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Κύκλος παρασίτου 

 
Τα έντοµα εκτίθενται σε µια µεγάλη ποικιλία µικροβίων κατά την διάρκεια της 
ζωής τους. Μερικά από αυτά µάλιστα προσλαµβάνουν αίµα σπονδυλωτών 
µολυσµένο µε παράσιτα ή ιούς µε αποτέλεσµα να αποτελούν φορείς 
σηµαντικών ασθενειών (1).  
 Μια τέτοια περίπτωση είναι και η ασθένεια της ελονοσίας. Η ελονοσία 
προκαλείται απο παράσιτα του γένους Plasmodium που ανήκουν στο φύλο των 
Apicocomplexa. Ο κύκλος ζωής του παρασίτου ξεκινάει από τα θηλυκά 
κουνούπια του γένους των Ανωφελινών, όταν aυτά προσλάβουν αίµα 
µολυσµένο µε παράσιτα. Μέσα στο έντοµο αρχίζει ο διπλοειδής κύκλος ζωής 
του παρασίτου. Τα γαµετοκύτταρα, που υπάρχουν στο µολυσµένο αίµα 
παράγουν γαµέτες. Οι γαµέτες συντήκονται και δίνουν το ζυγωτό το οποίο 
µετασχηµατίζεται σε ωοκινέτες 16-20 ώρες µετά τη λήψη του µολυσµένου 
αίµατος . Οι ωοκινέτες που έχουν την δυνατότητα κίνησης, διαπερνούν το 
εντερικό επιθήλιο του κουνουπιού και µετασχηµατίζονται σε ωοκύστες. Σε 
κάθε ωοκύστη λαµβάνει χώρα ένας µειωτικός κύκλος και αρκετοί µιτωτικοί, 
µε αποτέλεσµα να παράγονται χιλιάδες απλοειδή σποροζωίδια. Αυτά 10 µέρες 
µετά την είσοδο του παρασίτου στο κουνούπι ελευθερώνονται στο αιµόκοιλο 
και µεταναστεύουν στους σιελογόνους αδένες, όπου και εισβάλλουν. Ο κύκλος 
στο κουνούπι ολοκληρώνεται σε αυτό το στάδιο, όπου το κουνούπι µε το 
επόµενο τσίµπηµα ενύει παθογόνα σποροζωίδια στον ξενιστή. Μέσα στον 
ξενιστή λαµβάνει χώρα ο απλοειδής κύκλος ζωής του παρασίτου. Τα 
σποροζωίδια πολλαπλασιάζονται στο συκώτι και µετασχηµατίζονται σε µια 
µορφή που καλείται schizont. Τa schizonts δινουν τα µεροζωίδια, κύτταρα 
που ελευθερώνονται στην κυκλοφορία του αίµατος και προσβάλλουν τα 
ερυθροκύτταρα. Στα ερυθροκύτταρα τα µεροζωίδια πολλαπλασιάζονται και 
κάποια από αυτά διαφοροποιούνατα σε γαµετοκύτταρα, τα οποία και 
προσλαµβάνονται από το κουνούπι όταν αυτό τσιµπήσει τον ξενιστή, 
ξεκινώντας έτσι ξανά τον προηγούµενο κύκλο.(2) 
 

  



  
 
 Όπως στους περισσότερους συνδυασµούς φορέων µε τα παράσιτα 
τους, έτσι και στην περίπτωση του κουνουπιού µε το πλασµώδιο 
διαπιστώνεται µια συνεξέλιξη τέτοια που να επιτρέπει την επιτυχή 
ολοκλήρωση του κύκλου ζωής του παρασίτου µέσα στο κουνούπι, χωρίς να 
απειλείται η ζωή του τελευταίου. Για τον λόγο αυτό το παράσιτο εµφανίζει 
µεγάλες απώλειες κατά την διάρκεια του κύκλου ζωής του στο κουνούπι (1). 
Ειδικότερα κατά την εισχώρηση του παρασίτου µέσα από το εντερικό επιθήλιο 
αυτό φαίνεται να υφίσταται µεγάλες απώλειες, αφού ένα µικρό µέρος µόνο 
των ωοκινετών καταφέρνει τελικά να περάσει το µεσεντερικό επιθήλιο(3). 
Επειδή ακριβώς το στάδιο αυτό του παρασιτικού κύκλου αποτελεί ένα 
ευάλωτο σηµείο για το παράσιτο προκαλεί ιδιαίτερο ερευνητικό 
ενδιαφέρον(4). 
 
∆ιείσδυση του εντερικού επιθηλίου 
 
Κυτταρολογικές µελέτες που έχουν γίνει για το στάδιο αυτό της εισόδου του 
παρασίτου µέσα από το εντερικό επιθήλιο έχουν δείξει τα παρακάτω. 
Α) όσον αφορά το παράσιτο η εισβολή του µέσα από το εντερικό επιθήλιο 
γίνεται κυρίως µέσα από τα κύτταρα του επιθηλίου κι όχι ανάµεσα από αυτά. 
Μάλιστα την αρχική εισβολή ενός επιθηλιακού κυττάρου ακολουθεί µερικές 
φορες η εισβολή κι αλλων επιθηλιακων κυτταρων. Επιπλέον η κίνηση του 
παρασίτου πιθανόν να οφείλεται σε µόρια συνάφειας του ίδιου, η δέσµευση 
των οποίων πάνω σε ακίνητα µόρια-υποδοχείς του κουνουπιού δηµιουργεί µια 
δύναµη µετακίνησης για αυτό.(4)  
Β) οσον αφορα το εντερικο επιθηλιο του κουνουπιου: σε µία προσφατη µελέτη, 
προτάθηκε ότι το πέρασµα του ωοκινέτη µεσα απο αυτό έχει δραµατικές 
συνέπειες και για τα προσβαλλόµενα κύτταρα(4). Συγκεκριµένα, το πέρασµα 
του ωοκινέτη µέσα από τα επιθηλιακά κύτταρα προκαλεί την απόπτωση των 
τελευταίων και την αποµάκρυνση τους από το εντερικό επιθήλιο (4). 
Επιπλεον τα διπλανα στα αποπτωτικά κύτταρα φάνηκε στην µελέτη αυτή να 
ενεργοποιούνται αρχίζοντας έτσι ίσως µια διαδικασία επούλωσης του ιστού µε 
τον σχηµατισµό λαµελοποδιων που κλείνουν το κενό που αφήνει το 
αποπτωτικό κύτταρο.. (4)  
 Κυτταρολογικά λοιπόν η διείσδυση του παρασίτου µέσα από το εντερικό 
επιθήλιο φαίνεται να είναι µια πολύπλοκη διαδικασία. Από την  άλλη µεριά 
τώρα οι µοριακοί µηχανισµοί που ενεργοποιούνται σε αυτή την πολύπλοκη 
διαδικασία δεν είναι γνωστοί. 
 Πάντως έχει βρεθεί ότι η εισβολή του παρασίτου µέσα απο το εντερικό 
επιθήλιο συνοδεύεται χρονικά απο αυξανόµενη µεταγραφή του γονιδίου της 



ΤΕΡ4 και της TEP1(5,6). Η ΤΕΡ4 και η ΤΕΡ1 των Ανωφελινών παρουσιάζει 
σηµαντική οµολογία µε γονίδια που ανήκουν στην οικογένεια του βασικού 
συµπληρώµατος και στην συγγενική οικογένεια των α2µακρογλοβουλίνων. Τα 
γονίδια του συµπληρώµατος ενέχονται σε ανοσολογικές αντιδράσεις και η 
ΤΕΡ1 φαίνεται να έχει τον ίδιο ρόλο στο κουνούπι (6), ενώ η 
α2µακρογλοβουλινη δρα ως αναστολέας πρωτεασών. Εκτός από την ΤΕΡ4 
αυξανόµενη µεταγραφή παρατηρείται και στο γονίδιο της σερπίνης 10 (7). Οι 
σερπίνες δρουν ως αναστολείς πρωτεασών σερίνης, ως αναστολείς 
σουπτιλισινών που είναι επίσης πρωτεάσες σερίνης και ως αναστολείς 
πρωτεασών κυστείνης, όπως οι κασπάσες και οι καθεψίνες (οι τελευταίες δυο 
παίζουν βασικό ρόλο στην απόπτωση). Τέλος και σύµφωνα µε όσα έχουν 
προαναφερθεί για την απόπτωση των επιθηλιακών κυττάρων, αυξανόµενη 
µεταγραφή έχει παρατηρηθεί και στην κασπάση 7 και 3 των Ανωφελινών.(8) 
 Σε λεπτοµερείς µελέτες του προτύπου εκφρασης γονιδίων σε 
ωοκινέτες δείχθηκε µεταγραφική ενεργοποίηση µιας σουπτιλισίνης, της sub2 
(8) καθώς και έκφραση δύο πρωτείνων των µικρονηµατίων, της CTRP και της 
WARP (8). 
  
Ρόλος των πρωτεασών στην εισβολή του εντερικού επιθηλίου    
 
Τα παραπάνω δεδοµένα τόσο στην κυτταρική βιολογία όσο και στη µοριακή 
βιολογία της διείσδυσης του παρασίτου θα µπορούσαν να υποστηρίξουν την 
ενεργή συµµετοχή πρωτεασώνστην βιολογική αυτή διαδικασία. 
 Πρώτα απ’ όλα, οι πρωτεάσες παίζουν βασικό ρόλο σε διαδικασίες που 
απαιτούν αναδιοργάνωση του ιστού, όπως είναι η αύξηση του κυττάρου, η 
αγγειογένεση, η µετάσταση ή διείσδυση των κυττάρων από µικροοργανισµούς, 
λευκοκύτταρα ή καρκινικά κύτταρα (9,10). Οι πρωτεάσες εκκρίνονται από τα 
κύτταρα ή δρουν ως επιφανειακές πρωτεάσες και προκαλούν την 
αναδιοργάνωση του εξωκυττάριου χώρου έχοντας ως υποστρώµατα 
πρωτείνες αυτου, όπως ιντεγκρίνες ή λαµινίνες (10). Με αυτόν τον τρόπο τα 
νευρικά κύτταρα επεκτείνουν το νευράξονά τους και τα καρκινικά κύτταρα 
µπορούν να µεταναστεύουν από ιστό σε ιστό (10). Το γεγονος οτι η διείσδυση 
του ωοκινέτη µέσα από το εντερικό επιθήλιο αποτελεί στην ουσία ένα µοντέλο 
καταστροφής και αναδιάταξης του ιστού (4) εστιάζει το ενδιαφέρον µας σε 
πρωτεολυτικούς µηχανισµούς παρόµοιους µε αυτούς που ενεργοποιούνται 
στις παραπάνω περιπτώσεις. 
 Πέρα από αυτό ο αποπτωτικός φαινότυπος των κυττάρων µέσα από τα 
οποία διέρχεται ο ωοκινέτης θα µπορούσε επίσης να αποτελέσει ένδειξη 
ενεργοποίησης πρωτεασών κατά την προσβολή του µεσεντέρου. Ειδικότερα 
µάλιστα οι πρωτεάσες του εξωκυττάριου στρώµατος σε µελέτες της 



κυτταρικής απόπτωσης σε αλλά συστήµατα έχει δειχθεί ότι παίζουν τον ρόλο 
effector πρωτεασών (11). 
 Τέλος η αύξηση της µεταγραφής αναστολέων των πρωτεασών, οπως η 
σερπίνη 10 είναι ενδεικτική της ενεργοποίησης πρωτεολυτικών µονοπατιών 
κατά τη διαδικασία της εισβολής του ωοκινέτη µέσα από το επιθήλιο.(7) 
 
Πρωτεάσες της εξωκυττάριας στοιβάδας (extracellular    
matrix,ECM) 
 
Μέχρι τώρα είναι γνωστός ένας µεγάλος αριθµός µορίων της εξωκυττάριας 
στοιβάδας µε πρωτεολυτική δράση. Αυτές οι πρωτεάσες ανήκουν σε τέσσερις 
κυρίως µεγάλες οικογένειες:(12) 
1) Πρωτεάσες σερινών, όπως η ουροκινάση η θροµβίνη, η πλασµίνη και άλλες 
2) µεταλλοπρωτεάσες. Αυτή η οικογένεια, όπως και η προηγούµενη έχει 
βρεθεί να δρα σε γεγονότα αποικοδόµησης του εξωκυττάριου στρώµατος 
3) tolloid family of proteases, αυτή η οικογένεια δρα στην ενεργοποίηση 
παραγόντων αύξησης κ έχει συνδεθεί µε την κυτταρική διαφοροποίηση. 
4) η οικογένεια των ADAMs κι ADAMTSs, αυτες οι δυο κατηγοριες 
µεταλλοπρωτεασών µε επιπλέον δοµικά χαρακτηριστικά, όπως η παρουσία 
περιοχών συνάφειας, έχουν κοινή δοµή κι έχει βρεθεί να παίζουν σηµαντικό 
ρόλο στη συνάφεια µεταξύ κυττάρων και στην πρωτεόλυση. 
 Η παρακάτω εργασία εστιάζεται στη µελέτη 2 από τις παραπάνω 
οικογένειες, αυτές των µεταλλοπρωτεασώνν και των ADAMTSs καθώς κι 
ενός αναστολέα των πρωτεασών, του ΤΙΜΡ (tissue inhibitor of 
metalloproteases), στο κουνούπι.  
 
Μεταλλοπρωτεάσες  
Οι µεταλλοπρωτεάσες (ΜΜΡs) είναι µια µεγάλη οικογενεια πρωτεασών (~20 
στον ανθρωπο). Τις χαρακτηρίζει το µοτιβο ΗΕΧΧΗΧΧGXXH πάνω στο 
οποίο προσδένεται ένα µόριο Zn. Η πρόσδεση αυτή είναι σηµαντική για την 
ενζυµατική τους δραστικότητα. Υπάρχουν δυο τύποι µεταλλοπρωτεασών, 
αυτές που εκκρίνονται στον εξωκυττάριο χώρο κι αυτές που παραµένουν 
προσδεδεµένες στην κυτταρική µεµβράνη ΜΤΜΜΡs. Στον άνθρωπο η µη 
ελεγχόµενη δράση των µεταλλοπρωτεασών συνδέεται µε ασθένειες, όπως για 
παράδειγµα ο καρκίνος.(13) 
Στην Drosophila υπάρχουν δυο µεταλλοπρωτεάσες η ΜΜΡ1 και η ΜΜΡ2. 
Καµία από αυτές δεν χρειάζεται στην εµβρυογένεση. Χρειάζονται όµως για 
αναδιοργάνωση της εξωκυττάριας στοιβάδας σε µετέπειτα εξελικτικά στάδια. 
Η ΜΜΡ1 είναι σηµαντική για την ανάπτυξη της τραχείας στις λάρβες, µια 
διαδικασία που περιλαµβάνει πρωτεόλυση της εξωκυττάριας στοιβάδας, ενώ 
η ΜΜΡ2 εµπλέκεται στην λύση των ιστών κατά την µεταµόρφωση, όπως του 



ιστού του εντέρου. Μάλιστα κατά τη λύση του εντέρου λαµβάνει χώρα σε 
εκτεταµένο βαθµό απόπτωση των κυττάρων, στην οποία εµπλέκεται και η 
ΜΜΡ2, αλλά δεν είναι γνωστό µε ποιον τρόπο.(14) 
 Στη βάση δεδοµένων ENSEMBL υπάρχουν τρία καταχωρηµενα γονιδια 
ως ΜΜΡs, δύο από τα οποία είναι ορθόλογα της ΜΜΡ1 και ΜΜΡ2 της 
Drosophila melanogaster. Εµεις δουλεψαµε µε το ένα από αυτα µε αριθµο 
καταχωρησης ENSANGG00000019238, το οποιο και ονοµασαµε ΑgΜΜΡ1, 
λογω µεγαλύτερης ορθολογίας µε την DmMMP1. 
 
ADAMTSs   
 
H οικογένεια των ADAMTSs είναι µια πρόσφατα µελετηµένη οικογένεια 
πρωτεασών µε 19 µέλη στον άνθρωπο. Η βασική δοµή τους είναι η εξής: 
έχουν ένα µοτίβο πρόσδεσης Zn, όπως και οι ΜΜΡs, που αποτελεί το 
καταλυτικό τους κέντρο και ακολουθείται από ένα disintegrin domain. Στη 
συνεχεια ακολουθούν thrοmbospondin repeats (ΤSR), τa οποία συνδέονται 
µέσω περιοχών πλούσιων σε κυστείνη. (12) 

 Η λειτουργία των ADAMTSs έχει συνδεθεί µε πρωτεόλυση δοµών 
πρωτεογλυκάνης της εξωκυττάριας στοιβάδας (hADAMTS4,5)  καθώς και 
µε µετανάστευση κυττάρων, όπως των µελανοκυττάρων στο ποντίκι (17) ή 
του leader cell κατά τον σχηµατισµό της γονάδας στο C.elegans (15). Μια 
ακοµη ενδιαφέρουσα λειτουργία των ADAMTSs (hADAMTS13) είναι αυτή 
της πρωτεόλυσης του παράγοντα vWF, ο οποίος είναι σηµαντικός για την 
πήξη του αίµατος (16). ADAMTSs δεν έχουν µελετηθεί στα έντοµα και στην 
εργασία αυτή επικεντρωθήκαµε στην µελέτη δυο καταχωρηµένων στη βάση 
δεδοµένων ως ADAMTSs. Αυτές έχουν αριθµό καταχώρησης 
ENSANGG0000003307 (AgADAMTS1) και ENSANGG00000010390 
(AgADAMTS2). 

Ένα ακόµη ενδιαφέρον µόριο της εξωκυττάριας στοιβάδας που έχει 
συγγενική δοµή µε τις ADAMTSs είναι η papillin. Η papillin δεν έχει 
καταλυτικό domain, αλλά έχει την χαρακτηριστική κασέτα των ADAMTSs, 
δηλαδή ένα TSR, που ακολουθείται από ένα ή περισσότερα TSRs, µέσω µιας 
περιοχής πλούσιας σε κυστείνη. Επιπλέον µετά από τα TSRs aακολουθεί µια 
περιοχή επίσης πλούσια σε κυστείνες που τη διαδέχονται πολλαπλά Kunitz 
domains, ένα µοτίβο RGD και µια µοναδική πλούσια σε κυστείνες αλληλουχία, 
που καλείται lacunin domain. Η papillin έχει βρεθεί στον άνθρωπο, την 
Drosophila και το C.elegans. Στην Drosophila είναι βασικό συστατικό της 
περιτροφικής µεµβράνης του εντέρου. Η δράση της papillin δεν είναι ακόµη 
γνωστή. Πάντως λόγω οµοιότητας στη δοµή µε τις ADAMTSs είναι πιθανό να 
υπάρχουν αλληλεπιδράσεις µεταξύ των δυο µορίων. Ίσως µάλιστα µέσω 
αυτών των αλληλεπιδράσεων να κατευθύνεται η δράση των ADAMTSs σε 



συγκεκριµένα σηµεία του εξωκυττάριου στρώµατος (18). Στην βάση 
δεδοµένων Ensembl υπάρχει ένα καταχωρηµένο γονίδιο ως papillin µε αριθµό 
ENSANGG00000019572. 

 
 

 
 
TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteases). 
 
H οικογένεια πρωτεϊνών ΤΙΜΡ είναι ενδογενείς αναστολείς 
µεταλλοπρωτεασών. Στα θηλαστικά υπάρχουν 4 γονίδια που κωδικοποιούν 
αναστολείς µεταλλοπρωτεασών, ενώ στην Drosophila 1. Πρόσφατα δείχθηκε 
ότι εκτός απο ΜΜΡs οι πρωτεΐνες αυτές αναστέλλουν και άλλες πρωτεάσες, 
τις ADAMs και τις ADAMTSs(19). Καταστολή της έκφρασης του γονιδίου 
ΤΙΜΡ στην Drosophila έχει σαν συνέπεια τα ενήλικα άτοµα να παρουσιάζουν 
inflated wings, διασταλµένα µεσέντερα και αυτόλυση των ιστών τους, ενώ 
πεθαίνουν πρόωρα. Αυτοί οι φαινότυποι θα µπορούσαν να αποδοθούν σε κακή 
συνάφεια µεταξύ των κυττάρων και σε µη ικανοποιητική αναδιοργάνωση του 
εξωκυττάριου ιστού. Τα παραπάνω θα µπορούσαν να οφείλονται, όπως 
προτείνουν οι ερευνητές, σε ανεξέλεγκτη δράση µεταλλοπρωτεασών, λόγω 
της µη έκφρασης του αναστολέα τους (20). Αυτό στηρίζεται επιπλέον από το 
γεγονός ότι αν η MMP1 ή η ΜΜΡ2 εκφραστεί εκτοπικά δίνει ένα συγκεκριµένο 
φαινότυπο, ο οποίος αναστρέφεται µε συνέκφραση του ΤΙΜΡ (14). Στη βάση 
δεδοµένων έχει χαρακτηριστεί ένα γονίδιο ως υποψήφιος αναστολέας κι έχει 
αριθµό καταχώρησης ENSANGG00000012010 (ΑgTIMP).  
       
    
       



 
 
 

Αποτελεσµατα 
 



Επιλέξαµε να κλωνοποιήσουµε γονίδια µέλη των οικογενειών που 
προαναφέρθηκαν. Για τον σκοπο αυτό χρησιµοποιώντας την γενοµική 
πληροφορία που είναι καταχωρηµένη στην βάση δεδοµένων σχεδιάσαµε 
κατάλληλους εκκινητές για να χρησιµοποιηθούν σε αλυσιδωτες αντιδράσεις 
πολυµερισµού. Υπόστρωµα για τις αντιδράσεις αυτές ήταν cDNA συνθεµένο 
από συνολικό RNA µε αντίστροφη µεταγραφή. Για τον σχεδιασµό των 
εκκινητών ακολουθήσαµε τα παρακάτω κριτήρια: 

1)να βρίσκονται µέσα σε εξόνια που να διαχωρίζονται από µεγάλα ιντρόνια. 
Κατι τέτοιο θα επέτρεπε τον διαχωρισµό προιόντων που προέρχονταν από 
γενοµικό DNA από προιόντα που προέρχονταν από το cDNA 
2)να µην βρίσκονται στα όρια εξονίου –ιντρονίου 
3)επειδή σαν υπόστρωµα για την αποµόνωση χρησιµοποιήθηκε cDNA και 
επειδή τα γονίδια είναι µεγάλα σε µέγεθος και η αντίδραση αντίστροφης 
µεταγραφής πολλές φορές δεν συνθέτει µεγάλα σε µήκος cDNA, 
επιλέψαµε τους εκκινητές έτσι ώστε να οριοθετούν περιοχές προς το 3’ 
άκρο του γονιδίου. 

Τα προιόντα των αντιδράσεων πολυµερισµού υποκλωνοποιήθηκαν σε 
πλασµιδιακό φορέα και αλληλουχήθηκαν. Τα αποτελέσµατα των αλληλουχιών 
συγκρίθηκαν µε την αλληλουχία που δίνεται στη βάση δεδοµένων για κάθε 
γονίδιο προκειµένου να επιβεβαιωθεί η ταυτότητα του. 
Α) ΑgADAMTS1 
Σύµφωνα µε την αλληλουχία που δίνεται στην βάση δεδοµένων το γονίδιο που 
ονοµάσαµε ΑgADAMTS1 έχει την παρακάτω οργάνωση. Ενα prodomain που 
χωρίζεται απο τo υπόλοιπo µόριο µέσω ενός µοτίβου πιθανής αναγνώρισης 
φουρίνης (RKKR), ακολουθεί ένα disintegrin domain, στην αρχή του οποίου 
βρίσκεται µία θέση πρόσδεσης Zn (HELGH). Μετά από αυτό υπάρχουν δύο 
ΤSRs που χωρίζονται µεταξύ τους µέσω ενός spacer domain. H δοµή του 
µορίου φαίνεται στο Σχήµα 1, όπου και σηµειώνονται τα ζευγάρια εκκινητών 
που χρησιµοποιήθηκαν και η περιοχή του µορίου που αυτοί οριοθετούν. 

Σχήµα 1  prodomain 
 
 
 ADAMTS1-3100bp TSR 

 ATSRATSF 

RK

350 bp Spacer domain 

 

HELGH

Disintegrin 
domain 
cDNA
intron 
6661

KR 
Γενωµικό 
DNA 



 
 
Χρησιµοποιώντας λοιπόν για την ΑgAGADAMTS1 τους εκκινητές 

ATSF/ATSR, που οριοθετούν το δεύτερο thrombospondin domain (σχήµα 1), 
και υπόστρωµα cDNA αποµονωµένο από µεσέντερα κουνουπιού µολυσµένο 
από το παράσιτο, µεσέντερα κουνουπιού που είχε προσλάβει αίµα (µη 
µολυσµένο), και µεσέντερα κουνουπιού που δεν ειχε προσλάβει αίµα καθώς 
και cDNA από υπόλοιπο κουνουπιου έγιναν αλυσιδωτές αντιδράσεις 
πολυµερισµού. Αυτές οι αντιδράσεις έδωσαν το αναµενόµενο προϊόν 400bp 
για την περίπτωση που το γονίδιο εκφραζόταν και τα αντίστοιχα ιντρόνια 
εκτέµνονταν(σχήµα 2). Το κοµµάτι αυτό αποµονώθηκε και µπήκε σε Τ-φορέα 
και το πλασµίδιο αλληλουχήθηκε. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η αλληλουχία 
που αποµονώθηκε συµφωνεί µε την αλληλουχία που δίνει η βάση δεδοµενών. 

                                                                                                                                   

Σχηµα 2 Carcasses:οπόλοιπο κουνουπιού 
Normal: µεσέντερα από κουνούπια που 
δεν είχαν προσλάβει αίµα 
Blood-fed:µεσέντερα απο κουνούπια 
που είχαν προσλάβει αίµα ρ 

Γενωµικό DNA 
400b
 

Infected:µεσέντερα απο κουνούπι που 
είχε προσλάβει µολυσµένο αίµα 

 
Για να µελετηθούν αλλαγές στο πρότυπο έκφρασης του γονιδίου 
AgAGADAMTS1 σε συνθήκες µόλυνσης µε το παράσιτο, µεσέντερα 
κουνουπιού αποµονώθηκαν σε διαφορετικές χρονικές στιγµές µετά την 
πρόσληψη ή µη µολυσµένου ή µη αίµατος. Απο τα µεσέντερα αποµονώθηκε 
συνολικό RNA και συντέθηκε cDNA µε αντίστροφη µεταγραφή. Τα cDNA 
χρησιµοποιήθηκαν σε αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυµερισµού, 
χρησιµοποιώντας και πάλι τους εκκινητες ATSF και ATSR. Στις αντιδράσεις 
ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές S7, προϊόν των οποίων είναι µία 
περιοχή του γονιδίου της S7, µιας ριβοσωµικής πρωτεΐνης υψηλά και σταθερά 
περαγόµενης και της οποίας το πρότυπο δεν αλλάζει στις συγκεκριµένες 
πειραµατικές συνθήκες. Όπως δείχνει το σχήµα 3 τα επίπεδα έκφρασης του 
γονιδίου µεταξύ 24-48 ωρών, όπου και σηµειώνεται το πέρασµα του κύριου 
όγκου των οοκινετών απο το µεσέντερο διατηρούνται υψηλα στα µολυσµένα 
µεσέντερα σε σχέση µε τα µεσέντερα που αποµονώνονται απο κουνούπια που 
έχουν προσλάβει µη µολυσµένο αίµα 



 

Σχήµα 3 Ιδια ποσοτητα 
υποστρώµατος 
blood-fed/infected 

Τα  επιπεδα έκφρασης 
της AgAGADAMTS1 
παραµένουν υψηλά σε 
συνθηκες µόλυνσης 

 
 
 
 
 
Β) ΑgADAMTS2 
 
H δοµη που έχει το γονίδιο της AgADAMTS2 σύµφωνα µε την αλληλουχία 
που δίνεται στην βάση δεδοµένων είναι η παρακάτω: όπως η 
AgAGADAMTS1 έτσι και η 2 έχει ένα prodomain, που το χωρίζει απο την 
υπόλοιπη πρωτείνη ενα πιθανό µοτίβο αναγνώρισης φουρίνης RRRR. 
Aκολουθεί µια περιοχή πλούσια σε κυστείνη που ξεκινάει µε ένα µοτίβο 
πρόσδεσης Ζn (HELGH). Στη συνέχεια ακολουθούν 3 TSR που χωρίζονται µε 
περιοχές spacer. Η δοµη του γονιδίου φαίνεται σχηµατικά παρακάτω, όπου 
και σηµειώνονται τα ζευγάρια εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την 
αρχικη αποµόνωση του.                                                      TS2F        TS2R                 
prodomain 
                                  1                2                3                                      
                                                                                                 Cysteine-
rich      
 
                                                                                                  TSR   
                               

    TS2F                                                                       TS2R                                  
 
 
 
                                                                                     
 
                                                                                     ι

Γενωµικό 
DNA 

915bp 752bp 271bp167b 73

Σχήµα 4 

 380bp 190bp 
 
Χρησιµοποιώντας για την AgADAMTS2 τους εκκινητες TS2
οριοθετουν το τρίτο thrombospondin domain και το ιδιο υπόσ
εξονια
νια 
εεεντρόιντρόνια
F/TS2R που 
τρωµα οπως 



πριν εγιναν αλυσιδωτες αντιδρασεις πολυµερασης. Αυτες εδωσαν µαζι µε το 
αναµενοµενο σε µεγεθος κοµµατι (380bp) κι ενα µικροτερο (190bp) (σχήµα 
5). Τα κοµµατια αυτα αποµονώθηκαν, µπηκαν σε Τ-φορεα και 
αλληλουχηθηκαν. Η µελετη αυτων των αλληλουχιων και η συγκριση τους µε 
την βαση δεδοµενων Εnsembl εδειξε οτι και τα δύο προιόντα προιόντα 
προέρχονται από cDNA ΑgADAMTS2, αλλά στην περίπτωση του µικρότερου 
κοµµατιού το cDNA προέρχεται από εναλλακτικό µετάγραφο. Άρα το γονίδιο 
της AgADAMTS2 εκφράζεται και µε εναλλακτικό µάτισµα δίνει δύο τύπους 
µεταγράφων. 
                                        Infected carcasses naive 

                                           

Σχήµα 5 

 
Β)AgΤΙΜP 
 
Σύµφωνα µε την βάση δεδοµένων Ensembl το ΤΙΜP είναι σχετικά µικρό 
γονίδιο, του οποίου το ανοιχτό πλαισιο διαβάσµατος (ORF) αντιστοιχεί σε 
629bp. Γι αυτό τον λόγο σχεδιάστηκαν εκκινητές που υβριδοποιούνται στην 
αρχή και το τέλος του ORF. Αυτοί οι εκκινητές ονοµάστηκαν TIMPORF5’-
TIMPORF3’. Οι αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυµεράσης έγιναν όπως και στην 
περίπτωση των ADAMTSs µε τα ιδια υποστρώµατα, και το κοµµατι που 
αποµονώθηκε καθώς και η σχηµατική απεικόνιση του γονιδίου φαίνεται στο 
σχήµα 6. 
 

 
                                                                                                             
ιντρόνια 

190bp 

525bp             149bp              86bp                 426bp

εξόνια 

  

380bp 

Σχήµα 6 

  
 Γ) AgΜΜΡ1 
 
 Η χαρακτηρισµένη ως AgΜΜΡ1 στην βάση δεδοµένων είναι ένα µετάγραφο 
µήκους 1400bp. Σύµφωνα µε την αλληλουχία που δίνεται το γονίδιο της 
ΤΙΜΡ 
ΟRF5’
TIMP 
ORF 3’



AgΜΜΡ1 έχει την παρακάτω οργάνωση: ένα prodomain, που το ακολουθεί 
ένα καταλυτικά ενεργό κέντρο, µε µια θέση πρόσδεσης Ζn. Οι εκκινητές που 
χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση µέρους του µεταγράφου αυτού του 
γονιδίου ήταν η ΜΜΡ1F-MMP1R, οι οποίοι οριοθετούν µια περιοχή λίγο πιο 
κάτω από το ενεργό κέντρο της µεταλλοπρωτεάσης. Σχηµατικά η οργάνωση 
του µορίου και η θέση των εκκινητών φαίνεται παρακάτω. Η αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυµεράσης έγινε όπως και στην περίπτωση των παραπάνω 
µορίων κι έδωσε ένα κοµµάτι 400bp, oπως αναµενόταν (σχήµα 7). Το κοµµάτι 
κλωνοποιήθηκε σε Τ-φορέα και η αλληλούχηση του πλασµιδίου συµφώνησε µε 
την αλληλουχία που δίνεται στην βάση δεδοµένων.   

                                     

ΜΜP1F               MMP1R 
Σχήµα 7 

 
                                                      

Εξόνια 
 
ιντρόνια

 
Λειτουργική ανάλυση των γονιδίων Ι 
  
Μετά τον χαρακτηρισµό των γονιδίων το δεύτερ
µία πρώτη λειτουργική τους ανάλυση. Στην πε
υπάρχουν πολλά εργαλεία µελέτης της λειτ
µεθοδολογία που εφαρµόστηκε πρόσφατα στον 
αυτή του RNA interference. Προκειµένου 
πειράµατα θα έπρεπε να παράγουµε δίκλωνο 
κοµµάτια των γονιδίων που αποµονώθηκαν έ
κατάλληλο φορέα (pll10). 

Για την παραγωγή δίκλωνου RNA µ
κοµµάτια cDNA µήκους 350-1200bp. Εµείς επι
απο αυτά που είχαν ήδη υποκλωνοποιηθεί 
AgADAMTS1 το κοµµάτι που οριοθετούν οι εκ
ADAΜTS2 το κοµµάτι που οριοθετούν οι εκκιν
AgΤΙΜΡ χρησιµοποιήθηκε όλο το µετάγραφο το
άλλως µικρό. Έτσι τα κοµµάτια αυτά κ
χρησιµοποιώντας θέσεις περιοριστικών ενζύµω
εκκινητές και κλωνοποιήθηκαν στον pll10  
κλωνοποίησης (multiple cloning site). Η θέση α
 ΗΕFGH
 
80bp 

ο βήµα στην µελέτη τους ήταν 
ρίπτωση του κουνουπιού δεν 
ουργίας των γονιδίων. Μία 
συγκεκριµένο οργανισµό είναι 
να προχωρήσουµε σε τέτοια 
RNA. Για τον σκοπό αυτό τα 
πρεπε να κλωνοποιηθούν σε 

πορούν να χρησιµοποιηθούν 
λέξαµε τα µικρότερα κοµµάτια 
σε Τ-φορέα, δηλαδή για τη 
κινητές ΑΤSF-ATSR, για την 
ητές TS2F-TS2R, ενώ για το 
υ γονιδίου που είναι ούτως η 
όπηκαν απο τον Τ-φορέα 
ν που είχαν σχεδιαστεί στους 
φορέα στη θέση πολλαπλής 
υτή βρίσκεται ανάµεσα σε δυο 



θέσεις υποκινητων Τ7 πολυµεράσης, πράγµα που επέτρεψε την παραγωγή 
δίκλωνου RNA (σχήµα 8). Σχηµατικά τα βήµατα κλωνοποίησης φαίνονται 
παρακάτω (σχήµα 9). 

                            

Σχήµα 8 Τα δίκλωνα RNAπου 
χρησιµοποιήθηκαν για τα 
πειράµατα RNAi. Φαίνεται το 
διαφορετικό ηλεκτροφορετικό 
πρότυπο σε σχέση µε τα 
µονόκλωνα RNA  

 
 
 

 Σχήµα 9 
        AgΤΙΜΡ                                           AgADAMTS1                         

AgΑDAMTS2 
 
                                                   R1                 BamH1                                      R1         BamH1 

TIMP ORF σε Τ-φορεα                                            
 
 
 
    TIMP ORF σε pll10                                            
 

T7                                       T7                                               T7                                  T7                            T7                              T7 

BamH1 R1 

ΒαmΗ1 

600 

R1 

 R1 BamH1 

380bp 

BamH1 R1

400bp

 
TSP3F/TSP3R 
κοµµατι σε pll10 

φορεα 

 ATSF/ATSR κοµµατι σε 
pll10 φορεα  

Πειραµατα RNAi 
 
Τα δίκλωνα RNA που φαίνονται στο σχήµα 8 ενέθηκαν σε ενήλικα θηλυκά 
κουνούπια προκειµένου να ξεκινήσει ο µηχανισµός του RNA interference. 
Μετά από 4 µέρες, όπως περιγράφεται στα υλικά και µέθοδοι, τα κουνούπια 
µολύνθηκαν µε ένα γενετικά επιλεγµένο στέλεχος του παρασίτου της 
ελονοσίας, το οποίο εκφράζει GFP στο στάδιο της ωοκύστης. Ως control σε 
αυτά τα πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν κουνούπια τα οποία είχαν ενεθεί µε 
δίκλωνο RNA της green fluorescent protein (GFP). Έξι ηµέρες µετά την 
µόλυνση µε το παράσιτο µετρήθηκαν οι ωοκύστες στα µεσέντερα των 
κουνουπιών. Η ανάλυση των αποτελεσµάτων φαίνεται στο σχήµα 10. Από το 
πρώτο  και το δεύτερο πείραµα γίνεται εµφανές ότι όταν µειώνεται η 
παραγωγή της AgADAMTS1 και AgADAMTS2, λόγω RNAi, ο αριθµός των 
ωοκύστεων που µετράµε στα µεσέντερα αυξάνεται κατα µέσο όρο (από τα δύο 
πειράµατα) 5 φορές σε σχέση µε το control για την AgADAMTS1 και 5-15 



φορές κατα µέσο όρο και πάλι για την ΑgADAMTS2. Για το ΤΙΜΡ έχουµε 
αποτελέσµατα µόνο από το πρώτο πείραµα, λόγω θνησιµότητας των 
κουνουπιών, µετά την ένεση dsRNA TIMP. 

αριθµος ωοκυστεων ανα µεσεντερο-
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Σχήµα 
10 

1: αριθµος ωοκυστεων σε µεσεντερα κουνουπιων, που ενεθηκε dsGFP (control)  
2: αριθµος ωοκυστεων σε µεσεντερα κουνουπιων, που ενεθηκε dsAGADAMTS1 
3: αριθµος ωοκυστεων σε µεσεντερα κουνουπιων, που ενεθηκε dsADAMTS2 
4: αριθµος ωοκυστεων σε µεσεντερα κουνουπιων, που ενεθηκε dsΤΙΜΡ 
 

 
 
Παραγωγή αντισωµάτων για την παραπέρα λειτουργική ανάλυση 
των γονιδιων. 
 
Εκτός από την µεθοδολογία RNAi σηµαντικό εργαλείο για την λειτουργική 
ανάλυση των γονίδιων είναι και η παραγωγή αντισωµάτων. Για να γίνει αυτό 
θα έπρεπε να παραχθούν τµήµατα των πρωτεϊνών αυτών και να ενεθούν σε 
ζώα για 
την παραγωγή αντισωµάτων. Για τον σκοπό αυτό σχεδιάστηκαν οι εκκινητές 
ΤΙΜΡAb5-TIMPAb3 για το AgΤΙΜΡ, TSP3Ab5-TSP3Ab3 για την 
AgADAMTS2, και AbADAMTS5-ATSF για την AgADAMTS1. Επειδή οι 
πρωτείνες παρήχθηκαν σαν υβρίδια είτε µε His-πεπτίδιο (ΑgADAMTS1) είτε 
µε GST και His-πεπτίδιο (AgADAMTS2, AgTIMP) υπήρχε µέριµνα ώστε να 
διατηρηθεί το σωστό αναγνωστικό πλαίσιο. Επιπλέον στους εκκινητές 
σχεδιάστηκαν θέσεις περιοριστικών ενζύµων, προκειµένου να διευκολυνθούν 
τα παρακάτω βήµατα κλωνοποίησης. Χρησιµοποιώντας τους παραπανω 
εκκινητες και υποστρώµατα ίδια µε αυτά που χρησιµοποιήθηκαν για την 
αποµόνωση των αρχικών κλώνων η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης έδωσε 
τα αναµενόµενα σε µέγεθος προιόντα. Αυτά στη συνέχεια 
υποκλωνοποιήθηκαν σε Τ-φορέα και αλληλουχήθηκαν. Αφού επιβεβαιώθηκε 
η αλληλουχία τους το επόµενο βήµα ήταν η κλωνοποίηση των κοµµατιών 
αυτών σε φορείς έκφρασης (pQE30 για AgADAMTS1 και pGAT2 για 
ΑgADAMTS2 και ΤΙΜΡ) και η παραγωγή πρωτεϊνών. Σχηµατικά οι περιοχές 



που οριοθετούν οι παραπάνω εκκινητές και τα βήµατα κλωνοποίησης 
φαίνονται παρακάτω. 
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                                     AgTIMP 
A-T-I-H-H-H-H-H-H-A-T-S-S-A-S-M……GST-……..-M-R-G-S-….. 

 κφραση πρωτεινών

κτηριακά στελέχη κατάλληλα για την παραγωγή πρωτεϊνών 
τασχηµατίστηκαν µε τα παραπάνω πλασµίδια. Συγκεκριµένα το πλασµίδιο 
E30 AGADAMTS1 και ρGAT2 TIMP µετασχηµατίστηκε στο βακτηριακό 
έλεχος SGE13009 [pREP4] ενώ το πλασµίδιο pGAT2 ADAMTS2 στο 
κτηριακό στέλεχος BL21,  Ηπαραγωγή των υβριδικών πρωτεινών επάγεται 
 προσθήκη IPTG και στις δύο περιπτώσεις. H παραγωγή πρωτεϊνών στα 
τασχηµατισµένα στελέχη ελέγχθηκε σε συνθήκες επαγωγής και µη 
αγωγής. Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE 
εκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. Η σύγκριση των δυο συνθηκών 
παγωγή –µη επαγωγή) έδειξε αν η πρωτεΐνη του αναµενόµενου µοριακού 
ρους παρήχθη ή όχι. Για την Ηis-ΑDAMTS1 το αναµενόµενο µοριακό 
ρος της υβριδικής πρωτεΐνης είναι 50kd, για το GST-ΤΙΜP είναι 55kd και 
 την GST-ADAMTS2 το αναµενόµενο µέγεθος της πρωτεΐνης είναι 75kd.  

Όπως φαίνεται από το σχήµα 12 είδαµε παραγωγή πρωτεΐνης His-
AMTS1 σε διαφορετικές συνθήκες επαγωγής  (0.3, 0,9mM IPTG) και σε 
φορετικές θερµοκρασίες ( RT, 300C). Ως συνθήκες παραγωγής για την 
s-ADAMTS1 επιλέχθηκαν οι 300C κι επαγωγή µε 0,3mM IPTG για 3 ώρες. 



Πρέπει να σηµειωθεί ότι η υβριδική πρωτεΐνη παρήχθη σε σωµάτια έγκλισης 
(inclusion bodies).  

Στο σχήµα 12 φαίνεται επίσης η παραγωγή της ADAMTS2. Και πάλι 
χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικές συνθήκες παραγωγής (0,3/0,5/1mM IPTG 
κι επαγωγή για διαφορετικά χρονικά διαστήµατα σε διαφορετικές 
θερµοκρασίες-300C, RT). Η πρωτεΐνη που παρήχθη εντοπιζόταν επίσης σε 
σωµάτια έγκλισης. Ως καταλληλότερες συνθήκες παραγωγής επιλέχθηκαν η 
επαγωγή µε 0,5mM IPTG για 5 ώρες στους 300C. 

Όσον αφορά το ΤΙΜΡ δεν καταφέραµε να παράγουµε πρωτεΐνη, 
παρόλο που δοκιµάστηκαν διαφορετικές συνθήκες παραγωγής. 

 
 
 

     

Συνθηκες παραγωγης 
AGADAMTS1 

Συνθηκες παραγωγης 
ADAMTS2 

Σχηµα 
12 

 
 
Καθαρισµος των πρωτεινων  
 
Λόγω του ότι οι πρωτεΐνες είναι σηµασµένες µε 6 µόρια ιστιδίνης, µπορούν να 
καθαριστούν µε χρωµατογραφία συγγένειας χρησιµοποιώντας κολώνα 
νικελίου. Επειδή όµως όπως προαναφέρθηκε οι παραγόµενες υβριδικές 
πρωτεΐνες εντοπιζόταν µόνο σε inclusion bodies ο καθαρισµός τους 
µπορούσε να γίνει µόνο σε συνθήκες αποδιάταξης. Αυτό έγινε για την Ηis-
ADAMTS1 και την GST-ADAMTS2.  
 Στην περίπτωση της GST-ADAMTS2, η πρωτεΐνη δέθηκε σε κολώνα 
νικελίου και µέρος της εκλούστηκε από την κολώνα. Οι συνθήκες που 
επιλέχτηκαν για την έκλουση της πρωτεΐνης ήταν σε χαµηλότερες συνθήκες 
ρΗ, pH 4.5. Οι εκλούσεις των πρωτεϊνών φαίνονται στο σχηµα 13. Η 
πρωτεΐνη αυτή που εκλούστηκε χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοποίηση 2 
κουνελιών. 
 Εκλουση His-

ADAMTS1  
 



                    

Εκλουσεις GST-
ADAMTS2 

 
          Στην περίπτωση της His-ADAMTS1 δεν καταφέραµε να εκλούσουµε 
ικανοποιητικά την πρωτεΐνη παρόλο που δοκιµάστηκαν διαφορετικές 
συνθήκες. Για αυτό τον λόγο αποµονωµένα σωµατίδια έγκλισης εµπλουτισµένα 
σε ΑDAMTS1 κι όχι η καθαρισµένη πρωτεΐνη χρησιµοποιήθηκε για την 
ανοσοποίηση 3 αρουραίων. Στο σχήµα 13 φαίνεται η µη επιτυχηµένη έκλουση 
από την κολώνα νικελίου (η πρωτεΐνη που εκλούστηκε δεν ήταν αρκετή για 
ανοσοποίηση ) καθώς και η πρωτεΐνη που χρησιµοποιήθηκε τελικά για 
παραγωγή αντισώµατος. 

Σχηµα
13 

Αντιγονο για 
ανοσοποιηση 

 
Ελεγχος των αντισωµατων  
 
Τα αντισώµατα που παρήχθησαν δοκιµάστηκαν στη συνέχεια σε πειράµατα 
ανοσοεντοπισµού σε εκχυλίσµατα πρωτεϊνών από ολόκληρα ενήλικα 
κουνούπια και από µεσέντερα κουνουπιών. Ως control στα πειράµατα αυτά 
χρησιµοποιήθηκε ορός από τα ζώα πριν αυτά ανοσοποιηθούν ( preimmune 
serum-ΡΙ). Το αναµενόµενο µέγεθος πρωτεΐνης µε βάση την αµινοξική τους 
σύσταση και αλληλουχία είναι 160Κd για την ADAMTS2 και 120kd για την 
ΑDAMTS1. Παρόλα αυτά πρέπει να σηµειωθεί ότι οι ADAMTSs υφίστανται 
γενικά εκτεταµένες πρωτεολυτικές τροποποιήσεις. Πέρα από το γεγονός ότι 
το προπεπτίδιο αποµακρύνεται ενδοκυττάρια µέσω δράσης φουρίνης, µε την 
έκκριση τους στον περικυττάριο χώρο πολλές από τις ADAMTSs υφίστανται 
επιπλέον τροποποιήσεις, οι οποίες µάλιστα αλλάζουν και την ενζυµική τους 
δράση (21).   
 Στο σχήµα 14 φαίνονται τα πειράµατα ανοσοεντοπισµού 
χρησιµοποιώντας ως πρώτο αντίσωµα αυτό που παρήχθη στoυς αρουραίους 
για την AGADAMTS1. Όπως φαίνεται τα αντισώµατα και από τα τρία ζώα 
αναγνωρίζουν πρωτεΐνες µικρότερου µοριακού µεγέθους, την οποία όµως δεν 
αναγνωρίζει ο ορός πριν την ανοσοποίηση.  
 



 

Σχηµα 14 

Για να ελέγξουµε αν οι πρωτεΐνες αυτές που αναγνωρίζει το αντίσωµα 
ανταποκρίνονται στην ενδογενή AGADAMTS1 ενέσαµε σε κουνούπια δίκλωνο 
RNA για την ADΑMTS1,οπως περιγράφηκε παραπάνω. Θεωρητικά λόγω 
RNAi τα επίπεδα πρωτεΐνης που αναγνωρίζουν τα αντισώµατα θα έπρεπε να 
είναι µειωµένα στα ζώα που έχουν ενεθεί µε δίκλωνο RNA, εφόσον τόσο το 
RNAi όσο και τα αντισώµατα είναι ειδικά. Και πάλι ως control 
χρησιµοποιήθηκαν κουνούπια ενεµένα µε dsGFP, στα οποία το αντίσωµα θα 
πρέπει να εντοπίζει την φυσιολογική ποσότητα πρωτεΐνης. Μόνο στο πείραµα 
που χρησιµοποιήθηκε το αντίσωµα από τον δεύτερο αρουραίο τα 
αποτελέσµατα συµφωνούν µε τα προσδοκώµενα. Τα επίπεδα της πρωτείνης 
που αναγνωρίζει το αντίσωµα µειώνονταν σηµαντικά σε εκχυλίσµατα 
µεσεντέρων από κουνούπια ενεµένα µε dsADAMTS1 σε σύγκριση µε τα 
εκχυλίσµατα από κουνούπια ενεµένα µε dsGFP. Επειδή όµως αυτό µπορεί να 
οφείλεται σε άνισο φόρτωµα των δειγµάτων στο πήκτωµα, έγινε stripping της 
µεµβράνης από το πρώτο αντίσωµα (α-AGADAMTS1) και ανοσοεντοπισµός 
µε αντίσωµα εναντίον της τουµπουλίνης που είναι ένα γονιδιο που 
µεταγράφεται και µεταφράζεται σταθερά και υψηλά. Όπως φαίνεται στο σχηµα 
15 περισσότερο πρωτεϊνικό εκχύλισµα είναι φορτωµένο από κουνούπια 
ενεµένα µε dsADAMTS1, γεγονός που δείχνει ότι πράγµατι η πρωτεΐνη που 
αναγνωρίζει το αντίσωµα µειώνεται σε συγκέντρωση ή και εξαφανίζεται σε 
κουνούπια στα οποία έχει ενεθεί dsRNA έναντι της AGADAMTS1. 

 
 
 

                      

Σχηµα 15 Περισσότερη 
πρωτεΐνη 
είναι 
φορτωµένη 
στο δείγµα 
dsADAMTS1

Η πρωτεΐνη πoυ 
αναγνωρίζει το 
αντιγόνο µειώνεται 
σηµαντικά 



 
 
 
 
O έλεγχος του αντισώµατος για την ADAMTS2 έγινε µε τον ίδιο τρόπο, 
δηλαδή µε πειράµατα ανοσοεντοπισµού σε εκχυλίσµατα από ολόκληρα 
κουνούπια και από µεσέντερα. Ως control χρησιµοποιήθηκε και πάλι ορός 
των  ζώων πριν την ανοσοποίηση τους µε ADAMTS2 αντιγόνο. Το αντίσωµα 
αναγνωρίζει µια διπλή µπάντα πρωτεϊνών στην περιοχή των 160 kd στα 
ενήλικα άτοµα ενώ στα µεσέντερα µία πρωτεΐνη ~130Kd (σχήµα 17Α). Αυτή η 
πρωτεΐνη δεν αναγνωρίζεται από τον preimmune serum. Πρέπει να 
σηµειωθεί ότι το αντίσωµα αναγνωρίζει και πεπτίδια µικρότερου µοριακού 
µεγέθους. Ωστόσο πρέπει να σηµειωθεί ότι η εικόνα που δίνει το αντίσωµα 
δεν είναι καθαρή. Για αυτό τον λόγο αποφασίστηκε να το καθαρίσουµε. 

 
                   
Καθαρισµός του αντισώµατος a-ADAMTS2 
 
 
 Εκχυλίσµατα από βακτήρια στα οποία έχει επαχθεί η παραγωγή του 
αντιγόνου ADAMTS2 σε υβρίδιο µε GST δέθηκαν σε κολώνα βρωµιούχου 
κυανίου. Επίσης παρήχθησαν εκχυλίσµατα από βακτήρια που εκφράζανε µόνο 
GST (µετασχηµατισµένα µε το αρχικό πλασµίδιο pGAT2)και τα οποία είχαν 
επαχθεί µε τον ίδιο τρόπο. Αυτά τα εκχυλίσµατα δέθηκαν επίσης σε κολώνα 
βρωµιούχου κυανίου. Ελέγξαµε αν το δέσιµο ήταν επιτυχές στις δυο κολώνες. 
Σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης έγινε ηλεκτροφόρηση σε συνθήκες 
αποδιάταξης (SDS-PAGE) ενός µικρού µέρους της κολώνας. Όπως φαίνεται 
(σχηµα16) η κολώνα του αντιγόνου έχει πράγµατι δέσει το αντιγόνο, ενώ στην 
GST κολώνα το µεγαλύτερο µέρος της πρωτείνης που έχει προσδεθεί είναι η 
GST (MB ~30Κd).  
 
 



 

Σχηµα 16 

 
 
 
  

 Κατόπιν µέρος του ορού του αντισώµατος πέρασε από την GST 
κολώνα, προκειµένου να δεθούν σε αυτή τα µη ειδικά αντισώµατα που 
περιείχε ο όρος. Για επιπλέον καθαρισµό του ορού αυτός πέρασε κατόπιν από 
την κολώνα του αντιγόνου. Κατόπιν έγινε έκλουση του αντισώµατος µε  
διάλυµα τριαιθανολαµίνης (ρΗ11) και στη συνέχεια µε ένα διάλυµα γλυκίνης 
(ρΗ3). Τόσο το έκλουσµα τριαιθαλοναµίνης όσο και το έκλουσµα γλυκίνης 
δοκιµάστηκε σε πειράµατα ανοσοεντοπισµού µε εκχυλίσµατα πρωτεϊνών από 
ολόκληρα κουνούπια και από µεσέντερα κουνουπιών (σχηµα17). Όπως 
φαίνεται το αντίσωµα που παίρνουµε µε το έκλουσµα γλυκίνης είναι σχετικά 
πιο καθαρό και αναγνωρίζει πεπτίδια περίπου ίδιου µοριακού µεγέθους όπως 
ο αρχικός ορός. 

Το πείραµα αυτό πέρα από το ότι µας έδωσε ένα σχετικά καθαρότερο 
αντίσωµα από τον αρχικό ορό, αποτελεί και µία επιπλέον ένδειξη ότι ο ορός 
είναι ειδικός για την AgADAMTS2. αυτό στηρίζεται από το γεγονός ότι το 
αντίσωµα πέρασε από την κολώνα του αντιγόνου και δεσµεύτηκε σε αυτό  
                      
           Α.Πριν τον καθαρισµο              Β. Μετά τον καθαρισµό 
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Συζητηση 
 
 
 
 
 



Κλωνοποίηση-χαρακτηρισµός γονιδίων 
 
Συγκεντρώσαµε ικανοποιητικά δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι τα 
προβλεπόµενα µε µεθόδους βιοπληροφορικής γονίδια που επιλέξαµε να 
µελετήσουµε εκφράζονται. Τα γονίδια αυτά τα ονοµάσαµε ΑgADAMTS1, 
AgADAMTS2, AgMMP1 και AgΤΙΜΡ. Και από τα τέσσερα αυτά γονίδια 
αποµονώθηκαν τµήµατα τους, τα οποία αντιστοιχούν σε ώριµο εκφραζόµενο 
µήνυµα. Για την αποµόνωση τους χρησιµοποιήθηκε η αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυµεράσης µε υπόστρωµα cDNA και εκκινητές κατάλληλα σχεδιασµένους.  
 Ειδικότερα για την ADAMTS2 η αλληλούχηση των κλώνων έδειξε να 
υπάρχει εναλλακτικο µατισµα του εξονιου το οποίο προβλέπεται ότι 
κωδικοποιεί το τρίτο thrombosponin domain. Η φυσιολογική σηµασία αυτού 
του εναλλακτικού µατίσµατος πρέπει να διερευνηθεί µια και τα TSP repeats 
(η αλληλουχία, η θέση τους και ο αριθµός τους) είναι σηµαντικά για την 
λειτουργικότητα των ADAMTSs. 
 

Λειτουργικη αναλυση των γονιδιων 
 
Τον αρχικό χαρακτηρισµό των παραπάνω γονιδίων ακολούθησε µία πρώτη 
λειτουργική ανάλυση τριών από αυτά, της ΑgADAMTS1, AgADAMTS2 και 
AgΤΙΜΡ. Η λειτουργική ανάλυση έγινε µε πειράµατα RNAi και αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυµεράσης αντίστροφης µεταγραφής, ενώ προσπαθήσαµε να 
παράγουµε και αντισώµατα που θα χρησιµεύσουν ως εργαλείο σε µελλοντικά 
πειράµατα.  
 
RNAi πειράµατα 
 
Η αρχική µας υπόθεση ήταν οτι οι µεταλλοπρωτεάσες και ο αναστολέας τους πιθανόν 
παίζουν ρόλο στην αναδιοργάνωση του επιθηλιακού ιστού του εντέρου όταν το 
παράσιτο περνάει µέσα από αυτόν. 

 Τα αποτελέσµατα που έχουµε από τα πρώτα RNAi πειράµατα 
δείχνουν ότι µειώνοντας τα επίπεδα των ADAMTSs µέσω ενέσεων dsRNA 
έχουµε µια σηµαντική αύξηση των ωοκύστεων που µετράµε στο µεσέντερο σε 
σχέση µε το control. Μια µικρότερη αν και εµφανής αύξηση στον αριθµό των 
ωοκύστεων παρατηρείται και όταν ενύουµε dsRNA έναντι του ΤΙΜΡ. 

Αναζητήσαµε βιβλιογραφικά δεδοµένα τα οποία να σχετίζονται µε  
λειτουργίες των ADAMTSs σε άλλους οργανισµούς. Η ανθρώπινη 
ADAMTS13 ευθύνεται για την πρωτεόλυση του von Willebrand factor του 
αίµατος (16). Το παράσιτο κατά την εισβολή του στο µεσέντερο εκφράζει δυο 
πρωτεΐνες των µικρονηµατίων, την CTRP και την WARP (8). Αυτές ανήκουν 
στην ίδια οικογένεια µε την πρωτεΐνη TRAP του παρασίτου, που εκφράζεται 



στο στάδιο των σποροζωιδίων και σχετίζεται µε την εισβολή τους στους 
σιελογόνους αδένες (22). Οι πρωτεΐνες αυτές χαρακτηρίζονται από την 
παρουσία vWFA domains καθώς και περιοχές συγγενικές µε τα 
thrombospondin domains. Ειδικότερα η CTRP έχει 6 vWFA domains και 7 
thrombospondin domains (23), ενώ η WARP έχει δοµή εκκρινόµενης 
πρωτεΐνης και ένα vWFA domain (24). Έχει δειχθεί ότι όταν δεν εκφράζεται 
η CTRP ο ωοκινέτης δεν µπορεί να περάσει το εντερικό επιθήλιο (25). 
Επιπλέον και η WARP φαίνεται να εµπλέκεται στην είσοδο του ωοκινέτη µέσα 
από το εντερικό επιθήλιο, αφού η έκφραση της είναι ειδική για το στάδιο του 
ωοκινετη (23). Μια υπόθεση εργασίας που έχει προταθεί είναι ότι η WARP 
µπορεί να σχηµατίζει ολιγοµερή µέσω του vWFA domain (όπως κι έχει 
δειχθεί) προκειµένου να σχηµατίζονται δίκτυα ανάµεσα στα επιθηλιακά 
κύτταρα και στο παράσιτο. Επιπλέον η WARP µπορεί να αλληλεπιδρά και µε 
την CTRP προάγοντας έτσι την εισβολή του παρασίτου (23).  

Προκύπτει συνεπώς το ερώτηµα αν και οι ADAMTSs κατά αναλογία 
µε την ADAMTS13 που είναι ένζυµο που αναγνωρίζει τον vWFA στον 
άνθρωπο µπορούν να αναγνωρίζουν στο κουνούπι σαν υπόστρωµα µόρια του 
παρασίτου που περιέχουν vWFA domains. Μια τέτοια υπόθεση θα µπορούσε 
να εξηγήσει τα αποτελέσµατα των RNAi περαµάτων µας. ∆εν πρέπει να 
αποκλείουµε βέβαια το γεγονός ότι οι ADAMTSs του κουνουπιού θα 
µπορούσαν να παίζουν ρόλο στην αναδιοργάνωση του επιθηλιακού ιστού κι 
έτσι να επηρεάζουν έµµεσα την εισβολή του παρασίτου, χωρίς να 
αλληλεπιδρούν µε το ίδιο το παράσιτο.    

Πάντως τα δυο µέχρι τώρα RNAi πειράµατα δεν είναι αρκετά για να 
βγάλουµε συµπεράσµατα για την λειτουργία αυτών των πρωτεϊνών στο 
κουνούπι και την εµπλοκή τους ή όχι στην εισβολή του παρασίτου και τα 
επαναλαµβάνουµε µε επιπλέον πειράµατα ελέγχου. Στα πειράµατα αυτά τα 
αντισώµατα που έχουµε παράγει θα αποτελέσουν σηµαντικό εργαλείο µια και 
επιτρέπουν την διερεύνηση της RNAi τεχνολογίας για την καταστολή της 
έκφρασης των AgADAMTSs. Επιπλέον είναι σηµαντικό να διερευνηθεί πόσο 
η διπλή καταστολή της έκφρασης των δύο γονιδίων ( double dsRNA Knock 
downs) θα επηρεάσει το πέρασµα του ωοκινέτη. Είναι πιθανό στα 
αποτελέσµατα της διπλής καταστολής να είναι πιο δραµατικά µια και οι δύο 
πρωτεάσες µπορεί να είναι λειτουργικα συµπληρωµατικές (functional 
redundant).  
 
 
Παραγωγη αντισωµατων και ελεγχος τους 
 
 Ο έλεγχος των δυο αντισωµάτων που έχουµε µέχρι τώρα έδειξε ότι αυτά 
αναγνωρίζουν σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα κουνουπιών και µικρότερα από το 



αναµενόµενο µοριακό µέγεθος πεπτίδια. Αν και δεν µπορεί να αποκλειστεί το 
γεγονός αυτά τα πεπτίδια να µην αντιστοιχούν σε AgADAMTSs, εντούτοις θα 
µπορούσαµε να υποστηρίξουµε ότι µπορεί να είναι προϊόντα πρωτεόλυσης των 
αρχικών πρωτεΐνών, µια και τόσο οι διάφορες ενδείξεις που παραθέτουµε στα 
αποτελέσµατα υποστηρίζουν ότι τα αντισώµατα είναι µάλλον ειδικά, όσο και 
τα βιβλιογραφικά δεδοµένα συνηγορούν υπέρ του γεγονότος ότι οι ADAMTSs 
υφίστανται εκτεταµένες πρωτεολυτικές τροποποιήσεις. 

Θα µπορούσαµε λοιπόν να ισχυριστούµε ότι τα πεπτίδια που 
αναγνωρίζουν τα αντισώµατα µαςαντιστοιχούν πράγµατι σε AgADAMTSs, 
αλλά είναι προϊόντα πρωτεόλυσης των αρχικών πρωτεΐνών. Στην περίπτωση 
βέβαια της ADAMTS1 προβληµατίζει το γεγονός ότι το αντίσωµα δεν 
αναγνωρίζει καµία πρωτεΐνη 160kd,το αναµενόµενο ΜΒ της ADAMTS1, αλλά 
αυτό µπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι η πρωτεάση είναι πολύ ευαίσθητη 
και πρωτεολύεται κατά την παρασκευή των πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων ή στο 
ότι η ADAMTS1 πρωτεολύεται αµέσως µετά την παραγωγή της. 

Η κλωνοποίηση των γονιδίων και η έκφραση τους σε ετερόλογα 
συστήµατα π.χ κυτταρικές σειρές στα οποία δεν εκφράζονται ενδογενώς θα 
δώσει επιπλέον ενδείξεις για την ειδικότητα των αντισωµάτων. 
 
Μελλοντικοι στοχοι 
 
Πρέπει να σηµειωθεί ότι αν και οι ADAMTSs είναι µορια εξαιρετικής 
σηµασίας κι έχουν µελετηθεί εκτεταµένα στον άνθρωπο δεν γνωρίζουµε 
τίποτα για τη λειτουργία τους στα έντοµα, ακόµη και στην ∆ροσόφιλα. Έτσι 
είναι ενδιαφέρον να µελετηθεί και η συµµετοχή τους σε αναπτυξιακές 
διαδικασίες. Επειδή κατά την ανάπτυξη λαµβάνει χώρα εκτεταµένη 
αναδιοργάνωση των ιστών κι επειδή οι µεταλλοπρωτεάσες εµπλέκονται σε 
τέτοιες διαδικασίες είναι πιθανόν να βρεθούν ενδιαφέροντες ρόλοι των 
γονιδίων σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια.  

Ειδικότερα για το κουνούπι µας ενδιαφέρει ο ρόλος τους κατά την 
εισβολή του παρασίτου. Είναι πιθανό η εισβολή του παρασίτου µέσα από τον 
επιθηλιακό ιστό του µεσεντέρου να ενεργοποιεί τις µεταλλοπρωτεάσες.  

 Επόµενο βήµα θα είναι να εξακριβωθεί η λειτουργία των παραπάνω 
γονιδίων. Γι αυτό τον λόγο σχεδιάζουµε να αποµονώσουµε full-length 
κλώνους των ADAMTSs και να τις εκφράσουµε στην ενεργή µορφή τους για 
να βρούµε τα υποστρώµατα τους µε βιοχηµικά πειράµατα. 
 Επιπλέον αφού βεβαιωθούµε για τα αντισώµατα που έχουµε θα 
προχωρήσουµε σε πειράµατα µικροσκοπίας για να βρούµε το πρότυπο 
έκφρασης τους στο µεσεντερικό επιθήλιο.   
 Βέβαια µας ενδιαφέρει και η µελέτη των υπόλοιπων πρωτεασών που 
αναφέρθηκαν στην εισαγωγή, pappilin, MMP1/2 και του ΤΙΜΡ. Η ανάλυση της 



λειτουργίας και αυτών των πρωτεασών θα µας δώσει µια πιο ξεκάθαρη άποψη 
για την δράση των πρωτεασών του εξωκυττάριου στρώµατος στο κουνούπι 
και την συµµετοχή τους ή όχι στην εισβολή του παρασίτου µέσα από το 
εντερικό επιθήλιο του κουνουπιού.  
   



 
 
 
 
 
 
 

Υλικα και µεθοδοι 
 
 
 



Μοριακες τεχνικες 
 
Αναλυση και αποµονωση DNA απο πηκτωµα αγαροζης  
 
Τα µόρια DNA διαχωρίστηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα 1ΧΤΒΕ σε πήκτωµα 
αγαρόζης. Με αυτόν τον τρόπο εκτιµήθηκε η ποσότητα και η ποιότητα του 
DNA καθώς και το µέγεθος τους. Προκείµενου να βρεθεί το µέγεθος των 
µορίων DNA που αναλύθηκαν στο πήκτωµα συγκρίθηκε το ηλεκτροφορητικό 
τους πρότυπο µε αυτό του δείκτη λ Sty1. Για την αποµόνωση τµηµάτων DNA 
µετά από διαχωρισµό τους σε πήκτωµα αγαρόζης χρησιµοποιήθηκε το ειδικό 
kit QIAEXII. 
 

Μετασχηµατισµος επιδεκτικων κυτταρων 
 
Τα επιδεκτικά κύτταρα έγιναν µε την χηµική- συµβατική µέθοδο του 
χλωριούχου ασβεστίου. Χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω βακτηριακά στελέχη 
E.coli : DH5a, SGE13009 [pREP4] και BL21. Τα δύο τελευταία 
χρησιµοποιήθηκαν για την παραγωγή πρωτεϊνών. Το στέλεχος SGE13009 
[pREP4] φέρει το πλασµίδιο pREP4 το οποιο προσδίδει αντίσταση στην 
καναµυκίνη και εκφράζει τον καταστολέα lac I. Το στέλεχος BL21 εκφράζει 
την Τ7 πολυµεράση η οποία προσδένεται στον Τ7 υποκινητή των 
πλασµιδιακών φορέων έκφρασης. 
 
 
 Μεθοδοι τροποποιησης µοριων DNA 
 
Για τον σχηµατισµό των πλασµιδιακών κατασκευών που χρησιµοποιήθηκαν 
στα πειράµατα που περιγράφηκαν τα µόρια DNA τροποποιήθηκαν µε δυο 
κυρίως τρόπους. Με αντιδράσεις πέψης µε µόρια περιοριστικών 
ενδονουκλεασών καθώς και µε τη σύνδεση µορίων DNA µε το ένζυµο Τ4 
DNA λιγάση. 
 
 
Σύνθεση cDNA 
 
H σύνθεση του cDNA έγινε από ολικό RNA που εκχυλίστηκε από ολόκληρα 
κουνούπια ή από µεσέντερα κουνουπιών χρησιµοποιώντας εκκινητές oligo-dT 
ακινητοποιηµένους πάνω σε µαγνητικά σφαιρίδια. Το ολικό RNA (συνολικη 
ποσοτητα 5γ) αποδιατάσσεται στους 650C για 5 λεπτά µαζί µε τον εκκινητή 
oligo-dT και dNTPs (10mM απο το καθένα). Στη συνέχεια έγινε προσθήκη 
ρυθµιστικού διαλύµατος 5x, 0,1 M DTT, 40 units Rnase inhibitor και 200 



units MMLV αντίστροφη µεταγραφάση. Η αντίδραση επωάζεται για 50min 
στους 370C και ακολούθως τοποθετείται σε ένα µαγνητικό stand. Το 
µαγνητικό υπόστρωµα πάνω στο οποίο είναι δεσµευµένο το νεοσυντιθέµενο 
cDNA επαναδιαλύεται τελικά σε νερό µετά από δυο ξεπλύµατα.  

 
 
 
Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης αντίστροφης µεταγραφής. 

 
Χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα το cDNA που συντέθηκε, όπως 
περιγράφθηκε πιο πάνω έγιναν αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυµεράσης σε 
τελικό όγκο 25λ, οι οποίες είχαν την παρακάτω σύσταση:0,5 units Taq, 
25pmoles από κάθε εκκινητή, 0,2mM dNTPs και ρυθµιστικό διάλυµα, που 
περιείχε µαγνήσιο. Το πρόγραµµα που επιλέχτηκε ήταν το παρακάτω : 
 1.950C, 5min:αποδιάταξη της µητρας 
 2.950C, 30sec:αποδιάταξη της µητρας 
 3.550C, 30sec:υβριδοποίηση εκκινητών 
 4.720C, 30sec/45sec (ανάλογα µε το µέγεθος προϊόντος):χτίσιµο του µορίου 
DNA. 
Τα βήµατα 2-4 επαναλήφθηκαν 30 φορες. Τα ζευγάρια των εκκινητών και η 
αλληλουχία τους φαίνεται παρακάτω. 
 
Ηλεκτροφορητικη αναλυση πρωτεινων και ανοσοεντοπισµος ακινητοποιηµενων 
πρωτεινων σε µεµβρανες νιτροκυτταρινης 
 
Πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα είτε από κουνούπια είτε από βακτήρια αναλύθηκαν 
σύµφωνα µε το µοριακό τους µέγεθος σε αποδιατακτικό πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης παρουσία SDS. Ο προσδιορισµός του µεγέθους της 
πρωτεΐνης έγινε συγκρίνοντας το ηλεκτροφορητικό πρότυπο των 
πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων µε το πρότυπο πρωτεϊνικών δεικτών. Τα 
πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης βάφτηκαν στη συνέχεια σε διάλυµα Coomassie 
blue ή ακολούθησε ανοσοεντοπισµός τους. Για τον ανοσοεντοπισµό έγινε 
ηλεκτροφορητική µεταφορά σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης. Αυτές 
επωάστηκαν µε το πρωτογενές αντίσωµa (aADAMTS1 1:1000, aADAMTS2 
1:1000, atubulin 1:1000) και κατόπιν µε το δευτερογενές αντίσωµα (αrat IgG 
1:10000, arabbit IgG 1:10000), το οποίο είναι συζευγµένο µε HRP, 
επιτρέποντας έτσι τον εντοπισµό τους πάνω στις µεµβράνες µε ένα 
χηµειοφοσφωρίζον kit (ECL detection system). 
 
 



 
 
 
Παραγωγή και καθαρισµός πρωτεϊνών 

 
Για την παραγωγή αντιγόνου, όπως αναφέρθηκε αποµονώθηκε µε την 
αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης µέρος του αναγνωστικού πλαισίου των 
γονιδίων ADAMTS1, ADAMTS2 και ΤΙΜΡ. Αυτά τα κοµµάτια DNA µπήκαν 
σε φορείς έκφρασης, pQE30ADAMTS1, pGAT2ADAMTS2 και pGAT2TIMP. 
Τα πλασµίδια µετασχηµατίστηκαν στα βακτηριακά στελέχη BL21 ( 
pGAT2ADAMTS2) και SGE13009[Prep4] (pQE30ADAMTS1, 
pGAT2TIMP). Οι κλώνοι µεγάλωσαν σε υγρή καλλιέργεια παρουσία 
αντιβιοτικού αµπικιλλίνης και καναµυκίνης, στην περίπτωση των 
SGE13009[pREP4] κυττάρων Ο/Ν. Η Ο/Ν καλλιέργεια αραιώθηκε 1/100 και 
αφέθηκε να µεγαλώσει στους 300C. Όταν αυτή έφτασε σε απορρόφηση (στα 
600nm) 0,5-0,6 έγινε επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης µε προσθήκη 
ΙΡΤG 0,3mM για 3ωρες στην περίπτωση της ADAMTS1 και 0,5mM για 5 
ωρες στην περίπτωση της ADAMTS2. Tο IPTG απενεργοποιεί τον 
καταστολέα lacI και επιτρέπει έτσι την έκφραση της πρωτεΐνης. Πριν να γίνει 
η επαγωγή γίνεται λήψη δείγµατος κυττάρων 1ml το οποίο φυγοκεντρείται κι 
επαναδιαλύεται σε SDS loading buffer. Μετά την επαγωγή τα κύτταρα 
φυγοκεντρούνται, ενώ κρατάµε και πάλι δεiγµα 1ml. 

 To δείγµα επαναδιαλύεται σε SDS loading buffer ενώ η πελλέτα των 
κυττάρων επαναδιαλύεται σε lysis buffer (50mM NaH2PO4, 300mM NaCl) 
στο οποίο προστίθεται 100µg/ml lysozyme και 1mM PMSF. Τα κύτταρα 
παραµένουν στον πάγο για 40min και κατόπιν ηχοβολούνται. Στη συνέχεια 
γίνεται φυγοκέντρηση των κυττάρων και η πελλέτα που αποτελεί το αδιάλυτο 
µέρος του εκχυλίσµατος επαναδιαλύεται σε buffer A (100mM NaH2PO4, 

10mM Tris-Cl, 6M GuCl) για την ADAMTS2 ή σε buffer B (100mM 
NaH2PO4, 10mM Tris-Cl, 8M Urea, pH 8) για την ADAMTS2. Ακολουθεί και 
πάλι φυγοκέντρηση και το υπερκείµενο επωάζεται µε κολώνα νικελίου η 
οποία έχει προηγούµενα εξισορροπηθεί µε το ίδιο buffer (A ή Β). Η 
ποσότητα των σφαιριδίων νικελίου εξαρτάται από το ποσό της πρωτεΐνης που 
θα δεσµευτεί. Στη συνέχεια αφήνουµε το υπερκείµενο να περάσει από την 
κολώνα και ακολουθούν πλυσίµατα της κολώνας µε wash buffer C (100mM 
NaH2PO4, 10mM Tris-Cl, 8M Urea, pH 6.3) και wash buffer D (100mM 
NaH2PO4, 10mM Tris-Cl, 8M Urea, pH5,9). H πρωτεΐνη εκλούεται από την 
κολώνα µε elution buffer (100mM NaH2PO4, 10mM Tris-Cl, 8M Urea, pH 
4,5). Ta αποτελέσµατα της παραγωγής της πρωτεΐνης και του καθαρισµού 
της ελέγχονται µε ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων σε πήκτωµα SDS-



πολυακρυλαµίδης, το οποίο στη συνέχεια βάφεται µε χρωστική Coomassie 
blue. 
 
 
Παραγωγή αντισωµάτων και καθαρισµός τους 
 
 
 

Παραγωγή αντισωµάτων 
 
Για την παραγωγή αντισώµατος για την ADAMTS1 το αδιάλυτο µέρος των 
βακτηριακών εκχυλισµάτων (inclusion bodies) αναµίχθηκε µε Ribi adjuvant 
system, το οποίο είναι ένα µίγµα νερού και λαδιού (squalene) που περιέχει µη 
τοξικές ενδοτοξίνες και συστατικά του κυτταρικού τοιχώµατος 
µυκοβακτηρίων. Το adjuvant επάγει την ανοσολογικη αντίδραση του ζώου. 
Στην περίπτωση µας αναµίχθηκε µε 100µgr βακτηριακού εκχυλίσµατος και 
ενέθηκε σε αρουραίους. Το 1ο boost έγινε 14 µέρες µετά την αρχική ένεση, το 
2ο 28 µέρες µετά την αρχική ένεση και τα υπόλοιπα boost έγιναν µε διαφορά 
28 ηµερών µεταξύ τους. Λήψη αίµατος γινόταν µετά από κάθε boost, 
προκειµένου να εκτιµηθεί η ποιότητα η ισχυρότητα και η περιεκτικότητα του 
αντισώµατος. Μετά το 5ο boost οπότε και εκτιµήθηκε ότι η περιεκτικότητα 
του αντισώµατος δεν αυξάνεται άλλο έγινε η τελική αφαίµαξη του ζωου. 
 Για την ADAMTS2 η καθαρή πρωτεΐνη αναµίχθηκε και πάλι µε RIBI 
adjuvant system και ενέθηκε σε κουνέλια. Σε κάθε κουνέλι ενέθηκαν 
200µgr καθαρής πρωτεΐνης µε κάθε boost. Το πρόγραµµα των boost ήταν το 
ίδιο, δηλαδή τα δυο πρώτα έγιναν µε διαφορά 14 ηµερών µεταξύ τους και τα 
επόµενα έγιναν µε διαφορά 28 ηµερών µεταξύ τους. Συνολικά έγιναν 6 
boosts. 
 
 
Καθαρισµος αντισωµατος ADAMTS2 
 
Για τον καθαρισµό του αντισώµατος αAgADAMTS1 ακολουθήθηκαν τα εξής 
βήµατα. Σε βακτήρια BL21 µετασχηµατίστηκε είτε ο φορέας pGAT2 είτε ο 
φορέας pGAT2ADAMTS2. O pGAT2 εκφράζει την πρωτεΐνη GST, ενώ ο 
pGAT2ADAMTS2 την υβριδική πρωτεΐνη GST-AgADAMTS2 Οι 
βακτηριακές καλλιέργειες επάχθηκαν µε IPTG 0,5mM για 5 ώρες, 
φυγοκεντρήθηκαν και η πελεττα επαναδιαλυθηκε σε lysis buffer, 
ακολούθησε ηχοβόλιση και φυγόκεντρης. Η πελεττα (inclusion bodies) 
επαναδιαλύθηκε σε buffer NaHCO3 (NaHCO3 0,1M, pH 8,3, NaCl 0,5M).  
To ίδιο έγινε και µε βακτηριακες καλλιέργειες BL21 που περιέχουν το 



πλασµιδιο pGAT2ADAMTS2. H πελέττα των inclusion bodies 
επαναδιαλύθηκε και πάλι στο ίδιο buffer. Αυτά τα βακτηριακα εκχυλίσµατα 
επωάστηκαν µε ενεργοποιηµένες κολώνες CNBr O/N στους 40C. H 
ενεργοποίηση των κολώνων είχε γίνει µε επαναδιαλυση και πλύσιµο µε 1mM 
HCl. Μετά την επώαση τα βακτηριακα εκχυλίσµατα πέρασαν από τις κολώνες 
και οι κολώνες που είχαν δεσµεύσει πλέον τις πρωτεΐνες των βακτηριακων 
εκχυλισµάτων (κυρίως την GST στην µια περίπτωση και το αντιγονο στην 
άλλη) πλύθηκαν µε buffer NaHCO3. Ακολούθησε blocking της κολώνας Ο/Ν 
σε γλυκινη, 0,2Μ, ρΗ 8,0. Κατόπιν η κολώνα πακεταρίστηκε και πλύθηκε 
τρεις φορές µε δυο διαλύµατα κάθε φορά που είχαν όξινο και αλκαλικό ρΗ. 
Το ένα διάλυµα ήταν το acetate buffer (0,1 M acetate buffer, 0,5M NaCl, 
pH4) και το άλλο ήταν ένα Tris-buffer (0,1Μ Τris, pH 8,0, 0,5M NaCl). Οι 
κολώνες διατηρούνται σε buffer TSA (0.01M Tris-HCl, pH 8,0, 0,14M NaCl, 
0,025% sodium azide). 
 2ml όρου αναµείχθηκαν µε 3ml Tris buffer (50mM Tris, 150mM 
NaCl, 0,05%Triton, 1mMPMSF). To παραπάνω αναµίχθηκε µε την GST 
κολώνα του βρωµιούχου κυανιου και επωαστηκε για 1hr σε RT. Κατοπιν 
αυτος ο ορος περασε απο την GST κολωνα κι επωαστηκε µε την κολωνα που 
εχει δεσµευµενο το αντιγονο Ο/Ν στους 40C. Ο ορος περασε απο την κολωνα 
και η έκλουση του δεσµευµενου στην κολωνα αντισωµατος εγινε σε δυο 
συνθηκες, οξινου και αλκαλικου ρΗ. Το διαλυµα έκλουσης οξινου ρΗ ήταν ένα 
διαλυµα γλυκίνης (100mM glycine, 350mM NaCl, pH 3,0) και το διαλυµα 
έκλουσης αλκαλικου ρΗ ήταν ένα διάλυµα τριαιθανολαµίνης (50mM 
triethalonamine pH 11,5, 0,1% Triton, 0,15M NaCl). Η έκλουση εγινε σε 
τελικό όγκο 1ml και το ρΗ του καθαρού ορού του αντισώµατος 
ουδετεροποιήθηκε µε προσθήκη 70λ διαλύµατος Τris-HCl, pH 8,0 στην 
περίπτωση της έκλουσης µε γλυκίνη και 150λ διαλύµατος Τris-HCl, pH 6,7 
στην περίπτωση της έκλουσης µε τριαιθανολαµίνη. 
 
 
Κουνούπι-κυτταρικές καλλιέργειες 
 
Αποικία κουνουπιών και κυτταρικές σειρές 
 

Η αποικία των κουνουπιών αποτελείται απο κουνούπια της γενετικά 
επιλεγµένης σειράς G3. Αυτά µεγαλώνουν στους 27

  
  

   
   

   

0C και µε σχετική 
υγρασία 75%. Για την ωογένεση τρέφονται µε αίµα απο 
αναισθητοποιηµένα ποντίκια. τα ενήλικα άτοµα τρέφονται µε βαµβάκι 
εµποτισµένο µε 15% διαλυµα σουκρόζης. Οι λάρβες µεγαλώνουν σε νερό 
που περιέχει 0,1% NaCl.  



Oι µολύνσεις των κουνουπιών έγιναν µε ποντίκια µολυσµένα µε ένα 
γενετικά επιλεγµένο παράσιτο το P.berghei που εκφράζει GFP υπό τον 
έλεγχο του υποκινητή CTRP, στο στάδιο της ωοκυστης. Έτσι µπορεί να 
µετρηθεί ο αριθµός των ωοκύστεων στο µεσέντερο του κουνουπιού. 

  
 

 
   

 
  

  
    

  
 

   
  

  
 

    

   
   

 
   
      
  

 
 

   
   

  
  

   

Χρησιµοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές Sua 5.1 και Sua 5.β οι 
οποίες καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο Schneider µε 10% fetal calf 
serum. 
 
Μετασχηµατισµός κυτταρικών σειρών 
 
Οι κυτταρικές σειρές Sua 5.1 και Sua 5.β µετασχηµατίστηκαν µε τα 
πλασµίδια που περιγράφηκαν στα αποτελέσµατα µε την µέθοδο 
lipofection, χρησιµοποιώντας effectene αντιδραστήριο (QIAGEN), όπως 
συµβουλεύουν οι κατασκευαστές. Χρησιµοποιήθηκαν 4γ απο κάθε 
πλασµίδιο για κάθε µετασχηµατισµό. 
 

 
Πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα απο κουνούπια ή ιστούς κουνουπιών 
 
Τα κουνούπια ή οι αποµονωµένοι ιστοί τους (µεσέντερα στην περίπτωση 
µας) οµογενοποιούνται σε διαλυµα ΡΩS (1,3M NaCl, 0,07M Na2HPO4, 
0,03M NaH2PO4) που περιέχει ένα µίγµα αναστολέων πρωτεασών. 
Κατοπιν προστίθεται στα δείγµατα SDS-loading buffer και τα δείγµατα 
φορτώνονται σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης ή διατηρούνται στους –200C. 
 
 
RNA interference 
 
Για τα πειράµατα RNA interference σχεδιάστηκαν τα πλασµίδια που 
περιγράφονται στα αποτελέσµατα. Με τον σχεδιασµό κατάλληλων 
εκκινητών αποµονώθηκαν τµήµατα των γονίδιωνADAMTS1 ADAMTS2 
και ΤΙΜΡ και κλωνοποιήθηκαν σε φορέα pll10. O φορέας αυτος περιέχει 
δυο εκκινητές Τ7 πολυµεράσης σε αντίθετη κατεύθυνση ο ένας προς τον 
άλλο επιτρέποντας έτσι τον σχηµατισµό δίκλωνου RNA. H κατασκευή του 
δίκλωνου RNA γίνεται όπως περιγράφεται παρακάτω.  
 Τα πλασµίδια πέπτονται µε 2 περιοριστικές ενδονουκλεάσες (σε 
ξεχωριστές αντιδράσεις η καθεµία) έτσι ώστε σε κάθε ευθυγραµµισµένο 
πλασµίδιο να παράγεται RNA µόνο από τη µία θέση Τ7 που να αντιστοιχεί 
στο κλωνοποιηµένο κοµµάτι. Κατοπιν τα πλασµίδια καθαρίζονται απο 
πρωτεΐνες (χρησιµοποιώντας πρωτεινάση Κ). 1γ απο κάθε 
ευθυγραµµισµένο πλασµίδιο χρησιµοποιείται για την αντίδραση σύνθεσης 



του δίκλωνου RNA, η οποία περιέχει επίσης 8λ NTPs, 2λ ρυθµιστικού 
διαλύµατος και 2λ ενζύµου (Τ7 RNA πολυµεράση). Η αντίδραση 
επωάζεται στους 37

  

  
   

  
    

 
   

  
      

 
  

   
 

   
     

 
  

  

 
    
    

  
  

    
  
    

     
   

0C για 10hr. Το δίκλωνο RNA καθαρίζεται απο 
DNA. Η ποιότητα και η ποσότητα του dsRNA ελέγχεται σε πήκτωµα 
αγαρόζης (σχηµα20) και µε φωτοµέτρηση. Η τελική συγκέντρωση του 
δίκλωνου RNA ρυθµίζεται, ώστε να είναι 3µg/µl. To δίκλωνο RNA 
ενύεται κατόπιν στον θώρακα ενήλικων θηλυκών κουνουπιών. Μετά απο 
τέσσερις µέρες τα κουνούπια µολύνονται µε το παράσιτο Ρ.berghei CTRP-
GFP, που εκφράζει δηλαδη GFP υπο τον υποκινητή CTRP, ένα γονίδιο 
που εκφράζεται ειδικά στο στάδιο του ωοκινέτη. ∆ιαφορετικά  
χρησιµοποιούνται για την εκχύλιση πρωτεϊνών και στη συνέχεια τον 
ανοσοεντοπισµό τους. Έξι µέρες µετά την µόλυνση των κουνουπιών 
µετριέται ο αριθµός των ωοκύστεων στα µεσέντερα τους. Ως control, 
όπως ειπώθηκε, χρησιµοποιούνται κουνούπια στα οποία εχει ενεθεί 
δίκλωνο RNA του γονιδίου GFP. Αυτά µολύνονται επίσης, µετριέται ο 
αριθµός των ωοκύστεων στα µεσέντερα τους και συγκρίνεται µε τον 
αριθµό των ωοκύστεων στα κουνούπια στα οποία εχει γίνει RNA 
interference εναντίον των γονιδίων που µας ενδιαφέρουν. Εχει βρεθεί 
ότι το δίκλωνο GFP δεν επηρεάζει το GFP γονίδιο που εκφράζουν τα 
παράσιτα.    
 
  
 
 
Τεχνική lac-Z σε κυτταρικές σειρές κουνουπιών 
 
Η πελεττα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε ΡΜ2 (66mM Na2HPO4, 
33mM NaH2PO4, 0,1mM MnCl2, 2mM MgSO4, 400mM β-
µερκαπταιθανολη) ρυθµιστικό διάλυµα (106 κυτταρα σε 0,5-1ml 
διαλυµατος). Η διάρρηξη των κυττάρων γίνεται µε 5 κύκλους παγώµατος-
ξεπαγώµατος. Η ποσότητα της πρωτεΐνης που περιέχεται υπολογίζεται µε 
την µέθοδο ποσοτικοποίησης Bradford. Ίσα ποσά πρωτεΐνης διαλύονται 
σε PM2 buffer σε τελικό όγκο 800λ. Κατοπιν προστίθενται 200λ ONPG 
(4mg/ml) και οι αντιδράσεις επωάζονται στους 370C. Το ΟΝΡG διασπάται 
απο το προϊόν του γονιδίου lacZ σε γαλακτόζη και 0-νιτροφαινολη. Η Ο-
νιτροφαινόλη ειναι κίτρινη και η απορρόφηση της µπορεί να µετρηθεί στα 
420nm. Όταν οι αντιδράσεις πάρουν κίτρινο χρώµα προστίθενται 500λ 
1Μ ΝαΗCO3. O χρόνος που χρειάζεται να ολοκληρωθεί η αντίδραση 
σηµειώνεται και η δράση του ενζύµου lac-Z υπολογίζεται µε τον τύπο: 

Units ενζυµου=(380xA420)/t 
 



 
. 
 
 
 
 
Ολιγονουκλεοτιδια 
 
ΑDAMTS1 
                    BamH1 
AbADAMTS5’:CGGGATCCACCCTGGCGCATACGATA 
                BamH1 

ATSF:CGGGATCCCTCCACTGGAAACGAATG 
                  EcoR1 
ATSR:CCGAATTCGCTCCTCCTTAGCCACTC 
 
ADAMTS2 
                 BamH1 

TS2F:CGGGATCCCGCCAGCCAAGCTGA 
                   EcoR1 
TS2R:CCGAATTCTTGCTCGGCCGTGTG 
                     NcO I 

TSP3Ab5:CCCATGGATACGCCAGCCAAGCTGA 
 
TSP3Ab3:GTTCGAATTACCGGATCTTGCGGTAATG 
 
TIMP 
                  EcoR1 
TIMPORF5’:CGGAATTCCATGGAGACGAACCGTCTG 
                            BamH1 

TIMPORF3’:CGGGATCCAAGCTTTTATTCTCGGCGACACACT 
                        BamH1 

TIMPAb5’:CGGGATCCATGAAGACGAACCGTCTGCTA 
                          ΗindIII 

TIMPAb3’:CCCAAGCTTGCGGGTTACTTGGGAACTATT 
 
MMP1 
                      BamH1 

MMP1F:CGGATCCGACGGTAGCACCTACGC 
 
MMP1R:GGAATTCACACCCTCCCAGTTCGAG 
 
 
 
 



 
    
    
    
                               Πολλαπλή θέση κλωνοποίησης 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lac repressor lacI 

      
       Τ7 promoter   lac operator      RBS      His-tag        GST                       T7 terminator 
 
                                                                 PGAT2 

 
 
 
                                       Πολλαπλή θέση κλωνοποίησης 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Τ5 promoter     lac operator                               His-tag                 stop codons 

                                                          PQE30

ΑΤG 

 
         
            Πολλαπλή θέση κλωνοποίησης 

 
 
T7 promoter                                                   T7 promoter 
                                  Pll 10 
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