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ΖΩΗ ΚΑΡΟΥΛΙΑ, 2011 

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΗ ΚΑΙ ΔΟΜΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ VON WILLEBRAND ΚΑΙ Ο 

ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΣΤΙΣ ΕΠΙΜΕΡΟΥΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΕΙΣ ΤΗΣ ΑΙΜΟΣΤΑΣΗΣ 

ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ ΔΙΑΤΡΙΒΗ, ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ 

Αριθμός προκαταρκτικών σελίδων: ΧΧV 

Συνολικός αριθμός σελίδων: 178 

Αριθμός πινάκων: 21 

Αριθμός εικόνων: 110 

Αριθμός βιβλιογραφικών παραπομπών: 228 

 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ  

     Ο φυσιολογικός τρόπος άμυνας του οργανισμού που αναστέλλει την αιμορραγία 

των αιμοφόρων αγγείων μετά από βλάβες και εξασφαλίζει την ομαλή λειτουργία τους 

καλείται αιμόσταση. Όταν το τοίχωμα του αγγείου υποστεί βλάβη ή φλεγμονή, 

σχηματίζονται θρόμβοι μέσω μιας πολύπλοκης διαδικασίας στην οποία συμμετέχουν 

τα αιμοπετάλια, τα ενδοθηλιακά κύτταρα, οι πρωτεΐνες πήξης και οι παράγοντες 

ινωδόλυσης, ώστε να μην προκαλείται γενικευμένη διαταραχή.  

     Ο παράγοντας von Willebrand (vWF) είναι μια μεγάλη πολυμερής 

γλυκοπρωτεΐνη, υπεύθυνη για τη διακοπή της αιμορραγίας σε περίπτωση αγγειακής 

βλάβης. Αποτελείται από τις λειτουργικές πρωτεϊνικές επικράτειες (domain) D’, D3, 

A1, A2, A3, D4, B1, Β2, Β3, C1, C2 και CK. Η επικράτεια Α1 διαθέτει την περιοχή 

πρόσδεσης του υποδοχέα GPΙbα των αιμοπεταλίων που είναι το κύριο βήμα της 

προσκόλλησής τους σε εκτεθειμένους ιστούς και η επικράτεια Α2 είναι σημαντική 

για τη φυσιολογική ανακύκληση του vWF και την αποφυγή θρομβώσεων μιας και 

διαθέτει μια περιοχή πρωτεολυτικής πέψης που αναγνωρίζεται από τη 

μεταλλοπρωτεάση ADAMTS13. Η πρόσδεση της επικράτειας Α1 στον υποδοχέα 

GPIbα αναστέλλει την πρωτεόλυση της Α2, η οποία παρεμποδίζει το σχηματισμό του 

συμπλόκου Α1-GPIbα. Πρόσφατες μελέτες πρότειναν την αλληλεπίδραση των 

επικρατειών Α1 και Α2 ως υπεύθυνη για την αναστολή της προσκόλλησης των 

αιμοπεταλίων. Συνεπώς, η μελέτη του μηχανισμού σχηματισμού του συμπλόκου Α1-

Α2 θα μπορούσε να συμβάλει στο σχεδιασμό αντιθρομβωτικών φαρμάκων.   

     Τα ανθρώπινα γονίδια που κωδικοποιούν τις επικράτειες Α1 και Α2 του vWF 

κλωνοποιήθηκαν και εκφράστηκαν σε βακτηριακό σύστημα και οι ανασυνδυασμένες 

πρωτεΐνες Α1 και Α2 υπερεκφράστηκαν και απομονώθηκαν, απουσία μετα-

μεταφραστικών τροποποιήσεων που πραγματοποιούνται in vivo. Με 
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Φασματοπολωσιμετρία Κυκλικού Διχρωισμού, αναλύθηκε η δευτεροταγής δομή της 

κάθε πρωτεΐνης ξεχωριστά αλλά και του μίγματός τους και μελετήθηκε εμμέσως η 

αλληλεπίδρασή τους με ELISA. Τα θερμοδυναμικά χαρακτηριστικά του συμπλόκου 

των πρωτεϊνών Α1 και Α2 προσδιορίστηκαν με Θερμιδομετρία Ισόθερμης 

Τιτλοδότησης και η αλληλεπίδρασή τους μελετήθηκε με Φασματοσκοπία Φθορισμού.  

     Με προσομοιώσεις μοριακών δυναμικών σχεδιάστηκαν τα τρία πιο πιθανά 

μοντέλα αλληλεπίδρασης των επικρατειών Α1 και Α2 του vWF και εντοπίστηκαν τα 

αμινοξέα της διεπιφάνειάς τους, οι δεσμοί που αναπτύσσονται μεταξύ τους και τα 

κατάλοιπα της επικράτειας Α2 που είναι πιο σημαντικά για τη σταθερότητά τους. 

Στην πρώτη διάταξη εντοπίστηκαν τα κατάλοιπα Glu1549 και Glu1554, στη δεύτερη τo 

Glu1640 και στην τρίτη τα Glu1511, Glu1519, Glu1522 και Asp1663. Μέσω της Θέση-

Κατευθυνόμενης Σημειακής Μεταλλαξιγένεσης δημιουργήθηκε για την κάθε διάταξη 

μία μεταλλαγμένη πρωτεΐνη Α2, όπου τα κατάλοιπα Glu1549, Glu1640 και Glu1511 

αντίστοιχα μετατράπηκαν σε αλανίνες. Οι τρείς μεταλλαγμένες πρωτεΐνες Α2 

υπερεκφράστηκαν, απομονώθηκαν και μελετήθηκε η αλληλεπίδραση της κάθε μίας 

με τη φυσιολογική επικράτεια Α1 με Φασματοσκοπία Φθορισμού.  

 

ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

     Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε κατά το μεγαλύτερο μέρος στο 

Εργαστήριο Δομικής και Λειτουργικής Βιοχημείας του Τμήματος Βιοχημείας και 

Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Η διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε  

από 22/2/2006 υπό την επίβλεψη του Επίκουρου Καθηγητή κ. Σταθόπουλου 

Κωνσταντίνου και την καθοδήγηση των μελών της Τριμελούς Συμβουλευτικής 

επιτροπής, τον Αναπληρωτή Καθηγητή κ. Αρζόγλου Παντελεήμων και τη Λέκτορα κ. 

Κοντού Μαρία. Μετά την εκλογή του κ. Σταθόπουλου Κωνσταντίνου στο Τμήμα 

Ιατρικής του Πανεπιστημίου Πατρών, η διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε από 

16/12/2009 μέχρι 6/2011 υπό την επίβλεψη του Αναπληρωτή Καθηγητή κ. Λεωνίδα 

Δημητρίου και την καθοδήγηση των μελών της Τριμελούς Συμβουλευτικής 

Επιτροπής, τη Λέκτορα κ. Κοντού Μαρία και τον Αναπληρωτή Καθηγητή κ. 

Σταθόπουλο Κωνσταντίνο. Η διδακτορική διατριβή εστιάστηκε στη λειτουργική και 

δομική μελέτη του συμπλόκου των επικρατειών Α1 και Α2 του παράγοντα von 

Willebrand (vWF) της πήξης του αίματος με σκοπό να  διαλευκανθεί ο μηχανισμός 

σχηματισμού του. 
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πρότυπο δασκάλας και ανθρώπου. Ευχαριστώ ιδιαίτερα τον Λέκτορα Βιοφυσικής κ. 

Παπαδόπουλο Γεώργιο, για την ανεκτίμητη βοήθεια, τις εύστοχες ιδέες, το 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ  

ADAMTS Μεταλλοπρωτεάση και δυσιντεγκρίνη με μοτίβο θρομβοσποντίνης 1 

ADP Διφωσφορική αδενοσίνη 

CD Φασματοπολωσιμετρία Κυκλικού Διχρωισμού 

CUB Πρωτεΐνες C1r/C1s, Uegf και Bmp1 

DAC Διακυλογλυκερόλη 

DLS   Δυναμική σκέδαση φωτός 

dsDNA Υπερελικωμένο δίκλωνο DNA 

ELISA Συζευγμένη με ένζυμο τεχνική ανοσοαπορρόφησης 
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Expasy Ειδικό σύστημα ανάλυσης πρωτεϊνών 

FI   Ινωδογόνο   

FII Προθρομβίνη     

FIII    Ιστικός παράγοντας                        

FIV   Ασβέστιο   

FV    Προαξελλερίνη 

FVI   Αξελλερίνη 

FVII   Προκομβερτίνη 

FVIII   Αντιαιμοφιλικός παράγοντας Α 

FIX Παράγοντας Christmas ή αντιαιμοφιλικός παράγοντας Β 

FX Παράγοντας Stuart-Prower                         

FXI    Πρόδρομος θρομβοπλαστίνη πλάσματος 

FXII     Παράγοντας Hageman               

FXIII Σταθεροποιητικός παράγοντας ινικής 

GPIbα Υποδοχέας γλυκοπρωτεΐνης Ibα 

GPIα-ΙΙa           Υποδοχέας ιντεγκρίνης α2β1 

GPIIb-IIIa         Υποδοχέας ιντεγκρίνης αΙΙbβ3 

GSH   Ανηγμένη γλουταθειόνη 

HRV (3C)         Ανθρώπινος ρινοϊός 3C   

HRP Ραφανιδική υπεροξειδάση 

ITC Θερμιδομετρία Ισόθερμης Τιτλοδότησης 

IP3 Τριφωσφορική ινοσιτόλη 

IPTG Ισοπροπυλ-β-D-1-θειογαλακτοπυρανοσίδη 

LRPI Χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνη 

LRR   Μοτίβο με περιοχές πλούσιες σε λευκίνη 

ΜΜΒΚ Κινινογόνο υψηλού μοριακού βάρους 

OPD O-φαινυλαινεδιαμίνη 

PMSF Φαινυλο-μεθυλο-σουλφονυλο-φθορίδιο 

PVDF Πολύ-βινυλο-δι-φθορίδιο 

PKC Πρωτεϊνική κινάση C 

RGD Μοτίβο των αμινοξέων Arg-Gly-Asp 

RMSD Ρίζα μέσης τετραφωνικής απόκλισης 
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RPM Κύκλοι ανά λεπτό 

TEV Ιός του καπνού 

TIL     Επικράτειες που μιμούνται τους αναστολείς θρυψίνης 

TSP1 Θρομβοσπονδίνη τύπου 1 

TTP    Θρομβωτική θρομβοπενική πορφύρα 

ULvWF Πολυμερή vWF μεγάλου μοριακού βάρους 

VDW   Αλληλεπιδράσεις van der Waals 

vWF Παράγοντας von Willebrand 

vWD    Νόσος von Willebrand         

 


