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Περίληψη  
 

Η ελονοσία αποτελεί ένα από τα βασικότερα προβλήµατα της παγκόσµιας 

υγείας, αφού κοστίζει τη ζωή σε περισσότερους από ένα εκατοµµύριο θανάτους 

ετησίως,  ενώ 300 εκατοµµύρια άνθρωποι νοσούν. Προκαλείται από παράσιτα του 

γένους Plasmodium και µεταφέρεται από κουνούπια του γένους Anopheles. Η 

ελονοσία πλήττει κυρίως την Αφρική, νότια της ερήµου Σαχάρας, όπου και 

παρατηρείται το 90% των περιστατικών και πιστεύεται ότι στα προσεχή χρόνια, το 

φαινόµενο θα ενταθεί και επεκταθεί και σε άλλες περιοχές της Αφρικής και της 

Ευρώπης, εφόσον οι παραδοσιακές µέθοδοι καταπολέµησης δεν επαρκούν. Για το 

λόγο αυτό η επιστήµονες στρέφονται στην ανεύρεση νέων εναλλακτικών µεθόδων. 

 Είναι γνωστό ότι ο βιολογικός κύκλος του παρασίτου περιλαµβάνει πολλά 

στάδια, µεταξύ αυτών και του ωοκινέτη, µια κινητής µορφής µε την οποία εισβάλλει 

στο επιθήλιο του µεσεντέρου του κουνουπιού, το διαπερνά και στη συνέχεια, 

ερχόµενο σε επαφή µε την βασική λεπίδα του επιθηλίου, σταµατά και 

διαφοροποιείται σε ωοκύστη. Στο στάδιο αυτό, τα παράσιτο, φυσιολογικά, έχει 

σηµαντικές αριθµητικές απώλειες, εποµένως εξυπηρετεί τον σκοπό της 

καταπολέµησης του. Για το λόγο αυτό πολλές επιστηµονικές έρευνες αποσκοπούν 

στην µελέτη και κατανόηση σε µοριακό και κυτταρικό επίπεδο του βιολογικού 

κύκλου του παρασίτου µέσα στο κουνούπι, τις αλληλεπιδράσεις µε αυτό και την 

χρήση της πληροφορίας αυτής για την κατασκευή φορέων που δεν µεταδίδουν 

ελονοσία. Σκοπός και της παρούσας µελέτης είναι: 

Α)     Η περαιτέρω ανάλυση των αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών CTRP και SOAP, 

του παρασίτου της ελονοσίας µε την υποµονάδα γ1 της λαµινίνης, in vitro, µε τη 

µέθοδο της κατακρήµνισης συγγένειας GST. Αρχικά, οι παρασιτικές πρωτεΐνες 

εκφράζονται σε βακτηριακές καλλιέργειας, σε σύντηξη µε την GST και στη συνέχεια 

αποµονώνονται σε µη αποδιατακτικές συνθήκες. Οι αποµονωµένες πρωτεΐνες 

αφήνονται να αλληλεπιδράσουν µε την λαµινίνη, σε κατάλληλες συνθήκες. Η 

αλληλεπίδραση ανιχνεύεται µε ανοσοανίχνευση µε western blot. Τα πειράµατα 

κατακρήµνισης συγγένειας GST δείχνουν την ισχυρή αλληλεπίδραση µεταξύ των 

πρωτεϊνών CTRP και SOAP του παρασίτου και της λαµινίνης του κουνουπιού.  

Β)   Επίσης, γίνονται πειράµατα ανοσοεντοπισµού της λαµινίνης σε µεσέντερα 

κουνουπιών µολυσµένα µε παράσιτα, στα οποία έχει γίνει λειτουργική 
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απενεργοποίηση (knock out) των πρωτεϊνών p28, SOAP, p25, καθώς και σύγκριση µε 

παράσιτα αγρίου τύπου. Σε µονιµοποιηµένα µεσέντερα γίνεται χρώση για την 

λαµινίνη και για παρασιτικές πρωτεΐνες και στη συνέχεια ακολουθεί παρατήρηση µε 

συνεστιακή µικροσκοπία. Τα πειράµατα αυτά έδειξαν ίδια τοπολογική κατανοµή της 

λαµινίνης σε σχέση µε τον ωοκινέτη σε µεσέντερα µολυσµένα µε ωοκινέτες αγρίου 

τύπου και µε λειτουργική απενεργοποίηση του γονιδίου SOAP. 
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Abstract  
 

Malaria is still one the biggest burdens of world health. It causes one million 

deaths and it is estimated that 300 million people are affected annually. Anopheline 

mosquitoes transmit the Plasmodium parasites, which cause the disease. The area 

affected by malaria the most is sub-Saharan Africa, where 90% of the annual cases 

occur. It is believed that in the future annual malaria cases will increase in sub-

Saharan Africa and occurrence will expand in other parts of Africa and Europe, since 

traditional control methods are currently inadequate. Therefore, scientists are now 

turning towards new, alternative, methods of control.  

The life cycle of the parasite includes a number of different stages, among 

these, the ookinete stage. The ookinete is a motile form that invades the midgut 

epithelium and subsequently reaches the basal lamina. After contacting the basal 

lamina the ookinete stops transforms into an oocyst. During the ookinete stage the 

parasites undergo severe loses, which make it an ideal candidate for the application of 

new control methods. As a result, many studies focus on understanding of mosquito-

parasite interactions, during the vector stage of the parasite cycle, at a cellular and 

molecular level, to ultimately use this information to produce genetically modified 

refractory mosquitoes. The aim of this study is:     

Α)     Further study of the interactions between two parasitic proteins CTRP and 

SOAP, and the laminin γ1 subunit, in vitro, with GST pull downs. For this purpose, 

CTRP and SOAP are fused to a GST tag and expressed in bacterial cultures and then 

purified under native conditions. Next, an interaction takes place between the purified 

proteins and laminin, under the correct conditions. Interactions are recognized with 

western blot analysis. These GST pull down experiments show a strong interaction 

between CTRP, SOAP and mosquito laminin.  

Β)   Observation, with confocal microscopy, of fixed midguts stained for laminin and 

infected with parasites, knock out for p28, SOAP, p25, and comparison with midguts 

infected with wild type parasites. These experiments show co-staining between the 

wild type parasites and laminin. The same pattern is observed for SOAP knock out 

parasites.    
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Το πρόβληµα της ελονοσίας  

 
Οι παρασιτικές ασθένειες µεταφερόµενες από ασπόνδυλους φορείς απετέλεσαν 

και αποτελούν σηµαντική αιτία καταπόνησης της ανθρωπότητας,  αν και έχουν γίνει 

κατά καιρούς σοβαρές προσπάθειες καταπολέµησης τους. Μεταξύ αυτών και η 

ελονοσία, η οποία σήµερα θεωρείται η σηµαντικότερη και απειλητικότερη όλων. 

Σύµφωνα µε τις εκτιµήσεις του Παγκόσµιου Οργανισµού Υγείας, η ελονοσία 

ευθύνεται για περισσότερους από ένα εκατοµµύριο θανάτους ετησίως,  ενώ 300 

εκατοµµύρια άνθρωποι νοσούν. Το µεγαλύτερο ποσοστό των κρουσµάτων 

καταγράφεται στις περιοχές των λεγόµενων αναπτυσσοµένων χωρών και ιδιαίτερα σε 

παιδιά ηλικίας κάτω των πέντε ετών. Η ελονοσία πλήττει κυρίως την Αφρική, νότια 

της ερήµου Σαχάρας, όπου και παρατηρείται το 90% των περιστατικών και 

πιστεύεται ότι στα προσεχή χρόνια, το φαινόµενο θα ενταθεί και επεκταθεί και σε 

άλλες περιοχές της Αφρικής και της Ευρώπης, από όπου είχε ήδη εξαλειφθεί, εξαιτίας 

των µετακινήσεων των πληθυσµών.  

 

Αίτια της ελονοσίας  
 

Η ελονοσία προκαλείται από ενδοκυτταρικά παράσιτα του γένους 

Plasmodium, που είναι µονοκύτταρα πρωτόζωα του φύλου των σπορόζωων 

(Apicomplexa). Από τα 120 είδη του γένους αυτού έχουν αναγνωριστεί τέσσερα, τα 

οποία είναι υπεύθυνα για την νόσο της ελονοσίας στον άνθρωπο, τα P.falciparum, 

P.ovale, P.malariae και P.vivax (Gilles, H.M., Warrel, D.A. Bruce – Chwatt’s 

Essential Malariology 3rd ed). Τα συνηθέστερα αυτών είναι τα P.vivax, το οποίο 

αντιπροσωπεύει κυρίως τα κρούσµατα στην περιοχή της νοτιοανατολικής Ασίας και 

κεντρικής και νότιας Αµερικής και P.falciparum, στο οποίο αποδίδονται τα 

κρούσµατα στην περιοχή της κεντρικής Αφρικής, που είναι και τα πιο σφοδρά και 

θανατηφόρα.  

Οι φυσικοί φορείς του παρασίτου της ελονοσίας είναι θηλυκά κουνούπια του 

γένους Anopheles, το οποίο αριθµεί 450 είδη, από τα οποία σηµαντικότεροι φορείς 

είναι 40. Μεταξύ αυτών και ο Anopheles gambiae, ο αποτελεσµατικότερος φορέας 

του P.falciparum στην Αφρική. Τα κουνούπια του γένους Anopheles είναι ιδανικοί 

φορείς της ελονοσίας εξαιτίας της έντονης ανθρωποφιλικής συµπεριφοράς τους και 
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του γρήγορου κύκλου ζωής τους.  Η µετάδοση του πλασµωδίου γίνεται εφικτή λόγω 

της οικολογικής συµπεριφοράς των κουνουπιών αυτών. Όταν ένα θηλυκό κουνούπι 

τσιµπήσει ένα µολυσµένο άτοµο µαζί µε το αίµα ρουφά και µερικές χιλιάδες 

παρασίτων τα οποία βρίσκονται στην κυκλοφορία του αίµατος του ξενιστή. Στη 

συνέχεια, τα παράσιτα µέσω µιας πολύπλοκης διαδικασίας αναπαράγονται µέσα στο 

πεπτικό σύστηµα του κουνουπιού και µε τρόπο που είναι ακόµα εν µέρει άγνωστος 

εξέρχονται από αυτό και εισέρχονται στους σιελογόνους αδένες του. Γνωρίζουµε ότι 

τα κουνούπια όταν τσιµπούν ενύουν και µια ποσότητα σάλιου στον ξενιστή τους, 

γιατί χρησιµοποιούν τα σάλιο τους σαν τοπικό αναισθητικό και αντιπηκτικό του 

αίµατος. Με τον τρόπο αυτό στην περίπτωση των φορέων παρασίτων της ελονοσίας 

µεταφέρονται µαζί µε το σάλιο και παράσιτα κατευθείαν στην κυκλοφορία του 

αίµατος του επόµενου ξενιστή τους.  

 

Καταπολέµηση της ελονοσίας 
 

Παραδοσιακά η ελονοσία καταπολεµήθηκε στις εύκρατες περιοχές κατά τα 

µέσα του 20ου µε συστηµατικές προσπάθειες µέσω µαζικής χρήσης εντοµοκτόνων και 

αποξηράνσεις ελών, που είχαν σαν στόχο την µείωση των πληθυσµών των 

κουνουπιών και επίσης µε την χρήση ανθελονοτικών φαρµάκων. Παρ’ όλα αυτά, τα 

µέτρα αυτά δεν έχουν αποτέλεσµα στην περιοχή της Αφρικής, λόγω του κλίµατος 

της, αλλά κυρίως εξαιτίας της ταχείας ανάπτυξης ανθεκτικότητας του παρασίτου στα 

υπάρχοντα φάρµακα (Ringwald et al., 2002, Mu et al., 2003) και των φορέων στα 

εντοµοκτόνα (Ranson et al., 2002, Hemingway et al.,2002). Στις τροπικές και 

υποτροπικές περιοχές, η ελονοσία εξακολουθεί να µαστίζει ένα µεγάλο µέρος της 

ανθρωπότητας και µάλιστα πιστεύεται ότι τα κρούσµατα παιδικής θνησιµότητας θα 

αυξηθούν µέσα στην επόµενη δεκαετία. Επίσης, υπάρχει φόβος εξάπλωσης της λόγω 

µετακινήσεων των πληθυσµών (Schlagenhauf et al., 2003).  

Για όλους τους λόγους που προαναφέρθηκαν η αντιµετώπιση της ελονοσίας, 

εκατό χρόνια µετά την ανακάλυψη των αιτίων της, γίνεται πιεστική ανάγκη. Η µερική 

αποτυχία των ως τώρα µέτρων κάνει απαραίτητη την ανάπτυξη νέων φαρµάκων και 

εντοµοκτόνων αλλά και τη χρήση εναλλακτικών οδών. Οι επιστήµονες σήµερα 

κινούνται προς δυο κατευθύνσεις:  

α) µε στόχο το παράσιτο, την ανάπτυξη εµβολίων  
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β) µε στόχο τον φορέα, την κατασκευή γενετικά τροποποιηµένων φορέων που δεν  

µεταδίδουν ελονοσία (Alphey et al., 2002) 

Η ιδέα της τροποποίησης των φορέων ώστε να µην µεταδίδουν ελονοσία 

αντιµετωπίζεται µε αυξανόµενο ενδιαφέρον. Το ερώτηµα που προκύπτει είναι ποιοι 

µοριακοί µηχανισµοί καθορίζουν το κατά πόσο ένα κουνούπι είναι δεκτικό για το 

παράσιτο και την µετάδοση της ασθένειας, και σε ποιο στάδιο της ανάπτυξης του 

παρασίτου δρουν. Οι µηχανισµοί παρεµπόδισης του παράσιτου µπορούν να ειδωθούν 

από δυο σκοπιές, την περαιτέρω ανάπτυξη και εκµετάλλευση ενδογενών µοριακών 

και κυτταρικών µηχανισµών που ευθύνονται για την φυσική διαδικασία άµυνας του 

κουνουπιού (Han Y.S. et al., 2001) ή εναλλακτικά την χρήση εξωγενών γονιδίων που 

επεµβαίνουν στις αλληλεπιδράσεις παρασίτου και φορέα κατά την εισβολή του 

µεσεντέρου για το µετασχηµατισµό των φορέων, µε στόχο την διακοπή της 

ανάπτυξης του παρασίτου µέσα στον κουνούπι. Σήµερα, πλέον, εφόσον η τεχνολογία 

µετασχηµατισµού κουνουπιών υπάρχει (Grossman et al., 2001), η έρευνα 

κατευθύνεται στην µελέτη και κατανόηση σε µοριακό και κυτταρικό επίπεδο του 

βιολογικού κύκλου του παρασίτου µέσα στο κουνούπι, τις αλληλεπιδράσεις µε αυτό 

και την χρήση της πληροφορίας αυτής για την κατασκευή φορέων που δεν 

µεταδίδουν ελονοσία. Αποσαφήνιση των αλληλεπιδράσεων αυτών θα ανοίξει νέες 

οδούς στον έλεγχο της ελονοσίας 

  

Βιολογία του Plasmodium falciparum     
 

 

Εικ 1: 

Βιολογικός 

κύκλος του 

Plasmodium 
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Το Ρ.falciparum ανήκει στην οικογένεια των Plasmodiidae, η οποία 

περιλαµβάνει παράσιτα µε βιολογικό κύκλο που είναι περίπου ίδιος σε όλα τα είδη 

που προκαλούν ελονοσία στον άνθρωπο και περιλαµβάνει δυο τύπους 

αναπαραγωγής, µια αγενή που ονοµάζεται σχιζογονία και λαµβάνει χώρα στον 

τελικό ξενιστή, τον άνθρωπο και µια σεξουαλική που ονοµάζεται σπορογονία 

(εικόνα 1), και λαµβάνει χώρα σε συγκεκριµένα είδη του γένους Anopheles (Gilles, 

H.M., Warrel, D.A. Bruce – Chwatt’s Essential Malariology 3rd ed).
 

Αγενής κύκλος – Σχιζογονία    

 

 Το παράσιτο εισέρχεται στην κυκλοφορία του ξενιστή µε τη µορφή του 

σποροζωΐτη. Οι σποροζωΐτες έχουν την ικανότητα να κινούνται µε χαρακτηριστικό 

τρόπο που χαρακτηρίζεται ως gliding motility και έτσι µπορούν να προσβάλλουν 

ενεργά και σε µικρό χρονικό διάστηµα τα ηπατικά κύτταρα παίρνοντας µέσα από τα 

κύτταρα του Kupffer ή ανάµεσα από επιθηλιακά κύτταρα (Mota M. & Rodrieguez A., 

2002). Η διαδικασία αυτή ονοµάζεται και εξωερυθροκυτταρική σχιζογονία. Μέσα 

στα ηπατικά κύτταρα και κατόπιν διαιρέσεων σχηµατίζονται τα σχιζοζωΐδια, τα 

οποία όταν ωριµάσουν διαρρηγνύονται και ελευθερώνουν ένα µεγάλο αριθµό 

µεροζωιτών. Οι µεροζωίτες προσβάλλουν ενεργά τα ερυθρά αιµοσφαίρια και µέσα 

σε αυτά πολλαπλασιάζονται αγενώς ως το στάδιο του σχιζοζωίτη. Η σφαιρική αυτή 

µορφή διαρρηγνύεται παράγοντας νέους µεροζωίτες. Οι απόγονοι µε ρήξη του 

κυττάρου απελευθερώνονται στην κυκλοφορία και προσβάλλουν µε τη σειρά τους 

νέα ερυθροκύτταρα, ολοκληρώνοντας το ενδοερυθροκυτταρικό µέρος του κύκλου 

του παρασίτου. Η ρήξη αυτή των ερυθροκυττάρων είναι υπεύθυνη για τα 

χαρακτηριστικά συµπτώµατα της ελονοσίας (παροξυσµοί, πυρετός, αναιµία κτλ.). 

Κατά την φάση αυτή ένας µικρός αριθµός παρασίτων θα διαφοροποιηθεί προς 

θηλυκά και αρσενικά γαµετοκύτταρα, σταµατηµένα στην φάση G0. Αυτά είναι τα 

κύτταρα που θα συνεχίσουν τον σπορογονικό κύκλο µέσα στο κουνούπι όταν 

προσληφθούν από ένα γεύµα µε αίµα. 
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Εγγενής κύκλος – Σπορογονία  

 

Μια ώρα µετά τη λήψη µολυσµένου αίµατος από το κουνούπι ξεκινάει ο 

σπορογονικός κύκλος. Σε πρώτη φάση, µε µια διαδικασία που ονοµάζεται 

γαµετογένεση, (Warburg & Miller, 1992) από τα αρσενικά γαµετοκύτταρα 

προεκβάλλει µαστίγιο που τα καθιστά ικανά για κίνηση για λίγα δευτερόλεπτα 

(αποµαστίγωση) και κατόπιν, διαιρούνται σχηµατίζοντας οκτώ αρσενικούς γαµέτες ή 

µικρογαµέτες. Ταυτόχρονα κάθε θηλυκό γαµετοκύτταρα διαφοροποιούνται προς ένα 

θηλυκό γαµέτη ή µακρογαµέτη. Η γαµετογένεση εξαρτάται από την πτώση της 

θερµοκρασίας του αίµατος κατά 5C0 καθώς και από την παρουσία ξανθουρενικού 

οξέος (Billker et al., 1998). Στη συνέχεια πραγµατοποιείται η γονιµοποίηση των 

µακρογαµετών από τους µικρογαµέτες, µία διαδικασία που λαµβάνει χώρα 30-60 

λεπτά µετά την λήψη αίµατος από το κουνούπι και ο σχηµατισµός του διπλοειδούς 

ζυγωτού µέσα στο µεσέντερο του κουνουπιού. Ο σχηµατισµός αυτός αρχικά είναι 

ακίνητος, αλλά κατόπιν 18 – 24 ωρών σταδιακά επιµηκύνεται, αποκτά κυτταρικό 

σκελετό και µπορεί να κινείται. Αυτό είναι το στάδιο του ωοκινέτη που περιέχει 

τέσσερις απλοειδής πυρήνες λόγω των δυο µειώσεων που έχουν λάβει χώρα. Με τη 

µορφή του ωοκινέτη το παράσιτο διέρχεται από το τοίχωµα του µεσεντέρου. Πρώτα, 

οι ωοκινέτες διαπερνούν την περιτροφική µεµβράνη, (Huber et al., 1991) µία δοµή 

πλούσια σε χιτίνη που περιβάλλει το γεύµα αίµατος στο µεσέντερο του κουνουπιού 

(Shao et al., 2001). Στη συνέχεια, οι ωοκινέτες εισβάλλουν στο επιθήλιο του 

µεσεντέρου και εγκαθίστανται στην περιοχή µεταξύ της βασικής λεπίδας των 

επιθηλιακών κυττάρων και της εξωκυττάριας ουσίας, όπου διαφοροποιούνται σε 

σφαιρικούς σχηµατισµούς, τις ωοκύστεις. Ο τρόπος εισβολής και διέλευσης µέσα 

από την στοιβάδα του επιθηλίου (ενδοκυτταρικά – εξωκυτταρικά) του µεσεντέρου 

δεν έχει ακόµα ξεκαθαριστεί (Sinden & Billingsley, 2001, Zieler et al., 2000). Καθώς 

ωριµάζουν οι ωοκύστεις γίνονται συνεχείς πυρηνικές διαιρέσεις µε αποτέλεσµα τη 

δηµιουργία συγκυτιακών κυττάρων που ονοµάζονται σε σποροβλάστες και 

ταυτόχρονα παρατηρείται έκταση της βασικής µεµβράνης. Οι πυρήνες των 

σποροβλαστών διαιρούνται προς πολυάριθµους σποροζωίτες. Τελικά, µετά από 

διάστηµα 10 – 15 ηµερών γίνεται διάρρηξη του τοιχώµατος της ωοκύστης και 

απελευθέρωση των σποροζωιτών στο αιµατόκοιλο, οι οποίοι µέσω της αιµολέµφου 
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φτάνουν στους σιελογόνους αδένες. Από εκεί µεταφέρονται µε κάποιο τσίµπηµα στον 

επόµενο ξενιστή (Rosenberg R., 1992).  

 

 

Σηµασία των αλληλεπιδράσεων φορέα – παρασίτου  

 

Κατά τη διάρκεια του σπορογονικού κύκλου µεγάλοι αριθµοί παρασίτων δεν 

καταφέρνουν να περάσουν στο επόµενο αναπτυξιακό στάδιο µέσα στο φορέα. Οι 

πληθυσµοί του παρασίτου διέρχονται από στενωπούς κατά τις οποίες εµφανίζουν 

σηµαντικές αριθµητικές απώλειες. Η διαφοροποίηση σε ωοκινέτη, είναι το πρώτο 

αναπτυξιακό στάδιο, όπου παρατηρούνται οι µεγαλύτερες απώλειες, πιθανόν εξαιτίας 

του ιδιαίτερα αφιλόξενου περιβάλλοντος που δηµιουργείται τόσο από το µεσέντερο 

του κουνουπιού όσο και του αίµατος των σπονδυλωτών. Σε ένα επόµενο στάδιο, ο 

ωοκινέτης αρχικά πρέπει να εισβάλλει στο µεσέντερο, όπου συναντά ένα αριθµό 

εµποδίων, και κατόπιν να σταµατήσει στον εξωκυτταρικό χώρο για να 

διαφοροποιηθεί σε ωοκύστη. Φαίνεται ότι µικρός αριθµός ωοκινετών καταφέρνει να 

εισβάλλει στο επιθήλιο και να διαφοροποιηθεί σε ωοκύστεις. Τέλος, απώλειες 

παρατηρούνται κατά την κίνηση προς τους σιελογόνους αδένες µέσω της 

αιµολέµφου. Ωστόσο, το παράσιτο έχει αναπτύξει πολύπλοκους µηχανισµούς, ώστε 

τελικά ικανός αριθµός σποροζωιτών φτάνει στους σιελογόνους αδένες και µολύνει µε 

επιτυχία τον επόµενο ξενιστή. 

Με το αυξανόµενο ενδιαφέρον για την ιδέα της διακοπής της µετάδοσης της 

ελονοσίας κατά τη διέλευση του παρασίτου από τον ασπόνδυλο φορέα, η ερώτηση 

που προκύπτει είναι ποιοι µοριακοί και κυτταρικοί µηχανισµοί καθορίζουν τις 

αλληλεπιδράσεις του φορέα µε το παράσιτο. Απώτερος σκοπός είναι η αναγνώριση 

γονίδιων στόχων σε σηµεία του βιολογικού του κύκλου που το παράσιτο είναι πιο 

ευάλωτο και µπορεί ευκολότερα να καταπολεµηθεί. Τέτοια σηµεία είναι εκείνα που 

και φυσιολογικά παρουσιάζουν µείωση του αριθµού των παρασίτων και εποµένως 

εξυπηρετούν τον σκοπό της καταπολέµησης του παρασίτου. Όπως προαναφέρθηκε, 

ένα τέτοιο στάδιο είναι του ωοκινέτη, στο οποίο επικεντρώνονται πολλές 

επιστηµονικές µελέτες. 
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∆ιέλευση ωοκινέτη στο µεσέντερο του κουνουπιού 
  

Α)    Περιτροφική µεµβράνη – δίκτυο σχετιζόµενο µε τις µικρολάχνες 

 

Από τη στιγµή που θα σχηµατιστεί ο ωοκινέτης, καλείται να διαπεράσει το 

µεσέντερο για να καταλήξει στην περιοχή µεταξύ της βασικής λεπίδας και του 

εξωκυττάριου χώρου, όπου διαφοροποιείται σε ωοκύστη. Ένα πρώτο εµπόδιο που 

συναντά είναι µεµβράνη, την οποία διαπερνά µε την βοήθεια εκκρινόµενων 

προχιτινασών, οι οποίες µετατρέπονται σε ενεργές χιτινάσες, εξαιτίας των θρυψινών 

που εκκρίνονται στο έντερο του κουνουπιού ( Huber et al., 1991, Shahabuddin & 

Kaslow, 1993, Billingsley & Hecker, 1991). Ένα επιπλέον εµπόδιο αποτελεί πιθανόν 

και το δίκτυο σχετιζόµενο µε τις µικρολάχνες που καλύπτει την επιφάνεια του 

επιθηλίου. Αν και δεν γνωρίζουµε την ακριβή σύσταση και λειτουργία του, κατά τη 

διέλευση τους οι ωοκινέτες εµφανίζουν συσφίξεις, οπότε εικάζεται ότι το δίκτυο αυτό 

λειτουργεί σαν µηχανικό εµπόδιο στην κίνηση τους. Μικρός αριθµός ωοκινετών 

καταφέρνει να εισβάλλει στο επιθήλιο του µεσεντέρου και να διαφοροποιηθεί σε 

ωοκύστη.  

 

Β)    Επιθήλιο    

 

Το επιθήλιο του µεσεντέρου είναι µια µονή στοιβάδα κυττάρων την οποία 

διασχίζουν οι ωοκινέτες, πριν διαφοροποιηθούν σε ωοκύστεις. Στην κορυφαία 

πλευρά (apical) η κυτταρική µεµβράνη των επιθηλιακών κυττάρων, σχηµατίζει 

πολυάριθµες µικρολάχνες που καλύπτονται από γλυκοκάλυκα, µε πολύπλοκο 

πρότυπο γλυκοζυλίωσης (Wilkins and Billingsley, 2001). Οι ωοκινέτες αναγνωρίζουν 

τους υδρογονάνθρακες (Zieler et al., 1999), οι οποίοι πιθανώς δρουν ως υποδοχείς 

πρόσδεσης. Εξίσου σηµαντική για την εισβολή του επιθηλίου είναι η αναγνώριση και 

των λιπιδίων, γιατί, όπως φάνηκε σε πειράµατα, αφαίρεση τους οδηγεί στην 

σηµαντική µείωση του αριθµού των ωοκυστών (Zieler et al., 2001, Ghosh et al., 

2001). Φαίνεται ότι ο ωοκινέτης αρχικά κινείται αργά µέσω του δικτύου 

σχετιζόµενου µε τις µικρολάχνες και στη συνέχεια, µόλις αναγνωρίσει την κορυφαία 
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πλευρά των κυττάρων κινείται µε gliding motility για περίπου 30΄ µέχρι να την 

ουσιαστική εισβολή τους. Η εισβολή γίνεται από την κορυφαία πλευρά, κοντά στους 

κυτταρικούς συνδέσµους πολύ γρήγορα, και στην συνέχεια οι ωοκινέτες 

κατευθύνονται προς την πλάγια βασική πλευρά, από όπου διαπερνούν προς γειτονικά 

κύτταρα, µια διαδικασία που επάγει φαινόµενα παρόµοια µε την απόπτωση στα 

επιθηλιακά κύτταρα (Han et al., 2000, Zieler & Dvorak, 2000, Vlachou et al., 2004). 

Τελικά, οι ωοκινέτες εξέρχονται στον βασικό λαβύρινθο και από εκεί καταλήγουν 

στην βασική λεπίδα. Όπως προαναφέρθηκε, στην περιοχή µεταξύ της βασικής 

λεπίδας των επιθηλιακών κυττάρων και της εξωκυττάριας ουσίας, οι ωοκινέτες 

διαφοροποιούνται σε ωοκύστεις.  

 

Γ)    H βασική λεπίδα 

 

Η βασική λεπίδα είναι µια λεπτή στοιβάδα εξωκυττάριας µήτρας, που ακουµπά 

σε επιθήλια, µυϊκά κύτταρα κτλ., και παίζει ρόλο στην διαφοροποίηση, πολικότητα 

και διαίρεση των κυττάρων. Η µοριακή δοµή της είναι αρκετά ετερογενής, ανάλογα 

µε τον ιστό από τον οποίο προέρχεται, αλλά αρκετά από τα χαρακτηριστικά της είναι 

κοινά στα περισσότερα από τα εξωκυττάρια υποστρώµατα. Αποτελείται από 

πρωτεογλυκάνες από δύο ανεξάρτητα πρωτεϊνικά δίκτυα, του κολλαγόνου ΙV και της 

οικογένειας των λαµινινών που συνδέονται µεταξύ τους µέσω της πρωτεΐνης nidogen, 

και συντίθονται από τα κύτταρα που ακουµπούν σε αυτή. Οι λαµινίνες είναι 

ετεροτριµερή µόρια αποτελούµενα από τρεις διαφορετικές υποµονάδες, τις α (α1 ως 

α5),β (β1 ως β3) και γ (γ1 ως γ3). Συνολικά σήµερα έχουν ταυτοποιηθεί 13 

ισοµορφές σε σπονδυλωτά, που προκύπτουν από συνδυασµούς των παραπάνω 

αλυσίδων (Hohenester & Engel, 2002). Από αυτές, η πιο καλά µελετηµένη είναι η 

λαµινίνη-1 (α1β1γ1), η οποία έχει σχήµα σταυρού, µε τρεις κοντούς και ένα µακρύ 

βραχίονα, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα ηλεκτρονικής µικροσκοπίας (Beck et al., 

1990). Η αλυσίδα που συναντάται συχνότερα στις περισσότερες από τις βασικές 

λεπίδες και ισοµορφές (σε 11 από τις 13 ισοµορφές) είναι η γ1. Πρόσφατα, 

αποµονώθηκε και χαρακτηρίστηκε το γονίδιο LANB2 που κωδικοποιεί την οµόλογη 

γ1 του An.gambiae που φαίνεται να εκφράζεται σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια 

(Vlachou et al.,2001). Οι λαµινίνες δρουν ως δεσµευτές για υποδοχείς της κυτταρικής 

µεµβράνης, όπως οι ιντεγκρίνες καθώς και σχηµατίζουν πολυµερή που συµµετέχουν 
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στην οργάνωση του εξωκυττάριου υποστρώµατος και παρέχουν µηχανική 

υποστήριξη στα γειτονικά κύτταρα (Colognato & Yurchenco, 2000). 

Η βασική λεπίδα φαίνεται ότι παίζει σηµαντικό ρόλο κατά τη διαφοροποίηση 

του ωοκινέτη σε ωοκύστη, αν και ο µηχανισµός δεν είναι πλήρως εξακριβωµένος. Η 

χρήση µίας τεχνητής µορφής βασικής µεµβράνης, γνωστής σαν Matrigel, σε in vitro 

συστήµατα καλλιέργειας οδήγησε στην επιτυχή σπορογονική ανάπτυξη των 

παρασίτων Plasmodium falciparum (Warburg et al., 1993) και Plasmodium 

gallinaceum (Warburg et al., 1992). Ωστόσο, η παρατήρηση σχηµατισµού ωοκυστών 

χωρίς την προσθήκη συστατικών του εξωκυττάριου υποστρώµατος σε in vitro 

συστήµατα καλλιέργειας ωοκινετών µε κύτταρα προερχόµενα είτε από τη 

D.melanogaster είτε από το κουνούπι, αποδεικνύει ότι ο ακριβής ρόλος του 

εξωκυττάριου υποστρώµατος στην αναπτυξιακή πορεία του παρασίτου µέσα στον 

ξενιστή είναι ακόµα άγνωστος. Υπάρχοντα πειραµατικά δεδοµένα, που αναφέρονται 

στη βιβλιογραφία, αποτελούν ενδείξεις για την εµπλοκή συστατικών της βασικής 

λεπίδας του επιθηλίου και ιδιαίτερα της λαµινίνης και του κολλαγόνου στη 

διαδικασία της διαφοροποίησης (Adini et al., 1999, Arrighi & Hurd, 2002, Vlachou et 

al., 2001). Επίσης, πειράµατα συστήµατος δυο υβριδίων έδειξαν την αλληλεπίδραση 

της λαµινίνης του κουνουπιού µε παρασιτικές πρωτεΐνες (Dessens et al., 2003; 

Vlachou et al., 2001, Mahairaki, unpublished data ). Ως τώρα, έχουν αναγνωριστεί 

τέσσερις πρωτεΐνες του παρασίτου που αλληλεπιδρούν απευθείας µε την λαµινίνη, 

δυο που συναντώνται αποκλειστικά στο στάδιο του ωοκινέτη, η πρωτεΐνη SOAP και 

η πρωτεΐνη CTRP, και δυο που συναντώνται στο στάδιο του ωοκινέτη και της 

ωοκύστης, η επιφανειακές πρωτεΐνες P25 και Ρ28 (Arrighi & Hurd, 2002, Vlachou et 

al., 2001). Όλες οι παραπάνω πρωτεΐνες φαίνεται ότι παίζουν ρόλο τόσο στην 

εισβολή στο µεσέντερο, όσο και στην διαφοροποίηση σε ωοκύστεις. ∆ιπλά knock out 

των πρωτεϊνών Ρ25 και Ρ28 έχουν δραστικά µειωµένη ικανότητα διαφοροποίησης, 

ενώ µονά knock out έχουν πολύ πιο ήπιο φαινότυπο (Tomas et al., 2001), οπότε 

πιθανόν να έχουν µερικώς πλεονάζουσες λειτουργίες. Η πρωτεΐνη CTRP 

(circumsporozoite protein and TRAP (thrombospondin-Related adhesive protein)) 

είναι µια εκκρινόµενη (Limviroj et al., 2002) διαµεµβρανική πρωτεΐνη που παράγεται 

καθ’ όλη τη διάρκεια του σταδίου του ωοκινέτη (Yuda M et al., 1999). Eντοπίζεται 

στο εµπρόσθιο κυτταρόπλασµα του ώριµου ωοκινέτη, σε µια δοµή που ονοµάζεται  

microneme και στην περιοχή επαφής του ωοκινέτη µε τη βασική λεπίδα (Limviroj et 

al., 2002). Πειράµατα knock out έχουν δείξει ότι οι ωοκινέτες, αν και αναπτύσσονται 
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κανονικά, έχουν αισθητά µειωµένη ικανότητα κίνησης, και δεν διαφοροποιούνται σε 

ωοκύστεις (Templeton et al., 2000, Yuda et al., 1999). Τέλος, η πρωτεΐνη SOAP 

(secreted ookinete adhesive protein), που εντοπίστηκε σε micronemes του P.berghei, 

του παρασίτου της ελονοσίας των τρωκτικών της δυτικής Αφρικής, φαίνεται ότι 

παίζει ρόλο στη διαφοροποίηση προς ωοκύστη γιατί πειράµατα µε ωοκινέτες knock 

out για SOAP έχουν µειωµένο ποσοστό διαφοροποίησης, αν και ο φαινότυπος αυτών 

που τελικά διαφοροποιούνται είναι φυσιολογικός (Dessens, et al., 2003). 

 

 

Σκοπός της εργασίας  

 
 

Στην παρούσα µελέτη γίνεται περαιτέρω ανάλυση των αλληλεπιδράσεων των 

πρωτεϊνών CTRP και SOAP, του παρασίτου της ελονοσίας µε την υποµονάδα γ1 της 

λαµινίνης, in vitro, µε τη µέθοδο της κατακρήµνισης συγγένειας GST. Επίσης, 

γίνονται πειράµατα ανοσοεντοπισµού της λαµινίνης σε µεσέντερα κουνουπιών 

µολυσµένα µε παράσιτα, στα οποία έχει γίνει λειτουργική απενεργοποίηση (knock 

out) των πρωτεϊνών p28, SOAP, p25, καθώς και σύγκριση µε παράσιτα αγρίου τύπου. 

Με τον τρόπο αυτό µπορεί να µελετηθεί, in vivo, το αποτέλεσµα που προκαλείται από 

την έλλειψη της κάθε πρωτεΐνης στην αλληλεπίδραση µε την λαµινίνη, σε σύγκριση 

µε παράσιτα αγρίου τύπου. Ως µοντέλο σύστηµα µελέτης χρησιµοποιείται το 

P.berghei,  που ευθύνεται για την ελονοσία των τρωκτικών της δυτικής Αφρικής. Τα 

γονίδια p28, CTRP και SOAP του παρασίτου P.berghei είναι συντηρηµένα στο 

P.falciparum. Επιγραµµατικά οι στόχοι της παρούσας µελέτης είναι: 

 

• Η διερεύνηση των µοριακών αλληλεπιδράσεων της γ1-υποµονάδας της 

λαµινίνης του κουνουπιού An.gambiae µε τις επιφανειακές πρωτεΐνες CTRP 

και SOAP του παρασίτου P.berghei, in vitro. 

 

• Η µελέτη των διαφορών της τοπολογικής κατανοµής της λαµινίνης σε 

µεσέντερα που έχουν µολυνθεί από παράσιτα knock out για τις πρωτεΐνες p28, 

p25 και SOAP µε παράσιτα αγρίου τύπου, in vivo, µε τη χρήση συνεστιακής 

µικροσκοπίας. 
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1.   Κατακρήµνιση Συγγένειας GST 
 

Οι κατασκευές που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο αλληλεπιδράσεων είναι (όλες οι 

βακτηριακές κατασκευές κατασκευάστηκαν από την ∆ρ Β. Μαχαιράκη): 

 

 

 Όνοµα 

Φορέας 

Κλωνοποίησης Γονίδιο Περιοχή Αµινοξέα 

GST 

fusions 

p25 – 

GST 

pGEX- 4T-1 

(amersham) 

p25 

(P.berghei) εξωκυττάρια 20 – 196 

 

CTRP – 

GST 

pGEX- 4T-1 

(amersham) 

CTRP 

(P.berghei) TSP 1384 – 1812

 

Soap – 

GST 

pGEX- 4T-1 

(amersham) 

Soap 

(P.berghei) whole gene 20 – 167 

Prey LamV pET-32 (merck)

Laminin γ1 

(An.gambiae) domain V 266 – 505 

 

 

1)   Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων 

 

Σε 100µl δεκτικών κυττάρων προστίθονται 50-100ng DNA και τα κύτταρα 

διατηρούνται στον πάγο για 30΄. Στη συνέχεια υποβάλλονται σε θερµικό σοκ (420C) 

για 45΄΄. Κατόπιν αυτού προστίθονται 900µl θρεπτικού µέσου LB και ακολουθεί 

επώαση στους 370C για 45΄. Τα κύτταρα επιστρώνονται σε τρυβλίο µε στερεό 

θρεπτικό µέσο και κατάλληλο αντιβιοτικό (ampicillin 100µg/ml) και επωάζονται για 

12ώρες στους 370C.  

 

2)   Έκφραση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών  

 

∆εκτικά κύτταρα BL21pLys µετασχηµατίστηκαν µε τις πλασµιδιακές κατασκευές και 

έγινε εµβολιασµός καλλιεργειών 2ml LB + ampicillin µε µετασχηµατισµένους 

κλώνους. Οι καλλιέργειες επωάστηκαν στους 370C για 12ώρες. Μετά την επώαση, οι 
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καλλιέργειες αραιώθηκαν σε όγκο 1/10 (O.D. = 0.1) και επωάστηκαν στους 370C 

µέχρι O.D. = 0.6 – 0.8. Στη συνέχεια, η παραγωγή της πρωτεΐνης επάγεται µε 

προσθήκη IPTG και τα επώαση στην κατάλληλη θερµοκρασία (πίνακας 1). 

 

 

Όνοµα 

 

Θερµοκρασία Επαγωγής Συγκέντρωση IPTG 

p25 – GST 250C 0.5mM 

CTRP – GST 370C 0.5mM 

Soap – GST 300C 0.5mM 

GST (negative control) 370C 0.5mM 

Lam V 250C 0.5mM 

 

Πίνακας 1 Θερµοκρασίες επαγωγής ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών  

 

3)   Λύση βακτηριακής καλλιέργειας σε µη αποδιατακτικές συνθήκες  

 

Η καλλιέργεια λύνεται, αφού αφαιρεθεί το υπερκείµενο, παρουσία διαλύµατος λύσης 

(10% glycerol, 1mM PMSF in 1xPBS) σε όγκο τέτοιο ώστε για κάθε 1ml αρχικής 

καλλιέργειας προστίθονται 50µl διαλύµατος. Η λύση των κυττάρων γίνεται µε 

sonication για 6x10΄΄ σε πάγο. Στη συνέχεια, η λυµένη καλλιέργεια φυγοκεντρείται 

στις 13.000rpm για 30΄ και το υπερκείµενο και η πελέτα διατηρούνται στους -800C. 

 

4)   Ανοσοανίχνευση µε western blot 

 

Μέρος του υπερκειµένου βράζεται για 10΄ παρουσία διαλύµατος φόρτωσης 2x 

(0.09M Tris-Cl ph 6.8, 20% glycerol, 2% SDS, 0.02% bromophenol blue) και 

ηλεκτροφορείται σε αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. Ακολουθεί 

µεταφορά σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης σε συνθήκες semi-dry. H µεµβράνη 

επωάζεται σε 5% αποβουτυρωµένο γάλα σε TTBS (20mM Tris-Cl ph 7.5, 150mM 

NaCl , 0.1% Tween) για 1ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθεί επώαση µε το 

πρωτεύων αντίσωµα για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου (πίνακας 2). 
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Όνοµα  

 

Πρωτεύων 

αντίσωµα 
Αραίωση Προέλευση 

p25 – GST mouse anti – p25 1/25 in TTBS 
I. Siden-

Kiamos 

CTRP – GST mouse anti - CTRP 
1/1000 in 

TTBS 

M. Yuda 

Mie University 

School of 

Medicine, Tsu 

Japan 

Soap – GST mouse anti - Soap 
1/2000 in 

1%skimm milk 

I. Siden-

Kiamos 

Lam V rabbit anti - laminin 
1/2000 in 

TTBS 
Abcam 

 

Πίνακας 2   

 

Στη συνέχεια, η µεµβράνη πλένεται 3 φορές για 10΄ µε TTBS. Ακολουθεί επώαση µε 

το δευτερεύων αντίσωµα για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου (πίνακας 3). 
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Όνοµα  

 

∆ευτερεύων 

Aντίσωµα 
Αραίωση Προέλευση 

p25 – GST anti – mouse HRP 1/20.000 in TTBS Biorad 

CTRP – GST anti – mouse HRP 1/20.000 in TTBS Biorad 

Soap – GST anti – mouse HRP 1/20.000 in TTBS Biorad  

Lam V anti – rabbit HRP 1/20.000 in TTBS Biorad 

 

Πίνακας 3 

 

Η µεµβράνη πλένεται 3 φορές για 10΄ µε TTBS.  

 

Η µεµβράνη εµφανίζεται µε την µέθοδο ECL (enhanced chemiluminescence – 

Pierce).  

 

5)    Κατακρήµνιση Συγγένειας GST 

 

1ο Βήµα: Πρόσδεση GST fused πρωτεΐνης σε σφαιρίδια γλουταθειόνης  

 

Το υπερκείµενο από την λύση της βακτηριακής καλλιέργειας επωάζεται µαζί µε 

σφαιρίδια αγαρόζης, στην επιφάνεια των οποίων υπάρχει ακινητοποιηµένη  

γλουταθειόνη, (sigma) σε ελαφριά ανάδευση στους 40C σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Οι όγκοι που χρησιµοποιήθηκαν φαίνονται στον πίνακα 4: 
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Όνοµα Όγκος υπερκειµένου Όγκος beads 

p25 – GST 700µl 50µl 

CTRP – GST 700µl 50µl 

Soap – GST 500µl 50µl 

GST (negative control) 50µl 
20µl + 500µl 

PBS/glycerol (10%) 

 

Πίνακας 4 

 

2ο Βήµα: Πλυσίµατα 

 

Τα σφαιρίδια φυγοκεντρούνται στις 5000rpm στους 40C για 5΄ και αφαιρείται το 

υπερκείµενο. Στη συνέχεια, πλένονται µε 1ml διαλύµατος λύσης, φυγοκεντρούνται 

στις 5000rpm στους 40C για 5΄ και αφαιρείται το υπερκείµενο. Το βήµα αυτό 

επαναλαµβάνεται τρεις φορές. 

 

3ο Βήµα: Αλληλεπίδραση µε Λαµινίνη 

 

Τα σφαιρίδια από το 2ο βήµα επωάζονται στον πάγο για 1 ώρα µαζί µε 100µl 

υπερκειµένου Lam V (από την λύση της βακτηριακής καλλιέργειας) παρουσία 50µl 

5x interaction buffer (250mM NaCl, 100mM Hepes, 2.5mM DDT, 25mM MgCl2, 1% 

NP40, 1% BSA), 50µl 50% glycerol, 10µl PMSF σε τελικό όγκο 250µl. Κατά τη 

διάρκεια της επώασης οι δοκιµαστικοί σωλήνες πρέπει να ανακινούνται ανά τακτά 

χρονικά διαστήµατα. 

 

4ο Βήµα: Πλυσίµατα 

 

Τα σφαιρίδια φυγοκεντρούνται στις 5000rpm στους 40C για 5΄ και αφαιρείται το 

υπερκείµενο. Στη συνέχεια, πλένονται µε 1ml διαλύµατος πλύσης (250mM NaCl, 
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20mM Hepes, 5mM MgCl2, 0.2% NP40, 4mM PMSF), φυγοκεντρούνται στις 

5000rpm στους 40C για 5΄ και αφαιρείται το υπερκείµενο. Το βήµα αυτό 

επαναλαµβάνεται τρεις φορές. 

 
 

5ο Βήµα: Ανοσοανίχνευση Με Western Blot 

 

Τα σφαιρίδια από το βήµα βράζονται µε 2x διάλυµα φόρτωσης για 5΄ και ακολουθεί 

ανίχνευση µε western blot για την Lam V, σύµφωνα µε την µέθοδο που αναφέρεται 

παραπάνω. 

 

 

 

 

2.   Πειράµατα Aνοσοφθορισµού Σε Mεσέντερα Eνήλικων  

      Kουνουπιών 

 
Τα µεσέντερα από ενήλικα κουνούπια αποµονώθηκαν σε 1xPBS και µεταφέρθηκαν 

σε διάλυµα µονιµοποίησης 4%PFA (1Μ MgSO4, O.5M EGTA, 4% 

παραφολµαδεΰδη, 1ΧPBS) για 30΄΄. Στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε 1xPBS, όπου 

πραγµατοποιήθηκε η αφαίρεση του περιεχόµενου αίµατος µε τοµή του ιστού κατά 

µήκος. Η µονιµοποίηση συνεχίστηκε για 30 λεπτά σε PFA σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Η PFA αποµακρύνθηκε µε διαδοχικές πλύσεις µε 1xPBS (2x5΄, 1x30΄) και 

το δείγµα επωάστηκε σε διάλυµα παρεµπόδισης PBT (1xPBS, 5% normal goat serum, 

0.2% saponin) για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά την αποµάκρυνση του 

διαλύµατος παρεµπόδισης προστίθεται το πρωτεύον αντίσωµα και ακολουθεί επώαση 

παρουσία διαλύµατος παρεµπόδισης στους 4οC σε θερµοκρασία δωµατίου µε ήπια 

ανάδευση (πίνακας 5).  
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Πρωτεύων 

αντίσωµα 
Αραίωση Προέλευση 

mouse anti – p28 

conjugated with 

Cy3 (568nm) 

1/100 in PBT 

R. Sinden Lab 

(Imperial 

College of 

London) 

mouse anti – 

Pb70 
1/1000 in PBT I. Siden-Kiamos 

rabbit anti - 

laminin 
1/250 in PBT Abcam 

 

Πίνακας 5 

 

Ακολουθούν πλύσεις µε PBT για 3x20΄ µε ήπια ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου 

και επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα (φθορίζων) για 1.5 ώρες σε θερµοκρασία 

δωµατίου (πίνακας 6).  
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∆ευτερεύων 

αντίσωµα 
Αραίωση Χαρακτηριστικά Προέλευση 

Alexa Fluor 488 

goat anti-rabbit 

IgG(H+L) 

Highly cross-

adsorbed 

1/1000 in PBT 

Πράσινο µ.κ: 

488nm (Αlexa 

Fluor 488) 

Μolecular 

Probes 

Alexa Fluor 568 

goat anti-mouse 

IgG(H+L) 

Highly cross-

adsorbed 

1/1000 in PBT 

Ερυθρό µ.κ: 

568nm (Αlexa 

Fluor 568) 

I. Siden-

Kiamos 

 

Πίνακας 6 

 

Στη συνέχεια, ακολουθούν πλύσεις µε PBT για 2x20΄ µε ήπια ανάδευση σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Η τελευταία πλύση γίνεται παρουσία RNaseA (100mg/µl in 

PBT) στους 40C για 20΄. Για την χρώση των πυρήνων χρησιµοποιείται η χρωστική 

ΤO – PRO (1:5000 in PBS) για 6΄ σε θερµοκρασία δωµατίου µε ήπια ανάδευση. 

Ακολουθούν δυο σύντοµες πλύσεις (2x5΄ in PBS) και συλλογή των δειγµάτων. Τα 

δείγµατα τοποθετούνται σε αντικειµενοφόρο, όπου προστίθεται διάλυµα γλυκερόλης 

Vectashield (Vector Laboratories), σφραγίζονται µε καλυπτρίδες και 

στεγανοποιούνται. Τα δείγµατα διατηρούνται στους -20οC. 

Σε όλες τις παραπάνω πειραµατικές διαδικασίες ο ανοσοεντοπισµός των πρωτεϊνών 

πραγµατοποιήθηκε µε µικροσκοπία φθορισµού και λήψη οπτικών τοµών µε τη χρήση 

συνεστιακού µικροσκοπίου Leica TCS NT/SP.  
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1. Μελέτη Πιθανών Αλληλεπιδράσεων Της Λαµινίνης Με 

Τις Πρωτεΐνες SOAP Και CTRP in  vitro 

 

 
1α.    Έκφραση των Πρωτεϊνών CTRP, SOAP και γ1 Υποµονάδας της 

        Λαµινίνης  

 
   

Σύµφωνα µε υπάρχοντα πειραµατικά δεδοµένα, οι πρωτεΐνες SOAP και CTRP 

αλληλεπιδρούν µε την λαµινίνη, όπως φάνηκε από πειράµατα δυο υβριδίων (Dessens 

et al., 2003, Mahairaki unpublished data).  Όπως προαναφέρθηκε, οι πρωτεΐνες αυτές 

συναντώνται αποκλειστικά στο στάδιο του ωοκινέτη και παίζουν ρόλο στην εισβολή 

στο µεσέντερο και στη διαφοροποίηση του προς οωκύστεις. Προκειµένου να 

διαπιστωθεί η αλληλεπίδραση τους µε την λαµινίνη και in vitro ακολουθήθηκε η 

µέθοδος της κατακρήµνισης συγγένειας GST.  

Για το σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκαν πλασµιδιακές κατασκευές που 

περιέχουν την περιοχή των επαναλήψεων TSP του γονιδίου CTRP και το γονίδιο 

SOAP του P.berghei σε σύντηξη (fused) µε το γονίδιο της θειοτρανσφεράσης της 

γλουταθείονης, που βρίσκεται στον φορέα pGEX4T-1. Αντίστοιχα, χρησιµοποιήθηκε 

πλασµιδιακή κατασκευή που περιέχει την περιοχή V της αλυσίδας γ1 της λαµινίνης, 

κλωνοποιηµένη στο φορέα έκφρασης pΕΤ32. Η περιοχή αυτή περιλαµβάνει 4 

επαναλήψεις τύπου EGF και αποτελεί το εξωκυττάριο τµήµα του γονιδίου LANB2 

του An.gambiae. Ως positive control χρησιµοποιήθηκε η πρωτεΐνη p25, η οποία έχει 

ήδη αποδειχθεί ότι αλληλεπιδρά µε την περιοχή V του γονιδίου LANB2 µε 

κατακρήµνιση συγγένειας GST. Επίσης, για να αποδειχθεί ότι τυχόν θετικά 

αποτελέσµατα οφείλονται σε αλληλεπιδράσεις της λαµινίνης µε τις παρασιτικές 

πρωτεΐνες και όχι µε την θειοτρανσφεράσης της γλουταθείονης (GST), σαν negative 

control χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο pGEX4T-1, χωρίς fusion (οι πλασµιδιακές 

κατασκευές κατασκευάστηκαν από την ∆ρ Β. Μαχαιράκη – πίνακας 1).  
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 Όνοµα 
Φορέας 

Κλωνοποίησης
Γονίδιο Περιοχή Αµινοξέα

GST 

fusions 
p25 – GST pGEX- 4T-1 

p25 

(P.berghei) 
εξωκυττάρια 20 – 196 

 
CTRP – 

GST 
pGEX- 4T-1 

CTRP 

(P.berghei) 
TSP 

1384 – 

1812 

 
Soap – 

GST 
pGEX- 4T-1 

Soap 

(P.berghei) 
whole gene 20 – 167 

Prey LamV pET-32 
Laminin γ1 

(An.gambiae)
domain V 266 – 505

 

 

Πίνακας 1: Πλασµιδιακή κατασκευή της λαµινίνης του κουνουπιού An.gambiae και 

πρωτεϊνών του παρασίτου P.berghei που χρησιµοποιήθηκε στην µελέτη των πιθανών 

αλληλεπιδράσεών τους  µε κατακρήµνιση συγγένειας GST 

 

 

Οι πλασµιδιακές κατασκευές χρησιµοποιήθηκαν για τον µετασχηµατισµό 

δεκτικών κυττάρων BL21pLys. Στη συνέχεια εµβολιάστηκαν καλλιέργειες, οι οποίες 

χρησιµοποιήθηκαν για την έκφραση των πρωτεϊνών. Για να µπορέσουν να 

χρησιµοποιηθούν οι πρωτεΐνες για το πείραµα κατακρήµνισης συγγένειας GST πρέπει 

να επιτευχθεί η έκφραση τους σε διαλυτή µορφή και µε όχι τη µορφή αδιάλυτων 

συσσωµατωµάτων (inclusion bodies). Για το σκοπό αυτό, έγιναν προσπάθειες 

έκφρασης της κάθε πρωτεΐνης σε διαφορετικές θερµοκρασίες επαγωγής και 

διαφορετικές συγκεντρώσεις IPTG (πίνακας 2). 
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Όνοµα Θερµοκρασία Συγκέντρωση IPTG 

CTRP – GST1  37 C 0 1mM 

CTRP – GST  370C 0.5mM 

CTRP – GST  300C 0.5mM 

CTRP – GST  25 C0  0.5mM 

SOAP – GST  370C 1mM 

SOAP – GST 37 C 0 0.5mM 

SOAP – GST 300C 0.5mM 

SOAP – GST 250C 0.5mM 

p25 – GST 370C 0.5mM 

p25 – GST 250C 0.5mM 

LamV 370C 0.5mM 

LamV 250C 0.5mM 

GST 370C 0.5mM 

 

 

Πίνακας 2: Συνθήκες επαγωγής που χρησιµοποιήθηκαν για την επαγωγή των 

ανασυ

ές. Μέρος του 

περκειµένου καθώς και η πελέτα που προέκυψε χρησιµοποιήθηκαν για την 

ίχνευση της παρουσίας της εκφρασµένης πρωτεΐνης. Η ανίχνευση έγινε µε τη 

έθοδο της ανισοανίχνευσης µε western blot µε το κατάλληλο για κάθε πρωτεΐνη 

ντίσωµα, όπως αναφέρεται αναλυτικότερα παρακάτω (εικόνα 1 – 5). 

 

 

 

νδυασµένων πρωτεϊνών 

 

 

 

Για την εξαγωγή της πρωτεΐνης οι καλλιέργειες λύθηκαν σε µη αποδιατακτικές 

συνθήκες και το προϊόν της λύσης φυγοκεντρήθηκε σε υψηλές στροφ

υ

αν

µ

α
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Η πρωτεΐνη  CTRP – GST 

 

Το αναµενόµενο µέγεθος της πρωτεΐνης CTRP – GST είναι 69kDa. Από 

ανίχνευση για την ύπαρξη της πρωτεΐνης µε πολυκλονικό αντίσωµα για την πρωτεΐνη 

CTRP προκύπτουν δυο µπάντες στο σωστό µέγεθος σε δυο συνθήκες επαγωγής, σε 

θερµοκρασία 250C και σε θερµοκρασία 370C, µε συγκέντρωση IPTG 0.5mM. 

Επιπλέον, οι µπάντες αυτές βρίσκονται στο υπερκείµενο της λυµένης βακτηριακής 

αλλιέργειας. Εποµένως, η πρωτεΐνη CTRP – GST έχει εκφραστεί σε διαλυτή µορφή, 

η δεν εκφράστηκε σε θερµοκρασία 370C σε 

υγκέντρωση IPTG 1mM (εικόνα 1). 

 

 25 0C                   
 

κ

όπως ήταν επιθυµητό. Τέλος, η πρωτεΐν

σ

                 37 0C 

 

 
69kDa
69kDa
  

 

 

 

 

 

 

 

   Α         Β                Γ              ∆ 
 

Εικόνα 1:  Western blot για την πρωτεΐνη CTRP – GST.  Α: πελέτα που προέρχεται 

από λύση καλλιέργειας που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 250C µε συγκέντρωση ΙPTG 

0.5mM, Β: υπερκείµενο που προέρχεται από λύση καλλιέργειας που έχει επαχθεί σε 

θερµοκρασία 250C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM, Γ: πελέτα που προέρχεται από 

ύση καλλιέργειας που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 370C µε συγκέντρωση ΙPTG 

0.5mM, ∆: υπερκείµενο που έργειας που έχει επαχθεί σε 

θερµοκρασία 370C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM 

λ

 προέρχεται από λύση καλλι
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Η πρωτεΐνη SOAP – GST 

 

Το αναµενόµενο µέγεθος της πρωτεΐνης SOAP – GST είναι 40kDa. Η 

πρωτεΐνη SOAP – GST δεν εκφράστηκε σε θερµοκρασία 370C µε συγκέντρωση ΙPTG 

1mM, σε θερµοκρασία 370C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM και σε θερµοκρασία 250C 

µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM, όπως φάνηκε µε ανίχνευση µε πολυκλονικό αντίσωµα 

για την πρωτεΐνη SOAP. Αντίθετα, στην περίπτωση επαγωγής της βακτηριακής 

καλλιέργειας σε θερµοκρασία 300C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM ανάλυση western 

blot, έδειξε ότι η πρωτεΐνη εκφράζεται, όπως φαίνεται από την µπάντα που βρίσκεται 

στο σωστό µέγεθος. Μια δεύτερη µπάντα που προκύπτει σε µέγεθος διπλάσιο από το 

ναµενόµενο πιθανόν να αντιπροσωπεύει διµερή της πρωτεΐνης. Ένα µεγάλο µέρος 

µορφή, ενώ ένα µικρότερο εµφανίζεται σε 

κατακρηµνίζεται στην πελέτα σε αδιάλυτη µορφή (εικόνα 2). 

 

     30 0C                                     

 

α

της πρωτεΐνης είναι σε διαλυτή 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   A              B 

Εικόνα 2:  Western blot για την πρωτεΐνη SOAP – GST.  Α: υπερκείµενο που 

ροέρχεται από λύση καλλιέργειας που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 300C µε π

40kDa

80kDa
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συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM, Β: πελέτα που προέρχεται από λύση καλλιέργειας που 

έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 3  0.5mM 

 

00C µε συγκέντρωση ΙPTG

 

Η πρωτεΐνη p25 – GST 

 

Το αναµενόµενο µέγεθος της πρωτεΐνης p25 – GST είναι 39kDa. Η πρωτεΐνη 

εκφράζεται και στις δυο συνθήκες επαγωγής, δηλαδή σε θερµοκρασία 250C (εικόνα 

3) µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM και σε θερµοκρασία 370C (εικόνα 4) µε 

υγκέντρωση ΙPTG 0.5mM, όπως φάνηκε µε ανίχνευση µε πολυκλονικό αντίσωµα 

νη p25. Η µισή ποσότητα της εκφρασµένης πρωτεΐνης είναι διαλυτή, 

ενώ η άλλη µισή αδιάλυτη και στις δυο περιπτώσεις.  

 

           250C 

 

σ

για την πρωτεΐ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Α            Β 
Εικόνα 3:  Western blot γι

ροέρχεται από λύση καλλι

υγκέντρωση ΙPTG 0.5mM, Β

έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 2

π

σ

 

39kDa
α την πρωτεΐνη p25 – GST.  Α: υπερκείµενο που 

έργειας που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 250C µε 

: πελέτα που προέρχεται από λύση καλλιέργειας που 

50C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM 
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           A          B 
 

Εικόνα 4:  Western blot για την πρωτεΐνη p25 – GST.  Α: υπερκείµενο που 

προέρχεται από λύση καλλιέργειας που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 370C µε 

υγκέντρωση ΙPTG 0.5mM, Β: πελέτα που προέρχεται από λύση καλλιέργειας που 

χει επαχθεί σε θερµοκρασία 370C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM 

 

σ

έ

 
Η πρωτεΐνη LamV  

 

Η υποµονάδα V του γονιδίου LanB2 έχει µέγεθος 33kDa. Ανίχνευση µε 

western blot µε πολυκλονικό αντίσωµα έδειξε ότι εκφράζεται στις δυο συνθήκες 

επαγωγής που δοκιµάστηκαν, σε θερµοκρασία 370C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5Mm 

και σε θερµοκρασία 250C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5Mm. Αν και ένα µεγάλο µέρος 

της πρωτεΐνης παραµένει αδιάλυτο, µικρή ποσότητα εκφράζεται και σε διαλυτή 

µορφή. Μπάντες που εµφανίζονται σε µέγεθος περίπου 60kDa πιθανόν να αποτελούν 

39kDa
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διµερή ης πρωτεΐνης και µπάντες µεγέθους περίπου 90kDa πιθανόν να αποτελούν 

τριµερή της πρωτεΐνης (εικόνα 5). 
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Α        Β              Γ           ∆ 

 

Εικόνα 5:  Western blot για την πρωτεΐνη Lam V.  Α: υπερκείµενο που προέρχεται 

από λύση καλλιέργειας που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 370C µε συγκέντρωση ΙPTG 

0.5mM, Β: υπερκείµενο που προέρχεται από λύση καλλιέργειας που έχει επαχθεί σε 

θερµοκρασία 250C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM, Γ: πελέτα που προέρχεται από 

ύση καλλιέργειας που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 370C µε συγκέντρωση ΙPTG 

.5mM, ∆: πελέτα που προέρχεται από λύση καλλιέργειας που έχει επαχθεί σε 

ερµοκρασία 250C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mΜ 

 έκφραση της GST έγινε σε θερµοκρασία 370C µε συγκέντρωση ΙPTG 0.5mM, 

υλαµίδης µε χρώση coomasie. 

λ

0

θ

 

 

 

 

Η

όπως έδειξε παρατήρηση σε πήκτωµα πολυακρ

 

60kDa

33kDa

90kDa
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1β.   Κατακρήµνιση Συγγένειας GST 
 

λος, έγινε 

λεκτροφόρηση των σφαιριδίων σε πήκτωµα ακρυλαµίδης σε αποδιατακτικές 

συνθήκες. Πιθανή αλληλεπίδραση των παρασιτικών πρωτεϊνών µε την λαµινίνη 

ανιχνεύτηκε µε ανασοανίχνευση western blot για τη λαµινίνη α 6).  

 

 

 

 

Οι παρασιτικές πρωτεΐνες CTRP – GST, SOAP – GST, p25 – GST καθώς και η 

GST, που περιέχονται στο υπερκείµενο της λύσης της βακτηριακής καλλιέργειας 

επωάστηκαν µε σφαιρίδια GST και ακολούθησαν πλυσίµατα. Οι ανασυνδυασµένες 

πρωτεΐνες παραµένουν προσδεδεµένες στα σφαιρίδια, εξαιτίας της ισχυρής 

αλληλεπίδρασης της θειοτρανσφεράσης της γλουταθείονης µε την γλουταθειόνη των 

σφαιριδίων, ενώ µε τα πλυσίµατα καθαρίζονται από τα υπολείµµατα των λυµένων 

βακτηρίων. Οι όγκοι της λυµένης βακτηριακής καλλιέργειας που επωάστηκαν σε 

κάθε περίπτωση είναι τέτοιοι ώστε να περιέχουν ίδια ποσότητα της κάθε 

ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης. Στη συνέχεια, προστέθηκε η λαµινίνη, που περιέχεται 

στο υπερκείµενο της λυµένης βακτηριακής καλλιέργειας. Οι πρωτεΐνες αφέθηκαν να 

αλληλεπιδράσουν. Ακολούθησαν νέα πλυσίµατα. Εφόσον, η λαµινίνη αλληλεπιδρά 

µε τις παρασιτικές πρωτεΐνες παραµένει, µέσω αυτών, προσδεδεµένη πάνω στα 

σφαιρίδια. Εποµένως, τα πλυσίµατα αποµακρύνουν µόνο τα υπολείµµατα της 

λυµένης καλλιέργειας και όση από την πρωτεΐνη δεν έχει προσδεθεί. Τέ

η

ν  (εικόν

 

 

 

 

 

 

 

 

      Α             Β          Γ          ∆           Ε  

60kDa

33kDa

90kDa
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Εικόνα 6: Αποτελέσµατα κατακρήµνισης συγγένειας GST. A: αλληλεπίδραση Lam 

V µε p25 – GST (που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 250C), Β: αλληλεπίδραση Lam V 

ε CTRP – GST (που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 250C), Γ: αλληλεπίδραση Lam V 

ε CTRP – GST(που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 370C), ∆: αλληλεπίδραση Lam V 

ε SOAP – GST,  Ε: αλληλεπίδραση Lam V µε GST 

 

ρά ασθενέστερα από τις υπόλοιπες (στήλη 

). Τέλος, η πρωτεΐνη CTRP – GST, που έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 250C (στήλη 

Β), φαίνεται ότι δεν αλληλεπιδρά εφόσον το πρότυπο που προκύπτει είναι πιο 

ασθενές από την GST (negative control). 

 

µ

µ

µ

 

 

Από τα αποτελέσµατα της ανοσοανίχνευσης µε western blot για την λαµινίνη, 

φαίνεται ότι και οι τρεις υπό µελέτη πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µε αυτή. Και στην 

περίπτωση αυτή, η λαµινίνη εµφανίζει το ίδιο πρότυπο πιθανού διµερισµού ή 

τριµεριµού. Ισχυρότερη αλληλεπίδραση µε από όλες παρουσιάζει η πρωτεΐνη SOAP 

– GST (στήλη ∆), συγκρίνοντας µε την GST και µε τις υπόλοιπες πρωτεΐνες. Καλή 

αλληλεπίδραση παρουσιάζει, επίσης, και η πρωτεΐνη CTRP – GST (στήλη Γ), που 

έχει επαχθεί σε θερµοκρασία 370C, όπως και η πρωτεΐνη p25 – GST (positive 

control), αν και φαίνεται πως αλληλεπιδ

Α
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2. Μελέτη Πιθανών Αλληλεπιδράσεων Της Λαµινίνης Με 

Τις Πρωτεΐνες SOAP Και CTRP in  vivo 

 

 
Μέχρι στιγµής στη βιβλιογραφία υπάρχει ένας αριθµός µελετών που 

αποδεικνύουν την αλληλεπίδραση της λαµινίνης µε τις παρασιτικές πρωτεΐνες p25 

και p28, in vitro (Arrighi & Hurd, 2002, Vlachou et al., 2001, Dessens, et al., 2003). 

Επίσης, η παρούσα µελέτη αποδεικνύει την αλληλεπίδραση της λαµινίνης µε την 

παρασιτική πρωτεΐνη SOAP, in vitro. Για την καλύτερη κατανόηση των 

αλληλεπιδράσεων που προαναφέρθηκαν έγινε µελέτη αυτών και in vivo µε τη 

πειράµατα ανοσοεντοπισµού της λαµινίνης σε µεσέντερα κουνουπιών µολυσµένα µε 

παράσιτα, στα οποία έχει γίνει λειτουργική απενεργοποίηση (knock out) των 

πρωτεϊνών p28, p25, SOAP καθώς και παράσιτα αγρίου τύπου. 

Για το σκοπό αυτό, αποµονώθηκαν µεσέντερα κουνουπιών που θανατώθηκαν 

µια µέρα µετά τη λήψη µολυσµένου αίµατος, τη στιγµή δηλαδή που το παράσιτο 

βρίσκεται στο αναπτυξιακό στάδιο του ωοκινέτη. Τα µεσέντερα που 

χρησιµοποιήθηκαν είχαν µολυνθεί µε παράσιτα knock out για τις πρωτεΐνες p25, p28, 

SOAP και παράσιτα αγρίου τύπου (control). Tα µεσέντερα µονιµοποιήθηκαν και 

έγινε χρώση για την λαµινίνη µε εµπορικό αντίσωµα (Abcam). Προηγούµενα 

πειράµατα ανάλυσης της τοπολογικής κατανοµής της λαµινίνης στο µεσέντερο του 

ξενιστή έδειξαν ότι η πρωτεΐνη ανιχνεύεται µε τη µορφή ενός λεπτού οµοιόµορφου 

υµένα που καλύπτει το επιθηλιακό τοίχωµα προς την πλευρά της αιµολέµφου και 

περιβάλλει ταυτόχρονα τους µύες που το συγκρατούν (Mαχαιράκη διδακτορική 

διατριβή). Για την ανίχνευση των ωοκινετών χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα έναντι της 

πρωτεΐνης Pb70 του κυτταροσκελετού, που εντοπίζεται κυτταροπλασµατικά (εικόνα 

7) ή έναντι της p28 συντηγµένο µε την κόκκινη χρωστική Cy3, ανάλογα µε την κάθε 

περίπτωση. Η παρατήρηση των µονιµοποιηµένων µεσεντέρων έγινε µε συνεστιακή 

µικροσκοπία σε διαφορετικές µεγενθύσεις (τα µεσέντερα των κουνουπιών knock out 

για τις p25, p28, SOAP παραχωρήθηκαν από τον Dr H.Dessens).  
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Εικόνα 7: Φωτογραφία ωοκινέτη µε χρώση για την Pb70    

 

 

 

 

2α.    Μικροσκοπική Παρατήρηση Μεσεντέρων Μολυσµένων Με 

        Παράσιτα Αγρίου Τύπου Με Χρώση Για Την Λαµινινη 
 

Για το πείραµα αυτό χρησιµοποιήθηκαν µεσέντερα κουνουπιών του είδους 

Αn.stephensi µολυσµένα µε P.berghei. Έγινε χρώση για την λαµινίνη, τους ωοκινέτες 

και τους πυρήνες. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8: Φωτογραφία βασικής λεπίδας µεσεντέρου µε χρώση για την λαµινίνη 

(πράσινο), ωοκινέτες (κόκκινο), πυρήνες (µπλε). Με βέλος σηµειώνεται ο ωοκινέτης 

(αγρίου τύπου).  
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Παρατήρηση µε συνεστιακή µικροσκοπία έδειξε το αναµενόµενο πρότυπο 

ανίχνευσης  για τη λαµινίνη και τον ωοκινέτη.  Όπως φαίνεται (εικόνα 8), υπάρχει 

συνεντοπισµός της λαµινίνης και του ωοκινέτη. Με αυτό και άλλα πειράµατα 

διαπιστώθηκε ότι η λαµινίνη παρουσιάζει υψηλά επίπεδα συσσώρευσης σε όλο το 

µήκος της επιφάνειας των ωοκινετών (εικόνα 9, 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9, 10: Συνεντοπισµός χρώσης λαµινίνης (πράσινο) πάνω στην επιφάνεια του 

ωοκινέτη (κόκκινο). Η λαµινίνη συσσωρεύεται στην επιφάνεια του ωοκινέτη. Με 

βέλος σηµειώνεται ο ωοκινέτης (αγρίου τύπου).   

 

 

2β.    Μικροσκοπική Παρατήρηση Μεσεντέρων Μολυσµένων Με 

        Παράσιτα ko για το Γονίδιο p25, p28 και SOAP Με Χρώση Για  

        Την Λαµινίνη 
 

 Προηγούµενα πειράµατα µελέτης παρασίτων knock out για τις p28 και p25, 

έδειξαν ότι η παραγωγή ωοκινετών είναι ελάχιστα µειωµένη σε σχέση µε παράσιτα 

αγρίου τύπου. Οι ωοκινέτες αυτού έχουν την ικανότητα να διαπερνούν το επιθήλιο 

και τελικά σχηµατίζουν ένα σηµαντικό αριθµό ωοκυστών, αν και µειωµένο σε σχέση 

µε παράσιτα αγρίου τύπου. Οι ωοκύστεις αυτές παράγουν φυσιολογικό αριθµό 

σποροζωϊτών, τα οποία µπορούν να µεταδώσουν αποτελεσµατικά. Παράσιτα διπλά 
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knock out για τις πρωτεΐνες αυτές έχουν πιο έντονο φαινότυπο, δηλαδή αν και 

διαπερνούν το επιθήλιο, η διαφοροποίηση σε ωοκύστεις µειώνεται κατά 99%. 

Εποµένως, είναι πιθανό οι πρωτεΐνες αυτές να έχουν µερικώς πλεονάζουσες 

λειτουργίες (Tomas et al., 2001). 

 Παράσιτα knock out για την πρωτεΐνη SOAP είναι µορφολογικά ίδια µε 

παράσιτα αγρίου τύπου, όπως έδειξε παρατήρηση µε χρώση Giemsa. Ωστόσο, 

σχηµατίζουν µειωµένο αριθµό ωοκυστών, οι οποίες όµως είναι µορφολογικά όµοιες 

µε αγρίου τύπου και παράγουν µεγάλο αριθµό σποροζωϊτών (Dessens, et al., 2003). 

Προκειµένου να µελετηθούν οι πιθανές µεταβολές στην κατανοµή της 

λαµινίνης στην επιφάνεια παρασίτων knock out για τις πρωτεΐνες p25, p28 και SOAP, 

έγινε χρώση για την λαµινίνη, µεσεντέρων Αn.stephensi, µολυσµένα µε knock out 

παράσιτα P.berghei (εικόνα 11).  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 11: Φωτογραφία βασικής λεπίδας µεσεντέρου µε χρώση για την λαµινίνη 

(πράσινο) µολυσµένο µε ωοκινέτη (κόκκινο) knock out για την SOAP µεσεντέρου, 

πυρήνες (µπλε). Με βέλος σηµειώνεται ο ωοκινέτης.   
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Όπως φαίνεται, στην περίπτωση του ωοκινέτη knock out για την πρωτεΐνη 

SOAP δεν υπάρχει διαφορά στην τοπολογία της λαµινίνης. Και εδώ φαίνεται ότι ο 

ωοκινέτης έχει συσσωρευµένη λαµινίνη στην επιφάνεια του. 

 

Η εξαγωγή αποτελεσµάτων για την κατανοµή της λαµινίνης σε µεσέντερα 

κουνουπιών µολυσµένα µε παράσιτα knock out για τις πρωτεΐνες p28 και p25 δεν 

ήταν δυνατή. Σηµαντικό πρόβληµα υπήρξε η κακή κατάσταση των ιστών, αν και 

αυτοί διατηρούνταν σε κατάψυξη -80οC, καθώς ο µικρός αριθµός των διαθέσιµων 

δειγµάτων. Από απόπειρες χρώσης που έγιναν, προέκυψαν δείγµατα, τα οποία σε 

µικροσκοπική παρατήρηση εµφάνιζαν πολύ υψηλό background της πράσινης 

χρωστικής (που χρησιµοποιήθηκε για χρώση της λαµινίνης). Έτσι, η διάκριση των 

ωοκινετών έγινε πολύ δύσκολη και η εξαγωγή αποτελεσµάτων για την τοπολογία της 

λαµινίνης αδύνατη. Το γεγονός αυτό πιθανόν να οφείλεται στην παλαιότητα των 

δειγµάτων καθώς και στην παρατεταµένη παραµονή τους στους -80οC, παρουσία 

αφυδατικού/µονιµοποιητικού µέσου ή στην παρατεταµένη µονιµοποίηση τους κατά 

την παρασκευή και αποµόνωση τους. Προσπάθειες επαναφοράς τους µε σταδιακή 

ενυδάτωση οδήγησαν σε διάλυση των ιστών. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ   
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Οι πρωτεΐνες p25 και p28 εκφράζονται σε αφθονία στην επιφάνεια των 

παρασίτων του είδους Plasmodium και σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια όπως στους 

µακρογαµέτες, στο ζυγωτό, στους ωοκινέτες και στις ωοκύστεις, ενώ οι πρωτεΐνες 

SOAP και CTRP εκφράζονται µόνο στο στάδιο του ωοκινέτη. Σύµφωνα µε τα 

υπάρχοντα πειραµατικά δεδοµένα αποτελούν τους κύριους υποψήφιους δεσµευτές 

για πιθανούς υποδοχείς στον φορέα, οι οποίοι επιτρέπουν την εισβολή στο µεσέντερο 

καθώς και σηµατοδοτούν την διαφοροποίηση του ωοκινέτη σε ωοκύστη. Στα πλαίσια 

της προσπάθειας κατανόησης των µοριακών µηχανισµών της αναπτυξιακής πορείας 

του παρασίτου µέσα στο µεσέντερο του φορέα και των εµπλεκόµενων σε αυτή 

παραγόντων, η παρούσα εργασία διερευνά µε εναλλακτικές πειραµατικές διαδικασίες 

το ρόλο που διαδραµατίζει η λαµινίνη του κουνουπιού στην παραπάνω διαδικασία 

ανάπτυξης. Στη βιβλιογραφία έχουν ήδη αναφερθεί αλληλεπιδράσεις της λαµινίνης 

µε τις παραπάνω πρωτεΐνες (Arrighi & Hurd, 2002, Vlachou et al., 2001, Dessens et 

al., 2003;, Mahairaki, unpublished data). Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η 

περαιτέρω ανάλυση των αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών CTRP και SOAP, του 

παρασίτου P.berghei µε την υποµονάδα γ1 της λαµινίνης του κουνουπιού 

An.gambiae, in vitro, µε τη µέθοδο της κατακρήµνισης συγγένειας GST. Επίσης, 

γίνεται µελέτη µε πειράµατα ανοσοεντοπισµού της λαµινίνης, in vivo, µεσεντέρων 

κουνουπιών µολυσµένα µε παράσιτα, στα οποία έχει γίνει λειτουργική 

απενεργοποίηση των πρωτεϊνών p28, SOAP, p25, καθώς και σύγκριση µε παράσιτα 

αγρίου τύπου.   

 Τα πρώτα αποτελέσµατα της κατακρήµνισης συγγένειας GST, δείχνουν 

αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης CTRP του P. berghei µε την υποµονάδα γ1 της 

λαµινίνης του κουνουπιού, γεγονός που υποδηλώνει ότι η πρωτεΐνη στην επιφάνεια 

του παρασίτου πιθανόν να αλληλεπιδρά µε τη βασική λεπίδα του επιθηλίου του 

κουνουπιού. Είναι ήδη γνωστό ότι η πρωτεΐνη αυτή συµµετέχει στην εισβολή του 

επιθηλίου του µεσεντέρου (Yuda 1999 et al., Templeton et al., 2000). Η 

αλληλεπίδραση της µε την λαµινίνη της βασικής λεπίδας, όπως αποδεικνύεται από 

την παρούσα και από άλλες µελέτες, ενδεχοµένως να υποδεικνύει το ρόλο αυτής και 

στην διαδικασία της διαφοροποίησης του ωοκινέτη προς ωοκύστη. Πιθανόν, λοιπόν, 

ο λειτουργικός ρόλος της CTRP να είναι και σηµατοδοτικός. Η υπόθεση συµφωνεί µε 

τη χαρακτηριστική δοµή της πρωτεΐνης CTRP, καθώς περιλαµβάνει περιοχές όπως 

αυτές τύπου-TSP που είναι γνωστό ότι παίζουν ρόλο σε µηχανισµούς σηµατοδότησης 

(Yuda et al., 1999) καθώς και µε το γεγονός ότι η CTRP είναι µια εκκρινόµενη 
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πρωτεΐνη. Ωστόσο, τα παραπάνω αποτελέσµατα αυτά, καθώς και αποτελέσµατα από 

παρατήρηση τοπολογικής κατανοµής σε µικροσκοπία φθορισµού, όπου η λαµινίνη 

φαίνεται να καλύπτει την ωοκύστη (Μαχαιράκη Β., διδακτορική διατριβή), πιθανόν 

να υποδεικνύουν ότι λειτουργικός ρόλος της λαµινίνης κατά την ανάπτυξη του 

παρασίτου να είναι προστατευτικός. ∆ηλαδή, είναι δυνατόν η κάλυψη των ωοκυστών 

µε συστατικά του εξωκυττάριου υποστρώµατος να εµποδίζει την αναγνώρισή τους 

από το ανοσοποιητικό σύστηµα του κουνουπιού επιτρέποντας µε αυτόν τον τρόπο 

την ανάπτυξή τους για εκτεταµένες χρονικές περιόδους µέσα στην µεσεντερική 

κοιλότητα χωρίς τον κίνδυνο της επίθεσης και απόρριψής τους από το αµυντικό 

σύστηµα του ξενιστή. 

 Η πρωτεΐνη SOAP, σύµφωνα µε προηγούµενα βιβλιογραφικά δεδοµένα, 

αλληλεπιδρά µε λαµινίνη του κουνουπιού, όπως φάνηκε από πειράµατα δυο υβριδίων 

(Dessens et al., 2003). Η παρούσα µελέτη αποδεικνύει την ισχυρή αλληλεπίδραση της 

SOAP µε την λαµινίνη της βασικής λεπίδας και µε την µέθοδο της κατακρήµνισης 

συγγένειας GST. Έχει δειχθεί ότι ωοκινέτες knock out για την SOAP έχουν αισθητά 

µειωµένο ποσοστό διαφοροποίησης σε ωοκύστεις (Dessens et al., 2003). Φαίνεται, 

λοιπόν, ότι και η SOAP, που είναι εξωκυτταρική, παίζει σηµατοδοτικό ρόλο κατά τη 

διαφοροποίηση. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι ωοκινέτες knock out για την 

SOAP σε µεσέντερα µε χρώση για την λαµινίνη εµφανίζουν κατανοµή αυτής ίδια µε 

ωοκινέτες αγρίου τύπου, σε µικροσκοπική παρατήρηση. Τα γεγονός αυτό σηµαίνει 

ότι το πρότυπο που παρατηρείται οφείλεται στη δράση πολλών γονιδίων, οπότε 

έλλειψη ενός δεν προκαλεί διαφορές στην κατανοµή της λαµινίνης. Και στην 

περίπτωση αυτή, δεν αποκλείεται ο πιθανός προστατευτικός ρόλος της λαµινίνης.  

 

 Η προσπάθεια καταπολέµησης της ελονοσίας οδηγεί στην διερεύνηση των 

αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών του παρασίτου και του φορέα αυτής. Κατανόησης 

τους µπορεί να οδηγήσει στην πιθανή εύρεση στόχων για την διακοπή της διέλευσης 

του παρασίτου µέσα στο µεσέντερο του κουνουπιού ή την δηµιουργία εµβολίων. 

Τέτοιους στόχους µπορεί να αποτελέσουν και οι πρωτεΐνες CTRP και SOAP, εξαιτίας 

του ρόλου που παίζουν στην εισβολή στο µεσέντερο και στην διαφοροποίηση του 

ωοκινέτη προς ωοκύστεις, όπως φαίνεται από αυτή και από άλλες εργασίες. 
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