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Περίληψη 

Η απαµινάση αδενοσίνης (adenosine deaminase, ADA) είναι ένα ένζυµο που εµπλέκεται στον 
µεταβολισµό των πουρινών. Ειδικότερα, καταλύει την µη αντιστρεπτή απαµίνωση αδενοσινο-
νουκλεοσιδίων (αδενοσίνης και 2´-δεοξυαδενοσίνης) σε ινοσινο-νουκλεοσίδια (ινοσίνη και 2´-
δεοξυ-ινοσίνη). Η κληρονοµική ανεπάρκεια της ADA ενοχοποιείται για την ονοµαζόµενη 
‘σοβαρή συνδυασµένη ανοσοανεπάρκεια’ (ADA-SCID) που οφείλεται σε δυσλειτουργικά T- και 
Β-λεµφοκύτταρα, και αδυναµία ανάκαµψης του οργανισµού ακόµα και από ήπιας µορφής 
ασθένειες. Η κύρια θεραπευτική µέθοδος προβλέπει τη χορήγηση ADA µόσχου, τροποποιηµένης 
επιφανειακά µε πολυαιθυλενογλυκόλη (Pegademase). Ελλείψει εγκεκριµένου κλωνοποιηµένου 
θεραπευτικού προϊόντος, η βελτίωση της κατιούσας διεργασίας ADA από αίµα ανθρώπου 
εξακολουθεί να παρουσιάζει πρακτικό ενδιαφέρον. Η παρούσα µελέτη επικεντρώνεται στον 
µερικό καθαρισµό απαµινάσης αδενοσίνης 1 (ADA1) από ερυθροκύτταρα ανθρώπου. Προς 
τούτο, τα ερυθροκύτταρα αποµονώνονται από αίµα ανθρώπου, λύονται σε νερό και 
φυγοκεντρούνται. Το υπερκείµενο απαλλάσσεται από την αιµοσφαιρίνη µετά από προσρόφηση 
της τελευταίας σε κατιοντοανταλλάκτη Sephadex C-50, το δε λαµβανόµενο εκχύλισµα 
(διατηρείται στους -20°C για περίπου 3 εβδοµάδες, χωρίς απώλεια δραστικότητας ADA) 
καθαρίζεται µερικώς σε στήλη ανιοντοανταλλάκτη Sepharose DE-50 µετά από έκλουση µε 
αυξανόµενη συγκέντρωση NaCl σε ρυθµιστικό διάλυµα ιµιδαζολίου-ΗCl, 30 mM, pH 6. Η εν 
λόγω στήλη ιοντοανταλλάκτη παρουσιάζει δυναµική χωρητικότητα 0,52 units ADA ανά mL 
προσροφητή. Τα κλάσµατα που συλλέγονται αναλύονται για δραστικότητα ADA (units) και 
περιεκτικότητα σε συνολική πρωτεΐνη (A280). Εκείνα που παρουσιάζουν τη µεγαλύτερη 
δραστικότητα (10 mM έως 50 mM NaCl) αναλύονται µε τη µέθοδο του Bradford για την 
περιεκτικότητά τους σε πρωτεΐνη (ειδική δραστικότητα 0.27 units/mg και καθαρισµός 5,6-
φορές). Το λαµβανόµενο µερικώς καθαρισµένο εκχύλισµα µε ADA, αποτελεί το ‘αρχικό υλικό’ 
για µελλοντικές µελέτες πλήρους καθαρισµού του ενζύµου, χρησιµοποιώντας χρωµατογραφία 
συγγένειας βασισµένη σε νέους λογικά σχεδιασµένους συνθετικούς δεσµευτές. 

Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε και µελέτη που περιελάµβανε την κλωνοποίηση του γονιδίου 
της hADA1 σε προκαρυωτικό φορέα. Για την κλωνοποίηση του γονιδίου χρησιµοποιήθηκαν δύο 
συνθετικοί κλώνοι του εµπορίου (κατόπιν παραγγελίας), ένας που ήταν “untagged” και ένας που 
ήταν “tagged” µε His6. Και στις δύο περιπτώσεις το γονίδιο ενισχύθηκε µέσω PCR και 
κλωνοποιήθηκε σε πλασµίδιο χρησιµοποιώντας οµόλογο ανασυνδυασµό. Διαφορετικά στελέχη 
έκφρασης Ε. coli χρησιµοποιήθηκαν και ελέγχθηκαν µέσω ανάλυσης SDS-PAGE. Σκοπός της 
εργασίας αυτής είναι η σύγκριση των αποτελεσµάτων καθαρισµού ADA που ελήφθησαν 
χρησιµοποιώντας αίµα ανθρώπου και προκαρυωτικό σύστηµα έκφρασης. 

λέξεις-κλειδιά: απαµινάση αδενοσίνης, ADA1, ερυθροκύτταρα, κατιούσα επεξεργασία 
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Downstream processing of adenosine deaminase from human blood 
Abstract 

Adenosine deaminase is an enzyme of the purine metabolism which catalyzes the irreversible 
deamination of adenosine and deoxyadenosine to inosine and deoxyinosine, respectively. Inherit-
ed ADA deficiency causes severe combined immunodeficiency disease (ADA-SCID) which de-
rives from disfunctional T- and B-cells and leads to the inability of the organism to thrive even in 
cases of mild diseases. The main course of treatment consists of enzyme replacement using poly-
etheneglycol-modified bovine ADA (Pegademase). A potential method of therapy could be the 
isolation of the human enzyme itself from human blood, which can be found in great quantities. 
This work focuses on the partial purification of adenosine deaminase, isoenzyme 1 (ADA1) from 
human red blood cells. Briefly, the erythrocytes from human blood of healthy donors are har-
vested, disintegrated in cold water and the lysate centrifuged. The supernatant is batch-processed 
on a cation-exchanger Sephadex C-50 to remove the hemoglobin. The extract (which remains 
stable at -20°C for approximately 3 weeks without any loss of activity) is then partially purified 
on an anion-exchanger Sepharose DE-50 column using increasing salt concentrations in 30mM 
imidazole-HCl, pH 6. The fractions collected are analyzed for ADA activity (units) and total pro-
tein content (A280), and those with peak activity (from 10 mM to 50 mM NaCl) are further ana-
lyzed using the Bradford method in order to determine their protein concentration (0.27 units/mg 
and 5.6-purification fold). The partially purified extract (i.e. starting material) should be suitable 
for future affinity chromatography studies based on novel synthetic materials.   

At the same time, a sub-project was implemented which included the cloning of hADA1 in a 
prokaryotic system. A codon optimized gene of hADA1 was ordered. There were two clones, one 
tagged and one untagged. The gene, in both cases, was amplified through PCR and cloned in a 
plasmid using homologous recombination. Different E. coli expression strains were tested fol-
lowed by SDS-PAGE analysis. This sub-project concerns the purification of hADA1 from re-
combinant bacterial cells and, if promising results are obtained, will be used to assess the en-
zyme purification processes, starting from human blood and a prokaryotic system. 

keywords: adenosine deaminase, ADA1, erythrocytes, downstream processing 
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1.  Απαµινάση αδενοσίνης και φυσιολογικός της ρόλος στο κύτταρο 

Η απαµινάση αδενοσίνης (Adenosine deaminase; ADA, EC 3.5.4.4) αποτελεί σηµαντικό ένζυµο 

του µεταβολισµού των πουρινών (Cristalli et al. 2001). Καταλύει την απαµίνωση της αδενοσίνης 

και της 2’-δεοξυ-αδενοσίνης σε ινοσίνη και 2’-δεοξυ-ινοσίνη. (Σχήµα 1). 

 

Η ADA παρουσιάζει ευρεία φυλογενετική κατανοµή και απαντάται τόσο σε ευκαρυωτικούς όσο 

και σε προκαρυωτικούς οργανισµούς, µε µεγάλη αµινοξική οµολογία υποδηλώνοντας την 

αναγκαιότητα του ενζύµου στον µεταβολισµό πουρινών και ειδικότερα της αδενοσίνης. Το 

ένζυµο απαντά σε φυτά, βακτήρια (Lupidi et al. 1992), σπονδυλωτά (Aikawa et al. 1977), 

ασπόνδυλα (Ma et al. 1968) και θηλαστικά (Brady et al. 1965) συµπεριλαµβανοµένου του 

ανθρώπου (Daddona 1981). Η ADA έχει ανιχνευθεί στους περισσότερους ιστούς των 

θηλαστικών και πειραµατικά δεδοµένα έχουν αποδείξει ότι βρίσκεται τόσο στο κυτταρόπλασµα 

όσο και στο εξωτερικό του κυττάρου (ecto-enzyme) κυρίως σε αιµατοποιητικά κύτταρα (Franco 

et al. 1998 και Αran et al. 1991). Ειδικότερα, κάποιες µελέτες έχουν δείξει ότι η ADA 

προσδένεται στην επιφάνεια των Τ-λεµφοκυττάρων µέσω του παράγοντα ενεργοποίησης CD26 ο 

οποίος είναι γνωστός και ως ADA-πρωτεΐνη πρόσδεσης (Vonbonin et al. 1998). Ο ρόλος του 

συµπλόκου ADA-CD26 δεν είναι ακόµη πλήρως κατανοητός, ωστόσο γνωρίζουµε ότι το CD26 

είναι πρωτεολυτικό ένζυµο µε µια ευρεία ιστολογική κατανοµή. Ειδικότερα, το CD26 αποτελεί 
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αντιγόνο ενεργοποίησης Τ λεµφοκυττάρων, το οποίο µπορεί να επιδράσει και να καθορίσει τον 

πολλαπλασιαµό τους.  

Επιπλέον του ρόλου της να βιοµετατρέπει ενδογενείς ποσότητες αδενοσίνης, η εξωκυττάρια 

ADA φαίνεται να εµπλέκεται και σε επιπρόσθετες κυτταρικές λειτουργίες και µηχανισµούς, 

λόγου χάριν, στην επαγωγή απελευθέρωσης αµινοξέων από το κύτταρο (Catania et al. 1991), 

ενώ πρόσφατα έχουν αποδειχθεί, από συγκεκριµένες ερευνητικές οµάδες (Ciruela et al. 1996), 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ της ADA και υποδοχέων αδενοσίνης (Α1 adenosine receptors, A1R). 

Από τα παραπάνω γίνεται κατανοητό ότι η ADA διαδραµατίζει πολλούς καθοριστικούς ρόλους 

για την εξασφάλιση της κυτταρικής ευρυθµίας καθώς εµπλέκεται σε πληθώρα λειτουργιών και 

µηχανισµών.

2. Ισοένζυµα της απαµινάσης αδενοσίνης 

Το ένζυµο απαντά ως δύο ισοένζυµα, την απαµινάση αδενοσίνης 1 (ADA1) και απαµινάση 

αδενοσίνης 2 (ADA2). Η ADA1 έχει µελετηθεί πολύ περισσότερο συγκριτικά µε την ADA2, η 

ανθρώπινη δοµή της οποίας έχει προσδιοριστεί πρόσφατα από τους Zavialov et al. (2010). 

Αντίθετα µε την ADA1 η οποία έχει αποµονωθεί και χαρακτηριστεί και από άλλους 

οργανισµούς, για την ADA2 δεν υπάρχουν αρκετά βιβλιογραφικά δεδοµένα, κυρίως όσον αφορά 

στα βιοχηµικά και βιοφυσικά χαρακτηριστικά, όπως επίσης και τη συµµετοχή της σε κυτταρικές 

λειτουργίες και µηχανισµούς. Η ADA2 ανήκει σε µια νέα οικογένεια πρωτεϊνών, σε αυτή των 

αναπτυξιακών παραγόντων απαµινάσης αδενοσίνης (adenosine deaminase growth factors, 

ADGFs) (Zurovec et al. 2002). Η δοµή της ανθρώπινης ADA2 προσδιορίστηκε πριν περίπου µια 

πενταετία µε κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ. Οι συνθήκες κρυστάλλωσης είχαν ως αποτέλεσµα το 

ένζυµο να κρυσταλλώσει ως ένα οµοδιµερές, σε αντίθεση µε την ADA1 η κυρίαρχη δοµή της 

οποίας είναι µονοµερής (Ugochukwu et al. 2009). Τα δύο ένζυµα ανθρώπου, αν και 

χαρακτηρίζονται από χαµηλό ποσοστό αµινοξικής οµολογίας (~ 30%) (Σχήµα 2), διαθέτουν 

τρισδιάστατες δοµές αρκετά όµοιες (Σχήµα 3). Αξιοσηµείωτο είναι και το γεγονός ότι τα 
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αµινοξικά κατάλοιπα τα οποία συµµετέχουν στη πρόσδεση του υποστρώµατος και στην 

κατάλυση, είναι ίδια και στα δύο ένζυµα (Σχήµα 2).

Η οικογένεια πρωτεϊνών ADFG/ADA2, στην οποία ανήκει και η hADA2, µελετήθηκε και 

αναλύθηκε αρχικά ως πρωτεινικοί παράγοντες ανάπτυξης στα έντοµα, και σε µεταγενέστερο 

στάδιο αποδείχθηκε ότι διαθέτουν και καταλυτική δράση απαµινάσης αδενοσίνης (Homma et al. 

2001). Περαιτέρω πειράµατα που επικεντρώθηκαν σε διαγραφή του γονιδίου από τον οργανισµό 

Drosophila έδειξαν ότι η απουσία λειτουργικής πρωτεΐνης είχε ως αποτέλεσµα την υποανάπτυξη 

του οργανισµού καθώς και την επαγωγή δηµιουργίας µελανοκυτταρικών όγκων (Zavialov et al. 

2010). Η hADA2 αποτελεί ένα εξωκυττάριο ένζυµο, το οποίο µεταφέρεται µετα-µεταφραστικά 
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εξωτερικά του κυττάρου µε τη βοήθεια ενός πεπτιδίου οδηγού στο Ν-τελικό άκρο του ενζύµου. 

Παρά το γεγονός ότι καταλυτική δραση της hADA2 έχει ταυτοποιηθεί σε πλάσµα αίµατος 

ανθρώπου, ο κυρίαρχος ρόλος της φαίνεται να είναι ρυθµιστικός και λειτουργικός, καθώς επάγει 

και προωθεί τον πολλαπλασιασµό των µακροφάγων κυττάρων ως και των CD4+ T κυττάρων. 

Αντίθετα, ο ρόλος της hADA1 είναι περισσότερο καταλυτικός και είναι επιφορτισµένη µε την 

ρύθµιση των ενδοκυττάριων επιπέδων αδενοσίνης, η οποία µπορεί να καταστεί τοξική για τα 

λεµφοκύτταρα. Επιπλέον, τα δύο ισοένζυµα χαρακτηρίζονται από διαφορετικές βιοχηµικές και 

καταλυτικές ιδιότητες: η hADA1 παρουσιάζει µια υψηλή συγγένεια για την αδενοσίνη µε Km ~ 

20 µM και kcat ~ 200 s-1 ενώ η hADA2 έχει 100 φορές χαµηλότερη συγγένεια για το υπόστρωµα 

µε Km ~ 2 mM και παρόµοια kcat  µε την hADA1 (Zavialov et al. 2010).
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3. Δοµή της απαµινάσης αδενοσίνης 1 ανθρώπου 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η παρούσα µελέτη επικεντρώθηκε αποκλειστικά στην ADA 1 

ανθρώπου. Το συγκεκριµένο ένζυµο έχει µελετηθεί από διάφορες ερευνητικές οµάδες και τα 

διαθέσιµα πειραµατικά δεδοµένα έχουν επιτρέψει µια βαθύτερη κατανόηση του µηχανισµού 

κατάλυσης, όπως και των λειτουργικών ρόλων µέσα στο κύτταρο. Στους ανώτερους ευκαρυώτες 

η αµινοξική αλληλουχία της ADA 1 είναι πολύ συντηρηµένη. Αυτό φαίνεται και στο Σχήµα 4 

παρακάτω όπου συγκρίνονται ενδεικτικά τρείς αµινοξικές αλληλουχίες, αυτή του ανθρώπου 

(Homo sapiens), του ποντικού (Mus musculus) και του ταύρου (Bos taurus). Από τη σύγκριση 

γίνεται άµεσα αντιληπτό το γεγονός ότι οι συγκεκριµένες αλληλουχίες χαρακτηρίζονται από 

πολύ µεγάλο ποσοστό οµολογίας, ενώ τα αµινοξικά κατάλοιπα τα οποία συνθέτουν το ενεργό 

κέντρο των ενζύµων (υποσηµειώνονται µε κόκκινο αστερίσκο) είναι απολύτως συντηρηµένα. 
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Η απαµινάση αδενοσίνης αποτελείται από µία µονή αλυσίδα 352 αµινοξικών καταλοίπων και 

ένα ιόν ψευδαργύρου που αναδιπλώνεται σε δοµή που χαρακτηρίζεται από (α/β) µοτίβα. Το 

πολικό ενεργό κέντρο εντοπίζεται στο βάθος µιας υδρόφοβης περιοχής και είναι προστατευµένο, 

διαθέτοντας όµως διάφορα κατάλοιπα ικανά για την πρόσδεση µε το υπόστρωµα µέσω δεσµών 

υδρογόνου. Ορισµένα από τα αµινοξικά κατάλοιπα θεωρούνται κρίσιµα για τη δέσµευση και τον 

προσανατολισµό των υποστρωµάτων της ADA1 στην κατάλληλη θέση που απαιτείται για την 

πραγµατοποίηση της καταλυτικής αντίδρασης (Gleeson et al. 2003). 

Η ενεργός περιοχή της πρωτεΐνης περιέχει ένα ιόν ψευδαργύρου, το οποίο, σύµφωνα µε 

κρυσταλλογραφική ανάλυση, περιβάλλεται από 4 αµινοξικά κατάλοιπα: Ηis15, His17, His214 

και Αsp295 (Σχήµα 5). To µέταλλο πολώνει ένα µόριο νερού που µοιράζεται το κατάλοιπο As-

p295, δηµιουργώντας ένα υδροξυλιωµένο ιόν που εµπλέκεται στην απαµίνωση της αδενοσίνης. 

Μεταλλάξεις σε οποιοδήποτε από τα εν λόγω αµινοξικά κατάλοιπα καθιστούν το ένζυµο 

ανενεργό, γεγονός που υποδεικνύει την σπουδαιότητα της παρουσίας του ψευδαργύρου (Bhau-

mik et al. 1993). 
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4. Καταλυτικός µηχανισµός της απαµινάσης αδενοσίνης  

H απαµίνωση της αδενοσίνης πραγµατοποιείται ως SN2 αντίδραση (Σχήµα 6). Συνοπτικά, ένα 

πολωµένο µόριο νερού από το ιόν Zn2+, προσβάλλει την αδενοσίνη, σχηµατίζοντας ένα 

τετραεδρικό ενδιάµεσο µόριο. Το ενδιάµεσο αυτό µόριο αποδιατάσσεται λόγω πρωτονίωσης της 

αµινοµάδας και αποβάλλεται ως αµµωνία µε ταυτόχρονη ελευθέρωση ινοσίνης (Kurz et al. 

1987). Αναλυτικότερα, ο µηχανισµός κατάλυσης πραγµατοποιείται σε δύο στάδια: αρχικά 

παρατηρείται στερεοεκλετική προσθήκη υδροξυλίου στη C6 θέση του αδενοσινο-

νουκλεοσιδικού υποστρώµατος και σχηµατισµός τετραεδρικού ενδιαµέσου, αφαίρεση αµµωνίας 

και σχηµατισµός του ινοσινικού προϊόντος. Εκτός του απαραίτητου ρόλου του Zn2+, τα 

κατάλοιπα Asp295 και Αsp296 είναι εξίσου σηµαντικά. Το Asp295 είναι απαραίτητο διότι 

προσανατολίζει και ενεργοποιεί το καταλυτικό µόριο νερού ενώ είναι απαραίτητο για τη σωστή 

πρόσδεση του υποστρώµατος, σχηµατίζοντας υδρογονικό δεσµό µε το Ν7 της πουρίνης. 

Ειδικότερα, το µεταλλοκατιόν ενεργοποιεί το µόριο νερού που βρίσκεται δεσµευµένο στην 

καταλυτική περιοχή, το κατάλοιπο His238 λειτουργεί ως βάση και αφαιρεί ένα πρωτόνιο, 

δηµιουργώντας το υδροξύλιο προσβολής στη C6 θέση του υποστρώµατος. Τα κατάλοιπα Αsp296 

και Gly184 αναπτύσσουν δεσµούς υδρογόνου µε τα Ν7 και Ν9 της αδενοσίνης, αντίστοιχα, 

µειώνοντας τον αρωµατικό χαρακτήρα του πουρινικού δακτυλίου και διευκολύνοντας την 

πυρηνόφιλη προσβολή στη C6 θέση του. Το εισερχόµενο υδροξύλιο προσανατολίζεται βάσει 

των αλληλεπιδράσεων µε τα κατάλοιπα Asp295, His238 και του Zn2+. To πρωτονιωµένο 

κατάλοιπο Glu217 διευκολύνει την αντίδραση, προσφέροντας το πρωτόνιο στο Ν1 της πουρίνης 

και οδηγεί στο σχηµατισµό του τετραεδρικού ενδιαµέσου στη θέση C6. Τελικά, αποβάλλεται 

αµµωνία, µε πιθανότερο δότη πρωτονίου το κατάλοιπο His238 (Clonis 2007).
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5. O ρόλος της αδενοσίνης και η δράση της ως υπόστρωµα της ΑDA 

Η αδενοσίνη (ADO) είναι νουκλεοτίδιο που αποτελεί ένα από τα προϊόντα µερικής υδρολυτικής 

διάσπασης των ριβονουκλεϊκών οξέων RNA και συµµετέχει στη ρύθµιση της φυσιολογικής 

δραστηριότητας σε πολλούς ιστούς θηλαστικών. Η ίδια και τα παράγωγά της, εκτός του δοµικού 

τους ρόλου στο DNA και RNA, εµπλέκονται σε µία πληθώρα δραστηριοτήτων (Σχήµα 7). Η 

δράση της ασκείται µέσω δεσµευµένων µεµβρανικών υποδοχέων, οι οποίοι έχουν χαρακτηριστεί 

χρησιµοποιώντας βιοχηµικές και ηλεκτροφυσιολογικές τεχνικές πρόσδεσης. Η αδενοσίνη 

κατέχει σηµαντικό ρόλο στις βιοχηµικές διεργασίες, όπως στη µεταφορά ενέργειας, υπό τη 
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µορφή τριφωσφορικής αδενοσίνης (ΑΤΡ) και διφωσφορικής αδενοσίνης (ADP), καθώς και στη 

µεταγωγή σήµατος ως κυκλική µονοφωσφορική αδενοσίνη (cAMP). Στον άνθρωπο υπάρχουν 

τέσσερις τύποι υποδοχέων αδενοσίνης, καθένας από τους οποίους κωδικοποιείται από ένα 

ξεχωριστό γονίδιο και έχει διαφορετικές λειτουργίες, µε µικρές επικαλύψεις σε ορισµένες 

περιπτώσεις (Gao et al. 2007). Οι  Α1 και οι Α2Α υποδοχείς παίζουν σηµαντικό ρόλο στην καρδιά, 

ρυθµίζοντας την κατανάλωση οξυγόνου του µυοκαρδίου και τη ροή του αίµατος, ενώ ο Α2Α 

υποδοχέας έχει ευρύτερες αντιφλεγµονώδεις επιδράσεις σε όλο το σώµα (Hasko et al. 2008). 

Αυτοί οι δύο υποδοχείς διαδραµατίζουν επίσης σηµαντικούς ρόλους στον εγκέφαλο (Calda et al. 

2006), ρυθµίζοντας την απελευθέρωση άλλων νευροδιαβιβαστών, όπως η ντοπαµίνη και το 

γλουταµινικό (Fuxe et al. 2007), τη στιγµή που οι Α2Β και Α3 υποδοχείς εντοπίζονται κυρίως 

περιφερειακά και εµπλέκονται σε διεργασίες, όπως οι φλεγµονώδεις αντιδράσεις και οι 

ανοσοαποκρίσεις. Η αδενοσίνη αναγνωρίζεται ως νευροδιαβιβαστής και πιστεύεται ότι 

συµµετέχει στην προώθηση του ύπνου και την καταστολή της διεγέρσεως. Η ενδογενής 

αδενοσίνη χρησιµοποιείται ως θεραπεία για την ταχυπαλµία και ενεργεί άµεσα για να 

επιβραδύνει τους ρυθµούς µέσω της δράσης της και στους τέσσερις υποδοχείς στον ιστό της 

καρδιάς (Cohen et al. 2008). Ταυτόχρονα, ασκεί κατασταλτική επίδραση µέσω της δράσης της 

στους Α1 και Α2Α υποδοχείς του εγκεφάλου. Παράγωγα ξανθίνης, όπως η καφεΐνη και η 

θεοφυλλίνη δρουν ως µη-εκλεκτικοί ανταγωνιστές στους Α1 και Α2Α υποδοχείς,  τόσο στην 

καρδιά όσο και στον εγκέφαλο, µε συνέπεια να έχουν το αντίθετο αποτέλεσµα µε την αδενοσίνη, 

προκαλώντας διέγερση και αυξηµένο καρδιακό ρυθµό (Ferre 2008). Η αδενοσίνη έχει εµπλακεί 

στις φαρµακολογικές δράσεις αρκετών κατηγοριών φαρµάκων (Wilson et al. 1992). Ένας 

αριθµός µελετών δείχνει ότι ο νουκλεοζίτης µπορεί να ρυθµίζει την κυτταρική δραστηριότητα σε 

πολλές παθολογικές διαταραχές, µε αποτέλεσµα παράγωγα αδενοσίνης να εµφανίζονται ως 

πολλά υποσχόµενοι υποψήφιοι για την ανάπτυξη νέων θεραπευτικών ενώσεων, όπως 

αντισπασµωδικά, αντι-ισχαιµικά, αναλγητικά και νευροπροστατευτικοί παράγοντες. Η 

αδενοσίνη παίζει ρόλο στη ρύθµιση της ροής του αίµατος σε διάφορα όργανα µέσω 

αγγειοδιαστολής (Daval et al. 1991). 

H αδενοσίνη, παρουσία του ενζύµου απαµινάση της αδενοσίνης, µετατρέπεται σε ινοσίνη. Η 

ινοσίνη είναι απαραίτητη για τη σωστή µετάφραση του γενετικού κώδικα και αποτελεί 
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ενδιάµεσο παράγοντα σε µια αλυσίδα αντιδράσεων που απαιτούνται για την κίνηση των µυών 

(Liu et al. 2006).  

 

6. Έλλειψη απαµινάσης αδενοσίνης 

H σηµασία της διατήρησης των επιπέδων της ADA σε φυσιολογικά επίπεδα κρίνεται απαραίτητη 

για τη σωστή λειτουργία των Τ-λεµφοκυττάρων, καθώς η έλλειψή της σχετίζεται µε την 

εµφάνιση µιας µορφής σοβαρής συνδυασµένης ανοσοανεπάρκειας (SCID). Η τοξικότητα που 

παρουσιάζεται ειδικά στα λεµφοκύτταρα θεωρείται ότι οφείλεται στην υψηλή συσσώρευση της 

2-δεοξυ-αδενοσίνης -υπόστρωµα της ADA- και στη µετέπειτα µετατροπή της σε dATP που 

αναστέλλει την αναγωγάση των ριβονουκλεοτιδίων (Cohen et al. 1978). Oι ασθενείς µε SCID 

προσβάλλονται από σοβαρές βακτηριακές, ιικές και µυκητιακές µολύνσεις στα αρχικά στάδια 

της ζωής τους. Η ασθένεια αντιµετωπίζεται προς το παρόν µε µεταµόσχευση του µυελού των 
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οστών (Chen et al. 1978) -εφόσον υπάρχει κατάλληλος δότης- ενώ ως εναλλακτική θεραπεία 

προτείνεται η αντικατάσταση του ενζύµου µε χορήγηση ΑDA από µόσχο συνδεδεµένη µε 

πολυαιθυλενογλυκόλη (PEG-ADA) (Hershfield et al. 1987). 

Εκτός από τη σοβαρή συνδυασµένη ανοσοανεπάρκεια το ένζυµο εµπλέκεται σε µια πληθώρα 

άλλων ασθενειών, όπως το AIDS, η νόσος του Parkinson, το σύνδροµο Down, η φυµατίωση, η 

λευχαιµία, η αναιµία, η ρευµατοειδής αρθρίτιδα, ο συστηµατικός ερυθυµατώδης λύκος κ.α.  

7. Κατιούσα διεργασία ενζύµων 

7.α.  Στάδια κατιούσας διεργασίας

H κατιούσα διεργασία αφορά το σύνολο των σταδίων που έχουν ως σκοπό την αποµόνωση και 

τον καθαρισµό του ενζύµου στον επιθυµητό βαθµό. Ένα πρωτόκολλο κατιούσας διεργασίας 

συνδυάζει διάφορες µεθόδους και τεχνικές και προκειµένου να σχεδιαστεί επιτυχώς 

λαµβάνονται υπ’ όψιν πολλοί παράγοντες που σχετίζονται µε τη φύση και τα χαρακτηριστικά 

του ενζύµου καθώς και µε το κόστος και την ταχύτητα εκτέλεσής του. Τυπικά, ένα πρωτόκολλο 

µπορεί να διακριθεί σε 4 στάδια. Στο αρχικό στάδιο γίνεται διαχωρισµός των στερεών από την 

υγρή φάση συνήθως µε φυγοκέντρηση ή διήθηση. Στη συνέχεια ακολουθεί διάρρηξη των 

κυττάρων µε µηχανικές ή µη µηχανικές τεχνικές και τέλος αποµακρύνονται οποιαδήποτε στερεά 

που προκύπτουν από τις προηγούµενες διαδικασίες, είτε µε φυγοκέντρηση είτε µε διήθηση. Στο 

στάδιο χαµηλού καθαρισµού αποµακρύνονται τα νουκλεϊκά οξέα από το υγρό παρασκεύασµα µε 

κατακρήµνιση ή ενζυµική υδρόλυση και αποµακρύνεται µέρος των πρωτεϊνών από το 

παρασκεύασµα µε κατανοµή σε υδατικό διφασικό σύστηµα ή κατακρήµνιση. Στο στάδιο υψηλού 

καθαρισµού περιλαµβάνεται η υγρή χρωµατογραφία στήλης και πραγµατοποιείται ο τελικός 

καθαρισµός του ενζύµου. Η υγρή χρωµατογραφία στήλης αποτελείται από χρωµατογραφία 

ιοντοανταλλαγής, χρωµατογραφία συγγένειας και χρωµατογραφία µοριακού ηθµού. Στο τέταρτο 

και τελευταίο στάδιο γίνεται η µορφοποίηση του προϊόντος, η οποία περιλαµβάνει τη 

συµπύκνωσή του, την αποµάκρυνση µικροµοριακών προσµίξεων, τη σταθεροποίηση και τη 
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συσκευασία του. Οι τεχνικές που χρησιµοποιούνται συνήθως είναι η υπερδιήθηση, η 

κατακρήµνιση και η λυοφιλίωση. Ταυτόχρονα πραγµατοποιείται και ο ποιοτικός έλεγχος του 

προϊόντος, µε ειδικές δοκιµές όπως π.χ. ηλεκτροφόρηση, ανοσοπροσδιορισµό και HPLC. Σε 

κάθε στάδιο του πρωτοκόλλου κατιούσας επεξεργασίας πρέπει να ελέγχεται η 

αποτελεσµατικότητα της διεργασίας καθαρισµού του ενζύµου, το οποίο επιτυγχάνεται 

εφαρµόζοντας τεχνικές προσδιορισµού του βαθµού καθαρότητας των δειγµάτων. Ένα συχνά 

χρησιµοποιούµενο κριτήριο καθαρότητας είναι η ειδική δραστικότητα του ενζύµου ενώ δύο 

άλλοι τρόπου ελέγχου βασίζονται στις τεχνικές της ηλεκτροφόρησης και της HPLC (Clonis 

2013). 

7.β.  Χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής 

Δεδοµένης της ευρείας χρήσης της αλλά και της αξιοποίησης της στην παρούσα µελέτη, θα 

αναφερθούµε στη χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής. Η χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής είναι η 

πιο συνηθισµένη τεχνική χρωµατογραφίας, τόσο σε εργαστηριακή όσο και σε βιοµηχανική 

κλίµακα. Η συγκεκριµένη µέθοδος στηρίζεται στο γεγονός ότι η φύση του ενζυµικού µορίου 

είναι αµφοτερική. Αυτό σηµαίνει ότι ανάλογα µε το pH του διαλύµατος µπορεί να φέρει καθαρό 

φορτίο θετικό ή αρνητικό. Από την άλλη πλευρά, ο ιοντοανταλλάκτης φέρει φορτισµένες 

οµάδες, οι οποίες είναι χηµικά δεσµευµένες στο πολυµερές υλικό των σφαιριδίων. Οι 

ιοντοανταλλάκτες παρουσιάζουν υδρόφιλο χαρακτήρα και τα πολυµερή από τα οποία 

αποτελούνται µπορεί να είναι αγαρόζη, κυτταρίνη, συνθετικά πολυµερή και συµπολυµερή. 

Ταυτόχρονα, διακρίνονται σε ισχυρούς και ασθενείς, ανάλογα µε το εύρος pH στο οποίο 

διατηρούν το φορτίο τους. Οι φορτισµένες οµάδες του ιοντοανταλλάκτη ποικίλλουν, µε 

συνηθέστερες τις καρβοξυλοµάδες και τις αµινοµάδες. Σε κάθε περίπτωση κάθε τέτοια οµάδα 

είναι εξουδετερωµένη καθώς φέρει ηλεκτροστατικά δεσµευµένο ιόν, το αντισταθµιστικό ιόν. 

Έτσι, περιοχές του ενζυµικού µορίου µε φορτίο αντίθετο προς το φορτίο του ιοντοανταλλάκτη 

συναγωνίζονται και αποµακρύνουν το αντισταθµιστικό ιόν, µε αποτέλεσµα την αντιστρεπτή 

δέσµευση του µορίου στον προσροφητή. Ως αποτέλεσµα, τα µη προσροφηµένα µόρια 

αποµακρύνονται από τη στήλη µε έκπλυση ενώ το ένζυµο που µας ενδιαφέρει εκλούεται 
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αργότερα από τη χρωµατογραφική στήλη είτε µε αύξηση της ιοντικής ισχύος είτε µε µεταβολή 

του pH.  

Kατά την εφαρµογή της χρωµατογραφίας ιοντοανταλλαγής είναι απαραίτητο να γνωρίζουµε το 

ισοηλεκτρικό σηµείο του ενζύµου, pI καθώς και την περιοχή pΗ στην οποία διατηρείται η 

ενζυµική δραστικότητα. Οι δύο αυτοί παράγοντες καθορίζουν την περιοχή του pH που θα 

χρησιµοποιηθεί µε κάποιο συγκεκριµένο ιοντοανταλλάκτη. Το pI ενός ενζύµου είναι εκείνη η 

τιµή pH στην οποία το συνολικό φορτίο του µορίου είναι µηδέν. Έτσι, σε τιµές pH<pI το ένζυµο 

έχει θετικό καθαρό φορτίο και προσροφάται σε αρνητικά φορτισµένο κατιοντοανταλλάκτη. 

Αντίθετα, σε τιµές pH>pI το ένζυµο έχει αρνητικό καθαρό φορτίο και προσροφάται σε θετικά 

φορτισµένο ανιοντοανταλλάκτη.  

Η φόρτωση του ενζύµου πραγµατοποιείται ως επί το πλείστον σε συνθήκες χαµηλής ιοντικής 

ισχύος καθώς και το pH ρυθµίζεται συνήθως έτσι ώστε να διαφέρει κατά µία µονάδα από το pI 

του ενζύµου. Από την άλλη πλευρά, η έκλουση µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε συνεχή 

βαθµίδωση, µε σταδιακή βαθµίδωση της υγρής φάσης της στήλης και µε έκλουση συγγένειας. Η 

βαθµίδωση σχετίζεται µε τη µεταβολή της σύστασης της υγρής φάσης σε σχέση µε το pH ή την 

ιοντική ισχύ. Ο συνηθέστερος τρόπος έκλουσης στη χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής είναι η 

διαβάθµιση της ιοντικής ισχύος. Η σταδιακή αύξηση της ιοντικής ισχύος συνεπάγεται την 

αντίστοιχη µείωση των ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων που συγκρατούν το ένζυµο στη 

στήλη, µε αποτέλεσµα την έκλουση του ενζύµου (Clonis 2013). 

7.γ.  Κατιούσα διεργασία απαµινάσης αδενοσίνης 

Διαφορετικές τεχνικές υγρής χρωµατογραφίας έχουν χρησιµοποιηθεί από τη δεκαετία του 1970 

για τον µερικό ή ολικό καθαρισµό της ADA. Η τεχνική της ανιοντοανταλλαγής (µε DEAE-cellu-

lose) έχει εφαρµοστεί στον καθαρισµό ADA από πνεύµονα, στόµαχο και ήπαρ ανθρώπου (Ake-

do et al. 1972). Ένας µερικός καθαρισµός ADA έχει πραγµατοποιηθεί, αρχικά, µε αποµόνωση 

ερυθροκυττάρων από υγιείς δότες και, ακολούθως, τη χρήση ανιοντοανταλλάκτη (DEAE-

Sephadex A-50) (Osborne et al. 1972). Μια άλλη µελέτη για τον καθαρισµό ADA προτείνει την 

αποµόνωση ερυθροκυττάρων και τον συνδυασµό χρωµατογραφίας ιοντοανταλλαγής (DEAE-
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cellulose) και χρωµατογραφίας µοριακού ηθµού (Βio-Gel P-60) (Agarwal et al. 1974). 

Ακολουθεί η αποµόνωση του ενζύµου από τον σπλήνα µόσχου και το έντερο µόσχου, από το 

δωδεκαδάκτυλο πτηνού και από ερυθροκύτταρα ανθρώπου. Σε όλες τις περιπτώσεις ο 

καθαρισµός πραγµατοποιείται µε τη χρήση χρωµατογραφίας συγγένειας (σύνδεση του 

αναστολέα 9-(p-αµινοβενζυλο)αδενίνη σε αγαρόζη Sepharose 4Β) (Rossi et al. 1975). Ένας 

πολυπλοκότερος καθαρισµός της ADA από ανθρώπινα ερυθροκύτταρα περιλαµβάνει συνδυασµό 

χρωµατογραφίας ιοντοανταλλαγής (DEAE-Sephadex Α-50), χρωµατογραφίας µοριακού ηθµού 

(Sephadex G-100) και χρωµατογραφία συγγένειας (σύνδεση του υποστρώµατος αδενοσίνη σε 

αγαρόζη Sepharose 6B) (Schrader et al. 1976). Ένα χρόνο αργότερα, προτείνεται ο καθαρισµός 

της ADA από ανθρώπινα ερυθροκύτταρα µε χρωµατογραφία συγγένειας, αυτή τη φορά µε τη 

χρήση αντισωµάτων (αντισώµατα που προέκυψαν από ενέσεις του ενζύµου σε κουνέλια 

συνδεδεµένα σε Sepharose 4B). Το 2000 παρουσιάζεται µία µελέτη στην οποία περιγράφεται ο 

πλήρης καθαρισµός της ADA ως υλικό αναφοράς µε σκοπό τη χρήση του σε κλινικά εργαστήρια. 

Ο καθαρισµός αυτός περιλαµβάνει την αποµόνωση ανθρώπινων ερυθροκυττάρων και τον 

καθαρισµό τους µε χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής (STREAMLINE DEAE) και ακολούθως 

δύο χρωµατογραφίες συγγένειας (σύνδεση νουκλεοσιδίου πουρίνης σε αγαρόζη Sepharose 6B) 

(Βota et al. 2000). Δύο χρόνια αργότερα, περιγράφεται ο ταυτόχρονος καθαρισµός της ADA από 

συκώτι ανθρώπου και πτηνού, ο οποίος περιλαµβάνει ουσιαστικά τέσσερα στάδια καθαρισµού 

που αποτελούνται από µία  χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής (DEAE-cellulose DE-52), µία 

υδρόφοβη χρωµατογραφία (Butyl-Sepharose 4FF) και δύο χρωµατογραφίες συγγένειας (IgG 

anti-calf ADA1 Sepharose και adenosine-Sepharose) (Egawa et al. 2002). 

8. Σκοπός της παρούσας µελέτης  

Αξιοποιώντας τις προηγούµενες µελέτες, η παρούσα εστιάζει στα προκαταρκτικά στάδια του 

πρωτόκολλου καθαρισµού, δηλαδή στον µερικό καθαρισµό ADA1 από αίµα ανθρώπου, µε 

απώτερο σκοπό την ανάπτυξη µιας απλής και οικονοµικής διεργασίας παρασκευής καθαρής 

ΑDA1, κατάλληλης για θεραπευτικούς σκοπούς. Ειδικότερα, τα προκαταρκτικά στάδια θα 

αφορούν στην προετοιµασία ενός µερικά καθαρισµένου ορού µε δραστικότητα ADA1, ο οποίος 

θα είναι κατάλληλος προκειµένου να χρησιµοποιηθεί σε µελλοντικές µελέτες ανάπτυξης 
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συνθετικών εκλεκτικών υλικών ‘συγγενείας’ και αντίστοιχων τεχνικών που θα οδηγήσουν σε 

καθαρή ADA1.  

Συνοπτικά, στην παρούσα µελέτη, προβλέπεται η παραλαβή ερυθροκυττάρων από υγιείς δότες, 

λύση και φυγοκέντρηση τους. Στη συνέχεια, ανάµειξη του υπερκείµενου µε κάποιο κατάλληλο 

κατιοντοανταλλάκτη (π.χ. CM-Sephadex C-50), ώστε να αφαιρεθεί η αιµοσφαιρίνη, ακολούθως 

δε, µερικός καθαρισµός του ενζυµικού εκχυλίσµατος χρησιµοποιώντας κάποιο κατάλληλο 

ανιοντοανταλλάκτη (π.χ. DEAE-Sepharose CL-6B). Τα κλάσµατα που θα προκύψουν θα 

αναλυθούν τόσο ως προς την ενζυµική τους δραστικότητα όσο και ως προς την περιεκτικότητά 

τους σε πρωτεΐνη. 
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2.ΥΛΙΚΑ 
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1. Υλικά 

Χηµικά αντιδραστήρια Εταιρεία

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich

2-Propanol Panreac

Acrylamide Sigma-Aldrich

Adenosine Sigma-Aldrich

Ammonium persulfate Sigma-Aldrich

Bromophenol blue Sigma-Aldrich

BSA Sigma-Aldrich

Coomasie brilliant blue R-250 Sigma-Aldrich

DOC Fluka

Ethanol Merck

Glycine Sigma-Aldrich

Hydrochloric Acid Merck

Imidazole Sigma-Aldrich

Methanol Chem-Lab NV

N,N’-Methylene-bis-acrylamide Sigma-Aldrich

Potassium phosphate Sigma-Aldrich

SDS Sigma-Aldrich

Sodium chloride Sigma-Aldrich

TCA Sigma-Aldrich

TEMED Sigma-Aldrich

Trizma base Fluka

Yλικά Χρωµατογραφίας Υγρής Στήλης Eταιρεία

CM-Sephadex C-50 Sigma-Aldrich
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2. Εργαστηριακός εξοπλισµός 

i. Εppendorf Centrifuge 5804R 

ii. Heraeus Instruments Biofuge primo 

iii. Hitachi U-200 Spectrophotometer 

iv. Perkin Elmer UV/VIS Spectrometer 

v. pHmeter Orion 410A 

vi. Mini Protean System, Casting Stand, Biorad 

DEAE-Sepharose CL-6B Sigma-Aldrich

Βιολογικά Υλικά Εταιρεία

Αdenosine deaminase (ADA, EC 3.5.4.4) 

Type X, from ‘calf spleen’, solution in 50% 

glycerol, 5mM potassium phosphate, pH 6

Sigma-Aldrich

Αίµα (ληγµένο, αρνητικό σε παθογόνους 

ιούς)

Περιφερειακό Νοσοκοµείο Νίκαιας “Αγ. 

Παντελεήµων”, Τµήµα Αιµοδοσίας
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3.ΜΕΘΟΔΟΙ 
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1. Αφαίρεση της αιµοσφαιρίνης από τον ορό αίµατος µε εφαρµογή προσροφητή 

κατιοντοανταλλαγής CM-Sephadex C-50. 

1.α. Προεπεξεργασία του αίµατος: λύσης των ερυθροκυττάρων και αφαίρεση της αιµοσφαιρίνης 

από τον ορό. 

Λύση των ερυθροκυττάρων. Σε σωλήνα τύπου ‘falcon’ των 50 mL, εισάγεται κατάλληλα 

ποσότητα αίµατος (ο ακριβής όγκος εξαρτάται από τις ανάγκες του πειράµατος) και 

φυγοκεντρούνται στα 8,000g για 1 ώρα. Το υπερκείµενο απορρίπτεται, ενώ στο ίζηµα (κύτταρα) 

προστίθεται ίσος όγκος διαλύµατος NaCl 0.15 M. Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε NaCl 0.15 M 

(αναλογία 1:1) και φυγοκεντρείται στα 8,000g για 10 λεπτά. Η ανωτέρω διαδικασία 

επαναλαµβάνεται, συνολικά, τρείς φορές. Μετά την τελευταία φυγοκέντρηση, το ίζηµα 

αναµιγνύεται µε 2 όγκους ddΗ2O ώστε να επέλθει λύση των κυττάρων. Το pH του διαλύµατος 

ρυθµίζεται σε 5.8 µε HCl (1M) και στη συνέχεια φυγοκεντρείται στα 6,000g για 20 λεπτά. Το 

ίζηµα (διαρρηγµένα κύτταρα) απορρίπτεται, ενώ το υπερκείµενο υγρό (‘ορός’) συλλέγεται και, 

σε περίπτωση που το pH του δεν έχει διατηρηθεί στην επιθυµητή τιµή, ρυθµίζεται εκ νέου σε 

5.8.  

Αφαίρεση της αιµοσφαιρίνης από τον ορό. Ακολούθως, στο υπερκείµενο υγρό προστίθεται 

προσεκτικά υπό ανάδευση κατάλληλη ποσότητα CM-Sephadex C-50 υπό µορφή πηκτής 

(ενυδατωµένου πολυµερούς, αναλογία 1:2 v/v) και το pH του εναιωρήµατος που προκύπτει 

ελέγχεται εκ νέου. Το εναιώρηµα υποβάλλεται σε ελαφριά ανακίνηση για 3 ώρες στους 4°C, 

οπότε και φυγοκεντρείται στα 2,500 g για 5 λεπτά. Το υπερκείµενο που λαµβάνεται έχει 

υποκίτρινο χρώµα, ενώ το µεγαλύτερο ποσοστό της αιµοσφαιρίνης έχει προσροφηθεί στον 

κατιοντοανταλλάκτη. Σε περίπτωση που το διάλυµα δεν έχει καθαριστεί επαρκώς από την 

αιµοσφαιρίνη (ροζ χρώµα), προστίθεται και δεύτερη παρτίδα προσροφητή (αναλογία 1:1 v/v) 

και αφήνεται για 1 ώρα στους 4°C υπό ανακίνηση.  
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1.β. Προσδιορισµός της ποσότητας CM-Sephadex C-50 ανά όγκο ορού αίµατος για αφαίρεση της 

αιµοσφαιρίνης. 

Προκειµένου να επιλεχθεί µε ακρίβεια η ποσότητα (όγκος) του κατιοντοανταλλάκτη που 

απαιτείται για την πλήρη απαλλαγή του ορού του αίµατος από την αιµοσφαιρίνη (βλέπε ενότητα 

1.α), ακολουθείται η εξής διαδικασία: σε 9 falcon των 15 mL εισάγεται 1 mL ορού στο καθένα, 

µαζί µε διαφορετικές ποσότητες ενυδατωµένου πολυµερούς CM-Sephadex C-50 (0,1, 0,2, 0,5, 1, 

2, 4, 6, 8 και 10 mL). Τα falcon τοποθετούνται υπό ανάδευση στους 4°C για 3 ώρες και στη 

συνέχεια φυγοκεντρούνται στα 1,200g για 5 λεπτά. Το υπερκείµενο από το καθένα συλλέγεται 

και λαµβάνεται η οπτική του απορρόφηση στα 570 nm (µήκος κύµατος στο οποίο απορροφά η 

αιµοσφαιρίνη). Όσο µικρότερη είναι η απορρόφηση τόσο επιτυχέστερος είναι και ο καθαρισµός 

του δείγµατος από την αιµοσφαιρίνη. 

1.γ. Αναγέννηση του προσροφητή κατιοντοανταλλαγής CM-Sephadex C-50. 

Ο προσροφητής από τα στάδια (1.α και 1.β) που φέρει δεσµευµένη την αιµοσφαιρίνη 

προστίθεται σε ψυχρό διάλυµα NaCl 2 Μ (αναλογία 1:2 v/v) και ανακινείται για περίπου 10 

λεπτά στους 4°C, οπότε το εναιώρηµα φυγοκεντρείται στα 1,200g για 5 λεπτά. Το υπερκείµενο 

απορρίπτεται και η διαδικασία επαναλαµβάνεται για 2 φορές ακόµα. Στη συνέχεια ο 

προσροφητής προστίθεται σε ψυχρό διάλυµα NaOH 0.1 Μ (αναλογία 1:1 v/v) και ανακινείται, 

όπως και µε το ΝaCl, οπότε και φυγοκεντρείται στα 1,200g για 5 λεπτά. Η τελευταία διαδικασία 

επαναλαµβάνεται για 1 φορά ακόµα. Στο στάδιο αυτό µπορεί να επαναληφθεί το ‘βήµα’ µε το 

NaCl. Ακολούθως, ο προσροφητής προστίθεται σε 70% αιθανόλη ή 30% ισοπροπανόλη 

(αναλογία 1:1 v/v) και ακολουθεί ανακίνηση και φυγοκέντρηση όπως και στις προηγούµενες 

περιπτώσεις. Τέλος, ο προσροφητής πλένεται πολλές φορές µε ψυχρό ddΗ2O και διατηρείται 

στους 4°C. Ο προσροφητής πλέον είναι απαλλαγµένος από την αιµοσφαιρίνη ή άλλες πρωτεΐνες, 

έτοιµος να ξαναχρησιµοποιηθεί.  
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2. Μερικός καθαρισµός ADA1 µε εφαρµογή χρωµατογραφίας ανιοντοανταλλαγής σε 

DEAE-Sepharose CL-6B  

2.α. Διαδικασία µερικού καθαρισµού ADA1. 

Ορός αίµατος (εφεξής θα αναφέρεται ως ‘ενζυµικό εκχύλισµα’) από το στάδιο (παράγραφο) 1.α, 

αναµιγνύεται σε αναλογία 1:1 v/v µε ρυθµιστικό διάλυµα ιµιδαζολίου-ΗCl, 60 mM, pH 6.0. 

Διάλυµα όγκου 30 mL φορτώνεται σε 3 mL προσροφητή ανιοντοανταλλαγής (DEAE-Sepharose 

CL-6B) που έχει εισαχθεί σε στήλη χρωµατογραφίας και εξισορροπηθεί µε 30 mL ρυθµιστικού 

διαλύµατος ιµιδαζολίου-HCl, 30mM, pH 6.0. Αρχικά, παραλαµβάνεται η υγρή φάση (30 mL) µε 

τα συστατικά του ενζυµικού εκχυλίσµατος που δεν έχουν προσροφηθεί στη στήλη (‘flow-

through’). Ακολούθως, η στήλη πλένεται µε 10 mL ρυθµιστικού διαλύµατος εξισορρόπησης, 

οπότε και λαµβάνεται επιπλέον υγρή φάση µε συστατικά που δεν έχουν προσροφηθεί (‘wash-

ings’). Τέλος, ακολουθούν πλύσεις της στήλης µε διαλύµατα αυξανόµενης συγκέντρωσης NaCl, 

µε 9 mL από κάθε συγκέντρωση, και συλλέγονται κλάσµατα των 9 mL καθένα. Κάθε κλάσµα 

αναλύεται για δραστικότητα ADA και συνολική πρωτεΐνη (οπτική απορρόφηση στα 280 nm). Σε 

κλάσµατα µε ‘µέγιστο’ ενζυµικής δραστικότητας, πραγµατοποιείται ποσοτικός προσδιορισµός 

της συνολικής πρωτεΐνης µε τη µέθοδο κατά Bradford. Η χρωµατογραφία µερικού καθαρισµού 

της ADA πραγµατοποιείται στους 4°C. 

2.β. Αναγέννηση της στήλης χρωµατογραφίας ανιοντοανταλλαγής DEAE-Sepharose CL-6B. 

Μετά το τέλος του καθαρισµού, εισάγονται στη στήλη 9 mL διαλύµατος NaCl  (2 M) και η 

στήλη παραµένει κλειστή για 10-15 λεπτά, ώστε να αποσυνδεθούν οι ιοντικά προσροφηµένες 

πρωτεΐνες. Ακολούθως το διάλυµα ΝaCl αφήνεται να περάσει από τη στήλη, οπότε και 

εισάγονται 9 mL διαλύµατος ΝaOH  (1 M)  και η στήλη παραµένει κλειστή για 1-2 ώρες. Με τον 

τρόπο αυτό αποδιατάσσονται και αποδεσµεύονται οι υδρόφοβα προσροφηµένες πρωτεΐνες και 

λιποπρωτεΐνες. Ακολουθεί πλύσιµο της στήλης µε τουλάχιστον 3 όγκους στήλης (3-cv) του 

διαλύµατος εξισορρόπησης. Για να αποµακρυνθούν υδρόφοβες πρωτεΐνες προσροφηµένες πολύ 
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ισχυρά στον προσροφητή, εισάγονται 4-cv διαλύµατος 70% αιθανόλης ή 30% ισοπροπανόλης. 

Τέλος, η στήλη πλένεται µε ρυθµιστικό διάλυµα εξισσορόπησης, έως ότου επανέλθει στο 

επιθυµητό pH που πραγµατοποιείται ο καθαρισµός, και διατηρείται στο ρυθµιστικό µέχρι να 

επαναχρησιµοποιηθεί. 

3. Φασµατοφωτοµετρική δοκιµή δραστικότητας απαµινάσης αδενοσίνης (ADA) κατά 

SIGMA 

Ο προσδιορισµός της ενζυµικής δραστικότητας βασίζεται στην ταχύτητα µετατροπής της 

αδενοσίνης σε ινοσίνη. Η αντίδραση παρατηρείται φασµατοφωτοµετρικά, οπότε και 

υπολογίζεται η µείωση της απορρόφησης στο λmax 265 nm, οφειλόµενη στην κατανάλωση της 

αδενοσίνης. 

Σε µια τυπική δοκιµή ενζυµικής δραστικότητας, χρησιµοποιούνται τα εξής διαλύµατα (‘stock’) : 

i.  Ρυθµιστικό διάλυµα ΚΗ2PO4, 100 mM, pH 7.5. 

ii.  1,35 mM διάλυµα αδενοσίνης σε δις απιονισµένο νερό, pH 7. 

iii.  0,1% w/v διάλυµα αλβουµίνης µόσχου (BSA)                                              

Χρησιµοποιούνται κυψελίδες UV για ‘µάρτυρα’ και ‘δείγµα’. Στις κυψελίδες προστίθενται το 

ρυθµιστικό διάλυµα, το διάλυµα  αδενοσίνης και το απιονισµένο νερό, αναδεύονται και 

τοποθετούνται για 15 min σε υδατόλουτρο 25°C. Ακολούθως, προστίθεται η κατάλληλη 

ποσότητα αλβουµίνης και ενζυµικού διαλύµατος, αναµιγνύονται γρήγορα και λαµβάνονται οι 

µετρήσεις σε λmax = 265 nm. 
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Αναλυτικότερα, οι όγκοι που χρησιµοποιούνται έχουν ως εξής: 

3.a. Υπολογισµός µονάδων ενζυµικής δραστικότητας απαµινάσης αδενοσίνης. 

Ως µονάδα µέτρησης της ενζυµικής δραστικότητας ορίζεται η ‘ενζυµική µονάδα’ (enzyme unit, 

U) που ισούται µε την ποσότητα ενζύµου που µετατρέπει 1 µmol αδενοσίνης σε ινοσίνη ανά 

λεπτό, στους 25˚C σε pH = 7.5.  

Συγκεκριµένα, καταγράφεται η µείωση της οπτικής απορρόφησης (-ΔΑ) σε χρόνο 30 sec. 

Αρχικά, λαµβάνεται ευθεία η οποία παρουσιάζει φθίνουσα πορεία, ωστόσο, κατά την εξέλιξη 

της αντίδρασης καµπυλώνει. Για τον υπολογισµό της ενζυµικής δραστικότητας (ανά mL 

δείγµατος) λαµβάνεται υπ’ όψη µόνον το ευθύγραµµο τµήµα της καµπύλης και χρησιµοποιείται 

η εξίσωση 

U/mL  = (ΔΑ265nm/min) (Vσυνολ) /(ε.Vδείγµατος) x df 

όπου : 

  ΔΑ/min = καθαρή µεταβολή απορρόφησης στα 265 nm 

Vσυνολ     = συνολικός όγκος αντίδρασης (mL) 

Vδειγ      =  όγκος του ενζύµου στην αντίδραση (mL) 

df          = συντελεστής αραίωσης 

Μάρτυρας (µL) Δείγµα (µL)

Ρυθµιστικό διάλυµα 500 500

Νερό 167 317

Αδενοσίνη 33 33

Αλβουµίνη (BSA) 150 150

Ένζυµο (ADA) 150 -

Τελικός όγκος 1000 1000
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ε            = συντελεστής µοριακής απόσβεσης (8,1 mmol-1 mL cm-1) 

4. Προσδιορισµός πρωτεΐνης κατά Bradford 

Η µέθοδος  του πρωτεϊνικού ποσοτικού προσδιορισµού βασίζεται στην ιδιότητα της χρωστικής 

Coomasie Brilliant Blue G-250 να αλλάζει χρώµα όταν αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες σε όξινο 

περιβάλλον. Η ελεύθερη χρωστική έχει καστανό χρώµα και απορροφά στα 465 nm. Το 

σύµπλοκο που δηµιουργείται από την αλληλεπίδραση της χρωστικής µε την πρωτεΐνη αποκτά 

µπλε χρώµα και απορροφά στα 595 nm. Για τον προσδιορισµό της πρωτεΐνης, το πυκνό 

αντιδραστήριο του Βradford αραιώνεται µε νερό σε αναλογία 1:4 v/v. Σε κάθε κυψελίδα 

προστίθενται 950 µL του αραιωµένου διαλύµατος µαζί µε την κατάλληλη ποσότητα πρωτεΐνης 

µέχρι τελικό όγκο 1 mL. Οι κυψελίδες επωάζονται για 20 min σε σκοτεινό χώρο και σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το πέρας του απαραίτητου χρόνου, το φωτόµετρο µηδενιστεί µε 

τον ‘µάρτυρα’ (διάλυµα Bradford χωρίς πρωτεΐνη) και ακολούθως λαµβάνεται η απορρόφηση 

για το κάθε δείγµα στα 595 nm. 

5. Συµπύκνωση πρωτεϊνών 

5.α. Κατακρήµνιση πρωτεϊνών µε  ΤCA-DOC 

Τα δείγµατα που προορίζονται για ηλεκτροφόρηση παρουσία αποδιατακτικού παράγονται 

κατακρηµνίζονται σύµφωνα µε το ακόλουθο πρωτόκολλο: σε eppendorf του 1.5 mL εισάγεται 1 

mL δείγµατος και προστίθενται 8.5 µL 2% DOC (Na-deoxycholate, τελική συγκέντρωση 125 µg/

mL). Ακολουθεί ‘vortex’ στο µίγµα και αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά. Στη 

συνέχεια, προστίθενται 333 µL 24% TCA (trichloroacetic acid, τελική συγκέντρωση 6%) και το 

µίγµα αναµιγνύεται σε vortex. Ακολουθεί φυγοκέντρηση των δειγµάτων στα 12.000g για 30 

λεπτά στους 4°C και το υπερκείµενο αποµακρύνεται προσεκτικά, χωρίς να διαταραχθεί το ίζηµα.  

Στο ‘eppendorf’ εισάγονται 200 µL παγωµένης ακετόνης και ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 

                                                                      �34



12.000g για 5 λεπτά στους 4°C. Τελικά, το ίζηµα επαναδιαλύεται στο ρυθµιστικό διάλυµα 

µετουσίωσης πρωτεϊνικών δειγµάτων. 

5.β. Συµπύκνωση διαλύµατος πρωτεϊνών σε ‘στήλες συµπύκνωσης’ 

Τα δείγµατα τα οποία προορίζονται για ηλεκτροφόρηση απουσία αποδιατακτικού παράγοντα 

συµπυκνώνονται ως εξής: 4 mL δείγµατος εισάγονται σε ειδικές ‘στήλες συµπύκνωσης’ (Ami-

con® Ultra 15 mL Centrifugal Filters, MWCO 10 KDa) και φυγοκεντρούνται στα 5.000g για 

περίπου 20 λεπτά, µέχρις ότου ο όγκος να φτάσει τα 500 µL. 
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4.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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1. Καθαρισµός αίµατος από αιµοσφαιρίνη µε εφαρµογή προσροφητή κατιοντοανταλλαγής 

CM-Sephadex C-50 

Με στόχο την επιλογή της κατάλληλης ποσότητας προσροφητή που χρειάζεται συγκεκριµένος 

όγκος αίµατος ώστε να απαλλαχθεί από την αιµοσφαιρίνη, πραγµατοποιείται πείραµα σύµφωνα 

µε το οποίο εξετάζονται διαφορετικοί όγκοι κατιοντοανταλλάκτη έναντι σταθερού όγκου 

αίµατος. Για τη εξαγωγή του συµπεράσµατος, ως ένδειξη “καθαρισµού” χρησιµοποιείται η 

οπτική απορρόφηση της αιµοσφαιρίνης στα 570 nm. Σύµφωνα µε το γράφηµα (Σχήµα 1), 

παρατηρείται ότι η οπτική απορρόφηση της αιµοσφαιρίνης πλησιάζει στο µηδέν από τα 2 mL 

όγκου προσροφητή.  Εφόσον ο όγκος αίµατος που χρησιµοποιήθηκε είναι 1 mL, η αναλογία 

‘αίµατος:προσροφητή’ σε κάθε επόµενο πείραµα θα πρέπει να διατηρείται στο 1:2 v/v. 

Στην περίπτωση που δεν είναι επιτυχής η απαλλαγή του αίµατος από την αιµοσφαιρίνη και 

εξακολουθεί να υπάρχει κόκκινο ή ροζ χρώµα, ακολουθεί και δεύτερος “καθαρισµός”, 
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χρησιµοποιώντας τις ίδιες ποσότητες προσροφητή που χρησιµοποιούνται στην πρώτη φάση της 

επεξεργασίας. Ενδεικτικά, στο Σχήµα 2 απεικονίζονται τα αποτελέσµατα µιάς τέτοιας 

προσπάθειας, όπου στην πάνω γραµµή (κλειστός κύκλος) καταγράφεται η απορρόφηση της 

αιµοσφαιρίνης στα 570 nm ύστερα από το πρώτο τρίωρο επεξεργασίας, ενώ στην κάτω καµπύλη 

(ανοιχτός κύκλος) καταγράφεται η απορρόφηση της αιµοσφαιρίνης στα 570 nm, ύστερα από την 

εκ νέου επεξεργασία του αίµατος για µία ώρα.  

 

Στη Φωτογραφία 1 φαίνεται η φιάλη αίµατος από την οποία ξεκινάει όλη η ανωτέρω 

διαδικασία, ως και το ενζυµικό εκχύλισµα που προκύπτει, ύστερα από τη διαδικασία που 

περιγράφηκε στην Ενότητα 1α των Μεθόδων. 
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2. Mελέτη της σταθερότητας της ADA στο ενζυµικό εκχύλισµα στους -20°C. 

Παρόλο που το ενζυµικό εκχύλισµα παραµένει σταθερό στους 4°C από άποψη δραστικότητας 

ADA, κρίθηκε απαραίτητη η µελέτη της σταθερότητάς του στους -20°C, ώστε να µπορεί να 

φυλάσσεται στην κατάψυξη και να αποφεύγονται τυχόν µολύνσεις που µπορεί να προκύψουν 

λόγω της διατήρησής του στο ψυγείο. Για το σκοπό αυτό, 30 mL αρχικού εκχυλίσµατος 

χωρίστηκαν σε 30 κλάσµατα του 1 mL και για 30 µέρες υπολογιζόταν η ενζυµική τους 

δραστικότητα (ένα διαφορετικό κλάσµα για κάθε ηµέρα) σύµφωνα µε το πρωτόκολλο 

φασµατοφωτοµετρικής δοκιµής που περιγράφεται στην Ενότητα 3 των Μεθόδων. Σύµφωνα, µε 

το διάγραµµα του Σχήµατος 3, η ενζυµική δραστικότητα παραµένει σταθερή για τις 20 πρώτες 

ηµέρες ενώ µετά το πέρας των 20 ηµερών η δραστικότητα αρχίζει να µειώνεται. Έτσι, το 

ενζυµικό εκχύλισµα µπορεί να διατηρείται στους -20°C για περίπου 3 εβδοµάδες, χωρισµένο σε 

κατάλληλο όγκο κλασµάτων που θα χρειαστούν σε κάποιο από τα επόµενα βήµατα του 

πειράµατος (π.χ. µερικός καθαρισµός σε ανιοντοανταλλάκτη). Με τον τρόπο αυτό δεν είναι 

απαραίτητη κάθε φορά η εκτέλεση της διαδικασίας που περιγράφεται στην ενότητα 1α των 

Μεθόδων, όπως επίσης και δεν χρειάζεται η αποθήκευση πολλών ασκών  ακατέργαστου αίµατος 

για πολύ καιρό που έχει ως άµεση συνέπεια την µείωση της αρχικής ενζυµικής δραστικότητας 

της ADA. 
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3. Μερικός καθαρισµός ADA1 µε εφαρµογή χρωµατογραφίας ανιοντοανταλλαγής σε 

DEAE-Sepharose CL-6B 

O µερικός καθαρισµός της ΑDA πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας διαλύµατα NaCl από 

εύρος συγκέντρωσης 10 mM έως 200 mM (ανά 10 mM η αύξηση της συγκέντρωσης από το ένα 

διάλυµα στο άλλο). Για κάθε συγκέντρωση αλατιού λαµβάνονταν εκλούσεις των 9 mL, καθεµία 

από τις οποίες εξετάστηκε για την ύπαρξη ενζυµικής δραστικότητας της ADA σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο φασµατοφωτοµετρικής δοκιµής που περιγράφεται στην ενότητα 1α των Μεθόδων. 

Ταυτόχρονα, για κάθε έκλουση λαµβανόταν η οπτική της απορρόφηση στα 280 nm, µήκος 

κύµατος στο οποίο απορροφούν οι πρωτεΐνες κάθε διαλύµατος. Έχοντας, λοιπόν, τις µετρήσεις 

τόσο από τη δοκιµή της ενζυµικής δραστικότητας όσο και από την απορρόφηση στα 280 nm, 

δηµιουργήθηκε το χρωµατογράφηµα του µερικού καθαρισµού (Σχήµα 4). Στο χρωµατογράφηµα 

συµπεριλήφθηκαν και οι αντίστοιχες µετρήσεις από τις πλύσεις που έγιναν στη στήλη του 
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προσροφητή καθώς και από το φορτίο του ενζυµικού εκχυλίσµατος που δεν προσροφήθηκε στη 

στήλη (Fractions 0-7). 

 

Συνολικά στη στήλη φορτώθηκαν 0.321 µονάδες ενζύµου, οι οποίες ανακτήθηκαν χωρίς 

απώλειες. Μάλιστα, από το άθροισµα των επιµέρους µονάδων του κάθε κλάσµατος φαίνεται ότι 

ανακτήθηκαν 0.351 µονάδες (περίπου το 109%!!), γεγονός που όµως πιθανότατα αποδίδεται σε 

σφάλµα του φωτοµέτρου και όχι στην πραγµατικότητα. Σύµφωνα µε το χρωµατογράφηµα, 

φαίνεται πως η περισσότερη ενζυµική δραστικότητα συγκεντρώνεται στο εύρος συγκέντρωσης 

NaCl από 10-60 mM. Από αυτό το εύρος επιλέχθηκαν οι συγκεντρώσεις των 10, 30, 40 και 50 

mM στις οποίες υπολογίστηκε η ειδική τους δραστικότητα σύµφωνα µε τη µέθοδο 

προσδιορισµού πρωτεϊνών κατά Bradford που περιγράφεται στην ενότητα 4 των Μεθόδων. 
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4. Χωρητικότητα του προσροφητή DEAE-Sepharose CL-6B για το ένζυµο ADA 

Ενζυµικό εκχύλισµα (30 mM imidazole-HCl, pH 6) εφαρµόζεται συνεχόµενα (17 mL/h) σε 

στήλη DEAE-Sepharose CL-6B (1 mL) που έχει προηγουµένος εξισορροπηθεί µε 30 mM 

ρυθµιστικού διαλύµατος ιµιδαζολίου-HCl σε pH 6. Το εκχύλισµα εφαρµόζεται συνεχόµενα 

µέχρις ότου η δραστικότητα της ADA στις εκλούσεις να φτάσει µια σταθερή µέγιστη 

δραστικότητα. Τα κλάσµατα που συλλέχθηκαν (0.5 mL το καθένα) εξετάζονται για την ενζυµική 

τους δραστικότητα στα 265 nm καθώς και προσδιορίζεται η πρωτεΐνη τους µε βάση την 

απορρόφησή τους στα 280 nm (Σχήµα 5).  
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O υπολογισµός της χωρητικότητας (q) του προσροφητή πραγµατοποιείται από την κατωτέρω 

εξίσωση (Tsamadis et al., 1992): 

q = (V1/2 - V0)Cm/V 

όπου : 

q = χωρητικότητα της στήλης (units/mL), 

V1/2 = όγκος εκλουσµάτων που αντιστοιχούν στο µισό του µεγίστου δραστικότητας του 

ενζύµου στα εκλούσµατα (mL), 

V0 =  όγκος εκλουσµάτων που αντιστοιχούν στο µισό του µεγίστου απορρόφησης της 

πρωτεΐνης στα εκλούσµατα (στα 280 nm) 

Cm   = µέγιστος σταθερός αριθµός ενζυµικών µονάδων στα εκλούσµατα (units) 
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V   = συνολικός όγκος του προσροφητή (mL)  

Από τo Σχήµα 5 υπολογίζονται τα εξής: 

V1/2   = 20 mL  

V0 = 16 mL  

Cm = 0.13 units 

Οπότε, βάσει των ανωτέρω, η χωρητικότητα, q, του προσροφητή για την ADA, ισούται µε 0.52 

units / mL. 
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5.ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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Η παρούσα µελέτη επικεντρώθηκε στο ένζυµο απαµινάση αδενοσίνης 1 (Adenosine deaminase 

1; ADA1) από άνθρωπο. Το συγκεκριµένο ένζυµο καταλύει την απαµίνωση της αδενοσίνης προς 

αµµωνία και ινοσίνη, έχει δε προσελκύσει το επιστηµονικό και ιατρικό ενδιαφέρον τις 

τελευταίες δεκαετίες καθώς εµπλέκεται σε παθολογικές καταστάσεις που σχετίζονται µε το 

ανοσοποιητικό σύστηµα (Giblett et al. 1972). Τέτοια ασθένεια είναι η “Συνδυαστική 

Ανοσοεπάρκεια” (severe combined immunodeficiency; SCID), η οποία αποτελεί µια σύνθετη 

µεταβολική και ανοσολογική διαταραχή και προκαλείται σε ανθρώπους, στους οποίους η 

απαµινάση της αδενοσίνης δεν εκφράζεται σωστά µε αποτέλεσµα την συσσώρευση πουρινών 

στο πλάσµα και τα κύτταρα (Cohen et al. 1978). Έχουν γίνει πολλές προσπάθειες στα πλαίσια 

της γονιδιακής θεραπείας να αναπτυχθεί ένας τρόπος αντιµετώπισης της ασθένειας, χωρίς 

ωστόσο να έχουν επιτευχθεί τα επιθυµητά αποτελέσµατα (Onodera et al. 1999). Όπως ειπώθηκε 

και στην εισαγωγή, η απαµινάση της αδενοσίνης εντοπίζεται κυτταρικά στο κυτταρόπλασµα σε 

ελεύθερη µορφή, όπως επίσης και σε “ακινητοποιηµένη” µορφή σε µεµβρανικές πρωτεΐνες όπου 

λαµβάνει µέρος σε αλληλεπιδράσεις µε συγκεκριµένους υποδοχείς, τους λεγόµενους υποδοχείς 

της αδενοσίνης A1Rs (adenosine receptors; A1Rs) (Gracia et al. 2008). Όπως φαίνεται από τα 

προηγούµενα, η απαµινάση της αδενοσίνης 1 αποτελεί ένα ένζυµο το οποίο πέρα από την 

ενζυµική του δράση, χαρακτηρίζεται και από µη καταλυτικές δράσεις ως (ενεργό ή ανενεργό) 

µόριο το οποίο αλληλεπιδρά µε υποδοχείς και καθορίζει διάφορες κυτταρικές λειτουργίες. Για 

τους παραπάνω λόγους, κρίνεται αναγκαία η σε βάθος µελέτη και κατανόηση των ιδιοτήτων του 

ενζύµου αυτού, κυρίως απο ανθρώπινες πηγές καθώς εµπλέκεται σε παθολογικές καταστάσεις. 

1. Μερικός καθαρισµός της απαµινάσης αδενοσίνης 1 

Στη παρούσα πειραµατική πορεία, έγιναν προσπάθειες καθαρισµού του ενζύµου από ανθρώπινα 

ερυθροκύτταρα. Οι βασικότεροι λόγοι επιλογής του συγκεκριµένου ιστού είναι ότι υπάρχει σε 

αφθονία, µπορεί κάποιος να έχει πρόσβαση σε µεγάλους όγκους αρχικού υλικού, τα δε 

ερυθροκύτταρα περιέχουν σχεδόν µόνο το ισοένζυµο ADA1 που µας αφορά (Gakis 1996). Είναι 

σηµαντικό, όπου επιχειρείται καθαρισµός ενζύµων από φυσικές πηγές που χαρακτηρίζονται από 
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χαµηλά επίπεδα συγκέντρωσης ενζύµων και πρωτεϊνών, είναι χρήσιµο να υπάρχουν διαθέσιµες 

µεγάλες ποσοτήτες του ιστού. Ωστόσο, η αποµόνωση της ADA από ερυθροκύτταρα εµπεριέχει 

αρκετές δυσκολίες, σηµαντικότερη των οποίων είναι η ύπαρξη αιµοσφαιρίνης, η οποία πρέπει να 

αποµονωθεί για τα περαιτέρω χρωµατογραφικά βήµατα. Ο αποτελεσµατικός διαχωρισµός της 

αιµοσφαιρίνης από το εκχύλισµα του πλάσµατος που προέκυψε µετά τη λύση των 

ερυθροκυττάρων λόγω κατεργασίας τους µε νερό, πραγµατοποιήθηκε µε τον προσροφητή CM-

Sephadex-C50 που είναι ένας κατιοντοανταλλάκτης. Ο βέλτιστος χρόνος επώασης του 

προσροφητή µε το εκχύλισµα στους 4 ºC για την πιο αποτελεσµατική αποµόνωση της 

αιµοσφαιρίνης, βρέθηκε να είναι 3 ώρες. Κατόπιν της βελτιστοποίησης του χρόνου επώασης µε 

τον κατιοντοανταλλάκτη για τον διαχωρισµό της αιµοσφαιρίνης, έγιναν αρκετές προσπάθειες 

ώστε να προσδιοριστούν οι καλύτερες συνθήκες για το επόµενο χρωµατογραφικό βήµα 

καθαρισµού του ενζύµου. Μετά την αφαίρεση της αιµοσφαιρίνης, το εκχύλισµα υποβλήθηκε σε 

χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής χρησιµοποιώντας τον προσροφητή DEAE-Sepharose CL-6B. 

Διάφορες συνθήκες µελετήθηκαν, όπως pH και ρυθµιστικό διάλυµα, ώστε να προσδιοριστούν οι 

άριστες συνθήκες ιοντοανταλλαγής. Τελικά, µε βάση και άλλα βιβλιογραφικά δεδοµένα, 

βρέθηκε ότι καλύτερα αποτελέσµατα επιτυγχάνονται µε τη χρήση ιµιδαζολίου ως ρυθµιστικό 

διάλυµα, σε pH 6 και συγκέντρωση 30 mM. Επιπλέον, στις ακόλουθες εκλούσεις που 

πραγµατοποιήθηκαν µε βαθµίδωση της ιοντικής ισχύος, χρησιµοποιώντας χλωριούχο νάτριο 

(NaCl), βρέθηκε ότι το µεγαλύτερο ποσοστό ADA εκλούεται στα πρώτα πέντε κλάσµατα 

(κλάσµα ανά 10 mM) στο εύρος 10-50 mM. Σε αυτό το σηµείο, κρίνεται σκόπιµο να αναφερθεί 

ότι η ποσότητα του ενζύµου που εκλουόταν σε κάθε επανάληψη του καθαρισµού ήταν µικρή, 

ακόµη και όταν η διαδικασία περιελάµβανε αρκετά µεγάλο όγκο αίµατος στο αρχικό στάδιο 

(150-200 mL). Η συγκέντρωση του ενζύµου ήταν τόσο χαµηλή που ήταν αναγκαίο να 

συµπυκνωθεί το κλάσµα έως και 10 φορές,  ώστε να µπορέσει να επιτευχθεί µέτρηση της 

πρωτεΐνης µε τη µέθοδο Bradford καθώς και να ανιχνευθεί το ένζυµο µε τη µέθοδο της 

µεταφοράς κατα Western (Western Blotting). Αυτές οι παρατηρήσεις οδηγούν στο συµπέρασµα 

ότι ακόµη µεγαλύτεροι όγκοι αίµατος θα πρέπει να χρησιµοποιούνται αρχικά, ώστε να επιτευχθεί 

µεγαλύτερη συγκέντρωση ενζύµου µετά το πρώτο στάδιο καθαρισµού. Αυτή η παρατήρηση 

επαληθεύεται και από άλλες µελέτες (Schrader et al. 1976) όπου χρησιµοποιήθηκαν πολύ 
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µεγαλύτεροι αρχικοί όγκοι αίµατος (20-25 L) µε σκοπό την απόκτηση αποδεκτής καθαρής 

ποσότητας ενζύµου στο τελικό στάδιο. 

2. Ετερόλογη έκφραση της απαµινάσης αδενοσίνης 1 (ADA1) 

Λόγω της έκφρασης του ενζύµου σε χαµηλά επίπεδα στα ερυθροκύτταρα, η ετερόλογη έκφραση 

και παραγωγή του ενζύµου σε E. coli µε τη µέθοδο του ανασυνδυασµένου DNA θα ήταν πολύ 

χρήσιµη. Για τον λόγο αυτό, κλωνοποιήθηκε ένα συνθετικό γονίδιο της ανθρώπινης απαµινάσης 

αδενοσίνης 1, του οποίου η νουκλεοτιδική αλληλουχία είναι βελτιστοποιηµένη για ετερόλογη 

έκφραση στον µικροοργανισµό E. Coli (ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ). Έχει αποδειχθεί ότι πολλές 

ευκαρυωτικές πρωτεΐνες δεν εκφράζονται στο E. coli λόγω του ότι τα γονίδιά τους 

χαρακτηρίζονται από κάποια κωδικόνια, τα οποία είναι σπάνια για τον µεταφραστικό µηχανισµό 

του E. coli. Για να αποφευχθεί µια τέτοια πιθανή αποτυχία έκφρασης, τα γονίδια ευκαρυωτικών 

πρωτεϊνών κατασκευάζονται συνθετικά αντικαθιστώντας τα κωδικόνια της φυσικής αλληλουχίας 

του γονιδίου, µε αντίστοιχα που “προτιµά” το E. coli και κωδικοποιούν το ίδιο αµινοξύ. Τα 

επίπεδα έκφρασης που µπορούν να επιτευχθούν µε την ετερόλογη έκφραση είναι πραγµατικά 

πολύ υψηλά. Μάλιστα υπό βελτιστοποιηµένες συνθήκες, στη βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί και 

αποδόσεις της τάξεως των 50 mg καθαρής πρωτεΐνης ανα 1 L θρεπτικού υλικού (Peti et al. 

2007). Θα ήταν πολύ εποικοδοµητικό, λοιπόν, εάν η ανθρώπινη απαµινάση αδενοσίνης 

µπορούσε να εκφραστεί ετερόλογα χρησιµοποιώντας τα πλασµίδια που ήδη έχουν προετοιµαστεί 

κατά τα τη διάρκεια της παρούσας µελέτης. Μάλιστα, κάποιες αρχικές προσπάθειες έκφρασης 

του ένζυµου πραγµατοποιήθηκαν και στην παρούσα µελέτη εξετάζοντας διαφορετικά στελέχη E. 

coli  για την καλύτερη έκφραση της πρωτεΐνης, απαιτούνται όµως περαιτέρω πειράµατα για την 

ανάπτυξη ενός επαναλήψιµου πρωτοκόλλου ετερόλογης παραγωγής και καθαρισµού. Σε αυτό το 

σηµείο όµως, θα πρέπει να αναφερθεί ότι δεν θα πρέπει να παραλείπεται η αποµόνωση του 

ενζύµου απο τη φυσική πηγή του, ιδιαίτερα όταν πρόκειται για ένα ανθρώπινο µόριο. Ο 

βασικότερος λόγος έγκειται στο γεγονός ότι υπάρχουν υψηλές πιθανότητες µια πρωτεΐνη ή ένα 

ένζυµο να υπόκεινται σε µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις όπως γλυκοζυλίωση, ακετυλίωση, 

φωσφορυλίωση κ.α. οι οποίες δε µπορούν όλες και στον επιθυµητό βαθµό να πραγµατοποιηθούν 
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όταν ακολουθείται ετερόλογος έκφραση. Για παράδειγµα, έχει δειχθεί ότι η ανθρώπινη 

απαµινάση αδενοσίνης 1 υπόκειται σε ακετυλίωση. Για το λόγο αυτό, θα πρέπει να καθαριστεί 

από τη φυσική πηγή (π.χ. ερυθροκύτταρα ή άλλον ιστό ανθρώπου) και από ετερόλογη έκφραση 

και να συγκριθούν οι ειδικές δραστικότητες. Ιδανικά, αυτές θα πρέπει να είναι περίπου ίδιες, 

ώστε να είναι αξιόπιστες οι µετρήσεις και τα αποτελέσµατα όταν χρησιµοποιείται καθαρό 

ένζυµο από ετερόλογη έκφραση.  

3. Συγκριτική µελέτη της απαµινάσης αδενοσίνης 1 µε την απαµινάση αδενοσίνης 2. 

Θα ήταν ίσως χρήσιµη η µελέτη και της ADA2, ώστε να γίνει σύγκριση των δύο ισοµορφών. Σε 

πειράµατα που έγιναν στην παρούσα µελέτη, µετρήθηκε η συνολική δραστικότητα ADA, και 

απο τις δύο ισοµορφές. Αν και έχει αναφερθεί και αλλού (Gakis 1996) ότι τα επίπεδα έκφρασης 

της ADA2 στα ερυθροκύτταρα είναι χαµηλά, θα είχε ενδιαφέρον να χρησιµοποιηθεί κάποιος 

αναστολέας του ενός ισοενζύµου και να προσδιοριστεί η δραστικότητα. Μια προσέγγιση θα 

ήταν να συµπεριληφθεί ο αναστολέας EHNA στο εκχύλισµα, ο οποίος αναστέλλει την δράση της 

ADA1 (Kelly et al. 1996). Τότε θα αναµέναµε ελάχιστη έως και καθόλου δραστικότητα. Ακόµη, 

θα είχε ενδιαφέρον να γίνουν προσπάθειες ανοσοανίχνευσης (Western-blotting) και της ADA2 

στο εκχύλισµα απο τα ερυθροκύτταρα, καθώς θα έδινε περαιτέρω πληροφορίες για την 

παρουσία ή µη του συγκεκριµένου ενζύµου παράλληλα µε την ισοµορφή 1. 
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6.ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 
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Κλωνοποίηση και δοκιµές έκφρασης της ανθρώπινης απαµινάσης αδενοσίνης 1 (ADA1).  
Παράλληλα με το project που περιγράφηκε και αναλύθηκε στις προηγούμενες ενότητες, 

ξεκίνησε  να  πραγματοποιείται  και  ένα  δεύτερο,  το  οποίο  αφορά  τον  καθαρισμό  της 

ADA1 από ανασυνδυασμένα βακτηριακά κύτταρα. Σκοπός αυτής της εργασίας είναι η 

σύγκριση των αποτελεσμάτων των καθαρισμών της ADA1 τόσο από το ανθρώπινο αίμα 

όσο και από την έκφραση του ενζύμου σε προκαρυωτικό σύστημα. 

Το  γονίδιο  της  ανθρώπινης  ADA1 αποτελείται  από  1092bp  και  363  αμινοξέα  με  την 

παρακάτω αμινοξική ακολουθία:

MAQTPAFDKPKVELHVHLDGSIKPETILYYGRRRGIALPANTAEGLLNVIGMDKPLTLPD

FLAKFDYYMPAIAGCREAIKRIAYEFVEMKAKEGVVYVEVRYSPHLLANSKVEPIPWNQ

AEGDLTPDEVVALVGQGLQEGERDFGVKARSILCCMRHQPNWSPKVVELCKKYQQQTV

VAIDLAGDETIPGSSLLPGHVQAYQEAVKSGIHRTVHAGEVGSAEVVKEAVDILKTERLG

HGYHTLEDQALYNRLRQENMHFEICPWSSYLTGAWKPDTEHAVIRLKNDQANYSLNTD

DPLIFKSTLDTDYQMTKRDMGFTEEEFKRLNINAAKSSFLPEDEKRELLDLLYKAYGMPP

SASAGQNL 

Για την κλωνοποίηση του γονιδίου παραγγέλθηκαν δύο συνθετικοί κλώνοι, ένας που εφεξής θα 

αναφέρεται ως “untagged” και ένας που θα αναφέρεται ως “tagged”. O tagged κλώνος φέρει µια 

‘ουρά’ από 6 ιστιδίνες που σε επόµενο στάδιο θα χρησιµεύσουν στον καθαρισµό του ενζύµου µε 

χρωµατογραφία συγγένειας. Οι κλώνοι, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, είναι συνθετικοί και 

αποτελούνται από βελτιστοποιηµένες τριπλέτες κωδικονίων, έτσι ώστε να αποφευχθούν τυχόν 

προβλήµατα που θα δηµιουργούνταν από την προσπάθεια έκφρασης ενός ευκαρυωτικού 

γονιδίου σε προκαρυωτικό σύστηµα έκφρασης. Οι δύο κλώνοι ενισχύονται µε PCR και  

κλωνοποιούνται σε πλασµίδιο µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού. Το πλασµίδιο µετασχηµατίζει 

διαφορετικά στελέχη E.coli τα οποία στη συνέχεια εξετάζονται µε SDS-PAGE για την ανίχνευση 

της πρωτεΐνης. 

Οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν για την ενίσχυση του γονιδίου είναι οι εξής: 
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Το προϊόν της αντίδρασης υποβλήθηκε σε καθαρισµό χρησιµοποιώντας ένα kit σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, Macherey Nagel). Ο συγκεκριµένος 

καθαρισµός γίνεται για να αποµονωθούν τα διάφορα αντιδραστήρια της αντίδρασης PCR και να 

αποκτηθεί το τελικό δείγµα επαναδιαλυµένο σε νερό (Σχήµα 6).  
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Forward: 
5’-GAAGGAGATATACATATGGCACAGACACCGGCATTTGATAAACCG-3’ 

Reverse (untagged clone): 
5’-GTGATGGTGGTGATGATGTTACAGATTCTGACCTGCGCTTGCGC-3’ 

Reverse (tagged clone): 
5’-GTGATGGTGGTGATGATGCAGATTCTGACCTGCGCTTGCGC-3’



Ο φορέας κλωνοποίησης  που χρησιµοποιήθηκε στην προκειµένη περίπτωση είναι ο pETite C-

His Kan vector της εταιρείας Lucigen. Στο Σχήµα 7 φαίνονται οι περιοχές που περιβάλλουν τη 

θέση κλωνοποίησης στο φορέα καθώς και οι θέσεις ανασυνδυασµού στο πλασµίδιο. 

 

Το πλασµίδιο κόπηκε µε τα κατάλληλα ένζυµα περιορισµού (NcoI και BamHI) έτσι ώστε να 

αποκτήσουµε γραµµικό κοµµάτι πλασµιδιακού DNA. Στο Σχήµα 8 φαίνεται η διαδικασία της 

πέψης του πλασµιδίου, το προϊόν της οποίας ηλεκτροφορείται σε πηκτή αγαρόζης συγκέντρωσης 

1% w/v. 
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Μετά την πέψη του πλασµιδίου, οι ζώνες στην αγαρόζη κόβονται, τοποθετούνται σε eppendorf 

µαζί µε resuspension buffer και τοποθετούνται σε υδατόλουτρο για 10 λεπτά. Στη συνέχεια 

ακολουθείται το πρωτόκολλο του kit (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, Macherey Nagel) το 

οποίο περιλαµβάνει συνεχείς πλύσεις µε 70% αιθανόλη και τελικά έκλουση από την ειδική 

κολώνα µε τη χρήση νερού. Ακολουθεί η κλωνοποίηση του γονιδίου της hADA1 (tagged και 

untagged) στο πλασµίδιο. Για το σκοπό αυτό, εισάγονται σε δεκτικά κύτταρα 10G 3-5 µL 

κοµµένου πλασµιδίου και 5-10 µL του γονιδίου (προϊόν της PCR). Tο µίγµα επωάζεται στον 

πάγο για 30 λεπτά και ακολουθεί θερµικό σοκ στους 42 ºC για 60 δευτερόλεπτα. Το µίγµα 

τοποθετείται στον πάγο για 2 λεπτά και στη συνέχεια προστίθενται 500 µL θρεπτικού µέσου 
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(LB/2XYT/SOC) και αφήνεται υπό ανάδευση στους 37 ºC για 1 ώρα. Όταν περάσει η 1 ώρα, 

στρώνονται τρυβλία θρεπτικού µέσου που περιέχουν καναµυκίνη (συγκέντρωση 30 µg/mL) και 

τοποθετούνται στους 37 ºC overnight. Την επόµενη ηµέρα και εφόσον έχουν σχηµατιστεί 

αποικίες, κάποιες από αυτές επιλέγονται τυχαία έτσι ώστε να αναλυθούν µε PCR (Σχήµα 8) µε 

σκοπό να ελεγχθεί ποια ή ποιες από αυτές περιέχουν το γονίδιο που µας ενδιαφέρει. Oι 

εκκινητές που χρησιµοποιούνται για τη συγκεκριµένη PCR (colony PCR) είναι οι εκκινητές του 

πλασµιδίου.  
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Διαλέγουµε κάποια από τις αποικίες που µας έχουν δώσει ‘σήµα’ κατά την ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή αγαρόζης και εµβολιάζουµε σε φλάσκα µε θρεπτικό µέσο ανάπτυξης (2ΧΥΤ) ΤΩΝ 50 

mL, στην οποία έχουµε προσθέσει 50 µL καναµυκίνης (τελική συγκέντρωση 30 µg/mL). Η 

φλάσκα αφήνεται υπό ανάδευση overnight στους 37 ºC και την επόµενη µέρα η καλλιέργεια 

χωρίζεται σε 2 µέρη: 15 mL φυγοκεντρούνται στα 6,000 g για 5 λεπτά έτσι ώστε να παραληφθεί 

η ‘πάστα’ των κυττάρων και να αποµονωθεί το πλασµίδιο που φέρει το γονίδιο που µας 

ενδιαφέρει και 35 mL φυγοκεντρούνται στα 3,000 g για 10 λεπτά έτσι ώστε να παραληφθεί η 

‘πάστα’ των κυττάρων και να αποθηκευθεί στους -80 ºC µαζί µε γλυκερόλη. Η αποµόνωση του 

πλασµιδιακού DNA πραγµατοποιείται σύµφωνα µε τις οδηγίες kit (PureLink Quick Plasmid 

Miniprep Kit, Invitrogen).   

Aκολουθεί µετασχηµατισµός διαφορετικών εκφραστικών στελεχών έτσι ώστε να ελεγχθεί η 

ετερόλογη του συνθετικού γονιδίου της hADA1. Τα κύτταρα που χρησιµοποιούνται προέρχονται 

από διαφορετικά εκφραστικά στελέχη E. coli, όπως BL21(DE3), BL21(DE3) Rosetta και 

BL21(DE3) pLysS. Καθαρό πλασµιδιακό DNA (100ng) εισάγεται σε κάθε είδος κυττάρων 

σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που περιγράφηκε παραπάνω στη διαδικασία της κλωνοποίησης. 

Αφού αναπτυχθούν αποικίες στα τρυβλία, εµβολιάζονται σε φλάσκες που περιέχουν θρεπτικό 

µέσο ανάπτυξης µε αντιβιοτικό (όπως στα προηγούµενα βήµατα) και αφήνονται υπό ανάδευση 

στους 37 ºC overnight. Παράλληλα, σκέτα κύτταρα που δεν έχουν µετασχηµατιστεί µε το 

πλασµιδιακό DNA εµβολιάζονται σε φλάσκες που δεν περιέχουν αντιβιοτικό, έτσι ώστε να να 

λειτουργήσουν ως ‘µάρτυρες’ και να ελεγχθούν για ενδογενείς πρωτεΐνες E. coli. Την επόµενη 

ηµέρα, παίρνουµε 2 mL από την κάθε καλλιέργεια και εµβολιάζουµε καινούργιες φλάσκες µε 

θρεπτικό µέσο και αντιβιοτικό. Ύστερα από 1 ώρα, µετράµε την απορρόφηση στην κάθε 

καλλιέργεια σε µήκος κύµατος 600 nm και µόλις φτάσει σε Α600=0.6 προσθέτουµε IPTG (50 µL 

για κάθε 50 mL θρεπτικού). Το IPTG χρησιµοποείται ως επαγωγέας της έκφρασης των 

πρωτεϊνών. Όλες οι καλλιέργειες αφήνονται υπό ανάδευση στους 37 ºC για 4 ώρες και µετά το 

πέρας των 4 ωρών φυγοκεντρούνται στα 6,000 g για 15 λεπτά. Το ίζηµα που φέρει τα κύτταρα 

επαναδιαλύεται σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα (εδώ χρησιµοποιήθηκε ρυθµιστικό διάλυµα 

φωσφορικών 100 mM, pH 7.5), τα κύτταρα λύονται µέσω υπερήχων (µια µικρή ποσότητα του 

µίγµατος φυλάσσεται έτσι ώστε να εξεταστεί η πιθανότητα ύπαρξης πρωτεϊνικών 
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συσσωµατωµάτων τα οποία κατακρηµνίζονται ενδοκυτταρικά κατά τη διάρκεια της 

(υπερ)έκφρασης και οδηγούν σε παραγωγή ανενεργού ενζύµου) και φυγοκεντρούνται στα 

16,000 g  για 15 λεπτά. Το υπερκείµενο εξετάζεται για την παρουσία της πρωτεΐνης µέσω 

ηλεκτροφόρησης σε πηκτή πολυακρυλαµίδης κάτω από µετουσιωτικές συνθήκες.  

Στο συγκεκριµένο πείραµα ελέγχθηκε µόνο το γονίδιο που δεν περιείχε την ουρά µε τις έξι 

ιστιδίνες. Η εικόνα της ηλεκτροφόρησης δεν δίνει ξεκάθαρα αποτελέσµατα για το αν εκφράζεται 

ή όχι, παρόλο που διακρίνεται ίσως µια εντονότερη ζώνη (Φωτογραφία Α, σειρά 3) σε εύρος 

kDa 37-49. Ταυτόχρονα, η φασµατοφωτοµετρική δοκιµή που εφαρµόζεται για την ανίχνευση της 

ενζυµικής δραστικότητας της ADA είναι δύσκολο να µας δώσει πληροφορίες, καθώς στο µήκος 

κύµατος στο οποίο πραγµατοποιείται (265 nm) ανιχνεύονται περαιτέρω νουκλεϊκά οξέα και 

άλλα µόρια καθώς πρόκεται για ένα κυτταρικό εκχύλισµα που περιέχει πληθώρα άλλων ουσιών. 

Κρίνεται, λοιπόν, απαραίτητη η µελέτη του γονιδίου της hADA1 που φέρει την ουρά των έξι 

ιστιδινών, έτσι ώστε το υπερκείµενο που θα προκύψει από τη λύση των κυττάρων να υποβληθεί 

σε χρωµατογραφία συγγένειας (στήλη νικελίου) και να δώσει ένα πιο ξεκάθαρο αποτέλεσµα.  
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