθά ηελ ρξσζηηθή Congo Red (Δηθόλα 99α) 
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θαη λα εκθαλίδνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα θάησ από 

δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (Δηθόλα 99β).   

 

 

Δηθόλα 99.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51 

ηεο 

αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.  (α) Η παξαηήξεζε κε 

πνισκέλν θσο δείρλεη ηε δέζκεπζε ηεο ρξσζηηθήο ζην πκέλην ησλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ-

αλαιόγνπ, ελώ (β) ε παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ 

κηθξνζθνπίνπ απνθαιύπηεη ηελ θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

ηνπ πεπηηδίνπ (β). 

 

Πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ από ίλεο πξνζαλαηνιηζκέλσλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 

47
LQVVR

51
 απνθάιπςαλ δύν ηζρπξέο αλαθιάζεηο ζηα 4.64 Å θαη ζηα 11.72 Å (Δηθόλα 

100).  Οη αλαθιάζεηο απηέο εκθαλίδνληαη σο δαθηύιηνη εμαηηίαο ηεο έιιεηςεο 

πξνζαλαηνιηζκνύ ησλ ηληδίσλ ζηελ ίλα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ δηεμαγσγή ηνπ 

πεηξάκαηνο.  Οη ηπραίνη πξνζαλαηνιηζκνί ησλ ηληδίσλ επηβεβαηώλνληαη θαη από ηα ππθλά 

δίθηπα ηληδίσλ πνπ παξαηεξνύκε θαη ζηηο ειεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο (Δηθόλα 98).  Η 

ηζρπξή αλάθιαζε ζηα 4.64 Å πξνηείλεη ηελ παξνπζία β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ, θαζώο 

απνδίδεηαη ζηελ απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ β-θιώλσλ.  Η αζζελέζηεξε αλάθιαζε ζηα 

11.72 Å πηζαλόηαηα απνδίδεηαη ζηελ απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ.  

Οη δύν αλαθιάζεηο ππνδεηθλύνπλ ηελ ύπαξμε β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ θαη είλαη 

ραξαθηεξηζηηθέο ηεο cross-β ζηεξενδηάηαμεο πνπ ζπλαληάηαη ζηα ακπινεηδή ηλίδηα (Sunde 

and Blake, 1997).  Σν κνληέιν ηνπ εμαπεπηηδίνπ 
47

LQVVRA
52

, πνπ βξίζθεηαη θαηαηεζεηκέλν 

ζηε βάζε ZipperDB (Goldschmidt et al., 2010), επηβεβαηώλεη ηελ αλάθιαζε ζηα 11.72 Å πνπ 

απνδίδεηαη ζην παθεηάξηζκα ησλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ (Δηθόλα 101).  
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Δηθόλα 100.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, πνπ δεκηνπξγήζεθε από ακπινεηδή 

ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

 ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Σν πεξηζιαζίγξακκα είλαη 

ελδεηθηηθό ηεο cross-β δνκήο.  εκεηώλνληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο αλαθιάζεηο ζηα 4.62 Å θαη ζηα 11.72 Å. 

 

Δηθόλα 101.  Mνληέιν ηνπ εμαπεπηηδίνπ 
47

LQVVRA
52

 πνπ βξίζθεηαη θαηαηεζεηκέλν ζηε βάζε ZipperDB 

(Goldschmidt et al., 2010).  Παξνπζηάδεηαη ην ζηεξενδηαηαμηθό θεξκνπάξ ηνπ πεπηηδίνπ ζηηο 0 θαη 90
ν
.  Η 

κέζε απόζηαζε ησλ Cα αλζξάθσλ ησλ θαηαινίπσλ είλαη 12.38 Å.  Οη αλαπαξαζηάζεηο θαξηνύλ (επάλσ) θαη 

ρσξνπιεξσηηθώλ κνληέισλ (θάησ) πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ 

γξαθηθώλ PyMol (Delano, 2005). 
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Σν θάζκα ππεξεξύζξνπ ζε ιεπηό ελπδαησκέλν πκέλην πνπ δεκηνπξγείηαη από ηα 

ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

 εκθαλίδεη κία νμεία θνξπθή ζηα 1634 

cm
-1

 ζηελ πεξηνρή ηεο Ακηδηθήο Ι θαη έλα ώκν ζηα 1697cm
-1

, ηαηλίεο νη νπνίεο αλακθίβνια 

νθείινληαη ζηε ζηεξενδηάηαμε αληηπαξάιιεισλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ (Haris and 

Chapman, 1995; Jackson and Mantsch, 1995; Krimm and Bandekar, 1986; Surewicz et al., 

1993) (Δηθόλα 102).  Σα ειάρηζηα ηεο δεύηεξεο παξαγώγνπ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ 

αθξηβή πξνζδηνξηζκό ησλ αληίζηνηρσλ κεγίζησλ ησλ ηαηληώλ απνξξόθεζεο.  Έηζη, ηα 

απνηειέζκαηα ηεο θαζκαηνζθνπίαο ππεξεξύζξνπ πνπ παξνπζηάδνληαη ζην θάζκα 

(Δηθόλα 102) ππνζηεξίδνπλ ηα επξήκαηα ηεο πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ γηα ην 

δηαιπηνπνηεκέλν πεπηίδην-αλάινγν 
47

LQVVR
51

. 

 

 

Δηθόλα 102.  Φάζκα ATR-IR ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ 

πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

 ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ 

πεπηηδίνπ απνηεινύληαη από αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηελ 

ραξαθηεξηζηηθή ζέζε ηαηληώλ ζηελ ακηδηθή Ι.  Γίλεηαη ην θάζκα ηεο δεύηεξεο παξαγώγνπ 

(2
nd

 derivative). 
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Οη ηαηλίεο ηνπ θάζκαηνο, θαζώο θαη νη απνδόζεηο ηνπο παξνπζηάδνληαη ζπγθεληξσηηθά 

ζηνλ παξαθάησ πίλαθα (Caswell and Spiro, 1986; Johnston and Krimm, 1971; Krimm and 

Bandekar, 1986) (Πίλαθαο 16). 

 

Πίλαθαο 16.  Σαηλίεο όπσο θαηαγξάθνληαη ζην ATR FT-IR (1100-1800 cm
-1

) θάζκα 

ελπδαησκέλνπ πκελίνπ ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
47

LQVVR
51

 ηεο θπζηαηίλεο 

C, κεηά ηελ απηνζπγθξόηεζή ηνπ ζε ακπινεηδή ηλίδηα (Δηθόλα 98).  Γίλνληαη νη 

επηθξαηέζηεξεο απνδόζεηο ηνπο. 

 

Σαηλίεο (cm
-1

) 

 

Απνδόζεηο 

1135 TFA 

1200 TFA 

1234 Ακηδηθή III (β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1551 Ακηδηθή II (β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1634 Ακηδηθή I (β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1663 TFA 

1697 
Ακηδηθή I 

(αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

 

 

 

3.2.2.2. Απνηειέζκαηα πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
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Πνζόηεηεο ηνπ πεπηηδίνπ 
56
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, ζπγθέληξσζεο 5 mg ml
-1

, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ παξαζθεπή δεηγκάησλ ζε εκεξήζηα βάζε.  Σα δείγκαηα 

κειεηήζεθαλ κε ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην δηέιεπζεο, έπεηηα από αξλεηηθή ρξώζε.  ε 

παξαζθεύαζκα ηνπ δηαιύκαηνο παξαηεξήζεθε ε δεκηνπξγία ιεπηώλ κνλαδηαίσλ ηληδίσλ κε 

δηάκεηξν 100 Å, ακέζσο κεηά ηε δηάιπζε ηνπ πεπηηδίνπ ζε απεζηαγκέλν λεξό (Δηθόλα 103, 

θάζε ππξήλσζεο).  Σα ηλίδηα απηά εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα αιιειεπηδξνύλ πιεπξηθά 

ζρεκαηίδνληαλ ζπζζσκαηώκαηα πνπ κπνξεί λα θηάζνπλ ζε κέγεζνο κέρξη θαη κεξηθά κm.  

Καηά ηελ πξώηε κέξα επώαζεο (24 ώξεο κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε) νη ηληδηαθέο κνξθέο ησλ 

πξώησλ ζηαδίσλ ηεο δηαιπηνπνίεζεο ζπλππάξρνπλ όρη κόλν κε θνξδέιεο ηληδίσλ, αιιά θαη 

κε κηθξνθξπζηάιινπο δηακέηξνπ ~200 Å (Δηθόλα 103, Ηκέξα 1
ε
).  Παξόια απηά, ηελ 

ηέηαξηε κέξα ηεο δηαιπηνπνίεζεο ν αξηζκόο κηθξνθξπζηάιισλ ζε ζρέζε κε ην αξηζκό 
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ηληδίσλ απμάλεηαη ζεκαληηθά (Δηθόλα 103, Ηκέξα 4
ε
).  Πξάγκαηη, ιεπηνκεξήο παξαηήξεζε 

απνθαιύπηεη όηη νη κηθξνθξύζηαιινη ζπγθξνηνύληαη από ηλίδηα, ηα νπνία αιιειεπηδξνύλ θαη 

κε πεξηέιημε νδεγνύλ ζην ζρεκαηηζκό κεγάισλ ειηθνεηδώλ κηθξνθξπζηάιισλ (θάζε 

επηκήθπλζεο/επέθηαζεο).  πσο θαίλεηαη ζηελ Δηθόλα 104, έλαο ζηξακκέλνο 

κηθξνθξύζηαιινο (twisted microcrystal) απνηειείηαη από πεξηειηγκέλα ηλίδηα δηακέηξνπ 100 

Å.  Οη ειηθνεηδείο απηέο δνκέο, δίλνπλ γέλεζε ζε κνλνδηάζηαηνπο θξπζηάιινπο, έλα 

θαηλόκελν πνπ ζπλαληάηαη ζπρλά ζε ακπινεηδνγόλα πεπηίδηα (Sawaya et al., 2007).   

 

 
Δηθόλα 103.  Κηλεηηθή ηεο απηνζπγθξόηεζεο ηνπ πεπηηδίνπ 
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 ζε 

κνλνδηάζηαηνπο κηθξνθξπζηάιινπο.  Η παξαθνινύζεζε ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο 

απηνζπγθξόηεζεο ηνπ πεπηηδίνπ απνθάιπςε ηελ απηννξγάλσζε ιεπηώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

(καύξα βέιε) ζε κνλνδηάζηαηνπο κηθξνθξπζηάιινπο, κέζα ζε δηάζηεκα κόιηο 10 εκεξώλ.  

Παξαηεξνύκε ηε θάζε ππξήλσζεο (0h), ηε θάζε επηκήθπλζεο/επέθηαζεο (εκέξα 1
ε
 & 

εκέξα 4
ε
) θαη ηέινο ηεο θάζε ζηαζεξνπνίεζεο (εκέξα 11

ε
) (Ράβδνη 200nm). 
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Πνιιέο κειέηεο έρνπλ θαηαγξάςεη ηηο νκνηόηεηεο κεηαμύ θξπζηάιισλ θαη ηληδίσλ 

(Diaz-Avalos et al., 2003; Sawaya et al., 2007) θαη ζύκθσλα κε ηνλ Marshall θαη ηνπο 

ζπλεξγάηεο ηνπ ε ζπγθέληξσζε ηνπ πξσηετληθνύ κνξίνπ ζην δηάιπκα κπνξεί λα νδεγήζεη ηε 

δνκηθή „αλαδηάηαμε‟ από ηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε ζην ζρεκαηηζκό θξπζηάιισλ (Marshall et 

al., 2010).  ηελ πξαγκαηηθόηεηα, νη θξύζηαιινη πνπ παξαηεξνύκε ζε ακπινεηδνγόλεο 

πξσηεΐλεο ή πεπηίδηα είλαη κηθξνθξύζηαιινη κε δηάκεηξν ~200nm, νη νπνίνη πηνζεηνύλ κία 

„βεινλνεηδή‟ κνξθνινγία (needle-shaped morphology) (Nelson et al., 2005; Sawaya et al., 

2007).  ηελ πεξίπησζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
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 ηεο αλζξώπηλεο 

θπζηαηίλεο C, θηλεηηθή κειέηε απνδεηθλύεη όηη ην δεθαπεπηίδην αθνινπζεί έλα in vitro 

κνλνπάηη απηνζπγθξόηεζεο, ζην νπνίν ιεπηά κνλαδηαία ηλίδηα (δηακέηξνπ 100 Å) 

νξγαλώλνληαη ζε κνλνδηάζηαηνπο κηθξνθξπζηάιινπο κέζα ζε ~10 εκέξεο από ηελ 

αξρηθή ηνπο δηαιπηνπνίεζε (Δηθόλα 103, Δηθόλα 104) 

 

 

Δηθόλα 104.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο κηθξνθξπζηάιισλ πνπ δεκηνπξγνύληαη έπεηηα 

από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ 
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 πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ (5 mg ml
-1

) ζε 

απεζηαγκέλν λεξό.  Σελ 4
ε
 εκέξα επώαζεο παξαηεξνύληαη ζηξακκέλνη κηθξνθξύζηαιινη 

ηνπ πεπηηδίνπ (twisted microcrystals), νη νπνίνη απνηεινύληαη από πεξηειηγκέλα ηλίδηα 

δηακέηξνπ 100 Å.  Σν καύξν βέινο ζεκεηώλεη έλα κνλαδηαίν ηλίδην.  Σα πνξηνθαιί βέιε 

ζεκεηώλνπλ ην κηζό ηνπ βήκαηνο ηεο πεξηέιημεο ηνπ κηθξνθξπζηάιινπ (200-300 nm θαηά 

κήθνο ηνπ άμνλα ηνπ).  
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Υξώζε πκελίσλ ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
56
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(ζπγθέληξσζεο 5mg ml
-1

 θαη επώαζεο 7 εκεξώλ) θαηέγξαςε ηελ ηάζε ηνπο λα δεζκεύνπλ 

εηδηθά ηελ ρξσζηηθή Congo Red (Δηθόλα 105α) θαη λα εκθαλίδνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή 

θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα θάησ από δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε 

πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (Δηθόλα 105β). 

 

 

Δηθόλα 105.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
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 έπεηηα από 

ρξώζε κε Congo Red.  (α) Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (β) Παξαηήξεζε κε 

δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ.  Παξαηεξνύκε ηελ 

θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ (β). 

 

Σα πεξηζιαζηγξάκκαηα πνπ πξνέθπςαλ από ηελ έθζεζε ηλώλ πξνζαλαηνιηζκέλσλ 

ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
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 απνθάιπςαλ ηελ πνιπθξπζηαιιηθή θύζε ηνπ 

πεπηηδίνπ.  Σν εύξεκα απηό κπνξεί εύθνια λα εξκελεπηεί ζε ζπλδπαζκό κε ηελ εκθάληζε 

κηθξνθξπζηάιισλ ηνπ πεπηηδίνπ ζην ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην δηέιεπζεο (Δηθόλα 103, 

Δηθόλα 104).  Οη αλαθιάζεηο παξνπζηάδνληαη σο δαθηύιηνη, πηζαλά ιόγσ ηεο έιιεηςεο 

πξνζαλαηνιηζκνύ ησλ ηληδίσλ ζηελ ίλα, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε θαηά ηελ πεηξακαηηθή 

δηαδηθαζία.  Οη έληνλεο αλαθιάζεηο αληηζηνηρνύλ ζε πεξηνδηθόηεηεο ησλ 4.51 Å θαη 9.14 Å 

θαη κπνξνύλ λα απνδνζνύλ ζηελ απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ β-θιώλσλ θαη ζηελ 

απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ, αληίζηνηρα (Δηθόλα 106).  Οη 

αλαθιάζεηο απηέο είλαη ραξαθηεξηζηηθέο ηεο “cross-β” ζηεξενδηάηαμεο (Geddes et al., 1968), 

θαη παξαηεξνύληαη ζε πνιιέο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο (Sunde and Blake, 1997).  Έηζη, 

εθηόο από ηηο αλαθιάζεηο πνπ αληηζηνηρνύλ θπξίσλ ζηελ cross-β ζηεξενδηάηαμε, νη 

αλαθιάζεηο πνπ ζπλνςίδνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα (Πίλαθαο 17) ζεσξείηαη όηη 

πξνέξρνληαη από ηελ πνιπθξπζηαιιηθή θύζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
56
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.  
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Δηθόλα 106.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, πνπ δεκηνπξγήζεθε 

από ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 
56
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.  Σν πεξηζιαζίγξακκα είλαη 

ραξαθηεξηζηηθό ηεο cross-β δνκήο θαη παξνπζηάδεη κία κεζεκβξηλή αλάθιαζε ζηα 4.51 Å 

θαη κία ηζεκεξηλή αλάθιαζε ζηα 9.14Å. 

 

Έλαο θαηάινγνο ησλ αλαθιάζεσλ πνπ παξαηεξήζεθαλ ζην πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-

Υ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
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 (Δηθόλα 106) δίλεηαη ζηνλ 

παξαθάησ πίλαθα (Πίλαθαο 17).  Η δεηθηνδόηεζε ησλ αλαθιάζεσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

ηνλ αιγόξηζκν DICVOL06 (Boultif and Louër, 2004), έλα εξγαιείν απηνκαηνπνηεκέλεο 

εξκελείαο πεξηζιαζηγξακκάησλ πνιπθξπζηαιιηθώλ πιηθώλ.  Ο Πίλαθαο 17 ζπλνςίδεη θαη 

εμεγεί ην πεξηζιαζίγξακκα, δίλνληαο κία ιίζηα ησλ αλαθιάζεσλ θαη πξνηείλνληαο κία 

κνλαδηαία θπςειίδα γηα ηνπο κηθξνθξπζηάιινπο πνπ πξνέθπςαλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε 

ηνπ πεπηηδίνπ 
56

IVAGVNYFLD
65

.  ην αξρείν εηζόδνπ ηνπ αιγνξίζκνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

κνλαδηαία θπςειίδα ηνπ νξζνξνκβηθνύ θξπζηαιιηθνύ ζπζηήκαηνο (κέγηζην θαηώθιη a=36 

Å, b=36 Å, c=36 Å), όγθνο θπςειίδαο κεηαμύ 5,800 – 6,200 Å
3
, ζπληειεζηή πνηόηεηαο 10 

θαη ηππηθή απόθιηζε 0.02.  πλνιηθά 9 αλαθιάζεηο κεηξήζεθαλ κε ην εξγαιέην iMosFLM 

(Leslie and Powell, 2007) (Πίλαθαο 17, ζηήιε dobs).   
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Πίλαθαο 17. Αλαθιάζεηο (dobs) πνπ έρνπλ θαηαγξαθεί από πεξηζιαζηγξάκκαηα ίλαο 

πξνζαλαηνιηζκέλσλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
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. 

h k l dobs (Å) dcalc(Å) 

0 0 2 9.14 9.13 

1 3 0 7.24 7.24 

0 0 3 6.07 6.08 

1 0 3 5.04 5.04 

2 0 0 4.51 4.50 

2 2 2 3.94 3.94 

2 0 3 3.61 3.62 

1 10 1 3.31 3.31 

1 5 5 3.06 3.06 

 

Σν αξρείν εμόδνπ πεξηειάκβαλε ηα hkl θάζε αλάθιαζεο (Πίλαθαο 17).  Η επλντθόηεξε 

ιύζε ζην αξρείν εμόδνπ είρε θπςειίδα κε παξακέηξνπο a = 8.98 ± 0.02 Å, b = 36.23 ± 0.01 

Å, c = 18.16 ± 0.01 Å θαη γσλίεο  = 90
o
,  = 90

o
,  = 90

o
.  Ο όγθνο ηεο θπςειίδαο 

ππνινγίζηεθε ζηα 5,912.75 Å
3
 θαη έηζη εθηηκάηαη όηη θάζε κία από ηηο θπςειίδεο πεξηέρεη 9 

κόξηα ηνπ πεπηηδίνπ 
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.  Σα απνηειέζκαηα απηά ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ 

θαηαζθεπή κνληέινπ ησλ πηζαλώλ αιιειεπηδξάζεσλ θαη ηεο πηζαλήο νξγάλσζεο ηνπ 

πεπηηδίνπ 
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 ζε νξζνξνκβηθή κνλαδηαία θπςειίδα (Fraser et al., 1965) 

(Δηθόλα 107).  Σν πξνηεηλόκελν κνληέιν αλήθεη ζηελ 7
ε
 θιάζε ησλ ζηεξενδηαηαμηθώλ 

θεξκνπάξ (up-up arrangement, 1.3.2), όπσο απηά έρνπλ πεξηγξαθεί από ηνλ Sawaya θαη ηνπο 

ζπλεξγάηεο ηνπ (Sawaya et al., 2007). 

Η δηαγξακκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ κνξίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
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 ζε 

εθηεηακέλε ζηεξενδηάηαμε παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 107.  Οη β-θιώλνη 

παξνπζηάδνληαη κε ξάβδνπο θαη νη β-πηπρσηέο επηθάλεηεο κε κπιε θαη πξάζηλα δηαθαλή 

παξαιιειόγξακκα.  Σν πξνηεηλόκελν θξπζηαιιηθό παθεηάξηζκα ππαγνξεύεη ηελ δηαδνρηθή 

νξγάλσζε θαηαινίπσλ θαηλπιαιαλίλεο, γιπθίλεο θαη αζπαξαγίλεο ζην έλα επίπεδν θαη ηελ 

δηαδνρηθή νξγάλσζε ηπξνζίλεο, αιαλίλεο θαη βαιίλεο ζην άιιν επίπεδν.  Αλάιπζε 

κνληέισλ εμαπεπηηδίσλ ηεο ZipperDB (Goldsbury et al., 1997) επηβεβαηώλεη όηη ην 
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παθεηάξηζκα απόζηαζεο ~9 Å κπνξεί λα ηθαλνπνηήζεη ζηεξενδηαηαμηθά ην παθεηάξηζκα ησλ 

παξαπάλσ θαηαινίπσλ. 

 

 
Δηθόλα 107.  Γηαγξακκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ κνξίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
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ζε εθηεηακέλε ζηεξενδηάηαμε, ζε νξζνξνκβηθή κνλαδηαία θπςειίδα.  Η δεηθηνδόηεζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνλ αιγόξηζκν DICVOL06 (Boultif and Louër, 2004).  Σν κνληέιν 

παθεηαξίζκαηνο πξνηείλεηαη θαηά αλαινγία κε ην κνληέιν ηνπ Fraser θαη ησλ ζπλεξγαηώλ 

ηνπ  (Fraser et al., 1965). 

 

πγθεθξηκέλα, ν άμνλαο a αληηζηνηρεί ζην παθεηάξηζκα επζπγξακκηζκέλσλ 

αληηπαξάιιεισλ β-θιώλσλ πνπ αιιειεπηδξνύλ κε δεζκνύο πδξνγόλνπ θαη δνκνύλ β-

πηπρσηέο επηθάλεηεο.  Η δεηθηνδόηεζε απηή είλαη ζύκθσλε κε ηα απνηειέζκαηα πεξίζιαζεο 

αθηίλσλ-Υ, όπνπ παξνπζηάδεηαη ε απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ β-θιώλσλ ζηα 4.51 Å.  

Δπνκέλσο, ε απόζηαζε ησλ 8.98 Å παξαπέκπεη ζηελ δηεπζέηεζε 3 δηαδνρηθώλ θαη 

επζπγξακκηζκέλσλ αληηπαξάιιεισλ β-θιώλσλ (4.51 Å × 2 = 9.02 Å).  Ο άμνλαο b 

αληηζηνηρεί ζην κήθνο ηεο εθηεηακέλεο ζηεξενδηάηαμεο ηνπ πεπηηδίνπ 
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.  

Σέινο, ν άμνλαο c αληηζηνηρεί ζην παθεηάξηζκα 3 δηαδνρηθώλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ.  Σν 

απνηέιεζκα απηό επηβεβαηώλεηαη θαη από κειέηεο ζε δηαδνρηθά εμαπεπηίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 
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 πνπ εμάρζεθαλ από ηε ZipperDB (Goldsbury et al., 1997).  ε ζπκθσλία 

κε ην παξαπάλσ κνληέιν (Δηθόλα 107) βξέζεθε όηη ε ηηκή ηνπ κέζνπ παθεηαξίζκαηνο ησλ 

πιεπξηθώλ αιπζίδσλ πνπ ζπγθξνηνύλ ηα δεθαπεπηίδηα πξνζεγγίδεη ηελ ηηκή ~10Å.   
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Δηθόλα 108.  Γηαδνρηθά κνληέια ηνπ δεθαπεπηηδίνπ 
56
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, πνπ βξίζθνληαη 

θαηαηεζεηκέλα ζηε βάζε ZipperDB (Goldschmidt et al., 2010).  Παξνπζηάδνληαη ηα 

δηαδνρηθά ζηεξενδηαηαμηθά θεξκνπάξ ηνπ πεπηηδίνπ ζηηο 0 θαη 90
ν
.  Οη αλαπαξαζηάζεηο 

θαξηνύλ (επάλσ) θαη ρσξνπιεξσηηθώλ κνληέισλ (θάησ) πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε ρξήζε 

ηνπ πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol (Delano, 2005). 
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Σα απνηειέζκαηα ηεο θαζκαηνζθνπίαο ππεξεξύζξνπ ππνζηεξίδνπλ ηα επξήκαηα 

ηεο πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ γηα ην δηαιπηνπνηεκέλν πεπηίδην 
56

IVAGVNYFLD
65

.  Σα 

ειάρηζηα ηεο δεύηεξεο παξαγώγνπ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ αθξηβή πξνζδηνξηζκό ησλ 

αληίζηνηρσλ κεγίζησλ ησλ ηαηληώλ απνξξόθεζεο.  Σν θάζκα ππεξεξύζξνπ ζε ιεπηό 

ελπδαησκέλν πκέλην πνπ δεκηνπξγείηαη από ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ εκθαλίδεη κία 

νμεία θνξπθή ζηα 1623 cm
-1

 ζηελ πεξηνρή ηεο Ακηδηθήο Ι θαη κία ηαηλία ζηα 1556 cm
-1

 θαη 

ζηελ πεξηνρή ηεο Ακηδηθήο ΙΙ, νη νπνίεο αλακθίβνια νθείινληαη ζηε ζηεξενδηάηαμε ησλ β-

πηπρσηώλ επηθαλεηώλ (Surewicz et al., 1993).  Η νμεία ηαηλία ζηα 1515 cm
-1

 είλαη 

ραξαθηεξηζηηθή ηεο ύπαξμεο ηπξνζίλεο, ελώ ν θπκαηάξηζκνο ζηα 1697 cm
-1

 είλαη έλδεημε 

αληηπαξάιιεισλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ (Haris and Chapman, 1995; Jackson and Mantsch, 

1995; Krimm and Bandekar, 1986) 

 

Δηθόλα 109.  Φάζκα ATR-IR ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ 

πεπηηδίνπ 
56
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.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ απνηεινύληαη από 

αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηελ ραξαθηεξηζηηθή ζέζε ησλ 

ακηδηθώλ Ι θαη ΙΙ θνξπθώλ ηνπ θάζκαηνο.  Γίλεηαη ην θάζκα ηεο δεύηεξεο παξαγώγνπ (2
nd 

derivative).  
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Οη ηαηλίεο ηνπ θάζκαηνο, θαζώο θαη νη απνδόζεηο ηνπο παξνπζηάδνληαη ζπγθεληξσηηθά 

ζηνλ παξαθάησ πίλαθα (Πίλαθαο 18) (Caswell and Spiro, 1986; Johnston and Krimm, 1971; 

Krimm and Bandekar, 1986). 

 

Πίλαθαο 18.  Σαηλίεο όπσο θαηαγξάθνληαη ζην ATR FT-IR (1100-1800 cm
-1

) θάζκα 

ελπδαησκέλνπ πκελίνπ ηνπ πεπηηδίνπ 
56
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, κεηά ηελ απηνζπγθξόηεζή ηνπ ζε 

κηθξνθξπζηάιινπο (Δηθόλα 104).  Γίλνληαη νη επηθξαηέζηεξεο απνδόζεηο ηνπο. 

 

Σαηλίεο (cm
-1

) 

 

Απνδόζεηο 

1141 TFA 

1232 Ακηδηθή III (β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1515 Σπξνζίλε 

1556 Ακηδηθή II (β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1623 Ακηδηθή I (β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1674 TFA 

1696 
Ακηδηθή I ( αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο) 

 

 

 

3.2.2.3. Απνηειέζκαηα πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
95

AFASFQIYAV
104

 

Ηιεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο ζε δείγκαηα πνπ πεπηηδίνπ 
95

AFASFQIYAV
104

 

απνθάιπςε ηεο απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ ζε ηλίδηα επζύγξακκα, αδηαθιάδηζηα κε 

απξνζδηόξηζην κήθνο θαη δηάκεηξν πεξίπνπ 100 Å.  Σα ηλίδηα είλαη νκνηόκνξθα, 

εκθαλίδνπλ όκσο έληνλν πνιπκνξθηζκό, όπσο ζπκβαίλεη ζε πνιιέο ακπινεηδνγόλεο 

πξσηεΐλεο (Goldsbury et al., 1997).  πγθεθξηκέλα παξαηεξνύκε  ηελ ηάζε ησλ ηληδίσλ λα 

αιιειεπηδξνύλ πιεπξηθά θαη λα ζρεκαηίδνπλ δεκάηηα ηληδίσλ (Δηθόλα 110, θόθθηλε αηρκή 

βέινπο).  
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Δηθόλα 110.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ δεκηνπξγνύληαη έπεηηα 

από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
95

AFASFQIYAV
104

 (10 mg ml
-1

) ζε 

απεζηαγκέλν λεξό.  Σελ 7
ε
 εκέξα επώαζεο παξαηεξνύληαη δεκάηηα ηληδίσλ (θόθθηλε αηρκή 

βέινπο).  Σν καύξν βέινο ζεκεηώλεη έλα κνλαδηαίν ηλίδην δηακέηξνπ 100 Å.   

 

Τκέληα ησλ παξαπάλσ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, δεζκεύνπλ εηδηθά ηε ρξσζηηθή Congo 

red (Δηθόλα 111α) θαη εκθαλίδνπλ ηε ραξαθηεξηζηηθή γηα ηηο ακπινεηδείο ελαπνζέζεηο 

θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα (Δηθόλα 111β), όηαλ παξαηεξεζνύλ ζε πνισηηθό 

κηθξνζθόπην, κε δηαζηαπξσκέλνπο πνισηή θαη αλαιύηε.   

 
Δηθόλα 111.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 

95
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104
 έπεηηα από 

ρξώζε κε Congo Red.  (α) Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (β) Παξαηήξεζε κε 

δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ.  Παξαηεξνύκε ηελ 

θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ (β).  
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Πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ από ίλεο πξνζαλαηνιηζκέλσλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 

95
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104
 απνθάιπςαλ δύν ηζρπξέο αλαθιάζεηο ζηα 4.7 Å θαη ζηα 10 Å (Δηθόλα 

112).  Οη αλαθιάζεηο απηέο εκθαλίδνληαη σο δαθηύιηνη εμαηηίαο ηεο έιιεηςεο 

πξνζαλαηνιηζκνύ ησλ ηληδίσλ ζηελ ίλα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ δηεμαγσγή ηνπ 

πεηξάκαηνο.  Η αλάθιαζε ζηα 4.7 Å πξνηείλεη ηελ παξνπζία β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ, θαζώο 

απνδίδεηαη ζηελ απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ β-θιώλσλ, ελώ ε αλάθιαζε ζηα 10 Å 

απνδίδεηαη ζηελ απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ.  Οη δύν αλαθιάζεηο 

ππνδεηθλύνπλ ηελ ύπαξμε β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ θαη είλαη ραξαθηεξηζηηθέο ηεο cross-

β ζηεξενδηάηαμεο πνπ ζπλαληάηαη ζηα ακπινεηδή ηλίδηα (Sunde and Blake, 1997).   

 

 

Δηθόλα 112.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, πνπ δεκηνπξγήζεθε 

από ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 
95

AFASFQIYAV
104

.  Σν πεξηζιαζίγξακκα είλαη 

ραξαθηεξηζηηθό ηεο cross-β δνκήο θαη παξνπζηάδεη κία κεζεκβξηλή αλάθιαζε ζηα 4.7Å θαη 

κία ηζεκεξηλή αλάθιαζε ζηα 10Å. 

 

Σα απνηειέζκαηα ηεο θαζκαηνζθνπίαο ππεξεξύζξνπ ππνζηεξίδνπλ ηα παξαπάλσ 

επξήκαηα ηεο πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ γηα ην δηαιπηνπνηεκέλν πεπηίδην 

95
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104
.  Σν θάζκα ππεξεξύζξνπ ζε ιεπηό ελπδαησκέλν πκέλην πνπ 

δεκηνπξγείηαη από ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ εκθαλίδεη κία νμεία θνξπθή ζηα 1635 

cm
-1

 ζηελ πεξηνρή ηεο Ακηδηθήο Ι θαη κία ηαηλία ζηα 1550 cm
-1

 θαη ζηελ πεξηνρή ηεο 
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Ακηδηθήο ΙΙ, νη νπνηέο αλακθίβνια νθείινληαη ζηε ζηεξενδηάηαμε ησλ β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηώλ (Surewicz et al., 1993).  Η ηαηλία ζηα 1697 cm
-1

 είλαη έλδεημε όηη νη β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο έρνπλ αληηπαξάιιειε δηεπζέηεζε (Haris and Chapman, 1995; Jackson and 

Mantsch, 1995; Krimm and Bandekar, 1986).  Σα ειάρηζηα ηεο δεύηεξεο παξαγώγνπ, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ αθξηβή πξνζδηνξηζκό ησλ αληίζηνηρσλ κεγίζησλ ησλ ηαηληώλ 

απνξξόθεζεο. 

 

 

Δηθόλα 113.  Φάζκα ATR-IR ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ 

πεπηηδίνπ 
95
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104

.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ απνηεινύληαη από 

αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηελ ραξαθηεξηζηηθή ζέζε ησλ 

ακηδηθώλ Ι θαη ΙΙ θνξπθώλ ηνπ θάζκαηνο.  Γίλεηαη ην θάζκα ηεο δεύηεξεο παξαγώγνπ (2
nd 

derivative). 
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3.2.3. πλεηζθνξά ηωλ πεπηηδίωλ-αλαιόγωλ ζηνλ πνιπκεξηζκό ηεο 

θπζηαηίλεο C 

Οη in vitro πξνζεγγίζεηο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C ππήξμαλ πξόηππεο κειέηεο ζηε 

δηαιεύθαλζε ηνπ πνιπκεξηζκνύ θαη ηεο δεκηνπξγίαο ακπινεηδώλ ηληδίσλ, κέζσ ηνπ 

κεραληζκνύ ηεο ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ.  Μειέηεο πνπ 

πξνεγήζεθαλ ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο απνδείθλπαλ ηελ ζεκαληηθή ζπλεηζθνξά ησλ 

πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

, 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 
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104

, σο θξίζηκνπο 

επηηόπνπο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, ρσξίο όκσο λα δίλεηαη έκθαζε ζηηο ακπινεηδνγόλεο 

ηδηόηεηέο ηνπο.   

πγθεθξηκέλα, ην πεπηίδην 
47

LQVVR
51

 πεξηιακβάλεη ην θαηάινηπν ηεο ιεπθίλεο 47, 

έλα θαηάινηπν πνπ ηξνπνπνηήζεθε ηερλεηά θαηά ηελ πεηξακαηηθή ιύζε ηεο δνκήο ηνπ 

θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C (ζρεκαηηζκόο ηερλεηήο 

δηζνπιθηδηθήο γέθπξαο κεηαμύ ησλ θαηαινίπσλ (L47C)–(G69C)), κε ηελ ακηλνμηθή απηή 

ηξνπνπνίεζε λα απνδεηθλύεηαη ηθαλή λα αλαζηείιεη ηνλ δηκεξηζκό θαη ηειηθά ην 

νιηγνκεξηζκό ηεο πξσηεΐλεο (Kolodziejczyk et al., 2010).  Σν δεθαπεπηίδην 

56
IVAGVNYFLD

65
, από ηελ άιιε κεξηά, είλαη έλα εμαηξεηηθά ζεκαληηθό ηκήκα ηεο 

θπζηαηίλεο C, θαζώο πεξηιακβάλεη ηελ πεξηνρή ηεο L1 ινύπαο, δειαδή ηελ πεξηνρή „αξκό‟ 

κεηαμύ ησλ β-θιώλσλ β2 θαη β3 (Δηθόλα 42), νη νπνίνη ζπκκεηέρνπλ ζην δηκεξηζκό ηεο 

πξσηεΐλεο (Szymanska et al., 2009).  Κνκβηθό ακηλνμηθό θαηάινηπν ηνπ πεπηηδίνπ θαίλεηαη 

λα είλαη ε βαιίλε 57, θαζώο πεηξάκαηα ζηνρεπκέλσλ κεηαιιάμεσλ απέδεημαλ όηη αιιαγέο 

ζηε ζέζε απηή κπνξεί λα πεξηνξίζνπλ ηελ ηξηζδηάζηαηε αληαιιαγή απηνηειώλ δνκηθώλ 

πεξηνρώλ θαη, άξα, λα αλαθόςνπλ ηνλ πνιπκεξηζκό ηεο πξσηεΐλεο (Orlikowska et al., 2011a; 

Orlikowska et al., 2011b).  Με ηε ζεηξά ηνπ, ην πεπηίδην 
95

AFCSFQIYAVP
104

 θαίλεηαη λα 

είλαη έλα αθόκα ηκήκα ηεο θπζηαηίλεο C κε ηδηαίηεξα ραξαθηεξηζηηθά.  Δηδηθόηεξα, κειέηεο 

θαζκαηνζθνπίαο κάδαο πςειήο δηαθξηηηθόηεηαο (Juszczyk et al., 2009; Maftei et al., 2012; 

Tian et al., 2007) πνπ ζηόρεπαλ ζηελ εύξεζε θξίζηκσλ πεξηνρώλ αιιειεπίδξαζεο ηεο 

θπζηαηίλεο κε πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε λόζν ηνπ Alzheimer (Bokarewa et al., 2007; 

Sastre et al., 2004), απνθάιπςαλ ηα ηκήκαηα 
101

IYAVPWQGTMTLSKSTC
117

 θαη 

96
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 σο ζεκαληηθνύο επηηόπνπο αιιειεπίδξαζεο ηεο θπζηαηίλεο κε ην Αβ πεπηίδην 

θαη ηελ πξσηεΐλε SAA, αληίζηνηρα (Spodzieja et al., 2013; Spodzieja et al., 2012) . 

Η ζεσξεηηθή πξνζέγγηζε ζε έλα ζύλνιν 12 ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ απέδεημε όηη 

ηκήκαηα ησλ πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ πνπ έρνπλ πξνβιεθζεί σο πεξηνρέο κε „ηάζε πξνο 
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ζπζζσκάησζε‟ βξίζθνληαη ζπλήζσο εθηεζεηκέλα ζηελ επηθάλεηα ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ θαη όρη ζακκέλα ζηνλ πδξόθνβν ππξήλα ηνπο (Frousios et al., 2009).  κνηα, κία 

ζεκαληηθή πξνζζήθε ζ‟ απηή ηελ θαηεύζπλζε ππήξμε ε ππνινγηζηηθή αλάιπζε ησλ Castillo 

θαη Ventura ην 2009, νη νπνίνη απνθάιπςαλ όηη ζηελ νκν-νιηγνκεξή θαηάζηαζε ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ νη πεξηνρέο κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ ζπκπίπηνπλ κε 

δηεπηθάλεηεο αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ-πξσηετλώλ (Castillo and Ventura, 2009). 

 

 

Δηθόλα 114.  Αιιειεπίδξαζε ηεηξακεξώλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Γεηηνληθά 

ηεηξακεξή ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C αιιειεπηδξνύλ κέζσ ηνπ πεληαπεπηηδίνπ 
47

LQVVR
51

 (θόθθηλν ρξώκα) ηόζν ζην νξζνξνκβηθό θξπζηαιιηθό ζύζηεκα (α), όζν θαη ζην 

ηεηξαγσληθό θξπζηαιιηθό ζύζηεκα (β).  Οη αιπζίδεο θάζε ηεηξακεξνύο ρξσκαηίδνληαη κε 

ιεπθό, αλνηρηό γθξη, ζθνύξν γθξη θαη καύξν, αληίζηνηρα.  Σα δηκεξή (ιεπθό-αλνηρηό γθξη & 

ζθνύξν γθξη-καύξν) πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ ηξηζδηάζηαηε αληαιιαγή απηνηειώλ δνκηθώλ 

πεξηνρώλ ζηε δνκή 1R4C (Janowski et al., 2004) (α), αιιειεπηδξνύλ γηα λα ζρεκαηίζνπλ 

ηεηξακεξή θαη έπεηηα νθηακεξή, ελώ ν ζρεκαηηζκόο ελόο δεζκνύ πδξνγόλνπ κέζσ ηεο 

αιιειεπίδξαζεο ησλ θαηαινίπσλ ιεπθίλε 47 θαη βαιίλε 49 (ξάβδνη) ζηαζεξνπνηεί ην 

νθηακεξέο.  Όκνηα ε αιιειεπίδξαζε ζηε δνκή 1TIJ (Janowski et al., 2005) (β), 

δηακεζνιαβείηαη από ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ πεληαπεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

, ρσξίο ηελ 

δεκηνπξγία δεζκνύ πδξνγόλνπ κεηαμύ ησλ θαηαινίπσλ 47 θαη 49.  Οη αλαπαξαζηάζεηο ησλ 

δνκώλ (θαξηνύλ αξηζηεξά θαη ρσξνπιεξσηηθό κνληέιν δεμηά), έρνπλ ηνλ ίδην 

πξνζαλαηνιηζκό θαη νπηηθνπνηήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ Pymol (Delano, 2005). 
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Ο θξπζηαιινγξαθηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο πνιπκεξηζκέλεο κνξθήο ηεο αλζξώπηλεο 

θπζηαηίλεο C ην 2004 πξόηεηλε απηνκάησο θαη έλαλ κεραληζκό, γηα ηελ πηζαλή 

απηνζπγθξόηεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζηελ πεξίπησζε ηεο πξσηεΐλεο απηήο (Janowski et al., 

2004).  πγθεθξηκέλα ν κεραληζκόο πεξηειάκβαλε ην ζρεκαηηζκό δηκεξώλ κέζσ ηεο 

ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ θαη θαη‟ επέθηαζε ην ζρεκαηηζκό 

ηεηξακεξώλ θαη νθηακεξώλ, πνπ ζρεκαηίδνληαη αθνινπζώληαο ηνλ ίδην κεραληζκό (Δηθόλα 

42).  Μειεηώληαο ηηο πξνζδηνξηζκέλεο πεηξακαηηθά δνκέο ζεκαληηθό εύξεκα ππήξμε ε 

ζπκκεηνρή ηνπ πεπηηδίνπ 
47

LQVVR
51

 ζην ζρεκαηηζκό ησλ νκν-νθηακεξώλ ηεο 

αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Αμηνζεκείσην είλαη ην γεγνλόο όηη γεηηνληθά ηεηξακεξή ζηνλ 

θξύζηαιιν ηεο πξσηεΐλεο αιιειεπηδξνύλ κέζσ ηνπ ηζρπξά ακπινεηδνγόλνπ πεληαπεπηηδίνπ, 

ην νπνίν βξίζθεηαη ζηελ επηθάλεηα αιιειεπίδξαζεο ησλ γεηηνληθώλ νιηγνκεξώλ (Δηθόλα 

114α).  Σελ ίδηα ζηηγκή, ε ζέζε ηνπ πεπηηδίνπ 
47

LQVVR
51

, καδί κε ηηο ακπινεηδνγόλεο 

ηδηόηεηέο ηνπ, επηβεβαηώλεη ηελ ζεσξεηηθή ππνινγηζηηθή αλάιπζε πνπ ππνζηεξίδεη ηελ 

ζύκπησζε πεξηνρώλ αιιειεπίδξαζεο πξσηετλώλ-πξσηετλώλ θαη πεξηνρώλ κε „ηάζε πξνο 

ζπζζσκάησζε‟, θαζώο ην πεπηηδην απνδεηθλύεηαη λα είλαη ηόζν ακπινεηδνγόλνο θαζνξηζηήο 

ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, όζν θαη θξπζηαιιηθή επαθή ζηε δνκή ηνπ νθηακεξνύο (Janin, 

1997).  Σέινο, ε παξαηήξεζε απηή θαίλεηαη λα ηζρύεη ηόζν ζηελ θξπζηαιινγξαθηθά 

πξνζδηνξηζκέλε δνκή ζην νξζνξνκβηθό ζύζηεκα (PDB ID: 1R4C) (Janowski et al., 2004), 

όζν θαη ζηε δνκή ηνπ ηεηξαγσληθνύ ζπζηήκαηνο (PDB ID: 1TIJ) (Janowski et al., 2005), 

παξόιν πνπ ην ζπλνιηθό ζρήκα ησλ πνιπκεξώλ ζην ρώξν δηαθέξεη ζεκαληηθά (Δηθόλα 114).   

κνηα κε ην πεληαπεπηίδην 
47

LQVVR
51

, ην δεθαπεπηίδην 
56

IVAGVNYFLD
65

 

ζπκκεηέρεη, όπσο είδακε, ζε αιιειεπηδξάζεηο πνπ ζηαζεξνπνηνύλ ηελ εθηεηακέλε β-πηπρσηή 

επηθάλεηα κεηαμύ ησλ δηκεξώλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, κε ην ζρεκαηηζκό ελόο 

πινύζηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ζπκκεηξηθά ζρεηηδόκελσλ κνξίσλ (Janowski et al., 

2004; Janowski et al., 2005).  Παξαδόμσο, εθηόο από ηηο αλακελόκελεο αιιειεπηδξάζεηο ησλ 

θπζηαηηλώλ κεηαμύ δηκεξώλ, εληνπίδνληαη θαη δηακνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ 

γεηηνληθώλ νιηγνκεξώλ, πνπ παθεηάξνληαη θαλνληθά ζηνλ θξύζηαιιν ηεο δνκήο ηνπ 

νθηακεξνύο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Έηζη, ζε αληίζεζε κε ην ηεηξαγσληθό 

θξπζηαιιηθό ζύζηεκα, όπνπ εληνπίδνπκε κόλν ηελ αιιειεπίδξαζε κεηαμύ πεπηηδίσλ
 

47
LQVVR

51
 (Δηθόλα 114), ζην νξζνξνκβηθό θξπζηαιιηθό ζύζηεκα παξαηεξνύκε όηη ε 

επαλάιεςε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
47

LQVVR
51

 θαη ηνπ πεπηηδίνπ 

56
IVAGVNYFLD

65
, νδεγεί ζηε δεκηνπξγία κηαο κεγάιεο νξγαλσκέλεο επίπεδεο δνκήο, 

πνπ ζπγθξνηείηαη από νθηακεξή ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C (Δηθόλα 115).  
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Δηθόλα 115.  Έλα πηζαλό κνληέιν πνιπκεξηζκνύ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C βαζηζκέλν 

ζηελ θξπζηαιινγξαθηθά πξνζδηνξηζκέλε δνκή 1R4C (Janowski et al., 2004).  Σν 

πξνηεηλόκελν κνληέιν εκπιέθεη ηόζν ην πεπηίδην 
47

LQVVR
51

 όζν θαη ην πεπηίδην 
56

IVAGVNYFLD
65

, θαζώο ε επαλάιεςε ηεο αιιειεπίδξαζεο ηνπο νδεγεί ζηε δεκηνπξγία 

κηαο κεγάιεο νξγαλσκέλεο ηληδηαθήο δνκήο „ζηνηβαγκέλσλ‟ νθηακεξώλ ηεο αλζξώπηλεο 

θπζηαηίλεο C (α).  Σν πεπηίδην 
56

IVAGVNYFLD
65

 (κπιε) ζπκκεηέρεη ηόζν ζηηο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ κε-θπζηνινγηθώλ κνλνκεξώλ πνπ ζπγθξνηνύλ ηα δηκεξή 

θπζηαηίλεο C, όζν θαη ζε δηακνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ γεηηνληθώλ νθηακεξώλ ηεο 

θξπζηαιινγξαθηθά πξνζδηνξηζκέλεο δνκήο (γ).  Σν πεπηίδην 
47

LQVVR
51

 ζπκκεηέρεη ζηηο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ γεηηνληθώλ ηεηξακεξώλ, πνπ αιιειεπηδξνύλ θαη ζπγθξνηνύλ ηα 

νθηακεξή (β). 
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Έηζη, ν κεραληζκόο ηεο ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ 

κπνξεί λα ζπλεηζθέξεη ζην ζρεκαηηζκό ηεο θάζε „ππνκνλάδαο‟ νιηγνκεξνύο, αιιά όρη 

απαξαίηεηα ζηελ ηειηθή ζηνίβαμε ησλ „ππνκνλάδσλ‟ θαηά κήθνο ηνπ άμνλα ηνπ ηληδίνπ.  

Βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα ππνζηεξίδνπλ ην παξαπάλσ κνληέιν (Δηθόλα 115) πξνηείλνληαο όηη 

ηα ζρήκαηνο-ληόλαη νιηγνκεξή ηεο θπζηαηίλεο C (Δηθόλα 41γ, Δηθόλα 41δ) κπνξνύλ λα 

πξνζαξηώληαη / ηνπνζεηνύληαη ην έλα πάλσ ζην άιιν πξνο ην ζρεκαηηζκό „θνύθησλ‟ 

πξσηντληδίσλ ή ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, ζε ζπκθσλία θαη κε κνληέια άιισλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ γηα ηα νπνία απνδεηθλύεηαη ε δεκηνπξγία „θνύθησλ‟ ηληδίσλ κε 

ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο (Jimenez et al., 1999; Serpell et al., 1995).   

 

 

3.2.4. Ο ακπινεηδνγόλνο ππξήλαο ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C 

Ο κεραληζκόο ηεο δνκηθήο κεηάβαζεο ζθαηξηθώλ πδαηνδηαιπηώλ πξσηετλώλ ζηελ 

ηληδηαθή θαηάζηαζε παξακέλεη κέρξη θαη ζήκεξα ειιηπήο, θαζώο ε θπζηνινγηθή 

ζηεξενδηάηαμε ησλ πξσηετλώλ πνπ νδεγνύληαη ζηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ δελ είλαη 

νκνηόκνξθε.  Παξόηη ζηελ πεξίπησζε ησλ all-β πξσηετλώλ ε εξκελεία ηεο απόθηεζεο ηεο 

cross-β ζηεξενδηάηαμεο είλαη ζρεηηθά απιή (Blake and Serpell, 1996), ζηελ πεξίπησζε ησλ 

all-α πξσηετλώλ νη κεραληζκνί είλαη ζηελ πξαγκαηηθόηεηα άγλσζηνη θαη κόλν ππνζέζεηο 

κπνξνύλ λα πξνβιέςνπλ ηε „κνίξα‟ ησλ πξσηετλώλ απηώλ.  ηελ θαηεγνξία ησλ α/β 

πξσηετλώλ, ζηελ νπνία επηθξαηνύλ ηόζν α όζν θαη β ζηνηρεία δεπηεξνηαγνύο δνκήο, νη 

πξσηεΐλεο είλαη αλαγθαίν λα ππνζηνύλ κία θαζνξηζηηθή ζηεξενδηαηαμηθή αιιαγή ώζηε 

λα κεηαβνύλ ζηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε (Zerovnik et al., 2011).  Έηζη, ην πξνηεηλόκελν 

κνληέιν ζηελ Δηθόλα 115 κπνξεί λα εμεγήζεη ελ κέξεη ηνλ πνιπκεξηζκό ηεο θπζηαηίλεο C, 

παξόιν πνπ πεηξακαηηθά θαη βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα ππνζηεξίδνπλ ηελ εγθπξόηεηά ηνπ.  

Σν 2008 έγηλαλ ζεκαληηθέο πξνζπάζεηεο λα κειεηεζεί ην κνληέιν πνιπκεξηζκνύ κίαο 

θπζηαηίλεο ηεο νηθνγέλεηαο ησλ ζηεθηλώλ, ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Β (Morgan et al., 2008).  

Η πξσηεΐλε απηή κνηξάδεηαη πςειή νκνινγία κε ηελ αλζξώπηλε θπζηαηίλε C (Δηθόλα 116) 

θαη δηπιώλεηαη ζην ρώξν πηνζεηώληαο ην ραξαθηεξηζηηθό δίπισκα ησλ θπζηαηηλώλ (Jenko 

Kokalj et al., 2007) (Δηθόλα 38).  Καηά ην ζρεδηαζκό ηνπ πεηξάκαηνο, ν Morgan θαη νη 

ζπλεξγάηεο ηνπ κε ηε ρξήζε αληαιιαγήο πδξνγόλνπ/δεπηεξίνπ θαη κεηξήζεηο κε ππξεληθό 

καγλεηηθό ζπληνληζκό (NMR) θαηόξζσζαλ λα πξνζδηνξίζνπλ ζε επίπεδν ακηλνμηθώλ 
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θαηαινίπσλ ηα ηκήκαηα εθείλα ηεο ζηεθίλεο Β, ηα νπνία θαη απνηεινύλ ηνλ ππξήλα ηεο 

ηληδηαθήο θαηάζηαζεο ηεο πξσηεΐλεο (Morgan et al., 2008).   

 

 
Δηθόλα 116.  ηνίρηζε αθνινπζηώλ κεηαμύ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C θαη ηεο 

αλζξώπηλεο ζηεθίλεο B.  Η ζηνίρηζε απνδεηθλύεη ηελ πςειή νκνινγία κεηαμύ ησλ δύν 

εθθξηηηθώλ πξσηετλώλ.  Σα ρξσκαηηζηά πιαίζηα ζεκεηώλνπλ ηα πεπηίδηα πνπ κειεηήζεθαλ 

πεηξακαηηθά ζηελ πεξίπησζε ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C (θόθθηλν - 
47

LQVVR
51

, κπιε - 
56

IVAGVNYFLD
65

, πξάζηλν - 
95

AFCSFQIYAVP
105

) θαη ηα νκόινγα πεπηίδηα ζηελ 

αθνινπζία ηεο ζηεθίλεο B.  Οη καύξεο πεξηνρέο πνπ ζεκεηώλνληαη κε αζηεξίζθν (*) 

δειώλνπλ θαηάινηπα πνπ ηαπηίδνληαη, νη ζθνύξεο γθξη πεξηνρέο πνπ ζεκεηώλνληαη κε άλσ-

θάησ ηειείεο (:) δειώλνπλ θαηάινηπα κε ζεκαληηθή νκνηόηεηα ζηηο ηδηόηεηέο ηνπο, νη 

αλνηρηέο γθξη πεξηνρέο πνπ ζεκεηώλνληαη κε ηειεία (.) δειώλνπλ θαηάινηπα κε αζζελή 

νκνηόηεηα ζηηο ηδηόηεηέο ηνπο.  Οη αθνινπζίεο έρνπλ απνζπαζηεί από ηε βάζε UniProt 

(UniProt, 2015) (ζηεθίλε Β - Uniprot AC: P04080, θπζηαηίλε C - Uniprot AC: P01034).  Η 

ζηνίρηζε πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνλ αιγόξηζκν CLUSTALW (Larkin et al., 2007) θαη ε 

νπηηθνπνίεζε έγηλε κε ηε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνύ BioEdit (Hall, 1999). 

 

ηελ Δηθόλα 117 πξνηείλεηαη έλα πηζαλό κνλνπάηη ηνπ πνιπκεξηζκνύ ηεο 

αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C ζε αλαινγία κε ην κνληέιν ηνπ Morgan.  Με ρξήζε ηεο 

νκνινγίαο -ζε επίπεδν αθνινπζίαο- κεηαμύ ηεο θπζηαηίλεο C θαη ηεο ζηεθίλεο Β, 

επηρεηξήζακε λα ηνπνζεηήζνπκε ηα πεπηίδηα 
47

LQVVR
51

, 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 

95
AFCSFQIYAVP

104
 αλαπαξηζηώληαο έλα κνληέιν πνιπκεξηζκνύ ηεο αλζξώπηλεο 

θπζηαηίλεο C.  Πξνο έθπιεμή καο, θαη ηα ηξία πεπηίδηα, κε ηηο αμηνζεκείσηεο ηδηόηεηεο 

πνιπκεξηζκνύ ζπκκεηέρνπλ ζηνλ ππξήλα ηεο β-ζηεξενδηάηαμεο ηνπ κνληέινπ, πξνηείλνληαο 

ηελ πηζαλή ζεκαληηθή ζπλεηζθνξά ηνπο ζηελ ζπγθξόηεζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ ππξήλα ηεο 

πξσηεΐλεο.  Θα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη ηα νκόινγα πεπηίδηα ησλ 
47

LQVVR
51

, 

56
IVAGVNYFLD

65
 θαη 

95
AFCSFQIYAVP

104
 ζηελ αθνινπζία ηεο ζηεθίλεο Β παξνπζηάδνπλ 

παξόκνην ακπινεηδνγόλν πξνθίι, αλ θαη ε νηθνγέλεηα ησλ ζηεθηλώλ, δηαθνξνπνηείηαη από ηηο 

ππόινηπεο θπζηαηίλεο, ιόγσ ηεο απνπζίαο δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ (Zerovnik et al., 2010), 

γεγνλόο πνπ ηηο θαζηζηά πεξηζζόηεξν επηξξεπείο ζηηο ζηεξενδηαηαμηθέο αιιαγέο θαη ζην 

ιαλζαζκέλν δίπισκα (Grana-Montes et al., 2012).  



 

 

 

 

 

Δηθόλα 117.  Αλαπαξάζηαζε ηνπ πηζαλνύ κνλνπαηηνύ πνιπκεξηζκνύ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Σν πξνηεηλόκελν κνλνπάηη αθνινπζεί ην 

παξάδεηγκα ηεο ζηεθίλεο Β (Morgan et al., 2008).  Η α-έιηθεο αλαπαξίζηαληαη σο θύιηλδξνη θαη νη β-θιώλνη σο βέιε.  Μεηά ηνλ δηκεξηζκό θαη ηνλ 

απνθιεηζκό ησλ α-ειίθσλ, δεκηνπξγείηαη ην ηεηξακεξέο ηεο θπζηαηίλεο C από ηελ αιιειεπίδξαζε δύν δηκεξώλ, ελώ ζηνίβαμε πνιιώλ δηκεξώλ 

δεκηνπξγεί ηνλ ππξήλα ηνπ ηληδίνπ.  Ο ακπινεηδνγόλνο ππξήλαο εκπιέθεη ηνπο β-θιώλνπο β2, β3, β4 θαη β5, θαζώο θαη ηηο ινύπεο κεηαμύ ησλ θιώλσλ 

2 θαη 3 (L1 ινύπα), πνπ πεξηιακβάλνπλ ηα πεπηίδηα 
47

LQVVR
51

 (θόθθηλν), 
56

IVAGVNYFLD
65

 (κπιε) θαη 
95

AFCSFQIYAVP
104

 (πξάζηλν).  Η 

επαλάιεςε ησλ ππν-κειέηε πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ θαίλεηαη λα ζπγθξνηεί ηνλ ακπινεηδνγόλν ππξήλα ησλ ηληδίσλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C. 
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3.2.5. Αιιειεπηδξάζεηο ηωλ πεπηηδίωλ-αλαιόγωλ ηεο θπζηαηίλεο C 

Πεηξάκαηα ζπλεπώαζεο ησλ πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

, 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 

95
AFCSFQIYAVP

104
 εκπλεπζκέλα από ην παξαπάλσ κνληέιν, απνδεηθλύνπλ 

εμεηδηθεπκέλε αιιειεπίδξαζε κεηαμύ ηνπο θαη εληζρύνπλ ηελ ππόζεζε ηνπ κνλνπαηηνύ 

πνιπκεξηζκνύ (Δηθόλα 117).  Δηδηθόηεξα, ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο ζε δείγκαηα 

ζπγθέληξσζεο ηζνκνξηαθήο πνζόηεηαο (1:1) ησλ πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

 : 

56
IVAGVNYFLD

65
, 

56
IVAGVNYFLD

65
 : 

95
AFΑSFQIYAV

103
, 

47
LQVVR

51
 : 

95
AFΑSFQIYAV

103
, έπεηηα από αξλεηηθή ρξώζε θαη επώαζε 15 εκεξώλ, ππνδεηθλύνπλ ηελ 

ηάζε όισλ ησλ ζπλδπαζκώλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ λα απηνζπγθξνηνύληαη, ζρεκαηίδνληαο 

πήθησκα, όπσο παξαηεξήζεθε θαη γηα ηα κεκνλσκέλα πεπηίδηα-αλάινγα. 

 

 
Δηθόλα 118.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ησλ κηθξνθξπζηαιιηηώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C 
47

LQVVR
51

 : 
56

IVAGVNYFLD
65

.  Η αλαινγία ησλ πεπηηδίσλ είλαη 1:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο 

είλαη 15 εκέξεο.  Παξαηεξώληαο ιεπηνκεξώο ηνπο κηθξνθξπζηαιιίηεο δηαθξίλνπκε 

πξσηντλίδηα δηακέηξνπ ~50-60Å (ιεπηά καύξα βέιε), ώξηκα ηλίδηα (καύξν βέινο), θαζώο θαη 

δεκάηη πνιιώλ ηληδίσλ (θόθθηλε αηρκή βέινπο). 

 

ην δηάιπκα ζπλεπώαζεο ησλ πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

 : 
56

IVAGVNYFLD
65

 (Δηθόλα 

118) παξαηεξνύληαη κηθξνθξύζηαιινη αληίζηνηρνη εθείλσλ πνπ εληνπίζηεθαλ θαηά ηελ 
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απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
56

IVAGVNYFLD
65 

(Δηθόλα 104).  Η ιεπηνκεξήο 

παξαηήξεζε απνδεηθλύεη όηη νη κηθξνθξύζηαιινη ζπγθξνηνύληαη από νξγαλσκέλα 

πξσηντλίδηα δηακέηξνπ ~50-60 Å (Δηθόλα 118, ιεπηά καύξα βέιε), είηε ώξηκα ακπινεηδή 

ηλίδηα ~100 Å (Δηθόλα 118, καύξν βέινο), είηε δεκάηηα πξσηντληδίσλ (Δηθόλα 118, θόθθηλε 

αηρκή βέινπο).  Η εκθάληζε ησλ δεκαηηώλ θαη ζπγθεθξηκέλα ε ηάζε ησλ ηληδίσλ ζε απηό ην 

δείγκα λα αιιειεπηδξνύλ πιεπξηθά ζρεκαηίδνληαο επίπεδεο ηαηλίεο πξσηντληδίσλ, πηζαλά 

παξαπέκπεη ζηηο ηδηόηεηεο πνπ εκθάληζε κεκνλσκέλν ην πεπηίδην 
47

LQVVR
51

 (Δηθόλα 98).  

Δληνύηνηο, ζηελ ζπλεπώαζε ησλ πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

 θαη 
56

IVAGVNYFLD
65

 

θαηαγξάθεηαη ε επηθξάηεζε ηεο κνξθνινγίαο ηνπ δεύηεξνπ πεπηηδίνπ. 

 

 
Δηθόλα 119.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C 
47

LQVVR
51

 : 
95

AFΑSFQIYAV
103

.  Η αλαινγία ησλ πεπηηδίσλ είλαη 1:1 θαη ν ρξόλνο 

επώαζεο είλαη 15 εκέξεο.  εκεηώλνληαη ηα πξσηντλίδηα (ιεπηά καύξα βέιε), νη ππεξέιηθεο 

πξσηντληδίσλ (καύξα βέιε), θαζώο θαη ζθαηξηθά πξσηετληθά ζπζζσκαηώκαηα (θίηξηλα 

βέιε), πνπ θαηαλέκνληαη νκνηόκνξθα ζην δείγκα. 

 

Αληίζεηα, ζπλεπώαζε ησλ πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

 : 
95

AFΑSFQIYAV
103 

νδήγεζε ζηε 

δεκηνπξγία δνκώλ ηππηθώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, δειαδή ηληδίσλ πνπ παξνπζηάδνληαη 

νκνηόκνξθα, αδηαθιάδηζηα, επζύγξακκα θαη έρνπλ απξνζδηόξηζην κήθνο, ελώ παξαηεξείηαη 

ε εκθάληζε ηόζν πξσηντληδίσλ (Δηθόλα 119, ιεπηό καύξν βέινο), όζν θαη ππεξειίθσλ 
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πξσηντληδίσλ (Δηθόλα 119, καύξν βέινο).  Ιδηαίηεξν ελδηαθέξνλ, όκσο, παξνπζηάδεη ε 

εκθάληζε ζθαηξηθώλ πξσηετληθώλ ζπζζσκαησκάησλ, ηα νπνία θαηαλέκνληαη νκνηόκνξθα 

ζην δείγκα θαη ζπρλά εκθαλίδνληαη ζαλ „δηαθόζκεζε‟ ζηηο δνκέο ησλ ηληδίσλ, αθνύ θαίλεηαη 

λα πξνζθνιιώληαη ζε απηέο (Δηθόλα 119, θίηξηλα βέιε).  Η κνξθνινγία ησλ ηληδίσλ δελ 

παξαπέκπεη ζηελ εκθάληζε ησλ κεκνλσκέλσλ πεπηηδίσλ, θαζώο δελ παξαηεξνύκε νύηε ηελ 

έληνλε ηάζε ηνπ πεληαπεπηηδίνπ 
47

LQVVR
51

 (Δηθόλα 98) λα ζρεκαηίδεη επίπεδεο ηαηλίεο 

πξσηντληδίσλ, νύηε ηελ ηδηόηεηα ζρεκαηηζκνύ δεκαηίσλ ηληδίσλ ηνπ δεθαπεπηηδίνπ 

95
AFΑSFQIYAV

103 
(Δηθόλα 110).  Η απνθάιπςε κίαο λέαο νξγάλσζεο απνδεηθλύεη ηελ ηάζε 

ησλ πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

 θαη 
95

AFΑSFQIYAV
103

 λα αιιειεπηδξνύλ εηδηθά. 

 

 
Δηθόλα 120.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 
95

AFΑSFQIYAV
103

.  Η αλαινγία ησλ πεπηηδίσλ είλαη 1:1 θαη ν 

ρξόλνο επώαζεο είλαη 15 εκέξεο.  Παξαηεξνύκε ηππηθά ακπινεηδή ηλίδηα ~100Å, πνπ 

ζρεκαηίδνπλ δεκάηηα (θόθθηλε αηρκή βέινπο), είηε ηαηλίεο (θνύμηα αηρκή βέινπο) 

αιιειεπηδξώληαο πιεπξηθά.  Με ιεπηό καύξν βέινο ζεκεηώλεηαη πξσηντλίδην ~60Å. 

 

Σέινο, ε κειέηε ηνπ δηαιύκαηνο ζπλεπώαζεο ησλ δεθαπεπηηδίσλ 
56

IVAGVNYFLD
65

 

θαη 
95

AFΑSFQIYAV
103

 απνθαιύπηεη απξνζδόθεηα ηελ εκθάληζε ηππηθώλ, νκνηόκνξθσλ θαη 

πνιπκνξθηθώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  ε αληίζεζε κε ην δηάιπκα ζπλεπώαζεο ησλ πεπηηδίσλ  

47
LQVVR

51
 θαη 

56
IVAGVNYFLD

65
, όπνπ νη κηθξνθξπζηαιιίηεο θπξηαξρνύλ (Δηθόλα 118), 
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παξαηεξείηαη ε παληειήο απνπζία κηθξνθξπζηαιιηηώλ ηνπ πεπηηδίνπ 
56

IVAGVNYFLD
65

.  

Δπηπξόζζεηα, νη δνκέο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ δηαθέξνπλ ζεκαληηθά από ηελ παξαηήξεζε 

ησλ κεκνλσκέλσλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
95

AFΑSFQIYAV
103

 (εηθνλα), παξόηη 

εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα δεκηνπξγνύλ δεκάηηα ηληδίσλ (Δηθόλα 120, θόθθηλε αηρκή βέινπο).  

Έηζη, θαηά ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ πεπηηδίσλ 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 
95

AFΑSFQIYAV
103

 

θαηαγξάθεηαη ε εκθάληζε ελόο „λένπ‟ πιεζπζκνύ ηληδίσλ, εύξεκα πνπ ππνδειώλεη ηε 

ζπλάθεηα αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ ησλ δύν πεπηηδηθώλ ηκεκάησλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο 

C. 

Υξώζε πκελίσλ ησλ 1:1 δηαιπκάησλ ζπλεπώαζεο ησλ ζπλδπαζκώλ ησλ πεπηηδίσλ 

47
LQVVR

51
 : 

56
IVAGVNYFLD

65
, 

56
IVAGVNYFLD

65
 : 

95
AFΑSFQIYAV

103
 θαη 

47
LQVVR

51
 

: 
95

AFΑSFQIYAV
103

 έδεημε ηελ ηάζε ηνπο λα δεζκεύνπλ εηδηθά ηε δηαγλσζηηθή ρξσζηηθή 

Congo Red θαη λα εκθαλίδνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαηά ηελ παξαηήξεζή ηνπο κε πνισηηθό κηθξνζθόπην.   

 

[α]  47LQVVR51 : 56IVAGVNYFLD65 

 

[β]  47LQVVR51 : 95AFΑSFQIYAV103 
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[γ]  56IVAGVNYFLD65 : 95AFΑSFQIYAV103 

 

Δηθόλα 121.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκώλ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, 

έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.  Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (αξηζηεξά).  Παξαηήξεζε 

κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (δεμηά). 

 

Η επζπγξάκκηζε ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ησλ δηαιπκάησλ ζπλεπώαζεο ησλ πεπηηδίσλ-

αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C ζε θαηάιιειε δηάηαμε έδσζε πξνζαλαηνιηζκέλεο 

ίλεο κόλν ζηελ πεξίπησζε ησλ δηαιπκάησλ ησλ πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

 : 
56

IVAGVNYFLD
65

 

θαη 
56

IVAGVNYFLD
65

 : 
95

AFΑSFQIYAV
103

.  Σα πεξηζιαζηγξάκκαηα γηα ηνπο δύν 

ζπλδπαζκνύο πεπηηδίσλ παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθόλα 122.  Σόζν γηα ην δηάιπκα 

ζπλεπώαζεο 
47

LQVVR
51

 : 
56

IVAGVNYFLD
65

, όζν θαη γηα ην δηάιπκα ζπλεπώαζεο 

56
IVAGVNYFLD

65
 : 

95
AFΑSFQIYAV

103
 παξαηεξείηαη ε θαηαγξαθή ησλ ραξαθηεξηζηηθώλ 

αλαθιάζεσλ ηεο cross-β ζηεξενδηάηαμεο όισλ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Sunde and Blake, 

1997).  Δηδηθόηεξα, ην πεξηζιαζίγξακκα πνπ πξνέθπςε από ην ζπλδπαζκό ησλ πεπηηδίσλ 

47
LQVVR

51
 : 

56
IVAGVNYFLD

65
 (Δηθόλα 122α), είλαη πεξηζιαζίγξακκα πνιπθξπζηαιιηθνύ 

πιηθνύ θαη εκθαλίδεη ζεκαληηθέο νκνηόηεηεο κε εθείλν ηνπ κεκνλσκέλνπ πεπηηδίνπ 

56
IVAGVNYFLD

65
, επηβεβαηώλνληαο ηα πεηξάκαηα ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο, πνπ 

ππνδεηθλύνπλ όηη ην δεθαπεπηίδην επηθξαηεί ηνπ πεληαπεπηηδίνπ (Δηθόλα 118).  Αληίζεηα, ην 

πεξηζιαζίγξακκα πνπ πξνέθπςε από ην ζπλδπαζκό ησλ δεθαπεπηηδίσλ 
56

IVAGVNYFLD
65

 : 

95
AFΑSFQIYAV

103
, πξνο έθπιεμή καο δελ νκνηάδεη ησλ πεξηζιαζηγξακκάησλ ησλ 

αλεμάξηεησλ πεπηηδίσλ, θαζώο εμαιείθεηαη παληειώο ε πνιπθξπζηαιιηθή θύζε ηνπ 

πεπηηδίνπ 
56

IVAGVNYFLD
65

, ελώ νη αλαθιάζεηο ηεο cross-β ζηεξενδηάηαμεο παξνπζηάδνπλ 

απνθιίζεηο από εθείλεο ηνπ πεπηηδίνπ 
95

AFΑSFQIYAV
103

.  Σν πεξηζιαζίγξακκα απηό 

(Δηθόλα 122γ) επηβεβαηώλεη ηελ εκθάληζε ηνπ λένπ πιεζπζκνύ ηληδίσλ πνπ θαηαγξάθεηαη 

θαηά ηελ παξαηήξεζε κε ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην δηέιεπζεο (Δηθόλα 120) θαη εληζρύεη ηελ 

ίδεα όηη ηα δεθαπεπηίδηα αιιειεπηδξνύλ εμεηδηθεπκέλα.  Η αδπλακία δεκηνπξγίαο 
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πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο ηληδίσλ από ην δηάιπκα ζπλεπώαζεο ησλ πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

 : 

95
AFΑSFQIYAV

103
 θαη θαη‟ επέθηαζε ε απόθηεζε πεξηζιαζηγξάκκαηνο δεκηνπξγεί 

εξσηεκαηηθά, θαζώο από ηελ παξαηήξεζε ζην ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην δηέιεπζεο είλαη 

εκθαλήο ε παξνπζία ηππηθώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Δηθόλα 119).  Μία πηζαλή εξκελεία είλαη 

ε ζπλύπαξμε ζθαηξηθώλ πξσηετληθώλ δνκώλ, νη νπνίεο πηζαλά απνηξέπνπλ ηελ 

επζπγξάκκηζε ησλ ηληδίσλ ηνπ δηαιύκαηνο. 

 

[α]  47LQVVR51 : 56IVAGVNYFLD65 [β]  47LQVVR51 : 95AFΑSFQIYAV103 

 
 

 

[γ]  56IVAGVNYFLD65 : 95AFΑSFQIYAV103  

 

 

Δηθόλα 122.  Πεξηζιαζηγξάκκαηα αθηίλσλ-Υ πνπ πξνέθπςαλ από ακπινεηδή ηλίδηα 

ζπλδπαζκνύ ησλ πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

, 
95

AFΑSFQIYAV
103

 θαη 
56

IVAGVNYFLD
65

.  (α) (β) 

Παξνπζηάδνληαη πεηζιαζηγξάκκαηα ραξαθηεξηζηηθά ηεο cross-β αξρηηεθηνληθήο.  (γ) 
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Αδπλακία δεκηνπξγίαο πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο ηληδίσλ από ην δηάιπκα ζπλεπώαζεο ησλ 

πεπηηδίσλ 
47

LQVVR
51

 θαη 
95

AFΑSFQIYAV
103

.  

 

 

 

3.2.6. Ζ δπλακηθή ηεο αιιειεπίδξαζεο ζηελ θπζηαηίλε C 

Παξάιιεια κε ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα ζρεδηάζηεθαλ πεηξάκαηα 

πξνζνκνηώζεσλ κνξηαθήο δπλακηθήο γηα λα κειεηεζεί ππνινγηζηηθά ε δπλακηθή ησλ 

ζπλδπαζκώλ ζπλεπώαζεο ησλ πεπηηδίσλ αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, 

θαζώο θαη γηα λα εμαρζεί ε απαξαίηεηε δνκηθή πιεξνθνξία, ζρεηηθά κε ηηο εμεηδηθεπκέλεο 

αιιειεπηδξάζεηο ησλ πεπηηδίσλ.  Οη πξνζνκνηώζεηο ησλ νκνδηκεξώλ πνπ παξνπζηάδνληαη 

ζηελ Δηθόλα 123 ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο πεηξάκαηα-ειέγρνπ.  

[α] 

 

 

 

 

[β] 
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[γ] 

 

Δηθόλα 123.  Πξνζνκνηώζεηο κνξηαθήο δπλακηθήο νκνδηκεξώλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο 

αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  ηηγκηόηππα ησλ 0, 100 θαη 200 ns. 

 

3.2.6.1. Πεηξάκαηα ειέγρνπ 

Σα πεηξάκαηα ειέγρνπ έδεημαλ όηη θαη ηα ηξία πεπηίδηα εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα 

έξρνληαη θνληά έπεηηα από ρξόλν πξνζνκνίσζεο 100-200 ns.  Η ηάζε απηή επηβεβαηώλεηαη 

από ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα πνπ απνδεηθλύνπλ όηη όια ηα ππν κειέηε πεπηίδηα 

αλάινγα ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C απηνζπγθξνηνύληαη πξνο ην ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ (Δηθόλα 98, Δηθόλα 104, Δηθόλα 111).  εκαληηθή είλαη ε παξαηήξεζε όηη, ε 

αιιειεπίδξαζε ηνπ πεπηηδίνπ 
47

LQVVR
51

 κε ηνλ εαπηό ηνπ θαίλεηαη λα ζπκθσλεί κε 

ηελ αληίζηνηρε αιιειεπίδξαζε ησλ πεπηηδίσλ ζηελ θξπζηαιιηθή δνκή ηνπ νθηακεξνύο, 

ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C (Δηθόλα 114), θαζώο ηα θαηάινηπα έξρνληαη πην θνληά ζην 

ρώξν ζηα 100 ns είλαη ηα θαηάινηπα V49 ηνπ ελόο πεπηηδίνπ αλαιόγνπ θαη L47 ηνπ δεύηεξνπ 

(Δηθόλα 124). 

 

Δηθόλα 124.  Αιιειεπίδξαζε ηνπ ζπζηήκαηνο νκνδηκεξνύο 
47

LQVVR
51

 ζηα 100 ns.  Η 

αιιειεπίδξαζε επηβεβαηώλεηαη από ηελ θξπζηαιινγξαθηθά πξνζδηνξηζκέλε δνκή ηνπ 

νθηακεξνύο ηεο θπζηαηίλεο κε θσδηθό ζηε βάζε PDB 1R4C (Janowski et al., 2004). 
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Αληίζηνηρα, ην πεπηίδην-αλάινγν 
56

IVAGVNYFLD
65

 επηβεβαηώλεη ηε δεκηνπξγία 

κηαο εθηεηακέλεο β-πηπρσηήο επηθάλεηα βL-βL, ε νπνία ζρεκαηίδεη ηελ εθηεζεηκέλε 

πεξηνρή αιιειεπίδξαζεο (open interface) πνπ ζηαζεξνπνηείηαη ζπλνιηθά από δηαδνρηθνύο 

δεζκνύο πδξνγόλνπ ζηελ θξπζηαιιηθή δνκή ηνπ νθηακεξνύο ηεο θπζηαηίλεο C (Janowski et 

al., 2004; Janowski et al., 2001).  Οη αιιειεπηδξάζεηο κεηαμύ ησλ πεπηηδίσλ αλαιόγσλ 

56
IVAGVNYFLD

65
 εκθαλίδνπλ αληηπαξάιιειε θαηεύζπλζε θαηά ηε δηάξθεηα ησλ 

πξνζνκνηώζεσλ (200 ns) θαη επηβεβαηώλνληαη από ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ δύν πεπηηδηθώλ 

ηκεκάησλ ζηελ θξπζηαιιηθή δνκή ηνπ νθηακεξνύο (Δηθόλα 114).   

 

 

Δηθόλα 125.  Αιιειεπίδξαζε ηνπ ζπζηήκαηνο νκνδηκεξνύο 
56

IVAGVNYFLD
65

 ζηα 200 ns.  

Σα δύν πεπηίδηα απνδεηθλύεηαη όηη αιιειεπηδξνύλ κε αληηπαξάιιειε θαηεύζπλζε, θάηη πνπ 

επηβεβαηώλεηαη από ηελ πξνζδηνξηζκέλε δνκή ηνπ νθηακεξνύο ηεο θπζηαηίλεο κε θσδηθό 

ζηε βάζε PDB 1R4C (Janowski et al., 2004). 

 

3.2.6.2. Πξνζνκνίωζε πεπηηδίωλ-αλαιόγωλ 
47

LQVVR
51

 θαη 
56

IVAGVNYFLD
65

 

Η ππνινγηζηηθή αλάιπζε ηεο αιιειεπίδξαζεο ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 
47

LQVVR
51

 

θαη 
56

IVAGVNYFLD
65

 απνδεηθλύεη ηελ ηάζε ησλ πεπηηδίσλ λα αιιειεπηδξνύλ κε 

αληηπαξάιιειε δηεπζέηεζε.  ηελ Δηθόλα 126 παξαηεξνύκε όηη έπεηηα από ππνινγηζηηθό 

ρξόλν 100 ns ηα πεπηίδηα-αλάινγα έξρνληαη θνληά, ελώ ε αιιειεπίδξαζή ηνπο δηαηεξείηαη 

θαη έπεηηα από ρξόλν 200 ns.  Σν απνηέιεζκα ηεο πξνζνκνίσζεο εκθαλίδεη ηδηαίηεξν 

ελδηαθέξνλ θαζώο επηβεβαηώλεη ηελ πεηξακαηηθή ζπλεπώαζε ησλ πεπηηδίσλ ζε αλαινγία 

1:1 (Δηθόλα 118), ελώ αμηνζεκείσην είλαη ην γεγνλόο όηη αληίζηνηρε δηεπζέηεζε 

θαηαγξάθεηαη ζην ζεσξεηηθό κνλνπάηη πνιπκεξηζκνύ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, 
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πνπ πξνηάζεθε θαηά αληηζηνηρία κε ηνλ πνιπκεξηζκό ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Β (Δηθόλα 

117).  

 

 

Δηθόλα 126.  Αιιειεπίδξαζε ηνπ ζπζηήκαηνο
47

LQVVR
51

 - 
56

IVAGVNYFLD
65

.  

Παξαηεξείηαη ε αιιειεπίδξαζε ησλ πεπηηδίσλ κε αληηπαξάιιειε δηεπζέηεζε. 

 

3.2.6.3. Πξνζνκνίωζε πεπηηδίωλ-αλαιόγωλ 
47

LQVVR
51

 θαη 
95

AFΑSFQIYAV
103

 

Η πξνζνκνίσζε κεηαμύ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 
47

LQVVR
51

 θαη 
95

AFΑSFQIYAV
103

, 

όπσο θαηαγξάθεηαη ππνινγηζηηθά, απνδεηθλύεη ηελ παξάιιειε δηεπζέηεζε ησλ κνξίσλ ζην 

ρώξν.  Η ζπλεύξεζε θαηαγξάθεηαη ζε ππνινγηζηηθό ρξόλν ~200 ns (Δηθόλα 127) θαη 

επηβεβαηώλεη ηελ πεηξακαηηθή αιιειεπίδξαζε ησλ πεπηηδίσλ, όπσο έρνπλ θαηαγξαθεί κε 

ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο.  

 

 

Δηθόλα 127.  Αιιειεπίδξαζε ηνπ ζπζηήκαηνο 
47

LQVVR
51

 - 
95

AFΑSFQIYAV
103

.  

Παξαηεξείηαη ε αιιειεπίδξαζε ησλ πεπηηδίσλ κε παξάιιειε δηεπζέηεζε ζε ππνινγηζηηθό 

ρξόλν 200 ns. 
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Καηά ηελ αιιειεπίδξαζε ηα ακηλνηειηθά ηκήκαηα ησλ δύν πεπηηδίσλ ζηα 200 ns 

δηεπζεηνύληαη θαηά ηέηνην ηξόπν, ώζηε λα επηηξέπεηαη ε δεκηνπξγία δύν παξάιιεισλ β-

θιώλσλ (Δηθόλα 128).  Η κέζε απόζηαζε κεηαμύ απηώλ κεηξήζεθε ζηα 4.9 Å.   

 

[α] 

 

[β] 

 

Δηθόλα 128.  Λεπηνκέξεηα από ην ζηηγκηόηππν αιιειεπίδξαζεο ηνπ ζπζηήκαηνο 
47

LQVVR
51

 

- 
95

AFΑSFQIYAV
103

.  (α) Καηαγξάθεηαη ε απόζηαζε κεηαμύ ησλ παξαθείκελσλ β-θιώλσλ.  

(β) Απεηθόληζε ησλ β-θιώλσλ ζε αλαπαξάζηαζε θαξηνύλ, πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην 

πξόγξακκα PyMol (Delano, 2005).   

 

 

3.2.6.4. Πξνζνκνίωζε πεπηηδίωλ-αλαιόγωλ 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 
95

AFΑSFQIYAV
103

 

Η πξνζνκνίσζε ησλ δεθαπεπηηδίσλ 
56

IVAGVNYFLD
65

 θαη 
95

AFΑSFQIYAV
103

 

παξνπζίαζε ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ, θαζώο ηα πεπηίδηα εκθάληζαλ κία ηδαίηεξε ηάζε 

αιιειεπίδξαζεο, έπεηηα από ρξόλν 200 ns.  πσο παξνπζηάδεηαη θαη ζηελ Δηθόλα 129, ζε 

ππνινγηζηηθό ρξόλν 100 ns ηα δεθαπεπηίδηα βξίζθνληαη ζε απόζηαζε ~7 Å, ζε παξάιιειε 

δηεπζέηεζε, ελώ έπεηηα από 100 ns ηα βξίζθνπκε ζε απόζηαζε κηθξόηεξε ησλ 5 Å θαη ζε 
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αληηπαξάιιειε δηεπζέηεζε.  Σα ππνινγηζηηθά επξήκαηα εμεγνύλ ηελ ηδηάδνπζα 

αιιειεπίδξαζε πνπ παξαηεξήζεθε θαηά ηελ παξαηήξεζε ηνπ δηαιύκαηνο ζπλεπώζεο 

ησλ πεπηηδίσλ (Δηθόλα 119), όπνπ θαηαγξάθεηαη ε εκθάληζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

κνξθνινγίαο αλεμάξηεηεο ηεο απηνζπγθξόηεζεο ησλ κεκνλσκέλσλ πεπηηδίσλ (Δηθόλα 105, 

Δηθόλα 111). 

 

 

Δηθόλα 129.  Αιιειεπίδξαζε ηνπ ζπζηήκαηνο 
56

IVAGVNYFLD
65

 - 
95

AFΑSFQIYAV
103

.  

Παξαηεξείηαη ε αιιειεπίδξαζε ησλ πεπηηδίσλ κε αληηπαξάιιειε δηεπζέηεζε ζε 

ππνινγηζηηθό ρξόλν 200 ns. 
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3.3. Ακπιίλε 

Η ακπιίλε ππήξμε κία από ηηο πξώηεο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο ζηηο νπνίεο 

κειεηήζεθε ην ακπινεηδνγόλν δπλακηθό πεπηηδηθώλ ηκεκάησλ (Westermark et al., 1990).  

Σα κηθξά πεπηηδηθά ηκήκαηα ηεο ακπιίλεο κπνξεί λα απνηεινύληαη από 4, 5 ή θαη 

πεξηζζόηεξα θαηάινηπα θαη έρεη πξνηαζεί όηη ζπλεηζθέξνπλ ζεκαληηθά ζηελ πξνώζεζε ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηνπ κνξίνπ (Azriel and Gazit, 2001; Scrocchi et al., 2003; Tenidis et 

al., 2000), ελώ θαηάιιεια ηξνπνπνηεκέλα ηκήκαηα ηεο νξκόλεο έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί σο 

πνιιά ππνζρόκελνη αλαζηνιείο ηεο ζπζζσκάησζήο ηεο (Scrocchi et al., 2002).  Καηά 

ζπλέπεηα, ζήκεξα ζρεδόλ όιν ην κήθνο ηεο αθνινπζίαο ηεο ακπιίλεο έρεη εθηελώο κειεηεζεί, 

κε έκθαζε ζηηο πεξηνρέο 13-20 θαη 20-29, νη νπνίεο έρνπλ πξνηαζεί σο πεξηνρέο ππξήλσζεο, 

θαηά ηε δηαδηθαζία ακπινεηδνγέλεζεο ηεο πεπηηδηθήο νξκόλεο.  εκαληηθό εύξεκα απνηειεί 

ν εληνπηζκόο κηθξώλ πεπηηδηθώλ ζξαπζκάησλ ηεο ακπιίλεο in vivo, ζην πάγθξεαο, ζην 

πιάζκα ηνπ αίκαηνο θαη ζην γαζηξεληεξηθό ζύζηεκα (Miyazato et al., 1992). 

 

 

Δηθόλα 130.  To πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο, όπσο πξνβιέπεηαη 

από ηνλ αιγόξηζκν AMYLPRED2 (Tsolis et al., 2013).  Σν ηζηόγξακκα παξνπζηάδεη ηελ 

ζπλαηλεηηθή πξόγλσζε ηνπ αιγνξίζκνπ γηα πηζαλέο πεξηνρέο κε ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε 

ζηελ αλζξώπηλε ακπιίλε.  Η θίηξηλε γξακκή ζεκεηώλεη ην πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό 

θαηώθιη ηνπ αιγνξίζκνπ (consensus threshold). 

 

Αλάιπζε ηεο αθνινπζίαο ηεο ακπιίλεο, κε ην ζπλαηλεηηθό αιγόξηζκν πξόγλσζεο 

πεξηνρώλ κε ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε AMYLPRED (Tsolis et al., 2013), απνθαιύπηεη δύν 

πεπηηδηθά ηκήκαηα εληνπηζκέλα ζηελ θεληξηθή πεξηνρή ηεο νξκόλεο (Δηθόλα 130).  

πγθεθξηκέλα, ην πεπηίδην 
13

ANFLVHSSN
21

 παξνπζηάδεη κία ηζρπξή πξόβιεςε, ζε αληίζεζε 
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κε ην πεπηίδην 
23

FGAILS
28

, ε πξόβιεςε ηνπ νπνίνπ βξίζθεηαη ζην θαηώθιη πξόβιεςεο ησλ 5 

εθ ησλ 11 αιγνξίζκσλ πνπ ζπλδπάδνληαη ζηνλ ζπλαηλεηηθό αιγόξηζκν.  Θα πξέπεη λα 

ζεκεησζεί όηη ην απνηέιεζκα ηεο ζπλαίλεζεο ησλ κεζόδσλ ζπκθσλεί απόιπηα κε ηηο 

πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο πνπ πξνηείλνπλ όηη, ηα ηκήκαηα 13-20 θαη 20-29 απνηεινύλ ηηο 

πεξηνρέο ππξήλσζεο θαηά ηελ ακπινεηδνγέλεζε ηεο νξκόλεο (Buchanan et al., 2013; Tenidis 

et al., 2000; Westermark et al., 1990).   

Η εθηελήο αλάιπζε ησλ βηβιηνγξαθηθώλ δεδνκέλσλ πνπ αθνξά ηε κειέηε πεπηηδηθώλ 

ηκεκάησλ ηεο ακπιίλεο απνδεηθλύεη όηη νη δύν πεξηνρέο ζηηο νπνίεο δελ έρεη 

πξαγκαηνπνηεζεί ζηνρεπκέλε θαη ζπζηεκαηηθή κειέηε ζε επίπεδν πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 

θαη κεηαιιαγώλ είλαη ην ακηλνηειηθό (N-terminal) θαη θαξβνμπηειηθό (C-terminal) 

ηκήκα ηεο νξκόλεο.  ηα απνηειέζκαηα πνπ αθνινπζνύλ παξνπζηάδνληαη ηα πεηξακαηηθά 

επξήκαηα ζε πεπηίδηα-αλάινγα ηόζν ηεο ακηλνηειηθήο όζν θαη ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο 

ηεο ακπιίλεο θαη νη πξνζπάζεηεο αλίρλεπζεο ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι ζηα ειιεηπώο 

κειεηεκέλα αθξαία ηκήκαηα ηεο νξκόλεο.  Δπηπξόζζεηεο κειέηεο ζπλδπαζηηθήο επώαζεο 

ησλ ππό κειέηε πεπηηδίσλ κε ηελ ακπιίλε θπζηθνύ ηύπνπ βνήζεζαλ ζηελ εμαγσγή 

ζπκπεξαζκάησλ ζρεηηθά κε ηε ζρεδίαζε λέσλ πεπηηδίσλ-αλαζηνιέσλ ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο ακπιίλεο. 

 

3.3.1. Γνκηθέο κειέηεο ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ 

Οη ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο ηεο ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ έρνπλ πξνεγνπκέλσο 

ηαπηνπνηεζεί θαη κειεηεζεί εθηελώο από πνιιέο νκάδεο, ζε έλα ηεξάζηην εύξνο ζπλζεθώλ 

(Goldsbury et al., 1997).  Η αληίζηνηρε κειέηε πξαγκαηνπνηήζεθε ζηα πιαίζηα ηεο παξνύζαο 

δηαηξηβήο κε απώηεξν ζηόρν ηελ θαηαγξαθή ησλ ηδηνηήησλ ηεο πεπηηδηθήο νξκόλεο ζε 

όκνηεο ζπλζήθεο κε εθείλεο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηα πεηξάκαηα ησλ ελνηήησλ πνπ 

αθνινπζνύλ, θαζώο θαη ζηελ ρξήζε ησλ δεδνκέλσλ σο „πεηξάκαηα ειέγρνπ‟ / ή 

κάξηπξεο ζηηο πεξαηηέξσ αλαιύζεηο.  Σν 37 θαηαινίπσλ πεπηίδην πξνέθπςε από ρεκηθή 

ζύλζεζε από ηελ GeneCust Europe, Luxembourg, είρε θαζαξόηεηα >86%, ζρεκαηηζκέλν ηνλ 

δηζνπιθηδηθό δεζκό κεηαμύ ησλ θπζηετλώλ 2 θαη 7, ειεύζεξν ακηλνηειηθό θαη ακηδησκέλν 

θαξβνμπηειηθό άθξν.  ιεο νη ρεκηθέο ηξνπνπνηήζεηο πξαγκαηνπνηήζεθαλ θαηά αληηζηνηρία 

κε ηελ θαηάζηαζε ζηελ νπνία εληνπίδεηαη ε νξκόλε εληόο ηνπ αλζξώπηλνπ νξγαληζκνύ (Cao 

et al., 2013). 
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Δηθόλα 131.  Κηλεηηθή ηεο απηνζπγθξόηεζεο ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο ζε ώξηκα ακπινεηδή 

ηλίδηα.  Η παξαθνινύζεζε ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο απηνζπγθξόηεζεο ηεο ακπιίλεο απνθάιπςε 

ηελ απηό-νξγάλσζε ιεπηώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε έλα ππθλό δίθηπν ακπινεηδώλ ηληδίσλ, 

κέζα ζε δηάζηεκα κόιηο 8 εκεξώλ.  Παξαηεξνύκε ιεπηά „θαηαθεξκαηηζκέλα‟ ηλίδηα θαηά ην 

ρξόλν 0 ηεο δηαιπηνπνίεζεο (0h), ηα νπνία κεηαζρεκαηίδνληαη ζε ώξηκα ακπινεηδή ηλίδηα 

θαηά ηελ 3
ε
 εκέξα επώαζεο.  Ο πνιπκεξηζκόο ησλ ηληδίσλ νινθιεξώλεηαη ηελ 8

ε
 εκέξα 

επώαζεο ηνπ πεπηηδίνπ, όπνπ θαη παξαηεξείηαη δεκηνπξγία πεθηώκαηνο ώξηκσλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ (εκέξα 8
ε
) (Ράβδνη 200nm). 

 

Γηαιύκαηα ηεο ακπιίλεο πξνεηνηκάζηεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό θαη ξΗ 5.75 ζε έλα 

εύξνο ζπγθεληξώζεσλ από 0.5 έσο θαη 10 mg ml
-1

.  Η απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ 

ήηαλ ξαγδαία, θαζώο ζε εηδηθά παξαζθεπάζκαηα ζηα πξώηα κόιηο ιεπηά ηεο 

δηαιπηνπνίεζεο παξαηεξήζεθε ε δεκηνπξγία πξντληδίαθώλ ζπζζσκάησκάησλ, ηα νπνία 

κεηαζρεκαηίδνληαη ζε ώξηκα ακπινεηδή ηλίδηα, κόιηο ηελ πξώηε εκέξα επώαζήο ηνπ.  

Δηδηθόηεξα ε θηλεηηθή ηεο ακπινεηδνγέλεζεο ηεο ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ ζε ζπγθέληξσζε 

10 mg ml
-1

 απνθάιπςε ηε δεκηνπξγία ιεπηώλ ζξαπζκάησλ ηληδίσλ, ακέζσο κεηά ηε 

δηαιπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ ζε απεζηαγκέλν λεξό.  Οη πξώηκεο απηέο κνξθέο ηληδίσλ 

βξέζεθαλ λα θαηαλέκνληαη νκνηόκνξθα ζην παξαζθεύαζκα, ην νπνίν θαηαζθεπάζηεθε 

πεξίπνπ ~1 ιεπηό κεηά ηελ πξνζζήθε ηνπ δηαιύηε (Δηθόλα 131, 0h).  Ώξηκα ακπινεηδή ηλίδηα 
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ραξαθηεξηζηηθήο κνξθνινγίαο παξαηεξνύληαη ζε παξαζθεπάζκαηα δηαιπηνπνηεκέλεο 

ακπιίλεο επώαζεο 3 εκεξώλ (Δηθόλα 131, εκέξα 3
ε
 ), όπνπ εληνπίδνληαη επδηάθξηηα, ώξηκα 

ακπινεηδή ηλίδηα, ρσξίο ηελ παξνπζία ησλ πξώηκσλ κνξθώλ πνπ είραλ παξαηεξεζεί 

πξνεγνπκέλσο.  Σέινο, κεηά από ρξόλν κίαο εβδνκάδαο θαη ζπγθεθξηκέλα θαηά ηελ 8
ε
 εκέξα 

επώαζεο ηνπ πεπηηδίνπ εληνπίδεηαη έλα ηδηαηηέξσο ππθλό δίθηπν ηληδίσλ (Δηθόλα 131, εκέξα 

8
ε
 ).  ηελ ηειεπηαία πεξίπησζε ε ππθλόηεηα ηνπ δηθηύνπ δπζρεξαίλεη ηελ παξαηήξεζε ησλ 

κνλαδηαίσλ ηληδηαθώλ κνξθώλ.   

 

 

Δηθόλα 132.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο πεθηώκαηνο ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ 

πξνθύπηνπλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο (0.5 mg ml
-1

) ζε πδαηηθό 

δηάιπκα.  Σα ηλίδηα έρνπλ ππνζηεί αξλεηηθή ρξώζε (νμηθό νπξαλύιην 2%).  Σν βέινο 

ζεκεηώλεη έλα κνλαδηαίν ηλίδην δηακέηξνπ 100 Å, ελώ ε θόθθηλε αηρκή βέινπο ζεκεηώλεη έλα 

δεκάηη ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ. 

 

ην ζεκείν απηό ζα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ πεπηηδίνπ 

ζην δηάιπκα είρε ζαλ απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία πεθησκάησλ, ηα νπνία ζε πνιιέο 

πεξηπηώζεηο ήηαλ δύζθνιν λα κειεηεζνύλ κε ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία ιόγσ ηεο 

ππθλόηεηάο ηνπ.  Η ζπγθέληξσζε ησλ 0.5 mg ml
-1

 θξίζεθε ε θαηαιιειόηεξε γηα ηελ 

παξαηήξεζε ηεο κνξθνινγίαο θαη ηνπ πνιπκνξθηζκνύ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηεο 

ακπιίλεο (Δηθόλα 132).  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ πνπ παξνπζηάδνληαη ζηελ 

Δηθόλα 132 παξαηεξήζεθαλ ζε ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην δηέιεπζεο, έπεηηα από αξλεηηθή 



Κεθάιαην III – Απνηειέζκαηα & πδήηεζε  
 

| 220 | 

 

ρξώζε θαη αθνξνύλ δηάιπκα ζπγθέληξσζεο 0.5 mg ml
-1

 θαη επώαζεο 7 εκεξώλ.  

Παξαηεξνύκε έλα ηδηαηηέξσο ππθλό δίθηπν νκνηόκνξθσλ, αδηαθιάδηζησλ θαη 

απξνζδηνξίζηνπ κήθνπο ηληδίσλ, πνπ έρνπλ δηάκεηξν ~100 Å (Δηθόλα 132, βέινο).  Η 

θόθθηλε αηρκή ηνπ βέινο ζηελ Δηθόλα 132
 
επηζεκαίλεη ηε δεκηνπξγία δεκαηίνπ ώξηκσλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ ακπιίλεο.   

 

 

Δηθόλα 133.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο πνπ δεκηνπξγήζεθε από 

ακπινεηδή ηλίδηα ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  Γηαθξίλνληαη νη δύν ραξαθηεξηζηηθέο 

αλαθιάζεηο ηεο cross-β δνκήο, ε κεζεκβξηλή αλάθιαζε ζηα 4.7 Å θαη ε ηζεκεξηλή αλάθιαζε 

ζηα 10 Å.  Ο πξνζαλαηνιηζκόο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ είλαη επδηάθξηηνο από ηελ εκθάληζε 

ηόμσλ ηόζν ζην κεζεκβξηλό (Μ) άμνλα, όζν θαη ζηνλ ηζεκεξηλό (Δ) άμνλα.  Ο άμνλαο ηεο 

ίλαο ζεκεηώλεηαη κε ηελ έλδεημε F. 

 

Σν πξνζαλαηνιηζκέλν πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ, ην νπνίν ζπιιέρζεθε από 

επζπγξακκηζκέλε ίλα ησλ ηληδίσλ ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 133.  

Η παξνπζία δύν ηζρπξώλ αλαθιάζεσλ ζε πεξηνδηθόηεηεο 4.7 θαη 10 Å, ππνδειώλεη όηη ηα 

ηλίδηα ηεο ακπιίλεο νξγαλώλνληαη ζηελ ραξαθηεξηζηηθή γηα ηα ακπινεηδή ηλίδηα cross-β 

αξρηηεθηνληθή (Sunde and Blake, 1997).  Σέινο, ε δέζκεπζε ηεο ρξσζηηθήο Congo Red θαη ε 

εκθάληζε ηεο ραξαθηεξηζηηθήο θηηξηλνπξάζηλεο δηπινζιαζηηθόηεηαο ζε πκέληα πνπ 
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δεκηνπξγνύληαη από δηαιπηνπνηεκέλε ακπιίλε, επηβεβαηώλνπλ ηελ ύπαξμε ηππηθώλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ.   

 

 
Δηθόλα 134.  Φσηνκηθξνγξαθίεο από πκέλην πνπ δεκηνπξγνύλ ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηεο 

αλζξώπηλεο ακπιίλεο ζε αληηθεηκελνθόξν πιάθα, έπεηηα από ρξώζε κε Congo red.  (α) 

Παξαηεξνύκε ηε δέζκεπζε ηεο ρξσζηηθήο Congo red κε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη 

αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ.  (β) Η θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα είλαη εκθαλήο 

κε δηαζηαπξσκέλνπο πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ. 

 

 

3.3.2. Γνκηθέο κειέηεο ηεο ακηλνηειηθή πεξηνρήο ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο  

Η ακηλνηειηθή πεξηνρή ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο είρε κέρξη ζήκεξα κειεηεζεί 

εζθεκκέλα ειιηπώο, ιόγσ ηεο ύπαξμεο ηεο δηζνπιθηδηθήο γέθπξαο.  Βηβιηνγξαθηθά νη 

απόςεηο γηα ηε ζεκαζία ησλ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ ζηελ ακπινεηδνγνληθόηεηα ησλ 

πξσηετλώλ είλαη αληηθξνπόκελεο.  Αθελόο, πεηξακαηηθέο κειέηεο έρνπλ απνθαιύςεη όηη νη 

δηζνπιθηδηθνί δεζκνί πνπ ππάξρνπλ θπζηνινγηθά ζηηο δνκέο ησλ πξσηετλώλ δελ 

ζπκκεηέρνπλ ζηε δηαδηθαζία ζπζζσκάησζήο ηνπο.  Η ηλζνπιίλε, γηα παξάδεηγκα, ζρεκαηίδεη 

ακπινεηδή ηλίδηα ζε όμηλεο ζπλζήθεο, ελώ θαη νη ηξεηο δηζνπιθηδηθνί δεζκνί ηεο, ηόζν νη 

δηακνξηαθνί όζν θαη ν ελδνκνξηαθόο, παξακέλνπλ αλέπαθνη (Kurouski et al., 2012).  

Πξνζνκνηώζεηο κνξηαθήο δπλακηθήο έδεημαλ όηη, έλα θαηάινηπν θπζηεΐλεο πνπ ζπκκεηέρεη 

ζην ζρεκαηηζκό ελόο δηζνπιθηδηθνύ δεζκνύ κπνξεί λα ζπκβάιιεη ηνπηθά ζηε ζηαζεξόηεηα 

ηνπ ηκήκαηνο πνπ θέξεη ην θαηάινηπν θπζηεΐλεο θαη λα θάλεη ηελ πεξηνρή ιηγόηεξν επηξξεπή 

πξνο ζπζζσκάησζε (Grana-Montes et al., 2012).   

Αληίζεηα, είλαη ζεκαληηθό λα θαηαιάβνπκε ηηο κειέηεο εθείλεο πνπ πξνηείλνπλ όηη νη 

δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο κπνξεί λα ζπλεηζθέξνπλ ζην ζρεκαηηζκό νξγαλσκέλσλ δνκώλ θαη 

άξα, κπνξεί λα ζρεηηζηνύλ ελ γέλεη κε ηελ ακπινεηδνγνληθόηεηα ησλ πξσηετλώλ (Li et al., 

2013), θαζώο πεηξακαηηθά δεδνκέλα απνδεηθλύνπλ όηη ηα ακπινεηδή ηλίδηα κπνξεί λα 

ζηαζεξνπνηνύληαη από δηακνξηαθέο αιιειεπηδξάζεηο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ 
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δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ, παξόιν πνπ νη ππνθείκελνη κεραληζκνί δελ είλαη αθόκα ζαθείο.  Έλα 

παξάδεηγκα απνηειεί ε α-ζπλνπθιεΐλε, ε νπνία ζπζζσκαηώλεηαη ξαγδαία κεηά ηελ 

δεκηνπξγία δηακνξηαθώλ δηζνπιθηδηθώλ δεζκώλ (Suk et al., 2010; Zhou et al., 2004).   

 

[α] 

 

[β] 

 

Δηθόλα 135.  Οη αιιεινπρίεο ησλ δύν ππό κειέηε νκάδσλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο 

ακηλνηειηθήο πεξηνρήο ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  Με θόθθηλν ζεκεηώλνληαη νη ζεκεηαθέο 

κεηαιιαγέο ησλ ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ.  (α) Η νκάδα κειέηεο πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο 

πεξηνρήο 1-12 ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  (β) Η νκάδα κειέηεο πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο 

πεξηνρήο 4-10 ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.   
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ηελ πεξίπησζε ηεο ακπιίλεο, ν δηζνπιθηδηθόο δεζκόο κεηαμύ ησλ θαηαινίπσλ 

θπζηεΐλεο 2 θαη 7 είλαη έλα ζπληεξεκέλν ζηνηρείν ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο νιόθιεξεο ηεο 

νηθνγέλεηαο ησλ CGRP πεπηηδηθώλ νξκνλώλ, κηαο θαη ιεηηνπξγεί σο επίηνπνο 

αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ ησλ νξκνλώλ θαη ησλ ππνδνρέσλ πνπ ελεξγνπνηνύλ (Poyner et al., 

1993).  Μειέηεο ζπζζσκάησζεο ηνπ Cope θαη ησλ ζπλεξγαηώλ ηνπ έρνπλ δείμεη όηη ην 

πεπηηδηθό ηκήκα ηεο ακπιίλεο 1-8 ζρεκαηίδεη άκνξθα ζπζζσκαηώκαηα πνπ είλαη νξαηά 

αθόκα θαη καθξνζθνπηθά, ελώ ζηελ ίδηα εξγαζία δηαηππώζεθε όηη, απνθνπή ηνπ 

δηζνπιθηδηθνύ δεζκνύ ηεο ακπιίλεο αλαζηέιιεη ηε ζπζζσκάησζε νιόθιεξεο ηεο νξκόλεο 

(Cope et al., 2013).   

Η αλάιπζε ηνπ πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ 

απνδεηθλύεη κία αζζελή ηάζε ζπζζσκάησζεο γηα ην ακηλνηειηθό άθξν (Δηθόλα 130).  

Λνγηθά ζρεδηαζκέλεο παξαιιαγέο πνπ ηξνπνπνηνύλ ηηο θπζηθνρεκηθέο ηδηόηεηεο ηεο 

πεξηνρήο ηνπ ακηλνηειηθνύ άθξνπ ηεο ακπιίλεο επέηξεςαλ ηε κειέηε ησλ ηδηαίηεξσλ 

ραξαθηεξηζηηθώλ ηεο.  ηελ πξώηε νκάδα κεηαιιαγώλ πνπ παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθόλα 135 

ην ηκήκα 1-8 παξέκεηλε αλέπαθν, ελώ κεηαιιαγέο πξαγκαηνπνηήζεθαλ κεκνλσκέλεο θαη 

ζπλδπαζηηθά ζηα θαηάινηπα γινπηακίλε 10, αξγηλίλε 11 θαη ιεπθίλε 12.  ε θάζε πεξίπησζε 

ε πδξόθνβε ιεπθίλε 12 αληηθαζίζηαηαη από ην αξλεηηθά θνξηηζκέλν γινπηακηθό, ελώ ε 

ζεηηθά θνξηηζκέλε αξγηλίλε κεηαιιάρζεθε ζε γιπθίλε.  Σν πεπηίδην αλάινγν θπζηθνύ ηύπνπ 

1
KCNTATCATQRL

12
 ρξεζηκνπνηήζεθε σο κάξηπξαο.  Οη ζηνρεπκέλεο κεηαιιαγέο 

αιιάδνπλ ην πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο νξκόλεο, θάηη πνπ επηβεβαηώλεηαη θαη από ηα 

ηζηνγξάκκαηα ζηελ Δηθόλα 136. 

[α] 
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[β] 

 
 

[γ] 

 

Δηθόλα 136.  Σν πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ θαη ησλ 

κεηαιιαγώλ ηεο ζηελ πεξηνρή 1-12 ηνπ ακηλνηειηθνύ άθξνπ.  Η ζηηθηή γξακκή αλαπαξηζηά 

ηελ πξόγλσζε ηνπ αιγνξίζκνπ AMYLPRED γηα ηελ ακπιίλε θπζηθνύ ηύπνπ.  Η θίηξηλε 

γξακκή ζεκεηώλεη ην πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ αιγνξίζκνπ (consensus 

threshold).  Παξαηεξνύκε όηη νη λενεηζαρζείζεο κεηαιιαγέο (πξάζηλα αζηέξηα) κεηώλνπλ ζε 

θάζε πεξίπησζε ην ακπινεηδνγόλν δπλακηθό ηεο νξκόλεο θπζηθνύ ηύπνπ.  

 

Σα πεπηίδηα-αλάινγα ηεο ακηλνηειηθή πεξηνρήο ηεο ακπιίλεο 
1
KCNTATCATQRL

12
, 

1
KCNTATCATQRE

12
, 

1
KCNTATCATQGE

12
 θαη 

1
KCNTATCATRGE

12
 ζπληέζεθαλ ρεκηθά 

κε ηε ζπλδξνκή ηνπ Δξγαζηεξίνπ Φαξκαθνγλσζίαο θαη Υεκείαο Φπζηθώλ Πξντόλησλ, ηνπ 

Σκήκαηνο Φαξκαθεπηηθήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Παηξώλ.  Γηαιύκαηα ησλ πεπηηδίσλ 

δεκηνπξγήζεθαλ ζε έλα εύξνο ζπγθεληξώζεσλ, ζε απεζηαγκέλν λεξό κε ξΗ 5.75 θαη 

παξαηεξήζεθαλ γηα δηάζηεκα ~6 κελώλ.  Ηιεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο ζε 

παξαζθεπάζκαηα πνπ δεκηνπξγήζεθαλ από ην πεπηίδην-αλάινγν θπζηθνύ ηύπνπ 

1
KCNTATCATQRL

12
 επηβεβαίσζε ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ ζε ηλίδηα, 
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δηακέηξνπ ~120 Å, πνπ κνηξάδνληαη ηα κνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ (Δηθόλα 137α, βέιε).  Σα ακπινεηδή ηλίδηα εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα αιιειεπηδξνύλ 

πιεπξηθά δεκηνπξγώληαο δεκάηηα (Δηθόλα 137α, θόθθηλε αηρκή βέινπο), ηα νπνία κε ηε 

ζεηξά ηνπο δνκνύλ ππθλά πιέγκαηα ηληδίσλ.  Η ηάζε απηή ήηαλ εκθαλήο αθόκα θαη 

καθξνζθνπηθά, κηαο θαη ε θαηαλνκή ηνπ δείγκαηνο ζην πιέγκα ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο 

δελ ήηαλ θαλνληθή, αιιά θνκκάηηα πεθηώκαηνο εκθαλίδνληαλ δηεζπαξκέλα ζε όιν ην 

πιέγκα.  Παξόκνηα απνηειέζκαηα έρνπλ θαηαγξαθεί κε κηθξνζθνπία αηνκηθώλ δπλάκεσλ 

(AFM) ζην πεπηίδην-αλάινγν 
1
KCNTATCA

8
, γεγνλόο πνπ ππνδειώλεη όηη ε κνξθνινγία 

ησλ ηληδίσλ έρεη άκεζε ζπζρέηηζε κε ηελ ύπαξμε ηεο δηζνπιθηδηθήο γέθπξαο (Cope et al., 

2013). 

[α]  1KCNTATCATQRL12 

 

[β]  1KCNTATCATQRE12  
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[γ]  1KCNTATCATQGE12  

 

[δ]  1KCNTATCATRGE12 

 

Δηθόλα 137.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο 1-12 ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  Σα 

πεπηίδηα-αλάινγα δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό, pΗ 5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 mg 

ml
-1

.  Οη ειεθηξνληνγξαθίεο παξνπζηάδνπλ δείγκαηα κεηά από επώαζε 7 εκεξώλ. 

 

Αληηζέησο, ηα πεπηίδηα αλάινγα 
1
KCNTATCATQRE

12
 θαη 

1
KCNTATCATQGE

12
, 

πνπ θέξνπλ δξαζηηθέο αιιαγέο ζηα θαηάινηπα ησλ ζέζεσλ 12 θαη 11, 12, αληίζηνηρα, 

αδπλαηνύλ λα νξγαλσζνύλ θαη λα δεκηνπξγήζνπλ αληίζηνηρεο δνκέο κε ην πεπηίδην-

αλάινγν θπζηθνύ ηύπνπ.  πγθεθξηκέλα, ην πεπηίδην-αλάινγν 
1
KCNTATCATQGE

12
, 

εκθαλίδεη ηελ ηάζε λα δεκηνπξγεί ηόζν ζθσιεθνεηδή (worm-like) ζπζζσκαηώκαηα, όζν θαη 

ζθαηξηθέο πξσηετληθέο δνκέο (Δηθόλα 137γ).  Η εκθάληζε ησλ ζθαηξηθώλ δνκώλ θαη ε 
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δηαηήξεζή ηνπο αθόκα θαη έπεηηα από 6 κήλεο επώαζεο έξρεηαη ζε αληίζεζε κε ηηο ζθαηξηθέο 

πξσηετληθέο δνκέο πνπ ζπλαληώληαη ζε άιιεο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο θαη ζεσξνύληαη 

ζρεκαηηζκνί ησλ πξώηκσλ ζηαδίσλ ηεο ακπινεηδνγέλεζεο (Hamodrakas et al., 2004).  Σέινο, 

πξνο έθπιεμή καο, ην πεπηίδην-αλάινγν 
1
KCNTATCATRGE

12
 κε 3 δξαζηηθέο αιιαγέο 

ζηηο ζέζεηο 10, 11 θαη 12, εκθαλίδεη δύν δηαθξηηνύο πξσηετληθνύο πιεζπζκνύο.  Αθελόο 

παξνπζηάδεη ηελ ηάζε λα απηνζπγθξνηείηαη ζε ηλίδηα κε ηελ ηππηθή δηάκεηξν ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Δηθόλα 137δ, καύξν βέινο), ελώ αθεηέξνπ αμηνζεκείσηε είλαη ε 

δηαθόζκεζε ησλ ηληδίσλ από ηελ νκνηόκνξθε πξνζθόιιεζε πξσηετληθώλ ζπζζσκαησκάησλ 

ζηελ επηθάλεηα ηνπο (Δηθόλα 137δ, θίηξηλα βέιε).   

 

 

Δηθόλα 138.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
1
KCNTATCATQRL

12
 έπεηηα 

από ρξώζε κε Congo Red.  (α) Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (β) Παξαηήξεζε κε 

δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ.  Παξαηεξνύκε ηελ 

ραξαθηεξηζηηθή γηα ηα ακπινεηδή ηλίδηα θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα (β). 

 

Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ θπζηθνύ ηύπνπ
 

1
KCNTATCATQRL

12
 ηαπηνπνηήζεθαλ από όια ηα θξηηήξηα πνπ πιεξνύλ νη 

ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο.  πγθεθξηκέλα, ρξώζε πκελίσλ ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ 

πεπηηδίνπ 
1
KCNTATCATQRL

12
 (ζπγθέληξσζεο 10 mg ml

-1
 θαη επώαζεο 14 εκεξώλ) 

θαηέγξαςε ηελ ηάζε ηνπο λα δεζκεύνπλ εηδηθά ηελ ρξσζηηθή Congo Red (Δηθόλα 138α) θαη 

λα εκθαλίδνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα θάησ από 

δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (Δηθόλα 138β).   

Δπηπξόζζεηα, πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλεο πνπ δεκηνπξγνύληαη έπεηηα από ηελ 

επζπγξάκκηζε ησλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
1
KCNTATCATQRL

12
 δίλνπλ ραξαθηεξηζηηθά 

πεξηζιαζηγξάκκαηα ηεο cross-β δνκήο, επηζεκαίλνληαο όηη ε αξρηηεθηνληθή ησλ ηληδίσλ 

ηνπ δσδεθαπεπηηδίνπ ζην ρώξν ηαπηίδεηαη κε εθείλε ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Sunde and 

Blake, 1997).  Οη αζζελείο θαη δηάρπηεο αλαθιάζεηο ζηα 4.53 Å θαη ζηα 9.68 Å απνδίδνληαη 
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ζηελ απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ θιώλσλ θαη ζην παθεηάξηζκα δηαδνρηθώλ β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηώλ, αληίζηνηρα (Δηθόλα 139).  Η εκθάληζε δαθηπιίσλ θαη όρη ηόμσλ, είλαη γλώξηζκα 

ηεο κε θαλνληθήο επζπγξάκκηζεο ησλ ηληδίσλ ζηελ πξνο κειέηε ίλα. 

 

 

Δηθόλα 139.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, πνπ δεκηνπξγήζεθε 

από ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 
1
KCNTATCATQRL

12
.  ην πεξηζιαζίγξακκα 

θαηαγξάθνληαη αλαθιάζεηο ραξαθηεξηζηηθέο ηεο cross-β δνκήο.  Οη αλαθιάζεηο 

παξνπζηάδνληαη αζζελείο θαη δηάρπηεο ιόγσ ηεο κε θαλνληθήο επζπγξάκκηζεο ησλ ηληδίσλ 

ζηελ πξνο κειέηε ίλα. 

 

ηε δεύηεξε νκάδα κεηαιιαγώλ πνπ αθνξά ην ακηλνηειηθό άθξν ηεο ακπιίλεο 

ηξνπνπνηήζεθε ε ακηλνμηθή ζύζηαζε ζηελ πεξηνρή ηεο θπζηεΐλεο 7.  πγθεθξηκέλα, 

ζρεδηάζηεθαλ ηξεηο παξαιιαγέο ηνπ πεπηηδηθνύ ηκήκαηνο 
4
TATCATQ

10
, ηα πεπηίδηα 

4
TATΑATQ

10
 θαη 

4
TATASTQ

10
.  Η πξώηε παξαιιαγή (

4
TATCATQ

10
) είρε ζηόρν ηε 

κειέηε ηνπ πεπηηδίνπ θπζηθνύ ηύπνπ, ζην νπνίν πξαγκαηνπνηήζεθε ρεκηθή ηξνπνπνίεζε ηεο 

πιεπξηθήο ηεο αιπζίδαο ηεο θπζηεΐλεο γηα ηελ απνθπγή αλεπηζύκεησλ δηακνξηαθώλ 

αιιειεπηδξάζεσλ ζην δηάιπκα (πξνζζήθε κεζπινκάδαο).  ηελ πεξίπησζε ηεο δεύηεξεο 

παξαιιαγήο (
4
TATΑATQ

10
) ην θαηάινηπν ηεο θπζηεΐλεο 7 αληηθαηαζηάζεθε από κία 

αιαλίλε, ελώ ηέινο ζηελ ηξίηε παξαιιαγή (
4
TATASTQ

10
) πξαγκαηνπνηείηαη δηπιή 

ηξνπνπνίεζε ηόζν ζην θαηάινηπν 7, όζν θαη ζην θαηάινηπν 8.  κνηα κε ηελ πξνεγνύκελε 
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νκάδα κειέηεο ηεο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο, νη ζηνρεπκέλεο κεηαιιαγέο αιιάδνπλ ην πξνθίι 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο νξκόλεο (Δηθόλα 140).  Αληηθαηάζηαζε ησλ θπζηετλώλ ζηηο 

ζέζεηο 2 θαη 7 θαίλεηαη όηη θαζπζηεξεί ηελ ακπινεηδνγέλεζε ηεο ακπιίλεο, θαζώο ζύκθσλα 

κε επξήκαηα ησλ Jayasinghe θαη Langen, ε θάζε ππξήλσζεο ηεο πξσηεΐλεο απμάλεηαη 

έπεηηα από δηπιή κεηαιιαγή ησλ θπζηετλώλ 2 θαη 7 ζε αιαλίλεο (Jayasinghe and Langen, 

2004). 

 

[α] 

 
 

[β] 

 
 

Δηθόλα 140.  Σν πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ θαη ησλ 

κεηαιιαγώλ ηεο ζηελ πεξηνρή 4-10 ηνπ ακηλνηειηθνύ άθξνπ.  Η ζηηθηή γξακκή αλαπαξηζηά 

ηελ πξόγλσζε ηνπ αιγνξίζκνπ AMYLPRED γηα ηελ ακπιίλε θπζηθνύ ηύπνπ.  Η θίηξηλε 

γξακκή ζεκεηώλεη ην πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ αιγνξίζκνπ (consensus 

threshold).  Παξαηεξνύκε όηη νη λενεηζαρζείζεο κεηαιιαγέο (πξάζηλα αζηέξηα) κεηώλνπλ ζε 

θάζε πεξίπησζε ην ακπινεηδνγόλν δπλακηθό ηεο νξκόλεο θπζηθνύ ηύπνπ.   
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Ηιεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο ζηα παξαπάλσ πεπηίδηα αλάινγα έθεξε ζην θσο 

πνιιέο ελδηαθέξνπζεο παξαηεξήζεηο γηα ηηο ηδηόηεηεο ηνπ ηκήκαηνο 4-10 ηεο ακπιίλεο.  

Δηδηθόηεξα ην πεπηίδην-αλάινγν 
4
TATCATQ

10
 απηνζπγθξνηείηαη ζε ηλίδηα δηακέηξνπ 

~80 Å (Δηθόλα 141α), κε αμηνζεκείσηε ηελ νκνηόηεηά ηνπο κε ην θπζηθνύ ηύπνπ πεπηίδην-

αλάινγν 
1
KCNTATCATQRL

12
 (Δηθόλα 137α).  Αληίζεηα, ην πεπηίδην αλάινγν 

4
TATΑATQ

10
, κε κία κόλν ζπληεξεηηθή αιιαγή ηεο θπζηεΐλεο ζε αιαλίλε παξαηεξήζεθε 

αδύλαην λα απηνζπγθξνηεζεί ζε ακπινεηδή ηλίδηα, αθόκα θαη κεηά από αξθεηνύο κήλεο 

επώαζεο ζε ζπλζήθεο δσκαηίνπ (Δηθόλα 141β).   

Μεγάιν ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ε παξαηήξεζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
4
TATΑSTQ

10
 

κε δύν ζπληεξεηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ζηηο ζέζεηο 7 θαη 8.  Πξνο έθπιεμή καο νη ζπγθεθξηκέλεο 

ακηλνμηθέο αληηθαηαζηάζεηο νδήγεζαλ ζηε δεκηνπξγία ελόο πςειά ακπινεηδνγόλνπ 

πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ, ην νπνίν απηνζπγθξνηείηαη ζε ηππηθά ηλίδηα, πνπ παξνπζηάδνπλ 

ζαθώο ηηο ηδηόηεηεο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Δηθόλα 141γ).  Σα ηλίδηα παξνπζηάδνληαη 

νκνηόκνξθα, επζύγξακκα, αδηαθιάδηζηα, κε απξνζδηόξηζην κήθνο, ελώ έρνπλ δηάκεηξν ~100 

Å.  Με ηα κηθξά καύξα βέιε παξαηεξνύκε πξσηντλίδηα δηακέηξνπ ~50-60 Å ηα νπνία 

πεξηειίζζνληαη κεηαμύ ηνπο πξνο ην ζρεκαηηζκό ραιαξώλ ππεξειίθσλ.  Αμηνζεκείσηε είλαη 

εκθάληζε ηληδίσλ ζε δύν επίπεδα· ιεπηά πξσηντλίδηα θαίλεηαη λα δηεπζεηνύληαη θαλνληθά 

δηαθνζκώληαο ην „θόλην‟ ηνπ παξαζθεπάζκαηνο, ελώ ώξηκα ακπινεηδή ηλίδηα κε 

ραξαθηεξηζηηθό πνιπκνξθηζκό ηνπνζεηνύληαη „ζε πξώην πιάλν‟ πάλσ από ηα πξσηντλίδηα. 

 

[α]  4TATCATQ10 
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[β]  
4
TATAATQ

10
 

 

[γ]  4TATASTQ10 

 

Δηθόλα 141.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο 4 - 10 ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  Σα 

πεπηίδηα-αλάινγα δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό pΗ 5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 mg 

ml
-1

.  Οη ειεθηξνληνγξαθίεο παξνπζηάδνπλ δείγκαηα επώαζεο 7 εκεξώλ.   

 

Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ ηξνπνπνηεκέλνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
4
TATΑSTQ

10
 

ηαπηνπνηήζεθαλ από όια ηα θξηηήξηα πνπ πιεξνύλ νη ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο.  

πγθεθξηκέλα, ρξώζε πκελίσλ ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
4
TATΑSTQ

10
 

(ζπγθέληξσζεο 10 mg ml
-1

 θαη επώαζεο 7 εκεξώλ) θαηέγξαςε ηελ ηάζε ηνπο λα δεζκεύνπλ 

εηδηθά ηελ ρξσζηηθή Congo Red (Δηθόλα 142α) θαη λα εκθαλίδνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή 

θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα θάησ από δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε 

πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (Δηθόλα 142β).  Αθόκα, πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλεο πνπ 
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δεκηνπξγνύληαη έπεηηα από ηελ επζπγξάκκηζε ησλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ 
4
TATΑSTQ

10
 

δίλνπλ ραξαθηεξηζηηθά πεξηζιαζηγξάκκαηα ηεο cross-β δνκήο, ραξαθηεξηζηηθή όισλ ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Sunde and Blake, 1997).  Οη πξνζαλαηνιηζκέλεο αλαθιάζεηο ζηα 4.51 

Å θαη ζηα 7.83 Å απνδίδνληαη ζηελ απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ θιώλσλ θαη ζην 

παθεηάξηζκα δηαδνρηθώλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ, αληίζηνηρα (Δηθόλα 139).   

 

 
Δηθόλα 142.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ  έπεηηα από ρξώζε κε Congo 

Red 
4
TATΑSTQ

10
.  (α) Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (β) Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν 

πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ.  Παξαηεξνύκε ηελ ραξαθηεξηζηηθή γηα ηα 

ακπινεηδή ηλίδηα θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα (β). 

 

 

Δηθόλα 143.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, πνπ δεκηνπξγήζεθε 

από ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 
4
TATASTQ

10
.  ην πεξηζιαζίγξακκα θαηαγξάθνληαη 

κία κεζεκβξηλή αλάθιαζε ζηα 4.51 Å (Μ) θαη κία ηζεκεξηλή αλάθιαζε ζηα 7.83 Å (Δ), 

ραξαθηεξηζηηθέο ηεο cross-β δνκήο (Sunde and Blake, 1997).   
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πλνιηθά, αμηνζεκείσηε είλαη ε νκνηόηεηα ησλ ηληδίσλ πνπ δεκηνπξγνύληαη θαηά ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ηόζν ηνπ δσδεθαπεπηηδίνπ 
1
KCNTATCATQRL

12
 (Δηθόλα 137α), όζν θαη 

ηνπ επηαπεπηηδίνπ 
4
TATCATQ

10
 (Δηθόλα 141α).  Φπζηθά ην πεξηβάιινλ επώαζεο ησλ 

πεπηηδίσλ έπαημε πνιύ ζεκαληηθό ξόιν ζηε δηαηήξεζε ηεο αθεξαηόηεηαο ηνπ δηζνπιθηδηθνύ 

δεζκνύ ηνπ πεπηηδίνπ 
1
KCNTATCATQRL

12
.  Έηζη, νη ζηνρεπκέλεο αιιαγέο ζην ακηλνηειηθό 

ηκήκα ηεο ακπιίλεο απνθάιπςαλ ηε ζεκαληηθή ζπλεηζθνξά ηόζν ηεο δηζνπιθηδηθήο γέθπξαο 

ηεο ακπιίλεο, όζν θαη ηεο θαζεαπηήο αιιεινπρίαο ησλ ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ πνπ ην 

ζπγθξνηνύλ. 

Δηδηθόηεξα κεηαιιαγέο ζην ηκήκα 1-12 νδήγεζαλ ζηε δεκηνπξγία δύν κε 

ακπινεηδνγόλσλ (
1
KCNTATCATQRE

12
, 

1
KCNTATCATQGE

12
) θαη ελόο ακπινεηδνγόλνπ 

αλαιόγνπ (
1
KCNTATCATRGE

12
).  Η ζπκπεξηθνξά ησλ ηξηώλ πεπηηδίσλ ζε πδαηηθά 

δηαιύκαηα ζε ζύγθξηζε κε ηα απνηειέζκαηα ηνπ πεπηηδίνπ θπζηθνύ ηύπνπ 

(
1
KCNTATCATQRL

12
) καο νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα όηη ηα θαηάινηπα Q10, R11 θαη L12 

ζπκκεηέρνπλ ελεξγά ζηε ξύζκηζε ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο ακπιίλεο.  Από ηελ άιιε 

κεξηά, νη ηξνπνπνηήζεηο ζην ηκήκα 4-10 νδήγεζαλ ζηε δεκηνπξγία ελόο κε ακπινεηδνγόλνπ 

αλαιόγνπ (
4
TATΑΑTQ

10
) θαη ελόο ξαγδαία ακπινεηδνγόλνπ αλαιόγνπ (

4
TATΑSTQ

10
), 

απνηειέζκαηα πνπ εζηηάδνπλ εηδηθόηεξα ην ελδηαθέξνλ ηεο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο ζηηο 

ζέζεηο C7 θαη A8.  Σν ηξνπνπνηεκέλν πεπηίδην-αλάινγν 
4
TATCATQ

10
, θαίλεηαη πσο 

αθνινπζεί δηαθνξεηηθό κνλνπάηη ζπζζσκάησζεο από ην ηξνπνπνηεκέλν ακπινεηδνγόλν 

πεπηίδην-αλάινγν 
4
TATΑSTQ

10
 νδεγώληαο ζηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ μερσξηζηήο 

κνξθνινγίαο.  εκαληηθά, ε ηξνπνπνίεζε ηνπ θαηαινίπνπ ηεο θπζηεΐλεο 7, απνδεηθλύεηαη 

όηη ηξνπνπνηεί ηηο ηδηόηεηεο ηεο νξκόλεο, ζε ζπκθσλία θαη κε ηα πξόζθαηα επξήκαηα ηνπ 

Cope θαη ησλ ζπλεξγαηώλ ηνπ (Cope et al., 2013), ζε αληίζεζε κε παιαηόηεξα ππνινγηζηηθά 

απνηειέζκαηα ζηα νπνία ππνζηεξίδνληαλ όηη ην ηκήκα 1-7 δελ είλαη απαξαίηεην γηα ηε 

δεκηνπξγία ηληδίσλ (Jaikaran et al., 2001). 
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3.3.3. Γνκηθέο κειέηεο ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο αλζξώπηλεο 

ακπιίλεο  

Σν θαξβνμπηειηθό ηκήκα ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο είλαη ε δεύηεξε θαηά ζεηξά 

ειιηπώο κειεηεκέλε πεξηνρή ηεο νξκόλεο.  Σν θαξβνμπηειηθό άθξν ηεο ώξηκεο ακπιίλεο 

ηξνπνπνηείηαη θπζηνινγηθά από ην έλδπκν PAM (petpidyl amidating mono-oxygenase 

complex), ην νπνίν θαηαιύεη ηελ ακηδίσζε ελόο θαηαινίπνπ γιπθίλεο, πξνο ην ζρεκαηηζκό 

ελόο ακηδησκέλνπ άθξνπ ζην θαηάινηπν ηεο ηπξoζίλεο 37 (Δηθόλα 45).  Σν ακηδησκέλν άθξν 

είλαη αλαγθαίν γηα ηε ιεηηνπξγηθόηεηα όισλ ησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηα ησλ CGRP νξκνλώλ, 

ζηελ νπνία αλήθεη ε ακπιίλε, θαη θαίλεηαη όηη δεκηνπξγείηαη ζηα εθθξηηηθά θπζηίδηα πνπ 

απνζεθεύνληαη ζηα β-θύηηαξα ηνπ παγθξέαηνο (Martinez and Treston, 1996; Merkler, 1994).  

H θνηλή απηή ρεκηθή ηξνπνπνίεζε έρεη νδεγήζεη εμειηθηηθά ζηελ εκθάληζε ζπληεξεκέλσλ 

θαξβνμπηειηθώλ ηκεκάησλ ζηηο αθνινπζίεο ηεο ακπιίλεο ησλ ζειαζηηθώλ (Δηθόλα 46), αιιά 

θαη ζηηο αθνινπζίεο ησλ νξκνλώλ πνπ αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα ησλ CGRP πεπηηδίσλ.  

Πξνζνκνηώζεηο κνξηαθήο δπλακηθήο απνθάιπςαλ όηη ζε ζύγθξηζε κε ην ακηδησκέλν 

κνλνκεξέο, ην κε-ακηδησκέλν κνλνκεξέο ηεο ακπιίλεο εκθαλίδεη κία ρακειή ηάζε 

ζρεκαηηζκνύ β-θιώλσλ θαη άξα, ε ηθαλόηεηά ηνπ λα δεκηνπξγεί ακπινεηδή ηλίδηα είλαη 

αζζελέζηεξε (Tran and Ha-Duong, 2016). 

 

 

Δηθόλα 144.  Οη αιιεινπρίεο ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο 

αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  Με θόθθηλν ζεκεηώλνληαη νη ζεκεηαθέο κεηαιιαγέο ησλ ακηλνμηθώλ 

θαηαινίπσλ.  Όια ηα πεπηίδηα θέξνπλ ακηδησκέλν θαξβνμπηειηθό άθξν.  Η νκάδα κειέηεο 

αθνξά πεπηίδηα-αλάινγα ηεο πεξηνρήο 30-37 ηεο αλζξώπηλεο ακπιίλεο.  
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Η αλάιπζε ηνπ πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ, πνπ 

παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 130, εκθαλίδεη ζε γεληθέο γξακκέο κία αζζελή ηάζε 

ζπζζσκάησζεο γηα ην θαξβνμπηειηθό ηεο άθξν.  Λνγηθά ζρεδηαζκέλεο παξαιιαγέο 

εκπλεπζκέλεο ηόζν από ηελ εμειηθηηθή ζρέζε ησλ θαξβνμπηειηθώλ ηκεκάησλ κεηαμύ ησλ 

ζειαζηηθώλ, όζν θαη από ηελ νκνινγία ησλ νξκνλώλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ CGRP πεπηηδίσλ 

καο επέηξεςαλ λα κειεηήζνπκε ηηο ηδηαηηεξόηεηεο ησλ ακηδησκέλσλ θαξβνμπηειηθώλ 

ηκεκάησλ.  Σν πεπηίδην αλάινγν θπζηθνύ ηύπνπ 
30

TNGSNTY
37

 ρξεζηκνπνηήζεθε σο 

κάξηπξαο. 

[α]  

 
[β] 

 
Δηθόλα 145.  Σν πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ θαη ησλ 

κεηαιιαγώλ ηεο ζην θαξβνμπηειηθό άθξν.  Η ζηηθηή γξακκή αλαπαξηζηά ηελ πξόγλσζε ηνπ 

αιγνξίζκνπ AMYLPRED γηα ηελ ακπιίλε θπζηθνύ ηύπνπ.  Η θίηξηλε γξακκή ζεκεηώλεη ην 

πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ αιγνξίζκνπ (consensus threshold).  Παξαηεξνύκε 

όηη νη λενεηζαρζείζεο κεηαιιαγέο (πξάζηλα αζηέξηα) κεηώλνπλ ην ακπινεηδνγόλν δπλακηθό 

ηεο νξκόλεο θπζηθνύ ηύπνπ.  
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Η πξώηε παξαιιαγή αθνξά ην θαηάινηπν ηεο αζπαξαγίλεο 31, ην νπνίν ηξνπνπνηείηαη 

ζε θαηάινηπν ιπζίλεο (
30

TKGSNTY
37

).  Η ηξνπνπνίεζε απηή εκθαλίδεηαη ζην 

θαξβνμπηειηθό άθξν ηεο ακπιίλεο ηξσθηηθώλ, ηα νπνία βηβιηνγξαθηθά γλσξίδνπκε όηη δελ 

εκθαλίδνπλ δηαβήηε (Betsholtz et al., 1989b).  H δεύηεξε θαηά ζεηξά ηξνπνπνίεζε αθνξά 

κία ηξηπιή αιιαγή ησλ ηξηώλ ηειεπηαίσλ θαηαινίπσλ ηεο ώξηκεο ακπιίλεο θαη 

ζπγθεθξηκέλα ηα θαηάινηπα αζπαξαγίλε 35, ζξενλίλε 36 θαη ηπξνζίλε 37.  Σν πεπηίδην-

αλάινγν 
30

TNVGSKAF
37

 απνηειεί ην θαξβνμπηειηθό ηκήκα ηνπ πεπηηδίνπ CGRP, πνπ 

αλήθεη ζηελ ίδηα νηθνγέλεηα κε ηελ ακπιίλε θαη εκθαλίδεη ~43% ηαπηόηεηα κε απηή ζε 

επίπεδν αθνινπζίαο (Muff et al., 1995).  Οη ζηνρεπκέλεο κεηαιιαγέο κεηαβάιινπλ αηζζεηά 

ην πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο νξκόλεο, θαζώο όπσο παξαηεξείηαη ζηα ηζηνγξάκκαηα 

ζηελ Δηθόλα 145 απμάλνπλ ην ακπινεηδνγόλν δπλακηθό ηνπ θαξβόμπηειηθνύ άθξνπ.   

Σα πεπηίδηα-αλάινγα ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο ακπιίλεο 
30

TNGSNTY
37

, 

30
TΚGSNTY

37
 θαη 

30
TNGSKAF

37
 ζπληέζεθαλ ρεκηθά κε ηε ζπλδξνκή ηνπ Δξγαζηεξίνπ 

Φαξκαθνγλσζίαο θαη Υεκείαο Φπζηθώλ Πξντόλησλ, ηνπ Σκήκαηνο Φαξκαθεπηηθήο ηνπ 

Παλεπηζηεκίνπ Παηξώλ.  Γηαιύκαηα ησλ πεπηηδίσλ δεκηνπξγήζεθαλ ζε έλα εύξνο 

ζπγθεληξώζεσλ, ζε απεζηαγκέλν λεξό κε pΗ 5.75 θαη παξαηεξήζεθαλ γηα δηάζηεκα ~6 

κελώλ. 

Οη ειεθηξνληνγξαθίεο κε ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο έδεημαλ όηη θαη ηα ηξία 

πεπηίδηα ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο ακπιίλεο απηνζπγθξνηνύληαη ζε ηλίδηα, πνπ 

δηαθέξνπλ όκσο κνξθνινγηθά κεηαμύ ηνπο.  Σα ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ θπζηθνύ 

ηύπνπ 
30

TNGSNTY
37

 δεκηνπξγνύλ πεθηώκαηα, ηα νπνία θαηαλέκνληαη νκνηόκνξθα ζην 

πιέγκα ειεθηξνληθήο κηθξνζθνπίαο, ε ππθλόηεηά ηνπο όκσο δελ επηηξέπεη ηελ κνξθνινγηθή 

κειέηε κνλαδηαίσλ ηληδίσλ ηνπ δείγκαηνο (Δηθόλα 146α).  ηελ πεξίπησζε ηνπ πεπηηδίνπ-

αλαιόγνπ 
30

TKGSNTY
37

 δεκηνπξγνύληαη πξσηντλίδηα κε κηθξέο δηακέηξνπο, ηεο ηάμεο ησλ 

30-50 Å (καύξα βέιε), ηα νπνία εκθαλίδνπλ ηε ηάζε λα αιιειεπηδξνύλ πιεπξηθά 

ζρεκαηίδνληαο θνξδέιεο ηληδίσλ κε ξαβδώζεηο (striated ribbons) θαη δηακέηξνπο πνπ 

εκθαλίδνπλ πςειή δηαθύκαλζε αλά πεξίπησζε (Δηθόλα 146β).  Αληίζεηα, κε ηα παξαπάλσ 

ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
30

TNVGSKAF
37

 ζρεκαηίδνπλ θαιά 

νξγαλσκέλα δίθηπα ηληδίσλ δηακέηξνπ ~100 Å, ηα νπνία αιιειεπηδξνύλ ζρεκαηίδνληαο 

επδηάθξηηεο ηαηλίεο (Δηθόλα 146γ, θνύμηα αηρκή βέινπο). 
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[α]  
30
TNGSNTY

37
 

 

[β]  30TKGSNTY37
 

 

[γ]  30TNVGSKAF37 

 
Δηθόλα 146.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ πξνθύπηνπλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο ακπιίλεο.  Σα 
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πεπηίδηα-αλάινγα δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό ξΗ 5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 mg 

ml
-1

.  Οη ειεθηξνληνγξαθίεο παξνπζηάδνπλ δείγκαηα επώαζεο 7 εκεξώλ. 

 

Υξώζε πκελίσλ ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ησλ πεπηηδίσλ 
30

TNGSNTY
37

, 

30
TKGSNTY

37
 θαη 

30
TNVGSKAF

37
 (ζπγθέληξσζεο 10mg ml

-1
 θαη επώαζεο 7 εκεξώλ) 

θαηέγξαςε ηελ ηάζε ηνπο λα δεζκεύνπλ εηδηθά ηελ ρξσζηηθή Congo Red (Δηθόλα 147, 

αξηζηεξά) θαη λα εκθαλίδνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα θάησ 

από δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (Δηθόλα 147, δεμηά).   
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Δηθόλα 147.  Φσηνκηθξνγξαθίεο πκελίσλ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο θαξβνμπηειηθήο 

πεξηνρήο ηεο ακπιίλεο, έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.   Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο 

(αξηζηεξά).  Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ 

θαη εληνπηζκόο ηεο θηηξηλνπξάζηλεο δηπινζιαζηηθόηεηαο (δεμηά). 
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Πεξίζιαζε αθηίλσλ Υ ζε πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλεο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 
30

TNGSNTY
37

, 
30

TKGSNTY
37

 θαη 
30

TNVGSKAF
37

 δίλνπλ 

πεξηζιαζηγξάκκαηα πνπ εκθαλίδνπλ ραξαθηεξηζηηθέο αλαθιάζεηο ηεο “cross-β” 

αξρηηεθηνληθήο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Sunde and Blake, 1997) (Δηθόλα 148).   

 

[α]  30TNGSNTY37 [β]  30TKGSNTY37 

  

[γ]  30TNGSKAF37   

 

 

 

Δηθόλα 148.  Πξνζαλαηνιηζκέλα πεξηζιαζηγξάκκαηα ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο 

θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο ακπιίλεο.  Σα πεπηίδηα-αλάινγα 
30

TNGSNTY
37

 (α), 
30

TKGSNTY
37

 (β) θαη 
30

TNVGSKAF
37

 (γ) δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό θαη ξΗ 

5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 mg ml
-1

.  (Μ: κεζεκβξηλόο, Δ: ηζεκεξηλόο, F: άμνλαο ηεο ίλαο) 
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Η εκθάληζε ησλ αλαθιάζεσλ κε ηε κνξθή δαθηπιίνπ είλαη απνηέιεζκα κε-βέιηηζηνπ 

πξνζαλαηνιηζκνύ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζηελ ίλα.  ην πεξηζιαζίγξακκα ηνπ πεπηηδίνπ-

αλαιόγνπ 
30

TNVGSKAF
37

κε ηελ εκθάληζε ηόμνπ (arch), όπνπ έρεη επηηεπρζεί θαιόο 

πξνζαλαηνιηζκόο ησλ ηληδίσλ, ζεκεηώλνληαη ν κεζεκβξηλόο άμνλαο (Μ), ν ηζεκεξηλό άμνλαο 

(Δ) θαη ηέινο ν άμνλαο ηνπ ηληδίνπ (F) (Δηθόλα 148γ).  Η κεζεκβξηλή αλάθιαζε ησλ 

πεξηζιαζηγξακκάησλ θπκαίλεηαη από 4.62-4.7 Å θαη είλαη ελδεηθηηθή ηεο απόζηαζεο κεηαμύ 

β-θιώλσλ πνπ ζπλδένληαη κε δεζκνύο πδξνγόλνπ θαη νξγαλώλνληαη θάζεηα σο πξνο ηνλ 

άμνλα ηεο ίλαο.  Η ηζεκεξηλή ηζρπξή αλάθιαζε θαηαγξάθεηαη ζηα 8.5 Å, 13.6 Å θαη 11 Å γηα 

ηα πεπηίδηα-αλάινγα 
30

TNGSNTY
37

, 
30

TKGSNTY
37

 θαη 
30

TNVGSKAF
37

, αληίζηνηρα.  Η 

δεύηεξε απηή αλάθιαζε αληηζηνηρεί ζην δηαδνρηθά παθεηάξηζκα κεηαμύ ησλ β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηώλ, νη νπνίεο βξίζθνληαη παξάιιεια σο πξνο ηνλ άμνλα ηεο εθάζηνηε 

πξνζαλαηνιηζκέλε ίλαο.   

 

 

3.3.4. Γνκηθέο κειέηεο ζπλεπώαζεο ζηελ ακπιίλε 

Η κειέηε ηεο αιιειεπίδξαζεο πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο ακπιίλεο κε ηελ νξκόλε 

θπζηθνύ ηύπνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζηνρεπκέλα πεηξάκαηα ζπλεπώαζεο.  Οη δνθηκέο 

πεξηιακβάλνπλ πεπηίδηα-αλάινγα θπζηθνύ ηύπνπ, αιιά θαη πεπηίδηα-αλάινγα κε 

εμεηδηθεπκέλεο παξαιιαγέο, νη ηδηόηεηεο ησλ νπνίσλ έρνπλ πεξηγξαθεί ζηηο παξαγξάθνπο 

πνπ πξνεγήζεθαλ.  Η ζηνηρεηνκεηξηθή αλαινγία ακπιίλεο / πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ είλαη 1:10, ε 

δηαιπηνπνίεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε απεζηαγκέλν λεξό θαη ε επώαζε έγηλε ζε ζπλζήθεο 

δσκαηίνπ.  Η παξαηήξεζε πξαγκαηνπνηήζεθε κε ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην δηέιεπζεο, 

έπεηηα από επώαζε 7 εκεξώλ.   

Η δνθηκή ζπλεπώαζεο ζηελ νκάδα πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε δύν πεπηίδηα-αλάινγα θπζηθνύ ηύπνπ θαη δύν παξαιιαγέο ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ θπζηθνύ ηύπνπ.  Οη εηθόλεο πνπ αθνινπζνύλ (Δηθόλα 149, Δηθόλα 150, 

Δηθόλα 151, Δηθόλα 152, Δηθόλα 153) παξνπζηάδνπλ ζπγθεληξσηηθά ειεθηξνληνγξαθίεο 

δηέιεπζεο ησλ κεκνλσκέλσλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ, θαζώο θαη ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ 

έρνπλ πξνθύςεη από ηε ζπλεπώαζε απηώλ γηα δηάζηεκα κίαο εβδνκάδαο. 
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Δηθόλα 149.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ηεο ακπιίλεο κε ην πεπηίδην-αλάινγν 
1
KCNTATCATQRL

12
.  

Η αλαινγία ησλ πεπηηδίσλ είλαη 10:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο είλαη 7 εκέξεο.  εκεηώλνληαη 

ηα ηππηθά ακπινεηδή ηλίδηα ηεο ακπιίλεο (βέιε). 
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Δηθόλα 150.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ηεο ακπιίλεο κε ην πεπηίδην-αλάινγν 
1
KCNTATCATQGE

12
.  

Η αλαινγία ησλ πεπηηδίσλ είλαη 10:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο είλαη 7 εκέξεο.  εκεηώλνληαη 

ηα ηππηθά ακπινεηδή ηλίδηα ηεο ακπιίλεο (καύξα βέιε), πξντληδίαθά ζπζζσκαηώκαηα 

(πξάζηλα βέιε) θαη ζθαηξηθό ζπζζσκάησκα, ζρήκαηνο πξσηετληθνύ „πόξνπ‟ (γαιάδην 

βέινο).  
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Δηθόλα 151.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ηεο ακπιίλεο κε ην πεπηίδην-αλάινγν 
4
TATCATQ

10
.  Η 

αλαινγία ησλ πεπηηδίσλ είλαη 10:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο είλαη 7 εκέξεο.  εκεηώλνληαη ηα 

ηππηθά ακπινεηδή ηλίδηα ηεο ακπιίλεο (καύξα βέιε) θαη παξαηεξείηαη ν έληνλνο 

πνιπκνξθηζκόο ηνπο.  
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Δηθόλα 152.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ηεο ακπιίλεο κε ην πεπηίδην-αλάινγν 
4
TATASTQ

10
.  Η 

αλαινγία ησλ πεπηηδίσλ είλαη 10:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο είλαη 7 εκέξεο.  εκεηώλνληαη ηα 

ηππηθά ακπινεηδή ηλίδηα ηεο ακπιίλεο (καύξα βέιε) θαη άκκνξθα ζπζζσκαηώκαηα πνπ 

θαηαλέκνληαη νκνηόκνξθα ζην πιέγκα κηθξνζθνπίαο (πξάζηλα βέιε). 
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Δηθόλα 153.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ακπινεηδώλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ζπλδπαζκνύ ηεο ακπιίλεο κε ην πεπηίδην-αλάινγν 
30

TNGSNTY
37

.  Η 

αλαινγία ησλ πεπηηδίσλ είλαη 10:1 θαη ν ρξόλνο επώαζεο είλαη 7 εκέξεο.  εκεηώλνληαη ηα 

ηππηθά ακπινεηδή ηλίδηα ηεο ακπιίλεο (καύξα βέιε) θαζώο θαη ηληδίαθά ζξαύζκαηα (κπιε 

βέιε). 
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πλνιηθά, ηα πεπηίδηα αλάινγα θπζηθνύ ηύπνπ (
1
KCNTATCATQRL

12
 θαη 

4
TATCATQ

10
) θαίλεηαη λα πξνσζνύλ ηελ ακπινεηδνγέλεζε ηεο ακπιίλεο, αθνύ έπεηηα από 

κία εβδνκάδα ζπλεπώαζεο παξαηεξνύληαη πεθηώκαηα απνηεινύκελα από ηππηθά ακπινεηδή 

ηλίδηα (Δηθόλα 149, Δηθόλα 151).  εκεηώλεηαη ζην ζεκείν απηό όηη ηα πεπηίδηα 

1
KCNTATCATQRL

12
, 

4
TATCATQ

10
 απηνζπγθξνηνύληαη ζε ακπινεηδή ηλίδηα πνπ 

εκθαλίδνπλ παξόκνηα κνξθνινγία θαη πιεξνύλ ηα θξηηήξηα ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Δηθόλα 

137, Δηθόλα 141).  Αληίζηνηρα κε ηελ πεξίπησζε ηεο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο, ζπλεπώαζε ηεο 

ακπιίλεο κε πεπηίδην-αλάινγν θπζηθνύ ηύπνπ ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο ακπιίλεο 

30
TNGSNTY

37
 θαίλεηαη λα πξνσζεί ηεο ηληδνγέλεζε, έπεηηα από κία εβδνκάδα επώαζεο 

(Δηθόλα 153).  Ωζηόζν, παξόηη ηα ηλίδηα πνπ παξαηεξνύληαη ζην πιέγκα κηθξνζθνπίαο 

εκθαλίδνπλ ηα ηππηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, ηληδηαθά „ζξαύζκαηα‟ 

(Δηθόλα 153, κπιέ βέιε) θαίλνληαη λα ζπλππάξρνπλ κε ηα ηλίδηα.  Αληίζεηα, νη παξαιιαγέο 

ησλ πεπηηδίσλ ηεο ακηλνηειηθήο πεξηνρήο (
1
KCNTATCATQGE

12
 θαη 

4
TATASTQ

10
) 

αλαζηέιινπλ κεξηθώο ηε ακπινεηδνγέλεζε ηεο ακπιίλεο, θαζώο θαη ζηηο δύν πεξηπηώζεηο 

παξαηεξνύληαη ιηγόηεξν ππθλά δίθηπα ηληδίσλ θαη ζπγθεθξηκέλα, δύν ή θαη πεξηζζόηεξνη 

δηαθξηηνί πιεζπζκνί ζπζζσκαησκάησλ (Δηθόλα 150, Δηθόλα 152 ).   

Σα πεηξάκαηα ζπλεπώαζεο θαη ε κειέηε ζπλ-ζπζζσκάησζεο (co-aggregation) έρνπλ 

κειεηεζεί εθηελώο θαη ζεσξνύληαη κία πηζαλή παξεκβαηηθή κέζνδνο ζηε ξαγδαία 

ζπζζσκάησζε πξσηετλώλ πνπ εκπιέθνληαη ζε γλσζηέο αζζέλεηεο (Selkoe, 2003).  Η ηδέα 

έρεη πινπνηεζεί ήδε κε εθαξκνγή ζε έλα ζύλνιν αλνζνζθαηξηλώλ, όπνπ κειεηήζεθε ε 

ηθαλόηεηα νκόινγσλ δνκηθώλ απηνηειώλ πεξηνρώλ λα ζπλ-ζπζζσκαηώλνληαη 

ζπκπαξαζύξνληαο ε κία ηελ άιιε.  Σα επξήκαηα απέδεημαλ όηη ε ζπλ-ζπζζσκάησζε ησλ 

πξσηετλώλ εμαξηάηαη άκεζα από ηελ νκνηόηεηά ηνπο ζε επίπεδν αθνινπζίαο θαη πξόηεηλαλ 

όηη ε ηάζε ζπλζπζζσκάησζεο κεηώλεηαη όηαλ νη ππό κειέηε πξσηεΐλεο απνθιίλνπλ ζε 

επίπεδν πξσηνηαγνύο δνκήο (Wright et al., 2005).   

Σα πεηξάκαηα ζπλεπώαζεο ζηελ πεξίπησζε ηεο ακπιίλεο επηβεβαηώλνπλ ηα παξαπάλσ 

απνηειέζκαηα ζηε κειέηε ησλ αλνζνζθαηξηλώλ, θαζώο ζε θάζε πεξίπησζε από ην 

ζπλδπαζκό ηεο ακπιίλεο κε ηα πεπηίδηα-αλάινγα θπζηθνύ ηύπνπ πξνθύπηνπλ ππθλά 

πεθηώκαηα κε έλαλ πιεζπζκό ηληδίσλ, πνπ νκνηάδεη κε ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηεο 

ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ (Δηθόλα 149, Δηθόλα 151, Δηθόλα 153).  Αληίζεηα, ζπλεπώαζε 

ηεο ακπιίλεο κε παξαιιαγέο ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ νδεγεί ζε ιηγόηεξν ππθλά δίθηπα 

ηληδίσλ, όπνπ παξαηεξνύληαη δύν ή πεξηζζόηεξνη δηαθξηηνί πιεζπζκνί ηληδίσλ (Δηθόλα 

150, Δηθόλα 152).  Θα πξέπεη βέβαηα λα ζεκεησζεί όηη ν ραξαθηεξηζκόο ησλ ηληδηαθώλ 
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κνξθώλ είλαη κόλν κνξθνινγηθόο, θαζώο δελ ππάξρεη δπλαηόηεηα λα ηαπηνπνηεζεί ε 

πξνέιεπζε ησλ ηληδίσλ ή ησλ ζπζζσκαησκάησλ πνπ εληνπίδνληαη ζην εθάζηνηε 

παξαζθεύαζκα. 
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3.4. C-πεπηίδην ηεο πξνϊλζνπιίλεο 

Η εκπινθή ηνπ C-πεπηηδίνπ ζην δηαβήηε ππήξμε ην έλαπζκα γηα ηε ζε βάζνο κειέηε 

ησλ ηδηαίηεξσλ ραξαθηεξηζηηθώλ ηνπ πεπηηδίνπ.  Μία αμηνζεκείσηε ηδηόηεηα ζηελ 

θαηεύζπλζε απηή ππήξμε ε ηάζε ηνπ πνιπκεξηζκνύ ηνπ C-πεπηηδίνπ, ηόζν ζε in vivo όζν θαη 

ζε in vitro ζπζηήκαηα κειέηεο, ε νπνία γέλλεζε πνιιά εξσηεκαηηθά ζρεηηθά κε ην πηζαλό 

ακπινεηδνγόλν δπλακηθό ηνπ πεπηηδίνπ.  Ήδε από ην 2010, εθηεηακέλεο in vitro πξνζπάζεηεο 

ηεο νκάδαο ηνπ Johansson, ζην Ιλζηηηνύην Karolinska ηεο ηνθρόικεο, απνθαιύςαλ ηε ηάζε 

ηνπ C-πεπηηδίνπ λα ζρεκαηίδεη νιηγνκεξή (Jornvall et al., 2010), ελώ θάπνηεο από απηέο ηηο 

πξνζπάζεηεο ζηόρεπζαλ θαη ζηε δηεξεύλεζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ δπλακηθνύ ηνπ πεπηηδίνπ 

(Lind et al., 2010).   

Παξόηη κειέηεο πνιπκεξηζκνύ απνδεηθλύνπλ ηηο ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο ηεο 

ηλζνπιίλεο θαη ηεο πξντλζνπιίλεο in vitro, πεηξάκαηα απηνζπγθξόηεζεο ηνπ C-πεπηηδίνπ ήδε 

από ην 1996 μεθάζαξα δηαηύπσλαλ ηελ αδπλακία ηνπ πεπηηδίνπ λα απηνζπγθξνηείηαη ζε 

ακπινεηδή ηλίδηα (Westermark et al., 1996).  ε αληίζεζε ινηπόλ κε ην C-πεπηίδην, ε ώξηκε 

ηλζνπιίλε έρεη απνδεηρζεί όηη απηνζπγθξνηείηαη δεκηνπξγώληαο ηλίδηα κε ακπινεηδνγόλεο 

ηδηόηεηεο ζε όμηλν pH (Brange et al., 1997; Jimenez et al., 2002; Nettleton et al., 2000), ελώ 

ε πξντλζνπιίλε ζρεκαηίδεη άκνξθα ζπζζσκαηώκαηα πινύζηα ζε ζηνηρεία β-δνκήο, όπσο 

πξνθύπηεη από ηε θαζκαηνζθνπία Raman (Huang et al., 2005).  Σα απνηειέζκαηα πνπ 

παξνπζηάδνληαη αλαιπηηθά ζηηο επόκελεο παξαγξάθνπο, δίλνπλ κία λέα ηξνπή ζηηο κειέηεο 

πνπ αθνξνύλ ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ θαη ζπδεηνύλ ηηο ζπλέπεηεο ηεο λέα 

απηήο ηδηόηεηαο.   

 

 

 

3.4.1. Αλάιπζε ηεο Αθνινπζίαο ηνπ C-πεπηηδίνπ ηεο πξνϊλζνπιίλεο 

Γηα ηελ αλάιπζε ηεο αθνινπζίαο ηνπ C-πεπηηδίνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ν ζπλαηλεηηθόο 

αιγόξηζκνο πξόγλσζεο ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ησλ πξσηετλώλ SecStr (Hamodrakas, 

1988), θαζώο θαη ν αιγόξηζκνο εύξεζεο πεξηνρώλ κε ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε 

AMYLPRED (Frousios et al., 2009; Tsolis et al., 2013).   

Η αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηνπ πεπηηδίνπ πξνηείλεη κία πηζαλή πεξηνρή α-

έιηθαο γηα ηα θαηάινηπα 
1
EAEDLQVGQV

10
 (ζπκθσλία ηνπιάρηζηνλ 2 από ηηο 6 κεζόδνπο) 
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θαη κία κηθξόηεξε πεξηνρή α-έιηθαο γηα ηα θαηάινηπα 
22

QPLALE
27

 (ζπκθσλία ηνπιάρηζηνλ 2 

από ηηο 6 κεζόδνπο) (Δηθόλα 154).  Ιδηαίηεξν ελδηαθέξνλ όκσο παξνπζηάδεη ε ηαπηόρξνλε 

πξόηαζε ηνπ αιγνξίζκνπ γηα πηζαλή πεξηνρή β-θιώλσλ ζηα ηκήκαηα ηνπ πεπηηδίνπ 

6
QVGQVE

11
θαη 

21
LQPL

24
 (ζπκθσλία ηνπιάρηζηνλ 2 από ηηο 6 κεζόδνπο).  Οη 

αιιεινεπηθαιππηόκελεο πξνγλώζεηο κεηαμύ ησλ θαηαινίπσλ 
6
QVGQV

10
 θαη 

22
QPL

24
 

(Δηθόλα 154, πιαίζηα κε ζηηθηό πεξίγξακκα) απνθαιύπηνπλ όηη ην ακηλνηειηθό θαη ην 

θαξβνμπηειηθό άθξν ηνπ πεπηηδίνπ εκθαλίδεη ηα ραξαθηεξηζηηθά αθνινπζηώλ 

ρακαηιένληα (chameleon sequences) (Kabsch and Sander, 1984), κία ηδηόηεηα πνπ 

ζπλαληάηαη ζπρλά ζηηο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο (Kim et al., 2009).  ηελ πεξίπησζε ηνπ 

C-πεπηηδίνπ ε ηαπηόρξνλε πξόγλσζε α-ειίθσλ θαη β-θιώλσλ πξνηείλεη όηη ε αθνινπζία ηνπ 

πεπηηδίνπ κπνξεί λα πξνζαξκόδεηαη ζε δηαθνξεηηθά πεξηβάιινληα, πηνζεηόληαο 

δηαθνξεηηθέο ζηεξενδηαηάμεηο. 

 

 

Δηθόλα 154.  Πξόγλσζε δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηνπ C-πεπηηδίνπ κε ηνλ αιγόξηζκν SecStr 

(Hamodrakas, 1988).  Σν ηζηόγξακκα παξνπζηάδεη ηελ πξόγλσζε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο 

ηνπ C-πεπηηδίνπ αλά θαηάινηπν.  Με θόθθηλν θαίλεηαη ε πξόγλσζε ησλ ζηξνθώλ, κε κσβ ε 

πξόγλσζε ησλ α-ειίθσλ θαη κε πξάζηλν ε πξόγλσζε ησλ β-θιώλσλ.  Η θίηξηλε 

δηαθνπηόκελε γξακκή ζεκεηώλεη ην πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ αιγνξίζκνπ 

(consensus threshold).  Σα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
6
QVGQV

10
 θαη 

22
QPL

24
 πξνβιέπνληαη σο 

πεξηνρέο κε ραξαθηεξηζηηθά αθνινπζηώλ ρακαηιένληα, θαζώο, όπσο ζεκεηώλεηαη κε ηα 

ζηηθηά πιαίζηα, πξνβιέπεηαη λα πηνζεηνύλ ηαπηόρξνλα ειηθνεηδή θαη εθηεηακέλε 

ζηεξενδηάηαμε (H: α-έιηθα, B: β-θιώλνο , T: ζηξνθή). 
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Αληίζεηα, ε αλάιπζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι ηνπ C-πεπηηδίνπ, κε ηνλ αιγόξηζκν 

εύξεζεο πεξηνρώλ κε ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε AMYLPRED, παξνπζίαζε κία ηδηαηηέξσο 

αζζελή πξόγλσζε ζπζζσκάησζεο, θαζώο θαλέλα ηκήκα ηνπ πεπηηδίνπ δελ θαηάθεξε λα 

μεπεξάζεη ην πξνεπηιεγκέλν θαηώθιη ηνπ αιγνξίζκνπ (Δηθόλα 155).  Σν εύξεκα απηό 

παξνπζηάδεη κεγάιν ελδηαθέξνλ, κηαο θαη ην πεπηίδην εκθαλίδεη ηελ ηάζε λα 

απηνζπγθξνηείηαη ζε ηλίδηα κε ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο (§3.2.2), ελώ άιια εθηελή 

πεηξάκαηα νιηγνκεξηζκνύ θαη ζπζζσκάησζεο ζε κεκνλσκέλα ηκήκαηα ηνπ C-πεπηηδίνπ 

απνθάιπςαλ όηη ηόζν ην ακηλνηειηθό (
1
EAEDL

5
) όζν θαη ην θαξβνμπηειηθό ηκήκα ηνπ 

(
27

EGSLQ
31

) εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα νκνπνιπκεξίδνληαη (Jornvall et al., 2010; Nerelius et 

al., 2010).   

 

 

Δηθόλα 155  To πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηνπ C-πεπηηδίνπ, όπσο πξνβιέπεηαη από ηνλ 

αιγόξηζκν AMYLPRED2 (Frousios et al., 2009).  Σν ηζηόγξακκα παξνπζηάδεη ηελ αζζελή 

ζπλαηλεηηθή πξόγλσζε ηνπ αιγνξίζκνπ γηα πηζαλέο πεξηνρέο κε ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε 

ζηελ 31 θαηαινίπσλ ακηλνμηθή αθνινπζία ηνπ C-πεπηηδίνπ.  Η θίηξηλε γξακκή ζεκεηώλεη ην 

πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ αιγνξίζκνπ (consensus threshold). 
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3.4.2. Γνκηθέο κειέηεο ηνπ C-πεπηηδίνπ ηεο πξνϊλζνπιίλεο 

Σν 31 θαηαινίπσλ C-πεπηίδην ζπληέζεθε ρεκηθά (GeneCust© - Europe, Luxembourg), 

κε ειεύζεξν ηόζν ην ακηλνηειηθό όζν θαη ην θαξβνμπηειηθό άθξν θαη θαζαξόηεηα >96.8%.  

ηε ζπλέρεηα δηαιπηνπνηήζεθε ζε απεζηαγκέλν λεξό (ξΗ 5.75) ζε ηειηθέο ζπγθεληξώζεηο 

πνπ θπκαίλνληαλ από 0.5 mg ml
-1

 έσο 10 mg ml
-1

 (αλάινγα κε ηηο απαηηήζεηο ηεο 

πεηξακαηηθήο δνθηκήο) θαη αθέζεθε πξνο επώαζε ζε ζηαζεξέο ζπλζήθεο δσκαηίνπ.   

Αμίδεη λα ζεκεησζεί όηη δηαζέζηκα βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα ζε πξνεγνύκελεο in vitro 

δνθηκέο ρξεζηκνπνηνύλ ζπγθεληξώζεηο ηνπ C-πεπηηδίνπ πνπ θπκαίλνληαη από 1 mg ml
-1

 

κέρξη 40 mg ml
-1

 (Jornvall et al., 2010; Nettleton et al., 2000; Shafqat et al., 2006; 

Westermark et al., 1996), σζηόζν ηα επίπεδα ηνπ C-πεπηηδίνπ ζε θπζηνινγηθέο δηεξγαζίεο, 

όπσο π.ρ. θαηά ην κεηαγεπκαηηθό ρξνληθό δηάζηεκα, θαίλεηαη λα είλαη ηδηαηηέξσο ρακειά 

(Kuzuya et al., 1978).  Τςειά επίπεδα C-πεπηηδίνπ, in vivo, παξαηεξνύληαη ζε ππέξβαξα 

άηνκα (Polonsky et al., 1988) θαη ζε αζζελείο κε δηαβήηε ηύπνπ 2 (Faber et al., 1978), 

εμαηηίαο ηεο αύμεζεο ηνπ ρξόλνπ εκηδσήο ηνπ πεπηηδίνπ (Rhodes and Alarcon, 1994).  Σελ 

ίδηα ζηηγκή, ζηελ αζεξνγέλεζε, ην C-πεπηίδην έρεη βξεζεί λα ζπζζσκαηώλεηαη θαη λα 

ελαπνηίζεηαη ζηα ηνηρώκαηα ησλ αγγείσλ δηαβεηηθώλ αζζελώλ (Marx et al., 2004).   

Η ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο ζε θαηάιιεια παξαζθεπάζκαηα/δείγκαηα από 

δηαιύκαηα ηνπ C-πεπηηδίνπ έπεηηα από αξλεηηθή ρξώζε ππνδεηθλύνπλ ηελ ηάζε ηνπ 

πεπηηδίνπ λα απηνζπγθξνηείηαη, ζρεκαηίδνληαο πεθηώκαηα ώξηκσλ ηληδίσλ, κόιηο κία 

εκέξα κεηά ηε δηάιπζή ηνπο ζε απεζηαγκέλν λεξό.  Σα ώξηκα ηλίδηα, κεηά από επώαζε 7 

εκεξώλ, εκθαλίδνπλ ηε κνξθνινγία ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη παξνπζηάδνληαη σο 

επζύγξακκεο θαη αδηαθιάδηζηεο ππεξέιηθεο ηληδίσλ κε απξνζδηόξηζην κήθνο θαη 

δηάκεηξν ~90-120 Å, ελώ δηαθξίλνληαη θαη ππεξέιηθεο πην πνιύπινθεο κνξθνινγίαο 

(Δηθόλα 156, κπιε βέιε).  Κάζε ππεξέιηθα απνηειείηαη από κνλαδηαία πξσηντλίδηα 

δηακέηξνπ ~50 Å (Δηθόλα 156,κηθξό καύξν βέινο) ηα νπνία εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα 

αιιειεπηδξνύλ είηε κε πεξηέιημε πξνο ην ζρεκαηηζκό ειίθσλ (Δηθόλα 156, κεγάια καύξα 

βέιε), είηε πιεπξηθά πξνο ην ζρεκαηηζκό δεκαηηώλ (Δηθόλα 156, θόθθηλε αηρκή βέινπο). 

Ο έληνλνο πνιπκνξθηζκόο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ δεκηνπξγνύληαη από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ηνπ C-πεπηηδίνπ δηεξεπλήζεθε κε πεηξάκαηα θηλεηηθήο.  πγθεθξηκέλα, 

πνζόηεηεο από ην δηάιπκα ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ παξαζθεπή δεηγκάησλ ζε εκεξήζηα 

βάζε.  Σα δείγκαηα παξαηεξήζεθαλ κε ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο, έπεηηα από 

αξλεηηθή ρξώζε.  ηελ Δηθόλα 157 δίλνληαη ραξαθηεξηζηηθά ζηηγκηόηππα από ηελ εκέξα ηεο 
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δηάιπζεο (Ηκέξα 0-επάλσ) θαη ηελ 3
ε
 εκέξα επώαζεο (Ηκέξα 3-θάησ), ελώ ε Δηθόλα 156 

παξνπζηάδεη, όπσο πξναλαθέξζεθε, ώξηκα ακπινεηδή ηλίδηα 7 εκεξώλ επώαζεο.   

 

 

Δηθόλα 156.  Ηιεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ δεκηνπξγνύληαη έπεηηα 

από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ C-πεπηηδίνπ (10 mg ml-1) ζε απεζηαγκέλν λεξό.  Σελ 7
ε
 εκέξα 

επώαζεο παξαηεξνύληαη δεκάηηα ηληδίσλ (θόθθηλε αηρκή βέινπο) θαη κε δηαθιαδηζκέλεο 

ππεξέιηθεο ηληδίσλ κε απξνζδηόξηζην κήθνο θαη πνηθίιεο δηακέηξνπο (κπιε βέιε).  Η 

ιεπηνκέξεηα ελόο κνλαδηαίνπ πξσηντληδίνπ ηνπ C-πεπηηδίνπ (δηάκεηξνο ~50 Å) ζεκεηώλεηαη 

κε κηθξό καύξν βέινο, ελώ κία απνκνλσκέλε ππεξέιηθα δύν πξσηντληδίσλ (δηάκεηξνο ~100 

Å) ζεκεηώλεηαη κε δύν κεγάια καύξα βέιε. 

 

Παξαηεξείηαη ε έληνλε ηάζε ηνπ πεπηηδίνπ λα ζρεκαηίδεη πξντληδηαθά 

ζπζζσκαηώκαηα ακέζσο κεηά ηε δηάιπζή ηνπ ζε απεζηαγκέλν λεξό (Δηθόλα 157, 

επάλσ), ηα νπνία εκθαλίδνληαη νκνηόκνξθα θαηαλεκεκέλα ζην παξαζθεύαζκα θαη έρνπλ 

δηάκεηξν ~70-100 Å.  Η δεκηνπξγία πξντληδηαθώλ ζπζζσκαησκάησλ είλαη θνηλό 

ραξαθηεξηζηηθό ζηα πξώηα ζηάδηα απηνζπγθξόηεζεο πνιιώλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ 

θαη πεπηηδίσλ (Glabe, 2008).  Σελ εκθάληζε ησλ πξντληδηαθώλ κνξθώλ ηνπ C-πεπηηδίνπ 

δηαδέρεηαη ε απηνζπγθξόηεζε ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, ηα νπνία εκθαλίδνπλ ήδε από 

ηελ 3
ε
 εκέξα επώαζεο ηνλ ραξαθηεξηζηηθό πνιπκνξθηζκό πνπ παξαηεξνύκε θαη ζηα 

ώξηκα ακπινεηδή ηλίδηα επώαζεο 7 εκεξώλ (Δηθόλα 157, θάησ).   
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Δηθόλα 157.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο ηληδίσλ πνπ δεκηνπξγνύληαη έπεηηα από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ηνπ C-πεπηηδίνπ, ζε δηαθνξεηηθνύο ρξόλνπο επώαζεο.  (επάλσ) 

Παξαηεξνύληαη πξντληδηαθνί ζρεκαηηζκνί δηακέηξνπ ~70-100 Å (βέιε) νη νπνίνη 

δεκηνπξγνύληαη ακέζσο κεηά ηε δηάιπζε ηνπ πεπηηδίνπ ζε απεζηαγκέλν λεξό (Ηκέξα 

επώαζεο 0). (θάησ) Η 3
ε
 εκέξα επώαζεο απνθαιύπηεη ηε δεκηνπξγία ώξηκσλ ακπινεηδώλ 

ηληδίσλ, πνπ εκθαλίδνπλ έληνλν πνιπκνξθηζκό.  Η ζπγθέληξσζε ηνπ πεπηηδίνπ είλαη 10 mg 

ml
-1

. Σν κηθξό βέινο ζηελ ειεθηξνληνγξαθία δηέιεπζεο ζεκεηώλεη ηελ εκθάληζε ελόο 

κνλαδηαίνπ πξσηντληδίνπ ηνπ C-πεπηηδίνπ, δηακέηξνπ ~50 Å. 
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ε ζπλδπαζκό κε ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα πξαγκαηνπνηήζεθε θαζκαηνζθνπηθή 

θηλεηηθή κειέηε γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο δεκηνπξγίαο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ 

C-πεπηηδίνπ, κε θύξηα κεηξηθή ηνλ ρξόλν πξόζδεζεο ηεο δηαγλσζηηθήο ρξσζηηθήο 

Congo Red.  ηα πεηξάκαηα απηά πνζόηεηεο ηνπ δηαιπηνπνηεκέλνπ πεπηηδίνπ 

(ζπγθέληξσζεο 10mg ml
-1

) πξνζηέζεθαλ ζε δηάιπκα κείγκαηνο απεζηαγκέλνπ λεξνύ – 

Congo Red θαη κεηξήζεθε ν ρξόλνο πνπ απαηηνύληαλ γηα λα κεηαηνπίζνπλ ην κέγηζην 

απνξξόθεζεο ηεο ρξσζηηθήο από 500 nm ζε 540 nm.  πσο παξνπζηάδεηαη θαη ζηελ Δηθόλα 

158α, κόιηο 24 ώξεο κεηά ηε δηάιπζε ηνπ C-πεπηηδίνπ εκθαλίδεηαη κέγηζην απνξξόθεζεο 

ζηα 540nm, απνδεηθλύνληαο ηελ παξνπζία ακπινεηδώλ ηληδίσλ ήδε από ηελ πξώηε εκέξα 

επώαζεο (Δηθόλα 158α, πνξηνθαιί θακπύιε).   

 

 

Δηθόλα 158.  Φάζκαηα ηεο ρξσζηηθήο Congo Red (10 mM) παξνπζία ηνπ 10mg ml
-1

 C-

πεπηηδίνπ θαη θσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ C-πεπηηδίνπ έπεηηα από ρξώζε κε Congo 

Red.  (α) Η θαηαγξαθή ηεο πξόζδεζεο ηεο ρξσζηηθήο Congo Red ζηα ηλίδηα ηνπ C-

πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε γηα δηάζηεκα 7 εκεξώλ.  Οη θακπύιεο κε δηαθνξεηηθά 

ρξώκαηα παξνπζηάδνπλ ηηο κεηξήζεηο γηα ηηο εκέξεο επώαζεο 0, 1, 3 θαη 7.  Η ζηηθηή 

θόθθηλε γξακκή παξνπζηάδεη ην πείξακα ειέγρνπ ηεο ρξσζηηθήο Congo Red.  Η πξώηε 

κεηαηόπηζε ηνπ κέγηζηνπ απνξξόθεζεο ηεο ρξσζηηθήο από 500nm ζε 540nm (πνξηνθαιί 

θακπύιε) εληνπίδεηαη κόιηο 24 ώξεο κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ θαη ππνδειώλεη 

ηελ εκθάληζε ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Σα απνηειέζκαηα επηβεβαηώλνληαη από ηηο 

ειεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο γηα ηηο εκέξεο επώαζεο 0 (β), 3 (γ) θαη 7 (δ) (Ράβδνη 200nm).   
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Παξάιιεια, ρξώζε πκελίσλ ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ C-πεπηηδίνπ 

(ζπγθέληξσζεο 10 mg ml
-1

 θαη επώαζεο 7 εκεξώλ) θαηέγξαςε ηελ ηάζε ηνπο λα δεζκεύνπλ 

εηδηθά ηελ ρξσζηηθή Congo Red (Δηθόλα 159α) θαη λα εκθαλίδνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή 

θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα θάησ από δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε 

πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (Δηθόλα 159β).  Σν απνηέιεζκα απηό ζπκθσλεί κε πεηξάκαηα ζε 

νιηγνκεξή ηνπ C-πεπηηδίνπ, όπνπ παξαηεξήζεθε όηη αιιειεπηδξνύλ εηδηθά κε ηε 

δηαγλσζηηθή γηα ηα ακπινεηδή ρξσζηηθή Thioflavin T (Jornvall et al., 2010; Lind et al., 

2010). 

 

 

Δηθόλα 159.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ηνπ C-πεπηηδίνπ έπεηηα από ρξώζε κε Congo 

Red.  (α) Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (β) Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη 

αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ.  Παξαηεξνύκε ηελ θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα 

ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ (β). 

 

Με πεξίζιαζε αθηίλσλ-Υ ζε πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλεο ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ C-

πεπηηδίνπ πξνέθπςε πεξηζιαζίγξακκα πνιπθξπζηαιιηθνύ πιηθνύ.  Η έληνλε κεζεκβξηλή 

αλάθιαζε ζηα 4.68 Å απνδίδεηαη ζηελ απόζηαζε κεηαμύ δηαδνρηθώλ β-θιώλσλ, ελώ ε 

έληνλε αιιά δηάρπηε αλάθιαζε ζηα 8.7 Å απνδίδεηαη ζην παθεηάξηζκα δηαδνρηθώλ β-

πηπρσηώλ επηθαλεηώλ.  Οη παξαπάλσ αλαθιάζεηο είλαη ραξαθηεξηζηηθέο ηεο cross-β 

ζηεξενδηάηαμεο όισλ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ (Sunde and Blake, 1997), ζηελ νπνία νη β-

θιώλνη είλαη πξνζαλαηνιηζκέλνη θάζεηα ζηνλ άμνλα ησλ ηληδίσλ θαη νη β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο „ηξέρνπλ‟ θπξίσο παξάιιεια ζηνλ άμνλα ησλ ηληδίσλ.  Η εκθάληζε ησλ 

αλαθιάζεσλ κε ηε κνξθή δαθηπιίνπ νθείιεηαη θπξίσο ζηε θαθή επζπγξάκκηζε ησλ ηληδίσλ, 

θαηά ηελ πξνεηνηκαζία θαη παξαζθεπή ηεο ίλαο, ηα νπνία ζηεξνύληαη πςειόηεξνπ βαζκνύ 

νξγάλσζεο ζε κνξηαθό επίπεδν. 
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Πνιιέο πεηξακαηηθέο κειέηεο ππνδεηθλύνπλ νκνηόηεηεο ζε πεξηζιαζηγξάκκαηα πνπ 

πξνέξρνλαη είηε από ακπινεηδή ηλίδηα, είηε από κηθξνθξπζηάιινπο ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ ή πεπηηδίσλ (Diaz-Avalos et al., 2003; Sawaya et al., 2007).  πσο 

επηβεβαηώλνπλ θαη πξνεγνύκελα πεηξάκαηα ηεο νκάδαο καο, ε ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία 

δηέιεπζεο ζπρλά δελ απνθαιύπηεη ηελ πνιπθξπζηαιιηθή θύζε ελόο πιηθνύ, θαζώο ζε πνιιέο 

πεξηπηώζεηο ακπινεηδή ηλίδηα πνπ πξνθύπηνπλ από επώαζε πεπηηδίσλ παξάγνπλ 

πνιπθξπζηαιιηθά πεξηζιαζηγξάκκαηα (Louros et al., 2013; Louros et al., 2015a).  

πζηεκαηηθέο κειέηεο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε αηνκηθό επίπεδν από ηηο Marshall θαη 

Serpell, ην 2009, επηζήκαλαλ όηη ε νπζηαζηηθή δηαθνξά κεηαμύ ελόο θξπζηάιινπ θαη κηαο 

πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο ακπινεηδώλ ηληδίσλ είλαη ν βαζκόο ηεο νξγάλσζεο ησλ κνξίσλ 

πνπ ηα απνηεινύλ (Marshall and Serpell, 2009).  Ιδηαίηεξν ελδηαθέξνλ παξνπζηάδνπλ in 

vitro πεηξάκαηα ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ ηα νπνία απνθαιύπηνπλ ηε ζηεξενδηαηαμηθή 

κεηάβαζε ιεπηώλ, κνλαδηαίσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζε κνλνδηάζηαηνπο λαλν-θξπζηάιινπο 

(Nelson et al., 2005). 

 

 

Δηθόλα 160.  Πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλαο, πνπ δεκηνπξγήζεθε 

από ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ C-πεπηηδίνπ.  Σν πεξηζιαζίγξακκα είλαη ραξαθηεξηζηηθό ηεο 

cross-β δνκήο, παξνπζηάδνληαο κία κεζεκβξηλή αλάθιαζε ζηα 4.68 Å θαη κία ηζεκεξηλή 

αλάθιαζε ζηα 8.7 Å. 
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Η θξπζηαιιηθόηεηα ηνπ δείγκαηνο πνπ έρεη θαηαγξαθεί ζην πεξηζιαζίγξακκα 

επέηξεςε ηελ πεξαηηέξσ κειέηε ηεο νξγάλσζεο ησλ ηληδίσλ ηνπ C-πεπηηδίνπ ζηελ 

πξνζαλαηνιηζκέλε ίλα.  Ο Πίλαθαο 19 παξνπζηάδεη έλαλ θαηάινγν ησλ αλαθιάζεσλ πνπ 

παξαηεξήζεθαλ ζην πεξηζιαζίγξακκα αθηίλσλ-Υ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ C-πεπηηδίνπ 

(Δηθόλα 160).  Η δεηθηνδόηεζε ησλ αλαθιάζεσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνλ αιγόξηζκν 

DICVOL06, έλα εξγαιείν απηνκαηνπνηεκέλεο εξκελείαο πεξηζιαζηγξακκάησλ 

πνιπθξπζηαιιηθώλ πιηθώλ.  ην αξρείν εηζόδνπ ηνπ αιγνξίζκνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

κνλαδηαία θπςειίδα ηνπ νξζνξνκβηθνύ θξπζηαιιηθνύ ζπζηήκαηνο (κέγηζην θαηώθιη a=47 

Å, b=47 Å, c=47 Å), όγθνο θπςειίδαο κεηαμύ 15,000 – 17,000 Å
3
, ζπληειεζηήο πνηόηεηαο 10 

(figure of merit) θαη ηππηθή απόθιηζε 0.02.  πλνιηθά 10 αλαθιάζεηο κεηξήζεθαλ κε ην 

εξγαιέην iMosFLM (Leslie and Powell, 2007) (Πίλαθαο 19, ζηήιε dobs).   

Σν αξρείν εμόδνπ πεξηειάκβαλε ηα hkl θάζε αλάθιαζεο (Πίλαθαο 19).  Η επλντθόηεξε 

ιύζε ζην αξρείν εμόδνπ είρε κέγεζνο θπςειίδα κε παξακέηξνπο a = 37.50 ± 0.02 Å, b = 

26.18 ± 0.01 Å, c = 16.10 ± 0.01 Å θαη γσλίεο alpha = 90
o
, beta = 90

o
, gamma = 90

o
.  Ο 

όγθνο ηεο θπςειίδαο ππνινγίζηεθε ζηα 15,431.2 Å
3
 θαη έηζη, εθηηκάηαη όηη θάζε κία από ηηο 

θπςειίδεο πεξηέρεη πεξίπνπ 4 κόξηα C-πεπηηδίνπ.   

 

Πίλαθαο 19.  Αλαθιάζεηο (dobs) πνπ έρνπλ θαηαγξαθεί από πεξηζιαζηγξάκκαηα ίλαο 

πξνζαλαηνιηζκέλσλ ηληδίσλ ηνπ C-πεπηηδίνπ. 

h k l dobs (Å) dcalc(Å) 

0 3 0 8.70 8.69 

4 2 0 7.60 7.60 

3 2 2 6.00 5.99 

8 0 0 4.68 4.67 

3 6 0 4.12 4.11 

2 7 0 3.67 3.67 

9 6 0 3.01 3.00 

10 6 1 2.80 2.80 
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Σα απνηειέζκαηα ηεο θαζκαηνζθνπίαο ππεξεξύζξνπ ππνζηεξίδνπλ ηα επξήκαηα 

ηεο πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ γηα ην δηαιπηνπνηεκέλν C-πεπηίδην.  Σα ειάρηζηα ηεο 

δεύηεξεο παξαγώγνπ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ αθξηβή πξνζδηνξηζκό ησλ αληίζηνηρσλ 

κεγίζησλ ησλ ηαηληώλ απνξξόθεζεο.  Σν θάζκα ππεξεξύζξνπ ζε ιεπηό ελπδαησκέλν πκέλην 

πνπ δεκηνπξγείηαη από ηα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ C-πεπηηδίνπ εκθαλίδεη κία νμεία θνξπθή ζηα 

1625 cm
-1

 ζηελ πεξηνρή ηεο Ακηδηθήο Ι θαη δύν ηαηλίεο ζηα 1552 cm
-1

 θαη 1527 cm
-1

 ζηελ 

πεξηνρή ηεο Ακηδηθήο ΙΙ, νη νπνηέο αλακθίβνια νθείινληαη ζηε ζηεξενδηάηαμε ησλ β-

πηπρσηώλ επηθαλεηώλ (Surewicz et al., 1993), ελώ ν απνκαθξπζκέλνο θπκαηάξηζκνο ζηα 

1697 cm
-1

 είλαη έλδεημε αληηπαξάιιεισλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ (Haris and Chapman, 

1995; Jackson and Mantsch, 1995; Krimm and Bandekar, 1986).   

 

 

Δηθόλα 161.  Φάζκα ATR-IR ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ C-

πεπηηδίνπ.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ηνπ C-πεπηηδίνπ απνηεινύληαη από αληηπαξάιιειεο β-

πηπρσηέο επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηελ ραξαθηεξηζηηθή ζέζε ησλ ακηδηθώλ Ι θαη ΙΙ 

θνξπθώλ ηνπ θάζκαηνο.  Γίλεηαη ην θάζκα ηεο δεύηεξεο παξαγώγνπ (2
nd 

derivative).  
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Ο Πίλαθαο 20 παξνπζηάδεη ζπγθεληξσηηθά ηηο ηαηλίεο ηνπ θάζκαηνο, θαζώο θαη ηηο 

απνδόζεηο (Caswell and Spiro, 1986; Johnston and Krimm, 1971; Krimm and Bandekar, 

1986).  ην ζεκείν απηό ζα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη, πξνγελέζηεξα πεηξάκαηα 

θαζκαηνζθνπίαο ππεξεξύζξνπ γηα ηε κειέηε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηνπ C-πεπηηδίνπ 

θαζώο θαη πεηξάκαηα θπθιηθνύ δηρξστζκνύ απνθάιππηαλ όηη νιηγνκεξηζκέλεο κνξθέο ηνπ 

πεπηηδίνπ εκθαλίδνπλ ηα δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά άιισλ ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδίσλ (Lind et 

al., 2010).   

 

Πίλαθαο 20.  Σαηλίεο όπσο θαηαγξάθνληαη ζην ATR FT-IR (1100-1800 cm
-1

) θάζκα 

ελπδαησκέλνπ πκελίνπ ηνπ ακπινεηδνγόλνπ C-πεπηηδίνπ, κεηά ηελ απηνζπγθξόηεζή ηνπ ζε 

ραξαθηεξηζηηθά ηλίδηα (Δηθόλα 161).  Γίλνληαη νη επηθξαηέζηεξεο απνδόζεηο ηνπο. 

 

Σαηλίεο (cm
-1

) 

 

Απνδόζεηο 

1136 TFA 

1180 TFA 

1205 TFA 

1411 Pro
(Johnston and Krimm, 1971)

 

1450 CH2
(Caswell and Spiro, 1986)

,  

Pro
(Johnston and Krimm, 1971)

 

1469 CH2
(Caswell and Spiro, 1986)

 

1527 Ακηδηθή III (β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1552 Ακηδηθή II (β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1625 Ακηδηθή I (β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1664 TFA 

1697 Ακηδηθή I ( αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο 

επηθάλεηεο) 

 

Σα παξαπάλσ μεθάζαξα απνηειέζκαηα ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηνπ C-πεπηηδίνπ, ζε 

ζπλδπαζκό κε ηηο αιιεινεπηθαιππηόκελεο πξνγλώζεηο ηνπ αιγόξηζκνπ SecStr, πνπ 

πξνζδίδνπλ ηα ραξαθηεξηζηηθά αθνινπζηώλ ρακαηιένληα (chameleon sequences) (Kabsch 

and Sander, 1984) ηόζν ζην ακηλνηειηθό θαη ζην θαξβoμπηειηθό άθξν (
6
QVGQV

10
 θαη 

22
QPL

24
) (Δηθόλα 154, πιαίζηα κε ζηηθηό πεξίγξακκα), απνθαιύπηνπλ όηη ην C-πεπηίδην 
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εκθαλίδεη ελδνγελώο ηελ ηάζε λα αιιάδεη/ηξνπνπνηεί ηελ ζηεξενδηάηαμή ηνπο, 

εμαξηώκελν από ην πεξηβάιινλ ζην νπνίν βξίζθεηαη.  Πξόζθαηα απνηειέζκαηα από ηελ 

εμειηθηηθή αλάιπζε αθνινπζηώλ ησλ C-πεπηηδίσλ ζηα ζειαζηηθά (πεπηίδηα ~30 ακηλνμηθώλ 

θαηαινίπσλ) πξνηείλεη όηη ε „θξππηνγξαθεκέλε‟ β-δνκή ηεο πεξηνρήο 
8
GQVEL

12
 κπνξεί λα 

νδεγήζεη ην C-πεπηίδην ηεο πξντλζνπιίλεο ζηελ απόθηεζε δνκήο β-θνπξθέηαο (β-θιώλνο / 

ζηξνθή / β-θιώλνο) (Landreh et al., 2014).  Αθνινπζώληαο ηελ πξόηαζε απηή θαη κε βάζε 

ην ακπινεηδνγόλν πξνθίι ηνπ C-πεπηηδίνπ, έλα πηζαλό κνληέιν απηνζπγθξόηεζεο θαη 

πνιπκεξηζκνύ ηνπ πεπηηδίνπ παξνπζηάδεηαη ζρεκαηηθά ζηελ Δηθόλα 162. 

 

 

Δηθόλα 162.  ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ πηζαλνύ κνλνπαηηνύ απηνζπγθξόηεζεο ηνπ C-

πεπηηδίνπ.  Η πιεηνςεθία ησλ δνκηθώλ πεηξακάησλ ζπκθσλεί όηη ην C-πεπηίδην πηνζεηεί 

ηπραία δνκή (random coil), θάησ από αδηεπθξίληζηεο όκσο ζπλζήθεο κπνξεί λα κεηαβεί ζε 

κία κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλε ζηεξενδηάηαμε θαη ζπγθεθξηκέλα λα απνθηήζεη δνκή β-

θνπξθέηαο (β-θιώλνο / ζηξνθή / β-θιώλνο) (Landreh et al., 2014).  ηνίβαμε κε-

θπζηνινγηθά δηπισκέλσλ κνλνκεξώλ ηνπ C-πεπηηδίνπ κπνξεί λα νδεγήζεη ζηε δεκηνπξγία 

νξγαλσκέλσλ πνιπκεξώλ, δειαδή ακπινεηδώλ ηληδίσλ  (Ν: ακηλνηειηθό άθξν, C: 

θαξβόμπηειηθό άθξν, F: ν άμνλαο ηνπ ηληδίνπ).  Η ζρεδίαζε ηνπ κνληέινπ πξαγκαηνπνηήζεθε 

κε ην ινγηζκηθό TopDraw (Bond, 2003) ηνπ παθέηνπ CCP4 (Collaborative Computational 

Project, 1994), ππό θιίκαθα. 
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3.4.3. Πεηξάκαηα ζπλεπώαζεο C-πεπηηδίνπ ηεο πξνϊλζνπιίλεο & Ακπιίλεο 

Λακβάλνληαο ππόςε ην κηθξνπεξηβάιινλ ησλ ώξηκσλ θπζηηδίσλ ησλ β-θπηηάξσλ ηνπ 

παγθξέαηνο (Δηθόλα 56β, Δηθόλα 56γ), ζην νπνίν νη πεπηηδηθέο νξκόλεο ζπλππάξρνπλ κε 

άγλσζηεο κέρξη ζήκεξα ηηο αιιειεπηδξάζεηο ηνπο, πξαγκαηνπνηήζακε ζπλδπαζηηθέο 

δνκηθέο κειέηεο κεηαμύ ηνπ C-πεπηηδίνπ θαη ηεο ακπιίλεο.  Σα πξώηα ζρεηηθά πεηξάκαηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ην 1996 κε πξνζζήθε ακπιίλεο ζε δηάθνξεο ζπγθεληξώζεηο C-πεπηηδίνπ 

(Westermark et al., 1996).  Η άγλσζηε ηόηε ακπινεηδνγνληθόηεηα ηνπ C-πεπηηδίνπ νδήγεζε 

ζε δηαθνξεηηθή εξκελεία ησλ πεηξακαηηθώλ απνηειεζκάησλ αλ θαη παξαηεξήζεθε όηη ε 

πξνζζήθε C-πεπηηδίνπ ζε δηαιύκαηα ακπιίλεο ελίζρπε ηελ ακπινεηδνγνληθόηεηα ηεο 

δεύηεξεο.   

 

 

Δηθόλα 163.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ από απηνζπγθξόηεζε 

ηεο ακπιίλεο, ηνπ C-πεπηηδίνπ θαη ζπλδπαζκώλ ηνπο.  Πεηξάκαηα ζπλεπώαζεο C-πεπηηδίνπ 

/ ακπιίλεο ζε αλαινγία 1:1 (β) θαη 10:1 (γ) απνδεηθλύνπλ ην ζρεκαηηζκό πεθησκάησλ 

ηληδίσλ, ζε απεζηαγκέλν λεξό.  Η αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ C-πεπηηδίνπ επηδξά ζηε 

κνξθνινγία ησλ ηληδίσλ (πεξηγξαθή θπξίσο θείκελν). Οη ειεθηξνληνγξαθίεο (α) θαη (δ) 

απνηεινύλ πεηξάκαηα ειέγρνπ. 
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ε αληηζηνηρία κε ηα απνηειέζκαηα ηνπ Westermark θαη ησλ ζπλεξγαηώλ ηνπ 

(Westermark et al., 1996) ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο, ζε θαηάιιεια δείγκαηα κε 

ζπλεπώαζε C-πεπηηδίνπ θαη ακπιίλεο έπεηηα από αξλεηηθή ρξώζε, ππνδεηθλύεη ην 

ζρεκαηηζκό πεθησκάησλ ώξηκσλ ηληδίσλ ζε απεζηαγκέλν λεξό.  εκεηώλεηαη ζην ζεκείν 

απηό όηη ε ακπιίλε ζρεκαηίδεη επδηάθξηηα ακπινεηδή ηλίδηα δηακέηξνπ ~100 Å, ελώ ην C-

πεπηίδην απηνζπγθξνηείηαη δεκηνπξγώληαο πξσηντλίδηα ~50-70 Å, ηα νπνία αιιειεπηδξνύλ 

πνηθηινηξόπσο πξνο ην ζρεκαηηζκό ώξηκσλ ηληδίσλ ~100-120 Å.   

 ε αλαινγία 1:1 C-πεπηηδίνπ / ακπιίλεο (Δηθόλα 163γ) παξαηεξήζεθε ζρεκαηηζκόο 

δύν πιεζπζκώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, κε αξαηή θαηαλνκή ζην πιέγκα κηθξνζθνπίαο, ζε 

ζύγθξηζε κε ηα δείγκαηα ειέγρνπ (Δηθόλα 163α, Δηθόλα 163β).  πγθεθξηκέλα, ηα ηλίδηα πνπ 

παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθόλα 163γ εκθαλίδνπλ ηα επδηάθξηηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηεο ακπιίλεο, ελώ ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ εκθαλίδεη ν πιεζπζκόο ησλ 

„θαηαθεξκαηηζκέλσλ‟ ηληδηαθώλ ζξαπζκάησλ δηακέηξνπ ~100 Å (βέιε), πνπ δελ απαληώληαη 

ζε θαλέλα από ηα δύν πεηξάκαηα ειέγρνπ. 

 Αληίζεηα, ζε αλαινγία 10:1 C-πεπηηδίνπ / ακπιίλεο (Δηθόλα 163δ) εληνπίζηεθε ε 

επηθξάηεζε ησλ ραξαθηεξηζηηθώλ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ηνπ C-πεπηηδίνπ, θαζώο 

παξαηεξνύληαη δεκάηηα ηληδίσλ (θόθθηλε αηρκή βέινπο) θαη κε δηαθιαδηζκέλεο ππεξέιηθεο 

ηληδίσλ κε απξνζδηόξηζην κήθνο θαη πνηθίιεο δηακέηξνπο.  Αμηνζεκείσηε, ζε απηή ηελ 

αλαινγία ηνπ C-πεπηηδίνπ, είλαη ε απνπζία ησλ ηληδηαθώλ ζξαπζκάησλ. 

πλνιηθά, ε άγλσζηε κέρξη ζήκεξα ακπινεηδνγνληθόηεηα ηνπ C-πεπηηδίνπ δίλεη 

πηζαλά ζεκαληηθέο απαληήζεηο ιεηηνπξγηθνύ, θαξκαθεπηηθνύ ή θαη βηνηερλνινγηθνύ 

ελδηαθέξνληνο.  Έηζη, νη νιηγνκεξηζκέλεο κνξθέο ηνπ πεπηηδίνπ πνπ απαληώληαη ζε 

αζζελείο κε δηαβήηε (Faber et al., 1978; Marx et al., 2004) ή ζε ππέξβαξα άηνκα (Polonsky 

et al., 1988) ζα πξέπεη λα αλαζεσξεζνύλ θαη ζηνρεπκέλα πεηξάκαηα ειέγρνπ ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ζα πξέπεη λα μεθαζαξίζνπλ ην ηνπίν.  Παξάιιεια, εξσηήκαηα ζα 

πξέπεη λα ηεζνύλ θαη ζηελ εκθάληζε θαη εμέιημε ηνπ δηαβήηε, κηαο θαη είλαη ζύλεζεο ζηελ 

πιεηνςεθία ησλ ακπινεηδώζεσλ δύν ή θαη πεξηζζόηεξεο πξσηεΐλεο λα ζπζζσκαηώλνληαη 

ηαπηόρξνλα θαη λα ζπλ-ελαπνηείζεληαη ζηηο ακπινεηδέηο πιάθεο (Howlett and Moore, 2006; 

Kaur and Levy, 2012).  Σέινο, ε ρξήζε ελόο ακπινεηδνγόλνπ πεπηηδίνπ, σο επεξγεηηθό 

θάξκαθν ζε αζζελείο κε δηαβήηε ηύπνπ Ι ή δηαβήηε ηύπνπ ΙΙ ζα πξέπεη πηζαλά ηα ηεζεί ππν 

ακθηζβήηεζε, ελώ πεηξάκαηα θπηηαξνηνμηθόηεηαο ζα πξέπεη λα επηβεβαηώζνπλ ηελ 

αζθάιεηα ηνπ C-πεπηηδίνπ σο θαξκαθεπηηθό ζθεύαζκα.  
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3.5. Kιαζηεξίλε 

Σν πην εληππσζηαθό εύξεκα ζηηο εξεπλεηηθέο κειέηεο ηεο θιαζηεξίλεο απνηειεί ν 

εληνπηζκόο ηεο ηόζν ζε θπζηνινγηθέο όζν θαη ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο.  Ωο πξσηεΐλε-

ζπλνδόο ζπκκεηέρεη ζε κία πιεζώξα δηεξγαζηώλ, όπσο ε κεηαθνξά ιηπηδίσλ, ιηπαξώλ νμέσλ 

θαη γεληθόηεξα πδξόθνβσλ κνξίσλ κεηαμύ ησλ ηζηώλ θαη ε δηεπθόιπλζε ηεο κεηαθίλεζήο 

ηνπο (LaDu et al., 1998).  Αληίζεηα, ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο βξίζθεηαη ζπλ-

ελαπνηεζεηκέλε καδί κε πιεζώξα κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλσλ πξσηετληθώλ ζπζηαηηθώλ.  

πγθεθξηκέλα εληνπίδεηαη σο ζεκαληηθό ζπζηαηηθό ζηηο πιάθεο ειηθησκέλσλ αηόκσλ πνπ 

έρνπλ δηαγλσζζεί κε ηε λόζν ηνπ Alzheimer (Kida et al., 1995).  Η ζπλεύξεζε ηεο κνξηαθήο 

ζπλνδνύ ζε ακπινεηδείο ελαπνζέζεηο δελ απνδεηθλύεη ηελ „ελνρή‟ ή ηελ „αζώσζε‟ ηεο, 

ππαηλίζζεηαη όκσο ηελ ηάζε ηεο θιαζηεξίλεο λα αιιειεπηδξά κε κε-θπζηνινγηθά 

δηπισκέλεο πξσηεΐλεο.  Ο αλεμηρλίαζηνο, κέρξη θαη ζήκεξα, ξόινο ησλ πξσηετλώλ πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζπλ-ελαπνηεζεηκέλεο ζηηο ακπινεηδείο πιάθεο, αλαδεηθλύεη ηε ζεκαζία ησλ 

πξσηετληθώλ αιιειεπηδξάζεσλ (protein-protein interactions), ηόζν γηα ηελ εμέιημε ησλ 

παζνινγηθώλ θαηαζηάζεσλ, όζν θαη γηα ηελ εύξεζε πηζαλώλ θαξκαθεπηηθώλ ζηόρσλ.  Σν 

εξώηεκα αλ ε ίδηα ε θιαζηεξίλε απηνζπγθξνηείηαη ζε ακπινεηδή ηλίδηα, παξακέλεη 

αλαπάληεην. 

ηηο ελόηεηεο πνπ αθνινπζνύλ παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα ηεο ππνινγηζηηθήο 

θαη ηεο πεηξακαηηθήο αλάιπζεο ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο α-αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο.  

Η παξνύζα αλάιπζε απνηειεί ηελ πξώηε πξνζέγγηζε γηα ηελ εύξεζε ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ζε κία κνξηαθή ζπλνδό.   

 

 

3.5.1. Αλάιπζε ηεο Αθνινπζίαο ηεο θιαζηεξίλεο 

Γηα ηελ αλάιπζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι ηεο αθνινπζίαο ηεο α-αιπζίδαο ηεο 

θιαζηεξίλεο ρξεζηκνπνηήζεθε ν ζπλαηλεηηθόο αιγόξηζκνο εύξεζεο πεξηνρώλ κε ηάζε πξνο 

ζπζζσκάησζε AMYLPRED (Frousios et al., 2009; Tsolis et al., 2013).  Από ηε βάζε 

πξσηετληθώλ αθνινπζηώλ UniProt απνκνλώζεθε ε αθνινπζία ηεο α-αιπζίδαο ηεο 

θιαζηεξίλεο (UniProt AC: Ρ10909), ε νπνία ζηελ θπξίαξρε εθθξηηηθή κνξθή ηεο πξσηεΐλεο 

απνηειείηαη από 222 ακηλνμηθά θαηάινηπα.   
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ηελ Δηθόλα 164 παξνπζηάδεηαη ε ζπλαηλεηηθή πξόγλσζε ησλ αιγνξίζκσλ 

AMYLPRED θαη AMYLPRED2 γηα ηελ α-αιπζίδα ηεο θιαζηεξίλεο.  Παξαηεξνύκε όηη ην 

πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο κεηαμύ ησλ δύν κεζόδσλ δηαθέξεη αξθεηά.  πγθεθξηκέλα, ν 

αιγόξηζκνο AMYLRED, κε θαηώθιη πξόβιεςεο ηνπο 2 από ηνπο 5 αιγνξίζκνπο πξνβιέπεη 

ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
12

NFHAMFQ
18

, 
31

MDIHF
35

,
82

LSVD
84

, 
155

YYLRVTT
161

 θαη 

177
EVVVKLF

183
, ζε αληίζεζε κε ηνλ αιγόξηζκν AMYLPRED2, ν νπνίνο κε θαηώθιη 

πξόβιεςεο ηνπο 5 από ηνπο 11 αιγνξίζκνπο πξνβιέπεη ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
16

MFQ
18

, 

155
YYLRVTTΑ

162
 θαη 

177
EVVVKLFD

184
 (Δηθόλα 164, αζηεξίζθνη). 

 

 

Δηθόλα 164.  To πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο α-αιπδίζαο ηεο θιαζηεξίλεο, όπσο 

πξνβιέπεηαη από ηνπο ζπλαηλεηηθνύο αιγνξίζκνπο AMYLPRED(Frousios et al., 2009) θαη 

AMYLPRED2(Tsolis et al., 2013).  Σα ηζηνγξάκκαηα παξνπζηάδνπλ ηελ ζπλαηλεηηθή 

πξόγλσζε ηνπ αιγνξίζκνπ γηα πηζαλέο πεξηνρέο κε ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε ζηελ 222 

θαηαινίπσλ ακηλνμηθή αθνινπζία ηεο α-αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο  Η θίηξηλε γξακκή 

ζεκεηώλεη ην πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη ηνπ θάζε αιγνξίζκνπ (consensus 

threshold).  Με αζηεξίζθν ζεκεηώλνληαη ηα πεπηηδηθά-ηκήκαηα πνπ μεπεξλνύλ ή βξίζθνληαη 

ζην πξνεπηιεγκέλν θαηώθιη πξόγσλζεο.  Ο αιγόξηζκνο AMYLRED πξνβιέπεη ηα πεπηηδηθά 

ηκήκαηα 
12

NFHAMFQ
18

, 
31

MDIHF
35

,
82

LSVD
84

, 
155

YYLRVTT
161

 θαη 
177

EVVVKLF
183

.  Ο 

αιγόξηζκνο AMYLPRED2 πξνβιέπεη ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
16

MFQ
18

, 
155

YYLRVTTΑ
162

 θαη 
177

EVVVKLFD
184

.   
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Η θνηλή πξόβιεςε ησλ ηκεκάησλ ηνπ ακηλνηειηθνύ (
12

NFHAMFQ
18

) θαη ηνπ 

θαξβόμπηειηθνύ άθξνπ (
155

YYLRVTTΑ
162

 θαη 
177

EVVVKLFD
184

) ηεο α-αιπζίδαο, 

παξνπζηάδεη ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ, ζε ζπλδπαζκό κε ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα πνπ 

παξνπζηάδνληαη ζηηο επόκελεο ελόηεηεο.  Θα πξέπεη λα ζεκεησζεί όηη νη δηαθνξέο κεηαμύ ησλ 

αιγνξίζκσλ νθείινληαη ζηηο παξακέηξνπο ησλ εθάζηνηε κεζόδσλ πνπ ζπλδπάδνληαη, θαζώο 

θαη ζηελ ηδηάδνπζα ακηλνμηθή ζύζηαζε ζηελ αθνινπζία ηεο α-αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο 

(Lakins et al., 2002).   

 

Δηθόλα 165.  Πξόγλσζε δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηεο α-αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο κε ηνλ 

αιγόξηζκν SecStr (Hamodrakas, 1988).  Με θόθθηλν ζεκεηώλεηαη ε πξόγλσζε ησλ ζηξνθώλ 

(t), κε πξάζηλν ε πξόγλσζε ησλ β-θιώλσλ (b) θαη κε κπιε ε πξόγλσζε ησλ ειίθσλ (h).  

Παξαηεξνύληαη πεπηηδηθά ηκήκαηα κε ραξαθηεξηζηηθά αθνινπζηώλ ρακαηιένληα, θαζώο 

πξνβιέπεηαη λα εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα πηνζεηνύλ ηαπηόρξνλα ειηθνεηδή θαη εθηεηακέλε 

ζηεξενδηάηαμε. 
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Πξνεγνύκελεο αλαιύζεηο ηεο αθνινπζίαο ηεο θιαζηεξίλεο πξνέβιεςαλ 3 πεξηνρέο 

ακθηπαζηθώλ ειίθσλ, θαζώο θαη εθηελή εγγελώο κε δνκεκέλα ηκήκαηα, επξήκαηα εύινγα 

γηα κία κνξηαθή ζπλνδό πνπ δηακεζνιαβεί ησλ αιιειεπηδξάζεσλ πνιιώλ πδξόθνβσλ 

κνξίσλ (de Silva et al., 1990).  Η αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηεο α-αιπζίδαο ηεο 

θιαζηεξίλεο κε ηνλ αιγόξηζκν SecStr (Hamodrakas, 1988) (Δηθόλα 165), εκθαλίδεη ηδίαηεξν 

ελδηαθέξνλ, ζε ζπλδπαζκό κε ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα.  Η επεμεξγαζία επηβεβαηώλεη ηα 

επξήκαηα ηνπ deSilva θαη ησλ ζπλεξγαηώλ ηνπο γηα πεξηνρέο ειίθσλ ζρεδόλ ζε όιν ην κήθνο 

ηεο αθνινπζίαο (de Silva et al., 1990; Humphreys et al., 1999), απνθαιύπηεη όκσο θαη 

πεξηνρέο κε ηδηόηεηεο αθνινπζηώλ ρακαηιένληα.  πγθεθξηκέλα, ζρεδόλ ζε όια ηα 

ηκήκαηα όπνπ πξνβιέπνληαη πεξηνρέο ειίθσλ (Δηθόλα 165, κπιε), παξαηεξείηαη ε 

ηαπηόρξνλε πξόβιεςε β-θιώλσλ (Δηθόλα 165, πξάζηλν), γεγνλόο πνπ απνδεηθλύεη όηη ε α-

αιπζίδα ηεο θιαζηεξίλεο θέξεη ηκήκαηα κε ραξαθηεξηζηηθά „ζηεξενδηαηαμηθώλ 

δηαθνπηώλ‟ (Hamodrakas et al., 2007), δειαδή ηκήκαηα πνπ κπνξεί λα κεηαβάιινπλ ηε 

δνκή ηνπο αλάινγα κε ην πεξηβάιινλ ζην νπνίν βξίζθνληαη (Waterhous and Johnson, 1994; 

Zhong and Johnson, 1992).  Η ηδηαηηεξόηεηα ηεο αθνινπζίαο ηεο α-αιπζίδαο ηαπηίδεηαη κε 

ηηο ηδηόηεηεο πνπ δηαζέηνπλ πνιιέο ακπινεηδνγόλεο απνιηπνπξσηεΐλεο (Louros et al., 2015a), 

αιιά θαη κε ακπινεηδνγόλα πεπηίδηα ή πξσηεΐλεο γεληθόηεξα, ζε ζπλδπαζκό θαη κε ην 

ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι πνπ παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 164.   

 

 

 

3.5.2. Γνκηθέο κειέηεο ηεο α-αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο 

Σα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
12

NFHAMFQ
18

, 
31

MDIHF
35

,
82

LSVD
84

, 
155

YYLRVTT
161

 θαη 

177
EVVVKLF

183
, πνπ πξνέθπςαλ από ηελ παξαπάλσ αλάιπζε ηεο αθνινπζίαο ηεο α-

αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο ζπληέζεθαλ ρεκηθά (GeneCust© - Europe, Luxembourg), κε 

ειεύζεξν ηόζν ην ακηλνηειηθό όζν θαη ην θαξβνμπηειηθό άθξν, θαζαξόηεηα >98% θαη 

κειεηήζεθαλ σο πηζαλνί „ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο‟.   

ηελ πεξίπησζε ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 
31

MDIHF
35

 θαη 
82

LSVD
84

 ζρεδηάζηεθαλ ηα 

πεπηίδηα-αλάινγα 
30

ΑMDIHF
35

 θαη 
81

ΙLSVD
84

, αληίζηνηρα.  Οη πξνζζήθεο απηέο βαζίδνληαη ζηελ 

παξαηήξεζε ηνπ ακπινεηδνγόλν πξνθίι ηεο θιαζηεξίλεο, θαζώο θαη ζηελ ηδέα όηη πεληαπεπηηδηθά ή 

εμαπεπηηδηθά ηκήκαηα ησλ πξσηετλώλ είλαη ηθαλά λα εκπεξηέρνπλ ηελ πιεξνθνξία πνπ νδεγεί 
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θπζηνινγηθέο πξσηεΐλεο ζηελ ηληδηαθή θαηάζηαζε (Balbach et al., 2000; Mazor et al., 2002; Tenidis 

et al., 2000).  Σα ρεκηθά ζπληεζεηκέλα πεπηίδηα-αλάινγα ησλ ηκεκάησλ ηεο αλζξώπηλεο 

θιαζηεξίλεο (
12

NFHAMFQ
18

, 
30

ΑMDIHF
35

, 
81

ΙLSVD
84

, 
155

YYLRVTT
161

 θαη 

177
EVVVKLF

183
) δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό θαη ξΗ 5.75, ζε ζπγθεληξώζεηο 

πνπ θπκαίλνληαλ από 5 mg ml
-1

 εώο 10 mg ml
-1

 θαη αθέζεθαλ πξνο επώαζε γηα δηάζηεκα 

ηνπιάρηζηνλ κηαο εβδνκάδαο.  ε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο ηα δηαιύκαηα ησλ πεπηηδίσλ-

αλαιόγσλ βξέζεθε λα δεκηνπξγνύλ πεθηώκαηα. 

Ηιεθηξνληθή κηθξνζθνπία δηέιεπζεο ζε θαηάιιεια παξαζθεπάζκαηα/δείγκαηα από 

δηαιύκαηα ησλ πεπηηδίσλ 
12

NFHAMFQ
18

, 
30

ΑMDIHF
35

, 
81

ΙLSVD
84

, 
155

YYLRVTT
161

 θαη 

177
EVVVKLF

183
, έπεηηα από αξλεηηθή ρξώζε, ππνδεηθλύνπλ ηελ ηάζε όισλ ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ λα απηνζπγθξνηνύληαη, ζρεκαηίδνληαο ηλίδηα δηαθνξεηηθήο 

κνξθνινγίαο.  ηελ Δηθόλα 166 παξαηεξνύκε ηα ακπινεηδή ηλίδηα ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 

έπεηηα από 7 κέξεο επώαζεο ζε ζπλζήθεο δσκαηίνπ.  Σν ππθλό δίθηπν ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ-

αλαιόγνπ 
12

NFHAMFQ
18

 (Δηθόλα 166α, αζηεξίζθνο) θαίλεηαη λα δεκηνπξγείηαη από 

πξσηντλίδηα δηακέηξνπ ~60-70Å (Δηθόλα 166α, ιεπηά καύξα βέιε) ηα νπνία εκθαλίδνπλ ηελ 

ηάζε λα αιιειεπηδξνύλ πιεπξηθά ζρεκαηίδνληαο δεκάηηα (Δηθόλα 166α, θόθθηλε αηρκή 

βέινπο) ή ππεξέιηθεο πξσηντληδίσλ (Δηθόλα 166α, κεγάια καύξα βέιε).   

Σν πεληαπεπηίδην αλάινγν 
30

ΑMDIHF
35

 κε ηε ζεηξά ηνπ ζρεκαηίδεη δίθηπα 

επδηάθξηησλ ηληδίσλ δηακέηξνπ 100Å (Δηθόλα 166β, κεγάια καύξα βέιε), ηα νπνία μεθάζαξα 

εκθαλίδνπλ ηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, ελώ όκνηα κε ην πξνεγνύκελν 

πεπηίδην-αλάινγν ζρεκαηίδνπλ ππεξέιηθεο (Δηθόλα 166β, κπιε βέιε) θαη δεκάηηα ηληδίσλ 

(Δηθόλα 166β, θόθθηλε αηρκή βέινπο).  Αληίζεηα, ην πεπηίδην-αλάινγν 
81

ΙLSVD
84

 απηό 

ζπγθξνηείηαη δεκηνπξγώληαο ηληδηαθέο δνκέο, ιηγόηεξν ραξαθηεξηζηηθήο κνξθνινγίαο 

(Δηθόλα 166γ).  Ακπινεηδή ηλίδηα ραξαθηεξηζηηθήο κνξθνινγίαο θαη δηακέηξνπ ~120Å 

παξαηεξνύκε θαηά ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ 
155

YYLRVTT
161

 (Δηθόλα 166δ), ελώ 

ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ε εκθάληζε ηληδηαθώλ ζξαπζκάησλ ζην πήθησκα ηνπ πεπηηδίνπ-

αλαιόγνπ.  Σέινο ην επηαπεπηίδην-αλάινγν 
177

EVVVKLF
183

 απηννξγαλώλεηαη 

δεκηνπξγώληαο πξσηντλίδηα δηακέηξνπ ~60-70Å (Δηθόλα 166ε, ιεπηό καύξν βέινο) θαη 

κεγαιύηεξα ηλίδηα δηακέηξνπ ~100-120Å (Δηθόλα 166ε, κεγάιν καύξν βέινο) ε 

αιιειεπίδξαζε ησλ νπνίσλ νδεγεί ζην ζρεκαηηζκό δεκαηίσλ.  Υαξαθηεξηζηηθή είλαη ε 

εκθάληζε θαιά νξγαλσκέλσλ ηαηληώλ ηνπ πεπηηδίνπ 
177

EVVVKLF
183

, όπσο παξνπζηάδεηαη 

ζηελ έλζεηε εηθόλα ζηελ Δηθόλα 166ε.   
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12
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[β]  30ΑMDIHF35
 

 

[γ]  81ΙLSVD84 
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[δ]  
155

YYLRVTT
161

 

 

[ε]  177EVVVKLF183  

 

Δηθόλα 166.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο πνιπκνξθηθώλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ πνπ 

πξνθύπηνπλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο α-αιπζίδαο ηεο 

θιαζηεξίλεο.  Σα πεπηίδηα-αλάινγα 
12

NFHAMFQ
18

 (α), 
30

ΑMDIHF
35

 (β), 
81

ΙLSVD
84

 (γ), 
155

YYLRVTT
161

 (δ) θαη 
177

EVVVKLF
183

 (ε) δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό θαη ξΗ 

5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 mg ml
-1

.  Παξαηεξνύκε ηλίδηα επώαζεο 7 εκεξώλ. 

 

Xξώζε πκελίσλ ώξηκσλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ησλ παξαπάλσ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 

θαηέγξαςε ηελ ηάζε ηνπο λα δεζκεύνπλ εηδηθά ηελ ρξσζηηθή Congo Red (Δηθόλα 167, 

αξηζηεξά) θαη λα εκθαλίδνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα θάησ 

από δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (Δηθόλα 167, δεμηά). 

  



Κεθάιαην III – Απνηειέζκαηα & πδήηεζε  
 

| 270 | 

 

2
N
F
H
A
M
F
Q
1
8

 
[α] 

 

3
0
Α
M
D
I
H
F
3
5

 

[β]  

 

8
1
Ι
L
S
V
D
8
4

 

[γ]  

 

1
5
5
Y
Y
L
R
V
T
T
1
6
1

 

[δ]  

 

1
7
7
E
V
V
V
K
L
F
1
8
3

 

[ε]  

 
 



Κεθάιαην III – Απνηειέζκαηα & πδήηεζε  
 

| 271 | 

 

Δηθόλα 167.  Φσηνκηθξνγξαθίεο ησλ ηληδίσλ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο α-αιπζίδαο ηεο 

θιαζηεξίλεο έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.  Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (αξηζηεξά).  

Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (δεμηά).  

(
12

NFHAMFQ
18

 (α), 
30

ΑMDIHF
35

 (β), 
81

ΙLSVD
84

 (γ), 
155

YYLRVTT
161

 (δ) θαη 
177

EVVVKLF
183

 

(ε)). 

 

Πεξίζιαζε αθηίλσλ Υ ζε πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλεο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 
12

NFHAMFQ
18

, 
30

ΑMDIHF
35

, 
81

ΙLSVD
84

, 
155

YYLRVTT
161

 θαη 

177
EVVVKLF

183
 δίλνπλ πεξηζιαζηγξάκκαηα πνπ εκθαλίδνπλ ραξαθηεξηζηηθέο αλαθιάζεηο 

ηεο “cross-β” αξρηηεθηνληθήο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Η εκθάληζε ησλ αλαθιάζεσλ κε ηε 

κνξθή δαθηπιίνπ είλαη απνηέιεζκα κε-βέιηηζηνπ πξνζαλαηνιηζκνύ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ 

ζηελ ίλα.  ηα πεξηζιαζηγξάκκαηα κε ηελ εκθάληζε αςίδαο (arch). όπνπ έρεη επηηεπρζεί 

θαιόο πξνζαλαηνιηζκόο ησλ ηληδίσλ, ζεκεηώλνληαη ν κεζεκβξηλόο άμνλαο (Μ), ν ηζεκεξηλό 

άμνλαο (Δ) θαη ηέινο ν άμνλαο ηνπ ηληδίνπ (F).  Η κεζεκβξηλή αλάθιαζε ησλ 

πεξηζιαζηγξακκάησλ θπκαίλεηαη από 4.56-4.7Å θαη είλαη ελδεηθηηθή ηεο απόζηαζεο κεηαμύ 

β-θιώλσλ πνπ ζπλδένληαη κε δεζκνύο πδξνγόλνπ θαη νξγαλώλνληαη θάζεηα σο πξνο ηνλ 

άμνλα ηεο ίλαο.  Η ηζεκεξηλή ηζρπξή αλάθιαζε θαηαγξάθεηαη ζηα 10.2Å, 10.8Å, 11.5Å, 

11.2Å, 8.22Å γηα ηα πεπηίδηα-αλάινγα 
12

NFHAMFQ
18

, 
30

ΑMDIHF
35

, 
81

ΙLSVD
84

, 

155
YYLRVTT

161
 θαη 

177
EVVVKLF

183
, αληίζηνηρα.  Η δεύηεξε απηή αλάθιαζε αληηζηνηρεί 

ζην δηαδνρηθά παθεηάξηζκα κεηαμύ ησλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηλώλ, νη νπνίεο βξίζθνληαη 

παξάιιεια σο πξνο ηνλ άμνλα ηεο εθάζηνηε πξνζαλαηνιηζκέλε ίλαο.   

 

[α]  12NFHAMFQ18 [β]  30ΑMDIHF35  
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[γ]  
81
ΙLSVD

84
 [δ]  

155
YYLRVTT

161
 

  
[ε]  177EVVVKLF183   

 

 

Δηθόλα 168.  Πξνζαλαηνιηζκέλα πεξηζιαζηγξάκκαηα ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο α-

αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο.  Σα πεπηίδηα-αλάινγα 
12

NFHAMFQ
18

 (α), 
30

ΑMDIHF
35

 (β), 
81

ΙLSVD
84

 (γ), 
155

YYLRVTT
161

 (δ) θαη 
177

EVVVKLF
183

 (ε) δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε 

απεζηαγκέλν λεξό θαη ξΗ 5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 mg ml
-1

.  (Μ: κεζεκβξηλόο, Δ: 

ηζεκεξηλόο, F: άμνλαο ηεο ίλαο) 

 

εκεηώλεηαη όηη ε πξνζαλαηνιηζκέλεο αλαθιάζεηο ηνπ πεπηηδίνπ 
177

EVVVKLF
183

 ζηα 

12.10Å θαη ζηα 8.22Å θαηαγξάθνπλ ην παθεηάξηζκα ησλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ, θαζώο 

θαηαγξάθεηαη ε νξγάλσζε θαη ησλ δύν επηθαλεηώλ πνπ δεκηνπξγνύληαη από ην παθεηάξηζκα 

γεηηνληθώλ β-θιώλσλ.  Η ηειεπηαία κέηξεζε επηβεβαηώλεηαη θαη από κειέηεο ζε δηαδνρηθά 

εμαπεπηίδηα ηνπ πεπηηδίνπ 
177

EVVVKLF
183

 πνπ εμάρζεθαλ από ηε ZipperDB (Goldsbury et 

al., 1997).  ε ζπκθσλία κε ηηο πεηξακαηηθέο κεηξήζεηο βξέζεθε όηη ε ηηκή ηνπ κέζνπ 
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παθεηαξίζκαηνο ησλ πιεπξηθώλ αιπζίδσλ πνπ ζπγθξνηνύλ ηα δεθαπεπηίδηα πξνζεγγίδεη ηελ 

ηηκή ~9Å (Δηθόλα 169).   

1
7
7
E
V
V
V
K
L
1
8
2
 

 
 

1
7
6
V
V
V
K
L
F
1
8
3
 

 
Δηθόλα 169.  Γηαδνρηθά κνληέια ηνπ επηαπεπηηδίνπ 

177
EVVVKLF

183
, πνπ βξίζθνληαη 

θαηαηεζεηκέλα ζηε βάζε ZipperDB (Goldschmidt et al., 2010).  Παξνπζηάδνληαη ηα 

δηαδνρηθά ζηεξενδηαηαμηθά θεξκνπάξ ηνπ πεπηηδίνπ ζηηο 0 θαη 90
ν
.  Οη αλαπαξαζηάζεηο 

θαξηνύλ (επάλσ) θαη ρσξνπιεξσηηθώλ κνληέισλ (θάησ) πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε ρξήζε 

ηνπ πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol (Delano, 2005). 
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πκπιεξσκαηηθέο ελδείμεηο γηα ηε δεπηεξνηαγή δνκή ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο α-

αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο πξνθύπηνπλ κε ηελ απόθηεζε θαζκάησλ ππεξεξύζξνπ.  Σα 

θάζκαηα εκθαλίδνπλ κεγάιε νκνηνκνξθία θαη απνθαιύπηνπλ κία θπξίαξρε ηαηλία ζηε 

πεξηνρή ηεο ακηδηθήο Ι ζηα 1627, 1629, 1625, 1622, 1625 cm
-1

 γηα ηα πεπηίδηα-αλάινγα 

12
NFHAMFQ

18
, 

30
ΑMDIHF

35
, 

81
ΙLSVD

84
, 

155
YYLRVTT

161
 θαη 

177
EVVVKLF

183
, αληίζηνηρα, 

ππνδειώλνληαο πσο ηα ακπινεηδή ηλίδηα ησλ πεπηηδίσλ νξγαλώλνληαη, ζρεκαηίδνληαο β-

πηπρσηέο επηθάλεηεο.  Υαξαθηεξηζηηθή είλαη ε έληνλε θνξπθή ηπξνζίλεο ζην δείγκα ηνπ 

πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
155

YYLRVTT
161

.  Η νκνηνκνξθία ησλ δνκώλ επηβεβαηώλεηαη από ηελ 

ύπαξμε νμύιεθησλ ηαηληώλ.  Ο Πίλαθαο 21 παξνπζηάδεη ηηο θνξπθέο ησλ ηαηληώλ θαη ηηο 

απνδόζεηο ηνπο.   

 

Πίλαθαο 21.  Κνξπθέο θαη απνδόζεηο ησλ θαζκάησλ ATR FT-IR ησλ 
12

NFHAMFQ
18

, 
30

ΑMDIHF
35

, 
81

ΙLSVD
84

, 
155

YYLRVTT
161

 θαη 
177

EVVVKLF
183

 πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ, έπεηηα 

από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπο ζε ηλίδηα. 

Σαηλίεο (cm
-1

) 

Απνδόζεηο 
12

NFHAMFQ
18

 
30

ΑMDIHF
35

 
81

ΙLSVD
84

 
155

YYLRVTT
161

 
177

EVVVKLF
183

 

1128 1134 1136 1136 1136 TFA 

- 1180 1186 1178 1180 TFA 

1203 1205 1203 1201 1201 TFA 

- - - 1514 - Σπξνζίλε  

1521 1552 1537 1535 1531 
Ακηδηθή II 

(β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1627 1629 1625 1622 1625 
Ακηδηθή I 

(β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1658 1668 1666 1670 1668 TFA 

1699 - 1691 1691 1691 
Ακηδηθή I 

(αληηπαξάιιειεο β-

πηπρσηέο επηθάλεηεο) 
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[α]  
12
NFHAMFQ

18
 [β]  

30
ΑMDIHF

35  

 
 

 

[γ]  81ΙLSVD84 

 

[δ]  155YYLRVTT161 
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[ε]  
177

EVVVKLF
183   

 
Δηθόλα 170.  Φάζκαηα ATR-IR ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 
12

NFHAMFQ
18

 (α), 
30

ΑMDIHF
35

 (β), 
81

ΙLSVD
84

 (γ), 
155

YYLRVTT
161

 (δ) 

θαη 
177

EVVVKLF
183

 (ε)  ηεο α-αιπζίδαο ηεο θιαζηεξίλεο.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ησλ 

πεπηηδίσλ απνηεινύληαη από αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηηο 

ραξαθηεξηζηηθέο ζέζεηο ησλ ακηδηθώλ Ι θαη ΙΙ θνξπθώλ ηνπ θάζκαηνο.  Γίλνληαη θαη ηα 

θάζκαηα ηεο δεύηεξεο παξαγώγνπ (2
nd 

derivative). 

 

Η θιαζηεξίλε, έλα ζεκαληηθό κόξην-ζπλνδόο, εθθξάδεηαη ζε όια ηα αλζξώπηλα 

θύηηαξα θαη νη βηνινγηθέο ηεο ιεηηνπξγίεο εμαξηώληαη από ηνλ ηόπν θαη ην ρξόλν έθθξαζήο 

ηεο, ην επίπεδν γιπθνδπιίσζήο ηεο ή ηε δηαδηθαζία σξίκαλζεο ηελ νπνία πθίζηαηαη.  ε 

αληίζεζε κε ηελ εθθξηηηθή κνξθή ηεο πξσηεΐλεο, ε νπνία απαληάηαη κε ηε κνξθή 

εηεξνδηκεξνύο, απνκνλσκέλεο α- θαη β-αιπζίδεο ηηο θιαζηεξίλεο κπνξνύλ λα δξνπλ 

αλεμάξηεηα (Howes et al., 1998), αλ θαη σο κνλνκεξή εκθαλίδνληαη ηδηαηηέξσο αζηαζή θαη 

κε κεησκέλε δξάζε σο πξσηεΐλε-ζπλνδόο (Matukumalli et al., 2017; Rohne et al., 2014).  Σα 

απνηειέζκαηα ησλ ππνινγηζηηθώλ θαη δνκηθώλ κειεηώλ ζηελ α-αιπζίδα ηεο θιαζηεξίλεο 

απνθαιύπηνπλ γηα πξώηε θνξά ην ακπινεηδνγόλν πξνθίι ηεο 222 ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ 

πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο.  Σν εύξεκα απηό εκθαλίδεη ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ θαη πηζαλά 

εμεγεί ηελ εκπινθή ελόο κνξίνπ-ζπλνδνύ ζε δηάθνξεο ζηεξενδηαηαμηθέο 

αζζέλεηεο/ακπινεηδώζεηο ή ηε ζπλεύξεζε ηεο ζπλ-ελαπνηεζεηκέλε ζηηο ακπινεηδείο 

πιάθεο. 
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3.6. ηεθίλε Α  

Παξόηη ε ζηεθίλε Α δελ έρεη κέρξη ζήκεξα ζπζρεηηζηεί κε θάπνηα ακπινείδσζε, in 

vitro κειέηεο απνδεηθλύνπλ ηελ ζπλ-ελαπόζεζε ηεο πξσηεΐλεο ζηηο πιάθεο αζζελώλ κε ηε 

λόζν ηνπ Alzheimer (Bernstein et al., 1994).  Κξπζηαιινγξαθηθά δεδνκέλα απνδεηθλύνπλ 

όηη ε ζηεθίλε Α νιηγνκεξίδεηαη κέζσ ηνπ κεραληζκνύ ηεο ηξηζδηάζηαηεο αληαιιαγήο 

απηνηειώλ δνκηθώλ πεξηνρώλ (Staniforth et al., 2001), αθνινπζώληαο ην παξάδεηγκα άιισλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ησλ θπζηαηηλώλ, όπσο είλαη ε θπζηαηίλε C 

(Janowski et al., 2004).  Πεηξακαηηθά δεδνκέλα, όκσο, ππνζηεξίδνπλ όηη, ζε αληίζεζε κε ηελ 

νκόινγή ηεο πξσηεΐλε ζηεθίλε Β, ε ζηεθίλε Α απηνζπγθξνηείηαη ζε ακπινεηδή ηλίδηα κόλν 

θάησ από αθξαίεο ζπλζήθεο (Zerovnik et al., 2002). 

ηόρνο ηεο παξνύζαο εξεπλεηηθήο πξνζέγγηζεο ππήξμε ε κειέηε ηεο δνκήο θαη ηεο 

αθνινπζίαο ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α θαη ε δηεμνδηθόο έιεγρνο ηνπ πηζαλνύ 

ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι ηεο, ζε έλα πεξηβάιινλ θπζηνινγηθό γηα ην αλζξώπηλν θύηηαξν.  

Σα πεπηηδηθά-ηκήκαηα ηεο πξσηεΐλεο πνπ εμεηάζηεθαλ σο πξνο ηελ ηθαλόηεηά ηνπο λα 

απηνζπγθξνηνύληαη ζε ακπινεηδή ηλίδηα απνθαιύπηνπλ λέεο αλεμεξεύλεηεο ηδηόηεηεο ζε έλαλ 

αθόκα εθπξόζσπν ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ησλ θπζηαηηλώλ.  

 

 

3.6.1. Αλάιπζε ηεο αθνινπζίαο θαη ηεο δνκήο ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α 

Γηα ηελ αλάιπζε ηεο αθνινπζίαο ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α (Uniprot AC: P01040) 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη δύν εθδόζεηο ηνπ ζπλαηλεηηθνύ αιγνξίζκνπ πξόγλσζεο πεξηνρώλ κε 

ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε AMYLPRED (Frousios et al., 2009) θαη AMYLPRED2 (Tsolis et 

al., 2013).   

Η αλάιπζε ηνπ ακπινεηδνγόλνπ δπλακηθνύ ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α απνθάιπςε, 

ηέζζεξα πεπηηδηθά ηκήκαηα κε πςειή „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟, όπσο θαίλεηαη θαη 

ζηα ηζηνγξάκκαηα ζηελ Δηθόλα 171.  Σόζν ν αιγόξηζκνο AMYLPRED, όζν θαη ην 

αιγόξηζκνο AMYLPRED2 απνθάιπςαλ αληίζηνηρν ακπινεηδνγόλν πξνθίι γηα ηελ 

πνιππεπηηδηθή αιπζίδα ηεο ζηεθίλεο Α.  πγθεθξηκέλα, ν αιγόξηζκνο AMYLPRED, 

βαζηζκέλνο ζε 5 αλεμάξηεηεο κεζόδνπο πξνέβιεςε 4 πεξηνρέο κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ 

θαη ζπγθεθξηκέλα ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα 
16

QEIV
19

, 
49

GTNYYIKV
56

, 
64

MHLKVF
69

 θαη 

79
LVVTG

83
.  Αληίζεηα, ν αιγόξηζκνο AMYLPRED2, βαζηζκέλνο ζε 11 αλεμάξηεηεο 
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κεζόδνπο πξνέβιεςε 3 πεξηνρέο κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ θαη ζπγθεθξηκέλα ηα 

πεπηηδηθά ηκήκαηα 
40

VQYKYQVVAGTNYYIKV
56

, 
64

MHLKVF
69

 θαη 
79

LVVTG
83

.  

Παξαηεξνύκε όηη ε ζπλαίλεζε πεξηζζόηεξσλ κεζόδσλ εμαιείθεη ηελ πξόβιεςε ηνπ 

πεπηηδίνπ ζηελ πεξηνρή 16-19 θαη επεθηείλεη ηελ πξόγλσζε ζηελ πεξηνρή 49-56 (Δηθόλα 

171β). 

 

 

Δηθόλα 171.  Ιζηνγξάκκαηα ηνπ πξνθίι ακπινεηδνγνληθόηεηαο ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α, 

όπσο πξνθύπηνπλ έπεηηα από ηε ρξήζε ησλ αιγνξίζκσλ AMYLPRED (Frousios et al., 2009) 

θαη AMYLPRED2 (Tsolis et al., 2013).  Η ζπλαηλεηηθή πξόγλσζε ησλ αιγνξίζκσλ 

απνθάιπςε, ηξία πεπηηδηθά ηκήκαηα κε πςειή „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ (ηα πεπηηδηθά 

ηκήκαηα 
49

GTNYYIKV
56

, 
64

MHLKVF
69

 θαη 
79

LVVTG
83

).  Σν αζηέξη ζεκεηώλεη ηα ηκήκαηα 

κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ θαη ε θίηξηλε γξακκή ην πξνεπηιεγκέλν ζπλαηλεηηθό θαηώθιη 

θάζε αιγνξίζκνπ (consensus threshold). 

 



Κεθάιαην III – Απνηειέζκαηα & πδήηεζε  
 

| 279 | 

 

Οη ζέζεηο ησλ πεπηηδίσλ ζηε δνκή ηνπ θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο θαη ηνπ κε-

θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α παξνπζηάδνληαη ζηελ Δηθόλα 172.  Σν 

πεπηίδην 
16

QEIV
19

 βξίζθεηαη ζηελ α-έιηθα, ζην ζεκείν δειαδή εθείλν ηεο δνκήο πνπ 

αληαιιάζζεηαη θαηά ην κεραληζκό νιηγνκεξηζκνύ, ζε αληίζεζε κε ηα ππόινηπα ηξία πεπηίδηα 

πνπ βξίζθνληαη ζηνπο ηξεηο β-θιώλνπο ηεο αληηδηακεηξηθήο απηνηεινύο δνκηθήο πεξηνρήο.  

πγθεθξηκέλα ην πεπηίδην 
49

GTNYYIKV
56

 βξίζθεηαη ζηνλ θιώλν β3, ην πεπηίδην
 

64
MHLKVF

69
 βξίζθεηαη ζηνλ θιώλν β4 θαη ην πεπηίδην 

79
LVVTG

83
 ζηνλ ηειεπηαίν β-θιώλν, 

δειαδή ηνπνζεηνύληαη ζηε πεξηνρή εθείλε ηεο πξσηεΐλεο πνπ αιιάδεη ακειεηέα ηε 

ζηεξενδηάηαμή ηεο θαηά ηνλ νιηγνκεξηζκό.  Αμηνζεκείσηε παξαηήξεζε είλαη όηη ην 

ακπινεηδνγόλν πξνθίι ζηελ πεξηνρή ηνπ β2 θιώλνπ θαη ηεο L1 ινύπαο, πνπ αιιάδεη άξδελ 

ηε ζηεξενδηάηαμή ηεο, είλαη αξθεηά αζζελέο (Δηθόλα 171), ζε αληίζεζε κε ην ακπινεηδνγόλν 

πξνθίι ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C, πνπ παξνπζηάζηεθε πξνεγνπκέλσο (Δηθόλα 95). 

 

 

Δηθόλα 172.  Η δνκή ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α.  Σα πεπηίδηα κε „ηάζε πξνο 

ζπζζσκάησζε‟ πνπ πξνέβιεςε ν αιγόξηζκνο AMYLPRED ρξσκαηίδνληαη κε κπιε 

(
16

QEIV
19

), θνύμηα (
49

GTNYYIKV
56

), θόθθηλν (
64

MHLKVF
69

) θαη πξάζηλν (
79

LVVTG
83

), 

αληίζηνηρα.  (α) (β) Οη δνκέο παξνπζηάδνληαη κε αλαπαξάζηαζε θαξηνύλ κε ηε ρξήζε ηνπ 

πξνγξάκκαηνο κνξηαθώλ γξαθηθώλ PyMol (Delano, 2005).  εκεηώλνληαη κε αληίζηνηρν 

θώδηθα ρξσκάησλ νη ζέζεηο ησλ πεπηηδίσλ κε „ηάζε πξνο ζπζζσκάησζε‟ ζηε δνκή ηνπ 

θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο (α) θαη ζηε δνκή ηνπ κε-θπζηνινγηθνύ κνλνκεξνύο (β)  (L: νη 

ινύπεο, Ν: ην ακηλνηειηθό άθξν θαη C: ην θαξβνμπηειηθό άθξν).   
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3.6.2. Γνκηθέο κειέηεο ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α 

Σα πεπηηδηθά ηκήκαηα πνπ πξνέθπςαλ από ηε παξαπάλσ αλάιπζε ηεο αθνινπζίαο θαη 

ηεο δνκήο ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α ζπληέζεθαλ ρεκηθά (GeneCust© - Europe, 

Luxembourg), κε ειεύζεξν ηόζν ην ακηλνηειηθό όζν θαη ην θαξβνμπηειηθό άθξν, 

θαζαξόηεηα >98% θαη κειεηήζεθαλ σο πηζαλνί „ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο‟. 

ηελ πεξίπησζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
16

QEIV
19

 πξνζηέζεθε ην θαηάινηπν ηεο 

ηζνιεπθίλεο 15, θαζώο βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα απνδεηθλύνπλ όηη πεπηίδηα πέληε ή έμη 

θαηαινίπσλ, είλαη ηθαλά λα νδεγνύλ ηεο ακπινεηδνγέλεζε ζθαηξηθώλ πξσηετλώλ (Balbach et 

al., 2000; Mazor et al., 2002; Tenidis et al., 2000).  Έηζη, ηα πεπηίδηα-αλάινγα 
15

ΙQEIV
19

, 

49
GTNYYIKV

56
, 

64
MHLKVF

69
 θαη 

79
LVVTG

83
 δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε απεζηαγκέλν λεξό θαη 

pΗ 5.75, ζε ζπγθέληξσζε 10 mg ml
-1

 θαη αθέζεθαλ πξνο επώαζε γηα δηάζηεκα ηνπιάρηζηνλ 

κηαο εβδνκάδαο.  Δθηόο από ην πεπηίδην-αλάινγν 
15

ΙQEIV
19

, όια ηα δηαιύκαηα ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ζηηο ζπλζήθεο απηέο βξέζεθε λα δεκηνπξγνύλ πεθηώκαηα. 

 

 

Δηθόλα 173.  Παξαηήξεζε ζθαηξηθώλ θξπζηάιισλ πνπ πξνέθπςαλ από ηελ 

απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ 
15

ΙQEIV
19

 ζε νπηηθό ζηεξενκηθξνζθόπην.  Παξαηεξνύκε ηελ 

εκθάληζε κηθξνθξπζηαιιηηώλ πνπ αιιειεπηδξνύλ κεηαμύ ηνπο πξνο ην ζρεκαηηζκό δνκώλ 

„αρηλώλ‟.  Η εκθάληζε απηή παξαπέκπεη ζε κηθξνθξπζηάιινπο άιισλ ακπινεηδνγόλσλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ (Landau et al., 2011). 

 

Μαθξνζθνπηθή παξαηήξεζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
15

ΙQEIV
19

 απνθαιύπηεη ηελ 

εκθάληζε θξπζηάιισλ κεξηθώλ κm ζηηο παξαπάλσ ζπλζήθεο, νη νπνίνη εληνπίδνληαη 

αθόκα θαη κε γπκλό νθζαικό (Δηθόλα 173), ελώ πξνζνκνηάδνπλ κε κηθξνθξπζηαιιίηεο πνπ 
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δεκηνπξγνύληαη από άιιεο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο (Landau et al., 2011).  Η εκθάληζε 

απηή επηβεβαηώλεηαη από ηελ παξαηήξεζε κε ειεθηξνληθό κηθξνζθόπην δηέιεπζεο, ζε εηδηθά 

δείγκαηα, έπεηηα από αξλεηηθή ρξώζε.  πσο παξνπζηάδεηαη ζηελ Δηθόλα 174α έλαο 

απνκνλσκέλνο θξύζηαιινο έρεη δηάκεηξν ~150 κm, ελώ αμηνζεκείσηε είλαη ε επηθάλεηα ηνπ 

θξπζηάιινπ, όπνπ εκθαλίδνληαη έληνλεο ξαβδώζεηο (Δηθόλα 174α).  Η κνξθνινγία απηή ηεο 

επηθάλεηαο ζπλαληάηαη ζπρλά ζε θξπζηάιινπο πξσηετληθώλ κνξίσλ, θαζώο θαηά ηε 

δεκηνπξγία ηνπο κπνξεί λα δεκηνπξγνύληαη θνηιόηεηεο („pockets‟) πνπ ζρεηίδνληαη άκεζα κε 

ηηο αιιειεπηδξάζεηο ησλ κνξίσλ πνπ νξγαλώλνληαη ζην ρώξν (Matsuura and Chernov, 2003).  

Αληίζεηα κε ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα, ηα πεπηίδηα-αλάινγα 
49

GTNYYIKV
56

 θαη 

79
LVVTG

83
 ηεο ζηεθίλεο Α απηνζπγθξνηνύληαη δεκηνπξγώληαο ππθλά δίθηπα ηληδίσλ.  

ηελ πεξίπησζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
49

GTNYYIKV
56

 ζηελ παξνύζα ζπγθέληξσζε 

ζρεκαηίδνληαη δίθηπα ηληδίσλ πνπ θαηαλέκνληαη νκνηόκνξθα θαη θαιύπηνπλ ην πιέγκα 

κηθξνζθνπίαο. (Δηθόλα 174β), ελώ θάζε κνλαδηαίν ηλίδην  παξνπζηάδεηαη επζύγξακκν, 

νκνηόκνξθν, κε απξνζδηόξηζην κήθνο θαη δηάκεηξν ~100 Å (Δηθόλα 174β, βέινο).  Σν 

πεπηίδην-αλάινγν 
79

LVVTG
83

 κε ηε ζεηξά ηνπ, απηνζπγθξνηείηαη δεκηνπξγώληαο θνιιώδε 

δίθηπα ηαηληώλ, σο απνηέιεζκα ηεο πιεπξηθήο αιιειεπίδξαζεο ηληδίσλ.  Σα ιεπηά βέιε ζηελ 

Δηθόλα 174δ επηζεκαίλνπλ ηλίδηα ~70-80 Å.  Σέινο, ην πεπηίδην-αλάινγν 
64

MHLKVF
69

 

δεκηνπξγεί άκνξθα ζπζζσκαηώκαηα (Δηθόλα 174γ), εύξεκα πνπ επηβεβαηώλεηαη θαη από 

ηηο ππόινηπεο δνθηκέο ζπζζσκάησζεο, όπσο παξνπζηάδεηαη θαη ζηε ζπλέρεηα.   

 

[α]  16
ΙQEIV

19
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[β]  49
GTNYYIKV

56
 

 

[γ]  64
MHLKVF

69
 

 

[δ]  79
LVVTG

83
 

 
Δηθόλα 174.  Ηιεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο 

ζηεθίλεο Α (α) Παξαηεξείηαη θξύζηαιινο πνπ πξνθύπηεη από ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ 

πεπηηδίνπ 
15

ΙQEIV
19

.  ηελ επηθάλεηα ηνπ θξπζηάιινπ παξαηεξνύληαη ξαβδώζεηο, ελώ ην 

κέγεζόο ηνπ είλαη ~150κm. (β) Ππθλό δίθηπν ηληδίσλ ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
49

GTNYYIKV
56

.  Σν καύξν βέινο ζεκεηώλεη κνλαδηαίν ηλίδην δηακέηξνπ ~100 Å.  (γ) 



Κεθάιαην III – Απνηειέζκαηα & πδήηεζε  
 

| 283 | 

 

Άκνξθα ζπζζσκαηώκαηα ηνπ πεπηηδίνπ 
64

MHLKVF
69

.  (δ) Γίθηπν επίπεδσλ ηαηληώλ πνπ 

δεκηνπξγνύληαη θαηά ηελ απηνζπγθξόηεζε ηνπ πεπηηδίνπ 
79

LVVTG
83

.  Με ην βέινο 

ζεκεηώλνληαη ηλίδηα δηακέηξνπ ~60-70 Å, ελώ κε ηνλ αζηεξίζθν ζεκεηώλεηαη ην ππθλό 

πιέγκα ησλ ηληδίσλ. 

 

Xξώζε πκελίσλ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 
49

GTNYYIKV
56

 θαη 
79

LVVTG
83

 πνπ 

δεκηνπξγνύλ ππθλά δίθηπα ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαηέγξαςε ηελ ηάζε ηνπο λα δεζκεύνπλ 

εηδηθά ηελ ρξσζηηθή Congo Red (Δηθόλα 175β θαη Δηθόλα 175δ, αξηζηεξά) θαη λα 

εκθαλίδνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα θάησ από 

δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ ((Δηθόλα 175β θαη Δηθόλα 

175δ, δεμηά).  Σαπηόρξνλα, ηα άκνξθα ζπζζσκαηώκαηα ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 

64
MHLKVF

69
 δεζκεύνπλ ηε δηαγλσζηηθή γηα ηα ακπινεηδή ηλίδηα ρξσζηηθή Congo Red 

θαη εκθαλίδνπλ θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα (Δηθόλα 175γ).  Αληίζεηα, ε θξπζηαιιηθή 

θύζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
16

ΙQEIV
19

, δελ επέηξεςε ηελ εκθάληζε ηεο θηηξηλνπξάζηλε 

δηπινζιαζηηθόηεηαο, παξόηη όπσο παξαηεξνύκε ζηελ Δηθόλα 175α ην ελπδαησκέλν πκέλην 

ηνπ δείγκαηνο δεζκεύεη ηε ρξσζηηθή Congo Red.   

1
6
Ι
Q
E
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V
1
9
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V
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8
3

 

 
Δηθόλα 175.  Φσηνκηθξνγξαθίεο πκελίσλ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο 

ζηεθίλεο Α, έπεηηα από ρξώζε κε Congo Red.  Παξαηήξεζε κε πνισκέλν θσο (αξηζηεξά).  

Παξαηήξεζε κε δηαζηαπξσκέλν πνισηή θαη αλαιύηε πνισηηθνύ κηθξνζθνπίνπ (δεμηά).  Σα 

πεπηίδηα αλάινγα 
49

GTNYYIKV
56

 (β), 
49

GTNYYIKV
56

 (γ) θαη 
64

MHLKVF
69

 (δ) εκθαλίδνπλ 

ηε ραξαθηεξηζηηθή θηηξηλνπξάζηλε δηπινζιαζηηθόηεηα, ζε αληίζεζε κε ην πεπηίδην-

αλάινγν 
16

ΙQEIV
19

 (α). 

 

Πεξίζιαζε αθηίλσλ Υ ζε πξνζαλαηνιηζκέλεο ίλεο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 
16

ΙQEIV
19

, 
49

GTNYYIKV
56

 θαη 
79

LVVTG
83

 δίλνπλ πεξηζιαζηγξάκκαηα 

πνπ εκθαλίδνπλ ραξαθηεξηζηηθέο αλαθιάζεηο ηεο “cross-β” δνκήο ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  

Αληίζεηα, ζηελ πεξίπησζε ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
64

MHLKVF
69

, δελ ήηαλ δπλαηή ε 

απόθηεζε επζπγξακκηζκέλε ίλαο, γηα ηε δηεμαγσγή ηνπ πεηξάκαηνο, πηζαλά ιόγσ ηεο 

ύπαξμεο άκνξθσλ ζπζζσκαησκάησλ.  Η εκθάληζε ησλ αλαθιάζεσλ κε ηε κνξθή δαθηπιίνπ 

είλαη απνηέιεζκα κε-βέιηηζηνπ πξνζαλαηνιηζκνύ ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ ζηελ εθάζηνηε 

ίλα.  Η κεζεκβξηλή αλάθιαζε ησλ πεξηζιαζηγξακκάησλ θπκαίλεηαη από 4.6-4.7 Å θαη είλαη 

ελδεηθηηθή ηεο απόζηαζεο κεηαμύ β-θιώλσλ πνπ αιιειεπηδξνύλ κε δεζκνύο πδξνγόλνπ θαη 

νξγαλώλνληαη θάζεηα σο πξνο ηνλ άμνλα ηεο ίλαο.  Η ηζεκεξηλή αλάθιαζε θαηαγξάθεηαη 

ζηα 9.7 Å, 10.7 Å, θαη 11.2 Å γηα ηα πεπηίδηα-αλάινγα 
16

ΙQEIV
19

, 
49

GTNYYIKV
56

 θαη 

79
LVVTG

83
, αληίζηνηρα θαη απνδίδεηαη ζην δηαδνρηθό παθεηάξηζκα κεηαμύ ησλ β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηλώλ, νη νπνίεο βξίζθνληαη παξάιιεια σο πξνο ηνλ άμνλα ηεο εθάζηνηε 

πξνζαλαηνιηζκέλε ίλαο.  Δηδηθόηεξα, ε εκθάληζε θνπθθίδσλ θαη ε πνιπθξπζηαιιηθόηεηα 

ζην πεξηζιαζίγξακκα ηνπ πεπηηδίνπ-αλαιόγνπ 
16

ΙQEIV
19

 νθείιεηαη ζηελ ύπαξμε 

θξπζηάιισλ ζην δηάιπκα, αλ θαη νη πξνζαλαηνιηζκέλεο αλαθιάζεηο ηεο cross-β 

ζηεξενδηάηαμεο εληζρύνπλ ηελ άπνςε όηη δνκέο ηληδίσλ πηζαλά ζπλππάξρνπλ κε ηνπο 

κηθξνθξπζηάιινπο.  Αληίζηνηρα κε απνηειέζκαηα άιισλ πεπηηδίσλ ζηε παξνύζα δηαηξηβή 

(3.4), ην πεπηίδην 
79

LVVTG
83

, εκθαλίδεη πνιπθξπζηαιιηθή θύζε, παξά ηελ ύπαξμε ππθλνύ 

δηθηύνπ ηληδίσλ θαη όρη κηθξνθξπζηάιισλ, θαηά ηελ παξαηήξεζε κε ειεθηξνληθή 

κηθξνζθνπία δηέιεπζεο. 
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[α]  16
ΙQEIV

19
 [β]  49

GTNYYIKV
56
 

  

[γ]  79
LVVTG

83
  

 

 

 

Δηθόλα 176.  Πεξηζιαζηγξάκκαηα ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α.  Σα 

πεπηίδηα-αλάινγα 
16

ΙQEIV
19

 (α), 
49

GTNYYIKV
56

 (β) θαη 
79

LVVTG
83

 (γ) δηαιπηνπνηήζεθαλ 

ζε απεζηαγκέλν λεξό, ξΗ 5.75 θαη ζπγθέληξσζε 10 mg ml
-1

.  Η πνιπθξπζηαιιηθόηεηα ησλ 

πεπηηδίσλ
 16

ΙQEIV
19

 (α) θαη 
79

LVVTG
83

, ραξαθηεξίδεη πνιιά ακπινεηδνγόλν πεπηίδηα-

αλάινγα πξσηετλώλ (Μ: κεζεκβξηλόο, Δ: ηζεκεξηλόο, F: άμνλαο ηεο ίλαο). 

 

Σέινο, ηα απνηειέζκαηα ηεο θαζκαηνζθνπίαο ππεξεξύζξνπ ππνζηεξίδνπλ ηα 

παξαπάλσ επξήκαηα ηεο πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ γηα ηα πεπηίδηα-αλάινγα 
16

ΙQEIV
19

 (Δηθόλα 

177α), 
49

GTNYYIKV
56

 (Δηθόλα 177β) θαη 
79

LVVTG
83

 (Δηθόλα 177δ).  Σα θάζκαηα 

ππεξεξύζξνπ ζε ιεπηά ελπδαησκέλα πκέληα πνπ δεκηνπξγνύληαη από ηα ακπινεηδή ηλίδηα 

ησλ πεπηηδίσλ εκθαλίδνπλ κία νμεία θνξπθή κεηαμύ 1624-1631 cm
-1

 ζηελ πεξηνρή ηεο 

Ακηδηθήο Ι θαη ηαηλίεο κεηαμύ 1527-1543 cm
-1

 ζηελ πεξηνρή ηεο Ακηδηθήο ΙΙ, νη νπνηέο 
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αλακθίβνια νθείινληαη ζηε ζηεξενδηάηαμε ησλ β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ (Surewicz et al., 

1993).   

 

[α]  16
ΙQEIV

19
 [β]  49

GTNYYIKV
56

 

  
[γ]  64

MHLKVF
69

 [δ]  79
LVVTG

83
 

  
Δηθόλα 177.  Φάζκαηα ATR-IR ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ από ηελ απηνζπγθξόηεζε ησλ 

πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 
16

ΙQEIV
19

 (α), 
49

GTNYYIKV
56

 (β),
64

MHLKVF
69

 (γ) θαη 
79

LVVTG
83

 (δ) 

ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α.  Σα ακπινεηδή ηλίδηα ησλ πεπηηδίσλ απνηεινύληαη από β-

πηπρσηέο επηθάλεηεο, όπσο θαίλεηαη από ηηο ραξαθηεξηζηηθέο ζέζεηο ησλ ακηδηθώλ Ι θαη ΙΙ 

θνξπθώλ ηνπ θάζκαηνο.   

 

Ιδηαίηεξν ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ην θάζκα ηνπ πεπηηδίνπ 
64

MHLKVF
69

 (Δηθόλα 

177γ), ην νπνίν ζρεκαηίδεη άκνξθα ζπζζσκαηώκαηα (Δηθόλα 174γ).  Αληίζεηα κε ηα 

απνηειέζκαηα ηεο πεξίζιαζεο αθηίλσλ-Υ, ε θαζκαηνζθνπία ππεξεξύζξνπ ήηαλ 

πιεξνθνξηαθή γηα ην πεπηίδην-αλάινγν 
64

MHLKVF
69

 (Δηθόλα 177γ), θαζώο ε ηαηλία ζηα 

1631 cm
-1

 ζηε πεξηνρή ηεο Ακηδηθήο Ι θαη ε ηαηλία ζηα 1535 cm
-1

, είλαη ελδεηθηηθέο ηεο 

ύπαξμεο β-πηπρσηώλ επηθαλεηώλ.  Ο Πίλαθαο 22 παξνπζηάδεη ηηο θνξπθέο ησλ ηαηληώλ θαη 

ηηο επηθξαηέζηεξεο απνδόζεηο ηνπο.   
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Πίλαθαο 22.  Κνξπθέο θαη απνδόζεηο ησλ θαζκάησλ ATR FT-IR ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ 

ηεο αλζξώπηλεο ζηεθίλεο Α.  

Σαηλίεο (cm
-1

) 
Απνδόζεηο 

16
ΙQEIV

19
 

49
GTNYYIKV

56
 

64
MHLKVF

69
 

79
LVVTG

83
 

1137 1134 1168 1136 TFA 

1180 1180 1180 1186 TFA 

1199 1199 1201 1199 TFA 

- 1514 - - Σπξνζίλε  

1543 1543 1535 1527 
Ακηδηθή II 

(β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1627 1624 1631 1625 
Ακηδηθή I 

(β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

1666 1662 1668 1672 TFA 

- - - 1695 
Ακηδηθή I (αληηπαξάιιειεο 

β-πηπρσηέο επηθάλεηεο) 

 

πλνιηθά, νη πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο ζε πεπηηδηθά ηκήκαηα ηεο ζηεθίλεο Α 

απνδεηθλύνπλ όηη ηα ηκήκαηα 
49

GTNYYIKV
56

 θαη 
79

LVVTG
83

 απηνζπγθξνηνύληαη ζε 

ηλίδηα κε ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο.  Αληίζεηα ην πεπηίδην-αλάινγν 
64

MHLKVF
69

 

δεκηνπξγεί άκνξθα ζπζζσκαηώκαηα, ηα νπνία δελ παξάγνπλ πεξηζιαζηγξάκκαηα cross-β 

δνκήο, εληνύηνηο ζε ελπδαησκέλα πκέληα ηνπ πεπηηδίνπ απνδεηθλύεηαη ε ύπαξμε β-πηπρσηώλ 

επηθαλεηώλ.  Σν εύξεκα απηό είλαη ζε ζπκθσλία κε πεηξάκαηα ζε άκνξθα ζπζζσκαηώκαηα 

πεπηηδηθώλ ηκεκάησλ ηνπ ακπινεηδνγόλνπ Αβ πεπηηδίνπ (Huang et al., 2000).  Σέινο, ηα 

απνηειέζκαηα ησλ πεηξακάησλ πνπ αθνξνύλ ην πεπηίδην 
16

ΙQEIV
19

 απέδεημαλ έλα πεπηίδην 

κε ηδηόηεηεο λα νξγαλώλεηαη πξνο ηε δεκηνπξγία θξπζηαιιηηώλ, νη νπνίνη 

θαηαγξάθνληαη ηόζν ζηηο ειεθηξνληνγξαθίεο δηέιεπζεο, όζν θαη ζηα πεξηζιαζηγξάκκαηα ηνπ 

πεπηηδίνπ.  Η θξπζηαιιηθόηεηα ηνπ πεπηηδίνπ πηζαλά αθνινπζεί ην παξάδεηγκα άιισλ 

ακπινεηδνγόλσλ ηκεκάησλ πνπ έρνπλ πξνζδηνξηζηεί κε θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ-Υ 

(Wiltzius et al., 2008). 
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4. ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

πλνπηηθά, ε παξνύζα δηαηξηβή επηρείξεζε λα κειεηήζεη ην θαηλόκελν ηεο 

ακπινεηδνγνληθόηεηαο ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο, πξνζεγγίδνληαο ηα ακπινεηδνγόλα 

πξσηετληθά κόξηα, ηόζν „καθξνζθνπηθά‟, όζν θαη „κηθξνζθνπηθά‟.  Η απνθξππηνγξάθεζε 

ησλ εμεηδηθεπκέλσλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ – θαηλνκεληθά – μέλσλ κεηαμύ ηνπο 

πξσηετλώλ, θαζώο θαη ηεο εγγελνύο ηάζεο ησλ πξσηετλώλ λα απηνζπγθξνηνύληαη ζε 

ακπινεηδή ηλίδηα πνπ νδεγνύλ ζε ζπγθεθξηκέλεο παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο, απνηέιεζε 

ζεκειηώδε ζηόρν ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο.  Αθελόο, ε δεκηνπξγία ηνπ δηθηύνπ 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, απνθάιπςε ηηο άκεζεο θαη έκκεζεο 

ζπζρεηίδεηο κίαο νκάδαο κνξίσλ πνπ δηαθέξνπλ νπζηαζηηθά ζηελ αιιεινπρία, ηε δνκή 

αιια θαη ηε ιεηηνπξγία ηνπο.  Αθεηέξνπ, ζηελ πιεηνςεθία ηνπο νη πεηξακαηηθέο κειέηεο 

επηβεβαίσζαλ ηελ ηδέα όηη ε ακπινεηδνγνληθόηεηα κπνξεί λα βξίζθεηαη θξπκκέλε ζε 

κηθξά ηκήκαηα ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, αλαδεηθλύνληαο ζεκαληηθά πεπηηδηθά 

ηκήκαηα θαξκαθνινγηθνύ ελδηαθέξνληνο.  Οη πξνζπάζεηεο πνπ ζπγθεληξώλνληαη ζηηο 

πξνεγνύκελεο ελόηεηεο, απνηεινύλ ηε βαζηθή έξεπλα θαη ηα πξώηα βήκαηα γηα ηνλ 

επηηπρεκέλν ζρεδηαζκό ζεξαπεπηηθώλ ζηξαηεγηθώλ, αλ θαη ζα πξέπεη λα ιεθζεί ππόςε όηη 

ηα in vitro πεηξάκαηα κπνξεί λα είλαη απιά έλα ζηηγκηόηππν ησλ πνιύπινθσλ δηαδηθαζηώλ 

πνπ πξαγκαηνπνηνύληαη in vivo.  

Κεθάιαην IV 
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4.1. Μαθξνζθνπηθή Αλάιπζε πζρεηίζεωλ Μεηαμύ Ακπινεηδνγόλωλ 

Πξωηεϊλώλ 

Η δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ, όπσο ζπδεηήζεθε εθηελώο, είλαη κία θνηλή ηδηόηεηα 

ησλ πξσηετληθώλ θαη πεπηηδηθώλ κνξίσλ (Chiti and Dobson, 2006; Guijarro et al., 1998) θαη 

έρεη ζπζρεηηζηεί ζε αξθεηέο πεξηπηώζεηο κε ηελ εκθάληζε κίαο πνηθηιίαο δηαηαξαρώλ.  Η 

εκπινθή πεξηζζόηεξσλ ηνπ ελόο πξσηετλώλ ζηελ εμέιημε δηαθνξεηηθώλ δηαηαξαρώλ, καδί κε 

ηελ επηβεβαησκέλε ζπλεξγαηηθή δξάζε κεηαμύ δηαθνξεηηθώλ πξσηετλώλ ζηηο αζζέλεηεο, 

ηνλίδεη ηελ αλαγθαηόηεηα κίαο πην γεληθεπκέλεο πξνζέγγηζεο γηα ηε κειέηε ησλ πξσηετλώλ 

πνπ εκπιέθνληαη ζε απηέο.  Ωζηόζν, ε πνιππινθόηεηα ησλ κνξηαθώλ κεραληζκώλ πνπ 

δηέπνπλ ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηλδίσλ ή ηελ ακπινεηδνγνληθόηεηα ελ γέλεη, θαζηζηά 

δύζθνιε ηε κειέηε ηεο δπλακηθήο ηεο απηνζπγθξόηεζεο θαη ηεο ζπζζσκάησζεο ζηελ 

νιόηεηά ηνπο.  

Έλαο από ηνπο βαζηθόηεξνπο ζηόρνπο πνπ επηηεύρζεθαλ ζηελ παξνύζα δηαηξηβή ήηαλ 

ε ζπγθέληξσζε όισλ ησλ κέρξη ζήκεξα πεηξακαηηθά επηβεβαησκέλσλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετληθώλ κνξίσλ, κε εθηεηακέλε αλαδήηεζε ζηε βηβιηνγξαθία, αιιά θαη ζε 

εμεηδηθεπκέλεο βάζεηο δεδνκέλσλ.  Η θαηαγξαθή ηνπο παξνπζίαζε γηα πξώηε θνξά κία 

νκάδα 145 κνλαδηθώλ πξσηετλώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ, εθ 

ησλ νπνίσλ κόλν νη 36 έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε ηελ εκθάληζε παζνινγηθώλ θαηαζηάζεσλ, ελώ 

γηα ηηο ππόινηπεο ππάξρεη πεηξακαηηθή επηβεβαίσζε in vitro.  Έηζη, ηα πξσηετληθά κόξηα 

θαηεγνξηνπνηήζεθαλ ζε 3 δηαθξηηέο νκάδεο, ηηο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη 

κε ηελ in vivo ελαπόζεζε ακπινεηδώλ ηληδίσλ, ηηο ακπινεηδνγόλεο πξσηεΐλεο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ in vitro δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ θαη ηηο πξσηεΐλεο πνπ 

ζπζρεηίδνληαη κε ηνλ in vivo ζρεκαηηζκό ακπινεηδώλ ηληδίσλ άιισλ πξόδξνκσλ 

ακπινεηδνγόλσλ κνξίσλ, ελώ ε ζεσξία γξάθσλ ρξεζηκνπνηήζεθε σο κία εθιεπηπζκέλε 

πξνζέγγηζε γηα ηε ζπζηεκαηηθή κειέηε ησλ δεδνκέλσλ απηώλ (Tsiolaki et al., 2017a). 

Η θαηαζθεπή ηνπ δηθηύνπ αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ 

επηρείξεζε λα δώζεη απαληήζεηο ζηα θνκβηθά εξσηήκαηα ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο, 

αθνινπζώληαο έλα πξσηόθνιιν κειέηεο ηεο βηνινγίαο ζπζηεκάησλ θαη ζπγθεληξώλνληαο 

κία νκάδα από εηεξόθιεηεο πξσηεΐλεο ζε έλα θνηλό βηνινγηθό δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ 

(Biza et al., 2017).  Η κειέηε ηεο δπλακηθήο, ηεο δνκήο θαη ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ δηθηύσλ 

αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ-πξσηετλώλ έρεη απνδεηρζεί θξίζηκε ζηελ θαηαλόεζε πνιιώλ 

βηνινγηθώλ θαηλνκέλσλ (Collavin et al., 2010; Fukuyama et al., 2013; Schwikowski et al., 
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2000; Vinayagam et al., 2014).  Σν δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετλώλ παξνπζηάδεη έλαλ πξσηετληθό ράξηε κε ζπζρεηίζεηο ηεο πιεηνςεθίαο ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ ζηνηρείσλ πνπ ζπιιέρζεθαλ θαη θαηεγνξηνπνηήζεθαλ, ελώ επηβεβαηώλεη 

αθόκα όιεο ηηο γλσζηέο δηαζπλδέζεηο κεηαμύ θαιά ραξαθηεξηζκέλσλ πξσηετλώλ θαη 

πεπηηδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δεκηνπξγία ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Σα ακπινεηδνγόλα θαη κε-

ακπινεηδνγόλα ζηνηρεία πνπ ην απαξηίδνπλ, ηειηθά έξρνληαη θνληά γηα λα ζρεκαηίζνπλ έλα 

πνιπζύλζεην δίθηπν αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ-πξσηετλώλ, κε ζεκαληηθά ηνπνινγηθά 

ραξαθηεξηζηηθά.  Η ελνπνηεκέλε πξνζπάζεηά καο ζέηεη πνιιά εξσηήκαηα πνπ ζα 

κπνξνύζαλ λα γίλνπλ θηλεηήξηνο δύλακε γηα ην ζρεδηαζκό ζηνρεπκέλσλ πεηξακάησλ 

ζηνλ απαηηεηηθό θιάδν ηεο πξσηετληθήο ζπζζσκάησζεο, αθόκα θαη ζε κνξηαθό επίπεδν.   

 

4.2. Μηθξνζθνπηθή Αλάιπζε Ακπινεηδνγόλωλ Πξωηεϊλώλ 

Οη πνιύπινθνη ζηόρνη ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο ζε πεηξακαηηθό επίπεδν 

επηθεληξώζεθαλ ηόζν ζηε κειέηε ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο γλσζηώλ ακπινεηδνγόλσλ 

πξσηετληθώλ κνξίσλ, όζν θαη ζηελ απνθάιπςε λέσλ, άγλσζησλ κέρξη ζήκεξα, 

ακπινεηδνγόλσλ ζπζηεκάησλ.  Η αλάιπζε ζηελ πιεηνςεθία ησλ ζπζηεκάησλ είρε σο βάζε 

ηνλ εληνπηζκό „ακπινεηδνγόλσλ θαζνξηζηώλ‟, δειαδή πεπηηδηθώλ ηκεκάησλ κε ελδνγελή 

ηάζε πξνο απηνζπγθξόηεζε, ρξεζηκνπνηώληαο ηελ ππνινγηζηηθή ζπλαηλεηηθή κέζνδν 

AMYLPRED.  Η ζπλαηλεηηθή πξνζέγγηζε εύξεζεο ηέηνησλ πεξηνρώλ, απνδεηθλύεηαη 

ύςηζηεο ζεκαζίαο, ιακβάλνληαο ππόςε όηη όιεο νη κέρξη ζήκεξα κειέηεο (Louros and 

Iconomidou, 2016; Louros et al., 2013; Louros et al., 2016; Louros et al., 2015a; Louros et 

al., 2014; Louros et al., 2017; Louros et al., 2015b), ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη ησλ 

απνηειεζκάησλ ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο επηβεβαηώλνπλ ηελ επηηπρία πξόβιεςεο ηεο 

κεζόδνπ.   

Απνδεηθλύεηαη όηη νη πεπηηδηθνί θαζνξηζηέο κπνξνύλ λα δξνπλ σο 

„ζηεξενδηαηαμηθνί δηαθόπηεο‟  αιιάδνληαο ηα δνκηθά ηνπο ραξαθηεξηζηηθά, αλάινγα κε 

ηηο ζπλζήθεο ζηηο νπνίεο βξίζθνληαη (Hamodrakas et al., 2007), πηνζεηώληαο 

ραξαθηεξηζηηθά ησλ αθνινπζηώλ „κε ηδηόηεηεο ρακαηιένληα‟.  εκαληηθή παξαηήξεζε 

απνηειεί ην γεγνλόο όηη νη πεξηνρέο πνπ πξνβιέπνληαη βξίζθνληαη ζπλήζσο εθηεζεηκέλεο θαη 

όρη θξπκκέλεο ζηνπο πδξόθνβνπο ππξήλεο ησλ πξσηετλώλ (Frousios et al., 2009).  Η κειέηε 

ησλ πεπηηδηθώλ θαζνξηζηώλ, πνπ αλαθέξνληαη θαη σο „ακπινεηδνγόλνη θαζνξηζηέο‟ έρεη 



Κεθάιαην IV – πκπεξάζκαηα  
 

| 292 | 

 

δηηηή ζεκαζία.  Αθελόο, θέξλεη ζην θσο κηθξά ακπινεηδνγόλα ηκήκαηα ζηηο πξσηετληθέο 

αθνινπζίεο, ηα νπνία θέξνπλ ζπκππθλσκέλε ηελ πιεξνθνξία ηεο ακπινεηδνγνληθόηεηαο 

(Esteras-Chopo et al., 2005) θαη αθεηέξνπ, αλαδεηθλύεη ζεκαληηθά πεπηίδηα 

θαξκαθνινγηθνύ ελδηαθέξνληνο, ηα νπνία κπνξνύλ πηζαλά λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα λα 

αλαθόςνπλ ηελ ακπινεηδνγνληθόηεηα ζε ζπγθεθξηκέλεο παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο.  Σν 

ειθπζηηθό θαξκαθνινγηθό πξνθίι θαη νη ηδηόηεηέο ηνπο, θάλνπλ ηα πεπηηδηθά ηκήκαηα έλα 

εμαηξεηηθό ζεκείν εθθίλεζεο γηα ην ζρεδηαζκό θαηλνηόκσλ ζεξαπεπηηθώλ κνξίσλ (Fosgerau 

and Hoffmann, 2015). 

ηε κειέηε ηεο ακπινεηδνγόλνπ θπζηαηίλεο C ηέζεθε σο ζηόρνο ε εύξεζε ηνπ 

ηκήκαηνο εθείλνπ πνπ είλαη ππεύζπλν λα ζπκπαξαζύξεη ηελ πξσηεΐλε πξνο ην ζρεκαηηζκό 

ακπινεηδώλ ηληδίσλ.  Η πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο, αλέδεημε 3 

ζεκαληηθά ηκήκαηα ηεο πξσηεΐλεο σο ακπινεηδνγόλνπο θαζνξηζηέο θαη απνθάιπςε ην 

ζεκειηώδε ξόιν ηνπο ζην ζρεκαηηζκό ηνπ ακπινεηδνγόλνπ ππξήλα ηεο αλζξώπηλεο 

θπζηαηίλεο C (Tsiolaki et al., 2015a; Tsiolaki et al., 2015b).  Σα απνηειέζκαηα 

πεξηιακβάλνπλ ηόζν ηελ πεηξακαηηθή επηβεβαίσζε ησλ ηδηνηήησλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ 

θαζνξηζηώλ, όζν θαη ηελ πξόηαζε ελόο πηζαλνύ κνλνπαηηνύ πνιπκεξηζκνύ ηεο θπζηαηίλεο 

C.  Έηζη παξάιιεια κε ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα θαη ηελ εγγελή ακπινεηδνληθόηεηα 

απηώλ ησλ πεπηηδίσλ-αλαιόγσλ δεκηνπξγήζεθε έλα πηζαλό ηξηζδηάζηαην κνληέιν 

πνιπκεξηζκνύ ηεο αλζξώπηλεο θπζηαηίλεο C.  Σν ζύζηεκα απηό παξνπζηάδεη ηδηαίηεξν 

ελδηαθέξνλ, θαζώο ν νιηγνκεξηζκόο ηεο θπζηαηίλεο εκπιέθεηαη ηόζν ζηελ παζνθπζηνινγία 

κίαο ζπάληαο κνξθήο ακπινείδσζεο, πνπ νλνκάδεηαη Κιεξνλνκηθή Ακπινείδσζε 

Ιζιαλδηθνύ ηύπνπ (Gudmundsson et al., 1972), όζν θαη ζηελ εκθάληζε ελαπνζέζεσλ ζε 

ειηθησκέλνπο αζζελείο (Revesz et al., 2009), ελώ επξήκαηα ηεο πξσηεΐλεο εληνπίδνληαη θαη 

ζε αζζελείο κε ηε λόζν ηνπ Alzheimer.  πγθεθξηκέλα, ε ζπλ-ελαπόζεζε ηεο 

ακπινεηδνγόλνπ Κπζηαηίλεο C ζε αζζελείο κε Alzheimer‟s θαίλεηαη λα έρεη ιεηηνπξγηθό 

ραξαθηήξα, θαζώο ε εμεηδηθεπκέλε αιιειεπίδξαζε ηεο θπζηαηίλεο C κε ην Αβ πεπηίδην 

αλαζηέιιεη ηνλ νιηγνκεξηζκό ηνπ δεύηεξνπ πξνζηαηεύνληαο ηνλ εγθέθαιν από ηελ 

επαγόκελε θπηηαξνηνμηθόηεηα (Levy, 2008; Levy et al., 2001).  Η αλάιπζε ηνπ 

ακπινεηδνγόλνπ πξνθίι ηεο ζπλ-ελαπνηεζεηκέλεο θπζηαηίλεο C κπνξεί λα απνδεηρζεί 

ζεκαληηθό εξγαιείν ζηελ αλάπηπμε αλαζηνιέσλ, ηθαλώλ λα αλαθόπηνπλ ηνλ θαηαξξάθηε 

ησλ θαηλνκέλσλ πνπ ζπληεινύλ ζηνλ πνιπκεξηζκό, όρη κόλν ηεο ίδηαο ηεο θπζηαηίλεο C, 

αιιά θαη ηνπ Αβ πεπηηδίνπ.   
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Δπηπιένλ, ην ζύζηεκα κειέηεο ηεο ζηεθίλεο Α, απνθάιπςε ηελ ύπαξμε ζεκαληηθώλ 

θαζνξηζηώλ ηεο ακπινεηδνγoληθόηεηαο ζε έλαλ αθόκα εθπξόζσπν ηεο ππεξνηθνγέλεηαο 

ησλ θπζηαηηλώλ.  εκαληηθό είλαη ην γεγνλόο όηη, ε ζηεθίλε Α δελ είρε πξνεγνπκέλσο 

κειεηεζεί σο πξνο ηελ ηθαλόηεηά ηεο λα δεκηνπξγεί ακπινεηδή ηλίδηα, παξόιν πνπ έρεη 

πςειή νκνινγία κε ηελ ακπινεηδνγόλν ζηεθίλε Β θαη ηα πνιπκεξή ηεο δεκηνπξγνύληαη κε 

κεραληζκό παξόκνην κε εθείλν ηεο θπζηαηίλεο C.  Σα πεπηηδηθά-ηκήκαηα ηεο πξσηεΐλεο πνπ 

εμεηάζηεθαλ σο πξνο ηελ ηάζε ηνπο λα απηνζπγθξνηνύληαη ζε ακπινεηδή ηλίδηα ζηελ 

παξνύζα δηαηξηβή απνθαιύπηνπλ λέεο αλεμεξεύλεηεο ηδηόηεηεο πνπ δίλνπλ πηζαλέο 

εμεγήζεηο ζηα κνληέια πνιπκεξηζκνύ ηνπ ελδνθπηηαξηθνύ αλαζηνιέα, ζηεθίλε Α 

(Tsiolaki, et al., in preparation).   

ηελ πεξίπησζε ηεο ακπιίλεο, κειέηεο ζπλεπώαζεο ηνπ πεπηηδίνπ κε 

ακπινεηδνγόλνπο θαζνξηζηέο πνπ αληηζηνηρνύλ ζην ακηλνηειηθό θαη ην θαξβνμπηειηθό ηκήκα 

ηνπ πεπηηδίνπ, έδσζαλ ελζαξξπληηθά απνηειέζκαηα.  Σν ακηλνηειηθό ηκήκα ηεο ακπιίλεο, 

θπζηνινγηθά, ζεσξείηαη ππεύζπλν γηα ηελ πξόζδεζε ζηηο κεκβξάλεο κέζσ ηνπ ειέγρνπ ηεο 

θαηεύζπλζεο θαη ηνπ βαζκνύ δηείζδπζεο ησλ κνξίσλ ζε ζρέζε κε ηελ επηθάλεηα ησλ 

κεκβξαλώλ, ελώ ην θαξβνμπηειηθό ηκήκα, αθνινπζώληαο ην παξάδεηγκα ησλ ππόινηπσλ 

νξκνλώλ ηεο νηθνγέλεηαο ζηελ νπνία αλήθεη, παίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηελ αιιειεπίδξαζε κε 

ηνλ ππνδνρέα ηεο νξκόλεο (Westermark et al., 2011).  ηηο κειέηεο ζπλεπώαζεο ηεο 

ακπιίλεο θπζηθνύ ηύπνπ κε ηκήκαηα απηήο εθκεηαιεπηήθακε ηελ ηδηόηεηα ησλ κηθξώλ 

ακπινεηδνγόλσλ πεπηηδηθώλ ηκεκάησλ λα εληνπίδνπλ εηδηθά ηνλ εαπηό ηνπο θαη λα 

αιιειεπηδξνύλ, δεκηνπξγώληαο ζηαζεξά ζηεξενδηαηαμηθά θεξκνπάξ (Wiltzius et al., 2008).  

Η ακπιίλε έρεη θαηαγξαθεί σο ε πην ακπινεηδνγόλνο αιιεινπρία ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ 

θαη γηα ην ιόγν απηό έρεη απνδεηρζεί όηη, κηθξά πεπηηδηθά ηκήκαηα πνπ αληηζηνηρνύλ ζρεδόλ 

ζε όιν ην κήθνο ηεο απηνζπγθξνηνύληαη απηόλνκα ζε ηλίδηα κε ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο.  

Αληίζεηα κε πξόζθαηα δεκνζηεπκέλα απνηειέζκαηα ηεο νκάδαο καο, ηα νπνία απνδεηθλύνπλ 

κε πεηξάκαηα micro-Raman θαη κνξηαθήο δπλακηθήο όηη ην ακηλνηειηθό θαη ην 

θαξβνμπηειηθό ηκήκα ηεο ακπιίλεο δελ ζπκκεηέρνπλ ζηνλ ζρεκαηηζκό ηνπ ακπινεηδνγόλνπ 

ππξήλα ηεο ακπιίλεο (Louros et al., 2017), ε αιιειεπίδξαζε εηδηθά ζρεδηαζκέλσλ 

ηκεκάησλ κε πςειή ζπλάθεηα πξνο ηα δύν άθξα απνδεηθλύεηαη όηη ηξνπνπνηεί ηηο 

ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο ηεο νξκόλεο.  πγθεθξηκέλα, ε κειέηε δέθα (10) πεπηηδηθώλ 

ηκεκάησλ απέδεημε όηη ε παξέκβαζε κε κόξηα αλαζηνιείο ζην ακηλνηειηθό θαη ην 

θαξβνμπηειηθό άθξν ηεο ακπιίλεο ζα κπνξνύζε λα είλαη έλαο πνιιά ππνζρόκελνο 

ηξόπνο γηα ηελ επηβξάδπλζε ηεο ξαγδαίαο ζπζζσκάησζεο ηεο.  
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Μία δηαθνξεηηθή πξνζέγγηζε εθαξκόζηεθε γηα ηε κειέηε ηνπ C-πεπηηδίνπ, ελόο 

πεπηηδηθνύ ηκήκαηνο πνπ παξακεξίδνληαλ ζηηο κέρξη ζήκεξα κειέηεο ηεο ηλζνπιίλεο, θαζώο 

ε ακπινεηδνγνληθόηεηα ηνπ C-πεπηηδίνπ απνηεινύζε έλαλ άγλσζην παξάγνληα.  Η 

πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε πνπ παξνπζηάδεηαη ζηελ παξνύζα δηαηξηβή, απέδεημε γηα πξώηε 

θνξά ηελ ηθαλόηεηα ηνπ 31 θαηαινίπσλ πεπηηδίνπ λα απηννξγαλώλεηαη δεκηνπξγώληαο 

ραξαθηεξηζηηθέο ζπλαζξνίζεηο ηληδίσλ, ζε πνηθηιία ζπλζεθώλ (Tsiolaki et al., 2017c).  

Δπηπξόζζεηα, ε ζπλεπώαζε ηνπ C-πεπηηδίνπ κε ηελ ακπινεηδνγόλν ακπιίλε απνθάιπςε ηελ 

επηθξάηεζε ησλ ηληδίσλ ηνπ C-πεπηηδίνπ, ππνδειώλνληαο ηνλ πηζαλό αλεμπρλίαζην ξόιν ηνπ, 

ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο.  Η δηαθνξεηηθή απηή πξνζέγγηζε ζηε κειέηε ηεο ηλζνπιίλεο 

κπνξεί λα απνθαιύςεη ηηο ηδηόηεηεο ηνπ C-πεπηηδίνπ, ηόζν ζε θπζηνινγηθέο όζν θαη ζε 

παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο.  Σα απνηειέζκαηα πξνηείλνπλ όηη ηα επξήκαηα νιηγνκεξώλ πνπ 

θαηαγξάθνληαη ζε αζζελείο κε δηαβήηε ζα πξέπεη λα επαλεμεηαζηνύλ, ελώ ε ρξήζε ηνπ C-

πεπηηδίνπ σο θάξκαθν ζα πξέπεη λα ηεζεί πηζαλά ππν ακθηζβήηεζε.   

Η θιαζηεξίλε, κία πξσηεΐλε-ζπλνδόο πνπ θπζηνινγηθά δξα απνηξέπνληαο ηελ 

πξσηετληθή ζπζζσκάησζε, απνθαιύθζεθε όηη θέξεη έλα ηζρπξά ακπινεηδνγόλν πξνθίι.  

Πεηξακαηηθέο κειέηεο ζε ακπινεηδνγόλνπο θαζνξηζηέο ηεο α-αιπζίδαο ηνπ κνξίνπ, έδεημαλ 

όηη εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα απηννξγαλώλνληαη ζε ηλίδηα κε ηα ηππηθά ραξαθηεξηζηηθά 

ησλ ακπινεηδώλ ηληδίσλ, εμεγώληαο πηζαλά ηνλ ζπλεληνπηζκό ηεο θιαζηεξίλεο ζε 

ελαπνζέζεηο αζζελώλ πνπ πάζρνπλ από ηε λόζν ηνπ Alzheimer (Tsiolaki et al., 2017b).  Ο 

ιόγνο γηα ηνλ νπνίν ηα κόξηα-ζπλνδνί βξίζθνληαη ζηηο πξσηετληθέο ελαπνζέζεηο δελ είλαη 

μεθάζαξνο, θαζώο ε θύζε ησλ κνξίσλ δελ έρεη απνζαθεληζηεί (Calero et al., 2005; Calero et 

al., 2000).  Πηζηεύεηαη όηη πξόθεηηαη είηε γηα ηελ πξνζπάζεηα ησλ κνξίσλ-ζπλνδώλ λα 

ζεκάλνπλ κε-θπζηνινγηθά δηπισκέλα πξσηετληθά κόξηα πξνο απνηθνδόκεζε, είηε 

ζπκπαξαζύξνληαη θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο ακπινεηδνγέλεζεο, ιόγσ ηεο ξαγδαίαο εμέιημεο 

ηνπ θαηλνκέλνπ.  Σν άγλσζην κέρξη ζήκεξα ακπινεηδνγόλν πξνθίι κίαο πξσηεΐλεο-ζπλνδνύ, 

κπνξεί λα απνδεηρζεί ζεκαληηθή ηδηόηεηα γηα ηελ παξέκβαζε ζηελ ηληδνγέλεζε άιισλ 

πξσηετλώλ, θαζώο νη ζπλνδνί πξσηεΐλεο είλαη κόξηα πνπ ζπρλά έρνπλ κεγάιν αξηζκό 

αιιειεπηδξάζεσλ (Ellis and van der Vies, 1991). 

πλνιηθά, ε απηνζπγθξόηεζε ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, πνπ ζρεηίδνληαη κε 

ακπινεηδώζεηο, θαζνδεγείηαη από κηθξά ηκήκαηα ηεο αιιεινπρίαο ηνπο, πνπ εκθαλίδνπλ 

πςειό ακπινεηδνγόλν δπλακηθό θαη παίδνπλ πξσηαγσληζηηθό ξόιν ζηνπο κεραληζκνύο 

απηνζπγθξόηεζεο ηνπο.  Η αλαγλώξηζε ακπινεηδνγόλσλ θαζνξηζηώλ ζε πξσηεΐλεο είλαη 
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κέγηζηεο ζεκαζίαο, θαζώο απνηεινύλ ηδαληθνύο ζηόρνπο γηα θαξκαθεπηηθέο παξεκβάζεηο κε 

θαηάιιεινπο αλαζηνιείο.  Σαπηόρξνλα, ε απνθάιπςε λέσλ, άγλσζησλ κέρξη ζήκεξα, 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετληθώλ ζπζηεκάησλ κπνξεί λα ξίμεη θσο ζε αλεμεξεύλεηεο πηπρέο ησλ 

ζηεξενδηαηαμηθώλ αζζελεηώλ θαη πηζαλά λα αλαθαηεπζύλεη ηηο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο.  

Σα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα ηνπ ακπινεηδνγόλνπ C-πεπηηδίνπ, πνπ ρξεζηκνπνηείηαη σο 

επεξγεηηθό θάξκαθν ζε αζζελείο κε δηαβήηε ηύπνπ 1 ή δηαβήηε ηύπνπ 2, απνδεηθλύεη όηη ε 

ρξήζε πεπηηδηθώλ κνξίσλ σο θαξκαθεπηηθά ζθεπάζκαηα ζα πξέπεη λα ηεζεί ππν 

ακθηζβήηεζε, ελώ πεηξάκαηα θπηηαξνηνμηθόηεηαο επηβάιιεηαη λα επηβεβαηώζνπλ ηελ 

αζθάιεηα ζθεπαζκάησλ κε ακπινεηδνγόλεο ηδηόηεηεο.   
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4.3. Γεληθά πκπεξάζκαηα – Μειινληηθέο θαηεπζύλζεηο 

Μέρξη ζήκεξα, δελ έρεη αθόκα μεθαζαξηζηεί ν ιόγνο γηα ηνλ νπνίν ε 

ακπινεηδνγνληθόηεηα παξόηη είλαη γεληθεπκέλε ηδηόηεηα ησλ πνιππεπηηδηθώλ αιπζίδσλ 

εληνπίδεηαη in vivo κόλν ζε κεξηθέο από ηηο πξσηεΐλεο.  Παξά ηηο γλώζεηο πνπ έρνπκε 

απνθνκίζεη ζρεηηθά κε ηε ζπζζσκάησζε θαη ηελ ακπινεηδνγoληθόηεηα ησλ γλσζηώλ θαη ησλ 

λενεκθαληδόκελσλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, πνιιά είλαη ηα αλαπάληεηα εξσηήκαηα πνπ 

ρξεηάδεηαη λα δηαιεπθαλζνύλ.  Η ιεπηνκεξήο θαηαλόεζε ηεο απηνζπγθξόηεζεο / 

ζπζζσκάησζεο ηνπο, ε νπνία ζρεηίδεηαη κε ηελ εκθάληζε ελόο εύξνπο ζπκπησκάησλ ζε 

δηαθνξεηηθέο παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο, αλαδείρζεθε σο έλα πεδίν θαξκαθνινγηθνύ 

ελδηαθέξνληνο, θαζώο κεγάιν κέξνο ηεο εξεπλεηηθήο θνηλόηεηαο ζηνρεύεη ζην ζρεδηαζκό 

θαξκάθσλ πνπ αλαζηέιινπλ ησλ θαηαξξάθηε ησλ θαηλνκέλσλ.  Οη επηδησθόκελνη ζηόρνη 

ηνπ ζρεδηαζκνύ απηνύ έρνπλ πξνζαλαηνιηζηεί είηε ζηε κείσζε ηεο έθθξαζεο ηεο εθάζηνηε 

πξσηεΐλεο, είηε ζηελ αλαζηνιή ηεο ξαγδαίαο ζπζζσκάησζεο ηνπο ή ζηελ επηηάρπλζε ησλ 

δηαδηθαζηώλ απνκάθξπλζεο ησλ ιάζνο δηπισκέλσλ κνξίσλ, από ηνπο ηζηνύο ζηνπο νπνίνπο 

ελαπνηίζεληαη (Hardy and Selkoe, 2002).  Παξά ηηο πνιιά ππνζρόκελεο πξνθιηληθέο κειέηεο, 

πνπ είηε επηδξνύλ κε εθιεπηπζκέλεο ηερληθέο ζηα κνξηαθά κνλνπάηηα έθθξαζεο θαη 

σξίκαλζεο ησλ πξσηετλώλ, είηε εθκεηαιιεύνληαη ηηο ζύγρξνλεο ηερληθέο αλνζνζεξαπείαο, 

θακία ζεξαπεπηηθή ηαθηηθή δελ έρεη εκθαλίζεη κέρξη ζήκεξα νθέιε ζε αζζελείο (De-Paula et 

al., 2012).   

πγθεθξηκέλα, πνιιέο ζηξαηεγηθέο αλαζηνιήο πεξηιακβάλνπλ α) ην ζρεδηαζκό 

πεπηηδίσλ-αλαζηνιεώλ ηθαλώλ λα κεζνιαβνύλ ζην ζρεκαηηζκό ηεο cross-β δνκήο ησλ 

ηληδίσλ (Soto et al., 1998) (β-sheet blockers), β) πεπηηδίσλ-αλαζηνιέσλ αλζεθηηθώλ ζηελ 

πξσηενιπηηθή δηάζπαζε απνηεινύκελα από D-ακηλνμηθά θαηάινηπα, γ) πεπηίδησλ-

αλαζηνιέσλ κε ηξνπνπνηεκέλεο πιεπξηθέο αιπζίδεο (κεζπιίσζε ακηλνμηθώλ θαηαινίπσλ) 

θ.α. (Sun et al., 2012).  Μία ελδηαθέξνπζα πξνζέγγηζε, δεκνζηεπκέλε ήδε από ην 2004, 

παξνπζίαζε ηα απνηειέζκαηα πεπηηδίνπ πνπ αλαζηέιιεη ηελ εηδηθή αιιειεπίδξαζε ηνπ Αβ 

πεπηηδίνπ κε ηελ κνξηαθή ζπλνδό ηνπ, Απνιηπνπξσηεΐλε Δ, ηόζν in vivo όζν θαη in vitro, 

ηνλίδνληαο γηα πξώηε θνξά ηε ζεκαζία ησλ ζπλ-ελαπνηεζεηκέλσλ πξσηετλώλ ζηηο πιάθεο 

ηεο Alzheimer‟s, σο πηζαλά εξγαιεία αλαζηνιήο ηνπ πνιπκεξηζκνύ ηνπ Αβ πεπηηδίνπ 

(Sadowski et al., 2004).  Ο αλεμηρλίαζηνο, κέρξη θαη ζήκεξα, ξόινο ησλ πξσηετλώλ πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζπλ-ελαπνηεζεηκέλεο ζηηο ακπινεηδείο πιάθεο, αλαδεηθλύεη ηε ζεκαζία ησλ 

πξσηετληθώλ αιιειεπηδξάζεσλ (protein-protein interactions), ηόζν γηα ηελ εμέιημε ησλ 

ακπινεηδώζεσλ, όζν θαη γηα ηελ εύξεζε πηζαλώλ θαξκαθεπηηθώλ ζηόρσλ.  Καηάιιεια 
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ζρεδηαζκέλα κόξηα κπνξεί λα πξνθύςνπλ από ηελ ζηνρεπκέλε επέκβαζε ησλ εξεπλεηώλ ζε 

θάζε έλα από ηα δηάθνξα ζηάδηα ηεο βηνγέλεζεο, ηεο σξίκαλζεο, ή ηεο ζπζζσκάησζεο ησλ 

ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ, όπσο θαηά ηελ πξσηενιπηηθή σξίκαλζε, ή θαηά ηελ 

απηννξγάλσζε ή θαηά ηνλ νιηγνκεξηζκό ή θαηά ηελ ακπινεηδνγέλεζε θ.ν.θ.  Μία πξνθαλήο 

πξνζέγγηζε γηα ην ζρεδηαζκό ππνςήθησλ αλαζηνιέσλ ησλ ακπινεηδνγόλσλ πξσηετλώλ είλαη 

ε ζηνρεπκέλε δξάζε ζε κηθξά ηκήκαηα, πνπ έρνπλ πςειό ακπινεηδνγόλν δπλακηθό.  Η 

ρξήζε κηθξώλ πεπηηδηθώλ κνξίσλ κε πςειή ζπγγέλεηα σο πξνο ηηο ακπινεηδνγόλεο απηέο 

πεξηνρέο απνηειεί κία απνηειεζκαηηθή κεζνδνινγία ρακεινύ θόζηνπο γηα ηε ζηνρεπκέλε 

αλαζηνιή κε επηζπκεηώλ αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετλώλ–πξσηετλώλ.  
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“  Proposed aggregation pathways of CsgA (blue) and CsgB (green), the major 
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Journal of Structural 

Biology, Σόκνο 195, Σεύρνο 2 

 

“  A glimpse into the three-dimensional structure of human islet amyloid 

polypeptide (IAPP) amyloid fibrils. Louros et al. expose IAPP amyloid fibers to a 

micro-Raman laser line in distinct orientations and assess the structural moieties 

that contribute as vital parts of the amyloid fibril core.  ” 
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ABSTRACT
Protein aggregation is an active area of research in recent decades, since it is the most common and
troubling indication of protein instability. Understanding the mechanisms governing protein aggrega-
tion and amyloidogenesis is a key component to the aetiology and pathogenesis of many devastating
disorders, including Alzheimer’s disease or type 2 diabetes. Protein aggregation data are currently
found “scattered” in an increasing number of repositories, since advances in computational biology
greatly influence this field of research. This review exploits the various resources of aggregation data
and attempts to distinguish and analyze the biological knowledge they contain, by introducing pro-
tein-based, fragment-based and disease-based repositories, related to aggregation. In order to gain a
broad overview of the available repositories, a novel comprehensive network maps and visualizes the
current association between aggregation databases and other important databases and/or tools and
discusses the beneficial role of community annotation. The need for unification of aggregation data-
bases in a common platform is also addressed.
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Introduction

From finding novel anti-amyloid drugs, to engineering solid
biomaterials or designing successful biopharmaceutical prod-
ucts, a broad spectrum of questions remain to be answered,
regarding the principles governing protein aggregation or
amyloidogenicity [1–5]. The abnormal deposition of protein
aggregates results in the disruption of the normal function
of various tissues and organs and causes the onset and pro-
gression of a wide spectrum of diseases [6–8]. While the
causal role of aggregation in disorders has not been estab-
lished [9], the widespread phenomenon of protein aggrega-
tion interferes even with biotechnological routines [10].
Importantly, the same disease-related proteins (or peptides)
may assemble to form amyloid fibrils in vitro [11] or during
their physiological roles [12–14].

Protein aggregation indicates the biological processes by
which stable complexes stem from an abnormal protein
assembly. Under destabilizing conditions, proteins, unable to
gain their proper native three-dimensional structure, are led
to the formation of insoluble misfolded protein aggregates
[15]. Aggregates are recorded as either “amorphous” or
“ordered amyloid aggregates”. Namely, amyloid fibrils refer
to highly ordered protein aggregates characterized by typical
cross-b diffraction patterns [16,17], unique morphologies
[18] and specific tinctorial properties [19]. Their remarkable
stability is the result of a rigid core structure, enhanced by
cooperative hydrogen bonding [20].

The genesis of highly ordered amyloid aggregates is
reported as amyloidogenesis or amyloidogenicity, while the
underling mechanisms of misfolding have long been studied
with experimental [21], computational [22] and theoretical
methods [23]. A wealth of detailed information about the
structural conversion from a soluble protein into elongated
b-sheet protein aggregates introduced different theories of
protein fibrillation [24,25]. Putative models propose destabil-
ization and unfolding of the native structure, triggering a
cascade of time-dependent events where protected "aggrega-
tion-prone" regions become exposed and nucleate the aggre-
gation process [26–28]. Other experimental kinetic studies
revealed a mechanism analogous with the process of crystal
growth, since intermediate species gradually polymerize to
form oligomers, substructures such as filaments or protofi-
brils and subsequent mature amyloid fibrils [29].

Currently, a vast amount of information about protein
aggregation and amyloidogenicity is deposited in separate
online collections, but has not received yet a lot of attention
in the field of protein aggregation research. Complete and
up-to-date databases are essential for the biological and
medicinal research [30,31]. In abstracted terms, biological
databases embody repositories of organized biological know-
ledge, which are invaluable for the researchers, who attempt
to quickly find the appropriate resources for resolving their
research questions. The availability of specialized resources
has changed the way biologists study the phenomenon of
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protein misfolding, by broadening the focus from a single
protein assay to the systematic analysis of aggregation.

In this review, we outline the repositories that are rele-
vant with this field of research, by mining all freely and
publicly available datasets and databases of amyloidogenic
proteins, "aggregation-prone" peptides, aggregation disorders
and amyloidoses. We also elucidate the interconnections
between separate databases, by creating a network, defined
by our own classification scheme, and discuss the challenges
for developing a new and unified database of protein
aggregation.

Protein aggregation databases

The scattered knowledge of protein aggregation data desig-
nates the outstanding need for introducing protein aggrega-
tion databases to the research community.

The need for protein aggregation databases

The phenomenon of protein aggregation and the subsequent
formation of highly ordered aggregates attracted consider-
able attention and became an area of intense research [32].
Computational work over the past 15 years or so, assisted in
the development of various tools, in an effort to predict and
analyze the aggregation profile of proteins [33–35]. Since
in silico methods were at the time based on selected data
from random molecular databases or the ample existing lit-
erature, an imperative need for aggregation-related data to
be organized, accessible, and easily retrieved, arises. Hence,
the availability of data stored in ideally designed protein
aggregation databases changed the way researchers study
these aggregation phenomena and contributed to significant
advances in biological, medical and – even – clinical
processes.

Universal protein databases, such as UniProtKB [36],
contain high-quality computationally analyzed records,
enriched with automatic annotation and classification, but
the extraction of information can be complex due to the
large amount of data and the diversity of protein families.
Commonly, fully annotated entries in general databases are
tagged with controlled “vocabulary keywords” that can
be used to retrieve particular subsets of entries [37].

However, advanced computational techniques should accom-
pany this search procedure, in order to track down entries
related, for example, to “amyloid formation” or
“amyloidosis”. Therefore, it emerges the essential need for
specialized databases dedicated to protein aggregation.

Classification of protein aggregation repositories

A list of protein aggregation repositories was prepared and
is presented in Table 1 and Table 2. Available details on
repositories with experimental conditions are gathered in
Table 3. Figure 1 maps all the interconnections between pro-
tein aggregation databases, analyzed and discussed below.

Amyloidogenic datasets
Amyloidogenic datasets were the primary repositories of
protein aggregation data, originally helping to facilitate the
development, validation or testing of new algorithms.
Nowadays, with the avalanche of genomic and proteomic
sequences generated in the postgenomic era, many of these
datasets are deposited in various reference databases [38].
However, a vast amount of data can only be obtained
through literature searches. Besides their exploitation in
experimental research, collecting these data contributes to
the study of amyloidogenic or “aggregation-prone” proteins,
since they can act as scaffolds for developing powerful and
efficient computational methods.

An early example of a collection of amyloidogenic pepti-
des was designed by Lopez de la Paz and Serrano in 2003
[22], by systematically replacing residues of the de novo
designed amyloidogenic peptide STVIIE, with all known nat-
ural amino acids, in an attempt to elucidate the principles of
amyloidogenicity. This dataset has proved extremely import-
ant for experimental researchers, a fact established from
almost 274 citations. Two additional, individual sets of amy-
loidogenic peptides, AmylHex and AmylFrag, were gathered
carefully to evaluate the 3D profile method [39]. The first
dataset included peptides from the aforementioned Lopez de
la Paz dataset, together with protein fragments derived from
insulin, b2-microglobulin, amylin (also called IAPP) and tau,
whereas the second exploited experimentally verified amyloi-
dogenic peptides, identified by various researchers in the lit-
erature [40]. Another example, AmyloBase [41], a currently

Table 1. Amyloidogenic datasets of protein aggregation.

Dataset Dataset Description Reference

Lopez de la Paz Collection Variations – mutants of the STVIEE peptide [22]
AmylHex 158 peptides; 67 amyloid-forming and 91 non-amyloid-forming peptides experimentally

verified
[39]

AmylFrag 45 amyloidogenic fragments of proteins experimentally verified [39]
AmyloBase Experimentally determined kinetic data about oligomer or amyloid fibril formation [41]
Hexpepset 2452 hexpeptides; 1226 amyloid-forming and 1226 non-amyloid-forming [42]
TANGO Dataset 71 peptides derived from human disease-related proteins (prion protein, lysozyme and b2-

microglobulin)
[65]

AGGRESCAN Dataset 160 natively globular proteins; 51 intrinsically disordered proteins; 38 soluble proteins, over-
expressed in bacteria; 121 proteins forming inclusion bodies, overexpressed in bacteria; 57
amyloidogenic proteins

[44]

AMYLPRED Dataset 12 amyloidogenic proteins with know 3D structures, exposing experimentally or computation-
ally verified peptides

[27,45]

The majority of the datasets play a key role in the development, validation or testing of the reported algorithms, while others published independently as large-
scale proteomic analyses. A brief description for each dataset is provided.
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unavailable collection, was described as a nascent list of
experimentally determined data, regarding oligomer or
amyloid formation, which was created to support the devel-
opment of future amyloid prediction methods. It should also
be mentioned that datasets based on various rational con-
cepts were created for many remarkable aggregation predic-
tion methods (Pafig [42], TANGO [43], AGGRESCAN [44],
AMYLPRED [45] and AMYLPRED2 [27]). It should be
noted that, although datasets are usually hidden components
of computational methods, they can prove to be extremely
valuable assets to researchers. Well-known amyloidogenic
datasets are listed in Table 1.

Protein-based databases
Protein-based libraries of aggregation and amyloidogenicity,
introduced soon after the onset of protein aggregation
research, are consistent protein repositories that improved
the data access to specialized users.

Although amyloid fibrils from different proteins share
common ultrastructures, the amino acid composition and
native structures of the proteins, associated with amyloid
diseases, have been found to be highly variable [46]. A sig-
nificant first attempt to accumulate information of amyloi-
dogenic proteins was the fibril_one online database,
published back in 2002 [47]. The main idea behind the

Table 2. Classification of protein aggregation databases.

Category Database Database Contents URL Availability User Annotation Reference

Protein-based fibril_one 250 mutations and experi-
mental conditions, dis-
eases associated with 22
amyloidogenic proteins

http://www.bioinformatics.
leeds.ac.uk/group/online/
fibril_one

N/A N [47]

ZipperDB Amyloidogenic profiles of
proteins in 76 different
genomes

https://services.mbi.ucla.edu/
zipperdb/

A N [40]

AMYPdb Amyloid precursor families of
600 organisms and their
amino acid sequence
signatures

http://amypdb.genouest.org/
e107_plugins/amypdb_
project/project.php

A Y [49]

CreateFibril Three-dimensional fibril
models of HETs, Ab and
amylin

http://amyloid.cs.mcgill.ca/
database/index.html

A N [51]

Fragment-based WALTZ-DB Experimentally characterized
amyloid-forming and non-
amyloid-forming
hexapeptides

http://waltzdb.switchlab.org/ A N [58]

CPAD Peptides related to amorph-
ous or amyloid
aggregation

http://www.iitm.ac.in/bio-
info/CPAD/

A Y [61]

AmyLoad Amyloidogenic and non-
amyloidogenic protein
fragments, experimentally
or computationally
characterized

http://comprec-lin.iiar.pwr.
edu.pl/amyload

A Y [63]

Disease-based Mutations in Hereditary
Amyloidosis

Mutations in hereditary amy-
loidoses related with 8
amyloidogenic proteins

www.amyloidosismutations.
com

A Y [67]

ALBase Nucleotide and amino acid
sequences of immuno-
globulin light chains of
patients with AL
amyloidosis

http://albase.bumc.bu.edu/
aldb/

A N [71]

AlzGene Genetic association studies
in the field of Alzheimer’s
disease

http://www.alzgene.org/ A N [72]

PDGene Genetic association studies
in the field of Parkinson’s
disease

http://www.pdgene.org/ A N [73]

PDbase Gene and genetic variations
of Parkinson’s disease

http://bioportal.kobic.re.kr/
PDbase/

N/A N [74]

AD&FTDMD Mutations of the Alzheimer’s
disease and frontotempo-
ral disorders, reported in
the literature, directly
submitted or communi-
cated at scientific
meetings

http://www.molgen.ua.ac.be/
admutations/

A Y [75]

Amyloidosis Foundation Informal data on selected
forms of amyloidoses

http://www.amyloidosis.org/ A N –

ProADD Information for 600 proteins
involved in 12 aggrega-
tion diseases

http://bicmku.in/ProADD A N [76]

Databases are categorized as protein-based repositories, fragment-based repositories and disease-based repositories. The contents, the availability (N/A: not avail-
able; A: available) and the corresponding URL of each database are provided. User annotation availability is also included (Y: yes or N: no).

AMYLOID 3

http://www.bioinformatics.leeds.ac.uk/group/online/fibril_one
http://www.bioinformatics.leeds.ac.uk/group/online/fibril_one
http://www.bioinformatics.leeds.ac.uk/group/online/fibril_one
https://services.mbi.ucla.edu/zipperdb/
https://services.mbi.ucla.edu/zipperdb/
http://amypdb.genouest.org/e107_plugins/amypdb_project/project.php
http://amypdb.genouest.org/e107_plugins/amypdb_project/project.php
http://amypdb.genouest.org/e107_plugins/amypdb_project/project.php
http://amyloid.cs.mcgill.ca/database/index.html
http://amyloid.cs.mcgill.ca/database/index.html
http://waltzdb.switchlab.org/
http://www.iitm.ac.in/bioinfo/CPAD/
http://www.iitm.ac.in/bioinfo/CPAD/
http://comprec-lin.iiar.pwr.edu.pl/amyload
http://comprec-lin.iiar.pwr.edu.pl/amyload
http://www.amyloidosismutations.com
http://www.amyloidosismutations.com
http://albase.bumc.bu.edu/aldb/
http://albase.bumc.bu.edu/aldb/
http://www.alzgene.org/
http://www.pdgene.org/
http://bioportal.kobic.re.kr/PDbase/
http://bioportal.kobic.re.kr/PDbase/
http://www.molgen.ua.ac.be/admutations/
http://www.molgen.ua.ac.be/admutations/
http://www.amyloidosis.org/
http://bicmku.in/ProADD


creation of this collection was based on how different muta-
tions affect fibrillogenesis of known amyloidogenic proteins.
Nearly 250 mutations and 50 experimental conditions asso-
ciated with 22 proteins constitute fibril_one, a database
riddled with information, yet currently unavailable to the
public.

The concept of deciphering the factors responsible to
drive a protein into the amyloid state allowed Goldschmidt
et al. in 2009 to introduce the amylome, the "universe" of
amyloidogenic proteins, by predicting the aggregation profile
of every protein in 76 genomes. Notably, following
UniProt’s footsteps, ZipperDB [40] was created to store a
large-scale amyloidogenic analysis on different genomes. All
database entries are proteins segregated in computationally
predicted, overlapping peptide segments. Structural model-
ling was used in order to evaluate the possibility that a par-
ticular protein stretch can form a tightly packed interface
with an identical stretch and participate in the formation of
a steric zipper [48]. This computationally derived repository
is a unique approach, which uses solely structural informa-
tion to predict protein stretches, “prone” to give rise to an
amyloid spine. The user can browse the database for each
genome or submit queries using a protein’s name, a peptide
sequence or a genome’s name. Nonetheless, an account is
necessary to perform any of the prior actions.

On the contrary, AMYPdb [49], a database of 31 selected
amyloid precursor families, serves the purpose of in silico
collecting all amyloidogenic peptide signatures among nearly
600 organisms. The idea that the propensity of a protein to
aggregate into typical amyloid fibrils varies greatly, depend-
ing on the amino acid sequence or the cellular environment,
enabled the development of a database, based on known
PROSITE protein patterns [50]. Each precursor entry in
AMYPdb is thoroughly analyzed and annotated, including a
brief description, information about the primary and the
secondary structure and finally, a list of sequences matching

the PROSITE pattern of the precursor protein. Among the
available functions, an advanced search engine allows the
complex navigation on the stored data, while implemented
methods enable the calculation of several physicochemical
parameters or the amyloidogenic profile of a query protein.
The main advantage of AMYPdb is the benefit to create cus-
tomized working sets of proteins, authorizing the interactive
operation of the user. This repository is eventually a compu-
tational effort to extract accurate data of potential amyloido-
genic proteins among different organisms.

Meanwhile, the prominence of amyloid deposits in many
diseases raised the question of how misfolded proteins inter-
act at atomic level, and thus, much effort has been spent on
elucidating the three-dimensional structure of amyloid
fibrils. Amyloid assemblies can be extremely diverse as a
result of amyloid polymorphism, a common phenomenon
even for fibrils formed from an identical sequence. An
extremely specialized database of classified fibrillar shapes
and hyperstructures of proteins well known to self-assemble
into amyloid fibrils was constructed by Smaoui et al. [51].
CreateFibril database is basically a computationally calcu-
lated collection of stable polymorphic fibril models of HETs,
Ab and amylin proteins, along with their structural energy
landscapes, produced by the CreateFibril tool [51].

Fragment-based databases
It has been generally established that short protein segments
can nucleate the fibrillation of polypeptide chains, since they
intrinsically exhibit the tendency to drive a native protein to
the amyloid state [52]. The moment this observation
emerged, the research interest redirected from the study of
native proteins into short protein stretches [53–56].
Computational approaches for investigating the aggregation
profile of proteins and detecting “aggregation-prone” seg-
ments in proteins have been explicitly reviewed [33–35,57].
Several biological databases are dedicated to such short

Table 3. Contents of aggregation datasets and databases with in vitro experimentally verified data.

Aggregation Repositories

Features

AvailabilityMethodology Additional Data

Lopez de la Paz Collection Transmission electron microscopy, Fourier
transform infrared spectroscopy, X-ray
fibre diffraction, circular dichroism

Buffer name and concentration, peptide con-
centration, ionic strength, pH,
temperature

A

AmyloBase – Kinetic details (seconds of lag phase, sec-
onds of t

1=2, exp. value), mutation type,
pH, temperature, ionic strength, solvent
additives, solvent cofactors, protein/pep-
tide concentration

N/A

fibril_one – – N/A
WALTZ-DB Transmission electron microscopy, Fourier

transform infrared spectroscopy, circular
dichroism, ProteoStat dye

– A

CPAD Fluorescence, light scattering, immunofluor-
escence, turbidity measurements, thiofla-
vin T dye, Congo red dye, thioflavin S dye

Mutation type, temperature range, pH range,
buffer name and concentration, ionic
name and strength, protein/peptide con-
centration, solvent additives

A

AmyLoad Transmission electron microscopy, X-ray fibre
diffraction, Fourier transform infrared
spectroscopy, circular dichroism,
ProteoStat dye, Congo red dye

Peptide concentration, pH, ionic strength A

Features of experimental-derived repositories of protein aggregation are listed below. The availability of each repository is provided (N/A: not available; A:
available).
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segments; we describe these fragment-based repositories
thoroughly below and in Table 2.

WALTZ-DB [58] is the first elaborate collection of amy-
loidogenic and non-amyloidogenic hexapeptides, inspired
and created by the developers of Waltz algorithm [59]. This
database assembles experimentally characterized peptides in
one extended and detailed collection. The collection contains
hexapeptides derived from different sources, yet annotated
in detail, regarding their amyloidogenic capacities. The avail-
able experimental data, together with the structural charac-
terization following Eisenberg’s classification [60], are a
useful addition for peptide specialists. The accessibility on
experimental details and/or experimental material, accompa-
nying each peptide entry, allows researchers to independ-
ently evaluate the quality of data (Table 3). Among the
advantages of WALTZ-DB is the choice of the user to filter
information, by using the search engine and particularizing
their query.

Moving a step further, Thangakani et al., recognizing the
expanding interest of researchers in the field of protein
aggregation, developed the Curated Protein Aggregation

Database (CPAD) [61]. This database ventured to assemble
current information on peptide aggregation and thus is a
collection of peptides that are related either to fibril forma-
tion or amorphous aggregation. Particularly, an accurate dis-
tinction between amyloid-forming peptides of different
lengths and amorphous or non-amyloid-forming peptides is
available, whereas additional structural information of pepti-
des with known 3D structures is provided, with external
links to PDB [62].

A great supplement in fragment-based databases is a
repository aiming at bringing together amyloidogenic
sequences from all major sources, in a common platform.
AmyLoad consolidated a great majority of the currently
available amyloidogenic and non-amyloidogenic sequences
in an effort to collect all fragment data of amyloidogenesis
[63]. Developers made a special effort to merge validation
datasets of different prediction methods (AGGRESCAN
[64], TANGO [65], AmylHex and AmylFrag [40]), along
with data obtained from the literature. Entries are easily
accessible and information is carefully organized, while
interconnections with other available databases and

Figure 1. A directed network representing interconnections between protein aggregation databases with other databases and computational tools. Each database
or computational tool is represented as a node, whereas interactions between neighbouring nodes are visualized as edges. Incoming and outcoming edges are
used to describe the directed flow of information within the network. Protein aggregation databases are sorted in three distinct categories, as described in
Classification of Protein Aggregation Repositories Section. Specifically, databases dedicated to amyloid disorders and other aggregation diseases are shown in light
grey (group on the right), databases that provide information regarding “aggregation-prone” segments in protein sequences in dark grey (group on the bottom)
and databases that contain amyloidogenic proteins in black (group on the top). The node shape is used to discern the different components of the network.
Protein aggregation databases are depicted as rectangles (�), whereas other databases are depicted as circles (�). Noteworthy, prediction algorithms, presented as
diamonds (�), are computational tools utilized or implemented explicitly in the creation of aggregation databases and can be either relevant to protein aggrega-
tion or provide other important utilities for the repositories in which they are found, despite not being aggregation specific. Aggregation prediction algorithms pre-
sented in this figure are extensively reviewed in other works [33–35]. Dashed lines reveal the connections between databases, while solid lines are used to depict
the connections between aggregation databases and computational tools. Two elements are considered connected when a hyperlink exists from the source elem-
ent to the target. In particular, dashed lines connect aggregation databases with other databases and solid lines connect aggregation databases with computational
tools. The visualization of the protein aggregation databases network was executed using the open source program Cytoscape [77]. Databases and tools that are
not mentioned in the main text are referenced in Table 4.
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computational methods compose a user-friendly interface
(see Database interconnections in Figure 1). For instance,
for a given peptide, researchers can obtain in-depth infor-
mation, such as the experimental preparation of the sample
or the name of the disease related with each record. A major
benefit for the research community is the availability of the
experimental methodology, used for the verification of amy-
loidogenicity for each peptide entry (Table 3).

Disease-based databases
According to Sipe et al., amyloidogenic proteins can either
give rise to distinct amyloidoses, or can play a pathological
role in neurodegenerative or endocrine diseases that are
actually not classified as amyloidosis, from a clinical view-
point [8]. Amyloidoses constitute a remarkably heteroge-
neous group of diseases that have been studied extensively
and undergone various classifications (localized or systemic,
primary or secondary, mesenchymal or parenchymal) [66].

Hereditary amyloidosis is the type of disease, caused by
inheriting a particular gene mutation. Mutations in
Hereditary Amyloidosis database [67] merges the need of
the clinical and scientific community for accessing informa-
tion about new mutations and phenotypes in hereditary
amyloidosis. The database contains information about genes,
related to different forms of amyloidosis, and is enhanced
with a brief description of known clinical phenotype or eth-
nicity, allowing a more complete understanding of the rela-
tionship between genes and the trait of a disease. External
reference resources to Medline [68] and OMIM [69] assist
in “spanning” clinical and available online knowledge on
such amyloidoses.

A few databases have been designed to accumulate know-
ledge for specific disorders related to amyloid formation.
Light chain amyloidosis (or AL amyloidosis) is the most com-
mon type of systemic amyloidosis, mainly associated with
plasma cell dyscrasia [70]. The dominance of this systemic
form in the developed world triggered the creation of the
ALBase [71], a repository of the primary sequences of
immunoglobulin light chains of patients with AL amyloidosis,
containing 4364 nucleotide and amino acid sequences of
immunoglobulin light chains. AlzGene [72], PDGene [73]
and PDbase [74] are disease-based databases dedicated to the
Alzheimer’s disease (AD) and Parkinson’s disease (PD). The
aforementioned neurodegenerative diseases have high preva-
lence worldwide and are responsible for a great number of
deaths globally in recent years. AlzGene and PDGene gather
and comprehensively catalogue all genetic association studies
in the field of Alzheimer’s and Parkinson’s disease, respect-
ively, whereas PDbase present an in-depth collection of
molecular characteristics, governing aggregation in
Parkinson’s disease. Another approach in Alzheimer’s disease
is available through the Alzheimer Disease & Frontotemporal
Dementia Mutation Database (AD&FTDMD) [75], a plat-
form that aims at collecting all known gene mutations related,
in general, to the Alzheimer’s disease and frontotemporal
dementias (FTD). Finally, Amyloidosis Foundation [60],
known mainly as a forum rather than a scientific database,
contains informal recorded information on selected forms of

amyloidoses and raises awareness for these rare forms of dis-
eases to the general public.

While a range of overwhelming human diseases is known
to be associated with the formation of highly organized pro-
tein aggregates, deposition of amorphous protein aggregates
could also be related to the onset of other aggregation dis-
eases. The tremendous impact of several amyloidoses world-
wide, though, concealed the presence of other significant
disorders, caused by protein aggregation. In contrast to the
specialized amyloid databases above, ProADD holds details
of around 600 proteins involved in aggregation diseases
[76]. Proteins in ProADD are annotated and categorized as
aggregating proteins or intrinsically disordered proteins,
based on data gathered from literature or by utilizing avail-
able prediction algorithms. Unfortunately, the usefulness of
this library is limited, as protein data are not currently
available.

Interconnections between protein aggregation
repositories

In order to further analyze the functional "interactions"
between the above databases, we constructed a directed
graph, utilizing Cytoscape [77]. A graph or network (inter-
changeably used terms) consists of a set of nodes, represent-
ing entities of interest, and a set of edges, signifying specific
relationships between them. Namely, a directed graph has
ordered pairs of edges with directions from a certain node
to another and is mainly used to describe procedures with a
specific flow of information.

Following a systematic approach, protein aggregation
databases and their implemented or integrated tools were
collected. Data were divided as protein aggregation/amyloid
databases (rectangle node shape), other databases (circle
node shape) and tools (diamond node shape). A number of
well-known repositories and computational methods, not
strictly related to protein aggregation, were intentionally
gathered, so as to visualize the way repositories, dedicated to
protein aggregation, implement other databases, methods or
tools. Incoming and outcoming arrows were used to map
the context-specific information propagation (Figure 1).

Figure 1, illustrating connections between repositories and
computational tools, provides a frame for the interpretation
of links among protein aggregation repositories. This net-
work-based representation is evidently presenting that there
are no direct links between any of the databases dedicated to
protein aggregation. AlzGene and PDGene are the only
exception, since they depict extreme interconnectivity with
other databases, compiling data from genetic association
studies [78,79]. Fragment-based databases (dark grey rectan-
gles) are strongly interconnected with aggregation prediction
tools (Waltz, FoldAmyloid, PASTA, TANGO, etc.), a reason-
able finding as predicted aggregation rates are the basis of
discovering short protein segments. Protein-based collections
(black rectangles) implement only a few prediction methods;
however, they form connections with major protein databases
(UniProtKB, PDB). In turn, databases related to aggregation
diseases (light grey rectangles) exhibit extremely low
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connectivity with the entire network, since only three out of
seven collections have external links to other computational
tools or databases. UniProtKB [36] and PDB [62], two well-
annotated and comprehensive resources, are the databases
with external links from the majority of protein and frag-
ment-based databases, since three (3) and six (6) incoming
edges were recorded, respectively. However, neither of these
databases has explicit or implicit links to amyloid-related
repositories (no outcoming edges) (Table 4).

The graphical visualization of the aforementioned data-
bases (Figure 1, Table 4) emphasizes the necessity to con-
centrate additional knowledge regarding protein aggregation
and consequently create connections between them and
other online resources, in order to make data mining more
efficient for the scientific community. Our graph is believed
to contribute towards putting forward alternative strategies
in merging data between different groups of repositories.

Moving to aggregation-related data, more rigorous studies
should take place, since data include a considerable amount
of redundancy. Although it is unlikely that one database will
be the collection of choice in all circumstances, a major
restriction for researchers is that only few repositories keep
key details on experimental conditions of protein aggrega-
tion (Table 3). A problem that needs to be solved is the het-
erogeneity of the records, even within the same group of
aggregation databases. A potential format standardization
would sustain the data usefulness and would allow the
effortless comparison among data from different sources.

Advancements in computationally based or experimental-
based databases from various research groups will upgrade
the quality of data and will accelerate protein aggregation
research worldwide. It is also expected that aggregation
repositories will be valuable "partners" for the experimental
community, when they will be able to provide a common
protein aggregation platform of non-redundant data in a
uniform way.

User annotation of protein aggregation

A stimulating and a particularly useful feature available in
some of the aforementioned repositories is the choice of the

community annotation [49,61,63,67,75]. In general, the pri-
mary goal of a scientific database is the accurate and com-
prehensive demonstration of the data, along with the
effortless accessibility for the scientific community. The
ever-increasing demand of experimental data, though, neces-
sitates the constant update of the available knowledge, a
challenging attempt for specialized or "small-scale" reposito-
ries, such as databases dedicated to aggregation and amyloi-
dogenicity. To address this issue, apart from the common
database curation, the user annotation feature permits
researchers to outsource their experimental or computational
results and eventually supports the compilation of the avail-
able biological knowledge. Namely, five out of thirteen data-
bases, reviewed herein, implement – to some extent – the
user "interaction" and allow the submission of relevant data.
The synergy between the database curators and the scientific
community is a fruitful attempt to improve specialized repo-
sitories dedicated to protein aggregation. The user annota-
tion availability for every database is presented in Table 2.

Conclusions

A field that is receiving renewed emphasis, both computa-
tionally and experimentally, is the elucidation of the molecu-
lar mechanisms that drive protein aggregation and
amyloidogenesis. A variety of protein aggregation databases
recently emerged, ranging from general collections of amy-
loidogenicity, to specialized disease databases, bearing vari-
ous utilities. This review provides a brief analysis of
available protein aggregation repositories that fulfil diverse
needs and can be divided into four distinct categories,
namely amyloidogenic datasets, protein-based repositories,
databases dedicated to "aggregation-prone" fragments of pro-
teins and, finally, disease-based collections (Table 1 and
Table 2). A more clear representation of the association
among the protein aggregation repositories is graphically
displayed herein (Figure 1). Apparently, interconnections
between various collections are scarce and thus, there are
several limitations in the combined mining of the databases
for information regarding protein aggregation (Table 4).
Contrary to computational tools, databases require

Table 4. Detailed interconnections between aggregation databases and other databases or tools, derived from the analysis of the directed network (Figure 1).

Aggregation Database Other Database Computational Tool

fibril_one PDB [62] UniProtKB [36] GenBank [80] CLUSTALW [81] PHD [82] DSSP [83]
ZipperDB PDB [62] Blast [84] 3D Profile method [39]
AMYPdb Wikipedia PROSITE [50] UniProtKB [36] PDB [62] Salsa [85] Pafig [42] Fold Amyloid [86] Waltz [59]

PASTA [87] TANGO [43] AGGRESCAN [64]
WALTZ-DB PDB [62] TANGO [43] PASTA [87] Waltz
CPAD UniProtKB [36] PDB [62] NET-CSSP [88] GAP [89] AMYLPRED2 [27] BETASCAN

[90] Zyggregator [91] DSSP [83] Waltz [59] PASTA
[87] TANGO [43] AGGRESCAN [64] FoldAmyloid
[86]

AmyLoad AGGRESCAN [64] FoldAmyloid [86] FISH Amyloid [92]
Mutations in Hereditary Amyloidosis GenBank [80] MedLine [68] OMIM [69]
AlzGene PDGene [93] SZGene [78] MSGene ALSGene [93]
PDGene AlzGene [72] SZGene [78] MSGene ALSGene [93]
PDbase BioCarta Models [79] GAD [94] HGMD [95] HPRD [96]

KEGG [97] OMIM [69]
ProADD PDB [62] DisProt [98] AGGRESCAN [64]

Each aggregation database, highlighted in bold, occupies the first column and is related to other databases and computational tools, listed in the second and
third column, respectively. Apparently, the association between aggregation databases is poor, with the exception of AlzGene and PDGene, since only two aggre-
gation databases are included in the second column.
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continuous annotation and as a result, an existing problem
is the need of incorporating protein aggregation data into
ideally designed databases. The experimental and the com-
putational community should universally join forces by
exploiting user annotation, during the study of amyloidoge-
nicity. It is hoped that, in years to come, databases contain-
ing protein aggregation data will undergo a unification and
standardization, following the example of major biological
databases such as UniProtKB, where protein sequence infor-
mation, in its entirety, can be accessed through a single
database.
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Abstract

Protein-protein interactions are the quintessence of physiological activities, but also partici-

pate in pathological conditions. Amyloid formation, an abnormal protein-protein interaction

process, is a widespread phenomenon in divergent proteins and peptides, resulting in a vari-

ety of aggregation disorders. The complexity of the mechanisms underlying amyloid forma-

tion/amyloidogenicity is a matter of great scientific interest, since their revelation will provide

important insight on principles governing protein misfolding, self-assembly and aggregation.

The implication of more than one protein in the progression of different aggregation disor-

ders, together with the cited synergistic occurrence between amyloidogenic proteins, high-

lights the necessity for a more universal approach, during the study of these proteins. In an

attempt to address this pivotal need we constructed and analyzed the human amyloid inter-

actome, a protein-protein interaction network of amyloidogenic proteins and their experi-

mentally verified interactors. This network assembled known interconnections between

well-characterized amyloidogenic proteins and proteins related to amyloid fibril formation.

The consecutive extended computational analysis revealed significant topological charac-

teristics and unraveled the functional roles of all constituent elements. This study introduces

a detailed protein map of amyloidogenicity that will aid immensely towards separate inter-

vention strategies, specifically targeting sub-networks of significant nodes, in an attempt to

design possible novel therapeutics for aggregation disorders.

Introduction

The cellular and molecular mechanisms that underlie protein misfolding are a matter of major

concern for studies conducted in several scientific centers all over the world. Under denaturing

conditions, a growing number of proteins and peptides that fail to fold properly into their

native structure, are led to the formation of highly ordered, insoluble aggregates, the so-called

amyloid fibrils [1]. Amyloidogenicity, the ability of proteins to self-assemble into these well-

defined fibrillar structures, was initially associated with a group of functionally unrelated pro-

teins [2]. Meanwhile, targeted in vitro experiments revealed that amyloid formation is a uni-

versal phenomenon for polypeptide chains [3] and thus, this concept was the onset of a new
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era in protein misfolding, since a great number of novel amyloidogenic proteins and peptides

were uncovered [4]. Noteworthy, proteins, ranging from bacteria to humans, have been also

found to adopt the same amyloid architecture, as part of their nature [5, 6]. A vast amount of

data, regarding amyloid fibril formation, present both in pathological and physiological condi-

tions, is currently organized into freely available databases [7–11].

Amyloid fibril formation is widely observed and directly linked to the pathology of a range of

widespread human diseases, known as amyloidoses [2]. Amyloidoses are a group of aggregation-

disorders, where full-length amyloidogenic proteins or fragments of larger amyloidogenic pro-

tein precursors, precipitate and deposit, forming amyloid plaques and resulting in organ or tissue

dysfunction [12, 13]. Literature data indicate the implication of more than one amyloidogenic

proteins in the evolution of different amyloidoses. In the case of Senile Systemic Amyloidosis,

co-operation of several Apolipoproteins and ATTR is recorded [14, 15], whereas in Alzheimer’s

disease, apart from Aβ, proteinaceous components such as ACys, ATTR and AGel were found

[16]. To date, the extent to which co-deposition in amyloid plaques has impacted the develop-

ment of amyloidoses between putative unrelated amyloidogenic proteins, remains unclear.

Experimental work over the past ten years has revealed an intriguing, synergistic phenome-

non between amyloidogenic proteins [17]. In vitro experiments highlighted the capacity of Aβ
peptide under specific conditions to seed the polymerization process for α-synuclein [18], Tau

[19] or APrp protein [20]. Similar experiments were performed on several well-characterized

amyloidogenic proteins [21–23]. Further to in vitro assays, animal models demonstrated the

co-deposition of Aβ and Tau proteins [24] or APrp protein [20] in transgenic models. How-

ever, a hidden perspective emerges from this molecular association; amyloid “cross-seeding”

could explain mechanistically the way by which misfolded proteins co-deposite, and propose

possible, attractive candidates for the development of novel therapeutic strategies of aggrega-

tion-related diseases. An apt example towards this direction is the protective role of the amy-

loidogenic ACys in neurodegenerative diseases [25].

The interactomes [26, 27], a systems biology approach, were viable complements to proteo-

mics, in an attempt to look at “the big picture” of protein-protein interactions (PPIs). Gaining

a proper understanding of PPIs contributed to several problems in the field of biological and

medical research [28–30] and served as a reference for further targeted experimentation [31].

Systematic PPI studies are essential, in order to fully comprehend the molecular mechanisms

that trigger human diseases [32, 33]. However, a subject poorly explored so far is deviating

PPIs associated with amyloidogenic/amyloid forming proteins. To date, only a few studies uti-

lized a protein interaction network framework, to obtain information regarding the Alzhei-

mer’s [34–36] or Huntington’s disease [37] and to construct the Amyloid precursor protein

interactome [38–40].

Incomplete knowledge on direct and/or indirect interactions of proteins “prone-to-mis-

fold”, emphasizes the need to focus on the amyloid protein-protein interaction network. Here

we introduce the amyloid interactome, a systematic approach to study “macroscopically”

interactions between previously unrelated human amyloidogenic proteins, associated with dis-

tinct pathologies. Our ultimate goal was to find a common denominator for amyloid forma-

tion, unveil the relationships that govern amyloidogenicity and, subsequently, guide further

experimental studies on protein misfolding.

Materials and methods

Amyloid classification

In order to classify amyloidogenic proteins, all protein-precursors were sorted into three

categories:

The amyloid interactome
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• in vivo amyloid forming protein: the precursor protein, or a peptide segment–derived from

the precursor protein–, self assembles into typical amyloid fibrils, affecting one or more tis-

sues or organs in human. These proteins, from a clinical perspective, give rise to distinct

amyloidoses or play a pathological role in neurodegenerative or endocrine diseases [2].

• in vitro amyloid forming protein: the precursor protein, or commonly a peptide segment–

derived from the precursor protein–, that was reported to self assemble into amyloid-like

fibrils, at experimental level. The amyloidogenicity of proteins comprising this list may be

speculative. Only human precursor proteins are mentioned in this category.

• protein related to amyloid fibril formation: the protein is associated with other in vivo amy-

loid forming proteins, but has no amyloid properties recorded.

Amyloid interactome datasets

Amyloidogenic proteins were firstly obtained from a literature-curated dataset, peer-reviewed

in 2014, by the International Society of Amyloidosis (http://www.amyloidosis.nl/). This list

included human proteins known to self-assemble into typical amyloid fibrils in vivo, along

with intracellular inclusions with known biochemical composition [2]. In addition to this, the

set was enriched with proteins that form amyloid fibrils in vitro [41]. To expand this dataset,

AmyLoad [7] was used as a source of supplementary proteins, characterized to form amyloid-

like fibrils in vitro at experimental level. A final addition included several UniProtKB [42]

entries, gathered elaborately to incorporate reviewed proteins related to amyloid fibrils. Over-

all, the dataset contained 145 non-redundant amyloidogenic protein precursors. S1 Table pro-

vides a detailed catalogue of the aforementioned proteins, mapped to a UniProtKB Accession

Number (AC).

The subsequent construction of the network incorporated only well-characterized in vivo
amyloidogenic proteins, published by Sipe et al. [2], excluding Enfurvitide an anti-retroviral

peptide drug [43], as well as Immunoglobulin Light and Heavy Chains. In the case of Immuno-

globulin chains (e.g. Bence Jones proteins [44]), their variety in human population did not

allow the identification of a unique protein precursor, related to amyloid fibril formation. The

final seed-dataset included 28 proteins, related to in vivo amyloid fibril formation (Table 1),

which were subsequently used for the collection of protein-protein interactions. Protein

nomenclature follows abbreviations established by Sipe et al. [2].

Assembling the protein-protein interaction dataset

UniProtKB ACs were used to query IntAct [45], BioGRID [46] and STRING [47] databases, in

order to extract experimentally verified PPIs for the 28 proteins related to in vivo amyloid fibril

formation (Table 1). This process resulted in three independent PPI datasets, derived from

each database (data not shown). In general protein-protein interaction data contain experi-

mentally verified interactions, along with data derived from prediction methods. These last

data do not have the high reliability often attributed to them and thus, in order to avoid

extracting automatic text-mining results from the plethora of scientific articles related to amy-

loid fibril formation, BioGRID and STRING datasets were excluded from any further analysis.

IntAct PPIs, gather highly curated experimental data, which ensured the quality and consis-

tency of information of our dataset [48].

The interaction data from IntAct (05–2016) were retrieved in a MITAB 2.5 format file [49],

which is appropriate for Perl parsing, without the loss of information regarding PPIs. An edit-

ing process of the file allowed the removal of all the non-human interactions, and additional
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screening was performed to dismiss interactions with chemical compounds. The resulting set

included 355 protein nodes with 762 edges.

In order to create a more robust network, the interactions deposited in IntAct between all

355 proteins were retrieved, whilst an extra processing allowed for the removal of self-loops

and duplicated edges. Thus, a final dataset of 1178 PPIs between 353 human proteins was

obtained, after the exclusion of two protein nodes that had only self interactions (See Results

and discussion).

Visualization and analysis of the network

For the visualization and the analysis of the network we followed the protocol introduced by

Nastou et al. [50]. Cytoscape 3.2.1 [51] was used to manipulate, analyze and visualize our data,

since it ideally provides all the necessary and improved applications for the analysis of biologi-

cal networks [52]. The analysis of simple and complex network topology parameters, was per-

formed by NetworkAnalyzer [53]. The Cytoscape.js JavaScript library [54] was used to create

interactive networks, is available at this link: http://83.212.109.111/amyloid_interactome.

Table 1. The dataset of 28 proteins related to in vivo amyloid fibril formation.

Protein Precursor Name* Abbreviation UniProtKB AC

Amyloid beta A4 protein Aβ P05067

Apolipoprotein A-I AApoAI P02647

Apolipoprotein A-II AApoAII P02652

Apolipoprotein A-IV AApoAIV P06727

Beta-2-microglobulin Aβ2M P61769

Calcitonin ACal P01258

Corneodesmosin ACor Q15517

Cystatin-C ACys P01034

Fibrinogen alpha chain Afib P02671

Galectin 7 AGal P47929

Gelsolin AGel P06396

Insulin AIns P01308

Integral membrane protein 2B ABri/ ADan Q9Y287

Islet Amyloid Polypeptide AIAPP P10997

Kerato-epithelin Aker Q15582

Lactadherin AMed Q08431

Lactoferrin ALac P02788

Leukocyte cell-derived chemotaxin-2 ALECT2 O14960

Lysozyme C Alys P61626

Major prion protein APrP P04156

Natriuretic peptides A AANF P01160

Odontogenic Ameloblast-Associated Protein AOAAP A1E959

Prolactin APro P01236

Pulmonary surfactant associated protein C APSP P11686

Semenogelin-1 ASem1 P04279

Serum amyloid A-1 AA1 P0DJI8

Serum amyloid A-2 AA2 P0DJI9

Transthyretin ATTR P02766

*Protein nomenclature follows abbreviations published by Sipe et al.

doi:10.1371/journal.pone.0173163.t001
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Clustering analysis was performed with clusterMaker [55], utilizing the Markov Clustering

algorithm (MCL), an optimal choice for biological interaction networks assembled from high-

throughput experiments. Different inflation values, between 1.8 and 3.0, were used during the

clustering process (data not shown). The inflation value was finally set to 1.8, as it has been

proved to be the most suitable for biological networks [50, 56], in consistency with the obser-

vation that values above 1.8, result in extreme network fragmentation and the creation of clus-

ters with minor biological significance (See Results and discussion).

BiNGO [57], an application for Cytoscape and WebGestalt [58], an online server, were both

used to perform a functional enrichment analysis of the network. BiNGO determines Gene

Ontology (GO) [59] categories that are statistically overrepresented in a set of proteins in a bio-

logical network (e.g. a cluster), and thus, aids in the detection of functional modules. WebGes-

talt was used to further supplement this analysis, since, besides GO term it can perform

Disease Association and KEGG pathway analysis. The hypergeometric method was used, and

significance was set at an adjusted P-value of<0.05 for BiNGO and<0.01 for WebGestalt

(Benjamini and Hochberg method). Significant categories, driven by only two or less proteins,

were discarded due to the high potential for false signals in such cases. S1 Fig outlines the over-

all study design of the amyloid interactome (S1 Fig).

Results and discussion

The study of the dynamics, structure and function of protein-protein interaction networks

(PPINs) has proven crucial for the understanding of many biological phenomena [60–63].

Hence, network theory is a sophisticated approach to study the puzzling phenomenon of amy-

loidogenicity. The amyloid interactome displays the interacting partners of in vivo amyloid

forming proteins in a flat and detailed protein map (Fig 1). The results presented in this work,

combine interactions from specialized networks of protein aggregation [34, 35, 37–40, 64] and

eventually, assemble a new set of functionally unconnected proteins into a network that would

possibly fill the missing pieces of protein aggregation and shed light towards the exploitation

of novel disease protein-targets.

Construction of the amyloid interactome

In an effort to build the human amyloid interactome, in vivo amyloid-forming proteins were

obtained from a peer-review library, published by Sipe et al. [2] (Table 1). Overall the protein-

protein interaction network contains 353 protein nodes and 1178 protein-protein interaction

edges, between them (Fig 1). Surprisingly, among the proteins listed in the network, 23 amyloi-

dogenic proteins construct a giant connected component (Fig 1, red nodes), whereas 13 pro-

teins (Fig 1, yellow nodes), recorded as in vitro amyloid-forming proteins and proteins related

to amyloid fibril formation (S1 Table), are also identified. A list of these significant proteins is

available in Table 2. Among them, proteins forming intracellular inclusions bodies were

reported (Tau, Actin, NACP, HD) [2], while proteins, found as co-deposits in the Alzheimer’s

disease, emerged (Apo-E, PS-1, PS-2, Tau) [65].

Notably, APro, an anterior pituitary hormone known to self-assemble into amyloid fibrils

[66], did not manage to join the giant connected component created by the other 23 amyloido-

genic proteins in the network, whilst the only interactor identified was the prolactin receptor

(Fig 1, right). This “detachment” of an important hormone together with the absence of

AIAPP should receive a renewed emphasis [67]. Namely, for AIAPP no experimental verified

partners were recorded, since only speculative approaches attempted to describe possible

interaction partners [68]. AA1 and AA2 proteins, which can form amyloid fibrils after partial

proteolysis [69], are important components of the High Density Lipoprotein (HDL) complex
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[70]. However, direct interactions of AA1 and AA2 are not recorded in IntAct. Therefore, at

first glance, the network which has emerged designates a correlation among the majority of

otherwise unrelated in vivo and also in vitro amyloidogenic proteins, along with proteins

related to amyloid fibril formation.

Network analysis based on graph theory

One of the most fruitful approaches to extract relative biological conclusions from the struc-

ture of the amyloid interactome is to computationally calculate its topological parameters.

Fig 1. The amyloid interactome. Interaction data for the creation of this network were gathered from the publicly available database IntAct [45] and

Cytoscape [51] was used as a visualization tool (Interactive network available at http://83.212.109.111/amyloid_interactome). The network consists

of 353 nodes and 1178 edges. Proteins are depicted as nodes and interactions as edges. Red-coloured nodes represent known in vivo

amyloidogenic proteins, whereas yellow-coloured nodes represent in vitro amyloid-forming proteins or proteins related to amyloid fibril formation (see

also Tables 1 and 2). Green-coloured nodes are proteins, listed as other interaction partners. Hubs and bottlenecks are depicted as triangles (▲) and

squares (■), respectively. Protein-nodes, which are both hubs and bottlenecks are shown as diamonds (◆). Important molecular chaperones are

highlighted with a blue outline.

doi:10.1371/journal.pone.0173163.g001
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Simple topology parameters. An assessment of simple topology parameters revealed

intriguing information. A random graph with the same number of nodes and edges has been

used as a “null model” to draw conclusions regarding certain topological traits of our network.

In general, small-world graphs describe networks, where nodes can be reached from each

other by traversing a small number of edges, and, thus their average path length is small and

their clustering coefficient (transitivity) is high, compared to a random graph [71]. For the

amyloid interactome, both the clustering coefficient (CC = 0.187) and the characteristic path

length (CPL = 3.083) are higher and lower, respectively, than those of the corresponding ran-

dom graph (CC = 0.003, CPL = 3.290), signifying that a small number of steps is needed, for

one amyloidogenic protein to reach another. For example, Aβ can “reach” ATTR, by crossing

AApoAI in only two (2) steps, verifying experimental data which pinpoint ATTR as a promis-

ing biomarker of the Alzheimer’s disease [72] (Fig 1, top). Furthermore, measuring the density

of our network (0.019), a value lower than 0.1 was recorded, a result in accordance with other

sparsely connected biological networks [73]. Since our network complies with all these criteria,

we can safely conclude that it has small-world properties [74].

Complex topology parameters. In addition to having small-world features, biological

networks are commonly scale-free [75]. The most important parameter to gain an insight on

the scale-free nature of a biological network is the node degree distribution [76]. In our case,

the distribution is of the following form:

PðkÞ ¼ 117:86k� 1:236 ð1Þ

decaying as a power law (P(k) ~k-γ). According to this finding, the network has scale-free

properties [76] and specifically it consists of a few hubs (Fig 1, triangles and diamonds) con-

nected with multiple nodes (S2A Fig). More importantly, hubs (S2 Table) seem to play a

crucial role in our network, since the degree exponent (γ) is lower than 2 [77]. Generally, net-

works enriched with hubs, are robust against random node deletions [78, 79] as these distur-

bances do not affect the average path length severely (S2D Fig). Nevertheless, the removal of

Table 2. The dataset of 13 proteins related to amyloid fibril formation.

Protein Precursor Name* Abbreviation UniProt AC

In vitro amyloid-forming protein precursors

alpha beta Crystallin (ABC) HspB5 P02511

alpha-Synuclein NACP P37840

Apolipoprotein C-II Apo-CII P02655

Caspase-3 precursor CASP-3 P42574

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator CFTR P13569

Huntingtin (Polyq expanded) HD P42858

Presenilin 1 PS-1 P49768

Presenilin 2 PS-2 P49810

Spectrin SH3 Spectrin Q13813

Tau Tau P10636

Proteins related to amyloid fibril formation

Actin, cytoplasmic 1 Actin P60709

Apolipoprotein E Apo-E P02649

Ataxin 1 Ataxin-1 P54253

*Protein nomenclature follows the most cited abbreviations in literature.

doi:10.1371/journal.pone.0173163.t002
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particular hubs, such as the Aβ or APrP (Fig 1), can drastically alter the average path length

and so, our network can be generally addressed as ‘robust yet fragile’ [80].

As shown in Fig 1, several proteins act as “bridges”, immediately connecting many, other-

wise distantly or unconnected proteins in the network, thus, increasing the network’s inter-

connectivity (Fig 1, squares and diamonds). The influence of these “bridging” proteins is

expressed with high betweeness centrality values, indicating their role as bottlenecks, key con-

nectors for the communication of other important proteins in the interactome, like hubs [81,

82] (S2B Fig). S3 Table introduces the top 20 bottlenecks of the interactome.

Among the topological parameters mentioned above, node degree, and betweenness cen-

trality distributions were carefully studied. Fifteen protein-nodes were identified as both

hubs and bottlenecks, whereas 5 proteins have high degree (hubs) and 5 proteins have high

betweenness centrality (bottlenecks). Impressively, 6 out of the 23 in vivo amyloidogenic pro-

teins have a major contribution on the interactome, demonstrating their crucial role in the

network (S2 and S3 Tables). Additionally, the amyloid interactome has an average clustering

coefficient distribution, that follows approximately the scaling law C(k) ~ k-1 (S2C Fig), indi-

cating the ability of this network to form functional modules (clusters) with biological signifi-

cance (See Clustering Analysis) [83]. Overall, the network analysis based on graph theory

revealed that the amyloid interactome appears to be enriched with interactions between amy-

loidogenic proteins.

Finally, in order to further examine the role of selected and random perturbations in the

stability of the amyloid interactome, we performed a “lethality” test [78]. A multistep proce-

dure included the gradual removal of proteins, randomly (“failure”) and in descending order

of node degree and betweeness centrality (“attacks”). The rapid increase in the network’s char-

acteristic path length (CPL) during the targeted “attacks”, in contrast to the slow increase dur-

ing its “failure”, puts emphasis on the significance of the removed proteins (S2D Fig).

The above analysis gave us valuable information regarding central components of the net-

work (hubs and bottlenecks), ranging from single proteins to entire modules (S2 and S3

Tables). However, due to inevitable technical biases present in interaction data [84], all results

produced from such analyses should be carefully examined. Aβ publication biases, for exam-

ple, may lead to the overestimation of the role of certain constituents of the network, in

expense of others. Graph theory based analysis combined with other validation approaches

were utilized, in our case, to further address the aforementioned issues.

The amyloid interactome unravels interconnections between

amyloidogenic proteins

In general, it is believed that disease-related proteins in a protein-protein interaction network

are more interconnected than non-disease proteins [85], a claim in accordance with our find-

ings. Fig 1 deciphers the complex interactions governing amyloidogenicity, by interconnecting

well-characterized amyloidogenic proteins (red nodes) with a heterogeneous collection of pro-

teins related to protein aggregation (yellow nodes). Nevertheless, it is possible to understand

that not all proteins on the interactome were directly related, meaning that indirect links may

occur. Consequently, amyloid forming proteins, such us Tau, NACP and HD, which were

excluded from our initial seed-dataset (See Materials and methods), were ultimately retrieved

during the interactome construction process (S3C Fig).

Impressively, the interaction network consolidates a number of human proteins, which

have been shown to form amyloids in vitro. Frequently, in vitro aggregation assays are oriented

towards protein segments, responsible to drive proteins from their native structure to the amy-

loid state, in place of full-length proteins [86]. Evidence at experimental level prove that

The amyloid interactome

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0173163 March 1, 2017 8 / 22



“aggregation-prone” segments are indeed sufficient to lure a protein precursor into forming

typical amyloid fibrils, and thus, these full-length protein precursors are characterized as “amy-

loidogenic” [87]. Interconnections between in vivo (red nodes) and in vitro amyloid forming

proteins or protein segments (HspB5, Apo-CII, PS-1, PS-2, Spectrin, See Table 2) may extend

biological expectations, related to protein-aggregation (S3A Fig).

Looking deeper into the crowded topography of the amyloid interactome, a great variety of

“amyloid-binding proteins” is included. These amyloid specific molecules are basically a list of

divergent proteins, capable of interacting with assemblies, derived from amyloidogenic pro-

teins [88–90]. A broad range of Aβ contributors, for example, includes molecular chaperones

or co-chaperones, apolipoproteins and other amyloid-forming proteins, enhanced with vari-

ous functional characteristics. Since cells have adapted a mechanism to avoid the accumulation

of incorrectly folded proteins, the Gene Ontology (GO) term [59] enrichment analysis in the

entire interactome revealed the overrepresentation of GO terms regarding regulatory mecha-

nisms (positive or negative regulation), while the most important GO term recorded is

“response to stress” (GO ID: 6950) (S4 Table and S4A Fig). In particular, knowledge of the bio-

logical role of non-amyloidogenic hubs and bottlenecks in our interactome (S3B Fig), is gath-

ered and shown in S5 Table. As expected, proteins highly interconnected are involved in signal

transduction and in several metabolic processes. Impressively, though, a vast amount of topo-

logically important proteins is related with stress pathways, highlighting possible novel disease

protein targets, mediating amyloidogenicity (See Rational Design of Protein Inhibitors).

The most abundant interaction detected is the one between amyloidogenic proteins and

well-known regulatory proteins, the so-called chaperones (Fig 1). As Fig 1 illustrates, chaper-

ones together with co-chaperones dynamically participate in the interactome (nodes with blue

border). This finding was, more or less, an expected phenomenon, since molecular chaperones

are molecules dedicated to suppress amyloid formation [91, 92] and usually have many inter-

actors [93]. The expert review, by Yerbury & Kumita, presents an extended group of amyloid-

specific chaperones and discusses their implications [94]. Our interaction network, apart from

validating existing data, demonstrates that chaperones exhibit high connectivity and at the

same time high betweeness centrality, meaning that a sudden removal of such a node would

result to the elimination of many important interactions in the network (Fig 1 and S2D Fig).

These findings are in accordance with previously published interaction networks, associated

with aging [95] or stress [96], where chaperones participate as special constituents.

Clustering and functional enrichment analysis

Clustering analysis. The core of our study is the Amyloid Interactome, an interaction net-

work represented as a large interconnected network with embedded functional sub-networks.

Consequently, in order to further evaluate functional modules, a network clustering analysis

was performed, utilizing the MCL algorithm [97]. The network was divided in 20 clusters, 11

of which composed of three or more nodes (Fig 2), while 9 contained only two proteins and

were not further analyzed. The inflation value of 1.8 allowed the creation of compact clusters,

preventing the network’s fragmentation.

The most important cluster, retrieved after the MCL implementation, consists of 186 pro-

tein-nodes (Fig 2, cluster 1). The results revealed the strong association between 7 in vivo amy-

loidogenic proteins (Fig 2, cluster 1—red nodes) and 13 proteins related to amyloid fibril

formation (Fig 2, cluster 1—yellow nodes). Impressively, the full list of proteins included in

the amyloid interactome and recorded as in vitro amyloid forming proteins or proteins related

to amyloid fibril formation (Table 2), is solidly represented in this first cluster. This finding
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Fig 2. Clustering analysis of the amyloid interactome. The 11 clusters with 3 or more nodes of the amyloid interaction network,

derived utilizing the MCL algorithm [97]. Cytoscape [51] was used as a visualization tool. The visual legend summarizes the shortcuts of

node colour and node shape (See also Fig 1). The highly connected subnetwork of the first cluster within the amyloid interactome reveals

the strong affinity between 7 amyloidogenic proteins (cluster 1—red nodes) and the integral representation of the proteins presented in

Table 2 (cluster 1—yellow nodes) (Interactive cluster subnetworks available at http://83.212.109.111/amyloid_interactome).

doi:10.1371/journal.pone.0173163.g002

The amyloid interactome

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0173163 March 1, 2017 10 / 22

http://83.212.109.111/amyloid_interactome


further validates the strong interconnection observed in our initial interaction network (Fig 1),

implying that all these 13 proteins are likely important determinants of protein aggregation.

Notably, the most important subgroup of our interaction network (Fig 2, cluster 1) includes

direct or indirect well-known amyloidogenic interaction partners of Aβ. Namely, amyloid

forming Apolipoproteins (AApoAI, AApoAII) are catalytic binding partners [98], whereas

ACys [16, 99] and AGel [100, 101] prevent Aβ from accumulation. Moreover, Aβ cooperated

with 9 (HspB5, Spectrin, Actin, PS-1, PS-2, ApoE, CASP-3, Tau, NACP) out of the 13 proteins

of Table 2, both in the entire network and the fragmented network, a finding that might stimu-

late new ideas about the nature of Aβ interactions.

The amyloidogenic proteins, APrP and AKer are located in the second cluster, together

with Clusterin (Fig 2, cluster 2—node with blue border), an extracellular chaperone, present in

disease-associated extracellular amyloid deposits [102] and a proteasome functional subunit

(Proteasome subunit alpha type-3). The absence of Clusterin from cluster 1, though, has

prompted increasing interest, since the well-studied molecular chaperone is an existing protein

target for the Alzheimer’s disease and so, we would expect a strong correlation with Aβ [103].

Nevertheless, MCL algorithm results point toward a possible relationship between Clusterin

and Aker or APrp, a finding that remains to be elucidated. Additional proteins of this cluster

are associated with transcriptional regulation and pre-mRNA splicing, since the over-expres-

sion of prions influences normal cellular proteins, participating in apoptosis or cell signaling

[104]. Transthyretin, a potent inhibitor of Aβ [72], created a separate cluster together with

Small ubiquitin-related modifier 3. The remaining complexes, consist of less than 7 nodes,

where, with the exception of cluster 4, each one contains only one amyloidogenic protein

(Fig 2, clusters 4–11).

Functional enrichment analysis. Functional interpretation of the data, derived from each

cluster, was performed using BiNGO [57] and thus, statistically significant GO terms [59] were

obtained for three functional categories (biological process, molecular function and cellular

component). Due to the excess of information derived from this analysis, terms with great sta-

tistical and biological significance were manually selected to functionally characterize each

cluster. Importantly, as mentioned before, similar subcategories with the entire network analy-

sis resulted from the cluster functional analysis, and “response to stress” was the most signifi-

cant function in the majority of the clusters (details of cluster 1 GO enrichment are shown in

S6 Table). Therefore, it is apparent from all the above results that the amyloid interaction map

locates in “spatial proximity” proteins related to stress (chaperones, co-chaperones and amy-

loidogenic proteins), which arise as a response to pathological conditions [88] (S4B Fig). Nev-

ertheless, biological systems are dynamic, meaning that a complex succession of events may

occur over the course of time, in contrast with a protein-protein interaction network. There-

fore, certain events described on the amyloid interactome are based on a static system and

thus, this analysis could produce certain artificial results that should be addressed carefully to

draw biologically significant conclusions.

Pathway analysis and disease association. KEGG pathway analysis was performed, in an

attempt to detect common metabolic pathways, in which the network’s proteins participate. A

complex series of signaling pathways including the MAPK signaling pathway, B-cell and T-cell

signaling pathways and the insulin signaling pathway are associated with the network’s pro-

teins. Additional disease association analysis, conducted with WebGestalt [105], revealed

significant associated disorders for every cluster. In the first cluster (Fig 2), for example, Tauo-

pathies, Dementia and Alzheimer’s disease constitute the most significant group of patholo-

gies. Pinpointing the components of such disease pathways is a promising perspective and

thus, a detailed analysis and a novel joined network of diseases related to amyloidoses is cur-

rently being under construction (research article in preparation).
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It is important to note that a delicate feature of our interactome, and its subsequent frag-

mentation, is the vast amount of experimental data on Aβ peptide polymerization, owing to

the worldwide prevalence of the Alzheimer’s disease and the shortage of data on other less

studied amyloidogenic proteins.

Rational design of protein inhibitors

Moving a step forward it seems interesting to investigate the correlation between biological

factors, participating in the amyloid interactome that could influence amyloidogenicity. To

determine whether significant elements of the amyloid interactome might indicate common

properties of good candidates to be targeted by therapy, hubs and bottlenecks were thoroughly

examined (Fig 3).

An important group of proteins, dynamically participating in the interactome, is the group

of molecular chaperones (S3D Fig). Their active role in controlling protein aggregation and

their close relation to amyloidogenic proteins is the “hidden weapon" of the protein machinery

and the reason why 4 out of 9 chaperones were recorded as hubs and bottlenecks in the amy-

loid interactome (Fig 1). The transient nature of real-time interactions between chaperones

and their partners, though, results in unrealistic low connectivity, in signaling and mitochon-

drial protein–protein interaction networks [106].

Fig 3. Subnetworks of molecular chaperones participating in the amyloid interactome. 3 important subnetworks were isolated from the entire

amyloid interactome: (A) Subnetwork of Hsp90 co-chaperone Cdc37, Hsc70-interacting protein, Hsp 90-alpha, Hsc71 and their first neighbors, (B)

Subnetwork of Serum albumin and Hsc70-interacting protein and their first neighbors and (C) Subnetwork of Clusterin, Large proline-rich protein BAG6

and their first neighbors. The aforementioned proteins, having chaperone or co-chaperone activity, were found to play a pivotal role in the integrity of the

interactome (See section Network Analysis Based on Graph Theory). A highly selective and direct correlation of Serum albumin and 6 amyloidogenic

proteins was observed (B), whereas indirect interactions between Serum albumin and 2 amyloidogenic proteins were recorded (A). Hsc70-interacting

protein is a significant element of the interactome, since it conciliates interactions between Apolipoproteins and ACys or ATTR (A,B). Clusterin

synergistically with Large proline-rich protein BAG6 interferes with APrp and Aβ2M (C). The finding that more than one chaperones mediate the

interconnection between different amyloidogenic proteins deserves further investigation.

doi:10.1371/journal.pone.0173163.g003
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Contradictory theories on whether chaperones are “guilty or innocent” during the protein

aggregation process provoke an intense debate. In particular, several experimental studies

revealed the co-localization of chaperones with various amyloidogenic proteins [107, 108],

whereas other experimental work reported on the inhibitory properties of chaperones, when

added during fibrillation [102, 109, 110]. Impressively, molecular chaperones have been

shown to inhibit the formation of amyloid fibrils even when present at extremely sub-stoichio-

metric ratios, comparing to amyloid forming protein [111]. Fig 3 illustrates the interaction

partners of selected molecular chaperones, prospect for the rational design of aggregation

inhibitors. All characteristic path lengths for the subnetworks shown in Fig 3 are reduced

approximately by one degree, in comparison with those of the entire amyloid interactome

(CPL ~ 2.4). This result quantifies the great importance of chaperones as mediators of commu-

nication between amyloidogenic proteins.

Plasma proteins, on the other hand, is another promising group of protein-targets, consid-

ering that it includes proteins with many interaction partners, which have a wide range of

physiological functions. Noteworthy, this group of proteins contains significant amyloidogenic

components of the amyloid interactome, such as ATTR and Aβ2M. Among them, Serum albu-

min is a co-chaperone with significant topological features in the amyloid interactome, since it

acts both as a hub and a bottleneck (Fig 3A and 3B). As Fig 3 illustrates, Serum albumin inter-

acts directly or indirectly with in vivo amyloidogenic proteins and proteins related to amyloid

fibril formation (See Fig 3 legend for details).

Normally, Albumin is a prevalent transporter of human plasma, known to carry a wide

range of molecules, but under in vitro conditions was found to self-assemble into typical amy-

loid fibrils [112]. Nevertheless, it is worth mentioning that Serum Albumin was absent from

our initial non-redundant list of amyloidogenic proteins (S1 Table), since such an entry was

not found recorded neither in our literature sources nor deposited in AmyLoad or UniProtKB.

Despite the “aggregation-prone” nature of Albumin, the presence of this plasma protein pro-

motes neuronal survival [113] or inhibits amyloid fibrillation in in vitro designed experiments

[114], while according to the proteomic analysis, conducted by Hye et al., is an eligible bio-

marker for the Alzheimer’s Disease [115]. Therefore, because of its central role in the interac-

tome (Fig 3A and 3B) and the previously recorded features as a potent inhibitor of fibrillation,

it seems that human plasma Albumin is a challenging molecule, which might stimulate new

ideas about the design of anti-amyloid drugs.

From the above discussion, we pinpointed hubs as the most competent candidates regard-

ing the therapeutic intervention of amyloidogenicity. Opposing studies, though, suggest that

proteins with low connectivity would be more efficient therapeutic targets for neurodegenera-

tive diseases, since hubs are generally considered as “elegant features” for the robustness of an

interactome [35]. Therefore, our computational approach should be followed by a variety of in
vitro, cellular and in vivo experiments, in order to verify our speculations.

Conclusions

Given the complexity of the molecular mechanisms driving amyloid fibrillation, a frequently

used strategy is directed towards studying amyloidogenicity at molecular level, although, this

approach is not always feasible, due to the dynamics of protein misfolding. In this study, we

attempted to answer the crucial question of amyloidogenicity, following the principles of sys-

tems biology, by assembling a group of “miscellaneous” proteins into a common biological

interaction network. The amyloid interactome illustrates a united interaction network of criti-

cal hypotheses, regarding the irregular protein aggregation, since it represents an integrated

protein map of in vivo amyloidogenic proteins, together with in vitro amyloid forming proteins
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or proteins related to amyloid fibril formation. The amyloidogenic and non-amyloidogenic

elements of the amyloid interactome eventually come together to form a complex “tapestry” of

protein-protein interactions. Based on the complex network theory analysis, this network

exhibits topological properties that are similar to other significant interaction networks. Sur-

prisingly, our approach, apart from validating all previously experimentally verified direct or

indirect protein interactions, allowed us to stress the importance of novel protein targets. Our

integrated project has raised plentiful questions and could serve as the driving force to guide

the experimental process in the challenging field of protein aggregation, even at the molecular

level. Nevertheless, it should be addressed that the amyloid interactome was built based on the

current knowledge of protein-protein interactions, meaning that there is a “publication bias”

between over and understudied amyloidogenic proteins. Individual proteins should be care-

fully validated, utilizing the appropriate methodology, in order to enhance the significance of

our observations. Therefore, the strength of the amyloid interactome lies in the perspective to

identify key mediators of amyloidogenicity that could be targeted therapeutically.

Supporting information

S1 Fig. Study design workflow of the amyloid interactome. An overview of the basic proto-

col, used to create and analyze the amyloid interactome.

(TIF)

S2 Fig. Distributions for three complex topological parameters of the amyloid interactome

and results from “Lethality Testing”. (A) Node degree distribution in log-log plot. The red

line shows that the distribution decays as a power law (P(k) = 117.86k-1.236). Nodes on the

upper left corner of the chart (high node degree) are hubs in the amyloid interactome. (B)

Betweenness centrality distribution with the horizontal axis in a logarithmic scale. Nodes on

the right quarter of the chart (high betweeness centrality) are bottlenecks in the network. (C)

Average clustering coefficient distribution. The red line shows that it follows approximately

the scaling law (C(k) = 0.816k-0.647), designating the network’s ability to form clusters. (D)

Lethality testing. This chart shows the effect of the gradual removal of random nodes (blue

circles) and the gradual removal of hubs (black triangles) and bottlenecks (grey squares), on

the Characteristic Path Length (CPL) of the network (For detailed discussion please refer to

Results and discussion section).

(TIF)

S3 Fig. Detailed features of the amyloid interactome. (A) Interactions between in vivo amy-

loidogenic proteins (red-coloured nodes) and in vitro amyloid forming proteins or proteins

related to amyloid fibril formation (yellow-coloured nodes). (B) Yellow-coloured nodes repre-

sent in vitro amyloid forming proteins or proteins related to amyloid fibril formation and are a

delicate feature of the amyloid interactome. (C) Representation of the key role of non-amyloi-

dogenic hubs and bottlenecks in the amyloid interactome. Triangles are proteins acting as

hubs, squares are proteins acting as bottlenecks and diamonds are proteins acting as both. (D)

Nodes with blue borders represent proteins characterized as chaperones or co-chaperones

(Interactive network available at http://83.212.109.111/amyloid_interactome).

(TIF)

S4 Fig. GO functional analysis of enriched terms in the biological process ontology for the

entire amyloid interactome and the first cluster. Functionally grouped networks of enriched

categories were generated both for the amyloid interactome (A) and cluster 1 (B). GO terms

are represented as nodes. The colour gradient of each circle corresponds to the p-value of the

associated GO term. White-coloured nodes are not statistically significant nodes, but are
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parent nodes of statistically significant GO terms. Different node sizes are indicative of varying

frequencies of the proteins correlated with each GO term (See S4 and S6 Tables).

(TIF)

S1 Table. The non-redundant, detailed catalogue of in vivo and in vitro amyloidogenic pro-

teins or peptide fragments or proteins related to amyloid fibril formation. This extended

list of proteins includes proteins known to self-assemble into typical amyloid fibrils in vivo,

along with intracellular inclusions with known biochemical composition, published by Sipe

et al. in 2014 [2]. In addition to this, the list includes proteins which form amyloid fibrils in
vitro [45], protein segments obtained from AmyLoad [5] and finally, UniProtKB entries [46]

of proteins related to amyloid fibril formation. A UniProtKB Accession Number is provided

for each protein. The original source library of each protein is tagged with a cross (+). The Dig-

ital Object Identifier (DOI) code is provided, when it is available (See Materials and methods).

(PDF)

S2 Table. The top 20 hubs of the amyloid interactome. The 20 proteins with the highest

node degrees are considered as hubs in the amyloid interactome. 6 of these proteins belong to

the dataset of the amyloidogenic proteins, described in S1 Table, whilst the rest of the hubs

exhibit numerous functions, acting mainly as chaperones, signal transducers or structural con-

stituent of the cell (See Results and discussion).

(PDF)

S3 Table. The top 20 bottlenecks of the amyloid interactome. The 20 proteins with the high-

est betweeness centralities are considered bottlenecks in the amyloid interactome. 6 of these

proteins belong to the dataset of the amyloidogenic proteins, described in S1 Table. 15 bottle-

necks exhibit high node degree values and are also considered as hubs in this network (S2

Table).

(PDF)

S4 Table. Amyloid interactome GO term enrichment. A p-value of 10E-14 was set as a

gathering threshold for Biological Process and Cellular Component, whereas a value of

10E-8 was set as threshold for Molecular Function. Proteins of the entire amyloid interac-

tome were subjected to a GO term enrichment analysis using BiNGO [56]. The UniProtKB

ACs of proteins that are characterized by overrepresented GO terms in the entire amyloid

interactome are given in this table, along with their number and their frequency in the net-

work. The adjusted p-value suggests the importance of these GO terms in the proteins of the

amyloid interactome.

(PDF)

S5 Table. GO Terms enrichment of the 18 important, non-amyloidogenic hubs and bottle-

necks identified on the amyloid interactome. The majority of proteins, which are character-

ised as hubs and bottlenecks are involved in signal transduction and in several metabolic

processes. The most abundant GO term, though, is response to stress, in accordance with the

most represented group of the amyloid interactome (See S4 Table).

(PDF)

S6 Table. Enriched GO categories of Cluster 1, derived from the amyloid interactome.

Enriched categories for Biological Process are those with p<10E-12, for Cellular Compo-

nent with p<10E-14 and for Molecular Function with p<10E-8. Proteins of the first cluster

of the amyloid interactome were subjected to a GO term enrichment analysis using BiNGO

[56]. The UniProtKB ACs of proteins that are characterized by overrepresented GO terms in

this cluster are given in this table, along with their number and their frequency in the network.
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The adjusted p-value suggests the importance of these GO terms in the proteins of cluster 1.

(PDF)

S1 File. Web application user guide. Detailed description of the structure of the interactive

Amyloid Interactome–Web application is available at http://83.212.109.111/amyloid_

interactome.

(PDF)
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Exploring Amyloidogenicity of Clusterin:
A Structural and Bioinformatics Analysis

Paraskevi L. Tsiolaki, Katerina C. Nastou, Nikolaos N. Louros,
Stavros J. Hamodrakas, and Vassiliki A. Iconomidou

Abstract Clusterin, a multitasking glycoprotein, is a protein highly conserved
amongst mammals. In humans, Clusterin is mainly a secreted protein, described as
an extracellular chaperone with the capability of interacting with a broad spectrum
of molecules. In neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease, it is an
amyloid associated protein, co-localized with fibrillar deposits in amyloid plaques in
systemic or localized amyloidoses. An ‘aggregation-prone’ segment (NFHAMFQ)
was located within the Clusterin ’-chain sequence using AMYLPRED, a consensus
method for the prediction of amyloid propensity, developed in our lab. This peptide
was synthesized and was found to self-assemble into amyloid-like fibrils in vitro, as
electron microscopy, X-ray fiber diffraction, Attenuated Total Reflectance Fourier-
Transform Spectroscopy and Congo red staining studies reveal. All experimental
results verify that this human Clusterin peptide-analogue, possesses high aggrega-
tion potency. Additional computational analysis highlighted novel and at the same
time, unexplored features of human Clusterin.

Keywords Consensus algorithm • Aggregation-prediction algorithm • Clus-
terin • “Aggregation-prone” peptides • Alzheimer’s disease • Neurodegenerative
disease • Protein network

1 Introduction

A great number of proteins with divergent functions and different sequences and
structures have been identified as causative agents of important neurodegenerative
diseases such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and Amyotrophiclateral
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sclerosis (ALS). Amyloid fibrils, found in association with these medical disorders,
are formed by normally soluble proteins, which accumulate to form closely packed
and highly ordered insoluble aggregates. Emerging data suggest that several pep-
tides and proteins, which had not previously been associated with “conformational
diseases” have been proven to form amyloid-like fibrils in vitro, indicating that
under appropriate conditions ordered self-aggregation may be an inherent property
of proteins [1, 2].

Clusterin (Apolipoprotein J or ApoJ), a heterodimeric protein, is a highly
conserved extracellular chaperon, expressed in almost all mammalian tissues. The
precursor polypeptide, consists of 449 amino acids and after the proteolytical
cleavage of the signal peptide, it is subsequently cleaved between residues 227
and 228 to generate ’- and “-chains (Fig. 1a, dark red and blue respectively)
[3]. In its predominant form mature Clusterin is a protein of �80 kDa, which is
highly glycozylated (Fig. 1a, red rectangles) and is covalently stabilized by five (5)
interchain disulfide bonds (Fig. 1a, yellow dashed lines) [4]. Literature concerning
Clusterin function is constantly enriched [5]. As a chaperon, Clusterin binds a large
number of diverse ligands, including apolipoproteins, lipids and amyloid-forming
proteins [6, 7]. Noteworthy, chaperone-like activity of Clusterin is similar to that of
small heat shock proteins [8].

An increase in Clusterin expression is observed in numerous neurodegenerative
conditions as a result of abnormal cell death or proliferation [9]. Complete cerebral
ischemia, for example, could lead to the accumulation of Clusterin in neuronal
cells and in onset of extracellular deposits close to microvessels [10]. Despite
the fact that Clusterin has also been found co-localized with fibrillar deposits in
amyloid plaques [11–13], there are no experimental data to verify that Clusterin
itself self-aggregates into amyloid fibrils. However, contradictory studies point out
another perspective, suggesting that co-localization with amyloid deposits may
reveal protective properties of Clusterin [14].

AMYLPRED [15, 16] is a consensus prediction algorithm for amyloid fibril
favoring regions, the so-called “aggregation-prone” peptides, which was developed
in our lab. Testing the Clusterin sequence by AMYLPRED, 12 stretches were
predicted as possible “aggregation-prone” peptides. Seven (7) oligopeptides with
high aggregation propensity were predicted for Clusterin “-chain (Fig. 1b), whereas
five oligopeptides were predicted for Clusterin ’-chain (Fig. 1c). As a first step
toward studying Clusterin amyloidogenicity, we focused on the NFHAMFQ peptide.
This Clusterin heptapeptide is located at the edge of the ’-chain (Fig. 1a, b, orange
colour), a critical interaction site between ’ and “ chains [8, 17], which deserves
attention from a structural perspective (see Sect. 4). In this work, we report on
the self-assembly properties of the crucial Clusterin heptapeptide NFHAMFQ and
discuss the implications of the findings.
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Fig. 1 (a) Schematic representation of mature human Clusterin (’-chain blue, “-chain dark red)
depicts post translational modifications and annotations derived from UniprotKB (UniprotKB
AC P10909) [18, 19]. Glycozylation sites are shown in red, phosphoserines are shown in green
and disulfide bridges are marked with yellow dashed lines. Scissors represent the proteolytic
cleavage sites in both ’-chain and “-chain. The NFHAMFQ “aggregation prone” peptide, shown in
orange, is located at the N-terminal of Clusterin ’-chain (b), (c) “Amyloid propensity” prediction
histograms of human Clusterin by AMYLPRED [15]. Five (5) and seven (7) peptides with
aggregation propensity were predicted for ’-chain (c) and “-chain (b) respectively, both chains
present, though, a low overall amyloidogenic profile. “Aggregation-prone” regions are marked
with a star and the default AMYLPRED threshold is shown with a dotted line. An orange box
indicates the position of the NFHAMFQ peptide

2 Materials and Methods

2.1 Prediction of Potential “Aggregation-Prone” Peptides
in Human Clusterin

AMYLPRED [15], as well as AMYLPRED2 [16], both consensus algorithms
developed in our lab, were used to identify “aggregation-prone” segments in the
amino acid sequence of human Clusterin (Uniprot AC: P10909). Our tools are
publicly available for academic users in our website: http://biophysics.biol.uoa.gr/.
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2.2 Peptide Synthesis and Preparation of Amyloid-Like Fibrils

The 7 amino acid Clusterin peptide-analogue (NFHAMFQ) (Fig. 1, red box) was
synthesized by GeneCust© Europe, Luxembourg. The purity of the synthesized
peptide was >98% (free N- and C-terminals). The synthesized peptide was dissolved
in distilled water (pH 5.5), at a concentration of 10 mg ml�1. After 1 week
incubation at ambient (room) temperatures, NFHAMFQ peptide forms amyloid-like
fibril-containing gels. Oriented fibers, suitable for X-ray diffraction, were obtained
from suspensions of the peptide mature amyloid fibrils, as described below.

2.3 X-ray Diffraction

A droplet (�10 �l) of mature fibril suspension was placed between two quartz
capillaries covered with wax, spaced �1.5 mm apart and mounted horizontally
on a glass substrate, as collinearly as possible, to obtain an oriented fiber. The
X-ray diffraction pattern from this fiber was collected, using a SuperNova-Agilent
Technologies X-ray generator, equipped with a 135-mm ATLAS CCD detector and
a 4-circle kappa goniometer, at the Institute of Biology, Medicinal Chemistry and
Biotechnology, National Hellenic Research Foundation (CuK’ high intensity X-ray
micro-focus source, œ D 1.5418 Å), operated at 50 kV, 0.8 mA. The specimen-to-
film distance was set at 52 mm and the exposure time was set to 200 s. The X-ray
patterns initially were viewed using the program CrysAlisPro and consequently
measured with the aid of the program iMosFLM.

2.4 Negative Staining and Transmission Electron Microscopy

For negative staining, droplets (�3–5 �l) of the NFHAMFQ peptide mature fibril
suspensions were applied to glow- discharged 400-mesh carbon-coated copper grids
for 60 s. The grids were stained with a droplet (5 �l) of 2% (w/v) aqueous uranyl
acetate for 60 s. Excess stain was removed by blotting with a filter paper. The
grids were air-dried. The fibril-containing grids were examined with a Morgagni™
268 transmission electron microscope, operated at 80 kV. Digital acquisitions were
performed with an 11 Mpixel side-mounted Morada CCD camera (Soft Imaging
System, Muenster, Germany).

2.5 Attenuated Total Reflectance Fourier-Transform Infrared
Spectroscopy (ATR FT-IR)

A 10-�l droplet of NFHAMFQ peptide mature fibril suspension was cast on a front-
coated Au mirror and left to dry slowly at ambient conditions to form a thin film.
Infrared spectra were obtained from these films at a resolution of 4 cm�1, utilizing
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an IR microscope (IRScope II by Bruker Optics) equipped with a Ge attenuated total
reflectance (ATR) objective lens (20�) and attached to a Fourier-transform infrared
(FTIR) spectrometer (Equinox 55, by Bruker Optics).

2.6 Congo Red Staining and Polarized Light Microscopy

The NFHAMFQ peptide mature fibril suspensions were applied to glass slides and
stained with a 10 mM Congo Red (Sigma) solution in PBS (phosphate-buffered
saline, pH 7.4) for approximately 30 min. Then, they were washed several times
with 90% ethanol and were left to dry approximately for 10 min. The samples were
observed under bright field illumination and between crossed polars, using a Leica
MZ75 polarizing stereomicroscope, equipped with a JVC GC-X3E camera.

2.7 Protein–Protein Interaction Network

Interactors of Clusterin and their interactions were identified using BioGRID [20],
a public database that archives and disseminates genetic and protein interaction
data from model organisms and humans. BioGRID currently contains the most
comprehensive, and at the same time, well-annotated list of interactions for
Clusterin. The interaction network created from this dataset was visualized using
Cytoscape [21]. The network was further studied with functional and graph theory
based analyses, using BinGO [22] and NetworkAnalyzer [23], two applications
exclusively developed for Cytoscape. BinGO was used to detect overrepresented
Gene Ontology terms in Biological Networks, while NetworkAnalyzer was used to
evaluate topological simple and complex network parameters.

3 Results

After incubation for 1 week, the NFHAMFQ peptide self-assembles into amyloid-
like fibrils, forming dense gels (upper right quarter of Fig. 2a). Electron micrographs
(Fig. 2a) display the amyloid-like fibrils to be straight and unbranched with an
indefinite length (several microns long) and a diameter of approximately 40–50 Å
(Fig. 2a). Frequently, the fibrils wound around each other, forming supercoils
(Fig. 2a, black arrows). This apparent morphological polymorphism has previously
been established as a common characteristic of amyloid fibrils formed by several
aggregation-prone peptides and proteins [24].

Amyloid deposits prepared as described above (see Sect. 2) bind Congo red, as
it is clear under bright field illumination (Fig. 2b, upper) and exhibit a characteristic
for amyloid fibrils yellow/green birefringence, when viewed under crossed polars
(Fig. 2b, lower). The X-ray diffraction patterns of oriented fibres produced from
the amyloid-like fibril suspensions of the NFHAMFQ peptide indicate a “cross-“”
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Fig. 2 Experimental results of the NFHAMFQ peptide self-aggregation (a) An electron micro-
graph of amyloid-like fibrils derived by self-assembly, from a 10 mg ml�1 solution of the
Clusterin peptide-analogue in distilled water. Amyloid-like fibrils appear straight, unbranched
and of indefinite length with a diameter of each protofilament ca. 40–50 Å (red arrow).
Protofilaments wound around each other, forming supercoils (black arrows). Scale bar 200 nm
(b) Photomicrographs of an amyloid fibril containing gel, derived from NFHAMFQ peptide self-
assembly, stained with Congo red. The Congo red dye is bound, as seen under bright field
illumination (upper photomicrograph) and the apple-green birefringence that amyloids typically
exhibit is clearly seen under crossed polars (lower photomicrograph). Bar 100 �m (c) X-ray
diffraction pattern from an ‘oriented’ fiber of the Clusterin peptide-analogue amyloid-like fibrils.
The fiber axis (F) is vertical (meridian, M), whereas the equator is horizontal (E). The “cross-“”
structure is evident; a 4.7 Å reflection is due to the distance between successive hydrogen bonded
“-strands and a 10.2 Å reflection is derived from the spacing between packed “-sheets (d) ATR FT-
IR (1100–1800 cm�1) spectrum is indicative of the preponderance of “-sheet secondary structure
(see Table 1)

Table 1 Bands observed in the ATR FT-IR (1100–1800 cm�1) spectrum produced from a
hydrated film of the amyloidogenic NFHAMFQ peptide after self-assembly, and their tentative
assignments (Fig. 2)

Band (cm�1) Assignment

1130 TFA
1180 TFA
1197 TFA
1450 CH2 deformation
1495 Phe (F)
1523 Amide II (“-sheet)
1629 Amide I (“-sheet)

conformation, observed for most amyloids (Fig. 2c). The intense reflection on the
equator (perpendicular to the fiber axis) corresponds to a periodicity of 4.7 Å. This
periodicity refers to the distance between consecutive hydrogen bonded “-strands.
The reflection on the meridian, corresponding to a repeat of 10.2 Å, is attributed
to the packing distance between successive packed “-sheets, parallel to the fiber
axis.

The ATR FT-IR spectrum from thin films produced by the Clusterin peptide
fibril-containing solutions (Fig. 2d and Table 1) shows a prominent band at
1629 cm�1 in the amide I region and a band at 1523 cm�1 in the amide II, which
are definitely due to “-sheet conformation [25]. Thus, the results from ATR FT-IR
spectroscopy strongly support the evidence from X-ray diffraction experiments.
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Fig. 3 The interaction network of human Clusterin. Interaction data for the creation of this
network were gathered from the publicly available database BioGRID [20] and Cytoscape [21] was
used as a visualization tool. The network consists of 103 nodes and 324 edges. The color gradient
is visualized based on the clustering coefficient of each node and the size gradient based on the
node degree. In darker colors are the “bottlenecks” of the network, while larger nodes correspond
to “hubs”. Amyloidogenic proteins, depicted as rectangles are also present in the network (see also
Table 2)

Moreover a computational analysis performed on the network of Clusterin and
its interactors highlight the key role of Clusterin. The network includes 103 nodes
(proteins, Fig. 3 coloured rectangles and circles) and 324 edges (interactions, Fig. 3
grey lines) and has a node degree distribution that decays as a power law and
accentuates the scale-free properties of the network. The color gradient, shown in
Fig. 3 is visualized based on the clustering coefficient of each node. In darker colours
(red) are the nodes with the higher clustering coefficients, which are “bottleneck”
proteins. These proteins are extremely important for the transduction of information
across the entire network and thus its normal function, meaning that their removal
would destroy many links between the currently connected proteins. Nodes with
high degree are central nodes or “hubs”, which are also extremely important,
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since they interact with many proteins in the network. “Attacks” on these proteins
could have devastating effects on the network, due to the loss of many important
interactions, leading to its impending failure (Fig. 3).

For a deeper understanding of the network’s functions, graph theory based
analysis was performed, in order to detect the network’s topology and to investigate
the contribution of certain nodes to the network stability. The network has a scale-
free topology consistent with the relevant “network biology theory” [26]. This
shows that this network has a few protein hubs and the majority of the protein nodes
have a small number of interactions. As shown in Fig. 3 most of the amyloidogenic
proteins in the network (rectangle nodes) act as hubs. Moreover, a functional
analysis that was performed highlight that Clusterin and its interactors are linked
to functions as response to stress, immune response and chaperone binding.

4 Discussion

Utilizing our consensus prediction algorithm, AMYLPRED [15, 16], 12 oligopep-
tides of human Clusterin were predicted as “aggregation-prone” segments (Fig. 1).
In this work, we attempted to shed light on the NFHAMFQ peptide aggregation
propensity and find out whether it intrinsically exhibits amyloidogenicity. Our
experimental work clearly shows that fibrils formed from this Clusterin heptapeptide
fulfills all basic structural and tinctorial criteria of amyloid fibrils [27].

Recent studies suggest that amyloidogenicity is due to short protein segments,
whereas one of the first articles to report on short “aggregation-prone” peptides was
published back in 2005 [28]. Much time and effort have been spent in tracing short
“aggregation-prone” segments and, thus, a great number of algorithms during the
last decade or so, attempted to predict such hotspot stretches in protein sequences.
Extensive work has been dedicated towards the in vitro studies of short peptides that
are sufficient to drive a native protein to the amyloid state [29–37].

Clusterin, a multitasking protein, is involved not only in physiological but also in
pathological conditions. Although currently there aren’t Clusterin crystal structures
available, several bioinformatics approaches elucidate intriguing structural prop-
erties. Previous sequence analysis predicted three amphipathic ’-helical regions,
along with long natively disordered regions for human Clusterin, reasonable sec-
ondary structures for a protein that mediates interactions with several hydrophobic
molecules [4, 38, 39]. Surprisingly, the NFHAMFQ peptide, which according to
our results self-aggregates forming characteristic amyloid structures, is located in
the second putative amphipathic region, implying distinctive features of a possible
chameleon sequence for this Clusterin heptapeptide.

Trying to identify and locate all functional epitopes of Clusterin, Lakins et al.
thoroughly studied several cleavage products of Clusterin. Surprisingly, secreted
Clusterin has three (3) distinct epitopes one of which interacts with unstressed
ligands, such as A“ the peptide. Thus, experimental evidence, along with computa-
tional analysis demonstrated that these binding sites may involve the amphipathic
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helices located at the C-terminal of the “-chain and the N-terminal of the ’-chain [8]
(Fig. 1a). This interaction should be carefully taken into account, since NFHAMFQ
peptide, with remarkable aggregation properties, is located exactly at the N-terminal
of the Clusterin ’-chain (Fig. 1a, orange rectangle).

Noteworthy, an increase in either mRNA or Clusterin protein expression is
referenced in several neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s Disease [11],
HCHWA-Dutch type [40] and familial British dementia [41]. A detailed catalogue
of such pathological conditions is reviewed by Calero et al. [10]. Along with the co-
localization with high density lipoproteins [42], Clusterin was found to participate
as a key component in senile plaques in subjects with Alzheimer’s Disease [43].
However, in general the principal role of proteins found co-localized in amyloid
deposits remains unclear and remains to be examined whether co-deposits transition
to the amyloid state.

To obtain crucial information on Clusterin interactions with proteins related to
ageing and neurodegenerative diseases, we further analyzed a novel protein network
(Fig. 3). The most well-known array of proteins that were listed as Clusterin partners
are gathered together in recent excellent review articles [5, 6, 8, 44]. Our results are
in accordance with data obtained from the literature, since all the known interactors
of Clusterin are present in the network. Among other proteins, amyloidogenic
proteins, as well as, amyloid associated proteins play a crucial role in the network’s
integrity (Table 2). “Amyloid beta A4”, for example, is evidently an important node
since it acts as a hub and interacts with many proteins in the network.

Contradictory theories on whether Clusterin is guilty or innocent in neurodegen-
erative diseases complicate the research process. Given the limitations of current
therapies on neurodegenerative diseases, Thambisetty described the potential for
developing treatments based on modulating peripheral levels of extracellular chaper-
ones [14], suggesting another intriguing perspective on Clusterin. Novel aggregation
characteristics of the NFHAMFQ heptapeptide together with its implications as a
possible interacting epitope of A“ peptide, should be carefully examined. Since
protein-based products are rapidly entering the pharmaceutical industry as suc-
cessful drugs, remedies/drugs designed to prevent aggregation of targeted Clusterin
“aggregation-prone” peptides, such as NFHAMFQ, may prove to be of paramount
importance in future work, following the example of recent studies on transthyretin
amyloidosis [45].

Acknowledgments We thank the University of Athens for support. This project was financially
supported by the Greek State Scholarships Foundation, through the Siemens Program: “IKY
Fellowships of Excellence for Postgraduate Studies in Greece—Siemens Programme (2015–
2017)”. We thank Associate Professor Ioannis Trougakos for pointing out to us the role of Clusterin
in neurodegenerative diseases. We thank our collaborator Dr. Evangelia D. Chrysina for excellent
assistance with the X-ray experiments and the Institute of Biology, Medicinal Chemistry and
Biotechnology at the National Hellenic Research Foundation for hospitality. Finally, we thank Dr.
Georgios E. Baltatzis and Prof. Efstratios S. Patsouris for excellent assistance with Transmission
Electron Microscopy experiments in the Department of Pathology, at the Medical School of the
University of Athens.

etsiolaki@biol.uoa.gr



102 P.L. Tsiolaki et al.

Table 2 Proteins in the interaction network of Clusterin, with their respective UniProtKB ACs

Protein name UniProtKB AC

HCLS1-associated protein X-1 O00165
Hypoxia up-regulated protein 1 Q9Y4L1
Interleukin-24 Q13007
Katanin p60 ATPase-containing subunit A1 O75449
ZW10 interactor O95229
Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha O15111
Gamma-tubulin complex component 5 Q96RT8
Glycoprotein integral membrane protein 1 Q9NU53
Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide type I
receptor

P41586

Clusterin P10909
COMM domain-containing protein 1 Q8N668
Cytochrome P450 2E1 P05181
Integral membrane protein GPR180 Q86V85
Epidermal growth factor receptor P00533
Elastin P15502
PAX-interacting protein 1 Q6ZW49
TRAF2 and NCK-interacting protein kinase Q9UKE5
Clusterin-associated protein 1 Q96AJ1
Probable helicase senataxin Q7Z333
Cyclin-dependent kinase 19 Q9BWU1
Proto-oncogene c-Fos P01100
X-ray repair cross-complementing protein 6 P12956
Protein chibby homolog 1 Q9Y3M2
Sulfatase-modifying factor 2 Q8NBJ7
F-box only protein 6 Q9NRD1
Disrupted in schizophrenia 1 protein Q9NRI5
Growth factor receptor-bound protein 2 P62993
Protein disulfide-isomerase A3 P30101
Histone H2AX P16104
Hemoglobin subunit alpha P69905
CD209 antigen Q9NNX6
HLA class II histocompatibility antigen, DP alpha 1 chain P20036
Heat shock 70 kDa protein 1-like P34931
Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 P98164
Lactotransferrin P02788
Lysozyme C P61626
DNA replication licensing factor MCM2 P49736
E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2 Q00987
Stromelysin-1 P08254
Probable inactive ribonuclease-like protein 13 Q5GAN3
Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit P19838

(continued)
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Table 2 (continued)

Protein name UniProtKB AC

NF-kappa-B inhibitor alpha P25963
Nucleobindin-2 P80303
45 kDa calcium-binding protein Q9BRK5
Matrix metalloproteinase-25 Q9NPA2
Serine/threonine-protein kinase PLK1 P53350
Copper-transporting ATPase 1 Q04656
Interleukin-20 receptor subunit beta Q6UXL0
Copper-transporting ATPase 2 P35670
Serum paraoxonase/arylesterase 1 P27169
Developmental pluripotency-associated protein 4 Q7L190
Mitogen-activated protein kinase 9 P45984
Transthyretin P02766
Elongation factor Tu, mitochondrial P49411
Complement component C7 P10643
Polyubiquitin-C [Cleaved into: Ubiquitin] P0CG48
Complement component C8 beta chain P07358
Von Hippel-Lindau disease tumor suppressor P40337
Complement component C9 P02748
Exportin-1 O14980
Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 P51114
Large proline-rich protein BAG6 P46379
Ras association domain-containing protein 7 Q02833
TSC22 domain family protein 4 Q9Y3Q8
Calnexin P27824
E3 ubiquitin-protein ligase synoviolin Q86TM6
Cullin-1 Q13616
Tubulin beta-6 chain Q9BUF5
Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A Q9H492
Krueppel-like factor 11 O14901
Alpha-actinin-1 P12814
F-box/WD repeat-containing protein 1A Q9Y297
G1/S-specific cyclin-D3 P30281
DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC1 O15160
Armadillo repeat-containing protein 6 Q6NXE6
60S ribosomal protein L23 P62829
Small kinetochore-associated protein Q9Y448
Amyloid beta A4 protein P05067
Kelch-like ECH-associated protein 1 Q14145
78 kDa glucose-regulated protein P11021
60 kDa heat shock protein, mitochondrial P10809

(continued)
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Table 2 (continued)

Protein name UniProtKB AC

Apolipoprotein A-I P02647
Interferon alpha-5 P01569
Mediator of DNA damage checkpoint protein 1 Q14676
DNA ligase 4 P49917
Double-strand-break repair protein rad21 homolog O60216
Apoptosis regulator BAX Q07812
DNA endonuclease RBBP8 Q99708
Bcl-2-like protein 1 Q07817
Ribulose-phosphate 3-epimerase Q96AT9
Semenogelin-1 P04279
Platelet-derived growth factor receptor alpha P16234
Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG3 Q9NT62
Band 3 anion transport protein P02730
SRSF protein kinase 2 P78362
TGF-beta receptor type-1 P36897
TGF-beta receptor type-2 P37173
Tumor necrosis factor P01375
Endoplasmin P14625
Alternative prion protein F7VJQ1
Eppin O95925
Dedicator of cytokinesis protein 6 Q96HP0
Glycerol-3-phosphate acyltransferase 1, mitochondrial Q9HCL2

*Amyloidogenic proteins are highlighted in bold
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a b s t r a c t

Human islet amyloid polypeptide (hIAPP) is the major protein component of extracellular amyloid depos-
its, located in the islets of Langerhans, a hallmark of type II diabetes. The underlying mechanisms of IAPP
aggregation have not yet been clearly defined, although the highly amyloidogenic sequence of the protein
has been extensively studied. Several segments have been highlighted as aggregation-prone regions
(APRs), with much attention focused on the central 8–17 and 20–29 stretches. In this work, we employ
micro-Raman spectroscopy to identify specific regions that are contributing to or are excluded from the
amyloidogenic core of IAPP amyloid fibrils. Our results demonstrate that both the N-terminal region con-
taining a conserved disulfide bond between Cys residues at positions 2 and 7, and the C-terminal region
containing the only Tyr residue are excluded from the amyloid core. Finally, by performing detailed
aggregation assays and molecular dynamics simulations on a number of IAPP variants, we demonstrate
that point mutations within the central APRs contribute to the reduction of the overall amyloidogenic
potential of the protein but do not completely abolish the formation of IAPP amyloid fibrils.

� 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

Islet amyloid polypeptide (IAPP), or amylin, is a 37-residue pan-
creatic hormone produced and secreted along with insulin as a
response to high levels of glucose within the bloodstream. IAPP
is a highly amyloidogenic peptide, primarily associated with the
development of type II diabetes (Clark et al., 1987; Cooper et al.,
1987). IAPP accumulation within the islets of Langerhans eventu-
ally causes b-cell dysfunction and death, consequently leading to
reduced insulin secretion (Westermark and Wilander, 1978;
Westermark et al., 1987a). The toxic effect of hIAPP is a subject
of controversy, in which amyloid-mediated membrane damage is
considered to play a key role. A two-fold mechanism of aggregation
has been proposed, suggesting that initial membrane disruption is
caused by early oligomeric IAPP species that can also template
amyloid fiber formation on the membrane surface at a later stage,
a process leading to subsequent fragmentation (Brender et al.,
2012; Patel et al., 2014; Sciacca et al., 2016). The N-terminal 1–
19 region of the peptide is primarily responsible for membrane
binding by controlling the orientation and penetration depth of
the molecule in respect to the membrane surface (Nanga et al.,
2009). On the other hand, almost the entire sequence of human
IAPP has been denoted as an aggregation-prone region (APR), sug-
gesting that the aggregation effect of the protein may not be as
straightforward as expected (Azriel and Gazit, 2001; Fox et al.,
2010; Lutz, 2010; Marek et al., 2007). Several lines of evidence
have focused at the aggregation potential of the 20–29 central seg-
ment. Comparison studies reveal significant differences in the
structure, function and toxicity kinetics between the correspond-
ing regions of human and rat IAPP sequences (hIAPP20-29 and
rIAPP20-29) (Brender et al., 2007, 2013). This is mostly attributed
to the fact that the non-amyloidogenic rIAPP20-29 sequence com-
prises three individual Pro residues within this range, imparting
its overall aggregation tendency (Christoffersen et al., 2015;
Madine et al., 2008; Moriarty and Raleigh, 1999; Westermark
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Fig. 1. Sequence of human IAPP and its mutated derivatives. Four different variants
were designed by replacing residues L12 and L16 to charged, polar or other
hydrophobic residues (EEP, RRPR, QQP and AAP peptides). All peptides have a single
substitution of A25P, whereas the RRPR peptide also incorporates an additional
I26R mutation. All variants were C-terminal amidated and contained an intramolec-
ular disulfide bond (shown in yellow brackets). A peptide analogue of the N-
terminal segment of IAPP was also designed (IAPP1–12).
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et al., 1990). An amylin replacement has been developed based on
this strategy and is currently administered along with insulin in
patients with type I and II diabetes (Ratner et al., 2004).

Although accumulating evidence suggests that IAPP is intrinsi-
cally disordered or partially a-helical in its active and functional
form (Nanga et al., 2011; Williamson and Miranker, 2007), the
structural properties of IAPP monomers incorporated in amyloid
fibrils are yet poorly understood. Detailed NMR structural studies
on human and rat peptides have highlighted that the 1–19 region
of the molecule is primarily a-helical, suggesting that helical inter-
mediates promote the overall toxicity of IAPP by facilitating mem-
brane disruption (Brender et al., 2010; Nanga et al., 2009). Up to
date, a number of theoretical or experimental studies have pro-
posed possible models regarding the fibrillar core of human IAPP
amyloid fibrils. A parallel superpleated structure, composed of
three individual b-strands was initially proposed (Kajava et al.,
2005), followed by ssNMR and STEM observations suggesting that
the 8–17 and 28–37 segments of the protein compose the main fib-
ril core (Luca et al., 2007). This model was also supported subse-
quently by two-dimensional infrared spectroscopy (IR) studies
(Shim et al., 2009). Finally, a third model has also been proposed,
relying on the atomic structures of segments 21–27 and 28–33
which were suggested to form tight steric zippers with closely
interdigitated side chains (Wiltzius et al., 2008).

In this work, we applied micro-Raman spectroscopy on aligned
IAPP amyloid fibrils to extract information about the structural ele-
ments that are part of the amyloidogenic core, in addition to the
conformational states and orientation of individual moieties, such
as the N-terminally located intermolecular disulfide bridge, the b-
sheet content and the C-terminal Tyr side chains of the IAPP mono-
mers. Furthermore, we performed detailed aggregation assays on
several variants focused around the major 8–17 and 20–29 APRs
of the IAPP sequence. These results are complemented with Molec-
ular Dynamics (MD) simulations and discussed in comparison with
the existing reported models regarding IAPP amyloid fibrils.

2. Materials and methods

2.1. Aggregation propensity prediction

The aggregation propensity of human IAPP was investigated
through sequence analysis, with the aid of the consensus aggrega-
tion propensity predictor, AMYLPRED2 (Tsolis et al., 2013). This
consensus tool produces a multivariate prediction of sequence
amyloidogenicity by incorporating individual algorithms, focused
on identifying variable physicochemical properties associated with
aggregation propensity, such as sequence hydrophobicity, packing
density, ‘‘chameleon” segments and amyloidogenic sequence
stretches (Conchillo-Sole et al., 2007; Fernandez-Escamilla et al.,
2004; Kim et al., 2009; Tian et al., 2009).

2.2. Peptide synthesis

The synthesis of human wild type (WT) IAPP and its mutated
derivatives (Fig. 1) was performed by GeneCust (Luxembourg).
All peptides were prepared with amidated C-terminal ends and
free N-terminals (purity >95%). IAPP1-12 (free N- and C-terminal)
was prepared by solid phase methodology and Fmoc/But chem-
istry, using 2-chlorotrityl chloride resin as a solid support (Barlos
et al., 1989). Analytical HPLC was utilized in order to determine
peptide purity (>97%).

2.3. Preparation of peptide samples and oriented fibers

Solution samples of IAPP and its derivatives were prepared at a
concentration of 0.5 mg/ml, in distilled water. The IAPP1-12 peptide
segment was dissolved at peptide concentrations up to 10 mg/ml.
Oriented fibers containing more or less aligned amyloid fibrils
were prepared after 1–2 weeks of incubation at ambient tempera-
ture, by applying a droplet (5 ll) of each peptide solution between
aligned glass rods with silicone-covered ends, spaced approxi-
mately 2 mm apart. The droplets were slowly air-dried at ambient
conditions to produce oriented fibers suitable for X-ray diffraction
and micro-Raman spectroscopic analysis. IAPP1-12 solutions were
incubated for long periods of up to six months, however were inca-
pable of forming well-oriented fibers. As a result, suspensions of
this peptide were cast on a front-coated Au mirror and left to dry
in ambient conditions to form films suitable for micro-Raman
measurements.

2.4. Transmission electron microscopy

Suspensions of each peptide were placed on carbon-coated cop-
per grids and allowed to sit for 60 s. Subsequently, the grids were
flash-washed with distilled water and stained with a drop of 2%
(w/v) aqueous uranyl acetate for 45 s. Excess stain was removed
by blotting with a filter paper. A MorgagniTM 268 transmission
electron microscope, operated at 80 kV, was used for examination
of prepared grids. Digital micrographs were acquired with an 11
Mpixel, side-mounted Morada CCD camera (Soft Imaging System,
Muenster, Germany).

2.5. X-ray diffraction

X-ray diffraction patterns were collected from oriented fibers,
using a SuperNova-Agilent Technologies X-ray generator, operated
at 50 kV and 0.8 mA, equipped with a 135-mm ATLAS CCD detector
and a 4-circle kappa goniometer (CuKa high intensity X-ray micro-
focus source, k = 1.5418 Å). Specimen-to-film distance was speci-
fied at 52 mm, whereas exposure time was set to 400 s. Initial
viewing was performed using the program CrysAlisPro (Oxford
Diffraction, 2009). The X-ray diffraction patterns were measured
and displayed with the aid of iMosFLM (Leslie and Powell, 2007).

2.6. Congo red staining assays

Drops of all peptide solutions were applied to glass slides and
air-dried at ambient conditions, producing hydrated films. A Congo
red solution (1% w/v) was prepared in distilled water and used to
stain the hydrated films, following previous protocols (Louros
et al., 2014, 2015a; Romhanyi, 1971). Excess stain was removed
by rinsing in water (Romhanyi, 1971). Stained samples were
observed under bright field illumination and between crossed
polars, utilizing a Leica MZ7.5 polarizing stereomicroscope
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equipped with a JVC GC-X3E camera. Congo Red spectro-
photometric assays were also carried out for the WT and its corre-
sponding variants. Absorption spectra ranging from 400 to 700 nm
(every 50 nm) were recorded every 5 min at room temperature for
a period of one (1) hour, following a detailed protocol (Nilsson,
2004). Congo Red spectra (50 lΜ) were obtained as a reference,
subsequently mixed with the peptide sample solution (10 lM)
and measured. Spectral acquisitions were performed by a BIO-
RAD SmartSpecTM 3000 Spectrophotometer (170–2501), with poly-
styrene disposable cuvettes (1 cm optical length).

2.7. Micro-Raman spectroscopy

Oriented fibers of IAPP and its mutant variants were measured
by micro-Raman spectroscopy, in two distinct orientations
(Fig. S1). Specifically, measurements were obtained for a parallel
orientation between the fiber and laser line polarization axes. Mea-
surements of a perpendicular orientation were also obtained, after
switching the fiber axis by 90o, relative to the polarization axis.
Micro-Raman spectra were recorded on a dispersive confocal
Ramanmicroscope (Renishaw InVia Reflex, 1200 L/mm). Data were
collected through a 50� lens using a 785 nm diode laser line for
excitation. Several spectra were obtained over the 450–
1750 cm�1 Stokes range per sample and averaged. The total acqui-
sition time was of the order of 1 h per sample to improve signal-to-
noise ratio. Second derivative analysis was utilized in order to
determine accurately the position of the sharp vibrational bands
(Iconomidou et al., 2000).

2.8. Molecular dynamics simulations

Initial coordinates for IAPP in protofibril configuration were
obtained from a previously described model structure, derived
from ssNMR measurements and STEM observations (Luca et al.,
2007). The model features ten copies of IAPP, organized in two
pentamers interacting with one another in an antiparallel fashion,
resulting in a final structure adopting a C2 rotational symmetry
around the fibril axis. Protomers adopt a b-strand – loop – b-
strand (U-bend) fold and form pentamers by interacting through
intermolecular hydrogen bonds. The first b-strand is formed by
residues in the 8–16 region, while the second strand is larger,
involving the 27–37 region. Overall, approximately 55% of the
structure adopts a b-sheet conformation.

System setup and modeling were performed using Visual
Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey et al., 1996) and the
CHARMM36 topology (Huang and MacKerell, 2013). Mutations
were introduced through the Mutate residue function in VMD, fol-
lowed by a short energy minimization to remove steric clashes.
Disulfide bonds were formed between Cys-2 and Cys-7 and the
protomer C-termini were amidated. Each protofibril model was
embedded in a solvent box with a margin of at least 15 Å from
the boundaries to any protofibril particle and a NaCl ion concentra-
tion of 0.15 M. The final size of each system was approximately
�64,000–65,000 particles.

Molecular Dynamics (MD) simulations were performed in the
isothermal – isobaric (NPT) ensemble using periodic boundary
conditions. Temperature was maintained at 310 K using Langevin
dynamics with a damping coefficient of 1 ps�1, while pressure
was controlled at 1 atm using the Nosé-Hoover Langevin piston
barostat, with an oscillation period of 100 fs and a decay rate of
50 fs (Feller et al., 1995). All covalently bonded hydrogen atoms
were constrained with the RATTLE and SETTLE algorithms for pro-
teins and water, respectively (Andersen, 1983; Miyamoto and
Kollman, 1992; Ryckaert et al., 1977), enabling the use of a 2 fs
time step. Short range non-bonded interactions were calculated
using switching functions between 10 and 12 Å, while long range
electrostatic interactions were screened using the Particle Mesh
Ewald (PME) method.

All simulations were performed using NAMD v. 2.11 (Phillips
et al., 2005) and the CHARMM36 all-atom force field (Huang and
MacKerell, 2013). The systems were subjected to 5000 steps of
energy minimization and were gradually equilibrated over 1 ns,
applying restraints of gradually decreasing strength on the protein
atoms. Finally, each system was simulated without restraints for
100 ns. Two independent production simulations were performed
per setup for validation, initialized with randomized velocity. The
total simulation time of the study accumulates to approximately
1 ls. Simulation results were analyzed using VMD and DSSP
(Kabsch and Sander, 1983).
3. Results

3.1. Tracking the amyloidogenic potential of IAPP

Sequence analysis of IAPP revealed two major central regions
with high aggregation potential. The prominent APR is composed
primarily of residues of the 8–17 region, which has been previously
highlighted as a major amyloidogenic segment along the IAPP
sequence (Jaikaran et al., 2001; Laghaei et al., 2011; Louros et al.,
2015b; Mao et al., 2016; Mazor et al., 2002; Scrocchi et al.,
2003). The second segment, comprising residues 20–29, is one of
the first documented APRs of the IAPP sequence (Christoffersen
et al., 2015; Madine et al., 2008; Moriarty and Raleigh, 1999;
Westermark et al., 1990). Minimal aggregation potency is observed
for both the N-terminal and C-terminal regions of the protein,
although previous aggregation assays have linked the C-terminal
part of the protein with possible amyloidogenicity (Jaikaran
et al., 2001).

Strategically placed mutations within the central APRs were
predicted, with the aid of AMYLPRED2, to reduce the overall aggre-
gation potency of the protein to a significant extent (Figs. 1 and 2).
Previous theoretical and structural studies have indicated that the
8–17 region constitutes a hydrophobic interface which may be cru-
cial for IAPP self-assembly (Fox et al., 2010; Guo et al., 2015;
Laghaei et al., 2011; Louros et al., 2015a). Towards this end, IAPP
variants were designed and synthesized, introducing a double
replacement of the L12 and L16 residues of this hydrophobic inter-
face. Variants with conserved substitutions, such as L12A-L16A
(AAP) or, to a lesser extent, L12Q-L16Q (QQP), were predicted to
have a mildly reduced amyloidogenic potential (Fig. 2). On the
other hand, substitution of prominent hydrophobic residues by
charged residues, such as L12E-L16E (EEP) or L12R-L16R-I26R
(RRPR), was predicted to impart greater reduction in the overall
amyloidogenicity of the protein (Fig. 2). The aggregation tendency
of the 20–29 region was reduced by introducing an A25P mutation
in all cases (Figs. 1 and 2), following the example of previous stud-
ies (Green et al., 2003; Wang et al., 2015).
3.2. Aggregation assays of hIAPP variants

The reduction in amyloidogenicity caused by mutations intro-
duced in the central APRs was initially monitored with electron
microscopy and X-ray diffraction. Electron microscopy studies
revealed that all IAPP variants were actually capable of forming
mature amyloid filaments through self-assembly (Fig. 3), in spite
of the calculated reduction of their amyloidogenic potential.
Impressively, the presence of charged residues did not interrupt
the fibrillation process, since both the EEP and RRPR peptides form
amyloid fibrils with morphologies comparable to those of the wild
type hormone (Fig. 3B and E). More specifically, both peptides form
10–12 nm wide amyloid fibrils with a strong tendency for lateral



Fig. 2. Amyloidogenic potential of the four IAPP variants, compared to WT IAPP. The WT protein exhibits two major APRs, specifically regions 8–17 and 20–29. An A25P
mutation, present in all mutants, significantly decreases the predicted amyloidogenic potential of the second APR. Substitution of the high scoring L12 and L16 residues also
results in a reduction of the amyloidogenic potential of the 8–17 region, with the insertion of charged residues having the most significant effect, such as in the case of EEP
(red) and RRPR (blue). Residue positions are indicated in the horizontal axis, whereas the AMYLPRED2 consensus prediction is shown on the vertical axis. Positive prediction
by 5 out of 11 algorithms is set as a default cut-off value (shown in red lines).
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attachments leading to the formation of thick fibrillar networks.
This effect is intensified during the self-aggregation process of
the QQP peptide which leads towards the formation of thick gels
(Fig. 3D), suggesting that conserved substitutions might instead
lead to an increase in the aggregation potential of the protein. It
is noteworthy that, despite its increased amyloidogenicity, the
AAP peptide forms shorter fibrous structures compared to the
WT hormone (Fig. 3C). The above indicate that the structural and
physicochemical alterations applied with the above mutations
are not sufficient to inhibit the aggregation tendency of the central
APRs found within the IAPP sequence, although a change in mor-
phology occurs in some cases.

Although some studies suggest otherwise (Green et al., 2003),
our results are in line with theoretical evidence indicating that
all three proline substitutions found in pramlintide, the pharma-
ceutical replacement of IAPP (A25P-S28P-S29P), are required in
order to successfully slow down IAPP aggregation (Chiu et al.,
2013). Together, the aggregation assays indicate that the
hydrophobic interface of the 8–17 central region may be an impor-
tant but not binding factor during IAPP fibrillation, since even the
presence of charged or bulky residues did not seem to impart the
process to a full scale.
The ‘‘cross-b” architecture of the fibrils formed by the self-
aggregating variants was verified through X-ray diffraction. The
specific amino acid substitutions do not seem to alter the overall
structure of the IAPP amyloid fibril core, since all variants produce
typical ‘‘cross-b” patterns, similar to the diffraction pattern pro-
duced from WT IAPP amyloid fibrils (Fig. 3F–J). Specifically, a
meridian reflection corresponding to the 4.7Å periodicity between
hydrogen-bonded b-strands is observed in all cases. Surprisingly, a
10.1 Å equatorial reflection is also observed, indicating that substi-
tution of the Leu residues does not result to significant changes in
the packing distance between the corresponding successive b-
sheet. However, the presence of charged Glu, and to a less extent
Arg residues, disarranges the formed EEP and RRPR fibers, thus pro-
ducing non-oriented diffraction patterns with reflections appear-
ing as rings (Fig. 3G and J).
3.3. Congo red spectroscopy reveals differences in the aggregation
kinetics between IAPP variants

Congo red has been shown to selectively bind on amyloid fibrils,
producing a diagnostic yellow/green birefringence when viewed
under crossed polars of a polarizing microscope (Divry and



Fig. 3. Electron micrographs (A-E) and X-ray diffraction patterns (F-J) of amyloid fibrils formed by WT IAPP and the corresponding variants. Closely similar amyloid-like
morphologies of 10–12 nm wide amyloid fibrils with no interconnections and indeterminate lengths are observed for the WT and variants, with the AAP peptide forming
fibrils with shorter lengths (Scale bars 500 nm). Both the WT protein and the variants produce comparable cross-b patterns. Charged residues (G, J) affect the alignment of the
formed fibers, resulting in a less oriented pattern with reflections appearing as rings (M: meridian; E: equator; F: fibril axis).
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Florkin, 1927). Deposits containing the amyloid-like fibrils of all
corresponding variants were capable of binding the Congo red
dye, as viewed under bright field illumination (Fig. 4A). Moreover,
when switched to crossed polars, the stained deposits clearly dis-
play characteristic apple-green birefringence, thus certifying the
amyloidogenic properties of the fibrils. Congo red binding was also
confirmed by spectroscopic kinetic analysis. The Congo red dye
exhibits maximum absorbance at 500 nm, which was confirmed
by control studies of a 50 lM solution sample (Fig. 4B, black
curves). However, when bound to the surface of amyloid fibrils,
the dye exhibits an evident shift in its maximal absorbance to
540 nm. All IAPP variants were capable of shifting the absorbance
maximum of the dye, after incubation for 60 min (Fig. 4B, dark blue
line), suggesting that the formation of amyloid-like fibers has
occurred, whereas no shift was witnessed immediately after dis-
solving the peptides (Fig. 4B, dark red line).

Similar kinetics were monitored for the QQP peptide with min-
imal differences, whereas the AAP shifting was completed after
only the first 10 min of incubation, verifying that the L12A-L16A
mutations increased the aggregation rate of the protein. On the
other hand, although the presence of charged residues did not
completely hinder the aggregation propensity of the protein, it
did lead to a significant decrease in the rate of fibrillation. More
specifically, shifting for the RRPR peptide occurs after 20 min, such
as in the case of the QQP peptide, however no increase was
observed at 540 nm after the first 10 min of incubation. As
expected, the introduction of negatively charged residues, as in
the case of the EEP peptide, resulted in a 3-fold decrease of the fib-
rillation rate compared to the WT hormone, since a shift was
detected only after 50 min of incubation. The above indicate that
the presence of charged residues within the APRs of IAPP produce
less favorable aggregation interactions, in line with studies propos-
ing that such residues may act as gatekeepers against amyloid
aggregation (Beerten et al., 2012; Sant’Anna et al., 2014). However,
even significant alterations of the physicochemical properties of
the 8–17 APR are not able to suppress the aggregation propensity
of the molecule, suggesting that the hydrophobic interface of the
8–17 region is probably not the only major driving force behind
IAPP fibrillation.

3.4. Micro-Raman spectroscopy provides evidence of the aggregation-
prone core of IAPP amyloid fibrils

Raman spectroscopy is a powerful non-invasive technique for
the structural characterization of protein aggregates, including
amyloids, where traditional methods, such as X-ray crystallogra-
phy or NMR are inapplicable (Ortiz et al., 2007; Rodriguez-Perez
et al., 2013; Sereda et al., 2015). This technique has been applied
in the past to determine the orientation of individual structural
units within the sample (Rousseau et al., 2004). Here, micro-
Raman spectroscopy was applied on the oriented amyloid fibers
of the IAPP variants (Fig. S2). This analysis enabled the study of
the conformational properties of certain structural units of IAPP
and yielded information about the orientation and contribution
of these structures in the amyloid core of IAPP fibrils (Fig. 5).

3.4.1. Amide I region (1550–1750 cm�1)
As expected, the WT protein, as well as all the variants, exhibits

a strong amide I band at 1671–1672 cm�1, attributed to the well-
ordered b-sheet secondary structure of the formed amyloid fibrils.
Additional component bands located at �1585 and �1605 cm�1

are assigned to the ring modes of Phe and Tyr residues. Detailed
evidence was also extracted regarding the uniformity and orienta-
tion level of the amyloid fibers formed by each peptide. The amide I
Raman band depends primarily on the C@O stretching mode (Chen
et al., 1994; Mirkin and Krimm, 1991). The C@O groups are ori-
ented more or less in a parallel fashion to the main fibril axis, since
they take part in the formation of hydrogen bonds between succes-
sive b-strands composing the cross-b amyloid fibril core. Signifi-
cant differences were observed between the intensities of the
amide I bands for parallel and perpendicularly oriented WT, AAP
and QQP fibers, indicating the formation of uniform and well-
oriented fibers. This indication is in good agreement with the
well-oriented diffraction patterns of the same samples (Fig. 3). In
contrast, the EEP and RRPR peptides present no differences in the
intensity of the amide I band between parallel and perpendicular
orientations. This probably suggests a more or less random orien-
tation of the constituent amyloid fibrils. It is noteworthy that iden-
tical intensities between the parallel and perpendicular
orientations could also occur in the highly unlikely event of the
total number of constituent fibrils aligned at exactly 45o relative
to the polarization axis of the laser.

3.4.2. Tyrosine residues (800–900 cm�1)
Tyrosine residues are responsible for a doublet appearing in this

range, due to Fermi resonance between the ring-breathing vibra-
tion and the overtone of an out-of-plane ring bending vibration
of the para-substituted phenolic side chain (Siamwiza et al.,
1975). Furthermore, the relative peak intensity ratio (R = I850/I830)
strongly depends on the ionization state of the phenoxy group
and is sensitive to its participation in H-bonding, therefore it is
commonly used to inspect the burial or exposure of Tyr residues
(Carey, 1982). All variants include a single Tyr right next to their
C-terminal end and present a characteristic doublet, at 851–
856 cm�1 and 830–838 cm�1. For WT, EEP, AAP and QQP peptides,
a R �1.25 value indicates that the C-terminal Tyr acts as both a
donor and an acceptor of moderate hydrogen bonds. The corre-
sponding ratio on RRPR is just slightly lower than 1, indicating that
in this case Tyr has a slightly stronger role as a hydrogen donor. R
values ranging from 1.25 to 1.40 indicate that the Tyr residues are
exposed and not buried, thus unlikely to contribute to the buried
hydrophobic amyloid core (Carey, 1982). The WT peptide has a rel-
atively unusual character, containing three distinct bands at 830,
841 and 856 cm�1.

It has been reported previously that Tyr heterogeneity within
aggregates could lead to a splitting of one of the vibrational modes,
resulting in 3 peaks instead of the conventional doublet (Pandit
et al., 2008). This is also supported by the increased ratio of the
841 cm�1 peak relative to the doublet in the perpendicular orienta-
tion, implying several conformations for the C-terminal Tyr residue
between different protomers composing WT amyloid fibrils. Nota-
bly, this splitting event for the 841 cm�1 peak occurs at the
expense of the 830 cm�1 band, a feature that is significantly stron-
ger in the perpendicular orientation. No evidence for splitting was
displayed by the variants. This could suggest that the correspond-
ing substitutions may have a stabilizing effect in the conformation
of the Tyr residue compared to theWT. On the other hand, this lack
of splitting could be due to increased disorder (in comparison to
the WT). Increased disorder may not allow for resolving the two
components, causing instead, a shift of the derivative minimum
within the 830–840 cm�1 range. Finally, no significant differences
of the doublet intensity were observed between the two
orientations. This observation supports the hypothesis that the
C-terminally placed Tyr residue is not part of the stable vital
cross-b core of IAPP amyloid fibrils.

3.4.3. Disulfide bonds (450–560 cm�1)
Vibrational modes in this range are directly affected by different

conformations of disulfide bridges (Nakanishi et al., 1974; Van
Wart et al., 1973). The presence of characteristic peaks at 489–
492, 505–510 and 520–527 cm�1 verifies that the fibrillation pro-
cess maintains but influences the disulfide bridge of the WT and



Fig. 4. Congo red binding assays of IAPP variants. (A) The amyloidogenic properties of the WT protein and its variants were confirmed by their ability to bind the CR, as seen
under bright field illumination and the apple-green birefringence when switching to crossed-polars (Scale bars 400 lm). (B) CR binding studies revealed slower rates of
fibrillation for the EEP and RRPR peptides and an accelerated rate of fibril formation for the AAP peptide, compared to the WT protein. The CR reference curves, showing a
maximum absorbance at 500 nm are shown in black dotted lines in each graph.
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Fig. 5. Second derivative micro-Raman spectra obtained from parallel (black line) and perpendicular (blue line) arrangements between IAPP variant amyloid fibers and the
laser polarization axis. Analysis of the amide I region reveals that all peptides participate in the formation of uniform and stable b-sheet structures. Noticeable intensity
differences among orientations illustrate the formation of well-oriented fibers containing WT, AAP and QQP amyloid fibrils. The characteristic Fermi doublet (800–900 cm�1)
reveals that the C-terminal Tyr residue most probably serves as a donor and acceptor to the formation of moderate hydrogen bonds. I850/I830 ratios suggest that the Tyr side
chains are predominantly exposed rather than buried within the fibril core. The splitting event observed in the spectra of the WT peptide indicates high conformational
heterogeneity between the Tyr side chains. The absence of differences in the intensities between parallel and perpendicular orientations of the well-oriented WT, AAP and
QQP variants is clearly evident. Several bands are observed in the 450–560 cm�1 region of the spectra, suggesting multiple conformations for the disulfide bridges. The
component at 490 cm�1 arises as a result of low CS-SC angles, signifying that the disulfide bridges are under mechanical strain. For visualization purposes, the 800–900 cm�1

and 450–540 cm�1 regions are shown expanded by factors of 3.5x and 10x, respectively, relative to the amide I region.
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its variants. The two latter peaks are assigned to S-S stretching
vibrations (vS-S) of disulfide bridges found in a gauche-gauche-
gauche (ggg) and gauche-gauche-trans (ggt or tgg) conformation
(Sugeta, 1975; Sugeta et al., 1972, 1973), indicating multiple con-
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formations for the CS-SC group for protomers incorporated within
the formed fibrils. The additional component located at �490 cm�1

has been suggested to arise from a CS-SC moiety with a low dihe-
dral angle (Van Wart and Scheraga, 1976). Low disulfide bridge
dihedral angles occur as a result of strain to the bond, suggesting
that the formation of IAPP amyloid fibrils causes mechanical stress
on the N-terminal disulfide bond of the WT protomers. The relative
intensities of the three peaks in WT and EEP indicate that almost
half of the monomers of the amyloid fibers contain strained disul-
fide bridges. The strain level is lower for the AAP peptide, where all
three conformations seem to have a more or less equal contribu-
tion. Finally, the strain of the disulfide bond seems to be limited
in the case of the QQP and RRPR peptides, where more than half
of the bridges appear to adopt a ggt/tgg conformation.

The hypothesis concerning the association of fibrillation with
the stress of the disulfide bond was further supported by the anal-
ysis of micro-Raman spectra derived from films formed by the
IAPP1-12 peptide segment (Fig. S3). Specifically, no band was
observed close to �490 cm�1, suggesting that no strain was pre-
sent in the absence of fibrillation (Table S1). However, multiple
conformations of disulfide bridges were detected, as the presence
of two bands disclosed, again with a preference for the ggt/tgg con-
formation (�3:5 ratio) (Fig. S3). The aforementioned results indi-
cate that the intramolecular disulfide bridges of the N-terminal
segment of IAPP and the corresponding variants do not adopt a sin-
gle conformation and are under stress during fibrillation, therefore
most probably do not contribute as a pivotal part of the stable
amyloid fibril core. The conformational instability of the disulfide
bond is also evident through the spectral shift of the 525 cm�1

band to 528 cm�1, observed between the two orientations for the
hIAPP fiber (Fig. 5). Analysis of the data obtained between different
orientations further support this hypothesis. Specifically, minimal
or no changes were observed by comparing the intensities of the
peaks between a parallel and a perpendicular orientation. This is
a strong indication that, at least for the well oriented WT, AAP
and QQP fibers, the N-terminal part of the monomers, containing
the intramolecular disulfide bond, is not incorporated within the
amyloid fibril core.

3.5. Comparison with existing models of IAPP fibril structures

Explicit solvent MD simulations were performed for theWT and
variant protofibrils, adopting a previously suggested configuration
(Luca et al., 2007). Analogous substitutions were performed for
L12, L16 and A25 for the AAP, QQP and EEP systems, while an addi-
tional substitution of I26R was introduced in the RRPR system.
Notably, the above residues are buried in the hydrophobic core
with the exception of A25.

Simulations of the WT protofibril were reasonably stable, with
minimal changes in the overall fold. The parallel, in-register b-
strands and the U-shaped topology of the peptides were retained,
with the monomers adopting a twist of �4–6� between adjacent
b-strands, in agreement with experimentally observed axial fibril
twists (Fig. 6A). Tight packing of side chains was observed in the
experimentally verified 8–17 and 20–29 APRs composing the first
b-strand, the turn region and the beginning of the facing b-
strand, proposing favorable interactions for these segments
(Fig. 6A and B). Structural analysis of the modelled structure pro-
vides information on the importance of the Ser residue located in
position 20 of the IAPP sequence. A S20G mutation is commonly
associated with early onset type II diabetes in Asian populations
(Sakagashira et al., 2000). Previous theoretical studies have sug-
gested that the S20G mutation can possibly promote IAPP aggrega-
tion by destabilizing the early a-helical content of IAPP monomers,
driving it towards an extended b-strand conformation (Duan et al.,
2012; Wang et al., 2012). Furthermore, studies have also high-
lighted that the critical position of a S20G mutation is capable of
inducing local flexibility and reducing the overall entropy cost
for the assembly process (Xu et al., 2009), providing a possible
explanation for the faster aggregation kinetics induced by the
S20G mutation. The overall b-sheet content remains stable at
approximately 55%. Orientation of the two pentamers was main-
tained, suggesting further favorable interactions between the
23–29 segments of two entities. An average Root Mean Square
Deviation (RMSD) value of 5.3 Å was measured for the final 10 ns
of the simulations; this value is in good agreement with evidence
from previous, shorter MD simulations of human IAPP protofibril
pentamers (Liang et al., 2013a). Root Mean Square Fluctuation
(RMSF) measurements (per-residue analysis) validated the order
and stability of the 8–16 and 24–30 segments, which showed
minimal fluctuations (Fig. S4) compared to the overall structure.
In contrast, both the N- and C-termini displayed high RMSF and
Accessible Surface Area (ASA) values accounting for extensive
mobility of these regions (Figs. S4 and S5). Coupled with the slight
disordering observed in the C-terminal 34–37 segment, these
results further verify the notion that the N- and C-ends of the
monomers are not vitally contributing in the stable IAPP amyloid
fibril core.

Similar behaviors were observed during the AAP and QQP vari-
ant simulations, with both systems retaining their initial protofibril
configurations. The overall packing and secondary structure ele-
ments were preserved, as revealed by b-sheet content (%) and
ASA (Å2) analysis (Table 1). The conserved L12A and L16A substitu-
tions did not disrupt the hydrophobic core of the steric zipper, thus
allowing the system to incorporate the double mutation and
remain stable. Furthermore, the A25P substitution located at the
end of the turn connecting the facing strands allowed the incorpo-
ration of Pro residues stacked along the fibril axis, and facilitated
the U-bend overall fold. During the QQP simulation, the protomers
adopted specific features that allow the incorporation of stacked
Gln residues in the hydrophobic core. More specifically, buried
Q12 side chains increased the packing density of the steric zipper.
This process was facilitated by the formation of a tight hydrogen
bond network between stacked Q12 side chains, in close proximity
to the equally buried T30 side chains of the facing b-strand, result-
ing in the formation of more stable pentamers (Fig. 6C). Both sys-
tems exhibited similar fluctuations, compared to the WT,
indicating that they also contain amyloidogenic cores. In contrast
to the above, significant disruptions for the protofibrils were
observed in the RRPR and EEP simulations. In both cases the 8–
17 b-strand of the protomers dissociated, with certain segments
partially reverting to a helical structure, leading to an opening of
the U-bend and destruction of the overall protofibril fold. These
results highlight the inability of the system to accommodate bur-
ied charged side chains that disrupt the hydrophobic interior of
the protofibril core. Taken together, these results would suggest
that the proposed protofibril structure is not compatible with the
fibril properties of EEP and RRPR. However, in both the EEP and
the RRPR simulations, the b-sheets of the 24–30 segments and
the packing of the pentamers remain intact, indicating that despite
the applied substitutions, these particular regions retain their
amyloid-like features. Furthermore, it is important to note that
the initial model corresponds to a specific polymorph of hIAPP
amyloid fibrils (Luca et al., 2007). Therefore, it is possible that IAPP
self-assembly includes different stabilizing interactions between
polymorphs with different properties, allowing variants such as
the EEP and RRPR peptides to form amyloid fibrils with alternative
morphologies. This notion is also supported by several studies
showing that monomeric IAPP is capable of interconverting
between various conformations during the initial stages of aggre-
gation and is associated to a number of putative overlapping aggre-
gation pathways (Chiu and de Pablo, 2015; Dupuis et al., 2011;



Fig. 6. Structural overview of the IAPP protofibril simulation systems. (A) Representations of the simulated WT and mutant protofibrils after 100 ns of MD simulations.
All structures are shown in the same orientation using a cartoon representation, with each IAPP monomer colored differently. Solvent molecules are not rendered for clarity.
N- and C-termini of the first protomer in each pentamer are labeled. (B) Features of IAPP, depicted upon the structure of an isolated monomer. The monomer is colored
according to secondary structure elements, using yellow for b-strands and pink for unstructured regions. Positions of point mutations, the C2-C7 disulfide bond and the
C-terminal Tyr are depicted as sticks and colored using cyan for carbon, blue for nitrogen and red for oxygen atoms. Hydrogen atoms were excluded for clarity. The amidated
C-terminus is shown in sphere representation and colored blue for nitrogen and white for hydrogen atoms. (C) Close inspection of the first pentamer for the QQP simulation
after 100 ns. Secondary structure elements and residue depictions are shown as in (B). Amino acid substitutions, as well as T30 are shown and labeled accordingly. The
favorable packing of side chains and a potential hydrogen bond network between Q12 and T30 is indicated.

Table 1
Summary of simulation systems with structural characteristics, averaged over the last 10 ns of the simulations.

System Substitutions Number of particles RMSD (Å) Backbone hydrogen bonds % b-sheet content Normalized ASA (Å2)a

WT – 64545 5.30 ± 0.13 171 ± 4 56.54 ± 0.96 1736.70 ± 173.25
AAP L12A-L16A-A25P 64224 5.65 ± 0.19 176 ± 3 55.14 ± 1.09 1743.03 ± 158.05
QQP L12Q-L16Q-A25P 64328 4.95 ± 0.12 174 ± 4 56.15 ± 1.10 1663.16 ± 177.82
EEP L12E-L16E-A25P 64322 18.60 ± 0.36 144 ± 4 39.63 ± 2.55 2184.23 ± 196.10
RRPR L12R-L16R-A25P-I26R 64735 19.43 ± 0.37 137 ± 4 29.86 ± 2.86 2633.23 ± 237.76

a Per-protomer Accessible Surface Area (ASA), averaged over all protomers in the protofibril.
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Liang et al., 2013b). Both experimental and computational studies
have highlighted that the 8–16 segment of IAPP, primarily a-
helical in the initial fold, may participate in early dimerization
events (Abedini and Raleigh, 2009; Laghaei et al., 2011), suggesting
that the EEP and RRPR mutations could possibly influence the bal-
ance of the IAPP aggregation pathway, leading to the formation of
fibrils with alternative morphological characteristics.
4. Discussion

Evidence accumulated over the years has linked several seg-
ments of human IAPP with its aggregation propensity. Early studies
highlighted that human IAPP, as a member of the calcitonin gene
related peptide family, shares reasonable sequence homology to
a- and b-calcitonin gene related peptides (CGRPs), adrenomedullin
and intermedin, especially at the N- and C-termini (Cooper et al.,
1987; Westermark et al., 1987b). However, IAPP is the only docu-
mented member of the family capable of forming amyloid fibrils.
IAPP differs from the members of the CGRP family primarily in
the 20–29 region, suggesting that this region plays a vital role dur-
ing its aggregation (Westermark et al., 1990). Supplementary
experiments with rIAPP initially confirmed that IAPP amyloido-
genicity is possibly controlled by this region, attributing the inabil-
ity of the latter to aggregate to the presence of 3 Pro residues
within this segment (Betsholtz et al., 1989). However, recent con-
tradictory data reveal that the proline mutations do not completely
inhibit IAPP aggregation, which still occurs but at slower rates (da
Silva et al., 2016). The hydrophobic interface of the amphipathic 8–
17 segment of IAPP is also considered as major driving force of IAPP
fibrillogenesis, thus increasing further the complexity behind IAPP
aggregation (Jaikaran et al., 2001; Laghaei et al., 2011; Louros et al.,
2015b; Mao et al., 2016; Mazor et al., 2002; Scrocchi et al., 2003).
Following the above, several studies focused at identifying specific
mutations along the IAPP sequence which can eliminate its aggre-
gation tendency (Abedini and Raleigh, 2006; Green et al., 2003;
Koo et al., 2008), expanding the possible aggregation prone sites
along its entire sequence (Fox et al., 2010). Even the end terminal
regions of the protein, which were initially considered to be pro-
tective against IAPP fibrillation (Koo and Miranker, 2005; Tu
et al., 2014) have been at some point associated to the formation
of fiber-like structures (Cope et al., 2013; Jaikaran and Clark, 2001).

Sequence analysis utilizing AMYLPRED2 verified that the 8–17
and 20–29 segments of IAPP present the highest predicted amy-
loidogenic potential. Accordingly, mutations targeted to reduce
the hydrophobic potential and amyloidogenic properties of the
8–17 and 20–29 segments were introduced. Impressively, signifi-
cant alterations of the 8–17 segment were incapable of inhibiting
IAPP aggregation, supporting the hypothesis that this is not the
only segment controlling IAPP aggregation. However, the
hydrophobic nature of this segment most probably participates
in the formation of the amyloid fibril core, since the presence of
charged residues leads to 3-fold slower rate of IAPP fibrillation,
as shown by the CR kinetic experiments. On the other hand, the
presence of a single Pro residue at position 25 also was not capable
of reducing the amyloidogenic potential of the 20–29 segment, in
line with supplementary evidence suggesting that the A25P substi-
tution lowers the b-propensity of the protein, yet, retains some
amyloidogenic characteristics (Chakraborty et al., 2013; Chiu
et al., 2013). MD simulations highlighted that the cyclic structural
features of its side chain, may allow the Pro residue occupying
position 25 to promote the stability of the fibril core, by facilitating
the turn region between the facing b-strands.

The main focus of this study was to identify which segments of
human IAPP are indeed part of or excluded from the stable
hydrophobic core of human IAPP amyloid fibrils. For this purpose,
micro-Raman spectroscopy was employed given its sensitivity to
the single intramolecular disulfide bond (C2-C7) and the single
Tyr residue (Y37) that occupy the N- and C-termini of the mole-
cule, respectively. The micro-Raman spectra of the AAP and QQP
fibers are very similar to those of theWT, suggesting that the speci-
fic mutations do not alter significantly the structural properties of
the amyloid fibrils. On the other hand, the presence of charged
residues affected the orientation and uniformity of the fibrils, indi-
cating less favorable interactions than in the WT protein and sug-
gesting that the 8–17 APR segment may be incorporated as part of
the amyloid core.

Different conformations were observed for the disulfide bridges
of all peptides, including WT. These data suggest that the N-
terminal region of IAPP that contains the intermolecular disulfide
bridge is not incorporated within the stable hydrophobic core.
However, IAPP fibrillation was found to cause mechanical stress
on the disulfide bridges of the peptide monomers, as revealed by
the shifting of disulfide bands to lower energies, suggesting that
that this segment is directly affected by fibrillogenesis. Interest-
ingly, the C2-C7 disulfide bridge is positioned next to the 8–17
APR along the IAPP sequence. Incorporation of this segment within
the amyloid core could possibly explain the strain applied on the
monomer disulfide bridges. These findings are in agreement with
recent studies suggesting that the disulfide bond is important in
containing IAPP aggregation, rather than being part of the fibril
core (Ilitchev et al., 2016).

Analysis of the Fermi resonance doublet revealed that the
C-terminal Tyr is surface exposed, in agreement with recent TERS
results (vandenAkker et al., 2015). Moreover, the micro-Raman
spectra of the WT fibers were found to exhibit an unusual splitting
event, attributed to the presence of different Tyr conformations.
This variability suggests that the C-terminal residue of the protein
is highly unlikely to be part of the stable amyloid core.

5. Conclusions

Micro-Raman spectroscopy provided valuable information
regarding the structural features of human IAPP amyloid fibrils.
The spectroscopic data validate the hypothesis that the hydropho-
bic core of human IAPP amyloid fibrils is most probably composed
by the central APRs of the sequence, whereas the N- and
C-terminal ends of the protein are more or less excluded. However,
the alteration of the hydrophobic properties of the 8–17 APR seg-
ment, as well as a single Pro substitution of the 20–29 APR at posi-
tion 25 did not prove sufficient to impart IAPP fibrillogenesis,
suggesting that these factors are not sufficient for controlling IAPP
aggregation. Future experiments should be focused on identifying
the underlying forces that lead these central segments towards
the formation of the IAPP amyloid fibril core.
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ABSTRACT:

Over the last 20 years, proinsulin C-peptide emerged as an

important player in various biological events. Much time

and effort has been spent in exploring all functional fea-

tures of C-peptide and recording its implications in Diabe-

tes mellitus. Only a few studies, though, have addressed C-

peptide oligomerization and link this procedure with Dia-

betes. The aim of our work was to examine the aggregation

propensity of C-peptide, utilizing Transmission Electron

Microscopy, Congo Red staining, ATR-FTIR, and X-ray

fiber diffraction at a 10 mg ml21 concentration. Our

experimental work clearly shows that C-peptide self-

assembles into amyloid-like fibrils and therefore, the aggre-

gation propensity of C-peptide is a characteristic novel fea-

ture that should be related to physiological and also

pathological conditions. VC 2016 Wiley Periodicals, Inc.

Biopolymers (Pept Sci) 108: 1–8, 2017.

Keywords: insulin biosynthesis; proinsulin C-peptide;

diabetes mellitus; amyloids; amyloidogenic peptides
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preprint. The “Published Online” date corresponds to the pre-

print version. You can request a copy of any preprints from the

past two calendar years by emailing the Biopolymers editorial

office at biopolymers@wiley.com.

INTRODUCTION

S
tructural studies of peptides and proteins during the

last few years revealed an increasing number of the

so-called “amyloidogenic proteins”. A large number

of human proteins, chemically and structurally

divergent, may undergo general or partial refolding

and may subsequently self-assemble into amyloid fibrils,

causing degenerative diseases such as Alzheimer’s disease, Par-

kinson’s disease, prion diseases, or Diabetes type 2.1,2 Amyloid

diseases are characterized by the presence of amyloid deposits

composed mainly of one amyloidogenic protein. The 2014

Amyloid Fibril Protein Nomenclature List includes all well

characterized amyloidogenic proteins to-date.3

C-peptide (Figure 1b) was for several years a forgotten

parameter in insulin studies, but today has been proven to be

a bioactive peptide.4 Proinsulin (Figure 1a), the truncated

product of pre-proinsulin, consists of 86 amino acids, where

C-peptide is the 31 amino acid linker (Figure 1a, blue color)

between insulin A chain (Figure 1a, deep red color) and insu-

lin B chain (Figure 1a, green color).5–7 During normal insulin

biosynthesis in pancreatic b-cells, proinsulin is able to fold

quickly into its correct three-dimensional structure, by form-

ing three disulfide bridges, two interchain bonds and one

intrachain bond (Figure 1a, yellow dashed lines).5 Following

this folding process, proinsulin is transferred in clathrin

coated immature secretory vesicles to the Golgi complex.8

Granule maturation is completed within 2 h after synthesis; at

pH near acidic conditions (�5.025.5), where prohormone

serine endoproteases, convertase PC2 and convertase PC1/3

act in combination, and the clathrin coating is removed.9–11
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The generation of native insulin and free C-peptide is accom-

plished by carboxypeptidase-E (CPE), which eliminates

C-terminal basic amino acids exposed by the convertases

(Figure 1a, black arrows).12 This mechanism results in the

retention of both insulin and C-peptide in the mature storage

granules in equal amounts.13 However, mature b-cell granules

also contain other peptides, including islet amyloid polypep-

tide (IAPP or amylin), chromogranins, other minor compo-

nents and even small amounts of proinsulin or proinsulin

intermediates and proIAPP.8,13,14 The final exocytotic release

of insulin from the b-cell storage vesicles into the blood is an

energy-dependent process, as a response to the sugar level in

blood.15 Both insulin and C-peptide are released together into

the circulation in equimolar amounts.13

Studies concerning proinsulin C-peptide function are con-

stantly enriched.16 It is absolutely crucial in insulin biosynthe-

sis, since C-peptide is the essential join between A and B

chains. C-peptide participation in proinsulin structure fulfills

the important biological role of facilitating the formation of

the correct secondary and tertiary structure of insulin and pre-

venting insulin aggregation.7,17 Recent studies have reported

several molecular interactions of C-peptide,18–20 cell signaling

events,21 and pivotal effects in diabetic patients.20

Apart from mature insulin, whose three dimensional struc-

ture was determined by X-ray crystallography, proinsulin and

C-peptide adopt unordered structures in solution, as NMR

spectroscopy confirmed22,23 and, interestingly, free insulin

(chains A and B) displays similar overall conformation to that

of proinsulin.24 Although most researchers agree that the

C-peptide structure is unordered under physiological condi-

tions, a few studies reveal that C-peptide is not a random coil,

but rather contains detectable ordered structure both when

free or attached to insulin in proinsulin25; the N-terminal part

(1-EAEDLQVGQVE211) may adopt an a-helical conforma-

tion at high concentrations of trifluoroethanol (TFE)26 and

Molecular Dynamics simulations suggest turn-like motifs in

the middle part and the C-terminal of C-peptide.27

It has been shown that C-peptide segments are related to its

function: The N-terminal part of the proinsulin C-peptide acts

as a chaperon and contributes to proper insulin folding, by pre-

venting insulin aggregation.28–31 The C-terminal region con-

tains an interaction epitope for binding to a G-protein coupled

receptor,32 while the C-terminal pentapeptide 27-EGSLQ231

specifically, simulates the way the full-length C-peptide binds to

a cell surface.33 The middle segment (residues 12 2 26) of

proinsulin C-peptide, with a high turn propensity, is considered

to be flexible due to its sequence composition and it is suggested

to mediate C-peptide – membrane interactions at low pH.27,34

C-peptide interferes with Diabetes mellitus; patients with

type 2 Diabetes (T2D) produce reduced insulin, in contrast to

patients with type 1 Diabetes (T1D), which have lost all of their

capacity to secrete insulin.15,35 Since insulin and C-peptide are

co-secreted in equimolar amounts, C-peptide release was first

used as an independent “biomarker” (or diagnostic tool) of

insulin secretory rate, in vivo, in diabetic patients.36,37 Moreover,

in type 1 and type 2 Diabetes, where pancreatic b-cells are under

stress and consequently misfunction, the incomplete proinsulin

cleavage results in elevated circulating proinsulin levels.38 Fur-

thermore, C-peptide treatment was reported to be beneficial for

diabetic subjects in combination with daily insulin injections.

The most well-known therapeutic possibilities of C-peptide are

gathered together in a recent excellent review article.39

Several studies highlight the therapeutic potential of

C-peptide in diabetes, only a few studies, though, unveil the

formation of C-peptide oligomers31,40 and the accumulation of

C-peptide in the vessel walls in early atherogenesis, in diabetic

patients.41 Taking all the above studies into consideration, in

the present study, we decided to test the propensity of

C-peptide to self-assemble into amyloid fibrils, in vitro. The

C-peptide was found to self-assemble into amyloid-like fibrils

at a concentration of 10 mg ml21 in distilled water and,

FIGURE 1 Schematic representation of human proinsulin and

amino acid sequence of proinsulin C-peptide. A: A graphical respre-

sentation of human proinsulin; insulin A chain and B chain are

shown in red and green respectively and proinsulin C-peptide, the

connecting peptide between A and B chains, is shown in blue. Cys-

teines are shown in yellow and disulfide bridges are marked with

yellow dashed lines. Arrows indicate sites of proteolytic activity into

b-cell granules (See Introduction). B: The amino acid composition

of the 31 amino acid human proinsulin C-peptide (Uniprot AC:

P01308).
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therefore, here we discuss this novel important finding in rela-

tion to Diabetes and to physiological conditions.

MATERIALS AND METHODS

Peptide Synthesis
The 31 amino acid C-peptide (Figure 1b) was synthesized by Gen-

eCustVC Europe, Luxembourg. The purity of the synthesized peptide

was 96.8% (free N- and C-terminals).

Preparation of Amyloid-Like Fibrils
The synthesized peptide was dissolved in distilled water (pH 5.5), at a

concentration of 10 mg ml21, and after one week incubation at ambient

(room) temperatures, C-peptide forms amyloid-like fibril-containing

gels. Oriented fibers, suitable for X-ray diffraction, were obtained from

suspensions of C-peptide mature amyloid fibrils, as described below.

X-Ray Diffraction
A droplet (�10 ll) of mature fibril suspension was placed between

two quartz capillaries covered with wax, spaced �1.5 mm apart and

mounted horizontally on a glass substrate, as collinearly as possible, to

obtain an oriented fiber. The X-ray diffraction pattern from this fiber

was collected, using a SuperNova-Agilent Technologies X-ray genera-

tor equipped with a 135-mm ATLAS CCD detector and a 4-circle

kappa goniometer, at the Institute of Biology, Medicinal Chemistry

and Biotechnology, National Hellenic Research Foundation (CuKa

high intensity X-ray micro-focus source, k 5 1.5418 Å), operated at

50 kV, 0.8 mA. The specimen-to-film distance was set at 52 mm and

the exposure time was set to 400 s. The X-ray patterns, initially were

viewed using the program CrysAlisPro42 and consequently measured

with the aid of the program iMosFLM.43 Indexing (h, k, l, dobs, dcalc)

of C-peptide was done utilizing DICVOL06.44

Negative Staining and Transmission Electron

Microscopy
For negative staining, droplets (�3 2 5 ll) of C-peptide mature fibril

suspensions were applied to glow-discharged 400-mesh carbon-

coated copper grids for 60 s. The grids were stained with a droplet

(5 ll) of 2% (w/v) aqueous uranyl acetate for 60 s. Excess stain was

removed by blotting with a filter paper. The grids were air-dried. The

fibril-containing grids were examined with a MorgagniTM 268 trans-

mission electron microscope, operated at 80 kV. Digital acquisitions

were performed with an 11Mpixel side-mounted Morada CCD cam-

era (Soft Imaging System, Muenster, Germany).

Attenuated Total Reflectance Fourier-Transform

Infrared Spectroscopy (ATR FTIR) and Post-Run

Computations of the Spectra
A 10-ll droplet of C-peptide mature fibril suspension was cast on a

front-coated Au mirror and left to dry slowly at ambient conditions

to form a thin film. Infrared spectra were obtained from these films at

a resolution of 4 cm21, utilizing an IR microscope (IRScope II by

Bruker Optics) equipped with a Ge attenuated total reflectance (ATR)

objective lens (20x) and attached to a Fourier-transform infrared

(FTIR) spectrometer (Equinox 55, by Bruker Optics). Internal reflec-

tion spectroscopy has several advantages compared with the more

common KBr dispersion technique.45 The choice of ATR was dictated

by the need to exclude any possible spectroscopic and chemical inter-

actions between the sample and the dispersing medium. Having a

penetration depth ca. 1–2 lm (1000 cm21, Ge), ATR is free of satura-

tion effects, which may be present in the transmission spectra of

thicker samples. Moreover, the use of a microscope facilitates the

acquisition of data from small samples. Ten 32-scan spectra were col-

lected from each sample and averaged to improve the S/N ratio. The

spectra are shown in the absorption mode after correction for the

wavelength dependence of the penetration depth (pd � k). Absorp-

tion band maxima were determined from the minima in the second

derivative of the corresponding spectra. Derivatives were computed

analytically using routines of the Bruker OPUS/OS2 software and

included smoothing by the Savitzky–Golay algorithm over a 6 8 cm21

range, around each data point. Smoothing over narrower ranges

resulted in a deterioration of the S/N ratio and did not increase the

number of minima that could be determined with confidence.

Congo Red Staining and Polarized Light Microscopy
C-peptide mature fibril suspensions were applied to glass slides

and stained with a 10 mM Congo Red (Sigma) solution in PBS

(phosphate-buffered saline, pH 7.4) for �30 min. Then, they were

washed several times with 90% ethanol and left to dry approximately

for 10 min. The samples were observed under bright field illumination

and between crossed polars, using a Leica MZ75 polarizing stereomi-

croscope, equipped with a JVC GC-X3E camera.

Congo Red Spectroscopic Assay
Totally, 10 ll droplets of C-peptide (10 mg ml21 final concentration)

were used to record spectra between 400 and 700 nm at room temper-

ature for a period of 7 days, following previous protocols.46 Congo

Red stain was prepared as described above. Absorption spectra were

collected by a BIO-RAD SmartSpecTM 3000 Spectrophotometer (170-

2501), utilizing polystyrene disposable cuvettes (1 cm optical length).

A 10 mM Congo Red spectrum was used as a reference (see Support-

ing Information data).

RESULTS
Transmission electron microscopy and negative staining clearly

demonstrate that the C-peptide folds and self-assembles, after

1 week of incubation in distilled water at pH 5.5, forming a gel

which mainly contains fibrils, which display the basic charac-

teristics of amyloid fibrils: they appear to be straight and

unbranched supercoils of indeterminate length and of different

diameters. Each supercoil consists of protofibrils, with a diam-

eter of �50 Å (Figure 2, single arrow). The simplest such

supercoils are helices (Figure 2, double arrows) and have a

thickness of ca. 90 2 120 Å, whereas more complex supercoils,

of various diameters, are frequently seen (Figure 2, triple

arrows). Moreover, frequently, C-peptide amyloid-like fibrils

tend to coalesce laterally to form bundles (Figure 2,

C-peptide Aggregation Propensity 3
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arrowhead). Such polymorphism is common in amyloid fibril

containing samples.47,48

C-peptide fibrils show strong affinity for the Congo red dye

and exhibit the characteristic red–green birefringence of amy-

loid fibrils, when viewed under crossed polars (Figure 3). Along

with polarizing microscopy findings, a Congo Red spectropho-

tometric approach elucidates a spectral shift from 500 nm to

540 nm, indicating that Congo Red binding occurs as the con-

centration of C-peptide amyloid fibrils increases. Additional

electron microscopy micrographs were obtained after 0, 3, and

7 days of incubation, respectively, which confirm the spectro-

scopic analysis. The absorption spectra of Congo Red solution

and Congo Red – C-peptide mixture are shown in Supporting

Information Figure S1.

The X-ray diffraction patterns of oriented fibres produced

from the amyloid-like fibril suspensions of the C-peptide,

indicate a powder-like pattern of a polycrystalline material

(Figure 4). The intense meridional reflection at 4.68 Å is attrib-

uted to the distance between hydrogen-bonded b-strands within

b-sheet. The strong, but diffuse, reflection corresponding to a 8.7

Å periodicity may be attributed to the side chain packing dis-

tance between adjacent b-sheets. The above reflections are char-

acteristic of the “cross-b” conformation,49 and are observed for

several amyloid-like fibrils,50 in which the b-strands are perpen-

dicular to the fiber axis and the sheets are packed parallel to the

fiber axis (Figure 4). A list of the reflections observed in the X-ray

pattern (Figure 4) is given in Table I. A full explanation of the

polycrystalline diffraction pattern is given in the legend of Table

I, with a table of the d-spacings of the diffraction rings and a pro-

posed unit cell for the C-peptide fiber/”crystallites”.

As shown in Figure 5 the ATR FTIR spectrum of C-peptide

fibrils, cast as a thin-hydrated film, shows a prominent band at

1625 cm21 in the amide I region and the two amide II bands at

1552 cm21 and 1527 cm21, which are definitely due to b-sheet

conformation.51 The amide I, high wavenumber component at

1697 cm21 is an indication that the b-sheets are antiparallel.52–54

Other ATR FTIR bands and their tentative assignments are

shown in Table II. 54–56 Thus, the results from ATR FTIR spec-

troscopy strongly support the evidence from X-ray diffraction.

DISCUSSION
The objective of this study was to investigate the amyloido-

genic propensity of proinsulin C-peptide in vitro. For this

FIGURE 2 Transmission electron microscopy image of negatively

stained proinsulin C-peptide amyloid-like fibrils. Proinsulin C-

peptide self-assembles forming unbranched supercoils of undeter-

mined length and different diameters (multiple arrows). Multi-

stranded bundles were also observed for C-peptide (arrowhead). An

individual protofibril is indicated with a single black arrow (ca. 50

Å in diameter). Bar is 200 nm.

FIGURE 3 Proinsulin C-peptide Congo Red staining. A 10 mg ml21

solution of C-peptide was incubated in distilled water (at ambient tem-

peratures, pH 5.5), for �7 days to produce mature amyloid-like fibrils.

A hydrated thin film of C-peptide shows red2green birefringence in

polarized light (b) after Congo red staining (a). (Bar 200 lm).
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reason, the 31 amino acid C-peptide was chemically synthe-

sized and dissolved in distilled water. The results reported

above suggest that C-peptide intrinsically exhibits the tendency

to self-assemble into amyloid fibrils (Figure 2) and, further,

fulfills all three characteristic, structural, and tinctorial features

of amyloids (Figures 325).

FIGURE 4 X-ray diffraction pattern from aligned C-peptide

mature amyloid-like fibrils. Oriented fibers, derived from Cpeptide

amyloid-like fibrils, show a powder-like X-ray diffraction pattern of

a polycrystalline material. Reflections with spacings at 4.68 Å and

8.7 Å, respectively, are indicated with arrows. Table I contains a list

of d-spacings of the diffraction rings and a possible unit cell for the

C-peptide fiber/crystallite is proposed.

Table I Spacings (dobs) of the Reflections That Were Observed

in the Polycrystalline X-Ray Diffraction Pattern, Taken From a

Fiber of the C-Peptide Amyloid-Like Fibrils

h K l dobs (Å) dcalc(Å)

0 3 0 8.70 8.69

4 2 0 7.60 7.60

3 2 2 6.00 5.99

8 0 0 4.68 4.67

3 6 0 4.12 4.11

2 7 0 3.67 3.67

9 6 0 3.01 3.00

10 6 1 2.80 2.80

Indexing (h, k, l, dobs, dcalc) was done, utilizing DICVOL06 [44], a

software for the automatic indexing of powder diffraction patterns by the

successive dichotomy method, based on an orthorhombic unit cell, with

unit cell parameters: a 5 37.50 6 0.02 Å, b 5 26.18 6 0.01 Å, c 5 16.10 6

0.01 Å, alpha 5 908, beta 5 908, gamma 5 908. This unit cell has a volume,

Vol 5 15431.2 Å3 and it is estimated to contain 4 molecules of C-peptide.

FIGURE 5 ATR FT-IR (1100–1800 cm21) spectrum of proinsulin

C-peptide. Suspensions of mature amyloid fibrils derived from the

C-peptide were cast on a flat stainless-steel plate (SpectRIM, Tienta

Sciences, Inc. Indianapolis, USA) and left to air-dry slowly, at ambi-

ent conditions, in order to form a hydrated, thin film. Observed

bands from the ATR FT-IR spectrum obtained from this film and

their tentative assignments are given in Table II. A second derivative

spectrum is also included.

Table II Bands Observed in the ATR FTIR (1100 2 1800 cm21)

Spectrum Produced From a Hydrated Film of the Amyloidogenic

C-Peptide After Self-Assembly, and Their Tentative Assignments

(Figure 5)

Band (cm21) Assignment

1136 TFA

1180 TFA

1205 TFA

1411 Pro[55]

1450 CH
½56�
2 , Pro[55]

1469 CH
½56�
2

1527 Amide II (b-sheet)

1552 Amide II (b-sheet)

1625 Amide I (b-sheet)

1664 TFA

1697 Amide I (antiparallel b-sheet)
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These novel features of proinsulin C-peptide should be

carefully taken into account, since early studies of C-peptide

self-aggregation stated clearly that C-peptide on its own does

not give rise to amyloid fibrils.57 Several peptides and proteins,

which had not previously been associated with amyloidoses,

(as C-peptide in our case), have been proven to form amyloid-

like fibrils in vitro, indicating that amyloid formation may be

an inherent ability of proteins under specific conditions.1,2 Fur-

thermore, in vitro studies using synthetic amyloidogenic pro-

teins have been highly important for understanding the

mechanisms by which proteins accumulate and subsequently

may be involved in degenerative diseases.58

Aiming at a better understanding of C-peptide aggregation,

it is worth mentioning that, in general, the control of the oligo-

meric states of a peptide is being driven by the relative concen-

tration of the protein. In vitro assays of C-peptide utilized

initial concentrations, ranging from 1mg ml21 to 40

mg ml21.17,31,57,59 Similar conditions are also commonly used

at in vitro fibrillation assays of other “aggregation-prone” pro-

teins and peptides.60–62 Importantly, C-peptide levels at physio-

logical conditions, such as fasting and postprandial conditions,

are low.63 However, the growing literature on Diabetes high-

lights that high concentration of C-peptide is observed in over-

weight individuals64 and subjects with type 2 Diabetes,65

because of the increase of C-peptide biological half-life.38 At the

same time, in atherogenesis, C-peptide was found to accumu-

late and deposit in the vessel walls of diabetic patients.41

As observed in our previous studies,60,66 electron microscopy

micrographs did not always show the presence of a polycrystalline

material. However, several studies indicate structural similarities

of diffracting features of protein fibrils and microcrystals.67,68

Interestingly, in vitro assembly assays on a highly amyloidogenic

peptide revealed that thin, single fibrils transform into lamellar

nano-crystals.60,69 Working systematically on elucidating amy-

loids at atomic level, Marshall and Serpell remark that “degree of

order” is what really differentiates a crystal and a fibril-containing

fiber.70 In our case, C-peptide reflections appear as rings, indicat-

ing poor alignment of C-peptide constituent fibrils that lack

higher molecular organization (Figure 4).

Further in vitro experiments on C-peptide detected a potent

“amyloidogenic profile”. C-peptide oligomers, observed by

SDS-PAGE, indeed bind Thioflavin T and thus, researchers

proposed a possible b-sheet conformation in an attempt to

describe C-peptide affinity to the “amyloid specific” dye.31,40

Moreover, to obtain structural clues on C-peptide, Lind et al.

performed CD and ATR-IR spectroscopy on a mixture of

C-peptide with SDS and in analogy to the results of our study,

this publication was the first to mention that C-peptide oligo-

meric states are similar to other amyloidogenic peptides.40

Interestingly, using electrospray mass spectrometry Nerelius

et al. extensively studied homo-interactions and aggregation of

C-peptide fragments and revealed that N- and C-terminal seg-

ments, corresponding to C-peptide residues 1-EAEDL25 and

27-EGSLQ231 respectively, are prone to homo-oligomer-

ize.31,71 The use of our consensus secondary structure predic-

tion algorithm SECSTR72 suggests a possible a-helix for

residues 1-EAEDLQVGQV-10 (at least two methods out of six)

and also predicts a second shorter a-helix formed by residues

22-QPLALE-27 (at least two methods out of six) (Supporting

Information Figure S2). SECSTR, though, suggests an alterna-

tive prediction for a b-strand for residues 6-QVGQVE-11 (at

least two methods out of six) and a weaker prediction for a

b-strand for residues 21-LQPL-24, overlapping the above

a-helical predicted segments. Thus, these results imply that

N- and C- terminals of the C-peptide have all the distinctive

features of ‘‘chameleon’’ sequences73 and therefore intrinsically

exhibit the tendency to ‘alter’ their conformation depending

on the environmental conditions. Accordingly, recent evolu-

tionary studies of mammalian C-peptide sequences (�30

amino acid each), utilizing the PSIPRED prediction algo-

rithm,74 predict a strong b-strand propensity for residues

8-GQVEL-12 and propose that due to the conformation of this

part, C-peptide may possibly adopt a hairpin-like structure.75

Another interesting issue to consider regarding the hidden

amyloidogenic propensity of C-peptide is that homo-

oligomerization is not connected with C-peptide chaperone-

like effects on insulin.71 Ordinarily, the formation of stable Zn2-

insulin hexamers into b-cell secretory granules, where C-

peptide plays a critical role, prevents mature insulin from mis-

folding and consequently, ensures pancreatic b-cell integrity.

Taking into account proinsulin particular features, such as this

propensity to assemble in order to form Zn2- coordinate hex-

amers,5 Huang et al. performed Raman spectroscopy experi-

ments on insulin fragments and suggested that the connecting

peptide of proinsulin (35 amino acids), which corresponds to

C-peptide (31 amino acids) including four dibasic residues

(cleavage sites), decelerates the fibrillation procedure and, in

other words, protects zinc-free insulin from misfolding.76 Sig-

nificantly though, both insulin and proinsulin (86 amino acids)

form amyloid-like “structures” in vitro; mature insulin self-

assembles at acidic conditions into amyloid fibrils which fulfill

all amyloid criteria,59,77,78 in contrast to proinsulin, which forms

an amorphous b-sheet-rich precipitate (neutral pH) rather than

typical amyloid fibrils.76

Biological effects, reviewed in the article [80], suggest that

C-peptide may act as a parameter with a major contribution in

metabolic “fine-tuning” of the tissues,79 since it accomplishes

an important role in the synthesis of insulin. According to our

findings, previously undefined oligomeric forms in
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atherogenesis of diabetic patients41,65 or overweight individu-

als64 should be reconsidered. A critical question regarding the

amyloidogenicity of C-peptide should definitely be raised in

Diabetes mellitus, and further, more targeted experiments

should be done. This approach is reasonable because, in the

vast majority of amyloidoses, two or more abnormal proteins

accumulate simultaneously, forming amyloid co-deposits.80,81

To date, protein-based products are rapidly entering the

pharmaceutical industry as successful drugs,82 and therefore a

better understanding on protein aggregation is needed.83

Extensive studies shed light on several therapeutic aspects of

C-peptide in Diabetes.39,84 Since fibrillation of insulin has long

complicated its use in the treatment of Diabetes, causing

Insulin-derived amyloidosis at injection site (Iatrogenic amy-

loidosis),78,85 aggregation propensity of C-peptide should also

carefully be taken into account. Controlling C-peptide self-

aggregation may allow an optimized design of a C-peptide-

based treatment in type I Diabetes therapy, where preliminary

clinical trials have indeed been promising.86
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Several organisms exploit the extraordinary physical properties of amyloid fibrils forming natural
protective amyloids, in an effort to support complex biological functions. Curli amyloid fibers are a major
component of mature biofilms, which are produced by many Enterobacteriaceae species and are responsi-
ble, among other functions, for the initial adhesion of bacteria to surfaces or cells. The main axis of curli
fibers is formed by a major structural subunit, known as CsgA. CsgA self-assembly is promoted by oligo-
meric nuclei formed by aminor curli subunit, known as the CsgB nucleator protein. Here, by implementing
AMYLPRED2, a consensus predictionmethod for the identification of ‘aggregation-prone’ regions in protein
sequences, developed in our laboratory, we have successfully identified potent amyloidogenic regions of
the CsgB subunit. Peptide-analogues corresponding to the predicted ‘aggregation-prone’ segments of
CsgB were chemically synthesized and studied, utilizing several biophysical techniques. Our experimental
data indicate that these peptides self-assemble in solution, forming fibrils with characteristic amyloido-
genic properties. Using comparative modeling techniques, we have developed three-dimensional models
of both CsgA and CsgB subunits. Structural analysis revealed that the identified ‘aggregation-prone’ seg-
ments may promote gradual polymerization of CsgB. Briefly, our results indicate that the intrinsic self-
aggregation propensity of the CsgB subunit, most probably has a pivotal role in initiating the formation
of curli amyloid fibers by promoting the self-assembly process of the CsgB nucleator protein.

� 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

Amyloids are an after-effect of deposition of ordered protein
fibrillar arrangements, known as amyloid fibrils (Chiti and
Dobson, 2006). Amyloid fibrils are formed by otherwise soluble
proteins or peptides that convert under certain conditions into
insoluble fibrous aggregates (Dobson, 1999). Impressively, several
proteins with important but otherwise unrelated functions have
been associated with amyloid deposition, although they have nei-
ther sequence nor structural apparent similarities (Sipe et al.,
2014). A large number of widespread diseases, such as AL (Amyloid
Light-chain), AA (Amyloid A) or ATTR (Transthyretin-related) amy-
loidosis, neurodegenerative diseases (Alzheimer’s, Parkinson’s and
Creutzfeldt-Jakob’s disease among others), type II diabetes and
many more are a consequence of unrestrained deposition of amy-
loid causing tissue damage and degeneration (Sipe et al., 2014). In
contrast, accumulated evidence has shown that occasionally
organisms spanning from bacteria to humans exploit the extraordi-
nary intrinsic properties of amyloids in order to support funda-
mental physiological processes (Iconomidou and Hamodrakas,
2008; Shewmaker et al., 2011). Typical examples of functional
amyloid include the extracellular protective coats of several organ-
isms (Iconomidou et al., 2000; Louros et al., 2013, 2014a, 2016b),
the intracellular Pmel17 template which is utterly important for
the biosynthesis of melanin (Fowler et al., 2006; Louros and
Iconomidou, 2015; Louros et al., 2016a) and the formation of bio-
films by gram negative bacteria (Hammar et al., 1995).

Bacteria are able to survive and colonize in a diverse variety of
environments. Key feature to their resilience is their ability to grow
in colonies and produce a complex matrix of extracellular poly-
meric substances (Donlan, 2002). Using this matrix, bacteria are
able to sculpt three-dimensional structures, called biofilms, which
shelter the inhabitants from environmental stress (Donlan, 2002).
In the case of many Enterobacteriaceae such as Escherichia coli or
Salmonella enterica, the major proteinaceous component of this
matrix consists of fibers called curli that are involved in cell-
surface and cell-cell contacts and adhesion (Barnhart and

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.jsb.2016.05.012&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.jsb.2016.05.012
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Chapman, 2006). Curli fibers exhibit characteristic properties of
amyloid fibrils (Chapman et al., 2002) and are composed of two
basic proteins; namely, a major structural subunit, known in
E. coli as CsgA, and a minor subunit serving also as a nucleator pro-
tein, known as CsgB, both encoded by a common operon (Hammar
et al., 1996, 1995). The two proteins are of identical size (151aa)
and comprise similar structural segments (Hammar et al., 1996).
Specifically, CsgA and CsgB are built up of three regions, namely
a signal peptide, an N-terminal chaperone-binding peptide seg-
ment and five consecutive repeat subunits, composed of 22–23
residues, which constitute the amyloid core of curli fibers
(Hammer et al., 2007; Wang and Chapman, 2008). Each repeat is
composed of a strand-loop-strand motif predicted to form two par-
allel b-sheets (Wang and Chapman, 2008; Wang et al., 2008).

Both proteins are capable of forming fibers in vitro, however
detailed evidence indicates that CsgB forms fibers with a signifi-
cantly faster rate (Hammar et al., 1996). Additionally, the aggrega-
tion kinetics of CsgA is accelerated in the presence of CsgB
(Hammer et al., 2012). However, in vivo curli fibers can only be
formed in the presence of both subunits (Barnhart and Chapman,
2006; Blanco et al., 2012; Hammer et al., 2012; Wang et al.,
2007), accumulated at ratios approximately 20:1 (CsgA:CsgB)
(Van Gerven et al., 2015; White et al., 2001). Furthermore, detailed
immunoelectron microscopy studies have shown that CsgB can
form short polymers on the cell surface in the absence of CsgA
(Bian and Normark, 1997). Finally, CsgB has been proposed to be
responsible for creating the initial oligomers/nuclei acting as tem-
plates and inducing the polymerization of CsgA, which self-
assembles forming the major axis of the curli fiber (Hammer
et al., 2007; Shu et al., 2012).

Experimental and theoretical evidence has indicated that amy-
loid formation is induced by specific short sequence regions of a
polypeptide chain that are prone to aggregation, hence regulating
the overall aggregation tendency of the protein (Lopez de la Paz
and Serrano, 2004; Louros et al., 2015a,b; Teng et al., 2012). In this
work, we have identified six individual aggregation-potent regions
of the minor curli subunit, by comparing the amyloidogenic profile
of both CsgA and CsgB curli proteins of E. coli. Structural studies of
peptide-analogues corresponding to the identified regions indicate
their ability to self-assemble forming fibrils with characteristic
amyloidogenic features. Our findings suggest that the ‘aggrega
tion-prone’ segments could probably be responsible for the ability
of CsgB to self-assemble in faster rates than CsgA, in vitro, and may
also promote the nucleation capabilities of the former. Finally,
based on our results, we propose a possible mechanism for both
the in vivo and in vitro curli fiber self-assembly process, by
attempting to shed some light on the vague and complicated
nucleation process of curli fibers.
Fig. 1. Amyloidogenic profile of (a) CsgA (green line) and (b) CsgB (blue line). The
horizontal axis indicates the number of residues corresponding to the amyloid-
forming segments of CsgA and CsgB, containing five individual repetitive segments
each, whereas the vertical axis corresponds to the number of individual prediction
algorithms utilized by AMYLPRED2. AMYLPRED2 has a default cut-off value of
successful aggregation propensity prediction by at least 5 out of 11 algorithms
(shown by red line). CsgB has an apparent increased aggregation propensity, in
comparison to CsgA where only minimal propensity in observed. Six individual,
more or less hydrophobic, segments of CsgB are identified, namely AAIIGQ46–52,

LLAVVA67–72, NLAYI89–93, TAMIIQ112–117, AIVVQ135–139 and MAIRV144–148. The
equivalent distance between the first 5 predicted segments (21–23 residues)
implies that the individual repeats of CsgB have a common amyloidogenic profile.
2. Materials and methods

2.1. Aggregation propensity sequence analysis of CsgA and CsgB

Protein sequences of CsgA and CsgB from E. coli were obtained
from Uniprot (Accession Numbers: P28307 and P0ABK7). Initially,
the Sec-signal peptide and the 22-residue long N-terminal domain
that precedes 5 imperfect repeats in both CsgA and CsgB (Fig. S1)
were removed. In order to track down the aggregation propensity
of both curli subunits, we implemented AMYLPRED2, a consensus
aggregation propensity prediction tool, which was developed by
our lab (Tsolis et al., 2013), on the remaining sequence segments
of CsgA and CsgB, corresponding to the 5 imperfect repetitive seg-
ments that have been associated with the formation of the curli
fiber axis. As a consensus tool, AMYLPRED2 takes into account sev-
eral properties in order to produce a multivariate prediction of
sequence amyloidogenicity. Among others, AMYLPRED2 incorpo-
rates algorithms which specialize in identifying sequence-specific
segments with increased amyloidogenicity (Conchillo-Sole et al.,
2007; Maurer-Stroh et al., 2010; Tian et al., 2009), algorithms
focused in identifying beta-strand propensity or chameleon ‘‘con-
formational switches” (Hamodrakas, 1988; Kim et al., 2009), and
prediction algorithms based on average packing density and
hydrophobicity of sequence stretches (Fernandez-Escamilla et al.,
2004; Galzitskaya et al., 2006).
2.2. Peptide synthesis and preparation of amyloid fibrils

Six regions of CsgB exhibiting increased aggregation propensity
were predicted, namely AAIIGQ46–52, LLAVVA67–72, NLAYI89–93,
TAMIIQ112–117, AIVVQ135–139 and MAIRV144–148 (Fig. 1). As a result,
peptide-analogues of the predicted segments were synthesized by
GeneCust Europe, Luxembourg (purity >98%, free N- and C-
terminals). The synthesized CsgB peptide-analogues were dis-
solved in distilled water (pH 5.75), at a concentration of 10 mg/
ml. After incubation for 1–2 weeks, all peptides self-assembled
forming either mature amyloid-like fibril-containing gels or lamel-
lar microcrystals composed of such fibrils.
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2.3. Transmission electron microscopy (TEM) and negative staining

A drop (�5 ll) of each fibril-containing solution was applied to
glow-discharged 400-mesh carbon-coated copper grids, for 60 s.
The grids were flash-washed with distilled water and stained with
a drop of 2% (w/v) aqueous uranyl acetate for 60 s. Excess stain was
removed by blotting with a filter paper. The fibril containing grids
were initially air dried and examined with a MorgagniTM 268 trans-
mission electron microscope, operated at 80 kV. Digital acquisi-
tions were performed with an 11 Megapixel side-mounted
Morada CCD camera (Soft Imaging System, Muenster, Germany).

2.4. X-ray diffraction

A droplet (10 ll) of each peptide solution, containing self-
assembled amyloid-like fibrils, was placed between two aligned sil-
iconized glass rods, spaced 2 mm apart. The droplets were allowed
to dry slowly at ambient conditions, for approximately 1 h, to form
oriented fibers suitable for X-ray diffraction. X-ray diffraction pat-
terns for AAIIGQ46–52, LLAVVA67–72 and TAMIIQ112–117 peptides
were collected, using a SuperNova-Agilent Technologies X-ray gen-
erator equipped with a 135-mm ATLAS CCD detector and a 4-circle
kappa goniometer, at the Institute of Biology, Medicinal Chemistry
and Biotechnology, National Hellenic Research Foundation
(CuKa high intensity X-ray micro-focus source, k = 1.5418 Å), oper-
ated at 50 kV, 0.8 mA. The specimen-to-film distance was set at
52 mm. The exposure time was set to 400 s. The X-ray diffraction
patterns were initially viewed using the program CrysAlisPro
(Oxford Diffraction, 2009) and subsequently displayed and mea-
sured with the aid of the program iMosFLM (Leslie and Powell,
2007). The X-ray diffraction patterns for NLAYI89–93, AIVVQ135–139

and MAIRV144–148 were collected at the P14 beamline, at a wave-
length of 1.23953 Å (Petra III, EMBL-Hamburg, Germany) using a
PILATUS 6M detector. The detector distance was set to
225.11 mm and exposure times were set to 1 s. The X-ray
diffraction patterns were displayed and measured using iMosFLM.

2.5. Congo red staining and polarized light microscopy

Fibril suspensions of each peptide-analogue solution were
applied to glass slides and were air-dried at ambient conditions.
The films produced, containing amyloid-like fibrils, were stained
with a 1% Congo red solution in distilled water (pH 5.75) for
20 min (Louros et al., 2015a, 2014b; Romhanyi, 1971). Excess stain
was removed through tap water washes (Romhanyi, 1971). The
samples were observed under bright field illumination and
between crossed polars, using a Leica MZ75 polarizing stereomi-
croscope equipped with a JVC GC-X3E camera.

2.6. Attenuated total reflectance Fourier-transform infrared
spectroscopy (ATR FT-IR) and post-run spectra computations

Drops (�10 ll) of the CsgB peptide-analogue solutions were
cast on flat stainless steel plates coated with an ultrathin
hydrophobic layer (SpectRIM, Tienta Sciences, Inc., Indianapolis,
USA) and left to dry slowly at ambient conditions to form a thin
film. IR spectra were obtained at a resolution of 4 cm�1, utilizing
an IR microscope (IRScope II, BrukerOPTICS, BrukerOptik GmbH,
Ettlingen, Germany), equipped with a Ge ATR objective lens
(20�) and attached to a FT-IR spectrometer (Equinox 55, Bruker-
OPTICS). Ten 32-scan spectra were collected from each sample
and averaged to improve the S/N ratio. All spectra are shown in
the absorption mode, after correction for the wavelength-
dependence of the penetration depth (dp analogous k). Derivatives
were computed analytically using routines of the Bruker OPUS/OS2
software including smoothing over a ±13 cm�1 range around each
data point, performed by the Savitsky-Golay algorithm (Savitsky
and Golay, 1964). Smoothing over narrower ranges resulted in
deterioration of the S/N ratio and did not increase the number of
minima that could be determined with confidence. The minima
in the second derivative were used to determine the corresponding
absorption band maxima (data not shown).

2.7. Comparative modeling

Sequences of CsgA, CsgB (E. coli), AgfA and AgfB (Salmonella
enteritidis) proteins (Accession Numbers: P28307, P0ABK7,
P0A1E7 and P0A1E9, respectively) were extracted from Uniprot.
Sequence alignment was performed using ClustalW (Thompson
et al., 1994) (Fig. S2). Models of the three-dimensional structures
of CsgA (Fig. S3) and CsgB (Fig. S4) were derived by performing
sequence threading, utilizing MODELLER 9v2 (Eswar et al., 2006),
using the previously proposed structural models of AgfA and AgfB
(Collinson et al., 1999; White et al., 2001) as templates. Finally, the
derived models were minimized utilizing the MMTK toolkit
(Hinsen, 2000), included in the Chimera molecular graphics system
(Pettersen et al., 2004) and subsequently evaluated with DSSP and
the WHATIF package (Vriend, 1990).

2.8. Docking and nucleation modeling

The model of the CsgB protein was used to perform docking
experiments, in order to evaluate the position of the predicted ‘a
ggregation-prone’ peptides as a potential interface for curli poly-
merization. The HADDOCK version 2.1 was used with unambigu-
ously defined interaction restraints to drive the docking (de Vries
et al., 2010). Initially, a CsgB dimer was constructed by specifying
residues of the first and last repeat as active residues. Secondly,
docking with defined interaction restraints based on our experi-
mental results was also performed. Specifically, the self-
aggregating AAIIGQ46–52, LLAVVA67–72, NLAYI89–93, TAMIIQ112–117,
AIVVQ135–139 motifs were defined as active residues. Finally, a set
of docking experiments with defined interaction restraints was
also performed for CsgA, specifying residues of the homologous
to the identified CsgB ‘aggregation-prone’ regions as active resi-
dues. Monomer register was undefined during all docking proce-
dures. Structure calculations were performed by CNS1.2 (Brunger
et al., 1998), whereas non-bonded interactions were calculated
with the OPLS force field (Jorgensen and Tirado-Rives, 1988) using
an 8.5 Å cutoff. The solvated docking protocol was favored, since in
comparison to unsolvated docking it may yield higher quality
docking predictions (Kastritis et al., 2011).
3. Results and discussion

3.1. CsgB exhibits increased aggregation propensity compared to CsgA

The aggregation potency of both the major and minor subunit of
E. coli curli fibers was calculated and analyzed utilizing
AMYLPRED2. Impressively, although the aforementioned
sequences share relatively high sequence homology, significant
differences emerge regarding their aggregation tendency. As the
results of AMYLPRED2 clearly indicate, severely lower aggregation
potency was predicted for CsgA in comparison to CsgB, since the
former only presents segments with an extraneous minor aggrega-
tion propensity (Fig. 1a). In contrast, CsgB presents six individual
segments, with high self-aggregating potential, coinciding more
or less with the aforementioned segments of the CsgA subunit
(Fig. 1b). The CsgB segments are composed primarily of hydropho-
bic residues, the burial of which may promote the aggregation
potency of CsgB. Remarkably, the homologous regions located in
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CsgA have several polar or charged residues that may hinder a sim-
ilar aggregation effect for the CsgA subunit. Finally, with the excep-
tion of the last predicted ‘aggregation-prone’ section (MAIRV144–

148), the predicted segments exhibit an evident repetition, emerg-
ing every 21–23 residues. By taking into account the fact that CsgB
repeats comprise 22–23 residues, this observation indicates that
the five repetitive units of CsgB have a similar amyloidogenic pro-
file, therefore, could contribute equally to the aggregation potency
of the minor curli subunit. In summary, it appears that the
Fig. 2. Electron micrographs of amyloid-like fibrils formed after self-assembly of the (a) A
(f) MAIRV144–148 ‘aggregation-prone’ peptides. Amyloid-like fibrils composed of the (a) A
straight and unbranched, with indeterminate lengths and a tendency to coalesce laterally
of the AAIIGQ46–52 and NLAYI89–93 derived fibrils are approximately 100–120 Å, whereas
respectively (highlighted in red arrows). In the case of (b) LLAVVA67–72 and (e) AIVVQ135–

(shown in red arrows). However, in both cases, the fibrils appear to have increased later
diameters (shown in green arrows). Scale bars were set to 500 nm.
increased intrinsic aggregation propensity of CsgB, compared to
CsgA, corroborates its necessity for the nucleation process during
curli fiber biogenesis.
3.2. A b-helical model reveals the formation of a potential CsgB
‘aggregation-prone’ interface

Previous elegant studies have reported a three-dimensional
model of AgfA and AgfB curli subunits of S. enteritidis (Collinson
AIIGQ46–52, (b) LLAVVA67–72, (c) NLAYI89–93, (d) TAMIIQ112–117, (e) AIVVQ135–139 and
AIIGQ46–52, (c) NLAYI89–93, (d) TAMIIQ112–117 and (f) MAIRV144–148 peptides appear
forming fibril batches or ribbons with variable thickness (blue arrows). The widths

for the TAMIIQ112–117 and MAIRV144–148 peptides they are approximately 150–200 Å,
139, peptides, long and unconnected fibrils with diameters of 100–150 Å are formed
al attachments forming lamellar one-dimensional crystal-like structures of various
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et al., 1999; White et al., 2001). These structural predictions were
further supported by recent complementary evidence derived
through sequence variation analysis (Tian et al., 2015). Based on
the above and the fact that AgfA and AgfB share high sequence
homology to CsgA and CsgB (Fig. S2), respectively (more than
70% sequence identity), a three-dimensional model of both the
major and minor curli subunit of E. coli was derived, by performing
sequence threading, utilizing the proposed AgfA and AgfB models
as template structures. Analysis of the derived models indicates
that both curli subunits fold into a right-handed b-helical structure
composed of five individual structural segments (R1–R5) (Figs. S3
and S4). Each individual segment, corresponding to one of the five
repetitive segments of CsgA and CsgB, has a b-hairpin-like struc-
ture (b-strand-loop-b-strand motif) and winds around the b-helix
Fig. 3. X-ray diffraction patterns of oriented fibers, containing more or less aligned amylo
a ‘cross-b’-like architecture reflections. Specifically, the 4.6–4.7 Å structural repeat aris
whereas the 8.7, 9.1, 10.1, 8.6, 8.9 and 11.7 Å periodicities correspond to the packing
LLAVVA67–72, (c) NLAYI89–93, (d) TAMIIQ112–117, (e) AIVVQ135–139 and (f) MAIRV144–148 ‘ag
alignment of the oriented fiber constituent fibrils.
axis forming two parallel facing b-sheets (Figs. S3 and S4). Both
b-helical structures exhibit typical characteristics of the b-
solenoid fold, since they have a compact hydrophobic core and
are stabilized by the formation of individual hydrogen bond lad-
ders (H-ladders), shaped by stacked conserved polar residues along
the b-helical axis (Figs. S3 and S4). Specifically, two Gln and one
Asn and Ser H-bond ladders are formulated in both CsgA and CsgB,
with the Gln and Asn ladders formed at common conserved posi-
tions of both subunits (Figs. S3 and S4). Based on the above, both
curli subunits apparently share several common structural charac-
teristics. However, impressive differences emerge regarding their
potential aggregation propensity. The predicted ‘aggregation-pro
ne’ peptides of CsgB coincide with major parts of b-strands of each
individual repeat. More specifically, five out of the six predicted
id fibrils, derived by the self-assembled peptides. The patterns exhibit the typical to
es from the distance between b-strands aligned perpendicularly to the fiber axis,
distance of b-sheets running parallel to the fiber axis for the (a) AAIIGQ46–52, (b)
gregation-prone’ peptides, respectively. Reflections may appear as rings due to poor



Table 1
Bands observed in the ATR FT-IR spectra produced from hydrated films of all the CsgB
‘aggregation-prone’ peptides, after self-assembly and formation of amyloid-like
fibrils, and their tentative assignments (Fig. 4).

Bands (cm�1) Assignment

AAIIGQ LLAVVA NLAYI TAMIIQ AIVVQ MAIRV

1136 1138 1136 1136 1132 TFA
1180 1190 1180 TFA
1201 1209 1207 1204 1203 TFA

1230 b-Sheet (Amide III)
1516 Tyr

1531 1553 1541 1552 1537 b-Sheet (Amide II)
1632 1630 1636 1632 1630 1629 b-Sheet (Amide I)
1663 1678 1665 1663 1670 1670 TFA
1692 1692 1693 1692 1690 1693 Antiparallel b-sheet
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segments, namely, AAIIGQ46–52, LLAVVA67–72, NLAYI89–93, TAM
IIQ112–117 and AIVVQ135–139 segments shape a potential hydropho-
bic interface, extended along the b-helical axis and running along
the one b-sheet side of the CsgB b-solenoid structure (Figs. S4a
and S5b). In CsgA, this hydrophobic interface is disrupted by the
presence of polar and charged residues of the homologous seg-
ments (Fig. S5a, c and e). Certain of the aforementioned residues
have been previously highlighted as possible gatekeeper residues
modulating the aggregation tendency of CsgA (Wang et al.,
2010). The increased hydrophobicity and aggregation potential of
the CsgB interface may be the driving force behind nucleation of
the minor curli subunit, thus rendering it utterly important for
in vivo formation of curli fibers.

3.3. Formation of amyloid-like fibrils by CsgB ‘aggregation-prone’
segments

Based on our modeling results, we sought to experimentally
investigate whether the predicted ‘aggregation-prone’ segments
indeed possess the ability to self-aggregate into fibrils with
amyloidogenic properties. For this reason, all predicted peptides
were examined after synthesis and were found to form fibril-
containing gels. Specifically, after incubation for 1–2 weeks in dis-
tilled water (pH 5.75), all peptide-analogues of CsgB self-aggregate
forming fibrillar arrangements that appear straight and uncon-
nected, with indeterminate lengths, and widths that range from
100 to 200 Å between different peptides, respectively (Fig. 2, red
arrows). Amyloid-like fibrils formed by the AAIIGQ46–52 peptide
occasionally interact in a lateral fashion leading to the formation
of striated ribbons composed of two to several fibrils, whereas in
the case of NLAYI89–93, TAMIIQ112–117 and MAIRV144–148 peptides,
individual fibrils interact laterally forming ribbons or batches of fib-
rils with variable thickness (Fig. 2, blue arrows). In respect to the
LLAVVA67–72 and AIVVQ135–139 peptides, the derived amyloid-like
fibrils have strong lateral attachments and as a result lead towards
the formation of lamellar one-dimensional crystal-like structures
(Fig. 2, green arrows), althoughno layer lineswere reported through
the X-ray diffraction analysis (Fig. 3). These observations are in line
with studies suggesting that commonmechanisms underlie behind
amyloid fibrillation and protein crystallization events andwith sim-
ilar structures, which have been reported for several other amyloid
fibril-forming segments in the past (Ivanova et al., 2009; Kitayama
et al., 2013; Wiltzius et al., 2008).

3.4. Amyloid-like fibrils possess characteristics of a ‘‘cross-b” structure

Aligned fibers, composed of oriented fibrils, derived from the
self-assembling peptide solutions, produce X-ray diffraction pat-
terns containing reflections of the typical ‘‘cross-b” architecture
of amyloid fibrils (Fig. 3) (Geddes et al., 1968; Sunde et al.,
1997). More specifically, X-ray diffraction patterns derived from
all ‘aggregation-prone’ peptides present a relatively strong merid-
ional reflection, indicative of a 4.6–4.7 Å structural periodicity,
which is assigned to the inter-chain distance between successive
hydrogen bonded b-strands, ordered perpendicularly to the fibril
axis. Moreover, a second strong equatorial reflection, appearing
at 8.7, 9.1, 10.1, 8.6, 8.9 and 11.7 Å for the AAIIGQ46–52,

LLAVVA67–72, NLAYI89–93, TAMIIQ112–117, AIVVQ135–139 and
MAIRV144–148 peptides, respectively, is ascribed to the variable
packing distance between packed b-sheets, aligned parallel to the
fiber axis. Reflections of the AAIIGQ46–52, LLAVVA67–72, and
NLAYI89–93 patterns appear as rings due to poor alignment of the
oriented fiber constituent fibrils.

Complementary evidence was derived by spectral acquisition,
utilizing ATR FT-IR spectroscopy, an experimental technique used
for the analysis of the secondary structure of proteins or peptides
associated with the formation of amyloid fibrils, without the draw-
backs associated with more conventional vibrational techniques
(Iconomidou et al., 2001; Kong and Yu, 2007). The ATR FT-IR spec-
tra reveal a prominent amide I band, located at 1632, 1630, 1636,
1632, 1630 and 1629 cm�1 for the AAIIGQ46–52, LLAVVA67–72,
NLAYI89–93, TAMIIQ112–117, AIVVQ135–139 and MAIRV144–148 pep-
tides, respectively, suggesting a b-sheet secondary structure
(Table 1). The sharpness of the observed amide I bands is indicative
of uniformity in the b-sheet structure, suggesting that the range of
the phi and psi angles in the b-sheets is relatively limited (Fig. 4).
The amide II components shown for the AAIIGQ46–52, NLAYI89–93,
TAMIIQ112–117, AIVVQ135–139 and MAIRV144–148 peptides (Table 1),
also imply the presence of a b-sheet secondary structure (Cooper
and Knutson, 1995; Krimm and Bandekar, 1986). Finally, the addi-
tional shoulders at 1690–1693 cm�1, observed in each spectrum
suggest that the b-sheets are arranged in an antiparallel fashion
(Surewicz et al., 1993).

Deposits of fibrils from all the peptide–analogues were stained
with the diagnostic Congo red dye, which is widely used in order to
detect the presence of amyloid (Divry and Florkin, 1927; Missmahl
and Hartwig, 1953). Evidently, as observed under bright field illu-
mination of a polarizing microscope, all peptide deposits bind the
amyloid-specific Congo red dye, therefore indicating the amyloido-
genic properties of fibrils formed by the self-assembling peptides
(Fig. 5). Furthermore, the amyloid properties of the fibrils are cer-
tified, under crossed polars of the polarizing microscope, where the
characteristic apple/green birefringence, consistently shown from
Congo red stained amyloid deposits, is exhibited (Fig. 5).

All identified ‘aggregation-prone’ segments of CsgB have an
inherent ability to self-assemble forming structures with distinct
amyloidogenic properties and a ‘‘cross-b” structure. Following
detailed studies suggesting that motifs composed of 6–8 residues,
derived from b-continuous interfaces of oligomeric proteins, have
an intrinsic self-aggregation propensity by retaining the polymer-
izing properties of their parental protein interfaces (Valery et al.,
2013), our experimental results suggest that the parental
hydrophobic CsgB interface could retain the characteristic
amyloidogenic properties of its individual filial components,
namely the AAIIGQ46–52, LLAVVA67–72, NLAYI89–93, TAMIIQ112–117

and AIVVQ135–139 segments.
3.5. ‘Aggregation-prone’ segments possibly promote nucleation of CsgB

The b-solenoid fold has been extensively highlighted as a potent
polymerization component of amyloid-forming proteins (Downing
and Lazo, 1999; Lazo and Downing, 1998, 1999). This process has
been proposed to take part through head-to-tail interactions
formed between exposed terminal coils presenting increased



Fig. 4. ATR FT-IR (1100–1800 cm�1) spectra. The derived spectra were obtained from thin hydrated-films containing amyloid-like fibrils, contained within solutions of the (a)
AAIIGQ46–52, (b) LLAVVA67–72, (c) NLAYI89–93, (d) TAMIIQ112–117, (e) AIVVQ135–139 and (f) MAIRV144–148 peptides, respectively. All resulting spectra are indicative of the
preponderance of an antiparallel b-sheet secondary structure (Table 1).
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H-bonding complementarity, leading to the formation of fibrils
with indefinite length, such as amyloid fibrils (Kajava and Steven,
2006; Richardson and Richardson, 2002). This notion is also
supported by accumulating evidence proposing that this process
is frequently interrupted by the presence of capping motifs at the
terminal repeat segments, composed of proline residues, b-bulges
and other bulky moieties preventing integrative H-bonding
between monomers (Bryan et al., 2011; Richardson and
Richardson, 2002). The amino acid composition of the CsgB N-
and C-terminal repetitive segments does not introduce any of the
above characteristics. Consequently, a CsgB dimer was constructed,
clearly demonstrating that dimerization of the b-helical monomers
occurs by hydrogen bond complementarity between the edge b-
strands of the R1 and R5 repeats of each monomer (Fig. 6). Both



Fig. 5. Congo-red staining of (a, b) AAIIGQ46–52, (c, d) LLAVVA67–72, (e, f) NLAYI89–93, (g, h) TAMIIQ112–117, (i, j) AIVVQ135–139 and (k, l) MAIRV144–148, peptide-derived amyloid
deposits. (a, c, e, g, i, k) Fibril-containing gels from all peptides bind the amyloid-specific Congo red dye, as seen under bright-field illumination and (b, d, f, h, j, l) exhibit the
characteristic for amyloid apple/green birefringence under crossed-polars of a polarizing microscope.

Fig. 6. Stereo view representation of CsgB dimers, derived by driven docking experiments, using HADDOCK, with residues of the first and last CsgB repeat, namely R1 and R5,
as active residues. A b-solenoid structure is formed through head-to-tail interactions, forming complementary hydrogen bonds between the b-strands of the R1–R5 edge
repetitive segments of individual monomers (shown in blue and green, respectively). It is intriguing that, three out of six identified ‘aggregation-prone’ segments, namely
AAIIGQ48–52, AIVVQ135–139 and MAIRV144–148 (shown in red), are major parts of the edge segments participating in the dimerization. The b-solenoid axis is further stabilized by
the extension of the four individual hydrogen bond ladders observed for the monomers, namely the N-ladder, S-ladder and Q-ladders, shown in sticks and colored in magenta
(N-ladder), yellow (S-ladder), cyan (Q-ladder) and black (Q-ladder), respectively.
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sections are composed mainly by ‘aggregation-prone’ segments,
specifically the AAIIGQ46–52, AIVVQ135–139 and MAIRV144–148 pep-
tides which are major parts of the edge b-strands and possibly have
an important role in the extension of the fibrillar axis. Moreover,
the dimer is further stabilized by the extension of the four
H-bond ladders of the individual monomers, suggesting that an
elongated fibrillar structure with ‘‘cross-b” architecture could be
formed along the axis of the b-solenoid through head-to-tail inter-
actions between successively stacked monomers.

As already mentioned, five ‘aggregation-prone’ segments shape
a potential hydrophobic interface running along one side of the
CsgB b-solenoid structure. Residues corresponding to this specific
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interface were set as active residues, during a second round of dri-
ven docking experiments. The derived docking results disclosed the
formation of dimers sufficiently burying their ‘aggregation-prone’
interactive surfaces (Fig. S6b). More specifically, a tight hydropho-
bic core is formed, composed primarily of residues belonging to
the identified ‘aggregation-prone’ region of CsgB, with favorable
p-stacking interactions occurring within the center of the core,
through stacking of the Y92 side chains of individual monomers.
Furthermore, residues K66 and E74 form an intermolecular salt
bridge, whereas D94 and K118 form an intramolecular salt bridge,
located on each side of the dimer interface, isolating in that manner
the tight hydrophobic core (Fig. S6b). In comparison, CsgA dimers
are also formed by similar, yet less favorable interactions
(Fig. S6a). More specifically, docking results indicated that the
extensive polar and charged residues of the CsgA interface could
possibly take part in dimerization by forming a network of salt
bonds composed by residues D67, H73, D87, D91, R95, E112 and
K116 of CsgA. In detail, intermolecular salt bonds could possibly
be formed between facing residues D67-H73, D87-R95 and E112-
K116, in addition to a possible intramolecular D91-K116 salt bridge
(Fig. S6a). Future site-directed mutagenesis studies are required in
Fig. 7. A model of CsgB self-assembly. Successive CsgB monomers are stacked together w
and blue, as stated by the legend). The b-solenoids are brought together via their agg
TAMIIQ112–117 and AIVVQ135–139 ‘aggregation-prone’ peptides, formulating a superhelic
experimentally verified structural properties of curli amyloid fibers.
order to experimentally verify the presence of the aforementioned
salt bonds. Although it is possible for both CsgA and CsgB to form
dimers with a common interface, docking experiments indicate
that more favorable hydrophobic interactions occur during CsgB
dimer formation comparing to CsgA.

3.6. A possible in vivo and in vitro polymerization mechanism of curli
proteins

A final model was formulated in detail, by combining both CsgB
docking derived dimers. For clarity, this structural model was pro-
longed into a 16-meric model composed of two perpetual b-helical
structures that interact via their ‘aggregation-prone’ interfaces
(Fig. 7). The individual b-helical structures, comprising succes-
sively stacked CsgB subunits, wind around the main axis and are
both stabilized by the extension of the four H-bond ladders
reported for the individual monomers. This superstructure can be
unlimitedly elongated along the axis of the b-solenoid, leading to
the formation of fibrils with indeterminate length, a diameter of
approximately 40–60 Å and ‘‘cross-b” architecture (Fig. 7). The
pitch of the b-helical arrangement is approximately 70 nm long
ith head-to-tail interactions prolonging a perpetual b-solenoid axis (shown in green
regation-potent interfaces, composed of the AAIIGQ46–52, LLAVVA67–72, NLAYI89–93,
al structure with a diameter of approximately 50 Å and a ‘‘cross-b” structure, all
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and corresponds to 28 successively stacked monomers. Similar
properties are ascribed to curli fibers formed by the Escherichia
and Salmonella species, with early and late studies indicating that
curli fibers have an indefinite length and widths of approximately
4–6 nm (Cao et al., 2014; Howorka, 2011; Larsen et al., 2007; Shu
et al., 2012). The derived model could possibly represent the struc-
ture of CsgB amyloid fibers formed in vitro, or it could suggest a
possible mechanism for the formation of the initial CsgB oligomers,
which are important during early nucleation stages of curli fiber
biogenesis, by inducing polymerization of CsgA.

Experimental data have elucidated that CsgA and CsgB self-
assemble in vitro, with the latter aggregating in a shorter lag period
(Hammar et al., 1996). Based on the evident structural similarity
between CsgA and CsgB (Evans and Chapman, 2013), both proteins
may polymerize following a similar self-assembly mechanism
(Figs. S7a and b), or by prolonging the initial nuclei formed due
to the intrinsic aggregation propensity of CsgB (Figs. S7c). This
notion is further supported by concomitant evidence revealing that
in vitro CsgA polymerization is accelerated in the presence of CsgB
(Hammer et al., 2012). Regarding in vivo curli fiber formation, stud-
ies have shown that the curli fiber axis is composed of both CsgA
and CsgB (�20:1), with the former actively secreted to the extra-
cellular matrix, whereas CsgB is mostly located close or bound to
the cell surface (Loferer et al., 1997). CsgB localization to the outer
membrane remains unknown, however studies reveal that at least
one additional component facilitates this process, namely CsgF
(Nenninger et al., 2009). Moreover, previous studies have sug-
gested that the C-terminal repeat unit of CsgB has an important
role in templating the nucleation process of curli fibers by interact-
ing with the outer bacterial membrane, rendering CsgB important
for the nucleation of CsgA (Hammer et al., 2012). Based on the
above it could be suggested that, in vivo, CsgB initially forms nuclei
due to its increased aggregation potency, close to or bound to the
cell surface, which serve as templates promoting CsgA self-
assembly (Fig. S7d). In any case, the identified high self-
aggregation propensity of CsgB might possibly participate in curli
fiber biogenesis by regulating the crucial initial nucleation phase
of the minor curli subunit both in vivo and in vitro.

To summarize, the results presented provide insight into the
complicated curli fiber formation process by proposing a possible
CsgB nucleation mechanism. Information that could shed light into
curli amyloid fibril formation are important, since curli fibers are
the major template behind the formation of biofilms (DePas and
Chapman, 2012) which are associated to antibiotic-resistant
microbial strains and have an immense impact in the medical field
(Bryers, 2008), in addition to countless biotechnological applica-
tions, such as remediation of water pollutants (Singh et al.,
2006), pharmaceutical products (Edwards and Kjellerup, 2013),
even microbial fuel cells (Zhang et al., 2011).
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a b s t r a c t

Amyloidogenic proteins like human Cystatin C (hCC) have been shown to form dimers and oligomers by
exchange of subdomains of the monomeric proteins. Normally, the hCC monomer, a low molecular type 2
Cystatin, consists of 120 amino acid residues and functions as an inhibitor of cysteine proteases. The
oligomerization of hCC is involved in the pathophysiology of a rare form of amyloidosis namely
Icelandic hereditary cerebral amyloid angiopathy, in which an L68Q mutant is deposited as amyloid in
brain arteries of young adults. In order to find the shortest stretch responsible to drive the fibril formation
of hCC, we have previously demonstrated that the LQVVR peptide forms amyloid fibrils, in vitro (Tsiolaki
et al., 2015). Predictions by AMYLPRED, an amyloidogenic determinant prediction algorithm developed in
our lab, led us to synthesize and experimentally study two additional predicted peptides derived from
hCC. Along with our previous findings, in this work, we reveal that these peptides self-assemble, in a
similar way, into amyloid-like fibrils in vitro, as electron microscopy, X-ray fiber diffraction, ATR FT-IR
spectroscopy and Congo red staining studies have shown. Further to our experimental results, all three
peptides seem to have a fundamental contribution in forming the ‘‘aggregation-prone’’ core of human
Cystatin C.

� 2015 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

Under appropriate conditions, proteins or peptides undergo
conformational changes leading from their soluble forms into
ordered fibrillar aggregates, called amyloid fibrils. To date, 30 dif-
ferent proteins can form amyloids and although there is no appar-
ent homology in their primary sequence or their 3D structure, they
do share the propensity to self-assemble and form insoluble fibrils.
The pathological consequences of the formation of amyloid fibrils
are implicated in a wide range of divergent neurodegenerative dis-
eases such as Alzheimer’s, Parkinson’s, Creutzfeldt-Jacob’s and
Huntington’s disease and many more, known as amyloidoses
(Sipe et al., 2012).

Human Cystatin C (hCC), a 120-aminoacid protein (Fig. 1A)
(Abrahamson et al., 1987), belongs to the Cystatin super-family
(Barrett, 1986; Turk and Bode, 1991) and is a secretory type 2

Cystatin, expressed in all nucleated human cells (Abrahamson
et al., 1986; Grubb, 2000). It is found in all tissues and body fluids
(Abrahamson et al., 1986) and it is present at particularly high con-
centrations in cerebrospinal fluid (Abrahamson et al., 1987; Grubb
and Lofberg, 1982).

hCC, belonging to the papain (C1) and legumain (C13) families
(Grubb, 2000; Henskens et al., 1996; Turk and Bode, 1991), can
normally inhibit cysteine proteases by an ideal binding epitope
resulting from the characteristic Cystatin fold (Fig. 1B). This confor-
mation is composed of a polypeptide that folds into a five-stranded
b-sheet (b1 to b5 b-strands), which partially wraps around a cen-
tral a-helix (a1 helix). The N-terminal segment and the two hair-
pin loops L1 and L2 build the edge of the protein, which binds
into the active site of cysteine proteases and blocks their prote-
olytic activity (Bode et al., 1988) (Fig. 1B, Supplementary Fig. S1).
In 2010, Koladziejczyk et al., created a monomer-stabilized human
Cystatin C with an engineered disulfide bond [(L47C)-(G69C)]
(Kolodziejczyk et al., 2010) and revealed for the first time the
canonical structure features of hCC (Supplementary Fig. S1).

Aggregation and oligomerization of hCC accelerates a rare form
of amyloidosis, called Hereditary Cystatin C Cerebral Amyloid
Angiopathy (Icelandic Cerebral Angiopathy, HCCAA)
(Gudmundsson et al., 1972). This angiopathy is an autosomal

http://dx.doi.org/10.1016/j.jsb.2015.07.013
1047-8477/� 2015 Published by Elsevier Inc.
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dominant disorder which forms amyloid deposits in brain arteries
of young adults mainly originating from Iceland, leading to fatal
cerebral hemorrhage (Asgeirsson et al., 1998; Olafsson and
Grubb, 2000). Simultaneously, under denaturing conditions amy-
loid deposits of hCC are found in the leptomeninges, cerebral cor-
tex and brainstem of older adults (Revesz et al., 2009). In addition
to amyloidosis, it was demonstrated that human Cystatin C is
co-deposited in the amyloid plaques of Alzheimer’s disease (Levy
et al., 2001) and Down’s syndrome (Zerovnik, 2009) and it is also
involved in tissue-degenerative diseases such as osteoporosis and
periodontitis (Johansson et al., 2000).

Several crystal structures of human Cystatin C have been
reported, but in all of them the protein exists in the form of sym-
metric three-dimensional, domain-swapped dimers (Janowski
et al., 2004; Janowski et al., 2005; Janowski et al., 2001).
Three-dimensional domain swapping (3D domain swapping), as a
mechanism, requires partial unfolding of the monomer and subse-
quently separation of the exchanged domains in order to recom-
bine and lead to the formation of an oligomer (Bennett et al.,
1995; Liu and Eisenberg, 2002). A naturally occurring mutant of
hCC substitutes a leucine to glutamine at position 68 (L68Q) and
increases the propensity for amyloid formation through 3D domain
swapping, since the substitution greatly affects the stability of the
molecule (Rostagno et al., 2010) (Fig. 1B, Supplementary Fig. S1).

Based on this data, in order to find the shortest stretch respon-
sible to drive the fibril formation of hCC, we extensively studied
the structural properties of the predicted pentapeptide LQVVR
and we demonstrated that this peptide has, on its own, the ten-
dency to self-assemble forming amyloid-like fibrils, in vitro
(Tsiolaki et al., 2015). Along with our previous findings, in this
work, we report on the self-assembly properties of two (2) other
hCC peptides and discuss the implications of our results.

2. Materials and methods

2.1. Prediction of potential aggregation prone peptides in human
Cystatin C

AMYLPRED (Frousios et al., 2009), as well as AMYLPRED2 (Tsolis
et al., 2013), both consensus algorithms developed in our lab, were

used to identify ‘aggregation-prone’ segments in the amino acid
sequence of human Cystatin C (Uniprot AC: P01034). Our tools,
are publicly available for academic users in our website: http://bio-
physics.biol.uoa.gr/. In addition to the peptide segment 47LQVVR51

(CysC1), which has shown to be pivotal for human Cystatin C
oligomerization (Tsiolaki et al., 2015), two oligopeptides with high
aggregation propensity were predicted (Supplementary Fig. S2).
The decapeptide 56IVAGVNYFLD65 (CysC2) and the 11-residue pep-
tide 95AFCSFQIYAVP105 (CysC3) (Fig. 1, colors) are located in the
hinge loop L1 and in the b4 b-strand, respectively (see Section 1).
It is well known that cysteine 97 in the sequence of human
Cystatin C forms with cysteine 117 the one out of two disulfide
bridges, in all type 2 Cystatins (Rawlings and Barrett, 1990).

2.2. Peptide synthesis

In case of 95AFCSFQIYAVP105 prediction, we designed the ana-

logue 95AFASFQIYAV104 (CysC3) by replacing the cysteine 97 resi-
due with an alanine, in order to prevent the formation of
undesirable, intermolecular disulfide bonds between cysteines.
Additionally we omitted the C-terminal proline residue (P105) in
order not to disrupt the structure that is going to be formed. We
should mention that the peptide analogue 95AFASFQIYAV104

(CysC3) is also an ‘‘aggregation-prone’’ peptide, according to
AMYLPRED prediction (data not shown). Both peptides,
56IVAGVNYFLD65 (CysC2) and 95AFASFQIYAV104 (CysC3), were syn-
thesized by GeneCust Europe, Luxembourg� (purity >98%, free N
and C terminals).

2.3. Formation of amyloid-like fibrils

The synthesized peptide 56IVAGVNYFLD65 (CysC2) was dis-
solved (a) in distilled water, pH 5.5, at a concentration of
10 mg ml�1 and (b) in distilled water, pH 5.5, at a concentration
of 5 mg ml�1. In both cases this peptide analogue was found to pro-
duce gels spontaneously after its dilution. Samples for electron
microscopy were collected continuously on an everyday basis for
11 days (Supplementary Fig. S3). Similarly, the synthesized peptide
95AFASFQIYAV104 (CysC3) was dissolved in distilled water, pH 5.5,
at a concentration of 10 mg ml�1 and respectively gels were

Fig. 1. Amino acid sequence and native structure of human Cystatin C (hCC). (A) A representation of the polypeptide sequence of human Cystatin C, which normally consists
of 120 amino acid residues (Grubb, 2000). Predicted ‘aggregation-prone’ segments by AMYLPRED (Frousios et al., 2009), are shown in red (47LQVVR51), blue (56IVAGVNYFLD65)
and green (95AFCSQIYAVP105), respectively. Dark yellow lines point out existing disulfide bonds. (B) A monomer-stabilized human Cystatin C with an engineered disulfide
bond (PDB ID: 3GAX) (Kolodziejczyk et al., 2010) reveals the canonical Cystatin fold, based on the crystal structure of chicken Cystatin (Bode et al., 1988). Colored regions in
red, blue and green, illustrate the CysC1 (47LQVVR51), CysC2 (56IVAGVNYFLD65) and CysC3 (95AFCSFQIYAVP105) ‘aggregation-prone’ segments, respectively. The magenta
region, presented as sticks, highlights a naturally occurring mutant of hCC at position 68 (L68Q). (N: N-terminal, C: C-terminal, L1: loop 1, L2: loop 2).
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formed after 1–2 weeks of incubation. In all cases, gels contained
amyloid-like fibrils which are judged to be amyloids from their
tinctorial, morphological and structural characteristics (see
Section 3) were formed.

2.4. X-ray diffraction

In order to produce oriented fibers from both CysC2 and CysC3
peptides, a droplet (5 ll) of each mature fibril suspension at a con-
centration of 10 mg ml�1 was placed between two properly aligned
siliconized glass rods (�2 mm apart). Each droplet was allowed to
dry slowly at ambient temperature and humidity for about 30 min
to form an oriented fiber suitable for X-ray diffraction. The X-ray
diffraction patterns were collected, using a SuperNova-Agilent
Technologies X-ray generator equipped with a 135-mm ATLAS
CCD detector and a 4-circle kappa goniometer, at the Institute of
Biology, Medicinal Chemistry and Biotechnology, National
Hellenic Research Foundation (CuKa high intensity X-ray
micro-focus source, k = 1.5418 Å), operated at 50 kV, 0.8 mA. For
the CysC2 oligopeptide the specimen-to-film distance was set at
105 mm and the exposure time was set to 1800 s. For the CysC3
peptide-analogue the specimen-to-film distance was set at
55 mm and the exposure time was set to 600 s. The X-ray patterns,
were initially viewed using the program CrysAlisPro (CrysAlisPRO,
2014) and consequently measured with the aid of the program
iMosFLM (Leslie and Powell, 2007). Indexing (h, k, l, dobs, dcalc) of
the X-ray diffraction pattern from the CysC2 peptide fiber was done
utilizing DICVOL06 (Boultif and Louër, 2004). Model hexapeptides
corresponding to fragments of CysC2 were obtained from ZipperDB
(Goldschmidt et al., 2010). The model coordinates of the CysC2
hexapeptides are the result of threading them onto the NNQQNY
structure backbone, and energetically evaluating them utilizing
the Rosetta-Design program (Kuhlman and Baker, 2000).

2.5. Negative staining

For negative staining, CysC2 and CysC3 peptide solutions were
independently applied to glow-discharged 400-mesh
carbon-coated copper grids for approximately 60 s. The grids were
stained with a drop (5 ll) of 2% (w/v) aqueous uranyl acetate for
60 s. Excess stain was removed by blotting with a filter paper
and then the grids were air-dried. The fibril containing grids were
examined with a Morgagni™ 268 transmission electron micro-
scope, operated at 80 kV. Digital acquisitions were performed with
an 11 Mpixel side-mounted Morada CCD camera (Soft Imaging
System, Muenster, Germany).

2.6. Congo red staining and polarized light stereomicroscopy

Fibril suspensions of the two peptide solutions were applied to
glass slides and were allowed to air-dry. The film produced by
CysC2 was stained with a 1% Congo red solution in distilled water
(pH 5.75) at room temperature for approximately 20 min, as indi-
cated by the Romhanyi protocol published in 1971 and excess stain
was removed through tap water washes (Bely and Makovitzky,
2006; Romhanyi, 1971). The film formed by the CysC3 was stained
with a 10 mM Congo red solution in phosphate-buffered saline (pH
7.4) for approximately 1 h (Divry and Florkin, 1927). Excess stain-
ing was removed by several washes with 90% ethanol and left to
dry at room temperature. Subsequently, the samples were
observed under bright field illumination and between crossed
polars, using a Leica MZ75 polarizing stereomicroscope equipped
with a JVC GC-X3E camera.

2.7. Attenuated total reflectance Fourier-transform infrared
spectroscopy (ATR FT-IR) and post-run computations of the spectra

A drop (5 ll) of each of the hCC peptide analogues, CysC2 and
CysC3, mature fibril suspensions were cast on a front-coated Au
mirror and left to dry slowly at ambient conditions to form thin
films. Infrared spectra were obtained from these films at a resolu-
tion of 4 cm�1, utilizing an IR microscope (IRScope II by Bruker
Optics) equipped with a Ge attenuated total reflectance (ATR)
objective lens (20�) and attached to a Fourier-transform infrared
(FTIR) spectrometer (Equinox 55, by Bruker Optics). Internal reflec-
tion spectroscopy has several advantages compared with the more
common KBr dispersion technique (de Jongh et al., 1996). The
choice of ATR was dictated by the need to exclude any possible
spectroscopic and chemical interactions between the sample and
the dispersing medium. Having a penetration depth ca. 1–2 lm
(1000 cm�1, Ge), ATR is free of saturation effects, which may be
present in the transmission spectra of thicker samples. Moreover,
the use of a microscope facilitates the acquisition of data from
small samples. Ten 32-scan spectra were collected from each sam-
ple and averaged to improve the S/N ratio. The spectra are shown
in the absorption mode after correction for the wavelength depen-
dence of the penetration depth (pd � k). Absorption band maxima
were determined from the minima in the second derivative of the
corresponding spectra. Derivatives were computed analytically
using routines of the Bruker OPUS/OS2 software and included
smoothing by the Savitzky–Golay algorithm (Savitsky and Golay,
1964) over a ±8 cm�1 range, around each data point. Smoothing
over narrower ranges resulted in a deterioration of the S/N ratio
and did not increase the number of minima that could be deter-
mined with confidence.

2.8. Structural analysis and figure preparation

Sequence alignments were performed using CLUSTALW (Larkin
et al., 2007) and were illustrated using BioEdit (Hall, 1999).
Cystatin C models were built by analyzing the PDB files 3GAX
(Kolodziejczyk et al., 2010), 1R4C (Janowski et al., 2004) and 1TIJ
(Janowski et al., 2005). 3GAX represents the fold of
monomer-stabilized Cystatin C, whereas 1R4C and 1TIJ represent
3D domain swapped human Cystatin C of an orthorhombic and a
tetragonal crystal, respectively. Figures were visualized and pre-
pared using the PyMol software (Delano, 2005).

3. Results

Both peptides, predicted by AMYLPRED (Frousios et al., 2009) as
segments of human Cystatin C with high aggregation propensity
(Fig. 1, Supplementary Fig. S1), were studied in detail after synthe-
sis and were found to self-assemble into amyloid like fibrils, form-
ing gels after incubation for 1–2 weeks, in distilled water (see
Section 2.1).

3.1. CysC2 experimental results

Solutions of peptide CysC2 (5 mg ml�1 and 10 mg ml�1) were
prepared at pH 5.5 and incubated at ambient temperature for
2 weeks.

Aliquots of the dissolved CysC2 peptide, at a concentration of
5 mg ml�1, were extracted every day and examined utilizing
T.E.M. (Transmission Electron Microscopy) after negative staining.
Fibrils were formed and the thinnest single fibril had a diameter of
approximately 10 nm and it was observed immediately after the
peptide dilution (Supplementary Fig. S3, Day0). These fibrils have
the tendency to associate laterally even macroscopically on the
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grid (data not shown). The discovery of these early forming species
co-exists not only with fibril bundles during the first day (Day 1) of
incubation but also with microcrystals approximately 20 nm in
diameter (Supplementary Fig. S3). However, on the fourth day of
incubation the number of microcrystals/fibrils has considerably
increased. Actually, detailed observations reveal that microcrystals
consist of typical amyloid-like fibrils (�10 nm, Fig. 2 thin arrow)
which wound around each other and form larger helical assemblies
(Supplementary Fig. S3, Day 4). As shown in Fig. 2A (thick arrows),
a twisted ribbon-like microcrystal consists of coiled fibrils
(�10 nm) with an axial crossover repeat of 250 nm. These helical

assemblies give rise to lamellar crystals, as seen in
Supplementary Fig. S3 (Day 11) (Sawaya et al., 2007).

Congo red binds to mature fibrils derived from the CysC2 pep-
tide, shown in the bright field panel in Fig. 2C (left) and subse-
quently exhibits a yellow to apple-green birefringence when
placed between crossed polars (Fig. 2C, right).

The X-ray diffraction patterns of oriented fibers from CysC2
indicate a powder-like pattern of a polycrystalline material
(Fig. 2E). This can easily be explained by looking at the EM pho-
tographs of CysC2 (Fig. 2A). Reflections appear as rings due to poor
alignment of the constituent fibrils. The strong reflections

Fig. 2. Experimental results of CysC2 and CysC3 ‘‘aggregation-prone’’ peptides. (A) and (B) Electron micrographs of mature amyloid-like fibrils from CysC2 and CysC3 peptides,
respectively. The samples were negatively stained with 2% uranyl acetate. Arrows show the fibrils (See Section 3). Bar 500 nm. (C) and (D) Photomicrographs of CysC2 and
CysC3 peptide fibrils stained with Congo Red: bright field illumination (left), crossed polars (right). The yellow-green birefringence characteristic for amyloid fibrils is clearly
seen under crossed polars (right) in both cases. Bar 500 lm. (E) and (F) X-ray diffraction patterns from oriented fibers (F) of CysC2 and CysC3 amyloid-like fibrils. In this
display, the meridian, M (direction parallel to the fiber axis) is vertical and the equator, E, is horizontal. Both patterns illustrate the typical ‘‘cross-b’’ reflections. The 4.5–4.7 Å
reflection corresponds to the spacing of adjacent beta-strands and the 9–12 Å spacing, which corresponds to the face-to-face separation (packing distance) of the b-sheets.
The X-ray diffraction pattern of CysC2 (E) is not a typical ‘‘cross-b’’ pattern since it shows rings instead of oriented reflections at the meridian and the equator. This indicates a
random packing of the constituent amyloid fibrils in the fiber.
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corresponding to periodicities of 4.51 Å and 9.14 Å may be attribu-
ted to the interstrand and inter-sheet distances of b-sheet arrange-
ments, respectively. These reflections are characteristic of the
‘‘cross-b’’ conformation (Geddes et al., 1968), and are observed
for several amyloid-like fibrils (Sunde and Blake, 1997), in which
the b-strands are perpendicular to the fiber axis and the sheets
are packed parallel to the fiber axis. A list of the reflections
observed in the X-ray pattern (Fig. 2E) is given in Table 1. A full
explanation of the diffraction pattern is given in the legend of
Table 1, with a table of the d-spacings of the diffraction rings and
a proposed unit cell for the polycrystalline fiber. A possible packing
arrangement of CysC2, resulting from our indexing utilizing
DICVOL06 (Boultif and Louër, 2004), illustrates the packing of the
CysC2 peptide-analogue and all possible interactions between
CysC2 peptides in an orthorhombic unit cell (Fraser et al., 1965).
Following the steric zipper terminology proposed by Sawaya
et al., 2007, we were led to suggest a Class 7 steric zipper with
an up-up arrangement (Sawaya et al., 2007) (Supplementary
Fig. S4, Table 1).

An ATR FTIR spectrum of a thin film cast from suspensions of
the amyloid-like fibrils of CysC2 is shown in Fig. 3A (Table 2). The
spectrum (Fig. 3A, Table 2) shows prominent bands at
1623 cm�1, 1556 cm�1, and 1232 cm�1 in the amide I, II, and III
regions, respectively, indicative of a b-sheet conformation. The
high wavenumber band at 1696 cm�1 is an indication that
b-sheets are antiparallel, whilst the sharp maximum peak at
1515 cm�1 is typically assigned to Tyr (Y) (CAC stretching vibra-
tion of the aromatic ring) (Haris and Chapman, 1995; Jackson
and Mantsch, 1995; Krimm and Bandekar, 1986; Surewicz et al.,
1993; Tremmel et al., 2005; Valenti et al., 2011). The resulting
ATR FT-IR spectrum strongly supports the presence of an antipar-
allel b-sheet conformation.

3.2. CysC3 experimental results

The synthesized CysC3 peptide at a concentration of 10 mg ml�1

self-assembles into mature amyloid fibrils after 2 weeks of incuba-
tion in distilled water.

Electron micrographs show that they are linear unbranched fib-
rils of indeterminate length and uniform in diameter (ca. �10 nm,
arrows). They tend to aggregate laterally (‘‘side by side’’) and in
register (Fig. 2B, thin arrows), forming bundles of fibrils.

These fibrils bind Congo red (Fig. 2D, left) showing the charac-
teristic yellow-green birefringence when seen under crossed polars
(Fig. 2D, right). In addition, X-ray diffraction patterns from fibers

Table 1
Spacings (dobs) of the reflections that were observed in the X-ray diffraction pattern,
taken from a fiber of the CysC2 peptide amyloid-like fibrils (Fig. 2, Supplementary
Fig. S4). Indexing (h, k, l, dobs, dcalc) was done, utilizing DICVOL06 (Boultif and Louër,
2004), a software for the automatic indexing of powder diffraction patterns by the
successive dichotomy method, based on an orthorhombic unit cell, with unit cell
parameters: a = 8.98 ± 0.02 Å, b = 36.23 ± 0.01 Å, c = 18.16 ± 0.01 Å, a = 90�, b = 90�,
c = 90�.

h k l dobs (Å) dcalc (Å)

0 0 2 9.14 9.13
1 3 0 7.24 7.24
0 0 3 6.07 6.08
1 0 3 5.04 5.04
2 0 0 4.51 4.50
2 2 2 3.94 3.94
2 0 3 3.61 3.62
1 10 1 3.31 3.31
1 5 5 3.06 3.06

Fig. 3. ATR FT-IR (1100–1800 cm�1) spectra, obtained from suspensions of fibrils,
produced from the CysC2 (A) and CysC3 (B) peptides, cast on a flat stainless-steel
plate and left to air-dry slowly, at ambient conditions, to form hydrated, thin films.
Second derivative spectra are also included.

276 P.L. Tsiolaki et al. / Journal of Structural Biology 191 (2015) 272–280



formed from CysC3 peptide fibrils show two strong reflections at
4.7 Å and 10 Å (Fig. 2F). These reflections appear as rings due to
the poor alignment of the constituent fibrils. This is probably due
to random packing of the fibrils, which adopt all possible orienta-
tions in the fiber. The strong reflection at 4.7 Å suggests that
b-sheets are present and may be attributed to inter-strand dis-
tances. The weaker reflection at �10 Å, most probably, corresponds
to inter-sheet packing distances. These two reflections clearly indi-
cate the existence of b-sheets and are characteristic of a
cross-b-like conformation observed for several amyloid-like fibrils
(Fig. 2B), not oriented, however, in this case.

The ATR FT-IR spectrum from thin films produced by the CysC3
peptide fibril-containing solutions (Fig. 3B, Table 2) shows a promi-
nent band at 1635 cm�1 in the amide I region, which is a band
clearly due to b-sheet conformation and a weak shoulder at
1697 cm�1, which is an indication that the b-sheets are antiparallel
(Haris and Chapman, 1995; Jackson and Mantsch, 1995; Krimm
and Bandekar, 1986; Surewicz et al., 1993; Valenti et al., 2011).
Thus, the results from ATR FT-IR spectroscopy strongly support
the evidence from X-ray diffraction.

4. Discussion

By its very definition the ‘‘amyloid stretch hypothesis’’ pro-
posed that amyloid aggregation is actually driven by short frag-
ments of misfolded proteins (Esteras-Chopo et al., 2005), and
thus until today, scientists in structural biology have extensively
been studying a great variety of amyloidogenic (or ‘aggrega
tion-prone’) peptides (Iconomidou et al., 2013; Iconomidou et al.,
2012; Louros et al., 2014; Teng and Eisenberg, 2009; Tenidis
et al., 2000). These short amyloidogenic stretches of five or six
amino acid residues do exhibit the potential to ‘guide’ amyloid fib-
ril formation from a soluble globular domain (Lopez de la Paz and
Serrano, 2004; Teng and Eisenberg, 2009). Therefore, several pub-
lished algorithms during the last decade or so, based on various
properties of polypeptide chains, attempt to predict such ‘aggrega
tion-prone’ stretches. A relatively recent review of available soft-
ware was published by Hamodrakas (2011).

Utilizing our consensus prediction algorithm of ‘aggrega
tion-prone’ segments AMYLPRED (Frousios et al., 2009), three (3)
peptides of hCC were predicted as ‘aggregation-prone’ segments;
the pentapeptide 47LQVVR51 (CysC1) and the peptides
56IVAGVNYFLD65 (CysC2) and 95AFCSFQIYAVP105 (CysC3) (Fig. 1).
Initially the LQVVR peptide was shown to have amyloidogenic
properties and plays a crucial structural role in hCC fibrillation
(Tsiolaki et al., 2015). In this work, we attempted to shed light
on the two additional, predicted ‘aggregation-prone’ regions, the
peptides CysC2 and CysC3, and find out whether they intrinsically
exhibit amyloidogenicity. Our experimental work clearly shows

that twisted microcrystals formed from CysC2 peptide solutions
and fibrils formed from CysC3 peptide solutions fulfill-in
general-all three basic criteria of amyloid fibrils (see Section 3).

Several studies have reported undeniable similarities between a
crystal and a fiber (Diaz-Avalos et al., 2003; Sawaya et al., 2007)
and according to Marshall et al. a concrete concentration can drive
the structural rearrangement of a fiber to finally form a crystal
(Marshall et al., 2010). In fact, the crystals are nano-crystals with
a thickness of approximately 200 nm which adopt a
needle-shaped morphology (Nelson et al., 2005; Sawaya et al.,
2007). In our case electron micrographs showed that the peptide
CysC2, which consists of 10 amino acids, follows in vitro an assem-
bly pathway where thin, single fibrils transform into lamellar
nano-crystals within 10 days after dilution (Supplementary
Fig. S3).

Besides electron micrographs, microcrystal structures are
related to the diffraction patterns derived from samples derived
from peptide CysC2. Our findings indicate a powder-like pattern
of a polycrystalline material. Thus, except for the two diffraction
spacings, which mainly correspond to the cross-b conformation,
the diffraction spacings listed in Table 1 are thought to arise from
the polycrystalline state of the samples from the peptide CysC2
(Supplementary Fig. S4). According to Sawaya et al., both peptides
and microcrystals share common principal structure features and
result in producing similar diffraction patterns (Sawaya et al.,
2007).

A theoretical approach to a dataset of 12 amyloidogenic pro-
teins has shown that segments with high aggregation propensity
are usually exposed on the surface of the amyloidogenic proteins
(Frousios et al., 2009). In a similar way, an intriguing finding of a
computational analysis by Castillo and Ventura revealed that in
the homo-oligomeric form of amyloidogenic proteins, protein–pro-
tein interactions and aggregation-prone segments of the surface
overlap (Castillo and Ventura, 2009).

As we have previously demonstrated, CysC1 is both a Cystatin
C-peptide with high aggregation propensity and, also, a crystal
contact (Janin, 1997; Janowski et al., 2004; Tsiolaki et al., 2015).
What is especially interesting is that adjacent tetramers interact
through the CysC1 peptide not only in the orthorhombic crystal
(PDB ID: 1R4C) (Janowski et al., 2004) but also in the tetragonal
crystal (PDB ID: 1TIJ) (Janowski et al., 2005) (Supplementary
Fig. S5). However, the overall shape of 1TIJ structure stresses the
high plasticity capability of the hinge loop (L1 loop, see Section 1).

Similarly, CysC2, which contains the L1 loop, takes part in inter-
molecular interactions by stabilizing the long b-sheet between
Cystatin C dimers and by forming a rich network of interactions
of symmetry-related molecules (Janowski et al., 2004; Janowski
et al., 2005). Remarkably, except from the ‘native-fold’ interactions
between dimers, we are able to point out the significance of the
intramolecular interactions between neighboring higher
oligomers-such as octamers-, utilizing the information given by
the Cystatin C crystal packing (Supplementary Fig. S6). Unlike its
tetragonal form (PDB ID: 1TIJ), where only CysC1 interactions occur
(Janowski et al., 2005), in the orthorhombic crystal structure 1R4C
repeating interactions of both CysC1 and CysC2 formulate a large
ordered (agglomerate) aggregate (Supplementary Fig. S6).

CysC2 is of great importance: firstly, the peptide contains the L1
loop (hinge loop, see Section 1), the linker region between
b-strands b2 and b3, which is essential in hCC dimerization
(Szymanska et al., 2009). The corresponding dimerization leads
to a conformational change. Secondly, Orlikowska et al. has shown
that specific mutations in the hinge loop can control the 3D
domain swapping mechanism (Orlikowska et al., 2011). The
mutated amino acid Val57 is part of our amyloidogenic determi-
nant (56IVAGVNYFLD65). Thirdly, additional studies have revealed
that this region of the Cystatin fold is conformationally unstable,

Table 2
Bands observed in the ATR FT-IR spectra obtained from thin-films, containing
suspensions of fibrils, produced by the CysC2 Peptide and CysC3 peptides, respectively,
and their tentative assignments.

CysC2 CysC3

Band (cm�1) Assignments Band (cm�1) Assignments

1141 TFA 1133, 1182, 1203 TFA
1232 Amide III (b-sheet) 1234 Amide III (b-sheet)
1515 Tyrosine side chain
1556 Amide II (b-sheet) 1550 Amide II (b-sheet)
1623 Amide I (b-sheet) 1635 Amide I (b-sheet)
1674 TFA 1664 TFA
1696 Antiparallel b-sheet 1697 Antiparallel b-sheet

For details see text.
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mostly due to the Valine residue located near the top of the loop L1
(Val57 for hCC) (Abrahamson and Grubb, 1994; Nilsson et al.,
2004).

Another equally important aspect is that human Cystatin C inter-
acts with several amyloidogenic proteins such as Amyloid b (Ab) and
Serum Amyloid A (SAA). Specific interactions between Cystatin C
and Ab (Sastre et al., 2004) and Cystatin C and SAA (Bokarewa
et al., 2007) had been found experimentally and, thus, had intro-
duced two novel Cystatin C partners. Consecutive structural exper-
iments were performed using selective proteolytic excision and
high resolution mass spectrometry (Juszczyk et al., 2009; Maftei
et al., 2012; Tian et al., 2007) in order to identify the crucial binding
‘hotspots’ both in Ab and SAA. Surprisingly, the identified interaction
site of Fb is located in the 101IYAVPWQGTMTLSKSTC117 hCC
fragment (Juszczyk et al., 2009), whereas the identified epitope on
SAA is located in 96FCSFQIY102 fragment (Spodzieja et al., 2013;
Spodzieja et al., 2012). These studies highlight the importance of
CysC3 peptide, which according to our experimental results exhibits
the tendency to self assemble into amyloid-like fibrils.

Amyloidogenic proteins, which have the tendency to aggregate
via 3D domain swapping, have been a major focus of interest in
recent years. Interestingly, in 2008 an attempt to determine the
core structure of Stefin B was performed by using hydrogen
exchange and NMR (Morgan et al., 2008). Stefin B, as a member
of the Cystatin superfamily, shares high sequence similarity with
Cystatin C (Supplementary Fig. S7) and adopts the same general
Cystatin fold (Jenko Kokalj et al., 2007). As a a/b protein, Stefin B
needs a determining conformational transition, that leads to fibril-
lation through 3D domain swapping (Zerovnik et al., 2011).

In analogy to the model proposed by Morgan et al. (2008) we
propose a hypothetical polymerization pathway, shown in
Supplementary Fig. S8. We attempted to ‘locate’ our aggregation
prone segments and propose a plausible mechanism for the forma-
tion of the amyloid fibrils formed by hCC. To our surprise, all three
peptides, which have their own ability to self-assemble, according
to our results, participate in the core beta structure of the model
(Supplementary Fig. S8), suggesting, perhaps, an active role of
CysC1, CysC2 and CysC3 in human Cystatin C aggregation and fibril-
lation. Importantly, Stefin B sequence analysis utilizing
AMYLPRED2, indicated that the CysC2 homolog presents high
aggregation potency, in addition to the CysC1 and CysC3 homologs
presenting lower, yet significant, aggregation propensity (data not
shown). However, an important note is that human Stefins, as type
1 Cystatins, lack native disulfide bonds, in contrast to human
Cystatin C (Zerovnik et al., 2010) and thus, are more prone to par-
tial misfolding or conformational change (Grana-Montes et al.,
2012). Conclusively, future experiments are essential, such as ser-
ies of point mutations in full-length Cystatin C, followed by aggre-
gation assays, in order to experimentally verify the amyloid
assembly mechanism of Cystatin C and the implication of the iden-
tified CysC1, CysC2 and CysC3 ‘aggregation-prone’ segments.

5. Conclusions

Studies of hCC are of great importance. HCC was the first pro-
tein to exhibit the 3D domain swapping mechanism, which leads
to oligomers. Until recently, hCC was a protein with no experimen-
tally determined amyloidogenic regions. Our group revealed for
the first time that the 47LQVVR51 segment of Cystatin C (CysC1)
exhibits the tendency to self-assemble and, most probably, drives
the fibrillization of the protein by participating in a crucial struc-
tural region (Tsiolaki et al., 2015). In this work, utilizing electron
microscopy, X-ray fiber diffraction, ATR FT-IR spectroscopy and
Congo red staining, we have shown that two additional ‘aggrega
tion-prone’ segments of hCC, theoretically predicted by our

algorithm AMYLPRED, indeed self-assemble and might be active
ingredients of hCC aggregation. Based on these results and on the
published models of the Cystatin superfamily (Zerovnik et al.,
2011) we propose a plausible sketchy model of hCC
polymerization.
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ABSTRACT:

Amyloid deposits to the islets of Langerhans are responsible

for the gradual loss of pancreatic b-cells leading to type II

diabetes mellitus. Human mature islet amyloid polypeptide

(hIAPP), a 37-residue pancreatic hormone, has been identi-

fied as the primary component of amyloid fibrils forming

these deposits. Several individual segments along the entire

sequence length of hIAPP have been nominated as regions

with increased amyloidogenic potential, such as regions 8–

20, 20–29, and 30–37. A smaller fragment of the 8–20

region, spanning residues 8–16 of hIAPP has been associ-

ated with the formation of early transient a-helical dimers

that promote fibrillogenesis and also as a core part of hIAPP

amyloid fibrils. Utilizing our aggregation propensity predic-

tion tools AmylPred and AmylPred2, we have identified the

high aggregation propensity of the 8–16 segment of hIAPP.

A peptide analog corresponding to this segment was chemi-

cally synthesized and its amyloidogenic properties were vali-

dated using electron microscopy, X-ray fiber diffraction,

ATR FT-IR spectroscopy, and polarized microscopy. Addi-

tionally, two peptides introducing point mutations L12R

and L12P, respectively, to the 8–16 segment, were chemically

synthesized. Both mutations disrupt the a-helical properties

of the 8–16 region and lower its amyloidogenic potential,

which was confirmed experimentally. Finally, cytotoxicity

assays indicate that the 8–16 segment of hIAPP shows

enhanced cytotoxicity, which is relieved by the L12R muta-

tion but not by the L12P mutation. Our results indicate

that the chameleon properties and the high aggregation pro-

pensity of the 8–16 region may significantly contribute to

the formation of amyloid fibrils and the overall cytotoxic

effect of hIAPP. VC 2015 Wiley Periodicals, Inc. Biopolymers

(Pept Sci) 104: 196–205, 2015.
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amyloid fibrils; peptide analogs; type II diabetes melli-
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INTRODUCTION

H
uman islet amyloid polypeptide (hIAPP), also

known as amylin, is a 37 residue peptide hormone

expressed and secreted along with insulin through

the secretory granules of the pancreatic b-cells.1 It is

initially expressed as an 89 amino acid pre-pro-

hormone containing a 22-residue signal peptide and two

flanking peptides (9-aa and 16-aa, respectively), both cleaved

during secretion.2,3 Mature hIAPP has an amidated C-

terminal end and contains an intramolecular disulfide bond

formed between C2 and C7 residues4 (Figure 1). The physio-

logical role of hIAPP is not fully understood yet, however its

functions seem to be mediated by binding to specific recep-

tors of the calcitonin related peptides (CTRs).5,6 Proposed

functions briefly include promotion of satiety7–9 and sup-

pression of adiposity,10 gastric emptying,11 regulation of glu-

cose homeostasis,12,13 and vasodilation.14

A growing number of proteins and peptides with unrelated

functions and no apparent sequence similarity have been asso-

ciated with the creation of amyloid fibrils via self-aggregation

procedures.15–17 Deposition of amyloid fibrils in several tissues

and organs has been identified as the main cause of a category

of diseases, known as amyloidoses,18 the so-called ‘conforma-

tional diseases’. Like several polypeptide hormones, which are

over-represented as amyloid-forming proteins, hIAPP can be

deposited as amyloid.19 Specifically, hIAPP has been recog-

nized as the major component of pancreatic amyloid deposits

which lead to gradual loss of b cells.20,21 Destruction of the b
cells results in a decrease in production of insulin and IAPP

causing type 2 diabetes (T2D).22,23

Extensive biophysical and computational studies have indi-

cated that short sequence fragments with high aggregation pro-

pensity may promote the amyloidogenic propensity of a

protein.15,16 Numerous, extensive studies focused on

“aggregation-prone” segments have been performed in the

case of hIAPP.24–28 Additional studies have implicated the 8–20

N-terminal region of IAPP with the formation of amyloid

fibrils.29,30 These studies have also shown that fibrils formed by

the aforementioned segment share several common character-

istics to the fibrils formed by hIAPP. Later on, it was proposed

that this region may be driven by the self-aggregating 15–20

segment.28 Here by implementing our algorithms AmylPred

and AmylPred 2 (Supporting Information Figure S1) on the

sequence of hIAPP (see “Materials and Methods” section and

FIGURE 1 The amphipathic properties of the 8–16 a-helical segment of hIAPP. (A) A peptide

analog IAPP8–16 (ATQRLANFL) was synthesized in order to study the aggregation properties of the

8–16 helical segment of hIAPP. Two additional peptides, containing point mutations: IAPP_Mut1

(L12R, shown in blue) and IAPP_Mut2 (L12P, shown in red) were also synthesized. (B) Helical

wheel representation of the amphipathic 8–16 a-helical segment of hIAPP. The hydrophobic inter-

face formed by residues A8, L12, F15, and L16 has been proposed to be important for early oligo-

merization of IAPP31. (C) Introduction of the L12R mutation disrupts the hydrophobic cluster and

therefore might hinder the formation of early oligomers leading to amyloid fibril formation. (D)

The L12P mutation introduces a kink in the central L12 position of the 8–16 a-helix, altering its

structural integrity and polymerization potential. Aliphatic residues are shown as green circles,

polar residues are shown as orange circles, positively charged residues are shown as blue circles and

proline residues are shown as red circles, respectively. Helical wheels were constructed using the

Helical Wheel program developed by Dr. Kael Fischer (http://kael.net/helical.htm).
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Supporting Information), we identified and experimentally

studied the aggregation propensity of the 8–16 segment of

hIAPP, which has also been associated with the formation of

early oligomerization events of IAPP.31 Our experimental

results presented here, clearly show that the 8–16 segment of

hIAPP self-assembles forming fibrils with amyloid properties

similar to full length hIAPP and therefore verify the high amy-

loidogenic potential of this region, but may also imply that the

8–16 segment might actually be one of the stronger self-

aggregating motifs that lead hIAPP to polymerization. Further-

more, two peptide analogs corresponding to variants of the

same segment were also synthesized, introducing point muta-

tions of the central L12 residue to R and P residues, respec-

tively. Both peptides were experimentally tested and were

found to have a significantly lower amyloidogenic propensity,

since they do not form amyloid fibrils. Finally, cytotoxic assays

performed for all three peptide analogs indicate that the pep-

tide analog corresponding to the 8–16 segment of hIAPP has

enhanced cell cytotoxicity. Interestingly, the peptide analog

containing the L12P mutation also exhibits cytotoxicity regard-

less of its lowered amyloidogenic propensity, whereas the sec-

ond variant containing the L12R mutation has no cytotoxic

effects. These results indicate that the 8–16 segment of hIAPP

may contribute in the overall toxicity of the molecule and

therefore is an essential target for the development of inhibi-

tory agents or novel treatments against T2D.

MATERIALS AND METHODS

Prediction of IAPP “Aggregation-Prone” Segments
and its Nonamyloidogenic Variants
In order to successfully identify segments of human mature IAPP pre-

senting a high aggregation tendency, we applied Amylpred and

AmylPred2, two aggregation propensity consensus prediction tools,

combining 5 and 11 individual algorithms, respectively, which were

developed by our laboratory15,32 on the sequence of IAPP (Supporting

Information Figure S1). As a result, a segment corresponding to resi-

dues 8–16 of hIAPP was identified with high aggregation propensity.

Theoretical and experimental evidence reveal that this segment is also

part of an a-helical segment following the C2–C7 disulphide bridge

(Figure 1B).31,33–35 For this reason, we introduced two individual

point mutations, L12R and L12P which lower the aggregation potency

of the aforementioned area and significantly alter its structural integ-

rity (Figures 1C and 1D). Both mutant peptides were also predicted

to have a diminished self-polymerizing potential, compared to the

native peptide (Supporting Information Figure S1).

Peptide Synthesis and Preparation of Amyloid-like

Fibrils
To experimentally investigate the aggregation potential of the 8–16

segment, a peptide analog, 8ATQRLANFL16 (IAPP8–16) was chemically

synthesized (Figure 1A). To further validate the calculated reduction

in amyloidogenicity introduced by the L12R and L12P mutations, two

additional peptide analogs were also synthesized, 8ATQRRANFL16

(IAPP_Mut1), and 8ATQRPANFL16 (IAPP_Mut2), respectively (Fig-

ure 1A). The peptides were synthesized by the solid phase methodol-

ogy and Fmoc/tBu chemistry, using 2-chlorotrityl chloride resin as a

solid support.36 The final products were determined to be at least

97% pure by analytical HPLC. Solutions of all three peptides were

prepared in distilled water (pH 5.75) at a final concentration of

10 mg/ml, following previous structural studies of aggregation-prone

peptides with amyloidogenic properties.25,26,29,37–40 After an incuba-

tion period of 7 days at ambient temperature, the IAPP8–16 peptide

produced gels containing mature amyloid-like fibrils, as judged by

electron microscopy (EM) studies (see below). In contrast, both

mutant peptides did not produce amyloid fibrils even after a period of

up to 8 months.

Transmission Electron Microscopy (Negative
Staining)
Drops (�5 ll) of all three peptide solutions were applied to 400-

mesh glow-discharged and carbon-coated copper grids for 60–80 s.

The grids were stained with a drop of 2% (w/v) aqueous uranyl

acetate for 60 s. Excess stain was removed by blotting with a filter

paper. The grids were initially air-dried and examined with a Mor-

gagniTM 268 transmission electron microscope, operated at 80 kV.

Digital acquisitions were performed with an 11 Mpixel side-

mounted Morada CCD camera (Soft Imaging System, Muenster,

Germany).

Congo Red Staining and Polarized Light
Microscopy
Films were formed by applying drops of each peptide solution to

glass slides and subsequently air-dried at ambient temperatures

and humidity. The films were then stained with a 1% Congo red

solution in distilled water (pH 5.75) for 20 min, following the

typical Romhanyi protocol,41 as previously shown.37,39 Excess stain

was removed through tap water washes.41 Samples were observed

under bright field illumination and between crossed polars, using

a Leica MZ75 polarizing stereomicroscope equipped with a JVC

GC-X3E camera.

X-Ray Fiber Diffraction
Droplets (10 ll) of the peptide solutions were placed between two

aligned capillaries with wax-covered ends (spaced 2 mm apart). The

droplets were allowed to dry slowly at ambient temperature and

humidity, for 30–60 min in order to form an oriented fiber suitable

for X-ray diffraction. X-ray diffraction patterns were collected, using a

SuperNova-Agilent Technologies X-ray generator equipped with a

135-mm ATLAS CCD detector and a 4-circle kappa goniometer, at

the Institute of Biology, Medicinal Chemistry and Biotechnology,

National Hellenic Research Foundation (CuKa high intensity X-ray

micro-focus source, k 5 1.5418 Å), operated at 50 kV, 0.8 mA. The

specimen-to-film distance was set at 52 mm. The exposure time was

set to 360 s. The X-ray diffraction patterns were initially viewed using

the program CrysAlisPro42 and subsequently displayed and measured

with the aid of the program iMosFLM.43
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Attenuated Total Reflectance Fourier-Transform
Infrared Spectroscopy and Postrun Spectra
Computations
Suspensions (�5 ll) of the peptide solutions were cast on flat

stainless-steel plates coated with an ultrathin hydrophobic layer (Spec-

tRIM, Tienta Sciences, Indianapolis, USA) and left to dry slowly at

ambient conditions to form thin films. IR spectra were obtained at a

resolution of 4 cm21, utilizing an IR microscope (IRScope II, Bruker-

OPTICS, Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Germany), equipped with a

Ge ATR objective lens (203) and attached to a FT-IR spectrometer

(Equinox 55, BrukerOPTICS). Ten 32-scan spectra were collected

from each sample and averaged to improve the S/N ratio. Spectra are

shown in the absorption mode, after correction for the wavelength

dependence of the penetration depth (dp analogs k). Derivatives were

computed analytically using routines of the Bruker OPUS/OS2 soft-

ware including smoothing over a 68 cm21 range around each data

point, performed by the Savitsky–Golay algorithm.44 Smoothing over

narrower ranges resulted in deterioration of the S/N ratio and did not

increase the number of minima that could be determined with confi-

dence. The minima in the second derivative were used to determine

the corresponding absorption band maxima.

Cytotoxicity Assays
Human PANC-1 cells (derived from a patient with epithelioid carci-

noma in the pancreatic duct) were plated in 96-well plates at a density

of 5 3 103 cells/well. Cells were incubated for 24 h in Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal

bovine serum (FBS) at 37� in 5% CO2. Stock solutions of peptides

IAPP8–16, IAPP_Mut1, and IAPP_Mut2 were prepared in ddH20 at a

concentration of 10 mg/ml, similarly to the biophysical studies in

order to keep track of the aggregation propensity of each peptide. Pep-

tide toxicity was assessed after 1, 3, 15, and 30 days of incubation,

respectively. The final concentration of peptides in the culture

medium was set to 200 lM, based on similar previous cytotoxicity

studies of IAPP fragment peptides.26,30,45–47 The MTT dye (1 mg/ml

in phenol red free DMEM w/o FBS) was added 24 h after the addition

of the peptides. Reduction of the dye by living cells was allowed to

take place for 3–4 h. The MTT solution was discarded and isopropa-

nol was added to dissolve the formazan crystals. Absorbance of the

solution was measured at 570 nm wavelength. Survival of nontreated

cells was set to 100%.

RESULTS
EM studies reveal that the IAPP8–16 peptide self-assembles

forming ordered elongated fibrils, which appear unbranched

and straight, with a tendency to wrap around each other form-

ing twisted cords, approximately 100–120 Å in diameter (Figure

2A, arrows). In contrast, the IAPP_Mut1 peptide analog did

not produce amyloid-like fibrils under the same conditions,

even for longer incubation periods up to 8 months. Instead, the

IAPP_Mut1 peptide forms small spherical aggregates or thin

worm-like shaped aggregates that closely resemble prefibrillar

aggregates as has been shown for other amyloidogenic proteins

(Figure 2B).48 The IAPP_Mut2 peptide did not produce

amyloid fibrils at similar conditions, as has theoretically been

predicted. However, unlike the IAPP_Mut1 mutant peptide, in

this case, only amorphous aggregates were formed (Figure 2C),

indicating that the insertion of a proline residue might reduce

the high amyloidogenic potential of the 8–16 segment of IAPP

in a more drastic manner. Incubation for longer time periods

up to 8 months did not result in any changes in the morphol-

ogy of the aggregates formed by both the IAPP_Mut1 and

IAPP_Mut2 peptides (see “Materials and Methods”).

The X-ray diffraction pattern produced from an oriented

fiber containing aligned amyloid-like fibrils derived by self-

assembly of the IAPP8–16
“aggregation-prone” peptide indi-

cated that the fibrils adopt the typical for amyloids “cross-b”

structure (Figure 3). Specifically, the diffraction pattern

presents a strong 4.7 Å reflection along the meridian axis (fibril

axis), corresponding to the repetitive distance between perpen-

dicularly to the axis of the fiber aligned, hydrogen bonded, b-

strands and a 10.1 Å equatorial reflection that might be attrib-

uted to the packing distance of formed b-sheets. Both mutant

peptide analogs, however, did not produce fibers under the

same conditions, in agreement to the results of our EM studies,

which suggest their inability to form amyloid fibrils.

Supporting evidence regarding the secondary structure of

the IAPP8–16 peptide forming amyloid-like fibrils was obtained

utilizing ATR FT-IR spectroscopy. The ATR FT-IR spectrum

derived from a thin hydrated film containing amyloid-like

fibrils from the IAPP8–16 peptide, strongly suggests that the

peptide adopts an antiparallel b-sheet conformation, in agree-

ment to the X-ray diffraction results (Figure 4). The spectrum

contains a prominent 1622 cm21 amide I band, accompanied

by a 1539 cm21 amide II band, both indicating the preponder-

ance of a b-sheet secondary structure.49–52 The 1697 cm21

shoulder most probably indicates that the b-strands are aligned

in an antiparallel fashion (Table I).53

Amyloid-like fibril samples have been shown to specifically

bind the Congo red dye, showing the characteristic for amy-

loids red-green/apple birefringence, in a polarizing microscope

under crossed polars.54 Therefore, similar staining procedures

were carried out for all three peptides: Clearly, films formed by

the amyloid-like fibril containing solutions of the IAPP8–16

peptide (see Materials and Methods) bind the Congo red dye,

as seen under bright field illumination and furthermore exhibit

the characteristic apple/green birefringence of amyloids (Figure

5). Interestingly, multiple and variable in size spherical struc-

tures, known as spheroulites are present in the solutions. These

structures have a liquid crystalline texture and present charac-

teristic “Maltese crosses”55,56 (Figure 5, arrows). In contrast,

similar experiments that were performed for the two mutant

peptides, IAPP_Mut1 and IAPP_Mut2 indicated their inability

to bind the Congo red dye.
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The cytotoxic effect of hIAPP fibrils on pancreatic cell lines

has been extensively documented.57–59 Here, we investigated

whether the 8–16 region of hIAPP may contribute to the cyto-

toxicity of the full length molecule by examining the cytotoxic-

ity of the IAPP8–16 peptide, and, additionally, if the non-

amyloidogenic mutants IAPP_Mut1 and IAPP_Mut2 present

similar cytotoxic effects. Each peptide was added in PANC-1

cells after an incubation period of 1, 3, 15, and 30 days respec-

tively, in order to assess the toxicity of the peptides at early and

late stages of fibrillogenesis. Our results clearly indicate that

the IAPP8–16 peptide induces a cytotoxic effect (�76% cell sur-

vival in relation to the control) after 1 day of incubation

FIGURE 2.

FIGURE 2 Electron microscopy studies of the aggregation pro-

pensity of IAPP8–16, IAPP_Mut1 and IAPP_Mut2 peptide analogs.

(A) Electron micrograph of amyloid-like fibrils formed by the self-

aggregating IAPP8–16 peptide (10 mg/mL) following incubation for

a period of 7 days. The fibrils are long and unconnected with a dou-

ble helical morphology and a diameter of approximately 100–120 Å.

Scale bar 200 nm. (B) Electron micrograph indicating the inability

of the IAPP_Mut1 peptide to form amyloid-like fibrils, under simi-

lar conditions. After incubation for 1 week the peptide forms small

spherically shaped or worm-like aggregates possibly resembling the

morphology of prefibrillar aggregates.48 However, incubation for

longer periods (up to 8 months) did not result to any difference in

morphology (data not shown). Scale bar 500 nm. (C) Electron

micrograph indicating that the IAPP_Mut2 peptide does not form

amyloid-like fibrils at the same conditions. Amorphous aggregates

are formed, even after incubation for longer periods (up to 8

months) suggesting that the L12P mutation strongly inhibits the

aggregation propensity of the 8–16 segment. Scale bar 1000 nm.

FIGURE 3 X-ray fiber diffraction pattern produced by an aligned

fiber containing IAPP8–16 amyloid-like fibrils. A typical “cross-b”

diffraction pattern is shown from oriented fibers, derived from

IAPP8–16 amyloid-like fibrils. The strong 4.7 Å meridional reflection

(M) corresponds to the repeat distance of b-strands aligned perpen-

dicularly to the fiber axis (F), whereas the 10.1 Å equatorial (E)

reflection is attributed to the packing distance between b-sheets.
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(Figure 6A) and more or less similar cytotoxicity after 3 (Fig-

ure 6B) and 30 days (Figure 6D) of incubation (�74 and 83%

cell survival). Results obtained after 15 days of incubation (Fig-

ure 6C) indicate a slightly lower cytotoxicity (�92% cell sur-

vival), however these results also exhibit an unusually large

standard deviation in comparison to the rest, implying that the

cytotoxic effect might actually be higher than that observed.

These data suggest that the amyloidogenicity presented by the

8–16 region of hIAPP may play a vital role in the cytotoxic

effect of the full length molecule.

Similar experiments indicate no significant cytotoxicity for

the IAPP_Mut1 peptide (Figure 6). This apparently suggests

that the L12R mutation that was found to inhibit fibrillogene-

sis, may also significantly lower the toxicity presented by the

8–16 region of hIAPP. In contrast, although the IAPP_Mut2

peptide did not exhibit any amyloidogenic properties, it does

display enhanced cell toxicity, since it was found to be toxic

after incubation for 1, 3, 15, and 30 days (�70, 79, 72, and

�89% cell viability, respectively) (Figure 6). This finding sug-

gests that the IAPP_Mut2 peptide is toxic to PANC-1 cells for

unknown reasons, obviously not related to fibrillogenesis.

DISCUSSION
Several theoretical and experimental studies have focused on

the amyloidogenic properties of short sequence fragments of

amyloid-forming proteins indicating that specific regions are

responsible for the fibrillogenic potential of the full length pro-

tein.15,16 Our results indicate that the IAPP8–16 peptide analog

self-assembles forming fibrils with an amyloid-like morphol-

ogy, typical “cross-b” architecture and the ability to bind the

specific for amyloids Congo red dye. Importantly, EM studies

performed by our lab on hIAPP indicate that amyloid fibrils

with a comparable similarity to the IAPP8–16 fibrils are formed,

since they frequently appear as straight and unconnected dou-

ble helices, with a diameter of 100–120 Å and an indeterminate

length (Supporting Information Figure S2A). These results are

further supported by previous elaborate EM studies indicating

that hIAPP leads to the formation of mature amyloid fibrils

composed of supercoiled protofilaments with a 10 nm diame-

ter.60–62 Furthermore, the X-ray diffraction pattern produced

by an oriented fiber containing more or less aligned hIAPP

amyloid fibrils (Supporting Information Figure S2B) is compa-

rable to the one produced by the IAPP8–16 peptide, with a 4.7

Å meridian and a 10.1 Å equatorial reflection, respectively, as

also previously shown,29 indicating possible similarities in the

“cross-b” structure of amyloid fibrils formed in both cases.

The above suggest that IAPP8–16 probably has a central role in

the IAPP fibrillogenesis process.

hIAPP fibrillogenesis has been stated to be a multistage pro-

gressive process, beginning with the formation of initial

Table I Bands Observed in the ATR FT-IR Spectrum Produced

from a Hydrated Film of the ‘Aggregation-Prone’ IAPP8–16 Pep-

tide, After Self-Assembly, and their Tentative Assignments (Fig-

ure 4)

Bands (cm21) Assignment

1136 TFA

1182 TFA

1204 TFA

1251 b-sheet (amide III)

1452 CH2 deformation

1499 Phe

1539 b-sheet (amide II)

1622 b-sheet (amide I)

1642 b-sheet (amide I)

1663 TFA

1697 Antiparallel b-sheet

FIGURE 4 ATR FT-IR spectrum (1100–1800 cm21) obtained

from a thin hydrated film containing IAPP8–16 amyloid-like fibrils.

The derived spectrum indicates that the amyloid-like fibrils adopt

an antiparallel b-sheet secondary structure. Identification of the

band maxima and their tentative assignments was performed utiliz-

ing second derivative spectral analysis (Table I).
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metastable intermediates that develop to protofibrils which

eventually give rise to the mature hIAPP amyloid fibrils.61 Our

results also showed that IAPP8–16 amyloid fibril formation is a

nucleation dependent process, since the peptide forms spher-

oulites (Figure 5, arrows). These liquid crystalline spherical

structures are ordered arrays of fibrils and have been nomi-

nated as prefibrillar species, probably cytotoxic, which are

formed in early amyloidogenesis events of proteins associated

both with functional55 and pathological amyloids.38,56 Interest-

ingly, impressive work by Fraser and co-workers has shown

that proIAPP1–48 polymerizes forming amyloid fibrils, initially

forming spheroulites with typical Maltese crosses.63 Therefore,

the ability of the IAPP8–16 peptide to form spheroulites indi-

cates that this segment might contribute vitally in the early

fibrillogenesis events of hIAPP.

Regarding the molecular mechanism of hIAPP aggregation,

several models have been proposed previously. Early studies

indicated that the 8–20 region may benefit hIAPP oligomeriza-

tion into a triple b-stranded structure, in cooperation with the

20–29 and 30–37 segments.29 A detailed model of the structure

of hIAPP protofilaments was derived through solid-state NMR

studies, which was also in agreement with STEM and AFM

results presenting hIAPP protofilament morphologies.64 This

model proposes that hIAPP is folded in a b-hairpin structure

with the b-strands formed by residues 8–17 (strongly overlap-

ping the IAPP8–16 peptide) and 27–37.35,64 Concomitant evi-

dence utilizing two-dimensional IR spectroscopy was obtained

by Shim et al. verifying the aforementioned model.65

Consequently, our results are in agreement with these models

indicating a central role for the 8–16 fragment of hIAPP in the

formation of amyloid fibrils, by elucidating the self-

aggregation potency of the IAPP8–16 peptide analog.

Impressive evidence demonstrated that hIAPP dimer for-

mation is an important step in the polymerization process.31

Specifically, it was shown that the 5–16 region of hIAPP,

strongly overlapping the IAPP8–16 peptide of our study, has a

high tendency to form dimers through a-helix-a-helix associa-

tion,66,67 as previous NMR studies have also indicated.68 This

tendency was attributed to the presence of the L12, F15, and

L16 residues that shape a hydrophobic interface which leads to

the formation of a-helical dimers through intermolecular

interactions.31 The same study proposed that these helical

dimers play a vital role in the polymerization process of hIAPP,

by acting as the early oligomers promoting the transition to

the final amyloid “cross-b” structure. A logical outcome of the

above, dictates that destabilization of the a-helical dimer for-

mation process could equally lead to destabilization of the

amyloid fibril formation process. The L12 residue was shown

to play a central role in dimerization through L12–F15 and

L12–L16 hydrophobic interactions,31 therefore we attempted

to test this assumption by introducing a charge at this site with

the L12R mutation of the IAPP_Mut1 peptide (Figure 1C).

Interestingly, our experimental results indicated that this muta-

tion was sufficient enough to alleviate the aggregation propen-

sity of the 8–16 hIAPP segment (Figure 2B). Furthermore, the

L12P mutation, introducing a kink that would destabilize the

FIGURE 5 Dehydrated films derived from drops of the IAPP8–16 solution display Congo red bire-

fringence, characteristic of amyloid fibrils. (A) Gels containing IAPP8–16 amyloid-like fibrils are

positively stained with the Congo red dye, as seen under bright field illumination. Spherical aggre-

gates known as spherulites are formed, which also successfully bind the Congo red dye (arrows).

(B) Under crossed polars, a yellow to apple/green birefringence, characteristic of amyloids, is evi-

dent. Furthermore, the typical “Maltese crosses” of the spherulites are also viewed (arrows). Scale

bars 100 lm.
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early formed a-helical segment (Figure 1D), seemed to com-

pletely impede the self-aggregation process of the IAPP_Mut2

peptide, respectively (Figure 2C).

Extensive studies have previously indicated that hIAPP

can induce a cytotoxic effect by forming either on-pathway

amyloid fibrils that mechanically cause membrane fragmen-

tation or by forming off-pathway intermediates that eventu-

ally lead to membrane disruption.69–72 Several agents have

been associated with this complicated process, such as zinc

and calcium cations or insulin.73–77 Additional studies have

shown that the 20–29 segment78,79 and the N-terminal 1–19

segment of hIAPP may play a crucial role in the cytotoxic

effect of hIAPP.80–82 NMR studies have reported the three-

dimensional structures of both human and rat IAPP1–19

(hIAPP1–19 and rIAPP1–19, respectively).82 Although hIAPP1–

19 differs in only one residue to rIAPP (H18R), it is signifi-

cantly more toxic.81 These studies indicate that the observed

difference is attributed to the presence of an extra positive

charge in rIAPP that leads the peptide to adopt a nontoxic

orientation, since it is bound to the membrane surface, in

contrast to hIAPP which is inserted into the membrane, pos-

sibly in an oligomeric state, causing disruption.81,83,84 In

agreement to the above, our results indicate that the 8–16

segment (core segment of the hIAPP1–19 peptide) also has a

severe cytotoxic effect. However, since the toxic levels of the

peptide are not dependent on the incubation period (Figure

6), it seems possible that the toxicity may be attributed both

to the formation of off-pathway oligomers at early stages and

to mechanical disruption caused by amyloid fibril formation

at late stages, due to its high aggregation propensity. The

insertion of a positively charged residue in the case of the

IAPP_Mut1 peptide completely diminished the cytotoxic

effects of the 8–16 segment. However, since the additional

charged residue concurrently lowered the aggregation

potency of the segment, it is not clear whether the reduced

toxicity is a result of inhibition of the fibrillogenesis process

or the formation of toxic off-pathway intermediates, such as

in the case of rIAPP1–19. Finally, the results obtained in the

case of the IAPP_Mut2 peptide indicate that the cytotoxic

effect of the peptide remains although fibrillogenesis is

diminished. These results imply that the toxicity of the 8–16

segment of hIAPP may not be a result of the formation of

amyloid fibrils but instead relies to off-pathway events. Fur-

ther experiments need to be performed in order to elucidate

the role of the 8–16 segment in the toxicity of hIAPP, how-

ever, it seems that this segment vitally contributes in the cell

toxicity of the full length molecule at any case.

Conclusively, our results reveal that the IAPP8–16 fragment

forms fibrils with similar amyloidogenic properties to hIAPP.

Additionally, we showed that mutations which destabilize the

FIGURE 6 Cytotoxicity assays of peptides IAPP8–16, IAPP_Mut1

and IAPP_Mut2 after incubation for (A) 1, (B) 3, (C) 15, and (D)

30 days, respectively. Results indicate that the IAPP8–16 peptide has

enhanced cytotoxity even after 1 day of incubation. Comparably,

although the IAPP_Mut2 peptide did not exhibit any amyloido-

genic properties, it also exhibits significant cytotoxicity for

unknown reasons. In contrast, the IAPP_Mut1 peptide did not

exhibit any cytotoxiciy even after 30 days of incubation.
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chameleon conformational properties of this segment and

concurrently lower its aggregation propensity significantly

hinder the amyloid fibril formation process. Our cytotoxicity

experiments clearly showed that the 8–16 segment of hIAPP

exhibits enhanced cytotoxity and could therefore importantly

contribute to the cytotoxic effect of the full length molecule

(Supporting Information Figure S3). The L12R mutation

diminished the amyloidogenic properties of the 8–16 seg-

ment and concurrently alleviated the cytotoxic properties

exhibited by the same segment, whereas the L12P mutation

did not, for unknown reasons. Summarizing, our results

reveal that the IAPP8–16 fragment may significantly contrib-

ute both in the overall aggregation propensity and cytotoxic-

ity of hIAPP. Combining previous results indicating that the

same segment shows a prominent binding affinity for

hIAPP,28 it appears that this part of the molecule is of great

interest since it may actually be an effective target for drug

designing studies or other targeted remedies that will help in

preventing hIAPP amyloid deposition or cytotoxicity and

therefore help treat or inhibit the progression of T2D.
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Apolipoprotein  A-I (apoA-I)  is  the major  component  of  high  density  lipoproteins  and  plays  a  vital  role
in  reverse  cholesterol  transport.  Lipid-free  apoA-I  is the main  constituent  of amyloid  deposits  found
in  atherosclerotic  plaques,  an acquired  type  of  amyloidosis,  whereas  its N-terminal  fragments  have
been  associated  with  a hereditary  form,  known  as  familial  apoA-I  amyloidosis.  Here,  we  identified  and
verified  four  “aggregation-prone”  segments  of  apoA-I  with  amyloidogenic  properties,  utilizing  electron
microscopy,  X-ray  fiber  diffraction,  ATR  FT-IR  spectroscopy  and  polarized  light  microscopy.  These  seg-
amilial apolipoprotein A-I amyloidosis
Aggregation-prone” peptide-analogues
myloid fibrils

ments  may  act as  conformational  switches,  possibly  controlling  the  transition  of  the  �-helical  apoA-I
content  into  the  “cross-�”  architecture  of  amyloid  fibrils.  A structural  model  illuminating  the  structure
of  amyloid  fibrils  formed  by  the N-terminal  fragments  of apoA-I  is proposed,  indicating  that  two  of  the
identified  chameleon  segments  may  play a vital part  in  the  formation  of amyloid  fibrils  in  familial  apoA-I
amyloidosis.
. Introduction

Human mature apolipoprotein A-I (apoA-I) is a 243 amino acid
ong protein expressed mainly in the liver and the small intestine
1]. It is encoded by exons 3 and 4 of the homonym gene located at
hromosome 11, in the form of a 267-residue pre-pro-protein [2].
ollowing cleavage of the signal peptide, it is secreted as pro-apoA-I
nto plasma where it is finally cleaved into its mature form [3]. The
poA-I1–43 N-terminal portion is expressed by exon 3 and contains
hree 11-mer repetitive segments, named G1, G2 and G3, following
he first 10 sequence residues [4]. The apoA-I44–261 part is expressed
y exon 4 and is composed of 10 tandem 11/22-mer repeats which

ead to the formation of amphipathic �-helices [5,6]. ApoA-I is the
ajor protein constituent of high density lipoproteins (HDL), con-
ributing in reverse cholesterol transport by promoting efflux of
holesterol and phospholipid from peripheral tissues [7]. More-
ver, it serves as an activator of the enzyme lecithin:cholesterol

Abbreviations: ApoA-I, apolipoprotein A-I; ApoC-II, apolipoprotein C-II; HDL,
igh  density lipoprotein; LCAT, lecithin:cholesterol acyltransferase; ATR FT-IR spec-
roscopy, attenuated total reflectance Fourier-transform spectroscopy.
∗ Corresponding author. Tel.: +30 210 7274871; fax: +30 210 7274254.
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acyltransferase (LCAT) [8]. However, a small percentage of lipid-
free apoA-I is also found in plasma with suggested cardioprotective
abilities [9].

Apart of its functional properties, apoA-I has been associ-
ated with a hereditary and a non-hereditary or acquired type
of amyloidosis. Several autosomal dominant mutations, most
of them occurring within the first 100 residues of the N-
terminal part of apoA-I have been associated with the former
type, known as familial apoA-I amyloidosis [10]. Most of the
known mutations seem to favor the proteolytic cleavage of
apoA-I at a region spanning residues 83–100, after a putative �-
breaking motif (EKETEG) encompassing residues 76–81 (Fig. 1)
[11]. The resulting, variable in size, N-terminal fragments are
co-deposited within amyloid deposits found in various organs
and tissues causing neuropathies, nephropathies, hepatopathies
and cardiomyopathies [12]. Additionally, in vitro studies have
also indicated the ability of apoA-I1–93, which is the main con-
stituent of apoA-I fibrillar deposits located in the heart [12], to
form amyloid fibrils at acidic conditions [13]. However, wild-type
apoA-I is also associated with a non-hereditary type of amy-

loidosis, since it produces amyloid deposits, commonly located
within atherosclerotic plaques [14]. Notably, oxidative conditions
induce full length apoA-I aggregation thus further promoting
atherogenesis [15].

dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2015.05.032
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130
http://www.elsevier.com/locate/ijbiomac
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ijbiomac.2015.05.032&domain=pdf
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Fig. 1. Prediction of amyloidogenic regions within the apoA-I sequence. (a) The pri-
mary structure of human apoA-I. Three “aggregation-prone” regions are located
close to the N-terminal part of the protein, 14LATVYVDVL22 (shown in red),
53VTSTFS58 (shown in magenta) and 69QEFW72 (shown in cyan), whereas a fourth
segment 227VSFLSA232 (shown in lemon) is located close to the C-terminal. (b) Repre-
sentation of the pseudo full length lipid free apoA-I structure, derived by modeling
techniques combining the crystal structures �(185–243)apoA-I (residues 1–184)
(PDB ID: 3R2P) [46] and �(1–43)apoA-I (residues 185–243) (PDB ID: 1AV1) [47],
as  proposed by Mei  and Atkinson [46]. The two individual protein domains are ori-
ented relatively arbitrary and do not depict the actual conformation of the full length
protein, since recent MD simulations indicate that the C-terminal domain adopts a
dynamic conformation and is loosely wrapped around the N-terminal four helix
bundle [48]. Location of all four predicted “aggregation-prone” regions is shown, in
addition to the proposed �-breaking motif and the cleavage prone site of the apoA-I
N
l
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-terminal domain [24]. (For interpretation of the references to color in this figure
egend, the reader is referred to the web version of this article.)

Extensive experimental data have consistently indicated that
myloid fibril formation is initiated by short sequence regions,
hich possess significant self-aggregation propensity and as a

esult mediate the aggregation tendency of a protein [16–21].
etailed studies have been performed in order to locate sim-

lar “aggregation-prone” segments within the apoA-I sequence.

ynthetic N-terminal fragments, such as apoA-I9–28, apoA-I1–43,
poA-I46–59, apoA-I44–65 and apoA-I66–83 have been shown to
ead to the formation of amyloid fibrils in various in vitro con-
itions [22–24]. Moreover, recent impressive work has shown
gical Macromolecules 79 (2015) 711–718

that hydrophobic clusters comprising residues 9–24, 45–63 and
the C-terminal segment 221–239 of apoA-I form amyloid fibrils
in vitro [25]. Finally, recent computational analysis by Gursky and
coworkers, utilizing PASTA [26] and two  consensus algorithms
AMYLPRED and AMYLPRED2 [27,28], developed by our lab, success-
fully identified four short “aggregation-prone” peptide segments,
14LATVYVDVL22, 53VTSTFS58, 69QEFW72 and 227VSFLSA232 that may
act as amyloidogenic “hot spots”, facilitating N-terminal and full
length apoA-I polymerization in familial and acquired apoA-I amy-
loidosis, respectively [24]. In this study, we  attempt to verify
this assumption experimentally by applying transmission elec-
tron microscopy, Congo red staining and polarizing microscopy,
X-ray fiber diffraction and ATR FT-IR Spectroscopy studies. Our
results clearly indicate that these short stretches act as the core
aggregation elements of apoA-I, which may  potentially lead in
the formation of amyloid fibrils both in familial and acquired
apoA-I amyloidosis. Finally, a detailed three-dimensional model of
the structure of amyloid fibrils formed by the amyloidogenic N-
terminal fragments of apoA-I is proposed indicating that two of the
aforementioned “aggregation-prone” peptides, 14LATVYVDVL22

and 53VTSTFS58 may  vitally contribute in the formation of amyloid
fibrils associated with familial apoA-I amyloidosis.

2. Materials and methods

2.1. Peptide synthesis and sample preparation

Two consensus tools for the prediction of sequence aggrega-
tion propensity, AMYLPRED and AMYLPRED2 [27,28], were applied
on the apoA-I sequence. Consequently, three “aggregation-prone”
segments, 14LATVYVDVL22, 53VTSTFS58 and 69QEFW72, close to
the N-terminal of the protein were predicted, in addition to
the segment 227VSFLSA232 which resides close to the C-terminal,
respectively (see Fig. 1). As a result, three peptide analogues, resem-
bling the aforementioned segments 14LATVYVDVL22, 53VTSTFS58

and 227VSFLSA232 were chemically synthesized. A fourth pep-
tide was  also synthesized, containing the “aggregation-prone”
69QEFW72 segment, in addition to the preceding V67 and T68
residues in the N-terminus (67VTQEFW72). This decision was based
on the fact that both residues display a weaker prediction of aggre-
gation propensity and are also strong �-formers; therefore they
may  vitally contribute in the formation of a “cross-�” structure.
Peptide synthesis was carried out by GeneCust Europe, Luxem-
bourg (purity >98%, free N- and C-terminals). Peptide solutions of
all lyophilized peptides were prepared in distilled water (pH 5.75)
at a concentration of 10 mg/ml. After incubation for a period of 14
days at ambient temperature, all samples produced gels containing
mature amyloid-like fibrils, as judged by negative staining studies
(see below).

2.2. Transmission electron microscopy (negative staining)

Drops (∼5 �l) of fibril containing solutions of the “aggregation-
prone” peptides were applied to 400-mesh glow-discharged and
carbon-coated copper grids for 60–80 s. The grids were stained with
a drop of 2% (w/v) aqueous uranyl acetate for 60 s. Excess stain was
removed by blotting with a filter paper. The grids were initially air-
dried and examined with a MorgagniTM 268 transmission electron
microscope, operated at 80 kV. Digital acquisitions were performed
with an 11 Mpixel side-mounted Morada CCD camera (Soft Imaging
System, Muenster, Germany).
2.3. Congo red staining and polarized light microscopy

Films containing amyloid fibrils were formed by applying drops
of each peptide solution to glass slides and subsequently air-dried
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Fig. 2. (a) Sequence alignment of the apoA-I11–65 fragment containing the N-
terminal 11-mer G1, G2, G3 repeats and the succeeding first 22-mer repeat of
apoA-I with the relative G1, G2, G3 repeats and C-terminal remnant of apoC-II.
The  “aggregation-prone” peptides 14LATVYVDVL22 and 53VTSTFS58 are labeled with
red  and purple boxes, respectively. (b) Structural representation of the apoA-I11–65

modeled monomer. Residues K23 and E62 which are shown in sticks participate
in  the formation of intermolecular salt bonds between successive monomers. The
“aggregation-prone” 14LATVYVDVL22 and 53VTSTFS58 peptides correspond to major
parts of the facing �-strands extending between residues A15–R27 and T54–L64 of
the  monomer (shown in red and magenta, respectively). (For interpretation of the
N.N. Louros et al. / International Journal o

t ambient temperature and humidity. The films were then stained
ith a 1% Congo red solution in distilled water (pH 5.75) for 20 min,

ollowing the typical Romhanyi protocol [29]. Excess stain was
emoved through tap water washes [29]. All samples were observed
nder bright field illumination and between crossed polars, using a
eica MZ75 polarizing stereomicroscope equipped with a JVC GC-
3E camera.

.4. X-ray fiber diffraction

Droplets (10 �l) of the fibril containing solutions were placed
etween two aligned capillaries with wax-covered ends (spaced

 mm apart). The droplets were allowed to dry slowly at ambient
emperature and humidity, for 30–60 min  in order to form oriented
bers suitable for X-ray diffraction. X-ray diffraction patterns were
ollected, using a SuperNova-Agilent Technologies X-ray genera-
or equipped with a 135-mm ATLAS CCD detector and a 4-circle
appa goniometer, at the Institute of Biology, Medicinal Chem-
stry and Biotechnology, National Hellenic Research Foundation
CuK� high intensity X-ray micro-focus source, � = 1.5418 Å), oper-
ted at 50 kV, 0.8 mA.  The specimen-to-film distance was set at
2 mm.  Exposure times were set to 240, 200, 220 and 200 s for pep-
ides 14LATVYVDVL22, 53VTSTFS58, 67VTQEFW72 and 227VSFLSA232,
espectively. The X-ray patterns, initially viewed using the program
rysAlisPro [30] were displayed and measured with the aid of the
rogram iMosFLM [31].

.5. Attenuated total reflectance Fourier-transform infrared
pectroscopy and post-run spectra computations

Drops (5 �l) of the fibril suspensions were cast on flat stainless-
teel plates, coated with an ultrathin hydrophobic layer (SpectRIM,
ienta Sciences, Inc. Indianapolis, USA) and were left to air-dry
lowly at ambient conditions, to form thin hydrated films. IR
pectra were obtained at a resolution of 4 cm−1, utilizing an IR
icroscope (IRScope II, BrukerOPTICS, Bruker Optik GmbH, Ettlin-

en, Germany), equipped with a Ge ATR objective lens (20×) and
ttached to a FT spectrometer (Equinox 55, BrukerOPTICS). Ten
2-scan spectra were collected from each sample and averaged to

mprove the sound/noise (S/N) ratio. All spectra are shown in the
bsorption mode after correction for the wavelength-dependence
f the penetration depth (dp analogous to �). Absorption band max-
ma  were determined from the minima in the second derivative of
he corresponding spectra. Derivatives were computed analytically
sing routines of the Bruker OPUS/OS2 software, including smooth-

ng over a ±8 cm−1 range around each data point, performed by the
avitsky–Golay algorithm [32]. Smoothing over narrower ranges
esulted in deterioration of the S/N ratio and did not increase the
umber of minima that could be determined with confidence. The
inima in the second derivative were used to determine the cor-

esponding absorption band maxima.

.6. Modeling of apoA-I amyloid fibrils

A detailed solenoid-like structure has been previously proposed
o depict the structure of amyloid fibrils formed by apolipopro-
ein C-II (apoC-II). This �-strand–loop–�-strand structure, derived
hrough multiple structural and biophysical methods and using MD
imulations, suggests that parallel in-register �-sheets are formed
long the axis of the fibril which is formulated by progressively
tacked monomers [33]. Luo et al. [34] suggested that the G1,
2 and G3 11-mer repeats of apolipoproteins have been derived
hrough triplication of an initial 11-mer segment. Therefore, it is
bvious that all the G-block repeats of apolipoproteins exhibit an
pparent sequence homology. Additionally, it has been suggested
hat the 22-mer repeats of apoA-I have derived through successive
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of
this article.)

evolutionary duplication events of the primary 11 residue long C-
terminal part of apoC-I which was initially duplicated forming the
22 residue long C-terminal fragment in apoC-II [35]. Based on the
above, apoC-II18–72 evidently exhibits a high sequence homology
with the G1, G2, G3 and first 22-mer repeat of apoA-I (Fig. 2a),
a region encompassing residues 11–65 of apoA-I. The amino acid
sequence of human apoA-I and apoC-II were extracted from Uniprot
(Accession Nos. P02647 and P02655, respectively) [36]. Sequence
alignment was  performed for the sequence segments 11–65 and
18–72 of apoA-I and apoC-II, respectively, containing the pro-
posed G1, G2 and G3 11-mer repeats along with the first 22-mer
repetitive unit of both proteins (Fig. 2a) [35] using ClustalW
[37]. Sequence threaded modeling was carried out utilizing Mod-
eller9v12 [38], based on the aforementioned alignment and by
using the proposed model structure of apoC-II as a template. As
a result, a three-dimensional structure of the 11–65 region of
apoA-I was constructed (Fig. 2b) (coordinates are available upon
request). The derived model was  minimized utilizing the MMTK
toolkit [39], which is included in the Chimera molecular graph-
ics system [40] and further evaluated using DSSP and the WHATIF
package [41].

3. Results

All three N-terminal (14LATVYVDVL22, 53VTSTFS58,
67VTQEFW72) and the C-terminal (227VSFLSA232) peptide-
analogues were found to self-assemble into mature amyloid-like
fibrils, after an incubation period of 2 weeks. The fibrils were judged
to be mature observing the samples for shorter and longer periods
than 2 weeks. Amyloid-like fibrils derived by self-aggregation
of peptides 14LATVYVDVL22 and 67VTQEFW72 appear as straight
and unbranched uniform fibrils with an indeterminate length,
presenting a small difference in width, since 14LATVYVDVL22

fibrils have a larger diameter of approximately 100–120 Å

(Fig. 3a), whereas 67VTQEFW72 are about 70–90 Å in diameter
(Fig. 3c), respectively. Comparably, self-polymerization of the
53VTSTFS58 peptide and the C-terminal 227VSFLSA232 peptide leads
to the formation of protofibrils, which also appear straight and
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Fig. 3. Amyloidogenic properties of the 14LATVYVDVL22, 53VTSTFS58 67VTQEFW72 and 227VSFLSA232 “aggregation-prone” peptides. (a–d) The peptide-analogues self-assemble
forming  straight and unbranched amyloid-like fibrils with an indeterminate length (Scale bars 200 nm). (e–h) Fibril-containing gels bind the Congo red dye as seen under
bright  field illumination (Scale bars 400 �m). (i–l) An apparent apple/green birefrigence, characteristic for amyloid deposits, is clearly seen under crossed polars (Scale bars
400  �m).  (m–p) X-ray fiber diffraction patterns exhibit the typical to a “cross-�”-like architecture reflections, with a 4.7 Å repeat corresponding to the distance of hydrogen
b 11.2 Å
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onded  �-strands aligned perpendicularly to the fiber axis and the 9.7, 8.8, 10.9 and 

arallel to the same axis. (For interpretation of the references to color in this figure

nconnected, but they have smaller diameters, approximately
0–50 Å. Furthermore, they present a high tendency to coalesce

n a latteral fashion, forming thick and variable in size ribbons of
rotofibrils (Fig. 3b, d).

Gels containing amyloid-like fibrils, derived by self-aggregation
f all four peptide-analogues, were stained with the Congo red
ye. Congo red has been shown to specifically bind on amyloid fib-
ils and produce a characteristic yellow/green birefringence, when
iewed under crossed polars in a polarizing microscope. In all cases,
eposits of amyloid-like fibrils of the peptide-analogues bind the
ongo red dye, as seen under bright field illumination (Fig. 3e–h).
urthermore, the typical for amyloid yellow/green birefringence is
vident when viewed under crossed polars (Fig. 3i–l).

X-ray diffraction experiments were performed on fibers con-
aining amyloid-like fibrils, derived by self-assembly of each
eptide-analogue. The X-ray patterns derived by fibers from each
eptide indicate that amyloid fibrils formed by the peptide-
nalogues possess the typical “cross-�”-like architecture of
myloid fibrils. A strong reflection is present in all cases, cor-
esponding to a 4.7 Å structural repetition, attributed to the
nterstrand distance between successive hydrogen bonded �-
trands that are aligned perpendicular to the fibril axis (Fig. 3m–p).
he relatively strong reflections, located at 9.7, 8.8, 10.9 and
1.2 Å, for peptides 14LATVYVDVL22, 53VTSTFS58, 67VTQEFW72 and
27VSFLSA232, respectively, are attributed to the varying packing
istance between consecutive �-sheets that are aligned parallel

o the fiber axis (Fig. 3m–p). This observed variation is possibly
xplained by the fact that different side chains intervene between
he packed �-sheets, in each case. The additional observed 3.7 and
.1 Å reflections in the 14LATVYVDVL22 pattern (Fig. 3m)  may  be
 reflections representing the distance between the packed �-sheets that are aligned
d, the reader is referred to the web version of this article.)

attributed to the wax  head of the capillary (Fig. S1) used to obtain an
aligned fiber (see Section 2), whereas the 9.4 Å reflection observed
in the 227VSFLSA232 pattern is most probably a second order of the
4.7 Å reflection. Reflections appear as rings due to poor alignment
of the oriented fiber constituent fibrils.

Evidence supporting the X-ray fiber diffraction results were
derived by ATR FT-IR spectroscopy studies. ATR FT-IR spectra
indicate a predominant �-sheet secondary structure for amy-
loid fibrils derived by the “aggregation-prone” peptide analogues
(Fig. 4a–d). Specifically, a dominant amide I �-sheet band at
1626, 1630, 1631 and 1626 cm−1 is seen for 14LATVYVDVL22,
53VTSTFS58, 67VTQEFW72 and 227VSFLSA232 peptides, respectively
(Fig. 4). Additionally, a strong shoulder located at 1693, 1696, 1697
and 1696 cm−1, respectively, may  suggest that the �-sheets are
in fact antiparallel (Table 1). The ATR FT-IR data regarding the
14LATVYVDVL22 and 53VTSTFS58 peptides are strongly correlated
to the FT-IR data derived by studies of the 1–43 (containing the
14LATVYVDVL22 peptide) and 44–65 (containing the 53VTSTFS58

peptide) segments, recently reported by Adachi and coworkers
[23]. However, FT-IR data derived from the same study indicated
that the 66–83 segment of WT apoA-I (containing the 67VTQEFW72

peptide) does not lead to the formation of amyloid fibrils but
instead retains an �-helical conformation [23].

4. Discussion
The experimental results presented in this work clearly indi-
cate that the four segments of apoA-I identified by our algorithms
AMYLPRED and AMYLPRED2, have an intrinsic high aggregation
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Fig. 4. ATR FT-IR (1100–1800 cm−1) spectra obtained from thin hydrated-films containing amyloid-like fibrils. The thin hydrated-films, formed from fibril solutions of the
peptides (a) 14LATVYVDVL22, (b) 53VTSTFS58, (c) 67VTQEFW72 and (d) 227VSFLSA232, respectively, were cast on flat stainless-steel plates coated with an ultra thin hydrophobic
layer  (see Section 2). Second derivative spectra are included and were used for the exact identification of the band maxima and their tentative assignments. All resulting
spectra  are indicative of the preponderance of an antiparallel �-sheet secondary structure (Table 1).
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Fig. 5. A hypothetical mechanism of apoA-I amyloid fibril formation in familial apoA-I amyloidosis by the core 11–65 segment containing the “aggregation-prone”
14LATVYVDVL22 and 53VTSTFS58 peptides. Structural representation of the proposed model (for clarity, three successive monomers are shown in blue, green and yellow,
respectively). apoA-I11–65 monomers stack along the fibril axis forming two facing �-sheets. Salt bonds formed between residues K23 of each monomer and E62 of the
successive monomer further stabilize the overall structure. The “aggregation-prone” peptides 14LATVYVDVL22 (shown in red) and 53VTSTFS58 (shown in magenta) constitute
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he  major part of the first and second �-strand of each monomer, respectively. Mod

endency, since they lead to the formation of fibrils presenting all
asic characteristics of amyloid fibrils.

A possible polymerization model for the apoA-I1–93 N-terminal
ragment and the full length protein was recently proposed [24].
his analysis was based on previous experimental data indicat-
ng that the three N-terminal “aggregation-prone” segments are
omewhat protected within the lipid-free structure of apoA-I from
elf-polymerizing, due to interactions that stabilize the four-�-
elix bundle fold [42]. Additionally, the 227VSFLSA232 peptide is
rotected from polymerization, since it is located at the C-terminal
nd of the protein which is usually bound to lipids. However,
hen fragmented or found under acidic conditions, these amy-

oidogenic sequences are allowed to self-assemble leading either
poA-I1–93 or the native protein to the formation of amyloid fib-
ils. Our results support this assumption by indicating that all four
eptide-analogues have the tendency to self-polymerize forming
myloid-like filaments.

Computational analysis of the secondary structure of apoA-I was
erformed utilizing the consensus algorithm SecStr [43] combining
ix individual secondary structure prediction methods, developed

t our lab and NetCSSP which calculates contact-dependent sec-
ndary structure propensity [44]. Results indicate that the apoA-I
equence has an eminent propensity to form �-helices, however

able 1
ands observed in the ATR FT-IR spectra produced from hydrated films of all the
aggregation-prone” peptides, after self-assembly, and their tentative assignments
Fig. 4).

Bands (cm−1) Assignment

LATVYDVL VTSTFS VTQEFW VSFLSA

1138 1138 1138 1138 TFA
1186 1184 1184 1186 TFA
1204 1201 1203 1201 TFA

–  1496 1495 1496 Phe
1516 – – – Tyr
1541 1528–1535 1535 1533 �-Sheet (amide II)
1626 1630 1631 1626 �-Sheet (amide I)
1668 1670 1666 1674 TFA
1693 1696 1697 1696 Antiparallel �-sheet
ordinates are available upon request.

it also exhibits a smaller propensity to form interrupted �-strands
along its full length (Figs. S2 and S3). Furthermore, as indicated
by both algorithms, all four “aggregation-prone” stretches have a
relatively strong �-structure prediction, implying that they may
act as conformational switches. Corroborative evidence suggests
that the N- and C-terminal ends of the protein have a higher
propensity for a disordered conformation, especially when found
within hydrophilic media and/or in the absence of lipid surfaces
[25]. These disorder-prone flanking ends were proposed to have a
higher propensity to develop a transition from an �-helical to an
ordered �-structure, which is facilitated by the presence of spe-
cific hydrophobic sequence stretches. The N-terminal 14LATVYV19

and 52SVTSTFS58 and the C-terminal 227VSFLSAL233 segments were
proposed as core elements of the flanking hydrophobic stretches,
encompassing more or less three of the sequence segments of our
study. These regions were proposed to lead to the formation of
steric zippers, a notion that is supported by our results indicating
that these chameleon segments self-assemble forming amyloid-
like fibrils.

A three-dimensional model of the region encompassing residues
11–65 of apoA-I was  derived utilizing the previously described
model of apoC-II fibrils as template, assuming that the two  proteins
form similar fibrillar arrangements. The topology of the individual
apoC-II monomers comprise a �-strand–loop–�-strand structure,
with each monomer contributing two  �-strands, one to each �-
sheet of the fibril. The model derived by threading the apoA-I
sequence onto that of apoC-II suggests that a significant part
(11–65) of the amyloidogenic apoA-I1–93 fragment may  contribute
to the formation of a cross-�  structure. The two  �-strands face each
other and are formed by residues 15–27 and 54–64 of the indi-
vidual apoA-I11–65 monomers, respectively. Successively stacked
monomers along the fibril axis lead to the formation of two fac-
ing �-sheets running parallel towards the same axis, as in the
apoC-II model (Fig. 5). Stacking of consecutive apoA-I monomers
may  be stabilized by the formation of intermolecular salt bonds,

formed between K23 of the first �-strand of each monomer and E62
located at the second �-strand of the next molecule (Fig. 5). Apart
from stabilizing this complex structure, the formation of these salt
bonds may  also compensate for the buried charges of residues K23
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nd E62, in a similar manner to the model proposed for apoC-II
33]. Interestingly, two of the “aggregation-prone” peptides pro-
osed by our study, 14LATVYVDVL22 and 53VTSTFS58 correspond
o major parts of the facing �-strands formed by each monomer
f apoA-I (Fig. 5, shown in red and purple, respectively). Conse-
uently, it seems possible that the high aggregation propensity
nd conformational properties of these two segments may  promote
olymerization of the “aggregation-prone” apoA-I1–93 N-terminal
ragment. Although this model provides some insight into how
myloid fibrils may  be formed in familial apoA-I amyloidosis, it
oes not propose how amyloid fibrils are formed by the full length
rotein.

An alternative model was also recently proposed, based on
RET analysis, suggesting that the “aggregation-prone” 1–83 seg-
ent of apoA-I containing the point mutation G26R, forms

myloid protofibrils by folding in a relative �-strand–loop–�-
trand arrangement [45]. The �-strands, which have an antiparallel
irection in this case, are longer since they embrace 14–31 and
1–58 residues, respectively. However, similarly to our model, both
he 14LATVYVDVL22 and 53VTSTFS58 peptides correspond to major
arts of the facing �-strands. Additionally, as in our model, this
-hairpin is also proposed to be stabilized by the formation of a
alt bridge, which is however formed by different residues, specif-
cally between residues R26 and D48. Consequently, although the
wo models share both common characteristics and differences,
he “aggregation-prone” 14LATVYVDVL22 and 53VTSTFS58 peptides
pparently vitally contribute in the formation of apoA-I amyloid
brils in both cases.

In conclusion, our work attempts to elucidate that the
4LATVYVDVL22, 53VTSTFS58, 67VTQEFW72 and 227VSFLSA232 pep-
ides are core segments with chameleon properties which may  lead
oth apoA-I1–93 and full length apoA-I in the formation of amyloid
eposits in familial amyloidosis and atherosclerosis, due to their

ntrinsic high propensity to self-aggregate. Furthermore, our
omputational studies indicate that the 14LATVYVDVL22,
3VTSTFS58 peptides may  also vitally contribute to the formation
f amyloid fibrils associated with familial apoA-I amyloidosis.
argeted therapies focused on inhibiting the aggregation potency
f the aforementioned segments may  help to efficiently prevent
r decelerate deposition of apoA-I species both in hereditary or
quired forms of apoA-I amyloidoses.
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a b s t r a c t

Human cystatin C (HCC) is a low molecular weight member of the cystatin family (type2). HCC
consists of 120 amino acids. Normally it is an inhibitor of cysteine proteases, but in pathological
conditions it forms amyloid fibrils in brain arteries of young adults. An ‘aggregation-prone’ penta-
peptide (47LQVVR51) was located within the HCC sequence using AmylPred, an ‘aggregation-prone’
peptide prediction algorithm developed in our lab. This peptide was synthesized and self-assembled
into amyloid-like fibrils in vitro, as electron microscopy, X-ray fiber diffraction, Attenuated Total
Reflectance Fourier-Transform Spectroscopy and Congo red staining studies reveal. Thus, the
47LQVVR51 peptide seems to have an important role in HCC fibrillization.

� 2014 Published by Elsevier B.V. on behalf of the Federation of European Biochemical Societies.
1. Introduction Human cystatin C (HCC) is a low molecular weight protein
Human cystatins are proteins that have the capacity to regulate
normal body processes and usually their down-regulation causes
several diseases [1]. The first cystatin sequence determined was
that for a protein isolated from human urine, which was first called
c-trace due to its electrophoretic mobility and it was later renamed
cystatin C [2]. Cystatins form a single chain ‘superfamily’ of revers-
ible inhibitors of cysteine proteases of the papain-like (C1) and
legumain-related (C13) families, which consists of three major
types, with proteins homologous in sequence [3]. These groups,
based on molecular organization, have different distributions in
an organism. It is obvious that evolutionary pressure has created
different branches of cystatins by duplication events far back in
time. Today, we know that cystatins are present in many kinds of
eukaryotic organisms such as mammals, birds, fish, insects, plants
and some protozoa [4]. The basic structural fold of monomeric
representatives of the cystatin superfamily has been defined by
the crystal structure of chicken cystatin [5].
which belongs to the cystatin family [6]. HCC, expressed in all
nucleated human cells, is a secretory type 2 cystatin, and it has,
predominantly, extracellular functions. It is widely used as an
endogenous marker of several illnesses since its presence in all
types of cells seems to be independent of age, sex and muscle mass.
It is found in all tissues and body fluids [4] and it is present at
particularly high concentrations in cerebrospinal fluid [2,6]. It con-
sists of a polypeptide chain of 120 amino acid residues [3] and its
canonical structural features include a long alpha helix (a1 helix)
running across a large, five-stranded antiparallel beta-sheet
(Fig. 1). Recently, a monomer-stabilized HCC with an engineered
disulfide bond [(L47C)–(G69C)] has been created by Koladziejczyk
et al. [5]. Three regions are implicated in its interaction with the
enzyme papain family: The N-terminal segment and the two hair-
pin loops L1 and L2, constitute a structural epitope, which shows
high affinity and binds to the enzyme [7] (Fig. 1).

HCC is co-deposited in the amyloid plaques of Alzheimer’s dis-
ease and Down’s syndrome [8] and it is also involved in tissue-
degenerative diseases such as osteoporosis and periodontosis [9].
In pathological processes, it forms amyloid deposits in brain arter-
ies of young adults, which lead to fatal cerebral hemorrhage. In
advanced age, under denaturing conditions the protein oligomeri-
zation leads to amyloid deposits in the leptomeninges, cerebral
cortex and brainstem [10]. These amyloid fibrils are composed of
a mutated and truncated variant of cystatin C that eventually

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.febslet.2014.11.041&domain=pdf
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Fig. 1. Amino acid sequence and native structure of human cystatin C. (A) The
polypeptide sequence normally consists of 120 amino acid residues [3]. In the case
of Cerebral Amyloid Angiopathy, proteolytic enzymes, which are present in the
cerebrospinal fluid, remove the first 10 amino acids, at the N-terminal of the native
sequence [14,17]. Predicted ‘aggregation-prone’ segments by AMYLPRED [28], are
shown in red (47LQVVR51) and bold (56IVAGVNYFLD65 and 95AFCSQIYAVP105),
respectively, and are marked with ‘‘#’’ under the sequence. Dark yellow lines point
out existing disulfide bonds. (B) A monomer-stabilized human cystatin C with an
engineered disulfide bond (see Section 1) is shown (PDB ID: 3GAX) [5], based on the
crystal structure of chicken cystatin [7]. L1 and L2 hairpin loops and the N-terminal
segment, indicate the structural epitope of the protein, capable of binding to
cysteine proteases. Colored regions in red and dark blue, illustrate the 47LQVVR51

‘aggregation-prone’ segment and Leucine 68, respectively.
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accumulates to cause hemorrhage and death. The corresponding
amyloidosis is called Hereditary Cystatin C Cerebral Amyloid Angi-
opathy (Icelandic Cerebral Angiopathy) and it seems to be the first
familial type of amyloidosis related to a point mutation in a gene
coding for an inhibitor [11–13]. This angiopathy is an autosomal
dominant disorder found in members of 8 different families origi-
nating from one specific geographical area in Iceland [14,15].

Three crucial events turn the wild type protein into a patholog-
ical form. First, a point mutation (A ? T) at codon 68 of cystatin C
gene (located on chromosome 20) converts a leucine to glutamine
(L68Q), leading at an amino acid substitution. Leucine 68 is located
at the C-terminal end of strand b3 and its side-chain participates in
the hydrophobic core that stabilizes the protein, between the
a-helix and the five-stranded b-sheet [16] (Fig. 1). In the case of
the mutant L68Q, the amino acid substitution affects greatly the
stability of the molecule, because the long polar side chain of
glutamine cannot be accommodated into the hydrophobic core of
HCC (Figs. 1 and S1). Secondly, human amyloid deposits have an
N-terminal truncation possibly because of the disintegration of
the leucocytes, normally present in the cerebrospinal fluid. Proteo-
lytic enzymes take action and remove the first 10 amino acids
residues of the native sequence of HCC [14,17]. Finally, replace-
ment of the hydrophobic Leu68 promotes unfolding through the
L1 loop with a specific mechanism named 3D-domain swapping
[18] (Supplementary Fig. S1). From the time of its definition it
has been observed in different proteins; among them in the amy-
loidogenic proteins prion and b2-microglobulin [19,20].

In the case of cystatin C, the L1 loop is the segment of the pro-
tein, which connects the swapped domain to the rest of the protein
and actually the one segment which changes its conformation
between the monomer and the oligomer. Two identical monomers
exchange equivalent structural components and form a closed
interface, which is identical in the monomer and dimer, with the
exception that in the oligomer two separate polypeptide chains
contribute to the interaction [19] (Supplementary Fig. S1). This
mechanism for protein homo-oligomerization may be involved in
the fibrillogenesis in the case of angiopathy [17].

Amyloids are formed under protein-denaturing conditions or as
a result of mutations, as in HCC. The conversion of amyloidogenic
proteins from their soluble forms into fibrillar aggregates is associ-
ated with a wide range of pathological conditions [21–24]. As
research continues for the understanding of the mechanisms
involved in amyloid formation, the development of prediction
methods is an important complement to experimental approaches
[23]. Detailed theoretical and experimental evidence has repeat-
edly indicated that amyloid formation is mediated by specific short
sequence regions/stretches of a polypeptide chain that have a
higher aggregation propensity and therefore vitally contribute to
its aggregation tendency [25–27]. In this work, we determined a
novel aggregation-potent segment of HCC, 47LQVVR51, which was
initially predicted as such, by implementing AMYLPRED, our aggre-
gation propensity prediction algorithm [28]. This ‘aggregation-
prone’ peptide segment was synthesized (see Section 2) and here
we present experimental results, verifying its strong aggregation
propensity to form amyloid fibrils. Also, we discuss our findings,
implicating LQVVR as one of the main the driving forces in HCC
fibril formation, providing a novel target for HCC amyloidoses
prevention/prohibition.
2. Materials and methods

2.1. Peptide synthesis and formation of amyloid-like fibrils

The LQVVR peptide-analogue, part of the 2nd beta-strand of cyst-
atin C (Fig. 1) was synthesized by GeneCust Europe, Luxembourg
(98% pure, free N- and C-terminals). The synthesized LQVVR peptide
was dissolved in distilled water (pH 5.5), at a concentration of
10 mg/ml to produce mature amyloid-like fibrils after 1–2 weeks
incubation. Oriented fibers, suitable for X-ray diffraction, were
obtained from suspensions of LQVVR mature amyloid-like fibrils,
as described below.

2.2. X-ray diffraction

A droplet (�10 ll) of mature fibril suspension was placed
between two siliconized glass rods, spaced �1.5 mm apart and
mounted horizontally on a glass substrate, as collinearly as possi-
ble. The droplet was allowed to dry slowly at ambient temperature
and humidity for 1 h to form an oriented fiber, suitable for X-ray
diffraction. X-ray diffraction patterns were recorded on a Mar
Research 345 mm image plate, utilizing CuKa radiation (k =
1.5418 Å), obtained from a Rigaku MicroMax-007 HF, microfocus
rotating anode generator (with Osmic Rigaku VariMax™ HF
optics), operated at 40 kV, 20 mA. The specimen-to-film distance
was set at 150 mm and the exposure time was 30 min. No
additional low angle reflections were observed at longer speci-
men-to-film distances, up to 300 mm. The X-ray patterns, initially
viewed using the program MarView (MAR Research, Hamburg,
Germany), were displayed and measured with the aid of the
program IPDISP of the CCP4 package [29].



Fig. 2. Transmission electron microscopy images of negatively stained LQVVR
amyloid-like fibrils, forming ribbons (see Section 3). Individual fibrils are indicated
with multiple black arrows (ca. 30–40 Å in diameter). Bar is 200 nm.
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2.3. Negative staining

For negative staining, LQVVR peptide mature fibril suspensions
were applied to glow-discharged 400-mesh carbon-coated copper
grids for 60 s. The grids were (occasionally) flash-washed with
�150 ll of distilled water and stained with a drop of 1% (w/v)
aqueous uranyl acetate for 45 s. Excess stain was removed by
blotting with a filter paper and the grids were air-dried. They
were examined in a Philips CM120 BioTWIN transmission electron
microscope (FEI, Eindhoven, The Netherlands) operated at 100 kV.
Photographs were obtained with a bottom-mounted Keen View 1K
CCD camera (Soft Imaging System, Muenster, Germany).

2.4. Attenuated total reflectance Fourier-transform infrared
spectroscopy (ATR FT-IR) and post-run computations of the spectra

A 10-ll drop of the HCC-analogue, LQVVR, mature fibril suspen-
sion was cast on a front-coated Au mirror and left to dry slowly at
ambient conditions to form a thin film. Infrared spectra were
obtained from these films at a resolution of 4 cm�1, utilizing an
IR microscope (IRScope II by Bruker Optics) equipped with a Ge
attenuated total reflectance (ATR) objective lens (20�) and
attached to a Fourier-transform infrared (FTIR) spectrometer
(Equinox 55, by Bruker Optics). Internal reflection spectroscopy
has several advantages compared with the more common KBr dis-
persion technique [30]. The choice of ATR was dictated by the need
to exclude any possible spectroscopic and chemical interactions
between the sample and the dispersing medium. Having a penetra-
tion depth ca. 1–2 lm (1000 cm�1, Ge), ATR is free of saturation
effects, which may be present in the transmission spectra of
thicker samples. Moreover, the use of a microscope facilitates the
acquisition of data from small samples. Ten 32-scan spectra were
collected from each sample and averaged to improve the S/N ratio.
The spectra are shown in the absorption mode after correction for
the wavelength dependence of the penetration depth (pd � k).
Absorption band maxima were determined from the minima in
the second derivative of the corresponding spectra. Derivatives
were computed analytically using routines of the Bruker OPUS/
OS2 software and included smoothing by the Savitzky–Golay
algorithm [31] over a ±8 cm�1 range, around each data point.
Smoothing over narrower ranges resulted in a deterioration of
the S/N ratio and did not increase the number of minima that could
be determined with confidence.

2.5. Congo red staining and polarized light microscopy

HCC mature fibril suspensions were applied to glass slides and
stained with a 10 mM Congo Red (Sigma) solution in PBS
(phosphate-buffered saline, pH 7.4) for approximately 30 min.
Then, they were washed several times with 90% ethanol and left
to dry approximately for 10 min. The samples were observed under
bright field illumination and between cross polars, using a Leica
MZ75 polarizing stereomicroscope, equipped with a JVC GC-X3E
camera.

2.6. Crystallization experiments and polarized light microscopy

Quantities of freshly made LQVVR peptide solutions in distilled
water (concentrations 5–10 mg/ml, pH 5.5) were tested in crystal-
lization experiments, using the ‘‘hanging-drop’’ method [32], for
the possible formation of crystals. The precipitant was (NH4)2SO4

(concentration varied from 1.0 to 2.0 M). The samples were
observed, both under bright field illumination and between
crossed polars, respectively, using a Leica MZ75 polarizing stereo-
microscope (please, see Supplementary Data).
2.7. Structural models

The HCC models were built from PDB files 3GAX, 1R4C and
1G96 [33]. The software PyMol [34] was used to visualize and
manipulate the models.

3. Results

Electron micrographs of LQVVR peptide fibrils show protofila-
ments, which are straight, unbranched and coalesce laterally
among each other to form ribbons (or tapes). The protofilaments
have a diameter of approximately �30 Å (Fig. 2). Congo red stained
LQVVR peptide fibrils showed the red–green birefringence charac-
teristic of amyloid fibrils, when viewed under crossed polars
(Fig. 3). Additionally, X-ray diffraction patterns from fibers formed
from LQVVR peptide fibrils showed two strong reflections at 4.62 Å
and 11.63 Å (Fig. 4). These reflections appear as rings due to the
poor alignment of the constituent fibrils. This is probably due to
random packing of the fibers in the gels which adopt all possible
orientations as confirmed by electron microscopy. The strong
reflection at 4.62 Å suggests that b-sheets are present and it is
attributed to inter-strand distances. The weaker reflection at
11.63 Å most probably corresponds to the inter-sheet packing
distances. These two reflections clearly indicate the existence of
b-sheets and are characteristic of the cross-b conformation
observed for several amyloid-like fibrils (Fig. 4), not oriented,
however, in this case. The ATR FT-IR spectrum (Fig. 5) shows a
prominent band at 1634 cm�1 in the amide I region, which is a
band clearly due to b-sheet conformation and the shoulder at
1697 cm�1 is an indication that the b-sheets are antiparallel
[35–39]. Thus, this spectrum supports the presence of antiparallel
b-sheets in the structure of the LQVVR peptide fibrils, apparently in
agreement with the existence of b-sheet structure suggested by
X- ray diffraction and Congo red binding data (Table 1).

4. Discussion

Our experimental work clearly shows that fibrils formed from
LQVVR peptide solutions fulfill all three basic criteria of amyloid
fibrils: they are straight and unbranched, they bind the dye Congo
Red exhibiting the characteristic for amyloids ‘red-apple/green’
birefringence, and oriented fibers made-up of them give character-
istic ‘cross-b’ – like X-ray diffraction patterns [24].

Several fibrillogenesis pathways of peptides or proteins have
been proposed during the last two decades and many concepts
have been described for the in vitro or in vivo formation of amyloid



Fig. 3. A 10 mg/ml solution of the LQVVR peptide was incubated in distilled water
(at ambient temperatures, pH 5.5), for approximately 10 days to produce mature
amyloid-like fibrils and then it was stained with Congo Red. Mature amyloid-like
fibrils appear red under bright field illumination and exhibit a strong green-apple
birefringence under crossed polars. Bar is 500 lm.

Fig. 4. X-ray diffraction pattern from aligned LQVVR peptide mature amyloid-like
fibrils. Reflections with spacings of 4.62 Å and 11.63 Å, respectively, are indicated
with arrows. Diffraction patterns were acquired using a Rigaku MicroMax-007
microfocus rotating anode generator (with Osmic Rigaku VariMax™ HF optics),
operated at 40 kV, 20 mA.

Fig. 5. ATR FT-IR (1100–1800 cm�1) spectrum of LQVVR peptide mature amyloid
fibrils, cast on a flat stainless-steel plate and left to air-dry slowly, at ambient
conditions, to form a hydrated, thin film. A second derivative spectrum is also
included.

Table 1
Bands observed in the ATR FT-IR (1500–1800 cm�1) spectrum produced from a
hydrated film of the ‘aggregation-prone’ pentapeptide, LQVVR, after self-
assembly, and their tentative assignments (Fig. 5).

Band (cm�1) Assignment

1135 TFA
1200 TFA
1234 Amide III (b-sheet)
1391
1551 Amide II (b-sheet)
1634 Amide I (b-sheet)
1663 TFA
1697 Amide I (antiparallel b-sheet)
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protofilaments and fibrils [40–43]. Supramolecular spherical struc-
tures, known as spherulites were formed after 1 day incubation of
LQVVR under a wide variety of conditions (Supplementary Fig. S2).
As we have proposed in 2004 [44] the first main step of amyloid-
like fibrillogenesis is the formation of a nuclei of liquid crystalline
nature, in several cases. Spherulites were observed in a polarizing
microscope under crossed polars with characteristic ‘maltese
crosses’ [45,46]. In a similar fashion we might assume that these
liquid crystalline intermediates of LQVVR were transformed into
amyloid-like fibrils (Supplementary Fig. S2). Electron micrographs
of mature fibrils, obtained from solutions of the LQVVR peptide,
after 1–2 weeks incubation, show protofilaments associated later-
ally to form multistranded ribbons (or tapes). The protofilaments
have a thickness of approximately 30 Å, almost at the resolution
limit of the electron microscope (Fig. 2).

The propensity of the wild type (wt) HCC and of the mutated
form L68Q to form fibrils in vitro were tested by Wahlbom et al.
[47]. The wt protein forms long, twisted fibrils with a diameter
of 100–120 Å, at pH 4, whereas the mutated protein forms fibrils
with the same appearance to those of the wt protein, but with a
higher tendency for lateral attachment.

Amyloid aggregation is actually driven by short fragments of
misfolded proteins (‘‘amyloid stretch hypothesis’’) [25–27]. Short
amyloidogenic stretches of five or six amino acid residues provide
the potential to ‘guide’ amyloid fibril formation from a soluble
globular domain. Therefore, several algorithms have been
published during the last decade or so, which attempt to predict
such ‘aggregation-prone’ stretches based on various properties of
peptide chains. A relatively recent review of available software is
given in Ref. [23]. Utilizing our consensus prediction algorithm of
‘aggregation-prone’ segments AMYLPRED [28], three (3) peptides
of HCC were predicted as ‘aggregation-prone’ segments: The



Fig. 6. Crystal structure of the domain swapped octamer of N-truncated HCC (PDB ID: 1R4C). Two tetramers interact together via two LQVVR pentapeptides (in red) to form
an octamer. Red sticks represent the atomic structure of the LQVVR peptide, both backbone and side chains. A dashed line connects the main chain carbonyl O atom (bright
red) of Leu 47 (chain H) and the main chain N atom (blue) of Val49 (chain A), indicating a possible hydrogen bond between the two donut shaped tetramers.
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pentapeptide 47LQVVR51 and the peptides 56IVAGVNYFPLD65 and
95AFCSFQIYAVP105 (Fig. 1). All three peptides were synthesized
and the LQVVR peptide was shown conclusively to have amyloido-
genic properties (see Section 3), whereas for the other two
peptides work is in progress to determine their amyloidogenic
properties (data in preparation).

Amyloid deposits of patients in cerebrospinal fluid contain HCC,
shortened by ten amino acid residues at the N-terminal segment
because of disintegration of proteolytic leucocyte enzymes, which
are normally present in this fluid [17]. Janowski et al. [17] managed
to crystallize this N-truncated form of HCC and solve its crystal
structure (PDB ID 1R4C). They discovered that this form of HCC
forms domain swapped dimers of HCC (Supplementary Fig. S1),
which in turn form tetramers and the tetramers in turn associate
to form octamers (Fig. 6). It was very interesting to note that tetra-
mers interact via the highly amyloidogenic LQVVR peptide to form
octamers (Fig. 6). It is noteworthy that the ‘aggregation-prone’
peptide LQVVR lies exposed on the surface of the tetramers and
promotes their interaction for the formation of octamers, as has
been suggested by Frousios et al. [28]. At the same time, our results
indeed support the idea that protein–protein interaction surfaces
and ‘aggregation-prone’ segments overlap in the homooligomeric
form of proteins [46], since LQVVR is both a peptide with high
aggregation propensity and a crystal contact [48].

In analogy to the model proposed by Staniforth et al. [49], based
on the amyloidogenic properties of the peptide LQVVR and on the
packing observed in the crystal structure 1R4C [17], we propose
the model shown in Supplementary Fig. S3 as a plausible model
of the amyloid fibrils formed by HCC. These fibrils have a diameter
ca. 90–100 Å.

In this respect, it is interesting to note that, recent studies cre-
ated a stabilized monomer of HCC using an engineered disulfide
bond (L47C)–(G69C) between the structural elements that become
separated upon domain swapping. Apart from the two well-
conserved disulfide bridges of HCC which support the folding of
the monomer, crystallographers created a brand new monomer-
stabilizing disulfide bridge. They found that it is possible to inhibit
dimerization, further oligomerization and finally amyloid forma-
tion of HCC by site-directed mutagenesis of its sequence. One of
the mutant amino acids was Leu47 which is part of 47LQVVR51 [5].

For Icelandic Cerebral Angiopathy treatment, remedies/drugs
designed to prevent aggregation of the LQVVR peptide, may prove
to be of paramount importance in future work, following the exam-
ple of recent impressive studies on transthyretin amyloidosis [50].
Notes
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Isolated atrial amyloidosis (IAA) is a common localized form of amyloid deposition within the atria
of the aging heart. The main constituents of amyloid fibrils are atrial natriuretic peptide (ANP) and
the N-terminal part of its precursor form (NT-proANP). An ‘aggregation-prone’ heptapeptide
(114KLRALLT120) was located within the NT-proANP sequence. This peptide self-assembles into amy-
loid-like fibrils in vitro, as electron microscopy, X-ray fiber diffraction, ATR FT-IR spectroscopy and
Congo red staining studies reveal. Consequently, remedies/drugs designed to inhibit the aggregation
tendency of this ‘aggregation-prone’ segment of NT-proANP may assist in prevention/treatment of
IAA, congestive heart failure (CHF) or atrial fibrillation (AF).
� 2013 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction cardiac ventricles [6]. The second type, called isolated atrial amy-
Several soluble proteins and peptides have the ability to aggre-
gate under certain conditions into higher-order fibrillar structures
known as amyloid fibrils [1,2]. Deposition of amyloid fibrils in
various tissues and organs has been associated with a variety of
pathological conditions termed amyloidoses [3]. This diverse group
of conformational diseases includes, amongst others, a number of
neurodegenerative disorders (such as Alzheimer’s, Parkinson’s
and Huntington’s), prion diseases, type II diabetes, several cases
of carcinomas (e.g. medullary carcinoma, prolactinoma or insuli-
noma), heart conditions (cardiac amyloidoses), etc. [4].

Amyloid deposition in the elderly heart is an ordinary finding
[5]. Cardiac amyloidosis is divided into two distinct types, a
systemic and a localized form. The first type, designated as senile
systemic amyloidosis (SSA), is associated with the formation of
amyloid fibrils, derived from transthyretin (TTR), mainly in the
loidosis (IAA), involves the localized deposition of amyloid fibrils
in the atria of the aging heart [7]. As an age related condition, it
frequently appears after the fourth decade and prevails in higher
age groups (>80–85% in ages above 80 years) [8], showing a predis-
position for females [9]. Experimental evidence and clinical studies
have indicated an increased frequency associated with different
cardiac diseases, such as congestive heart failure (CHF), atrial fibril-
lation (AF) and atrial thromboembolism [10,11]. Additional clinical
effects of amyloid deposits in the heart atria involve, apart from
cardiac failure, several rhythm disturbances [12], deriving from
damaged diastolic function due to the mechanical disturbance of
myocyte movement by the diffuse deposition of amyloid [13].

Atrial natriuretic peptide (ANP) has been identified as the pri-
mary component of IAA amyloid fibrils [14]. However, immunohis-
tochemical studies have also signified the presence of the
N-terminal remnant of its precursor form, 1–98proANP and Brain
Natriuretic Peptide (BNP) [14,15]. It is expressed and stored in
cytoplasmic granules of the myocyte cells of the cardiac atria.
The major stimulant for ANP release is atrial wall stretch as an
after-effect of increased intravascular volume [16]. The human
pre-proANP precursor, containing a hydrophobic signal peptide
(residues 1–25), is cleaved to form the 126 amino acid long proANP
precursor (Fig. 1). ProANP undergoes further cleavage by a specific
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cardiac serine protease called corin, immediately after secretion,
resulting in the production of the final mature 1–28ANP product, a
28 amino acid long hormone and the N-terminal remnant 1–98pro-
ANP (hereinafter called NT-proANP) [17].

The exact biological role of ANP still remains unclear. After
secretion in the plasma, ANP contributes in the control of circulat-
ing blood volume [18]. Moreover, it binds to guanylyl-cyclase
ANP-receptors, located in various organs, such as the brain, blood
vessels, kidney and adrenal glands, activating cGMP cascade path-
ways [19]. ANP is rapidly cleared from the blood stream by binding
to type C ANP receptors and neutral endopeptidases, both located
in the kidney and blood vessels [20]. NT-proANP has a longer half-
life than ANP [21] and even though its exact biological function is
not determined yet, it has been suggested as a biological marker
for left ventricular dysfunction [22].

Detailed theoretical and experimental evidence has repeatedly
indicated that amyloid formation is mediated by specific short
sequence regions/stretches of a polypeptide chain that have a high-
er aggregation propensity and therefore vitally contribute to its
aggregation tendency [23,24]. In this work, we determine a novel
aggregation-potent segment of NT-proANP, 114KLRALLT120, which
was initially predicted as such, by implementing AMYLPRED, our
aggregation propensity algorithm [25]. This aggregation-prone
peptide segment was synthesized (see Section 2) and here we pres-
ent experimental results, verifying its strong aggregation propen-
sity to form amyloid fibrils. It should be mentioned at this point
that, a distantly homologous peptide, KMVLYTL, has also been
determined to possess a strong aggregation propensity in the se-
quence of the N-terminal pro-brain natriuretic peptide (NT-proB-
NP) [26]. An analysis of the physico-chemical properties of both
peptides is provided (see Supplementary Table 1 and Fig. S1)
[27]. Also, we discuss our findings, implicating NT-proANP as one
of the main the driving forces in IAA fibril formation, providing a
novel target for IAA prevention/prohibition.

2. Materials and methods

2.1. Prediction of potential aggregation prone peptides in NT-proANP
and peptide synthesis

Our prediction algorithm AMYLPRED, a consensus prediction
tool of potential ‘aggregation-prone’ peptides (freely accessible to
academic users at http://biophysics.biol.uoa.gr/AMYLPRED) [25],
Fig. 1. The amino acid composition of full length atrial natriuretic peptide. It is expre
prohormone form, composed of 126 amino acids, is produced after cleavage of the signal p
a corin enzyme immediately after secretion results in the 28 amino acids in length
‘aggregation-prone’ region of NT-proANP is marked with ‘‘#’’ under the sequence. The fou
(nominal residues 37–59), show heptad periodicities of hydrophobic residues, a coiled–
was implemented on the amino acid sequence of the 1–151ANP
pre-pro-hormone. As a result, a segment of NT-proANP, with high
aggregation propensity was predicted (see Fig. 1). This heptapep-
tide, KLRALLT (nominal positions 114–120), is located close to
the C-terminal region of NT-proANP (Fig. 1). The NT-proANP
heptapeptide-analogue KLRALLT was synthesized by GeneCust
Europe, Luxembourg (purity >98%, free N- and C-terminals).

2.2. Formation of amyloid-like fibrils

The synthesized NT-proANP heptapeptide-analogue, KLRALLT,
was dissolved in distilled water (pH 5.75), at a concentration of
15 mg ml�1. After an incubation period of 1–2 weeks, mature amy-
loid-like fibril containing gels were formed. However production of
oriented fibers, suitable for X-ray diffraction, were obtained from
solutions of higher concentration of the peptide, containing mature
amyloid-like fibrils as described below.

2.3. X-ray fiber diffraction

The NT-proANP heptapeptide-analogue, KLRALLT, was dis-
solved in distilled water (pH 5.75) at a concentration of 20 mg ml�1

to produce mature amyloid-like fibrils, after 1–2 weeks incubation,
forming a fibril-containing gel. A droplet (10 ll) of the fibril con-
taining solution was placed between two aligned siliconized glass
rods (spaced 2 mm apart). The droplet was allowed to dry slowly at
ambient temperatures and humidities, for 1 h, to form an oriented
fiber suitable for X-ray diffraction. The X-ray diffraction pattern
was collected, using a SuperNova-Agilent Technologies X-ray gen-
erator equipped with a 135-mm ATLAS CCD detector and a 4-circle
kappa goniometer, at the Institute of Biology, Medicinal Chemistry
and Biotechnology, National Hellenic Research Foundation (CuKa
high intensity X-ray micro-focus source, k = 1.5418 Å), operated
at 50 kV, 0.8 mA. The specimen-to-film distance was set at
117 mm and the exposure time was set to 180s. The X-ray pattern,
initially viewed using the program CrysAlisPro [28] was displayed
and measured with the aid of the program iMosFLM [29].

2.4. Congo red staining and polarized light microscopy

Fibril suspensions of the peptide solution were applied to glass
slides and were air-dried at ambient temperatures and humidities.
The film produced, containing amyloid-like fibrils, was stained
ssed as a 151 amino acid long pre-pro-hormone, in the atrial myocyte cells. The
eptide and it is the predominant form stored within the atrial granules. Cleavage by
mature ANP and the N-terminal remnant, known as NT-proANP. The predicted
r underlined hydrophobic residues located at the N-terminal segment of NT-proANP
coil motif (a motif capable of forming a superhelix of a-helices) [26,47].
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Fig. 2. Electron micrographs of amyloid-like fibrils derived by self-assembly, from a
15 mg ml�1 solution of KLRALLT peptide in distilled water (pH 5.75). (a) Amyloid-
like fibrils appear straight, unbranched and of undetermined length with a diameter
of ca. 50–60 Å. Pre-fibrillar spherical aggregates, called spherulites, are also formed
(single arrows) indicating the ability of the KLRALLT peptide to nucleate (bar
500 nm). (b) Amyloid-like fibrils interact in a lateral fashion forming ribbons
varying in diameter (bar 500 nm). The fibrillar polymorphism observed has
previously been established as a common characteristic of amyloid-like fibrils
formed by several aggregation-prone peptides or proteins [32].

Fig. 3. X-ray diffraction pattern from an ‘oriented’ fiber of the NT-proANP KLRALLT
peptide-analogue amyloid-like fibrils. The fiber axis (F) is vertical (meridian, M),
whereas the equator is horizontal (E). The ‘‘cross-b’’ structure is evident. A 4.7 Å
reflection is due to the distance between successive hydrogen bonded b-strands and
a 11.9 Å reflection results from the spacing between packed b-sheets. However,
there is no preferential orientation (the reflections appear as rings) of the
meridional and equatorial reflections (it is not a typical oriented ‘‘cross-b’’ pattern).
See, also Section 3.
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with a 1% Congo red solution in distilled water (pH 5.75) for 20 min
[30]. Excess stain was removed through tap water washes [30]. The
samples were observed under bright field illumination and
between crossed polars, using a Leica MZ75 polarizing stereomi-
croscope equipped with a JVC GC-X3E camera.

2.5. Negative staining

For negative staining, a drop (�5 ll) of the fibril containing
solutions of the KLRALLT peptide was applied to glow-discharged
400-mesh carbon-coated copper grids, for 60 s. The grids were
flash-washed with distilled water and stained with a drop of 2%
(w/v) aqueous uranyl acetate for 60 s. Excess stain was removed
by blotting with a filter paper. The fibril containing grids were ini-
tially air-dried and examined with a Morgagni™ 268 transmission
electron microscope, operated at 80 kV. Digital acquisitions were
performed with an 11 Mpixel side-mounted Morada CCD camera
(Soft Imaging System, Muenster, Germany).

2.6. Attenuated total reflectance Fourier-transform infrared
spectroscopy and post-run spectra computations

A 10-ll drop of the fibril containing solution of the NT-proANP
heptapeptide-analogue was cast on a front-coated Au mirror and
left to dry slowly at ambient conditions to form a thin film. IR spec-
tra were obtained at a resolution of 4 cm�1, utilizing an IR micro-
scope (IRScope II, BrukerOPTICS, Bruker Optik GmbH, Ettlingen,
Germany), equipped with a Ge ATR objective lens (20�) and
attached to a FT-IR spectrometer (Equinox 55, BrukerOPTICS).
Ten 32-scan spectra were collected from each sample and averaged
to improve the S/N ratio. All spectra are shown in the absorption
mode, after correction for the wavelength-dependence of the pen-
etration depth (dp analogous k). Derivatives were computed
analytically using routines of the Bruker OPUS/OS2 software
including smoothing over a ±8 cm�1 range around each data point,
performed by the Savitsky–Golay algorithm [31]. Smoothing over
narrower ranges resulted in deterioration of the S/N ratio and did
not increase the number of minima that could be determined with
confidence. The minima in the second derivative were used to
determine the corresponding absorbtion band maxima.

3. Results

After incubation for 1–2 weeks, the KLRALLT peptide self-
assembles into amyloid-like fibrils (Fig. 2a and b), forming gels.
Electron micrographs display the amyloid-like fibrils to be straight
and unbranched with an indefinite length (several microns long)
and a diameter of approximately 50–60 Å (Fig. 2a). Frequently,
the fibrils coalesce laterally and in register forming ribbons,
varying in diameter (Fig. 2b). This apparent morphological poly-
morphism has previously been established as a common character-
istic of amyloid-like fibrils formed by several aggregation-prone
peptides or proteins [32]. Furthermore, the presence of supramo-
lecular spherical structures (Fig. 2a, arrows) signifies the possibility
that the KLRALLT peptide self-assembles, initially forming spheru-
lites. Spherulites have been associated with early amyloid fibrillo-
genesis events, for several proteins involved in the formation of
functional [33] or pathological amyloids, as possible pre-fibrillar
amyloid intermediates and are implicated with the cytotoxicity
mechanisms of amyloidoses [34,35].

The X-ray diffraction pattern produced by an oriented fiber,
formed by solutions containing amyloid-like fibrils from the
peptide KLRALLT, resembles a typical ‘‘cross-b’’ architecture that
amyloid fibrils adopt (Fig. 3) [36,37]. Specifically, a strong reflec-
tion at 4.7 Å is attributed to the interchain distance between
hydrogen bonded b-strands. Furthermore, the spacing at 11.9 Å is
ascribed to the packing distance between packed b-sheets.
However, there is no preferential orientation of these two reflec-
tions along the meridian or the equator of the X-ray diffraction
pattern, as in a typical cross-b pattern, implying that the amy-
loid-like fibrils adopt all possible orientations in the fiber (which
is not really oriented!).

Complementary experimental evidence produced by the ATR
FT-IR (1500–1800 cm�1) spectrum of the KLRALLT peptide, sup-
ports the presence of an antiparallel b-sheet conformation for this
peptide, in agreement to the results obtained from X-ray diffrac-
tion (Fig. 4). Particularly, the spectrum displays a strong amide I
band at 1624 cm�1, due to the preponderance of b-sheet,



Table 1
Bands observed in the ATR FT-IR (1500–1800 cm�1) spectrum produced from a
hydrated film of the ‘aggregation-prone’ heptapeptide, KLRALLT, after self-assembly,
and their tentative assignments (Fig. 4).

Bands (cm�1) Assignment

1535 b-Sheet (amide II)
1624 b-Sheet (amide I)
1666 TFA
1693 Antiparallel b-sheet
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supported by the amide II band at 1535 cm�1 [38–40]. Moreover,
the additional component at 1693 cm�1, in the amide I band, is
probably an indication that the b-sheets are antiparallel (Table 1)
[38–40]. Proteins containing antiparallel b-sheets usually exhibit
a high frequency b-sheet component that arises from transition
dipole coupling, typically located 50–70 cm�1 higher than the main
b-sheet band [40]. The detailed spectrum, in the region 1100–
1800 cm�1, is also provided (Supplementary Table 2 and Fig. S2).

Amyloid-like fibrils have been shown to bind the stain Congo
red [41]. Films produced by the fibril containing peptide KLRALLT
solutions were initially stained by the characteristic for amyloid
fibrils Congo red dye (see Section 2) and then were studied under
a polarizing microscope. Amyloid deposits composed of KLRALLT
amyloid-like fibrils bind Congo red, as observed under bright field
illumination (Fig. 5a) and exhibit the characteristic for amyloid
fibrils apple/green birefringence when viewed under crossed
polars (Fig. 5b).

4. Discussion

Amyloids arise from self-aggregating proteins or peptides with
diverse functional properties, different amino acid sequences and
Fig. 4. ATR FT-IR (1500–1800 cm�1) spectrum obtained from a thin hydrated-film
containing mature amyloid-like fibrils derived by KLRALLT peptide self-aggregation.
The second derivative spectrum was included to identify the exact band maxima
and their tentative assignments. The ATR FT-IR spectrum is indicative of the
preponderance of an antiparallel b-sheet secondary structure (Table 1).
structural characteristics. A growing number of such proteins and
peptides have been found to form amyloid fibrils, both in vitro
and in vivo, supporting early observations, which led to the con-
cept that, every protein may adopt both a globular and a fibrillar
structure under appropriate conditions [42]. Several studies, both
theoretical and experimental, have shown that self-aggregating
proteins contain potent aggregation-prone segments within their
native sequence [23,25,43]. Such aggregation-prone peptide re-
gions have been proposed to act as templates for amyloid fibril for-
mation after protein structural rearrangements [25]. An impressive
genome-wide survey revealed that most proteins contain at least
one peptide region with such a high aggregation tendency [43].

The KLRALLT peptide was predicted as a potential aggregation-
prone peptide segment of NT-proANP by the AMYLPRED algorithm
[25]. Our experimental results, presented here (see Section 3), in-
deed verify that this peptide-analogue self-assembles forming
amyloid-like fibrils, which satisfy all the basic criteria for amyloids
[41]. Apparently, NT-proANP has an inherent ability to form
amyloid fibrils, mainly due to the KLRALLT peptide, in support to
previous immunohistochemical data indicating its presence in
amyloid deposits of heart atria [15]. Several polypeptide hormones
have been identified in both mature and precursor states in amy-
loid fibrils [44]. Our data corroborate this concept adding ANP
and NT-proANP as another hormone-prehormone amyloid fibril
formation case.

Previous experimental studies have indicated that ANP poly-
merization into amyloid fibrils is a nucleation dependent process
[45,46]. However, mature ANP has a substantially higher aggrega-
tion tendency once seeded [10,45,46]. Therefore, it is possible that
pre-fibrillar aggregates are actually formed by NT-proANP, driven
by the aggregation propensity of the KLRALLT peptide introducing
a nucleation effect for ANP polymerization into amyloid fibrils. This
may also explain why, although ANP is the predominant compo-
nent in amyloid fibrils of the atria, NT-proANP is also found as a
secondary supporting component [15]. Further, more refined,
experimental work is needed to verify this hypothesis.

Elegant theoretical and experimental work by Richards and co-
workers, more than a decade ago, indicated the presence of a
coiled–coil motif region (a region capable of forming a superhelix
of a-helices), close to the N-terminal of NT-proANP (as seen by
the underlined hydrophobic residues in Fig. 1), suggesting that
NT-proANP oligomerization may occur via these coiled–coil motifs
of hydrophobic residues [47]. Therefore, an alternative approach
may involve NT-proANP forming early oligomers through coiled–
coils and further polymerizing into atrial amyloid fibrillar struc-
tures, as a result of the self-aggregation potential of the KLRALLT
aggregation prone peptide. A similar process has recently been
proposed to occur for the NT-proBNP natriuretic pro-hormone [26].

It is not clarified yet why polypeptide hormones form amyloid
fibrils in vivo. Abnormal high concentrations of the polypeptide,
close to the hormone secretion site, result in the formation of amy-
loid deposits in most localized amyloidoses conditions [10]. NT-
proANP has a significantly longer half-life compared to ANP [21].
Consequently, it is found in correspondingly higher concentrations
both in plasma and heart atria. Additionally, ANP and NT-proANP



Fig. 5. Photomicrographs of an amyloid-like fibril containing gel, derived from
KLRALLT peptide-analogue self-assembly, stained with Congo red. (a) The Congo red
dye is bound, as seen under bright field illumination. (b) The apple-green
birefringence that amyloids typically exhibit is clearly seen under crossed polars.
Bar 100 lm.
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secretion is reported higher in patients with heart conditions, such
as congestive heart failure or atrial fibrillation [9]. As a result, high
concentrations of NT-proANP within the heart atria may promote
amyloid deposit formation, leading to IAA. Therefore, NT-proANP
aggregation preventing techniques may be mandatory to avoid
the aforementioned pathological heart conditions. If indeed ANP
polymerization is dependent of NT-proANP nucleation, remedies/
drugs designed to prevent aggregation of the KLRALLT peptide, fol-
lowing the example of recent impressive studies [48,49], could
prove to be of substantial importance in future IAA treatment or
prevention.
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