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ΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΛΕΚΤΙΝΩΝ 

Ο αρχικός ορισμός της Λεκτίνης δόθηκε από τους Boyd και Shapleigh, έδωσαν αυτό 
το όνομα στις πρωτεΐνες των φυτών που συγκολλούσαν ερυθρά αιμοσφαίρια. Η λέξη 
προήλθε από το λατινικό legere που σημαίνει αυτό που μπορεί και επιλέγει (2). Οι  
λεκτίνες  έχουν αυτό το χαρακτηριστικό. 
Κατά τους Coldstein et al. ως Λεκτίνη ορίζεται «η πρωτεΐνη που συγκολλά σάκχαρα, 
δεν προέρχεται από το ανοσοποιητικό σύστημα και έχει την ιδιότητα να συγκολλά 
κύτταρα και να κατακρημνίζει γλυκοσύμπλοκα, η ίδια μπορεί να είναι 
γλυκοπρωτείνη». 
Σύμφωνα με τον προηγούμενο ορισμό: 
Οι λεκτίνες μπορεί να είναι διαλυτές ή εντοπισμένες σε μεμβράνες.  
Οι λεκτίνες φέρουν στο μόριό τους πάνω από μία θέση πρόσδεσης, είναι δηλαδή 
πολυδεσμικές και έτσι μπορούν να εκδηλώσουν την ιδιότητα συγκόλλησης κυττάρων. 
Λεκτίνες ή δράση λεκτίνης μπορεί να έχουν και διάφορα ένζυμα όπως οι αμυλάσες. 
Με αφορμή την τελευταία διαπίστωση οι Kocourek  και Horejsi αντιπρότειναν ότι «οι 
λεκτίνες είναι πρωτείνες ή γλυκοπρωτείνες που συγκολλούν σάκχαρα,  δεν 
προέρχονται από το ανοσοποιητικό σύστημα και δεν εμφανίζουν ενζυματική δράση 
απέναντι στα σάκχαρα που συγκολλούν, επιπλέον η σύνδεσή τους με τα σάκχαρα δεν 
απαιτεί την ύπαρξη ελεύθερων υδροξυλομάδων πάνω σε αυτά». 
Σύμφωνα με τον προηγούμενο ορισμό: 
Διαχωρίζεται η έννοια της λεκτίνης από αυτή του ενζύμου. 
Η λεκτίνη δεν είναι απαραίτητα πολυδεσμική. 
 
Τελικά τι είναι λεκτίνη? 
 
Ο Dixon και η διεθνή ένωση βιοχημείας δέχτηκαν τον ορισμό του Coldstein 
τροποποιώντας τον. 
Δέχτηκαν ότι ορισμένες ήδη γνωστές λεκτίνες εμφανίζουν και ενζυματική δράση, 
επιπλέον παρέλειψαν τη λέξη «γλυκοπρωτείνη» ως μη απαραίτητη. Οι λεκτίνες έχουν 
ως κύριο χαρακτηριστικό τους τη συγκόλληση υδατανθράκων ή υδατανθρακικών 
δομών (2). 
Σήμερα όμως ακόμη και αυτό το κύριο χαρακτηριστικό τους επανεξετάζεται εφόσον 
υπάρχουν λεκτίνες που δεν συνδέονται μόνο με σακχαριδικές δομές αλλά για τη 
σύνδεσή τους απαιτείται και η ύπαρξη συγκεκριμένων αμινοξικών αλληλουχιών π.χ. 
η discoidin I (Dictyostelium discoideum) αναγνωρίζει την RGD αλληλουχία.  
Σύμφωνα με τις προηγούμενες απόπειρες ορισμού των λεκτινών και τη σύγχρονη 
εμπειρία γίνεται κατανοητό ότι η δυσκολία ορισμού έχει προκύψει από το γεγονός ότι 
οι λεκτίνες είναι μόρια αναγνώρισης και συμμετέχουν σε ποικίλα βιολογικά 
φαινόμενα.   
 
Φαίνεται ότι ο απλούστερος δυνατός ορισμός είναι ο πιο ικανοποιητικός: 
«οι λεκτίνες είναι πρωτείνες που συγκολλούν υδατάνθρακες  και είναι διαφορετικές 
από τα ένζυμα ή τα αντισώματα» [Barondes] 
 
 
 

 

 

 



ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΩΝ ΛΕΚΤΙΝΩΝ 

  

Οι υδατάνθρακες εμπεριέχουν κωδικοποιημένη πληροφορία πολλές τάξεις μεγέθους 

μεγαλύτερη από ότι οι πρωτεΐνες ή τα νουκλεϊκά οξέα. Η διαφορά των υδατανθρακικών 

δομών όσον αφορά τον τύπο των υπομονάδων και την αλληλουχία αυτών, τον τύπο της 

ανωμερούς διαμόρφωσης και του είδους του γλυκοσιδικού δεσμού, της παρουσίας ή 

απουσίας διακλαδώσεων, του τύπου και του ποσού των σιαλικών οξέων οδηγούν σε 

αυξημένη μικροετερογένεια εξαιτίας των πολλών δυνατών συνδυασμών(25). Θεωρητικά 

χρησιμοποιώντας τέσσερις  διαφορετικούς μονοσακχαρίτες μπορούμε να δημιουργήσουμε 

35560 διαφορετικούς τετρασακχαρίτες. Η ύπαρξη της τεράστιας αυτής ποικιλίας πιθανών 

δομών εξυπηρετεί φυσιολογικές ή παθολογικές λειτουργίες που λαμβάνουν χώρα στους 

οργανισμούς. Η κωδικοποιημένη αυτή πληροφορία που φέρουν οι υδατάνθρακες καλείται 

«Γλυκοκώδικας»(29,25). Το κλειδί για την αποκωδικοποίησή του και την κατανόηση του 

ρόλου των γλυκοσυμπλόκων είναι οι λεκτίνες. Αυτές έχουν την ικανότητα να επιλέγουν τον 

συνδέτη τους μέσα από την τόσο μεγάλη ποικιλία των υδατανθρακικών δομών και είναι 

εξαιρετικά αναλυτικά εργαλεία για την αναγνώριση ελάχιστων δομικών αλλαγών που δεν 

μπορούν να ανιχνευθούν ούτε με τη χρήση αντισωμάτων (29). 

Το συγκεκριμένο κεφάλαιο αναφέρεται σε τέτοιου είδους εφαρμογές των λεκτινών που έχουν 

απομονωθεί από διάφορα είδη χωρίς να επεκτείνεται απαραίτητα στη δράση των λεκτινών 

αυτών στους  οργανισμούς  από τους οποίους απομονώθηκαν.    

Οι εφαρμογές των λεκτινών στηρίζονται στην ικανότητα που έχουν αυτές να 

«επιλέγουν». 

Η ικανότητα μιας λεκτίνης να «επιλέγει» μεταξύ μορίων ή κυττάρων δεν σχετίζεται μόνο με 

την αναγνώριση ή μη συγκεκριμένων δομών, αλλά με την σχετική συγγένεια αναγνώρισης 

των συγκεκριμένων δομών. Η διαφορά που οι λεκτίνες εμφανίζουν όσον αφορά τη δέσμευση 

κυττάρων ή μορίων είναι κυρίως ποσοτική. Συνεπώς η αξιοποίησή τους δεν στηρίζεται μόνο 

στην αρχή «αναγνώριση-μη αναγνώριση» αλλά και στην αρχή «αναγνώριση με διαφορετική 

συγγένεια». Επιπλέον η χρήση δύο ή περισσοτέρων λεκτινών αυξάνει τη διακριτική τους 

ικανότητα και οδηγεί σε ασφαλή αποτελέσματα.  

 Ο διαχωρισμός των λεκτινών σε ομάδες ανάλογα με τα σάκχαρα που αυτές 

αναγνωρίζουν αποτελεί ένα πρώτο στάδιο στο χαρακτηρισμό τους όσον αφορά την 

ειδικότητα αναγνώρισης δομών. Από αυτό τον χαρακτηρισμό εξάγονται συμπεράσματα για 

την συγκόλληση κυττάρων ή μορίων από την λεκτίνη. Παρατηρείται πολύ συχνά το 

φαινόμενο λεκτίνες που εμφανίζουν την ίδια ειδικότητα στην αναγνώριση σακχάρων να 

συγκολλούν με διαφορετική συγγένεια κύτταρα ή μόρια και οι εφαρμογές τους να είναι 

διαφορετικές.  

 



Υπάρχουν πολλές αιτίες για την εκδήλωση αυτών των φαινομένων: 

Δεν γνωρίζουμε πάντα τον ιδανικό συνδέτη της λεκτίνης. 

Ελάχιστες διαφορές στη δομή του συνδέτη οδηγούν σε μεγάλες διαφορές στη συγγένεια 

αναγνώρισής του. 

Δεν είναι γνωστό στις περισσότερες περιπτώσεις ο βαθμός έκφρασης του συνδέτη σε 

κύτταρα ή η ύπαρξή του πάνω σε μόρια. 

Ακόμα και αν ο συνδέτης υπερεκφράζεται μπορεί να τοποθετείται σε τέτοια θέση στις 

υδατανθρακικές δομές ή στις μεμβράνες ώστε αυτός να μην είναι προσβάσιμος. 

Οι λεκτίνες μπορεί να αναγνωρίζουν με υψηλή συγγένεια δομές παρόμοιες με τον συνδέτη 

τους. 

Σε αυτές τις αιτίες στηρίζεται η αρχή της αναγνώρισης με διαφορετική συγγένεια και εξαιτίας 

αυτών των φαινομένων είναι σημαντικές οι εφαρμογές των λεκτινών. Αυτές είναι τα μόνα 

αναλυτικά εργαλεία που μπορούν in situ να διακρίνουν διαφορές τέτοιας ποιότητας.  

Οι κυριότερες εφαρμογές των λεκτινών σχετίζονται είτε με τη βιοιατρική είτε με τη 

βιοτεχνολογία.  

Η χρήση των λεκτινών στα πλαίσια της βιοιατρικής αφορά την αναγνώριση και το 

χαρακτηρισμό γλυκοσυμπλόκων που φυσιολογικά υπάρχουν στον οργανισμό ή εκφράζονται 

σε παθολογικές καταστάσεις. Η διαφορετική γλυκοσυλίωση πρωτεϊνών ή λιπών σχετίζεται με 

φυσιολογικές ή παθολογικές καταστάσεις και είναι ρυθμιζόμενη από κυτταρικούς 

μηχανισμούς.  

Στη μελέτη αυτών των μηχανισμών είναι σημαντική η συνεισφορά των λεκτινών. Ο 

καθαρισμός των γλυκοσυμπλόκων έχει γίνει δυνατός με τη χρήση ακινητοποιημένων 

λεκτινών σε στήλες χρωματογραφίας συγγενείας. Η ανάπτυξη ποσοτικών μεθόδων ( GLIA-

Glycoprotein Lectin Immunosorbent Assay, ELLA-Enzyme Linked Lectin Assay) για την 

ανίχνευση συγκεκριμένων γλυκοσυμπλόκων, δίνει την δυνατότητα να αναλυθούν πολύ μικρά 

δείγματα από σωματικά υγρά ή ομογενοποιημένους ιστούς χωρίς προηγούμενο καθαρισμό 

των γλυκοσυμπλόκων και κάνει δυνατή την ανάλυση πολλών δειγμάτων συγχρόνως (69). 

Επιπλέον η αξιοποίηση σημασμένων παραγώγων των λεκτινών στην ιστοχημεία αποτελεί ένα 

σημαντικό ερευνητικό πεδίο.  

Ο συσχετισμός της διαφορετικής γλυκοσυλίωσης με παθολογικές καταστάσεις είναι 

σήμερα εφικτός με τη χρήση διάφορων λεκτινών. Στον  πίνακα 1 παρουσιάζονται ορισμένες 

σημαντικές διαγνωστικές δοκιμές όπου χρησιμοποιούνται λεκτίνες. Τέτοιες δοκιμές 

συνεισφέρουν στην έγκαιρη και σίγουρη διάγνωση, καθώς και στον καθορισμό του σταδίου 

της ασθένειας. Ιδιαίτερη σημασία δίνεται στην έγκαιρη ανίχνευση καρκινικών διεργασιών, 

στη σωστή εκτίμηση του σταδίου στο οποίο αυτές βρίσκονται (μεταστατικό ή μη) και στη 

κατανόηση της παθοβιοχημείας του καρκίνου. Τα πλεονεκτήματα των μεθόδων είναι η 



ακρίβεια, η ταχύτητα καθώς και η δυνατότητα ενσωμάτωσής τους στην καθημερινή κλινική 

πρακτική. 

 

 

Πίνακας 1: διαγνωστικές εφαρμογές λεκτινών. 

Ασθένεια  Χρήση λεκτίνης  

Μεταβολή γλυκοσυλίωσης  

Εφαρμογή  Αναφορά 

Καρκίνος του πνεύμονα Χρήση διαφόρων λεκτινών (ConA, DBA, 

PHA, RCA, SBA, UEA, WGA) σε 

ιστοχημικές μεθόδους. Το 60% των 

αδενοκαρκινωμάτων χρωματίζονταν με 

UEA ενώ οι καλοήθεις διαχύσεις όχι.  

Πάντα η χρώση με UEA 

είναι δείκτης 

καρκινώματος 

69 

Καρκίνος του προστάτη  Χρήση της λεκτίνης UEA, σε ιστολογικές 

τομές που είχαν μονιμοποηθεί με 

φορμαλίνη. 

Σε φυσιολογικό ιστό χρωματιζόταν το 10% 

των επιθηλιακών κυττάρων ενώ σε 

κακοήθεις ιστούς το 90%. 

Διαχωρισμός 

φυσιολογικού και 

καρκινικού επιθηλίου. 

68 

Καρκίνος του κόλον Με χρήση της λεκτίνης από τη Visia 

villosa και με ανοσοϊστοχημικές μεθόδους 

διερευνήθηκε η έκφραση των Τ-αντιγόνων 

στο κόλον σε έμβρυα, σε φυσιολογικό 

επιθήλιο ενηλίκων και σε κακοήθες 

επιθήλιο. 

 (Τn-αντιγόνο= GalNAc σε ser/thr, Τ-

αντιγόνο (TF)= Gal σε Τn, Sialosyl- 

Τn=σιαλικό στο Τn) 

Τα φυσιολογικά κύτταρα 

δεν εκφράζουν τα Τ-

αντιγόνα, σε αντίθεση με 

τα κακοήθη. 

69 

Παγκρεατικός καρκίνος  Με χρήση της PNA μελετήθηκε μια 

υψηλού μοριακού βάρους γλυκοπρωτείνη 

του ορού του αίματος.  

Αυτή η γλυκοπρωτείνη 

φέρει σιαλυλομένα 

αντιγόνα Lewis και η 

ύπαρξή της συσχετίστηκε 

με τον καρκίνο του 

παγκρέατος.  

63 

Παγκρεατικός καρκίνος 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Με χρήση της PNA και ELLA 

ανιχνεύθηκε στον ορρό του αίματος μια 

μουκίνη η οποία φέρει το ογκοεμβρυϊκό 

αντιγόνο Gal β1-3 GalNAc. 

Ορολογική δοκιμή για την 

διάγνωση του καρκίνου 

του παγκρέατος. 

15 



Ασθένεια  Χρήση λεκτίνης  

Μεταβολή γλυκοσυλίωσης  

Εφαρμογή  Αναφορά 

Καρκίνος του μαστού 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αύξηση των διακλαδωμένων Ν-

συνδεδεμένων ολιγοσακχαριτών σε 

επιθηλιακά κύτταρα. Η μελέτη 

πραγματοποιήθηκε με τη χρήση της PHA. 

Οι συγκεκριμένες 

γλυκομορφές αυξάνουν σε 

καρκίνους του μαστού. Η 

χρώση των κυττάρων με  

PHA συσχετίστηκε με την 

παθοβιοχημεία της νόσου. 

22 

Καρκίνος του μαστού Χρήση ConA σε ιστολογικές τομές 

εμπεδωμένες σε παραφίνη. Η χρώση 

γινόταν με τη χρήση υπεροξειδάσης. 

Η ConA ενώνεται με τα 

καρκινικά κύτταρα αλλά 

όχι με τα φυσιολογικά. 

69 

Καρκίνος του μαστού Χρήση HPA σε ιστολογικές τομές 

εμπεδωμένες σε παραφίνη. Η χρώση 

γινόταν με τη χρήση υπεροξειδάσης. 

H δοκιμή σχετίζεται με 

πρόγνωση μακράς 

διάρκειας. Ασθενείς 

θετικοί στη χρώση με HPA 

έχουν χαμηλότερο 

προσδόκιμο ζωής.  

21,66 

Καρκίνος του μαστού Χρήση HPA σε ιστολογικές τομές 

εμπεδωμένες σε παραφίνη στα αρχικά 

στάδια της νόσου. Η χρώση γινόταν με τη 

χρήση υπεροξειδάσης. 

Αυξημένη σύνδεση της 

HPA με τα επιθηλιακά 

κύτταρα  του μαστού 

σχετίζεται με τη 

μετάσταση στα 

λεμφογάγγλια. 

20,65 

Χοριοκαρκίνωμα   Με τη χρήση ραδιοσημασμένων RCA και 

PNA γίνεται ποσοτικοποίηση της χοριακής 

γοναδοτροπίνης (HCG) στα ούρα.  

Σε περίπτωση 

χοριοκαρκινώματος 

αυξάνουν τα επίπεδα των 

ασιαλομορφών της HCG 

και αυτές ανιχνεύονται με 

την RCA και PNA. 

69 

Ρευματοειδής αρθρίτιδα 

Αρθρίτιδα των ανηλίκων 

Φυματίωση 

Η γαλακτοσυλίωση των IgG του ορού 

μελετήθηκε με τη χρήση των RCA και 

BSII και βρέθηκε μειωμένη στους 

ασθενείς. 

Οι λεκτίνες 

χρησιμοποιούνται σε 

διαγνωστικές δοκιμές της 

ρευματοειδούς αρθρίτιδας. 

16,17 

Ηπατοκυτταρικό 

καρκίνωμα 

 

 

Η συγκόλληση του AFP-L3 κλάσματος της 

α-φετοπρωτείνης με την LCA είναι δείκτης 

μετάστασης. 

Ανίχνευση μεταστατικής 

διαδικασίας  

67 

Ρινοφαρυγγικό 

καρκινωμα 

Χρήση εννέα λεκτινών για την ανίχνευση 

μεταβολών των γλυκοσυμπλόκων της 

επιφάνειας των επιθηλιακών κυττάρων 

Εκτίμηση της κακοήθειας. 12,64 



Στην περίπτωση του καρκίνου έχουμε ένα πολυμορφικό νόσημα και το πρόβλημα  

ορίζεται ως πρόβλημα συμπεριφοράς των κυττάρων. Αυτά παρεκκλίνουν από το φυσιολογικό 

σύστημα αναγνώρισης και επικοινωνίας μεταξύ τους και οδηγείται σε ανισορροπία ο έλεγχος 

των λειτουργιών διαφοροποίησης/πολαπλασιασμού.  Για την αντιμετώπιση αυτής της 

διαδικασίας είναι απαραίτητη η διερεύνησή της και η επέμβαση στις συγκεκριμένες 

λειτουργίες με τη χρήση «Βιολογικών Τροποποιητών» (BRMs Biological Response 

Modifiers) (24). Αρκετές λεκτίνες των φυτών όπως οι L4 ισολεκτίνη του Phaseolus vulgaris 

(PHA), Concanavalia einsiformis aglutinin (ConA), pokeweed mitogen, Maclura pumifera 

agglutinin (MPA), Pisum sativum agglutinin (PSA), mistletoe lectin ML-I (Visum album 

aglutinin VAA), Utica doica agglutinin (UDA), Wheat germ agglutinin (WGA), Agaricus 

bisporus lectin (ABL), Ricinus communis agglutinin (RCA), έχουν χρησιμοποιηθεί ως 

Βιολογικοί Τροποποιητές εξαιτίας της διέγερσης που προκαλούν στο ανοσοποιητικό 

σύστημα ή της αντικαρκινικής-κυτταροτοξικής τους δράσης (24,25). Επιπλέον η ειδικότητα 

των λεκτινών στην αναγνώριση συγκεκριμένων γλυκοσυμπλόκων αξιοποιείται για τη 

στόχευση παθολογικών κυττάρων τη μεταφορά σε αυτά φαρμακευτικών ουσιών ή για την 

εφαρμογή εξειδικευμένων διαγνωστικών μεθόδων (σπινθηρογραφήματα) (25-28). 

 Σημαντική είναι η συνεισφορά των λεκτινών στη μελέτη της 

«βιοσηματοδότησης»(30,25). Με τη χρήση λεκτινών έχει γίνει δυνατή η μελέτη των 

υποδοχέων ή διαφόρων σταδίων της κυτταρικής σηματοδότησης όπως η αδενυλίωση ή 

φωσφορυλίωση μεμβρανικών πρωτεινών (31), οι αλλαγές του επιπέδου των φωσφολιπιδίων, 

της φωσφοινοσιτόλης και των φωσφοπρωτεινών (32). 

Η μελέτη των ενδογενών λεκτινών παθογόνων μικροοργανισμών (βακτηρίων, 

παρασίτων, μυκήτων, ιών) συμβάλει στην αντιμετώπιση παθογόνων λοιμώξεων ζώων και 

φυτών. Ειδικότερα οι βακτηριακές λεκτίνες απομονώνονται από την επιφάνεια των 

βακτηρίων, από βακτηριακά ινίδια, από τον περιπλασμικό χώρο, από το εσωτερικό των 

κυττάρων και από το υλικό των καλλιεργειών όταν αυτές  εκκρίνονται (33). Η έκφραση 

αυτών των λεκτινών εξαρτάται από παράγοντες που επηρεάζουν την ανάπτυξη των 

βακτηρίων (θερμοκρασία, H, Ο2 κ.α.) (33). Αναγνωρίζουν ποικίλους υδατάνθρακες είναι 

όμως λίγες οι λεκτίνες που αναγνωρίζουν σιαλικά οξέα (44,33,48) όπως για παράδειγμα 

αυτές των Mycoplasma pneumoniae, στελεχών της E. Coli, P. Αeruginosa (33). Οι κυριότερες 

λειτουργίες τους αφορούν τον παρασιτισμό (42,43,33), τη συμβίωση (38,33), την προστασία 

των βακτηρίων μέσω αυτοσυγκόλλησής τους ή με την μεσοκυττάρια ουσία (43,44) ή με τη 

συγκόλληση και είσοδό τους σε κύτταρα ξενιστές (33). Επιπλέον η συγκόλληση των 

βακτηρίων με ευκαρυωτικά κύτταρα θηρευτές (φαγοκύτταρα, ευκαρυωτικά παράσιτα) 

επιτελείται με τη δράση λεκτινών (39). Η παθογόνος δράση των βακτηρίων εκτός από τη 

διαδικασία συγκόλλησης τους στα κύτταρα ξενιστές επιτυγχάνεται και με τη  στόχευση 

τοξινών και ενζύμων σε αυτά  με τη βοήθεια εκκρινόμενων λεκτινών (40,33,41). 



Αντίστοιχες δράσεις παρατηρούνται για τις λεκτίνες παρασιτικών πρωτοζώων (45), μυκήτων 

(47) και ιών (46) οι οποίες σχετίζονται με την παθογόνο δράση των συγκεκριμένων 

μικροοργανισμών.  

Εκτός όμως από τις ενδογενείς λεκτίνες έχουν χρησιμοποιηθεί λεκτίνες από 

διάφορους οργανισμούς με σκοπό τη μελέτη των  μικροοργανισμών και την ταυτοποίησή 

τους . Στην επιφάνειά τους υπάρχει ποικιλία γλυκοσυμπλόκων όπως γλυκολιπίδια, 

λιποπολυσακχαρίτες, πολυσακχαρίτες, τειχοϊκά οξέα, πεπτιδογλυκάνες, χιτινώδη 

περιβλήματα, γλυκοπρωτείνες που αποτελούν πιθανούς συνδέτες λεκτινών (2). Με τη χρήση 

σειράς  λεκτινών δίνεται η δυνατότητα ταυτοποίησης διαφόρων μικροοργανισμών (2), οι 

τεχνικές αυτές είναι εξίσου ακριβείς με τις κλασικές μεθόδους και  δίνουν άμεσα 

αποτελέσματα. Η ανάγκη ταχύτητας είναι απόλυτα κατανοητή στην αντιμετώπιση των 

λοιμώξεων, οι κλασικές μέθοδοι που σήμερα εφαρμόζονται απαιτούν τουλάχιστον 

εικοσιτέσσερις ώρες για να δώσουν τα πρώτα αποτελέσματα ενώ για πολλά παθογόνα 

απαιτούνται σαράντα οκτώ ώρες έως μία εβδομάδα(56).  

Εκτός από τα θέματα που άπτονται της ατομικής υγείας και σχετίζονται με την ταυτοποίηση 

παθογόνων, σημαντικά προβλήματα παραμένουν άλυτα σε σχέση με την υγιεινή των 

τροφίμων και τη δημόσια υγεία. Ορισμένα ευαίσθητα προϊόντα όπως το φρέσκο γάλα 

δίνονται στην κατανάλωση αμέσως  μετά την επεξεργασία τους και την εξυγίανσή τους 

(παστερίωση) (54,52). Η αποτελεσματικότητα της εξυγίανσης δεν μπορεί άμεσα να 

αξιολογηθεί γιατί σύμφωνα με τις διεθνώς αναγνωρισμένες μεθόδους (standart methods) 

απαιτούνται εικοσιτέσσερις ώρες για να έχουμε τα αποτελέσματα της ολικής μεσόφιλης 

χλωρίδας (ΟΜΧ) ενώ  πάνω από σαράντα οκτώ ώρες απαιτούνται για τα αποτελέσματα των 

παθογόνων (50,51). Τα αυτόματα μηχανήματα κυττομετρίας επίσης δεν μπορούν να δώσουν 

αξιόπιστα αποτελέσματα γιατί η φυσιολογική διακύμανση των τιμών που παρέχουν είναι 

μεγάλη και η αξία τους περιορίζεται στο μη εξυγιασμένο αρχικό προϊόν όπου το μικροβιακό 

φορτίο είναι υψηλό. Ένα σημαντικό ποσοστό ασφάλειας παρέχεται όταν εφαρμόζεται η 

ανάλυση της επικινδυνότητας  στα κρίσιμα σημεία ελέγχου (HACCP) της γραμμής 

παραγωγής (49,53,52,55). Παρόλα αυτά πάντα επιζητούνται μέθοδοι που δίνουν τη 

δυνατότητα άμεσης εκτίμησης της υγιεινής κατάστασης του προϊόντος (54) και σε αυτό θα 

μπορούσαν να συνεισφέρουν οι λεκτίνες. Εκτός όμως από την ταυτοποίηση στελεχών είναι 

δυνατός  και ο εμπλουτισμός των δειγμάτων που μπορεί να επιτευχθεί με τη χρήση 

ακινητοποιημένων λεκτινών.      

 Τέλος ένας άλλος σημαντικός τομέας χρήσης των λεκτινών είναι αυτός της 

φυτοπροστασίας. Τα τελευταία χρόνια γίνονται προσπάθειες για την δημιουργία γενετικά 

τροποποιημένων φυτών ανθεκτικών σε ασθένειες ή σε προσβολές εντόμων με σκοπό τη 

μείωση της χρήσης αγροχημικών και μείωση του κόστους παραγωγής (59). Για τον σκοπό 

αυτό έχουν εισαχθεί στο γονιδίωμα των φυτών γονίδια που κωδικοποιούν για τοξίνες κυρίως 



του βακίλου τη Θουριγκείας (Bacillus thuringiensis), για αναστολείς πρωτεασών, για ένζυμα 

ή για λεκτίνες (59). Στον πίνακα 2 αναφέρονται περιπτώσεις χρήσεις των λεκτινών για την 

παραγωγή γενετικά τροποποιημένων φυτών. Η λεκτίνη που απομονώνεται από το Galanthus 

nivalis(GNA) αναγνωρίζει γλυκόζη και μαννόζη και έχει χρησιμοποιηθεί για την 

τροποποίηση αρκετών ευρέως καλλιεργούμενων φυτών (59-61). Η GNA είναι μια λεκτίνη με 

χαμηλή τοξικότητα και εξαιτίας αυτού του χαρακτηριστικού της προτιμάται για τη γενετική 

τροποποίηση. Ο τρόπος  δράσης  των λεκτινών  εναντίων των εντόμων δεν είναι απόλυτα 

κατανοητός (61), ορισμένες φορές χρησιμοποιούνται σε συνδυασμό με άλλα βιομόρια. Η 

μεγάλη αφθονία λεκτινών στη φύση, ο συσχετισμός τους με την άμυνα φυτών και ζώων 

καθώς και η χαμηλή τους τοξικότητα τις καθιστούν ένα ελκυστικό εργαλείο για την ενίσχυση 

της άμυνας των καλλιεργούμενων φυτών.      

 

 

Λεκτίνη  Ειδικότητα  Φυτό  Παθογόνο  Αναφορά  

Pea lectin Γλυκόζη 

Μαννόζη  

Καπνός  H. virescens 59 

Wheat germ 

agglutinin 

GlcNAc 

NANA 

Καλαμπόκι  E. corn borrer 

Diabrotica 

59 

Galanthus nivalis 

agglutinin 

Μαννόζη  Ροδάκινο  Myzus persicae 60 

        >>      >> Πατάτα  Myzus persicae 

Lacanobia oleracea 

Aulacorthum solani 

Tuber moth larvae 

59,60 

        >>       >> Καλαμπόκι  Lacanobia oleracea 59 

        >>        >>   Ρύζι  Nilaparvata lugens 

Nephotettix virescens 

60 

        >>      >> Τομάτα  Lacanobia oleracea 61 

        >>      >> Γλυκοπατάτα Euscepes postfaciatus 61 

        >>      >> Καπνός  Αφίδες  59 

        >>       >> Σιτάρι  Sitobion avenae 61 

Wheat germ 

agglutinin 

GlcNAc 

NANA 

 Fusarium sp. 62 

  

Πίνακας 2 : Γενετικά τροποποιημένα φυτά στα οποία έχουν εισαχθεί γονίδια φυτικών 

λεκτινών.   



 

 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι λεκτίνες είναι πρωτεΐνες που αναγνωρίζουν σακχαριδικές δομές (σάκχαρα, 

γλυκοπρωτείνες, γλυκολιπίδια). Έχουν την ιδιότητα να συγκολλούν κύτταρα 

(προκαρυωτικά, ευκαρυωτικά) ή και να επιδρούν στη βιολογία τους. Σημαντική είναι 

η αξιοποίηση των λεκτινών στην βιοτεχνολογία και την βιοϊατρική. 

Η απομόνωση, ο χαρακτηρισμός και η αξιοποίηση των λεκτινών στους παραπάνω 

τομείς αποτελούν σήμερα ένα σημαντικό ερευνητικό πεδίο. Οι πηγές απομόνωσης 

τους είναι ποικίλες. Ειδικότερα από το υποφύλο των καρκινοειδών έχουν απομονωθεί 

και ανευρίσκονται καινούργιες λεκτίνες με πρωτότυπες εξειδικεύσεις στην 

αναγνώριση σακχάρων. 

 Στη συγκεκριμένη εργασία περιγράφεται η ανεύρεση και ο βιοχημικός 

χαρακτηρισμός δύο λεκτινών από την αιμολέμφο του θαλάσσιου καβουριού Calappa 

granulata.  

Η μία λεκτίνη συγκολλά με μεγαλύτερη συγγένεια ερυθρά αιμοσφαίρια κουνελιού. 

Αναγνωρίζει ειδικά τη γαλακτόζη και τα παράγωγά της με α-διαμόρφωση. Δεν 

αναγνωρίζει  τη Ν-ακετύλ-γαλακτοζαμίνη, τη γλυκόζη και τα παράγωγά της. Τα 

χαρακτηριστικά αυτά παρατηρούνται για πρώτη φορά σε λεκτίνη  από δεκάποδα 

καρκινοειδή. Η λεκτίνη απομονώθηκε μετά από προσρόφηση είτε σε Ρ-νιτρο-φαινυλ-

α-D-γαλακτοπυρανόζη συνδεδεμένη σε Sepharose 6B είτε σε ασιαλοφετουίνη 

συνδεδεμένη σε Sepharose 4B και η αποπροσρόφηση έγινε με EDTA  και α-λακτόζη 

αντίστοιχα. Σε αποδιατακτικές συνθήκες η μοριακή της μάζα υπολογίστηκε στα 28 + 

2 kDa και είναι γλυκοσυλιωμένη. 

Η άλλη λεκτίνη βρέθηκε ότι αναγνωρίζει σιαλικά οξέα και Ν-ακετυλιωμένα 

παράγωγα γλυκόζης και γαλακτόζης, επιπλέον εμφανίζει ισχυρή αιμοσυγκολλητική 

δραστηριότητα έναντι των ερυθρών αιμοσφαιρίων του ίππου. Απομονώθηκε μετά από 

προσρόφηση σε Ν-ακετυλ-γλυκοζαμίνη που ήταν συνδεδεμένη σε Sepharose 6B, η 

αποπροσρόφηση έγινε με χρήση Ν-ακετυλ-γλυκοζαμίνης. Σε αποδιατακτικές 

συνθήκες βρέθηκε ότι η πρωτεΐνη αποτελείται από δύο υπομονάδες μοριακού βάρους 

39 + 2 kDa και 42 + 2 kDa και είναι γλυκοσυλιωμένη. 

Με σκοπό την ανίχνευση των αντίστοιχων γονιδίων για αυτές τις λεκτίνες 

κατασκευάστηκε μια cDNA βιβλιοθήκη από διάφορους ιστούς του Calappa 

granulata. 



 

 

SUMMARY 

 

Lectins are proteins that recognize saccharide structures (Carbohydrates, 

Glycoproteins, Glycolipids). They agglutinate cells (eucaryotics, procaryotics) or 

have an effect on their biology.Important applications of lectins are found within 

Biotechnology and Biomedicine. The Purification, Characterization and Use of lectins 

constitute an important research field. Crustaceans are a source of lectins with 

prototype specificities on Carbohydrate binding. 

In this master thesis we report the Identification and Biochemical Characterization of 

two Lectins from the hemolymph of the marine crab Calappa granulata. 

The first lectin agglutinates rabbit red blood cells stronger than human’s and is highly 

specific for α-galactosides; it doesn’t recognize N-acetyl-galactoside or glucose. This 

is a prototype specificity for a Crustacean lectin. It was purified after absorption on P-

nitro-phenyl-α-D-galactoside-sepharose 6B, or asialofetuin-sepharose 4B and 

desorption with EDTA or α-lactose respectively; it is composed of 28 + 2 kDa 

subunits and is glycosylated. 

The other lectin recognizes sialic acids, N-acetyl-glucosamine, N-acetyl-

galactosamine and strongly agglutinates horse red blood cells. It was purified after 

absorption on N-acetyl-glucosamine-sepharose 6B and desorption with N-acetyl-

glucosamine. The protein is composed of 39 + 2 kDa and 42 + 2 kDa subunits and is 

also glycosylated. 

To detect the genes of these two lectins a cDNA library has been made from various 

tissues of Calappa granulata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Οι πρωτεΐνες που αναγνωρίζουν γαλακτόζη συγκροτούν μια ξεχωριστή ομάδα 

λεκτινών. Σύμφωνα με στατιστικές φαίνεται ότι σχεδόν το μεγαλύτερο ποσοστό των 

λεκτινών που αναφέρονται στη βιβλιογραφία χαρακτηρίζονται ως ειδικές για γαλακτόζη 

(1,2). Η κατηγορία αυτή περιλαμβάνει λεκτίνες που απαιτούν δισθενή κατιόντα (Ca++) ώστε 

να είναι ενεργές και κατατάσσονται στις C-τύπου λεκτίνες και αυτές που δεν το απαιτούν και 

κατατάσσονται στις S-τύπου. Στις τελευταίες συμπεριλαμβάνονται οι Γκαλεκτίνες. Αυτές 

αναγνωρίζουν β-γαλακτοσίδες , έχουν βρεθεί σε δευτεροστόμια (σπονδυλωτά), πρωτοστόμια 

(C.elegans) και σπόγγους. Οι Γκαλεκτίνες συγκροτούν μια ενιαία οικογένεια λεκτινών όσον 

αφορά τη δομή και τη δράση τους (4,75). Θεωρείται ότι συμμετέχουν σε ποικίλες και 

σημαντικές βιολογικές λειτουργίες όπως η ανάπτυξη, η διαφοροποίηση, η απόπτωση, η 

καρκινογένεση (4,2). Εξαιτίας της συμμετοχής τους σε θεμελιώδεις λειτουργίες είναι 

αναμενόμενο να υπάρχουν και σε κατώτερους οργανισμούς (4). Στους οργανισμούς που 

αυτές δεν έχουν μέχρι σήμερα βρεθεί θεωρείται ότι αντικαθίστανται από άλλες ειδικές για 

γαλακτόζη λεκτίνες που διαδραματίζουν αντίστοιχους ρόλους. Από τα ουροχορδωτά 

(Tunicate) και συγκεκριμένα από την τάξη των ασκιδίων έχουν απομονωθεί S-τύπου λεκτίνες 

ειδικές για α-γαλακτοσίδες χωρίς όμως να είναι ακόμα γνωστό αν υπάρχει ομολογία στη 

δομή με τις γκαλεκτίνες. Από ουροχορδωτά έχουν απομονωθεί και C-τύπου λεκτίνες ειδικές 

για γαλακτόζη (34). 

Απ’ το φύλο των δακτυλιοσκωλήκων (Annelida) έχουν απομονωθεί ειδικές για β-

γαλακτοσίδες και Ν-ακετυλ-γαλακτοζαμίνη λεκτίνες που η δράση τους είναι ανεξάρτητη από 

την ύπαρξη δισθενών κατιόντων. Αυτές εμφανίζουν συγγένεια μεταξύ τους όσον αφορά τη 

δομή ενώ δεν εμφανίζουν συγγένεια με τις γκαλεκτίνες και θεωρείται ότι συγκροτούν μια 

ξεχωριστή οικογένεια πρωτεϊνών. 

C-τύπου λεκτίνες ειδικές για γαλακτόζη έχουν απομονωθεί από φυτά και από ζώα 

(1,2). Από τα θηλαστικά στην κατηγορία αυτή κατατάσσονται ο υποδοχέας των 

ασιαλογλυκοπρωτεϊνών του ανθρώπου, λεκτίνες της επιφάνειας των περιτοναϊκών 

μακροφάγων και των κυττάρων του Kuppfer.  

Από τα έντομα έχουν απομονωθεί C-τυπου λεκτίνες ειδικές για γαλακτόζη(6,7,8,9). 

Λεκτίνες που έχουν απομονωθεί από μαλάκια αναγνωρίζουν α-γαλακτοσίδες και Ν-ακετυλ-

γαλακτοζαμίνη και απαιτούν δισθενή κατιόντα. (35-37). 

Απ’ τα δεκάποδα καρκινοειδή, η λεκτίνη που έχει απομονωθεί απ’ το θαλάσσιο καβούρι 

Charybdis japonica (5) χαρακτηρίζεται ως ειδική για γαλακτόζη. 

Η μία λεκτίνη που απομονώσαμε απ΄την αιμολέμφο του θαλάσσιου καβουριού Callapa 

granulata είναι μια διαλυτή C-τύπου λεκτίνη που αναγνωρίζει γαλακτόζη. 



  Από την αιμολέμφο ασπονδύλων και πιο συγκεκριμένα  από δεκάποδα καρκινοειδή 

αναφέρονται περιπτώσεις απομόνωσης περισσότερων από μια λεκτινών ανά είδος(5,56). Το 

Callapa granulata ανήκει σ’ αυτήν την κατηγορία. 

Η δεύτερη λεκτίνη που απομονώθηκε από την αιμολέμφο του αναγνωρίζει  Ν-ακετυλ- 

νευραμινικό οξύ, Ν-ακετυλ-γαλακτοζαμίνη και Ν-ακετυλ-γλυκοζαμίνη. Τα σιαλικά οξέα 

είναι μια οικογένεια 40 περίπου παραγώγων του νευραμινικού οξέος που συμμετέχουν σε 

σημαντικές βιολογικές λειτουργίες αναγνώρισης μεταξύ κυττάρων και μορίων. Διαφορές 

στην ποσότητα και την ποιότητα των σιαλικών οξέων της επιφάνειας των κυττάρων αλλά και 

εκκρινόμενων μορίων οδηγούν σε τροποποίηση των λειτουργιών τους και συχνά σχετίζονται 

με παθολογικές καταστάσεις. Οι τροποποιήσεις αυτές είναι δυνατόν να ανιχνευθούν από 

ειδικές για σιαλικά οξέα λεκτίνες. 

Η χρησιμότητα των λεκτινών σχετίζεται με την ικανότητα που έχουν αυτές να «επιλέγουν», 

ιδιότητα που σχετίζεται άμεσα με την αυστηρή εξειδίκευση στην αναγνώριση σακχαριδικών 

δομών. Η αξία της κάθε νέας λεκτίνης που απομονώνεται κρίνεται βάση αυτών των 

χαρακτηριστικών και των προοπτικών που υπάρχουν για την αξιοποίησή της.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ΥΛΙΚΑ - ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

 

Υλικά  

Χρησιμοποιήθηκαν γλυκόζη, γαλακτόζη, Ν-ακετυλ-D-γλυκοζαμίνη,  Ν-ακετυλ-D-

γαλακτοζαμίνη,  Ν- ακετυλ- νευραμινικό οξύ, α-λακτόζη,  Ρ-νιτροφαινυλ-α-D- 

γλυκοπυρανόζη, Ρ-νιτροφαινυλ-α-D-γαλακτοπυρανόζη, Ρ-νιτροφαινυλ-β-D- γλυκοπυρανόζη, 

Ρ-νιτροφαινυλ-β-D-γαλακτοπυρανόζη, μεθυλ -α-D- γλυκοπυρανόζη, μεθυλ -α-D-

γαλακτοπυρανόζη, μεθυλ -β-D- γλυκοπυρανόζη, μεθυλ -β-D-γαλακτοπυρανόζη, 

ασιαλοφετουϊνη, κονκαναβαλίνη Α συνδεμένη με ισοθειοκυανιούχο φλουορεσκεϊνη επόξυ-

ενεργοποιημένη σωματιδιακή πηκτή Sepharose 6B, ενεργοποιημένη με βρωμοκυάνιο 

σωματιδιακή πηκτή Sepharose 4B, βόεια οροαλβουμίνη, ακρυλαμίδη, δισακρυλαμίδη, 

υπερθειικό αμμώνιο, Ν,Ν,Ν΄,Ν΄-τετραμεθυλ-αιθυλενοδιαμίνη (EDTA) , θειικό δωδεκακυλικό 

νάτριο (SDS), φορμαλίνη (37% υδατική διάλυση φορμαλδεϋδης) , χλωριούχο νάτριο, 

τριυδροξυαιθυλ-αμινομεθάνιο (Tris), 2-μερκαπτοαιθανόλη, γλυκίνη, αζίδιο του νατρίου 

(ΝαΝ3), κυανό της βρωμοφαινόλης, φαινυλ-μεθυλ-σουλφονυλ-φλουορίδιο (PMSF), 

βενζαμιδίνη, λευπεπτίνη, λαμπερή κυανή χρωστική (Coomassie R-250), μεμβράνες 

διαπίδυσης, δείκτες μοριακής μάζας. Όλα τα αντιδραστήρια ήταν αναλυτικού βαθμού 

καθαρότητας. 

 Για την κατασκευή της cDNA βιβλιοθήκης χρησιμοποιήθηκαν  αντιδραστήρια της 

Stratagene, Poly(A) Quik mRNA Isolation Kit, cDNA Synthesis Kit, Gigapack III Gold 

Packaging Extract.  

 

 

Λήψη –επεξεργασία αιμολέμφου  

 

Η αιμοληψία γινόταν στα διαστήματα μεταξύ των άρθρων των καβουριών. Το πήγμα που η 

αιμολέμφος δημιουργούσε ομογενοποιούνταν, στη συνέχεια φυγοκεντρούνταν [3000 

στροφές, 4ο C, 30 λεπτά] και λαμβανόταν το υπερκείμενο. Από αυτό γινόταν δοκιμή 

αιμοσυγκόλλησης  και χρησιμοποιούνταν ή φυλασσόταν στους –20οC. 

 

 

Δοκιμές αιμοσυγκόλλησης. 

Οι δοκιμές έγιναν σε πλάκες μικροτιτλοδότησης  με πηγάδια τύπου V [96- well microttiter V 

bottomed plates] 

H αιμολέμφος αραιώνεται διαδοχικά από ½ έως 1/4096 σε 50 mM Tris-HCl pH:7,5, 100mM 

CaCl2,  50mM NaCl μέχρι τελικού όγκου 100μΙ.  Σε κάθε πηγάδι της πλάκας προστίθενται 



επιπλέον 100μΙ εναιωρήματος  ερυθροκυττάρων  1% ν/ν. Μετά από επώαση δύο ωρών στους 

21οC προσδιορίζεται ο τίτλος αιμοσυγκόλλησης ως το αντίστροφο της μέγιστης αραίωσης 

που προκαλούσε αιμοσυγκόλληση. 

 

Δοκιμές αναστολής αιμοσυγκόλλησης. 

Η δοκιμή χρησιμοποιείται ώστε να καθοριστεί η εξειδίκευση της λεκτίνης στη συγκόλληση 

σακχάρων και γλυκοπρωτεινών. Αυτά διαλύθηκαν σε 50 mM Tris-HCl pH:8, 100mM CaCl2,  

50mM NaCl, ενώ τα σιαλικά οξέα σε 50 mM Tris-HCl pH:11, 100mM CaCl2,  50mM NaCl. 

Στις πλάκες μικροτιτλοδότησης γίνονται διαδοχικές αραιώσεις μέχρι τελικού όγκου 100μΙ. 

Στη συνέχεια προστίθεται αιμολέμφος αραιωμένη σε 50 mM Tris-HCl pH:7,7, 100mM 

CaCl2,  50mM NaCl., σε αραίωση 2 φορές μικρότερη από αυτή του τίτλου που βρήκαμε κατά 

τη δοκιμή της αιμοσυγκόλλησης. Η πλάκα επωάζεται για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου 

ακίνητη και στη συνέχεια προσθέτουμε 50 μl ερυθροκυττάρων αραιωμένα 2% ν/ν στο 

αντίστοιχο buffer. H πλάκα επωάζεται για άλλη μία ώρα ακίνητη σε θερμοκρασία δωματίου.  

Ορίζεται ως τίτλος αναστολής η ελάχιστη συγκέντρωση του σακχάρου η οποία προκαλεί 

αναστολή. 

 

Χρωματογραφία συγγενείας 

Σε σωματιδιακή πηκτή Σεφαρόζης (Sepharose 6B)  συνδέθηκε μετά από εποξική 

ενεργοποίηση Ν-ακετυλ-γλυκοζαμίνη όπως έχει περιγραφεί (11). Η Σεφαρόζη τοποθετήθηκε 

σε στήλη χρωματογραφίας  (0,5 Χ 10 cm) συνδέθηκε σε διάταξη υγρής χρωματογραφίας και 

εξισορροπήθηκε με ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 500 mM NaCI, 10 Mm 

CaCI2. Μετά την εξισορρόπηση δόθηκε στη στήλη αιμολέμφος με ρυθμό 3ml/h 21oC. 

Kατόπιν αυτή πλύθηκε με διάλυμα  εξισορρόπησης έως ότου το φωτόμετρο δεν ανίχνευε 

πρωτείνη. 

Η αποπροσρόφηση των πρωτεινών που δεσμεύτηκαν στη στήλη έγινε με 100 mM  Ν-ακετυλ-

γλυκοζαμίνης σε διάλυμα  εξισορρόπησης. Ο ρυθμός έκλουσης ήταν 0,5 ml/min και 

συλέχτηκαν κλάσματα όγκου 2,5 ml.  

Αντίστοιχη διαδικασία ακολουθήθηκε και για τις χρωματογραφίες συγγενείας σε στήλες Ρ-

νιτροφαινύλ-α-D-γαλακτοπυρανόζης – Sepharose 6B και ασιαλοφετουίνης – Sepharose 4B. 

Οι δύο τελευταίες στήλες παρασκευάστηκαν όπως έχει περιγραφεί (11). 

 

Ηλεκτροφόρηση  

Η μέθοδος που εφαρμόστηκε ήταν αυτή της ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα  πολυακρυλαμίδης 

(PAGE). Εφαρμόστηκε η αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση παρουσία θειικού δωδεκακυλικού 

νατρίου (SDS-PAGE). Η ηλεκτροφόρηση και ο υπολογισμός της μοριακής μάζας έγινε όπως 

έχει ήδη περιγραφεί(58,70). Τα δείγματα πριν την αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (SDS-



PAGE) αναμίχθηκαν με ίσο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος μετουσίωσης 62,5 mM Tris-HCI, 

pH 6,8 που περιείχε 2,5% v/v SDS, 5% v/v 2-μερκαπτοαιθανόλη, 10% v/v γλυκερόλη και 

0,1% w/v κυανό της βρωμοφαινόλης και θερμάνθηκαν στους 100οC για 2 λεπτά. 

Οι λεκτίνες που είχαν υποβληθεί σε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση μεταφέρθηκαν με τη 

χρήση συνεχούς ηλεκτρικού ρεύματος (electroblot) σε μεμβράνες νιτροκυτταρίνης (13) και 

επωάσθηκαν με κονκαναβαλίνη Α συνδεμένη με ισοθειοκυανυούχο φλουορεσκείνη (FITC-

conA) (14). 

 

 

ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ cDNA ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ 

Η κατασκευή της βιβλιοθήκης έγινε όπως έχει περιγραφεί(23) και χρησιμοποιήθηκαν  υλικά  

της Stratagene, Poly(A) Quik mRNA Isolation Kit, cDNA Synthesis Kit, Gigapack III Gold 

Packaging Extract. Χρησιμοποιήθηκε ο φορέας Uni-Zap XR. 

Συνοπτικά τα στάδια ήταν τα εξής: 

Απομόνωση ολικού RNA. 

Απομόνωση αγγελιοφόρου RNA (mRNA) με χρωματογραφία συγγενείας με το Poly(A) Quik 

kit (stratagene). 

Σύνθεση συμπληρωματικού DNA (cDNA). 

Σύνδεση μικρών προσαρμοστικών αλληλουχιών DNA (Eco I adapters) στα άκρα του cDNA 

και πέψη με το περιοριστικό ένζυμο XhoI ώστε να προκύψουν οι θέσεις σύνδεσης με το 

φορέα. 

Κλασμάτωση μεγέθους του cDNA με χρωματογραφία διήθησης σε πήκτωμα CL-2B και 

εκτίμηση της ποιότητάς του. 

Σύνδεση του cDNA με τον βακτηριοφαγικό φορέα Uni-Zap XR. 

Πακετάρισμα του φορέα στο φαγικό καψίδιο. 

Σπορά και τιτλοδότηση της πρωτογενούς βιβλιοθήκης-εκτίμηση του ποσοστού των αγρίου 

τύπου φάγων με χρήση ισοπροπυλ-1-θειο-β-D-γαλακτοπυρανόζης (IPTG) και 5-βρομο-4-

χλωρο-3-ινδοϋλ-β-D-γαλακτοπυρανόζης (X-gal). 

Ενίσχυση της πρωτογενούς βιβλιοθήκης.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Αιμοσυγκολλητική ενεργότητα της αιμολέμφου του Calappa granulata 

 

Στην αιμολέμφο του Calappa granulata ανιχνεύθηκε αιμοσυγκολλητική ενεργότητα 

έναντι ερυθρών αιμοσφαιρίων διαφόρων θηλαστικών. Η ενεργότητα αυτή χανόταν εάν 

γινόταν κατακρήμνιση των πρωτεϊνών με TCA ή εάν η αιμολέμφος επωάζονταν με ορισμένα 

σάκχαρα. 

Με βάση αυτά τα αποτελέσματα η ενεργότητα αιμοσυγκόλλησης που ανιχνεύσαμε στην 

αιμολέμφο αποδόθηκε στην ύπαρξη λεκτίνης σε αυτή.  

Η αιμοσυγκόλληση έναντι των ανθρώπινων αιμοσφαιρίων ήταν ουσιαστικά η ίδια όσον 

αφορά τον τίτλο ανεξάρτητα από την ομάδα αίματος. Συνήθης τίτλος έναντι των ανθρώπινων 

ερυθρών ήταν 8-64, ενώ παρατηρήθηκαν και ακραίες τιμές 0-1024. Ο τίτλος έναντι 

αιμοσφαιρίων κουνελιού εμφανιζόταν σταθερά υψηλότερος δύο έως τρεις αραιώσεις σε 

σύγκριση με τον τίτλο των ανθρώπινων ερυθρών παρουσιάζοντας όμως και αυτός 

αντίστοιχες διακυμάνσεις.  

Σταθερά υψηλό τίτλο 128-1024 παρουσίαζαν τα ερυθρά του ίππου χωρίς να παρατηρούνται 

οι προηγούμενες έντονες διακυμάνσεις. Αντίστοιχη συμπεριφορά εμφάνιζαν τα ερυθρά του 

ποντικού (Balb c) με τίτλο συνήθως δύο έως τρεις αραιώσεις μικρότερο αυτών του ίππου. 

Περιέργως σε δύο πειράματα που έγιναν με αιμοσφαίρια όνου ο τίτλος που παρατηρήθηκε 

ήταν 2, ενώ ο αντίστοιχος του ίππου 512 και 1024. Αντίστοιχη παρατήρηση δεν αναφέρεται 

στη βιβλιογραφία και το φαινόμενο χρήζει περαιτέρω διερεύνησης με καθαρή λεκτίνη.  

Τα ερυθρά αιμοσφαίρια όρνιθας δεν εμφάνισαν καμία αιμοσυγκόλληση, ενώ ανιχνεύθηκε 

ενεργότητα αιμοσυγκόλλησης με τη χρήση ερυθρών χοίρου, βοοειδούς και προβάτου.      

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Ανίχνευση και καθαρισμός λεκτινών του Calappa granulata  

 

Αρχικά πειράματα αναστολής αιμοσυγκόλλησης με αιμολέμφο και ανθρώπινα ερυθρά 

έδειξαν ότι η αιμοσυγκολλητική ενεργότητα αναστέλλεται με τη χρήση γαλακτόζης και των 

α-παραγώγων της (πιν.3). Με  σκοπό την απομόνωση της λεκτίνης  χρησιμοποιήθηκε P-

νιτροφαινυλ-α-D-γαλακτοπυρανόζη συνδεμένη σε σωματιδιακή πηκτή Sepharose 6B για την 

προσρόφηση της.  

Στη στήλη δόθηκαν 15 ml αιμολέμφου επεξεργασμένη όπως περιγράφεται στα υλικά – 

μέθοδοι. Οι δοκιμές αιμοσυγκόλλησης που γίνονταν με ανθρώπινα ερυθρά σε δείγματα που 

είχαν περάσει από τη στήλη έδειξαν  ενεργότητα  αιμοσυγκόλλησης σημαντικά χαμηλότερη 

από αυτή της αρχικής αιμολέμφου. Συνεπώς η περισσότερη  ποσότητα της λεκτίνης είχε 

προσροφηθεί στη στήλη. Η στήλη πλύθηκε με  50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 500 mM NaCI, 10 

Mm CaCI2 ώστε να απομακρυνθούν οι μη δεσμευμένες πρωτείνες. Η λεκτίνη 

αποπροσροφήθηκε με 20 mM EDTA το οποίο είχε προστεθεί στο προηγούμενο ρυθμιστικό 

διάλυμα και από το οποίο είχε αφαιρεθεί το ασβέστιο (εικ.1). Η διαδικασία της 

χρωματογραφίας  γινόταν στους 21οC. Η  λεκτίνη που αποπροσροφήθηκε παρουσίασε στη 

συνέχεια αιμοσυγκολλητική ενεργότητα είτε με την προσθήκη περίσσειας CaCI2 είτε με την 

αφαίρεση του EDTA με τη μέθοδο της διαπίδυσης σε ημιπερατές μεμβράνες. Η διαπίδυση 

γινόταν για τουλάχιστον δύο ώρες στους 4οC σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris-HCl 

pH:7,5, 100mM CaCl2,  50mM NaCl υπό ανάδευση. 

Όταν γινόταν έλεγχος της αιμοσυγκολλητικής ενεργότητας με ερυθρά αιμοσφαίρια ίππου ή 

ποντικού στην αρχική αιμολέμφο που δινόταν στη στήλη και στα δείγματα που είχαν περάσει 

από αυτή, παρατηρούσαμε ότι η ενεργότητα διατηρούνταν σχεδόν στα ίδια επίπεδα, γεγονός 

που σήμαινε ότι η λεκτίνη δεν προσροφούνταν στη στήλη. Τα αποτελέσματα αυτά ήταν 

αντίθετα με τα αποτελέσματα που παίρναμε όταν χρησιμοποιούσαμε τα ανθρώπινα 

αιμοσφαίρια. Επιπλέον δοκιμές αναστολής αιμοσυγκόλλησης που έγιναν με ερυθρά ίππου και 

ποντικού έδωσαν διαφορετικά αποτελέσματα από αυτά που είχαμε με τα ανθρώπινα. Έτσι σε 

αυτή την περίπτωση αναστολή προκαλούσαν το  Ν- ακετυλ- νευραμινικό οξύ η Ν-ακετυλ-D-

γλυκοζαμίνη και η  Ν-ακετυλ-D-γαλακτοζαμίνη.  

Αυτά τα αποτελέσματα μας οδήγησαν στην υπόθεση ότι πρόκειται για μία δεύτερη λεκτίνη η 

οποία ανιχνεύεται από τα ερυθρά του ίππου.   

Με  σκοπό την απομόνωση της  δεύτερης αυτής λεκτίνης χρησιμοποιήθηκε  Ν-ακετυλ-D-

γλυκοζαμίνη συνδεμένη σε σωματιδιακή πηκτή Sepharose 6B. Στη στήλη δόθηκαν 15 ml 

επεξεργασμένης αιμολέμφου και οι δοκιμές αιμοσυγκόλλησης που γίνονταν με ερυθρά ίππου 

έδειξαν ότι η λεκτίνη προσροφούνταν στη στήλη. Η στήλη πλύθηκε με   50 mM Tris-HCI, pH 



7,5, 500 mM NaCI, 10 Mm CaCI2 και    στη συνέχεια η λεκτίνη αποπροσροφήθηκε με 75 mM 

Ν-ακετυλ-D-γλυκοζαμίνη που είχε προστεθεί στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα (εικ.2). Η 

διαδικασία της χρωματογραφίας  γινόταν στους 21οC. Η  λεκτίνη που αποπροσροφήθηκε 

παρουσίασε στη συνέχεια αιμοσυγκολλητική ενεργότητα έναντι των ερυθρών του ίππου και η 

απόδοσή του καθαρισμού ήταν πάνω από 40%.    

Με σκοπό την επιβεβαίωση της ύπαρξης των δύο λεκτινών χρησιμοποιήθηκε για την 

απομόνωση της λεκτίνης που αναγνωρίζει γαλακτόζη ασιαλοφετουίνη 

ακινητοποιημένη σε σωματιδιακή πηκτή Sepharose 4B. Η ασιαλοφετουίνη σύμφωνα 

με τα πειράματα αναστολών είναι ένας ικανός αναστολέας της λεκτίνης αυτής. Τα 

στάδια της χρωματογραφίας συγγενείας ήταν τα ίδια με αυτά των προηγούμενων 

καθαρισμών. Σε αυτή όμως την περίπτωση στη στήλη δινόταν αιμολέμφος που πρώτα 

είχε περάσει από στήλη  Ν-ακετυλ-D-γλυκοζαμίνης και η αποπροσρόφηση της 

λεκτίνης γινόταν με 100 mM α-λακτόζη σε 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 500 mM NaCI, 

10 Mm CaCI2. Η καθαρή λεκτίνη επανακτούσε την ενεργότητά της μετά από  την 

αφαίρεση της λακτόζης  με  διαπίδυση σε ημιπερατές μεμβράνες. Η διαπίδυση γινόταν για 

τουλάχιστον δύο ώρες στους 4οC σε ρυθμιστικό διάλυμα 50 mM Tris-HCl pH:7,5, 100mM 

CaCl2,  50mM NaCl υπό ανάδευση. Οι δοκιμές αιμοσυγκόλλησης πλέον γίνονταν με ερυθρά 

αιμοσφαίρια κουνελιού που όπως αποδείχθηκε είναι πιο ευαίσθητα από τα ανθρώπινα στην 

ανίχνευση της λεκτίνης που αναγνωρίζει γαλακτόζη. 

Όπως θα δούμε στη συνέχεια κατά τον χαρακτηρισμό των λεκτινών η πρωτείνη που 

απομονώνεται από τη στήλη της ασιαλοφετουίνης είναι η ίδια με αυτή που απομονώθηκε 

αρχικά από τη στήλη της  P-νιτροφαινυλ-α-D-γαλακτοπυρανόζης, ενώ η πρωτείνη που 

απομονώνεται από τη στήλη της Ν-ακετυλ-D-γλυκοζαμίνης είναι διαφορετική, άρα η 

υπόθεση της ύπαρξης δύο λεκτινών ήταν ορθή. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ΣΑΚΧΑΡΑ ΑΙΜΟΛΕΜΦΟΣ 
ΜΕ 
ΑΝΘΡΩΠΙΝΑ  
ΕΡΥΘΡΑ               

ΑΙΜΟΛΕΜΦΟΣ 
ΜΕΤΑ ΑΠΟ 
ΣΤΗΛΗ 
GLCAC ΜΕ  
ΑΝΘΡΩΠΙΝΑ  
ΕΡΥΘΡΑ 

ΛΕΚΤΙΝΗ ΑΠΟ 
ΣΤΗΛΗ 
ΑΣΙΑΛΟΦΕΤΟΥΪΝΗΣ 
ΜΕ ΕΡΥΘΡΑ 
ΚΟΥΝΕΛΙΟΥ 

ΑΙΜΟΛΕΜΦΟΣ 
ΜΕ ΕΡΥΘΡΑ 
ΠΟΝΤΙΚΟΥ 
 

ΑΙΜΟΛΕΜΦΟΣ 
ΜΕ ΕΡΥΘΡΑ 
ΙΠΠΟΥ 
 

ΛΕΚΤΙΝΗ 
ΑΠΟ 
ΣΤΗΛΗ 
GLCAC 
ΜΕ 
ΕΡΥΘΡΑ 
ΙΠΠΟΥ 

Galactose 1,56 3,12 12,5 ΝΙ ΝΙ ΝΙ 
α-Lactose 6,25 12,5 - ΝΙ ΝΙ ΝΙ 
Glucose ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ 
GalNAc ΝΙ ΝΙ ΝΙ 12,5 12,5 25 
GluNAc ΝΙ ΝΙ ΝΙ 12,5 12,5 25 
me-α-D-
Gal 

0,097 0,39 1,56 ΝΙ ΝΙ ΝΙ 

me-β-D-
Gal 

12,5 25 ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ 

me-α-D-
Glu 

ΝΙ ΝΙ - ΝΙ ΝΙ ΝΙ 

me-β-D-
Glu 

25 50 - ΝΙ ΝΙ ΝΙ 

Phe- α-D-
Gal 

0,012 0,048 0,39 ΝΙ ΝΙ ΝΙ 

Phe-β-D-
Gal 

3,125 12,5 25 ΝΙ ΝΙ ΝΙ 

Phe- α-D-
Glu 

ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ 

Phe-β-D-
Glu 

25 ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ ΝΙ 

ΝΑΝΑ 6,25 12,5 - 6,25 3,125 6,25 
 
Πίνακας 3. Συγκριτικά αποτελέσματα αναστολής αιμοσυγκόλλησης. 

 Η πρώτη αριστερά στήλη δείχνει τα σάκχαρα που χρησιμοποιήθηκαν στις αναστολές. Η δεύτερη 

στήλη δείχνει τα αποτελέσματα των αναστολών που πραγματοποιήθηκαν με αιμολέμφο και ανθρώπινα 

ερυθρά. Η τρίτη στήλη παρουσιάζει τα αποτελέσματα των αναστολών με δείγμα αιμολέμφου που 

πέρασε από στήλη Ν-ακετυλγλυκοζαμίνης πάλι με ανθρώπινα ερυθρά. Η τέταρτη στήλη παρουσιάζει 

τα αποτελέσματα των αναστολών με λεκτίνη που καθαρίστηκε από στήλη ασιαλοφετουίνης με ερυθρά 

κουνελιού. Η πέμπτη και έκτη στήλη παρουσιάζουν τα αποτελέσματα αναστολών αιμολέμφου με 

χρήση ερυθρών ποντικού και ίππου αντίστοιχα και η τελευταία δεξιά στήλη παρουσιάζει τα 

αποτελέσματα των αναστολών με λεκτίνη που καθαρίστηκε από στήλη Ν-ακετυλγλυκοζαμίνης και με 

ερυθρά ίππου.  

Οι αριθμοί δηλώνουν την μοριακότητα (χιλιοστά του mole) των σακχάρων που απαιτούνταν για να 

επιτευχθεί αναστολή αιμοσυγκόλλησης. Η αραίωση των αιμολέμφων ή των καθαρών λεκτινών που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν τρεις αραιώσεις μικρότερες του τίτλου αιμοσυγκόλλησης που αυτές 

εμφάνιζαν. Η αρχική μοριακότητα των σακχάρων που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 200 mM, εκτός από τα 

φαινυλικά παράγωγα και του Ν-ακετυλνευραμινικού που ήταν 50 mM.  

ΝΙ: δεν ανιχνεύθηκε αναστολή.       

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ηλεκτροφορητικός χαρακτηρισμός των λεκτινών του Calappa granulata. 

 

Τα δείγματα των λεκτινών που συλλέγονταν από τις χρωματογραφίες μετά τον καθορισμό 

της ενεργότητάς τους συμπυκνώνονταν με υπερδιήθηση και στη συνέχεια υποβάλλονταν σε 

αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE). 

Τα δείγματα που λαμβάνονταν από τις χρωματογραφίες σε στήλες  P-νιτροφαινυλ-α-D-

γαλακτοπυρανόζης και ασιαλοφετουίνης εμφάνιζαν ίδια ηλεκτροφορητική 

συμπεριφορά ( εικ.1 και 3 αντίστοιχα). Συγκεκριμένα κατά την ηλεκτροφόρηση 

παρατηρήθηκε μια πρωτεϊνική ζώνη  μοριακής μάζας 28 + 2 kDa η οποία αντιστοιχεί 

στη λεκτίνη που αναγνωρίζει γαλακτόζη.  

Τα δείγματα που λαμβάνονταν από χρωματογραφίες στη στήλη της  Ν-ακετυλ-D-

γλυκοζαμίνης κατά την αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση εμφάνισαν δύο στενά συνδεδεμένες 

πρωτεϊνικές ζώνες μοριακής μάζας  39 + 2 kDa και 42 + 2 kDa (εικ. 2 ). Οι πρωτεϊνικές 

αυτές ζώνες αντιστοιχούν στις υπομονάδες από τις οποίες αποτελείται η δεύτερη 

λεκτίνη. 

Οι πρωτεϊνικές ζώνες που αντιστοιχούν στις υπομονάδες των δύο λεκτινών μετά την 

ηλεκτροφόρηση μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και επωάσθηκαν με FITC-

conA. Με τη χρήση υπεριώδους φωτός οι συγκεκριμένες πρωτεϊνικές ζώνες εμφανίζονται να 

φθορίζουν (εικ. 4 ). Αυτό δείχνει ότι η κονκαναβαλίνη Α συνδέεται με κατάλοιπα μαννόζης ή 

γλυκόζης τα οποία  αναγνωρίζει και αυτά υπάρχουν πάνω στις υπομονάδες των δύο λεκτινών. 

Άρα και οι δύο λεκτίνες είναι γλυκοσυλιωμένες.  

   

Εξειδίκευση των λεκτινών του Calappa granulata στην αναγνώριση υδατανθράκων. 

 

Η μία λεκτίνη του Calappa granulata όπως φαίνεται και από τον πίνακα αναστολών 

(πιν.3) αναγνωρίζει ειδικά γαλακτόζη ενώ δεν αναγνωρίζει τη γλυκόζη. Η διαφορά γλυκόζης, 

γαλακτόζης είναι ελάχιστη και εντοπίζεται στη διάταξη του υδροξυλίου στη θέση 4 του 

δακτυλίου τους. Η συγκεκριμένη διάταξη του υδροξυλίου στη γαλακτόζη είναι απαραίτητη 

για την αναγνώριση σακχάρου-λεκτίνης. 

Η ακετυλίωση του άνθρακα στη θέση 2 του δακτυλίου της γαλακτόζης οδηγεί στη μη 

αναγνώριση του σακχάρου. Η ύπαρξη του ακετυλίου στη συγκεκριμένη θέση αναστέλλει 

πλήρως τη σύνδεση σακχάρου-λεκτίνης είτε λόγω της αλλαγής  που προκύπτει στη 

στερεοδομή του σακχάρου είτε λόγω μεταβολής της ηλεκτραρνητικότητας στη συγκεκριμένη 

θέση. 

Με σκοπό να διαπιστωθεί η προτίμηση της λεκτίνης σε α- ή β-τύπου δομές 

χρησιμοποιήθηκαν φαινυλικά και μεθυλιωμένα παράγωγά της γαλακτόζης. 





 

 



 

Στα πειράματα αναστολής παρατηρήθηκε η σαφής προτίμηση της λεκτίνης προς τα α-

παράγωγα. Συγκεκριμένα το α-φαινυλικό παράγωγο της γαλακτόζης αναγνωρίζεται 64 φορές 

πιο ισχυρά σε σχέση με το β-φαινυλικό παράγωγο. 

Παρατηρώντας τον πίνακα αναστολών βλέπουμε ότι το α-φαινυλικό και α-μεθυλιωμένο 

παράγωγο της γαλακτόζης, αναγνωρίζεται 32 και 8 φορές αντίστοιχα, ισχυρότερα από την  

ίδια τη γαλακτόζη. Το γεγονός αυτό δείχνει ότι η πλευρική ομάδα στη θέση 1 συμμετέχει 

στην αναγνώριση του υδατάνθρακα από τη λεκτίνη. Το αντίστοιχο όμως φαινυλικό 

παράγωγο της  γλυκόζης δεν αναγνωρίζεται από την λεκτίνη  γεγονός που δείχνει ότι οι 

συγκεκριμένες πλευρικές αλυσίδες δεν είναι ικανές να αυξήσουν τη συγγένεια λεκτίνης-

γλυκόζης.  

Συμπερασματικά  μπορούμε να πούμε ότι η λεκτίνη συνδέεται με τα μονοσάκχαρα 

τουλάχιστον μέσω των θέσεων 1, 2 και 4 του δακτυλίου τους προτιμώντας συντριπτικά την 

α-διαμόρφωση σε σύγκριση με τη β-, ενώ η υποκατάσταση της υδροξυλομάδας στη θέση 2 ή 

η αλλαγή της στερεοδιάταξης του υδροξυλίου στη θέση 4 οδηγεί σε αναστολή της 

αναγνώρισής τους.  

Η δεύτερη λεκτίνη του Calappa granulata όπως φαίνεται από τον πίνακα αναστολών 

(πιν.3) αναγνωρίζει  Ν- ακετυλ- νευραμινικό οξύ, Ν-ακετυλ-D-γλυκοζαμίνη και   Ν-ακετυλ-

D-γαλακτοζαμίνη ενώ δεν αναγνωρίζει τη γλυκόζη, τη γαλακτόζη ή άλλα παράγωγά τους.  

Όπως φαίνεται η ύπαρξη της ακετυλομάδας στη θέση 2 (Ν-ακετυλ-D-γλυκοζαμίνη και   

Ν-ακετυλ-D-γαλακτοζαμίνη) είναι απαραίτητη για την αναγνώριση λεκτίνης-

σακχάρου ενώ η στερεοδιαμόρφωση της υδροξυλομάδας στη θέση 4 δεν φαίνεται να 

την επηρεάζει.  

Η λεκτίνη αναγνωρίζει με μεγάλη συγγένεια τα ερυθρά του ίππου ενώ αναγνωρίζει 

ελάχιστα τα ανθρώπινα. Κατά μέσο όρο αναγνωρίζει 64 φορές πιο ισχυρά τα ερυθρά 

του ίππου από αυτά του ανθρώπου ενώ αρκετές φορές τα τελευταία δεν τα 

αναγνώριζε καθόλου. Με δεδομένο ότι τα μονοσάκχαρα που από τις αναστολές 

αιμοσυγκόλλησης φαίνεται ότι η λεκτίνη αναγνωρίζει, υπάρχουν στα ερυθρά των δύο 

ειδών και μάλιστα εκτεθειμένα σε τελικές θέσεις των υδατανθρακικών αλυσίδων η 

διαφορά στην αναγνώριση των συγκεκριμένων ερυθρών αποδίδεται στην αναγνώριση 

διαφορετικών επιτόπων από τη λεκτίνη. Τα συγκεκριμένα επίτοπα υπάρχουν στα 

ερυθρά του ίππου σε προσβάσιμη θέση ενώ δεν υπάρχουν ή δεν είναι προσβάσιμα 

στα ανθρώπινα ερυθρά. Πιθανό είναι η διαφορά να οφείλεται στην ύπαρξη των 4-Ο-

ακετυλιωμένων παραγώγων των σιαλικών οξέων που υπάρχουν στα ερυθρά του 

ίππου ενώ φυσιολογικά δεν εκφράζονται στα ανθρώπινα. Το συμπέρασμα αυτό  



 

 

 

ενισχύεται από την αναγνώριση με υψηλή συγγένεια των ερυθρών του ποντικού τα 

οποία επίσης φέρουν 9-Ο-ακετυλιωμένα παράγωγα σιαλικών που ούτε αυτά 

υπάρχουν στα ανθρώπινα.  

 Με σκοπό να διερευνηθεί η εξάρτηση των λεκτινών από δισθενή κατιόντα 

δεσμεύθηκε το ασβέστιο που υπήρχε στα διαλύματά τους με τη χρήση EDTA. Η λεκτίνη που 

αναγνωρίζει γαλακτόζη έχανε εντελώς την ενεργότητά της ενώ η άλλη είτε την έχανε είτε η 

ενεργότητά της μειωνόταν σημαντικά (64-32 φορές μείωση). 

 

 

 

 



Κατασκευή cDNA βιβλιοθήκης 

 

Με σκοπό τη σύνδεση της πρωτοταγούς δομής των λεκτινών με τα αντίστοιχα γονίδια 

κατασκευάστηκε η cDNA βιβλιοθήκη του Calappa granulata. 

Ολικό RNA απομονώθηκε από ωοκύτταρα, ηπατοπάγκρεας, βράγχια και μυϊκό ιστό. Το 

αγγελιοφόρο RNA απομονώθηκε με χρωματογραφία συγγενείας σε στήλη κυτταρίνης που 

φέρει ομάδες ολιγο-(dT). Με αντίστροφη μεταγραφή από το μεταφορικό RNA συντέθηκε το 

συμπληρωματικό DNA (cDNA). Στα άκρα του με αντίδραση λιγάσης συνδέθηκαν μικρές 

προσαρμοστικές DNA αληλλουχίες (EcoR I adapters)  και στη συνέχεια έγινε πέψη με το 

περιοριστικό ένζυμο Xho I ώστε να προκύψουν οι θέσεις σύνδεσης του φορέα. 

Έγινε κλασμάτωση μεγέθους του cDNA με χρωματογραφία μοριακής διήθησης σε πήκτωμα 

CL-2B ώστε να εκτιμηθεί η ποιότητά του. Όπως διαπιστώνεται από την αυτοραδιογραφία 

των κλασμάτων (εικ.5) η ποιότητα του cDNA είναι ικανοποιητική και υπάρχουν επαρκούς 

μεγέθους κλώνοι που υπερβαίνουν τις 2000 βάσεις. 

Με αντίδραση λιγάσης οι κλώνοι του cDNA συνδέθηκαν με το βακτηριακό φορέα Uni Zap 

XR. Ακολούθησε το πακετάρισμα του φορέα στο φαγικό καψίδιο η σπορά και η τιτλοδότηση 

της πρωτογενούς βιβλιοθήκης από την οποία προέκυψε ότι περιέχει 150.000 κλώνους ενώ το 

ποσοστό αγρίου τύπου φάγων με τη χρήση IPTG και X-gal προσδιορίστηκε χαμηλότερο του 

5%. Η ενισχυμένη δευτερογενής βιβλιοθήκη κατά την τιτλοδότηση έδωσε 1,6 Χ 108 pfus/ml.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



ΣΥΖΗΤΗΣΗ - ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 

 

Από την αιμολέμφο του καρκινοειδούς Calappa granulata έχουν ανιχνευθεί και απομονωθεί 

δύο λεκτίνες με διαφορετική ειδικότητα και χαρακτηριστικά.  

Η μία λεκτίνη απομονώθηκε μετά από προσρόφηση της σε στήλη Ρ-νιτρο-φαινυλ-

γαλακτοπυρανόζης και ασιαλοφετουίνης, αποτελείται από υπομονάδες  μοριακής μάζας 

περίπου 28 kDa, απαιτεί δισθενή κατιόντα για τη δράση της,  αναγνωρίζει γαλακτόζη 

και συγκολλά με μεγαλύτερη συγγένεια τα ερυθρά αιμοσφαίρια του κουνελιού και με 

μικρότερη τα ανθρώπινα.  

Η δεύτερη λεκτίνη απομονώθηκε μετά από προσρόφηση της σε στήλη Ν-ακετυλ-

γλυκοζαμίνης,  αποτελείται από υπομονάδες μοριακής μάζας περίπου 39 και 42 kDa,  

αναγνωρίζει Ν-ακετυλ-νευραμινικό οξύ και Ν-ακετυλ-αμινοσάκχαρα, συγκολλά  με 

υψηλή συγγένεια τα ερυθρά αιμοσφαίρια του ίππου και ελάχιστα του ανθρώπου, ενώ 

η αφαίρεση των δισθενών κατιόντων από τα διαλύματα της αναστέλλει ή 

ελαχιστοποιεί τη δράση της.    

Και οι δύο λεκτίνες είναι γλυκοσυλιωμένες και φέρουν κατάλοιπα μανόζης ή γλυκόζης στις 

υδατανθρακικές αλυσίδες τους.  

Οι περισσότερες C-τύπου λεκτίνες ειδικές για γαλακτόζη που έχουν απομονωθεί από 

ασπόνδυλα αναγνωρίζουν α-παράγωγα της γαλακτόζης και Ν-ακετυλ-γαλακτοζαμίνη. 

Από τα έντομα έχουν απομονωθεί C-τύπου λεκτίνες ειδικές για γαλακτόζη. Η λεκτίνη της 

δροσόφιλας (6) αναγνωρίζει γαλακτόζη και ελάχιστα Ν-ακετυλ-γαλακτοζαμίνη. Οι  λεκτίνες 

των Spodoptera exigua(7), Logusta migratoria (8), Hyalophora cecropia(9) αναγνωρίζουν 

γαλακτόζη και  Ν-ακετυλ-γαλακτοζαμίνη .Η λεκτίνη που απομονώθηκε από λάρβες της 

Sarcophaga peregrina αναγνωρίζει γαλακτόζη και Ν-ακετυλ-γλυκοζαμίνη. 

Λεκτίνες που έχουν απομονωθεί από μαλάκια αναγνωρίζουν α-γαλακτοσίδες και Ν-ακετυλ-

γαλακτοζαμίνη και απαιτούν δισθενή κατιόντα. (35-37). 

Οι λεκτίνες που αναγνωρίζουν γαλακτόζη είναι σπάνιες στα καρκινοειδή. Συγκεκριμένα από 

τα δεκάποδα η λεκτίνη που έχει απομονωθεί από το θαλάσσιο καβούρι Charybdis jabonica 

(5) χαρακτηρίζεται ως ειδική για α-γαλακτοσίδες ενώ δεν αναγνωρίζει Ν-ακετυλ-

γαλακτοζαμίνη. Αναγνωρίζει όμως εκτός από την γαλακτόζη παράγωγα της γλυκόζης όπως 

το μεθυλ-α-D-γλυκοπυρανοσίδιο. 

Η μία λεκτίνη που απομονώσαμε από την αιμολέμφο του θαλάσσιου καβουριού Callapa 

granulata είναι μια διαλυτή C-τυπου λεκτίνη που αναγνωρίζει και αυτή α-γαλακτοσίδες ενώ 

δεν αναγνωρίζει Ν-ακετυλ-γαλακτοζαμίνη και   Ν-ακετυλ-γλυκοζαμίνη. Σε αντίθεση με τη 

λεκτίνη του Charybdis jabonica δεν αναγνωρίζει  ούτε τα μεθυλιωμένα παράγωγα της 

γλυκόζης.  



Η λεκτίνη του Callapa granulata εμφανίζει αυστηρή ειδικότητα στην αναγνώριση γαλακτόζης 

και συγκεκριμένα των α- παραγώγων της ενώ δεν αναγνωρίζει τα Ν-ακετυλ-παράγωγά  όπως 

συμβαίνει για άλλες ειδικές για γαλακτόζη λεκτίνες που έχουν αναφερθεί. Τα 

χαρακτηριστικά αυτά μας δείχνουν ότι πρόκειται για μια σπάνια λεκτίνη.  

Η εξειδίκευσή της την καθιστά πολύτιμη όσον αφορά την επιλεκτική αναγνώριση των 

συγκεκριμένων δομών πάνω σε κύτταρα ή μόρια.  

Λεκτίνες ειδικές για α-γαλακτοσίδια σχετίζονται με σημαντικές εφαρμογές. 

Η λεκτίνη που από το βιετναμέζικο είδος Artocarpus integrifolia είναι ειδική για α-

γαλακτοσίδια και μπορεί να διακρίνει μεταξύ διαφορετικών καρκινικών κυτταρικών σειρών 

των Τ- κυττάρων του ποντικού. Έτσι μπορεί να συγκολλά τα Eb κύτταρα που είναι χαμηλής 

μεταστατικότητας ενώ δεν συγκολλά τα υψηλής μεταστατικότητας Esb κύτταρα (71).  

Μεταβολές στη  γαλακτοσυλίωση παρατηρούνται σε κακοήθης διεργασίες όπως αυτές του 

κόλον του προστάτη και του παγκρέατος (15,68,69,72). Οι ειδικές για γαλακτόζη λεκτίνες 

αποτελούν πολύτιμα εργαλεία για την ανίχνευσή τους και προς αυτή την κατεύθυνση θα 

μπορούσε να αξιοποιηθεί η λεκτίνη του Calappa granulata. 

 Η δεύτερη λεκτίνη του Calappa granulata αναγνωρίζει σιαλικά οξέα και Ν-ακετυλ-

αμινοσάκχαρα. 

Επιπλέον συγκολλά ισχυρά τα ερυθρά αιμοσφαίρια του ίππου και ελάχιστα του ανθρώπου. 

Με δεδομένο ότι τα αιμοσφαίρια και απ’ τα δυο είδη φέρουν στην επιφάνειά τους τα 

σάκχαρα που η λεκτίνη αναγνωρίζει, η διαφορετική συγγένεια που αυτή εκδηλώνει οφείλεται 

είτε στην αναγνώριση διαφορετικών επιτόπων ή στην αναγνώριση παραγώγων των σιαλικών 

οξέων που υπάρχουν στα αιμοσφαίρια του ίππου και όχι του ανθρώπου (73). 

Περίπου 40 παράγωγα του νευραμινικού οξέως αποτελούν την οικογένεια των σιαλικών. 

Παράγωγα σιαλικών Ο-ακετυλιωμένα στη θέση 4 είναι σπάνια και βρίσκονται στα ερυθρά 

αιμοσφαίρια των αλόγων (73,74). 

Τα σιαλικά οξέα βρίσκονται συνήθως στις  τελικές θέσεις των υδατανθρακικών ομάδων που 

φέρουν οι πρωτείνες, επίσης αποτελούν συστατικό των γαγγλιοσιδίων. 

Συμμετέχουν σε ποικίλα βιολογικά φαινόμενα που σχετίζονται με την κυτταρική και μοριακή 

αναγνώριση και σε αυτό βοηθάει ιδιαίτερα η δομική ποικιλομορφία που εμφανίζουν. 

Εξαιτίας του αρνητικού φορτίου που φέρουν εμπλέκονται στην πρόσδεση και μεταφορά 

θετικά φορτισμένων μορίων ή σταθεροποιούν δομές λόγο της άπωσης. Επειδή βρίσκονται 

στη τελική θέση στις υδατανθρακικές αλύσους λειτουργούν εξαιτίας του φορτίου τους ως 

προστατευτικό κέλυφος των κυττάρων (74). 

Το ανοσοποιητικό σύστημα μπορεί να τα αναγνωρίζει σαν δικά του ή μη. Αρκετοί παθογόνοι 

παράγοντες (ιοί, βακτήρια, πρωτόζωα) φέρουν  υποδοχείς για αυτά.  



Τα σιαλικά οξέα κατά μία έννοια «καλύπτουν» τα κύτταρα και την ιδιότητα αυτή 

εκμεταλεύονται τα καρκινικά κύτταρα ή κύτταρα παθογόνων οργανισμών για να ξεφύγουν 

από το ανοσοποιητικό σύστημα.  

Τις μεταβολές αυτές που αφορούν την ποσοτική και την ποιοτική αλλαγή των σιαλικών 

μπορούν να την αναγνωρίζουν οι ειδικές για σιαλικά οξέα λεκτίνες (73). 

Η ικανότητα της λεκτίνης του Calapa granulata να διαχωρίζει τα ερυθρά διαφόρων 

θηλαστικών αλλά και η ικανότητά της να αναγνωρίζει σιαλικά οξέα την καθιστούν ιδιαίτερα 

χρήσιμη στην ανίχνευση των μεταβολών τους σε παθολογικές καταστάσεις.      

Οι προοπτικές της παρούσας εργασίας αφορούν την αξιοποίηση των συγκεκριμένων 

λεκτινών και η διερεύνηση των δυνατοτήτων που αυτές παρουσιάζουν προς την κατεύθυνση 

των βιοτεχνολογικών και βιοϊατρικών εφαρμογών τους. Οι εφαρμογές αυτές σχετίζονται με 

την ικανότητά τους να αναγνωρίζουν μόρια ή κύτταρα (κυτταροκαλλιέργειες, ιστούς, 

παθογόνους οργανισμούς), καθώς και τις επιδράσεις που έχουν σε αυτά μετά την πρόσδεσή 

τους. Η απομόνωση και η διερεύνηση της λειτουργίας των επιτόπων που αυτές αναγνωρίζουν 

σχετίζεται με την αποκρυπτογράφηση του γλυκοκώδικα και του ρόλου που αυτές οι 

σακχαριδικές δομές διαδραματίζουν σε φυσιολογικές ή παθολογικές διεργασίες. 

Προς την κατεύθυνση αυτή σημαντική είναι η ανεύρεση των cDNA κλώνων που 

αντιστοιχούν στις λεκτίνες και η έκφρασή τους σε  ετερόλογα συστήματα ώστε να είναι 

δυνατή η παραγωγή τους σε ικανοποιητική ποσότητα καθώς και η πλήρης διερεύνηση των 

φυσικοχημικών χαρακτηριστικών τους.    
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	Χρησιμοποιήθηκαν γλυκόζη, γαλακτόζη, Ν-ακετυλ-D-γλυκοζαμίνη,  Ν-ακετυλ-D-γαλακτοζαμίνη,  Ν- ακετυλ- νευραμινικό οξύ, α-λακτόζη,  Ρ-νιτροφαινυλ-α-D- γλυκοπυρανόζη, Ρ-νιτροφαινυλ-α-D-γαλακτοπυρανόζη, Ρ-νιτροφαινυλ-β-D- γλυκοπυρανόζη, Ρ-νιτροφαινυλ-β-D-γαλακτοπυρανόζη, μεθυλ -α-D- γλυκοπυρανόζη, μεθυλ -α-D-γαλακτοπυρανόζη, μεθυλ -β-D- γλυκοπυρανόζη, μεθυλ -β-D-γαλακτοπυρανόζη, ασιαλοφετουϊνη, κονκαναβαλίνη Α συνδεμένη με ισοθειοκυανιούχο φλουορεσκεϊνη επόξυ-ενεργοποιημένη σωματιδιακή πηκτή Sepharose 6B, ενεργοποιημένη με βρωμοκυάνιο σωματιδιακή πηκτή Sepharose 4B, βόεια οροαλβουμίνη, ακρυλαμίδη, δισακρυλαμίδη, υπερθειικό αμμώνιο, Ν,Ν,Ν΄,Ν΄-τετραμεθυλ-αιθυλενοδιαμίνη (EDTA) , θειικό δωδεκακυλικό νάτριο (SDS), φορμαλίνη (37% υδατική διάλυση φορμαλδεϋδης) , χλωριούχο νάτριο, τριυδροξυαιθυλ-αμινομεθάνιο (Tris), 2-μερκαπτοαιθανόλη, γλυκίνη, αζίδιο του νατρίου (ΝαΝ3), κυανό της βρωμοφαινόλης, φαινυλ-μεθυλ-σουλφονυλ-φλουορίδιο (PMSF), βενζαμιδίνη, λευπεπτίνη, λαμπερή κυανή χρωστική (Coomassie R-250), μεμβράνες διαπίδυσης, δείκτες μοριακής μάζας. Όλα τα αντιδραστήρια ήταν αναλυτικού βαθμού καθαρότητας. 
	 
	 
	Λήψη –επεξεργασία αιμολέμφου  


	 
	Χρωματογραφία συγγενείας 
	Αντίστοιχη διαδικασία ακολουθήθηκε και για τις χρωματογραφίες συγγενείας σε στήλες Ρ-νιτροφαινύλ-α-D-γαλακτοπυρανόζης – Sepharose 6B και ασιαλοφετουίνης – Sepharose 4B. Οι δύο τελευταίες στήλες παρασκευάστηκαν όπως έχει περιγραφεί (11). 
	 
	Ηλεκτροφόρηση  
	ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 




