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ÓÊÏÐÏÓ Ç ðáèïëïãßá ôïõ áõôïÜíïóïõ íïóÞìáôïò âáñéÜ ìõáóèÝíåéá ïöåß-
ëåôáé óôá ðáñáãüìåíá áõôïáíôéóþìáôá Ýíáíôé ôïõ ìõúêïý õðïäï÷Ýá ôçò
áêåôõëï÷ïëßíçò. Ç ðëáóìáöáßñåóç áðïôåëåß ìéá óçìáíôéêÞ èåñáðåõôé-
êÞ áãùãÞ ãéá ôç ìõáóèÝíåéá, áëëÜ áðïìáêñýíåé êáé ðïëýôéìá óõóôáôéêÜ
ôïõ ðëÜóìáôïò. Ç åîùóùìáôéêÞ áðïìÜêñõíóç ôùí áõôïáíôéóùìÜôùí ìå
áíïóïðñïóñüöçóç óå õðïäï÷Ýá áêéíçôïðïéçìÝíï óå áäéÜëõôï õðüóôñù-
ìá ðñïóöÝñåé ìéá ëýóç, ìïëïíüôé ç åöáñìïãÞ áõôÞò ôçò äéáäéêáóßáò ãéá
èåñáðåßá äõó÷åñáßíåôáé áðü ôçí Ýëëåéøç öõóéêïý õðïäï÷Ýá óå ìåãÜëåò
ðïóüôçôåò. Ï óêïðüò ôçò ðáñïýóáò åñãáóßáò Þôáí ç ðáñáãùãÞ áíáóõí-
äõáóìÝíùí åîùêõôôáñéêþí ðåñéï÷þí ôùí õðïìïíÜäùí ôïõ õðïäï÷Ýá êáé
ç ÷ñÞóç ôïõò ùò åéäéêþí áíïóïðñïóñïöçôþí ôùí áõôïáíôéóùìÜôùí ôùí
ìõáóèåíéêþí ãéá ìåëëïíôéêÞ åöáñìïãÞ óå åéäéêÞ èåñáðåßá ôçò âáñéÜò
ìõáóèÝíåéáò. ÕËÉÊÏ-ÌÅÈÏÄÏÓ Ïé ðñùôåÀíåò åêöñÜóôçêáí óå äéáëõôÞ ìïñ-
öÞ óôï õðåñêåßìåíï ôçò êáëëéÝñãåéáò ôïõ æõìïìýêçôá Pichia pastoris,
êáèáñßóôçêáí ìå ôç ÷ñÞóç Ni2+-NTA áãáñüæçò êáé åëÝã÷èçêáí ãéá ôç äéá-
ëõôüôçôÜ ôïõò ìå ÷ñùìáôïãñáößá. Óôç óõíÝ÷åéá, áöïý áêéíçôïðïéÞèçêáí
óå CNBr-óåöáñüæç, ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí óå ðåéñÜìáôá áíïóïðñïóñüöçóçò
ìå 64 ïñïýò ìõáóèåíéêþí. Ôá áíôéóþìáôá ðïõ ðáñÝìåéíáí óôïí ïñü ìåôÜ
ôçí áíïóïðñïóñüöçóç õðïëïãßóôçêáí ìå ôç ìÝèïäï ôïõ ñáäéïáíïóï-
ðñïóäéïñéóìïý. ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ ÅêöñÜóôçêáí êáé êáèáñßóôçêáí ïé åîù-
êõôôáñéêÝò ðåñéï÷Ýò (áìéíïîÝá ~1-210) ôùí á, â, ã êáé å õðïìïíÜäùí ôïõ
õðïäï÷Ýá. ÊÜèå áíáóõíäõáóìÝíç ðñùôåÀíç åß÷å äïìÞ ðïõ ðñïóïìïßáæå
ìå áõôÞ ôçò öõóéêÞò õðïìïíÜäáò ðïõ âñßóêåôáé óôï ìõúêü õðïäï÷Ýá ôçò
áêåôõëï÷ïëßíçò. ÁêéíçôïðïéçìÝíç á1-210 óå CNBr-óåöáñüæç, ðïõ ÷ñçóé-
ìïðïéÞèçêå ãéá ôçí áíïóïðñïóñüöçóç áíôéóùìÜôùí áðü ôïõò ïñïýò ôùí
áóèåíþí, áðïìÜêñõíå êáôÜ ìÝóï üñï 35% ôùí áíôéóùìÜôùí. Áêéíçôïðïéç-
ìÝíåò â1-221, ã1-218 êáé å1-219 óå CNBr-óåöáñüæç ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí
óôï ßäéï set ôùí 64 ïñþí ìõáóèåíéêþí êáé áðïìÜêñõíáí êáôÜ ìÝóï üñï
22%, 21% êáé 18% ôùí áõôïáíôéóùìÜôùí, áíôßóôïé÷á. Óõíäõáóìüò ôùí
á1-210 êáé ã1-218 óå ðåéñÜìáôá áíïóïðñïóñüöçóçò ìå 10 ïñïýò Ýäåéîå
üôé ôá ðïëõðåðôßäéá äñïõí áèñïéóôéêÜ óôçí áðïìÜêñõíóç áõôïáíôéóùìÜ-
ôùí. Åðþáóç ôùí ðïëõðåðôéäßùí ìå áíèñþðéíï ðëÜóìá Ýäåéîå üôé ôá
áêéíçôïðïéçìÝíá ðïëõðåðôßäéá äåí ðñùôåïëýïíôáé êáé äåí åëåõèåñþíïí-
ôáé áðü ôï õðüóôñùìÜ ôïõò (óåöáñüæç). Ç ôéôëïäüôçóç ôçò áíïóïðñïóñï-
öçôéêÞò óôÞëçò ìå ïñü Ýäåéîå üôé ìéêñÞ ðïóüôçôá (1 ìg) áêéíçôïðïéçìÝíçò
ðñùôåÀíçò óå óôÞëç ìðïñåß íá áðïìáêñýíåé ôïõëÜ÷éóôïí 2 pmoles áíôé-
õðïäï÷Ýá áíôéóùìÜôùí. ÓÕÌÐÅÑÁÓÌÁÔÁ Ôá áðïôåëÝóìáôá áõôÜ õðïäåé-
êíýïõí üôé ç óõíäõáóìÝíç ÷ñÞóç üëùí ôùí áíáóõíäõáóìÝíùí åîùêõôôá-
ñéêþí ôìçìÜôùí ôùí õðïìïíÜäùí áíáìÝíåôáé íá áðïìáêñýíåé ôçí ðëåéï-
íüôçôá ôùí áõôïáíôéóùìÜôùí áðü ôïõò ðåñéóóüôåñïõò ïñïýò ìõáóèåíéêþí
áóèåíþí, ðñïóöÝñïíôáò Ýôóé ôç äõíáôüôçôá ó÷åäéáóìïý êáé åöáñìïãÞò ìéáò
íÝáò, áðïôåëåóìáôéêÞò, áíôéãïíï-åéäéêÞò èåñáðåßáò ãéá ôç ìõáóèÝíåéá.
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ÐáñÜ ôç ìåãÜëç Ýêôáóç ôùí ãíþóåùí ðïõ Ý÷ïõí

áðïêôçèåß ãéá ôéò áõôïÜíïóåò íüóïõò, ïé ìç÷áíéóìïß

ðñüêëçóçò ôçò áõôïáíïóßáò äåí Ý÷ïõí áêüìç áðïêá-

ëõöèåß êáé ïé äéáèÝóéìåò èåñáðåßåò åßíáé ìç åéäéêÝò êáé

ìÝôñéáò áðïôåëåóìáôéêüôçôáò. Ç âáñéÜ ìõáóèÝíåéá

(myasthenia gravis) åßíáé ìéá ðïëý ìåëåôçìÝíç áõôïÜ-

íïóç íüóïò, ðïõ åðçñåÜæåé ôïõëÜ÷éóôïí Ýíá óôá 8000–

10.000 Üôïìá êáé ÷ñçóéìåýåé óõ÷íÜ ùò ìïíôÝëï ìåëÝ-

ôçò áõôïÜíïóçò íüóïõ.1 Ôï êýñéï áíôéãüíï Ýíáíôé ôïõ

ïðïßïõ êáôåõèýíïíôáé ôá áõôïáíôéóþìáôá óôç ìõáóèÝ-

íåéá åßíáé ï ìõúêüò íéêïôéíéêüò õðïäï÷Ýáò ôçò áêåôõëï-

÷ïëßíçò, ìéá ðñùôåÀíç ðïõ âñßóêåôáé óôç íåõñïìõúêÞ

óýíáøç, åíþ óå ìéá ìéêñÞ õðï-ïìÜäá ìõáóèåíéêþí õðåý-

èõíá åßíáé áíôéóþìáôá êáôÜ ôçò ðñùôåÀíçò MuSK, ç ïðïßá

äñá Ýììåóá óôïí õðïäï÷Ýá ôçò áêåôõëï÷ïëßíçò.2

Ï ðáèïãüíïò ñüëïò ôùí áíôé-õðïäï÷Ýá áõôïáíôéóù-

ìÜôùí áðïäåéêíýåôáé êáé áðü ôç ìåãÜëç âåëôßùóç ðïõ

ðáñáôçñåßôáé óå áóèåíåßò ìåôÜ áðü èåñáðåßá ðëáóìá-

öáßñåóçò, ôç èåñáðåßá ìå áíïóïêáôáóôáëôéêÜ êáé áðü

ôçí éêáíüôçôá áõôþí ôùí áíôéóùìÜôùí íá ðñïêáëïýí

ðåéñáìáôéêÞ âáñéÜ ìõáóèÝíåéá. Ïé ôñüðïé ìå ôïõò ïðïßïõò

ôá áíôé-õðïäï÷Ýá áíôéóþìáôá ïäçãïýí óôçí áðþëåéá

ôùí õðïäï÷Ýùí áêåôõëï÷ïëßíçò åßíáé (á) ç áíôéãïíéêÞ

ôñïðïðïßçóç, üðïõ ôá äéóèåíÞ áõôïáíôéóþìáôá äéáóõí-

äÝïõí ãåéôïíéêïýò õðïäï÷åßò óôç ìåìâñÜíç ôùí ìõúêþí

êõôôÜñùí êáé ðñïêáëïýí ôçí åíäïêõôôÜñùóç ôùí õðï-

äï÷Ýùí, (â) ç åíåñãïðïßçóç ôïõ óõóôÞìáôïò ôïõ óõì-

ðëçñþìáôïò, üðïõ äçìéïõñãåßôáé ôïðéêÞ ëýóç ôçò êõô-

ôáñéêÞò ìåìâñÜíçò, êáé (ã) ç Üìåóç åìðëïêÞ ôùí áíôé-

óùìÜôùí óôç ëåéôïõñãßá ôïõ éïíôéêïý êáíáëéïý, ìåôÜ

áðü áíáóôïëÞ ôçò ðñüóäåóçò ôçò áêåôõëï÷ïëßíçò.3 Ï

ìç÷áíéóìüò üìùò ðïõ åíåñãïðïéåß ôçí áõôïÜíïóç áðü-

êñéóç äåí åßíáé áêüìç ãíùóôüò. Ïé õðÜñ÷ïõóåò èåñá-

ðåßåò ãéá ôç ìõáóèÝíåéá (÷ïñÞãçóç áíôé÷ïëéíåóôåñÜ-

óçò êáé áíïóïêáôáóôáëôéêþí ìÝóùí, èõìåêôïìÞ, ðëá-

óìáöáßñåóç, åíäïöëÝâéá ÷ïñÞãçóç áíèñþðéíçò áíïóï-

óöáéñßíçò)4 åßíáé ìç åéäéêÝò êáé ìüíï ìåñéêþò áðïôåëå-

óìáôéêÝò. Ç ðëáóìáöáßñåóç áðïôåëåß ìéá áðïôåëåóìáôé-

êÞ, áí êáé ðñïóùñéíÞ èåñáðåßá, ëüãù ôçò ãñÞãïñçò

êëéíéêÞò âåëôßùóçò ðïõ ðáñáôçñåßôáé ìåôÜ áðü ôçí áöáß-

ñåóç ôùí êõêëïöïñïýíôùí áíôéóùìÜôùí ôïõ ïñïý, áëëÜ

áðïìáêñýíåé ìç åéäéêÜ êáé ôá ùöÝëéìá, ìç ðáèïãüíá

áíôéóþìáôá, êáèþò êáé Üëëåò ÷ñÞóéìåò ðñùôåÀíåò.5 Ç

åêëåêôéêÞ, áíôéãïíï-åéäéêÞ áðïìÜêñõíóç ôùí åéäéêþí

áõôïáíôéóùìÜôùí (áíïóïðñïóñüöçóç) êáé ç åðéóôñïöÞ

ôïõ ðëÜóìáôïò óôïí áóèåíÞ áðïôåëåß ìéá ðïëý åëêõóôé-

êÞ èåñáðåõôéêÞ ðñïóÝããéóç. Áõôü ìðïñåß íá åðéôåõ÷èåß

ìå ôçí êáôáóêåõÞ ìéáò óôÞëçò óõããÝíåéáò ìå õðïäï÷Ýá

Þ áíáóõíäõáóìÝíá ôìÞìáôá ôùí õðïìïíÜäùí ôïõ, ç

ïðïßá èá ðñïóäÝíåé åéäéêÜ ôá áíôé-õðïäï÷Ýá áíôéóþìá-

ôá. Åöüóïí üìùò ï öõóéêüò õðïäï÷Ýáò ôçò áêåôõëï÷ï-

ëßíçò åßíáé äéáèÝóéìïò ìüíï óå ìéêñÝò ðïóüôçôåò, ç åéäéêÞ

áíïóïðñïóñüöçóç ìðïñåß íá åðéôåõ÷èåß ìüíï ìå ôç ÷ñÞ-

óç óôçëþí ìå áíáóõíäõáóìÝíá ôìÞìáôá ôïõ õðïäï÷Ýá.

Ï õðïäï÷Ýáò ôçò áêåôõëï÷ïëßíçò åßíáé ìéá äéáìåì-

âñáíéêÞ ãëõêïðñùôåÀíç ìå ìïñéáêü âÜñïò 290.000 kDa,

áðïôåëïýìåíç áðü ðÝíôå ïìüëïãåò õðïìïíÜäåò ìå óôïé-

÷åéïìåôñßá á2âãä (åìâñõúêüò ôýðïò) Þ á2âåä (åíÞëéêoò

ôýðïò).6,7 Ç áìéíïôåëéêÞ åîùêõôôáñéêÞ ðåñéï÷Þ ôçò á

õðïìïíÜäáò (áìéíïîÝá 1-210) ðåñéÝ÷åé ôéò èÝóåéò óýí-

äåóçò ðñïóäåôþí8 êáé ôçí êýñéá áíïóïãüíï ðåñéï÷Þ

(Main Immunogenic Region, MIR). Ç MIR áðïôåëåß ôçí

ðåñéï÷Þ ðÜíù óôçí ïðïßá ðñïóäÝíåôáé ç ðëåéïíüôçôá

ôùí áíôé-õðïäï÷Ýá ìïíïêëùíéêþí áíôéóùìÜôùí (mAbs)

êáé Ýíá ìåãÜëï ðïóïóôü ôùí áõôïáíôéóùìÜôùí óôç âáñéÜ

ìõáóèÝíåéá. Ç Ýêöñáóç ôùí õðïìïíÜäùí ôïõ õðïäï÷Ýá

óå äéÜöïñá óõóôÞìáôá, âáêôçñéáêÜ Þ åõêáñõùôéêÜ, åßíáé

ìç éêáíïðïéçôéêÞ, ëüãù ôçò êáêÞò äéáìüñöùóçò ôùí

ìïñßùí óôï ÷þñï Þ ôçò ÷áìçëÞò ðïóüôçôáò ðáñáãùãÞò

ôïõò, áíôßóôïé÷á.9,10 Ôï óýóôçìá Ýêöñáóçò ôïõ æõìïìý-

êçôá Pichia pastoris óõíäõÜæåé ôá ðëåïíåêôÞìáôá ôùí

âáêôçñéáêþí óõóôçìÜôùí (åõêïëßá, ôá÷ýôçôá êáé ïéêïíï-

ìßá) ìå åêåßíá ôùí åõêáñõùôéêþí óõóôçìÜôùí (ìåôá-ìå-

ôáöñáóôéêÝò ôñïðïðïéÞóåéò).11

Ï óôü÷ïò ôçò ðáñïýóáò åñãáóßáò Þôáí ç ðáñáãùãÞ

óôçëþí ìå áêéíçôïðïéçìÝíá, áíáóõíäõáóìÝíá ôìÞìáôá

ôùí õðïìïíÜäùí ôïõ õðïäï÷Ýá, ãéá ôç ÷ñÞóç ôïõò ùò

áíïóïðñïóñïöçôéêþí ìÝóùí ôùí ðáèïãüíùí áõôïáíôé-

óùìÜôùí áðü ìõáóèåíéêïýò, óôçí ðñïóðÜèåéá áíÜðôõîçò

ìéáò èåñáðåßáò ãéá ôï áõôïÜíïóï áõôü íüóçìá. ÊáôÜ ôç

èåñáðåõôéêÞ åöáñìïãÞ, ôï ðëÜóìá ôïõ áóèåíïýò èá

ðåñíÜ áðü óôÞëç áíïóïðñïóñïöçôÞ êáé áöïý áöáéñå-

èïýí ôá áíôé-õðïäï÷Ýá áíôéóþìáôá èá åðéóôñÝöåôáé óôïí

áóèåíÞ. Ðáñüìïéá ôå÷íéêÞ åöáñìüæåôáé óÞìåñá ìå óôÞ-

ëåò protein-A, óôéò ïðïßåò üìùò áðïìáêñýíïíôáé êáé

üëåò ïé áíïóïóöáéñßíåò ôïõ ðëÜóìáôïò.12 ×ñçóéìïðïéÞ-

èçêå ôï óýóôçìá Ýêöñáóçò P. pastoris êáé åêöñÜóôç-

êáí, êáèáñßóôçêáí êáé ÷áñáêôçñßóôçêáí ïé åîùêõôôáñé-

êÝò ðåñéï÷Ýò ôùí á, â, ã êáé å õðïìïíÜäùí ôïõ áíèñþ-

ðéíïõ õðïäï÷Ýá ôçò áêåôõëï÷ïëßíçò. Ôá ðïëõðåðôßäéá

áõôÜ áêéíçôïðïéÞèçêáí óå óöáéñßäéá óåöáñüæçò, ôá ïðïßá

÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ìå åðéôõ÷ßá ãéá ôçí áðïìÜêñõíóç ìå-

ãÜëùí ðïóïôÞôùí áíôéóùìÜôùí áðü ïñïýò ìõáóèåíé-

êþí. Åðßóçò, Ýãéíáí ðåéñÜìáôá ôéôëïäüôçóçò ôçò áíïóï-

ðñïóñïöçôéêÞò óôÞëçò êáé Ýëåã÷ïò ôçò óôáèåñüôçôáò

ôùí áíáóõíäõáóìÝíùí ðïëõðåðôéäßùí ìåôÜ áðü åðþá-

óç ìå áíèñþðéíï ðëÜóìá, þóôå íá äéåñåõíçèåß ç äõíá-

ôüôçôá åöáñìïãÞò ôïõò óôçí êëéíéêÞ ðñÜîç.
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Êëùíïðïßçóç ôùí åîùêõôôáñéêþí ðåñéï÷þí
ôùí á, â, ã, êáé å õðïìïíÜäùí ôïõ õðïäï÷Ýá

Ç åîùêõôôáñéêÞ ðåñéï÷Þ ôçò á1 õðïìïíÜäáò (áìéíïîÝá 1-

210, á1-210) åíéó÷ýèçêå åíæõìéêÜ ìå PCR áðü ôï cDNA ðïõ

öÝñåé üëç ôçí á õðïìïíÜäá, ÷ñçóéìïðïéþíôáò ôïõò åêêéíçôÝò

5’-GCTGGCCTCGTCGAATTCTCCGAACATG-3’ êáé 5’-GA-

TGAAGTAGAGGTCTAGACGCTGCATGACG-3’ (èÝóåéò EcoRI

êáé XbaI õðïãñáììéóìÝíåò). ÌåôÜ áðü ðÝøç ìå ôá áíôßóôïé÷á

Ýíæõìá, ôï åíéó÷õìÝíï cDNA êëùíïðïéÞèçêå óôï öïñÝá Ýê-

öñáóçò pPICZaA (Invitrogen San Diego, CA), êÜôù áðü ôï

óçìáôïäïôéêü ðåðôßäéï á-factor (ãéá Ýêêñéóç ôùí åêöñáæüìå-

íùí ðïëõðåðôéäßùí óôï õðåñêåßìåíï ôçò êáëëéÝñãåéáò) êáé êÜôù

áðü ôïí Ýëåã÷ï ôïõ õðïêéíçôÞ ÁOX, ðïõ åðÜãåôáé áðü ôç

ìåèáíüëç. Óôï êáñâïîõôåëéêü Üêñï ôçò, ç ðñùôåÀíç Ýöåñå Ýíá

ðåðôßäéï ôïõ c-myc êáé Ýîé éóôéäßíåò. Ôï åîùêõôôáñéêü ôìÞìá

ôçò â õðïìïíÜäáò, â1-222, åíéó÷ýèçêå ìå PCR áðü ôï cDNA

üëçò ôçò â õðïìïíÜäáò, ÷ñçóéìïðïéþíôáò ôïõò åêêéíçôÝò 5’-

GCGGAATTCTCGGAGGCGGAGGGTCGAC-3’ êáé 5’-ATA-

GTTTAGCGGCCGCTCAATGGTGATGGTGATGGT

GCTTGCGGCGGATGATGAG-3’ (èÝóåéò EcoRI êáé NotI õðï-

ãñáììéóìÝíåò^ ï äåýôåñïò åêêéíçôÞò Ýöåñå êáé ôçí áëëçëïõ-

÷ßá ðïõ êùäéêïðïéåß Ýîé éóôéäßíåò óôï êáñâïîõôåëéêü Üêñï ôçò

ðñùôåÀíçò). Ôï áíáóõíäõáóìÝíï DNA êëùíïðïéÞèçêå óôï

öïñÝá pPIC9 (üðùò ï pPICZá, ÷ùñßò üìùò ôçí ðñïóèÞêç Ýîé

éóôéäéíþí êáé ôïõ åðéôüðïõ c-myc óôá Ýíèåôá ôìÞìáôá DNA).

Ïé åîùêõôôáñéêÝò ðåñéï÷Ýò ôùí ã (ã1-218) êáé å (å1-219)

õðïìïíÜäùí åíéó÷ýèçêáí ìå PCR áðü ôï cDNA ôçò ã êáé å

õðïìïíÜäáò, áíôßóôïé÷á, ìå ôïõò åêêéíçôÝò 5’ GGTGTAGA

ATTCCGGAACCAGGAGGAGCGC-3’ êáé 5’-ATAGTTTAGCG

GCC-GCTTAGTGATGGTGATGGTGATGCTTGCGCTGGA

TGAGCAGG-3’ ãéá ôç ã1-218 êáé 5’GGTGTAGAATTCAA

GAACGAGGAACTGCG-3’ êáé 5’-ATAGTTTAGCGGCCGCT

TAGTGATGGTGATGTGATGCTTCCGGCGGATGATGAGCGA-

G-3’ ãéá ôçí å1-219 (èÝóåéò EcoRI êáé NotI õðïãñáììéóìÝíåò^

ïé äåýôåñïé åêêéíçôÝò öÝñïõí áëëçëïõ÷ßá ðïõ êùäéêïðïéåß Ýîé

éóôéäßíåò). Ôá äýï áõôÜ ðñïúüíôá êëùíïðïéÞèçêáí óå ôñïðï-

ðïéçìÝíï pPIC9, Ýôóé þóôå ç áëëçëïõ÷ßá FLAG íá ðñïóôßèå-

ôáé óôï áìéíïôåëéêü Üêñï ôùí åêöñáæüìåíùí ðïëõðåðôéäßùí.

Ïé ðñïêýðôïõóåò êáôáóêåõÝò Ýãéíáí ãñáììéêÝò ìå ôç ÷ñÞóç

ðåñéïñéóôéêþí åíæýìùí ùò åîÞò: á1-210 ìå PmeI, â1-222 ìå

SacI, ã1-218 êáé å1-219 ìå SalI, êáé ìå ôá êáèáñéóìÝíá DNA

ìåôáó÷çìáôßóôçêáí GS115 êýôôáñá P. pastoris ìå çëåêôñïäéÜ-

ôñçóç (Biorad GenePulser). Ôá ìåôáó÷çìáôéóìÝíá êýôôáñá ìå

á1-210 áðëþèçêáí óå ôñõâëßá YPDS11 ìå æåïóßíç 100 ìg/

mL, åíþ êýôôáñá ðïõ ìåôáó÷çìáôßóôçêáí ìå â1-221, ã1-218

Þ å1-219 áðëþèçêáí óå ôñõâëßá RDB.11 Ôá ôñõâëßá åðùÜóôç-

êáí ãéá 3 ìÝñåò óôïõò 30 oC.

ÐáñáãùãÞ ðñùôåÀíçò óå ìåãÜëç êëßìáêá
êáé êáèáñéóìüò ðñùôåúíþí

Áðïéêßåò áðü ôá ìåôáó÷çìáôéóìÝíá êýôôáñá åìâïëéÜóôçêáí

óå 4 mL õëéêïý BMGY (1% åê÷ýëéóìá æýìçò, 2% ðåðôüíç,

100 mM öùóöïñéêü êÜëéï pH 6,0, 1,34% YNB, 4´10-5% âéï-

ôßíç êáé 1% ãëõêåñüëç) êáé ìåôáöÝñèçêáí 24 þñåò áñãüôåñá

óå 4 mL BMMY (BMGY ìå 0,5% ìåèáíüëç áíôß ãëõêåñüëçò)

ãéá ôçí åðáãùãÞ Ýêöñáóçò ðñùôåÀíçò. ÌåôÜ áðü åðáãùãÞ

ãéá 2 çìÝñåò (êáèçìåñéíÞ ðñïóèÞêç ìåèáíüëçò 0,5% v/v)

åëÝã÷èçêáí ôá õðåñêåßìåíá ôùí êáëëéåñãåéþí ãéá Ýêöñáóç

ðñùôåÀíçò. Áðü êÜèå äåßãìá åëÝã÷èçêáí 100 ìL ìåôÜ áðü

áêéíçôïðïßçóç óå ìåìâñÜíç íéôñïêõôôáñßíçò ùò ðñïò ôçí ðñüó-

äåóç mAb Ýíáíôé ôçò á1-210 (mAb198), â1-221 (mAb73),

ã1-218 (mAb67) êáé å1-219 (mAb áíôé-FLAG, Sigma), ãéá

ôçí åðéëïãÞ ôïõ êëþíïõ ìå ôçí õøçëüôåñç áðüäïóç. Ãéá ìå-

ãÜëçò êëßìáêáò êáëëéÝñãåéá, ôá õðåñêåßìåíá áðü 2 L êáë-

ëéÝñãåéáò óõìðõêíþèçêáí ìå ÷ñÞóç ôïõ óõóôÞìáôïò õðåñäéÞ-

èçóçò (Millipore) êáé, ìåôÜ áðü äéáðßäõóç óå ñõèìéóôéêü äéÜ-

ëõìá öùóöïñéêþí pH 8, ðñïóôÝèçêáí óöáéñßäéá Ni2+-NTA

áãáñüæçò (QIAGEN) åîéóïññïðçìÝíá ìå ôï ßäéï ñõèìéóôéêü

äéÜëõìá. Ï êáèáñéóìüò Ýãéíå áêïëïõèþíôáò ôéò ïäçãßåò ôïõ

êáôáóêåõáóôÞ êáé ïé ðñùôåÀíåò óõëëÝ÷èçêáí óå ñõèìéóôéêü

äéÜëõìá öùóöïñéêþí pH 8, ìå 500 mM NaCl êáé éìéäáæüëéï.

Ïé ðñùôåÀíåò áíáëýèçêáí ìå 12% SDS-çëåêôñïöüñçóç êáé

÷ñþóç ìå Coomassie Brilliant Blue Þ áíïóïóôýðùóç êáôÜ

Western ìå ôá mAb198 (ãéá á1-210), 73 (ãéá â1-221), 67

(ãéá ã1-218) êáé áíôé-FLAG (ãéá å1-219). Ç óõãêÝíôñùóç

ôùí ðñùôåúíþí êáèïñßóôçêå ìå ôç ìÝèïäï Bradford (Bio-Rad).

ELISA êáé ñáäéïáíïóïðñïóäéïñéóìüò

Ç ELISA ðñáãìáôïðïéÞèçêå üðùò Ý÷åé ðåñéãñáöåß13 ìå 0,2

ìg ðñùôåÀíçò (á1-210, â1-221, ã1-218 Þ å1-219) óå êÜèå

öñåÜôéï. Ç áíÜðôõîç ôïõ ÷ñþìáôïò Ýãéíå ìå õðüóôñùìá TMB

(100 ìL áíÜ öñåÜôéï) êáé ëÞîç ôùí áíôéäñÜóåùí ìå 100 ìL

0,2 M H2SO4. Ç ôå÷íéêÞ ôïõ ñáäéïáíïóïðñïóäéïñéóìïý Ýãéíå

üðùò Ý÷åé ðåñéãñáöåß.14

ÐáñáóêåõÞ óôçëþí óåöáñüæçò ìå áíáóõíäõáóìÝíá
ðïëõðåðôßäéá êáé áíïóïðñïóñüöçóç áíôé-õðïäï÷Ýá
áíôéóùìÜôùí áðü ïñïýò ìõáóèåíéêþí

0,25 mg áíáóõíäõáóìÝíçò ðñùôåÀíçò (â1-221 Þ ã1-218 Þ

å1-219) áíáìß÷èçêáí ìå 1,25 mg BSA ëåõêùìáôßíç ïñïý

âïïåéäïýò (BSA) (ùò öïñÝáò) êáé ðñïóäÝèçêáí óå 0,5 g åíåñ-

ãïðïéçìÝíçò CNBr-óåöáñüæçò (Pharmacia) óýìöùíá ìå ôéò

ïäçãßåò ôïõ êáôáóêåõáóôÞ. Ãéá ôçí á1-210, ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí

0,1 mg ðñùôåÀíçò ìå 8 mg BSA óå 0,5 g åíåñãïðïéçìÝíçò

óåöáñüæçò. Áíôßóôïé÷ç óôÞëç ðáñáóêåõÜóôçêå êáé ìå 1,5 mg

BSA óå 0,5 g åíåñãïðïéçìÝíçò óåöáñüæçò (áñíçôéêüò ìÜñôõ-

ñáò). EðùÜóôçêáí 4 ìL ïñïý ìå 1 ìg áêéíçôïðïéçìÝíçò ðñù-

ôåÀíçò óå óôÞëç óåöáñüæçò êáé ìå ôçí ßäéá ðïóüôçôá BSA óå

óôÞëç, ãéá 2,5 þñåò óôïõò 4 oC. Ìéá ðïóüôçôá áðü êÜèå ïñü

(0,4–1 ìL) ÷ñçóéìïðïéÞèçêå óå áíôßäñáóç ñáäéïáíïóïðñïó-

äéïñéóìïý (Ýôóé þóôå óôçí áíôßäñáóç íá õðÜñ÷ïõí 20 fmoles

áíôé-õðïäï÷Ýá áíôéóùìÜôùí). Ç åêáôïóôéáßá ìåßùóç óå áíôé-

õðïäï÷Ýá áíôéóþìáôá ìåôáîý ôïõ äåßãìáôïò ðïõ åðùÜóôçêå

ìå óöáéñßäéá-BSA êáé åêåßíïõ ðïõ åðùÜóôçêå ìå óöáéñßäéá ìå

áíáóõíäõáóìÝíç ðñùôåÀíç ïñßóôçêå ùò áíïóïðñïóñüöçóç.
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ÁÐÏÔÅËÅÓÌÁÔÁ

¸êöñáóç ôùí åîùêõôôáñéêþí ðåñéï÷þí
ôùí á, â, ã êáé å õðïìïíÜäùí ôïõ áíèñþðéíïõ
ìõúêïý õðïäï÷Ýá áêåôõëï÷ïëßíçò óôï æõìïìýêçôá
Pichia pastoris

ÅêöñÜóôçêáí ïé áìéíïôåëéêÝò ðåñéï÷Ýò ôùí õðïìï-

íÜäùí á (á1-210), â (â1-221), ã (ã1-218) êáé å (å1-

219) ôïõ áíèñþðéíïõ ìõúêïý õðïäï÷Ýá óôï æõìïìýêçôá

P. pastoris. ¼ëåò ïé ðåñéï÷Ýò åíéó÷ýèçêáí åíæõìéêÜ ìå

ôç ÷ñÞóç PCR êáé ôá ðñïúüíôá êëùíïðïéÞèçêáí óå

öïñåßò Ýêöñáóçò åéäéêïýò ãéá ôçí P. pastoris. ¼ëá ôá

ðïëõðåðôßäéá ó÷åäéÜóôçêáí Ýôóé þóôå íá öÝñïõí Ýíá

ôìÞìá áðü Ýîé óõíå÷üìåíåò éóôéäßíåò óôï êáñâïîõôåëéêü

Üêñï ôïõò, ãéá íá äéåõêïëýíåôáé ç åéäéêÞ áðïìüíùóÞ

ôïõò ìå ÷ñÞóç ôçò Ni2+-NTA áãáñüæçò, ç ïðïßá ðñïóäÝ-

íåé åéäéêÜ ôéò éóôéäßíåò. Ïé êáôáóêåõÝò áõôÝò ÷ñçóéìï-

ðïéÞèçêáí ãéá ôï ìåôáó÷çìáôéóìü êõôôÜñùí P. pastoris,

áðïìïíþèçêáí äéÜöïñåò áðïéêßåò ðïõ åëÝã÷èçêáí ãéá

Ýêöñáóç ðñùôåÀíçò êáé åðéëÝ÷èçêå ï êáëýôåñïò êëþ-

íïò (ùò ðñïò ôçí áðüäïóÞ ôïõ) ãéá ìåãÜëçò êëßìáêáò

êáëëéÝñãåéá. ÌåôÜ áðü êáëëéÝñãåéåò ìåãÜëçò êëßìáêáò,

áðïìïíþèçêáí ôá áíáóõíäõáóìÝíá ðïëõðåðôßäéá áðü

ôï õðåñêåßìåíï ôçò êáëëéÝñãåéáò ìå ÷ñÞóç Ni2+-NTA

áãáñüæçò êáé Ýêëïõóç ôùí ðïëõðåðôéäßùí ìå áõîáíü-

ìåíç óõãêÝíôñùóç éìéäáæïëßïõ (åéê. 1). Ç áðüäïóç ôïõ

óõóôÞìáôïò Þôáí 0,2–0,3 mg/L êáëëéÝñãåéáò ãéá ôçí

á1-210 êáé 0,3–0,8 mg/L êáëëéÝñãåéáò ãéá ôéò â1-221,

ã1-218 êáé å1-219. Ç äéáëõôüôçôá ôùí ðïëõðåðôéäßùí

êáèïñßóôçêå ìå óôÞëåò ìïñéáêÞò äéÞèçóçò êáé ÷ñùìá-

ôïãñáößá õãñÞò öÜóçò. Ç á1-210 åß÷å ìïñöÞ ìïíïìå-

ñïýò êáé Þôáí óôï óýíïëü ôçò äéáëõôÞ. Ç â1-221 Þôáí

êáôÜ 70% ìïíïìåñÞò ìå ôï õðüëïéðï 30% óå ìïñöÞ

ìéêñïóõóóùìÜôùí, åíþ ôüóï ç ã1-218 üóï êáé ç å1-

219 Þôáí êáôÜ ôï Þìéóõ äéáëõôÝò êáé ôï õðüëïéðï 50%

âñßóêïíôáí õðü ìïñöÞ ìéêñïóõóóùìÜôùí (ìç ðáñïõ-

óéáæüìåíá áðïôåëÝóìáôá).

×áñáêôçñéóìüò ôùí áíáóõíäõáóìÝíùí ðïëõðåðôéäßùí

Ç óùóôÞ áíáäßðëùóç ôùí áíáóõíäõáóìÝíùí ðïëõ-

ðåðôéäßùí Þôáí áíáãêáßá ãéá ôçí ðåñáéôÝñù ÷ñÞóç áõ-

ôþí ôùí ðïëõðåðôéäßùí óå óôÞëåò áíïóïðñïóñüöçóçò,

äåäïìÝíïõ üôé ôá áíôéóþìáôá ôùí ìõáóèåíéêþí ðñïó-

äÝíïíôáé ìüíï óå óùóôÞò äéáìüñöùóçò õðïäï÷åßò ôçò

áêåôõëï÷ïëßíçò. ÁõôÞ åîåôÜóôçêå ìå ôñåéò ôñüðïõò: (á)

ôçí éêáíüôçôá ðñüóäåóçò ôïõ óõíäÝôç á-ìðïõãêáñïôï-

îßíç (ìüíï ãéá ôçí á1-210, ç ïðïßá äéáèÝôåé èÝóåéò

ðñüóäåóçò óõíäåôþí), (â) ôçí éêáíüôçôá ðñüóäåóçò ïñé-

óìÝíùí áíôé-õðïäï÷Ýá mAb, ôùí ïðïßùí ç ðñüóäåóç

åîáñôÜôáé áðü ôç óùóôÞ äéáìüñöùóç ôïõ õðïäï÷Ýá, ìå

(á)

(â)

Åéêüíá 1. Çëåêôñïöüñçóç êáèáñéóìÝíùí á1-210, â1-221, ã1-218 êáé å1-219 ìå ÷ñùìáôïãñáößá óõããÝíåéáò ìå óôÞëç Ni2+-NTA áãáñüæçò. (á)

Ó÷çìáôéêÞ áðåéêüíéóç ôùí êáôáóêåõþí ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí ãéá ôçí Ýêöñáóç ôùí åîùêõôôáñéêþí ðåñéï÷þí ôùí á1-210, â1-221, ã1-218 êáé å1-

219 õðïìïíÜäùí ôïõ õðïäï÷Ýá ôçò áêåôõëï÷ïëßíçò. Ïé ìáýñåò ðåñéï÷Ýò áíôéóôïé÷ïýí óôï ðåðôßäéï á-factor, ïé óêïýñåò ãêñé óôïí åðßôïðï FLAG, ïé

ãêñé óôá åîùêõôôáñéêÜ ôìÞìáôá ôùí õðïìïíÜäùí, ç ëåõêÞ ðåñéï÷Þ óôï ðåðôßäéï c-myc êáé ïé ðåñéï÷Ýò ìå ôéò ïñéæüíôéåò ãñáììÝò óôïí åðßôïðï ôùí Ýîé

éóôéäéíþí. Ïé êýêëïé óõìâïëßæïõí ôéò èÝóåéò ãëõêïóõëßùóçò êÜèå ðïëõðåðôéäßïõ, åíþ ôá âÝëç áðåéêïíßæïõí ôï óçìåßï ðÝøçò ôïõ á-factor. (â)

Çëåêôñïöüñçóç êáèáñéóìÝíùí á1-210, â1-221, ã1-218 êáé å1-219 ìå ÷ñùìáôïãñáößá óõããÝíåéáò ìå óôÞëç Ni2+-NTA áãáñüæçò. Ïé ðñùôåÀíåò

åêëïýóôçêáí óå ñõèìéóôéêü äéÜëõìá ìå éìéäáæüëéï. Ôá åêëïýóìáôá áíáëýèçêáí ìå SDS-çëåêôñïöüñçóç ðÞêôùìá ðïëõáêñõëáìéäßïõ êáé ÷ñþóç ìå

Coomassie Brilliant Blue. Ôá ìïñéáêÜ âÜñç ôùí ìáñôýñùí óçìåéþíïíôáé óå kDa.
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Åéêüíá 2. Ðñüóäåóç ìïíïêëùíéêþí áíôéóùìÜôùí óôéò áíáóõíäõáóìÝ-

íåò á1-210, â1-221, ã1-218 êáé å1-219. H ðñüóäåóç ôùí áíôéóùìÜôùí

óôá ðïëõðåðôßäéá åîáñôÜôáé áðü ôç óùóôÞ äéáìüñöùóç ôùí ìïñßùí óôï

÷þñï. 0,2 ìg êáèáñéóìÝíçò ðñùôåÀíçò óôñþèçêáí óå öñåÜôéá ðëáêþí

ELISA êáé åëÝã÷èçêáí ùò ðñïò ôçí éêáíüôçôá ðñüóäåóçò ìïíïêëùíé-

êþí áíôéóùìÜôùí, üðùò ðåñéãñÜöåôáé óôï êåöÜëáéï «Õëéêü-ÌÝèïäïò».

Ôá ìïíïêëùíéêÜ áíôéóþìáôá ðïõ ÷ñçóéìïðïéÞèçêáí Þôáí ôá áíôé-á mAbs

198 (1åò óôÞëåò, ìáýñåò ñßãåò), 192 (2åò óôÞëåò, ãêñé), 195 (3åò óôÞ-

ëåò, ìáýñåò), 64 (4åò óôÞëåò, ëåõêÝò), 202 (5åò óôÞëåò, ïñéæüíôéåò ìáý-

ñåò ãñáììÝò), ôï áíôé-â mAb 73 (6åò óôÞëåò, ôåôñáãùíßäéá), ôï áíôé-ã

mAb 67 (7åò óôÞëåò, äéáãþíéåò ìáýñåò ãñáììÝò) êáé ôï áíôé-FLAG

mAb, ôï ïðïßï ðñïóäÝíåôáé ôüóï óôç ã1-218 üóï êáé óôçí å1-219 (8åò

óôÞëåò, óôßîç). Ùò áñíçôéêüò ìÜñôõñáò ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ôï mAb 25 (9åò

óôÞëåò, áñáéÞ óôßîç).

Áíïóïðñïóñüöçóç áíôé-õðïäï÷Ýá áíôéóùìÜôùí
áðü ïñïýò ìõáóèåíéêþí

Áíïóïðñïóñüöçóç ìå ÷ñÞóç ìåìïíùìÝíùí ðïëõðå-

ðôéäßùí. Ôá êáèáñéóìÝíá ðïëõðåðôßäéá á1-210, â1-221,

ã1-218 êáé å1-219 áêéíçôïðïéÞèçêáí óå óöáéñßäéá

CNBr-óåöáñüæçò. ÐáñÜëëçëá, áêéíçôïðïéÞèçêå BSA ãéá

íá ÷ñçóéìïðïéçèåß ùò ìÜñôõñáò. ºóç ðïóüôçôá ïñïý áðü

64 äéáöïñåôéêïýò ìõáóèåíéêïýò åðùÜóôçêå ìå óåöáñüæç-

(á1-210), óåöáñüæç-(â1-221), óåöáñüæç-(ã1-218), óå-

öáñüæç-(å1-219) Þ óåöáñüæç-(BSA). Áêïëïýèùò, ìéá

ðïóüôçôá áðü ôïí ïñü ðïõ åðùÜóôçêå ÷ñçóéìïðïéÞèçêå

óå ðåßñáìá ñáäéïáíïóïêáôáêñÞìíéóçò ãéá ôç ìÝôñçóç

ôùí ìç ðñïóñïöçìÝíùí áõôïáíôéóùìÜôùí. Óôïí êÜèå

ìõáóèåíéêü ïñü ðïõ åîåôÜóôçêå, áíáìåíüôáí íá óçìåéù-

èåß ìåßùóç ôùí áõôïáíôéóùìÜôùí óôï äåßãìá ðïõ åðùÜ-

óôçêå ìå óôÞëç ðïõ ðåñéåß÷å áíáóõíäõáóìÝíï ðïëõ-

ðåðôßäéï, óå ó÷Ýóç ìå áõôü ðïõ åðùÜóôçêå ìå óôÞëç

BSA, áíÜëïãá ìå ôï ðïóïóôü ôùí áõôïáíôéóùìÜôùí

ðïõ åß÷å êÜèå ïñüò Ýíáíôé êÜèå õðïìïíÜäáò. Ãéá ðáñÜ-

äåéãìá, ïé ãíùóôïß ùò éó÷õñÜ áíôé-á ïñïß áíáìåíüôáí

íá Ý÷ïõí óçìáíôéêÞ ìåßùóç óå áñéèìü áõôïáíôéóùìÜ-

ôùí ìåôÜ áðü åðþáóç ìå óåöáñüæç-(á1-210). Ç áíïóï-

ðñïóñüöçóç óå á1-210 êõìÜíèçêå áðü 60–95% óôï

20% ôùí ïñþí ðïõ åëÝã÷èçêáí êáé áðü 20–60% óôï

37% ôùí ïñþí (êáôÜ ìÝóï üñï 35% ôùí áíôéóùìÜôùí

ðñïóñïöÞèçêáí áðü ôçí á1-210) (åéê. 3á). Ç â1-221

áðïìÜêñõíå ðÜíù áðü 30% óôï 20% ôùí ïñþí êáé 15–

30% óôï 32% ôùí åëåãìÝíùí ïñþí (êáôÜ ìÝóï üñï

22% ôùí áíôéóùìÜôùí) (åéê. 3â). Áíôßóôïé÷á, ç ã1-218

áðïìÜêñõíå êáôÜ ìÝóï üñï 21% ôùí áíôéóùìÜôùí (åéê.

3ã) êáé ç å1-219 áðïìÜêñõíå êáôÜ ìÝóï üñï 18% ôùí

áíôéóùìÜôùí (åéê. 3ä).

Áíïóïðñïóñüöçóç ìå ÷ñÞóç óõíäõáóìïý ðïëõðåðôé-

äßùí. ÌåôÜ ôçí åðéôõ÷Þ ÷ñÞóç ôùí óôçëþí ìå Ýíá ðïëõ-

ðåðôßäéï óå áíïóïðñïóñüöçóç, ìåëåôÞèçêå ç áèñïéóôé-

êÞ äñÜóç óõíäõáóìïý ðïëõðåðôéäßùí áêéíçôïðïéçìÝ-

íùí óôçí ßäéá óôÞëç. ºóåò ðïóüôçôåò áðü á1-210 êáé

ã1-218 áêéíçôïðïéÞèçêáí ìáæß óå óöáéñßäéá CNBr-óå-

öáñüæçò, åíþ ßóç ðïóüôçôá áðü êÜèå ðñùôåÀíç áêéíç-

ôïðïéÞèçêå êáé ìüíç ôçò óå óöáéñßäéá. Ðáñüìïéá óôÞëç

ðáñáóêåõÜóôçêå êáé ìå BSA, ãéá íá ÷ñçóéìïðïéçèåß ùò

ìÜñôõñáò. Ï óõíäõáóìüò ôùí á1-210 êáé ã1-218 óå ðåé-

ñÜìáôá áíïóïðñïóñüöçóçò ìå 10 ïñïýò Ýäåéîå üôé áðï-

ìáêñýíåôáé ðïóïóôü áíôéóùìÜôùí ðåñßðïõ ßóï ìå ôï

Üèñïéóìá ôùí ðïóïóôþí ðïõ áðïìáêñýíïíôáé áðü ôç

ìåìïíùìÝíç äñÜóç ôçò á1-210 Þ ôçò ã1-218 (åéê. 4).

Ãéá ðáñÜäåéãìá, óôïí ïñü Íï 1, ç á1-210 áðïìÜêñõíå

ìüíç ôçò ôï 67% ôùí áíôéóùìÜôùí êáé ç ã1-218 ôï

30%, åíþ ïé äýï õðïìïíÜäåò ìáæß áðïìÜêñõíáí ôï 85%

ôå÷íéêÞ ELISA óå ðëÜêåò ðïõ Ýöåñáí áêéíçôïðïéçìÝíç

ôçí êáèåìéÜ áðü ôéò áíáóõíäõáóìÝíåò ðñùôåÀíåò, êáé

(ã) ôçí éêáíüôçôá ðñüóäåóçò áíôéóùìÜôùí áðü ïñïýò

ìõáóèåíéêþí óå óçìáóìÝíç ðñùôåÀíç, ìå áíôéäñÜóåéò

ñáäéïáíïóïêáôáêñÞìíéóçò. Ç á-ìðïõãêáñïôïîßíç ðñïó-

äÝèçêå åéäéêÜ óôçí á1-210 êáé ç Kd õðïëïãßóôçêå óôá

5,1±2,4 nM, äçëáäÞ ìüíï ìßá ôÜîç ìåãÝèïõò ÷áìçëü-

ôåñç áðü áõôÞ ôïõ öõóéêïý ìïñßïõ ôïõ õðïäï÷Ýá, åíþ

äåí ðñüóäåóå êáìéÜ áðü ôéò â, ã Þ å, üðùò Þôáí áíáìå-

íüìåíï. ÅëÝã÷èçêáí åðôÜ äéáöïñåôéêÜ mAb, åéäéêÜ ãéá

ôéò åîùêõôôáñéêÝò ðåñéï÷Ýò ôçò á (mAb198, 192, 190,

202 êáé 64), ôçò â (mAb73), ôçò ã (mAb67 êáé áíôé-

FLAG) êáé ôçò å (mAb áíôé-FLAG) õðïìïíÜäáò. ÊÜèå

mAb ðñïóäÝèçêå åéäéêÜ óôï áíôßóôïé÷ï ðïëõðåðôßäéï,

üðùò áíáìåíüôáí: mAb198, 192, 190, 64 êáé 202 óå

á1-210, mAb73 óå â1-221, mAb67 óå ã1-218 êáé áíôé-

FLAG óå ã1-218 êáé å1-219 (åéê. 2). Åðßóçò, óå ðåéñÜ-

ìáôá ñáäéïáíïóïêáôáêñÞìíéóçò ìå ïñïýò ìõáóèåíéêþí,

ôï 67% áðü ðñïçãïýìåíá ÷áñáêôçñéóìÝíïõò áíôé-á

ïñïýò ðñüóäåóå ñáäéåíåñãÜ óçìáóìÝíç á1-210, åíþ

êáíÝíáò ìç áíôé-á ïñüò äåí ðñïóäÝèçêå, êáé ôï 26%

áðü ìç áíôé-á ïñïýò ðñüóäåóå åéäéêÜ ôç ã1-218. Óõ-

ìðåñáßíåôáé üôé ôá ðáñáðÜíù ðïëõðåðôßäéá Ý÷ïõí äéá-

ìüñöùóç ðïõ ðñïóåããßæåé áõôÞ ôïõ öõóéêïý õðïäï÷Ýá

áêåôõëï÷ïëßíçò.
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ôùí áíôéóùìÜôùí. Éäéáßôåñï åíäéáöÝñïí ðáñïõóßáóå ï

ïñüò Íï 6, ï ïðïßïò åìöÜíéóå 33% áíïóïðñïóñüöçóç

ìå ôçí á1-210, 25% ìå ôç ã1-218 êáé 98% ìå ôç óõí-

äõáóìÝíç ÷ñÞóç ôùí äýï õðïìïíÜäùí (åéê. 4). Ç ðáñá-

ôÞñçóç áõôÞ åðéâåâáéþèçêå óå 4 åðáíáëÞøåéò ôïõ ðåé-

ñÜìáôïò êáé ðéèáíüí íá ïöåßëåôáé óå óõíåñãéóôéêÞ äñÜóç

ôùí äýï ðïëõðåðôéäßùí.

Éäéüôçôåò ôçò áíïóïðñïóñïöçôéêÞò óôÞëçò

Óôáèåñüôçôá ôùí áêéíçôïðïéçìÝíùí óå óôÞëç ðïëõ-

ðåðôéäßùí êáôÜ ôç äéÜñêåéá åðþáóçò ìå áíèñþðéíï ðëÜ-

óìá. Ôá ðáñáðÜíù áðïôåëÝóìáôá Ýäåéîáí üôé ßóùò åßíáé

äõíáôÞ ç åöáñìïãÞ ìéáò áíïóïðñïóñïöçôéêÞò óôÞëçò

ìå áíáóõíäõáóìÝíá ôìÞìáôá ôùí õðïìïíÜäùí ôïõ áí-

èñþðéíïõ AChR ãéá èåñáðåßá. ¹ôáí üìùò áíáãêáßï íá

åëåã÷èåß åÜí ôï áíèñþðéíï ðëÜóìá, õëéêü ðëïýóéï óå

ðñùôåÜóåò, ìðïñïýóå íá ïäçãÞóåé óôçí ðñùôåüëõóç

ôùí áíáóõíäõáóìÝíùí ðïëõðåðôéäßùí êáôÜ ôç äéÜñêåéá

ôçò áíïóïðñïóñüöçóçò êáé óôçí áðåëåõèÝñùóç ôìçìÜ-

ôùí ôùí ðïëõðåðôéäßùí óôï ðëÜóìá ôïõ áóèåíïýò. Ùò

áíôéðñïóùðåõôéêÞ ðñùôåÀíç ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ç á1-210,

ç ïðïßá ìðïñåß íá óçìáíèåß ñáäéåíåñãÜ ìå 125I-á-ìðïõ-

ãêáñïôïîßíç. Óå ðåéñÜìáôá åðþáóçò óçìáóìÝíçò á1-

210 ìå áíèñþðéíï ðëÜóìá Þ BSA (70 mg/mL), ôüóï

óå èåñìïêñáóßá äùìáôßïõ ãéá 24 þñåò üóï êáé óôïõò 37
oC ãéá 5 þñåò, äåß÷èçêå üôé ç á1-210 äåí õößóôáôáé

ðñùôåüëõóç êáé äåí åëåõèåñþíåôáé áðü ôç óåöáñüæç

(ðßí. 1). Áíôßóôïé÷á ðåéñÜìáôá ìå óçìáóìÝíç ã1-218 õðï-

äåéêíýïõí üôé êáé áõôÞ ðáñáìÝíåé óôáèåñÞ êáôÜ ôçí åðþá-

óç ìå áíèñþðéíï ðëÜóìá. ÅíáëëáêôéêÜ ðåéñÜìáôá ìå

ìç óçìáóìÝíá, áêéíçôïðïéçìÝíá Þ äéáëõôÜ ðïëõðåðôßäéá

åðßóçò Ýäåéîáí ôçí ðëÞñç áðïõóßá ðñùôåüëõóçò ôùí ðï-

ëõðåðôéäßùí áðü ôï ðëÜóìá (ìç ðáñïõóéáæüìåíá ðåéñÜ-

ìáôá).

Ôéôëïäüôçóç ôçò óôÞëçò áíïóïðñïóñüöçóçò. Ôá ðåé-

ñÜìáôá áíïóïðñïóñüöçóçò óôïõò 64 ïñïýò ìõáóèåíé-

êþí ðñáãìáôïðïéÞèçêáí ìå óõãêåêñéìÝíç, ÷áìçëÞ ðï-

óüôçôá ïñïý, ðïõ ðåñéåß÷å óôáèåñÞ ðïóüôçôá áíôé-õðï-

äï÷Ýá áíôéóùìÜôùí (20 fmoles) ìáæß ìå 1 ìg áêéíçôï-

ðïéçìÝíçò ðñùôåÀíçò ãéá ôç óùóôÞ óýãêñéóç ôùí áíï-

óïðñïóñïöÞóåùí. Ãéá ôçí åöáñìïãÞ áõôÞò ôçò ôå÷íéêÞò

óå èåñáðåßá, üìùò, åßíáé áðáñáßôçôï ç óôÞëç íá áíïóï-

ðñïóñïöÜ ìåãáëýôåñåò ðïóüôçôåò áõôïáíôéóùìÜôùí. Ãéá

ôïí ðñïóäéïñéóìü ôçò ìÝãéóôçò ðïóüôçôáò áíôé-õðïäï-

÷Ýá áíôéóùìÜôùí ðïõ åßíáé éêáíÞ íá ðñïóñïöÞóåé ìéá

ðïóüôçôá ðñùôåÀíçò, ðñáãìáôïðïéÞèçêáí ðåéñÜìáôá ôéô-

ëïäüôçóçò ìå á1-210 (ðßí. 2) êáé â1-221 (ðßí. 3), óôá

ïðïßá áõîáíüìåíåò ðïóüôçôåò ïñïý åðùÜóôçêáí ìå óôá-

èåñÞ ðïóüôçôá áêéíçôïðïéçìÝíïõ ðïëõðåðôéäßïõ óå óôÞëç

(ðßí. 6). Äåß÷èçêå üôé 1 ìg áêéíçôïðïéçìÝíçò á1-210

Þôáí éêáíü íá áíïóïðñïóñïöÞóåé ìÝ÷ñé êáé 2 pmoles

áõôïáíôéóùìÜôùí áðü ôïí ïñü, åíþ 1 ìg áêéíçôïðïéç-

ìÝíçò â1-221 ìðïñïýóå íá áíïóïðñïóñïöÞóåé ðåñßðïõ

3,5–4 pmoles.

ÓÕÆÇÔÇÓÇ

Óôçí ðáñïýóá åñãáóßá ðáñáóêåõÜóôçêáí ôá åîùêõô-

ôáñéêÜ ôìÞìáôá ôùí á, â, ã êáé å õðïìïíÜäùí ôïõ áí-

èñþðéíïõ õðïäï÷Ýá ôçò áêåôõëï÷ïëßíçò êáé óôç óõíÝ-

÷åéá ìåëåôÞèçêå ç éêáíüôçôÜ ôïõò íá ÷ñçóéìïðïéçèïýí

ùò áíïóïðñïóñïöçôÝò áíôéóùìÜôùí áðü ïñïýò ìõá-

óèåíéêþí, ìå óêïðü ôçí åöáñìïãÞ ôïõò óå óôÞëåò ãéá

èåñáðåõôéêÝò ðñïóåããßóåéò óôç âáñéÜ ìõáóèÝíåéá. ×ñç-

óéìïðïéÞèçêáí ôá åîùêõôôáñéêÜ ôìÞìáôá áíôß ïëüêëç-

ñùí ôùí õðïìïíÜäùí ãéá äýï ëüãïõò: (á) ãéá íá áðï-

öåõ÷èïýí ðñïâëÞìáôá ÷ñÞóçò ðïëõðåðôéäßùí ìå ìåãÜ-

ëá õäñüöïâá ôìÞìáôá êáé (â) åðåéäÞ ôá ðáèïãüíá áíôé-

óþìáôá êáôåõèýíïíôáé ìüíï êáôÜ ôçò åîùêõôôáñéêÞò

ðåñéï÷Þò ôïõ õðïäï÷Ýá.

Ôá åîùêõôôáñéêÜ ôìÞìáôá ôùí õðïìïíÜäùí (á1-210,

â1-221, ã1-218 êáé å1-219) åêöñÜóôçêáí óôï æõìïìý-

êçôá P. pastoris óå äéáëõôÞ Þ ìåñéêþò äéáëõôÞ ìïñöÞ,

óå ìÝôñéá áëëÜ éêáíïðïéçôéêÜ åðßðåäá (ìåôáîý 0,2–0,8

mg/L êáëëéÝñãåéáò) (åéê. 1). Ï ÷áñáêôçñéóìüò ôùí ðï-

ëõðåðôéäßùí êõñßùò ùò ðñïò ôçí éêáíüôçôÜ ôïõò íá ðñïó-

äÝíïõí mAbs ôùí ïðïßùí ç ðñüóäåóç åîáñôÜôáé áðüëõ-

ôá áðü ôç óùóôÞ äéáìüñöùóç ôïõ ìïñßïõ Ýäåéîå üôé

áõôÜ öÝñïõí äïìÞ ðáñáðëÞóéá ìå åêåßíç ôïõ áíÝðáöïõ

õðïäï÷Ýá (åéê. 2). ÅðéðëÝïí, ç á1-210 ðñïóäÝèçêå åéäé-

êÜ êáé ìå õøçëÞ óõããÝíåéá (5,1±2,4 nM) óôï óõíäÝôç

á-ìðïõãêáñïôïîßíç, åíþ, üðùò áíáìåíüôáí, êáìéÜ áðü

ôéò Üëëåò ðñùôåÀíåò äåí ðñïóäÝèçêå. ÔÝëïò, áíôéóþìá-

ôá áðü ïñïýò ìõáóèåíéêþí ðñïóäÝèçêáí óå óçìáóìÝ-

íç á1-210 êáé ã1-218, óõíçãïñþíôáò åðßóçò õðÝñ ôçò

óùóôÞò äïìÞò ôùí ðïëõðåðôéäßùí.

ÊáèÝíá áðü ôá ôÝóóåñá ðïëõðåðôßäéá åß÷å ôçí áíá-

ìåíüìåíç óùóôÞ áíáäßðëùóç êáé, ùò åê ôïýôïõ, Ýðñåðå

íá åßíáé éêáíü íá ÷ñçóéìïðïéçèåß ùò áíïóïðñïóñïöçôé-

êü ìÝóï áõôïáíôéóùìÜôùí. ̧ ôóé, êáèåìéÜ áðü ôéò ôÝóóå-

ñéò ðñùôåÀíåò áêéíçôïðïéÞèçêå óå áäéÜëõôï õðüóôñùìá

êáé ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ãéá áíïóïðñïóñüöçóç áíôé-õðï-

äï÷Ýá áíôéóùìÜôùí áðü 64 ôõ÷áßïõò ïñïýò ìõáóèåíé-

êþí. Ôá áðïôåëÝóìáôá Ýäåéîáí üôé ç á1-210 áðïìÜêñõ-

íå êáôÜ ìÝóï üñï 35% ôùí áõôïáíôéóùìÜôùí, ìå ôéò â1-

221, ã1-218 êáé å1-219 íá áðïìáêñýíïõí äéáöïñåôéêÜ

ðïóïóôÜ (22%, 21% êáé 18%, áíôßóôïé÷á) áðü ôï ìÝóï

ìõáóèåíéêü ïñü (åéê. 3). Åßíáé óçìáíôéêü íá óçìåéùèåß
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Åéêüíá 3. Áíïóïðñïóñüöçóç áíôé-

õðïäï÷Ýá áõôïáíôéóùìÜôùí áðü

ïñïýò ìõáóèåíéêþí ìå ÷ñÞóç áêé-

íçôïðïéçìÝíùí ðïëõðåðôéäßùí á1-

210 (á), â1-221 (â), ã1-218 (ã) êáé

å1-219 (ä) óå óöáéñßäéá óåöáñü-

æçò. ÅîÞíôá ôÝóóåñéò ïñïß ìõáóèå-

íéêþí åëÝã÷èçêáí ãéá ôçí éêáíü-

ôçôá ðñüóäåóÞò ôïõò óå ïëéêü, ñá-

äéåíåñãÜ óçìáóìÝíï áíèñþðéíï

õðïäï÷Ýá, óå ðåéñÜìáôá ñáäéïáíï-

óïðñïóñüöçóçò ìåôÜ áðü äßùñç

åðþáóç ìå óöáéñßäéá óåöáñüæçò óôá

ïðïßá åß÷å áêéíçôïðïéçèåß Ýíá áðü

ôá ôÝóóåñá ðïëõðåðôßäéá (á1-210,

â1-221, ã1-218 Þ å1-219) Þ ìå

óöáéñßäéá óåöáñüæçò óôá ïðïßá åß÷å

áêéíçôïðïéçèåß BSA (ìÜñôõñáò). Ïé

ïñïß ðïõ äåí åß÷áí åëåã÷èåß ìå â1-

221, ã1-218 Þ å1-219 óõìâïëßæïí-

ôáé ìå ñüìâïõò, âÝëç Þ êýêëïõò,

áíôßóôïé÷á. Ïé ïñïß ôïðïèåôÞèçêáí

óôïí ïñéæüíôéï Üîïíá êáôÜ öèßíïõ-

óá éêáíüôçôá ðñïóñüöçóçò óôïí

ðñïóñïöçôÞ á1-210.

á

ã

ä

â
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Ðßíáêáò 2. Ôéôëïäüôçóç ôçò áíïóïðñïóñïöçôéêÞò óôÞëçò á1-210.

Áõôïáíôéóþìáôá ïñïý (pmoles) 0,3 0,6 1,3 2,6 5,1 10,2

Áíïóïðñïóñüöçóç (%)* 62 60 56 50 36 20

*1 ìg ðñùôåÀíçò á1-210 áêéíçôïðïéçìÝíçò óå óåöáñüæç ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ìå áõîáíüìåíç ðïóüôçôá ïñïý (pmoles áõôïáíôéóùìÜôùí) ãéá ôïí ðñïóäéïñéóìü ôçò ìÝãéóôçò
ðïóüôçôáò áõôïáíôéóùìÜôùí ðïõ ìðïñïýí íá ðñïóñïöçèïýí

Ðßíáêáò 3. Ôéôëïäüôçóç ôçò áíïóïðñïóñïöçôéêÞò óôÞëçò â1-221.

Áõôïáíôéóþìáôá ïñïý (pmoles) 0,2 0,8 1,6 3,2 6,4 12,8

Áíïóïðñïóñüöçóç (%)* 80 77 75 76 69 41

*1 ìg ðñùôåÀíçò â1-221 áêéíçôïðïéçìÝíçò óå óåöáñüæç ÷ñçóéìïðïéÞèçêå ìå áõîáíüìåíç ðïóüôçôá ïñïý (pmoles áõôïáíôéóùìÜôùí) ãéá ôïí ðñïóäéïñéóìü ôçò ìÝãéóôçò
ðïóüôçôáò áíôéóùìÜôùí ðïõ ìðïñïýí íá ðñïóñïöçèïýí

Åéêüíá 4. Áíïóïðñïóñüöçóç áíôé-õðïäï÷Ýá áõôïáíôéóùìÜôùí áðü ïñïýò

ìõáóèåíéêþí ìå óõíäõáóìÝíç ÷ñÞóç ðïëõðåðôéäßùí á1-210 êáé ã1-218

áêéíçôïðïéçìÝíùí óå óöáéñßäéá óåöáñüæçò. ÄÝêá ïñïß ìõáóèåíéêþí åëÝã-

÷èçêáí ãéá ôçí éêáíüôçôá ðñüóäåóÞò ôïõò óå ñáäéåíåñãÜ óçìáóìÝíï

áíèñþðéíï õðïäï÷Ýá, óå ðåéñÜìáôá ñáäéïáíïóïêáôáêñÞìíéóçò, ìåôÜ áðü

äßùñç åðþáóç ìå óöáéñßäéá óåöáñüæçò óôçí ïðïßá åß÷å áêéíçôïðïéçèåß

á1-210, ã1-218 Þ êáé ôá äýï ðïëõðåðôßäéá ìáæß. Óôçí åéêüíá ðáñïõóéÜ-

æïíôáé ôá ðïóïóôÜ ôùí áíôé-õðïäï÷Ýá áíôéóùìÜôùí ðïõ áíïóïðñïóñï-

öÞèçêáí áðü ôéò ôñåéò óôÞëåò. Ç óôÞëç ìå ôá äýï ðïëõðåðôßäéá åß÷å

ðåñßðïõ áèñïéóôéêÞ äñÜóç. Ç õðåñáõîçìÝíç äñÜóç ôïõ óõíäõáóìÝíïõ

áíïóïðñïóñïöçôÞ óôçí ðåñßðôùóç ôïõ Ýêôïõ ïñïý Þôáí óôáèåñÜ åðáíá-

ëÞøéìç.

(60–95%), êáèþò üìùò êáé ïñïß ìå ÷áìçëÞ ôéìÞ ãéá

üëåò ôéò õðïìïíÜäåò. Ç óõíäõáóìÝíç ÷ñÞóç ôùí ðïëõ-

ðåðôéäßùí á1-210 êáé ã1-218 Ýäùóå áèñïéóôéêü áðïôÝ-

ëåóìá áíïóïðñïóñüöçóçò, óå ó÷Ýóç ìå ôçí áíïóï-

ðñïóñüöçóç êáèåíüò áðü ôá ðïëõðåðôßäéá ìüíùí ôïõò.

Áõôü ôï áðïôÝëåóìá õðïäåéêíýåé üôé ç óõíäõáóìÝíç

÷ñÞóç üëùí ôùí õðïìïíÜäùí óå ìéá óôÞëç áíïóïðñïó-

ñüöçóçò áíáìÝíåôáé íá áõîÞóåé ôçí áðïôåëåóìáôéêüôç-

ôá ôçò áíïóïðñïóñüöçóçò ôùí ðáèïãüíùí áõôïáíôé-

óùìÜôùí, Ýôóé þóôå ç óôÞëç íá åßíáé éêáíÞ íá áðïìá-

êñýíåé ôç ìåãÜëç ðëåéïíüôçôá ôùí ðáèïãüíùí áõôïáí-

ôéóùìÜôùí áðü ôï ìÝóï ìõáóèåíéêü ïñü.

Ç ÷ñÞóç ôçò óôÞëçò ãéá èåñáðåßá èá ìðïñïýóå íá

ïäçãÞóåé óå åðéðëïêÝò, áí ïé áêéíçôïðïéçìÝíåò óå óôÞ-

ëç õðïìïíÜäåò ðñùôåïëýïíôáí áðü ôïí ïñü ôïõ áóèå-

íïýò êáé åëåõèåñþíïíôáí óôïí ïñü. Óå ìéá ôÝôïéá ðå-

ñßðôùóç, ï áóèåíÞò èá åðéâáñõíüôáí ìå ôá ðñùôåïëõôé-

êÜ ôìÞìáôá ôùí õðïìïíÜäùí, ðïõ èá ìðïñïýóáí íá

äñÜóïõí ùò áíïóïãüíá (áí êáé åßíáé ðéèáíü ôá ðïëõ-

ðåðôßäéá íá ìçí åßíáé áíïóïãüíá, êáèþò åßíáé áíèñþðé-

íçò öýóçò êáé èá åéóÝñ÷ïíôáí óôïí áóèåíÞ åíäïöëå-

âßùò). ÅðáíåéëçììÝíá ðåéñÜìáôá, óôá ïðïßá óöáéñßäéá

óåöáñüæçò ìå ñáäéåíåñãÜ óçìáóìÝíç á1-210 (ðßí. 1) Þ

ã1-218 åðùÜóôçêáí ìå áíèñþðéíï ðëÜóìá, Ýäåéîáí üôé

Ðßíáêáò 1. Óôáèåñüôçôá áêéíçôïðïéçìÝíçò óçìáóìÝíçò á1-210.

Åðþáóç 0 þñåò Åðþáóç 5 þñåò Åðþáóç 24 þñåò

37 oC 30 oC
                           (cpm óôç óåöáñüæç ìåôÜ áðü åðþáóç êáé ðëýóç)

Åðþáóç á1-210 ìå BSAá 9799 cpm 10098 cpm 9351 cpm

Åðþáóç á1-210 ìå ðëÜóìáâ 9868 cpm 9954 cpm 9747 cpm

áÑáäéåíåñãÜ óçìáóìÝíç á1-210 áêéíçôïðïéçìÝíç óå óöáéñßäéá óåöáñüæçò åðùÜóôçêå ìå BSA ãéá 0 þñåò (ìÜñôõñáò), 24 þñåò óôïõò 30 oC êáé 5 þñåò óôïõò 37 oC. Óôï
ôÝëïò ôùí áíôéäñÜóåùí, ôá óöáéñßäéá öõãïêåíôñÞèçêáí êáé åêðëýèçêáí ðñéí áðü ôç ìÝôñçóç ôçò ñáäéåíÝñãåéáò
âÁêïëïõèÞèçêå ôï ßäéï ðñùôüêïëëï, üðùò óôï ðáñáðÜíù. Ç ñáäéåíåñãÜ óçìáóìÝíç, áêéíçôïðïéçìÝíç óå óöáéñßäéá á1-210, åðùÜóôçêå ìå áíèñþðéíï ðëÜóìá

üôé ôï Üèñïéóìá ôùí áíïóïðñïóñïöÞóåùí Ýíáíôé êÜèå

õðïìïíÜäáò ãéá êÜèå åëåãìÝíï ïñü äåí îåðÝñáóå óç-

ìáíôéêÜ ôï 100%, êÜôé ðïõ óõíçãïñåß õðÝñ ôçò åéäéêü-

ôçôáò ôçò ôå÷íéêÞò. ÐáñáôçñÞèçêáí ïñïß ðïõ Ýäùóáí

õøçëÝò ôéìÝò áíïóïðñïóñüöçóçò ãéá ìéá õðïìïíÜäá
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äåí ðñïêýðôïõí ðñùôåïëõôéêÜ ôìÞìáôá áðü ôéò õðïìï-

íÜäåò. ÅðïìÝíùò, óõìðåñáßíåôáé üôé ïé óôÞëåò áíïóï-

ðñïóñüöçóçò èá ìðïñïýóáí íá ÷ñçóéìïðïéçèïýí óôç

èåñáðåßá ìå áóöÜëåéá, ÷ùñßò ôïí êßíäõíï õðåñáíïóï-

ðïßçóçò ôïõ áóèåíïýò.

ÐåéñÜìáôá ôéôëïäüôçóçò ôçò óôÞëçò Ýäåéîáí üôé 1 ìg

áêéíçôïðïéçìÝíçò ðñùôåÀíçò åßíáé éêáíÞ íá áíïóïðñïó-

ñïöÞóåé 2–4 pmoles áíôé-õðïäï÷Ýá áíôéóùìÜôùí. Ìå

âÜóç áõôÜ ôá áðïôåëÝóìáôá, õðïëïãßæåôáé üôé ìéá óôÞëç

ìå 2–5 mg ðñùôåÀíçò èá åðáñêåß ãéá ôçí áíïóïðñïó-

ñüöçóç ôùí áíôéóùìÜôùí åíüò ìõáóèåíéêïý. Åðéðñü-

óèåôá, ðñïêáôáñêôéêÜ ðåéñÜìáôá Ý÷ïõí äåßîåé üôé åßíáé

äõíáôÞ ç áíáêýêëùóç ôçò ßäéáò óôÞëçò ãéá ôïõëÜ÷é-

óôïí 5 öïñÝò, áí áðïìáêñýíïíôáé êÜèå öïñÜ ôá ðñïó-

ñïöçìÝíá áíôéóþìáôá ìå ÷ñÞóç ÷áìçëïý pH. Èåùñþ-

íôáò üôé ïé óôÞëåò èá áíáêõêëþíïíôáé, ç áðïôåëåóìáôé-

êüôçôÜ ôïõò èá áõîçèåß, åðéôñÝðïíôáò ôçí åðéôõ÷Þ áðï-

ìÜêñõíóç áõôïáíôéóùìÜôùí êáé áðü õøçëüôéôëïõò áóèå-

íåßò. ÐñïóðÜèåéåò âåëôßùóçò ôçò áðüäïóçò ôçò Ýêöñá-

óçò ôùí ðñùôåúíþí óå åðßðåäá ìåñéêþí mg/L êáëëéÝñ-

ãåéáò, ïé ïðïßåò åßíáé óå åîÝëéîç, èá êÜíïõí ðéï åýêïëç

ôçí ðáñáóêåõÞ óôçëþí ìå ðåñßóóåéá ðïëõðåðôéäßùí, ãéá

ôçí ðåñáéôÝñù âåëôßùóç ôçò ðñïôåéíüìåíçò èåñáðåõôé-

êÞò ðñïóÝããéóçò.

ÓõìðåñáóìáôéêÜ, óôçí åñãáóßá áõôÞ ðáñïõóéÜæåôáé ç

áíÜðôõîç ìéáò áíôéãïíï-åéäéêÞò èåñáðåõôéêÞò ðñïóÝã-

ãéóçò ãéá ôï áõôïÜíïóï íüóçìá âáñéÜ ìõáóèÝíåéá. Ç

åöáñìïãÞ ôçò ðñïóÝããéóçò áõôÞò èá óõìâÜëåé óôçí

áðïôåëåóìáôéêÞ èåñáðåßá ôùí ìõáóèåíéêþí, áíôéêáèé-

óôþíôáò Ýôóé óýã÷ñïíåò ìç åéäéêÝò èåñáðåßåò ìå ðïëëÝò

áíåðéèýìçôåò åíÝñãåéåò êáé èá áðïôåëÝóåé ìïíôÝëï ãéá

áíôéãïíï-åéäéêÝò èåñáðåßåò êáé Üëëùí áõôïÜíïóùí íüóùí.
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OBJECTIVE The pathology of the autoimmune disease myasthenia gravis is largely explained by autoantibodies

produced against the human muscle acetylcholine receptor. Plasmapheresis offers a significant therapeutic

option but it removes important plasma components. The specific extracorporeal removal of the autoantibodies

using immunoadsorption on matrix-immobilized receptor offers a solution to the problem, which is however

hindered by the limited available native receptor. The objective of this study was the production of extracellular

recombinant domains of the receptor subunits, and their utilization as specific immunoadsorbents of autoanti-

bodies from myasthenic sera, for future application in a specific therapy for myasthenia. METHOD The

extracellular domains of the á, â, ã and å subunits of the human acetylcholine receptor were expressed in Pichia

pastoris, the proteins were purified by Ni2+-NTA agarose and their solubility was tested by gel filtration. Each

subunit was immobilized on CNBr-sepharose and used in immunoadsorption experiments with 64 randomly

chosen myasthenic sera. The autoantibodies which remained in the serum after immunoadsorption were

quantified by radioimmunoassay. RESULTS The extracellular domains (amino acids ~1-210) of the á, â, ã and

å subunits of the human muscle acetylcholine receptor were expressed and purified. Each recombinant protein

had a near-native structure resembling the structure found in the full-length subunit of the intact receptor.

Protein á1-210, immobilized on CNBr-sepharose, was used for the immunoadsorption of autoantibodies from

64 myasthenic sera and was shown to remove, on average, 35% of the antibodies. Correspondingly, â1-221, ã1-

218 and å1-219, which had been immobilized on CNBr-sepharose could remove, on average, 22%, 21% and

18% of the autoantibodies, respectively. The combined use of á1-210 and ã1-218 in immunoadsorption

experiments showed that the pathogenic autoantibodies could be removed in an additive fashion in 10 tested

sera. Incubation of the polypeptides with human plasma showed that the immobilized proteins remained stable

and did not dissociate from their insoluble matrix (sepharose). Moreover, the titration of the immunoadsorbent

column with patient serum showed that a small quantity of immobilized protein (1 ìg) could remove at least
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2 pmoles of anti-receptor antibodies. CONCLUSIONS These results suggest that the combined use of all

subunits would remove the large majority of autoantibodies from most of the myasthenic sera, thus offering an

option for the design and application of a novel, effective and antigen-specific therapy for myasthenia gravis.
................................................................................................................................................................................
Key words: Acetylcholine receptor, Immunoadsorption, Myasthenia gravis, Recombinant polypeptides, Therapy
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