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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

0  Παράγοντας Αμβλυνσης του Κύματος των Γοναδοτροπινών είναι ένας

υποθετικός ωοθηκικός παράγοντας, που συμμετέχει στη ρύθμιση της έκκρισης της

ωχρινοτρόπου ορμόνης (Luteinizing hormone-LH) από την υπόφυση. Η απομόνωση

και ταυτοποίηση του παράγοντα αυτού από βιολογικά υγρά δεν έχει καταστεί δυνατή • «
έως σήμερα. Στα πλαίσια προηγούμενης μελέτης απομόνωσης της δραστικότητας 

GnSAF από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό, ο παράγοντας GnSAF συσχετίστηκε με το 

καρβοξυτελικό 95πεπτίδιο της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού (HSA).

Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε ο βιοχημικός χαρακτηρισμός ενός 

ανασυνδυασμένου πολυπεπτιδίου με δραστικότητα GnSAF που αντιστοιχεί στον C- 

τελικό υποτομέα (ΙΙΙΒ) της HSA (κατάλοιπα 490-585). Τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν υποστηρίζουν ότι ο υποτομέας ΙΙΙΒ της HSA είναι ένα δομικά 

ανεξάρτητο πολυπεπτίδιο, που παρουσιάζει δραστικότητα GnSAF. Η δράση του στην 

υπόφυση είναι ειδική και δεν αποδίδεται στην πλήρη HSA ή σε άλλους τομείς αυτής.

Η παρούσα Διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας της 

Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Χρηματοδοτήθηκε από το 

Πρόγραμμα ΙΤΕΝΕΔ 99 της Γενικής Γραμματείας Έρευνας και Τεχνολογίας, από την 

Επιτροπή Ερευνών του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων και από το Πρόγραμμα 

“Ηράκλειτος” του Υπουργείου Εθνικής Παιδείας και Θρησκευμάτων.

Θα ήθελα να ευχαριστήσω όλα τα μέλη της επταμελούς εξεταστικής 

επιτροπής για τη συμβολή τους στην περάτωση της Διατριβής μου. Ιδιαίτερα 

ευχαριστώ τον επιβλέποντα Καθηγητή Κωνσταντίνο Σεφεριάδη, Καθηγητή 

Βιολογικής Χημείας, που με προέτρεψε να ασχοληθώ με τη μελέτη του GnSAF και 

μου προσέφερε τη δυνατότητα ανάληψης πρωτοβουλιών. Ευχαριστώ επίσης το μέλος 

της συμβουλευτικής επιτροπής, Καθηγητή Μαιευτικής-Γυναικολογίας Ιωάννη 

Μεσσήνη, για τις συμβουλές του και για τη συμμετοχή μου στο Πρόγραμμα ΠΕΝΕΔ

99.

Η ολοκλήρωση της Διατριβής αυτής θα ήταν αδύνατη χωρίς την συνεχή 

επίβλεψη και συμπαράσταση του μέλους της συμβουλευτικής επιτροπής Επίκουρου 

Καθηγητή Ευστάθιου Φριλίγγου. Τον ευχαριστώ για όσα μου δίδαξε, για τις 

ατελείωτες ώρες που μου αφιέρωσε, αλλά και γιατί ήταν δίπλα μου σε κάθε δυσκολία 

που αντιμετώπισα.



Απευθύνω επίσης τις ευχαριστίες μου σε όλα τα μέλη του εργαστηρίου 

Βιολογικής Χημείας για την συνεργασία μας και για τη βοήθεια που μου προσέφεραν 

οποτεδήποτε τη χρειάστηκα. Ιδιαίτερα ευχαριστώ την Δρ. Carol Murphy και την 

Επίκουρο Καθηγήτρια Αναστασία Πολίτου, για τις χρήσιμες συμβουλές τους. Θα 

ήθελα επίσης να αναφερθώ στα μέλη του εργαστηρίου Γενικής Βιολογίας, 

Φαρμακολογίας, Ανοσολογίας και Κλινικής Χημείας που πολλές φορές διευκόλυναν 

την εργασία μου παρέχοντας μου τον εξοπλισμό τους. Ιδιαίτερα ευχαριστώ τη Δρ. 

Σοφία Ευταξία και τον Δρ. Πέτρο Μποζίδη που με δίδαξαν στα πρώτα μου βήματα 

στα πλαίσια της Μεταπτυχιακής μου Ειδίκευσης.

Στην πρόοδο των αποτελεσμάτων της Διατριβής αυτής συνετέλεσαν η 

μεταπτυχιακή φοιτήτρια Χριστίνα Θεοδωράκη και η υποψήφια Διδάκτωρ Παναγιώτα 

Καρατζά που ασχολήθηκαν με τη μελέτη του GnSAF στα πλαίσια της 

Μεταπτυχιακής τους Ειδίκευσης και τις ευχαριστώ για τη συνεργασία μας. Τη φίλη 

μου Παναγιώτα Καρατζά ευχαριστώ θερμά γιατί με στηρίζει σε κάθε πτυχή της ζωής 

μου και μαζί με τους γονείς της μου προσέφερε μια δεύτερη οικογένεια. Ευχαριστώ 

όλους τους φίλους μου, και ιδιαίτερα τον Παύλο Βαντώλα, για την προθυμία τους να 

με βοηθήσουν όταν τους είχα ανάγκη. Τέλος θα ήθελα να ευχαριστήσω τους γονείς 

μου και την αδελφή μου που υποστήριξαν τις επιλογές μου με κάθε μέσο που 

διέθεταν και που με έμαθαν να μην παραιτούμαι.
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ
r · ··■

ΑαινοΕέα:

Α ή Ala: αλανίνη

Β ή Asx: ασπαραγίνη ή ασπαραγινικό οξύ

C ή Cys: κυστείνη * «
D ή Asp: ασπαραγινικό οξύ 

Ε ή GIu; γλουταμινικό οξύ 

F ή PHe: φαινυλαλανίνη 

G ή Gly: γλυκίνη 

Η ή His: ιστιδίνη 

I ή lie: ισολευκίνη 

Κ ή Lys: λυσίνη 

L ή Leu: λευκίνη 

Μ ή Met: μεθειονίνη 

Ν ή Asn: ασπαραγίνη 

Ρ ή Pro: προλίνη 

Q ή Gin: γλουταμίνη 

R ή Arg: οργινίνη 

S ή Ser: σερίνη 

Τ ή Thr: θρεονίνη 

V ή Val: βαλίνη 

W ή Trp: τρυπτοφάνη 

Ύ  ή Tyr: τυροσίνη

Ζ ή G1k: γλουταμίνη ή γλουταμινικό οξύ 

ActR: activin receptor, υποδοχέας ακτιβίνης 

AFP: alpha-fetoprotein, α- εμβρυο7ΐρωτεΐνη 

aALB: alpha albumin, άλφα αλβουμίνη 

APS: ammonium persulfate, υπερθειΐκό αμμώνιο 

BCA: bicinchoninic acid method, μέθοδος δικιγχονικού οξέος 

BMGY: Buffered complex medium containing glycerol, πλήρες θρεπτικό μέσο 

περιέχει γλυκερόλη



BMMY: Buffered complex medium containing methanol, πλήρες θρεπτικό υλικό που 

περιέχει μεθανόλη

BSA: bovine serum albumin, αλβουμίνη ορού βοός 

cDNA: complementary DNA, συμπληρωματικό DNA 

c-myc: cellular myc, πρωτοογκογονίδιο c-myc 

DAG: diacylglycerol, διακυλογλυκερόλη 

dNTPs: deoxyribonoucleotides, δεοξυριβονουκλεοτίδια 

DMSO: dimethyl sulfoxide, διμεθυλοσουλφοξείδιο

DPBS: Dulbecco’s phosphate buffered saline, φυσιολογικό ρυθμιστικό διάλυμα 

φωσφορικών

DTT: dithiothreitol, διθειοθρεϊτόλη

EDTA: ethylenediamine tetraacetic acid, αιθυλενοδιάμινοτετραοξικό οξύ

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay, ανοσοπροσροφητικός προσδιορισμός

συνδεδεμένος με ένζυμο

FCS: fetal calf serum, εμβρυϊκός ορός βοός

FSH: follicle stimulating hormone, ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη

FSE^: β υπομονάδα της FSH

rFSH: rat FSH, FSH επίμυος

GnRH: Gonadotrophin releasing hormone, ορμόνη έκλυσης των γοναδοτροπινών 

GnRHR: GnRH receptor, υποδοχέας GnRH

GnSAF: Gonadotrophin surge attenuating factor, παράγοντας άμβλυνσης του κύματος 

των γοναδοτροπινών

GnSIF: Gonadotrophin surge inhibiting factor, παράγοντας αναστολής του κύματος 

των γοναδοτροπινών

hFF: human follicular fluid, ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό 

HRP: horseradish peroxidase, υπεροξειδάση ραπανιού 

HSA: human serum albumin, ανθρώπινη αλβουμίνη ορού 

LB: Luria-Bertani medium, θρεπτικό υλικό Luria-Bertani 

LH: luteinizing hormone, ωχρινοτρόπος ορμόνη 

ίΗ β : β υπομονάδα της LH 

rLH: rat LH, LH επίμυος

MDH: Minimal medium containing glucose and histidine, ελάχιστο θρεπτικό μέσο 

που περιέχει γλυκόζη και ιστιδίνη



MMH: Minimal medium containing methanol and histidine, ελάχιστο θρεπτικό υλικό

που περιέχει μεθανόλη και ισπδίνη

NaPi: ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών με νάτριο

ΝΗΡΡ: National Hormone and Pituitary Programme

NIDDK: National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases

OPD: o-phenyl diamine, ορθο-φαινυλενοδιαμίνη 
« «

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis, ηλεκτροφόρηση πηκτής ακρυλαμιδίου

PBS: phosphate buffered saline, ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών

PCRrpolymerase chain reaction, αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης

PKC: protein kinase C, πρωτεϊνική κινάση C

PLC: phospholipase C, φωσφολιπάση C

rpm: rounds per minute, στροφές ανά λεπτό

SDS: sodium dodecyl sulfate, θειϊκό δωδεκυλικό νάτριο

SFDM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium nutrient mixture F-12 Ham, θρεπτικό 

μέσο SFDM

TAE: Tris acetate-EDTA

TBST: Tris buffered saline-Tween-20, ρυθμιστικό διάλυμα Tris με Tween-20 

' TE: Tris-EDTA

TEMED: Ν,Ν,Ν,Ν'- tetramethylenediamine, Ν,Ν,Ν,Ν'-τετραμέθυλαιθυλενοδιαμίνη 

YNB: yeast nitrogen base with ammonium sulfate without amino acids 

YPD: Yeast extract-peptone-dextrose medium, θρεπτικό μέσο με εκχύλισμα ζύμης, 

πεπτόνη και γλυκόζη

YPDS: Yeast extract-peptone-dextrose-sorbitol medium, θρεπτικό μέσο με εκχύλισμα 

ζύμης, πεπτόνη, γλυκόζη και σορβιτόλη 

ν/ν: volume per volume, όγκος κατ’όγκο 

w/v: weigth per volume, βάρος κατ’όγκο
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1.1 Ο ΑΞΟΝΑΣ ΥΠΟΘΑΛΑΜΟΥ-ΥΠΟΦΥΣΗΣ-ΩΟΘΗΚΩΝ

Η ρύθμιση του εμμηνορρυσιακού κύκλου στις γυναίκες πραγματοποιείται 

μέσω .πολύπλοκων συστημάτων θετικής και αρνητικής ανάδρασης μεταξύ 

υποθαλάμου (hypothalamus), υπόφυσης (pituitary) και ωοθηκών (ovary). Από τον 

υποθάλαμο παράγεται η ορμόνη έκλυσης των γοναδοτροφινών (γοναδοτροπινών)
Μ

(Gonadotrophin releasing hormone-GnRH) η οποία επάγει την έκκριση της 

ωοθυλακιοτρόπου ορμόνης (follicle stimulating hormone-FSH) και της ωχρινοτρόπου 

ορμόνης (luteinizing hormone-LH) από τα γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης. Οι 

γοναδοτροπίνες LH και FSH με τη σειρά τους επάγουν την έκκριση των στεροειδών 

ορμονών οιστραδιόλη και προγεστερόνη από τις ωοθήκες, οι οποίες δρώντας στο 

επίπεδο της υπόφυσης και του υποθαλάμου συμμετέχουν άμεσα στη ρύθμιση της 

έκκρισης των γοναδοτροπινών (Εικόνα 1.1).

Εκτός από τις στεροειδείς ορμόνες, οι ωοθήκες παράγουν και μη στεροειδείς 

παράγοντες που μετέχουν στη ρύθμιση της έκκρισης της LH και της FSH. Μεταξύ 

αυτών η ανασταλτίνη (inhibin), η ακτιβίνη (activin) και η θυλακιοστατίνη (follistatin) 

έχουν σχετιστεί κυρίως με τη ρύθμιση της έκκρισης της FSH. Σήμερα, υπάρχουν 

σαφείς πειραματικές ενδείξεις για την ύπαρξη και ενός άλλου, επίσης μη στεροειδούς 

παράγοντα που δρα στην υπόφυση ρυθμίζοντας τα επίπεδα της επαγόμενης από 

GnRH έκκρισης της LH. Ο παράγοντας αυτός ονομάστηκε παράγοντας αναστολής ή 

άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροπινών (Gonadotrophin surge inhibiting 

factor-GnSIF ή Gonadotrophin surge attenuating factor-GnSAF) (Sopelak and 

Hodgen, 1984; Messinis and Templeton, 1989). Αν και η μοριακή βιοχημική βάση 

του GnSAF δεν είναι γνωστή, η δραστικότητα GnSAF έχει συνδεθεί με μία σειρά 

πιθανών πολυπεπτιδικών παραγόντων μεταξύ των οποίων είναι και το C-τελικό 

95πεπτίδιο της ανθρώπινης αλβουμίνης (λευκωματίνης) ορού (Pappa et al., 1999).

Καθώς ο GnSAF θεωρείται ένας σημαντικός πιθανός ρυθμιστής της έκκρισης 

της LH, θα αναφερθούν, στη συνέχεια, γνωστοί μηχανισμοί που εμπλέκονται στη 

ρύθμιση της έκκρισης LH και FSH από τα γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης. 

Επίσης, θα παρατεθούν όλα τα βιβλιογραφικά δεδομένα σχετικά με την απομόνωση 

της δραστικότητας GnSAF από βιολογικά υγρά και θα δοθούν στοιχεία για την

ανθρώπινη αλβουμίνη ορού (HSA) που θα συνεισφέρουν στην κατανόηση τπ^ ^ βλ/λ 

πιθανής μοριακής βιολογικής συσχέτισής της με τον παράγοντα GnSAF.



4 I

<^GnSAF^)

(^oges(erone) (^Estrogen

Ε ικ ό ν α  1.1 Σχηματική αναπαράσταση του άξονα υποθαλάμου-υπόφυσης-ωοθηκών. Η 

ορμόνη έκλυσης των γοναδοτροπινών (GnRH) που παράγεται από τον υποθάλαμο επάγει την 

παραγωγή της ωοθυλακιοτρόπου ορμόνης FSH και της ωχρινοτρόπου ορμόνης LH από την 

υπόφυση. Ο ι LH και FSH με τη σειρά τους επάγουν την έκκριση των στεροειδών ορμονών 

οιστραδιόλη και προγεστερόνη από τις ωοθήκες. Τα στεροειδή αυτά δρουν στο επίπεδο της 

υπόφυσης και του υποθαλάμου μετέχοντας στη ρύθμιση της έκκρισης των γοναδοτροπινών. 

Επίσης, στη ρύθμιση της έκκρισης των γοναδοτροπινών από την υπόφυση συμμετέχουν και 

μη στεροειδείς παράγοντες, όπως η ανασταλτίνη και η ακτιβίνη. Μεταξύ αυτών, θεωρείται 

ότι είναι και ο  παράγοντας GnSAF (βλ. κείμενο), ο οποίος παράγεται στις ωοθήκες και, 

δρώντας στο επίπεδο της υπόφυσης, αναστέλλει το κύμα έκκρισης της LH. (τροποποιημένο 

από N ussey and Whitehead, 2001)

Hypothalamus, υποθάλαμος. Pituitary, υπόφυση. Ovaries, ωοθήκες. Progesterone, προγεστερόνη. 

Estradiol, οιστραδιόλη.
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1.1.1 Στάδια του εμμηνορρυσιακού κύκλου

Η εύρρυθμη λειτουργία του άξονα υποθαλάμου-υπόφυσης-ωοθηκών, που

στηρίζεται σε ένα πολύπλοκο σύστημα αυστηρά ελεγχόμενης ορμονικής ρύθμισης,

είναι καθοριστικής σημασίας για την ωρίμανση του ωοθυλακίου, την

ωοθυλακιορρηξία και συνεπώς για τη γονιμοποίηση.
# *

Τα κρίσιμα γεγονότα της ωρίμανσης του ωοθυλακίου και της

ωοθυλακιορρηξίας πραγματοποιούνται στις ωοθήκες στα πλαίσια του 

εμμηνορρυσιακού κύκλου (menstrual cycle) (Nussey and Whitehead, 2001). O 

εμμηνορρυσιακός κύκλος είναι η σειρά όλων των γεγονότων που συμβαίνουν μεταξύ 

δύο διαδοχικών εμμηνορρυσιών (menses) και αποτελείται από δύο κύρια στάδια: την 

ωοθυλακική φάση (follicular phase) και την ωχρινική φάση (luteal phase). Η 

ωοθυλακική φάση διακρίνεται στην πρώιμη ωοθυλακική φάση (early follicular 

phase), στη μέση (mid follicular phase) και στην περιωορρηκτική (periovulatory) που 

καταλήγει στην ωοθυλακιορρηξία (ovulation). Καθοριστικής σημασίας για την 

πορεία του κύκλου είναι η έκκριση της ωχρινοτρόπου ορμόνης LH και της 

ωοθυλακιοτρόπου ορμόνης FSH που καθορίζονται από την παλμική έκκριση της 

GnRH από τον υποθάλαμο, τις στεροειδείς ορμόνες οιστραδιόλη και προγεστερόνη 

και μη στεροειδείς ορμόνες όπως η ανασταλτίνη, η ακτιβίνη και ο GnSAF (βλ. 

κατωτέρω, Ενότητα 1.3).

Κατά την πρώιμη ωοθυλακική φάση τα αρχέγονα ωοθυλάκια αρχίζουν να 

αναπτύσσονται και να διαφοροποιούνται σε πρωτογενή (Εικόνα 1.2) υπό την 

επίδραση της FSH (Εικόνες 1.2 και 1.3Α). Τα κοκκώδη κύτταρα (granulosa cells) 

που περιβάλλουν τα ωοκύτταρα πολλαπλασιάζονται και αρχίζει να παράγεται το 

ωόθυλακικό υγρό (follicular fluid). Στο επόμενο στάδιο ωρίμανσης τους τα 

ωοθυλάκια μετατρέπονται σε δευτερογενή με περιορισμό των κυττάρων της θήκης 

(theca cells) και των κοκκωδών κυττάρων στην περιφέρεια οπότε δημιουργείται στο 

κέντρο του ωοθυλακίου μια κοιλότητα που ονομάζεται άντρο (antrum) (Εικόνα 1.2). 

Στη συνέχεια, γύρω από το ωάριο, τα κύτταρα της κοκκώδους στοιβάδας 

σχηματίζουν τον ωοφόρο δίσκο και τον ακτινωτό στέφανο (corona radiata) και κάτω 

από αυτό τη διαφανή ζώνη (zona pellucida) οπότε τα ωοθυλάκια έχουν πλέον 

μετατραπεί σε ώριμα ή γρααφιανά (Graafian follicles) (Εικόνα 1.2). Στη φάση αυτή, 

το ωάριο αποσπάται από τη στοιβάδα κοκκωδών κυττάρων και απελευθερώνεται 

μέσα στο ωόθυλακικό υγρό. Κατά τη διάρκεια της πρώιμης ωοθυλακικής φάσης, οι
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παλμοί της υποθαλαμικής ορμόνης GnRH έχουν χαμηλή συχνότητα και η 

οιστραδιόλη επιδρά αρνητικά στην έκκριση της LH (Fowler et al., 2003) η οποία 

διατηρείται σε χαμηλά επίπεδα (Εικόνα 1.3Α).

Κατά την μέση ωοθυλακική φάση οι παλμοί της GnRH και η ανασταλτίνη Β 

αυξάνονται, οδηγώντας σε ανασταλτικό έλεγχο των επιπέδων έκκρισης της FSH και 

επιλογή του κυρίαρχου ωοθυλακίου (dominant follicle). Τα υπόλοιπα ωοθυλάκια 

διακόπτουν την ωρίμανση τους, φαινόμενο που ονομάζεται ατρησία (atresia), και 

διαμεσολαβείται από αποπτωτικούς μηχανισμούς (Johnson and Bridgham, 2002).

Αφού επιλεγεί το κυρίαρχο ωοθυλάκιο, ακολουθεί η περιωρρηκτική φάση που 

θα καταλήξει στην ωοθυλακιορρηξία. Ιδιαίτερης σημασίας για την επιτυχή 

ωοθυλακιορρηξία είναι η εμφάνιση του μεσοκύκλιου ή προωρρηκτικού εκκριτικού 

κύματος της LH (Εικόνα 1.3). Ιδιαίτερης σημασίας για την εμφάνιση του κύματος, 

είναι η αύξηση της οιστραδιόλης που αφενός, δρώντας στον υποθάλαμο, αυξάνει την 

ένταση και συχνότητα των παλμών της GnRH και, αφετέρου, δρώντας στο επίπεδο 

της υπόφυσης, αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης των υποδοχέων GnRHR (Turgeon et al., 

1996), με τελική συνέπεια την ενίσχυση της έκκρισης της LH από τα γοναδοτρόπα 

κύτταρα της υπόφυσης (Nussey and Whitehand, 2001; Fowler et al., 2003).

Μετά την ωοθυλακιορρηξία και την απελευθέρωση του ωαρίου, τα κοκκώδη 

κύτταρα και τα κύτταρα της θήκης του κυρίαρχου ωοθυλακίου σχηματίζουν το ωχρό 

σωμάτιο (corpus luteum) το οποίο, εφόσον δεν υπάρξει γονιμοποίηση, τελικά 

εκφυλίζεται (ωχρινόλυση). Τα επίπεδα οιστραδιόλης και προγεστερόνης αλλά και της 

ανασταλτίνης Α που παράγονται από το ωχρό σωμάτιο είναι υψηλά κατά την 

ωχρινική φάση (Εικόνα 1.3). Στο τέλος της ωχρινικής φάσης, η ωοθυλακιοτρόπος 

ορμόνη FSH αρχίζει να αυξάνεται ώστε να ξεκινήσει ένας νέος εμμηνορρυσιακός 

κύκλος.
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Εικόνα 1.2 Το ωοθυλάκιο των θηλαστικών. (Α) Ωρίμανση του ωοθυλακίου. Το ώριμο 

ωοθυλάκιο ονομάζεται γρααφιανό (Graafian). (Β) Ηλεκτρονική μικροφωτογραφία σάρωσης 

του ώριμου ωοθυλακίου στους επίμυες. Το ωοκύτταρο, στο κέντρο, περιβάλλεται από τα 

μικρότερα κοκκώδη κύτταρα (από Gilbert, 2000).
Primordial follicle, αρχέγονο ωοθυλάκιο. Granulosa cells, κοκκώδη κύτταρα. Thecal cells, κύτταρα 

θήκης. Zona pellucida, διαφανής ζώνη. Corona radiata, ακτινωτός στέφανος. Antrum, άντρο. Oocyte, 

ωοκύτταρο. Graafian follicle, ώριμο ωοθυλάκιο.
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Εικόνα 1.3 Ο ανθρώπινος εμμηνορρυσιακός κύκλος. Ο συντονισμός του κύκλου της των 

ωοθυλακίων (Β) ρυθμίζεται από τις ορμόνες της υπόφυσης (Α) και των ωοθηκών (C) 

(τροποποιημένο από Gilbert, 2000).
Gonadotropins, γοναδοτροπίνες, anterior pituitary, πρόσθια υπόφυση. Luteinizing hormone (LH), 

ωχρινοτρόπος ορμόνη. Follicle-stimulating hormone (FSH), ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη. Developing 

follicle, αναπτυσσόμενο ωοθυλάκιο. Ovulation, ωοθυλακιορρηξία. Corpus luteum, ωχρό σωμάτιο. 

Menses, έμμηνος ρύση. Follicular phase, ωοθυλακική φάση. Luteal phase, ωχρινική φάση. Menstrual 

cycle, εμμηνορρυσιακός κύκλος.
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1.1.2 Η υπόφυση

Όπως αναφέρθηκε ήδη, η ρύθμιση της έκκρισης των γοναδοτροπινών LH και 

FSH από την υπόφυση είναι καθοριστικής σημασίας για την ωρίμανση του 

ωοθυλακίου και την ωοθυλακιορρηξία. Από τους διαφορετικούς τύπους κυττάρων 

που αποτελούν τον αδένα της υπόφυσης παράγονται ορμόνες που ελέγχουν όχι μόνο
ν *

το αναπαραγωγικό σύστημα αλλά επίσης την ανάπτυξη και το μεταβολισμό.

Η υπόφυση ευρίσκεται στο τουρκικό εφιππείο (sella turcica), στη βάση του 

εγκεφάλου, και αποτελείται από δύο συνιστώσες: την νευροϋπόφυση, που είναι 

γνωστή ως οπίσθιος λοβός και σχηματίζεται ως προέκταση του υποθαλάμου, και την 

αδενοϋπόφυση (Εικόνα 1.4). Το κυρίως μέρος της αδενοϋπόφυσης είναι ο πρόσθιος 

λοβός ενώ ο διάμεσος λοβός αποτελείται από επιθηλιακά κύτταρα και ο 

σωληναριακός λοβός (pars tuberalis) κυρίως από γοναδοτρόπα κύτταρα (Nussey and 

Whitehand, 2001).

Η αδενοϋπόφυση αποτελείται από έξι τύπους ορμονοεκκριτικών, επιθηλιακών 

κυττάρων που είναι γνωστά ως αδενοϋποφυσιακά κύτταρα και υποστηρίζονται 

τροφικά από τα θυλακιοαστροκύτταρα (folliculostellate cells). Οι κυτταρικοί αυτοί 

τύποι και οι ορμόνες που εκκρίνουν έχουν ως ακολούθως (Asa and Ezzat, 2002):

1. Τα φλοιοτρόπα (κορτικοτρόπα) κύτταρα (corticotrophs) (15-20%) παράγουν 

επινεφριδιοφλοιοτροπίνη (adrenal corticotropic hormone-ACTH) που 

διεγείρει την παραγωγή γλυκοκορτικοειδών από τον φλοιό των 

επινεφριδίων.

2. Τα σωματοτρόπα (somatotrophs) (40-50%) συνθέτουν αυξητική ορμόνη 

(growth hormone-GH) η οποία ρυθμίζει την ανάπτυξη των οστών και των 

μυών.

3. Τα γαλακτοτρόπα (lactotrophs) (10-25%) παράγουν προλακτίνη (PRL) η 

οποία αναστέλλει τη δράση των γονάδων και ενεργοποιεί την παραγωγή 

γάλακτος κατά τη διάρκεια και μετά την εγκυμοσύνη.

4. Τα μαστοσωματοτρόπα (mammosomatotrohs) συνθέτουν και αυξητική 

ορμόνη και προλακτίνη και διαφοροποιούνται σε σωματοτρόπα κατά την 

ανάπτυξη και σε γαλακτοτρόπα κατά την εγκυμοσύνη.

5. Τα θυρεοτρόπα κύτταρα (thyrotrophs) (3-5%) συνθέτουν θυρεοτροπίνη

(thyroid stimulating hormone-TSH) η οποία ενεργοποιεί τον θυρεοειδή 

αδένα για την παραγωγή θυρεοειδών ορμονών. £

'■'A
'· Μ 1·" -·*ν.
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6 . Τα γοναδοτρόπα κύτταρα (gonadorophs) αποτελούν το 10% περίπου των 

κυττάρων της υπόφυσης και παράγουν την ωχρινοτρόπο ορμόνη (luteinizing 

hormone-LH) και την ωοθυλακιοτρόπο ορμόνη (follicle stimulating 

hormone-FSH) που ρυθμίζουν την παραγωγή στεροειδών ορμονών από τις 

γονάδες και την ανάπτυξη της γαμετικής σειράς. Το 35% των όγκων που 

παρατηρούνται στην υπόφυση αναφέρσνται στον τύπο των γοναδοτρόπων 

κυττάρων (Asa and Ezzat, 2002).

/
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Εικόνα 1.4 Η υπόφυση και οι κυτταρικοί τύποι της αδενοϋπόφυσης (από Asa and Ezzat,

2002).

Αριστερό σκέλος. Ανατομία της υπόφυσης, όπου φαίνονται οι δύο συνιστώσες της, 

αδενοϋπόφυση (πορτοκαλί χρώμα) και νευροϋπόφυση (γαλάζιο χρώμα).
Pars intermedia διάμεσος λοβός, pars tuberalis σωληνώδεις λοβός, optic chiasm, οπτικό χίασμα, 

mammillary body θηλώδες σώμα, third ventricle, inftidibulum, χοάνη, infudibular stem, χοανώδες 

στέλεχος, cleft, σχισμή.

Δεξί σκέλος. Κύριοι τύποι ορμονοεκκριτικών κυττάρων της αδενοϋπόφυσης: Φλοιοτρόπα 

(κορτικοτρόπα) (corticotrophs) (μπλέ χρώμα), σωματοτρόπα (somatotrophs) (ροζ χρώμα), 

γαλακτοτρόπα (lactotrophs) (κόκκινο χρώμα), θυρεοτρόπα (thyrotrophs) (πορτοκαλί χρώμα), 

γοναδοτρόπα (gonadotrophs) (γαλάζιο χρώμα).
Adrenal corticotropic hormone-ACTH, επινεφριδιοφλοιοτροπίνη. Adrenal cortex, φλοιός επινεφριδίων. 

Growth hormone-GH, αυξηπκή ορμόνη. PRL, προλακτίνη. Thyroid stimulating hormone-TSH, 

Ουρεοτροπίνη. Thyroid, θυρεοειδής αδένας. Luteinizing hormone-LH, ωχρινοτρόπος ορμόνη. Follicle 

stimulating hormone-FSH, ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη, ovaries, ωοθήκες, testis, όρχεις. Folliculostelate 

cells, θυλακιοαστροκύτταρα.
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1.1.3 ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΡΥΘΜ ΙΣΗΣ ΤΗΣ ΕΚΚΡΙΣΗΣ ΤΩΝ 

ΓΟΝΑΔΟΤΡΟΠΙΝΩΝ LH ΚΑΙ FSH

Η υποθαλαμική ορμόνη GnRH και η δράση της στα γοναδοτρόπα κύτταρα της 

υπόφυσης

Μεταξύ των ορμονών που ρυθμίζουν την έκκριση της LH και της FSH από τα 

γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης, κεντρικό ρόλο παίζει η ορμόνη έκλυσης των 

γοναδοτροπινών GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone). H GnRH είναι ένα 

δεκαπεπτίδιο (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2) (Matsuo et al., 

1971; Schally et al., 1971) που συντίθεται στα νευροεκκριτικά κύτταρα του 

υποθαλάμου, απελευθερώνεται στην πυλαία κυκλοφορία και μεταφέρεται στον 

πρόσθιο λοβό της υπόφυσης. Όπως ήδη αναφέρθηκε, η έκκριση της GnRH από τον 

υποθάλαμο είναι παλμική. Η συχνότητα και το μέγεθος των παλμών της GnRH 

πρέπει να κυμαίνεται εντός συγκεκριμένων ορίων για να εξασφαλιστεί η φυσιολογική 

έκκριση των γοναδοτροπινών. Στη ρύθμιση της έκκρισης της GnRH από τον 

υποθάλαμο συμμετέχουν οι στεροειδείς ορμόνες των ωοθηκών αλλά και μη 

στεροειδείς παράγοντες όπως ντοπαμίνη, σεροτονίνη, β-ενδορφίνη, εγκεφαλίνες, 

αγγειοτενσίνη II, οξυτοκίνη (oxytocin), το νευροπεπτίδιο Υ και άλλα.

Η LH και η FSH είναι ετεροδιμερείς πρωτεΐνες που αποτελούνται από μια 

κοινή α υπομονάδα και μια διαφορετική β υπομονάδα που καθορίζει την ορμόνη. Η 

διαφορική λοιπόν ρύθμιση της έκκρισης της LH και της FSH, που αποτελεί γεγονός 

ιδιαίτερα σημαντικό στην πορεία του κύκλου, καθορίζεται από τη διαφορική ρύθμιση 

της έκφρασης των υπομονάδων β.

Η συχνότητα και το μέγεθος των παλμών της GnRH έχει συσχετιστεί με τη 

διαφορική αυτή ρύθμιση. Συγκεκριμένα η υψηλή συχνότητα παλμών της GnRH 

αυξάνει την έκφραση του γονιδίου ΙΗ β  και την έκκριση της LH. Οι χαμηλότερης 

συχνότητας παλμοί οδηγούν σε μείωση της έκφρασης του γονιδίου ΙΗ β και στην 

ενίσχυση της έκφρασης του γονιδίου ΡδΗβ και της έκκρισης της FSH (Dalkin et al., 

1989). Επίσης, υψηλή πυκνότητα υποδοχέων της GnRH (GnRHR) στην επιφάνεια 

των κυττάρων οδηγεί σε ενίσχυση έκφρασης της α υπομονάδας των γοναδοτροπινών 

και της β υπομονάδας της LH ενώ η έκφραση του γονιδίου Ρ8 Ηβ ενισχύεται από την 

παρουσία χαμηλών επιπέδων του υποδοχέα GnRHR (Kaiser et al., 1995) (Εικόνα 

1.5).



13

Στη ρύθμιση της έκφρασης των γονιδίων ίΗ β  και FSHP από τη GnRH είναι 

πιθανό να εμπλέκονται διαφορετικοί μηχανισμοί. Οι μηχανισμοί αυτοί μπορεί να 

σχετίζονται με την επιλεκτική χρήση διαφορετικών μονοπατιών μεταγωγής σήματος 

και/ή την ενεργοποίηση διαφορετικών μεταγραφικών παραγόντων.

Τα τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί νέα βιολογικά συστήματα, και 

συγκεκριμένα σταθερές σειρές γοναδοτρόπων κυττάρων που επέτρεψαν την πιο 

συστηματική μελέτη του μηχανισμού δράσης της GnRH. Οι κυτταρικές σειρές που 

έχουν εκτενέστερα μελετηθεί είναι η αΤ3-1 και η ίβΤ2. Τα κύτταρα αΤ3-1 

δημιούργήθηκαν με ογκογένεση σε διαγονιδιακά ποντίκια χρησιμοποιώντας ως 

διαγονίδιο (transgene) 1.8 kb της 5’ ρυθμιστικής περιοχής της ανθρώπινης α 

υπομονάδας των γοναδοτροπινών συνδεδεμένη με την κωδικοποιούσα περιοχή του Τ 

αντιγόνου του SV40 (Windle ct al., 1990). Η κυτταρική αυτή σειρά εκφράζει τον 

υποδοχέα της GnRH, την α υπομονάδα των γοναδοτροπινών αλλά όχι και τη β 

υπομονάδα της LH ή της FSH, καθώς προέρχεται από κύτταρα της υπόφυσης που δεν 

έχουν διαφοροποιηθεί πλήρως σε γοναδοτρόπα. Τα κύτταρα αΤ3-1 προσδένουν 

επίσης την ακτιβίνη Α και εκφράζουν mRNAs για τους υποδοχείς ακτιβίνης τύπου I, 

II και ΙΙΒ, καθώς και για την υπομονάδα βΒ της ανασταλτίνης (Fernandez-Vazquez et 

'al., 1996).

Τα κύτταρα ίβΤ2 δημιούργήθηκαν επίσης με ογκογένεση σε διαγονιδιακά 

ποντίκια χρησιμοποιώντας όμως ως διαγονίδιο (transgene) την 5’ρυθμιστική περιοχή 

του γονιδίου ίΗβ επίμυος συνδεδεμένη με την κωδικοποιούσα περιοχή του Τ 

αντιγόνου του SV40 (Turgeon et al., 1996) και εκφράζουν τον υποδοχέα GnRHR, 

υποδοχείς οιστρογόνων επαγόμενους από οιστρογόνα, υποδοχείς προγεστερόνης, την 

α υπομονάδα των γοναδοτροπινών αλλά και τις υπομονάδες β της LH (Turgeon et al., 

1996; Thomas et al., 1996) και της FSH (Pemasseti et al., 2001).

Σύμφωνα με τις μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί στις παραπάνω 

κυτταρικές σειρές, η μεταγωγή του σήματος της GnRH ξεκινά με την πρόσδεση του 

δεκαπεπτιδίου στον διαμεμβρανικό υποδοχέα GnRHR (Kakar et al., 1992; Kakar et 

al., 1993). O GnRHR ανήκει στους υποδοχείς με επτά διαμεμβρανικά τμήματα που 

είναι συνδεδεμένοι με τριμερείς G πρωτεΐνες (G protein-coupled receptors, GPCRs).

Συγκεκριμένα, ο GnRHR είναι συνδεδεμένος με G πρωτεΐνες της οικογένειας 

Gq/Glla και μετά την πρόσδεση της GnRH οδηγεί σε ενεργοποίηση της 

φωσφολιπάσης C (PLC) (Hsieh et al., 1992), η οποία υδρολύει την 4,5-διφωσφορική- 

φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη (ΡΙΡ2) σε διακυλογλυκερόλη (DAG) και 1,4,5-τριφωσφορο-
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ινοσιτόλη (ΙΡ3) για να ξεκινήσει το σηματοδοτικό μονοπάτι DAG/IP3 (Lodish et al., 

2004). Από πειραματικά δεδομένα στην κυτταρική σειρά αΤ3-1, έχει επιβεβαιωθεί ότι 

η ΙΡ3 αλληλεπιδρά με τα κανάλια Ca2+ του ενδοπλασματικού δικτύου (IP3-gated 

channels) και ενεργοποιεί την λειτουργία τους, προκαλώντας παροδική 

απελευθέρωση ιόντων Ca2+ στο κυτταρόπλασμα (Merelli et al., 1992), ενώ η 

πρόσδεση Ca στην πρωτεϊνική κινάση C (PKC) οδηγεί σε προσέλκυσή της στην 

πλασματική μεμβράνη και ενεργοποίησή της από την διακυλογλυκερόλη (Horn et al., 

1991) (Εικόνα 1.5).

Πρόσφατες μελέτες και στις δύο αναφερόμενες κυτταρικές σειρές (αΤ3-1 και 

ίβΤ 2) έχουν δείξει ότι η GnRH, μέσω της PKC, ενεργοποιεί τα μονοπάτια των MAP 

κινασών (Mitogen activated protein kinases-MAPKs) που καταλήγει, μεταξύ των 

άλλων, στη ρύθμιση της έκφρασης των γονιδίων α και β υπομονάδας των 

γοναδοτροπινών (Εικόνα 1.5). Συγκεκριμένα, μελέτη της έκφρασης της υπομονάδας 

α στα κύτταρα αΤ3-1 έχει δείξει ότι η ενεργοποίηση του υποδοχέα της GnRH οδηγεί 

σε ενεργοποίηση της οικογένειας των MAP κινασών, ERK1/2 (extracellular signal- 

regulated kinase 1/2) γεγονός που εξαρτάται από το Ca και την ενεργοποίηση της 

PKC (Reiss et al., 1997), καθώς και της JNK κινάσης (Jun N-Terminal kinase) μέσω 

της PKC, c-Src και CDC42/Rac-1 (Levi et al., 1998) και της p38 MAPK (Roberson et 

al., 1999).

Μελέτες σχετικά με την ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου β της LH στα 

κύτταρα ίβ Τ 2  έδειξαν ότι ο υποκινητής του γονιδίου β ενεργοποιείται μέσω του 

μονοπατιού της JNK και την ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα c-Jun, 

ανεξάρτητα από τα ενδοκυττάρια και εξωκυττάρια επίπεδα ασβεστίου και την 

ενεργοποίηση της PKC (Yokoi et al., 2000). Σε μια πιο πρόσφατη μελέτη στην ίδια 

κυτταρική σειρά ευρέθη ότι και οι τρεις οικογένειες των MAP κινασών (ERK, JNK 

και ρ38 ΜΑΡΚ) ενεργοποιούνται από την GnRH με διαφορετικό ρυθμό, ενώ η 

φωσφορυλιωμένη ΕΡΚ μετατοπίζεται στον πυρήνα και προκαλεί την έκφραση του 

μεταγραφικού παράγοντα c-fos και της β υπομονάδας της LH (Liu et al., 2002). Όσο 

αφορά στους μεταγραφικούς παράγοντες, έχει βρεθεί ότι η έκφραση του γονιδίου 

ΕΗβ, ελέγχεται από τη συνεργασία των μεταγραφικών παραγόντων' Egr-1 (early 

growth response-1) και SF-1 (steroidogenic factor-1) (Lee et al., 1996; Dorn et al., 

1999) ενώ την ενεργοποίηση υποβοηθούν οι Pixtl (pituitary homeobox 1) και Spl. Η 

μεταγραφική ενεργοποίηση των c-fos, c-jun, και Egr-1, ύστερα από διέγερση με



GnRH, έχει επίσης επιβεβαιωθεί με ανάλυση μικροσυστοιχιών (microarray analysis) 

(Kakar et al., 2003: Wumbach et al., 2001) στα κύτταρα ίβ'Γ2 (Εικόνα 1.5).

Γενικότερα οι μηχανισμοί με τους οποίους ρυθμίζεται διαφορικά η έκφραση 

των υπομονάδων των γοναδοτροπινών δεν είναι διευκρινισμένοι έως και σήμερα. Η 

μεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις υπομονάδες των

γοναδοτροπινών από τα κύτταρα ίβΤ2 απαιτεί τουλάχιστον 6 ώρες επώασης με
•  «

GnRH, 1-100 nM (Vasilyev et al., 2002) ενώ η έκκρισή τους επάγεται μέσα σε 4 ώρες 

έκθεσης σε GnRH (100 nM) (Liu et al., 2002). Νεότερα δεδομένα, μάλιστα, 

υποδεικνύουν σαφώς ότι η GnRH ρυθμίζει τις γοναδοτροπίνες όχι μόνο μεταγραφικά 

αλλά και στο επίπεδο της μετάφρασης: Συγκεκριμένα, επαγωγή με GnRH (10 nM) 

για 4 ώρες βρέθηκε ότι προκαλεί αύξηση στη σύνθεση της υπομονάδας ίΗ β  και στην 

έκκριση της LH στα κύτταρα LpT2 χωρίς να μεσολαβεί σύνθεση νέου mRNA 

(Nguyen et al., 2004). Η μεταφραστική αυτή ρύθμιση φαίνεται να διαμεσολαβείται 

από το μονοπάτι της ERK κινάσης και συσχετίστηκε με φωσφορυλίωση των 

παραγόντων 4Ε-ΒΡ1, elF4E και elF4G που συμμετέχουν στην έναρξη της 

μετάφρασης (Nguyen et al., 2004).

Εξαιτίας της έλλειψης κατάλληλου πειραματικού μοντέλου έως την 

δημιουργία των LpT2, οι μηχανισμοί που καθορίζουν τη μεταγραφική ρύθμιση του 

γονιδίου της ΡδΗβ δεν είναι εκτενώς μελετημένοι. Με διαμόλυνση κυττάρων ίβΤ 2 

με τον υποκινητή του γονιδίου ΡδΗβ, εδείχθη ότι ο υποκινητής του γονίδιο ΡδΗβ 

ανταποκρίνεται στην επαγωγή από GnRH με ενεργοποίηση της PKC και του 

μονοπατιού των MAP κινασών και ότι εισροή Ca2+ στο κυτταρόπλασμα είναι 

απαραίτητη αλλά όχι επαρκής για την επαγωγή. Επιπλέον η ενεργοποίηση του 

υποκινητή ΡδΗβ εμπλέκει διαφορετικές ισομορφές της PKC, ενώ οι θέσεις ΑΡ-1 που 

εδράζονται στον υποκινητή της FSH δεν εμπλέκονται λειτουργικά με την 

ανταπόκριση σε GnRH (Vasilyev et al., 2002).
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Εικόνα 1.5. Μονοπάτια μεταγωγής σήματος από τον υποδοχέα GnRHR για τη ρύθμιση της 

έκφρασης των υπομονάδων των γοναδοτροπινών LH και FSH (με βάση στοιχεία από: Brown 

and McNeilly, 1999, Lee et al., 1996, Levi et al., 1998, Roberson et al., 1999, Dorn et al., 

1999, Yokoi et al., 2000, Liu et al., 2002, Vasilyev et al., 2002).
PLC, φωσφολιπάση C. PKC, πρωτεΙΥική κινάση C. DAG, διακυλογλυκερόλη. IP3, 1,4,5-τριφωσφορο- 

ινοσιτόλη. MAPK, Mitogen activated protein kinases. JNK, Jun N-Terminal kinase. ERK1/2, 

extracellular signal-regulated kinase 1/2. Nucleus, πυρήνας. ER, ενδοπλασματικό δίκτυο.
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Ετεροειδείς ορμόνες των ωοθηκών οιστραδιόλη και προγεστερόνη

Στα θηλυκά άτομα, η ρύθμιση της έκκρισης των γοναδοτροπινών ελέγχεται 

μεταξύ-άλλων με μηχανισμούς αρνητικής και θετικής ανάδρασης που ασκούν οι 

στεροειδείς ορμόνες των ωοθηκών οιστραδιόλη και προγεστερόνη.

Έχει δειχθεί ότι η οιστραδιόλη δρα τόσο στο επίπεδο του υποθαλάμου 
• «

επηρεάζοντας τη συχνότητα των παλμών GnRH όσο και στην υπόφυση (Nussey and 

Whitehand, 2001). Στην αρχή της ωοθυλακικής φάσης, τα επίπεδα της οιστραδιόλης 

είναι "χαμηλά (Εικόνα 1.3) και η έκκριση της GnRH από τον υποθάλαμο είναι 

χαμηλής συχνότητας γεγονός που συνεισφέρει στη διατήρηση των χαμηλών επιπέδων 

LH. Προς το τέλος της ωοθυλακικής φάσης τα επίπεδα της οιστραδιόλης που 

παράγονται από το κυρίαρχο ωοθυλάκιο αυξάνονται εκθετικά και η οιστραδιόλη δρα 

θετικά στον υποθάλαμο για την έκκριση GnRH με υψηλότερη συχνότητα ενώ, 

παράλληλα, έχει δειχθεί ότι αυξάνει την έκφραση των υποδοχέων GnRHR στα 

γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης (Turgeon et al., 1996), συντελώντας στην 

εμφάνιση του προωρρηκτικού κύματος LH. Συγχρόνως, η οιστραδιόλη μπορεί να 

επηρεάζει αρνητικά, σε συνδυασμό με την ανασταλτίνη, τα επίπεδα εκκρινόμενης 

' FSH από την υπόφυση (Fowler et al., 2003). Η θετική επίδραση της οιστραδιόλης που 

απαιτείται για το προωρρηκτικό κύμα της LH δεν φαίνεται να σχετίζεται με 

απευθείας μεταγραφική επαγωγή του γονιδίου ΙΗ β (Keri et al., 1994) αλλά με 

μεταγραφική ρύθμιση άλλων παραγόντων όπως ο υποδοχέας GnRHR (Turgeon et al., 

1996) ή ρύθμιση παραγόντων που συμμετέχουν στην έκκριση της LH (Currie and 

McNeilly, 1995; Thomas and Clarke, 1997). Τέλος, τα επίπεδα της προγεστερόνης 

αυξάνονται κυρίως κατά την ωχρινική φάση του κύκλου, όπου πιθανώς η 

προγεστερόνη συμμετέχει στη ρύθμιση της έκκρισης της GnRH.
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Μη στεοοειδείς ορμόνες 

Ανασταλτίνη, ακτιβίνη και Ουλακιοστατίνη

Η ανασταλτίνη (inhibin) και η ακτιβίνη (activin) είναι εκκρινόμενες 

γλυκοπρωτεΐνες της οικογένειας TGF-β. Τα περισσότερα μέλη αυτής της οικογένειας 

είναι ομοιοπολικά συνδεδεμένα διμερή. Η ανασταλτίνη και η ακτιβίνη συγκροτούνται 

από σχετιζόμενες υπομονάδες. Η ακτιβίνη είναι ομοδιμερές ή ετεροδιμερές ενός εκ 

των πέντε υπαρχόντων β-μονομερών (Α-Ε). Η ανασταλτίνη είναι ετεροδιμερές μιας 

α και μιας β υπομονάδας. Έτσι η ονοματολογία των ώριμων πρωτεϊνών 

αντικατοπτρίζει τα μονομερή που χρησιμοποιούνται: ακτιβίνη Α (βΑ-βΑ), ακτιβίνη Β 

(βΒ-βΒ), ακτιβίνη ΑΒ (βΑ-βΒ), ανασταλτίνη Α (α-βΑ), ανασταλτίνη Β (α-βΒ) κ.ο.κ.

Η ανασταλτίνη απομονώθηκε και χαρακτηρίστηκε με βάση την ιδιότητα της 

να ρυθμίζει αρνητικά την έκκριση της FSH (Ling et al., 1985; Miyamoto et al., 1985; 

Rivier et el., 1985; Robertson et el., 1985). Η ενεργός ανασταλτίνη είναι μια πρωτεΐνη 

περίπου 32 kDa που αποτελείται από τις υπομονάδες α (20 kDa) και β (14 kDa) 

συνδεδεμένες με δισουλφιδικούς δεσμούς. (Mattukrishna and Ledger, 2001). Οι δύο 

υπομονάδες κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια και αντιπροσωπεύουν το C- 

τελικό άκρο μεγαλύτερων πρόδρομων μορίων που υφίστανται μετα-μεταφραστικές 

τροποποιήσεις. Οι δύο ισομορφές Α και Β της ανασταλτίνης, που βασικά υπάρχουν 

στο ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό, διαθέτουν την ίδια α υπομονάδα και ελαφρά 

διαφορετικές β υπομονάδες (βΑ και βΒ) που κωδικοποιούνται από διαφορετικά 

γονίδια.

Η ακτιβίνη με μοριακό βάρος περίπου 25 kDa, ρυθμίζει θετικά την έκκριση 

της FSH και παρουσιάζεται σε διαφορετικές μορφές που είναι διμερή δύο β 

αλυσίδων. Το ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό φαίνεται να περιέχει τρεις ισομορφές της 

ακτιβίνης, την ακτιβίνη Α, τη Β και την ΑΒ. Η ακτιβίνη μετάγει το σήμα της με την 

πρόσδεση της σε έναν εκ των δύο υποδοχέων τύπου II (ActRII ή ΙΙΒ) (Mathews and 

Vale, 1991; Mathews et al., 1992; Attisano et al., 1992) δημιουργώντας ένα 

σύμπλεγμα που προσελκύει και ενεργοποιεί τον υποδοχέα τύπου I (Carcamo et al., 

1994; Attisano et al., 1996; Lebrun and Vale, 1997) και μέσω των Smad πρωτεϊνών 

ρυθμίζει τη γονιδιακή έκφραση (Wrana and Attisano, 2000; Bernard, 2004).

Ο μηχανισμός με τον οποίο δρα η ανασταλτίνη δεν είναι διευκρινισμένος. 

Είναι γνωστό ότι η ανασταλτίνη μπορεί να συνδέεται στον υποδοχέα τύπου II της
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ακτιβίνης (Mathews and Vale, 1991; Mathews et al., 1992) και να αναστέλλει την

πρόσδεση της ακτιβίνης σε αυτόν, χωρίς όμως να προκαλεί την προσέλκυση του

υποδοχέα τύπου I (Xu et al., 1995; Lebrun and Vale, 1997; Martens et al., 1997).

Παρόλα αυτά η ανασταλτίνη έχει χαμηλή συγγένεια για τον υποδοχέα της ακτιβίνης

(Mathews and Vale, 1991) και για να εξηγηθεί η δράση της έχει προταθεί ότι

υπάρχουν επιπλέον υποδοχείς ανασταλτίνης (Chong et al., 2000) ή άλλες πρωτεΐνες 
• *

που ενισχύουν την πρόσδεση της στους ActRII και ActRIIB ώστε να ενισχυεται ο «·• _
ανταγωνισμός της με την ακτιβίνη (Lewis et al., 2000) (βλ. και Εικόνα 1.6).

~ Η θυλακιοστατίνη (follistatin) είναι ένα μονομερές γλυκοζυλιωμένο

πολυπεπτίδιο και δεν παρουσιάζει καμιά δομική ομοιότητα με την οικογένεια TGF-β.

Κωδικοποιείται από ένα γονίδιο ενώ με εναλλακτική ωρίμανση του mRNA

προκύπτουν δύο πρόδρομες μορφές, η FS344 και η FS317. Μετα-μεταγραφικές

τροποποιήσεις των πολυπεπτιδίων αυτών οδηγούν στην παραγωγή έξι μορφών

θυλακιοστατίνης που διαφέρουν ως προς το καρβοξυτελικό τους άκρο και την

παρουσία υδατανθρακικών αλυσίδων. Η βιολογική δράση του μορίου έγκειται στη

μείωση της έκκρισης της FSH (Ying, 1987; Ying, 1988). Είναι γνωστό ότι η

θυλακιοστατίνη δεσμεύεται στην β υπομονάδα της ακτιβίνης και την απενεργοποιεί

(Ueno et al., 1987; Nakamura et al., 1990). Μπορεί επίσης να δεσμεύεται και στην

ανασταλτίνη καθώς και αυτή περιέχει β υπομονάδα, χωρίς όμως να εξουδετερώνει τη

δράση της (Shimonaka et al., 1991).

Παρότι και οι τρεις πρωτεΐνες παράγονται στις ωοθήκες και απομονώθηκαν 

από ωοθυλακικό υγρό, με βάση την ικανότητα τους να ρυθμίζουν την έκκριση της 

FSH, βιβλιογραφικά δεδομένα υποστηρίζουν ότι εκφράζονται και στον πρόσθιο λοβό 

της αδενοϋπόφυσης. Για την θυλακιοστατίνη έχει δειχθεί ότι η πρωτεΐνη εκφράζεται 

στα γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης (Famworth et al., 1995; Kaiser et al., 1992; 

Kogawa et al., 1991). Είναι επίσης γνωστό ότι τουλάχιστον σε επίπεδο mRNA 

εκφράζονται στα γοναδοτρόπα κύτταρα και οι υπομονάδες α, βΑ και βΒ της 

ανασταλτίνης (Meunier et al., 1988; Roberts et al., 1989; Bilezikjian, 1993) αλλά και 

της ακτιβίνης (Femandez-Vazquez et al., 1996; Dalkin et al., 1998; Dalkin et al., 

1999).

Ενώ η δράση της ανασταλτίνης των γονάδων στην έκκριση FSH από την 

υπόφυση θεωρείται πλέον δεδομένη, δεν υπάρχουν πολλά στοιχεία σχετικά με τη 

δράση της ακτιβίνης και της θυλακιοστατίνης των γονάδων στην υπόφυση. Θεωρείται 

ότι η ακτιβίνη και η θυλακιοστατίνη που παράγεται στην υπόφυση μπορεί να
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συνεισφέρει στη ρύθμιση της έκκρισης των γοναδοτροπινών ρυθμίζοντας την 

ευαισθησία της υπόφυσης στη GnRH, τις στεροειδείς ορμόνες και την ανασταλτίνη. 

Είναι γνωστό ότι η ακτιβίνη συμμετέχει στη ρύθμιση της έκκρισης της GnRH από τον 

υποθάλαμο (Gonzalez-Manchon et al., 1991) και επιπλέον δρα στα γοναδοτρόπα, 

σωματοτρόπα και κορτικοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης. Συγκεκριμένα η ακτιβίνη A 

αυξάνει τα επίπεδα mRNA του υποδοχέα της GnRH στα γοναδοτρόπα κύτταρα 

(Fernandez-Vazquez et al., 1996). Από την άλλη πλευρά η GnRH φέρεται να ρυθμίζει 

διαφορικά την έκφραση του mRNA της ακτιβίνης, της ανασταλτίνης και της 

θυλακιοστατίνης στην υπόφυση (Bilezikjian et al., 1993; Dalkin et al., 1999; Kirk et 

al., 1994).

Παράγοντας άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροπινών

Για την εμφάνιση του προωρρηκτικού κύματος της LH την κατάλληλη 

χρονική στιγμή (Ενότητα 1.1.1) ιδιαίτερα σημαντικός θεωρείται ένας μη στεροειδής 

παράγοντας των ωοθηκών, ο παράγοντας άμβλυνσης του κύματος των 

γοναδοτροπινών (GnSAF). Ο GnSAF δρά στην υπόφυση ρυθμίζοντας την επαγόμενη 

από GnRH έκκριση της LH και θα συζητηθεί εκτενώς στην Ενότητα 1.2.
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Εικόνα 1.6 Ρυθμιστές της έκκρισης των γοναδοτροπινών LH και FSH από τα γοναδοτρόπα 

κύτταρα της υπόφυσης. Οι ακτιβίνες μετάγουν το σήμα τους με πρόσδεση στους υποδοχείς 

τους (type II,I receptors) οι οποίοι στη συνέχεια ενεργοποιούν το μονοπάτι των SMAD που 

οδηγεί σε έκφραση μεταγραφικών παραγόντων (FAST/FOXH) και στην επαγωγή της FSH. Η 

ανασταλτίνη και η θυλακιοστατίνη παρεμβαίνουν στη δράση της ακτιβίνης. Η GnRH 

ενεργοποιεί την παραγωγή LH και FSH οι οποίες στη συνέχεια ενεργοποιούν τα κύτταρα των 

γανάδων να παράγουν οιστρογόνα. Τα οιστρογόνα με τη σειρά τους δρουν στα γοναδοτρόπα 

συνδεόμενα σε υποδοχείς (ER-estrogen receptor) οι οποίοι ρυθμίζουν την έκκριση των 

γοναδοτροπινών συνδεόμενοι σε στοιχεία ανταπόκρισης (ERE-estrogen response elements) 
(από Asa and Ezzat, 2002).
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1.2 Ο ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ ΑΜΒΛΥΝΣΗΣ ΤΟΥ ΚΥΜΑΤΟΣ ΤΩΝ 

ΓΟΝΑΔΟΤΡΟΠΙΝΩΝ (Gonadotrophin Surge Attenuating Factor-GnSAF)

Οι πρώτες ενδείξεις για την ύπαρξη ενός νέου ωοθηκικού παράγοντα που 

συμμετέχει στη ρύθμιση της έκκρισης της LH κατά τη διάρκεια του

εμμηνορρυσιακού κύκλου, προέκυψαν τη δεκαετία του 1980. Στα πλαίσια μελετών
• «

που αφορούσαν τεχνικές εξωσωματικής γονιμοποίησης, παρατηρήθηκε ότι η 

εξωγενής χορήγηση γοναδοτροπινών που αποσκοπούσε στην υπερδιέγερση των 

ωοθηκών και την ανάπτυξη των ωοθυλακίων, είχε ως αποτέλεσμα την απουσία του 

ενδογενούς κύματος της LH και κατά συνέπεια της ωοθυλακιορρηξίας (Busbridge et 

al., 1988; Messinis and Templeton, 1989; 1990a). Τα φαινόμενα αυτά αποδόθηκαν 

στην ύπαρξη ενός μη στεροειδούς ωοθηκικού παράγοντα, ο οποίος εδείχθη ότι 

υπάρχει σε χοίρειο ωοθυλακικό υγρό, και ονομάστηκε παράγοντας αναστολής του 

κύματος των γοναδοτροπινών (gonadotrophin surge inhibiting factor-GnSIF) 

(Sopelak and Hodgen, 1984). Σε αντίστοιχες κλινικές μελέτες σε ανθρώπους, 

γυναίκες που υποβάλλονταν σε χορήγηση εξωγενούς FSH για υπερδιέγερση των 

ωοθηκών και πρόκληση πολλαπλής ωοθυλακιορρηξίας, έδειξαν ότι το κύμα των 

γοναδοτροπινών είναι σημαντικά μειωμένο σε εύρος και διάρκεια (Messinis et al., 

1985; 1986, Messinis and Templeton, 1986; 1987; 1988). Θεωρήθηκε ότι υπεύθυνος 

για τη μείωση του κύματος των γοναδοτροπινών είναι και πάλι ένας παράγοντας που 

παράγεται στη ωοθήκες ύστερα από την επίδραση της FSH ο οποίος ονομάστηκε 

παράγοντας άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροπινών (Gonadotrophin Surge 

Attenuating Factor-GnSAF) (Messinis and Templeton 1989). Η δραστικότητα 

GnSAF ταυτίζεται ουσιαστικά με την δραστικότητα GnSIF (Sopelak and Hodgen, 

1984) που είχε περιγραφεί αρχικά στο σύστημα του χοίρου.

Σε μελέτες που ακολούθησαν εδείχθη ότι η δραστικότητα GnSAF/GnSIF 

παίζει σημαντικό ρόλο στη διατήρηση χαμηλών συγκεντρώσεων LH κατά την 

ωοθηκική φάση του κύκλου, διατηρώντας την υπόφυση σε κατάσταση χαμηλής 

διεγερσιμότητας σε GnRH, χωρίς να επηρεάζει τη βασική έκκριση των 

γοναδοτροπινών (Messinis and Templeton 1991; Koppenaal et al., 1992; Tijssen et 

al., 1997). Σύμφωνα με τις μελέτες αυτές, η δραστικότητα GnSAF καθορίζονταν με 

βάση την ικανότητα μείωσης της έκκρισης της LH από την υπόφυση μετά από 

διέγερση με GnRH. Τα βιολογικά συστήματα που αναπτύχθηκαν για τη μελέτη της 

δραστικότητας GnSAF, ήταν πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης
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προβάτων, συστήματα διαπότισης ιστού επιμύων ή προβάτων και το ευρέως 

χρησιμοποιούμενο σύστημα των πρωτογενών καλλιεργειών κυττάρων υπόφυσης 

επιμύων.

Δραστικότητα GnSAF ανιχνεύθηκε στο ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό 

(Busdridge et al., 1990; Fowler et al., 1990; Fowler et al., 1995; Knight et al., 1990; 

Mroueh et al., 1990), σε ωοθυλακικό υγρό πιθήκων (Schenken and Hodgen, 1986), 

επιμύων (Busbridge et al., 1988), χοίρων (Sopelak and Hodgen, 1984; Danforth and 

Cheng, 1995) αλλά και σε υπερκείμενα καλλιεργειών ανθρώπινων κοκκωδών 

κυττάρων (Fowler et al., 2002). Δραστικότητα GnSAF έχει επίσης ανιχνευθεί στο ορό 

γυναικών με υπερδιεγερμένες ωοθήκες (Byrne et al., 1995; Martinez et al., 2002) 

αλλά και στον ορό γυναικών με φυσιολογικό κύκλο (Byrne et al., 1993).

Η υπόθεση που επικρατεί σήμερα είναι ότι ο GnSAF παράγεται από τα 

αναπτυσσόμενα ωοθυλάκια και συγκεκριμένα από τα κοκκώδη κύτταρα του 

ωοθυλακίου (Fowler et al., 2002) και η παραγωγή του ενεργοποιείται από την 

επίδραση της FSH (Messinis et al., 1986, 1991, 1993). Πρόσφατα, η ομάδα Fowler 

έδειξε ότι η δραστικότητα GnSAF ανιχνεύεται σε υπερκείμενα κοκκωδών/ωχρινικών 

κυττάρων που προέρχονται από γυναίκες με υπερδιεγερμένες ωοθήκες αλλά και σε 

υπερκείμενα κοκκωδών κυττάρων από μη υπερδιεγερμένες ωοθήκες (Fowler et al., 

2002). Η παραγωγή GnSAF από τα κύτταρα του ωοθυλακίου έχει συσχετισθεί με το 

μέγεθος του ωοθυλακίου. Υψηλότερη δραστικότητα GnSAF ανιχνεύεται στο 

ωοθυλακικό υγρό από μικρά ωοθυλάκια υπερδιεγερμένων (διάμετρος ωοθυλακίων 

< l lm m ) (Fowler et al., 1994) και μη υπερδιεγερμένων ωοθηκών (διάμετρος 

ωοθυλακίων 6-8mm) (Fowler et al., 2001).

1.2.1 Διαφοροποίηση του GnSAF από την ανασταλτίνη

Στη διεθνή βιβλιογραφία έχει γίνει εκτενής αναφορά στο διαχωρισμό της 

δραστικότητας GnSAF και της δραστικότητας ανασταλτίνης (inhibin). Παλαιότερες 

μελέτες υποστήριζαν ότι παρατηρούμενη δραστικότητα GnSAF μπορεί να αποδοθεί 

στην ίδια την ανασταλτίνη (Culler et al., 1992). Είχε υποστηριχθεί επίσης ότι 

ανασταλτίνη και GnSAF μπορεί να έχουν κοινές βιολογικές δραστικότητες (Campen 

and Vale 1988; Farworth et al., 1988).

Παρ’ όλα αυτά, στη βιβλιογραφία και ιδιαίτερα στην πιο πρόσφατη, υπάρχει 

σαφής πειραματική μαρτυρία ότι ο GnSAF και η ανασταλτίνη είναι δύο ξεχωριστά
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μόρια με διακριτές δραστικότητες. Οι δύο δραστικότητες έχουν διαχωριστεί με τη 

χρήση διαφορετικών προσεγγίσεων. Ένας τρόπος που έχει χρησιμοποιηθεί από 

πολλές ομάδες για την απομάκρυνση της ανασταλτίνης είναι η χρωματογραφία 

heparin-Sepharose (Danforth et al., 1987; Fowler et al., 1990; Pappa et al., 1999) 

καθώς η ανασταλτίνη δεσμεύεται στην ηπαρίνη. Ο διαχωρισμός των δύο 

δραστικοτήτων έχει επίσης επιτευχθεί με χρωματογραφία μοριακού αποκλεισμού 

(Danforth et al., 1993), υδρόφοβης αλληλεπίδρασης (Fowler et al., 1994, Danforth 

and Cheng 1995) και με χρωματογραφία συγγένειας με αντίσωμα έναντι της 

ανασταλτίνης (Knight et al., 1990). Με χρήση αντισώματος έναντι της ανασταλτίνης 

έχει επίσης δειχθεί ότι η δραστικότητα GnSAF συνεχίζει να είναι υπαρκτή στον ορό 

γυναικών με υπερδιεγερμένες ωοθήκες παρά την απενεργοποίηση της ανασταλτίνης 

(Byrne et al., 1995).

1.2.2 Απομόνωση δραστικότητας GnSAF από βιολογικά υγρά

Επί σειρά ετών πραγματοποιήθηκαν μελέτες απομόνωσης της δραστικότητας 

GnSAF κατά βάση από ωοθυλακικό υγρό. Οι πρώτες μελέτες επικεντρώθηκαν 

κυρίως στον διαχωρισμό της δραστικότητας GnSAF από τη δραστικότητα 

ανασταλτίνης και σε σχετικό προσδιορισμό του μοριακού βάρους του μορίου που 

ευθύνεται για τη δραστικότητα. Συγκεκριμένα η πρώτη μελέτη κλασμάτωσης βόειου 

ωοθυλακικού υγρού (de Jong et al., 1979), έδειξε ότι μείωση της επαγόμενης από 

GnRH έκκρισης της LH προκαλείται από το κλάσμα που περιέχει μοριακά βάρη 

μικρότερα των 10 kDa ενώ το ίδιο κλάσμα δεν επηρεάζει τη βασική έκκριση της 

FSH.

.Στην πρώτη προσπάθεια κλασμάτωσης ανθρώπινου ωοθυλακικού υγρού, η 

δραστικότητα GnSAF ευρέθη σε μοριακό βάρος μικρότερο από 10 kDa μετά από 

απομάκρυνση της ανασταλτίνης με χρωματογραφία συγγένειας (Knight et al., 1990).

Τα έως τότε συγκλίνοντα αποτελέσματα σχετικά με την περιοχή μοριακών 

βαρών στην οποία ανιχνεύεται η δραστικότητα GnSAF, ήταν σε αντίθεση με μελέτες 

της ομάδας Fowler σύμφωνα με την οποία σε ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό από 

γυναίκες με υπερδιεγερμένες ωοθήκες, η δραστικότητα GnSAF ανιχνεύθηκε σε 

κλάσματα που αντιστοιχούν σε μοριακά βάρη από 10 έως 30 kDa αλλά και σε 

μεγαλύτερα από 100 kDa (Fowler et al., 1992). Σε μεγάλο εύρος μοριακών βαρών 

οδήγησε και η ανάλυση χοίρειου ωοθυλακικού υγρού (Danforth and Cheng, 1993).
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Στην περίπτωση αυτή ακολουθήθηκε μια σειρά τεχνικών χρωματογραφίας που 

οδήγησε σε ανίχνευση δραστικότητας σε μοριακό βάρος μεγαλύτερο από 100 kDa 

αλλά και σε περιοχή 10-70 kDa. Η ίδια ομάδα μελετώντας βόειο ωοθυλακικό υγρό 

και ακολουθώντας την ίδια πορεία κλασμάτωσης, εντόπισε το ενεργό κλάσμα σε 

περιοχή μοριακών βαρών 28-44 kDa (Danforth and Cheng, 1994).

Για πρώτη φορά μια αλληλουχία GnSAF προτάθηκε το 1994 (Tio et al., 1994) 

οπότε και αρχίζουν να παρουσιάζονται οι πρώτες μελέτες πλήρους απομόνωσης του 

παράγοντα από βιολογικά υγρά. Στη μελέτη αυτή χρησιμοποιήθηκε υπερκείμενο 

κυττάρων Sertoli το οποίο υποβλήθηκε σε διάφορα στάδια υγρής χρωματογραφίας 

όπως Mono-Q, C4-, C8-, C2/C18, και στο τελικό στάδιο πραγματοποιήθηκε 

χρωματογραφία ηλεκτροφόρησης υψηλής απόδοσης (HPEC-Applied Biosystems 

230Α). Η πρωτεΐνη 37 kDa που απομονώθηκε ήταν μονομερής, είχε αλληλουχία 

αμινοτελικού άκρου NH2-SDXXPQL (όπως προσδιορίστηκε με ανάλυση Edman) και 

παρουσίαζε σε μικρό βαθμό δραστικότητα ανασταλτίνης καθώς μπορούσε να 

αναστείλει και τη βασική έκκριση της FSH.

Η δεύτερη μελέτη αφορά στην απομόνωση, από χοίρειο ωοθυλακικό υγρό, 

μιας πρωτεΐνης 69 kDa με δραστικότητα GnSAF με αμινοτελικό άκρο NF^-SKPLAE 

(Danforth and Cheng 1995). Έναντι της πρωτεΐνης αυτής, που δεν παρουσίαζε 

δραστικότητα ανασταλτίνης, αναπτύχθηκαν αντισώματα με τα οποία στη συνέχεια 

ανιχνεύθηκαν σε ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό δύο πιθανά ομόλογα του παράγοντα 

με δραστικότητα GnSAF με μοριακά βάρη 59 και 63 kDa (Mroueh et al., 1996).

Πρόσφατα, η δραστικότητα GnSAF συσχετίστηκε με πρωτεΐνες 60-66 kDa 

και ρΐ 5.7-5.8 που ανιχνεύθηκαν σε υπερκείμενα καλλιέργειας κοκκωδών/ωχρινικών 

κυττάρων από υπερδιεγερμένες ωοθήκες (Fowler et al., 2002). Τα υπερκείμενα 

υποβλήθηκαν σε χρωματογραφία Dyematrex Blue και ψευδοχρωματεστιασμό 

(pseudochromatofocusing-PCF) και τα ενεργά κλάσματα υποβλήθηκαν σε 

ηλεκτροφόρηση μίας και δύο διαστάσεων. Η κύρια ζώνη από την ηλεκτροφόρηση 

μιας διάστασης υποβλήθηκε σε ανάλυση Edman δίνοντας την εσωτερική αλληλουχία 

EPQVYVHAP. Ύστερα από ηλεκτροφόρηση 2D μια από τις πρωτεϊνικές ζώνες που 

αναγνωρίστηκαν από αντίσωμα έναντι GnSAF υποβλήθηκε επίσης σε ανάλυση 

Edman δίνοντας αμινοτελική αλληλουχία NH2-XVPQGNAGN (Fowler et al., 2002).

Πλήρης απομόνωση του GnSAF από ωοθυλακικό υγρό γυναικών με 

υπερδιεγερμένες ωοθήκες πραγματοποιήθηκε το 1999 (Pappa et al., 1999). Στη 

συγκεκριμένη μελέτη αρχικά αφαιρέθηκαν τα στεροειδή με ενεργό άνθρακα,
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ακολούθησαν στάδια χρωματογραφίας heparin-Sepharose, ConA Sepharose, HPLC 

αντιστρόφου φάσεως και τέλος πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση υπό μη 

μετουσιωτικές συνθήκες (Native-PAGE). Το ενεργό πεπτίδιο που απομονώθηκε 

αντιστοιχούσε σε μοριακό βάρος 12.5 kDa, δεν παρουσίαζε δραστικότητα 

ανασταλτίνης και αντιστοιχούσε στο C-τελικό 95πεπτίδιο της ανθρώπινης 

αλβουμίνης ορού (HSA) όπως διαπιστώθηκε με φασματοφωτομετρία μαζών (MS).
Φ Φ

Μεταξύ των μελετών απομόνωσης της δραστικότητας GnSAF από βιολογικά υλικά, η
%

μελέτη των Pappa et al. (1999) πλεονεκτεί ως προς την ανάλυση της αλληλουχίας του 

ενεργδύ μορίου με φασματομετρία μαζών (MS), αλλά και διότι προτείνει για πρώτη 

φορά μια αλληλουχία που ταυτοποιείται ως προερχόμενη από κάποια γνωστή 

ανθρώπινη πρωτεΐνη (Πίνακας 1.1).

Αναφορά Μοριακό

βάρος

Αλληλουχία

/ομολογία

Βιολογικό υλικό

Tioetal., 1994 37 kDa n h 2-s d x x p q l

Δεν ευρέθη

Υπερκείμενο 

κυττάρων Sertoli 

επιμύων

j Danforth and 

1 Cheng 1995

i

69 kDa n h 2-s k p l a e

Δεν ευρέθη

Χοίρειο ωοθυλακικό 

υγρό

Fowler et al., 

2002
!I

60-66 kDa n h 2-x v p q g n a g n  I1
EPQVYVHAP 

Δεν ευρέθη

Υπερκείμενα

ανθρώπινων

κοκκωδών/ωχρινικών

κυττάρων

| Pappa et al., 

1999

12.5 kDa ALEVDETYVPK 

ALVELVK 

AVMDDFAAFVEK 

C-τελικό άκρο HSA

Ανθρώπινο

ωοθυλακικό

υγρό

Πίνακας 1.1 Προτεινόμενες αλληλουχίες για τον παράγοντα άμβλυνσης του κύματος των 

γοναδοτροπινών (GnSAF).
ν,ηη,

V ·.



29

1J  ΑΝΘΡΩΠΙΝΗ ΑΛΒΟΥΜΙΝΗ ΟΡΟΥ (Human Serum Albumin-HSA)

Η ανθρώπινη λευκωματίνη (αλβουμίνη) ορού (human serum albumin, HSA)

(www.albumin.org) είναι μια πρωτεΐνη 585 αμινοξέων που αποτελεί το 60% της

ολικής πρωτεΐνης στον ορό του αίματος και σε άλλα βιολογικά υγρά όπως το

ωοθυλακικό υγρό. Με βάση λεπτομερείς μοριακές-φυλογενετικές αναλύσεις των 
• <

αντίστοιχων ομόλογων αλληλουχιών DNA, θεωρείται σήμερα αποδεκτό ότι η 

αλβουμίνη προέρχεται εξελικτικά από κάποια αρχέγονη πρωτεΐνη 190 αμινοξέων με 

τριπλασιασμό του αντίστοιχου γονιδίου (Gibbs and Dugaiczyk, 1987).

Το γονίδιο της HSA ευρίσκεται στον μακρύ βραχίονα του χρωμοσώματος 4, 

στη θέση ql 1-22 και περιέχει 15 εξώνια που διακόπτονται από 14 ιντρόνια (εσώνια). 

Η κωδικοποιούσα περιοχή της HSA με τους τρεις ομόλογους τομείς (domains) που 

θα αναφερθούν αναλυτικά στη συνέχεια σχηματίζεται από τα 73 τελευταία 

νουκλεοτίδια του εξωνίου 1 (που ορίζουν τις Ν-τελικές αλληλουχίες της πρόδρομης 

αλβουμίνης και της προαλβουμίνης και τα 7 πρώτα νουκλεοτίδια της ώριμης HSA) 

και τά εξώνια 2 έως 13 μαζί με τα πρώτα 42 νουκλεοτίδια του εξωνίου 14 (που 

καταλήγουν στο κωδικόνιο τερματισμού ΤΑΑ). Οι 5’ και 3’ αμετάφραστες περιοχές 

του mRNA (UTRs) δημιουργούνται από μέρος του εξωνίου 1 (5’ UTR) και μέρος του 

εξωνίου 14 μαζί με ολόκληρο το εξώνιο 15 που περιέχει σήματα πολυαδενυλίωσης 

(3’ UTR).

Η πρόδρομη μορφή της HSA που προκύπτει από την έκφραση του γονιδίου 

περιέχει στο Ν-τελικό της άκρο πεπτίδιο-οδηγό (signal peptide; Met-Lys-Trp-Val- 

Thr-Phe-Ile-Ser-Leu-Leu-Phe-Ser-Ser-Ala-Tyr-Ser) που λειτουργεί ως σήμα έκκρισης 

και κατευθύνει την αναπτυσσόμενη αλυσίδα στη μεμβράνη του ενδοπλασματικού 

δικτύου. Το προϊόν που προκύπτει από την πέψη του πεπτιδίου-οδηγού στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο, ονομάζεται προαλβουμίνη και φέρει έξι επιπλέον κατάλοιπα 

(Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Arg) στο Ν-τελικό άκρο σε σχέση με την ώριμη πρωτεΐνη 

(Peters, 1996). Η μετατροπή της προαλβουμίνης σε αλβουμίνη με απομάκρυνση του 

προπεπτιδίου είναι ένα από τα τελευταία γεγονότα που συμβαίνουν πριν η ώριμη 

πρωτεΐνη απελευθερωθεί από το κύτταρο και πραγματοποιείται στο trans-Golgi ή στα 

εκκριτικά κοκκία (Peters, 1996).

Η HSA εκφράζεται κατά μείζονα λόγο στα κύτταρα του ήπατος και απαντάται 

στην κυκλοφορία του αίματος σε επίπεδα 40 g/L στα ενήλικα άτομα. Η έκφραση της 

HSA αρχίζει σχεδόν με την εμφάνιση του εμβρυϊκού ήπατος και αυξάνεται τους

http://www.albumin.org
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τελευταίους μήνες της κύησης. Η αλβουμίνη, τουλάχιστον όπως συντίθεται στο ήπαρ 

είναι μια απλή πρωτεΐνη μη γλυκοζυλιωμένη και χωρίς άλλες μεταμεταφραστικές 

τροποποιήσεις επί των πλευρικών ομάδων των καταλοίπων της (Peters, 1996).

1.3.1 Ο φυσιολογικός ρόλος της HSA

Η HSA είναι υπεύθυνη κατά μεγάλο μέρος για την διατήρηση της ωσμωτικής 

πίεσης του πλάσματος αλλά κυρίως παίζει μεταφορικό ρόλο για πολυάριθμους 

μεταβολίτες με τους οποίους μπορεί να συνδέεται και προστατευτικό ρόλο στον 

οργανισμό καθώς συνδέει τοξικές ουσίες.

Περισσότερο ισχυρά προσδένονται στην αλβουμίνη υδρόφοβα οργανικά 

ανιόντα μεσαίου μεγέθους (100-600 Da) όπως λιπαρά οξέα μακράς αλυσίδας, 

αιματίνη και χολερυθρίνη, ενώ τα μικρότερα και λιγότερο υδρόφοβα μόρια 

προσδένονται λιγότερο ισχυρά. Γενικότερα οι ουσίες που προσδένονται στην 

αλβουμίνη και μεταφέρονται από αυτή χωρίζονται στις ακόλουθες κατηγορίες: 

Ανιοντικές και ουδέτερες Σε αυτές συγκαταλέγονται λιπαρά οξέα μακράς αλυσίδας 

(Long chain fatty acids-LCFAs), εκοσανοειδή, στεροειδείς ορμόνες, βιταμίνη D, 

χολικά άλατα, χολερυθρίνη, αιματίνη και άλλες πορφυρίνες, Site I ligands, Site II 

ligands (τρυπτοφάνη, θυροξίνη, οκτανοϊκό οξύ, ιόν χλωρίου, φάρμακα), πεπτίδια και 

πρωτεΐνες,

Κατιοντικές Σε αυτές συγκαταλέγονται ιόντα χαλκού και νικελίου, ασβεστίου και 

μαγνησίου, ψευδάργυρος, κάδμιο, υδράργυρος και κατιοντικά φάρμακα.

Εκτός από την ικανότητα της να προσδένει και να μεταφέρει διάφορα μόρια 

και ιόντα, η αλβουμίνη έχει συνδεθεί και με άλλες λειτουργίες όπως ενζυμική και 

αντιαποπτωτική δράση. Συγκεκριμένα, η HSA παρουσιάζει δράση εστεράσης 

(esterase-like activity) έναντι υποστρωμάτων όπως η οξική ρ-νιτροφαινόλη (ρ- 

nitrophenyl acetate), ενώ κατάλοιπα απαραίτητα για αυτήν την ενζυμική ενεργότητα 

έχουν χαρτογραφηθεί στον υποτομέα ΙΙΙΑ. Η υδρολυτική δράση έναντι του 

συγκεκριμένου υποστρώματος έχει μελετηθεί λεπτομερώς με in vitro 

μεταλλαξιγένεση. Έχει δειχθεί έτσι, ότι η Arg410 είναι απαραίτητη για τη 

δραστικότητα εστεράσης, ενώ σημαντική είναι και η Tyr411 (Watanade et al., 2000). 

Η δράση εστεράσης της HSA θεωρείται κλινικού ενδιαφέροντος καθώς μπορεί να 

τροποποιεί φάρμακα που προσδένονται σε αυτήν από μια μη ενεργό στην ενεργό 

μορφή τους (Kragh-Hansen et al., 2002). Η HSA έχει επίσης συσχετιστεί με δράση
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ενολάσης και πιστεύεται ότι μπορεί να μετατρέπει την 3-κετο μορφή της 

διυδροτεστοστερόνης στην 3-ενολική μορφή της (Drmanovich et al., 1999).

Η αλβουμίνη έχει επίσης συσχετιστεί με το φαινόμενο της απόπτωσης αν και 

ο ρόλος της δεν είναι ξεκαθαρισμένος. Υπάρχουν πειραματικές μαρτυρίες, 

στηριζόμενες σε μορφολογικά χαρακτηριστικά των κυττάρων και στο προφίλ

σχάσεων του DNA (DNA laddering), ότι η αλβουμίνη, τόσο σε ανασυνδυασμένη όσο
« «

και φυσική (native) μορφή, μπορεί να προκαλέσει αντιαποπτωτικά φαινόμενα σε 

κύτταρα HUVEC σε συγκεντρώσεις από 5.8 μΜ και άνω (Zoellner et al., 1996). 

Επιπλέον, η αλβουμίνη προστατεύει Β-κύτταρα ασθενών με χρόνια Β- 

λεμφοκυτταρική λευχαιμία (CLL) από απόπτωση που προκαλείται από chlorambucil 

και ακτινοβολίες γ (Jones et al., 2003). Από την άλλη πλευρά, σε κύτταρα της σειράς 

LLC-PK1 που προέρχονται από νεφρικά σωληνάρια χοίρου και σε συγκέντρωση 20 

mg/mL, επάγει αποπτωτικά φαινόμενα μέσω του μονοπατιού FAS-FADD και της 

κασπάσης 8 (Erkan et al., 2001).

Στα πλαίσια μελετών απομόνωσης βιολογικά ενεργών παραγόντων που 

περιέχονται σε ορχικό υγρό επιμύων 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 LH παραγωγή 

προγνενολόνης από τα κύτταρα Leydig. Ίδια δράση παρουσιάζει η HSA, η αλβουμίνη 

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

όρνιθας και το ανθρώπινο πεπτιδικό θραύσμα 198-585 βρέθηκαν ανενεργό (Melsert 

et al., 1988; 1989; 1991).

1.3.2 Η δομή της αλβουμίνης

%

Το πλήρες ατομικό μοντέλο της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού δόθηκε από 

τους He και Carter το 1992 με κρυστάλλωση απολιπιδιωμένης HSA και 

κρυσταλλογραφία σε ευκρίνεια 3.1 Α. Η αλβουμίνη αποτελείται από 9 διπλούς 

βρόγχους (loops 1-9) που σχηματίζονται από 17 δισουλφιδικούς δεσμούς και 

περαιτέρω ομαδοποιούνται σε τρεις τομείς (domains) που είναι δομικά ομόλογοι 

μεταξύ τους και ονομάζονται 1, II και III (Peters, 1996). Κάθε ένας από τους 3 τομείς 

περιλαμβάνει δύο υποτομείς Α και Β, οι οποίοι επίσης εμφανίζουν δομική ομολογία, 

ιδιαίτερα οι τρεις υποτομείς Α μεταξύ τους και οι τρεις υποτομείς Β μεταξύ τους (ΙΑ, 

IB, ΙΙΑ, ΙΙΒ, ΙΙΙΑ, ΙΙΙΒ). Οι δύο πρώτοι βρόγχοι κάθε τομέα (1-2, 4-5 και 7-8)
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αποτελούν τους υποτομείς ΙΑ, IIΑ και ΙΙΙΑ αντίστοιχα, ενώ οι βρόγχοι 3, 6 και 9 

αποτελούν τους υποτομείς IB, ΙΙΒ και ΙΙΙΒ αντίστοιχα (He and Carter, 1992) (Εικόνα 

1.7).

Παλαιότερα, οι σχέσεις δομής-λειτουργίας στο μόριο της αλβουμίνης είχαν 

μελετηθεί αδρά με δημιουργία θραυσμάτων του μορίου με χημικούς παράγοντες ή 

πρωτεολυτικά ένζυμα. Οι μελέτες αυτές οδήγησαν στη συσσώρευση πληροφοριών 

σχετικά με τις θέσεις δέσμευσης διαφόρων μορίων στο μόριο της αλβουμίνης αλλά 

περιορίζονταν από το γεγονός ότι τα θραύσματα δεν διέθεταν όρια που να 

στηρίζονται στην δομική αρχιτεκτονική της HSA (He and Carter, 1992). Τα 

τελευταία χρόνια οι τομείς της HSA έχουν παραχθεί σε ανασυνδυασμένη μορφή. 

Αρχικά οι τομείς I και III αλλά όχι ο II εκφράστηκαν επιτυχώς στον S. cerev is ia e  και 

μελετήθηκε η πρόσδεση του μυριστικού (Kjeldsen et al., 1998). Περισσότερο 

επιτυχής κατέστη η έκφραση των τριών τομέων της HSA στο σύστημα του 

μεθυλοτροφικού ζυμομύκητα Ρ. p a s to r is  (Dockal et al., 1999) που είχε ήδη 

χρησιμοποιηθεί με μεγάλη επιτυχία για την έκφραση ολόκληρου του μορίου της HSA 

(Barr et al., 1992). Οι ανασυνδυασμένοι τομείς εκφράστηκαν σε εκκρινόμενη μορφή 

και απομονώθηκαν από το υπερκείμενο καλλιέργειας του Ρ. p a s to r is  με 

χρωματογραφία Blue Sepharose δείχνοντας έτσι ότι οι θέσεις πρόσδεσης για 

Cibacron Blue υπάρχουν και στους τρεις τομείς της HSA. Στην μελέτη αυτή η 

ανάλυση της δευτεροταγούς και τριτοταγούς δομής των τριών ανασυνδυασμένων 

τομέων υπέδειξε ότι η διαμόρφωση τους είναι παρόμοια με αυτήν που διαθέτουν στο 

περιβάλλον της HSA. Οι ανασυνδυασμένοι τομείς I, II και III καθώς και τα 

πολυπεπτίδια D12 (1-385), D12A (1-299), D23 (189-585) εκφραζόμενα στο ίδιο 

σύστημα, έχουν χρησιμοποιηθεί για να καθοριστούν οι θέσεις πρόσδεσης μορίων 

όπως η warfarin, Cibacron Blue, hemin Diazepam (Dockal et al., 1999), η ωχρατοξίνη 

(ITichev et al., 2002) αλλά και για να μελετηθούν οι μεταβολές στη διαμόρφωση των 

τομέων της HSA σε σχέση με το pH (Dockal et al., 2000).

Η HSA είναι πλούσια σε α-έλικες με το 67% των καταλοίπων της να 

συμμετέχουν σε ένα σύνολο 23 α-ελίκων, το 10% σε β στροφή και το 23% σε 

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 (Carter and Ho, 

1994). Οι υποτομείς Α και Β του κάθε τομέα συνδέονται με εκτεταμένες επιφάνειες 

ενώ η σύνδεση μεταξύ των διαδοχικών τομέων γίνεται με περιοχές έλικας.
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1.3.3 Χαρτογράφηση θέσεων πρόσδεσης (ligand binding sites) στο μόριο της 

HSA

Μετά την αρχική κρυσταλλογραφική ανάλυση του μορίου της HSA (He and 

Carter, 1992), έχουμε πλέον διαθέσιμη μία σειρά αναλυτικών κρυσταλλογραφιών

δομών (σε ευκρίνεια της τάξης των 2.2-2.8 Α) που προέκυψαν από συγκρυστάλλωση
♦ «

της HSA με εκτενή σειρά ειδικών προσδεμάτων (ligands) της HSA, όπως λιπαρά 

οξέα μακράς αλυσίδας LCFAs (Bhattacharya et al., 2000), γουαρφαρίνη (warfarin), 

θυρεοξίνη (Petitpas et al., 2003), αιμίνη (hemin) (Monzani et al., 2001) κλπ.

Στα πλέον σημαντικά προσδέματα της HSA ανήκουν τα LCFAs (long-chain 

fatty acids, λιπαρά οξέα μακράς αλυσίδας). Για LCFAs υπάρχουν τουλάχιστον έξι 

θέσεις πρόσδεσης εκ των οποίων οι τρεις πιο σημαντικές, κατά αυξανόμενη 

συγγένεια πρόσδεσης (binding affinity), ανήκουν στον βρόγχο 3 (υποτομέα ΙΒ), στον 

βρόγχο 6 (υποτομέα ΙΙΒ) και στους βρόγχους 8-9 στον τομέα HI (Peters, 1996). Η 

πρόσδεση στεροειδών ορμονών στην αλβουμίνη θεωρείται ασθενής, καθώς υπάρχουν 

άλλες μεταφορικές πρωτεΐνες, εξειδικευμένες για αυτό το σκοπό. Η χαμηλή 

συγγένεια με την HSA, αντικατοπτρίζει την δυνατότητα άμεσης απελευθέρωσης των 

ορμονών που μεταφέρονται από αυτήν στους ιστούς. Η πρόσδεση τουλάχιστον για 

την τεστοστερόνη και την προγνενολόνη έχει βρεθεί ότι πραγματοποιείται στον 

βρόγχο 6 του τομέα 11 (Fisher et al., 1993). Η χολερυθρίνη, ένα από τα μόρια που 

συνδέονται με υψηλή συγγένεια στην HSA, προσδένεται στον βρόγχο 4 του 

υποτομέα ΙΙΑ και συγκεκριμένα στην Arg222.

Δύο βασικές θέσεις πρόσδεσης μορίων στην αλβουμίνη αποτελούν οι θέσεις I 

(Sudlow Site I) και II (Sudlow Site II) (Sudlow et al., 1976). Η θέση I εντοπίζεται 

στον υποτομέα ΙΙΑ, στους βρόγχους 4-5 (He and Carter, 1992) και τα τυπικά 

προσδέματα για αυτήν είναι ετεροκυκλικά ανιόντα με το φορτίο να βρίσκεται σε 

κεντρική θέση του μορίου. Χαρακτηριστικά παραδείγματα προσδεμάτων στη θέση I 

είναι χρωστικές όπως phenol red, bromophenol blue κ.α. και η γουαρφαρίνη 

(warfarin). Η θέση II εντοπίζεται στον υποτομέα ΙΙΙΑ, στους βρόγχους 7-8 (He and 

Carter, 1992) και τα προσδέματα είναι αρωματικές ενώσεις, κυρίως ουδέτερες και 

στην περίπτωση που υπάρχει φορτίο είναι αρνητικό και βρίσκεται περιφερειακά του 

μορίου. Γνωστά προσδέματα στη θέση II είναι φάρμακα όπως diazepam και το ΑΖΤ, 

το αμινοξύ τρυπτοφάνη, η θυρεοξίνη και το οκτανοϊκό οξύ.
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Υπάρχουν ουσίες όπως οξειδωτικά που συνδέονται ομοιοπολικά στην 

αλβουμίνη στην Cys34, ενώ τα κατιόντα χαλκού και νικελίου συνδέονται στο Ν- 

τελικό άκρο της αλβουμίνης στην His3.

Πολλές 7ΐεπτιδικές ορμόνες όπως μελατονίνη, γαστρίνη, κορτικοτροπίνη και 

ιντερφερόνες συνδέονται στη αλβουμίνη. Ιδιαίτερης κλινικής σημασίας είναι η 

σύνδεση στην αλβουμίνη της G πρωτεΐνης του στρεπτόκοκκου (Gordon et al., 1993; 

Lejon et al., 2004) και ενός υδρόφοβου πεπτιδίου της gp41 του HIV (Gordon et al., 

1993).

Εικόνα 1.7 Η δομή της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού. Ο ι υποτομείς της HSA που 

διακρίνονται με διαφορετικά χρώματα αντιστοιχούν στα κατάλοιπα 1-106 (υποτομέας ΙΑ- 

μωβ), 107-197 (υποτομέας ΙΒ μπλέ), 198-295 (υποτομέας ΙΙΑ σκούρο πράσινο), 296-385 

(υποτομέας ΙΙΒ ανοιχτό πράσινο), 383-489 (υποτομέας ΠΙΑ πορτοκαλί) και 490-585 

(υποτομέας ΙΙΙΒ κόκκινο) (βάσει www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath; Dockal et al., 1999; 

Tavoulari et al., 2004)

http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath
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Εικόνα 1.8 Σχηματική αναπαράσταση των θέσεων πρόσδεσης μορίων στην αλβουμίνη. Ως 

FA συμβολίζονται τα λιπαρά οξέα μακράς αλυσίδας και RSH τα μικτά δισουλφίδια ενώ 

σημειώνονται οι δύο κλασικές θέσεις πρόσδεσης υποστρωμάτων στους υποτομείς ΙΙΑ και 
ΠΙΑ (Sudlow I και II).
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1.4 Η ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΤΩΝ ΑΛΒΟΥΜΙΝΩΝ

Η ανθρώπινη αλβουμίνη ορού (HSA) είναι μέλος της γονιδιακής οικογένειας

των αλβουμινών (albuminoid gene family) που αριθμεί τέσσερα μέλη: την αλβουμίνη

(ALB) (δηλ. ως ανθρώπινο ορθόλογο, HSA), την α-εμβρυοπρωτεΐνη (a-fetoprotein-

AFP) (59% ταυτόσημη προς την HSA), την πρωτεΐνη δέσμευσης της βιταμίνης D 
• ·

(vitamin D-binding protein-DBP) (24% ταυτόσημη προς την HSA) και την α- 

αλβουμίνη (ALF) ή αφαμίνη (afamin, AFM) (55% ταυτόσημη προς την HSA) 

(Lichehstein et al. 1994). Τα τέσσερα γονίδια που κωδικοποιούν τα αντίστοιχα μέλη 

της οικογένειας, εδράζονται, κατά διαδοχική σειρά, στη χρωμοσωμική θέση 4q 11 -q22 

του ανθρώπινου γονιδιώματος. Το γονίδιο της AFP ευρίσκεται 14.5 kb καθοδικά 

(downstream) του γονιδίου της HSA, ενώ 10 kb μετά το γονίδιο της AFP ακολουθεί 

το γονίδιο της α-αλβουμίνης (Peters, 1996). Το γονίδιο της DBP απαντάται 

τουλάχιστον 1.5 Mb ανοδικά (upstream) του γονιδίου της HSA και, μάλιστα, με 

αντίθετη κατεύθυνση μεταγραφής (Song et al, 1999): συνολικά, ακολουθείται η σειρά 

centr0mere-3,-D5P-5,-5,-y4I5-3,-5,-/iFP-3’-5,-yirM-3,-telomere (Εικόνα 1.9).

Τα μέλη της οικογένειας παρουσιάζουν κοινά δομικά χαρακτηριστικά. Και τα 

τέσσερα μόρια έχουν σχήμα U, και αποτελούνται από τριπλές πρωτεϊνικές «μονάδες» 

δηλ. τρεις ομόλογους μοριακούς τομείς (domains). Τα κατάλοιπα Cys που διαθέτουν 

δημιουργούν συγκεκριμένα ζεύγη δισουλφιδικών δεσμών που οδηγούν στην 

χαρακτηριστική δομή με σχηματισμό βρόγχων (loops) (Εικόνες 1.8 και 1.10).
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Εικόνα 1.9 Τα γονίδια που κωδικοποιούν τα μέλη της οικογένειας των αλβουμινών 

βρίσκονται στη σειρά στο χρωμόσωμα 4 στην περιοχή 4q 11 -22 Τα βέλη υποδηλώνουν την 

κατεύθυνση της μεταγραφής (από White and Cooke, 2000).

DBP, το γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη πρόσδεσης της βιταμίνης D. AFM το γονίδιο που 

κωδικοποιεί την α-αλβουμίνη/αφαμίνη. AFP το γονίδιο που κωδικοποιεί την α-εμβρυοπρωτεΐνη. ALB, 

το γονίδιο που κωδικοποιεί την αλβουμίνη.

Domain, 3 _ .  Domain, 2 Domain, 1 Domain, 3 _ Domain, 2 . .  Domain, 1 Domain, 3. Domain, 2 . .  UiMlIR, l

Εικόνα 1.10 Μοριακές διαμορφώσεις της ανθρώπινης AFP (αριστερά), της ανθρώπινης 

αλβουμίνης (κέντρο) και της DBP (δεξιά) βασιζόμενες σε προβλεπόμενες δευτεροταγείς 

δομές. Στην DBP παρατηρείται έλλειψη του C-τελικού άκρου σε σχέση με την AFP και την 

HSA (από Mizejewski, 2001).
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1.4.1 α-ΕμβρυοπρωτεΤνη (AFP)

Η AFP είναι η περισσότερο άφθονη πρωτεΐνη του ορού κατά τη διάρκεια της 

εμβρυϊκής ανάπτυξης. Έχει μοριακό βάρος 69.500 Da και μία θέση Ν-γλυκοζυλίωσης 

Asn-Phe-Thr στα κατάλοιπα 232-234 (υποτομέας II A) (Peters, 1996).

Η AFP συντίθεται κυρίως στο αγγειακό ενδόδερμα, στον ωόσακκο, στο 
* <

εμβρυϊκό ήπαρ και λιγότερο στο αναπτυσσόμενο έντερο. Τα επίπεδα της στην 

κυκλοφορία του εμβρύου φτάνουν τα 3gr/L και μειώνονται δραματικά στα 5μg/L 

στον πρώτο χρόνο ζωής. Τα επίπεδα της AFP κατά τη διάρκεια της ενήλικης ζωής 

αυξάνονται αισθητά σε ηπατοκαρκινώματα γι’αυτό και έχει χρησιμοποιηθεί ως 

καρκινικός δείκτης.

Όπως και η HSA έτσι και η AFP μπορεί να προσδένει και να μεταφέρει μια 

πληθώρα μορίων όπως χολερυθρίνη, λιπαρά οξέα, ρετινοειδή, στεροειδή, βαρέα 

μέταλλα, χρωστικές, φλαβονοειδή και διάφορα φάρμακα. Σε αντίθεση όμως με την 

αλβουμίνη, προσδένει ασθενώς τα κορεσμένα και μονοακόρεστα λιπαρά οξέα μακράς 

αλυσίδας (LCFAs) αλλά προσδένει ισχυρά πολυακόρεστα λιπαρά οξέα όπως το 

αραχιδονικό.

Διάφορες υποθέσεις έχουν διατυπωθεί σχετικά με τον φυσιολογικό ρόλο της 

AFP κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη πέρα από το γενικότερο μεταφορικό της ρόλο. Με 

βάση την παρατήρηση ότι η AFP μπορεί να συνδέει οιστρογόνα, προτάθηκε ότι 

μπορεί να επηρεάζει την φυλετική διαφοροποίηση του εγκεφάλου προστατεύοντας το 

έμβρυο από την επίδραση των κυκλοφορούντων οιστρογόνων (MacLusky and 

Naftolin, 1981). Έχει επίσης προταθεί ότι μπορεί να προστατεύει το έμβρυο από το 

ανοσοποιητικό σύστημα της μητέρας, καθώς η προσθήκη καθαρής AFP σε 

καλλιέργειες μονοκυττάρων από σπλήνα και μυελό των οστών έχει κατασταλτικό 

ρόλο στην παραγωγή αντισωμάτων (Tomasi et al., 1977). Από την άλλη πλευρά η 

σημασία της AFP στην ανάπτυξη του εμβρύου έχει αμφισβητηθεί από την ομάδα 

Gabant (Gabant et al., 2002) ύστερα από πειράματα γονιδιακής απενεργοποίησης 

(knock-out) σε ποντίκια. Η συγκεκριμένη ομάδα έδειξε ότι έμβρυα Afp'1' που 

στερούνται λειτουργικού γονιδίου AFP αναπτύσσονται κανονικά και είναι βιώσιμα. 

Επομένως, η AFP δεν είναι απαραίτητη για την εμβρυϊκή ανάπτυξη. Αντίθετα, από 

την ίδια πειραματική εργασία, τα θηλυκά Afp'1' ποντίκια που στερούνται του 

λειτουργικού γονιδίου AFP είναι στείρα λόγω έλλειψης ωοθυλακιορρηξίας, γεγονός 

που υποδεικνύει ότι η AFP συνδέεται με την αναπαραγωγική ωρίμανση των θηλυκών
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ζώων και τη γονιμότητα. Οι ίδιοι ερευνητές έδειξαν ότι η έλλειψη της 

ωοθυλακιορρυξίας δεν οφείλεται σε δυσλειτουργία των γονάδων, καθώς οι ωοθήκες 

των A fp 'Α θηλυκών ζώων είναι λειτουργικές. Πιθανή θεωρήθηκε η δυσλειτουργία του 

άξονα υποθαλάμου-υπόφυσης καθώς η αναλογία LH/FSH βρέθηκε να μην είναι 

φυσιολογική.

Σειρά αναφορών έχουν συνδέσει την AFP με τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. 

Θεωρείται ότι τόσο η AFP όσο και πρωτεολυτικά της θραύσματα, ανασυνδυασμένοι 

τομείς της και συνθετικά πεπτίδια έχουν ογκοκατασταλτική δράση. Πιστεύεται ότι η 

AFP μέσω ειδικών υποδοχέων εισέρχεται στα καρκινικά κύτταρα με ενεργό 

ενδοκύττωση (active endocytosis) (Laborda et al., 1987; Alava et al., 1999) και 

μετέχει στη ρύθμιση της απόπτωσης ενεργοποιώντας το μονοπάτι των κασπασών 

(Dudich et al., 1999; Semenkova et al., 2003). Ειδικότερα, ενεργοποιεί την κασπάση 

3, παρακάμπτοντας το μονοπάτι Fas/FaL και TNF/TNFR (Dudich et al., 1999). Ο 

τρόπος με τον οποίο επάγει την απόπτωση σχετίζεται με το μονοπάτι του 

κυτοχρώματος c και τη δημιουργία του αποπτωσώματος. Ενεργοποιεί τη δημιουργία 

του συμπλέγματος Apaf- Ι -αποπτωσώματος, επάγει την προσέλευση και 

ενεργοποίηση της προκασπάσης 3 και ενεργοποιεί την απελευθέρωση της ενεργής 

κασπάσης 3 και 9 από το αποπτώσωμα, πιθανόν αλληλεπιδρώντας και 

μετατοπίζοντας τον cIAP-2 (cellular inhibitors of apoptosis proteins-cIAPs) 

(Semenkova et al., 2003) .

1.4.2 Πρωτεΐνη δέσμευσης της βιταμίνης D (Vitamin-D Binding Protein, DBP)

H DBP με 460 κατάλοιπα, διαφέρει από τα άλλα μέλη της οικογένειας ως 

προς τη δομή και το μέγεθος (Gibbs and Dugaiczyk, 1987). Αυτό οφείλεται στο ότι το 

γονίδιο που κωδικοποιεί για την DBP έχει 13 εξώνια έναντι 15 των άλλων γονιδίων 

της οικογένειας. Τα εξώνια που απουσιάζουν είναι το 12 και 13 της αλβουμίνης που 

αντιστοιχούν στους βρόγχους 8 και 9 με αποτέλεσμα η πρωτεΐνη να μην διαθέτει τον 

υποτομέα ΙΙΙΒ (Gibbs and Dugaiczyk, 1987). Εκτός από την έλλειψη των δύο 

εξωνίων το επαναλαμβανόμενο προφίλ των μεγεθών των εξωνίων ταιριάζει με αυτό 

της HSA και της AFP.

Η DBP πήρε το όνομα της λόγω της ικανότητας της να προσδένει και να 

μεταφέρει τους βασικούς μεταβολίτες της βιταμίνης D, 25-υδροξυ-βιταμίνη D και 

1,25 διυδροξυ-βιταμίνη D, οι οποίοι προσδένονται στον βρόγχο 1 του τομέα I, στην
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περιοχή των καταλοίπων 14-58 (Peters, 1996). Ωστόσο, μόνο ένα 5% της 

κυκλοφορούσας DBP φαίνεται να συνδέεται με την δέσμευση και μεταφορά των 

μεταβολιτών της βιταμίνης D, υποδηλώνοντας ότι η DBP εμπλέκεται και σε άλλες 

λειτουργίες (White and Cooke, 2000).

Είναι ενδιαφέρον, για παράδειγμα, ότι η DBP μπορεί να προσδένει μονομερή

ακτίνης μεταξύ των καταλοίπων 373-405 στον τομέα ΙΙΙΑ με υψηλή συγγένεια
%. «

εμποδίζοντας τον πολυμερισμό τους (Harper et a., 1987). Η λειτουργία αυτή έχει 

ιδιαίτερη φυσιολογική σημασία καθώς μετά από καταστάσεις τραυματισμού η 

ενδοκΰττάρια ακτίνη μπορεί να απελευθερωθεί στην κυκλοφορία και με πολυμερισμό 

να προκαλέσει μικροεμβολές (White and Cooke, 2000). Η ικανότητα πρόσδεσης 

μονομερών ακτίνης αποτελεί ιδιαίτερο γνώρισμα της DBP που δεν απαντάται στα 

άλλα μέλη της οικογένειας των αλβουμινών. Η διαφορά αυτή οφείλεται σε 

σημαντικές διαφορές αλληλουχίας του εξωνίου 10 (που κωδικοποιεί κυρίως για την 

περιοχή αλληλουχίας 373-405 μεταξύ των βρόγχων 6 και 7, Εικόνα 1.9), υπεύθυνες 

για τον σχηματισμό της θέσης πρόσδεσης της ακτίνης (Otterbein et al., 2002).

Τέλος, η DBP έχει ευρεθεί σε επαφή με μεμβρανοσύνδετες ανοσοσφαιρίνες 

στα Β λεμφοκύτταρα και με τον υποδοχέα IgG Fc σε μερικά Τ λεμφοκύτταρα (Peters, 

Ί996). Άλλοι ερευνητές (Yamamoto et al., 1996), εξάλλου, θεωρούν ότι εμπλέκεται 

στην ενεργοποίηση των μακροφάγων, μετατρεπόμενη σε έναν παράγοντα 

ενεργοποίησης μακροφάγων (macrophage-activating factor, MAF) μέσω 

απογλυκοζυλίωσής της από γλυκοσιδάσες των Β και Τ κυττάρων, μία δράση η οποία 

δεν έχει υποστηριχθεί όμως από σχετικές μελέτες σε D bp,m διαγονιδιακά ποντίκια 

(White and Cooke, 2000).

1.4.3 α-Αλβουμίνη ή Αφαμίνη (AFM)

Η α-αλβουμίνη ή αφαμίνη (AFM), μια πρωτεΐνη 578 αμινοξέων, 

ανακαλύφθηκε μόλις το 1994 (Lichenstein et al. 1994; Belanger et al., 1994). To 

υπολογιζόμενο μοριακό της βάρος είναι 66.576 Da αλλά σε SDS-PAGE μετακινείται 

στα 87.000 Da καθώς φέρεται να έχει υψηλή γλυκοζυλίωση που οφείλεται σε 

τέσσερις πιθανές θέσεις γλυκοζυλίωσης. Η AFM εκφράζεται φυσιολογικά στο 

ενήλικο και όχι στο εμβρυϊκό ήπαρ. Σε μελέτες γονιδιακής απενεργοποίησης της α- 

εμβρυοπρωτεΐνης (knock-out) σε ποντίκια, στα Afp Α και Afp*1' ζώα παρατηρήθηκε 

αύξηση του mRNA της α-αλβουμίνης στο ήπαρ (Gabant et al., 2002). Με βάση αυτό
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το δεδομένο, οι ερευνητές υπέθεσαν ότι η α-αλβουμίνη μπορεί να αναπληρώσει την 

απουσία της AFP κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη καθώς τα Afp'1' ζώα είναι βιώσιμα.

Σχετικά με τον παθοφυσιολογικό ρόλο της AFM, η μόνη αναφορά είναι των 

Wu et al. (2000) που βρήκαν σημαντική καταστολή στην έκφραση της AFM σε 

καρκινικό ιστό από ηπατοκαρκίνωμα. Σε μία άλλη μελέτη υποστηρίχθηκε ότι η 

αφαμίνη έχει δυνατότητα πρόσδεσης α και γ τοκοφερόλης, δύο εκ των πιο 

σημαντικών μορφών της βιταμίνης Ε, τόσο στον ορό όσο και στο ωοθυλακικό υγρό 

στο οποίο φέρεται να υπάρχει σε αφθονία (Voegele et al., 2002).

/
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1.5 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Ο παράγοντας άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροπινών είναι ένας

υποθετικός, έως σήμερα, ωοθηκικός παράγοντας που θεωρείται ότι μπορεί να έχει

κρίσιμο ρυθμιστικό ρόλο στον έλεγχο της έκκρισης της LH από τα γοναδοτρόπα

κύτταρα της υπόφυσης (Messinis, 2003; Fowler et al., 2003). Η πληθώρα βιολογικά 
• *

ενεργών μορίων στο ωοθυλακικό υγρό, όπου ανιχνεύεται η υψηλότερη δραστικότητα 

GnSAF, και πιθανώς η χαμηλή συγκέντρωση του παράγοντα σε αυτό, έχει 

καταστήσει δυσχερή την απομόνωση του, με αποτέλεσμα ο GnSAF να μην έχει 

ταυτοποιηθεί έως σήμερα.

Στην παρούσα εργασία, στηριζόμενοι στη συσχέτιση της δραστικότητας 

GnSAF με το καρβοξυτελικό άκρο της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού (HSA) (Pappa 

et al., 1999), ακολουθήσαμε μια διαφορετική προσέγγιση για τη μελέτη του GnSAF. 

Επιλέξαμε να χρησιμοποιήσουμε το ετερόλογο σύστημα έκφρασης-έκκρισης του 

ζυμομύκητα Ρ. pastoris, για την παραγωγή ανασυνδυασμένων πολυπεπτιδίων της 

HSA και θέσαμε τους ακόλουθους στόχους:

1. Να εκφράσουμε το C-τελικό 95πεπτίδιο (κατάλοιπα 490-585) της HSA στο 

παραπάνω σύστημα, προκειμένου να διερευνήσουμε πιθανή δράση του σε 

κύτταρα υπόφυσης και συσχέτιση του με δραστικότητα GnSAF.

2. Να διερευνήσουμε αν η δράση του πολυπεπτιδίου 490-585 της HSA στην 

υπόφυση είναι ειδική. Για το σκοπό αυτό θα εστιάσουμε στη σύγκριση των 

ιδιοτήτων του εν λόγω πολυπεπτιδίου με την αλβουμίνη, ομόλογα αυτής,
*

, τομείς και υποτομείς της, τους οποίους θα εκφράσουμε στο ίδιο σύστημα. 3

3. Να μελετήσουμε στο ίδιο σύστημα εναλλακτικές μορφές του πολυπεπτιδίου 

490-585 ώστε να προσδιορίσουμε περιοχές σημαντικές για τη δομή και τη 

λειτουργία του.
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2.1 ΟΡΓΑΝΑ ΑΝΑΛΩΣΙΜΑ ΚΑΙ ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΥΛΙΚΑ

2.1.1 Όργανα

Τα εργαστηριακά όργανα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία είναι

τα ακόλουθα: Μικροφυγόκεντρος eppendorf Centrifuge 5415D, επιτραπέζια 
* «

φυγόκεντρος Heraeus Megafuge 1.0R (Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau, 

Germany), ψυχόμενη φυγόκεντρος Sorvall RC-5B (Du Pont Instruments, Newton, 

Connecticut), συσκευή ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών PROTEAN II xi Cell (BioRad, 

Hercules, California), τροφοδοτικό ρεύματος PowerPAC 3000 (BioRad, Hercules, 

California), συσκευή PCR Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster 

City, California), ηλεκτροφορητικές συσκευές για DNA, Horizon 1114 και 58 

(Gibco-BRL Life Technologies GmbH, Kalsruhe, Germany), συσκευή υπεριώδους 

ακτινοβολίας Ultraviolet transilluminator (Vilber Lourmat, Cebex, France), 

φωτόμετρο Spectrophotometer MBA 2000 (Perkin-Elmer, Boston, Massachusetts), 

μετρητής πλακιδίου ELISA τύπου Stat Fax-2100 (Awareness Technology, Palm City, 

Florida), φυγοκεντρικός συμπυκνωτής κενού (SpeedVac concentrator) (Savant 

Instruments, Hicksville, New York).

2.1.2 Χημικά αναλώσιμα

Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή 

συνετέθησαν στην εταιρία Biospring GmbH (Frankfurt, Germany). H Pfu DNA 

πολυμεράση ήταν της Stratagene (La Jolla,CA) ενώ το σύστημα Expand High 

Fidelity. PCR της Roche Molecular Biochemicals (Manheim, Germany). Oi 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες ήταν της New England Biolabs (Beverly, ΜΑ) ενώ η 

DNA λιγάση της Invitrogen (Groningen, The Netherlands). H LH and FSH επίμυος 

(rLH-RP-3, rLH-I-10, rFSH-RP-2, rFSH-I-9) και οι αντιοροί (anti-rLH-S 11, anti- 

rFSH-S-11) χορηγήθηκαν από το National Institute of Diabetes and Digestive and 

Kidney Diseases (NIDDK) μέσω του προγράμματος National Hormones and Pituitary 

Program (NHPP, Baltimore, MD, USA). Η ορμόνη έκλυσης των γοναδοτροφινών, 

(Gonadotrophin releasing hormone-GnRH) και η ανθρώπινη αλβουμίνη ορού (humane " 1Η·V/ory 

serum albumin-HSA; catalog number A-3782) ήταν της Sigma Chemical Co. (St. %

Louis, MO, USA) ενώ η α-εμβρυοπρωτεΐνη (α-fetoprotein-AFP; catalog number

lA7
\N

V<
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341498) ήταν της Calbiochem, UK. Το μονοκλωνικό αντίσωμα anti-myc 9Ε10 

απομονώθηκε από το υβρίδωμα με κλασικές τεχνικές και ήταν ευγενική προσφορά 

της Dr. Carol Murphy. Το πολυκλωνικό αντίσωμα anli-HSA ab 1217 αγοράστηκε από 

την εταιρία Abeam (Cambridge, UK). Τα αντισώματα anti-mouse και anti-rabbit IgG 

συζευγμένα με υπεροξειδάση ραπανιού (horseradish peroxidase-HRP) ήταν της 

Amersham Pharmacia Biotech (London, UK). Τα σφαιρίδια Blue Sepharose 6 Fast 

Flow ήταν επίσης της Amersham Pharmacia Biotech ενώ οι στήλες Ni2+ (ProBond 

resin) της Invitrogen (Groningen, The Netherlands).

2.1.3 Πειραματόζωα

Για τη δημιουργία πρωτογενών καλλιεργειών κυττάρων υπόφυσης 

χρησιμοποιήθηκαν θηλυκοί επίμυες Wislar, ηλικίας δύο μηνών, που χορηγήθηκαν 

από το Εκτροφείο του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων. Οι επίμυες θανατώθηκαν στο χώρο 

του Εκτροφείου με αιφνίδιο χτύπημα στο λαιμό.

2.1.4 Στελέχη βακτηρίων και μυκήτων

■ Το στέλεχος της Escherichia coli TOPI OF’ [F’{/?roAB, laclq, lacZAM15, 

Tn/ 0(TetR)}mcrA,A(mrr-hsdRMS-mcrBC), (p80/acZAM15, AlacYJA, deoR, 

recA l, araD\39, A(ara-!eu)7691, gal U, galK, rpsL(StrR), end A 1, nupGX] 

χρησιμοποιήθηκε για την ανάκτηση των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων σε 

μεγάλη κλίμακα.

■ Το στέλεχος του μεθυλοτροφικού ζυμομύκητα Pichia pastoris GS115 [A/s4] 

(Invitrogen, Groningen, Netherlands) χρησιμοποιήθηκε ως ξενιστής για την 

ετερόλογη έκφραση ανασυνδυασμένων πολυπεπτιδίων.

■ Το στέλεχος GS115/Albumin (Invitrogen), που φέρει το πλήρες cDNA της 

IISA ενσωματωμένο στο γονιδίωμα του, (υπό τον έλεγχο του επαγόμενου από 

μεθανόλη υποκινητή ΑΟΧ1), χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας για την 

εκκρινόμενη έκφραση και για την παραγωγή ανασυνδυασμένης αλβουμίνης. 

Επίσης γονιδιωματικό DNA του GS115/Albumin χρησιμοποιήθηκε ως 

υπόστρωμα στην αντίδραση PCR για την πολλαπλή αντιγραφή τμημάτων του 

cDNA της HSA.

A
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GSI15 Invitrogen

GS115/empty vector Tavoulari et al.,2004 

% Trivoiilari bt1d;£d0^

GS415/DIIIBmyc-6His Υποτομέας IIIB (κωδικόνια 490-585)myc-6His Tavoulari et al.,2004

GS115/DIIlmyc-6His Τομέας III (κωδικόνια 381-585) myc-6His Tavoulari et al.,2004

0 3 Γ 1 5 ^  ^ ^ | Μ ^ ® § ^ Τ ^ μ έ ^  I (κωδικόνια 1^97) :-, ;̂ ί ψ ·  ^Tavoulari et/al;,2()04^

GSl 15/DImyc-6His Τομέας I (κωδικόνια 1-197) myc-6His Tavoulari et al.,2004

GSl 15/DIlmyc-6His Τομέας II (κωδικόνια 189-385)

. \i
Tavoulari et al.,2004

ZY: ■ - ~**** ^  ... . j  ;·■.......'■·'·. -  ... ■ ■ ■ -- T o v rm lu ri i t n k i t h ' " ” *

e s m w m ^ m

GS 115/DlBmyc-6His Υποτομέας IB (κωδικόνια 107-197) myc-6His Tavoulari unpub. 
results

GSl 15/DIIBmyc-6His Υποτομέας IIB (κωδικόνια 296-385) myc-6His

GSl 15/(HSA509-585)myc-6His N-truncated υποτομέας IIIB 
(κωδικόνια 509-585) myc-6His

Tavoulari unpub. 
results

Tavoulari unpubV ^

Tavoulari unpub. 
results

r  r o h  <//u ca>(o< m \  C-truncated υποτομέας ΙΠΒ : u v;· , Tavoulan unpub. ;t:· i  ^  GSl 15/(HSA495-572) .··.= · c , .ηΓ.Λν>· ·*?- r \  η ' . ' . ν Λ(κωδικόνια495-572) ' ■ ·'■ result, */

GSl 15/(HSA495-572)myc-6His C-truncated υποτομέας IIIB 
(κωδικόνια 495-572) myc-6His

GSl 15/DIIIBMax Κωδικόνια 464-585

Tavoulari unpub. 
results

f*: , ‘ Tavoute unpub.^i:

Tavoulari unpub. 
results

Πίνακας 2.1: Στελέχη του ζυμομύκητα Ρ.pastor is που χρησιμοποιήθηκαν για την ετερόλογη 

έκφραση τομέων και υποτομέων της HSA. Ως Myc-6His αναγράφονται τα στελέχη στα οποία 

το ενσωματούμενο cDNA της HSA φέρει στο 3' άκρο του, και ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης, την 

αλληλουχία GIu-Gln-Lys-Leu-Ile-Ser-Giu-GIu-Asp-Leu-Asn του myc επιτόπου 
ακολουθούμενη από 6 κωδικόνια His (βλ. Εικόνα 2.1).



50

2.1.5 Ανάπτυξη βακτηρίων

Για την ανάπτυξη του στελέχους της Ε. coli, TOPI OF’ σε υγρή καλλιέργεια 

χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό υλικό Luria-Bertani (LB) (1% w/v τρυπτόνη, 0.5% w/v 

εκχύλισμα ζύμης, 1% w/v NaCl), ενώ για την ανάπτυξη του σε στερεή καλλιέργεια 

προστίθεται επιπλέον 1.5% w/v άγαρ στο διάλυμα LB. Για τα μετασχηματισμένα 

στελέχη με ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό ζεοκίνη, χρησιμοποιήθηκε LB χαμηλής 

αλατότητας (1% w/v τρυπτόνη, 0.5% w/v εκχύλισμα ζύμης, 0.5% w/v NaCll καθώς 

υψηλότερη αλατότητα μπορεί να προκαλέσει απενεργοποίηση του αντιβιοτικού. Η 

αποθήκευση των βακτηριακών στελεχών έγινε σε θρεπτικό υλικό LB, 15% ν/ν 

γλυκερόλη στους -80 °C.

2.1.6 Ανάπτυξη στελεχών του ζυμομύκητα P.pastoris

Η βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης του P.pastoris είναι 28-30 °C. Ως πλήρες 

θρεπτικό υλικό για την ανάπτυξη του μύκητα σε υγρή καλλιέργεια χρησιμοποιήθηκε 

το YPD (2% w/v πεπτόνη, 1% w/v εκχύλισμα ζύμης, 2% w/v D(+) γλυκόζη). Για την 

επιλογή μετασχηματισμένων κλώνων Ρ. pastoris (Ενότητα 2.3.2) χρησιμοποιήθηκαν 

τρυβλία επιλογής YPDS με ζεοκίνη (2% w/v πεπτόνη, 1% w/v εκχύλισμα ζύμης, 2% 

w/v D(+) γλυκόζη, 1 Μ σορβιτόλη, 2% w/v άγαρ, 100 pg/mL ζεοκίνη). Τα θρεπτικά 

υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για την επαγωγή της ετερόλογης έκφρασης 

αναφέρονται στην Ενότητα 2.3.4.

2.1.7 Αποθήκευση στελεχών του Ρ. pastoris

Τα στελέχη του Ρ. pastoris μπορούν να αποθηκεύονται για μεγάλο χρονικό 

διάστημα σε γλυκερόλη. Η διαδικασία που ακολουθείται έως την αποθήκευση είναι η 

ακόλουθη: Μονές αποικίες αναπτύσσονται σε πλήρες θρεπτικό υλικό (YPD) για 

περίπου 16 h στους 30 °C. Στη συνέχεια τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση 

και επαναιωρούνται σε YPD, που περιέχει 15% ν/ν γλυκερόλη, έτσι ώστε η τελική 

O D 6oo να είναι 50-100 (περίπου 2.5-5 x ΙΟ9 κύτταρα/mL). Στη συνέχεια τα κύτταρα 

καταψύχονται σε υγρό άζωτο και μεταφέρονται στους -80 °C.
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2.1.8 Πλασμίδια

pPICZaA: Ο πλασμιδιακός φορέας κλωνοποίησης pPICZaA (Invitrogen) που 

επιλέχθηκε, επιτρέπει την έκφραση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών στον 

μεθυλοτροφικό ζυμομύκητα P.pastoris αλλά και την έκκριση των πρωτεϊνών στο 

υπερκείμενο καλλιέργειας του μύκητα με τη χρήση της σηματοδοτικής αλληλουχίας 

a-factor του Saccharomyces cerevisiae. Ο φορέας επιπλέον περιλαμβάνει:

■ Τμήμα 942 ζευγών βάσεων που περιέχει τον υποκινητή της αλκοολικής 

^οξειδάσης (ΑΟΧ1) και περιοχή ομολογίας που επιτρέπει την ενσωμάτωση στο

χρωμόσωμα του μύκητα.

■ Γονίδιο ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό ζεοκίνη.

■ Επίτοπο του c-myc (Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu-Asn) και έξι 

κωδικόνια His που επιτρέπουν την ανίχνευση των πρωτεϊνών και τον 

καθαρισμό τους με τη χρήση Ni2+.

Εικόνα 2.1 : Ο πλασμιδιακός φορέας κλωνοποίησης και έκφρασης pPICZaA.

pDNR-LIB/DIllBest: Περιέχει τον κλώνο RZPD IMAGp958K021545Q2 (RZPD 

IMAGE cDNA clone collection, http://image.llnl.gov/iniage/^trnj) και

χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα για την πολλαπλή αντιγραφή του cDNA της HSA 1- 

23Λ483-585.

Τα πλασμίδια που κατασκευάστηκαν στα πλαίσια της παρούσας εργασίας 

παρατίθενται στον Πίνακα 2.2.

http://image.lln
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pPICZaA/DIHB

'ψ̂ ·ί· w  ' j M ' ί  -
■ pPICZaA/DIIIBmyc-6His ' */·?.. Λί?1&«;
·*«'' ^ Α?·V'-"- ·>'*&·■ **■" ■

pPICZaA/DIII

-ipPIGZaA/DHIhiyc-6His t

DIIIB-(/i'coM)-sensc, DIIHNoiiyantisense 

DUIB-(£coJiiysSnse. ~ ··—

DIH<Rc0M)-sense,Din-(M>/J)-antisense

Dltt<£a>ffl)-sensejD]Ĥ M7$-6ffi^
' ■ x s  s r . ' s

pPICZaA/DI DI-(£co/?IVsense, DI-(Afo/I)-antisense

VpPICZotA/DIinyc-6His ' * B i< jeco K i)-sen se^  *V V '/***»*

pPiCZaA/DH DII-(/tcoM)-sense, DII-(M>fI)-antisense

pPICZaA®njnyc-6His ·'.

pPICZaA/DIB

pPICZaA/Dromyc-6His ·’ ' V  ' 4 r  

pPICZaA/DIIB 

pPICZaA/DIIBmyc-6His  ̂

pPICZaA/HSA509-585 

pPICZaA/HSA509-585myc-6ffis r 

pPICZaA/HSA495-572 

pPICZaA/HSA495-572myc-6His 

pPICZaA/Best

pPICZaA/MAX p . ; ·

DJBr(EcoRl)-sense, Dt(Afc>rI)-antisense

: D l B - { £ c o / ? I ) - s e n s e , D I - ( N o i I ) - 6 H i s - a n t i s e n s e t r ;  

DIIB-(£'co/?I)-sense, DII-(WofI)-antisense
• ·. <·» ·. f. $ Ι.νΛΧ.Λ ί O* M. f V> κ

DDB-(£coM)-sense, Dn-(Afo/I)*6His-antisense - : ^ Λ, - . Λ Λί Β
. ■■ " -  ■ . v ·"* snriHi·''*’* Φ»*54Μ«.̂ ·.

DIIIB-(509-585H^o«I)-sense,DinB-(509-585KM>i/)-anti

. DIHB-(509-585XEcoRD-sense, DIHB(509-585)-(M>rf) 6His anti

DIHB~(495-572)-(/?c07?I)-sense, DHIB-(495-572)-(Afoi/)-anti

DlilB-(495-572)-(£,c0/?I)-sense, DnB(495-572)-(7Vbi/) 6His anti '

DI-(Ecoffl)-sense,DIII-(AfoiI)-antisense

: DIIIBMAX-(£c0i?I)-sense, DIII-(iVofI)-antisense

1° στάδιο PCR, τμήμα ΠΙΑ: PCR DIU-(£'00/?I)-sense, HSA-IIIA-anti 
1° orraSioPCR, τμήμα HIB: HSA-MB-sense, DHI-^o/Q-anti 
2° στάδιο PCR: Dffl-(£«?/?l)-sense, DIH-(Wo/I)-anti

* ,V*%' ·· 'ΪΖ>2;/ ‘ <.

pPICZaA/IIIAXalllB

1° στάδιο PCR, τμήμα ΙΠΑ: PCR DIII-(Z;co/iI)-sense, HSA-IIIA-anti 
pPICZaA/IIIAXaIIIBmyc-6His 1° crra6ioPCR,τμήμαΙΠΒ:HSA-IIIB-sense,DIII-(M?/I)-6His-anti - ' ;

2° στάδιο PCR: DIII-iJS'coRIJ-sense, DIII-(M)rt)-6His-anti

Πίνακας 2.2: Ανασυνδυασμένα πλασμίδια που κατασκευάστηκαν με τη χρήση του φορέα 

pPICZaA. Τα ζεύγη εκκινητών που αναφέρονται, χρησιμοποιήθηκαν για την πολλαπλή 

αντιγραφή διαφόρων τμημάτων του cDNA της HSA προκειμένσυ να κλωνο7κ>ιηθούν στον - 

φορέα pPICZaA.
rV '
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2.2 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΟΥ DNA

2.2.1 Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από το στέλεχος GSllS/Albumin του 

Ρ. pastoris

Γονιδιωματικό DNA απομονώθηκε από το στέλεχος GS115/Albumin 

(Invitiogen), που φέρει το πλήρες cDNA της HSA ενσωματωμένο στο γονιδίωμα του, 

προκειμένου να χρησιμοποιηθεί ως υπόστρωμα στην αντίδραση PCR. Η διαδικασία 

πραγματοποιήθηκε όπως αναλύεται παρακάτω.

Το στέλεχος GS115/Albumin αναπτύχθηκε στους 30 °C έως οπτικής 

πυκνότητας OD6<k>= 10. Στη συνέχεια τα κύτταρα συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση 

(1500g, lOmin, θερμοκρασία δωματίου), και εκπλύθηκαν με 10 mL ddl-^O.

Δηαιουονία σωαιοοπλαστών και λύση των κυττάρων: Πραγματοποιήθηκε 

επαναιώρηση των κυττάρων σε 2 mL διαλύματος SCED (1Μ σορβιτόλη, 10 mM 

κιτρικό νάτριο ρΗ=7.5, 10 mM EDTA, 10 mM DTT) και προσθήκη 0.3mg 

λυτικάσης. Ύστερα από 50 min επώαση στους 37 °C προέκυψαν σφαιροπλάστες σε 

ποσοστό μεγαλύτερο του 80%. Στο σημείο αυτό, και αφού προστέθηκαν 2 mL 1% 

. w/v SDS, έγινε ελαφρά ανάδευση, και τα κύτταρα αφέθηκαν στον πάγο για 5 min. 

Ακολούθησε προσθήκη 1.5 mL 5Μ οξικού καλίου, ρΗ= 8.9 και ελαφρά ανάδευση. 

Μετά από φυγοκέντρηση σε 10000g για 10 min το υπερκείμενο συλλέχθηκε για το 

επόμενο στάδιο της καταβύθισης του DNA.

Καταβύθιση του DNA: Το υπερκείμενο του προηγούμενου σταδίου 

επωάστηκε με 2 όγκους αιθανόλης (15 min, θερμοκρασία δωματίου) και 

φυγοκεντρήθηκε για 20 min στους 4 °C. Το ίζημα που προέκυψε επαναιωρήθηκε σε

0.7 mb ΤΕ, pH 7.4. To DNA απομονώθηκε από το εναιώρημα χρησιμοποιώντας 

μίγμα φαινόλης/χλωροφορμίου (1:1 ν/ν). Η υδατική φάση συλλέχθηκε, μοιράστηκε 

σε δύο μέρη όπου και προστέθηκαν μισός όγκος 7.5 Μ οξικού αμμωνίου, ρΗ=7.5 και 

δύο όγκοι αιθανόλης. Τα δείγματα αφέθηκαν στους -20 °C για 1 ώρα, 

φυγοκεντρήθηκαν (10000g, 4 °C, 10 min) και το ίζημα εκπλύθηκε με 1 mL 70% 

αιθανόλης. Μετά από την πλήρη εξάτμιση της αιθανόλης, το DNA επαναιωρήθηκε σε 

ddHiO (double-distilled) και αποθηκεύθηκε στους -20 °C μέχρι τη χρήση του.
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2.2.2 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase chain reaction-PCR)

Στην παρούσα εργασία η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης 

χρησιμοποιήθηκε για την πολλαπλή αντιγραφή τμημάτων cDNA της ανθρώπινης 

αλβουμίνης ορού (HSA) καθώς και για την επιλογή ανασυνδυασμένων κλώνων του 

ζυμομύκητα P ic h ia  p a s to r is  (Ενότητα 2.3.2). Η υψηλής πιστότητας πολυμεράση Pfu  

(Stratagene, La Jolla, CA) χρησιμοποιήθηκε για την πολλαπλή αντιγραφή του 

τμήματος που κωδικοποιεί τον τομέα ΙΙΙΒ της HSA. Για την πολλαπλή αντιγραφή 

των τμημάτων που κωδικοποιούν άλλους τομείς της HSA χρησιμοποιήθηκε το 

σύστημα υψηλής πιστότητας Expand High Fidelity PCR System (Roche Molecular 

Biochemicals, Manheim, Germany) που είναι μίγμα Pfu  και Taq  πολυμεράσης. Για 

την επιλογή μετασχηματισμένων κλώνων με απευθείας ανάλυση PCR (Ενότητα

2.3.2) χρησιμοποιήθηκε Taq  πολυμεράση (Promega, Madison, WI, USA).

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία αναφέρονται 

στον Π ίνακα 2.3. Προκειμένου να κλωνοποιηθούν τα PCR προϊόντα στον φορέα 

pPICZaA, σχεδιάστηκαν για την αντίδραση PCR, εκκινητές που φέρουν στο 5’ άκρο 

τους την θέση αναγνώρισης E co R l ή N o tl. Οι εκκινητές που αναφέρονται ως (Notl)- 

6His-antisense, χρησιμοποιήθηκαν για την επιπρόσθετη εισαγωγή ενός 

καρβοξυτελικού άκρου (2.5 kDa), που φέρει τον επίτοπο c-myc και 6 κατάλοιπα 

ιστιδινών (Εικόνα 2.1).

Η αντίδραση PCR πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο ΙΟΟμΙ με 20 mM Tris- 

Cl, pH -8.0, 10 mM KC1, 6 mM (NHO2SO4, 0.1 % Triton X-100, 0.15 mM MgCl2, 50 

ng ή 250 ng υπόστρωμα DNA (πλασμιδιακό ή γονιδιωματικό αντίστοιχα), 0.5 μΜ 

από τον κάθε εκκινητή, 0.25 mM dNTPs και 3 Units πολυμεράση.

Πραγματοποιήθηκαν 30 κύκλοι αντίδρασης μετά από πεντάλεπτη επώαση του 

μίγματος της αντίδρασης στους 94 °C. Η αποδιάταξη του DNA έγινε για 1 ή 2 min 

(πλασμιδιακό ή γονιδιωματικό αντίστοιχα), η πρόσδεση των εκκινητών σε 

θερμοκρασίες που κυμάνθηκαν από 50 έως 56 °C (ανάλογα με τις θερμοκρασίες 

αποδιάταξης των εκκινητών), και η επιμήκυνση στους 72 °C για 1 min.
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Όνομα: «ιαανη^"* Αλληλουχία DNA
. ~  *i.»> -A lt' v · _··.*..··' ·■ Α ϊ  . A .'.

DIlI-(£co/fI)-scnse S’-TTTGAATTCGAGCCTCAGAATTTAATCAAACAAAATTGTGAGCTT-V

DllD|-(&oVa}rsaise 

DllI-(M>/l)-6His-anti sense 

Din-^oiI)-ihtisaise

S'-AAAAGCGGCCGCT AAOCCTAAGGC AGCTTG ACTTGCAGCAAC A AGTTT -3 ‘

DI-(£co*l)-iense 5 ’-TTTG AATTCG ACGCAC ACAAG AGCGAGG-3'

dHWp/I)^His-antisense : 5*-AAAAGCGGCCGCTCTTTGTTTGGCAGA-3* ;

DI-(Wo/l)-antisense 5 ‘-AAAAGCGGCCGCTTA TCTCTGTTTGGC AG A-3 ’

Dn-(&oM)-sense S’-TTTGAATTCGGGAAGGCCTCGTCTGCCAAAC-S’

DII-(^o/I)-6His-anliscnsc 5 ̂ AAAAGCGGCCGCCTGAGGTTCTTCTAC AAG AG-31

. . ·- - *;·: - · ·**? : 
DIKAforty-antiseftse'' *' ; v  r5

D1 B-(£co/?I )-sensc

*3 Z t t S f r t■ ■*· *

5’· TTTGAATTCGACAACCCAAACCTCCCCCGA-3»

*/ ■&: **%
DUB-{EcoRI)-scn$t

‘ '*»*«**'';. " '· \
; ( 5’- TTTGAATTCGAGATGCCTGCTGACTTGCCT-3 ’

B»··' irVitSk·· r Hi ’ftlMiiri *. :%<Α*£τΊι .
DllIB-(495-572H£co«I)-sense 5 ’-TTTGAATTCG AG ACGTACGTCCCCAAAG AG-3 ’

DnlIH495-572H^f/)-ianti 15’- AAAAGCGGCCGCTTA ACCTTCTTGAGC AAAGGA-3’-' <*-- %

DIHB(495-572)-{Notl) 6His S’-AAAAGCGGCCGCACCTTCTTCAGCAAAGCA-3 ·

'*· •ΛίΟ'νξΓ» *'-'*· V’ ‘ ' V ····.. ' Λ»' v"sr* * · ■  ̂ >··■*· '.·
DIIIB-(509“585)-(£co/?I)-sensc 5t* n TGAATTCTTCCACGCGGACATCTGCACAC-3t .

.A'·-.' ■ · ' ■·* - · ’?V \ .·;*·:
DIIIB-(509-585H/Vo//>-anti

DIUB(509-585)-(M>//)-
6Hisan$

DIIIBMAX-(£co/?I)-sense

5*-AAAAGCGGCCGCTTATAAGCCTAAGGCAGCTTG -3’

S’-AAAAGCGGCCGCTAAACCTAAAGCAGCrfQ-3~

/'■ynpr9~tr
HSA-OIB-sense v ·:. 5*

■&**&&* *
HSA-IIlA-antisensc

5*-TTTGAATTCCACGAGAAGACGCCGGTAAGTGAC-3*

- ·· -*r-̂  ···■ · . · · · · ·  ·Γ-
iGAAGGGCTCTGGAAQTCGATGAAACATACG-3’ ·.- - .? ' ■<*, : *  ·- * v;s*i>

5*- TATCCTGCCTTCGATAGCTGAAAAGCATGGTCGCCTGTT-3 ’

Πίνακας 2,3: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις PCR για την επέκταση 

τμημάτων του cDNA της HSA. Υπογραμμίζονται οι περιοριστικές θέσεις EcoRl και ΝοΛ που 

έχουν δημιουργηθεί, ενώ επισημαίνονται και τα κωδικόνια λήξης (ΤΤΑ) όπου έχουν 

εισαχθεΐ
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Τα προϊόντα PCR αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Οι 

πηκτές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 0.8-1.0 % (w/v) αγαρόζης σε διάλυμα ΤΑΕ (0.04 

Μ Tris acetate, 0.001 Μ EDTA). Μετά το βρασμό της πηκτής, προστέθηκε σε αυτή 

διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 10 pg/mL. Τα δείγματα DNA 

αναμείχθηκαν σε αναλογία 1:5 με όχδιάλυμα φόρτωσης (30 % γλυκερόλη και 0.25 % 

κυανού της βρωμοφαινόλης) και ηλεκτροφορήθηκαν σε διάλυμα ΤΑΕ παράλληλα με 

δείκτες DNA γνωστών μοριακών βαρών. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε 

θερμοκρασία δωματίου υπό σταθερή τάση (80V) και η παρατήρηση της 

ηλεκτροφορητικής εικόνας έγινε σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας. Τα προϊόντα 

PCR ανακτήθηκαν από την πηκτή με το πακέτο υλικών QIAquick Gel extraction της 

Qiagen.

2.2.3 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) δύο σταδίων 

(overlap/extension)

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης δύο σταδίων στηρίζεται στη χρήση 

εκκινητών για τη δημιουργία τμημάτων DNA με επικαλυπτόμενα άκρα (1° στάδιο) 

τα οποία σε ένα επόμενο στάδιο PCR υβριδίζουν λόγω των επικαλυπτόμενων άκρων 

και με τη χρήση εξωτερικών εκκινητών επεκτείνονται (Ho et al., 1989; Shevchuk et 

al., 2004).

Στην παρούσα εργασία η αντίδραση PCR δύο σταδίων χρησιμοποιήθηκε για 

την δημιουργία ανασυνδυασμένου DNA που κωδικοποιεί για τον τομέα III της HSA, 

ώστε να φέρει μεταξύ των υποτομέων ΠΙΑ και ΙΙΙΒ τρεις φορές τη θέση αναγνώρισης 

του παράγοντα Xa (Factor Xa).

Η στρατηγική που ακολουθήθηκε για την αντίδραση PCR περιγράφεται στην 

Εικόνα 2.2. Το τμήμα DNA που κωδικοποιεί για την τριπλή θέση αναγνώρισης του 

παράγοντα Xa δημιουργήθηκε με τη χρήση των δύο μονόκλωνων, συνθετικών, 

συμπληρωματικών ολιγονουκλεοτιδίων που αναφέρονται παρακάτω:

Xa sense

5’CAGGCGACCATGCTTTTCAGCTATCGAAGGCAGGATAGAAGGCAGAATCGAGGGAAGG 

GCTCTGGAAGTCGATGAAACATAC3 ’

Xantisense

5’GTATGTTTCATCGACTTCCAGAGCCCTTCCCTCGATTCTGCCTTCTATCCTGCCTTCGATA - 

GCTGAAAAGCATGGTCGCCTG3’
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Συγκεκριμένα, τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια αναμείχθηκαν σε μοριακή 

αναλογία 1:1, επωάστηκαν για 2 min στους 94 °C και αφέθηκαν να επανέλθουν αργά 

σε θερμοκρασία δωματίου έτσι ώστε να υβριδίσουν.

111Λ

1· στάδια PCR

ι 11ΙΒ

ΥΡριδισμός εν κινητών

λα Xa Xa

2° στάδια PCR

111A Xa Xa Xa 11 IB

i

Xa Xa Xa I! IB

Εικόνα 2.2: Σχηματική απεικόνιση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης δύο σταδίων 

όπως εφαρμόστηκε για τη δημιουργία ανασυνδυασμένου DNA που κωδικοποιεί για τον 

τομέα III της HSA ώστε να φέρει μεταξύ των υποτομέων ΙΙΙΑ και ΙΙΙΒ τρεις φορές τη θέση 

αναγνώρισης του παράγοντα Xa (Factor Xa)
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2.2.4 Κατασκευή ανασυνδυασμένου DNA

Ο πλασμιδιακός φορέας (ρΡΙΟΖαΑ) και το προς ένθεση DNA επωάζονται μέχρι 

πλήρους πέψης με τα περιοριστικά ένζυμα E coR l και N oth  Συγκεκριμένα η 

αντίδραση περιορισμού πραγματοποιείται σε διάλυμα, 100 mM Tris-Cl, ρΗ=7.5, 50 

mM NaCl, 10 mM MgCL, 0.025 %  v/v Triton X-10, 0.1 mg/mL BSA σε τελικό όγκο 

20 μΐ. Τα προϊόντα της πέψης διαχωρίζονται με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

1% και ανακτώνται από την πηκτή με το πακέτο υλικών QIAquick Gel extraction της 

Qiagen.

Η αντίδραση σύνδεσης τμημάτων DNA στον πλασμιδιακό φορέα 

πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 4 °C για 16 h σε τελικό όγκο 20 μΐ σε διάλυμα 50 

mM Tris-Cl, ρΗ=7.6, 10 mM MgCL, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 5% w/v 

πολυαιθυλενογλυκόλη-8000 με προσθήκη 2U DNA λιγάσης (Invitrogen, Groningen, 

The Netherlands), και ποσοτήτων ενθέματος (insert) και φορέα (vector) σε μοριακή 

αναλογία 3:1 (insert: vector).

2.2.5 Μ ετασχηματισμός της E.coli με πλασμιδιακό DNA

Δπιιιουργία επιδεκτικών κυττάρων: (Σύμωωνα με Inoue et al.,1990)

Πλήρης καλλιέργεια βακτηριακών κυττάρων E sch erich ia  c o li TOPI OF’ (10 

mL) (ανάπτυξη σε θρεπτικό υλικό Luria Broth), αραιώνεται 1/25 (τελικός όγκος 250 

mL) σε θρεπτικό μέσο SOB (0.5 % εκχύλισμα ζύμης, 2% w/v βακτοτρυπτόνη, 10mM 

NaCl, 2.5mM KC1, lOmM MgCh, lOmM MgS0 4 ).

Ακολουθεί ανά7ΐτυξη στους 37 °C έως ότου η οπτική πυκνότητα (ODioo) να φτάσει

0.6. Αφού τα κύτταρα αφεθούν για 10 min στον πάγο, συλλέγονται με φυγοκέντρηση 

(4000 rpm, 10 min, 4 °C) και επαναιωρούνται σε 80 mL παγωμένου διαλύματος ΤΒ 

(10 mM Pipes, 55 mM MnCh, 15 mM CaCh, 250 mM KC1). Αφήνονται εκ νέου στον 

πάγο για 10 min, φυγοκεντρούνται όπως ανωτέρω, και τελικά επαναιωρούνται σε 20 

mL διαλύματος ΤΒ που περιέχει 7% v/v DMSO. Τα κύτταρα μπορούν να 

αποθηκεύονται στους -80 °C για τουλάχιστον 30 ημέρες.

Μετασγτιαατισμός:

Τα επιδεκτικά κύτταρα αφήνονται αρχικά να ξεπαγώσουν αργά μέσα σε πάγο. 

Στη συνέχεια το πλασμιδιακό DNA (όγκος 20μ1) προστίθεται σε αυτά και ακολουθεί
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επώαση για 5 min στον πάγο. Τέλος τα κύτταρα επιστρώνονται σε θρεπτικό μέσο 

επιλογής με αντιβιοτικό ζεοκίνη (τελική συγκέντρωση 25 pg/mL θρεπτικού υλικού).

2.2.6 Απομόνωση DNA σε μικρή και μεγάλη κλίμακα και προσδιορισμός 

αλληλουχίας

• *
.Γ ια  την απομόνωση πλασμιδιακού DNA μικρής κλίμακας χρησιμοποιήθηκε 

το πακέτο υλικών QLAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), ενώ για την απομόνωση του 

πλασμιδιακού DNA μεγάλης κλίμακας χρησιμοποιήθηκε το Plasmid Maxi Kit 

(Qiagen).

Η αλληλουχία DNA των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων επιβεβαιώθηκε, σε κάθε 

περίπτωση, από την θέση περιορισμού EcoRl έως και την ΝοΛ τουλάχιστον. Η 

ανάλυση έγινε σε αυτόματο αναλυτή DNA sequencer (MWG-Biotech, Ebersberg, 

Germany).
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2.3 ΕΤΕΡΟΛΟΓΗ ΕΚΦΡΑΣΗ-ΕΚΚΡΙΣΗ ΣΤΟ ΣΥΣΤΗΜΑ TOY Pichia. 

pastoris

Ο Ρ. pastoris είναι ένας μεθυλοτροφικός ζυμομύκητας, ικανός να μεταβολίζει 

μεθανόλη ως μόνη πηγή άνθρακα. Το πρώτο στάδιο στο μεταβολισμό της μεθανόλης

είναι η οξείδωση της σε φορμαλδεΰδη από το ένζυμο αλκοολική οξειδάση,
♦ «

χρησιμοποιώντας μοριακό οξυγόνο. Δύο γονίδια του Ρ. pastoris κωδικοποιούν 

αλκοολική οξειδάση, τα ΑΟΧ1 και A0X2, όμως η ενεργότητα αλκοολικής οξειδάσης 

οφείλεται κατά βάση στο προϊόν του ΑΟΧΙ. Ο υποκινητής (ΑΟΧ1) που ρυθμίζει την 

έκφραση του ενζύμου είναι αυτός που χρησιμοποιείται για την ετερόλογη έκφραση 

πρωτεϊνών στον Ρ. pastoris. Απώλεια του γονιδίου ΑΟΧΙ οδηγεί σε στελέχη που 

μεταβολίζουν τη μεθανόλη σε περιορισμένο βαθμό (στελέχη Muts: Methanol 

utilization slow). Αντίθετα τα στελέχη που διαθέτουν το γονίδιο ΑΟΧΙ μπορούν να 

μεταβολίζουν μεθανόλη ως μόνη πηγή άνθρακα και ονομάζονται Mut+ (Methanol 

utilization plus).

Όταν το στέλεχος GS115 (Mut+), που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 

εργασία, μετασχηματίζεται με τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια πραγματοποιείται 

ομόλογος ανασυνδυασμός μεταξύ της περιοχής 5’ ΑΟΧΙ του πλασμιδίου και της 

θέσεως 5’ ΑΟΧΙ του γονιδιωματικού DNA του μύκητα (Εικόνα 2.3).

Gene of Interest ΤΤ Zeocin 5  5 ‘ AOX1 or nox1::ARG4 TT 3

Expression Cessette

Εικόνα 2.3: Εισαγωγή ευθυγραμμισμένων πλασμιδίων pPICZaA στη γενετική θέση ΑΟΧΙ 

του γονιδιωματος του Ρ. pastoris με ομόλογο ανασυνδυασμό.
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2.3.1 Χημικός μετασχηματισμός του Ρ. pastoris

Απαιτούιιενα υλικά

YPD (yeast-peptone-dextrose)

Εκχύλισμα ζύμης 1 % w/v

Πεπτόνη 2 %  w/v

ϋ(+)-γλυκόζη 2 % w/v

Τρυβλία επιλογής YPDS -ζεοκίνη

Εκχύλισμα ζύμης 1 %  w/v

Πεπτόνη 2 % w/v

0(+)-γλυκόζη 2 % w/v

Σορβιτόλη 1 Μ

Άγαρ 2 % w/v

Ζεοκίνη 100 pg/mL

Τα διαλύματα I, II και III που απαιτούνται για το μετασχηματισμό περιέχονται στο 

πακέτο υλικών EasyComp (Invitrogeii).

Προετοιιιασία επιδεκτικών κυττάρων

Για τη δημιουργία επιδεκτικών κυττάρων πραγματοποιείται καλλιέργεια (10 

mL) του στελέχους GS115 του ζυμομύκητα Ρ. p a s to r is  σε θρεπτικό υλικό YPD στους 

28-30 °C σε περιστροφικό αναδευτήρα (250-300 rpm). Ύστερα από 16 περίπου h η 

καλλιέργεια αραιώνεται μέχρι Οϋβοο = 0.1-0.2 σε 10 mL YPD και αφήνεται να 

φτάσει σε ODeoo = 0.6-1. Τα κύτταρα συλλεγονται με φυγοκέντρηση για 5 min (500 x 

g) σε θερμοκρασία δωματίου και επαναιωρούνται σε 10 mL διαλύματος I. Ακολουθεί 

εκ νέου φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και επαναιώρηση σε 1 mL διαλύματος I. 

Τα επιδεκτικά πλέον κύτταρα φυλάσσονται στους -80  °C έως τη χρήση τους.
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Μετασττιιιατισιιός

Για τον αποτελεσματικότερο μετασχηματισμό του Ρ. p a s  to r  is, το 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο (5pg) ευθυγραμμίζεται με τη χρήση της περιοριστικής 

ενδονουκλεάσης P m el για την οποία υπάρχει μοναδική θέση αναγνώρισης εντός της 

περιοχής 5’ ΑΟΧ1 (Εικόνα 2.1). Το ευθυγραμμισμένο DNA ηλεκτροφορείται σε 

πηκτή αγαρόζης όπου αφενός ελέγχεται η ευθυγράμμιση του, αφετέρου καθαρίζεται 

από την πηκτή με το πακέτο υλικών QIAquick Gel extraction της Qiagen. Για κάθε 

μετασχηματισμό, 3μg DNA (σε τελικό όγκο έως 5μ1 ) προστίθενται σε 50 μΐ 

επιδεκτικών κυττάρων μαζί με 1 mL διαλύματος II. Ακολουθεί έντονη ανάδευση 

(vortex) και επώαση των κυττάρων σε υδατόλουτρο 30 °C. Η επώαση διαρκεί 

συνολικά 1 ώρα ενώ κάθε 15 min επαναλαμβάνεται έντονη ανάδευση προς βελτίωση 

της απόδοσης του μετασχηματισμού.

Στη συνέχεια τα κύτταρα υποβάλλονται σε θερμικό σοκ, στους 42 °C για 10 

min και έπειτα επωάζονται σε YPD σε υδατόλουτρο 30 °C για τουλάχιστον 2 h. Μετά 

την ανάρρωση, φυγοκεντρούνται για 5 min σε μικροφυγόκεντρο (3000 rpm) και το 

κυτταρικό ίζημα επαναιωρείται σε 1 mL διαλύματος III. Ακολουθεί νέα 

φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και τελική επαναιώρηση των κυττάρων σε 150μ1 

διαλύματος III. Τα κύτταρα επωάζονται σε θρεπτικό μέσο επιλογής YPDS με 

αντιβιοτικό ζεοκίνη και αφήνονται προς ανάπτυξη αποικιών σε επωαστικό κλίβανο 

30 °C, 2-4 ημέρες.

2.3.2 Επιλογή ανασυνδυασμένων κλώνων με απευθείας ανάλυση PCR

Προκειμένου να ελεγχθούν κλώνοι του P ich ia  p a s to r is  ως προς  την 

ενσωμάτωση του ανασυνδυασμένου DNA, ακολουθήθηκε η μέθοδος της απευθείας 

ανάλυσης PCR (Linder et al., 1996) που περιλαμβάνει την δημιουργία κυτταρικού 

εκχυλίσματος και τη χρήση του ως υποστρώματος για την αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυμεράσης.

Συγκεκριμένα, για τη δημιουργία εκχυλίσματος, μία μονή αποικία εναιωρείται 

σε 10 pL αποστειρωμένου ddFLO και προστίθενται 15 pL του ενζύμου λυτικάση (25 

U). Ακολουθεί επώαση με το ένζυμο για 10 min σε υδατόλουτρο (30 °C) και άμεση 

μεταφορά στους -80 °C για 10 min ακόμα.
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Στη συνέχεια, 10 μΣ από το κυτταρικό εκχύλισμα χρησιμοποιούνται ως 

υπόστρωμα στην αντίδραση PCR (βλ. Ενότητα 2.2.2) χρησιμοποιώντας τα 

κατάλληλα «εσωτερικά» ζεύγη εκκινητών (βλ. Πίνακα 2.2) ή το ζεύγος των 

«εξωτερικών» εκκινητών 5’ ΑΟΧ1 (5’-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’) και 3’ 

ΑΟΧ1 (5 ’ -GC AAATGGC ATTCTG AC ATCC-35).

2.3.3 Καθορισμός φαινοτύπου σχετικά με το μεταβολισμό της μεθανόλης

Απαιτούμενα θρεπτικά υλικά

Τρυβλία M DH (Minimal Dextrose Medium and Histidine)

ΥΝΒ 1.34% w/v

Βιοτίνη 4x10'5 % w/v

D (+ )γλυκόζη 2 % w/v

Ιστιδίνη 0.004 % w/v

Άγαρ 1.5 %  w/v

Τρυβλία M M H (M inimal M ethanol and Histidine)

ΥΝΒ 1.34 %  w/v

Βιοτίνη 4x10'5 % w/v

Μεθανόλη 0.5 % ν/ν

Ιστιδίνη 0.004 %  w/v

Αγαρ 1.5 % w/v

To στέλεχος GS115 που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία είναι M ut+ 

και όταν μετασχηματίζεται με τα ευθυγραμμισμένα πλασμίδια αναμένεται να 

προκόψουν νέα στελέχη Mut+. Παρόλα αυτά η παρουσία αλληλουχίας A Ο Χ Ι στο 

πλασμίδιο pPICZaA (Εικόνα 2.1) μπορεί να οδηγήσει σε ανασυνδυασμό στην 

περιοχή 3’ Α Ο Χ 1 . Στην περίπτωση αυτή το γονίδιο Α Ο Χ 1  μπορεί διακοπεί και να 

προκόψουν στελέχη Mut . Για το λόγο αυτό τα στελέχη Mut διακρίνονται από τα 

Mut με την ακόλουθη διαδικασία:

Μονές αποικίες μεταφέρονται από το τρυβλίο επιλογής YPDS-ζεοκίνη σε 

τρυβλία ΜΜΗ και MDH με αριθμημένες θέσεις τα οποία επωάζονται για 48 h, στους 

30 °C. Τα στελέχη Mut+ αναπτύσσονται κανονικά και στα δύο τρυβλία. Τα στελέχη
ο

Mut , παρουσία 0(+)-γλυκόζης (τρυβλία MDH) αναπτύσσονται κανονικά, ενώ
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παρουσία μεθανόλης (τρυβλία ΜΜΗ) παρουσιάζουν περιορισμένη ή καθόλου 

ανάπτυξη.

2.3.4 Έκφραση-έκκριση ανασυνδυασμένων πεπτιδίων στον Ρ. pastoris

Απαιτούιιενα θρεπτικά υλικά 

BMGY (Buffered Minimal Glycerol)

Εκχύλισμα ζύμης 1 % w/v 1

i
1

Πεπτόνη 2% w /v l
i

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου 

ρΗ=6.0

100 mM I
i
i

ΥΝΒ 1.34% w/v
'

Βιοτίνη 4xl0 'i % w/v

Γλυκερόλη 1 %  v/v •

ΒΜΜΥ (Buffered Minimal Methanol)

Εκχύλισμα ζύμης 1 % w/v j
Πεπτόνη 2%  w/v

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικού καλίου 

ρΗ=6.0

100 mM

1

ΥΝΒ 1.34% w/v f
.]

Βιοτίνη 4xl0 ':>% w/v
i
i

Μεθανόλη 0.5 % v/v
1
1

Για την ανάπτυξη και την επαγωγή της έκφρασης σε ανασυνδυασμένα 

στελέχη GS115, χρησιμοποιήθηκαν πλήρη θρεπτικά υλικά που περιείχαν ρυθμιστικό 

διάλυμα φωσφορικών. Συγκεκριμένα τα ανασυνδυασμένα στελέχη αναπτύσσονται 

(30 °C, ανάδευση υπό 250 rpm) αρχικά σε 5 mL BMGY, που περιέχει γλυκερόλη, για ^

την αύξηση της βιομάζας έως OD6oo=2-6 οπότε και βρίσκονται σε λογαριθμική φάση 

ανάπτυξης (20-24 h). Στη συνέχεια τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση (3000
J

rpm, 5 min, θερμοκρασία δωματίου) και επαναιωρούνται σε θρεπτικό υλικό ΒΜΜΥ 

που περιέχει μεθανόλη, μέχρι τελικής ODeoo 1. Η καλλιέργεια (μέγιστος όγκος 30 

mL) πραγματοποιείται σε κωνικές φιάλες των 100 mL (30 °C, 250 rpm) για 2 ή 3
ί

I
!
i

_  · i
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ημέρες. Προκειμένου να διατηρούνται οι συνθήκες επαγωγής, κάθε 24 h προστίθεται 

100 % μεθανόλη μέχρι τελικής συγκέντρωσης 0.5 % ν/ν.

Τέλος τα υπερκείμενα συλλέγονται με φυγοκέντρηση (3000 rpm για 10 min), 

φιλτράρονται με φίλτρα 0.2μιη, παγώνουν σε υγρό άζωτο και φυλάσσονται στους -80 

°C μέχρι τη χρήση τους.

/
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2.4 ΒΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΔΟΚΙΜΑΣΙΕΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

GnSAF ΚΑΙ ΑΝΑΣΤΑΛΤΙΝΗΣ

2.4.1 Δημιουργία πρωτογενών καλλιεργειών κυττάρων υπόφυσης επιμύων

Θοεπακά υλικά και ουθαιστικά διαλύιιατα 

♦

SFDM : DMEM nutrient mixture F-12 Ham (Sigma) στο οποίο έχει προστεθεί 10 

pg/mL ινσουλίνη, 5 pg/mL τρανσφερίνη, 100 U/mL πενικιλίνη, 100 mg/mL 

στρεπτορυκίνη, 10% ν/ν ερβρυικός ορός ρόσχου, και 2.5 mM L-γλουταρίνη,.

SFDM ,n,,,u, : Πρόκειται για θρεπτικό υλικό SFDM στο οποίο όρως δεν έχει 

προστεθεί ερβρυικός ορός ρόσχου.

DPBS " : Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline απουσία ιόντων Ca2+ και Mg24 

(Sigma)

. D PBS' ' :  Πρόκειται για το ρυθριστικό διάλυμα φωσφορικών DPBS ” στο οποίο έχει 

προστεθεί lg/L BSA και EDTA (0.02 mM).

DPBS + : Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών που περιέχει ιόντα Ca2+ και Mg2+ 

(Sigma) καθώς επίσης 1.36 g/L γλυκόζη, 200 U/mL πενικιλίνη, 200 mg/mL 

στρεπτομυκίνη.

DPBS +'+ : Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών που περιέχει ιόντα Ca2+ και Mg2+καθώς 

επίσης 1.36 g/L γλυκόζη και lg/L BSA.

Για τη δημιουργία πρωτογενών καλλιεργειών κυττάρων υπόφυσης 

χρησιμοποιήθηκαν ενήλικοι θηλυκοί επίμυες Wistar, περίπου δύο μηνών, οι οποίοι 

θανατώθηκαν με αποκεφαλισμό. Ύστερα από κάθετη τομή του κρανίου, 

απομακρύνεται ο εγκέφαλος και η υπόφυση απελευθερώνεται από το τουρκικό 

έφιππέ ίο (sella turcica) με τη βοήθεια νυστεριού. Οι υποφύσεις συλλέγονται σε 

διάλυμα DPBS+ που βρίσκεται σε πάγο και η διαδικασία μεταφέρεται σε εστία 

κάθετης νηματικής ροής.
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Αρχικά, οι υποφύσεις εκπλένονται 5 φορές με διάλυμα DPBS+ και ακολούθως 

5 φορές με διάλυμα DPBS4̂ . Με τη βοήθεια νυστεριού και λαβίδας, αφαιρείται η 

νευροϋπόφυση και η αδενοϋπόφυση τεμαχίζεται και εκπλένεται πέντε φορές με 

διάλυμα DPBS44". Ακολουθεί επώαση υπό ανάδευση για 10 min με 15 διαλύματος 

θρυψίνης (4.1mg/mL θρυψίνη σε DPBS++), αφαίρεση του υπερκειμένου και νέα πέψη 

του ιστού για 10 min με 15 διαλύματος παγκρεατίνης (2.5mg/mL παγκρεατίνη σε 

DPBS44). Ο τεμαχισμένος ιστός εκπλένεται με 20 mL SFDM για την απενεργοποίηση 

των πρωτεασών, και επωάζεται στο ίδιο θρεπτικό υλικό, υπό ανάδευση για 15 min. 

Ακολουθούν πέντε πλύσεις με SFDM, πέντε με διάλυμα φωσφορικών DPBS ' ’ και 

μία με 20 mL διαλύματος DPBS ' . Στη φάση αυτή αρχίζει η διαδικασία μηχανικής 

διασποράς των κυττάρων στο διάλυμα DPBS- με τη χρήση πιππετών pasteur 

διαβαθμισμένης διαμέτρου, επιστρωμένων με σιλικόνη. Η διασπορά

πραγματοποιείται κάθε φορά σε 5 mL DPBS- το οποίο απομακρύνεται σε άλλο 

σωληνάριο όταν θολώνει. Η διαδικασία συνεχίζεται έως ότου να μην παρατηρείται 

περαιτέρω διάσπαση του ιστού. Τα κύτταρα που έχουν συλλεχθεί φυγοκεντρούνται 

για 10 min (22 °C, 2500 rpm). Στη συνέχεια επαναιωρούνται σε 5 mL διαλύματος 

DPBS- με τη χρήση πιππέτας Gilson για να εξασφαλιστεί η πλήρης διασπορά. 

Ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση (10 min, 22 °C, 1200 rpm) και επαναιώρηση σε 5 mL 

θρεπτικού υλικού SFDM.

Τα ζωντανά κύτταρα μετρώνται σε αιμοκυτταρόμετρο παρουσία χρωστικής 

trypan blue και επιστρώνονται σε καλλιεργητικά δοχεία των 24 φρεατίων (200.000 

ζωντανά κύτταρα/ φρεάτιο). Η επώαση για την επικόλληση των κυττάρων 

πραγματοποιείται με 0.5ml SFDM ανά φρεάτιο σε επωαστικό κλίβανο 37 °C και 5% 

CO2 για 48 h.

2.4.2 Βιολογική δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF

Μετά την επικόλληση των κυττάρων στα καλλιεργητικά φρεάτια 

πραγματοποιούνται δύο εκπλύσεις με θρεπτικό υλικό χωρίς ορό (SFDMm,nus). 

Ακολουθεί επώαση με 0.5 mL SFDMmmus, παρουσία των υπό εξέταση ουσιών, για 48 

h. Η εκάστοτε υπό εξέταση ουσία δοκιμάζεται σε τρία τουλάχιστον καλλιεργητικά 

φρεάτια. Παράλληλα, στη φάση αυτή, σε έξι φρεάτια προστίθεται μόνο θρεπτικό 

υλικό SFDMminus προκειμένου τα αντίστοιχα κύτταρα να χρησιμοποιηθούν σαν 

μάρτυρες.
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Στη συνέχεια τα κύτταρα πλένονται με SFDMm,nus και επωάζονται για 4 h στο 

ίδιο θρεπτικό υλικό που όμως περιέχει 0.1 μΜ GnRH καθώς και τις υπό εξέταση 

ουσίες. Κατά τη διάρκεια αυτής της τελικής επώασης τρία εκ των έξι φρεατίων, που 

χρησιμοποιούνται σαν μάρτυρες, επωάζονται μόνο με GnRH (0.1 μΜ GnRH σε 

SFDMm,nus) για τη μέτρηση της επαγόμενης LH και 3 επωάζονται με SFDMm,nus 

χωρίς προσθήκη άλλων ουσιών για τη μέτρηση των βασικών επιπέδων LH στη 

διάρκεια των τεσσάρων ωρών.

Μετά το πέρας των τεσσάρων ωρών τα υπερκείμενα συλλέγονται και 

φυλάσσονται στους -20 °C έως τη μέτρηση των ορμονών με συναγωνιστική ELISA 

(Ενότητα 2.4.4).

2.4.3 Βιολογική δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας ανασταλτίνης

Πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης επιμύων, προετοιμάζονται 

όπως περιγράφεται στην Ενότητα 2.4.1. Σε κάθε καλλιεργητικό φρεάτιο 

επιστρώνονται 200.000 κύτταρα και αφήνονται να προσκολληθούν για 48 h.

Στη συνέχεια, τα κύτταρα εκπλένονται δύο φορές με θρεπτικό υλικό 

. SFDMminus (500 pL/φρεάτιο για κάθε πλύση). Σε έξι φρεάτια προστίθεται 500 pL 

SFDMmmus προκειμένου να μετρηθεί η βασική έκκριση της FSH και της LH. Οι προς 

εξέταση ουσίες, προστίθενται στο θρεπτικό μέσο των κυττάρων (500 pL SFDMm,nus) 

ενώ η καθεμία δοκιμάζεται σε 3 τουλάχιστον καλλιεργητικά φρεάτια. Τα τρυβλία 

τοποθετούνται για 48 h, σε επωαστικό κλίβανο (37 °C, 5 % CO2).

Μετά το πέρας των 48 h τα υπερκείμενα των κυττάρων συλλέγονται και 

φυλάσσονται στους -20 °C έως τη μέτρηση των γοναδοτροπινών με συναγωνιστική 

ELISA (Ενότητα 2.4.4).

Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως εκατοστιαία αναλογία επί του επιπέδου 

βασικής έκκρισης FSH ή LH από τα κύτταρα της υπόφυσης. Η δραστικότητα 

ανασταλτίνης εκφράζεται ως μείωση της βασικής έκκρισης της FSH ύστερα από την 

επίδραση των προς εξέταση ουσιών.
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2.4.4 Συναγωνιστική μέθοδος ανοσοπροσροφητικού προσδιορισμού 

συνδεδεμένου με ένζυμο (ELISA)

Απαιτούμενα διαλύματα

Ρυθμιστικό διάλυμα ανθρακικών, pH 9.8 (Διάλυμα επίστρωσης)

Na2C 0 3 14.1 mM

N aH C 03 34.9 mM

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (PBS), pH 7.4

NaH2P 0 4H20 18.5 mM

Na2H P 04 80 mM

NaCl 1.5 M

PBST

PBS, ρΗ=7.4, 0.05 % Tween-20 

PBST-BSA

PBS, ρΗ=7.4, 0.05 % Tween-20, 0.5.% BSA *

Υπόστρωμα υπεροξειδάσης (pH 5)

Κιτρικό οξύ 0.025 M

N aH P042H20 0.05 M

ο-φαινυλενεδιαμίνη 0.04 %  w/v

h 2o 2 0.01 %  v/v

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

Για την μέτρηση των γοναδοτροπινών (LH και FSH), από υπερκείμενα 

πρωτογενούς καλλιέργειας κυττάρων υπόφυσης επιμύων, χρησιμοποιήθηκε η 

συναγωνιστική μέθοδος ανοσοπροσροφητικού προσδιορισμού συνδεδεμένου με 

ένζυμο όπως περιγράφεται στη βιβλιογραφία (Pappa et al., 1999a) με ορισμένες 

τροποποιήσεις. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε έχει, αναλυτικά, ως εξής:

Αντιγόνο LH (rLH-I-10) ή αντιγόνο FSH (rFSH-I-9), 50 ng/mL σε διάλυμα 

ανθρακικών pH 9.8, επιστρώνεται σε πλακίδια πολυστυρενίου (200pL ανά 

μικροφρεάτιο, 16 h, 4 °C). Ακολουθεί έκπλυση των μικροφρεατίων τρεις φορές με
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PBST. Ot κενές θέσεις δεσμεύονται με 1% BSA σε PBS (200 pL ανά μικροφρεάτιο), 

2h,37°C .

Κατά την διάρκεια της επώασης για δέσμευση των κενών θέσεων (blocking), 

προετοιμάζονται τα συναγωνιστικά μίγματα μεταξύ του αντισώματος έναντι της 

γοναδοτροπίνης και δειγμάτων γνωστής συγκέντρωσης γοναδοτροπίνης ή αγνώστων 

δειγμάτων προς μέτρηση. Συγκεκριμένα για τη μέτρηση της LH, γνωστά διαλύματα 

LH (rLH-RP-3) ή άγνωστα δείγματα αραιώνονται σε PBST-BSA σε τελικό όγκο 

120μ1. Σε αυτά προστίθεται ίσος όγκος αντισώματος LH (anti-LH-S-11) αραιωμένο 

1:50000 σε PBST-BSA. Για τη μέτρηση της FSH τα γνωστά διαλύματα FSH (rFSH- 

RP-2) και τα άγνωστα δείγματα αραιώνονται σε PBST-BSA μέχρι τελικού όγκου 160 

pL και σε αυτά προστίθενται 80 pL αντισώματος FSH (anti-FSH-S-11) αραιωμένου 

1:10000 σε PBST-BSA. Σε κάθε περίπτωση τα μίγματα συναγωνισμού αντιγόνου- 

αντισώματος επωάζονται για 1 h, 37 °C.

Μετά τη δίωρη επώαση για δέσμευση των κενών θέσεων, τα πλακίδια 

πολυστυρενίου εκπλένονται τρεις φορές με PBST, και προστίθενται σε αυτά 100 pL 

μίγματος συναγωνισμού (για κάθε δείγμα αντιστοιχούν 2 θέσεις στο πλακίδιο). 

Ακολουθεί επώαση για 16 h στους 4 °C και εκ νέου έκπλυση των θέσεων με PBST.

. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται επώαση με διάλυμα αντισώματος anti-rabbit IgG- 

HRP (αραίωση 1: 5000 σε PBST) για 2 h στους 37 °C και τρεις φορές έκπλυση με 

PBST.

Στο τελευταίο στάδιο, τοποθετείται στα μικροφρεάτια το υπόστρωμα της 

υπεροξειδάσης (100 pL/φρεάτιο) και πραγματοποιείται επώαση σε σκοτεινό χώρο 

έως την πλήρη ανάπτυξη του χρώματος. Η αντίδραση διακόπτεται με την προσθήκη 

50 pL διαλύματος 0.5 % H2SO4. Η απορρόφηση μετριέται σε μήκος κύματος 492nm 

σε μετρητή ELISA Stat Fax-2100 (Awareness Technology, Palm City, Florida) 

χρησιμοποιώντας ως μήκος κύματος αναφοράς τα 630 nm. Ως τυφλό δείγμα 

χρησιμοποιείται μικροφρεάτιο στο οποίο δεν έχει γίνει καμία κατεργασία και έχει 

μόνο προστεθεί υπόστρωμα υπεροξειδάσης στο τελικό στάδιο.
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2.5 ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ

2.5.1 Ηλεκτροφόρηση πηκτής SDS-ακρυλαμιδίου (SDS-PAGE)

Απαιτοΰαενα διαλύιιατα 

Διάλυμα διαχωρισμού

1.5 Μ Tris-0.4 % w/v SDS, ρΗ=8.8
• «

Διάλυμα επιστοίβαξης

0.5 Μ Tris-0.4 % w/v SDS, ρΗ=6.8

30% ακρυλαμίδιο/ Bis ακρυλαμίδιο 37.5:1 (Biorad)

Διάλυμα ηλεκτροφόρησης

0.025 Μ Tris, ρΗ=8.3

0. 192Μγλυκίνη

0.1 % w/v SDS

Διάλυμα υπερθειικού αμμωνίου (APS)

10 % w/v APS 

Διάλυμα φόρτωσης 4x

250 mM Tris, ρΗ=6.8 

. 9.2 % w/v SDS

0.2 % w/v μπλέ της βρωμοφαινόλης 

40 % ν/ν γλυκερόλη 

lOOmMDTT

Για την ηλεκτροφόρηση πηκτής SDS-ακρυλαμιδίου ακολουθήθηκε η 

διαδικασία όπως περιγράφεται από τον Laemli (1970). Στην παρούσα εργασία 

χρησιμοποιήθηκαν πηκτές διαχωρισμού 15% ή 18%.

Πηκτή Διαχωρισμού (100 mL)

15% 18%

30 % ακρυλαμίδιο 50 mL 60 mL

1.5 Μ Tris-0.4 % w/v SDS, ρΗ=8.8 25 mL 25 mL

dH20 24 mL 14 mL

10 % SDS 1 mL 1 mL

10% APS 1 mL 1 mL

TEMED 0.05 mL 0.05 mL
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Π ηκτή επιστοίβαξης (30 mL)

30 %  ακρυλαμίδιο 4.5 mL

0.5 Μ Tris-0.4 % w/v SDS, ρΗ=6.8 7.5 mL

dH20 17.4 mL

10 % SDS 0.3 mL

10%  APS 0.3 mL

TEMED 0.03 mL

Πριν την ηλεκτροφόρηση προστίθεται στα δείγματα διάλυμα φόρτωσης και 

ακολουθεί βρασμός (5 min) για την πλήρη αποδιάταξη των πρωτεϊνών. Η συσκευή 

ηλεκτροφόρησης που χρησιμοποιήθηκε ήταν η PROTEAN II xi Cell (BioRad, 

Hercules, California).

2.5.2 Χρώση πηκτής πολυακρυλαμιδίου με νιτρικό άργυρο

Η κύρια μέθοδος χρώσης πηκτών πολυακρυλαμιδίου που χρησιμοποιήθηκε 

στην παρούσα εργασία ήταν αυτή του νιτρικού αργύρου λόγω της μεγάλης 

ευαισθησίας ανίχνευσης πρωτεϊνών (επίπεδα νανογραμμαρίων). Η διαδικασία που 

ακολουθείται είναι η ακόλουθη:

Οι πρωτεΐνες μονιμοποιούνται στην πηκτή με επώαση σε διάλυμα 50% 

μεθανόλης, 10% οξικού οξέος, για 1 h υπό ανάδευση. Στη συνέχεια, η πηκτή 

εκπλένεται με ddHiO για 1 h με συνεχείς αλλαγές υγρού. Ακολουθεί επώαση σε 

διάλυμα 5 pg/mL DTT επί 30 min και στη συνέχεια, αφού απομακρυνθεί το DTT, η 

πηκτή εμβαπτίζεται σε διάλυμα 0.1% w/v AgN0 3  για 30 min. Το διάλυμα AgN0 3  

απομακρύνεται, η πηκτή εκπλένεται δύο φορές με ddH2 0  και τελικά εμβαπτίζεται σε 

διάλυμα ανάπτυξης (3% w/v Na2C0 3 , 0.0185% ν/ν φορμαλδεΰδη). Μόλις 

ολοκληρωθεί η εμφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών, η αντίδραση τερματίζεται με την 

προσθήκη διαλύματος κιτρικού οξέος 2.3 Μ και η πηκτή φυλάσσεται σε ddH20.
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2.5.3 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών

Μετά το πέρας του διαχωρισμού σε πηκτή SDS-ακρυλαμιδίου, οι πρωτεΐνες 

μεταφέρονται σε μεμβράνη PVDF (polyvinylidene difluoride) (BioTrace-PVDF; Pall 

Corporation, Ann Arbor, Ml). Η μεταφορά πραγματοποιείται σε διάλυμα 25 mM

Tris-Cl, pH=8.3, 192 mM γλυκίνη, 20 % v/v μεθανόλη, για 4 h στα 400mA. Στη
♦ «

συνέχεια η μεμβράνη επωάζεται για 16 h σε διάλυμα TBST-5% BSA για τη 

δέσμευση των κενών θέσεων.

Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν για την ανίχνευση της αλβουμίνης και 

ανασυνδυασμένων τομέων και υποτομέων αυτής ήταν:

Α) Πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι ανθρώπινης αλβουμίνης ab 1217 (Abeam 

Cambridge, UK) σε αραίωση 1: 15000 σε TBST-5% BSA. Μετά από δίωρη επώαση, 

το αντίσωμα απομακρύνεται και η μεμβράνη εκπλένεται 5 φορές με TBST. 

Ακολουθεί επώαση με το αντίσωμα anti-rabbit IgG συζευγμένο με HRP (horseradish 

peroxidase) (αραίωση 1: 5000 σε TBST-5% BSA) για 1 ώρα, εκπλύσεις με TBST και 

τελικά ανίχνευση των πρωτεϊνών με ενισχυμένη χημειοφωταύγεια (ECL, Amersham 

Pharmacia Biotech).

. Β) Για την περίπτωση των πεπτιδίων που έφεραν στο καρβοξυτελικό τους άκρο τον 

επίτοπο c-myc χρησιμοποιήθηκε το μονοκλωνικό αντίσωμα 9Ε10 έναντι αυτού 

(αραίωση 1: 2000 σε TBST-5% BSA ). Ως δεύτερο αντίσωμα χρησιμοποιήθηκε το 

anti-mouse IgG συζευγμένο με HRP σε αραίωση 1: 5000 σε TBST-5% BSA. Ot 

επωάσεις με τα αντισώματα, οι εκπλύσεις με TBST όπως και η τελική ανίχνευση 

πραγματοποιήθηκαν όπως ανωτέρω.

2.5.4 Καθαρισμός ανασυνδυασμένων πεπτιδίων με στήλη νικελίου υπό μη 

αποδιατακτικές συνθήκες

Τα πολυπεπτίδια DIIImyc-6His και DIIIBmyc-6His απομονώθηκαν από

υπερκείμενα καλλιέργειας των στελεχών GS115/DlIImyc-6His και

GS115/DIIIBmyc-6His ύστερα από επαγωγή της έκφρασης τους με μεθανόλη. Τα έξι

κατάλοιπα ιστιδινών στο καρβοξυτελικό άκρο των πολυπεπτιδίων επέτρεψαν τον

καθαρισμό τους με τη χρήση κατιόντων Ni2+.

Προ του καθαρισμού των ανασυνδυασμένων πολυπεπτιδίων, τα υπερκείμενα

καλλιέργειας υποβλήθηκαν δύο φορές σε διαπίδυση. Για το σκοπό αυτό το δείγμα S 1
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τοποθετήθηκε σε μεμβράνη με μοριακό κατώφλι 3500 Da (Snakeskin, Pierce) και 

αφέθηκε υπό ανάδευση σε περιβάλλον 20mM NaPi, 500mM NaCl, pH=7.5 με δύο 

αλλαγές.

Στάδιο εζισορρόπησης των σφαιριδίων Νϊ : 2 mL σφαιριδίων Ni (Probond resin, 

Invitrogen) εκπλήθηκαν δύο φορές με 7 mL ddH20 και στη συνέχεια άλλες δύο 

φορές με 7 mL διαλύματος 20mM NaPi, 500mM NaCl, pH=7.5.

Στάδιο πρόσδεστκ : Τα σφαιρίδια και το προς ανάλυση δείγμα αναμίχθηκαν σε 

αναλογία όγκων 1:3 και αφέθηκαν υπό ανάδευση για 1 ώρα στους 4 °C. Στη συνέχεια 

το υπερκείμενο των σφαιριδίων, που περιέχει τις μη δεσμευμένες πρωτεΐνες, 

απομακρύνθηκε.

Στάδιο έκπλυσηα Ακολούθησε έκπλυση, προς απομάκρυνση των μη ειδικά 

προσδεδεμένων πρωτεϊνών. Χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 4 όγκοι διαλύματος 20mM 

NaPi, 500mM NaCl, pH=7.5 και 4 όγκοι διαλύματος 20mM NaPi, 500mM NaCl, 

pH=6.4.

Στάδιο έκλουσικ: Οι δεσμευμένες πρωτεΐνες εκλούσθηκαν από τα σφαιρίδια σε δύο 

στάδια με 2 mL διαλύματος (σε κάθε στάδιο) 500mM ιμιδαζόλιο της ιστιδίνης, 

20mM NaPi, 500mM NaCl, pH=6.4. To έκλουσμα υποβλήθηκε σε διαπίδυση έναντι 

20mM NaPi (μεμβράνη διαπίδυσης με μοριακό κατώφλι 3500 Da), συμπυκνώθηκε με 

μικροσυμπυκνωτές Vivaspin (κατώφλι 3000 Da,) και φυλλάχθηκε στους -20 °C. Η 

συγκέντρωση του πρωτεϊνικού διαλύματος μετρήθηκε με τη μέθοδο BCA.

2.5.5 Χρωματογραφία Blue Sepharose

Πρόκειται για το υλικό Cibacron Blue 3G, ομοιοπολικά συνδεδεμένο σε 

στερεό υπόστρωμα. Κλασσική εφαρμογή της χρωματογραφίας Blue Sepharose είναι 

η απομάκρυνση της αλβουμίνης από βιολογικά υγρά. Ο τρόπος με τον οποίο γίνεται η 

πρόσδεση της αλβουμίνης δεν έχει διευκρινιστεί αλλά είναι γνωστό ότι και οι τρεις 

τομείς της HSΑ περιέχουν θέσεις πρόσδεσης για Cibacron Blue (Dockal et al., 1999).

Στην παρούσα εργασία η Blue Sepharose χρησιμοποιήθηκε για τον καθαρισμό 

του τομέα III της HSA από υπερκείμενο καλλιέργειας του στελέχους GS115/DIII, 

αλλά και για την απομάκρυνση της αλβουμίνης από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό.
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2.5.5Α Καθαρισμός πολυπεπτιδίων από υπερκείμενα καλλιέργειας του Ρ. pastoris

Το υπερκείμενο καλλιέργειας GS115/DIII υποβλήθηκε σε διαπίδυση έναντι 

διαλύματος 20 mM NaPi ρΗ=7.5, 150 mM NaCl, όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.5.4.

Στάδιο εΕισοοοόπησηε των σφαιριδίων : 2 mL σφαιριδίων (Blue Sepharose 6Fast 

Flow^Amersham) εκπλύθηκαν 4 φορές με 10 όγκους 20 mM NaPi ρΗ=7.5, 150 mM 

NaCl.

Στάδιο ποόσδεσικ : Τα σφαιρίδια (2 mL) και το προς ανάλυση δείγμα αναμίχθηκαν 

σε αναλογία όγκων 1:4 και αφέθηκαν υπό ανάδευση για 1 ώρα στους 4 °C. Στη 

συνέχεια το υπερκείμενο των σφαιριδίων, που περιέχει τις μη δεσμευμένες πρωτεΐνες, 

απομακρύνθηκε.

Στάδιο έκπλυστκ: Για την έκπλυση των σφαριδίων χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 30 

όγκοι διαλύματος 20mM NaPi, 150 mM NaCl, pH=7.5.

Στάδιο έκλουστκ: Οι δεσμευμένες πρωτεΐνες εκλούσθηκαν από τα σφαιρίδια σε δύο 

στάδια με 4 mL διαλύματος 20 mM NaPi, 2 Μ NaCl, ρΗ=7.5 σε κάθε στάδιο. Το 

έκλουσμα υποβλήθηκε σε διαπίδυση με 20 mM NaPi (μεμβράνη διαπίδυσης με 

μοριακό κατώφλι 3500 Da), συμπυκνώθηκε με μικροσυμπυκνωτές Vivaspin 

(κατώφλι 3000 Da) και φυλάχτηκε στους -20 °C. Η συγκέντρωση του πρωτεϊνικού 

διαλύματος μετρήθηκε με τη μέθοδο BCA.

2.5.6 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο BCA

Η μέθοδος BCA (Pierce, Rockford, IL) συνδυάζει την αναγωγή του Cu2+ σε 

Cul+ σε αλκαλικό διάλυμα (αντίδραση biuret) και τη χρωματομετρική ανίχνευση του 

Cul+ με το δικιγχονικό οξύ (bicinchoninic acid-BCA). Το υδατοδιαλυτό σύμπλοκο 

που δημιουργείται από δύο μόρια BCA και ένα κατιόν χαλκού, παρουσιάζει υψηλή 

απορρόφηση στα 562nm.

Η καμπύλη αναφοράς κατασκευάστηκε χρησιμοποιώντας διαλύματα BSA 

γνωστών συγκεντρώσεων (250 pg/mL, 125 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 5 pg/mL). 

Τόσο τα πρότυπα διαλύματα όσο και τα προς μέτρηση δείγματα αραιώνονται με 

dbhO μέχρι τελικού όγκου ΙΟΟμΙ και προστίθενται σε 2 mL αντιδραστηρίου BCA. Τα 

δείγματα επωάζονται για 30 min σε υδατόλουτρο 37 °C, αφήνονται να επανέλθουν σε 

θερμοκρασία δωματίου, και η απορρόφηση μετράται στα 562 nm.
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2.6 IN SILICO  ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ

Για τον προσδιορισμό των καταλοίπων που αντιστοιχούν στους τομείς και 

υποτομείς της HSA χρησιμοποιήθηκε το υπολογιστικό πρόγραμμα CATH (Class- 

Architecture-Topology-Homologous superfamily) (www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath) 

Για την εύρεση καταγεγραμμένων εναλλακτικών μεταγραφημάτων της HSA 

χρησιμοποιήθηκε η βάση δεδομένων EASED-Enhanced alternatively spliced EST 

database (http://eased.bioinf.mdc-berlin.de/cgi-bin/). Η αξιολόγηση της δομικής 

ομοιότητας πολυπεπτιδίων της HSA, πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με το πρόγραμμα 

Geno3D.

Για τη στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε το 

student’s (-test με το οποίο αξιολογήθηκαν οι διαφορές μεταξύ GnRH-επαγόμενης 

έκκρισης LH από κύτταρα μάρτυρες και κύτταρα που επωάστηκαν με τα προς 

εξέταση πολυπεπτίδια. Τα αποτελέσματα παρουσιάστηκαν ως μέσος όρος των τιμών 

±  S.E.M.

http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath
http://eased.bioinf.mdc-berlin.de/cgi-bin/


^ • 3  ■;

··■ ■ ··/·■ ■  Λ'·Γ* '■ V . -••·; ·· · ··· s  'j · :-■ ■ ■ · ; . · .  · » · '  Λ ^ ^ ^ ' - · , ·*^·:· · ·* '· " ·  <■'·

*n: ► -i - T & .

: ■ ···.·,· ·Τ51:»Γ·ν'" X -^W ·, -?■. ■·*·■ *■·” ’ ,;. -''.T-f:j

v j i g i t i l l # ! * ; -
'■ , ■ * '■ / :'■ '

m W  ■ V 
'1 £ Μ ': Μ ·~

% > * ·
■*?ί€*ν%ψ$τ: ■ ■ .ϊφ '.Ζ & Μ ^ · ·. 1  . ’ ί 

x  l-XXl&Jgg*':' ■ *

■ Μ '■ ν ;  . ·>-. ' ·. »- < · .· . ;, ;■·■.

'l ij

• - _·..'· ->·.Γ !j. ' - · f r "

'* J " *a ';
U

·;

: χ « # ; X - · ' ;  ■ -  ■ -:■ ; ■■■ -  v> . ·-

. -'····'··· ; : ·"·

/ > ; - /  · :  - · :  ·
:-·.;. . Ά  .·■·· ; . . ; ' ■· ■ >-i.- ·_-·'

,'?ί®·ίώ;.ν ;· ·- - ι ' v< ·!.; ̂ 0 ^ ·
‘ :  W "  ~ "

'.· .;

•v
; p jr^  *\-h

' . χ · ·χ χ ^ χ :  ·
, , , .  *«%*&$;■■: f ,

. ■ ■
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3.1 ΕΚΦΡΑΣΗ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ ΠΟΛΥΠΕΠΤΙΔΙΟΥ 

490-585 ΤΗΣ HSA (ΥΠΟΤΟΜΕΑΣΙΙΙΒ)

Όπως αναφέρθηκε στην Εισαγωγή (Ενότητα 1.2), οι προσπάθειες 

απομόνωσης του παράγοντα GnSAF από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό γυναικών με 

υπερδιεγερμένες ωοθήκες έχουν οδηγήσει, πρόσφατα, σε συσχέτιση της 

δρασακότητας GnSAF με το C-τελικό 95πεπτίδιο της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού 

(κατάλοιπα 490-585) (Pappa et al., 1999).

Στην παρούσα εργασία, σχεδιάστηκε η παραγωγή του πολυπεπτιδίου που 

αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 490-585 της HSA, σε ανασυνδυασμένη μορφή, από το 

ευκαρυωτικό σύστημα έκφρασης-έκκρισης του μεθυλοτροφικού ζυμομύκητα Ρ. 

pastor is. Το σύστημα του Ρ. pastor is επιλέχθηκε για την έκφραση του υποτομέα ΙΙΙΒ 

ως καταλληλότερο καθώς έχει ήδη χρησιμοποιηθεί επιτυχώς για την έκφραση της 

HSA (Barr et al., 1992) και των τομέων αυτής I, II και III (Dockal et al., 1999).

In silico αναλύσεις που πραγματοποιήσαμε χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα 

Cath iwww.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath) μας υπέδειξαν ότι ο υποτομέας ΙΙΙΒ της 

HSA αντιστοιχεί κατά προσέγγιση στα κατάλοιπα 495-585. Για τον λόγο αυτόν, το C- 

τελικό 95πεπτίδιο της HSA (490-585), το οποίο μελετήθηκε αναλυτικότερα στην 

παρούσα ενότητα της εργασίας (Ενότητα 3.1, βλ. και Ενότητα 3.4), θα αναφέρεται 

στη συνέχεια και ως υποτομέας ΙΙΙΒ ή DIIIB.

3.1.1 Κατασκευή των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων pPICZaA/DIIIB και 

pPICZaA/DIIIB-myc-6His

Αρχικά η αλληλουχία cDNA που κωδικοποιεί για τα κατάλοιπα 490-585 της 

HSA ανακτήθηκε με τη μέθοδο της PCR χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα 

γονιδιωματικό DNA από το στέλεχος του Ρ. pastor is, GS115/Albumin. Στη συνέχεια 

υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα έκφρασης-έκκρισης pPICZaA, μεταξύ των θέσεων 

EcoRl και Notl.

Δύο εναλλακτικά πλασμίδια σχεδιάστηκαν για την παραγωγή του C-τελικού 

95πεπτιδίου της αλβουμίνης: στην πρώτη περίπτωση, ένα κωδικόνιο λήξης εισάγεται 

ακριβώς μετά την κωδικοποιούσα αλληλουχία για τον υποτομέα DIIIB ενώ στη 

δεύτερη περίπτωση χρησιμοποιείται το κωδικόνιο λήξης του φορέα pPICZaA ώστε το 

καρβοξυτελικό άκρο του ανασυνδυασμένου πεπτιδίου να είναι μεγαλύτερο κατά
* t

http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath
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περίπου 2.5 kDa και να περιέχει τον επίτοπο του c-myc και έξι κατάλοιπα ιστιδινών 

(DIIIB-myc-6His). Μετά από την μοριακή κατασκευή και αναπαραγωγή των 

ανασυνδυασμένων πλασμιδίων από κύτταρα Ε. coli, οι αλληλουχίες των 

υποκλωνοποιημένων τμημάτων DIIIB και DIIIB-myc-6His ελέγχθηκαν με 

αλληλούχιση και των δύο κλώνων (dsDNA sequencing; MWG Biotech) και ευρέθη 

ότι περιείχαν επακριβώς την επιθυμητή αλληλουχία, σε κάθε περίπτωση.

3.1.2 Επιλογή ανασυνδυασμένων κλώνων του Pichia pastoris με απευθείας 

ανάλυση PC R  κα ι επιβεβαίωση του M ut+ φαινοτύπου.

Μετά την επιβεβαίωση της αλληλουχίας τους, τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια 

ευθυγραμμίστηκαν και χρησιμοποιήθηκαν για τον μετασχηματισμό του στελέχους 

GS115 του Ρ. pastoris (Ενότητα 2.3.1), Οι μετασχηματισμένοι κλώνοι επιλέχθηκαν 

από θρεπτικό μέσο επιλογής με αντιβιοτικό ζεοκίνη και στη συνέχεια η ενσωμάτωση 

των πλασμιδίων στο χρωμόσωμα του μύκητα επιβεβαιώθηκε με τη μέθοδο της 

απευθείας ανάλυσης PCR (Ενότητα 2.3.2). Στην Εικόνα 3.1 παρουσιάζονται τα 

αποτελέσματα της ανάλυσης PCR για αντιπροσωπευτικούς κλώνους GS115/DIIIB 

και GS115/DIIIB-myc-6His. Το προϊόν PCR μεγέθους 300 ζευγών βάσεων 

αντιστοιχεί στο τμήμα cDNA της HSA που κωδικοποιεί για τον υποτομέα ΙΙΙΒ.

Οι μετασχηματισμένοι κλώνοι ελέγχθηκαν στη συνέχεια ως προς την 

ικανότητα τους να μεταβολίζουν μεθανόλη. Μόνο οι κλώνοι Mut+ (Ενότητα 2.3.3) 

χρησιμοποιήθηκαν για την επαγωγή της έκφρασης των ανασυνδυασμένων πεπτιδίων 

DIIIB και DIIIB-myc-6His.
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G S 115/ G S  115 /D IIIB - G S 115

i* ι«
d i i i b m y c-6 H is

1 2 3  4 5

Εικόνα 3.1 Απευθείας ανάλυση PCR για την επιλογή μετασχηματισμένων κλώνων 

GS115/DIIIB και GS115/DIIIB-myc-6His. Δείγμα κυτταρικού εκχυλίσματος (10 pL) 

χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με ζεύγη 

εκκινητών DIIIB-(2fco/fl)-sense, DIII-CA^orlJ-antisense (διαδρομές 1, 2) και DIIIB-(2sco/tf)- 

sense, DIII-(M>fI)-6His-antisense (διαδρομές 3, 4). Ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε 

εκχύλισμα από το στέλεχος GS115 και υποβλήθηκε στην αντίδραση PCR με εκκινητές 
DIIIB-(£co/H)-sense, DIII-(JVo/I)-antisense (διαδρομή 5). Ποσότητα (20 pL) από κάθε 

αντίδραση αναλύθηκε σε πηκτή αγαρόζης (1 %) και η εμφάνιση του DNA έγινε με τη χρήση 

βρωμιούχου αιθιδίου. Οι δείκτες μοριακών βαρών (100 bp DNA ladder) παρουσιάζονται στο 

αριστερό μέρος της εικόνας.



84

3.1.3 Έ κφραση του υποτομέα ΙΙΙΒ  της HSA στο σύστημα του Ρ. pastoris

Μετασχηματισμένοι κλώνοι GS115/DIIIB, GS115/DIIIB-myc-6His και το 

στέλεχος GS115 που μετασχηματίστηκε με το φορέα pPICZaA (GS115/empty 

vector), αναπτύχθηκαν αρχικά σε θρεπτικό υλικό BMGY και στη συνέχεια 

μεταφέρθηκαν σε θρεπτικό υλικό που περιέχει μεθανόλη (ΒΜΜΥ) για επαγωγή της 

έκφρασης.

Ένας πρώτος έλεγχος της έκφρασης των ανασυνδυασμένων πεπτιδίων DIIIB 

και DIIIB-myc-6His σε διαφορετικούς κλώνους πραγματοποιήθηκε με ανάλυση SDS- 

PAGE 15% και χρώση Coomassie Brilliant Blue και παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.2. 

Οι πρωτεϊνικές ζώνες υπερέκφρασης παρουσιάζονται σε μοριακά βάρη πλησίον των

14.2 kDa του δείκτη μοριακών βαρών Sigma low range ενώ τα αναμενόμενα μοριακά 

βάρη των πολυπεπτιδίων DIIIB και DIIIB-myc-6His όπως υπολογίζονται θεωρητικά 

είναι 10.7 kDa και 13.2 kDa αντίστοιχα. Ανοσοαποτύπωση με τη χρήση του 

μονοκλωνικού αντισώματος έναντι του επιτόπου c-myc (9Ε10) έδειξε ότι οι κύριες 

πρωτεϊνικές ζώνες στις διαδρομές 3 και 4 αντιστοιχούν στα ανασυνδυασμένα 

πεπτίδια DIIIB-myc-6His. Αξίζει να παρατηρηθεί ότι το υπερκείμενο καλλιέργειας 

του στελέχους GS115 του Ρ. pastoris (Εικόνα 3.2, διαδρομή 2) παρουσιάζει 

ιδιαίτερα χαμηλά επίπεδα φυσικών εκκρινόμενων πρωτεϊνών.

Προκειμένου να ελεγχθεί η έκφραση των πεπτιδίων ΙΙΙΒ, που δεν φέρουν C- 

τελικό επίτοπο, χρησιμοποιήθηκε πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της HSA (Abeam 

ΑΜ217). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.3 το αντίσωμα έναντι της HSA αναγνωρίζει 

τις πρωτεϊνικές ζώνες υπερέκφρασης σε υπερκείμενα στελεχών GS115/DIIIB 

(διαδρομή 1) αλλά και GS115/DIIIB-myc-6His (διαδρομές 2, 4 και 5). Οι ζώνες 

αυτές δεν παρουσιάζονται στο υπερκείμενο του στελέχους που έχει μετασχηματιστεί 

με το φορέα pPICZaA ως αρνητικός μάρτυρας (διαδρομές 3 και 6).
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Εικόνα 3.2 Έκφραση του ανασυνδυασμένου πολυπεπτιδίου 490-585 (υποτομέας ΙΙΙΒ) στο 

στέλεχος GS115 του Ρ. pas tons. Υπερκείμενα (0.1 mL) από κλώνους GS115/DIIIB-myc- 

6His (διαδρομή 3 και 4), GS115/DIIIB (διαδρομές 5 και 6) και το στέλεχος GS115 (διαδρομή

1), υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (15%) και αναλύθηκαν με χρώση Comassie Brilliant Blue 

(Α) και ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι του επιτόπου c-myc (9Ε10) (Β). 

Χρησιμοποιήθηκαν προεχρωσμένοι (Bio-Rad, low range) (διαδρομή 7) και μη εχρωσμένοι 
(Sigma, low range) (διαδρομή 1) δείκτες μοριακών βαρών.
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Εικόνα 3.3 Έκφραση του ανασυνδυασμένου πολυπεπτιδίου 490-585 (υποτομέας ΙΙΙΒ) στο 

στέλεχος GS115 του Ρ. pastoris. Υπερκείμενα (0.1 mL) από αντιπροσωπευτικούς κλώνους 

GS115/DIIIB (διαδρομή 1), GS115/DIIIB-myc-6His (διαδρομές 2, 4 και 5) και GS115/empty 

vector (διαδρομές 3 και 6), υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (18%) και αναλύθηκαν με χρώση 

νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι HSA (Abeam Abl217) (Β). 

Οι δείκτες μοριακών βαρών που χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι προεχρωσμένοι Bio-Rad, low 

range (Α) και οι μη εχρωσμένοι Bio-Rad, broad range (Β).

■a». ■·Λ 
\  ■ ί



3.1.4 Ο υποτομέας ΙΙΙΒ της HSA παρουσιάζει δραστικότητα GnSAF

Καθώς ο υποτομέας ΙΙΙΒ της HSA εκφράζεται στον Ρ. pastoris και εκκρίνεται 

στο υπέρκείμενο καλλιέργειας του μύκητα, προχωρήσαμε σε ανάλυση των εν λόγω 

υπερκειμένων ως προς τη δραστικότητα GnSAF χρησιμοποιώντας πρωτογενείς 

καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης επιμύων. Στη βιολογική δοκιμασία προσδιορισμού 

δραστικότητας υποβλήθηκε ποσότητα 25 μΣ υπερκειμένου από διάφορους κλώνους 

GS115/DIIIB, GS115/DIIIB-myc-6His και από τον κλώνο GS115/empty vector. To 

υπερκείμενο σε κάθε περίπτωση προέρχεται από καλλιέργειες σε θρεπτικό μέσο 

ΒΜΜΥ που ξεκινούν από την ίδια οπτική πυκνότητα (ODeoo 1) και αντιστοιχούν σε 

ενδοκυτταρικό πρωτεϊνικό περιεχόμενο που κυμαίνεται από 0.57 σε 0.65 pg/mL.

Στην Εικόνα 3.4 παρουσιάζεται η επίδραση υπερκείμενων από 5 

διαφορετικούς κλώνους που εκφράζουν το ανασυνδυασμένο πολυπεπτίδιο 490-585 

(GS115/DIIIB-l, GS115/DIIIB-2, GS115/DIIIB-myc-6His-1, GS115/DIIIB-myc- 

6His-2, GS115/DIIIB-myc-6His-3). Όλοι οι κλώνοι μειώνουν την επαγόμενη από 

GnRH έκκριση της LH σε υψηλό βαθμό, ενώ υψηλότερη αναστολή παρουσιάζουν τα 

υπερκείμενα των κλώνων GS 115/D1IIB-1 και GS115/DIIIB-myc-6His-I. Η μείωση 

. της επαγόμενης έκκρισης της LH στους κλώνους αυτούς φτάνει στο 23 ± 8% (η=6; 

Ρ<0.0001) και 30 ± 9% (η=3; Ρ<0.01) του μάρτυρα. Οι άλλοι τρεις κλώνοι επίσης 

προκάλεσαν μείωση της επαγόμενης από GnRH έκκρισης της LH από 51 έως 34 % 

του μάρτυρα.

Η δραστικότητα GnSAF υπολογίσθηκε σύμφωνα με τον τύπο [1-Α/Β] (%)

όπου

Α= LH(ng/mL)(GnRH+δείγμα] - LH(ng/mL)BAi:iKH 

Β= LH(ng/mL)onRH- LH(ng/mL)BAiiKH

Ως LH(ng/mL)BAEiKH αναφέρεται η βασική έκκριση της LH (από 200,000 κύτταρα) 

και ως LH(ng/mL)GnRH αναφέρεται η επαγόμενη από GnRH έκκριση της LH (από

200,000 κύτταρα).

Σύμφωνα με τα παραπάνω, η επίδραση των κλώνων GS115/DIIIB-1 και- 

GS 115/DIIIB-myc-6His-l, αντιστοιχεί σε δραστικότητα GnSAF 82% και 77% 

αντίστοιχα ενώ η δραστικότητα των τριών άλλων κλώνων ήταν από 50 έως 68%;
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(Πίνακας 3.1). Σε κάθε περίπτωση ελέχθησαν παράλληλα με τους προς μελέτη 

κλώνους, υπερκείμενα από το στέλεχος GS115/empty vector και βρέθηκαν να είναι 

ανενεργά (Εικόνα 3.4 Α και Β).

Στη συνέχεια ελέγξαμε αν υποτομέας ΙΙΙΒ πληροί τα χαρακτηριστικά που 

έχουν αποδοθεί στον παράγοντα GnSAF δηλαδή αν αναστέλλει την επαγόμενη από 

GnRH έκκριση της LH χωρίς να επηρεάζει τη βασική έκκριση των γοναδοτροφινών 

(LH και FSH). Πραγματοποιήθηκαν αναλύσεις δοσοεξάρτησης για υπερκείμενα του 

στελέχους GS115/DIIIB-2 σε ένα εύρος από 2.5 έως 25 ]\L· που έδειξαν ότι η 

δραστικότητα GnSAF είναι μετρήσιμη από τα 15 μΐ. και άνω (Εικόνα 3.5Α). Σε 

αντίστοιχο εύρος (5-25 μΣ) τα υπερκείμενα αυτά δεν επηρεάζουν τη βασική έκκριση 

της LH και τη βασική έκκριση της FSH (Εικόνα 3.5Γ και Δ) αλλά ούτε και την 

GnRH-επαγόμενη έκκριση FSH (Εικόνα 3.5Α) . Η παρατηρούμενη δραστικότητα 

GnSAF δεν μπορεί να αποδοθεί σε άλλα συστατικά του υπερκειμένου της 

καλλιέργειας καθώς ίσοι και μεγαλύτεροι όγκοι υπερκειμένου από το στέλεχος 

G S115/empty vector δεν επηρεάζουν την GnRH-επαγόμενη έκκριση της LH (Εικόνα 

3.5Β).

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.3 το ανασυνδυασμένο πολυπεπτίδιο 490-585 

της HSA αναγνωρίζεται από το πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της HSA (Abeam 

A bl217) συνεπώς η δραστικότητα GnSAF που παρουσιάζει είναι πιθανόν ότι μπορεί 

να ανασταλεί παρουσία του αντισώματος. Υπερκείμενο (25 μ ι)  από τον κλώνο 

GS 115/DIIIB-2 του Ρ. pastoris όπου εκφράζεται το ΙΙΙΒ υποβλήθηκε σε βιολογική 

δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF με και χωρίς προεπώαση με το 

αντίσωμα ΑΜ217. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.6, η δραστικότητα GnSAF που 

παρουσιάζει το υπερκείμενο του στελέχους GS 115/DIIIB-2 (51.38 ± 9.01% του 

μάρτυρα) αναστέλλεται πλήρως ύστερα από επώαση με lpg αντισώματος. Η 

ποσότητα του αντισώματος που χρησιμοποιήθηκε για την αναστολή της 

δραστικότητας αντιστοιχούσε σε αριθμό γραμμομορίων κατά προσέγγιση ίσο με 

αυτόν του πολυπεπτιδίου ΙΙΙΒ στο υπερκείμενο του μύκητα, όπως υπολογίσθηκε κατ’ 

εκτίμηση για το ΙΙΙΒ βάσει της χρώσης νιτρικού αργύρου.
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GS115/ GSI15/ GSI15/ GSI15/ GS115/ GS115/ GS115/
empty DI1IB-1 DIIIB-2 DIIIB-3 empty DHIB-myc- DIIIB-myc-
vector vector 6His-l 6His-2

Εικόνα 3.4 Δραστικότητα GnSAF των υπερκειμένων του Ρ. pastoris που εκφράζουν το

ανασυνδυασμένο πολυπεπτίδιο 490-585 της HSA (υποτομέας ΙΙΙΒ) με C-τελικό επίτοπο myc-

6His (Β) ή χωρίς (Α). Υπερκείμενα καλλιέργειας (25 μΐ^/φρεάτιο) των στελεχών

GSI 115/empty vector (Α και Β), GSI 15/DIIIB-l, GS115/DIIIB-2, GSI 15/DIIIB-3 (A),

GSI 15/DIIIB-myc-6His-l ή GSI 15/DIIIB-myc-6His-2 (Β) υποβλήθηκαν σε βιολογική 
*

δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF όπως περιγράφεται στην Ενότητα 2. Η 

επίδραση τους στην επαγόμενη από GnRH έκκριση της LH παρουσιάζεται ως επί τις εκατό 

ποσοστό της LH που εκκρίνεται από κύτταρα μάρτυρες που επωάστηκαν μόνο με 0.1 μΜ 

GnRH. Η κάθε κατακόρυφη ζώνη (bar) αντιπροσωπεύει το μέσο όρο τριών μετρήσεων ± 

SEM. Οι τιμές που είναι στατιστικά σημαντικές (ΡΟ.ΟΙ) σημειώνονται με αστερίσκο. Οι 

οριζόντιες διαγραμμισμένες ζώνες υποδηλώνουν το εύρος τιμών του μάρτυρα, δηλ. της 

επαγόμενης από GnRH έκκρισης της LH. Οι διακεκομμένες γραμμές υποδηλώνουν τη 

βασική έκκριση της LH.
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A GS115/DIIIB
W

B GSl 15/empty vector

μ ι υπερκειμένου / φρεάτιο

Γ Δ
GS115/DIIIB GS115/DIIIB

pL υπερκειμένου / φρεάτιο pL υπερκειμένου / φρεάτιο

Εικόνα 3.5 Ανάλυση της δραστικότητας GnSAF του υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA. (Α) Ο 

υποτομέας ΙΙΙΒ επιδρά στην επαγόμενη από GnRH έκκριση της LH (-♦-) με δοσοεξαρτώμενο 

τρόπο αλλά δεν επηρεάζει την GnRH-επαγόμενη έκκριση FSH (-□-) (Β) Υπερκείμενο από 

κλώνο GS115/empty vector δεν επηρεάζει τη επαγόμενη έκκριση της LH. (Γ) Ο υποτομέας 

ΙΙΙΒ δεν επιδρά στην βασική έκκριση της LH. (Δ) Ο υποτομέας ΙΙΙΒ δεν επιδρά στην βασική 

έκκριση της FSH. Τα υπερκείμενα του στελέχους GS115/DIIIB (Α, Γ, Δ) αναλύθηκαν σε 

δόσεις από 2.5 έως 25 pL ανά φρεάτιο ενώ τα υπερκείμενα του GSl 15/empty vector (Β) 

αναλύθηκαν σε δόσεις 15-35 pL ανά φρεάτιο. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± SEM 

τριών μετρήσεων. Οι οριζόντιες διαγραμμισμένες ζώνες υποδηλώνουν το εύρος τιμών του 

μάρτυρα δηλαδή της επαγόμενης από GnRH έκκρισης της LH (Α και Β), της βασικής 

έκκρισης της LH (Γ) και της βασικής έκκρισης της FSH (Δ).
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Εικόνα 3.6 Η δραστικότητα GnSAF του υποτομέα DIB αναστέλλεται από αντίσωμα έναντι 

της HSA. Υπερκείμενα στελέχους GS115/DIHB (25 μΐ^/φρεάτιο) αναλύθηκαν ως προς της 

δραστικότητα GnSAF σε πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης επιμύων αφού 

προεπωάστηκαν παρουσία ή απουσία του πολυκλωνικού αντισώματος έναντι της HSA 

(Abeam Abl217) (1 μ^φρεάτιο). Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± SEM τριών 

μετρήσεων.
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3.2 ΑΝΑΛΥΣΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ ΑΝΘΡΩΠΙΝΗΣ ΑΛΒΟΥΜΙΝΗΣ ΟΡΟΥ 

(HSA) ΚΑΙ ΤΗΣ ΑΝΘΡΩΠΙΝΗΣ α-ΕΜΒΡΥΟΠΡΩΤΕΪΝΗΣ (AFP)

3.2.1 Το πλήρες μόριο της HSA και της AFP δεν παρουσιάζουν δραστικότητα 

GnSAF

. Στην Ενότητα 3.1 εδείχθη ότι ο υποτομέας ΙΙΙΒ της ανθρώπινης αλβουμίνης 

ορού μπορεί να εκφραστεί ως ανεξάρτητο μόριο στο σύστημα του ζυμομύκητα Ρ. 

pastoris και ότι υψηλή δραστικότητα GnSAF ανιχνεύεται σε υπερκείμενα 

διαφορετικών κλώνων που εκφράζουν το ανασυνδυασμένο πολυπεπτίδιο. Στο σημείο 

αυτό εύλογα δημιουργήθηκε το ερώτημα αν η παρατηρούμενη δραστικότητα του 

υποτομέα ΙΙΙΒ μπορεί να διατηρείται στο μόριο της αλβουμίνης.

Για να ελεγχθεί αυτό το ενδεχόμενο προχωρήσαμε στην παραγωγή 

ανασυνδυασμένης HSA χρησιμοποιώντας το ίδιο σύστημα έκφρασης-έκκρισης και 

τις ίδιες πειραματικές συνθήκες με αυτές που εφαρμόσαμε για την παραγωγή του 

υποτομέα ΙΙΙΒ. Ο κλώνος GS115/Albumin του Ρ. pastoris, που φέρει το πλήρες 

cDNA της HSA, αναπτύχθηκε για επαγωγή της έκφρασης και επιβεβαιώθηκε η 

. παραγωγή της HSA στο υπερκείμενο της καλλιέργειας (Εικόνα 3.7Α). 

Υποβάλλοντας υπερκείμενο του στελέχους GS115/Albumin (25 μ ι)  σε βιολογική 

δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF παράλληλα με υπερκείμενο (25μί) 

από το στέλεχος GS115/ empty vector δεν παρατηρήθηκε επίδραση στην επαγόμενη 

από GnRH έκκριση της LH (Εικόνα 3.7Β).

Στη συνέχεια καθαρή HSA ελέγχθηκε σε ένα εύρος συγκεντρώσεων ως προς 

τη δραστικότητα GnSAF. Επιλέχθηκαν δόσεις 0.125, 0.25, 1 και 2 pg ώστε να είναι 

αντίστοιχες και υψηλότερες, σε βάση γραμμομοριακής αναλογίας, από αυτές που 

υπολογίζονται για το ενεργό πεπτίδιο ΙΙΙΒ και σε καμία από αυτές δεν παρατηρήθηκε 

αναστολή στην επαγόμενη από GnRH έκκριση της LH (Εικόνα 3.8Α).

Σε αντίστοιχες δόσεις (0.25, 1 και 2 pg), μελετήθηκε και η δομικά ομόλογη, 

α-εμβρυοπρωτεΐνη (AFP) και βρέθηκε ότι δεν επηρεάζει την GnRH-επαγόμενη 

έκκριση της LH αλλά ούτε και τη βασική έκκριση της FSH (Εικόνα 3.8Β).
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Εικόνα 3.7 Η ανασυνδυασμένη HSA δεν παρουσιάζει δραστικότητα GnSAF. Υπερκείμενα 

(0.1 mL) από το στέλεχος GS115/empty vector (διαδρομή 1 και κατακόρυφη ζώνη 1) και το 

στέλεχος GS115/Albumin (διαδρομή 2 και κατακόρυφη ζώνη 2) αναλύθηκαν με SDS-PAGE 

(15%) και χρώση Coomassie (Α) και υποβλήθηκαν σε δοκιμασία προσδιορισμού 

δραστικότητας GnSAF (25 μΙ7φρεάτιο) (Β). Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± SEM 

τριών μετρήσεων. Η επίδραση των υπερκειμένων στην επαγόμενη από GnRH έκκριση της 

LH παρουσιάζεται ως ποσοστό % επί της LH που εκκρίνεται από κύτταρα-μάρτυρες τα οποία 

είχαν επωασθεί μόνο με 0.1 μΜ GnRH. Η οριζόντια διαγραμμισμένη ζώνη υποδηλώνει το 

εύρος τιμών του μάρτυρα, δηλ. της επαγόμενης από GnRH έκκρισης της LH.



pg AFP

Εικόνα 3.8 Ανάλυση δοσοεξάρτησης για την HSA και την AFP. Καθαρή HSA (Sigma Α- 

3782) μελετήθηκε σε τέσσερις διαφορετικές δόσεις (0.125, 0.25, 1 και 2 pg) (Α) ως προς την 

ικανότητα της να επιδρά στην επαγόμενη από GnRH έκκριση της LH. Η καθαρή AFP 

(Calbioohem 341498) μελετήθηκε σε δόσεις 0.25, 1 και 2 pg, (Β) ως προς την ικανότητα της 

να επιδρά στην GnRH-επαγόμενη έκκριση της LH ( ) και στη βασική έκκριση της FSH (-

0-). Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± SEM τριών μετρήσεων. Τα αποτελέσματα 

παρουσιάζονται ως ποσοστό % επί της GnRH-επαγόμενης έκκρισης της LH, δηλ. της LH που 

εκκρίνεται από κύτταρα-μάρτυρες που επωάστηκαν μόνο με 0.1 μΜ GnRH ή ως ποσοστό % 

επί της βασικής έκκρισης της FSH, δηλ. της FSH που εκκρίνεται από τα κύτταρα-μάρτυρες 

χωρίς επώαση με GnRH. Η οριζόντια διαγραμμισμένη ζώνη υποδηλώνει το εύρος τιμών του 

μάρτυρα.



3.3 ΕΚΦΡΑΣΗ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΑΛΛΩΝ ΤΟΜΕΩΝ ΚΑΙ 

ΥΠΟΤΟΜΕΩΝ ΤΗΣ HSA ΕΚΤΟΣ TOY DIIIB

3.3.1 Οι τομείς I, II και III της HSA δεν παρουσιάζουν δραστικότητα GnSAF

 ̂ Όπως εδείχθη στην Ενότητα 3.2.1, η δραστικότητα GnSAF που παρουσιάζει 

ο υποτομέας ΙΙΙΒ φαίνεται να μην διατηρείται στο μοριακό περιβάλλον του πλήρους 

μορίου της HSA. Δε θα μπορούσε όμως να αποκλειστεί η πιθανότητα η δραστικότητα 

GnSAF να αναφέρεται σε έναν μεγαλύτερο πολυπεπτιδικό τομέα της HSA, όπως π.χ. 

ο τομέας III που περιέχει το ενεργό πεπτίδιο ΙΙΙΒ.

Είναι γνωστό ότι οι δομικά ομόλογοι τομείς I, II και III της HSA μπορούν να 

εκφραστούν ως ανεξάρτητα μόρια στο σύστημα του Ρ. pastoris διατηρώντας τις 

γενικές ιδιότητες αναγνώρισης προσδεμάτων τους που προβλέπονται βάσει της δομής 

της HSA (Dockal et al., 1999). Η αλληλουχία cDNA που αντιστοιχεί στα κατάλοιπα 

381-585 της HSA (τομέας III, Dockal et al., 1999), ανακτήθηκε με PCR από το 

γονιδιωματικό DNA του στελέχους GS115/Albumin και χρησιμοποιήθηκε και σε 

αυτή την περίπτωση για τη δημιουργία δύο ανασυνδυασμένων μορφών (Dili και 

DIII-myc-6His). Αφού επιβεβαιώθηκε η έκφραση των πολυπεπτιδίων Dili και DIII- 

myc-6His, (Εικόνα 3.9Α και Β) προχωρήσαμε σε αναλύσεις δοσοεξάρτησης 

υπερκειμένων των αντίστοιχων κλώνων. Σε δόσεις υπερκειμένου ίσες και 

μεγαλύτερες (10 έως 35 pL) από αυτές στις οποίες παρατηρήθηκε υψηλή 

δραστικότητα για τον υποτομέα ΙΙΙΒ, ο τομέας III δεν επηρεάζει την επαγόμενη 

έκκριση LH (Εικόνα 3.9Γ). Επιπλέον, μεταξύ 5 διαφορετικών κλώνων GS115/DIII 

που ελέγχθηκαν σε κανέναν δεν ανιχνεύθηκε δραστικότητα GnSAF (Εικόνα 3.9Δ).

'Παράλληλα με τον τομέα III εκφράστηκαν στον Ρ. pastoris και οι τομείς I 

(κατάλοιπα 1-197) και II (κατάλοιπα 189-385) της HSA. Οι αναλύσεις 

δοσοεξάρτησης (10-35 μ ι)  σε υπερκείμενα κλώνων GS115/DI, GS115/DI-myc-6His, 

GS115/DII και GS115/DII-myc-6His όπου εκφράζονται οι τομείς I και II (Εικόνα 

3.10Α και Β) έδειξαν επίσης ότι δεν παρατηρείται ενεργότητα GnSAF σε κανέναν εκ 

των δύο αυτών τομέων (Εικόνα 3.10Γ).
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Εικόνα 3.9 Έκφραση του τομέα III της HSA στον Ρ. pastoris και έλεγχος δραστικότητας 

GnSAF. Υπερκείμενα καλλιέργειας (0.1 mL) από κλώνους GSI15/empty vector,

GSI 15/DIII-myc-6His (A) και GS115/DIII (B) υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (18%) και 

αναλύθηκαν με χρώση νιτρικού αργύρου (Α και Β, αριστερά σκέλη) και ανοσοαποτύπωση με 

το αντίσωμα έναντι του επιτόπου myc (Α) και με αντίσωμα έναντι της HSA (Β). 

Υπερκείμενα από τους κλώνους GSI 15/DIII-1 (—♦—) και GSI 15/DIII-myc-6His (—□—) (Γ), 

αναλύθηκαν ως προς τη δραστικότητα GnSAF σε δόσεις από 10 έως 35 pL ανά φρεάτιο. (Δ) 

Δείγμα υπερκειμένου (25pL) από 5 διαφορετικούς κλώνους GSI 15/DIII (1-3) ή GS115/DIII- 

myc-6His (4-5) αναλύθηκε ως προς τη δραστικότητα GnSAF. Οι έντονες κατακόρυφες ζώνες 

αντιπροσωπεύουν τα επίπεδα του μάρτυρα ενώ οι ανοιχτόχρωμες την επίδραση των 

υπερκειμένων. Σε κάθε περίπτωση οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± SEM τριών

μετρήσεων. Η οριζόντια διαγραμμισμένη ζώνη (Γ) υποδηλώνει το εύρος τιμών του μάρτυρα. ^
ί  I  ΐ
Ξ >
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A
OSI15/ OSDS/
Dl-myc Dll-myc
-6Hi« -6Hi>

osi is/ os ns/
Dl-myc Dll-myc
-6Ηι» -6Hi·

B

Γ

Χρώση AgN03 anti -myc

OSI 15/ GSI15/ GS1I5/ OS 115/
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Εικόνα 3.10 Έκφραση των τομέων I και II της HSA στον Ρ. pastoris και έλεγχος της *
δραστικότητας GnSAF. Υπερκείμενα καλλιέργειας (0,1 mL) από κλώνους GS115/empty 

vector, GSI 15/DI-myc-6His (A), GSI 15/DII-myc-6His (A), GS115/DI (B) και GS115/DII 

(B) υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (18%) και αναλύθηκαν με χρώση νιτρικού αργύρου (Α και 

Β αριστερά σκέλη) και ανοσοαποτύπωση με το αντίσωμα έναντι του επιτόπου myc (Α) και με 

αντίσωμα έναντι της HSA (Β). Υπερκείμενα από τους κλώνους GS115/DI (—♦—) και 

GS115/DI1 (—□—) (Γ)> αναλύθηκαν ως προς τη δραστικότητα GnSAF σε δόσεις από 15 έως 

35 μΙ7φρεάτιο. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± SEM τριών μετρήσεων. Η 

οριζόντια διαγραμμισμένη ζώνη υποδηλώνει το εύρος τιμών του μάρτυρα.
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3.3.2 Ο υποτομέας IB της HSA δεν παρουσιάζει δραστικότητα GnSAF

Σύμφωνα με τα όσα αναφέρθηκαν στις δύο προηγούμενες Ενότητες (3.1 και

3.2) η δραστικότητα GnSAF του υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA δεν διατηρείται σε 

μεγαλύτερα μόρια που περιέχουν το ενεργό πεπτίδιο όπως η ίδια η HS Α και ο τομέας

III. Όπως, όμως, αναφέρθηκε ήδη, μεταξύ των υποτομέων Β της HSA (IB, ΙΙΒ, ΙΙΙΒ) 

παρατηρείται δομική ομολογία όπως άλλωστε και μεταξύ των υποτομέων Α (ΙΑ, ΙΙΑ, 

ΙΙΙΑ). Τα παραπάνω στοιχεία μας οδηγούν στο ερώτημα αν και οι υποτομείς ΙΒ και 

ΙΙΒ μπορούν να παρουσιάζουν δραστικότητα αντίστοιχη του ΙΙΙΒ.

Όπως ισχύει και για τον υποτομέα ΙΙΙΒ, έκφραση των υποτομέων ΙΒ και ΙΙΒ 

δεν έχει καταγραφεί στη βιβλιογραφία και τα όρια μεταξύ των υποτομέων δεν είναι 

καθορισμένα πειραματικά. Έτσι προκειμένου να σχεδιάσουμε την έκφραση των 

υποτομέων ΙΒ και ΙΙΒ στον Ρ. pastoris στηριχθήκαμε σε in silico αναλύσεις με βάση 

το πρόγραμμα Cath. Τα όρια που επιλέξαμε για τον υποτομέα ΙΒ ήταν μεταξύ των 

κατάλοιπων 107-197 και για τον ΙΙΒ μεταξύ των 296-385. Όπως και προηγουμένως, 

σχεδιάστηκε η παραγωγή δύο εναλλακτικών μορφών για το κάθε πεπτίδιο, με ή χωρίς 

C-τελικό επίτοπο.

Για τον τομέα ΙΙΒ, δεν κατέστη δυνατή η έκφραση του σε ικανοποιητικά 

επίπεδα στο σύστημα έκφρασης του Ρ. pastoris παρά το γεγονός ότι το σύστημα 

χρησιμοποιήθηκε με επιτυχία τόσο για το πλήρες μόριο της HSA όσο και για εκτενή 

σειρά άλλων υποτομέων και τομέων της HSA. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.11, 

ύστερα από ανάλυση περισσότερων από 10 διαφορετικών κλώνων (ενδεικτικά 

παρουσιάζονται 4 εξ αυτών) GS115/DIIB και GS115/DIIB-myc-6His (Εικόνα 

3.11Α) δεν ανιχνεύονται πρωτεϊνικές ζώνες υπερέκφρασης. Η ανοσοαποτύπωση με 

αντίσωμα έναντι της HS Α που είχε χρησιμοποιηθεί με επιτυχία για την ανίχνευση των 

άλλων πολυπεπτιδίων της HSA (Abeam ΑΜ217) έδειξε ότι ο υποτομέας ΙΙΒ δεν 

ανιχνεύεται πρακτικά σε υπερκείμενα κλώνων GS115/DIIB και GS115/DIIB-myc- 

6His (Εικόνα 3.1 ΙΒ).

Η έκφραση του υποτομέα ΙΒ (Εικόνα 3.12Α και Β) κατέστη δυνατή τόσο στη 

μορφή DIB-myc-6His (διαδρομές 1-4), όσο και στη μορφή DIB (διαδρομές 5-8). 

Υπερκείμενα από κλώνους GS115/DIB υποβλήθηκαν σε δοκιμασίες προσδιορισμού 

δραστικότητας GnSAF και ανασταλτίνης σε δόσεις 10, 25 και 35 μΣ δηλ. ίσες και .- 

μεγαλύτερες από αυτές που μελετήθηκαν για τον υποτομέα ΙΙΙΒ. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 3.12Γ, ο υποτομέας ΙΒ, παρά τη δομική ομοιότητα του με τον ΙΙΙΒ, δεν



προκαλεί αναστολή στην επαγόμενη από GnRH έκκριση της LH. Εξάλλου, δεν 

επηρεάζει την βασική έκκριση της FSH.

A Β
GSU5/ GSI 15/ GSI 15/
DIIB- DIIB empty

myc-6His vector

1 2 3 4 5

GS115/ GS115/ GS115/
DIIB- DIIB empty

myc-6His vector

1 2 3 4 5

118 kDa 

84 kDa 

51 kDa

35 kDa 

27 kDa

21 kDa

Χρώση AgN03 anti - HSA

Εικόνα 3.11 Έκφραση του υποτομέα ΠΒ της HSA στον Ρ. pastor is. Υπερκείμενα
*

καλλιέργειας (0.1 mL) από κλώνους GS115/DIIB-myc-6His (διαδρομές 1 και 2), 

GSI15/DIIB (διαδρομές 3 και 4) και GS115/empty vector (διαδρομή 5), υποβλήθηκαν σε 

SDS-PAGE (18%) και αναλύθηκαν με χρώση νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση με 
το αντίσωμα έναντι της HSA (Abeam Abl217) (Β).
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Εικόνα 3.12 Έκφραση του υποτομέα IB της HSA στον Ρ. pastoris και έλεγχος 

δραστικότητας GnSAF και ανασταλτίνης. Υπερκείμενα καλλιέργειας (0.1 mL) από κλώνους 

GSl 15/DIB-myc-6His (διαδρομές 1*4), GSl 15/DIB (διαδρομές 5-8) και GSl 15/empty vector 

(διαδρομή 9), υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (18%) και αναλύθηκαν με χρώση νιτρικού 

αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι της HSA (Abeam Ab 1217) (Β). 

Υπερκείμενα από τους κλώνους GS 115/DIB αναλύθηκαν ως προς τη δραστικότητα GnSAF 

(—♦—) και τη δραστικότητα ανασταλτίνης (— □—) (Γ) σε δόσεις από 15 έως 35 pL ανά 

φρεάτιο. Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± SEM τριών μετρήσεων. Η οριζόντια 

διαγραμμισμένη ζώνη υποδηλώνει το εύρος τιμών του μάρτυρα.
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3.4 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΕΝΩΝ ΠΟΛΥΠΕΠΤΙΔΙΩΝ ΑΠΟ 

ΥΠΕΡΚΕΙΜΕΝΑ TOY Ρ. pastoris ΚΑΙ ΕΛΕΓΧΟΣ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ

3.4.1 Διαχωρισμός του ενεργού πολυπεπτιδίου ΙΙΙΒ από την HSA και τον τομέα 

III με χρωματογραφία Blue Sepharose.

♦ «

Ένας κλασικός τρόπος απομάκρυνσης της αλβουμίνης από βιολογικά υγρά, 

όπως ο ορός του αίματος, όπου ευρίσκεται σε αφθονία, είναι η χρωματογραφία Blue 

Sepharose (ή Dyematrex Blue) καθώς η αλβουμίνη φέρει θέσεις πρόσδεσης για 

Cibacron Blue. Οι δύο εκ των θέσεων που υπάρχουν έχουν εντοπιστεί στους 

υποτομείς ΙΙΑ και ΙΙΙΑ (Compagnini et al., 1996) ενώ τουλάχιστον μία ακόμη θέση 

θα πρέπει να εδράζεται στον τομέα I καθώς και οι τρεις τομείς της HSA έχουν 

καθαριστεί από υπερκείμενα κλώνων Ρ. pastoris με τη χρήση Blue Sepharose 

(Dockal et al., 1999).

Όσο αφορά στην μελέτη της δραστικότητας GnSAF, η παρουσία της HSA στα 

βιολογικά υγρά μπορεί να αποτελεί έναν ιδιαίτερα ανασταλτικό παράγοντα. Σύμφωνα 

με τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας ο υποτομέας ΙΙΙΒ της HSA παρουσιάζει 

δραστικότητα GnSAF ενώ η ίδια η αλβουμίνη και ο τομέας III που περιέχουν το 

ενεργό πεπτίδιο είναι ανενεργό. Επιπλέον και τα τρία μόρια (HSA, Dill, DIIIB) 

αναγνωρίζονται από αντίσωμα έναντι της αλβουμίνης. Τα δεδομένα αυτά καθιστούν 

δυσχερή τη διάκριση, απομόνωση και μελέτη του ενεργού μορίου ΙΙΙΒ σε βιολογικά 

υγρά.

Στηριζόμενοι στα παραπάνω δεδομένα, μελετήσαμε κατά πόσο στον 

υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA περιέχονται θέσεις πρόσδεσης για Cibacron Blue που θα 

επέτρεπαν τον καθαρισμό του ενεργού πεπτιδίου ΙΙΙΒ από υπερκείμενα κλώνων Ρ. 

pastoris με Blue Sepharose. Υποβάλλοντας υπερκείμενα από κλώνους GS115/DIIIB, 

GS115/DIII και, παράλληλα, καθαρή HSA (Sigma Α-3782) σε χρωματογραφία Blue 

Sepharose διαπιστώσαμε ότι τόσο η HSA όσο και ο τομέας III προσδένονται στη 

στήλη και εκλούονται από αυτή με 2 Μ NaCl, ενώ ο υποτομέας ΙΙΙΒ δεν προσδένεται 

και ανακτάται πλήρως στο μη δεσμευμένο κλάσμα (Εικόνα 3.13). Η παρατήρηση 

αυτή υποδηλώνει ότι ο υποτομέας ΙΙΙΒ δεν φέρει θέσεις πρόσδεσης για Cibacron Blue 

και η δέσμευση του τομέα III στη στήλη πραγματοποιείται μέσω του υποτομέα ΙΙΙΑ 

στον οπαίο υπάρχει χαρακτηρισμένη θέση Cibacron Blue (Compagnini et al., 1996).
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Εικόνα 3.13 Σύγκριση του υποτομέα ΙΙΙΒ με τον τομέα III και την HSA ως προς την 

πρόσδεση σε Cibacron Blue. Υπερκείμενα (1 mL) από διαφορετικούς κλώνους του Ρ. 

pastoris των τύπων GS115/DIII (διαδρομές 1-4) ή GS115/DIIIB (διαδρομές 5-8) καθώς και 

καθαρή HSA (Sigma Α-3782) (1 mg/mL) (διαδρομές 9-12), υποβλήθηκαν σε χρωματογραφία 

Blue Sepharose. Οι πρωτεΐνες εκλούσθηκαν με 20 mM NaPi, pH 7.5, 2 Μ NaCl, σε δύο 

διαδοχικά βήματα. Ποσότητες που αντιστοιχούν στο 10% του αρχικού δείγματος (διαδρομές 

1, 5 και 9), στο 10% των μη δεσμευμένων κλασμάτων (διαδρομές 2,6 και 10) και στο 50% 

των πρωτεϊνών που εκλούσθηκαν στο πρώτο βήμα (διαδρομές 3, 7 και 11) και στο δεύτερο 

βήμα (διαδρομές 4, 8 και 12) υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (18%) και χρώση νιτρικού 

αργύρου.
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3.4.2 Καθαρισμός του ενεργού πεπτιδίου DIIIB-myc-6His με χρωματογραφία 

συγγένειας Νΐ2+.

Προκειμένου να μελετήσουμε τον υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA ως προς τη 

δραστικότητα GnSAF χρησιμοποιήσαμε έως τώρα (Ενότητα 3.1) υπερκείμενα 

καλλιεργειών από στελέχη του Ρ. pastoris στα οποία εκφράζεται το πολυπεπτίδιο. 

Θέλοντας να προσδιορίσουμε πλέον την περιοχή συγκεντρώσεων στην οποία δρα το 

ενεργό πεπτίδιο, διερευνήσαμε τρόπους απομόνωσης του από υπερκείμενα 

καλλιέργειας του μύκητα. Αρχικά επιδιώξαμε την απομόνωση του με τη χρήση 

χρωματογραφίας Blue Sepharose αλλά διαπιστώσαμε ότι το πολυπεπτίδιο δεν 

προσδένεται στη στήλη (Ενότητα 3.4.1).

Όπως ήδη αναφέρθηκε στην Ενότητα 2 (βλ. και Ενότητες 3.1 και 3.3) ο 

υποτομέας ΙΙΙΒ, όπως και όλα τα άλλα πεπτίδια που μελετήθηκαν, εκφράστηκε σε μία 

εναλλακτική μορφή που φέρει στο C-τελικό άκρο τον επίτοπο c-myc και έξι 

κατάλοιπα ιστιδίνης. Εφόσον τόσο το πολυπεπτίδιο ΙΙΙΒ, όσο και το IIIB-myc-6His, 

παρουσιάζει δραστικότητα GnSAF ακολουθήσαμε την δεύτερη εναλλακτική λύση, 

για τον καθαρισμό του δραστικού πολυπεπτιδίου IIIB-myc-6His, δηλαδή τη χρήση 

στήλης κατιόντων νικελίου.

Υπερκείμενα από τον κλώνο GS115/ DIIIB-myc-6His, μετά από διαπίδυση 

έναντι διαλύματος 20mM NaPi, pH 7.5, υποβλήθηκαν σε χρωματογραφία συγγένειας 

Ni2+ (ProBond resin, Invitrogen) όπως περιγράφεται στην Ενότητα 2.5.4. Το
Λ I

πολυπεπτίδιο δεσμεύεται στη στήλη Ni σε pH 7.5 και εκλούεται από αυτήν με 20 

mM NaPi pH 6.4, 500mM ιμιδαζόλιο σε δύο διαδοχικά στάδια. Μετά από την 

έκλουση και την διαπίδυση έναντι διαλύματος 20 mM NaPi, pH 7.5, ακολούθησε 

συμπύκνωση του δείγματος με ηθμούς Viva Spin (cutoff, 3000 Da). Συμπύκνωση στο 

1/10 του αρχικού όγκου οδήγησε σε συγκέντρωση πρωτεΐνης 0.5 μ&μΐ^. Στην Εικόνα 

3.14, παρουσιάζεται η ανάλυση SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση με το αντίσωμα 

έναντι HSA για 1 pg καθαρισμένου ΙΙΙΒ ύστερα από το στάδιο της συμπύκνωσης.
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Εικόνα 3.14 Καθαρισμός του ενεργού πολυπεπτιδίου DIIIB-myc-6His με χρωματογραφία 

συγγένειας Νί2+. Υπερκείμενο (6 mL) από κλώνο GS115/ IIIB-myc-6His ύστερα από 

διαπίδυση έναντι 20 mM NaPi pH 7.5, 500 mM NaCl, υποβλήθηκε σε χρωματογραφία 

συγγένειας Ni2+ (Ενότητα 2.5.4). Οι πρωτεΐνες εκλούσθηκαν με 20mM NaPi ρΗ=6.4, 

500mM ιμιδαζόλιο σε δύο διαδοχικά βήματα. Τα δύο εκλούσματα συνδυάσθηκαν σε ένα 

δείγμα (2 mL), υποβλήθηκαν σε διαπίδυση έναντι 20 mM NaPi ρΗ=7.5, και συμπυκνώθηκαν 

10 φορές (Viva Spin, cutoff 3000 Da). Συμπυκνωμένο δείγμα (1 μg) υποβλήθηκε σε SDS- 

PAGE (18%), χρώση νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση με το αντίσωμα έναντι της 

HSA (Abeam Abl217) (Β).
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3.4.3 Καθαρισμός τον τομέα III της HSA με Blue Sepharose και του III-myc· 

6His με χρωματογραφία συγγένειας Νι2+.

Προκειμένου να εφαρμόσουμε προσεγγίσεις για τον καθαρισμό και τη μελέτη 

του υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA που αναλύονται στη συνέχεια (Ενότητα 3.4.S) 

προχωρήσαμε στον καθαρισμό του τομέα III τόσο στη μορφή DIII/myc-6His όσο και 

στη μορφή που δεν φέρει τον C-τελικό επίτοπο.

Όπως αναφέρθηκε στην Ενότητα 3.4.1, ο τομέας III διαθέτει θέση (ή θέσεις) 

πρόσδεσης σε Cibacron Blue. Ως εκ τούτου υπερκείμενα κλώνου GS115/DIII 

υποβλήθηκαν σε διαπίδυση έναντι 20 mM NaPi pH 7.5, 500mM NaCl, και 

χρωματογραφία Blue Sepharose. Τα στάδια καθαρισμού παρουσιάζονται στην 

Εικόνα 3.15, όπου (ραίνεται ότι η πρόσδεση του υποτομέα III στη στήλη δεν είναι μεν 

πλήρης αλλά ανέρχεται τουλάχιστον στο 50%. Η έκλουση με πραγματοποιήθηκε με 2 

Μ NaCl σε δύο διαδοχικά βήματα (Εικόνα 3.15). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.15 

(Α και Β, διαδρομές 3 και 4), η έκλουση των δεσμευμένων μορίων πραγματοποιείται 

κυρίως στο δεύτερο βήμα. Μετά από συνδυασμό και συμπύκνωση των εκλουσμάτων 

(από ηθμούς Viva Spin, cutoff 3000 Da), ύστερα από διαπίδυση έναντι 20 mM NaPi, 

. pH 7.5, η συγκέντρωση του πρωτεϊνικού παρασκευάσματος ήταν 1.2 pg/pL.

Ο καθαρισμός για τον τομέα III, στην εναλλακτική μορφή DIII-myc -6His, 

πραγματοποιήθηκε με χρωματογραφία συγγένειας Νί2+, όπως φαίνεται αναλυτικά 

στην Εικόνα 3.16.
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50.7 kDa ►

35.5 kDa ►

28.8 kDa ^

22 kDa ►

GS115/ Μη Ιμε 5μ& 
δεσμευμένο Dill Dill 

κλώσμα

1 2  3 4

GSl 15/ Μη , 5»βδεσμευμένο Dill Dllj 
κλάσμα

1 2  3 4

Χρώση AgNO^ anti-HSA

Εικόνα 3.15 Καθαρισμός του τομέα III με χρωματογραφία Blue Sepharose. Υπερκείμενο (6 

mL) από κλώνο GSl 15/DIII ύστερα από διαπίδυση έναντι 20 mM NaPi pH 7.5, 500 mM 

NaCI, υποβλήθηκε σε χρωματογραφία Blue Sepharose (Ενότητα 2.5.5A). Οι πρωτεΐνες 

εκλούσθηκαν με 20 mM NaPi, pH 7.5, 2 Μ NaCI, σε δύο διαδοχικά βήματα (διαδρομές 3 και 

4). Πριν την ηλεκτροφορητική ανάλυση τους, οι εκλουόμενες πρωτεΐνες είχαν υποβληθεί σε 

διαπίδυση έναντι 20 mM NaPi, pH 7.5. Δείγματα που αντιστοιχούν στο 0.3% του αρχικού 

υπερκειμένου (100 μ ι) (διαδρομή 1), στο 0.3% του μη δεσμευμένου κλάσματος (διαδρομή 2) 

και σε ποσότητα 1 μβ (διαδρομή 3) και 5 μ§ καθαρισμένης πρωτεΐνης (διαδρομή 4), 

υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (15%), χρώση νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση με 

το αντίσωμα έναντι της HSA (Abeam Ab 12 17) (Β).
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GS115/ Μη 1 ο στάδιο 2° στάδιο
DID δεσμευμένο έκλουσης έκλουσης 

κλάσμα

1 2  3 4
HOkDa 
90leDa ►

5f.?kDa ►

352 kOa ► 

29 kDa >

21.4 kDa ►

GSU5/ Mn 1°στάδιο 2°στάδιο
Dill δεσμευμένο έκλουσης έκλουσης

κλάσμα

1 2  3 4

Χρώση AgN03 anti-myc

Εικόνα 3.16 Καθαρισμός του τομέα III με χρωματογραφία συγγένειας Νί2+. Υπερκείμενο (6 

mL) από κλώνο GS115/DUI-myc-6His ύστερα από διαπίδυση έναντι 20 mM NaPi ρΗ=7.5, 

500 mM NaCl υποβλήθηκε σε χρωματογραφία συγγένειας Ni2+ (Ενότητα 2.5.4). Οι 

πρωτεΐνες εκλούσθηκαν με 20 mM NaPi, pH 7.5, 500 mM ιμιδαζόλιο, σε δύο διαδοχικά 

βήματα. Πριν την ηλεκτροφορητική ανάλυση τους, οι εκλουόμενες πρωτεΐνες είχαν 

υποβληθεί σε διαπίδυση έναντι 20 mM NaPi, pH 7.5. Δείγματα που αντιστοιχούν στο 1.6% 

του αρχικού υπερκειμένου (100 μ ί) (διαδρομή 1), 1.6% του μη δεσμευμένου κλάσματος
4

(διαδρομή 2) και 10% της ποσότητας των πρωτεϊνών που εκλούσθηκαν στο πρώτο βήμα 

(διαδρομή 3) ή στο δεύτερο βήμα (διαδρομή 4) υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (15%), χρώση 

νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση με το αντίσωμα έναντι της HSA (Abeam 
Abl217)(B).
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3.4.4 Έ λεγχος δραστικότητας GnSAF για  τον υποτομέα ΙΙΙΒ  και τον τομέα III σε 

καθαρισμένα παρασκευάσματα.

Έως τώρα παρουσιάσθηκαν αναλύσεις προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF 

σε υπερκείμενα κλώνων που εκφράζουν ανασυνδυασμένα πεπτίδια. Με τον τρόπο 

αυτό δείξαμε ότι υπερκείμενα από κλώνους GS115/DIIIB αλλά και GS115/DIIIB- 

myc-6His, που εκφράζουν τον υποτομέα ΙΙΙΒ, αναστέλλουν την επαγόμενη από 

GnRH έκκριση της LH με δοσοεξαρτώμενο τρόπο ενώ δεν επηρεάζουν τη βασική 

έκκριση LH ή FSH (Ενότητα 3.1). Αντίθετα, υπερκείμενα κλώνων GS115/DIII αλλά 

και GS115/DIII-myc-6His, που εκφράζουν τον τομέα III, δεν επηρεάζουν την GnRH- 

επαγόμενη έκφραση της LH (Ενότητα 3.3). Για να εξετάσουμε αναλυτικότερα και να 

αποκλείσουμε ή να αξιολογήσουμε την περίπτωση η ανωτέρω διαφορά να οφείλεται 

στην συνεισφορά διαφορετικών επιπέδων έκφρασης στους διαφορετικούς κλώνους ή 

και άλλων συστατικών του υπερκειμένου (Εικόνες 3.2-3.3 και 3.9), προχωρήσαμε σε 

μελέτες δραστικότητας σε καθαρισμένα παρασκευάσματα DIIIB και Dili.

Για τον καθαρισμό του υποτομέα III, όπως είδαμε (Ενότητα 3.4.3), 

υπερκείμενα κλώνου GS115/DIII υποβλήθηκαν σε χρωματογραφία Blue Sepharose 

ενώ ο υποτομέας ΙΙΙΒ καθαρίστηκε από υπερκείμενα GS115/DIIIB-myc-6His με 

στήλες κατιόντων νικελίου (Ενότητα 3.4.2). Δείγματα καθαρισμένου υποτομέα ΙΙΙΒ 

και καθαρισμένου τομέα III υποβλήθηκαν σε βιολογικές δοκιμασίες προσδιορισμού 

δραστικότητας GnSAF και ανασταλτίνης (Εικόνα 3.17Α και Β) Δόσεις από 0.1 έως 

1.25 μμ (8 έως 100 pmol) του υποτομέα ΙΙΙΒ προκαλούν αναστολή της GnRH- 

επαγόμενης έκκρισης της LH σε επίπεδα μεταξύ 67.22 ±10.60% και 53.71 ±8.09% 

του μάρτυρα ενώ δεν επηρεάζουν τη βασική έκκριση FSH. Αντίθετα σε ίσες ή 

μεγαλύτερες, κατά γραμμομοριακή βάση, δόσεις (1-10 μμ, δηλ. 40-400 pmol), ο 

τομέας III δεν επηρεάζει την GnRH-επαγόμενη έκκριση LH, ούτε και τη βασική 

έκκριση FSH. Οι συγκεντρώσεις του πολυπεπτιδίου ΙΙΙΒ και του τομέα III, που 

αντιστοιχούν στις ανωτέρω δόσεις, είναι 16-200ηΜ και 80-800ηΜ αντίστοιχα.

Τα παραπάνω αποτελέσματα συμφωνούν με τα συμπεράσματα που 

προέκυψαν από αναλύσεις υπερκειμένων των αντίστοιχων κλώνων (Ενότητες 3.1 και

3.3). Οι παρατηρήσεις αυτές υποδεικνύουν ότι το σύστημα έκφρασης-έκκρισης του Ρ. 

p a s to r is  θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί με αξιοπιστία για την περαιτέρω ανάλυση - 

δραστικότητας και άλλων ανασυνδυασμένων πεπτιδίων της HSA.
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Εικόνα 3·17. Ανάλυση δοσοεξάρτησης για τον τομέα III και τον υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA. 

Ποσότητες καθαρισμένων παρασκευασμάτων του υποτομέα IIIB-myc-6His (-Δ-) (8, 40 και 

100 pmol) και του τομέα III ( ) (40, 200, και 400 pmol) μελετήθηκαν ως προς την

επίδραση τους στην GnRH-επαγόμενη έκκριση LH (Α) και στη βασική έκκριση της FSH (Β).

Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ±  SEM τριών μετρήσεων. Τα αποτελέσματα 

παρουσιάζονται ως επί τοις εκατό ποσοστό της LH που εκκρίνεται από κύτταρα μάρτυρες 

που επωάστηκαν μόνο με 0.1 μΜ GnRH ή ως επί τοις εκατό ποσοστό της βασικής έκκρισης 

της FSH που εκκρίνεται από κύτταρα μάρτυρες. Η οριζόντια διαγραμμισμένη ζώνη ^ΒΛ/ο, 
υποδηλώνει το εύρος τιμών του μάρτυρα.

I
W . · ;
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3.4.5 Σχεδιασμός κα ι έκφραση χιμαιρικού τομέα III.

Λ I

Ο καθαρισμός του υποτομέα ΙΙΙΒ με χρωματογραφία συγγένειας Νΐ 

(Ενότητα 3.4.2) προσέφερε χαμηλή απόδοση που περιόρισε τη δυνατότητα να 

μελετήσουμε τη δραστικότητα του μορίου σε μεγάλο εύρος συγκεντρώσεων 

(Ενότητα 3.4.4). Παράλληλα, όπως διαπιστώθηκε στην πορεία των πειραμάτων, το 

ενεργό πεπτίδιο παρουσιάζει δυσκολία στη συντήρηση του ακόμα και σε καθαρή 

μορφή. Αντίθετα ο τομέας III εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στον Ρ. pastor is, 

παρουσιάζει σταθερότητα κατά τη συντήρηση και μπορεί να καθαρισθεί είτε με 

χρωματογραφία Blue Sepharose είτε με στήλες κατιόντων νικελίου (Ενότητα 3.4.3),

Για τους παραπάνω λόγους αναζητήσαμε έναν τρόπο ανάκτησης του 

υποτομέα ΙΙΙΒ από τον τομέα III. Σχεδιάσαμε έτσι μια εναλλακτική μορφή του 

υποτομέα III στην οποία μεταξύ των υποτομέων ΙΙΙΑ και ΙΙΙΒ εισήχθη εις τριπλούν η 

αλληλουχία αναγνώρισης του παράγοντα Xa. Συγκεκριμένα, σχεδιάστηκαν δύο 

εναλλακτικά πεπτίδια με και χωρίς C-τελικό επίτοπο myc-6His ώστε να επιτραπούν 

δύο, τουλάχιστον, επιπρόσθετες προσεγγίσεις για ανάκτηση του ΙΙΙΒ (Εικόνα 3.18Ε), 

όπως αναφέρεται ενδεικτικά στη συνέχεια:

Πρώτη προσέγγιση:

1. Καθαρισμός με Blue Sepharose (η θέση αναγνώρισης για Cibacron Blue του 

τομέα III εδράζεται στον υποτομέα ΙΙΙΑ)

2. Πέψη με τον παράγοντα Χα

3. Απομάκρυνση του παράγοντα Xa (Xa Removal Resin, QIAGEN)

4. Διαχωρισμός των υποτομέων ΙΙΙΑ και ΙΙΙΒ με Blue Sepharose ή με
Λ ι

χρωματογραφία συγγένειας Ni

5. Ανάκτηση του ΙΙΙΒ 

Δεύτερη προσέγγιση:
Λ 1

1. Καθαρισμός με χρωματογραφία συγγένειας Ni

2. Πέψη με τον παράγοντα Xa

3. Απομάκρυνση του παράγοντα Xa (Xa Removal Resin, QIAGEN)

4. Διαχωρισμός του IIIB-myc-6His από το ΙΙΙΑ με χρωματογραφία συγγένειας 

Ni2+

5. Ανάκτηση του IIIB-myc-6His

Χρησιμοποιώντας PCR δύο σταδίων (Ενότητα 2.2.3) δημιουργήθηκαν 

ανασυνδυασμένα cDNA που κωδικοποιούν για το πολυπεπτίδιο IIIAXalllB και το
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IIIAXaIIIB-myc-6His. Συγκεκριμένα, το cDNA που κωδικοποιεί για τον υποτομέα 

ΙΙΙΑ και αυτό που κωδικοποιεί για τον ΙΙΙΒ ανακτήθηκαν από το πλασμίδιο 

pPICZaA/DIII σε ένα πρώτο στάδιο PCR (Εικόνα 3.18Α). Παράλληλα το τμήμα 

DNA που κωδικοποιεί για την τριπλή θέση αναγνώρισης Xa δημιουργήθηκε με 

υβριδισμό δύο συμπληρωματικών ολιγονουκλεοτιδίων κατάλληλα σχεδιασμένων 

ώστε ya, δημιουργούνται συμπληρωματικά άκρα με το τμήμα cDNA που αντιστοιχεί 

στο HJA και το τμήμα που αντιστοιχεί στο ΙΙΙΒ (Ενότητα 2.23). Σε ένα δεύτερο 

στάδιο PCR τα τρία τμήματα DNA υβριδίζουν λόγω των επικαλυπτόμενων άκρων 

και με τη χρήση εξωτερικών εκκινητών και δίνουν το επιθυμητό τελικό προϊόν 650 

ζευγών βάσεων (Εικόνα 3.18Β). Το ανασυνδυασμένο DNA που προκύπτει 

κλωνοποιήθηκε στον φορέα pPICZaA (Εικόνα 3.18Γ) και τα ανασυνδυασμένα 

πλασμίδια pPICZaA/ IIIAXaHIB και pPICZaA/ IIIAXaIIIB-myc-6His

χρησιμοποιήθηκαν για το μετασχηματισμό του στελέχους GS115 του Ρ. pastoris. Τα 

στελέχη GS115/ IIIAXalllB και GS115/ IIIAXaIIIB-myc-6His αναπτύχθηκαν 

παρουσία μεθανόλης για επαγωγή της έκφρασης. Υπερκείμενα από τους κλώνους που 

προέκυψαν αναλύθηκαν με SDS-PAGE 15% χρώση νιτρικού αργύρου και 

ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι HSA (Abeam ΑΜ217). Από τους κλώνους, 

. που αναλύθηκαν μόνο κλώνοι GS115/ IIIAXaIIIB-myc-6His βρέθηκαν θετικοί ως 

προς την έκφραση του ανασυνδυασμένου πεπτιδίου. Στην Εικόνα 3.18Δ, 

παρουσιάζεται η ανάλυση υπερκειμένου του κλώνου GS115/ IIIAXaIIIB-myc-6His 

που παρουσίασε την υψηλότερη έκφραση.

Παρά το γεγονός ότι το πολυπεπτίδιο IIIAXaIIlB-myc-6His εκφράζεται στον Ρ. 

pastoris, τα επίπεδα έκφρασης δεν ήταν επαρκή ώστε να επιτρέψουν τα επόμενα 

στάδια καθαρισμού και πρωτεολυτικής ανάκτησης του ΙΙΙΒ που είχαν σχεδιαστεί.
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A B Γ
ΠΙΑ Xa IIIB-myc

-6His

2° στάδιο PCR

Δ

HOkDa 
90 kDa £

51.2 kDa ►

36.2 kDa ► 

29 kDa >

21.4 kDa ►

GSI15/ GS1I5/ 
IIlAXalllB empty 
-myc-6His vector

GSI 15/ GSI 15/ 
IIlAXalllB empty 
-myc-6His vector

Χρώση AgN03 anti-HSA

Εικόνα 3.18 Κατασκευή του ανασυνδυασμένου πλασμιδΐου pPICZaA/ IIIAXaIIIB-myc- 

6His και έκφραση του πολυπεπτιδίου IIIAXaIIIB-myc-6His στον Ρ. pastoris. Τα τμήματα 

cDNA που κωδικοποιούν για τους υποτομείς ΙΙΙΑ και ΙΙΙΒ ανακτήθηκαν σε ένα πρώτο 

στάδιο PCR (Α, διαδρομές 1, 3) ενώ το τμήμα DNA που κωδικοποιεί για την τριπλή θέση 

αναγνώρισης Xa δημιουργήθηκε με υβριδισμό δύο συμπληρωματικών ολιγονουκλεοτιδίων 

(Α, διαδρομή 2). Στο δεύτερο στάδιο PCR τα τρία τμήματα DNA υβριδίζουν και 

επεκτείνονται για να δώσουν το τελικό προϊόν (Β). Το ανασυνδυασμένο DNA 

κλωνοποιήθηκε στον φορέα pPICZaA και τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια ελέγθηκαν με 

περιοριστική ανάλυση (Γ). Υπερκείμενο (0.1 mL) από τον κλώνο GSI 15/IIIAXaIIIB-myc- 

6His που υποβλήθηκε σε SDS-PAGE (15%), χρώση νιτρικού αργύρου (Δ, δεξιά) και 

ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι HSA (Abeam Abl217) (Δ, αριστερά).



Ποώτιι προσέγγιση

Blue Sepharose
Factor Xa

Blue Sepharose Xa removal resin

Δεύτερη προσέγγιση

Εικόνα 3.18E. Σχηματική αναπαράσταση των προσεγγίσεων καθαρισμού του χιμαιρικού 
τομέα ΙΠ και της ανάκτησης του υποτομέα ΙΙΙΒ από αυτόν.
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3.5 ΕΚΦΡΑΣΗ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΕΝΑΛΛΑΚΤΙΚΩΝ ΜΟΡΦΩΝ ΤΟΥ 

ΠΟΛΥΠΕΠΤΙΔΙΟΥΙΙΙΒ

3.5.1 Τα κατάλοιπα 490-508 του Ν-τελικού άκρου του ΙΙΙΒ δεν είναι απαραίτητα 

για την δραστικότητα GnSAF

* «

Κατά την απομόνωση της δραστικότητας GnSAF από ωοθυλακικό υγρό 

γυναικών (Pappa et al., 1999), δεν εδόθη επακριβής προσδιορισμός του Ν-τελικού 

άκρου του δραστικού πεπτιδίου που απομονώθηκε, αν και εδείχθη ότι αντιστοιχεί 

στην C-τελική περιοχή αλληλουχίας της HSA. Θεωρητικοί υπολογισμοί στηριζόμενοι 

στο φαινόμενο μοριακό βάρος του πεπτιδίου σε συνδυασμό με προσδιορισμό 

ορισμένων θρυψινικών τμημάτων του με φασματομετρία μαζών (MS) υπέδειξαν ότι 

το πεπτίδιο αντιστοιχεί στο τελικό 95πεπτίδιο της HSA (Pappa et al., 1999). Στην 

παρούσα εργασία, βέβαια, δείξαμε ότι το προταθέν αυτό πολυπεπτίδιο (490-585) 

είναι ενεργό, όταν εκφρασθεί σε ανασυνδυασμένη μορφή, και αντιστοιχεί κατά 

προσέγγιση στον υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA (Ενότητες 3.1 και 3.4). Ωστόσο, παραμένει 

το ενδεχόμενο η μορφή του ΙΙΙΒ που απαντάται στο ωοθυλακικό υγρό να είναι στην 

• πραγματικότητα ένα πεπτίδιο μεγαλύτερο ή μικρότερο από το 95πεπτίδιο 490-585.

Στη φάση αυτή, θελήσαμε να μελετήσουμε περαιτέρω την Ν-τελική περιοχή 

του υποτομέα ΙΙΙΒ σε σχέση με την παρατηρούμενη δραστικότητα GnSAF. Σύμφωνα 

με τη δομή της HSA (He and Carter, 1992, www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath~). η Ν- 

τελική περιοχή του υποτομέα ΙΙΙΒ μεταξύ των καταλοίπων 490 και 510 συνιστά 

εκτεταμένη επιφάνεια (extended loop). Με τεχνικές ανασυνδυασμένου DNA 

αφαιρέσαμε τα κατάλοιπα 490-508 της Ν-τελικής εκτεταμένης επιφάνειας του ΙΙΙΒ 

δημιουργώντας μια εναλλακτική μορφή του ΙΙΙΒ.

Όπως και για κάθε άλλο πεπτίδιο που αναφέρθηκε έως τώρα, δημιουργήθηκαν 

και σε αυτή την περίπτωση δύο μορφές, με και χωρίς C-τελικό επίτοπο myc-6His. 

Όπως φαίνεται από την ανάλυση υπερκειμένων κλώνων GS115/HSA(509-585) και 

GS115/HSA(509-585)-myc-6His (Εικόνα 3.19Α και Β), παρά την απομάκρυνση του 

Ν-τελικού άκρου τα πεπτίδια εκφράζονται στο σύστημα του Ρ. pastoris.

Στη συνέχεια, ακολούθησαν βιολογικές δοκιμασίες προσδιορισμού 

δραστικότητας GnSAF και ανασταλτίνης σε δόσεις αντίστοιχες με αυτές που 

μελετήθηκαν για τον υποτομέα ΙΙΙΒ (10 έως 25 μ ί)  (Εικόνα 3.19Β). Και στις δύο 

μορφές του πεπτιδίόυ [HSA(509-585) και HSA(509-585)-myc-6His] η δραστικότητα

http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath~


118

GnSAF φαίνεται ότι διατηρείται καθώς σε δόσεις 25 μΐ, η αναστολή της επαγόμενης 

από GnRH έκκρισης της LH ανέρχεται σε 47.42 ± 9.01% (η=3) και 48.74 ± 6.68% 

(η=6) του μάρτυρα, αντίστοιχα (δραστικότητα GnSAF, 53.51 ± 14.02% και 59.33 ±

11.46% αντίστοιχα). Στις ίδιες δόσεις, δεν παρουσιάζεται δραστικότητα ανασταλτίνης 

για κανένα από τα δύο πεπτίδια (Εικόνα 3.19Γ).
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Εικόνα 3·19 Έκφραση του πεπτιδίου 509-585 HSA στον P.pastoris και έλεγχος 

δραστικότητας GnSAF και ανασταλτίνης. Υπερκείμενα καλλιέργειας (0.1 mL) από κλώνους, 

GS 115/(HSA509-585)-myc-6His (A), GS115/(HSA509-585) και GS115/empty vector (B) 

υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (18%) και αναλύθηκαν με χρώση νιτρικού αργύρου (Α και Β, 

αριστερά) και ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι της HSA (Abeam Ab 1217) (Α και Β, 

δεξιά). Υπερκείμενα από τους κλώνους GSI 15/(HSA509-585)-myc-6His (—0—) και 

GSI 15/(HSA509-585) (—▲ —), αναλύθηκαν ως προς τη δραστικότητα GnSAF σε δόσεις από 

10 έως 25 μ17φρεάτιο (Γ). Στις ίδιες δόσεις μελετήθηκε παράλληλα η επίδραση στη βασική 

έκκριση της FSH (Δ). Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± SEM τριών μετρήσεων. Η 

οριζόντια διαγραμμισμένη ζώνη υποδηλώνει το εύρος τιμών του μάρτυρα.
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GnSAF φαίνεται ότι διατηρείται καθώς σε δόσεις 25 μϊ, η αναστολή της επαγόμενης 

από GnRH έκκρισης της LH ανέρχεται σε 47.42 ± 9.01% (η=3) και 48.74 ± 6.68% 

(η=6) του μάρτυρα, αντίστοιχα (δραστικότητα GnSAF, 53.51 ± 14.02% και 59.33 ±

11.46% αντίστοιχα). Στις ίδιες δόσεις, δεν παρουσιάζεται δραστικότητα ανασταλτίνης 

για κανένα από τα δύο πεπτίδια (Εικόνα 3.19Γ).
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Εικόνα 3.19 Έκφραση του πεπτιδίου 509-585 HSA στον P.pastons και έλεγχος 

δραστικότητας GnSAF και ανασταλτίνης. Υπερκείμενα καλλιέργειας (0.1 mL) από κλώνους, 

GS 115/(HSA509-585)-myc-6His (A), GS115/(HSA509-585) και GS115/empty vector (B) 

υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (18%) και αναλύθηκαν με χρώση νιτρικού αργύρου (Α και Β, 

αριστερά) και ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι της HSA (Abeam Ab 1217) (Α και Β, 

δεξιά). Υπερκείμενα από τους κλώνους GS115/(HSA509-585)-myc-6His (—0—) και 

GS115/(HSA509-585) (—Α —), αναλύθηκαν ως προς τη δραστικότητα GnSAF σε δόσεις από 

10 έως 25 μΙ7φρεάτιο (Γ). Στις ίδιες δόσεις μελετήθηκε παράλληλα η επίδραση στη βασική 

έκκριση της FSH (Δ). Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± SEM τριών μετρήσεων. Η 

οριζόντια διαγραμμισμένη ζώνη υποδηλώνει το εύρος τιμών του μάρτυρα.
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3.5.2 Η C-τελική α-έλικα του υποτομέα ΠΙΒ είναι απαραίτητη για τη 

δραστικότητα GnSAF

Στα πλαίσια της συσχέτισης της δραστικότητας GnSAF με τη δομή του 

υποτομέα ΙΙΙΒ και του εντοπισμού περιοχών της αλληλουχίας που είναι ουσιώδεις για 

τη δραστικότητα προχωρήσαμε στη μελέτη της C-τελικής περιοχής του μορίου. Ο 

υποτομέας ΙΙΙΒ, στο μοριακό περιβάλλον της HSA (He and Carter, 1992), διαθέτει 

δύο κύριες α-έλικες που ακολουθούνται από μία τρίτη στο C-τελικό άκρο (κατάλοιπα 

466-585). Είναι ενδιαφέρον ότι τμήμα της τρίτης αυτής έλικας είναι δυνατόν να μην 

συμπεριλαμβάνεται στον υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA, βάσει in silico αναλύσεων 

(πρόγραμμα Cath). Προκειμένου να διερευνήσουμε τη σημασία της C-τελικής α- 

έλικας διακόψαμε τη συνέχεια της αφαιρώντας τα κατάλοιπα 573-585 με τεχνικές 

ανασυνδυασμένου DNA (Ενότητα 2.2).

Σχεδιάσαμε την έκφραση στον Ρ. pas tons του πολυπεπτιδίου 495-572 σε δύο 

εναλλακτικές μορφές, με ή χωρίς καρβοξυτελικό επίτοπο myc-6His και 

δημιουργήσαμε κλώνους GS115/HSA(495-572) και GS115/HSA(495-572)-myc- 

6His. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.20 (Α και Β), το πεπτίδιο εκφράζεται σε 

ικανοποιητικά επίπεδα αντίστοιχα του ΙΙΙΒ (και στις δύο εναλλακτικές μορφές του), 

παρά την έλλειψη της C-τελικής α-έλικας.

Από την άλλη πλευρά η απώλεια της έλικας φαίνεται να έχει καθοριστική 

σημασία για τη δραστικότητα καθώς αυτή απουσιάζει εντελώς στο πολυπεπτίδιο 495- 

572 και στις δύο μορφές του. Αναλύσεις δοσοεξάρτησης για υπερκείμενα κλώνων 

GS115/(HSΑ495-572) και GS115/(HSA495-572)-myc-6His (Εικόνα 3.20Γ) έδειξαν 

ότι ακόμα και σε μεγαλύτερες δόσεις (15 έως 35 μΕ) σε σχέση με τον υποτομέα ΙΙΙΒ, 

το πολυπεπτίδιο 495-572 δεν παρουσιάζει δραστικότητα GnSAF και δεν επηρεάζει τη 

βασική έκκριση της FSH (Εικόνα 3.20Γ).
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Εικόνα 3.20 Έκφραση του πεπτιδίου 495-572 HSA στον Ρ. pastoris και έλεγχος 

δραστικότητας GnSAF. Υπερκείμενα καλλιέργειας (0.1 mL) από κλώνους GS115/empty 

vector, GS115/(HSA495-572)-myc-6His (A) και GS115/(HSA495-572) (B) υποβλήθηκαν σε 

SDS-PAGE (18%) και αναλύθηκαν με χρώση νιτρικού αργύρου (Α και Β, αριστερά) και 

ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι του επιτόπου myc (9Ε10) (Α) και έναντι της HSA 

(Abeam Abl217) (Β). Υπερκείμενα από τους κλώνους GS115/(HSA495-572)-myc-6His 

(—0—) και GS115/(HSA495-572) (—Α —), αναλύθηκαν ως προς τη δραστικότητα GnSAF σε 

δόσεις 15, 25 και 35 μ17φρεάτιο (Γ). Στις ίδιες δόσεις μελετήθηκε παράλληλα η επίδραση 

στη βασική έκκριση της FSH (Δ). Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ±SEM τριών 

μετρήσεων. Η οριζόντια διαγραμμισμένη ζώνη υποδηλώνει το εύρος τιμών του μάρτυρα.

Γ”
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3.5.3 Το πολυπεπτιδικό προϊόν ενός εναλλακτικού μεταγραφήματος της HSA 

παρουσιάζει δραστικότητα GnSAF

Η μελέτη του υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA ως ενός ενεργού μορίου με 

δραστικότητα GnSAF η οποία όμως δεν διατηρείται στο πλήρες μόριο της HSA ή σε 

τομείς (domains) της HSA όπως τον Dili (Ενότητες 3.1-3.4), μας προέτρεψε να 

διερευνήσουμε την πιθανή ύπαρξη εναλλακτικών μεταγραφημάτων (alternatively 

spliced forms) της HSA που να κωδικοποιούν το ΙΙΙΒ ή πεπτίδια αντίστοιχα του ΙΙΙΒ.

Αναζητώντας σε βάσεις δεδομένων (EASED-Enhanced alternatively spliced 

EST database; http://eased.bioinf.iridc-berlin.de/cgi-bin/). τα καταγεγραμμένα 

εναλλακτικά μεταγραφήματα της HSA ανακαλύψαμε την ύπαρξη του cDNA κλώνου 

RZPD IMAGp958K021545Q2 (www.rzpd.de/cgi-biii/products/getGene.pl.cgi). Ο 

κλώνος αυτός αντιστοιχεί σε εναλλακτικό μεταγράφημα της HSA που περιέχει τα 

κωδικόνια 1-23 από τα εξώνια 1-3 και, χωρίς μετατόπιση πλαισίου ανάγνωσης, τα 

κωδικόνια 483-585 από τα εξώνια 12-14 της HSA (δηλ. 1-23Λ483-585).

Αρχικά η αλληλουχία-στόχος ανακτήθηκε με PCR από τον φορέα pDNR-LIB 

όπου ήταν κλωνοποιημένη (IMAGp958K021545Q2) και υποκλωνοποιήθηκε στον 

φορέα έκφρασης pPICZaA. Με ανάγνωση της αλληλουχίας από την θέση 

περιορισμού E coR l έως και την N ot] σε αυτόματο αναλυτή (DNA sequencer, MWG- 

Biotech) επιβεβαιώθηκε ότι ο κλώνος RZPD IMAGp958K021545Q2 πράγματι 

αντιστοιχεί στα κωδικόνια 1-23Λ483-585 (Εικόνα 3.21).

Στη συνέχεια, ακολούθησε έκφραση του πολυπεπτιδίου 1-23Α483-585 (το 

οποίο θα αποκαλούμε, για συντομία, DIIIBest) στο σύστημα του Ρ. p a s to r is , αφού 

δημιουργήθηκαν μετασχηματισμένοι κλώνοι GS115/DIIIBest. Υπερκείμενα

διαφορετικών κλώνων GS115/DIIIBest, αναλύθηκαν με SDS-PAGE (18%) και 

ακολούθησε χρώση νιτρικού αργύρου και ανοσοαποτύπωση με πολυκλωνικό 

αντίσωμα έναντι της HSA. Στην Εικόνα 3.22Α φαίνεται η ανάλυση υπερκειμένων 

τριών διαφορετικών κλώνων GS 115/DIIIBest. Η χρώση με νιτρικό άργυρο δεν 

αποκαλύπτει υπερέκφραση για το πολυπεπτίδιο DIIIBest, αλλά όπως φαίνεται από 

την εικόνα της ανοσοαποτύπωσης (anti-HSA, Abeam ΑΜ217) το πεπτίδιο 

εκφράζεται σε ικανοποιητικά επίπεδα. Υπερκείμενα δύο διαφορετικών κλώνων 

GS115/DIIIBest υποβλήθηκαν σε βιολογική δοκιμασία προσδιορισμού -

δραστικότητας GnSAF και ανασταλτίνης. Όπως φαίνεται ενδεικτικά στην Εικόνα 

3.22Β, το πεπτίδιο DIIIBest αναστέλλει την επαγόμενη από GnRH έκκριση της LH

http://eased.bioinf.iridc-berlin.de/cgi-bin/
http://www.rzpd.de/cgi-biii/products/getGene.pl.cgi
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με δοσοεξαρτώμενο τρόπο. Η παρατηρούμενη αναστολή κυμαίνεται από 72.25 ± 

6.46% έως και 51.2 ± 5.1% του μάρτυρα σε δόσεις από 5 έως 25pL (δραστικότητα 

GnSAF στα 25μί, 54.57 ± 5.57%) . Αντίθετα, όπως και το ΙΙΙΒ, το πολυπεπτίδιο 

DIIIBest δεν επηρεάζει τη βασική έκκριση της FSH (Εικόνα 3.22Γ).

10 20 10 10 50 <0 70 (0 90 100
SAGGTGAACA GGC GACCAI GCTTTTCA GCI Cl GGAAGICCAT GAAACATACGTTCCCAAAGAGTTTAAT OCT GAAACATTCACC T7CCA TCCAGATATATGC

no no no ho no leo no no no 200
ACACTTTC TGAGAASGAGAGACAAATCAA GAAACAA AC TO CA C T TG IT GA GC TTGTGAAACACAA GC CCAA GGCAACA AAA GAGCAA C IGAAAGC T 5Tt AT

210 ::o no 240 no :to :?o 290 no 20027Q 290
5 GATGAT 77CGCA GCTTTTCTAGACAAGTGC 7GCAACGC 7 GAC GATAAGGAGACC TGC TTTGCCGAGGAGGSTAAAAAAC TTGTTGCTGCAAGTCAAGC TG

310 320 330 3(0 390 360 373 3!D 3S3 (00
C CTT AGGCT TATAAGCGGCCGCCAGC TTTCTAGAACAAAAACTCAICTCAGAAGKGGATCTCAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCArTG AS TTΓ<

(13 (23 (33 ((9 (SO ((3 (73 (90 (30 800
rTAGC C TTAGACA TGACTGTTCCTCAGTTCAAGITGGGCACTIACGAGAAGACCGG7C 7 7GC XAGAT TC TAATCAAG AGG ATS TCAG AATGCC A IT TG CC ?

810 123 JS0 5(3 5SO 560 570 550 5P3 500 t
C AGAG ATGCAGGCTTCATTTTTGATIC TT7TT TATT7 C 7AACC 7ATAT AGTA I AG G ATT TIT 7 7 TGTC ATT TTGTIT CTTCTCG TKC G 2G C TT GCTC C TG A

Εικόνα 3.21 Επιβεβαίωση του κλώνου RZPD IMAGp958K021545Q2 με ανάλυση της 

αλληλουχίας DNA (DNA sequencer, MWG-Biotech, Ebersberg, Germany) (κωδικόνια 1-23, 

σειρά 1, κωδικόνια 483-585, σειρές 1-4).
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Εικόνα 3.22 Έκφραση του πεπτιδίου DIIIBest (κατάλοιπα 1-23Λ483-585) στον P.pastoris 

και έλεγχος δραστικότητας GnSAF και ανασταλτίνης. Υπερκείμενα καλλιέργειας (0.1 mL) 

από κλώνους GSl 15/DIIIBest υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (18%) και αναλύθηκαν με χρώση 

νιτρικού αργύρου και ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι της HSA (Α). Υπερκείμενα 

GS115/DIIlBest, αναλύθηκαν επίσης ως προς τη δραστικότητα GnSAF (—♦—) σε δόσεις από 

5 έως 25 pL/φρεάτιο (Β) και ως προς τη δραστικότητα ανασταλτίνης (—Δ—) (Γ). Οι τιμές 

αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ±  SEM τριών μετρήσεων. Η οριζόντια διαγραμμισμένη ζώνη 

υποδηλώνει το εύρος ημών του μάρτυρα.
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3.5.4 Το μεγαλύτερο του ΙΙΙΒ πολυπεπτίδιο 464-585 που αντιστοιχεί σε C-τελικό 

τμήμα του τομέα III παρουσιάζει δραστικότητα GnSAF

Όπως είδαμε (Ενότητες 3.5.1 και 3.5.3), το Ν-τελικό άκρο του υποτομέα ΙΙΙΒ 

μπορεί να υποστεί συγκεκριμένες τροποποιήσεις χωρίς απώλεια της δραστικότητας. 

Ούτε η απομάκρυνση της Ν-τελικής εκτεταμένης πτυχωτής επιφάνειας, στο πεπτίδιο 

509-5*85 (Ενότητα 3.5.1), ούτε η παρουσία 30 επιπλέον καταλοίπων στο πεπτίδιο 

DIIIBest (Ενότητα 3.5.3) οδηγούν σε απώλεια δραστικότητας. Θέλοντας να 

διερευνήσουμε τη σημασία των 30 επιπλέον καταλοίπων που διαθέτει το πεπτίδιο 

DIIIBest σε σχέση με τον υποτομέα ΙΙΙΒ μελετήσαμε ένα ακόμη πεπτίδιο με 

αντίστοιχη επέκταση καταλοίπων στο αμινοτελικό άκρο. Συγκεκριμένα, επιλέξαμε να 

εκφράσουμε το πεπτίδιο 464-585 της HSA (ή DIIIBMAX), για το οποίο in silico 

αναλύσεις (Geno3D) υπέδειξαν ότι παρουσιάζει μεγάλη δομική ομοιότητα με το 

DIIIBest.

Όπως και προηγουμένως, δημιουργήθηκαν κλώνοι GS115/DIIIBMAX και 

υπερκείμενα από αυτούς, ύστερα από επαγωγή της έκφρασης, αναλύθηκαν με SDS- 

PAGE (18%). Η χρώση νιτρικού αργύρου που ακολούθησε, αλλά και η 

• ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι HSA (Abeam 1217), αποκάλυψε τη ζώνη 

υπερέκφρασης στο αναμενόμενο μοριακό βάρος (Εικόνα 3.23Α).

Υπερκείμενα από κλώνους GS115/DIIIBMAX υποβλήθηκαν και σε αυτή την 

περίπτωση σε δοκιμασίες προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF και ανασταλτίνης σε 

δόσεις (5-20 μ ί), αντίστοιχες με αυτές που ελέγχθηκαν για τον υποτομέα ΙΙΙΒ και για 

το πεπτίδιο DIIIBest. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.23Γ, το πεπτίδιο DIIIBMAX 

αναστέλλει την GnRH-επαγόμενη έκκριση της LH σε επίπεδα μεταξύ 78.09 ± 16.56% 

και 56.^0 ± 5.25% του μάρτυρα (δόσεις 5-20 μ ί). Η δραστικότητα GnSAF που 

παρουσιάζει η δόση των 20pL είναι 50.19 ± 6.06%. Παράλληλη μέτρηση της βασικής 

έκκρισης της FSH έδειξε ότι αυτή δεν επηρεάζεται από το πεπτίδιο DIIIBMAX, στις 

αντίστοιχες δόσεις δειγμάτων (5-20 μ ί).
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Εικόνα 3.23 Έκφραση του πεπτιδίου DIIIBMAX (κατάλοιπα 464-585) στον P.pastoris και 

έλεγχος δραστικότητας. Υπερκείμενα καλλιέργειας (0.1 mL) από κλώνους GS115/empty 

vector, GS115/DIIIMAX υποβλήθηκαν σε SDS-PAGE (18%) και αναλύθηκαν με χρώση 

νιτρικού αργύρου (Α) και ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι της HSA (Abeam Abl217) 

(Β). Υπερκείμενα από κλώνους GS 115/DIIIMAX σε δόσεις από 5 έως 20μΙ7φρεάτιο 

αναλύθηκαν ως προς τη δραστικότητα GnSAF (—4 —) (Γ) και ως προς τη δραστικότητα 

ανασταλτίνης (—Δ—) (Γ). Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ±SEM τριών μετρήσεων. Η 

οριζόντια διαγραμμισμένη ζώνη υποδηλώνει το εύρος τιμών του μάρτυρα.
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Κλώνος Λ pastoris Δραστικότητα GnSAF (% )

GSl 15/DIIIB-1 82 ± 5 (n=6)

• GS115/DIIIB-myc-6His-l 77 ± 8 (n=3)

GSl 15/DIIIB-3 68 + 5 (n=3)

GS 115/(HSA509-585)-myc-6His 59 ±11 (n=6)

GS115/DIIIBest 56 ± 6 (n=3)

GS 115/DIIIBmyc6His-2 56 ± 4 (n=3)

GS 115/(HSA509-585) 54 ± 14(n=3)

GSl 15/DIIIBMAX 50 ± 6 (n=3)

GS115/DIIIB-2 50 ± 9 (n=3)

GSl 15/empty vector 15 ± 7 (n=6)

GSl 15/DlIImyc6His-l 14 ± 3 (n=3)

GSl 15/DIII-l 9 ± 7 (n=3)

GS115/Albumin 4 ±11 (n=3)

Πίνακας 3.1 Υπερκείμενα καλλιέργειας (25 μΙ^)από κλώνους Ρ. pas tor is ύστερα από 

επαγωγή, υποβλήθηκαν σε δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF όπως 

περιγράφεται στα υλικά και μεθόδους.

Η δραστικότητα GnSAF υπολογίστηκε σύμφωνα με τον τύπο [1-Α/Β] % όπου 

A- LH (ng/mL) [GnRJH +δείγμα) " LH (ng/mL) Βασική έκκριση Κ α ί  

Β- LH (ng/mL) GnRH" LH (ng/mL) Βασική έκκριση

Οι τιμές αντιπροσωπεύουν το μέσο όρο ± S.E.M. από 3 έως 6 μετρήσεις, όπως αναφέρεται. ;
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4.1 Συσχέτιση του παράγοντα άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροπινών με 

το C-τελικό 95πεπτίδιο της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού

Η έρευνα για την απομόνωση και ταυτοποίηση του παράγοντα άμβλυνσης του 

κύματος των γοναδοτροπινών (Gonadotrophin Surge Attenuating Factor-GnSAF) έχει 

εμφανώς ιδιαίτερη σημασία για την κατανόηση των μηχανισμών που εμπλέκονται 

στη ρύθμιση του εμμηνορυσιακού κύκλου και έντονη αξία εφαρμογής ως προς την 

βελτίωση των τεχνικών τεχνητής γονιμοποίησης. Παρότι όμως η ταυτοποίηση του 

παράγοντα αποτελεί σημαντικό ζητούμενο, οι μελέτες απομόνωσης από βιολογικά 

υγρά δεν οδήγησαν μέχρι σήμερα σε σαφή συμπεράσματα σχετικά με τη φύση του 

μορίου.

Από τις πρώτες κιόλας μελέτες, που επικεντρώθηκαν στην κλασμάτωση 

ωοθυλακικού υγρού και στον σχετικό προσδιορισμό του μοριακού βάρους του 

παράγοντα, τα αποτελέσματα ήταν αντιφατικά. Η δραστικότητα GnSAF έχει 

ανιχνευθεί ανά περίπτωση σε κλάσματα με μοριακό βάρος από 10 έως και 

περισσότερο από 100 kDa. Στις μελέτες αυτές, διέφερε τόσο το βιολογικό υλικό που 

.ήταν ωοθυλακικό υγρό βοός (de Jong et al., 1979; Danforth and Cheng, 1994) 

• ανθρώπου (Knight et al., 1990; Fowler et al., 1992) ή χοίρου (Danforth and Cheng, 

1993), όσο και οι χρωματογραφικές τεχνικές που χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε 

περίπτωση.

Έκτοτε, πραγματοποιήθηκαν πιο συστηματικές μελέτες απομόνωσης του 

GnSAF που οδήγησαν σε τέσσερις διαφορετικές προτεινόμενες αλληλουχίες (Tio et 

al., 1994; Danforth and Cheng 1995; Pappa et al., 1999; Fowler et al., 2002). Ένα 

βασικό μειονέκτημα στις εργασίες των Tio, Danforth and Cheng, και Fowler ήταν ότι 

η προσπάθεια ταυτοποίησης των απομονωμένων πρωτεϊνών στηρίχθηκε σε ανάλυση 

κατά Edman ενώ οι προταθείσες αλληλουχίες δεν παρουσιάζουν σημαντική ομολογία 

προς καμία περιοχή αλληλουχίας του ανθρώπινου γονιδιώματος 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genome//seal· Εξάλλου, το κλάσμα που απομονώθηκε από 

τον Tio και τους συνεργάτες του από υπερκείμενο κυττάρων Sertoli, παρουσίαζε 

παράλληλα με τη δραστικότητα GnSAF και δραστικότητα ανασταλτίνης γεγονός που 

υποδηλώνει πως ο καθαρισμός δεν ήταν πλήρης. Σε αντίθεση με τις παραπάνω 

εργασίες, κατά την απομόνωση της δραστικότητας GnSAF από ανθρώπινο 

ωοθυλακικό υγρό (Pappa et al., 1999), η αλληλουχία του καθαρισμένου 

παρασκευάσματος αναλύθηκε με φασματοφωτομετρία μαζών (MS) και συσχέτισε τη

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome//seal
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δραστικότητα με το C-τελικό 95πεπτίδιο της HSA. Τα αποτελέσματα της παρούσας 

Διατριβής συμφωνούν με την παραπάνω μελέτη. Για πρώτη φορά, μια από τις 

προτεινόμενες αλληλουχίες GnSAF, που είχε προκόψει βάσει της απομόνωσης της 

δραστικότητας αυτής από βιολογικό υλικό, επιβεβαιώνεται, στην παρούσα Διατριβή, 

με τεχνικές ανασυνδυασμένου DNA και χρήση ενός ετερόλογου συστήματος 

έκφρασης.

Οι διαφορετικές αλληλουχίες που είχαν προταθεί (Tio et al., 1994; Danforth 

and Cheng 1995; Fowler et al., 2002) μπορεί να οφείλονται σε διαφορές μεταξύ των 

διαφορετικών ειδών και πηγών προέλευσης της δραστικότητας GnSAF ή να 

πρόκειται για μη σχετιζόμενες με τον GnSAF πρωτεΐνες που συνεκλούονται κατά τα 

στάδια χρωματογραφίας. Εν τούτοις, ένα σημαντικό ενδεχόμενο που θα πρέπει να 

εξεταστεί είναι η δραστικότητα GnSAF στον οργανισμό να εκδηλώνεται από 

περισσότερα του ενός πρωτεϊνικά μόρια.

Η παρατήρηση ότι το C-τελικό άκρο της HSA παρουσιάζει δραστικότητα 

GnSAF δημιούργησε νέα ερωτήματα σχετικά με το μόριο της αλβουμίνης και τη 

δράση του. Η HSA ανήκει στην οικογένεια των αλβουμινών που περιλαμβάνει επίσης 

την α-εμβρυοπρωτεΐνη, την αφαμίνη και την πρωτεΐνη πρόσδεσης της βιταμίνης D. Η 

HSA είναι κυρίως γνωστή για την ικανότητα της να προσδένει και να μεταφέρει 

διάφορα μόρια όπως λιπαρά οξέα μακράς αλυσίδας, φάρμακα, στεροειδή κ.ά. (Peters, 

1996). Πέραν της πρόσδεσης και μεταφοράς μορίων στην κυκλοφορία, υπάρχουν 

στοιχεία και για άλλες λειτουργίες της αλβουμίνης (βλ. Εισαγωγή), που δείχνουν ότι 

η αλβουμίνη, αν και ιδιαίτερα μελετημένο μόριο, μπορεί να έχει άγνωστες έως 

σήμερα λειτουργίες. Για να αναφέρουμε ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα, η 

αλβουμίνη έχει συσχετιστεί με το φαινόμενο της απόπτωσης αν και ο ρόλος της δεν 

είναι ξεκαθαρισμένος (Zoellner et al., 1996; Erkan et al., 2001; Jones et al., 2003). 

Επιπρόσθετα, έχει δειχθεί ότι παρουσιάζει ενζυμική δράση σε μόρια με τα οποία 

συνδέεται (Watanade et al., 2000) και μπορεί να επαυξάνει την επαγόμενη από LH 

παραγωγή προγνενολόνης από τα κύτταρα Leydig (Melsert et al., 1988, 1989, 1991).

Σύμφωνα με in silico αναλύσεις που πραγματοποιήσαμε, το πολυπεπτίδιο που 

απομονώθηκε από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό ως μόριο με δραστικότητα GnSAF 

(Pappa et al., 1999) αντιστοιχεί στον υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA. Μέχρι σήμερα δεν έχει 

αναφερθεί για κάποιον από τους τομείς και υποτομείς της HSA κάποια ειδική 

βιολογική δραστικότητα. Επιπλέον δεν είναι γνωστό αν οι υποτομείς της HSA είναι 

δομικά ανεξάρτητοι μόρια καθώς δεν έχει καταγραφεί στο παρελθόν η έκφραση τους.
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Η πιθανότητα ένας υποτομέας της HSA να είναι δομικά ανεξάρτητο μόριο και να 

παρουσιάζει ανεξάρτητη βιολογική δράση είναι μια ενδιαφέρουσα προοπτική που 

αποτέλεσε το εφαλτήριο για την παρούσα εργασία.

4.2 Ένας υποτομέας της ανθρώπινης αλβουμίνης ορού παρουσιάζει ανεξάρτητη 

βιολογική δράση

Προκειμένου να διερευνήσουμε αν πράγματι ο υποτομέας ΙΙΙΒ της HSA 

μπορεί να παρουσιάζει δραστικότητα GnSAF, ακολουθήσαμε μια εναλλακτική 

προσέγγιση σε σχέση με τις έως τώρα χρησιμοποιούμενες για την ταυτοποίηση του 

παράγοντα. Αποφασίσαμε να εκφράσουμε το εν λόγω μόριο σε ένα ετερόλογο 

σύστημα έκφρασης, αποφεύγοντας στη φάση αυτή τη μελέτη πολύπλοκων 

βιολογικών υλικών όπως το ωοθυλακικό υγρό.

Εκφράζοντας το πολυπεπτίδιο 490-585 (υποτομέας ΙΙΙΒ) στο ευκαρυωτικό 

σύστημα του Ρ. pastoris, διαπιστώσαμε ότι το πεπτίδιο παράγεται σε υψηλά επίπεδα, 

.ως ανεξάρτητο μόριο, στο υπερκείμενο καλλιέργειας του μύκητα. Δείξαμε ότι 

• υπερκείμενα καλλιέργειας που περιέχουν το ανασυνδυασμένο πολυπεπτίδιο 

προκαλούν σημαντική αναστολή της GnRH-επαγόμενης έκκρισης LH χωρίς να 

επηρεάζουν τη βασική έκκριση των γοναδοτροπινών, χαρακτηριστικά που 

αντιστοιχούν σε δραστικότητα GnSAF. Η παρατηρούμενη δραστικότητα GnSAF του 

υποτομέα ΙΙΙΒ δεν μπορεί να αποδοθεί σε παράγοντες που εκκρίνονται από τον 

μύκητα καθώς υπερκείμενα από το αρχικό στέλεχος GS115 και το στέλεχος που έχει

μετασχηματιστεί μόνο με τον φορέα έκφρασης (empty vector), δεν επηρεάζουν την
%

GnRH-επαγόμενη έκκριση της LH.

Ένα σημαντικό επιπλέον στοιχείο δείχνει ότι η ανωτέρω δραστικότητα 

GnSAF αποδίδεται αποκλειστικά στο ανασυνδυασμένο μόριο: η δραστικότητα 

αναστέλλεται όταν το ενεργό υπερκείμενο προεπωάζεται με αντίσωμα έναντι HSA το 

οποίο αναγνωρίζει τον υποτομέα ΙΙΙΒ. Τέλος, η δραστικότητα του πολυπεπτιδίου 

είναι εμφανής και σε καθαρισμένο παρασκεύασμα, όπου δείχθηκε ότι το DIIIB είναι 

δραστικό σε συγκεντρώσεις της τάξης των 16-200 ηΜ, δηλ. συγκεντρώσεις 

παρόμοιες με αυτές που λειτουργεί η GnRH, είτε σε γοναδοτρόπα κύτταρα της σειράς 

ίβΤ2 (Liu et al., 2002; Nguyen et al., 2004) είτε σε κύτταρα πρωτογενών

V ι
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καλλιεργειών υπόφυσης (Pappa et al., 1999; Fowler et al., 2002; Tavoulari et a l, 

2004) (10-100 nM).

4.3 Μελέτη σχέσεων δομής-λειτουργίας του υποτομέα ΙΙΙΒ της HSA

Προχωρώντας σε περαιτέρω ανάλυση του ενεργού πολυπεπτιδίου με το ίδιο 

σύστημα μελέτης, δημιουργήσαμε εναλλακτικές μορφές του υποτομέα ΙΙΙΒ (βλ. 

Εικόνα 4.1). Εκφράσαμε το πολυπεπτίδιο 495-572 και υποβάλλοντας το σε βιολογική 

δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF, διαπιστώσαμε ότι είναι πλήρως 

ανενεργό. Κατά συνέπεια η C-τελική α-έλικα, που απουσιάζει στο πεπτίδιο αυτό 

(Εικόνα 4.2), φαίνεται ότι είναι απαραίτητη για τη δραστικότητα GnSAF.

Αντίθετα, η Ν-τελική περιοχή του υποτομέα ΙΙΙΒ μπορεί ευκολότερα να 

υφίσταται τροποποιήσεις χωρίς απώλεια δραστικότητας. Η απώλεια των καταλοίπων 

490-508 της Ν-τελικής εκτεταμένης επιφάνειας στο ανασυνδυασμένο πολυπεπτίδιο 

509-585, δεν έχει καμία επίδραση στη δραστικότητα του μορίου. Επιπλέον με 

προσθήκη 26 καταλοίπων από το C-τελικό άκρο του υποτομέα ΙΙΙΑ ή 30 καταλοίπων 

από Ν-τελικό άκρο του τομέα I, εξακολουθεί να παρατηρείται σημαντική 

δραστικότητα (πεπτίδια DIIIBMAX και DIIIBest αντίστοιχα) (Εικόνα 4.2).

Η παρατηρούμενη δραστικότητα του ΙΙΙΒ φαίνεται να είναι ειδική, καθώς 

μεγαλύτερα μόρια που περιέχουν το ενεργό πεπτίδιο όπως η HSA και ο τομέας III της 

HSA δεν παρουσιάζουν δραστικότητα GnSAF. Όταν εξετάζονται σε καθαρή μορφή, 

σε συγκεντρώσεις αντίστοιχες με αυτές που εξετάσθηκε ο υποτομέας ΙΙΙΒ (16-200 

nM), η HSA (4-60 nM) και ο τομέας III (40-800 nM) δεν προκαλούν καμία επίδραση 

στην GnRH-επαγόμενη έκκριση LH, αλλά ούτε και στη βασική έκκριση FSH. Τα 

παραπάνω αποτελέσματα υποδηλώνουν ότι η δραστικότητα του ΙΙΙΒ δεν μπορεί να 

οφείλεται σε κάποιο από τα προσδέματα της HSA για τα οποία έχουν χαρτογραφηθεί 

θέσεις πρόσδεσης εντός του υποτομέα ΙΙΙΒ, δηλ. τα LCFAs (Peters, 1996) ή την 

θυρεοξίνη (Petitpas et al., 2003). Αντίθετα, θα μπορούσε να οφείλεται σε κάποια 

άγνωστη μέχρι στιγμής αλληλουχία πρόσδεσης, η οποία θα πρέπει να μην 

αναγνωρίζεται από το πλήρες μόριο της HSA.

Στο ίδιο σύστημα, του Ρ. p a s to r is , εξετάσαμε αν άλλοι υποτομείς της HSA 

(ΙΒ και ΙΙΒ) που είναι δομικά ομόλογοι προς τον ΙΙΙΒ (He and Carter, 1992) θα 

μπορούσαν να εκφρασθούν και αυτοί ως ανεξάρτητα μόρια, και να παρουσιάσουν
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ανάλογη δραστικότητα GnSAF. Επιτύχομε, πράγματι, την έκφραση του υποτομέα ΙΒ 

(αλληλουχία 107-197 της HSA, βάσει in silico αναλύσεων), αλλά δείξαμε ότι ο ΙΒ, 

αντίθετα με τον ΙΙΙΒ, δεν επηρεάζει την GnRH-επαγόμενη έκκριση της LH. Όσον 

αφορά στον υποτομέα ΙΙΒ (αλληλουχία 296-385 της HSA, βάσει in silico 

αναλύσεων), δεν μπορέσαμε να επιτύχουμε ικανοποιητικά επίπεδα έκφρασης στο 

υπερκείμενο καλλιέργειας του μύκητα, πράγμα που δεν μας επέτρεψε τη μελέτη του 

μορίου. Πιθανώς ο υποτομέας αυτός να διαφέρει από τους ΙΒ και ΙΙΒ ως προς τη 

δομική σταθερότητα, ή να απαιτούνται διαφορετικές συνθήκες, όπως διαφορετικό pH 

στο θρεπτικό μέσο επαγωγής (Dockal et al., 2000), ώστε να επιτευχθεί η σταθερή 

έκφραση του από τον Ρ. pastor is.

1 HSA 585

1 Dl 197

198 Dll 385

107 DIB 197 383 Dill 585

490 DIIIB 585

1-23

464 DIIIBMAX 585

Εικόνα 4.1 Συνοπτικός πίνακας των πολυπεππδίων που εκφράστηκαν στο σύστημα του Ρ. 

pastoris και μελετήθηκαν ως προς τη δραστικότητα GnSAF. Με κόκκινο χρώμα 

συμβολίζονται τα ενεργά πολυπεπτίδια, ενώ με μπλε χρώμα τα μη ενεργά.

I ̂ * (
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Ο υποτομέας ΙΙΙΒ έχει διακριτά δομικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά σε 

σχέση με το μόριο της HSA

Οι πιο χαρακτηριστικές θέσεις πρόσδεσης της HSA έχουν χαρτογραφηθεί 

στον υποτομέα ΙΙΑ (Sublow site I, βρόγχοι 4-5) και στον υποτομέα ΙΙΙΑ (Sublow site 

II, βρόγχοι 7-8) (Sublow, 1976). Παρά την πληθώρα των αναφερόμενων 

προσδεμάτων της HSA, ο υποτομέας ΙΙΙΒ δεν έχει συσχετιστεί στη βιβλιογραφία 

παρά μόνο με την πρόσδεση LCFAs και την πρόσδεση θυρεοξίνης (Petitpas et al., 

2003). Παρόλα αυτά, είναι πιθανό να εμπλέκεται στην πρόσδεση και άλλων, 

άγνωστων μέχρι στιγμής, προσδεμάτων, καθώς νέα δεδομένα προστίθενται στη 

βιβλιογραφία για νέες θέσεις πρόσδεσης της HSA που δεν ήταν γνωστές παλαιότερα 

(βλ. Lejon et al., 2004).

Ένα από τα γνωστά προσδέματα της αλβουμίνης είναι το Cibacron Blue. Η 

ιδιότητα αυτή έχει χρησιμοποιηθεί για τον χρωματογραφικό διαχωρισμό της HSA με 

στήλες Blue Sepharose. Οι δύο εκ των θέσεων που υπάρχουν έχουν εντοπιστεί στους 

υποτομείς ΙΙΑ και ΙΙΙΑ (Compagnini et al., 1996) ενώ τουλάχιστον μία ακόμη θέση 

θα πρέπει να εδράζεται στον τομέα I καθώς και οι τρεις τομείς της HSA έχουν 

καθαριστεί από υπερκείμενα κλώνων Ρ. pastoris με τη χρήση Blue Sepharose 

(Dockal et al., 1999). Στην παρούσα εργασία, η χρωματογραφία Blue Sepharose 

χρησιμοποιήθηκε για τον καθαρισμό του τομέα III από υπερκείμενα κλώνων Ρ. 

pastoris. Παράλληλα, μελετώντας τον υποτομέα ΙΙΙΒ, διαπιστώσαμε ότι δεν φέρει 

θέσεις πρόσδεσης για Cibacron blue καθώς δεν συνδέεται σε Blue Sepharose. Τα 

αποτελέσματα αυτά αιτιολογούν τα ευρήματα άλλων ερευνητών (Fowler et al., 2002), 

οι οποίοι, αφού απομάκρυναν την HSA από ενεργά υπερκείμενα κοκκωδών κυττάρων 

με Dyematrex Blue (Blue Sepharose), έδειξαν ότι η δραστικότητα GnSAF διατηρείται 

εξ ολοκλήρου στο μη δεσμευμένο κλάσμα. Βάσει των αποτελεσμάτων της παρούσας 

διατριβής, είναι πράγματι αναμενόμενο ότι η δραστικότητα GnSAF δεν θα μπορούσε 

να αποδοθεί στο πλήρες μόριο της HSA (που δεσμεύεται στην Blue Sepharose). 

Αντίθετα, το ενεργό πολυπεπτίδιο ΙΙΙΒ δεν μπορεί να δεσμευθεί στην στήλη Blue 

Sepharose, είτε διότι η HSA δεν διαθέτει αντίστοιχη θέση πρόσδεσης εντός της 

περιοχής ΙΙΙΒ είτε διότι το ΙΙΙΒ λαμβάνει διαφορετική διαμόρφωση όταν εκφράζεται 

ως δομικά ανεξάρτητο μόριο.

Συνδυάζοντας τα παραπάνω δεδομένα, πιστεύουμε ότι η χρωματογραφία Blue _ 

Sepharose μπορεί να αποτελέσει χρήσιμο πειραματικό εργαλείο για τον διαχωρισμό 

της δραστικότητας GnSAF από την αλβουμίνη ή μεγάλα θραύσματα της από
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βιολογικά υγρά όπως το ωοθυλακικό υγρό. Το μη δεσμευμένο κλάσμα, στο οποίο 

σύμφωνα με τα παραπάνω αναμένεται να ανιχνεύεται η δραστικότητα GnSAF, θα 

μπορούσε να αποτελέσει ένα απλουστευμένο και εμπλουτισμένο υλικό για την 

απομόνωση και ταυτοποίηση του ενεργού πεπτιδίου.

Δράση του υποτομέα ΙΙΙΒ στην υπόφυση

* Η αδυναμία απομόνωσης δραστικών μορίων από βιολογικά υλικά δεν έχει 

επιτρέψει την μελέτη του μηχανισμού δράσης του παράγοντα GnSAF στην υπόφυση. 

Τα υψηλά επίπεδα έκφρασης του DIIIB στο ετερόλογο σύστημα του Ρ. pastoris και η 

απομόνωση του πολυπεπτιδίου από το σύστημα αυτό δίνουν για πρώτη φορά τη 

δυνατότητα παραγωγής και μελέτης ενός μορίου με δραστικότητα GnSAF σε 

ανασυνδυασμένη μορφή.

Παρά το ότι η μελέτη του μηχανισμού δράσης δεν ήταν στόχος της παρούσας 

εργασίας, τα πειράματα μας επιτρέπουν την εξαγωγή κάποιων αρχικών 

συμπερασμάτων για τον τρόπο δράσης του μορίου που θα διευκολύνουν την 

περαιτέρω μελέτη του μηχανισμού και ως εκ τούτου αξίζει να αναφερθούν.

Καταρχήν, το πολυπεπτίδιο ΙΙΙΒ δεν είναι πιθανό να έχει μία μη ειδική 

• επίδραση στα κύτταρα της υπόφυσης, εφόσον επηρεάζει ειδικά τα επίπεδα GnRH- 

επαγόμενης έκκρισης της LH και όχι αυτά της GnRH-επαγόμενης έκκρισης FSH. 

Βάσει των ανωτέρω, εξάλλου, η ειδική δράση του ΙΙΙΒ θα πρέπει να εκδηλώνεται στα 

γοναδοτρόπα κύτταρα της υπόφυσης. Θεωρητικά, ένα πιθανό ενδεχόμενο σχετικά με 

τον τρόπο δράσης του είναι να εμπλέκεται στη μεταγωγή σήματος της GnRH 

συναγωνιζόμενος την πρόσδεση της στον υποδοχέα GnRHR. Προκαταρτικά, ωστόσο, 

δεδομένα από τα πειράματά μας, υποδηλώνουν ότι αυτό δεν είναι το πιθανότερο 

ενδεχόμενο: Σύμφωνα με τη βιολογική δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας που 

χρησιμοποιούμε, το ενεργό πολυπεπτίδιο προεπωάζεται με τα κύτταρα για 48 ώρες 

και στη συνέχεια πραγματοποιείται επαγωγή με GnRH παρουσία του πολυπεπτιδίου. 

Παρατηρήσαμε ότι η προεπώαση των κυττάρων με το ενεργό πεπτίδιο (48 ώρες) είναι 

επαρκής για την εμφάνιση δραστικότητας και δεν απαιτείται περαιτέρω προσθήκη 

του κατά τη διάρκεια της επαγωγής με GnRH. Τα παραπάνω στοιχεία υποδηλώνουν 

ότι το πολυπεπτίδιο ΙΙΙΒ δεν είναι πιθανό να συναγωνίζεται τη GnRH για την 

πρόσδεση της στον υποδοχέα GnRHR ούτε και να εμπλέκεται στο μονοπάτι καθοδικά 

της ενεργοποίησης του υποδοχέα. Σε μια τέτοια περίπτωση, η συνεπώαση της GnRH 

μβ το πολυπεπτίδιο' ΙΙΙΒ θα ήταν απαραίτητη για την ανίχνευση δραστικότητας.
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Περισσότερο πιθανό φαίνεται ότι το DIIIB μετάγει σήματα μέσω πρόσδεσης σε 

άλλους, ειδικούς υποδοχείς στην επιφάνεια των γοναδοτρόπων κυττάρων.

Καθώς ο GnSAF αναστέλλει την GnRH-επαγόμενη έκκριση της LH, αλλά όχι 

αυτήν της FSH, η δράση του θα πρέπει να σχετίζεται με τη διαφορική ρύθμιση των β 

υπομονάδων των γοναδοτροπινών. Ένα πιθανό ενδεχόμενο είναι ο GnSAF να 

ρυθμίζει τον αριθμό υποδοχέων GnRHR. Αύξηση του αριθμού υποδοχέων GnRHR 

οδηγεί σε ενίσχυση της έκφρασης της β υπομονάδας της LH (Kaiser et al., 1995). 

Σύμφωνα με τα πειραματικά δεδομένα που παρουσιάστηκαν, σε πρωτογενείς 

καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης, ο υποτομέας ΙΙΙΒ της HSA αναστέλλει την GnRH- 

επαγόμενη έκκριση LH γεγονός που θα μπορούσε να δικαιολογηθεί από την μείωση 

των υποδοχέων GnRHR.

4.4 Νέα δεδομένα και προοπτικές για τη μελέτη του παράγοντα άμβλυνσης του 

κύματος των γοναδοτροπινών

Το σύστημα που επιλέξαμε για την έκφραση του C-τελικού 95πεπτιδίου της 

HSA ήταν το ευκαρυωτικό σύστημα έκφρασης-έκκρισης που χρησιμοποιεί τον 

μεθυλοτροφικό ζυμομύκητα Ρ. pastoris. Το σύστημα του Pichia pastoris έχει 

χρησιμοποιηθεί με επιτυχία για την εκκρινόμενη έκφραση ανθρώπινων και όχι μόνο 

πρωτεϊνών όπως η ανθρώπινη CD38 (Fryxell et al., 1995), η εντεροκινάση (Vozza et 

al., 1996), η καρβοξυπεπτιδάση Β (Despreaux and Manning, 1993) και άλλες. 

Καθοριστικής σημασίας για την επιλογή του συστήματος ήταν το γεγονός ότι έχει 

χρησιμοποιηθεί με μεγάλη επιτυχία για την έκφραση του μορίου της HSA (Barr et al., 

1992) και των τομέων της I, II και III (Dockal et al., 1999). Εκτός από τα υψηλά 

επίπεδα έκφρασης οι τομείς I, II και III εκφραζόμενοι στο συγκεκριμένο σύστημα 

διατηρούν τη διαμόρφωση που διαθέτουν στο περιβάλλον της HSA καθώς και τις 

ιδιότητες πρόσδεσης διαφόρων προσδεμάτων.

Ένα ακόμα πλεονέκτημα του συστήματος που αποδείχθηκε καθοριστικό για 

την πορεία της παρούσας μελέτης είναι τα πολύ χαμηλά επίπεδα φυσικών 

εκκρινόμενων πρωτεϊνών του μύκητα. Όπως δείξαμε, τα υπερεκφρασμένα πεπτίδια 

αποτελούν το συντριπτικό ποσοστό του συνολικού πρωτεϊνικού περιεχομένου στο 

υπερκείμενο καλλιέργειας. Επιπλέον, σε σχέση με το σύστημα του Saccharomyces 

cerevisiae που έχει επίσης χρησιμοποιηθεί για την έκφραση της HSA, στο σύστημα 

του Ρ. pastoris δεν παρατηρείται υπεργλυκοζυλίωση των εκκρινόμενων πρωτεϊνών.
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Το γεγονός ότι η δραστικότητα GnSAF ανιχνεύεται σε υπερκείμενα 

καλλιέργειας κλώνων Ρ. pastoris είναι μια ιδιαίτερα σημαντική παρατήρηση. Μας 

δίνει η δυνατότητα να μελετήσουμε τη δραστικότητα GnSAF ενεργών πολυπεπτιδίων 

(ΙΙΙΒ και εναλλακτικές μορφές του ΙΙΙΒ: (HSA509-585) DIIlBest και DIIIBMAX) σε 

υπερκείμενα των αντίστοιχων κλώνων. Κατά συνέπεια το σύστημα του Ρ. pastoris 

μπορεί να αποτελέσει ένα απλό και αποτελεσματικό σύστημα για να μελετηθούν 

σχέσεις δομής-λειτουργίας του υποτομέα ΙΙΙΒ καθώς επιτρέπει τον άμεσο έλεγχο 

δραστικότητας μεταλλαγμένων μορφών του ΙΙΙΒ στο υπερκείμενο ανασυνδυασμένων 

κλώνων. Επιπλέον η δυνατότητα που προσφέρει για την παραγωγή ενός GnSAF 

δραστικού μορίου σε υψηλές συγκεντρώσεις θα επιτρέψει στο μέλλον τη μελέτη του 

μηχανισμού δράσης του GnSAF.

Μέχρι σήμερα η δραστικότητα GnSAF έχει μελετηθεί σε πρωτογενείς 

καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης που όπως ήδη αναφέρθηκε συνιστούν ένα μικτό 

πληθυσμό διαφορετικών κυτταρικών τύπων. Προκειμένου να μελετηθεί ο μηχανισμός 

δράσης του στα γοναδοτρόπα κύτταρα, απαιτείται η χρήση σταθερών κυτταρικών 

σειρών. Τα τελευταία χρόνια, η ανάπτυξη των κυτταρικών σειρών αΤ3-1 και LPT2 

(Windle et al., 1990; Turgeon et al., 1996) επέτρεψε τη μελέτη του μηχανισμού 

• δράσης της GnRH στην υπόφυση. Τα κύτταρα LPT2 θεωρούνται καταλληλότερο 

πειραματικό σύστημα καθώς εκφράζουν την υπομονάδα α και Ρ υπομονάδα της LH 

και γενικότερα προσομοιάζουν τις ιδιότητες των ώριμων γοναδοτρόπων.

Τα κύτταρα LPT2 σύμφωνα με την ερευνητική ομάδα που τα παρήγαγε 

φέρονται να παρουσιάζουν δυσλειτουργία ως προς το μηχανισμό έκκρισης της LH 

και για τη διέγερση τους απαιτείται η χορήγηση παλμών GnRH (Turgeon et .al., 

199.6). Σε προκαταρτικές μελέτες που πραγματοποιήσαμε παρατηρήθηκε ότι 

πράγματι τα κύτταρα αυτά συμπεριφέρονται διαφορετικά από τις πρωτογενείς 

καλλιέργειες ως προς την έκκριση της LH. Παρά τη χορήγηση παλμών, η έκκριση της 

LH είναι περιορισμένη και δεν μπορεί να μετρηθεί με ευαισθησία με τη μέθοδο 

συναγωνιστικής ELISA. Οι ερευνητικές ομάδες που έχουν ασχοληθεί με το 

μηχανισμό δράσης GnRH στα LPT2 επικεντρώνουν τις μελέτες τους στη 

μεταγραφική ενεργοποίηση γονιδίων μετά από την επίδραση GnRH. Τα συστήματα 

που έχουν αναπτυχθεί στηρίζονται στη χρήση γονιδίων αναφοράς υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή LHP (Yokoi et al., 2000; Liu et al., 2002). Πρόσφατα, μια διαφορετική 

προσέγγιση που χρησιμοποιήθηκε ήταν ο έλεγχος της έκφρασης της υπομονάδαςίΗβ 

με τη χρήση αντισωμάτων (Nguyen et al., 2004).
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Τα συστήματα που έχουν αναπτυχθεί για τη μελέτη της δράσης της GnRH 

στις παραπάνω κυτταρικές σειρές καθώς και το σύστημα έκφρασης του Ρ. p a s to ris  

που αναπτύξαμε για την παραγωγή ενεργών GnS AF μορίων μπορούν να αποτελέσουν 

στο μέλλον τη βάση για τη μελέτη του μηχανισμού δράσης του παράγοντα GnSAF.

4.5 Φυσιολογική σημασία του υποτομέα ΙΙΙΒ και πιθανοί τρόποι παραγωγής του

Στην παρούσα εργασία, δείξαμε ότι ο υποτομέας ΙΙΙΒ της ανθρώπινης 

αλβουμίνης ορού, παραγόμενος στο ετερόλογο σύστημα έκφρασης του ζυμομύκητα 

Ρ. p a s to r is , παρουσιάζει δραστικότητα GnSAF. Παρότι τα αποτελέσματα μας 

στηρίζονται σε ετερόλογη έκφραση, το γεγονός ότι το ενεργό αυτό πολυπεπτίδιο έχει 

απομονωθεί από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό (Pappa et al., 1999), υποστηρίζει ότι το 

μόριο μπορεί να έχει φυσιολογική σημασία στον οργανισμό.

Ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα προς αυτή την κατεύθυνση είναι και η παρατήρηση 

ότι φυσιολογικά στον οργανισμό ανιχνεύονται εναλλακτικά μεταγραφήματα του 

mRNA της HSA. Συγκεκριμένα από ένα εναλλακτικό μεταγράφημα της HSA, που 

έχει καταγραφεί σε cDNA βιβλιοθήκη ήπατος, καταφέραμε να εκφράσουμε ένα 

πολυπεπτίδιο που προσομοιάζει με το ΙΙΙΒ, και να δείξουμε ότι παρουσιάζει υψηλή 

δραστικότητα GnSAF.

Βασικό ερώτημα σχετικά με τον GnSAF είναι με ποιον τρόπο μπορεί να 

προκύπτει μια τέτοια δραστικότητα. Καθώς η αλβουμίνη υπάρχει σε υψηλές 

συγκεντρώσεις τόσο στο ωοθυλακικό υγρό όσο και στον ορό του αίματος, θα 

μπορούσε να υποτεθεί ότι η δραστικότητα του υποτομέα ΙΙΙΒ αποδίδεται στο ίδιο το 

μόριο της HSA ή σε άλλες ομόλογες προς αυτήν πρωτεΐνες. Από την άλλη πλευρά, 

ένα τέτοιο δραστικό πολυπεπτίδιο θα μπορούσε να παράγεται είτε με μηχανισμούς 

εναλλακτικής ωρίμανσης του mRNA της HSA είτε με πρωτεολυτική σχάση του 

μορίου. Οι περιπτώσεις αυτές θα συζητηθούν στη συνέχεια.

Η δραστικότητα GnSAF δεν αποδίδεται στην αλβουμίνη και σε ομόλογα αυτής

Μελετώντας την επίδραση της HSA τόσο σε καθαρή μορφή όσο και σε 

ανασυνδυασμένη μορφή από υπερκείμενα καλλιεργειών του Ρ. pasto ris , 

δια π ιστώ σ αμ ε ότ ι δεν επηρεάζει την επαγόμενη από GnRH έκκριση της LH, ακόμα - 

και σε συγκεντρώσεις που υπερβαίνουν κατά πολύ αυτές στις οποίες ο υποτομέας 

ΙΙΙΒ παρουσιάζει υψηλή δραστικότητα. Από την άλλη πλευρά εφόσον η HSA είναι
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μέλος μιας οικογένειας τεσσάρων ομόλογων πρωτεϊνών που απαντώνται στο 

ανθρώπινο γονιδίωμα, αναρωτηθήκαμε αν η παρατηρούμενη δραστικότητα μπορεί να 

αποδοθεί σε κάποιο άλλο μέλος της οικογένειας των αλβουμινών (AFP, DBP, AFM).

Η α-εμβρυοπρωτεΐνη (AFP) είναι ένα δομικό ομόλογο της HSA, που 

εκφράζεται υπό φυσιολογικές συνθήκες κατά τη διάρκεια της εμβρυϊκής ανάπτυξης, 

ενώ στην ενήλικη ζωή ανιχνεύεται σε χαμηλά επίπεδα και η έκφραση της αυξάνεται 

σε ηλατοκαρκινώματα. Όπως αναλύθηκε στην Εισαγωγή, η AFP έχει δειχθεί ότι 

εμπλέκεται στο φαινόμενο της απόπτωσης (Dudich et al., 1999; Semenkova et al., 

2003). Παράλληλα είναι γνωστό, και θα συζητηθεί εκτενώς στη συνέχεια, ότι στο 

φαινόμενο της απόπτωσης αποδίδεται η ατρησία των αναπτυσσόμενων ωοθυλακίων 

στις ωοθήκες (Khan et al., 2000; Johnson and Bridgham, 2002). Επιπλέον η AFP έχει 

συσχετιστεί με τον αναπαραγωγικό κύκλο στην πορεία μελετών γονιδιακής 

απενεργοποίησης (knock-out) σε ποντίκια. Τα θηλυκά Afp'1' ζώα παρουσιάζουν 

στειρότητα που φαίνεται να οφείλεται σε διαταραχή στο επίπεδο της υπόφυσης και 

συγκεκριμένα σε διαταραχή της φυσιολογικής αναλογίας LH/FSH (Gabant et al., 

2002). Για τους παραπάνω λόγους μελετήσαμε παράλληλα με την HSA την επίδραση 

της AFP σε πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης επιμύων στις ίδιες 

• συγκεντρώσεις, αλλά καμία επίδραση της AFP δεν παρατηρήθηκε τόσο στα επίπεδα 

της LH όσο και της FSH.

Όσο αφορά στα άλλα δύο μέλη της οικογένειας των αλβουμινών δηλαδή στην 

πρωτεΐνη πρόσδεσης της βιταμίνης D (DBP) και της αφαμίνης (AFM), δεν 

προχωρήσαμε σε αναλύσεις δραστικότητας GnSAF. Η αφαμίνη είναι μια πρόσφατα 

χαρακτηρισμένη πρωτεΐνη που δεν διατίθεται στο εμπόριο, γεγονός που μας εμπόδισε 

στην παρούσα φάση να τη μελετήσουμε. Από την άλλη πλευρά η DBP διαφέρει από 

τα υπόλοιπα μέλη της οικογένειας ως προς την έλλειψη του υποτομέα ΙΙΙΒ (Gibbs 

and Dugaiczyk, 1987).

Συνοπτικά, τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν ότι η δραστικότητα του 

υποτομέα-ΙΙΙΒ δεν αποδίδεται στην ίδια την HSA αλλά ούτε και στην ομόλογη AFP 

και δεν αποκαλύπτεται στο περιβάλλον του πλήρους μορίου της HSA ή του 

μεγαλύτερου τομέα III (βλ. Ενότητα 4.1). Οταν ο ΙΙΙΒ εκφράζεται ως ανεξάρτητο 

μόριο είναι δυνατόν να αποκαλύπτονται κατάλοιπα σημαντικά για τη δραστικότητα, 

είτε λόγω μιας διαφορετικής διαμόρφωσης του μορίου είτε λόγω της απουσίας του 

γειτονικού τομέα III.
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To mRNA της HSA μπορεί να υφίσταται εναλλακτική ωρίμανση

Εφόσον η δραστικότητα GnSAF του υποτομέα ΙΙΙΒ δεν αποδίδεται στα 

μεγαλύτερα μόρια που εμπεριέχουν το ΙΙΙΒ, θα πρέπει να υποτεθεί ότι το ενεργό 

πεπτίδιο παράγεται με κάποιον μηχανισμό ως ανεξάρτητο μόριο.

Όπως ήδη αναφέρθηκε, για την HSA έχουν καταγραφεί διάφορα εναλλακτικά 

μεταγραφήματα χωρίς μέχρι σήμερα να έχει αποδοθεί σε αυτά κάποιος φυσιολογικός 

ρόλος. Πραγματοποιώντας in silico αναλύσεις επιλέξαμε μεταξύ κλώνων 

κατατεθειμένων στην Ηλεκτρονική Τράπεζα EASED (Enhanced Alternatively 

Spliced ESTs Database) (http://eased.bioinf.mdc-berlin.de/cgi-bin). τον RZPD 

IMAGp958K021545Q2 που προέρχεται από cDNA βιβλιοθήκη ήπατος. Βάσει της 

ανάλυσης EST, ο κλώνος αυτός εθεωρείτο ότι περιέχει τα κωδικόνια 1-23 από τα 

εξώνια 1-3 και, χωρίς μετατόπιση πλαισίου ανάγνωσης, τα κωδικόνια 483-585 από τα 

εξώνια 12-14 της HSA (1-23Λ483-585). Αφού επιβεβαιώσαμε την αλληλουχία του 

κλώνου, προχωρήσαμε σε έκφραση του πολυπεπτιδίου (DIIIBest) που 

κωδικοποιείται από το αντίστοιχο cDNA και πραγματοποιώντας βιολογικές 

δοκιμασίες προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF και ανασταλτίνης, διαπιστώσαμε 

ότι παρουσιάζει υψηλή δραστικότητα GnSAF χωρίς να επηρεάζει τη βασική έκκριση 

της FSH.

Η παρατήρηση αυτή αποτελεί ένδειξη ότι ένα πεπτίδιο  της HSA, αντίστοιχο 

του υποτομέα ΙΙΙΒ, θα μπορούσε να παράγεται φυσιολογικά στον οργανισμό με 

εναλλακτική ωρίμανση του mRNA. Η πιθανότητα το ενεργό μόριο να παράγεται με 

εναλλακτική ωρίμανση είναι σύμφωνα με τα παραπάνω άξια να διερευνηθεί στο 

μέλλον. Υπάρχουν εξάλλου πειραματικές ενδείξεις ότι τουλάχιστον η αλβουμίνη 

εκφράζεται στα κοκκώδη κύτταρα του ωοθυλακίου (Messinis et al., 2003) από όπου 

θεωρείται ότι παράγεται ο GnSAF (Fowler et ah, 2002). Θα ήταν ιδιαίτερα 

ενδιαφέρον να μελετηθεί αν επίσης ανιχνεύονται και εναλλακτικά μεταγραφήματα 

της HSA στα κοκκώδη κύτταρα κατά την πρώϊμη και μέση ωοθυλακική φάση όπου ο 

GnSAF παρουσιάζει την υψηλότερη δραστικότητα (Fowler et ah, 2002).

Θα μπορούσε ο υποτομέας ΙΙΙΒ να παράγεται με πρωτεολυτική σχάση της HSA;

Είναι γνωστά από τη βιβλιογραφία παραδείγματα πολυπεπτιδίων που 

αποτελούν τμήματα μεγαλύτερων πρωτεϊνών και παρουσιάζουν διαφορετική 

βιολογική δράση από τις πρωτεΐνες από τις οποίες προέρχονται. Χαρακτηριστικά, οι 

αναστολείς της αγγειογένεσης, αγγειοστατίνη (38 kDa) (O’Reilly et ah, 1994) και

http://eased.bioinf.mdc-berlin.de/cgi-bin
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ενδοστατίνη (20 kDa) (O’Reilly et al., 1997), αποτελούν η μεν πρώτη εσωτερικό 

πεπτίδιο που προκύπτει με πρωτεολυτική σχάση του πλασμινογόνου, η δε δεύτερη το 

C-τελικό άκρο του κολλαγόνου.

Η παραγωγή του υποτομέα ΙΙΙΒ από την HSA με πρωτεολυτική σχάση 

αποτελεί ένα σημαντικό ενδεχόμενο. Πραγματοποιώντας in silico αναλύσεις 

αναζητήσαμε πιθανές θέσεις αναγνώρισης για πρωτεολυτικά ένζυμα μεταξύ των 

υποτόμέων ΙΙΙΑ και ΙΙΙΒ που θα μπορούσαν να δικαιολογούν την παραγωγή του 

ενεργού πολυπεπτιδίου από το μόριο της HSA.

Ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα είναι η παρατήρηση ότι μεταξύ του υποτομέα ΙΙΙΑ 

και ΙΙΙΒ, και συγκεκριμένα στα κατάλοιπα 491-494, υπάρχει θέση LEVD που 

αναγνωρίζεται από κασπάσες. Οι κασπάσες είναι μια ομάδα ενδοκυττάριων 

πρωτεασών (cysteine proteases) η δράση των οποίων συνδέεται με την έναρξη και 

την εξέλιξη της απόπτωσης σε όλους τους τύπους κυττάρων. Αν και η θέση αυτή έχει 

καταγραφεί ως πιθανή θέση αναγνώρισης για την κασπάση 4 (ή κασπάση 11) 

(Talanian et al., 1997) εν τούτοις στη βιβλιογραφία οι ακριβείς θέσεις αναγνώρισης 

της κάθε κασπάσης δεν είναι διευκρινισμένες. Χαρακτηριστικά, έχει δειχθεί ότι θέση 

LEVD εντοπίζεται στην πρωτεΐνη TRAF1 η οποία αλληλεπιδρά με την 

• κυτταροπλασματική ουρά υποδοχέων TNF (tumor necrsis factor) και τους συνδέει με 

μονοπάτια μεταγωγής σημάτων απόπτωσης. Η θέση LEVD στην TRAF1, 

αναγνωρίζεται in vitro από τις κασπάσες 3, 6, 8 και 10, ενώ in vivo σε κύτταρα 

Jurkat, υπεύθυνη για τη σχάση της TRAF1 φαίνεται να είναι η κασπάση 8 (Leo et al., 

2001).

Προκειμένου να αξιολογήσουμε αν η παρουσία της θέσης αναγνώρισης 

κασπασών LEVD στην HSA, στα όρια του υποτομέα ΙΙΙΒ, μπορεί να σχετίζεται με 

παραγωγή του ΙΙΙΒ στα ωοθυλάκια, ανατρέξαμε σε βιβλιογραφικά δεδομένα.

Το φαινόμενο της απόπτωσης αποτελεί φυσιολογική διαδικασία μέσω της 

οποίας το πλεόνασμα ή τα μη βιώσιμα γαμετικά και κοκκώδη κύτταρα περιορίζονται 

νωρίς κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη. Επίσης πραγματοποιείται στην ενήλικη ζωή κατά 

τη διάρκεια κάθε εμμηνορυσιακού κύκλου. Φαινόμενα απόπτωσης κατά τη διάρκεια 

του κύκλου πραγματοποιούνται κατά την πρώιμη και μέση ωοθυλακική φάση με 

σκοπό την επιλογή του κυρίαρχου ωοθυλακίου, αλλά και κατά την ωχρινική φάση για 

την υποστροφή του ωχρού σωματίου (Johnson and Bridgham, 2002). Οι κασπάσες 2, 

3 ,9,11 και 12 έχουν συσχετιστεί άμεσα με το φαινόμενο της απόπτωσης σε κύτταρα

^  v i.
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των ωοθηκών με βάση γενετικά μοντέλα γονιδιακής απενεργοποίησης (knock out) σε 

ποντίκια (Bergeron et al, 1998; Matikainen et al., 2001; Morita et al., 2001).

Κατά την πρώιμη ωοθυλακική φάση και συγκεκριμένα κατά τη μετάβαση από 

τα πρωτογενή ωοθυλάκια (primordial follicles) στο στάδιο πριν την εμφάνιση του 

άντρου (preantral follicles), η ατρησία εκκινείται με απόπτωση του ωοκυττάρου που 

οδηγεί και σε απόπτωση των κοκκωδών κυττάρων που το περιβάλλουν. Τα 

αποπτωτικά φαινόμενα στο στάδιο αυτό εξαρτώνται από την κασπάση 2 (Morita et 

al., 2001).

Αντίθετα, η ατρησία κατά τη μετάβαση από το στάδιο πριν την εμφάνιση του 

άντρου στα προωρρηκτικά ωοθυλάκια (τέλος πρώιμης-μέση ωοθυλακική φάση) 

εκκινείται με απόπτωση στα κοκκώδη κύτταρα η οποία οδηγεί και σε θάνατο του 

ωοκυττάρου (Morita and Tilly, 1999; Tilly, 2001). Τα αποπτωτικά φαινόμενα στο 

στάδιο αυτό εξαρτώνται, σύμφωνα με μελέτες γονιδιακής απενεργοποίησης (knock 

out) σε ποντίκια, από την ενεργότητα των κασπασών 3 και 7 (Matikainen et al., 

2001).

Επιπλέον οι ωοθήκες από caspase 9 _/" ποντίκια, περιέχουν μεγάλο αριθμό 

αναπτυσσόμενων ωοθυλακίων που δεν μπορούν να προχωρήσουν σε ατρησία 

προφανώς διότι δεν πραγματοποιείται απόπτωση των κοκκωδών κυττάρων (Maravei 

et al., 2001). Παρότι οι μηχανισμοί πρόκλησης απόπτωσης μέσω υποδοχέων (death 

receptors) δεν έχουν μελετηθεί εκτενώς στις ωοθήκες, υπάρχουν στοιχεία για την 

έκφραση και ενεργότητα της κασπάσης 8 στα κοκκώδη κύτταρα (Hu et al., 2001).

Είναι αξιοπρόσεκτο ότι η αύξηση της δραστικότητας GnSAF στην πορεία του 

κύκλου συσχετίζεται χρονικά με την πραγματοποίηση του φαινομένου της 

απόπτωσης. Η υψηλότερη δραστικότητα εμφανίζεται κατά την πρώιμη και τη μέση 

ωοθυλακική φάση (Fowler et al., 2002). Στις φάσεις αυτές, όπως ήδη αναφέρθηκε 

πραγματοποιείται απόπτωση κοκκωδών κυττάρων από τα οποία θεωρείται ότι 

παράγεται ο GnSAF (Fowler et al., 2001).

Ένα άλλο ζήτημα που προκύπτει είναι ότι, για να υποτεθεί σχάση της HSA 

από κασπάσες και απελευθέρωση του υποτομέα ΙΙΙΒ από αυτήν, βασική προϋπόθεση 

είναι η είσοδος της HSA εντός του κυττάρου. Είναι γνωστό ότι τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα των τριχοειδών αγγείων φέρουν ειδικούς υποδοχείς για την HSA μέσω των 

οποίων η HSA ενδοκυτταρώνεται (trancytosis) (Schnitzer et al., 1988 a, b; Dobrila et 

al., 1992; Antohe et al., 1992; Schnitzer et al., 1992; Schnitzer and Oh, 1994) και 

προκαλεί αντιαποπτωτικά φαινόμενα. Η HSA μπορεί επίσης να εισέρχεται στα



κύτταρα των νεφρικών σωληνάριων (kidney proximal tubules) (Erkan et al., 2001), 

όπου έχει αναφερθεΐ ότι υπάρχουν υποδοχείς της (Bire et al., 2000). Τέλος, η HSA 

συνδέεται στην επιφάνεια κυττάρων ασθενών με χρόνια Β λεμφοκυτταρική λευχαιμία 

(CLL) και εισέρχεται σε αυτά (Jones et al., 2003).

Τα παραπάνω δεδομένα, σχετικά με τα αποπτωτικά φαινόμενα στα κοκκώδη 

κύτταρα, σε συνδυασμό με την ύπαρξη' θέσης αναγνώρισης LEVD μεταξύ των 

υποτσμέων ΙΙΙΑ και Π1Β της HSA, δημιουργούν μια ενδιαφέρουσα υπόθεση για 

πιθανή συμμετοχή των κασπασών στην παραγωγή του ενεργού πεπτιδίου ΙΙΙΒ.
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DIIIB Ν-περιορισμένο
IIIB

DIIIB
490Ai..EVDETYVPKEFNAETFTIHADICTLSEiCERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAF 
VEKCCKADDKEΚ Ι Λ!Ί·.<<KKL VAASQAALGL585

N-restricted IIIB
5WTlHADICTLS]iKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKEt'C!'Ai.').:,ii
KKLVAASQAALGL585

C-restricted IIIB
495ETy v p KEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK 
ADDKETa-ΛΓΊ G572

Εικόνα 4.2 Ανω: Στερεοσκοπική απεικόνιση των δομών του υποτομέα ΙΙΙΒ (αριστερά) και 

των εναλλακτικών μορφών του. [Ν-περιορισμένο ΙΙΙΒ (κέντρο) και C-περιορισμένο ΙΙΙΒ 

(δεξιά)].
Κάτω: Αλληλουχία αμινοξέων του υποτομέα ΙΙΙΒ, του Ν-περιορισμένου ΙΙΙΒ και του C- 

περιορισμένου ΙΙΙΒ. Με πορτοκαλί χρώμα υποδηλώνεται το τμήμα της C-τελικής α-έλικας 

του ΙΙΙΒ που δε\' διατηρείται στο C-περιορισμένο ΙΙΙΒ. Με κόκκινο χρώμα υποδηλώνονται τα 
όρια των πολυπεπτιδίων, ενώ υπογραμμίζεται η θέση αναγνώρισης κασπασών (LEVD).
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

ΒΙΟΧΗΜΙΚΟΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ

ΕΝΟΣ ΠΟΛΥΠΕΠΤΙΔΙΚΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ ΜΕ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ GnSAF 

(GONADOTROPHIN SURGE ATTENUATING FACTOR)

ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗ ΔΙΑΤΡΙΒΗ ΤΗΣ 

ΤΑΒΟΥΛΑΡΗ ΣΩΤΗΡΙΑΣ

Ο παράγοντος άμβλυνσης του κύματος των γοναδοτροπινών (Gonadotrophin 

surge attenuating factor-GnSAF) είναι ένας μη στεροειδής, μη ταυτοποιημένος, 

ωοθηκικός παράγοντας που στα θηλυκά άτομα παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση 

της έκκρισης της LH ώστε να καταστεί δυνατή η εμφάνιση του μεσοκύκλιου 

εκκριτικού κύματος της. Ο GnSAF δρα αναστέλλοντας την επαγόμενη από GnRH 

έκκριση LH χωρίς να επηρεάζει τη βασική έκκριση των γοναδοτροπινών. 

,Δραστικότητα GnSAF έχει ανιχνευθεί στο ωοθυλακικό υγρό πολλών ειδών 

• συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπου. Σε μια προηγούμενη εργασία, κατά την 

απομόνωση της δραστικότητας GnSAF από ανθρώπινο ωοθυλακικό υγρό, ο 

παράγοντας αυτός συσχετίστηκε με στο C-τελικό 95πεπτίδιο της ανθρώπινης 

αλβουμίνης ορού (Human serum albumin-HSA).

Η HSA, μια πρωτεΐνη 585 αμινοξέων, είναι γνωστή για την ικανότητα της να 

προσδένει και να μεταφέρει διάφορα προσδέματα, όπως λιπαρά οξέα μακράς 

αλυσίδας, φάρμακα, πεπτιδικές ορμόνες κ. α. Η HSA ανήκει στην οικογένεια των 

αλβουμινών που επίσης περιλαμβάνει την α-εμβρυοπρωτεΐνη (AFP), την αφαμίνη 

(AFM) και την πρωτεΐνη πρόσδεσης της βιταμίνης D (DBP). Τα μέλη της οικογένειας 

παρουσιάζουν ομοιότητες ως προς τη δομή τους και την ικανότητα πρόσδεσης 

κάποιων προσδεμάτων. Το μόριο της HSA αποτελείται από τρεις δομικά ομόλογους 

τομείς, καθένας από τους οποίους αποτελείται από δύο υποτομείς Α και Β, που 

ονομάζονται ΙΑ, IB, ΙΙΑ, 1ΙΒ, ΙΙΙΑ, ΙΙΙΒ. Ιδιαίτερα ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι ο 

υποτομέας ΙΙΙΒ αντιστοιχεί στο C-τελικό 95πεπτίδιο της HSA που σε προηγούμενη 

εργασία είχε συσχετιστεί με τη δραστικότητα GnSAF.

Στην παρούσα εργασία ακολουθήσαμε μια διαφορετική προσέγγιση για τη 

μελέτη του GnSAF. Επιλέξαμε το ετερόλογο σύστημα έκφρασης-έκκρισης του
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μεθυλοτροφικού ζυμομύκητα Pichia pastoris για να παράγουμε ανασυνδυασμένα 

πολυπεπτίδια της HSA και να τα μελετήσουμε ως προς τη δραστικότητα GnSAF σε 

πρωτογενείς καλλιέργειες κυττάρων υπόφυσης επιμύων. Εκφράσαμε στο σύστημα 

αυτό το C-τελικό 95πεπτίδιο της HSA (υποτομέας ΙΙΙΒ) σε εκκρινόμενη μορφή σε 

υπερκείμενα του μύκητα. Δείξαμε ότι τα υπερκείμενα, που περιέχουν το 

ανασυνδυασμένο πολυπεπτίδιο ΙΙΙΒ, παρουσιάζουν σημαντική δραστικότητα GnSAF. 

Συγκεκριμένα αναστέλλουν την GnRH-επαγόμενη έκκριση LH αλλά δεν επηρεάζουν 

την GnRH-επαγόμενη έκκριση FSH και τη βασική έκκριση των γοναδοτροπινών. Η 

δραστικότητα των υπερκειμένων αυτών αναστέλλεται από αντίσωμα έναντι HSA το 

οποίο αναγνωρίζει τον υποτομέα ΙΙΙΒ.

Δείξαμε επίσης ότι η παρατηρούμενη δραστικότητα του υποτομέα ΙΙΙΒ είναι 

ειδική. Η πλήρης HSA, η ομόλογη προς αυτήν AFP, καθώς και οι τομείς I (1-197), II 

(189-385) και III (381-585) της HSA είναι ανενεργοί. Καθαρισμένα παρασκευάσματα 

του υποτομέα ΙΙΙΒ και του τομέα III υποβλήθηκαν σε βιολογική δοκιμασία 

προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF σε αντίστοιχες συγκεντρώσεις. Ενώ ο ΙΙΙΒ 

παρουσιάζει σημαντική δραστικότητα σε συγκεντρώσεις 16-200 ηΜ ο τομέας III 

είναι ανενεργός σε συγκεντρώσεις 40-400 ηΜ.

Επιπλέον, μια εναλλακτική Ν-περιορισμένη μορφή του ΙΙΙΒ (κατάλοιπα 509- 

585) παρουσιάζει, αντίστοιχη προς αυτόν, δραστικότητα GnSAF υποδηλώνοντας ότι 

η εκτεταμένη επιφάνεια 490-508 δεν είναι σημαντική για τη δραστικότητα. Αντίθετα, 

μια άλλη εναλλακτική μορφή, το C-περιορισμένο ΙΙΙΒ (κατάλοιπα 495-572), είναι 

πλήρως ανενεργό υποδηλώνοντας ότι η C-τελική α-έλικα του ΙΙΙΒ είναι απαραίτητη 

για τη δραστικότητα.

Πραγματοποιώντας in silico αναλύσεις εντοπίσαμε ένα εναλλακτικό 

μεταγράφημα της HSA σε ανθρώπινη cDNA βιβλιοθήκη ήπατος. Το εναλλακτικό 

αυτό μεταγράφημα περιλαμβάνει τα κωδικόνια 1-23 από τα εξώνια 1-3 και, χωρίς 

μετατόπιση πλαισίου ανάγνωσης, τα κωδικόνια 483-585 από τα εξώνια 12-14 της 

HSA (1-23Λ483-585). Το πολυπεπτιδικό προϊόν που αντιστοιχεί σε αυτό το 

μεταγράφημα εκφράστηκε στο σύστημα του Ρ. pastoris, υποβλήθηκε σε βιολογική 

δοκιμασία προσδιορισμού δραστικότητας GnSAF και εδείχθη ότι παρουσιάζει 

σημαντική δραστικότητα. Το ανασυνδυασμένο πολυπεπτίδιο 464-585 της HSA που 

φέρει 26 επιπλέον κατάλοιπα στο αμινοτελικό του άκρο σε σχέση με το ΙΙΙΒ είναι '  

επίσης ενεργό.



Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας δείχνουν ότι ο υποτομέας ΙΙΙΒ της 

HSA είναι ένα δομικά ανεξάρτητο πολυπεπτίδιο που παρουσιάζει ειδική 

δραστικότητα GnSAF στην αδενοϋπόφυση. Η δραστικότητα αυτή δεν αποδίδεται 

στην πλήρη HSA ή σε μεγαλύτερους τομείς της. Τα παραπάνω δεδομένα καθώς και 

το σύστημα έκφρασης του Ρ. pastoris θα είναι χρήσιμα στο μέλλον για την μελέτη 

των σχέσεων δομής-λειτουργίας του υποτομέα UIB και για τη μελέτη του μηχανισμού 

δράσής του στην υπόφυση.
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SUMMARY

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION 

OF A POLYPEPTIDIC FACTOR WITH GnSAF BIOACTIVITY 

• · (GONADOTROPHIN SURGE ATTENUATING FACTOR)

DOCTORATE THESIS BY 

TAVOULARI SOTIRIA

Gonadotrophin surge attenuating factor (GnSAF) is a non steroidal, as yet 

unidentified, ovarian factor that plays a key role in the control of LH secretion during 

the mid-cycle surge in the female. GnSAF acts on the anterior pituitary by reducing 

its responsiveness to gonadotrophin releasing hormone (GnRH) without affecting 

basal gonadotrophin secretion. GnSAF bioactivity has been identified in ovarian 

.follicular fluid of many species including humans. In a previous study, for the 

• isolation of GnSAF bioactivity from human follicular fluid, GnSAF was related to the 

C-terminal 95peptide of human serum albumin (HSA).

Interestingly, HSA, a 585-amino acid protein, displays binding capacity of 

several ligands, including long chain fatty acids, drugs and peptide hormones. HSA 

belongs to the albumin gene family together with alpha-fetoprotein (AFP), afamin 

(AFM) and vitamin D binding protein (DBP) that are similar in domain architecture

and in several ligand binding sites. The molecule is composed of three structurally
<

similar domains each of which consists o f two subdomains, named IA, IB, IIA, IIB, 

IIIA, IIIB. Strikingly enough, the IIIB domain corresponds to the C-terminal 

95peptide of HSA that was isolated from human follicular fluid as an active 

polypeptide.

In the present study we followed a new approach for the research of GnSAF. 

We chose the heterologous expression-secretion system of the methylotrophic yeast 

Pichia pastoris to produce recombinant HSA polypeptides and analyzed them for 

activity on rat pituitary primary cell cultures. We produced the C-terminal 95peptide 

of HSA (subdomain IIIB), in recombinant form, from culture supernatants of P. 

pastoris. We showed that supernatants containing the polypeptide possess significant
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GnSAF bioactivity as they inhibit GnRH-induced LH secretion without affecting 

GnRH-induced FSH secretion and basal gonadotrophin levels. GnSAF activity of 

supernatants were blocked by anti-HSA antibody that immunoreacts with IIIB.

GnSAF activity of IIIB was found to be specific. Full length HSA and AFP, as 

well as domains I (1-197), II (189-385), III (381-585), are inactive. Moreover 

subdomain IB, structural counterpart of IIIB, is also inactive. Purified IIIB and 

domain III o f HSA were tested for GnSAF activity in equivalent concentrations. 

Whereas IIIB presents significant bioactivity from 16-200nM, Dill is inactive from 

40-800nM.

In addition, an engineered N-terminal deletion mutant of IIIB (509-585) 

displayed equivalent GnSAF bioactivity, showing that sequence 490-508 is 

dispensable for activity. In contrast, an engineered C-terminal deletion mutant (495- 

572) is completely inactive showing that the C-terminal a-helix of IIIB is crucial for 

activity.

We found by in silico analysis that an alternative spliced form of HSA mRNA, 

present in human liver cDNA library, compromises IIIB molecular weight and 

structure. It includes, codons 1-23 from exons 1-3 and, in the same open reading 

frame, codons 483-585 from exons 12-14 of HSA (l-23A483-585). The corresponding 

encoded polypeptide was expressed in P. pastoris system, subjected to GnSAF 

bioassay, and found to possess significant GnSAF activity. The recombinant 

polypeptide 464-585 of HSA, carrying 26 extra amino acids in its N-terminus, 

compared to IIIB, was also active.

Our findings show that subdomain IIIB of HSA is a stuctrurally independent 

polypeptide that displays specific GnSAF activity in the anterior pituitary. This 

activity is not derived from intact HSA or larger HSA domains. The above findings 

and the P. pastoris expression system will be useful for structure-function analysis of 

subdomain IIIB and for studying its action on the pituitary.
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