
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΙΩΑΝΝΙΝΩΝ 
ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΩΝ ΣΠΟΥΔΩΝ 
“ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ”

ΔΙΑΤΡΙΒΗ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΗΣ ΕΙΔΙΚΕΥΣΗΣ

Μελέτη απομόνωσης 
και παραγωγής πολυπεπτιδίων 
της ανθρώπινης αλβουμίνης οροΰ 
με δραστικότητα ΟηδΑΡ

ΧΡΙΣΤΙΝΑ ΘΕΟΔΩΡΑΚΗ 
ΒΙΟΧΗΜΙΚΟΣ

ΙΩΑΝΝΙΝΑ, 2005



υ Ν Ι\Έ Κ 8ΙΤΥ ΟΡΙΟΑΝΝΙΝΑ 
Μ Ε ΙΜ Ο Α Ι. δ Ο Η Ο Ο Ι,

ΙΑΒΟΚΑΤΟΚΥ ΟΡ ΟΕΝΕΚΛ.Ι. ΒϊΟΙΌΰΥ

ΠΡΟΣΚΛΗΣΗ

Στα πλαίσια του διατμηματικού μεταπτυχιακού προγράμματος 
σπουδών «Βιοτεχνολογία», η κ. Χριστίνα Θεοδωράκη θα 
παρουσιάσει τα αποτελέσματα της εργασίας της, για την απόκτηση 
μεταπτυχιακού διπλώματος εξειδίκευσης την Τρίτη 5 Ιουλίου 2005 
στις 13.00 στην αίθουσα 8 του συγκροτήματος αιθουσών διδασκαλίας 
της Ιατρικής Σχολής.
Παρακαλούμε να παρευρεθείτε.

Ι Ο Α Ν Ν 1 Ν Λ  Ο Κ Ε Ε Ο Ξ  45 110  
ΤΕίΕΡΗΟΝΕ ΟΡ ΙΑΒΟ&ΑΤΟΡ Υ: (0651) 97 566 
ΡΑΧ: (0651) 97863



ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΙΩΑΝΝΙΝΩΝ 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΩΝ ΣΠΟΥΔΩΝ 

« ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ »

Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας

ΔΙΑΤΡΙΒΗ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΗΣ ΕΙΔΙΚΕΥΣΗΣ

Μελέτη απομόνωσης και παραγωγής πολυπεπτιδίων της 

ανθρώπινης αλβουμίνης ορού με δραστικότητα ΟηδΑΓ

ΧΡΙΣΤΙΝΑ ΘΕΟΔΩΡΑΚΗ 

ΒΙΟΧΗΜΙΚΟΣ

ΙΩΑΝΝΙΝΑ 2005



ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Η παρούσα εργασία εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας της 

Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων στα πλαίσια του διατμηματικού 

Προγράμματος Μεταπτυχιακών Σπουδών «Βιοτεχνολογία».

Θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή Κωνσταντίνο Σεφεριάδη που μου 

έδωσε τη δυνατότητα να ασχοληθώ ερευνητικά με τον παράγοντα ΟηδΑΡ, αρχικά 

στα πλαίσια της πτυχιακής και κατά κύριο λόγο της μεταπτυχιακής μου εργασίας. 

Ιδιαιτέρως ευχαριστώ τον Επίκουρο Καθηγητή Ευστάθιο Φριλίγγο, ο οποίος 

επέβλεψε τη συγκεκριμένη εργασία και ήταν πάντα πρόθυμος και παρών στα 

ερωτήματα και τους προβληματισμούς μου. Του οφείλω πολλές από τις 

επιστημονικές γνώσεις που έχω αποκομίσει όλα τα χρόνια των πανεπιστημιακών 

σπουδών μου.

Ευχαριστώ όλους τους καθηγητές του Π.Μ.Σ. «Βιοτεχνολογία» για το πλήθος 

των γνώσεων που μου μετέδωσαν όλο αυτό το διάστημα. Συνετέλεσαν στη διεύρυνση 

των επιστημονικών μας οριζόντων, παρά το γεγονός ότι κάποιες φορές η μεγάλη 

πίεση που μας ασκήθηκε αποτέλεσε αναστολέα και όχι αρωγό στην προσπάθεια μας. 

Θεωρώ ανάγκη μου να ευχαριστήσω όλα τα μέλη του Εργαστηρίου Βιολογικής 

Χημείας για την αρμονική συνεργασία που είχαμε.

Ένα μεγάλο ευχαριστώ στη Δρ. Σωτηρία Ταβουλάρη που από τις πρώτες 

στιγμές μου στον εργαστηριακό χώρο ήταν κοντά μου, με δίδαξε με υπομονή και μου 

μετέδωσε τον ενθουσιασμό της για τη συγκεκριμένη ερευνητική δουλειά. Τη Ρούλα 

Ταβουλάρη και τη Γιώτα Καρατζά ευχαριστώ για τη στήριξη και τη φιλία τους μέσα 

και έξω από το χώρο του εργαστηρίου καθώς επίσης και τους φίλους μου που ήταν 

και είναι κοντά μου.

Θα ήθελα να ευχαριστήσω από την καρδία μου τον Πάνο που είναι πλάι μου 

σε όλες τις δύσκολες και ευχάριστες στιγμές της ζωής μου. Η συνεχής παρουσία και 

υποστήριξή του συνέβαλε ουσιαστικά στο να μη χάνω τους στόχους μου και να 

βρίσκομαι εδώ σήμερα. Τέλος ευχαριστώ ιδιαιτέρως τις αδερφές και τους γονείς μου, 

που μου δίνουν απλόχερα την αγάπη τους, είναι κοντά σε κάθε απόφασή μου, με 

στηρίζουν πάντα και μου δίνουν τη δύναμη να συνεχίζω να προσπαθώ.



Αφιερώνεται 

στους γονείς μου 

και στον Πάνο



ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Ο παράγοντας άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροπινών (ΟηδΑΡ) είναι 

ένας μη στεροειδής, μη ταυτοποιημένος μέχρι σήμερα ωοθηκικός παράγοντας, ο 

οποίος δρα στην υπόφυση ρυθμίζοντας την έκκριση της ΕΗ. Σε προηγούμενες 

μελέτες ο παράγοντας αυτός έχει συσχετιστεί με το Ο-τελικό 95πεπτίδιο της ΗδΑ, το 

ο οποίο παρήχθη σε ανασυνδυασμένη μορφή στο σύστημα έκφρασης-έκκρισης του 

ΡΐοΚία ραΞίοή5 και δείχθηκε ότι σε επίπεδο υπερκειμένων εμφανίζει δραστικότητα 

ΟηδΑΡ.

Στην παρούσα μελέτη απομονώσαμε για πρώτη φορά τον ανασυνδυασμένο 

υποτομέα ΙΙΙΒ της ΗδΑ από υπερκείμενα καλλιεργειών του ζυμομύκητα Ρ. ραζίοήζ 

σε καθαρή μορφή. Μελετήσαμε το παρασκεύασμα αυτό ως προς τη δραστικότητα 

ΟηδΑΡ σε πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης επίμυων και διαπιστώσαμε 

ότι είναι ενεργό. Δηλαδή αναστέλλει την επαγόμενη από την ΟηΚΗ έκκριση ΕΗ 

χωρίς να επηρεάζει τη βασική έκκριση των γοναδοτροπινών ή την ΟηΚΗ-επαγόμενη 

έκκριση της ΡδΗ. Δείξαμε επίσης ότι τομέας III σε ανασυνδυασμένη καθαρή μορφή 

αλλά και ολόκληρη η ΗδΑ, που περιέχουν τον υποτομέα ΙΙΙΒ είναι ανενεργά μόρια.

Επιπλέον αναπτύξαμε μια τεχνική που περιλαμβάνει δυο στάδια 

χρωματογραφίας Βΐιιβ δβρΙιαΓΟδβ για την απομάκρυνση της αλβουμίνης από το 

ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό. Με τον τρόπο αυτό εξαλείφονται οι πιθανές επιπλοκές 

που προκαλεί η ΗδΑ στην ανίχνευση της δραστικότητας από τα βιολογικά υγρά.

Τέλος ασχοληθήκαμε με τον πιθανό φυσιολογικό τρόπο παραγωγής του 

ενεργού πολυπεπτιδίου στο κύτταρο. Προσεγγίσαμε το ενδεχόμενο παραγωγής του 

ενεργού υποτομέα ΙΙΙΒ μέσω σχάσης της ΗδΑ παρουσία πρωτεολυτικών ενζύμων. Η 

πιθανότητα οι κασπάσες να παίζουν ρόλο στην παραγωγή του παράγοντα ΟηδΑΡ 

είναι ιδιαιτέρως ενδιαφέρουσα και χρήζει περαιτέρω μελέτης.



ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ

■ ΑΡδ (αιηηιοηΐυηι ρεΓδυΙίαίε) = υπερθειϊκό αμμώνιο

■ ΒΟΑ (ΜοΐηοΙιοηϊο αοίά) = δικιγχονικό οξύ

■ ΒΜΟΥ (ΒιιίϊεΓεά οοιηρίεχ ηΐ6(ϋιιιη οοηίαΐηίη§ £ΐγοεκ)1)

■ ΒΜΜΥ (ΒιιίΪ6Γ6(1 οοπιρίεχ πιεάίιιιη οοηίαΐηΐη§ ηιείΐιαηοΐ)

■ ΒδΑ (βονϊηε 86πιπι αίβιιηιΐη) = αλβουμίνη ορού βοός

■ οΌΝΑ (οοτηρΙεπιεηίαΓΥ ϋΝΑ) = συμπληρωματικό ϋΝΑ

■ ο-χηγο (οεΙΙυΙαΓ πιγο) = πρωτοογκογονίδιο ο-ηιγο

■ εοπιρεΐεηΐ ΕΕΙδΑ (οοηιρείεηί εηζγηΐ6 ΐηιιηυηοδοΛεηί &δδαγ) = 

συναγωνιστική μέθοδος ανοσοπροσροφητικού προσδιορισμού συνδεδεμένου με 

ένζυμο

■ ϋΑ Ο  ((1ίαογ1§1γο6Γθ1) = διακυλογλυκερόλη

■ ΟΡΒδ (Οιιίβεοοο’δ ρΐιοδρίιαίε βιιίϊεΓεά δαίίηε) = φυσιολογικό ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικών

■ ϋΤΤ (άί1;1ιίοΐΙΐΓ6Ϊΐο1) = διθειοθρεϊτόλη

■ ΕϋΤΑ (6ί1ιγ 1εηε<ϋ&ιηίηε ΙεΐΓ&&οείϊο αοίά) = αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ

■ ΡΟδ (ίεΐαΐ οαΐί δεηιιη) = εμβρυϊκός ορός μόσχου

■ ΡδΗ (Ροΐΐΐοίο 8ίϊιηιιΐΕίίη§ Ιιοπηοηε) = ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη

■ ΡδΗβ = β υπομονάδα της ΡδΗ

■ ΟηΚΗ (Οοηαάοίτορίιΐη Γε1εαδϊη§ Ιιοηηοηε) = ορμόνη έκλυσης των γοναδοτροπινών

■ ΟηΚΗΚ (ΟοηαάοΐΓορΙιϊη Γε1εαδΐη£ Ιιοπηοηε τεοερίοΓ) = υποδοχέας της ΟηΚΉ

■ ΟηδΑΡ (ΟοηαάοίΓορΗΐη δΐΐΓ§ε αΐΐεηιιαΙίη§ ίαοίΟΓ) = παράγοντας άμβλυνσης του 

κύματος των γοναδοτροπινών

■ ΟηδΙΡ (Οοη&άοίτορίιίη δΐΐΓ§6 ίηΜ&ίΐίη§ ίαοίοΓ) = παράγοντας αναστολής του 

κύματος των γοναδοτροπινών

■ ΗΡΡ (Ηυηιβη ίοΙΚουΙ&Γ ίΐιηά) = ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό

■ ΗΚΡ (ΙιοΓδεΓαάΐδΙι ρβΓΟΧκΙαδε) = υπεροξειδάση ραπανιού

■ ΗδΑ (Ηιιπι&η δβηαη α11>ιαηιίη) = ανθρώπινη αλβουμίνη ορού

■ ΕΗ (Ειαίεΐηΐζίη^ Ιιοπηοηε) = ωχρινοτρόπος ορμόνη

■ ΕΗβ = β υπομονάδα της ΕΗ

■ ΜΑΡΚ (Μίΐο^εη αοΐίναΐεά ρΓοίείη Ιαη&δε) = πρωτεϊνική κινάση ενεργοποιούμενη 

από μιτογόνα



■ ΝαΡί = ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών με νάτριο

■ Ο Ρϋ (ο-ρΐιοηγίθηο άίαιηΐηε) =ορθο-φαινυλενεδιαμίνη

■ ΡΑΟΕ (ροΙγαοΓγΙαηιΐάθ £β1 εΙεοΙχορΙιοΓβδίδ) = ηλεκτροφόρηση επί πήγματος 

πολυακρυλαμιδίου

■ ΡΒδ (ρΙιοδρΜίβ 1>ΐΐίί6Γ6(1 δ&Ηηο) = ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών

■ ΡΒδΤ (ρΐιοδρίιαίο βιιίϊεΓεά δαΙίηβ-Τννεεη 20) = ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών με 

ΤννΌβη 20

■ ΡΟΚ (ρο1γηΐ6Γαδ6 οΐιαίη Γβαοίίοη) = αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης

■ ΡΚΟ (ρΓοίείη Ιαηαδε Ο) = πρωτεϊνική κινάση Ο

■ ΡΕΟ (ρΙιοδρΙιοΚραδ© Ο) = φωσφολιπάση Ο

■ Ρλ/Ό Ρ (ρο1ΐνΐηγ1ΐά6η6 ίΐιιοπ ά ε) =  π ο λ υ β ινυ λ ιδ εν ικ ό  φθορίδιο

■ γΡ8Η ( γ ε Ι ΡδΗ) = ΡδΗ επίμυος

■ γΕΗ (ταί ΕΗ) = ΕΗ επίμυος

■ δ ϋ δ  (δοάίιαιη άοάβογ1 δΐιΐρΐιαίο) = δωδεκυλοθειϊκό νάτριο

■ ΤΒδΤ (Τπδ 1)ΐιίΪ6Γ6(1 δαΙΐπε-Τλνβθη 20) = ρυθμιστικό διάλυμα Τπδ με Τννεβη 20

■ ΤΕΜΕϋ (Ν,Ν,Ν ’ ,Ν ’ -Ιείτ αιηεΐΐι γ1είΐι γ1 οηούί αηιίηθ = Ν,Ν,Ν ’ ,Ν ’ -τετραμεθυλ- 

αιθυλενο-διαμίνη

■ Υ Ρϋδ (Υεαδί ©χίΓαοΐ ρερίοηε-άεχίΐΌδε-δΟΓβΐίοΙ τπ€ίϋυιη) = θρεπτικό μέσο 

εκχυλίσματος ζύμης πεπτόνης-γλυκόζης-σορβιτόλης

■ ν/ν (νοίιιιηβ ροΓ νοίιιπιε) = όγκος κατ’ όγκο

■ \ν/ν (λνεΐ^Ηΐ ροΓ νοίυπιε) = βάρος κατ’ όγκο

Αμινοξέα

Α (Αία) = αλανίνη 

Ο (Ογδ) = κυστείνη 

Ό (Αδρ) = ασπαραγινικό οξύ 

Ε (Οΐιι) = γλουταμινικό οξύ 

Ρ (ΡΗε) = φαινυλαλανίνη 

Ο (01γ) = γλυκίνη 

Η (Ηίδ) = ιστιδίνη 

I (11ε) = ισολευκίνη 

Κ (Εγ8) = λυσίνη 

Ε (Εειι) -  λευκίνη

Μ (Μεί) = μεθειονίνη 

Ν (Αδη) = ασπαραγίνη 

Ρ (Ρ γο) = προλίνη 

Ρ  (Οίη) = γλουταμίνη 

Κ. (Αγ§) = αργινίνη 

8 (δει-) = σερίνη 

Τ (ΤΙιτ) = θρεονίνη 

V (ναΐ) = βαλίνη 

\ν  (Ττρ) = τρυπτοφάνη 

Υ (Τ υγ) = τυροσίνη



ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ

7. ΕΙΣΑΓΩΓΗ.......................................................................................1

1.1 ΡΥΘΜ ΙΣΗ ΤΟΥ ΑΞΟΝΑ ΥΠΟΘΑΛΑΜΟ Υ-ΥΠΟΦΥΣΗΣ- 

Ω Ο Θ Η Κ Ω Ν ..................................................................................................................... 2

1.2 Η  ΟΡΜ ΟΝΗ ΕΚΛΥΣΗΣ ΤΩΝ ΓΟΝΑΔΟΤΡΟΠΙΝΩΝ 

(ΟοηαάοίΓορΜη Κβΐ638ίη§ Ηοι*πιοηε-ΟηΚΗ).......................................................... 4

1.3 Ο ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ ΑΜΒΛΥΝΣΗΣ ΤΟΥ ΚΥΜΑΤΟΣ ΤΩΝ 

ΓΟΝΑΔΟΤΡΟΠΙΝΩΝ (ΟοΐϋκΙοίΓορΙιΐη 3ιιγ§6 Α ίί6ηυαίίη§ Ραοίοι%Οη8 ΑΡ).... 7

1.4 Η  ΑΝΘΡΩΠΙΝΗ ΑΛΒΟΥΜΙΝΗ ΟΡΟΥ (Ηιιηιαη δεπιπ ι 

Α ΐβιιιηίη-Η δΑ )................................................................................................................9

1.5 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑ ΣΙΑ Σ......................................................................... 12

2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ.................................................................................... 13

2.1 ΟΡΓΑΝΑ, ΑΝΑΛΩΣΙΜΑ ΚΑΙ ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΥΛΙΚΑ...........................14

2.1.1 Όργανα............................................................................................................14

2.1.2 Χη μικά αναλώσιμα....................................................................................... 14

2.1.3 Βιολογικά υγρά-Πειραματόζωα...................................................................15

2.1.4 Στέλεχος μυκήτων-Πλασμίδια.....................................................................16

2.2 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗΣ ϋΝ Α  ΠΟΥ ΑΝΤΙΣΤΟΙΧΕΙ ΣΕ 

ΑΝΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΑ ΤΜΗΜΑΤΑ ΤΗΣ Η δΑ ......................................................17

2.3 ΕΤΕΡΟΛΟΓΗ ΕΚΦΡΑΣΗ-ΕΚΚΡΙΣΗ ΣΤΟ ΣΥΣΤΗΜΑ ΤΟΥ 

Ρίϋϊηα ρα$ίοη$ ................................................................................................................17

2.3.1 Χημικός μετασχηματισμός του Ρ. ρα3ίοή5 ............................................... 17

2.3.2 Έκφραση-έκκριση ανασυνδυασμένων πεπτιδίων στον Ρ. ραζίοηδ .........18

2.4 ΒΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΔΟΚΙΜ ΑΣΙΕΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜ ΟΥ 

ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΟηδΑΕ ΚΑΙ ΑΝΑΣΤΑΛΤΙΝΗΣ......................................... 19

2.4.1 Πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης επίμυων........................19

2.4.2 Βιολογική δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας ΟηδΑΡ................ 20

2.4.3 Βιολογική δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας ανασταλτίνης..... 21



2.4.4 Συναγωνιστική μέθοδος ανοσοπροσροφητικού προσδιορισμού 

συνδεδεμένου με ένζυμο (οοιηρβίεηΐ Ε Π δ Α )........................................................22

2.5 ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ.............................................................................24

2.5.1 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα πολυακρυλαμιδίου-δωδεκυλθειϊκού 

νατρίου (δΏδ-ΡΑΟΕ)................................................................................................24

2.5.2 Χρώση πήγματος πολυακρυλαμιδίου με διάλυμα νιτρικού αργύρου..... 25

2.5.3 Ανοσοαποτύπωση (λνεδΐβπι ΐ>1οίίϊη§)......................................................... 25

2.5.4 Καθαρισμός ανασυνδυασμένων πολυπεπτιδίων με στήλη νικελίου...... 26

2.5.5 Καθαρισμός πρωτεϊνών με χρωματογραφία Βΐυο δερίιατοδε.................. 27

2.5.5.1 Καθαρισμός του τομέα III της ΗδΑ από υπερκείμενα καλλιέργειας

του Ρ. ραδίοηζ...........................................................................................................27

2.5.5.2 Απομάκρυνση της αλβουμίνης από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό......... 28

2.5.6 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο Β Ο Α ..................... 29

2.6 ΔΟΚΙΜ ΑΣΙΕΣ ΠΡΩΤΕΟΛΥΤΙΚΗΣ ΣΧΑΣΗΣ ΤΗ Σ ΗδΑ ΚΑΙ

ΤΟΥ ΤΟΜ ΕΑ III ......................................................................................................... 30

2.6.1 Πρωτόκολλο πρωτεολυτικής σχάσης από την καθεψίνη Β ..................... 30

2.6.2 Πρωτόκολλο πρωτεολυτικής σχάσης από κασπάσες............................... 30

3 . Α Π Ο Τ Ε Λ Ε Σ Μ Α Τ Α .............................................................................................32

3.1 ΑΠΟΜ ΟΝΩΣΗ ΤΩΝ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΩΝ ΠΟΛΥΠΕΠΤΙΔΙΩΝ 

ϋ ΙΙ Ι  ΚΑΙ ϋΙΙΙΒ -ιηγο-6Ηΐ8 ΑΠΟ ΥΠΕΡΚΕΙΜ ΕΝΑ ΤΟΥ Ρ. ρα&οηδΐ............... 33

3.1.1 Καθαρισμός του πολυπεπτιδίου ΟΙΙΙΒ-πιγο6Ηί8 με χρωματογραφία 

συγγένειας Νϊ2+...........................................................................................................33

3.1.2 Καθαρισμός του τομέα III με χρωματογραφία Βΐιιβ δερΙι&ΓΟδε..............37

3.1.3 Απομάκρυνση της ΗδΑ από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό.................... 39

3.2 ΣΥ ΓΚ ΡΙΤΙΚ Ο Σ ΕΛΕΓΧΟΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΟηδΑΕ ΓΙΑ

ΤΟΝ ΥΠΟΤΟΜ ΕΑ ΙΗΒ-ιηγο-6Ηίδ, ΤΟΝ ΤΟΜ ΕΑ III ΚΑΙ ΤΗΝ Η δΑ ......... 41

3.2.1 Προσδιορισμός δραστικότητας ΟηδΑΡ του ΟΙΙΙΒ-ηιγο-6Ηί8

και του ΟΙΙΙ σε καθαρισμένα παρασκευάσματα..................................................... 41

3.2.2 Προσδιορισμός δραστικότητας ΟηδΑΡ για τον τομέα III και

την ΗδΑ σε μεγάλες συγκεντρώσεις........................................................................43



3.3 ΔΟΚΙΜΕΣ ΠΡΩΤΕΟΛΥΤΙΚΗΣ ΣΧΑΣΗΣ ΤΗΣ ΗδΑ ΚΑΙ 

ΤΟΥ ΤΟΜΕΑ III ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΠΟΚΤΗΣΗ ΤΟΥ ΕΝΕΡΓΟΥ 

ΠΟΛΥΠΕΠΤΙΔΙΟΥ.................................................................................................... 45

3.3.1 Δοκιμές πρωτεολυτικής σχάσης της ΗδΑ και του τομέα III

παρουσία καθεψίνης Β .............................................................................................. 45

3.3.2 Δοκιμές πρωτεολυτικής σχάσης της ΗδΑ παρουσία κασπασών.............50

4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ ................................................................................... 54

5. ΑΝΑΦΟΡΕΣ.......................................................................................................... 62



1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ



Εισαγωγή

1.1 ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΟΥ ΑΞΟΝΑ ΥΠΟΘΑΛΑΜΟ Υ-ΥΠΟΦΥΣΗΣ-ΩΟΘΗΚΩΝ

Ο εμμηνορρυσιακός κύκλος περιλαμβάνει δύο κύρια στάδια την ωοθυλακική 

φάση (ίο11ΐοιι1&Γ ρΐι&δβ) και την ωχρινική φάση (1ιιί©α1 ρΐιαδδ). Η ωοθυλακική φάση 

διακρίνεται στην πρώιμη ωοθυλακική φάση, στη μέση και στην περιοωρρηκτική που 

καταλήγει στην ωοθυλακιορρηξία. Η ομαλή εξέλιξη των κρίσιμων γεγονότων του 

κύκλου, εξαρτάται από τη ρύθμιση μιας σειράς πολύπλοκων μηχανισμών θετικής και 

αρνητικής ανάδρασης ανάμεσα στον υποθάλαμο, την υπόφυση και τις ωοθήκες. Στη 

ρύθμιση αυτή συμμετέχουν τόσο στεροειδείς όσο και μη στεροειδείς ορμόνες.

Η ορμόνη έκλυσης των γοναδοτροπινών (ΟοηαάοίΓορΙιϊη Γ6ΐβαδΐη§ Ηοπηοηο- 

ΟηΚΉ), παράγεται από τον υποθάλαμο και επάγει την έκκριση της ωοθυλακιοτρόπου 

(ίόΐΐίοΐβ δίΐτηιιΜΐη^ Ιιοπηοηβ-ΡδΗ) και της ωχρινοτρόπου ορμόνης (ΙπΙοΐπΐζΐη^ 

1ιοπηοηε-ΤΗ) από τα γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης.

Οι ΤΗ και ΡδΗ επάγουν την έκκριση των στεροειδών ορμονών, οιστραδιόλης 

και προγεστερόνης, από τις ωοθήκες. Η οιστραδιόλη με τη σειρά της επιδρά στη 

συχνότητα παλμών ΟηΚΗ στον υποθάλαμο και συμβάλλει στην εμφάνιση του 

μεσοκύκλιου ή προωρρηκτικού κύματος της ΤΗ (Νιΐδδεγ οηά λνΐιΐΐεΐιβ&ίΐ, 2001) 

(Εικόνα 1.1). Στην υπόφυση, σε συνδυασμό με την ανασταλτίνη, επηρεάζει αρνητικά 

τα επίπεδα έκκρισης της ΡδΗ (Ροννίει* βί αΐ., 2003). Η άλλη στεροειδής ορμόνη, η 

προγεστερόνη, αυξάνεται κατά την ωχρινική φάση και φαίνεται να παίζει ρόλο στην 

έκκριση της ΟηΚΗ (Νιΐδδβγ αηά λνΐιίΐεΐιε&ά, 2001) (Εικόνα 1.1).

Από τις ωοθήκες παράγονται επίσης και μη στεροειδείς ορμόνες που συντελούν 

στη ρύθμιση της έκκρισης των γοναδοτροπινών. Σε αυτές ανήκουν η ανασταλτίνη, η 

ακτιβίνη και η θυλακιοστατίνη. Οι δυο πρώτες αποτελούν εκκρινόμενες 

γλυκοπρωτεΐνες της οικογένειας ΤΟΡ-β. Η ανασταλτίνη δρα αρνητικά ενώ η ακτιβίνη 

θετικά στη ρύθμιση της έκκρισης της ΡδΗ. Η θυλακιοστατίνη είναι ένα 

γλυκοζυλιωμένο πολυπεπτίδιο, με δράση την ελάττωση της έκκρισης της ΡδΗ.

Εκτός από τους προαναφερθέντες, υπάρχουν σημαντικές ενδείξεις σε 

πειραματικό επίπεδο, για την ύπαρξη ενός άλλου, μη στεροειδούς παράγοντα, ο 

οποίος ονομάστηκε παράγοντας αναστολής ή άμβλυνσης του κύματος των 

γοναδοτροπινών (ΟοηαάοΐΓορΙιίη διΐΓ£6 ΙηΜΐ>ΐίΐη£ ΡαοίοΓ-ΟηδΙΡ ή ΟοηαάοίΓορΙιΐη 

δαΓ§6 Αΐΐοηααίϊη§ ΡαοίοΓ-ΟηδΑΡ) (δορβίαΐί αηά Ηοά§εη, 1984, Μβδδΐηίδ &ηά
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Τβηιρίθίοη, 1989). Ο παράγοντας αυτός δρα στην υπόφυση, όπου ρυθμίζει τα επίπεδα 

της επαγόμενης από τη ΟηΚΗ έκκρισης της ΙΉ.

<§ Ροΐΐίοΐβ Μ3ίιιιιη§ ^  , . Οοιριίδ 
Ροΐΐίοίο η α 10η Ι^ιιΐβυηι ΐΛΐΐβιιηι

Εδίταίΐΐοΐ Ι>ιιΐ6Ϊηίζίη§ Ηοπηοηβ

Ιίοΐβ-δΐΐηιυΐαΐίη  ̂
Ηοπηοηο

5-ι
Ο

Κ

ΡΐΌ£€8ί€1Όηθ

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2 
Όαγ ο£ Μβηδίπιαΐ Ογο1β

Εικόνα 1.1 : Ο ανθρώπινος εμμηνορρυσιακός κύκλος. Ρύθμιση του κύκλου των ωοθυλακίων 

από τις ορμόνες της υπόφυσης (Ρ8Η και ΙΉ) και των ωοθηκών (οιστραδιόλη και 

προγεστερόνη) (τροποποιημένο από ϊιίΐρ ://&ι.\νϋάρ6(1Ϊ3· 0Γ£/ννϋϋ/Μ6η5ίηι&1 ονοΐβ).
Ονατίαη Ηίδίο1ο§γ, ιστολογία ωοθήκης. Μαΐιιπη§ ΡοΙΚοΙθ, ώριμο ωοθυλάκιο. ΟνιιΙ&Ιίοη, 

ωοθυλακιορρηξία. ΟοΓριίδ ΐΛΐίβιιηι, ωχρό σωμάτιο. ΟβββηβΓ&ΐ© Ο. Ειχίβυοι, εκφυλισμένο ω. σωμάτιο. 

Ρο11ϊο1β-δ1ΐηιυ1&1ΐη§ Ηοπηοηβ (ΡδΗ), ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη. ΕδίΓ&άΐοΙ, οιστραδιόλη. ΐΛΐΐεΐηΐζΐηβ 

Ηοπηοηβ (Ι/Η), ωχρινοτρόπος ορμόνη. ΡΓ0§6δί€Γ0ηβ, προγεστερόνη. Μβηδίπιαίίοη, εμμηνορρυσία. 

ΡοΙΙίουΙαΓ Ρΐι&δβ, ωοθυλακική φάση. Ιαιΐβαί ΡΙιαδβ, ωχρινική φάση. ϋ&γ οΓ Μβηδίηΐδΐ Ογο1β, μέρα του 

εμμηνορρυσιακού κύκλου.

3



Εισαγωγή

1.2 Η ΟΡΜΟΝΗ ΕΚΛΥΣΗΣ ΤΩΝ ΓΟΝΑΔΟΤΡΟΠΙΝΩΝ (Οοη&άοίτοΌΪιίη 

Κ616381Ι12 Η0ΠΠ0ϊ1£-ΟηΚΗ)

Καθοριστικό ρόλο στη ρύθμιση της έκκρισης των γοναδοτροπινών ΤΗ και 

ΡδΗ, έχει η ορμόνη έκλυσης των γοναδοτροπινών ΟηΚΗ. Πρόκειται για ένα 

δεκαπεπτίδιο Η3Ν+-0Ρ Κ Χ 0Υ 8Ψ Η Ε -€0σ (ΜαΙδίιο βί αΐ, 1971, 8ο1ΐ3ΐ1γ εί αΐ 

1971), το οποίο παράγεται κατά κύματα από τον υποθάλαμο και στη συνέχεια 

μεταφέρεται, μέσω της πυλαίας κυκλοφορίας, στον πρόσθιο λοβό της υπόφυσης.

Οι ΕΗ και ΡδΗ αποτελούν ετεροδιμερείς πρωτεΐνες των οποίων η α 

υπομονάδα είναι ταυτόσημη, ενώ η β υπομονάδα διαφέρει και είναι αυτή που 

προσδίδει εξειδίκευση. Επομένως η διαφορική ρύθμιση στην έκφραση των β 

υπομονάδων, καθορίζει τη διαφορική ρύθμιση των δυο ορμονών κατά τη διάρκεια 

του κύκλου. Πιο συγκεκριμένα, η υψηλή συχνότητα παλμών της ΟηΚΗ αυξάνει την 

έκφραση του γονιδίου της υπομονάδας β (ΕΗβ) και ακολούθως την έκκριση της ΤΗ 

(ϋαΐΐάη βί αΐ., 1989). Από την άλλη, η χαμηλή συχνότητα παλμών μειώνει την 

έκφραση του ΕΗβ, ενώ αυξάνει την έκφραση του ΡδΗβ γονιδίου και συνεπώς την 

έκκριση της ΡδΗ (ϋαΙΜη βί αΐ., 1989). Ακόμη η υψηλή πυκνότητα υποδοχέων της 

ΟηΚΗ (ΟηΚΗΚ) στην επιφάνεια των κυττάρων ενισχύει την έκφραση του γονιδίου 

της υπομονάδας α των γοναδοτροπινών και του ΤΗβ, ενώ η χαμηλή πυκνότητα 

ΟηΚΗΚ αυξάνει την έκφραση του ΡδΗβ γονιδίου (ΚαΪ5€Γ βί αΐ., 1995).

Οι μηχανισμοί οι οποίοι συμμετέχουν στη ρύθμιση της έκφρασης των 

γονιδίων ΕΗβ και ΡδΗβ από την ΟηΚΗ, είναι πιθανό να χρησιμοποιούν διαφορετικά 

μονοπάτια μεταγωγής σήματος και ενδεχομένως να ενεργοποιούν διαφορετικούς 

μεταγραφικούς παράγοντες (ΒιΐΓ£6Γ βί αΐ., 2004). Σύμφωνα με μελέτες (ΚαΙίαΓ βί αΐ., 

1992, Κβ&οχ βί αΐ., 1993) αρχικά η ΟηΚΗ δεσμεύεται στον επτα-διαμεμβρανικό 

υποδοχέα της (ΟηΚΗΚ.). Ο τελευταίος αλληλεπιδρά με την ετεροτριμερή πρωτεΐνη 

Ος, προκαλώντας την ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης Ο (ΡΕΟ) και το σχηματισμό 

της 1, 4, 5 -  τριφωσφορικής ινοσιτόλης (ΙΡ3) και της διακυλογλυκερόλης (ϋΑΟ), 

έπειτα από υδρόλυση της 4,5-διφωσφορικής-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης (ΡΙΡ2). Έτσι 

ξεκινά το σηματοδοτικό μονοπάτι ΟΑΟ/ΙΡ3 (Εοίϋδΐι βί αΐ., 2004). Η ΙΡ3 ενεργοποιεί 

τα κανάλια Οα2+ του ενδοπλασματικού δικτύου, με αποτέλεσμα την παροδική 

απελευθέρωση ιόντων Οα2+ στο κυτταρόπλασμα (ΜογοΙΗ βί αΐ., 1992). Ιόντα Οα2+ 

προσδένονται στην πρωτεϊνική κινάση Ο (ΡΚΟ), η οποία οδηγείται στην
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κυτταροπλασματική μεμβράνη, όπου ενεργοποιείται από την ΌΑΟ (Η ογπ βί αί., 1991) 

(Εικόνα 1.2). Έχει γίνει πρόσφατα γνωστό, ότι η ΟηΚΗ, μέσω της ΡΚΟ, ενεργοποιεί 

τα μονοπάτια των ΜΑΡ κινασών (ππΐο^βη αοίίναίβά ρΐΌίβΐη Ιάηαδβδ-ΜΑΡΚδ) που 

καταλήγουν, μεταξύ των άλλων, στη ρύθμιση της έκφρασης των γονιδίων της α και β 

υπομονάδας των γοναδοτροπινών (Κείδδ βί αί., 1997, Εβνΐ βί αί., 1998, ΚοβεΓδοη βί 

α/., 1999).
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Εικόνα 1.2 : Σύνθεση και δράση της ΟηΚΗ στα γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης 

(τροποποιημένο από Νιΐ586γ &ηά \νΐιίΐ6ΐΐ6Η<1, 2001).
ΟηΚΗ, ορμόνη έκλυσης των γοναδοτροπινών. 8ί§η&1 ρβρίΐάβ, σηματοδοτικό πεπτίδιο. Ηγροί1ι&1&ηιιΐ3, 

υποθάλαμος. Ηγρορ1ΐ686α1 ροΛαΙ οαρΐΐΐαπβδ, υποφυσιακά τριχοειδή μεταφοράς. ΟΑΡ, πεπτίδιο 

συνδεόμενο με την ΟηΚΗ. ΟοηαάοίτορΗ, γοναδοτρόπο. ΚβοβρίοΓ Γβ§ιι1&ίΐοη, ρύθμιση του υποδοχέα. 

ΡΓΡ2, 4,5-διφωσφορικής-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης. ΡΙΧ, φωσφολιπάση Ο. ΡΚΟ, πρωτεϊνική κινάση Ο. 

ΙΡ3, 1,4,5-τριφωσφορο-ινοσιτόλη. ϋΑ Ο , διακυλογλυκερόλη. ΙηοΓβ&δβά Ι.Η/Ρ3Η 8γηί1ΐ63Ϊδ αη<3 

δβοΓβίΐοη, αυξημένη Ι.Η/Ρ8Η σύνθεση και έκκριση. Ρΐίιιΐΐ&ΓΥ, υπόφυση. Ριιΐδ&ίΐΐβ, παλμοειδής.
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1.3 Ο ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ ΑΜΒΛΥΝΣΗΣ ΤΟΥ ΚΥΜΑΤΟΣ ΤΩΝ 

ΓΟΝΑΔΟΤΡΟΠΙΝΩΝ (Οοη&άοίΓορΜιι 8ιιγ£6 Α#£ΐιιΐ3<1ιΐ2 Γ&^ογ, Ο ηδΑ Ρ

Μέσα από έρευνες που αναφέρονταν σε τεχνικές εξωσωματικής 

γονιμοποίησης, παρατηρήθηκε ότι, έπειτα από αγωγή χορήγησης γοναδοτροπινών 

εξωγενώς, που γινόταν με στόχο την υπερδιέγερση των ωοθηκών και την ανάπτυξη 

των ωοθυλακίων, το ενδογενές κύμα της ΕΗ αναστελλόταν και συνεπώς δεν 

πραγματοποιείτο ωοθυλακιορρηξία (Βυδΐ>π<1§6 βί α ί , 1988, Μβδδΐηίδ 3ηά Τβηιρίβίοη, 

1989, 1990α). Υπεύθυνος για το φαινόμενο αυτό θεωρήθηκε ένας νέος μη στεροειδής 

παράγοντας, ο οποίος ονομάστηκε παράγοντας αναστολής (δορβΜ: αηά Ηοά^βη, 

1984) ή άμβλυνσης (Μεδδίπίδ βηά ΤοΓηρΙβΐοη, 1989) του εκΐφίτικού κύματος των 

γοναδοτροπινών (ΟοηαάοίΓορΙιίη διΐΓ£β ΙηΜβΐίΐη^ ογ ΑίΙβηιιαίίη^ Ραοίοι-, ΟηδΙΡ/ΑΡ).

Στη συνέχεια, έρευνες έδειξαν ότι η δραστικότητα ΟηδΑΡ/ΟηδΕΡ είναι πολύ 

σημαντική για τη διατήρηση της ΕΗ σε χαμηλές συγκεντρώσεις κατά την 

ωοθυλακική φάση του εμμηνορρυσιακού κύκλου. Αυτό επιτυγχάνεται με διατήρηση 

της υπόφυσης σε κατάσταση χαμηλής διεγερσιμότητας σε ΟηϊΙΗ, χωρίς παράλληλα 

να επηρεάζει τη βασική έκκριση των γοναδοτροπινών (Μεδδίηίδ οηά Τβιηρίβίοη 1991; 

Κορρβη&αΐ βί αί., 1992; Τί]3δεη βί αί., 1997). Η δραστικότητα ΟηδΑΡ καθορίζονταν 

με βάση την ικανότητα μείωσης της έκκρισης της ΕΗ από την υπόφυση μετά από 

διέγερση με ΟηΚΉ. Μέσα από πολλές έρευνες η δραστικότητα αυτή έχει ανιχνευθεί 

στο ωοθυλακικό υγρό διαφόρων ειδών (δοίιβηΐίοη αηά Ηοά^οη, 1986, ΒιΐδΒήά^ο βί 

3.1., 1988, δοροΜί αηά Ηοά^εη, 1984, ΌαηίοΓίΙι αηά Οιβη§, 1995) 

συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπινου (Ρο\ν1βΓ βί α ί, 1990, Κηΐ§ίιί βί α ί, 1990, 

Ρο\ν1ετ βί α ί, 1995).

Στο παρελθόν υποστηρίχθηκε ότι η ανασταλτίνη μπορεί να έχει τη 

δραστικότητα ΟηδΑΡ που παρατηρείται (ΟιΙΙβΓ βί α ί, 1992), καθώς και ότι 

ανασταλτίνη και ΟηδΑΡ μπορεί να έχουν κοινές βιολογικές δραστικότητες (Οαιηρεη 

αηά ν&ΐε 1988, ΡαπνοΓίΙι βί α ί , 1988). Όμως βάσει πλήθους πειραματικών εργασιών, 

γίνεται σαφές ότι η ανασταλτίνη και ο ΟηδΑΡ, είναι δυο διαφορετικά μόρια με 

διαχωρισμένες δραστικότητες (ΌαηίοΓίΙι βί α ί, 1987, ΡολνΙβΓ βί α ί , 1990, , ΚηίβΙιί βί 

α ί , 1990, Ό&ηίοιίΐι βί α ί, 1993, Ρο\ν1βΓ βί α ί , 1994, ϋαη&ΓΐΙι βί α ί, 1995, Βγτηβ βί 

α ί, 1995, Ραρρα βί α ί, 1999).
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Σε ό,τι αφορά την απομόνωση του παράγοντα και την αναφορά κάποιας 

αλληλουχίας, έχει πραγματοποιηθεί μια σειρά μελετών. Η πρώτη από αυτές αναφέρει 

την απομόνωση κάποιου παράγοντα με δραστικότητα ΟηδΑΡ από υπερκείμενο 

καλλιέργειας κυττάρων δβΓίοΙί επίμυων (Τίο βί α ΐ , 1994). Σύμφωνα με τα 

αποτελέσματα της έρευνας αυτής ο παράγοντας που απομονώθηκε αντιστοιχεί σε μια 

πρωτεΐνη 37 1<Γ)α, με αλληλουχία αμινοτελικού άκρου ΝΗ2-3ΒΧΧΡξ)Ε Η επόμενη 

αναφορά περιγράφει την απομόνωση μιας πρωτεΐνης με δραστικότητα ΟηδΑΕ από 

χοίρειο ωοθυλακικό υγρό (ϋαηίοιίΐι &ηά 01ΐ6η§, 1995), Μ \¥ 69 και η 

αλληλουχία στο αμινοτελικό της άκρο είναι ΝΗ2-δΚΡΧΑΕ Τελευταία η 

δραστικότητα ΟηδΑΡ συσχετίστηκε με πρωτεΐνες 60-66 1ίΕ>α, που ανιχνεύθηκαν σε 

υπερκείμενα καλλιέργειας κοκκωδών/ωχρινικών κυττάρων από υπερδιεγερμένες 

ωοθήκες (Ρο\ν1εΓ βί αΐ., 2002). Δόθηκε μια εσωτερική αλληλουχία ΕΡ(3νΥνΗΑΡ και 

μια αμινοτελική αλληλουχία ΝΗ2-ΧνΡξ)ΟΝΑΟΝ.

Η πρώτη φορά που αναφέρεται η απομόνωση του ΟηδΑΡ από ωοθυλακικό 

υγρό γυναικών με υπερδιεγερμένες ωοθήκες είναι σε μελέτη του 1999 (Ραρρα βί αΐ., 

1999). Η αναφερόμενη πρωτεΐνη μοριακού βάρους 12.5 1<Χ)3, δεν παρουσιάζει 

δραστικότητα ανασταλτίνης και αντιστοιχεί στο Ο-τελικό 95πεπτίδιο της ανθρώπινης 

αλβουμίνης ορού (ΗδΑ), όπως διαπιστώθηκε με φασματοφωτομετρία μαζών (Μδ). Η 

συγκεκριμένη εργασία είναι η πρώτη στην οποία γίνεται ταυτοποίηση μιας 

αλληλουχίας ως προερχόμενης από κάποια γνωστή ανθρώπινη πρωτεΐνη. Επιπλέον 

είναι η μόνη που επιβεβαιώνεται με βάση μια πρόσφατα δημοσιευμένη μελέτη 

(Τανουΐαπ βί αΐ., 2004). Στην τελευταία, ανασυνδυασμένα πολυπεπτίδια της ΗδΑ 

παρήχθησαν με χρησιμοποίηση του ετερόλογου συστήματος έκφρασης-έκκρισης του 

μεθυλοτροφικού ζυμομύκητα ΡίβΗία ραζίοη8 και στη συνέχεια ελέγχθηκαν ως προς 

τη δραστικότητα ΟηδΑΡ. Εδείχθη ότι το Ο-τελικό 95πεπτίδιο (υποτομέας ΙΙΙΒ) της 

ΗδΑ (κατάλοιπα 490-585) μπορεί να εκφραστεί ως ανεξάρτητο μόριο και εμφανίζει 

ειδική δραστικότητα ΟηδΑΡ στην αδενοϋπόφυση. Σε αντίθεση με τον υποτομέα ΙΙΙΒ, 

οι τομείς I, II, III καθώς και ολόκληρο το μόριο της ΗδΑ είναι ανενεργά.



Εισαγωγή

1.4 Η ΑΝΘΡΩΠΙΝΗ ΑΛΒΟΥΜΙΝΗ ΟΡΟΥ (Ηιιιη&η 8βηιιη Α1βιιηιίη-Η8Α)

Η ανθρώπινη αλβουμίνη ορού (ΗδΑ) είναι μια πρωτεΐνη με 585 κατάλοιπα 

αμινοξέων, η οποία αποτελεί το 60% των πρωτεϊνών του ορού του αίματος. 

Βρίσκεται επίσης σε υψηλές ποσότητες σε άλλα βιολογικά υγρά, όπως το 

ωοθυλακικό. Η ΗδΑ εκφράζεται κατά κύριο λόγο στα κύτταρα του ήπατος και στα 

ενήλικα άτομα υπάρχει στην αιματική κυκλοφορία, σε συγκεντρώσεις 40 §/Ε. Στην 

ώριμή της μορφή, πρόκειται για μια μη γλυκοζυλιωμένη πρωτεΐνη χωρίς 

μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις στις πλευρικές ομάδες των καταλοίπων της (ΡοίοΓδ 

βί α1.9 1996).

Σύμφωνα με αναλύσεις σε μοριακό και φυλογενετικό επίπεδο των 

αντίστοιχων ομόλογων αλληλουχιών ϋΝ Α , πιστεύεται ότι η αλβουμίνη προέκυψε 

εξελικτικά με τριπλασιασμό του γονιδίου κάποιας αρχέγονης πρωτεΐνης 190 

αμινοξέων (ΟίΙΛδ οηά Οιι§αΐοζγ]ί, 1987). Η ώριμη ΗδΑ προκύπτει από την 

προαλβουμίνη με την απομάκρυνση ενός αμινοτελικού όπεπτιδίου, διαδικασία που 

λαμβάνει χώρα στο ΐπιηδ-ΟοΙ^ΐ ή στα εκκριτικά κοκκία και στη συνέχεια η πρωτεΐνη 

απελευθερώνεται από το κύτταρο (ΡβίεΓδ βί α ΐ , 1996).

Η ΗδΑ συμβάλλει στη διατήρηση της ωσμωτικής πίεσης του πλάσματος, 

προστατεύει τον οργανισμό με τη σύνδεσή του με τοξικά μόρια και κυρίως συνδέεται 

με διάφορους μεταβολίτες, τους οποίους μεταφέρει. Στην αλβουμίνη είναι δυνατόν να 

προσδένονται ανιοντικά, ουδέτερα και κατιοντικά μόρια. Ορισμένα από αυτά είναι 

λιπαρά οξέα μακράς αλυσίδας, στεροειδείς ορμόνες, αιματίνη, βιλιρουβίνη, χολικά 

άλατα, ιόντα χαλκού, μαγνησίου, νικελίου, ασβεστίου, κατιοντικά φάρμακα. 

Επιπλέον έχει δειχθεί ότι έχει ενζυμική (\ν&ΐ&ηα1)0 εί α ΐ , 2000, Κτα^ΐι-Ηαηδβη βί α/., 

2002, Οπηαηονίοΐι βί αΐ., 1999) και αντιαποπτωτική δράση (ΖοβΠπβΓ βί αΐ., 1996, 

Ιοηβδ βί αΐ., 2003, Εήίαη βί αΐ., 2001). Ακόμη η αλβουμίνη συσχετίστηκε με τον 

αναπαραγωγικό κύκλο στα αρσενικά ζώα. Συγκεκριμένα, η αλβουμίνη απομονώθηκε 

από το ορχικό υγρό ως παράγοντας που επαυξάνει την επαγόμενη από ΕΗ παραγωγή 

προγνενολόνης από τα κύτταρα Εθγάΐ£. Ίδια δράση παρουσιάζει η ΗδΑ, η αλβουμίνη 

βοός και επίμυος αλλά και το πεπτιδικό θραύσμα 1-387. Αντίθετα η αλβουμίνη 

όρνιθας και το ανθρώπινο πεπτιδικό θραύσμα 198-585 βρέθηκαν ανενεργά (ΜεΙδβΓί 

β ία ΐ,  1988, 1989,1991).
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Το πλήρες ατομικό μοντέλο της ΗδΑ δόθηκε έπειτα από κρυσταλλογραφία 

απολιπιδιωμένης πρωτεΐνης (Ηβ οχιά ΟαιΙβΓ, 1992). Η ΗδΑ (Εικόνα 1.3) αποτελείται 

από τρεις δομικά ομόλογους τομείς I, II, III (ΡβίβΓδ βί αΐ., 1996), καθένας από τους 

οποίους περιλαμβάνει δυο υποτομείς Α και Β, με τους τρεις Α (ΙΑ, ΙΙΑ, ΙΙΙΑ) και 

ανάλογα τους τρεις Β (ΙΒ, ΙΙΒ, ΙΙΙΒ) να είναι δομικά ομόλογοι μεταξύ τους. Το μόριο 

της αλβουμίνης περιέχει κατά 67% α-έλικες, 10% β-στροφές και το 23% εκτεταμένες 

αλυσίδες, ενώ απουσιάζουν β-πτυχωτές επιφάνειες. Η μορφή των ελίκων είναι όμοια 

σε καθέναν από τους τρεις τομείς. Συγκεκριμένα σε κάθε Α υποτομέα υπάρχουν 6 α- 

έλικες ενώ σε κάθε Β υποτομέα υπάρχουν 4 α-έλικες (ΟατίβΓ αηά Ηο, 1994). Οι 

υποτομείς Α και Β του κάθε τομέα συνδέονται με εκτεταμένες επιφάνειες ενώ η 

σύνδεση μεταξύ των διαδοχικών τομέων γίνεται με περιοχές έλικας.

Παλαιότερα με πρωτεολυτική ή χημική σχάση της ΗδΑ λαμβάνονταν 

θραύσματα από τα οποία προέκυπταν πληροφορίες σχετικά με τις θέσεις δέσμευσης 

διαφόρων μορίων στο μόριο της αλβουμίνης. Το μειονέκτημα όσον αφορά τα 

θραύσματα, ήταν η μη ύπαρξη ορίων με βάση τη δομή της ΗδΑ (Ηβ απά ΟαιΐβΓ, 

1992). Σε έρευνες των τελευταίων ετών, έχουν παραχθεί οι τομείς της ΗδΑ σε 

ανασυνδυασμένη μορφή. Στην πιο σημαντική από αυτές, πραγματοποιήθηκε 

έκφραση των τριών τομέων της ΗδΑ στο σύστημα του μεθυλοτροφικού ζυμομύκητα 

Ρ. ρα8ίοή8 (ϋοοίί&ΐ βί αΐ., 1999), στο οποίο παλαιότερα είχε εκφραστεί επιτυχώς 

ολόκληρο το μόριο της ΗδΑ (Β&γγ βί α ί, 1992). Οι ανασυνδυασμένοι τομείς της ΗδΑ 

εκφράστηκαν σε εκκρινόμενη μορφή και απομονώθηκαν από το υπερκείμενο 

καλλιέργειας του Ρ. ρα8ίοή8 με χρωματογραφία Βΐιιβ δβρίιαιτοδβ, έτσι διαπιστώθηκε 

ότι και τρεις διαθέτουν θέσεις πρόσδεσης για ΟΐβαοΓοη ΒΙιαβ. Με ανάλυση της 

δευτεροταγούς και τριτοταγούς δομής τους, στην ίδια μελέτη, διαπιστώθηκε ότι η 

διαμόρφωσή τους είναι παρόμοια με εκείνη που έχουν στο περιβάλλον της ΗδΑ. Οι 

ανασυνδυασμένοι τομείς I, II και III καθώς και τα πολυπεπτίδια Ό12 (1-385), ϋ12Α 

(1-299), Ό23 (189-585) εκφραζόμενα στο ίδιο σύστημα, έχουν χρησιμοποιηθεί για να 

καθοριστούν οι θέσεις πρόσδεσης μορίων όπως τα Οΐβαοιοη Βΐιιβ, γουαρφαρίνη, 

αιμίνη, (Ιίαζβρ&πι (ϋοοίίαΐ βί α/., 1999), ωχρατοξίνη (ΙΡίοΙιβν βί αί., 2002). Αξίζει να 

σημειωθεί ότι ο υποτομέας ΙΙΙΒ της ΗδΑ είναι ο μοναδικός υποτομέας που έχει 

εκφραστεί στο σύστημα του Ρ. ρα8ίοη8 ως ανεξάρτητο μόριο (Τανουΐαή βί α ί, 2004).

Είναι επίσης σημαντικό να αναφερθεί ότι έχουν μελετηθεί οι 

ανασυνδυασμένοι τομείς I, II, III και η καθαρή ΗδΑ ως προς τη διαμόρφωσή τους σε 

διαφορετικά ρΗ (ϋοοίίαΐ βί αί., 2000). Συγκεκριμένα, μελετώνται οι δομικές
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μεταπτώσεις σε τρία εύρη ρΗ, 5.0-3.5, κάτω από 3.5 και 7.0-9.0. Σε ρΗ 5.0-3.5, η 

αστάθεια στη δομή της Η8Α ξεκινά πρώτα από τον τομέα III αυτής.

__________________________________________________________________Εισαγωγή

Εικόνα 1.2 : Η δομή της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού. Με κόκκινο χρώμα διακρίνεται ο 

υποτομέας ΙΙΙΒ που αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 490-585 (με βάση 

Ηΐΐρ://νν\νΛν.ΐ3Ϊοο1ΐ6Γα·α0ΐ·£ΐ0·υ1</Ϊ35ΐτι/08<:1ι. ϋοοίίαΐ βί αί, 1999, Τβνοιιΐθπ βί αΐ., 2004).
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1.5 ΣΚ Ο Π Ο Σ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Η παρούσα εργασία στηρίζεται σε προηγούμενη μελέτη (Τανοιιίαπ βί αΐ., 

2004), όπου έδειξε το πολυπεπτίδιο ΙΙΙΒ της ΗδΑ μπορεί να εκφραστεί σε 

ανασυνδυασμένη μορφή σε υπερκείμενα Ρ. ραζίοπΞ και παρουσιάζει δραστικότητα 

ΟηδΑΡ. Συγκεκριμένα οι στόχοι μας ε ίνα ι:

■ Να απομονώσουμε τα ανασυνδυασμένα πολυπεπτίδια ϋ ΙΙΙ και ΟΙΙΙΒ-πιγο- 

6ΗΪ8 της ΗδΑ από υπερκείμενα του μεθυλοτροφικού ζυμομύκητα ΡίοΗία 

ρα5ίοΗ8.

■ Να ελέγξουμε ως προς τη δραστικότητα ΟηδΑΡ τον υποτομέα ΙΙΙΒ-ηιγο6Ηΐδ 

σε σύγκριση με τον τομέα III, σε καθαρά παρασκευάσματα.

■ Να διερευνήσουμε την πιθανότητα παραγωγής του ενεργού μορίου με 

πρωτεολυτική σχάση της ΗδΑ.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ



Υλικά και Μέθοδοι

2.1 ΟΡΓΑΝΑ, ΑΝΑΛΩΣΙΜΑ ΚΑΙ ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΥΛΙΚΑ

2.1.1 Όργανα

Τα εργαστηριακά όργανα που χρησιμοποιούνται είναι τα εξής: συσκευή 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης Οοη© Απιρ ΡΟΚ δγδίοπι 9700 (Αρρίίβά 

Βίοδγδί6ΐη8, ΡοδίβΓ Οΐίγ, Οαΐίίοπήα), ηλεκτροφορητικές συσκευές για ϋΝ Α  Ηοήζοη 

1Γ14 και 58 (Οίβοο-ΒΚί Γΐίβ ΐδοΐιηοΐο^ΐοδ ΟπΛΡΙ, Καίδηιΐιβ, θ 6πη&ηγ), Συσκευή 

υπεριώδους ακτινοβολίας υΐΐΓανίοΙβΐ ΐταηδΐΙΙιιπιΐηαίοΓ (νϋβϋΓ Ρουοη^ΐ, Οοάεχ, 

ϊταηοο), ϋΝ Α  ΡΙιοίοβΓ&ρΙιΐο ΤΓ&ηδΐΙΙυπιίηαίΟΓ δγδί€ΐη (Ροίοά^ηβ, Νε\ν ΒεΓΗη, 

ν/ϊηδοοηδοΐη), συσκευή ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών ΡΚΟΤΕΑΝ II χΐ Οεΐΐ (Βΐο-Καά, 

ΗβΓΟίιΙβδ, Οαΐΐίοπιΐα), τροφοδοτικό ρεύματος Ρο\νβΓΡΑΟ 3000 (Βΐο-Καά, ΗβΓουΙεδ, 

Οαΐΐίοπιία), επιτραπέζια φυγόκεντρος ΗοΓ&βιΐδ Μο§αία§β 1.0Κ (Κεπάτο Εαΐ>0Γαί:0Γγ 

ΡΓοάιιοίδ ΟπιβΗ, Ηαπαιι, θ 6ηηαηγ), φυγόκεντρος δοΓ ναΙΙ ΚΟ-5Β (θ α  Ροή* 

Ιπδΐπιιηεηίδ, Νο'ννίοη, Οοηηβοίίοιιί), επιτραπέζια φυγόκεντρος για μικροσωληνάρια 

τύπου ΕρροηάοΓί (θ€ηΙηίιΐ£€ 54150), φυγοκεντρικός συμπυκνωτής κενού (δρβεάναο 

οοηοοηίταίΟΓ) (δαναηΐ Ιηδίηιΐΐίδηΐδ, Ηΐοΐίδνΐΐΐβ, Νο\ν Υοιτίί), φωτόμετρο 

δ ρ β ο ίΓ ο ρ Ιιο ίο π ιβ ίβ Γ  ΜΒΑ 2000 (ΡβΓίάη-ΕΙιηβΓ, Βοδίοη, Μ&δδαοΐιιΐδβίίδ), μετρητής 

πλακιδίου ΕΕΙδΑ τύπου δίαί Ραχ-2100 (Αν/αΓβηεδδ Τβο1ιηο1θ£γ, Ραΐηι Οΐίγ, Ρΐοήάα), 

επωαστήρας τύπου 025 ϊηοιιβαΐοΓ δΙι&ΙίβΓ (Νβ\ν Βηιηδ\νΐο1<; δοίοηΐΐίϊο, Εάΐδοη, Νβ\ν 

ΐ6Γδ6γ).

2.1.2 Χημικά αναλώσιμα

Το πολυκλωνικό αντίσωμα αηίΐ-ΗδΑ 3.Ϊ31217 αγοράστηκε από την εταιρεία 

Αβοαπι (0απιΐ)Γί(1§6, ϋΚ). Το δεύτερο αντίσωμα που συνδέεται με το ένζυμο 

υπεροξειδάση, είναι το αηίΐΓ&ββίί Ι§, ρεΓοχίάαδβ-ΙίηΙίεά δρβοίβδ-δρβοΐίϊο Ρ(&ΐ>’)2 

ίτα^τηεηΐ (ίτοιη (1οη1ί€γ), από την εταιρεία ΑΐΉβΓδΙιαχη Βΐοδοΐεηοοδ (ΒαοΙίΐΙι&τηδΙιΐΓΟ,

υκ).
Για τη χρωματογραφία Βΐυβ δερΙιαΓΟδβ χρησιμοποιούνται σφαιρίδια (Βΐιιο 

δερΙιαΓΟδ© 6 Ραδί Ρ1ο\ν) (Αΐϊΐ6Γδ1ιαΐΉ Βϊοδοΐβηοοδ, Ιίρρδαΐα, δ\ν6άεη). Για τον
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καθαρισμό ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών που περιέχουν πολυϊστιδινική ουρά, 

χρησιμοποιείται χρωματογραφία σφαιριδίων νικελίου και συγκεκριμένα το σύστημα 

ΡίοΒοηά™ Ρΐϊήίϊο&ΐίοη δγδίβιη (Ιηνίίχο§6η, ΟΓοηίη^εη, ΤΙιε Νοώειίαικίδ).

Η ανθρώπινη αλβουμίνη ορού (ΙιιαίΉαπ δοπιιη αίβιιπιΐη, ΗδΑ) καθώς και η 

ορμόνη έκλυσης των γοναδοτροπινών (ΟηΚΗ) είναι της δί^πια 01ΐ6πιίοα1 Οο. (δί. 

Ι,οιιΐδ, ΜΟ).

Τα αντιγόνα επίμυος ΕΗ (γΕΗ-Κ.Ρ-3, γΕΗ-Ι-10), ΡδΗ (τΡδΗ-ΚΡ-2, τΡδΗ-Ι-9) 

και οι αντιοροί αηΙί-ΓΕΗ-δ-11, αηΙΐ-ΓΡδΗ-δ-11 προέρχονται από το Ν&Ιΐοη&Ι Ιπδΐίίιιίβ 

ο ί  ϋίαββίεδ &ηά Οΐ§6δίΐν€ Άηά ΚΜηβγ ϋΐδδαδδδ (ΝΠ3ΌΚ), μέσω του προγράμματος 

Ναΐίοηαΐ Ηοιπιοηοδ αηά Ρί1χιίΐ3.Γγ Ργο§γ&ιπ (ΝΗΡΡ, ΒαΙίίηιοΓβ, ΜΌ).

Η καθεψίνη Β από ανθρώπινο ήπαρ, καθώς και η κασπάση 4 (οαδρ&δβ-4, 

Ιιιιπιαη, Γοοοηιβίη&ηί:, Ε. οοΚ), είναι από την εταιρεία Ο&ΜοοΙιβιη (ΟΒΠΏδίΗάί, 

Οβηηαηγ). Οι ενεργοποιημένες κασπάσες 1-10 (Μιι1ίΐΟ&δρΡα1<:™-4: Αοίΐνο Ο&δραδβδ 

1-10, ΑΚ-010) προέρχονται από την εταιρεία Βΐοπιοί (Ρίγτηοιιΐΐι Μεοίΐη^, ΡΑ).

2.1.3 Βιολογικά υγρά-Πεΐρ«ιιατό£ω«

Το ανθρώπινο υγρό που χρησιμοποιείται λαμβάνεται από γυναίκες που 

συμμετέχουν σε πρόγραμμα εξωσωματικής γονιμοποίησης και μας χορηγείται από τη 

Μαιευτική και Γυναικολογική Κλινική του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου 

Ιωαννίνων (τα δείγματα αυτά προσφέρθηκαν ευγενώς από τον Αναπλ. Καθηγητή I. 

Γεωργίου και την ερευνήτρια Ε. Χατζή).

Για τη δημιουργία πρωτογενών καλλιεργειών κυττάρων υπόφυσης, 

χρησιμοποιούνται ενήλικοι θηλυκοί επίμυες ννΐδί&Γ, ηλικίας δύο μηνών, οι οποίοι 

χορηγούνται από το Εκτροφείο του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Οι επίμυες 

θανατώνονται στο χώρο του Εκτροφείου με αιφνίδιο χτύπημα στον αυχένα.
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2.1.4 Στέλενος ιιυκιί των-ΓΙλασιι ίδια

Στο σύστημα ετερόλογης έκφρασης των ανασυνδυασμένων πολυπεπτιδίων, 

χρησιμοποιείται ως ξενιστής το στέλεχος 08115 του μεθυλοτροφικού ζυμομύκητα 

ΡίοΗία ρα8ίοη8 (ΙηνίίΓΟ^οπ, Ογοπιπ^οπ, Τΐιβ ΝβίΙιοΓίαικίδ).

Ως πλασμιδιακός φορέας κλωνοποίησης επιλέγεται ο ρΡΙΟΖ&Α, ο οποίος 

περιλαμβάνει ένα τμήμα 942 ζευγών βάσεων, που περιέχει τον υποκινητή της 

αλκοολικής οξειδάσης Α0Χ1 και επιτρέπει τη μεθανολο-επαγομένη έκφραση στον Ρ. 

ρα3ΐοή3. Το τμήμα αυτό παρουσιάζει ομολογία με το γονίδιο Α0Χ1 και με ομόλογο 

ανασυνδυασμό πραγματοποιείται η ενσωμάτωση του πλασμιδίου στο γονιδίωμα του 

Ρ. ρα5ίοή8. Ακόμη έχει ένα σήμα έκκρισης, του ΞαοβΗαΓοπιγοβΞ οβτβνίΞίαβ, για τις 

ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες (α-ίαοΐοΓ), έναν πολυσυνδέτη, έναν καρβοξυτελικό 

επίτοπο πιγο, μια καρβοξυτελική πολυϊστιδινική ουρά, γονίδιο που προσδίνει 

ανθεκτικότητα έναντι στη ζεοκίνη, ένα σήμα έναρξης της αντιγραφής που επιτρέπει 

την αντιγραφή του πλασμιδίου στο Ε.οοΙί (ΟοΙΕΙ οπ£ίη) και επιπλέον μοναδικές 

περιοριστικές θέσεις που επιτρέπουν την ευθυγράμμιση των πλασμιδίων στην 

περιοχή Α0Χ1 για την ενσωμάτωσή του στο γονιδίωμα του Ρ. ρα3ίοή8.
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2.2 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΚΛΩΝ ΟΠΟΙΗΣΗΣ ΡΝΑ ΠΟΥ ΑΝΤΙΣΤΟΙΧΕΙ ΣΕ 

ΑΝΣΥΝΑΥΑΣΜΕΝΑ ΤΜΗΜΑΤΑ ΤΗΣ Η8Α

Αρχικά τα επιλεγόμενα τμήματα ϋΝ Α  λαμβάνονται με τη μέθοδο του ΡΟΗ., 

με τη χρήση των κατάλληλων υποστρώματος-εκμαγείου και εκκινητών. Έπειτα από 

διεργασία με περιοριστικές ενδονουκλεάσες (ΕοοΚΙ, ΝοΐΙ) του πλασμιδιακού φορέα 

και των ενθεμάτων ϋΝΑ, γίνεται ανασύνδεση αυτών.

Ακολουθεί δημιουργία επιδεκτικών κυττάρων, διαδικασία που στηρίζεται στη 

μέθοδο Ιηοιιο (Ιηοιιβ βί αΐ., 1990) και μετασχηματισμός του στελέχους ΤΟΡΙΟΡ'της 

ΕΞοΗβήβΗΐα αοίΐ με το πλασμιδιακό ϋΝΑ.

Η απομόνωση του ϋΝ Α  σε μικρή και μεγάλη κλίμακα πραγματοποιείται, 

σύμφωνα με τα αντίστοιχα πακέτα υλικών, ξΗΑρΓορ δρίη Μίπΐ ΡΓορ Κΐί και Ρΐαδίηίά 

Μαχΐ Κΐί της εταιρείας (ΟπιβΗ, Ηΐΐάβη, θ 6ΐτηαηγ). Στη συνέχεια η αλληλουχία

ΟΝΑ των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων ελέγχεται πλήρως, με αυτοματοποιημένη 

αλληλούχιση του ΌΝΑ (ϋΝΑ δοςιιοηοΐη§) (ΜλνΟ-ΒίοίεοΙι, ΕΪ>6Γ8Ϊ>6Γ£, θ 6πηαηγ).

2.3 ΕΤΕΡΟΑΟΓΗ ΕΚΦΡΑΣΗ-ΕΚΚΡΙΣΗ ΣΤΟ ΣΥΣΤΗΜΑ ΤΟΥ ΡίοΗια 

ρα8ίοηα

Ο ΡΐοΗία ρα8ίοΗ8 είναι ένας μεθυλοτροφικός ζυμομύκητας, ικανός να 

μεταβολίζει μεθανόλη ως μόνη πηγή άνθρακα. Το μεγάλο πλεονέκτημα της 

ετερόλογης έκφρασης πρωτεϊνών ως εκκρινόμενες, έγκειται στο γεγονός ότι ο Ρ. 

ρα3ίοή8 εκκρίνει πολύ χαμηλά επίπεδα ενδογενών πρωτεϊνών.

2.3.1 Χημικός ιιετασ/ηΐίατισιιός του Ρ. ρααίοήα

Στην αρχή δημιουργούνται επιδεκτικά κύτταρα του στελέχους 08115 του 

ζυμομύκητα Ρ. ρα5ίοηδ. Το ανασυνδυασμένο πλασμιδιακό ΌΝΑ, ευθυγραμμίζεται με 

την περιοριστική ενδονουκλεάση ΡιηεΙ, στην αντίστοιχη θέση της περιοχής 5ΆΟΧ1 

και μεταφέρεται στα επιδεκτικά κύτταρα 08115, με χημικό μετασχηματισμό
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σύμφωνα με το πρωτόκολλο που δίνεται από την εταιρεία Ιηνΐίχο^εη. Τα κύτταρα 

επωάζονται σε θρεπτικό μέσο επιλογής Υ Ρϋδ με αντιβιοτικό ζεοκίνη (1% \ν/ν 

εκχύλισμα ζύμης, 2% \ν/ν πεπτόνη, 2% \ν/ν γλυκόζη, 1 Μ σορβιτόλη, 2% \ν/ν άγαρ, 

100 μ^/ιπΐ, ζεοκίνη) και αφήνονται προς ανάπτυξη αποικιών σε επωαστικό κλίβανο 

30 °0, 2-4 ημέρες.

2.3.2 Έκφρασίΐ-έκκριση ανασυνδυασμένων πεπτιδίων στον Ρ. ραβίοής

Απαραίτητα θρεπτικά υλικά

■ ΒΜΟΥ (ΒπίΪ6Γ6(1 Μΐηίπιαΐ 01υο6γο1)

1% \ν/ν εκχύλισμα ζύμης, 2% \ν/ν πεπτόνη, 100 ιηΜ ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικού καλίου ρΗ 6.0, 1.34% \ν/ν ΥΝΒ, 4 1 0~5% \ν/ν βιοτίνη, 1% ν/ν  

γλυκερόλη

■ ΒΜΜΥ ('ΒυίΪ6Γ6(1 Μίηίπιαΐ Μθΐΐιαηοΐ)
1% \ν/ν εκχύλισμα ζύμης, 2% \ν/ν πεπτόνη, 100 ιηΜ ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικού καλίου ρΗ 6.0, 1.34% \ν/ν ΥΝΒ, 410 '5% \ν/ν βιοτίνη, 0.5% ν/ν 

μεθανόλη

Κύτταρα 08115 που περιέχουν το ανασυνδυασμένο ΟΝΑ εμβολιάζονται σε 5 

τώΙ, θρεπτικού υλικού ΒΜΟΥ και η καλλιέργεια αφήνεται να αναπτυχθεί υπό 

ανάδευση σε επωαστήρα 3 0 0 Ο, με σκοπό την αύξηση της βιομάζας. Όταν τα κύτταρα 

βρίσκονται στη λογαριθμική φάση, Οϋ^οο^-ό, συλλέγονται με φυγοκέντρηση (3000 

5 ηιίη, 25 0 Ο) και επαναιωρούνται σε θρεπτικό υλικό ΒΜΜΥ που περιέχει μεθανόλη, 

μέχρι τελικής Οϋ6οο= 1· Η καλλιέργεια (μέγιστος όγκος 30 πιΕ), τοποθετείται σε 

κωνικές φιάλες των 100 ιηΕ και αναπτύσσεται υπό ανάδευση στους 30 0Ο για δύο 

ημέρες. Προκειμένου να διατηρούνται οι συνθήκες επαγωγής, κάθε 24 ώρες 

προστίθεται 100% μεθανόλη, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση στην καλλιέργεια να 

είναι 0.5% ν/ν. Τέλος η κυτταρική καλλιέργεια φυγοκεντρείται (4000 τριη, 10 πώι, 4 0 

Ο) και το υπερκείμενο συλλέγεται, διηθείται με φίλτρα 0.2 μπι και διατηρείται στους 

-8 0 °  Ο.
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2.4 ΒΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΔΟΚΙΜΑΣΙΕΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΑΡΑΣΤΙΚΟΊΉΤΑΣ 

ΟηδΑΓ ΚΑΙ ΑΝΑΣΤΑΑΤΙΝΗΣ

2.4.1 Πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης επίιιυων

Απαραίτητα διαλύιιατα και θρεπτικά υλικά

Όλα τα διαλύματα που αναφέρονται ετοιμάζονται, υπό στείρες συνθήκες, σε κλίβανο 

κάθετης νηματικής ροής.

■ ΡΡΒ δ+ : Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών που περιέχει ιόντα Οα2+ και Μ§2+ 

(Ριιίβεοοο’δ Ρΐιοδρίιαίβ ΒιιίϊβΓεά δαίίηε, δίκαια), στο οποίο προστίθενται 200 υ/ηιΕ 

πενικιλίνη, 200 ιη^/ηιΕ στρεπτομυκίνη (Οίβοο) και 1.36 §/Ε γλυκόζη.

■ ΡΡ Β δ++ : Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών που περιέχει ιόντα Οα2+ και Μ§2+, 

καθώς επίσης 1 §/Ε ΒδΑ και 1.36 §/Ε γλυκόζη.

■ ΡΡΒ δ ' : Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών που δεν περιέχει ιόντα Οα2+ και Μ§2+ 

(Ρυΐββοοο’δ Ρΐιοδρίιαΐβ ΒνιίϊεΓεά δαίΐη©, δΐ^πια) .

■ ΡΡ Β δ' ' : Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ΡΡΒ δ' στο οποίο προστίθενται 1 §/Ε 

ΒδΑ και 0.02 ηιΜ ΕΡΤΑ (δί§τηα).

■ δΡΡΜ ιηιηί15 : ΡΜ ΕΜ  (ΡιιΙΒβοοο’δ πκκίίίϊβίΐ Εα^ΐβ’δ ιηθάΐυτη ηιαίηεηί ιηΐχίυΓβ Ρ-12 

Ηατη 86ηιΐΐΐ ίτββ οιαΙίνίΓβ ηΐ6<ϋιιτη, δί§τηα), στο οποίο προστίθενται 100 υ/τηΕ 

πενικιλίνη, 100 ιη^/πιΕ στρεπτομυκίνη, 5 μ§/ιηΕ τρανσφερρίνη (δΐ£ΐηα), 10 μ§/ιτιΕ 

ινσουλίνη (δί§πια), 2.5 ιπΜ Ε-γλουταμίνη (ΡΑΑ ΕαβοΓ&ίοπβδ Οπιΐ>Η).

■ δΡΡΜ  : Πρόκειται για δΡΡΜ ιηυιυ8 στο οποίο προστίθεται 10% ν/ν εμβρυϊκός ορός 

μόσχου (ΡΟδ, ΟΑοο).

Στάδια δημιουργίας πρωτογενών καλλιεργειών

Χρησιμοποιούνται ενήλικες θηλυκοί επίμυες λνίδΐαΓ, ηλικίας περίπου δύο 

μηνών, οι οποίοι θανατώνονται ακαριαία με αποκεφαλισμό. Γίνεται μια κάθετη τομή 

στο κρανίο, αφαιρείται ο εγκέφαλος και λαμβάνεται η υπόφυση. Όλες οι υποφύσεις 

που λαμβάνονται τοποθετούνται σε διάλυμα ΡΡΒ δ+ σε πάγο. Στο εξής όλα τα βήματα 

λαμβάνουν χώρα σε θάλαμο κάθετης νηματικής ροής, υπό στείρες συνθήκες και οι 

όγκοι που χρησιμοποιούνται, αναφέρονται σε υποφύσεις 15 επίμυων.

Αρχικά οι υποφύσεις εκπλένονται 5 φορές με διάλυμα ΡΡΒδ+. Έπειτα 

απομακρύνονται οι νευροϋποφύσεις και οι αδενοϋποφύσεις τεμαχίζονται και
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εκπλένονται 5 φορές με διάλυμα ΟΡΒ3++. Στη συνέχεια επωάζονται υπό ανάδευση 

για 10 πππ με 15 πιΡ διαλύματος τρυψίνης (4.1 γπ^/πιΓ τρυψίνη (8ί§πια) σε ϋΡ Β δ++), 

αφαιρείται το υπερκείμενο και γίνεται νέα επώαση για 10 ΐϊΐΐη με 15 τηΡ διαλύματος 

παγκρεατίνης (2.5 πι§/ηιΡ παγκρεατίνη (δίκαια) σε ΟΡΒδ++), για πέψη του ιστού. 

Ακολούθως απομακρύνεται το διάλυμα του ένζυμου και ο τεμαχισμένος ιστός 

επωάζεται, για 10 ιηίη υπό ανάδευση, με 15 πιΡ διαλύματος δΡϋΜ  για την 

απενεργοποίηση των ενζύμων. Πραγματοποιούνται 5 εκπλύσεις με 20 πιΡ διαλύματος 

δΡϋΜ , 5 πλύσεις με 20 γϊιΡ διαλύματος ϋΡΒδ" "και μια με 20 ηιΡ διαλύματος ϋΡΒδ'. 

Στο σημείο αυτό χρησιμοποιούνται πιπέτες ρ&δίβιΐΓ διαβαθμισμένης διαμέτρου, 

επιστρωμένες με σιλικόνη, για τη μηχανική διασπορά των κυττάρων, σε διάλυμα 

ϋΡΒ δ'. Κάθε φορά προστίθενται 4 ηιΡ ϋ Ρ Β δ ' και όταν το διάλυμα θολώσει 

μεταφέρεται σε νέο σωληνάριο. Σταδιακά γίνεται χρήση πιπετών μικρότερης 

διαμέτρου και η διαδικασία ολοκληρώνεται όταν πλέον δεν παρατηρείται περαιτέρω 

διάσπαση του ιστού. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 3000 Γριη, για 10 χηίη στους 22 

0Ο και επαναιώρηση σε 5 πιΡ θρεπτικού μέσου δΡϋΜ  με τη χρήση πιπέτας, για 

πλήρη διασπορά των κυττάρων. Γίνεται μια νέα φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες, 

απομακρύνεται το θρεπτικό υλικό και τα κύτταρα επαναιωρούνται πλήρως σε άλλα 5 

ιηΡ δΡΟΜ.

Τέλος γίνεται μέτρηση των ζωντανών κυττάρων σε αιμοκυτταρόμέτρο, 

παρουσία χρωστικής ϊτγρ&η Μιιε και επιστρώνονται σε καλλιεργητικά δοχεία των 24 

φρεατίων (200.000 ζωντανά κύτταρα / φρεάτιο). Η επώαση για την επικόλληση των 

κυττάρων, πραγματοποιείται με 0.5 πιΡ δΡϋΜ  ανά φρεάτιο σε επωαστικό κλίβανο 37 

0Ο και 5% 0 0 2 για 48 ώρες.

2.4.2 Βιολογική δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότΐΐτας ΟηδΑΡ

Πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης δημιουργούνται όπως 

αναφέρεται ανωτέρω. Έπειτα από 48 ώρες και εφόσον τα κύτταρα έχουν επικολληθεί 

στα φρεάτια καλλιεργητικών δοχείων, εκπλένονται εις διπλούν με 0.5 ιήΡ θρεπτικού 

υλικού δΡΟΜ1Ώΐηυϊ, το οποίο δεν περιέχει ορό. Ακολουθεί επώαση με 0.5 ιιιΡ 

δΡϋΜ 1ΏΗ1υδ, παρουσία των υπό εξέταση ουσιών, για 48 ώρες (37 °0, 5% 0 (>2). Κάθε 

δείγμα που μελετάται, δοκιμάζεται σε τρία φρεάτια, ενώ σε έξι φρεάτια προστίθεται
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μόνο θρεπτικό υλικό 8ΡΌΜιηιηυ3 προκειμένου τα αντίστοιχα κύτταρα να 

χρησιμοποιηθούν ως μάρτυρες.

Ακολούθως τα κύτταρα εκπλένονται με δΡΟΜ1ΜΠυ3 και έπειτα επωάζονται για 

4 ώρες με 0.1 μιηοΙ/Ε ΟηΕΉ στο ίδιο θρεπτικό μέσο, παρουσία ή μη (μάρτυρες) των 

ουσιών που ελέγχονται. Σε τρία από τα έξι φρεάτια που χρησιμοποιούνται σαν 

μάρτυρες, γίνεται επώαση με δΡϋΜ 1111™5 χωρίς προσθήκη άλλων ουσιών, για τη 

μέτρηση των βασικών επιπέδων ΕΗ ή Ρ3Η στη διάρκεια των τεσσάρων ωρών.

Μετά την πάροδο των τεσσάρων ωρών, τα υπερκείμενα των καλλιεργειών 

συλλέγονται και φυλάσσονται στους -20 °0 έως τη μέτρηση των ορμονών με μέθοδο 

συναγωνιστικής ΕΕΙ3Α. Ως δραστικότητα ΟηδΑΡ, αναφέρεται η καταστολή της 

επαγόμενης από την ΟηΕΉ έκκρισης της ΕΗ, κατά τη διάρκεια του διαστήματος των 

τεσσάρων ωρών.

2.4.3 Βιολογικτί δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας ανασταλτίνικ

Πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης προετοιμάζονται, όπως 

αναφέρεται ανωτέρω. Εφόσον τα κύτταρα έχουν επικολληθεί στα φρεάτια, 

εκπλένονται δυο φορές με 0.5 ιηΕ θρεπτικού μέσου δΡΌΜ1ΏΙηα3. Σε έξι φρεάτια 

προστίθενται 0.5 πιΕ δΡϋΜ 1™™8, προκειμένου να μετρηθεί η βασική έκκριση της 

ΡδΗ και της ΕΗ. Κάθε προς εξέταση ουσία δοκιμάζεται σε τρία φρεάτια, σε καθένα 

από τα οποία προστίθεται η ουσία παρουσία 0.5 πιΕ δΡΟΜ™111115. Ακολουθεί επώαση 

σε κλίβανο 37 0Ο, 5% 002 για 48 ώρες.

Με το πέρας των 48 ωρών, τα υπερκείμενα των καλλιεργειών συλλέγονται και 

φυλάσσονται στους -20 °0 , έως ότου πραγματοποιηθούν οι μετρήσεις των ορμονών 

με μέθοδο της συναγωνιστικής ΕΕΙ8Α. Ως δραστικότητα ανασταλτίνης εκφράζεται η 

μείωση της βασικής έκκρισης της ΡδΗ ύστερα από την επίδραση των προς εξέταση 

ουσιών.
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2.4.4 Συνατωνιστικτί ιιέθοδος ανοσοπροσροφητικού προσδιορισμού 

συνδεδειιένου ιιε ένζυμο (οοιηροΐβηί ΕΙΛδΑ')

Απαραίτητα διαλύιιατα

■ Διάλυιια επίστρωσης (Ρυθμιστικό διάλυμα ανθρακικών)

14.1 ιώΜ Να20 0 3 / 34.9 πιΜ Ν αΗ 003, ρΗ 9.8

• Ρυθμιστικό διάλυιια φωσφορικών (ΊΡΒδ)

8 ιηΜ Να2Η Ρ 04 / 0.15 Μ ΝαΟΙ, ρΗ 7.4

■ Διάλυμα έκπλυσης (ΊΡΒδΤ)

ΡΒδ, ρΗ 7.4 / 0.05% ν/ν Τ^66Π-20

■ ΡΒδΤ-ΒδΑ

ΡΒδ, ρΗ 7.4 / 0.05% ν/ν Τ\ν€6Π-20 / 0.5% \ν/ν ΒδΑ

■ ΡΒδ-ΒδΑ

ΡΒδ, ρΗ 7.4 / 1% λν/ν ΒδΑ

■ Υπόστρωμα υπερο^ειδάσης (ρΗ 5)

0.025 Μ κιτρικό οξύ / 0.05 Μ Ν&2ΗΡΟ4 / 0.04% \ν/ν ο-φαινυλενεδιαμίνη / 0.01% ν/ν 

Η20 2

Το ανωτέρω διάλυμα παρασκευάζεται αμέσως πριν τη χρήση του σε σκοτεινό χώρο.

■ Διάλυμα Η^δΟ* 0.5 Μ

Στάδια ΕΓΙδΑ

Για την μέτρηση των γοναδοτροπινών (ΓΗ και ΡδΗ), από υπερκείμενα 

πρωτογενούς καλλιέργειας κυττάρων υπόφυσης επιμύων, χρησιμοποιείται η 

συναγωνιστική μέθοδος ανοσοπροσροφητικού προσδιορισμού συνδεδεμένου με 

ένζυμο, όπως περιγράφεται στη βιβλιογραφία (Ραρρα βί αΐ., 1999α) με ορισμένες 

τροποποιήσεις. Στη συνέχεια περιγράφεται η διαδικασία που ακολουθείται.

Αρχικά, αντιγόνο ΓΗ (γΓΗ-Ι-10) ή αντιγόνο ΡδΗ (τΡδΗ-Ι-9), 50 η^/ιηΓ σε 

διάλυμα ανθρακικών ρΗ 9.8, επιστρώνεται σε πλακίδια πολυστυρενίου (200μΓ ανά 

μικροφρεάτιο) και ακολουθεί επώαση για 16 ώρες στους 4 0Ο. Στη συνέχεια τα 

μικροφρεάτια πλένονται τρεις φορές με 200 μΓ ΡΒδΤ και οι κενές θέσεις 

δεσμεύονται με επώαση 2 ωρών στους 37 0Ο, με το διάλυμα ΡΒδ-ΒδΑ (200 μΓ ανά 

μικροφρεάτιο).
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Κατά την διάρκεια της επώασης για δέσμευση των κενών θέσεων (Μοο1αη§), 

προετοιμάζονται τα συναγωνιστικά μίγματα του αντισώματος έναντι της 

γοναδοτροπίνης και δειγμάτων γνωστής συγκέντρωσης γοναδοτροπίνης ή αγνώστων 

δειγμάτων προς μέτρηση. Συγκεκριμένα για τη μέτρηση της ΓΗ, διαλύματα γνωστών 

συγκεντρώσεων ΓΗ (γΓΗ-Κ.Ρ-3) ή άγνωστα δείγματα αραιώνονται σε ΡΒδΤ-ΒδΑ σε 

τελικό όγκο 120μΓ. Σε αυτά προστίθεται ίσος όγκος αντισώματος ΓΗ (αηίΐ-ΓΗ-δ-11) 

αραιωμένο 1:50000 σε ΡΒδΤ-ΒδΑ. Για τη μέτρηση της ΡδΗ τα γνωστά διαλύματα 

ΡδΗ (ΓΡδΗ-ΚΡ-2) και τα άγνωστα δείγματα αραιώνονται σε ΡΒδΤ-ΒδΑ μέχρι 

τελικού όγκου 160 μΓ και σε αυτά προστίθενται 80 μΓ αντισώματος ΡδΗ (αηίΐ-ΡδΗ- 

δ-11) αραιωμένου 1:10000 σε ΡΒδΤ-ΒδΑ. Σε κάθε περίπτωση τα μίγματα 

συναγωνισμού αντιγόνου-αντισώματος επωάζονται για 1 ώρα, 37 0Ο.

Μετά το πέρας της επώασης των δυο ωρών, τα πλακίδια εκπλένονται εις 

τριπλούν με 200 μΓ ΡΒδΤ και σε κάθε θέση προστίθενται 100 μΓ συναγωνιστικού 

μίγματος. Για κάθε δείγμα υπάρχουν δυο θέσεις στο πλακίδιο. Ακολουθεί νέα 

επώαση για 16 ώρες στους 4 0Ο.

Τα μικροφρεάτια εκπλένονται τρεις φορές με 200 μΓ ΡΒδΤ, έπειτα επωάζονται με 

διάλυμα αντισώματος αηίϊ-ΓαβΜί Ι§0-ΗΚΡ (αραίωση 1: 5000 σε ΡΒδΤ-ΒδΑ) για 2 

ώρες στους 37 0Ο και εκπλένονται άλλες τρεις φορές.

Τέλος προστίθενται σε κάθε μικροφρεάτιο 100 μΓ υποστρώματος 

υπεροξειδάσης, σε σκοτεινό δωμάτιο, και έπεται επώαση έως την πλήρη ανάπτυξη 

του χρώματος. Η αντίδραση τερματίζεται με την προσθήκη του διαλύματος Η2δ θ 4 

(50 μΓ ανά μικροφρεάτιο). Η απορρόφηση μετράται σε μήκος κύματος 492ηιη σε 

μετρητή ΕΓΙδΑ δΜ  Ραχ-2100, χρησιμοποιώντας ως μήκος κύματος αναφοράς τα 630 

πτη. Ως τυφλό δείγμα χρησιμοποιείται μικροφρεάτιο στο οποίο δεν έχει γίνει καμία 

κατεργασία και έχει μόνο προστεθεί υπόστρωμα υπεροξειδάσης και Η2δ θ 4 στο 

τελικό στάδιο.
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2.5 ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ

2.5.1 Ηλεκτροφόρτιση σε πηγιια πολυακρυλαιιιδίου-δωδεκυλθειϊκού νατρίου 

(8Ρ8-ΡΑΟΕ)

Οι ηλεκτροφορήσεις γίνονται σε αποδιατακτικές συνθήκες όπου οι πρωτεΐνες 

μετακινούνται με βάση το μοριακό τους βάρος.

Απαραίτητα είναι τα ακόλουθα διαλύματα :

■ Διάλυμα διαχωρισμού

1.5 Μ Τπδ-ΗΟΙ, 0.4% \ν/ν δ ϋ δ , ρΗ 8.8

■ Διάλυιαα επιστοίβα6 κ

0.5 Μ Τήδ-ΗΟΙ, 0.4% λν/ν δ ϋ δ , ρΗ 6.8

■ Υδατικό διάλυιια δωδεκυλθειϊκού νατρίου 

10% \ν/ν δ ϋ δ

■ Υδατικό διάλυιια υπερθειϊκού αιιιιωνίου 

10% νν/ν ΑΡδ

■ Διάλυιια 30% ακρυλαμιδίου/Ν,Ν’-μεθυλενο-δις ακρυλαιιιδίου 

Διάλυμα αναλογίας 37.5:1 της εταιρείας Βΐο-Κ.&(1 (ΗοΓσιιΙϋδ, ΟαΚίοΓηΐα)

■ Ρυθμιστικό διάλυιια φόοτωστκ (4χ)

250 ιήΜ Τπδ-ΗΟΙ, ρΗ 6.8, 9.2% \ν/ν δ ϋ δ , 40% ν/ν γλυκερόλη, 0.2% \ν/ν κυανούν 

της βρωμοφαινόλης, 100 ιώΜ ΌΤΤ

■ Διάλυιια ροής της ηλεκτροφόρησης

25 ιηΜ Τπ8-1>&δ6, 0.192 Μ γλυκίνη, 0.1% \ν/ν δ ϋ δ

Στην παρούσα εργασία, το πήγμα διαχωρισμού είναι 15% σε ακρυλαμίδιο και 

το πήγμα επιστοίβαξης 5%. Τα ανωτέρω πήγματα φτιάχνονται ως εξής :

Πήγιια διατωρισιιού (15%, 100 ιηΕ)

Διάλυμα ακρυλαμιδίου 30% \ν/ν 50 ιηΕ

Διάλυμα διαχωρισμού 25 ιηΕ

Δισαπεσταγμένο Η2Ο 24 πιΕ

δ ϋ δ  10% \ν/ν 1 πιΕ

ΑΡδ 10% νν/ν 1 ιηΕ

ΤΕΜ Εϋ 50 μΕ
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Πήγμα επιστοίβα£ης (4.5%, 30 γπΠ

Διάλυμα ακρυλαμιδίου 30% \ν/ν 4.5 ιηΕ

Διάλυμα επιστοίβαξης 7.5 πιΐ

Δισαπεσταγμένο Η2Ο 17.4 ιώΤ

δ ϋ δ  10% \ν/ν 300 μΤ

ΑΡδ 10% λν/ν 300 μΤ

ΤΕΜΕϋ 30 μΤ

Στα δείγματα προστίθεται διάλυμα φόρτωσης, υφίστανται βρασμό (5ηιΐη, 

95°0) ώστε να γίνει πλήρης αποδιάταξη και ακολουθεί φόρτωση αυτών στο πήγμα 

και ηλεκτροφόρηση.

2.5.2 Χρώση πήγματος πολυακρυλαιιιδίου ιιε διάλυμα νιτρικού αργύρου

Όλα τα στάδια της συγκεκριμένης μεθόδου πραγματοποιούνται υπό 

ανακίνηση. Αρχικά γίνεται μονιμοποίηση των πρωτεϊνών στο πήγμα με διάλυμα 50% 

ν/ν μεθανόλης -  10% ν/ν οξικού οξέος για τουλάχιστον μια ώρα. Ακολουθούν συχνές 

πλύσεις του πήγματος με δισαπεσταγμένο νερό για μια ώρα το ελάχιστο. Το πήγμα 

επωάζεται με διάλυμα ΟΤΤ 5 μ^/ιηΕ για μισή ώρα, απομακρύνεται το διάλυμα αυτό 

και προστίθεται αμέσως για τον ίδιο χρόνο διάλυμα νιτρικού αργύρου (Α^ΝΟί) 0.1% 

\ν/ν. Στη συνέχεια απομακρύνεται το διάλυμα Α§Ν03, το πήγμα εκπλένεται εις 

διπλούν με νερό και εμβαπτίζεται στο διάλυμα ανάπτυξης (3% \ν/ν ανθρακικού 

νατρίου, 0.0185% ν/ν φορμαλδεΰδη), μέχρις ότου εμφανιστούν οι ζώνες των 

πρωτεϊνών. Η ανάπτυξη σταματά με διάλυμα ιατρικού οξέος 2.3 Μ. Το πήγμα 

φυλάσσεται σε δισαπεσταγμένο νερό.

2.5.3 Ανοσοαποτύπωσιι (ΛΥοβίΕηι Μοίίίηιζ)

Μετά την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης, οι πρωτεΐνες μεταφέρονται από 

το πήγμα σε μεμβράνη πολυβινυλιδενικού φθοριδίου (ΡΥΌΡ) (Ραΐΐ ΟοηροΓαίϊοη, Αηη
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ΑΛογ, Μΐδδοιιπ). Η ηλεκροφορητική μεταφορά πραγματοποιείται σε διάλυμα 25 τπΜ 

Τηδ-ΗΟΙ, ρΗ 8.3, 192 ιηΜ γλυκίνη, 20% ν/ν μεθανόλη, για 4-5 ώρες σε σταθερά 400 

ιηΑ. Ακολούθως η μεμβράνη επωάζεται σε διάλυμα 5% \ν/ν ΒδΑ σε ΤΒ8Τ (διάλυμα 

λνοδίβπι), υπό ανακίνηση για 16 ώρες σε ψυχρό θάλαμο. Στο στάδιο αυτό 

δεσμεύονται οι μη ειδικές αντιγονικές θέσεις που είναι πιθανόν να αντιδράσουν στη 

συνέχεια με το αντίσωμα.

Στη συνέχεια η μεμβράνη επωάζεται με πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι 

ανθρώπινης αλβουμίνης 1217, το οποίο αραιώνεται 1: 15000 σε διάλυμα λνβδΐεπι, 

για 2 ώρες. Ακολουθούν 6-8 εκπλύσεις με ΤΒδΤ για να απομακρυνθεί η περίσσεια 

αντισώματος και επώαση με το δεύτερο αντίσωμα για μια ώρα. Πρόκειται για το 

αντίσωμα &ηΐί-Γαΐ>ΐ>ΐί Ι§ 0  συζευγμένο με το ένζυμο υπεροξειδάση (ΗΚΡ, 1ΐ0Γδ6Γα(ϋδ1ι 

ρεΓΟχίά&δβ) που χρησιμοποιείται σε αραίωση 1: 5000 σε διάλυμα λΥβδΐβοι. Η 

μεμβράνη εκπλένεται ως ανωτέρω με ΤΒδΤ και τελικώς η ανίχνευση γίνεται με τη 

μέθοδο της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας (ΑιηοΓδΙι&ηι Βΐοδοΐοηοοδ, Βα<±ΐ1ι&ηΐδ1ιίΐΌ,

υκ).

2.5.4 Καθαρισμός ανασυνδυασιιένων πολυπεπτιδίων ιιε σττίλΐΐ νικελίου

Τα πολυπεπτίδια που έχουν στο καρβοξυτελικό τους άκρο έξι κατάλοιπα 

ιστιδίνης, μπορούν να καθαριστούν με τη χρήση κατιόντων νικελίου (Νί2+).

Τα πολυπεπτίδια ϋΙΙΙΒ-πιγο-6ΗΪ8 απομονώνονται από υπερκείμενα 

καλλιέργειας των αντίστοιχων στελεχών <3δ115/ΟΙΙΙΒ-πιγο-6Ηΐδ, έπειτα από 

επαγωγή της έκφρασής τους με μεθανόλη. Αρχικά τα υπερκείμενα συλλέγονται, 

περνούν από ηθμούς 0.2 μπι και τοποθετούνται σε μεμβράνη με μοριακό κατώφλι 

3500 Όα (δηαΐίεδίαη, ΡΐβΓοε, Κοοίίίοιχΐ, ΙΙΙΐηοίδ). Υφίστανται διαπίδυση με δυο 

αλλαγές σε διάλυμα Ν&Ρί 20 ιηΜ / Ν&ΟΙ 500 πιΜ, ρΗ 7.5, υπό ήπια ανάδευση στον 

ψυχρό θάλαμο. Ο καθαρισμός γίνεται υπό μη αποδιατακτικές συνθήκες και όλα τα 

στάδιά του πραγματοποιούνται στους 4 °0 ως ακολούθως :

■ Εξισορρόπηση των σφαιριδίων Νί2+ : Έκπλυση 2 ηιΕ σφαιριδίων Νί2+ δυο φορές με 

7 ιπΐ ά(1Η2θ  και δυο φορές με 7 πιΕ διαλύματος ΝαΡί 20 πιΜ / ΝαΟΙ 500 πιΜ, ρΗ 

7.5.
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■ Πρόσδεση : Ανάμιξη των σφαιριδίων με το δείγμα σε αναλογία όγκων 1 : 3 και 

επώαση υπό ανάδευση για μια ώρα. Απομάκρυνση του υπερκειμένου που περιέχει τις 

πρωτεΐνες που δεν προσδένονται στα σφαιρίδια.

* Έκπλυση : Γίνεται για την απομάκρυνση των μη ειδικά δεσμευμένων πρωτεϊνών. 

Πρώτα με 4 όγκους διαλύματος Ν&Ρί 20 ιηΜ / ΝαΟΙ 500ιπΜ, ρΗ 7.5 και στη 

συνέχεια με 4 όγκους διαλύματος ΝαΡΐ 20 πιΜ / ΝαΟΙ 500 ιήΜ, ρΗ 6.0.

■ Έκλουση : Δυο φορές με 1 όγκο διαλύματος έκλουσης (ΝαΡΐ 20 πιΜ / ΝαΟΙ 500 

ιηΜ / ιμιδαζόλιο της ιστιδίνης 500 ιηΜ, ρΗ 6.0.

Το έκλουσμα τοποθετείται σε μεμβράνη (μοριακό κατώφλι 3500 ϋα) και 

υποβάλλεται σε διαπίδυση με διάλυμα Ν&Ρί 20 ιηΜ, ρΗ 7.5. Ακολουθεί συμπύκνωση 

με μικροσυμπυκνωτές νΐναδρίη (μοριακό κατώφλι 3000 Όά) και φύλαξή του στους

-20 °α

2.5.5 Καθαρισμός πρωτεϊνών με νρωματοΎραοία Βΐιιβ 8βρ1ΐ3Γ086

Το υλικό που χρησιμοποιείται στην τεχνική αυτή είναι το ΟΛ&ογοπ Βΐυο 30, 

ομοιοπολικά συνδεδεμένο σε στερεό υπόστρωμα. Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία 

ότι σε καθέναν από τους τρεις τομείς της ΗδΑ υπάρχουν θέσεις πρόσδεσης για 

ΟίβαοΐΌΠ Β1π6 (ϋοοίί&ΐ βί α ί, 1999). Επίσης η χρωματογραφία Βίαβ δβρΙιείΓΟδβ 

αποτελεί κλασική μέθοδο απομάκρυνσης της αλβουμίνης από βιολογικά υγρά.

Στην παρούσα εργασία η Βΐυβ δορΙιαΓΟδ© χρησιμοποιείται για τον καθαρισμό 

του τομέα III της ΗδΑ από υπερκείμενο καλλιέργειας του στελέχους Οδ115/ΟΙΙΐ, 

καθώς και για την απομάκρυνση της αλβουμίνης από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό. 

Όλα τα στάδια πραγματοποιούνται στους 4 0Ο.

2.5.5.1 Καθαρισμός του τομέα III της Η8Α από υπερκείμενα καλλιέργειας του 

Ρ. ρα$ίοή8

Το υπερκείμενο καλλιέργειας Οδ115/ϋΙΙΙ διηθείται από φίλτρα 0.2 μιη και 

υφίσταται διαπίδυση έναντι διαλύματος ΝαΡΐ 20 πιΜ / 150 πιΜ ΝαΟΙ, ρΗ 7.5 όπως 

περιγράφεται ανωτέρω.
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■ Ε£ισορρόπηση των σφαιριδίων : Έκπλυση 2 ιχιΕ σφαιριδίων Βΐιιβ δορΙιαίΌδβ, 4 

φορές με 10 όγκους διαλύματος ΝαΡΐ 20 γπΜ / ΝαΟΙ 150 γπΜ, ρΗ 7.5.

■ Πρόσδεση : Ανάμιξη των σφαιριδίων με το δείγμα σε αναλογία όγκων 1 : 6 και 

επώαση υπό ανάδευση για μιάμιση ώρα. Απομάκρυνση του υπερκειμένου που 

περιέχει τις πρωτεΐνες που δεν προσδένονται στα σφαιρίδια.

■ Έκπλυση : Με 20 όγκους διαλύματος ΝαΡΐ 20πιΜ / ΝαΟΙ 150γπΜ, ρΗ 7.5. Γίνεται 

για την απομάκρυνση των μη ειδικά δεσμευμένων πρωτεϊνών.

■ Έκλουση : Δυο φορές με 2 όγκους διαλύματος ΝαΡΐ 20 πιΜ / ΝαΟΙ 2Μ, ρΗ 7.5.

Το έκλουσμα τοποθετείται σε μεμβράνη (μοριακό κατώφλι 3500 Ρα) και 

υποβάλλεται σε διαπίδυση σε διάλυμα ΝαΡΐ 20 ηιΜ, ρΗ 7.5. Ακολουθεί διήθησή του 

από ηθμό 0.2 μιη, συμπύκνωση με μικροσυμπυκνωτές νΐναδρΐη (μοριακό κατώφλι 

3000 ϋα) και φύλαξή του στους -20 0Ο.

2.5.5.2 Απομάκρυνση της αλβουμίνης από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό

Το υγρό αρχικά διηθείται από ηθμό διαμέτρου πόρων 0.2 μπι. Αραιώνεται 4 

φορές με διάλυμα ΝαΡΐ 20 πιΜ / ΝαΟΙ 150 πιΜ, ρΗ 7.5 και υποβάλλεται σε 

διαπίδυση έναντι του ίδιου διαλύματος, με δυο αλλαγές. Στη συνέχεια αραιώνεται εκ 

νέου με αναλογία όγκων 1 : 1 με το προαναφερθέν διάλυμα, με αποτέλεσμα τελικά να 

έχει αραιωθεί 8 φορές.

■ Ε£ισορρόπηση των σφαιριδίων : 4 πιΐ από τα σφαιρίδια Βΐιιβ δβρΙιαίΌδβ εκπλένονται 

4 φορές με δεκαπλάσιο όγκο διαλύματος ΝαΡΐ 20 πιΜ /150 ιώΜ ΝαΟΙ, ρΗ 7.5.

- Πρόσδεση : Τα σφαιρίδια αναμιγνύονται με το αραιωμένο υγρό σε αναλογία όγκων 

1 : 2 και επωάζονται υπό ήπια ανάδευση για 16 ώρες.

Ακολούθως συλλέγεται το υπερκείμενο, αναμιγνύεται όπως προηγουμένως με νέα 

εξισορροπημένα σφαιρίδια και αφήνονται υπό ανάδευση για 1.5 ώρα. Το υγρό 

περιέχει μεγάλη ποσότητα αλβουμίνης, οπότε αυτό το στάδιο κρίνεται απαραίτητο 

για πιο πλήρη απομάκρυνσή της.

Το υπερκείμενο υποβάλλεται σε διαπίδυση με δυο αλλαγές έναντι διαλύματος ΝαΡΐ 

20 γπΜ, ρΗ 7.5.

■ Έκπλυση : Τα πρώτα σφαιρίδια εκπλένονται εις διπλούν με 10 όγκους διαλύματος 

ΝαΡΐ 20 γπΜ / ΝαΟΙ 150 πιΜ, ρΗ 7.5, ενώ τα δεύτερα 2 φορές με 5 όγκους.
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■ Έκλουση : Οι δεσμευμένες πρωτεΐνες εκλούονται στα μεν πρώτα σφαιρίδια 3 φορές 

με 1 όγκο διαλύματος ΝαΡΐ 20 πιΜ / ΝαΟΙ 2 Μ, ρΗ 7.5, στα δε δεύτερα 2 φορές με 1 

όγκο.

Όλα τα στάδια έκλουσης ενώνονται και υφίστανται διαπίδυση όπως το υπερκείμενο.

Τέλος τόσο το υπερκείμενο όσο και το έκλουσμα, υποβάλλονται σε διήθηση, 

συμπυκνώνονται μέσω μοριακού κατωφλιού 3000 Όα και φυλάσσονται στους -20 0Ο.

2.5.6 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη ιιέθοδο ΒΟΑ

Οι πρωτεϊνικές συγκεντρώσεις προσδιορίζονται με τη μέθοδο του 

δικιγχονικού οξέος (ΒΟΑ) (ΡίεΓοε, Κοο^ίοπΐ, ΙΤ). Η μέθοδος αυτή στηρίζεται στην 

αναγωγή του δισθενούς χαλκού (Ου2+) σε μονοσθενή (ΟαΙ+) από πρωτεΐνη, σε 

αλκαλικό διάλυμα και στη μετέπειτα χρωματομετρική ανίχνευση του υδατοδιαλυτού 

συμπλέγματος δυο μορίων ΒΟΑ με ένα κατιόν χαλκού, που δίνει υψηλή απορρόφηση 

στα 562 ητα.

Αρχικά κατασκευάζεται μια πρότυπη καμπύλη αναφοράς, με διαλύματα 

αλβουμίνης ορού βοός (ΒδΑ), συγκεντρώσεων 5 μ§/ιηΤ, 25 μ§/ιπΤ, 50 μς/πιί,, 125 

μ^/ιπΤ, 250 μ§/πιΤ. Χρησιμοποιούνται 100 μΤ από κάθε πρότυπο διάλυμα και επίσης 

τα προς μελέτη δείγματα, αραιώνονται στον ίδιο όγκο με (ΜΗ2Ο. Σε καθένα 

προστίθενται 2 πιΕ αντιδραστηρίου ΒΟΑ, αναδεύονται ελαφρώς και επωάζονται σε 

υδατόλουτρο 37 °0 για 30 πιίη. Στη συνέχεια αφήνονται να αποκτήσουν θερμοκρασία 

δωματίου και φωτομετρούνται στα 562 ηπι.
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2.6 ΔΟΚΙΜΑΣΙΕΣ ΠΡΩΤΕΟΛΥΤΙΚΗΣ ΣΧΑΣΗΣ ΤΗΣ ΗδΑ ΚΑΙ ΤΟΥ 

ΤΟΜΕΑ III

2.6.1 Πρωτόκολλο πρωτεολυτικΐκ σγάστκ από την καθε\ι/ίνιι Β

Αρχικά το δείγμα, η ΗδΑ (δίκαια, Α-3782) ή ο καθαρισμένος όπως 

περιγράφεται παραπάνω τομέας III, επωάζεται παρουσία οξικού νατρίου (0.2 Μ ή 1 

Μ, ρΗ 4.0-5.0), σε θερμοκρασία δωματίου για 5-30 πιΐη, για την απομάκρυνση 

λιπαρών οξέων (με βάση την αναφορά ΡείβΓδ αηά Ηα\νη, 1967).

Το ένζυμο καθεψίνη Β, αφήνεται να ενεργοποιηθεί στο μίγμα της αντίδρασης, 

για 30 πιΐη στους 4 0Ο (ΚιιΙίΟΓ βί αί., 2002 με τροποποιήσεις). Το προαναφερθέν 

μίγμα έχει ως εξής :

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ

ΟΗ3ΟΟΟΝε 0.1 Μ, 0.2 Μ, 1 Μ ρΗ 4-5

ΈΌΎΑ 1 ηιΜ, 5 ιηΜ

ΌΎΤ 0.2 πιΜ, 1 ιηΜ, 5 ηιΜ

Η αναλογία ριηοΐ μορίου και υ  ένζυμου που κατά κύριο λόγο 

χρησιμοποιείται, τόσο για την ΗδΑ όσο και για τον τομέα III, είναι 50 ριηοΐ : 0.1 υ .

Κατάλληλη ποσότητα από το απολιπιδιωμένο δείγμα προστίθεται στο μίγμα 

της αντίδρασης και επωάζεται για διαφορετικούς χρόνους σε υδατόλουτρο 37 0 Ο. 

Μετά την επώαση, ακολουθεί εξουδετέρωση του όξινου ρΗ με 1 Ν διαλύματος 

Ν&ΟΗ. Τα δείγματα ηλεκτροφορούνται σε πήγμα πολυακρυλαμιδίου- δ ϋ δ  15%.

2.6.2 Πρωτόκολλο πρωτεολυτικΐκ στάσης από κασπάσες

Σε ό,τι αφορά την αλβουμίνη, στην αρχή πραγματοποιείται απολιπιδίωσή της 

( 0.5 % νν/ν ΗδΑ σε διάλυμα Ο^ΟΟΟΝα όξινου ρΗ), για 5-30 πιΐη, σε θερμοκρασία 

δωματίου. Έπεται εξουδετέρωση του ρΗ με 1 Ν διαλύματος ΝαΟΗ. Η αντίδραση 

λαμβάνει χώρα στο ακόλουθο μίγμα :
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ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ

Ν&01 100 ώΜ

ΟΗΑΡδ 0.1% \ν/ν

ΕϋΤΑ 1 ιήΜ

ϋΤ Τ ΙΟιηΜ

γλυκερόλη 10% ν/ν

ΗΕΡΕδ ρΗ 7.4 50 πιΜ

Η αναλογία ενζύμου-υποστρώματος που χρησιμοποιείται, ποικίλλει ως 

ακολούθως:

1 υ  : 1 ριηοΐ, 1 υ  : 0.3 ριηοΐ, 1 υ  : 0.15 ριηοΐ.

Ακολουθεί επώαση σε υδατόλουτρο 37 0 Ο για χρόνους 10 πιΐη, 1 1ι και δϋδ- 

ΡΑΟΕ ηλεκτροφόρηση σε πήγμα 15%.

Εναλλακτικά πραγματοποιούνται ανάλογα πειράματα για τον καθαρό τομέα 

III, με μόνη διαφορά ότι δεν λαμβάνει χώρα το στάδιο της απολιπιδίωσης και οι 

επωάσεις γίνονται στους 25 0 Ο.
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Αποτελέσματα

3.1 ΑΠΟΜ ΟΝΩΣΗ ΤΩΝ ΑΝΑΣΥΝΛΥΑΣΜΕΝΩΝ ΠΟΑΥΠΕΠΤΙΑΙΩΝ Ρ ΙΙΙ 

ΚΑΙ ΡΙΙΙΒ-πινο-βΗίβ ΑΠΟ ΥΠΕΡΚΕΙΜ ΕΝΑ ΤΟΥ Ρ. να$ίοή$

Σε πρόσφατη ερευνητική εργασία (Τ&νουΐαπ βί αΐ., 2004), έχουν παραχθεί δυο 

εναλλακτικές μορφές του τελικού 95πεπτιδίου της ΗδΑ καθώς και ο τομέας III της 

ΗδΑ στο στέλεχος 08115 του ζυμομύκητα Ρ. ρα8ίοή8. Σε ό,τι αφορά τον υποτομέα 

ΙΙΙΒ, η μια μορφή περιέχει τα κατάλοιπα 490-585 που αποτελούν τον ϋ ϊΙΙΒ , ενώ η 

δεύτερη έχει επιπλέον στο καρβοξυτελικό άκρο τον επάτοπο ο-ιηγο και έξι κατάλοιπα 

ιστιδίνης (ΟΙΙΙΒ-ηιγο6Ηΐδ). Έγινε επαγωγή της έκφρασης και διαπιστώθηκε η 

υπερέκφραση των ανασυνδυασμένων πολυπεπτιδίων στα υπερκείμενα των παραπάνω 

κλώνων. Έλεγχος ως προς τη δραστικότητα ΟηδΑΡ σε επίπεδο υπερκειμένων έδειξε 

ότι και οι δυο μορφές του τομέα ΙΙΙΒ παρουσιάζουν δραστικότητα σε αντίθεση με 

τον τομέα III. Στην παρούσα μελέτη, τίθεται ως στόχος η ανάκτηση σε καθαρή μορφή 

του υποτομέα ΙΙΙΒ, έτσι ώστε να ελεγχθεί η ενεργότητα του παρασκευάσματος σε 

συγκεκριμένες συγκεντρώσεις.

3.1.1 Καθαρισμός του πολυπεπτιδίου ΡΙΙΙΒ-ιηνο-6ΗΪ5 ιιε γρωιιατογραφία 

συγγένειας Νί2+

Σε πρόσφατη μελέτη (Τανοιιίαπ βί αΐ., 2004), έγιναν προσπάθειες καθαρισμού 

του υποτομέα ΙΙΙΒ από υπερκείμενα κλώνων του Ρ. ρα8ίοή8, με χρωματογραφία Βΐιιε 

δβρΙι&ΓΟδε. Διαπιστώθηκε ότι ο ϋΙΙΙΒ δε δεσμεύεται στη στήλη και εμφανίζεται 

πλήρως στο μη δεσμευμένο κλάσμα. Το γεγονός αυτό οδηγεί στο συμπέρασμα ότι ο 

υποτομέας ΙΙΙΒ δε φέρει θέσεις πρόσδεσης για ΟΛαοτοη ΒΙαο.

Για το λόγο αυτό, στην παρούσα μελέτη ελέγχεται η εναλλακτική μορφή του 

υποτομέα ΙΙΙΒ, που έχει επιπλέον την καρβοξυτελική ουρά των 2.5 Ιίϋα (ΟΙΙΙΒ-ιηγο- 

6Ηίδ). Στη μορφή αυτή το ανασυνδυασμένο πολυπεπτίδιο είναι δυνατόν να υποστεί
Λ  |

καθαρισμό, με τη χρήση στήλης Νί .

Αρχικά συλλέγονται τα υπερκείμενα από τον κλώνο Οδ 115/ΟΙΙΙΒ-πιγο-6Ηϊδ 

και υφίστανται διαπίδυση έναντι διαλύματος ΝαΡί 20 ιηΜ / ΝαΟΙ 500 ηιΜ, ρΗ 7.5. 

Ακολουθεί χρωματογραφία συγγένειας με στήλη Νί2+, όπως αναφέρεται στα Υλικά 

και Μεθόδους. Το έκλουσμα υποβάλλεται σε διαπίδυση έναντι διαλύματος ΝαΡί 20
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ιηΜ, ρΗ 7.5 και ακολουθεί συμπύκνωση με μικροσυμπυκνωτές νΐν&δρϊη (μοριακό 

κατώφλι 3000 ϋα). Με τη μέθοδο αυτή επιτύχαμε απομόνωση καθαρού 

πολυπεπτιδίου ΙΙΙΒ σε συγκέντρωση 0.5 τη§/ηιΙ, και απόδοση 16.67 μ§ ανά πιΕ 

υπερκειμένου Ρ. ρα8ίοή8 0 8 1 15/ΟΙΙΙΒ-πιγο-6ΗΪ8. Στην Εικόνα 3.1 παρουσιάζεται η 

ανάλυση 8ϋδ-ΡΑ Ο Ε για 1 μ§ καθαρισμένου ΙΙΙΒ έπειτα από το στάδιο της 

συμπύκνωσης. Στην Εικόνα 3.2 παρουσιάζεται ενδεικτικά η πορεία καθαρισμού ενός 

ενεργού πεπτιδίου ΙΙΙΒ, στην περίπτωση αυτή του 509-585-ιηγο6ΗΪ3, με τα στάδια 

έκλουσης.
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Εικόνα 3.1 : Καθαρισμός του πολυπεπτιδίου ΌΙΙΙΒ-ιηγο-όΗίδ με χρωματογραφία συγγένειας 

Ν ϊ2+. Υπερκείμενο (6 ηιΤ) από κλώνο 0 8 1 1 5 / ϋΠΙΒ-πιγο-όΗΐδ έπειτα από διαπίδυση έναντι 

20 πιΜ Ν βΡϊ / 500 πιΜ ΝαΟΙ ρΗ 7.5, υποβάλλεται σε χρωματογραφία συγγένειας Νί2+ 

(Υλικά και Μέθοδοι). Οι πρωτεΐνες εκλούονται με 20 ιηΜ Ν^Ρί ρΗ 6.4, 500 πιΜ ιμιδαζόλιο 

σε δύο διαδοχικά βήματα. Τα δύο εκλούσματα συνδυάζονται σε ένα δείγμα (2 γϊιΤ), 

υφίστανται διαπίδυση έναντι 20 πιΜ ΝαΡί ρΗ 7.5, και συμπυκνώνονται 10 φορές (ν ϊνα  δρΐη, 

οιιΐοίϊ 3000 Όη). Συμπυκνωμένο δείγμα (1 μ§) υποβάλλεται σε δϋδ-ΡΑΟΕ (18%), χρώση 

νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση με το αντίσωμα έναντι της Η δΑ (Αβοαιη 

ΑΜ 217) (Β). Ως δείκτες πρότυπων μοριακών βαρών, χρησιμοποιούνται οι προεχρωσμένοι 

Εονν Καη§6 (ΒίοΚαά).

35



Αποτελέσματα
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Εικόνα 3.2 : Ενδεικτικός καθαρισμός ενός ανασυνδυασμένου πολυπεπτιδίου με 

χρωματογραφία συγγένειας Νΐ2+. Έ ξι (6) ιηΕ υπερκειμένου από κλώνο 08115/ Η 8Α509-585- 

ιηγο-6ΗΪ3 έπειτα από διαπίδυση έναντι 20 εοΜ Ν ηΡϊ / 500 ηαΜ ΝαΟΙ ρΗ 7.5, υποβάλλονται 

σε χρωματογραφία συγγένειας Νΐ2+ (Υλικά και Μέθοδοι). Οι πρωτεΐνες εκλούονται σε δυο 

στάδια με 20 ιήΜ ΝαΡί ρΗ 6.4, 500 ηιΜ ιμιδαζόλιο. Ενενήντα (90) μΕ από το αρχικό 

υπερκείμενο, 90 μΕ από το μη δεσμευμένο κλάσμα και 90 μΕ από κάθε έκλουσμα, 

υποβάλλονται σε δϋδ-ΡΑΟΕ (18%), χρώση νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση με 

το αντίσωμα έναντι της ΗδΑ (Αβοαιη ΑΜ 217) (Β).
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3.1.2 Καθαρισμός του τομέα III ιιε γρωματογραφία Βΐιιβ 8θρ1ι3Γ086

Στην εργασία των Τανουΐαή βί αΐ., 2004 έχει δειχθεί ότι υπερκείμενα κλώνων 

που εκφράζουν τον τομέα III της ΗδΑ, δεν έχουν δραστικότητα ΟηδΑΡ. Ως συνέχειά 

της στην παρούσα μελέτη πραγματοποιείται καθαρισμός του ΟΙΙΙ. Σκοπός είναι ο 

μετέπειτα έλεγχος του καθαρού παρασκευάσματος ως προς τη δραστικότητα ΟηδΑΡ 

και η σύγκριση με ανάλογες συγκεντρώσεις καθαρού ΟΙΙΙΒ. Είναι γνωστό από άλλες 

μελέτες (ϋοοίίαΐ βί αΐ., 1999), ότι καθένας από τους τρεις τομείς της Η3Α (I, II, III) 

έχει από μία τουλάχιστον θέση δέσμευσης ΟΐβαοΓοη Βΐιιβ και μπορεί να δεσμεύεται 

σε στήλη Βΐιι© δερίιατοδο. Για το λόγο αυτό, ο καθαρισμός του τομέα III γίνεται με 

χρωματογραφία Βΐπβ δορΙιαίΌδ©.

Υπερκείμενο του κλώνου Οδ 115/ΟΙΙΙ του Ρ. ραζίοήδ συλλέγεται έπειτα από 

48 ώρες επαγωγής της έκφρασης. Στη συνέχεια υφίσταται διαπίδυση με δυο αλλαγές 

σε διάλυμα 20 πιΜ ΝαΡΐ / 500 πιΜ ΝαΟΙ, ρΗ 7.5 και ακολουθεί καθαρισμός της 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης με χρωματογραφία Βΐιΐδ δβρΙιαΓΟδβ (Υλικά και 

Μέθοδοι). Στην Εικόνα 3.3 φαίνονται τα διάφορα στάδια καθαρισμού έπειτα από 

χρώση με νιτρικό άργυρο (Α) και έπειτα από ανοσοαποτύπωση (Β). Όπως 

διαπιστώνεται η δέσμευση στη στήλη δεν είναι πλήρης, όμως δεσμεύεται σε αυτή 

ποσότητα ικανή για ακόλουθο έλεγχο της δραστικότητας ΟηδΑΡ διαφορετικών 

συγκεντρώσεων πρωτεΐνης. Το σύνολο του εκλούσματος υπόκειται σε διαπίδυση (20 

πιΜ ΝαΡΐ, ρΗ 7.5), ακολουθεί συμπύκνωση (46 φορές) με πέρασμα από στήλη με 

μοριακό κατώφλι 3000 Όα και ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεΐνης. Με τη μέθοδο 

αυτή επιτυγχάνεται απομόνωση καθαρού πολυπεπτιδίου III σε συγκέντρωση 1.18 

τηβ/πιΕ και απόδοση 19.18 μ^ ανά ιτιΕ υπερκειμένου του Ρ. ραδίοήχ Οδΐ 15/ϋΠΙΒ.
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Α Μη Β Μη
08115/ δεσμευμένο 1 μ§ 5 μ§ 08115/ δεσμευμένο 1 μ§ 5 μΕ

ΟΙΙΙ κλάσμα ϋΙΙΙ ϋΙΙΙ ΌΠΙ κλάσμα ϋΙΠ ϋΙΠ

1141ίΓ>& *  
88 >

1 2 3 4 1 2 3 4

Ή Ι Κ *
50.7 ►

50.7 1ίΟ& ►

35.5 1ίΟ& ►

28.8 ιω& ►
35.5 ► 

28.8 ► Μ Ρ ! « * »

22 ]<ϋ& ►

1- : ...

22 Κϋα ►

Χ ρώ ση Α § Ν θ 3 αηΙΐ-ΗδΑ

Εικόνα 3.3 : Καθαρισμός του ΌΙΠ με χρωματογραφία Βΐιιε δερΙιβίΌδβ. Υπερκείμενο (40 ιηΐ/) 

καλλιέργειας από κλώνο Οδ 115/ΌΙΙΙ, έπειτα από διαπίδυση σε διάλυμα 20 ηιΜ Ν ηΡϊ /  150 

ιήΜ ΝδΟΙ, ρΗ 7.5, υφίσταται χρωματογραφία Βΐυβ δερΗ^τοδε. Το έκλουσμα συμπυκνώνεται 

46 φορές (ουίοίϊ 3000 ϋα). Ενενήντα (90) μΕ (0.225 %) του αρχικού υπερκειμένου 

(διαδρομή 1), 90 μΕ (0.225%) του μη δεσμευμένου κλάσματος (διαδρομή 2), ποσότητες 1 μ§ 

(0.13%) και 5 μ§ (0.65%) καθαρισμένης πρωτεΐνης (διαδρομές 3 και 4), υποβάλλονται σε 

δϋδ-ΡΑΟ Ε (15 %). Ακολουθεί χρώση νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση κατά 

\ν68Ϊ6ΓΠ με αντίσωμα έναντι της ΗδΑ (ΑΒο&ηι Α Μ 217) (Β). Ως πρότυπα μοριακά βάρη 

χρησιμοποιούνται τα ΡΐΌδΙβίηβοΙ δϋδ-ΡΑΟΕ δΐΗηοΙ&ιχΙδ, Εολν Κ.3η§€ (ΒΐοΚαά).
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3.1.3 Απομάκρυνσή ττις Η8Α από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό

Το ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό (ΙιΡΡ) περιέχει πολύ υψηλές ποσότητες ΗδΑ. 

Το γεγονός αυτό είναι πιθανό να επηρεάζει την ανίχνευση του ενεργού παράγοντα και 

τη μελέτη της δραστικότητας του, διότι η συγκέντρωσή του αναμένεται ελάχιστη σε 

σχέση με την ΗδΑ.

Στην προσπάθεια απομάκρυνσης της αλβουμίνης, καταλήξαμε στη μέθοδο 

των δυο διαδοχικών σταδίων χρωματογραφίας Βΐιιβ δβρίιατοδβ, η οποία περιγράφεται 

λεπτομερώς στα Υλικά και Μεθόδους.

Ένα (1) ιηΕ ωοθυλακικού υγρού, αραιώνεται 8 φορές με διάλυμα 20 ιηΜ 

ΝαΡί / 150 ιιιΜ ΝαΟΙ, ρΗ 7.5 και υποβάλλεται σε διαπίδυση. Ακολουθεί 

χρωματογραφία Βΐιιβ δ©ρ1ιαΐΌ56 και το μη δεσμευμένο κλάσμα συνεπωάζεται εκ νέου 

με σφαιρίδια Βΐιιε δερ1ι&Γ08€. Το πέρασμα από τις δυο διαδοχικές στήλες, είναι 

αναγκαίο για την πληρέστερη απομάκρυνση από το δείγμα των μεγάλων ποσοτήτων 

ΗδΑ. Το μη δεσμευμένο κλάσμα και το συνολικό έκλουσμα, υφίστανται διαπίδυση 

έναντι 20 ιηΜ ΝαΡΐ, ρΗ 7.5 και συμπυκνώνονται (οιιίοΓΓ 3000 Ό&). Ακολουθεί δϋ δ - 

ΡΑΟΕ για 1 μΐ, κάθε δείγματος, χρώση με Α§Ν(>3 (Εικόνα 3.4Α) και 

ανοσοαποτύπωση κατά λνεδίεηι με αντίσωμα έναντι της ΗδΑ (Εικόνα 3.4Β).

Διαπιστώνεται ότι ενώ η διπλή χρωματογραφία Βΐιι© δορίιατοδ© απομακρύνει 

από το ωοθυλακικό υγρό όλη την ΗδΑ, παραμένουν στο μη δεσμευμένο κλάσμα 

ορισμένα μικρότερου Μ \ν πολυπεπτίδια που αντιδρούν με το αντίσωμα έναντι της 

ΗδΑ και θα μπορούσε να συνδέονται με την ενεργότητα ΟηδΑΡ, εφόσον στο κλάσμα 

αυτό έχει δειχθεί ότι εντοπίζεται όλη η ενεργότητα ΟηδΑΡ του ΙιΡΡ (ΡοννΙεΓ βί α ΐ , 

2002). Για το λόγο αυτό οι αντίστοιχες ζώνες νιτρικού αργύρου αποκόπηκαν από το 

ηλεκτροφόρημα και απεστάλησαν για ανάλυση φασματομετρίας μαζών (Μδ) στο 

Εργαστήριο Πρωτεϊνικής Βιοχημείας του Ινστιτούτου Φλέμινγκ (Δρ. Γ. 

Παναγιώτου). Τα αποτελέσματα όμως δεν ήταν σαφή λόγω προσμίξεων κερατίνης I 

(Ρ13645).
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Β
ΙιΡΡ Μη

Αρχικό αραιωμένο δεσμευμένο
ΗΡΡ 1:8 κλάσμα Έκλουσμα
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ΗΡΡ Μη 
Αρχικό αραιωμένο δεσμευμένο 

ΗΡΡ 1:8 κλάσμα Έκλουσμα
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Εικόνα 3.4 : Απομάκρυνση της ΡΙ3Α από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό (ΙιΡΡ), με 

χρωματογραφία Βΐιιβ δβρΙι&ΓΟδο (Υλικά και Μέθοδοι). 1 ιηΡ ΚΡΡ αραιώνεται 1:8, σε διάλυμα 

20 ιηΜ Ν ηΡϊ /  150 πιΜ Ν ηΟΙ, ρΗ 7.5. Ακολουθεί πέρασμα αυτού από δυο διαδοχικές στήλες 

Βΐιιο δερΙιαΓΟδβ. Τελικά τόσο το μη δεσμευμένο κλάσμα όσο και το συνδυαστικό έκλουσμα 

και από τις 2 διαδοχικές χρωματογραφίες, υποβάλλονται σε διαπίδυση έναντι 20 τηΜ Ν&Ρί, 

ρΗ 7.5 και συμπυκνώνονται (μοριακό κατώφλι 3000 ϋα). Στη συνέχεια πραγματοποιείται 

ηλεκτροφόρηση δϋδ-ΡΑΟΕ 15%, ενός μΡ από κάθε δείγμα, όγκος που αντιστοιχεί στο 0.1% 

του αρχικού ωοθυλακικού, 0.0125% του αραιωμένου, 0.18% του μη δεσμευμένου κλάσματος 

και 0.18% του εκλούσματος. Έπεται χρώση νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση κατά 

\ν68ΐ6πι με αντίσωμα έναντι της Η δΑ ( Αβοδίη ΑΡ> 1217) (Β). Ως δείκτες μοριακών βαρών, 

χρησιμοποιούνται οι προεχρωσμένοι Ρολν Κ3Π£6 (ΒϊοΚςκΙ).
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3.2 ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ ΑΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ Οη8ΑΕ ΓΙΑ ΤΟΝ 

ΥΠΟΤΟΜΕΑ ΙΙΙΒ-ιηνο6Ηί8. ΤΟΝ ΤΟΜΕΑ ΠΙ ΚΑΙ ΤΗΝ Η8Α

3.2.1 Προσδιορισμός δραστικότητας Οη8ΑΕ του ΡΙΙΙΒ-ηινο-6Ηΐ8 και του ΏΪΙΤ 

σε καθαρισμένα παρασκευάσματα

Υπερκείμενα κλώνων 08115/ ϋΙΙΙΒ-ιτιγο-όΗϊδ, που εκφράζουν τον τομέα 

ΙΙΙΒ, αναστέλλουν την ΟηΚΗ επαγόμενη έκκριση της ΕΗ, ενώ δεν επηρεάζουν τη 

βασική έκκριση των ΕΗ και ΡδΗ. Από την άλλη, υπερκείμενα κλώνων 08115/ ΟΙΙΙ, 

που εκφράζουν τον τομέα III, δεν επηρεάζουν την ΟηΚΗ επαγόμενη έκκριση της ΤΗ. 

Τα προαναφερθέντα αποτελέσματα (Τανοιιίαπ βί αΐ., 2004) στηρίζονται στη μελέτη 

αντίστοιχου εύρους όγκων για τις δυο κατηγορίες υπερκειμένων. Σημαντικό όμως 

είναι να ελεγχθεί ανάλογο εύρος συγκεντρώσεων για τις καθαρές μορφές από τις 

ανωτέρω ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες, έτσι ώστε να αποκλειστεί η πιθανότητα η 

ανωτέρω διαφορά να οφείλεται σε διαφορετικά επίπεδα έκφρασης στους 

διαφορετικούς κλώνους ή σε άλλες ουσίες των υπερκειμένων. Η παράλληλη μελέτη 

των δυο παρασκευασμάτων κρίνεται αναγκαία, εφόσον ο υποτομέας ΠΙΒ περιέχεται 

στον τομέα III.

Ο τομέας III προέρχεται από καθαρισμό του αντίστοιχου υπερκειμένου με 

χρωματογραφία Βΐιαε δερΙιαίΌδε, ενώ ο υποτομέας ΙΙΙΒ-πιγο-6ΗΪ8 με χρωματογραφία 

συγγένειας με στήλη Νϊ2+. Διαφορετικές ποσότητες από τα καθαρισμένα δείγματα 

υποβάλλονται σε βιολογικές δοκιμασίες προσδιορισμού δραστικότητας ΟηδΑΡ και 

ανασταλτίνης (Εικόνα 3.5), όπως αναφέρεται αναλυτικά στο κεφάλαιο Υλικά και 

Μέθοδοι. Διαπιστώνεται ότι 8 ρηιοί, 40 ρηιοί και 100 ριηοΐ ϋΙΙΙΒ προκαλούν 

αναστολή της ΟηΚΗ επαγόμενης έκκρισης της ΤΗ σε επίπεδα 78.11 ± 12.37%, 60.26 

±6.11%  και 58.92 ± 7.42% αντίστοιχα (Εικόνα 3.5Α). Από την άλλη ποσότητες 40 

και 200 ρηιοί ϋΙΠ  δεν έχουν καμία επίδραση στην επαγόμενη από ΟηΚΗ έκκριση 

της ΕΗ. (3.5Α). Επιπλέον τόσο οι προαναφερθείσες ποσότητες ϋΙΙΙΒ, όσο και ΌΙΙΙ 

δεν επηρεάζουν ούτε τη βασική (Εικόνα 3.5Β), ούτε την ΟηΚΗ επαγόμενη έκκριση 

της ΡδΗ (Εικόνα 3.5Γ).
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Εικόνα 3.5 : Ανάλυση δοσοεξάρτησης του υποτομέα ΙΙΙΒ και του τομέα III της Η8Α. 

Διαφορετικές ποσότητες καθαρισμένων πολυπεπτιδίων του υποτομέα ΙΠΒ-ιηγο6Ηΐ$ (-□-) (8,

40, 100 ρπιοί) και του τομέα III (-♦-) (40, 200 ρπιοί), μελετώνται ως προς την επίδρασή τους, 

στην επαγόμενη από την ΟηΚΗ έκκριση της ΓΗ (Α), στη βασική έκκριση της Ρ3Η (Β) 

καθώς και στην επαγόμενη από την ΟηΚΗ έκκριση της Ρ8Η (Γ). Κάθε τιμή αποτελεί μέσο 

όρο ± 8ΕΜ τριών μετρήσεων. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως % ποσοστό της ΤΗ που 

εκκρίνεται από κύτταρα μάρτυρες, τα οποία επωάζονται με 0.1 μΜ ΟηΕΉ (Α) ή ως ποσοστό 

% της βασικής έκκρισης Ρ3Η που εκκρίνεται από κύτταρα μάρτυρες. Το εύρος τιμών του 

μάρτυρα φαίνεται με τη σκιασμένη οριζόντια ζώνη.
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3.2.2 Προσδιορισμός δραστικότητας ΟηδΑΕ για τον τομέα III και την ΗδΑ σε

μεγάλες συγκεντρώσεις

Ανάλυση δοσοεξάρτησης για την καθαρή ΗδΑ, σε ποσότητες 0.125 μ§ (1.88 

ρπιοί), 0.25 μ§ (3.76 ρπιοί), 1 (15.04 ρχηοΐ) και 2 μ§ (30.08 ριηοΐ), δείχνει ότι η 

ΗδΑ δεν επηρεάζει την επαγόμενη από την ΟηΚΗ έκκριση της ΕΗ (Τανουΐαή βί α ΐ ,

2004). Επίσης ίδιο αποτέλεσμα προκύπτει στην παρούσα μελέτη, σε ό,τι αφορά τον 

τομέα III, για δόσεις μέχρι 400 ρπιοί, όπως αναφέρεται προηγούμενα. Όμως είναι 

γνωστό ότι στα ανθρώπινα ωοθυλακικά υγρά οι συγκεντρώσεις ΗδΑ είναι υψηλές, 

γεγονός που μας οδηγεί στη ανάλυση μεγαλύτερων δόσεων αυτής. Παράλληλα 

αναλύονται αντίστοιχες ποσότητες καθαρού παρασκευάσματος ϋΙΙΙ για να ελεγχθεί 

εάν συνεχίζει να είναι ανενεργό.

Ο τομέας III που χρησιμοποιείται προκύπτει από καθαρισμό υπερκειμένου 

με χρωματογραφία Βΐυε δβρίιατοδθ, ενώ σε ό,τι αφορά την ΗδΑ, πρόκειται για 

καθαρή αλβουμίνη του εμπορίου (δί^τηα Α-3782). Ένα εύρος συγκεντρώσεων ϋΙΙΙ 

και ΗδΑ, υποβάλλονται σε βιολογικές δοκιμασίες προσδιορισμού δραστικότητας 

ΟηδΑΡ και ανασταλτίνης (Εικόνα 3.6). Δόσεις 400 ρπιοί, 1000 ριηοΐ και 1500 ριηοΐ 

του ΌΙΙΙ διαπιστώνεται ότι δεν επηρεάζουν, ούτε τη επαγόμενη από ΟηΚΗ έκκριση 

της ΕΗ ούτε τη βασική έκκριση της ΡδΗ (Εικόνα 3.6 Α και Β). Από την άλλη 

αντίστοιχες δόσεις, 400, 1000 ρπιοί, 1500 ρπιοί και 2000 ρηιοί της ΗδΑ, φαίνεται να 

προκαλούν αύξηση της ΟηΚΗ επαγόμενης έκκρισης της ΕΗ σε επίπεδα από 175.45 ± 

13.16% έως 214.35 ± 19.57%, ενώ δεν επηρεάζουν τα βασικά επίπεδα έκκρισης της 

ΡδΗ (Εικόνα 3.6 Α και Β).
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Εικόνα 3.6 : Ανάλυση δοσοεξάρτησης του τομέα III και της ΗδΑ. Διαφορετικές ποσότητες 

καθαρισμένων πολυπεπτιδίων του τομέα III (-Δ-) (400, 1000, 1500 ριηοΐ) και καθαρής ΗδΑ  

(-■-) (400, 1000, 1500, 2000 ρπιοί), μελετώνται ως προς την επίδρασή τους, στην επαγόμενη 

από την ΟηΚΗ έκκριση της ΕΗ (Α) καθώς και στη βασική έκκριση της ΡδΗ (Β). Κάθε τιμή 

αποτελεί μέσο όρο ± δΕΜ τριών μετρήσεων. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως % ποσοστό 

της ΕΗ που εκκρίνεται από κύτταρα μάρτυρες, τα οποία επωάζονται με 0.1 μΜ ΟηΚΗ (Α) ή 

ως ποσοστό % της βασικής έκκρισης ΡδΗ που εκκρίνεται από κύτταρα μάρτυρες. Το εύρος 

τιμών του μάρτυρα φαίνεται με τη σκιασμένη οριζόντια ζώνη.
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3.3 ΔΟΚΙΜΕΣ ΠΡΩΤΕΟΑΥΤΙΚΗΣ ΣΧΑΣΗΣ ΤΗΣ ΗδΑ ΚΑΙ ΤΟΥ ΤΟΜΕΑ 

III ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΠΟΚΤΗΣΗ ΤΟΥ ΕΝΕΡΓΟΥ ΠΟΛΥΠΕΠΤΙΛΙΟΥ

Τα έως τώρα αποτελέσματα δείχνουν ότι ο υποτομέας ΙΙΙΒ έχει δραστικότητα 

ΟηδΑΕ, σε αντίθεση με τον τομέα III και την ΗδΑ. Συνεπώς δημιουργείται ένα 

εύλογο ερώτημα, πως δηλαδή προκύπτει αυτό το ενεργό μόριο υπό φυσιολογικές 

συνθήκες.

Στα πλαίσια της προσέγγισης του ερωτήματος που προκύπτει, αν δηλαδή ο 

ενεργός υποτομέας ΙΙΙΒ είναι πιθανό να παράγεται έπειτα από πρωτεολυτική σχάση 

της ΗδΑ, γίνονται αναλύσεις της πεπτιδικής αλληλουχίας της τελευταίας για την 

εύρεση πιθανών θέσεων αναγνώρισης πρωτεολυτικών ενζύμων ανάμεσα στους 

υποτομείς ΙΙΙΑ και ΙΙΙΒ. Ένα τέτοιο ενδεχόμενο θα μπορούσε να δικαιολογήσει την 

παραγωγή του δραστικού ΙΙΙΒ από την ΗδΑ.

3.3.1 Δοκιμές πρωτεολυτικής στάσης της ΗδΑ και του τομέα ΠΙ παρουσία 

καθε\ι/ίνης Β

Με αναλύσεις της αλληλουχίας των πεπτιδίων παρατηρείται ότι η ΗδΑ, έχει 

τρεις θέσεις αναγνώρισης (Αγ§-Ατ£) για την καθεψίνη Β. Είναι ιδιαίτερης σημασίας 

το γεγονός ότι μία από αυτές βρίσκεται στα κατάλοιπα 484-485, πριν τα όρια που 

διαχωρίζουν τον υποτομέα ΙΙΙΑ από τον ΙΙΙΒ. Συνεπώς είναι πιθανό να αποτελεί έναν 

τρόπο να λαμβάνεται ο υποτομέας ΙΙΙΒ από την ΗδΑ.

Στην Εικόνα 3.7 φαίνεται το αποτέλεσμα επίδρασης της καθεψίνης Β 

(ΟαΜ οοΙιοιη) σε καθαρή ΗδΑ (δΐ§ηια) σε διαφορετικούς χρόνους. Στην αρχή η ΗδΑ 

επωάζεται με 1 Μ ΟΗ3ΟΟΟΝςι, ρΗ 4.0 για την αποδέσμευση των λιπαρών οξέων από 

τη δομή της (ΡείβΓδ βΐ αΐ., 1967). Στη συνέχεια 100 ρπιοί ΗδΑ επωάζονται σε 

διάλυμα ΟΗ3ΟΟΟΝα 1 Μ ρΗ 4.0, ΕϋΤΑ 5 ιηΜ, ϋΤΤ  5 ηιΜ στους 37 °0 για 

διαφορετικούς χρόνους (ΚοοΐδίΓα 6ί αΐ., 1982).Ακολουθεί εξουδετέρωση του ρΗ και 

δΌδ-ΡΑΟΕ. Από τα 5 ηιΐη φαίνεται ότι αρχίζει να σχάζεται η ΗδΑ με αισθητή 

μείωση της ποσότητάς της στις 2 1ι και 4 1ι, όμως δεν ανιχνεύεται κάποια ζώνη γύρω 

στα 11 ΙίΌπ, θέση στην οποία αναμένεται το ϋΠΙΒ. Η έντονη ζώνη λίγο κάτω από 

των 25 ΙίΟα οφείλεται στην καθεψίνη Β.
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Στη συνέχεια γίνονται προσπάθειες πρωτεολυτικής σχάσης του τομέα III, 

διότι όπως διαπιστώνεται από τη μελέτη της αλληλουχίας, στον τομέα αυτόν υπάρχει 

μόνο μια θέση αναγνώρισης για την καθεψίνη Β, οπότε πιθανώς θα είναι απλούστερη 

η εξήγηση του αποτελέσματος.

Αρχικά γίνεται η πειραματική διαδικασία όπως προαναφέρεται για την ΗδΑ. 

Διπλασιάζονται οι ποσότητες ϋ ΙΙΙ και καθεψίνης Β και μειώνονται οι χρόνοι 

επώασης για να αποφευχθεί παραμονή του ΌΙΙΙ σε όξινο ρΗ για μεγάλο χρονικό 

διάστημα. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.8Α, η ποσότητα του τομέα III μειώνεται 

σημαντικά με την πάροδο του χρόνου τόσο στα δείγματα συνεπώασης με το ένζυμο, 

όσο, σε μικρότερο βαθμό, και στους αντίστοιχους μάρτυρες. Θεωρούμε λοιπόν ότι 

πιθανώς το χαμηλό ρΗ να επιδρά έτσι ώστε να αποικοδομείται ο ϋΙΙΙ. Γνωρίζουμε 

επίσης από μελέτες (ϋοοίί&ΐ βί α ί , 2000), ότι στην περιοχή των ρΗ 5.0-3.0, ο τομέας 

III υφίσταται μεταπτώσεις στη δομή του, οι οποίες είναι πιο έντονες σε ρΗ 4 και 

μικρότερα. Για το λόγο αυτό γίνονται δοκιμές πρωτεολυτικής σχάσης σε διαφορετικά 

ρΗ μεγαλύτερα του 4 και σε εύρος τέτοιο όπου να δρα η καθεψίνη Β. Το ϋΙΙΙ 

υφίσταται απολιπιδίωση με επώαση για 5 πιΐη σε 0.2 Μ ΟΗβΟΟΟΝα διαφορετικών 

ρΗ (4.0, 4.5, 4.8). Ακολουθεί επώασή του (200 ρηιοί) σε μίγμα που περιέχει 

ΟΗ3ΟΟΟΝςι 0.2 Μ αντίστοιχου ρΗ, ΕΟΤΑ 5 γπΜ, ΟΤΤ 5 ιώΜ, για 30 πιΐη 37 0Ο. Στα 

δείγματα μάρτυρες φαίνεται ότι όσο το ρΗ μίγματος αυξάνεται, τόσο μικρότερος 

είναι ο βαθμός επηρεασμού της ζώνης του ϋΙΠ. Ακόμη στα δείγματα που 

συνεπωάζονται με το ένζυμο η ποσότητα ΌΙΙΙ σχεδόν εξαφανίζεται, χωρίς να 

ανιχνεύονται άλλες ζώνες (Εικόνα 3.8Β).

Στην Εικόνα 3.9 συνοψίζεται η σταθερότητα του καθαρού παρασκευάσματος 

ΌΙΙΙ σε διαφορετικές συνθήκες ρΗ (4.2-7.5), θερμοκρασίας (25-37 0Ο) και χρόνων 

επώασης (30 ηιίη-16 1ι), βάσει της ανάλυσης των αντίστοιχων δειγμάτων σε δϋδ- 

ΡΑΟΕ ακολουθούμενη από ανοσοαποτύπωση.
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Εικόνα 3.7 : Δοκιμές πρωτεολυτικής σχάσης της ΗδΑ, παρουσία καθεψίνης Β.

ΗδΑ 0.5% \ν/ν σε διάλυμα Ο^ΟΟΟΝα I Μ ρΗ 4.0 επωάζεται για 30 ττπτί, σε θερμοκρασία 

δωματίου. Στη συνέχεια 100 ρηιοί Η δΑ επωάζονται σε μίγμα που περιέχει ΟΗ3ΟΟΟΝ& 1 Μ 

ρΗ 4.0, Ε ϋΤΑ  5 ιηΜ, ΌΤΤ 5 ηιΜ, απουσία (-, διαδρομές 2, 4, 6, 8) ή παρουσία (+, διαδρομές

3, 5, 7, 9) καθεψίνης Β (0.2 Ό) για διαφορετικούς χρόνους στους 37 °0. Στη διαδρομή 1 

αντιστοιχούν 100 ρηιοί από το αρχικό διάλυμα της Η δΑ που υφίσταται απολιπιδίωση.

Στη συνέχεια ακολουθεί εξουδετέρωση του ρΗ, πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση δ ϋ δ -  

ΡΑΟΕ 15% και έπεται χρώση νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση κατά λνοδΐβπι με 

αντίσωμα έναντι της ΗδΑ (Αβοαπι ΑΜ 217) (Β). Ως δείκτες μοριακών βαρών, 

χρησιμοποιούνται οι μη εχρωσμένοι ΙΙηδί&ϊηβά ΡΓβοϊδΐοη δ&ηάβπΐδ Βγο&(1 Κηπ£6 (ΒίοΚδά) 

(Α) και ο προεχρωσμένοι Ρο\ν (ΒΐοΚαά) (Β).
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Εικόνα 3.8 : Δοκιμές πρωτεολυτικής σχάσης του ϋΙΙΙ, παρουσία καθεψίνης Β.

Α  : Αρχικά ποσότητα ϋΙΠ  επωάζεται σε 1 Μ ΟΗ3ΟΟΟΝ&, ρΗ 4.0 (30 ιτιΐη, θερμοκρασία 

δωματίου). Στη συνέχεια 200 ρπιοί ϋΙΙΙ επωάζονται σε μίγμα που περιέχει ΟΗ3ΟΟΟΝα 1 Μ 

ρΗ 4.0, Ε ϋΤ Α  5 ιϊιΜ, ΟΤΤ 5 πιΜ, απουσία (-, διαδρομές 1, 3, 5) ή παρουσία (+, διαδρομές 2, 

4, 6) καθεψίνης Β (0.4 υ). Η επώαση γίνεται στους 37 °0, για 5 πιίη, 20 ππη, 1 1ι.

Β : Στην αρχή ποσότητες ϋΙΙΙ επωάζονται, για 5 ΐπιη, παρουσία 0.2 Μ ΟΗ3ΟΟΟΝα 

διαφορετικών ρΗ (4.0, 4.5, 4.8). Ακολουθεί επώαση του ϋΙΙΙ (200 ρπιοί) σε μίγμα που 

περιέχει ΟΗ3ΟΟΟΝ& 0.2 Μ αντίστοιχου ρΗ, ΕΌΤΑ 5 πιΜ, ΌΤΤ 5 πιΜ, απουσία (-, 

διαδρομές 2, 4, 6) ή παρουσία (+, διαδρομές 3, 5, 7) καθεψίνης Β (0.4 υ ) , για 30 πιίη 37 °0. 

Στη διαδρομή 1 αντιστοιχούν 200 ρπιοί του αρχικού ϋΙΠ, που βρίσκονται σε διάλυμα ρΗ 7.5. 

Η ηλεκτροφόρηση και στις 2 περιπτώσεις (Α  και Β) γίνεται σε δϋδ-ΡΑΟΕ 15% και 

ακολουθεί ανοσοαποτύπωση κατά Ψβδίεπι με αντίσωμα έναντι της ΗδΑ (ΑΒοβπι ΑΜ 217). 

Ως πρότυπα μοριακά βάρη χρησιμοποιούνται οι προεχρωσμένοι Εο\ν (ΒΐοΚ&ά).

5 ηιίη 5 ΐπιη 20 πιίη 20 ιηιη 1 Η 1η

αηίΐ-Η δΑ
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Εικόνα 3.9 : Σταθερότητα του τομέα III σε διαφορετικές συνθήκες, βάσει της συμπεριφοράς 

σε ηλεκτροφόρηση 8Ό8-ΡΑΟΕ (15%).

Α : 50 ρπιοί ΟΙΙΙ επωάζονται για 16 Κ σε ρΗ 7.5 (25 °0) και ρΗ 5.0 (37 °0) (διαδρομές 2Α  

και3Α  αντίστοιχα).. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε πήγμα μικρού μεγέθους.

Β : 200 ριηοΐ ΡΙΤΤ επωάζονται για 30 Γηΐη, στους 37 0Ο σε ρΗ 4.2, 4.5, 4.8 (διαδρομές 2, 3 και 

4 αντίστοιχα). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται σε πήγμα μεγάλου μεγέθους, πάχους 1.5

Π1Π1.

Στις διαδρομές ΙΑ  και 1Β ηλεκτροφορούνται 50 ρπιοί και 200 ρπιοί ϋΙΙΙ που βρίσκονται σε 

διάλυμα ρΗ 7.5 και αποτελούν μάρτυρες. Στα όξινα διαλύματα προηγείται της 

ηλεκτροφόρησης επαναφορά του ρΗ στο 7.
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3.3.2 Δοκιμές πρωτεολυτικής σγάσης τικ Η8Α παρουσία κασπασών

Η πιθανότητα σχάσης της ΗδΑ, ώστε να προκύψει ο υποτομέας ΙΙΙΒ, μας 

οδηγεί σε μια ακόμη σημαντική παρατήρηση σε ό,τχ αφορά πιθανές θέσεις 

αναγνώρισης από πρωτεολυτικά ένζυμα. Διαπιστώνεται ότι υπάρχει μια θέση ΕΕνΌ 

(κατάλοιπα 491-494) στην ΗδΑ, στα όρια του υποτομέα ΙΙΙΑ με τον ΙΙΙΒ. Το 

τετραπεπτίδιο αυτό αναγνωρίζεται από κασπάσες (Ταΐαηίαη βί αΐ., 1997, Εεο βί αΐ 

2001, Η© βί αΐ., 2003).

Σύμφωνα βιβλιογραφικές αναφορές (Τ&ΐαηίαη βί αΐ., 1997) η κασπάση 4 

προτιμά ως υπόστρωμα το τετραπεπτίδιο ΕΕνΤ). Στηριζόμενοι στα ανωτέρω, γίνονται 

δοκιμές πρωτεολυτικής σχάσης της καθαρής ΗδΑ, παρουσία της κασπάσης 4 

(0&1βίοο1ΐ6ΐη).

Η ΗδΑ υφίσταται απολιπιδίωση σε διάλυμα 0.2 Μ ΟΗβΟΟΟΝα, ρΗ 4.0, 

γίνεται επαναφορά του ρΗ στο 7 και στη συνέχεια επωάζεται στο μίγμα της 

αντίδρασης (ΝαΟΙ 100 ιηΜ, ΟΗΑΡδ 0.1% \ν/ν, ΕϋΤΑ  1 ιώΜ, ϋΤΤ 10 πιΜ, 

γλυκερόλη 10% ν/ν, ΗΕΡΕδ 50 πιΜ ρΗ 7.4) για διαφορετικούς χρόνους (10 πιΐη, 1 

1ι). Για 60 ριτιοί ΗδΑ χρησιμοποιούνται 200 υ  ενζύμου. Στην Εικόνα 3.10 

διαπιστώνεται ότι η ΗδΑ δε φαίνεται να σχάζεται πρωτεολυτικά. Οι δυο ζώνες που 

εμφανίζονται με τη χρώση νιτρικού αργύρου, πρέπει να οφείλονται στην κασπάση 4 

που είναι ένα ετεροδιμερές (19 και 1 0 1ίΕ)α).

Ακολουθεί πειραματική διαδικασία όπως προηγουμένως, με τη διαφορά ότι 

60 ρπιοί ΗδΑ επωάζονται για 1 1ι με 400 υ  από καθεμία από τις κασπάσες 1-10 

(Βίοηιοί) (Εικόνα 3.11).

Από την Εικόνα 3.11 παρατηρούμε τα ακόλουθα : Σε όλες τις περιπτώσεις 1- 

10 παρατηρούνται πολυπεπτίδια σε χαμηλότερες ζώνες ΜλΥ από την ΗδΑ (66 ΙίΟα), 

τα οποία αναγνωρίζονται από το &ηίί-ΗδΑ αντίσωμα (&Μ217), δεν εμφανίζονται 

στην αντίστοιχη διαδρομή ελέγχου (ΗδΑ οοηίΓοΙ) και θα μπορούσαν να αποτελούν 

προϊόντα ειδικής πρωτεολυτικής σχάσης. Συγχρόνως όμως είναι εμφανής σε 

ορισμένες περιπτώσεις (διαδρομές 2, 4, 9, 10) η περίσσεια των αντίστοιχων ενεργών 

τμημάτων των κασπασών (στα 18-20 Ιίϋα αλλά και στα -10  Ιίϋα) η οποία μειώνει 

την ευκρίνεια της εικόνας. Έλεγχος με φασματομετρία μαζών (Μδ) (Δρ. Γ. 

Παναγιώτου, Ινστιτούτο Φλέμινγκ) έδειξε ότι οι έντονες ζώνες στις διαδρομές 2 

(τρεις) και 4 (μια) προέρχονται πράγματι από κασπάση 2 και κασπάση 4 αντίστοιχα,

50



Αποτελέσματα

ενώ οι τρεις μικρού ΜΛΥ ζώνες (κάτω του δείκτη 22 1<Χ)α) των διαδρομών 4 και 8 δεν 

έδωσαν σαφή αποτελέσματα λόγω ανεπαρκούς ποσότητας δείγματος που 

επισκιάσθηκε από κοινές προσμίξεις κερατινών και σε μια περίπτωση αιμοσφαιρίνης 

(Γ. Παναγιώτου, προσωπική επικοινωνία).
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Εικόνα 3.10 : Δοκιμές πρωτεολυτικής σχάσης Η δΑ  παρουσία κασπάσης 4. ΗδΑ (0.5% \ν/ν) 

επωάζεται σε διάλυμα 0.2 Μ ΟΗ^ΟΟΟΝα, ρΗ 4.0 για 30 ηιΐη, σε θερμοκρασία δωματίου και 

ακολουθεί εξουδετέρωση του όξινου ρΗ. 60 ρπιοί Η δΑ επωάζονται σε μίγμα που περιέχει 

ΝαΟΙ 100 γπΜ, ΟΗΑΡδ 0.1% \ν/ν, ΕΌΤΑ 1 ηιΜ, ΌΤΤ 10 ιηΜ, γλυκερόλη 10% ν/ν, ΗΕΡΕδ 

ρΗ 7.4 50 ιπΜ, απουσία (-) ή παρουσία (+) της κασπάσης 4 (20017) για 10 ιυΐπ και 11ι, 37 0Ο. 

Στη διαδρομή 1, είναι ως μάρτυρας, 60 ρηιοί από το αρχικό διάλυμα τιης απολιπιδιωμένης 

ΗδΑ. Την ηλεκτροφόρηση επί πήγματος 15% , ακολουθεί χρώση νιτρικού αργύρου (Α) και 

ανοσοαποτύπωση κατά λνβδίβπι με αντίσωμα έναντι της Η δΑ (Αβοαπι ΑΜ 217) (Β). Ως 

δείκτες χρησιμοποιούνται οι μη εχρωσμένοι ΒΐΌαά Καη£6 (ΒΐοΚαά) (Α) και οι 

προεχρωσμένοι Εο\ν Κ.3η§6 (ΒϊοΚΜ) (Β).
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Εικόνα 3.11 : Δοκιμές πρωτεολυτικής σχάσης Η δΑ παρουσία κασπασών 1-10. Αρχικά 

επωάζονται 0.5 %  \ν/ν Η δΑ σε διάλυμα 0.2 Μ ΟΗ3ΟΟΟΝα, ρΗ 4.0 για 30 ιπίη, σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί εξουδετέρωση του όξινου ρΗ και έπειτα 60 ρπιοί ΗδΑ  

επωάζονται σε μίγμα που περιέχει Ν&ΟΙ 100 ιηΜ, ΟΗΑΡ8 0.1% χν/ν, Ε ϋΤ Α  1 πιΜ, ϋΤ Τ  10 

τπΜ3 γλυκερόλη 10% ν/ν, ΗΕΡΕδ 50 πιΜ ρΗ 7.4, απουσία (δεύτερη διαδρομή) ή παρουσία 

(διαδρομές 1-10) της αντίστοιχης κασπάσης (Βΐοηιοί ΑΚ-010) (400 Ό) για 11ι, 37 °0. Στην 

πρώτη διαδρομή αντιστοιχούν 60 ρηιοί από το αρχικό διάλυμα της Η δΑ που υφίσταται 

απολιπιδίωση. Στη συνέχεια πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση δϋδ-ΡΑΟ Ε 15% και έπεται 

χρώση νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση κατά \ν68ί6πι με αντίσωμα έναντι της 

Η δΑ (Αβο&ΓΠ ΑΜ 217) (Β). Ως δείκτες χρησιμοποιούνται οι μη εχρωσμένοι Βιτο&ά Καη§6 

(ΒΐοΚαά) (Α) και οι προεχρωσμένοι Εο\ν Κ.3Π§6 (ΒίοΚ&ά) (Β).
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Συ£ήτηση

Απομόνωση του ενεργού ανασυνδυασμένου υποτομέα ΙΙΙΒ σε καθαρή μορφή

Η παρούσα έρευνα συνεισφέρει σημαντικά στη μελέτη του παράγοντα 

άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροπινών (ΟηδΑΡ). Ο υποτομέας ΙΙΙΒ της ΗδΑ 

παράγεται μέσω τεχνικών ανασυνδυαμένου ϋΝ Α  και ενός ευκαρυωτικού συστήματος 

ετερόλογης έκφρασης-έκκρισης με χρήση του μεθυλοτροφικού ζυμομύκητα Ρ. 

ρα5ΐοή8 και σε επίπεδο υπερκειμένων καλλιεργειών παρουσιάζει ειδική δραστικότητα 

ΟηδΑΡ (Τανοιιίαή βί α ί , 2004). Σε συνέχιση των ανωτέρω στη μελέτη που 

πραγματοποιήσαμε εδείχθη ότι ο ανασυνδυασμένος ενεργός υποτομέας ΙΙΙΒ μπορεί 

να απομονωθεί σε καθαρή μορφή, γεγονός ιδιαίτερης σημασίας εφόσον είναι η πρώτη 

φορά που αποκτάται καθαρός ανασυνδυασμένος παράγοντας ΟηδΑΡ.

Ο ΟΙΙΙΒ παρουσιάζει δραστικότητα ΟηδΑΡ σε συγκεντρώσεις 16-200 ηΜ, 

επίπεδα συγκεντρώσεων παρόμοια με εκείνα στα οποία δρα η ΟηΚΗ σε πρωτογενείς 

καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης (Ραρρα βί α ί , 1999, Ρο^νΙοΓ βί α ί , 2002, Τανοιιίαπ 

βί α ί , 2004) ή σε γοναδοτρόπα κύτταρα της σειράς ΓβΤ2 (Ν§αγεη βί α ί , 2004). Σε 

ανάλογες συγκεντρώσεις ο τομέας III σε καθαρή μορφή και η ΗδΑ δεν έχουν 

ενεργότητα.

Η απομόνωση σε καθαρή μορφή του υποτομέα ΙΙΙΒ, ο οποίος παρουσιάζει 

ειδική δραστικότητα ΟηδΑΡ, είναι ιδιαίτερης σημασίας διότι επιτρέπει τη μελέτη 

καθαρού παρασκευάσματος ΟΙΙΙΒ σε πειράματα δοσοεξάρτησης και την αναγωγή σε 

συγκεκριμένες μονάδες ενεργότητας ανά μηιοί (υηίίδ/μιηοΐ). Επίσης ανοίγει το δρόμο 

για τη μελέτη του μηχανισμού δράσης του παράγοντα ΟηδΑΡ σε κυτταρικές σειρές, 

όπως στα κύτταρα ΓβΤ2 που έχουν ήδη χρησιμοποιηθεί στη μελέτη του μηχανισμού 

δράσης της ΟηΚΗ.

Συνεισφορά στη μελέτη του ανθρώπινου ωοθυλακικού υγρού

Στη διάρκεια της παρούσας ερευνητικής εργασίας προσεγγίστηκε το ερώτημα 

κατά πόσο μπορεί να ανιχνευθεί το ενεργό πολυπεπτίδιο σε βιολογικά υγρά. 

Γνωρίζουμε ότι το ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό (ΙιΡΡ) περιέχει υψηλές ποσότητες 

ΗδΑ, ενώ το ενεργό πολυπεπτίδιο αναμένεται σε χαμηλές συγκεντρώσεις. Επομένως 

θεωρήθηκε απαραίτητη η απομάκρυνση της ΗδΑ έτσι ώστε να εμπλουτιστεί το
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ωοθυλακικό υγρό με τον ενεργό παράγοντα και να απαλειφθούν τα προβλήματα στην 

ανίχνευση της δραστικότητας ΟηδΑΡ.

Πειράματα που πραγματοποιήθηκαν έδειξαν ότι σε μεγάλες συγκεντρώσεις 

της καθαρής ΗδΑ (0.8-4 μΜ) παρατηρήθηκε αύξηση της ΟηΚΗ επαγόμενης 

έκκρισης της Ι,Η, επίδραση που δε φαίνεται να είναι ειδική και δεν παρατηρήθηκε σε 

μικρές συγκεντρώσεις, ανάλογες με αυτές που είναι ενεργό το ΌΙΙΙΒ. Θεωρήθηκε 

επομένως πιθανό οι υψηλές συγκεντρώσεις αλβουμίνης που υπάρχουν στα ΙιΡΡ, να 

επηρεάζουν τη βιολογική δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας ΟηδΑΡ. 

Επιπροσθέτως σε προηγούμενες μελέτες (Ρο\ν1©Γ βί α ΐ, 2002) αναφέρεται ότι η 

απομόνωση της ενεργότητας ΟηδΑΡ γίνεται σε ΙιΡΡ από το οποίο έχει απομακρυνθεί 

η αλβουμίνη ορού.

Λαμβάνοντας υπόψη τα ανωτέρω αναπτύξαμε ένα πρωτόκολλο μέσω του 

οποίου πραγματοποιήθηκε με επιτυχία η πλήρης απομάκρυνση της ΗδΑ από το 

ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό. Η διαδικασία αυτή στηρίζεται στο χρωματογραφική 

επεξεργασία του ΙιΡΡ μέσα από δυο διαδοχικές στήλες Βΐιιε δορΙιαίΌδε. Με τον τρόπο 

αυτό πολυπεπτίδια της αλβουμίνης μικρότερου μοριακού βάρους που πιθανώς να 

συνδέονται με τη δραστικότητα ΟηδΑΡ παραμένουν στο μη δεσμευμένο κλάσμα, στο 

οποίο σύμφωνα και με τη μελέτη των Ρο\νΐ€Γ βί α ί (2002) εντοπίζεται όλη η 

ενεργότητα.

Πώς παράγεται Φυσιολογικά ο ενεργός υποτοιιέας ΙΙΙΒ;

Παρότι δεν έχει γίνει έως σήμερα γνωστός ο φυσιολογικός τρόπος παραγωγής 

του ενεργού πολυπεπτιδίου προκύπτουν διάφορες υποθέσεις. Είναι γνωστό ότι στον 

οργανισμό υπό φυσιολογικές συνθήκες έχουν βρεθεί διάφορα εναλλακτικά 

μεταγραφήματα της ΗδΑ, τα οποία δεν έχουν μέχρι στιγμής συσχετιστεί με κάποια 

φυσιολογική λειτουργία. Σε πρόσφατη μελέτη (Ταβουλάρη Σ., Διδακτορική Διατριβή,

2005) από ένα εναλλακτικό μεταγράφημα που έχει καταγραφεί σε οϋΝΑ βιβλιοθήκη 

ήπατος, εκφράστηκε ένα πολυπεπτίδιο αντίστοιχο του ΙΙΙΒ (αλληλουχία 1-23Λ483- 

585 της ΗδΑ) και εδείχθη ότι έχει δραστικότητα ΟηδΑΡ. Τα ανωτέρω αποτελούν μια 

ένδειξη ότι το ενεργό μόριο μπορεί να παράγεται μέσω μηχανισμών εναλλακτικής 

ωρίμανσης του ιήΚΝΑ της ΗδΑ.

_____________________________________________________ ι ________ Συζήτηση
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Προκαταρκτικά πειράματα ΚΤ-ΡΟΚ σε κοκκώδη κύτταρα, έδειξαν ότι τόσο το 

εναλλακτικό μεταγράφημα που προαναφέρεται όσο και η ΗδΑ δεν εκφράζονται σε 

ανιχνεύσιμα επίπεδα (Ταβουλάρη Σ., αδημοσίευτα αποτελέσματα). Επειδή έχει 

δειχθεί ότι η δραστικότητα ΟηδΑΡ εντοπίζεται σε ωοθυλάκια μικρού μεγέθους 

(ΡολνΙδΓ βί αΐ., 2001), αξίζει να γίνει μελέτη ωοθυλακίων σε διάφορα στάδια 

ανάπτυξης.

Διερευνήσαμε ωστόσο και άλλα ενδεχόμενα, για παράδειγμα αν είναι πιθανό 

ο υποτομέας ΙΙΙΒ να προκύπτει με πρωτεολυτική σχάση της ΗδΑ. Ήδη με βάση 

βιβλιογραφικά δεδομένα είναι γνωστή η ύπαρξη πολυπεπτιδίων που έχουν 

διαφορετική βιολογική λειτουργία από τις πρωτεΐνες από τις οποίες σχάζονται. 

Παραδείγματος χάρη ένα εσωτερικό πρωτεολυτικό θραύσμα του πλασμινογόνου που 

ονομάζεται αγγειοστατίνη (Ο’ΚεΐΙΙγ βί αΐ., 1994) και ένα καρβοξυτελικό τμήμα του 

κολλαγόνου XVIII που λέγεται ενδοστατίνη (Ο’ίΐεϊΐΐγ βί αΐ., 1997), αποτελούν 

αναστολείς της αγγειογένεσης.

Για την προσέγγιση ενός αντίστοιχου ενδεχομένου, αρχικά με αναλύσεις της 

πεπτιδικής αλληλουχίας της ΗδΑ προσπαθήσαμε να βρούμε πιθανές θέσεις 

πρωτεολυτικής σχάσης που να αιτιολογούν την παραγωγή του ενεργού πολυπεπτιδίου 

από ολόκληρο το μόριο. Βρέθηκαν τρεις θέσεις αναγνώρισης (Αγ£-Αγ§) για την 

καθεψίνη Β, με μία από αυτές πριν τα όρια που χωρίζουν τον υποτομέα ΙΙΙΒ από το 

υπόλοιπο μόριο της αλβουμίνης (κατάλοιπα 484-485) (Εικόνα 4.1).

Η καθεψίνη Β είναι ένα μέλος της οικογένειας των λυσοσωμικών κυστεϊνικών 

πρωτεασών. Σε διάφορες πειραματικές μελέτες έχει δειχθεί ότι η καθεψίνες Β, Η, Κ, 

Ε, δ, με βάση τη κατανομή των ΓπΙΙΝΑδ που τις κωδικοποιούν, παράγονται στις 

ωοθήκες του ανθρώπου και του ποντικού, συχνά σε σχετικά υψηλά επίπεδα 

(Ρ6ίαηο6δ1<:α αηά Όενϊ, 1992, Βγοπίπιο αηά Οΐί&ιηοίο, 1995, Κ-αηΐαΙίοΙ&ο βί α ί, 1996, 

δο(ΐ6Γ5ίΐΌΐη βί α ί, 1999, 0 ^ ‘οΐίϊ βί αί., 2001). Είναι ακόμη γνωστό ότι σε άλλους 

ιστούς οι καθεψίνες σε συνδυασμό με τις μεταλλοπρωτεϊνάσες (ΜΜΡδ) παίζουν 

ενεργό ρόλο στη αποικοδόμηση του στρώματος (βχΐΓαοεΙΙιαΙαΓ ηιαίήχ, ΕΟΜ), 

συμπεριλαμβανομένων των κολλαγόνων (Μαοίοννίοζ οηά λΥοΐΙοη, 1991, Κα1ί6§α\να βί 

αί., 1993, ΒοδδαιχΙ βί αί., 1996). Επίσης θεωρείται ότι η αποικοδόμηση του ΕΟΜ 

παίζει σημαντικό ρόλο στη λειτουργία των ωοθηκών. Η διαφοροποίηση των 

βλαστικών κυττάρων σε αρχέγονα ωοθυλάκια, η περαιτέρω ανάπτυξή τους σε ώριμα 

ωοθυλάκια και η ρήξη τους, ο σχηματισμός του ωχρού σωμάτιου και η επακόλουθη
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ατρησία, περιλαμβάνουν μετακίνηση και εκτόπιση κυττάρων καθώς και καταστροφή 

και επιδιόρθωση του ΕΟΜ (\νοβδδηβΓ, 1982, 1991).

Η καθεψίνη Β εκφράζεται κατά κύριο λόγο στο βλαστικό επιθήλιο των 

ωοθηκών και ιδιαιτέρως στα σημεία όπου αυτό έρχεται σε επαφή με το ώριμο 

ωοθυλάκιο (ΟΓααίϊαη ίοΐΐΐοΐβ) και βάσει αυτού πιστεύεται ότι το συγκεκριμένο ένζυμο 

εμπλέκεται στη ρήξη του ωοθυλακίου (01<;δ]ο1α βί αί., 2001). Αυτή η λειτουργία θα 

μπορούσε να είναι άμεση ή έμμεση εφόσον έχει δειχθεί ότι συντελεί στην 

ενεργοποίηση των ΜΜΡδ (Κοδίοιιΐ&δ βί α ί, 1999).

Πειράματα που έλαβαν χώρα κατά την παρούσα εργασία έδειξαν ότι η ΗδΑ 

παρουσία καθεψίνης Β σχάζεται χωρίς να υπάρχουν σε ανιχνεύσιμα επίπεδα ζώνες σε 

χαμηλά μοριακά βάρη, ενώ σε ό,τι αφορά τον ΌΙΙΙ διαπιστώσαμε την αστάθειά του 

σε όξινο ρΗ (ϋοοίίαΐ βί α ί, 2000) χωρίς να ανιχνεύονται πρωτεολυτικές ζώνες. Η 

πολυπλοκότητα των αποτελεσμάτων όσον αφορά την ΗδΑ λόγω των πολλών 

πιθανών πρωτεολυτικών θραυσμάτων και η αστάθεια του ϋ ΙΙΙ στα ρΗ δράσης της 

καθεψίνης Β αποτελούν ανασταλτικούς παράγοντες στην περαιτέρω μελέτη.

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η ύπαρξη μιας θέσης ΕΕνΌ στα όρια 

μεταξύ των υποτομέων ΙΙΙΑ και ΙΙΙΒ (κατάλοιπα 491-494) (Εικόνα 4.1). Σύμφωνα με 

βιβλιογραφικές αναφορές το τετραπεπτίδιο αυτό αναγνωρίζεται από κασπάσες 

(Ταΐαηίαη βί α ί , 1997, Εβο βί α ί, 2001, Ηβ βί α ί, 2003) οι οποίες αποτελούν 

ενδοκυττάριες κυστεϊνικές πρωτεάσες που δρουν κατά τη διάρκεια της απόπτωσης.

Η αλληλουχία Ε Ε ν ϋ  έχει βρεθεί ότι περιέχεται στην ΤΚΑΡ1, μέλος της 

οικογένειας των πρωτεϊνών ΤΚΑΡ (ΤΝΡ ΓβοβρίοΓ αδδοοίαΐβά Ι&οϊογ) οι οποίες 

αλληλεπιδρούν με τους υποδοχείς του ΤΝΡ (ϊππιογ ηβοΐΌδΐδ ίαοίοι·) και ρυθμίζουν την 

απόπτωση. Συγκεκριμένα το τετραπεπτίδιο Ε Ε ν ϋ  της ΤΚΑΡ1 αναγνωρίζεται από την 

κασπάσες 3, 6, 8 , 10 σε πειράματα ΐη ν ίίΓ ο  και μόνο από την κασπάση 8 ίη νίνο, η 

πρωτεΐνη σχάζεται σε δύο τμήματα τα οποία παίζουν ρόλο στην απόπτωση (Εβο βί 

α ί, 2001). Επιπλέον η Ε Ε \Ό  χρησιμοποιείται για τη δημιουργία ενός χιμαιρικού 

πολυπεπτιδίου (ΟΡΡ-ΕΕνΤ>-ΥΡΡ) ευαίσθητου στις κασπάσες 3, 6, 8, και 10, σε μια 

μέθοδο μεταφοράς ενέργειας συντονισμού με βάση το φθορισμό (ΡΙιιοΓβδϋβηοβ 

Κβδοηαηοβ ΕηεΓ§γ Τπιηδ&Γ, ΡΚΕΤ) που επινοήθηκε πρόσφατα για να ανιχνεύεται η 

αποπτωτική δραστηριότητα ζωντανών κυττάρων (Ηβ βί α ί,  2003).

Σε συνδυασμό με όσα προαναφέρονται αξίζει να σημειωθεί το ενδεχόμενο 

ενδοκυττάρωσης της ΗδΑ. Όπως έχει γίνει γνωστό μέσα από πειραματικές μελέτες, η 

ΗδΑ ενδοκυτταρώνεται μέσω ειδικών υποδοχέων που υπάρχουν στα ενδοθηλιακά
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κύτταρα των τριχοειδών αγγείων (ΑπίοΙιβ βί αΐ., 1993, δοΙιπίΐζεΓ ππά ΟΗ, 1994) και 

στα κύτταρα των νεφρικών σωληνάριων (Βιγπ βί αΐ., 2000, Ετίίαη βί αΐ., 2001).

Ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος περιλαμβάνει πολλά στάδια στα 

οποία συμμετέχει ένα πλήθος ενδοκυττάριων πρωτεϊνών με μέλη της οικογένειας των 

κασπασών να κατέχουν κεντρικό ρόλο. Στις ωοθήκες η απόπτωση είναι μια 

φυσιολογική διαδικασία μέσω της οποίας η περίσσεια ή τα μη βιώσιμα γαμετικά και 

τα κοκκώδη κύτταρα απαλείφονται κατά την οντογένεση καθώς και κατά τη διάρκεια 

της αναπαραγωγικής ζωής σε κάθε εμμηνορρυσιακό κύκλο. Συγκεκριμένα φαινόμενα 

απόπτωσης εμφανίζονται κατά την ωοθυλακική φάση όπου ωριμάζει ένα μόνο 

ωοθυλάκιο, το κυρίαρχο, ενώ τα υπόλοιπα υποστρέφονται (ατρησία) και κατά την 

ωχρινική φάση κατά τη διαδικασία υποστροφής του ωχρού σωμάτιου (Οιιγΐοη αηά 

Ηαΐΐ, 1997, .Γοΐιηδοη αηά Β ή ά φ χ Ά , 2002).

Οι κασπάσες 2, 3, 9, 11 και 12 εμπλέκονται στη διαδικασία της απόπτωσης σε 

κύτταρα των ωοθηκών όπως προκύπτει με χρήση γενετικών μοντέλων γονιδιακής 

απενεργοποίησης σε ποντίκια (Βογ£6γοπ βί αΐ., 1998, Μαίΐ^αΐηοπ βί αΐ., 2001, Μοήία 

βί αΐ., 2001). Η απόπτωση που ξεκινά στα ωοκύτταρα κατά τη μετάβαση από τα 

πρωτογενή στα προ του άντρου ωοθυλάκια (πρώιμη ωοθυλακική φάση) εξαρτάται 

από την κασπάση 2 (Μοηΐα βί αΐ., 2001). Η απόπτωση του ωοκυττάρου οδηγεί σε 

απόπτωση των κοκκωδών κυττάρων που το περιβάλλουν, με αποτέλεσμα την 

ατρησία. Αντιθέτως κατά τη μετάβαση από το στάδιο πριν από το σχηματισμό του 

άντρου στα προωρρηκτικά ωοθυλάκια (πρώιμη-μέση ωοθυλακική φάση) η ατρησία 

ξεκινά με ταχεία απόπτωση της στοιβάδας των κοκκωδών κυττάρων, η οποία τελικά 

οδηγεί σε απόπτωση του ωοκυττάρου (Μοήία απά Τΐ11γ, 1999, ΤΐΠγ, 2001). Στη φάση 

αυτή η απόπτωση εξαρτάται από την ενεργότητα των κασπασών 3 και 7 (Μαίΐ^αΐηοπ 

βί αΐ., 2001). Επιπροσθέτως έχει δειχθεί ότι οι ωοθήκες από ποντίκια που έχουν 

γονιδιακά απενεργοποιημένη την κασπάση 9, περιέχουν πολυάριθμα αναπτυσσόμενα 

ωοθυλάκια, τα οποία αποτυγχάνουν να ολοκληρώσουν την ατρησία εξαιτίας μιας 

προφανούς αδυναμίας απόπτωσης των κοκκωδών κυττάρων (Μ&Γανβΐ βί αΐ., 2001). 

Πρέπει ακόμη να σημειωθεί ότι παρόλο που δεν έχουν μελετηθεί λεπτομερώς τα 

μονοπάτια κασπασών που συνδέονται με απόπτωση μέσω υποδοχέων (άε&ίΐι 

ΓβοερίΟΓδ), υπάρχουν στοιχεία τα οποία δείχνουν έκφραση και ενεργότητα της 

κασπάσης 8 στα κοκκώδη κύτταρα (Ηιι βί αΐ., 2001).

Στο σημείο αυτό είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι ο ΟηδΑΡ θεωρείται ότι 

παράγεται από τα κοκκώδη κύτταρα (Ρο\ν1βΓ βί α ί, 2001) και ότι η δραστικότητά του
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εμφανίζεται πιο αυξημένη κατά το πρώτο μισό της ωοθυλακικής φάσης (ΡολνΙβΓ βί 

α ΐ 2002). Λαμβάνοντας υπόψη όσα αναφέρθηκαν προηγουμένως για τη δράση των 

κασπασών, φαίνεται ότι η παραγωγή και η δράση του ΟηδΑΡ κατά τη διάρκεια του 

εμμηνορρυσιακού κύκλου σχετίζεται με την απόπτωση στις ωοθήκες τουλάχιστον σε 

ό,τι αφορά το χρόνο.

Πειράματα που πραγματοποιήσαμε με τη χρήση των ανθρώπινων κασπασών 

1-10 κατά τη διάρκεια της παρούσας ερευνητικής εργασίας έδωσαν πιθανά προϊόντα 

ειδικής πρωτεολυτικής σχάσης, όμως όπως διαπιστώθηκε έπειτα από φασματομετρία 

μαζών (Μδ) η περίσσεια ενεργών τμημάτων των κασπασών μείωσαν την ευκρίνεια 

της εικόνας και σε ορισμένες περιπτώσεις κοινές προσμίξεις κερατινών επίσκιασαν 

τις μικρές ποσότητες δειγμάτων. Επομένως έχει ενδιαφέρον να εξετασθεί περαιτέρω 

η πρωτεολυτική σχάση από κασπάσες και ιδιαίτερα χρησιμοποιώντας σημασμένη 

ΗδΑ, για παράδειγμα βιοτινυλιωμένη ή ραδιοσημασμένη όπως στην περίπτωση της 

ΤΚΑΡ1 (Εβο βί α ί, 2001) για την ανίχνευση ακόμη και μικρών ποσοτήτων 

πρωτεολυτικών θραυσμάτων της αλβουμίνης.
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Εικόνα 4.1 : Οι δομικές περιοχές της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού (ΗδΑ). Με διαφορετικά 

χρώματα στην αλληλουχία διακρίνονται διαδοχικά οι υποτομείς ΙΑ, ΙΒ, ΙΙΑ, ΙΙΒ, ΙΙΙΑ, ΠΙΒ. 

Οι θέσεις αναγνώρισης (ΚΚ) για την καθεψίνη Β διακρίνονται σε πράσινο πλαίσιο. Η θέση 

ΕΕνΌ που αναγνωρίζεται από κασπάσες διακρίνεται σε κόκκινο πλαίσιο (βάσει του 

Κίΐρ://\νλν\ν.6ί)ϊ·30.ιι1̂ /ΐ1ιθΓίοη-8Γν/ά&1:Ηί)α565ν
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