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1 Καρδιοαγγειακές παθήσεις - Πρόληψη και διάγνωση 

1.1 Καρδιοαγγειακές παθήσεις και οξέα στεφανιαία σύνδρομα 

Οι καρδιοαγγειακές παθήσεις (CardioVascular Diseases) περιλαμβάνουν ένα ευρύ φάσμα 

διαταραχών, που αφορούν την καρδιά ή τα αιμοφόρα αγγεία και είναι η κύρια αιτία θανάτου 

και αναπηρίας παγκοσμίως με εξαίρεση την Αφρική. Η στεφανιαία νόσος και το εγκεφαλικό 

επεισόδιο αντιπροσωπεύουν το 75% των θανάτων από καρδιαγγειακά νοσήματα στις 

γυναίκες και το 80% στους άνδρες.1 Στην Ελλάδα αποτελούν περίπου το 25% του συνόλου 

της θνησιμότητας.2 

Η αθηροσκλήρωση είναι ο πρόδρομος για πολλές καρδιοαγγειακές παθήσεις, ανάλογα 

με το ποιες αρτηρίες επηρεάζονται.3 Στα καρδιοαγγειακά νοσήματα που οφείλονται στην 

αθηροσκλήρωση συγκαταλέγονται η στεφανιαία νόσος, το αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο 

και η περιφερική αρτηριακή νόσος.1 

Η δημιουργία των αθηρωματικών πλακών μπορεί 

να ξεκινήσει από την παιδική ηλικία και επιδεινώνεται 

μετά την ενηλικίωση. Η πλάκα εναποτίθεται στο 

εσωτερικό των τοιχωμάτων των αρτηριών και 

αποτελείται από λίπος, χοληστερόλη και τους εστέρες 

της, ασβέστιο και άλλες ουσίες που βρίσκονται στο 

αίμα.3,4 Η σταδιακή ανάπτυξη των αθηρωματικών 

πλακών, στις στεφανιαίες αρτηρίες, μπορεί να έχει ως 

αποτέλεσμα τη μείωση (στένωση αρτηρίας) ή την 

πλήρη διακοπή (απόφραξη αρτηρίας) της ροής του 

αίματος και του οξυγόνου προς το μυοκάρδιο και 

τελικά την εμφάνιση οξέων καρδιακών επεισοδίων,3,5 

προκαλώντας ανεπανόρθωτη βλάβη 1,3 (Εικόνα 1.1). 

Η στεφανιαία νόσος ταξινομείται α) στα οξέα στεφανιαία ή ισχαιμικά σύνδρομα, τα 

οποία περιλαμβάνουν την ασταθή στηθάγχη και το οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου1,3 και β) 

στη χρόνια στεφανιαία νόσο,3 η οποία είτε είναι συμπτωματική και παρουσιάζεται 

στηθάγχη, είτε ασυμπτωματική. Η στεφανιαία νόσος εξασθενεί το μυοκάρδιο προκαλώντας 

καρδιακή ανεπάρκεια, κατά την οποία η καρδιά αδυνατεί να αποστείλει αίμα στα διάφορα 

μέρη του σώματος6 και αρρυθμίες, δηλαδή μη φυσιολογικό καρδιακό ρυθμό.7 

Εικόνα 1.1. Βλάβη στο μυοκάρδιο: 

Στένωση/απόφραξη αρτηρίας εξαιτίας 

του σχηματισμού αθηρωματικής πλάκας. 
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1.2 Παράγοντες που επηρεάζουν τα καρδιοαγγειακά νοσήματα-Μέτρα πρόληψης 

Τα καρδιοαγγειακά νοσήματα ανήκουν στις «ασθένειες του τρόπου ζωής», που 

αναπτύσσονται με την πάροδο του χρόνου και σχετίζονται με τις επιλογές του τρόπου ζωής 

ενός ατόμου. Για αυτές τις ασθένειες υπάρχουν ορισμένοι παράγοντες κινδύνου, οι οποίοι 

διακρίνονται σε μεταβλητούς (χρήση καπνού, σωματική αδράνεια, υπερβολική κατανάλωση 

αλκοόλ, ανθυγιεινή διατροφή, παχυσαρκία, αυξημένη χοληστερόλη αίματος και αρτηριακή 

πίεση, ατμοσφαιρική ρύπανση) και αμετάβλητους (ηλικία, φύλο, γενετική προδιάθεση και 

ιστορικό καρδιαγγειακών παθήσεων και ψυχοκοινωνικοί παράγοντες).1 

Μελετώντας τους μεταβλητούς παράγοντες κινδύνου, εκτιμάται ότι το 90% των 

καρδιαγγειακών νοσημάτων μπορεί να προληφθεί,8 ακολουθώντας έναν υγιεινότερο τρόπο 

ζωής. Στην πρόληψη περιλαμβάνονται η αποφυγή του καπνίσματος, ο έλεγχος της 

αρτηριακής υπέρτασης,1,5 της υπερχοληστερολαιμίας και του διαβήτη,9 η τακτική σωματική 

άσκηση, η υγιεινή διατροφή και η διατήρηση κανονικού βάρους σώματος,1,5,10 η μείωση 

κατανάλωσης αλκοόλ, αλατιού, ζάχαρης και τροφών υψηλής περιεκτικότητας σε κορεσμένα 

λίπη,11 ο έλεγχος του στρες και της κατάθλιψης.1,5,12 

Παρά τη συνεχή βελτίωση στην πρόληψη των καρδιοαγγειακών παθήσεων, η 

αθηροσκλήρωση σε ασυμπτωματικό πληθυσμό, ήταν μειωμένης προσοχής και η διάγνωση 

και πρόληψη εκδήλωσης καρδιακών παθήσεων καθίσταται δύσκολη.13 Από τους 

ασυμπτωματικούς ενήλικες, οι γυναίκες είναι περισσότερες συγκριτικά με τους άνδρες.14 

Έτσι οι επιστήμονες εξετάζουν πλέον την εύρεση βιοχημικών δεικτών εξειδικευμένων μόνο 

για τις γυναίκες. Ωστόσο, στους ασυμπτωματικούς ενήλικες μπορούν να γίνουν δύο 

προληπτικά τεστ ώστε να αξιολογηθεί το ποσοστό αθηρωμάτωσης: i) ασβέστιο στεφανιαίων 

αρτηριών (υπολογίζεται με αξονική τομογραφία), ii) πάχος του αγγειακού τοιχώματος των 

καρωτίδων (εκτιμάται με υπερηχογράφημα καρωτίδων).15 

1.3 Διάγνωση καρδιοαγγειακών παθήσεων 

Η απόφραξη ενός στεφανιαίου αγγείου δημιουργεί ισχαιμία προκαλώντας ταχύτατα 

νεκρωτικές βλάβες στον καρδιακό ιστό, γεγονός που συνεπάγεται την άμεση απειλή της 

ζωής του ασθενούς. Έτσι, στην αντιμετώπιση των καρδιοαγγειακών παθήσεων η έγκυρη και 

έγκαιρη διάγνωση είναι ζωτικής σημασίας,1 για να εφαρμοστεί η κατάλληλη θεραπεία. 
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1.3.1 Κλινικές διαγνωστικές εξετάσεις 

Οι κλινικές διαγνωστικές εξετάσεις διακρίνουν δυσλειτουργίες του μυοκαρδίου που 

σχετίζονται με τα καρδιοαγγειακά νοσήματα και σε αυτές περιλαμβάνονται οι εξής: 

α) Ηλεκτροκαρδιογράφημα (ΗΚΓ): καταγράφει την ηλεκτρική δραστηριότητα της καρδιάς 

και χρησιμεύει στην ανίχνευση i) διαταραχών του καρδιακού ρυθμού και ii) της ανεπαρκούς 

παροχής αίματος στην καρδιά.16–18 

β) Δοκιμασία κοπώσεως: διερευνά την ύπαρξη δυσαναλογίας μεταξύ απαιτούμενου και 

προσφερόμενου Ο2 στο μυοκάρδιο.16 Υποδεικνύει μη φυσιολογικές αλλαγές στον καρδιακό 

ρυθμό ή την αρτηριακή πίεση, δυσκολία στην αναπνοή ή πόνο στο στήθος.17 

γ) Ακτινογραφία θώρακος: απεικονίζει το μέγεθος της καρδιοαγγειακής σκιάς, την 

ενεργητική (αρτηριακή) και παθητική αιμάτωση του πνεύμονα, την εναπόθεση ασβεστίου 

στην περιοχή των βαλβίδων της καρδιάς και του περικαρδίου και αξιολογεί την αορτή.16,18 

δ) Υπερηχοκαρδιογραφία: μη επεμβατική μέθοδος που καταγράφει την κίνηση των 

καρδιακών τοιχωμάτων και των βαλβίδων. Δίνει πληθώρα πληροφοριών όπως το μέγεθος 

της καρδιάς, των καρδιακών κοιλοτήτων και των μεγάλων αγγείων, το πάχος των 

τοιχωμάτων της καρδιάς και η κινητικότητά της, η λειτουργία των βαλβίδων, κ.α.16–18 

ε) Τομογραφία εκπομπής ποζιτρονίων: απεικονίζει τη μυοκαρδιακή αιμάτωση και εκτιμά τη 

λειτουργικότητα της αριστερής κοιλίας.16,19 

στ) Τομογραφία μαγνητικού συντονισμού: η πλέον ακριβής και αναπαραγώγιμη, μη 

επεμβατική, τεχνική για τη μορφολογική απεικόνιση της καρδιάς. Αξιολογεί τη λειτουργία 

του μυοκαρδίου, την αιμάτωση, τη βιωσιμότητα των ιστών, τη στεφανιαία ανατομία και τη 

ροή του αίματος.16–18 

1.3.2 Εξετάσεις αίματος και βιοχημικοί δείκτες 

Οι εξετάσεις αίματος παίζουν σημαντικό ρόλο στη διάγνωση και αντιμετώπιση των 

καρδιοαγγειακών παθήσεων, καθώς βοηθούν στην κατανόηση γενικών προβλημάτων 

υγείας και κινδύνου ενός ατόμου. Στις αιματολογικές εξετάσεις περιλαμβάνονται και 

εξειδικευμένες εξετάσεις βιοχημικών δεικτών. Ως βιοδείκτης ορίζεται κάθε μετρήσιμη 

ένδειξη μιας βιολογικής κατάστασης (φυσιολογικής ή παθολογικής), ή μίας θεραπευτικής 

απόκρισης.20,21 Στους βιοδείκτες για τα καρδιοαγγειακά νοσήματα ανήκουν: 

α) Τροπονίνη (cardiac Troponin): η προτιμότερη δοκιμασία για τον προσδιορισμό της 

βλάβης του μυοκαρδίου σε σχέση με άλλες εξετάσεις, εξαιτίας της μεγαλύτερης 

ευαισθησίας και ειδικότητας για το μυοκάρδιο.22–27 Οι καρδιακές ισομορφές I και T του 
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συμπλέγματος της τροπονίνης ανιχνεύουν μικρές βλάβες σε ασθενή υψηλού κινδύνου με 

ευάλωτη αθηρωματική πλάκα. Οι τροπονίνες απελευθερώνονται 3-6 ώρες μετά τον 

τραυματισμό και φτάνουν το μέγιστο σε 12-24 ώρες.27–30 Σε άτομα με ΟΣΣ, η μυοκαρδιακή 

νέκρωση μπορεί να ανιχνευτεί μέσω των τροπονινών ακόμη και σε περιπτώσεις που η CK-

MB είναι φυσιολογική ή ελαφρώς αυξημένη.31,32 

β) Μυοκαρδιακή ισομορφή της κινάσης της κρεατίνης (Creatinine Kinase-MB): δείκτης 

βλάβης μυοκαρδιακού ή σκελετικού ιστού. Χρησιμοποιείται στη διάγνωση οξέος 

εμφράγματος του μυοκαρδίου (ΟΕΜ) και αυξάνεται σε 4-8 ώρες, ενώ επιστρέφει σε 

φυσιολογικά επίπεδα σε 2-3 ημέρες.33 Καθιστά αδύνατη την ανίχνευση μικρών 

επαναλαμβανόμενων εμφραγμάτων γιατί δεν είναι εξειδικευμένη για το μυοκάρδιο.22 

γ) Μυοσφαιρίνη: ο πρώτος βιοδείκτης που αυξάνεται στο αίμα ως αποτέλεσμα 

μυοκαρδιακής βλάβης.34 Χαρακτηρίζεται από υψηλή ευαισθησία, ενώ η απουσία της στο 

αίμα 4-8 ώρες από την έναρξη των συμπτωμάτων αποκλείει την περίπτωση νέκρωσης 

μυοκαρδιακών ιστών.35,36 Όμως, δεν είναι εξειδικευμένη για τον καρδιακό μυ, καθώς έχει 

ίδια ομολογία με αυτή του σκελετικού μυός.34 

δ) Αντιδρώσα πρωτεΐνη C (C Reactive Protein): δείκτης φλεγμονώδους αθηρωμάτωσης.37 

Αυξημένα επίπεδα CRP σημαίνουν αυξημένο κίνδυνο δημιουργίας και ρήξης αθηρωματικής 

πλάκας,38 εμφάνισης ΟΕΜ,39 υπέρτασης και καρδιοαγγειακής νόσου.40 

ε) Νατριουρητικό πεπτίδιο του εγκεφάλου (Brain Natriuretic Peptide) και NT-proBNP (N-

terminal prohormone BNP): Το BNP είναι εξειδικευμένος βιοδείκτης για την καρδιακή 

ανεπάρκεια,18 ενώ αυξημένες συγκεντρώσεις στο πλάσμα σχετίζονται με πάθηση της 

στεφανιαίας αρτηρίας και ισχαιμία του μυοκαρδίου.41,42 Αυξημένες συγκεντρώσεις του NT-

proBNP συνδέονται με αυξημένο κίνδυνο για καρδιοαγγειακή νόσο και θνησιμότητα,43 ενώ 

είναι καλύτερος βιοδείκτης συγκριτικά με την CRP.44 

στ) Ισχαιμικά-τροποποιημένη αλβουμίνη (Ischemia Modified Albumin): δείκτης ισχαιμικής 

μυοκαρδιακής βλάβης,45 που μετρά την ισχαιμία στα αιμοφόρα αγγεία. Το ACB (albumin 

cobalt-binding) τεστ έχει χαμηλή εξειδίκευση αλλά υψηλή ευαισθησία.46 Χρησιμοποιείται 

για την ανίχνευση ισχαιμίας σε συνδυασμό με το ΗΚΓ και τις τροπονίνες, με σκοπό τον 

αποκλεισμό ΟΣΣ σε άτομα με θωρακικό άλγος.45,47 

ζ) cMyB-Protein C (cardiac Μyosin-Binding Protein C): εκφράζεται στον καρδιακό μυ48 

και διακρίνεται από τις ισομορφές των σκελετικών μυών. Η αυξημένη συγκέντρωση δείχνει 

χρόνια βλάβη του μυοκαρδίου.49 Έχει διαγνωστική και προγνωστική χρησιμότητα 

συμπληρωματικά/εναλλακτικά στον προσδιορισμό των καρδιακών τροπονινών I και T.50 
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1.4 Μυοκαρδιακή βλάβη και τροπονίνες 

Ως δείκτης νέκρωσης του μυοκαρδίου αρχικά προτάθηκε η τροπονίνη cTnT,51 ενώ την ίδια 

περίπου περίοδο περιεγράφηκε η πρώτη ανοσοδοκιμασία της cTnI.52 Σήμερα, τόσο η cTnT 

όσο και η cTnI χρησιμοποιούνται ευρύτατα στη διάγνωση οξέων μυοκαρδιακών 

εμφραγμάτων και θεωρούνται διαγνωστικά πρότυπα42,53,54 επιβεβαιώνοντας τη 

μυοκαρδιακή βλάβη. Όμως αυξημένα επίπεδα τροπονινών στο αίμα, μπορεί να οφείλονται 

και σε άλλες ασθένειες όπως: πνευμονική αρτηριακή εμβολή, πνευμονική αρτηριακή 

υπέρταση, καρδιακή ανεπάρκεια, καρδιομυοπάθειες, μυοκαρδίτιδα, νεφρική ανεπάρκεια, 

αρρυθμίες, καρδιοτοξικότητα που προκαλείται από αντικαρκινική θεραπεία, ακόμη και σε 

έντονη άσκηση σε υγιή άτομα.55 

Η πλειονότητα του συμπλόκου της τροπονίνης βρίσκεται στο σαρκομερές εντός των 

καρδιομυοκυττάρων,56 ενώ ένα πολύ μικρό κλάσμα cTnT (6-8%) και cTnI (3-6%) 

παραμένει ελεύθερο στο κυτοσόλιο57,58 και μιμείται την κινητική εμφάνισης άλλων 

κυτοσολικών πρωτεϊνών, όπως η κρεατινική κινάση (CK). Κατά τη διάρκεια του 

εμφράγματος η τροπονίνη απελευθερώνεται από το κυτοσόλιο των μυοκυττάρων, ενώ τα 

επίπεδά της παραμένουν αυξημένα στο αίμα, λόγω της αργής απελευθέρωσης και 

αποικοδόμησής της.57,59 Το ποσοστό της απελευθερωμένης τροπονίνης στο αίμα, είναι 

μεγαλύτερο από αυτό της CK-MB60,61 και τα αυξημένα επίπεδά της επιτρέπουν μεγαλύτερη 

κλινική ευαισθησία.62 Οι τροπονίνες που απελευθερώνονται από το νεκρωτικό μυοκάρδιο 

σε απόκριση της ισχαιμίας,52 υφίστανται τόσο ως άθικτα μόρια (ελεύθερα ή σύμπλοκα) όσο 

και ως αποικοδομημένες πρωτεΐνες (Εικόνα 1.2) με πρωτεόλυση της cTnI και της cTnT από 

πρωτεάσες που υπάρχουν τόσο στο μυοκάρδιο όσο και στο αίμα.52,63,64 

Εικόνα 1.2. Κυρίαρχες και δευτερεύουσες μορφές της καρδιακής τροπονίνης που 

απελευθερώνονται στην κυκλοφορία του αίματος μετά από βλάβη στο μυοκάρδιο. 
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Η τιμή της τροπονίνης και η μεταβολή της με την πάροδο του χρόνου, χρησιμεύουν στη 

διάγνωση ή τον αποκλεισμό εμφράγματος του μυοκαρδίου. Σύμφωνα με την ευρωπαϊκή 

κοινότητα καρδιολογίας προτείνεται η τροπονίνη να αξιολογείται δύο φορές, μία κατά τη 

διάρκεια της παρουσίασης των συμπτωμάτων και άλλη μία μέσα σε 3 ώρες,65,66 ενώ 

σύμφωνα και με την αμερικανική ένωση καρδιάς η δεύτερη μέτρηση πρέπει να γίνεται μέσα 

σε 3-6 ώρες.67 Τα επίπεδα των τροπονινών επανέρχονται σε φυσιολογικές τιμές 1-2 

εβδομάδες μετά το επεισόδιο.45,47 

Στο έμφραγμα του μυοκαρδίου, η τιμή της cTn έχει ένα τυπικό μοτίβο ανύψωσης και 

πτώσης. Αυτή η χαρακτηριστική αλλαγή στην τιμή της, βοηθάει στον αποκλεισμό μη 

ισχαιμικών αιτιών. Η τροπονίνη παραμένει αυξημένη 7-14 ημέρες μετά την εμφάνιση των 

συμπτωμάτων.56 Εάν οι πρώτες μετρήσεις δεν παρουσιάζουν αυξημένη cTn και η κλινική 

υποψία είναι υψηλή, πρέπει να υπάρχει ένα επιπλέον δείγμα που λαμβάνεται στις 12-24 

ώρες. Μια δοκιμή τροπονίνης υψηλής ευαισθησίας είναι σε θέση να αποκλείσει μια 

καρδιακή προσβολή εφόσον το ΗΚΓ είναι φυσιολογικό.68,69 

Η αξιολόγηση της τροπονίνης μπορεί να αποδειχθεί πολύ χρήσιμη και στη διάγνωση του 

επανεμφράγματος. Εάν υπάρχει υποψία υποτροπιάζουσας μυοκαρδιακής νέκρωσης, 

απαιτούνται τόσο οι άμεσες (αρχή συμπτωμάτων) όσο και οι δεύτερες μετρήσεις (3-6 ώρες 

μετά). Μια αύξηση κατά 20% στη δεύτερη μέτρηση, διαγιγνώσκει υποτροπιάζον έμφραγμα 

του μυοκαρδίου.56 

1.5 Δοκιμασίες ανίχνευσης τροπονινών 

Στις κλινικές αναλύσεις, η πιο διαδεδομένη δοκιμασία για την ανίχνευση των καρδιακών  

τροπονινών βασίζεται στην τεχνική της E.L.I.S.A. τύπου Sandwich. Στην τεχνική αυτή 

χρησιμοποιούνται δύο εξειδικευμένα αντισώματα.70–72 Η παραγωγή αντισωμάτων έπειτα 

από ανοσοποίηση καθώς και οι ανοσοενζυμικές τεχνικές περιγράφονται στο Κεφάλαιο 2. 

1.6 Καθορισμένα όρια ανίχνευσης cutoffs και ευαισθησία 

Σύμφωνα με τον ορισμό του ΟΕΜ,42 η αύξηση και πτώση των τιμών των cTns με 

τουλάχιστον μία τιμή πάνω από το cutoff και ευρήματα από τουλάχιστον μία κλινική 

εξέταση ή/και τα συμπτώματα ισχαιμίας, πιστοποιεί τη μυοκαρδιακή βλάβη.43 

Η τιμή του ορίου ανίχνευσης cutoff ορίζεται ως το 99ο εκατοστημόριο του ανώτερου 

ορίου αναφοράς (Upper Reference Limit) υγιούς πληθυσμού και απαιτεί δοκιμασίες με 
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συντελεστή διακύμανσης (Coefficient of Variation) <10% σε αυτή τη συγκέντρωση.56 24 

εμπορικές δοκιμασίες τροπονίνης εξετάστηκαν για την ακρίβειά τους και αποδείχτηκε ότι 

οι περισσότερες δεν διέθεταν αυτό το επίπεδο ακρίβειας και χαρακτηρίστηκαν ως «μη 

αποδεκτές» (CV>20%), ενώ οι αποδεκτές ήταν λίγες (~1/3).56,73 Για την cTnI κανένας 

προσδιορισμός δεν πέτυχε 10% CV σε ποσοστό μικρότερο από το 99ο εκατοστημόριο. Αυτή 

η απαίτηση προκάλεσε την ανάπτυξη υψηλότερης ευαισθησίας δοκιμασιών.56 

Οι επόμενες γενιές των εμπορικών προσδιορισμών είχαν αναλυτική ευαισθησία 100 

φορές υψηλότερη (1 έναντι 100 ng/L) από εκείνη των αρχικών πειραματικών και εμπορικών 

προσδιορισμών.73 Οι σύγχρονες γενιές εμφανίζουν ακόμα υψηλότερη αναλυτική 

ευαισθησία (high, ultra sensitivity) και αποτελούν τροποποίηση των προηγούμενων 

αναπτυγμένων μεθόδων. Από το 1995 έως το 2007, το όριο ανίχνευσης της τροπονίνης 

μειώθηκε από 0,5 ng/mL σε 0,006 ng/mL (TnIUltra), μια εκατονταπλάσια βελτίωση στην 

αναλυτική ευαισθησία.55 Αξιοσημείωτο είναι ότι οι δοκιμασίες υψηλής ευαισθησίας 

ανιχνεύουν χαμηλά επίπεδα τροπονίνης ακόμη και στο πλάσμα υγιών ατόμων,55 γεγονός 

που δημιουργεί σύγχυση στην κλινική ερμηνεία των αποτελεσμάτων και καθιστά επιτακτική 

την εκ νέου οριοθέτηση της συγκέντρωσης για ένα θετικό αποτέλεσμα. 

Με βάση τον κανόνα του 99ου εκατοστημορίου, τα όρια απόφασης για την τροπονίνη σε 

προσδιορισμούς υψηλής ευαισθησίας ορίστηκαν σε 0,01 ng/ml,55 επιτρέποντας την 

ταυτοποίηση ασθενών με ΟΣΣ έγκαιρα και την εφαρμογή κατάλληλης θεραπείας. Ωστόσο, 

ενώ βελτιώνεται η κλινική ευαισθησία για τη διάγνωση του εμφράγματος του μυοκαρδίου, 

η αυξημένη αναλυτική ευαισθησία συνδέεται με μειωμένη ειδικότητα, παρουσιάζοντας έτσι 

μια πρόσθετη διαγνωστική πρόκληση για τους κλινικούς ιατρούς. 

1.7 Παράγοντες που επηρεάζουν τη μέτρηση της τροπονίνης 

Παρά τις συνεχείς εξελίξεις στις δοκιμασίες τροπονίνης, υπάρχουν σημαντικά περιθώρια 

βελτίωσης ιδιαίτερα στην τυποποίηση των ποσοτικών προσδιορισμών και της εξάλειψης 

των παρεμβολών των διαφόρων παραγόντων.74 Οι μετρήσεις της cTnI και η αξιολόγηση των 

αποτελεσμάτων επηρεάζονται από πολλαπλούς παράγοντες.75 

Προαναλυτικοί παράγοντες: 

1. Τύπος σωλήνα: Οι διαφορές που παρουσιάζουν οι σωλήνες συλλογής δειγμάτων οδηγούν 

σε ασυνεπή αποτελέσματα. Για παράδειγμα, οι σωλήνες που περιέχουν ηπαρίνη ή EDTA, 

ευθύνονται για ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα καθώς η ηπαρίνη δεσμεύει τη cTn και 
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καλύπτει ορισμένους επιτόπους,56,64 ενώ το EDTA δεσμεύει ασβέστιο και επηρεάζει το 

σχηματισμό συμπλόκου cTn.64 Επίσης οι σωλήνες ταχέος ορού (Rapid serum tubes, RSTs) 

σε αναλύσεις ρουτίνας, έχουν δώσει ψευδώς θετικά αποτελέσματα.75 Επί του παρόντος, δεν 

υπάρχει ιδανικός τύπος σωλήνα. 

2. Σταθερότητα δείγματος: Η σταθερότητα της τροπονίνης θα πρέπει να αξιολογείται σε 

θερμοκρασία περιβάλλοντος, στην οποία γίνεται η ανάλυση, καθώς σε ορισμένες 

περιπτώσεις η cTn αποδείχτηκε ασταθής δίνοντας ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα. Επίσης 

η βραχυπρόθεσμη σταθερότητα των αναλυτών σε θερμοκρασία ≤ 4 °C είναι καλύτερη όταν 

διαχωρίζονται από τα κύτταρα του αίματος.75 

3. Παρεμβολές από βιολογικά συστατικά: Ανάλογα με τις συγκεντρώσεις διάφορων 

βιολογικών συστατικών και της αναλυόμενης τροπονίνης, μπορούν να προκύψουν ψευδώς 

θετικά αποτελέσματα, όπως στην περίπτωση της αιμόλυσης (από την ελεύθερη 

αιμοσφαιρίνη) ή ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα, όπως στην περίπτωση του ίκτερου 

(υψηλές συγκεντρώσεις χολερυθρίνης, > 10 mg/dL), της λιπαιμίας (τα πλεονάζοντα λιπίδια 

αποτρέπουν την κατάλληλη αναρρόφηση, οδηγώντας σε ανεπαρκή όγκο δείγματος. Επίσης 

προκαλούν μετατόπιση του όγκου με την κατοχή μεγαλύτερου ποσοστού όγκου 

πλάσματος), της πρωτεολυτικής αποικοδόμησης, της φωσφορυλίωσης και της σύμπλεξης 

με άλλα μόρια π.χ. TnC.64 

4. Παραγγελία εργαστηριακών δοκιμασιών: Η υπερβολική παραγγελία εξετάσεων οδηγεί σε 

υπερβάλλον κόστος και περιττή επεξεργασία, δηλαδή ενδεχόμενες καθυστερήσεις στην 

κατάλληλη διάγνωση και διαχείριση του ασθενούς, οδηγώντας σε ψευδώς θετικά και 

αρνητικά αποτελέσματα.75 Επίσης τα διαστήματα ανάμεσα στις δοκιμασίες θα πρέπει να 

είναι σταθερά καθώς τα μεταβλητά διαστήματα περιπλέκουν την ερμηνεία των 

αποτελεσμάτων των σειριακών δοκιμασιών. 

Αναλυτικοί παράγοντες: 

1. Αντισώματα παρεμβολής: τα ετερόφιλα αντισώματα (με υψηλή συγγένεια κατά των 

ανθρώπινων αντισωμάτων) και τα αυτο-αντισώματα έναντι της τροπονίνης, μπορούν να 

δημιουργήσουν ψευδή θετικά και αρνητικά αποτελέσματα. Τα ετερόφιλα αντισώματα 

(ανθρώπινα αντι-ζωικά αντισώματα (ΗΑΑΑ))64,74 παρουσιάζουν αντιδραστικότητα με τα 

τμήματα Fc των αντισωμάτων άλλων ζωικών ειδών (τα οποία είναι συχνά η πηγή των 

αντισωμάτων της ανάλυσης). Τέτοια αντισώματα δημιουργούν συχνότερα ψευδώς θετικά 

και αρνητικά αποτελέσματα (Εικόνα 1.3).75 Επίσης, τα anti-cTnI αυτό-αντισώματα 

δεσμεύουν ορισμένους επιτόπους της cTnI δίνοντας ψευδώς θετικά αποτελέσματα.64,75 
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2. Ενδογενείς μορφές των συστατικών ανάλυσης: ειδικά αντιδραστήρια προσδιορισμού όπως 

η βιοτίνη (θεραπευτική χορήγησή της) καθώς και ένζυμα που παράγουν σήματα όπως η 

αλκαλική φωσφατάση (καταλύει την παραγωγή σήματος) και το ινώδες, επηρεάζουν την 

ακριβή μέτρηση της τροπονίνης,75 δίνοντας ψευδώς αυξημένα αποτελέσματα.76 

3. Δυσλειτουργία του οργάνου: Η μη ορθή λειτουργία του οργάνου οδηγεί σε μη 

αναπαραγώγιμα ψευδώς θετικά αποτελέσματα, που αρχικά είναι σημαντικά αυξημένα πάνω 

από το ανώτερο όριο αναφοράς, αλλά σε επανάληψη έχουν μη ανιχνεύσιμες ή σημαντικά 

μειωμένες συγκεντρώσεις cTn.76 

4. Διαφορετική βαθμονόμηση: Η μεταβλητότητα των χρησιμοποιούμενων αντιδραστηρίων 

από παρτίδα σε παρτίδα και η επαναβαθμονόμηση, μπορεί να οδηγήσει σε μεταβολές των 

αποτελεσμάτων δίνοντας μη αναπαραγώγιμα ψευδώς θετικά αποτελέσματα.76 

5. Εργαστηριακό σφάλμα: λάθος χειρισμός των οργάνων και των αντιδραστηρίων από το 

εργαστηριακό προσωπικό, οδηγεί σε ψευδώς θετικά και αρνητικά αποτελέσματα.75 

6. Έλλειψη εναρμόνισης: Η μεγάλη ποικιλία προσδιορισμών και αντισωμάτων που υπάρχουν 

για την ανίχνευση της cTnI, δηλαδή η ανεπαρκής τυποποίηση και εναρμόνιση, καθιστά 

δύσκολη τη σύγκριση των αποτελεσμάτων.76 Τα διαφορετικά αντισώματα που 

χρησιμοποιούνται στις διαφορετικές εμπορικές δοκιμασίες, στοχεύουν διαφορετικούς 

επίτοπους και αυτό μεταφράζεται σε σημαντική αναλυτική μεταβλητότητα,74 δίνοντας 

διαφορετικά αποτελέσματα για το ίδιο αναλυόμενο δείγμα.75 

7. Διαφορετική αναλυτική ευαισθησία: Η αναλυτική ευαισθησία είναι κρίσιμος παράγοντας 

για τη μέτρηση της cTnI, όταν η τιμή προσεγγίζει τα όρια αναφοράς. Η διαφορά στην 

ευαισθησία οδήγησε στη μελέτη του ποσοστού υγιών ατόμων με ανιχνεύσιμη cTn. Ο 

ορισμός της «υψηλής ευαισθησίας» για τον προσδιορισμό της τροπονίνης, που ισχύει επί 

του παρόντος, περιλαμβάνει την ανίχνευση της cTn σε ποσοστό ≥ 50% του πληθυσμού.75 

Εικόνα 1.3. Απεικόνιση αληθώς θετικού, ψευδώς θετικού και ψευδώς αρνητικού αποτελέσματος λόγω των 

αντισωμάτων παρεμβολής. 
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Μετααναλυτικοί Παράγοντες: 

1. Διαγνωστικό όριο εμφράγματος του μυοκαρδίου: Το 99ο εκατοστημόριο του ανώτερου 

ορίου αναφοράς ενός υγιούς πληθυσμού, θεωρείται χρυσό πρότυπο. Ωστόσο, υπάρχουν 

παράγοντες που μεταβάλλουν το 99ο URL του υγιούς πληθυσμού και παράγουν διαφορετικά 

αποτελέσματα, όπως το μέγεθος του στατιστικού δείγματος και οι διαφορετικές στατιστικές 

μέθοδοι. Επίσης υπάρχει σημαντική διακυτταρική μεταβλητότητα στις συγκεντρώσεις cTn, 

η οποία σχετίζεται με ποικίλες δημογραφικές και κλινικές μεταβλητές.75 

2. Ανίχνευση αλλαγής (δηλ. του Delta): Δυστυχώς, η χρήση του 99ου εκατοστημορίου για 

διαγνωστική ερμηνεία δεν αρκεί. Η σύγκριση μίας μόνο μέτρησης cTn με ένα μοναδικό 

διαγνωστικό όριο δεν επαρκεί για την ταχεία και ακριβή διάγνωση του AMI. Ένας λόγος 

είναι ότι ορισμένοι ασθενείς με καρδιακές δομικές ανωμαλίες που σχετίζονται με καρδιακή 

ανεπάρκεια ή νεφρική νόσο έχουν συγκεντρώσεις cTn αρχικής τιμής πάνω από το 99ο 

εκατοστημόριο. Ένας άλλος λόγος είναι ότι σε μερικούς ασθενείς με ΑΜΙ χρειάζονται μέχρι 

6 ώρες για να αυξηθεί η συγκέντρωση της cTn πάνω από το 99ο εκατοστημόριο. Έτσι, η 

σειριακή εξέταση βελτιώνει τη διάγνωση του AMI. Οι συμβατικές στρατηγικές σειριακής 

δοκιμής μετρούν τις συγκεντρώσεις cTn στο αίμα σε διάστημα 3-6 ωρών, ενώ οι σύγχρονοι 

προσδιορισμοί συντομεύουν τα διαστήματα δοκιμών και επιτρέπουν πιο γρήγορη διάγνωση, 

εξαιτίας της βελτιωμένης αναλυτικής ακρίβειας, βοηθώντας στην καλύτερη διάκριση των 

κλινικά σημαντικών μεταβολών cTn από τον αναλυτικό θόρυβο. Η ερμηνεία των μεταβολών 

είναι περίπλοκη επειδή η αναλυτική μεταβλητότητα των αναλύσεων και η βιολογική 

μεταβλητότητα εξαρτώνται από τη συγκέντρωση. Εάν ένα αγγείο είναι πλήρως 

αποφραγμένο, η cTn του περιφερικού αίματος δεν μπορεί να αυξηθεί γρήγορα λόγω 

αιμόστασης. Επίσης, υπάρχει η περίπτωση μικρότερων μεταβολών cTn, λόγω της 

ποικιλομορφίας που υπάρχει στο χρονοδιάγραμμα των σειριακών εξετάσεων (δηλ. η 

μεταβολή μεταξύ 0 και 3 ωρών θα είναι διαφορετική από μια αλλαγή μεταξύ 0 και 9 ωρών). 

Οι κλινικές συνέπειες της απώλειας μικρότερου AMI, με μέγιστες συγκεντρώσεις cTn μόλις 

πάνω από το 99ο εκατοστημόριο, μπορεί να περάσουν απαρατήρητες από τον ιατρό οξείας 

περίθαλψης επειδή η επίπτωση στη νοσηρότητα είναι μήνες έως χρόνια αργότερα. Η 

αναφορά ή επισήμανση με βάση μια μεταβολή της συγκέντρωσης του cTn έχει προταθεί 

αλλά δεν υιοθετείται ευρέως. Επί του παρόντος, τα κριτήρια αλλαγής ή τα delta για τη cTn 

εξαρτώνται από τον προσδιορισμό και τον χρόνο μεταξύ μετρήσεων. Ευτυχώς, αρκετές 

κλινικές μελέτες έχουν αξιολογήσει τα κριτήρια αλλαγής για τη διάγνωση του ΑΜΙ, τα 
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οποία θα μπορούσαν να χρησιμεύσουν ως αναφορά για περιοχές που χρησιμοποιούν 

συγκεκριμένους προσδιορισμούς και πρωτόκολλα παραγγελιών, αν και η απόδοση αυτών 

των αλγορίθμων μπορεί να διαφέρει ανάλογα με τον πληθυσμό που αξιολογείται.75 

3. Μονάδες αναφοράς: Η χρήση διαφορετικών μονάδων μέτρησης προκαλεί σύγχυση και 

επηρεάζει την αξιολόγηση και ερμηνεία των αποτελεσμάτων. Για παράδειγμα, αν και 200 

ng/L και 0.2 ng/mL είναι πανομοιότυπα ευρήματα, η πρώτη επιλογή μονάδας κάνει το 

αποτέλεσμα να φαίνεται υψηλό, ενώ το δεύτερο κάνει το αποτέλεσμα να φαίνεται 

φυσιολογικό ή χαμηλό. Επιπλέον, οι τιμές με αριθμούς που περιλαμβάνουν δεκαδικά ψηφία 

υπόκεινται σε υψηλότερα ποσοστά σφάλματος. Η αναφορά των αποτελεσμάτων cTn 

υψηλής ευαισθησίας πρέπει να γίνεται σε ng/L, διότι έτσι αποφεύγονται τα σφάλματα και 

προσδίδεται μεγαλύτερη σημασία σε αποτελέσματα όπως τα 200 ng/L.75 

4. Κατώτατο όριο του εύρους αναφοράς: Η χρήση του ορίου ποσοτικοποίησης παρεμποδίζει 

την ανίχνευση των πρώιμων αλλαγών. Τιμές μικρότερες από αυτό το όριο αναφέρονται ως 

π.χ. <0.03 ng/mL, αντί ως πραγματικοί αριθμοί π.χ., 0.023 ng/mL. Συχνά, τα εργαστήρια 

χρησιμοποιούν το όριο του τυφλού (LoB), το όριο ανίχνευσης (LoD) ή το όριο 

ποσοτικοποίησης (LoQ). Εφαρμογή του LoD εξασφαλίζει ότι τα αριθμητικά αποτελέσματα 

αναφέρονται μόνο όταν υπάρχει μεγάλη εμπιστοσύνη ότι η αναλυόμενη ουσία είναι 

πραγματικά παρούσα. Μια απλούστερη προσέγγιση μπορεί να είναι το LoB, το οποίο μπορεί 

να ληφθεί με τη χρήση νερού ή άλλου «τυφλού». Το LoQ εξασφαλίζει ότι όλα τα 

αναφερόμενα αποτελέσματα είναι ακριβή, κάτι που είναι κατάλληλο όταν η ακρίβεια των 

αποτελεσμάτων είναι απαραίτητη. Ωστόσο, το μειονέκτημα της χρήσης του LoQ είναι ότι 

όλα τα αποτελέσματα μεταξύ του LoD ή του LoB και του LoQ ομαδοποιούνται. Έτσι, 

μειώνεται η ανίχνευση των πρώιμων αλλαγών ενός AMI και παρεμποδίζεται η εφαρμογή 

διαγνωστικών πρωτόκολλων.75 

Συμπερασματικά, η τροπονίνη είναι ο προτιμώμενος βιοδείκτης για τη νέκρωση του 

μυοκαρδίου. Είναι σαφές ότι οι δοκιμασίες υψηλής ευαισθησίας ανιχνεύουν την 

απελευθέρωση της cTn νωρίτερα από ότι παλαιότερες μέθοδοι. Ωστόσο η αυξημένη 

τροπονίνη πρέπει να ερμηνευθεί στο πλαίσιο της κλινικής κατάστασης και του ιστορικού ενός 

ασθενούς για να καθοριστεί η σωστή διάγνωση. Ένα θετικό αποτέλεσμα τροπονίνης δεν 

υποδεικνύει πάντα ένα στεφανιαίο γεγονός, όμως η αύξηση ή η πτώση των επιπέδων των 

σειριακών δοκιμών της τροπονίνης υποστηρίζει έντονα μία οξεία εξελισσόμενη καρδιακή 

βλάβη όπως ΟΕΜ. Τέλος, είναι σημαντικό να λαμβάνονται υπόψη όλες οι πηγές σφαλμάτων 

και μεταβλητότητας των τιμών, ώστε να βελτιστοποιηθεί η χρήση της δοκιμής της τροπονίνης. 
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1.8 Λειτουργία και σύσταση καρδιακού μυός 

Το κυκλοφορικό ή καρδιοαγγειακό σύστημα, είναι ένα σύστημα οργάνων υπεύθυνο για την 

εύρυθμη λειτουργία των έμβιων οργανισμών. Πρωταρχική λειτουργία του καρδιαγγειακού 

συστήματος είναι η μεταφορά οξυγόνου, θρεπτικών ουσιών και ορμονών στους ιστούς, και 

η ταυτόχρονη απομάκρυνση διοξειδίου του άνθρακα και αποβλήτων από το σώμα.77,78 Έτσι 

εξασφαλίζεται η διανομή των θρεπτικών συστατικών, και επιτυγχάνεται η καταπολέμηση 

ασθενειών, η σταθεροποίηση της θερμοκρασίας και του pH, και η διατήρηση της 

ομοιόστασης.39 Πρόκειται για ένα κλειστό σωληνωτό σύστημα, το οποίο περιλαμβάνει: α) 

την καρδιά, ως αντλία, β) το αίμα, ως αγώγιμο μέσο και γ) τα αιμοφόρα αγγεία, ως αγωγός 

μέσω του οποίου ρέει το αίμα.78 

Η καρδιά είναι το κεντρικό όργανο της κυκλοφορίας, αντλεί ή κυκλοφορεί οξυγονωμένο 

αίμα στο σώμα και αποξυγονωμένο αίμα στους πνεύμονες.77,79 Η διαδικασία κατά την οποία 

η καρδιά συστέλλεται και χαλαρώνει με κάθε καρδιακό παλμό, ονομάζεται καρδιακός 

κύκλος.79 Η χρονική περίοδος που οι κοιλίες συστέλλονται ωθώντας το αίμα προς τα έξω 

(στην αορτή και την κύρια πνευμονική αρτηρία) είναι γνωστή ως συστολή, ενώ αυτή που οι 

κοιλίες χαλαρώνουν και επαναπληρώνουν την καρδιά με αίμα είναι γνωστή ως διαστολή.77 

Ο φυσιολογικός καρδιακός ρυθμός, οφείλεται στα βηματοδοτικά κύτταρα, τα οποία 

ανταποκρίνονται σε σήματα από το αυτόνομο νευρικό σύστημα (ANS). Τα κύτταρα αυτά 

δημιουργούν ένα δυναμικό δράσης, το οποίο προκαλείται από τη μεταφορά ηλεκτρολυτών 

(Ca2+, Na+, K+) μέσα και έξω από αυτά, ενώ στη συνέχεια εξαπλώνεται σε γειτονικά 

κύτταρα.79 Τα βηματοδοτικά κύτταρα δε συστέλλονται, αλλά ρυθμίζουν το ρυθμό σύσπασης 

άλλων μυοκαρδιακών κυττάρων. Αντίθετα, τα συσταλτά καρδιομυοκύτταρα αποτελούν την 

πλειοψηφία στον καρδιακό μυ και είναι σε θέση να συστέλλονται.80 

Ο καρδιακός μυς είναι γραμμωτός και αποτελείται από σωληνοειδή μυϊκά κύτταρα, 

συσσωρευμένα σε περίβλημα πυκνού συνδετικού ιστού (Εικόνα 1.4). Κάθε καρδιακό 

κύτταρο έχει έναν πυρήνα και περισσότερα μιτοχόνδρια από άλλα είδη μυϊκών κυττάρων, 

επειδή οι συσπάσεις της καρδιάς απαιτούν σταθερή παροχή ΑΤΡ.78 Η λειτουργική μονάδα 

των μυϊκών κυττάρων είναι το σαρκομερές, αποτελούμενο από μακριές, ινώδεις πρωτεΐνες, 

οι οποίες αποτελούν τα πυκνά και τα λεπτά νημάτια. Τα παχιά νημάτια συνίστανται από 

μόρια της κινητής πρωτεΐνης μυοσίνη, με σχήμα ράβδου που φέρει μια κεφαλή.81 Τα λεπτά 

νημάτια απαρτίζονται από πολυμερισμένα μόρια της σφαιρικής πρωτεΐνης ακτίνη, 

δημιουργώντας μία διπλή ελικοειδή δομή.82 
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1.9 Σύσπαση μυοκαρδίου- κύκλος εγκάρσιας γέφυρας 

Η μελέτη της σύσπασης του καρδιακού μυός ξεκίνησε με την αναγνώριση της επίδρασης 

του Ca2+ στη συστολή της καρδιάς.83 Το Ca2+ δίνει το έναυσμα για την ενδοκυτταρική 

συσταλτικότητα,84 ενεργοποιώντας τις συσταλτές πρωτεΐνες85 του μυός, όπως περιγράφεται 

στο μοντέλο του συρόμενου νήματος.86–88 Ο μοριακός μηχανισμός της συστολής των μυών, 

δηλαδή τα μηχανικά και ενεργειακά συμβάντα, καλείται κύκλος εγκάρσιας γέφυρας 

(crossbridge cycle)87,89 και χαρακτηρίζεται από δύο κύριες καταστάσεις: προσκόλληση και 

αποκόλληση της μυοσίνης από την ακτίνη, ενώ χωρίζεται σε 4 στάδια (Εικόνα 1.5).89 

Παρουσία χαμηλών ενδοκυττάριων συγκεντρώσεων Ca2+ (διαστολή-χαλάρωση μυών), η 

cTnC υφίσταται στην «κλειστή» της διαμόρφωση, και η cTnI δεσμεύει την ακτίνη ισχυρά, 

αναστέλλοντας τη δραστικότητα της ATPάσης της ακτινομυοσίνης και τελικά την 

αλληλεπίδραση ακτίνης-μυοσίνης (Εικόνα 1.6Α).90 Η Tm βρίσκεται σε μία μπλοκαρισμένη 

θέση, στην εξωτερική περιοχή της ακτίνης, που συγκρατείται από τη δράση της περιοχής 

Τ1 της cTnT και από την C-τελική περιοχή της cTnI (TnIC),91 η οποία προσδένεται στο 

λεπτό νήμα από ένα ανασταλτικό πεπτίδιο (Inhibition peptide, Ip).56 Η cTnT αλληλεπιδρά 

τόσο με την cTnI όσο και με την cTnC, καθώς και με την Tm, ώστε να προσκολληθεί το 

σύμπλοκο cTn στην ακτίνη.56 

Βήμα 1ο - Δυναμικές και δομικές μεταβολές στα λεπτά και πυκνά μυονημάτια: Αλλαγές στα 

λεπτά μυονημάτια: Κατά την έναρξη της συστολής, η αποπόλωση των μεμβρανών των 

καρδιομυοκυττάρων έχει ως αποτέλεσμα την απελευθέρωση Ca2+ από το σαρκοπλασματικό 

Εικόνα 1.4. Απεικόνιση του μηχανισμού του κύκλου εγκάρσιας γέφυρας κατά τη σύσπαση του μυός. 
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δίκτυο (SR). Με τη σειρά του, η άνοδος του ενδοκυτταρικού Ca2+ έχει ως αποτέλεσμα τη 

δέσμευση Ca2+ στο Ν-τελικό άκρο της cTnC56,90 (θέση II, Εικόνα 1.6) και αυτό προκαλεί 

μια αλυσιδωτή σειρά συμβάντων που περιλαμβάνει δυναμικές και δομικές μεταβολές σε 

cTn, Tm, ακτίνη και μυοσίνη.90 1) αυξάνεται η αλληλεπίδραση της cTnC («ανοιχτή» 

διαμόρφωση) με το πεπτίδιο μεταγωγής (switch-peptide) της cTnI 2) ελαττώνεται η 

αλληλεπίδραση μεταξύ του (παρακείμενου) ανασταλτικού πεπτιδικού πεδίου (Ip) της cTnI 

με την ακτίνη και έτσι επάγεται η απελευθέρωση cTnI-Ip από την ακτίνη90 και 3) η περιοχή 

TnIC χάνει την επαφή της με την τροπομυοσίνη στην ανοιχτή κατάσταση και η θέση της 

τροπομυοσίνης στο λεπτό νήμα καθίσταται σταθερότερη.91 4) Η Tm κινείται, εκθέτοντας 

τις θέσεις δέσμευσης μυοσίνης στα μόρια ακτίνης, επιτρέποντας στη συνέχεια το 

σχηματισμό εγκάρσιας γέφυρας (αλληλεπίδραση ακτίνης-μυοσίνης) (Εικόνα 1.6 C) και τη 

συστολή του μυός.90,92 Γενικά, όσο περισσότερο Ca2+ δένεται στην cTnC στα λεπτά νήματα, 

τόσο μεγαλύτερη είναι η δύναμη συστολής. 

Αλλαγές στα πυκνά μυονημάτια: Για να ξεκινήσει ο κύκλος, πρέπει πρώτα η κεφαλή 

μυοσίνης να ενεργοποιηθεί στην ανορθωμένη της θέση. Η ενεργοποίηση συμβαίνει όταν 

απελευθερώνεται ενέργεια κατά την πρόσδεση ενός μορίου ATP στην κεφαλή μυοσίνης και 

υδρολυθεί σε ADP και ανόργανο φωσφορικό άλας από το ένζυμο ΑΤΡάση,92 τα οποία 

παραμένουν συνδεδεμένα σε αυτήν.81 

Εικόνα 1.5. Διαμορφωτικές μεταβολές στο σύμπλοκο της τροπονίνης και των συσταλτών 

πρωτεϊνών κατά τον κύκλο συστολής-διαστολής. 
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Βήμα 2ο - Σχηματισμός της εγκάρσιας γέφυρας: Η ενεργοποιημένη κεφαλή μυοσίνης 

προσδένεται στην ακτίνη, σε άλλη θέση πρόσδεσης εκτός του ATP, σχηματίζοντας μία 

εγκάρσια γέφυρα (σύμπλοκο ακτινομυοσίνης).81,93,94 Το ανόργανο φωσφορικό άλας 

απελευθερώνεται και ο δεσμός μεταξύ της μυοσίνης και της ακτίνης γίνεται ισχυρότερος.81 

Βήμα 3ο - “Power Stroke”: Το ADP απελευθερώνεται και η κεφαλή μυοσίνης στρέφεται, 

μετατοπίζοντας το λεπτό μυονημάτιο προς κέντρο του σαρκομερούς.81 

Βήμα 4ο - Αποσύνδεση της εγκάρσιας γέφυρας: Όταν ένα άλλο μόριο ATP δεθεί στην κεφαλή 

μυοσίνης, ο δεσμός μεταξύ της κεφαλής μυοσίνης και της ακτίνης γίνεται ασθενής 

(αποδυναμώνεται) και η κεφαλή μυοσίνης αποσυνδέεται από την ακτίνη και αποκτά την 

αρχική της θέση.81 Ο κύκλος Crossbridge είναι σε θέση να συνεχίσει όσο υπάρχουν επαρκείς 

ποσότητες ATP και Ca2+ στο κυτταρόπλασμα94 και οι θέσεις πρόσδεσης στην ακτίνη 

παραμένουν εκτεθειμένες. Οι κεφαλές μυοσίνης επανενεργοποιούνται με την εκ νέου 

υδρόλυση του ATP σε ADP και ανόργανο φωσφορικό άλας, ενώ προσδένονται σε άλλη 

θέση πρόσδεσης στην ακτίνη και ούτω καθεξής.81 Όσο ο κύκλος επαναλαμβάνεται, τα λεπτά 

μυονημάτια ωθούνται το ένα προς το άλλο και το σαρκομερές συμπτύσσεται. Αυτή η 

σύμπτυξη προκαλεί τη συστολή όλου του μυ. 

Ο κύκλος τελειώνει όταν τα Ca2+ μεταφέρονται ενεργά πίσω στο σαρκοπλασματικό 

δίκτυο. Απουσία υψηλών συγκεντρώσεων Ca2+ στην cTnC: η τροπονίνη και η 

τροπομυοσίνη επιστρέφουν στην αρχική τους διαμόρφωση και το σύμπλοκο 

τροπομυοσίνης-τροπονίνης καλύπτει και πάλι τις θέσεις πρόσδεσης στα νημάτια ακτίνης94 

και η καρδιά χαλαρώνει, επιτρέποντας στις κοιλίες να γεμίσουν με αίμα και να ξεκινήσουν 

πάλι τον καρδιακό κύκλο. 

1.10 Τροπονίνες: ισομορφές, χαρακτηριστικά, δομή και λειτουργία 

Αρχικά η τροπονίνη είχε χαρακτηριστεί ως θέση πρόσδεσης του Ca2+ στο λεπτό νήμα των 

μυοϊνιδίων,85 ενώ αργότερα αποδείχτηκε ότι το σύμπλεγμα τροπονίνης περιλαμβάνει τρεις 

ξεχωριστές πρωτεΐνες95 (Εικόνα 1.6): τροπονίνη C (TnC) (18 kDa),56 που εμφανίζει μεγάλη 

χημική συγγένεια με τα ιόντα ασβεστίου, τροπονίνη Ι (ΤnΙ) (23-24 kDa),56,64 που έχει 

μεγάλη χημική συγγένεια με την ακτίνη και τροπονίνη Τ (TnT) (31-36 kDa),56,90 που 

παρουσιάζει μεγάλη χημική συγγένεια με την τροπομυοσίνη. Οι τρεις υπομονάδες είναι 

διατεταγμένες 1:1:1 στοιχειομετρικά και συνδέονται στα λεπτά νημάτια κάθε επτά 

μονομερή μόρια ακτίνης των ραβδωτών μυών.56,82 
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Κάθε μία από τις υπομονάδες υφίσταται ως ένας αριθμός διαφορετικών ισομορφών, που 

σχετίζονται με διαφορετικούς τύπους μυών: γρήγορους (fast skeletal, fsTn) και αργούς (slow 

skeletal, ssTn) σκελετικούς μύες και καρδιακός μυς (cardiac, cTn).90,96 Τα γονίδια που 

κωδικοποιούν τις διαφορετικές ισομορφές διαφέρουν μεταξύ τους.90 Κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης του εμβρύου, οι κύριες ισομορφές των τροπονινών στην καρδιά είναι οι 

σκελετικές, ενώ η μετάβαση στις καρδιακές ισομορφές συμβαίνει τη στιγμή της 

γέννησης.56,96 Η αποκλειστική έκφραση των καρδιακών ισομορφών στην καρδιά 

εμφανίζεται από τον ένατο μεταγεννητικό μήνα, ενώ η έκφραση των σκελετικών ισομορφών 

συνεχίζεται στους αργούς σκελετικούς μύες των ενηλίκων.56 Ωστόσο, η καρδιακή ισομορφή 

της TnC παρουσιάζει κοινή ομολογία με τους σκελετικούς μύες βραδείας σύσπασης και για 

αυτό δεν είναι χρήσιμη στη διάγνωση της καρδιακής βλάβης. Αντίθετα, οι καρδιακές 

ισομορφές των τροπονινών I και T περιέχουν μοναδικές επεκτάσεις Ν-τελικών αμινοξικών 

αλληλουχιών, καθώς και κατάλοιπα σερίνης τα οποία φωσφορυλιώνονται, που δεν 

υπάρχουν στις σκελετικές ισομορφές τους, γεγονός που υποδηλώνει μοναδική λειτουργία 

της cTnI και cTnT στην καρδιά.56 

Η Τροπονίνη C, ανήκει στις ασβεστιο-δεσμευτικές πρωτεΐνες και διαθέτει σφαιρικά Ν- 

και C-τελικά άκρα, αποτελούμενα από δύο μοτίβα έλικας-βρόχου-έλικας που δεσμεύουν 

δισθενή ιόντα μετάλλων.90,91,97 Η δομή της TnC, σε αντίθεση με τις άλλες υπομονάδες, είναι 

σταθερή έξω από το ετεροτριμερές σύμπλεγμα της τροπονίνης.91 Τα κατιόντα δεσμεύονται 

σε 6 αμινοξικά κατάλοιπα σε άτομα οξυγόνου που ανήκουν στις ομάδες καρβοξυλίου ή 

υδροξυλίου των αμινοξικών καταλοίπων, στο οξυγόνο της ομάδας καρβονυλίου του 

πεπτιδικού δεσμού ή στο οξυγόνο ενός μορίου νερού που έχει στερεωθεί εντός του βρόχου. 

Η εξειδίκευση και η συγγένεια για τη δέσμευση Ca2+/Mg2+ οφείλεται στην (εξαιρετικά 

συντηρητική) πρωτοταγή δομή του βρόχου98 και των ελίκων που πλαισιώνουν το βρόχο,99 

στις έλικες που βρίσκονται κοντά στο βρόχο, καθώς και στην αλληλεπίδραση μεταξύ 

γειτονικών βρόχων.90 

Η C-τελική περιοχή της TnC (TnCC) έχει δύο θέσεις πρόσδεσης Ca2+/Mg2+ υψηλής 

συγγένειας (θέση III και θέση IV, Εικόνα 1.6), οι οποίες κατά κύριο λόγο καταλαμβάνονται 

από το Mg2+ όταν τα μυϊκά κύτταρα βρίσκονται σε ηρεμία.91,97 Η συγγένεια αυτών των 

θέσεων για το Ca2+ είναι υψηλότερη από εκείνη για το Mg2+, αλλά τα μεγαλύτερα επίπεδα 

ενδοκυτταρικού Mg2+ (0,5-5 mM), σε σύγκριση με το Ca2+ (<100 nΜ) στο χαλαρό 

μυοκάρδιο, εξασφαλίζουν ότι κυρίως το Mg2+ συνδέεται στις θέσεις III και IV (Εικόνα 1.6). 

Κατά τη διάρκεια της καρδιακής συστολής, όταν τα επίπεδα ενδοκυτταρικού Ca2+ μπορούν 
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να ανέλθουν σε 1-10 μM, υπάρχει πιθανά κάποια προσωρινή αντικατάσταση του Mg2+ από 

Ca2+. Η περιοχή TnCC πρωτίστως διαδραματίζει ένα δομικό ρόλο στην αγκύρωση των 

πρωτεϊνών του συμπλέγματος τροπονίνης στο λεπτό νήμα.90 

Η N-τελική περιοχή της TnC (cTnCN), που βρίσκεται στον καρδιακό και στον βραδείας 

σύσπασης σκελετικό μυ, έχει μόνο μία ενεργή (εξειδικευμένη) θέση δεσμεύσεως Ca2+ (θέση 

II, Εικόνα 1.6), σε σύγκριση με δύο ενεργές θέσεις στην ταχείας σύσπασης σκελετική TnC. 

Η δέσμευση του Ca2+ στη N-τελική περιοχή, θέση ΙΙ (εκτός από τη θέση Ι), είναι κρίσιμη 

για τη ρυθμιστική λειτουργία της cTnC και είναι υπεύθυνη για την έναρξη της 

ενεργοποίησης του λεπτού νήματος και την επακόλουθη συστολή.90 Στην κατάσταση apo 

(πρωτεΐνη χωρίς δεσμευμένο υποκαταστάτη), η ρυθμιστική περιοχή παραμένει σε κλειστή 

διαμόρφωση με τα περισσότερα από τα υδρόφοβα κατάλοιπα να έχουν καλυφθεί.90,91 Όταν 

το Ca2+ συνδέεται με την cTnCN, επάγει μια μεταβολή στη διαμόρφωση του υδρόφοβου 

τμήματος (έλικες Α και Β) (ανοιχτή διαμόρφωση), αυξάνοντας τη συγγένεια αυτής της 

περιοχής για το πεπτίδιο μεταγωγής της cTnI. Για τη διατήρηση της cTnCN σε σταθερή 

ανοιχτή κατάσταση, απαιτούνται τόσο η δέσμευση Ca2+ στη θέση II όσο και η 

αλληλεπίδραση με το πεπτίδιο μεταγωγής cTnI.90 

Η τροπονίνη I υφίσταται τις μεγαλύτερες διαμορφωτικές αλλαγές κατά τη ρύθμιση του 

Ca2+ της μυϊκής συστολής.91 Η τροπονίνη Ι είναι μια εξαιρετικά ευέλικτη πρωτεΐνη που είναι 

σε θέση να αλληλεπιδρά με την TnC, την TnT, καθώς και με την ακτίνη, ενώ ο κύριος ρόλος 

της είναι να αναστέλλει τη δραστικότητα της ΑΤΡ-άσης της ακτινομυοσίνης.90,97 Η 

αναστολή ενισχύεται παρουσία της τροπομυοσίνης και καταργείται εντελώς όταν η 

τροπονίνη C είναι πλήρως κορεσμένη σε Ca2+.90 Η τροπονίνη Ι αποτελείται από 181-211 

αμινοξικά κατάλοιπα με εύρος μοριακού βάρους 23-24 kDa56,64 και η καρδιακή ισομορφή 

είναι μεγαλύτερη λόγω της παρουσίας μίας επιπρόσθετης Ν-τελικής αμινοξικής 

αλληλουχίας.90 

Οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, στο εσωτερικό του συμπλέγματος της τροπονίνης, 

ελέγχονται όχι μόνο από το Ca2+, αλλά μπορούν επίσης να διαμορφωθούν και με τη 

φωσφορυλίωση της τροπονίνης Ι. Το μόριο cTnI περιέχει 2 υπολείμματα σερίνης που 

μπορούν να φωσφορυλιωθούν in vivo από την πρωτεϊνική κινάση Α.64,90,92 Έτσι, τέσσερις 

μορφές της πρωτεΐνης μπορούν να συνυπάρχουν στο κύτταρο: μία αποφωσφορυλιωμένη, 

δύο μονοφωσφορυλιωμένες και μία διφωσφορυλιωμένη.64 Η φωσφορυλίωση είναι ιδιαίτερα 

χαρακτηριστική για την καρδιακή τροπονίνη Ι και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη 

ρύθμιση της καρδιακής συστολής.97 
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Από την άποψη της σχέσης δομής-λειτουργίας, η ανθρώπινη cTnI μπορεί να διαιρεθεί σε 

πέντε λειτουργικές περιοχές.90 

1) Η καρδιακή ειδική επέκταση του Ν-τερματικού: Σε αυτήν την αλληλουχία (κατάλοιπα 1-

33) υπάρχουν δύο θέσεις φωσφορυλίωσης εξαρτώμενες από την πρωτεϊνική κινάση A 

(ΡΚΑ) που δεν υπάρχουν στην ταχεία και στην αργή σκελετική TnI. Από δεδομένα NMR 

βρέθηκε ότι απουσία φωσφορυλίωσης η Ν-τελική επέκταση είναι λιγότερο δομημένη και 

αλληλεπιδρά με το NcTnC. Κατά τη δι-φωσφορυλίωση στις Ser-23/Ser-24, η C-τελική α-

έλικα (κατάλοιπα 21-30) σταθεροποιείται με ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ της 

αρνητικά φορτισμένης φωσφορυλιωμένης σερίνης και των γειτονικών βασικών 

καταλοίπων. Αυτό αποδυναμώνει την αλληλεπίδραση μεταξύ της cTnI1-32 και της NcTnC, 

επιτρέποντάς της να είναι πιο ευέλικτη και αυξάνοντας την πιθανή αλληλεπίδρασή με άλλες 

περιοχές της cTn.90 

2) Η περιοχή του βραχίονα I-T: Η αλληλουχία αυτή (κατάλοιπα 40-136) αποτελείται από 

δύο α-έλικες που αλληλεπιδρούν με τις α-έλικες του C-τελικού τμήματος της TnT και του 

C-λοβού της TnC. Η χρωματογραφία συγγένειας και ο κυκλικός διχρωϊσμός έδειξαν ότι η 

περιοχή του βραχίονα I-T (cTnI40-136), η οποία θεωρείται ότι έχει μια πιο δομική και όχι 

ρυθμιστική λειτουργία στην αγκύρωση του συμπλόκου της τροπονίνης πάνω στο λεπτό 

νήμα, μπορεί να σχηματίσει μία ελικοειδή σπείρα με ένα τμήμα της C-τελικής περιοχής της 

TnT. Αναλύσεις NMR έδειξαν ότι το πρώτο μισό μέρος της περιοχής του βραχίονα I-T 

(cTnI40-80) δεσμεύεται με την υδρόφοβη σχισμή του C-λοβού της cTnC.90 

3) Η περιοχή του ανασταλτικού-πεπτιδίου: Η περιοχή αυτή (κατάλοιπα 137-146) 

αλληλεπιδρά με το σύμπλοκο ακτίνη-Τm και ίσως με τον C-λοβό της TnC. Η περιοχή του 

ανασταλτικού πεπτιδίου (cTnI137-146) αλληλεπιδρά έντονα με την ακτίνη απουσία Ca2+ και 

σταθεροποιεί την Tm σε μια θέση που εμποδίζει την ισχυρή δέσμευση της μυοσίνης στην 

ακτίνη, η οποία είναι απαραίτητη για τη συστολή. Παρά τη γνώση για τη λειτουργία της, η 

δομική ανάλυση της περιοχής δεν είναι καλά καθορισμένη. Από αναλύσεις με SDSL-EPR 

βρέθηκε ότι η περιοχή cTnI129-137 σχηματίζει μία κανονική α-έλικα (3,6 κατάλοιπα/στροφή) 

και η επόμενη περιοχή cTnI138-145 δεν εμφανίζει δευτεροταγή δομή. Επίσης με τη χρήση 

FRET βρέθηκε ότι η ανασταλτική περιοχή έχει δομή β-φουρκέτας. Αντίθετα η ανάλυση με 

NMR της cTnI128-147 με τη cTnC89-161, έδειξε ότι η cTnI134-139 σχηματίζει δομή α-έλικας και 

η cTnI140-147 εμφανίζει μια εκτεταμένη διαμόρφωση που δυνητικά αλληλεπιδρά με τον C-

λοβό της cTnC.90 
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4) Η περιοχή του πεπτιδίου-διακόπτη: Η αλληλουχία αυτή (κατάλοιπα 147-163) 

αλληλεπιδρά με το υδρόφοβο τμήμα της NcTnC. Η περιοχή του πεπτιδίου-διακόπτη 

(cTnI147-163) εντοπίζεται ακριβώς δίπλα στην περιοχή του ανασταλτικού-πεπτιδίου και είναι 

η περιοχή που σταθεροποιεί τη NcTnC στην «ανοιχτή» διαμόρφωση. NMR δεδομένα 

έδειξαν ότι το Ν-τελικό άκρο της cTnI147-163 δεσμεύεται στο υδρόφοβο τμήμα της NcTnC, 

σταθεροποιώντας έτσι την «ανοιχτή» διαμόρφωσή της. Παρά το γεγονός ότι η σχετική θέση 

της περιοχής του πεπτιδίου-διακόπτη σε αυτό το δυαδικό σύμπλοκο cTn είναι διαφορετική 

από εκείνη στην τριπλή κρυσταλλική δομή cTn (PDB: 1J1E), ο προσανατολισμός και η 

διαμόρφωση του πεπτιδίου-διακόπτη σε σχέση με το NcTnC βρίσκονται σε πολύ καλή 

συμφωνία.90 

5) Η κινητή περιοχή του C-τελικού άκρου: Αυτή η περιοχή (κατάλοιπα 164-210) έχει μια 

δεύτερη θέση σύνδεσης ακτίνης-Tm. Η περιοχή C-τελικού άκρου (cTnI164-210), επίσης 

γνωστή ως κινητή περιοχή, χρησιμεύει ως δεύτερη θέση σύνδεσης ακτίνης-τροπομυοσίνης. 

Αυτή η περιοχή είναι το πιο συντηρημένο τμήμα της TnI μεταξύ διαφορετικών ειδών και 

ισομορφών. Σύμφωνα με δεδομένα ακτίνων X, το C-τελικό άκρο έχει δομή α-έλικας και δεν 

αλληλεπιδρά με την cTnC και την cTnT.90 

Η τροπονίνη Τ είναι μία εξαιρετικά ασύμμετρη πρωτεΐνη με ~ 250-300 αμινοξέα με εύρος 

μοριακού βάρους 31-36 kDa.56,90 Τα δεδομένα ηλεκτρονικής μικροσκοπίας δείχνουν ότι 

στην απομονωμένη κατάσταση ή μέσα στο λεπτό νήμα (που περιέχει ακτίνη και 

τροπομυοσίνη), η τροπονίνη Τ έχει τη μορφή κόμματος ή ράβδου μήκους 185-205 Å.100 Η 

τροπονίνη Τ βρίσκεται στην αυλάκωση της έλικας της ακτίνης και εκτείνεται κατά μήκος 

του νήματος. Αυτή η επιμήκης ελικοειδής πρωτεΐνη διαθέτει δύο λειτουργικά διακριτές 

περιοχές, τη Ν-τελική περιοχή Τ1 και τη σφαιρική C-τελική περιοχή Τ2. Η TnT1 προσδένει 

το σύμπλοκο στο νήμα ακτίνης και βοηθά στη ρύθμιση της θέσης της τροπομυοσίνης. Η 

TnT2 είναι ενσωματωμένη στο σύμπλοκο τροπονίνης, σχηματίζει ένα ελικοειδές 

συσπειρωμένο μοτίβο με την cTnI (βραχίονας I-T), το οποίο συνδέεται με την TnC για τη 

δημιουργία του σταθερού πυρήνα της τροπονίνης και τη σταθεροποίησή του πάνω στο λεπτό 

νήμα.90,91 Ουσιαστικά η cTnT κρατάει το σύμπλοκο τροπινίνη-τροπομυοσίνη-ακτίνη μαζί90 

και παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της συστολής των μυών. Οι αλληλουχίες των 

μεσαίων και C-τελικών τμημάτων της TnT είναι εξαιρετικά διατηρημένες μεταξύ των ειδών 

για όλες τις ισομορφές. Ωστόσο το μήκος της Ν-τελικής περιοχής είναι παραλλαγμένο 

μεταξύ των ειδών και των ισομορφών. Δεν υπάρχει καθορισμένη κρυσταλλική/NMR δομή 

για ολόκληρη την TnT, και μόνο περιορισμένα δομικά δεδομένα είναι διαθέσιμα για 
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τμηματικές περιοχές της.90 Η δομή υψηλής ανάλυσης της περιοχής Τ2 είναι παρούσα στις 

δομές του συμπλόκου Tn, υποδεικνύοντας ότι η κύρια διεπαφή TnI-TnT είναι η ελικοειδής 

συσπειρωμένη σπείρα α-ελίκων που περιέχει τα κατάλοιπα Phe90-Arg136 της cTnI και τα 

κατάλοιπα Leu224-Val274 της cTnT στο ανθρώπινο σύμπλοκο cTn.90 
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2 Παραγωγή αντισωμάτων και ανοσοχημικοί προσδιορισμοί 

2.1 Αντιγόνο και αντίσωμα 

Αντιγόνο (Antibody generator) ονομάζεται κάθε ουσία που διεγείρει το ανοσοποιητικό 

σύστημα (ανοσοαπόκριση), ενεργοποιώντας τα λεμφοκύτταρα και προκαλώντας την 

παραγωγή ειδικών αντισωμάτων.1–3 Υπάρχουν δύο κατηγορίες αντιγόνων: 1) τα εξωγενή 

αντιγόνα (ή ετεροαντιγόνα), τα οποία προέρχονται από ιούς ή μικροοργανισμούς, δηλητήριο 

ζώων, πρωτεΐνες τροφίμων, διάφορα χημικά και τα συστατικά του ορού και των ερυθρών 

αιμοσφαιρίων άλλων ατόμων και 2) τα ενδογενή αντιγόνα (ή αυτοαντιγόνα), τα οποία 

προέρχονται από τον ίδιο τον οργανισμό, ο οποίος δεν είναι σε θέση να αναγνωρίσει τις 

δικές του φυσιολογικές ουσίες προκαλώντας την παραγωγή αυτοαντισωμάτων και 

οδηγώντας σε αυτοάνοσες διαταραχές.1 Τα τμήματα του αντιγόνου που συνδέονται με τα 

αντισώματα ονομάζονται αντιγονικοί καθοριστές ή επίτοποι4 και ο αριθμός τους εξαρτάται 

από την πολυπλοκότητα της δομής τους και το μοριακό τους βάρος. 

Τα αντισώματα (Antibodies) ή ανοσοσφαιρίνες (Immunoglobulins) είναι ειδικές 

πρωτεΐνες που παράγονται από το ανοσοποιητικό σύστημα ενός οργανισμού όταν αυτό 

διεγερθεί από την παρουσία ενός ξένου προς τον οργανισμό παράγοντα (ανοσογόνου 

αντιγόνου), με σκοπό την εξουδετέρωσή του.1,3 

Οι ανοσοσφαιρίνες αποτελούνται από ετεροδιμερείς γλυκοπρωτεΐνες. Συγκεκριμένα 

συνίστανται από τέσσερις πολυπεπτιδικές αλυσίδες: δύο όμοιες βαριές αλυσίδες (Ηeavy) 

και δύο όμοιες ελαφριές αλυσίδες (Light). Οι τέσσερις αλυσίδες συγκρατούνται μεταξύ τους 

με ηλεκτροστατικές δυνάμεις και δισουλφιδικούς δεσμούς, δίνοντας στο μόριο της 

ανοσοσφαιρίνης τη χαρακτηριστική μορφή του σχήματος Y (Εικόνα 2.1).4 

Εικόνα 2.1. Σχηματική απεικόνιση της δομής ενός αντισώματος θηλαστικού IgG και ενός 

αντισώματος όρνιθας IgY. 

 



Κεφάλαιο 2ο 

30 

Οι ανοσοσφαιρίνες των θηλαστικών κατατάσσονται σε πέντε διαφορετικές τάξεις με 

βάση τον τύπο των βαριών αλυσίδων γ, α, δ, ε και μ σε IgG, IgA, IgD, IgE και IgM 

αντίστοιχα. Οι διάφορες τάξεις των ανοσοσφαιρινών έχουν κοινή βασική δομή, αλλά κάθε 

τάξη έχει χαρακτηριστική λειτουργία.3 

Οι βαριές και ελαφριές αλυσίδες περιλαμβάνουν περιοχές που διαφέρουν ελάχιστα ως 

προς τη δομή τους και χαρακτηρίζονται ως σταθερές περιοχές (Constant) και περιοχές που 

διαφέρουν σημαντικά και χαρακτηρίζονται ως μεταβλητές (Variable). Οι μεταβλητές 

περιοχές βρίσκονται στο αμινοτελικό άκρο των Η και L αλυσίδων και σχηματίζουν τις δύο 

θέσεις δέσμευσης του αντιγόνου, που ονομάζονται παράτοποι.3,4 Οι σταθερές περιοχές, οι 

οποίες περιλαμβάνουν τα καρβοξυλικά άκρα,4 σχηματίζουν την «ουρά» του μορίου της 

ανοσοσφαιρίνης και παρόλο που δεν συμβάλλουν στη δέσμευση του αντιγόνου, 

συμμετέχουν στην ανοσοαπόκριση μέσω δευτερευουσών αντιδράσεων, όπως η 

ενεργοποίηση του συμπληρώματος και η σύνδεση στα φαγοκύτταρα,5 και παρέχουν δομική 

σταθερότητα.6 Οι σταθερές περιοχές των Η αλυσίδων ορίζονται ως CH1-CH2-CH3 για τις 

IgG, IgA και IgD με μία επιπλέον CH4 περιοχή για τις IgM και IgE.4 

2.2 Ανοσοσφαιρίνη IgY 

Η ανοσοσφαιρίνη IgY (Εικόνα 2.1) απαντάται στα πτηνά, στα αμφίβια και στα ερπετά 7,8 

και θεωρείται ως διάδοχη των IgM και IgA 8 και ως πρόδρομη των IgG και IgE των 

θηλαστικών.8,9 Η IgY των πτηνών θεωρείται ως η αντίστοιχη IgG των θηλαστικών. Ωστόσο, 

διαφέρουν ως προς τη δομή τους καθώς η IgY διαθέτει μία επιπλέον σταθερή περιοχή στη 

βαριά αλυσίδα 7 και το Fc τμήμα της περιέχει δύο πλευρικές αλυσίδες υδατανθράκων. 

Επίσης, η IgY στερείται μία εύκαμπτη περιοχή (hinge) μεταξύ των σταθερών τμημάτων 

CH1 και CH2, καθιστώντας τη λιγότερο ευέλικτη,7 αν και έχει βρεθεί μία παραλλαγή της 

IgY που διαθέτει την εύκαμπτη περιοχή (platypus IgY/IgO),8 ενώ μία άλλη διαθέτει μία 

περικομμένη Fc περιοχή.10 

2.3 Πλεονεκτήματα IgY αντισωμάτων όρνιθας 

Η IgY είναι μία πολύ σημαντική ανοσοσφαιρίνη τόσο για διαγνωστικούς όσο και για 

θεραπευτικούς σκοπούς.8 Η εξελικτική διαφοροποίηση μεταξύ των ειδών πτηνών και 

θηλαστικών συνεπάγεται μη ανοσολογική διασταυρούμενη αντιδραστικότητα (cross 
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reactivity) ανάμεσα στα αντισώματα IgY και IgG, καθώς και μη πρόσδεση στους Fc 

υποδοχείς των θηλαστικών, στον ρευματοειδή παράγοντα (RF), στις πρωτεΐνες Α και G,11 

γεγονότα που συνεπάγονται τόσο μείωση στις παρεμβολές (background) όσο και στις 

ψευδώς θετικές αντιδράσεις.8,11,12 Επιπλέον, τα IgY αντισώματα συνδέονται με 

περισσότερους αλλά και διαφορετικούς επίτοπους σε μια πρωτεΐνη θηλαστικού από το 

αντίστοιχο IgG αντίσωμα θηλαστικών. Κατά συνέπεια οι όρνιθες είναι καλύτερη επιλογή 

από π.χ. τα κουνέλια για την παραγωγή αντισωμάτων έναντι των διατηρημένων πρωτεϊνών 

των θηλαστικών και η IgY έχει προταθεί ως υποκατάστατο της IgG για τις ανοσολογικές 

δοκιμασίες στον ανθρώπινο ορό.13 

Η χρήση του κρόκου αυγού όρνιθας ως πηγή παραγωγής αντισωμάτων είναι πολύ 

σημαντική στη μείωση της χρήσης πειραματόζωων, καθώς οι όρνιθες παράγουν 

μεγαλύτερες ποσότητες αντισωμάτων από τα εργαστηριακά τρωκτικά ή τα κουνέλια,7,14 ενώ 

το 2-10% αναμένεται να είναι ειδικό για το αντιγόνο.7 Επίσης, καθιστά δυνατή την αποφυγή 

της συλλογής αίματος (επεμβατική δειγματοληψία), η οποία είναι οδυνηρή για το ζώο. Το 

Ευρωπαϊκό Κέντρο Επικύρωσης Εναλλακτικών Μεθόδων (ECVAM) συνιστά να 

χρησιμοποιούνται αντισώματα IgY κρόκου αντί αντισωμάτων θηλαστικών για λόγους 

ευζωίας των ζώων.11,14 Επιπλέον, η IgY έχει το πλεονέκτημα των σταθερών χημικών 

ιδιοτήτων, της υψηλής απόδοσης και του χαμηλού κόστους παραγωγής.7,11,13,14 

Οι ανοσοσφαιρίνες μεταφέρονται στα αυγά των ορνίθων με διάφορους τρόπους (Εικόνα 

2.2). Οι IgΑ και IgM μαζί με άλλες πρωτεΐνες του ωαρίου, μεταφέρονται στο λευκό μέρος 

του αυγού σε μικρές ποσότητες.14 Οι IgY υποδοχείς στο ωάριο προσδένουν επιλεκτικά και 

μεταφέρουν όλες τις IgY από τον ορό της όρνιθας στον κρόκο του αυγού.14 Η συγκέντρωση 

της IgY στον κρόκο (10-20 mg) είναι συγκρίσιμη ή μεγαλύτερη από αυτήν στον ορό. Η 

αναλογία IgYκρόκου/IgYορού είναι 1,23.11,12,14  

 

Εικόνα 2.2. Μεταφορά των αντισωμάτων από την όρνιθα στα αυγά και κατανομή των 

αντισωμάτων στα μέρη του αυγού. 
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2.4 Παραγωγή αντισωμάτων – Ανοσοποιήσεις 

Η παραγωγή αντισωμάτων σε πειραματόζωα προκύπτει από τη διαδικασία της 

ανοσοποίησης των ζώων και περιλαμβάνει την ένεση του ανοσογόνου (υποδερμικά, 

ενδοδερμικά ή ενδομυϊκά) σε δόσεις ανά διαστήματα.14 Στις όρνιθες η ανοσοποίηση μπορεί 

να γίνει ενδομυϊκά, υποδόρια, ενδοφλέβια, ως ρινική σταγόνα, αεροζόλ, κλπ.11 Ωστόσο, η 

υποδόρια ανοσοποίηση δίνει υψηλότερα επίπεδα ειδικής IgY σε σύγκριση με την 

ενδομυϊκή ανοσοποίηση, αν και η ενδομυϊκή είναι η πιο συνήθης.11,14 Επίσης, ο 

συνδυασμός ενδομυϊκής και ενδοφλέβιας ανοσοποίησης συχνά οδηγεί σε υψηλότερο τίτλο 

αντισωμάτων.11 Πρέπει να τονιστεί ότι η ενδοφλέβια ανοσοποίηση γίνεται χωρίς τη χρήση 

ανοσοενισχυτικών και εκτελείται πολύ αργά (500 μl ανά 15 min) για την αποφυγή 

αναφυλακτικής αντίδρασης.14 

Η πρώτη χορήγηση του ανοσογόνου προκαλεί την πρωτογενή ανοσολογική απόκριση, 

κατά την οποία παράγονται μικρές ποσότητες ανοσοσφαιρινών IgΜ. Η δευτερογενής 

απόκριση ακολουθεί με τις επόμενες χορηγήσεις του ανοσογόνου και οδηγεί στην παραγωγή 

μεγάλων ποσοτήτων ανοσοσφαιρινών IgG/IgY.14 

Η ανάπτυξη και παραγωγή αντισωμάτων ως αποτέλεσμα της ανοσοποίησης δεν μπορεί 

να προβλεφθεί. Οι μεταβλητές που επηρεάζουν την ανοσολογική απόκριση της 

ανοσοποιημένης όρνιθας είναι: το αντιγόνο (τύπος, δόση, MW, τρόπος χορήγησης), το 

ανοσοενισχυτικό (adjuvant), η ίδια η όρνιθα (συνθήκες εκτροφής, ηλικία, ράτσα, ικανότητα 

ωοτοκίας) και τα διαστήματα μεταξύ των ανοσοποιήσεων.11,14 

Πηγή αντιγόνου σε μία ανοσοποίηση αποτελούν ολόκληροι ιοί ή βακτήρια, 

ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες, ιοσώματα, προϊόντα εμβολίων, κλπ.11,15 Ουσίες μεγάλου 

μοριακού βάρους είναι εξαιρετικά αποτελεσματικές στην παραγωγή αντισωμάτων. Ωστόσο, 

η δυσκολία στην παραγωγή και στον καθαρισμό τους έστρεψε το ενδιαφέρον στην 

αξιοποίηση αντιγόνων μικρού μοριακού βάρους (έως 10 kDa), τα οποία ονομάζονται 

απτένια.11 Επιπλέον, η δόση του αντιγόνου που χρησιμοποιείται για την ανοσοποίηση 

μπορεί να επηρεάσει την ανοσοαπόκριση και τον τίτλο των αντισωμάτων. Έχει αποδειχτεί 

ότι η συγκέντρωση αντιγόνου 0,1-1 mg είναι ευνοϊκή για την ανοσοποίηση των ορνίθων.11,14 

Η παραγωγή πολυκλωνικών αντισωμάτων βελτιώνεται με τη χρήση ανοσοενισχυτικών 

αυξάνοντας τη συνολική ποσότητα των αντισωμάτων, μειώνοντας την απαιτούμενη 

ποσότητα του υπό χορήγηση αντιγόνου και τον αριθμό των επαναληπτικών δόσεων, και 

αυξάνοντας την ταχύτητα και τη διάρκεια της ανοσοαπόκρισης.14 Τα ανοσοενισχυτικά που 



Κεφάλαιο 2ο 

33 

χρησιμοποιούνται πιο συχνά στα ζώα εφαρμόζονται ως γαλακτώματα νερού σε έλαιο. Σε 

αυτά τα γαλακτώματα το αντιγόνο βρίσκεται στην υδατική φάση. Ο μηχανισμός δράσης των 

ανοσοενισχυτικών στηρίζεται στην δημιουργία μιας «δεξαμενής» του αντιγόνου στο σημείο 

χορήγησης, με αργή αποδέσμευση του αντιγόνου και την διέγερση των λεμφοκυττάρων. 

Υπάρχουν πολλά ανοσοενισχυτικά, τα οποία διαφέρουν ως προς τα χημικά 

χαρακτηριστικά, την αποτελεσματικότητα στην ανοσοδιέγερση και τις δευτερογενείς 

παρενέργειες στις ανοσοποιημένες όρνιθες.11 Το πλήρες ανοσοενισχυτικό Freund (Freund’s 

Complete Adjuvant) λογίζεται ως ο «χρυσός κανόνας» και είναι αυτό που χρησιμοποιείται 

συχνότερα, καθώς είναι ισχυρό ανοσοδιεγερτικό παρέχοντας καλή ανοσοαπόκριση ακόμη 

και σε ασθενή αντιγόνα. Όμως, αυτό το πλεονέκτημα συνδέεται με την πιθανότητα βλάβης 

του ιστού των θηλαστικών (τοπική ή συστηματική κυτταροτοξικότητα και φλεγμονή).11 Στις 

όρνιθες ωστόσο δεν παρατηρείται τοπική φλεγμονή.12,14 Το μη πλήρες ανοσοενισχυτικό 

Freund (Freund’s Incomplete Adjuvant) είναι λιγότερο αποτελεσματικό από το FCA, αλλά 

έχει λιγότερες παρενέργειες.14 

Επίσης, το διάστημα μεταξύ πρώτης, δεύτερης αλλά και των επακόλουθων 

ανοσοποιήσεων αποτελεί σημαντική παράμετρο για την επιτυχή παραγωγή αντισωμάτων. 

Διατίθενται πολλά πρωτόκολλα ανοσοποίησης που περιλαμβάνουν έναν εμβολιασμό ανά 

εβδομάδα, για 3 ή 7 συνεχόμενες εβδομάδες, ή έναν εμβολιασμό ανά 10 ημέρες.14 Γενικά 

συνιστάται το διάστημα μεταξύ της πρώτης και της δεύτερης χορήγησης του αντιγόνου να 

είναι 4 εβδομάδες.11,14 Οι συχνές ανοσοποιήσεις σε σύντομο χρόνο πιθανά να προκαλέσουν 

ανοσοκαταστολή και όχι ανοσοαπόκριση.11,14 

2.5 Απτένια 

Όπως προαναφέρθηκε, η δυσκολία στην παραγωγή και στον καθαρισμό αντιγόνων 

μεγάλου μοριακού βάρους έδωσε έδαφος στην αξιοποίηση αντιγόνων μικρού μοριακού 

βάρους, τα οποία ονομάζονται απτένια.11 Τα απτένια είναι οργανικά ή ανόργανα μικρά 

μόρια (π.χ. μικρά πεπτίδια που μπορούν να μιμηθούν επίτοπους) με χαμηλή ή καθόλου 

ανοσογονικότητα, τα οποία μπορούν να μετατραπούν σε τεχνητά αντιγόνα όταν 

προσδεθούν σε έναν πρωτεϊνικό φορέα.11,15 Επίσης, ένα πλεονέκτημα των απτενίων είναι 

ότι εφόσον παραχθούν εξειδικευμένα αντισώματα για αυτά, δίνουν μία πολύ σημαντική 

πληροφορία για την ακριβή θέση δέσμευσης του αντιγόνου,15 μιας και τα αντισώματα 

αναγνωρίζουν 5-6 αμινοξέα σε κάθε ανοσογονικό μόριο. 
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2.6 Ολιγοπεπτιδικοί συνθετικοί φορείς αντιγόνων: SOC και CPSOC 

Δεδομένου ότι κατά την ανοσολογική απόκριση τα Β-κύτταρα αναγνωρίζουν τα αντιγόνα 

ανάλογα με τη διαμόρφωσή τους, εκτός από την επιλογή των απτενίων που πρέπει να γίνεται 

με βάση το μέγεθος και τη φύση τους, εξίσου σημαντική είναι η επιλογή και ο σχεδιασμός 

των φορέων. Οι φορείς θα πρέπει να εκθέτουν και να παρουσιάζουν τα αντιγόνα-απτένια 

στα Β- και Τ-κύτταρα, ώστε να διεγερθεί το ανοσοποιητικό σύστημα. Ένας επιτυχημένος 

φορέας πρέπει να διαθέτει κατάλληλες λειτουργικές ομάδες για σύζευξη με τα απτένια, να 

προσδίδει καλή διαλυτότητα, αν και αυτό δεν αποτελεί απόλυτη απαίτηση καθώς μόρια που 

καθιζάνουν μπορεί να είναι ανοσογόνα, και να μην παρουσιάζει τοξικότητα.15 

Οι πιο διαδεδομένοι φορείς είναι πρωτεϊνικής φύσης, όπως η αιμοκυανίνη (Key-hole 

Lympet Haemocyanin) και η αλβουμίνη βόειου ορού (BSA),14,15 όμως χρησιμοποιούνται 

και φορείς λιπιδικής φύσης (λιποσώματα), συνθετικά ή φυσικά πολυμερή και συνθετικά 

οργανικά μόρια.15 

Οι συνθετικοί φορείς ανοσογονικών ουσιών σχεδιάζονται ούτως ώστε να διαθέτουν 

κατάλληλες λειτουργικές ομάδες για να μπορούν να προσδέσουν ομοιοπολικά τα απτένια. 

Συνθετικοί φορείς είναι απλά πολυμερή όπως η πολυ-L-λυσίνη, το πολυ-L-γλουταμινικό 

οξύ, το πολλαπλό αντιγονικό πεπτίδιο (Multiple Antigenic Peptide), η δεξτράνη, η 

πολυαιθυλενογλυκόλη, τα δενδριμερή15 και οι επαναλαμβανόμενοι ολιγοπεπτιδικοί φορείς 

(Sequential Oligopeptide Carrier). 

Ο φορέας SOC (Ac-(Lys-Aib-Gly)4-ΟΗ) (Εικόνα 2.3 Α) αποτελείται από την 

επαναλαμβανόμενη τριπλέτα αμινοξέων Lys-Aib-Gly, τα οποία προσδίδουν συγκεκριμένες 

ιδιότητες στον πεπτιδικό φορέα. Η λυσίνη, μέσω της αμινομάδας στην παράπλευρη 

αλυσίδα της, επιτρέπει την πρόσδεση του αντιγονικού πεπτιδίου. Το αμινο-ισοβουτυρικό 

οξύ (Aib) ευνοεί ιδιαίτερα την επαγωγή ελικοειδούς δομής στον πεπτιδικό σκελετό, λόγω 

των στερεοχημικών περιορισμών που προκύπτουν από τις δυο μεθυλομάδες στον α-

άνθρακα.16–18 Επιπλέον, το Aib δεν ανήκει στα φυσικά αμινοξέα, με αποτέλεσμα να 

αυξάνει την ανθεκτικότητα της πεπτιδικής αλληλουχίας, στην ενζυμική αποικοδόμηση 

που αποτελεί συχνό πρόβλημα των πεπτιδίων in vivo. Τέλος, η γλυκίνη επιλέχτηκε για 

τον μικρό στερεοχημικό όγκο που καταλαμβάνει. Από μελέτες NMR και μοριακής 

δυναμικής διαπιστώθηκε ότι ο φορέας SOC υιοθετεί μια διαμόρφωση 310-έλικας με 

ελαφρώς καμπυλωτό άξονα,19 η οποία διατηρείται ακόμη και μετά την πρόσδεση των 

αντιγονικών πεπτιδίων. Επίσης, βρέθηκε ότι τα προσδεμένα αντιγονικά πεπτίδια δεν 
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αντιδρούν μεταξύ τους ή με το φορέα διατηρώντας έτσι την «ενεργή» τους διαμόρφωση 

και ο φορέας SOC επιβάλλει σε μερικές περιπτώσεις την επικράτηση ενός μόνο 

διαμορφωμερούς.17,20.18 

Μία παραλλαγή του SOC, ο φορέας CPSOC, Ac-(Lys-Aib-Cys)4-NH2 (Εικόνα 2.3 Β), 

σχεδιάστηκε για τη σύζευξη βιολογικά δραστικών πεπτιδίων ή φαρμάκων μέσω του 

σχηματισμού θειοαιθερικών ή δισουλφιδικών δεσμών. Η λυσίνη και το αμινο-ισοβουτυρικό 

οξύ, χρησιμοποιήθηκαν για τους ίδιους λόγους όπως και στον φορέα SOC, ενώ η κυστεΐνη 

αντικατέστησε τη γλυκίνη ώστε να είναι δυνατό να σχηματιστούν οι επιθυμητοί 

θειοαιθερικοί και δισουλφιδικοί δεσμοί. 

Τα συμπλέγματα SOC/CPSOC-δραστικών ουσιών έχουν χρησιμοποιηθεί είτε ως 

αντιγονικά υποστρώματα σε ανοσοχημικές μελέτες είτε ως ανοσογόνα με αρκετά καλά 

αποτελέσματα. Συγκεκριμένα, αξιόπιστες και επαναλήψιμες διαγνωστικές δοκιμασίες 

αναπτύχθηκαν με υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα και τα παραχθέντα αντισώματα 

αναγνωρίζουν όχι μόνο τα συμπλέγματα, αλλά και όμοιες πρωτεΐνες.20–22 

2.7 Απομόνωση και καθαρισμός IgY αντισωμάτων από αυγά όρνιθας 

2.7.1 Διαχωρισμός του κρόκου από το ασπράδι του αυγού 

Τα αυγά των ανοσοποιημένων ορνίθων συλλέγονται, πλένονται προσεχτικά με νερό και 

σκουπίζονται. Το κέλυφος σπάει προσεκτικά και το ασπράδι αφαιρείται αρχικά 

χρησιμοποιώντας ένα διαχωριστικό αυγού.11 Για να αφαιρεθούν τυχόν υπολείμματα 

ασπραδιού, ο κρόκος ξεπλένεται με νερό ή ρυθμιστικό διάλυμα και τοποθετείται σε διηθητικό 

χαρτί, όπου αφήνεται να κυλήσει προσεχτικά. Το περιεχόμενο του κρόκου απελευθερώνεται 

τρυπώντας τη μεμβράνη βιτελίνης που τον περιβάλλει, η οποία συγκρατείται στο διηθητικό 

χαρτί. Στη συνέχεια ο κρόκος συλλέγεται και καταγράφεται ο όγκος του.11,16 

Εικόνα 2.3. Σχηματική απεικόνιση της πρωτοταγούς δομής των φορέων SOC 

(Α) και CPSOC (Β). 
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2.7.2 Απολιπίδωση κρόκου και εκχύλιση IgY 

Μέθοδος πολυαιθυλενογλυκόλης 

Η πολυαιθυλενογλυκόλη (PEG), ένα πολυμερές αιθυλενοξειδίου με γενικό τύπο 

H(OCH2CH2)nOH, χρησιμοποιείται για την καταβύθιση και πήξη λιποπρωτεϊνών,11,13 όπου 

τα λιπίδια διαχωρίζονται από το διάλυμα και απομακρύνονται με φυγοκέντρηση.11 Η 

εκχύλιση των IgY από το απολιπιδωμένο διάλυμα επιτυγχάνεται μέσω δύο περαιτέρω 

σταδίων προσθήκης PEG. Ενώ η αρχική συγκέντρωση PEG που χρησιμοποιείται για την 

απομάκρυνση των λιπιδίων είναι χαμηλή, για την καταβύθιση πρωτεϊνών απαιτούνται 

υψηλότερες συγκεντρώσεις, ώστε οι πρωτεΐνες να μην μπορούν να διαλυθούν λόγω του 

μεγαλύτερου όγκου που καταλαμβάνουν τα μόρια PEG και ως αποτέλεσμα να καθιζάνουν 

όταν ξεπεραστεί το όριο διαλυτότητάς τους.11 Όμως δεν προτιμάται για παραγωγή μεγάλης 

κλίμακας λόγω περιβαλλοντικών και οικονομικών παραγόντων.13 

Αραίωση με νερό και καθίζηση με άλας 

Η μέθοδος αυτή βασίζεται στη συσσωμάτωση των λιποπρωτεϊνών του κρόκου σε 

χαμηλές ιοντικές δυνάμεις με αποτέλεσμα να είναι αδιάλυτες στο νερό.11,16,17 Επιπλέον, με 

μείωση του pH (5-5,2), αυξάνεται η ικανότητα δέσμευσης των λιπιδίων, η ανάκτηση των 

IgY αυξάνεται και η ποσότητα των λιποπρωτεϊνών στο υδατοδιαλυτό κλάσμα (Water 

Soluble Fraction) μειώνεται.11 Επίσης, η κατάψυξη του αραιωμένου κρόκου οδηγεί σε 

δομικές αλλαγές στα σωματίδια της λιποπρωτεΐνης, λόγω της μικρότερης διαθεσιμότητας 

νερού και οδηγεί στο σχηματισμό λιπιδικών συσσωματωμάτων, που είναι αρκετά μεγάλα 

για να απομακρυνθούν με φυγοκέντρηση χαμηλής ταχύτητας.11,13 Το WSF διαχωρίζεται από 

τα λιπιδικά συστατικά με φυγοκέντρηση ή/και διήθηση. Η εκχύλιση των IgY επιτυγχάνεται 

με την προσθήκη διαλύματος NaCl υψηλής συγκέντρωσης, καθώς σε υψηλές 

συγκεντρώσεις ιόντων οι πρωτεΐνες φορτίζονται, συσσωματώνονται και καθιζάνουν.11 Η 

μέθοδος αυτή παρέχει πολλά πλεονεκτήματα, καθώς δεν περιλαμβάνονται τοξικά προϊόντα, 

είναι γρήγορη, αποδοτική και κατάλληλη για παραγωγή μεγάλης κλίμακας.11 

2.7.3 Καθαρισμός IgY 

Μέθοδος διαπίδυσης 

Η διαπίδυση (Dialysis) χρησιμοποιείται για την απομάκρυνση πρωτεϊνών, αλάτων και του 

τυχόν υπολειπόμενου PEG.26 Στηρίζεται στη χρήση ειδικών ημιπερατών μεμβρανών26 

(φυσικές, π.χ. κυτταρίνη, ή συνθετικές, π.χ. πολυπροπυλένιο), οι οποίες διαθέτουν πόρους 

διαφόρων διαστάσεων και επιλέγονται βάσει μεγέθους του υπό διαχωρισμό μακρομορίου. 
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Τα μικρά μόρια έχουν υψηλότερο συντελεστή διάχυσης σε σχέση με τα μεγαλύτερα και έτσι 

περνούν σταδιακά τη μεμβράνη και αναδύονται στο διάλυμα έξω από αυτήν.28 Μόρια που 

έχουν μέγεθος σημαντικά μεγαλύτερο από τη διάμετρο των πόρων της μεμβράνης 

διατηρούνται μέσα σε αυτήν. Έτσι, πρωτεΐνες και πεπτίδια μεγάλου μεγέθους διαχωρίζονται 

από ουσίες μικρότερου μεγέθους (Εικόνα 2.4).27 Τα δείγματα διαλύονται σε κατάλληλο 

διαλύτη και τοποθετούνται στο εσωτερικό της μεμβράνης, η οποία εμβαπτίζεται σε ποτήρι 

ζέσης που περιέχει κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα ή Η2Ο και αφήνεται υπό ανάδευση.26 25 

Η διαπίδυση μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την απομάκρυνση αλάτων και μικρών μορίων 

από το πρωτεϊνικό μίγμα, αλλά δε διαχωρίζει αποτελεσματικά τις πρωτεΐνες.25,27 

Χρωματογραφία Συγγένειας 

Η χρωματογραφία συγγένειας (affinity chromatography) είναι η αποτελεσματικότερη 

μέθοδος για τον καθαρισμό και τη λήψη εξειδικευμένων αντισωμάτων, καθώς 

εκμεταλλεύεται τις υψηλής συγγένειας αλληλεπιδράσεις ενός συγκεκριμένου συνδέτη (π.χ. 

πρωτεΐνη/πεπτίδιο) με ένα αντίσωμα.24,29  Έτσι, το εξειδικευμένο αντίσωμα προσδένεται 

εκλεκτικά, έναντι ενός μίγματος πρωτεϊνών, οδηγώντας σε υψηλά επίπεδα καθαρότητας σε 

ένα μόνο βήμα.11,26,31 25,27,30 Η πρόσδεση του υποκαταστάτη στο πολυμερικό υπόστρωμα 

(π.χ. αγαρόζη, σεφαρόζη)29,31 πραγματοποιείται με ομοιπολικούς δεσμούς και το προϊόν 

αποτελεί τη σταθερή φάση της στήλης, 26,31 ενώ στη συνέχεια το υπό καθαρισμό δείγμα 

προστίθεται στη στήλη με τη βοήθεια της κινητής φάσης η οποία είναι συνήθως ένα 

ρυθμιστικό διάλυμα. Όταν προστίθεται ένα μίγμα πρωτεϊνών στη στήλη, οποιαδήποτε 

Εικόνα 2.4. Απεικόνιση διαπίδυσης: Μεγάλα μόρια 

(κόκκινο) διατηρούνται μέσα στη μεμβράνη, ενώ τα 

μικρά (μπλε) διαχέονται στο περιβάλλον μέσο.25 
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πρωτεΐνη με συγγένεια για αυτόν τον υποκαταστάτη συνδέεται με τα σφαιρίδια του στερεού 

υποστρώματος.27,31 Τα ειδικά αντισώματα συγκρατούνται στη σταθερή φάση λόγω 

συγγένειας αντιγόνου-αντισώματος, ενώ οι υπόλοιπες ουσίες του μίγματος δεν 

συγκρατούνται και απομακρύνονται με εκπλύσεις.29,31,32 Στη συνέχεια οι δεσμευμένες 

πρωτεΐνες εκλούονται, είτε με ανταγωνιστικά ανάλογα και παράγοντες μετουσίωσης, είτε 

μεταβάλλοντας το pH (π.χ. Tris-HCl pH 2,2-2,8), την ιοντική ισχύ ή την πολικότητα.25,30,31 

2.8 Αποθήκευση και σταθερότητα των IgY 

Τα αντισώματα ως πρωτεΐνες είναι ευαίσθητα στη μετουσίωση, όμως τα IgY είναι αρκετά 

σταθερά στη θερμότητα (15 λεπτά στους 70 °C, ή παστερίωση στους 60 °C για 3,5 λεπτά). 

Σε pH >4 είναι αρκετά σταθερά, αλλά σε pH 2 και 37 °C η δραστικότητα μειώνεται γρήγορα, 

πιθανώς λόγω διαμορφωτικών αλλαγών καθώς η πολυπεπτιδική αλυσίδα δεν διασπάται, 

όπως αποδεικνύεται από πειράματα SDS-PAGE.12 Επίσης, η αναστολή της δραστικότητας 

δεν επιβεβαιώθηκε στη χρωματογραφία συγγένειας κατά την έκλουση των αντισωμάτων με 

το διάλυμα Gly/HCl pH 2.3-2.5.23 Τα αντισώματα IgY σε διάλυμα μπορούν να 

αποθηκευτούν για μήνες έως χρόνια στους 4 °C, με ή χωρίς την προσθήκη αναστολέων 

ανάπτυξης βακτηρίων όπως το αζίδιο του νατρίου, ή στους -20 °C.11,12 Όμως, αν τα 

Εικόνα 2.5. Απεικόνιση του καθαρισμού πρωτεϊνών με χρωματογραφία συγγένειας. Οι μη 

ειδικές πρωτεϊνες (μωβ και κίτρινο) δεν προσδένονται στη στήλη και απομακρύνονται με 

διήθηση και εκπλύσεις, ενώ τα μόρια με συγγένεια για τη στήλη (κόκκινο) εκλούονται με 

μεταβολή των φυσικοχημικών ιδιοτήτων τους. 
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αντισώματα πρόκειται να επισημανθούν με υπεροξειδάση HRP (Horseradish Peroxidase) 

τότε πρέπει να καθαριστούν με διαπίδυση, καθώς μπορεί να ανασταλεί η δραστικότητά τους 

σε αραιώσεις πρωτογενούς αντισώματος μικρότερες από 1:1000. Επίσης, στην περίπτωση 

που τα αντισώματα αποθηκεύονται στους -20 °C ή -70 °C θα πρέπει να αποφεύγεται η 

επαναλαμβανόμενη κατάψυξη-απόψυξη καθώς η δραστικότητα μειώνεται κατά 50%, 

γεγονός που μπορεί να αποφευχθεί είτε με την προσθήκη γλυκερίνης,11 ή με αποθήκευση 

των δειγμάτων σε μικρότερα κλάσματα (aliquots).11,23 Επιπλέον, η μακροπρόθεσμη 

αποθήκευση αντισωμάτων σε παραγωγή μεγάλης κλίμακας γίνεται συνήθως με 

λυοφιλιοποίηση.11 Τα IgY είναι σταθερά σε εύρος pH 4-9 και θερμοκρασία έως 65 °C. Το 

εύρος pH και θερμοκρασίας μπορεί να επεκταθεί αν προστεθούν σταθεροποιητές όπως 

σάκχαρα, πολυόλες, κα.13 

Τα IgY σε διάλυμα τείνουν να αυτοσυσσωματώνονται, αλλά αυτό δεν επηρεάζει τη 

συνολική δραστικότητά τους, ενώ η δραστικότητα των υψηλής καθαρότητας αντισωμάτων 

μειώνεται ταχύτερα από αυτή των μερικώς καθαρισμένων.11 

2.9 Ανοσοχημικοί προσδιορισμοί 

Ανοσοχημικές θεωρούνται οι αναλυτικές τεχνικές που χρησιμεύουν στον ποιοτικό ή 

ποσοτικό προσδιορισμό βιολογικών μορίων, συνήθως πρωτεϊνών (αντιγόνων και 

αντισωμάτων).5,33,34 Οι ανοσοδοκιμασίες που χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό 

αναλυτών διακρίνονται σε: i) ιχνηθετημένες, (π.χ. χρωματομετρικές και φθορισμομετρικές 

τεχνικές), και ii) μη ιχνηθετημένες (π.χ. συντονισμός επιφανειακού πλασμονίου, 

ηλεκτροχημικές τεχνικές, κα). 34–36 39 Η επιλογή της μεθόδου εξαρτάται από την ευαισθησία, 

την εκλεκτικότητα, το κόστος και την ευκολία χρήσης.39 

Οι ιχνηθετημένες ανοσοδοκιμασίες, χωρίζονται σε ετερογενείς και ομογενείς. Στις 

ομογενείς, τα αντισώματα αλληλεπιδρούν με τα αντιγόνα σε διάλυμα και τα δεσμευμένα 

αντισώματα διακρίνονται από τα μη δεσμευμένα βάσει φυσικοχημικών αλλαγών που 

προκύπτουν από την πρόσδεση αντισώματος-αντιγόνου.38,39 Μετά την ανοσοαντίδραση, δεν 

απαιτείται διαχωρισμός των ανοσοσυμπλεγμάτων από τις ελεύθερες μορφές αντισώματος ή 

αντιγόνου γιατί το αναλυτικό σήμα τροποποιείται κατά τη δέσμευση του αντιγόνου από το 

αντίσωμα.40 Στις ετερογενείς, τα αντισώματα ακινητοποιούνται σε ένα στερεό υπόστρωμα 

και εν συνεχεία αλληλεπιδρούν με τα αντιγόνα.38,39 Μετά την ανοσοαντίδραση, το 

επισημασμένο μόριο διατηρεί το αναλυτικό σήμα αμετάβλητο και απαιτείται διαχωρισμός 
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των ανοσοσυμπλεγμάτων από τις ελεύθερες μορφές.40 Οι ομογενείς ανοσοδοκιμασίες 

προτιμώνται για τη μέτρηση μορίων μικρού μοριακού βάρους, ενώ οι ετερογενείς για 

μεγαλύτερα μόρια που διαθέτουν περισσότερους επίτοπους. 

Η στερεή επιφάνεια στις ετερογενείς ανοσοδοκιμασίες μπορεί να είναι: πλαστικό υλικό 

(π.χ. πολυστυρένιο), μεμβράνη, νανοσωματίδια, κλπ. Η πρόσδεση στη στερεή επιφάνεια 

επιτελείται είτε μέσω προσρόφησης, είτε μέσω ομοιοπολικής σύνδεσης. Οι τεχνικές 

προσρόφησης απαιτούν προσεκτική επιλογή των συνθηκών υπό τις οποίες εφαρμόζονται, 

καθώς επηρεάζονται από παραμέτρους όπως η θερμοκρασία, το pH, η ιοντική ισχύς, κλπ. 

Επιπλέον, οι τεχνικές προσρόφησης εμφανίζουν ορισμένες φορές υψηλές τιμές μη ειδικής 

δέσμευσης, επηρεάζουν τη χημική ισορροπία της ειδικής αντίδρασης ιδιαίτερα όταν η 

σταθερά σύνδεσης αντιγόνου-ειδικού αντισώματος είναι μικρή, ενώ απαιτούν μεγάλες 

ποσότητες αντιδραστηρίων. 

2.10 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

Η ΕLISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) είναι τεχνική υψηλής ευαισθησίας, 

που επιτρέπει τον ποιοτικό ή ποσοτικό προσδιορισμό κυρίως αντισωμάτων και αντιγόνων 

σε ένα δείγμα, κάνοντας χρήση ενζυμο-συζευγμένων αντισωμάτων και χρωμογόνου 

υποστρώματος και στηρίζεται στην αλληλεπίδραση αντιγόνου-αντισώματος.5,37 Η ποσοτική 

ανάλυση στηρίζεται στη μέτρηση της απορρόφησης του φωτός του δείγματος και τη 

σύγκρισή της με μία πρότυπη καμπύλη, ενώ η ποιοτική ανάλυση παρέχει ενδείξεις για 

αρνητικό ή θετικό αποτέλεσμα στο δείγμα. Η ELISA ταξινομείται σε: 

Άμεση ELISA (Εικόνα 2.7 Α): Η πλάκα επιστρώνεται απευθείας με το υπό προσδιορισμό 

αντιγόνο ή το αντίσωμα, ενώ για την ανίχνευσή τους χρησιμοποιείται ένα συζευγμένο με 

ένζυμο αντίσωμα.39 Η άμεση ELISA εμφανίζει μικρότερο ποσοστό λάθους εξαιτίας της 

εφαρμογής μικρότερου αριθμού σταδίων σε σύγκριση με τις υπόλοιπες ELISA. 

Έμμεση ELISA (Εικόνα 2.7 Β): Η πλάκα επιστρώνεται αρχικά με το αντιγόνο, στη συνέχεια 

επωάζεται με το υπό προσδιορισμό αντίσωμα και για την ανίχνευση χρησιμοποιείται 

δευτερογενές ενζυμο-συζευγμένο αντίσωμα.5,39 Η έμμεση ELISA παρουσιάζει υψηλότερη 

ευαισθησία δεδομένου ότι χρησιμοποιεί ενζυμο-συζευγμένο δευτερογενές αντίσωμα, το 

οποίο αλληλεπιδρά με το πρωτογενές αντίσωμα. 
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ELISA Sandwich (Εικόνα 2.7 Γ): Η πλάκα επιστρώνεται αρχικά με το αντίσωμα σύλληψης, 

στη συνέχεια επωάζεται με το υπό προσδιορισμό αντιγόνο, έπειτα με το αντίσωμα 

ανίχνευσης και τέλος με το ένζυμο-συζευγμένο αντίσωμα για την ανίχνευση. Η ELISA 

τύπου Sandwich είναι η πλέον ευαίσθητη τεχνική,5,39 καθώς κάθε αντίσωμα είναι ιδιαίτερα 

εξειδικευμένο έναντι του επιτόπου ενός αντιγόνου και είναι κατάλληλη για αντιγόνα που 

έχουν πολλούς επίτοπους. 

Ανταγωνιστική ELISA (Εικόνα 2.7 Δ): Η πλάκα επιστρώνεται με το αντιγόνο, ενώ 

ταυτόχρονα το αντίσωμα επωάζεται παρουσία του αντιγόνου και στη συνέχεια το μίγμα 

επώασης προστίθεται στην πλάκα που φέρει το αντιγόνο. Τέλος, γίνεται επώαση με ενζυμο-

συζευγμένο αντίσωμα. Η ανταγωνιστική ELISA χαρακτηρίζεται από τον ανταγωνισμό 

μεταξύ διαλυτού και ακινητοποιημένου σε στερεή επιφάνεια αντιγόνου για την πρόσδεση 

με το αντίσωμα. Όσο υψηλότερη είναι η συγκέντρωση αντιγόνου στο δείγμα, τόσο λιγότερο 

ελεύθερο αντίσωμα θα δεσμευθεί στην επικαλυμμένη με αντιγόνο πλάκα και έτσι η 

απορρόφηση θα είναι χαμηλότερη.5 

 

  

Εικόνα 2.6. Απεικόνιση των τεσσάρων βασικών τύπων ELISA. 
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3 Πεπτιδική Σύνθεση & Χημειοεκλεκτικές Αντιδράσεις 

3.1 Πρωτεΐνες – Πεπτίδια & Αμινοξέα 

Οι πρωτεΐνες και τα πεπτίδια είναι πολύ σημαντικά βιομόρια, 

καθώς συμμετέχουν σε πολλές φυσιολογικές και βιολογικές 

διαδικασίες των ζωντανών οργανισμών.1–3 Η βασική δομική 

μονάδα των φυσικών πρωτεϊνών και πεπτιδίων, είναι το 

αμινοξύ (Εικόνα 3.1).2,4 Ένα α-αμινοξύ αποτελείται από ένα 

κεντρικό άτομο άνθρακα (Cα) που συνδέεται με 4 

διαφορετικές ομάδες (μια αμινομάδα, μία καρβοξυλομάδα, 

μία παράπλευρη αλυσίδα R χαρακτηριστική για κάθε αμινοξύ 

και ένα άτομο υδρογόνου), σχηματίζοντας τετραεδρική 

γεωμετρία και ένα ασύμμετρο χειρόμορφο κέντρο (Cα).3 Τα 

20 φυσικά αμινοξέα είναι L-χειρόμορφα, ενώ τα D-εναντιομερή τους δεν συναντώνται στις 

πρωτεΐνες. Tα L-αμινοξέα έχουν διαμόρφωση S (δηλαδή η φορά από τον υποκαταστάτη 

υψηλότερης προτεραιότητας σε αυτόν χαμηλότερης είναι αριστερόστροφη), εκτός από την 

κυστεΐνη που έχει R διαμόρφωση (δεξιόστροφη) και τη γλυκίνη που δεν είναι χειρόμορφη.1,3 

Τα αμινοξέα ταξινομούνται, βάσει της παράπλευρης αλυσίδας τους, σε ουδέτερα, όξινα, 

βασικά, αρωματικά, θειούχα, μονο-άμινο ή μονο-καρβοξυλικά, υδρόξυ-αμινοξέα και ένα ίμινο 

οξύ (Εικόνα 3.2).2 

 

Εικόνα 3.1. L και D ισομερή 

αμινοξέων, S διαμόρφωση. 

Εικόνα 3.2.Ονομασία, συντακτικοί τύποι και ταξινόμηση των αμινοξέων βάσει των ιδιοτήτων τους. 
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Τα πεπτίδια διακρίνονται από τις πρωτεΐνες βάσει του μικρότερου αριθμού αμινοξέων 

που διαθέτουν 2,5 και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως λειτουργικά μόρια σε θεραπευτικές 

εφαρμογές (π.χ. αντιμικροβιακά, αντιθρομβωτικά, αντιοξειδωτικά, κλπ.), καθώς επίσης και 

ως υλικά σε διαγνωστικές εφαρμογές (χαρτογράφηση επιτόπων, παραγωγή αντισωμάτων 

και σχεδιασμό εμβολίων).1,5–10 Είναι επομένως λογική η αυξανόμενη ζήτηση στη 

διαθεσιμότητα των πεπτιδίων. 

Τα πεπτίδια λαμβάνονται με χημική σύνθεση, με απομόνωση από φυσικές πηγές και με 

ανασυνδυασμένες τεχνικές πρωτεϊνικής έκφρασης.1,10 Οι πρωτεΐνες και τα πεπτίδια είναι 

γραμμικά πολυμερή που δημιουργούνται με ομοιοπολική σύνδεση της α-καρβοξυλομάδας 

ενός αμινοξέος με την α-αμινομάδα ενός άλλου αμινοξέος, σχηματίζοντας έναν πεπτιδικό 

(ή αμιδικό) δεσμό, που συνοδεύεται από την απώλεια ενός μορίου νερού. Η βιοσύνθεση των 

πεπτιδικών δεσμών είναι ενδόθερμη και απαιτεί ενέργεια (~4 kcal/mol) για να 

πραγματοποιηθεί.2 Έτσι, ο in vitro σχηματισμός πεπτιδικού δεσμού γίνεται αυξάνοντας την 

ενέργεια της α-καρβοξυλομάδας του ενός αμινοξέος με χρήση αντιδραστηρίων υψηλού 

ενεργειακού περιεχομένου. 

3.2 Χημική σύνθεση πεπτιδίων 

Η χημική σύνθεση των πεπτιδίων, ανάλογα με τη φάση στην οποία πραγματοποιούνται οι 

διάφορες διεργασίες, διακρίνεται σε δύο κατηγορίες: 1. Σύνθεση σε διάλυμα (Liquid-Phase 

Peptide Synthesis) κατά την οποία όλες οι διεργασίες γίνονται σε υγρή φάση.6,7 Τα 

ενδιάμεσα προϊόντα μπορούν να καθαριστούν με εκχύλιση, κρυστάλλωση και 

χρωματογραφία, μειώνοντας όμως σημαντικά την τελική απόδοση.11 2. Σύνθεση σε στερεή 

φάση (Solid-Phase Peptide Synthesis), κατά την οποία ένα αμινοξύ μπορεί να συνδεθεί 

πάνω σε ένα αδιάλυτο πολυμερικό υπόστρωμα, όπου και πραγματοποιούνται στη συνέχεια 

όλες οι διεργασίες επιμήκυνσης της πεπτιδικής αλυσίδας.7,12,13 Η σύνθεση στερεάς φάσης 

χρησιμοποιείται συχνότερα λόγω της καλύτερης απόδοσης, των λιγότερων παραπροϊόντων 

και της εύκολης απομάκρυνσης αντιδραστηρίων και διαλυτών.5,6 Στην SPPS 

χρησιμοποιούνται δύο στρατηγικές η Fmoc/tBu και η και Boc/Bzl. Από τις δύο στρατηγικές 

προτιμάται η Fmoc/tBu διότι χρησιμοποιούνται πιο ήπιες συνθήκες για την απομάκρυνση 

του πεπτιδίου από το στερεό πολυμερές και των προστατευτικών ομάδων των παράπλευρων 

αλυσίδων (TFA αντί HF).7,8,14 
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3.3 Σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση 

Η πεπτιδική σύνθεση στερεής φάσης (Solid-Phase Peptide Synthesis) πραγματοποιείται σε 

ειδικό γυάλινο σωλήνα με ηθμό (vessel), ώστε να συγκρατεί το στερεό πολυμερικό 

υπόστρωμα ενώ οι διαλύτες και τα αντιδραστήρια απομακρύνονται εύκολα με διήθηση υπό 

κενό. Στην Fmoc/tBu στρατηγική, οι κόκκοι του πολυμερούς διογκώνονται με κατάλληλους 

διαλύτες (π.χ. DMF/DCM) και έπειτα απομακρύνεται η Fmoc προστασία της δραστικής 

ομάδας της ρητίνης σε βασικές συνθήκες. Στη συνέχεια, αφού πρώτα γίνει ενεργοποίηση 

της καρβοξυλομάδας του πρώτου αμινοξέος με το κατάλληλο αντιδραστήριο σύζευξης 

(καρβοδιϊμίδιο ή φωσφονικό/ουρονικό παράγωγο), αυτό συνδέεται ομοιοπολικά στο στερεό 

πολυμερικό υπόστρωμα (αμιδικός δεσμός). Η αντίδραση λαμβάνει χώρα μεταξύ της 

δραστικής ομάδας της ρητίνης και της α-καρβοξυλομάδας του αμινοξέος.1,5,14–16 Η Nα-Fmoc 

προστασία του πρώτου αμινοξέος απομακρύνεται και προστίθεται τo επόμενο 

ενεργοποιημένο αμινοξύ με αντίδραση της Να-αμινομάδας του πρώτου αμινοξέος και της α-

καρβοξυλομάδας του επόμενου. 

Ενδιάμεσα από κάθε σύζευξη ή απομάκρυνση της Nα-Fmoc προστατευτικής ομάδας, 

γίνονται εκπλύσεις με κατάλληλους διαλύτες (DMF, DCM) για την απομάκρυνση 

περίσσειας αντιδραστηρίων, παραπροϊόντων και διαλυτών. Ο κύκλος αυτών των διεργασιών 

επαναλαμβάνεται έως ότου σχηματιστεί το επιθυμητό πεπτίδιο.8 Ακολουθεί ο διαχωρισμός 

του πεπτιδίου από τη ρητίνη και η ταυτόχρονη απομάκρυνση όλων των προστατευτικών 

ομάδων των παράπλευρων αλυσίδων (Σχήμα 3.1),1,5,14 ενώ το τελευταίο στάδιο είναι ο 

καθαρισμός και η απομόνωση του επιθυμητού πεπτιδίου. 

Σχήμα 3.1. Πορεία SPPS με Fmoc/tBu στρατηγική. R: παράπλευρη αλυσίδα και P: προστασία παράπλευρης 

αλυσίδας. 
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3.3.1 Στερεό Πολυμερικό Υπόστρωμα  

Τα στερεά πολυμερικά υποστρώματα (ή ρητίνες), πάνω στα οποία λαμβάνει χώρα η 

επιμήκυνση της πεπτιδικής αλυσίδας, ποικίλλουν και επιλέγονται ανάλογα με την τελική 

επιθυμητή μορφή του πεπτιδίου (ελεύθερο καρβοξύλιο ή αμίδιο). Οι δύο ρητίνες που 

χρησιμοποιούνται περισσότερο είναι η Wang και η Rink Amide, οδηγώντας σε ελεύθερο 

καρβοξύλιο και αμίδιο, αντίστοιχα.5,8,14 Παραλλαγή της Rink Amide αποτελεί η Rink Amide 

AM, η οποία εμφανίζει μεγαλύτερη σταθερότητα στις ισχυρά όξινες συνθήκες.17 

3.3.2 Προστατευτικές ομάδες 

Η προστασία των αμινοξικών τμημάτων είναι απαραίτητη για την αποφυγή παράπλευρων 

αντιδράσεων και πρέπει να είναι ορθογωνική. Αυτό σημαίνει ότι η απομάκρυνση της 

προστατευτικής ομάδας της Nα-αμινομάδας δεν επηρεάζει τις προστατευτικές ομάδες των 

παράπλευρων αλυσίδων. Ορθογωνική προστασία παρέχουν οι στρατηγικές Fmoc/tBu και 

Boc/Bzl.1,5,8,14 Οι προστατευτικές ομάδες θα πρέπει να μειώνουν τη δραστικότητα της υπό 

προστασία ομάδας, να είναι σταθερές στις συνθήκες της σύνθεσης και να απομακρύνονται 

εύκολα. Ανάλογα με τη δραστική ομάδα που προστατεύουν διακρίνονται σε Nα-αμινο-

προστατευτικές (Fmoc, BOC), σε α-καρβοξυ-προστατευτικές (απαραίτητες κυρίως στην 

υγρή φάση) και σε προστατευτικές ομάδες των παράπλευρων αλυσίδων (π.χ. Lys (ε-NH2), 

Asp (β-COOH), Cys (-SH), κλπ.). Ορισμένες προστατευτικές ομάδες των παράπλευρων 

αλυσίδων που χρησιμοποιούνται στην Fmoc-SPPS φαίνονται στον Πίνακα 3.1.1,8,14 

Προστατευτικές ομάδες Αμινοξέα Απομάκρυνση 

tBu Ser, Thr, Tyr, Asp, Glu TFA 

Trt Cys, His, Asn, Gln, Ser, Thr, Tyr TFA 

Mmt, Mtt Cys, Lys, His Αραιό διάλυμα TFA 

Acm Cys I2, Tl(TFA)3 

Boc Lys, Trp TFA 

Pbf Arg TFA 

Η Fmoc-Να προστασία απομακρύνεται σε βασικές συνθήκες (π.χ. 20% πιπεριδίνη ή 4-

μεθυλ-πιπεριδίνη/DMF) σε δύο στάδια (Σχήμα 3.2).6 Η πιπεριδίνη αποσπά το όξινο 

υδρογόνο της Fmoc, σχηματίζοντας ένα δραστικό ενδιάμεσο (διβενζοφουλβένιο, DBF) που 

παγιδεύεται από τη δευτεροταγή αμίνη. Η Να πρωτονιώνεται και σχηματίζεται μια -ΝΗ2 

ομάδα. Η αντίδραση λειτουργεί καλύτερα σε έναν πολικό διαλύτη, δότη ηλεκτρονίων (π.χ. 

DMF), συγκριτικά με έναν μη πολικό (π.χ. DCM).18 

Πίνακας 3.1. Προστατευτικές ομάδες παράπλευρων αλυσίδων και συνθήκες απομάκρυνσης. 
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Για την ταυτοποίηση της απομάκρυνσης της Fmoc πραγματοποιούνται δοκιμές 

χρωματομέτρησης της ρητίνης, όπως είναι το Test Kaiser,19 το οποίο ανιχνεύει πρωτοταγείς 

και δευτεροταγείς αμίνες. Όταν η ρητίνη που φέρει μια αμινομάδα κατεργαστεί με 

νινυδρίνη, τότε το διάλυμα παίρνει ένα χαρακτηριστικό μπλε χρώμα για πρωτοταγείς αμίνες 

ή καφέ χρώμα που αντιστοιχεί σε μη κλασικά προϊόντα για τις δευτεροταγείς αμίνες.6 Η 

δοκιμή βασίζεται στην αντίδραση τρανσαμίνωσης-αποκαρβοξυλίωσης της νινυδρίνης με τα 

αμινοξέα (Σχήμα 3.3). 

3.3.3 Σχηματισμός πεπτιδικού δεσμού-Αντιδραστήρια Σύζευξης 

Για την αντίδραση σχηματισμού ενός πεπτιδικού δεσμού είναι απαραίτητη η ενεργοποίηση 

μιας από τις δραστικές ομάδες, συνήθως της καρβοξυλομάδας, η οποία μετατρέπεται σε 

κάποιο παράγωγο καρβοξυλικού οξέος. Η μετατροπή αυτή γίνεται με αντικατάσταση της 

καρβοξυλομάδας από έναν υποκαταστάτη, ο οποίος έλκει ηλεκτρόνια και αυτό προκαλεί 

Σχήμα 3.2. Μηχανισμός απομάκρυνσης της Fmoc- προστατετυτικής ομάδας σε βασικές συνθήκες. 

Σχήμα 3.3. Μηχανισμός αντίδρασης νινυδρίνης με ελεύθερες αμινομάδες (test Kaiser). 
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την αύξηση της πολικότητας της καρβοξυλομάδας και κατά συνέπεια του ηλεκτρονιόφιλου 

χαρακτήρα του ατόμου του άνθρακα. Έτσι διευκολύνεται η πυρηνόφιλη προσβολή της 

αμινομάδας του αμινοξέος που πρόκειται να ακυλιωθεί. 

Οι κυριότερες μέθοδοι σχηματισμού πεπτιδικού δεσμού είναι οι εξής: i) Μέθοδος χλωριδίων, 

ii) Μέθοδος αζιδίων, iii) Μέθοδος ανυδριτών, iv) Μέθοδος ενεργών εστέρων, v) Αντιδραστήρια 

σύζευξης.20 Η προτιμότερη μέθοδος είναι αυτή των αντιδραστηρίων σύζευξης, καθώς 

προστίθενται στο μίγμα του καρβοξυλο- και του αμινο-συστατικού, ώστε η ενεργοποίηση και 

η σύζευξη να προχωρούν ταυτόχρονα (in situ). Οι κυριότερες κατηγορίες αντιδραστηρίων 

σύζευξης είναι τα καρβοδιιμίδια και τα φωσφονικά και ουρονικά παράγωγα.3,5,21  

3.3.3.1 Καρβοδιϊμίδια 

Η αντίδραση των αμινοξέων με τα καρβοδιϊμίδια περιλαμβάνει την πυρηνόφιλη προσβολή 

του ηλεκτρονιόφιλου άνθρακα του καρβοδιϊμιδίου από την καρβοξυλομάδα του αμινοξέος 

που πρόκειται να εισαχθεί στην πεπτιδική αλυσίδα.6 Το ενδιάμεσο της αντίδρασης, Ο-

ακυλισοουρία, υφίσταται πυρηνόφιλη προσβολή από το αμινο-συστατικό (αμινομάδα 

ρητίνης ή αμινοξέος) οδηγώντας στο επιθυμητό πεπτίδιο (Σχήμα 3.4).6  

Όμως, η Ο-ακυλισοουρία τείνει να σχηματίζει οξαζολόνη, που συνεπάγεται 

ρακεμοποίηση προς σχηματισμό της Ν-ακυλοουρίας,8 η οποία απομακρύνεται δύσκολα. 

Προς αποφυγή της ρακεμοποίησης χρησιμοποιούνται πυρηνόφιλα υδροξυπαράγωγα, από τα 

οποία το πιο διαδεδομένο είναι το 1-υδροξυβενζοτριαζόλιο (HOBt) (Σχήμα 3.4).5,6 Το HOBt 

μειώνει το χρόνο ζωής του ενδιάμεσου παραγώγου της Ο-άκυλο-ισοουρίας και επομένως το 

σχηματισμό των παραγώγων της Ν-ακυλοουρίας. Επίσης, συμβάλλει στην οπτική 

Σχήμα 3.4. Δημιουργία πεπτιδικού δεσμού με χρήση καρβοδιϊμιδίων, σχηματισμός Ν-ακυλο-ουρίας και 

δράση βοηθητικού πυρηνόφιλου HOBt προς αποφυγή ρακεμοποίησης. 
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καθαρότητα των αμινοξέων, καθώς ως ασθενές οξύ εμποδίζει την αφαίρεση πρωτονίου από 

το οπτικώς ενεργό άτομο άνθρακα και βοηθάει στη δημιουργία ενός πιο δραστικού και 

ισχυρού ακυλιωτικού μέσου, το οποίο επιταχύνει την αντίδραση σύζευξης και αποτρέπει το 

σχηματισμό ανεπιθύμητων αντιδράσεων.21 

Στην BOC/Bzl στρατηγική χρησιμοποιείται το Ν,Ν'-δικυκλοεξυλοκαρβοδιιμίδιο (DCC), 

ενώ στην Fmoc/tBu στρατηγική χρησιμοποιείται το Ν,Ν'-διισοπροπυλοκαρβοδιιμίδιο 

(DIC), το οποίο αντιδρά με το HOBt ταχύτερα και με καλύτερες αποδόσεις. 

3.3.3.2 Φωσφονικά και ουρονικά παράγωγα 

Τα φωσφονικά και ουρονικά παράγωγα μετατρέπουν τα Fmoc-αμινοξέα στους αντίστοιχους 

εστέρες, παρουσία μιας τριτοταγούς οργανικής βάσης, όπως της Ν,Ν-διισοπροπυλαιθυλαμίνης 

(DIEA) σε DMF, η οποία απομακρύνει το όξινο πρωτόνιο του Fmoc-αμινοξέος.6,21 Στη 

συνέχεια, το αποπρωτονιωμένο Fmoc-αμινοξύ προστίθεται στο φωσφονικό/ουρονικό 

παράγωγο, προάγοντας την αποβολή ενός παραγώγου τριαζολίου. Τέλος, το παράγωγο 

υδροξυβενζοτριαζολίου προστίθεται στην καρβονυλομάδα του Fmoc-αμινοξέος, και με 

πυρηνόφιλη υποκατάσταση σχηματίζεται το ενεργοποιημένο Fmoc-αμινοξύ (Σχήμα 3.5).6 

Σχήμα 3.5. Μηχανισμός σχηματισμού πεπτιδικού δεσμού με το HBTU και αποφυγή ρακεμοποίησης με το 

βοηθητικό πυρηνόφιλο HOBt. 
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Όμως, εξαιτίας των βασικών συνθηκών αυξάνεται ο κίνδυνος της ρακεμοποίησης, μέσω 

οξαζολόνης, η οποία μπορεί να αποφευχθεί με τη χρήση HOBt που αποπρωτονιώνει τη 

σχηματιζόμενη οξαζολόνη.6,21 Στα φωσφονικά παράγωγα ανήκει το 1-H-βενζοτριαζολυλο- 

Ν-οξυ-τρι(πυρρολιδινο) φωσφονικό εξαφθοροφωσφορικό άλας (PyBOP), ενώ στα ουρονικά 

παράγωγα ανήκουν το εξαφωσφορικό άλας της 2-(1Η-βενζοτριαζολυλ)-1,1,3,3-

τετραμεθυλουρίας (HBTU), το τετραφθοροβορικό άλας της 2-(1Η-βενζοτριαζολυλ)-1,1,3,3-

τετραμεθυλουρίας (TBTU) και το εξαφωσφορικό άλας της Ο-(7-αζοβενζοτριαζολυλ)-1,1,3,3-

τετραμεθυλουρίας (HATU).5,6 

3.3.4 Αποκοπή Πεπτιδίου Από τη Ρητίνη- Παραλαβή στερεού πεπτιδίου 

Για το διαχωρισμό του πεπτιδίου από το πολυμερικό υπόστρωμα, απαιτούνται όξινες 

συνθήκες, στις οποίες είναι δυνατή και η απομάκρυνση των προστατευτικών ομάδων των 

παράπλευρων αλυσίδων.6 Στη στερεή φάση με την Fmoc/tBu στρατηγική, η απομάκρυνση 

του πεπτιδίου από τη ρητίνη γίνεται με TFA11 (Σχήμα 3.6). 

Ωστόσο αυτή η διαδικασία δημιουργεί καρβοκατιόντα, που είναι επιρρεπή σε αλκυλίωση 

και έχει ως αποτέλεσμα παραπροϊόντα, μικρή απόδοση και καθαρότητα του επιθυμητού 

μορίου.5,6 Για την αποφυγή όλων αυτών, συνιστάται η χρήση μίγματος πυρηνόφιλων 

«δεσμευτών» (scavengers) κατιόντων, παρέχοντας εκλεκτική προστασία έναντι 

συγκεκριμένων παράπλευρων αντιδράσεων (Σχήμα 3.6).6 Τέτοιες ενώσεις είναι το H2O, η 

ανισόλη, η θειοανισόλη, η 2-μερκαπτοαιθανόλη, η 1,2-αιθανοδιθειόλη, η διθειοθρεϊτόλη και 

το τριισοπροπυλοσιλάνιο.5,6,22 Συνήθως χρησιμοποιούνται περισσότεροι του ενός 

«δεσμευτές». Εκτός από τους «δεσμευτές» κατιόντων, χρήσιμη αποδεικνύεται και η 

προσθήκη DMB που προστατεύει τη ρητίνη από αποικοδόμηση.17 

Σχήμα 3.6. Μηχανισμός αποκοπής πεπτιδίου από τη ρητίνη και δράση των δεσμευτών κατιόντων. 
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Μετά την αντίδραση αποκοπής του πεπτιδίου από τη ρητίνη, ακολουθεί εξάτμιση των 

διαλυτών, έκπλυση σε διισοπροπυλ-αιθέρα, εκχύλιση σε υδατικό διάλυμα οξέος (για τη 

διατήρηση του πεπτιδίου υπό ελαφρά όξινη κατάσταση) και λυοφιλιοποίηση.6 

Η SPPS έχει αποδειχτεί η καλύτερη μέθοδος για τη σύνθεση μικρών πεπτιδίων, ωστόσο 

για τη σύνθεση πρωτεϊνών ή μεγαλύτερων πεπτιδίων μπορεί να εφαρμοστεί είτε η 

συμπύκνωση πεπτιδικών τμημάτων είτε οι χημειοεκλεκτικές αντιδράσεις πεπτιδίων.1,8 Από 

τις δύο προσεγγίσεις, οι χημειοεκλεκτικές αντιδράσεις υπερτερούν καθώς δεν απαιτούν 

αντιδραστήρια σύζευξης και προστασία στις παράπλευρες αμινοξικές αλυσίδες.1 

3.4 Χημειοεκλεκτικές Αντιδράσεις – Θειοαιθερικός δεσμός 

Οι χημειοεκλεκτικές (chemoselective) αντιδράσεις είναι αντιδράσεις κατά τις οποίες μία 

λειτουργική ομάδα αντιδρά κατά προτίμηση έναντι μίας άλλης.23 Για τη δημιουργία 

αμιδικού δεσμού υπάρχουν πολλές μέθοδοι σύνδεσης πεπτιδικών τμημάτων, όπως η φυσική 

χημική σύνδεση (Native Chemical Ligation) και η σύνδεση σερίνης/θρεονίνης (STL), κλπ.1 

Ωστόσο χρήσιμες αποδεικνύονται και οι μη φυσικές χημικές συνδέσεις που οδηγούν σε μη 

αμιδικούς δεσμούς, όπως ο δεσμός θειοεστέρα, θειοαιθέρα, δισουλφιδίου, υδραζόνης, 

οξίμης και ψευδοπρολίνης.3,11 

Ο θειοαιθερικός δεσμός είναι ιδανικός για τις πειραματικές μελέτες πεπτιδίων και για το 

σχεδιασμό φαρμακευτικών πεπτιδικών αναλόγων, καθώς εμφανίζει σταθερότητα in vivo, 

δηλαδή είναι ανθεκτικός στην ενζυμική αποικοδόμηση και επιπλέον δεν επηρεάζεται από 

ενδοκυττάριες και εξωκυττάριες οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις, όπως συμβαίνει με τον 

δισουλφιδικό δεσμό.24  

Στη σύνθεση πεπτιδικών μακρομορίων, για το σχηματισμό διαμοριακού θειοαιθερικού 

δεσμού, απαιτείται μία ελεύθερη θειολομάδα (-SH) σε ένα πεπτίδιο και μία αλογονο-

ακετυλιωμένη αμινομάδα σε ένα άλλο πεπτίδιο.  

Η αλογονο-ακετυλίωση συνήθως γίνεται σε στερεή φάση όπου οι δραστικές ομάδες του 

πεπτιδίου είναι προστατευμένες για την αποφυγή παράπλευρων αντιδράσεων. Ο 

μηχανισμός (Σχήμα 3.7) περιλαμβάνει την προσβολή του καρβονυλικού άνθρακα του 

αλογονο-οξικού παραγώγου από την ελεύθερη αμινομάδα του πεπτιδίου. 

Σχήμα 3.7. Μηχανισμός ιωδοακετυλίωσης της Να-αμινομάδας. 
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Υπάρχουν διάφορα αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται για το σχηματισμό ενός 

αλογονο-ακετυλιωμένου πεπτιδίου, όπως τα αλογονοακέτυλο αλογονίδια (XCOCH2X),25 τα 

αλογονοξέα (XCH2COOH)24 και οι αλογονοξικοί ανυδρίτες (XCH2CO)2O
26. Τα 

αντιδραστήρια αυτά χρησιμοποιούνται σε περίσσεια ισοδυνάμων αλογονιδίου για κάθε 

αμινομάδα.24 Η αλογονοακετυλίωση με αλογονοξέα, απαιτεί την ενεργοποίηση της 

καρβοξυλομάδας με κάποιο αντιδραστήριο σύζευξης και το σχηματισμό του αντίστοιχου 

ανυδρίτη μέσω του οποίου πραγματοποιείται η αντίδραση. Συνήθως χρησιμοποιείται το DIC 

ως αντιδραστήριο σύζευξης.28,29 Για την διεξαγωγή της αντίδρασης χρησιμοποιούνται οι 

διαλύτες DMF ή DCM ή μίγμα αυτών. Η αντίδραση γίνεται υπό αδρανείς συνθήκες, καθώς 

τα αντιδραστήρια είναι εξαιρετικά ευαίσθητα στον ατμοσφαιρικό αέρα και στο φως.24 Το 

αλογονοξικό οξύ διαλύεται στον κατάλληλο διαλύτη και προστίθεται το DIC. Η αναλογία 

των αντιδραστηρίων XCH2COOH/DIC μπορεί να είναι 1/1 ή 2/1. 

Ο θειοαιθερικός δεσμός σχηματίζεται σε ήπιες αλκαλικές συνθήκες με την προσβολή του 

άνθρακα (XCH2-) του αλογονο-ακετυλιωμένου πεπτιδίου από την ελεύθερη θειολομάδα της 

κυστεΐνης του άλλου πεπτιδίου, με ταυτόχρονη απομάκρυνση ενός μορίου HX (Σχήμα 3.8). 

Ο σχηματισμός θειοαιθερικού δεσμού, μεταξύ μίας θειολομάδας και ενός 

ιωδοακετυλιωμένου πεπτιδίου, λαμβάνει χώρα σε σχετικά μη παρεμποδισμένες θέσεις και 

εξαρτάται από:  

1. Τη δραστικότητα του πυρηνόφιλου: τα θειολικά ανιόντα ανήκουν στα πιο δραστικά 

πυρηνόφιλα υπερβαίνοντας σε μεγάλο βαθμό τη δραστικότητα οποιουδήποτε άλλου 

πυρηνόφιλου στις πρωτεΐνες (~7 φορές δραστικότερα από τα --ΟΗ) και έτσι οι αποδόσεις 

σε SN2 αντιδράσεις είναι πολύ υψηλές.27 Δεδομένου ότι σε αλκαλικό περιβάλλον οι 

ελεύθερες σουλφιδρυλομάδες μπορούν να σχηματίσουν δισουλφιδική γέφυρα (δηλαδή 

διμερές πεπτίδιο), συνιστάται η χρήση πυκνών διαλυμάτων ιωδοακετυλιωμένου πεπτιδίου, 

καθώς η δραστικότητα της αλογονοακετυλο ομάδας είναι μεγαλύτερη από αυτή της 

Σχήμα 3.8. Μηχανισμός σχηματισμού θειοαιθερικού δεσμού. 
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σουλφιδρυλομάδας και αυτό συνεπάγεται την ταχύτερη αντίδραση σχηματισμού 

θειοαιθερικού δεσμού. Όμως, η περίσσεια της ιωδοακετυλομάδας μπορεί να αντιδράσει με 

τις παράπλευρες αμινοξικές αλυσίδες (π.χ. αμινομάδες, ιμιδαζολυλικά άζωτα), με χαμηλή 

κινητική ωστόσο, για αυτό ο χρόνος της αντίδρασης είναι σημαντικός. 

2. Την αποχωρούσα ομάδα: όσο πιο εύκολα αποχωρεί η αλογονομάδα, τόσο αυξάνεται η 

ταχύτητα της αντίδρασης, καθώς σταθεροποιείται καλύτερα το αρνητικό φορτίο. Δεδομένου 

ότι το ιώδιο είναι το μεγαλύτερο αλογονίδιο (F-<Cl-<Br-<I-), αναμένεται να είναι η καλύτερη 

αποχωρούσα ομάδα και να σταθεροποιείται καλύτερα το σχηματιζόμενο ανιόν και τα 

ιωδοακέτυλο-πεπτίδια να είναι πιο δραστικά.27  

3. Το pH: για το σχηματισμό του θειοαιθερικού δεσμού απαιτούνται ήπιες αλκαλικές 

συνθήκες (pH 7-9).27 Όσο αυξάνεται η τιμή του pH, τόσο αυξάνεται η συγκέντρωση του 

θειοανιόντος στο διάλυμα της αντίδρασης και επομένως η πυρηνόφιλη προσβολή της 

σουλφιδρυλομάδας γίνεται ταχύτατα. Η ρύθμιση και παρακολούθηση του pH κρίνεται 

απαραίτητη διότι i) κατά την αντίδραση ελευθερώνεται οξύ, το οποίο μπορεί να μειώσει το 

pH, ii) όταν το pH της αντίδρασης υπερβαίνει το 9 υπάρχει κίνδυνος διμερισμού του 

πεπτιδίου (δισουλφιδική γέφυρα). Το ευνοϊκότερο pH είναι το 8.2 (pKa θειολομάδας 

κυστεΐνης: 8.2).27 Η αντίδραση τερματίζεται μειώνοντας το pH. 

4. Το διαλύτη: ο χρησιμοποιούμενος διαλύτης πρέπει να διαλύει πλήρως τα αντιδρώντα. 

Ορισμένα πεπτίδια δεν έχουν καλή διαλυτότητα στα ρυθμιστικά διαλύματα. Η χρήση 

οργανικών διαλυτών, που να αναμιγνύονται πλήρως με υδατικά διαλύματα (π.χ. 

ακετονιτρίλιο, μεθανόλη, DMF), αυξάνει τη διαλυτότητα των πεπτιδίων, οδηγώντας σε πιο 

ολοκληρωμένες αντιδράσεις. Επιπλέον, η χρήση πολικών ή/και πρωτικών διαλυτών 

επιβραδύνει την SN2 αντίδραση, διότι επιδιαλυτώνουν και σταθεροποιούν καλύτερα το 

ανιονικό πυρηνόφιλο -σε σχέση με τη μεταβατική κατάσταση- και έτσι δεν ευνοείται η SN2 

αντίδραση. Αντιθέτως, η παρουσία πολικών απρωτικών διαλυτών (π.χ. DMSO, DMF, 

CH3CN) στο διάλυμα της αντίδρασης μειώνει το ενεργειακό φράγμα της μεταβατικής 

κατάστασης και επιταχύνει το σχηματισμό θειοαιθερικού δεσμού. 

5. Ατμοσφαιρικές συνθήκες: Η αντίδραση λαμβάνει χώρα σε θερμοκρασία δωματίου υπό τη 

συνεχή παροχή ενός αδρανούς αερίου, για την αποφυγή σχηματισμού διμερών 

παραπροϊόντων οξείδωσης. 
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3.5 Τεχνικές Απομόνωσης και Ταυτοποίησης Πεπτιδίων & Πρωτεϊνών 

3.5.1 Φασματομετρία μάζας 

Η φασματομετρία μάζας (Mass Spectrometry) χρησιμοποιείται για την ταυτοποίηση 

ανόργανων και οργανικών ενώσεων, μεταξύ των οποίων τα πεπτίδια.10,30,31 Οι χημικές και 

δομικές πληροφορίες της αναλυόμενης ουσίας λαμβάνονται μετρώντας τις τιμές του λόγου 

μάζας προς φορτίο (m/z) των φορτισμένων μορίων και την αφθονίας τους. Ο λόγος m/z είναι 

χαρακτηριστικός για κάθε μόριο και η μέτρηση εμφανίζει μεγάλη ακρίβεια.30,32 

Συνοπτικά, η διαδικασία για τη λήψη ενός φάσματος μάζας είναι η εξής: Το δείγμα 

εισάγεται στην πηγή ιονισμού, η οποία παράγει ιόντα σε αέρια φάση.10,30,33–36 Η καλύτερη 

μέθοδος ιονισμού για τα πεπτίδια είναι ο ιονισμός με ηλεκτροψεκασμό (Electrospray 

Ionization), κατά τον οποίο το δείγμα ψεκάζεται και διέρχεται από έναν τριχοειδή 

σωλήνα.10,34 Μεταξύ του σωλήνα και ενός βοηθητικού ηλεκτροδίου εφαρμόζεται μια 

διαφορά δυναμικού ώστε να προκύψει το κατάλληλο ηλεκτρικό πεδίο και κατά συνέπεια η 

μετατροπή των εισερχόμενων συστατικών σε ιόντα (θετικά ή αρνητικά φορτισμένα). 

Έπειτα, καθώς τα φορτισμένα σταγονίδια κινούνται προς το βοηθητικό ηλεκτρόδιο, ο 

διαλύτης εξατμίζεται, εξαιτίας της εφαρμοζόμενης θερμοκρασίας. Τα ιόντα επιταχύνονται 

και εισέρχονται στον αναλυτή μάζας, όπου διαχωρίζονται ανάλογα με το λόγο m/z, σε 

θάλαμο κενού.10,30,31,34,35,37 Ένας από τους πιο διαδεδομένους αναλυτές είναι ο γραμμικός 

τετραπολικός αναλυτής.31,37 Τα διαχωρισμένα ιόντα λαμβάνονται από τον ανιχνευτή και 

προσδιορίζονται ανάλογα με τη σχετική αφθονία τους.30,31,33,34,37 Το ηλεκτρικό σήμα 

καταγράφεται και τα αποτελέσματα εμφανίζονται ως γράφημα της έντασης του σήματος 

έναντι του λόγου m/z (φάσμα μάζας).33 Ο λόγος m/z υπολογίζεται από τον τύπο: m/z = 

(m±nH+)/n, όπου m: η μοριακή μάζα του δείγματος, n: ο αριθμός των θετικών ή αρνητικών 

φορτίων και H+: η μάζα του πρωτονίου.10,33,34 

3.5.2 Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 

Οι πρωτεΐνες και τα πεπτίδια, πρέπει να είναι υψηλής καθαρότητας για να μπορέσουν να 

χρησιμοποιηθούν σε φαρμακευτικές και διαγνωστικές εφαρμογές. Οι μέθοδοι απομόνωσης 

και καθαρισμού των πεπτιδίων είναι κυρίως χρωματογραφικές και εκμεταλλεύονται τις 

διαφορές στο μέγεθος, την πολικότητα, τη χημική/βιολογική συγγένεια ή άλλες ιδιότητές 

τους.2,10,38,39 Μία βελτιωμένη χρωματογραφία στήλης είναι η υγρή χρωματογραφία υψηλής 

απόδοσης (High Performance Liquid Chromatography, HPLC).2,10,40 Ο διαχωρισμός των 
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συστατικών βασίζεται στη διαφορά των συντελεστών κατανομής των δύο φάσεων. Ανάλογα 

με το υπόστρωμα (στατική φάση) και τη σχέση της πολικότητας στατικής-κινητής φάσης, η 

HPLC ταξινομείται σε: 

1. HPLC κανονικής φάσης (Normal phase): Η στατική φάση είναι πολική (π.χ. silica) και 

η κινητή φάση είναι μη πολική (π.χ. εξάνιο, διαιθυλαιθέρας).40,41 Ο διαχωρισμός 

βασίζεται στην ικανότητα της αναλυόμενης ουσίας να εμπλέκεται σε πολικές 

αλληλεπιδράσεις (π.χ., δεσμούς υδρογόνου ή αλληλεπιδράσεις διπόλου-διπόλου) με την 

επιφάνεια της στατικής φάσης. Οι πολικές ενώσεις προσροφώνται ισχυρότερα στο 

πυρίτιο, συγκριτικά με τις μη πολικές, δηλαδή εκλούονται πιο αργά από τη στήλη.39,41 

2. HPLC ανάστροφης φάσης (Reversed phase): Είναι η πιο διαδεδομένη για τα πεπτίδια.41 

Η κινητή φάση είναι μέτρια πολική, αποτελούμενη από μίγμα διαλυτών (π.χ. 

ακετονιτρίλιο, μεθανόλη, νερό), ενώ η στατική φάση είναι μη πολική (π.χ. πολυμερή 

σίλικας) και διαθέτει αλειφατικές ομάδες που αποτελούνται από 4, 6, 8 και 18 άτομα 

άνθρακα και οι αντίστοιχες στήλες ονομάζονται C4, C6, C8 και C18 αντίστοιχα.41 Η RP-

HPLC βασίζεται στις υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, δηλαδή τις απωστικές δυνάμεις 

μεταξύ ενός πολικού μέσου έκλουσης, του αναλύτη και της μη πολικής στατικής 

φάσης.39 Οι μη πολικές ενώσεις είναι λιγότερο διαλυτές στην κινητή φάση, ενώ έλκονται 

από τις ομάδες υδρογονανθράκων της στατικής φάσης λόγω δυνάμεων van der Waals. 

Ως εκ τούτου, το πέρασμά τους από τη στήλη επιβραδύνεται, δηλαδή έχουν μεγαλύτερο 

χρόνο κατακράτησης.40,41  

Συνοπτικά η διαδικασία καθαρισμού με HPLC περιλαμβάνει τα εξής: Το προς ανάλυση 

δείγμα (όγκου 0,1-100 ml) διαβιβάζεται υπό υψηλή πίεση στην HPLC με το σύστημα 

έγχυσης που παρεμβάλλεται μεταξύ της αντλίας και της χρωματογραφικής στήλης.40,41 Το 

δείγμα εισάγεται στο βρόγχο (loop) και μεταφέρεται με τη βοήθεια της κινητής φάσης στη 

στήλη.40 Το δείγμα εισάγεται στο σύστημα έκλουσης, το οποίο διαβιβάζεται συνεχόμενα με 

σταθερή ροή και υπό υψηλή πίεση στη στήλη με τη βοήθεια της αντλίας.2,10,39–41 Ορισμένες 

αντλίες συνδυάζουν πολυάριθμους διαλύτες, σε αναλογίες μεταβαλλόμενες στο χρόνο, 

δημιουργώντας μία βαθμιδωτή σύνθεση κινητής φάσης.40 Καθώς διέρχεται η κινητή φάση 

από τη στήλη, κάθε συστατικό του δείγματος εκλούεται και ανιχνεύεται από έναν κατάλληλο 

ανιχνευτή που προσδιορίζει τους μοριακούς χρόνους κατακράτησης, βάσει ιδιοτήτων 

απορρόφησης, φθορισμού, μάζας, κα.39–41 Το ηλεκτρικό σήμα του ανιχνευτή καταγράφεται 

και απεικονίζεται ως μία ή περισσότερες κωδωνοειδείς καμπύλες. Η περιοχή κάτω από κάθε 

κορυφή είναι ανάλογη με την ποσότητα της ουσίας που διέρχεται από τον ανιχνευτή.39,40 
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4 Αντικείμενο και Σκοπός Διατριβής 

Οι καρδιοαγγειακές παθήσεις (CVDs) αποτελούν διαταραχές της καρδιάς και των 

αιμοφόρων αγγείων. Η καρδιακή προσβολή και το εγκεφαλικό επεισόδιο είναι συνήθως 

οξέα συμβάντα και προκαλούνται κυρίως από απόφραξη που εμποδίζει τη ροή του αίματος 

στην καρδιά ή στον εγκέφαλο. Δεδομένου ότι έγκαιρη διάγνωση των καρδιοαγγειακών 

νοσημάτων αποτελεί επιτακτική ανάγκη, καθώς αποτελεί την κύρια αιτία θανάτου και 

αναπηρίας στον ανεπτυγμένο κόσμο, η πρόκληση για τους ερευνητές στον τομέα νέων 

διαγνωστικών προσεγγίσεων είναι η ανάπτυξη διαγνωστικών μέσων που να λειτουργούν 

αποτελεσματικά (χωρίς να είναι θετικά/αρνητικά ψευδή), γρήγορα, εύκολα και να έχουν 

χαμηλό κόστος. Στη διάγνωση των καρδιοαγγειακών παθήσεων χρησιμοποιούνται κλινικές 

διαγνωστικές και αιματολογικές εξετάσεις όπου ελέγχονται διάφοροι βιοχημικοί δείκτες 

όπως οι τροπονίνες (cardiac troponin, cTn), η κρεατινική κινάση (CΚ-ΜΒ), η C-αντιδρώσα 

πρωτεΐνη (CRP), κ.α. 

Στο έμφραγμα του μυοκαρδίου, είτε πρόκειται για ισχαιμία είτε για νέκρωση, ο 

σημαντικότερος βιοχημικός δείκτης είναι η τροπονίνη, καθώς μπορεί να ανιχνεύει μικρές 

βλάβες που πιθανά υπάρχουν σε έναν ασθενή υψηλού κινδύνου με ευάλωτη αθηρωματική 

πλάκα, απουσία μυοκαρδιακής νέκρωσης. Η τροπονίνη αποτελεί σύμπλεγμα πρωτεϊνών 

τριών υπομονάδων (TnI, TnT, TnC), οι οποίες απελευθερώνονται στην κυκλοφορία του 

αίματος από τον καρδιακό μυϊκό ιστό που βρίσκεται υπό συνθήκες ισχαιμικού στρες και 

έτσι μπορούν να ανιχνευθούν στο πλάσμα του αίματος. Το σύμπλοκο της τροπονίνης 

εδράζεται στα λεπτά νημάτια των σκελετικών και καρδιακών μυών και φυσιολογικά 

ρυθμίζει τη σύσπασή τους. Σε αυτόν το βιοχημικό κύκλο κάθε ισομερές έχει διαφορετική 

βιολογική λειτουργία. Αν και οι τροπονίνες των καρδιακών μυϊκών ιστών κωδικοποιούνται 

από διαφορετικά γονίδια από αυτές των σκελετικών, η μεταξύ τους ομολογία είναι υψηλή. 

Ωστόσο, η καρδιακή τροπονίνη Ι (cTnI) έχει την μικρότερη ομολογία συγκριτικά με τις 

άλλες δύο και αυτό συνεπάγεται υψηλότερη εξειδίκευση για τον μυοκαρδιακό ιστό. Έτσι, 

δεδομένου ότι η τιμή των καρδιακών τροπονινών αυξάνεται ταχύτατα από την έναρξη του 

προκάρδιου άλγους, και δεδομένης της μεγαλύτερης εξειδίκευσης της τροπονίνης I για τον 

καρδιακό μυ, η cTnI καθίσταται ιδανικός βιοχημικός δείκτης για τη διάγνωση των οξέων 

στεφανιαίων συνδρόμων. 

Στις κλινικές αναλύσεις, το τεστ τροπονίνης βασίζεται στην τεχνική της E.L.I.S.A. 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) τύπου Sandwich με τη χρήση δύο εξειδικευμένων 

αντισωμάτων (σύλληψης και ανίχνευσης) έναντι της τροπονίνης και ενός αντι-αντισώματος 



Κεφάλαιο 4ο 

62 

επισημασμένου με χρωμοφόρο ουσία. Η ELISA παρέχει μεγάλη ευαισθησία όμως υπάρχουν 

πολλοί παράγοντες που μπορούν να επηρεάσουν την ανίχνευση της τροπονίνης και σε 

αυτούς περιλαμβάνονται 1) η διαφορά ως προς την εξειδίκευση και την ευαισθησία των 

εμπορικώς διαθέσιμων βιο-αντιδραστηρίων, δηλαδή των αντισωμάτων σύλληψης και 

ανίχνευσης έναντι διαφορετικών αντιγονικών περιοχών της τροπονίνης ή και ολόκληρης της 

πρωτεΐνης, 2) η φωσφορυλίωση συγκεκριμένων αμινοξικών κατάλοιπων της τροπονίνης, 

όπως η σερίνη και η συμπλοκοποίηση της cTnI με άλλα μόρια, 3) η ύπαρξη ειδικών anti-

cTnI αυτο-αντισωμάτων (IgG σφαιρίνες) στην κυκλοφορία του αίματος των ασθενών, τα 

οποία παράγονται έπειτα από διέγερση του ανοσοποιητικού συστήματος από την 

απελευθέρωση των τροπονινών στο αίμα, γεγονός που δυσχεραίνει την κατάταξη των 

ασθενών σε υποψήφιους ή μη για οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου. Έτσι λαμβάνονται θετικά 

ή αρνητικά ψευδή αποτελέσματα. 

Τα πολλά διαφορετικά διαθέσιμα βιο-αντιδραστήρια οδήγησαν στην ανάγκη για τον 

ορισμό του ορίου ανίχνευσης cutoff το οποίο πρέπει να παρουσιάζει συντελεστή 

διακύμανσης μικρότερο από 10% σε ορισμένη συγκέντρωση της τροπονίνης. Αυτός ο 

περιορισμός οδήγησε στην ανάπτυξη δοκιμασιών υψηλότερης αναλυτικής ευαισθησίας, η 

οποία βελτιώθηκε σημαντικά, από τα 100 ng/ml των αρχικών δοκιμασιών σε 0,006 ng/ml 

των σύγχρονων δοκιμασιών (high- και ultra- sensitive), δίνοντας τη δυνατότητα καλύτερης 

παρακολούθησης της τιμής της τροπονίνης για την έγκαιρη διάγνωση μίας πιθανής βλάβης. 

Όμως, ενώ αυξήθηκε η κλινική ευαισθησία για τη διάγνωση του εμφράγματος του 

μυοκαρδίου, η αυξημένη αναλυτική ευαισθησία συνδέθηκε με μειωμένη ειδικότητα, 

δημιουργώντας έτσι μια πρόσθετη διαγνωστική πρόκληση. 

Οι μέχρι σήμερα χρησιμοποιούμενες μέθοδοι στην κλινική πράξη, είναι κυρίως 

χρωματομετρικοί και φωτομετρικοί που ανιχνεύουν την τροπονίνη με υψηλή ευαισθησία, 

απαιτούνται όμως πολλά πειραματικά βήματα, τα οποία συνεπάγονται σχετικά μεγάλο 

χρόνο αλλά και κόστος. Στη βιβλιογραφία γίνονται αναφορές και σε άλλου είδους 

προσδιορισμούς όπως ηλεκτροχημικοί, παραμαγνητικοί και συντονισμού επιφανειακού 

πλασμονίου. Με αυτές τις εξελίξεις στην τεχνολογία, δημιουργούνται νέες προοπτικές για 

την ανίχνευση της τροπονίνης όπως: 1) σμίκρυνση των φορητών, ευαίσθητων, 

εξειδικευμένων βιοαισθητήρων, δηλαδή Point of care tests (POCTs), 2) συντομότερος 

αναλυτικός χρόνος αξιολόγησης, 3) χαμηλό κόστος. 
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Παρά τις συνεχείς εξελίξεις, υπάρχουν σημαντικά περιθώρια βελτίωσης στις δοκιμασίες 

της τροπονίνης ιδιαίτερα στον τομέα της τυποποίησης των ποσοτικών προσδιορισμών και 

της εξάλειψης παρεμβολών των διαφόρων παραγόντων. 

Λαμβάνοντας υπ’ όψιν την αναγκαιότητα βελτίωσης του προσδιορισμού της καρδιακής 

τροπονίνης, αντικείμενο και σκοπός της παρούσας διατριβής είναι η παραγωγή 

εξειδικευμένων βιο-αντιδραστηρίων για την ανάπτυξη ευαίσθητων και εξειδικευμένων 

διαγνωστικών εργαλείων και τεχνικών προσδιορισμού της καρδιακής τροπονίνης I. 

Για την επίτευξη του στόχου της παρούσας διδακτορικής διατριβής ακολουθήθηκε η 

παρακάτω προσέγγιση: 

1. Σχεδιασμός των ανοσογονικών μακρομορίων, ο οποίος στηρίχθηκε i) στην ικανότητα 

του φορέα Sequential Oligopeptide Carrier (SOC) να προβάλλει τους επιτόπους για 

καλύτερη ανοσολογική απόκριση των πειραματόζωων, καθώς και καλύτερη αναγνώριση 

του επιτόπου από το αντίσωμα κατά την πρόσδεση στο ELISA plate, ii) τον βαθμό 

αντιγονικότητας και υδροφιλικότητας των αλληλουχιών της καρδιακής τροπονίνης I, και 

iii) την ομολογία τους με τις αντίστοιχες σκελετικές ισομορφές ταχείας (fs-TnI) και 

βραδείας (ss-TnI) σύσπασης και τις καρδιακές τροπονίνες T και C. 

2. Πεπτιδική σύνθεση των ανοσογονικών συμπλεγμάτων διακλαδισμένης αρχιτεκτονικής 

της καρδιακής τροπονίνης I. 

3.  Σύνθεση του πεπτιδίου FYSHSFHENWPS (12-peptide) που βιβλιογραφικά 

υποστηρίζεται ότι αναγνωρίζει την καρδιακή τροπονίνη I. 

4. Παραγωγή εξειδικευμένων αντισωμάτων έναντι των επιλεγμένων επιτόπων της cTnI 

μέσω ανοσοποιήσεων σε πειραματόζωα (όρνιθες). 

5. Σύνθεση συμπλεγμάτων σεφαρόζης-πεπτιδίου (Seph@Ahx-cTnI19-31) και 

νανοσωματιδίων σίλικας-πεπτιδίου (SiO2@12peptide) με χημειοεκλεκτικές αντιδράσεις 

θειοαιθερικού δεσμού. 

6. Δοκιμασίες ELISA για την ανίχνευση της cTnI από τα παραχθέντα αντισώματα. 

7. Δοκιμασίες ανίχνευσης της cTnI με εφαρμογή των έξυπνων υλικών (Smart Materials 

and Structure): i) νανοσωματίδια σίλικας-12πεπτίδιο (SiO2@12peptide) και ii) 

συζευγμένα πολυμερή (TCDA@12peptide). 

8. Συγκριτική αποτίμηση των προτεινόμενων βιο-αντιδραστηρίων και τεχνικών με τις 

αντίστοιχες κλασικές μεθόδους που εφαρμόζονται για τον προσδιορισμό της cTnI. 

Τα υλικά που συντέθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή, καθώς και οι 

συντμήσεις τους, παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.1. 
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Πεπτίδιο / πεπτιδικό σύμπλεγμα / υλικό Σύντμηση 

CH3CO-[K-Aib-C(1,3-CH2CONH2)]4-NH2 CPSOC(3,9-Acm) 

ICH2CO-Ahx-R19RRSSNYRAYATE31-ΝΗ2 IAc-Ahx-cTnI19-31 

ICH2CO-E66RRGEKGRALST77-NH2* IAc-cTnI66-77 

ICH2CO-R110YDIEAKVTKNIT122-NH2* IAc-cTnI110-122 

CH3CO-[(K-Aib-C(3,9-CH2CONH2; 6,12-CH2CO-

E66RRGEKGRALST77-NH2)]4-NH2* 
CPSOC(3,9-Acm; 6,12-cTnI66-77) 

CH3CO-[K-Aib-C(3,9-CH2CONH2; 6,12-CH2CO-

R110YDIEAKVTKNIT122-NH2)]4-NH2* 
CPSOC(3,9-Acm; 6,12-cTnI110-122) 

CH3CO-[K(R19RRSSNYRAYATE31)-Aib-G]4-NH2** SOC-cTnI19-31 

CH3CO-[K(T118KNITEIADLTQKI13)-Aib-G]4-NH2** SOC(cTnI118-131) 

ICH2CO-(FYSHSFHENWPS)-NH2 IAc-12peptide 

CH3CO-(FYSHSFHENWPS)-NH2 Ac-12peptide 

(SiO2)-C3H6-S-CH2CO-FYSHSFHENWPS-NH2 SiO2@12peptide 

Sepharose-C3H6O-S-CH2CO-Ahx-

R19RRSSNYRAYATE31-ΝΗ2 
Seph@Ahx-cTnI19-31 

C23H38O2-FYSHSFHENWPS-NH2 TCDA@12peptide 

* Συντέθηκαν σε συνεργασία με την Βασιλική Μουλασιώτη 
** Συντέθηκαν στο πλαίσιο της διδακτορικής διατριβής του Κ. Στρογγύλη 

 

.

Πίνακας 4.1. Πεπτίδια και υλικά που χρησιμοποιήθηκαν & οι συντμήσεις τους. 
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5 Σχεδιασμός, σύνθεση και χρήση πεπτιδίων και έξυπνων υλικών: 

Τεχνικές, υλικά και αντιδραστήρια 

5.1 Σχεδιασμός πεπτιδικών αναλόγων και ανοσογονικών συμπλεγμάτων  

H επιλογή για τη σύνθεση των πεπτιδικών αλληλουχιών της καρδιακής ισομορφής της 

τροπονίνης I, έγινε με στόχο την παραγωγή εξειδικευμένων αντισωμάτων καθώς και τη 

χρήση τους ως αντιδραστήρια σε διάφορες δοκιμασίες ELISA. Για το σχεδιασμό των 

πεπτιδικών αναλόγων λήφθηκαν υπ’ όψιν τα εξής: 1. Η ελάχιστη δυνατή ομολογία μεταξύ 

καρδιακών και σκελετικών τροπονινών, ώστε τα παραγόμενα αντισώματα να είναι όσο το 

δυνατό πιο εξειδικευμένα για τον καρδιακό μυ. 2. Η υδροφιλικότητα και η αντιγονικότητά 

τους, ώστε να ληφθούν όσο το δυνατόν υψηλότερου τίτλου αντισώματα. 3. Το μικρό μήκος 

των πεπτιδικών αναλόγων, το οποίο είναι ανασταλτικός παράγοντας για την ανοσολογική 

απόκριση και την παραγωγή αντισωμάτων, επομένως απαιτείται ένα μόριο-φορέας στο 

οποίο μπορούν να προσδεθούν οι εκάστοτε επίτοποι με ένα σταθερό χημικό δεσμό. Έτσι 

σχεδιάστηκε και συντέθηκε ένας ολιγοπεπτιδικός φορέας για την πρόσδεση των αντιγονικών 

πεπτιδίων. Επιπλέον, σχεδιάστηκαν και συντέθηκαν υλικά βασισμένα στην πεπτιδική 

αλληλουχία FYSHSFHENWPS, η οποία σύμφωνα με βιβλιογραφικά δεδομένα αναγνωρίζει 

την καρδιακή ισομορφή της τροπονίνης I.1 

5.1.1 Μελέτες ομολογίας των αλληλουχιών των τροπονινών 

Για την παραγωγή εξειδικευμένων αντισωμάτων έναντι της καρδιακής ισομορφής της 

τροπονίνης I, έλαβε χώρα η μελέτη και η σύγκριση της ομολογίας των αλληλουχιών μεταξύ 

των σκελετικών ισομορφών των τροπονινών αργής και ταχείας σύσπασης ( slow skeletal, 

fast skeletal) με την καρδιακή ισομορφή (cardiac), καθώς και σύγκριση της ομολογίας των 

καρδιακών ισομορφών των τροπονινών I, C και T. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν οι 

αλγόριθμοι ομολογίας BLASTP και FASTA,2–11 οι οποίοι συγκρίνουν τις πρωτοταγείς δομές 

των υπό διερεύνηση πρωτεϊνικών αλληλουχιών, σε διαδικτυακά υπολογιστικά 

προγράμματα12–15 ενώ μελετήθηκαν και αντίστοιχα βιβλιογραφικά δεδομένα.16–19 

5.1.2 Μελέτη ανοσογονικότητας των καρδιακών ισομορφών της τροπονίνης I 

Για την παραγωγή αντισωμάτων ήταν απαραίτητος ο προσδιορισμός των αντιγονικών 

περιοχών της καρδιακής τροπονίνης I. Αυτό πραγματοποιήθηκε με τη χρήση υπολογιστικών 

προγραμμάτων πρόβλεψης αντιγονικότητας,20 τα οποία μπορούν να προβλέψουν τις 



Κεφάλαιο 5ο 

68 

ανοσογονικές περιοχές μιας πρωτεΐνης βάσει δεδομένων: 1) υδροφιλικότητας,21 τα οποία 

έχουν εξαχθεί από τους χρόνους κατακράτησης πεπτιδίων σε HPLC, 2) προσβασιμότητας 

επιφάνειας,22,23 3) κλίμακας ευελιξίας, δηλαδή κινητικότητα των πρωτεϊνικών τμημάτων24 

και 4) ανοσογονικότητας25–27 των 20 φυσικών αμινοξέων, καθώς επίσης και βάσει 5) της 

δευτεροταγούς δομής των πρωτεϊνών28 και συγκεκριμένα την ικανότητα σχηματισμού β-

στροφής, 6) των φυσικοχημικών ιδιοτήτων των αμινοξέων και τη συχνότητα εμφάνισής τους 

σε πειραματικά γνωστούς επίτοπους,29 7) του μοντέλου Markov σε συνδυασμό με τη μέθοδο 

κλίμακας τάσης που προβλέπουν τη θέση γραμμικών επιτόπων Β-κυττάρων30–32 και του 

αλγόριθμου Random Forest33, προσαρμοσμένο για επιτοπικά και μη επιτοπικά αμινοξέα 

χαρακτηρισμένα από κρυσταλλικές δομές,34 που προβλέπει επιτόπους Β-κυττάρων από μία 

ακολουθία πρωτεϊνών. 

5.1.3 Σχεδιασμός του φορέα αντιγονικών επίτοπων 

Η πρόσδεση των αντιγονικών πεπτιδίων σε μία πρωτεΐνη-φορέα είναι πολύ σημαντική, 

επειδή όπως προαναφέρθηκε, τα μικρού μοριακού βάρους πεπτίδια δεν μπορούν να 

προκαλέσουν την ανοσολογική απόκριση. Λαμβάνοντας υπ’ όψιν αυτό και αξιοποιώντας 

τον ολιγοπεπτιδικό φορέα CPSOC, ο οποίος αναπτύχθηκε στο ερευνητικό εργαστήριο 

Χημείας Πεπτιδίων και Πρωτεϊνών (Τμήμα Χημείας, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων), 

σχεδιάστηκε ο φορέας CPSOC(3,9-Acm), ως φορέας αντιγονικών πεπτιδίων, με σκοπό την 

αύξηση της ανοσογονικότητας των επιλεγμένων πεπτιδικών αλληλουχιών της τροπονίνης I 

και της προσρόφησής τους στα ELISA plates. Δεδομένης της δύσκολης σύνθεσης των 

τετραεπιτοπικών συμπλεγμάτων, δηλαδή της πρόσδεσης τεσσάρων επιτοπικών αντίγραφων, 

ο φορέας CPSOC τροποποιήθηκε κατάλληλα με παράπλευρη προστασία των δύο εκ των 

τεσσάρων κυστεϊνών με την ακεταμιδομέθυλο-ομάδα, ώστε να είναι δυνατή η πρόσδεση 

δύο επιτοπικών πεπτιδικών αντίγραφων στις μη προστατευμένες κυστεΐνες (Σχήμα 5.1). 

Σχήμα 5.1. Απεικόνιση του φορέα CPSOC(3,9-Acm) 

X: ανοσογονικό πεπτίδιο. 
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5.2 Σχεδιασμός πεπτιδικών αναλόγων και έξυπνων υλικών 

Δεδομένου ότι η πεπτιδική αλληλουχία (FYSHSFHENWPS) βρέθηκε ότι αναγνωρίζει την 

τροπονίνη I, από πειράματα χαρτογράφησης πεπτιδικών αλληλουχιών σε βακτηριοφάγους,1 

συντέθηκαν: 1) το ιωδοακετυλιωμένο πεπτιδικό ανάλογο αυτής με σκοπό τη χρήση του για 

τη σύνθεση του υλικού SiO2@12peptide και 2) το πεπτιδικό ανάλογο που φέρει την 

τρικοσαδιινοϊκή-ακέτυλο ομάδα στο Ν-τελικό άκρο, δηλαδή το υλικό TCDA@12peptide, 

στοχεύοντας στην ανίχνευση της cTnI με μη ενζυμικές τεχνικές και 3) το ακετυλιωμένο 

πεπτιδικό ανάλογο για την ανίχνευση της cTnI με ELISA. Τα έξυπνα υλικά i) νανοσωματίδια 

σίλικας και ii) συζευγμένα πολυμερή, επιλέχθηκαν εξαιτίας των ιδιοτήτων τους που 

αλλάζουν παρουσία βιολογικών αντιδράσεων, όταν φέρουν κατάλληλα βιο-υλικά. Τα έξυπνα 

υλικά σχεδιάστηκαν έτσι ώστε να διαθέτουν δραστικές ομάδες για την ομοιοπολική 

πρόσδεση του 12peptide με i) θειοαιθερικό και ii) αμιδικό δεσμό, αντίστοιχα. 

5.3 Αντιδραστήρια και διαλύτες 

Tα αντιδραστήρια, οι διαλύτες και τα όργανα που χρησιμοποιήθηκαν στη σύνθεση, τον 

καθαρισμό, την ταυτοποίηση των υλικών, καθώς και στις ανοσοποιήσεις, την απομόνωση 

των αντισωμάτων και τις ανοσοδοκιμασίες παρουσιάζονται στο Παράρτημα. Οι συντμήσεις 

που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία είναι σύμφωνες με τον Jones.35 

5.4 Σύνθεση πεπτιδίων, ανοσογονικών συμπλεγμάτων και έξυπνων υλικών 

5.4.1 Σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση- Στρατηγική Fmoc/tBu 

Η σύνθεση των πεπτιδικών αναλόγων και του πεπτιδικού φορέα έγινε σύμφωνα με τις αρχές 

της πεπτιδικής σύνθεσης σε στερεή φάση (SPPS) κατά Merrifield. Ως στρατηγική 

ακολουθήθηκε η Fmoc/tBu. Ως πολυμερικό υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε η Rink Amide 

AM για τη δημιουργία αμιδικού δεσμού στο C-τελικό άκρο των πεπτιδίων.36–38 

Όλα τα αμινοξέα εισήχθησαν ως Να-Fmoc παράγωγα με προστατευμένες τις 

παράπλευρες αλυσίδες τους. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν τα εξής: Fmoc-Tyr(tBu)-

OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, 

Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Aib-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Thr(tBu)-

OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Trp(t-BOC)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, 
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Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Ile-OH, 

Fmoc-Val-OH. Ως αντιδραστήρια σύζευξης των αμινοξέων για την ανοικοδόμηση της 

πεπτιδικής αλυσίδας χρησιμοποιήθηκαν είτε το DIC ή τα HBTU, TBTU, HATU. 

Συνοπτικά η σύνθεση των πεπτιδίων έγινε ως εξής (Σχήμα 5.2): Το πολυμερές 

τοποθετήθηκε σε κατάλληλο δοχείο (vessel) και έγινε διόγκωση με τους διαλύτες 

DMF/DCM/DMF (1 x 15', 1 x 15', 1 x 15'). Ακολούθησε απομάκρυνση της Fmoc- με 20% 

πιπεριδίνη/DMF (v/v) και εκπλύσεις με τους διαλύτες DMF και DCM (3 x 1'). 

Για την ταυτοποίηση της απομάκρυνσης της Fmoc-ομάδας, πραγματοποιήθηκαν δοκιμές 

χρωματομέτρησης της ρητίνης (Test Kaiser).37 Για το test Kaiser απαιτούνται ελάχιστοι 

κόκκοι πεπτιδορητίνης, που τοποθετούνται σε δοκιμαστικό σωλήνα, στους οποίους 

προστίθενται λίγες σταγόνες 5% (w/v) νινυδρίνη/αιθανόλη, 2% (v/v) KCN (0,01 

M)/πυριδίνη, 0,4/1 (w/v) φαινόλη/αιθανόλη. Ο δοκιμαστικός σωλήνας τοποθετείται σε 

υδρόλουτρο (100 oC) ~30΄΄. Όταν οι κόκκοι της ρητίνης χρωματίζονταν μπλε ή καφέ, αυτό 

σηματοδοτούσε την απομάκρυνση της Fmoc-Να προστατευτικής ομάδας (θετικό test).  

Οι δραστικές καρβοξυλομάδες του πρώτου αμινοξέος ενεργοποιήθηκαν με το αντιδραστήριο 

σύζευξης DIC, ενώ προς αποφυγή ρακεμοποίησης προστέθηκε το 1-υδροξυβενζοτριαζόλιο 

(HOBt anhydrous). Το DIC, το HOBt, το εκάστοτε αμινοξύ και η ρητίνη χρησιμοποιήθηκαν σε 

μοριακή αναλογία 3:3:3:1 και διαλύθηκαν σε μίγμα διαλυτών DMF/DCM (1:1, v/v). Το 

διάλυμα αυτό προστίθετο στο vessel που περιείχε τη ρητίνη και αναδεύτηκαν για 3 h. Για την 

ταυτοποίηση της σύζευξης του αμινοξέος στη ρητίνη πραγματοποιήθηκαν Test Kaiser, στα 

οποία δεν αναμενόταν χρωματισμός των κόκκων της ρητίνης (αρνητικό test). Σε περίπτωση που 

το Test Kaiser ήταν θετικό, γινόταν επανάληψη της σύζευξης του αμινοξέος με το DIC ή με 

κάποιο ουρονικό παράγωγο. Ακολούθησαν εκπλύσεις με τους διαλύτες DMF και DCM (3 x 1'). 

Μετά τη σύζευξη του πρώτου αμινοξέος στη ρητίνη, γινόταν ακετυλίωση των πιθανών 

ελεύθερων αμινομάδων της ρητίνης, για την αποτροπή σχηματισμού παραπροϊόντων, με 

οξικό ανυδρίτη με παρουσία DIEA σε αναλογία 1:1 και σε περίσσεια 15 ισοδύναμα των 

mmol του κάθε πεπτιδίου σε μίγμα διαλυτών DMF/DCM.  

Ομοίως ακολούθησε η προσθήκη των υπόλοιπων αμινοξέων για την ανοικοδόμηση της 

πεπτιδικής αλυσίδας. Αφού συνδέθηκε και το τελευταίο αμινοξύ στην πεπτιδική αλυσίδα, 

ακολούθησε η συλλογή της πεπτιδορητίνης με διήθηση σε διαιθυλαιθέρα και αποθήκευση 

σε ξηραντήρα κενού μέχρι σταθερού βάρους για τον υπολογισμό της απόδοσης σύνθεσης. 

Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη και η απομάκρυνση όλων των προστατευτικών 

ομάδων των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων έγινε με προσθήκη μίγματος 
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αντιδραστηρίων και δεσμευτών κατιόντων (TFA, Tis, H2O, DMB και DODT) σε διάφορους 

συνδυασμούς ανάλογα με τα χρησιμοποιούμενα αμινοξικά κατάλοιπα. Η κάθε 

πεπτιδορητίνη αφέθηκε για 3-4 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου, υπό ανάδευση με το 

κατάλληλο μίγμα αντιδραστηρίων.  

Ακολούθησε διήθηση υπό κενό και εκπλύσεις με μίγμα διαλυτών DCM/εξάνιο 1:1 (v/v). 

Το διάλυμα μεταφέρθηκε ποσοτικά σε σφαιρική φιάλη και τοποθετήθηκε σε περιστροφικό 

συμπυκνωτή (flash evaporator) μέχρι να σχηματιστεί ελαιώδες προϊόν και να απομακρυνθεί 

το TFA. Στη συνέχεια προστέθηκε στη φιάλη παγωμένος διισοπροπυλ-αιθέρας και η φιάλη 

τοποθετήθηκε στην κατάψυξη, ώστε το πεπτίδιο να καταβυθιστεί. Ακολούθησε η διήθηση 

του πεπτιδίου, εκπλύσεις με παγωμένο διαιθυλαιθέρα και εκχύλισή του σε υδατικό διάλυμα 

οξέος. Το διάλυμα συλλέχθηκε ποσοτικά σε ειδική φιάλη με H2O και τοποθετήθηκε στη 

συσκευή λυοφυλιοποίησης. Αφού ελήφθη το πεπτίδιο σε στερεή μορφή, καθαρίστηκε και 

ταυτοποιήθηκε με κατάλληλες μεθόδους. 

Σχήμα 5.2. Διαγραμματική πορεία SPPS σύνθεσης των πεπτιδίων με την Fmoc/tBu στρατηγική. 
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5.4.2 Σύνθεση συμπλεγμάτων με χημειοεκλεκτική αντίδραση θειοαιθερικού δεσμού 

Τα ανοσογονικά συμπλέγματα προέκυψαν από τη χημειοεκλεκτική αντίδραση σχηματισμού 

διαμοριακού θειοαιθερικού δεσμού, σε υγρή φάση, μεταξύ του φορέα CPSOC(3,9-Acm) και 

των επιλεγμένων ιωδοακετυλιωμένων πεπτιδικών αναλόγων. Η απαιτούμενη ελεύθερη 

θειολομάδα (-SH) προσφέρθηκε από τις κυστεΐνες του πεπτιδικού φορέα, ενώ η αλογονο-

ακετυλο-ομάδα από τα ιωδοακετυλιωμένα πεπτίδια. 

Ο θειοαιθερικός δεσμός σχηματίστηκε σε υγρή φάση, υπό ήπιες αλκαλικές συνθήκες και 

σε παγόλουτρο. Αρχικά, το ιωδοακετυλιωμένο πεπτίδιο διαλύθηκε σε μίγμα διαλυτών 

Η2Ο/CH3CN σε αναλογία 1:1 (v/v). Το pH ρυθμίστηκε στην τιμή 8,2 με μικροποσότητα 

DIEA και ελεγχόταν σε όλη τη διάρκεια της αντίδρασης. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε 

στο σκοτάδι υπό σταθερή παροχή αέριου αζώτου. Σταδιακά και σε μικρές ποσότητες, 

προστέθηκε ο πεπτιδικός φορέας σε στερεή μορφή. Η προσβολή του άνθρακα (XCH2-), του 

ιωδο-ακετυλιωμένου πεπτιδίου, από την ελεύθερη θειολομάδα της κυστεΐνης του πεπτιδικού 

φορέα, ελεγχόταν με φασματοσκοπία ESI-MS. Η αντίδραση τερματίστηκε με την προσθήκη 

0,1% TFA/H2O (έως pH 3). 

5.4.3 Καθαρισμός πεπτιδίων και πεπτιδικών συμπλεγμάτων με RP-HPLC 

Για τον έλεγχο της καθαρότητας κάθε πεπτιδίου πραγματοποιήθηκε αναλυτική RP-HPLC 

(Agilent). Το σύστημα έκλουσης διαλυτών που χρησιμοποιήθηκε ήταν H2O/0,1%TFA και 

CH3CN/0,1%TFA για 30'. Οι διαλύτες έκλουσης αναμίχθηκαν με γραμμική μεταβολή 

(gradient) σε διάφορες αναλογίες, ανάλογα με το πεπτίδιο. Η ταχύτητα ροής ήταν 1 ml/min 

και το μήκος κύματος 214 nm. Η στήλη που χρησιμοποιήθηκε ήταν η C18 Supelco 25 cm x 

3 mm, 5 μm. Οι ποσότητες που απαιτήθηκαν για τις αναλυτικές RP-HPLC κυμάνθηκαν από 

0,1 έως 0,3 mg και διαλύθηκαν σε H2O/0,1%TFA όγκου 1 ml. 

Το σύστημα έκλουσης διαλυτών που χρησιμοποιήθηκε για τον καθαρισμό των πεπτιδίων 

ήταν ίδιο με αυτό της αναλυτικής RP-HPLC. Οι στήλες που χρησιμοποιήθηκαν για τον 

καθαρισμό με ημιπαρασκευαστική και παρασκευαστική RP-HPLC ήταν η C18 Discovery 25 

cm x 10 mm, 5 μm και η C18 Interchrom 25 cm x 21,2 mm αντίστοιχα. Η ταχύτητα ροής 

ήταν 5 ml/min και 20 ml/min, για την ημιπαρασκευαστική και την παρασκευαστική RP-

HPLC αντίστοιχα. 

Το κάθε πεπτίδιο διαλύθηκε σε κατάλληλο όγκο H2O/0,1%TFA και έπειτα εισήχθη στην 

HPLC. Τα κλάσματα που ελήφθησαν, συλλέχθηκαν σε ειδικά φιαλίδια τα οποία 

τοποθετήθηκαν στη λυοφυλιοποίηση. 
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5.4.4 Ταυτοποίηση πεπτιδίων και πεπτιδικών συμπλεγμάτων με ESI-MS 

Η φασματομετρία μάζας ESI-MS χρησιμοποιήθηκε για την ταυτοποίηση όλων των 

πεπτιδίων και των πεπτιδικών συμπλεγμάτων που συντέθηκαν. Το κάθε δείγμα διαλύθηκε 

στον καταλληλότερο διαλύτη (C=0,1 mg/ml) σύμφωνα με την πολικότητα του μορίου, 

ενέθηκε στο MS (Waters) και καταγράφηκε το φάσμα μάζας. Ο λόγος m/z υπολογίστηκε 

από τον τύπο: m/z = (m±nH+)/n, όπου m: η μοριακή μάζα του δείγματος, n: ο αριθμός των 

θετικών ή αρνητικών φορτίων και H+: η μάζα του πρωτονίου. Το μοριακό βάρος 

προσδιορίστηκε χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα ESIprot.39 

5.4.5 Σύνθεση του υλικού Seph@Ahx-cTnI19-31 

Για τη σύνθεση του υλικού Seph@Ahx-cTnI19-31 απαιτήθηκαν δύο στάδια: 

 Στάδιο 1ο - Απομάκρυνση της θειοπυριδινικής ομάδας (Σχήμα 5.3). 

Η σεφαρόζη (Thiopropyl Sepharose 6B) τοποθετήθηκε σε falcon όπου έγινε η διόγκωσή της 

με H2O (200 ml/g) και ελήφθη η επιθυμητή μορφή (gel). To Η2Ο απομακρύνθηκε και η 

διαδικασία επαναλήφθηκε 5 φορές ανά 5’. Ακολούθησε φυγοκέντρηση (3000 g, 5’, 10 °C) και 

απομάκρυνση του υπερκείμενου διαλύματος με πιπέτα. Έγινε αναδιασπορά του gel με διάλυμα 

1% (w/v) DTT σε 0,3 M NaHCO3, το οποίο περιείχε 1 mM tetrasodium EDTA (pH 8,4) 

[Διάλυμα 1],40 τόσο ώστε να καλυφθεί πλήρως το gel και αφέθηκε για ανάδευση 45’ σε RT. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση (3000 g, 10 °C, 10’) και απομάκρυνση του υπερκείμενου 

διαλύματος με πιπέτα. Έγινε αναδιασπορά και έκπλυση του gel με διάλυμα 0,1 M CH3COOH 

Σχήμα 5.3. Απεικόνιση της αντίδρασης της thiopropyl sepharose 6B με το DTT και σχηματισμός της 2-

θειοπυριδόνης. 
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που περιείχε 0,5 M NaCl και 1mM tetrasodium EDTA [Διάλυμα 2] (400 ml διαλύματος/g 

σεφαρόζης). Η αντίδραση ελέγχθηκε με φασματοσκοπία UV (343 nm) για την ανίχνευση του 

προϊόντος 2-θειοπυριδόνη. 

 Στάδιο 2ο - Σύζευξη του πεπτιδίου IAc-Ahx-cTnI19-31 στη σεφαρόζη (Σχήμα 5.4). 

Το gel εκπλύθηκε με διάλυμα 0,05 M Tris Buffer με 5 mM EDTA (pH 8,5) [Διάλυμα 3] 

(15 x Vστήλης) και φυγοκεντρήθηκε για απομάκρυνση του διαλύματος έκπλυσης. Στη 

συνέχεια προστέθηκε το πεπτίδιο IAc-Ahx-cTnI19-31 το οποίο είχε προηγουμένως διαλυθεί 

στο Διάλυμα 3 σε συγκέντρωση 5 mg/ml. Ακολούθησε επώαση για 1 h σε RT. Το gel 

εκπλύθηκε με το Διάλυμα 3 (5 x Vστήλης). Το προκύπτον υλικό αποθηκεύτηκε στο διάλυμα 

έκπλυσης στους 4 °C. 

5.4.6 Σύνθεση του υλικού SiO2@12peptide 

Η σύνθεση του συζυγούς SiO2-πεπτιδίου έγινε σε δύο στάδια (Σχήμα 5.5). 

Στάδιο 1ο: Επιφανειακή τροποποίηση των νανοσωματιδίων σίλικας (Σχήμα 5.5 Α). 

Τα σωματίδια SiO2 τροποποιήθηκαν με ομάδες θειόλης με αντίδραση 1 g SiO2 με 

κατάλληλη ποσότητα μερκαπτοσιλανίου. Το εναιώρημα θερμάνθηκε υπό κάθετο ψυκτήρα 

για 24 h στους 60 °C σε 50 ml μεθανόλης. Το στερεό ελήφθη με φυγοκέντρηση, ξεπλύθηκε 

αρκετές φορές με μεθανόλη και ακετόνη και ξηράνθηκε στους 60°C σε ξηραντήρα 

περιστρεφόμενου κλιβάνου.41 

Σχήμα 5.4. Απεικόνιση της σύζευξης του πεπτιδίου στη σεφαρόζη 

μέσω σχηματισμού θειοαιθερικού δεσμού. 
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Στάδιο 2ο: Σύζευξη του πεπτιδίου IAc-12peptide στα νανοσωματίδια (Σχήμα 5.5 Β). 

Η ομοιοπολική ακινητοποίηση του 12-πεπτιδίου στα σωματίδια (SiO2@SH) επιτεύχθηκε 

μέσω σχηματισμού θειοαιθερικών δεσμών μεταξύ των ομάδων θειόλης του SiO2@SH και 

των ιωδοακετυλ-ομάδων του πεπτιδίου. Η αντίδραση σύζευξης έλαβε χώρα σε μεθανόλη 

στους 30 °C υπό αναρροή. Η μοριακή αναλογία θειόλης-πεπτιδίου ήταν 1,5:1. Το υλικό 

ταυτοποιήθηκε με θερμοβαρυμετρία και φασματοσκοπίες IR και EPR. Η σύνθεση των 

υβριδικών υλικών και ο χαρακτηρισμός τους με EPR έγιναν από την Π. Στάθη (Εργαστήριο 

Φυσικοχημείας Υλικών & Περιβάλλοντος, Τμήμα Φυσικής, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων). 

5.4.7 Ταυτοποίηση του SiO2@12peptide με FT-IR 

Τα FT-IR των υλικών καταγράφηκαν σε σύστημα Spectrum GX Perkin Elmer FT-IR. Τα 

σφαιρίδια KBr παρασκευάστηκαν με ανάμιξη 2 mg σε NPs με KBr.41 Τονίζεται ότι πρέπει 

να χρησιμοποιηθεί χαμηλό ποσοστό υλικού:KBr προκειμένου να αποφευχθεί η 

παραμόρφωση ορισμένων ζωνών, π.χ. ισοπέδωση της ταινίας Si–O–Si στα 1100 cm-1. 

5.4.8 Ταυτοποίηση του SiO2@12peptide με φασματοσκοπία EPR  

Η χημική οξείδωση της τυροσίνης έγινε με διάλυμα 10 mM KMnO4 (pH 11), ρυθμισμένο σε 

ρυθμιστικό διάλυμα (βορικό οξύ/τετραβορικό νάτριο). Το δυναμικό λύσης ήταν Eh=+900 mV 

έναντι SHE, μετρούμενο με ένα ηλεκτρόδιο Pt. Σε κάθε πείραμα, ένα κλάσμα που περιείχε το 

πεπτίδιο ή το υβριδικό υλικό σε βορικό-ρυθμιστικό διάλυμα παρασκευάστηκε σε ένα γυάλινο 

φιαλίδιο και προστέθηκε κατάλληλος όγκος οξειδωτικού KMnO4. Το δυναμικό οξείδωσης 

του διαλύματος ρυθμίστηκε στο εύρος +100 έως +900 mV ανάλογα με τη συγκέντρωση 

KMnO4. Το δυναμικό διαλύματος και το pH παρακολουθήθηκαν in-situ με ένα ηλεκτρόδιο 

οξειδοαναγωγής (6.0434.110 Metrhom). Στη συνέχεια, έλαβε χώρα η οξείδωση της τυροσίνης 

από το KMnO4, και ένα κλάσμα προστέθηκε σε σωλήνα χαλαζία 5 mm (Willmad Glass) που 

Σχήμα 5.5. Σχηματική απεικόνιση της σύνθεσης των 

νανοσωματιδίων SiO2@SH (Α) και ακινητοποίηση των πεπτιδίων 

στα νανοσωματίδια μέσω σχηματισμού θειοαιθερικού δεσμού (Β). 



Κεφάλαιο 5ο 

76 

καταψύχθηκε ταχέως σε υγρό Ν2. Τα φάσματα EPR συνεχούς κύματος καταγράφηκαν σε 

θερμοκρασία υγρού αζώτου (77 Κ) με φασματόμετρο Bruker EPR200D με μετρητή 

συχνοτήτων Agilent 5310A.41 Μετά την καταγραφή κάθε φάσματος EPR, το δείγμα 

αποψύχθηκε σε θερμοκρασία δωματίου και η διαδικασία οξείδωσης αφέθηκε να προχωρήσει. 

5.4.9 Ταυτοποίηση του SiO2@12peptide με θερμοβαρυμετρία  

Η θερμοβαρυμετρική ανάλυση (TGA) έγινε χρησιμοποιώντας μια συσκευή Schimadzu 

DTG-60. Το πρωτόκολλο ήταν T αρχικό =30 ◦C, T τελικό, 700 ◦C, υπό αέρα, tTOTAL= 48’.41 

5.4.10 Σύνθεση του TCDA@12peptide 

Έχοντας συνθέσει το 12peptide με την SPPS και μετά την απομάκρυνση της Να- 

προστασίας, προστέθηκε στο Ν-τελικό άκρο του πεπτιδίου το 10,12-τρικοσαδιϊνοϊκό οξύ 

(10,12-TCDA). Το 10,12-TCDA (0,1 M) διαλύθηκε σε μίγμα διαλυτών DCM/DMF (1/1, 

v/v), προστέθηκε το DIC και αφέθηκε 20’ υπό ανάδευση. Στη συνέχεια το διάλυμα 

προστέθηκε στην πεπτιδορητίνη και αφέθηκε για ανάδευση 3 h. Η αντίδραση ελέγχθηκε με 

Test Kaiser. Ακολούθησε η αποκοπή από τη ρητίνη όπως περιγράφεται στην § 5.4.1. 

5.5 Ανάπτυξη διαγνωστικών εργαλείων & δοκιμασιών για την ανίχνευση της cTnI  

5.5.1 Ανοσοποιήσεις σε όρνιθες με τα ανοσογονικά συμπλέγματα 

Η παραγωγή των αντισωμάτων επιτεύχθηκε έπειτα από ανοσοποιήσεις σε πειραματόζωα 

(όρνιθες) με την ένεση των ανοσογονικών συμπλεγμάτων σε δόσεις ανά διαστήματα και με 

τη χρήση ανοσοενισχυτικών. Ακολουθήθηκαν δύο πρωτόκολλα: 

1ο Πρωτόκολλο: Πραγματοποιήθηκαν ανοσοποιήσεις έναντι ενός ανοσογονικού 

συμπλέγματος σε κάθε ζώο. Η συγκέντρωση του ανοσογονικού συμπλέγματος ορίστηκε στη 

μέγιστη δυνατή για την ανοσοποίηση σε όρνιθες, δηλαδή 1 mg/ml. Το κάθε ανοσογονικό 

σύμπλεγμα διαλύθηκε αρχικά σε 0,5 ml H2O, προστέθηκε 0,5 ml ανοσοενισχυτικού και μετά 

από την ανάμιξή τους με vortex προέκυψε το επιθυμητό γαλάκτωμα. Για την πρώτη 

ανοσοποίηση χρησιμοποιήθηκε το Complete Freunds Adjuvant και για τις επόμενες 

ανοσοποιήσεις το Incomplete Freunds Adjuvant. Συνολικά πραγματοποιήθηκαν τέσσερις 

ανοσοποιήσεις σε κάθε ζώο, ενώ το διάστημα μεταξύ των ανοσοποιήσεων ήταν δέκα 

ημέρες. Οι ανοσοποιήσεις έγιναν ενδομυϊκά σε τέσσερα σημεία του στήθους των ζώων. 
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Το πρώτο πρωτόκολλο χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή αντισωμάτων έναντι των 

ανοσογονικών συμπλεγμάτων SOC-cTnI19-31 και SOC-cTnI118-131. Τα ανοσογονικά 

συμπλέγματα που χρησιμοποιήθηκαν αποτελούν συνθέσεις του Κ. Στρογγύλη.42 

2ο Πρωτόκολλο: Πραγματοποιήθηκαν ανοσοποιήσεις έναντι μίγματος τεσσάρων 

ανοσογονικών συμπλεγμάτων σε ένα ζώο. Η συγκέντρωση του κάθε ανοσογονικού 

συμπλέγματος ήταν 0,3 mg/ml για την πρώτη ένεση και 0,1 mg/ml για τις επακόλουθες 

ανοσοποιήσεις. Κάθε ανοσογονικό σύμπλεγμα διαλύθηκε αρχικά σε 0,5 ml H2O και έπειτα 

προστέθηκαν 0,5 ml Complete Freunds Adjuvant για την πρώτη ανοσοποίηση και ίδια 

ποσότητα Incomplete Freunds Adjuvant για τις επόμενες ανοσοποιήσεις. Συνολικά 

πραγματοποιήθηκαν τρεις ανοσοποιήσεις. Το διάστημα μεταξύ της πρώτης και της δεύτερης 

ανοσοποίησης ήταν τρεις εβδομάδες, ενώ μεταξύ της δεύτερης και της τρίτης ανοσοποίησης 

μεσολάβησαν πέντε εβδομάδες. Οι ανοσοποιήσεις έγιναν ενδομυϊκά σε τέσσερα σημεία στο 

στήθος του ζώου. 

Το δεύτερο πρωτόκολλο χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή αντισωμάτων έναντι των 

ανοσογονικών συμπλεγμάτων SOC-cTnI19-31, SOC-cTnI118-131, CPSOC(3,9-Acm;6,12-

cTnI66-77) και CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI110-122), ως μίγμα. 

5.5.2 Απομόνωση αντισωμάτων 

Μετά από τις ανοσοποιήσεις ακολούθησε η συλλογή αυγών και μία σειρά πειραματικών 

σταδίων για την απομόνωση των αντισωμάτων. 

1ο Στάδιο: Αρχικά καθαρίστηκε το εξωτερικό κέλυφος των αυγών προσεκτικά, ακολούθησε 

το σπάσιμο του κελύφους και ο διαχωρισμός του κρόκου από το λευκό μέρος του αυγού σε 

ειδικό κουτάλι. Για την πλήρη απομάκρυνση των υπολειμμάτων του λευκού μέρους έγινε 

πλύσιμο του κρόκου με H2O και έπειτα ο κρόκος κυλίστηκε σε διηθητικό χαρτί. Εν συνεχεία 

αφαιρέθηκε η βιτελίνη (εξωτερικό περίβλημα κρόκου) τρυπώντας την με βελόνα και η οποία 

συγκρατείται στο διηθητικό χαρτί. Ακολούθησε η συλλογή του κρόκου σε falcon και 

σημειώθηκε ο όγκος του. 

2ο Στάδιο: Η απολιπίδωση του κρόκου και η εκχύλιση των IgY ανοσοσφαιρινών έγινε με 

δύο διαφορετικά πρωτόκολλα. 

1ο Πρωτόκολλο PEG 6.000:43 Στον κρόκο που συλλέχθηκε στο falcon προστέθηκε διάλυμα 

PBS (pH 7,2) σε όγκο διπλάσιο του κρόκου και στη συνέχεια 3,5% (w/v) PEG. Έγινε ανάμιξη 

με vortex και το falcon τοποθετήθηκε σε κυλιόμενο αναδευτήρα σε ψυχρό θάλαμο (4 °C) για 
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10’. Ακολούθησε φυγοκέντρηση (10.000 rpm, 20’, 4 °C) και διήθηση για απομάκρυνση του 

ιζήματος, ενώ στο υπερκείμενο διάλυμα προστέθηκε εκ νέου 8,5% (w/v) PEG και 

ομογενοποιήθηκε με vortex. Το falcon τοποθετήθηκε σε κυλιόμενο αναδευτήρα σε ψυχρό 

θάλαμο (4 °C) για 10’. Το διάλυμα φυγοκεντρήθηκε (10.000 rpm, 20’, 4 °C), το υπερκείμενο 

διάλυμα απορρίφθηκε και το ίζημα διαλύθηκε σε 1 ml PBS και ομογενοποιήθηκε με τη 

βοήθεια γυάλινης ράβδου και vortex και συμπληρώθηκε PBS μέχρι όγκο 10 ml. Προστέθηκε 

12% PEG (w/v), έγινε ανάμιξη με vortex και το falcon τοποθετήθηκε σε κυλιόμενο 

αναδευτήρα σε ψυχρό θάλαμο (4 °C) για 10’ Ακολούθησε φυγοκέντρηση (10.000 rpm, 20’, 

4 °C) και απόρριψη του υπερκείμενο διαλύματος, ενώ το ίζημα διαλύθηκε με 800 μl PBS και 

ομογενοποιήθηκε με τη βοήθεια γυάλινης ράβδου και vortex και τέλος προστέθηκαν 

επιπλέον 400 μl PBS. Το διάλυμα αποθηκεύτηκε σε eppendorf στους -20 °C. 

2ο Πρωτόκολλο NaCl:43 Στον κρόκο που συλλέχθηκε στο falcon προστέθηκε H2O σε όγκο 

εφταπλάσιο του κρόκου και έγινε ανάμιξη με vortex. Μετρήθηκε το pH και ρυθμίστηκε 

στην τιμή 5 με προσθήκη 0,5 M HCl. Το ομογενές διάλυμα τοποθετήθηκε στους -20 °C για 

24 h. Έπειτα αφέθηκε να ξεπαγώσει (RT) και έγινε διήθηση. Το ίζημα απορρίφθηκε ενώ το 

διήθημα συλλέχθηκε σε falcon και προστέθηκε άλας NaCl (s) τόσο ώστε η τελική του 

συγκέντρωση στο διάλυμα να είναι 1,5 M. (~ 8,8 % w/v). Ακολούθησε ανάμιξη με vortex 

και ρύθμιση του pH στην τιμή 4 με 0,5 M HCl. Το διάλυμα αφέθηκε υπό ανάδευση σε RT 

για 2 h και φυγοκεντρήθηκε (3700 g, 15’, 4 °C). Το υπερκείμενο διάλυμα απορρίφθηκε, ενώ 

το ίζημα διαλύθηκε σε 3 ml PBS και αποθηκεύτηκε σε eppendorf στους -20 °C. 

5.5.3 Καθαρισμός IgY ανοσοσφαιρινών 

Ο καθαρισμός των αντισωμάτων έγινε αρχικά με διαπίδυση, ενώ ακολούθησε και ο 

καθαρισμός τους με χρωματογραφία συγγένειας με το ειδικό υλικό προσρόφησης 

(Seph@Ahx-cTnI19-31) του οποίου η σύνθεση περιγράφεται στην § 5.4.5. 

Μέθοδος διαπίδυσης 

Τα απομονωμένα αντισώματα καθαρίστηκαν με τη μέθοδο της διαπίδυσης για την 

απομάκρυνση άλλων πρωτεϊνών, αλάτων και του υπολειπόμενου PEG στο δείγμα. Αρχικά 

τα δείγματα αραιώθηκαν με H2O και τοποθετήθηκαν σε ημιδιαπερατή μεμβράνη (cutoff 50 

kDa). Εν συνεχεία, η μεμβράνη εμβαπτίστηκε σε ποτήρι ζέσης που περιείχε Η2Ο και 

μαγνητάκι και αφέθηκε για ανάδευση σε μαγνητικό αναδευτήρα για 2 h. Έπειτα 

απομακρύνθηκε το H2O από το ποτήρι ζέσεως και η διαδικασία επαναλήφθηκε μία φορά 

για ανάδευση 24 h και άλλη μία για 2 h. Τέλος η μεμβράνη κόπηκε προσεκτικά, το 
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περιεχόμενο διάλυμα αφαιρέθηκε με τη βοήθεια πιπέτας και τοποθετήθηκε σε eppendorf 

είτε για αποθήκευση στους -20 °C είτε για να λυοφιλιοποιηθεί και να αποθηκευτεί σε στερεή 

μορφή. 

Χρωματογραφία συγγένειας 

Τα παραχθέντα αντισώματα καθαρίστηκαν με χρωματογραφία συγγένειας για να ληφθούν 

τα εξειδικευμένα αντισώματα έναντι του επίτοπου cTnI19-31. Αυτό πραγματοποιήθηκε σε 

στήλη σεφαρόζης, η οποία τροποποιήθηκε επιφανειακά με πρόσδεση του πεπτιδίου IAc-

Ahx-cTnI19-31 με σταθερό θειοαιθερικό δεσμό. Αρχικά παρασκευάστηκαν τα εξής 

διαλύματα: 

 Ρυθμιστικό Διάλυμα Έκπλυσης: 0,605 g Tris base, 1,17 g NaCl, 0,0037 g EDTA 

διαλύθηκαν σε 250 ml H2O (pH 7). 

 Αλκαλικό Ρυθμιστικό Διάλυμα: 12,11 g Tris base διαλύθηκαν σε 250 ml H2O (pH 8,5). 

 Ρυθμιστικό Διάλυμα Έκλουσης: 0,75 g Gly διαλύθηκαν σε 250 ml H2O (pH 2,8). 

Το pH των διαλυμάτων ρυθμίστηκε με ηλεκτρονικό πεχάμετρο προσθέτοντας 

HCl/NaOH, ενώ τα διαλύματα αποθηκεύτηκαν στους 4 °C. 

Το τροποποιημένο gel σεφαρόζης τοποθετήθηκε σε ειδικό πλαστικό σωλήνα με ηθμό με 

τη χρήση ρυθμιστικού διαλύματος έκπλυσης (5 φορές ανά 5’), ενώ το διάλυμα απορρίφθηκε 

με διήθηση. Ταυτόχρονα 1 mg λυοφιλιοποιημένου αντισώματος διαλύθηκε σε 1 ml του ίδιου 

ρυθμιστικού διαλύματος και διηθήθηκε. Το διάλυμα προστέθηκε στο gel, αφέθηκε σε 

ηρεμία και ακολούθησε διήθηση. Το διάλυμα περάστηκε από τη στήλη 5 φορές. Έπειτα το 

διάλυμα διηθήθηκε και συλλέχθηκε σε κατάλληλο πλαστικό σωλήνα (falcon), ενώ γρήγορα 

προστέθηκε στη στήλη κατάλληλος όγκος ρυθμιστικού διαλύματος έκπλυσης (5 x Vστήλης). 

Ακολούθησε η προσθήκη του διαλύματος έκλουσης και τα κλάσματα συλλέχθηκαν σε 

ξεχωριστά eppendorf που περιείχαν αλκαλικό ρυθμιστικό διάλυμα όγκου 1/10 Vστήλης (ροή 

1 ml/min). Ακολούθησε η έκπλυση της στήλης με ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης (5 x 

Vστήλης). Η στήλη αποθηκεύτηκε στους 4 °C σε υδατικό διάλυμα αιθανόλης 20%. Τα 

κλάσματα αραιώθηκαν με H2O (1/5, v/v) και φωτομετρήθηκαν σε UV (280 nm). 

5.5.4 Δοκιμασίες έμμεσης ELISA για τον προσδιορισμό των αντισωμάτων  

Η τεχνική της ELISA χρησιμοποιήθηκε τόσο για τον έλεγχο της εξειδίκευσης των 

παραχθέντων αντισωμάτων έναντι των ανοσογονικών συμπλεγμάτων, όσο και για την 

ανίχνευση της καρδιακής τροπονίνης I. Σε όλες τις ELISA χρησιμοποιήθηκαν τα εξής: 
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  Ρυθμιστικό Διάλυμα Επώασης (Coating Buffer): 1,59 g Na2CO3, 2,93 g NaHCO3 και 0,20 

g NaN3 διαλύθηκαν σε 1 L Η2Ο (pH 9,6). 

 Ρυθμιστικό Διάλυμα Έκπλυσης - Stock PBS: 160 g NaCl, 4 g KCl, 4 g KH2PO4, 24g 

Na2HPO4 x 2H2O (ή 48g Na2HPO4 x 12H2O) διαλύθηκαν σε 2 L Η2Ο (pH 7,2). 

 Διάλυμα εργασίας PBS: Το stock solution PBS αραιώθηκε με H2O (1/10, v/v). 

 Διάλυμα 3% γάλα σε PBS (διάλυμα έκπλυσης): Σε ορισμένο όγκο διαλύματος εργασίας 

PBS προστέθηκε 3% (w/v) σκόνη γάλακτος Regilait και αναδεύτηκε. 

 Διάλυμα Α: Peroxidase Substrate TMB/H2O (1:1, v/v) 

 Διάλυμα B: Peroxide Solution H2O2/H2O (1:1, v/v) 

 Διάλυμα ανοσογονικού συμπλέγματος (Stock Solution): 1 mg συμπλέγματος διαλύθηκε σε 

1 ml H2O και αποθηκεύτηκε στους -20 °C. 

 Διάλυμα H2SO4 2M: 54 ml πυκνού H2SO4 αραιώθηκαν με 446 ml Η2Ο. Το διάλυμα 

αποθηκεύτηκε σε γυάλινο μπουκάλι (RT). 

Η ρύθμιση του pH των ρυθμιστικών διαλυμάτων έγινε με ηλεκτρονικό πεχάμετρο 

προσθέτοντας HCl/NaOH. Τα διαλύματα αποθηκεύτηκαν στους 4 °C. 

Τα βήματα που ακολουθήθηκαν στις δοκιμασίες έμμεσης ELISA ήταν τα εξής: 

 Προσρόφηση του πεπτιδικού συμπλέγματος στα wells: Ετοιμάστηκε το διάλυμα πεπτιδικού 

συμπλέγματος (C=5 μg/ml) σε Coating Buffer από το αντίστοιχο Stock Solution. Tο 

διάλυμα προστέθηκε στο plate (100 μl/well) και επωάστηκε στους 4 °C για 24 h. 

 Εκπλύσεις: Το διάλυμα απομακρύνθηκε από τα wells τινάζοντας το plate και 

ακολούθησαν οι εκπλύσεις με 3% γάλα σε PBS (4 x 200 μl/well και 1 x 400 μl/well). 

Έπειτα το διάλυμα έκπλυσης απορρίφθηκε. 

 Κάλυψη μη ειδικών θέσεων: Επώαση με 3% γάλα/PBS (200 μl/well) (2 h, RT). 

 Εκπλύσεις: Το διάλυμα απομακρύνθηκε και τα wells εκπλύθηκαν με 3% γάλα σε PBS (4 

x 200 μl/well και 1 x 400 μl/well). Έπειτα το διάλυμα έκπλυσης απορρίφθηκε. 

 Επίστρωση των αντισωμάτων: Τα αρχικά δείγματα των παραχθέντων αντισωμάτων 

διαλύθηκαν σε διάλυμα 3% γάλα/PBS και ακολούθησαν σειριακές αραιώσεις. Τα 

αραιωμένα διαλύματα επωάστηκαν στα wells (100 μl/well) (4 °C, 24h). 

 Εκπλύσεις: Το διάλυμα απομακρύνθηκε και τα wells εκπλύθηκαν με 3% γάλα σε PBS (4 

x 200 μl/well και 1 x 400 μl/well). Έπειτα το διάλυμα έκπλυσης απορρίφθηκε. 
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 Επίστρωση του συζευγμένουν με υπεροξειδάση (HRP) anti-IgY αντισώματος: Σε ορισμένο 

όγκο διαλύματος 3% γάλα/PBS προστέθηκε το anti-IgY*HRP αντίσωμα (αραίωση 

1/2000). Τα wells επωάστηκαν με το anti-IgY*HRP (100 μl/well) (37 °C, 1½ h). 

 Εκπλύσεις: Το διάλυμα απομακρύνθηκε και τα wells εκπλύθηκαν με το διάλυμα εργασίας 

PBS (4 x 200 μl/well και 1 x 400 μl/well). Έπειτα το διάλυμα έκπλυσης απορρίφθηκε. 

 Ενζυμική αντίδραση: Το διάλυμα Α επιστρώθηκε στο plate (50 μl/well) και κατευθείαν 

προστέθηκε το διάλυμα Β (50 μl/well). Το plate αφέθηκε στο σκοτάδι (10-15’, RT). 

 Τερματισμός ενζυμικής αντίδρασης: Στα wells προτέθηκε H2SO4 2M (100 μl/well). 

 Φωτομέτρηση δειγμάτων: Το plate τοποθετήθηκε σε ELISA reader (BIOTEK) και 

καταγράφηκε η απορρόφηση των δειγμάτων (450 nm). 

Οι επωάσεις των επιμέρους αντιδραστηρίων έγιναν είτε στους 4 °C για 24 h, όπως 

περιγράφεται παραπάνω, είτε για 2 h στους 37 °C και έγινε σύγκριση των δύο διαδικασιών. 

Επίσης συγκρίθηκαν τα δύο πρωτόκολλα απομόνωσης των αντισωμάτων (PEG και NaCl) 

ως προς την αποδοτικότητά τους με δοκιμασίες έμμεσης ELISA. 

Στη συνέχεια τα αντισώματα καθαρίστηκαν με διαπίδυση και συγκρίθηκαν με τα crude 

αντισώματα ως προς την ικανότητά τους να προσδένονται στα αντίστοιχα ανοσογονικά 

συμπλέγματα έναντι των οποίων παρήχθησαν με δοκιμασίες έμμεσης ELISA. 

Η ικανότητα πρόσδεσης των αντισωμάτων σε ολόκληρη την πρωτεΐνη (cTnI) ελέγχθηκε 

με δοκιμασίες έμμεσης ELISA. Σε αυτές τις δοκιμασίες τα επιμέρους αντιδραστήρια 

επωάστηκαν με τη σειρά: 1) cTnI, 2) παραχθέντα αντισώματα, 3) anti-IgY*HRP. 

Τα αντισώματα που επιλέχθηκαν για καθαρισμό με χρωματογραφία συγγένειας ήταν 

αυτά που παρήχθησαν έναντι του ανοσογονικού συμπλέγματος SOC-cTnI19-31 και αυτά 

έναντι του μίγματος των τεσσάρων ανοσογονικών συμπλεγμάτων (SOC-cTnI19-31, SOC-

cTnI118-131, CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77), CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI118-131)). Το υλικό 

πλήρωσης της χρωματογραφικής στήλη ήταν το Seph@Ahx-cTnI19-31. Εν συνεχεία τα 

καθαρισμένα αντισώματα ελέγχθηκαν για την ικανότητά τους να προσδένονται τόσο στο 

ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31 όσο και στην cTnI με δοκιμασίες έμμεσης ELISA. 

Τα αντισώματα που καθαρίστηκαν με χρωματογραφία συγγένειας έναντι του επίτοπου 

cTnI19-31 ελέγχθηκαν για διασταυρούμενη αντιδραστικότητα με τον επίτοπο cTnI66-77 με 

δοκιμασίες έμμεσης ELISA. Στις δοκιμασίες αυτές τα επιμέρους αντιδραστήρια 

επωάστηκαν με τη σειρά: 1) σύμπλεγμα CPSOC(3,9-Acm; 6,12- cTnI66-77) και SOC-cTnI19-

31, 2) καθαρισμένα αντισώματα από τη στήλη Seph@Ahx-cTnI19-31, 3) anti-IgY*HRP. 
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5.5.5 Δοκιμασίες ELISA για την ανίχνευση της cTnI από τα παραχθέντα αντισώματα 

Η αναγνώριση της cTnI από τα παραχθέντα αντισώματα ελέγχθηκε με μία σειρά 

προσδιορισμών ELISA τύπου Sandwich. Η  γενική πειραματική πορεία που ακολουθήθηκε 

ήταν ίδια με αυτή της § 5.4.4. Η διαφορά έγκειται στα αντιδραστήρια που επωάστηκαν σε 

κάθε βήμα στα wells. Σε αυτές τις δοκιμασίες τα επιμέρους αντιδραστήρια επωάστηκαν με 

την εξής σειρά: 1) αντισώματα σύλληψης έναντι της cTnI (anti-cTnI, IgG), 2) cTnI, 3) 

παραχθέντα IgY αντισώματα, 4) ενζυμο-συζευγμένο anti-IgY*HRP αντίσωμα. 

5.5.6 Δοκιμασίες ELISA για την ανίχνευση της cTnI χρησιμοποιώντας το 12peptide 

Η γενική πειραματική πορεία που ακολουθήθηκε ήταν ίδια με την έμμεση ELISA όπως 

περιγράφεται στην § 5.4.4. Στις δοκιμασίες αυτές τα επιμέρους αντιδραστήρια επωάστηκαν 

ως εξής: 1) πεπτίδιο Ac-12peptide, 2) cTnI, 3) παραχθέντα IgY αντισώματα, 4) ενζυμο-

συζευγμένο anti-IgY αντίσωμα. 

5.5.7 Δοκιμασία ανίχνευσης της cTnI χρησιμοποιώντας το SiO2@12peptide 

Το SiO2@12peptide (5 mg) προστέθηκε σε eppendorfs που περιείχαν ορούς ασθενών με 

επιβεβαιωμένο έμφραγμα. Η συγκέντρωση της καρδιακής τροπονίνης I στους ορούς των 

ασθενών είχε προσδιοριστεί με πρότυπη διαδικασία που ακολουθείται στο νοσοκομείο 

(Βιοχημικό εργαστήριο, Π.Γ.Ν.Ι.) και ήταν ίση με 100 ng/ml και 50 ng/ml. Τα eppendorf 

τοποθετήθηκαν σε περιστροφικό αναδευτήρα για 20’. Ακολούθησε φυγοκέντρηση 

(6000 rpm, 2’) και αποθήκευση των υπερκείμενων διαλυμάτων (4 °C), ενώ τα ιζήματα 

επανεναιωρήθηκαν και εκπλύθηκαν με 500 μl PBS Wash Buffer (το buffer ήταν ίδιο με αυτό 

που χρησιμοποιήθηκε στις δοκιμασίες ELISA § 5.5.4, pH 7,2). Συνολικά έγιναν τρεις 

εκπλύσεις, ενώ μετά την τελευταία φυγοκέντρηση τα ιζήματα τοποθετήθηκαν σε ξηραντήρα 

κενού, ώστε να απομακρυνθεί ο διαλύτης. 

Ακολούθησε θερμοβαρυμετρική ανάλυση κατά την οποία τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε 

συσκευή Schimadzu DTG-60. Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε υπό αέρα με Tαρχικό = 30 °C 

και Tτελικό = 700 °C, ενώ ο συνολικός χρόνος ήταν 48’.41 Για σύγκριση χρησιμοποιήθηκε 

αντίστοιχη ποσότητα από το SiO2@12peptide το οποίο δεν κατεργάστηκε με ορούς ασθενών. 

Από τα αποτελέσματα εξήχθη το  ποσοστό (%) φόρτωσης των νανοϋλικών. 

Τέλος έγινε ανάλυση με φασματοσκοπία FT-IR σε σύστημα Spectrum GX Perkin Elmer 

FTIR.41 
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5.5.8 Δοκιμασία ανίχνευσης της cTnI χρησιμοποιώντας το TCDA@12peptide 

Το υλικό TCDA@12peptide διαλύθηκε σε H2O (1 mg/ml) και ορισμένη ποσότητα 

διαλύματος προστέθηκε στα wells δύο ELISA plate (50 μl/well). Το ένα plate τοποθετήθηκε 

σε θάλαμο UV για να πολυμεριστούν τα δείγματα. Στη συνέχεια και στα δύο plates 

προστέθηκαν 1) H2O και 2) ορός υγιούς ατόμου ως αρντηικά controls και 3) ορός ασθενούς 

με επιβεβαιωμένο έμφραγμα (Cτροπονίνης 80 ng/ml). Τα δείγματα αφέθηκαν να αντιδράσουν 

με το TCDA@12peptide για μικρό χρόνο (20’) και καταγράφηκαν οι χρωματικές αλλαγές. 
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6 Αποτελέσματα 

6.1 Μελέτες ομολογίας 

Από τη συστοίχιση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών των τριών ισομορφών (ss, fs, c) της 

τροπονίνης I, όπως περιγράφεται στην § 5.1.1, προέκυψε ότι η cTnI έχει ομολογία 63% με 

την ss-TnI και 57% με την fs-TnI (Εικόνα 6.1, Πίνακας 6.1. Α). 

Επίσης οι σκελετικές τροπονίνες T παρουσιάζουν ομολογία 74%-94% με τις καρδιακές 

τροπονίνες T, ενώ οι σκελετικές τροπονίνες C έχουν ομολογία 88%-100% με τις καρδιακές 

τροπονίνες C (Εικόνες 6.2 και 6.3, Πίνακας 6.1. Α). 

Εικόνα 6.1. Συστοίχιση της καρδιακής ισομορφής της τροπονίνης I (cTnI) με τις αντίστοιχες 

σκελετικές ισομορφές, αργής (ssTnI) και ταχείας (fsTnI) μυϊκής σύσπασης. Οι ομόλογες 

περιοχές των τριών υπομονάδων επισημαίνονται με τελείες, ενώ με παύλες επισημαίνονται οι 

ομόλογες περιοχές των δύο εκ των τριών πρωτεϊνών. 

Εικόνα 6.2. Συστοίχιση της καρδιακής ισομορφής της τροπονίνης T (cTnT) με τις 

αντίστοιχες σκελετικές ισομορφές, αργής (ssTnT) και ταχείας (fsTnT) μυϊκής 

σύσπασης. Οι ομόλογες περιοχές των τριών υπομονάδων επισημαίνονται με τελείες, 

ενώ με παύλες επισημαίνονται οι ομόλογες περιοχές των δύο εκ των τριών πρωτεϊνών. 
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Με την ίδια μεθοδολογία προέκυψε ότι η καρδιακή τροπονίνη I έχει 13% ομολογία με 

την καρδιακή τροπονίνη C και 17% ομολογία με την καρδιακή τροπονίνη T (Εικόνα 6.4, 

Πίνακας 6.1. Β).  

Η συνολική ομολογία των τριών ισομορφών κάθε υπομονάδας της τροπονίνης και η 

ομολογία των καρδιακών τροπονινών C, I, T παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.1. 

Α. Συνολική ομολογία μεταξύ σκελετικών και 
καρδιακών ισομορφών των τροπονινών 

Β. Συνολική ομολογία μεταξύ των καρδιακών 
ισομορφών των τροπονινών I-T-C 

 cTnI cTnT cTnC  cTnI 

fs-TnI 57%   cTnT 17% 

ss-TnI 63%   cTnC 13% 

fs-TnT  74%    

ss-TnT  94%    

fs-TnC   88%   

ss-TnC   100%   

Πίνακας 6.1. Συνολική ομολογία μεταξύ σκελετικών και καρδιακών ισομορφών των τροπονινών (Α) και των 

καρδιακών ισομορφών των τροπονινών C, I, T (Β). 

Εικόνα 6.4. Συστοίχιση της καρδιακής ισομορφής της τροπονίνης I (cTnl) με τις 

καρδιακές ισομορφές της cTnC και cTnT. Οι ομόλογες περιοχές των τριών υπομονάδων 

επισημαίνονται με τελείες, ενώ με παύλες επισημαίνονται οι ομόλογες περιοχές των δύο 

εκ των τριών πρωτεϊνών. 

Εικόνα 6.3. Συστοίχιση της καρδιακής ισομορφής της τροπονίνης C (cTnC) με τις 

αντίστοιχες σκελετικές ισομορφές, αργής (ssTnC) και ταχείας (fsTnC) μυϊκής 

σύσπασης. Οι ισομορφές είναι ομόλογες εξολοκλήρου. 
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6.2 Μελέτη ανοσογονικότητας των καρδιακών ισομορφών της τροπονίνης 

Παρατίθενται σχηματικά τα αποτελέσματα των μελετών (§ 5.1.2) της αντιγονικής 

χαρτογράφησης, της υδροφιλικότητας, της προσβασιμότητας επιφάνειας, της ευελιξίας και 

της δευτεροταγούς δομής της καρδιακής ισομορφής της τροπονίνης I (Εικόνες 6.5-6.10). 

 

 

Εικόνα 6.5. Σχηματική παρουσίαση των υδρόφιλων περιοχών της cTnI. 

Μέθοδος: Parker Hydrophilicity Prediction. 

Εικόνα 6.6. Σχηματική παρουσίαση των πιθανών αντιγονικών περιοχών 

της cTnI. Μέθοδος: Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity. 

Εικόνα 6.7. Σχηματική παρουσίαση των επιφανειακά προσβάσιμων 

περιοχών της cTnI. Μέθοδος: Emini Surface Accessibility Prediction. 
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Από το σύνολο των περιοχών που προσδιορίστηκαν με βάση τις παραπάνω υπολογιστικές 

μεθόδους (Εικόνες 6.5-6.10), καθώς και παλαιότερες μελέτες, επιλέχθηκαν τέσσερις 

Εικόνα 6.9. Σχηματική παρουσίαση των πιθανών γραμμικών επιτόπων της 

cTnI. Μέθοδος: Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0. 

Εικόνα 6.8. Σχηματική παρουσίαση των πιθανών κινητικά ευέλικτων 

περιοχών της cTnI. Μέθοδος: Karplus Chain flexibility. 

Εικόνα 6.10. Σχηματική παρουσίαση των περιοχών της cTnI που μπορούν 

να εμφανίσουν δευτεροταγή δομή β-στροφής. Μέθοδος: Chou/Fasman. 
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περιοχές της καρδιακής ισομορφής της τροπονίνης I, οι οποίες ελέγχθηκαν εκ νέου για την 

ομολογία τους με τις αντίστοιχες περιοχές των σκελετικών fs-TnI και ss-TnI, όπως και με 

τις αντίστοιχες περιοχές των cTnT και cTnC (Πίνακας 6.2). 

  cTnI19-31 cTnI66-77 cTnI110-122 cTnI118-131 

Α 
fs-TnI 0% 33% 39% 36% 

ss-TnI 0% 50% 62% 43% 

Β 
cTnT 8% 17% 8% 7% 

cTnC 0% 25% 15% 7% 

Οι περιοχές που επιλέχθηκαν για ανάπτυξη την αντισωμάτων είναι οι εξής: 

1. Η αλληλουχία R19RRSSNYRAYATE31 (cTnΙ19-31) δεν έχει ομολογία με τις σκελετικές 

ισομορφές, ενώ η ομολογία της με τις καρδιακές ισομορφές των τροπονινών C και T είναι 

πολύ χαμηλή έως μηδαμινή (Πίνακας 6.2). Επίσης, παρουσιάζει υψηλή υδροφιλικότητα και 

επιφανειακή προσβασιμότητα, ενώ η αντιγονικότητα και η ευκαμψία της είναι 

ικανοποιητικές (Εικόνες 6.5-6.10). 

2. Η αλληλουχία E66RRGEKGRALST77 (cTnΙ66-77) παρουσιάζει μεσαία ομολογία με την 

ss σκελετική και χαμηλή ομολογία με την fs σκελετική ισομορφή, ενώ με τις καρδιακές 

ισομορφές των τροπονινών C και T παρουσιάζει χαμηλή ομολογία (Πίνακας 6.2). Επίσης, 

είναι πολύ υδρόφιλη, εύκαμπτη και επιφανειακά προσβάσιμη. Ωστόσο, η αντιγονικότητά 

της δεν προβλέπεται ιδιαίτερα υψηλή (Εικόνες 6.5-6.10). 

3. Η αλληλουχία R110YDIEAKVTKNIT122 (cTnΙ110-122)έχει μέτρια και χαμηλή ομολογία με 

τις σκελετικές ισομορφές ss και fs αντίστοιχα, ενώ η ομολογία της με τις καρδιακές 

τροπονίνες C και T είναι πολύ χαμηλή (Πίνακας 6.2). Επιπλέον προβλέπεται ότι έχει υψηλή 

υδροφιλικότητα και αντιγονικότητα, καθώς και αρκετά ικανοποιητική ευκαμψία και 

επιφανειακή προσβασιμότητα (Εικόνες 6.5-6.10). 

4. Η αλληλουχία T118KNITEIADLTQKI131 (cTnΙ118-131) εμφανίζει μεσαία προς χαμηλή 

ομολογία σε σχέση με τις σκελετικές ισομορφές της τροπονίνης I, ενώ η ομολογία της με 

τις καρδιακές ισομορφές των τροπονινών C και T είναι ελάχιστη (Πίνακας 6.2). Παρά το 

γεγονός ότι δεν προβλέπεται υψηλή υδροφιλικότητα και επιφανειακή προσβασιμότητα για 

τη συγκεκριμένη αλληλουχία, η αντιγονικότητά της είναι υψηλή και η ευκαμψία της 

ικανοποιητική (Εικόνες 6.5-6.10). 

Πίνακας 6.2. Επιμέρους ομολογίες των επιλεγμένων αλληλουχιών της καρδιακής ισομορφής της τροπονίνης I 

έναντι των αντίστοιχων (Α) σκελετικών και (Β) καρδιακών ισομορφών των τροπονινών T και C. 



Κεφάλαιο 6ο  

92 

6.3 Σύνθεση πεπτιδικών αναλόγων και συμπλεγμάτων 

6.3.1 Πεπτιδικός φορέας CPSOC(3,9-Acm) 

Στο Σχήμα 6.1 απεικονίζεται ο συντακτικός τύπος του φορέα CPSOC(3,9-Acm). Για τη 

σύνθεση του ακολουθήθηκε η διαδικασία που περιγράφεται στην § 5.4.1. Η αποκοπή του 

πεπτιδίου από τη ρητίνη έγινε με μίγμα διαλυτών TFA/TIS/H2O/DODT (94/1/2,5/2,5, 

v/v/v/v). Η συνολική απόδοση που υπολογίστηκε ήταν ίση με 85%. 

Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC ελήφθη όπως αποδίδεται στην § 5.4.3 

και παρουσιάζεται στην Εικόνα 6.11, όπου φαίνεται η καθαρότητα του πεπτιδίου. Το 

σύστημα έκλουσης ήταν (Α) H2O/0,1%TFA και (Β) CH3CN/0,1%TFA και είχε γραμμική 

μεταβολή από (Α) 90/ (Β) 10 σε (Α) 60/ (Β) 40 για 30'. Η απόδοση καθαρισμού ήταν 71%. 

Σχήμα 6.1. Συντακτικός τύπος του CPSOC(3,9-Acm). 

Εικόνα 6.11. Αναλυτική RP-HPLC του CPSOC(3,9-Acm). 



Κεφάλαιο 6ο 

93 

Το φάσμα μάζας ESI-MS ελήφθη όπως περιγράφεται στην § 5.4.4 και παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 6.12, όπου διακρίνονται τα μοριακά ιόντα με Μοριακά Βάρη: 1) 1466,81 Da, 

που αντιστοιχεί στο [M+1H+]/1, 2) 790,34 Da, που αντιστοιχεί στο [(M+MTFA)+2H+]/2, 3) 

733,28 Da, που αντιστοιχεί στο [M+2H+]/2, 4) 526,81 Da, που αντιστοιχεί στο 

[(M+MTFA)+3H+]/3, 5) 488,77 Da, που αντιστοιχεί στο [M+3H+]/3. 

6.3.2 Πεπτίδιο IAc-Ahx-cTnI19-31 

Στο Σχήμα 6.2 φαίνεται ο συντακτικός τύπος του πεπτιδίου IAc-Ahx-cTnI19-31. Για τη 

σύνθεση του ακολουθήθηκε η διαδικασία που περιγράφεται στην § 5.4.1. Η αποκοπή του 

πεπτιδίου από τη ρητίνη έγινε με μίγμα διαλυτών TFA/TIS/H2O (95/2,5/2,5 , v/v/v). Η 

συνολική απόδοση που υπολογίστηκε ήταν ίση με  95%. 

Σχήμα 6.2. Συντακτικός τύπος του IAc-Ahx-cTnI19-31. 

Εικόνα 6.12. Φάσμα μάζας ESI-MS του CPSOC(3,9-Acm). Υπολογισθέν ΜΒ: 1466,9 Da. Ευρεθέν 

ΜΒ: 1464,551,26. 
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Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC ελήφθη σύμφωνα με τη διαδικασία που 

περιγράφεται στην § 5.4.3 και παρατίθεται στην Εικόνα 6.13, όπου φαίνεται η καθαρότητα 

του πεπτιδίου. To καλύτερο σύστημα έκλουσης για το συγκεκριμένο πεπτίδιο αποδείχτηκε 

το εξής: (Α) H2O/0,1%TFA και (Β) CH3CN/0,1%TFA με γραμμική μεταβολή από (Α) 80/ 

(Β) 20 σε (Α) 70/ (Β) 30 για 30'. Η απόδοση καθαρισμού ήταν 57%. 

Το φάσμα μάζας ESI-MS ελήφθη όπως αναφέρεται στην § 5.4.4 και παρουσιάζεται στην 

Εικόνα 6.14, όπου διακρίνονται τα μοριακά ιόντα με Μοριακά Βάρη: 1) 956,03 Da, που 

αντιστοιχεί στο [M+2H+]/2, 2) 675,73 Da, που αντιστοιχεί στο [(M+MTFA)+3H+]/3, 

3) 637,71 Da, που αντιστοιχεί στο [M+3H+]/3. 
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Εικόνα 6.13. Αναλυτική RP-HPLC του πεπτιδίου IAc-Ahx-cTnI19-31. 

Εικόνα 6.14. ESI-MS του πεπτιδικού αναλόγου IAc-Ahx-cTnI19-31. Υπολογισθέν ΜΒ: 1909,84 Da. 

Ευρεθέν ΜΒ: 1910,070,03. 
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6.3.3 Πεπτίδιο IAc-cTnI66-77 

Στο Σχήμα 6.3 απεικονίζεται ο συντακτικός τύπος του πεπτιδίου IAc-cTnI66-77. Η σύνθεσή 

του πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την SPPS (§ 5.4.1). Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη 

ρητίνη έγινε με μίγμα διαλυτών TFA/TIS/H2O/DMB/DODT (90/2,5/4/1/2,5 , v/v/v/v). ). Η 

συνολική απόδοση που υπολογίστηκε ήταν ίση με 70%. 

Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC ελήφθη όπως περιγράφεται στην § 5.4.3 

και παρουσιάζεται στην Εικόνα 6.15, όπου φαίνεται η καθαρότητα του πεπτιδίου. To 

σύστημα έκλουσης (Α) H2O/0,1%TFA και (Β) CH3CN/0,1%TFA είχε γραμμική μεταβολή 

από (Α) 95/ (Β) 5 σε (Α) 60/ (Β) 40 για 30'. Η απόδοση καθαρισμού ήταν 38%. 

Το φάσμα μάζας ESI-MS ελήφθη όπως αναφέρεται στην § 5.4.4 και παρατίθεται στην 

Εικόνα 6.16, όπου διακρίνονται τα μοριακά ιόντα με Μοριακά Βάρη: 1) 763,01 Da, που 

αντιστοιχεί στο [M+2H+]/2, 2) 546,57 Da, που αντιστοιχεί στο [(M+MTFA)+3H+]/3, 3) 508,5 

Da, που αντιστοιχεί στο [M+3H+]/3, 4) 381,30 Da, που αντιστοιχεί στο [M+4H+]/4. 

Εικόνα 6.15. Χρωματογράφημα αναλυτικής RP- HPLC του πεπτιδίου IAc-cTnI66-77. 

Σχήμα 6.3. Συντακτικός τύπος του IAc-cTnI66-77. 
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6.3.4 Σύμπλεγμα CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77) 

Στο Σχήμα 6.4 απεικονίζεται ο συντακτικός τύπος του πεπτιδικού συμπλέγματος 

CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77). Η σύνθεση του επιτεύχθηκε με χημειοεκλεκτική 

αντίδραση θειοαιθερικού δεσμού, όπως αποδίδεται λεπτομερώς στην § 5.4.2. Η απόδοση 

σύνθεσης ήταν ίση με 92%. 

Εικόνα 6.16. Φάσμα μάζας ESI του πεπτιδικού αναλόγου IAc-cTnI66-77. Αναμενόμενο ΜΒ:1526,44. 

Ευρεθέν ΜΒ: 1522,551,42. 

Σχήμα 6.4. Συντακτικός τύπος του συμπλέγματος CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77). 
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Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC HPLC ελήφθη όπως περιγράφεται στην 

§ 5.4.3 και παρουσιάζεται στην Εικόνα 6.17, όπου φαίνεται η καθαρότητα του πεπτιδίου. 

To σύστημα έκλουσης (Α) H2O/0,1%TFA και (Β) CH3CN/0,1%TFA είχε γραμμική 

μεταβολή από (Α) 90/ (Β) 10 σε (Α) 60/ (Β) 40 για 30'. Η απόδοση καθαρισμού ήταν 50%. 

Το φάσμα μάζας ESI-MS ελήφθη όπως περιγράφεται στην § 5.4.4 και παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 6.18, όπου διακρίνονται τα μοριακά ιόντα με Μοριακά Βάρη: 1) 1066,5 Da, 

που αντιστοιχεί στο [M+4H+]/4, 2) 853,5 Da, που αντιστοιχεί στο [M+5H+]/5, 3) 711,5 Da, 

που αντιστοιχεί στο [M+6H+]/6, 4) 609,8 Da, που αντιστοιχεί στο [M+7H+]/7, 5) 533,7 Da, 

που αντιστοιχεί στο [M+8H+]/8. 

Εικόνα 6.17. Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του συμπλέγματος CPSOC(3,9-Acm;6,12-

cTnI66-77). 

Εικόνα 6.18. Φάσμα μάζας ESI του συμπλόκου CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77). Υπολογισθέν 

ΜΒ: 4263,96. Ευρεθέν ΜΒ:4262,100,61. 
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6.3.5 Πεπτίδιο IAc-cTnI110-122 

Στο Σχήμα 6.5 απεικονίζεται ο συντακτικός τύπος του πεπτιδίου IAc-cTnI110-122. Η σύνθεσή 

του πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την SPPS (§ 5.4.1). Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη 

ρητίνη έγινε με μίγμα διαλυτών TFA/TIS/H2O/DMB/DODT (90/2,5/4/1/2,5, v/v/v/v). Η 

απόδοση που υπολογίστηκε ήταν73%. 

Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC ελήφθη όπως αναφέρεται στην § 5.4.3 

και παρατίθεται στην Εικόνα 6.19, όπου φαίνεται η καθαρότητα του πεπτιδίου. Το σύστημα 

έκλουσης (Α) H2O/0,1%TFA και (Β) CH3CN/0,1%TFA είχε γραμμική μεταβολή από (Α) 

90/ (Β) 10 σε (Α) 60/ (Β) 40 για 30'. Η απόδοση καθαρισμού ήταν 19%. 

Το φάσμα μάζας του ESI-MS ελήφθη σύμφωνα με την § 5.4.4 και παρουσιάζεται στην 

Εικόνα 6.20, όπου διακρίνονται τα μοριακά ιόντα με Μοριακά Βάρη: 1) 858,70 Da, που 

αντιστοιχεί στο [M+2H+]/2, 2) 572,31 Da, που αντιστοιχεί στο [M+3H+]/3. 

Εικόνα 6.19. Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου IAc-cTnI110-122. 

Σχήμα 6.5. Συντακτικός τύπος του πεπτιδίου IAc-cTnI110-122. 
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6.3.6 Σύμπλεγμα CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI110-122) 

Στο Σχήμα 6.6 φαίνεται ο συντακτικός τύπος του πεπτιδικού συμπλέγματος CPSOC(3,9-

Acm;6,12-cTnI110-122). Η σύνθεση του πραγματοποιήθηκε με χημειοεκλεκτική αντίδραση 

θειοαιθερικού δεσμού, όπως αποδίδεται λεπτομερώς στην § 5.4.2. Η απόδοση σύνθεσης 

ήταν ίση με 70%. 

Εικόνα 6.20. Φάσμα μάζας ESI του πεπτιδικού αναλόγου IAc-cTnI110-122. Υπολογισθέν ΜΒ: 

1717,70. Ευρεθέν ΜΒ: 1714,651,04. 

Σχήμα 6.6. Συντακτικός τύπος του συμπλέγματος CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI110-122). 
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Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC ελήφθη όπως περιγράφεται στην § 5.4.3 

και παρατίθεται στην Εικόνα 6.21, όπου φαίνεται η καθαρότητα του πεπτιδίου. Το σύστημα 

έκλουσης (Α) H2O/0,1%TFA και (Β) CH3CN/0,1%TFA είχε γραμμική μεταβολή από (Α) 

90/ (Β) 10 σε (Α) 60/ (Β) 40 για 30'. Η απόδοση καθαρισμού ήταν 17%. 

Το φάσμα μάζας ESI-MS ελήφθη όπως περιγράφεται στην § 5.4.4 και παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 6.22, όπου διακρίνονται τα μοριακά ιόντα με Μοριακά Βάρη: 1) 1162,2 Da, 

που αντιστοιχεί στο [M+4H+]/4, 2) 930,0 Da, που αντιστοιχεί στο [M+5H+]/5, 3) 795,2 Da, 

που αντιστοιχεί στο [(M+MTFA)+6H+]/6, 4) 775,1 Da, που αντιστοιχεί στο [M+6H+]/6, 5) 

664,6 Da, που αντιστοιχεί στο [M+7H+]/7. 

Εικόνα 6.21. Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του συμπλέγματος CPSOC(3,9-Acm;6,12-

cTnI110-122). 

Εικόνα 6.22. Φάσμα μάζας ESI του συμπλόκου CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI110-122). Υπολογισθέν ΜΒ: 

4646,48. Ευρεθέν ΜΒ: 4644,860,25. 
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6.3.7 Πεπτίδιο IAc-12peptide 

Στο Σχήμα 6.7 απεικονίζεται ο συντακτικός τύπος του πεπτιδίου IAc-12peptide. Για τη 

σύνθεση του ακολουθήθηκε η SPPS (§ 5.4.1). Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη έγινε 

με μίγμα διαλυτών TFA/TIS/H2O (95/2,5/2,5, v/v/v). Η συνολική απόδοση που 

υπολογίστηκε ήταν 77%. 

Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC ελήφθη σύμφωνα με τη διαδικασία που 

περιγράφεται στην § 5.4.3 και παρατίθεται στην Εικόνα 6.23, όπου φαίνεται η καθαρότητα 

του πεπτιδίου. Το σύστημα έκλουσης (Α) H2O/0,1%TFA και (Β) CH3CN/0,1%TFA είχε 

γραμμική μεταβολή από (Α) 95/ (Β) 5 σε (Α) 50/ (Β) 50 για 30'. Η απόδοση καθαρισμού 

ήταν 51%. 

Το φάσμα μάζας ESI-MS ελήφθη σύμφωνα με την πρότυπη διαδικασία που περιγράφεται 

στην § 5.3.4 και παρουσιάζεται στην Εικόνα 6.24, όπου διακρίνεται το μοριακό ιόν με 

Μοριακό Βάρος 852,13 Da, που αντιστοιχεί στο [M+2H+]/2. 

Σχήμα 6.7. Συντακτικός τύπος του πεπτιδίου IAc-12peptide. 

Εικόνα 6.23. Αναλυτική RP-HPLC του πεπτιδίου IAc-12peptide. 
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6.3.8 Σύνθεση του υλικού TCDA@12peptide 

Στο Σχήμα 6.8 παρατίθεται ο συντακτικός τύπος του TCDA@12peptide. Η σύνθεσή του 

έγινε όπως αποδίδεται λεπτομερώς στην § 5.4.10. Η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη 

έγινε με μίγμα TFA/TIS/H2O (95/2,5/2,5 , v/v/v). Η απόδοση ήταν 48%. Το πεπτίδιο έλαβε 

ένα χαρακτηριστικό μπλε χρώμα μετά τη σύζευξη του 10,12-TCDA (Εικόνα 6.26). 

Εικόνα 6.25. Απεικόνιση του 

TCDA@12peptide σε στερεή 

μορφή (Α) και σε διάλυμα (Β). 

Σχήμα 6.8. Συντακτικός τύπος του υλικούTCDA@12peptide. 

Εικόνα 6.24. Φάσμα μάζας .ESI-MS του πεπτιδίου IAc-12peptide. Υπολογισθέν ΜΒ: 1704,54. 

Ευρεθέν ΜΒ: 1702,26. 
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6.4 Σύνθεση του υλικού SiO2@12peptide 

Το SiO2@12peptide συντέθηκε σύμφωνα με τη διαδικασία που περιγράφεται εκτενώς στην 

§ 5.4.6 και η δομή του απεικονίζεται στο Σχήμα. Η σύζευξη του IAc-12peptide στα 

νανοσωματίδια σίλικας ταυτοποιήθηκε με FTIR, όπως υποδεικνύεται στην § 5.4.7. Στην 

Εικόνα 6.26 φαίνεται το φάσμα FTIR του SiO2@12peptide, καθώς και του 12peptide και του 

SiO2 για σύγκριση. Τα 1540 cm-1, 1430 cm-1 και 1385 cm-1 αποδίδονται στη δόνηση τάσης 

του δεσμού C=C, και στις αλειφατικές ομάδες (CH2-CH3) των αμινοξέων του πεπτιδίου. Οι 

πεπτιδικοί δεσμοί του 12peptide και του SiO2@12peptide εμφανίζονται στα 1643 cm-1 

(τέντωμα του δεσμού C=O) και 1535 cm-1 (δεσμός C-N). Στα 1159 cm-1 εμφανίζεται η 

δόνηση τάσης του δεσμού C–O των αμινοξέων που φέρουν ομάδες υδροξυλίου. Οι κορυφές 

που εμφανίζονται στην περιοχή 3300–3400 cm-1 αποδίδονται στις δονήσεις των δεσμών O-

H και N-H. Η παρουσία των χαρακτηριστικών πεπτιδικών δεσμών στο SiO2@12peptide είναι 

η βασική απόδειξη ότι τo πεπτίδιo προσδένεται στην επιφάνεια των νανοσωματιδίων σίλικας. 

Η επιτυχής σύνθεση του υλικού SiO2@12peptide ταυτοποιήθηκε και με φασματοσκοπία 

EPR (όπως περιγράφεται στην § 5.4.8), καθώς το 12peptide διαθέτει το αμινοξικό κατάλοιπο 

της τυροσίνης, της οποίας η φαινολική υδροξυλομάδα μπορεί να οξειδωθεί και να ανιχνευτεί 

η ρίζα της. Τα φάσματα EPR του IAc-12peptide και του SiO2@12peptide φαίνονται στην 

Εικόνα 6.27. Πριν από την προσθήκη του οξειδωτικού KMnO4, δεν ανιχνεύθηκε σήμα EPR. 

Εικόνα 6.26. Φάσματα FT-IR του 12peptide και του 

SiO2@12peptide. Οι κορυφές στα 1643 και 1535 cm-1 

που φαίνονται στο SiO2@12peptide και το IAc-

12peptide δεν υπάρχουν στο SiO2 και αποδίδονται στους 

πεπτιδικούς δεσμούς. 
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Τα ριζικά σήματα αναπτύχθηκαν γρήγορα μετά την προσθήκη του οξειδωτικού στα 

πεπτιδικά διαλύματα, των οποίων το χρώμα άλλαξε αμέσως από μωβ σε σκούρο πράσινο, 

ενδεικτικό της αναγωγής του Mn κατά τη λήψη ηλεκτρονίων από τα οξειδωμένα οργανικά 

μόρια. Τα φάσματα EPR παρουσιάζονται σε κανονικοποιημένες εντάσεις, για καλύτερη 

σύγκριση σχήματος γραμμής και τιμής g. 

Από τα φάσματα EPR βρέθηκε ότι ο χρόνος ζωής των ριζών τυροσίνης τόσο στο IAc-

12peptide όσο και στο υβριδικό υλικό SiO2@12peptide είναι σημαντικά μεγάλος για ένα μη 

βιολογικό σύστημα. Εξαιτίας αυτών των σημαντικών ευρημάτων, εκτός από το 

SiO2@12peptide συντέθηκαν και μελετήθηκαν με τις ίδιες διαδικασίες επιπλέον ορισμένα 

υλικά, τα οποία δεν συμπεριλαμβάνονται στην παρούσα διατριβή. 

Η ποσότητα του πεπτιδίου IAc-12peptide που προσδέθηκε στα σωματίδια SiO2 

προσδιορίστηκε με θερμοβαρυμετρική ανάλυση (TGA), όπως περιγράφεται στην § 5.4.9. 

Τα αποτελέσματα παρατίθενται στον Πίνακα 6.3. Λαμβάνοντας υπ’ όψιν τα χαρακτηριστικά 

των ομάδων -ΟΗ των σωματιδίων A90 SiO2, (0,5 mmol/g), τα δεδομένα υποδηλώνουν ότι 

1) οι «φορτωμένες» μερκαπτο-ομάδες αντιστοιχούν ~ στο 1/10 των διαθέσιμων θέσεων -

ΟΗ και 2) η πλειονότητα των επιφανειακών θειολομάδων -SH συζεύχθηκε με το πεπτίδιο. 

 

Πίνακας 6.3. Φόρτωση των νανοσωματιδίων σίλικας σε κάθε στάδιο 

σύνθεσης του υβριδικού υλικού SiO2@12peptide. 

 Φόρτωση νανοσωματιδίων (μmol/gr) ± 5 

 Μερκαπτο-ομάδα Πεπτίδιο 

SiO2@SH 48 - 

SiO2@12-peptide 48 46 

Εικόνα 6.27. Φάσματα EPR του 

12peptide και του SiO2@12peptide, 

όπου φαίνονται οι χαρακτηριστικές 

κορυφές των ριζών τυροσίνης. 
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6.5 Σύνθεση του υλικού Seph@Ahx-cTnI19-31 

Η πρόσδεση του πεπτιδίου IAc-Ahx-cTnI19-31 στα σφαιρίδια thiopropyl Sepharose 6B, έγινε 

όπως περιγράφεται στην § 5.4.5. Η πορεία της αντίδρασης της σεφαρόζης με το DTT 

ελέγχθηκε με φασματοσκοπία UV (343 nm). Στην Εικόνα 6.29 φαίνεται η παραγωγή του 

προϊόντος 2-θειοπυριδόνη, που προέκυψε από τις δύο διαδοχικές αντιδράσεις θειόλης-

δισουλφιδίου, γεγονός που πιστοποιεί τον επιτυχή σχηματισμό ελεύθερων θειολομάδων 

στην επιφάνεια των σφαιριδίων σεφαρόζης. 

6.6 Έλεγχος Εξειδίκευσης Αντισωμάτων 

6.6.1 Ανοσοποιήσεις έναντι ενός επίτοπου 

6.6.1.1 Εξειδίκευση αντισωμάτων έναντι των ανοσογονικών συμπλεγμάτων 

Πραγματοποιήθηκαν έμμεσες δοκιμασίες ELISA για τον έλεγχο της εξειδίκευσης των 

παραχθέντων αντισωμάτων έναντι των επίτοπων cTnI19-31 και cTnI118-131, όπως 

περιγράφεται στην § 5.5.4. Τα συμπλέγματα SOC-cTnI19-31 και SOC-cTnI118-131 

επιστρώθηκαν στο plate σε συγκέντρωση 5 μg/ml, ενώ τα αντισώματα χρησιμοποιήθηκαν 

σε αραιώσεις 1/25 έως 1/400. Στα Διαγράμματα 6.1 και 6.2 παρουσιάζονται τα 

αποτελέσματα των επιμέρους ανοσοδοκιμασιών με αρνητικό Control αντισώματα από τις 

ίδιες όρνιθες πριν τις ανοσοποιήσεις. Στο Διάγραμμα 6.1 φαίνεται ότι υπάρχει εξειδίκευση 

των παραχθέντων αντισωμάτων για το ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31, ενώ στο 

Διάγραμμα 6.2 φαίνεται η εξειδίκευση για το ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-cTnI118-131. Από 

τη σύγκριση της οπτικής πυκνότητας στα δύο διαγράμματα, διαπιστώνεται ότι η όρνιθα που 

ανοσοποιήθηκε με το σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31 έδωσε υψηλότερου τίτλου αντισώματα σε 

σχέση με αυτήν που ανοσοποιήθηκε με το SOC-cTnI118-131. 

Εικόνα 6.28. Αναγωγή της thiopropyl Sepharose 6B με το DTT και 

παραγωγή της 2-θειοπυριδόνης. 
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6.6.1.2 Σύγκριση των πρωτόκολλων απομόνωσης IgY αντισωμάτων: PEG vs NaCl 

Με δοκιμασίες έμμεσης ELISA ελέγχθηκε η επιτυχής απομόνωση των IgY αντισωμάτων, 

συγκρίνοντας ταυτόχρονα την απόδοση των δύο διαφορετικών πρωτόκολλων που 

ακολουθήθηκαν, τα οποία περιγράφονται εκτενώς στην § 5.5.2. Τα συμπλέγματα SOC-

cTnI19-31 και SOC-cTnI118-131 επιστρώθηκαν στο plate σε συγκέντρωση 5 μg/ml, ενώ τα 

αντισώματα χρησιμοποιήθηκαν σε αραιώσεις 1/25 έως 1/400. Σύμφωνα με τα Διαγράμματα 

6.3 και 6.4, τα IgY αντισώματα απομονώθηκαν επιτυχώς και με τα δύο πρωτόκολλα. 

Παρόλο που εμφανίζονται κάποιες διαφορές δεν είναι ιδιαίτερα σημαντικές. 

Διάγραμμα 6.1. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των αντισωμάτων για το 

σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31 που απομονώθηκαν από την ανοσοποιημένη όρνιθα (γαλάζιο) 

και των αντισωμάτων που απομονώθηκαν πριν τις ανοσοποιήσεις (Control-, μαύρο). 

Διάγραμμα 6.2. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των αντισωμάτων για το 

σύμπλεγμα SOC-cTnI118-131 που απομονώθηκαν από την ανοσοποιημένη όρνιθα (γαλάζιο) 

και των αντισωμάτων που απομονώθηκαν πριν τις ανοσοποιήσεις (Control-, μαύρο). 
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6.6.1.3 Σύγκριση εξειδίκευσης crude και καθαρισμένων αντισωμάτων με διαπίδυση 

έναντι του SOC-cTnI19-31 και του SOC-cTnI118-131 

Ακολούθησαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA για τη σύγκριση των crude αντισωμάτων με τα 

αντίστοιχα καθαρισμένα αντισώματα με διαπίδυση, όπως αναφέρεται στην § 5.5.4. Τα 

ανοσογονικά συμπλέγματα SOC-cTnI19-31 και SOC-cTnI118-131 επιστρώθηκαν σε 

συγκέντρωση 5 μg/ml, ενώ τα αντισώματα χρησιμοποιήθηκαν σε αραιώσεις από 1 έως 

1/100. Στα Διαγράμματα 6.5 και 6.6 φαίνεται ότι τα καθαρισμένα με διαπίδυση αντισώματα 

εμφανίζουν μεγαλύτερη εξειδίκευση σε σχέση με τα crude αντισώματα. 

Διάγραμμα 6.3. Σχηματική παρουσίαση της απομόνωσης των IgY αντισωμάτων που 

παρήχθησαν έναντι του SOC-cTnI19-31. Με γαλάζιο χρώμα παρουσιάζονται τα 

απομονωμένα αντισώματα με το πρωτόκολλο PEG, ενώ με μαύρο με το NaCl. 

Διάγραμμα 6.4. Σχηματική παρουσίαση της απομόνωσης των IgY αντισωμάτων που 

παρήχθησαν έναντι του SOC-cTnI118-131. Με γαλάζιο χρώμα παρουσιάζονται τα 

απομονωμένα αντισώματα με το πρωτόκολλο PEG, ενώ με μαύρο με το NaCl. 



Κεφάλαιο 6ο  

108 

 

6.6.1.4 Σύγκριση των συνθηκών αποθήκευσης/συντήρησης των αντισωμάτων 

Πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA για τη σύγκριση των μεθόδων 

αποθήκευσης των αντισωμάτων. Η μία μέθοδος ήταν η κλασματοποίηση και κατάψυξη των 

δειγμάτων στους -20 °C και η άλλη η λυοφιλιοποίηση. Τα συμπλέγματα SOC-cTnI19-31 και 

SOC-cTnI118-131 επιστρώθηκαν σε συγκέντρωση 5 μg/ml και τα αντισώματα 

χρησιμοποιήθηκαν σε αραιώσεις από 1/50 έως 1/200. Στα Διαγράμματα 6.7 και 6.8 φαίνεται 

ότι τα αποθηκευμένα αντισώματα στους -20 °C δίνουν καλύτερα αποτελέσματα από τα 

λυοφιλιοποιημένα, ωστόσο οι διαφορές δεν είναι ιδιαίτερα σημαντικές. 

Διάγραμμα 6.5. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των crude (μαύρο) και 

καθαρισμένων με διαπίδυση (γαλάζιο) αντισωμάτων έναντι του ανοσογονικού 

συμπλέγματος SOC-cTnI19-31. 

Διάγραμμα 6.6. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των crude (μαύρο) και 

καθαρισμένων με διαπίδυση αντισωμάτων (γαλάζιο) έναντι του ανοσογονικού 

συμπλέγματος SOC-cTnI118-131. 
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6.6.1.5 Επίδραση θερμοκρασίας στις δοκιμασίες ELISA 

Δύο διαφορετικά πρωτόκολλα χρησιμοποιήθηκαν για να μελετηθεί η επίδραση της 

θερμοκρασίας στις ανοσοδοκιμασίες. Έτσι πραγματοποιήθηκαν ELISA με τα ίδια 

αντιδραστήρια και βήματα με τη διαφορά ότι στο ένα πρωτόκολλο τα αντιδραστήρια 

επωάστηκαν στους 4 °C για 24 h, ενώ στο άλλο οι επωάσεις των αντιδραστηρίων έγιναν 

στους 37 °C για 2 h. Για τη μελέτη αυτή χρησιμοποιήθηκε το ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-

cTnI19-31 και τα παραχθέντα αντισώματα έναντι αυτού. Η συγκέντρωση του ανοσογονικού 

συμπλέγματος ήταν 5 μg/ml και τα αντισώματα επιστρώθηκαν στη συγκέντρωση του 

Διάγραμμα 6.7. Σχηματική παρουσίαση της δραστικότητας των αντισωμάτων 

(παραχθέντων έναντι του SOC-cTnI19-31) που καταψύχθηκαν στους -20 °C (γαλάζιο) και 

των λυοφιλιοποιημένων (μαύρο). 

Διάγραμμα 6.8. Σχηματική παρουσίαση της δραστικότητας των αντισωμάτων 

(παραχθέντων έναντι του SOC-cTnI118-131) που καταψύχθηκαν στους -20 °C (γαλάζιο) 

και των λυοφιλιοποιημένων (μαύρο). 
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αρχικού stock διαλύματος ή αραιώθηκαν στο κατάλληλο διάλυμα σε αναλογία 1/25. Επίσης, 

χρησιμοποιήθηκε και δείγμα απομονωμένων αντισωμάτων μη εξειδικευμένων 

(απομονωμένα από μη ανοσοποιημένες όρνιθες) ως αρνητικό control. Στο Διάγραμμα 6.9 

απεικονίζονται τα αποτελέσματα από τη σύγκριση των δύο πρωτοκόλλων. Όπως 

παρατηρείται και με τα δύο πρωτόκολλα τα αντισώματα προσδέθηκαν εξειδικευμένα στο 

ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31. Επίσης, φαίνεται ότι το πρωτόκολλο κατά το οποίο 

τα αντιδραστήρια επωάζονται στους 37 °C για 2 h δείχνει καλύτερα αποτελέσματα έναντι 

του πρωτόκολλου των 4 °C για 24 h. Αυτό μπορεί να συμβαίνει λόγω της καλύτερης 

προσρόφησης των επιμέρους αντιδραστηρίων στο plate. 

6.6.1.6 Έλεγχος παραγωγής εξειδικευμένων αντισωμάτων μετά τις ανοσοποιήσεις  

Μετά την τελευταία ανοσοποίηση, η συλλογή των αυγών συνεχίστηκε για να διαπιστωθεί η 

διάρκεια παραγωγής εξειδικευμένων αντισωμάτων. Τα ανοσογονικά συμπλέγματα SOC-

cTnI19-31 και SOC-cTnI118-131 επιστρώθηκαν σε συγκέντρωση 5 μg/ml και τα αντισώματα 

στη συγκέντρωση του αρχικού stock διαλύματος. Το Διάγραμμα 6.10 δείχνει ότι η όρνιθα 

που ανοσοποιήθηκε με το ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31 συνέχισε να παράγει 

εξειδικευμένα αντισώματα έναντι αυτού σε ικανοποιητικό τίτλο έως και εννέα μήνες μετά 

από την τελευταία ανοσοποίηση. Αντίθετα, η όρνιθα που ανοσοποιήθηκε με το ανοσογονικό 

σύμπλεγμα SOC-cTnI118-131 σταμάτησε να παράγει εξειδικευμένα αντισώματα έναντι αυτού 

μέχρι τον 9ο μήνα. 

Διάγραμμα 6.9. Σχηματική παρουσίαση της σύγκρισης των δύο πρωτόκολλων επώασης 

των αντιδραστηρίων. Με γαλάζιο χρώμα απεικονίζονται τα αποτελέσματα του 

πρωτόκολλου επώασης στους 37 °C για 2 h, και με γκρι τα αντίστοιχα αποτελέσματα του 

πρωτόκολλου επώασης στους 4 °C για 24 h. 
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6.6.1.7 Έλεγχος δραστικότητας αντισωμάτων συναρτήσει του χρόνου αποθήκευσης 

Τα παραχθέντα αντισώματα ελέγχθηκαν για τη δραστικότητά τους συναρτήσει του χρόνου 

αποθήκευσής τους με μία σειρά έμμεσων δοκιμασιών ELISA (§ 5.5.4). Τα ανοσογονικά 

συμπλέγματα SOC-cTnI19-31 και SOC-cTnI118-131 επιστρώθηκαν σε συγκέντρωση 5 μg/ml 

και τα αντισώματα χρησιμοποιήθηκαν στη συγκέντρωση του αρχικού stock διαλύματος. 

Σύμφωνα με το Διάγραμμα 6.11, τα παραχθέντα αντισώματα διατήρησαν τη δραστικότητά 

τους έως και δεκατέσσερις μήνες μετά την αποθήκευσή τους. 

Διάγραμμα 6.10. Σχηματική παρουσίαση της παραγωγής εξειδικευμένων αντισωμάτων 

έναντι του SOC-cTnI19-31 (γαλάζιο) και του SOC-cTnI118-131 (μαύρο) συναρτήσει του 

χρόνου, έως και εννιά μήνες μετά το πέρας των ανοσοποιήσεων. 

Διάγραμμα 6.11. Σχηματική παρουσίαση της δραστικότητας των αντισωμάτων έναντι 

του SOC-cTnI19-31 και του SOC-cTnI118-131 συναρτήσει του χρόνου αποθήκευσής τους. 

Με μωβ χρώμα απεικονίζονται τα αντισώματα που αποθηκεύτηκαν για δεκατέσσερις 

μήνες, ενώ με γαλάζιο αυτά που χρησιμοποιήθηκαν σύντομα μετά την απομόνωσή 

τους και με γκρι τα αντισώματα που απομονώθηκαν πριν τις ανοσοποιήσεις. 
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6.6.1.8 Έλεγχος εξειδίκευσης αντισωμάτων καθαρισμένων στη Seph@Ahx-cTnI19-31 

Ο καθαρισμός των παραχθέντων αντισωμάτων έναντι του SOC-cTnI19-31 με χρωματογραφία 

συγγένειας (§ 5.5.3) πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας τη στήλη Seph@Ahx-cTnI19-31. 

Ο καθαρισμός ελεγχόταν με φασματοσκοπία UV (280 nm) και τα εξειδικευμένα για τον 

επίτοπο cTnI19-31 αντισώματα εντοπίστηκαν στο πρώτο και δεύτερο κλάσμα (Διάγραμμα 

6.12). Ακολούθησαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA (§ 5.5.4) για τον έλεγχο της εξειδίκευσης 

των καθαρισμένων αντισωμάτων για τον επίτοπο cTnI19-31. Το ανοσογονικό σύμπλεγμα 

SOC-cTnI19-31 επιστρώθηκε στο plate σε συγκέντρωση 5 μg/ml και τα αντισώματα 

χρησιμοποιήθηκαν σε αραίωση 1/5. Στο Διάγραμμα 6.13 φαίνεται ότι τα αντισώματα είναι 

εξειδικευμένα για το σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31. 

Διάγραμμα 6.12. Σχηματική παρουσίαση του καθαρισμού των αντισωμάτων, που 

παρήχθησαν έναντι του SOC-cTnI19-31, με χρωματογραφία συγγένειας. 

Διάγραμμα 6.13. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των καθαρισμένων με 

χρωματογραφία συγγένειας αντισωμάτων για το σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31. Η εξειδίκευση 

κάθε κλάσματος απεικονίζεται με διαφορετική απόχρωση. 
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6.6.2 Ανοσοποιήσεις με το μίγμα των τεσσάρων επίτοπων της cTnI  

6.6.2.1 Εξειδίκευση αντισωμάτων έναντι των ανοσογονικών συμπλεγμάτων 

Πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA (§ 5.5.4), για τον έλεγχο της εξειδίκευσης 

των παραχθέντων αντισωμάτων έναντι του μίγματος των τεσσάρων επίτοπων της cTnI. Τα 

συμπλέγματα (SOC-cTnI19-31, CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77), CPSOC(3,9-Acm;6,12-

cTnI110-122), SOC-cTnI118-131) επιστρώθηκαν σε συγκέντρωση 5 μg/ml και τα αντισώματα σε 

αραιώσεις 1/10.000 έως 1/50.000. Ως αρνητικό Control χρησιμοποιήθηκαν απομονωμένα 

αντισώματα από την ίδια όρνιθα πριν τις ανοσοποιήσεις. Στα Διαγράμματα 6.14-6.17 

φαίνεται ότι παρήχθησαν αντισώματα έναντι όλων των επίτοπων. 

Διάγραμμα 6.14. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των παραχθέντων 

αντισωμάτων έναντι του μίγματος επίτοπων για το σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31 (γαλάζιο) 

και των αντισωμάτων που απομονώθηκαν πριν τις ανοσοποιήσεις (control-, μαύρο). 

Διάγραμμα 6.15. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των παραχθέντων αντισωμάτων 

έναντι του μίγματος επίτοπων για το σύμπλεγμα CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77) (γαλάζιο) 

και των αντισωμάτων που απομονώθηκαν πριν τις ανοσοποιήσεις (control-, μαύρο). 
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Από τη σύγκριση της οπτικής πυκνότητας διαπιστώνεται ότι η όρνιθα έδωσε υψηλότερου 

τίτλου αντισώματα για τα ανοσογονικά συμπλέγματα SOC-cTnI19-31 και CPSOC(3,9-

Acm;6,12-cTnI66-77) από ότι για τα ανοσογονικά συμπλέγματα CPSOC(3,9-Acm;6,12-

cTnI110-122) και SOC-cTnI118-131. 

 

Διάγραμμα 6.16. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των παραχθέντων αντισωμάτων 

έναντι του μίγματος επίτοπων για το σύμπλεγμα CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTn110-122) 

(γαλάζιο) και αυτών που απομονώθηκαν πριν τις ανοσοποιήσεις (control-, μαύρο). 

Διάγραμμα 6.17. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των παραχθέντων 

αντισωμάτων έναντι του μίγματος επίτοπων για το σύμπλεγμα SOC-cTnI118-131 (γαλάζιο) 

και των αντισωμάτων που απομονώθηκαν πριν τις ανοσοποιήσεις (control-, μαύρο). 
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6.6.2.2 Έλεγχος της δραστικότητας των παραχθέντων αντισωμάτων συναρτήσει του 

χρόνου αποθήκευσής τους 

Τα παραχθέντα αντισώματα ελέγχθηκαν και για τη δραστικότητά τους συναρτήσει του 

χρόνου αποθήκευσής τους με μία σειρά έμμεσων δοκιμασιών ELISA, όπως περιγράφεται 

στην § 5.5.4. Το ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31 επιστρώθηκε σε συγκέντρωση 5 

μg/ml. Τα αντισώματα επιστρώθηκαν σε αραιώσεις 1/5 έως 1/1000 από αρχική 

συγκέντρωση 1 mg/ml. Πρέπει να σημειωθεί ότι τα αντισώματα ήταν αρχικά 

λυοφιλιοποιημένα. Ως αρνητικό Control χρησιμοποιήθηκαν απομονωμένα αντισώματα από 

αυγά μη ανοσοποιημένης όρνιθας, ενώ ως θετικό Control χρησιμοποιήθηκε το anti-cTnI IgY 

αντίσωμα (Sanovo). Στο Διάγραμμα 6.18 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της ELISA από 

τα οποία προκύπτει ότι τα παραχθέντα αντισώματα διατηρούν τη δραστικότητά τους για 

περισσότερο από δύο χρόνια μετά την αποθήκευσή τους σε λυοφιλιοποιημένη μορφή. 

6.6.2.3 Έλεγχος εξειδίκευσης αντισωμάτων καθαρισμένων με χρωματογραφία 

συγγένειας  

Τα παραχθέντα αντισώματα έναντι του μίγματος των τεσσάρων ανοσογονικών 

συμπλεγμάτων καθαρίστηκαν με χρωματογραφία συγγένειας, χρησιμοποιώντας το υλικό 

Seph@Ahx-cTnI19-31, του οποίου η σύνθεση περιγράφεται στην § 5.4.5 και η πορεία 

καθαρισμού των αντισωμάτων περιγράφεται στην § 5.5.3. Στο Διάγραμμα 6.19 

παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της φωτομέτρησης των κλασμάτων που συλλέχθηκαν 

Διάγραμμα 6.18. Σχηματική παρουσίαση της δραστικότητας των παραχθέντων 

αντισωμάτων έναντι του μίγματος επίτοπων συναρτήσει του χρόνου αποθήκευσής τους. 

Με γαλάζιο χρώμα απεικονίζονται τα αντισώματα που αποθηκεύτηκαν για >2 χρόνια, 

ενώ με μωβ το θετικό control (IgY, anti-cTnI) και με μαύρο το αρνητικό control. 
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από τον καθαρισμό των αντισωμάτων. Σύμφωνα με το διάγραμμα τα εξειδικευμένα 

αντισώματα έναντι του επίτοπου cTnI19-31 εκλούστηκαν κυρίως στο 4ο κλάσμα. 

Ακολούθησαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA, όπως περιγράφεται στην § 5.5.4, για την 

εξακρίβωση της εκλεκτικής πρόσδεσης των αντισωμάτων στον επίτοπο cTnI19-31. Το 

ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31 επιστρώθηκε στο plate σε συγκέντρωση 5 μg/ml, 

ενώ τα κλάσματα που συλλέχθηκαν κατά τον καθαρισμό χρησιμοποιήθηκαν σε αραίωση 

1/5. Στο Διάγραμμα 6.20 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα, τα οποία δείχνουν ότι τα 

καθαρισμένα αντισώματα με χρωματογραφία συγγένειας είναι εξειδικευμένα για το 

ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31. 

Διάγραμμα 6.19. Σχηματική παρουσίαση του καθαρισμού των αντισωμάτων, που 

παρήχθησαν έναντι του μίγματος ανοσογονικών συμπλεγμάτων, με χρωματογραφία 

συγγένειας. Η έκλουση κάθε κλάσματος απεικονίζεται με διαφορετική απόχρωση. 

Διάγραμμα 6.20. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των καθαρισμένων 

αντισωμάτων με χρωματογραφία συγγένειας (Seph@Ahx-cTnI19-31) για το σύμπλεγμα 

SOC-cTnI19-31. Η εξειδίκευση κάθε κλάσματος απεικονίζεται με διαφορετική απόχρωση. 
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6.6.2.4 Σύγκριση αντισωμάτων καθαρισμένων με διαπίδυση και χρωματογραφία 

συγγένειας 

Πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA, όπως περιγράφεται στην § 5.5.4, για τη 

σύγκρισή των καθαρισμένων αντισωμάτων με διαπίδυση και αυτών με χρωματογραφία 

συγγένειας. Το σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31 επιστρώθηκε σε συγκέντρωση 5 μg/ml, και τα 

αντισώματα σε αραιώσεις από 1/5 έως 1/10.000. Στο Διάγραμμα 6.21 φαίνεται ότι τα 

καθαρισμένα αντισώματα με χρωματογραφία συγγένειας αναγνωρίζουν το σύμπλεγμα, 

όμως δεν μπορεί να γίνει σύγκριση καθώς η συγκέντρωση των αρχικών διαλυμάτων δεν 

μπορεί να θεωρηθεί ίδια. 

6.6.2.5 Διασταυρούμενη αντιδραστικότητα 

Τα αντισώματα που παρήχθησαν έναντι του μίγματος των τεσσάρων ανοσογονικών 

συμπλεγμάτων και καθαρίστηκαν με τη χρωματογραφία συγγένειας, ελέγχθηκαν για πιθανή 

διασταυρωτή αντίδραση με τον επίτοπο cTnI66-77 με έμμεση ELISA, όπως περιγράφεται 

στην § 5.5.4. Τα ανοσογονικά συμπλέγματα συμπλέγματα SOC-cTnI19-31 και CPSOC(3,9-

Acm;6,12-cTnI66-77) επιστρώθηκαν σε συγκέντρωση 5 μg/ml και τα αντισώματα 

χρησιμοποιήθηκαν σε αραίωση 1/5. Όπως φαίνεται στο Διάγραμμα 6.22, τα καθαρισμένα 

αντισώματα με χρωματογραφία συγγένειας στη στήλη Seph@Ahx-cTnI19-31 (4ο κλάσμα) 

παρουσιάζουν εξειδίκευση για τον επίτοπο cTnI19-31 και δεν αντιδρούν διασταυρωτά με τον 

επίτοπο cTnI66-77. 

Διάγραμμα 6.21. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των καθαρισμένων με 

διαπίδυση (γαλάζιο) και χρωματογραφία συγγένειας (γκρι) αντισωμάτων, έναντι του 

SOC-cTnI19-31. 
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6.7 Ανάπτυξη δοκιμασιών ανίχνευσης της cTnI 

Αναπτύχθηκαν ενζυμικές και μη ενζυμικές δοκιμασίες ανίχνευσης της cTnI 

χρησιμοποιώντας τα αντισώματα και τα  υλικά που αναπτύχθηκαν στην παρούσα διατριβή. 

6.7.1 Ενζυμικές ανοσοδοκιμασίες ανίχνευσης της cTnI 

6.7.1.1 Έλεγχος εξειδίκευσης αντισωμάτων για την cTnI  

Πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA, όπως περιγράφεται στην § 5.5.4, για τον 

έλεγχο της εξειδίκευσης των επιμέρους παραχθέντων αντισωμάτων για την cTnI. Η cTnI 

επιστρώθηκε στο plate σε συγκέντρωση 1 ng/ml και τα αντισώματα σε αραίωση 1/1000. Ως 

αρνητικό Control χρησιμοποιήθηκαν απομονωμένα αντισώματα από μη ανοσοποιημένες 

όρνιθες, καθώς επίσης και εμπορικά αρνητικά και θετικά Controls (Sanovo). Στο Διάγραμμα 

6.23 φαίνεται ότι όλα τα παραχθέντα αντισώματα αναγνωρίζουν την cTnI. Ο βαθμός 

αναγνώρισης της τροπονίνης από τα επιμέρους παραχθέντα αντισώματα ακολουθεί την εξής 

σειρά: αντισώματα έναντι του μίγματος των ανοσογονικών συμπλεγμάτων > αντισώματα 

έναντι του ανοσογονικού συμπλέγματος SOC-cTnI19-31 > αντισώματα  έναντι του 

ανοσογονικού συμπλέγματος SOC-cTnI118-131. Ακολούθησαν δοκιμασίες για τη σύγκριση 

των αντισωμάτων με τους υψηλότερους τίτλους, δηλαδή αυτών έναντι του ανοσογονικού 

συμπλέγματος SOC-cTnI19-31 και του μίγματος των ανοσογονικών συμπλεγμάτων. Η cTnI 

Διάγραμμα 6.22. Σχηματική παρουσίαση του ελέγχου διασταυρούμενης 

αντιδραστικότητας των καθαρισμένων αντισωμάτων στη στήλη Seph@Ahx-cTnI19-31, με 

τον επίτοπο cTnI66-77. Με μωβ χρώμα απεικονίζεται το σύμπλεγμα CPSOC(3,9-Acm; 

6,12-cTnI66-77) και με ροζ το SOC-cTnI19-31. 
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επιστρώθηκε στο plate σε συγκέντρωση 1 ng/ml και τα αντισώματα σε αραιώσεις 1/1000 

έως 1/10.000. Ως αρνητικό control χρησιμοποιήθηκαν απομονωμένα αντισώματα από μη 

ανοσοποιημένες όρνιθες. Όπως φαίνεται στο Διάγραμμα 6.24 τα παραχθέντα αντισώματα 

έναντι του μίγματος των τεσσάρων ανοσογονικών συμπλεγμάτων εμφανίζουν πολύ 

υψηλότερο βαθμό αναγνώρισης της cTnI σε σχέση με αυτά έναντι του ανοσογονικού 

συμπλέγματος SOC-cTnI19-31. 

Διάγραμμα 6.23. Σχηματική παρουσίαση της ανίχνευσης της cTnI από τα αντισώματα 

που παρήχθησαν έναντι ενός επίτοπου κάθε φορά (πρώτο πρωτόκολλο ανοσοποιήσεων) 

και έναντι του μίγματος των τεσσάρων επίτοπων (δεύτερο πρωτόκολλο). Με ροζ χρώμα 

απεικονίζονται τα αντισώματα έναντι του μίγματος ανοσογονικών συμπλεγμάτων, με μωβ 

έναντι του συμπλέγματος SOC-cTnI19-31, με μπλε έναντι του SOC-cTnI118-131, με γαλάζιο 

το θετικό control (IgY, anti-cTnI), ενώ με πορτοκαλί και γκρι τα αρνητικά controls. 

Διάγραμμα 6.24. Σχηματική παρουσίαση της ανίχνευσης της cTnI από τα επιμέρους 

παραχθέντα αντισώματα. Με ροζ χρώμα παρουσιάζονται τα αντισώματα έναντι του 

SOC-cTnI19-31 και με γαλάζιο έναντι του μίγματος ανοσογονικών συμπλεγμάτων, ενώ με 

μαύρο τα αντισώματα από μη ανοσοποιημένη όρνιθα (αρνητικό control). 
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6.7.1.2 Σύγκριση αντισωμάτων καθαρισμένων με διαπίδυση και χρωματογραφία 

συγγένειας 

Ακολούθησαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA., όπως περιγράφεται στην § 5.5.4, για τη 

σύγκριση της αναγνώρισης της cTnI από τα καθαρισμένα αντισώματα με διαπίδυση και 

χρωματογραφία συγγένειας. Η cTnI επιστρώθηκε στο plate σε συγκέντρωση 1 ng/ml και τα 

αντισώματα σε αραιώσεις 1/5 έως 1/5000. Ως θετικό control+ χρησιμοποιήθηκαν anti-cTnI 

IgY αντισώματα (Sanovo). Όπως φαίνεται στο Διάγραμμα 6.25 τα καθαρισμένα αντισώματα 

και με τις δύο μεθόδους αναγνωρίζουν την cTnI εξίσου καλά με το control+. 

6.7.1.3 Ανίχνευση της cTnI από τα παραχθέντα IgY έναντι του μίγματος επίτοπων 

χρησιμοποιώντας το 12peptide 

Πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA, όπως περιγράφεται στην § 5.5.6, για τον 

έλεγχο της αναγνώρισης της τροπονίνης από το 12peptide, το οποίο βάσει βιβλιογραφίας 

αναγνωρίζει την cTnI. Το Ac-12peptide επιστρώθηκε στο plate σε συγκέντρωση 5 μg/ml, η 

τροπονίνη σε συγκέντρωση 0,1 και 1 ng/ml και τα αντισώματα σε αραίωση 1/20.000. Ως 

αρνητικό Control χρησιμοποιήθηκαν 1) απομονωμένα αντισώματα από μη ανοσοποιημένες 

όρνιθες και 2) δείγμα απουσία cTnI. Στο Διάγραμμα 6.26 φαίνεται ότι το 12peptide 

αναγνωρίζει την cTnI εξίσου καλά και στις δύο συγκεντρώσεις. Επίσης, δεν υπάρχει 

αλληλεπίδραση του 12peptide με τα παραχθέντα αντισώματα. Όμως πρέπει να σημειωθεί 

ότι δεν υπήρξε επαναληψιμότητα σε επόμενες δοκιμασίες ELISA με τις ίδιες συνθήκες. 

Διάγραμμα 6.25. Σχηματική παρουσίαση της ανίχνευσης της τροπονίνης από τα 

αντισώματα καθαρισμένα με διαπίδυση (γαλάζιο) και με χρωματογραφία συγγένειας 

(γκρι). Με ροζ χρώμα απεικονίζονται τα αντισώματα IgY anti-cTnI που 

χρησιμοποιήθηκαν ως θετικό control. 
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6.7.1.4 Ανίχνευση της cTnI από τα παραχθέντα IgY έναντι του μίγματος επίτοπων 

χρησιμοποιώντας ως αντισώματα σύλληψης IgG anti-cTnI  

Αναπτύχθηκε μία δοκιμασία ELISA τύπου Sandwich για την ανίχνευση της cTnI (§ 5.5.5). 

Στο plate επιστρώθηκαν IgG anti-cTnI (Santa Cruz) αντισώματα σε αραίωση 1/3000, έπειτα 

η cTnI σε συγκεντρώσεις 1 και 0,1 ng/ml, τα αντισώματα έναντι του μίγματος επίτοπων σε 

αραίωση 1/20.000 και τέλος το anti-IgY*HRP (IgG). Από το Διάγραμμα 6.27 συμπεραίνεται 

ότι τα παραχθέντα αντισώματα έναντι του μίγματος των τεσσάρων επίτοπων λειτουργούν 

σε όλες τις περιπτώσεις ως αντισώματα ανίχνευσης της cTnI. 

Διάγραμμα 6.26. Σχηματική παρουσίαση της ανίχνευσης της cTnI από τα παραχθέντα 

αντισώματα έναντι του μίγματος επίτοπων χρησιμοποιώντας το 12peptide για τη 

σύλληψή της. Με γαλάζιο χρώμα απεικονίζονται τα παραχθέντα αντισώματα και με γκρι 

τα αντισώματα από μη ανοσοποιημένη όρνιθα (control-). 

Διάγραμμα 6.27. Σχηματική παρουσίαση της ανίχνευσης της cTnI χρησιμοποιώντας ως 

αντισώματα σύλληψης IgG anti-cTnI και ως αντισώματα ανίχνευσης τα παραχθέντα 

αντισώματα από την ανοσοποιημένη όρνιθα έναντι του μίγματος επίτοπων. 



Κεφάλαιο 6ο  

122 

6.7.2 Μη ενζυμικές τεχνικές ανίχνευσης της τροπονίνης-Εφαρμογή έξυπνων υλικών 

6.7.2.1 Χρήση των νανοσωματιδίων SiO2@12peptide 

Για την ανίχνευση της τροπονίνης χρησιμοποιήθηκε το SiO2@12peptide, του οποίου η 

σύνθεση περιγράφεται στην § 5.4.6, και οροί ασθενών με επιβεβαιωμένο έμφραγμα του 

μυοκαρδίου με συγκέντρωση cTnI 100 ng/ml και 35 ng/ml. Μετά τις αντιδράσεις των ορών 

με το νανοϋλικό, ακολούθησαν πειράματα θερμοβαρυμετρίας και φασματοσκοπίας FT-IR 

για τον έλεγχο της πρόσδεσης της cTnI στο SiO2@12peptide (§ 5.5.7). 

Όπως φαίνεται στα φάσματα IR (Εικόνα 6.29), στην περίπτωση του ασθενούς με CcTnI 

100 ng/ml διακρίνονται οι εξής κορυφές: i) 1600 cm-1 που αντιστοιχεί στο δεσμό C=C των 

αρωματικών ομάδων των αμινοξέων, ii) 997 cm-1 που αποδίδεται στην κάμψη του δεσμού 

C-H (in plane bend) των αρωματικών αμινοξέων, iii) 844 cm-1 που αντιστοιχεί στο τέντωμα 

του δεσμού C-C των φαινυλομάδων, iv) 763 cm-1 που μπορεί να αποδοθεί στα αρωματικά 

αμινοξέα ή στην κάμψη του δεσμού O-H (out of plane bend). Οι κορυφές αυτές 

εμφανίζονται μόνο στο υλικό που κατεργάστηκε με ορό ασθενούς με συγκέντρωση cTnI 

100 ng/ml, γεγονός που αποδίδεται στην πληθώρα των αμινοξέων που διαθέτει η cTnI. Τα 

αποτελέσματα αυτά αποτελούν ενδείξεις της πρόσδεσης της cTnI στο 12peptide. 

Η πρόσδεση της καρδιακής τροπονίνης I στο νανοϋλικό προσδιορίστηκε με 

θερμοβαρυμετρική ανάλυση, όπως περιγράφεται στην § 5.5.7. Στον Πίνακα 6.4 

παρουσιάζεται το ποσοστό (%) φόρτωσης του νανοϋλικού με την cTnI. Το νανοϋλικό το 

Εικόνα 6.29. Φάσματα FTIR του νανοϋλικού SiO2@12peptide και του 

ίδιου υλικού που κατεργάστηκε με ορούς ασθενών και υγιούς ατόμου. 
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οποίο προστέθηκε στον ορό ασθενούς με συγκέντρωση cTnI 100 ng/ml έδειξε μεγαλύτερη 

φόρτωση από αυτό που προστέθηκε στον ορό με συγκέντρωση cTnI 35 ng/ml και 

μεγαλύτερη από το SiO2@12peptide, γεγονός που αποδίδεται στην πρόσδεση της cTnI. 

Υλικό % Φόρτωση (w/w) 

SiO2@12peptide 1% 

SiO2@12peptide + cTnI (100 ng/ml) 4% 

SiO2@12peptide + cTnI (35 ng/ml) 3.5% 

 

6.7.2.2 Χρήση του υλικού TCDA@12peptide 

Για την ανίχνευση της τροπονίνης με μη ενζυμική τεχνική, χρησιμοποιήθηκε επίσης το 

υλικό TCDA@12peptide, όπως αναφέρεται στην § 5.5.8. Στην Εικόνα 6.28 παρουσιάζονται 

οι χρωματικές αλλαγές που εμφάνισε το πολυμερισμένο (Α) και μη πολυμερισμένο (Β) 

TCDA@12peptide μετά από την προσθήκη 1) H2O, 2) ορού ασθενούς και 3) ορού υγιούς. 

Συγκρίνοντας τις φωτογραφίες, φαίνεται ότι ο πολυμερισμός μετέτρεψε το χρώμα του 

υλικού από γαλάζιο (Εικόνα 6.29 Β) σε μπλε σκούρο (Εικόνα 6.29 Α). Επίσης, το χρώμα 

του υλικού δεν άλλαξε παρουσία H2O (Εικόνα 6.29 Α.1 και Β.1) και ορού υγιούς ατόμου 

(Εικόνα 6.29 Α.3 και Β.3), ενώ παρουσία της cTnI στον ορό ασθενούς το χρώμα άλλαξε από 

μπλε σε ροζ-μωβ (Εικόνα 6.29 Α.2 και Β.2). Η αλλαγή του χρώματος του πολυμερισμένου 

και του μη πολμερισμένου TCDA@12peptide σηματοδοτεί την αλλαγή της διάταξής του, η 

οποία φαίνεται να προκύπτει από την αναγνώριση της cTnI από το 12peptide. Ωστόσο, 

απαιτούνται διαδικασίες βελτιστοποίησης των πειραματικών συνθηκών. 

Πίνακας 6.4. Φόρτωση (%) του νανοϋλικού με την cTnI από ορούς ασθενών. 

Εικόνα 6.30. Φωτογραφική απεικόνιση του πολυμερισμένου (Α) και μη πολυμερισμένου (Β) 

υλικού TCDA@12peptide που κατεργάστηκε με (1) H2O, (2) ορό ασθενούς με έμφραγμα του 

μυοκαρδίου και (3) ορό υγιούς ατόμου. 
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7 Συζήτηση-Συμπεράσματα 

Στην παρούσα διατριβή σχεδιάστηκαν και συντέθηκαν πεπτίδια και πεπτιδικά συμπλέγματα 

για την ανάπτυξη εξειδικευμένων βιο-αντιδραστηρίων, έξυπνων υλικών και ευαίσθητων 

τεχνικών με σκοπό την ανίχνευση της ανθρώπινης καρδιακής τροπονίνης I (cTnI). Η 

προσέγγιση του σκοπού έγινε με: 

1. Την επιλογή και σύνθεση των απτενίων και του φορέα των αντιγονικών επίτοπων, με 

σκοπό την ανάπτυξη ανοσογονικών συμπλεγμάτων. 

Αυτό επιτεύχθηκε με τη σύγκριση της ομολογίας των αλληλουχιών των τριών ισομορφών 

i) σκελετική ταχείας σύσπασης (fast-skeletal), ii) σκελετική βραδείας σύσπασης (slow 

skeletal) και iii) καρδιακή (cardiac) για κάθε υπομονάδα του συμπλόκου της τροπονίνης 

(TnC, TnI, TnT), καθώς και ειδικότερη σύγκριση της ομολογίας των καρδιακών ισομορφών 

των τριών υπομονάδων (cTnC, cTnI, cTnT). Η μελέτη αυτή είχε απώτερο στόχο την ελάχιστη 

δυνατή ομολογία μεταξύ καρδιακών και σκελετικών τροπονινών, ώστε να αποφευχθούν 

διασταυρωτές αλληλεπιδράσεις κατά την ανίχνευση της τροπονίνης από ορούς ασθενών, 

καθώς και την υψηλότερη εξειδίκευση των παραγόμενων βιο-αντιδραστηρίων. 

Οι αλληλουχίες της καρδιακής ισομορφής της τροπονίνης I μελετήθηκαν ως προς την 

αντιγονικότητα, την υδροφιλικότητα, την επιφανειακή προσβασιμότητα, την ευελιξία και τη 

δευτεροταγή δομή, καθώς και τη θέση και τη συχνότητα εμφάνισης επίτοπων (από δεδομένα 

γνωστών επίτοπων). Η μελέτη αυτή είχε σκοπό την επιλογή πεπτιδικών τμημάτων της 

καρδιακής τροπονίνης I για την ευκολότερη σύνθεσή τους και την παραγωγή υψηλότερου 

τίτλου βιο-αντιδραστηρίων (αντισωμάτων) δηλαδή την αύξηση της ανοσολογικής 

απόκρισης των πειραματόζωων. 

Τέλος, ο σχεδιασμός του φορέα των αντιγονικών επίτοπων (απτενίων) έγινε με βάση την 

ευκολία/δυσκολία της σύνθεσης των ανοσογονικών συμπλεγμάτων, δηλαδή της πρόσδεσης 

των απτενίων σε αυτόν. Ο φορέας Sequential Oligopeptide Carrier (SOC) αποτελείται από 

την επαναλαμβανόμενη τριπλέτα αμινοξέων -Lys-Aib-Gly- και έχει αποδειχτεί χρήσιμο 

εργαλείο για την παραγωγή αντισωμάτων και για την ανάπτυξη ανοσοδοκιμασιών 

ανίχνευσης διάφορων βιο-μορίων. Ωστόσο, η δυσκολία στη σύνθεση και τον καθαρισμό 

μακρομορίων διακλαδισμένης αρχιτεκτονικής, με τη στρατηγική της Fmoc/tBu στρατηγικής 

σε στερεή φάση (δεδομένα από προηγούμενες μελέτες), ήταν καθοριστικά στοιχεία για τo 

σχεδιασμό ενός πεπτιδικού φορέα βασισμένο στον SOC που να μπορεί να προσδένει απτένια 

πιο εύκολα και γρήγορα σε υγρή φάση. Έτσι, αντικαταστάθηκε το αμινοξικό κατάλοιπο της 
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γλυκίνης με την κυστεΐνη, ώστε να μπορούν να προσδεθούν τα απτένια μέσω σταθερού 

θειοαιθερικού δεσμού. Επίσης, λόγω της δύσκολης σύνθεσης των τετραεπιτοπικών 

συμπλεγμάτων, δηλαδή την πρόσδεση των επίτοπων σε τέσσερα αντίγραφα πάνω στον 

φορέα, οι δύο από τις τέσσερις κυστεΐνες που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη σύνθεσή του ήταν 

προστατευμένες με την ακεταμιδο-μέθυλο- ομάδα (Acm), καθώς αυτή η ομάδα παρέχει 

προστασία στις ευαίσθητες θειολομάδες της κυστεΐνης σε όλα τα στάδια της πεπτιδικής 

σύνθεσης με την Fmoc/tBu στρατηγική. Έτσι, η σύνθεση των ανοσογονικών συμπλεγμάτων 

CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77) και CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI110-122) έγινε μέσω 

σχηματισμού θειοαιθερικού δεσμού, ενώ χρησιμοποιήθηκαν και τα ανοσογονικά 

συμπλέγματα SOC-cTnI19-31 και SOC-cTnI118-131, τα οποία συντέθηκαν στο πλαίσιο 

παλαιότερων διατριβών (Κ. Στρογγύλης) και ήταν προϊόντα σύνθεσης διακλαδισμένης 

αρχιτεκτονικής σε στερεή φάση με την Fmoc/tBu και την Boc/Bzl στρατηγική. 

Από τις αλληλουχίες που προσδιορίστηκαν με βάση τις προαναφερθείσες παραμέτρους, 

επιλέχθηκαν για την ανάπτυξη αντισωμάτων οι εξής περιοχές της cTnI: 

1. Η επιλογή της αλληλουχίας R19RRSSNYRAYATE31 (cTnΙ19-31) στηρίχθηκε στο γεγονός 

ότι ανήκει στο Ν-τελικό άκρο της καρδιακής ισομορφής της τροπονίνης I, το οποίο είναι 

μοναδικό και αποτελεί επέκταση των σκελετικών ισομορφών. Αυτό σημαίνει ότι δεν έχει 

ομολογία με τις σκελετικές ισομορφές, το οποίο αποδείχτηκε και από τις αντίστοιχες 

μελέτες, ενώ η ομολογία της με τις καρδιακές ισομορφές των τροπονινών C και T (0% και 

~8% αντίστοιχα) είναι πολύ χαμηλή. Επίσης, οι υπολογιστικές μελέτες έδειξαν ότι έχει 

υψηλή υδροφιλικότητα και επιφανειακή προσβασιμότητα, ενώ η αντιγονικότητα και η 

ευκαμψία της ήταν ικανοποιητικές. Η επιλογή της συγκεκριμένης περιοχής στηρίχθηκε 

επίσης στα αποτελέσματα προηγούμενης μελέτης (Κ. Στρογγύλης) ανοσοποιήσεων σε 

κουνέλια, τα οποία έδειξαν την παραγωγή υψηλού τίτλου αντισωμάτων. 

2. Η αλληλουχία E66RRGEKGRALST77 (cTnΙ66-77) παρουσίασε ομολογία 50% με την ss και 

33% με την fs ισομορφή, ενώ με τις καρδιακές ισομορφές των τροπονινών C και T εμφάνισε 

χαμηλή ομολογία (25% και ~17% αντίστοιχα). Επίσης, βρέθηκε ότι είναι υδρόφιλη, 

εύκαμπτη και επιφανειακά προσβάσιμη. Ωστόσο, η αντιγονικότητά της δεν προβλέφθηκε 

ιδιαίτερα υψηλή. 

3. Η αλληλουχία R110YDIEAKVTKNIT122 (cTnΙ110-122) βρέθηκε να είναι ~62% ομόλογη με 

την ss και ~39% με την fs, ενώ η ομολογία της με τις καρδιακές τροπονίνες C και T βρέθηκε 

~15% και 8% αντίστοιχα. Επιπλέον, προβλέφθηκε ότι έχει υψηλή υδροφιλικότητα και 

αντιγονικότητα και ικανοποιητική ευκαμψία και επιφανειακή προσβασιμότητα. 
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4. Η αλληλουχία T118KNITEIADLTQKI131 (cTnΙ118-131) εμφάνισε μεσαία προς χαμηλή 

ομολογία σε σχέση με τις σκελετικές ισομορφές της τροπονίνης I (~43% ss και ~36% fs), 

ενώ η ομολογία της με τις καρδιακές ισομορφές των τροπονινών C και T ήταν ελάχιστη 

(~7%). Παρά το γεγονός ότι δεν προβλέφθηκε υψηλή υδροφιλικότητα και επιφανειακή 

προσβασιμότητα για τη συγκεκριμένη αλληλουχία, η αντιγονικότητά της ήταν υψηλή και η 

ευκαμψία της ικανοποιητική. Η επιλογή της περιοχής αυτής στηρίχθηκε επίσης στα 

αποτελέσματα προηγούμενης μελέτης (Κ. Στρογγύλης), τα οποία έδειξαν την παραγωγή 

υψηλού τίτλου αντισωμάτων σε κουνέλια έπειτα από τις αντίστοιχες ανοσοποιήσεις. 

Τα πεπτίδια και τα πεπτιδικά συμπλέγματα συντέθηκαν επιτυχώς και ήταν υψηλής 

καθαρότητας. Οι αποδόσεις σύνθεσης και καθαρισμού ήταν ικανοποιητικές. 

2. Τις ανοσοποιήσεις των πειραματόζωων με τα ανοσογονικά συμπλέγματα. 

Για την παραγωγή αντισωμάτων επιλέχθηκαν ως πειραματόζωα οι όρνιθες, καθώς τα 

αντισώματά τους (IgY) προσφέρουν αρκετά πλεονεκτήματα έναντι της χρήσης άλλων 

πειραματόζωων όπως τα τρωκτικά και τα κουνέλια. Επιγραμματικά, τα IgY μειώνουν τις 

παρεμβολές και τις ψευδώς θετικές/αρνητικές αντιδράσεις, αυξάνουν την ευαισθησία των 

ανοσοδοκιμασιών και εμφανίζουν μεγαλύτερη σταθερότητα στην πάροδο του χρόνου. 

Επιπλέον, οι IgY ανοσοσφαιρίνες μεταφέρονται από τον ορό της όρνιθας στο αυγό και έτσι 

απομονώνονται εύκολα σε μεγάλες ποσότητες, αποφεύγοντας την επεμβατική δειγματοληψία 

αίματος. 

Οι ανοσοποιήσεις των πειραματόζωων πραγματοποιήθηκαν ακολουθώντας δύο 

διαφορετικές προσεγγίσεις. Στην πρώτη περίπτωση δύο όρνιθες ανοσοποιήθηκαν με 

διαφορετικά ανοσογονικά συμπλέγματα, το SOC-cTnI19-31 και το SOC-cTnI118-131, με 

σταθερή συγκέντρωση 1 mg/ml (συνολικά τέσσερις ανοσοποιήσεις). Στη δεύτερη 

περίπτωση μία όρνιθα ανοσοποιήθηκε με μίγμα τεσσάρων ανοσογονικών συμπλεγμάτων 

(SOC-cTnI19-31, CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77), CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI110-122), 

SOC-cTnI118-131) με φθίνουσα συγκέντρωση από 0,3 mg/ml για την πρώτη ανοσοποίηση σε 

0,1 mg/ml για τις επόμενες ανοσοποιήσεις (συνολικά τρεις ανοσοποιήσεις). 

Όλες οι όρνιθες εμφάνισαν ανοσολογική απόκριση έναντι των ανοσογόνων που 

επιλέχθηκαν. Η όρνιθα που ανοσοποιήθηκε με το σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31 είχε πολύ καλή 

ανοσολογική απόκριση, δίνοντας υψηλούς τίτλους αντισωμάτων, ενώ αυτή που 

ανοσοποιήθηκε με το ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-cTnI118-131 παρουσίασε χαμηλότερο 

τίτλο αντισωμάτων. Η όρνιθα που ανοσοποιήθηκε με το μίγμα των τεσσάρων ανοσογονικών 

συμπλεγμάτων έδωσε πολύ υψηλούς τίτλους αντισωμάτων. 
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3. Την απομόνωση και τον καθαρισμό των αντισωμάτων. 

Η απομόνωση των αντισωμάτων έγινε με την απομάκρυνση των λιπιδίων του κρόκου και 

εκχύλιση των IgY με τη χρήση 1) της πολυαιθυλενογλυκόλης και 2) των αλάτων NaCl. 

Ακολούθησε ο καθαρισμός των αντισωμάτων με 1) διαπίδυση, χρησιμοποιώντας μία 

ημιδιαπερατή μεμβράνη και 2) χρωματογραφία συγγένειας χρησιμοποιώντας το υλικό 

Seph@Ahx-cTnI19-31, με σκοπό την εξειδικευμένη πρόσδεση των IgY ανοσοσφαιρινών στον 

επίτοπο cTnI19-31. Για τη σύνθεση του υλικού αυτού, χρησιμοποιήθηκαν σφαιρίδια 

σεφαρόζης, τα οποία είχαν στην επιφάνειά τους τη θειοπρόπυλ-ομάδα. Έτσι, με κατάλληλες 

αντιδράσεις το πεπτίδιο IAc-Ahx-cTnI19-31 προσδέθηκε στη σεφαρόζη. 

Η απομόνωση των αντισωμάτων και η εξειδίκευσή τους έναντι των επιλεγμένων 

ανοσογόνων ελέγχθηκαν με δοκιμασίες έμμεσης ELISA. Ως αρνητικό Control 

χρησιμοποιήθηκαν απομονωμένα αντισώματα από μη ανοσοποιημένες όρνιθες. Τα 

αποτελέσματα των ανοσοδοκιμασιών έδειξαν ότι υπάρχει εξειδίκευση των παραχθέντων 

αντισωμάτων για τα ανοσογονικά συμπλέγματα SOC-cTnI19-31 και SOC-cTnI118-131. 

Ωστόσο, από τη σύγκριση της οπτικής πυκνότητας διαπιστώθηκε ότι η όρνιθα που 

ανοσοποιήθηκε με το SOC-cTnI19-31 έδωσε υψηλότερου τίτλου αντισώματα σε σχέση με 

αυτήν που ανοσοποιήθηκε με το SOC-cTnI118-131. Επίσης, από τα αντίστοιχα πειράματα 

ελέγχου της εξειδίκευσης των αντισωμάτων έναντι του μίγματος των ανοσογονικών 

συμπλεγμάτων, συνήχθη ότι από την αντίστοιχη ανοσοποίηση παρήχθησαν πολύ υψηλού 

τίτλου αντισώματα έναντι όλων των ανοσογόνων. Συγκρίνοντας τα αποτελέσματα για κάθε 

ανοσογονικό σύμπλεγμα, συμπεραίνεται ότι η ανοσοποιημένη όρνιθα έδωσε πολύ 

υψηλότερου τίτλου αντισώματα για το SOC-cTnI19-31, ενώ ακολουθούν με υψηλούς τίτλους 

τα αντισώματα έναντι του CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77) και με μικρότερους τίτλους 

αυτά έναντι του CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI110-122) και του SOC-cTnI118-131. 

Τα καθαρισμένα αντισώματα με τη μέθοδο της διαπίδυσης συγκρίθηκαν με τα crude 

αντισώματα για την ικανότητά τους να προσδένονται εξειδικευμένα στα αντίστοιχα 

ανοσογονικά συμπλέγματα έναντι των οποίων παρήχθησαν. Αυτό έγινε με δοκιμασίες 

έμμεσης ELISA. Από τα αποτελέσματα προέκυψε ότι τα καθαρισμένα αντισώματα με τη 

μέθοδο της διαπίδυσης εμφανίζουν μεγαλύτερη εξειδίκευση σε σχέση με τα crude 

αντισώματα. Αυτό αποδείχτηκε ότι ισχύει για όλα τα επιμέρους παραχθέντα αντισώματα. 

Τα αντισώματα που επιλέχθηκαν να καθαριστούν με χρωματογραφία συγγένειας ήταν 

αυτά έναντι του ανοσογονικού συμπλέγματος SOC-cTnI19-31 και αυτά έναντι του μίγματος 

ανοσογονικών συμπλεγμάτων. Τα καθαρισμένα αντισώματα ελέγχθηκαν για την 
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εξειδικευμένη πρόσδεσή τους στον επίτοπο cTnI19-31 με δοκιμασίες έμμεσης ELISA, ενώ 

παράλληλα ελέγχθηκε και η πιθανή διασταυρωτή αντίδραση μεταξύ των καθαρισμένων με 

χρωματογραφία συγγένειας αντισωμάτων έναντι του επίτοπου cTnI19-31 και του 

ανοσογονικού συμπλέγματος CPSOC(3,9-Acm;6,12-cTnI66-77). Τα αποτελέσματα έδειξαν 

ότι τα καθαρισμένα αντισώματα παρουσιάζουν εξειδίκευση για τον επίτοπο cTnI19-31, ενώ 

δεν αντιδρούν διασταυρωτά με τον επίτοπο cTnI66-77. 

Επιπλέον, ελέγχθηκε το χρονικό διάστημα που οι όρνιθες είναι ικανές να παράγουν 

εξειδικευμένα αντισώματα έναντι των επίτοπων cTnI19-31 και cTnI118-131 με δοκιμασίες 

έμμεσης ELISA. Από τα αποτελέσματα συμπεραίνεται ότι η όρνιθα που ανοσοποιήθηκε με 

το ανοσογονικό σύμπλεγμα SOC-cTnI19-31 συνέχισε να παράγει εξειδικευμένα αντισώματα 

έναντι αυτού σε ικανοποιητικό τίτλο έως και εννιά μήνες μετά από την τελευταία 

ανοσοποίηση. Η όρνιθα που ανοσοποιήθηκε με το SOC-cTnI118-131 σταμάτησε να παράγει 

εξειδικευμένα αντισώματα έναντι αυτού μέχρι τον 9ο μήνα. 

Με ανοσοδοκιμασίες έμμεσης ELISA μελετήθηκε η δραστικότητα των παραχθέντων 

αντισωμάτων συναρτήσει του χρόνου αποθήκευσής τους υπό στερεή μορφή 

(λυοφιλιοποιημένα αντισώματα). Οι μελέτες αυτές έδειξαν ότι τα παραχθέντα αντισώματα 

έναντι των ανοσογονικών συμπλεγμάτων SOC-cTnI19-31 και SOC-cTnI118-131 διατήρησαν τη 

δραστικότητά τους έως και 14 μήνες μετά την αποθήκευσή τους, ενώ αντίστοιχα τα 

αντισώματα έναντι του μίγματος των ανοσογονικών συμπλεγμάτων διατήρησαν τη 

δραστικότητά τους για περισσότερο από δύο χρόνια μετά την αποθήκευσή τους. 

4. Την ανάπτυξη διαγνωστικών εργαλείων και τεχνικών ανίχνευσης της καρδιακής 

τροπονίνης I. 

Αρχικά ο έλεγχος της αναγνώρισης των επιμέρους παραχθέντων αντισωμάτων από την 

καρδιακή τροπονίνη I έγινε με δοκιμασίες έμμεσης ELISA. Όλα τα παραχθέντα και 

καθαρισμένα με διαπίδυση αντισώματα αναγνωρίζουν την cTnI. Ωστόσο, μεγαλύτερη 

αναγνώριση φαίνεται να υπάρχει από τα αντισώματα που παρήχθησαν έναντι του μίγματος 

των ανοσογονικών συμπλεγμάτων, ενώ ακολουθεί η αναγνώριση από τα αντισώματα έναντι 

του συμπλέγματος SOC-cTnI19-31 και τέλος με αρκετά μικρότερη αναγνώριση ακολουθούν 

τα αντισώματα έναντι του συμπλέγματος SOC-cTnI118-131. 

Στη συνέχεια μελετήθηκε με δοκιμασίες έμμεσης ELISA η αναγνώριση των 

καθαρισμένων αντισωμάτων με χρωματογραφία συγγένειας από την cTnI. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν υψηλό βαθμό αναγνώρισης. 
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Ακολούθησε η ανάπτυξη δοκιμασιών ELISA τύπου sandwich χρησιμοποιώντας ως 

αντισώματα σύλληψης της cTnI τα εμπορικά anti-cTnI, IgG (G11 και C4, SantaCruz) και 

ως αντισώματα ανίχνευσης τα παραχθέντα αντισώματα έναντι του μίγματος των 

ανοσογονικών συμπλεγμάτων. Από τα αποτελέσματα προέκυψε ότι η cTnI ανιχνεύεται σε 

αρκετά χαμηλές συγκεντρώσεις από τα παραχθέντα αντισώματα, δηλαδή λειτουργούν σε 

κάθε περίπτωση ως αντισώματα ανίχνευσης της cTnI. 

Στη συνέχεια αναπτύχθηκε μία ανοσοδοκιμασία ELISA τύπου sandwich όπου το 

αντίσωμα σύλληψης της τροπονίνης αντικαταστάθηκε με το 12peptide (FYSHSFHENWPS), 

το οποίο βάσει βιβλιογραφικών δεδομένων αναγνωρίζει την cTnI. Ως αντισώματα 

ανίχνευσης χρησιμοποιήθηκαν τα καθαρισμένα με διαπίδυση αντισώματα που παρήχθησαν 

έναντι του μίγματος των τεσσάρων ανοσογονικών συμπλεγμάτων. Τα αποτελέσματα έδειξαν 

ότι το 12peptide δεσμεύει και αναγνωρίζει την καρδιακή τροπονίνη I σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις. Όμως πρέπει να σημειωθεί ότι δεν υπήρξε καλή επαναληψιμότητα σε 

επόμενες δοκιμασίες ELISA με τις ίδιες συνθήκες. 

Επιπλέον, δοκιμάστηκαν μη ενζυμικές τεχνικές για την ανίχνευση της cTnI σε ορούς 

ασθενών με επιβεβαιωμένο έμφραγμα του μυοκαρδίου. Για το σκοπό αυτό συντέθηκε και 

χρησιμοποιήθηκε το ναναοϋλικό SiO2@12peptide, το οποίο χαρακτηρίστηκε με 

φασματοσκοπία FTIR, TGA και EPR. Στα φάσματα IR εμφανίζονται οι χαρακτηριστικοί 

πεπτιδικοί δεσμοί από τους οποίους αποδεικνύεται η πρόσδεση του πεπτιδίου στα 

νανοσωματίδια σίλικας. Το SiO2@12peptide αφέθηκε να αντιδράσει με ορούς ασθενών και 

μελετήθηκε με FTIR, όπου φαίνεται ότι η cTnI προσδένεται στο SiO2@12peptide και TGA 

που έδειξε ότι το  ποσοστό (%) φόρτωσης των νανοσωματιδίων αυξάνεται παρουσία της 

cTnI. 

Μία ακόμη μη ενζυμική τεχνική δοκιμάστηκε για την ανίχνευση της cTnI σε ορούς 

ασθενών. Για αυτήν την τεχνική συντέθηκε το υλικό TCDA@12peptide, το οποίο αφέθηκε 

να αντιδράσει με τους ορούς των ασθενών. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι παρουσία της cTnI 

το χρώμα του TCDA@12peptide αλλάζει από μπλε σε μω/ροζ. Η αλλαγή του χρώματος 

σηματοδοτεί την αλλαγή της διάταξης του υλικού, το οποίο πιθανά συμβαίνει μετά από την 

εξειδικευμένη πρόσδεση της τροπονίνης. 

Ο έλεγχος της ευαισθησίας των μεθόδων που ακολουθήθηκαν στην παρούσα διατριβή 

και η σύγκρισή τους με τις εμπορικές δοκιμασίες ανίχνευσης της καρδιακής τροπονίνης I 

πρέπει να γίνει σε πληθώρα ορών ασθενών και υγιών ατόμων, αντικείμενο που αποτελεί 

μελλοντική ερευνητική εργασία. Επίσης, παρόλο που υπάρχουν αρκετές ενδείξεις ότι η cTnI 
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προσδένεται στο SiO2@12peptide και στο TCDA@12peptide, απαιτούνται περισσότερες 

μελέτες για τη βελτιστοποίηση των πειραματικών συνθηκών. 

Τέλος, από τον χαρακτηρισμό του υλικού SiO2@12peptide με φασματοσκοπία EPR, για 

την εξακρίβωση της πρόσδεσης του 12peptide στα νανοσωματίδια σίλικας, προέκυψαν 

σημαντικά ευρήματα για το χρόνο ζωής της ρίζας τυροσίνης. Πρέπει να σημειωθεί ότι η 

διάρκεια ζωής της ρίζας τυροσίνης του SiO2@12peptide, είναι η μακροβιότερη ρίζα 

τυροσίνης που έχει εντοπιστεί μέχρι σήμερα σε ένα μη βιολογικό σύστημα. 

Τα συμπεράσματα που εξάγονται από την παρούσα διδακτορική διατριβή συνοψίζονται 

στα εξής: 

1. Τα πεπτιδικά ανάλογα και τα ανοσογονικά συμπλέγματα συντέθηκαν χωρίς ιδιαίτερη 

δυσκολία και ήταν υψηλής καθαρότητας. 

2. Παρήχθησαν υψηλού τίτλου αντισώματα και εξειδικευμένα έναντι των επίτοπων cTnI19-

31, cTnI66-77, cTnI110-122 και cTnI118-131 της καρδιακής τροπονίνης I. Υψηλότερου τίτλου 

ήταν τα αντισώματα έναντι του επίτοπου cTnI19-31 και cTnI66-77. Ο φορέας δεν εμφάνισε 

ανοσογονικότητα. 

3. Τα αντισώματα από διαπίδυση είναι δυνατό να χρησιμοποιηθούν χωρίς περαιτέρω 

καθαρισμό για την ανίχνευση της cTnI. 

4. Τα ανοσογονικά πεπτίδια μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον καθαρισμό των 

αντισωμάτων σε στήλη με χρωματογραφία συγγένειας. 

5. Τα αντισώματα από όρνιθες (IgY) είναι κατάλληλα εργαλεία για ανάπτυξη 

διαγνωστικών δοκιμασιών και είναι σταθερά για μεγάλο χρονικό διάστημα. 

6. Επιβεβαιώνεται η χρησιμότητα των συνθετικών φορέων SOC και CPSOC(3,9-Acm) για 

την παραγωγή αντισωμάτων και την ανάπτυξη δοκιμασιών ELISA. 

7. Οι νέες προσεγγίσεις με τη χρήση του SiΟ2@12peptide και του TCDA@12peptide 

μπορούν να βελτιστοποιηθούν για χρήση σε δοκιμασίες ανίχνευσης της cTnI. 

8. Το FYSHSFHENWPS, που βιβλιογραφικά πιστεύεται ότι αναγνωρίζει την τροπονίνη I, 

στην παρούσα μελέτη έδειξε να υπάρχει πρόβλημα επαναληψιμότητας, πιθανά λόγω της 

αλληλεπίδρασης του πεπτιδίου με το plate. Ίσως το ενδιαφέρον χρήσης του πρέπει να 

στραφεί στα έξυπνα υλικά (νανοσωματίδια, NPs και συζευγμένα πολυμερή, CPs). 

  



Κεφάλαιο 7ο  
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Μελλοντικές Προοπτικές - Στόχοι 

Πιθανούς μελλοντικούς στόχους αποτελούν τα εξής: 

1. Μελέτη χρήσης των νανοσωματιδίων στην ανάπτυξη εύχρηστων, γρήγορων και 

εξειδικευμένων δοκιμασιών ανίχνευσης της τροπονίνης. 

2. Ανάπτυξη POCTs: στα υλικά SiO2@12peptide και TCDA@12peptide μπορούν να 

προσδεθούν τα εξειδικευμένα IgY έναντι του κάθε επίτοπου με σκοπό τη μεγαλύτερη 

εξειδίκευση και ευαισθησία της μεθόδου ανίχευσης της cTnI σε ορό ασθενών και την 

ανάπτυξη δοκιμασιών σημείου φροντίδας. 

3. Σύζευξη ανοσογόνων σε νανοσωματίδια και χρήση αυτών στον καθαρισμό των 

αντισωμάτων. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η τροπονίνη είναι ένα σύμπλεγμα τριών πρωτεϊνικών υπομονάδων (I, T, C), που εδράζεται 

στους σκελετικούς (ταχείας και βραδείας σύσπασης) και καρδιακούς μύες και φυσιολογικά 

ρυθμίζει τη σύσπασή τους. Από τις τρεις υπομονάδες η καρδιακή τροπονίνη Ι (cTnI) έχει τη 

μικρότερη ομολογία με τις αντίστοιχες σκελετικές ισομορφές και αυτό συνεπάγεται 

υψηλότερη εξειδίκευση για το μυοκάρδιο. Είναι επίσης αξιοσημείωτο ότι η cTnI είναι 

περισσότερο εξειδικευμένη για την καρδιά συγκριτικά με ένα πλήθος άλλων εδραιωμένων 

βιοδεικτών, όπως η CK-MB. 

Όταν δημιουργηθεί κάποια βλάβη στο μυοκάρδιο, η τροπονίνη απελευθερώνεται από το 

κυτοσόλιο των μυοκυττάρων στην κυκλοφορία του αίματος μέσα σε δύο ώρες από την 

εμφάνιση των συμπτωμάτων (στηθάγχη) και διατηρείται στο αίμα για περίπου δύο 

εβδομάδες. Η κινητική της cTnI, συγκριτικά με των άλλων βιοδεικτών, επιτρέπει την ταχεία 

ανίχνευσή της στο αίμα των ασθενών και την καλύτερη παρακολούθηση της τιμής της ως 

ένδειξη της αρχικής ή πιθανής επόμενης βλάβης. Συνεπώς, η cTnI δικαίως αποτελεί τον 

σημαντικότερο βιοδείκτη στη διάγνωση του οξέος εμφράγματος του μυοκαρδίου, καθώς 

μπορεί να ανιχνεύει μικρές βλάβες που πιθανά υπάρχουν σε έναν ασθενή υψηλού κινδύνου 

με ευάλωτη αθηρωματική πλάκα, απουσία μυοκαρδιακής νέκρωσης. 

Δεδομένων αυτών, οι ερευνητές επικεντρώθηκαν στην ανίχνευση της τροπονίνης και την 

αξιοποίησή της ως ένα εργαλείο για την έγκαιρη διάγνωση μίας μυοκαρδιακής βλάβης, με 

σκοπό την πρόληψη και την καλύτερη αντιμετώπιση του ασθενούς. 

Στις κλινικές αναλύσεις, το τεστ τροπονίνης βασίζεται στην τεχνική της E.L.I.S.A. 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) τύπου Sandwich. Αν και η ELISA παρέχει μεγάλη 

ευαισθησία, υπάρχουν πολλοί παράγοντες που μπορούν να επηρεάσουν την ανίχνευση της 

τροπονίνης, όπως: 1) η διαφορά στην εξειδίκευση και την ευαισθησία των εμπορικώς 

διαθέσιμων αντισωμάτων σύλληψης και ανίχνευσης της τροπονίνης, 2) η φωσφορυλίωση 

της σερίνης και η συμπλοκοποίηση της cTnI με άλλα μόρια, 3) η ύπαρξη ειδικών anti-cTnI 

αυτο-αντισωμάτων στην κυκλοφορία του αίματος των ασθενών, που παράγονται σε 

απόκριση της απελευθέρωσης της τροπονίνης στο αίμα και 4) η ύπαρξη αντισωμάτων 

παρεμβολής, δηλαδή ετερόφιλων αντιζωϊκών αντισωμάτων (HAA). Έτσι λαμβάνονται 

θετικά ή αρνητικά ψευδή αποτελέσματα, τα οποία δυσχεραίνουν την κατάταξη των ατόμων 

σε υποψήφιους ή μη για οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου. 
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Τα πολλά διαφορετικά διαθέσιμα βιο-αντιδραστήρια οδήγησαν στην ανάγκη για τον 

ορισμό του ορίου ανίχνευσης cutoff με συντελεστή διακύμανσης μικρότερο από 10% σε 

ορισμένη συγκέντρωση της τροπονίνης. Αυτό σταδιακά οδήγησε στην ανάπτυξη 

δοκιμασιών υψηλότερης αναλυτικής ευαισθησίας, δίνοντας τη δυνατότητα καλύτερης 

παρακολούθησης της τιμής της τροπονίνης για την έγκαιρη διάγνωση μίας πιθανής βλάβης. 

Ωστόσο η μεγάλη ευαισθησία των σύγχρονων δοκιμασιών συνδέθηκε με μειωμένη 

ειδικότητα, καθώς εκτός από τους ασθενείς τα χαμηλά επίπεδα της cTnI μπορούν να 

εντοπιστούν και σε άλλες ομάδες του πληθυσμού, οι οποίοι δεν έχουν κάποια βλάβη (π.χ. 

αθλητές), δημιουργώντας έτσι μια πρόσθετη διαγνωστική πρόκληση. 

Οι σύγχρονες κλινικές πρακτικές ανίχνευσης της τροπονίνης είναι κυρίως ενζυμικοί 

ανοσοπροσδιορισμοί που ανιχνεύουν την cTnI με υψηλή ευαισθησία, όμως με σχετικά 

μεγάλο χρόνο και κόστος. Ωστόσο, οι εξελίξεις στην τεχνολογία επέτρεψαν την ανάπτυξη 

μη ενζυμικών προσδιορισμών, όπως είναι οι ηλεκτροχημικοί, παραμαγνητικοί και 

συντονισμού επιφανειακού πλασμονίου. Αν και οι νέες τεχνολογίες δύνανται να μειώσουν 

τις παρεμβολές στο σήμα, εντούτοις απαιτούν ογκώδη και ακριβό εξοπλισμό, καθώς και 

ειδικά εκπαιδευμένο προσωπικό. Όλα αυτά συνηγορούν στην αύξηση του τελικού κόστους 

της δοκιμασίας της τροπονίνης. 

Παρά τις συνεχείς εξελίξεις, υπάρχουν σημαντικά περιθώρια βελτίωσης στις δοκιμασίες 

της τροπονίνης, ιδιαίτερα στον τομέα της τυποποίησης των ποσοτικών προσδιορισμών και 

της εξάλειψης των παρεμβολών. Νέες προοπτικές περιλαμβάνουν επίσης την ανάπτυξη 

μικρών, φορητών και ευαίσθητων βιο-αισθητήρων (Point of care tests, POCTs), που να 

επιτρέπουν την άμεση ανίχνευση της τροπονίνης από μη εξειδικευμένο προσωπικό, το 

σύντομο χρόνο ανάλυσης και το χαμηλό κόστος. 

Λαμβάνοντας υπ’ όψιν τα παραπάνω, σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η ανάπτυξη 

βιο-αντιδραστηρίων και έξυπνων υλικών για τη χρήση τους σε ενζυμικές και μη ενζυμικές 

τεχνικές, ανίχνευσης της καρδιακής τροπονίνης I. 

Για το σκοπό αυτό συντέθηκαν ορισμένοι πιθανοί αντιγονικοί επίτοποι της cTnI, 

επιλεγμένοι βάσει δεδομένων ομολογίας, αντιγονικότητας, υδροφιλικότητας, επιφανειακής 

προσβασιμότητας, ευελιξίας, δευτεροταγούς δομής, θέσης και συχνότητας εμφάνισης 

επίτοπων. Επίσης, συντέθηκε o πεπτιδικός φορέας αντιγονικών πεπτιδίων CPSOC(3,9-

Acm) βάσει προηγούμενων μελετών του φορέα SOC, που έδειξαν ότι το μόριο αυτό είναι 

ικανό 1) να προβάλλει τους προσδεμένους αντιγονικούς επίτοπους και να προκαλεί την 

παραγωγή υψηλού τίτλου αντισωμάτων και 2) να χρησιμοποιείται ως υλικό προσρόφησης 
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σε ELISA plate κατά τους ανοσοπροσδιορισμούς. Επιπλέον, συντέθηκαν πεπτιδικά 

ανοσογονικά συμπλέγματα που προέκυψαν από την πρόσδεση των απτενίων (αντιγονικών 

πεπτιδίων) στον πεπτιδικό φορέα CPSOC(3,9-Acm) με θειοαιθερικό δεσμό. 

Εν συνεχεία πραγματοποιήθηκαν ανοσοποιήσεις σε πειραματόζωα (ωοτόκες όρνιθες) με 

τα ανοσογονικά συμπλέγματα, ακολουθώντας δύο πρωτόκολλα που διέφεραν ως προς τη 

συγκέντρωση του ανοσογόνου και τα διαστήματα μεταξύ των ανοσοποιήσεων. Τα αυγά των 

ανοσοποιημένων ζώων συλλέχθηκαν και από αυτά απομονώθηκαν τα IgY αντισώματα 

(ακολουθώντας δύο διαφορετικές τεχνικές), τα οποία στη συνέχεια καθαρίστηκαν με 

διαπίδυση. 

Ακολούθησε μία σειρά ενζυμικών προσδιορισμών των αντισωμάτων, με την τεχνική της 

έμμεσης ELISA, για τον έλεγχο της εξειδίκευσή τους τόσο για τα ανοσογονικά συμπλέγματα 

όσο και για ολόκληρη την cTnI. Στο πλαίσιο αυτών των μελετών έγινε σύγκριση των 

επιμέρους παραχθέντων αντισωμάτων, ελέγχθηκε το χρονικό διάστημα που οι όρνιθες είναι 

ικανές να παράγουν εξειδικευμένα αντισώματα, αλλά και η σταθερότητα των αντισωμάτων 

συναρτήσει του χρόνου αποθήκευσής τους. 

Στη συνέχεια τα αντισώματα καθαρίστηκαν με χρωματογραφία συγγένειας, όπου 

ταυτόχρονα ελέγχθηκε και η εξειδικευμένη πρόσδεση των αντισωμάτων στον επίτοπο 

cTnI19-31. Για τη χρωματογραφία συγγένειας χρησιμοποιήθηκε το ειδικό υλικό 

προσρόφησης Seph@Ahx-cTnI19-31, το οποίο προέκυψε από τη σύζευξη επιφανειακά 

τροποποιημένων (με θειοπροπυλ-ομάδα) σφαιριδίων σεφαρόζης με το IAc-Ahx-cTnI19-31. 

Επίσης, πραγματοποιήθηκαν δύο ενζυμικές δοκιμασίες ELISA τύπου sandwich για την 

ανίχνευση της cTnI. Στη μία εξ’ αυτών χρησιμοποιήθηκε το Ac-12peptide για τη σύλληψη 

της τροπονίνης και στην άλλη για τον ίδιο σκοπό χρησιμοποιήθηκαν anti-cTnI IgG εμπορικά 

αντισώματα, ενώ και στις δύο περιπτώσεις ως αντισώματα ανίχνευσης χρησιμοποιήθηκαν 

τα παραχθέντα αντισώματα έναντι του μίγματος των τεσσάρων ανοσογονικών 

συμπλεγμάτων. 

Αναπτύχθηκαν έξυπνα υλικά (Smart materials and structure, SmMaS) με σκοπό την 

ανίχνευση της cTnI με μη ενζυμικές τεχνικές. Με βάση το 12peptide (FYSHSFHENWPS), 

που προτάθηκε ότι αναγνωρίζει την cTnI, συντέθηκε 1) το SiO2@12peptide, το οποίο 

αποτελείται από επιφανειακά τροποποιημένα νανοσωματίδια σίλικας συζευγμένα με το 

12peptide και 2) το TCDA@12peptide, το οποίο αποτελείται από το πολυμερισμένο 

σύμπλεγμα 10,12-τρικοσαδιινοϊκού οξέος συζευγμένο με το 12peptide. 
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Ακολούθησε η ανάπτυξη δύο μη ενζυμικών τεχνικών ανίχνευσης της cTnI σε ορούς 

ασθενών και σε υγιείς. Στην πρώτη χρησιμοποιήθηκε το υλικό SiO2@12peptide και 

μελετήθηκε με θερμοβαρυμετρία και φασματοσκοπία FTIR, ενώ στη δεύτερη 

χρησιμοποιήθηκε το TCDA@12peptide και μελετήθηκε η αλλαγή του χρώματός του. 

Συνοπτικά, τα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής έδειξαν ότι τα ανοσοποιημένα 

πειραματόζωα παρήγαγαν υψηλού τίτλου και εξειδικευμένα αντισώματα έναντι των 

ανοσογονικών συμπλεγμάτων, και ανιχνεύουν την cTnI. Επίσης τα παραχθέντα αντισώματα 

που καθαρίστηκαν μόνο με διαπίδυση μπορούν να χρησιμοποιηθούν χωρίς περαιτέρω 

καθαρισμό για την ανίχνευση της cTnI. Τα απτένια μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως υλικά 

για τον καθαρισμό των αντισωμάτων με χρωματογραφία συγγένειας. Ο φορέας 

CPSOC(3,9Acm) αποτελεί χρήσιμο εργαλείο στην παραγωγή αντισωμάτων. Τα 

απομονωμένα IgY αντισώματα από αυγά όρνιθας είναι κατάλληλα για την ανάπτυξη 

διαγνωστικών δοκιμασιών και είναι σταθερά για μεγάλο χρονικό διάστημα. Τα υλικά 

SiO2@12peptide και TCDA@12peptide μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην ανάπτυξη 

δοκιμασιών ανίχνευσης της cTnI. 
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ABSTRACT 

Troponin is a complex of three protein subunits (I, T, C), found in the skeletal (fast and slow 

contraction) and heart muscles and normally regulates their contraction. Among the three 

subunits, cardiac troponin I (cTnI) has the lowest homology to the corresponding skeletal 

isoforms, which implies increased myocardial specificity. It is also noteworthy that cTnI is 

more specific for the heart than other established biomarkers, such as CK-MB. 

When myocardial damage occurs, troponin is released from the myocyte cytosol into the 

bloodstream within two hours of the onset of symptoms (angina) and retained in the blood 

for about two weeks. The kinetics of cTnI, compared to other biomarkers, allow its rapid 

detection in patients' blood and better monitoring of its value as an indication of initial or 

possible subsequent damage. Therefore, cTnI is rightly the most significant biomarker in 

acute myocardial infarction diagnosis, as it can detect minor injuries that may be present in 

a high-risk patient with a vulnerable atherosclerotic plaque in the absence of myocardial 

necrosis. 

Given this, the researchers focused on detecting troponin and using it as a tool for early 

diagnosis of myocardial infarction to prevent and treat better the patient. 

The troponin test in clinical trials relies on the highly-sensitive ELISA technique. 

However, various factors like the specificity and sensitivity differences of the commercially 

available anti-troponin antibodies, the serine phosphorylation and cTnI conjugation to other 

molecules, and the presence of anti-cTnI autoantibodies (produced in response to the release 

of troponin in the blood) and interfering antibodies (heterophilic anti-animal antibodies) 

could lead to positive or negative false results. Hence, it is hard to classify individuals as 

candidates or not for acute myocardial infarction. 

The many different bio-reagents available have led to the need to set a cutoff detection 

limit with a coefficient of variation of less than 10% at a specific troponin concentration. 

This fact has gradually pushed to the development of higher analytical sensitivity tests, 

enabling better monitoring of the troponin value for the early diagnosis of a possible lesion. 

However, the high sensitivity of modern tests has been associated with reduced specificity. 

Except for patients, low levels of cTnI can be detected in other groups of the population, 

which do not have any damage (e.g. athletes), thus creating an additional diagnostic 

challenge. 

Modern clinical practices for troponin detection are mainly enzymatic immunoassays that 

detect cTnI with high sensitivity but a relatively long time and cost. Technological advances 
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have allowed the development of non-enzymatic assays like electrochemical, paramagnetic, 

and surface plasmon. New technologies can reduce signal interferences, but they require 

bulky and expensive equipment and specially trained personnel. All these contribute to the 

increase in the final cost of the troponin test. 

Despite ongoing developments, there is considerable room for improvement in troponin 

tests, particularly in the standardization of the assays and elimination of interferences. New 

prospects also include the development of small, sensitive and portable biosensors (Point of 

care tests, POCTs), which allow the immediate detection of troponin by unskilled personnel, 

short analysis time and low cost. 

Given the above, the present dissertation aimed to develop enzymatic and non-enzymatic 

techniques, bio-reagents and materials for cardiac troponin I detection. 

For this purpose, a series of possible cTnI antigenic epitopes were synthesized. The 

epitopes were selected based on the homology, antigenicity, hydrophilicity, surface 

accessibility, flexibility, secondary structure, location, and frequency of well-known 

epitopes. Also, the antigen peptide carrier CPSOC(3,9-Acm) was synthesized, based on 

previous studies, which showed that this molecule could project the bound antigen epitopes 

and cause the production of high antibody titers, but also be useable as an adsorbent on an 

ELISA plate during immunoassays. The antigenic peptides (epitopes) were conjugated to 

the carrier via thioether bonds to form immunogenic macromolecules. 

Experimental animals (laying hens) were immunized with the conjugates, following two 

protocols that differed in immunogen concentration and the intervals between 

immunizations. The IgY antibodies were isolated from the collected immunized animals' 

eggs (following two different methods) and then purified by dialysis. 

Indirect ELISA assays were performed for monitoring IgY specificity for the 

immunogenic conjugates and the entire cTnI, while the antibodies titers of each 

immunization were compared. Also, the immunized hens were examined as per the duration 

that can produce specific antibodies. The stability of the antibodies, as a function of their 

storage time, was monitored, too. 

The antibodies were purified by affinity chromatography while their specificity for the 

cTnI19-31 epitope was being checked simultaneously. The material Seph@Ahx-cTnI19-31 was 

used for affinity chromatography, which resulted from the coupling of surface-modified 

(thiopropyl-group) sepharose beads with IAc-Ahx-cTnI19-31. 
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Two ELISA sandwich-type assays were designed and performed to detect cTnI. In the 

one, Ac-12peptide was used to capture troponin, and in the other, for the same purpose, anti-

cTnI IgG commercial antibodies were used, while in both cases, the antibodies produced 

against the mixture of the four immunogenic complexes were used as detection antibodies. 

Two SmMas (Smart Materials and Structure) were developed for detecting the cTnI. 

Based on the 12peptide (FYSHSFHENWPS) proposed to recognize cTnI, they were 

synthesized the following: 1) SiO2@12peptide, which consists of surface-modified silica 

nanoparticles coupled to 12peptide, and 2) TCDA@12peptide, which is composed of the 

10,12-tricosadinoic acid conjugated to 12peptide. 

Afterwards, two non-enzymatic cTnI detection techniques were developed and tested in 

patient and healthy sera. In the first one, the material SiO2@12peptide was used and studied 

by thermogravimetry and FTIR spectroscopy. In the second one, the TCDA@12peptide was 

examined as per its colour change. 

Briefly, the results of the present dissertation showed that the immunized experimental 

animals produced high titer and specific antibodies against the immunogenic conjugates, 

which can detect cTnI. Also, the produced antibodies purified only by dialysis can be utilized 

without further purification to detect cTnI. Haptens can be used as materials for antibodies 

purification by affinity chromatography. The CPSOC(3,9Acm) carrier is useful in antibodies 

production, confirming previous relative studies. The isolated IgY antibodies from hen eggs 

are suitable tools for developing diagnostic tests and are stable for a long time. The materials 

SiO2@12peptide and TCDA@12peptide can be usable in the evolvent of cTnI detection 

assays.  
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

Αντιδραστήρια & Διαλύτες Σύντμηση / Προμηθευτής 

Να-Fmoc- και R – προστατευμένα αμινοξέα Fmoc-AA(P)-OH [G.L. Biochem, China] 

Βενζυλομάδα Bzl 

t-Βουτυλ-οξυ-καρβονυλομάδα Boc 

Διιδοπρόπυλο καρβοδιιμίδιο DIC [Fluka, Germany] 

τετραφθοροβορικό άλας της 2-(1Η-

βενζοτριαζολυλ)-1,1,3,3-τετραμεθυλουρίας 
TBTU [Fluka, Germany] 

εξαφωσφορικό άλας της Ο-(7-
αζοβενζοτριαζολυλ)-1,1,3,3-τετραμεθυλουρίας 

HATU [Fluka, Germany] 

εξαφωσφορικό άλας της 2-(1Η-βενζοτριαζολυλ)-

1,1,3,3-τετραμεθυλουρίας 
HBTU [Fluka, Germany] 

Διισοπρόπυλ-αιθυλαμίνη DIEA [Merck, Germany] 

1-υδροξυβενζοτριαζόλιο (άνυδρο) HOBt [G.L. Biochem, China] 

4-(2΄, 4΄-διμεθοξυφαινυλο-αμινο μέθυλο)-

φαινοξυ ρητίνη 
Rink Amide AM [G.L. Biochem, China] 

Διμέθυλο φορμαμίδιο DMF [Fluka, Germany] 

Διχλωρο-μεθάνιο DCM [Fluka, Germany] 

1,3-διμεθοξυβενζόλιο DMB [Aldrich, China] 

Διθειοθρεϊτόλη DTT [Fluka, India] 

Αιθυλενο-διαμινο-τετραοξικό οξύ EDTA [Sigma-Aldrich, USA] 

Πιπεριδίνη [Riedel-de Haen, Germany] 

Νινυδρίνη [Sigma, USA] 

9-φλουορένυλο-μεθυλόξυ-καρβονυλομάδα Fmoc- 

Κυανιούχο κάλιο KCN [Fluka, Switzerland] 

Φαινόλη [Fluka, Switzerland] 

Πυριδίνη [Merk, Darmstadt, Germany] 

Τριϊσοπροπυλοσιλάνιο Tis [Acros Organics, USA] 

Ιωδοξικό οξύ ICH2COOH [Sigma-Aldrich, Switzerland] 

Τριφθοροξικό οξύ TFA [Riedel, Germany] 

Διεθυλ-αιθέρας [Riedel, Germany] 

Εξάνιο n-Hexane [LAB-SCAN, Ireland] 

Οξικός ανυδρίτης Ac2O [Merck, Germany] 

2,2'-(Αιθυλενοδιοξυ)διαιθανοθειόλη DODT [Sigma, USA] 

Ακετονιτρίλιο ACN [LAB-SCAN, Ireland] 

Μεθανόλη [LAB-SCAN, Ireland] 

Freunds Adjuvant Complete/Incomplete [Sigma-Aldrich, Germany] 

Polyehtylenoglycol 6000 PEG [Sigma-Aldrich, Germany] 

Χλωριούχο νάτριο NaCl [Merck, Germany] 

Υδροχλωρικό οξύ HCl [Riedel-de Haen, Germany] 

Ανθρώπινα αντι-ζωϊκά αντισώματα ΗΑΑΑ 

Αποβουτυρωμένο γάλα [Regilait] 

αντι-IgY αντίσωμα συζευγμένο με υπεροξειδάση anti-IgY*HRP [Thermo Scientific, USA] 

Αντίσωμα έναντι της cTnI anti-cTnI, IgG [Santa Cruz, USA] 

Αντιδραστήρια και διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν και οι συντμήσεις τους. 
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3,3',5,5'-tetramethylbenzidine ΤΜΒ [Thermo Scientific Pierce, USA] 

Υπεροξείδιο του υδρογόνου H2O2 [Thermo Scientific Pierce, USA] 

10,12-Tricosadiinoyc acid 10,12-TCDA [Sigma-Aldrich, Germany] 

Thiopropyl Sepharose 6B [Sigma-Aldrich, Switzerland] 

Θειικό οξύ H2SO4 [Fluka, Germany] 

Τριτυλομάδα Trt 

t-Βουτυλομάδα tBu 

2,2,4,6,7-πενταμεθυλ-διυδρο-βενζοφουραν-5-
σουλφονυλομάδα 

Pbf 

4-μεθυλοτριτυλομάδα Mtt 

Βενζυλοξυ ομάδα OBzl 

t-Βουτόξυ-ομάδα OtBu 

Ημιδιαπερατή Μεμβράνη Spectra/Por 7 Dialysis 

Membrane 
[SPECTRUMLABS, USA] 

Όξινο ανθρακικό νάτριο NaHCO3 [Ferak Berlin, West Germany] 

Οξικό οξύ CH3COOH [Sigma-Aldrich, Germany] 

Υπερμαγγανικό κάλιο KMnO4 [Sigma-Aldrich, Germany] 

Tris base [Fluka, Switzerland] 

Γλυκίνη Gly [G.L. Biochem, China] 

Ανθρακικό νάτριο Na2CO3 [Merck, Germany] 

Χλωριούχο κάλιο KCl [Sigma-Aldrich, Germany] 

Αζίδιο του νατρίου NaN3 [Sigma-Aldrich, Germany] 

Δισόξινο φωσφορικό κάλιο KH2PO4 [Fluka, Switzerland] 

Όξινο φωσφορικό νάτριο Na2HPO4 [Fluka, Switzerland] 

Καρδιακή τροπονίνη I cTnI [HyTest, Finland] 

Αντίσωμα IgY έναντι της cTnI anti-cTnI, IgY [Sanovo, Denmark] 
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