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Περίληψη 
 
 Τα παράσιτα του φύλου των Apicomplexa έχουν αναπτύξει έναν 
ενδοκυτταρικό τρόπο ζωής, που τους εξασφαλίζει τα απαραίτητα θρεπτικά 
συστατικά και την κατάλληλη προστασία από το ανοσοποιητικό σύστηµα του 
ξενιστή. Ο µηχανισµός εισβολής στα κύτταρα στόχους είναι µία πολύ γρήγορη, 
αλλά και πολύπλοκη διαδικασία, η οποία περιλαµβάνει την διαδοχική έκκριση 
πρωτεϊνικών προϊόντων από τα εξειδικευµένα εκκριτικά οργανίδια των 
Apicomplexa. Εκτεταµένες µελέτες του µηχανισµού εισβολής υποδεικούν τις 
πρωτεολύτικες τροποποίησεις  πολλών από αυτά τα πρωτεϊνικά προϊόντα ως 
ιδιαίτερα σηµαντικές για την επιτυχή είσοδο του παράσιτου στο κύτταρο 
στόχο. Εποµένως, οι παρασιτικές πρωτεάσες και ιδιαίτερα οι πρωτεάσες µε 
εξωκυτταρική λειτουργία αποτελούν σηµαντικούς φαρµακευτικούς στόχους 
για το µπλοκάρισµα της εισόδου του παράσιτου στα κύτταρα αλλά και για την 
λεπτοµερέστερη µελέτη του µηχανισµού εισβολής. 
Οι subtilisins πρωτεάσες σερίνης των παράσιτων έχουν ενοχοποιηθεί ως 
σηµαντικά µόρια τροποποίησησς εµπλεκόµενα στον µηχανισµό εισβολής.  Μία 
προσέγγιση που προσπαθούµε να αναπτύξουµε για την µελέτη των subtilisin 
πρωτεασών είναι η χρήση εξειδικευµένων αναστολέων πρωτεασών σερίνης, των 
σερπινών. Οι σερπίνες συνήθως ρυθµίζουν κρίσιµα πρωτεολυτικά φαινόµενα 
απενεργοποιώντας πρωτεάσες µιµούµενες το υποστρωµά τους. Για αυτό το λόγο 
προχωρήσαµε σε µεταλλαξογένεση της σερπίνης CAM του A. gambiae µε τέτοιο 
τρόπο ώστε να µιµείται γνωστό υπόστρωµα της PfSUB1  καθώς και πιθανά 
υποστρώµατα της PbSUB2 και TgSUB2.   
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εισαγωγή 
 
 



1. Εισαγωγή.  
 
1.1 Παράσιτα του φύλου Apicomplexa. 
 
 Το φύλο των Apicomplexa αποτελείται από διάφορα παρασιτικά γένη, 
εκ των οποίων πολλά από αυτά είναι παθογόνα για τον άνθρωπο. Στην 
κατηγορία αυτή περιλαµβάνονται τα παρασιτικά είδη του γένους Plasmodium, 
που προκαλούν ελονοσία, το Toxoplasma gondii, αίτιο της τοξοπλάσµωσης, 
τα είδη του γένους Eimeria, παθογόνα για το κοτόπουλο και τα βοοειδή, τα 
είδη του γένους Theileria,  επίσης παθογόνα των βοοειδών και το 
Cryptosporidium παράσιτο των ζώων καθώς και παθογόνο στον άνθρωπο.  

Τα Apicomplexa είναι απλοειδή για το µεγαλύτερο µέρος του κύκλου 
ζωής τους. Έχουν πολύπλοκο αναπτυξιακό κύκλο ζωής µε διαφοροποιηµένες 
παρασιτικές µορφές οι οποίες εισβάλλουν σε διακριτούς ιστούς και ξενιστές 
(εικόνα 1). Επιπροσθέτως, διαφοροποίουνται σε γαµετικά κύτταρα τα οποία 
συντήκονται και σχηµατίζουν το ζυγωτό. Το ζυγωτό, υφίσταται 
διαφοροποίηση και έτσι πραγµατοποιείται επαναφορά στην απλοειδή 
κατάσταση. Σε ορισµένες περιπτώσεις οι διαφοροποιηµένες παρασιτικές 
µορφές έχουν την δυνατότητα να µολύνουν οργανισµούς (όπως κουνούπια ή 
τσιµπούρια), οι οποίοι χρησιµεύουν ως φορείς για την µετάδοση του 
παρασίτου από ξενιστή σε ξενιστή (Aikawa, 1988; Choboter et al, 1982; 
Sinden, 1978). 

 
Τα παράσιτα διαθέτουν ιδιαίτερα µορφολογικά χαρακτηριστι

2). Έχουν επιµυκησµένο σχήµα και µία διακριτή περιοχή στο ένα 
(apical region) (Aikawa, 1988; Sinden, 1978). Στην περι
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εντοπίζονται εξειδικευµένα οργανίδια που συνιστούν το apical σύµπλοκο στο 
οποίο περιλαµβάνονται: Τα εκκριτικά οργανίδια rhoptries, micronemes και 
dense granules. Οι εκκριτικές αυτές µηχανές περιέχουν προϊόντα 
απαραίτητα για την κινητικότητα του παρασίτου, την προσκολλησή και την 
εισβολή του στα κύτταρα του ξενιστή, και τον σχηµατισµό του παρασιτικού 
κυστιδίου (PMV) όπου αναπτύσεται το παράσιτο όταν έχει εισβάλει στο 
κύτταρο (Carruthers et al. 1999, Carruthers et al. 1997). Σε ορισµένα είδη 
ανιχνεύεται µία µικρή δοµή µε σχήµα κώνου το  conoid που αποτελείται από 
µαστίγια (Nichols et al. 1987) και παίζει µηχανικό κυρίως ρόλο  κατά την 
εισβολή του παράσιτου στα κύτταρα στόχους του. Ιδιαίτερο χαρακτηριστικό 
αυτού του συµπλόκου αποτελεί η δοµή του apical polar ring που χρησιµεύει 
ως οργανωτικό κέντρο των µικροσωληνίσκων (Nichols et al. 1987). 
Επιπλέον, τα Apicomplexa διαθέτουν και ένα ιδιαίτερο οργανίδιο τον 
apicoblast που µοιάζει µε χλωροπλάστη  και του οποίου ο ρόλος δεν έχει 
πλήρως διευκρινιστεί (Foth et al. 2003), αλλά φαίνεται ότι η πρωταρχική του 
λειτουργία είναι η σύνθεση λιπαρών οξέων, ισοπρενοειδών και αίµης. Τέλος 
τα παράσιτα οριοθετούνται από την δοµή pellicle η οποία αποτελείται από την 
πλασµατική µεµβράνη και το σύµπλοκο της εωτερικής µεµβράνης (IMC) 
(Torpier et al. 1991). Η δοµή αυτή συνδέεται µε ένα µεγάλο αριθµό στοιχείων 
του κυτταροσκελετού όπως ακτίνη, µυοσίνη και µικροσωληνίσκους. 

 

Εικόνα 2: Μορφή των Apicomlexa παράσιτων. 
Στην εικόνα απεικονίζονται όλα τα ιδιαίτερα 
µορφολογικά χαρακτηριστικά που θεωρούνται 
διαγνωστικά για αυτό το φύλο. 

  Όλα τα Apicomplexa είναι υποχρεωτικά ενδοκυτταρικά παράσιτα.  
Προσβάλλουν κύτταρα του ξενιστή προκειµένου να αναπτυχθούν και να 
πολλαπλασιαστούν µέσα σε αυτά. Από τα διαιρούµενα παράσιτα τα κύτταρα 
του ξενιστή υφίστανται λύση. Οι νέοι οργανισµοί που απελευθερώνονται 
εξωκυτταρικά δεν µπορούν να αναπτυχθούν και να πολλαπλασιαστούν και 
πρέπει πολύ γρήγορα να ξαναπροσβάλουν νέα κύτταρα του ξενιστή, 
προκειµένου να επιβίωσουν. Επαναλαµβανώµενοι κύκλοι εισβολής των 
κυττάρων, πολλαπλασιασµού των παράσιτων και επαναπροσβολής νέων 



κυττάρων αποτελούν το αίτιο της ζηµιάς που υφίστανται οι ιστοί ενός 
ξενιστή, ο οποίος έχει µολυνθεί µε κάποιο παράσιτο. 

 
1.2 Μηχανισµός εισβολής των παράσιτων Apicomplexa στα κύτταρα 
στόχους τους. 
 

Η εισβολή στα κύτταρα στόχους των παρασίτων εξασφαλίζει τις 
απαραίτητες πηγές θρεπτικών για την ανάπτυξή τους και επιπλέον έναν 
αποτελεσµατικό τρόπο να αποφεύγουν το ανοσοποιητικό σύστηµα του ξενιστή. 
Παρ’όλο που τα Apicomplexa έχουν παρόµοιο µηχανισµό κίνησης και πιθανά 
εισβολής στα κύτταρα, µολύνουν διαφορετικούς ξενιστές και παρασιτούν σε 
µία ποικιλία κυτταρικών τύπων, η οποία πιθανόν υποδεικνύεται από τις 
αλληλεπιδράσεις  επιφανειακών πρωτεϊνών του παρασίτου µε τους 
αντίστοιχους υποδοχείς των κυττάρων στόχων. Για παράδειγµα το Τ. gondii 
εισβάλει επιτυχώς σε όλα τα εµπύρηνα κύτταρα του ξενιστή του, ενώ τa είδη 
του Plasmodium πραγµατοποιούν αλληλεπιδράσεις µε συγκεκριµένα κύτταρα 
των ξενιστών τους(παρατηρείται προσβολή των ηπατοκυττάρων και των 
ερυθρoκυττάρων του ξενιστή, των επιθηλιακών κυττάρων του µεσέντερου και 
των κυττάρων των σιελογόνων αδένων του κουνουπιού). 

Ο µηχανισµός εισβολής του παρασίτου στα κύτταρα είναι µία ενεργή 
διαδικασία πολύ διαφορετική από την βακτηριακή ενδοκύττωση ή την εισβολή 
ιών στα κύτταρα.  Το µοντέλο (εικόνα 3) που έχει µέχρι σήµερα διαµορφωθεί 
(Sidley, 2004) προτείνει ότι αρχικά το παράσιτο προσκολλάται στο 
κατάλληλο κύτταρο στόχο του. Στο σηµείο αυτό αποκτά τον κατάλληλο 
προσανατολισµό έτσι ώστε η εξειδικευµένη apical περιοχή του να έρχεται σε 
επαφή µε την µεµβράνη του προσβαλλώµενου κυττάρου και τελικά 
σχηµατίζεται µία στενή σύνδεση µετά από έκκριση των προϊόντων των 
micronemes. Αυτή η σύνδεση µεταξύ του παράσιτου και της µεµβράνης του 
κυττάρου στόχου µετακινείται προς το οπίσθιο τµήµα του παράσιτου 
τραβώντας την µεµβράνη του κυττάρου στόχου µαζί της. Η κίνηση γίνεται 
λόγω µεταφοράς των πρωτεϊνών των micronemes από το σύστηµα 
ακτοµυοσίνης του παρασίτου που είναι προσαµοσµένο στην εσωτερική 
µεµβράνη του (Gaskins et al. 2004). Πρόσφατα στο Plasmodium και στο 
Toxoplasma ανιχνεύθηκαν οι µοριακοί συνδέτες του κυτταροσκελετικού 
συστήµατος του παρασίτου και της κυτταροπλασµατικής ουράς των 
διαµεµβρανικών προϊόντων των micronemes οι αλδολάσες. Στην συνέχεια 
πραγµατοποιείται έκκριση των προϊόντων των rhoptries τα οποία 
συνεισφέρουν στην δηµιουργία του παρασιτικού κυστιδίου. Τέλος αφού η 
είσοδος του παρασίτου στo κύτταρο ολοκληρωθεί γίνεται έκκριση των 
προϊόντων των dense granules. Ωστόσο, στα είδη του Plasmodium η έκκριση 



των προϊόντων των dense granules γίνεται και σε ένα πιο πρώιµο στάδιο 
όπου δεν έχει ολοκληρωθεί η εισβολή του παράσιτου στο κύτταρο.  

 
 

1.3 Ενδείξεις για τον κρίσιµο ρόλο πρωτεασώ
των παράσιτων. 

 
Από µελέτες για την ανίχνευση της λειτο

των εκκριτικών οργανιδίων των παρασίτων 
δεδοµένα που υποδεικνύουν την πρωτεολυτική τ
µόρια αυτά. Συγκεκριµένα φαίνεται ότι πολλά π
πρωτεολυτικές τροποποιήσεις και κατά την µε
εκκριτικού µονοπατιού αλλά και κατά την έκκρ
Ιδιαίτερα σηµαντικό, είναι ότι πολλές από τις πρ
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του. Στα Apicomplexa που έχουν µελετ
τροποποιήσεων αυτών µοιάζει πολύ µε το φαι
οποία γίνεται µε σχηµατισµό εξειδικευµένων 
κύτταρα των θηλαστικών. Για παράδειγµα η τροπ
ως αποτέλεσµα την έκκρισή της από το µη συστα
κυττάρων (Zhang et al. 2001) και πραγµατοπο
Kex-2 της υπεροικογένειας των πρωτεασών σερί
θεωρούνται ανάλογα  των πολυκυστιδικών ε
εντοπίζονται στα κύτταρα των θηλαστικών (Shaw

Μέχρι σήµερα, έχουν µελετηθεί καλύτε
υφίστανται οι πρωτεϊνες των micronemes. Τα µ
σύµπλοκα στα micronemes µέσω του ενδοπλασµ
συστήµατος Golgi. Σε κάθε σύµπλοκο εντοπίζετα
µία διαµεµβρανική και µία κυτταροπλασµατική περ
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στάδιο. 
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µεταφορά στα micronemes βρίσκεται στην C-τελική περιοχή της (Di Cristina 
et al. 2000) και για αυτόν τον λόγο αποκαλείται «συνοδός» (Meissner et al. 
2002). Με πειράµατα γενετικής φαίνεται ότι η παρουσία των συνοδών µορίων 
είναι απαραίτητη για την σωστή µεταφορά των συµπλόκων στα micronemes 
(Reiss et al. 2001) και εποµένως για την  επαρκή είσοδο του παρασίτου στα 
κύτταρα στόχους του. Επιπροσθέτως, τα σύµπλοκα αυτά περιέχουν συνήθως 
µία πρωτεϊνη η οποία υφίσταται πρωτεολύτικές τροποποιήσεις κατά την 
µεταφορά τους διαµέσου του εκκριτικού µονοπατιού (Garcia-Reguet et al. 
2001, Rabenau et al. 2001). 

Μετά την τοποθέτηση των πρωτεϊνών των micronemes στην 
πλασµατική µεµβράνη του παράσιτου και την αλληλεπίδραση τους µε µόρια 
υποδοχείς των κυττάρων στόχων, τα µόρια αυτά υφίστανται επιπλέον 
τροποποιήσεις. H καλύτερα µελετηµένη περίπτωση είναι αυτή του ΤgMIC2-
TgM2AP συµπλόκου (εικόνα 4), το οποίο πρωτεολύεται από τρείς 
υποθετικές πρωτεάσες τις ΜΜΡ1 , ΜΜΡ2 και ΜΜΡ3 (microneme protein 
protease 1, 2 & 3) στο Toxoplasma (Carruthers et al. 2000). H δράση της 
ΜΜΡ1 έχει ως αποτέλεσµα την απελευθέρωση της διαλυτής 
εξωκυτταροπλασµατικής περιοχής της ΤgMIC2 καθώς της TgM2ΑΡ που 
σχηµατίζει σύµπλοκο µαζί της στο εξωκυττάριο µέσο. Γεγονός που είναι πολύ 
κρίσιµο για την εισβολή του παράσιτου στο κύτταρο (Brossier et al. 2003). 
Μεταλλάγµατα της ΤgMIC2 στα οποία δεν γίνεται η παραπάνω τροποποίηση 
µεταφέρονται κατά την είσοδο του παρασίτου προς το οπίσθιο τµήµα του άλλα 
παραµένουν ενωµένα στην επιφάνεια του σε σύµπλοκο, µε την M2AP. 
Παράσιτα που φέρουν αυτά τα µεταλλάγµατα φαίνεται ότι προσκολούνται 
καλύτερα στην µεµβράνη των κυττάρων στόχων. Ωστόσο,  είναι λιγότερο 
ικανά στο να εισβάλουν στα κύτταρα. Εποµένως για να πραγµατοποιηθεί 
αποτελεσµατική είσοδος του παράσιτου στο κύτταρο τα σύµπλοκα που 
εξυπηρετούν την πρόσδεση του παράσιτου στην κυτταρική µεµβράνη του 
ξενιστή πρέπει σε δεύτερη φάση να απελευθερώνονται. Η θέση πρωτεόλυσης 
της ΤgMIC2 από την ΜΜΡ1 έχει εντοπισθεί µέσα στην διαµεµβρανική της 
περιοχή (Optiz et al. 2002). Και στα είδη του Plasmodium καθώς και σε άλλα 
Apicomplexa οι οµόλογες πρωτεϊνες της ΤgMIC2 έχουν συντηρηµένη την 
θέση αυτή της πρωτεόλυσης στο διαµεµβρανικό τους τµήµα (Soldati et al. 
2001). H PbTRAP (thrombospondin-related anonymous protein) οµόλογη 
της ΤgMIC2 (Bhanot et al. 2003) στο Plasmodium berghei πρωτεολύεται 
φυσιολογικά όταν εκφράζεται στο Τ.gondii. Εποµένως, η TRAP είναι ένα 
πιθανό υπόστρωµα της ΜΜΡ1 αν και αυτή η διαµεµβρανική τροποποίηση δεν 
έχει αποδειχθεί στο σύστηµα του Plasmodium berghei. 
 
 



 

Eικόνα 4: Σχηµατική αναπαράσταση των
ενδοπρωτεολυτικών τροποποιήσεων του TgMIC2-TgM2AP
συµπλόκου. Οι τροποιποιήσεις γίνονται κατά την µεταφορά
του συµπλόκου στο εκκριτικό µονοπάτι και στην µεµβράνη
του παράσιτου όταν πια το σύµπλοκο έχει aλληλεπιδράσει µε
µόρια υποδοχείς του κυττάρου στόχου. Η TgMIC2
απεικονίζεται µε κόκκινο και η TgM2AP µε πράσινο. 

 
Η TgAMA1 πρωτεϊνη των micronemes υφίσταται τροποποιήσεις στο 

Ν-άκρο της κατά την έκκριση της και αποβάλλεται από την επιφάνεια του 
παράσιτου λόγω πρωτεόλυσης πιθανά µέσα στην διαµεµβρανική της περιοχή 
(Hehl et al. 2000). Η οµόλογη της AMA1 έχει µελετηθεί καλύτερα στο P. 
Falciparum (PfAMA1). Έχει αποδειχθεί ότι η πρωτεολύτική επεξεργασία του 
µορίου αυτού είναι κρίσιµη για την εισβολή του παρασίτου στα αιµατοκύτταρα 
(Dutta et al. 2003). Μετά από αφαίρεση του προπεπτιδίου η PfAMA1 
τροποποιείται σε δύο θέσεις στην επιφάνεια του παράσιτου. Τα δύο προϊόντα 
των 44 kDa και των 48 kDa παραµένουν ενωµένα ως σύµπλοκο µέσω 
δισουλφιδικών δεσµών. Αποµάκρυνση του εξωκυτταρικού τµήµατος της 
PfAMA1 από την επιφάνεια του παράσιτου (Howell et al. 2003) γίνεται µε 
απελευθέρωση της µορφής των 48 kDa, ή των 44 kDa. Η πρωτεάση που 
ευθύνεται για αυτήν την τροποποίηση, αναστέλεται από PMSF 
(phenylmethylsulfonyl fluoride) και κόβει στην θέση AEVT*SNNE (µε * 
αντιπροσωπεύεται η θέση πρωτεόλυσης) ανοδικά της διαµεµβρανικής 
περιοχής του µορίου.  

Με µελέτες αναστολής, έχουν προκύψει δεδοµένα τα οποία 
υποδεικνύουν ότι πρόκειται για την ίδια πρωτεάση που ευθύνεται για την 
δεύτερη τροποποιήση της επιφανειακής πρωτεϊνης PfMSP1 (merozoite 
surface protein 1) του µεροζωϊτη. Η επιφανειακή πρωτεϊνη του παρασίτου 
MSP1 πρωτεολύεται σε δύο διακριτά στάδια (Blackman et al. 1994, Fleck et 
al. 2003). Το προϊόν των τροποποιήσεων αυτών η MSP1-19 µορφή παραµένει 
στην επιφάνεια του παρασίτου και αποτελείται από δύο EGF-like δοµικά 



στοιχεία (Citara et al. 1999) τα οποία εµπλέκονται σε ισχυρές 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνικών µορίων του παράσιτου και του κυττάρου 
στόχου. Αναστολή της ωρίµανσης του MSP1 συνεπάγεται το µλποκάρισµα της 
εισόδου του µεροζωϊτη στα ερυθροκύτταρα. 

Τέλος, έχει βρεθεί ότι και στα σποροζωϊδια η PfAMA1 πρωτεολύεται 
µε παρόµοιο τρόπο αλλά από µία διαφορετική πρωτεάση, η οποία αναστέλεται 
από TLCK (N-tosyl-L-lysylchloromethane) (Silvie et al. 2004). Εποµένως, 
φαίνεται ότι οι τροποποιήσεις της ΑΜΑ1 αν και γίνονται από διαφορετικά 
µόρια είναι πολύ σηµαντικές για τον µηχανισµό εισβολής του παράσιτου. 
Ιδιαίτερα εντυπωσιακό είναι ότι το φαινόµενο αυτό εµφανίζεται σε δύο πολύ 
διαφορετικά στάδια του κύκλου ζωής του παρασίτου στα οποία στοχεύονται 
διαφορετικά κύτταρα (αιµατοκύτταρα και ηπατοκύτταρα αντίστοιχα).  

Πολύ λιγότερα είναι γνωστά για την τροποποίηση των rhoptry 
πρωτεϊνών. Τα µόρια αυτά είναι τα λιγότερο συντηρηµένα στο φύλο των 
Apicomplexa. Πρωτεόλυση των πρωτεϊνών που προορίζονται να 
εγκατασταθούν στα rhoptries παρατηρείται κατά την βιογένεση των 
οργανιδίων αυτών (Sam-Yellowe, 1996). Για παράδειγµα στην ROP1 του T. 
gondii παρατηρείται αφαίρεση ενός Ν-τελικού θραύσµατος µέσα ή πολύ κοντά  
στα rhoptries (Soldati et al. 1998). Άλλες rhoptry πρωτεϊνες όπως οι 
ROP2, ROP3 και ROP4 επίσης φέρουν ένα προπεπτίδιο του ίδιου µεγέθους µε 
της ROP1 το οποίο αφαιρείται ενδοκυτταρικά. Η σηµασία των τροποποιήσεων 
αυτών δεν έχει διευκρινιστεί. Παρ’όλα αυτά για την ROP1 φαίνεται ότι ούτε το 
προπεπτίδιο, ούτε η πρωτεόλυση του απαιτούνται για την στόχευση της στα 
rhoptries (Bradley et al. 2002). 

Επιπλέον µελέτες  στο T. gondii µε τον πρωτεϊνικό αναστολέα ΙΙΙ 
subtilisin (Z-Gly-Phe-NHO-BZ-p-OMe) και τον αναστολέα ΙΙΙ cathepsin B 
([L-3-trans-(propylcarbamoyl)orirane-2-carbonyl]-L-isoleycyl-L-proline) 
έχουν ως αποτέλεσµα την εµφάνιση µη φυσιολογικών rhoptries και την 
αναστολή του πολλαπλασιασµού των παράσιτων (Shaw et al. 2002). 
∆εδοµένο, που υποδεικνύει την κρισιµότητα του ρόλου των πρωτεολυτικών 
τροποποιήσεων για την επιτυχή εισβολή του παράσιτου στο κύτταρο στόχο.  

 
1.4 Υποψήφιες πρωτεάσες που εµπλέκονται στον µηχανισµό εισόδου στα 
κύτταρα στόχους και στην επιβίωση του παράσιτου. 

 
Καµία από τις πρωτεάσες που εµπλέκονται στην διαδικασία εισβολής 

του παράσιτου στα κύτταρα δεν έχουν πλήρως ταυτοποιηθεί. Παρ’όλα αυτά 
µελέτες στις οποίες έχει χρησιµοποιηθεί µεγάλη γκάµα χηµικών αναστολεών 
πρωτεασών προτείνουν ότι πολλές διακριτές οµάδες πρωτεασών 
συµµετέχουν στην διαδικασία αυτή (Blackman, 2000). Με συγκρίσεις 
γενωµικών αλληλουχιών παρασίτων και πειραµατικά δεδοµένα από µελέτες 



στο Plasmodium και στο T.gondii έχουν ανιχνευθεί πολλά υποψήφια 
πρωτεολυτικά µόρια. Πρόσφατα, µία µελέτη επισκόπησης της γενωµικής 
αλληλουχίας του P. falciparum παρείχε ένα  πολύ ευρύ φάσµα του 
ρεπερτορίου των πρωτεασών του (Wu et al. 2003). Αναφέρθηκε η ανίχνευση 
περισσότερων από 92 µόρια  µε πιθανή λειτουργικότητα πρωτεασών από 
όλες τις γνωστές τάξεις πρωτεασών (ασπαρτικού, κυστεϊνης, σερίνης και 
θρεονίνης) όπου για πολλές από αυτές πιθανολογείται ότι έχουν πολύ 
σηµαντικό ρόλο στην διαδικασία εισβολής του παράσιτου στα κύτταρα.  
 
1.4α Πρωτεάσες κυστεϊνών. 

 
Στο P. falciparum έχει εντοπιστεί ένα µεγάλο ρεπερτόριο πρωτεασών 

κυστεϊνης στο οποίο περιλαµβάνονται οι SERAs (Serine Repeat Antigen), 
papain, calpain και falcipains. Η οικογένεια των SERAs αποτελείται από 9 
µέλη και εµφανίζει πολύ µεγάλη οµολογία µε τις papain πρωτεάσες, εκτός από 
ορισµένα µέλη στα οποία το καταλυτικό κατάλοιπο κυστεϊνης έχει 
αντικατασταθεί από µία σερίνη. Σε µία από αυτές τις περιπτώσεις ανήκει η  
SERA5, η οποία εκφράζεται και πιθανά εµπλέκεται στην έξοδο των 
µεροζωϊτών από τα αιµατοκύτταρα είτε στην είσοδο τους σε αυτά είτε και 
στις δύο διαδικασίες (Hodder et al. 2003).  

Οι falcipain-2 και 3 εµπλέκονται στην αποικοδόµηση της 
αιµοσφαιρίνης (Sijwali et al. 2004, Sijwali et al. 2001). Επιπλέον, η 
falcipain-2 φένεται να εµπλέκεται και στην απελευθέρωση του µεροζωϊτη 
πρωτεολύοντας συστατικά του µεµβρανικού σκελετού του ερυθροκύτταρου 
(Dhawan et al. 2003). Η falcipain-1 εντοπίζεται στο apical άκρο του 
παράσιτου και είναι ενεργή κατά το στάδιο εισβολής του µεροζωϊτη στα 
κύτταρα στόχους του. Με µελέτη όπου πραγµατοποιήθηκε µεγάλης κλίµακας 
σάρωση εξειδικευµένων χηµικών συστατικών που αναστέλουν την falcipain-1, 
αποδείχθηκε ότι η πρωτεάση αυτή εµπλέκεται στην παραπάνω διαδικασία 
(Greenbaum et al. 2002). 

Στο T. gondii , η toxopain-1, παράγεται σε µία πρόδροµη µορφή 
(proprotein) η οποία µε αυτοκατάλυση µετατρέπεται σε ενεργό ένζυµο. Με 
αναστολείς πρωτεασών κυστεϊνης που χρησιµοποιήθηκαν έτσι ώστε να 
µπλοκαριστεί η toxopain-1, προκλήθηκαν βλάβες στον µηχανισµό εισόδου του 
παράσιτου στα κύτταρα καθώς και στην πρωτεολυτική επεξεργασία των 
πρωτεϊνών των rhoptries (ROP2, ROP3 & ROP4) (Que et al. 2002). Ένα 
δεύτερο γονίδιο που κωδικοποιεί την toxopain-2 έχει εντοπισθεί στο T. 
gondii και αποτελεί ένα πιθανό οµόλογο της falcipain-1 µέχρι στιγµής όµως 
δεν έχει πραγµατοποιηθεί ο λειτουργικός χαρακτηρισµός του. 
 
1.4β Πρωτεάσες ασπαρτικού οξέος. 



  
 Στο γονιδίωµα του P. falciparum έχουν εντοπισθεί δέκα πρωτεάσες 
ασπαρτικού οξέος οι επονοµαζώµενες Plasmepsin I, II, IV-X και µία ΗΑΡ 
(histo-aspartyl protease) ή Plasmepsin ΙΙΙ. Οι Plasmepsins εµφανίζουν 
οµολογία µε τις cathepsins D και F και την pepsinogen A των θηλαστικών 
(Coombs et al. 2001). Οι Plasmepsins Ι, ΙΙ, ΙV και η HAP εµπλέκονται στην 
αποικοδόµηση της αιµοσφαιρίνης (Coombs et al. 2001, Banerjee et al. 
2002). Στις Plasmepsins V-X όµως, η λειτουργικότητα τους δεν έχει ακόµη 
διευκρινιστεί. Σε µία πρόσφατη ανάλυση της χρονικής µεταβολής του 
µεταγραφικού προτύπου έκφρασης γονιδίων σε αιµατοκυτταρικά αναπτυξιακά 
στάδια, οι Plasmepsins ΙΧ και Χ χαρακτηρίστηκαν σηµαντικές για την εισβολή 
του παρασίτου στα κύτταρα (Bozdech et al. 2003). Η πολύ αυστηρή ρύθµιση 
της µεταγραφικής ακολουθίας κατά την ανάπτυξη του παράσιτου, επέτρεψε 
την ενοχοποίηση γονιδίων που πιθανά εµπλέκονται στην διαδικασία εισόδου 
του P. falciparum στα ερυθροκύτταρα. Στην συγκεκριµένη µελέτη οι 
Plasmepsins ΙΧ και Χ ενοχοποιήθηκαν λόγω του ότι το χρονικό πρότυπο 
έκφρασής τους ακολουθούσε το πρότυπο έκφρασης άλλων πρωτεϊνών οι 
οποίες είναι γνωστό ήδη ότι συµµετέχουν στην παραπάνω διαδικασία.  
 Στο παράσιτο Eimeria tenella  έχει ανιχνευθεί µία αντίστοιχη 
πρωτεάση των Plasmepsins IV και X . Η Eimepsin, εντοπίζεται στην apical 
άκρη του πρωτόζωου λίγο πριν αυτό εισβάλει στα κύτταρα στόχους του (Jean 
et al. 2000), ενδεχοµένως λοιπον να συµµετέχει στο φαινόµενο αυτό 
πραγµατοποιώντας κρίσιµες πρωτεολυτικές τροποποιήσεις. Παρ’όλα αυτά ο 
ρόλος της δεν έχει ακόµη αποσαφηνιστεί.  
 Στο γένωµα του T. gondii έχουν βρεθεί 4 γονίδια πρωτεασών 
ασπαρτικού οξέος. Από αυτά η Toxomepsin-1 µία τύπου ΙΙ διαµεµβρανική 
πρωτεάση εµφανίζει σε µεγάλο βαθµό οµοιότητα µε την Eimepsin. Ωστόσο, 
µέχρι στιγµής δεν έχει µελετηθεί θεωρείται όµως σηµαντικό µόριο λόγω της 
πολύ µεγάλης πιθανότητας να εµπλέκεται στον µηχανισµό εισόδου του T. 
gondii στα κύτταρα του ξενιστή. 
 
1.4γ Πρωτεάσες σερινών. 
 
 Σε µελέτες που έγιναν µε χρήση αναστολέων πρωτεασών σερίνης 
προτάθηκε ότι  η ενεργότητα πρωτεάσων σερίνης είναι απαραίτητη για την 
επιτυχή είσοδο του παράσιτου στα κύτταρα (Blackman, 2000). Γονίδια της 
οικογένειας θρυψίνης-χυµοθρυψίνης πρωτεασών σερίνης δεν εντοπίζονται 
στα Apicomplexa. Αντίθετα εντοπίζονται γονίδια µε οµολογία στις subtilisin 
πρωτεάσες σερινών. Οι subtilases είναι εκκρινώµενες πρωτεάσες σερινών 
που εµφανίζονται τόσο σε προκαρυωτικούς όσο και σε ευκαρυωτικούς 
οργανισµούς. 



 
1.4γi Subtilisins 
 

Η λειτουργία δύο πρωτεασών της υπεροικογένειας των subtilases, 
PfSUB-1 και PfSUB-2 έχει διερευνηθεί εκτεταµένα στο σύστηµα του P. 
falciparum λόγω της µεγάλης πιθανότητας εµπλοκής τους στην διαδικασία 
εισβολής του παράσιτου στα κύτταρα στόχους του (Blackman, 2000). Για την 
PfSUB-1 αναφέρθηκε η συσσώρευση της στα dense granules οργανίδια και η 
απελευθέρωση της στην µεµβράνη του παράσιτου την ίδια χρονική στιγµή που 
γίνεται και η εισβολή του µεροζωϊτη στα ερυθροκύτταρα. Για αυτόν τον λόγο, 
αρχικά θεωρήθηκε ότι ευθύνεται για την δεύτερη τροποποίηση της MSP-1 
(Blackman et al. 1998). Η PfSUB-1 τροποποιείται µε αυτοκατάλυση 
(Blackman et al. 1998, Sajid et al. 2000) και τα δύο θραύσµατα που 
προκύπτουν µπορούν και αλληλεπιδρούν µε το προ-πεπτίδιο της, το οποίο 
έχει ανασταλτική δράση στην ώριµη πρωτεάση (Sajid et al. 2000, Jean et al. 
2003). Όµως, η αλληλουχία των αµινοξέων που η PfSUB-1  προτιµά να 
πρωτεολύει, µετά από ένα κατάλοιπο ασπαρτικού (Sajid et al. 2000, 
Withers-Martinez et al. 2002) είναι µη συµβατή µε την αµινοξική 
αλληλουχία της δεύτερης πρωτεολυτικής τροποποίησης της MSP-1 η οποία 
γίνεται µετά από ένα κατάλοιπο λευκίνης (Blackman et al. 1991). Επιπλέον, 
πεπτίδια τα οποία αναστέλουν την PfSUB-1 δεν φάνηκε να µπλοκάρουν την 
είσοδο του µεροζωϊτη στα ερυθροκύτταρα (Jean et al. 2003). Εποµένως, η 
υπόθεση που είχε διαµορφωθεί για την PfSUB-1 απορίφθηκε και οι 
πρωτεϊνες στόχοι της δεν έχουν ανιχνευθεί. 

Η PfSUB-2 είναι µία τύπου Ι µεµβρανική πρωτεϊνη που εκφράζεται 
στο στάδιο των ώριµων schizonts (στάδιο στο οποίο πολλοί µεροζωϊτες 
έχουν πολλαπλασιαστεί µέσα στα ερυθροκύτταρα) και ενδοκυτταρικά 
εντοπίζεται στα dense granules (Barale et al. 1999, Hackett et al. 1999). 
Το ένζυµο τροποποιείται µετα-µεταφραστικά σε δύο διακριτά στάδια όπου 
παράγεται αρχικά ένα θραύσµα των 74 kDa και στην συνέχεια ένα µικρότερο 
των 72 kDa (Hackett et al. 1999). Στο σύστηµα του P. berghei η PbSUB-2 
είναι απαραίτητη για την εισβολή του παράσιτου στα ερυθροκύτταρα (Uzureau 
et al. 2004). Έµµεσες ενδείξεις (Barale et al. 1999 , Hackett et al. 1999) 
και µεγάλη άµινοξική οµοιότητα στην θέση που γίνεται η δεύτερη τροποποίηση 
της MSP-1 (Barale et al. 1999, Blackman et al. 1992) µε την θέση 
αυτοκατάλυσης της SUB2 ενοχοποιούν την πρωτεάση αυτή για την παραπάνω 
λειτουργία. Σηµαντικά  στοιχεία, υποδείκνυουν ότι η ίδια πρωτεάση που 
ευθύνεται για την δεύτερη τροποποίηση του MSP-1 ευθύνεται και για την 
αποµάκρυνση του εξωκυτταρικού τµήµατος της PfAMA1 από την επιφάνεια 
του παράσιτου (Howell et al. 2003). Τέλος, κατά την προσβολή των 
επιθηλιακών κυττάρων του µεσεντέρου του κουνουπιού παρατηρήθηκε 



έκφραση της PbSUB2 στο στάδιο του ωοκινέτη (παρασιτικό στάδιο που 
εισβάλει στα επιθηλιακά κύτταρα του µεσεντέρου του φορέα) και έκκριση της 
στο κυτταρόπλασµα των προσβαλλόµενων κυττάρων (Han et al. 2000). 
Επιπροσθέτως, µε πρωτεοµική ανάλυση ανιχνεύθηκε και σε γαµετοκύτταρα 
(Florens et al. 2000). Όλα αυτά τα δεδοµένα υποδεικνύουν ένα πιθανώς 
ευρύ φάσµα λειτουργικότητας της SUB-2, πιθανή ποικιλότητα των 
υποστρωµάτων της και συµµετοχή της σε σηµαντικές βιολογικές 
αλληλεπιδράσεις του παράσιτου τόσο µε τον ξενιστή όσο και µε τον φορέα.  

Στο T. gondii έχουν επίσης ανιχνευθεί δύο subtilases. Η TgSUB-1 
αναγνωρίζεται από ένα anti-PfSUB-1 αντίσωµα, γεγονός που αποδεικνύει ότι 
τα δύο µόρια έχουν συντηρηµένη διαµόρφωση (Miller et al. 2001). Η TgSUB-
1 εντοπίζεται στα micronemes και η πρόδροµη µορφή της των 120 kDa 
πρωτεολύεται σε διάφορα προϊόντα πιθανά µε αυτοκατάλυση (Miller et al. 
2001). Ωστόσο, υποστρώµατα για το ένζυµο αυτό δεν έχουν ανιχνευθεί µέχρι 
στιγµής. 
 Η TgSUB-2 είναι µία διaµεµβρανική πρωτεϊνη η οποία εντοπίζεται στα 
rhoptries. Με αυτοκατάλυση στο Ν-άκρο της από το αρχικό µόριο των 140 
kDa προκύπτει αρχικά ένα θραύσµα των 90 kDa και τέλος ένα θραύσµα των 
85 kDa (Miller et al. 2003). Λόγω του υποκυτταρικού της εντοπισµού, την 
δηµιουργία συµπλόκου µε την ROP1 και την οµοιότητα της αλληλουχίας 
εξειδίκευσης του υποστρώµατος της µε την θέση τροποποίησης της ROP1 
πιθανολογείται ότι η TgSUB-2 είναι µία πρωτεάση υπεύθυνη για την 
τροποποίηση των πρωτεϊνών των rhoptries (Miller et al. 2003).  
 Με ανάλυση της γενωµικής βάσης δεδοµένων που µέχρι στιγµής έχει 
διαµορφωθεί για το T. gondii προβλέπεται η ύπαρξη επιπλέον 8 πιθανών 
πρωτεασών µε δραστικότητα subtilisins οι οποίες δεν έχουν χαρακτηριστεί. 
Και στο γένωµα του P. falciparum έχει ανιχνευθεί µία τρίτη subtilisin η 
PfSUB-3 η οποία δεν έχει ακόµα χαρακτηριστεί. Οι πρωτεϊνες των rhoptries 
στα είδη του Plasmodium τροποποιούνται και πιθανολογείται ότι η υπεύθυνη 
πρωτεάση για αυτές τις τροποποιήσεις είναι η PfSUB-3, γιατί οι άλλες δύο 
subtilisins που έχουν βρεθεί εντοπίζονται στα dense granules. 
 
1.4γii Rhomboid-like πρωτεάσες σερίνης. 
  
 Μία οικογένεια πολυτοπικών µεµβρανικών rhomboid-like πρωτεασών 
σερίνης έχει εντοπισθεί και είναι αρκετά συντηρηµένη στο φύλο των 
Apicomplexa. Στο T. gondii έχουν ανιχνευθεί µέχρι σήµερα πέντε γονίδια 
αυτού του τύπου πρωτεασών. Οι TgROM1-5 εµφανίζουν διαφορετικό 
πρότυπο έκφρασης κατά τον κύκλο ζωής του παράσιτου και εντοπίζονται σε 
διαφορετικά κυτταρικά διαµερίσµατα του εκκριτικού µονοπατιού. Σε 
πειράµατα όπου χρησιµοποιήθηκαν ως υποστρώµατα διαµεµβρανικές 



πρωτεϊνες των micronemes (TgMIC2, TgMIC6 και TgMIC12) και 
Rhomboid-1 της Drosophila melanogaster ή της ανθρώπινη RHDLB-2, 
αποδείχθηκε ότι οι πρωτεάσες αναγνώριζαν ως υποστρώµατα τους τις 
πρωτεϊνες των micronemes (Urban et al. 2003). Αυτά τα αποτελέσµατα 
καθιστούν πιθανούς υποψήφιους µε δραστικότητα ΜΜΡ1 τα µέλη της 
οικογένειας των rhomboid-like πρωτεασών. Οι TgROM1, TgROM2 και 
TgROM4 εντοπίζονται στα micronemes, στο Golgi και στην πλασµατική 
µεµβράνη αντίστοιχα. Σε προηγούµενη µελέτη η ΜΜΡ1 ενεργότητα είχε 
εντοπιστεί µόνιµα στην πλασµατική µεµβράνη (Optiz et al. 2002). Φαίνεται 
λοιπόν ότι στην περίπτωση αυτή η TgROM4 αποτελεί έναν ιδανικό υποψήφιο 
πρωτεάσης µε δραστικότητα ΜΜΡ1. Ωστόσο, περισσότερα πειραµατικά 
δεδοµένα απαιτούνται προκειµένου να αποσαφηνιστεί ο ρόλος αυτής της νέας 
οικογένειας πρωτεασών στα Apicomplexa.   
 
 



1.5 Αναστολείς πρωτεασών σερίνης. 
  
 Πολλοί τύποι αναστολέων πρωτεασών σερίνης έχουν αποµονωθεί και 
χαρακτηριστεί σε µοριακό και βιοχηµικό επίπεδο. Στα ασπόνδυλα οι καλύτερα 
µελετηµένοι αναστολείς είναι αυτοί της αιµολέµφου των αρθρόποδων (Kanost, 
et al 1999) και ορισµένων καρκινοειδών. Οι αναστολείς αυτοί έχουν 
κατηγοριοποιηθεί σε διάφορες οικογένειες ανάλογα µε την αµινοξική τους 
αλληλουχία και τον τρόπο που αναστέλουν. Οι οικογένειες που έχουν 
διαµορφωθεί είναι η Kazal, η Kunitz, η α2-macroglobulin και τέλος η 
υπεροικογένεια των σερπινών στην οποία θα γίνει εκτεταµένη αναφορά λόγω 
της χρήσης στην µελέτη του ρόλου των πρωτεασών TgSUB-2, PbSUB2 και 
PfSUB-1. 
 
1.5α Η υπεροικογένεια των σερπινών (Serine Protease Inhibitors) . 
 
 Η υπεροικογένεια των σερπινών συνιστά µία πολύ µεγάλη οµάδα 
αναστολέων πρωτεασών σερίνης. Οι πρωτεϊνες αυτές έχουν την ίδια 
συντηρηµένη δοµή και  ίδιο µηχανισµό δράσης, όπου ενεργούν ως αυτοκτονικά 
υποστρώµατα πρωτεασών σερίνης (Potempa et al. 1994).  
 Η ανασταλτική τους δράση ενεργοποιείται µετά από ένα πρωτεολυτικό 
κόψιµο ενός δεσµού προκαλώντας σηµαντικές αλλαγές στην διαµόρφωσή τους 
(εικόνα 5). Η ενεργή διαµόρφωση των σερπινών χαρακτηρίζεται από µία 
συντηρηµένη δευτεροταγή δοµή τριών β-φύλλων και τυπικά εννέα α-ελικών 
(Stein et al. 1995). Το εκτεθειµένο καρβοξυτελικό τους άκρο (reactive site 
loop ή RSL), προσαρµοσµένο µεταξύ των β-φύλλων Α και C είναι ένα 
εκτεθειµένο εύκαµπτο τµήµα αµινοξικών καταλοίπων. Η περιοχή αυτή δρα ως 
δόλωµα µιµούµενη την θέση πρωτεόλυσης του δεσµού Ρ1-Ρ1΄που 
αναγνωρίζουν οι πρωτεάσες στόχοι της σερπίνης.  
 Στην κυρίως δοµική διαµόρφωση των σερπινών (native state) η RSL είναι 
εκτεθειµένη και εύκολα προσιτή από τις πρωτεάσες (εικόνα 5A). Με κόψιµο 
του προσβάσιµου δεσµού της RSL, όταν η σερπίνη αλληλεπιδρά µε την 
πρωτεάση στόχο της, η δοµή του RSL εισέρχεται µέσα στο Α β-φύλλο. Το 
κόψιµο του δεσµού αυτού σχετίζεται µε µία αύξηση στην σταθερότητα, λόγω 
αλλαγής στην διαµόρφωση του µορίου σε µία πιο χαλαρή κατάσταση (R) 
(εικόνα 5E). Η αλλαγή αυτή απαιτείται για να δράσει η σερπίνη ανασταλτικά. 
Μία εναλλακτική χαλαρή διαµόρφωση που έχει παρατηρηθεί είναι η 
λανθάνουσα διαµόρφωση (εικόνα 5B) όπου η RSL εισάγεται µέσα στο Α β-
φύλλο µε αποτέλεσµα τµήµα του C β-φύλλου να εξάγεται προς τα έξω. Σε 
αυτήν την λανθάνουσα µορφή οι σερπίνες δεν έχουν ανασταλτική δράση 
µπορούν όµως να επανέλθουν στην κύρια διαµόρφωση µετά από διαδικασίες 
αποδιάταξης και επαναδίπλωσης τους. Αντίθετα, οι σερπίνες στις οποίες έχει 



κοπεί ο δεσµός της RSL περιοχής δεν µπορούν να ξαναενεργοποιηθούν 
(εικόνα 5C).  
 Ο ανασταλτικός µηχανισµός συνεπάγεται την δηµιουργία ενός πολύ 
σταθερού (SDS-σταθερού) και µη αναστρέψιµου συµπλόκου σερπίνης-
πρωτεάσης. Η πρωτεάση αρχικά σχηµατίζει ένα µη-οµοιοπολικά συνδεδεµένο 
σύµπλοκο µε την σερπίνη (Michaelis-like complex), αλληλεπιδρώντας µε τα 
κατάλοιπα της RSL που περιβάλουν την θέση πρωτεόλυσης του δεσµού Ρ1-
Ρ1΄. Με προσέγγιση του Ρ1-Ρ1΄ δεσµού από την πρωτεάση, σχηµατίζεται ένα 
ακυλιωµένο ενδιάµεσο µεταξύ του Ρ1 καταλοίπου της σερπίνης και της 
ενεργής σερίνης της πρωτεάσης και τελικά επακολουθεί κόψιµο του δεσµού 
αυτού (Gettins et al. 1996). Στο σηµείο αυτό η RSL περιοχή εισέρχεται µέσα 
στο Α β-φύλλο συµπαρασύροντας µαζί της και την πρωτεάση. Έτσι, η 
πρωτεάση µετακινείται κατά 70 Α0 και το ενεργό της κέντρο παραµορφώνεται 
λόγω συµπίεσης της προς την βάση της σερπίνης (εικόνα 5E). Με αυτόν τον 
τρόπο επιτυγχάνεται η κινητική παγίδευση του ακυλιωµένου ενδιάµεσου. Εάν, 
η µετακίνηση της RSL παρεµποδιστεί, η πρωτεάση µπορεί επιτυχώς να 
ολοκληρώσει την πρωτεόλυση του Ρ1-Ρ1΄ πραγµατοποιώντας και το στάδιο 
της απακετυλίωσης. Σε µία τέτοια περίπτωση η πρωτεάση απελευθερώνεται 
και η σερπίνη έχει µετατραπεί σε ένα µόριο που έχει χάσει την ανασταλτική 
του δράση. 

 
 Εικόνα 5: Η RSL υποδεικνύεται µε µπλε. Οι 9 α-έλικες (hA-hI) µε γκρι. Τα 3 β-φύλλα µε κόκκινο (Α), µε
πράσινο (Β) και κίτρινο (C) αντίστοιχα. Στις εικόνες 5D&Ε η πρωτεάση που αλληλεπιδρα µε την σερπίνη
υποδεικνύεται µε γαλάζιο. Α. Σερπίνη σε native µορφή µε την RSL εκτεθειµένη. Β. Σερπίνη σε λανθάνουσα
µορφή όπου η RSL έχει εισέρθει µέσα στο Α β-φύλλο. C. Κοµµένη και ανενεργή σερπίνη. D. Σύµπλοκο
Michaelis που σχηµατίζεται πριν το πρωτεολυτικό κόψιµο στον Ρ1-Ρ1΄δεσµό. Ε. Παγιδευµένη πρωτεάση σε
σταθερό σύµπλοκο µε την σερπίνη. 

 
 
 
 
 Πολλές περιοχές των σερπινών που έχουν περιγραφεί εµπλέκονται στην 
ρύθµιση της εισαγωγής του RSL µέσα στο Α β-φύλλο και στις αλλαγές της 
διαµόρφωσης του µορίου (Irving et al. 2000). Η περιοχή των Ρ15-Ρ9 
κατάλοιπων της RSL, παρέχει στην σερπίνη την απαραίτητη κινητικότητα για 
την αλλαγή της διαµόρφωσης της στην R κατάσταση (Hopkins et al. 1993). 



Ένα µοτίβο (breach point) που εντοπίζεται στο πάνω όριο του Α β-φύλλου, 
αποτελεί το σηµείο εισόδου της RSL περιοχής. Τέλος, µία περιοχή  κοντά στο 
κέντρο του A β-φύλλου (shutter) συµβάλει µαζί µε την breach περιοχή στο 
άνοιγµα του Α β-φύλλου και περιβάλλει την εισερχόµενη RSL. 
Αντικαταστάσεις αµινοξέων στις παραπάνω περιοχές ή µεταλλαγές 
ελλείψεων επηρεάζουν την αποτελεσµατικότητα των αλλαγών διαµόρφωσης 
του µορίου (Silverman et al. 2001). Αντίθετα, µε µεταλλαγές στην θέση Ρ1 
ενδέχεται να αλλάξει η πρωτεάση στόχος της σερπίνης (Silverman et al. 
2001).  
 Μέχρι σήµερα, µέλη της οικογένειας των σερπινών έχουν βρεθεί σε ίους 
και σε πολλούς ευκαρυωρικούς οργανισµούς, (φυτά, νηµατώδεις, αρθρόποδα 
και σπονδυλωτά), αλλά δεν έχουν ανιχνευθεί στα πρόκαρυωτικα και στον 
σακχαροµύκητα (Irving et al. 2000). Τα µέλη της οικογένειας αυτής ανάλογα 
µε την αµινοξική τους αλληλουχία, τα κοινά βιολογικά χαρακτηριστικά που 
παρουσιάζουν και δεδοµένα φυλογενετικών µελετών έχουν κατηγοριοποιηθεί 
σε πολλές υποοµάδες (Silverman et al. 2001). Πρόσφατα, στο κουνούπι 
Αnopheles gambiae ανιχνεύθηκε ο γενωµικός τόπος SRPN10 ο οποίος 
κωδικοποιεί τέσσερις ισοµορφές σερπινών τις CAM, FCM, KRAL και RCM 
(Danielli et al. 2003). Οι σερπίνες αυτές δηµιουργούνται µε εναλλακτικό 
µάτισµα και διαφέρουν στο C-άκρο τους, δηλαδή στην περιοχή όπου 
εντοπίζεται η RSL. Όλες οι ισοµορφές εκφράζονται στα περικαρδικά κύτταρα 
και στα αιµοκύτταρα όπου υποκυτταρικά εντοπίζονται στο κυτταρόπλασµα και 
στον πυρήνα αυτών των κυττάρων. Επιπλέον, εκφράζονται και στο µεσέντερο 
του κουνουπιού όπου στην περίπτωση αυτή εντοπίζονται στον πυρήνα των 
κυττάρων του.  
 Η µεγάλη οµοιότητα των τεσσάρων αυτών σερπινών µε τις ov-σερπίνες 
(ovalbumin serpins) σε συνδυασµό µε το ότι πολλές από τις ον-σερπίνες 
εµπλέκονται στην άµυνα των οργανισµών αναστέλωντας µικροβιακές ή ιϊκές 
πρωτεάσες, οδήγησε στην υπόθεση ότι τα µόρια αυτά δρουν πιθανά ως 
αντιµικροβιακοί παράγοντες στο κουνούπι. Αποδείχθηκε, ότι τα µεταγραφικά 
επίπεδα των σερπινών του Αnopheles gambiae επηρεάζονταν οριακά µετά 
από µόλυνση του µε βακτήρια. Ωστόσο, τα επίπεδα παραγωγής σε δύο 
ισοµορφές, της KRAL και της RCM υπερυθµίζονταν µετά από διαµόλυνση του 
κουνουπιού µε το παράσιτο P. berghei.  
 Σε πρόσφατη µελέτη κατασκευάσθηκε µία τροποποιηµένη σερπίνη η α1-
PDX  µε τροποποιηµένη την RSL περιοχή της έτσι ώστε να αναστέλει την 
furin πρωτεάση που ανήκει στην οικογένεια των subtilisins (Jean et al. 
1998). Η furin µεταφέρεται µέσα από το δίκτυο του trans-Golgi όπου 
πρωτεολύει ένα ευρύ φάσµα µορίων στα κύτταρα των θηλαστικών 
(Nakayama, 1997). Επιπροσθέτως, η πρωτεολυτική δράση της απαιτείται για 
την ενεργοποίηση πολλών παθογόνων µορίων. Για παράδειγµα πολλές ιϊκές 



γλυκοπρωτεϊνες όπως η HIV-1 gp160 και η HCΜV χρειάζεται να 
τροποποιηθούν από την ενδογενή furin προκειµένου να εγκαθιδρυθεί η 
µόλυνση από τους ιούς (Nakayama, 1997). ∆οκιµές της ανασταλτικής δράσης 
της α1-PDX  (Jean et al. 2000α) έδειξαν ότι πρόκειται  για έναν πολύ 
εξειδικευµένο αναστολέα έναντι της furin, που δεν προκαλεί τοξικότητα στα 
κύτταρα και µειώνει σηµαντικά την µόλυνση που προκαλείται από τον HCMV 
ιό. Η µοριακή τροποποίηση σερπινών είναι πιθανό να οδηγήσει σε µόρια µε 
ιατροφαρµακευτικές ιδιότητες µιας και οι πρωτεολυτικοί µηχανισµοί είναι 
εξαιρετικά σηµαντικοί σε ένα ευρύ φάσµα βιολογικών διεργασιών.      
  
 
 ΣΚΟΠΟΣ 
 
 Στην εργασία αυτή πραγµατοποιήθηκε µεταλλαξογένεση της CAM 
σερπίνης του φορέα της ελονοσίας Αnopheles gambiae. Η RSL της σερπίνης 
µεταλλάχθηκε µε τέτοιο τρόπο ώστε να αποτελεί δόλωµα για τις πρωτεάσες 
TgSUB-2, PbSUB2 και PfSUB-1. Ο ρόλος των πρωτεασών αυτών δεν έχει 
αποσαφηνιστεί ακόµη, αν και υπάρχουν πολυ σηµαντικές ενδείξεις ότι τα 
µόρια αυτά ευθύνονται για κρίσιµα πρωτεολυτικά φαινόµενα κατά την 
διαδικασία της εισβολής του παράσιτου στα κύτταρα. 
 Η στρατηγική σηµασία της µεταλλαξογένεσης είναι η δηµιουργία πιθανών 
εξειδικευµένων αναστολέων για τις πρωτεάσες αυτές. Η κατασκευή ενός 
αναστολέα µπορεί να αποτελέσει πολύ χρήσιµο εργαλείο για την µελέτη τους. 
Επιπλέον, ενδεχόµενη ανασταλτική δράση των πρωτεασών αυτών µπορεί να 
µπλοκάρει ή τουλάχιστον να καθυστερεί την διαδικασία εισόδου του 
παράσιτου στα κύτταρα στόχους του παρέχοντας στο ανοσοποιητικό σύστηµα 
του ξενιστή το απαραίτητο χρονικό διάστηµα να αποκριθεί εµποδίζοντας την 
µετάδοση της ασθένειας. 
 Σε προηγούµενη µελέτη πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα in vitro αναστολής 
πρωτεασών που στοχεύονταν από την σερπίνη CAM (Danielli et al. 2003). 
Ανάµεσα στις διάφορες πρωτεάσες που δοκιµάστηκαν βρέθηκε ότι η CAM 
ήταν πολύ ισχυρός αναστολέας βακτηριακών subtilisins. Λόγο του ότι οι 
TgSUB-2, PbSUB2 και PfSUB-1 ανήκουν και αυτές στην οικογένεια των 
subtilisins, η CAM θεωρήθηκε ένας πολύ καλός υποψήφιος για την 
κατασκευή εξειδικευµένων αναστολέων µε µοριακή τροποποίηση της RSL 
περιοχής της. Η προσέγγιση αυτή ενισχύεται και από το γεγονός του ότι στο 
παρελθόν υπήρξαν βιβλιογραφικές αναφορές εξειδικευµένου αναστολέα της 
furin, µίας πρωτεάσης που ανήκει στην υπέρ-οικογένεια των subtilisins 
(Dahlen et al. 1998, Jean et al. 1998, Jean et al. 2000a), από σερπίνη 
µοριακά τροποποιηµένη στην RSL περιοχή. 



 
 
 
 
 

Αποτελέσµατα 
 
 



2. Αποτελέσµατα. 
 
2.1 Κατασκευή του SAD αναστολέα της PfSUB1 µε µεταλλαξογένεση της 
CAM σερπίνης.  
 

Με µελέτες που έχουν γίνει για την PfSUB1 έχουν υπάρξει πολλά 
δεδοµένα για την δοµή της, τον τρόπο που τροποποιείται µετα-µεταφραστικά 
και την εξειδίκευση του υποστρωµατός της. Η  έκφραση της PfSUB1 
παρατηρείται µόνο στα παρασιτικά στάδια του αίµατος του ξενιστή, ενώ 
υποκυτταρικά εντοπίζεται στα dense granules. Μέχρι σήµερα ο λειτουργικός 
της ρόλος και τα φυσιολογικά της υποστρώµατα δεν έχουν βρεθεί. Φαίνεται 
ότι το µόριο αυτό πιθανά δεν έχει εξωκυτταρική λειτουργία γιατί 
απελευθερώνεται κατά την εισβολή του παράσιτου σε µία διαλυτή κοµµένη 
µορφή (Blackman et al. 1998). Η µόνη υπόθεση που υφίσταται µέχρι στιγµής 
είναι ότι πιθανά εµπλέκεται στην τροποποίηση πρωτεϊνών που εκκρίνονται 
και παίζουν ρόλο στην είσοδο του παράσιτου στο κύτταρο. 

Η PfSUB1 έχει παραχθεί και αποµονωθεί σε καθαρή ενεργή µορφή 
χρησιµοποιώντας για την έκφραση της το σύστηµα του ραβδοϊού (baculovirus) 
και τροποποιώντας κατάλληλα πρωτόκολλα έτσι ώστε να αποφευχθεί η 
γλυκοζυλίωση της που καθιστούσε το µόριο ανενεργό. Η αποµόνωση της σε 
καθαρή ενεργή µορφή επέτρεψε τον προσδιορισµό πιθανών πεπτιδικών 
υποστρωµάτων καθώς και την ανάπτυξη δοκιµασιών ενεργότητας. 
Χρησιµοποιώντας αυτήν την πληροφορία προχωρήσαµε στην κατασκευή του 
αναστολέα SAD. Η περιοχή γύρω από τα Ρ1-Ρ1’ κατάλοιπα της RSL της CAM 
τροποποιήθηκε µε βάση την αλληλουχία του πεπτιδίου Val-Ser-Ala-Asp*Asn 
(εικόνα2.1i) το οποίο αναγνωρίζεται και κόβεται από την καθαρισµένη 
PfSUB1. 

Για την κατασκευή του SAD αναστολέα χρησιµοποιήθηκαν ειδικοί 
εκκινητές. Ο ένας εκ των δύο έφερε την µετάλλαξη για την αλλαγή των 
αµινοξέων 341-354 µεταξύ των οποίων βρίσκεται ο δεσµός P1-P1΄ που 
πρωτεολύεται στην RSL της CAM. Με αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 
(PCR) όπου χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα η αλληλουχία της CAM αποµονώθηκε 
το τµήµα του DNA, µεγέθους ~100bp που έφερε την µεταλλαγή. Μετά από 
διαδοχική πέψη µε χρήση των περιοριστικών ενζύµων AgeI και HindIII ο 
πλασµιδιακός φορέας στον οποίο είχε κλωνοποιηθεί η CAM και το 
αποµονωµένο τµήµα DNA µε την SAD µεταλλαγή διασυνδέθηκαν (ligation). 
Οι αποικίες που επιλέχθηκαν λόγω ανθεκτικότητας τους στο αντιβιοτικό της 
αµπικιλίνης (Αmp) ελέγχθηκαν για τον αν φέρουν την µεταλλαγή µέσω 
πέψεων µε περιοριστικά ένζυµα (εικόνα 2.1ii) και τελικά µε αλληλούχιση 
(sequencing).   

 



                                                     
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                 εικόνα 2.1i 
Τροποποίηση του RSL  της CAM σε SAD. 
 
  V    M    M     T    C     A    M    I     M     Y    P    M    F   T  
GTG  ATG   ATG   ACG   TGC  GCA  ATG  ATT    ATG  TAC   CCT  ATG  TTT  ACG 
 
   L     V      S     A     D     N     I     D     I      S   G 
CTG   GTG   TCG   GCG   GAC   AAC   ATA  GAT  ATC  TCC  GGT         
 
 
 
                                                                Ν-                                                           -C 
 
                                                                Ν-                                                           -C 
                                                                                                                *          *            
                                                                                                                      ΑgeI    HindIII 

SAD CAM

CAM

 
Εικόνα 2.1ii 
 

 

Πέψη αποµονωµένου πλασµιδιακού DNA για την
ανίχνευση του θετικού κλώνου pQE30/SAD. To DNA
επωάστηκε µε τα ένζυµα BamΗI & BglII τα οποία
κόβουν τα ένθεµα SAD (~1100bp) στα δύο άκρα, ενώ
παράλληλα έγινε και µία πέψη ελέγχου (C) µε τα ίδια
ένζυµα για την κατασκευή pQE30/CAM (C) η οποία δεν
κόβεται από την BglII. Οι θετικοί κλώνοι SAD 10 & 23
που αποµονώθηκαν ελέγχθηκαν µε sequencing.  

 
 
2.2 ‘Εκφραση και καθαρισµός του SAD αναστολέα. 
 
 Προκειµένου να πραγµατοποιηθούν in vitro πειράµατα αναστολής 
ακολούθησε προσπάθεια αποµόνωσης της SAD πρωτεϊνης σε διαλυτή ενεργή 
µορφή. Η µεταλλαγµένη σερπίνη SAD κλωνοποιήθηκε σε κατάλληλο φορέα 
(pQE30) ο οποίος φέρει στο 5’ άκρο της περιοχής του πολυσυνδετή 
(polylinker) την αλληλουχία του επίτοπου έξι καταλοίπων ιστιδίνης (6His 
tag). Με αυτό τον τρόπο τοποθετείται ο επίτοπος στο Ν-άκρο της 
πρωτεϊνης, έτσι ώστε να αποφευχθεί οποιαδήποτε δοµική επίδραση στην 
RSL. To στέλεχος που χρησιµοποιήθηκε για την έκφραση της SAD ήταν το 
Μ15(pRep4), το οποίο παρουσία καναµυκίνης διατηρεί ως επίσωµα το pRep4 
πλασµίδιο µε αποτέλεσµα να καταστέλεται η µεταγραφή του γονιδίου προς 
έκφραση µέχρι την στιγµή που προστίθεται στα κύτταρα IPTG. Τέλος, µε 
ανοσοαποτύπωση όπου χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα anti-σερπίνης 



αποδείχθηκε ότι η παραγώµενη SAD δεν υφίσταται κανένα είδος 
πρωτεολυτικής τροποποίησης στα βακτηριακά εκχυλίσµατα (εικόνα 2.2ii). 

Η αποµόνωση της πρωτεϊνης έγινε µε Ni+2-NTA χρωµατογραφία 
συγγένειας. Τα αποτελέσµατα καθαρισµού της πρωτεϊνης δεν ήταν πολύ 
ικανοποιητικά και παρά τις πολλαπλές προσπάθειες δεν καταφέραµε να 
έχουµε εντελώς καθαρή SAD πρωτεϊνη (εικόνα 2.2i). 
 

Εικόνα 2.2i : Προσπάθεια καθαρισµού
της SAD µε Ni+2-NTA σφαιρίδια.  
-/+: δείγµατα προ και µετά επαγωγής
µε IPTG. m: marker. sup: το
υπερκείµενο του κυτταρικού
εκχυλίσµατος που φορτώνεται στην
κολώνα. 1-9: κλάσµατα έκλουσης της
SAD µε 5, 10, 15, 20, 25, 40, 60, 80
και 100mM συγκεντρώση ιµιδαζολίου
αντίστοιχα. 
15µl από κάθε δείγµα
ηλεκτροφορήθηκαν σε 15% πήκτωµα
SDS-ακρυλαµίδις και αναλύθηκαν µετά
από βαφή του πηκτώµατος µε giemsa.  

 
 Τα προβλήµατα που αντιµετωπίσαµε ήταν η χαµηλή συγκέντρωση της 
πρωτεϊνης στο διαλυτό κλάσµα και η συγκέντρωση κυρίως σε σωµατίδια 
έγκλεισης (inclusion bodies). Λόγω του ότι η αποµόνωση της πρωτεϊνης από 
το διαλυτό κλάσµα θα εξασφάλιζε την δοµική της ακεραιότητα και 
κατ’επέκταση την λειτουργικότητα της µειώσαµε την θερµοκρασία στην οποία 
γίνεται η επαγωγή στους 22-300C και την ποσότητα του IPTG στα 0,1mM, 
έτσι ώστε να αυξήσουµε την συγκέντρωση της πρωτεϊνης στο διαλυτό κλάσµα. 
Επιπλέον, για να αυξήσουµε το ποσό της αποµονωµένης σερπίνης αυξήσαµε 
τον όγκο της καλλιέργειας στα 6lt και χρησιµοποιήσαµε όσο το δυνατόν 
λιγότερη ποσότητα σφαιριδίων Ni+2-NTA στην κολώνα αποµόνωσης. Ένα 
επιπρόσθετο πρόβληµα που εντοπίστηκε ήταν η µη αποτελεσµατική πρόσδεση 
της πρωτεϊνης στα Ni+2-NTA σφαιρίδια. Πιθανά η δοµή του Ν-άκρου στην 
οποία έχει προστεθεί ο 6xHis επίτοπος εµποδίζει την αποτελεσµατική 
πρόσδεση της πρωτεϊνης στην κολώνα ενώ παράλληλα, εντοπίζετaι και µη 
εξειδικευµένη πρόσδεση πρωτεϊνών. Προκειµένου να αντιµετωπιστούν τα 
προβλήµατα αυτά το κυτταρικό εκχύλισµα επωάστηκε µε Triton και πριν την 
φόρτωση του στην κολώνα προστάθηκε β-Mercaptoethanol, ενώ στα 
διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν προστέθηκε γλυκερόλη.  
 



 

Εικόνα 2.2ii: ανοσοαποτύπωση της αποµόνωσης της
SAD πρωτεϊνης. -/+:δείγµατα προ και µετά επαγωγής
µε IPTG. Α, Β, G: κλάσµατα έκλουσης της SAD µε 10,
20 και 250mM συγκέντρωσης ιµµιδαζολίου αντίστοιχα.
Για την ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιήθηκε anti-
σερπίνης αντίσωµα προκειµένου να ανιχνευθεί η
αποµονωµένη σερπίνη. Στα κλάσµατα έκλουσης Α, Β, G
ανιχνεύεται µόνο η SAD γεγονός που υποδεικνύει ότι η
πρωτεϊνη δεν υφίσταται κανένα είδος πρωτεολυτικής
τροποποίησης στα δειγµατα αυτά. Ωστόσο στα
βακτηριακα εκχυλίσµατα - & + πιθανά να έχουµε µερική
πρωτεόλυση της SAD.  

 
Η σερπίνη SAD έχει σταλεί στα εργαστήριο του M. J. Blackman έτσι 

ώστε να ελεγχθεί για την ανασταλτική της δράση έναντι της PfSUB1 µε τις 
κατάλληλες δοκιµασίες και µε χρήση φθορίζοντων υποστρωµάτων που έχουν 
αναπτυχθεί στο εργαστήριο αυτό.   
 
2.3 Κατασκευή του LGI αναστολέα της PbSUB2 µε µεταλλαξογένεση της 
CAM σερπίνης.  
 

Η SUB-2 πρωτεάση ανακαλύφθηκε αρχικά στο Plasmodium falciparum 
και στην συνέχεια σε επόµενες µελέτες στο Plasmodium berghei αλλά και σε 
πολλά άλλα είδη του γένους αυτού. Πρόκειται για µία διαµεµβρανική τύπου Ι 
πρωτεάση που τροποποιείται µετα-µεταφραστικά σε δύο βήµατα, πιθανά µε 
αυτοκατάλυση. Υποκυτταρικά εντοπίζεται και αυτή στα dense granules. Αν 
και έχει ενοχοποιηθεί ως ένα πολύ σηµαντικό µόριο για την διαδικασία της 
εισβολής του παράσιτου στα κύτταρα στόχους του η λειτουργία της παραµένει 
άγνωστη µέχρι στιγµής.  

Η SUB-2 πρωτεάση δεν έχει παραχθεί σε καθαρή ενεργή µορφή, 
γεγονός που δεν επιτρέπει την in vitro µελέτη της ενζυµικής της 
ενεργότητας καθώς και τον προσδιορισµό κάποιων πιθανών υποστρωµάτων 
όπως έγινε στην περίπτωση της PfSUB1. Λόγω του µεγάλου περιεχόµενου 
του γονιδιώµατος του Plasmodium σε ΤAs (~82%) τα παρασιτικά γονίδια δεν 
εκφράζονται ικανοποιητικά σε ετερόλογα συστήµατα έκφρασης. Το πρόβληµα 
αυτό στην περίπτωση της PfSUB1 επιλύθηκε µε την αλλαγή του 
νουκλεοτιδικού περιεχοµένου του αντίστοιχου γονιδίου και τον εµπλουτισµό 
του σε GCs µέσω µίας διαδικασίας αναδόµησης  (gene restsucturing 
technique) που βασίστηκε σε ολιγονουκλεοτίδια. Από αυτό το αναδοµηµένο 
γονίδιο έγινε τελικά δυνατό να πaραχθεί ικανοποιητικά PfSUB1 πρωτεϊνη 
(Withers-Martinez et al.1999). Αντίστοιχες προσπάθειες αναδόµησης έχουν 
γίνει και για την PfSUB2. Παρ’όλα αυτά όµως προσπάθειες να παραχθεί 



PfSUB2 από αυτό το αναδοµηµένο γονίδιο σε µία σειρά συστηµάτων έκφρασης 
(βακτηριακό, COS και HepG2 κύτταρα, σύστηµα ραβδοϊού και ζυµοµύκητα) 
κατέληξαν όλες σε παραγωγή αδιάλυτης, ανενεργής πρωτεάσης. Επίσης, 
προσπάθειες δικές µας να παράγουµε PfSUB2 πεπτίδια από κοµµάτια DNA 
που προέρχονταν από τον αναδοµηµένο cDNA κλώνο της PfSUB2 σε 
κύτταρα κουνουπιού χρησιµοποιώντας επαγώγιµα συστήµατα έκφρασης 
κατέληξαν σε αποτυχία.  

Η έλλειψη καθαρής πρωτεάσης, δοκιµασίας ενεργότητας και η µη 
γνώση ενός πιθανού υποστρώµατος για την SUB-2 κάνει εξαιρετικά δύσκολη 
την προσέγγιση που επιλέχθηκε στην περίπτωση της PfSUB1. Για τούτο στην 
περίπτωση αυτή επιλέξαµε να τροποποιήσουµε την περιοχή της RSL της 
CAM µε βάση την παραδοχή ότι η θέση της δεύτερης πρωτεόλυσης της MSP-
1 είναι µία πιθανή θέση υποστρώµατος της SUB-2. Η θέση αυτή 
προσδιορίζεται στην εικόνα 2.3i για την περίπτωση της δεύτερης 
τροποποίησης της MSP-1 του P. berghei µε τα κατάλοιπα L-G στις θέσεις Ρ1-
Ρ1’. Τα κατάλοιπα αυτά είναι επίσης συµβατά µε το ότι οι subtilisins της 
οικογένειας των πυρολυσίνων, όπου οι πλασµωδιακές subtilisins ανήκουν 
προτιµούν γενικώς υδρόφοβα αµινοξέα (όπως η λευκίνη) στην θέση Ρ1. Η 
τροποποίηση συνεπώς της CAM µε την εισαγωγή της πεπτιδικής αλληλουχίας 
της δεύτερης τροποποίησης της MSP-1 του P. berghei µπορεί να οδηγήσει 
στην κατασκευή µίας άντι-PbSUB2 σερπίνης. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Για την κατασκευή της LGI πραγµατοποιήθηκε PCR µε Taq πολυµεράση 
και εκκινητές που σχεδιάστηκαν κατάλληλα προκειµένου να αποµονωθεί το 
επιθυµητό τµήµα του DNA από την RSL της CAM µε την µεταλλαγή.  Το 
τµήµα αυτό ενσωµατώθηκε στον γραµµικό πλασµιδιακό φορέα Τopo-ΤΑ, ο 
οποίος φέρει poly-Τ 3΄άκρα. Με επιλογή άσπρων, ανθεκτικών στην Amp 

                                                                                        Εικονα 2.3i 
Τροποποίηση του RSL  της CAM σε LGI.                      
 
  V    M    M     T    C     A    M    I     M     Y    P    M    F   T  
GTG  ATG   ATG   ACG   TGC  GCA  ATG  ATT    ATG  TAC   CCT  ATG  TTT  ACG 
 
   S     M      D      L    L     G     I     D     P    K   H 
TCG   ATG    GAT     CTG   CTC  GGA   ATT  GAT  CCG  AAA  CAT         
 
 
 
                                                                Ν-                                                           -C 
 
                                                                Ν-                                                           -C 
                                                                                                                
                                                                                                               *          * 
                                                                                                                       ΑgeI    HindIII 

LGI CAM

CAM



αποικιών επιλέγχθηκαν οι πιθανά θετικοί κλώνοι. Με περαιτέρω ανάλυση 
τους µε πέψεις περιοριστικών ενζύµων και αλληλούχιση επιλέχθηκε ο 
κλώνος Τopo-TA/LGI. Ακολούθησε διαδοχική πέψη µε τα περιοριστικά 
ένζυµα AgeI  και HindIII, του πλασµιδιακού φορέα στον οποίο είχε 
κλωνοποιηθεί η CAM και του Τopo-TA/LGI. Το LGI ένθεµα και ο φορέας 
της CAM διασυνδέθηκαν. Στην συνέχεια οι αποικίες που επιλέχθηκαν λόγω 
ανθεκτικότητας τους στην Αmp ελέγχθηκαν για τον αν φέρουν την µεταλλαγή 
µέσω πέψεων µε περιοριστικά ένζυµα (εικόνα 2.3ii) και αλληλούχιση 
(sequencing).  
 
εικόνα 2.3ii 

 
 
 Προκειµένου να πρ
απαραίτητη η έκφραση και η
χρησιµοποιήθηκε για την έ
παρουσία καναµυκίνης δι
αποτέλεσµα να καταστέλετ
την στιγµή που προστίθε
κλίµακας αποµόνωση της L
πρωτεόλυση της LGI στ
προχωρήσαµε σε ανοσοαπ
σερπίνης, όπου χρησιµοπο
διευκρινιστεί εαν η παραγώ
τροποποίησης στα βακτηρι
αυτή αποδείχθηκε ότι η 
πρωτεολυτικής τροποποίησ
σε έκφραση και αποµόνωση 
 

Πέψη πλασµιδιακού DNA µε τα περιοριστικά ένζυµα
ΒamHI & BglII τα οποία κόβουν στα άκρα του ενθέµατος
(~1100bp)  της pQE30/LGI κατασκευής. 
C: πέψη ελέγχου όπου τo DNA της κατασκευής
pQE30/CAM επωάστηκε µε τα ίδια ένζυµα. Η κατασκευή
αυτή δεν κόβεται από το ΒglII ένζυµο. 
LGI: Ο θετικός κλώνος LGI αναλύθηκε περαιτέρω µε
sequencing. 
οχωρήσουµε σε περαιτέρω πειράµατα κρίνεται 
 αποµόνωση του αναστολέα LGI. To στέλεχος που 
κφραση της LGI ήταν το Μ15(pRep4), το οποίο 
ατηρεί ως επίσωµα το pRep4 πλασµίδιο µε 
αι η µεταγραφή του γονιδίου προς έκφραση µέχρι 
ται στα κύτταρα IPTG. Αρχικά, έγινε µικρής 
GI µε Ni+2-NTA σφαιρίδια, όπου φάνηκε πιθανή 
ο βακτηριακό εκχύλισµα. Για αυτόν τον λόγο 
οτύπωση της µικρής κλίµακας αποµόνωσης της 
ιήθηκε αντίσωµα anti-σερπίνης προκειµένου να 
µενη LGI υφίσταται κάποιο είδος πρωτεολυτικής 
ακά εκχυλίσµατα (εικόνα 2.3iii). Με την ανάλυση 
παραγώµενη LGI δεν υφίσταται κανένα είδος 
ης γεγονός που µας επιτρέπει να προχωρήσουµε 
της LGI σε µεγάλη κλίµακα. 



 
 
 
 
   
 
2.4 Κατασκευή του EAP αναστολέα 
CAM σερπίνης. 
 
 Το γονίδιο που κωδικοποιεί 
οµολογίας του µε το ενεργό κέντρο 
2003). Η αµινοξική αλληλουχία του 
PfSUB2. Η  TgSUB2 είναι και αυτή
Πρόσφατα δεδοµένα υποδεικνύουν ότ
ρόλο στην τροποποίηση των πρωτεϊν
τροποποιήσεων δεν έχει ανιχνευθεί γ
πρωτεολύεται µετά την θέση SFVE 
που προβλέπεται η ιδιότητα αυτοκα
rhoptries πρωτεϊνες που προαναφέρ
στις περιοχές που προβλέπεται η
Μεταλλαγµατα της TgSUB2 σε αυτ
trans από την ενδογενή TgSUB2
µετασχηµατισµό (Miller et al
ανοσοκατακρήµνισης δείχνουν ότι η
ROP1, γεγονός που υποδηλώνει ότι π
ένζυµο της ROP1 (Miller et al 200
δεδοµένα απαιτούνται για την διευκρίν

Ο αναστολέας της ΕΑΡ σχεδ
περιοχή την αλληλουχία τροποποί
µετάλλαγµένο τµήµα του RSL της CA
πολυµεράση προστέθηκαν A άκρα κα
T φορέα. Τελικά, το ΕΑΡ ένθεµα κλω
CAM όπως και στις δύο προηγούµ
 

Εικόνα 2.3iii: Ανοσοαποτύπωση της µικρής κλίµακας
αποµόνωσης της LGI. -/+: προ και µετά επαγωγής δείγµατα.
Α&α:υπερκείµενο και Ni+2-NTA σφαιρίδια µετά από  2 hrs
επώασηs της LGI µε τα σφαιρίδια αντίστοιχα. Β&b:υπερκείµενο
και Ni+2-NTA σφαιρίδια µετά το πρώτο πλύσιµο (50mM NaH2PO4

& 150mM NaCl pH:8) αντίστοιχα.          G&10&20&250: Ni+2-
NTA σφαιρίδια και κλάσµατα έκλουσης µε 10, 20, 250mM
συγκέντρωσης ιµµιδαζολίου αντίστοιχα.   Για την ανοσοαποτύπωση
χρησιµοποιήθηκε anti-σερπίνης αντίσωµα προκειµένου να
ανιχνευθεί η αποµονωµένη σερπίνη. Στα δείγµατα ανιχνεύεται
µόνο η LGI γεγονός που υποδεικνύει ότι η πρωτεϊνη δεν υφίσταται
κανένα είδος πρωτεολυτικής τροποποίησης στα βακτηριακά
εκχυλίσµατα.  
της ΤgSUB2 µε µεταλλαξογένεση της 

για την TgSUB2 ανιχνεύθηκε λόγω 
των subtilisin µέσω PCR (Miller et al. 
εµφανίζει πολύ µεγάλη οµολογία µε την 
 µία τύπου Ι διαµεµβρανική πρωτεϊνη. 
ι πρόκειται για µία πρωτεάση που παίζει 
ών των rhoptries. Αν και η θέση των 
ια τις ROP2, ROP4, και ROP8, η ROP1 
(Bradley et al. 1999). Στην TgSUB2, 
τάλυσης καθώς επίσης και στις άλλες 
θηκαν εµφανίζεται η αλληλουχία SFXE 
 πρωτεόλυση (Miller et al. 2003). 
ήν την περιοχή δεν πρωτεολύονται in 
 όταν εισάγονται στο T. gondii µε 
. 2003).  Επιπλέον, µελέτες 
 TgSUB2 συγκατακρηµνίζεται µε την 
ιθανά η TgSUB2 είναι το τροποποιητικό 
3). Ωστόσο, περισσότερα πειραµατικά 
ηση του ρόλου της TgSUB2. 
ιάστηκε έτσι ώστε να φέρει στην RSL 
ησης της ROP1 (εικόνα 2.4i). Στο 
M που αποµονώθηκε µέσω PCR µε Pfu 
ι ακολούθησε κλωνοποίηση στον pGEM-
νοποιήθηκε στον πλασµιδιακό φορέα της 
ενες περιπτώσεις. Οι πιθανοί θετικοί 



κλώνοι ελέγχθηκαν και πάλι µέσω πέψεων µε περιοριστικά ένζυµα (εικόνα 
2.4ii) και αλληλούχιση. 

 

 

                                                                                Εικόνα 2.4i 
 
Τροποποίηση του RSL  της CAM σε ΕAΡ. 
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εικόνα 2.4ii 
 

 
 
 

Για να προχωρήσουµε σε πε
εκφράσουµε και να αποµόνωσουµε τ
χρησιµοποιήθηκε για την έκφραση της
το Μ15(pRep4). Αρχικά, έγινε µία δ
της ΕΑΡ µε Ni+2-NTA σφαιρίδια, όπο
στο βακτηριακό εκχύλισµα. Για 
ανοσοαποτύπωση της µικρής κλίµα
χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα anti-σερπ
παραγώµενη ΕΑΡ υφίσταται κάποιο ε
βακτηριακά εκχυλίσµατα (εικόνα 2.
ανοσοαποτύπωσης αποδείχθηκε ότ
Πέψη πλασµιδιακού DNA για την ανίχνευση του
θετικού κλώνου pQE30/EAP. To DNA επωάστηκε
µε τα ένζυµα BamΗI & BglII τα οποία κόβουν τα
ένθεµα EAP (~1100bp) στα δύο άκρα, ενώ
παράλληλα έγινε και µία πέψη ελέγχου  (C) µε τα
ίδια ένζυµα για την κατασκευή pQE30/CAM (C) η
οποία δεν κόβεται από την BglII. Ο θετικός
κλώνος 12 που αποµονώθηκε ελέγχθηκε µε
sequencing.  
ραιτέρω πειράµατα προσπαθήσαµε να 
ου αναστολέα ΕΑΡ. To στέλεχος που 
 ΕΑΡ ήταν και σε αυτήν την περίπτωση 
οκιµαστική µικρής κλίµακας αποµόνωση 
υ φάνηκε πιθανή πρωτεόλυση της ΕΑΡ 
αυτόν τον λόγο προχωρήσαµε σε 
κας αποµόνωσης της σερπίνης, όπου 
ίνης προκειµένου να διευκρινιστεί εαν η 
ίδος πρωτεολυτικής τροποποίησης στα 
4iii). Με την ευαίσθητη ανάλυση της 
ι η παραγώµενη ΕΑΡ δεν υφίσταται 



πρωτεολυτική τροποποίηση γεγονός που µας επιτρέπει να προχωρήσουµε σε 
έκφραση και αποµόνωση της σε µεγάλη κλίµακα. 
 

 
 
 
 
 
2.5  Παροδικός µετασχηµατισµός το
 
 Ο σχεδιάσµος του EAP αναστ
του σε µελέτες διευκρίνησης του λειτ
πλεονεκτηµάτων που προσφέρει το 
µπορούν να γίνουν γενετικοί χειρι
µετασχηµατισµό. Τέλος, πλεονεκτε
κυτταρικών δεικτών και την ευκολία 
παράσιτο σε µελέτες µικροσκοπίας. 
στρατηγικής των µεταλλαγµένων σερπ
και γρηγορότερα µε in vivo  µελέτες σ
 Για να δοκιµαστεί εαν η ΕΑΡ 
πραγµατοποιήθηκε παροδικός µετασχ
µε την Dr Κami Kim που ειδικεύε
περίπτωση αυτή προστέθηκε στο Ν-ά
αυτό ενθέθηκε σε κατάλληλους πλασ
οποίοι φέρουν υποκινητές  που ελέγ
dense granules ή στα micronemes αν
την CAM προκειµένου να χρησιµοπο
αποδεικνύοντας την ενδεχόµενη εξειδ
 

Εικόνα 2.4iii: Ανοσοαποτύπωση της µικρής κλίµακας
αποµόνωσης της ΕΑΡ. -/+: προ και µετά επαγωγής δείγµατα.
Α&α:υπερκείµενο και Ni+2-NTA σφαιρίδια µετά από  2 hrs
επώασηs της ΕΑΡ µε τα σφαιρίδια αντίστοιχα.
Β&b:υπερκείµενο και Ni+2-NTA σφαιρίδια µετά το πρώτο
πλύσιµο (50mM NaH2PO4 & 150mM NaCl pH:8) αντίστοιχα.
G&10&20&250: Ni+2-NTA σφαιρίδια και κλάσµατα έκλουσης
µε 10, 20, 250mM συγκέντρωσης ιµµιδαζολίου αντίστοιχα.
Για την ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιήθηκε anti-σερπίνης
αντίσωµα προκειµένου να ανιχνευθεί η αποµονωµένη
σερπίνη. Στα δείγµατα ανιχνεύεται µόνο η ΕΑΡ γεγονός που
υποδεικνύει ότι η πρωτεϊνη δεν υφίσταται κανένα είδος
πρωτεολυτικής τροποποίησης στα βακτηριακά εκχυλίσµατα.  
υ Τ. gondii µε την ΕΑΡ. 

ολέα πραγµατοποιήθηκε για την χρήση 
ουργικού ρόλου της TgSUB2 λόγω των 
σύστηµα του T. gondii. Στο T. gondii 
σµοί εύκολα µε παροδικό ή σταθερό 
ί λόγω της διαθεσιµότητας πολλών 
µε την οποία µπορεί να παρατηρηθεί το 
Εποµένως, η αποτελεσµατικότητα της 
ινών µπορεί να αξιολογηθεί ευκολότερα 
ε αυτό το παρασιτικό σύστηµα. 
έχει ανασταλτική δράση στην TgSUB2 
ηµατισµός του παράσιτου σε συνεργασία 
ται στην µελέτη της TgSUB2.  Στην 
κρο της ΕΑΡ ο επίτοπος myc. Το τµήµα 
µιδιακούς φορείς pGRA και pM2AP, οι 
χουν γονίδια τα οποία εκφράζονται στα 
τίστοιχα. Η ίδια κατασκευή έγινε και για 
ιηθεί σε αντίστοιχα πειράµατα ελέγχου 
ικευµένη δράση της ΕΑΡ (εικόνα 2.5i). 



 

CAMmyc pGRA 
φορέας    *               *                                                                                  *         

  NsiI        FseI                                                                             PacI 
  *               *                                                                                  * 

CAM EAPmyc 

CAMmyc 

pM2AP 
φορέας 

 *               *                                                                                     * 
NsiI         FseI                                                                                PacI  
*                *                                                                                    *  

CAM ΕΑΡ myc 

Εικόνα 2.5i 

 
O επίτοπος myc και οι δύο σερπίνες αποµονώθηκαν µε PCR όπου 

χρησιµοποιήθηκε Pfu πολυµεράση και κατάλληλα σχεδιασµένοι εκκινητές. Τα 
τµήµατα αυτά πέπτηκαν µε FseI και διασυνδέθηκαν. Στα συνδεδεµένα myc-
CAM και myc-EAP προστέθηκαν A άκρα και ακολούθησε κλωνοποιησή τους 
στον pGEM-T φορέα. Οι θετικοί κλώνοι ταυτοποιήθηκαν µε πέψεις 
περιοριστικών ενζύµων και αλληλούχιση. Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε 
διαδοχική πέψη των φορέων pGRA, pM2AP και των κατασκευών pGEM-
Τ/mycCAM και pGEM-Τ/mycΕΑΡ µε τα ένζυµα PacI  και NsiI. Οι θετικοί 
κλώνοι pGRA/mycCAM, pGRAmycEAP, pM2AP/mycCAM και pM2APmycΕAΡ  
επιλέγχθηκαν και πάλι µε πέψεις και αλληλούχιση. 

 

Παράσιτα T. gondii µετασχηµατίστηκαν 
κατασκευές και ανάλυση του κυτταρικού 
ανοσοαποτύπωση. Στην εικόνα 2.5ii φαίνεται ότι
ικανοποιητικά στο T. gondii. Στην περίπτωση αυτή
 

Εικόνα2.5ii:Παράσιτα 
µετασχηµατίστηκαν παροδικά µε τις ΕΑΡ
(Ε) ή CAM (C) σερπίνες οι οποίες
εκφράζονταν είτε από υποκινητή των
dense granules (gra) είτε από
υπoκινητή των micronemes (mic).
Ανάλυση το  κυτταρικού εκχυλίσµατος
έγινε µε ανοσοαποτύπωση όπου
χρησιµ οιήθηκε κάθε φορά anti-myc ή
anti-TgSUB2/anti-Ac αντίσωµα
προκειµένου να ανιχνευθούν τα πιθανά
σύµπλοκα ΕΑΡ-TgSUB2. Και στα mic
δείγµατα του myc western µετά από
µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα έκθεσης
ανιχνεύονταν οι σερπίνες Ε και C. Το
αντίσωµα anti-Actin χρησιµοποιήθηκε
ως εσωτερικός ελεγκτής (internal
control) της ποσότητας των πρωτεϊνών
που φορτώθηκαν στο πήκτωµα.            

υ

οπ
tin 
ε αυτές τις 
εκχυλίσµατος έγινε µε 
 οι σερπίνες εκφράζονται 
 αναµέναµε την δηµιουργία 

παροδικά µ



SDS σταθερού συµπλόκου εαν η ΕΑΡ σερπίνη ανάστειλε έστω και εν µέρει 
την λειτουργία της TgSUB2. το σύµπλοκο αυτό θα ήταν ανιχνεύσιµο είτα µε 
anti-myc αντίσωµα που αναγνωρίζει την ΕΑΡ σερπίνη είτε µε αντίσωµα έναντι 
της TgSUB2. Τέτοιο σύµπλοκο δεν ανιχνεύθηκε σε καµµία περίπτωση. 
Παρ’όλα ενδέχεται η ΕΑΡ µέσα στο κύτταρο να µην καταλήγει στο ίδιο 
υποκυτταρικό διαµέρισµα µε την πρωτεάση. Για αυτό κρίθηκε απαραίτητη η 
δηµιουργία µίας επιπλέον κατασκευής που θα εξασφαλίσει την µεταφορά της 
ΕΑΡ στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και στα rhoptries  όπου έχει εντοπιστεί η 
TgSUB2. Στην περίπτωση αυτή το σηµατοδοτικό πεπτίδιο (signal peptide) 
της ROP1 πρωτεϊνης ενσωµατώθηκε στο N-άκρο της mycEAP κατασκευής 
του φορέα pGRA (εικόνα 2.5iii). Για την κατασκευή επιλέχθηκε ο pGRA γιατί 
όπως φαίνεται και στην εικόνα 2.5ii οι σερπίνες εκφράζονταν 
ικανοποιητικότερα όταν χρησιµοποιήθηκε αυτός ο φορέας.   
 Συγκεκριµένα, το ROP1 τµήµα και ο myc επότοπος αποµονώθηκαν µε 
PCR όπου χρησιµοποιήθηκαν κατάλληλα σχεδιασµένοι εκκινητές και Pfu 
πολυµεράση. Τα κοµµάτια αυτά πέπτηκαν µε EcoRI και διασυνδέθηκαν. Στη 
συνέχεια έγινε προσθήκη A άκρων και κλωνοποίηση του ROP1myc στον 
pGEM-T φορέα. Ο θετικός κλώνος pGEM-T/ROP1myc ταυτοποιήθηκε µε 
αλληλούχιση και πέψεις µε περιοριστικά ένζυµα. Για την ενσωµάτωση του 
ROP1myc στο pGRAmycEAP πραγµατοποιήθηκαν δύο διαδοχικές πέψεις µε 
FseI και NsiI των pGEM-T/ ROP1myc και pGRAmycEAP πλασµιδίων και 
ακολούθησε αντίδραση διασύνδεσης. Ο θετικός κλώνος pGRA/ ROP1mycEAP 
ανιχνευθηκε µε πέψεις περιοριστικών ενζύµων και αλληλούχιση (εικόνα 
2.5iv) και ελέγχεται αυτήν την στιγµή στο εργαστήριο της Dr Kami Kim για 
την παραγωγή της ΕΑΡ σερπίνης και τον υποκυτταρικό εντοπισµό της. 
 
 
 

            

Εικόνα 2.5iii 

pGRA 
φορέας 

CAM EAPROP1 myc 

          *                   *                *                                               *                 *        *    
      NsiI             EcoRI         FseI                                         AgeI       HindIII    PacI 

 
 
εικόνα 2.5iv 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

Πέψη πλασµιδιακού DNA για την ανίχνευση του θετικού
κλώνου pGRA/Rop1mycEAP. To DNA επωάστηκε µε τα ένζυµα
NsiI & NcoI τα οποία κόβουν τo ένθεµα στην άκρη και σε µία
εσωτερική θέση αµέσως µετά τον myc επίτοπο δίνοντας ένα
τµήµα (~100bp), ενώ παράλληλα έγινε και µία πέψη ελέγχου
(QP) µε τα ίδια ένζυµα για την κατασκευή pGRA/mycEAP (QP)
η οποία δεν φέρει το Rop1. Επιπλέον η κατασκευή pGEM-
T/Rοp1myc (Τ15) επωάστηκε µε ΝotI έτσι ώστε να αφαιρεθεί
το ένθεµα της για να µπορεί να συγκριθεί µε το τµήµα που
αφαιρείται από τους πιθανούς θετικούς κλώνους.  Ο θετικός
κλώνος 4 που αποµονώθηκε ελέγχθηκε µε sequencing.  



 
 
 
 
 
 

Συζήτηση 



3. Συζήτηση 
 
  Ο ενδοκυτταρικός τρόπος ζωής που έχει υιοθετηθέι από πολλά 
παθογόνα αποτελεί έναν πολύ αποτελεσµατικό µηχανισµό αποφυγής του 
ανοσοποιητικού συστήµατος των προσβαλλώµενων οργανισµών. Για την 
διείσδυση και την εγκαθίδρυση τους µέσα στα κυττάρα των ξενιστών τα 
Apicomplexa βασίζονται σε έναν ενεργητικό µηχανισµό  εισόδου. Πρόκειται 
για µία πολύπλοκη διαδικασία στην οποία περιλαµβάνεται η συντονισµένη 
έκκριση πρωτεϊνικών προϊόντων από τα εξειδικευµένα κυτταρικά οργανίδια 
των παράσιτων. Πολλές πειραµατικές ενδείξεις υποδεικνύουν την 
πρωτεολυτική τροποποίηση των προϊόντων αυτών και σε κάποιες 
περιπτώσεις τονίζουν ιδιαίτερα την κρίσιµη σηµασία τους για την για την 
διείσδυση του παράσιτου στα κύτταρα. Σήµερα, πολλές πρωτεάσες έχουν 
εντοπισθεί στο γένωµα των παράσιτων P. falciparum και στοT. gondii. 
Ωστόσο, η ταυτοποίηση της βιολογικής τους λειτουργίας και η ανίχνευση των 
υποστρωµάτων τους δεν έχει ακόµη επιτευχθεί. 
 Ιδιαίτερα, οι subtilisins έχουν ενοχοποιηθεί ως σηµαντικά µόρια για τον 
µηχανισµό εισβολής. Όµως η µελέτη αυτών των µορίων περιορίζεται 
σηµαντικά.  Συγκεκριµένα, για την SUB-1 aπό εκτεταµένες βιοχηµικές 
µελέτες υπάρχουν πολλά δεδοµένα για την δοµή και την εξειδίκευση του 
υποστρώµατος της αλλά η λειτουργία της παραµένει άγνωστη. Για την SUB-2 
αντίθετα οι πειραµατικές ενδείξεις είναι πολύ λιγότερες. Το γεγονός ότι το 
γένωµα του παρασίτου παραµένει απλοειδές για το µεγαλύτερο µέρος του 
κύκλου ζωής του καθώς και ο κρίσιµος ρόλος της SUB2 έχουν ως 
αποτέλεσµα µη βιώσιµα παράσιτα σε πειράµατα γενετικής καταστροφής 
(knock-out) του γονιδίου (Uzureau et al. 2004). Επιπλέον, ακόµη δεν έχει 
παραχθεί ενεργή πρωτεάση από κάποιο σύστηµα έκφρασης προκειµένου να 
γίνει δοµική και λειτουργική της in vitro ανάλυση. 
 Μία εναλλακτική προσέγγιση που προσπαθούµε να αναπτύξουµε είναι η 
χρήση εξειδικευµένων αναστολέων πρωτεασών σερίνης, των σερπινών. Οι 
πρωτεϊνες αυτές συνήθως ρυθµίζουν κρίσιµα πρωτεολυτικά φαινόµενα 
απενεργοποιώντας πρωτεάσες µιµούµενες το υποστρωµά τους. 
Αλληλεπιδρούν µε το ενεργό κέντρο των πρωτεασών µέσω του εκτεθειµένου 
καρβολυτελικού άκρου τους (RSL) το οποίο αναγνωρίζεται από τις 
πρωτεάσες. Γεγονός, που ενισχύει την χρήση των µορίων αυτών ως εργαλεία 
στην µελέτη µας είναι το ότι έχουν υπάρξει βιβλιογραφικές αναφορές 
εξειδικευµένης αναστολής της furin, πρωτεάσης (Dahlen et al. 1998, Jean 
et al. 1998, Jean et al. 2000a), από φυσικά αποµονωµένες (PI8) ή 
µεταλλαγµένες σερπίνες (a1PDX). ∆ιαθέτωντας την σερπίνη CAM του A. 
gambiae για την οποία έχει δειχθεί in vitro η ανασταλτική της δράση σε 
βακτηριακές subtilisins (Danielli 2003) προχωρήσαµε σε µία σειρά 



µεταλλαξογενέσεων της RSL περιοχής της. Ο σχεδιασµός των µεταλλάξεων 
της RSL έγινε έτσι ώστε να είναι πιθανόν τα µεταλλαγµένα µόρια να 
αναγνωρίζονται από τις πρωτεάσες PfSUB1, PbSUB2 και TgSUB2 και να 
προκαλούν την αναστολή της πρωτεολυτικής τους δράσης. 
 Συγκεκριµένα για την PfSUB1 κατασκευάσθηκε η σερπίνη SAD.  Η SAD 
φέρει στην RSL της την αλληλουχία των αµινοξέων Val-Ser-Ala-Asp*Asn 
(εικόνα2.1i) για την οποία έχει δειχθεί ότι η πρωτεάση αυτή πρωτεολύει. 
Ενδεχώµενος σχηµατισµός συµπλόκου PfSUB1-SAD θα αποδεικνύει την 
ανασταλτική δράση της SAD. Με αυτόν τον τρόπο, εκµεταλευώµενοι την 
πληροφορία της εξειδίκευσης του υποστρώµατος της SUB1 έχουµε την 
δυνατότητα να ελέγξουµε αν η προσέγγιση που προσπαθούµε να αναπτύξουµε 
µπορεί να έχει αποτέλεσµα. Επιπλέον, το γεγονός ότι η PfSUB1 έχει 
παραχθεί in vitro σε ενεργή µορφή επιτρέπει τον σχεδιασµό πειραµάτων in 
vitro αναστολής. Για αυτό τον λόγο προχωρήσαµε στην έκφραση και 
αποµόνωση της SAD. Μόλις πραγµατοποιηθούν οι in vitro δοκιµασίες 
αναστολής θα έχουµε σαφές ενδείξεις για την χρησιµότητα αυτής της 
στρατηγικής. 
 Αντίστοιχα για την TgSUB2 ο ΕΑΡ αναστολέας σχεδιάστηκε έτσι ώστε να 
φέρει στην RSL περιοχή την αλληλουχία Ser-Phe-Val-Glu*Ala (εικόνα 2.4i) η 
οποία είναι η αλληλουχία τροποποίησης της ROP1. Αν και δεν έχει αποδειχθεί 
άµεσα ότι η TgSUB2 ευθύνεται για την τροποποίηση της ROP1, υπάρχουν 
έµµεσα δεδοµένα που το υποδεικνύουν. Παρ’όλο που το σύστηµα που 
εξειδικεύεται το εργαστηρίου δεν είναι το T. gondii o σχεδιάσµος του EAP 
αναστολέα πραγµατοποιήθηκε για την χρήση του σε περαιτέρω µελέτες 
διευκρίνησης του λειτουργικού ρόλου της TgSUB2 αλλά επιπλέον και λόγω 
των πλεονεκτηµάτων που προσφέρει το σύστηµα του T. gondii. Μελέτες 
κυτταρικής βιολογίας µπορούν να πραγµατοποιηθούν ευκολότερα στο T. 
gondii εξαιτίας της µεγάλης απόδοσης παροδικού ή σταθερού 
µετασχηµατισµού του. Εποµένως, παρέχεται η δυνατότητα έκφρασης της ΕΑΡ 
στο παράσιτο µε πολύ ευκολότερη και γρηγορότερη διαδικασία, γεγονός που 
θα επιτρέψει την αξιολόγηση της στρατηγικής των µεταλλαγµένων σερπινών. 
Για αυτόν τον λόγο στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα παροδικού 
µετασχηµατισµού του T. gondii µε τις EAP και CAM στο εργαστήριο της Dr. 
Kami Kim που εξειδικεύεται πάνω στο σύστηµα του T. gondii. Κυτταρικά 
εκχυλίσµατα των µετασχηµατισµένων παράσιτων αναλύθηκαν µε 
ανοσοαποτύπωση (western blot) και τα κατάλληλα αντισώµατα για την τυχόν 
ανίχνευση του συµπλόκου ΕΑΡ-TgSUB2, γεγονός που θα αποδείκνυε την 
εξειδικευµένη ανασταλτική δράση της ΕΑΡ. Τα αποτελέσµατα σε αυτήν την 
περίπτωση δεν ήταν θετικά αν και η σερπίνη εκφράζονταν ικανοποιητικά στο 
παράσιτο. Ωστόσο, πριν απορριφθεί η χρησιµότητα αυτού του αναστολέα θα 
πρέπει να εξασφαλιστεί ότι καταλήγει στο ίδιο υποκυτταρικό διαµέρισµα µε 



την πρωτεάση. Γι’αυτό δηµιουργήθηκε η pGRA/ROP1mycEAP κατασκευή στην 
οποία προστέθηκε στο Ν-άκρο του αναστολέα το σηµατοδοτικό πεπτίδιο της 
ROP1 η οποία φέρει την απαραίτητη πληροφορία για την µεταφορά της ΕΑΡ 
στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και στα rhoptries  όπου έχει εντοπιστεί η 
TgSUB2.  Σε επόµενα πειράµατα θα γίνει παροδικός µετασχηµατισµός του T. 
gondii µε αυτήν την κατασκεύη και θα εξεταστεί εαν η ΕΑΡ έχει ανασταλτική 
δράση έναντι της TgSUB2 και επιπλέον µε µικροσκοπία φθορισµού θα γίνει 
εντοπισµός του αναστολέα υποκυτταρικά. Στην περίπτωση που δεν 
ανιχνευθεί ανασταλτική δράση της ΕΑΡ παρά το ότι θα εντοπίζεται στα 
rhoptries θα υποδεικνύεται ότι η ΕΑΡ δεν αναγνωρίζεται από την TgSUB2. 
Αντίθετα, αν παρατηρηθεί ανασταλτική δράση της ΕΑΡ, τότε µπορεί να 
αξιολογηθεί ο ρόλος της TgSUB2 στην διαδικασία εισβολής του παράσιτου 
γιατί θα έχει κατασκευασθεί για την πρωτεάση αυτή ένας εξειδικευµένος 
αναστολέας που µπορεί να εκφραστεί µέσα στο παράσιτο. Επιπλέον, µπορούν 
να πραγµατοποιηθούν µελέτες µε στόχο την ανίχνευση των µορίων που 
πρωτεολύει η TgSUB2. 
 Τέλος για την PbSUB2 ο LGI αναστολέας σχεδιάστηκε έτσι ώστε να φέρει 
στην RSL την αλληλουχία της δεύτερης τροποποίησης της MSP-1 (εικόνα 
2.3i) η οποία πιθανολογείται ότι γίνεται από την SUB-2. Αν και ο αναστολέας 
αυτός δεν έχει δοκιµαστεί σε περίπτωση που δειχθεί η ανασταλτική του 
δράση θα αποδειχθεί πολύ χρήσιµο εργαλείο για την µελέτη της SUB-2. Το 
µόριο αυτό λόγω της εξωκυτταρικής του λειτουργίας καθώς και της έκφρασης 
του σε διαφορετικά στάδια του παρασίτου αποτελεί ένα µόριο κλειδί για την 
προσβολή των κυττάρων στόχων και επιπλέον έναν ιδανικό φαρµακευτικό 
στόχο (Βlackman et al. 2000), γιατί στα στάδια που εντοπίζεται η δράση του 
το παράσιτο εκτίθεται για µικρό χρονικό διάστηµα στο πλάσµα του αίµατος ή 
στο περιβάλλον του µεσέντερου.  
 ∆ιαθέτωντας έναν εξειδικευµένο αναστολέα για την SUB-2 θα 
µπορέσουµε να επικεντρώσουµε την µελέτη µας στο στάδιο του ωοκινέτη και 
στην ανίχνευση του ρόλου της πρωτεάσης κατά την προσβολή του 
µεσεντερικού επιθηλίου που αποτελεί το κύριο πεδίο έρευνας του 
εργαστηρίου. Σ’αυτή την περίπτωση µπορούν να σχεδιαστούν πειράµατα 
µελέτης της προσβολής του εντερικού επιθηλίου παρουσία ή απουσία του 
αναστολέα της SUB-2 έτσι ώστε να εκτιµηθεί ο ρόλος της πρωτεάσης στην 
προσβολή των επιθηλιακών κυττάρων. Επιπλέον, η κατασκευή διαγονιδιακού 
παράσιτου P. berghei που θα εκφράζει τον αναστολέα στο στάδιο του 
ωοκινέτη θα οδηγήσει στην ανίχνευση του ρόλου της πρωτεάσης στον 
αναπτυξιακό κύκλο του παράσιτου και στον προσδιορισµό των πιθανών 
στόχων της, πληροφορίες ιδιαίτερα σηµαντικές για την ανίχνευση της 
βιολογικής λειτουργίας της πρωτεάσης. Τέλος, διαθέτωντας έναν 
εξειδικευµένο αναστολέα έναντι της SUB2 η δηµιουργία τροποποιηµένων 



κουνουπιών τα οποία θα εκκρίνουν την µεταλλαγµένη σερπίνη από τα 
επιθηλιακά κύτταρα του µεσέντερου, µπορεί να οδηγήσει σε αρκετά 
ικανοποιητικό έλεγχο της µετάδοσης της ελονοσίας και σε λεπτοµερέστερη 
ανάλυση του µηχανισµού εισόδου  του παράσιτου στο µεσέντερο. 
 Η µεταλλαξογένεση της σερπίνης CAM επιλέχθηκε σαν πιλοτική αφενός 
µεν λόγω της ανασταλτικής δράσης της CAM έναντι βακτηριακών subtilisins 
αφετέρου γιατί ήταν τεχνικά εύκολο να επιτευχθεί. Η παρουσία µίας AgeI 
περιοριστικής θέσης στην αρχή της RSL επέτρεψε την γρήγορη και εύκολη 
αλλαγή της RSL µε RCR. H CAM όµως δεν είναι η µόνη σερπίνη που θα 
δοκιµαστεί σε αυτές τις προσεγγίσεις. Ήδη ετοιµαζόµαστε να δοκιµάσουµε 
έναν πεπτιδικό αναστολέα πρωτεασών που ανήκει στην οικογένεια των Kazal. 
Ο αναστολέας αυτός έχει αποµονωθεί από την Νeospora caninum και είναι 
αποτελεσµατικός έναντι βακτηριακών subtilisins (Morris et al. 2004). 
Επίσης σχεδιάζεται και η µοριακή τοποποίηση της α-1PDX η οποία έχει δώσει 
έναν ικανοποιητικό αναστολέα έναντι της furin (Jean et al. 1998, Jean et al. 
2000a). 
 Ωστόσο, λόγω των δυσκολιών που µέχρι σήµερα αντιµετωπίζουµε στο 
πεδίο έρευνας των παρασιτικών πρωτεασών και ιδιαίτερα της SUB-2 
οφείλουµε να συνυπολογίσουµε την πιθανότητα διερεύνησης του ρόλου της 
πρωτεάσης µε εναλλακτικούς τρόπους, εαν δεν αποδώσει η προσέγγιση των 
µεταλλαγµένων σερπινών. Στην περίπτωση αυτή ο σχεδιασµός διαγονιδιακού 
παράσιτου που θα εκφράζει µόνο στα αναπτυξιακά παρασιτικά στάδια του 
αίµατος την SUB-2 και όχι στο στάδιο του ωοκινέτη πιθανά να αποδώσει 
χρήσιµες πληροφορίες για τον ρόλο της πρωτεάσης κατά την προσβολή του 
µεσεντερικού επιθηλίου. 
 Εκείνο που πρέπει να τονιστεί είναι ότι ο ρόλος των πρωτεασών κατά την 
εισβολή του εντερικού επιθηλίου αποδεικνύεται όλο και σηµαντικότερος. Σε 
µία πρόσφατη µελέτη δείχθηκε ότι η καταστολή της έκφρασης της falcipain I 
(µίας πρωτεάσης κυστεϊνης που µέχρι σήµερα υποστηρίζονταν ότι σχετίζεται 
είτε µε τον µεταβολισµό της αιµοσφαιρίνης είτε µε την προσβολή των 
ερυθροκυττάρων) είχε ως συνέπεια την µείωση του αριθµού των ωοκύστων 
στο κουνούπι κατά 70-90% (Eksin et al. 2004). Εποµένως, οι πρωτεάσες 
µπορεί να αποδειχθούν τα ιδανικά µόρια στόχοι για την ανάπτυξη 
στρατηγικών που θα στοχεύουν το παράσιτο µέσα στο κουνούπι. 
 



 
 
 
 

Υλικά και µέθοδοι 
 
 



 
4. Υλικά και µέθοδοι. 
 
4.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR). 
 
 Η τεχνική αυτή χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση και µετάλλαξη της 
RSL της CAM σερπίνης, για την αποµόνωση του επίτοπου myc και της  
σηµατοδοτικής αλληλουχίας της ROP1. Και τέλος, για την αποµόνωση της 
CAM ή EAP σερπίνης προκειµένου να έντεθουν σε πλασµιδιακό φορέα που 
εκφράζεται στο T. gondii.  Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν σχεδιάστηκαν 
κατάλληλα για την κάθε περίπτωση. Στα άκρα των εκκινητών προστέθηκε η 
αλληλουχία αναγνώρισης περιοριστικών ενζύµων τα οποία δεν κόβουν τα 
αποµονωµένα τµήµατα του DNA σε κάποια εσωτερική θέση. Η προσθήκη 
αυτή πραγµατοποιήθηκε προκειµένου να διευκολυνθεί η σύνδεση των 
τµηµάτων αυτών στις κατάλληλες θέσεις τµηµάτων DNA ή στους 
κατάλληλους πλασµιδιακούς φορείς. 
 Το πρόγραµµα που επιλέχθηκε για την PCR αντίδραση ήταν συγκεκριµένο 
για την κάθε περίπτωση. Οι συνθήκες του προγράµµατος διαµορφώθηκαν 
ανάλογα µε την θερµοκρασία τήξης (Τm) του κάθε εκκινητή σε συνδυασµό µε 
το µέγεθος του προϊόντος της αντίδρασης. Συγκεκριµένα:  
1) Οι συνθήκες της αντίδρασης για την κατασκευή των SAD, LGI, EAP, την 
αποµόνωση του myc επίτοπου για τις κατασκευές pGRA/mycCAM, 
pGRAmycEAP, pM2AP/mycCAM και pM2APmycΕAΡ και την αποµόνωση της 
σηµατοδοτικής αλληλουχίας ROP1 για την κατασκευή pGRA/ ROP1mycEAP 
ήταν οι εξής:  
        Αρχή                   950C, 5 min 
                                   950C, 1 min (αποδιάταξη) 
        30 κύκλοι            500C, 1 min (υβριδοποίηση των εκκινητών) 
                                   720C, 30 sec (επιµήκυνση της αλυσίδας) 
        τέλος                  720C, 5 min (τέλος της επιµήκυνσης) 
 
2) Οι συνθήκες της αντίδρασης για την αποµόνωση των CAM και ΕΑΡ 
προκειµένου να ενθεθούν στους φορείς pGRΑ και pM2AP ήταν οι εξής: 
        Αρχή                   950C, 5 min 
                                   950C, 1 min (αποδιάταξη) 
        30 κύκλοι            500C, 1 min (υβριδοποίηση των εκκινητών) 
                                   720C, 1 min (επιµήκυνση της αλυσίδας) 
        τέλος                  720C, 5 min (τέλος της επιµήκυνσης) 
Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 
1. Για την SAD:  
SAD5’: 



5’-GACCGGTATGCTGGTGTCGGCGGACAACATAGATATCTCCGGTATGTTTA-3’   
        AgeI                                                                  
CAMB-H3’: 
5’-GAAGCTT AGATCT TTAAACTTTAAGTATTTTA-3’ 
    HindIII   BglII                                  
2. Για την LGI: 
LGI5’: 
5’-GACCGGTATGTCGATGGATCTGCTCGGAATTGATCCGAAACATATGTTTA-3’      
     AgeI  
και ο εκκινητής CAMB-H3’ που περιγράφεται παραπάνω. 
3. Για την ΕΑΡ: 
ΕΑP5’: 
5’-GACCGGTATGCCGAGCTTTGTGGAAGCACCGGTTCGGGGCCCTATGTTTA-3’ 
   AgeI                                                                                                     
και ο εκκινητής CAMB-H3’. 
4. Για την αποµόνωση της CAM και της ΕΑΡ στις κατασκευές 
pGRA/mycCAM, pGRAmycEAP, pM2AP/mycCAM και pM2APmycΕAΡ. 
CAMtoxo5’: 
5’-CTGGGCCGGCCCATGGCCGACAATAGC-3’ 
         FseI 
CAMtoxo3’ 
5’-CCTTAATTAAACTTTAAGTATTTTAC-3’ 
     PacI 
5. Για την αποµόνωση του myc επίτοπου στις κατασκευές pGRA/mycCAM, 
pGRAmycEAP, pM2AP/mycCAM και pM2APmycΕAΡ  
toxomyc5’: 
 5’-CCAATGCATGAACAAAAACTC-3’ 
    NsiI 
myctoxo3’: 
5’-CTGGGCCGGCCAGATCCTCTTTC-3’  
           FseI 
6. Για την αποµόνωση της σηµατοδοτικής αλληλουχίας της ROP1 στην 
κατασκευή 
pGRA/ROP1mycΕΑΡ. 
spROP1 5’: 
5’-GATGCATGAGCAAAGGCTGC-3’ 
       NsiI 
spROP1 3’: 
5’-GGAATTCGGCGCTTGGGGTTG-3’ 
        EcoRI 
7. Για την αποµόνωση του myc επίτοπου στην κατασκευή 
pGRA/ROP1mycΕΑΡ. 



myc(RI) 5’: 
5’-GGAATTCGAACAAAAACTCATCTC-3’ 
       EcoRI 
Και ο εκκινητής myctoxo3’. 
  
 Μία ελάχιστη ποσότητα των προϊόντων της αντίδρασης της πολυµεράσης 
ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης 2% ή 1% προκειµένου να 
ταυτοποιηθεί ο πολυµερισµός των τµηµάτων DNA.  
 Τέλος σε περιπτώσεις που ήταν απαραίτητο πραγµατοποιήθηκε PCR για 
προσθήκη poly-A άκρων στα τµήµατα του DNA που προορίζονταν να 
ενθεθούν στον pGEM-T φορέα, ο οποίος είναι γραµµικός και φέρει στα δύο 
άκρα του µία ουρά µε θυµίνες. Στην περίπτωση αυτή το DNA επωάστηκε 
στους 720C για 30 λεπτά µε Taq πολυµεράση η οποία έχει την ιδιότητα να 
προσθέτει µία ουρά µε αδενίνες δεξιά και αριστερά του ενθέµατος.  
 
4.2 Πέψη πλασµιδιακών φορέων και ενθεµάτων µε περιοριστικά ένζυµα. 
 
 Οι πλασµιδιακοί φορείς που χρησιµοποιήθηκαν, ορισµένες κατασκευές και 
τα τµήµατα του DNA που αποµονώθηκαν µε την µέθοδο του PCR, πέπτονται 
µε τις ίδιες περιοριστικές ενδονουκλεάσες προκειµένου να δηµιουργηθούν 
συµβατά άκρα µεταξύ τους. 
 Τα περιοριστικά ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν προήλθαν από τις 
εταιρείες MINOTECH και NEW ENGLAND BIOLABS. Οι συνθήκες στις 
οποίες πραγµατοποιούνται οι αντιδράσεις είναι οι προτεινόµενες από τους 
κατασκευαστές. Η κάθε αντίδραση αφήνεται για περίπου 2-3 ώρες στην 
κατάλληλη θερµοκρασία. Στις αντιδράσεις που δεν ήταν συµβατά τα 
ρυθµιστικά διαλύµατα των ενζύµων και εποµένως έπρεπε να 
πραγµατοποιηθούν διαδοχικά, το DNA καθαρίστηκε µε ειδικά πρωτόκολλα 
καθαρισµού. Είτε της Qiagen είτε παρουσία 1/10 του όγκου του διαλύµατος 
3Μ οξικού νατρίου pH=5.2 µε δύο εκχυλίσεις µε Ph/CHCl3/iia και µία µε 
µίγµα CHCl3/iia, και κατακρήµνιση µε 2.5 όγκους 100% αιθανόλης. Το DNA 
επαναδιαλύθηκε στην κάθε περίπτωση σε νερό και ακολούθησε η επόµενη 
αντίδραση. Τα επιθυµητά τµήµατα του DNA διαχωρίσθηκαν µετά από 
ηλεκτροφόρηση τους σε πήκτωµα αγαρόζης και ακολούθησε αποµόνωση τους. 
Συγκεκριµένα,  η δηµιουργία της κάθε κατασκευής πραγµατοποιήθηκε όπως 
έχει περιγραφεί στα αποτελέσµατα. 
 
4.3 Αντίδραση συρραφής (ligation) πλασµιδιακών κατασκευών ή φορέων 
µε το επιθυµητό τµήµα DNA και µετασχηµατισµός βακτηριακών στελεχών 
από τις σχηµατισµένες πλασµιδιακές κατασκευές. 
 



 Η αντίδραση συρραφής πραγµατοποιείται αναµειγνύοντας τις κατάλληλες 
ποσότητες πλασµιδίου και ενθέµατος έτσι ώστε η µοριακή τους αναλογία να 
είναι 1/5-1/10. Στο µίγµα προστίθονται 10χ ρυθµιστικού διαλύµατος 
συρραφής και Τ4 λιγάση και ακολουθεί επώαση στους 160C για περίπου 16 
ώρες. 
 Ο µετασχηµατισµός έγινε µε χρήση χηµικά επιδεκτικών κυττάρων. Σε 
200µl κυττάρων προστίθονται 20-30ng DNA από την αντίδραση συρραφής 
και το µίγµα επωάζεται για 30 λεπτά στον πάγο. Ακολουθεί, θερµικό σοκ των 
κυττάρων µε επώαση τους στους 420C για 1 λεπτό και επώαση τους για 2 
λεπτά στον πάγο. Στο µίγµα προστίθεται 1ml θρεπτικού µέσου LB και 
πραγµατοποιείται επώαση για 1 ώρα στους 370C υπό ανάδευση. Το δείγµα 
επιστρώνεται σε πιάτο µε στερεό θρεπτικό µέσο LB, το οποίο περιέχει την 
κατάλληλη ποσότητα αντιβιοτικού. Στις περιπτώσεις που χρησιµοποιήθηκαν 
οι φορείς pGEM-T και TOPO-TA τα κύτταρα επιστρώθηκαν σε πιάτα που 
περιείχαν και ένα ανάλογο της λακτόζης X-Gal προκειµένου να γίνει επιλογή 
των άσπρων αποικιών που θα φέρουν το ένθεµα. Τα πιάτα τοποθετούνται 
στους 370C για 16 ώρες περίπου ώσπου να αναπτυχθούν οι αποικίες των 
βακτηρίων.  
 Η ανίχνευση των βακτηριακών αποικιών που φέρουν την επιθυµητή 
κατασκευή γίνεται ως εξής: 

1) Λαµβάνονται οι αποικίες και γίνεται αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 
µικρής κλίµακας (mini scale preparation DNA) µε την µέθοδο της 
αλκαλικής λύσης (Sambrook et al., 1989). 

2) Πραγµατοποιούνται πέψεις µε τα κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα. 
3) Ηλεκτροφορούνται τα δείγµατα και ελέγχεται αν κάποιο από τα 

δείγµατα DNA των αποικιών δίνει τα αναµενώµενα τµήµατα DNA. 
4) Επιλέγονται οι αποικίες που φέρουν την επιθυµητή πλασµιδιακή 

κατασκευή και γίνεται αποµόνωση DNA µεγάλης κλίµακας (large scale 
DNA preparation) µε την µέθοδο της αλκαλικής λύσης µε περαιτέρω 
καθαρισµό µέσω κατακρήµνισης µε πολυαιθυλενογλυκερόλη (PEG) 
8000 (Sambrook et al., 1989) και το πλασµίδιο αυτό δίνεται για 
ταυτοποίηση της αλληλλουχίας του (sequencing). 

 
 
4.4 Έκφραση και καθαρισµός της SAD µε Ni+2-NTA χρωµατογραφία 
συγγένειας. 
 

1) Εµβολιασµός 200ml αρχικής καλλιέργειας σε θρεπτικό µέσο LB που 
περιέχει την κατάλληλη ποσότητα αντιβιοτικού µε το στέλεχος 
επιλογής. Η καλλιέργεια επωάζεται o/n στους370C υπό ανάδευση. 



2) Την επόµενη µέρα εµβολιάζονται 6 lt θρεπτικού µέσου LB/κατάλληλου 
αντιβιοτικού µε 25ml της αρχικής o/n καλλιέργειας (=1/40 αραίωση 
της αρχικής καλλιέργειας. Τα κύτταρα επωάζονται στους 300C υπό 
ανάδευση µέχρι να φτάσουν στην OD600=0.5-0.6. 

3) Από τα κύτταρα αυτά σώζεται 1ml καλλιέργειας, το οποίο 
φυγοκεντρείται. Η πελλέτα επαναδιαλύεται σε 50µl 5χ Protein Loading 
Buffer και 10µl από το διάλυµα αυτό ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα 
ακρυλαµίδης-SDS 15%. Το δείγµα αυτό αντιστοιχεί στο προ επαγωγής 
δείγµα (-induction sample). 

4) Στις καλλιέργειες προστίθενται 0.1mM IPTG και αφήνονται στους300C 
υπό ανάδευση για τις επόµενες 4 ώρες. Μετά το διάστηµα των 
τεσσάρων ωρών, 1 ml καλλιέργειας κρατείται, πελλετάρεται και και 
επαναδιαλύεται σε 5χ Protein Loading Buffer. Το δείγµα αυτό 
αντιστοιχεί στο µετά επαγωγής δείγµα (+induction sample). 

5) Ta κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 6000rpm στους 40C για 
15min. Οι πελλέτες επαναδιαλύονται σε δίαλυµα lysis (50mM Tris, 
0.5M NaCl, 10% glycerol, pH=8). Επαναδιαλύουµε, 1ml lysis 
buffer/1gr κυτταρικής µάζας. 

6) Προσθέτουµε 100µg/ml λυσοζύµη και 1mM PMSF και επωάζουµε για 
40min στον πάγο. 

7) Τα κύτταρα ηχοβολούνται για 30min µε ενδιάµεσο πάγωµα του δοχείου 
τους σε διάλυµα EtOH-ξηρού πάγου. 

8) Στην συνέχεια φυγοκεντρούµε στις 13000rpm στους 40C για 45min. 
Στο υπερκείµενο προστίθεται 0.1% Triton και ακολουθεί επώαση τους 
για 30min στους 40C µε ελαφρά ανάδευση. 

9) Για κολώνες Ni+2-NTA λαµβάνεται η κατάλληλη ποσότητα  σφαιριδίων 
Ni+2-NTA η οποία καθορίζεται από το ποσό της πρωτεϊνης στο 
υπερκείµενο. 

10) Ακολουθεί εξισορόπηση των σφαιριδίων που έχουν φορτωθεί στην 
κολώνα µε 10 όγκους κολώνας lysis buffer. Στο υπερκείµενο που 
φορτώνεται στην κολώνα προστίθενται 10mM β-Mercaptoethanol). To  
διάλυµα που εκλούεται από την κολώνα (flow-through) 
ξαναφορτώνεται στην κολώνα. 

11) Στην συνέχεια γίνεται πλύσιµο της κολώνας µε 10 όγκους κολώνας 
lysis buffer. 

12) Πραγµατοποιούνται  άλλα δύο πλυσίµατα µε 10 και 3 όγκους κολώνας 
wash buffer 1 (50mM Tris, 10% glycerol, pH=8) αντίστοιχα. 

13) Στη συνέχεια γίνεται ένα τελευταίο ξέπλυµα µε 3 όγκους κολώνας 
wash buffer 2 (50mM Tris, 10% glycerol, 10mM imidazol pH=8). 



14) Τέλος ακολουθεί έκλουση της πρωτεϊνης µε 6 όγκους κολώνας elution 
buffer (50mM Tris, 10% glycerol, 25mM immidazol, pH=8) και 
συλλέγονται κλάσµατα του 1ml. 

15)  Τα αποτελέσµατα του καθαρισµού ελέγχονται µε ηλεκτροφόρηση των 
δειγµάτων: -/+ induction samples, του υπερκείµενου και όλων των 
σταδίων της κολώνας σε πήκτωµα SDS-ακρυλαµίδης 15%. 
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