
Μια καινοτόμος προσέγγιση δυναμικής μέτρησης σε in vitro 

συστήματα, του αμυλοειδογόνου δυναμικού ΙΑPP αναλόγων που 
σχεδιάστηκαν μέσω της ανασυγκρότησης αρχέγονων αλληλουχιών για 

την πιο αποτελεσματική θεραπεία του διαβήτη τύπου-2 
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Εισαγωγή 
Κάτω από μη φυσιολογικές συνθήκες, πολλές πρωτεΐνες αδυνατούν να αποκτήσουν/διατηρήσουν την φυσιολογική τους 

στερεοδιάταξη και οδηγούνται σε ένα εναλλακτικό - μη κανονικό - δίπλωμα της πολυπεπτιδικής τους αλυσίδας στο χώρο. 

Τα «λάθος» διπλωμένα πρωτεϊνικά μόρια, αυτοσυγκροτούνται είτε σε άμορφα πρωτεϊνικά συσσωματώματα, είτε σε 

οργανωμένα πρωτεϊνικά συσσωματώματα, που ονομάζονται αμυλοειδή ινίδια. Στον άνθρωπο, τα αμυλοειδή ινίδια 

μπορούν να προσβάλουν κάθε όργανο ή ιστό και να οδηγήσουν σε στερεοδιαταξικές ασθένειες, γνωστές ως 

αμυλοειδώσεις, λόγω της τοξικότητας που προκαλούν στην περιοχή συσσώρευσής τους. Ο διαβήτης τύπου-2 (Τ2D), 

ασθένεια που έχει καταγραφεί ήδη σε 350 εκατομμύρια ανθρώπους, προκαλείται από την εναπόθεση του πεπτιδίου της 

αμυλίνης (IAPP) στα παγκρεατικά νησίδια προκαλώντας σταδιακή μείωση και τελικά πλήρη εξάλειψη της μάζας των β-

κυττάρων του παγκρέατος με αποτέλεσμα να προκαλούνται διαταραχές στην έκκριση ινσουλίνης. 

Σκοπός της εργασίας 
Σκοπός αυτής της εργασίας είναι ο σχεδιασμός καινοτόμων μη-αμυλοειδογόνων αναλόγων πεπτιδίων IAPP με τη χρήση 

της φυλογενετικής προσέγγισης ανασυγκρότησης αρχέγονων αλληλουχιών. Παράλληλα, για πρώτη φορά θα αναπτυχθεί 
ένα καινοτόμο in vitro σύστημα δυναμικής καταγραφής της κινητικής  των αρχικών σταδίων συσσωμάτωσης των 

πεπτιδίων αυτών, ώστε να μελετηθεί το αμυλοειδογόνο δυναμικό τους για τη πιθανή χρήση τους ως φάρμακα-αναστολείς 

για την πιο αποτελεσματική θεραπεία του T2D.  

Αποτελέσματα 
Τα προκαταρκτικά αποτελέσματα έδειξαν ότι η κινητική συσσωμάτωσης διαφόρων πεπτιδίων IAPP αναλόγων επηρεάζει την κινητική αναδίπλωσης της eGFP, η οποία είναι μετρήσιμη με τρόπο παρόμοιο με την 

τεχνική Real Time PCR. Αν και τα επίπεδα έκφρασης των διαφορετικών πεπτιδίων  ΙΑΡΡ αναλόγων είναι παρόμοια (Σχήμα 6) παρατηρήθηκαν διαφορές στις καμπύλες φθορισμού. Το ποσοστό φθορισμού που 

εκπέμπεται από την GFP (αρνητικός έλεγχος) είναι το υψηλότερο, ενώ στο hIAPP (θετικός έλεγχος) είναι το χαμηλότερο. Η επιβεβαίωση του σχηματισμού ολιγομερών ή συσσωματωμάτων στα δείγματα 

πραγματοποιήθηκε με χρωματογραφία αποκλεισμού μεγέθους  παρουσία GFP ανιχνευτή. 

Συμπεράσματα 
Αναπτύχθηκε μια διαλογή υψηλής απόδοσης (high-throughput screening) για πιθανά αμυλοειδογόνα ή μη αμυλοειδογόνα IAPP ανάλογα που εξετάστηκαν αποκλειστικά στα αρχικά στάδια πυρήνωσης. Καινοτόμα 

IAPP ανάλογα που σταματούν το μηχανισμό σχηματισμού αμυλοειδών στη φάση πυρήνωσης μπορεί να αποτελέσουν τη βάση για πιο αποτελεσματική θεραπεία του T2D. Αυτή η καινοτόμος προσέγγιση μπορεί να 

δημιουργήσει ένα πρωτότυπο σύστημα που μπορεί να εφαρμοστεί σε όλες τις αμυλοειδώσεις. 

«Η μεταδιδακτορική έρευνα πραγματοποιήθηκε στο πλαίσιο της πράξης «ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΜΕΤΑΔΙΔΑΚΤΟΡΩΝ ΕΡΕΥΝΗΤΩΝ/ΕΡΕΥΝΗΤΡΙΩΝ» του Ε.Π «Ανάπτυξη 

Ανθρώπινου Δυναμικού, Εκπαίδευση και Δια Βίου Μάθηση», 2014-2020, η οποία υλοποιείται από το Ι.Κ.Υ. και συγχρηματοδοτήθηκε από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό 

Ταμείο και το ελληνικό δημόσιο. 
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Εικόνα 1. Σχηματική παρουσίαση της μετατροπής μιας φυσιολογικής διαλυτής 

πρωτεΐνης σε αδιάλυτα ινίδια αμυλοειδούς. 
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Ορθολογικός σχεδιασμός μη-αμυλοειδογόνων 
ΙΑPP αναλόγων με τη χρήση της 
ανασυγκρότησης αρχέγονων γονιδίων 
H ιδέα βασίζεται σε πρόσφατες μελέτες που προτείνουν ότι τα 

προγονικά γονίδια μιας μη διαλυτής πρωτεΐνης στόχου, παράγουν 

διαλυτές, σταθερές και λειτουργικές παραλλαγές της πρωτεΐνης αυτής.  

Για αυτό το λόγο κατασκευάστηκαν φυλογενετικά δέντρα με γνωστές 

τοπολογίες από την βιβλιογραφία για την ΙΑPP με σκοπό να εξεταστεί το 

αμυλοειδογόνο δυναμικό τόσο των υπαρχόντων όσο και των προγονικών 

πεπτιδίων  IAPP. 

Δυναμική καταγραφή της κινητικής των αρχικών 
σταδίων συσσωμάτωσης των IAPP αναλόγων 
Αναπτύχθηκε μια δυναμική απεικόνιση (χρησιμοποιώντας μηχάνημα 

Real Time PCR) της διαδικασίας συσσωμάτωσης των αρχικών σταδίων 

πυρήνωσης των IAPP αναλόγων, όπου η διαδικασία είναι αντιστρεπτή. 

Κατά τη διάρκεια της μεταγραφής-μετάφρασης η παρουσία του 

συνδετικού πεπτιδίου δίνει τη δυνατότητα τόσο στα ανάλογα πεπτίδια 

του IAPP όσο και στην GFP να παραχθούν μεν ταυτόχρονα, αλλά να 

διπλωθούν ανεξάρτητα, ανάλογα με τις ενδογενείς τους ιδιότητες που 

σχετίζονται με τη δημιουργία ινιδίων και το φυσιολογικό δίπλωμα. Με τη 

συγκεκριμένη πειραματική προσέγγιση, μορφές του ΙΑPP που είναι 
αμυλοειδογόνες δεν θα επιτρέψουν το σωστό δίπλωμα της GFP με 

αποτέλεσμα να μην παράγεται φθορισμός. Σε αντίθετη περίπτωση, 
μορφές του ΙΑPP μη αμυλοειδογόνες ή λιγότερο αμυλοειδογόνες, θα 

επιτρέπουν το σωστό δίπλωμα της GFP με αποτέλεσμα να φθορίζει. Η 

ανθρώπινη αμυλίνη (hIAPP) που εμφανίζει αυξημένο αμυλοειδογόνο 

δυναμικό χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας ενώ η eGFP που δεν 

σχηματίζει ινίδια χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός μάρτυρας.  

Εικόνα 5. Οι κινητικές καμπύλες της διαδικασίας συσσωμάτωσης των IAPP αναλόγων  

κατά τη διάρκεια των αρχικών σταδίων πυρήνωσης μέσω της καταγραφής του φθορισμού 

της eGFP σε πραγματικό χρόνο.  

Εικόνα 6. Ανοσοστύπωμα Western. Εκφρασμένα GFP πρωτεΐνη (1), hIAPP πεπτίδιο (2) και 
διάφορα IAPP ανάλογα πεπτίδια (3-7) εντοπίστηκαν με αντίσωμα Anti-His (1:2000). 

MscI – IAPP ανάλογα γονίδια – συνδέτης – eGFP - XhoI 
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Εικόνα 3. Κατασκευή γονιδίων IAPP αναλόγων συντηγμένα 

με το γονίδιο της eGFP. O πλασμιδιακός βέκτορας pT7CFE1 

επιτρέπει υψηλά επίπεδα έκφρασης πρωτεϊνών και έχει 
σχεδιαστεί για μεταγραφή-μετάφραση ελεύθερη 

κυττάρου. Τα γονίδια IAPP και eGFP έχουν συνδεθεί μέσω 

μια ειδικά σχεδιασμένης αλληλουχίας  νουκλεοτιδίων που 

κωδικοποιεί τον συνδέτη GSAGSAAGSGEF. 

Συνεχής έκφραση 
πρωτεϊνών 1,5-6h 

στους  300C 

Εικόνα 4. In vitro σύστημα μετάφρασης βασισμένο σε 

εκχυλίσματα HeLa κυττάρων.  

Πρωτεϊνική έκφραση σε σύστημα 
ελεύθερο κυττάρου 

Εικόνα 7. Χρωματογραφία αποκλεισμού μεγέθους (size-exclusion chromatography) με τη 

χρήση κολώνας Superdex200 σε σύστημα υγρής χρωματογραφίας υψηλής πίεσης (HLPC) με 

ανιχνευτή GFP. Οι καμπύλες αντιπροσωπεύουν τον διαχωρισμό των δειγμάτων σε μονομερή, 
ολιγομερή και συσσωματώματα με βάση το μοριακό βάρος. 


