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Μηθξόβηα-Καιιηέξγεηεο   1 

 

1.1 ΗΣΟΡΗΚΔ ΡΗΕΔ ΣΖ ΜΗΚΡΟΒΗΟΛΟΓΗΑ 

 

Ζ  κηθξνβηνινγία είλαη ε επηζηήκε πνπ κειεηά ηα δσληαλά θχηηαξα θαη ηνλ ηξφπν κε 

ηνλ νπνίν απηά ιεηηνπξγνχλ. Δζηηάδεη ην ελδηαθέξνλ ηεο ζηνπο κηθξννξγαληζκνχο θαη 

ηδηαίηεξα ζηα βαθηήξηα, κία κεγάιε νκάδα θπηηάξσλ κε ηεξάζηηα ζεσξεηηθή θαη πξαθηηθή 

ζεκαζία. Ζ επηζηήκε ηεο κηθξνβηνινγίαο άξρηζε λα αλαπηχζζεηαη κφιηο ηνλ 19
ν 

αηψλα θαη 

έθηνηε γλψξηζε εθξεθηηθή αλάπηπμε, γνληκνπνηψληαο παξάιιεια αξθεηά άιια λέα ζπγγεληθά 

πεδία. 

Τπνςίεο γηα ηελ χπαξμε νληνηήησλ ηφζν κηθξψλ ψζηε λα κελ γίλνληαη νξαηέο κε 

γπκλφ κάηη ππήξραλ απφ παιηά. Ζ αλαθάιπςε ησλ νληνηήησλ απηψλ φκσο ζπλδέζεθε κε ηελ 

εθεχξεζε ηνπ κηθξνζθνπίνπ. Ο πξψηνο άλζξσπνο πνπ παξαηήξεζε κηθξννξγαληζκνχο 

ζρεηηθά ιεπηνκεξψο ήηαλ ν Οιιαλδφο Antoni van Leeuwenhoek, ην 1684, έλαο εξαζηηέρλεο 

θαηαζθεπαζηήο κηθξνζθνπίσλ. Αλ θαη ηα κηθξνζθφπηα ηνπ ήηαλ πνιχ άηερλα ζε ζχγθξηζε κε 

ηα ζεκεξηλά, ν Leeuwenhoek κπφξεζε λα δεη κηθξννξγαληζκνχο κεγέζνπο βαθηεξίσλ, ν 

νπνίνο ηα νλφκαζε απεηξνειάρηζηα δσνκφξηα. Οη παξαηεξήζεηο ηνπ επηβεβαηψζεθαλ θαη απφ 

άιινπο εξεπλεηέο , αιιά ρξεηάζηεθε λα έξζεη ν 19
νο 

αηψλαο, φηαλ βειηηψζεθαλ ζεκαληηθά ηα 

κηθξνζθφπηα, γηα λα αλαγλσξηζηεί ε ζεκαζία απηψλ ησλ κηθξφηαησλ νξγαληζκψλ.  

Σν 1864, ν Γάιινο ρεκηθφο Louis Pasteur, θαηέξξηςε ηε ζεσξία ηεο απζόξκεηεο 

γέλεζεο (ππφζεζε πνπ δίραδε ηνπο ζηνραζηέο επί αηψλεο, ζχκθσλα κε ηελ νπνία δσληαλνί 

νξγαληζκνί κπνξνχλ λα πξνθχςνπλ απφ κε δσληαλή χιε). Ο Pasteur απέδεημε φηη νη 

κηθξννξγαληζκνί πνπ αλαπηχζζνληαη ζε απνζπληηζέκελα ηξφθηκα πξνέξρνληαη απφ 

κηθξνβηαθά θχηηαξα πνπ βξίζθνληαη ζηνλ αέξα θαη ελαπνηίζνληαη δηαξθψο πάλσ ζε φια ηα 

αληηθείκελα. Ο Pasteur πξνρψξεζε θαη ζε άιια ηαηξηθά θαη κηθξνβηνινγηθά επηηεχγκαηα, 

ηδηαίηεξα ηε δεθαεηία 1880-1890, φπσο ηελ αλάπηπμε εκβνιίσλ θαηά ηνπ άλζξαθα, ηεο 

ιχζζαο θαη ηεο ρνιέξαο ησλ πνπιεξηθψλ. 

Απνθαζηζηηθφηεξε ψζεζε ζηελ αλάπηπμε ηεο κηθξνβηνινγίαο σο επηζηήκεο έδσζε ε 

απφδεημε ζπκκεηνρήο ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζηελ πξφθιεζε αλζξσπνλφζσλ, απφ έλαλ 

εθπαηδεπφκελν γηαηξφ, ηνλ Robert Koch. Ο Koch θαηάθεξε λα απνκνλψλεη νξγαληζκνχο θαη 

λα ηνπο θαιιηεξγεί εξγαζηεξηαθά ρξεζηκνπνηψληαο νκνηνγελή ζξεπηηθά κέζα θαη έλα 

ζηεξενπνηεηηθφ παξάγνληα, αξρηθά δειαηίλε (κεηνλέθηεκα: δελ παξέκελε ζηαζεξή ζηνπο 37
ν
 

C, ηε βέιηηζηε ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο ησλ πεξηζζφηεξσλ παζνγφλσλ κηθξννξγαληζκψλ) θαη 

αξγφηεξα άγαξ, έλαλ πνιπζαθραξίηε πνπ παξάγνπλ ηα εξπζξά θχθε. Με απηά ηα πεηξάκαηα, 

ν Koch δηαηχπσζε ηα αθφινπζα θξηηήξηα, γλσζηά ζήκεξα σο αμηώκαηα ηνπ Koch, πνπ είλαη 
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απαξαίηεην λα ηζρχνπλ αλ ζέινπκε λα απνδείμνπκε φηη κηα ζπγθεθξηκέλε αζζέλεηα 

πξνθαιείηαη απφ ζπγθεθξηκέλν είδνο κηθξννξγαληζκνχ: 

Σα αμηώκαηα ηνπ Koch 

1. Ο παζνγφλνο κηθξννξγαληζκφο πξέπεη λα αληρλεχεηαη ζε φια ηα δψα πνπ 

ππνθέξνπλ απφ ηε λφζν, αιιά λα απνπζηάδεη απφ ηα πγηή. 

2. Ο κηθξννξγαληζκφο πξέπεη λα κπνξεί λα απνκνλσζεί θαη λα θαιιηεξγεζεί ζε 

ακηγή θαιιηέξγεηα εθηφο ηνπ ζψκαηνο ηνπ δψνπ. 

3. Όηαλ κηα ηέηνηα θαιιηέξγεηα ηνπ νξγαληζκνχ ελνθζαικηζηεί ζε πγηή δψα, πξέπεη 

λα πξνθαιεί ηελ εκθάληζε ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ ζπκπησκάησλ ηεο αζζέλεηαο.  

4. Ο κηθξννξγαληζκφο πξέπεη λα απνκνλψλεηαη εθ λένπ απφ ην δεχηεξν 

πεηξακαηφδσν, λα θαιιηεξγείηαη μαλά ζην εξγαζηήξην θαη λα εμαθνινπζεί λα είλαη 

φκνηνο κε ηνλ αξρηθφ νξγαληζκφ[1]. 

 

1.2 ΠΡΟΚΑΡΤΩΣΗΚΑ ΚΑΗ ΔΤΚΑΡΤΩΣΗΚΑ ΚΤΣΣΑΡΑ 

 

Γηα λα απνδνζεί έλαο ζσζηφο νξηζκφο ηη είλαη Εσή, ζα πξέπεη λα ιάβνπκε ππφςε φηη 

φια ηα έκβηα φληα πξνέξρνληαη απφ θχηηαξα θαη παξάγσγα απηψλ. Με άιια ιφγηα, ζα πξέπεη 

λα ζεσξήζνπκε  ηα θχηηαξα ζαλ ηηο βαζηθέο, δνκηθέο θαη ιεηηνπξγηθέο κνλάδεο ηεο δσήο. 

Σα θχηηαξα εκθαλίδνληαη αλάινγα κε ηε δνκή ηνπο, ζε πξνθαξπσηηθά θαη 

επθαξπσηηθά θχηηαξα (prokaryotic, eukaryotic). Ζ νλνκαζία ηνπο πξνέξρεηαη απφ ηελ 

ειιεληθή ιέμε θάξπν, πνπ ζεκαίλεη θαξπφο δεκεηξηαθνχ («karyose-kernel»). ηε βηνινγία,  

ρξεζηκνπνηνχκε ην ζπλζεηηθφ απηφ γηα λα αλαθεξζνχκε ζηνλ ππξήλα ηνπ θπηηάξνπ, ελψ ηα 

πξνζέκαηα «pro» θαη «eu» ζεκαίλνπλ «πξηλ» θαη «αιεζήο» ή «θαιφο» αληίζηνηρα. Δπνκέλσο, 

«πξνθαξπσηηθφο» ζεκαίλεη «πξηλ απφ ππξήλα» θαη «επθαξπσηηθφο» ζεκαίλεη  «χπαξμε 

αιεζηλνχ/θαινχ ππξήλα». Μεηαμχ απηψλ ησλ δχν ηχπσλ θπηηάξσλ ππάξρεη πιεζψξα 

δηαθνξψλ, κε πην ζεκειηψδε απηή πνπ απνθαιχπηεηαη θαη απφ ηελ νλνκαζία ηνπο, δειαδή φηη 

ηα πξνθαξπσηηθά δελ έρνπλ ππξήλα ζε αληίζεζε κε ηα επθαξπσηηθά.  

ην παξαθάησ ζρήκα παξαηίζεηαη κία απιή νπηηθή ζχγθξηζε κεηαμχ ησλ δχν 

θπηηάξσλ.        
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ρήκα1.1 : Πξνθαξπσηηθφ θχηηαξν (0-10κm) θαη επθαξπσηηθφ θχηηαξν (10-100κm). 

 

 

Παξφιεο ηηο εκθαλείο ηνπο δηαθνξέο, απηνί νη δχν ηχπνη θπηηάξσλ έρνπλ πνιιά θνηλά:  

 επηηεινχλ ζρεδφλ ηηο ίδηεο ιεηηνπξγίεο θαη κε ηνλ ίδην ηξφπν,  

 πεξηβάιινληαη απφ κεκβξάλεο πιάζκαηνο, 

 ην θπηηαξφπιαζκα ηνπο πεξηέρεη κηθξέο δνκέο, ηα ξηβνζψκαηα 

 δηαζέηνπλ DNA πνπ κεηαθέξεη φιεο ηηο πιεξνθνξίεο γηα ηε ιεηηνπξγία ηνπο. 

Οη νκνηφηεηεο απηέο επεθηείλνληαη πέξαλ ηνπ νξαηνχ. Γηα παξάδεηγκα, ην DNA ζηνπο δχν 

θπηηαξηθνχο ηχπνπο είλαη αθξηβψο ην ίδην, θαζψο θαη ν γελεηηθφο θψδηθαο ηνπ 

πξνθαξπσηηθνχ θπηηάξνπ είλαη αθξηβψο ν ίδηνο γελεηηθφο θψδηθαο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηα 

επθαξπσηηθά θχηηαξα. 

Παξφιεο ηηο νκνηφηεηεο, ππάξρνπλ κεηαμχ ησλ δχν θπηηάξσλ θαη πνιιέο επδηάθξηηεο 

δηαθνξέο. πγθξίλνληαο ηηο δχν παξαπάλσ εηθφλεο κπνξνχκε λα θαηαηάμνπκε ηηο δηαθνξέο 

ηνπο ζε δχν γεληθέο θαηεγνξίεο: κέγεζνο θαη πνιππινθφηεηα. Σα επθαξπσηηθά θχηηαξα είλαη 

πνιχ κεγαιχηεξα θαη πνιχ πην πνιχπινθα απφ ηα πξνθαξπσηηθά. Απηέο νη δχν παξαηεξήζεηο 

ζπζρεηίδνληαη κεηαμχ ηνπο. Αλ εζηηάζνπκε θαιχηεξα, ζα δηαθξίλνπκε ηηο παξαθάησ 

δηαθνξέο: 

1. Σα επθαξπσηηθά θχηηαξα ραξαθηεξίδνληαη απφ ηελ χπαξμε ππξήλα, πνπ 

πεξηβάιιεηαη απφ δηπιή κεκβξάλε. Αληίζεηα, ηα πξνθαξπσηηθά θχηηαξα δελ 
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έρνπλ ππξήλα. Ο ζθνπφο ηνπ ππξήλα είλαη λα δηαρσξίδεη ηηο ιεηηνπξγίεο (ζρεηηθέο 

κε ην DNA) ηνπ κεγάινπ επθαξπσηηθνχ θπηηάξνπ ζε κηθξφηεξα ηκήκαηα γηα 

απμεκέλε απνδνηηθφηεηα. Κάηη ηέηνην δελ είλαη απαξαίηεην ζε έλα πξνθαξπσηηθφ 

θχηηαξν εμαηηίαο ηνπ κηθξνχ ηνπ κεγέζνπο θαη ζπλεπψο ηεο κηθξήο απφζηαζεο 

πνπ έρνπλ ηα εζσθπηηαξηθά πιηθά κεηαμχ ηνπο. Φπζηθά, θαη ηα πξνθαξπσηηθά 

θχηηαξα έρνπλ DNA, θαζψο θαη ιεηηνπξγίεο DNA. Οη βηνιφγνη πεξηγξάθνπλ ηελ 

θεληξηθή πεξηνρή ηνπ πξνθαξπσηηθνχ θπηηάξνπ σο ππξελνεηδέο, γηαηί εθεί 

πεξίπνπ βξίζθεηαη ην DNA. Όκσο απηφ ην ππξελνεηδέο είλαη νπζηαζηηθά κηα 

θαληαζηηθή «δνκή», αθνχ δελ ππάξρεη θάπνην θπζηθφ φξην πνπ λα ην εζσθιείεη.  

2. Σν επθαξπσηηθφ DNA είλαη γξακκηθφ, ελψ ην πξνθαξπσηηθφ είλαη θπθιηθφ (δελ 

έρεη αξρή θαη ηέινο). 

3. Σν επθαξπσηηθφ DNA είλαη ζχλζεην, πεξηέρεη πξσηεΐλεο, ηηο ηζηφλεο, θαη είλαη 

νξγαλσκέλν ζε ρξσκνζψκαηα. Αληίζεηα, ην πξνθαξπσηηθφ θχηηαξν πεξηέρεη κφλν 

έλα θπθιηθφ κφξην DNA θαη ζπλήζσο θάπνηα κηθξφηεξα θπθιηθά κφξηα, ηα 

πιαζκίδηα. 

4. Καη νη δχν θπηηαξηθνί ηχπνη έρνπλ ξηβνζψκαηα, αιιά ζηα επθαξπσηηθά θχηηαξα 

είλαη κεγαιχηεξα θαη πην πνιχπινθα.  

5. Σα επθαξπσηηθά θχηηαξα δελ πεξηβάιινληαη απφ θπηηαξηθφ ηνίρσκα, αληίζεηα κε 

ηα πξνθαξπσηηθά θχηηαξα. 

Πξνθαξπσηηθνί νξγαληζκνί είλαη ηα βαθηήξηα θαη ηα αξραία, ιφγσ ησλ θνηλψλ 

ραξαθηεξηζηηθψλ σο πξνο ην κέγεζνο, ηελ έιιεηςε ππξήλα θαη ελδνθπηηαξηθψλ νξγαληδίσλ,  

φπσο θαη σο πξνο ηελ παξνπζία ελφο θπθιηθνχ ρξσκνζψκαηνο θαη πιαζκηδίσλ. Απφ κειέηεο 

θαιιηεξγεηψλ ζην εξγαζηήξην είλαη γλσζηέο ηνπιάρηζηνλ 17 κείδνλεο γελεαινγηθέο γξακκέο 

(θχια) βαθηεξίσλ, ελψ πνιιέο άιιεο έρνπλ ηαπηνπνηεζεί κε ηελ απνκφλσζε θαη ηελ 

αιιεινχρηζε ξηβνζσκαηηθψλ βαθηεξηαθψλ γνληδίσλ RNA απφ θπζηθά ελδηαηηήκαηα. Αμίδεη 

λα ζεκεηψζνπκε ηα ζεηηθά θαηά Gram βαθηήξηα, ηα θπαλνβαθηήξηα θαη ηα πξσηενβαθηήξηα. 

ε θάζε θχιν (κεγάιε νκάδα ε νπνία δηαζέηεη πνιιά γέλε) ηαμηλνκνχκε
 
ηα βαθηήξηα 

ζχκθσλα κε ηηο θαηλνηππηθέο πιεξνθνξίεο πνπ δηαζέηνπκε.  
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ρήκα 1.2 : Λεπηνκεξέο θπινγελεηηθφ δέληξν ησλ θπξηφηεξσλ γελεαινγηθψλ γξακκψλ 

(θχισλ) ησλ βαθηεξίσλ, βαζηζκέλν ζε ζπγθξίζεηο ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ ξηβνζσκαηηθνχ 16S 

rRNA . 

 

Σα ηξία πην θνηλά ζρήκαηα ησλ βαθηεξίσλ πνπ έρνπλ παξαηεξεζεί κε ειεθηξνληθφ 

κηθξνζθφπην είλαη : ην ζθαηξηθφ, ην θπιηλδξηθφ θαη ην ζπεηξνεηδέο (ρήκα 1.3). 

Δπθαξπσηηθνί νξγαληζκνί είλαη νη κύθεηεο (fungi), ηα πξσηόδσα (protozoa) θαη ηα 

θύθε (algae). 

 

ρήκα 1.3 : Σα βαζηθά ζρήκαηα ησλ θπηηάξσλ ησλ βαθηεξίσλ. 



6                                                                 Μηθξόβηα-Καιιηέξγεηεο 

 

1.3 ΚΤΣΣΑΡΗΚΟ ΦΑΚΔΛΟ ΒΑΚΣΖΡΗΩΝ 

1.3.1 Υξώζε θαηά GRAM 

 

Σν 1884 ν Hans Christian Gram αλαθάιπςε κία ηερληθή ρξψζεο πνπ θαζηζηνχζε ηα 

βαθηήξηα πην νξαηά ζε κνιπζκέλα δείγκαηα. ηελ ηερληθή ηνπ ρξεζηκνπνίεζε ηηο βαθέο, 

θξπζηαιιηθφ ηψδεο, δηάιπκα ησδίνπ, αιθνφιε 95
ν
 (απνρξσκαηηζηήο) θαη ζαθξαλίλε. ην 

ηειηθφ πξντφλ, ηα βαθηήξηα πνπ είραλ ρξσκαηηζζεί κσβ νλνκάζηεθαλ Gram ζεηηθά, ελψ 

απηά πνπ ρξσκαηίζζεθαλ θφθθηλα νλνκάζηεθαλ Gram αξλεηηθά [2, 3]. 

ην πξψην βήκα, ην θξπζηαιιηθφ ηψδεο ρξσκαηίδεη ηα θχηηαξα κσβ. ην δεχηεξν 

βήκα θαη ην πην θαζνξηζηηθφ πξνζηίζεηαη ην δηάιπκα ησδίνπ, ην νπνίν ελψλεηαη κε ηε 

ρξσζηηθή ζρεκαηίδνληαο έλα ζχκπινθν ρξσζηηθήο-ησδίνπ, πνπ βνεζάεη ηε βαθή λα 

ζρεκαηίζεη κεγάινπο θξπζηάιινπο ζην πιέγκα ηεο πεπηηδνγιπθάλεο ζην θπηηαξηθφ ηνίρσκα. 

Δπεηδή ην ζηξψκα ηεο πεπηηδνγιπθάλεο ζηα Gram ζεηηθά θχηηαξα είλαη πην παρχ απφ φηη ζηα 

Gram αξλεηηθά, ν εγθισβηζκφο  ηεο βαθήο είλαη πην εθηεηακέλνο ζηα πξψηα. Ζ εθαξκνγή 

ηεο αιθνφιεο ζην ηξίην ζηάδην δηαθνξνπνηεί  ηα θχηηαξα, θαζψο απνκαθξχλεη ηε βαθή κφλν 

απφ ηα Gram-αξλεηηθά θχηηαξα. Ζ απνκάθξπλζε ηεο βαθήο απφ ην ζηξψκα ηεο 

πεπηηδνγιπθάλεο θαη ηνπ ίδηνπ ηνπ θπηηάξνπ πξαγκαηνπνηείηαη κε δηαιπηνπνίεζε ησλ 

ιηπηδίσλ ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο. Αληίζεηα, νη θξχζηαιινη ηεο βαθήο πνπ είλαη 

ελζσκαησκέλνη ζηελ πεπηηδνγιπθάλε ησλ Gram-ζεηηθψλ βαθηεξίσλ είλαη ζρεηηθά  απξφζηηνη 

θαη αληηζηέθνληαη ζηελ απνκάθξπλζε. Μεηά ηνλ απνρξσκαηηζκφ ησλ Gram-αξλεηηθψλ 

θπηηάξσλ, ε παξνπζία ηνπο επηζεκαίλεηαη κε εθαξκνγή ηεο βαθήο ζαθξαλίλεο ζην ηειηθφ 

ζηάδην, πνπ ηα ρξσκαηίδεη ξνδ (ρήκα 1.4). Απηή ε παιηά κέζνδνο ρξψζεο παξακέλεη 

παγθνζκίσο ε βάζε γηα ηελ ηαμηλφκεζε θαη ηαπηνπνίεζε ησλ βαθηεξίσλ.  
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ρήκα 1.4 : Γηαδηθαζία ρξψζεο θαηά Gram. 

 

 

1.3.2 Γνκή ηνπ θπηηαξηθνύ ηνηρώκαηνο ησλ Gram-αξλεηηθώλ βαθηεξίσλ 

 

 Σν εμαηξεηηθά πνιχπινθν θπηηαξηθφ ηνίρσκα ησλ Gram-αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ 

ζπλίζηαηαη απφ κηα εμσηεξηθή κεκβξάλε θαη έλα ιεπηφ ζηξώκα πεπηηδνγιπθάλεο (1 έσο 3 

nm).  

Ζ πεπηηδνγιπθάλε ή κνπξεΐλε, ε νπνία θαζνξίδεη ηελ ηζρχ θαη ηελ αθακςία ηνπ 

θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο, απνηειείηαη απφ αιπζίδεο γιπθάλεο πνπ ζπλδένληαη κεηαμχ ηνπο κε 

πεπηίδηα. Ζ γιπθάλε απνηειείηαη απφ ελαιιαζφκελα ζηξψκαηα Ν-αθεηπινγιπθνδακίλεο 

(NAG) θαη Ν-αθεηπινκνπξακηληθνχ νμένο (ΝΑΜ, απφ ην murus πνπ ζεκαίλεη ηνίρνο), ηα 

νπνία ζπλδένληαη κέζσ β-1,4 δεζκψλ (ρήκα 1.5). Σα ελαιιαζφκελα κφξηα NAG θαη NAM 

ζρεκαηίδνπλ αιπζίδεο 10-65 κνλνκεξψλ θαη έηζη δηακνξθψλνπλ ηνλ πδαηαλζξαθηθφ ζθειεηφ. 

Οη παξαθείκελεο αιπζίδεο ζπλδένληαη κέζσ ελφο ηεηξαπεπηηδίνπ πνπ είλαη πξνζαξηεκέλν 

ζηα κφξηα ΝΑΜ. Απηφ ην ηεηξαπεπηίδην, πνπ ζπληίζεηαη ελδπκηθά, είλαη αξθεηά αζπλήζηζην, 
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θαζψο ζπλίζηαηαη απφ D- θαη L- ακηλνμέα (ηα D- ακηλνμέα δελ ρξεζηκνπνηνχληαη θαλνληθά 

ζηε θχζε). Σα δχν πξψηα ακηλνμέα πνπ ζπλδένληαη κε ην κφξην NAM πνηθίινπλ απφ 

νξγαληζκφ ζε νξγαληζκφ.  

Σα δη-άκηλν ακηλνμέα πνπ βξίζθνληαη ζηελ ηξίηε ζέζε θαηέρνπλ βαζηθή ζέζε ζηε 

δηαζηαπξσηή ζχλδεζε ηεο αιπζίδαο ηεο πεπηηδνγιπθάλεο (PG). πλήζε δη-άκηλν ακηλνμέα 

πνπ εκθαλίδνληαη είλαη ε ιπζίλε, ην δη-ακηλνπηκειηθφ νμχ θαη ην δη-ακηλνβνπηπξηθφ. 

 

                  

           δη-ακηλνπηκειηθφ νμχ                                       δη-ακηλνβνπηπξηθφ 

 

 Ζ δηαζχλδεζε πξαγκαηνπνηείηαη κεηαμχ ηεο ειεχζεξεο ακηλνκάδαο ηνπ δη-ακηλν 

ακηλνμένο ηνπ πεπηηδίνπ ζηελ ηξίηε ζέζε κε ηελ n αιαλίλε ηεο ηέηαξηεο ζέζεο ηνπ πεπηηδίνπ 

κηαο άιιεο αιπζίδαο. ην S. aureus θαη ζε άιια Gram ζεηηθά βαθηήξηα ρξεζηκνπνηείηαη κηα 

εζσηεξηθή γέθπξα ακηλνμένο (π.ρ. γιπθίλε) αλάκεζα ζηα πεπηίδηα δχν αιπζίδσλ γηα λα 

επηκεθπλζεί ν δηαζηαπξσηφο ζχλδεζκνο (cross-link). Ζ πξφδξνκε κνξθή απηνχ ηνπ 

πεπηηδίνπ έρεη κία επηπιένλ D-αιαλίλε, ε νπνία απνδεζκεχεηαη θαηά ην ζρεκαηηζκφ ηεο 

δηαζχλδεζεο.  

Ζ πεπηηδνγιπθάλε ζρεκαηίδεη έλα ηξηζδηάζηαην πιέγκα πνπ πεξηβάιιεη ηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. Με επίδξαζε ηνπ ελδχκνπ ιπζνδχκε, πνπ πδξνιχεη ηνπο 

γιπθνδηηηθνχο δεζκνχο κεηαμχ NAG θαη ΝΑΜ, θαζψο θαη κε επίδξαζε αληηβηνηηθψλ πνπ 

αλαζηέιινπλ ηε βηνζχλζεζε ηεο πεπηηδνγιπθάλεο, ην θπηηαξηθφ ηνίρσκα αδπλαηεί λα 

ζπγθξαηήζεη ηελ εζσηεξηθή πδξνζηαηηθή πίεζε, κε ζπλέπεηα ηε ιχζε ηνπ θπηηάξνπ 

(απφπησζε). 
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Α. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

ρήκα 1.6 : Α. Πξόδξνκε κνξθή πεπηηδνγιπθάλεο. Ζ πεπηηδνγιπθάλε ζπληίζεηαη απφ 

επαλαιακβαλφκελεο κνλάδεο πνπ πεξηιακβάλνπλ έλα πεληαπεπηίδην πξνζαξηεκέλν ζην 

κφξην NAM. Σν δηπεπηίδην D-Ala-D-Ala απαηηείηαη γηα ηε δηαζηαπξσηή ζχλδεζε (cross-

linking) ηεο πεπηηδνγιπθάλεο θαη απνηειεί ηε βάζε γηα ηε δξάζε ησλ αληηβηνηηθψλ β-
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ιαθηάκεο θαη βαλθνκπθίλεο. Β. Σξφπνη ζπλδπαζκνχ ησλ κνλάδσλ πεπηηδίσλ θαη γιπθάλεο 

θαηά ην ζρεκαηηζκφ ηνπ ζηξψκαηνο ηεο πεπηηδνγιπθάλεο. (α) Υσξίο πξφζζεηεο γεθπξψζεηο 

(ζηα αξλεηηθά θαηά Gram βαθηήξηα). (β) Με πξφζζεηεο γεθπξψζεηο γιπθηλψλ (ζην ζεηηθφ 

θαηά Gram βαθηήξην Staphylococcus aureus). 

 

Σν ζηξψκα ηεο πεπηηδνγιπθάλεο ζπλδέεηαη νκνηνπνιηθά κε ηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε 

κέζσ ησλ ιηπνπξσηετλψλ. Ο ηξφπνο ζχλδεζεο κε ηελ εζσηεξηθή θπηηαξνπιαζκαηηθή 

κεκβξάλε δελ έρεη αθφκε δηεπθξηληζηεί. Παξφια απηά, ην ζηξψκα ηεο πεπηηδνγιπθάλεο 

κπνξεί λα απνκνλσζεί σο έλαο εληαίνο ζάθνο θαζαξήο πεπηηδνγιπθάλεο, πνπ θαιείηαη 

κνπξετληθφο ζάθνο (murein saculus). 

H εμσηεξηθή κεκβξάλε ζπλίζηαηαη απφ ιηπνπνιπζαθραξίηεο (ελδνηνμίλε ή LPS), 

θσζθνιηπίδηα (PL) θαη πξσηεΐλεο. Οη ιηπνπνιπζαθραξίηεο βξίζθνληαη ζην εμσηεξηθφ ηκήκα 

ηεο κεκβξάλεο θαη απνηεινχληαη απφ ηξεηο πεξηνρέο: ην ιηπίδην Α, ηνλ ππξήλα πνιπζαθραξίηε 

θαη ηνπο επαλαιακβαλφκελνπο νιηγνζαθραξίηεο (Ο-αληηγόλν) (ρήκα 1.7). Σν ιηπίδην Α είλαη 

βαζηθφ ζπζηαηηθφ ηεο ελδνηνμίλεο, θαη ζπλεπψο ηεο βησζηκφηεηαο ηνπ βαθηεξίνπ. Έρεη έλα 

θσζθνξπιησκέλν δηζαθραξίηε γιπθνδακίλεο κε ιηπαξά νμέα πξνζαξηεκέλα ζηελ εμσηεξηθή 

κεκβξάλε. Ο ππξήλαο πνιπζαθραξίηε είλαη έλαο δηαθιαδσκέλνο πνιπζαθραξίηεο πνπ 

απνηειείηαη απφ 9-12 ζάθραξα.  Γηαδξακαηίδεη, επίζεο, νπζηαζηηθφ ξφιν ζηε βησζηκφηεηα 

ηνπ βαθηεξίνπ θαη ην κεγαιχηεξν ηκήκα ηνπ ππξήλα ην θαηαιακβάλεη έλα αζπλήζηζην 

θσζθνξπιησκέλν ζάθραξν, ην 2-θεην-3-δενμπ-νθηαληθφ (KDO). Σν Ο αληηγφλν είλαη 

πξνζαξηεκέλν ζηνλ ππξήλα θαη εθηείλεηαη καθξηά απφ ην βαθηήξην. Δίλαη έλαο γξακκηθφο 

πνιπζαθραξίηεο πνπ απνηειείηαη απφ 50-100 επαλαιακβαλφκελεο κνλάδεο ζαθραξηδίνπ ησλ 

4 κε 7 ζαθράξσλ αλά κνλάδα.  

Ζ δνκή ηνπ ιηπηδίνπ Α είλαη παλνκνηφηππε γηα ζπγγεληθά βαθηήξηα θαη γηα φια ηα 

Gram αξλεηηθά εληεξνβαθηήξηα, θαζψο θαη ε πεξηνρή ηνπ ππξήλα είλαη ίδηα γηα φια ηα είδε 

ησλ βαθηεξίσλ. Ζ δνκή φκσο, ηνπ Ο αληηγόλνπ ηνπ LPS είλαη απηή πνπ  δηαρσξίδεη ηα 

ζηειέρε ησλ δηαθφξσλ εηδψλ ησλ βαθηεξίσλ. Ζ εμσηεξηθή κεκβξάλε ιεηηνπξγεί ζαλ έλα 

κεξηθψο κνξηαθφ ‘θφζθηλν’ πνπ επηηξέπεη λα δηεηζδχζνπλ κφλν ζρεηηθά κηθξά κφξηα. Ζ 

πξφζβαζε επηηπγράλεηαη  κέζσ εηδηθψλ δηακεκβξαληθψλ θαλαιηψλ πνπ ζρεκαηίδνληαη απφ ηηο 

πνξίλεο. Σν κέγεζνο ησλ πνξηλψλ κπνξεί λα δηακνξθσζεί αλάινγα έηζη ψζηε λα κπινθάξεηαη 

ε είζνδνο βιαβεξψλ ρεκηθψλ νπζηψλ, ηδηφηεηα πνπ ηηο θαζηζηά έλα θαιφ ακπληηθφ ζχζηεκα 

ησλ Gram-αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ απέλαληη ζε ζπγθεθξηκέλα αληηβηνηηθά. 
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Ζ πεξηνρή κεηαμχ εμσηεξηθήο θαη εζσηεξηθήο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο θαιείηαη 

πεξηπιαζκηθή πεξηνρή ή πεξίπιαζκα. 

 

 

ρήκα 1.7 : Γνκή ιηπνπνιπζαθραξίηε (LPS) ηνπ θπηηαξηθνχ θαθέινπ ελφο Gram αξλεηηθνχ 

βαθηεξίνπ. Α, δηεπζέηεζε ηνπ πνιπκεξηθνχ ηκήκαηνο. Β, δνκή ηνπ ιηπηδίνπ Α ηνπ  
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Salmonella typhimurim. Γ, ππξήλαο  πνιπζαθραξίηε. Γ, ηππηθή επαλαιακβαλφκελε κνλάδα 

(S. typhimurim). 

 

1.3. Σν θπηηαξηθό ηνίρσκα ησλ Gram-ζεηηθώλ βαθηεξίσλ 

 

Σν θπηηαξηθφ ηνίρσκα ησλ Gram-ζεηηθψλ βαθηεξίσλ δηαθέξεη ζεκαληηθά απφ ην 

θπηηαξηθφ ηνίρσκα ησλ Gram-αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ. ε απηή ηελ πεξίπησζε, ην θπηηαξηθφ 

ηνίρσκα απνηειείηαη θπξίσο απφ έλα  παρχ, νκνγελνπνηεκέλν πεξίβιεκα πεπηηδνγιπθάλεο 

(20 έσο 80 nm), ελψ δε δηαζέηεη εμσηεξηθή κεκβξάλε, νχηε πεξηπιαζκηθή πεξηνρή. 

Πξνζαξηεκέλνη ζε απηφ ην ζηξψκα είλαη φμηλνη πνιπζαθραξίηεο, πνπ πεξηιακβάλνπλ 

ηεηρντθά θαη ιηπνηεηρντθά νμέα (ρήκα 1.8). Σα ηεηρντθά νμέα είλαη πνιπκεξή ηεο 

ξνβηηφιεο ή γιπθεξφιεο θαη θσζθνξηθνχ άιαηνο, ηα νπνία βξίζθνληαη ζην εζσηεξηθφ ηεο 

πεπηηδνγιπθάλεο. Σα ιηπνηεηρντθά νμέα έρνπλ παξφκνηα δνκή, αιιά είλαη  πξνζθνιιεκέλα 

ζηα ιηπίδηα ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο. Απηά ηα κφξηα δηαηεξνχλ θαη κεγεζχλνπλ 

ην θπηηαξηθφ ηνίρσκα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θπηηαξηθήο δηαίξεζεο, ελψ παξάιιεια 

ζπλεηζθέξνπλ ζην φμηλν θνξηίν πνπ εκθαλίδεη ε θπηηαξηθή επηθάλεηα.  

 

ρήκα 1.8 : Σεηρντθά νμέα. 
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ην ρήκα 1.9 παξνπζηάδνληαη νη δηαθνξέο ζην θπηηαξηθφ ηνίρσκα ησλ δχν ηάμεσλ ησλ 

βαθηεξίσλ.  

 

 

ρήκα 1.9 : Γηαθνξέο Gram-ζεηηθνχ κε Gram-αξλεηηθφ  θχηηαξν. 

 

ε απηφ ην ζεκείν ζα πξέπεη λα επηζεκάλνπκε φηη ε θπηηαξηθή κεκβξάλε, ε κεκβξάλε 

πνπ πεξηβάιιεη ην θπηηαξφπιαζκα, εκθαλίδεηαη ίδηα ηφζν ζηα Gram-ζεηηθά φζν θαη ζηα 

Gram-αξλεηηθά βαθηήξηα. Ο S.J.Singer θαη C.K.Nicolson, έπεηηα απφ κηθξνζθνπηθή θαη 

ρεκηθή αλάιπζε πξφηεηλαλ γηα ηε δνκή ηεο κεκβξάλεο ηε ζεσξία ηνπ κσζατθνχ κνληέινπ. 

χκθσλα, ινηπφλ, κε απηή ηε ζεσξία, ε κεκβξάλε είλαη κία δηπινζηνηβάδα πνπ ζρεκαηίδεηαη 

απφ ιηπίδηα, πξνζαλαηνιηζκέλα θαηά ηέηνην ηξφπν, ψζηε νη πνιηθέο ηνπο θεθαιέο λα 

βξίζθνληαη ζην εμσηεξηθφ ηκήκα ηεο κεκβξάλεο, ελψ νη κε πνιηθέο θεθαιέο ζην εζσηεξηθφ 

ηκήκα. Πξνζθνιιεκέλεο ζε αξθεηέο ζέζεηο απηήο ηεο δηπινζηνηβάδαο βξίζθνληαη ζθαηξηθέο 

πξσηεΐλεο δηαθφξνπ κεγέζνπο. Κάπνηεο πξσηεΐλεο είλαη κφλν επηθαλεηαθέο, ελψ άιιεο είλαη 

δηακεκβξαληθέο. Ζ ζχλζεζε  ηεο εζσηεξηθήο πιεπξάο ηεο κεκβξάλεο κπνξεί λα είλαη αξθεηά 

δηαθνξεηηθή απφ απηή ηεο εμσηεξηθήο εμαηηίαο ησλ δηαθνξψλ  ζηε ζέζε θαη ην ζρήκα ησλ 

πξσηετλψλ.  

Οη κεκβξάλεο είλαη αξθεηά επκεηάβιεηεο, δειαδή αιιάδνπλ ζπλερψο ην ζρήκα ηνπο 

εμαηηίαο ηεο θηλεηηθφηεηαο ηεο ιηπηδηθήο ηνπο θάζεο θαη ηεο ειεχζεξεο κεηαλάζηεπζεο 

πνιιψλ πξσηετλψλ. Απηή ε ξεπζηφηεηα πνπ παξνπζηάδεη ε κεκβξάλε είλαη βαζηθή γηα 

ιεηηνπξγίεο φπσο ε πξφζιεςε ηεο ηξνθήο θαη ε έθθξηζε απφ ηα θχηηαξα, ελψ ε ιηπηδηθή 
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θάζε απνηειεί έλα αδηάβιεην θξάγκα γηα πνιιέο νπζίεο. Ζ ηδηφηεηα  απηή εμεγεί ηελ 

εθιεθηηθή δηαπεξαηφηεηα θαη ηελ ηθαλφηεηα κεηαθνξάο κνξίσλ, θαζψο επίζεο  εμππεξεηεί ην 

δηαρσξηζκφ κέζα ζην θπηηαξφπιαζκα. Σέινο, νη πξσηεΐλεο ησλ κεκβξαλψλ ιεηηνπξγνχλ σο 

ππνδνρείο γηα ηε δέζκεπζε θαη κεηαθνξά ζξεπηηθψλ πιηθψλ θαη σο έλδπκα [4]. 

Μία ηππηθή βαθηεξηαθή θπηηαξηθή κεκβξάλε ζπλίζηαηαη απφ ιηπίδηα (30%-40% ηεο 

ζπλνιηθήο κάδαο) θαη πξσηεΐλεο (60%-70%). Σα ιηπίδηα απηά ηαμηλνκνχληαη ζε 

θσζθνιηπίδηα θαη γιπθνιηπίδηα. Tα θσζθνιηπίδηα θαη πην ζπγθεθξηκέλα ηα 

γιπθεξνθσζθνιηπίδηα, θαηαιακβάλνπλ ην κεγαιχηεξν κέξνο ηεο κεκβξάλεο ζε ζρέζε κε  ηα 

ππφινηπα ιηπίδηα. Γηαζέηνπλ έλα πδξφθνβν ηκήκα  πνπ απνηειείηαη απφ δχν πδαηαλζξαθηθέο 

αιπζίδεο θαη έλα πνιηθφ ηκήκα, κηα αιθνφιε εζηεξνπνηεκέλε ζην ηξίην ΟΖ ηνπ κνξίνπ ηεο 

γιπθεξφιεο κέζσ κηαο θσζθνξν-νκάδαο. Γηαθέξνπλ κεηαμχ ηνπο κφλν σο πξνο ηελ πνιηθή 

θεθαιή, κε πην ζπλεζηζκέλα κφξηα ηε ρνιίλε, αηζαλνιακίλε, ζεξίλε, γιπθεξφιε θαη 

ηλνζηηφιε (ρήκα 1.10).  
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ρήκα 1.10 :  πλήζε θσζθνιηπίδηα βαθηεξηαθψλ κεκβξαλψλ. 

 

1.4 ΑΝΑΠΣΤΞΖ ΜΗΚΡΟΒΗΩΝ 

1.4.1 Θξεπηηθά Μέζα 

 

Ζ άλζηζε ηεο κηθξνβηνινγίαο πξαγκαηνπνηήζεθε πξηλ απφ 100 ρξφληα κε ηελ αλάπηπμε 

ηερληθψλ γηα ηελ θαιιηέξγεηα κηθξνβίσλ ζε θαζαξή κνξθή ζην εξγαζηήξην, καθξηά απφ ην 
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θπζηθφ ηνπο πεξηβάιινλ. Γηα κηα πεηπρεκέλε φκσο θαιιηέξγεηα ζα έπξεπε θάζε 

κηθξννξγαληζκφο λα πξνκεζεπηεί κε φια ηα απαξαίηεηα ζξεπηηθά πιηθά ζε έλα ηερλεηφ κέζν. 

Παξφιν πνπ νη ζξεπηηθέο απαηηήζεηο ησλ κηθξνβίσλ πνηθίινπλ ζε αλφξγαλα θαη νξγαληθά 

ζπζηαηηθά, γεληθά έλα κέζν αλάπηπμεο ζα πξέπεη λα πεξηέρεη νμπγφλν (ή θάπνηνλ άιιν δέθηε 

ειεθηξνλίσλ), λεξφ, πεγή αδψηνπ, πεγή άλζξαθα, πεγή ελέξγεηαο, κεηαιιηθά ζηνηρεία, 

βηηακίλεο θαη ίρλε βηνρεκηθψλ νπζηψλ. 

 Πεγή άλζξαθα γηα πνιιά βαθηήξηα (εηεξφηξνθα) απνηεινχλ νη νξγαληθέο ελψζεηο ηνπ 

άλζξαθα θαη ηδηαίηεξα νη πξσηεΐλεο, νη πδαηάλζξαθεο, ηα ιηπίδηα θαη ηα λνπθιετληθά νμέα. 

Άιια πάιη βαθηήξηα  πνπ δνπλ ειεχζεξα ζηε θχζε (απηφηξνθα), κεηαηξέπνπλ ην δηνμείδην 

ηνπ άλζξαθα ηεο αηκφζθαηξαο ζηα νξγαληθά ζπζηαηηθά πνπ ρξεηάδνληαη.  Ζ γιπθφδε 

ρξεζηκνπνηείηαη απφ πνιιά βαθηήξηα θαη θπξίσο απφ απηά πνπ δε κπνξνχλ εχθνια λα 

απνηθνδνκήζνπλ άιινπο πδξνγνλάλζξαθεο. Κάπνηα βαθηήξηα ρξεζηκνπνηνχλ ην θσο σο 

πεγή ελέξγεηαο, ελψ θάπνηα άιια νμεηδψλνπλ ην ζείν. Σα βαθηήξηα επίζεο απαηηνχλ άδσην 

γηα λα ζρεκαηίζνπλ πξσηεΐλεο θαη λνπθιετληθά νμέα. Οξηζκέλα απφ απηά κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηήζνπλ ειεχζεξα κφξηα αδψηνπ απφ ηελ αηκφζθαηξα, θάπνηα άιια αλφξγαλα κφξηα 

αδψηνπ, φπσο είλαη ηα ληηξηθά άιαηα θαη ε ακκσλία, αιιά ηα πεξηζζφηεξα απαηηνχλ άδσην 

ζε νξγαληθή κνξθή π.ρ ακηλνμέα, πεπηίδηα, πεπηφλεο, ή πξσηεΐλεο [5]. Δπηπιένλ ην θάιην 

είλαη απαξαίηεην ζηελ πξσηετληθή ζχλζεζε θαη ζηε κεκβξαληθή ιεηηνπξγία, ην λάηξην είλαη 

απαξαίηεην ζε κεξηθνχο, αιιά φρη ζε φινπο ηνπο νξγαληζκνχο, αλάινγα κε ην ελδηαίηεκά 

ηνπο, ελψ ην αζβέζηην απνηειεί ζηαζεξνπνηεηή ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο θαη ησλ 

ελδνζπνξίσλ ησλ βαθηεξίσλ. Σν καγλήζην είλαη ζπζηαηηθφ ηεο ρισξνθχιιεο θαη 

ζηαζεξνπνηεηήο ησλ κεκβξαλψλ θαη ησλ ξηβνζσκάησλ, ελψ ν ζίδεξνο απνηειεί βαζηθφ 

ζπζηαηηθφ ησλ θπηνρξσκάησλ ηεο θπηηαξηθήο αλαπλνήο. Σέινο, ν θσζθόξνο είλαη 

απαξαίηεηνο ζην θχηηαξν γηα ηε ζχλζεζε λνπθιετθψλ νμέσλ θαη θσζθνιηπηδίσλ, ελψ ν 

ςεπδάξγπξνο είλαη απαξαίηεην ζηνηρείν γηα ηε γελεηηθή ησλ επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ.  

Tα ζξεπηηθά κέζα αλάπηπμεο παξνπζηάδνπλ κία πνηθηιία σο πξνο ηε θπζηθή ηνπο 

θαηάζηαζε, ηε ρεκηθή ηνπο ζχζηαζε θαη ηνλ ηχπν ιεηηνπξγίαο ηνπο. Ωο πξνο ηε θπζηθή ηνπο 

θαηάζηαζε ηα θαηαηάζζνπκε ζε πγξά θαη ζε ζηεξεά. Ηδηαίηεξεο ζεκαζίαο είλαη ηα ζηεξεά, 

γηαηί παξέρνπλ κία ζηαζεξή επηθάλεηα ζηελ νπνία ηα θχηηαξα κπνξνχλ λα αλαπηπρζνχλ θαη 

λα ζρεκαηίζνπλ απνηθίεο. Ο πην δηαδνκέλνο θαη απνηειεζκαηηθφο, ζηεξενπνηεηηθφο 

παξάγνληαο είλαη ην άγαξ, έλαο πνιχπινθνο πνιπζαθραξίηεο πνπ έρεη απνκνλσζεί απφ ηα 

θχθε Gelidium.  Σν άγαξ είλαη ζηεξεφ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη ζηηο πεξηζζφηεξεο 

ζεξκνθξαζίεο επψαζεο ησλ θπηηάξσλ, ελψ ιηψλεη, πγξνπνηείηαη ζην ζεκείν βξαζκνχ ηνπ 
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λεξνχ (100
ν
C). Παξέρεη έλα θαηάιιειν ππφζηξσκα αλάπηπμεο, θαζψο ζπγθξαηεί ηελ 

πγξαζία θαη ηηο ζξεπηηθέο νπζίεο. 

 

1.4.2 Κύθινο Εσήο Βαθηεξίσλ 

 

Ζ αλάπηπμε ησλ βαθηεξίσλ απνηειεί κηα κεζνδηθή αχμεζε ηεο πνζφηεηαο ησλ 

θπηηαξηθψλ ζπζηαηηθψλ. Βαζίδεηαη ζηελ ηθαλφηεηα ηνπ θπηηάξνπ λα ζρεκαηίδεη θαηλνχξγην 

πξσηφπιαζκα απφ ηα ζξεπηηθά κέζα πνπ είλαη δηαζέζηκα ζην πεξηβάιινλ. ηα πεξηζζφηεξα 

βαθηήξηα, ν φξνο αλάπηπμε πεξηιακβάλεη αχμεζε ζηελ θπηηαξηθή κάδα θαη ζηνλ αξηζκφ ησλ 

ξηβνζσκάησλ, δηπιαζηαζκφ ησλ βαθηεξηαθψλ ρξσκνζσκάησλ, ζχλζεζε λένπ θπηηαξηθνχ 

ηνηρψκαηνο θαη θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, δηαρσξηζκφ ησλ δχν ρξσκνζσκάησλ, 

ζρεκαηηζκφ δηαθξάγκαηνο θαη ηειηθψο θπηηαξηθή δηαίξεζε.  Απηή ε αγελήο δηαδηθαζία 

αλαπαξαγσγήο  νλνκάδεηαη δηρνηόκεζε (binary fission) (ρήκα 1.12). 

ην ρψξν ηνπ εξγαζηεξίνπ, θάησ απφ ηδαληθέο ζπλζήθεο, ν ππφ αλάπηπμε 

βαθηεξηαθφο πιεζπζκφο δηπιαζηάδεηαη ζε ηαθηά δηαζηήκαηα κε γεσκεηξηθή πξφνδν: 1, 2 , 4, 

8, θηι. ή 20, 21, 22, 23……..2n (φπνπ n = ν αξηζκφο ησλ γελεψλ). Απηφ νλνκάδεηαη εθζεηηθή 

αλάπηπμε.  ηελ πξαγκαηηθφηεηα, ε εθζεηηθή αλάπηπμε είλαη έλα κέξνο κφλν ηνπ θχθινπ 

δσήο ησλ βαθηεξίσλ θαη φρη αληηπξνζσπεπηηθφ δείγκα ηεο αλάπηπμεο ησλ βαθηεξίσλ πνπ 

δηαδξακαηίδεηαη ζηε θχζε. 

Όηαλ έλα θξέζθν ζξεπηηθφ κέζν αλάπηπμεο εκβνιηαζηεί κε έλαλ αξηζκφ θπηηάξσλ, 

θαη ε αλάπηπμε ηνπ πιεζπζκνχ παξαθνινπζείηαη γηα έλα ρξνληθφ δηάζηεκα, ε γξαθηθή 

παξάζηαζε ησλ δεδνκέλσλ ζα απνδψζεη ηελ θακπχιε ηππηθήο βαθηεξηαθήο αλάπηπμεο 

(ρήκα 1.11) [6]. ε έλα θιεηζηφ ζχζηεκα, π.ρ. ζε έλα δνθηκαζηηθφ ζσιήλα, ηα θχηηαξα 

εκθαλίδνπλ ζρεδφλ πάληα ηελ ίδηα ζπκπεξηθνξά: αξρηθά πξνζαξκφδνληαη ζην λέν ζξεπηηθφ 

κέζν (lag phase), έσο φηνπ κπνξέζνπλ λα δηαηξεζνχλ κε ηε δηαδηθαζία ηεο δηρνηφκεζεο 

(exponential growth). Όηαλ αξρίζεη λα πεξηνξίδεηαη ε αλάπηπμε, ηα θχηηαξα ζηακαηάλε λα 

δηαηξνχληαη (stationary phase), φπνπ ζηαδηαθά εκθαλίδνπλ απψιεηα βησζηκφηεηαο (death 

phase). 
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ρήκα 1.11 : Κακπχιε ηππηθήο βαθηεξηαθήο αλάπηπμεο. 

 

 Λαλζάλνπζα Φάζε ή θάζε πζηέξεζεο (lag phase). Eίλαη ε πξψηε θάζε, ε νπνία 

παξαηεξείηαη φηαλ θξέζθα θχηηαξα εκβνιηάδνληαη ζε έλα θαηλνχξγην κέζν αλάπηπμεο. ε 

απηή ηε θάζε ν αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ δελ απμάλεηαη, αιιά παξφια απηά κεηαβνιίδνληαη 

ελεξγά, έηζη ψζηε λα πξνεηνηκαζηνχλ γηα  ηελ θπηηαξηθή δηαίξεζε. Ζ ιαλζάλνπζα θάζε 

αλάινγα κε ην κέζν αλάπηπμεο κπνξεί λα είλαη είηε ζχληνκε, είηε αξθεηά ρξνλνβφξα. Γηα 

παξάδεηγκα, αλ ην κέζν αλάπηπμεο ζην νπνίν έρεη εκβνιηαζηεί κία θαιιηέξγεηα δελ θαιχπηεη 

ηηο ζξεπηηθέο απαηηήζεηο ηεο, ηφηε ηα θχηηαξα ζα πξέπεη λα ζπλζέζνπλ  απφ κφλα ηνπο ηα 

ακηλνμέα θαη ηηο βηηακίλεο  πνπ ρξεηάδνληαη γηα ηελ αλάπηπμή ηνπο θαη ε ιαλζάλνπζα θάζε 

ζα δηαξθέζεη πεξηζζφηεξν. ηελ αληίζεηε πεξίπησζε πνπ ηα θχηηαξα απιψο αξαηψλνληαη ζην 

ίδην κέζν αλάπηπμεο, ε θάζε απηή δελ ππάξρεη νπζηαζηηθά, θαζψο δελ πξαγκαηνπνηείηαη 

θακηά αιιαγή ζηνλ κεηαβνιηζκφ ηνπο.  

 Δθζεηηθή θάζε (exponential phase). Μφιηο ηα θχηηαξα κεηαβνιηζηνχλ, αξρίδεη ε 

αληηγξαθή ηνπ DNA θαη κεηά απφ ιίγν δηαηξνχληαη. Απηφ ζεκαηνδνηεί ηελ αξρή ηεο 

δεχηεξεο θάζεο πνπ νλνκάδεηαη  εθζεηηθή θάζε. Καηά ηε δηάξθεηά ηεο, ηα θχηηαξα 

κεγαιψλνπλ γξήγνξα θαη δηπιαζηάδνληαη κε ζηαζεξφ ξπζκφ κε ηε δηαδηθαζία ηεο 

δηρνηφκεζεο (binary fission) (ρήκα 1.12). Ο ξπζκφο ηεο εθζεηηθήο αλάπηπμεο κηαο 

κηθξνβηαθήο θαιιηέξγεηαο εθθξάδεηαη σο ρξφλνο γελεάο (generation time, G) ή ρξφλνο 

δηπιαζηαζκνχ (doubling time), φπνπ G = t/n θαη n = ν αξηζκφο ησλ γελεψλ.  
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ρήκα  1.12 : ηάδηα θπηηαξηθήο δηρνηφκεζεο (binary fission). 

 

 ηαηηθή θάζε (stationary phase). Δίλαη ε ηξίηε θάζε ζηελ αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ θαηά 

ηελ νπνία ν κεηαβνιηζκφο πξαγκαηνπνηείηαη κε αξγφ ξπζκφ θαη ηα θχηηαξα ζηακαηνχλ λα 

δηαηξνχληαη. Παξφια απηά, είλαη αθφκε δσληαλά θαη δηαηεξνχλ κία κηθξή δξαζηεξηφηεηα 

κεηαβνιηζκνχ. Σα θχηηαξα εηζέξρνληαη ζηε ζηαηηθή θάζε φηαλ ην πεξηβάιινλ ηνπο αιιάδεη, 

δειαδή φηαλ ηα ζξεπηηθά ηνπο πιηθά αξρίδνπλ λα ειαηηψλνληαη θαη ηα παξαπξντφληα 

ζπζζσξεχνληαη, ιφγσ αχμεζεο ηεο θπηηαξηθήο ππθλφηεηαο. Αλ ηα θχηηαξα απηά αξαησζνχλ 

ζε θξέζθν ζξεπηηθφ κέζν, είλαη ηθαλά λα μαλαξρίζνπλ ηελ εθζεηηθή ηνπο αλάπηπμε 

(exponential phase). ε έλα θιεηζηφ θχθισκα φκσο, ε αλάπηπμε είλαη πεξηνξηζκέλε ιφγσ ηεο 

εμάληιεζεο ησλ δηαζέζηκσλ ζξεπηηθψλ κέζσλ, ηεο ζπζζψξεπζεο αλαζηαιηηθψλ κεηαβνιηηψλ 

θαη ηέινο ιφγσ έιιεηςεο «βηνινγηθνχ ρψξνπ». 

 Φάζε ζαλάηνπ (death phase). Δίλαη ε ηειηθή θάζε ηνπ θχθινπ αλάπηπμεο. ε απηφ ην 

ζεκείν, ηα θχηηαξα ράλνπλ ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα δηαηξνχληαη, αθφκα θαη αλ κεηαθεξζνχλ ζε 

θξέζθν ζξεπηηθφ κέζν. Καη απηή ε θάζε είλαη εθζεηηθή, κε ζπλέπεηα ηα θχηηαξα λα 

«ζαλαηψλνληαη» γξήγνξα θαη κέζα ζε ψξεο ε θαιιηέξγεηα λα κελ δηαζέηεη θαλέλα «δσληαλφ» 

θχηηαξν. Όιεο νη θάζεηο κπνξνχλ λα δηαξθέζνπλ αξθεηή ψξα, εάλ ειαηηψζνπκε ηε 

ζεξκνθξαζία. Έηζη, γηα λα επηηχρνπκε ηε κέγηζηε βησζηκφηεηα ησλ θπηηάξσλ είλαη ζθφπηκν 

λα ζηακαηάκε ηηο βαθηεξηαθέο θαιιηέξγεηεο αξθεηά λσξίο, πξηλ αθφκα εηζέιζνπλ ζηε 
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ζηαηηθή θάζε (κέζν εθζεηηθήο αλάπηπμεο). ηελ αληίζεηε πεξίπησζε, απιψο, επηηαρχλνπκε 

ηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην. Σα πεξηζζφηεξα λεθξά θχηηαξα δελ μερσξίδνπλ απφ ηα ελεξγά, νπφηε 

ε εκθάληζε κηαο πγξήο θαιιηέξγεηαο ή κηαο απνηθίαο δελ απνηειεί έλδεημε ηεο βησζηκφηεηάο 

ηνπο.  

 

1.4.3 Σερληθέο Γηαζπνξάο Μηθξννξγαληζκώλ ζηελ Δπηθάλεηα ηεξενύ Τπνζηξώκαηνο  

 

Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζνχλ νη κηθξννξγαληζκνί ή λα απνκνλσζνχλ απφ πιεζψξα 

άιισλ, πνιιέο θνξέο είλαη αλαγθαία ε αλάπηπμή ηνπο κε ηε κνξθή απνηθηψλ ζηελ επηθάλεηα 

ζηεξενχ ππνζηξψκαηνο. 

 

ρήκα 1.13 : Σξφπνο δηαζπνξάο κηθξννξγαληζκψλ ζηελ επηθάλεηα ζηεξενχ ππνζηξψκαηνο.  

 

 

 

ρήκα 1.14 : Απεηθφληζε δηαθνξεηηθψλ κνξθψλ δηαζπνξάο κηθξννξγαληζκψλ ζηελ 

επηθάλεηα ζηεξενχ ππνζηξψκαηνο. 
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1.4.4 Μέζνδνη Μέηξεζεο ηεο Αλάπηπμεο ησλ Βαθηεξίσλ 

 

Γηα κνλνθχηηαξνπο νξγαληζκνχο, φπσο είλαη ηα βαθηήξηα, ε αλάπηπμε κπνξεί λα 

κεηξεζεί κε δχν ηξφπνπο: είηε κε αιιαγέο ζηελ θπηηαξηθή κάδα, είηε κε αιιαγέο ζηνλ αξηζκφ 

ησλ θπηηάξσλ. 

Μέζνδνη κέηξεζεο ηεο θπηηαξηθήο κάδαο. Πεξηιακβάλνπλ θαη άκεζεο θαη έκκεζεο 

ηερληθέο. 

1. Άκεζε θπζηθή κέζνδν κέηξεζεο ηνπ μεξνχ ή πγξνχ βάξνπο ή ηνπ φγθνπ ησλ 

θπηηάξσλ κεηά απφ θπγνθέληξεζε. 

2. Άκεζε ρεκηθή κέζνδν κέηξεζεο ησλ ρεκηθψλ ζπζηαηηθψλ ησλ θπηηάξσλ, φπσο είλαη 

ην νιηθφ άδσην, νιηθή πξσηεΐλε, ή ην νιηθφ πνζνζηφ ηνπ DNA. 

3. Έκκεζε κέζνδνο κέηξεζεο ηεο ρεκηθήο δξαζηεξηόηεηαο, δειαδή ηνπ ξπζκνχ 

παξαγσγήο ή θαηαλάισζεο ηνπ νμπγφλνπ Ο2 ή ηνπ δηνμεηδίνπ ηνπ άλζξαθα CO2 θηι. 

4. Μεηξήζεηο ζνιεξόηεηαο. Σα βαθηήξηα δηαζθνξπίδνπλ ην θσο αλαινγηθά κε ηνλ 

αξηζκφ ηνπο. Ζ ζνιεξφηεηα ή νπηηθή ππθλόηεηα ελφο αησξήκαηνο θπηηάξσλ είλαη 

άκεζα ζπλδεδεκέλε κε ηε κάδα ή ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ. Απηή ε κέζνδνο είλαη 

απιή, αιιά παξνπζηάδεη κεησκέλε επαηζζεζία, πεξίπνπ 10
7
 θχηηαξα αλά ml. 

 

Μέζνδνη κέηξεζεο ηνπ αξηζκνύ ηωλ θπηηάξωλ. Πεξηιακβάλνπλ άκεζεο ηερληθέο 

κέηξεζεο, νπηηθά ή κε ηε βνήζεηα νξγάλσλ, θαη έκκεζεο ηερληθέο κέηξεζεο βηψζηκσλ 

θπηηάξσλ. 

1. Άκεζεο κηθξνζθνπηθέο κεηξήζεηο κπνξνχλ λα πξαγκαηνπνηεζνχλ κε ηε βνήζεηα 

εηδηθψλ πιαθηδίσλ, πνπ νλνκάδνληαη ζάιακνη κέηξεζεο (counting chambers) (ρήκα 1.14).  

Σα λεθξά θχηηαξα δελ κπνξνχλ λα δηαρσξηζηνχλ απφ ηα δσληαλά. Μφλν ππθλά αησξήκαηα 

(>10
7
 αλά ml) κεηξνχληαη, αιιά ηα πξνο αλάιπζε δείγκαηα κπνξνχλ λα ζπκππθλσζνχλ  κε 

θπγνθέληξεζε ή δηήζεζε, ψζηε λα απμεζεί ε επαηζζεζία. Μία παξαιιαγή ηεο κεζφδνπ έρεη 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα λα κειεηεζεί θαη κεηξεζεί ε αλάπηπμε ησλ βαθηεξίσλ ζε θπζηθφ 

πεξηβάιινλ. Έηζη, γηα λα αληρλεπζεί θαη απνδεηρζεί φηη ζεξκφθηια βαθηήξηα αλαπηχζζνληαη 

ζε ζεξκέο πεγέο, ν T.D Brock βχζηζε κηθξνζθνπηθά πιαθίδηα, φπνπ ηα απέζπξε πεξηνδηθά γηα 

κηθξνζθνπηθή παξαηήξεζε. Σα βαθηήξηα ζην δεζηφ λεξφ πξνζθνιιήζεθαλ ζηα γπάιηλα 

πιαθίδηα θαη αλαπηχρζεθαλ ζηελ επηθάλεηα κηθξναπνηθίεο. 
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ρήκα 1.14 : Πιαθίδηα κέηξεζεο θπηηάξσλ (counting chambers). 

 

2. Ζιεθηξνληθνί ζάιακνη κέηξεζεο (electronic counting chambers) ππνινγίδνπλ 

ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ θαη κεηξνχλ ην κέγεζνο ηεο θαηαλνκήο ηνπο. Κπξίσο 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα λα κεηξήζνπλ επθαξπσηηθά θχηηαξα, φπσο είλαη ηα εξπζξνθχηηαξα. 

3. Μέζνδνο κέηξεζεο ηξπβιίνπ (plate count method), επηηξέπεη ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ησλ θπηηάξσλ πνπ ζα πνιιαπιαζηαζηνχλ θάησ απφ θαζνξηζκέλεο ζπλζήθεο. πγθεθξηκέλε 

πνζφηεηα αησξήκαηνο βαθηεξίνπ ηνπνζεηείηαη ζε έλα ηξπβιίν (Petri dish), ζην νπνίν ην άγαξ 

δηαηεξείηαη ζε πγξή κνξθή ζηνπο 45 
ν
C. Σν ηξπβιίν πεξηζηξέθεηαη θαζψο ην άγαξ 

ζηεξενπνηείηαη, εγθισβίδνληαο ηνπο νξγαληζκνχο ζηελ πεθηή. Κάζε νξγαληζκφο 

αλαπαξάγεηαη κφλνο ηνπ κέρξηο φηνπ αλαπηπρζνχλ απνηθίεο, ν αξηζκφο ησλ νπνίσλ παξέρεη 

ηνλ βηψζηκν κηθξνβηαθφ πιεζπζκφ ηνπ εκβνιηαζκνχ. Σν αξρηθφ δείγκα αξαηψλεηαη, ψζηε ν 

αξηζκφο ησλ απνηθηψλ πνπ ζα αλαπηπρζνχλ ζην ηξπβιίν λα θπκαίλεηαη ζην 30 -300 (κέζα ζε 

απηφ ην εχξνο ε κέηξεζε είλαη αθξηβήο). 

4. Μέζνδνο κέηξεζεο κε θίιηξα κεκβξαλώλ (membrane filters count), κηα 

παξαιιαγή ηεο plate count ηερληθήο. Υξεζηκνπνηείηαη γηα λα ππνινγίζνπκε ηνλ αξηζκφ ησλ 

βαθηεξίσλ ζε κεγάια δείγκαηα, πνπ έρνπλ φκσο κηθξφ αξηζκφ βηψζηκσλ θπηηάξσλ. 

Βαζίδεηαη ζηε δηήζεζε ηνπ δείγκαηνο κε θίιηξν κεκβξάλεο πνπ ζπγθξαηεί  ζηνπο πφξνπο ηνπ 

ηα βαθηήξηα. ηε ζπλέρεηα, ε κεκβξάλε ηνπνζεηείηαη ζε έλα ηξπβιίν αλάπηπμεο πνπ πεξηέρεη 

ην θαηάιιειν ζξεπηηθφ κέζν θαη εηδηθέο βαθέο γηα επθνιφηεξε αλίρλεπζε ησλ νξγαληζκψλ. 

Αθνινπζεί επψαζε θαη νη απνηθίεο ησλ βαθηεξίσλ εκθαλίδνληαη ζηε κεκβξάλε. 
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5. Έκκεζε κέζνδνο κέηξεζεο βηώζηκσλ θπηηάξσλ (plate count). Πξνυπνζέηεη ηελ 

αξαίσζε ηνπ δείγκαηνο θαιιηέξγεηαο ή ηνπ ελαησξήκαηνο θπηηάξσλ ζε έλαλ κε ηνμηθφ 

δηαιχηε θαη ηνλ εκβνιηαζκφ ηνπ ζε κηα ζξεπηηθή επηθάλεηα απφ άγαξ. ην θαηάιιειν 

ζξεπηηθφ κέζν, θάζε δσληαλφ, βηψζηκν θχηηαξν/κνλάδα αλαπηχζζεηαη θαη ζρεκαηίδεη 

απνηθία. Κάζε απνηθία πνπ κπνξεί λα κεηξεζεί, νλνκάδεηαη κνλάδα ζρεκαηηζκνύ απνηθίαο 

(colony forming unit, cfu) θαη ν αξηζκφο ησλ cfu’s ζρεηίδεηαη κε ηνλ αξηζκφ ησλ βηψζηκσλ 

θπηηάξσλ ζην δείγκα. 

Πιενλεθηήκαηα ηεο ηερληθήο είλαη ε επαηζζεζία (ζεσξεηηθά κπνξεί λα αληρλεπζεί έλα 

κφλν θχηηαξν), ε δηεξεχλεζε, θαη ε ηαπηνπνίεζε ηνπ νξγαληζκνχ πνπ κεηξείηαη. Σα 

κεηνλεθηήκαηα είλαη: 

(1) κφλν δσληαλά θχηηαξα ζρεκαηίδνπλ ηηο απνηθίεο πνπ πξνζκεηξνχληαη,  

(2) νη αιπζίδεο ή ηα ζπζζσξεχκαηα ησλ θπηηάξσλ παξέρνπλ κία κφλν απνηθία,  

(3) απνηθίεο ζρεκαηίδνπλ κφλν νη νξγαληζκνί πνπ βξίζθνληαη ζηηο θαηάιιειεο 

ζπλζήθεο αλάπηπμεο. 

 

ηνλ πίλαθα πνπ αθνινπζεί παξαηίζεληαη νη κέζνδνη πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα λα 

κεηξεζεί ε βαθηεξηαθή αλάπηπμε.  
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Πίλαθαο 1.  Μέζνδνη κέηξεζεο ηεο αλάπηπμεο ησλ βαθηεξίσλ. 

 

ΜΔΘΟΓΟ 

 

ΔΦΑΡΜΟΓΖ 

 

ΥΟΛΗΑ 

 

Άκεζε κηθξνζθνπηθή 

κέηξεζε 

 

Απαξίζκεζε ησλ βαθηεξίσλ ζε 

γάια ή θπηηαξηθά εκβφιηα 

Γελ γίλεηαη δηαρσξηζκφο 

ησλ δσληαλψλ απφ ηα κε-

δσληαλά θχηηαξα 

Μεηξήζεηο δσληαλψλ 

θπηηάξσλ (κεηξήζεηο 

απνηθηψλ) 

Απαξίζκεζε ησλ βαθηεξίσλ ζε 

γάια, ηξφθηκα, λεξφ, 

θαιιηέξγεηεο εξγαζηεξίνπ, θηι. 

Πνιχ επαίζζεηε αλ νη 

ζπλζήθεο εκβνιηαζκνχ 

είλαη θαηάιιειεο 

 

Μεηξήζεηο 

Θνιεξφηεηαο 

 

Δθηίκεζε κεγάινπ αξηζκνχ 

βαθηεξίσλ ζε πγξά κέζα θαη 

δσκνχο 

Γξήγνξε θαη κε 

θαηαζηξνθηθή, αιιά δελ 

κπνξεί λα αληρλεχζεη 

θπηηαξηθή ππθλφηεηα < 10
7
 

θχηηαξα αλά ml 

 

Μεηξήζεηο ηξπβιίνπ 

Απαξίζκεζε ησλ βαθηεξίσλ ζε 

γάια, λεξφ, ηξφθηκα, έδαθνο θαη 

θαιιηέξγεηεο θηι 

 

Μνλάδεο ζρεκαηηζκνχ 

απνηθηψλ αλά ml 

 

Φίιηξα κεκβξαλψλ 

 

Οκνίσο κε κεηξήζεηο ηξπβιίνπ 

 

Οκνίσο κε κεηξήζεηο 

ηξπβιίνπ 

 

Μεηξήζεηο νιηθνχ Ν ή 

πξσηεΐλεο 

Μέηξεζε φισλ ησλ θπηηάξσλ 

πνπ πξνέξρνληαη απφ πνιχ 

ππθλέο θαιιηέξγεηεο 

 

Πξαθηηθή εθαξκνγή ζε 

εξεπλεηηθφ εξγαζηήξην 

 

Μεηξήζεηο βηνρεκηθήο 

δξαζηεξηφηεηαο 

 

 

Μηθξνβηνινγηθνί πξνζδηνξηζκνί 

Απαηηεί ζπζρεηηζκφ ηεο 

ρεκηθήο δξαζηεξηφηεηαο κε 

ηνλ αξηζκφ ησλ θπηηάξσλ 

θαη ή ηελ θπηηαξηθή κάδα 

Μεηξήζεηο ηνπ 

«μεξνχ» ή «πγξνχ» 

βάξνπο ή φγθνπ ησλ 

θπηηάξσλ κεηά απφ 

θπγνθέληξεζε 

 

Μέηξεζε φισλ ησλ θπηηάξσλ 

πνπ πξνέξρνληαη απφ 

θαιιηέξγεηεο 

 

Πηζαλφλ πην επαίζζεηε απφ 

κεηξήζεηο νιηθνχ Ν ή 

πξσηεΐλεο 



 

 

 

 

ΗΓΦΑΘΑΖΜ 2Μ. ΑΚΠΖΟΠΑΟΕ ΒΑΗΠΕΞΖΩΚ ΟΠΑ 

ΑΚΠΖΒΖΜΠΖΗΑ 
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2.1 ΔΗΑΓΩΓΖ 

 

 

Σα ηειεπηαία 60 ρξφληα, ηα αληηβηνηηθά δηαδξακάηηζαλ  απνθαζηζηηθφ ξφιν ζηε κάρε 

ελαληίνλ κνιπζκαηηθψλ αζζελεηψλ πνπ πξνθιήζεθαλ απφ βαθηήξηα θαη άιια κηθξφβηα. Ζ 

αληηκηθξνβηαθή ρεκεηνζεξαπεία νδήγεζε ζηε δξακαηηθή αχμεζε ηνπ κέζνπ φξνπ δσήο ηνλ 

εηθνζηφ αηψλα. Παξφια απηά, κηθξφβηα αλζεθηηθά ζηα αληηβηνηηθά έρνπλ θάλεη ηελ εκθάληζε 

ηνπο θαη απνηεινχλ έλα νινέλα απμαλφκελν δεκφζην πξφβιεκα πγείαο.  

 Λνηκψμεηο, φπσο ε βιελλφξξνηα, ε πλεπκνλία, ε ζεςαηκία θαη ε παηδηθή σηίηηδα είλαη 

κεξηθέο απφ ηηο αζζέλεηεο πνπ δχζθνια κπνξνχλ λα ζεξαπεπηνχλ κε ηε ρξήζε αληηβηνηηθψλ. 

Έλα κέξνο ηνπ πξνβιήκαηνο είλαη φηη ηα βαθηήξηα θαη άιια κηθξφβηα είλαη αξθεηά αλζεθηηθά 

θαη έρνπλ αλαπηχμεη κεραληζκνχο αληίζηαζεο ζηα αληηβηνηηθά (ρεκηθέο νπζίεο πνπ 

παξάγνληαη από κηθξννξγαληζκνύο θαη ζε κνξθή δηαιύκαηνο αλαζηέιινπλ ηελ αλάπηπμε ή  

αθόκα θαηαζηξέθνπλ άιινπο κηθξννξγαληζκνύο) θαη ζε άιινπο αληηκηθξνβηαθνύο 

παξάγνληεο (νπνηεζδήπνηε νπζίεο ελαληίνλ ηεο δσήο ησλ κηθξννξγαληζκώλ) . Έλα άιιν κέξνο 

ηνπ πξνβιήκαηνο, είλαη ε ζπλερψο απμαλφκελε ρξήζε θαη, πνιιέο θνξέο ε θαηάρξεζε ησλ 

ππαξρφλησλ αληηβηνηηθψλ ζηνλ άλζξσπν, ζηελ θηεληαηξηθή θαη ζηε γεσξγία. 

Σν 1998, κφλν ζηηο Ζλσκέλεο Πνιηηείεο, 80 εθαηνκκχξηα ζπληαγέο γηα αληηβηνηηθά 

ζπκπιεξψζεθαλ γηα αλζξψπηλε ρξήζε, ελψ ην 60% ηεο παξαγσγήο ησλ αληηβηνηηθψλ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζηε γεσξγία. Απηφ ηζνδπλακεί κε 30.500 ηφλνπο ζε έλα ρξφλν.  

ήκεξα, ην 70% ησλ βαθηεξίσλ πνπ πξνθαινχλ ινηκψμεηο ζηα λνζνθνκεία είλαη 

αλζεθηηθά ζε ηνπιάρηζηνλ έλα απφ ηα πην θνηλά αληηβηνηηθά πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα 

ζεξαπεία. Οξηζκέλνη νξγαληζκνί είλαη αλζεθηηθνί ζε φια ηα εγθεθξηκέλα αληηβηνηηθά θαη ε 

κφλε αγσγή πνπ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί είλαη κε πεηξακαηηθά θαη ελδερνκέλσο ηνμηθά 

θάξκαθα. Έρεη θαηαγξαθεί κηα αλεζπρεηηθή αχμεζε ηεο αλζεθηηθφηεηαο ησλ βαθηεξίσλ, 

θπξίσο ζην ζηαθπιφθνθθν θαη πλεπκνλφθνθθν, ηνπο δχν επηθξαηέζηεξνπο ιφγνπο αζζελεηψλ 

θαη ζλεζηκφηεηαο. ε κηα πξφζθαηε έξεπλα, ην 25% ησλ πεξηπηψζεσλ ησλ βαθηεξίσλ ηεο 

πλεπκνλίαο ήηαλ αλζεθηηθά ζηελ πεληθηιίλε, ελψ έλα επηπιένλ 25% ησλ πεξηπηψζεσλ ήηαλ 

αλζεθηηθά ζε πεξηζζφηεξα απφ έλα αληηβηνηηθά. 

Ζ αλζεθηηθφηεηα ησλ βαθηεξίσλ, θαζψο θαη νηθνλνκηθά θίλεηξα, θαζηζηνχλ 

επηηαθηηθή ηελ αλάγθε γηα αλάπηπμε λέσλ αληηβηνηηθψλ. Αλ δελ πεξηνξηζηνχλ ηα πξνβιήκαηα 

ηεο αληίζηαζεο, αζζέλεηεο εχθνια ηάζηκεο δε ζα κπνξνχλ λα ζεξαπεπηνχλ, φπσο ζηελ επνρή 

πξηλ αλαπηπρζνχλ ηα αληηβηνηηθά. 
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2.2 ΗΣΟΡΗΑ ΣΩΝ ΑΝΣΗΒΗΟΣΗΚΩΝ ΚΑΗ Ζ ΔΜΦΑΝΗΖ ΣΖ ΑΝΣΗΣΑΖ ΣΩΝ 

ΒΑΚΣΖΡΗΩΝ  

 

Σν πξψην αληηβηνηηθφ, ε πεληθηιίλε, αλαθαιχθζεθε απφ ηνλ Sir Alexander Fleming ην 

1929, ν νπνίνο παξαηήξεζε αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο ηνπ ζηαθπιφθνθθνπ ζε ηξπβιίν κε 

άγαξ, φηαλ επηκνιχλζεθε κε κχθεηα πεληθηιίλεο. Ο Fleming νλφκαζε ηελ ελεξγή νπζία 

πεληθηιίλε, αιιά δελ κπφξεζε λα ηελ απνκνλψζεη. 

 

 
 

 

ρήκα 2.1 : ην θέληξν ηνπ ηξπβιίνπ βξίζθεηαη κηα απνηθία ηνπ κχθεηα Penicillium 

notatum. Μεηά ηελ εκθάληζε ηεο απνηθίαο, εκβνιηάδεηαη ζην ηξπβιίν κηα βαθηεξηαθή 

θαιιηέξγεηα ηνπ Micrococcus luteus, πνπ ζρεκαηίδεη  κηα θίηξηλε επίζηξσζε αλάπηπμεο. Μηα 

δψλε αλαζηνιήο ηεο βαθηεξηαθήο αλάπηπμεο πεξηβάιιεη ηελ απνηθία ηνπ κχθεηα, φπνπ ε 

πεληθηιίλε έρεη δηαρπζεί ζην κέζν.   

 

Πνιιά ρξφληα αξγφηεξα, ην 1939, ν Chain θαη Florey, αλέπηπμαλ κηα κέζνδν 

απνκφλσζεο ηεο πεληθηιίλεο πνπ ηε ρξεζηκνπνίεζαλ γηα λα ζεξαπεχνπλ βαθηεξηαθέο 

ινηκψμεηο θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ Β΄ Παγθνζκίνπ Πνιέκνπ. Σν λέν θάξκαθν ρξεζηκνπνηήζεθε 

θιηληθά ην 1946 θαη είρε κεγάιν αληίθηππν ζηε δεκφζηα πγεία. Γηα απηέο ηηο αλαθαιχςεηο 

απνλεκήζεθε ην βξαβείν Nobel ζηνπο Fleming, Chain θαη  Florey ην 1945. Ζ αλαθάιπςή 

ηνπο επέθεξε επαλάζηαζε ζηε ζχγρξνλε ηαηξηθή θαη έζηξσζε ην δξφκν γηα ηελ αλάπηπμε 

πνιιψλ λέσλ θπζηθψλ αληηβηνηηθψλ. 

Καηά ηε δηάξθεηα πνπ ν Fleming εξεπλνχζε ηελ πεληθηιίλε, έλαο γεξκαλφο γηαηξφο, ν 

Gerhard Domagk, αλαθνίλσζε ηελ αλαθάιπςε ελφο ζπλζεηηθνχ κνξίνπ κε αληηβαθηεξηαθέο 
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ηδηφηεηεο. Σν νλφκαζε Prontosil, θαη απνηέιεζε ην πξψην ζπλζεηηθφ αληηβηνηηθφ ηεο ζεηξάο 

ησλ ζνπιθνλακηδίσλ ή ζνπιθαληιακηδίσλ. Σν Prontosil ρξεζηκνπνηήζεθε ην 1930, γηα ηελ 

θαηαπνιέκεζε ινηκψμεσλ ηεο νπξνδφρνπ θχζηεο, ηεο πλεπκνλίαο θαη άιισλ πεξηζηαηηθψλ. 

Σα ζπλζεηηθά ζνπιθαληιακίδηα, αλ θαη δελ είλαη ηφζν απνηειεζκαηηθά  φζν ηα θπζηθά 

αληηβηνηηθά, είλαη επξέσο δηαδεδνκέλα. Ο Gerhard Domagk, γηα ηελ αλαθάιπςε ηνπ 

Prontosil, ηηκήζεθε κε ην βξαβείν Nobel ην 1939.  

Σν 1946, ε πεληθηιίλε απνηέιεζε ην κφλν απνηειεζκαηηθφ αληηβηνηηθφ γηα ηελ 

αληηκεηψπηζε φισλ ησλ εηδψλ ησλ ινηκψμεσλ πνπ κπνξνχλ λα πξνθιεζνχλ απφ ηα Gram 

ζεηηθά βαθηήξηα, ην ζηαθπιφθνθθν θαη ην ζηξεπηφθνθθν (π.ρ. πλεπκνλία, θαξπγγίηηδα, 

νζηξαθηά, ζεςαηκία, δεξκαηηθέο κνιχλζεηο, θηι). ηα ηέιε ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1940, λέα 

αληηβηνηηθά  εκθαλίζηεθαλ φπσο ε ζηξεπηνκπθίλε, ε ρισξακθαηληθφιε θαη ε ηεηξαθπθιίλε, 

ελψ μεθίλεζε ε επνρή ηεο ρεκεηνζεξαπείαο. Σα αληηβηνηηθά απηά ήηαλ δξαζηηθά γηα κηα 

κεγάιε νκάδα παζνγφλσλ, Gram ζεηηθψλ θαη Gram αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ, γηα 

ελδνθπηηαξηθά παξάζηηα, θαζψο θαη γηα ην βαθηήξην ηεο θπκαηίσζεο. Δπίζεο, ζπλζεηηθνί 

αληηκηθξνβηαθνί παξάγνληεο, φπσο ηα ζνπιθνλακίδηα θαη ηα θάξκαθα θαηά ηεο θπκαηίσζεο 

(π.ρ. παξα-ακηλνζαιηθπιηθφ νμχ, «PAS») είραλ εθηεηακέλε ρξήζε. 

 

2.2.1 Σα πξώηα ζεκάδηα ηεο αληίζηαζεο ζηα αληηβηνηηθά 

 

Πηζαλφηαηα ζηε θχζε ππάξρεη έλα γνληδηαθφ απφζεκα ηφζν γηα ηελ παξαγσγή ησλ 

αληηβηνηηθψλ φζν θαη γηα ηελ αληίζηαζε ζε απηά, θαζψο ηα πεξηζζφηεξα κηθξφβηα-παξαγσγνί 

αληηβηνηηθψλ είλαη αλζεθηηθά ζην δηθφ ηνπο αληηβηνηηθφ. Με κηα κηθξή αλαζθφπεζε ζην 

παξειζφλ δηαπηζηψλνπκε φηη θάπνηα ζηειέρε ζηαθπιφθνθθνπ εκθάληζαλ αληίζηαζε ζηελ 

πεληθηιίλε ζρεδφλ ακέζσο κεηά ηελ παξαγσγή ηνπ θαξκάθνπ ην 1946. Παξνκνίσο, 

ζεκεηψζεθε αληίζηαζε ζηε ζηξεπηνκπθίλε,  ρισξακθαηληθφιε θαη ηεηξαθπθιίλε. Σν 1953, 

απνκνλψζεθε ζηελ Ηαπσλία έλα πνιπαλζεθηηθφ ζηέιερνο βαθηεξηαθήο δπζεληεξίαο (Shigella 

dysenteriae), ην νπνίν εκθάληδε αληίζηαζε ζηε ρισξακθαηληθφιε, ηεηξαθπθιίλε, 

ζηξεπηνκπθίλε θαη ζηα ζνπιθνλακίδηα. Με ην πέξαζκα ησλ ρξφλσλ θαη κέρξη ζήκεξα, 

ζρεδφλ θάζε γλσζηφ παζνγφλν βαθηήξην έρεη αλαπηχμεη αληίζηαζε ζε έλα ή πεξηζζφηεξα 

αληηβηνηηθά θιηληθήο ρξήζεο. 

Μειέηεο έδεημαλ φηη ηα βαθηήξηα κπνξνχλ λα κεηαθέξνπλ ηα γνλίδηα 

αλζεθηηθφηεηάο ηνπο ζηα αληηβηνηηθά ζε δηαθνξεηηθά ζηειέρε, ή αθφκε θαη ζε δηαθνξεηηθά 

είδε. Παξαδείγκαηνο ράξηλ, ηα γνλίδηα αλζεθηηθφηεηαο ησλ αληηβηνηηθψλ ηνπ ζηαθπιφθνθθνπ 
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κεηαθέξνληαη κε ηε βνήζεηα ησλ πιαζκηδίσλ ζην ζηξεπηφθνθθν θαη εληεξφθνθθν 

ζρεκαηίδνληαο λένπο ζπλδπαζκνχο γνληδίσλ. Ζ δηαδηθαζία απηή κεηαθνξάο γνληδίσλ κεηαμχ 

βαθηεξηαθψλ ζηειερψλ νλνκάδεηαη νξηδόληηα γνληδηαθή κεηαθνξά- horizontal gene 

transmission (HGT), ε νπνία γίλεηαη κε ην κεραληζκφ ηεο ζχδεπμεο [1].  

 

 

 

ρήκα 2.2 : Γηαθπηηαξηθή κεηαθνξά πιαζκηδίσλ θαηά ηε ζχδεπμε. 

 

2.2.2 Μεραληζκνί αληίζηαζεο ησλ βαθηεξίσλ ζηα θνηλά αληηβηνηηθά 

 

Σα βαθηήξηα έρνπλ αλαπηχμεη δηάθνξνπο κεραληζκνχο άκπλαο, ψζηε λα κελ 

επεξεάδνληαη απφ ηελ επίδξαζε ησλ αληηβηνηηθψλ. χκθσλα κε απηνχο ηνπο κεραληζκνχο, ην 

αληηβηνηηθφ κπνξεί λα κεηαηξαπεί ρεκηθά ζε κε-ελεξγή νπζία θαη λα απνκαθξπλζεί απφ ην 

θχηηαξν ή λα ηξνπνπνηεζεί ε ζέζε-ζηφρνο (target site) θαη λα κελ αλαγλσξηζηεί απφ ην 

αληηβηνηηθφ. 

Ο πην θνηλφο ηξφπνο αληίζηαζεο ησλ βαθηεξίσλ είλαη ε ελδπκηθή αδξαλνπνίεζε 

ηνπ αληηβηνηηθνχ. Έλα πξνυπάξρνλ θπηηαξηθφ έλδπκν δηαθνξνπνηείηαη, αιιειεπηδξά κε ην 

αληηβηνηηθφ θαη ηειηθψο ην θαζηζηά αλίθαλν λα επεξεάζεη ην κηθξννξγαληζκφ. Μηα 

ελαιιαθηηθή ζηξαηεγηθή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη απφ πνιιά βαθηήξηα είλαη ε δηαθνξνπνίεζε 

ηνπ ζηόρνπ – κνξίνπ ηνπ αληηβηνηηθνχ. Δίλαη εθηθηφ λα ηξνπνπνηεζεί δνκηθά ε ζέζε πνπ 

ζηνρεχεη ην θάξκαθν, κε απνηέιεζκα λα κελ κπνξεί λα πξνζδεζεί ζην θχηηαξν θαη λα ράζεη 

ηελ αληηβαθηεξηαθή ηνπ ηδηφηεηα. Δπίζεο, ηα βαθηήξηα ρξεζηκνπνηνχλ έλαλ ελεξγεηαθά-

εμαξηψκελν κεραληζκφ γηα λα απνβάιινπλ κεηαβνιίηεο θαη άγλσζηεο ηνμηθέο ελψζεηο, 

ζπκπεξηιακβάλνληαο θαη ηα θάξκαθα. Ο κεραληζκφο απηφο απνηειείηαη απφ δηακεκβξαληθέο 

πξσηεΐλεο, γλσζηέο σο αληιίεο εθξνήο (efflux pump) (ρήκα 2.2) [2].   
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ρήκα 2.3 :  Αλαπαξάζηαζε ησλ κεραληζκψλ αληίζηαζεο ησλ βαθηεξίσλ ζηα αληηβηνηηθά.  

 

 

2.3 ΑΝΣΗΜΗΚΡΟΒΗΑΚΑ ΠΔΠΣΗΓΗΑ 

 

Έλαο απφ ηνπο ιφγνπο πνπ ε αλζεθηηθφηεηα ησλ κηθξνβίσλ ζηα αληηβηνηηθά έρεη 

δηαδνζεί ηφζν πνιχ είλαη ε αλεμέιεγθηε ρξήζε ηνπο ζηηο ηξνθέο δψσλ σο πξνιεπηηθά κέηξα 

θαηά ησλ  κνιχλζεσλ, θαζψο θαη σο εληζρπηηθά αλάπηπμεο. Ζ απμαλφκελε αληίζηαζε ινηπφλ, 

θαζηζηά επηηαθηηθή ηελ αλάγθε γηα αλάπηπμε λέσλ κνξίσλ, λέσλ ηαηξηθψλ ηερληθψλ θαη 

δηαγλσζηηθψλ εξγαιείσλ ζε κία πξνζπάζεηα επίιπζεο ηνπ πξνβιήκαηνο. Σέηνηνπο 

ζεξαπεπηηθνχο παξάγνληεο απνηεινχλ ηα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα. Παξάγνληαη θπξίσο ζηνπο 

πην εθηεζεηκέλνπο ηζηνχο ησλ δψσλ (π.ρ δέξκα, κάηηα θαη πλεχκνλεο) πνπ είλαη πην πηζαλφ λα 

έξζνπλ ζε επαθή κε κηθξννξγαληζκνχο. ε αλψηεξνπο νξγαληζκνχο παξάγνληαη θπξίσο ζε 

επηζειηαθέο επηθάλεηεο θαη ζηα θαγνθχηηαξα. πληίζεληαη γξήγνξα κε ρακειφ ελεξγεηαθφ 

θφζηνο, απνζεθεχνληαη εχθνια ζε κεγάιεο πνζφηεηεο θαη είλαη άκεζα δηαζέζηκα κεηά ηε 

κηθξνβηαθή εηζβνιή λα εμνληψζνπλ έλα επξχ θάζκα κηθξνβίσλ [3].  
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Σα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα απνηεινχλ έλα δεκνθηιέο ζέκα έξεπλαο θαη πάλσ απφ 

750 επθαξπσηηθά αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα έρνπλ αλαθεξζεί 

(http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/pag5.htm). Απηά ηα πεπηίδηα έρνπλ ηαμηλνκεζεί 

ζχκθσλα κε νκνηφηεηεο ζην θνξηίν, ζηελ νκνινγία αιιεινπρίαο, ζηε ιεηηνπξγία θαη ζηελ 

ηξηζδηάζηαηε δνκή ζε ηξείο ηχπνπο : ηα αληνληθά αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα, ηα θαηηνληθά 

αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα θαη ηα πεπηίδηα πνπ απνηεινύλ ηκήκαηα κεγαιύηεξωλ 

πξωηεϊλώλ.  

 

 Σα αληνληθά πεπηίδηα είλαη πινχζηα ζε αζπαξηηθά θαη γινπηακηληθά ακηλνμέα. Ο 

κεραληζκφο δξάζεο ηνπο απέλαληη ζηα βαθηήξηα δελ είλαη γλσζηφο, αιιά επεηδή απαηηνχλ γηα 

απηή ηε δξάζε ςεπδάξγπξν θαη κάιηζηα ζρεκαηίδνπλ ζχκπινθν καδί ηνπ, ππνζέηνπκε φηη ν 

ςεπδάξγπξνο δεκηνπξγεί κηα θαηηνληθή γέθπξα άιαηνο πνπ επηηξέπεη ζην πεπηίδην λα 

αιιειεπηδξάζεη κε ηελ αξλεηηθά θνξηηζκέλε κηθξνβηαθή επηθάλεηα. ηε ζπλέρεηα 

δηαξξεγλχεη ηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε, ρσξίο λα επάγεη θακία κνξθνινγηθή αιιαγή, ελψ 

θαζψο βξίζθεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα πξνζθνιιάηαη ζηα ξηβνζψκαηα θαη αλαζηέιιεη ηε 

δξάζε ησλ ξηβνλνπθιεαζψλ. Σειηθψο, νη πξσηεΐλεο ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο θαζηδάλνπλ, 

νδεγψληαο ζηελ απελεξγνπνίεζή ηνπο. Ο θπηηαξηθφο ζάλαηνο επέξρεηαη ζε 30 min [4]. 

 

 Καηηνληθά αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα (AMPs) νλνκάδνληαη ηα πεπηίδηα πνπ 

απαξηίδνληαη απφ ιηγφηεξα απφ 50 ακηλνμέα, δηαζέηνπλ ζεηηθφ θνξηίν, εμαηηίαο ηεο 

παξνπζίαο ιπζίλεο θαη αξγηλίλεο θαη επίζεο έρνπλ έλα ζεκαληηθφ πνζνζηφ (50% θαη πάλσ) 

πδξφθνβσλ ακηλνμέσλ. Δκθαλίδνπλ αληηκηθξνβηαθή δξάζε απέλαληη ζηα Gram-ζεηηθά, 

Gram-αξλεηηθά βαθηήξηα, ζηνπο κχθεηεο θαη ζηα πξσηφδσα. Οξηζκέλα απφ απηά 

αλαζηέιινπλ ηελ αληηγξαθή ηψλ, φπσο είλαη ν  ηφο ηεο γξίπεο, ν ηφο ηεο ζηνκαηίηηδαο κε 

θιχθηαηλεο (VSV) θαη ν ηφο ηεο αλζξψπηλεο αλνζναλεπάξθεηαο (HIV-1). Δπίζεο, νξηζκέλα 

απφ ηα θαηηνληθά αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα θαηέρνπλ αληηθαξθηληθή δξάζε θαη πξνθαινχλ 

επνχισζε ηξαπκάησλ. Πξφζθαηεο κειέηεο ππνδεηθλχνπλ φηη δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθφ 

ξφιν ζηε θπζηθή αλνζναπφθξηζε [5].  

 

 Tέινο, αμίδεη λα αλαθέξνπκε ηα πεπηίδηα πνπ πξνθύπηνπλ από αληηκηθξνβηαθέο 

πεξηνρέο κεγαιύηεξσλ πξσηετλώλ, ηα νπνία απνηεινχλ θπζηθά πξντφληα ελδπκηθήο 

απνηθνδφκεζεο πξσηετλψλ ηεο εληεξηθήο πεξηνρήο. 

http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/pag5.htm
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2.4 ΓΟΜΖ ΣΩΝ ΚΑΣΗΟΝΗΚΩΝ ΑΝΣΗΜΗΚΡΟΒΗΑΚΩΝ ΠΔΠΣΗΓΗΩΝ  

 

Έλαο κεγάινο αξηζκφο θαηηνληθψλ αληηκηθξνβηαθψλ πεπηηδίσλ απνκνλψζεθαλ θαη 

ραξαθηεξίζηεθαλ  απφ δηάθνξεο πεγέο, φπσο είλαη ην αίκα ησλ εληφκσλ, ην δέξκα ησλ 

ακθίβησλ θαη ηα θαγνθχηηαξα ησλ ζειαζηηθψλ. χκθσλα κε ηα θπζηθνρεκηθά-δνκηθά 

ραξαθηεξηζηηθά ηνπο δηαθξίλνληαη ζε δχν θαηεγνξίεο, ηα γξακκηθά θαη ηα θπθιηθά πεπηίδηα. 

Σα γξακκηθά πεπηίδηα δηαθξίλνληαη κε ηε ζεηξά ηνπο ζε πεπηίδηα πνπ εκθαλίδνπλ ηελ ηάζε λα 

πξνζιακβάλνπλ ακθηπαζεηηθέο α-έιηθεο θαη εθηεηακέλα πεπηίδηα πνπ ε αιιεινπρία ηνπο 

είλαη πινχζηα ζε νξηζκέλα ακηλνμέα, π.ρ Pro, Arg, Trp (πίλαθαο 1) [5]. 

Πίλαθαο Η. Αληηπξνζσπεπηηθά γξακκηθά αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα. 

πεπηίδηα πεγή αιιεινπρία 

                 Α-ειηθνεηδή πεπηίδηα 

Cecropin A Hyalophora 

cecropia 

KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVV- 

GQATQIAK-ΝΖ2 

Cecropin B Hyalophora 

cecropia 

KWKVFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVL- 

GEAKAL-ΝΖ2 

Magainin I Xenopus laevis GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS 

Magainin II Xenopus laevis GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS 

LL-37 Human epididymis 

and neutrphils 

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNL-

VPRT ES 

Andropin 

 

Drosophila 

ejaculatory duct 

 

VFIDILDKVENAIHNAAQVGIGFAKPFEKL- 

INPK 

 

Melittin 

 

Apis mellifera 

venom 

 

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-ΝΖ2 

 

Buforin II 

 

Bufo bufo 

 

TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK 

 

                Δθηεηακέλα πεπηίδηα, πινύζηα ζε P, G, R θαη W 

Parasin I 

 

Parasilurus astotus 

 

KGRGKQGGKVRAKAKTRSS 

 

Indolicidin 

 

Bovine neutrophils 

 

ILPWKWPWWPWRR-ΝΖ2 

 

Apidaecin 

 

Apis mellifera 

 

GNNRPVYIPQPRPPHPRI 

 

Drosocin 

 

Drosophila 

melanogaster 

GKPRPYSPRPT*SHPRPIRV 
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Pyrrhocoric

in 

Pyrrhocoris apterus 

 

VDKGSYLPRPT*PPRPIYNRN 

* γιπθνδπιησκέλν 

 

Ζ δεχηεξε νκάδα, ηα θπθιηθά πεπηίδηα δηαθξίλνληαη ζε απηά κε κία ή πεξηζζφηεξεο 

δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο (πίλαθαο II). 

 

Πίλαθαο ΗΗ.  Αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα κε κία ή πεξηζζφηεξεο δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο  

πεπηίδηα πεγή αιιεινπρία 

                           Σξείο δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο 

Defensins  

HNP-1 Human( ) 

(1-30) 

AC1YC2RIPAC3 IAGERRYGTC4IYQGRLWAFC5C6 

HNP-2 Human( ) 

(1-29) 

C1YC2RIPAC3IAGERRYGTC4IYQGRLWAFC5C6 

HNP-3 Human( ) 

(1-30) 

DC1YC2RIPAC3IAGERRYGTC4IYQGRLWAFC5C6 

NP-1 Rabbit( ) 

(1-33) 

VVC1AC2RRALC3LPRERRAGFC4RIRGRIHPLC5C6- 

RR 

NP-5 Rabbit( ) 

(1-33) 

VFC1TC2RGFLC3GSGERASGSC4TINGVRHTLC5C6- 

RR 

HBD-2 

 

Human( ) 

(1-41) 

GIGDPVTC1LKSGAIC2HPVFC3PRRYKQIGTC4GLP- 

GTKC5C6KKP 

BNBD-12 Bovine( ) GPLSC1GRNGGVC2IPIRC3PVPMRQIGTC4FGRPVK- 

C5C6RSW 

Insect defensin 

 

ATC1DLLSGTGINHSAC2AAHC3LLRGNRGGYC4NG- 

KVC5VC6RN 

                          Γύν δηζνπιθηδηθέο γέθπξεο 

Tachyplesin hemocytes of 

T. tridentatus 

KWCFRVCYRGICYRRCR 

Protegrin-1 neutrophils 

porcine 

RGGRLCYCRRRFCVCVGR 
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                         Μία δηζνπιθηδηθή γέθπξα 

Brevinin-1 

 

R. esculenta FLPLLAGLAANFLPKIFCKITRKC 

Bactenecin 

 

bovine 

neutrophils 

RLCRIVVIRVCR 

 

Οη δηζνπιθηδηθνί δεζκνί είλαη κεηαμχ C1-C6, C2-C4, C3-C5 ζηηο α-ληεθελζίλεο (defensins) 

θαη β-ληεθελζίλεο. ηηο ληεθελζίλεο ησλ εληφκσλ νη δεζκνί είλαη κεηαμχ C1-C4, C2-C5, C3-

C6. 

 

Έηζη, ινηπφλ, ηα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα θαηαηάζζνληαη κε βάζε ηε δνκή ηνπο ζε ηέζζεξηο 

θαηεγνξίεο : 

(Α) Πεπηίδηα β-πηπρσηνύ θύιινπ. Σα πεπηίδηα απηά ραξαθηεξίδνληαη απφ ηελ παξνπζία 

αληηπαξάιιεινπ β-θχιινπ, πνπ ζηαζεξνπνηείηαη απφ δηζνπιθηδηθνχο δεζκνχο. Μεγαιχηεξα 

πεπηίδηα απηήο ηεο ηάμεο κπνξεί λα πεξηέρνπλ επίζεο κηθξά ειηθνεηδή ηκήκαηα. 

Υαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα απνηειεί έλα κηθξφ πεπηίδην, 17-18 ακηλνμέσλ, ε ηαρππιεζίλε, 

ηεο νπνίαο ην αληηπαξάιιειν β-θχιιν απνηειείηαη απφ κία β-ζηξνθή ηχπνπ Η θαη 

ζηαζεξνπνηείηαη κε δχν δηζνπιθηδηθνχο δεζκνχο, ελψ ην C-ηειηθφ ηεο άθξν έρεη ηε κνξθή 

ακηδίνπ.  

(Β) Α-Διηθνεηδή Πεπηίδηα. Γξακκηθά πεπηίδηα κήθνπο 13-40 ακηλνμέσλ, ρσξίο παξνπζία 

Cys, ηα νπνία έρνπλ ηελ ηάζε λα ζρεκαηίδνπλ ακθηπαζεηηθέο α-έιηθεο, φηαλ αιιειεπηδξνχλ 

κε ηηο κεκβξάλεο ησλ βαθηεξίσλ θαη ηηο δηαξξπγλχνπλ. Υαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα απνηειεί 

έλα πεπηίδην 23 ακηλνμέσλ, ε καγγατλίλε, πνπ πηνζεηεί κηα δηακφξθσζε ακθηπαζεηηθήο α-

έιηθαο κε κηα ειαθξηά θάκςε ζην θέληξν ηνπ κνξίνπ (κεηαμχ ησλ ακηλνμέσλ 12 θαη 13).  

(C) Δθηεηακέλα Πεπηίδηα.  Ζ ηάμε απηή πεπηηδίσλ ζηεξείηαη ησλ θιαζζηθψλ 

δηακνξθψζεσλ, θπξίσο ιφγσ ηνπ πςεινχ πνζνζηνχ ζε Pro, Gly θαη Trp. Πξάγκαηη, απηά ηα 

πεπηίδηα ζρεκαηίδνπλ ηηο ηειηθέο δνκέο ηνπο φρη κέζσ ελδνκνξηαθψλ δεζκψλ πδξνγφλνπ, 

αιιά κέζσ δεζκψλ πδξνγφλνπ θαη Van der Waals αιιειεπηδξάζεσλ κε ηα κεκβξαληθά 

ιηπίδηα. Σν πην αληηπξνζσπεπηηθφ παξάδεηγκα είλαη ε πινχζηα ζε ηξππηνθάλε θαη πξνιίλε  

ηλδνιηθηδίλε. Δίλαη έλα πεπηίδην 13 ακηλνμέσλ, ηνπ νπνίνπ ε δηακφξθσζε θαζνξίδεηαη απφ ην 

πεξηβάιινλ ηεο. 

(D) Loop πεπηίδηα (πεπηίδηα κε δνκή ζειηάο).  Σα πεπηίδηα απηά  απνθηνχλ δνκή ζειηάο κε 

νπξά, ε νπνία ζηαζεξνπνηείηαη κε έλα δηζνπιθηδηθφ δεζκφ. Σν κφλν κέινο πνπ αλήθεη ζε 
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απηή ηελ θαηεγνξία πεπηηδίσλ είλαη ε ζαλαηίλε, έλα πεπηίδην 13-ακηλνμέσλ πνπ ζρεκαηίδεη 

έλα αληηπαξάιιειν β-θχιιν, ην νπνίν ζηαζεξνπνηείηαη απφ έλα δηζνπιθηδηθφ δεζκφ [6]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ρήκα 2.4 : Υαξαθηεξηζηηθέο δνκέο αληηκηθξνβηαθψλ πεπηηδίσλ. 

(A) ηαρππιεζίλε, (B) καγγατλίλε, (C) ηλδνιηθηδίλε, (D) ζαλαηίλε. 

 

2.5 ΜΖΥΑΝΗΜΟΗ ΓΡΑΖ ΣΩΝ ΑΝΣΗΜΗΚΡΟΒΗΑΚΩΝ ΠΔΠΣΗΓΗΩΝ (AMPs) 

 

Ο αθξηβήο κεραληζκφο δξάζεο δελ είλαη πιήξσο γλσζηφο, επί ηνπ παξφληνο, γηα φια 

ηα AMPs. Γηάθνξεο ζεσξίεο έρνπλ πξνηαζεί γηα λα επεμεγήζνπλ ηηο κνξηαθέο δηεξγαζίεο πνπ 

πξνθαινχλ ηα AMPs, αιιά δελ κπνξεί αθφκα λα εμαθξηβσζεί πνηνο απφ ηνπο πηζαλνχο 

κεραληζκνχο είλαη πην πξνζηηφο ζηελ πξαγκαηηθφηεηα. Σα κνληέια πνπ έρνπλ αλαπηπρζεί γηα 

ηε δξάζε ησλ γξακκηθψλ ακθηπαζεηηθψλ θαηηνληθψλ πεπηηδίσλ, πξνηείλνπλ ην ζρεκαηηζκφ 

δηαχισλ (channels) δηακέζνπ ησλ κεκβξαλψλ θαη ηε  δηάξξεμή ηνπο [7, 8].  

 

 ρεκαηηζκόο πόξνπ 

Ζ θαηαζηξνθή ησλ βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ κε ζρεκαηηζκφ πφξσλ ζηε κεκβξάλε 

ηνπο, πξνυπνζέηεη ηξία θχξηα βήκαηα: 1) πξφζδεζε ζηε κεκβξάλε ησλ βαθηεξίσλ, 2) 

ζπζζσκάησζε κέζα ζηε κεκβξάλε, θαη ηέινο 3) ζρεκαηηζκφ δηαχισλ (channels). Ο 

ζρεκαηηζκφο δηαχισλ νδεγεί ζηε δηαξξνή ησλ εζσηεξηθψλ ζπζηαηηθψλ ηνπ θπηηάξνπ θαη 

ηειηθά ζηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην. Αξρηθά, φκσο, έλα AMP πξηλ αιιειεπηδξάζεη κε ηελ 

βαθηεξηαθή κεκβξάλε, πξέπεη λα δηαζρίζεη ην αξλεηηθά θνξηηζκέλν θπηηαξηθφ ηνίρσκα ησλ 
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Gram-αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ, ην νπνίν απνηειείηαη απφ ιηπνπνιπζαθραξίηεο (LPS), ή ην 

θπηηαξηθφ ηνίρσκα ησλ Gram-ζεηηθψλ βαθηεξίσλ, ην νπνίν πεξηιακβάλεη φμηλνπο 

πνιπζαθραξίηεο [9]. Σα ηξία κνληέια ζρεκαηηζκνχ πφξνπ πνπ έρνπλ αλαπηπρζεί είλαη ην 

κνληέιν ηχπνπ barrel-stave, ην κνληέιν ηάπεηα (carpet) θαη ην κνληέιν toroidal [10]. 

 Μνληέιν Barrel-Stave 

ην κνληέιν ηχπνπ barrel-stave, πξαγκαηνπνηείηαη ζρεκαηηζκφο δηακεκβξαληθψλ πφξσλ απφ 

ζπζηνηρίεο ακθηπαζεηηθψλ α-ειίθσλ, πνπ πξνζαλαηνιίδνληαη θάζεηα πξνο ηε κεκβξάλε, κε 

ηέηνην ηξφπν ψζηε νη πδξφθνβεο παξάπιεπξεο αιπζίδεο λα αιιειεπηδξνχλ κε ην ιηπηδηθφ 

πεξηβάιινλ ησλ κεκβξαλψλ, ελψ νη πνιηθέο παξάπιεπξεο αιπζίδεο ηεο ακθηπαζεηηθήο α -

έιηθαο λα ζρεκαηίδνπλ δηακεκβξαληθνχο πφξνπο. Οη πφξνη απηνί επηηξέπνπλ ηε δηαξξνή 

θπηηαξνπιαζκαηηθψλ ζπζηαηηθψλ θαη δηαηαξάζζνπλ ην κεκβξαληθφ δπλακηθφ. Σν θξίζηκν 

ζεκείν ζην κεραληζκφ απηφ είλαη ε ζπλάζξνηζε ησλ κνλνκεξψλ ζηελ επηθάλεηα ηεο 

κεκβξάλεο πξηλ ηελ εηζρψξεζε ηνπ πεπηηδίνπ, αθνχ δελ επλνείηαη ελεξγεηαθά ε εηζρψξεζε 

κηαο ακθηπαζεηηθήο έιηθαο σο κνλνκεξνχο. Λίγν πξηλ ηελ εηζρψξεζε ηνπ πεπηηδίνπ, νη 

ακθηπαζεηηθέο έιηθεο ζπζζσκαηψλνληαη (αθνχ αιιειεπηδξάζνπλ ηα πδξφθηια ηκήκαηά 

ηνπο) θαη ε αιιειεπίδξαζε ηεο ζπλάζξνηζεο κε ηε κεκβξάλε θαζνξίδεηαη θπξίσο απφ 

πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο (ρήκα 2.2Α). 

 Μνληέιν Τάπεηα (Carpet) 

χκθσλα κε απηφλ ηνλ κεραληζκφ, ηα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα δελ εηζέξρνληαη ζηε 

κεκβξάλε, αιιά πξνζαλαηνιίδνληαη παξάιιεια ζηε δηπινζηνηβάδα θαη αιιειεπηδξνχλ κε 

ηελ πνιηθή θεθαιή ησλ θσζθνιηπηδίσλ ηεο κεκβξάλεο. Ζ επηθάλεηα ηεο κεκβξάλεο 

θαιχπηεηαη ζηγά ζηγά απφ ην πεπηίδην θαη εηζρψξεζε εληφο απηήο πξαγκαηνπνηείηαη κφλν 

φηαλ ππάξρεη κηα πςειή ηνπηθή ζπγθέληξσζε πεπηηδίνπ ζηελ επηθάλεηά ηεο. ην κνληέιν ηνπ 

ηχπνπ carpet, ηα πεπηίδηα δελ εηζέξρνληαη ζηελ πδξφθνβε πεξηνρή ηεο κεκβξάλεο, νχηε 

ζπζζσκαηψλνληαη κε ηηο πδξφθηιεο πεξηνρέο ηνπο αληηθξηζηά πξνο ζρεκαηηζκφ πφξνπ, φπσο 

ζπκβαίλεη ζην κνληέιν ηνπ ηχπνπ barrel-stave. Δπηπιένλ, έλα πεπηίδην πνπ δηαξξεγλχεη ηε 

κεκβξάλε κε ην κεραληζκφ ηνπ ηχπνπ carpet δελ είλαη απαξαίηεην λα πξνζιακβάλεη εηδηθή 

δηακφξθσζε θαηά ηελ πξφζδεζή ηνπ ζηε κεκβξάλε, αθνχ  αξρηθά νη αιιειεπηδξάζεηο κε ηελ 

αξλεηηθά θνξηηζκέλε κεκβξάλε είλαη ειεθηξνζηαηηθήο θχζεο (ρήκα 2.2Β). 

 Μνληέιν Toroidal (θξηθνεηδέο κνληέιν) 

Ο κεραληζκφο ηνπ κνληέινπ toroidal πξαγκαηνπνηείηαη κε ηνλ ίδην ηξφπν πνπ 

πξαγκαηνπνηείηαη ν κεραληζκφο ηνπ κνληέινπ barrel-stave, κε ηε κφλε δηαθνξά φηη ην AMP 
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ζρεκαηίδεη κηα κνλνζηνηβάδα, ζπλδένληαο ηα εμσηεξηθά κε ηα εζσηεξηθά ιηπηδηθά ζηξψκαηα 

ηνπ πφξνπ (ρήκα 2.2Γ). 

 

 Μνξηαθή ειεθηξνδηάηξεζε (molecular electroporation) 

Κάπνηα πεπηίδηα κπνξνχλ λα δεκηνπξγήζνπλ δηαθνξά ειεθηξνζηαηηθνχ δπλακηθνχ 

εγθάξζηα ηεο κεκβξάλεο, ηθαλή γηα ζρεκαηηζκφ πφξσλ  κε ηε βνήζεηα ηεο ειεθηξνδηάηξεζεο. 

Γηα λα γίλεη εθηθηφο, φκσο απηφο ν ζρεκαηηζκφο, πξέπεη λα ππάξρεη επαξθήο ππθλφηεηα 

θνξηίνπ, πνπ αληηπξνζσπεχεηαη απφ ην πςειφ πνζνζηφ ησλ θαηηνληθψλ ακηλνμέσλ ζηα 

AMPs.    

 

 Μνληέιν θαηαβύζηζεο (sinking-raft model) 

Σα ακθηπαζεηηθά πεπηίδηα θαηά ηελ πξφζδεζή ηνπο ζηελ ιηπηδηθή δηπινζηνηβάδα 

δεκηνπξγνχλ κηα αληζνξξνπία, κε απνηέιεζκα λα βπζίδνληαη ζε απηή. Απηά ηα πεπηίδηα 

κπνξνχλ λα δεκηνπξγήζνπλ παξνδηθνχο πφξνπο ζαλάζηκνπο γηα ηα κηθξφβηα.  
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ρήκα 2.5 : Μνληέια ηεο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο ησλ πεπηηδίσλ. Σν θφθθηλν ηκήκα ηνπ 

πεπηηδίνπ αληηπξνζσπεχεη ηελ πδξφθηιε επηθάλεηα, ελψ ην κπιε ηελ πδξφθνβε. (Α) ην 

κνληέιν ηχπνπ barrel-stave, ηα πεπηίδηα εηζέξρνληαη θάζεηα ζηε κεκβξάλε θαη ζρεκαηίδνπλ 

πφξν. (Β) ην κνληέιν ηχπνπ carpet, ηα πεπηίδηα ηνπνζεηνχληαη παξάιιεια πξνο ηελ 

επηθάλεηα ηεο κεκβξάλεο θαη ζρεκαηίδνπλ έλα ηάπεηα, φπσο ππνδειψλεη θαη ε νλνκαζία ηνπ. 

Σα πεπηίδηα ζρεκαηίδνπλ ηνλ πφξν αθνινπζψληαο ηε ζπκπεξηθνξά απνξξππαληηθνχ. (Γ) Tν 

κνληέιν ηχπνπ toroidal, δεκηνπξγεί πφξνπο πνπ πεξηιακβάλνπλ πεπηίδηα θαζψο θαη ιηπηδηθά 

κφξηα, ηα νπνία θπξηψλνληαη απφ ηελ επηθάλεηα ηεο κεκβξάλεο πξνο ην εζσηεξηθφ ησλ 

πφξσλ θαηά έλα ζπλερφκελν ηξφπν. Ζ δηάξθεηα δσήο απηψλ ησλ πφξσλ πνηθίιιεη. Μεηά ηνλ 
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παξνδηθφ ζρεκαηηζκφ πφξσλ, ηα πεπηίδηα θαηαιήγνπλ θαη ζηα δχν θχιια ηεο 

δηπινζηνηβάδαο. Οη toroidal πφξνη κεγαιχηεξεο δηάξθεηαο εκθαλίδνπλ ζαλάζηκα 

απνηειέζκαηα φκνηα κε απηά ησλ barrel-stave πφξσλ. (Γ) ην κνληέιν ηεο ειεθηξηθήο 

ειεθηξνδηάηξεζεο ηα θαηηνληθά πεπηίδηα αιιειεπηδξνχλ κε ηε βαθηεξηαθή κεκβξάλε θαη 

δεκηνπξγνχλ κηα δηαθνξά ειεθηξηθνχ δπλακηθνχ εγθάξζηα ηεο κεκβξάλεο. Όηαλ ε δηαθνξά 

ηνπ δπλακηθνχ θζάζεη ηα 0.2 V, ζεσξείηαη φηη παξάγνληαη πφξνη δηακέζνπ ηεο 

ειεθηξνδηάηξεζεο. (Δ) Σν κνληέιν ηεο θαηαβχζηζεο πξνηείλεη φηη θαηά ηελ πξφζδεζε ησλ 

ακθηπαζεηηθψλ πεπηηδίσλ πξνθαιείηαη καδηθή αληζνξξνπία θαη ζπλεπψο κηα αχμεζε ζηελ 

ηνπηθή θακππιφηεηα ηεο κεκβξάλεο. Καζψο ηα πεπηίδηα ζπλδένληαη κεηαμχ ηνπο, 

θαηαβπζίδνληαη ζηε κεκβξάλε, δεκηνπξγψληαο παξνδηθνχο πφξνπο, κε ζπλέπεηα ηα πεπηίδηα 

λα ηνπνζεηνχληαη θαη ζηα δχν θχιια ηεο δηπινζηνηβάδαο κεηά ην δηαρσξηζκφ ηνπο [11, 12]. 

 

2.6 ΠΑΡΑΓΟΝΣΔ ΠΟΤ ΔΠΖΡΔΑΕΟΤΝ ΣΟΝ ΣΡΟΠΟ ΓΡΑΖ ΚΑΗ ΣΖΝ 

ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΗΚΟΣΖΣΑ ΣΩΝ AMPs 

 

Οη παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηελ αληηκηθξνβηαθή δξάζε ησλ AMPs είλαη ε 

δηακφξθσζε, ην θνξηίν, ε πδξνθνβηθφηεηα, ε ακθηπαζεηηθφηεηα θαη ε πνιηθή γσλία (polar 

angle).   

Όζνλ αλαθνξά ηε δηακόξθωζε (ρ), νη δχν κεγαιχηεξεο νκάδεο ησλ AMPs είλαη ηα α-

ειηθνεηδή θαη β-πηπρσηνχ θχιινπ πεπηίδηα, φπνπ ηα πεξηζζφηεξα απφ απηά δηαζέηνπλ έλα ή 

πεξηζζφηεξα απφ ηα ζπγθεθξηκέλα ακηλνμέα: πξνιίλε, αξγηλίλε ή ηξππηνθάλε. Σα α-

ειηθνεηδή αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα είλαη άθζνλα ζηα εμσθπηηάξηα πγξά ησλ εληφκσλ θαη 

βαηξάρσλ θαη ζπρλά ππάξρνπλ σο εθηεηακέλα ή κε δνκεκέλα δηακνξθσκεξή ζε δηάιπκα. 

Πνιιά απφ απηά απνθηνχλ ειηθνεηδή δηακφξθσζε φηαλ αιιειεπηδξνχλ κε ηηο ακθηπαζεηηθέο, 

θσζθνιηπηδηθέο κεκβξάλεο.  

Σν θνξηίν (Q) ησλ πεξηζζφηεξσλ AMPs θπκαίλεηαη απφ +2 έσο +9. Ζ θαηηνληθφηεηα 

είλαη αδηακθηζβήηεηα ζεκαληηθή γηα ηελ αξρηθή ειεθηξνζηαηηθή έιμε ησλ αληηκηθξνβηαθψλ 

πεπηηδίσλ ζηηο αξλεηηθά θνξηηζκέλεο θσζθνιηπηδηθέο κεκβξάλεο ησλ βαθηεξίσλ (ρήκα 

2.3). Δληφο ελφο ζπγθεθξηκέλνπ εχξνπο, ε αχμεζε ηεο θαηηνληθφηεηαο ζπλδέεηαη γεληθά κε 

ηελ αχμεζε ηεο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο, αλ θαη έρεη παξαηεξεζεί επίζεο θαη ε αληίζηξνθε 

ζρέζε. Τπάξρεη έλα ζπγθεθξηκέλν φξην, πνπ φηαλ μεπεξαζηεί, πεξαηηέξσ αχμεζε ζην θνξηίν 

δελ βειηηψλεη ηελ αληηκηθξνβηαθή δξάζε. Μειέηεο ζε αλάινγα καγγατλίλεο (α-ειηθνεηδέο 

αληηκηθξνβηαθφ πεπηίδην πνπ απνκνλψλεηαη απφ ακθίβηα), έδεημαλ φηη απμάλνληαο ην θνξηίν 



Αληηκηθξνβηαθά Καηηνληθά Πεπηίδηα (AMPs) 41 

 

απφ +3 ζε +5, απμάλεηαη ε αληηβαθηεξηαθή δξάζε ζηα Gram-αξλεηηθά θαη Gram-ζεηηθά 

παζνγφλα. Όκσο, φηαλ ην θνξηίν γίλεηαη +6 ή +7 παξαηεξήζεθε απμεκέλε αηκφιπζε θαη 

απψιεηα ηεο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο. Απηή ε κείσζε ηεο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο κπνξεί λα 

νθείιεηαη ζηηο πνιχ ηζρπξέο αιιειεπηδξάζεηο ηνπ πεπηηδίνπ κε ηηο πνιηθέο θεθαιέο ησλ 

θσζθνιηπηδίσλ, σο εθ ηνχηνπ λα παξεκπνδίδεηαη ε κεηαηφπηζε ηνπ πεπηηδίνπ κέζα ζην 

εζσηεξηθφ ηνπ θπηηάξνπ.  

ρήκα 2.3 : πζρεηηζκφο αλάκεζα 

ζηνπο θαζνξηζηηθνχο παξάγνληεο πνπ 

επεξεάδνπλ ηε δνκή ησλ 

αληηκηθξνβηαθψλ πεπηηδίσλ. Ζ 

αιιεινπρία ησλ πεπηηδίσλ επεξεάδεη 

φρη κφλν ηηο βηνρεκηθέο ηνπ ηδηφηεηεο 

(π.ρ. Q, A, H), αιιά θαη ηελ 

ηξηζδηάζηαηε δηακφξθσζή ηνπ (π.ρ. ρ, 

ζ). Δπνκέλσο, αιιαγέο ζηε ζχζηαζε, 

ζηελ αιιεινπρία θαη ζηνπο ελδνκνξηαθνχο δεζκνχο κπνξνχλ λα επηδξάζνπλ ζηηο ζρέζεηο 

δνκήο κε ηε δξάζε. 

 

Υδξνθνβηθόηεηα (Η) νξίδεηαη σο ην πνζνζηφ ησλ πδξφθνβσλ ακηλνμέσλ ζε έλα 

πεπηίδην θαη γηα ηα πεξηζζφηεξα AMPs πξνζεγγίδεη ην 50%. Δίλαη βαζηθφ ραξαθηεξηζηηθφ γηα 

ηηο αιιειεπηδξάζεηο ηνπ πεπηηδίνπ κε ηε κεκβξάλε, θαζψο θαζνξίδεη ην βαζκφ πνπ ζα 

εηζρσξήζεη ην πεπηίδην ζηε ιηπηδηθή δηπινζηνηβάδα.  Παξφιν πνπ ε πδξνθνβηθφηεηα 

απαηηείηαη γηα ηελ απνηειεζκαηηθή δηαπεξαηφηεηα ηεο κεκβξάλεο, ζε πςειά επίπεδα 

ζπζρεηίδεηαη έληνλα κε ηελ ηνμηθφηεηα έλαληη θπηηάξσλ ησλ ζειαζηηθψλ θαη απψιεηα ηεο 

αληηκηθξνβηαθήο εμεηδίθεπζεο. Γηα απηφ ην ιφγν, πνιιά  AMPs είλαη κέηξηα πδξφθνβα, έηζη 

ψζηε λα βειηηζηνπνηείηαη ε δξάζε έλαληη ησλ κηθξνβηαθψλ κεκβξαλψλ.  

Ζ ακθηπαζεηηθόηεηα (Α) κπνξεί λα επηηεπρζεί κέζσ κηαο πιεζψξαο δηακνξθψζεσλ, 

φκσο ε πην απιή θαη ίζσο ε πην «θνκςή» είλαη ε δηακφξθσζε ηεο  ακθηπαζεηηθήο έιηθαο. Ζ 

ακθηπαζεηηθή α-έιηθα εκθαλίδεη κηα πεξηνδηθφηεηα θάζε 3 κε 4 ακηλνμέα θαη είλαη ε 

θαηαιιειφηεξε γηα ηηο αιιειεπηδξάζεηο κε ηηο ακθηπαζεηηθέο βηνκεκβξάλεο. Δλψ, ην κέγεζνο 

ηεο ακθηπαζεηηθήο ειιεηπηηθφηεηαο (helicity) επεξεάδεη ηε δξάζε ηνπ πεπηηδίνπ κε ηηο 

αξλεηηθά θνξηηζκέλεο κεκβξάλεο, παξάιιεια ην θαζηζηά αηκνιπηηθφ έλαληη ζηηο δηπνιηθέο ή 

νπδέηεξεο κεκβξάλεο.  
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Ζ πνιηθή γωλία (ζ) είλαη κηα κέηξεζε ηεο ζρεηηθήο αλαινγίαο ησλ πνιηθψλ έλαληη 

ησλ κε-πνιηθψλ πιεπξψλ ηεο α-έιηθαο πνπ ζρεκαηίδεη έλα AMP. ε έλα ππνζεηηθά α-

ειηθνεηδέο πεπηίδην πνπ ε κηα πιεπξά ηνπ ζπλίζηαηαη απνθιεηζηηθά απφ πδξφθνβα ακηλνμέα 

θαη ε άιιε κφλν απφ θνξηηζκέλα, ηφηε ζ = 180
ν
. Μηθξφηεξε πνιηθή γσλία, θαη ζπλεπψο 

κεγαιχηεξε πδξφθνβε επηθάλεηα, ζρεηίδεηαη κε απμεκέλε δηαπεξαηφηεηα. Γεληθά, αθξαίεο 

ηηκέο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ραξαθηεξηζηηθψλ, φπσο ην θνξηίν, ε ακθηπαζεηηθφηεηα ή ε πνιηθή 

γσλία κπνξεί λα κελ επλννχλ ηελ αληηκηθξνβηαθή δξάζε θαη ηελ επηιεθηηθή ηνμηθφηεηα [13].  

 

2.7 ΠΑΡΑΓΟΝΣΔ ΠΟΤ ΔΠΖΡΔΑΕΟΤΝ ΣΖΝ ΔΦΑΡΜΟΓΖ ΣΩΝ AMPs Ω 

ΘΔΡΑΠΔΤΣΗΚΑ ΜΔΑ [14] 

 

 Σηαζεξόηεηα 

Γηα λα είλαη ηα AMPs ρξήζηκα ζε θιηληθέο εθαξκνγέο, πξέπεη λα κπνξνχλ λα 

δηαηεξεζνχλ ζηαζεξά ζε θπζηνινγηθφ πεξηβάιινλ γηα αξθεηά ηθαλνπνηεηηθφ ρξφλν, ψζηε λα 

αλαπηχμνπλ ηελ αληηκηθξνβηαθή ηνπο δξάζε. Παξάιιεια πξέπεη λα κελ είλαη ηνμηθά ζε 

θχηηαξα ζειαζηηθψλ (γίλεηαη αλαθνξά ζηελ επόκελε παξάγξαθν). Παξφιν πνπ πνιιά AMPs 

εκθαλίδνπλ αληηκηθξνβηαθή δξάζε ζε κεγάιν πνζνζηφ ζε πγξέο in vitro θαιιηέξγεηεο 

κηθξνβίσλ, ε δξάζε απηή ράλεηαη ζε in vivo θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο, νη νπνίεο 

πεξηιακβάλνπλ πςειέο ζπγθεληξψζεηο κνλνζζελψλ ή δηζζελψλ θαηηφλησλ, νξφ αίκαηνο, 

πξσηεάζεο, πνιπζζελή αληφληα θαη ρακειέο ηνπηθέο ζπγθεληξψζεηο πεπηηδίσλ [15]. Μηα 

ζηξαηεγηθή πνπ έρεη πηνζεηεζεί απφ πνιιά εξγαζηήξηα θαη εηαηξίεο γηα λα μεπεξαζηεί ην 

πξφβιεκα ηεο απνηθνδφκεζεο, είλαη ν ζρεδηαζκφο κηθξψλ αληηκηθξνβηαθψλ πεπηηδίσλ πνπ ζα 

ζπκπεξηιακβάλνπλ ζηελ αιιεινπρία ηνπο πξνζηαηεπηηθέο νκάδεο ή αζπλήζηζηα ακηλνμέα.  

 

 Αηκνιπηηθή δξάζε θαη Κπηηαξνηνμηθόηεηα 

Ο βαζκφο κε ηνλ νπνίν ηα AMPs δηαπεξλνχλ ή ιχνπλ ηα αλζξψπηλα εξπζξνθχηηαξα 

δελ αληαλαθιά ηε δπλεηηθή θπηηαξνηνμηθφηεηά ηνπο in vivo. Τπάξρνπλ απνδείμεηο φηη ηα 

πεπηίδηα πνπ ε αιιεινπρία ηνπο απαξηίδεηαη απφ L-ακηλνμέα είλαη πνιχ αηκνιπηηθά. 

Αληίζεηα, ηα D-δηαζηεξεντζνκεξή εκθαλίδνληαη κε ηνμηθά. Πνιιέο κειέηεο επηδεηθλχνπλ κηα 

άκεζε ζρέζε αλάκεζα ζην βαζκφ ηεο ακθηπαζεηηθφηεηαο θαη αηκνιπηηθήο δξάζεο. Έρεη 

βξεζεί φηη πεπηηδηθά αλάινγα κε πνιχ πςειέο πδξνθνβηθφηεηεο εκθαλίδνληαη πνιχ ελεξγά, 

αιιά ράλνπλ ηελ εμηδείθεπζή ηνπο αλάκεζα ζηηο κεκβξάλεο ησλ  κηθξνβίσλ θαη ησλ 
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επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ. Αληίζεηα, πεπηηδηθά αλάινγα κε ρακειέο ηηκέο πδξνθνβηθφηεηαο 

εκθαλίδνπλ θαη ρακειή δξάζε έλαληη ησλ κηθξννξγαληζκψλ θαη ησλ εξπζξνθπηηάξσλ.  

H θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε ησλ ζειαζηηθψλ θπηηάξσλ ζπλίζηαηαη απνθιεηζηηθά 

απφ νπδέηεξα θσζθνιηπίδηα, φπσο είλαη ε θσζθαηηδπινρνιίλε (PC) θαη ε ζθηγγνκπειίλε. 

Αληίζεηα, νη θπηηαξνπιαζκαηηθέο κεκβξάλεο ησλ βαθηεξίσλ πεξηέρνπλ έλα κεγάιν πνζνζηφ 

αξλεηηθά θνξηηζκέλσλ θσζθνιηπηδίσλ, θσζθαηηδπινγιπθεξφιεο (PG) θαη θαξδηνιηπίλεο 

(CL) (ρήκα 2.4). Σα θαηηνληθά αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα  επηιέγνπλ λα πξνζδεζνχλ ζηηο 

αξλεηηθά θνξηηζκέλεο βαθηεξηαθέο κεκβάλεο θαη θαηά ζπλέπεηα λα ηηο δηαπεξάζνπλ. Ζ 

πξφζδεζε απηή, πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ πδξφθνβσλ αιιειεπηδξάζεσλ  κεηαμχ ησλ κε -

πνιηθψλ ακηλνμέσλ ηνπ πεπηηδίνπ θαη ηεο πδξφθνβεο πεξηνρήο ηεο κεκβάλεο, θαζψο θαη 

κέζσ ειεθηξνζηαηηθψλ αιιειεπηδξάζεσλ αλάκεζα ζην ζεηηθφ θνξηίν ηνπ πεπηηδίνπ θαη ην 

αξλεηηθφ θνξηίν ηεο κεκβξάλεο. Θα πξέπεη λα ζεκεηψζνπκε φηη νη πδξφθνβεο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ηνπ πεπηηδίνπ θαη ησλ θσζθνιηπηδίσλ απφ ηα νπνία απνηειείηαη ε 

κεκβξάλε ησλ ζειαζηηθψλ θπηηάξσλ  είλαη αξθεηά αζζελείο έηζη ψζηε λα επηηεπρζεί 

πξφζδεζε, κε απνηέιεζκα  ην πεπηίδην λα κελ παξνπζηάδεη ηνμηθφηεηα απέλαληη ζηνλ 

μεληζηή.  

Μεηαγελέζηεξεο πξνζπάζεηεο γηα λα κεησζεί ε αηκνιπηηθή δξάζε πξαγκαηνπνηήζεθαλ 

κε ηξνπνπνηήζεηο ησλ AMPs. Μηα πξνζέγγηζε ήηαλ ε ζχλζεζε πβξηδίσλ πεπηηδίσλ απφ 

ηκήκαηα ηεο αιιεινπρίαο δηαθνξεηηθψλ πεπηηδίσλ κε δηαθνξεηηθέο ηδηφηεηεο.  

 
 

ρήκα 2.6 : Μνξηαθή βάζε δηάθξηζεο κεκβξαλψλ απφ ηα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα.  
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 Αλζεθηηθόηεηα 

Ζ αλάπηπμε αλζεθηηθφηεηαο ησλ βαθηεξίσλ ζηα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα ζεσξνχληαλ 

κε εθηθηή, εμαηηίαο ηεο αληθαλφηεηαο ησλ βαθηεξίσλ λα αιιάμνπλ ηε ζχζηαζε ηεο 

θπηηαξηθήο ηνπο κεκβξάλεο θαη ηνπ ηξφπνπ δηείζδπζεο ησλ AMPs ζε απηή. Ωζηφζν, δηάθνξα 

παζνγφλα βαθηήξηα εκθαλίδνληαη λα αληηζηέθνληαη ζηα AMPs κέζσ δηάθνξσλ κεραληζκψλ 

[16].  

Α. Παξαγωγή κνξίωλ πνπ δεζκεύνπλ εμωθπηηαξηθά ηα AMPs  

Κάπνηα βαθηεξηαθά είδε εθθξίλνπλ ή έρνπλ πξνζαξηεκέλεο ζηελ επηθάλεηά ηνπο 

πξσηεΐλεο πνπ δεζκεχνπλ ζπγθεθξηκέλα θαηηνληθά αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα θαη επνκέλσο 

εκπνδίδνπλ ηελ πξφζβαζή ηνπο ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. 

B. Πξωηενιπηηθή απνηθνδόκεζε 

Ζ πην άκεζε κέζνδνο ησλ βαθηεξίσλ γηα λα αδξαλνπνηήζνπλ ηα αληηκηθξνβηαθά 

πεπηίδηα είλαη ε παξαγσγή πεπηηδαζψλ θαη πξσηεαζψλ, πξσηενιπηηθά έλδπκα πνπ 

απνηθνδνκνχλ ηα AMPs. 

C. Εμαγωγείο ζπγθεθξηκέλωλ θαξκάθωλ-AMPs 

Ζ πξνζηαζία απφ ηα κηθξά, ακθηπαζεηηθά θάξκαθα δηακεζνιαβείηαη κε εμψζεζε ησλ 

κνξίσλ απφ ελεξγεηαθά-εμαξηψκελεο πξσηεΐλεο ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. 

Δμαηηίαο ηεο κεγάιεο εμεηδίθεπζεο ηνπ ππνζηξψκαηνο, απηά ηα ζπζηήκαηα νλνκάδνληαη 

εμαγσγείο αληίζηαζεο πνιιαπιψλ θαξκάθσλ (multiple drug resistance exporters, MDRs). Σα 

AMPs επίζεο, είλαη ακθηπαζεηηθά θαη ζηνρεχνπλ ζηελ θαηαζηξνθή ηεο θπηηαξηθήο 

κεκβξάλεο ησλ βαθηεξίσλ, επνκέλσο κπνξνχλ λα εμαρζνχλ απφ γλσζηά MDRs. 

D. Αληίζηαζε ζηα AMPs κε ηξνπνπνίεζε ηνπ θνξηίνπ ηεο θπηηαξηθήο επηθάλεηαο  

Σα AMPs, θαζψο θαη άιια αληηκηθξνβηαθά κφξηα (ιπζνδχκε, θσζθνιηπάζε Α2 θαη 

Rnase5), έρνπλ ζεηηθφ θνξηίν. ε αληίζεζε κε ηελ επηθάλεηα ησλ αλζξψπηλσλ θπηηάξσλ, πνπ 

θπξίσο απνηεινχληαη απφ κε θνξηηζκέλα ή δηπνιηθά ιηπίδηα, ε επηθάλεηα ησλ βαθηεξηαθψλ 

θπηηάξσλ δηαζέηεη αληνληθέο ηδηφηεηεο. Απηφ νθείιεηαη ζηελ παξνπζία αληνληθψλ ζπζηαηηθψλ 

φπσο είλαη ε πεπηηδνγιπθάλε, ηα πεξηζζφηεξα θσζθνιηπίδηα, ην ιηπίδην Α 

(θσζθνξπιησκέλνο δηζαθραξίηεο γιπθνδακίλεο κε ιηπαξά νμέα πξνζαξηεκέλα ζηελ 

εμσηεξηθή κεκβξάλε) θαη ηα ηεηρντθά νμέα. Μπνξεί λα ζεσξεζεί ινηπφλ, φηη νη 

αληηκηθξνβηαθνί παξάγνληεο έρνπλ αλαπηχμεη θαηηνληθέο ηδηφηεηεο γηα λα επηηχρνπλ πςειή 

θαη επηιεθηηθή πξφζδεζε ζηηο αξλεηηθά θνξηηζκέλεο επηθάλεηεο ησλ βαθηεξίσλ. Δθφζνλ 

απηέο νη δνκέο, είλαη αξθεηά αξραίεο θαη ζηαζεξέο, θαίλεηαη πξαγκαηηθά αδχλαηνλ γηα ηα 

βαθηήξηα λα ηηο αληηθαηαζηήζνπλ κε άιιεο δνκέο ιηγφηεξν επλντθέο γηα ηελ αιιειεπίδξαζε 
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κε ηα AMPs. Παξφια απηά, ππάξρνπλ νξηζκέλα βαθηεξηαθά είδε πνπ θαηνξζψλνπλ λα 

ειαηηψλνπλ ην αξλεηηθφ θνξηίν ηεο θπηηαξηθήο ηνπ επηθάλεηαο, θαη ζπλεπψο λα απνθηνχλ 

πξνζηαζία, αδξαλνπνηψληαο ηνπο θαηηνληθνχο αληηκηθξνβηαθνχο παξάγνληεο. Σα βαθηήξηα 

απηά, κπνξεί είηε λα εηζάγνπλ D-αιαλίλε ζηα πνιπκεξή ηεο ξνβηηφιεο θαη γιπθεξφιεο κε ην 

θσζθνξηθφ άιαο πνπ απαξηίδνπλ ηα ηεηρντθά νμέα, κε απνηέιεζκα λα εμνπδεηεξσζεί ην 

αξλεηηθφ θνξηίν ησλ θσζθνξηθψλ νκάδσλ, είηε λα αληηθαηαζηήζνπλ ηνλ ππνθαηαζηάηε Υ 

ζηα αξλεηηθά θσζθνιηπίδηα (θσζθαηηδπινγιπθεξφιε, θαξδηνιηπίλε) ηεο βαθηεξηαθήο 

κεκβξάλεο κε ηε ζεηηθά θνξηηζκέλε L-ιπζίλε. 

 

 
 

ρήκα 2.7 : (Α) παξαγσγή εμσθπηηαξηθψλ κνξίσλ-παγίδσλ ησλ αληηκηθξνβηαθψλ πεπηηδίσλ, 

(Β) πξσηενιπηηθή δηάζπαζε, (C ) εμαγσγείο θαξκάθσλ-αληηκηθξνβηαθψλ πεπηηδίσλ, (D) 

ειεθηξνζηαηηθή απψζεζε κε δηαθνξνπνίεζε ηνπ θνξηίνπ ηεο θπηηαξηθήο επηθάλεηαο.  

 

 

2.8 ΠΡΟΚΛΖΔΗ ΣΖ IN VIVO ΥΡΖΖ ΣΩΝ AMPs 

 

Μέρξη ζήκεξα, ε πιεηνςεθία ησλ θιηληθψλ δνθηκψλ ησλ πεπηηδίσλ έρεη επηθεληξσζεί 

ζηελ ηνπηθή ρξήζε, δειαδή ζηελ απεπζείαο εθαξκνγή ηνπ ζεξαπεπηηθνχ κέζνπ ζε 

ζπγθεθξηκέλν ζεκείν ηνπ ζψκαηνο. Γηα νπνηαδήπνηε άιιε ρνξήγεζε, φπσο είλαη ε ζηνκαηηθή 

δφζε, πξέπεη λα ιεθζεί ππφςε έλαο αξηζκφο πξνθιήζεσλ. Ζ ζεκαληηθφηεξε πξφθιεζε είλαη 

ε βειηίσζε ηεο ζηαζεξφηεηάο ηνπο θαη ε απνθπγή απνηθνδφκεζήο ηνπο απφ ηηο πξσηεάζεο 
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(πεπηηδάζεο) ηνπ εληέξνπ, ηνπ νξνχ θαη ησλ ηζηψλ.  Τπάξρνπλ δηάθνξεο παξαδνζηαθέο 

κέζνδνη γηα λα κπνξέζνπλ ηα πεπηίδηα λα αλαπηχμνπλ αληίζηαζε ζηηο πξσηεάζεο, κεηαμχ 

απηψλ είλαη ε δηαθνξνπνίεζε ηνπ Ν-ηειηθνχ θαη C-ηειηθνχ άθξνπ ησλ πεπηηδίσλ κε 

αθεηπιίσζε θαη ζρεκαηηζκφ ακηδίνπ αληίζηνηρα ή αληηθαηάζηαζε ησλ ακηλνμέσλ ηεο 

πξνβιεπφκελεο ζέζεο απνθνπήο απφ κε θπζηθά ακηλνμέα (π.ρ. D-ακηλνμέα). Οη κέζνδνη 

απηνί έρνπλ απνδεηρζεί επηηπρεκέλεο θαη ρξεζηκνπνηνχληαη θαηά θφξνλ απφ εηαηξίεο 

ζχλζεζεο εκπνξηθψλ πεπηηδίσλ. 

ε ζπλδπαζκφ κε ηηο παξαπάλσ κεζφδνπο, κηα άιιε ζηξαηεγηθή πνπ έρεη πηνζεηεζεί 

γηα ηε βειηίσζε ηεο πξσηενιπηηθήο ζηαζεξφηεηαο είλαη ε κείσζε ηνπ κεγέζνπο ηνπ πεπηηδίνπ 

ζηηο βηνινγηθά ελεξγέο πεξηνρέο. Μηα ελαιιαθηηθή ζηξαηεγηθή απνηειεί θαη ν ζρεκαηηζκφο 

θπθιηθψλ πεπηηδίσλ, πνπ δηαζέηνπλ κηα έκθπηε αληίζηαζε ζηελ ελδπκηθή απνηθνδφκεζε, κε 

ηε ζπλέλσζε ηνπ άκηλν- κε ην θαξβφμπ-άθξν ηεο πεπηηδηθήο αιιεινπρίαο. Απηή ε 

ηξνπνπνίεζε παξνπζηάδεη ζηαζεξφηεηα ζην πιάζκα γηα 24h, ζε αληίζεζε κε ηελ γξακκηθή 

κνξθή ηνπ πνπ απνηθνδνκείηαη κέζα ζε ιίγα ιεπηά. 

Ζ βηνδηαζεζηκφηεηα απνηειεί έλα ζεκαληηθφ παξάγνληα πνπ πξέπεη λα ιεθζεί 

ζνβαξά ππφςε ζηελ αλάπηπμε απνηειεζκαηηθψλ ζεξαπεπηηθψλ κέζσλ. Ζ απνδνηηθή 

ζηφρεπζε θαη ε αξγή απειεπζέξσζε ηνπ ζεξαπεπηηθνχ πεπηηδίνπ κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί 

κε ελζπιάθσζή ηνπ ζε ιηπνζψκαηα (ηερληθή πνπ βξίζθεηαη αθφκα ζην ζηάδην ηεο έξεπλαο) ή 

κε ηελ πξνζάξηεζε ηνπ πεπηηδίνπ ζε ηκήκαηα πνιπαηζπιελνγιπθφιεο (PEG). Με ηελ 

πξνζάξηεζε απηή απμάλεηαη ε νιηθή κνξηαθή κάδα ηνπ πεπηηδίνπ, ε νπνία κπνξεί λα κεηψζεη 

ηε λεθξηθή θάζαξζε απφ ην θπθινθνξηθφ ζχζηεκα. Όκσο, πξέπεη λα κειεηεζεί ζνβαξά ην 

κέγεζνο ησλ ηκεκάησλ PEG, γηαηί επεξεάδνπλ αξλεηηθά ηηο αληηκηθξνβηαθέο ηδηφηεηεο ηνπ 

πεπηηδίνπ. 

Ζ ρξήζε κηθξνζθαηξψλ πνπ ζπληίζεληαη απφ πνιπκεξή γαιαθηηθνχ νμένο κπνξεί λα 

έρνπλ θάπνηα ρξεζηκφηεηα ζηε δηαηήξεζε ηνπ ρξφλνπ θπθινθνξίαο ηνπ πεπηηδίνπ ζην αίκα. 

Απηή ε πξνζέγγηζε έρεη παξάγεη πνιιά ππνζρφκελα απνηειέζκαηα ζηελ έξεπλα ησλ 

εκβνιίσλ θαη ζηε κείσζε ηεο ζπρλφηεηαο ηεο δνζνινγίαο ησλ ζεξαπεπηηθψλ πεπηηδίσλ. Σα 

πνιπκεξή απηά απειεπζεξψλνπλ ην θνξηίν ηνπο αξγά θάησ απφ ζπγθεθξηκέλεο θπζηνινγηθέο 

ζπλζήθεο (π.ρ. ζεξκνθξαζία, pH). 

Δλ ζπληνκία, έλα αληηκηθξνβηαθφ πεπηίδην γηα λα ζεξαπεχζεη απνηειεζκαηηθά κηα 

κφιπλζε, είλαη πηζαλφ λα απαηηεί θπζηθέο (δνκηθέο), ρεκηθέο ή ηξνπνπνηήζεηο ηεο ζχζηαζήο 

ηνπ, γηα λα βειηησζνχλ νη θαξκαθνθηλεηηθέο ηνπ ηδηφηεηεο. Όηαλ ρξεζηκνπνηεζεί κε ην 

θαηάιιειν ζχζηεκα δηαλνκήο πνπ ζα βνεζήζεη ζηε καθξνδσία ηνπ θαη/ή βειηηψζεη ηε 



Αληηκηθξνβηαθά Καηηνληθά Πεπηίδηα (AMPs) 47 

 

ζηφρεπζε ηεο ζέζεο ηεο κφιπλζεο, ηφηε ην ζεξαπεπηηθφ πεπηίδην κπνξεί λα είλαη πην 

απνηειεζκαηηθφ in vivo. Μέρξη λα ηαπηνπνηεζνχλ ηα θαηάιιεια ζπζηήκαηα δηαλνκήο, είλαη 

πηζαλφλ ε εθαξκνγή ησλ πεπηηδίσλ λα είλαη πεξηνξηζκέλε ζηε ζεξαπεία ηνπηθψλ κνιχλζεσλ. 

Παξφια απηά, νη έξεπλεο πνπ ιακβάλνπλ ρψξα ζε απηφ ην πεδίν είλαη ελζαξξπληηθέο θαη ε 

ρξήζε ησλ ζεξαπεπηηθψλ πεπηηδίσλ κπνξεί λα επεθηαζεί ζε έλα κεγαιχηεξν εχξνο 

κνιχλζεσλ [17]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

ΗΓΦΑΘΑΖΜ 3Μ. ΝΓΝΠΖΔΖΗΕ ΟΡΚΘΓΟΕ 
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3.1 ΔΗΑΓΩΓΖ 

 

 

Οη πξσηεΐλεο απνηεινχλ απαξαίηεηα ζπζηαηηθά φισλ ησλ δσληαλψλ νξγαληζκψλ. Δάλ 

εμαηξέζνπκε νξηζκέλα θπζηθνρεκηθά θαηλφκελα φπσο π.ρ. ηε δηάρπζε θαη ηε δηάζηαζε ησλ 

ειεθηξνιπηψλ, θακία δηεξγαζία δε γίλεηαη ηφζν ζην επίπεδν νιφθιεξνπ ηνπ νξγαληζκνχ φζν 

θαη ζην επίπεδν ηνπ θπηηάξνπ θαη ηνπ ππνθπηηαξηθνχ αθφκα ζηνηρείνπ, ρσξίο ηελ παξεκβνιή 

θάπνηαο πξσηεΐλεο. Ζ θίλεζε, ε αλαπλνή, ε ζξέςε, ε αλαπαξαγσγή, ε άκπλα ηνπ 

νξγαληζκνχ θαη φια γεληθά ηα θαηλφκελα πνπ ραξαθηεξίδνπλ ηε δσή, ρξεηάδνληαη πξσηεΐλεο. 

Γελ είλαη ινηπφλ πεξίεξγν φηη δίλνπκε ηδηαίηεξε πξνζνρή ζηε κειέηε ησλ πξσηετλψλ ηφζν 

απφ ρεκηθήο φζν θαη απφ ιεηηνπξγηθήο ζθνπηάο, ηδηαίηεξα απφ ηφηε πνπ ζπλεηδεηνπνηήζακε 

φηη ππάξρεη άκεζε ζρέζε, εμάξηεζε ζα ιέγακε, κεηαμχ δηακφξθσζεο θαη ιεηηνπξγηθφηεηαο.  

Αλ πδξνιχζνπκε κία απιή πξσηεΐλε ζα δνχκε φηη ην πδξφιπκα απνηειείηαη 

απνθιεηζηηθά απφ ακηλνμέα. Μάιηζηα δε, νπνηαδήπνηε πξσηεΐλε θαη λα αλαιχζνπκε, ζα 

βξνχκε ην πνιχ είθνζη δηαθνξεηηθά ακηλνμέα. Ο ιφγνο γηα ηνλ νπνίν ηα ίδηα είθνζη ακηλνμέα 

(ηξνπνπνηεκέλα θακηά θνξά) βξίζθνληαη ζε φιεο ηηο πξσηεΐλεο νθείιεηαη ζην κεραληζκφ 

ζχλζεζεο πξσηετλψλ ν νπνίνο δελ έρεη ηε δπλαηφηεηα ελζσκάησζεο ζηηο πξσηεΐλεο άιισλ 

ακηλνμέσλ εθηφο απφ ηα ζπγθεθξηκέλα είθνζη. Παξελζεηηθά πξέπεη λα αλαθέξνπκε φηη ζηε 

δσληαλή θχζε ππάξρνπλ πάλσ απφ εθηαθφζηα ακηλνμέα ηα νπνία δελ ηα βξίζθνπκε ζε 

πξσηεΐλεο. 

 

3.2 ΑΜΗΝΟΞΔΑ 

 

Σα ακηλνμέα, φπσο ιέεη θαη ην φλνκά ηνπο, είλαη νξγαληθά  νμέα κε κία ηνπιάρηζηνλ 

ακηλνκάδα. Ζ θαξβνμπιηθή νκάδα θαη ε ακηλνκάδα είλαη ζπλδεδεκέλεο ζην ίδην άηνκν 

άλζξαθα. Δμαίξεζε φπσο ζα δνχκε απνηειεί ε πξνιίλε πνπ αληί γηα ακηλνκάδα έρεη 

ηκηλνκάδα. Έηζη, ν γεληθφο ηχπνο ησλ ακηλνμέσλ είλαη ν εμήο: 
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ηνλ ηχπν απηφλ είλαη θαλεξφ φηη  ππάξρεη έλα αζχκκεηξν άηνκν άλζξαθα κε 

απνηέιεζκα ηα ακηλνμέα λα είλαη νπηηθψο ελεξγέο ελψζεηο. Δμαίξεζε απνηειεί ε γιπθίλε 

φπνπ R είλαη H. Αλάινγα εάλ ην νπηηθψο ελεξγφ θέληξν ησλ ακηλνμέσλ ζπγγελεχεη 

ζηεξενρεκηθά κε ην νπηηθψο ελεξγφ θέληξν ηεο L-γιπθεξηλαιδευδεο ή ηεο D- 

γιπθεξηλαιδευδεο, ηα ακηλνμέα είλαη ηεο L- ή ηεο  D-δηακφξθσζεο αληίζηνηρα. Σα 

πεξηζζφηεξα ακηλνμέα πνπ βξίζθνληαη ζηε θχζε θαη φια πνπ απαληνχληαη ζε πξσηεΐλεο είλαη 

ηεο L-δηακφξθσζεο (ρήκα 3.1). 

 

ρήκα 3.1 :  Σα δχν ζηεξεντζνκεξή ησλ ακηλνμέσλ. 

 

Δπεηδή νη θαξβνμπινκάδεο θαη νη ακηλνκάδεο ησλ ακηλνμέσλ ζηηο πξσηεΐλεο (κε 

εμαίξεζε ηα δχν πνπ βξίζθνληαη ζηα άθξα) εμνπδεηεξψλνληαη δεκηνπξγψληαο κεηαμχ ηνπο 

ακηδηθνχο (πεπηηδηθνχο) δεζκνχο, ε θχζε θαη νη ηδηφηεηεο ησλ νκάδσλ R ησλ ακηλνμέσλ 

έρνπλ ηδηαίηεξε ζεκαζία  Αλάινγα, ινηπφλ, εάλ ηα ακηλνμέα έρνπλ πνιηθέο ή κε πνιηθέο 

νκάδεο R θαηαηάζζνληαη ζε πδξόθηια ή πδξόθνβα αληίζηνηρα, ελψ  εάλ θαη πψο ηνλίδνληαη 

ζε pH 6-7 ηα πνιηθά θαηαηάζζνληαη ζε νπδέηεξα, ζε όμηλα ή ζε βαζηθά. Όζσλ πνιηθψλ 

ακηλνμέσλ νη νκάδεο R- δελ ηνλίδνληαη ζε  pH 6-7 θαζψο βέβαηα θαη φια ηα πδξφθνβα 

ακηλνμέα, απφ νμενβαζηθήο ζθνπηάο είλαη νπδέηεξα. 

ηηο πξσηεΐλεο, ινηπφλ, ελζσκαηψλνληαη ηα εμήο ακηλνμέα [1] : 

 

Πίλαθαο 3.1. Σα 20 θπζηθά ακηλνμέα πνπ ππάξρνπλ ζηηο πξσηεΐλεο.   

Όλνκα Παξάπιεπξε αιπζίδα R πληνκνγξαθία πκβνιηζκόο 

A. Ακηλνμέα κε κε πνιηθέο πδξόθνβεο νκάδεο R 

Αιαλίλε 

 

Αla A 
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Βαιίλε 

 

Val V 

 

Λεπθίλε 

 

 

Leu 

 

L 

 

Ηζνιεπθίλε 

 

 

Ile 

 

I 

Μεζεηνλίλε 

 

Met M 

 

Φαηλπιαιαλίλε 

 

 

Phe 

 

F 

 

Σξππηνθάλε 

 

 

Trp 

 

W 

 

Πξνιίλε 

 

 

Pro 

 

P 

B. Ακηλνμέα κε κε θνξηηζκέλεο πνιηθέο ή πδξόθηιεο νκάδεο R 

Γιπθίλε 

 

Gly G 

εξίλε 

 

Ser S 



54                                                                           Πεπηηδηθή Σύλζεζε 

 

 

Θξενλίλε 

 

 

Thr 

 

T 

Κπζηεΐλε 

 

Cys C 

 

Αζπαξαγίλε 

 

 

Asn 

 

N 

 

Γινπηακίλε 

 

 

Gln 

 

Q 

 

Σπξνζίλε 

 

 

Tyr 

 

Y 

Γ. Ακηλνμέα κε αξλεηηθά θνξηηζκέλε νκάδα R ζε pH 6-7 (όμηλα ακηλνμέα) 

Γινπηακηληθφ 

νμχ 

 

Glu E 

Αζπαξαγηληθφ 

νμχ 

 

Asp D 

Γ. Ακηλνμέα κε ζεηηθά θνξηηζκέλε νκάδα R ζε pH 6-7 (βαζηθά ακηλνμέα) 

Λπζίλε 

 

Lys K 
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Αξγηλίλε 

 

 

Arg 

 

R 

 

Ηζηηδίλε 

 

 

His 

 

H 

 

 

3.3 ΠΔΠΣΗΓΗΚΟ  ΓΔΜΟ 

 

Ο πεπηηδηθφο δεζκφο [2] είλαη έλαο ακηδηθφο δεζκφο θαη ζρεκαηίδεηαη απν ηελ 

θαξβνμπινκάδα ελφο ακηλνμένο θαη ηελ ακηλνκάδα ελφο άιινπ ακηλνμένο κέζσ κηαο 

αληίδξαζεο ππξελφθηιεο πξνζβνιήο κε ηελ ηαπηφρξνλε απνκάθξπλζε ελφο κνξίνπ H2O. 
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 Ζ ηζνξξνπία ηεο παξαπάλσ αληίδξαζεο είλαη κεηαηνπηζκέλε πξνο ηελ πιεπξά ηεο 

πδξφιπζεο θαηά ηελ νπνία έρνπκε απειεπζέξσζε ελέξγεηαο. Πξνο ηελ πιεπξά ζρεκαηηζκνχ 

ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ απαηηείηαη θαηαλάισζε ελέξγεηαο (ελδφζεξκε αληίδξαζε, πεξίπνπ 

4Kcal/mol). Με  ηελ αλάκημε δχν ακηλνμέσλ ζε δηάιπκα, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, ν 

ζρεκαηηζκφο πεπηηδηθνχ δεζκνχ είλαη ζεξκνδπλακηθά αλέθηθηνο, θαζψο απαηηνχληαη πνιχ 

δξαζηηθέο ζπλζήθεο (πςειέο ζεξκνθξαζίεο). Κάηη ηέηνην φκσο δελ ελδείθλπηαη θαζψο ηα 

ακηλνμέα είλαη πνιχ επαίζζεηεο ελψζεηο θαη ζε ηέηνηεο ζπλζήθεο θαηαζηξέθνληαη. πλήζσο 

γίλεηαη ελεξγνπνίεζε ηνπ θαξβνμπιίνπ ηνπ άκηλν-ηειηθνχ ακηλνμένο. Γηα ηελ ελεξγνπνίεζε 

ηνπ θαξβνμπιίνπ ην πδξνμχιην αληηθαζίζηαηαη κε κία νκάδα δέθηε (-Υ) ειεθηξνλίσλ. 

Απνηέιεζκα ηεο αληηθαηάζηαζεο απηήο είλαη ε αχμεζε ηνπ ειεθηξνληφθηινπ ραξαθηήξα ηνπ 

αηφκνπ ηνπ άλζξαθα ηνπ θαξβνλπιίνπ θαη ε δηεπθφιπλζε ηεο ππξελφθηιεο αληίδξαζεο [3]. 

 

Όπσο είλαη θαλεξφ, ε ελεξγνπνίεζε ηνπ θαξβνμπιίνπ δελ επαξθεί αθνχ ζηελ 

παξαπάλσ αληίδξαζε ζα κπνξνχζαλ λα ζπκκεηέρνπλ δηάθνξεο νκάδεο, φπσο ε α-ακηλνκάδα 

ηνπ Ν-ηειηθνχ ακηλνμένο θαη ε α-θαξβνμπινκάδα ηνπ C-ηειηθνχ ακηλνμένο, θαζψο επίζεο θαη 

νη δξαζηηθέο νκάδεο ησλ παξάπιεπξσλ αιπζίδσλ. Σν γεγνλφο απηφ ζα είρε σο απνηέιεζκα ηε 

ιήςε παξάιιεια θαη αλεπηζχκεησλ πξντφλησλ. Σν παξαπάλσ πξφβιεκα ιχλεηαη κε ηε 

ρξήζε θαηάιιεισλ παξαγψγσλ ησλ ακηλνμέσλ, πξνζηαηεπκέλσλ κε ηέηνην ηξφπν ψζηε λα 

ππάξρεη κφλν έλαο ηξφπνο αληίδξαζεο, απηφο γηα ην ζρεκαηηζκφ ηνπ επηζπκεηνχ πεπηηδίνπ. 

Σέινο ηδηαίηεξε πξνζνρή πξέπεη λα δνζεί ζηελ απνθπγή ηεο ξαθεκίσζεο θαηά ηε δηάξθεηα 

ηεο ζχδεπμεο θαζψο φια ηα ακηλνμέα, εθηφο ηεο Gly, πεξηέρνπλ έλα αζχκκεηξν α-άηνκν 

άλζξαθα. 

Δίλαη θαλεξφ ινηπφλ πσο ε πεπηηδηθή ζχλζεζε απνηειεί κηα εμαηξεηηθά πνιχπινθε 

δηαδηθαζία, φπνπ πνιινί παξάγνληεο πξέπεη λα ξπζκίδνληαη θαη λα ιακβάλνληαη ππφςε.  

R - C O O H R C X 

O 

R C X 

O 

N H 

R ' 

H 

R C X 

O 

N 
+ 

H H 

R ' 
1 

R C 

O 

N H 

R ' 

H X 

Δλεξγνπνίεζε 

+ 
ύδεπμε 

.. 
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3.4 ΣΔΡΔΟΥΖΜΔΗΑ ΣΟΤ ΠΔΠΣΗΓΗΚΟΤ ΓΔΜΟΤ 

 

Κξπζηαιινγξαθηθέο κειέηεο απφ ηνπο Linus Pauling θαη Robert Corey έδεημαλ φηη ην 

κήθνο ηνπ δεζκνχ C-N είλαη αηζζεηά κηθξφηεξν ζηνλ πεπηηδηθφ δεζκφ, 1.32Å, απφ φηη ζε 

έλαλ απιφ δεζκφ C-N, 1.47Å [4], γεγνλφο πνπ ππνδεηθλχεη πσο ν πεπηηδηθφο δεζκφο 

ζπκπεξηθέξεηαη θαηά ην ήκηζπ σο δηπιφο δεζκφο. 

 

 

 

ρήκα 3.2 : Cis θαη trans δηακφξθσζε ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ απφ θξπζηαιινγξαθηθά 

δεδνκέλα. Σα κήθε ησλ δεζκψλ δίλνληαη ζε Å θαη νη γσλίεο ζε κνίξεο. 

 

Σν γεγνλφο απηφ νθείιεηαη ζηε κεζνκέξεηα ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ, ε νπνία πεξηνξίδεη 

ηελ ειεχζεξε πεξηζηξνθή γχξσ απφ ηνλ δεζκφ C-N θαη δηακνξθψλεη δχν ηζνκεξείο κνξθέο.  

  

ρήκα 3.3 :  Μεζνκέξεηα ησλ cis θαη trans κνξθψλ ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ. 

O

. .

:O:

. .

:O:. .
-

:O:. .
-

trans-μορφή

cis-μορφή

CH

C

N

CH

R2

HR1

::

R2

CH

C N
CH

H

R1

CH

C

N
CH

R2

H
R1

+

CH

C N

CH

R2

R1

H

+
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ηα θπζηθά πεπηίδηα θαη πξσηεΐλεο πξνηηκάηαη ε trans δηακφξθσζε θαζψο είλαη θαη ε 

πην ζηαζεξή ζεξκνδπλακηθά δνκή. Δμαηξέζεηο απνηεινχλ ηo ακηλνμχ ηεο πξνιίλεο, φπνπ ν 

πεπηηδηθφο δεζκφο κπνξεί λα πάξεη εμίζνπ ηε cis θαη trans κνξθή, θαζψο θαη νξηζκέλα κε 

θπζηθά ακηλνμέα (π.ρ. ζαξθνζίλε).  

 

 

3.5  ΠΔΠΣΗΓΗΚΖ ΤΝΘΔΖ 

 

Ζ ζχλζεζε πεπηηδίσλ είλαη κηα πνιχπινθε δηαδηθαζία ζηελ νπνία πξέπεη λα ιεθζνχλ 

ππφςε πνιιέο παξάκεηξνη, φπσο ε επηινγή ησλ ζπλζεθψλ θαζψο θαη ε ρξεζηκνπνίεζε ησλ 

θαηάιιεισλ αληηδξαζηεξίσλ. Μπνξεί λα  πξαγκαηνπνηεζεί είηε ζε ζηεξεή είηε ζε πγξή 

θάζε. Ζ ζχλζεζε ζε πγξή θάζε παξνπζηάδεη αξθεηά κεηνλεθηήκαηα θαη δπζθνιίεο θαη 

απνηειεί κηα απφ ηηο πξψηεο κεζφδνπο πνπ αλαπηχρζεθε. ε θάζε βήκα ηεο είλαη αλαγθαία ε 

απνκφλσζε, ν θαζαξηζκφο θαη ε ηαπηνπνίεζε ησλ ελδηάκεζσλ πξντφλησλ θαζηζηψληαο ηελ 

φιε δηαδηθαζία αξθεηά επίπνλε θαη  ρξνλνβφξα, αθφκα θαη ζηελ πεξίπησζε ζχλζεζεο κηθξψλ 

πεπηηδίσλ.  Με ηελ εηζαγσγή απφ ηνλ Merrifield ηεο ζχλζεζεο πεπηηδίσλ ζε ζηεξεή θάζε 

(solid phase peptide synthesis, SPPS)  ηα παξαπάλσ πξνβιήκαηα μεπεξάζηεθαλ. 

πλνπηηθά ηα ζηάδηα πνπ αθνινπζνχληαη ζηελ πεπηηδηθή ζχλζεζε είλαη ηα εμήο: 

 Παξνδηθή πξνζηαζία ηεο α-ακηλνκάδαο ηνπ Ν-ηειηθνύ ακηλνμένο κε θαηάιιειε 

νκάδα Υ. Απηή ε νκάδα ζα πξέπεη λα κεηψλεη ηνλ ππξελφθηιν ραξαθηήξα ηεο ακηλνκάδαο, λα 

ηελ αδξαλνπνηεί θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ζχδεπμεο θαη λα είλαη ζηαζεξή ζηηο πεηξακαηηθέο 

ζπλζήθεο πνπ εθαξκφδνληαη. Δπίζεο πξέπεη λα απνκαθξχλεηαη εθιεθηηθά θαη εχθνια κεηά ην 

ζρεκαηηζκφ ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ, ζε θαηάιιειεο ζπλζήθεο πνπ λα κελ ηνλ επεξεάδνπλ. 

Δπηπιένλ νη νκάδεο απηέο ζα πξέπεη λα κελ επλννχλ ηε ξαθεκίσζε ηνπ ακηλνμένο. Οη 

θπξηφηεξεο νκάδεο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζπλήζσο γηα ηελ πξνζηαζία ησλ α-ακηλνκάδσλ 

είλαη ε t-βνπηπινμπθαξβνλπινκάδα (Boc) [5, 6], ε 9-θινπνξελπινκεζπινμπθαξβνλπινκάδα 

(Fmoc) [7], ε βελδπινμπθαξβνλπινκάδα (Ε) [8] απφ ηνπο Bergman θαη Εέξβα ην 1932 πνπ 

απνηέιεζε ζηαζκφ ζηελ εμέιημε ηεο πεπηηδηθήο ζχλζεζεο, ε ηξηθαηλπινκάδα (Trt) [9-11], ε 

δηθαηλπιντζνπξνππινμπθαξβνλπινκάδα (Bpoc) [12, 13] θ.ι.π. 

  Παξνδηθή πξνζηαζία ηνπ α-θαξβνμπιίνπ ηνπ C-ηειηθνύ ακηλνμένο κε θαηάιιειε 

νκάδα Τ. Ζ πξνζηαζία απηή γίλεηαη ζπλήζσο κε εζηεξνπνίεζε ηεο θαξβνμπινκάδαο (κεζπι-, 
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αηζπι-, t-βνπηπι-, ή βελδπι-εζηέξαο). Ζ πξνζηαζία απηή είλαη απαξαίηεηε ζηε ζχλζεζε 

πεπηηδίσλ ζε δηάιπκα, ελψ ζηελ πεξίπησζε ζχλζεζεο ζε ζηεξεή θάζε, ην θαξβνμχιην ηνπ C-

ηειηθνχ ακηλνμένο είλαη ζπδεπγκέλν κε ην ζηεξεφ πνιπκεξέο. 

 Παξνδηθή πξνζηαζία ηωλ δξαζηηθώλ νκάδωλ   πνπ πηζαλφλ λα ππάξρνπλ ζηηο 

παξάπιεπξεο αιπζίδεο ησλ ακηλνμέσλ. Σέηνηεο δξαζηηθέο νκάδεο είλαη ε ε-ΝΖ2 ηεο Lys, ην 

β-COOH ηνπ Asp, ε γνπαληδνκάδα ηεο Arg, ε –SH ηεο Cys, ε –ΟΖ ηεο Ser,Tyr θαη Thr θ.ι.π. 

  Σρεκαηηζκόο ηνπ ακηδηθνύ δεζκνύ. Ο ζρεκαηηζκφο ηνπ επηηπγράλεηαη κε ηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ θαξβνμπιίνπ ηνπ Ν-ηειηθνχ ακηλνμένο θαη ζύδεπμε κε ηελ ακηλνκάδα ηνπ 

άιινπ ακηλνμένο. Οη κέζνδνη πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζπλήζσο γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ 

θαξβνμπιίνπ είλαη: κέζνδνο ρισξηδίσλ, ησλ αδηδίσλ, ησλ κηθηψλ αλπδξηηψλ, ησλ ελεξγψλ 

εζηέξσλ, θαζψο επίζεο θαη ε κέζνδνο κε ηε ρξήζε δηαθφξσλ αληηδξαζηεξίσλ ζχδεπμεο.  

 Απνκάθξπλζε ηωλ πξνζηαηεπηηθώλ νκάδωλ, κεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο ζχλζεζεο, 

κε θαηάιιειν ηξφπν ψζηε λα κελ θαηαζηξέθνληαη νη πεπηηδηθνί δεζκνί θαη λα ιακβάλεηαη ην 

πεπηίδην ζηελ ειεχζεξε κνξθή ηνπ. 

 

3.6 ΤΝΘΔΖ ΠΔΠΣΗΓΗΩΝ Δ ΣΔΡΔΖ ΦΑΖ  

 

 ηαζκφ ζηελ εμέιημε ηεο πεπηηδηθήο ζχλζεζεο απνηέιεζε ε αλάπηπμε ηεο κεζφδνπ 

ζχλζεζεο πεπηηδίσλ ζε ζηεξεφ ππφζηξσκα (solid phase peptide synthesis, SPPS) [14-16] απφ 

ηνλ R. B. Merrifield (1963). χκθσλα κε απηή ηε κέζνδν ε θαξβνμπινκάδα ηνπ Ν-

πξνζηαηεπκέλνπ C-ηειηθνχ ακηλνμένο, ηνπ πεπηηδίνπ πνπ πξφθεηηαη λα ζπληεζεί, πξνζδέλεηαη 

νκνηνπνιηθά ζε έλα αδηάιπην πνιπκεξηθφ ππφζηξσκα (ξεηίλε). Ζ ζπλερήο απνπξνζηαζία ηεο 

α-ακηλνκάδαο θαη εηζαγσγή ηνπ επφκελνπ Ν-πξνζηαηεπκέλνπ ακηλνμένο κε ελεξγνπνηεκέλν 

ην θαξβνμχιην ηνπ νδεγεί ζηε ζχλζεζε ηεο επηζπκεηήο πεπηηδηθήο αιιεινπρίαο (απφ ην C-

ηειηθφ πξνο ην Ν-ηειηθφ άθξν). Ζ πεξίζζεηα ησλ αληηδξψλησλ, θαζψο θαη ηα παξαπξντφληα  

ζε θάζε ζηάδην απνπξνζηαζίαο θαη ζχδεπμεο απνκαθξχλνληαη κε εθπιχζεηο ηνπ πεπηηδίνπ-

πνιπκεξνχο κε θαηάιιεινπο νξγαληθνχο δηαιχηεο θαη δηεζήζεηο. Όηαλ ε ζχλζεζε 

νινθιεξσζεί κε επεμεξγαζία κε θαηάιιειν αληηδξαζηήξην γίλεηαη ε απφζπαζε ηνπ πεπηηδίνπ  

απφ ηε ξεηίλε  κε παξάιιειε απνκάθξπλζε ηπρφλ πξνζηαηεπηηθψλ νκάδσλ (εκηκφληκε 

πξνζηαζία) ησλ πιεπξηθψλ αιπζίδσλ. Ζ γεληθή πνξεία ηεο ζχλζεζεο πεπηηδίσλ ζε ζηεξεή 

θάζε παξνπζηάδεηαη ζην (ρήκα 3.4). 
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 ● : πνιπκεξηθφ ππφζηξσκα  

  Υ  : linker 

 Τ : πξνζηαηεπηηθή νκάδα Ν
α
-ακηλνκάδαο 

 

                                    

ρήκα 3.4 : Γηάγξακκα πεπηηδηθήο ζχλζεζεο ζε ζηεξεή θάζε. 
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3.7 ΣΔΡΔΟ ΠΟΛΤΜΔΡΗΚΟ ΤΠΟΣΡΩΜΑ (ΡΖΣΗΝΖ) 

 

 Σν ζηεξεφ πνιπκεξηθφ ππφζηξσκα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηε ζχλζεζε πεπηηδίσλ ζε 

ζηεξεή θάζε (SPPS) πξέπεη λα πιεξεί ηηο παξαθάησ πξνυπνζέζεηο:  

 Να απνηειείηαη απφ ζσκαηίδηα θαηάιιεινπ ζρήκαηνο θαη κεγέζνπο, ηα νπνία λα θέξνπλ 

δξαζηηθέο νκάδεο, ζηηο νπνίεο ε πεπηηδηθή αιπζίδα λα κπνξεί λα πξνζθνιιεζεί εχθνια κε 

ζρεκαηηζκφ νκνηνπνιηθνχ δεζκνχ θαη ζην ηέινο ηεο ζχλζεζεο λα κπνξεί λα απνθνπεί εμίζνπ 

εχθνια.  

 Πξέπεη λα έρεη αξθεηά ζεκεία πξφζδεζεο έηζη ψζηε λα ιακβάλνληαη ηθαλνπνηεηηθέο 

απνδφζεηο θαη λα ειαρηζηνπνηνχληαη νη αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ησλ πεπηηδίσλ πνπ είλαη 

πξνζθνιιεκέλα ζηα ζεκεία απηά.  

 Έλα επίζεο ζεκαληηθφ ζηνηρείν είλαη φηη ε ξεηίλε πξέπεη λα είλαη αδηάιπηε ζηνπο δηαιχηεο 

θαη ηα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ SPPS θαζψο επίζεο θαη λα κελ αληηδξά κε 

απηά. 

  Να δηνγθψλεηαη κε ηνπο δηαιχηεο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ SPPS θαη λα επηηξέπεη ηελ 

εχθνιε δηείζδπζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ ζηα ζσκαηίδηα θαζψο θαη ηελ εχθνιε απνκάθξπλζε 

ηεο πεξίζζεηαο απηψλ θαη ησλ παξαπξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο κε απιή έθπιπζε θαη δηήζεζε.  

 

3.7.1 Ρεηίλεο γηα ηε ζύλζεζε πεπηηδίσλ κε ηελ Boc-ζηξαηεγηθή  

 

1. Ρεηίλε  Merrifield 

 

Ζ ξεηίλε ηνπ Μerrifield [17,18] απνηειεί έλα ρισξνκεζπιησκέλν ζπκπνιπκεξέο ζηπξνιίνπ-

δηβηλπινβελδνιίνπ θαη ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζχλζεζε πεπηηδίσλ κηθξνχ ή κεζαίνπ 

κεγέζνπο, θαζψο ν εζηεξηθφο δεζκφο ηνπ πεπηηδίνπ κε ηελ ξεηίλε δελ είλαη πνιχ ζηαζεξφο ζε 

επαλαιακβαλφκελε θαηεξγαζία κε TFA. Σν πεπηίδην παξαιακβάλεηαη κε ειεχζεξν ην C-

ηειηθφ θαξβνμχιην κεηά ηελ απνθνπή ηνπ απφ ηε ξεηίλε κε θαηεξγαζία κε ηζρπξά νμέα 

(ζπλήζσο HF).  

 

 

Cl C
H

2

R
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2. PAM ξεηίλε 

 

 

 

Γηα ηε ζχλζεζε κεγαιχηεξσλ πεπηηδίσλ ρξεζηκνπνηείηαη ε Pam ξεηίλε [19, 20], γλσζηή θαη 

σο θαηλπιναθεηακηδνκεζπι-ξεηίλε. Ζ παξνπζία κηαο ειεθηξνληνειθηηθήο αθεηακηδννκάδαο 

ζε παξα-ζέζε ζην βελδνιηθφ δαθηχιην, απμάλεη ηε ζηαζεξφηεηα ηνπ εζηεξηθνχ δεζκνχ 

πεξηζζφηεξν απφ 100 θνξέο ζε ζχγθξηζε κε ηε ξεηίλε Merrifield. H απνθνπή γίλεηαη κε HF 

θαη ην πεπηίδην ιακβάλεηαη κε ειεχζεξν ην C-ηειηθφ θαξβνμχιην. 

 

3. MBHA ξεηίλε  

 

Γηα ηε ζχλζεζε πεπηηδίσλ ζηελ ακηδηθή κνξθή (-CONH2) ρξεζηκνπνηείηαη επξχηαηα ε 4-

κεζπινβελδπδξπιακίλε (MBHA) ξεηίλε [21]. Ζ απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ γίλεηαη κε άλπδξν 

HF. 

 

3.7.2 Ρεηίλεο γηα ηε ζύλζεζε πεπηηδίσλ κε ηελ Fmoc-ζηξαηεγηθή 

 

1. Wang ξεηίλε 

 

ηελ Wang ξεηίλε (p-αιθνμπβελδπινμπβελδπι-ξεηίλε) [22, 23] ηα πεπηίδηα πνπ ιακβάλνληαη 

έρνπλ ειεχζεξν ην C-ηειηθφ θαξβνμχιην. Ζ πξφζδεζε ηνπ πεπηηδίνπ κε ηε ξεηίλε γίλεηαη 

κέζσ ελφο εζηεξηθνχ δεζκνχ πνπ έρεη έλαλ άιθνμπ ειεθηξνληνδφηε ππνθαηαζηάηε ζηελ 
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πάξα-ζέζε, γηα απηφ ε απνθνπή ηνπ απφ ην ζηεξεφ πνιπκεξέο γίλεηαη θάησ απφ ήπηεο 

ζπλζήθεο (ρξήζε TFA).  

 

2. Rink amide ΑΜ ξεηίλε 

 

R

OMe

MeO

C
H

NH-Fmoc

O C
H

2

CO Nle N
H

C
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Ζ Rink Amide ξεηίλε {4-(2΄,4΄-δηκεζνμπθαηλπι-9-θινπνξελπινκεζπινμπθαξβνλπιν-

ακηλνκεζπιν)-θαηλνμπαθεηακηδν-κεζπιν ξεηίλε} [24] ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζχλζεζε 

πεπηηδίσλ ζηελ ακηδηθή κνξθή ηνπο. Ζ ξεηίλε θέξεη κηα πξφζζεηε νκάδα (linker), ε νπνία 

είλαη επαίζζεηε ζηα νμέα, νπφηε ε απνκάθξπλζε ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηε ξεηίλε κπνξεί λα γίλεη 

κε TFA. 

 

3.    2-ρισξνηξηηπιν ξεηίλε 

 

Ζ 2-ρισξνηξίηπιν ξεηίλε [25, 26] ιφγσ ηεο κεγάιεο επαηζζεζίαο ηεο ζηα νμέα, επηηξέπεη ηελ 

απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ απηή κε θαηεξγαζία κε 0.5-1% TFA ή AcOH/TFE/DCM (2:6:6). 

Σα πεπηίδηα πνπ ιακβάλνληαη έρνπλ ην C-ηειηθφ ακηλνμχ κε ειεχζεξν ην θαξβνμχιην. Σν 

ζπλδεδεκέλν ζην πνιπζηπξφιην, 2-ρισξν-ηξηθαίλπιν κεζπινρισξίδην παξνπζηάδεη 

ζηεξενρεκηθή παξεκπφδηζε απνηξέπνληαο κε ηνλ ηξφπν απηφ ην ζρεκαηηζκφ 

δηθεηνπηπεξαδίλεο [27]. Δπηπξφζζεηα ε ζχλδεζε ηνπ πξψηνπ ακηλνμένο κε ηε ξεηίλε γίλεηαη 

πνιχ εχθνια ζε ήπηεο ζπλζήθεο (DIEA/DCM) θαη ζε πνιχ κηθξφ ρξφλν. Σν γεγνλφο απηφ 

απνηξέπεη ηε ξαθεκίσζε ακηλνμέσλ φπσο ε His θαη ε Cys. 

RCl C
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3.8 ΠΡΟΣΑΗΑ ΚΑΗ ΑΠΟΠΡΟΣΑΗΑ ΣΖ Ν
α
-ΑΜΗΝΟΜΑΓΑ 

 

Γηα ηελ παξνδηθή πξνζηαζία ηεο α-ακηλνκάδαο ησλ ακηλνμέσλ ζηελ πεπηηδηθή 

ζχλζεζε ζηεξεήο θάζεο ρξεζηκνπνηνχληαη ζπλήζσο ε tert-βνπηπινμπθαξβνλπινκάδα (Boc-

νκάδα) [28, 29]
 
 θαη ε 9-θινπνξελπινκεζπινμπθαξβνλπινκάδα (Fmoc-νκάδα) [30]. 

Ζ Boc-νκάδα είλαη επαίζζεηε ζηα νμέα θαη ε απνκάθξπλζή ηεο γίλεηαη κε ηξηθζνξνμηθφ νμχ 

(TFA) ζε δηρισξνκεζάλην (DCM) (40% v/v). Με απηή ηελ θαηεξγαζία, ε α-ακηλνκάδα 

ιακβάλεηαη σο άιαο ηνπ ηξηθζνξνμηθνχ νμένο ην νπνίν εμνπδεηεξψλεηαη κε δηάιπκα 

δητζνπξνππιαηζπιακίλεο (DIEA) ζε δηρισξνκεζάλην (DCM) (7-10% v/v) (ρήκα 3.5). Οη 

πξνζηαηεπηηθέο νκάδεο ησλ παξάπιεπξσλ αιπζίδσλ  απνκαθξχλνληαη ζην ηέινο ηεο 

ζχλζεζεο κε ρξήζε πνιχ ηζρπξψλ νμέσλ πρ. πγξφ πδξνθζφξην (HF). 
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ρήκα 3.5 : Αληίδξαζε απνκάθξπλζεο ηεο Boc-πξνζηαηεπηηθήο νκάδαο.  

 

  Ζ Fmoc νκάδα είλαη αζηαζήο ζε δηαιχκαηα δεπηεξνηαγψλ ακηλψλ θαη γηα ηελ 

απνκάθξπλζή ηεο ρξεζηκνπνηείηαη δηάιπκα πηπεξηδίλεο 20% ζε δηκεζπινθνξκακίδην (DMF). 

Ο κεραληζκφο ηεο απνκάθξπλζήο ηεο θαίλεηαη ζην (ρήκα 3.6). Σν δηθαηλπινθνπιβέλην (1) 

αληηδξά κε ηε δεπηεξνηαγή ακίλε θαη δίλεη ζηαζεξή ηξηηνηαγή βάζε (2).    
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ρήκα 3.6 : Αληίδξαζε απνκάθξπλζεο ηεο Fmoc-πξνζηαηεπηηθήο νκάδαο. 

 

Οη πξνζηαηεπηηθέο νκάδεο ησλ παξάπιεπξσλ αιπζίδσλ ησλ ακηλνμέσλ 

απνκαθξχλνληαη κε ήπηα νμέα, φπσο είλαη ην ηξηθζνξνμηθφ νμχ (πεξίπνπ 95%) θαηά ηελ 

δηάξθεηα ηεο απνθνπήο ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηελ ξεηίλε. 

 

 

3.9  ΠΡΟΣΑΗΑ ΣΩΝ ΠΑΡΑΠΛΔΤΡΩΝ ΓΡΑΣΗΚΩΝ ΟΜΑΓΩΝ ΣΩΝ 

ΑΜΗΝΟΞΔΩΝ-ΟΡΘΟΓΩΝΗΚΖ ΠΡΟΣΑΗΑ 

 

Όπσο έρεη αλαθεξζεί θαη πξνεγνπκέλσο ε επηινγή ησλ θαηάιιεισλ πξνζηαηεπηηθψλ 

νκάδσλ δηαδξακαηίδεη θαζνξηζηηθφ ξφιν ζηελ πεπηηδηθή ζχλζεζε. Ζ  Ν
α
 πξνζηαηεπηηθή 

νκάδα ζα πξέπεη λα απνκαθξχλεηαη εθιεθηηθά ζε ζπλζήθεο ηέηνηεο, ψζηε λα κελ 

επεξεάδνληαη νη παξάπιεπξεο πξνζηαζίεο (νξζνγσληθή πξνζηαζία). Γηα παξάδεηγκα ν 

βελδπιεζηέξαο ζην β-θαξβνμχιην ηνπ Asp θαη ν t-βνπηπινμπθαξβνλπιν θαξβακηδηθφο 

εζηέξαο ηεο α-ακηλνκάδαο ηνπ ίδηνπ ακηλνμένο απνηεινχλ νξζνγσληθή πξνζηαζία γηαηί ε 

θάζε κία κπνξεί λα απνκαθξπλζεί απφ ην Asp ρσξίο λα επεξεάδεηαη ε άιιε.  
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Πίλαθαο 3.2. Οη ζπλεζέζηεξεο νξζνγσληθέο πξνζηαζίεο ησλ παξάπιεπξσλ αιπζίδσλ ησλ 

ακηλνμέσλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ πεπηηδηθή ζχλζεζε ζηεξεήο θάζεο.  

 

Ακηλνμύ 
Βνc-ζηξαηεγηθή Fmoc-ζηξαηεγηθή 

Arg 
Mts[31], Tos[32] Mtr[44], Pbf[45], Pmc[46], Σrt 

Asn 

Gln 

Trt[9-11], Xan[33] 
Trt 

Asp 

Glu 

Obzl[34], Alloc, OcHx[35] OtBu[47], Oallyl[48] 

Cys Acm[36], Trt, pMe-Bzl[37] Acm, tBu, Trt 

His Bom[38], Tos[39], Dnp[40], 

Z 
Boc, Trt 

Lys Fmoc, Z[8], 2Cl-Z[41] Boc, Fmoc, Alloc[49], ivDde[50] 

Ser  

Thr 
Bzl[42] tBu, Trt 

Trp 
For[43], Mts Boc 

Tyr Bzl, 2,6-di-Cl-Bzl, 2-Br-Z tBu 

 

 

3.10 ΑΝΣΗΓΡΑΣΖΡΗΑ ΤΕΔΤΞΖ 

 

Ο ζρεκαηηζκφο ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί κε δηάθνξεο 

κεζφδνπο, φπσο  είλαη απηή ησλ ρισξηδίσλ, ησλ αδηδίσλ, ησλ κηθηψλ αλπδξηηψλ, ησλ ελεξγψλ 

εζηέξσλ θαη ησλ αληηδξαζηεξίσλ ζχδεπμεο. Ζ πεξηζζφηεξν επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελε 

κέζνδνο είλαη ε ηειεπηαία ιφγσ ηεο απιφηεηάο ηεο θαη ηεο ηαρχηεηάο ηεο εθφζνλ 

ελεξγνπνίεζε θαη ζχδεπμε ιακβάλνπλ ρψξα ηαπηφρξνλα (in situ coupling reagents). Σα 

θπξηφηεξα αληηδξαζηήξηα ζχδεπμεο είλαη ηα θαξβνδητκίδηα. Σα θαξβνδητκίδηα εηζήρζεζαλ απφ 

ηνλ Sheehan θαη Hess ην 1955. Ηδηαίηεξα ε εηζαγσγή ηνπ Ν,Ν-δηθπθινεμπινθαξβνδητκηδίνπ 



Πεπηηδηθή Σύλζεζε 67 

 

(DCC) [51,52] σο αληηδξαζηήξην ζχδεπμεο γηα ην ζρεκαηηζκφ ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ, ήηαλ 

έλα ζεκαληηθφ γεγνλφο ζηελ ηζηνξία ηεο πεπηηδηθήο ζχλζεζεο. Πξφζθαηα ρξεζηκνπνηείηαη 

έλα λέν βειηησκέλν θαξβνδητκίδην, ην δητζνπξνππινθαξβνδητκίδην (DIC) [53] πνπ πιενλεθηεί 

έλαληη ηνπ DCC επεηδή δίλεη πδαηνδηαιπηφ παξαπξντφλ θαη φρη δπζδηάιπηε νπξία.  

                               

 

 

Ο κεραληζκφο ηεο αληίδξαζεο ζχδεπμεο κε ην DCC θαίλεηαη ζην ρήκα 3.7. 

         

R-COOH N=C=N N-C=N
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R-C=O
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ηαχεία

+

ανηίδραζη  

 

 

 

 

 

 

 

 

ρήκα 3.7 : Ππξελφθηιε πξνζβνιή ηεο ακηλνκάδαο ηνπ ακηλνμένο πνπ ζα αθπιησζεί ζηνλ 

θαξβνλπιηθφ άλζξαθα ηεο Ο-αθπιν-ηζννπξίαο θαη ζρεκαηηζκφο ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ. 

 

 ην πξψην ζηάδην, ην θαξβνμχιην ηνπ Ν
α
-πξνζηαηεπκέλνπ ακηλνμένο πξνζβάιεη ηνλ 

δεζκφ Ν=C ηνπ DCC θαη πξνθχπηεη ην ελδηάκεζν Ο-αθπιν-ηζννπξία. ηελ ζπλέρεηα, 

ππξελφθηιε πξνζβνιή ηνπ ακηλν-ζπζηαηηθνχ ζην ελδηάκεζν απηφ νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ 

ηνπ πεπηηδίνπ θαη ζηελ παξαγσγή ηνπ παξαπξντφληνο Ν,Ν-δηθπθινεμπιννπξία. Ζ Ο-αθπιν-

ηζννπξία κπνξεί λα αληηδξάζεη κε έλα αθφκα κφξην θαξβνμπιηθνχ νμένο ζρεκαηίδνληαο έλα 

ζπκκεηξηθφ αλπδξίηε (ρήκα 3.8), ν νπνίνο ζηε ζπλέρεηα αληηδξά κε ην άκηλν ζπζηαηηθφ 

πξνο ζρεκαηηζκφ ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ. 
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ηα κεηνλεθηήκαηα ηεο κεζφδνπ ζπγθαηαιέγνληαη ε πηζαλή ξαθεκνπνίεζε ιφγσ ηεο 

κεγάιεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ δξαζηηθνχ ελδηάκεζνπ παξαγψγνπ θαζψο θαη ν ζρεκαηηζκφο ηεο 

κε δξαζηηθήο Ν-αθπιννπξίαο κέζσ ελδνκνξηαθήο Ο→Ν κεηάζεζεο ζηελ Ο-αθπιν-ηζννπξία. 

 

 

 

ρήκα 3.8 : ρεκαηηζκφο πεπηηδηθνχ δεζκνχ, ρξεζηκνπνηψληαο σο αληηδξαζηήξην ζχδεπμεο 

DCC, κέζσ ζπκκεηξηθψλ αλπδξηηψλ. 

 

 Ζ ξαθεκνπνίεζε θαη ν ζρεκαηηζκφο ηεο Ν-αθπιννπξίαο κπνξνχλ λα ειαηησζνχλ κε 

ηελ πξνζζήθε βνεζεηηθψλ ππξελφθηισλ, φπσο ην 1-πδξνμπβελδνηξηαδφιην(HOBt) [54]. Ζ 

πξνζβνιή ηεο πξφζζεηεο απηήο νπζίαο επί ηνπ ελεξγνχ ελδηάκεζνπ παξαγψγνπ, νδεγεί ζην 

ζρεκαηηζκφ ηνπ Ο-αθπιν-1-πδξνμπβελδνηξηαδνιίνπ, ην νπνίν είλαη έλα ηζρπξφ αθπιησηηθφ 

κέζν (ρήκα 3.9). 
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ρήκα 3.9 : Πξνζζήθε 1-HΟBt ζην κίγκα ηεο αληίδξαζεο νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ ηνπ Ο-

αθπιν-HOBt, ελφο πνιχ ηζρπξνχ αθπιησηηθνχ κέζνπ. 

 

Ζ παξνπζία ελφο δεχηεξνπ ππξελφθηινπ ζην κίγκα ηεο αληίδξαζεο, κεηψλεη ηε ζπγθέληξσζε 

θαη ην ρξφλν δσήο ηεο Ο-αθπιν-ηζννπξίαο, πεξηνξίδνληαο θαηά ζπλέπεηα ηελ έθηαζε ηεο 

Ο→Ν αθπιν-κεηαηφπηζεο πνπ νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ ησλ παξαγψγσλ ηεο Ν-αθπιννπξίαο 

θαη σο εθ ηνχηνπ ηελ έθηαζε ηεο ξαθεκνπνίεζεο. Αθφκα ην HOBt ζαλ αζζελέο νμχ εκπνδίδεη 

ηελ αθαίξεζε πξσηνλίνπ απφ ην νπηηθψο ελεξγφ άηνκν άλζξαθα θαη έηζη ζπκβάιιεη κε έλα 

δεχηεξν ηξφπν ζηε δηαηήξεζε ηεο νπηηθήο θαζαξφηεηαο. Σν HOBt αλαγελλάηαη θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο αθπιίσζεο θαη έηζη ε ζπγθέληξσζή ηνπ παξακέλεη ζρεδφλ ζηαζεξή θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο ζχδεπμεο. Δθηφο απφ ηα θαξβνδητκίδηα, ζηελ πεπηηδηθή ζχλζεζε ζε ζηεξεή θάζε 

ρξεζηκνπνηνχληαη επξχηαηα ηα ηειεπηαία ρξφληα θσζθνληθά ή νπξνληθά παξάγσγα σο 

αληηδξαζηήξηα ζχδεπμεο.  

ηελ πξψηε θαηεγνξία αλήθνπλ ηα BOP [55], PyBOP [56] θαη BroP [57]. Σν BOP, 

παξά ηα πιενλεθηήκαηά ηνπ, φπσο κηθξφ πνζνζηφ ξαθεκνπνίεζεο θαη ζχληνκνο ρξφλνο 

ζχδεπμεο, είλαη πνιχ ηνμηθφ νπφηε θαη αληηθαηαζηάζεθε απφ ην PyBOP.  

 

R C O C

O N

H
N

N

N

H

N

O

O

C

N

O

NH

H

R

O

R'

NH

C
R C

R

H

C O C

O N

H
N

N

N

N

O

N

N

N

O

R'-NH
2

N

N

H

N

O

+

+

-

+
+



70                                                                           Πεπηηδηθή Σύλζεζε 

 

                                                     

 

ηελ δεχηεξε θαηεγνξία αλήθνπλ ην ν-βελδνηξηαδνιπιν-ηεηξακεζπιν-ηζννπξνληθφ 

εμαθζνξνθσζθνξηθφ άιαο (HBTU) [58]θαη ην ν-βελδνηξηαδνιπιν-ηεηξακεζπιν-ηζννπξνληθφ 

ηεηξαθζνξνβνξηθφ άιαο (TBTU) [59].  

 

 

                                                                                     

                                                                                              

 

Πιενλεθηήκαηα απηψλ ησλ λέσλ, βειηησκέλσλ αληηδξαζηεξίσλ ζχδεπμεο είλαη ην 

πνιχ κηθξφ πνζνζηφ ξαθεκνπνίεζεο, ν κηθξφο ρξφλνο ηεο αληίδξαζεο (~15min) θαη νη 

πςειέο απνδφζεηο. ην ρήκα 3.10 θαίλεηαη έλαο πξνηεηλφκελνο κεραληζκφο γηα ην 

ζρεκαηηζκφ πεπηηδηθνχ δεζκνχ κε ηε ρξήζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ TBTU θαη HOBt.  

Αληίζεηα κε ηα θαξβνδητκίδηα θαη ηα θσζθνληθά άιαηα, ηα νπξνληθά παξάγσγα 

αληηδξνχλ κε ηελ ακηλνκάδα ζηηο ζπλζήθεο πνπ δηεμάγεηαη ζπλήζσο ε πεπηηδηθή ζχλζεζε 

ζρεκαηίδνληαο ηεηξακεζπινγνπαληδίλν παξάγσγα. Με αληηζηξεπηή δέζκεπζε ηνπ ακηλν-

ζπζηαηηθνχ έρνπκε φηαλ ην αληηδξαζηήξην πξνζηίζεηαη απεπζείαο ζην κίγκα ηεο αληίδξαζεο. 

Γηα λα απνθεπρζεί απηφ, ε ελεξγνπνίεζε ηνπ θαξβνμπιίνπ κε ηα νπξνληθά αληηδξαζηήξηα 
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πξέπεη λα ιακβάλεη ρψξα πξηλ απφ ηελ πξνζζήθε απηνχ ζην κίγκα ηεο αληίδξαζεο γηα ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ηεο ζχδεπμεο.  
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ρήκα 3.10 : Πξνηεηλφκελνο κεραληζκφο γηα ην ζρεκαηηζκφ πεπηηδηθνχ δεζκνχ κε ηε ρξήζε 

ησλ αληηδξαζηεξίσλ TBTU, HOBt. 
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3.11 ΑΠΟΚΟΠΖ ΣΟΤ ΠΔΠΣΗΓΗΟΤ ΑΠΟ ΣΖ ΡΖΣΗΝΖ 

 

Όηαλ νινθιεξσζεί ε ζχλζεζε ηνπ πεπηηδίνπ πάλσ ζην ζηεξεφ πνιπκεξέο αθνινπζεί ε 

απνθνπή απηνχ κε ηε ρξήζε θαηάιιεινπ αληηδξαζηεξίνπ. Οη ζπλζήθεο πξέπεη λα είλαη 

ηέηνηεο πνπ λα επηηξέπνπλ ηελ απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ, ρσξίο ηελ θαηαζηξνθή ηνπ. Ζ ρεκηθή 

κέζνδνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζπλήζσο, είλαη ε επεμεξγαζία ηεο πεπηηδνξεηίλεο κε ηζρπξά 

νμέα. Ζ επηινγή ελφο ηέηνηνπ νμένο εμαξηάηαη απφ ην είδνο ηεο ξεηίλεο, απφ ηνλ ηξφπν 

ζχλδεζεο ηνπ C-ηειηθνχ ακηλνμένο κε ην πνιπκεξέο θαζψο θαη απφ ην αλ ζέινπκε ην 

πεπηίδην λα είλαη πιήξσο, κεξηθψο ή θαζφινπ πξνζηαηεπκέλν. 

 Γηα ηελ απνθνπή πεπηηδίσλ πνπ ζπληίζεληαη κε ηελ Boc-ζηξαηεγηθή απαηηείηαη ε 

ρξεζηκνπνίεζε πνιχ ηζρπξψλ νμέσλ φπσο είλαη ην πγξφ πδξνθζφξην (HF), ή ην 

ηξηθζνξνκεζαλνζνπιθνληθφ νμχ (TFMSA). Γηα ηα πεπηίδηα πνπ ζπληίζεληαη κε ηελ Fmoc-

ζηξαηεγηθή ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ απνθνπή ηνπο πην ήπηα νμέα φπσο είλαη ην 

ηξηθζνξνμηθφ νμχ (TFA). Καηά ηελ απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηελ ξεηίλε, γίλεηαη θαη ε 

απνκάθξπλζε ησλ πξνζηαηεπηηθψλ νκάδσλ ησλ παξάπιεπξσλ αιπζίδσλ ησλ ακηλνμέσλ. Ωο 

ζπλέπεηα απηνχ, ην κίγκα ηεο αληίδξαζεο απνθνπήο είλαη πινχζην ζε ειεθηξνληφθηιεο 

αιθπιησηηθέο νκάδεο. Γηα ηελ απνθπγή παξάπιεπξσλ αληηδξάζεσλ ηνπ πεπηηδίνπ κε απηέο 

ηηο νκάδεο, ε απνθνπή γίλεηαη πάληα παξνπζία κνξίσλ-παγίδσλ (scavengers) πνπ έρνπλ ηελ 

ηθαλφηεηα λα δεζκεχνπλ ηηο νκάδεο απηέο. Σα πην ζπρλά ρξεζηκνπνηνχκελα κφξηα παγίδεο 

είλαη ε αληζφιε, ε θαηλφιε θαη παξάγσγα ζεηνιψλ. 

Απνθνπή κε ηε ρξήζε πγξνύ HF: Σν HF είλαη πνιχ ηνμηθφ θαη ηζρπξά δηαβξσηηθφ. 

Γηα ηνπο ιφγνπο απηνχο, ε δηαδηθαζία πξέπεη λα γίλεηαη κε κεγάιε πξνζνρή θαη ζε εηδηθή 

ζπζθεπή. Γηα ηελ απνθνπή 1g πεπηηδνξεηίλεο απαηηνχληαη 10ml HF, 1ml αληζφιεο θαη 0,5 g 

θαηλφιεο. Αλάινγα κε ηελ αιιεινπρία ησλ ακηλνμέσλ ηνπ πεπηηδίνπ πξνζηίζεληαη ζην κίγκα 

ηεο αληίδξαζεο θαη θάπνηα άιια κφξηα παγίδεο
 

[60]. Όηαλ ππάξρεη Met πξνζηίζεηαη 

δηκεζπινζνπιθίδην (DMS) γηα ηελ απνθπγή ηεο νμείδσζεο ηεο ζε ζνπιθνμείδην (MetO). 

ηελ πεξίπησζε ηεο Tyr, γηα ηελ απνθπγή C-αιθπιίσζεο ηνπ αξσκαηηθνχ δαθηπιίνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη ζεηναληζφιε. Ζ αληίδξαζε αθήλεηαη αξρηθά ζηνπο –7 έσο –10 
ν
C γηα 30 

ιεπηά. Απηφ γίλεηαη γηα ηελ απνκάθξπλζε ησλ πξνζηαηεπηηθψλ νκάδσλ θαη ηε δέζκεπζή 

ηνπο επθνιφηεξα απφ ηα κφξηα παγίδεο. ηελ ζπλέρεηα, ε αληίδξαζε αθήλεηαη γηα 1 ψξα 

ζηνπο 0 
ν
C φπνπ έρνπκε ηε απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηελ ξεηίλε. Δάλ ζην πεπηίδην ππάξρεη 

Arg(Tos), ηφηε ε αληίδξαζε αθήλεηαη γηα 2 ψξεο γηα ηελ πιήξε απνκάθξπλζε ηεο Tos-

νκάδαο. 
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Απνθνπή κε ηε ρξήζε TFA: Σν πιενλέθηεκα ηεο κεζφδνπ είλαη φηη ην TFA είλαη 

ιηγφηεξν ηνμηθφ θαη ηζρπξφ νμχ απφ ην HF, κε απνηέιεζκα ε δηαδηθαζία απνθνπήο ηνπ 

πεπηηδίνπ απφ ηελ ξεηίλε λα γίλεηαη εχθνια θαη γξήγνξα. Καη ζε απηή ηελ κέζνδν αλάινγα 

κε ηα ακηλνμέα ηνπ πεπηηδίνπ απαηηείηαη ε ρξήζε κνξίσλ-παγίδσλ φπσο: αληζφιε, p-θξεδφιε, 

ζεηφιεο, H2O, ηξητζνπξνππινζηιάλην (TIS)
 
[61]. Πξηλ ηελ απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηελ 

ξεηίλε πξέπεη λα γίλεηαη ε απνκάθξπλζε ηεο Fmoc-νκάδαο. Ο ρξφλνο ηεο αληίδξαζεο 

απνθνπήο πνηθίιεη αλάινγα κε ηα ακηλνμέα θαη ηηο πξνζηαηεπηηθέο νκάδεο απηψλ,  απφ 2 έσο 

6 ψξεο. 

 

3.12 ΣΔΥΝΗΚΔ ΣΑΤΣΟΠΟΗΖΖ ΚΑΗ ΚΑΘΑΡΗΜΟΤ ΠΔΠΣΗΓΗΩΝ 

 

3.12.1 Τγξή Υξσκαηνγξαθία Αλάζηξνθεο Φάζεο θαη Τςειήο Γηαρσξηζηηθήο 

ηθαλόηεηαο RP-HPLC (Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography) 

 

Πξφθεηηαη γηα κηα ρξσκαηνγξαθηθή ηερληθή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ην δηαρσξηζκφ 

ζπζηαηηθψλ ελφο κίγκαηνο. Σν κίγκα δηαιπηνπνηείηαη ζηνλ θαηάιιειν δηαιχηε, εηζάγεηαη ζε 

κηα ρξσκαηνγξαθηθή ζηήιε, ε νπνία πεξηέρεη ην θαηάιιειν πιηθφ, αλάινγα κε ηε θχζε ησλ 

νπζηψλ πνπ πξφθεηηαη λα δηαρσξηζηνχλ θαη κε ηε βνήζεηα αληιίαο ηα ζπζηαηηθά ηνπ κίγκαηνο 

εθινχνληαη κε θαηάιιειν ζχζηεκα έθινπζεο (κίγκα δηαιπηψλ) απφ ηε ζηήιε ππφ πςειή 

πίεζε. Σα ζπζηαηηθά ηνπ κίγκαηνο θαζψο εμέξρνληαη απφ ηε ζηήιε, δηέξρνληαη ζηε ζπλέρεηα 

απφ ηνλ θαηάιιειν αληρλεπηή, νπφηε θαη αληρλεχνληαη σο πξνο θάπνηα ραξαθηεξηζηηθή ηνπο 

ηδηφηεηα, ελψ ηέινο απνηππψλνληαη ζην θαηαγξαθηθφ ζχζηεκα σο θακπχιεο ηνπ Gauss. H 

ηαπηνπνίεζε ησλ ζπζηαηηθψλ ηνπ κίγκαηνο γίλεηαη κε βάζε ην ρξφλν ζπγθξάηεζήο ηνπο (Rt), 

ελψ ε πνζνηηθή ηνπο απνηίκεζε γίλεηαη κε βάζε ηελ θακπχιε αλαθνξάο.  

Σα δηάθνξα ζπζηαηηθά ηνπ κίγκαηνο κεηαθηλνχληαη θαηά κήθνο ηεο ζηήιεο κε 

δηαθνξεηηθή ηαρχηεηα, εμαηηίαο ηεο δηαθνξεηηθήο αιιειεπίδξαζήο ηνπο κε ηε ζηαηηθή θάζε. 

Ωο ζηαηηθή θάζε νξίδεηαη ην πιηθφ πιήξσζεο ηεο ζηήιεο, ελψ σο θηλεηή θάζε ην ζχζηεκα 

ησλ δηαιπηψλ έθινπζεο. Με ηελ θαηάιιειε επηινγή ζπζηήκαηνο δηαιπηψλ θαη πιηθνχ 

πιήξσζεο κπνξνχκε λα επέκβνπκε ζηελ έθηαζε αιιειεπίδξαζεο ηεο δηαιπκέλεο νπζίαο κε 

ηε ζηαηηθή ή ηελ θηλεηή θάζε. 

Αλάινγα κε ηε ζρέζε πνιηθφηεηαο αλάκεζα ζηηο δχν θάζεηο δηαθξίλνληαη δχν είδε 

ρξσκαηνγξαθίαο HPLC : 1) θαλνληθήο θάζεο (ΝP) θαη 2) αληίζηξνθεο θάζεο (RP), ζηα 

νπνία ε πνιηθφηεηα ηνπ δηαιχηε είλαη κηθξφηεξε ή κεγαιχηεξε απφ απηή ηεο ζηαηηθήο θάζεο 



Πεπηηδηθή Σύλζεζε 75 

 

αληίζηνηρα. ηελ πξψηε πεξίπησζε δηαρσξίδνληαη πξψηα νη ιηγφηεξν πνιηθέο ελψζεηο, θαζψο 

θηλνχληαη κε κεγαιχηεξε ηαρχηεηα, ιφγσ κηθξφηεξεο έθηαζεο αιιειεπηδξάζεσλ κε ηε 

ζηαηηθή θάζε θαη εμέξρνληαη πξψηεο απφ ηε ζηήιε. Σν αληίζεην ιακβάλεη ρψξα ζηε 

ρξσκαηνγξαθία αληίζηξνθεο θάζεο, φπνπ πξψηα εμέξρνληαη απφ ηε ζηήιε νη πεξηζζφηεξν 

πνιηθέο [62].  

Ζ RP-HPLC είλαη ε πην επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελε ηερληθή θαζαξηζκνχ γηα πεπηίδηα 

θαη πξσηεΐλεο, εμαηηίαο ηεο κεγάιεο αλάιπζεο πνπ πξνζθέξεη, δειαδή ηεο κεγάιεο 

δηαρσξηζηηθήο ηθαλφηεηαο πνπ δηαζέηεη. Αληίζεηα κε ηα κηθξά νξγαληθά κφξηα πνπ 

επηηπγράλεηαη κηα ηζνξξνπία κεηαμχ ηεο ζηαηηθήο θαη θηλεηήο θάζεο, ηα πεπηίδηα 

απνξξνθνχληαη απφ ηε ζηαηηθή θάζε θαη εθινχνληαη κφλν φηαλ ε ηζρχο ηεο θηλεηήο θάζεο 

ππεξληθήζεη ηηο πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο πνπ ηα ζπγθξαηνχλ εθεί. Γηα απηφ ην ιφγν ε 

ζχζηαζε ηνπ ζπζηήκαηνο έθινπζεο κεηαβάιιεηαη κε ην ρξφλν, βαζκσηή έθινπζε (gradient 

elution). 

Ζ ζηαηηθή ηεο θάζε απνηειείηαη απφ αιεηθαηηθέο αιπζίδεο ζπλήζσο 18 ή 8 αηφκσλ 

άλζξαθα (C18  ή C8) νκνηνπνιηθά πξνζδεδεκέλεο ζε παξάγσγα ηνπ δηνμεηδίνπ ηνπ ππξηηίνπ 

(silica). Αλάινγα ινηπφλ, κε ην κήθνο ηεο αλζξαθηθήο αιπζίδαο πξνζηίζεηαη ζηελ εκπνξηθή 

νλνκαζία ηεο ζηήιεο ν ζπκβνιηζκφο C-8 ή C-18. Όζν πην πδξφθνβε είλαη ε ζηαζεξή θάζε 

(κεγάιε αλζξαθηθή αιπζίδα) ηφζν πην ηζρπξά ζπγθξαηνχληαη νη ιηπφθηιεο νπζίεο. πλεπψο νη 

πδξφθηιεο νπζίεο ζα εθινχνληαη πην γξήγνξα απφ ηηο ιηπφθηιεο. 

ηε ρξσκαηνγξαθία αλάζηξνθεο θάζεο κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί έλα κεγάιν εχξνο 

νξγαληθψλ δηαιπηψλ θαη πδαηηθψλ δηαιπκάησλ (δηαθνξεηηθήο ηνληηθήο ηζρχνο θαη pH) κε ηελ 

πξνυπφζεζε φηη είλαη πςειήο θαζαξφηεηαο θαη δελ επεξεάδνπλ ηε ρεκηθή ζηαζεξφηεηα ηεο 

ζηαζεξήο θάζεο. ηα πεπηίδηα ρξεζηκνπνηνχληαη ζπλήζσο φμηλεο ζπλζήθεο κίγκαηνο 

αθεηνληηξίιηνπ/λεξνχ. Οη φμηλεο ζπλζήθεο επηηπγράλνληαη κε ηελ πξνζζήθε 0,1% (v/v) TFA 

ζην κίγκα ηεο θηλεηήο θάζεο. Σα πιενλεθηήκαηα πνπ παξνπζηάδεη ε ρξήζε ηνπ TFA ζε 

ζχγθξηζε κε ηα ππφινηπα νμέα είλαη ηα εμήο: 

 έρεη ρακειφ ζεκείν δέζε θαη εχθνια απνκαθξχλεηαη, 

 απνξξνθάεη ζε ρακειά κήθε θχκαηνο θαη 

 είλαη ην πην επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελν νμχ ζηελ HPLC κε πνιχ θαιά απνηειέζκαηα. 

Γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ νπζηψλ ηνπ κίγκαηνο ρξεζηκνπνηνχληαη δηαθφξσλ ηχπσλ αληρλεπηέο 

φπσο UV, δηάζιαζεο, θιπ. ηε πεξίπησζε ησλ πεπηηδίσλ ρξεζηκνπνηείηαη επξχηαηα ν 

αληρλεπηήο UV ζηα κήθε θχκαηνο 214-220 nm.  
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3.12.2 Φαζκαηνζθνπία κάδαο (ElectroSpray Ionization Mass Spectroscopy, ESI-MS) 

                                                                                                   

Οη θαζκαηνγξάθνη κάδαο κπνξνχλ λα δηαηξεζνχλ ζε ηξία ζεκειηψδε ηκήκαηα: ηελ 

πεγή ηνληηζκνχ, ηνλ αλαιπηή θαη ηνλ αληρλεπηή. Αξρηθά, ην ππφ εμέηαζε δείγκα εηζάγεηαη  

ζηελ πεγή ηνληζκνχ ηνπ νξγάλνπ, φπνπ ηα κφξηά ηνπ ηνλίδνληαη. Όηαλ ηα ηφληα εηζέξρνληαη 

ζηελ πεξηνρή ηνπ αλαιπηή, δηαρσξίδνληαη ζχκθσλα κε ηελ αλαινγία  ηεο κάδαο (m) σο πξνο 

ην θνξηίν ηνπο (z), (m/z). ηε ζπλέρεηα, ηα δηαρσξηζκέλα ηφληα αληρλεχνληαη θαη 

θαηαγξάθνληαη ζηε κνξθή θάζκαηνο. Ο αλαιπηήο θαη ν αληρλεπηήο ηνπ θαζκαηνγξάθνπ, θαη 

πνιχ ζπρλά ε πεγή ηνληζκνχ, βξίζθνληαη ζε πςειφ θελφ γηα λα απνθεπρζεί ε ζχγθξνπζε ησλ 

ηφλησλ κε ηα κφξηα ηνπ αέξα θαηά κήθνο ηεο δηαδξνκήο ηνπο κέζα ζην φξγαλν.   

Αλάινγα κε ηε κέζνδν ηνληζκνχ ηνπ δείγκαηνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ππάξρνπλ 

δηάθνξνη ηχπνη θαζκαηνζθνπίαο κάδαο. Γηα ηελ πιεηνλφηεηα ησλ βηνρεκηθψλ αλαιχζεσλ 

ρξεζηκνπνηείηαη ε θαζκαηνζθνπία κάδαο ηνληηζκνχ κε ειεθηξνςεθαζκφ (ElectroSpray 

Ionization spectroscopy, ESI-MS). χκθσλα κε ηε κέζνδν απηή, ην δείγκα ζε κνξθή 

δηαιχκαηνο, εηζέξρεηαη ζε έλα κηθξνχ κήθνπο αλνμείδσην ζσιήλα, ζηα άθξα ηνπ νπνίνπ 

εθαξκφδεηαη πςειφ ζεηηθφ ή αξλεηηθφ ειεθηξηθφ πεδίν, 3-5 kV. Καηά ηελ έμνδφ ηνπ απφ ην 

ζσιήλα, ην ηζρπξφ ειεθηξηθφ πεδίν πξνθαιεί ζρεδφλ αθαξηαία αηκνπνίεζε θαη ην δείγκα 

κεηαηξέπεηαη ζε έλα λέθνο κηθξψλ θνξηηζκέλσλ ζηαγφλσλ. Σν λέθνο απηφ δηέξρεηαη κέζσ 

ελφο αγσγνχ πνπ ηα ηνηρψκαηά ηνπ ζεξκαίλνληαη ειαθξψο γηα λα απνθεπρζεί ε ζπκπχθλσζή 

ηνπ. Με ηε βνήζεηα ελφο αεξίνπ, ζπλήζσο αδψηνπ, ν δηαιχηεο εμαηκίδεηαη εχθνια θαη ηα 

ζηαγνλίδηα κηθξαίλνπλ ζε κέγεζνο. Δμαηηίαο ηεο αξθεηά γξήγνξεο δηαδηθαζίαο, δελ 

επηηπγράλεηαη ηζνξξνπία θαη κηα πεξίζζεηα ζεηηθνχ ή αξλεηηθνχ θνξηίνπ δηαλέκεηαη ζηελ 

επηθάλεηα ησλ ζηαγνληδίσλ. Έηζη, θαζψο ηα ζηαγνλίδηα γίλνληαη κηθξφηεξα, ε ειεθηξηθή 

ππθλφηεηα ζηελ επηθάλεηά ηνπο απμάλεηαη έσο φηνπ νη ειεθηξνζηαηηθέο απσζηηθέο δπλάκεηο 

Coulomb πνπ επηθξαηνχλ  λα απειεπζεξψλνπλ ηα ηφληα (ρήκα 3.11). 
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ρήκα 3.11 : Γηαδηθαζία ηνληηζκνχ κέζσ ειεθηξνςεθαζκνχ. 

 

 

Σειηθά, ηα θνξηηζκέλα ηφληα ηνπ δείγκαηνο δηέξρνληαη κέζσ κηαο νπήο (cone) ζε κηα πεξηνρή 

δηάκεζνπ θελνχ, θαη απφ εθεί κέζσ ελφο άιινπ αλνίγκαηνο (skimmer) ζηνλ αλαιπηή ηνπ 

θαζκαηνγξάθνπ κάδαο, πνπ βξίζθεηαη ζε πςειφ θελφ. Οη δχν απηέο θσληθέο νπέο 

βειηηζηνπνηνχλ ην δηαρσξηζκφ ησλ ηφλησλ ηνπ δείγκαηνο απφ ηα πνιχ ειαθξχηεξα ηφληα ηνπ 

δηαιχηε, ηα νπνία δηαρένληαη ζην γχξσ ρψξν.  

 

 
 

ρήκα 3.12 : Πεγή ηνληηζκνχ κε ειεθηξνςεθαζκφ. 

 

 

 

Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ ιφγνπ m/z ρξεζηκνπνηείηαη ε εμίζσζε : 

m/z = (MW + nH
+
)/n 

φπνπ, 
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m/z = ε αλαινγία κάδαο/θνξηίνπ ζηελ ηεηκεκέλε ηνπ θάζκαηνο, 

MW = ε κνξηαθή κάδα ηνπ δείγκαηνο 

n = ν αθέξαηνο αξηζκφο ησλ θνξηίσλ  

H
+
 = ε κάδα ηνπ πξσηνλίνπ = 1.008 Da 
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ΗΓΦΑΘΑΖΜ 4μ. ΙΓΘΓΠΕ ΔΖΑΙΜΞΦΩΟΕΟ ΗΑΖ 

ΝΞΜΟΔΓΟΕΟ ΑΚΠΖΙΖΗΞΜΒΖΑΗΩΚ ΗΑΠΖΜΚΖΗΩΚ 

ΝΓΝΠΖΔΖΩΚ ΟΓ ΘΖΝΖΔΖΗΓΟ ΓΝΖΦΑΚΓΖΓΟ 
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4.1 ΔΗΑΓΩΓΖ 

 

Σα ΑMPs, φπσο αλαθέξακε θαη ζε πξνεγνχκελν θεθάιαην, αιιειεπηδξνχλ κε ηα 

ιηπηδηθά ζπζηαηηθά ησλ βαθηεξηαθψλ κεκβξαλψλ θαη πξνθαινχλ ηε δηάζπαζή ηνπο. Ο 

κεραληζκφο δξάζεο ησλ αληηκηθξνβηαθψλ πεπηηδίσλ, θαζψο θαη ν ηξφπνο πνπ ε ζχζηαζε ηεο 

θπηηαξηθήο κεκβξάλεο επεξεάδεη ηελ εμεηδίθεπζή ηνπο σο πξνο ην ζπγθεθξηκέλν νξγαληζκφ 

παξακέλεη έλα ζνβαξφ ζέκα ππφ ζπδήηεζε. Ζ δπζθνιία ζηε κειέηε απηήο ηεο 

αιιειεπίδξαζεο έγθεηηαη ζηελ έιιεηςε ιηπηδηθψλ ζπζηεκάησλ πνπ κηκνχληαη ηηο πνιχπινθεο 

βηνκεκβξάλεο θαη είλαη ζπκβαηά κε ηηο θαζκαηνζθνπηθέο κεηξήζεηο.  

Οη βηνκεκβξάλεο απνηεινχληαη θπξίσο απφ ιηπίδηα, πξσηεΐλεο θαη πδξνγνλάλζξαθεο 

πνπ ζπλδένληαη κε κε-νκνηνπνιηθνχο δεζκνχο. Παξφιν πνπ ε ιηπηδηθή δηπινζηηβάδα 

απνηειεί ηε βάζε γηα ηηο κεκβξάλεο φισλ ησλ νξγαληζκψλ, ππάξρνπλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο 

ζηε δνκή θαη ζηελ πνιππινθφηεηα ησλ κεκβξαλψλ αλάκεζα ζηα επθαξπσηηθά θαη 

πξνθαξπσηηθά θχηηαξα. Δπηπιένλ, ε δνκή θαη ε νξγάλσζε ηνπ θπηηαξηθνχ θαθέινπ δηαθέξεη 

μεθάζαξα ζηα Gram-ζεηηθά θαη Gram-αξλεηηθά βαθηήξηα, ελψ ε ζχζηαζε ησλ 

θσζθνιηπηδίσλ πνηθίιιεη αλάκεζα ζηα ζηειέρε, θαζψο εμαξηάηαη απφ ηηο ζπλζήθεο 

αλάπηπμεο. Δμαηηίαο απηψλ ησλ δηαθνξψλ θαη θπξίσο ηεο πνιππινθφηεηαο απηψλ ησλ 

ζπζηεκάησλ, δελ έρεη αλαπηπρζεί έσο ζήκεξα θακία ηερληθή πνπ λα επηηξέπεη ηελ άκεζε 

ζπζρέηηζε κεηαμχ ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ ηεο κεκβξάλεο θαη ηεο επίδξαζήο ηνπο ζηελ 

ηθαλφηεηα δξάζεο ησλ πεπηηδίσλ.  

Παξφια απηά, κεγάιε πξφνδνο έρεη ζεκεησζεί ηα ηειεπηαία ρξφληα ζηνλ ηξφπν πνπ 

επεξξεάδεη ε ζχζηαζε θαη ε δνκή ηεο ιηπηδηθήο κεκβξάλεο ηηο επαγφκελεο δηακνξθψζεηο ησλ 

πεπηηδίσλ θαη ηηο ζπγγέλεηεο πξφζδεζή ηνπο. Απηφ νθείιεηαη θπξίσο ζηελ αλάπηπμε λέσλ 

ηερληθψλ ή λέσλ εθαξκνγψλ ζε ππάξρνπζεο ηερληθέο (κηα απφ απηέο πεξηγξάθεηαη 

παξαθάησ). Ζ ρξήζε θαζαξψλ ζπλζεηηθψλ ιηπηδίσλ παξέρεη επίζεο ζπνπδαία 

πιενλεθηήκαηα, θαζψο θαη ε επίδξαζε πεξηβαιινληηθψλ παξαγφλησλ, φπσο είλαη ε 

ζεξκνθξαζία, ην pH, ε ηνληθή ηζρχο θαη ν νξγαληθφο δηαιχηεο. 

 

4.2 ΦΑΜΑΣΟΚΟΠΗΑ ΚΤΚΛΗΚΟΤ ΓΗΥΡΩΪΜΟΤ (CIRCULAR DICHROISM 

SPECTROSCOPY, CD) 

 

ηε θαζκαηνζθνπία CD ρξεζηκνπνηνχληαη πνιιέο πξνζεγγίζεηο πνπ πξνζνκνηάδνπλ   

ηελ επίδξαζε ησλ κεκβξαλψλ ζηηο δηακνξθψζεηο ησλ πεπηηδίσλ. Οξγαληθνί δηαιύηεο θαη 
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απνξξππαληηθά ζε ρακειφηεξεο ζπγθεληξψζεηο απφ ηελ θξίζηκε ζπγθέληξσζε ζρεκαηηζκνύ 

κηθπιιίσλ (cmc) ρξεζηκνπνηνχληαη ζπρλά γηα λα κηκεζνχλ ηνλ πδξφθνβν ππξήλα ηεο 

κεκβξάλεο, ελψ κηθχιιηα θαη θπζηίδηα ιηπηδίσλ (lipid vesicles) ρξεζηκνπνηνχληαη σο κνληέια 

κεκβξαλψλ. Οη πην ζπρλά ρξεζηκνπνηνχκελνη νξγαληθνί δηαιχηεο-κηκεηέο κεκβξαλψλ είλαη νη 

κεζαλφιε, αηζαλφιε, αθεηνληηξίιην, 1,1,1,3,3,3-εμαθζνξντζνπξνπαλφιε θαη 

ηξηθζνξναηζαλφιε (trifluoroethanol, TFE), νη νπνίνη ζηαζεξνπνηνχλ ηε δεπηεξνηαγή δνκή 

πνπ ε πεπηηδηθή αιιεινπρία έρεη ηε ηάζε λα απνθηήζεη. 

Σν άιαο ηνπ δσδεθπιν-ζεητθνχ λαηξίνπ (sodium dodecyl sulfate, SDS) είλαη έλα 

απνξξππαληηθφ-ιηπηδηθφ κνληέιν (επηθαλεηνδξαζηηθφο παξάγνληαο) πνπ παξέρεη ην 

θαηάιιειν πδξφθνβν πεξηβάιινλ γηα ηα πνιππεπηίδηα. ε ρακειέο ζπγθεληξψζεηο, π.ρ 2-4 

mM (ηηκή κηθξφηεξε απφ ηε cmc) ην SDS βξίζθεηαη ζε θαηάζηαζε κνλνκεξνχο θαη έρεη 

πεξηγξαθεί φηη κηκείηαη ην εζσηεξηθφ ησλ πξσηετλψλ. ε κηθξά πεπηίδηα επάγεη θαη 

ζηαζεξνπνηεί δηακφξθσζε β-θχιινπ, θαζψο παξέρεη ην θαηάιιειν πεξηβάιινλ γηα ηηο 

πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ελφο κνλνκεξνχο πεπηηδίνπ θαη ελφο κνλνκεξνχο SDS. 

ε πςειέο ζπγθεληξψζεηο (>4 mM, ηηκή κεγαιχηεξε απφ ηε cmc) ην SDS ζρεκαηίδεη 

κηθχιιηα, ηα νπνία κηκνχληαη ηηο αξλεηηθά θνξηηζκέλεο δηπινζηηβάδεο, παξέρνληαο έηζη έλα 

αληζνηξνπηθφ πεξηβάιινλ παξφκνην ησλ  θπζηηδηθψλ ιηπηδίσλ (lipid vesicles), ελψ 

παξάιιεια ζηαζεξνπνηνχλ ηηο ειηθνεηδείο δηακνξθψζεηο [1]. 

 

4.2.1 Βαζηθέο αξρέο - Ζιεθηξνκαγλεηηθά θύκαηα 

 

Σα ειεθηξνκαγλεηηθά θχκαηα είλαη πεξηνδηθέο κεηαβνιέο  ειεθηξηθψλ θαη 

καγλεηηθψλ πεδίσλ ζην ρψξν θαη ην ρξφλν, ηα νπνία δηαδίδνληαη κε ηελ ηαρχηεηα ηνπ θσηφο. 

ε νπνηνδήπνηε ζεκείν κηαο δέζκεο θσηφο, ην καγλεηηθφ πεδίν είλαη πάληα θάζεην σο πξνο 

ην ειεθηξηθφ θαη ηα δχν καδί ηαιαληψλνληαη ζε επίπεδν θάζεην σο πξνο ηε δηεχζπλζε 

δηάδνζεο ηνπ θσηφο. Αλ ζεσξήζνπκε φηη απηή ε δέζκε θσηφο ηέκλεηαη κε έλα ζπγθεθξηκέλν 

ζεκείν ζην ρψξν, ην νπνίν βξίζθεηαη ζε επίπεδν θάζεην σο πξνο ηελ θαηεχζπλζε δηάδνζήο 

ηεο, ηφηε ην ειεθηξηθφ ηεο πεδίν (αληίζηνηρα θαη ην καγλεηηθφ) κπνξεί λα αλαπαξαζηαζεί κε 

έλα δηάλπζκα. Σν κήθνο θαη ε δηεχζπλζε ηνπ δηαλχζκαηνο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ηζρχ θαη ηε 

δηεχζπλζε ηνπ ειεθηξηθνχ πεδίνπ  ζην ζπγθεθξηκέλν ζεκείν. Αλ ην δηάλπζκα ηνπ ειεθηξηθνχ 

πεδίνπ  ηαιαληψλεηαη  θαηά κήθνο κηαο επζείαο γξακκήο, ηφηε ηα θχκαηα νλνκάδνληαη 

επίπεδα πνισκέλα ή γξακκηθά πνισκέλα θχκαηα. 
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ρήκα 4.1 : Αλαπαξάζηαζε επίπεδνπ πνισκέλνπ θσηφο (πξάζηλε γξακκή) πνπ 

ηαιαληψλεηαη ζηελ θαηεχζπλζε ηνπ θσηφο (άζπξε γξακκή) ζε θάζεην επίπεδν θαη ην 

δηάλπζκά ηνπ (βέινο) ζην ζεκείν ηνκήο ηνπο. 

 

ηελ πεξίπησζε πνπ δχν επζχγξακκα πνισκέλα ειεθηξνκαγλεηηθά θχκαηα κε ην ίδην 

πιάηνο θαη κήθνο θχκαηνο ηαιαληψλνληαη θάζεηα θαη ζηελ ίδηα θάζε (θζάλνπλ ζην κέγηζην 

θαη ηέκλνπλ ηε γξακκή κεδέλ ζηνλ ίδην ρξφλν), ηφηε πξνθχπηεη έλα ηξίην γξακκηθφ πνισκέλν 

θχκα πνπ ζρεκαηίδεη γσλία 45
ν 

  κε ηα αξρηθά θχκαηα. Σν δηάλπζκα ηνπ ηξίηνπ θχκαηνο 

απνηειεί ηε ζπληζηακέλε ησλ δηαλπζκάησλ ησλ δχν αξρηθψλ θπκάησλ.  

 
 

ρήκα 4.2 : Αλαπαξάζηαζε ηνπ γξακκηθνχ πνισκέλνπ θχκαηνο (γαιάδηα γξακκή) θαη ην 

δηάλπζκά ηνπ. 

 

Όηαλ ηα δχν γξακκηθά πνισκέλα θχκαηα εκθαλίδνπλ κηα δηαθνξά θάζεο 90
ν
 (ην έλα 

θχκα βξίζθεηαη ζην κέγηζηφ ηνπ, ελψ ην άιιν ηέκλεη ηε γξακκή κεδέλ), ηφηε πξνθχπηεη έλα 

εηδηθφ ειεθηξνκαγλεηηθφ θχκα, ην θπθιηθά πνισκέλν. ε κηα ηξηζδηάζηαηε εηθφλα, ην θχκα 
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απηφ ζρεκαηίδεη ζπεηξνεηδή γξακκή θαη ην δηάλπζκα ηνπ ειεθηξηθνχ ηνπ πεδίνπ 

πεξηζηξέθεηαη ζε θχθιν δεμηφζηξνθα, δηαηεξψληαο ην κήθνο ηνπ ζηαζεξφ.  

 

  
 

ρήκα 4.3 : Αλαπαξάζηαζε ηνπ θπθιηθά πνισκέλνπ θχκαηνο (γαιάδηα γξακκή) θαη ην 

δηάλπζκά ηνπ. 

 

Καηά ηνλ ίδην ηξφπν, φηαλ ηα δχν θχκαηα εκθαλίδνπλ δηαθνξά θάζεο -90
ν
, ηφηε 

πξνθχπηεη έλα θπθιηθά πνισκέλν θχκα, πνπ ζρεκαηίδεη κηα αξηζηεξφζηξνθε ζπείξα θαη ην 

δηάλπζκα ηνπ ειεθηξηθνχ ηνπ πεδίνπ πεξηζηξέθεηαη αληίζηξνθα απφ ηνπο δείθηεο ηνπ 

ξνινγηνχ. Έηζη ινηπφλ, κπνξνχκε λα δηαρσξίζνπκε  ην δεμηόζηξνθν θαη ην αξηζηεξόζηξνθν 

θπθιηθά πνισκέλν θσο. Ζ ελαπφζεζε ησλ δχν απηψλ θπκάησλ κε ην ίδην πιάηνο ην έλα 

πάλσ ζην άιιν ζα νδεγήζεη ζε έλα επίπεδν πνισκέλν θσο [2]. 

 

4.2.2 Αιιειεπίδξαζε ύιεο θαη θσηόο 

 

Όηαλ ην θσο δηαπεξλά ηελ χιε, ηφηε νη ηδηφηεηέο ηνπ, π.ρ. έληαζε (πιάηνο), πφισζε, 

ηαρχηεηα, κήθνο θχκαηνο θηι. κεηαβάιινληαη. Γχν βαζηθά θαηλφκελα πνπ παξαηεξνχληαη 

απφ ηελ αιιειεπίδξαζε ηνπ θσηφο κε ηελ χιε είλαη ε απνξξόθεζε θαη ε κείσζε ηεο 

ηαρύηεηαο. ην πξψην θαηλφκελν ε έληαζε (πιάηνο) ηνπ θσηφο ειαηηψλεηαη, γηαηί ε χιε 

απνξξνθά έλα κέξνο  ηνπ, ελψ ε κείσζε ηεο ηαρχηεηάο ηνπ νθείιεηαη ζηε δηάζιαζε πνπ 

πθίζηαηαη ην θσο απφ νπνηνδήπνηε πιηθφ, αθφκα θαη απφ απηά πνπ δελ απνξξνθνχλ. 

Κάπνηα πιηθά παξνπζηάδνπλ κηα εηδηθή ηδηφηεηα: απνξξνθνχλ δηαθνξεηηθά ην 

αξηζηεξφζηξνθν θπθιηθά πνισκέλν θσο (LCPL) ζε ζρέζε κε ην δεμηφζηξνθν θπθιηθά 

πνισκέλν (RCPL). Σν θαηλφκελν απηφ νλνκάδεηαη θπθιηθόο δηρξστζκόο (circular 

dichroism), CD = Abs (LCPL) – Abs (RCPL). Όπσο έρνπκε αλαθέξεη θαη πξνεγνπκέλσο, 
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θάζε γξακκηθφ πνισκέλν θσο κπνξεί λα απνθηεζεί απφ ηελ ελαπφζεζε ελφο 

αξηζηεξφζηξνθνπ πάλσ ζε έλα δεμηφζηξνθν θπθιηθά πνισκέλν θσο. Δπνκέλσο, αλ έλα 

γξακκηθφ πνισκέλν θσο δηαπεξάζεη κέζα απφ έλα πιηθφ πνπ εκθαλίδεη θπθιηθφ δηρξστζκφ, 

ηφηε νη ηδηφηεηέο ηνπ ζα αιιάμνπλ επεηδή ην πιηθφ απηφ απνξξνθά ηα δχν θπθιηθά πνισκέλα 

ζπζηαηηθά ζε δηαθνξεηηθφ βαζκφ. Όηαλ ζπκβαίλεη θάηη ηέηνην, ην πξνθχπηνλ θχκα δελ είλαη 

πηα γξακκηθφ πνισκέλν θαη ην δηάλπζκα ηνπ ειεθηξηθνχ ηνπ πεδίνπ δελ ηαιαληψλεηαη θαηά 

κήθνο κηαο επζείαο γξακκήο, αιιά αληίζεηα πεξηζηξέθεηαη ζε κηα ειιεηπηηθή ηξνρηά. Σέηνηα 

θχκαηα ραξαθηεξίδνληαη ειιεηπηηθά πνισκέλα. 

 

 

 ρήκα 4.5 : Φαηλφκελν θπθιηθνχ δηρξστζκνχ. ER, EL ηα δηαλχζκαηα ησλ ειεθηξηθψλ πεδίσλ 

πνπ αληηζηνηρνχλ ζην δεμηφζηξνθν θαη αξηζηεξφζηξνθν θπθιηθά πνισκέλν θσο αληίζηνηρα.  

 

Ο θπθιηθφο δηρξστζκφο κεηξάηαη ζε κνλάδεο απνξξφθεζεο ή ειιεηπηηθφηεηαο. Ζ 

ειιεηπηηθόηεηα ζ (millidegrees ή m
o
) ζπλδέεηαη κε ηελ απνξξφθεζε κε ηε ζρέζε : 

ζ = 32.98 ΓΑ 

Γηα λα εμαιεηθζνχλ νη επηδξάζεηο ηνπ κήθνπο ηεο θπςειίδαο θαη ηεο ζπγθέληξσζεο, νξίδεηαη 

ε κνξηαθή ειιεηπηηθόηεηα [ζ] (degrees cm
2
 / dmol), φπνπ  

[ζ] = 100 ζ / cl = 3298 Γε ( Γε = ΓΑbs/cl ) 
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4.2.3  Φάζκαηα CD πεπηηδίσλ 

 

Έλα κφξην γηα λα κειεηεζεί κε θαζκαηνζθνπία CD ζα πξέπεη λα δηαζέηεη 

ρξσκνθφξεο νκάδεο, δειαδή νκάδεο αηφκσλ νη νπνίεο απνξξνθνχλ ελέξγεηα κηαο νξηζκέλεο 

αθηηλνβνιίαο. Τπάξρνπλ δχν θαηεγνξίεο ηέηνησλ νκάδσλ : νη αζχκκεηξεο ρξσκνθφξεο 

νκάδεο θαη νη ζπκκεηξηθέο  πνπ βξίζθνληαη ζε αζχκκεηξν πεξηβάιινλ.  

ηελ πεξίπησζε ησλ πεπηηδίσλ θαη ησλ πξσηετλψλ ππάξρνπλ ηξεηο ηάμεηο 

ρξσκνθφξσλ νκάδσλ : ν πεπηηδηθφο δεζκφο, νη παξάπιεπξεο αιπζίδεο ησλ ακηλνμέσλ θαη νη 

πξνζζεηηθέο νκάδεο. Ζ κεηάπησζε ρακειφηεξεο ελέξγεηαο ζε έλα ρξσκνθφξν πεπηηδίν είλαη 

ε n → π  κεηάπησζε, ε νπνία παξαηεξείηαη γχξσ ζηα 222 nm θαη νθείιεηαη ζηε κεηαθνξά 

ηνπ κνλήξνπο δεχγνπο ειεθηξνλίσλ ηνπ θαξβνλπιηθνχ νμπγφλνπ 

απφ ην n ηξνρηαθφ ζην θάζεην p ηξνρηαθφ. Δίλαη κηθξήο έληαζεο 

θαη εκθαλίδεηαη ζηε δηακφξθσζε ηεο α-έιηθαο δίπια ζε κηα 

επίζεο επξεία θνξπθή γχξσ ζηα 208 nm. Ζ επξεία απηή θνξπθή, 

θαζψο θαη κηα νμεία ζεηηθή θνξπθή ζηα 190 nm, είλαη ππεχζπλεο 

γηα ηελ απνξξφθεζε ηνπ πεπηηδηθνχ δεζκνχ θαη απνδίδνληαη  ζε κηα π → π  κεηάπησζε. 

Σν θαηλφκελν ηνπ θπθιηθνχ δηρξστζκνχ είλαη πνιχ επαίζζεην ζηε δεπηεξνηαγή δνκή 

πεπηηδίσλ θαη πξσηετλψλ, δίλνληαο θάζκαηα ραξαθηεξηζηηθά γηα δηαθνξεηηθνχο ηχπνπο 

δεπηεξνηαγνχο δνκήο. Δπνκέλσο, ε αλάιπζε ελφο θάζκαηνο θπθιηθνχ δηρξστζκνχ κπνξεί λα 

δψζεη ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο γηα ηε δεπηεξνηαγή δνκή βηνινγηθψλ καθξνκνξίσλ. ην ρήκα 

4.6 παξνπζηάδνληαη πξφηππεο θακπχιεο πνπ αληηζηνηρνχλ ζηηο δεπηεξνηαγείο δνκέο: α-έιηθα, 

β-πηπρσηφ θχιιν θαη ηπραία δηακφξθσζε [3]. 
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ρήκα 4.6 : Υαξαθηεξηζηηθά θάζκαηα θπθιηθνχ δηρξστζκνχ γηα δηάθνξεο δεπηεξνηαγείο 

δνκέο. 

 

4.2.4 Οξγαλνινγία  

 

 Σν θαηλφκελν ηνπ θπθιηθνχ δηρξστζκνχ, πνπ παξαηεξείηαη φηαλ κηα νπηηθψο ελεξγή 

νπζία απνξξνθά ζε δηαθνξεηηθφ βαζκφ ην αξηζηεξά θαη δεμηά πνισκέλν θσο, θαηαγξάθεηαη 

κε ηελ βνήζεηα ελφο CD θαζκαηνθσηνκέηξνπ (ρήκα 4.7) 

 Σν φξγαλν πξέπεη λα είλαη ηθαλφ λα κεηξά κε αθξίβεηα ζην καθξηλφ UV (200-300nm), 

ζε κήθε θχκαηνο κεγαιχηεξα ηεο πεξηνρήο 190-170nm. Οη πην δηαδεδνκέλεο ζπζθεπέο είλαη 

ηα κνληέια Jasco θαη Jobin Yvon. ηνλ νπηηθφ ζάιακν δηνρεηεχεηαη μεξφ άδσην, 

απαιιαγκέλν απφ νμπγφλν ψζηε λα απνθεπρζεί ν ζρεκαηηζκφο φδνληνο ζε κηθξά κήθε 

θχκαηνο. Βαζηθά ηκήκαηα ελφο CD θαζκαηνθσηνκέηξνπ είλαη : 

 Λάκπα μέλνπ πςειήο πίεζεο 
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 Μνλνρξσκάηνξαο 

 Σκήκα ειεθηξνληθνχ ειέγρνπ 

 

 

 

 
 

 

ρήκα 4.7 : Σππηθή δηάηαμε CD θαζκαηνθσηνκέηξνπ. 
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 Σθνπόο  91 

 

Σα ηειεπηαία ρξφληα ε επξεία θαη πνιιέο θνξέο ε θαθή ρξήζε ησλ αληηβηνηηθψλ 

νδήγεζε ζηελ εκθάληζε αλζεθηηθψλ βαθηεξηαθψλ ζηειερψλ, κε επηηαθηηθή ηελ αλάγθε γηα  

εχξεζε λέαο γεληάο ζεξαπεπηηθψλ κέζσλ. Σα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα απνηεινχλ ηελ πξψηε 

γξακκή άκπλαο ηνπ θάζε νξγαληζκνχ απέλαληη ζηηο επηζέζεηο ησλ κηθξνβίσλ. Καηέρνπλ έλα 

επξχ θάζκα αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο σο πξνο Gram ζεηηθά θαη Gram αξλεηηθά βαθηήξηα, 

κχθεηεο θαη πξσηφδσα. Σα πεξηζζφηεξα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα δηαζέηνπλ ζεηηθφ θνξηίν, 

ψζηε λα αιιειεπηδξνχλ ειεθηξνζηαηηθά κε ηηο βαθηεξηαθέο κεκβξάλεο θαη κπνξνχλ λα 

ζρεκαηίδνπλ ακθηπαζεηηθέο α-έιηθεο, ψζηε λα δηεπθνιχλεηαη έηζη ε δηάξξεμε ησλ 

κεκβξαλψλ ησλ παζνγφλσλ κηθξνβίσλ. Γηα λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ηα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα 

σο ζεξαπεπηηθνί παξάγνληεο πξέπεη εθηφο απφ πςειή αληηκηθξνβηαθή δξάζε, λα δηαζέηνπλ 

πξσηενιπηηθή ζηαζεξφηεηα θαη ρακειή ηνμηθφηεηα.  

Γηα ην ζθνπφ απηφ ζηελ παξνχζα εξγαζία ζπληέζεθαλ θαηηνληθά α-ειηθνεηδή 

πεπηηδηθά κνληέια ηνπ ηχπνπ Y-(Aib-Arg-Aib-X)n-NH2, φπνπ n = 2 ή 3, Υ = Leu ή Phe θαη 

Y= H- ή Ac- ή Ahx-, ηα νπνία ιφγσ ηεο εηζαγσγήο ηνπ ακηλντζνβνπηπξηθνχ νμένο (Aib), πνπ 

επάγεη θαη ζηαζεξνπνηεί ειηθνεηδείο δνκέο, αλακέλεηαη λα έρνπλ απμεκέλε ζηαζεξφηεηα ζε 

πξσηενιπηηθά έλδπκα θαη επνκέλσο πςειή βηνδηαζεζηκφηεηα. Σα ζεηηθά θνξηία ηεο 

αξγηλίλεο είλαη θαζνξηζηηθήο ζεκαζίαο γηα ηηο αιιειεπηδξάζεηο κε ηα αξλεηηθά θνξηηζκέλα 

θσζθνιηπίδηα ησλ κηθξνβηαθψλ κεκβξαλψλ. Ζ δηακφξθσζε ησλ πεπηηδίσλ κειεηήζεθε κε 

θαζκαηνζθνπία θπθιηθνχ δηρξστζκνχ (CD) ζε δηάθνξεο ζπλζήθεο. Σα πεπηίδηα 

δνθηκάζηεθαλ σο πξνο ηελ αληηκηθξνβηαθή ηνπο δξάζε, θαζψο επίζεο σο πξνο ηελ ελδπκηθή 

απνηθνδφκεζή ηνπο θαη ηελ αηκνιπηηθή ηνπο δξάζε. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

 

 

 

ΗΓΦΑΘΑΖΜ 6Μ. ΟΡΚΘΓΟΕ – ΗΑΘΑΞΖΟΙΜΟ – 

ΠΑΡΠΜΝΜΖΕΟΕ  
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6.1 ΜΔΘΟΓΟΛΟΓΗΑ 

 

ηελ παξνχζα δηαηξηβή ζπληέζεθαλ, απνκνλψζεθαλ θαη κειεηήζεθαλ σο πξνο ηε 

βηνινγηθή ηνπο δξάζε ηα  παξαθάησ πεπηίδηα : 

 

1) H-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2, κε ΜΒ=895,12 θαη    ΜΣ=C40H75N15O8 

2) Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2, κε ΜΒ=1008,28 θαη    ΜΣ=C46H86N16O9 

3) H-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2, κε ΜΒ=1336,63 θαη    ΜΣ=C60H114N22O12 

4) Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2, κε ΜΒ=1449,85 θαη    ΜΣ=C66H125N23O13 

5) H-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2, κε ΜΒ=965,16 θαη    ΜΣ=C46H73N15O8 

6) Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2, κε ΜΒ=1007,22 θαη    ΜΣ=C48H75N15O9 

7) Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2, κε ΜΒ=1078,33 θαη    ΜΣ=C52H84N16O9 

8) H-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2, κε ΜΒ=1438,73 θαη    ΜΣ=C69H108N22O12 

9) Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2, κε ΜΒ=1480,77 θαη    ΜΣ=C71H110N22O13 

 

H ζχλζεζε ησλ πεπηηδίσλ έγηλε ζχκθσλα κε ηηο αξρέο ηεο πεπηηδηθήο ζχλζεζεο ζε 

ζηεξεή θάζε θαηά Merrifield. Ωο πνιπκεξηθφ ππφζηξσκα ρξεζηκνπνηήζεθε ε 4-[2´,4´-

δηκεζνμπ-θαηλπι-(9-θινπνξελπικεζνμπθαξβνλπι)ακηλνκεζπι]-θαηλνμπ-ξεηίλε (Rink 

Amide AM Resin, Neosystem) θαη ηα πεπηίδηα ειήθζεζαλ σο ακίδηα. 

 Γηα ηε ζχλζεζε ησλ αλσηέξσ πεπηηδίσλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη δηαιχηεο :  

α) Μεζαλφιε (MeOH) (LABSCAN), 

β) Γηρισξνκεζάλην (DCM) (LABSCAN),  

γ) Γηκεζπινθνξκακίδην (DMF) (Fluka) έπεηηα απφ θαηεξγαζία κε molecular sieves 

0,4nm (Riedel-de Haen) γηα ηε δέζκεπζε ησλ δεπηεξνηαγψλ ακηλψλ, πνπ πξνθχπηνπλ σο 

παξαπξντφληα ηεο δηάζπαζήο ηνπ,  

δ) Σξηθζνξνμηθφ νμχ (TFA) (MERCK-Schuchardt) γηα ηελ απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ 

ηε ξεηίλε, θαζψο θαη γηα απνκάθξπλζε ησλ πξνζηαηεπηηθψλ νκάδσλ ησλ παξάπιεπξσλ 

αιπζίδσλ ησλ ακηλνμέσλ, 

ε) Γητζνπξνππιαηζπιακίλε (DIEA) (MERCK-Schuchardt) γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο 

ζχδεπμεο,  
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ζη) Πηπεξηδίλε (Fluka) γηα ηελ απνκάθξπλζε ηεο Fmoc- νκάδαο,  

δ) Ομηθφο αλπδξίηεο (MERCK-Schuchardt) γηα ηελ αθεηπιίσζε ηεο N
α
-ακηλνκάδαο ηνπ 

ακηλντζνβνπηπξηθνχ νμένο (Aib). 

ε) Σξητζνπξνππινζηιάλην (ΣΗS) (ALDRICH) σο κφξην παγίδα ησλ θαξβνθαηηφλησλ.  

 

Γηα ηε ζχδεπμε ησλ ακηλνμέσλ ζηελ πεπηηδνξεηίλε, ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο 

αληηδξαζηήξηα ζχδεπμεο ηα ΖΒΣU (βελδνηξηαδνι-ηεηξακεζπιν-νπξνληθφ 

εμαθζνξνθσζθνξηθφ) (GL Biochem, Shangai θαη Neosystem), TFFH (θζνξν-

Ν,Ν,Ν΄,Ν΄-ηεηξακεζπιν-θνξκακίδην εμαθζνξνθσζθνξηθφ) (GL Biochem, Shangai)  γηα 

ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο θαξβνμπινκάδαο θαη ην HOBt (1-πδξνμπβελδνηξηαδφιην) (GL 

Biochem, Shangai θαη Neosystem) σο βνεζεηηθφ ππξελφθηιν. Σα Fmoc-πξνζηαηεπκέλα 

ακηλνμέα (Neosystem, GL Biochem, Shangai θαη CBL Patras-Barlos) πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαίλνληαη παξαθάησ : 

Fmoc-Aib-OH                     MB=325,4 

Fmoc-Leu-OH                   MB=353,4 

Fmoc-Arg(Pbf)-OH              MB=648,8 

Fmoc-Phe-OH MB=387,4 

Fmoc-Ahx-OH           MB=353,4 

 

6.2 ΤΝΘΔΣΗΚΖ ΠΟΡΔΗΑ 

 

Ζ ζχλζεζε ησλ πεπηηδίσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ Fmoc κεζνδνινγία, 

ρξεζηκνπνηψληαο σο ζηεξεφ ππφζηξσκα ηελ Rink Amide AM ξεηίλε (GL Biochem, 

Shangai). Ζ ζχδεπμε ησλ ακηλνμέσλ έγηλε ρξεζηκνπνηψληαο ηελ αλαινγία 3/3/3/1 

ακηλνμχ/HOBt/HBTU/ξεηίλε, ελψ σο δηαιχηεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην κίγκα DCM:DMF 

ζε αλαινγία 1:1. Σν HOBt ρξεζηκνπνηήζεθε σο βνεζεηηθφ ππξελφθηιν, αθνχ ζπκβάιιεη 

ζηε δεκηνπξγία ελφο ηζρπξνχ θαη δξαζηηθνχ αθπιησηηθνχ κέζνπ θαη ηαπηφρξνλα 

ειαρηζηνπνηεί ηνλ θίλδπλν ηεο ξαθεκνπνίεζεο. Πξνζηέζεθαλ 9 ηζνδχλακα  ηεο βάζεο 

DIEA, 3 ηζνδχλακα γηα ηε δεκηνπξγία ηνπ θαξβνμπιηθνχ άιαηνο, 3 ηζνδχλακα γηα ηνλ 

ηνληηζκφ ηνπ HOBt θαη 3 ηζνδχλακα σο πεξίζζεηα, θαζψο ε θηλεηηθή ηεο αληίδξαζεο 

ζχδεπμεο θαη ε απφδνζή ηεο εμαξηψληαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ ηε ζπγθέληξσζε ηεο 

βάζεο. Ζ δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο ζχδεπμεο ήηαλ 2-3 ψξεο. 
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Ζ απνπξνζηαζία ηεο α-ακηλνκάδαο ησλ ακηλνμέσλ έγηλε κε δηάιπκα 20% 

πηπεξηδίλεο ζε δηκεζπινθνξκακίδην. Ο έιεγρνο ηεο νινθιήξσζεο ηεο ζχδεπμεο (απνπζία 

ειεχζεξσλ ακηλνκάδσλ ζηελ πεπηηδνξεηίλε) έγηλε κε ην test Kaiser (ρήκα 6.1). Πην 

ζπγθεθξηκέλα ζε έλαλ δνθηκαζηηθφ ζσιήλα πξνζηίζεληαη κεξηθνί θφθθνη πεπηηδνξεηίλεο 

θαη 3 ζηαγφλεο απφ ηα παξαθάησ δηαιχκαηα:  

α) 2 ml  KCN  0,001M ζε  100 ml  ππξηδίλε,   

β) 5 g  ληλπδξίλεο ζε 100 ml αηζαλφιε,  

γ) 400 mg  θαηλφιεο ζε 100 ml αηζαλφιε.  

Έπεηηα ν δνθηκαζηηθφο ζσιήλαο ζεξκαίλεηαη ζε πδξφινπηξν γηα 30 δεπηεξφιεπηα 

πεξίπνπ. Ζ εκθάληζε κπιε θφθθσλ είλαη ελδεηθηηθή ηεο χπαξμεο ειεχζεξσλ ακηλνκάδσλ 

(ζεηηθφ (+) test Kaiser), ελψ αλ  νη θφθθνη παξακείλνπλ ιεπθνί (αξλεηηθφ (-) test Kaiser) 

ζεσξείηαη πνηνηηθά φηη δελ ππάξρνπλ ειεχζεξεο ακηλνκάδεο ζηελ πεπηηδνξεηίλε, ε 

ζχδεπμε ηνπ ακηλνμέoο έρεη νινθιεξσζεί θαη κπνξνχκε έηζη λα πξνρσξήζνπκε ζηε 

ζχδεπμε ηνπ επφκελνπ ακηλνμένο. Ζ αθξίβεηα ηνπ test Kaiser θπκαίλεηαη ζην 99,9%.  

 

ρήκα 6.1 : Αληίδξαζε ληλπδξίλεο. 

 

Ζ απνθνπή ησλ πεπηηδίσλ απφ ηε ξεηίλε θαη ε ηαπηφρξνλε απνκάθξπλζε ησλ 

πξνζηαηεπηηθψλ νκάδσλ ησλ παξάπιεπξσλ αιπζίδσλ ησλ ακηλνμέσλ επηηπγράλεηαη κε 
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θαηεξγαζία κε ηξηθζνξνμηθφ νμχ (TFA) παξνπζία λεξνχ θαη ηξητζνπξνππινζηιαλίνπ 

(ΣΗS) σο κφξην παγίδα ησλ θαξβνθαηηφλησλ, ζε αλαινγία TFA/H2O/TIS (95/2,5/2,5 v/v). 

Μεηά απφ ρξνληθφ δηάζηεκα 4 σξψλ ην TFA εμαηκίδεηαη ππφ θελφ ζην flash evaporator, 

ελψ ζην ππφιεηκκα πξνζηίζεηαη DCM/εμάλην (1/1) θαη αθνινπζεί πάιη ζπκπχθλσζε. Ζ 

δηαδηθαζία απηή επαλαιακβάλεηαη 5-6 θνξέο πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί ε θαιχηεξε 

δπλαηή απνκάθξπλζε ηνπ TFA. ηελ ζπλέρεηα ην πεπηίδην θαηαβπζίδεηαη κε  

δηαηζπιαηζέξα ζε πάγν. Γηεζείηαη ππφ θελφ θαη θαηεξγάδεηαη κε αηζέξα γηα ηελ 

απνκάθξπλζε ησλ κνξίσλ παγίδσλ (scavenger) (TIS). Σν πεπηίδην παξαιακβάλεηαη κε 

δηάιπζε ζε πδαηηθφ δηάιπκα νμηθνχ νμένο 2 N θαη ιπνθηιηνπνηείηαη. 

 Ο θαζαξηζκφο, ν έιεγρνο ηεο θαζαξφηεηαο ησλ πεπηηδίσλ θαη ε ηαπηνπνίεζή ηνπο 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε εκηπαξαζθεπζηηθή θαη αλαιπηηθή πγξή ρξσκαηνγξαθία 

αλάζηξνθεο θάζεο θαη πςειήο δηαρσξηζηηθήο ηθαλφηεηαο RP-HPLC (Reverse Phase – 

High Performance  Liquid  Chromatography) (LC-10 A VP, SHIMADZU) θαη  

θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI (Electrospray Ionization) (Micromass Platform LC 

Quandrupole) αληίζηνηρα.      
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ρήκα 6.2 : Πνξεία ζχλζεζεο ησλ πεπηηδίσλ ζε ζηεξεή θάζε κε ηελ Fmoc/tBu 

κεζνδνινγία, ζε Rink Amide AM ξεηίλε. 

        Fmoc-Rink Amide AM ξεηίλε 

Eθπιύζεηο 

γηα δηόγθσζε ησλ θόθθσλ ηεο πεπηηδνξεηίλεο 

3x1 min DCM 

3x1 min DMF 

3x1 min DCM 

N α -απνπξνζηαζία (απνκάθξπλζε Fmoc νκάδαο) 

1x5 min δηάιπκα 20% πηπεξηδίλε ζε DMF 

1x10min δηάιπκα 20% πηπεξηδίλε ζε DMF 

Δθπιύζεηο (3x1 min κε DMF, MeOH, DMF) 

Test Kaiser (+)  

Βήκα 1 

     H 
2 
N-Rink Amide AM ξεηίλε 

3 ηζνδύλακα Fmoc-X-OH 

3 ηζνδύλακα HBTU 

3 ηζνδύλακα ΖΟΒt 

9 ηζνδύλακα DIEA 

Αλάδεπζε  γηα 3 ώξεο 

Δθπιύζεηο (3x1 min κε DMF, DCM, DMF) 

Test Kaiser (-)  

Βήκα 2 

        Fmoc-X - Rink Amide AM ξεηίλε 

Δπαλάιεςε ησλ βεκάησλ 1 θαη 2  

πξνζζέηνληαο δηαδνρηθά όια ηα θαηάιιεια  

Fmoc πξνζηαηεπκέλα ακηλνμέα 

    Fmoc-[Aib-Arg(Pbf)-Aib-X] - Rink Amide AM ξεηίλε 

Δπαλάιεςε ηνπ βήκαηνο 1 θαη απνθνπή ηνπ 

πεπηηδίνπ από ηε ξεηίλε κε :  

95% TFA/ 2,5% H2O/ 2,5% TIS 

  

 

    Y-(Aib-Arg-Aib-X) -NH2 

n 

n 

n = 2 ή 3,  Y= H- ή Ac- ή Ahx-  θαη   X = Leu, Phe 
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6.3 ύλζεζε, θαζαξηζκόο θαη ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ  

     H-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2  κε ΜΒ=895,12 θαη ΜΣ=C40H75N15O8 (1) 

 

  Ζ ζχλζεζε ηνπ παξαπάλσ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ξεηίλε 4-[2´,4´-

δηκεζνμπ-θαηλπι-(9-θινπνξελπικεζνμπθαξβνλπι)ακηλνκεζπι]-θαηλνμπ-ξεηίλε, (Rink 

Amide AM) αθνινπζψληαο ηε γεληθή πνξεία ηνπ ρήκαηνο 6.2. Γηα ηε ζχλζεζε 2 mmol 

πεπηηδίνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 3 g ξεηίλεο κε ππνθαηάζηαζε 0,67 mmol/g. Σα ακηλνμέα 

εηζήρζεζαλ ζηνλ πεπηηδηθφ ζθειεηφ σο Fmoc-παξάγσγα, ε αληίδξαζε ζχδεπμεο έγηλε κε 

ΖΒΣU παξνπζία ηνπ HOBt θαη ηεο DIEA. Ζ πξνζηαζία ηεο γνπαληδηλνκάδαο ηεο 

αξγηλίλεο έγηλε κε ηελ 2, 2, 5, 7, 8- πεληακεζπινδτπδξνθνπξαλν-5-ζνπιθφλπιν νκάδα  

(Pbf). Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο ζχλζεζεο ηνπ Fmoc-[Aib-Arg(Pbf)-Aib-Leu]2-R, ε 

πεπηηδνξεηίλε κεηαθέξζεθε ζε μεξαληήξα θελνχ γηα μήξαλζε ππεξάλσ P2O5 θαη 

ειήθζεζαλ 4,2g (απφδνζε ζχλζεζεο 72%). ηε ζπλέρεηα, ζην έλα ηξίην ηεο πνζφηεηαο 

(1,4g θαη 0,66mmol) απνκαθξχλζεθε ε Fmoc πξνζηαηεπηηθή νκάδα ηεο α-ακηλνκάδαο 

ηνπ Ν-ηειηθνχ άθξνπ.  

Ζ απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηε ξεηίλε θαη ε ηαπηφρξνλε απνπξνζηαζία ησλ 

παξάπιεπξσλ αιπζίδσλ ησλ ακηλνμέσλ έγηλε κε θαηεξγαζία ηεο πεπηηδνξεηίλεο κε 

κίγκα TFA/Ζ2Ο/ΣΗS (95/2.5/2.5) γηα 4 ψξεο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, ελψ ε 

επεμεξγαζία θαη ε παξαιαβή ηνπ πεπηηδίνπ έγηλε ζχκθσλα κε ηε γεληθή δηαδηθαζία πνπ 

πεξηγξάθεηαη ζηελ παξάγξαθν 5.2. Μεηά ηε ιπνθηιηνπνίεζε ειήθζεζαλ 407mg 

πεπηηδίνπ (απφδνζε απνθνπήο απφ ηε ξεηίλε 68,7%). 

Γηα ηνλ θαζαξηζκφ ηνπ πεπηηδίνπ κε εκηπαξαζθεπαζηηθή RP-HPLC, 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζχζηεκα έθινπζεο (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA γηα 

30 min. Ζ βαζκίδσζε ησλ δηαιπηψλ ήηαλ γξακκηθή απφ Α/Β:80/20 ζε Α/Β:40/60. Ζ 

ηαρχηεηα ξνήο θαζνξίζηεθε ζηα 4,7ml/min θαη ε αλίρλεπζε έγηλε ζηα 214nm. Μεηά ηε 

ιπνθηιηνπνίεζε ιακβάλεηαη ην θαζαξφ πξντφλ (απφδνζε θαζαξηζκνχ 12%). Ζ 

ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI-MS 

(ρήκα 6.3). Τπνινγηζζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ=894,12,  επξεζέλ κνξηαθφ βάξνο 

ΜΒ=897,39, ελψ ε θαζαξφηεηά ηνπ ειέγρζεθε κε αλαιπηηθή RP-HPLC (ρήκα 6.4). 
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ρήκα 6.3 :  Φάζκα κάδαο ESI-MS ηνπ H-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 (1). 

 

 

 

ρήκα 6.4 : Αλαιπηηθή RP-HPLC ηνπ H-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2. χζηεκα έθινπζεο 

(Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA, ρξφλνο έθινπζεο 30 min απφ Α/Β:80/20 ζε 

Α/Β:40/60, ηαρχηεηα ξνήο 4,7ml/min, αλίρλεπζε ζηα 214nm. 
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6.4 ύλζεζε, θαζαξηζκόο θαη ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ 

     Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2   κε ΜΒ=1008,28 θαη ΜΣ=C46H86N16O9  (2)      

 

Γηα ηε ζχλζεζε ηνπ παξαπάλσ πεπηηδίνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ην άιιν 1/3 ηεο 

πεπηηδνξεηίλεο Fmoc-[Aib-Arg(Pbf)-Aib-Leu]2-R (1,4g θαη 0,66mmol). Αξρηθά 

απνκαθξχλζεθε ε Fmoc πξνζηαηεπηηθή νκάδα ηεο α-ακηλνκάδαο ηνπ Ν-ηειηθνχ άθξνπ 

θαη πξνζηέζεθε ην πξνζηαηεπκέλν ιηπαξφ νμχ (Fmoc-Ahx-OH: ακηλνθαπξντθφ νμχ), 

αθνινπζψληαο ηε γεληθή Fmoc κεζνδνινγία ηνπ ρήκαηνο 6.2.  Ζ πεπηηδνξεηίλε 

θαηεξγάζηεθε κε κίγκα TFA/H2O/TIS (95/2,5/2,5 v/v) γηα ηελ απνπξνζηαζία θαη ηελ 

απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηε ξεηίλε (απφδνζε απνθνπήο 71%).  

Ο θαζαξηζκφο ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε φπσο θαη ζην πεπηίδην (1), κε 

ζχζηεκα έθινπζεο (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA γηα 30 min. Ζ 

βαζκίδσζε ησλ δηαιπηψλ έθινπζεο ήηαλ γξακκηθή απφ Α/Β:80/20 ζε Α/Β:50/50. Ζ 

απφδνζε θαζαξηζκνχ ήηαλ 12,7%. Ζ ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI-MS (ρήκα 6.5). Τπνινγηζζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ = 

1008,28,  επξεζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ
 
=1010,87, ελψ ε θαζαξφηεηά ηνπ ειέγρζεθε κε 

αλαιπηηθή RP-HPLC (ρήκα 6.6). 
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            ρήκα 6.5 : Φάζκα κάδαο ESI-MS ηνπ Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 (2). 

 

 

 
 

 

ρήκα 6.6 : Αλαιπηηθή RP-HPLC ηνπ Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2. χζηεκα 

έθινπζεο (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA, ρξφλνο έθινπζεο 30 min απφ 

Α/Β:80/20 ζε Α/Β:50/50, ηαρχηεηα ξνήο 4,7ml/min, αλίρλεπζε ζηα 214nm. 
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6.5 ύλζεζε, θαζαξηζκόο  θαη ηαπηνπνίεζε  ηνπ πεπηηδίνπ 

     Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2  κε ΜΒ=1336,63 θαη ΜΣ=C60H114N22O12  (3)             

 

Γηα ηε ζχλζεζε ηνπ παξαπάλσ πεπηηδίνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ην ππφινηπν 1/3 ηεο 

πεπηηδνξεηίλεο Fmoc-[Aib-Arg(Pbf)-Aib-Leu]2-R (1,4g θαη 0,66mmol), αθνινπζψληαο 

ηε γεληθή Fmoc κεζνδνινγία ηνπ ρήκαηνο 6.2.  Μεηά ηε ζχδεπμε ησλ επφκελσλ 

ηεζζάξσλ ακηλνμέσλ αθνινχζεζε μήξαλζε ππφ θελφ θαη ειήθζεζαλ 1,62 g Fmoc-[Aib-

Arg(Pbf)-Aib-Leu]3-R (απφδνζε ζχλζεζεο 83%). ηε ζπλέρεηα, ζην 1/2 ηεο πνζφηεηαο 

ηεο πεπηηδνξεηίλεο απνκαθξχλζεθε ε Fmoc πξνζηαηεπηηθή νκάδα ηεο α-ακηλνκάδαο ηνπ 

Ν-ηειηθνχ άθξνπ θαη αθνινχζεζε ε απνθνπή ηνπ απφ ηε ξεηίλε (απφδνζε απνθνπήο απφ 

ηε ξεηίλε 70%).  

Ο θαζαξηζκφο ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε φπσο θαη ζην πεπηίδην (1), κε 

ζχζηεκα έθινπζεο (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA γηα 30 min. Ζ 

βαζκίδσζε ησλ δηαιπηψλ έθινπζεο ήηαλ γξακκηθή απφ Α/Β:70/30 ζε Α/Β:40/60. Ζ 

απφδνζε θαζαξηζκνχ ήηαλ 8%. Ζ ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI-MS (ρήκα 6.7). Τπνινγηζζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ=1336,63, 

επξεζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ=1337,29, ελψ ε θαζαξφηεηά ηνπ ειέγρζεθε κε αλαιπηηθή 

RP-HPLC (ρήκα 6.8). 
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ρήκα 6.7 : Φάζκα κάδαο ESI-MS ηνπ Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 (3). 

 

 
 

 

ρήκα 6.8 : Αλαιπηηθή RP-HPLC ηνπ H-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2. χζηεκα έθινπζεο 

(Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA, ρξφλνο έθινπζεο 30 min απφ Α/Β:70/30 ζε 

Α/Β:40/60, ηαρχηεηα ξνήο 4,7ml/min, αλίρλεπζε ζηα 214nm. 
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6.6 ύλζεζε, θαζαξηζκόο θαη ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2  κε ΜΒ=1449,85 θαη ΜΣ=C66H125N23O13   (4)             

 

Γηα ηε ζχλζεζε ηνπ παξαπάλσ πεπηηδίνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ην ππφινηπν 1/2 ηεο 

πεπηηδνξεηίλεο Fmoc-[Aib-Arg(Pbf)-Aib-Leu]3-R (0,81g θαη 0,33mmol), αθνινπζψληαο 

ηε γεληθή Fmoc κεζνδνινγία ηνπ ρήκαηνο 6.2. Πξαγκαηνπνηήζεθε απνπξνζηαζία ηεο 

Ν
α
- ακηλνκάδαο ηνπ ακηλντζνβνπηπξηθνχ νμένο, ζχδεπμε ηνπ Fmoc-Ahx-OH θαη ζηε 

ζπλέρεηα αθνινχζεζε ε απνθνπή ηνπ απφ ηε ξεηίλε (απφδνζε απνθνπήο 63%).  

Ο θαζαξηζκφο ηνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηηο εμήο ζπλζήθεο: Α/Β:80/20 εσο 

Α/Β:30/70, φπνπ (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA γηα 30 min. Ζ απφδνζε 

θαζαξηζκνχ ήηαλ 4,8%. Ζ ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI-MS (ρήκα 6.9). Τπνινγηζζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ=1449,85, 

επξεζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ=1450,38, ελψ ε θαζαξφηεηά ηνπ ειέγρζεθε κε αλαιπηηθή 

RP-HPLC (ρήκα 6.10). 
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ρήκα 6.9 : Φάζκα κάδαο ESI-MS ηνπ Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 (4). 

 

 

 

ρήκα 6.10 :  Αλαιπηηθή RP-HPLC ηνπ Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2. χζηεκα 

έθινπζεο (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA, ρξφλνο έθινπζεο 30 min απφ 

Α/Β:80/20 ζε Α/Β:30/70, ηαρχηεηα ξνήο 4,7 ml/min, αλίρλεπζε ζηα 214 nm. 
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6.7 ύλζεζε, θαζαξηζκόο θαη ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ 

H-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2  κε ΜΒ=965,16 θαη ΜΣ=C46H73N15O8 (5) 

 

  Ζ ζχλζεζε ηνπ παξαπάλσ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ ίδηα ξεηίλε Rink 

Amide AM αθνινπζψληαο ηελ ίδηα γεληθή πνξεία ηνπ ρήκαηνο 6.2. Γηα ηε ζχλζεζε 

2mmol πεπηηδίνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 3g ξεηίλεο κε ππνθαηάζηαζε 0,67mmol/g. Σα 

ακηλνμέα εηζήρζεζαλ ζηνλ πεπηηδηθφ ζθειεηφ σο Fmoc-παξάγσγα, θαη γηα ηελ 

αληίδξαζε ζχδεπμεο δνθηκάζηεθε έλα άιιν αληηδξαζηήξην, ην νπνίν εκθαλίδεη 

θαιχηεξεο απνδφζεηο ζε δχζθνιεο ζπλζέζεηο, ην ηεηξακέζπι-θζνξνθνξκακίδην-

εμαθζνξνθσζθνξηθφ άιαο (TFFH) παξνπζία ηεο DIEA. Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο 

ζχλζεζεο ηνπ Fmoc-[Aib-Arg(Pbf)-Aib-Phe]2-R, ε πεπηηδνξεηίλε κεηαθέξζεθε ζε 

μεξαληήξα θελνχ γηα μήξαλζε ππεξάλσ P2O5 θαη ειήθζεζαλ 5,02g (απφδνζε ζχλζεζεο 

85%). ηε ζπλέρεηα, ε πεπηηδνξεηίλε κνηξάζηεθε ζε δχν ίζα κέξε. Σν έλα ηκήκα 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε ζπλέρηζε ηεο ζχλζεζεο θαη ηελ παξαιαβή ησλ ηξηκεξψλ 

παξαγψγσλ ηνπ Aib, ελψ ην άιιν κνηξάζηεθε εμίζνπ ζε ηξία κέξε. ην έλα ηξίην απηήο 

ηεο πνζφηεηαο (0,83g θαη 0,3mmol) απνκαθξχλζεθε ε Fmoc πξνζηαηεπηηθή νκάδα ηεο 

α-ακηλνκάδαο ηνπ Ν-ηειηθνχ άθξνπ.  

Ζ απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηε ξεηίλε θαη ε ηαπηφρξνλε απνπξνζηαζία ησλ 

παξάπιεπξσλ αιπζίδσλ ησλ ακηλνμέσλ έγηλε κε θαηεξγαζία ηεο πεπηηδνξεηίλεο κε 

κίγκα TFA/Ζ2Ο/ΣΗS (95/2.5/2.5) γηα 4 ψξεο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, ελψ ε 

επεμεξγαζία θαη ε παξαιαβή ηνπ πεπηηδίνπ έγηλε ζχκθσλα κε ηε γεληθή δηαδηθαζία πνπ 

πεξηγξάθεηαη ζηελ παξάγξαθν 5.2. Μεηά ηε ιπνθηιηνπνίεζε ειήθζεζαλ 768mg 

πεπηηδίνπ (απφδνζε απνθνπήο απφ ηε ξεηίλε 99%). 

Γηα ηνλ θαζαξηζκφ ηνπ πεπηηδίνπ κε εκηπαξαζθεπαζηηθή RP-HPLC, 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζχζηεκα έθινπζεο (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA γηα 

30 min. Ζ βαζκίδσζε ησλ δηαιπηψλ ήηαλ γξακκηθή απφ Α/Β:80/20 ζε Α/Β:40/60. Ζ 

ηαρχηεηα ξνήο θαζνξίζηεθε ζηα 4,7ml/min θαη ε αλίρλεπζε έγηλε ζηα 214nm. Μεηά ηε 

ιπνθηιηνπνίεζε ιακβάλεηαη ην θαζαξφ πξντφλ (απφδνζε θαζαξηζκνχ 15%). Ζ 

ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI-MS 

(ρήκα 6.11). Τπνινγηζζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ=965,16,  επξεζέλ κνξηαθφ βάξνο 

ΜΒ=965,47 ελψ ε θαζαξφηεηά ηνπ ειέγρζεθε κε αλαιπηηθή RP-HPLC (ρήκα 6.12). 
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ρήκα 6.11 : Φάζκα κάδαο ESI-MS ηνπ H-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 (5). 

 

ρήκα 6.12 :  Αλαιπηηθή RP-HPLC ηνπ H-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2. χζηεκα έθινπζεο 

(Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA, ρξφλνο έθινπζεο 30 min απφ Α/Β:80/20 ζε 

Α/Β:40/60, ηαρχηεηα ξνήο 4,7ml/min, αλίρλεπζε ζηα 214nm. 
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6.8 ύλζεζε, θαζαξηζκόο θαη ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ 

Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2  κε ΜΒ=1007,22 θαη ΜΣ=C48H75N15O9   (6)             

 

 

Σν πεπηίδην απηφ πξνθχπηεη απφ ην 1/3 ηεο πεπηηδνξεηίλεο Fmoc-[Aib-Arg(Pbf)-

Arg-Phe]2-NH2 (0,83g θαη 0,3mmol), έπεηηα απφ απνκάθξπλζε ηεο Fmoc-νκάδαο ηνπ Ν-

ηειηθνχ άθξνπ θαη αθεηπιίσζε κε δηάιπκα νμηθνχ αλπδξίηε (CH3CO)2O (30 θνξέο ζε 

πεξίζζεηα έλαληη ησλ ζπλνιηθψλ mmoles ησλ ακηλνκάδσλ) ζε ππξηδίλε (απφδνζε 

αθεηπιίσζεο 90%). Ζ απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηε ξεηίλε θαη ε ηαπηφρξνλε 

απνπξνζηαζία ησλ παξάπιεπξσλ αιπζίδσλ ησλ ακηλνμέσλ έγηλε κε θαηεξγαζία ηεο 

πεπηηδνξεηίλεο κε κίγκα TFA/Ζ2Ο/ΣΗS (95/2.5/2.5). Ζ απφδνζε απνθνπήο ηνπ πεπηηδίνπ 

απφ ηε ξεηίλε ήηαλ 98%. 

Γηα ηνλ θαζαξηζκφ ηνπ πεπηηδίνπ κε εκηπαξαζθεπαζηηθή RP-HPLC, 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζχζηεκα έθινπζεο (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA γηα 

30 min. Ζ βαζκίδσζε ησλ δηαιπηψλ ήηαλ γξακκηθή απφ Α/Β:80/20 ζε Α/Β:30/70 θαη ε 

απφδνζε θαζαξηζκνχ 8%. Ζ ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI-MS (ρήκα 6.13). Τπνινγηζζέλ κνξηαθφ βάξνο 

ΜΒ=1007,22, επξεζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ=1007,49, ελψ ε θαζαξφηεηά ηνπ ειέγρζεθε 

κε αλαιπηηθή RP-HPLC (ρήκα 6.14). 
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ρήκα 6.13 : Φάζκα κάδαο ESI-MS ηνπ Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 (6). 

 

 

 
 

ρήκα 6.14 : Αλαιπηηθή RP-HPLC ηνπ Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2. χζηεκα 

έθινπζεο (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA, ρξφλνο έθινπζεο 30 min απφ 

Α/Β:80/20 ζε Α/Β:30/70, ηαρχηεηα ξνήο 4,7ml/min, αλίρλεπζε ζηα 214nm. 
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6.9 ύλζεζε, θαζαξηζκόο θαη ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2  κε ΜΒ=1078,33 θαη ΜΣ=C52H84N16O9  (7)                

 

 

Οκνίσο, ην πεπηίδην απηφ πξνθχπηεη απφ ην 1/3 ηεο κηζήο πνζφηεηαο ηεο 

πεπηηδνξεηίλεο Fmoc-[Aib-Arg(Pbf)-Arg-Phe]2-NH2 (0,83g θαη 0,3mmol), έπεηηα απφ 

απνκάθξπλζε ηεο Fmoc-νκάδαο ηνπ Ν-ηειηθνχ άθξνπ θαη πξνζζήθε ηνπ 

ακηλνθαπξντθνχ νμένο, Fmoc-Ahx-OH (απφδνζε ζχλζεζεο 86,3%). ηε ζπλέρεηα, 

απνκαθξχλεηαη ε πξνζηαηεπηηθή Fmoc-νκάδα ηνπ ακηλνθαπξντθνχ νμένο θαη αθνινπζεί 

απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηε ξεηίλε, ρξεζηκνπνηψληαο ην κίγκα TFA/Ζ2Ο/ΣΗS 

(95/2.5/2.5). Ζ απφδνζε απνθνπήο ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηε ξεηίλε ήηαλ 96%. 

Αθνινπζεί θαζαξηζκφο κε εκηπαξαζθεπαζηηθή RP-HPLC θαη ηηο εμήο ζπλζήθεο: 

Α/Β:80/20 εσο Α/Β:40/60, φπνπ (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA γηα 30 min. 

Ζ  απφδνζε θαζαξηζκνχ ήηαλ 4,5%. Ζ ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI-MS (ρήκα 6.15). Τπνινγηζζέλ κνξηαθφ βάξνο 

ΜΒ=1078,33, επξεζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ=1078,81, ελψ ε θαζαξφηεηά ηνπ ειέγρζεθε 

κε αλαιπηηθή RP-HPLC (ρήκα 6.16). 
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ρήκα 6.15 :  Φάζκα κάδαο ESI-MS ηνπ Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2  (7). 

 

 

 
 

 

ρήκα 6.16 : Αλαιπηηθή RP-HPLC ηνπ Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2. χζηεκα 

έθινπζεο (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA, ρξφλνο έθινπζεο 30 min απφ 

Α/Β:80/20 ζε Α/Β:40/60, ηαρχηεηα ξνήο 4,7ml/min, αλίρλεπζε ζηα 214nm. 
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1440.60 1459.79 



114                                            Σύλζεζε-Καζαξηζκόο-Ταπηνπνίεζε 

 

6.10 ύλζεζε, θαζαξηζκόο θαη  ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ 

H-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2  κε ΜΒ=1438,73 θαη ΜΣ=C69H108N22O12  (8) 

 

 

Σν παξαπάλσ πεπηίδην πξνθχπηεη κεηά απφ ηε ζχδεπμε ηεζζάξσλ ακηλνμέσλ 

ζχκθσλα κε ηελ Fmoc κεζνδνινγία ζην ππφινηπν 1/2 ηεο πεπηηδνξεηίλεο  Fmoc-[Aib-

Arg(Pbf)-Arg-Phe]2-NH2 (2,5g θαη 0,85mmol). Ζ απφδνζε ζχλζεζεο ηνπ Fmoc-[Aib-

Arg(Pbf)-Arg-Phe]3-NH2 ήηαλ 51,5%. ην έλα ηξίην απηήο ηεο πνζφηεηαο (0,8g θαη 

0,27mmol) απνκαθξχλζεθε ε Fmoc πξνζηαηεπηηθή νκάδα ηεο α-ακηλνκάδαο ηνπ Ν-

ηειηθνχ άθξνπ. Ζ απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηε ξεηίλε πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην κίγκα 

TFA/Ζ2Ο/ΣΗS (95/2.5/2.5) κε απφδνζε  99%, ελψ ν θαζαξηζκφο κε εκηπαξαζθεπαζηηθή 

RP-HPLC θαη ζχζηεκα έθινπζεο  Α/Β:70/30 εσο Α/Β:40/60 (απφδνζε θαζαξηζκνχ 5%). 

Ζ ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI-MS 

(ρήκα 6.17). Τπνινγηζζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ=1438,73, επξεζέλ κνξηαθφ βάξνο 

ΜΒ=1439,42, ελψ ε θαζαξφηεηά ηνπ ειέγρζεθε κε αλαιπηηθή RP-HPLC (ρήκα 6.18). 
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ρήκα 6.17 :  Φάζκα κάδαο ESI-MS ηνπ Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 (8). 

 

 

 

ρήκα 6.18 : Αλαιπηηθή RP-HPLC ηνπ Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2. χζηεκα έθινπζεο 

(Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA, ρξφλνο έθινπζεο 30 min απφ Α/Β:70/30 ζε 

Α/Β:40/60, ηαρχηεηα ξνήο 4,7ml/min, αλίρλεπζε ζηα 214nm. 
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6.11 ύλζεζε, θαζαξηζκόο θαη ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ 

Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2  κε ΜΒ=1480,77 θαη ΜΣ=C71H110N22O13 (9) 

 

 

ην έλα ηξίην ηεο πνζφηεηαο ηνπ Fmoc-[Aib-Arg(Pbf)-Arg-Phe]3-NH2  (0,8g θαη 

0,27mmol) απνκαθξχλζεθε ε Fmoc πξνζηαηεπηηθή νκάδα ηεο α-ακηλνκάδαο ηνπ Ν-

ηειηθνχ άθξνπ θαη πξαγκαηνπνηήζεθε αθεηπιίσζε (απφδνζε αθεηπιίσζεο 88%). Ζ 

απνθνπή ηνπ πεπηηδίνπ απφ ηε ξεηίλε πξαγκαηνπνηήζεθε φπσο θαη πξνεγνπκέλσο κε 

απφδνζε 95%, ελψ ν θαζαξηζκφο κε εκηπαξαζθεπαζηηθή RP-HPLC θαη ζχζηεκα 

έθινπζεο  Α/Β:70/30 εσο Α/Β:40/60. Ζ  απφδνζε θαζαξηζκνχ ηνπ πεπηηδίνπ ήηαλ 4,7%. 

Ζ ηαπηνπνίεζε ηνπ πεπηηδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI-MS 

(ρήκα 6.19). Τπνινγηζζέλ κνξηαθφ βάξνο ΜΒ=1480,77, επξεζέλ κνξηαθφ βάξνο 

ΜΒ=1481,56, ελψ ε θαζαξφηεηά ηνπ ειέγρζεθε κε αλαιπηηθή RP-HPLC (ρήκα 6.20). 

ε απηφ ην ζεκείν πξέπεη λα αλαθέξνπκε φηη ην ππφινηπν 1/3 ηνπ Fmoc-[Aib-

Arg(Pbf)-Arg-Phe]3-NH2  ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε ζχλζεζε ηνπ Ahx-(Aib-Arg-Aib-

Phe)3-NH2 κε ΜΒ=1550,89 θαη ΜΣ=C75H119N23O13. Λφγσ ηεο δπζθνιίαο ηεο ζχλζεζεο 

θαη ηεο πιεζψξαο ησλ παξαπξντφλησλ, ην παξαπάλσ πεπηίδην δελ ήηαλ εθηθηφ νχηε λα 

ηαπηνπνηεζεί, νχηε λα απνκνλσζεί. 
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ρήκα 6.19 : Φάζκα κάδαο ESI-MS ηνπ Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 (9). 

 

 

 
 

 

ρήκα 6.20 : Αλαιπηηθή RP-HPLC ηνπ Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2. χζηεκα 

έθινπζεο (Α) Ζ2Ο/0,1% TFA, (B) CH3CN/0,1% TFA, ρξφλνο έθινπζεο 30 min απφ 

Α/Β:70/30 ζε Α/Β:40/60, ηαρχηεηα ξνήο 4,7ml/min, αλίρλεπζε ζηα 214nm.
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7.1 ΑΝΣΗΜΗΚΡΟΒΗΑΚΖ ΓΡΑΖ 

7.1.1 ηειέρε-Θξεπηηθά πιηθά 

 

Γηα ηε κειέηε ηεο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα Gram-ζεηηθά 

βαθηήξηα Mycobacterium smegmatis mc
2
155, Bacillus subtilis DELTA, ηα Gram-αξλεηηθά 

Escherichia coli DH5a, Pseudomonas aeruginosa PAO θαη ν κχθεηαο Candida parapsilosis. 

Γηα ηα Gram-ζεηηθά, ην E. coli DH5a θαη ηo P.aeruginosa PAO ρξεζηκνπνηήζεθε σο ζηεξεφ 

ζξεπηηθφ κέζν αλάπηπμεο ην Luria agar κε ζχζηαζε :  

1% ηξππηφλε,  

0,5% εθρχιηζκα δχκεο,  

1% NaCl,  

0,15 ml NaOH 1N  

θαη 2% άγαξ,  

κε κφλε δηαθνξά ζην Mycobacterium smegmatis mc
2
155 πνπ ρξεζηκνπνηείηαη επηπιένλ 0,1% 

Tween, έλα απνξξππαληηθφ γηα ηελ απνθπγή ηεο δεκηνπξγίαο ζπζζσκαησκάησλ.   

Γηα ην κχθεηα C. parapsilosis ρξεζηκνπνηήζεθε ζξεπηηθφ κέζν κε ζχζηαζε :  

1% γιπθφδε,  

0,5% πεπηφλε,  

0,3% εθρχιηζκα δχκεο,  

0,3% εθρχιηζκα καιηφδεο  

θαη 2% άγαξ.  

Παξαηεξνχκε φηη θαη ηα ηξία ζξεπηηθά κέζα πεξηέρνπλ 2% άγαξ, απαξαίηεην ζπζηαηηθφ γηα 

ηε δνκή gel πνπ πξέπεη λα δηαζέηνπλ. 

Μεηά ηελ παξαζθεπή ησλ πιηθψλ αθνινχζεζε απνζηείξσζή ηνπο γηα 20 min ζηνπο 

121
ν
 C ππφ πίεζε 1,5 bar. Σν ζξεπηηθφ κέζν κνηξάζηεθε ζε ζηείξα ηξπβιία (25ml/ηξπβιίν) 

ζε ζάιακν λεκαηηθήο ξνήο θαη κε ηε ρξήζε ιχρλνπ BUNSEN θαη κεηά ηε ζηεξενπνίεζε ηνπ 

άγαξ πξαγκαηνπνηήζεθε ν εκβνιηαζκφο. Σα E. coli DH5a θαη P.aeruginosa PAO 

επσάζηεθαλ ζηνπο 37 
o
C γηα 24 ψξεο, ηα M. smegmatis mc2155 θαη B. subtilis DELTA ζηνπο 

37 
ν
C γηα 12 ψξεο, ελψ ν C. parapsilosis ζηνπο 30 

ν
C γηα 48 ψξεο. 
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7.1.2 Μειέηε αλζεθηηθόηεηαο ησλ κηθξνβηαθώλ ζηειερώλ ζηα πεπηίδηα 

Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)n-NH2 , όπνπ n = 2 ή 3, Υ = Leu  ή Phe θαη Y = H- ή Ac- ή Ahx [1] 

 

Με ηε βνήζεηα θξηθνθφξνπ ζηεηιενχ κεηαθέξζεθε πνζφηεηα θπηηάξσλ απφ ην 

ηξπβιίν αλάπηπμεο ηνπ θάζε ζηειέρνπο  ζε απνζηεηξσκέλν ζσιελάξην πνπ πεξηέρεη 3 ml ηνπ 

θαηάιιεινπ πγξνχ ζξεπηηθνχ κέζνπ αλάπηπμεο (ηεο ίδηαο ζχζηαζεο κε ην ζηεξεφ, ρσξίο ηελ 

παξνπζία ηνπ άγαξ) θάησ απφ ζηείξεο ζπλζήθεο. Έπεηηα απφ θαιή αλάδεπζε, νη 

πξνθαιιηέξγεηεο επσάζηεθαλ ζηε βέιηηζηε ζεξκνθξαζία αλάπηπμεο γηα ην θάζε ζηέιερνο. 

Υξεζηκνπνηψληαο θσηφκεηξν SHIMADZU UV-1201 κεηξήζεθε ε ηηκή ηεο απνξξφθεζεο 

ηεο πξνθαιιηέξγεηαο ζηα 600 nm, αθνχ πξψηα αξαηψζεθε κε 3 ml απεζηαγκέλν H2O 

(απνζηεηξσκέλν). ηε ζπλέρεηα ζπγθεθξηκέλε πνζφηεηα ηεο πξνθαιιηέξγεηαο κεηαθέξζεθε 

ζε λέν ζξεπηηθφ κέζν αλάπηπμεο (2 ml), ψζηε ε ηειηθή απνξξφθεζε λα είλαη πεξίπνπ 0.05 

ζηα 600 nm. ε 96-well plates (microplates) κε θαπάθη ηνπνζεηήζεθαλ ζε θάζε πεγαδάθη 100 

κl απφ ηε λέα θαιιηέξγεηα θαη 100 κl απφ αξαησκέλα δηαιχκαηα πεπηηδίσλ ζπγθεληξψζεσλ 

50-500κg/ml θαη  επσάζηεθαλ γηα άιιεο 24 ψξεο ζηελ αληίζηνηρε ζεξκνθξαζία. Ωο δείγκα 

αλαθνξάο (control) γηα ηελ πιήξε αλάπηπμε ηνπ ζηειέρνπο νξίζηεθε ην δείγκα πνπ 

επσάζηεθε ρσξίο ην πεπηίδην. Ζ αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο θαζνξίζηεθε κε κέηξεζε ηεο 

απνξξφθεζεο ζε ELISA Reader θαη δηαπηζηψζεθε απφ ηελ πνιχ κηθξή ηηκή απνξξφθεζεο 

ηνπ δείγκαηνο ζε ζρέζε κε απηή ηνπ δείγκαηνο αλαθνξάο (control). Σα πεπηίδηα πνπ 

εκθάληζαλ αλαζηνιή δνθηκάζηεθαλ θαη ζε κηθξφηεξεο ζπγθεληξψζεηο (15-50 κg/ml) γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο ειάρηζηεο ζπγθέληξσζεο αλαζηνιήο, MIC (minimal inhibitory 

concentration). Σα απνηειέζκαηα ησλ πεηξακάησλ θαίλνληαη ζηνπο δχν παξαθάησ πίλαθεο 

γηα ηα Gram-αξλεηηθά θαη ηα Gram-ζεηηθά βαθηήξηα. 
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Πίλαθαο 7.1 : Διάρηζηε ζπγθέληξσζε αλαζηνιήο (MIC, κg/ml) ησλ πεπηηδίσλ σο πξνο ηα 

Gram-αξλεηηθά βαθηήξηα θαη ην κχθεηα.   

                          ΣΔΛΔΥΖ 

ΠΔΠΣΗΓΗΑ 

E. coli DH5a P. aeruginosa 

PAO 

Candida 

parapsilosis 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 

150κg/ml 

50κg/ml 

500κg/ml 

200κg/ml 

─ 

200κg/ml 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 

15κg/ml 

15κg/ml 

100κg/ml 

150κg/ml 

500κg/ml 

500κg/ml 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 

Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 

50κg/ml 

50κg/ml 

50κg/ml 

200κg/ml 

300κg/ml 

150κg/ml 

─ 

400κg/ml 

200κg/ml 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 

Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 

50κg/ml 

200κg/ml 

50κg/ml 

200κg/ml 

500κg/ml 

500κg/ml 

 (─): δελ παξνπζίαζε αλαζηνιή  

 

Πίλαθαο 7.2 : Διάρηζηε ζπγθέληξσζε αλαζηνιήο (MIC, κg/ml) ησλ πεπηηδίσλ σο πξνο ηα 

 Gram-ζεηηθά βαθηήξηα. 

(─): δελ παξνπζίαζε αλαζηνιή  

 

                          ΣΔΛΔΥΖ 

ΠΔΠΣΗΓΗΑ 

Μ. smegmatis mc
2
155 B. subtilis DELTA 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 

500κg/ml 

50κg/ml 

500κg/ml 

200κg/ml 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 

150κg/ml 

150κg/ml 

50κg/ml 

150κg/ml 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 

Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 

300κg/ml 

200κg/ml 

200κg/ml 

200κg/ml 

300κg/ml 

150κg/ml 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 

Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 

200κg/ml 

─ 

50κg/ml 

─ 
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χκθσλα ινηπφλ κε ηνπο πίλαθεο, παξαηεξνχκε αξρηθά φηη ζρεδφλ φια ηα πεπηίδηα 

αλαζηέιινπλ ηελ αλάπηπμε ησλ κηθξννξγαληζκψλ, αθφκα θαη ηνπ κχθεηα Candida 

parapsilosis.  Απφ ηα παξάγσγα ηνπ Aib, ηα ηξηκεξή εκθαλίδνπλ θαιχηεξε αληηκηθξνβηαθή 

δξάζε απφ ηα δηκεξή θαη πην ζπγθεθξηκέλα απηά πνπ έρνπλ ζηελ αιιεινπρία ηνπο ην ακηλνμχ 

ηεο ιεπθίλεο. Πην αλαιπηηθά, παξαηεξνχκε φηη ηα αλάινγα απηά έρνπλ ζπγθεληξψζεηο MIC 

πνιχ ρακειφηεξεο ζην Gram-αξλεηηθφ βαθηήξην Escherichia coli DH5a ζε ζρέζε κε ηα 

ππφινηπα ζηειέρε, κε ηηκέο MIC λα πξνζεγγίδνπλ ηα 15κg/ml. Δπίζεο, αμίδεη λα αλαθέξνπκε 

φηη θαζψο απμάλεηαη ην πνζνζηφ ηεο πδξνθνβηθφηεηαο ησλ πεπηηδίσλ, είηε κε αληηθαηάζηαζε 

ηνπ ειεχζεξνπ άκηλν-άθξν ηνπ Aib κε ηελ αθέηπιν-νκάδα θαη ην ιηπαξφ ακηλνθαπξντθφ νμχ, 

είηε κε αληηθαηάζηαζε ηεο ιεπθίλεο απφ ηελ πην πδξφθνβε θαηλπιαιαλίλε, βειηηψλεηαη θαη ε 

δξάζε. Βέβαηα, απφ έλα ζεκείν θαη κεηά, πεξαηηέξσ αχμεζε ζηελ ηηκή ηεο πδξνθνβηθφηεηαο 

θαζηζηά αλίθαλα ηα πεπηίδηα λα αλαζηείιινπλ ηελ αλάπηπμε ησλ βαθηεξίσλ, φπσο ζπκβαίλεη 

κε ην αθεηπιησκέλν παξάγσγν Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2. 

 

7.2 ΠΡΟΓΗΟΡΗΜΟ ΑΗΜΟΛΤΖ [2, 3] 

 

Tα πεπηίδηα πνπ εκθάληζαλ αληηκηθξνβηαθή δξάζε κειεηήζεθαλ θαη σο πξνο ηελ 

ηνμηθφηεηά ηνπο ζε αλζξψπηλα εξπζξνθχηηαξα (RBC, red blood cells). Αξρηθά, παξειήθζε 

θξέζθν αίκα απφ ηέζζεξηο δηαθνξεηηθνχο αλζξψπνπο ζε επαξίλε  πνπ ρξεζηκνπνηείηαη σο 

αληηπεθηηθφ. Γηα ηελ απνκφλσζε ησλ εξπζξνθπηηάξσλ απφ ηα άιια θχηηαξα ηνπ αίκαηνο, 

φπσο είλαη π.ρ ηα ιεπθά αηκνζθαίξηα θαη ηα αηκνπεηάιηα, έγηλε θπγνθέληξεζε γηα 10 min ζηηο 

3000 ζηξνθέο. Tα εξπζξνθχηηαξα πιχζεθαλ ηξεηο θνξέο κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

ηξηο(πδξνμπκεζπι)ακηλνκεζάλην, Tris buffer (10mM Tris, 150mM NaCl, pH = 7,4). ηε 

ζπλέρεηα, 200κl απφ ην αηψξεκα ησλ θπηηάξσλ θαη δηάθνξεο πνζφηεηεο απφ stock δηάιπκα 

πεπηηδίνπ (ζπγθεληξψζεηο 1-500κg/ml) θαη ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ηνπνζεηήζεθαλ ζε eppendorf  

κε ηειηθφ φγθν 1500κl. Ωο ηπθιφ (0% αηκφιπζε) ρξεζηκνπνηήζεθε ην δείγκα πνπ δελ 

πεξηείρε πεπηίδην, αιιά 200κl απφ ην αηψξεκα ησλ θπηηάξσλ θαη 1300κl buffer, ελψ σο 

δείγκα αλαθνξάο, control (100% αηκφιπζε), ρξεζηκνπνηήζεθε ην δείγκα πνπ πεξηείρε 200κl 

απφ ην αηψξεκα ησλ θπηηάξσλ θαη 1300κl απφ δηάιπκα 0,5% ΝΖ4ΟΖ. Αθνινχζεζε επψαζε 

γηα 30 min ζε Eppendorf thermomixer ζηνπο 37
ν
 C κε ήπηα αλαθίλεζε, ςχμε θαη 

θπγνθέληξεζε ζηα 2000g, ζηνπο 4
ν
 C γηα 5 min. Σέινο,  κεηξήζεθε ε απνξξφθεζε γηα θάζε 

δείγκα ζηα 540 nm ζε θσηφκεηξν SHIMADZU UV-1201, ρξεζηκνπνηψληαο θπςειίδα ηνπ 

ελφο ml. Ζ αηκφιπζε εθθξάδεηαη κε ηνλ φξν EC50 , πνπ ππνδειψλεη ηε ζπγθέληξσζε ηνπ 
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πεπηηδίνπ (κg/ml) πνπ πξνθαιεί ιχζε ζην 50% ηνπ πιεζπζκνχ ησλ εξπζξνθπηηάξσλ θαη ηα 

απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη ζε γξαθηθή παξάζηαζε ηεο αηκφιπζεο (%) ζε ζρέζε κε ηε 

ζπγθέληξσζε ηνπ πεπηηδίνπ. 

 

 

ρήκα 7.1 : Γηάγξακκα αηκφιπζεο ησλ παξαγψγσλ ηνπ ακηλντζνβνπηπξηθνχ νμένο, Τ-(Αib-

Arg-Aib-Leu)n-NH2, φπνπ Y =  H-, Ahx- θαη n = 2, 3. 

 

Παξαηεξνχκε φηη, φια ηα παξάγσγα ηνπ Aib πνπ έρνπλ ζηελ αιιεινπρία ηνπο ην 

ακηλνμχ ηεο ιεπθίλεο, δελ πξνθαινχλ αηκφιπζε ησλ αλζξψπηλσλ εξπζξνθπηηάξσλ. Δμαίξεζε 

απνηειεί ην ηξηκεξέο παξάγσγν Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2, ην νπνίν εκθαλίδεη 

ηνμηθφηεηα ζε πνιχ κηθξέο ζπγθεληξψζεηο (EC50=25 κg/ml).  
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ρήκα 7.2 : Γηάγξακκα αηκφιπζεο ησλ παξαγψγσλ ηνπ ακηλντζνβνπηπξηθνχ νμένο, Τ-(Αib-

Arg-Aib-Phe)n-NH2, φπνπ Y =  H-, Ahx- θαη n = 2, 3. 

 

Οκνίσο, ηα δηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib πνπ ζηελ αιιεινπρία ηνπο έρνπλ ηε 

θαηλπιαιαλίλε, δελ εκθαλίδνπλ ηνμηθφηεηα αθφκα θαη ζε πνιχ κεγάιεο ζπγθεληξψζεηο 

(500κg/ml). Αληίζεηα, ηα ηξηκεξή παξάγσγα, ην ειεχζεξν θαη ην αθεηπιησκέλν, φπσο 

θαίλεηαη θαη ζην παξαπάλσ ζρήκα, αηκνιχνπλ ηα εξπζξνθχηηαξα κε ηηκέο EC50 25κg/ml θαη 

300κg/ml αληίζηνηρα.  

 

7.3 ΠΡΩΣΔΟΛΤΣΗΚΖ ΣΑΘΔΡΟΣΖΣΑ 

 

Ζ ελδπκηθή απνηθνδφκεζε ησλ πεπηηδίσλ Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)n-NH2, φπνπ n = 2 ή 3, 

Υ = Leu ή Phe θαη Y = H- ή Ac- ή Ahx πξαγκαηνπνηήζεθε κε ζξπςίλε θαη κειεηήζεθε κε 

δχν δηαθνξεηηθνχο ηξφπνπο:  

α) κε κειέηε δηαηήξεζεο ηεο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο θαη  

β) κε παξαθνινχζεζε ηεο πδξφιπζεο ησλ πεπηηδίσλ κε αλαιπηηθή RP-HPLC ζε δηάθνξνπο 

ρξφλνπο. 
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7.3.1 Μειέηε αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο πεπηηδίσλ ύζηεξα από επώαζε κε ζξπςίλε 

 

Σα πεπηίδηα επσάζηεθαλ καδί κε ζξπςίλε ζε κηα αλαινγία ελδύκνπ/πεπηηδίνπ : 1/250 

(%
w
/w) ζηνπο 37

ν
C. Ζ αληίδξαζε δηαθφπεθε κε πξνζζήθε θαηάιιεινπ αλαζηνιέα ζξπςίλεο 

ζε δηάθνξνπο ρξφλνπο  10, 30, 60, 240 min θαη ηα δείγκαηα δνθηκάζηεθαλ σο πξνο ηελ 

αληηκηθξνβηαθή ηνπο δξάζε. Πνζφηεηα απφ ην θάζε δείγκα πνπ αληηζηνηρεί ζηελ ηηκή MIC 

ησλ πεπηηδίσλ γηα ην ζηέιερνο Escherichia coli DH5a (ζε απηφ ην βαθηήξην επέδεημαλ ηελ 

θαιχηεξε αληηκηθξνβηαθή δξάζε φια ηα πεπηίδηα) επσάζηεθε κε πξνθαιιηέξγεηα ζηνπο 37
ν
 C 

γηα 24 ψξεο. Σελ επφκελε εκέξα κεηξήζεθε ε απνξξφθεζε ζηα 600nm θαη ηα απνηειέζκαηα 

παξνπζηάδνληαη ζηα ρήκαηα 7.3 θαη 7.4. 

 

 

ρήκα 7.3 : Αληηκηθξνβηαθή δξάζε ησλ πεπηηδίσλ Τ-(Αib-Arg-Aib-Leu)n-NH2, φπνπ Y =  H, 

Ahx- θαη n = 2 ή 3 παξνπζία ζξπςίλεο. 

 

Παξαηεξνχκε φηη, ηo ηξηκεξέο Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 θαη ην δηκεξέο πεπηίδην 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 δελ επεξεάδνληαη απφ ηελ επψαζή ηνπο κε ηε ζξπςίλε θαη 

δηαηεξνχλ ηελ αληηκηθξνβηαθή ηνπο δξάζε έλαληη ηνπ βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο Escherichia 

coli DH5a. Δλψ, θαη ηα πεπηίδηα Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2, Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 

εμαθνινπζνχλ λα δηαζέηνπλ ην 50-60% ηεο δξάζεο ηνπο. 
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ρήκα 7.4 : Αληηκηθξνβηαθή δξάζε ησλ πεπηηδίσλ Τ-(Αib-Arg-Aib-Phe)n-NH2, φπνπ Y =  H-, 

Ahx- θαη n = 2 ή 3 παξνπζία ζξπςίλεο. 

 

ηελ πεξίπησζε ησλ παξαγψγσλ κε ηε θαηλπιαιαλίλε ζηελ αιιεινπρία ηνπο, ηα 

δηκεξή ράλνπλ εμνινθιήξνπ ηε δξάζε ηνπο απφ ηελ αξρή ηεο επψαζήο ηνπο κε ηε ζξπςίλε, 

ελψ ηα ηξηκεξή εκθαλίδνπλ κηα ζηαδηαθή εμαζζέληζε ηεο δξαζηηθφηεηάο ηνπο έπεηηα απφ 

40min επψαζεο. 

 

7.3.2 Μειέηε πξσηενιπηηθήο ζηαζεξόηεηαο κε ζξπςίλε ρξεζηκνπνηώληαο αλαιπηηθή 

RP-HPLC [4] 

 

Μία πην άκεζε κειέηε ηεο πξσηενιπηηθήο ζηαζεξφηεηαο ησλ θαηηνληθψλ 

αληκηθξνβηαθψλ πεπηηδίσλ παξνπζία ζξπςίλεο, πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε ρξήζε ηεο 

αλαιπηηθήο RP-HPLC. Σα πεπηίδηα επσάδνληαη μαλά ζηελ ίδηα αλαινγία κε ην έλδπκν ζηνπο 

37 
0
C θαη ζηνπο ίδηνπο ρξφλνπο. Πνζφηεηα πεπηηδίνπ δηαιπκέλε ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα PBS 

(pH=7.4) ρξεζηκνπνηείηαη σο control, ελψ ην ζχζηεκα έθινπζεο [(H2O-0.1%TFA) : 

CH3CN-0.1%TFA)] παξακέλεη ην ίδην κε ηηο ζπλζήθεο θαζαξηζκνχ ζηελ εκηπαξαζθεπαζηηθή 

RP-HPLC γηα ην θάζε παξάγσγν ηνπ Aib. 
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 Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2  

 

Ζ ζξπςίλε απνηθνδνκεί κεξηθψο ην ειεχζεξν δηκεξέο παξάγσγν ηνπ Aib (3 θνξπθέο) 

ζηα πξψηα 10 ιεπηά επψαζεο. Έπεηηα, φκσο απφ παξέιεπζε 4 σξψλ ην θάζκα δελ 

κεηαβάιιεηαη, γεγνλφο πνπ δηθαηνινγεί ηε δηαηήξεζε ζην κηζφ ηεο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο, 

φπσο θαίλεηαη ζην ρήκα 7.3. 

 

      0 min                                  10 min/ 30 min/ 60 min/ 240 min 

 

 Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 

 

Ζ πξνζάξηεζε ηνπ ιηπαξνχ ακηλνθαπξντθνχ νμένο ζην Ν-ηειηθφ άθξν ηνπ δηκεξνχο 

παξαγψγνπ δελ επεξεάδεη ηε ζπκπεξηθνξά ηνπ κε ηε ζξπςίλε. Σν Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-

NH2, ην νπνίν δηαηεξεί ηελ αληηκηθξνβηαθή ηνπ δξάζε (ρήκα 7.3), εκθαλίδεη κηα κηθξή 

πδξφιπζε απφ ηα πξψηα 10 ιεπηά επψαζήο ηνπ κε ηε ζξπςίλε. 
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 Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 

 

Έλα κηθξφ πνζνζηφ ηνπ πεπηηδίνπ πθίζηαηαη πδξφιπζε, αιιά κπνξνχκε λα 

ζεσξήζνπκε ην ηξηκεξέο παξάγσγν ηνπ Aib αξθεηά ζηαζεξφ παξνπζία ζξπςίλεο. 

 

     0 min                               10 min/ 30 min/ 60 min/ 240 min 

                         

 

 Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 

 

Παξφκνηα ζπκπεξηθνξά  κε ην Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2, δειαδή πξαγκαηνπνηείηαη 

κεξηθή πδξφιπζε αξρηθά ζηα δέθα ιεπηά επψαζεο κε ηε ζξπςίλε θαη θακία άιιε κεηαβνιή 

έσο θαη ηηο 4 ψξεο. 
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ε απηφ ην ζεκείν ζα ήηαλ ζθφπηκν λα επηζεκάλνπκε φηη ηα αθεηπιησκέλα παξάγσγα ηνπ 

Aib πνπ δηαζέηνπλ ηελ ιεπθίλε ζηελ αιιεινπρία ηνπο θαη ζπληέζεθαλ ζηα πιαίζηα ηεο 

κεηαπηπρηαθήο δηαηξηβήο επέδεημαλ πξσηενιπηηθή ζηαζεξφηεηα. 

Αληίζεηα, ηα δηκεξή θαη ηξηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib πνπ ε ιεπθίλε ζηελ αιιεινπρία 

ηνπο έρεη αληηθαηαζηαζεί απφ ηε θαηλπιαιαλίλε, πδξνιχνληαη πιήξσο ζρεδφλ απφ ηα 10 

ιεπηά επψαζεο κε ηε ζξπςίλε, φπσο θαίλεηαη ζηα παξαθάησ θάζκαηα. 

 

 Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 
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 Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 

 

  0 min                                          10 min/ 30 min/ 60 min/ 240 min 

 

 Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 
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 Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 

 

                               0 min                                               10 min/ 30 min 

 

 

 

60 min/ 240 min 
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ΗΓΦΑΘΑΖΜ 8Μ. ΔΖΑΙΜΞΦΩΠΖΗΓΟ ΙΓΘΓΠΓΟ ΙΓ 

ΦΑΟΙΑΠΜΟΗΜΝΖΑ ΗΡΗΘΖΗΜΡ ΔΖΞΩΤΟΙΜΡ 
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8.1 ΔΗΑΓΩΓΖ 

 

Σα πεπηίδηα  Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)n-NH2 (φπνπ Τ = Ζ-, Αc-, Ahx-, X = Leu-, Phe- θαη 

n= 2 ή 3) κειεηήζεθαλ σο πξνο ηε δηακφξθσζε πνπ απνθηνχλ ζε δηάθνξνπο δηαιχηεο κε 

θαζκαηνζθνπία θπθιηθνχ δηρξστζκνχ ζην Δξγαζηήξην Βηνινγηθήο Υεκείαο ηεο Ηαηξηθήο 

ρνιήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ ησλ Ησαλλίλσλ, ζε θαζκαηνθσηφκεηξν Jasco J-815. Γηα ηε 

δηεμαγσγή ησλ πεηξακάησλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη παξαθάησ δηαιχηεο : 

 

■ Μίγκα ηξηθζνξναηζαλφιεο/λεξνχ, TFE/H2O 50/50 (v/v) 

■ Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα θσζθνξηθψλ, PBS buffer (pH=7.4) 

■ Γηάιπκα δσδεθπινζεητθνχ λαηξίνπ, SDS (sodium dodecyl sulfate) ζε ζπγθέληξσζε  8mΜ. 

■ Γηάιπκα δεθαηεηξαθσζθνξπινρνιίλεο C14PC ζε ζπγθέληξσζε 5mM. 

 

Σν TFE ρξεζηκνπνηήζεθε γηα λα δηεξεπλεζεί ε ηάζε ησλ πεπηηδίσλ λα ζρεκαηίδνπλ 

έιηθα, ελψ ην SDS θαη ην C14PC επεηδή πξνζνκνηάδνπλ ην ιηπηδηθφ πεξηβάιινλ ησλ 

κεκβξαλψλ. Οη ζπγθεληξψζεηο ησλ πεπηηδίσλ ζε φινπο ηνπο δηαιχηεο ήηαλ 100κM. Οη 

κεηξήζεηο έγηλαλ ζε θπςειίδα δηακέηξνπ 0.1cm θαη ζε ζεξκνθξαζία 20
ν
-25

ν
 C. Ζ ιήςε ησλ 

θαζκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζηελ πεξηνρή 190-260nm ππφ ζπλερή ξνή αεξίνπ αδψηνπ (6.5 

l/min) πςειήο θαζαξφηεηαο (>99,99%)  ζην ηκήκα ηνπ νπηηθνχ ζαιάκνπ.  

Ζ ξχζκηζε ησλ παξακέηξσλ ηνπ νξγάλνπ γηα ηε ιήςε ησλ θαζκάησλ έγηλε σο εμήο: 

1. Πεξηνρή (range): 190-260nm 

2. Δπαηζζεζία (sensitivity): 100mdeg 

3. Αλάιπζε (resolution): 0.2nm 

4. Δπηζπζζψξεπζε (accumulation): 2 

5. Δχξνο δψλεο (bandwidth): 2.0nm 

6. Σαρχηεηα ζάξσζεο (scan speed): 50nm/min 
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8.2 Φάζκαηα CD ησλ πεπηηδίσλ Τ-(Aib-Arg-Aib-X)2-NH2 (Y = H-, Ac-, Ahx- θαη X = 

Leu-, Phe-) 

 

 Μίγκα TFE/H2O 50:50 (v/v) 

Σα δηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib κε ην ακηλνμχ ιεπθίλε ζηελ αιιεινπρία ηνπο (έληνλε 

γξαθή), εκθαλίδνπλ ζην κίγκα TFE/H2O έλα κέγηζην ζηα 195nm θαη δχν ειάρηζηα ζηα 208 

θαη 222nm, ραξαθηεξηζηηθέο θνξπθέο ηεο α-ειηθνεηδνχο δηακφξθσζεο. To αθεηπιησκέλν 

παξάγσγν Ac-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 είρε ζπληεζεί ζηα πιαίζηα ηνπ κεηαπηπρηαθνχ 

δηπιψκαηνο εηδίθεπζεο θαη ε κειέηε ηεο δηακφξθσζήο ηνπ είρε πξαγκαηνπνηεζεί ζε 

θαζκαηνθσηφκεηξν Jasco J-710. 

 
ρήκα 8.1 : Φάζκαηα CD ησλ Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)2-NH2 ζπγθέληξσζεο  100κΜ ζην κίγκα 

TFE/H2O. 
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Αληίζεηα, ηα δηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib κε ην ακηλνμχ θαηλπιαιαλίλε ζηελ 

αιιεινπρία ηνπο, εκθαλίδνπλ έλα ειάρηζην ζηα 218nm θαη έλα κέγηζην ζηα 196nm, 

ραξαθηεξηζηηθέο θνξπθέο ηνπ β-πηπρσηνχ θχιινπ. 

 

 Δηάιπκα θωζθνξηθώλ PBS (pH= 7,4) 

  

ρήκα 8.2 : Φάζκαηα CD ησλ Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)2-NH2 ζπγθέληξσζεο  100κΜ ζε δηάιπκα 

PBS (pH= 7,4).    
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ην ζπγθεθξηκέλν δηαιχηε, δηαθξίλνπκε κηα κηθξή ηάζε ζρεκαηηζκνχ έιηθαο κφλν γηα 

ην Αhx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 απφ ηα δηκεξή ηνπ Aib κε ηε ιεπθίλε, ελψ μερσξίδεη αξθεηά 

ε δηακφξθσζε ηνπ β-θχιινπ πνπ πηνζεηνχλ ηα παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε θαηλπιαιαλίλε. 

 

 Δηάιπκα SDS ζπγθέληξωζεο 8κΜ 

 

 

 
 

ρήκα 8.3 : Φάζκαηα CD ησλ Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)2-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζε δηάιπκα 

SDS (8κΜ).    

 

ην δηαιχηε SDS, νη ειηθνεηδείο δηακνξθψζεηο ησλ παξαγψγσλ ηνπ Aib κε ηε ιεπθίλε 

είλαη πην επδηάθξηηεο. Μάιηζηα, παξαηεξνχκε φηη ε έιηθα απμάλεηαη κε ηελ αχμεζε ηεο 
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πδξνθνβηθφηεηαο ηνπ ειεχζεξνπ άθξνπ ησλ πεπηηδίσλ (Ahx>Ac>H). Δλψ, απφ ηα δηκεξή 

παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε θαηλπιαιαλίλε, αξρίδεη λα δηαθαίλεηαη ζρεκαηηζκφο έιηθαο ζην 

αθεηπιησκέλν παξάγσγν Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2. 

 

 Δηάιπκα C14PC 5mM 

 

ρήκα 8.4 : Φάζκαηα CD ησλ Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)2-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζε δηάιπκα 

C14PC.    

 

ην ζπγθεθξηκέλν δηαιχηε, παξαηεξνχκε πάιη κηα κηθξή ηάζε ζρεκαηηζκνχ έιηθαο 

ζηα πεπηίδηα Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 θαη Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 (παξαιείπεηαη ην 
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αθεηπιησκέλν παξάγσγν κε ηε ιεπθίλε γηαηί δελ είρε κειεηεζεί ζε δηάιπκα C14PC ζηα 

πιαίζηα ηεο κεηαπηπρηαθήο δηαηξηβήο), ελψ επλνείηαη πεξηζζφηεξν ν ζρεκαηηζκφο έιηθαο ζην 

παξάγσγν Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2.  

 

8.3 Φάζκαηα CD ησλ πεπηηδίσλ Τ-(Aib-Arg-Aib-X)3-NH2 (Y = H-, Ac-, Ahx- θαη X = 

Leu-, Phe-) 

 

 Μίγκα TFE/H2O 50:50 (v/v) 

 

 

ρήκα 8.5 : Φάζκαηα CD ησλ Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)3-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζην κίγκα 

TFE/H2O. 
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 Δηάιπκα θωζθνξηθώλ PBS (pH= 7,4) 

 

 

 

 

ρήκα 8.6 : Φάζκαηα CD ησλ Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)3-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζε δηάιπκα 

PBS (pH= 7,4).    
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 Δηάιπκα SDS ζπγθέληξωζεο 8κΜ 

 

 

 
 

 

ρήκα 8.7 : Φάζκαηα CD ησλ Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)3-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζε δηάιπκα 

SDS (8κΜ).    
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 Δηάιπκα C14PC 5mM 

 

 
 

 

ρήκα 8.8 : Φάζκαηα CD ησλ Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)3-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζε δηάιπκα 

C14PC.    

 

Παξαηεξνχκε φηη ηα ηξηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε ιεπθίλε ζηελ αιιεινπρία ηνπο 

απνθηνχλ ειηθνεηδή δηακφξθσζε ζε φινπο ηνπο δηαιχηεο πνπ κειεηήζεθαλ, θαη επηπιένλ, ην 

πνζνζηφ ηεο έιηθαο πνπ ζρεκαηίδνπλ είλαη κεγαιχηεξν απφ απηφ ησλ δηκεξψλ παξαγψγσλ.  

Δλψ ηα ηξηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε θαηλπιαιαλίλε ζηελ αιιεινπρία ηνπο, εκθαλίδνπλ 

λα απνθηνχλ ειηθνεηδή δηακφξθσζε κφλν ζηνπο δηαιχηεο SDS θαη C14PC. 
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8.4 Φάζκαηα CD ησλ πεπηηδίσλ Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)n-NH2 θαη Ahx-(Aib-Arg-Aib-

Leu)n-NH2 όπνπ n = 2 ή 3 

 

Σα παξαθάησ θάζκαηα παξνπζηάδνπλ ηε δηακφξθσζε πνπ ιακβάλνπλ ηα δηκεξή θαη 

ηξηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib (πνπ ζηελ αιιεινπρία ηνπο πεξηιακβάλεηαη ε ιεπθίλε), ζε φινπο 

ηνπο δηαιχηεο πνπ κειεηήζεθαλ. 

 Η-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 

 

ρήκα 8.9 : Φάζκαηα CD ηνπ Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζηνπο 

δηαιχηεο PBS, SDS, TFE/H2O θαη C14PC.    

 

-20

-15

-10

-5

0

5

10

15

20

190 200 210 220 230 240 250 260

PBS

SDS

TFE-H2O

C14PC

wavelength (nm)

m
o

la
r 

e
ll

ip
ti

ci
ty

, 
[Θ

]
x 

1
0

-3
(d

e
gc

m
2
d

m
o

l-1
)



 

Γηακνξθσηηθέο Μειέηεο 147 

 

 Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 

 

 

 

ρήκα 8.10 : Φάζκαηα CD ηνπ Αhx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζηνπο 

δηαιχηεο PBS, SDS, TFE/H2O θαη C14PC.    

 

Ο ιφγνο R ησλ δχν ειαρίζησλ ζηα 208 θαη 222nm πνπ νθείινληαη ζηηο π→π* θαη 

n→π* κεηαπηψζεηο  αληίζηνηρα, απνηειεί έλαλ γεληθά απνδεθηφ παξάγνληα δηαρσξηζκνχ ηεο 

310-έιηθαο κε ηελ α-έιηθα. Γηα ηελ α-έιηθα ηζρχεη R= [ζ]n→π*/[ζ]π→π* ≈1, ελψ γηα ηελ 310-έιηθα 

ηζρχεη R≤0.4. Παξαηεξνχκε, ινηπφλ φηη, ηα δηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε ιεπθίλε ζηελ 

αιιεινπρία ηνπο πηνζεηνχλ 310-ειηθνεηδή δηακφξθσζε. 
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 Η-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 

 

 

 

 

ρήκα 8.11 : Φάζκαηα CD ηνπ Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζηνπο 

δηαιχηεο PBS, SDS, TFE/H2O θαη C14PC.    
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 Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 

 

 

 

 

 

ρήκα 8.12 : Φάζκαηα CD ηνπ Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζηνπο 

δηαιχηεο PBS, SDS, TFE/H2O θαη C14PC.    
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8.5 Φάζκαηα CD ησλ πεπηηδίσλ Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)n-NH2, Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)n-

NH2 θαη Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)n-NH2 όπνπ n = 2 ή 3 

 

 Η-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 

 

 

 

 

ρήκα 8.13 : Φάζκαηα CD ηνπ H-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζηνπο 

δηαιχηεο PBS, SDS, TFE/H2O θαη C14PC.    
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 Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 

 

 

 
 

 

ρήκα 8.14 : Φάζκαηα CD ηνπ Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζηνπο 

δηαιχηεο PBS, SDS, TFE/H2O θαη C14PC.    
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 Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 

 

 

 

 

ρήκα 8.15 : Φάζκαηα CD ηνπ Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζηνπο 

δηαιχηεο PBS, SDS, TFE/H2O θαη C14PC.    
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 Η-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 

 

 

 

 

 

ρήκα 8.16 : Φάζκαηα CD ηνπ H-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζηνπο 

δηαιχηεο PBS, SDS, TFE/H2O θαη C14PC.    
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 Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 

 

 

 

 

 

ρήκα 8.17 : Φάζκαηα CD ηνπ Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 ζπγθέληξσζεο 100κΜ ζηνπο 

δηαιχηεο PBS, SDS, TFE/H2O θαη C14PC.    
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8.6 Αλάιπζε θαζκάησλ θπθιηθνύ δηρξστζκνύ  

 

Σα θάζκαηα θπθιηθνχ δηρξστζκνχ αλαιχζεθαλ, ψζηε λα ππνινγηζηνχλ ηα πνζνζηά 

ηεο ειηθνεηδνχο δηακφξθσζεο ησλ πεπηηδίσλ (Πίλαθαο 8.1), ρξεζηκνπνηψληαο ηνλ εκπεηξηθφ 

ηχπν,  

                                 [ζ] 

% ειηθνεηδνύο δνκήο =      

                                       [ζ]∞(1-k/n) 

 

Όπνπ, 

 k = ζηαζεξά ίζε κε 2,57 

 n ν αξηζκφο ησλ ακηλνμέσλ πνπ απαξηίδνπλ ην πεπηίδην 

 [ζ] ε κνξηαθή ειιεηπηηθφηεηα ζηα 222nm, ζε degcm
2
dmol

-1 
θαη 

 [ζ]
∞ 

= -39500 ε κνξηαθή ειιεηπηηθφηεηα ζηα 222nm γηα 100% έιηθα, ζε degcm
2
dmol

-1 

[1]. 
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Πίλαθαο 8.1 : Πνζνζηά ειηθνεηδνχο δηακφξθσζεο ησλ πεπηηδίσλ Y-(Aib-Arg-Aib- Υ)n-NH2, 

φπνπ n = 2 ή 3, X = Leu ή Phe θαη Y = Ζ- ή Ac- ή Ahx- ζε φινπο ηνπο δηαιχηεο. 

 

 PBS TFE/H2O 

50/50 

SDS 

(8mM) 

C14PC 

(5mM) 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 ― 12.3% 9.7% 9.7% 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 ― 28.9% 51.6% 51.6% 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 15.0% 21.4% 32.0% 28.0% 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 37.0% 79.1% 95.5% 66.0% 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 ― ― ― ― 

Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 ― 9.2% 48.3% 98.8% 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 ― ― ― ― 

Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 ― 27.7% 59.1% 39.4% 

Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 ― 28.1% 38.8% 44.8% 

 

Παξαηεξνχκε φηη ζηα παξάγσγα ηνπ Aib πνπ δηαζέηνπλ ηε ιεπθίλε ζηελ αιιεινπρία ηνπο 

επηθξαηεί ε δνκή ηεο έιηθαο, ελψ ζηα παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε θαηλπιαιαλίλε ηα πνζνζηά 

ηεο ειηθνεηδνχο δηακφξθσζεο ειαηηψλνληαη. 
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ηελ παξνχζα εξγαζία έγηλε ε ζχλζεζε, ν θαζαξηζκφο θαη ε ηαπηνπνίεζε πεπηηδίσλ 

ηνπ γεληθνχ ηχπνπ, Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)n-NH2 , φπνπ n = 2 ή 3, Υ = Leu ή Phe θαη Y = H- ή 

Ac- ή Ahx- (ε αλαιπηηθή πνξεία ζχλζεζεο πεξηγξάθεηαη ζην Κεθάιαην 5) κε ζηφρν ηελ 

αλάπηπμε λέσλ αληηβηνηηθψλ. Ο ζρεδηαζκφο ησλ πεπηηδίσλ έγηλε ρξεζηκνπνηψληαο ηηο 

πξνβνιέο θαηά Schiffer-Edmundson, ψζηε λα ζρεκαηίδνπλ ακθηπαζεηηθή ειηθνεηδή 

δηακφξθσζε, κε ηηο πδξφθνβεο θαη ζεηηθά θνξηηζκέλεο νκάδεο ζε αληίζεηεο ζέζεηο, ε νπνία 

επλνεί ηε δηάξξεμε ησλ βαθηεξηαθψλ κεκβξαλψλ, ζχκθσλα κε ην κνληέιν δξάζεο «barrel-

stave» (ρήκα 9.1).  

            

 

           

ρήκα 9.1 : Πξνβνιέο Schiffer-Edmundson ησλ πεπηηδίσλ Τ-(Aib-Arg-Aib-Υ)n-NH2, φπνπ n 

= 2 ή 3, Υ = Leu ή Phe θαη Y = H- ή Ac- ή Ahx-. Σν κε πξσηετλνγελέο ακηλνμχ 
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ακηλντζνβνπηπξηθφ (Aib), έρεη αληηθαηαζηαζεί απφ ην πιεζηέζηεξν θπζηθφ αλάινγν, ηελ 

αιαλίλε (Ala), φζνλ αθνξά ην κέγεζνο θαη ηηο θπζηθν-ρεκηθέο ηδηνηήηεο. 

 

Σα πεπηίδηα κειεηήζεθαλ σο πξνο ηελ αληηκηθξνβηαθή ηνπο δξάζε, ηελ πξσηενιπηηθή 

ηνπο ζηαζεξφηεηα θαη ηελ ηνμηθφηεηά ηνπο ζε αλζξψπηλα εξπζξνθχηηαξα, ελψ 

δηακνξθσηηθέο κειέηεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε θαζκαηνζθνπία θπθιηθνχ δηρξστζκνχ. 

 

I. Γηακνξθσηηθή κειέηε κε θαζκαηνζθνπία θπθιηθνύ δηρξστζκνύ 

 

Σα παξαπάλσ πεπηίδηα εμεηάζηεθαλ σο πξνο ηε δηακφξθσζε πνπ πξνζιακβάλνπλ ζε 

δηάθνξνπο δηαιχηεο κε θαζκαηνζθνπία CD. Οη δηαιχηεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ κίγκα 

ηξηθζνξναηζαλφιεο/λεξνχ (TFE/H2O) 50/50 (λ/λ), ξπζκηζηηθφ δηάιπκα θσζθνξηθψλ (PBS 

buffer) pH 7.4, δηάιπκα δσδεθπινζεητθνχ λαηξίνπ (SDS) ζε ζπγθέληξσζε  8mΜ θαη δηάιπκα 

δεθαηεηξαθσζθνξπινρνιίλεο C14PC ζε ζπγθέληξσζε 5mM. 

 ηα ρήκαηα 8.1 έσο 8.8 απεηθνλίδνληαη ζπγθεληξσηηθά ηα θάζκαηα φισλ ησλ 

πεπηηδίσλ ζηελ ίδηα ζπγθέληξσζε ζε θάζε δηαιχηε, ελψ ζηα ρήκαηα 8.9 έσο 8.17 

απεηθνλίδνληαη ηα θάζκαηα CD ηνπ θάζε πεπηηδίνπ ζε δηάθνξνπο δηαιχηεο. Παξαηεξνχκε 

φηη: 

 Σα θάζκαηα εκθαλίδνπλ κηα ζεηηθή θνξπθή ζηα 195 nm θαη δχν επξείεο αξλεηηθέο 

θνξπθέο ζηα 208 nm θαη 225 nm, πνπ είλαη ηα ηππηθά ραξαθηεξηζηηθά ηεο ειηθνεηδνχο 

δνκήο. 

 Σα ηξηκεξή παξάγσγα εκθαλίδνπλ κεγαιχηεξε έιηθα απφ ηα δηκεξή, ζπλεπψο θαζψο 

απμάλεηαη ην κήθνο ηεο πεπηηδηθήο αιπζίδαο, απμάλεηαη θαη ην πνζνζηφ ηεο ειηθνεηδνχο 

δηακφξθσζεο. 

 ηα δηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε ιεπθίλε (Leu) θαίλεηαη λα ζπλππάξρεη ε 310-έιηθα κε 

ηελ α-έιηθα. 

 Ζ εηζαγσγή ηνπ ακηλνθαπξντθνχ νμένο (Ahx) ζηα παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε ιεπθίλε (Leu) 

βειηηψλεη ηελ ειηθνεηδή δνκή. 

 Σα παξάγσγα ηνπ Aib πνπ ζηελ αιιεινπρία ηνπο πεξηέρνπλ ηε ιεπθίλε (Leu) 

παξνπζηάδνπλ θαιχηεξε ειηθνεηδή δνκή ζηνπο πεξηζζφηεξνπο δηαιχηεο ζε ζρέζε κε ηα 

παξάγσγα ζηα νπνία ε Leu έρεη αληηθαηαζηαζεί απφ ηε θαηλπιαιαλίλε (Phe). 

 Οη ειηθνεηδείο δηακνξθψζεηο ησλ πεπηηδίσλ βειηηψλνληαη ζηνπο δηαιχηεο SDS θαη C14PC. 
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Υξεζηκνπνηψληαο ηνλ εκπεηξηθφ ηχπν, % ειηθνεηδνχο δνκήο = [ζ] / [ζ]
∞
(1-k/n), ηα θάζκαηα 

θπθιηθνχ δηρξστζκνχ αλαιχζεθαλ, ψζηε λα πξνζδηνξηζηνχλ ηα πνζνζηά ηεο ειηθνεηδνχο 

δνκήο. ηνλ Πίλαθα 8.1 παξνπζηάδνληαη ηα πνζνζηά (επί ηεο %) ηεο ειηθνεηδνχο 

δηακφξθσζεο ηνπ θάζε πεπηηδίνπ ζε φινπο ηνπο δηαιχηεο. 

πγθξίλνληαο ηα πεπηίδηα, παξαηεξνχκε φηη: 

 Σν ηξηκεξέο παξάγσγν Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 ζρεκαηίδεη έιηθα ζε φινπο ηνπο 

δηαιχηεο κε πςειφηεξα πνζνζηά ζην SDS (98.9%), ζην TFE/H2O (83.5%) θαη ζην C14PC 

(71.1%). 

 Απφ ηα παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε θαηλπιαιαλίλε, πςειφηεξα πνζνζηά ειηθνεηδνχο 

δηακφξθσζεο εκθαλίδνπλ ην δηκεξέο Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 ζην δηαιχηε C14PC 

(95.0%) θαη ην ηξηκεξέο Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 ζην SDS (64.7%). 

 Ο ζρεκαηηζκφο ηεο ειηθνεηδνχο δηακφξθσζεο επεξεάδεηαη απφ ην πνζνζηφ ηεο 

πδξνθνβηθφηεηαο. 

 Σα πνζνζηά ηεο έιηθαο απμάλνληαη ζηα πεξηζζφηεξα πεπηίδηα ζχκθσλα κε ηε ζεηξά 

δηαιπηψλ PBS<TFE/H2O<SDS≈C14PC. 

 

II. Aληηκηθξνβηαθή δξάζε 

 

Σα πεπηίδηα κειεηήζεθαλ σο πξνο ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα αλαζηέιινπλ ηελ αλάπηπμε 

Gram αξλεηηθψλ, Gram ζεηηθψλ βαθηεξίσλ θαη κπθήησλ. Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε 

πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά ζην Κεθάιαην 7, θαη ζπκπεξαίλνπκε ηα εμήο:  

 Όια ηα παξάγσγα ηνπ Aib παξνπζηάδνπλ αληηκηθξνβηαθή δξάζε σο πξνο ζρεδφλ φινπο 

ηνπο κηθξννξγαληζκνχο πνπ δνθηκάζηεθαλ. 

 Σα ηξηκεξή εκθαλίδνπλ κηθξφηεξεο ηηκέο MIC απφ φηη ηα δηκεξή, δειαδή ε 

αληηκηθξνβηαθή δξάζε απμάλεηαη θαζψο απμάλεηαη ην κήθνο θαη ε ειηθνεηδήο δνκή ηνπο. 

 Σα παξάγσγα ηνπ Aib πνπ ζηελ αιιεινπρία ηνπο πεξηέρνπλ ηε ιεπθίλε (Leu) 

παξνπζηάδνπλ θαιχηεξε δξάζε (νθείιεηαη ζηελ ειηθνεηδή δνκή ηνπο) ζε ζρέζε κε ηα 

παξάγσγα ζηα νπνία ε Leu έρεη αληηθαηαζηαζεί απφ ηε θαηλπιαιαλίλε (Phe). 

 Μεγαιχηεξε αλαζηνιή αλάπηπμεο παξαηεξήζεθε ζην βαθηεξηαθφ ζηέιερνο E. coli DH5a 

απφ ηα πεπηίδηα Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 θαη Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 κε ηηκέο 

MIC=15κg/ml. 

 Ζ αληηθαηάζηαζε ηνπ Ζ ηνπ ειεχζεξνπ Ν-ηειηθνχ άθξνπ ηνπ δηκεξνχο παξαγψγνπ Ζ-

(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 απφ ην ακηλνθαπξντθφ νμχ (Ahx), δηαηεξεί ηε δξάζε ζηα ίδηα 

επίπεδα ζρεδφλ ζε φια ηα βαθηεξηαθά ζηειέρε. 
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 Αληίζεηα, ζηα δηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib πνπ πεξηέρνπλ ηε Phe, ε αληηθαηάζηαζε ηνπ Ζ 

ηνπ ειεχζεξνπ Ν-ηειηθνχ άθξνπ, αξρηθά απφ ηελ αθέηπιν-νκάδα (Ac) θαη ζηε ζπλέρεηα 

απφ ην ιηπαξφ νμχ (Ahx), εκθαλίδεη ζηαδηαθή βειηίσζε ηεο δξάζεο ζρεδφλ ζε φια ηα 

βαθηεξηαθά ζηειέρε. 

 ηα ηξηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib πνπ πεξηέρνπλ ηε Phe, ε αληηθαηάζηαζε ηνπ Ζ ηνπ 

ειεχζεξνπ Ν-ηειηθνχ άθξνπ απφ ηελ αθέηπιν-νκάδα (Ac), κεηψλεη ηελ αληηκηθξνβηαθή 

δξάζε, ελψ ζε θάπνηα ζηειέρε ράλεηαη ηειείσο. 

 Ζ πδξνθνβηθφηεηα ησλ πεπηηδίσλ επεξεάδεη ηελ αληηκηθξνβηαθή δξάζε. Μάιηζηα, φηαλ 

απμεζεί απηή πάλσ απφ έλα ζεκείν, θαζηζηά ηα πεπηίδηα κε δξαζηηθά σο πξνο ηνπο 

ζπγθεθξηκέλνπο νξγαληζκνχο. 

 

III. Μειέηε ηνμηθόηεηαο 

 

Σα πεπηίδηα πνπ είραλ αληηκηθξνβηαθή δξάζε κειεηήζεθαλ σο πξνο ηελ ηνμηθφηεηά 

ηνπο ζε αλζξψπηλα εξπζξνθχηηαξα. Σα απνηειέζκαηα εθθξάδνληαη κε ηνλ φξν EC50, πνπ 

ππνδειψλεη ηε ζπγθέληξσζε πεπηηδίνπ ε νπνία πξνθαιεί αηκφιπζε ζην 50% ηνπ πιεζπζκνχ 

ησλ εξπζξνθπηηάξσλ. Όπσο παξνπζηάδνληαη ζηα ρήκαηα 7.1 θαη 7.2: 

 Σα δηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib πνπ ζηελ αιιεινπρία ηνπο έρνπλ είηε ηε ιεπθίλε (Leu), είηε 

ηε θαηλπιαιαλίλε (Phe), δελ πξνθαινχλ αηκφιπζε ζηα αλζξψπηλα εξπζξνθχηηαξα αθφκα 

θαη ζε πνιχ κεγάιεο ζπγθεληξψζεηο (500κg/ml). 

 Απφ ηα ηξηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε ιεπθίλε ζηελ αιιεινπρία ηνπο, ηα νπνία 

εκθαλίδνπλ θαη ηελ θαιχηεξε αληηκηθξνβηαθή δξάζε, κφλν ην ειεχζεξν Ζ-(Aib-Arg-Aib-

Leu)3-NH2 δελ εκθαλίδεη ηνμηθφηεηα. Καζψο, απμάλεηαη ε πδξνθνβηθφηεηα κε ηελ 

εηζαγσγή ηνπ ακηλνθαπξντθνχ νμένο ζην Ν-ηειηθφ άθξν, Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2, 

πξνθαιείηαη πιήξεο αηκφιπζε ζε ζπγθεληξψζεηο κεγαιχηεξεο απφ 50κg/ml 

(EC50=25κg/ml). 

 Αληίζηνηρα, θαη ηα ηξηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε θαηλπιαιαλίλε ζηελ αιιεινπρία 

ηνπο, παξνπζηάδνληαη ηνμηθά γηα ηα αλζξψπηλα εξπζξνθχηηαξα. Σν κελ αθεηπιησκέλν 

παξάγσγν Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2, ην νπνίν εκθαλίδεη κηα κέηξηα αληηκηθξνβηαθή 

δξάζε (MIC=200κg/ml), πξνθαιεί αηκφιπζε ζε κηθξέο ζπγθεληξψζεηο, EC50=25κg/ml. 

Δλψ, αληίζεηα ην πην δξαζηηθφ ειεχζεξν παξάγσγν Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 (κε ηηκή 

MIC=50κg/ml), πξνθαιεί αηκφιπζε ζε κεγαιχηεξεο ζπγθεληξψζεηο (EC50= 300κg/ml). 
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IV. Πξσηενιπηηθή ζηαζεξόηεηα 

  

Σα πεπηίδηα πνπ παξνπζίαζαλ ηελ θαιχηεξε αληηκηθξνβηαθή δξάζε, δνθηκάζηεθαλ 

θαη σο πξνο ηελ πξσηενιπηηθή ηνπο ζηαζεξφηεηα. Υξεζηκνπνηήζεθε ην έλδπκν ζξπςίλε, κηα 

ελδνπεπηηδάζε πνπ πδξνιχεη ηνλ πεπηηδηθφ δεζκφ κεηά ηελ αξγηλίλε (Arg), ελψ ε ελδπκηθή 

απνηθνδφκεζε εμεηάζηεθε κε κέηξεζε δηαηήξεζεο ηεο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο, αιιά θαη κε 

παξαθνινχζεζε ηεο πδξφιπζεο ησλ πεπηηδίσλ κε αλαιπηηθή HPLC ζε δηάθνξνπο ρξφλνπο 

έσο 4 ψξεο. ηα ρήκαηα 7.3 θαη 7.4 παξαηεξνχκε φηη: 

 Απφ ηα παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε ιεπθίλε, ε παξνπζία ηεο ζξπςίλεο δελ επεξεάδεη ηελ 

αληηκηθξνβηαθή δξάζε ηνπ δηκεξνχο Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 θαη ηνπ ηξηκεξνχο Ζ-

(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2.  

 ην δηκεξέο Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 θαη ζην ηξηκεξέο Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-

NH2, ε αληηκηθξνβηαθή δξάζε ειαηηψλεηαη πεξίπνπ ζην 60% ήδε απφ ηα πξψηα 10 ιεπηά 

επψαζεο κε ηε ζξπςίλε, σζηφζν δηαηεξείηαη ζηαζεξή έσο θαη γηα 4 ψξεο.  

 ηα παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε θαηλπιαιαλίλε, ηα δηκεξή ράλνπλ ηελ αληηκηθξνβηαθή ηνπο 

δξάζε ακέζσο, 

 ελψ ηα ηξηκεξή εκθαλίδνπλ κηα ζηαδηαθή κείσζε. Πην ζπγθεθξηκέλα, ην ειεχζεξν Ζ-(Aib-

Arg-Aib-Phe)3-NH2 δηαηεξεί ην 80-90% ηεο δξάζεο ηνπ γηα κία ψξα παξακνλήο ηεο 

ζξπςίλεο θαη ην αθεηπιησκέλν Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 δηαηεξεί ην 90-100% ηεο 

δξάζεο ηνπ γηα 30 ιεπηά. 

ηα ρξσκαηνγξαθήκαηα ηεο αλαιπηηθήο HPLC (Κεθάιαην 7
ν
) επηβεβαηψλεηαη φηη: 

 ην ηξηκεξέο Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 δελ πδξνιχεηαη παξνπζία ζξπςίλεο. 

 Σα Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 θαη Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2, ηα νπνία δηαηεξνχλ 

ην 60% ηεο αληηκηθξνβηαθήο ηνπο δξάζεο, πθίζηαληαη κεξηθή πδξφιπζε. 

 Σα δηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε θαηλπιαιαλίλε πδξνιχνληαη πιήξσο. 

 Μηθξφ πνζνζηφ ηνπ Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2, πνπ δηαηεξεί ην 80-90% ηεο δξάζεο ηνπ 

γηα κία ψξα, απνηθνδνκείηαη ζην ίδην ρξνληθφ δηάζηεκα, ελψ ην ππφινηπν πνζνζηφ κεηά 

απφ 4 ψξεο.  

 Καη ηέινο, ην Ac-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2, ην νπνίν δηαηεξεί ην 90-100% ηεο δξάζεο ηνπ 

γηα 30 ιεπηά, πθίζηαηαη κηα κηθξή πδξφιπζε ζην ίδην ρξνληθφ δηάζηεκα, ελψ γίλεηαη 

πιήξεο κεηά απφ  1h επψαζεο κε ηε ζξπςίλε. 
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Όκσο, παξαηεξνχκε επίζεο, φηη: 

 Σν δηκεξέο Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2, ην νπνίν δηαηεξεί ηελ αληηκηθξνβηαθή ηνπ 

δξάζε, πθίζηαηαη κηα κηθξή ελδπκηθή απνηθνδφκεζε. 

Σα απνηειέζκαηα απηά δείρλνπλ φηη ηα πεπηίδηα πνπ δηαηεξνχλ πιήξσο ή ζε θάπνην 

πνζνζηφ ηελ αληηκηθξνβηαθή ηνπο δξάζε παξνπζία ζξπςίλεο, δελ πδξνιχνληαη ή έζησ 

πθίζηαληαη κηα κηθξή πδξφιπζε. 
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1. Παξαζθεπάζζεθαλ ακθίθηια πεπηίδηα ηνπ ηχπνπ Y-(Aib-Arg-Aib-X)n-NH2, φπνπ n = 2 ή 

3, Υ = Leu ή Phe θαη Y = H- ή Ac- ή Ahx- κε ζηφρν ηελ αλάπηπμε λέσλ αληηκηθξνβηαθψλ 

πεπηηδίσλ, σο ζεξαπεπηηθά κέζα. Ζ δηακνξθσηηθή ηνπο κειέηε έδεημε φηη φια ζρεδφλ ηα 

πεπηίδηα πξνζιακβάλνπλ, ζηηο ζπλζήθεο πνπ κειεηήζεθαλ, πςειά πνζνζηά ειηθνεηδψλ 

δηακνξθψζεσλ. 

2. Οη κειέηεο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο, ηνμηθφηεηαο θαη πξσηενιπηηθήο ζηαζεξφηεηαο ησλ 

πεπηηδίσλ έδεημαλ ηα εμήο :  

I. Σν ηξηκεξέο πεπηίδην Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 παξνπζηάδεη πςειή 

αληηκηθξνβηαθή δξάζε σο πξνο ην Gram-αξλεηηθφ βαθηήξην Escherichia coli DH5a 

(MIC = 15κg/ml) θαη ην Gram-ζεηηθφ βαθηήξην Bacillus subtilis DELTA (MIC = 

50κg/ml). Γελ εκθαλίδεη ηνμηθφηεηα θαη είλαη ζηαζεξφ ζηελ πξσηεφιπζε.  

II. Σν ηξηκεξέο πεπηίδην Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 εκθαλίδεη επίζεο πςειή 

αληηκηθξνβηαθή δξάζε σο πξνο ην ίδην Gram-αξλεηηθφ βαθηήξην Escherichia coli 

DH5a (MIC = 15κg/ml), ε νπνία κπνξεί λα απνδνζεί ζην πςειφ πνζνζηφ ειηθνεηδνχο 

δηακφξθσζεο πνπ πηνζεηεί (95.5% ζην δηαιχηε SDS). Γηαηεξεί ην 60% ηεο 

αληηκηθξνβηαθήο ηνπ δξάζεο παξνπζία ζξπςίλεο θαη εκθαλίδεη ηνμηθφηεηα ζε 

ζπγθεληξψζεηο πςειφηεξεο απφ ηελ ηηκή MIC (EC50 ~ 25κg/ml). 

III. Σν δηκεξέο πεπηίδην Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 παξνπζηάδεη θαιή 

αληηκηθξνβηαθή δξάζε ζην ίδην βαθηεξηαθφ ζηέιερνο κε ηα ππφινηπα πεπηίδηα κε ηηκή 

MIC = 50κg/ml, θαζψο θαη ζην Gram-ζεηηθφ βαθηήξην Mycobacterium smegmatis 

mc
2
155 (MIC = 50κg/ml). ρεκαηίδεη ακθηπαζεηηθέο έιηθεο ζε πνζνζηφ 51.6% ζηνπο 

δηαιχηεο SDS θαη C14PC. Δπψαζή ηνπ κε ηε ζξπςίλε έσο θαη 4h δελ επεξεάδεη ηελ 

αληηκηθξνβηαθή ηνπ δξάζε, αθνχ δελ πθίζηαηαη θακία πδξφιπζε έπεηηα απφ 

παξαθνινχζεζε κε αλαιπηηθή RP-HPLC θαη δελ πξνθαιεί θαζφινπ αηκφιπζε αθφκα 

θαη ζε πνιχ πςειέο ζπγθεληξψζεηο (500κg/ml). 

IV. Σα δηκεξή παξάγσγα ηνπ Aib κε ηε θαηλπιαιαλίλε [Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2, Ac-

(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2 θαη Ahx-(Aib-Arg-Aib-Phe)2-NH2] αλαζηέιινπλ ηελ 

αλάπηπμε ηνπ E.coli DH5a ζε ζπγθέληξσζε MIC = 50κg/ml, δελ είλαη ηνμηθά ζηα 

αλζξψπηλα εξπζξνθχηηαξα, αιιά πδξνιχνληαη ζρεδφλ πιήξσο παξνπζία ζξπςίλεο θαη 

ζπλεπψο ράλνπλ ηελ αληηκηθξνβηαθή ηνπο δξάζε. 

V. Σν ηξηκεξέο παξάγσγν Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2 είλαη δξαζηηθφ έλαληη ζηα 

βαθηεξηαθά ζηειέρε E.coli DH5a, P.aeruginosa PAO θαη B. subtilis DELTA (MIC = 

50κg/ml). Δκθαλίδεη EC50= 300κg/ml, δειαδή πξνθαιεί αηκφιπζε ζε ζπγθεληξψζεηο 
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κεγαιχηεξεο απφ απηή πνπ δξά θαη δηαηεξεί ην 50% ηεο αληηκηθξνβηαθήο ηνπ δξάζεο 

παξνπζία ζξπςίλεο ζρεδφλ πάλσ απφ 2.5 ψξεο.  

3. Δπηβεβαηψλεηαη φηη νη ακθηπαζεηηθέο ειηθνεηδείο δηακνξθψζεηο δηεπθνιχλνπλ ηε 

δηάξξεμε ησλ βαθηεξηαθψλ κεκβξαλψλ θαη επνκέλσο επλννχλ ηελ αληηκηθξνβηαθή δξάζε 

ησλ πεπηηδίσλ. 

4. Σα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο εξγαζίαο δείρλνπλ φηη ε παξνπζία ηνπ Aib ζε κηα 

πεπηηδηθή αιπζίδα επλνεί ην ζρεκαηηζκφ ειηθνεηδψλ δνκψλ θαη εληζρχεη ηελ 

πξσηενιπηηθή ζηαζεξφηεηα ησλ πεπηηδίσλ.  

5. Σέινο, ζπκπεξαίλεηαη φηη κηθξά θαηηνληθά πεπηίδηα πνπ πεξηέρνπλ ακηλντζνβνπηπξηθφ 

(Aib) κπνξνχλ λα νδεγήζνπλ ζηελ αλάπηπμε ζεξαπεπηηθψλ κέζσλ κε πςειή 

αληηκηθξνβηαθή δξάζε, ρακειή ηνμηθφηεηα θαη πξσηενιπηηθή ζηαζεξφηεηα.  
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Σα ηειεπηαία ρξφληα ε επξεία θαη πνιιέο θνξέο ε θαθή ρξήζε ησλ αληηβηνηηθψλ 

νδήγεζε ζηελ εκθάληζε αλζεθηηθψλ βαθηεξηαθψλ ζηειερψλ, κε επηηαθηηθή ηελ αλάγθε γηα 

εχξεζε λέαο γεληάο ζεξαπεπηηθψλ κέζσλ. Σα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα (AMPs) απνηεινχλ 

ηελ πξψηε γξακκή άκπλαο ηνπ θάζε νξγαληζκνχ απέλαληη ζηηο επηζέζεηο ησλ κηθξνβίσλ. 

Καηέρνπλ έλα επξχ θάζκα αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο σο πξνο Gram ζεηηθά θαη Gram αξλεηηθά 

βαθηήξηα, κχθεηεο θαη πξσηφδσα. Σα πεξηζζφηεξα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα δηαζέηνπλ ζεηηθφ 

θνξηίν, ψζηε λα αιιειεπηδξνχλ ειεθηξνζηαηηθά κε ηηο βαθηεξηαθέο κεκβξάλεο θαη κπνξνχλ 

λα ζρεκαηίδνπλ ακθηπαζεηηθέο α-έιηθεο, ψζηε λα δηεπθνιχλεηαη έηζη ε δηάξξεμε ησλ 

κεκβξαλψλ ησλ παζνγφλσλ κηθξνβίσλ. Γηα λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ηα αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα 

σο ζεξαπεπηηθνί παξάγνληεο πξέπεη εθηφο απφ πςειή αληηκηθξνβηαθή δξάζε, λα δηαζέηνπλ 

πξσηενιπηηθή ζηαζεξφηεηα θαη ρακειή ηνμηθφηεηα.  

ηελ παξνχζα εξγαζία ζπληέζεθαλ θαηηνληθά α-ειηθνεηδή πεπηηδηθά κνληέια ηνπ 

ηχπνπ Y-(Aib-Arg-Aib-X)n-NH2, φπνπ n = 2 ή 3, Υ = Leu ή Phe θαη Y= H- ή Ac- ή Ahx-, 

ζχκθσλα κε ηηο αξρέο ηεο πεπηηδηθήο ζχλζεζεο ζε ζηεξεή θάζε θαηά Merrifield θαη 

ρξεζηκνπνηψληαο σο ζηεξεφ πνιπκεξηθφ ππφζηξσκα ηε ξεηίλε Rink Amide AM . Σα 

πεπηίδηα θαζαξίζηεθαλ κε ην ζχζηεκα έθινπζεο (A) H2O/0.1%TFA, (B) CH3CN/0.1%TFA 

ζε εκηπαξαζθεπαζηηθή RP-HPLC. Ζ θαζαξφηεηά ηνπο ειέγρζεθε κε αλαιπηηθή RP-HPLC 

θαη ε ηαπηνπνίεζή ηνπο πξαγκαηνπνηήζεθε κε θαζκαηνζθνπία κάδαο ESI-MS. 

Γηακνξθσηηθέο κειέηεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε θαζκαηνζθνπία θπθιηθνχ δηρξστζκνχ (CD) 

θαη έδεημαλ πςειά πνζνζηά ειηθνεηδψλ δηακνξθψζεσλ γηα φια ζρεδφλ ηα πεπηίδηα.  

Σα πεπηίδηα δνθηκάζηεθαλ σο πξνο ηελ αληηκηθξνβηαθή ηνπο δξάζε ζηα Gram 

αξλεηηθά βαθηήξηα, E. coli DH5a θαη P. αeruginosa PAO, ζηα Gram ζεηηθά βαθηήξηα, B. 

subtilis DELTA θαη M. smegmatis mc
2
155, θαζψο θαη ζην δπκνκχθεηα C. parapsilosis. Σα 

πεπηίδηα πνπ εκθάληζαλ αληηκηθξνβηαθή δξάζε κειεηήζεθαλ σο πξνο ηελ ηνμηθφηεηά ηνπο ζε 

αλζξψπηλα εξπζξνθχηηαξα, ελψ ε πξσηενιπηηθή ηνπο ζηαζεξφηεηα δηαπηζηψζεθε κε 

δηαηήξεζε ηεο αληηκηθξνβηαθήο ηνπο δξάζεο έπεηηα απφ επψαζή ηνπο κε ην έλδπκν ζξπςίλε, 

θαζψο θαη κε παξαθνινχζεζε ηεο πδξφιπζήο ηνπο ζε δηάθνξνπο ρξφλνπο, ρξεζηκνπνηψληαο 

αλαιπηηθή RP-HPLC. Οη κειέηεο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο, ηνμηθφηεηαο θαη πξσηενιπηηθήο 

ζηαζεξφηεηαο ησλ πεπηηδίσλ έδεημαλ φηη ηα ηξηκεξή πεπηίδηα Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2, 

Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2 θαη Ζ-(Aib-Arg-Aib-Phe)3-NH2, θαζψο θαη ην δηκεξέο Ahx-

(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 παξνπζηάδνπλ ηηο πςειφηεξεο ηηκέο αληηκηθξνβηαθήο δξάζεο σο 

πξνο ην Gram-αξλεηηθφ βαθηήξην Escherichia coli DH5a. Γελ πξνθαινχλ αηκφιπζε ζηε 

ζπγθέληξσζε πνπ αλαζηέιινπλ ηελ αλάπηπμε ηνπ βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο θαη δηαηεξνχλ ηελ 
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αληηκηθξνβηαθή ηνπο δξάζε γηα κεγάιν ρξνληθφ δηάζηεκα έπεηηα απφ επψαζή ηνπο κε 

ζξπςίλε.  
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The excessive use of antibiotics, which has led to multi-resistant bacteria, makes it 

necessary to develop new therapeutic agents. Antimicrobial peptides (AMPs) are used as the 

first defensive barrier of the organism against microbial infection. They possess a broad 

spectrum of antimicrobial activity against Gram negative and Gram positive bacteria, as well 

as against fungi and protozoa. Most of antimicrobial peptides have positive charge, in order to 

interact electrostatically with the negatively charged bacterial membranes and can adopt 

amphipathic helical conformations, which facilitates the disruption of the bacterial 

membranes. Elements desirable for therapeutics include antimicrobial activity, as well as low 

toxicity and proteolytic stability. 

 In the present study, cationic helical peptides of type Y-(Aib-Arg-Aib-X)n-NH2, 

where n = 2 ή 3, Υ = Leu ή Phe θαη Y= H- ή Ac- ή Ahx, were synthesized by the conventional 

stepwise Fmoc/tBu solid-phase method on a Rink-Amide AM resin. The peptides were 

purified by RP-HPLC and identified by ESI-MS. Conformational studies of the peptides were 

evaluated by CD spectroscopy and indicated high helical conformations. The above peptides 

were tested for their antimicrobial activity against Gram negative bacteria, E. coli DH5a, P. 

aeruginosa PAO and Gram positive bacteria, M. smegmatis mc
2
155 and B. subtilis DELTA, 

as well as against fungi C. parapsilosis. The peptides with the best activity against bacteria 

were tested for their hemolytic activity, whereas proteolytic stability assays were performed. 

The peptides Ζ-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2, Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)3-NH2, Ζ-(Aib-

Arg-Aib-Phe)3-NH2 and Ahx-(Aib-Arg-Aib-Leu)2-NH2 exhibits the best antimicrobial 

activities (lowest MIC) against Gram negative bacterial strain E. coli DH5a. They are not 

toxic at this concentration and retain their activity for a long time after incubation with the 

proteolytic enzyme trypsin. 
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2-Br-Z: (2--Bromobenzyloxycarbonyl), 2-Βξψκνβελδπινμπθαξβνλπιν 

Ac: αθέηπιν-νκάδα 

 Acm: (Acetamidomethyl), Αθεηακηδνκεζπινκάδα 

Ahx: ακηλνθαπξντθφ νμχ, ακηλνεμαλντθφ 

Ala (A): (Alanine), Αιαλίλε 

Alloc: (Allyloxycarbonyl), Αιιπινμπθαξβνλπιν 

AMPs: αληηκηθξνβηαθά πεπηίδηα 

Arg (R): (Arginine), Αξγηλίλε 

Boc: (tert-Butoxycarbonyl), tert-Βνπηπινμπθαξβφλπιν 

Bom: (Benzyloxymethyl), Βελδπινμπκεζπιν 

BOP: [Benzotriazole-1-yl-oxy-tris(dimethylamino)-phosphonium hexafluorophosphate], 

Δμαθζνξνθσζθνξηθφ αιαο ηνπ βελδνηξηαδνιπι-ηξηο(δηκεζπιακηλν) θσζθσλίνπ. 

Bzl: (Benzyl), Βελδπιν 

BzlO: (Benzyloxy), Βελδπινμπνκάδα 

CD: Circular Dichroism, Κπθιηθφο Γηρξστζκφο 

C14PC: δεθαηεηξαθσζθνξπινρνιίλε 

Cys (C): (Cysteine), Κπζηεΐλε 

DAP: δηακηλνπηκειηθφ νμχ 

DBF: Γηθαηλπινθνπιβέλην 

DCC: (N, N’-Dicyclohexylcarbidiimide), Ν, Ν’-Γηθπθινεμπινθαξβνδηηκίδην 

DCM:  (Dichloromethane), Γηρισξνκεζάλην 

DIC: (N, N’-Diisopropylcarbidiimide), Ν, Ν’-Γηηζνπξνππιθαξβνδηηκίδην 

DIEA: (Diisopropylhylamine), Γητζνπξνππιναηζπιακίλε 

DMF: (Dimethylformamide), Γηκεζπινθνξκακίδην 

EC50: ζπγθέληξσζε πνπ πξνθαιεί ιχζε ζην 50% ηνπ πιεζπζκνχ ησλ εξπζξνθπηηάξσλ  

ESI-MS: (Electrospray Ionization- Mass Spectroscopy), Φαζκαηνζθνπία κάδαο ηνληηζκνχ κε 

ειεθηξνςεθαζκφ 

Fmoc: (9-Fluorenylmethoxycarbonyl), 9-θινπνξελεικεζνμπθαξβνλπιν 

HBTU: βελδνηξηαδνι-ηεηξακεζπιν-νπξνληθν-εμαθζνξνθσζθνξηθφ άιαο 

HF: (Hydrogen Fluoride), Τγξφ Τδξνθζφξην 

His (H): (Histidine), Ηζηηδίλε 

HOBt: (N-Hydroxybenzotriazole), Ν-Τδξνμπβελδνηξηαδφιην 
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HPLC: High Performance Liquid Chromatography, Τγξή Υξσκαηνγξαθία Τςειήο 

Γηαρσξηζηηθήο Ηθαλφηεηαο  

KDO: θεηνδενεπνθηνληθ 

Leu (L): (Leucine), Λεπθίλε 

Lys (K): (Lysine), Λπζίλε 

LPS: ιηπνπνιπζαθραξίηεο 

MBHA: (4-methylbenzydrylamine), 4-κεζπινβελδπδξπιακίλε 

MeOH: (Methanol), Μεζαλφιε 

Met (M): (Methionine), Μεζεηνλίλε 

MIC: (Minimal Inhibitory Concentration), Διάρηζηε πγθέληξσζε Αλαζηνιήο 

Mtr: (4–methoxy-2, 3, 6-trimethylbenzenesulfonyl), 

4–κεζνμπ-2, 3, 6-ηξηκεζπινβελδελνζνπιθνλπιν 

Mtt: (4-Methyltrityl), 4-κεζπινηξηηπιν 

NAG: Ν-αθεηπινγιπθνδακίλεο  

ΝΑΜ: Ν-αθεηπινκνπξακηληθφ νμχ 

PAM: Φαηλπιναθεηακηδνκεζπι-ξεηίλε 

Pbf: (2, 2, 4, 6,7 -Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl),  

2, 2, 4, 6, 7-πεληακεζπινδηπδξνβελδνθνπξαλν-5-ζνπιθνλπιν  

PG: πεπηηδνγιπθάλε 

Phe (F): (Phenylalanine), Φαηλπιαιαλίλε 

Pmc: (2, 2, 5, 7, 8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl), 

2, 2, 5, 7, 8-πεληακεζπινρξσκαλν-6-ζνπιθνλπιν 

pMeBzl: (p-MethylBenzyl), p-ΜεζπινΒελδπιν 

Pro (P): (Proline), Πξνιίλε 

PyBOP: (Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium       

 hexafluorophosphate), εμαθζνξνθσζθνξηθφ αιαο ηνπ  

 βελδνηξηαδνιπι-ηξηο-ππξξνιηδηλν θσζθσλίνπ. 

PyBrop : Βξσκν-ηξηο-ππξνιηδηλν-θσζθνλην εμαθζνξνθσζθνξηθφ άιαο 

RBCs: εξπζξνθχηηαξα 

RP-HPLC: Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatography, Τγξή 

Υξσκαηνγξαθία Αλάζηξνθεο Φάζεο θαη Τςειήο Γηαρσξηζηηθήο Ηθαλφηεηαο 

SDS: δσδεθπιν-ζεητθφ λάηξην 

Ser (S): (Serine), εξίλε 
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SPPS: Solid Phase Peptide Synthesis, χλζεζε πεπηηδίσλ ζε ζηεξεή θάζε 

TBTU: [2-(1H-Benzotriazole-1-yl)1, 1, 3, 3-tetramethyluroniu  

tetrafluoroborate], βελδνηξηαδνι-ηεηξακεζπιν-νπξνληθν-ηεηξαθζνξνβνξηθφ άιαο 

tBu: (tert-Butyl), tert-Βνπηπιν 

TFA: (Trifluoroacetic acid), Σξηθζνξνμηθφ νμχ 

TFE: ηξηθζνξναηζαλφιε 

Thr (T): (Threonine), Θξενλίλε 

TIS: Σξητζνπξφππινζηιάλην 

TFFH: ηεηξακέζπι-θζνξνθνξκακίδην-εμαθζνξνθσζθνξηθφ άιαο  

Tos: (Tosyl), Σνδπι 

Trp (W): (Tryptophane), Σξππηνθάλε 

Trt: (Trityl), Σξηηπιν 

Tyr (Y): (Tyrosine), Σπξνζίλε 

Val (V): (Valine), Βαιίλε 

Wang: (p-Benzyloxybenzyl Alcohol resin), (p-αιθνμπβελδπινμπβελδπι-ξεηίλε) 

Xan: (Xantyl), Ξαλζελπιν 

Z: (Benzyloxycarbonyl), Βελδπινμπθαξβνλπιν 
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