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1. Δηλητηριώδεις Όφεις: Βιολογία, Τοξίνες και Μηχανισμοί Δράσης 

1.1. Εισαγωγή  

Σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας περίπου 5,4 εκατομμύρια 

άνθρωποι δέχονται δήγμα φιδιού κάθε χρόνο, παγκοσμίως, οδηγώντας σε 

περισσότερους από 100.000 θανάτους και σε περίπου 5 φορές περισσότερους 

ακρωτηριασμούς από οποιαδήποτε άλλη ασθένεια1. Παρόλα αυτά, οι συνέπειες των 

δηγμάτων δεν είναι μόνο ιατρικές αλλά και κοινωνικοοικονομικές, καθώς πολλά θύματα 

παρουσιάζουν μόνιμες βλάβες και αναπηρίες οι οποίες έχουν ως αποτέλεσμα τον 

περιορισμό της δυνατότητάς τους για εργασία. Το 2009 τα δηλητηριώδη δήγματα φιδιών 

(envenoming) συμπεριλήφθηκαν στη λίστα του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας με τις 

παραμελημένες νόσους και τονίστηκε η ανάγκη για περαιτέρω μελέτες στην έρευνα των 

δηλητηρίων για την παραγωγή αντιοφικού ορού ή άλλων αντιδραστηρίων. 

Μέχρι σήμερα η μόνη αποδεκτή θεραπεία για την αντιμετώπιση του δήγματος 

δηλητηριωδών ειδών φιδιών είναι η χορήγηση αντιοφικού ορού. Σε ευρωπαϊκό επίπεδο, 

αντιοφικοί οροί έχουν δημιουργηθεί έναντι διάφορων ειδών οχιάς, ωστόσο η πλήρης 

γνώση, κατανόηση και αποτελεσματικότητα αυτών βρίσκεται σε χαμηλά επίπεδα2. Επί 

του παρόντος, οι αντιοφικοί οροί που διατίθενται προέρχονται από το πλάσμα 

ανοσοποιημένων ζώων, κυρίως αλόγων3 και αποτελούνται από πολυκλωνικά 

αντισώματα ή Fab2 τμήματα αυτών, τα οποία αναπτύσσονται έναντι όλων των τοξινών 

του δηλητηρίου, ανεξάρτητα από την κλινική τους σημασία4.  

Προβλήματα μείζονος σημασίας μέχρι σήμερα εξακολουθούν να μην 

αντιμετωπίζονται, όπως η κακή σταθερότητα σε υγρή μορφή, ανεπιθύμητες ενέργειες, 

συχνά κακή αποτελεσματικότητα και σοβαρές δυσκολίες που σχετίζονται με την 

παραγωγή. Ως εκ τούτου, η ανάπτυξη νέων στρατηγικών για τη θεραπεία του δήγματος 

φιδιών ώστε να υπερκεραστούν οι περιορισμοί που υφίστανται μέχρι σήμερα έχει γίνει 

αντικείμενο εκτεταμένης έρευνας. 

1.2. Ταξινόμηση και κατανομή των δηλητηριωδών φιδιών 

Στην Ευρώπη σύμφωνα με την πιο πρόσφατη ταξινόμηση ζουν 57 είδη φιδιών 

τα οποία ανήκουν στις παρακάτω έξι οικογένειες: Colubridae, Erycidae, Natricidae, 

Psammophiidae, Typhlopidae and Viperidae. Η οικογένεια Viperidae σχηματίζει μια 

μονοφυλετική γενεαλογία δηλητηριωδών φιδιών η οποία περιλαμβάνει περίπου 350 είδη 

παγκοσμίως και επί του παρόντος, ταξινομούνται σε 35 γένη5,6. Οι οχιές (true vipers) 

απαρτίζονται από περίπου 100 είδη, από τα οποία κλινικά σημαντικά είναι αυτά που 

ανήκουν στην οικογένεια των Viperidae και η οποία στην Ευρώπη αποτελείται από 14 

είδη.  
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Από αυτά τα 14 είδη κυρίως τρία είναι υπεύθυνα για τις πιο σοβαρές περιπτώσεις 

περιστατικών στην Ευρώπη: η Vipera berus , η Vipera aspis και η Vipera ammodytes. Η 

Vipera berus προτιμά τις ψυχρές περιοχές και μπορεί να βρεθεί σε σκανδιναβικές χώρες 

πάνω από τον αρκτικό κύκλο και έχει την μεγαλύτερη εξάπλωση από όλα τα υπόλοιπα 

δηλητηριώδη φίδια στην Ευρώπη7. Η Vipera aspis η οποία χρειάζεται ήλιο και υψηλές 

σχετικά θερμοκρασίες απαντάται κυρίως στην βόρεια Ισπανία, την Ελβετία, την Ιταλία 

και την Γαλλία. Η Vipera ammodytes (κερασφόρος οχιά) απαντάται ευρέως στην 

νοτιοανατολική Ευρώπη, την νότια Ιταλία, την Αυστρία και την Τουρκία. Τα παραπάνω 

είδη διακρίνονται περαιτέρω σε υποείδη, στα οποία παρατηρείται σημαντική ενδοειδική 

ποικιλότητα ως προς τη σύσταση και την τοξικότητα του δηλητηρίου. Η ποικιλότητα αυτή 

επηρεάζει τόσο τη βαρύτητα της κλινικής εικόνας όσο και την αποτελεσματικότητα της 

θεραπευτικής αντιμετώπισης8. 

Στην Ελλάδα συνολικά απαντώνται 22 είδη φιδιών τα οποία ταξινομούνται σε 

τέσσερις μεγάλες οικογένειες: τις Κολουβρίδες, τους Βόες, τους Τυφλίνους και τις 

Έχιδνες. Από αυτά -επικίνδυνο για τον άνθρωπο -δηλητήριο φέρουν τα πέντε είδη της 

οικογένειας των εχιδνών. Επίσης, δηλητήριο φέρουν και δύο φίδια της οικογένειας των 

κολουβριδών: το Telescopus fallax (Αγιόφιδο) και το Malpolon monspessulanus 

(Σαπίτης) τα οποία όμως δεν θεωρούνται επικίνδυνα για τον άνθρωπο καθώς είναι 

οπισθόγλυφα, (τα δόντια που εγχέουν το δηλητήριο βρίσκονται στο πίσω μέρος της 

οδοντοστοιχίας τους) και επιπλέον το δηλητήριο τους έχει μικρή τοξικότητα.  

1.3. Επιδημιολογική εικόνα σε Ευρώπη και Ελλάδα 

Στην Ευρώπη, τα περιστατικά δήγματος φιδιών είναι σαφώς λιγότερο συχνά απ’ 

ό,τι σε τροπικές χώρες, ωστόσο παραμένουν κλινικά και επιστημονικά σημαντικά. 

Σύμφωνα με μελέτες οι περισσότερες περιπτώσεις δηγμάτων οφείλονται σε οχιές του 

γένους Vipera 9,10. Μια συστηματική ανασκόπηση 78 μελετών με συνολικά 5501 

περιστατικά δήγματος του γένους Vipera στην Ευρώπη, έδειξε ότι το συχνότερο 

υπεύθυνο είδος ήταν η Vipera berus (63,3% των περιστατικών), ακολουθούμενη από 

την V. ammodytes (17,7%) και τέλος την V. aspis (11,7%)9. Η θνητότητα σε ευρωπαϊκό 

επίπεδο υπολογίζεται κάτω του 1%, ωστόσο, η νοσηρότητα παραμένει σημαντική, 

καθώς πολλές περιπτώσεις απαιτούν νοσηλεία. 

Η επιδημιολογική εικόνα στην Ελλάδα παρουσιάζει ιδιαιτερότητες σε σύγκριση 

με άλλες ευρωπαϊκές χώρες. Αν και ο συνολικός αριθμός περιστατικών παραμένει 

σχετικά περιορισμένος, το κλινικό και ερευνητικό ενδιαφέρον είναι αυξημένο λόγω της 

παρουσίας τριών ειδών φιδιών: Vipera ammodytes, Vipera berus και Macrovipera 

schweizeri. Η Vipera ammodytes (κερασφόρος οχιά) αποτελεί το συχνότερα 

απαντώμενο και πλέον επικίνδυνο είδος, καθώς ευθύνεται για την πλειονότητα των 
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περιστατικών στη χώρα11,12. Η Vipera berus απαντάται αποκλειστικά σε βόρειες 

περιοχές της Ελλάδας, ενώ η Macrovipera schweizeri περιορίζεται στα νησιά των 

Κυκλάδων (Μήλος, Κίμωλος, Σίφνος και Πολύαιγος), με ελάχιστα καταγεγραμμένα 

περιστατικά, κανένα από τα οποία δεν έχει αποβεί θανατηφόρο13,14. 

Μελέτες σε ελληνικά νοσοκομεία καταδεικνύουν ότι, παρότι οι θάνατοι από 

δήγματα είναι εξαιρετικά σπάνιοι, η νοσηρότητα είναι σημαντική και η χορήγηση 

αντιοφικού ορού συχνά κρίνεται απαραίτητη9. Παρά το μικρό ποσοστό θνησιμότητας, οι 

πιθανές επιπλοκές, η ανάγκη για ενδονοσοκομειακή νοσηλεία, καθώς και η πιθανότητα 

μόνιμης λειτουργικής αναπηρίας ή ψυχολογικών συνεπειών — όπως μετατραυματικό 

στρες — δικαιολογούν το αυξημένο ερευνητικό ενδιαφέρον9,15. Δυστυχώς, τα διαθέσιμα 

επιδημιολογικά στοιχεία είναι περιορισμένα, καθώς η δήλωση δηγμάτων δεν είναι 

υποχρεωτική, γεγονός που δυσχεραίνει την αξιόπιστη καταγραφή, την έγκαιρη και ορθή 

κλινική αντιμετώπιση των περιστατικών, καθώς και τη συστηματική μελέτη της σύστασης 

και της τοξικότητας των δηλητηρίων. 

Σε μελέτη που διεξήχθη την περίοδο 1988–2003 και περιλάμβανε 147 

περιπτώσεις δήγματος από Vipera ammodytes, τα συχνότερα συμπτώματα ήταν 

έντονος τοπικός πόνος, οίδημα, εκχυμώσεις, ταχυκαρδία, λιποθυμία ή ζάλη και πυρετός. 

Λιγότερο συχνά αναφέρθηκαν διόγκωση των περιφερειακών λεμφαδένων, ναυτία, 

υπόταση και έμετος. Οι κυριότερες επιπλοκές περιλάμβαναν περιορισμό του εύρους 

κίνησης, θρομβοφλεβίτιδα, αιμορραγία, ραβδομυόλυση, οξεία νεφρική ανεπάρκεια και 

μείωση του επιπέδου συνείδησης9. Σε άλλη μελέτη, η χορήγηση του τότε διαθέσιμου 

αντιοφικού ορού European Viper Venom Antiserum® (Zagreb), αν και 

πραγματοποιήθηκε με καθυστέρηση, οδήγησε στην αντιμετώπιση σφαιροκυτταρικής 

αιμολυτικής αναιμίας που είχε εμφανιστεί ως επιπλοκή σε μία ασθενή16. Αξίζει να 

σημειωθεί ότι, μέχρι σήμερα, δεν έχει καταγραφεί περιστατικό δήγματος από 

οπισθόγλυφο φίδι στην Ελλάδα που να έχει απαιτήσει νοσηλεία. 

1.4. Μηχανισμός δράσης και ιδιότητες του δηλητηρίου  

Το δηλητήριο εγχέεται ενδοδερμικά ή υποδόρια και σε σπάνιες περιπτώσεις 

μπορεί να φτάσει ενδομυϊκά ή και ενδοφλέβια. Στο σημείο του δήγματος παρατηρούνται 

συνήθως δύο μικρές, διακριτές οπές, οι οποίες αντιστοιχούν στους κυνόδοντες του 

φιδιού μέσω των οποίων εγχύθηκε το δηλητήριο. Τοπικός πόνος, συνήθως έντονος, 

εμφανίζεται άμεσα μετά το δάγκωμα και συνοδεύεται από ταχεία ανάπτυξη οιδήματος, 

το οποίο ενδέχεται να επεκταθεί πέρα από την πληγείσα περιοχή. Επιπλέον, σε 

σοβαρότερες περιπτώσεις καταγράφεται εμφάνιση έντονου ερυθήματος, εκχυμώσεων, 

φλυκταινών, καθώς και εκτεταμένη νέκρωση των μαλακών ιστών7,17. 
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Αμέσως μετά την έγχυση, το δηλητήριο με τη δράση των υαλουρονιδασών 

μεταφέρεται ταχύτατα στους τοπικούς ιστούς και στη συνέχεια περνά στην συστημική 

κυκλοφορία μέσω του λεμφικού συστήματος. Η μεταφορά του δηλητηρίου ενισχύεται 

από την μυϊκή δραστηριότητα για αυτό και ένα από τα κρίσιμα μέτρα πρώτων βοηθειών 

είναι η ακινητοποίηση και η ηρεμία του θύματος. 

Η μεγάλη ποικιλότητα που παρουσιάζεται στα συμπτώματα μετά το δήγμα που 

δέχεται το θύμα σχετίζεται με διάφορους παράγοντες8. Ο κυριότερος παράγοντας είναι 

η δόση του δηλητηρίου. Περίπου το 20-25% των δηγμάτων θεωρούνται «στεγνά», 

δηλαδή δεν υπάρχει έγχυση δηλητηρίου. Αυτό το φαινόμενο μπορεί να πηγάζει από 

κάποια παθολογική αιτία όπως ιογενή λοίμωξη, τραυματισμό ή κάποια άλλη 

φλεγμονώδη κατάσταση. Ωστόσο, στην πραγματικότητα τα περισσότερα στεγνά 

δήγματα προκύπτουν από σκόπιμη απόφαση του ζώου να διατηρήσει γεμάτους του 

αδένες του. Η συμπεριφορά αυτή σχετίζεται με την ηλικία, την απειλή που δέχεται, την 

διατήρηση της ενέργειας καθώς και με οικολογικούς παράγοντες. Μελέτες έχουν δείξει 

πως απαιτούνται περίπου 14 ημέρες για την αναπλήρωση του δηλητηρίου στους αδένες, 

οπότε τα ζώα έχουν αναπτύξει μηχανισμούς μέτρησης του δηλητηρίου18. Η ηλικία, το 

βάρος το σημείο δαγκώματος και η φυσική κατάσταση του θύματος αποτελούν επίσης 

σημαντικές παραμέτρους.  

Το δηλητήριο αποτελεί ένα εξαιρετικά πολύπλοκο μίγμα βιοδραστικών 

συστατικών, το οποίο περιλαμβάνει πρωτεΐνες, πεπτίδια, ένζυμα, μικρά οργανικά μόρια 

και ανόργανα ιόντα. Η σύνθεσή του έχει διαμορφωθεί μέσω εκατομμυρίων ετών φυσικής 

επιλογής, με σκοπό την ακινητοποίηση και θανάτωση του θηράματος, καθώς και την 

έναρξη της πέψης, μέσω αποδόμησης των ιστών αλλά και για την άμυνα απέναντι στους 

θηρευτές. Αποτελείται από 50-200 διαφορετικά συστατικά, τα οποία κυρίως είναι 

πρωτεΐνες (70-90%) με ενζυμικές και τοξικές ιδιότητες όπως υαλουρονιδάσες, 

πρωτεολυτικά ένζυμα και πεπτιδο-υδρολάσες19.  

Η σύσταση του δηλητηρίου μεταξύ των ειδών ή και μεταξύ του ίδιου είδους, όπως 

αναφέρθηκε προηγουμένως, μπορεί να διαφέρει σημαντικά και εξαρτάται από ποικίλους 

παράγοντες όπως η διατροφή, το φύλο, η προσαρμογή στο τοπικό περιβάλλον και η 

εποχικότητα. Γενικά, οι τοξικές επιδράσεις του δηλητηρίου ταξινομούνται σε 

νευροτοξικές, αιμοτοξικές, καρδιοτοξικές, μυοτοξικές κ.ο.κ. με βάση το επικρατέστερο 

κλινικό σύμπτωμα του συγκεκριμένου δηλητηρίου20. Το δηλητήριο των εχιδνών είναι 

κυρίως αιμοτοξικό και κυτταροτοξικό αν και σε ορισμένα είδη όπως τα V. aspis και V. 

Ammodytes εντοπίζονται και νευροτοξικά συστατικά7. 
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1.5. Κατηγορίες τοξινών 

Σχεδόν σε όλα τα δηλητήρια των φιδιών οι κύριες 

οικογένειες τοξινών είναι οι: φωσφολιπάσες Α2 

(PLA2), μεταλλοπρωτεάσες (SVMP), 

σερινοπρωτεάσες (SVSP) και οι τοξίνες «τριών 

δαχτύλων» (3 FTX).  

1.5.1.  Φωσφολιπάσες Α2 

Οι φωσφολιπάσες Α2 είναι μια μεγάλη οικογένεια ενζύμων αποτελούμενη από 16 

ομάδες οι οποίες κατατάσσονται σε έξι κύριες κατηγορίες: τις εκκρινόμενες, τις 

κυτοσολικές, τις μη εξαρτώμενες από ασβέστιο, τις σχετιζόμενες με λιποπρωτεΐνες, τις 

λιπώδεις και τις λιποσωμικές PLA2. Η δράση τους περιλαμβάνει την υδρόλυση των sn-

2 εστερικών δεσμών των γλυκεροφωσφολιπιδίων απελευθερόνοντας λιπαρά οξέα 

συνήθως αραχιδονικό οξύ και λυσοφωσφολιπίδια τα οποία αποτελούν πρόδρομα 

ισχυρών φλεγμονωδών διαμεσολαβητών15,21,22. Αποτελούνται συνήθως από 120-125 

αμινοξέα και περιέχουν εφτά δισουλφιδικούς δεσμούς.  

Σχεδόν όλες οι εκκρινόμενες φωσφολιπάσες (sPLA2) διαθέτουν μία υψηλά 

συντηρημένη θηλιά για την δέσμευση του ασβεστίου (XCGXGG) και ένα καταλυτικό 

μοτίβο (DXCCXXHD). Τα δομικά αυτά στοιχεία είναι απαραίτητα για τη δέσμευση του 

ιόντος ασβεστίου και, κατ’ επέκταση, για την εκδήλωση της ενζυμικής τους 

δραστικότητας. Ωστόσο, σε πολλές PLA2 παρατηρείται μετάλλαξη στη θέση 49 όπου το 

ασπαρτικό οξύ αντικαθίσταται από λυσίνη. Η συγκεκριμένη αντικατάσταση παρεμποδίζει 

τη δέσμευση του ασβεστίου, το οποίο είναι κρίσιμο για την καταλυτική διαδικασία, με 

αποτέλεσμα την απώλεια ή σημαντική μείωση της ενζυμικής δραστικότητας. Παρόλα 

αυτά, η τοξικότητα των φωσφολιπασών Α₂ δεν συσχετίζεται απαραίτητα με την 

καταλυτική τους ικανότητα. Οι μη ενζυμικά ενεργές αυτές τοξίνες διατηρούν έντονη 

μυοτοξική δράση και συνοδεύονται από επιπρόσθετες τοξικές επιδράσεις, παρά την 

έλλειψη ενζυμικής λειτουργίας. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η παθοφυσιολογική 

δράση των PLA₂ μπορεί να ασκείται μέσω μη καταλυτικών μηχανισμών, καθιστώντας 

τις τοξικές ακόμη και απουσία ενζυμικής δραστικότητας23.  

Οι φωσφολιπάσες που βρίσκονται στο δηλητήριο των φιδιών παρουσιάζουν 

ευρύ φάσμα τοξικών επιδράσεων όπως νευροτοξικότητα, μυοτοξικότητα, 

κυτταροτοξικότητα, καρδιοτοξικότητα κ.α. Η ποικιλομορφία αυτή αποδίδεται στις 

πολλαπλές λειτουργικές θέσεις που διαθέτουν στην επιφάνεια τους καθώς και στη 

δυνατότητά τους να προσδένονται σε διαφορετικούς κυτταρικούς υποδοχείς24. 

Επιπλέον, πολλές φωσφολιπάσες διαθέτουν περισσότερες από μια τοξικές ιδιότητες, για 

Εικόνα 1. Κατανομή τοξινών στο δηλητήριων 
εχιδνών6. 
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παράδειγμα οι φωσφολιπάσες της κατηγορίας Ι εκδηλώνουν και νευροτοξική και 

μυοτοξική δράση.  

1.5.1.1. Μυοτοξικές PLA2 

Στις περισσότερες περιπτώσεις δήγματος η κύρια κλινική εκδήλωση είναι η οξεία 

νέκρωση των σκελετικών μυών (μυονέκρωση). Ανάλογα με το είδος του δηλητηρίου οι 

φωσφολιπάσες αυτές μπορούν να προκαλέσουν τοπική ή συστημική μυοτοξικότητα. 

Στην περίπτωση των εχιδνών, το δηλητήριο  κυρίως προκαλεί τοπική μυοτοξικότητα και 

η βλάβη που προκαλείται περιορίζεται στο σημείο στο οποίο έγινε η έγχυση του 

δηλητηρίου. Ο κοινός στόχος των μυοτοξινών φαίνεται ότι είναι το σαρκείλημμα 

(κυτταρική μεμβράνη του σκελετικού μυ), όπου οι φωσφολιπάσες καταστρέφουν την 

ακεραιότητα της μεμβράνης, ακολουθούμενη από ταχύτατη εισροή ιόντων ασβεστίου τα 

οποία με τη σειρά τους πυροδοτούν μια σειρά εκφυλιστικών γεγονότων20. 

Επιπρόσθετα, οι μυοτοξίνες συνδέονται στενά με τις νευροτοξίνες, καθώς και οι 

δύο επιτυγχάνουν παρόμοια κυτταρική βλάβη μέσω διατάραξης της μεμβράνης, της 

ανισορροπίας της κυτταροπλασματικής ομοιόστασης του Ca2+ και του κυτταρικού 

εκφυλισμού. Μελέτες έχουν δείξει η C-τελική περιοχή (αμινοξέα 115-129), η οποία είναι 

θετικά φορτισμένη και διαθέτει πληθώρα βασικών, αρωματικών, υδρόφοβων 

καταλοίπων, είναι η βασική δομή για την πρόκληση των μυοτοξικών επιδράσεων. 

Εικόνα 2. Μηχανισμός δράσης μυοτοξικών PLA2. https://doi.org/10.1016/B978-0-
443-21800-2.00012-9  

https://doi.org/10.1016/B978-0-443-21800-2.00012-9
https://doi.org/10.1016/B978-0-443-21800-2.00012-9
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1.5.1.2. Νευροτοξικές PLA2 

Οι νευροτοξικές PLA2 έχουν ως στόχο της προσυναπτική μεμβράνη των 

κινητικών νευρώνων για αυτό και κοινώς αναφέρονται ως προσυναπτικές νευροτοξίνες 

ή β-νευροτοξίνες. Οι β νευροτοξίνες είναι μονομερή ή μη ομοιοπολικά σύμπλοκα που 

περιέχουν 2-5 υπομονάδες με τουλάχιστον μια να είναι φωσφολιπάση Α2 και υδρολύουν 

φωσφολιπίδια, ειδικά ανιονικά λιπίδια π.χ. φωσφατιδυλοσερίνη, φωσφατιδικό οξύ και 

φωσφορυλιωμένες φωσφατιδυλινοσιτόλες. Επίσης μπορούν να προσδεθούν σε ειδικές 

θέσεις στους ιστούς για να επιτύχουν την νευροτοξική δράση τους25.  

Η διατάραξη της νευρομυικής σύνδεσης έχει ως αποτέλεσμα την παράλυση, η 

οποία χαρακτηρίζεται από αποκλεισμό της εξωκυττάρωσης των συναπτικών κυστιδίων 

τα οποία φέρουν νευροδιαβιβαστές, την μείωση του αριθμού τους στην απόληξη του 

νευρικού κυττάρου, οίδημα και τέλος εκφυλισμό των μιτοχονδρίων26. Στην περίπτωση 

των αμμοδυτοξινών οι μελέτες έχουν δείξει ότι τα αμινοξικά κατάλοιπα που βρίσκονται 

τόσο στο Ν- όσο και στο C-τελικό άκρο παίζουν σημαντικό ρόλο στην κεντρική 

νευροτοξικότητα27. 

 

1.5.2. Μεταλλοπρωτεάσες 

Οι μεταλλοπρωτεάσες του δηλητηρίου  ανήκουν στην οικογένεια των 

ψευδαργυρο-εξαρτώμενων ενζύμων και αποτελούν μία από τις σημαντικότερες 

Εικόνα 3. Μηχανισμος δρασης νευροτοξικών PLA2. 

https://doi.org/10.1016/B978-0-443-21800-2.00012-9 

https://doi.org/10.1016/B978-0-443-21800-2.00012-9
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κατηγορίες τοξινών στα δηλητήρια των οχιών. Έχουν εξελικτική προέλευση από ένζυμα 

τύπου ADAM/ADAMTS, με αποτέλεσμα να φέρουν υψηλή δομική ομολογία με 

πρωτεΐνες που φυσιολογικά εμπλέκονται στην αναδιαμόρφωση των ιστών10. 

Διακρίνονται σε τρεις κύριους τύπους, PI, PII και PIII, ανάλογα με την πρωτεϊνική 

τους δομή και το μοριακό τους βάρος28. Οι τύπου PI αποτελούνται μόνο από το 

καταλυτικό τμήμα, οι τύπου PII διαθέτουν επιπλέον έναν τομέα ντισιντεγκρίνης, ενώ οι 

τύπου PIII φέρουν επιπλέον ένα τμήμα πλούσιο σε κυστεΐνη, το οποίο συμβάλλει στη 

δέσμευση στους υποδοχείς της κυτταρικής επιφάνειας και την αναστολή της 

συγκόλλησης των αιμοπεταλίων. Αυτή η ποικιλομορφία στη δομή εξηγεί και την 

ευρύτητα των βιολογικών τους δράσεων29. 

Ο κύριος μηχανισμός δράσης των SVMPs είναι η αποδόμηση της εξωκυττάριας 

μήτρας και του αγγειακού ενδοθηλίου. Αυτό οδηγεί σε αύξηση της αγγειακής 

διαπερατότητας, ρήξη τριχοειδών αγγείων και τελικά σε εκτεταμένες αιμορραγίες28,30. 

Εκτός από την αγγειακή βλάβη, πολλές SVMPs παρεμβαίνουν άμεσα στην αιμόσταση, 

καθώς κάποιες από αυτές, εμφανίζουν προπηκτική δράση, ενεργοποιώντας παράγοντες 

πήξης (π.χ. X, IX) και οδηγώντας με αυτόν τον τρόπο σε αιμορραγικό σύνδρομο31. Οι 

πολλαπλές αυτές επιδράσεις καθιστούν τις SVMPs ιδιαίτερα επικίνδυνες, καθώς η 

δράση τους είναι πολυεπίπεδη και συχνά συνεργική με άλλες τοξίνες. 

Σε είδη όπως η Vipera ammodytes και η Macrovipera schweizeri, οι SVMPs 

αποτελούν την κυρίαρχη κατηγορία πρωτεϊνών, γεγονός που εξηγεί τη συχνή εμφάνιση 

εκτεταμένων αιμορραγιών και νέκρωσης ιστών μετά από δάγκωμα31. Επιπλέον, 

πρωτεωμικές μελέτες έχουν καταδείξει ότι η σχετική τους αφθονία μπορεί να ξεπερνά το 

40% της συνολικής πρωτεϊνικής μάζας του δηλητηρίου29. 

Πέρα από την κλινική τους σημασία, οι SVMPs παρουσιάζουν και 

φαρμακολογικό ενδιαφέρον. Η ικανότητά τους να επηρεάζουν την αγγειογένεση και την 

κυτταρική μετανάστευση τις καθιστά πρότυπα για την ανάπτυξη νέων αντικαρκινικών 

παραγόντων ή αντι-αγγειογενετικών θεραπειών29. Ωστόσο, η ισχυρή τοξικότητά τους 

περιορίζει προς το παρόν τις θεραπευτικές εφαρμογές, γι’ αυτό και η έρευνα εστιάζει σε 

τροποποιημένες μορφές ή σε συνθετικούς αναστολείς. 

1.5.3. Σερινοπρωτεάσες  

Οι σερινοπρωτεάσες βρίσκονται σε μεγάλο ποσοστό στο δηλητήριο των εχιδνών 

κυρίως ως μονομερείς γλυκοπρωτεΐνες από 26 έως 67 kDa. Αποτελούν μια οικογένεια 

ενζύμων αρκετά μελετημένη, η οποία καταλύει ένα μεγάλο εύρος αντιδράσεων σχετικών 

με τον καταρράκτη της πήξης του αίματος32,33. Παρόλο που εμφανίζουν υψηλή αμινοξική 

ομολογία μεταξύ τους, διαφέρουν ουσιαστικά ως προς την εξειδίκευση του 

υποστρώματος τους και κατά συνέπεια και στην φαρμακολογική τους επίδραση.  
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Η επικρατούσα κατηγορία σερινοπρωτεασών στο δηλητήριο της οικογένειας 

Viperidae είναι οι σερινοπρωτεάσες που παρουσιάζουν παρόμοια δράση με αυτή της 

ανθρώπινης θρομβίνης (Thrombine-like SVSP) μετατρέποντας το ινωδογόνο σε 

ινώδες34. Άλλες κατηγορίες σερινοπρωτεασών ενεργοποιούν παράγοντες πήξης, όπως 

οι V, VII και XIII, προκαλώντας υπερπηκτικότητα και επεισόδια θρόμβωσης. Επιπλέον, 

σημαντικό ποσοστό των SVSPs παρουσιάζει πλασμινογόνο-ενεργοποιητική δράση, 

προάγοντας την ινωδόλυση και συνεπώς αυξάνοντας την πιθανότητα αιμορραγίας. Αυτή 

η λειτουργική ποικιλότητα εξηγεί γιατί η δηλητηρίαση από οχιά μπορεί να εκδηλωθεί είτε 

με σοβαρές αιμορραγίες είτε με επεισόδια θρόμβωσης. Στην Ευρώπη, το δηλητήριο της 

Vipera ammodytes έχει αποδειχθεί ιδιαίτερα πλούσιο σε SVSPs, συμβάλλοντας στα 

αιμορραγικά επεισόδια που παρατηρούνται κλινικά35. 

Από ερευνητικής πλευράς, οι SVSPs έχουν προσελκύσει ενδιαφέρον ως πιθανά 

θρομβολυτικά φάρμακα. Η ομοιότητά τους με φυσιολογικά ένζυμα του αιμοστατικού 

συστήματος καθιστά εφικτή την ανάπτυξη ανασυνδυασμένων μορφών με θεραπευτικές 

εφαρμογές, όπως σε οξύ έμφραγμα ή αγγειακά εγκεφαλικά επεισόδια29. Παρόλο που οι 

SVMPs, SVSPs και PLA₂s αποτελούν τις κυριότερες κατηγορίες τοξινών στα δηλητήρια 

των οχιών, δεν είναι οι μόνες με βιολογική σημασία. 

1.5.4. L-αμινο-οξειδάσες (LAAOs) 

Οι LAAOs καταλύουν την οξειδωτική απαμίνωση των L-αμινοξέων, παράγοντας 

αντίστοιχα α-κετοξέα, αμμωνία και υπεροξείδιο του υδρογόνου. Η παραγωγή 

αντιδραστικών μορφών οξυγόνου, κυρίως H₂O₂, αποδίδεται σε μεγάλο βαθμό στις 

κυτταροτοξικές, προαποπτωτικές και αντιμικροβιακές ιδιότητες των LAAOs, ενώ έχει 

συσχετιστεί και με φλεγμονώδεις αντιδράσεις και ιστική βλάβη στο σημείο του δήγματος 

36. 

1.5.5. CRISPs  

Πρόκειται για πρωτεΐνες μέσου μοριακού βάρους (~20–30 kDa), πλούσιες σε 

κυστεΐνες, οι οποίες σχηματίζουν πολλαπλούς δισουλφιδικούς δεσμούς.  Δομικά, τα 

CRiSPs χαρακτηρίζονται από δύο κύριες περιοχές: μια Ν-τελική PR-1 (pathogenesis-

related 1) περιοχή και μια C-τελική περιοχή πλούσια σε κυστεΐνη, η οποία θεωρείται 

κρίσιμη για τη βιολογική τους δραστικότητα. Λειτουργικά, τα CRiSPs έχουν συσχετιστεί 

με ποικίλες φαρμακολογικές δράσεις, όπως η αναστολή διαύλων ιόντων (κυρίως 

ασβεστίου και καλίου), η διαταραχή της λείων μυϊκών συσπάσεων και η τροποποίηση 

της αγγειακής διαπερατότητας, συμβάλλοντας έτσι σε τοπικές και συστηματικές 

ανεπιθύμητες αντιδράσεις37. 
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1.5.6. Μικρά πεπτίδια και βιοδραστικά μόρια 

Στα δηλητήρια έχουν εντοπιστεί μικρά πεπτίδια με ποικίλες δράσεις, όπως 

νατριουρητικά πεπτίδια, πεπτιδικoί αναστολείς ενζύμων, πεπτίδια που ενισχύουν τη 

δράση της βραδυκινίνης (bradykinin-potentiating peptides, BPPs) κ.α. Η υψηλή 

σταθερότητα και η εξειδικευμένη δράση τα καθιστούν ιδιαίτερα αποτελεσματικά στη 

γρήγορη πρόκληση φυσιολογικών διαταραχών στο θήραμα, ενώ ταυτόχρονα αποτελούν 

αντικείμενο έντονου ερευνητικού ενδιαφέροντος λόγω των πιθανών φαρμακολογικών 

και θεραπευτικών τους εφαρμογών. Συγκεκριμένα από την κατηγορία των BPPs 

προήλθε η ανάπτυξη του φαρμάκου captopril, ενός από τους πρώτους αναστολείς του 

μετατρεπτικού ενζύμου της αγγειοτενσίνης (ACE inhibitors), που χρησιμοποιείται 

ευρύτατα στην αντιμετώπιση της υπέρτασης38. 

1.5.7. Λεκτίνες τύπου C (Snaclecs)  

Οι λεκτίνες τύπου C είναι μη ενζυμικές πρωτεΐνες που δρουν κυρίως 

παρεμβαίνοντας στους μηχανισμούς αιμόστασης, μέσω ειδικής αλληλεπίδρασης με 

υποδοχείς αιμοπεταλίων ή παράγοντες της πήξης, οδηγώντας είτε σε αναστολή είτε σε 

παθολογική ενεργοποίησή τους και συμβάλλοντας έτσι σε αιμορραγικές ή θρομβωτικές 

εκδηλώσεις 39. 

1.5.8. Ντισιντεγκρίνες 

Οι Ντισιντεγκρίνες είναι μικρά, πλούσια σε κυστεΐνη πεπτίδια ή πρωτεΐνες, που 

προέρχονται συχνά από πρωτεολυτική επεξεργασία μεγαλύτερων μεταλλοπρωτεασών 

του δηλητηρίου. Χαρακτηρίζονται από την παρουσία συντηρημένων μοτίβων 

πρόσδεσης (όπως RGD, KGD ή MLD), τα οποία τους επιτρέπουν να δεσμεύονται σε 

ιντεγκρίνες της κυτταρικής επιφάνειας, κυρίως των αιμοπεταλίων και των ενδοθηλιακών 

κυττάρων. Μέσω αυτής της αλληλεπίδρασης αναστέλλουν τη συσσώρευση των 

αιμοπεταλίων, διαταράσσουν την προσκόλληση κυττάρων και συμβάλλουν στην 

αντιπηκτική και αιμορραγική δράση των δηλητηρίων. Επιπλέον η δράση τους τα καθιστά 

ενδιαφέροντα μόρια στην αντικαρκινική έρευνα40. 
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1.6. Έχιδνες της Ελλάδας- Τοξικολογικό προφίλ 

1.6.1. Vipera ammodytes (κοινή οχιά) 

 Θεωρείται το πιο επικίνδυνο είδος της 

οικογένειας και το δηλητήριό του χαρακτηρίζεται 

από υψηλή περιεκτικότητα σε 

μεταλλοπρωτεϊνάσες και φωσφολιπάσες Α₂, 

που προκαλούν έντονη αιμοτοξικότητα και 

κυτταροτοξικότητα. Σε ορισμένους πληθυσμούς 

έχουν περιγραφεί και νευροτοξικές ισομορφές 

PLA₂ (αμμοδυτοξίνες), που εξηγούν την 

εμφάνιση νευρολογικών συμπτωμάτων σε ένα 

μικρό αριθμό περιστατικών41,42. 

Σε μελέτες που έχουν γίνει για τα υποείδη V. a. transcaucasiana, V. a. 

montandoni, V. a. ammodytes και V. a. meridionalis οι κύριες οικογένειες τοξινών που 

εντοπίστηκαν είναι: οι φωσφολιπάσες Α2, οι μεταλλοπρωτεάσες (SVMP), οι 

σερινοπρωτεάσες (SVSP), αγγειακοί ενδοθηλιακοί αυξητικοί παράγοντες (VEGFs), L-

αμινοξειδάσες (LAAOs), πρωτεΐνες πλούσιες σε κυστεΐνες (CRISPs) και οι λεκτίνες Γ-

τύπου (CTLs). Αξίζει να σημειωθεί ότι σε όλα τα προαναφερθέντα είδη η κύρια πρωτεΐνη 

είναι η νευτοξική PLA2 vipoxin. Η σοβαρότητα των περιστατικών σε συνδυασμό με τη 

συχνότητα εμφάνισης καθιστούν την V. ammodytes το σημαντικότερο είδος οχιάς για τη 

δημόσια υγεία στην Ελλάδα. 

1.6.2. Vipera berus (Αστρίτης) 

Η Vipera berus είναι η πιο διαδεδομένη 

οχιά στην Ευρώπη και προκαλεί τα 

περισσότερα δήγματα από οποιοδήποτε άλλο 

είδος του ίδιου γένους7. Εξαιτίας της κλινικής 

του σημασίας έχει μελετηθεί εκτεταμένα τόσο η 

σύσταση όσο και τα συμπτώματα που προκαλεί 

το δηλητήριο της. Το δηλητήριο εμφανίζει 

κυρίως πρωτεολυτικές, αιμορραγικές και 

κυτταροτοξικές ιδιότητες. Σε μελέτες που έχουν 

γίνει σε άτομα διαφορετικών περιοχών της Ευρώπης το δηλητήριο εμφανίζει ποικιλότητα 

όμως οι επικρατέστερες τοξίνες είναι σερινοπρωτεάσες, οι μεταλλοπρωτεάσες, τα 

νατριουρητικά πεπτίδια (NP), οι φωσφολιπάσες A2, οι πλούσιες σε κυστεΐνες 

εκκρινόμενες πρωτεΐνες και οι L- αμινοξειδάσες (LAAOs)35 

Εικόνα 4. Vipera ammodytes 

Εικόνα 5. Vipera berus 

Thomas Daftsios© 
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1.6.3. Macrovipera schweizeri (οχιά της Μήλου) 

 Το είδος αυτό είναι ενδημικό των 

νησιών της Μήλου, Πολυαίγου, Σίφνου και 

Κιμώλου. Εξαιτίας της περιορισμένης του 

εξάπλωσης δεν υπάρχουν μελέτες που να 

αφορούν την πρωτεομική ανάλυση του 

δηλητηρίου μέχρι αυτή τη στιγμή. Τα δήγματα 

που προκαλούνται από τις οχιές του γένους 

Macrovipera προκαλούν σημαντικά και 

δυνητικά θανατηφόρα κλινικά συμπτώματα. 

Στην Ευρώπη παρά το ότι δεν έχουν καταγραφεί θάνατοι από δάγκωμα της M. 

schweizeri, η μελέτη του δηλητηρίου της είναι εξαιρετικά σημαντική, τόσο για την 

κατανόηση της εξελικτικής διαφοροποίησης των τοξινών σε απομονωμένους 

πληθυσμούς όσο και για την πιθανή αξιοποίησή του στη φαρμακολογία. Το δηλητήριό 

της, αν και δεν έχει μελετηθεί τόσο εκτενώς όσο άλλων ειδών, φαίνεται να είναι πλούσιο 

σε μεταλλοπρωτεάσες και σερινοπρωτεάσες, προκαλώντας αιματολογικές διαταραχές 

και πιθανώς ενδοαγγειακή πήξη14,43. 

 

 

Εικόνα 6. Macrovipera schweizeri 

Thomas Daftsios© 
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2. Αντιοφικος ορός  

Η αρχή της παθητικής ανοσοποίησης, στην οποία βασίζεται η χρήση των 

αντιοφικών ορών, καθιερώθηκε στο τέλος του 19ου αιώνα από τον Albert Calmette και 

τον Vital Brazil, και αποτέλεσε μία από τις πρώτες μορφές ανοσοθεραπείας στην ιστορία 

της ιατρικής. Η εξέλιξη της ανοσοθεραπείας οδήγησε στην ανάπτυξη της μαζικής 

παραγωγής αντιοφικών ορών και κατέστησε δυνατή τη συστηματική και ασφαλή κλινική 

χρήση τους, συμβάλλοντας καθοριστικά στη μείωση της θνησιμότητας44. Στις μέρες μας, 

η παραγωγή αντιοφικών ορών διέπεται από αυστηρές διεθνείς προδιαγραφές 

ποιότητας, οι οποίες βασίζονται στις καλές παραγωγικές πρακτικές (GMP), ενώ 

παράλληλα εξελίσσονται συνεχώς μέσω σύγχρονων βιοτεχνολογικών τεχνολογιών45. 

Ο αντιοφικός ορός αποτελείται από πολυκλωνικά αντισώματα ή τμήματά αυτών 

όπως τα F(ab')₂ ή Fab, τα οποία έχουν απομονωθεί από το πλάσμα ζώων – κυρίως 

αλόγων – που έχουν προηγουμένως ανοσοποιηθεί με δηλητήρια ενός ή περισσότερων 

ειδών φιδιών.  

Η διαδικασία παρασκευής αντιοφικού ορού περιλαμβάνει πολλαπλά στάδια. 

Αρχικά, συλλέγονται δηλητήρια από τα είδη-στόχους. Λόγω της σημαντικής ενδοειδικής 

και γεωγραφικής διαφοροποίησης στη σύνθεση των δηλητηρίων, είναι κρίσιμο τα 

δείγματα να αντιπροσωπεύουν διαφορετικούς πληθυσμούς, ώστε να διασφαλιστεί ότι το 

τελικό προϊόν θα έχει διασταυρούμενη εξουδετερωτική ικανότητα44,46,47. Για τον λόγο 

αυτό, συχνά δημιουργούνται δεξαμενές δηλητηρίων (venom pools), οι οποίες 

αντιπροσωπεύουν τη φαινοτυπική και γεωγραφική ποικιλομορφία του εκάστοτε είδους. 

Στη συνέχεια, τα δηλητήρια χορηγούνται σε μεγάλα θηλαστικά σε σταδιακά 

αυξανόμενες δόσεις, προκειμένου να προκληθεί ισχυρή ανοσολογική απόκριση έναντι 

των τοξινών του δηλητηρίου44,47. Το πλάσμα που προκύπτει μέσω αιμοληψιών ή 

πλασμαφαιρέσεων περιέχει υψηλό τίτλο αντισωμάτων και υπόκειται σε σειρά 

διεργασιών, όπως καθίζηση με καπρυλικό οξύ, υγρή χρωματογραφία και υπερδιήθηση, 

προκειμένου να απομονωθούν οι επιθυμητές ανοσοσφαιρίνες και να απομακρυνθούν 

μη ειδικές ή πιθανώς ανεπιθύμητες πρωτεΐνες45.  

Ανάλογα με την τεχνική πέψης, παράγονται διαφορετικοί τύποι αντιοφικών ορών. 

Οι ολικές IgG χρησιμοποιούνται σπανιότερα σήμερα λόγω της αυξημένης πιθανότητας 

πρόκλησης ανοσολογικών αντιδράσεων στα θύματα. Αντίθετα, τα F(ab’)₂ θραύσματα, 

τα οποία προκύπτουν από πέψη με πεψίνη, εμφανίζουν παρατεταμένο χρόνο 

κυκλοφορίας (18–72 ώρες) και είναι κατάλληλα για την αντιμετώπιση της συστηματικής 

αιμοτοξικότητας. Ενώ παράλληλα, τα Fab τμήματα, που παράγονται μέσω παπαΐνης, 

κατανέμονται ταχέως στον οργανισμό αλλά αποβάλλονται γρηγορότερα (εντός 3–12 

ωρών)47,48. 
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Η κλινική χρήση των αντιοφικών ορών στην 

Ευρώπη επικεντρώνεται κυρίως στη θεραπεία 

δηγμάτων από V. ammodytes, V. berus και V. 

aspis7,46,47. Εγκεκριμένα σκευάσματα όπως τα 

Viperfav®, Viperatab® και το European Viper 

Venom Antiserum® έχουν αποδειχθεί 

αποτελεσματικά στη μείωση των αιμοστατικών 

διαταραχών και στην αντιμετώπιση του εκτεταμένου 

οιδήματος που προκαλείται από τα δηλητήρια των εν 

λόγω ειδών47,48. Παράλληλα κλινικές μελέτες καταδεικνύουν ότι τα Viperfav® και 

Viperatab® παρουσιάζουν συγκρίσιμη αποτελεσματικότητα, αλλά διαφοροποιούνται ως 

προς το προφίλ των ανεπιθύμητων ενεργειών48. 

Οι κύριες ενδείξεις χορήγησης αντιοφικού περιλαμβάνουν ταχύτατη επέκταση 

του οιδήματος, διαταραχές της αιμόστασης (όπως παράταση του PT/aPTT, 

θρομβοπενία) και σοβαρά συστημικά συμπτώματα, όπως υπόταση, καρδιακές 

αρρυθμίες ή νευρολογικές διαταραχές47,49. Η έγκαιρη ενδοφλέβια χορήγηση του ορού 

θεωρείται θεμελιώδους σημασίας για την πρόληψη επιπλοκών και την ταχεία 

αποκατάσταση της κλινικής εικόνας του ασθενή47. 

Σε ευρωπαϊκό επίπεδο, έχουν παραχθεί αντιοφικοί οροί έναντι διαφόρων 

εχιδνών, ωστόσο η αποτελεσματικότητά τους, η σύνθεση και τα φυσικοχημικά 

χαρακτηριστικά τους παραμένουν σε μεγάλο βαθμό ανεπαρκώς μελετημένα για αρκετά 

από τα διαθέσιμα σκευάσματα2. Επιπλέον, παρά τη μεγάλη τους θεραπευτική σημασία, 

οι αντιοφικοί οροί εμφανίζουν συχνά αρκετές ανεπιθύμητες ενέργειες. Οι παρενέργειες 

χωρίζονται σε δύο κατηγορίες: α. τις άμεσες αντιδράσεις υπερευαισθησίας, οι οποίες 

μπορεί να εμφανιστούν εντός λίγων λεπτών από την έγχυση και περιλαμβάνουν 

αναφυλακτικά επεισόδια, που προκύπτουν, είτε από μηχανισμούς IgE-μεσολαβούμενης 

ανοσοαπόκρισης, είτε από μη ειδική ενεργοποίηση του συμπληρώματος45,47 και β. 

μεταγενέστερες αντιδράσεις που μπορεί να εμφανιστούν μετά από 5–15 ημέρες, οι 

οποίες προκαλούνται από συσσώρευση ανοσολογικών συμπλεγμάτων, τα οποία δεν 

έχουν καθαριστεί από το ανοσοποιητικό σύστημα.  

Επιπρόσθετα, σε παγκόσμιο επίπεδο εξακολουθούν να παρατηρούνται σοβαρά 

προβλήματα πρόσβασης σε σκευάσματα αντιοφικών ορών. Η λεγόμενη «κρίση του 

αντιοφικού ορού» αποδίδεται σε παράγοντες όπως, το υψηλό κόστος παραγωγής, η 

ανεπαρκής προσφορά και οι δυσλειτουργίες στην εφοδιαστική αλυσίδα, με συνέπεια να 

δημιουργούνται σοβαρές ανισότητες πρόσβασης, ιδίως σε φτωχότερες περιοχές, με 

σημαντικές ηθικές και κοινωνικοοικονομικές προεκτάσεις45,50. 

Εικόνα 7. Σκευάσματα εμπορικών 
αντιοφικών ορών. 
10.1080/15563650.2020.1726377 
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2.1. Νέες θεραπευτικές Κατευθύνσεις 

Η ανάπτυξη νέων στρατηγικών για τη θεραπεία του δήγματος φιδιών ώστε να 

υπερκεραστούν οι περιορισμοί που υφίστανται μέχρι σήμερα όπως η ασφάλεια 

χορήγησης και η αποτελεσματικότητα έχει γίνει αντικείμενο εκτεταμένης έρευνας. Η 

χρήση ανασυνδυασμένων μονοκλωνικών αντισωμάτων και νανοσωματιδίων φαίνεται να 

προσφέρουν καλύτερη εκλεκτικότητα4,44.  

Επιπλέον, μικροί μοριακοί αναστολείς τοξινών, όπως το varespladib 

(αναστολέας των PLA₂) και το marimastat (αναστολέας των SVMPs), δείχνουν 

ενθαρρυντικά αποτελέσματα ως συμπληρωματικά θεραπευτικά μέσα51. Ενώ, άλλες 

μελέτες περιλαμβάνουν την παραγωγή αντισωμάτων σε πτηνά και χρήση των IgY 

αντισωμάτων52 ή την ανοσοποίηση με χημικά συντεθειμένους επιτόπους τοξινών όπου 

χρησιμοποιούνται λογισμικά για την πρόβλεψη και χαρτογράφηση των επιτόπων53. 

Παράλληλα, καινοτόμες διαγνωστικές πλατφόρμες, όπως το VipGrade, 

επιτρέπουν ακριβή ταυτοποίηση του υπεύθυνου είδους και καθοδηγούν τη στοχευμένη 

επιλογή αντιοφικού ορού, περιορίζοντας την άσκοπη ή αναποτελεσματική χορήγηση 

του54,55. 
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3. Αντισώματα και ανοσοποίηση 

3.1. Αντιγόνο και αντίσωμα 

 Ο όρος αντιγόνο αναφέρεται σε οποιαδήποτε ουσία ικανή να ενεργοποιήσει το 

ανοσοποιητικό σύστημα, προκαλώντας ειδική ανοσολογική απόκριση και την παραγωγή 

αντισωμάτων ή την ενεργοποίηση Τ-λεμφοκυττάρων56–58. Με άλλα λόγια, τα αντιγόνα 

είναι μόρια που αναγνωρίζονται ως “ξένα” από τον οργανισμό και έχουν την ικανότητα 

να συνδέονται με τους υποδοχείς των λεμφοκυττάρων, οδηγώντας στην έναρξη της 

ανοσολογικής διαδικασίας. 

Ανάλογα με την προέλευσή τους, τα αντιγόνα κατατάσσονται σε δύο κύριες κατηγορίες: 

1. Εξωγενή αντιγόνα: Πρόκειται για μόρια που εισέρχονται στον οργανισμό από το 

εξωτερικό περιβάλλον. Περιλαμβάνουν πρωτεΐνες ή πολυπεπτίδια ιικών και 

βακτηριακών προελεύσεων, τοξίνες, δηλητήρια ζώων, αλλεργιογόνα και 

πρωτεϊνικά συστατικά τροφών. Τα αντιγόνα αυτά αναγνωρίζονται από τα 

αντιγονο-παρουσιαστικά κύτταρα (APCs), επεξεργάζονται και παρουσιάζονται 

σε Τ-λεμφοκύτταρα μέσω των μορίων MHC τάξης ΙΙ, ενεργοποιώντας την ειδική 

χυμική ανοσία59,60. 

2. Ενδογενή αντιγόνα: Αυτά τα αντιγόνα παράγονται από τα ίδια τα κύτταρα του 

οργανισμού, συνήθως μετά από μόλυνση από ιούς ή ενδοκυττάρια παθογόνα, ή 

σε περιπτώσεις γενετικών ή καρκινικών μεταλλάξεων. Αναγνωρίζονται από τα 

κυτταροτοξικά Τ-λεμφοκύτταρα (CD8⁺) μέσω των μορίων MHC τάξης Ι. Σε 

ορισμένες παθολογικές καταστάσεις, όπως στα αυτοάνοσα νοσήματα, ο 

οργανισμός αποτυγχάνει να διακρίνει τις δικές του πρωτεΐνες από τα ξένα 

αντιγόνα. Έτσι, φυσιολογικές δομές του σώματος αναγνωρίζονται εσφαλμένα ως 

αντιγονικές, οδηγώντας στην παραγωγή αυτοαντισωμάτων και στην ανάπτυξη 

αυτοάνοσων αντιδράσεων61. 

Η ικανότητα μιας ουσίας να δρα ως αντιγόνο εξαρτάται από τη χημική της φύση, 

τη μοριακή μάζα, την πολυπλοκότητα της δομής και τον τρόπο παρουσίασής της στο 

ανοσοποιητικό σύστημα. Οι πρωτεΐνες αποτελούν τα ισχυρότερα αντιγόνα, 

ακολουθούμενες από τα πολυπεπτίδια και τους πολυσακχαρίτες, ενώ τα λιπίδια και τα 

νουκλεϊκά οξέα από μόνα τους είναι συνήθως ασθενώς ανοσογόνα, εκτός αν 

συζευχθούν με πρωτεϊνικούς φορείς62 . 

Tα λεμφοκύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος προκειμένου να 

αναγνωρίσουν και να καταπολεμήσουν το ευρύ φάσμα των παθογόνων που ένα άτομο 

θα συναντήσει, έχουν εξελιχθεί για να αναγνωρίσουν μια πληθώρα διαφορετικών 

αντιγόνων από βακτήρια, ιούς και άλλους οργανισμούς που προκαλούν ασθένεια. Τα 

μόρια αναγνώρισης αντιγόνου των Β-κυττάρων είναι οι ανοσοσφαιρίνες (αντισώματα) 
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(Immunoglobulins, Ig)56,57,63. 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 αντίστοιχα56,64. 

 Τα αντισώματα αποτελούν βασικά μόρια της ειδικής ανοσοαπόκρισης, 

επιτελώντας δύο κύριες λειτουργίες. Αφενός, αναγνωρίζουν και προσδένονται ειδικά σε 

μόρια-στόχους παθογόνων μικροοργανισμών (αντιγόνα), και αφετέρου ενεργοποιούν 

κυτταρικούς και χημικούς μηχανισμούς του ανοσοποιητικού συστήματος που οδηγούν 

στην καταστροφή του παθογόνου. Οι δύο αυτές λειτουργίες είναι στενά συνδεδεμένες με 

τη δομή του μορίου του αντισώματος57,63,65. 

Το χαρακτηριστικό σχήμα Υ του 

αντισώματος προκύπτει από τη διάταξη 

τεσσάρων πολυπεπτιδικών αλυσίδων: δύο 

βαριές αλυσίδες και δύο ελαφριές αλυσίδες. 

Οι βαριές αλυσίδες συνδέονται μεταξύ τους 

μέσω δισουλφιδικών δεσμών, όπως και 

κάθε βαριά με μία ελαφριά αλυσίδα. Το 

τελικό μόριο περιλαμβάνει δύο 

πανομοιότυπες θέσεις πρόσδεσης αντιγόνου, 

επιτρέποντας στο αντίσωμα να δεσμεύει ταυτόχρονα δύο πανομοιότυπους επιτόπους 

64,66. 

 Η περιοχή του αντισώματος που είναι υπεύθυνη για τη δέσμευση του αντιγόνου 

ονομάζεται μεταβλητή περιοχή (V region) διότι εμφανίζει σημαντική διαφοροποίηση από 

αντίσωμα σε αντίσωμα και βρίσκεται στο αμινοτελικό άκρο των βαριών και ελαφριών 

αλυσίδων. Αντίθετα, τα τμήματα που εμπλέκονται στη μεσολάβηση των ανοσολογικών 

λειτουργιών, όπως η ενεργοποίηση του συμπληρώματος ή η σύνδεση με κυτταρικούς 

υποδοχείς, παρουσιάζουν μικρή μεταβλητότητα και αποτελούν τις σταθερές περιοχές (C 

regions)56,57,66. 

3.2. Η Ανοσοσφαιρίνη IgY 

Η ανοσοσφαιρίνη Υ (IgY), αντιπροσωπεύει την κυρίαρχη τάξη αντισωμάτων στον 

ορό των πτηνών, ενώ ταυτόχρονα μεταφέρεται ενεργά στον κρόκο του αυγού, 

εξασφαλίζοντας παθητική ανοσία στο έμβρυο κατά τα πρώτα στάδια ανάπτυξης67. Με 

τον τρόπο αυτό, τα πτηνά αντισταθμίζουν την απουσία μητρικού θηλασμού, 

εξασφαλίζοντας ότι ο νεοσσός προστατεύεται από λοιμώξεις μέσω έτοιμων μητρικών 

αντισωμάτων. Εξελικτικά, θεωρείται ότι προέκυψε από έναν κοινό πρόγονο με τις 

θηλαστικές IgG και IgE, γεγονός που την καθιστά ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα για τη μελέτη 

της εξέλιξης του ανοσοποιητικού συστήματος56. Η διπλή αυτή παρουσία αποτυπώνει τον 

Εικόνα 8. Δομή αντισώματος IgG. 



 

20 
 

σημαντικό φυσιολογικό της ρόλο αλλά και την πρακτική δυνατότητα απομόνωσής της σε 

μεγάλες ποσότητες χωρίς επεμβατικές διαδικασίες. 

Το μοριακό βάρος της IgY ανέρχεται περίπου στα 180 kDa, σημαντικά 

μεγαλύτερο από τα ~150 kDa της IgG68. Η αύξηση αυτή οφείλεται κυρίως στην παρουσία 

τεσσάρων σταθερών περιοχών (CH1–CH4) στις βαριές αλυσίδες, έναντι τριών στις IgG. 

Το τμήμα Fc του IgY είναι η θέση των περισσότερων βιολογικών και ρυθμιστικών 

λειτουργιών και το οποίο αποτελείται από δύο πλευρικές αλυσίδες υδατανθράκων, σε 

αντίθεση με μια μοναδική στο IgG.  

Ένα άλλο κρίσιμο διαφοροποιητικό χαρακτηριστικό είναι η απουσία της 

εύκαμπτης περιοχής. Η περιοχή αυτή στις IgG των θηλαστικών παρέχει ευκαμψία και 

δυνατότητα προσαρμογής κατά τη δέσμευση αντιγόνων, ενώ η απουσία της στην IgY 

προσδίδει μεγαλύτερη ακαμψία αλλά και αυξημένη σταθερότητα69. Επιπλέον, η IgY 

διαθέτει διαφορετική κατανομή φορτίων και μεγαλύτερη υδροφοβικότητα στην Fc 

περιοχή, στοιχεία που επηρεάζουν τη συμπεριφορά της σε αλληλεπιδράσεις με άλλα 

μόρια και με το ανοσοποιητικό σύστημα.  

Η γλυκοζυλίωση των βαρέων αλυσίδων αποτελεί επίσης χαρακτηριστικό 

διαφοροποίησης. Πρόσφατες μελέτες ανέδειξαν ότι η IgY φέρει N-γλυκάνες τύπου 

υψηλής μαννόζης και μικτού τύπου, με τελικές προσθήκες όπως σιαλικά οξέα και 

γαλακτόζη70. Οι γλυκοσυλώσεις αυτές βελτιώνουν τη διαλυτότητα, μειώνουν τη 

συσσωμάτωση και προσδίδουν ανθεκτικότητα απέναντι σε πρωτεολυτικά ένζυμα, 

συμβάλλοντας στη σταθερότητά της. 

Η ανοσοσφαιρίνη μεταφέρεται στα αυγά των ορνίθων με διάφορους τρόπους. 

IgΑ και IgM μαζί με άλλες πρωτεΐνες που βρίσκονται στον ωάριο, μεταφέρονται στο 

λευκό του αυγού (ίχνη της τάξης των μg). Από την άλλη πλευρά, η IgY μεταφέρεται από 

Εικόνα 9. Σε παράθεση οι ανοσοσφαιρίνες IgG (A) και IgY (B). 

A B 
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υποδοχείς, επομένως επιλεκτικά, σε μεγάλες ποσότητες στον κρόκο. Η συγκέντρωση 

IgY στον κρόκο είναι συγκρίσιμη με τη συγκέντρωση IgY στον ορό (6-13 mg/ml) 71. 

3.2.1. Βιοχημικές ιδιότητες και σταθερότητα 

Η IgY έχει αποδειχθεί ότι είναι πιο σταθερή από την IgG σε ορισμένα πειραματικά 

περιβάλλοντα, αν και παρουσιάζει ευαισθησία στο χαμηλό pH και στις πρωτεάσες του 

γαστρεντερικού σωλήνα69,70. Η σταθερότητα της μπορεί να βελτιωθεί μέσω της χρήσης 

σταθεροποιητικών παραγόντων, όπως η σορβιτόλη και η σουκρόζη, οι οποίες 

προστατεύουν τις πρωτεΐνες από αποδιάταξη κατά την αποθήκευση70. Παράλληλα, η 

τεχνολογία μικροεγκλεισμού (microencapsulation) σε πολυμερή όπως η χιτοσάνη ή το 

αλγινικό έχει εφαρμοστεί με επιτυχία, προκειμένου να προστατευθεί η IgY από την 

καταστροφή στο γαστρικό περιβάλλον και να βελτιωθεί η αποτελεσματικότητα της κατά 

την από του στόματος χορήγηση  

3.3. Ανοσοποιήσεις  

Η ανοσοποίηση είναι η διαδικασία κατά την οποία το ανοσοποιητικό σύστημα 

ενός οργανισμού διεγείρεται τεχνητά μέσω της χορήγησης αντιγόνων με στόχο την 

πρόκληση ισχυρής και ειδικής ανοσολογικής απόκρισης. Στην έρευνα και στη 

βιομηχανική παραγωγή αντισωμάτων, η ανοσοποίηση αποτελεί το κρίσιμο πρώτο βήμα 

για την απόκτηση πολυκλωνικών ή μονοκλωνικών αντισωμάτων υψηλής συγγένειας 

έναντι ενός επιλεγμένου αντιγόνου. Η επιλογή του κατάλληλου ζώου για ανοσοποίηση 

εξαρτάται από το επιθυμητό είδος αντισωμάτων, την απόδοση, το κόστος και την ηθική 

διάσταση της διαδικασίας. 

Η ανάπτυξη και η παραγωγή αντισωμάτων ως αποτέλεσμα της ανοσοποίησης 

είναι διαδικασίες οι οποίες επηρεάζονται από πολλούς παράγοντες και γι αυτό δεν είναι 

πάντα προβλέψιμο το αποτέλεσμα. Τουλάχιστον τέσσερις μεταβλητές επηρεάζουν την 

ανοσολογική απόκριση του ανοσοποιημένου ζώου: (1) το αντιγόνο (δόση, ΜΒ), (2) ο 

τύπος του ανοσοενισχυτικού, (3) το ίδιο το ζώο και (4) τα διαστήματα μεταξύ των 

ανοσοποιήσεων67,72. 

3.3.1. Δόση Αντίγονου 

 Η δόση του αντιγόνου που χρησιμοποιείται για την ανοσοποίηση μπορεί να 

επηρεάσει σημαντικά τόσο την προκύπτουσα ανοσοαπόκριση όσο και τον τίτλο των 

αντισωμάτων. Για την ανοσοποίηση των ορνίθων, πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι 

συγκέντρωση αντιγόνου 0,1-1 mg είναι ευνοϊκή για την ανοσοποίηση τους. Παρόλα αυτά, 

για κάθε αντιγόνο, η βέλτιστη δόση που απαιτείται για μια επιτυχή ανοσοποίηση πρέπει 
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να δοκιμαστεί πειραματικά72. Κατά κανόνα, μικρότερα αντιγόνα όπως είναι τα πεπτίδια 

(ΜΒ κάτω από 10kDa) θα πρέπει να συνδέονται με κατάλληλους φορείς. 

3.3.2. Ανοσοενισχυτικά 

 Η παραγωγή πολυκλωνικών αντισωμάτων διευκολύνεται με τη χρήση 

ανοσοενισχυτικών (adjuvants) που διεγείρουν τα Β-κύτταρα. Αν και αυτή η διέγερση είναι 

ανεξάρτητη από το αντιγόνο και επομένως δεν είναι ειδική, το ανοσοενισχυτικό βελτιώνει 

το μέγεθος της ανοσοαπόκρισης56,57.  

Ο σκοπός εφαρμογής ενός ανοσοενισχυτικού είναι: 

1. Αύξηση της συνολικής ποσότητας των αντισωμάτων 

2. Μείωση της απαιτούμενης ποσότητας του αντιγόνου στις χορηγούμενες δόσεις 

3. Μείωση του αριθμού των απαιτούμενων δόσεων 

4. Ανοσοενίσχυση σε νεαρά και ηλικιωμένα ζώα 

5. Αύξηση της ταχύτητας και της διάρκειας της ανοσοαπόκρισης 

6. Πρόκληση ικανοποιητικής κυτταρικής ανοσοαπόκρισης 

Υπάρχουν διάφορες κατηγορίες ανοσοενυσχυτικών οι οποίες διαφέρουν ως 

προς τα χημικά χαρακτηριστικά τους, την αποτελεσματικότητά τους στην διέγερση του 

ανοσοποιητικού συστήματος και τις δευτερογενείς παρενέργειες τους. Τα 

ανοσοενισχυτικά που χρησιμοποιούνται πιο συχνά στα ζώα εφαρμόζονται ως 

γαλακτώματα νερού σε έλαιο. Ο μηχανισμός δράσης τους στηρίζεται στην δημιουργία 

μιας «δεξαμενής» του αντιγόνου στο σημείο χορήγησης, με αργή αποδέσμευση του 

αντιγόνου και την διέγερση των λεμφοκυττάρων.  

Σε αυτά τα γαλακτώματα το αντιγόνο είναι στην υδατική φάση, όπως για 

παράδειγμα στο πλήρες ανοσοενισχυτικό Freund (Freund’s Complete Adjuvant, FCA). 

Το FCA λογίζεται ως ο "χρυσός κανόνας" και είναι το ανοσοενισχυτικό που 

χρησιμοποιείται συχνότερα στην ανοσοποίηση. Είναι ένα εξαιρετικό, ισχυρό 

ανοσοδιεγερτικό παρέχοντας καλή ανοσοαπόκριση ακόμη και σε ασθενή αντιγόνα αλλά, 

δυστυχώς, αυτό το πλεονέκτημα συνδέεται με την πιθανότητα βλάβης του ιστού. Το μη 

πλήρες ανοσοενισχυτικό Freund (Freund incomplete Adjuvant, FIA) είναι λιγότερο 

αποτελεσματικό από το FCA, αλλά οδηγεί σε λιγότερες παρενέργειες67,73–75. 

3.3.3. Τρόπος Χορήγησης Του Αντιγόνου 

 Στις όρνιθες, η ανοσοποίηση μπορεί να πραγματοποιηθεί με διάφορες οδούς 

χορήγησης του αντιγόνου, όπως η υποδόρια, η ενδομυϊκή και η ενδοφλέβια. Η πλέον 

διαδεδομένη μέθοδος είναι η ενδομυϊκή χορήγηση, η οποία χρησιμοποιείται ευρέως 

λόγω της ευκολίας εφαρμογής και της αξιόπιστης πρόκλησης ανοσολογικής απόκρισης. 
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Ωστόσο, συγκριτικές μελέτες μεταξύ ενδομυϊκής και υποδόριας ανοσοποίησης έχουν 

δείξει ότι η υποδόρια χορήγηση μπορεί να οδηγήσει σε υψηλότερους τίτλους 

αντισωμάτων σε σύγκριση με την ενδομυϊκή68. Επίσης, έχει αποδειχτεί ότι είναι δυνατή 

η -από του στόματος- ανοσοποίηση, παρόλα αυτά με χαμηλότερο τίτλο αντισωμάτων 

από ότι η ενδομυϊκή χορήγηση. Τέλος, σε περίπτωση ενδοφλέβιας χορήγησης, η 

παροχή του αντιγόνου πρέπει να γίνεται με αργό ρυθμό για την αποφυγή αναφυλακτικής 

αντίδρασης και χωρίς χρήση ανοσοενισχυτικών67,68.  

3.3.4. Διαστήματα Μεταξύ Ανοσοποιήσεων 

 Η επιτυχία μιας ανοσοποίησης εξαρτάται από αρκετές μεταβλητές, 

συμπεριλαμβανομένων των διαστημάτων μεταξύ της πρώτης και δεύτερης αλλά και των 

επακόλουθων ανοσοποιήσεων. Αρκετά πρωτόκολλα προτείνουν την ανοσοποίηση ανά 

διαστήματα 10 ημερών, αλλά γενικά συστήνεται το διάστημα μεταξύ της πρώτης και της 

δεύτερης χορήγησης αντιγόνου να είναι τουλάχιστον 4 εβδομάδες. Αυτό αντικατοπτρίζει 

την ανοσολογική μνήμη, η οποία χρειάζεται χρόνο για να αναπτυχθεί. Ακόμη, υπάρχουν 

ενδείξεις ότι οι συχνές ανοσοποιήσεις μέσα σε σύντομο χρονικό διάστημα έχουν ως 

αποτέλεσμα την ανοσοκαταστολή και όχι την ενεργοποίηση της ανοσοαπόκρισης67,68. 

3.4. Ανοσοποιήσεις Όρνιθας 

Οι όρνιθες έχουν αναδειχθεί ως ένα ιδιαίτερα χρήσιμο και ηθικά αποδεκτό ζωικό 

μοντέλο για ανοσοποιήσεις με σκοπό την παραγωγή αντισωμάτων. Η ανοσοποίηση των 

ορνίθων οδηγεί στην παραγωγή ειδικών ανοσοσφαιρινών τύπου IgY, οι οποίες όπως 

αναφέρθηκε προηγουμένως, μεταφέρονται από το αίμα στον κρόκο του αυγού70. Η 

ιδιαιτερότητα αυτή επιτρέπει τη συλλογή μεγάλων ποσοτήτων ειδικών αντισωμάτων με 

μη επεμβατικό τρόπο, χωρίς την ανάγκη αιμοληψιών, μειώνοντας έτσι το στρες και 

ακολουθώντας τις αρχές της ευζωίας των ζώων (3Rs – Replace, Reduce, Refine).76 

Από οικονομική σκοπιά, η τεχνολογία IgY προσφέρει σημαντικά πλεονεκτήματα. 

Το κόστος συντήρησης των ορνίθων είναι χαμηλότερο συγκριτικά με άλλα εργαστηριακά 

ζώα, όπως τα κουνέλια, ενώ η παραγωγικότητα τους όσον αφορά τα αντισώματα είναι 

συγκρίσιμη με εκείνη μεγάλων θηλαστικών, όπως τα πρόβατα και οι αίγες. Μία μόνο 

κότα μπορεί να παράγει ετησίως 17–35 g συνολικής IgY, εκ των οποίων περίπου το 1–

10% είναι ειδικό για το χορηγημένο αντιγόνο77. 

Τα αντισώματα IgY αρχίζουν να ανιχνεύονται στον ορό και στα αυγά περίπου 

10–14 ημέρες μετά την αρχική ανοσοποίηση, ενώ οι τίτλοι κορυφώνονται μετά από 4–6 

εβδομάδες69. Από εκεί και πέρα, η συλλογή των αυγών παρέχει μια σταθερή και συνεχή 

πηγή ειδικών αντισωμάτων, με κάθε αυγό να περιέχει 100–150 mg IgY. Το μεγάλο αυτό 

πλεονέκτημα διαφοροποιεί την τεχνολογία IgY από την κλασική παραγωγή IgG σε 
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θηλαστικά, όπου απαιτούνται συχνές αιμοληψίες και συχνά σκληρές επεμβατικές 

διαδικασίες67. 

Επιπλέον, η IgY δεν αλληλεπιδρά με Fc υποδοχείς θηλαστικών και επίσης 

εξαιτίας της εξελικτικής απόστασης των πτηνών από τα θηλαστικά, τα αντισώματα IgY 

δεν αλληλεπιδρούν με ρευματοειδείς παράγοντες, ούτε με πρωτεΐνες Α και G, 

χαρακτηριστικά που μειώνουν την πιθανότητα εμφάνισης ψευδώς θετικών 

αποτελεσμάτων σε ορισμένες ανοσοχημικές δοκιμασίες. Σε λειτουργικό επίπεδο, η IgY 

δεν ενεργοποιεί την κλασική οδό του συμπληρώματος, γεγονός που την καθιστά 

λιγότερο φλεγμονώδη όταν χορηγείται σε ετερόλογους οργανισμούς χαρακτηριστικό που 

της προσδίδει ιδιαίτερο θεραπευτικό ενδιαφέρον, ιδίως για διαγνωστικές ή παθητικές 

ανοσοθεραπείες στον άνθρωπο69,72. 

Η IgY χρησιμοποιείται ευρέως σε τεχνικές όπως η ELISA, το Western blot και η 

ανοσοϊστοχημεία, με ενισχυμένη ειδικότητα και χαμηλότερο background78. Πρόσφατες 

μελέτες απέδειξαν ότι IgY που στοχεύουν βακτηριακά αντιγόνα, όπως αυτά του 

Helicobacter pylori, μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε διαγνωστικές πλατφόρμες με 

εξαιρετική ευαισθησία79. Επίσης, έχουν παραχθεί IgY αντισώματα εναντίον ιών, 

συμπεριλαμβανομένου του SARS-CoV-2, που μπορούν να εφαρμοστούν τόσο σε 

ερευνητικό όσο και σε διαγνωστικό επίπεδο80. Επιπλέον, έχουν αναπτυχθεί IgY 

αντισώματα που στοχεύουν συγκεκριμένες τοξίνες, με σκοπό τη χρήση τους ως 

εναλλακτικά ή συμπληρωματικά μέσα στους κλασικούς αντιοφικούς ορούς. Τέλος η 

έρευνα επικεντρώνεται επίσης σε ανασυνδυασμένες μορφές IgY, αντισώματα  όπως 

μονοκλωνικά αντισώματα και υβρίδια IgY-scFv, τα οποία θα μπορούσαν να συνδυάσουν 

την υψηλή εξειδίκευση με βελτιωμένη φαρμακοκινητική81. 

Ωστόσο, παρά τα σημαντικά αυτά πλεονεκτήματα, η IgY δεν είναι απαλλαγμένη 

περιορισμών. Η αστάθειά της σε όξινο pH και η ευαισθησία της σε πρωτεάσες 

περιορίζουν τη χρήση της σε θεραπείες που απαιτούν από του στόματος χορήγηση. Ένα 

ακόμη εμπόδιο αποτελεί η περιορισμένη κατανόηση της φαρμακοκινητικής της IgY σε 

θηλαστικά και στον άνθρωπο. Η ταχεία αποβολή από την κυκλοφορία και η έλλειψη 

σύνδεσης με υποδοχείς Fc δυσχεραίνουν τη διατήρηση της θεραπευτικής της δράσης, 

και καθιστούν απαραίτητη τη διενέργεια περαιτέρω μελετών για την αξιολόγηση της 

συστηματικής αποτελεσματικότητάς της77. 

Παράλληλα και παρά την πρόοδο σε αυτόν τον τομέα, δεν έχει ακόμη καθιερωθεί 

διεθνές πρότυπο για την παραγωγή IgY. Αυτό έχει ως συνέπεια την εμφάνιση 

μεταβλητότητας μεταξύ εργαστηρίων, όσον αφορά τη μέθοδο καθαρισμού, την τελική 

καθαρότητα και τη βιοδραστικότητα των παρασκευασμάτων. Επιπλέον, η απουσία 

τυποποίησης αποτελεί σημαντικό εμπόδιο για την ευρεία εφαρμογή της τεχνολογίας IgY 

σε κλινικό και διαγνωστικό επίπεδο, και υπογραμμίζει την ανάγκη για την ανάπτυξη 



 

25 
 

κοινώς αποδεκτών πρωτοκόλλων που θα διασφαλίζουν τη συγκρισιμότητα και την 

αξιοπιστία των αποτελεσμάτων77. 

3.5. Απομόνωση και καθαρισμός αντισωμάτων IgY 

Μετά την ανοσοποίηση γίνεται συλλογή των αυγών και ο κρόκος διαχωρίζεται 

προσεκτικά από το ασπράδι. Για την αφαίρεση τυχόν υπολειμμάτων ο κρόκος ξεπλένεται 

με νερό ή ρυθμιστικό διάλυμα και τοποθετείται σε διηθητικό χαρτί όπου και 

διαρρηγνύεται η μεμβράνη του ώστε να απελευθερωθεί το περιεχόμενο του. Στη 

συνέχεια ο κρόκος συλλέγεται και γίνεται καταγραφή του όγκου του. Ακολουθεί 

απολιπίδωση μέσω χημικών ή φυσικών διεργασιών, που απομακρύνουν το μεγαλύτερο 

μέρος των λιποπρωτεϊνών. 

3.5.1. Μέθοδοι απολιπίδωσης 

Αραίωση με νερό χαμηλής ιονικής ισχύος (water dilution method) 

Η μέθοδος αυτή οδηγεί σε καθίζηση των λιποπρωτεϊνών λόγω μεταβολής της 

ιονικής ισορροπίας82 επιτρέποντας την ανάκτηση του υδατοδιαλυτού κλάσματος (Water 

Soluble Fraction – WSF) του κρόκου στο οποίο η ποσότητα του IgY αυξάνεται ενώ η 

ποσότητα των λιποπρωτεϊνών μειώνεται. Η μέθοδος περιλαμβάνει και τη κατάψυξη του 

αραιωμένου κρόκου κατά την οποία σχηματίζονται λιπιδικά συσσωματώματα τα οποία 

είναι εύκολο να απομακρυνθούν με φυγοκέντρηση. Στη συνέχεια η εκχύλιση των 

αντισωμάτων γίνεται με προσθήκη υψηλής συγκέντρωσης διαλύματος NaCl.  

Χρήση πολυαιθυλενογλυκόλης (PEG Precipitation)  

Η πολυαιθυλενογλυκόλη αποτελεί ένα πολυμερές του αιθυλενοξειδίου και 

χρησιμοποιείται για την καταβύθιση των λιποπρωτεϊνών. Η πολυαιθυλενογλυκόλη 

6000–8000 χρησιμοποιείται για επιλεκτική καθίζηση πρωτεϊνών, επιτυγχάνοντας 

απομόνωση με υψηλή καθαρότητα και σταθερότητα83. Η καθίζηση με PEG είναι μία από 

τις πιο διαδεδομένες μεθόδους καθαρισμού IgY. Η σταδιακή προσθήκη PEG αυξάνει την 

ιονική ισχύ του διαλύματος, προκαλώντας την καθίζηση των πρωτεϊνών με ελεγχόμενο 

τρόπο. Με PEG 3,5–8%, απομακρύνονται τα λιπίδια και οι πρωτεΐνες χαμηλού μοριακού 

βάρους, ενώ σε συγκεντρώσεις 12–13% καθιζάνουν τα IgY83. Μετά την καθίζηση, το 

ίζημα φυγοκεντρείται και επαναδιαλύεται σε ρυθμιστικό διάλυμα. 

3.5.2. Μέθοδοι Καθαρισμού των IgY 

3.5.2.1. Διαπίδυση (Dialysis) 

Η διαπίδυση αποτελεί μια από τις πλέον απλές και ήπιες τεχνικές καθαρισμού 

και απομάκρυνσης μικρών μορίων από πρωτεϊνικά διαλύματα. Η μέθοδος βασίζεται 
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στην επιλεκτική διάχυση ουσιών μέσα από ημιπερατή μεμβράνη (κυτταρίνη ή 

συνθετική)84 η οποία επιτρέπει τη διέλευση μορίων χαμηλού μοριακού βάρους (όπως 

άλατα, πρωτεΐνες ή υπολείμματα PEG), ενώ συγκρατεί τα μακρομόρια, όπως τα 

αντισώματα IgY85. 

Το διάλυμα IgY επαναδιαλύεται σε μικρό όγκο ρυθμιστικού διαλύματος και 

τοποθετείται μέσα σε μεμβράνη διαπίδυσης κατάλληλου MWCO. Η μεμβράνη 

τοποθετείται σε μεγάλο όγκο ρυθμιστικού υπό ήπια ανάδευση. Το εξωτερικό διάλυμα 

αντικαθίσταται 3–5 φορές κάθε 2–3 ώρες ή καθ’ όλη τη διάρκεια 24 ωρών, μέχρι να 

επιτευχθεί πλήρης απομάκρυνση των μικρών μορίων. Η μετακίνηση των μικρών μορίων 

από το εσωτερικό της μεμβράνης διαπίδυσης προς το εξωτερικό διάλυμα συνεχίζεται 

μέχρι την επίτευξη ισορροπίας συγκεντρώσεων86. 

Στην περίπτωση των IgY αντισωμάτων, η διαπίδυση χρησιμοποιείται ευρέως ως 

τελικό στάδιο καθαρισμού μετά από μεθόδους καθίζησης (π.χ. με PEG ή θειικό 

αμμώνιο), με στόχο την απομάκρυνση ανεπιθύμητων συστατικών στο διάλυμα και την 

επαναφορά των αντισωμάτων σε φυσιολογικό ρυθμιστικό διάλυμα (π.χ. PBS). Η 

μέθοδος είναι ιδιαίτερα χρήσιμη όταν επιδιώκεται η διατήρηση της βιολογικής 

δραστικότητας των IgY, καθώς δεν απαιτεί υψηλές θερμοκρασίες ή ακραίες χημικές 

συνθήκες87. 

3.5.2.2. Χρωματογραφικές Τεχνικές 

Χρωματογραφία ιονανταλλαγής (Ion Exchange Chromatography – IEX) 

Η ιοντοανταλλακτική χρωματογραφία είναι μια από τις πιο ευρέως 

χρησιμοποιούμενες τεχνικές για την απομόνωση και καθαρισμό IgY από τα εκχυλίσματα 

του κρόκου. Η μέθοδος βασίζεται στην ηλεκτροστατική αλληλεπίδραση μεταξύ 

φορτισμένων ομάδων στην επιφάνεια των πρωτεϊνών και των ιοντικών ομάδων που 

είναι συνδεδεμένες στο υπόστρωμα της στήλης. 

Εικόνα 10. Σχηματική απεικόνιση διαπίδυσης. Τα μικρά μόρια (μπλε χρώμα) 
διαχέονται στο διάλυμα ενώ τα μεγάλα μόρια (κόκκινο χρώμα) συγκρατούνται 
στην μεμβράνη. 
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Στην περίπτωση των IgY, η πρωτεΐνη φέρει αρνητικό καθαρό φορτίο σε pH άνω 

του ισοηλεκτρικού της σημείου (pI ≈ 5,7). Έτσι, συνδέεται σε ανιοντοανταλλακτικά υλικά 

όπως οι ρητίνες DEAE-Sepharose, Q-Sepharose ή Mono Q.Το δείγμα (WSF) 

«φορτώνεται» σε στήλη εξισορροπημένη με ήπιο ρυθμιστικό διάλυμα (π.χ. Tris-HCl ή 

PBS, pH 8,0), όπου οι αρνητικά φορτισμένες ομάδες των IgY έλκονται από τις θετικά 

φορτισμένες αμινομάδες της στήλης. Η εκλούση επιτυγχάνεται είτε με σταδιακή αύξηση 

της ιονικής ισχύος (π.χ. αύξηση συγκέντρωσης NaCl), είτε με βαθμιαία μεταβολή του pH, 

που αποδυναμώνει τις ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις. 

Η τεχνική αυτή προσφέρει υψηλή ικανότητα φόρτωσης, αναπαραγωγιμότητα και 

ήπιες συνθήκες, διατηρώντας την ακεραιότητα και τη βιοδραστικότητα των IgY. 

Επιπλέον, επιτρέπει την απομάκρυνση μεγάλου μέρους των μη-ειδικών πρωτεϊνών του 

κρόκου, όπως η λιποβιτελλίνη και οι φωσβιτεΐνες. Σε βελτιστοποιημένες συνθήκες, η 

καθαρότητα μπορεί να υπερβαίνει το 90%, ενώ η τελική απόδοση εξαρτάται από τον 

βαθμό απολίπανσης και το pH του δείγματος85,88 . 

Χρωματογραφία Συγγένειας (Affinity Chromatography) 

Η χρωματογραφία συγγένειας εκμεταλλεύεται την εκλεκτική αλληλεπίδραση 

μεταξύ του IgY και ενός ειδικού συνδετικού μορίου (ligand) προσδεδεμένου στη στήλη. 

Επειδή τα IgY δεν δεσμεύονται από την πρωτεΐνη Α ή G (που χρησιμοποιούνται για 

καθαρισμό θηλαστικών IgG), απαιτείται η χρήση ειδικών ligands με διαφορετική χημεία, 

όπως για παράδειγμα:  

• Πρωτεΐνη L, η οποία συνδέεται με τα ελαφρά κλάσματα (VL) ορισμένων τύπων 

IgY, αν και όχι πάντα αποτελεσματικά. 

• Στήλες με προσδεδεμένα αντι-IgY πολυκλωνικά ή μονοκλωνικά αντισώματα, που 

προσφέρουν υψηλή εκλεκτικότητα αλλά αυξημένο κόστος. 

• Συνθετικά μόρια, όπως κατεχολικά παράγωγα, που μιμούνται φυσικούς 

υποδοχείς των IgY και παρουσιάζουν σημαντική εκλεκτικότητα. 

Η έκλουση γίνεται με ήπια μεταβολή του pH (π.χ. pH 2,7–3,0) ή με αύξηση της 

ιονικής ισχύος, χωρίς να προκαλείται αποδιάταξη των αντισωμάτων. Η χρωματογραφία 

συγγένειας παρέχει την υψηλότερη καθαρότητα (πάνω από 95–98%), αλλά το υψηλό 

κόστος των στηλών και η ανάγκη αναγέννησης περιορίζουν τη χρήση της σε αναλυτικές 

ή ερευνητικές εφαρμογές. 

Σε πρόσφατες μελέτες έχουν αναπτυχθεί επαναχρησιμοποιήσιμες μήτρες 

πολυμερικής βάσης (π.χ. Sepharose 4B–CL ή Toyopearl) με προσδεδεμένα ειδικά 

τμήματα πρωτεϊνών που μπορούν αν δεσμεύσουν τα IgY και επιτρέπουν υψηλή 

απόδοση και σταθερότητα μετά από πολλούς κύκλους χρήσης89,90. 
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Χρωματογραφία Αποκλεισμού Μεγέθους (Gel Filtration/Size Exclusion 

Chromatography – SEC) 

Η SEC βασίζεται στον διαχωρισμό πρωτεϊνών ανάλογα με το μοριακό τους 

μέγεθος. Οι πρωτεΐνες διέρχονται μέσα από πορώδεις σφαίρες γέλης (π.χ. Sephadex 

G-200, Superdex 200 ή Sephacryl S-300), όπου τα μεγάλα μόρια, όπως τα IgY (~180 

kDa), αποκλείονται από τους μικρούς πόρους και εκλούονται πρώτα, ενώ οι μικρότερες 

πρωτεΐνες καθυστερούν. 

Η τεχνική αυτή χρησιμοποιείται συνήθως ως τελικό στάδιο, μετά από άλλες 

μεθόδους καθαρισμού, για την απομάκρυνση χαμηλού μοριακού βάρους πρωτεϊνών, 

αλάτων ή υπολειμμάτων PEG/αμμωνιακών αλάτων. Παρότι η SEC έχει χαμηλότερη 

ικανότητα δέσμευσης και μεγαλύτερο χρόνο ανάλυσης, παρέχει εξαιρετικά ήπιες 

συνθήκες, ιδανικές για τη διατήρηση της βιολογικής δραστικότητας των IgY. Σε 

συνδυασμό με ιοντοανταλλακτική ή affinity χρωματογραφία, μπορεί να προσφέρει 

καθαρότητα άνω του 98%, με ελάχιστη απώλεια προϊόντος91. 

Εικόνα 11. Διαδικασία παραγωγής πολυκλωνικών αντισωματων IgY77. 
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4. Ανοσοπροσδιορισμοί 

 Οι ενζυμικές μέθοδοι ανοσοπροσδιορισμού ταξινομούνται σε δύο γενικές 

κατηγορίες ως ομογενείς και ως ετερογενείς. Στις ομογενείς μεθόδους, τα ένζυμα 

καθίστανται ανενεργά όταν συνδέονται στο αντιγόνο και έτσι δεν υπάρχει στάδιο 

(έκπλυσης) όπου τα μη προσδεμένα συστατικά να διαχωρίζονται από τα συνδεδεμένα 

συμπλέγματα. Αυτές οι μέθοδοι χρησιμοποιούνται συνήθως για την μέτρηση μορίων 

μικρού μοριακού βάρους όπως θεραπευτικά φάρμακα92,93. 

 Οι ετερογενείς μέθοδοι χρησιμοποιούνται ευρύτερα και διαχωρίζονται σε 

διάφορες κατηγορίες. Σε αυτές τις μεθόδους, μετά την πρόσδεση του αντιγόνου με το 

αντίσωμα ακολουθεί ένα στάδιο έκπλυσης για να διαχωριστεί το προσδεμένο αντιγόνο 

από το ελεύθερο προκειμένου να παρεμποδιστεί οποιαδήποτε παρεμβολή στην 

μέτρηση καθώς επισημασμένο μόριο διατηρεί το αναλυτικό σήμα αμετάβλητο. Η 

μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό μορίων μεγάλου μοριακού βάρους 

τα οποία διαθέτουν αρκετούς επιτόπους. Η ELISA ανήκει στις ετερογενείς μεθόδους 

ανοσοπροσδιορισμού και χρησιμοποιείται για την ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων και 

διαλυτών αντιγόνων92,94.  

4.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Η ΕLISA είναι μέθοδος υψηλής ευαισθησίας, η οποία επιτρέπει τον ποσοτικό 

προσδιορισμό αντισωμάτων, αντιγόνων, χημικών ουσιών, ορμονών σε βιολογικά υγρά 

με τη χρήση ενζυμο-συζευγμένων αντισωμάτων και χρωμογόνου υποστρώματος. Τα 

βασικά πλεονεκτήματά της έναντι των άλλων ανοσοδοκιμασιών είναι: (α) κυρίως, η 

υψηλότερη ευαισθησία της και η επαναληψιμότητά της και (β) η μη χρήση ραδιενέργειας, 

όπως στις μεθόδους RIA (Radioimmunoassay)92,95,96. 

Η αρχή της μεθόδου έγκειται στην ειδική αλληλεπίδραση αντιγόνου-αντισώματος. 

Η ELISA αποτελεί μία ιδιαίτερα προσαρμόσιμη τεχνική δεδομένου ότι ανάλογα με την 

εφαρμογή, τα αντιδραστήρια και την ευαισθησία που επιδιώκεται, η μέθοδος 

παρουσιάζει πολλαπλές παραλλαγές, όπως η έμμεση ELISA, η άμεση, η ELISA τύπου 

Sandwich και η ανταγωνιστική. Σε όλες τις παραλλαγές της μεθόδου, τα βασικά στοιχεία 

που τη χαρακτηρίζουν είναι: (1) η πρόσδεση και ακινητοποίηση αντιγόνου ή 

αντισώματος σε στερεή επιφάνεια (Ανοσοπροσρόφηση, ImmunoSorbent), (2) η χρήση 

κατάλληλων πρωτεϊνών για την κάλυψη των μη-ειδικών θέσεων προσρόφησης (3) η 

χρήση ενζυμο-συζευγμένου (Enzyme-Linked) αντισώματος, (4) η χρήση χρωμογόνων 

υποστρωμάτων, τα οποία μετά από αντίδραση με το ένζυμο παράγουν διαλυτό έγχρωμο 

προϊόν (χρώμα ή φθορισμό) το οποίο απορροφά σε συγκεκριμένο μήκος κύματος 

επιτρέποντας την ποσοτικοποίηση της αλληλεπίδρασης αντιγόνου-αντισώματος, και (5) 
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η έκπλυση της πλάκας μετά από κάθε στάδιο κρίνεται απαραίτητη για την απομάκρυνση 

όλων των συστατικών που δεν έχουν δεσμευτεί και μπορεί να προκαλέσουν 

παρεμπόδιση του σήματος. 

4.1.1. Στάδια Της Μεθόδου 

Α. Πρόσδεση/Ακινητοποίηση αντιγόνου ή αντισώματος σε στερεά επιφάνεια 

(Ανοσοπροσρόφηση)  

Το εξεταζόμενο αντιγόνο ή αντίσωμα αρχικά ακινητοποιείται σε στερεή 

επιφάνεια. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί είτε μέσω χημικού δεσμού (προσκόλληση σε 

σφαιρίδια κυτταρίνης, αγαρόζης, πολυακρυλαμιδίου) ή μέσω φυσικής προσρόφησης με 

υδρόφοβο δεσμό (προσρόφηση σε πλαστική επιφάνεια, μικροπλάκες: πολυστυρενίου, 

πολυβινυλίου ή πολυπροπυλενίου). Μειονέκτημά του δεύτερου τρόπου αποτελεί η 

διαφορά προσρόφησης του αντιγόνου ή αντισώματος που μπορεί να εμφανίζουν τα 

διαφορετικά είδη μικροπλακών ή τα διαφορετικά πηγαδάκια της ίδιας πλάκας. Ωστόσο, 

η χρήση πρωτεϊνών για τον αποκλεισμό της μη ειδικής προσρόφησης και 

απορρυπαντικών κατά τις επωάσεις και τις εκπλύσεις καθιστούν το προαναφερόμενο 

πρόβλημα αμελητέο. 

Β. Χρήση ενζυμο-συζευγμένου αντισώματος 

Η χρήση ενζυμο-συζευγμένων αντισωμάτων αποτελεί ένα βασικό 

χαρακτηριστικό της μεθόδου ELISA, σε σύγκριση με άλλες ανοσοδοκιμασίες που 

χρησιμοποιούν ραδιενέργεια για την ανίχνευση των προϊόντων. Η σύζευξη ενζύμων στα 

αντισώματα προβλέπει το σχηματισμό ενός σταθερού ομοιοπολικού δεσμού μεταξύ του 

ενζύμου και του αντισώματος, ο οποίος δεν επηρεάζει την ικανότητα του αντισώματος 

να αναγνωρίζει το αντιγόνο αλλά ούτε την καταλυτική δραστικότητα του ενζύμου. Ένας 

σημαντικός αριθμός ενζύμων χρησιμοποιείται επιτυχώς στη μέθοδο ELISA, όπως η 

υπεροξειδάση (horseradish peroxidase, HRP), η αλκαλική φωσφατάση (alkaline 

phosphatase, AP), η β-γαλακτοσιδάση (β-Gal). Η επιλογή του ενζύμου εξαρτάται από 

την εφαρμογή της μεθόδου. 

Γ. Χρήση χρωμογόνου υποστρώματος 

Η ανίχνευση του εξεταζόμενου αντιγόνου ή αντισώματος πραγματοποιείται με 

την προσθήκη χρωμογόνου υποστρώματος που αντιδρά με το ένζυμο, παράγοντας 

έγχρωμο προϊόν. Η επιλογή του ζεύγους ενζύμου-υποστρώματος της χρωμογόνου 

αντίδρασης καθορίζει την ευαισθησία της δοκιμασίας. Παράμετροι που συντελούν στην 

επιλογή του κατάλληλου ενζύμου-υποστρώματος είναι: (α) η απαιτούμενη ευαισθησία, ο 

τύπος των απαιτούμενων οργάνων και η διαθεσιμότητά τους, (β) το έγχρωμο προϊόν της 

αντίδρασης να ανιχνεύεται με μεγάλη ευαισθησία και (γ) η ενζυμική δραστικότητα να μην 
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επηρεάζεται από παράγοντες του εξεταζόμενου δείγματος. Μερικά υποστρώματα που 

χρησιμοποιούνται είναι: η Ρ-νίτρο-φαίνυλο φωσφατάση η παράγει ένα κίτρινο χρώμα και 

στα 405-410 nm και το TMB (3,3′,5,5′ tetramethylbenzidine) το οποίο παράγει ένα μπλέ 

χρώμα και απορροφά στα 650 nm. 

Δ. Ανίχνευση προϊόντος 

 Η επιλογή του ενζύμου και του υποστρώματος καθορίζουν τη μέθοδο 

ανίχνευσης και μέτρησης του προϊόντος της ανοσοδοκιμασίας. Θα πρέπει να τονιστεί ότι 

σε κάθε περίπτωση το προϊόν της ανοσοδοκιμασίας είναι διαλυτό, γεγονός που αποτελεί 

ιδιαίτερο και το σημαντικότερο χαρακτηριστικό της μεθόδου. Η μέτρηση του τελικού 

προϊόντος μπορεί να πραγματοποιηθεί με φωταύγεια, φθορισμομετρία ή 

χρωματομετρία. Μολονότι, η χημειοφωταύγεια παρέχει αυξημένη ευαισθησία στη 

δοκιμασία, οι πιο διαδεδομένες μέθοδοι μέτρησης είναι οι χρωματομετρικές. Ο λόγος της 

ευρύτατης χρήσης τους είναι ότι παρέχουν: (1) γρήγορη οπτική εκτίμηση των 

αποτελεσμάτων, (2) σταθερότητα του έγχρωμου προϊόντος για αρκετό χρόνο μετά τον 

τερματισμό της ενζυμικής αντίδρασης και (3) απλή και οικονομική μέτρηση μέσω 

φωτομέτρησης. Η μέτρηση του προϊόντος της χρωμογόνου αντίδρασης 

πραγματοποιείται με μέτρηση της οπτικής πυκνότητας (Optical Density, OD) των 

δειγμάτων. 

Βασικό ρόλο στην ακρίβεια της δοκιμασίας διαδραματίζει ο χρόνος ανάπτυξης 

του προϊόντος της ενζυμικής αντίδρασης, ο οποίος κυμαίνεται ανάλογα με την ενζυμική 

δράση και την προσθήκη του διαλύματος τερματισμού της αντίδρασης (οξέος ή βάσης). 

Έτσι, η ακρίβεια βασίζεται αφενός στην προσθήκη του διαλύματος τερματισμού στην 

κατάλληλη χρονική στιγμή και αφετέρου στην προσθήκη σταθερού όγκου του 

προαναφερόμενου διαλύματος92,96,97. 

4.1.2. Τύποι ELISA 

Άμεση ELISA 

Η άμεση ELISA είναι κατάλληλη για τον προσδιορισμό της ποσότητας αντιγόνων 

μεγάλου μοριακού βάρους. Η επιφάνεια της πλάκας επιστρώνεται απευθείας με το 

αντιγόνο ή το αντίσωμα και στη συνέχεια ένα ενζυμικά επισημασμένο αντίσωμα ή 

αντιγόνο καθιστά ικανή την μέτρηση. Η δοκιμασία είναι επωφελής καθώς η πιθανότητα 

λάθους είναι μικρή λόγω της εφαρμογής ενός μικρότερου αριθμού σταδίων σε σύγκριση 

με τις υπόλοιπες ELISA94. 
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Έμμεση ELISA 

 Η έμμεση μέθοδος ELISA παρουσιάζει υψηλότερη ευαισθησία δεδομένου ότι 

χρησιμοποιεί επισημασμένο με ένζυμο δευτερογενές αντίσωμα το οποίο αλληλεπιδρά 

με ένα πρωτογενές αντίσωμα. Η ποσότητα του ενζύμου που θα προσκολληθεί στο 

πρωτεϊνικό σύμπλοκο "αντιγόνο-αντίσωμα-ενζυμοσυζευγμένο δευτερογενές αντίσωμα" 

είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του υπό εξέταση αντισώματος στο βιολογικό υγρό. Τα 

αποτελέσματα εκφράζονται σαν τίτλος αντισώματος. Η παραλλαγή αυτή εφαρμόζεται 

για: (α) ανίχνευση αντισωμάτων έναντι λοιμογόνων παραγόντων, όπως ο ιός HIV, (β) 

προσδιορισμό τίτλου αντισωμάτων μετά από εμβολιασμό ή ανοσοποίηση ζώων, (γ) 

ανίχνευση αυτοαντισωμάτων, (δ) ανίχνευση αντισωμάτων έναντι αλλεργιογόνων και (ε) 

ανίχνευση αντισωμάτων έναντι αντιγόνων, όπως στην περίπτωση της 

λεϊσμανίασης93,94,96. 

ELISA SANDWICH 

 Η ELISA τύπου Sandwich χαρακτηρίζεται από τη χρήση δύο διαφορετικών 

αντισωμάτων: το αντίσωμα σύλληψης και το αντίσωμα ανίχνευσης. Κάθε αντίσωμα είναι 

ιδιαίτερα εξειδικευμένο έναντι του επιτόπου ενός αντιγόνου και ο προσδιορισμός 

βρέθηκε ότι είναι πιο κατάλληλος για αντιγόνα που έχουν δύο επιτόπους. Η ποσότητα 

του δευτέρου αντισώματος που θα προσδεθεί, άρα και ενζύμου, είναι ανάλογη της 

ποσότητας του αντιγόνου που έχει προσδεθεί στο πρώτο αντίσωμα. Καθώς η σχετική 

πρωτεΐνη βρίσκεται κολλημένη μεταξύ δύο αντισωμάτων η μέθοδος καλείται sandwich  

Η ELISA τύπου Sandwich εφαρμόζεται για τον ποσοτικό προσδιορισμό ορμονών, 

κυτταροκινών, ανοσοσφαιρινών και άλλων πρωτεϊνών σε βιολογικά υγρά και σε 

υπερκείμενα καλλιεργιών95,97.  

Ανταγωνιστική ELISA 

Οι ανταγωνιστικές ELISA χαρακτηρίζονται από τον ανταγωνισμό μεταξύ 

διαλυτού και ακινητοποιημένου σε στερεά επιφάνεια αντιγόνου για την πρόσδεση στο 

αντίσωμα. Το αντιγόνο σε διαλυτή μορφή αναμειγνύεται με περίσσεια ενζυμο-

συζευγμένου αντισώματος. Το μείγμα συνεπωάζεται με το ακινητοποιημένο σε στερεά 

επιφάνεια αντιγόνο, σε συνθήκες που επιτρέπουν να αναπτυχθεί ανταγωνισμός μεταξύ 

του ακινητοποιημένου και του διαλυτού αντιγόνου για την πρόσδεση με το αντίσωμα. Η 

ενζυμική αντίδραση είναι μέγιστη απουσία του διαλυτού αντιγόνου και μειώνεται 

αυξανομένης της συγκέντρωσής του 98. 
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 Εικόνα 12. Σχηματική απεικόνιση των διάφορων τύπων ELISA. 
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5. Φορείς  

Τα μικρού μήκους συνθετικά πεπτίδια είναι ικανά να μιμηθούν γραμμικούς και, 

σε ορισμένες περιπτώσεις, διαμορφωτικούς επίτοπους πρωτεϊνών. Χάρη σε αυτή την 

ικανότητα, μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε ανοσοπροσδιορισμούς στερεάς φάσης ή 

ως ανοσογόνα στη θέση πολύπλοκων φυσικών αντιγόνων, τα οποία συχνά είναι 

δύσκολο να απομονωθούν και να παρασκευαστούν σε επαρκείς ποσότητες. Έχει 

αποδειχθεί ότι τέτοιοι συνθετικοί επίτοποι είναι ικανοί να προκαλέσουν την παραγωγή 

ειδικών αντισωμάτων99. 

Ωστόσο, λόγω του μικρού τους μοριακού μεγέθους, τα πεπτίδια δεν διαθέτουν 

εγγενή ανοσογονικότητα και, ως εκ τούτου, δεν μπορούν να προκαλέσουν επαρκή 

ανοσολογική απόκριση χωρίς κατάλληλη ενίσχυση. Για να καταστούν αποτελεσματικά 

ανοσογόνα, πρέπει να συζευχθούν με έναν πρωτεϊνικό φορέα, όπως η αλβουμίνη ορού 

βοοειδούς (BSA) ή η αιμοκυανινη, που λειτουργούν ως ισχυροί φορείς ανοσοδιέγερσης 

73,100. Παρ’ όλα αυτά, η σύζευξη με φυσικούς πρωτεϊνικούς φορείς ενέχει σημαντικά 

μειονεκτήματα, όπως η παραγωγή ανοσολογικής απόκρισης εναντίον του ίδιου του 

φορέα, η απώλεια της διαμόρφωσης του επιτόπου, ή ακόμη και μεταβολές των 

βιολογικών ιδιοτήτων του πεπτιδίου. Επιπλέον, ένας μεμονωμένος πεπτιδικός επίτοπος 

αντιπροσωπεύει συνήθως μικρό μόνο τμήμα της πρωτεΐνης και μπορεί να προκαλέσει 

τη δημιουργία περιορισμένου αριθμού ειδικών αντισωμάτων. 

Για την αντιμετώπιση των παραπάνω περιορισμών, έχουν αναπτυχθεί 

συνθετικοί φορείς, οι οποίοι προσφέρουν μεγαλύτερη ευελιξία και καθορισμένη δομή. Ο 

σχεδιασμός ενός τέτοιου φορέα στοχεύει στην ταυτόχρονη παρουσίαση επιτόπων Β και 

Τ κυττάρων, προκειμένου να επιτευχθεί ισχυρή και ειδική ανοσολογική απόκριση. 

Ιδιαίτερη σημασία έχει η γεωμετρία και το μήκος των αντιγονικών τμημάτων που 

προσδένονται στον φορέα, καθώς τα Β-κύτταρα αναγνωρίζουν τα αντιγόνα με βάση τη 

διαμόρφωση τους στον χώρο. Συστήματα όπως το Multiple Antigen Peptide System 

(MAPs), που βασίζεται σε διακλαδισμένες πολυλυσίνες, και το Template-Assembled 

Synthetic Protein (TASP) έχουν χρησιμοποιηθεί επιτυχώς ως τεχνητοί φορείς για την 

ενίσχυση της ανοσογονικότητας των συνθετικών πεπτιδίων. 

Μια άλλη κατηγορία συνθετικών φορέων είναι οι Επαναλαμβανόμενοι 

Ολιγοπεπτιδικοί Φορείς (Sequential Oligopeptide Carriers – SOCn), οι οποίοι διαθέτουν 

προκαθορισμένη δευτεροταγή δομή. Ο βασικός στόχος του σχεδιασμού τους είναι η 

δημιουργία ενός σταθερού τρισδιάστατου σκελετού, που επιτρέπει στα προσδεδεμένα 

πεπτίδια να τοποθετούνται σε καθορισμένο προσανατολισμό και να διατηρούν τη φυσική 

τους δομή. Η κανονικότητα της δευτεροταγούς δομής του φορέα εξασφαλίζει τη 

σταθερότητα και ανεξαρτησία των επιτόπων, αποτρέποντας ανεπιθύμητες 
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αλληλεπιδράσεις μεταξύ τους ή με το ίδιο το υπόστρωμα. Έτσι, η αναγνώριση από τα 

αντισώματα ή η επεξεργασία από τα ανοσοκύτταρα είναι πιο αποτελεσματική, 

οδηγώντας σε ισχυρότερες και πιο εξειδικευμένες ανοσολογικές αποκρίσεις101. 

Οι φορείς SOCn περιλαμβάνουν ως δομικό συστατικό το αμινοξύ α-άμινο 

ισοβουτυρικό οξύ (Aib), ένα τετραυποκατεστημένο ανάλογο της αλανίνης, γνωστό για 

την ικανότητά του να σταθεροποιεί ελικοειδείς διαμορφώσεις εξαιτίας των στερικών 

παρεμποδίσεων των δύο μεθυλομάδων του στο άτομο του α-άνθρακα. Επιπλέον, 

επειδή το Aib δεν απαντάται φυσικά, τα πεπτίδια που το περιέχουν εμφανίζουν αυξημένη 

ανθεκτικότητα στην πρωτεολυτική διάσπαση102. Ένας χαρακτηριστικός φορέας, ο 

SOCn-I, βασίζεται στο επαναλαμβανόμενο μοτίβο (-Lys-Aib-Gly-): η λυσίνη παρέχει το 

σημείο πρόσδεσης του αντιγονικού πεπτιδίου μέσω της πλευρικής αμινομάδας της, ενώ 

η γλυκίνη επιλέγεται για τον μικρό στερεοχημικό της όγκο. 

Σε συνέχεια του SOCn-I, σχεδιάστηκε ο φορέας CPSOC (Ac-(Lys-Aib-Cys)₄-

NH₂), με στόχο τη σύζευξη βιοδραστικών πεπτιδίων ή φαρμάκων μέσω σχηματισμού 

θειοαιθερικών ή δισουλφιδικών δεσμών. Στην περίπτωση αυτή, η κυστεΐνη 

αντικατέστησε τη γλυκίνη, προκειμένου να μπορεί να γίνει ο επιθυμητός θειοαιθερικός ή 

δισουλφιδικός δεσμός103,104. 

Τα SOCn συμπλέγματα έχουν χαρακτηριστεί με φασματοσκοπία ¹H-NMR (π.χ. 

COSY, NOESY), η οποία έδειξε ότι οι φορείς διατηρούν την ελικοειδή τους δομή ακόμη 

και μετά την πρόσδεση των πεπτιδικών επιτόπων. Το σημαντικότερο εύρημα είναι ότι οι 

προσδεδεμένοι επίτοποι παραμένουν τοπολογικά ανεξάρτητοι, χωρίς να αλληλεπιδρούν 

μεταξύ τους ή με τον φορέα, διατηρώντας την «ενεργή» τους διαμόρφωση. Αυτή η 

ιδιότητα εξασφαλίζει καλύτερη αναγνώριση από τα αντισώματα σε ανοσοχημικές 

τεχνικές και αποτελεσματική παρουσίαση στα ανοσοκύτταρα, οδηγώντας σε ισχυρή και 

ειδική ανοσολογική απόκριση. 

Πλήθος βιολογικών μελετών έχουν καταδείξει ότι τα SOC/CPSOC-συμπλέγματα 

λειτουργούν επιτυχώς τόσο ως αντιγονικά υποστρώματα σε διαγνωστικές ανοσοχημικές 

μελέτες όσο και ως ανοσογόνα σε πειράματα ανοσοποίησης. Τα αποτελέσματα έδειξαν: 

(α) την ανάπτυξη αξιόπιστων και επαναλήψιμων διαγνωστικών δοκιμασιών υψηλής 

ευαισθησίας και ειδικότητας, και (β) την παραγωγή αντισωμάτων που αναγνωρίζουν όχι 

μόνο τα συνθετικά σύμπλοκα, αλλά και τις αντίστοιχες φυσικές πρωτεΐνες, 

επιβεβαιώνοντας έτσι τη λειτουργική μίμηση των επιτόπων105–109. 
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6. Πεπτιδική σύνθεση  

6.1. Αμινοξέα, Πεπτίδια και Πρωτεΐνες 

Τα αμινοξέα είναι α-άμινο 

καρβοξυλικά οξέα, τα οποία αποτελούν τις 

θεμελιώδεις δομικές μονάδες των πεπτιδίων 

και πρωτεϊνών. Κάθε αμινοξύ διαθέτει έναν 

ασύμμετρο α-άνθρακα που φέρει μια 

αμινομάδα (–NH₂), μια καρβοξυλομάδα (–

COOH), ένα άτομο υδρογόνου και μία πλευρική αλυσίδα R, που καθορίζει τη 

φυσικοχημική και βιολογική συμπεριφορά του. Ανάλογα με τη φύση της ομάδας R, τα 

αμινοξέα διακρίνονται σε βασικά, όξινα και ουδέτερα, ενώ στη φύση απαντώνται 

συνολικά είκοσι (φυσικά αμινοξέα). Με βάση την παράπλευρη αλυσίδα τους, τα αμινοξέα 

ταξινομούνται σε όξινα, βασικά, ουδέτερα, αρωματικά, θειούχα, μονο-καρβοξυλικά, 

υδρόξυ-αμινοξέα και ένα ίμινο οξύ110 . 

Λόγω της ταυτόχρονης παρουσίας όξινων και βασικών λειτουργικών ομάδων, τα 

αμινοξέα είναι αμφολύτες. Ο βαθμός ιονισμού τους μεταβάλλεται με το pH: σε όξινο 

περιβάλλον (pH≈1) η –COOH παραμένει μη-ιονισμένη, ενώ η –NH₂ πρωτονιώνεται· 

αντιστρόφως, σε αλκαλικό (pH≈11) η –COOH αποπρωτονιώνεται και η –NH₂ παραμένει 

ουδέτερη. Σε ενδιάμεσο pH επικρατεί η διπολική μορφή χαρακτηριστική του 

ισοηλεκτρικού σημείου (pI). Από στερεοχημική σκοπιά, όλα τα φυσικά αμινοξέα, εκτός 

της γλυκίνης, είναι οπτικά ενεργά και απαντούν σε L ή D μορφές ενώ στις φυσικές 

πρωτεΐνες απαντώνται αποκλειστικά τα L-αμινοξέα110. 

Εικόνα 14. Σχηματική απεικόνιση των αμινοξέων. 

Εικόνα 13. Γενικός τύπος αμινοξέων. 
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Ο πεπτιδικός δεσμός (αμιδικός δεσμός) σχηματίζεται όταν η α-αμινομάδα ενός 

αμινοξέος αντιδρά μέσω πυρηνόφιλης προσβολής στην ενεργοποιημένη α-

καρβοξυλομάδα ενός άλλου, με απώλεια ενός μορίου νερού111. Η ενεργοποίηση αυτή 

καθίσταται αναγκαία, καθώς ο σχηματισμός του πεπτιδικού δεσμού είναι ενδόθερμος (≈4 

kcal/mol) και απαιτεί εξωτερική παροχή χημικής ενέργειας. 

Κρυσταλλογραφικές μελέτες των L. Pauling και R. Corey έδειξαν ότι ο πεπτιδικός 

δεσμός έχει μερικό χαρακτήρα διπλού δεσμού με μήκος περίπου 1,32 Å, γεγονός που 

τον καθιστά επίπεδο και περιορίζει την ελεύθερη περιστροφή γύρω από τον άξονά 

του112,113. Επιτρέπονται μόνο περιστροφές γύρω από τους δεσμούς Cα–C και Cα–N, με 

αποτέλεσμα την ύπαρξη δύο ισομερών διαμορφώσεων, cis και trans. Η trans μορφή 

είναι θερμοδυναμικά ευνοϊκότερη κατά 2 kcal/mol και επομένως κυριαρχεί στις φυσικές 

πρωτεΐνες, με εξαίρεση την προλίνη, η οποία μπορεί να υιοθετήσει και τις δύο μορφές114  

6.2.  Πεπτιδική σύνθεση σε στερεή φάση (Solid Phase Peptide 

Synthesis – SPPS) 

Στη SPPS, το πρώτο αμινοξύ συνδέεται σε αδιάλυτο πολυμερικό υπόστρωμα 

(ρητίνη), πάνω στο οποίο πραγματοποιούνται διαδοχικά όλα τα στάδια επιμήκυνσης: 

αποπροστασία, σύζευξη και εκπλύσεις. Καθ’ όλη τη διαδικασία το πεπτίδιο παραμένει 

δεσμευμένο στη ρητίνη, ενώ τα παραπροϊόντα απομακρύνονται εύκολα μέσω 

εκπλύσεων. Μετά την ολοκλήρωση της σύνθεσης, ακολουθεί η αποκοπή του πεπτιδίου 

από τη ρητίνη και η τελική αποπροστασία των πλευρικών ομάδων. 

Οι δύο κύριες στρατηγικές προστασίας κατά την SPSS, είναι η Fmoc/tBu και η 

Boc/Bzl 115,116. Η προτιμάται λόγω των πιο ήπιων συνθηκών που απαιτούνται για την 

απομάκρυνση του πεπτιδίου από την ρητίνη και των προστατευτικών ομάδων των 

παράπλευρων αλυσίδων. 

Εικόνα 15. Πορεία πεπτιδικής σύνθεσης με Fmoc/tBu στρατηγική. 
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Οι διαλύτες που χρησιμοποιούνται πρέπει να διογκώνουν επαρκώς τη ρητίνη, να 

προάγουν την ενεργοποίηση και την ακυλίωση και να περιορίζουν τη ρακεμοποίηση. 

Συνήθως χρησιμοποιούνται DMF και DCM, που συνδυάζουν πολικότητα και καλή 

διαλυτότητα117. 

6.2.1. Ρητίνη 

Η ρητίνη πρέπει να είναι χημικά αδρανής, αδιάλυτη στους διαλύτες της 

αντίδρασης και να διογκώνεται επαρκώς, ώστε να επιτρέπει την ομοιόμορφη πρόσβαση 

των αντιδραστηρίων. Επίσης, πρέπει να διαθέτει ικανοποιητική πυκνότητα σημείων 

πρόσδεσης και ομοιόμορφο μέγεθος κόκκου, να σχηματίζει σταθερό αλλά εκλεκτικά 

αποσπώμενο δεσμό με το πρώτο αμινοξύ και να επιτρέπει την εύκολη απομάκρυνσή 

της μετά τη σύνθεση118. Κλασικά παραδείγματα περιλαμβάνουν τη Merrifield resin 

(χλωρομεθυλοπολυστυρένιο), καθώς και τις σύγχρονες Wang, Rink Amide και PEG-

ρητίνες (TentaGel, ChemMatrix)116. 

6.2.2. Προστατευτικές ομάδες 

Οι προστατευτικές ομάδες ανάλογα με την ομάδα που προστατεύουν διακρίνονται 

σε Να-άμινο-προστατευτικές (Fmoc, BOC) και σε προστατευτικές ομάδες των 

παράπλευρων αλυσίδων. Η προστασία της αμινομάδας είναι αναγκαία για την αποφυγή 

παράπλευρων αντιδράσεων. Η Fmoc προστασία προτιμάται διότι είναι σταθερή στις 

συνθήκες σύζευξης, αφαιρείται ήπια με διάλυμα πιπεριδίνης (20% σε DMF), είναι 

συμβατή με οξευαίσθητες ρητίνες και επιτρέπει την ταυτοποίηση απομακρυνσης ή μη με 

το τεστ νινυδρίνης (Kaiser test)119–121. Παράλληλα, οι πλευρικές αλυσίδες 

προστατεύονται με ομάδες σταθερές στις συνθήκες αποπροστασίας της Fmoc, ώστε να 

αποφευχθούν ανεπιθύμητες αντιδράσεις. Οι ομάδες αυτές απομακρύνονται συνήθως 

στο στάδιο της τελικής αποκοπής. 

6.2.3. Σχηματισμός Πεπτιδικού Δεσμού- Αντιδραστήρια Σύζευξης 

Για τον σχηματισμό του πεπτιδικού δεσμού χρησιμοποιούνται διάφορες χημικές 

μέθοδοι, όπως τα χλωρίδια, τα αζίδια, οι ανυδρίτες, οι ενεργοί εστέρες και τα 

αντιδραστήρια σύζευξης. Στη σύγχρονη SPPS κυριαρχεί η χρήση αντιδραστηρίων 

σύζευξης, που επιτρέπουν την ταυτόχρονη ενεργοποίηση και σύζευξη του αμινοξέος, 

επιταχύνοντας τη διαδικασία και ελαχιστοποιώντας τη ρακεμοποίηση122,123. 
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6.2.3.1.  Καρβοδιϊμίδια  

Τα καρβοδιϊμίδια, όπως το dicyclohexylcarbodiimide (DCC) και το 

diisopropylcarbodiimide (DIC), συγκαταλέγονται στα κλασικά αντιδραστήρια 

ενεργοποίησης που χρησιμοποιούνται ευρέως στην πεπτιδική σύνθεση. Μεταξύ αυτών, 

το DIC υπερτερεί του DCC, καθώς η αντίστοιχη ουρία που παράγεται είναι ευδιάλυτη και 

απομακρύνεται ευκολότερα από το μίγμα της αντίδρασης, σε αντίθεση με το DCC, το 

οποίο οδηγεί στον σχηματισμό δυσδιάλυτων υποπροϊόντων και δυσχεραίνει τα στάδια 

καθαρισμού. 

Κατά τη διαδικασία ενεργοποίησης σχηματίζεται ως κύριο ενδιάμεσο η O-ακυλο-

ισοουρία. Το ενδιάμεσο αυτό είναι χημικά δραστικό, μπορεί να οδηγήσει σε 

ανεπιθύμητες παράπλευρες αντιδράσεις, όπως η αναδιάταξη προς Ν-ακυλοουρία και 

στην πρόκληση ρακεμοποίησης των αμινοξέων. Η προσθήκη 1-υδροξυ-βενζοτριαζολίου 

(HOBt) συμβάλλει καθοριστικά στον περιορισμό αυτών των φαινομένων, καθώς οδηγεί 

στον σχηματισμό ενός σταθερότερου ενεργού εστέρα. Με τον τρόπο αυτό μειώνεται η 

πιθανότητα μετατόπισης O→N, βελτιώνεται η χημειοεκλεκτικότητα της αντίδρασης και 

αυξάνεται η συνολική απόδοση της σύζευξης124–126  

6.2.3.2. Φωσφονικά και Ουρονικά Παράγωγα 

Τα φωσφονικά και ουρονικά παράγωγα δρουν ως αντιδραστήρια ενεργοποίησης 

των καρβοξυλικών ομάδων των αμινοξέων μέσω σχηματισμού υψηλής ενέργειας 

ενδιάμεσων, διευκολύνοντας τον σχηματισμό του πεπτιδικού δεσμού. Τα ουρονικά 

αντιδραστήρια (π.χ. HBTU, HATU, TBTU) περιέχουν κατιονικά σύμπλοκα 

τετραμεθυλουρονίου, τα οποία αντιδρούν με το καρβοξυλικό οξύ σχηματίζοντας αρχικά 

ένα ενεργοποιημένο ουρονικό ενδιάμεσο που μετατρέπεται ταχέως σε ενεργό εστέρα, 

παρουσία βάσης. Τα ενδιάμεσα αυτά είναι ιδιαίτερα δραστικά έναντι των αμινομάδων, 

επιτρέποντας ταχεία πυρηνόφιλη προσβολή και σχηματισμό του πεπτιδικού δεσμού, 

ενώ παράλληλα περιορίζουν τη ρακεμοποίηση μέσω αποφυγής σχηματισμού Ο-ακυλο-

ισουρίας. 

Τα φωσφονικά παράγωγα, όπως το PyBOP, ενεργοποιούν το καρβοξυλικό άκρο 

μέσω σχηματισμού φωσφονικού ενδιάμεσου υψηλής ενέργειας, το οποίο οδηγεί επίσης 

στη δημιουργία ενεργού εστέρα τύπου OBt. Ο μηχανισμός αυτός χαρακτηρίζεται από 

αυξημένη χημειοεκλεκτικότητα και μειωμένη τάση για παράπλευρες αντιδράσεις125,127. 



 

40 
 

6.2.4. Αντίδραση Νινυδρίνης (Test Kaiser) 

Η αντίδραση νινυδρίνης αποτελεί έναν απλό, ευαίσθητο έλεγχο για την ανίχνευση 

ελεύθερων αμινομάδων. Το χαρακτηριστικό μπλε χρώμα υποδηλώνει την παρουσία μη 

συζευγμένων ομάδων. Η δοκιμή βελτιώνεται με τη χρήση KCN, φαινόλης και πυριδίνης, 

που αυξάνουν την ένταση και τη σταθερότητα του χρώματος121,128,129. 

6.2.5. Ανεπιθύμητες παράπλευρες αντιδράσεις 

Κατά τη διάρκεια της πεπτιδικής σύνθεσης είναι δυνατόν να εμφανιστούν 

ανεπιθύμητες παράπλευρες αντιδράσεις, οι οποίες μπορούν να επηρεάσουν την 

απόδοση και τη χημική καθαρότητα του τελικού προϊόντος. Μεταξύ των συχνότερων 

φαινομένων συγκαταλέγονται η ρακεμοποίηση, ο σχηματισμός ασπαρτιμιδίου και ο 

σχηματισμός δικετοπιπεραζίνης. 

Η ρακεμοποίηση προκύπτει είτε μέσω αποπρωτονίωσης του στερεογονικού 

άνθρακα των αμινοξέων είτε μέσω σχηματισμού ενδιάμεσων δομών αζλακτόνης, 

οδηγώντας σε απώλεια της χειρομορφικής καθαρότητας του πεπτιδίου130.  

Ο σχηματισμός ασπαρτιμιδίου παρατηρείται συχνά σε πεπτιδικές αλληλουχίες 

που περιέχουν ασπαρτικό οξύ ή ασπαραγίνη και σχετίζεται με κυκλοποίηση της 

πλευρικής αλυσίδας του ασπαρτικού οξέος. Το φαινόμενο αυτό μπορεί να περιοριστεί 

αποτελεσματικά με την κατάλληλη προστασία των πλευρικών ομάδων, όπως η χρήση 

προστατευτικών ομάδων τύπου tert-butyl (tBu), καθώς και με τον έλεγχο και τη μείωση 

του χρόνου αποπροστασίας 126,131. 

Ο σχηματισμός δικετοπιπεραζίνης εμφανίζεται κυρίως στα αρχικά στάδια της 

σύνθεσης, ιδιαίτερα σε διπεπτιδικά ενδιάμεσα μετά την αποπροστασία της Ν-τελικής 

ομάδας, και οδηγεί σε κυκλοποίηση και απώλεια υλικού από τη ρητίνη. Η εμφάνιση της 

αντίδρασης αυτής μπορεί να περιοριστεί με τη χρήση κατάλληλων ρητινών, οι οποίες 

Εικόνα 16. Μηχανισμός αντίδρασης νινυδρίνης 
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παρέχουν αυξημένη στερεοχημική παρεμπόδιση και μειώνουν την πιθανότητα 

ενδομοριακής κυκλοποίησης. 

6.2.6. Αποκοπή Πεπτιδίου από τη Ρητίνη 

Η τελική αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη και η ταυτόχρονη (ή μη) 

απομάκρυνση των προστατευτικών ομάδων καθορίζονται από τον τύπο της ρητίνης και 

τη στρατηγική σύνθεσης. Στη στρατηγική Fmoc/tBu, η αποκοπή πραγματοποιείται σε 

όξινες συνθήκες με τριφθοροξικό οξύ (TFA).  

Κατά την αποκοπή, σχηματίζονται δραστικά ενδιάμεσα (κυρίως καρβοκατιόντα) 

από τη διάσπαση ορισμένων προστατευτικών ομάδων, τα οποία μπορούν να 

οδηγήσουν σε ανεπιθύμητες δευτερογενείς αντιδράσεις (π.χ. αλκυλιώσεις ευαίσθητων 

πλευρικών αλυσίδων, τροποποιήσεις αρωματικών κατάλοιπων ή αναδιατάξεις). Για τον 

περιορισμό αυτών των φαινομένων χρησιμοποιούνται “μόρια-παγίδες” (scavengers), 

όπως ανισόλη, φαινόλη, τριισοπροπυλοσιλάνιο (TIS) και θειολικές ενώσεις, οι οποίες 

δεσμεύουν τα καρβοκατιόντα, βελτιώνοντας την καθαρότητα και τις αποδόσεις του 

τελικού προϊόντος132. Παράλληλα, η επιλογή και η αναλογία των scavengers στο διάλυμα 

αποκοπής αποτελεί κρίσιμο πρακτικό σημείο, καθώς διαφοροποιείται ανάλογα με τη 

σύσταση του πεπτιδίου (π.χ. παρουσία Trp, Met, Cys, Tyr) και την ευαισθησία του σε 

οξείδωση ή ανεπιθύμητες αλκυλιώσεις. 

Μετά την ολοκλήρωση της αποκοπής, το μίγμα διηθείται για την απομάκρυνση 

της ρητίνης ακολουθεί εξάτμιση των διαλυτών και το πεπτίδιο ανακτάται συνήθως με 

καταβύθιση εν ψυχρώ σε διαιθυλαιθέρα. Τέλος, εκχυλίζεται σε υδατικό διάλυμα οξέος 

και λυοφιλιοποιείται. 
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7. Χημειοεκλεκτικες αντιδρασεις 

7.1. Θειοαιθερικός Δεσμός 

Ο θειοαιθερικός δεσμός αποτελεί μια από τις σημαντικότερες χημειοεκλεκτικές 

μεθοδολογίες σύνδεσης, με ευρύτατες εφαρμογές στη σύνθεση μεγάλων πρωτεϊνών, 

μακρομοριακών συμπλεγμάτων διακλαδισμένης αρχιτεκτονικής και στη μόνιμη 

πρόσδεση βιοδραστικών μορίων σε συνθετικούς φορείς133–135. Ο σχηματισμός του 

δεσμού αυτού προκύπτει μέσω χημειοεκλεκτικής αντίδρασης μεταξύ μιας 

σουλφιδρυλομάδας (-SH) και μιας αλογονοακετυλομάδας (XCH₂CO–)133,136. Η 

αλληλεπίδραση αυτή μπορεί να λάβει χώρα είτε ενδομοριακά, όταν οι δύο ομάδες 

βρίσκονται στο ίδιο μόριο, οδηγώντας στον σχηματισμό κυκλικών πεπτιδίων, είτε 

διαμοριακά, όταν συμμετέχουν διαφορετικά μόρια, με αποτέλεσμα τη δημιουργία 

διαμοριακού θειοαιθερικού δεσμού, χρήσιμου στη σύνθεση πεπτιδικών ή πρωτεϊνικών 

μορίων.  

7.2. Μηχανισμός Σχηματισμού Θειοαιθερικού Δεσμού 

Ο σχηματισμός του θειοαιθερικού δεσμού πραγματοποιείται μέσω της 

αντίδρασης μιας C-τελικής σουλφιδρυλομάδας (όπως εκείνης της κυστεΐνης ή ενός 

τροποποιημένου C-τελικού άκρου) με την N-τελική αλογονοακετυλομάδα μιας άλλης 

πεπτιδικής αλληλουχίας.  

Η αντίδραση ακολουθεί μηχανισμό πυρηνόφιλης υποκατάστασης δεύτερης 

τάξης (SN2). Το θειολικό ανιόν (-S⁻), προερχόμενο από την αποπρωτονίωση της 

σουλφιδρυλομάδας, προσβάλλει πυρηνόφιλα τον μεθυλενικό άνθρακα της 

αλογονοακετυλομάδας, προκαλώντας αποχώρηση του αλογονιδίου και σχηματισμό του 

νέου δεσμού C–S, με ταυτόχρονη απελευθέρωση HX133,135–137. Τα θειολικά ανιόντα είναι 

από τα ισχυρότερα γνωστά πυρηνόφιλα, γεγονός που εξηγεί τις υψηλές αποδόσεις των 

SN2 αντιδράσεων αυτής της κατηγορίας136. 

Η ιωδοακετυλίωση πραγματοποιείται συνήθως σε στερεή φάση, όπου οι 

υπόλοιπες δραστικές ομάδες του πεπτιδίου (όπως –OH και –SH) είναι προστατευμένες, 

ώστε να αποτραπούν ανεπιθύμητες αντιδράσεις138. Με αυτόν τον τρόπο είναι δυνατή η 

εκλεκτική εισαγωγή της ιωδοακετυλομάδας στο επιθυμητό τμήμα. Υπάρχουν διάφορες 

συνθετικές οδοί για την παρασκευή των ιωδοακετυλο-πεπτιδίων, οι οποίες εξαρτώνται 

από τον τύπο ρητίνης, τον επιθυμητό σύνδεσμο και τις συνθήκες αποπροστασίας139. 

Η αντίδραση διεξάγεται συνήθως σε θερμοκρασία δωματίου, υπό συνεχή 

ανάδευση και σε αδρανή ατμόσφαιρα (π.χ. άζωτο ή αργό), ώστε να αποφευχθεί η 

οξείδωση των σουλφιδρυλομάδων και ο σχηματισμός ανεπιθύμητων διμερών 

παραπροϊόντων. Όταν ολοκληρωθεί η σύνθεση του επιθυμητού προϊόντος, η αντίδραση 
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τερματίζεται με ρύθμιση του pH σε όξινο περιβάλλον, γεγονός που σταθεροποιεί τον 

σχηματιζόμενο θειοαιθερικό δεσμό. 

7.3.  Παράγοντες που Επηρεάζουν τον Σχηματισμό του Θειοαιθερικού 

Δεσμού 

Το pH 

Ο σχηματισμός του θειοαιθερικού δεσμού ευνοείται σε ήπια αλκαλικό περιβάλλον 

(pH 7–9), όπου προάγεται η αποπρωτονίωση του –SH και αυξάνεται η συγκέντρωση 

του θειολικού ανιόντος134,138. Κατά τη διάρκεια της αντίδρασης απελευθερώνεται οξύ, το 

οποίο μπορεί να μεταβάλει το pH, επομένως απαιτείται συνεχής ρύθμιση της τιμής του. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι η ταχύτητα της αντίδρασης αυξάνεται αναλογικά με την 

αύξηση του pH, καθώς η αποπρωτονίωση της σουλφιδρυλομάδας οδηγεί στον 

σχηματισμό περισσότερων θειολικών ανιόντων (-S⁻), τα οποία είναι πιο δραστικά 

πυρηνόφιλα και έτσι επιταχύνεται η πυρηνόφιλη προσβολή στον άνθρακα του 

αλογονοακετυλίου. Αντίθετα, σε pH μικρότερα του 7 η αντίδραση επιβραδύνεται 

σημαντικά, ενώ σε pH μεγαλύτερα του 9 αυξάνεται ο κίνδυνος οξείδωσης και διμερισμού 

του πεπτιδίου μέσω σχηματισμού δισουλφιδικών γεφυρών (-S–S-). Ως εκ τούτου, το 

βέλτιστο pH για τη διαδικασία θεωρείται περίπου το 8. 

To Πυρηνόφιλο 

Τα θειολικά ανιόντα της κυστεΐνης είναι εξαιρετικά δραστικά πυρηνόφιλα –

περίπου 7–8 φορές δραστικότερα από τις αντίστοιχες υδροξυλομάδες– και έτσι 

επιτυγχάνουν πολύ υψηλές αποδόσεις στις αντιδράσεις υποκατάστασης. Αντιθέτως, η 

παρουσία ογκωδών υποκαταστατών στον άνθρακα που φέρει το αλογόνο μειώνει 

σημαντικά τον ρυθμό της αντίδρασης133,136. 

H Αποχωρούσα Ομάδα 

Όσο πιο εύκολα απομακρύνεται το αλογονίδιο, τόσο πιο γρήγορος είναι ο 

σχηματισμός του θειοαιθέρα. Οι καλύτερες αποχωρούσες ομάδες είναι εκείνες που 

σταθεροποιούν αποτελεσματικότερα το αρνητικό φορτίο του σχηματιζόμενου ανιόντος. 

Δεδομένου ότι το ιώδιο είναι το μεγαλύτερο από τα κοινά αλογόνα, η ιωδομάδα αποτελεί 

την πιο δραστική αποχωρούσα ομάδα, ακολουθούμενη από το βρώμιο και το χλώριο. 

Έτσι, τα ιωδοακετυλο-παράγωγα εμφανίζουν τη μεγαλύτερη δραστικότητα και ταχύτερη 

κινητική136,137. 

O Διαλύτης 
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Οι πολικοί μη πρωτικοί διαλύτες, όπως το ακετονιτρίλιο (CH₃CN) και το 

διμεθυλοφορμαμίδιο (DMF), ενισχύουν σημαντικά την πυρηνόφιλη δραστικότητα και 

συνεπώς την ταχύτητα σχηματισμού του θειοαιθερικού δεσμού. Αντίθετα οι πολικοί 

πρωτικοί διαλύτες (όπως νερό, μεθανόλη, αιθανόλη) δεν είναι κατάλληλοι επειδή 

σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με το πυρηνόφιλο, το επιδιαλυτώνουν και μειώνουν 

την ενεργότητα του θειολικού ανιόντος, οδηγώντας σε επιβράδυνση της 

αντίδρασης137,139.
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8. Τεχνικές καθαρισμού και ταυτοποίησης πεπτιδίων 

8.1. Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης Ανάστροφης Φάσης 

(Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatography,RP-HPLC) 

Η Χρωματογραφία Υψηλής Απόδοσης Υγρής Φάσης (HPLC) αποτελεί μία από 

τις πιο σημαντικές και διαδεδομένες τεχνικές για τον διαχωρισμό, την ταυτοποίηση και 

την ποσοτικοποίηση βιομορίων. Μεταξύ των διαφορετικών μορφών HPLC, η 

Χρωματογραφία Αντίστροφης Φάσης (Reverse Phase HPLC, RP-HPLC) είναι η πιο 

ευρέως χρησιμοποιούμενη για την ανάλυση πρωτεϊνών, πεπτιδίων και συστατικών 

βιολογικών μειγμάτων, λόγω της υψηλής διαχωριστικής ικανότητας και ευαισθησίας 

της140. Η RP-HPLC στηρίζεται στις υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των μορίων 

του δείγματος και των μη πολικών ομάδων της στατικής φάσης. Οι στήλες RP-HPLC 

είναι συνήθως πυριτικής φύσης, συνδεδεμένη με αλειφατικές ανθρακικές αλυσίδες, 

όπως C₁₈, C₈ ή C₄, με την C₁₈ να είναι η συχνότερη επιλογή στην ανάλυση πεπτιδίων 

και τοξινών141. 

Η κινητή φάση αποτελείται από πολικό διαλύτη (συνήθως νερό με ρυθμιστικό, 

π.χ. 0.1% TFA) και οργανικό διαλύτη (π.χ. ακετονιτρίλιο ή μεθανόλη). Κατά τη διάρκεια 

του διαχωρισμού, η αναλογία των διαλυτών μεταβάλλεται βαθμιαία (gradient elution), 

αυξάνοντας το ποσοστό του οργανικού διαλύτη ώστε να εκλουστούν σταδιακά συστατικά 

διαφορετικής υδροφοβικότητας. Ο χρόνος κατακράτησης (retention time) κάθε 

συστατικού είναι χαρακτηριστικός και εξαρτάται από τη σχετική του πολικότητα142  Για 

τον καθαρισμό των πεπτιδίων οι διαλύτες έκλουσης που χρησιμοποιούνται κυρίως 

είναι:1. H2O/0,1% TFA 2.CH3CN/0,1% TFA. Η χρήση του TFA πλεονεκτεί σε σύγκριση 

με τα υπόλοιπα οξέα στα παρακάτω: α) Έχει χαμηλό σημείο ζέσης και απομακρύνεται 

εύκολα β) Απορροφά σε χαμηλά μήκη κύματος γ) Είναι το πιο ευρέως 

χρησιμοποιούμενο οξύ στην HPLC με πολύ καλά αποτελέσματα. 
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Στη χρωματογραφία ανάστροφης φάσης θα πρέπει να αποφεύγονται οι βασικές 

συνθήκες, γιατί σε αλκαλικό pH το υλικό πλήρωσης της στήλης καταστρέφεται. Για την 

ανίχνευση των εκλουόμενων προϊόντων χρησιμοποιούνται συνήθως οι ανιχνευτές 

υπεριώδους ακτινοβολίας σταθερού ή μεταβαλλόμενου μήκους κύματος. Στην 

περίπτωση των πεπτιδίων η ανίχνευση γίνεται στα 214-220 nm (το μέγιστο της 

απορρόφησης του πεπτιδικού δεσμού) και στα 254 nm ανιχνεύονται τα αμινοξέα που 

φέρουν αρωματικές ομάδες. 

8.2. Φασματομετρία Μάζας 

Η φασματομετρία μάζας (Mass Spectrometry – MS) αποτελεί μία από τις 

σημαντικότερες αναλυτικές τεχνικές της σύγχρονης επιστήμης, με ευρύτατη εφαρμογή 

στη χημεία, τη βιοχημεία, τη φαρμακευτική, την τοξικολογία και τη βιοτεχνολογία. Η 

φασματομετρία μάζας επιτρέπει τον ακριβή προσδιορισμό της μάζας, της χημικής 

σύστασης και της δομής μορίων, μέσω της μέτρησης της αναλογίας μάζας προς φορτίο 

(m/z) των ιονισμένων σωματιδίων143,144. 

Η εξαιρετικά υψηλή ευαισθησία της μεθόδου, η ταχύτητα και η δυνατότητα 

ποιοτικής και ποσοτικής ανάλυσης την καθιστούν αναντικατάστατο εργαλείο στη μελέτη 

πολύπλοκων βιολογικών συστημάτων, όπως οι πρωτεΐνες, τα πεπτίδια και τα δηλητήρια 

ζώων144 . 

Η διαδικασία μπορεί να χωριστεί σε τρία βασικά στάδια: 

1. Ιονισμός: τα μόρια του δείγματος μετατρέπονται σε θετικά ή αρνητικά ιόντα. 

2. Ανάλυση μάζας: τα ιόντα επιταχύνονται σε ηλεκτρικό ή μαγνητικό πεδίο και 

διαχωρίζονται ανάλογα με το m/z. 

Εικόνα 17. Σχηματική απεικόνιση συστήματος υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης. 
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3. Ανίχνευση: τα διαχωρισμένα ιόντα προσπίπτουν σε ανιχνευτή (π.χ. 

ηλεκτροπολλαπλασιαστή), ο οποίος μετατρέπει τα σήματα σε ηλεκτρικό ρεύμα 

και δημιουργεί το φάσμα μάζας145. 

Τεχνικές ιονισμού 

Η επιλογή της μεθόδου ιονισμού εξαρτάται από τη φύση του δείγματος και τον 

σκοπό της ανάλυσης. Οι πιο κοινές τεχνικές είναι: 

• Electron Impact (EI): εφαρμόζεται σε πτητικές οργανικές ενώσεις, προκαλώντας 

ιονισμό μέσω σύγκρουσης με ηλεκτρόνια. 

• Electrospray Ionization (ESI): ήπια τεχνική που μετατρέπει υγρά δείγματα σε 

ιονισμένα σταγονίδια υπό υψηλή τάση· ιδανική για πεπτίδια, πρωτεΐνες και 

πολυσακχαρίτες146. 

• Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI): χρησιμοποιεί παλμικό 

λέιζερ και μήτρα για τον ιονισμό μεγάλων βιομορίων με ελάχιστο 

κατακερματισμό. 

• Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI): κατάλληλη για σχετικά μικρά, 

μη πολικά μόρια σε υγρά διαλύματα. 

Στη βιοχημεία και πρωτεωμική, οι τεχνικές ESI και MALDI είναι οι πιο δημοφιλείς, 

καθώς επιτρέπουν την ανάλυση μεγάλων βιομορίων χωρίς αποδιάταξη ή αποδόμηση 

των μορίων146,147. 

Αναλυτές μάζας 

Μετά τον ιονισμό, τα παραγόμενα ιόντα εισάγονται στον αναλυτή μάζας, όπου 

διαχωρίζονται βάσει του λόγου m/z. Ο λόγος m/z υπολογίζεται από τον τύπο: 

 
m

z
= m +

𝒏𝑯+

n
 όπου m: μοριακή μάζα, n: αριθμός θετικών φορτίων, H+: μάζα του 

πρωτονίου.  

Η επιλογή αναλυτή εξαρτάται από τις απαιτήσεις της ανάλυσης (ευαισθησία, 

ανάλυση, ταχύτητα, ακρίβεια).  

Οι πιο συνηθισμένοι τύποι αναλυτών είναι οι εξής: 

• Quadrupole: χρησιμοποιεί τέσσερις ράβδους που δημιουργούν εναλλασσόμενο 

ηλεκτρικό πεδίο, επιτρέποντας την επιλογή συγκεκριμένου εύρους m/z. 

• Time-of-Flight (TOF): μετρά τον χρόνο πτήσης των ιόντων· όσο ελαφρύτερο το 

ιόν, τόσο μικρότερος ο χρόνος. 
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• Ion Trap και Orbitrap: παγιδεύουν τα ιόντα και υπολογίζουν το m/z μέσω 

ταλαντώσεων·προσφέρουν υψηλή ανάλυση και ακρίβεια. 

• Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance (FT-ICR): προσφέρει εξαιρετικά 

υψηλή διακριτική ικανότητα και ακρίβεια, χρησιμοποιείται σε εξειδικευμένες 

πρωτεωμικές αναλύσεις148.
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9. Αντικείμενο και σκοπός  

Στην Ευρώπη τρία είδη φιδιού του γένους Vipera (V. berus, V. aspis και V. 

ammodytes) είναι υπεύθυνα για τα πιο σοβαρά περιστατικά δήγματος. Πιο 

συγκεκριμένα, η ευρωπαϊκή οχιά μπορεί να προκαλέσει σοβαρές επιπλοκές, όπως 

εκτεταμένο πρήξιμο που μπορεί να εξαπλωθεί στον κορμό, αναφυλαξία, καρδιαγγειακό 

σοκ, νευροτοξικότητα και διαταραχή της πήξης του αίματος. Η αντιμετώπιση δήγματος 

στους ασθενείς, γίνεται με την ενδοφλέβια χορήγηση αντιοφικού ορού και μέχρι σήμερα 

αποτελεί την μόνη αποτελεσματική θεραπεία. Επί του παρόντος, οι αντιοφικοί οροί που 

διατίθενται προέρχονται από το πλάσμα ανοσοποιημένων ζώων, κυρίως αλόγων και 

αποτελούνται από πολυκλωνικά αντισώματα ή Fab2 τμήματα αυτών, τα οποία 

αναπτύσσονται έναντι όλων των τοξινών του δηλητηρίου, ανεξάρτητα από την κλινική 

τους σημασία. Αυτό έχει ως συνέπεια οι ασθενείς, σε πολλές περιπτώσεις, να έρχονται 

αντιμέτωποι με σοβαρές παρενέργειες. 

Η κατάσταση στην Ελλάδα είναι ιδιαίτερα κρίσιμη, διότι υπάρχει δυσκολία 

εύρεσης αντιοφικών ορών η οποία έχει ως αποτέλεσμα σοβαρές ελλείψεις στα 

νοσοκομεία. Πολλές ευρωπαϊκές εταιρείες έχουν σταματήσει την παραγωγή τους, με 

αποτέλεσμα το κόστος του αντιοφικού ορού να έχει εκτοξευθεί τα τελευταία χρόνια και ο 

κίνδυνος παντελούς έλλειψης αντιοφικών ορών, χαρακτηρίζεται άμεσος. Η παραγωγή 

ενός αντιοφικού ορού ο οποίος θα χαρακτηρίζεται από άμεση διαθεσιμότητα, 

προσβασιμότητα και προσιτή τιμή είναι επιτακτικής ανάγκης.  

Η ανάπτυξη νέων στρατηγικών για τη θεραπεία του δήγματος φιδιών ώστε να 

υπερκεραστούν οι περιορισμοί που υφίστανται μέχρι σήμερα έχει γίνει αντικείμενο 

εκτεταμένης έρευνας. Αρκετές προσεγγίσεις έχουν γίνει από την επιστημονική κοινότητα 

για εύρεση νέων κατάλληλων τεχνικών όπως α) ανασυνδιασμένα ανθρώπινα ή χιμαιρικά 

αντισώματα β) φυσικούς ή συνθετικούς αναστολείς των ενζυματικών συστατικών γ) 

νανοσωματίδια. Επίσης άλλες μελέτες περιλαμβάνουν την παραγωγή αντισωμάτων σε 

πτηνά και χρήση των IgY αντισωμάτων ή την ανοσοποίηση με χημικά συντεθειμένους 

επιτόπους τοξινών όπου χρησιμοποιούνται λογισμικά για την πρόβλεψη και 

χαρτογράφηση επιτόπων. 

Επιπλέον σημαντικό είναι να σημειωθεί ότι το δηλητήριο των φιδιών είναι ένα 

πολύπλοκο μείγμα πρωτεϊνών, πεπτιδίων, ενζύμων κ.α. και είναι γνωστό ότι η 

τοξικότητα του δεν είναι αποτέλεσμα όλων των συστατικών του. Οι PLA2 οι οποίες 

εντοπίζονται στο δηλητήριο των περισσότερων φιδιών, αποτελούν από τις πιο 

θανατηφόρες τοξίνες και πιθανά συνιστούν έναν πολλά υποσχόμενο στόχο για 

παραγωγή αντιοφικού ορού ευρέως φάσματος. 
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Έχοντας λάβει λοιπόν υπόψιν τα δεδομένα για την τεχνολογία του αντιοφικού 

ορού και την ανάγκη για βελτίωση των μεθόδων παραγωγής του, αντικείμενο της 

παρούσας διατριβής αποτελεί ο ορθός σχεδιασμός και η ανάπτυξη κατάλληλων 

αντιδραστηρίων τα οποία μπορούν να επάγουν εξειδικευμένη δράση έναντι τοξινών 

εχιδνών, με στόχο να επεκταθεί η χρήση τους στην παραγωγή χαμηλού κόστους και 

άμεσης διαθεσιμότητας αντιοφικών ορών ή στην ανάπτυξη κατάλληλων τεχνολογιών 

απομάκρυνσης των τοξινών από το αίμα των ασθενών.  

Ο σχεδιασμός της μελέτης βασίστηκε στους παρακάτω άξονες: 1.Τη χρήση μόνο 

κλινικά σημαντικών τοξινών-αντιγόνων για ανοσοποίηση 2. Την παραγωγή 

αντισωμάτων έναντι τοξινών με μεγάλη εξειδίκευση και ευαισθησία 3. Τη μείωση 

ανεπιθύμητων παρενεργειών που προκαλούνται λόγω της φύσης των IgG 

αντισωμάτων. 4. Τις αρχές της ευζωίας των ζώων (3Rs – Replace, Reduce, Refine) 

Για την επίτευξη του σκοπού της διδακτορικής διατριβής εφαρμόστηκε η 

παρακάτω μεθοδολογία: 

1. Βιβλιογραφική μελέτη για την επιλογή της κατάλληλης τοξίνης από το δηλητήριο 

των εχιδνών και εύρεση των αμινοξικών αλληλουχιών σε βάσεις δεδομένων για 

τα είδη εχιδνών που αφορά η παρούσα διατριβή (V. Ammodytes, V. Berus). 

2. Μελέτη για την εύρεση των κατάλληλων επιτόπων των φωσφολιπασών Α2 των 

εχιδνών με σκοπό τη μέγιστη δυνατή ομολογία μεταξύ των φωσφολιπασών της 

οικογένειας των εχιδνών. Η μελέτη πραγματοποιήθηκε μέσω διάφορων 

υπολογιστικών προγραμμάτων για το προφίλ αντιγονικότητας, υδροφιλικότητας, 

επιφανειακής προσβασιμότητας και ευκαμψίας της αμινοξικής αλληλουχίας των 

τοξινών.  

3. Σύνθεση των επιλεγμένων επιτόπων σε στερεή φάση με την Fmoc/tBu 

στρατηγική. 

4. Σύνθεση ανοσογονικών συμπλεγμάτων διακλαδισμένης αρχιτεκτονικής. 

Πραγματοποιήθηκε πρόσδεση των συντεθειμένων πεπτιδίων, σε κατάλληλο 

πεπτιδικό φορέα ο οποίος μπορεί να προβάλλει τους επιτόπους για επαγωγή 

καλύτερης ανοσολογικής απόκρισης καθώς και μεγαλύτερη αναγνώριση του 

επιτόπου από το αντίσωμα κατά την προσρόφηση στο στερεό υπόστρωμα.  

5. Παραγωγή εξειδικευμένων αντισωμάτων μέσω ανοσοποίησης ορνίθων με τα 

ανοσογονικά συμπλέγματα. Πραγματοποιήθηκαν ανοσοποιήσεις τόσο 

μονοδύναμες (μεμονωμένα ανοσογόνα), όσο και πολυδύναμες (μίγμα 

ανοσογόνων).  

6. Ανάπτυξη κατάλληλων υλικών για τον καθαρισμό των αντισωμάτων (Sepharose-

AtxA128-137 και Sepharose-PLAVB128-137)  



 

51 
 

7. Ανάπτυξη δοκιμασιών ELISA για τον προσδιορισμό της ικανότητας 

εξουδετέρωσης των δηλητηρίων ομόλογων αλλά και ετερόλογων ειδών εχιδνών 

( V. Ammodytes, M. Xanthina, M. Schweizeri). 

Πίνακας 1. Πεπτίδια και υλικά που συντέθηκαν στην παρούσα διατριβή. 

 

 

Πεπτίδια/υλικά Σύντμηση 

ICH2CO-D128FLC(CH2NHCOCH3)KKESEK137-NH2 

CPSOC (3,9-Acm; 6,12- 

AtxA128-137) 

ICH2CO-S128SNC(CH2NHCOCH3)QENSDK137-NH2 

CPSOC (3,9-Acm; 6,12- 

PLAVB128-137) 

CH3CO-[K-Aib-C(3,9-CH2CONH2)]4-NH2 CPSOC(3,9-Acm) 

CH3CO-[K-Aib-C(3,9-Acm; 6,12-CH2CO-

D128FLC(Acm)KKESEK137)]4-NH2 

CPSOC (3,9-Acm; 6,12-

AtxA128-137) 

CH3CO-[K-Aib-C(3,9-Acm; 6,12-CH2CO- 

S128SNC(Acm)QENSDK137)]4-NH2 

CPSOC (3,9-Acm; 6,12-

PLAVB128-137) 

Sepharose-CH2CO- D128FLC(Acm)KKESEK137 Sepharose- AtxA128-137 

Sepharose-CH2CO- S128SNC(Acm)QENSDK137 Sepharose- PLAVB 128-137 
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10. Μέθοδοι, αντιδραστήρια και τεχνικές  

10.1. Σχεδιασμός πεπτιδίων 

Η επιλογή των πεπτιδικών επιτόπων προς σύνθεση έγινε με σκοπό την 

παραγωγή αντισωμάτων τα οποία θα έχουν τη δυνατότητα να αναγνωρίζουν τόσο 

ομόλογα όσο και ετερόλογα δηλητήρια εχιδνών. Τα πεπτιδικά ανάλογα συντέθηκαν με 

βάση: (1) Βιβλιογραφικά δεδομένα για τις ιδιότητες των τοξινών του δηλητηρίου των 

εχιδνών βάσει των οποίων οι φωσφολιπάσες Α2 αποτελούν από τις πιο επικίνδυνες 

τοξίνες και μπορούν να αποτελέσουν στόχο για παραγωγή αντιοφικού ορού ευρέως 

φάσματος, (2) Τη μέγιστη δυνατή ομολογία μεταξύ των φωσφολιπασών Α2 της 

οικογένειας των εχιδνών ώστε να υπάρχει διασταυρούμενη αντιδραστικότητα, (3) Την 

ελάχιστη δυνατή ομολογία μεταξύ φωσφολιπασών ανθρώπου και εχιδνών, (4) Την 

υδροφιλικότητα, την επιφανειακή προσβασιμότητα και την αντιγονικότητα τους (5) 

Βιβλιογραφικά δεδομένα για τις ιδιότητες κάθε τμήματος της αλληλουχίας των 

φωσφολιπασών Α2.  

10.2. Μελέτες ομολογίας και ανοσογονικότητας  

Για την παραγωγή κατάλληλων αντισωμάτων έναντι των PLA2 

πραγματοποιήθηκαν μελέτες ομολογίας τόσο μεταξύ των ειδών της ίδιας οικογένειας 

(ομόλογοι οργανισμοί) όσο και μεταξύ των επιλεγμένων φωσφολιπασών με αντίστοιχες 

ετερόλογων εχιδνών. Για την επίτευξη αυτού του σκοπού χρησιμοποιήθηκαν οι 

αλγόριθμοι BLASTP και FASTA149–158 οι οποίοι λειτουργούν με βάση υπολογιστικά 

προγράμματα, συγκρίνοντας την πρωτοταγή δομή των υπό μελέτη πρωτεϊνών. 

Η διαδικασία αυτή πραγματοποιήθηκε με τη χρήση υπολογιστικών εργαλείων 

πρόβλεψης αντιγονικότητας159, τα οποία επιτρέπουν τον εντοπισμό των ανοσογονικών 

περιοχών μιας πρωτεΐνης, βασιζόμενα σε: 

1. δεδομένα υδροφιλικότητας, που έχουν προκύψει από τους χρόνους 

κατακράτησης πεπτιδίων σε HPLC160, 

2. την επιφανειακή προσβασιμότητα161,162, 

3. την κλίμακα ευελιξίας, δηλαδή την κινητικότητα των επιμέρους τμημάτων της 

πρωτεΐνης163, 

4. την ανοσογονικότητα των 20 φυσικών αμινοξέων164–166, 

5. τα στοιχεία της δευτεροταγούς δομής των πρωτεϊνών, με έμφαση στην ικανότητα 

σχηματισμού β-στροφών167, 

6. τις φυσικοχημικές ιδιότητες των αμινοξέων και τη συχνότητα με την οποία 

απαντώνται σε πειραματικά τεκμηριωμένους επίτοπους168, 
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7. το μοντέλο Markov σε συνδυασμό με τη μέθοδο κλίμακας τάσης, που επιτρέπουν 

την πρόβλεψη της θέσης γραμμικών επιτόπων Β-κυττάρων169–171, καθώς και τον 

αλγόριθμο Random Forest172, προσαρμοσμένο ώστε να διαχωρίζει επιτοπικά και 

μη επιτοπικά αμινοξέα βάσει κρυσταλλικών δομών173, μέσω του οποίου 

προβλέπονται επίτοποι Β-κυττάρων από ακολουθίες πρωτεϊνών. 

10.3. Σχεδιασμός πεπτιδικού φορέα 

Λόγω του μικρού μήκους των συντεθειμένων πεπτιδίων χαρακτηριστικό που 

αποτελεί ανασταλτικό παράγοντα για την ανοσολογική απόκριση, απαραίτητη ήταν η 

πρόσδεση τους σε κατάλληλο φορέα. Για τον σκοπό αυτό, τροποποιήθηκε ο πεπτιδικός 

φορέας CPSOC ο οποίος είχε αναπτυχθεί προηγουμένως στο ερευνητικό εργαστήριο 

Χημείας Πεπτιδίων και Πρωτεϊνών του Τμήματος Χημείας του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων 

οδηγώντας στον σχεδιασμό του φορέα CPSOC(3,9-Acm). Η συγκεκριμένη τροποποίηση 

προέκυψε λόγω της δυσκολίας πρόσδεσης τεσσάρων επιτοπικών αντιγράφων, με 

αποτέλεσμα ο φορέας CPSOC(3,9-Acm) να φέρει προστατευτική ακεταμιδομεθυλομάδα 

σε δύο από τις τέσσερις κυστεΐνες του, ενώ οι υπόλοιπες δύο παραμένουν διαθέσιμες 

για την πρόσδεση των αντίστοιχων επιτόπων 

10.4. Αντιδραστήρια 

10.4.1. Διαλύτες 

Οι διαλύτες που χρησιμοποιήθηκαν στα διάφορα στάδια της σύνθεσης του 

πεπτιδίου είναι τα εξής: 

➢ Διχλωρομεθάνιο (DCM, >99.9% Fisher Scientific) 

➢ Διμέθυλοφορμαμίδιο (DMF >99.9% Fluka) για την απομάκρυνση των 

παραπροϊόντων κατά τα στάδια των εκπλύσεων της πεπτιδορητίνης. 

Φυλάσσεται σε σκοτεινό μέρος. 

Εικόνα 18. Σχηματική απεικόνιση του φορέα CPSOC(3,9-Acm) 
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➢ Τριφθοροξικό οξύ (TFA 99% Sigma–Aldrich) για την αποκοπή του πεπτιδίου από 

την ρητίνη και την απομάκρυνση των παράπλευρων προστατευτικών ομάδων κι 

των παράπλευρων αλυσίδων των αμινοξέων. 

➢ Πιπεριδίνη (99% Fluka) για την αποπροστασία της Fmoc ομάδας. 

➢ Διαιθυλαιθέρας (>99.8% Sigma – Aldrich) για την καταβύθιση του πεπτιδίου μετά 

την αποκοπή του πεπτιδίου από την ρητίνη. 

➢ Εξάνιο (n-hexane LAB-SCAN) που χρησιμοποιείται κατά την απομάκρυνση του 

τριφθοροξικού οξέος σε περστροφικό εξατμιστήρα. 

➢ Ακετονιτρίλιο (CH3CN >99.9% LAB-SCAN) κατά τον καθαρισμό του πεπτιδίου. 

➢ Τριϊσοπρόπυλοσιλάνιο (TIS 99% Fluka) ως μόριο παγίδα για την δέσμευση των 

καρβοκατιόντων που προκύπτουν κατά την αποκοπή του πεπτιδίου από την 

ρητίνη. 

➢ Ιωδοξικό οξύ (ICH2COOH) για την ιωδοακετυλίωση των πεπτιδίων. 

10.4.2. Αντιδραστήρια Σύζευξης 

❖ DIC, Fluka 

❖ HBTU, G.L Biochem 

❖ HOBt (βοηθητικό πυρηνόφιλο), G.L Biochem 

❖ HATU, G.L Biochem 

❖ TBTU, G.L Biochem 

Για την παρασκευή του διαλύματος του Test Kaiser χρησιμοποιήθηκαν τα εξής 

αντιδραστήρια: 

▪ Νινυδρίνη (Sigma-Aldrich) 

▪ Αιθανόλη(Fisher Sientific) 

▪ ΚCN 

▪ Φαινόλη 

▪ DIPEA, Merck 

10.4.3. Συσκευές και όργανα 

 Η πεπτιδική σύνθεση πραγματοποιήθηκε σε γυάλινο αντιδραστήρα (vessel) ο 

οποίος τοποθετήθηκε σε περιστροφικό αναδευτήρα. 

 Για την συμπύκνωση των διαλυμάτων χρησιμοποιήθηκε περιστροφικός 

ξηραντήρας (flash evaporator). 

 Για την παραλαβή στερεών προϊόντων χρησιμοποιήθηκε η συσκευής 

λυοφυλιοποίησης. 

 Για καλύτερη διαλυτοποίηση των δειγμάτων έγινε χρήση Vortex. 
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 Για τη λήψη φασμάτων μάζας και την ταυτοποίηση του Μοριακού Βάρους των 

προϊόντων, χρησιμοποιήθηκε το ESI-MS. 

 Ο καθαρισμός των προϊόντων πραγματοποιήθηκε με ημιπαρασκευαστική ή/και 

παρασκευαστική RP-HPLC, ενώ η καθαρότητά τους ελέγχθηκε με αναλυτική RP-

HPLC. 

10.5. Σύνθεση πεπτιδίων και ανοσογονικών συμπλεγμάτων 

10.5.1. Σύνθεση πεπτιδίων σε στερεή φάση 

Η σύνθεση των πεπτιδίων πραγματοποιήθηκε με βάση τις αρχές της πεπτιδικής 

σύνθεσης σε στερεή φάση κατά Merrifield ακολουθώντας τη μεθοδολογία της Fmoc/tBu 

στρατηγικής. Ως πολυμερικό υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε η ρητίνη Rink Amide [4-

(2΄,4΄-διμεθοξυ-φαινυλ-(9-φλουορενυλμεθοξυκαρβονυλ) αμινομεθυλ)-φαινοξυ] με 

αρχική υποκατάσταση 0,58 mmol ελεύθερων αμινομάδων/g ρητίνης174–176. Τα αμινοξέα 

προστέθηκαν στον πεπτικό σκελετό ως Να-Fmoc παράγωγα με προστατευμένες τις 

παράπλευρες αλυσίδες τους (Πίνακες 1, 2) . 

Πίνακας 2.Τα προστατευμένα αμινοξέα που χρησιμοποιήθηκαν στην σύνθεση του πεπτιδίου από την 
φωσφολιπάση Α2 της V. Ammodytes. 

Fmoc προστατευμένα αμινοξέα Μοριακό Βάρος 

Glu(OtBu)-OH 425,5 

Lys(Boc)-OH 468,5 

Ser(tBu)-OH 383,4 

Leu-OH 131,2 

Asp(OtBu)-OH 411,5 

Phe-OH 384,4 

Cys(Acm)-OH 414,5 

Πίνακας 3. Τα προστατευμένα αμινοξέα που χρησιμοποιήθηκαν στην σύνθεση του πεπτιδίου από την 
φωσφολιπάση Α2 της V. Berus. 

Fmoc προστατευμένα αμινοξέα Μοριακό Βάρος 

Glu(OtBu)-OH 425,5 

Lys(Boc)-OH 468,5 

Ser(tBu)-OH 383,4 

Asn(Trt)-OH 569,7 

Asp(OtBu)-OH 411,5 

Gln(Trt)-OH 610,7 

Cys(Acm)-OH 414,5 
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Η πειραματική πορεία για την σύνθεση των επιθυμητών πεπτιδίων 

πραγματοποιήθηκε ως εξής: Αρχικά προστέθηκε η ρητίνη σε vessel και ακολούθησε 

διόγκωση των κόκκων της ρητίνης με τους διαλύτες έκπλυσης: DMF/DCM/DMF (1x 

15’/1x15’/1x15’). Στη συνέχεια έλαβε χώρα η αποκοπή της Να-Fmoc προστατευτικής 

ομάδας της ρητίνης με διάλυμα 20% πιπεριδίνη/DMF και έκπλυση με τους διαλύτες 

DMF/DCM/DMF (3 x 1’). Για την ταυτοποίηση της απομάκρυνσης της Να-Fmoc 

προστατευτικής ομάδας πραγματοποιήθηκε ποιοτικός έλεγχος ύπαρξης ελεύθερων 

αμινομάδων, με το test Kaiser. Για το test, τοποθετήθηκαν ελάχιστοι κόκκοι σε 

δοκιμαστικό σωλήνα και προστέθηκαν μερικές σταγόνες των διαλυμάτων: (1) 2ml KCN 

0,001M σε 100ml πυριδίνη, (2) 5g νινυδρίνης σε 100ml αιθανόλης, (3) 400mg φαινόλης 

σε 100ml αιθανόλης. Ο δοκιμαστικός σωλήνας τοποθετήθηκε σε υδρόλουτρο (100ºC) 

για 30’’. Εμφάνιση μπλε κόκκων πιστοποιεί την ύπαρξη ελεύθερων αμινομάδων (θετικό 

test Kaiser).  

Η σύζευξη των αμινοξέων πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας ως 

αντιδραστήριο σύζευξης το DIC παρουσία HOBt σε αναλογία αμινοξύ/HOBt/DIC/ρητίνη: 

3/3/3/1. Και σε ορισμένες περιπτώσεις χρησιμοποιήθηκε ως αντιδραστήριο σύζευξης το 

DIEA σε αναλογία αμινοξύ/ HOBt/DIPEA/ρητίνη:3/3/6/1. Ως διαλύτης χρησιμοποιήθηκε 

το μίγμα DMF, DCM σε αναλογία 1:1. Το Fmoc-προστατευμένο αμινοξύ, το DIC και το 

HOBt, προστίθονταν στο μίγμα DMF/DCM και πραγματοποιούνταν ανάδευση για 20' σε 

παγόλουτρο (στην περίπτωση του DIPEA δεν απαιτείται παραμονή σε παγόλουτρο). 

Στη συνέχεια, το διάλυμα αυτό προστίθετο στο vessel και αναδευόταν για περίπου 3 

ώρες. Για την ταυτοποίηση της σύζευξης του αμινοξέος στη ρητίνη πραγματοποιούνταν 

Test Kaiser, στο οποίο δεν αναμενόταν χρωματισμός των κόκκων της ρητίνης (αρνητικό 

test). Σε περίπτωση που το Test Kaiser ήταν θετικό, ακολουθούσε επανάληψη της 

σύζευξης του αμινοξέος με το DIC ή με κάποιο ουρονικό παράγωγο. Η αποπροστασία 

της Να προστατευτικής ομάδας των αμινοξέων πραγματοποιήθηκε με κατεργασία της 

πεπτιδορητίνης με διάλυμα 20% πιπεριδίνη σε DMF για 1x2’ και 1x10‘. Στην περίπτωση 

που στην πεπτιδική αλυσίδα είχει γίνει προσθήκη του γλουταμινικού οξέος η κατεργασία 

με πιπεριδίνη έλαβε χώρα ως εξής: 1x2’, 1x4’ και 1x2’ για την αποφυγή σχηματισμού 

παραπροϊόντων. Με τον ίδιο τρόπο ακολούθησε η προσθήκη των υπόλοιπων αμινοξέων 

μέχρι την σύνθεση της επιθυμητής πεπτιδικής αλυσίδας. Μετά την προσθήκη του 

τελευταίου αμινοξέος η ρητίνη συλλέχθηκε και τοποθετήθηκε σε ξηραντήρα κενού μέχρι 

τη λήψη σταθερού βάρους. 

10.5.2. Ιωδοακετυλίωση πεπτιδίων 

Από την συνολική ποσότητα της πεπτιδορητίνης που συλλέχθηκε, ένα μέρος 

χρησιμοποιήθηκε για ιωδοακετυλίωση. Αρχικά πραγματοποιήθηκε αποκοπή της 
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προστατευτικής ομάδας Fmoc με διάλυμα 20% πιπεριδίνη/ DMF και έκπλυση με τους 

διαλύτες DMF/DCM/DMF (3 x 1’). Στη συνέχεια, η ιωδοακετυλίωση των πεπτιδίων 

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση ιωδοξικού οξέος (ICH2COOH) παρουσία DIC ως 

αντιδραστηρίου σύζευξης σε αναλογία ICH2COOH/ DIC/ρητίνη: 10/10/1. Ως διαλύτης της 

αντίδρασης επιλέχθηκε το μίγμα DCM/DMF σε αναλογία 1:1. Το μίγμα τοποθετήθηκε σε 

vessel το οποίο είχε καλυφθεί με αλουμινόχαρτο λόγω της παρουσίας ιωδίου και η 

αντίδραση διήρκησε περίπου 3 ώρες. Στη συνέχεια έλαβε χώρα το test Kaiser, το οποίο 

όμως στην περίπτωση των ιωδοακέτυλο-πεπτιδίων δεν δίνει πάντα αξιόπιστα 

αποτελέσματα, πιθανότατα λόγω ευαισθησίας της ιωδοακέτυλο ομάδας στη θέρμανση. 

Για το λόγο αυτόν το διάλυμα της ιωδοακετυλίωσης προστέθηκε εκ νέου στο vessel και 

η αντίδραση αφέθηκε overnight. 

10.5.3. Αποκοπή πεπτιδίου από την ρητίνη 

Μετά την ιωδοακετυλίωση, η πεπτιδορητίνη συλλέχθηκε σε ποτήρι ζέσης αφού 

είχε ξηραθεί με διαιθυλεθαιθέρα, και τοποθετήθηκε σε ξηραντήρα μέχρι σταθερού 

βάρους. Το τελικό στάδιο ήταν η αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη και η ταυτόχρονη 

απομάκρυνση των προστατευτικών ομάδων των παράπλευρων αλυσίδων των 

αμινοξέων. Η αποκοπή πραγματοποιήθηκε με κατεργασία της πεπτιδορητίνης με TFA, 

DMB και TIS. Η πεπτιδορητίνη και το διάλυμα αποκοπής μεταφέρθηκαν σε σφαιρική 

φιάλη και αφέθηκαν υπό ανάδευση για 3-4 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου. Η σφαιρική 

φιάλη ήταν καλυμμένη με αλουμινόχατο κατά τη διάρκεια της αντίδρασης καθώς υπάρχει 

Ι2 το οποίο είναι φωτοευαίσθητο.  

Μετά το τέλος της αντίδρασης το διάλυμα διηθήθηκε σε κωνική φιάλη κενού και 

έγινε έκπλυση της σφαιρικής με DCM/εξάνιο (1:1). Το διάλυμα που προέκυψε 

μεταφέρθηκε ποσοτικά σε σφαιρική φιάλη και ακολούθησε εξάτμιση στον περιστροφικό 

εξατμιστήρα μέχρι να ληφθεί ελαιώδες προϊόν και να απομακρυνθεί το TFA. Στη 

συνέχεια προκειμένου να καταβυθιστεί το πεπτίδιο έγινε προσθήκη παγωμένου αιθέρα 

στο διάλυμα και τοποθετήθηκε στην κατάψυξη για τουλάχιστον 1,5 ώρα. Το πεπτίδιο 

διηθήθηκε με εκπλύσεις παγωμένου αιθέρα και παραλήφθηκε με προσθήκη οξικού 

οξέος 2Ν. Στο διάλυμα προστέθηκε νερό και τοποθετήθηκε στην συσκευή 

λυοφυλιοποίησης. Το στερεό προϊόν συλλέχθηκε για να ακολουθήσει ο καθαρισμός και 

η ταυτοποίηση του με κατάλληλες τεχνικές. 

10.6. Σχηματισμός Θειοαιθερικού Δεσμού 

Ο θειοαιθερικός δεσμός πραγματοποιήθηκε σε υγρή φάση, και σχηματίστηκε 

μεταξύ των ιωδοακετυλιωμένων πεπτιδίων και του ολιγοπετιδικού φορέα που έχει 

αναπτυχθεί στο Εργαστήριο Χημείας Πεπτιδίων του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων, CPSOC 
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(3,9 Acm). Αρχικά το ιωδοακετυλιωμένο πεπτίδιο τοποθετήθηκε σε μία μικρή σφαιρική 

φιάλη και διαλύθηκε σε μίγμα H2O/ACN (1:1) και το pH ρυθμίστηκε με DIPEA (pH≅8) . 

Στη συνέχεια η φιάλη καλύφθηκε με ειδικό πλαστικό επίθεμα διαμέσου του οποίου 

διοχετευόταν αέριο άζωτο ώστε να επιτευχθούν αδρανείς συνθήκες. Σταδιακά σε μικρές 

ποσότητες και ανά 20' περίπου, προστέθηκε ο φορέας και η αντίδραση 

πραγματοποιήθηκε υπό συνθήκες σκότους, ώστε να προστατευθούν τα φωτοευαίσθητα 

ιωδοανάλογα.  

Η αντίδραση τερματίστηκε στις 4 περίπου ώρες, οξινίζοντας το διάλυμα με την 

προσθήκη φορμικού οξέος (pH≅3). Το διάλυμα συλλέχθηκε ποσοτικά σε φιαλίδιο 

λυοφυλιοποίησης και τοποθετείται στη συσκευή λυοφυλιοποίησης. Αφού ληφθεί το 

προϊόν σε στερεή μορφή, καθαρίζεται με RP-HPLC ημιπαρασκευαστική και τα 

προκύπτοντα κλάσματα ταυτοποιούνται με φασματοσκοπία μάζας ESI-MS. Τέλος, 

ακολουθεί ξανά λυοφυλιοποίηση ώστε να ληφθεί το επιθυμητό προϊόν σε στερεή μορφή. 

10.7. Ταυτοποίηση και καθαρισμός  

Η ταυτοποίηση και ο καθαρισμός των τελικών προϊόντων πραγματοποιήθηκε με 

Orbitrap MS και ημιπαρασκευαστική ή παρασκευαστική RP-HPLC αντίστοιχα. Για τον 

καθαρισμό των πεπτιδίων καθώς και των συμπλεγμάτων, το σύστημα έκλουσης 

διαλυτών που χρησιμοποιήθηκε ήταν H2O (0,1%TFA) /CH3CN (0,1%TFA) για 30'. Οι 

στήλες που χρησιμοποιήθηκαν για τον καθαρισμό με ημιπαρασκευαστική και 

παρασκευαστική RP-HPLC ήταν η C18 Discovery 25cm x 10mm, 5μm και η C18 

Interchrom 25cm x 21,2 mm αντίστοιχα. Η ταχύτητα ροής ήταν 20 ml/minγια την 

παρασκευαστική και 5 ml/min για την ημιπαρασκευαστική. Ο έλεγχος της καθαρότητας 

πραγματοποιήθηκε με αναλυτική RP-HPLC και στήλη Supelco C18 Discovery 25cm x 

10mm, 5μm με το σύστημα έκλουσης διαλυτών που αναφέρθηκε παραπάνω, ταχύτητα 

ροής 1ml/min. Το μήκος κύματος που επιλέχθηκε ήταν 214 nm. 

 Η ταυτοποίηση τόσο των πεπτιδίων όσο και των συμπλεγμάτων 

πραγματοποιήθηκε μέσω HR-ESI-MS (Thermo Scientific LTQ Orbitrap XL™). Για την 

ανάλυση τα πεπτίδια καθώς και τα συμπλέγματα διαλύθηκαν σε H₂O/0,1% φορμικό οξύ 

σε συγκέντρωση 2ppm.  

10.7.1. Φασματοσκοπία NMR  

Τα πειράματα NMR για τα πεπτιδικά ανάλογα πραγματοποιήθηκαν σε 

φασματογράφο Bruker Avance σε συχνότητα 500,13 MHz. Πραγματοποιήθηκαν τόσο 

1D όσο και 2D πειράματα (¹H, ¹H–¹H TOCSY, ¹H–¹H COSY, ¹H–¹H NOESY) σε διάλυμα 

H₂O:D₂O 9:1 (v/v), σε συγκέντρωση 5 mM και θερμοκρασία T = 298 K. Η επεξεργασία 

των φασμάτων έγινε με το λογισμικό Topspin 4.2. 
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10.8. Σύνθεση των υλικών Sepharose-AtxA128-137 και Sepharose-

PLAVB128-137 

Στάδιο1ο – Απομάκρυνση της θειοπυριδινικής ομάδας 

Η σεφαρόζη (Thiopropyl Sepharose 6B) μεταφέρθηκε σε σωλήνα Falcon και 

αφέθηκε να διογκωθεί σε απιονισμένο νερό, σε αναλογία 200 mL/g υλικού, μέχρι την 

πλήρη απόκτηση της χαρακτηριστικής μορφής gel. Το υπερκείμενο νερό 

απομακρύνθηκε και η διαδικασία διόγκωσης επαναλήφθηκε συνολικά πέντε φορές, με 

χρονικό διάστημα 5 λεπτών μεταξύ των επαναλήψεων, ώστε να εξασφαλιστεί η πλήρης 

ενυδάτωση του υλικού. 

Στη συνέχεια, το gel φυγοκεντρήθηκε στα 3000 g για 5 λεπτά στους 10 °C και το 

υπερκείμενο διάλυμα απομακρύνθηκε προσεκτικά με πιπέτα. Ακολούθως, 

πραγματοποιήθηκε αναδιασπορά του gel σε διάλυμα 1% (w/v) DTT σε 0,3 M NaHCO₃, 

το οποίο περιείχε 1 mM EDTA (pH 8,4) [Διάλυμα 1], σε επαρκή ποσότητα ώστε να 

καλύπτεται πλήρως το υλικό. Το εναιώρημα αφέθηκε υπό συνεχή ήπια ανάδευση για 45 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, προκειμένου να ολοκληρωθεί η απομάκρυνση της 

θειοπυριδινικής ομάδας. 

Μετά το πέρας της επώασης, το gel φυγοκεντρήθηκε εκ νέου (3000 g, 10 λεπτά, 

10 °C) και το υπερκείμενο διάλυμα απομακρύνθηκε. Ακολούθησε αναδιασπορά και 

έκπλυση του gel με διάλυμα 0,1 M CH₃COOH, το οποίο περιείχε 0,5 M NaCl και 1 mM 

EDTA [Διάλυμα 2], σε αναλογία 400 mL διαλύματος ανά g σεφαρόζης. Η επιτυχία της 

αντίδρασης επιβεβαιώθηκε με φασματοσκοπία UV στα 343 nm, μέσω της ανίχνευσης 

του σχηματισμού του προϊόντος 2-θειοπυριδόνη. 

 

Εικόνα 19. Η αντίδραση της thiopropyl sepharose 6B με το DTT και σχηματισμός της 2-
θειοπυριδόνης. 
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Στάδιο 2ο – Σύζευξη του πεπτιδίου IAc- AtxA128-137 ή IAc- PLAVB128-137 στη 

σεφαρόζη  

Μετά την ολοκλήρωση του πρώτου σταδίου, το gel εκπλύθηκε με διάλυμα 0,05 

M Tris buffer που περιείχε 5 mM EDTA (pH 8,5) [Διάλυμα 3], σε όγκο ίσο με 15 × Vστήλης 

και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκε για την πλήρη απομάκρυνση του διαλύματος 

έκπλυσης. 

Στη συνέχεια, προστέθηκε το πεπτίδιο IAc- AtxA128-137 ή IAc- PLAVB128-137 στη 

σεφαρόζη το οποίο είχε προηγουμένως διαλυθεί στο Διάλυμα 3 σε τελική συγκέντρωση 

5 mg/mL. Το μίγμα επωάστηκε για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου, προκειμένου να 

πραγματοποιηθεί η σύζευξη του πεπτιδίου με τη σεφαρόζη. Μετά την ολοκλήρωση της 

επώασης, το gel εκπλύθηκε εκ νέου με το Διάλυμα 3 (5 × Vστήλης), ώστε να 

απομακρυνθεί τυχόν μη δεσμευμένο πεπτίδιο. Το τελικό προϊόν αποθηκεύτηκε στο 

διάλυμα έκπλυσης στους 4 °C έως την περαιτέρω χρήση του. 

10.9. Ανοσοποιήσεις 

Τα πεπτιδικά συμπλέγματα χρησιμοποιήθηκαν για την ανοσοποίηση oρνιθων 

ακολουθώντας τα παρακάτω δύο πρωτόκολλα. Πριν την πρώτη ανοσοποίηση, και στα 

δύο πρωτόκολλα, έγινε συλλογή αυγών τα οποία αποτέλεσαν τους αρνητικούς μάρτυρες 

για τις δοκιμασίες ELISA που πραγματοποιήθηκαν στην συνέχεια. 

10.9.1. 1ο πρωτόκολλο ανοσοποιήσεων 

Η ανοσοποίηση πραγματοποιήθηκε σε μία όρνιθα χρησιμοποιώντας το 

σύμπλεγμα CPSOC(3,9-Acm;6,12-DFLC(Acm)KKESEK). 

1. Κατά την πρώτη ανοσοποίηση το ανοσογονικό συμπλέγμα κατεργάστηκε με το 

πλήρες ανοσοενισχυτικό του Freund (Complete Freund’s Adjuvant, CFA) και η 

ανοσοποίηση έγινε ενδομυϊκά σε τέσσερα σημεία του στήθους του ζώου. 

Συγκεκριμένα 0,3 mg του ανοσογόνου διαλύθηκαν σε 1 ml CFA και νερού σε 

αναλογία 1:1 Μετά την πρώτη ανοσοποίηση και μόλις η όρνιθα παρήγαγε αυγά 

αυτά συλλέχθηκαν. 

Εικόνα 20. Αντίδραση σύζευξης του ιωδοακετυλιωμένου πεπτιδίου στη σεφαρόζη. 
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2. 21 ημέρες αργότερα πραγματοποιήθηκε η δεύτερη ανοσοποίηση με τη χρήση 

του ατελούς ανοσοενισχυτικού του Freund (Incomplete Freund’s Adjuvant, IFA). 

Η ανοσοποίηση έγινε με 0,1 mg του ανοσογόνου σε 1 ml IFA και νερού σε 

αναλογία 1:1. Μετά από μερικές ημέρες συλλέχθηκαν τα αυγά. 

3. Δεκαπέντε ημέρες μετά τη δεύτερη ανοσοποίηση ακολούθησε τρίτη 

ανοσοποίηση, η οποία πραγματοποιήθηκε με τον ίδιο τρόπο. 

4. Έπειτα από ένα μήνα πραγματοποιήθηκε μια ενισχυτική τέταρτη δόση με τον 

τρόπο που είχε πραγματοποιηθεί η πρώτη ανοσοποίηση. 

5. Τέλος, μετά από 15 μήνες πραγματοποιήθηκε και μια αναμνηστική ανοσοποίηση 

με δόση 1mg/ml. 

10.9.2. 2ο πρωτόκολλο ανοσοποιήσεων 

Η ανοσοποίηση έγινε σε ένα ζώο χρησιμοποιώντας μίγμα των δύο ανοσογονικών 

συμπλεγμάτων CPSOC (3,9-Acm;6,12-DFLC(Acm)KKESEK) και CPSOC (3,9-

Acm;6,12- SSNC(Acm)QENSDK). 

1. Κατά την πρώτη ανοσοποίηση τα ανοσογονικά συμπλέγματα κατεργάστηκαν με 

το πλήρες ανοσοενισχυτικό του Freund (Complete Freund’s Adjuvant, CFA) και 

η ανοσοποίηση έγινε ενδομυϊκά σε τέσσερα σημεία του στήθους του 

κοτόπουλου. Συγκεκριμένα 0,3 mg μίγματος των δύο ανοσογονικών 

συμπλεγμάτων διαλύθηκαν σε 1 ml CFA και νερού σε αναλογία 1:1 Μετά την 

πρώτη ανοσοποίηση και μόλις η όρνιθα παρήγαγε αυγά αυτά συλλέχθηκαν. 

2. Στη συνέχεια, 21 ημέρες μετά την πρώτη ανοσοποίηση, πραγματοποιήθηκε η 

δεύτερη ανοσοποίηση με το ατελές ανοσοενισχυτικό του Freund (Incomplete 

Freund’s Adjuvant, IFA). Η ανοσοποίηση έγινε με 0,1 mg των πεπτιδικών 

αναλόγων τα οποία διαλύθηκαν σε 1 ml IFA και νερού σε αναλογία 1:1. Μετά 

από μερικές ημέρες συλλέχθηκαν τα αυγά. 

3. Δύο εβδομάδες αργότερα ακολούθησε τρίτη ανοσοποίηση, η οποία 

πραγματοποιήθηκε με τον ίδιο τρόπο. 

4. Έπειτα, από δύο περίπου μήνες χορηγήθηκε μια ενισχυτική τέταρτη δόση 

σύμφωνα με τον τρόπο που είχε πραγματοποιηθεί η πρώτη ανοσοποίηση. 

5. Τέλος μετά από 15 μήνες πραγματοποιήθηκε μια αναμνηστική ανοσοποίηση με 

δόση 1mg/ml. 

10.9.3. Απομόνωση Του IgY 

Για την απομόνωσης του IgY από τον κρόκο αυγού χρησιμοποιήθηκε το 

παρακάτω πρωτόκολλο177: 
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 Το κέλυφος των αυγών ραγίζεται προσεκτικά και ο κρόκος μεταφέρεται σε ένα 

ειδικό κουτάλι και πλένεται με νερό προκειμένου να απομακρυνθεί όσο δυνατόν 

περισσότερο ασπράδι. 

 Ο κρόκος μεταφέρεται προσεκτικά πάνω σε ένα διηθητικό χαρτί και με κυκλικές 

κινήσεις απομακρύνονται τα υπολείμματα του ασπραδιού. 

 Με μια βελόνα, διαρρηγνύεται η μεμβράνη του κρόκου προκειμένου να 

απελευθερωθεί το εσωτερικό του και να μεταφερθεί σε πλαστικό σωλήνα (falcon) 

των 50 ml. Καταγράφεται ο όγκος. Προστίθεται διάλυμα PBS (pH 7,2) σε όγκο 

διπλάσιο του κρόκου (V PBS =2Vκ) και μετά προστίθεται 3,5% PEG 

(Polyethylene Glycol) 6000 κονιοποιημένο επί του συνολικού όγκου. 

 Ακολουθεί καλή ανάδευση του δείγματος και χρήση Vortex για 30΄΄και 

φυγοκέντρηση στους 4°C για 20 λεπτά (10.000 rpm). 

 Το υπερκείμενο, που θα πρέπει να είναι διαυγές, διηθώντας το με πτυχωτό ηθμό, 

αποχύνεται σε νέο δοκιμαστικό κύλινδρο και καταγράφεται ο όγκος του. 

 Προστίθεται 8,5% PEG 6000 επί του όγκου που καταγράφηκε. 

 Ακολουθεί καλή ανάδευση του δείγματος και χρήση Vortexer για 30΄΄και 

φυγοκέντρηση στους 4°C για 20 λεπτά (10.000 rpm). 

 Απορρίπτεται το υπερκείμενο και το ίζημα διαλύεται σε 1ml PBS με τη βοήθεια 

γυάλινης ράβδου και Vortexer. 

 Προστίθεται επιπλέον PBS μέχρι τελικό όγκο 10ml. Προστίθεται 12% PEG 6000 

ακολουθεί καλή ανάδευση του δείγματος και χρήση Vortex για 30΄΄και 

φυγοκέντρηση στους 4°C για 20 λεπτά (10.000 rpm). 

 Απορρίπτεται το υπερκείμενο ενώ το ίζημα διαλύεται σε τελικό όγκο 1,2 ml PBS. 

10.10. Καθαρισμός των IgY αντισωμάτων 

10.10.1. Διαπίδυση 

Τα αντισώματα που απομονώθηκαν, καθαρίστηκαν στη συνέχεια με τη μέθοδο 

της διαπίδυσης για την απομάκρυνση μη σχετικών πρωτεϊνών, αλάτων ή και τυχόν 

υπολειπόμενου PEG 6000 στο διάλυμα. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε ημιπερατή 

μεμβράνη (cutoff 50kDa), τα άκρα της έκλεισαν προσεκτικά ώστε να μην υπάρχουν 

διαρροές και η μεμβράνη εμβαπτίστηκε σε ποτήρι ζέσεως που περιείχε νερό και 

μαγνητάκι. Το διάλυμα αφέθηκε υπό ανάδευση για 2 ώρες και έπειτα το εξωτερικό 

διάλυμα απορρίφθηκε και η διαδικασία επαναλήφθηκε αφήνοντας την ανάδευση για 24 

ώρες και έπειτα για ακόμη 2 ώρες. Τέλος η μεμβράνη ανοίχτηκε προσεκτικά και το 

περιεχόμενο παραλήφθηκε με τη χρήση πιπέτας και τοποθετήθηκε σε Eppendorf για 

αποθήκευση στους -20℃ ή για λυοφιλίωση.  
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10.10.2. Χρωματογραφία συγγένειας 

Αρχικά παρασκευάστηκαν τα ακόλουθα ρυθμιστικά διαλύματα: 

1. Διάλυμα Έκπλυσης: 0,605 g Tris base, 1,17 g NaCl, 0,0037 g EDTA διαλύθηκαν 

σε 250 ml H2O (pH 7).  

2. Αλκαλικό Διάλυμα: 12,11 g Tris base διαλύθηκαν σε 250 ml H2O (pH 8,5). 

3. Διάλυμα Έκλουσης: 0,75 g Gly διαλύθηκαν σε 250 ml H2O (pH 2,8).  

Το τροποποιημένο gel σεφαρόζης τοποθετήθηκε σε ειδικό πλαστικό σωλήνα με 

ηθμό και εξισορροπήθηκε με ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης μέσω πέντε διαδοχικών 

εκπλύσεων διάρκειας 5 λεπτών η καθεμία, με απομάκρυνση του υπερκείμενου 

διαλύματος με διήθηση.  

Στη συνέχεια, 1 mg λυοφιλιοποιημένου αντισώματος διαλύθηκε σε 1 mL του ίδιου 

ρυθμιστικού διαλύματος προστέθηκε στο gel και αφέθηκε να αλληλεπιδράσει υπό 

στατικές συνθήκες, ακολουθούμενο από διήθηση. Η διαδικασία φόρτωσης 

επαναλήφθηκε συνολικά πέντε φορές, ώστε να μεγιστοποιηθεί η πρόσδεση του 

αντισώματος στο gel. Μετά την ολοκλήρωση της φόρτωσης, το διάλυμα απομακρύνθηκε 

με διήθηση και συλλέχθηκε σε κατάλληλο σωλήνα τύπου Falcon, ενώ αμέσως η στήλη 

εκπλύθηκε με ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης όγκου ίσου με πέντε φορές τον όγκο της 

στήλης (5 × V στήλης). Ακολούθως, προστέθηκε το ρυθμιστικό διάλυμα έκλουσης και τα 

εκλουόμενα κλάσματα συλλέχθηκαν σε ξεχωριστά Eppendorf, τα οποία περιείχαν 

αλκαλικό ρυθμιστικό διάλυμα όγκου ίσου με το 1/10 του όγκου της στήλης, ώστε να 

επιτευχθεί άμεση εξουδετέρωση του όξινου pH. Η έκλουση πραγματοποιήθηκε με ρυθμό 

ροής 1 mL/min.  

Μετά την ολοκλήρωση της έκλουσης, η στήλη εκπλύθηκε εκ νέου με ρυθμιστικό 

διάλυμα έκπλυσης (5 × V στήλης) και αποθηκεύτηκε στους 4 °C σε υδατικό διάλυμα 

αιθανόλης 20% (v/v). Τα κλάσματα αραιώθηκαν με απεσταγμένο νερό σε αναλογία 1:5 

(v/v) και η συγκέντρωση τους προσδιορίστηκε φασματοφωτομετρικά με μέτρηση της 

απορρόφησης στα 280 nm. 

10.11. Δοκιμασίες ELISA 

Μετά την ολοκλήρωση των ανοσοποιήσεων αναπτύχθηκαν δοκιμασίες ELISA, 

με στόχο τη διερεύνηση της ικανότητας αναγνώρισης των παραχθέντων αντισωμάτων 

από τα αντίστοιχα ανοσογονικά συμπλέγματα καθώς και έναντι των διαθέσιμων 

δηλητηρίων εχιδνών. Στη συνέχεια παρουσιάζονται τα στάδια και τα διαλύματα που 

χρησιμοποιήθηκαν σε όλες τις δοκιμασίες ELISA. 

Διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν στις δοκιμασίες ELISA: 
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➢ Coating Buffer: 1,59 g Na2CO3, 2,93 g NaHCO3 και 0,20 g NaN3 σε 1 L Η2Ο (pH 

9.6) 

➢ Stock PBS (10x) : 160 g NaCl, 4 g KCl, 4 g KH2PO4, 24g Na2HPO4 x 2H2O σε 2 

L Η2Ο (pH 7.2) 

➢ Διάλυμα PBS: 1/10 v/v αραίωση του Stock PBS (10x) 

➢ Διάλυμα 3% (w/v) σκόνη γάλακτος σε PBS (διάλυμα έκπλυσεων) 

➢ Stock ανοσογονικού συμπλέγματος: 1 mg συμπλέγματος διαλύθηκε σε 1 ml H2O 

➢ Διάλυμα Α: Peroxidase Substrate TMB/H2O (1:1, v/v) 

➢ Διάλυμα B: Peroxide Solution H2O2/H2O (1:1, v/v) 

➢ Διάλυμα H2SO4 2M: 54 ml πυκνού H2SO4 αραιώθηκαν με 446 ml Η2Ο. Το 

διάλυμα αποθηκεύτηκε σε γυάλινο μπουκάλι (RT) 

Τα στάδια που ακολουθήθηκαν ανάλογα με τον τύπο ELISA ήταν τα εξής: 

10.11.1. Έμμεση ELISA: 

Στάδιο 1°: Επίστρωση του τρυβλίου (Coating) 

Το τρυβλίο (NUNC), επιστρώθηκε είτε με τα ανοσογονικά συμπλέγματα είτε με 

ένα από τα διαθέσιμα δηλητήρια, διαλυμένα σε PBS (100μΙ/ well). Ακολούθησε επώαση 

2 ώρες στους 37οC. Μετά τη ολοκλήρωση της διαδικασίας πραγματοποιήθηκαν 

διαδοχικές εκπλύσεις, με διάλυμα 3% σκόνης γάλακτος σε PBS (5 φορές: 4x200 

μΙ,1x400 μΙ). 

Στάδιο 2°: Κάλυψη των μη ειδικών θέσεων προσρόφησης (Blocking) 

Το μπλοκάρισμα των μη ειδικών θέσεων προσρόφησης, πραγματοποιήθηκε 

κατόπιν επώασης με διάλυμα 3% σκόνης γάλακτος σε PBS (200μΙ/ well), για 2 ώρες σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησαν οι απαραίτητες εκπλύσεις με το αντίστοιχο 

διάλυμα έκπλυσης (5 φορές: 4x200 μΙ,1x400 μΙ). 

Στάδιο 3°: Προσθήκη αντισώματος 

Προσθήκη των αντίστοιχων αντισωμάτων που απομονώθηκαν από τον κρόκο 

αβγών ανοσοποιημένης όρνιθας, σε διάφορες αραιώσεις, σε διάλυμα 3% σκόνης 

γάλακτος/PBS (w/v) (100μΙ/ well). Ακολούθησε επώαση 2 ώρες στους 37ºC. 

Ακολούθησαν οι απαραίτητες εκπλύσεις με το αντίστοιχο διάλυμα έκπλυσης (5 φορές: 

4x200 μΙ,1x400 μΙ). 

Στάδιο 4°: Προσθήκη επισημασμένου με υπεροξειδάση αντισώματος (anti-

chicken IgG) 
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Το επόμενο βήμα της διαδικασίας περιελάμβανε την προσθήκη ενός δεύτερου 

επισημασμένου με υπεροξειδάση αντισώματος (anti-chicken IgG (H+L). Η επώαση με 

το συγκεκριμένο αντι-αντίσωμα πραγματοποιήθηκε για 2 ώρες στους 37ºC. Μετά την 

ολοκλήρωση και αυτού του σταδίου, διεξήχθησαν οι απαραίτητες εκπλύσεις. 

Στάδιο 5°: Ενζυμική αντίδραση 

Η μέτρηση της ενζυμικής δράσης, έγινε με τη χρήση του ειδικού υποστρώματος, 

της 3,3’,5,5’-τετραμέθυλο βενζιδίνης (ΤΜΒ substrate kit, Pierce) (100μΙ/well). Η 

αντίδραση έλαβε χώρα για περίπου 10 λεπτά σε σκoτάδι και τερματίστηκε με διάλυμα 

θειικού οξέος 2Μ. Οι μετρήσεις των ELISA δοκιμασιών πραγματοποιήθηκαν σε 

φωτόμετρο στα 450nm. 

10.11.2. ELISA sandwich: 

Στάδιο 1°: Επίστρωση του τρυβλίο (Coating) 

Το τρυβλίο (NUNC), επιστρώθηκε με αντιοφικό ορό διαλυμένο σε PBS (100μΙ/ 

well). Ακολούθησε επώαση 2 ώρες στους 37ºC. Μετά τη ολοκλήρωση της διαδικασίας 

πραγματοποιήθηκαν διαδοχικές εκπλύσεις, με διάλυμα 3% σκόνης γάλακτος σε PBS (5 

φορές: 4x200 μΙ,1x400 μΙ). 

Στάδιο 2°: Κάλυψη των μη ειδικών θέσεων προσρόφησης (Blocking) 

Το μπλοκάρισμα των μη ειδικών θέσεων προσρόφησης, πραγματοποιήθηκε 

κατόπιν επώασης με διάλυμα 3% σκόνης γάλακτος σε PBS (200μΙ/ well), για 2 ώρες σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησαν οι απαραίτητες εκπλύσεις με το αντίστοιχο 

διάλυμα έκπλυσης (5 φορές: 4x200 μΙ,1x400 μΙ). 

Στάδιο 3°: Προσθήκη δηλητηρίου 

Προσθήκη των αντίστοιχων διαθέσιμων δηλητηρίων σε διάφορες αραιώσεις, σε 

διάλυμα 3% σκόνης γάλακτος/PBS (w/v) (100μΙ/ well). Ακολούθησε επώαση 2 ώρες 

στους 37 οC. Ακολούθησαν οι απαραίτητες εκπλύσεις με το αντίστοιχο διάλυμα 

έκπλυσης (5 φορές: 4x200 μΙ,1x400 μΙ). 

Στάδιο 4°: Προσθήκη αντισωμάτων  

Προσθήκη των αντίστοιχων αντισωμάτων που απομονώθηκαν από τον κρόκο 

αβγών ανοσοποιημένης όρνιθας, σε διάφορες αραιώσεις, σε διάλυμα 3% σκόνης 

γάλακτος/PBS (w/v) (100μΙ/ well). Ακολούθησε επώαση 2 ώρες στους 37 οC.. 
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Ακολούθησαν οι απαραίτητες εκπλύσεις με το αντίστοιχο διάλυμα έκπλυσης (5 φορές: 

4x200 μΙ,1x400 μΙ). 

Στάδιο 5ο: Προσθήκη επισημασμένου με υπεροξειδάση αντισώματος (anti-

chicken IgG) 

Το επόμενο βήμα της διαδικασίας περιελάμβανε την προσθήκη ενός δεύτερου 

επισημασμένου με υπεροξειδάση αντισώματος (anti-chicken IgG (H+L). Η επώαση με 

το συγκεκριμένο αντι-αντίσωμα πραγματοποιήθηκε για 2 ώρες στους 37 οC. Μετά την 

ολοκλήρωση και αυτού του σταδίου, διεξήχθησαν οι απαραίτητες εκπλύσεις. 

Βήμα 6°: Ενζυμική αντίδραση 

Η μέτρηση της ενζυμικής δράσης, έγινε με τη χρήση του ειδικού υποστρώματος, 

της 3,3’,5,5’-τετραμέθυλο βενζιδίνης (ΤΜΒ substrate kit, Pierce) (100μΙ/well). Η 

αντίδραση έλαβε χώρα για περίπου 10 λεπτά σε σκoτάδι και τερματίστηκε με διάλυμα 

θειικού οξέος 2Μ. Οι μετρήσεις των ELISA δοκιμασιών πραγματοποιήθηκαν σε 

φωτόμετρο στα 450nm. 
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11. Αποτελέσματα 

11.1. Μελέτες ομολογίας 

Από τις μελέτες ομολογίας των πρωτεϊνικών αλληλουχιών των φωσφολιπασών  

μέσω του fasta blast αλγορίθμου προέκυψε ότι η φωσφολιπάση Α2 της V. berus 

(P31854) παρουσιάζει υψηλό βαθμό ομολογίας με τις υπόλοιπες φωσφολιπάσες της 

οικογένειας, στις περισσότερες περιπτώσεις σε ποσοστό άνω του 60% (Eικόνα 21). 

Αντίστοιχα, η φωσφολιπάση Α2 της V. ammodytes (P00626) εμφανίζει επίσης υψηλή 

ομολογία με σχεδόν όλες τις φωσφολιπάσες και σε αρκετές περιπτώσεις άνω του 70% 

(Eικόνα 22). Επιπλέον, η ομολογία μεταξύ των φωσφολιπασών της V. Berus και της V. 

Ammodytes ανέρχεται στο 60% (Eικόνα 23). 

Εικόνα 21. Συστοίχιση της φωσφολιπάσης της V. Berus (P 31854) με τις υπόλοιπες φωσφολιπάσες της 

οικογένειας. 
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Εικόνα 23. Συστοίχιση της φωσφολιπάσης του V. ammodytes (P00626) με τις υπόλοιπες φωσφολιπάσες 
της οικογένειας των εχιδνών. 

Με την ίδια μεθοδολογία, η σύγκριση των βασικών φωσφολιπασών A₂ των 

Vipera ammodytes, Ammodytoxin A (AtxA) (PA2BA_VIPAA) και Vipera berus, Pla2Vb 

(PA2B_VIPBB) με τις αντίστοιχες ανθρώπινες πρωτεΐνες έδειξε χαμηλά επίπεδα 

ομολογίας. Η μέση ομολογία βρίσκεται κάτω του 35% και για τα δύο είδη, με την V. berus 

να εμφανίζει ελαφρώς υψηλότερες τιμές, υποστηρίζοντας τη δομική και εξελικτική 

απόκλιση των PLA₂ των εχιδνών από τις αντίστοιχες ανθρώπινες (Εικόνα 24). 

Εικόνα 24. Μελέτη ομολογίας των δύο επιλεγμένων φωσφολιπασών Α2 εχιδνών με τις ανθρώπινες 
φωσφολιπάσες Α2  

  

Εικόνα 22. Συστοίχιση των δύο επιλεγμένων φωσφολιπασών Α2 μεταξύ τους. Τα αμινοξέα που 
εμφανίζονται κοινά και στις δύο αλληλουχίες αποτυπώνονται με αστερίσκο. 
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11.2. Μελέτη ανοσογονικότητας των φωσφολιπασών Α2 

Στις εικόνες 25-30 παρουσιάζονται σχηματικά τα αποτελέσματα των μελετών 

που αφορούν τα προφίλ αντιγονικότητας, υδροφιλικότητας, επιφανειακής 

προσβασιμότητας, ευελιξίας και δευτεροταγούς δομής των φωσφολιπασών Α2 των 

επιλεγμένων εχιδνών Vipera ammodytes ammodytes και Vipera berus berus. 

11.2.1. Vipera ammodytes ammodytes 

 

 

Εικόνα 26. Σχηματική απεικόνιση του προφίλ υδροφιλικότητας της AtxA. 

Εικόνα 25. Σχηματική απεικόνιση των πιθανών γραμμικών επιτόπων της AtxA 
. (Μέθοδος: Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0). 
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Εικόνα 27. Σχηματική παρουσίαση των επιφανειακά προσβάσιμων περιοχών 
της AtxA. (Μέθοδος: Emini Surface Accessibility Prediction).  

Εικόνα 28. Σχηματική απεικόνιση των περιοχών που μπορούν να εμφανίσουν 
δομή β- στροφής της AtxA. (Μέθοδος Chou/Fasman)  

 

Εικόνα 29. Σχηματική παρουσίαση των πιθανών αντιγονικών περιοχών της 
AtxA. Μέθοδος: Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity.  
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Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα, από τις υπολογιστικές μεθόδους, η 

αλληλουχία της πρωτεΐνης που επιλέχθηκε προς σύνθεση είναι η D128FLCKKESEK137 

και όπως φαίνεται από τις Εικόνες 25-30 εμφανίζει αρκετά καλή υδροφιλικότητα και 

ευκαμψία καθώς και αρκετά καλή αντιγονικότητα και επιφανειακή προσβασιμότητα. 

Εικόνα 30. Σχηματική παρουσίαση των πιθανών κινητικά ευέλικτων περιοχών 
της AtxA. Μέθοδος: Karplus Chain flexibility. 
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11.2.2. Vipera berus berus 

 

Εικόνα 31. Σχηματική απεικόνιση του προφίλ υδροφιλικότητας της 
φωσφολιπάσης Α2 της Pla2Vb 

Εικόνα 32. Σχηματική απεικόνιση των περιοχών που μπορούν να εμφανίσουν 

δομή β-στροφής της Pla2Vb. (Μέθοδος Chou/Fasman). 
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Εικόνα 34. Σχηματική απεικόνιση των πιθανών γραμμικών επιτόπων της 
Pla2Vb. (Μέθοδος: Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0). 

Εικόνα 35. Σχηματική παρουσίαση των πιθανών αντιγονικών περιοχών της 
Pla2Vb. Μέθοδος: Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity 

Εικόνα 33. Σχηματική παρουσίαση των επιφανειακά προσβάσιμων περιοχών 
της Pla2Vb. (Μέθοδος: Emini Surface Accessibility Prediction).. 
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Από τα αποτελέσματα των υπολογιστικών μεθόδων η αλληλουχία που 

επιλέχθηκε από την φωσφολιπάση Α2 της V. berus είναι η εξής: S128SNCQENSDK137 

Όπως φαίνεται από τις Εικόνες 31-36 η αλληλουχία εμφανίζει υψηλή επιφανειακή 

προσβασιμότητα, ευελιξία και ευκαμψία ενώ η αντιγονικότητα της δεν αναμένεται υψηλή. 

  

Εικόνα 36. Σχηματική παρουσίαση των πιθανών κινητικά ευέλικτων περιοχών 
της Pla2Vb. Μέθοδος: Karplus Chain flexibility. 
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11.3. Συνθέσεις πεπτιδίων και συμπλεγμάτων 

11.3.1. Σύνθεση του πεπτιδίου ICH2CO-D128FLC(CH2NHCOCH3)KKESEK137-NH2 

Στην Εικόνα 37 φαίνεται η τρισδιάστατη δομή της πρωτεΐνης AtxA και η περιοχή 

που επιλέχθηκε για τη σύνθεση του πεπτιδίου IAc- DFLC(Acm)KKESEK-NH2   του 

οποίου ο συντακτικός τύπος παρουσιάζεται την Εικόνα 38. Η σύνθεση του πεπτιδίου 

έγινε σύμφωνα με τη διαδικασία που περιγράφεται την παράγραφο 10.5. Για την 

αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη χρησιμοποιήθηκε μίγμα διαλυτών: TFA/TIS/H2O 

(95/2,5/2,5, v/v/v). Η απόδοση σύνθεσης υπολογίστηκε σε 72%. 

 

 

Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC ελήφθη σύμφωνα με τη 

διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο 10.6 και παρατίθεται στην Εικόνα 39 

όπου φαίνεται η καθαρότητα του πεπτιδίου. To σύστημα έκλουσης που 

χρησιμοποιήθηκε για το συγκεκριμένο πεπτίδιο ήταν το εξής: (Α) H2O/0,1%TFA και (Β) 

Εικόνα 37. Τρισδιάστατη δομή της AtxA. Σημειωμένη στον κόκκινο κύκλο φαίνεται η επιλεγμένη περιοχή 
προς σύνθεση. 

Εικόνα 38. Συντακτικός τύπος του πεπτιδίου ICH2CO-D128FLC(CH2NHCOCH3)KKESEK137-NH2 
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CH3CN/0,1%TFA με γραμμική μεταβολή από (Α) 80/ (Β) 20 σε (Α) 30/ (Β) 70 για 30 min. 

Η απόδοση καθαρισμού ήταν 39%.  

Το φάσμα μάζας ελήφθη όπως αναφέρεται στην παράγραφο 10.6 και 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 40 όπου διακρίνονται τα μοριακά ιόντα με Μοριακά Βάρη: 1) 

1464,57Da, που αντιστοιχεί στο [M+1H+]/1, 2) 732,78Da, που αντιστοιχεί στο [M+2H+]/2, 

και 3) 488,86 που αντιστοιχεί στο [M+3H+]/3. 

Για τον περαιτέρω χαρακτηρισμό του πεπτιδίου, χρησιμοποιήθηκε η 

φασματοσκοπία NMR. Οι χημικές μετατοπίσεις 1H (δ, ppm) του επιτόπου IAc- 

DFLC(Acm)KKESEK-NH2 παρατίθενται στον Πίνακα 3. Τα 1D και 2D φάσματα NMR 

παρουσιάζονται στις Εικόνες 41-44. 

Εικόνα 40. Φασμα μάζας του πεπτιδίου ICH2CO-D128FLC(CH2NHCOCH3)KKESEK137-NH2. Υπολογισθέν 

μοριακό βάρος: 1464,43, ευρεθέν 1464,57. 

Εικόνα 39. Χρωματογράφημα αναλυτικής RP-HPLC του πεπτιδίου ICH2CO-
D128FLC(CH2NHCOCH3)KKESEK137-NH2 
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Η ανάλυση του NOESY φάσματος δείχνει ότι το πεπτίδιο δεν υιοθετεί 

συγκεκριμένη διαμόρφωση, καθώς δεν παρατηρούνται σήματα NOE χαρακτηριστικά 

δευτεροταγούς διαμόρφωσης, ούτε μεταξύ πρωτονίων απομακρυσμένων αμινοξέων. 

Επιπλέον, δεν παρατηρούνται αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πλευρικών αλυσίδων 

αμινοξέων, όπως της λυσίνης, και πρωτονίων απομακρυσμένων αμινοξέων. 

Εικόνα 41 Φάσμα NMR 1H του πεπτιδίου IAc-DFLC(Acm)KKESEK-NH2 σε διάλυμα H₂O:D₂O 9:1 (v/v). 

 

 

Εικόνα 42. Φάσμα NMR 1H 1H COSY του πεπτιδίου IAc-DFLC(Acm)KKESEK-NH2 σε διάλυμα H₂O:D₂O 9:1 

(v/v). 
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Εικόνα 43. Φάσμα NMR 1H  1H NOESY του πεπτιδίου IAc-DFLC(Acm)KKESEK-NH2 σε διάλυμα H₂O:D₂O 9:1 

(v/v). 

Εικόνα 44. Φάσμα NMR 1H 1H TOCSY του πεπτιδίου IAc-DFLC(Acm)KKESEK-NH2 σε διάλυμα H₂O:D₂O 9:1 

(v/v). 
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Πίνακας 4. Χημικές μετατοπίσεις του πεπτιδίου IAc-DFLC(Acm)KKESEK-NH2. 

 

  

 αΗ βΗ γΗ γCH2 δCH2 δCH3 εCH2 

εNH3/ 

OH 

Η1 

(phe) 

Η2 

(phe) 

Η2 

(phe) 

NH 

ICH2CO n.o            

Asp 4.54 

2.73 

2.64 

     n.o    8.69 

Phe 4.24 

2.99 

3.09 

      7.16 7.28 7.24 8.43 

Leu 4.23 

1.57 

1.59 

1.63   

0.83 

0.78 

     8.45 

Cys 4.41 2.88          8.09 

CH2NHC

OCH2-

(Cys) 

 

4.18 

4.19 

   1.93      8.17 

Lys1 4.18 1.75  1.35 1.59  2.92 7.43    8.18 

Lys2 4.19 1.74  1.36 1.59  2.91 7.43    8.20 

Glu 4.31 

2.07 

1.93 

2.40     n.o    8.25 

Ser 4.35 3.79      n.o    8.21 

Glu 4.29 

2.05 

1.93 

2.40     n.o    8.24 

Lys3 4.20 1.74  1.35 1.59  2.90 n.o    7.96 
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11.3.2. Σύνθεση του πεπτιδίου ICH2CO-S128SNC(CH2NHCOCH3)QENSDK137-NH2 

Στην Eικόνα 45. φαίνεται ο συντακτικός τύπος του πεπτιδίου IAc-

SSNC(Acm)QENSDK-NH2. Η σύνθεση του πεπτιδίου έγινε σύμφωνα με τη διαδικασία 

που περιγράφεται στην παράγραφο 10.5 Για την αποκοπή του πεπτιδίου από τη ρητίνη 

χρησιμοποιήθηκε μίγμα διαλυτών: TFA/TIS/H2O (95/2,5/2,5, v/v/v). Η απόδοση 

σύνθεσης υπολογίστηκε σε 70%. 

Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC ελήφθη όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 10.6 και παρουσιάζεται στην Εικόνα 48. 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 min. Η απόδοση καθαρισμού ήταν 50% .  

 

 

 

 

Εικόνα 46. Συντακτικός τύπος του πεπτιδίου ICH2CO-D128FLC(CH2NHCOCH3)KKESEK137-NH2 . 

Εικόνα 45. Τρισδιάστατη δομή της Φωσφολιπάσης Α2 της V. Βerus. Σε κόκκινο κύκλο 
σημειώνεται το τμήμα της πρωτεΐνης που επιλέχθηκε προς σύνθεση. 
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Το φάσμα μάζας ελήφθη όπως αναφέρεται στην παράγραφο 10.6 και 

παρατίθεται στην Εικόνα 47, όπου διακρίνονται στις τιμές 1) 1349,4 και 2) 675,20 τα 

μοριακά ιόντα που αντιστοιχούν στο μονοφορτιακό και διφορτιακό κατιον αντίστοιχα. 

Για τον περαιτέρω χαρακτηρισμό του πεπτιδίου, χρησιμοποιήθηκε η 

φασματοσκοπία NMR. Οι χημικές μετατοπίσεις 1H (δ, ppm) του επιτόπου IAc-

D128FLC(Acm)KKESEK137-NH2 παρατίθενται στον Πίνακα 4. Τα 1D και 2D φάσματα 

NMR παρουσιάζονται στις Εικόνες 49-52.  

Η ανάλυση του NOESY φάσματος δείχνει ότι το πεπτίδιο δεν υιοθετεί 

συγκεκριμένη διαμόρφωση, καθώς δεν παρατηρούνται σήματα NOE χαρακτηριστικά 

Εικόνα 48. Αναλυτική RP-HPLC του πεπτιδίου IAc-S128SNC(Acm)QENSDK137-NH2. 

 

Εικόνα 47. Φάσμα μάζας του πεπτιδίου ICH2CO-D128FLC(CH2NHCOCH3)KKESEK137-NH2. 
Υπολογισθέν μοριακό βάρος: 1349,12, ευρεθέν 1349.40. 
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δευτεροταγούς διαμόρφωσης ούτε μεταξύ πρωτονίων απομακρυσμένων αμινοξέων. 

Επιπλέον, δεν παρατηρούνται αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πλευρικών αλυσίδων 

αμινοξέων, όπως της λυσίνης, και πρωτονίων απομακρυσμένων αμινοξέων. 

 

 

 

Εικόνα 49.Φάσμα  NMR 1H του πεπτιδίου IAc-S128SNC(Acm)QENSDK137-NH2 σε διάλυμα H₂O:D₂O 9:1 

(v/v). 

Εικόνα 50. Φάσμα NMR 1H  1H COSY του πεπτιδίου IAc-S128SNC(Acm)QENSDK137-NH2 σε διάλυμα 
H₂O:D₂O 9:1 (v/v). 

Εικόνα 51. Φάσμα  NMR. 1H  1H NOESY του πεπτιδίου IAc-S128SNC(Acm)QENSDK137-NH2 σε διάλυμα 
H₂O:D₂O 9:1 (v/v). 
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Εικόνα 52. Φάσμα  NMR 1H  1H TOCSY του πεπτιδίου IAc-S128SNC(Acm)QENSDK137-NH2 σε διάλυμα 
H₂O:D₂O 9:1 (v/v). 
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Πίνακας 5. Χημικές μετατοπίσεις του πεπτιδίου IAc-S128SNC(Acm)QENSDK137-NH2 

  

 αΗ βΗ γΗ γCH2 CONH2 δCH2 δCH3 εCH2 

εNH3/ 

OH 

NH 

ICH2CO n.o          

er1 4.38 3.83       n.o 8.71 

Ser2 4.38 3.82       2.77 8.32 

Asn1 4.24 

2.29, 

- 

  

7.04(cis) 

7.41(trans) 

    8.36 

Cys 4.41 2.85        8.44 

CH2NH

COCH2-

(Cys) 

4.48      n.o   8.22 

Gln 4.23 1.92 2.30  

7.03(cis) 

7.41(trans) 

    8.36 

Glu 4.26 

1.92 

2.01 

2.39      n.o 8.26 

Asn2 4.60 

2.75 

2.85 

  n.o     8.38 

Ser3 4.46 3.84       n.o 8.46 

Asp 4.61 2.70       n.o 8.37 

Lys 4.19 1.68  1.35  1.58  2.79 7.42 8.11 
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11.3.3. Σύνθεση του συμπλέγματος Ac- [K-Aib-C(3,9-Acm; 6,12- CH2CO-

DFLC(Acm)KKESEK)]4-NH2. 

Στην Εικόνα 53 απεικονίζεται ο συντακτικός τύπος του πεπτιδικού συμπλέγματος 

CPSOC(3,9-Acm;6,12-DFLC(Acm)KKESEK). Η σύνθεση του επιτεύχθηκε με 

χημειοεκλεκτική αντίδραση θειοαιθερικού δεσμού, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

10.5.4. Η απόδοση σύνθεσης υπολογίσθηκε στο 70%. 

Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC ελήφθη όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 10.6 και παρουσιάζεται στην Εικόνα 54 . 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 min. Η απόδοση καθαρισμού υπολογίσθηκε σε 11%.  

Εικόνα 53. Συντακτικός τύπος του Ac-[K-Aib-C(3,9-Acm; 6,12-

D128FLC(Acm)KKESEK137)]4-NH2 
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Εικόνα 54. Αναλυτική RP-HPLC του συμπλέγματος Ac-[K-Aib-C(3,9-Acm; 6,12-

D128FLC(Acm)KKESEK137)]4-NH2. 

Το φάσμα μάζας ελήφθη όπως περιγράφεται στην παράγραφο 10.6 και 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 55, όπου διακρίνονται στις τιμές (1) 1035,76 και (2) 828,81 

τα μοριακά ιόντα που αντιστοιχούν στο τετρα-φορτιακό και πεντα-φορτιακό κατιον 

αντίστοιχα. 

Εικόνα 55. Φάσμα μάζας του συμπλπέγματος Ac-[K-Aib-C(3,9-Acm; 6,12-D128FLC(Acm)KKESEK137)]4-

NH2. Υπολογισθέν μοριακό βάρος: 4139,93, ευρεθέν:4139,07. 
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11.3.4. Σύνθεση του συμπλέγματος Ac-[K-Aib-C(3,9-Acm;6,12-CH2CO-

SSNC(Acm)QENSDK)]4-NH2 

Στην Εικόνα 56 απεικονίζεται ο συντακτικός τύπος του πεπτιδικού συμπλέγματος 

CPSOC(3,9-Acm;6,12-SSNC(Acm)QENSDK)). Η σύνθεση του επιτεύχθηκε με 

χημειοεκλεκτική αντίδραση θειοαιθερικού δεσμού, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

10.5.4 . Η απόδοση σύνθεσης υπολογίσθηκε ίση με 64%. 

Το χρωματογράφημα της αναλυτικής RP-HPLC HPLC ελήφθη όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 10.6 και παρουσιάζεται στην Εικόνα 57. 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 min. Η απόδοση καθαρισμού υπολογίστηκε σε 15%. 

Εικόνα 57. Αναλυτική RP-HPLC  του συμπλέγματος Ac-[K-Aib-C(3,9-Acm;6,12-SSNC(Acm)QENSDK)]4-
NH2. 

Εικόνα 56. Συντακτικός τύπος του πεπτιδικού συμπλέγματος Ac-
[K-Aib-C(3,9-Acm;6,12-SSNC(Acm)QENSDK)]4-NH2. 
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Το φάσμα μάζας ελήφθη όπως περιγράφεται στην παράγραφο 10.6 και 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 58, όπου διακρίνονται στις τιμές (1) 1955,35 (2) 1303,91 και 

(3) 977,93 τα μοριακά ιόντα που αντιστοιχούν στο διφορτιακό, τριφορτιακό και τετρα-

φορτιακό κατιον αντίστοιχα. 

11.3.5. Σύνθεση της στήλης Σεφαρόζη-AtA128-137 

Η πρόσδεση του πεπτιδίου στην Thiopropyl Sepharose 6B, περιγράφεται στην 

παράγραφο 10.7. Η πορεία της αντίδρασης ελέγχθηκε με φασματοσκοπία υπεριώδους 

στα 343nm όπου απορροφά η 2-θειοπυριδόνη, προϊόν που πιστοποιεί την επιτυχή 

αντίδραση και τον σχηματισμό ελευθέρων θειολομάδων στην επιφάνεια της ρητίνης. 

Επιπλέον, μετά την πρόσδεση του πεπτιδίου στην ρητίνη το υλικό ελέγχθηκε και με 

φασματοσκοπία IR (στερεού), συγκρίνοντας τις δονήσεις τάσεις με εκείνες της αρχικής 

ρητίνης και του πεπτιδίου πριν από την αντίδραση (Εικόνα 60). 
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Εικόνα 58. Φάσμα μάζας του συμπλέγματος Ac-[K-Aib-C(3,9-Acm;6,12-SSNC(Acm)QENSDK)]4-NH2. 
Υπολογισθέν μοριακό βάρος: 3909.33, Ευρεθέν:3908.71. 

Διάγραμμα 1. Απορρόφηση του διαλύματος από την αναγωγή της 
σεφαρόζης με DTT προς σχηματισμό 2- θειοπυριδόνης. 
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11.3.6. Σύνθεση της στήλης Σεφαρόζη-PLAVB128-137 

Η πρόσδεση του πεπτιδίου στην Thiopropyl Sepharose 6B, περιγράφεται στην 

παράγραφο 10.7. Η πορεία της αντίδρασης ελέγχθηκε με φασματοσκοπία υπεριώδους 

στα 343nm όπου απορροφά η 2-θειοπυριδόνη προϊόν που επιβεβαιώνει την επιτυχή 

αντίδραση και τον σχηματισμό ελευθέρων θειολομάδων στην επιφάνεια της ρητίνης. 

Μετά την πρόσδεση του πεπτιδίου στην ρητίνη το υλικό ελέγχθηκε επιπλέον με 

φασματοσκοπία IR (στερεού), συγκρίνοντας τις δονήσεις τάσεις με εκείνες της αρχικής 

ρητίνης και του πεπτιδίου πριν από τη σύζευξη, επιβεβαιώνοντας τον επιτυχή 

σχηματισμό του υλικού (Εικόνα 62). 
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Εικόνα 59. Φάσμα στερεού IR της σεφαρόζης (μαύρο), του 
πεπτιδίου (μπλε) και της σεφαροζής-πεπτιδίου AtA128-137 (κόκκινο). 

Διάγραμμα 2. Απορρόφηση του διαλύματος από την αναγωγή της 
σεφαρόζης με DTT προς σχηματισμό 2- θειοπυριδόνης. 
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11.4. Δοκιμασίες ELISA 

11.4.1. Ανοσοποιήσεις με το ανοσογόνο CPSOC-AtxA128-137 

11.4.1.1. Εξειδίκευση αντισωμάτων έναντι του ανοσογονικού συμπλέγματος 

CPSOC-AtxA128-137 

Στο πρώτο στάδιο της μελέτης πραγματοποιήθηκαν έμμεσες δοκιμασίες ELISA 

με σκοπό να διερευνηθεί εάν τα παραχθέντα αντισώματα εμφανίζουν εξειδίκευση έναντι 

του επιτόπου AtxA128-137 με τον οποίο είχαν πραγματοποιηθεί οι ανοσοποιήσεις. Για την 

δοκιμασία αυτή το ανοσογονικό σύμπλεγμα CPSOC-AtxA128-137 επιστρώθηκε στο 

τρυβλίο σε συγκέντρωση 5 μg/ml και τα παραχθέντα αντισώματα σε αραιώσεις από 1/10 

έως 1/1000. Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν απομονωμένα αντισώματα από 

την ίδια όρνιθα πριν τις ανοσοποιήσεις. Στο Διάγραμμα 3 διαπιστώνεται ότι τα 

αντισώματα εμφανίζουν εξειδίκευση για το ανοσογονικό σύμπλεγμα CPSOC-AtxA128-137 

ωστόσο ο τίτλος που προκύπτει από την μονοδύναμη ανοσοποίηση δεν φαίνεται να είναι 

τόσο υψηλός. 

Εικόνα 60. Φάσμα στερεού IR της σεφαρόζης (μαύρο), του πεπτιδίου 
(μπλε) και της σεφαροζής-πεπτιδίου PLAVB128-137 (κόκκινο) 
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11.4.1.2. Έλεγχος διάρκειας παραγωγής αντισωμάτων 

Μετά την τελευταία ανοσοποίηση, συνεχίστηκε η συλλογή των αυγών για να 

εξεταστεί η διάρκεια παραγωγής εξειδικευμένων αντισωμάτων. Το ανοσογονικό 

σύμπλεγμα CPSOC-AtxA128 επιστρώθηκε σε συγκέντρωση 5 μg/ml και τα αντισώματα 

σε αραίωση 1/100. Το Διάγραμμα 4 δείχνει ότι η όρνιθα που ανοσοποιήθηκε με το 

ανοσογονικό σύμπλεγμα CPSOC-AtxA128 συνέχισε να παράγει εξειδικευμένα 

αντισώματα σε ικανοποιητικό τίτλο, έως και οχτώ μήνες μετά από την τελευταία 

ανοσοποίηση.  

11.4.1.3. Επαναληπτική ανοσοποίηση με ενισχυτική δόση 

Λαμβάνοντας υπ’ όψη ότι: (1) Ο αρχικός τίτλος των αντισωμάτων που 

προέκυψαν από την ανοσοποίηση με τον έναν μόνο επίτοπο δεν ήταν αρκετά υψηλός 
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Διάγραμμα 4. Σχηματική παρουσίαση της χρονικής διάρκειας παραγωγής 
αντισωμάτων μετά την τελευταία ανοσοποίηση. 

Διάγραμμα 3. Σχηματική παράσταση της εξειδίκευσης των αντισωμάτων έναντι 
του συμπλέγματος CPSOC-AtxA128-137 
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και (2) Ο τίτλος άρχισε να πέφτει μετά τον 8ο μήνα πραγματοποιήθηκε μια ενισχυτική 

δόση όπως περιγράφεται στην παράγραφο 10.8.1. 

Ακολούθησε έμμεση ELISA για τον έλεγχο του τίτλου των αντισωμάτων. Για την 

δοκιμασία αυτή το ανοσογονικό σύμπλεγμα CPSOC-AtxA128-137 επιστρώθηκε στο 

τρυβλίο σε συγκέντρωση 5 μg/ml και τα παραχθέντα αντισώματα σε αραιώσεις από 1/50 

έως 1/500. Από το Διάγραμμα 5 διαπιστώνεται ότι τα αντισώματα εμφάνισαν υψηλότερο 

τίτλο για το ανοσογονικό σύμπλεγμα CPSOC-AtxA128-137 σε σχέση με την αρχική 

ανοσοποίηση.  

 

11.4.2. Έλεγχος εξειδίκευσης αντισωμάτων καθαρισμένων με χρωματογραφία 

συγγένειας  

Τα παραχθέντα αντισώματα έναντι του ανοσογονικού συμπλέγματος 

καθαρίστηκαν με χρωματογραφία συγγένειας, χρησιμοποιώντας τη στήλη σεφαρόζη-

AtxA128-137. Στο Διάγραμμα 6 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της φωτομέτρησης των 

κλασμάτων που συλλέχθηκαν από τον καθαρισμό των αντισωμάτων με τη στήλη 

σεφαρόζη-AtxA128-137. Σύμφωνα με το διάγραμμα τα εξειδικευμένα αντισώματα έναντι 

του επίτοπου cTnI19-31 εκλούστηκαν κυρίως στο 1ο κλάσμα.  
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Παραχθέντα αντισώματα control -

Διάγραμμα 5. Σχηματική παρουσίαση του τίτλου των αντισωμάτων μετά την 
ενισχυτική δόση. 
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Ακολούθησαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA, για τον έλεγχο της εκλεκτικής 

πρόσδεσης των αντισωμάτων στον επίτοπο AtxA128-137. Το ανοσογονικό σύμπλεγμα 

CPSOC-AtxA128-137 επιστρώθηκε στο τρυβλίο σε συγκέντρωση 5 μg/ml, ενώ το πρώτο 

κλάσμα που προέκυψε από τον καθαρισμό χρησιμοποιήθηκε σε αραίωση από 1/1 έως 

1/5. Στο Διάγραμμα 7 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα, τα οποία δείχνουν ότι τα 

καθαρισμένα αντισώματα με χρωματογραφία συγγένειας παρουσιάζουν εξειδίκευση για 

το ανοσογονικό σύμπλεγμα CPSOC-AtxA128-137. 
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παραχθέντα αντισώματα control -

Διάγραμμα 7. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των αντισωμάτων έναντι του 
συμπλέγματος CPSOC-AtxA128-137. 

Διάγραμμα 6 . Σχηματική παρουσίαση των κλασμάτων που ελήφθησαν μετά από 
καθαρισμό με χρωματογραφία συγγένειας. 
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11.4.3. Ανοσοποιήσεις με το μίγμα των δύο ανοσογονικών συμπλεγμάτων 

11.4.3.1. Εξειδίκευση αντισωμάτων έναντι του μίγματος των ανοσογονικών 

συμπλεγμάτων CPSOC-AtxA128-137 και CPSOC-PLA2VB128-137 

Για τον έλεγχο της εξειδίκευσης των αντισωμάτων έναντι του μίγματος των 

ανοσογονικών συμπλεγμάτων πραγματοποιήθηκαν έμμεσες δοκιμασίες ELISA. Για την 

δοκιμασία αυτή τα ανοσογονικά συμπλέγματα CPSOC-AtxA128-137 και CPSOC-

PLA2VB128-137 επιστρώθηκαν στο τρυβλίο σε συγκέντρωση 5 μg/ml και τα παραχθέντα 

αντισώματα σε αραιώσεις από 1/10 έως 1/1000. Ως αρνητικός μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκαν απομονωμένα αντισώματα από τις ίδια όρνιθα πριν τις 

ανοσοποιήσεις. Στα Διαγράμματα 8,9 φαίνεται ότι παρήχθησαν εξειδικευμένα 

αντισώματα έναντι και των δύο επιτόπων. Επιπλέον, διαπιστώνεται ότι τα αντισώματα 

έναντι του CPSOC-AtxA128-137 εμφανίζουν υψηλότερο τίτλο σε σχέση με τα αντισώματα 

που παρήχθησαν έναντι του CPSOC-PLA2VB128-137. 

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

1/10 1/25 1/50 1/100 1/500 1/1000

O
.D

.

Έλεγχος εξειδίκευσης μίγματος αντισωμάτων έναντι 
του συμπλέγματος CPSOC-AtxA128-137 

Παραχθέντα αντισώματα Αρνητικό control

Διάγραμμα 8.Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των αντισωμάτων έναντι 

του ανοσογονικού συμπλέγματος CPSOC-AtxA128-137 
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11.4.4. Έλεγχος αναγνώρισης του δηλητηρίου V. ammodytes 

Για τον έλεγχο της αναγνώρισης του δηλητηρίου V. ammodytes από τα 

αντισώματα που παρήχθησαν έναντι του μίγματος των ανοσογόνων, 

πραγματοποιήθηκαν έμμεσες δοκιμασίες ELISA. Για την δοκιμασία αυτή το δηλητήριο 

V. ammodytes επιστρώθηκε στο τρυβλίο σε συγκέντρωση 1μg/ml και τα παραχθέντα 

αντισώματα σε αραιώσεις από 1/250 έως 1/1000. Ως αρνητικός μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκαν απομονωμένα αντισώματα από τις ίδια όρνιθα πριν τις 

ανοσοποιήσεις. Από το Διάγραμμα 10 εξάγεται το συμπέρασμα ότι τα εξειδικευμένα 

αντισώματα μπορούν να αναγνωρίσουν ολόκληρο το δηλητήριο. 

11.4.5. Έλεγχος εξειδίκευσης αντισωμάτων καθαρισμένων με χρωματογραφία 

συγγένειας 

Τα αντισώματα που προέκυψαν από το μίγμα των ανοσογόνων καθαρίστηκαν 

αρχικά με τη στήλη σεφαρόζη-AtxA128-137 και στη συνέχεια καθαρίστηκαν και με τη στήλη 

σεφαρόζη-PLAVB128-137. Στο Διάγραμμα 12 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της 
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Παραχθέντα αντισώματα control -

Διάγραμμα 9. Σχηματική παρουσίαση της εξειδίκευσης των αντισωμάτων 
έναντι του ανοσογονικού συμπλέγματος CPSOC-PLA2VB128-137 
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φωτομέτρησης των κλασμάτων που συλλέχθηκαν από τον καθαρισμό των αντισωμάτων 

με τη στήλη σεφαρόζη- AtxA 128-137. Από το διάγραμμα φαίνεται ότι τα εξειδικευμένα 

αντισώματα εντοπίζονται στο 1ο κλάσμα.  

Επιπλέον, στο Διάγραμμα 13 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της 

φωτομέτρησης των κλασμάτων που συλλέχθηκαν έπειτα από τον καθαρισμό των 

αντισωμάτων με τη στήλη σεφαρόζη-PLAVB128-137 . Σύμφωνα με το διάγραμμα στον 

καθαρισμό με την δεύτερη στήλη φαίνεται τα εξειδικευμένα αντισώματα να εντοπίζονται 

κυρίως στο 6ο κλάσμα αν και οι απορροφήσεις είναι αρκετά χαμηλές. 

Ακολούθησαν δοκιμασίες έμμεσης ELISA και για τον έλεγχο της εκλεκτικής 

πρόσδεσης των αντισωμάτων στον επίτοπο PLAVB128-137. Τα αποτελέσματα όμως που 

προέκυψαν δεν είναι αξιολογήσιμα και για αυτό τον λόγο δεν παρουσιάζονται στην 

διατριβή. 
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Διάγραμμα 11. Σχηματική παρουσίαση της απομόνωσης εξειδικευμένων 
αντισωμάτων με τη στήλη σεφαρόζη- AtxA 128-137. 

Διάγραμμα 12. Σχηματική παρουσίαση της απομόνωσης εξειδικευμένων 

αντισωμάτων με τη στήλη σεφαρόζη- PLAVB128-137. 
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11.4.6. Ενζυμικές ανοσοδοκιμασίες δέσμευσης ομόλογων δηλητηρίων 

11.4.6.1. Έλεγχος εξειδίκευσης των αντισωμάτων έναντι του δηλητηρίου 

V. ammodytes 

Σε αυτό το στάδιο της μελέτης πραγματοποιήθηκαν ανοσοδοκιμασίες ELISA 

τύπου sandwich. Στο τρυβλίο επιστρώθηκε αντιοφικός ορός σε αραίωση 1/2500 και 

1/10000, στη συνέχεια το δηλητήριο V. ammodytes σε συγκέντρωση 1 μg/ml και 0,5 

μg/ml, έπειτα τα αντισώματα έναντι του μίγματος επιτόπων σε αραίωση από 1/10 έως 

1/100 και τέλος το anti-IgY*HRP (IgG). Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν 

αντισώματα από την ίδια όρνιθα πριν τις ανοσοποιήσεις. Από το Διάγραμμα 11 φαίνεται 

ότι τα παραχθέντα αντισώματα έναντι του μίγματος των δύο επιτόπων αναγνωρίζουν το 

δηλητήριο του V. Ammodytes και δεσμεύονται ειδικά. 

11.4.7. Έλεγχος του τίτλου αντισωμάτων κατά την διάρκεια των 

ανοσοποιήσεων 

Kατά τη διάρκεια των ανοσοποιήσεων γινόταν έλεγχος του τίτλου των 

εξειδικευμένων αντισωμάτων με έμμεση ELISA. Όπως φαίνεται στο διάγραμμα 14 ο 

τίτλος των εξειδικευμένων αντισωμάτων αυξάνεται κατά την τρίτη ανοσοποίηση. 

Ωστόσο, επειδή ο τίτλος μετά την τρίτη ανοσοποίηση δεν ήταν αρκετά υψηλός για το 

λόγο αυτό πραγματοποιήθηκε ανοσοποίηση με μια ενισχυτική δόση. 
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Διάγραμμα 13. Σχηματική παράσταση της δέσμευσης του δηλητηρίου V. 
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11.4.8. Έλεγχος διάρκειας παραγωγής αντισωμάτων συναρτήσει του χρόνου 

Μετά την τελευταία ανοσοποίηση, συνεχίστηκε η συλλογή των αυγών για να 

εξεταστεί η διάρκεια παραγωγής εξειδικευμένων αντισωμάτων. Τα ανοσογονικά 

σύμπλεγμα CPSOC-AtxA128-137 και CPSOC-PLAVB128-137  επιστρώθηκαν σε 

συγκέντρωση 5 μg/ml και τα αντισώματα σε αραίωση 1/100 του αρχικού stock. Το 

Διάγραμμα 15 δείχνει ότι η όρνιθα που ανοσοποιήθηκε με το μίγμα των ανοσογονικών 

συμπλεγμάτων  συνέχισε να παράγει εξειδικευμένα αντισώματα σε ικανοποιητικό τίτλο 

έως και οχτώ μήνες μετά από την τελευταία ανοσοποίηση.  
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Τίτλος αντισωμάτων κατα τη διάρκεια των ανοσοποιήσεων

παραχθέντα αντισώματα control -

Διάγραμμα 14. Σχηματική παρουσίαση του τίτλου των αντισωμάτων στις τρεις δόσεις 
ανοσοποίησης. 
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11.4.9. Σύγκριση του τρόπου αποθήκευσης των παραχθέντων αντισωμάτων 

Aπό τις δοκιμασίες ELISA που πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας 

αντισώματα αποθηκευμένα στους -20ºC σε διάλυμα και σε λυοφιλιοποιημένη μορφή 

μέχρι και 19 μήνες μετά την αποθήκευση από το Διάγραμμα 16 διαπιστώνεται ότι τα 

λυοφιλιοποιημένα αντισώματα διατηρούν υψηλότερο τίτλο σε σχέση με τα κατεψυγμένα 

σε μορφή διαλύματος. 

11.4.10. Έλεγχος διασταυρούμενης αντιδραστικότητας  

11.4.10.1.  Διασταυρούμενη αντιδραστικότητα έναντι του δηλητηρίου της 

Montivipera xanthina 

Τα αντισώματα που παρήχθησαν έναντι του μίγματος των δύο επιτόπων 

ελέγχθηκαν για την ικανότητα τους να αναγνωρίζουν ετερόλογα δηλητήρια εχιδνών. Για 

την ανάλυση αυτή ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο της ELISA τύπου sandwich. Στο 

Διάγραμμα 15. Σχηματική παράσταση της χρονικής διάρκειας παραγωγής των 

αντισωμάτων μετά την τελευταία ανοσοποιήση. 

Διάγραμμα 16. Σχηματική αναπαράσταση του τρόπου αποθήκευσης των 
παραχθέντων αντισωμάτων. 

0.00

0.40

0.80

1.20

1.60

2.00

2.40

2.80

Πριν τις 
ανοσοποιήσεις

1ος μήνας 4ος μήνας 6ος μήνας 8ος μήνας

O
.D

.

Παραγωγή αντισωμάτων συναρτήσει του χρόνου

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

1/10 1/50 1/100

O
.D

.

Σύγκριση του τρόπου αποθήκευσης των αντισωμάτων

Λυοφιλιοποιημένα Κατεψυγμένα 



 

103 
 

τρυβλίο επιστρώθηκε αντιοφικός ορός σε αραίωση 1/2.500 στη συνέχεια το δηλητήριο 

σε συγκέντρωση 0,5 μg/ml και τα αντισώματα σε αραιώσεις από 1/10 έως 1/100 του 

αρχικού stock.  

Στο Διάγραμμα 17 παρουσιάζεται η δραστικότητα έναντι του δηλητήριου 

Montivipera xanthina. Από τα αποτελέσματα προκύπτει ότι τα αντισώματα είναι ικανά να 

αναγνωρίσουν το ετερόλογο δηλητήριο της M. xanthina που ανήκει στην οικογένεια των 

εχιδνών. 

 

11.4.10.2. Διασταυρούμενη αντιδραστικότητα έναντι του δηλητηρίου της 

Macrovipera schweizeri. 

Τα αντισώματα που παρήχθησαν έναντι του μίγματος των δύο επιτόπων 

ελέγχθηκαν επιπλέον και για την ικανότητα τους να αναγνωρίζουν και το δηλητήριο της 

Macrovipera schweizeri. Για την ανάλυση αυτή ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο της ELISA 

τύπου sandwich. Στο τρυβλίο επιστρώθηκε αντιοφικός ορός σε αραίωση 1/2.500 στη 

συνέχεια το δηλητήριο σε συγκέντρωση 0,5 μg/ml και τα αντισώματα σε αραιώσεις από 

1/10 έως 1/100  του αρχικού stock.  

Στο Διάγραμμα 18 παρουσιάζεται η δραστικότητα έναντι του δηλητήριου 

Macrovipera schweizeri. Από τα αποτελέσματα φαίνεται ότι τα αντισώματα είναι ικανά 

να αναγνωρίσουν και το συγκεκριμένο δηλητήριο έχιδνας που απαντάται στη χώρα μας. 
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Έλεγχος διασταυρούμενης αντιδραστικότητας με το 
δηλητήριο  Μ. xanthina

παραχθέντα αντισώματα Control -

Διάγραμμα 17. Σχηματική παρουσίαση της αναγνώρισης του δηλητηρίου της Μ. 
xanthina. 
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Στο Διάγραμμα 19 παρουσιάζονται συγκεντρωτικά τα αποτελέσματα των 

δοκιμασιών ELISA για την αναγνώριση ολόκληρων των δηλητηρίων από τα αντισώματα 

που παρήχθησαν έναντι του μίγματος ανοσογόνων. Όπως διαπιστώνεται τα αντισώματα 

είναι ικανά να αναγνωρίσουν και τα τρία δηλητήρια εχιδνών.  
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Έλεγχος διασταυρούμενης αντιδραστικότητας με 
το δηλητήριο Μ. schweizeri

Παραχθέντα αντισώματα control -

Διάγραμμα 19. Σχηματική παράσταση της αναγνώρισης των δηλητηρίων 

ελληνικών ειδών εχιδνών από τα παραχθέντα αντισώματα 

Διάγραμμα 18. .Σχηματική παρουσίαση της αναγνώρισης του δηλητηρίου της Μ. 
schweizeri. 
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Σύνοψη- Συμπεράσματα 

Στην παρούσα διατριβή σχεδιάστηκαν και συντέθηκαν πεπτίδια και πεπτιδικά 

συμπλέγματα για την ανάπτυξη κατάλληλων αντιδραστηρίων, τα οποία μπορούν να 

επάγουν εξειδικευμένη δράση έναντι τοξινών, με στόχο να επεκταθεί η χρήση τους στην 

παραγωγή χαμηλού κόστους και άμεσης διαθεσιμότητας αντιοφικών ορών ή στην 

ανάπτυξη κατάλληλων τεχνολογιών απομάκρυνσης των τοξινών από το αίμα των 

ασθενών. 

Ο σχεδιασμός της μελέτης βασίστηκε στους παρακάτω άξονες:  

1. Την επιλογή και σύνθεση των πεπτιδικών αναλόγων και του φορέα 

ανοσογόνων με σκοπό την ανάπτυξη ανοσογονικών συμπλεγμάτων. 

Το στάδιο αυτό υλοποιήθηκε μέσω συγκριτικής ανάλυσης της ομολογίας των 

αλληλουχιών των φωσφολιπασών Α2 των εχιδνών. Η μελέτη αυτή είχε ως στόχο την 

μέγιστη δυνατή ομολογία μεταξύ των φωσφολιπασών της οικογένειας των εχιδνών, ώστε 

τα παραχθέντα αντισώματα να μπορούν να αναγνωρίσουν και να δεσμεύσουν και 

φωσφολιπάσες Α2 ετερόλογων ειδών εχιδνών. 

Οι επιλεγμένες αλληλουχίες αξιολογήθηκαν ως προς την αντιγονικότητα, την 

υδοφιλικότητα, την ευελιξία, την επιφανειακή προσβασιμότητα, την δευτεροταγή δομή 

καθώς και την θέση και συχνότητα εμφάνισης επιτόπων. Σκοπός της μελέτης ήταν η 

επιλογή πεπτιδικών τμημάτων με ευκολία σύνθεσης και ικανότητα να παράγουν υψηλού 

τίτλου αντισώματα. 

Επιπλέον, ο σχεδιασμός του ολιγοπεπτιδικού φορέα έγινε με σκοπό την εύκολη 

πρόσδεση των επιτόπων σε αυτόν. Για την συγκεκριμένη μελέτη ο φορέας CPSOC που 

είχε αναπτυχθεί προηγουμένως στο εργαστήριο τροποποιήθηκε κατάλληλα. Η 

συγκεκριμένη τροποποίηση προέκυψε λόγω της δυσκολίας πρόσδεσης τεσσάρων 

επιτοπικών αντιγράφων, με αποτέλεσμα ο φορέας CPSOC(3,9-Acm) να φέρει 

προστατευτική ακεταμιδομεθυλομάδα σε δύο από τις τέσσερις κυστεΐνες του, ενώ οι 

υπόλοιπες δύο παραμένουν διαθέσιμες για την πρόσδεση των αντίστοιχων επιτόπων. 

Με αυτόν τον τρόπο συντέθηκαν τα συμπλέγματα: 1. Ac-[K-Aib-C(3,9-Acm; 6,12- 

CH2CO-DFLC(Acm)KKESEK)]4-NH2 και 2. Ac-[K-Aib-C(3,9-Acm;6,12-CH2CO-

SSNC(Acm)QENSDK)]4-NH2 μέσω θειοαιθερικού δεσμού. 

Οι περιοχές των φωσφολιπασών Α2 που επιλέχθηκαν προς σύνθεση με βάση τις 

προηγούμενές παραμέτρους ήταν οι εξής: 

A.  Η επιλογή της περιοχής D128FLCKKESEK137 της Αμμοδυτοξίνης Α στηρίχθηκε 

τόσο στις μελέτες ομολογίας όσο και σε βιβλιογραφικά δεδομένα που υποστηρίζουν ότι 

το C-τελικό άκρο παίζει σημαντικό ρόλο στην δράση των φωσφσφολιπασών. Σε μελέτη 
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με παρόμοια αλληλουχία αποδείχτηκε ότι τα αντισώματα που παρήχθησαν έναντι αυτής 

κατάφεραν να εξουδετερώσουν το αντίστοιχο δηλητήριο. 

B. Η αλληλουχία S128SNCQENSDK137 της φωσφολιπάσης Α2 της V. berus 

επιλέχθηκε με βάση τις μελέτες ομολογίας και από τις υπολογιστικές μελέτες βρέθηκε ότι 

έχει αρκετά καλή υδροφιλικότητα, υψηλή επιφανειακή προσβασιμότητα, ευελιξία και 

ευκαμψία.  

Τα πεπτίδια και τα αντίστοιχα συμπλέγματα τους συντέθηκαν με επιτυχία και οι 

αποδόσεις σύνθεσης ήταν αρκετά υψηλές ενώ οι αποδόσεις καθαρισμού ικανοποιητικές. 

2. Τις ανοσοποιήσεις των ζώων 

Στην παρούσα διατριβή επιλέχθηκαν οι όρνιθες για την παραγωγή αντισωμάτων 

καθώς προσφέρουν πολλαπλά πλεονεκτήματα σε σχέση με άλλα πειραματόζωα. Η 

ανοσοσφαιρίνη IgY επιτρέπει την μη επεμβατική απομόνωση των αντισωμάτων 

προσφέροντας με αυτόν τον τρόπο στην ευζωία των ορνίθων. Επιπλέον η 

παραγωγικότητα τους όσον αφορά τα αντισώματα είναι συγκρίσιμη με εκείνη μεγάλων 

θηλαστικών και εξαιτίας της εξελικτικής απόστασης των πτηνών από τα θηλαστικά, τα 

αντισώματα IgY μειώνουν την πιθανότητα εμφάνισης ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων 

σε ο ανοσοχημικές δοκιμασίες.  

Οι ανοσοποιήσεις πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας δυο διαφορετικά 

πρωτόκολλα. Στο πρώτο η όρνιθα ανοσοποιήθηκε με ένα ανοσογονικό σύμπλεγμα 

[CPSOC(3,9-Acm;6,12-DFLC(Acm)KKESEK] με συγκέντρωση 0,3 mg/ml για την πρώτη 

ανοσοποίηση, 0,1 mg/ml για τις επόμενες δύο ανοσοποιήσεις και με 0,3 mg/ml για την 

τέταρτη ανοσοποίηση. Ύστερα από 15 μήνες ακολούθησε και μια αναμνηστική δόση με 

1 mg/ml. Κατά το δεύτερο πρωτόκολλο η όρνιθα ανοσοποιήθηκε με μίγμα δύο 

ανοσογόνων [CPSOC (3,9-Acm;6,12-DFLC(Acm)KKESEK) και CPSOC (3,9-Acm;6,12- 

SSNC(Acm)QENSDK)] και οι συγκεντρώσεις καθώς και ο αριθμός των ανοσοποιήσεων 

που πραγματοποιήθηκαν ήταν ο ίδιος με το πρώτο πρωτόκολλο. 

Και οι δύο όρνιθες εμφάνισαν ανοσολογική απόκριση με ικανοποιητικούς τίτλους 

μετά την τέταρτη ανοσοποίηση. Πιο αναλυτικά, η όρνιθα η οποία ανοσοποιήθηκε με το 

μίγμα των δύο ανοσογόνων εμφάνισε υψηλότερο τίτλο αντισωμάτων σε σχέση με την 

όρνιθα η οποία ανοσοποιήθηκε με το ένα μόνο ανοσογονικό σύμπλεγμα.  

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 της πολυαιθυλενογλυκόλης. Ακολούθησε ο 

καθαρισμός των αντισωμάτων με (1) διαπίδυση, χρησιμοποιώντας ημιδιαπερατή 

μεμβράνη και (2) χρωματογραφία συγγένειας χρησιμοποιώντας δύο υλικά: Sepharose-

AtxA128-137 και Sepharose-PLAVB128-137, με σκοπό την εξειδικευμένη πρόσδεση των IgY 
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ανοσοσφαιρινών στους αντίστοιχους επιτόπους (IAc- AtxA128-137 και IAc- PLAVB128-137). 

Για τη σύνθεση αυτών των υλικών, χρησιμοποιήθηκαν σφαιρίδια σεφαρόζης, τα οποία 

έφεραν στην επιφάνειά τους τη θειοπρόπυλ-ομάδα. Έτσι, με κατάλληλες αντιδράσεις τα 

πεπτίδια IAc-DFLC(Acm)KKESEK-NH2 και IAc-SSNC(Acm)QENSDK-NH2 

προσδέθηκαν στη σεφαρόζη. 

Η απομόνωση των αντισωμάτων και η εξειδίκευσή τους έναντι των επιλεγμένων 

ανοσογόνων ελέγχθηκαν με δοκιμασίες έμμεσης ELISA. Ως αρνητικός μάρτυρας 

χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα από τις όρνιθες πριν τις ανοσοποιήσεις. Τα 

αποτελέσματα των ανοσοδοκιμασιών έδειξαν ότι υπάρχει εξειδίκευση των παραχθέντων 

αντισωμάτων για τα ανοσογονικά συμπλέγματα Ac-[K-Aib-C(3,9-Acm; 6,12- CH2CO-

DFLC(Acm)KKESEK)]4-NH2 και Ac-[K-Aib-C(3,9-Acm;6,12-CH2CO-

SSNC(Acm)QENSDK)]4-NH2 Το μίγμα ανοσογόνων οδήγησε σε αντισώματα 

υψηλότερου τίτλου σε σχέση με την ανοσοποίηση με το ένα αντιγονικό σύμπλεγμα όπως 

αναμενόταν. Ειδικότερα, η όρνιθα η οποία ανοσοποιήθηκε με το μίγμα εμφάνισε 

υψηλότερο τίτλο για το σύμπλεγμα CPSOC (3,9-Acm;6,12-DFLC(Acm)KKESEK) έναντι 

του συμπλέγματος CPSOC (3,9-Acm;6,12- SSNC(Acm)QENSDK). 

Τα αντισώματα που παρήχθησαν ελέγχθηκαν για το χρονικό διάστημα που οι 

όρνιθες είναι ικανές να παράγουν εξειδικευμένα αντισώματα. Από τα αποτελέσματα 

συμπεραίνεται ότι και οι δύο όρνιθες παρήγαγαν αντισώματα σε ικανοποιητικό τίτλο 

μέχρι και 8 μήνες μετά την τελευταία ανοσοποίηση. Επιπλέον τα αντισώματα ελέγχθηκαν 

και για την δραστικότητα τους συναρτήσει του χρόνου αποθήκευσης, τόσο σε μορφή 

διαλύματος όσο και λυοφιλιοποιημένα. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα αντισώματα 

διατήρησαν την δραστικότητα τους μέχρι και 19 μήνες μετά την αποθήκευση με τα 

αντισώματα σε μορφή σκόνης να διατηρούν υψηλότερο τίτλο, σε σχέση με τα 

αντισώματα σε μορφή διαλύματος. 

Τα παραχθέντα αντισώματα καθαρίστηκαν επιπλέον και με χρωματογραφία 

συγγένειας. Τα αποτελέσματα από τον καθαρισμό με τη στήλη Sepharose-AtxA128-137 σε 

ανοσοδοκιμασίες ELISA έδειξαν ότι εμφανίζουν εξειδίκευση έναντι του επιτόπου IAc-

DFLC(Acm)KKESEK-NH2. Τα αποτελέσματα του καθαρισμού με τη στήλη Sepharose-

PLAVB128-137 δεν ήταν αξιολογήσιμα οπότε δεν έχουν συμπεριληφθεί στη διατριβή. 

4. Την αναγνώριση ολόκληρου δηλητηρίου  

Το τελικό στάδιο της μελέτης ήταν ο έλεγχος της αναγνώρισης ολόκληρων των 

δηλητηρίων εχιδνών. Τα αποτελέσματα των δοκιμασιών ELISA έδειξαν ότι τα 

αντισώματα που παρήχθησαν έναντι του μίγματος των ανοσογόνων είναι ικανά να 

δεσμεύουν και τα τρία δηλητήρια που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη τα οποία 

προέρχονται από τα παρακάτω είδη: V. Ammodytes, M. xanthina και M. schweizeri. Αυτό 
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σημαίνει ότι υπάρχει και διασταυρούμενη αντιδραστικότητα μεταξύ των δηλητηρίων, 

γεγονός που οδηγεί στο συμπέρασμα ότι οι συγκεκριμένοι επίτοποι είναι προσβάσιμοι 

στα δηλητήρια και η μεταξύ τους ομολογία όπως είχε προβλεφθεί αρκετά υψηλή. 

Τα συμπεράσματα που εξάγονται από την παρούσα 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 επιτόπων 

IAc-DFLC(Acm)KKESEK-NH2 και IAc-SSNC(Acm)QENSDK-NH2 

3. Υψηλότερου τίτλου ήταν τα αντισώματα έναντι του μίγματος ανοσογόνων.  

4. Τα αντισώματα από διαπίδυση είναι δυνατό να χρησιμοποιηθούν χωρίς 

περαιτέρω καθαρισμό για την αναγνώριση των δηλητηρίων. 

5. Τα ανοσογονικά πεπτίδια μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον καθαρισμό των 

αντισωμάτων σε στήλη με χρωματογραφία συγγένειας.  

6.  Τα αντισώματα από όρνιθες (IgY) είναι κατάλληλα εργαλεία για ανάπτυξη 

ανοσοδοκιμασιών και είναι σταθερά για μεγάλο χρονικό διάστημα.  

7.  Επιβεβαιώνεται η αποτελεσματικότητα του συνθετικού φορέα CPSOC(3,9-Acm) 

για την παραγωγή αντισωμάτων και την ανάπτυξη δοκιμασιών ELISA. 

8. Τα αντισώματα που παρήχθησαν έναντι των φωσφολιπασών μπορούν να 

αναγνωρίσουν ολόκληρο το δηλητήριο των εχιδνών τόσο ομόλογων όσο και 

ετερόλογων ειδών.  

Μελλοντικές προοπτικές 

1. Διερεύνηση της λειτουργικής ικανότητας των παραγόμενων αντισωμάτων να 

εξουδετερώνουν τη βιολογική δράση των δηλητηρίων in vitro και in vivo.  

2. Η επέκταση της στρατηγικής σε μεγαλύτερο αριθμό επιτόπων από διαφορετικές 

τοξίνες (π.χ. μεταλλοπρωτεάσες, σερινοπρωτεάσες) που θα μπορούσε να 

οδηγήσει στην ανάπτυξη πολυδύναμων ανοσογόνων με ευρύτερο φάσμα 

δράσης.  

3. Αξιοποίηση των παραγόμενων αντισωμάτων τα οποία θα μπορούν να δράσουν 

στοχευμένα με υψηλή δραστικότητα, για την παραγωγή ενός αντιοφικού ορού, 

είτε εναλλακτικά, για την χρήση τους σε κατάλληλες τεχνολογίες απομάκρυνσης 

των τοξινών από το αίμα των ασθενών. 
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Περίληψη 

Τα δηλητηριώδη φίδια αποτελούν σημαντικό πρόβλημα για την δημόσια υγεία 

παγκοσμίως, ιδιαίτερα σε περιοχές με αυξημένη επίπτωση δηγμάτων και περιορισμένη 

πρόσβαση σε εξειδικευμένη ιατρική περίθαλψη. Ειδικότερα, τα δήγματα της οικογένειας 

Viperidae προκαλούν σοβαρές τοπικές και συστηματικές βλάβες, όπως αιμορραγίες, 

νέκρωση ιστών, νευροτοξικότητα, μυοτοξικότητα και διαταραχές της αιμόστασης, 

οδηγώντας συχνά σε μόνιμες αναπηρίες ή ακόμη και σε θάνατο. Η βασική θεραπευτική 

προσέγγιση παραμένει η χορήγηση αντιοφικών ορών, οι οποίοι παράγονται κυρίως 

μέσω ανοσοποίησης μεγάλων θηλαστικών με ολόκληρο δηλητήριο. Ωστόσο, οι 

συμβατικοί αντιοφικοί οροί παρουσιάζουν σημαντικούς περιορισμούς, όπως το υψηλό 

κόστος παραγωγής, η περιορισμένη διαθεσιμότητα, καθώς και η πιθανότητα σοβαρών 

ανεπιθύμητων αντιδράσεων. 

Οι φωσφολιπάσες Α₂ (PLA₂s) αποτελούν μία από τις σημαντικότερες οικογένειες 

τοξινών των εχιδνών, καθώς συμμετέχουν σε ποικίλους μηχανισμούς, όπως η 

νευροτοξικότητα, η μυοτοξικότητα, η κυτταροτοξικότητα και η φλεγμονώδης απόκριση. 

Η υψηλή βιολογική τους σημασία, σε συνδυασμό με τη διατήρηση συντηρημένων 

περιοχών μεταξύ διαφορετικών ειδών εχιδνών, τις καθιστούν ιδανικούς μοριακούς 

στόχους για την ανάπτυξη εξειδικευμένων αντισωμάτων ευρέος φάσματος. 

Στο πλαίσιο αυτό, σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν ο 

ορθολογικός σχεδιασμός, η σύνθεση και η ανοσολογική αξιολόγηση συνθετικών 

πεπτιδικών επιτόπων προερχόμενων από φωσφολιπάσες Α₂ δηλητηρίων εχιδνών, με 

στόχο την παραγωγή εξειδικευμένων αντισωμάτων έναντι τοξινών και τη μελλοντική 

αξιοποίησή τους, είτε στην ανάπτυξη αντιοφικών ορών νέας γενιάς, είτε σε τεχνολογίες 

απομάκρυνσης τοξινών από το αίμα ασθενών. 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκαν μελέτες ομολογίας μεταξύ των φωσφολιπασών Α₂ 

των ειδών της οικογένειας των εχιδνών και στη συνέχεια μεταξύ των ειδών Vipera 

ammodytes ammodytes και Vipera berus berus, καθώς και συγκρίσεις με ανθρώπινες 

φωσφολιπάσες Α₂. Τα αποτελέσματα έδειξαν υψηλή ομολογία μεταξύ των 

φωσφολιπασών των εχιδνών (>60–70%) και χαμηλή ομολογία με τις αντίστοιχες 

ανθρώπινες πρωτεΐνες (<35%), γεγονός που υποστηρίζει τη δυνατότητα εκλεκτικής 

ανοσολογικής στόχευσης χωρίς σημαντική διασταυρούμενη αντιδραστικότητα με 

ανθρώπινες PLA₂. 

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκαν υπολογιστικές μελέτες αντιγονικότητας, 

υδροφιλικότητας, επιφανειακής προσβασιμότητας, ευκαμψίας, ευελιξίας και 

δευτεροταγούς δομής, με σκοπό την επιλογή κατάλληλων γραμμικών Β-κυτταρικών 

επιτόπων. Από τις αναλύσεις αυτές επιλέχθηκαν δύο πεπτιδικοί επίτοποι προς σύνθεση: 
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το πεπτίδιο D128FLCKKESEK137 από την Αμμοδυτοξίνη Α της Vipera ammodytes και το 

πεπτίδιο S128SNCQENSDK137 από τη φωσφολιπάση Α₂ της Vipera berus. Ακολούθως, 

τα πεπτίδια συντέθηκαν με τη μέθοδο στερεάς φάσης (SPPS), καθαρίστηκαν με RP-

HPLC και χαρακτηρίστηκαν με φασματομετρία μάζας και φασματοσκοπία NMR. Τα 

αποτελέσματα επιβεβαίωσαν την επιτυχή σύνθεση και την υψηλή καθαρότητα των 

πεπτιδίων, ενώ η ανάλυση NMR έδειξε ότι δεν υιοθετούν σταθερή τρισδιάστατη 

διαμόρφωση σε διάλυμα. 

Για την ενίσχυση της ανοσογονικότητας, τα πεπτίδια συζεύχθηκαν με τον 

συνθετικό πεπτιδικό φορέα CPSOC(3,9-Acm), ο οποίος τροποποιήθηκε κατάλληλα 

ώστε να επιτρέπει ελεγχόμενη πρόσδεση των επιτόπων μέσω χημειοεκλεκτικού 

θειοαιθερικού δεσμού. Με τον τρόπο αυτό συντέθηκαν επιτυχώς τα αντίστοιχα 

ανοσογονικά συμπλέγματα CPSOC (3,9-Acm;6,12-DFLC(Acm)KKESEK) και CPSOC 

(3,9-Acm;6,12- SSNC(Acm)QENSDK) και ακολούθησαν ανοσοποιήσεις ορνίθων για την 

παραγωγή IgY αντισωμάτων, τόσο με μεμονωμένο ανοσογόνο όσο και με μίγμα των δύο 

ανοσογονικών συμπλεγμάτων. 

Η επιλογή των ορνίθων για την παραγωγή αντισωμάτων βασίστηκε στα 

σημαντικά πλεονεκτήματα της τεχνολογίας IgY, όπως η μη επεμβατική απομόνωση 

αντισωμάτων από τον κρόκο του αυγού, η υψηλή παραγωγικότητα και η μειωμένη 

πιθανότητα ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων σε ανοσοχημικές δοκιμασίες. Η 

απομόνωση των αντισωμάτων πραγματοποιήθηκε με το πρωτόκολλο της 

πολυαιθυλενογλυκόλης 6000, ενώ στη συνέχεια ακολούθησε καθαρισμός με διαπίδυση 

και χρωματογραφία συγγένειας, με χρήση εξειδικευμένων στηλών σεφαρόζης στις 

οποίες είχαν προσδεθεί οι συντεθειμένοι επίτοποι. 

Οι ανοσοδοκιμασίες ELISA έδειξαν ότι παρήχθησαν εξειδικευμένα αντισώματα 

ικανοποιητικού τίτλου. Σαφώς υψηλότερο τίτλο εμφάνισαν τα αντισώματα στην 

περίπτωση ανοσοποίησης με το μίγμα των δύο ανοσογόνων έναντι της μονοδύναμης 

ανοσοποίησης. Επιπλέον, οι όρνιθες συνέχισαν να παράγουν εξειδικευμένα αντισώματα 

με ικανοποιητική δραστικότητα έως και οκτώ μήνες μετά την τελευταία ανοσοποίηση, 

ενώ όσον αφορά την αποθήκευση τους η λυοφιλοποιημένη μορφή παρουσίασε 

σημαντικά καλύτερη σταθερότητα σε σύγκριση με την αποθήκευση σε διάλυμα. 

Ιδιαίτερα σημαντικό εύρημα αποτέλεσε η δυνατότητα των παραχθέντων 

αντισωμάτων να αναγνωρίζουν όχι μόνο τα συνθετικά ανοσογόνα αλλά και ολόκληρα 

φυσικά δηλητήρια εχιδνών. Συγκεκριμένα, τα αντισώματα τόσο έναντι του μεμονομένου 

ανοσογόνου όσο και του μίγματος αναγνώρισαν επιτυχώς το δηλητήριο της Vipera 

ammodytes. Επιπλέον τα παραχθέντα αντισώματα έναντι του μίγματος εμφάνισαν και 

διασταυρούμενη αντιδραστικότητα έναντι των δηλητηρίων των ειδών Montivipera 

xanthina και Macrovipera schweizeri, γεγονός που επιβεβαιώνει την προσβασιμότητα 
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καθώς και την υψηλή συντήρηση των επιλεγμένων επιτόπων στις αντίστοιχες 

φωσφολιπάσες. 

Συμπερασματικά, η παρούσα διατριβή αποδεικνύει ότι ο σχεδιασμός συνθετικών 

πεπτιδικών επιτόπων φωσφολιπασών Α₂ και κατά συνέπεια τα αντίστοιχα ανοσογονικά 

συμπλέγματα μπορούν να οδηγήσουν στην παραγωγή εξειδικευμένων και λειτουργικών 

αντισωμάτων με δυνατότητα αναγνώρισης ομόλογων και ετερόλογων δηλητηρίων 

εχιδνών. Κατά συνέπεια, η στρατηγική αυτή μπορεί να θέσει τις βάσεις για την ανάπτυξη 

εργαλείων νέας γενιάς, χαμηλότερου κόστους, υψηλότερης εξειδίκευσης και ευρύτερης 

διαθεσιμότητας. 
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Abstract 

Venomous snakes constitute a major global public health concern, particularly in 

regions with a high incidence of snakebite envenoming and limited access to specialized 

medical care. Envenomation by members of the family Viperidae can induce severe local 

and systemic effects, including hemorrhage, tissue necrosis, neurotoxicity, myotoxicity, 

and hemostatic disturbances, often resulting in permanent disability or death. The 

primary therapeutic approach remains the administration of antivenoms, which are 

traditionally produced by immunizing large mammals with whole venom. However, 

conventional antivenoms present significant limitations, including high production costs, 

limited availability, and the risk of severe adverse reactions. 

Phospholipases A₂ (PLA₂s) represent one of the most important toxin families in 

viper venoms, as they are involved in multiple pathological mechanisms, including 

neurotoxicity, myotoxicity, cytotoxicity, and inflammatory responses. Their high 

biological relevance, combined with the presence of conserved regions among different 

viper species, makes them attractive molecular targets for the development of broad-

spectrum, toxin-specific antibodies. 

Within this context, the aim of the present doctoral dissertation was the rational 

design, synthesis, and immunological evaluation of synthetic peptide epitopes derived 

from viper venom phospholipases A₂, with the objective of generating toxin-specific 

antibodies and exploring their future application either in the development of next-

generation antivenoms or in toxin-removal technologies for the extracorporeal treatment 

of envenomed patients. 

Initially, homology studies were conducted among PLA₂s from various viper 

species, followed by detailed comparisons between Vipera ammodytes ammodytes and 

Vipera berus berus PLA₂s, as well as with human PLA₂ homologues. The results 

revealed a high degree of sequence homology among viper PLA₂s (>60–70%) and low 

similarity to the corresponding human proteins (<35%), supporting the feasibility of 

selective immunological targeting with minimal risk of cross-reactivity against human 

PLA₂s. 

Subsequently, computational analyses of antigenicity, hydrophilicity, surface 

accessibility, flexibility, mobility, and secondary structure were performed to identify 

suitable linear B-cell epitopes. Based on these analyses, two peptide epitopes were 

selected for synthesis: D128FLCKKESEK137 from Ammodytoxin A of Vipera 

ammodytes and S128SNCQENSDK137 from the PLA₂ of Vipera berus. The peptides 

were synthesized by solid-phase peptide synthesis (SPPS), purified by RP-HPLC, and 

characterized by mass spectrometry and NMR spectroscopy. The results confirmed the 
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successful synthesis and high purity of both peptides, while NMR analysis indicated that 

they do not adopt a stable three-dimensional conformation in solution. 

To enhance immunogenicity, the peptides were conjugated to the synthetic 

peptide carrier CPSOC(3,9-Acm), which was appropriately modified to allow controlled 

attachment of the epitopes through a chemoselective thioether bond. This strategy led 

to the successful synthesis of the immunogenic constructs CPSOC(3,9-Acm;6,12-

DFLC(Acm)KKESEK) and CPSOC(3,9-Acm;6,12-SSNC(Acm)QENSDK). These 

conjugates were subsequently used for chicken immunization, both individually and as 

a mixture, for the production of IgY antibodies. 

Chickens were selected for IgY antibody production due to the well-established 

advantages of IgY technology, including non-invasive antibody collection from egg yolks, 

high productivity, and a reduced likelihood of false-positive results in immunochemical 

assays. Antibodies were isolated using the polyethylene glycol 6000 (PEG 6000) 

precipitation protocol, followed by purification through dialysis and affinity 

chromatography using Sepharose-based columns coupled with the synthetic epitopes. 

ELISA assays demonstrated the successful production of specific antibodies with 

satisfactory titers. Significantly higher antibody titers were obtained following 

immunization with the mixture of the two immunogens compared with single-immunogen 

immunization. Furthermore, immunized chickens continued to produce specific 

antibodies with satisfactory activity for up to eight months after the final immunization. 

Regarding storage stability, the lyophilized antibody preparations exhibited substantially 

greater stability than antibodies stored in solution. 

A particularly important finding was the ability of the generated antibodies to 

recognize not only the synthetic immunogens but also whole native viper venoms. 

Specifically, antibodies raised against both the individual immunogens and the 

immunogen mixture successfully recognized Vipera ammodytes venom. Moreover, 

antibodies generated against the immunogen mixture exhibited cross-reactivity with 

venoms from Montivipera xanthina and Macrovipera schweizeri, confirming both the 

accessibility and the high conservation of the selected epitopes within the corresponding 

phospholipases A₂. 

In conclusion, this dissertation demonstrates that the rational design of synthetic 

phospholipase A₂ peptide epitopes and their corresponding immunogenic constructs can 

lead to the generation of specific and functional antibodies capable of recognizing both 

homologous and heterologous viper venoms. Consequently, this strategy may provide 

the foundation for the development of next-generation antivenom-related tools 

characterized by lower production costs, higher specificity, and broader accessibility. 
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