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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 

Σκοπός της συγκεκριµένης έρευνας ήταν η  ταυτοποίηση πολυπεπτιδίων του Ανωφελούς κώνωπα 

(Anopheles gambiae) ικανών να αλληλεπιδρούν ισχυρά µε το παράσιτο της ελονοσίας Plasmodium 

berghei, καθώς και η διερεύνηση του πιθανού λειτουργικού τους ρόλου κατά τη µόλυνση του 

µεσεντέρου του κουνουπιού µε ελονοσία. Σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από An. gambiae, αλλά και από 

άλλα δίπτερα έντοµα, όπως το κουνούπι Aedes aegypti και η µύγα Drosophila melanogaster, βρέθηκαν 

πρωτεΐνες µε διαφορετικά µοριακά βάρη (από περίπου 34 kDa έως και 52 kDa), να έχουν την 

ικανότητα πρόσδεσης σε αποµονωµένους ωοκινέτες, in vitro. Συνδυάζοντας ηλεκτροφόρηση δύο 

διαστάσεων µε φασµατοµετρία MALDI-TOF, τα πολυπεπτίδια της µύγας των φρούτων 

ταυτοποιήθηκαν ως ισοµορφές της αννεξίνης Β11. Ακολούθησε η κλωνοποίηση των ορθόλογων 

γονιδίων του Ανωφελούς και η µελέτη της έκφρασής τους στους ιστούς του κουνουπιού. Ανοσοχρώση 

µεσεντέρων µετά τη λήψη µολυσµένου µε παράσιτα γεύµατος αίµατος έδειξε ότι η πρόσδεση 

αννεξίνης συµβαίνει και in vivo εντός του κουνουπιού. Λειτουργική ανάλυση, µε τεχνικές RNAi και µε 

χορήγηση πολυκλωνικών αντισωµάτων έναντι των αννεξινών, ταυτόχρονα µε τη λήψη µολυσµένου 

γεύµατος αίµατος από τα κουνούπια, δείχνει ότι η αλληλεπίδραση αννεξίνης µε τα παράσιτα της 

ελονοσίας, είναι ευεργετική για τα τελευταία, υποβοηθώντας τη µόλυνση του µεσεντέρου του 

Ανωφελούς. Τα αποτελέσµατα της παρούσας έρευνας θα µπορούσαν να συµβάλουν στην ανάπτυξη 

νέων στρατηγικών καταπολέµησης της νόσου που θα στοχεύουν τη µη ανάπτυξη του Πλασµωδίου 

στον ασπόνδυλο φορέα. 

 

 

 

 

 

 

Λέξεις κλειδιά: Anopheles gambiae / Drosophila melanogaster / ελονοσία / µεσέντερο / Plasmodium. 
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A study of the Anopheles annexin family as proteins that bind 

Plasmodium berghei parasites  
 

 

 

SUMMARY 

 

 

The aim of this study is to uncover polypeptides in the mosquito Anopheles gambiae that strongly 

interact with the malaria parasite Plasmodium berghei and study their putative functional role during 

the infection of the mosquito midgut. Distinct molecules (with an apparent molecular weight between 

34 kDa and 52 kDa) were detected to selectively bind purified ookinetes in vitro, not only in An. 

gambiae protein extracts, but also in extracts from other dipteran insects, including the mosquito Aedes 

aegypti and the fruitfly Drosophila melanogaster. Combining two-dimensional electrophoresis and 

MALDI-TOF mass spectrometry, the fruitfly polypeptides were identified as isomorphs of the annexin 

B11 protein. The Anopheles orthologues were subsequently cloned and their expression in the 

mosquito tissues was studied. Immunostaining of midguts after ingestion of a Plasmodium-infected 

blood meal, showed that annexin binding can be detected in vivo during the onset of malaria infection. 

Functional analysis using RNAi techniques and mosquito feeding with anti-annexin antibodies, 

indicates that annexin-Plasmodium interaction is advantageous for the developing malaria parasites, 

thus promoting the infection of the Anopheles midgut. The results of this work could contribute in the 

development of novel strategies to fight the disease, that target Plasmodium development in the 

invertebrate vector. 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Anopheles gambiae / Drosophila melanogaster / malaria / midgut / Plasmodium. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

          

1. ΓΕΝΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΕΛΟΝΟΣΙΑ 
 

Η ελονοσία είναι µια ασθένεια που προκαλείται στους ανθρώπους από τέσσερα είδη του 

µονοκύτταρου παρασιτικού πρωτόζωου Plasmodium: τα P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, 

(Gilles, 1993) µε το πρώτο να έχει τον κύριο λόγο σε λοιµώξεις και να είναι το πιο θανατηφόρο. Μετά 

την επιτυχή εξάλειψη της νόσου στις χώρες  του Βορά, οι επί δεκαετίες προσπάθειες να ελεγχθεί η 

νόσος και στις χώρες του Νότου είναι απογοητευτικές (Snow et al., 1999). Σήµερα είναι διαθέσιµος 

ένας σχετικά µικρός αριθµός φαρµάκων κατά της ελονοσίας, µε ελάχιστα νέα φάρµακα να έχουν 

εµφανιστεί τα τελευταία 20 χρόνια, όπως τα halofantrine και mefloquine (White, 1996). Τα τελευταία 

χρόνια το παράσιτο έχει γίνει ανθεκτικό τόσο στα κλασσικά ανθελονοσιακά φάρµακα, όπως η 

χλωροκίνη, όσο και στα καλύτερα καινούργια (Βλ. Εικόνα 1).  Είναι επιτακτική ανάγκη λοιπόν η 

ανάπτυξη νέων, ακόµα πιο δραστικών φαρµάκων µειωµένου κόστους (Ridley, 2002). Επιπλέον, 

κανένα αποτελεσµατικό εµβόλιο δεν έχει παραχθεί ακόµα (Richie and Saul, 2002), πράγµα που είναι 

ίσως αναµενόµενο εάν κανείς  σκεφτεί ότι το παράσιτο ζει σε συνεχή επαφή µε το ανοσοποιητικό 

σύστηµα (Roberts, 2002) και ως εκ τούτου έχει αναπτύξει µηχανισµούς ώστε να καταφέρνει να 

ξεφεύγει από αυτό.  

 

 
Εικόνα 1 : γεωγραφική κατανοµή της ανάπτυξης ανθεκτικότητας στα ανθελονοσιακά φάρµακα σε παγκόσµια 

κλίµακα 

 

Οι αρνητικές επιπτώσεις της ελονοσίας στη δηµόσια υγεία, σε παγκόσµια κλίµακα, 

αυξάνονται διαρκώς, ειδικά στην κάτω από την Σαχάρα Αφρική, κυρίως λόγω της ανθεκτικότητας των 

κουνουπιών-φορέων στα εντοµοκτόνα, του παρασίτου στα φάρµακα, αλλά και λόγω κοινωνικών και 

περιβαλλοντικών συνθηκών. Αποτελεί κύριο δηµόσιο πρόβληµα υγείας σε περισσότερες από 100 
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χώρες, συνολικού αριθµού κατοίκων 2.4 δις, δηλαδή σχεδόν στο µισό του παγκοσµίου πληθυσµού (Βλ. 

Εικόνα 2). 

           
Εικόνα 2: γεωγραφική κατανοµή της ελονοσίας κατά το 2003 

 

 Από τις Η.Π.Α. και σχεδόν όλη την Ευρώπη η νόσος εξαλείφθηκε κατά το πρώτο µισό του  

20 ου  αιώνα χάρις σε συντονισµένες αλλαγές στον τρόπο χρήσης γης, σε γεωργικές πρακτικές, στον 

τρόπο δόµησης των σπιτιών και σε προσπάθειες ελέγχου του φορέα της ελονοσίας, του Ανωφελούς 

κώνωπα. Η ανάπτυξη του αποτελεσµατικότατου εντοµοκτόνου DDT έδωσε το έναυσµα παγκοσµίως 

για µια προσπάθεια εξάλειψης του φορέα  κατά τις δεκαετίες του ‘50 και του ’60, που ήταν κατ’ αρχάς 

εξαιρετικά επιτυχής σε πολλές χώρες, όπως η Ινδία, η Σρι Λάνκα και η πρώην Σοβιετική Ένωση. Όµως 

αυτά τα επιτυχή αρχικά αποτελέσµατα δεν συνεχίστηκαν, κυρίως λόγω του κόστους του 

προγράµµατος, της άρνησης πολλών κοινοτήτων για επανειληµµένους ψεκασµούς στα σπίτια τους, της  

ανάπτυξης ανθεκτικότητας στο DDT από την πλευρά του εντόµου, καθώς και εξαιτίας του γεγονότος 

ότι το DDT βιοσυσσώρευεται. Επιπλέον, µε εξαίρεση κάποια µεµονωµένα πιλοτικά προγράµµατα, 

καµία συντονισµένη προσπάθεια για έλεγχο της ελονοσίας δεν έγινε στην Υποσαχάρια Αφρική 

(Greenwood and Mutabingwa, 2002). 

Όπως και να έχει, η εξάλειψη της νόσου από την Ευρώπη και την Βόρεια Αµερική οδήγησαν 

σε έλλειψη ενδιαφέροντος για την ελονοσία για τις επόµενες 2-3 δεκαετίες. Μονάχα 3 από τα 1223 νέα 

φάρµακα που αναπτύχθηκαν κατά την περίοδο από το 1975-1996 ήταν ανθελονοσιακά (Trouiller and 

Olliaro, 1998). Η βιοµηχανία έχασε κάθε ενδιαφέρον για την ανάπτυξη νέων εντοµοκτόνων, τα οποία 

θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν για να προστατεύσουν τη δηµόσια υγεία, ενώ και η 

χρηµατοδότηση για έρευνα στον τοµέα της ελονοσίας ελαττώθηκε. Σε πολλές ενδηµικές της νόσου 

χώρες, τα εθνικά προγράµµατα ελέγχου της ελονοσίας, τα οποία θεωρήθηκαν εφικτά κατά τους 

χρόνους της αποικιοκρατίας, τελικά εγκαταλείφθηκαν µε την ανεξαρτητοποίησή τους. Έτσι για πολλά 
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χρόνια, ιδιαίτερα στην Αφρική, η θνησιµότητα λόγω ελονοσίας δεν µεταβλήθηκε σηµαντικά και 

ειδικότερα στην Υποσαχάρια Αφρική παρουσιάζει αυξητικές τάσεις. Μερικοί από τους λόγους για 

αυτή την αύξηση φαίνονται στον πίνακα 1, αλλά ο σηµαντικότερος είναι η προαναφερθείσα ανάπτυξη 

ανθεκτικότητας του κυριότερου παρασίτου που προκαλεί ανθρώπινη ελονοσία, του P.  falciparum, σε 

φτηνά και αποτελεσµατικά φάρµακα όπως η χλωροκίνη και η σουλφαδοξίνη/πυριµεθαµίνη. 

 

Πίνακας 1 
Παράγοντες που συνεισφέρουν στην αύξηση των επιπτώσεων της ελονοσίας παγκοσµίως. 
 
ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΣΤΑ ΦΑΡΜΑΚΑ: σε τµήµατα της Νοτιοανατολικής Ασίας το Plasmodium 
falciparum είναι πια ανθεκτικό σε σχεδόν το σύνολο των ανθελονοσιακών και εντοπίζονται στελέχη 
Plasmodium vivax ανθεκτικά στη χλωροκίνη. Στην Αφρική η ανθεκτικότητα στη χλωροκίνη διαρκώς 
εξαπλώνεται και η ανθεκτικότητα στη σουλφαδοξίνη/πυριµεθαµίνη εµφανίζει σαφείς αυξητικές τάσεις. 
Παγκόσµια εξάπλωση όλων αυτών των ανθεκτικών παρασίτων που προς το παρόν ανιχνεύονται 
µονάχα στην  Νοτιοανατολική Ασία και την Αφρική θα  έχει καταστροφικές συνέπειες. 
ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΣΤΑ ΕΝΤΟΜΟΚΤΟΝΑ: κουνούπια ανθεκτικά στα πυρεθροειδή εντοµοκτόνα 
που αναπτύσσονται στη ∆υτική και Νότια Αφρική τώρα απειλούν την αποτελεσµατικότητα του 
προγράµµατος χρήσης κουνουπιέρων εµποτισµένων σε εντοµοκτόνα. 
ΠΟΛΕΜΟΙ  ΚΑΙ ΠΟΛΙΤΙΚΕΣ ΑΛΛΑΓΕΣ: πόλεµοι στην Αφρική και σε άλλα µέρη του πλανήτη 
έχουν οδηγήσει σε µεγάλα προβλήµατα µετάδοσης ελονοσίας σε προσφυγικούς πληθυσµούς. 
Κατάρρευση των υπηρεσιών υγείας οδήγησε σε επανεµφάνιση της ελονοσίας σε τµήµατα της πρώην 
Σοβιετικής Ένωσης. 
ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΕΣ ΑΛΛΑΓΕΣ: στην Ταϊλάνδη, φορείς ελονοσίας κατάφεραν να 
πολλαπλασιάζονται σε αγροτικές καλλιέργειες, ενώ η κατασκευή µικρών φραγµάτων οδήγησε σε 
αύξηση της µετάδοσης της ελονοσίας στην Αιθιοπία.  
ΚΛΙΜΑΤΙΚΕΣ ΑΛΛΑΓΕΣ: η αύξηση της θερµοκρασίας σε παγκόσµια κλίµακα ίσως συνεισφέρει 
στην εµφάνιση ελονοσίας σε ορεινές περιοχές της Ασίας, της Αφρικής και της Ν. Αµερικής. 
Πληµµύρες συνδεδεµένες µε τις  αυξηµένες βροχοπτώσεις λόγω του µετεωρολογικού φαινοµένου El 
Nino, επηρεάζουν την επιδηµιολογία της νόσου στην Αφρική. 
ΤΑΞΙ∆ΙΑ: περίπου 7000 εισαγόµενες περιπτώσεις ελονοσίας καταγράφονται στην Ευρώπη κάθε 
χρόνο. Σε χώρες ενδηµικές της νόσου, το ταξίδι (κυρίως λόγω εργασίας) από περιοχές απαλλαγµένες 
από ελονοσία, σε περιοχές µε υψηλή εµφάνιση της νόσου, είναι πιθανώς ένα σηµαντικό αίτιο 
εξάπλωσης της ελονοσίας. 
ΠΛΗΘΥΣΜΙΑΚΗ ΑΥΞΗΣΗ: στις δύο τελευταίες δεκαετίες, ο πληθυσµός πολλών ενδηµικών στη 
νόσο χωρών διπλασιάστηκε και κατά συνέπεια αυξήθηκε ο απόλυτος αριθµός  ατόµων που εµφανίζουν 
πιθανότητα µόλυνσης.   
 

 

Αν και η ελονοσία εξακολουθεί να είναι σηµαντικό πρόβληµα υγείας σε τµήµατα της Ασίας 

και της Νοτίου Αµερικής, η µεγαλύτερη επίπτωση από τη νόσο παρατηρείται στην Υποσαχάρια 

Αφρική, όπου και συµβαίνουν πάνω από το 90% των θανάτων από ελονοσία. Ο σηµαντικότερος λόγος 

για αυτό είναι η παρουσία του κυριοτέρου φορέα ελονοσίας, του κουνουπιού Anopheles gambiae, στην 

συγκεκριµένη περιοχή, σε συνδυασµό µε µια σειρά από οικονοµικό-κοινωνικούς παράγοντες. Το 

συγκεκριµένο κουνούπι  παρουσιάζει ισχυρή προτίµηση  στο ανθρώπινο αίµα, έχει µακρύ  προσδόκιµο 

ζωής και συνεπώς είναι ιδιαίτερα αποτελεσµατικό στη µετάδοση ελονοσίας (Chandre et al. , 1999). Η 

συχνότητα µε την οποία ένα τυχαίο άτοµο δέχεται τσίµπηµα από µολυσµατικό κουνούπι, σπάνια 

υπερβαίνει τα 5 τσιµπήµατα ανά χρόνο στην Ασία ή τη Νότια Αµερική, σε αντιπαράθεση µε τα 1000 

τσιµπήµατα ανά  χρόνο που έχουν καταγραφεί σε αρκετές περιοχές της Αφρικής. Σε περιοχές σαβάνας 

της ∆υτικής Αφρικής δεν είναι ασυνήθιστο να συλλεχθούν από ένα δωµάτιο αρκετές εκατοντάδες 

κουνούπια An. gambiae, από τα οποία ποσοστό 1-5% είναι µολυσµατικά. Βέβαια µπορούν να 
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παρατηρηθούν σηµαντικές διαφορές στα κρούσµατα ελονοσίας τόσο στις διάφορες Αφρικανικές 

χώρες, όσο και µεταξύ διαφορετικών περιοχών της ίδιας χώρας, όπως επίσης και µεταξύ χωριών που 

απέχουν µόλις 1-2 χιλιόµετρα µεταξύ τους. Η θεώρηση της Αφρικής ως µίας ενιαίας χώρας, 

υπερενδηµικής της ελονοσίας, είναι µία απλουστευτική προσέγγιση σε µια αληθινά πολύπλοκη 

επιδηµιολογική κατάσταση (Greenwood and Mutabingwa, 2002). 

Εξίσου πολύπλοκος είναι ο ακριβής προσδιορισµός των επιπτώσεων της ελονοσίας, καθώς οι 

περισσότεροι θάνατοι συµβαίνουν στις κατοικίες των θυµάτων και όχι σε νοσοκοµεία. Επίσης, τα 

κλινικά χαρακτηριστικά της είναι παρόµοια µε αρκετές άλλες µεταδοτικές νόσους και κέντρα µε 

σχετικώς καλή ποιότητα µικροσκοπίας σπανίζουν στην Αφρική. Οι θάνατοι από ελονοσία ξεπερνούν 

κατά πολύ το ένα εκατοµµύριο κατ’ έτος  και εικάζεται ότι ο πραγµατικός αριθµός τους ξεπερνάει  και 

τα δυόµισι εκατοµµύρια, δηλαδή ένα άτοµο χάνει τη ζωή του από ελονοσία κάθε 30 δευτερόλεπτα. 

Μικρά παιδιά κάτω των 5 ετών είναι κυρίως αυτά που βιώνουν τα κλινικά συµπτώµατα τις νόσου, µε 

µονάχα ένα µικρό ποσοστό από αυτά (1-2%), ευτυχώς, να οδηγούνται σε σοβαρές επιπλοκές στην 

υγεία τους (Marsh et al. , 1995) . Οι θάνατοι από αναιµία λόγω ελονοσίας αυξάνονται κυρίως λόγω της 

ανθεκτικότητας του παρασίτου στα ανθελονοσιακά φάρµακα (Newton et al. , 1997), ενώ και η 

θνησιµότητα λόγω εγκεφαλικής ελονοσίας παραµένει γύρω στο 20%, ακόµα και σε νοσοκοµεία µε 

πολύ καλές υποδοµές. Περίπου ένα 10% των παιδιών που τελικά επιβιώνουν από την εγκεφαλική 

ελονοσία, φέρουν µόνιµες νευρολογικές διαταραχές µε συνέπειες τόσο στη δυνατότητα µόρφωσής 

τους, όσο και στις πιθανότητες για µια µελλοντική επαγγελµατική καριέρα. Η νόσος είναι επίσης 

εξαιρετικά επικίνδυνη για το έµβρυο κατά τη διάρκεια της εγκυµοσύνης, δεδοµένου ότι χάνεται ένα 

µέρος της ανοσίας που έχει αποκτηθεί από τη µητέρα εξαιτίας των επανειληµµένων εκθέσεων στο 

παράσιτο. Σε περιοχές όπου παρατηρείται χαµηλή µεταδοτικότητα της νόσου, η ελονοσία κατά τη 

διάρκεια της εγκυµοσύνης µπορεί να οδηγήσει σε θάνατο της µητέρας, αποβολή του εµβρύου ή 

πρόωρο τοκετό. Σε περιοχές µε υψηλή µεταδοτικότητα, συνήθως παρατηρείται αυξηµένος  αριθµός 

παρασίτων P. falciparum στον πλακούντα, οδηγώντας σε διαταραχή της λειτουργίας του και κατά 

συνέπεια στη γέννηση ενός ελλειποβαρούς νεογνού (Schultz et al. , 1994). Όµως είναι γνωστό ότι το 

προσδόκιµο επιβίωσης ενός νεογνού ελαττώνεται ακόµα και µε µικρές απώλειες στο βάρος του. 

Σε έναν υπολογισµό του οικονοµικού κόστους της νόσου, επιπλέον του άµεσου κόστους, που 

προκύπτει από την αγορά των φαρµάκων και την αποχή από την εργασία ή το σχολείο, θα πρέπει να 

συνυπολογισθούν και µία σειρά από παράπλευρες επιπτώσεις, των οποίων η ζηµία, αν και είναι 

δύσκολο να προσδιοριστεί µε ακρίβεια, συµβάλλει σηµαντικά στη συνολική οικονοµική επίπτωση της 

νόσου. Επιπλέον η ελονοσία σήµερα είναι πραγµατικά µία νόσος της φτώχειας και των 

υποανάπτυκτων χωρών και αποτελεί µία πραγµατική τροχοπέδη σε όποιες προσπάθειες για καλύτερο 

µέλλον (Sachs and Malaney, 2000). Βέβαια παρά το γεγονός ότι η ελονοσία ουσιαστικώς σχετίζεται 

µονάχα µε τον αναπτυσσόµενο κόσµο και τις τροπικές χώρες, η γεωγραφική της κατανοµή εκτείνεται 

και πέρα από αυτές τις περιοχές και περιλαµβάνει, περιστασιακώς, µικρά τµήµατα της Ευρώπης και 

της Βορείου Αµερικής (Persidis, 2000). 

Πρέπει λοιπόν κάποιος να ακολουθήσει  µε ευλάβεια τα χνάρια του Pasteur, έχοντας τη 

βασική έρευνα για την κατανόηση του µηχανισµού µετάδοσης και παθογένειας της νόσου, ως µια 
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βασική προϋπόθεση για την ανάπτυξη νέων καλύτερων µεθόδων για τον έλεγχο και τη θεραπεία της 

ελονοσίας. 

 

 

2. Ο  ΚΥΚΛΟΣ  ΜΕΤΑ∆ΟΣΗΣ ΤΗΣ ΝΟΣΟΥ 
 

2 α. Ο κύκλος του παρασίτου στο σπονδυλωτό ξενιστή  

 

Ο κύκλος του παρασίτου στο σπονδυλωτό ξενιστή καλείται και σχιζογονία και αποτελεί την 

κύρια πηγή συµπτωµάτων της νόσου. To P. falciparum και σε πολύ µικρότερο βαθµό το P. vivax είναι 

οι κύριοι αιτιολογικοί παράγοντες της ελονοσίας. Όλα αρχίζουν µετά από κάποιο τσίµπηµα από 

µολυσµένο κουνούπι, οπότε και ενίονται υποδερµικά στο σπονδυλωτό ξενιστή παράσιτα του 

αναπτυξιακού σταδίου των σποροζωιτών. Αυτά µε τη σειρά τους ταξιδεύουν µέσω της κυκλοφορίας 

του αίµατος έως το συκώτι, όπου αφού διεισδύσουν σε µία σειρά από ηπατοκύτταρα, 

διαφοροποιούνται µέσα σε αυτά, σε µερικές δεκάδες χιλιάδες µεροζωίτες. Στη συνέχεια  οι µεροζωίτες  

εγκαταλείπουν το συκώτι και εισέρχονται σε ερυθρά αιµοσφαίρια, ξεκινώντας έναν κύκλο αφυλετικού 

πολλαπλασιασµού: χρειάζονται 48 ώρες εντός των ερυθρών αιµοσφαιρίων, ώστε να προκύψουν από 

κάθε µεροζωίτη περίπου είκοσι νέοι, έτοιµοι να µολύνουν γειτονικά ερυθρά αιµοσφαίρια (Βλ. Εικόνα 

3). 

 
Εικόνα 3: η πορεία µόλυνσης του ανθρώπου (σπονδυλωτός ξενιστής) µε ελονοσία (Miller et al. , 2002). 

 

Κάπου εδώ αρχίζουν να γίνονται εµφανή και τα συµπτώµατα της νόσου (Warrel, 1993). Οι 

εµφανιζόµενοι πυρετοί οφείλονται στη συγχρονισµένη λύση των ερυθρών αιµοσφαιρίων. Μιλώντας σε 

κλινικό επίπεδο για το τελικό αποτέλεσµα της µόλυνσης από ελονοσία, είναι φανερό ότι αυτό διαφέρει 

για κάθε µεµονωµένο περιστατικό και εξαρτάται από µια σειρά παραγόντων οι οποίοι συνοψίζονται 
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στον πίνακα 2. Ένα από τα κύρια χαρακτηριστικά του P. falciparum είναι η ικανότητά του να κάνει τα 

µολυσµένα από αυτό ερυθρά αιµοσφαίρια να προσκολλώνται στο εσωτερικό επικάλυµµα µικρών 

αιµαγγείων. Το αποτέλεσµα είναι η διαταραχή στην αιµάτωση του υποκείµενου ιστού. Η καταστροφή 

των ερυθρών αιµοσφαιρίων είναι επίσης µία αναπόφευκτη συνέπεια της νόσου και η επακόλουθη 

αναιµία µειώνει ακόµα περισσότερο την προµήθεια οξυγόνου στους ιστούς  (Miller et al. , 2002).   

 
Πίνακας 2 

 
Το κλινικό αποτέλεσµα της µόλυνσης ενός παιδιού στην Αφρική µε ελονοσία εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, 
καθώς παράσιτο, ξενιστής, γεωγραφικοί και κοινωνικοί παράγοντες καθορίζουν εάν θα εκδηλωθεί η νόσος στην 
ασυµπτωµατική της µορφή ή στην πιο οξεία και πολλές φορές θανατηφόρο µορφή 
  
 
 
 
 

Γεωγραφικοί και οικονοµικοί 
παράγοντες 

Παράγοντες  ξενιστή Παρασιτικοί παράγοντες  

Ανθεκτικότητα σε φάρµακα                            Ανοσία                                        Πρόσβαση σε θεραπεία              
Ρυθµός πολλαπλασιασµού                  Προφλεγµονώδεις κυτοκίνες                   Πολιτική σταθερότητα 
Τρόπος διείσδυσης                              Γενετική (∆ρεπανοκυτταρική                  Οικονοµικοί και πολιτι- 
Ικανότητα προσκόλλησης                     αναιµία, Θαλασσαιµία κ.α. )                      στικοί παράγοντες  
Αντιγονικός πολυµορφισµός                   Ηλικία (ποτέ εγκεφαλική                     Ένταση µετάδοσης   
Παραγωγή τοξινών                                     ελονοσία σε βρέφη)                          (είδη Αnopheles κ.α.)  

              
Ένας από τους βασικότερους κανόνες της συγκεκριµένης ασθένειας είναι ότι δεν υπάρχει µία απλή, 

ένα προς ένα, συσχέτιση µεταξύ των εµφανιζόµενων κλινικών συµπτωµάτων και της διαδικασίας 

παθογένεσης. Οξεία αναιµία µπορεί να εµφανισθεί τόσο µέσω ραγδαίας  αιµόλυσης  των ερυθρών 

αιµοσφαιρίων και δυσερυθροποίησης, όσο και µέσω της συνεργειακής αλληλεπίδρασης της ελονοσίας 

µε µία σειρά από άλλες παρασιτικές µολύνσεις ή µε διατροφικές δυσλειτουργίες που λαµβάνουν χώρα 

ταυτόχρονα στο άτοµο. Έτσι για πολλά άρρωστα παιδιά ένα απλό µοντέλο παθογένειας  της µορφής 

‘ένα παθογόνο / µία νόσος’ δεν είναι εφικτό.  Ακόµα και το σύνδροµο της εγκεφαλικής ελονοσίας 

χρησιµοποιείται για να περιγράψει παιδιά που έχουν πέσει σε κώµα, ακολουθώντας το καθένα 

διαφορετικές εξατοµικευµένες πορείες µέχρι αυτό το σηµείο (Prada et al. , 1993). Στις περισσότερες  

ΚΛΙΝΙΚΟ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑ 

Ασυµπτωµατική 
ελονοσία 

Οξεία ελονοσία (µεταβολική οξέωση, 
αναιµία, εγκεφαλική ελονοσία) 

Πυρετός  Θάνατος  
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των περιπτώσεων είναι αποτέλεσµα µεταβολικού στρες, παρά κάποιο πρόβληµα στην εγκεφαλική τους 

λειτουργία. 

Η οξεία φάση της νόσου είναι ακόµα πιο περίπλοκη για να περιγραφεί µε ένα απλό σχήµα. 

Όµως είναι γνωστές κάποιες βασικές  διαδικασίες που οδηγούν σε αυτή, όπως η ταχεία αύξηση της 

συνολικής µάζας µολυσµένων από ελονοσία ερυθρών αιµοσφαιρίων, η καταστροφή µολυσµένων και 

µη µολυσµένων ερυθρών αιµοσφαιρίων, η απόφραξη των αιµαγγείων και φλεγµονώδεις αντιδράσεις 

που συνολικά οδηγούν σε ελλειπή τροφοδοσία µίας πλειάδας σωµατικών ιστών. Στη συνέχεια 

διεγείρονται µία σειρά από γεγονότα σε κυτταρικό επίπεδο, που στην πλειονότητα τους είναι ακόµα 

πιο επιβαρυντικά για τον ασθενή. Εάν τώρα αυτές οι γενικές διαδικασίες λαµβάνουν χώρα µεταξύ των 

άλλων και σε συγκεκριµένους ιστούς, τότε µιλάµε για εγκεφαλική ελονοσία, ή για ελονοσία  του 

πλακούντα. Άνθρωπο-ειδικοί παράγοντες (για παράδειγµα η αυξηµένη πιθανότητα έκφρασης κάποιων 

συγκεκριµένων υποδοχέων για το παράσιτο στο ενδοθήλιο του εγκεφάλου), καθώς και παράσιτο-

ειδικοί (για παράδειγµα η έκφραση µορίων µε υψηλή συγγένεια για τους ανωτέρω υποδοχείς στην 

επιφάνεια των µολυσµένων από ελονοσία αιµοσφαιρίων) είναι τελικά αυτοί που καθορίζουν τα όργανα 

στόχους κατά την πορεία εξάπλωσης του παρασίτου στον ανθρώπινο οργανισµό (Miller et al. , 2002).   

 
2β. Ο φυλετικός κύκλος στον ασπόνδυλο φορέα ή σπορογονία.  

  

Ένα µικρό ποσοστό αφυλετικών παρασίτων διαφοροποιείται σε γαµετοκύτταρα, εξασφαλίζοντας  

την περαιτέρω εξάπλωση της νόσου µέσω του ασπόνδυλου φορέα. Με το επόµενο τσίµπηµα 

κουνουπιού του γένους Anopheles, τα παράσιτα είναι σε θέση να εκτελέσουν το φυλετικό κύκλο της 

ζωής τους µέσα στο έντοµο-φορέα. Πρόκειται για µια πολύπλοκη διαδικασία που περιλαµβάνει τη 

διαφοροποίηση σε έξι µορφολογικά διακριτά αναπτυξιακά στάδια: σε αρσενικούς και θηλυκούς 

γαµέτες, ζυγωτό, ωοκινέτες, ωοκύστεις και σποροζωίτες, απ’ όπου και ξεκίνησε ο κύκλος στο 

«αρχικό» τσίµπηµα (Ghosh et al. , 2000). Πιο αναλυτικά, αµέσως µετά την αιµατοφαγία, τα 

γαµετοκύτταρα διαφοροποιούνται σε αρσενικούς και θηλυκούς γαµέτες, από τους οποίους, µέσα σε 

µερικές ώρες, προκύπτει το ζυγωτό (Beier, 1998, Sinden, 1999). Το ζυγωτό µε τη σειρά του, 

διαφοροποιείται σε ωοκινέτες, µέσα στο πηγµένο αίµα στο µεσέντερο του κουνουπιού. Οι ωοκινέτες 

είναι µορφολογικά και βιοχηµικά διακριτοί από τα προηγούµενα φυλετικά στάδια, δηλαδή τα 

γαµετοκύτταρα και το ζυγωτό καθώς και από τα επόµενα στάδια, δηλαδή τις ωοκύστεις και τους 

σποροζωίτες. Είναι αυτό το στάδιο που επιτρέπει στο παράσιτο να αποδράσει από το σφιχτά 

πακεταρισµένο βώλο αίµατος και να διασχίσει την περιτροφική µεµβράνη. Η περιτροφική µεµβράνη 

είναι ένα παχύ, µη κυτταρικό κάλυµµα που εκκρίνεται από τα µεσεντέρια επιθηλιακά κύτταρα, ως 

απόκριση στην κυτταρική διάταση  που προκαλείται µετά την πόση του αίµατος και περιβάλλει τον 

βώλο του αίµατος. Είναι φτιαγµένη από ένα δίκτυο χιτίνης, στο οποίο προστίθενται διάφορες 

πρωτεΐνες και γλυκοζαµινογλυκάνες (Moskalyk, 1996). Το πόσο πορώδες και  παχύ είναι αυτό το 

δίκτυο φαίνεται να καθορίζεται από την ελεγχόµενη έκφραση και έκκριση χιτινασών από τα 

επιθηλιακά κύτταρα του µεσεντέρου (Shen et al. , 1999). Αφού οι ωοκινέτες  καταφέρουν να 

προστατευθούν από το πεπτικό περιβάλλον του µεσεντέρου, διεισδύουν στο µεσεντέριο επιθήλιο και 

διασχίζοντάς το τελικά καταλήγουν στη βασική πλευρά του, ακριβώς κάτω από τη βασική  λεπίδα. 

Εκεί  διαφοροποιούνται σε ωοκύστεις, οι οποίες περνούν από 13 γύρους πυρηνικών διαιρέσεων 
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παράγοντας τελικώς 3 µε 4 χιλιάδες σποροζωίτες (Rosenberg and Rungsiwongse, 1991). Mετά τη ρήξη 

της ωοκύστης, οι σποροζωίτες απελευθερώνονται στο αιµόκοιλο και µε την σειρά τους διεισδύουν 

στους σιελογόνους αδένες. Στο επόµενο τσίµπηµα του κουνουπιού και δύο περίπου εβδοµάδες µετά το 

τσίµπηµα στον πρώτο µολυσµένο σπονδυλωτό ξενιστή, µεταφέρονται µε το σάλιο µολύνοντας ένα νέο 

ξενιστή (Bλ. Εικόνα 4). 

         Κατά τη πορεία της διαφοροποίησης στο κουνούπι, το παράσιτο πρέπει να ξεπεράσει έναν 

αριθµό στενωπών (Vaughan et al. , 1994, Rosenberg and Rungsiwongse, 1991). Αυτοί οι σηµαντικοί 

στενωποί που περνάει ο πληθυσµός του παρασίτου υποδεικνύουν ότι η διαφοροποίησή του 

περιορίζεται αυστηρά από το περιβάλλον του κουνουπιού και κατά συνέπεια από τις αλληλεπιδράσεις 

που αναπτύσσονται µεταξύ φορέα και παρασίτου (Sinden, 1999). Εποµένως ο βαθµός επιτυχίας της 

µόλυνσης εξαρτάται άµεσα από τα αποτελέσµατα µίας αµφίδροµης  σχέσης τροποποίησης µεταξύ του 

παρασίτου και του κουνουπιού φορέα (Αlavi et al. , 2003). 

         
                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4:  κύκλος µετάδοσης της ελονοσίας (Bannister and Mitchell, 2003). 
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3. Η ∆ΟΜΗ ΤΟΥ ΜΕΣΕΝΤΕΡΟΥ 

 
 Το µεσέντερο του κουνουπιού, µετά το γεύµα αίµατος, µοιάζει µε έναν ελαστικό σωλήνα ο 

οποίος βρίσκεται σε έντονη διάταση. Τα στρώµατα που περιβάλλουν το βώλο αίµατος είναι αφ’ ενός η 

περιτροφική µεµβράνη και αφ’ ετέρου τα επιθηλιακά κύτταρα και οι µύες (Βλ. Εικόνα 5). Οι 

τελευταίοι διακρίνονται σε εγκάρσιους και επιµήκεις και σχηµατίζουν ένα δικτυωτό πλέγµα το οποίο, 

όντας στο εξωτερικό µέρος του µεσεντέρου, καλείται να αντέξει τη µηχανική πίεση που ασκεί ο 

συγκριτικά τεράστιος όγκος γεύµατος. Τα επιθηλιακά κύτταρα εκκρίνουν τα πεπτιδικά ένζυµα και 

απορροφούν τις θρεπτικές ουσίες της πέψης του γεύµατος. 

  

 
 Εικόνα 5 : ηλεκτρονική µικρογραφία από ανατοµή µεσεντέρου κουνουπιού (φωτογραφία: M. Jacobs-Lorena, 
προσωπ. επικοινωνία). ∆ιακρίνεται η περιτροφική µεµβράνη που περιβάλλει το βώλο αίµατος, το στρώµα 
επιθηλιακών κυττάρων και το πλέγµα µυών καθώς και κάποιες τραχείες εξωτερικά. Είναι φανερή και η συνολική 
διάταση του µεσεντέρου που µοιάζει µε φουσκωµένο µπαλόνι. 
 

 

Μία γενικευµένη σχηµατική άποψη των επιθηλιακών κυττάρων πριν από το γεύµα αίµατος 

φαίνεται στην εικόνα 6 Α. Πρόκειται για πολωµένα κύτταρα, στα οποία διακρίνεται η κορυφαία 

πλευρά τους - προς τη µεριά του αυλού και του γεύµατος αίµατος - και η βασική πλευρά τους, προς 

την µεριά του αιµόκοιλου. Χαρακτηριστικά της κορυφαίας πλευράς είναι οι µικρολάχνες -προεκβολές 

της µεµβράνης προς την µεριά του αυλού- , καθώς και η παρουσία εκκριτικών κυστιδίων µε ένζυµα 

απαραίτητα για την πέψη. Στη βασική πλευρά βρίσκεται ένα χαρακτηριστικό πυκνό δίκτυο 

µεµβρανών, που καλείται βασικός λαβύρινθος, ενώ τα κύτταρα περιβάλλονται επιπλέον από τη βασική 

λεπίδα και από ένα πλέγµα µυών. Τέλος, στο εξωτερικό µέρος του µεσεντέρου παρατηρούνται 

διακλαδιζόµενες τραχείες (βλ. Εικόνα 6Β).  
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Α 

 

 
            

             Β 

 

 
 
Εικόνα 6: δοµές που εντοπίζονται στο µεσέντερο του κουνουπιού. 
Α: σχηµατική αναπαράσταση επιθηλιακού κυττάρου του µεσεντέρου. Στην κορυφαία πλευρά του παρατηρούνται 
µικρολάχνες, ενώ στη βασική του πλευρά ο βασικός λαβύρινθος (Μv και ΒLb αντίστοιχα). 
Β: ηλεκτρονική µικρογραφία της βασικής πλευράς του µεσεντέρου (φωτογραφία του ∆ρ. Γ. Χριστοφίδη, προσωπ. 
επικοινωνία). Ένα δίκτυο εγκάρσιων και επιµηκών µυών περιβάλλει τη βασική λεπίδα και τα επιθηλιακά κύτταρα, 
ενώ στο εξωτερικό µέρος του µεσεντέρου είναι ορατές και οι διακλαδιζόµενες τραχείες . 
 

 
  Τα επιθηλιακά κύτταρα αλλάζουν µορφολογία µετά το γεύµα αίµατος, υφιστάµενα διάταση. 

Συνέπεια αυτής της διάτασης είναι η εξαφάνιση των µικρολαχνών και ο περιορισµός της έκτασης του 

βασικού λαβυρίνθου, για το λόγο ότι οι συγκεκριµένες «υπεράριθµες» µεµβρανικές επιφάνειες 

χρησιµοποιούνται για τη διάταση του κυττάρου (βλ. Εικόνα 7Α). Το επιθήλιο αποτελεί έναν από τους 

κύριους µηχανικούς φραγµούς για τα παράσιτα της ελονοσίας. Εφ’ όσον καταφέρουν να διεισδύσουν 

σε αυτό και να εξέλθουν στη βασική πλευρά του, διαφοροποιούνται σε ωοκύστεις, οι οποίες καθώς 

µεγαλώνουν και ωριµάζουν, προεξέχουν αρκετά από το υπόλοιπο µεσέντερο (βλ. Εικόνα 7Β).  
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Α 

      
 

         Β 

 
 
Εικόνα 7: µεταβολές στη δοµή του µεσεντέρου κατά τη λήψη φυσιολογικού ή µολυσµένου µε ελονοσία (Β) 
γεύµατος αίµατος. 
Α: σχηµατική αναπαράσταση των µεταβολών που συµβαίνουν σε ένα επιθηλιακό κύτταρο µετά το γεύµα αίµατος. 
Μικρολάχνες και βασικός λαβύρινθος µειώνονται συνεπεία της συνολικής διάτασης του κυττάρου. 
Β: ηλεκτρονική µικρογραφία µεσεντέρου µολυσµένου µε ώριµες ωοκύστεις (φωτογραφία του καθηγητή P. 
Pimenta, προσωπ. επικοινωνία). Οι ωοκύστεις είναι τα σφαιρίδια που προεξέχουν στο εξωτερικό του µεσεντέρου.  
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4. ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΙΣ ΤΩΝ ΠΑΡΑΣΙΤΩΝ ΤΗΣ ΕΛΟΝΟΣΙΑΣ ΜΕ ΤΟ 

ΜΕΣΕΝΤΕΡΟ ΤΩΝ ΚΟΥΝΟΥΠΙΩΝ  
 

 Η διείσδυση των παρασίτων της ελονοσίας στο µεσέντερο των κουνουπιών και η επακόλουθη 

διαφοροποίηση τους, είναι µία διαδικασία που προχωρά µε αµοιβαίο κόστος και για τους δύο 

οργανισµούς. Αυτό είναι λιγότερο φανερό από τη µεριά του κουνουπιού, αφού καταφέρνει να 

αποκαταστήσει ταχύτατα τις όποιες ζηµιές στο επιθήλιό του. Όµως και το παράσιτο  έχει καταφέρει 

τελικά να ξεφεύγει από τους µηχανισµούς άµυνας του εντόµου και παρά τις τεράστιες αριθµητικές 

απώλειες, αρκετοί σποροζωίτες φτάνουν στους σιελογόνους αδένες, ώστε να µολύνουν τον επόµενο 

ξενιστή (Sinden, 2002). Το κουνούπι δεν είναι πάντοτε «εχθρικό» έναντι του Πλασµωδίου, αλλά 

αντιθέτως φαίνεται σε ορισµένες περιπτώσεις να διευκολύνει την ανάπτυξή του. Ένα τέτοιο 

παράδειγµα είναι η αποµαστίγωση του παρασίτου, το πρώτο από τα στάδια που λαµβάνουν χώρα στο 

µεσέντερο του κουνουπιού, αµέσως µετά το γεύµα µολυσµένου αίµατος. Το έναυσµα για αυτή τη 

διαδικασία είναι  η πτώση της θερµοκρασίας κατά 5οC  περίπου στο σώµα του κουνουπιού. 

Eπιπρόσθετα, µε την παραγωγή ξανθουρενικού οξέος, το κουνούπι επάγει την αποµαστίγωση σε 

διάφορα είδη Πλασµωδίου (Billker et al. , 1998). 

Με το σχηµατισµό των ωοκινετών στο βώλο του αίµατος, αυτοί αντιµετωπίζουν ένα 

εξαιρετικά εχθρικό περιβάλλον και την απειλή της καταστροφής,  λόγω της παρουσίας πρωτεϊνών του 

συµπληρώµατος και πεπτικών ενζύµων. Η περιτροφική µεµβράνη δρα ως ένα αποτελεσµατικό εµπόδιο 

σε κάθε προσπάθειά τους να αποδράσουν από το βώλο του αίµατος, οπότε και ακολουθείται µια 

διαδικασία τροποποίησης του φορέα από το ίδιο το παράσιτο. Οι ωοκινέτες εκκρίνουν χιτινάσες, ώστε 

να καταφέρουν να υπερσκελήσουν κάθε χιτινώδες φράγµα του κουνουπιού και να διεισδύσουν στη 

συνέχεια στα επιθηλιακά κύτταρα. Έχουν κλωνοποιηθεί γονίδια του παρασίτου που κωδικοποιούν 

χιτινάσες και αν αυτά απενεργοποιηθούν είτε βιοχηµικά (χρήση αναστολέων χιτινασών), είτε γενετικά 

(γενετικά τροποποιηµένα παράσιτα), τότε παρατηρείται παρεµπόδιση στην ανάπτυξη του παρασίτου 

(Shahabuddin et al. , 1993, Dessens et al. , 2001). Το κουνούπι φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο 

στην ενεργοποίηση των χιτινασών του παρασίτου, καθώς αυτές εκκρίνονται ως προένζυµα από το 

παράσιτο και για την ενεργοποίησή τους είναι απαραίτητη η δράση θρυψινών που εκκρίνονται από το 

κουνούπι (Shahabuddin and Kaslow, 1994, Billingsley and Hecker, 1991). 

Επόµενο βήµα είναι η διείσδυση των ωοκινετών στο µονόστιβο µεσεντέριο επιθήλιο το οποίο 

αποτελείται από τρεις διαφορετικούς τύπους κυττάρων. Η συντριπτική πλειοψηφία των επιθηλιακών 

κυττάρων ανήκει στα κιονοειδή κύτταρα (columnar cells), ενώ απαντάται και ένας µικρός αριθµός 

ενδοκρινών και αναγεννητικών κυττάρων. Από τη µεριά του αυλού, οι κυτταρικές µεµβράνες 

σχηµατίζουν µια σειρά από πτυχές που καλούνται µικρολάχνες και καλύπτονται από γλυκοκάλυκα. 

Πιστεύεται ότι υδατάνθρακες παίζουν βασικό ρόλο στην πρόσδεση των ωοκινετών στο µεσεντέριο 

επιθήλιο, αφού in vitro επίδραση σε µεσέντερα µε περιοδικό οξύ (Zieler et al. , 1999) ή µε λεκτίνες 

(Zieler et al. , 2000), εµποδίζει την πρόσδεση των ωοκινετών σε αυτά. Από την άλλη πλευρά, in vitro 

επίδραση σε µεσέντερα µε φωσφολιπάση έχει ακριβώς το ίδιο αποτέλεσµα, τονίζοντας το ρόλο των 

φωσφολιπιδίων στην πρόσδεση (Zieler et al. , 2001). Το τελευταίο πείραµα (σε αντίθεση µε τα 

πειράµατα των υδατανθράκων) επαναλήφθηκε και in vivo, αφού, είτε εάν στα κουνούπια χορηγηθεί 
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µολυσµένο µε ελονοσία αίµα που περιέχει απενεργοποιηµένη φωσφολιπάση, είτε εάν χορηγηθεί 

µολυσµένο µε ελονοσία γεύµα σε µετασχηµατισµένα κουνούπια που εκφράζουν φωσφολιπάση στο 

µεσέντερό τους, τότε και στις δύο περιπτώσεις παρατηρείται υψηλή αναστολή στο σχηµατισµό 

ωοκυστών (Moreira et al. , 2002). Αναστολή κατά 80% στο σχηµατισµό ωοκυστών παρατηρείται και 

όταν κουνούπια τροποποιηθούν γενετικά, ώστε να εκφράζουν στο µεσέντερό τους από τη µεριά του 

αυλού ένα συνθετικό δωδεκαµερές πεπτίδιο, το SM1 (Ito et al. , 2002).  Συµπερασµατικά λοιπόν 

φαίνεται ότι ο ωοκινέτης αλληλεπιδρά τόσο µε φωσφολιπίδια και υδατάνθρακες, όσο και µε κάποιον 

υποθετικό υποδοχέα SM1, ώστε να καταφέρει να διεισδύσει στα µεσεντέρια επιθηλιακά κύτταρα.  

Έχει βρεθεί ότι κατά τη διαδικασία της διείσδυσης, οι ωοκινέτες ακολουθούν µία πορεία είτε 

ανάµεσα στα επιθηλιακά κύτταρα, είτε διεισδύουν σε µια σειρά από αυτά. Αρχικά φαίνεται να 

µετακινούνται µε αργό ρυθµό ανάµεσα στις εντερικές µικρολάχνες και στην επιφάνεια των 

επιθηλιακών κυττάρων, µέχρι να αρχίσει η ταχύτατη διείσδυση (διαρκεί κάποια λίγα λεπτά) εντός των 

κυττάρων από την πλευρική µεµβρανική επιφάνειά τους (Vlachou et al. , 2004). Πολλά κύτταρα 

αλλάζουν µορφολογία µετά την είσοδο ωοκινετών σε αυτά και σε µερικές περιπτώσεις “εκρήγνυνται”. 

Η αλλαγή µορφολογίας έχει συσχετισθεί µε την επαγωγή απόπτωσης σε αυτά, ενώ κάποια νεκρά 

κύτταρα εξωθούνται προς τη µεριά του αιµόκοιλου, εγκαταλείποντας το επιθήλιο (Han et al. , 2000). 

Ταυτόχρονα, γειτονικά τους κύτταρα αρχίζουν µία διαδικασία µετανάστευσης, ώστε να καλύψουν το 

κενό που δηµιουργείται και να διατηρηθεί η ακεραιότητα του επιθηλίου. Άλλες αντιδράσεις του φορέα 

στη διείσδυση του παρασίτου περιλαµβάνουν τη µεταβολή στην έκφραση γονιδίων που παίζουν ρόλο 

στην ανοσολογική απόκριση έναντι του παρασίτου (Christophides et al. , 2004) και την ανακατανοµή 

της ακτίνης  και της β-ιντεγκρίνης στα επιθηλιακά κύτταρα (V. Mahairaki, προσ. επικοινωνία).  

Η επιτυχία λοιπόν καθεµιάς από τις ανωτέρω δραστηριότητες του παρασίτου φαίνεται να 

εξαρτάται από βιοχηµικούς και φυσικούς φραγµούς που προβάλλει το κουνούπι, όπως η πυκνότητα 

του βώλου αίµατος, το πάχος και η σύσταση της περιτροφικής µεµβράνης, η ενεργότητα πρωτεόλυσης 

στο µεσέντερο και άλλα. Όµως σηµασία έχει και η ικανότητα του ωοκινέτη να ξεπερνά αυτούς τους 

φραγµούς. Η κινητικότητα του ωοκινέτη, η έκκριση χιτινασών, η ανθεκτικότητα έναντι πεπτικών 

ενζύµων καθώς και η αναγνώριση και επακόλουθη διείσδυση  στο µεσεντέριο επιθήλιο, φαίνεται να 

παίζουν θεµελιώδη ρόλο στην επίτευξη της τελικής µεταµόρφωσής του σε ωοκύστη (Shahabuddin, 

1998). Η κινητικότητα του ωοκινέτη, φαίνεται να εξαρτάται και από µόρια της επιφάνειάς του, τα 

οποία αφ’ ενός αναπτύσσουν αλληλεπιδράσεις τύπου υποδοχέα-προσδέτη µεταξύ µορίων της 

επιφανείας του παρασίτου και του εντόµου και αφ’ ετέρου έχουν την ικανότητα να συνδέονται και να 

αλληλεπιδρούν, µέσω της κυτταρικής µεµβράνης του παρασίτου, µε το παρασιτικό δίκτυο ακτίνης-

µυοσίνης και  µικροσωληνίσκων (Sinden, 1985). ∆εν είναι όµως γνωστός ο τρόπος µε τον οποίο οι 

ωοκινέτες βρίσκουν το δρόµο από το εσωτερικό της µάζας του αίµατος προς το επιθήλιο. Είναι τυχαία 

ή κατευθυνόµενη η µετακίνησή τους;   

Αν και κάποιες πρωτεΐνες της επιφάνειας του ωοκινέτη έχουν ήδη ταυτοποιηθεί, η µελέτη της 

πορείας διείσδυσης του παρασίτου στο µεσεντέριο τοίχωµα των Ανωφελών έχει αρχίσει πολύ 

πρόσφατα (Cociancich et al. , 1999, Vlachou et al. , 2004). Αιτία αυτής της καθυστέρησης είναι η 

δυσκολία να µελετηθούν µε λεπτοµέρεια τα γεγονότα που λαµβάνουν χώρα στο µεσέντερο του 

κουνουπιού. Από την άλλη µεριά έχει αναφερθεί η ικανότητα των ωοκινετών να διεισδύουν in vitro σε 
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ένα µεγάλο εύρος κυττάρων, όπως  ερυθροκύτταρα και κυτταρικές σειρές εντόµων-φορέων ή µη της 

ελονοσίας (Sinden, 1978). In vitro ανάπτυξη ωοκυστών έχει παρατηρηθεί επίσης σε ανάλογο εύρος 

κυτταρικών σειρών και έχει περιγραφεί από πολλά εργαστήρια (Warburg and Miller, 1992, Warburg 

and Schneider, 1993), ενώ έχει αναπτυχθεί και in vitro συστήµατα καλλιέργειας των σπορογονικών 

σταδίων του P. berghei (Siden-Kiamos et al. , 2000, Al-Olayan et al. , 2002a).  

Το ταξίδι του ωοκινέτη στο επιθήλιο σταµατά µεταξύ µυών και βασικής λεπίδας, µε την 

τελευταία πιθανότατα να κατέχει σπουδαίο ρόλο στη µεταµόρφωση του ωοκινέτη σε ωοκύστη. 

Συστατικά της βασικής λεπίδας, όπως η λαµινίνη και το κολλαγόνο, έχουν την ικανότητα πρόσδεσης 

ωοκινετών, ενώ έχει δειχθεί ότι τέσσερις διαφορετικές παρασιτικές πρωτεΐνες έχουν την ικανότητα 

αλληλεπίδρασης µε λαµινίνη:οι SOAP, CTRP, P25 και P28. Οι δύο πρώτες εκφράζονται µόνο στο 

στάδιο των ωοκινετών, ενώ οι δύο τελευταίες εκφράζονται τόσο σε ωοκινέτες όσο και σε ωοκύστεις 

(Tomas et al. , 2001, Arrhighi and Hurd, 2002, Vlachou et al. , 2001, Dessens et al. , 2003). Επιπλέον 

έχει δειχθεί σε in vitro καλλιέργειες παρασίτων, ότι η προσθήκη συστατικών της βασικής λεπίδας είναι 

απαραίτητη για τη µεταµόρφωση του ωοκινέτη σε ωοκύστεις (Al-Olayan et al. , 2002a).  

 

 

5. ΕΝΑΛΛΑΚΤΙΚΕΣ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΕΙΣ ΣΤΗΝ ΚΑΤΑΠΟΛΕΜΗΣΗ ΤΗΣ 
ΕΛΟΝΟΣΙΑΣ 

 
 
 Η ανάπτυξη ανθεκτικότητας στα φάρµακα από την πλευρά του παρασίτου και στα 

εντοµοκτόνα από την πλευρά του κουνουπιού κάνουν επιτακτική την ανάγκη εύρεσης νέων 

συµπληρωµατικών µεθόδων για την καταπολέµηση της νόσου. Βασικό ρόλο στη µετάδοση κατέχει ο 

ασπόνδυλος φορέας. Eφ’ όσον παρεµποδισθεί η µόλυνσή του από το Πλασµώδιο, τότε παύει και ο 

κίνδυνος εξάπλωσης της νόσου. Η γενετική τροποποίηση του κουνουπιού είναι πια τεχνικώς δυνατή 

(Alphey et al. , 2002, Moreira et al. , 2002), καθιστώντας εν δυνάµει εφικτή µία ιδέα που 

πρωτοεµφανίστηκε πριν από αρκετές δεκαετίες: την αντικατάσταση των πληθυσµών-φορέων αγρίου 

τύπου µε γενετικώς τροποποιηµένους πληθυσµούς, οι οποίοι θα αδυνατούν να µεταδώσουν το 

παράσιτο (Curtis, 1968, James, 2002). Η πλήρης αλληλούχιση των γονιδιωµάτων του An. gambiae και 

του P. falciparum, ανοίγει τεράστιους ορίζοντες στην ανάπτυξη νέων εργαλείων απαραίτητων για την 

ελεγχόµενη έκφραση διαγονιδίων σε συγκεκριµένους ιστούς κουνουπιών που θα εµποδίζουν τη 

µεταφορά των Πλασµωδίων.  Επιπλέον, η εξεύρεση τρόπων εξάπλωσης διαγονιδιακών κατασκευών 

στη φύση, πιθανώς να µπορέσουν να µας οδηγήσουν στην επιθυµητή αντικατάσταση των αγρίων 

πληθυσµών. Όµως πριν την απελευθέρωση των γενετικώς τροποποιηµένων κουνουπιών στη φύση, θα 

πρέπει να ληφθούν υπ’ όψη ζητήµατα που έχουν να κάνουν µε τη γενετική  πληθυσµών, µε την 

ανταγωνιστικότητα των τροποποιηµένων κουνουπιών έναντι των αγρίου τύπου και µε 

περιβαλλοντικούς, αλλά το κυριότερο ηθικό-πολιτικούς παράγοντες.    

 Το ολοκληρωµένο γονιδίωµα, σε συνδυασµό µε την ανάπτυξη της τεχνολογίας  RNAi  στο 

κουνούπι (Blandin et al. , 2002) επιτρέπουν και την απενεργοποίηση γονιδίων, ώστε να αποκαλυφθούν 

όχι µονάχα εκείνα τα οποία καταπολεµούν, αλλά και εκείνα που υποστηρίζουν και προστατεύουν το 

παράσιτο στην πορεία µόλυνσης του κουνουπιού. Μετά από µία µαζική προσέγγιση απενεργοποίησης 
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100 περίπου γονιδίων κουνουπιού, αποκαλύφθηκαν τόσο το γονίδιο LRIM1 το οποίο βοηθάει τα 

κουνούπια να σκοτώνουν τα παράσιτα, όσο και τα γονίδια CTL4 και CTLMA2 τα οποία παίζουν 

προστατευτικό για το παράσιτο ρόλο (Osta et al. , 2004). Τέτοιες προσεγγίσεις, ανεξάρτητες ή σε 

συνδυασµό µε τεχνολογίες µικροσυστοιχιών και  πρωτεοµικής, µπορούν πέρα από το να ρίξουν άπλετο 

φως στη βιολογία της ελονοσίας, να συµβάλλουν αποφασιστικά τόσο στην παρασκευή εµβολίων, όσο 

και στην ανάπτυξη νέων µεθόδων χηµικής καταπολέµησης της νόσου στο απώτερο, ή γιατί όχι και στο 

εγγύτερο µέλλον.  

 

 

6. ΣΤΟΧΟΙ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 
 

Κατά τη διάρκεια της ερευνητικής µου δραστηριότητας στο Εργαστήριο Μοριακής Γενετικής 

Εντόµων για την απόκτηση µεταπτυχιακού τίτλου ειδίκευσης, αναπτύχθηκε µία τεχνική in vitro 

πρόσδεσης ωοκινετών σε φίλτρα πρωτεϊνών, µε την οποία βρέθηκαν πολυπεπτίδια µοριακού βάρους 

από περίπου 34 έως και 52 kDa, στις κυτταρικές σειρές S2 από D. melanogaster,  Μοs 20 από Ae. 

aegypti και  4a-3A από An. gambiae, να προσδένουν ισχυρά τους ωοκινέτες σε φίλτρα.  

Κατά την έναρξη της παρούσας διατριβής (2000), το µόνο ολοκληρωµένο γονιδίωµα εντόµου 

ήταν αυτό της ∆ροσόφιλας, επιτρέποντας έτσι την εφαρµογή ευαίσθητων προσεγγίσεων πρωτεοµικής 

για την ταυτοποίηση πρωτεϊνών µονάχα στο συγκεκριµένο οργανισµό. Συνεπώς, πρώτο στόχο της 

παρούσας εργασίας αποτέλεσε ο βιοχηµικός χαρακτηρισµός και ταυτοποίηση τριών πολυπεπτιδίων 

µοριακού βάρους περίπου 36 kDa, τα οποία εκφράζονται στην κυτταρική σειρά S2 της D. 

melanogaster και προσδένουν το παράσιτο Plasmodium berghei . H αποκάλυψη της ταυτότητας των 

πεπτιδίων της δροσόφιλας, πραγµατοποιήθηκε µε διαχωρισµό τους σε ηλεκτροφόρηση δύο 

διαστάσεων και ανάγνωση της αλληλουχίας τους µε ευαίσθητες τεχνικές φασµατοµετρίας µάζας. 

Επόµενος στόχος ήταν η κλωνοποίηση των ορθόλογων γονιδίων του Ανωφελούς, ώστε αφ’ ενός να 

αποκαλυφθεί το πρότυπο έκφρασής τους στους ιστούς του κουνουπιού και αφ’ ετέρου να αναδειχθεί η 

ικανότητα αλληλεπίδρασης των γονιδιακών προϊόντων µε τα παράσιτα της ελονοσίας, κατά τη 

διαδικασία µόλυνσης του µεσεντέρου του κουνουπιού. Το τελευταίο µέρος της εργασίας αφιερώθηκε 

στη µελέτη του λειτουργικού ρόλου της συγκεκριµένης αλληλεπίδρασης, µε τελικό σκοπό την 

ανάδειξη της συµβολής της, θετικής ή αρνητικής, στην ικανότητα των παρασίτων να µολύνουν το 

κουνούπι. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 
Για όσες από τις τεχνικές που χρησιµοποιήθηκαν δεν γίνεται εκτενής αναφορά, η διαδικασία που 

ακολουθήθηκε περιγράφεται αναλυτικώς από τους Sambrook et al. , 1989. 

 
1. ΠΗΓΕΣ ΠΡΩΤΗΣ ΥΛΗΣ 

 

Κυτταροκαλλιέργειες 

 
     Οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι ακόλουθες: η  S2 από D. 

melanogaster (Schneider, 1972), η Μοs 20 από Ae. aegypti (Singh, 1971), και η 4a-3A από An. 

gambiae (Muller et al. , 1999), που ευγενικά παραχωρήθηκε από τον  ∆ρ.Hans-Michael Muller 

(ΕΜΒL, Χαϊδελβέργη). Τα  κύτταρα  S2 καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό Shields and Sang M3, και 

τα κύτταρα 4a-3A σε  θρεπτικό υλικό Schneider’s (και τα δύο από τη Sigma), ενώ το θρεπτικό υλικό 

199 για τα κύτταρα Mos 20 είναι της Gibco BRL. Όλες οι καλλιέργειες αναπτύχθηκαν σε θερµοκρασία 

250C.  

 

 

Καλλιέργεια κουνουπιών 

  

Κουνούπια  του είδους An. gambiae του στελέχους G3 αναπτύχθηκαν σε θερµοκρασία 27οC 

και σχετική υγρασία > 75%. Τα στάδια των προνυµφών και των νυµφών αναπτύχθηκαν σε διάλυµα 

0.1% NaCl µε χορήγηση ελάχιστης γατοτροφής σε µορφή σκόνης. Τα ενήλικα τρέφονται µε διάλυµα 

10% σακχαρόζης εµποτισµένης σε βαµβάκι.  

 

       Καλλιέργειες παρασίτων 

  

Χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος του παρασίτου P. berghei  µε ονοµασία «κλώνος 2.34» 

σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που δηµοσιεύτηκε από το Sinden, 1997. Πρόκειται για στέλεχος αγρίου 

τύπου που προκαλεί ελονοσία σε τρωκτικά  και χρησιµοποιείται  ευρέως  για την πειραµατική µελέτη 

της ελονοσίας, γιατί είναι εντελώς ακίνδυνο για τον άνθρωπο. 

       Ως  πειραµατόζωα χρησιµοποιήθηκαν ποντίκια του στελέχους ΤΟ (Τheiler’s Original) ηλικίας 

περίπου 6-8 εβδοµάδων και αυτό γιατί ποντίκια µεγαλύτερης ηλικίας δεν επιτρέπουν την επίτευξη 

υψηλών ποσοστών παρασιταιµίας και την αυξηµένη ανάπτυξη γαµετοκυττάρων (Dyer and Day, 2000). 

∆ύο µε τρεις  µέρες πριν τη µόλυνση τους ενίονται ενδοπεριτοναϊκώς µε 200 µl φαινυλυδραζίνης σε 

συγκέντρωση 6mg/ml. Αυτό γίνεται γιατί το P. berghei προτιµά να προσβάλλει τα δικτυο-

ερυθροκύτταρα του ποντικού. Με τη χορήγηση φαινυλυδραζίνης τα ερυθροκύτταρα του ποντικιού 

λύονται επάγοντας ερυθροποίηση. Αν και ο συγκεκριµένος χειρισµός µπορεί να γίνει 1-5 µέρες πριν τη 
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µόλυνση, η επιλογή της  δεύτερης–τρίτης  µέρας δίνει τα καλύτερα αποτελέσµατα. Η φαινυλυδραζίνη  

(Sigma) διαλύθηκε σε PBS και φυλάσσεται στους -200C για µεγάλο χρονικό διάστηµα.  

Η σύσταση του ρυθµιστικού διαλύµατος PBS είναι η ακόλουθη: 

  137 mM NaCl 

2.7 mM KCl 

        4.3 mM Na2HPO4 

      1.4 mM KH2PO4 

              ρύθµιση  pH  στο 7.2 . 

Το ποντίκι µολύνεται µε ενδοπεριτοναϊκή ένεση 100-200 µl µολυσµένου αίµατος. Για να είναι 

επιτυχής η µόλυνση, θα πρέπει να παρατηρούνται διαφοροποιούµενα παράσιτα της ελονοσίας 

τουλάχιστον στο 5-10% των ερυθροκυττάρων. Αµέσως µετά, το ποντίκι επανέρχεται στο κλουβί και  

καλύπτεται µε ειδικό δίχτυ, έτσι ώστε να αποφευχθεί η τυχαία µετάδοση ελονοσίας στο φυσικό 

πληθυσµό των ποντικιών από κάποιο ενδεχόµενο τσίµπηµα κουνουπιού. Αφού περάσουν 70-100 ώρες 

από την στιγµή της µόλυνσης, γίνεται εκτίµηση του βαθµού ανάπτυξης του παρασίτου στο ποντίκι. Για 

τον σκοπό αυτό, κόβεται η  άκρη της ουράς του ποντικού και µια σταγόνα αίµατος τοποθετείται σε 

αντικειµενοφόρο πλάκα. Χρησιµοποιώντας άλλη αντικειµενοφόρο, το στρώµα του αίµατος  γίνεται 

όσο το δυνατόν πιο λεπτό. Ακολουθεί µονιµοποίηση µε µεθανόλη για 30 sec και έπειτα χρώση µε 

Giemsa για 10 λεπτά. Για να γίνει η χρώση Giemsa, χρησιµοποιείται Giemsa stain αραιωµένη 10 φορές 

σε ρυθµιστικό διάλυµα  µε σύσταση: 

0.1%Na2HPO4 

0.07%KH2PO4 

                                                                    pΗ 7.2  

Τέλος, η αντικειµενοφόρος ξεπλένεται µε άφθονο νερό βρύσης και αφήνεται να στεγνώσει, 

ώστε µε την προσθήκη κεδρέλαιου να παρατηρηθεί στο µικροσκόπιο σε 1000 φορές τελική µεγέθυνση. 

Σκοπός της συγκεκριµένης παρατήρησης είναι να εκτιµηθεί το ποσοστό των ερυθροκυττάρων στα 

οποία εντοπίζονται διαφοροποιούµενα παράσιτα της ελονοσίας, καθώς και να διαπιστωθεί το 

αναπτυξιακό στάδιο των παρασίτων µέσα στον σπονδυλωτό ξενιστή τους (ποντικό) (βλ. Εικόνα 8).  

 
Εικόνα 8 : Αφυλετικά στάδια του P. berghei σε ώριµα ερυθροκύτταρα (1-8) και σε δικτυοερυθροκύτταρα (9-

12) από τους Corradeti – Verolini, 1951. Γαµετοκύτταρο του P.berghei (13). Εικόνα από την Mme I. Landau 
(προσωπ. επικοινωνία). 
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              Το αίµα είναι έτοιµο για καλλιέργεια µόνον όταν περισσότερα από το 20% των 

ερυθροκυττάρων έχουν µολυνθεί από το παράσιτο και επιπλέον παρατηρείται και ικανοποιητικός 

αριθµός γαµετοκυττάρων. Εφ’ όσον τηρούνται οι ανωτέρω προϋποθέσεις, ακολουθεί αιµοληψία από 

το ποντίκι και επακόλουθη καλλιέργεια του αίµατος ώστε τελικά να παραχθούν από αυτό ωοκινέτες. Η 

διαδικασία έχει ως εξής: το ποντίκι αναισθητοποιείται µε ενδοµυϊκή ένεση στο µηρό 100 µl, 

αναισθητικού µείγµατος Rompun και Vetalar. Όταν το ποντίκι κοιµηθεί, αφαιρείται από αυτό περίπου 

1ml αίµατος απευθείας από την καρδιά µε χρήση σύριγγας  1 ml, η οποία περιέχει 100 µl ηπαρίνης για 

να αποφευχθεί η πήξη του αίµατος. Το αναισθητικό µείγµα προκύπτει προσθέτοντας σε 1.3 ml 

αποστειρωµένο νερό 0.5 ml Rompun 2% και 1.2 ml Vetalar συγκεντρώσεως 100 mg/ml, και 

διατηρείται στους 40C  για τουλάχιστον 2 εβδοµάδες. Η ηπαρίνη (Sigma) διαλύθηκε σε 0.9 % NaCl και 

διατηρήθηκε στους -200C.  

Aκολούθως, το αίµα περνάει από στήλη κυτταρίνης CF11 όγκου 2 ml για να αποµακρυνθούν 

τα λευκά αιµοσφαίρια που παρεµποδίζουν την περαιτέρω διαφοροποίηση του παρασίτου σε ωοκινέτες. 

Κατόπιν διαλύεται σε 10 ml µέσου καλλιέργειας ωοκινετών RPMI-1640 (Gibco BRL) και 

καλλιεργείται σε θερµοκρασία 190C. Στα πρώτα 20 λεπτά της καλλιέργειας γίνεται δειγµατοληψία και 

επακόλουθη παρατήρηση στο µικροσκόπιο σε 400 φορές τελική µεγέθυνση, για να ελεγχθεί εάν έχει 

συµβεί αποµαστίγωση, ένα από τα πιο κρίσιµα βήµατα για την τελική παραγωγή ωοκινετών. Κατά την 

αποµαστίγωση κυρίως παρατηρούνται κέντρα βίαιης κίνησης και ακολουθεί η απελευθέρωση 

ανεξάρτητων κινούµενων µαστιγίων, σηµάδια  της παρουσίας βιώσιµων αρσενικών γαµετών.  

Με τη συµπλήρωση 18-24 ωρών καλλιέργειας γίνεται δεύτερη δειγµατοληψία και 

παρατήρηση στο µικροσκόπιο σε 400 φορές τελική µεγέθυνση, ώστε να διερευνηθεί εάν υπάρχουν 

καλά σχηµατισµένοι και ώριµοι ωοκινέτες. Είναι η απαραίτητη προϋπόθεση για να ξεκινήσει η 

διαδικασία αποµόνωσής τους. Για την αποµόνωση χρησιµοποιήθηκαν δύο διαφορετικά πρωτόκολλα 

εργασίας. Σύµφωνα µε το πρώτο, το σύνολο των χειρισµών πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Το πρώτο βήµα είναι η φυγοκέντρηση του υλικού της καλλιέργειας στις 2.000 

στροφές/λεπτό, για 10 λεπτά, σε επιτραπέζια φυγόκεντρο. Αφού αποµακρυνθεί το υπερκείµενο, το 

ίζηµα επαναδιαλύεται σε 0.5 ml PBS και µεταφέρεται σε αποστειρωµένο σωληνάκι τύπου Εppendorf. 

Στη συνέχεια  προστίθενται 2.5 µl µονοκλωνικού αντισώµατος ενάντια στην επιφανειακή πρωτεΐνη του 

ωοκινέτη Ρ28, το οποίο φέρει και µαγνητικά σφαιρίδια (DynabeadΣ). Ακολουθεί επώαση για 5 λεπτά 

υπό ήπια ανάδευση και επακολούθως ο σωληνίσκος  τοποθετείται σε µαγνητική θήκη  Dynal MPC 

(Magnetic  Particle Concentrator), όπου παραµένει για 5 λεπτά. Το υπερκείµενο αποµακρύνεται, το 

ίζηµα επαναδιαλύεται σε 0.5 ml PBS και  επανατοποθετείται στη µαγνητική θήκη για άλλα 5 λεπτά. 

Αφού αφαιρεθεί προσεκτικά το υπερκείµενο, το παρασιτικό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 0.25-0.5 ml PBS.  

Σύµφωνα µε το δεύτερο πρωτόκολλο αποµόνωσης ωοκινετών, το υλικό της καλλιέργειας 

φυγοκεντρείται στις 2000 στροφές/λεπτό για 8 λεπτά, στους 40C. Το σύνολο των φυγοκεντρήσεων 

πραγµατοποιείται σε επιτραπέζια φυγόκεντρο. Αφού αφαιρεθεί το υπερκείµενο, προστίθενται στο 

ίζηµα 10 ml παγωµένου 0.17Μ NH4Cl και διατηρείται στον πάγο για 10-15 λεπτά. Το NH4Cl 

συµβάλλει στο να λυθούν τα ερυθροκύτταρα. Στη συνέχεια προστίθενται 10 ml PBS, ώστε να 

σταµατήσει  η λύση των ερυθροκυττάρων και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 2000 στροφές για 8 λεπτά 

στους 40C. Αφού αφαιρεθεί το υπερκείµενο, γίνεται επαναδιάλυση του ιζήµατος  σε 10 ml PBS και 
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επαναφυγοκέντρηση στις 2000 στροφές για 8 λεπτά στους 40C. Το ίζηµα που προκύπτει 

επαναδιαλύεται σε 2.5 ml PBS και τοποθετείται σε σωλήνα χωρητικότητας 15 ml µαζί µε 5 ml 

Nycodenz. Η τοποθέτηση πρέπει να γίνει αρκετά προσεκτικά ώστε το επαναδιαλυθέν ίζηµα να 

σχηµατίσει  στοιβάδα στα όρια της επιφάνειας επαφής του µε το διάλυµα Nycodenz. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 2000 στροφές, για µισή ώρα, σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το τέλος της 

φυγοκέντρησης οι ωοκινέτες έχουν µαζευτεί και έχουν σχηµατίσει µια σκούρα καφέ µεσόφαση, η 

οποία πρέπει µε µεγάλη προσοχή να αφαιρεθεί µε την βοήθεια πιπέτας Pasteur και να µεταφερθεί σε 

καθαρό σωλήνα.  

Η διαδιακασία που ακολουθείται για την παρασκευή του διαλύµατος Nycodenz έχει ως εξής : 

17 gr σκόνης Nycodenz (Sigma) διαλύονται σε 100 ml Nycodenz buffer, αναδεύοντας σε θερµοκρασία 

δωµατίου για περίπου µία ώρα. Το Nycodenz buffer  έχει την εξής σύσταση : 

0.06 % Tris-HCl 

             0.0122 %  CaNaΗEDTA 

                                                                  0.022 % KCl 

                          και το pH του ρυθµίζεται στο 7.5. 

 Ανεξάρτητα της µεθόδου αποµόνωσης ωοκινετών, απαιτείται ο προσδιορισµός της τελικής 

συγκέντρωσης τους. Αυτό γίνεται µε την βοήθεια αιµοκυτταρόµετρου Neubauer και παρατήρηση στο 

µικροσκόπιο σε 400 φορές τελική µεγέθυνση, οπότε και καταγράφεται ο συνολικός αριθµός ωοκινετών 

που µπορεί να παρατηρηθεί σε 25 διαγραµµισµένα τετράγωνα του αιµοκυτταρόµετρου. Ο συγκε-

κριµένος αριθµός αντιστοιχεί σε όγκο 0.1 µl διαλύµατος και πρέπει να πολλαπλασιαστεί µε το 104, 

ώστε να εκφρασθεί η τελική συγκέντρωση ωοκινετών ανά ml διαλύµατος.  

Πρέπει να τονισθεί ξανά ότι το συγκεκριµένο παράσιτο της ελονοσίας δεν προσβάλλει τον 

άνθρωπο και το αίµα του ποντικού θεωρείται επίσης αβλαβές. Παρόλα αυτά, τα ποντίκια και οι 

σύριγγες που χρησιµοποιούνται για όλη την ανωτέρω διαδικασία αποστειρώνονται πριν πεταχτούν, 

ενώ και µέχρι την αποστείρωση διατηρούνται στους 40C. 

 

Παρασκευή αντισωµάτων που φέρουν µαγνητικά σφαιρίδια 

 
Κατά τη διαδικασία αποµόνωσης των ωοκινετών χρησιµοποιούνται τα µονοκλωνικά  

αντισώµατα 12.1 και 13.1 έναντι της επιφανειακής πρωτεΐνης Ρ28 των ωοκινετών, συνδεδεµένα µε 

µαγνητικά σφαιρίδια. Για τη σύνδεση µε τα µονοκλωνικά αντισώµατα, τα µαγνητικά σφαιρίδια 

Dynabeads M-450 (DYNAL) φέρουν στην επιφάνειά τους συνδεδεµένα αντισώµατα “goat anti-Mouse 

IgG” και έτσι έχουν την ικανότητα να αντιδρούν µε τις βαριές αλυσίδες των 12.1 και 13.1. 

Το σύνολο των χειρισµών πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία δωµατίου. Αρχικά τα  

µαγνητικά σφαιρίδια πλένονται σε µαγνητική θήκη Dynal MPC (DYNAL). Η διαδικασία που 

ακολουθείται είναι η εξής: τα µαγνητικά σφαιρίδια βρίσκονται διαλυµένα σε  PBS µε 0.1%BSA 

(Bovine Serum Albumin) και 0.02% NaN3. Γίνεται ισχυρή ανάδευσή τους σε συσκευή Vortex, ώστε το 

διάλυµα να  γίνει οµογενές και µία ποσότητα σφαιριδίων µεταφέρεται σε σωλήνα πλύσης τύπου 

Eppendorf χωρητικότητας 1.5 ml. Στη συνέχεια τοποθετείται σε µαγνητική θήκη Dynal MPC για 2 
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λεπτά και αποµακρύνεται το υπερκείµενο. Έπειτα βγαίνει ο σωληνίσκος από  την θήκη  και το ίζηµα  

επαναδιαλύεται σε 1 ml PBS µε 0.1%BSA, το οποίο είναι το ρυθµιστικό διάλυµα που χρησιµοποιείται 

σε όλα τα παρακάτω βήµατα. Ο σωληνίσκος επανέρχεται ξανά στην µαγνητική θήκη για 2 λεπτά, 

αποµακρύνεται το υπερκείµενο και το ίζηµα επαναδιαλύεται σε όγκο ίσο µε αυτόν που είχαν τα 

σφαιρίδια πριν αρχίσει η διαδικασία του πλυσίµατος. Με αυτό τον τρόπο εξασφαλίζεται  µία τελική 

συγκέντρωση σφαιριδίων περίπου 4x108 ανά ml ρυθµιστικού διαλύµατος.  

Το επόµενο βήµα είναι η µεταφορά 107 πλυµένων µαγνητικών σφαιριδίων σε σωληνίσκο 

χωρητικότητας 1.5 ml και η προσθήκη 1.5 µg αντισώµατος 12.1 ή 13.1. Ακολουθεί επώαση για µισή 

ώρα µε ταυτόχρονη ανάδευση και ο σωληνίσκος τοποθετείται στη µαγνητική θήκη για 2 λεπτά. 

Ακολούθως και ενώ ο σωληνίσκος βρίσκεται ακόµα στη θήκης, αφαιρείται το υπερκείµενο. Στη 

συνέχεια  ο σωληνίσκος βγαίνει από τη µαγνητική θήκη και τα µαγνητικά σφαιρίδια επαναδιαλύονται 

σε ίσο όγκο ρυθµιστικού διαλύµατος µε ανάδευση για µερικά δευτερόλεπτα. Ο σωληνίσκος 

επανατοποθετείται στην µαγνητική θήκη για δύο λεπτά και ο κύκλος  πλυσίµατος  επαναλαµβάνεται 

για 4 ακόµα φορές. Με το τέλος των πλυσιµάτων, τα  µαγνητικά σφαιρίδια προσδεδεµένα µε το 

αντίσωµα και διαλυµένα σε PBS µε 0.1% BSA µπορούν να διατηρηθούν στους 40C για  περισσότερες  

από 15 ηµέρες. 

 

 

 

2. ΒΙΟΧΗΜΕΙΑ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 

Κλασµάτωση των κυτταρικών πρωτεϊνών µε διαφορική φυγοκέντρηση 

 

 Ο προσδιορισµός του αριθµού των κυττάρων γίνεται µε χρήση αιµοκυτταρόµετρου Neubauer 

και µικροσκοπίου. Τα κύτταρα µαζεύονται µε µία δεκάλεπτη φυγοκέντρηση στα 1000xg και πλένονται 

µία φορά µε ΡΒS. Επακολούθως ρυθµίζεται η συγκέντρωση τους σε 60.000 κύτταρα/µl PBS παρουσία 

αναστολέων πρωτεασών (1mΜ PMSF, 2 µgr/ml pepstatin, 10 µgr/ml aprotinin, 5 µgr/ml leupeptin) και 

ηχοβολούνται σε πάγο µε υπερήχους ισχύος  200W. Γίνονται έξι διαδοχικές εκθέσεις των κυττάρων 

για 15 δευτερόλεπτα και διαλείµµατα ψύξης διάρκειας ενός λεπτού, ώστε να αποφευχθεί η 

υπερθέρµανση. Άθικτα κύτταρα, πυρήνες και µη διαλυτό υλικό αποµακρύνονται ως ίζηµα µετά από  

δεκάλεπτη φυγοκέντρηση στα 1000xg σε φυγόκεντρο τύπου Eppendorf. Στο υπερκείµενο, ακολουθεί  

ηµίωρη φυγοκέντρηση στα 10000xg, οπότε κατακρηµνίζονται οργανίδια και µεγάλα κοµµάτια 

κυτταρικών µεµβρανών και το νέο υπερκείµενο που προκύπτει, υπερφυγοκεντρείται στα 100000xg για 

µία ώρα, ώστε να διαχωριστούν οι µικροσωµικές πρωτεΐνες, που κατακρηµνίζονται σαν ίζηµα, από 

αυτές του κυτταροδιαλύµατος, που παραµένουν στο υπερκείµενο. Τελευταίο βήµα είναι η πλύση του 

µικροσωµικού ιζήµατος µε PBS το οποίο περιέχει αναστολείς πρωτεασών. 

 Ενίοτε το µικροσωµικό ίζηµα εκχυλίζεται για µία ακόµα ώρα, ή µε 0.6 Μ KCl, ή µε ισχυρούς 

αποδιατακτικούς παράγοντες (2Μ Ουρία, 3Μ υδροχλωρική γουανιδίνη), µε χειλικούς παράγοντες 

όπως το EGTA, ή, τέλος, µε ακραίο αλκαλικό pH (100mM Na2CO3, pH:11). Οι µικροσωµικές 

πρωτεΐνες που δεν εκχυλίζονται µε τα ανωτέρω διαλύµατα, αποµακρύνονται ως ίζηµα, µε υπερφυ-
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γοκέντρηση στα 100000xg για µία ώρα, ενώ το υπερκείµενο υφίσταται εκτεταµένη διάλυση σε 

ρυθµιστικό διάλυµα συστάσεως 20 mM Tris-HCl pH:7.5, 0.1M NaCl, 10% γλυκερόλη, 1mM DTT, 

0.1% IGEPAL CA-630 (Sigma). Στο τέλος προστίθενται αναστολείς πρωτεασών. 

  

  

∆ιαδικασία παρασκευής φίλτρων, που φέρουν πρωτεΐνες από κυτταρικές σειρές εντόµων 

 

Στα πρωτεϊνικά δείγµατα  προστίθεται ίσος  όγκος  2x sample buffer στο οποίο δεν έχει 

προστεθεί β-µερκαπτοαιθανόλη, έτσι ώστε να εξασφαλισθούν όσο το δυνατόν λιγότερο αποδια-

τακτικές συνθήκες για τις πρωτεΐνες. 

Η σύσταση του 2x sample buffer είναι:  0.0625 M Tris-HCl pH 6.8 

                                                                 20% glycerol 

                                                                  2% SDS 

                                                                  µερικοί κόκκοι bromοphenol blue.  

Στη συνέχεια τα δείγµατα βράζονται για 5 λεπτά στους 1000C και αποµακρύνονται οι µη διαλυτές 

πρωτεΐνες µε µια φυγοκέντρηση 10 λεπτών σε φυγόκεντρο τύπου Eppendorf στις 15.000 στροφές. Tα 

δείγµατα µπορούν να διατηρηθούν στους -200C για όσο χρόνο είναι αυτό απαραίτητο, αρκεί κάθε 

φορά προ του φορτώµατος σε πήκτωµα ακρυλαµίδης, να προηγείται ένα σύντοµο βράσιµο διάρκειας 5 

λεπτών.  

Το πήκτωµα ακρυλαµίδης παρασκευάζεται κατά Laemmli, δηλαδή αποτελείται από δύο 

διαφορετικές περιοχές. Η πρώτη περιοχή που καλείται πήκτωµα συγκέντρωσης των δειγµάτων  έχει 

σύσταση:  

 4% acrylamide/bis acrylamide 30:0.8 

      0.125 Μ Tris-HCl, pH 6.8 

      0.1% ammonium persulfate 

      0.2% TEMED. 

Η δεύτερη περιοχή που καλείται πήκτωµα διαχωρισµού των δειγµάτων  έχει σύσταση :  

                          10% acrylamide/bis acrylamide 30:0.8 

 0.375 M Tris-HCl, pH 8.8 

 0.1% ammonium persulfate 

 0.05% TEMED. 

H ηλεκτροφόρηση γίνεται σε  διάλυµα  σύστασης :   

   0.3% Tris base 

        1.44% glycine 

        0.1% SDS 

και  χρησιµοποιείται η συσκευή Mini-PROTEAN II Electrophoresis Cell της ΒΙΟRAD. Μέχρι τα 

δείγµατα να ξεπεράσουν τo πήκτωµα συγκέντρωσης, η συσκευή διαρρέεται από ρεύµα έντασης 15-

20mA, ενώ στη συνέχεια η ένταση του ρεύµατος αυξάνεται στα 25-30 mA.   

Ακολουθεί µεταφορά  των πρωτεϊνών σε µεµβράνη PVDF, η οποία έχει προηγουµένως 

εµποτιστεί για 30 δευτερόλεπτα έως 1 λεπτό σε µεθανόλη. Εναλλακτικά µπορεί να χρησιµοποιηθεί 
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µεµβράνη νιτροκυτταρίνης εµποτισµένη σε νερό. Για τη µεταφορά των πρωτεϊνών χρησιµοποιείται η 

συσκευή LKB-NovaBlot της Pharmacia και η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: δύο χαρτιά 

Whatmann πάχους 3 χιλιοστών και επιφανείας 6x9 εκατοστών εµποτίζονται σε  διάλυµα µε σύσταση 

3.625 % Τris base 

       20% µεθανόλη 

και τοποθετούνται στο κάτω µέρος της συσκευής. Πάνω τους τοποθετούνται άλλα δύο χαρτιά 

Whatmann ίδιου µεγέθους εµποτισµένα σε διάλυµα µε σύσταση    

       0.3 % Τris base 

       20% methanol. 

 Στη συνέχεια τοποθετείται το πήκτωµα που φέρει τις προς µεταφορά πρωτεΐνες, καθώς και τέσσερα  

ιδίου µεγέθους χαρτιά Whatmann εµποτισµένα σε  διάλυµα συστάσεως :  

      0.52% ε-αµινοκαπροϊκό οξύ 

      20% µεθανόλη. 

Η διάρκεια της µεταφοράς των πρωτεϊνών είναι µία ώρα, κατά  την οποία η συσκευή διαρρέεται από  

ρεύµα έντασης 43mA. Η συγκεκριµένη τιµή έντασης προκύπτει σύµφωνα µε τον κανόνα ότι κάθε 

τετραγωνικό εκατοστό της επιφάνειας του φίλτρου πρέπει να πολλαπλασιαστεί µε την τιµή 0.8 ώστε 

να προκύψει η τελική ένταση του ρεύµατος που θα διαρρέει την συσκευή. Όταν πλέον η µεταφορά έχει 

ολοκληρωθεί, η µεµβράνη που φέρει τις πρωτεΐνες  φυλάσσεται στους 40C. 

 

 

Ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών σε φίλτρα (western blotting) 

 

  Μετά το τέλος της µεταφοράς των πρωτεϊνών, οι µεµβράνες επωάζονται µε τα κατάλληλα 

αντισώµατα που αναγνωρίζουν τις υπό µελέτη πρωτεΐνες και ακολουθεί η ανίχνευσή τους µε τη χρήση 

σηµασµένων δευτερευόντων αντισωµάτων. Για τη σήµανση χρησιµοποιούνται συνήθως ένζυµα τα 

οποία, µετά τη χορήγηση κατάλληλου υποστρώµατος, καταλύουν αντιδράσεις που οδηγούν στην 

παραγωγή χηµειοφωταύγειας. 

           Το σύνολο της διαδικασίας πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία δωµατίου µε ήπια ανάδευση. 

Πρώτο βήµα είναι η επώαση των µεµβρανών για µία ώρα σε PBS εµπλουτισµένο µε 5% άπαχο γάλα. 

Η µεµβράνη ακολούθως πλένεται για 5 λεπτά µε TTBS (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% 

Tween-20) το οποίο είναι και το διάλυµα που χρησιµοποιείται σε όλα τα παρακάτω βήµατα, εάν δεν 

αναφέρεται κάτι διαφορετικό. Μετά  προστίθεται το πρωτεύον αντίσωµα σε κατάλληλη αραίωση και η 

διάρκεια της επώασης κυµαίνεται µεταξύ µίας και τριών ωρών, ανάλογα µε το πρωτεύον αντίσωµα 

που χρησιµοποιείται. Ακολουθούν τρία πλυσίµατα κυµαινόµενης διάρκειας από 5 έως 15 λεπτά και η 

προσθήκη του κατάλληλου δευτερεύοντος αντισώµατος, το οποίο είναι σηµασµένο µε υπεροξειδάση 

ραπανιού (HRP: Horse Radish Peroxidase). Ενίοτε προστίθεται και 1-2% άπαχο γάλα στο διάλυµα 

επώασης, ώστε να περιοριστούν φαινόµενα µη ειδικής πρόσδεσης των αντισωµάτων στα φίλτρα. Η 

επώαση διαρκεί µία ώρα και µετά από τρία ή τέσσερα πλυσίµατα διάρκειας 10-15 λεπτών, αρχίζει η 

διαδικασία εµφάνισης των θέσεων πρόσδεσης των αντισωµάτων στις µεµβράνες. Βασίζεται στη 

µέθοδο της ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας (Enhanced Chemiluminescence ECL-PIERCE), η οποία 
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χρησιµοποιεί για την ανίχνευση µε αυτοραδιογραφία, το φως που παράγεται από την αντίδραση 

οξείδωσης της λουµινόλης από την υπεροξειδάση, παρουσία φαινολών. Σε κάποιες περιπτώσεις, µε το 

τέλος της διαδικασίας ήταν απαραίτητος ο καθαρισµός των µεµβρανών από τα προσδεδεµένα 

αντισώµατα /αντιδραστήρια και αυτό γίνεται σύµφωνα µα τις οδηγίες χρήσης του Re-Blot Plus-Mild 

διαλύµατος της εταιρείας CHΕΜΙCON. 

 

   

Ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων 
 

Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αραιώνονται σε διάλυµα σύστασης:  

8M Ουρία  

4% CHAPS 

0.5% Triton X-100 

0.5% αµφολύτες εύρους pI 3-10,  

ενώ λίγο πριν τη χρήση του διαλύµατος, προστίθεται σε αυτό σκόνη DTT, ώστε η τελική του 

συγκέντρωση να είναι 20 mM. Τα δείγµατα φορτώνονται σε ταινίες, οι οποίες παρουσιάζουν ένα 

σταθερό κλινές pH κατά µήκος τους (linear immobilibilized pH Gradient strips) και η ποσότητα του 

ανωτέρου διαλύµατος που προστίθεται στα δείγµατα είναι τέτοια, ώστε ο τελικός όγκος µετά την 

αραίωση να µην ξεπερνά τα 150 µl όταν χρησιµοποιούνται ταινίες µήκους 7 εκατοστών και τα 350 µl 

όταν χρησιµοποιούνται ταινίες µήκους 17 εκατοστών. Η τελική πρωτεϊνική συγκέντρωση 

προσδιορίζεται  µε χρήση του RC/DCTM assay (BIORAD) και ΒSA (Sigma) ως πρωτεΐνη αναφοράς, 

ενώ η συνολική ποσότητα πρωτεΐνης που φορτώνεται ανά ταινία, δεν ξεπερνά τα 20 µgr για τις µικρές 

και τα 150 µgr για τις µεγάλες ταινίες. Το εύρος pH στις ταινίες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 3-10 και 

5-8 (Ready Strips IPG Strips, BIORAD ). 

 Ενεργητική ενυδάτωση των ταινιών και ισοηλεκτρική εστίαση πραγµατοποιήθηκαν στους 20οC 

µε χρήση της µηχανής Protean IEF Cell της BIORAD. Μετά την ενεργητική ενυδάτωση των ταινιών 

στα 50V για τουλάχιστον 10 ώρες, ακολουθεί η διαδικασία ισοηλεκτρικής  εστίασης  στην οποία 

διακρίνονται τρία βήµατα: 

1) Προετοιµασία για την ισοηλεκτρική εστίαση (15 λεπτά στα 250 V). 

2) Βαθµιδωτή άνοδος της τάσης που εφαρµόζεται στα άκρα των ταινιών (από τα 250 στα 4000V 

σε δύο ώρες για τις ταινίες των 7 εκατοστών και από τα 250 στα 10000V σε πέντε ώρες για 

τις ταινίες των 17 εκατοστών). 

3) Ισοηλεκτρική εστίαση (5 ώρες στα 4000V για τις µικρές ταινίες και 8 ώρες στα 10000V για 

τις µεγάλες ταινίες). 

Σε καθένα από τα βήµατα η ένταση του ρεύµατος που διαρρέει την κάθε ταινία, περιορίζεται στα 50 

µΑ. 

 Πριν τη δεύτερη διάσταση της ηλεκτροφόρησης, τα δείγµατα υφίστανται οξείδωση / 

αλκυλίωση. Οι ταινίες επωάζονται για 15 λεπτά σε διάλυµα εξισορρόπησης σύστασης:  

6Μ Ουρία 

2% SDS 
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375 mM Tris pH 8.8 

20% γλυκερόλη 

2% DTT  

και για 20 λεπτά στο ίδιο διάλυµα, µε τη διαφορά ότι το DTT αντικαθίσταται από τον αλκυλιωτικό 

παράγοντα ιωδοακεταµίδιο σε τελική συγκέντρωση 2.5%, ενώ προστίθενται και µερικοί κόκκοι  µπλε 

της βρωµοφαινόλης, ώστε να είναι δυνατή η παρατήρηση του µετώπου της ηλεκτροφόρησης κατά τη 

δεύτερη διάσταση. Η δεύτερη διάσταση πραγµατοποιείται σε 10% πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (τυπικό 

SDS-PAGE χρησιµοποιώντας piperazine diacrylamide ως crosslinker), ενώ χρησιµοποιείται και 

δείκτης µοριακού βάρους (Precision Prestained marker, BIORAD). Η ηλεκτροφόρηση πραγµατο-

ποιείται στα 20V για τα πρώτα 30 λεπτά και στα 150V για µία ώρα, σε συσκευή Mini-PROTEAN II 

της BIORAD στην περίπτωση των µικρών ταινιών. Για τις µεγάλες ταινίες η ηλεκτροφόρηση 

πραγµατοποιείται στα 32 mA για τα πρώτα 30 λεπτά και στα 48 mA για 5 ώρες σε συσκευή 

PROTEAN II XL της BIORAD. Mε το πέρας και της δεύτερης διάστασης ηλεκτροφόρησης γίνεται η 

ανίχνευση των πρωτεϊνών, είτε µε χρώση αργύρου (Shevchenko et al. , 1996), είτε µε χρώση 

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Neuhoff et al. , 1988), ακολουθώντας τις τροποποιήσεις που αναφέ-

ρουν οι Matsui et al. , (1999).  

 

Πέψη πρωτεϊνών εντός του πηκτώµατος πολυακρυλαµιδίου - εκχύλιση των πεπτιδίων – 

φασµατοµετρία µάζας – ταυτοποίηση των πρωτεϊνών 

 

Οι κηλίδες πρωτεϊνών που µας ενδιαφέρουν, αποκόπτονται από το πήκτωµα πολυακρυ-

λαµιδίου εντός εξαώρου από τη χρώση του και πέπτονται χρησιµοποιώντας θρυψίνη, σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο που περιγράφεται από τους Jensen et al. , (1999). Όταν γίνεται χρώση αργύρου αντί για 

Coomassie, τότε προηγείται µία διαδικασία αποχρωµατισµού, όπως αυτή περιγράφεται από τους 

Gharahdaghi et al. , (1999). Τα πεπτίδια που προκύπτουν από την πέψη των πρωτεϊνών µε θρυψίνη, 

εκχυλίζονται από το πήκτωµα µε 70% ακετονιτρίλιο και 3% µυρµηκικό  οξύ. Για τα επόµενα 10 λεπτά 

κατεργάζονται µε υπερήχους, απαλλάσσονται από την παρουσία αλάτων, χρησιµοποιώντας  microtips 

ZipTip C18 (Millipore) και εκλούονται σε 4 ul 50% ακετονιτριλίου.  

Στη συνέχεια τα δείγµατα αναλύονται σε BiflexTM MALDI-TOF φασµατογράφο µάζας. Η 

µέθοδος που ακολουθήθηκε είναι η αποκαλούµενη ως µέθοδος ‘σάντουϊτς’ (Kussmann et al. , 1997), 

χρησιµοποιώντας για την επικάλυψη των δειγµάτων α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (Sigma). Για 

επιπλέον ακρίβεια στον προσδιορισµό του µοριακού βάρους των πεπτιδίων, στην ανάλυση του κάθε 

δείγµατος, περικλείονται και τα προϊόντα αυτόλυσης της τρυψίνης, των οποίων το ακριβές  µοριακό 

βάρος είναι εκ των προτέρων γνωστό. Η ταυτοποίηση της πρωτεΐνης βασίζεται στη σύγκριση της 

πραγµατικής µέτρησης του µοριακού βάρους των πεπτιδίων που προκύπτουν από την πέψη της µε 

θρυψίνη, µε τα υποθετικά µοριακά βάρη που προκύπτουν εάν όλα τα ανοικτά πλαίσια διαβάσµατος 

που εντοπίζονται σε ένα γονιδίωµα υποστούν πέψη µε θρυψίνη. Τα θεωρητικά µοριακά βάρη  

υπάρχουν σε ειδικές  βάσεις δεδοµένων (Genpept, MSDB, NCBI) και οι συγκρίσεις γίνονται 

χρησιµοποιώντας τα προγράµµατα MS-Fit (http//:prospector.ucsf.edu) ή Mascot (http//:www. 

matrixscience.com), ενώ επιτρέπεται και ένα περιθώριο σφάλµατος στον προσδιορισµό του µοριακού 

 31



βάρους των πεπτιδίων της τάξης των 0.15 Da. Το σύνολο των πειραµάτων ηλεκτροφόρησης δύο 

διαστάσεων και ταυτοποίησης πρωτεϊνών µε φασµατοµετρία µάζας πραγµατοποιήθηκαν στο 

Ινστιτούτο Μοριακής και Κυτταρικής Βιολογίας στο Στρασβούργο, Γαλλία.   

 

Πρόσδεση ωοκινετών σε φίλτρα πρωτεϊνών 
 

Το σύνολο των χειρισµών γίνεται σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα φίλτρα βάφονται µε 

χρωστική Ponceau S (Sigma), ώστε να ελεγχθεί η επάρκεια της διαδικασίας µεταφοράς πρωτεϊνών από 

το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου και επακολούθως αποχρωµατίζονται και «µπλοκάρονται» για µία ώρα 

µε 5 % άπαχο γάλα σκόνη διαλυµένο σε PBS, στο οποίο έχει προστεθεί είτε 1mM MgCl2 και 0.5 mM 

CaCl2, είτε 1mM EDTA. Αφού γίνει ένα σύντοµο ξέπλυµα των φίλτρων µε PBS, τοποθετούνται σε 

σωλήνα Falcon χωρητικότητας 50 ml. Στον ίδιο σωλήνα τοποθετούνται και οι ωοκινέτες. Ο όγκος της 

επώασης των ωοκινετών µε τα φίλτρα κυµάνθηκε από 1.5 ml έως 2 ml, η συγκέντρωση των ωοκινετών 

κυµάνθηκε από 106 έως 107 ωοκινέτες ανά  ml, ενώ το διάλυµα επώασης ήταν είτε το PBS µε 1mM 

MgCl2 και 0.5 mM CaCl2, είτε το PBS µε 1mM EDTA. Οι σωλήνες Falcon έχοντας πλέον τα φίλτρα 

και το διάλυµα των ωοκινετών, τοποθετούνται σε φούρνο επώασης που έχει τη δυνατότητα 

περιστροφής τους. Η διάρκεια της επώασης κυµαίνεται µεταξύ δύο και τριών ωρών και µετά το τέλος 

της τα φίλτρα παρατηρούνται. Ανάλογα µε την εµφάνισή τους, ένα σύντοµο πλύσιµο µπορεί να 

προηγηθεί της διαδικασίας  µονιµοποίησης  των ωοκινετών στα  φίλτρα µε 4 % φορµαλδεΰδη 

διαλυµένη σε PBS. Το συγκεκριµένο βήµα εγκαταλείφθηκε στην πορεία των πειραµάτων, µια και δεν 

επηρεάζει το τελικό αποτέλεσµα. 

Ακολουθεί η διαδικασία πρόσδεσης του πρώτου και δεύτερου αντισώµατος στους ωοκινέτες 

που εκφράζουν στην επιφάνειά τους, µεταξύ των άλλων και την Ρ28, µία πρωτεΐνη µοριακού βάρους 

21 kDa. Με το δεδοµένο αυτό, δύο διαθέσιµα µονοκλωνικά αντισώµατα έναντι της Ρ28 -τα 12.1 και 

13.1- χρησιµοποιήθηκαν ως πρώτα αντισώµατα στην διαδικασία ανάδειξης των σηµείων πρόσδεσης 

των ωοκινετών στα φίλτρα. Τα φίλτρα επωάζονται µε το 12.1 ή το 13.1 πρώτο αντίσωµα αραιωµένο 

στο 1:40.000 σε ΤΤΒS. Η επώαση γίνεται µε την βοήθεια αναδευόµενου επωαστήρα, για µία ώρα και 

ακολουθούν τρία 15-λεπτα πλυσίµατα µε ΤΤBS στις ίδιες συνθήκες. Στη συνέχεια προστίθεται ως 

δεύτερο αντίσωµα “goat anti-Mouse IgG” συζευγµένο µε HRP (BIORAD), σε τελική αραίωση 

1:100.000  σε  TTBS. Η επώαση διαρκεί 45 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και ακολουθούν τέσσερα 

δεκαπεντάλεπτα πλυσίµατα µε ΤΤΒS και η διαδικασία εντοπισµού των θέσεων πρόσδεσης των 

αντισωµάτων στη µεµβράνη, σύµφωνα µε τη διαδικασία που αναφέρεται παραπάνω (βλ. 

ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών). 

 

 

 

Πρόσδεση πρωτεϊνών εντόµων σε ωοκινέτες υπό συνθήκες διαλύµατος 

 

Κύτταρα S2 κατεργάζονται µε υπερήχους (βλ. παραπάνω) και το πρωτεϊνικό τους εκχύλισµα  

φυγοκεντρείται στα 10000xg. Το υπερκείµενο που προκύπτει από τη φυγοκέντρηση, τοποθετείται σε 
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δοκιµαστικό σωλήνα και προστίθενται αποµονωµένοι ωοκινέτες. Ακολουθεί επώαση για δύο ώρες, 

υπό ανάδευση, παρουσία 5% φυσιολογικού ορού και αναστολέων πρωτεασών. Το σύνολο των 

χειρισµών πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία δωµατίου. Με το τέλος της επώασης, οι ωοκινέτες 

συνδεδεµένοι µε όποιες από τις πρωτεΐνες έχουν την ικανότητα να προσδένονται σε αυτούς, 

αποµονώνονται µε µία δεκάλεπτη φυγοκέντρηση στα 1000xg και πλένονται τρεις φορές, για είκοσι 

λεπτά, µε PBT (1x PBS, 0.2% σαπονίνη, 5% φυσιολογικός ορός). Μετά το τέλος των πλυσιµάτων οι 

ωοκινέτες ξανααποµονώνονται και το πρωτεϊνικό τους περιεχόµενο εξετάζεται µε  αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και µεταφορά σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης. Παράλληλα γίνεται και µία 

σειρά πειραµάτων ελέγχου. Πιο συγκεκριµένα, στο ίδιο πήκτωµα φορτώνονται:  

1) το αρχικό εκχύλισµα πρωτεϊνών των S2 κυττάρων, που χρησιµοποιήθηκε για την επώαση µε τους 

ωοκινέτες (θετικός έλεγχος), 

2) πρωτεϊνικό διάλυµα αποµονωµένων ωοκινετών, που δεν έχουν υποστεί επώαση µε πρωτεΐνες 

εντόµων (αρνητικός έλεγχος),  

3) το ίζηµα πρωτεϊνών που προκύπτει εάν το αρχικό εκχύλισµα των S2 κυττάρων δεν επωασθεί µε 

ωοκινέτες, αλλά υποβληθεί στο σύνολο της πειραµατικής διαδικασίας συµπεριλαµβανοµένης και της 

τελικής φυγοκέντρησης στα 1000xg (αρνητικός έλεγχος). 

Ακολουθεί ανοσοανίχνευση χρησιµοποιώντας πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι της αννεξίνης B11 της 

D. melanogaster, ώστε να ελεγχθεί η ικανότητα της συγκεκριµένης πρωτεΐνης να προσδένεται σε 

ωοκινέτες, σε συνθήκες διαλύµατος. 

 

3. ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ 
 

Αποµόνωση DNA – Προσδιορισµός της πρωτοταγούς νουκλεοτιδικής αλληλουχίας DNA 

 

Για µεγάλες ποσότητες και υψηλή καθαρότητα πλασµιδιακού DNA από βακτήρια 

χρησιµοποιήθηκαν στήλες διαχωρισµού της QIAGEN, σύµφωνα µε τις οδηγίες χρήσης της εταιρείας. 

Για τον καθαρισµό προϊόντων PCR από πήκτωµα αγαρόζης χρησιµοποιήθηκε το Qiaex II gel 

extraction kit της QIAGEN, ενώ ο προσδιορισµός της  πρωτοταγούς νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 

DNA έγινε αυτόµατα σύµφωνα µε τη µέθοδο των Rosenblum et al. , (1997). 

 

 

Αποµόνωση RNA - σύνθεση cDNA 

 

Η συνολική ποσότητα RNA αποµονώνεται χρησιµοποιώντας το αντιδραστήριο TRI (Sigma) 

σύµφωνα µε τις οδηγίες χρήσης της εταιρείας. Το RNA επωάζεται µε DNase RQ1(Promega) για να 

αποµακρυνθεί από το διάλυµα τυχόν γονιδιωµατικό DNA και 5µg mRNA από κάθε δείγµα υφίστανται 

αντίστροφη µεταγραφή σε cDNA σύµφωνα µε τις οδηγίες χρήσης της αντίστροφης µεταγραφάσης 

SuperScript II (Invitrogen), χρησιµοποιώντας ως εκκινητές  ολιγονουκλεοτίδια θυµίνης. 
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Εργαλεία Βιοπληροφορικής 

 

Πολύτιµη ήταν η βάση δεδοµένων της οµάδας ENSEMBL που έχει αναλάβει τη 

βιοπληροφορική διαχείριση της αλληλουχίας του γονιδιώµατος του Ανωφελούς (http://www. 

ensembl.org / Anopheles_gambiae), καθώς και η αντίστοιχη βάση δεδοµένων για τη ∆ροσόφιλα 

Flybase (http://flybase.bio.indiana.edu). Για το σχεδιασµό εκκινητών χρησιµοποιήθηκε το GCG 

Wisconsin Package Tools (http://oscinfo.osc.edu/software/sunfire/gcg.shtml), καθώς και για τη 

σύγκριση αλληλουχιών, σε συνδυασµό µε τα υπολογιστικά προγράµµατα BLAST του NCBI 

(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST) και ClustalX (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX) (Thompson 

et al. , 1997). Η τυχόν ύπαρξη αλληλουχιών σινιάλων για την έκκριση των αννεξινών έγινε µε το 

υπολογιστικό πρόγραµµα SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (Bendtsen et al. , 2004) και 

η τυχόν παρουσία υδρόφοβων περιοχών, οι οποίες θα µπορούσαν να ενσωµατωθούν στην πλασµατική 

µεµβράνη έγινε µε το υπολογιστικό πρόγραµµα PredictProtein (http://cubic.bioc.columbia.edu/ 

predictprotein). Πιθανά υπολείµµατα στόχοι µετά-µεταφραστικών τροποποιήσεων εντοπίσθηκαν µε τα 

υπολογιστικά προγράµµατα NetNGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc), NetOGlyc 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc), YinOYang (http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang) 

και Net Phos (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos) ( Blom et al. , 2004 ). 

 

Ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης µε RT-PCR 

 

Ο τελικός σκοπός στο συγκεκριµένο πείραµα είναι η ανάλυση του προτύπου έκφρασης των 

αννεξινών στα διάφορα αναπτυξιακά στάδια και στους διάφορους ιστούς των κουνουπιών. Το 

µονόκλωνο cDNA που συντέθηκε από την αντίδραση της αντίστροφης µεταγραφής (βλ. παραπάνω), 

πολλαπλασιάζεται µε PCR, χρησιµοποιώντας ειδικούς εκκινητές για τα γονίδια που θέλουµε να 

αντλήσουµε πληροφορία. Προκειµένου η ποσοτικοποίηση των προϊόντων να είναι αξιόπιστη, στην ίδια 

αντίδραση προστίθενται εκκινητές για ένα γονίδιο αναφοράς, του οποίου η έκφραση είναι σταθερή. 

Στην περίπτωση µας χρησιµοποιείται το ριβοσωµικό γονίδιο S7 του An. gambiae (Mahairaki et al. , 

2001). Η εφαρµογή ίδιων συνθηκών πολλαπλασιασµού τόσο για το γονίδιο στόχο, όσο και για το 

γονίδιο αναφοράς, επιτρέπει τη σύγκριση των προϊόντων της αντίδρασης και κατά συνέπεια την 

εκτίµηση της µεταβολής στη συγκέντρωση µεταγράφων του υπό µελέτη γονιδίου.  

0.5 µl cDNA (περίπου το 2% από κάθε δείγµα) χρησιµοποιείται ως µήτρα σε αντίδραση PCR 

µε ζεύγη εκκινητών ειδικά για κάθε γονίδιο αννεξίνης του κουνουπιού. Πιο συγκεκριµένα για το 

µετάγραφο ENSANGT00000015145 χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 145F-145R, για το µετάγραφο  

ENSANGT00000015300 οι εκκινητές 300F-300R, για το µετάγραφο ΕNSANGT00000015318 οι 

εκκινητές 318F-318D και για το γονίδιο ENSANGT00000028228, οι εκκινητές 228F-228R (Βλ. 

Πίνακα 3). Για το ριβοσωµικό γονίδιο S7 χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές που δηµοσιεύτηκαν από 

τους Mahairaki et al. , (2001). Ο αριθµός των κύκλων που απαιτούνται για γραµµική ενίσχυση των 

µεταγράφων κάθε γονιδίου, καθορίσθηκε µε διαδοχική αύξηση του αριθµού κύκλων της αντίδρασης 

PCR. Είκοσι έξι κύκλοι PCR αντίδρασης είχαν σαν αποτέλεσµα γραµµική ενίσχυση των µεταγράφων 

ENSANGT00000015145 και ENSANGT00000015300, είκοσι τέσσερις κύκλοι για το µετάγραφο  
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ΕNSANGT00000015318 και είκοσι κύκλοι για το ριβοσωµικό γονίδιο S7. 

Κάθε αντίδραση PCR περιλαµβάνει εκτός του µονόκλωνου cDNA, 0.5 µΜol του κάθε 

εκκινητή, 3mM MgCl2  και 2.5 µονάδες Taq πολυµεράσης (Platinum) σε ρυθµιστικό διάλυµα το οποίο 

παρέχεται µαζί µε την πολυµεράση. Κάθε κύκλος ενίσχυσης πραγµατοποιείται στις εξής συνθήκες:  

94οC για 30 δευτερόλεπτα, 58 οC για 30 δευτερόλεπτα και 72 οC για ένα λεπτό. Τα προϊόντα 

διαχωρίζονται σε πήκτωµα αγαρόζης και βάφονται µε βρωµιούχο αιθίδιο. Χρησιµοποιώντας το 

πρόγραµµα ImageJ, συγκρίνεται η µεταβολή στην έκφραση των διαφόρων αννεξινών, έχοντας τα 

µετάγραφα για το γονίδιο S7 ως σηµείο αναφοράς. Κάθε αντίδραση PCR επαναλαµβάνεται 

τουλάχιστον τρεις φορές για κάθε γονίδιο αννεξίνης. 

 
Πίνακας 3 

Γονίδια και εντός παρενθέσεως τα αντίστοιχα µετάγραφά τους, των οποίων η έκφραση ελέγχθηκε µε PCR 
χρησιµοποιώντας ειδικούς εκκινητές. Επίσης παρουσιάζονται η ονοµασία των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν 
και η αλληλουχία τους, καθώς και το µέγεθος των προϊόντων που προκύπτουν από την αντίδραση PCR. 
Ονοµασίες γονιδίων και αρίθµηση βάσεων υιοθετούνται ως έχουν από τις γονιδιωµατικές βάσεις δεδοµένων 
ENSEMBL για τον An.gambiae και Flybase για τη D. melanogaster      
 
 

ΓΟΝΙ∆ΙΟ ΟΝΟΜΑ 
ΕΚΚΙΝΗΤΗ 

ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ 
ΕΚΚΙΝΗΤΗ 

 

ΜΗΚΟΣ 
ΠΡΟΪΟΝΤΟΣ  

PCR 

  (5'-3') (bp) 
Drosophila B11 
(CG9968-PA) 

B11F ATCCCTTCGGAACTCCCAC  

 B11R ATCGCCCTTGATCCAGCTC 904 bp 

ENSANGG 
00000012656 

145F GTATTATACGCCTGTTCCGACG  

 (ENSANGT 
00000015145) 

   

 145D TTCACCTCCTCGTTCGT 365 bp 

 145R AGCACGCTTGTAGTCGCC 930 bp 

 ENSANGG 
00000012811 

300F ATTCCAATGCACACCGAC  

(ENSANGT 
00000015300) 

   

 300R AGCCTTCCTCGATAGCAC 703 bp 

ENSANGG 
00000024040 
(ENSANGT 

00000028228) 

228F AGGATGCTGCCGCCCTTCGCAA
A 

 

 228R CGTGCTCTAACGGGCGTGC 320 bp 

ENSANGG 
00000012829 

318F TACTATACGCCCCACCCGAC  

(ENSANGT 
00000015318) 
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 318D TCGCCCGTATCTGATCGTTC 369 bp 

 145R AGCACGCTTGTAGTCGCC 929 bp 

    

 
 

 

Παρασκευή ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης και παραγωγή πολυκλωνικών αντισωµάτων 

 

Πρώτο βήµα για την παραγωγή πολυκλωνικών αντισωµάτων έναντι της αννεξίνης Β11 της  

D. melanogaster και τριών αννεξινών του κουνουπιού An. gambiae, είναι η υπερέκφραση των 

πρωτεϊνών σε βακτήρια, ώστε αυτές να χρησιµοποιηθούν για την ανοσοποίηση ποντικιών. Για το 

σκοπό αυτό πολλαπλασιάζονται µε PCR τµήµατα DNA µήκους 900 και 700 περίπου ζευγών βάσεων, 

που περιέχουν την πληροφορία για την παραγωγή τµήµατος της αµινοτελικής περιοχής καθώς και των 

επαναλήψεων αννεξίνης των ανωτέρω πρωτεϊνών (Βλ.Πίνακα 4). Ως µήτρα στην αντίδραση PCR 

χρησιµοποιήθηκε cDNA µεσεντέρου κουνουπιού ή cDNA S2 κυττάρων της  D. melanogaster.  

 
Πίνακας 4: τα γονίδια-µετάγραφα αννεξίνης τα οποία ενισχύθηκαν µε PCR, το µήκος του τµήµατος που 

προκύπτει από την αντίδραση πολυµεράσης, καθώς και τα σηµεία των γονιδίων στα οποία προσδένονται οι 
εκκινητές. Ονοµασίες γονιδίων και αρίθµηση βάσεων υιοθετούνται ως έχουν στις γονιδιωµατικές βάσεις 
δεδοµένων ENSEMBL για τον An.gambiae και Flybase για τη D. melanogaster      

 

ΓΟΝΙ∆ΙΟ-ΜΕΤΑΓΡΑΦΟ ΜΗΚΟΣ  
(bp) 

5’ Εκκινητής 3’ Εκκινητής  

    
ENSANGT000000 

15145 
931 

 
217-238 1147-1130 

 
ENSANGT000000 

15300 
704 119-136 822-805 

ENSANGT000000 
15318 

930 
 

348-367 
 

1277-1260 
 

CG9968-PA 904 
 

112-130 1016-998 
 

 

           Οι πλασµιδιακοί φορείς που χρησιµοποιήθηκαν για την επαγωγή της έκφρασης των πρωτεϊνών 

σε βακτήρια, είναι οι PRSET A, B και C της Ιnvitrogen. Tα συγκεκριµένα πλασµίδια φέρουν 

αλληλουχία που κωδικοποιεί για την προσθήκη µιας σειράς έξι ιστιδινών στο αµινοτελικό άκρο της 

παραγόµενης πρωτεΐνης. Έτσι επιτρέπουν τον εύκολο και γρήγορο καθαρισµό της µέσω στηλών 

νικελίου, καθώς και την ανοσοανίχνευσή της µε σφαιρίδια νικελίου, στα οποία είναι προσδεδεµένη 

υπεροξειδάση (HRP). Επίσης κάθε φορέας (Α, Β ή C) έχει διαφορετικά κωδικόνια έναρξης της 

µετάφρασης και πολυάριθµες θέσεις αναγνώρισης περιοριστικών ενδονουκλεασών/κλωνοποίησης, 

έτσι ώστε να είναι δυνατή η µετάφραση του ανοικτού πλαισίου ανάγνωσης οποιουδήποτε ενθέµατος 

cDNA. Ένα επιπλέον χαρακτηριστικό τους, είναι ο σχεδιασµός τους για να παρέχουν υψηλά επίπεδα 

έκφρασης σε προκαρυωτικά κύτταρα, υπό τον έλεγχο του ισχυρού υποκινητή του βακτηριοφάγου Τ7. 
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Η επαγωγή της έκφρασης γίνεται σε στελέχη Escherichia coli BL21 µε την προσθήκη IPTG στο υλικό 

καλλιέργειας των βακτηρίων και την επακόλουθη παραγωγή Τ7 RNA πολυµεράσης από αυτά.  

Οι εκκινητές φέρουν στα άκρα τους αλληλουχίες αναγνώρισης από περιοριστικά ένζυµα και 

έτσι τα προϊόντα της PCR καθώς και οι κατάλληλοι κάθε φορά πλασµιδιακοί φορείς, πέπτονται µε 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες και ακολουθεί αντίδραση σύνδεσης µορίων DNA µε χρήση της λιγάσης 

του βακτηριοφάγου Τ4. Τα πλασµίδια που προκύπτουν, χρησιµοποιούνται για το µετασχηµατισµό 

βακτηρίων Ε. coli του στελέχους BL21(D3)pLysS και οι κλώνοι που φέρουν ένθεµα, επιλέγονται µε 

PCR. Παράλληλα γίνεται αλληλούχιση του πλασµιδίου για να ελεγχθεί η ακεραιότητα του ανοικτού 

πλαισίου διαβάσµατος. Η επαγωγή της πρωτεϊνικής έκφρασης γίνεται µε προσθήκη IPTG στις 

βακτηριακές καλλιέργειες, σε τελική συγκέντρωση 1mM, σύµφωνα µε το πρωτόκολλο το οποίο 

συνοδεύει τους πλασµιδιακούς φορείς (Ιnvitrogen). Η αποµόνωση των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών 

γίνεται µε χρωµατογραφία συγγένειας σε αποδιατακτικές συνθήκες, χρησιµοποιώντας σφαιρίδια Νi-

NTA (Qiagen)  σύµφωνα µε τις οδηγίες χρήσης της εταιρείας. 

           Θηλυκά ποντίκια στελέχους BALB/C ενίονται υποδερµικώς µε 50 µg καθαρής πρωτεΐνης, 

αναµεµιγµένης σε ίσο όγκο complete Freund’s adjuvant (Sigma) κατά την πρώτη ανοσοποίηση και  

incomplete Freund’s adjuvant (Sigma) κατά τις 4 επακόλουθες ενέσεις υπενθύµισης. Προ της 

ανοσοποίησης αποµονώνεται ορός από την ουρά των ποντικών, ο οποίος και θα χρησιµοποιηθεί σε 

πειράµατα ελέγχου. Μεταξύ της κάθε ένεσης µεσολαβεί ένας µήνας, ενώ 12 µε 14 ηµέρες µετά την 

κάθε ένεση λαµβάνεται ορός από την ουρά των ποντικιών και ελέγχεται ως προς την ικανότητά  του 

αναγνώρισης του ανοσογόνου. Τέλος ο ορός φυλάσσεται στους -80οC.  

 

4. ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΑΝΟΣΟΕΝΤΟΠΙΣΜΟΥ ΜΕ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ 

ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 
 

Πειράµατα ανοσοφθορισµού σε κυτταρικές σειρές εντόµων 

 

 Όλη η διαδικασία πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία δωµατίου. Κύτταρα MOS 20 και 4a3A 

τοποθετούνται σε αντικειµενοφόρους πλάκες, στεγνώνονται, ξεπλένονται σύντοµα µε PBS και 

µονιµοποιούνται για δέκα λεπτά µε 2% φορµαλδεΰδη διαλυµένη σε PBS. Αφού αποµακρυνθεί η  

φορµαλδεΰδη ξεπλένοντας πάλι µε PBS, τα κύτταρα επωάζονται για µισή ώρα µε πολυκλωνικό ορό 

έναντι των αννεξινών του κουνουπιού, αραιωµένο 1000 φορές µε PBS το οποίο περιέχει και 3% BSA 

καθώς και 0,1% Tween-20. Πρόκειται για το διάλυµα που χρησιµοποιείται σε όλα τα παρακάτω 

βήµατα, εάν δεν αναφέρεται κάτι διαφορετικό. Ακολουθούν τρία δεκάλεπτα πλυσίµατα και ηµίωρη 

επώαση µε κατάλληλο δευτερεύον αντίσωµα, αραιωµένο 2000 φορές. Μετά από επανάληψη των 

πλυσιµάτων, τα κύτταρα στεγνώνονται, ακολουθεί η προσθήκη διαλύµατος γλυκερόλης Vectashield 

(Vector Laboratories) και το σφράγισµα µε καλυπτρίδες. Τελευταίο βήµα είναι η παρατήρηση των 

δειγµάτων µε µικροσκόπιο φθορισµού και η ηλεκτρονική, ψηφιακή φωτογράφηση. Χρώση πραγµατο-

ποιείται παράλληλα, παραλείποντας την επώαση µε πρώτο αντίσωµα ή χρησιµοποιώντας ως πρώτο 

αντίσωµα ορό ποντικού προ της ανοσοποίησης µε αννεξίνη, τα οποία και αποτελούν πειράµατα 

ελέγχου.   
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Πειράµατα ανοσοφθορισµού σε ιστούς  ενήλικων κουνουπιών 

  

Όλη η διαδικασία πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία δωµατίου υπό ήπια ανάδευση και όπου 

δεν αναφέρεται διαφορετικά, το διάλυµα που χρησιµοποιείται είναι το PBT (Βλ. παραπάνω). 

Μεσέντερα ή ωοθήκες από ενήλικα κουνούπια αποµονώνονται µε ανατοµή σε στερεοσκόπιο, 

τοποθετούνται σε  PBS και επακολούθως για µια ώρα σε διάλυµα µονιµοποίησης αποτελούµενο από 

4% φορµαλδεΰδη διαλυµένη σε PBS. Η φορµαλδεΰδη αποµακρύνεται µε διαδοχικές πλύσεις µε PBS 

και οι µη ειδικές θέσεις πρόσδεσης αντισώµατος στον ιστό απενεργοποιούνται µε επώαση για µια ώρα 

σε PBT. Επόµενο βήµα είναι η προσθήκη  πρώτου αντισώµατος για τουλάχιστον τρεις ώρες και µετά 

από τρία εικοσάλεπτα πλυσίµατα, τοποθετείται το δευτερεύον αντίσωµα. Η επώαση του δευτερεύοντος 

αντισώµατος διαρκεί µιάµιση ώρα και όπως και όλα τα παρακάτω βήµατα γίνεται απουσία φωτός. Τα 

διάφορα πρωτεύοντα και δευτερεύοντα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν, καθώς και η τελική τους 

αραίωση φαίνονται στον πίνακα που ακολουθεί: 
 

Πίνακας 5 
Πρωτεύοντα και δευτερεύοντα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα ανοσοφθορισµού 

 
 

 
ΠΡΩΤΕΥΟΝΤΑ  ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ 

Αντίσωµα Αραίωση 
Rabbit anti-Laminin 1:200 
Mouse anti-annexin:  

ENSANGT00000015145 1:500 
ENSANGT00000015300 1:500 
ENSANGT00000015318 1:500 

Rabbit anti-GFP 1:1000 
Mouse anti-P28 1:1000 

∆ΕΥΤΕΡΕΥΟΝΤΑ  ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ 
Αντίσωµα Αραίωση 

Goat anti-mouse IgG-FITC 1:250 
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG 1:1000 
Alexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG 1:1000 
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG 1:1000 

 

 

 

 

 

    

      

 

 

 

 

 

Ακολουθούν τρία εικοσάλεπτα πλυσίµατα στο τελευταίο των οποίων έχει προστεθεί RNase A 

(Invitrogen) σε τελική συγκέντρωση 100 µgr/ml. Στη συνέχεια γίνεται µία πεντάλεπτη επώαση µε τη 

χρωστική ΤO-PRO (Molecular Probes) αραιωµένη 5000 φορές σε PBS και δύο πεντάλεπτα πλυσίµατα 

µε το ίδιο διάλυµα. Τελευταία βήµατα είναι η συλλογή των ιστών, η τοποθέτησή τους σε 

αντικειµενοφόρους, η απαλλαγή τους από κάθε υπόλειµµα διαλύµατος, η προσθήκη διαλύµατος 

γλυκερόλης Vectashield (Vector Laboratories) και το σφράγισµα µε καλυπτρίδες, οπότε και τα 

δείγµατα µπορούν να διατηρηθούν για όσο καιρό χρειαστεί στους -20οC. Χρώση πραγµατοποιείται 

παράλληλα, παραλείποντας την επώαση µε πρώτο αντίσωµα ή χρησιµοποιώντας ως πρώτο αντίσωµα 

ορό ποντικού προ της ανοσοποίησης µε αννεξίνη, τα οποία και αποτελούν πειράµατα ελέγχου.   
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Στην περίπτωση που τα µεσέντερα αφαιρέθηκαν από τα κουνούπια 24 ώρες µετά το γεύµα 

µολυσµένου αίµατος, ακολουθείται η ίδια διαδικασία µε τις εξής τροποποιήσεις:  

1) Η ανατοµή των κουνουπιών γίνεται σε 2% φορµαλδεΰδη και ακολούθως τα µεσέντερα 

µεταφέρονται σε PBS, όπου και αφαιρείται το αίµα που αυτά περιέχουν µε κατάλληλη τοµή. Στη 

συνέχεια γίνεται µονιµοποίηση µε 2% φορµαλδεΰδη για άλλα 30 λεπτά. 

2) Τα εικοσάλεπτα πλυσίµατα γίνονται δεκάλεπτα, πλην αυτού της προσθήκης RNase. 

3) Προ της επώασης µε TO-PRO, γίνεται χρώση των ωοκινετών µε µονοκλωνικό αντίσωµα που 

αναγνωρίζει την επιφανειακή πρωτεΐνη Ρ28 και το οποίο είναι ήδη συνδεδεµένο µε τη φθορίζουσα 

χρωστική FITC. Το αντίσωµα χρησιµοποιείται αραιωµένο κατά 1000 φορές και ο χρόνος επώασης µία 

ώρα, ενώ ακολουθούν και τρία δεκάλεπτα πλυσίµατα. 

 Σε όλες τις ανωτέρω πειραµατικές διαδικασίες, ο ανοσοεντοπισµός των πρωτεϊνών γίνεται µε 

τη χρήση συνεστιακού µικροσκοπίου Radiance 2100 της  BIORAD για τη λήψη οπτικών τοµών.  

 

5. ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ 

ΤΩΝ ΑΝΝΕΞΙΝΩΝ ΜΕ ΤΑ ΠΑΡΑΣΙΤΑ ΤΗΣ ΕΛΟΝΟΣΙΑΣ 
 

Χορήγηση πολυκλωνικών αντισωµάτων σε κουνούπια, ταυτόχρονα µε το γεύµα  

µολυσµένου µε ελονοσία αίµατος 

 

Η διαδικασία που ακολουθήθηκε έχει περιγραφεί από τους Dinglasan et al. , (2003). 

Συνοπτικά, 1ml µολυσµένου µε ελονοσία αίµατος αναµιγνύεται µε 50 µl πολυκλωνικού ορού έναντι 

των αννεξινών του κουνουπιού και τοποθετείται σε ειδικές συσκευές, οι οποίες φέρουν ηπαρίνη ώστε 

να αποτραπεί η πήξη του αίµατος, καθώς και µεµβράνη στο κάτω µέρος τους, η οποία επιτρέπει τη 

λήψη του αίµατος από κουνούπια An. stephensi  ηλικίας 6 ηµερών. Τα κουνούπια στερούνται τροφής 

για τουλάχιστον 12 ώρες, ώστε να είναι πεινασµένα όταν τους προσφερθεί το µολυσµένο γεύµα, ενώ η 

θερµοκρασία του αίµατος στη συσκευή διατηρείται στους 37οC, ώστε να αποφευχθεί το φαινόµενο της 

αποµαστίγωσης στη µία ώρα που συνολικά διαρκεί η λήψη του αίµατος από τα κουνούπια. Τα 

κουνούπια που δεν προτίµησαν το αίµα αποµακρύνονται και ο αριθµός των ωοκυστών που 

αναπτύσσονται στο µεσέντερο του κάθε κουνουπιού µετράται µετά από 10 ηµέρες. Ως πείραµα 

ελέγχου, το µολυσµένο αίµα αναµιγνύεται µε φυσιολογικό ορό ποντικού.  

 

Απενεργοποίηση των γονιδίων των αννεξινών µε τη µέθοδο RNAi 

 

DNA µήκους 900 και 700 περίπου ζευγών βάσεων, που παράγονται από την αντίστροφη 

µεταγραφή και την ενίσχυση µε PCR τµήµατος των µεταγράφων αννεξινών του κουνουπιού 

ENSANGT00000015300 και ENSANGT00000015318 (βλ. παραπάνω), κλωνοποιούνται σε πλασµίδιο 

το οποίο φέρει υποκινητές Τ7 εκατέρωθεν του ενθέµατος (Blandin et al. , 2002). ∆ίκλωνο RNA 

παράγεται χρησιµοποιώντας το Τ7 Αmbion kit (Invitrogen), σύµφωνα µε τις οδηγίες χρήσης της 

εταιρείας και φυλάσσεται διαλυµένο σε νερό στους –80οC. Κουνούπια An. gambiae 

αναισθητοποιούνται µε CO2 και 69 nl δίκλωνου RNA συγκεντρώσεως 1mg/ml ενίονται ενδοθωρακικά 
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µε κατάλληλη συσκευή (Nanoinjector-Nanoject, Drummond). Τα κουνούπια αναρρώνουν από την 

ένεση για 4 ηµέρες και ελέγχεται η αναστολή της έκφρασης των αννεξινών στους ιστούς τους µε 

Western. Την τέταρτη ηµέρα τους χορηγείται µολυσµένο µε ελονοσία γεύµα και ο αριθµός των 

ωοκυστών στο µεσέντερό τους προσδιορίζεται 10 ηµέρες αργότερα. Ως πείραµα ελέγχου, γίνονται 

ενέσεις µε δίκλωνο RNA για το γονίδιο LacΖ.    
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
1. Βιοχηµικός χαρακτηρισµός, αποµόνωση και ταυτοποίηση πολυπεπτιδίων που 

προσδένουν ωοκινέτες 
Κατά τη διάρκεια της έρευνας για την απόκτηση του µεταπτυχιακού τίτλου ειδίκευσης 

βρέθηκαν τρία πολυπεπτίδια στην κυτταρική σειρά S2 της D. melanogaster που έχουν την ικανότητα 

πρόσδεσης σε ωοκινέτες. Για να βρεθεί ο πιθανός υποκυτταρικός εντοπισµός τους, εφαρµόσθηκε ένα 

πρωτόκολλο διαφορικής φυγοκέντρησης πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων κυττάρων. Σύµφωνα µε αυτό, τα 

κύτταρα σπάνε µε χρήση υπερήχων και αφού αποµακρυνθούν µεγάλα τµήµατα κυττάρων και πυρήνες 

µε φυγοκέντρηση στα 1000xg, το υπερκείµενο  φυγοκεντρείται στα 10000xg, οπότε καθιζάνουν 

οργανίδια και µεγάλα κοµµάτια µεµβρανών. Το υπόλοιπο υλικό επαναφυγοκεντρείται στα 100000xg, 

οπότε προκύπτει το ίζηµα των µικροσωµικών πρωτεϊνών, που σχετίζονται µε κάποια µεµβράνη του 

κυττάρου, ενώ αυτές που ακόµα είναι διαλυτές, αποτελούν συστατικά του κυτταροδιαλύµατος 

(cytosol). Από τα τρία υπό µελέτη πολυπεπτίδια, δύο εγκαταλείπουν το διάλυµα µετά από 

φυγοκέντρηση στα 10000xg (βλ. βέλη, Εικόνα 9A), ενώ και τα τρία µετά από φυγοκέντρηση στα 

100000xg, υποδεικνύοντας τον πιθανό µεµβρανικό εντοπισµό τους (βλ. Εικόνα 9A). Η πρόσδεση των 

ωοκινετών στα συγκεκριµένα πολυπεπτίδια µοριακού βάρους περίπου 35.5, 36.5 και 38 kDa µπορεί να 

παρατηρηθεί ακόµα και µε γυµνό µάτι, µια και οι ωοκινέτες σχηµατίζουν ένα σκούρο καφέ ίζηµα στο 

λευκό πρωτεϊνικό φίλτρο, πιθανότατα λόγω της αιµοζωίνης που αυτοί περιέχουν (βλ. Εικόνα 9Α). Η 

παρασιτική προέλευση του συγκεκριµένου ιζήµατος περαιτέρω αποδεικνύεται, εάν τα φίλτρα 

επωασθούν µε το µονοκλωνικό αντίσωµα12.1, το οποίο αναγνωρίζει το επιφανειακό πεπτίδιο P28 των 

παρασίτων. Το σήµα στο τύπου Western πείραµα αντιστοιχεί στην περιοχή του φίλτρου που παρατη-

ρείται και το καφέ ίζηµα (βλ. Εικόνα 9Β).  
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Εικόνα 9: τρεις  µεµβρανικές πρωτεΐνες της κυτταρικής  σειράς  S2 της D. melanogaster προσδένουν τους 
ωοκινέτες. 
Α. Η πρόσδεση των ωοκινετών στα φίλτρα πρωτεϊνών µπορεί να παρατηρηθεί ακόµα και µε γυµνό µάτι σαν καφέ 
σκούρο ίζηµα. Τα υπό µελέτη πολυπεπτίδια κατακρηµνίζονται τόσο µετά τη φυγοκέντρηση στα 10000xg (στήλη 
3) όσο και στα 100000xg (στήλη 2), ενώ καµία ενεργότητα πρόσδεσης δεν παρατηρείται στο κυτταροδιάλυµα 
(στήλη 1), υποδεικνύοντας τη συσχέτισή τους µε τη µεµβράνη του κυττάρου. Στη στήλη 4 φαίνεται έγχρωµος 
µάρτυρας µοριακού βάρους πρωτεϊνών της εταιρείας BIORAD. 
B. Επώαση των φίλτρων µε το 12.1 µονοκλωνικό αντίσωµα, έναντι του επιφανειακού πεπτιδίου P28 των 
παρασίτων, αποδεικνύει την παρασιτική προέλευση του ιζήµατος. 
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Λόγω του πιθανού µεµβρανικού εντοπισµού των πολυπεπτιδίων, το ερώτηµα που προκύπτει 

είναι εάν αυτά είναι ενσωµατωµένα στην κυτταρική µεµβράνη ή απλά σχετίζονται µε αυτή. Για να 

απαντηθεί το ερώτηµα, µικροσωµικά ιζήµατα επωάζονται µε αυξανόµενη ιονική ισχύ, ή σε ακραίο 

βασικό pH ή µε χειλικούς παράγοντες όπως το EGTA ή  µε αποδιατακτικούς παράγοντες όπως η ουρία 

και η υδροχλωρική γουανιδίνη. Κάτω από αυτές τις συνθήκες, µόνο οι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες 

παραµένουν συνδεδεµένες  στα µικροσώµατα, µια και για την εκχύλιση τους από τη λιπιδική 

διπλοστοιβάδα είναι απολύτως απαραίτητη η παρουσία απορρυπαντικού. Μερική εκχύλιση των υπό 

µελέτη πεπτιδίων επιτυγχάνεται χρησιµοποιώντας 0.6 Μ KCl ή 100mΜ Na2CO3 pH 11 ή EGTA, ενώ 

ολική εκχύλιση επιτυγχάνεται µε  2Μ Ουρία ή 3Μ Υδροχλωρική Γουανιδίνη (βλ. Εικόνα 10), οπότε 

συνάγεται το συµπέρασµα ότι αυτά σχετίζονται ναι µεν µε την κυτταρική µεµβράνη, αλλά δεν 

πρόκειται για διαµεµβρανικές πρωτεΐνες. 

 
Εικόνα 10: Τα υπό µελέτη πολυπεπτίδια εκχυλίζονται πλήρως από τα µικροσώµατα µε ουρία ή υδροχλωρική 
γουανιδίνη, ενώ µερική εκχύλιση επιτυγχάνεται µε KCl ή ακραία βασικό pH. 
1: διαλυτοποιηµένες µικροσωµικές πρωτεΐνες µετά την εκχύλιση µε 2Μ ουρία 
2: µη διαλυτές  µικροσωµικές πρωτεΐνες µετά την εκχύλιση µε 2Μ ουρία 
3: διαλυτοποιηµένες µικροσωµικές πρωτεΐνες µετά την εκχύλιση µε 3Μ υδροχλωρική γουανιδίνη 
4: µη διαλυτές  µικροσωµικές πρωτεΐνες µετά την εκχύλιση µε 3Μ υδροχλωρική γουανιδίνη  
5: διαλυτοποιηµένες µικροσωµικές πρωτεΐνες µετά την εκχύλιση µε 0.6Μ ΚCl 
6: µη διαλυτές  µικροσωµικές πρωτεΐνες µετά την εκχύλιση µε 0.6Μ ΚCl 
7: διαλυτοποιηµένες µικροσωµικές πρωτεΐνες µετά την εκχύλιση µε 100mΜ Na2CO3 pH 11 
8: µη διαλυτές  µικροσωµικές πρωτεΐνες µετά την εκχύλιση µε 100mΜ Na2CO3 pH 11. 

 
 
 

Αποµόνωση και ταυτοποίηση 
 

Για την αποµόνωση και ταυτοποίηση των πρωτεϊνών που προσδένουν τους ωοκινέτες 

επιλέχθηκε η στρατηγική της ηλεκτροφόρησης δύο διαστάσεων, µε επακόλουθη χρήση τεχνικών 

φασµατοµετρίας µάζας. Ενισχυτικό ρόλο στην απόφαση αυτή έπαιξε και το γεγονός της διαλυτότητας 

των υπό µελέτη πρωτεϊνών στην ουρία (βλ. προηγούµενη παράγραφο), ενός από τα κύρια συστατικά 

των αντιδραστηρίων που χρησιµοποιούνται κατά το διαχωρισµό των πρωτεϊνών µε ηλεκτροφόρηση 

δύο διαστάσεων. Επιπλέον, στη δεδοµένη χρονική στιγµή, η ∆ροσόφιλα ήταν το µοναδικό έντοµο του 

οποίου το γονιδίωµα ήταν γνωστό, επιτρέποντας την εφαρµογή τεχνικών φασµατοµετρίας µάζας για 

την ταυτοποίηση των πρωτεϊνών του.  

 Το σύνολο των µικροσωµικών πρωτεϊνών κυττάρων S2 της D. melanogaster, καθώς και 

εκχυλίσµατά τους µε αυξανόµενη συγκέντρωση ΚCl, ουρίας και υδροχλωρικής γουανιδίνης, 

διαχωρίστηκαν πρώτα σε πηκτώµατα µίας διάστασης, ώστε να επιβεβαιωθεί η ύπαρξη των υπό µελέτη 

πρωτεϊνών σε αυτά. Στην συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν µικρού µεγέθους πηκτώµατα δύο διαστάσεων, 

ώστε να δοκιµαστεί η δυνατότητα της συγκεκριµένης τεχνικής για υψηλής ποιότητας διαχωρισµό των 

πρωτεϊνών των δειγµάτων. Με το τέλος του διαχωρισµού, η χρώση αργύρου του πηκτώµατος 

ακρυλαµιδίου αποκάλυψε χαµηλή διακριτική ικανότητα και µεγάλου µεγέθους συσσωµατώµατα 
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πρωτεϊνών γύρω από την περιοχή φόρτωσης στην πλειονότητα των δειγµάτων. Μονάχα εκχυλίσµατα 

µικροσωµικών πρωτεϊνών µε ουρία έδιναν διαχωρισµό καλής διακριτικής ικανότητας, αλλά όµως η 

συνολική ποσότητα πρωτεΐνης που µπορεί να φορτωθεί σε µικρού µεγέθους πηκτώµατα, δεν επέτρεψε 

την ταυτοποίηση ακόµα και µε τις πιο ευαίσθητες µεθόδους φασµατοµετρίας µάζας. 

 Με τη χρήση µεγάλων πηκτωµάτων ηλεκτροφόρησης δύο διαστάσεων, επιτεύχθηκε τόσο η 

αύξηση της συνολικής ποσότητας πρωτεϊνών που διαχωρίζονται, όσο και η επιπλέον βελτίωση της 

διακριτικής ικανότητας κατά το διαχωρισµό τους. Αρχικά, κατά την πρώτη διάσταση, χρησιµοποι-

ήθηκαν λωρίδες ευρέως φάσµατος, οι οποίες διαχωρίζουν το σύνολο των πρωτεϊνών µε ισοηλεκτρικό 

σηµείο από 3 έως 10. Μετά τη χρώση των πηκτωµάτων φανερώθηκε η παρουσία τριών κηλίδων στο 

ίδιο ισοηλεκτρικό σηµείο (περίπου 6) και στο µοριακό βάρος, που σύµφωνα µε τα προηγούµενα 

πειράµατα, εντοπίζεται η ενεργότητα πρόσδεσης ωοκινετών (βλ. Εικόνα 11Α). Επόµενο βήµα ήταν η 

εστίαση ακόµα περισσότερο στη συγκεκριµένη περιοχή, χρησιµοποιώντας λωρίδες στενότερου 

φάσµατος ισοηλεκτρικού σηµείου, δηλαδή από 5 έως 8. Πράγµατι σε τρία διαφορετικά εκχυλίσµατα 

µικροσωµάτων µε αυξανόµενη συγκέντρωση ουρίας (Εικόνες 11Β, Γ, ∆) παρατηρήθηκαν τα ίδια 

πολυπετίδια (πιθανώς το αυτό, αλλά µε τις τρεις ισοµορφές του), στο αναµενόµενο µοριακό βάρος, 

καθιστώντας τα ως υποψήφιους για τις  τριπλές ζώνες  πρόσδεσης των ωοκινετών στα φίλτρα (βλ. 

Εικόνες 9 και 10). 

    Α        10                                                        3      Β    8                                                        5 
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Εικόνα 11: χρώση αργύρου σε πηκτώµατα διαχωρισµού δύο διαστάσεων. Και τα 4 δείγµατα που 
χρησιµοποιήθηκαν ήταν εκχυλίσµατα µικροσωµάτων µε ουρία. 
Α: εκχύλισµα µε 4Μ ουρία, διαχωρίστηκε στην πρώτη διάσταση µε ταινία ευρέως φάσµατος 3-10. 
Β: εκχύλισµα µε 2Μ ουρία, διαχωρίστηκε στην πρώτη διάσταση µε ταινία στενού φάσµατος 5-8.   
Γ: εκχύλισµα µε 4Μ ουρία, διαχωρίστηκε στην πρώτη διάσταση µε ταινία στενού φάσµατος 5-8.  
∆: εκχύλισµα µε 6Μ ουρία διαχωρίστηκε  στην πρώτη διάσταση µε ταινία στενού φάσµατος 5-8.  
Ένα πιθανό πολυπεπτίδιο µε τρεις ισοµορφές ανιχνεύθηκε σε όλα τα δείγµατα και δείχνεται µε βέλη. 
 
 
 Κάθε µία από τις τρεις κηλίδες αποκόπηκε και µετά τον αποχρωµατισµό ακολούθησε η πέψη 

της, εντός του πηκτώµατος πολυακρυλαµιδίου, µε θρυψίνη. Τα προϊόντα καθαρίστηκαν από το 

πήκτωµα και αναλύθηκαν µε φασµατοµετρία µάζας MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionisation – Time Of Flight) (Corthals et al. , 2000). Σύµφωνα µε τις αρχές της τεχνικής, τα πεπτίδια  

πρώτα αναµειγνύονται µε µία µικρή αρωµατική χηµική ένωση, όπως το σιναπινικό οξύ ή το α-cyano-

4-hydroxycinnamic acid, η οποία διαλυµένη σε οργανικό διαλύτη, παίζει το ρόλο υποστρώµατος για τη 

στερέωση των δειγµάτων σε ένα µεταλλικό στόχο. Με την αποξήρανση του µείγµατος, ο στόχος 

τοποθετείται στο φασµατογράφο, φέροντας και τα υπό ανάλυση δείγµατα. Αφού δηµιουργηθεί υψηλό 

κενό (της τάξης του 10-5 έως 10-7 Torr), στο στόχο εφαρµόζεται ισχυρότατο ηλεκτρικό πεδίο (της τάξης 

των 20kV) και κατευθύνεται ακτίνα λέιζερ κατάλληλου µήκους κύµατος, ώστε οι κρύσταλλοι του 

υποστρώµατος να απορροφήσουν την φωτονική ενέργεια και να αρχίσει η έκλυση θερµότητας από 

αυτούς. Η απότοµη αύξηση της θερµοκρασίας έχει ως συνέπεια τη µετάβαση υποστρώµατος και των 

πεπτιδίων στην αέρια φάση. Αυτή η διαδικασία παράλληλα ιονίζει τα δείγµατα µέσω πρωτο-

νιώσεων/αποπρωτονιώσεων, πρόσδεσης/αποκοπής κατιόντων, ή οξειδώσεων/αναγωγών στην αέρια 

φάση. Τα ιονισµένα µόρια απωθούνται από το µεταλλικό στόχο, λόγω του ισχυρότατου πεδίου και 

συσσωρεύονται προς µία σειρά φακών που τα κατευθύνουν σε περιοχή απαλλαγµένη από πεδίο. Όλα 

τα ιόντα έχουν την ίδια τελική κινητική ενέργεια καθώς φτάνουν στην ελεύθερη του πεδίου περιοχή, 

εποµένως ο χρόνος που µεσολαβεί για την άφιξή τους εξαρτάται απόλυτα από τη µάζα τους. Ένας 

ανιχνευτής ενεργοποιείται από τους παλµούς του λέιζερ και καταγράφει το χρόνο πτήσης των ιόντων, 

από τον αρχικό ιονισµό έως την άφιξή τους στην περιοχή που το ηλεκτρικό πεδίο παύει. Μικρότερα 

ιόντα ταξιδεύουν ταχύτερα σε σύγκριση µε µεγαλύτερα και έτσι πρακτικά η µάζα τους µπορεί να 

υπολογισθεί, εάν ο χρόνος πτήσης τους συγκριθεί µε τον αντίστοιχο µορίων των οποίων το ακριβές 

µοριακό βάρος είναι ήδη γνωστό. Στο συγκεκριµένο πείραµα, χρησιµοποιήθηκαν τα πεπτίδια 

αυτόλυσης της θρυψίνης.  

 Από τις τρεις κηλίδες που αναλύθηκαν, η µεσαία έδωσε τα καλύτερα αποτελέσµατα 

ταυτοποίησης (βλ. Εικόνα 12). ∆εκατέσσερα συνολικά πεπτίδια τα οποία ανιχνεύθηκαν στο φάσµα, 

µπορούν να αποδοθούν στην πρωτεΐνη αννεξίνη Β11 (CG9968) της  D. melanogaster. To φάσµα 

καθώς και τα µοριακά βάρη των πεπτιδίων φαίνονται στην εικόνα 12 Α, ενώ στην εικόνα 12Β 

εµφανίζεται η αλληλουχία των πεπτιδίων και παράλληλα απεικονίζεται µε κόκκινο χρώµα, σε σχέση 

µε την υπόλοιπη αλληλουχία της πρωτεΐνης που απεικονίζεται µε µαύρο χρώµα. Στην ίδια εικόνα, 

παρουσιάζονται επίσης οι τροποποιήσεις των πεπτιδίων που ελήφθησαν υπ’ όψη κατά τη διαδικασία 

της ταυτοποίησης, καθώς και το ποσοστό της συνολικής αλληλουχίας που αναγνωρίσθηκε και 

ανέρχεται στο 50%. Άλλα έξι πεπτίδια τα οποία ανιχνεύθηκαν στο φάσµα µπορούν να αποδοθούν στη 

συγκεκριµένη πρωτεΐνη µε την παραδοχή φωσφορυλιώσεων, γλυκοσυλιώσεων και άλλων 
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οµοιοπολικών τροποποιήσεων. Το κατ’ εκτίµηση ισοηλεκτρικό σηµείο της αννεξίνης Β11 είναι 6.04, 

ενώ το µοριακό της βάρος 36.289, σε απόλυτη συµφωνία µε την εκτίµηση από τα πηκτώµατα δύο 

διαστάσεων. ∆έκα από τα δεκατέσσερα πεπτίδια που χρησιµοποιήθηκαν για την ταυτοποίηση της 

πρωτεΐνης της µεσαίας κηλίδας, µπορούσαν να εντοπισθούν και στο φάσµα της άνω κηλίδας. 

∆υστυχώς η ποσότητα της πρωτεΐνης στην κατώτερη από τις τρεις κηλίδες ήταν ανεπαρκής για την 

ανάλυσή της µε τη συγκεκριµένη τεχνική. Όπως και να έχει το πράγµα, το σχεδόν απόλυτα ταυτόσηµο 

ισοηλεκτρικό τους σηµείο, σε συνδυασµό µε τα δεδοµένα της φασµατοµετρίας µάζας οδηγούν στο 

συµπέρασµα ότι τουλάχιστον δύο κηλίδες αντιστοιχούν σε ισοµορφές της αννεξίνης  Β11 (CG9968) 

της D. melanogaster.   

Επόµενο βήµα ήταν η παραγωγή φίλτρων από πηκτώµατα δύο διαστάσεων για να διαπιστωθεί 

η ενεργότητα πρόσδεσης των ωοκινετών στην συγκεκριµένη τριπλέτα κηλίδων. Τέτοια ενεργότητα 

όµως δεν βρέθηκε, επειδή ο συνδυασµός της παρουσίας λιπόφιλων απορρυπαντικών κατά την 

ηλεκτροφόρηση, µε το υψηλό πεδίο που εφαρµόζεται για το διαχωρισµό των πρωτεϊνών, καθώς και η 

ταυτόχρονη παρουσία πλειάδας αποδιατακτικών παραγόντων (αλκυλιωτικοί, οξειδωτικοί παράγοντες), 

οδήγησαν σε απώλεια της ικανότητας πρόσδεσης των ωοκινετών στα φίλτρα. 
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Εικόνα 12: η διαδικασία ταυτοποίησης της πρωτεΐνης.  
Α: το φάσµα που προέκυψε από την ανάλυση ΜALDI-TOF της µεσαίας κηλίδας. Σηµειώνονται τα µοριακά βάρη 
των πεπτιδίων που χρησιµοποιήθηκαν για την τελική ταυτοποίηση της πρωτεΐνης. 
Β: η αλληλουχία των πεπτιδίων, πιθανές τροποποιήσεις τους, η διαφορά µεταξύ του προσδοκώµενου και του 
παρατηρούµενου µοριακού βάρους τους, η θέση τους σε σχέση µε τη συνολική πρωτεϊνική αλληλουχία, καθώς και 
το ποσοστό της αλληλουχίας που αναγνωρίσθηκε, παρουσιάζονται µέσω του υπολογιστικού προγράµµατος 
Μascot. Το πρόγραµµα τρέχει µε την υπόθεση ότι το σφάλµα στον υπολογισµό της µάζας των πεπτιδίων δεν 
υπερβαίνει τα 0.15 Da, ενώ και η πέψη µε την θρυψίνη µπορεί να µην είναι επιτυχής σε τρεις συνεχόµενες θέσεις 
αναγνώρισης του ενζύµου.    
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∆εδοµένης της αδυναµίας πρόσδεσης των ωοκινετών στις τρεις κηλίδες από τις οποίες έγινε η 

ταυτοποίηση, η προσπάθεια εστιάστηκε στην παραγωγή αντισωµάτων έναντι της αννεξίνης Β11, ώστε  

να ελεγχθεί η ικανότητα πρόσδεσής της στους ωοκινέτες. Ειδικοί εκκινητές σχεδιάστηκαν και µε 

αντίδραση PCR, χρησιµοποιώντας ως µήτρα cDNA από κύτταρα S2 της D. melanogaster (η κυτταρική 

σειρά από την οποία προέρχονταν τα δείγµατα που οδήγησαν στην ταυτοποίηση), επιβεβαιώθηκε η 

έκφραση του συγκεκριµένου γονιδίου σε αυτά. Το προϊόν της αντίδρασης PCR, που κωδικοποιεί 

τµήµα του αµινοτελικού άκρου και των επαναλήψεων αννεξίνης, κλωνοποιήθηκε σε κατάλληλο φορέα 

υπερέκφρασης σε βακτήρια και µετά την επαγωγή της έκφρασης, η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη 

αποµονώθηκε µέσω χρωµατογραφίας συγγένειας χρησιµοποιώντας στήλη νικελίου. Μετά από πέντε 

ενέσεις ανοσοποίησης  ποντικών BALB/C, ο ορός τους αναγνώριζε την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη σε 

πειράµατα Western blot σε αραίωση 1: 5000. Ακολούθως εκτελέσθηκε ένα πείραµα το οποίο απέδειξε 

την ικανότητα της αννεξίνης να προσδένεται σε ωοκινέτες, ακόµα και σε συνθήκες διαλύµατος: 

κύτταρα S2 σπάζονται µε υπερήχους και µετά από φυγοκέντρηση στα 10000xg, το υπερκείµενο 

ελέγχεται για την παρουσία αννεξίνης (βλ. Εικόνα 13, στήλες 2 και 3). Ακολούθως προστίθενται 

καθαροί ωοκινέτες και επωάζονται µε το πρωτεϊνικό διάλυµα για δύο ώρες. Με το τέλος της επώασης 

οι ωοκινέτες αποµονώνονται µε φυγοκέντρηση στα 1000xg, πλένονται και το σύνολο των πρωτεϊνών 

τόσο αυτών των παρασίτων, όσο και αυτών των εντόµων που προσδένονται στα παράσιτα, 

διαχωρίζεται µε ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικές συνθήκες και µεταφέρεται σε φίλτρα. Η επώαση 

των φίλτρων µε πολυκλωνικό ορό έναντι της αννεξίνης  Β11 έδωσε ένα ισχυρό σήµα αναγνώρισης των 

τριών πρωτεϊνών (βλέπε βέλη Εικόνας 13), αποδεικνύοντας ότι οι συγκεκριµένες πρωτεΐνες έχουν την 

ικανότητα να προσδένονται στους ωοκινέτες σε συνθήκες διαλύµατος και εποµένως συµπαρασύρονται 

µαζί τους σε φυγοκέντρηση 1000xg (βλ. Εικόνα 13, στήλες 4 και 5). Εάν στο φίλτρο περιέχονται 

µονάχα πρωτεΐνες των ωοκινετών, τότε αυτές δεν αναγνωρίζονται από τον πολυκλωνικό ορό (βλ. 

Εικόνα 13, στήλη 1) και επιπλέον, εάν το εκχύλισµα των S2 κυττάρων δεν επωαστεί µε ωοκινέτες, 

τότε επίσης δεν ανιχνεύεται κάποιο σήµα αναγνώρισης µετά από φυγοκέντρηση του στα 1000xg 

(δεδοµένα που δεν παρουσιάζονται). 

                                      1                      2                    3                      4                     5    

                         
 
Εικόνα 13: Western blot µε πολυκλωνικό ορό έναντι της αννεξίνης Β11. Στη στήλη 1 έχει διαχωριστεί το σύνολο 
των πρωτεϊνών  καθαρών ωοκινετών, που όπως είναι φυσικό δεν αναγνωρίζονται από τον ορό. Στις στήλες 2 και 3 
έχουν διαχωριστεί δύο πρωτεϊνικά διαλύµατα κυττάρων S2, ύστερα από φυγοκέντρηση τους στα 10000xg, τα 
οποία χρησιµοποιήθηκαν για επώαση µε ωοκινέτες. Μετά την επώασή τους µε τα διαλύµατα 2 ή 3, οι ωοκινέτες 
αποµονώνονται µε φυγοκέντρηση στα 1000xg, πλένονται και το σύνολο των πρωτεϊνών διαχωρίζονται, οπότε 
προκύπτουν αντίστοιχα οι στήλες 4 ή 5. Φαίνεται καθαρά το σήµα προσδεδεµένης στους ωοκινέτες αννεξίνης 
όταν αυτοί επωασθούν µε τα διαλύµατα 2 και 3.  
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Οι πρωτεΐνες που προσδένουν τους ωοκινέτες στα φίλτρα αντιστοιχούν σε αννεξίνες; 

  

Η ερευνητική εργασία που έγινε για την απόκτηση του µεταπτυχιακού τίτλου ειδίκευσης, 

απέδειξε την ύπαρξη των πολυπεπτιδίων που προσδένουν ωοκινέτες τόσο στη ∆ροσόφιλα όσο και σε 

µεσέντερα και κυτταρικές σειρές κουνουπιών. Το ερώτηµα που άµεσα προκύπτει, είναι εάν τα 

πολυπεπτίδια αυτά αντιστοιχούν σε αννεξίνες. Επιπλέον, δεδοµένου ότι µας ενδιαφέρει η µελέτη των 

συγκεκριµένων πρωτεϊνών κατά τη διαδικασία διείσδυσης των παρασίτων στο µεσέντερο του 

κουνουπιού, η προσπάθεια εστιάστηκε στην κλωνοποίηση και παραγωγή πολυκλωνικών αντισωµάτων 

έναντι των οµόλογων γονιδίων του Ανωφελούς. Εξαιρετικό πλεονέκτηµα στην προσπάθεια αυτή 

αποτέλεσε η, πλέον, ολοκληρωµένη αλληλούχιση του γονιδιώµατος του An. gambiae. Eιδικοί 

εκκινητές σχεδιάστηκαν µε βάση την αλληλουχία των τεσσάρων γονιδίων αννεξινών που βρέθηκαν µε 

µεθόδους βιοπληροφορικής στο γονιδίωµα. Αντιδράσεις PCR µε µήτρα cDNA από µεσέντερα 

κουνουπιών, έδειξαν ότι τρία από τα τέσσερα υποθετικά γονίδια εκφράζονται στο µεσέντερο των 

κουνουπιών. Tα υποθετικά µετάγραφα των γονιδίων αυτών ονοµάζονται ENSANGT00000015145, 

ENSANGT00000015300 και ENSANGT00000015318, ενώ το δυνητικό µετάγραφο του τέταρτου 

γονιδίου ENSANGT00000028228 δεν βρέθηκε σε cDNA µεσεντέρων κουνουπιού (βλέπε σελίδα 46). 

Τα προϊόντα της αντίδρασης PCR, που κωδικοποιούν τµήµα του αµινοτελικού άκρου και των 

επαναλήψεων αννεξίνης των τριών πολυπεπτιδικών προϊόντων των υποθετικών γονιδίων, 

κλωνοποιήθηκαν σε κατάλληλο φορέα υπερέκφρασης  σε βακτήρια και, όπως και στην περίπτωση της 

δροσόφιλας, παρήχθησαν πολυκλωνικά αντισώµατα. Τα αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα 

ανοσοεντοπισµού των αννεξινών σε φίλτρα, τα οποία φέρουν το σύνολο των πρωτεϊνών κυττάρων S2 

από D. melanogaster και 4a-3A από An. gambiae (βλ. Εικόνα 14Α). Να σηµειωθεί ότι το αποτέλεσµα 

είναι το ίδιο, οποιοσδήποτε από τους τρεις πολυκλωνικούς ορούς που αναγνωρίζουν τις αννεξίνες του 

κουνουπιού και εάν χρησιµοποιηθεί, µια και κάθε ένας τους αναγνωρίζει και τις τρεις αννεξίνες του 

κουνουπιού. Ακολούθως τα αντισώµατα αποµακρύνονται και τα φίλτρα επωάζονται µε ωοκινέτες. Οι 

ωοκινέτες προσδένονται στα φίλτρα (βλ. Εικόνα 14Β) στα ίδια ακριβώς σηµεία όπου είχαν 

προηγουµένως εντοπισθεί οι αννεξίνες µε ανάλυση Western. Εάν τα φίλτρα περιέχουν πρωτεΐνες της 

κυτταρικής σειράς ΜΟS 20 του Αe. aegypti, επίσης παρατηρείται ταύτιση µεταξύ σήµατος αννεξινών 

και θέσης πρόσδεσης των ωοκινετών στα φίλτρα (βλ. Εικόνα 14Γ, ∆), ενώ ούτε αναγνώριση από τα 

αντισώµατα, ούτε πρόσδεση ωοκινετών επιτυγχάνεται, όταν τα φίλτρα περιέχουν καθαρή αννεξίνη 

θηλαστικών (αννεξίνη V ή καλπακτίνη). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 48



 
 
A                                                      B 
            1         2         3         4         5                         1       2        3        4       5 

                       

52.4kDa 

34.8kDa 

 
Γ                             ∆ 
            6        7                      6         7 

                  

a

a

 
Εικόνα 14: οι θέσεις πρόσδεσης των ωοκινετ
µε πολυκλωνικό ορό έναντι των αννεξινών το
αντίστοιχα. Η ανίχνευση των θέσεων πρόσδεσ
καφέ ίζηµα, είτε µε χρήση του µονοκλωνικού
1-2: πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα κυττάρων 4a-3A
 3-5: πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα κυττάρων S2  τ
 6: πρωτεϊνικό εκχύλισµα κυττάρων MOS20 τ
7: καθαρή  ανθρώπινη αννεξίνη V (Sigma) 

 

34.8 kD
52.4 kD
ών στα φίλτρα αντιστοιχούν σε αννεξίνες. Α, Γ : Ανάλυση Western 
υ An. gambiae. Πρόσδεση των ωοκινετών στα ίδια φίλτρα Β και ∆ 
ης των ωοκινετών γίνεται είτε µε γυµνό µάτι (Β) ως ένα σκούρο 

 αντισώµατος 12.1 που αναγνωρίζει το παράσιτο (∆). 
 του An. gambiae   
ης D. melanogaster  
ου Ae. aegypti   
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2. Γονίδια αννεξινών στο κουνούπι An. gambiae 

 

 
 Επόµενο βήµα µετά την ταυτοποίηση των αννεξινών, ήταν ο εντοπισµός των γονιδίων τους 

στο ολοκληρωµένο γονιδίωµα του Ανωφελή. Χρήσιµο εργαλείο στη φάση αυτή της εργασίας 

αποτέλεσε η σχετική βάση δεδοµένων της οµάδας ENSEMBL που έχει αναλάβει τη βιοπληροφορική 

διαχείριση της αλληλουχίας του γονιδιώµατος του Ανωφελούς (http://www. ensembl.org / 

Anopheles_gambiae). Σύµφωνα µε τη βάση δεδοµένων, 4 συνολικά γονίδια αννεξινών υπάρχουν στο 

γονιδίωµα του κουνουπιού, όλα στο χρωµόσωµα 2R. Τα γονίδια (αναφερόµενα µε τη σειρά που 

βρίσκονται κατανεµηµένα στο γονιδίωµα) ENSANGG00000024040, ENSANGG00000012829 και 

ENSANGG00000012656 συναθροίζονται σε αλληλουχία µήκους 8Κb, περίπου στη συντεταγµένη 44.4 

Μb του ικριώµατος του γονιδιώµατος του χρωµοσώµατος 2R, µε τα δύο πρώτα να έχουν την ίδια 

κατεύθυνση µεταγραφής, ενώ το τρίτο έχει αντίθετη κατεύθυνση µεταγραφής από τα άλλα δύο. 

Αντίθετη κατεύθυνση µεταγραφής έχει και το τέταρτο γονίδιο ΕΝSANGG00000012811, του οποίου τα 

εξόνια απλώνονται σε αλληλουχία µήκους 11Κb, σε απόσταση 1Μb περίπου από τα υπόλοιπα τρία 

γονίδια, στη συντεταγµένη 45.3 Μb. Τα τρία γονίδια περιέχουν τρία εξόνια, ενώ το πρώτο 

(ENSANGG00000024040) έχει µόνο δύο. Πρέπει να επισηµανθεί ότι µετάγραφο του πρώτου γονιδίου 

δεν ήταν δυνατόν να ανιχνευθεί µε PCR σε ιστούς ενήλικων κουνουπιών. Τα µετάγραφα των τριών 

πρώτων γονιδίων (ENSANGT00000028228, ENSANGT00000015318 και  ENSANGT00000015145 

αντίστοιχα), σύµφωνα µε την ENSEMBL, παρουσιάζονται στην εικόνα 15 Α, ενώ στην εικόνα 15Β 

παρουσιάζεται το µετάγραφο του τέταρτου γονιδίου (ENSANGT00000015300). Στα δύο σχήµατα 

φαίνονται παράλληλα και οι πολυµορφισµοί ενός νουκλεοτιδίου (SNPs), που ενδεχοµένως συµβαίνουν 

στην περιοχή των γονιδίων. 
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Εικόνα 15 : τα γονίδια των αννεξινών στο κουνούπι An. gambiae, όπως αυτά παρουσιάζονται από την ENSEMBL 
(A), (B). Τρία γονίδια εντοπίζονται σε µία περιοχή µήκους 8Κb (τα µετάγραφά τους ENSANGT00000028228, 
ENSANGT00000015318 και ENSANGT00000015145 φαίνονται στην εικόνα Α) και ένα τέταρτο 
(ΕNSANGT00000015300, εικόνα Β) βρίσκεται 0,9 Μb πιο πέρα. Η µπλε µπάρα αντιπροσωπεύει την αλυσίδα του 
DNA, µε τα µετάγραφα που απεικονίζονται άνωθέν της, να προκύπτουν µε µεταγραφή από αριστερά προς τα 
δεξιά, ενώ αυτά που απεικονίζονται κάτωθέν της, προκύπτουν µε από δεξιά προς τα αριστερά µεταγραφή. Τα 
µαύρα κουτιά αντιπροσωπεύουν τα εξόνια του κάθε γονιδίου, ενώ µε διαφορετικά χρώµατα παρουσιάζονται οι 
πιθανοί πολυµορφισµοί ενός νουκλεοτιδίου στην περιοχή (SNPs). Με κόκκινο χρώµα φαίνονται πιθανές σιωπηλές 
µεταλλαγές σε κωδικές περιοχές των γονιδίων. 
  
 

 

 

Σε επίπεδο πρωτεϊνικής αλληλουχίας, τα προϊόντα των τριών πρώτων γονιδίων 

(ENSANGP00000029637, ENSANGP00000015318 και ENSANGP00000015145 αντίστοιχα) παρου-

σιάζουν υψηλή οµοιότητα µεταξύ τους και η ταύτισή τους κυµαίνεται γύρω στο 86% (βλ. Εικόνα 

16Α). Αντίθετα η πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από το τέταρτο γονίδιο (ENSANGP00000015300), 

παρουσιάζει χαµηλότερη ταυτότητα µε τις υπόλοιπες τρεις, που κυµαίνεται στο 50% περίπου. Το 

θεωρητικό µοριακό τους βάρος κυµαίνεται γύρω στα 35.5 kDa και στην αµινοξική τους αλληλουχία 

δεν παρατηρείται ούτε σήµα έκκρισης (signal peptide), ούτε κάποια υδροφοβική περιοχή που θα 

µπορούσε να είναι διαµεµβρανική. Φέρουν υπολείµµατα στόχους για γλυκοσυλιώσεις τύπου µουκίνης  

(mucin type) και Ν ακέτυλο-γλυκοζαµίνης, τόσο στο αµινοτελικό όσο και στο καρβοξυτελικό τους 

άκρο, ενώ στο αµινοτελικό τους άκρο υπάρχουν  και στόχοι φωσφορυλιώσεων. Είναι γνωστό για τις 

αννεξίνες των θηλαστικών, ότι το αµινοτελικό τους άκρο καθορίζει τη λειτουργική τους ειδικότητα και 

τον υποκυτταρικό τους εντοπισµό και ακολουθείται από 4 ή 8 επαναλήψεις µίας συντηρηµένης 

περιοχής 70 αµινοξέων που καλούνται επαναλήψεις αννεξίνης. Με το δεδοµένο αυτό, οι περιοχές των 

επαναλήψεων αννεξίνης των τριών κουνουπίσιων πρωτεϊνών, συγκρίνονται µε το υπολογιστικό 

πρόγραµµα CLUSTALX, ως προς την οµοιότητά τους µε τις αντίστοιχες του ανθρώπου, του 

µεταξοσκώληκα, της δροσόφιλας, του σκουληκιού, της αρτέµιας, της ταινίας, της ύδρας, της 

νευρόσπoρας και της Giardia. Tα αποτελέσµατα της σύγκρισης παρουσιάζονται στην εικόνα 16Β. 

Αυτό που διαπιστώνει κανείς είναι ότι οι αννεξίνες των εντόµων όπως και το σύνολο σχεδόν των 

αννεξινών των ασπόνδυλων, οµαδοποιούνται και είναι συγκριτικά διαφοροποιηµένες από τις 

αντίστοιχες του ανθρώπου.  
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Εικόνα 16 Α: σύγκριση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας τριών αννεξινών (ENSANGP00000029637, 
ENSANGP00000015318 και ENSANGP00000015145) του κουνουπιού An. gambiae. 
Β: το αποτέλεσµα της σύγκρισης των πρωτεϊνών του κουνουπιού, ως προς την οµοιότητα των επαναλήψεων 
αννεξίνης, µε τις αντίστοιχες του ανθρώπου, του µεταξοσκώληκα, της δροσόφιλας, του σκουληκιού, της αρτέµιας, 
της ταινίας, της ύδρας, της νευρόσπορας και της Giardia. 
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3. Ανάλυση της µεταγραφής των γονιδίων των αννεξινών στο κουνούπι  

An. gambiae µε ηµί-ποσοτική αντίδραση πολυµεράσης 
 

Η συνολική ποσότητα RNA από διάφορα αναπτυξιακά στάδια και ιστούς του κουνουπιού An. 

gambiae αποµονώθηκε και χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα για την παραγωγή cDNA. Στη συνέχεια 

µελετήθηκε το πρότυπο έκφρασης τριών  µεταγράφων - γονιδίων αννεξινών (ENSANGT000000 

15145,ENSANGT00000015300, ENSANGT00000015318) µε τη µέθοδο της ηµί-ποσοτικής 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης. Τα αναπτυξιακά στάδια που ελέγχθηκαν για την έκφραση 

αννεξινών ήταν προνύµφες πρώτου/δευτέρου σταδίου, τρίτου/τετάρτου σταδίου, νύµφες, ενώ σε 

ενήλικα κουνούπια έγινε σύγκριση της έκφρασης µεταξύ αρσενικών και θηλυκών κουνουπιών, καθώς 

και σύγκριση του επίπεδου έκφρασης αννεξινών στο µεσέντερο του κουνουπιού σε σχέση µε το 

υπόλοιπο σώµα του κουνουπιού. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην εικόνα 17Α και 

συµπερασµατικά µπορούµε να πούµε, ότι το σύνολο των γονιδίων εκφράζεται στο σύνολο των 

αναπτυξιακών σταδίων του κουνουπιού, χωρίς να παρουσιάζει καµία ισχυρή ειδικότητα στο φύλο, ενώ 

φαίνεται να εκφράζεται και στο σύνολο του σώµατος του ενήλικου θηλυκού. Ακολούθως έγινε 

σύγκριση του επιπέδου των µεταγράφων, σε µεσέντερα κουνουπιών που τρέφονται µε σάκχαρα, µε 

αίµα ή µε αίµα µολυσµένο µε Plasmodium. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην εικόνα 17Β. Τα 

µετάγραφα δύο γονιδίων (ENSANGT00000015145, ENSANGT00000015300) παρουσιάζουν αύξηση 

περίπου 2,5 µε 3 φορές, 24 ώρες µετά τη λήψη αίµατος και µία περαιτέρω αύξηση κατά τη λήψη 

µολυσµένου µε Plasmodium αίµατος. Τα αυξηµένα επίπεδα µεταγράφων, διατηρούνται ακόµα και 48 

ώρες µετά το γεύµα αίµατος, αν και σε µικρότερο βαθµό συγκριτικά µε τις 24 ώρες. Αντιθέτως, το 

µετάγραφο του τρίτου γονιδίου (ENSANGT00000015318), παρουσιάζει 2 µε 3 φορές µείωση των 

µεταγράφων του 24 και 48 ώρες µετά το γεύµα αίµατος, είτε αυτό είναι µολυσµένο είτε όχι. 

 

Α                                                                             Β 

                                                     
Εικόνα 17: ανάλυση της έκφρασης των αννεξινών στο επίπεδο της µεταγραφής.  
Α: σύγκριση της συσσώρευσης µεταγράφων αννεξινών σε προνύµφες πρώτου-δευτέρου σταδίου (L1-2), τρίτου-
τετάρτου σταδίου (L3-4), νύµφες (P), ενώ σε ενήλικα κουνούπια έγινε σύγκριση µεταξύ αρσενικών (Mal) και 
θηλυκών κουνουπιών (Fem), καθώς και του µεσεντέρου του θηλυκού κουνουπιού (Gut) µε το υπόλοιπο σώµα του 
(Car). 
B: σύγκριση της συσσώρευσης µεταγράφων, σε µεσέντερα θηλυκών κουνουπιών που τρέφονται µε σάκχαρα (1), 
24 ώρες µετά το γεύµα αίµατος (2), 24 ώρες µετά το γεύµα αίµατος µολυσµένου µε Plasmodium (3), 48 ώρες µετά 
το γεύµα αίµατος (4) και 48 ώρες µετά το γεύµα αίµατος µολυσµένου µε Plasmodium (5). 
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4. Αποκάλυψη του προτύπου έκφρασης των αννεξινών σε κύτταρα και ιστούς 

κουνουπιών µε ανοσοφθορισµό 
 

 

Εντοπισµός των αννεξινών σε κυτταρικές σειρές κουνουπιών 

 

 

 Τα βιοχηµικά δεδοµένα έδειξαν ότι οι αννεξίνες σχετίζονται µε τα µικροσώµατα και 

εκφράζονται σε κυτταρικές σειρές κουνουπιών, όπως η Mos20 του Ae. aegypti και η 4a-3A του An. 

gambiae. Επίσης τα πειράµατα Western έδειξαν ότι τα πολυκλωνικά αντισώµατα αναγνωρίζουν τις 

αννεξίνες στις συγκεκριµένες κυτταρικές σειρές. Εποµένως θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν σε 

πειράµατα ανοσοφθορισµού, ώστε να αποκαλυφθεί ο υποκυτταρικός εντοπισµός της πρωτεΐνης. Για 

τον σκοπό αυτό κύτταρα µονιµοποιούνται σε αντικειµενοφόρους µε 2% φορµαλδεΰδη και επωάζονται 

µε τα αντισώµατα, απουσία απορρυπαντικού. Υπό αυτές τις συνθήκες, τα αντισώµατα δεν µπορούν να 

διαπεράσουν την κυτταρική µεµβράνη και εποµένως αναγνωρίζουν µονάχα εξωκυττάριους επίτοπους. 

Ενίοτε, παραλείπεται ακόµα και η µονιµοποίηση, ώστε να είναι βέβαιο το αδιατάρακτο της 

πλασµατικής µεµβράνης. Μετά την επώαση µε κατάλληλο δευτερεύον αντίσωµα, η παρατήρηση σε 

µικροσκόπιο φθορισµού αποκαλύπτει ότι οι συγκεκριµένες πρωτεΐνες βρίσκονται στην κυτταρική 

µεµβράνη (βλ. Εικόνα 18). Στα πειράµατα ελέγχου, η ίδια διαδικασία επαναλαµβάνεται παραλείποντας 

την προσθήκη πρωτεύοντος αντισώµατος ή χρησιµοποιώντας ως πρωτεύον αντίσωµα προ της 

ανοσοποίησης ορό ποντικού, οπότε και δεν ανιχνεύεται κανένα σήµα. 

 

                          
                        Α                                                     Β                                       Γ 
 
 
Εικόνα 18: πειράµατα ανοσοφθορισµού εντοπίζουν τις αννεξίνες στην πλασµατική µεµβράνη κυττάρων  Mos20 
του κουνουπιού Ae. aegypti (Α)  και  4a-3A του κουνουπιού An. gambiae (Β και Γ). Στα  (Α) και (Γ) έχει γίνει 
µονιµοποίηση των κυττάρων µε  φορµαλδεΰδη, ενώ στο  (Β) η µονιµοποίηση έχει παραλειφθεί. 
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Εντοπισµός των αννεξινών σε ωοθήκες ενήλικων κουνουπιών 

 

 ∆εδοµένου ότι µετάγραφα αννεξινών ανιχνεύθηκαν εκτός από το µεσέντερο και στο υπόλοιπο 

τµήµα του σώµατος του θηλυκού κουνουπιού, έγινε προσπάθεια εντοπισµού της πρωτεΐνης σε 

ωοθήκες ενήλικων κουνουπιών An. gambiae, οι οποίες εκτός των άλλων περιέχουν και επιθηλιακά 

κύτταρα. Κάθε ωοθήκη αποτελείται από ένα συνάθροισµα ωοθυλακίων και χωρίζεται σε δύο µέρη από 

ένα αυλό που καλείται κάλυκας και την διατρέχει σε όλο το µήκος της (βλ. Εικόνα 19Α). Ο αυλός 

αυτός αποτελείται από µονόστιβο επιθήλιο, όπως και το περίβληµα του κάθε ωοθυλακίου. Εκτός των 

επιθηλιακών κυττάρων, σε κάθε ωοθυλάκιο µπορούν να διακριθούν τα τροφοκύτταρα και µικρότεροι 

πυρήνες ωοκυττάρων (βλ. Εικόνα 19∆). Το σύνολο του ωοθυλακίου περιβάλλεται, εξωτερικά του 

προαναφερθέντος µονόστιβου επιθηλίου, από εξωκυττάριο υπόστρωµα-συνδετικό υλικό και έναν 

προστατευτικό υµένα. Μετά από ανοσοχρώση των ωοθηκών µε πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι της 

αννεξίνης και παρατήρηση σε συνεστιακό µικροσκόπιο, η πρωτεΐνη εντοπίζεται στον εξωκυττάριο 

συνδετικό χώρο µεταξύ των γειτονικών ωοθυλακίων. Σχηµατίζει επίσης ένα καλυπτήριο στρώµα στον 

κάλυκα (βλ. Εικόνα 19Β). Εάν περαιτέρω βαφούν οι πυρήνες των διαφόρων κυττάρων µε τη χρωστική 

ΤΟPRO, τότε διακρίνεται το κάθε ωοθυλάκιο µε περισσότερη σιγουριά, λόγω των βαµµένων µεγάλων 

πυρήνων των τροφοκυττάρων (βλ. Εικόνα 19Γ). Φαίνεται επίσης ότι οι αννεξίνες βρίσκονται στο χώρο 

µεταξύ των ωοθυλακίων. Αυτό γίνεται ακόµα πιο εµφανές αν αυξηθεί η µεγέθυνση του φακού και 

γίνει εστίαση σε ένα τυχαίο ωοθυλάκιο (βλ. Εικόνες 19Ε, Ζ), οπότε φαίνονται καθαρά εκτός των 

τροφοκυττάρων, οι πυρήνες των επιθηλιακών κυττάρων και κάποιων ωοκυττάρων, οι πυρήνες 

δευτερευόντων ωοθυλακίων, καθώς και οι πυρήνες των επιθηλιακών κυττάρων που περιβάλλουν τον 

κάλυκα. Ανοσοχρώση για αννεξίνη µπορεί να εντοπισθεί µονάχα στον εξωκυττάριο χώρο των 

επιθηλιακών κυττάρων και σε κανένα άλλο τύπο κυττάρων της ωοθήκης. Στα πειράµατα ελέγχου, 

επαναλήφθηκε όλη η διαδικασία απουσία πρωτεύοντος αντισώµατος ή χρησιµοποιώντας ως πρωτεύον 

αντίσωµα ορό ποντικού προ της ανοσοποίησης, οπότε και δεν ανιχνεύτηκε κανένα σήµα.   

 
 
 
 
A                                                                                       B 
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Γ                                                                   ∆                                 

                        
                                           Ε                                           Ζ 

                                                           
 
Εικόνα 19: εντοπισµός των αννεξινών σε ωοθήκες ενήλικων κουνουπιών, µε ανοσοχρώση και χρήση τεχνικών 
συνεστιακής µικροσκοπίας. 
Α: σχηµατική αναπαράσταση ωοθήκης.  
Β: ανοσοχρώση για αννεξίνη σε ζεύγος ωοθηκών.  
Γ: διπλή χρώση ζεύγους ωοθηκών για αννεξίνη (κόκκινο) και DNA (µπλε). 
∆: σχηµατική αναπαράσταση της δοµής ενός ωοθυλακίου. 
Ε: εστίαση σε ένα τυχαίο ωοθυλάκιο βαµµένο για αννεξίνη. 
Ζ: εστίαση σε ένα τυχαίο ωοθυλάκιο βαµµένο για αννεξίνη (κόκκινο) και DNA (µπλε). 
 
 

 
Εντοπισµός των αννεξινών σε µεσέντερα ενήλικων κουνουπιών 

                                                                        
 

Μεσέντερα κουνουπιών Αn. gambiae αποµονώθηκαν µετά τη λήψη αίµατος. Ο βώλος αίµατος 

αποµακρύνεται µετά από ήπια µονιµοποίηση µε φορµαλδεΰδη µε κατάλληλες λαβίδες ανατοµής. Στη 

συντριπτική πλειοψηφία των µεσεντέρων, η αποµάκρυνση του αίµατος συνεπάγεται και την 

αποµάκρυνση της περιτροφικής µεµβράνης, η οποία περιβάλλει το στενά πακεταρισµένο γεύµα 

αίµατος, µε συνέπεια το µεσέντερο πλέον να µοιάζει µε ένα λεπτό διάφανο υµένα, αποτελούµενο από 

τη µονοστοιβάδα των επιθηλιακών κυττάρων και το δίκτυο µυών που την περιβάλλει και την 

συγκρατεί. Στη συνέχεια τα µεσέντερα υφίστανται ανοσοχρώση µε πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι 

των αννεξινών του κουνουπιού, ενώ σε πολλές περιπτώσεις βάφονται και οι πυρήνες των κυττάρων µε 

τη χρωστική TOPRO. Η παρατήρηση γίνεται µε συνεστιακό µικροσκόπιο. Ξεκινώντας τη λήψη 

οπτικών τοµών από το κορυφαίο τµήµα των επιθηλιακών κυττάρων, παρατηρείται ανοσοχρώση της 

κορυφαίας πλευράς της πλασµατικής µεµβράνης των κυττάρων (βλ. Εικόνα 20Α / φωτογραφίες 1-9). 

Μία άµεση παρατήρηση είναι ότι τα κύτταρα δεν βρίσκονται όλα σε ένα επίπεδο, αλλά το επιθήλιο, 

στην κορυφαία πλευρά του, σχηµατίζει βαθουλώµατα και προεξοχές. Η πλασµατική µεµβράνη δεν 
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σχηµατίζει πλέον λάχνες, αλλά µοιάζει µε ένα θόλο, ο οποίος καταλήγει σε κάθε κύτταρο στα σηµεία 

µε τα οποία αυτό συνδέεται µε τα γειτονικά του. Αννεξίνη παρατηρείται και στους συνδέσµους των 

κυττάρων, ενώ το συνολικό µήκος της διαδροµής από τον εντοπισµό του πρώτου ανιχνεύσιµου 

σήµατος αννεξίνης,  µέχρι την αχνή εµφάνιση των πυρήνων των επιθηλιακών κυττάρων κυµαίνεται 

στα 2 µε 3 µικρόµετρα. Εάν η παρατήρηση γίνει σε µεγαλύτερη µεγέθυνση, τότε το σχήµα του θόλου 

της κορυφαίας πλευράς της πλασµατικής µεµβράνης και η παρουσία αννεξινών στα σηµεία σύνδεσης 

των κυττάρων γίνεται ακόµα πιο εµφανής  (βλ. Εικόνα 20Β/ φωτογραφίες 1-9).  

 
 
 
 
Α 
 
1                                                    2                                                 3 

                                                   
4                                                    5                                                 6 

             
 7                                                   8                                                  9 
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Β 
 
 1                                                2                                             3 

           
  4                                               5                                              6  

           
  7                                               8                                              9 

           
 
Εικόνα 20: ανοσοεντοπισµός, µε χρήση τεχνικών συνεστιακής µικροσκοπίας, των αννεξινών σε µεσέντερα 
ενήλικων κουνουπιών µετά από γεύµα αίµατος. Tο κόκκινο χρώµα αντιστοιχεί σε αννεξίνη και το µπλε χρώµα 
αντιστοιχεί σε DNA. 
Α. Σειρά τοµών στην κορυφαία πλευρά των επιθηλιακών κυττάρων µε βήµα 0.5 µικρόµετρα. 
Β. Σειρά τοµών στην κορυφαία πλευρά των επιθηλιακών κυττάρων µε βήµα 0.3 µικρόµετρα. Με βέλος δείχνονται 
οι περιοχές συνδέσµων µεταξύ των κυττάρων. 
  
  

 

Προχωρώντας σε µία διαδροµή µήκους περίπου 8-10 µικροµέτρων προς τη βασική πλευρά 

του επιθηλίου, η αννεξίνη εντοπίζεται στην κυτταρική µεµβράνη, ανάµεσα στα  γειτονικά επιθηλιακά 

κύτταρα (βλ. Εικόνα 21/ φωτογραφία 1), ενώ αρχίζουν να ανιχνεύονται και οι πρώτοι µεγάλοι 

εγκάρσιοι και επιµήκεις µύες (βλ. Εικόνα 21/ φωτογραφίες 2-4). Στο ίδιο περίπου σηµείο εµφανίζονται 

οι µεµβρανώδεις σχηµατισµοί του βασικού λαβυρίνθου, όταν το κουνούπι τρέφεται µε σάκχαρα (βλ. 

Εικόνα 21/ φωτογραφίες 5-9). Ως µεµβρανώδεις σχηµατισµοί, φέρουν και αυτοί αννεξίνη, ενώ 

αξιοπερίεργος είναι και ένας σχηµατισµός µε µορφή άστρου (βλ. βέλη Εικόνας 21), ο οποίος φαίνεται 

να βάφεται εντονότερα µε αννεξίνη και βρίσκεται στο σηµείο σύνδεσης ενός εγκάρσιου µυ µε τα 

επιθηλιακά κύτταρα. Πιθανότατα αντιπροσωπεύει ένα σύνδεσµο του επιθηλίου µε τον υπερκείµενο µυ, 

στον οποίο έχει συσσωρευτεί  αννεξίνη. Αν η µεγέθυνση αυξηθεί ακόµα περισσότερο (βλ. Εικόνα 21/ 

φωτογραφία 10), τότε διακρίνεται ο δαιδαλώδης χαρακτήρας του δικτύου και οι µικροί κυκλικοί 

 61



σχηµατισµοί που προκύπτουν από την εγκάρσια τοµή των µεµβρανικών αναδιπλώσεων, σε απόλυτη 

συµφωνία µε πρόσφατες παρατηρήσεις των Vlachou et al. , (2004),  που έβαψαν in vivo το 

συγκεκριµένο σχηµατισµό χρησιµοποιώντας µία λιπόφιλη χρωστική που αναγνωρίζει τα φωσφολιπίδια 

της λιπιδικής διπλοστοιβάδας. 
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α 21: ανοσοεντοπισµός, µε χρήση τεχνικών συνεστιακής µικροσκοπίας, των αννεξινών σε µεσέντερα 
κων κουνουπιών. Μια σχηµατική απεικόνιση του επιθηλιακού κυττάρου χρησιµοποιείται για να δείξει το 
 στο οποίο έχουν ληφθεί οι τοµές. Τα µεσέντερα των φωτογραφιών 1-5 αφαιρέθηκαν µετά από γεύµα 
ος, ενώ αυτά των φωτογραφιών 5-10 µετά από γεύµα σακχάρων. Η λήψη τοµών ξεκίνησε από το µέσο και  
τεύθυνση προς τη βασική πλευρά των επιθηλιακών κυττάρων. Το κόκκινο χρώµα αντιστοιχεί σε αννεξίνη µε 
εση τις φωτογραφίες 5-10, όπου το πράσινο χρώµα αντιστοιχεί σε αννεξίνη. Το µπλε χρώµα αντιστοιχεί σε 
. 

 

 

Συνεχίζοντας τις οπτικές τοµές βασοπλευρικά των επιθηλιακών κυττάρων, παρατηρείται ότι 

κτυο των µυών πυκνώνει αισθητά (βλ. Εικόνα 22/ φωτογραφίες 1-2) και κάθε κύτταρο πλέον 

έεται-συγκρατείται πλευρικά από το πλέγµα µυών (βλ. Εικόνα 22/ φωτογραφία 3). Στη βασική 

ρά των επιθηλιακών κυττάρων, οι µύες εµφανίζουν µικρότερες διακλαδώσεις που σχηµατίζουν 

κανόνιστο δίκτυο συγκράτησης των επιθηλιακών κυττάρων (βλ. Εικόνα 22/ φωτογραφίες 4-5). 

 αποτελεί το σκελετό ο οποίος σε συνδυασµό µε τη βασική λεπίδα και µε τους συνδέσµους των 

λιακών κυττάρων σε αυτόν, καλείται να φερθεί ελαστικά, στη διάθεση των θηλυκών κουνουπιών 

σο το δυνατόν περισσότερο αίµα. Το τελικό αποτέλεσµα είναι να σχηµατιστεί ένα στρώµα 

ράτησης των επιθηλιακών κυττάρων στην βασική τους πλευρά (βλ. Εικόνα 22/ φωτογραφίες 6-7), 

 ελαστικότητα του οποίου, ρόλο ίσως  παίζουν οι µεγάλοι επιµήκεις και εγκάρσιοι µύες, καθώς 

οι µικρότεροι διακλαδιζόµενοι. Στην ανθεκτικότητα και στην ικανότητα συγκράτησης των 

ρων, εκτός από το πλέγµα των µυών, σηµαντικό ρόλο παίζει και η ενίσχυση  µε συστατικά της 

ής λεπίδας, καθώς και η σύνδεση των κυττάρων τόσο µεταξύ τους όσο και µε το µυϊκό πλέγµα. 

νεξίνη θα µπορούσε να κατέχει θεµελιώδη ρόλο σε αυτή τη οργάνωση, όντας   τόσο στα σηµεία 

εσης των επιθηλιακών κυττάρων, όσο και στα σηµεία σύνδεσής τους µε τους υποκείµενους µύες. 

υστατικό της βασικής λεπίδας, η αννεξίνη περιβάλλει όχι µονάχα τους µύες, αλλά και ένα 

αµένο δίκτυο τραχειών που διατρέχει το µεσέντερο (βλ. Εικόνα 22/ φωτογραφίες 7-9). 

63



 
 
 
 
 
  
       
                                              6 

1

       
 
 
 
 
                1-3 
                    
                4-5 
                6-9 

32

 5 64  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

9             87 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 22: ανοσοεντοπισµός, µε χρήση τεχνικών συνεστιακής µικροσκοπίας, των αννεξινών σε µεσέντερα 
ενήλικων κουνουπιών µετά από γεύµα αίµατος. Μια σχηµατική απεικόνιση του επιθηλιακού κυττάρου 
χρησιµοποιείται για να δείξει το βάθος στο οποίο έχουν ληφθεί οι τοµές. Το κόκκινο χρώµα αντιστοιχεί σε 
αννεξίνη και το µπλε χρώµα αντιστοιχεί σε DNA. Οι τοµές γίνονται ακόµα πιο βασικά των επιθηλιακών 
κυττάρων, στην περιοχή  πλευρικής σύνδεσής τους µε τους µύες και την βασική λεπίδα. Χρώση για αννεξίνη 
εντοπίζεται στους µύες και τις τραχείες (δείχνονται µε βέλος στις εικόνες 8 και 9) που περιβάλλουν εξωτερικά το 
µεσέντερο. Οι τοµές 1, 2, 3 έχουν ληφθεί από την ίδια περιοχή του µεσεντέρου, ενώ η µεγέθυνση αυξάνεται κατά 
4 και 20 φορές αντίστοιχα.   
 
  
 Ταυτόχρονη ανοσοχρώση για αννεξίνη και για λαµινίνη, ένα ήδη γνωστό µόριο της βασικής 

λεπίδας του κουνουπιού, δείχνει συνεντοπισµό των δύο πρωτεϊνών (βλ. Εικόνα 23/ φωτογραφίες 3, 6, 

9). Μια βασική διαφορά που παρατηρείται, είναι ότι η αννεξίνη εντοπίζεται και στις  περιοχές 

συνδέσµων των επιθηλιακών κυττάρων µε τους µύες και τη βασική λεπίδα (βλ. βέλος Εικόνα 23/ 

φωτογραφίες 4-6), καθώς και πολύ πιο κορυφαία σε σχέση µε τη λαµινίνη (βλ. βέλος Εικόνα 23/ 

φωτογραφίες 7-9), εντός του στρώµατος των επιθηλιακών κυττάρων. 
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  4                                             5                                            6 

       
  7                                             8                                            9 

        
 
Εικόνα 23: ταυτόχρονη ανοσοχρώση µεσεντέρων ενήλικων κουνουπιών για αννεξίνη (κόκκινο) και λαµινίνη 
(πράσινο) µετά από γεύµα αίµατος. Το µπλε χρώµα αντιστοιχεί σε DNA. Ο συνεντοπισµός των δύο πρωτεϊνών 
αποκαλύπτεται όταν γίνει επικάλυψη των διαφορετικών χρώσεων στις εικόνες 3, 6 και 9, ενώ µε βέλη δείχνονται  
περιοχές του µεσεντέρου, όπου παρατηρούνται διαφορές στον εντοπισµό των δύο πρωτεϊνών. Οι τοµές 1-3 και 4-6 
έχουν ληφθεί από την ίδια περιοχή του µεσεντέρου, ενώ η µεγέθυνση αυξάνεται κατά 4 φορές.    
 

 
 

5. Ανάδειξη της ικανότητας αλληλεπίδρασης αννεξινών µε παράσιτα της 
ελονοσίας σε κύτταρα και µεσέντερα κουνουπιού 

 
 

Ανοσοεντοπισµός των αννεξινών σε ταυτόχρονη καλλιέργεια ωοκινετών 
και κυττάρων κουνουπιού  

  

Στο εργαστήριό µας έχει αναπτυχθεί ένα in vitro σύστηµα καλλιέργειας των πρώιµων 

σπορογονικών σταδίων του P. berghei (Siden-Kiamos et al. , 2000). Κύτταρα από κυτταρικές σειρές 

εντόµων, φορέων ή µη της ελονοσίας, επωάζονται µε αποµονωµένους ωοκινέτες, σε συγκεκριµένες 

συνθήκες κυτταροκαλλιέργειας όπου παρατηρείται τόσο η είσοδος των ωοκινετών στο κύτταρο, όσο 

και η περαιτέρω διαφοροποίησή τους σε ωοκύστεις. ∆ηλαδή το συγκεκριµένο σύστηµα, µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για τη µελέτη αναπτυξιακών γεγονότων του παρασίτου, που κανονικά λαµβάνουν 

χώρα στο µεσέντερο του κουνουπιού. Κύτταρα της κυτταρικής σειράς Mos 20 επωάζονται µε 

ωοκινέτες και γίνεται ανοσοχρώση των καλλιεργειών µε πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι των 
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αννεξινών. Πρόσδεση της αννεξίνης των κυττάρων, σε ωοκινέτες που διεισδύουν σε αυτά, 

αποκαλύπτεται µε µικροσκοπία φθορισµού (βλ. Εικόνα 24). Αντίθετα κανένα σήµα δεν ανιχνεύεται 

εάν το πείραµα επαναληφθεί µε φυσιολογικό ορό ποντικού ως πρωτεύον αντίσωµα ή εάν τα 

πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι της αννεξίνης χρησιµοποιηθούν για ανοσοχρώση αποµονωµένων 

ωοκινετών. 

 

Εικόνα 24: ανοσοεντοπισµός των αννεξινών σε ταυτόχρονη καλλιέργεια ωοκινετών και κυττάρων κουνουπιού. 
Στο κάτω µέρος φαίνεται η εικόνα της καλλιέργειας µε διερχόµενο φωτισµό,  ενώ στο πάνω µέρος ο 
ανοσοφθορισµός για αννεξίνη. Είναι φανερή η πρόσδεση αννεξίνης µε ωοκινέτες που διεισδύουν στα κύτταρα 
(βλ. βέλη).  

 

 

Ανοσοχρώση αννεξινών σε µεσέντερα ενήλικων κουνουπιών µολυσµένων µε ελονοσία 

   

 Ένα από τα βασικότερα ερωτήµατα της παρούσας εργασίας είναι εάν η αλληλεπίδραση 

µεταξύ αννεξίνης και ωοκινετών, που φανερώθηκε σε in vitro δοκιµές και σε ταυτόχρονες 

καλλιέργειες παρασίτων µε κύτταρα κουνουπιών, µπορεί να παρατηρηθεί και in vivo. Για το σκοπό 

αυτό µεσέντερα κουνουπιών Αn. gambiae αποµονώνονται 18-24 ώρες µετά τη λήψη µολυσµένου µε 

ελονοσία αίµατος.  Σε αυτό το χρονικό σηµείο αναµένεται να υπάρχουν εντός του µεσεντέριου 

επιθηλίου καλά σχηµατισµένοι ωοκινέτες, οι οποίοι διασχίζοντας το επιθήλιο µε κατεύθυνση προς τη 

βασική του πλευρά, καταλήγουν µεταξύ επιθηλίου, βασικής λεπίδας και µυών, όπου και 

µεταµορφώνονται σε ωοκύστεις. Στα µεσέντερα γίνεται ήπια µονιµοποίηση µε φορµαλδεΰδη και ο 

βώλος αίµατος που δεν έχει ακόµα απορροφηθεί πλήρως από το κουνούπι, αποµακρύνεται µε 

κατάλληλες λαβίδες ανατοµής, όπως αναφέρθηκε προηγουµένως. Στη συνέχεια γίνεται ανοσοχρώση 

 66



για αννεξίνη µε χρήση πολυκλωνικών αντισωµάτων, ενώ τα παράσιτα βάφονται µε µονοκλωνικό 

αντίσωµα που αναγνωρίζει τον εξωκυττάριο επίτοπό τους P28. Όπου κρίνεται απαραίτητο, γίνεται 

χρώση για DNA µε TOPRO και το σύνολο των δειγµάτων παρατηρείται σε συνεστιακό µικροσκόπιο. 

Θα πρέπει να τονιστεί ότι κάποια από τα µεσέντερα που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα αυτά 

έπρεπε να µας αποσταλούν από συνεργαζόµενα εργαστήρια (ΕΜΒL, καθηγητής Φ. Καφάτος, Imperial 

College καθηγητής R. Siden), µονιµοποιηµένα και παγωµένα, γεγονός που φαίνεται να επηρέασε την 

ποιότητα χρώσης τους για αννεξίνη. 

 Ωοκινέτες εντοπίσθηκαν κατά την έναρξη της διείσδυσής τους στο επιθήλιο, στην κορυφαία 

πλευρά της πλασµατικής µεµβράνης των κυττάρων, ενώ το σύνολο της επιφάνειάς τους είναι πλήρως 

καλυµµένο µε αννεξίνη (βλ. Εικόνα 25 /φωτογραφίες 1, 3, 4). Το ότι οι συγκεκριµένες δοµές που 

παρατηρούνται είναι ωοκινέτες, πέρα από τη µορφολογία τους, επιβεβαιώθηκε και µε χρώση µε 

αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης P28 (βλ. Εικόνα 25  /φωτογραφίες 2, 5). Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι 

τόσο ο φυσιολογικός ορός ποντικού, όσο και τα δευτερεύοντα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν 

κατά τη χρώση, δεν αναγνωρίζουν κάποιο επίτοπο του επιθηλίου ή του παρασίτου, ενώ και τα 

πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι της αννεξίνης, δεν εµφανίζουν καµία αντίδραση αναγνώρισης µε 

αποµονωµένους ωοκινέτες ή ωοκύστεις.  

   1                                                 2                                                 3 

         
   4                                                 5  

     
 
Εικόνα 25: ανοσοεντοπισµός των αννεξινών σε µεσέντερα ενήλικων κουνουπιών µε χρήση τεχνικών συνεστιακής 
µικροσκοπίας, 18-24 ώρες µετά τη λήψη µολυσµένου µε ελονοσία αίµατος από τα κουνούπια. Εντοπίζονται 
ωοκινέτες σχετιζόµενοι µε την κορυφαία πλευρά των επιθηλιακών κυττάρων του µεσεντέρου. Στις φωτογραφίες 2 
και 5 παρουσιάζεται χρώση για την πρωτεΐνη P28 του παρασίτου, στις φωτογραφίες 3 και 4 ανοσοχρώση για 
αννεξίνη, ενώ η φωτογραφία 1 προκύπτει από επικάλυψη των 2 και 3. 

 

Μετά την προσκόλλησή τους στην κορυφαία πλευρά των επιθηλιακών κυττάρων, τα 

παράσιτα διεισδύουν στα κύτταρα πλησίον των συνδέσµων τους (Vlachou et al. , 2004), µε µία 

χρονικώς σύντοµη διαδικασία και εξέρχονται βασοπλευρικά, για να διεισδύσουν σε ένα νέο, γειτονικό 

επιθηλιακό κύτταρο. Ακολούθως, τα παράσιτα συνεχίζουν την πορεία τους προς, ή παράλληλα µε τη 

βασική λεπίδα, όπου µπορεί να παρατηρηθεί πέρα από τη συγκέντρωση αννεξίνης γύρω από αυτά (βλ. 
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Εικόνα 26  /φωτογραφίες 2, 3) και ένα αποτύπωµα συσσωρευµένης αννεξίνης πλησίον του ωοκινέτη 

(βλ. Εικόνα 26  / φωτογραφίες  1, 2), απόρροια πιθανότατα της αλληλεπίδρασης µε τη συγκεκριµένη 

πρωτεΐνη, κατά τη σπειροειδή/ελικοειδή κίνηση του παρασίτου εντός του µεσεντέρου (Vlachou et al. , 

2004). Εναλλακτικά, θα µπορούσε αυτή η συσσώρευση αννεξίνης να αποτελεί αποµεινάρι κάποιου 

νεκρού επιθηλιακού κυττάρου. Το ταξίδι του ωοκινέτη φαίνεται να καταλήγει µεταξύ βασικής λεπίδας 

και µυών, µε τη συνολική του επιφάνεια να εξακολουθεί να περιβάλλεται από συσσωρευµένη αννεξίνη 

(βλ. Εικόνα 26  /φωτογραφίες 4, 5). Να σηµειωθεί ότι τα παράσιτα τα οποία παρουσιάζονται στις 

φωτογραφίες 1-5 της εικόνας 26, εκφράζουν GFP στο κυτταρόπλασµά τους (Vlachou et al. , 2004), 

ενώ και η επιφάνεια τους βάφεται µε αντίσωµα έναντι της πρωτεΐνης P28. Η διείσδυση των παρασίτων 

στα επιθηλιακά κύτταρα, ενεργοποιεί πρόγραµµα απόπτωσης σε αυτά, µε συνέπεια την προεκβολή 

τους προς την µεριά του αυλού και την τελική αποβολή τους από το επιθήλιο (Han et al. , 2000). 

Πράγµατι κύτταρα µε τροποποιηµένη µορφολογία (βλ. Εικόνα 26  /φωτογραφίες 6-8), τα οποία 

προεξέχουν αισθητά από τα υπόλοιπα επιθηλιακά κύτταρα και δεν εµφανίζουν χρώση για DNA, 

µπορούν να παρατηρηθούν στην κορυφαία πλευρά του µολυσµένου από παράσιτα επιθηλίου, 

ευρισκόµενα πιθανότατα σε προχωρηµένη απόπτωση. 

   1                                                 2                                                 

    
     3                                                 4                                                5 

          
       6                                                 7                                                 8      

        
Εικόνα 26: ανοσοεντοπισµός των αννεξινών σε µεσέντερα ενήλικων κουνουπιών µε χρήση τεχνικών συνεστιακής 
µικροσκοπίας, 18-24 ώρες µετά τη λήψη µολυσµένου µε ελονοσία αίµατος από τα κουνούπια. Το κόκκινο 
αντιστοιχεί σε αννεξίνη, ενώ το µπλε σε χρώση για DNA µε TOPRO. Οι ωοκινέτες βρίσκονται εντός του 
µεσεντέριου επιθηλίου. Στο σύνολο των παρασίτων έχει γίνει ανοσοχρώση για την πρωτεΐνη P28 ( πράσινο ), ενώ 
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αυτά εκφράζουν και GFP στο κυτταρόπλασµά τους. Στις φωτογραφίες 1 και 2  δείχνεται µε βέλος η συσσώρευση 
αννεξίνης πλησίον του παρασίτου, πιθανότατα λόγω της συσχέτισης του παρασίτου µε την πρωτεΐνη, κατά την 
σπειροειδή/ελικοειδή κίνηση του παρασίτου στο επιθήλιο. Στις φωτογραφίες 6-8 φαίνονται κύτταρα µε 
τροποποιηµένη µορφολογία ( βλ. βέλος ), τα οποία πιθανώς βρίσκονται σε προχωρηµένη απόπτωση και 
αποβάλλονται από το επιθήλιο προς τη µεριά του αυλού. Οι τοµές έχουν ληφθεί από την κορυφαία πλευρά των 
επιθηλιακών κυττάρων µε βήµα 0,5 µm.  
 

48 ώρες µετά το γεύµα µολυσµένου αίµατος, αναπτύσσονται νεαρές ωοκύστεις στο 

µεσέντερο. Η ταυτοποίησή τους γίνεται µέσω της φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP που αυτές εκφράζουν 

στο κυτταρόπλασµά τους, λόγω ανάλογου διαγονιδιακού µετασχηµατισµού (Vlachou et al. , 2004) (βλ.  

Εικόνα 27  /φωτογραφίες 1, 2, 3, 5). Η θέση τους είναι µεταξύ της βασικής λεπίδας και πλησίον ή και 

εντός του πλέγµατος που σχηµατίζουν οι µύες (βλ. Εικόνα 27  /φωτογραφίες 1-2). Στη φωτογραφία 3 

της εικόνας 27 φαίνεται µια νεαρή ωοκύστη η οποία περιβάλλεται - βρίσκεται σχεδόν περικυκλωµένη- 

από αννεξίνη, κάτω ακριβώς από έναν µυ. Αξιοπερίεργο είναι ότι ο µυς φαίνεται να είναι 

παραµορφωµένος (βλ. Εικόνα 27  /φωτογραφία 4), σχηµατίζοντας έναν θόλο προς τη βασική πλευρά, 

µονάχα στην περιοχή που αναπτύσσεται η νεαρή ωοκύστη. Ίσως να είναι το αποτέλεσµα της συνεχώς 

αυξανόµενης µηχανικής πίεσης που ασκεί η αναπτυσσόµενη ωοκύστη στον υπερκείµενο µυ.  
   1                                                  2 

          
     3                                                  4                                                    5 

            
 
Εικόνα 27: ανοσοεντοπισµός των αννεξινών σε µεσέντερα ενήλικων κουνουπιών µε χρήση τεχνικών συνεστιακής 
µικροσκοπίας 48 ώρες µετά το γεύµα µολυσµένου αίµατος από τα κουνούπια. Το κόκκινο αντιστοιχεί σε αννεξίνη, 
ενώ οι νεαρές ωοκύστεις εκφράζουν GFP. 
 
 

Τρεις ηµέρες µετά το γεύµα µολυσµένου αίµατος, σε συµφωνία µε τη βιβλιογραφία (Vlachou 

et al. , 2004), το GFP αρχίζει να χάνει την έντασή του (βλ. Εικόνα 28  /φωτογραφίες 3, 9), µια και ο 

υποκινητής που ελέγχει την έκφρασή του παύει να είναι ενεργός. Ακόµα και εάν χρησιµοποιηθεί 

κατάλληλο πολυκλωνικό αντίσωµα που αναγνωρίζει το GFP, είναι φανερό ότι κάποιες ωοκύστεις, ενώ 

αποκαλύπτονται µε χρώση για DNA, δεν εκφράζουν πλέον GFP (βλ. βέλη στις φωτογραφίες 1, 2 της 

εικόνας 28). Ωοκύστεις αναπτύσσονται είτε υπό /εντός των µυών (βλ. Εικόνα 28  /φωτογραφίες 1, 9), 

είτε πλησίον των µυών περιβαλλόµενες από αννεξίνη (βλ. Εικόνα 28  /φωτογραφία 1), είτε πιο 
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κορυφαία, εντός της βασικής λεπίδας, προεκβάλλοντας προς την αιµολέµφο, ενώ περιγράφονται από 

αννεξίνη (βλ. Εικόνα 28  /φωτογραφίες 3-8).  

 
 
   1                                                  2                                                    3 

             
   4                                                  5                                                    6 

           
     7                                                  8                                                    9 

           
 
Εικόνα 28: ανοσοεντοπισµός των αννεξινών σε µεσέντερα ενήλικων κουνουπιών µε χρήση τεχνικών συνεστιακής 
µικροσκοπίας 3 ηµέρες µετά το γεύµα µολυσµένου αίµατος από τα κουνούπια. Το κόκκινο αντιστοιχεί σε 
αννεξίνη, ενώ το GFP δεν µπορεί να ανιχνευθεί σε κάποιες από αυτές, ακόµα και ύστερα από ανοσοχρώση µε 
κατάλληλο πολυκλωνικό αντί-GFP αντίσωµα (βλ. βέλη στις φωτογραφίες 1, 2). Κάποιες άλλες εκφράζουν χαµηλά 
επίπεδα ενδογενούς GFP (φωτογραφίες 3, 9), ενώ στη φωτογραφία 7 έχει γίνει επιπλέον ανοσοχρώση (πράσινο) 
για την πρωτεΐνη P28 του παρασίτου.  
 

 
 
  

Επτά ηµέρες µετά από γεύµα µολυσµένου αίµατος, οι ωοκύστεις εντοπίζονται µέσω της 

έκφρασης της πρωτεΐνης P28 ή µε χρώση για DNA. Έχουν τροποποιήσει το πλέγµα µυών στη γύρω 

περιοχή τους (βλ. βέλη εικόνας 29), ώστε να καταφέρουν να προεξέχουν προς την αιµολέµφο και 

περιβάλλονται από στρώµα αννεξίνης (βλ. Εικόνα 29  /φωτογραφίες 1-4).   
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1                                                 2 

         
   3                                                 4 

          
 
Εικόνα 29: ανοσοεντοπισµός των αννεξινών σε µεσέντερα ενήλικων κουνουπιών µε χρήση τεχνικών συνεστιακής 
µικροσκοπίας 7 ηµέρες µετά το γεύµα µολυσµένου αίµατος από τα κουνούπια. Το κόκκινο αντιστοιχεί σε 
αννεξίνη και το µπλε σε DNA. Στη φωτογραφία 2 έχει γίνει ανοσοχρώση (πράσινο ) για την πρωτεΐνη P28 του 
παρασίτου. Με βέλη δείχνονται σηµεία πλησίον των ωοκυστών, όπου παρατηρούνται µεταβολές στο πλέγµα των 
µυών. 
     

 
 

6. Λειτουργική σηµασία της αλληλεπίδρασης της αννεξινών  
µε τα παράσιτα της ελονοσίας  

 

∆εδοµένου ότι η αλληλεπίδραση µεταξύ των αννεξινών και των παρασίτων της ελονοσίας 

αναπτύσσεται κατά την διείσδυση και διαφοροποίηση των τελευταίων στο µεσέντερο του κουνουπιού 

(βλ. προηγούµενη παράγραφο), το ερώτηµα είναι ποιος είναι ο πιθανός λειτουργικός ρόλος της 

συγκεκριµένης αλληλεπίδρασης στην πορεία µόλυνσης του κουνουπιού. Είναι ήδη γνωστό ότι το 

κουνούπι εκφράζει γονίδια που είτε καταπολεµούν, είτε υποστηρίζουν και προστατεύουν το παράσιτο 

στην πορεία µόλυνσης του κουνουπιού (Osta et al. , 2004). Προκειµένου να αποκαλυφθεί ο θετικός, 

αρνητικός ή ουδέτερος ρόλος των αννεξινών ακολουθήθηκαν δύο στρατηγικές. 

 Κατά την πρώτη, κουνούπια An. stephensi, παράλληλα µε το γεύµα µολυσµένου αίµατος, 

λαµβάνουν και πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι των αννεξινών. Η ιδέα είναι ότι τα αντισώµατα θα 

παρουσιάζουν ισχυρή αναγνώριση έναντι των αννεξινών, µε συνέπεια να οδηγούν σε ανταγωνιστική 

αναστολή της πρόσδεσης των παρασίτων σε αυτές (Dinglasan et al. , 2003). Εποµένως, εάν συγκριθεί 

ο αριθµός των ωοκυστών που αναπτύσσονται σε κουνούπια που πήραν γεύµα µολυσµένου αίµατος 

συνοδευόµενο µε αντισώµατα έναντι των αννεξινών, µε τον αριθµό αυτών που είχαν το ίδιο γεύµα 

συνοδευόµενο µε φυσιολογικό ορό ποντικού, τότε ό,τι διαφορά παρατηρηθεί, θα οφείλεται στην 
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ανταγωνιστική αναστολή των αννεξινών από τα αντισώµατα. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν, 

ταυτόχρονα µε το γεύµα µολυσµένου αίµατος, δύο διαφορετικοί φυσιολογικοί οροί ποντικού καθώς 

και τρία διαφορετικά πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι των αννεξινών ENSANGP00000015145, 

ENSANGP00000015300, ENSANGP00000015318. Οι τρεις πολυκλωνικοί οροί που χρησιµοποιή-

θηκαν αναγνωρίζουν και τις τρεις αννεξίνες του κουνουπιού. Τα αποτελέσµατα απεικονίζονται στην 

εικόνα 30Α. Εάν χρησιµοποιηθούν δύο διαφορετικοί φυσιολογικοί οροί ποντικού παράλληλα µε το 

γεύµα, παρατηρούνται 57 και 59 ωοκύστεις κατά µέσο όρο, ανά κουνούπι. Οι αντίστοιχοι αριθµοί όταν 

χρησιµοποιηθούν και τα τρία πολυκλωνικά αντισώµατα είναι 32, 40 και 36 ωοκύστεις κατά µέσο όρο 

ανά κουνούπι, δηλαδή παρατηρείται µία µείωση του αριθµού των ωοκυστών που κυµαίνεται από 30 

έως περίπου 50%. 

Κατά τη δεύτερη στρατηγική, απενεργοποιήθηκαν τα γονίδια των αννεξινών µε τη µέθοδο 

RNAi (Blandin et al. , 2002). ∆ίκλωνο RNA µε στόχο τα µετάγραφα ENSANGT00000015318, 

ENSANGT00000015300 παράγεται και ενίεται ενδοθωρακικά σε ενήλικα θηλυκά άτοµα An.gambiae. 

Ακόµα και κατά την τέταρτη µέρα, οπότε και σύµφωνα µε την τεχνική παρατηρείται το µέγιστο 

σίγησης, παρατηρείται µε τεχνική Western ότι ο βαθµός αναστολής της έκφρασης των αννεξινών σε 

επίπεδο πρωτεΐνης φαίνεται να µην ξεπερνά το 50 µε 70%, στην καλύτερη των περιπτώσεων. Τα 

συγκεντρωτικά αποτελέσµατα τριών διαφορετικών πειραµάτων παρουσιάζονται στην εικόνα 30Β. Ενώ 

στα κουνούπια ελέγχου παρατηρούνται κατά µέσο όρο 71 ωοκύστεις ανά κουνούπι, στα κουνούπια 

που έχει στοχευθεί η έκφραση των αννεξινών, ο µέσος όρος είναι 30 και 33 ωοκύστεις αντίστοιχα. Θα 

πρέπει να σηµειωθεί ότι στη µία από τις τρεις επαναλήψεις του πειράµατος, η µείωση στον αριθµό 

ωοκυστών άγγιξε το 70%. Επίσης το ποσοστό των κουνουπιών που δεν µολύνονται καθόλου µε 

ελονοσία, από 2.6% στα κουνούπια ελέγχου, αυξάνει σε 25 και 19.5% αντίστοιχα.  
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Εικόνα 30: λειτουργική σηµασία της αλληλεπίδρασης των αννεξινών µε τα παράσιτα της ελονοσίας. Στον κάθετο 
άξονα παρουσιάζεται ο µέσος όρος ωοκυστών ανά κουνούπι. 
Α: παρουσίαση των αποτελεσµάτων της λήψης πολυκλωνικών αντισωµάτων από κουνούπια An. stephensi 
ταυτόχρονα µε το µολυσµένο γεύµα. Ο πολυκλωνικός ορός 1 είναι έναντι της πρωτεΐνης ENSANGP00000015145, 
ο πολυκλωνικός ορός 2 είναι έναντι της πρωτεΐνης  ENSANGP00000015300 και ο πολυκλωνικός ορός 3 έναντι 
της πρωτεΐνης ENSANGP00000015318. 
B: παρουσίαση των αποτελεσµάτων της αναστολής έκφρασης των αννεξινών στο κουνούπι An. gambiae, µε την 
τεχνολογία RNAi. Σαν πείραµα ελέγχου γίνεται ένεση δίκλωνου RNA για το γονίδιο LacΖ (dsLacΖ), παράλληλα 
µε τις ενέσεις δίκλωνου RNA που έχουν στόχο τα µετάγραφα ENSANGT00000015318, ENSANGT00000015300 
(δεύτερη και τρίτη στήλη αντίστοιχα).  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

 Προηγούµενες µελέτες, στα πλαίσια της έρευνας για την απόκτηση του µεταπτυχιακού τίτλου 

ειδίκευσης, αποκάλυψαν την παρουσία πολυπεπτιδίων σε κυτταρικές σειρές και µεσέντερα 

κουνουπιών, αλλά και σε κυτταρικές σειρές  ∆ροσόφιλας, που έχουν την ικανότητα πρόσδεσης ωοκι-

νετών. Η ήδη ολοκληρωµένη αλληλούχιση του γονιδιώµατος, αλλά και η ούτως ή άλλως προχωρηµένη 

γενετική της D. melanogaster έδωσαν σε πρώτη φάση προτεραιότητα στο βιοχηµικό χαρακτηρισµό και 

την προσπάθεια αποµόνωσης-ταυτοποίησης των τριών πολυπεπτιδίων µοριακού βάρους περίπου 36 

kDa, που εκφράζονται στην κυτταρική σειρά S2 της µύγας, ενώ στη συνέχεια θα ακολουθούσε η 

µετάβαση στα οµόλογα του An. gambiae µέσω των αποτελεσµάτων που θα είχαν αποκτηθεί. Τα πρώτα 

πειράµατα έδειξαν ότι πρόκειται για πεπτίδια σχετιζόµενα µε την κυτταρική µεµβράνη, αλλά µάλλον 

όχι συστατικά αυτής. Κεντρικό ρόλο στον καθορισµό του σχήµατος αποµόνωσης των πεπτιδίων, 

έπαιξε η δυσκολία µε την οποία µπορεί να αναλυθεί ένας µεγάλος αριθµός πρωτεϊνικών κλασµάτων ως 

προς την ικανότητα πρόσδεσης των ωοκινετών. Για κάθε φίλτρο πρωτεϊνών, δηλαδή για την ανάλυση 

8 δειγµάτων, κάτω από ιδανικές συνθήκες, απαιτείται η προετοιµασία τουλάχιστον δύο ποντικών για 

µία εβδοµάδα, ενώ και η δοκιµασία πρόσδεσης των ωοκινετών στα φίλτρα δεν είναι πάντοτε απόλυτα 

επιτυχής. Για τους λόγους αυτούς επιλέχθηκε η ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων για την αποµόνωση 

των πρωτεϊνών.  

 Αν και είναι γνωστή η δυσκολία διαχωρισµού µεµβρανικών πρωτεϊνών µε ηλεκτροφόρηση 

δύο διαστάσεων (Santoni et al. , 2000), σηµασία στην τελική απόφαση είχε και το γεγονός ότι οι υπό 

µελέτη πρωτεΐνες δεν είναι ενσωµατωµένες στην πλασµατική µεµβράνη και εποµένως δεν 

αναµένονταν να είναι εξαιρετικά υδρόφοβες. Επιπλέον δείχθηκε ότι είναι διαλυτές στην ουρία, ένα από 

τα κύρια συστατικά που χρησιµοποιούνται κατά το διαχωρισµό των πρωτεϊνών µε ηλεκτροφόρηση δύο 

διαστάσεων. Πράγµατι, από τα διαφορετικά εκχυλίσµατα που δοκιµάστηκαν, υψηλή διακριτική 

ικανότητα επιτεύχθηκε µονάχα στα εκχυλίσµατα ουρίας, τα οποία έδωσαν αξιόπιστους και 

επαναλαµβανόµενους χάρτες πρωτεϊνικών κηλίδων µετά από χρώση αργύρου των πηκτωµάτων δύο 

διαστάσεων. Κατά τις δοκιµασίες πρόσδεσης των ωοκινετών σε φίλτρα πρωτεϊνών που έχουν 

διαχωριστεί µε SDS-PAGE, αναδεικνύεται µία τριπλέτα ζωνών, µε µικρή διαφορά στο µοριακό τους 

βάρος, που έχει την ικανότητα πρόσδεσης των παρασίτων. Μετά το διαχωρισµό των πρωτεϊνών σε 

πηκτώµατα δύο διαστάσεων και τη χρώση αργύρου, στο σύνολο των δειγµάτων που αναλύθηκαν, 

αποκαλύπτονται, στο αντίστοιχο µοριακό βάρος, τρεις κηλίδες πρωτεϊνών, µε σχεδόν  το ίδιο και για 

τις τρεις ισοηλεκτρικό σηµείο. Η προσπάθεια ταυτοποίησης εστιάστηκε στις συγκεκριµένες κηλίδες, οι 

οποίες θα µπορούσαν να αποτελούν τις τρεις ισοµορφές της πρωτεΐνης που προσδένει τα παράσιτα. 

Χρησιµοποιήθηκαν ευαίσθητες τεχνικές φασµατοµετρίας µάζας (MALDI-TOF) και βρέθηκε ότι οι δύο 

τουλάχιστον κηλίδες αντιστοιχούν σε ισοµορφές της αννεξίνης Β11 της D. melanogaster.  

Ακολούθησαν δοκιµές πρόσδεσης ωοκινετών σε φίλτρα πρωτεϊνών που έχουν διαχωριστεί µε 

ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων, χωρίς όµως αποτέλεσµα, πιθανότατα λόγω των πολύ πιο ισχυρών 

αποδιατακτικών συνθηκών που εφαρµόζονται στη συγκεκριµένη τεχνική. Όµως χρησιµοποιώντας 

πολυκλωνικά αντισώµατα έναντι των αννεξινών, φανερώθηκε η ενεργότητα πρόσδεσής τους σε 

ωοκινέτες, ακόµα και σε συνθήκες διαλύµατος. Πρόκειται για µία αλληλεπίδραση που αναπτύσσεται 
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όχι µονάχα λόγω των ιδιαίτερων in vitro συνθηκών µεταξύ πρωτεϊνικών φίλτρων και παρασίτων, αλλά 

όπως φαίνεται, και για την ικανότητα των αννεξινών να αναγνωρίζουν και να προσδένονται στους 

ωοκινέτες κατά την διείσδυση των τελευταίων στο µεσέντερο του κουνουπιού. 

 

Η οικογένεια των αννεξινών 

 

Η ονοµασία των πρωτεϊνών αυτών προέρχεται από τα λατινικά (ad nectere: προσδένω) και 

επιλέχθηκε για να περιγράψει τη βασική ιδιότητα σχεδόν όλων των αννεξινών, να προσδένονται και να 

συγκρατούν συγκεκριµένες βιολογικές δοµές και ειδικότερα µεµβράνες. Έχει και µία ιστορική κατά 

κάποιον τρόπο έννοια, γιατί οµαδοποιεί µια σειρά ανεξάρτητων ερευνητικών προσπαθειών που, 

ψάχνοντας για πρωτεΐνες που δρουν ως σκαλωσιές ή γέφυρες, αποκάλυψαν τις αννεξίνες. Πρόκειται 

για πρωτεΐνες που ανάλογα µε τη συγκέντρωση ιόντων Ca++ , προσδένονται σε φωσφολιπίδια και 

αποτελούν µία εξελικτικώς συντηρηµένη πολυγονιδιακή οικογένεια µε µέλη της να έχουν βρεθεί τόσο 

στο ζωικό όσο και στο φυτικό βασίλειο (Morgan and Fernandez, 1997). Περισσότερες από 160 

διαφορετικές αννεξίνες έχουν χαρακτηρισθεί σε περισσότερους από 65 οργανισµούς, από κατώτερους, 

όπως µύκητες και πρώτιστα, ως ανώτερους όπως φυτά και σπονδυλωτά. Εντατική βιοχηµική έρευνα 

που περιελάµβανε και την αλληλούχιση  γονιδίων και cDNA, οδήγησε στο συµπέρασµα ότι το σύνολο 

των αννεξινών παρουσιάζουν κοινές κύριες βιοχηµικές ιδιότητες, καθώς και οµοιότητες σε επίπεδο 

αλληλουχίας και δοµής γονιδίων.  

Κάθε αννεξίνη αποτελείται από δύο βασικές δοµικές περιοχές (Moss and Morgan, 2004): 

1) τη µη συντηρηµένη αµινοτελική περιοχή που είναι διαφορετική σε κάθε µέλος της οικογένειας και 

στις περισσότερες περιπτώσεις καθορίζει τις in vivo ιδιότητες της κάθε αννεξίνης, όπως τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό της ή την λειτουργική της ειδικότητα και  

2) τη συντηρηµένη, σφιχτά πακεταρισµένη κεντρική περιοχή, πλούσια σε α-έλικες, που θεωρείται ότι 

αποτελεί τη ρυθµιζόµενη από το ασβέστιο ενεργότητα πρόσδεσης της στη µεµβράνη.  

Η κεντρική περιοχή περιλαµβάνει 4 ή 8 επαναλήψεις ενός δοµικού στοιχείου 70 αµινοξέων, 

που καλείται επανάληψη αννεξίνης (annexin repeat). Έχει παρατηρηθεί ποικιλοµορφία τόσο στην 

ευαισθησία µε την οποία το ασβέστιο επηρεάζει την πρόσδεση της κεντρικής περιοχής σε 

φωσφολιπίδια, όσο και στην προτίµησή της για πρόσδεση σε συγκεκριµένες οµάδες φωσφολιπιδίων 

(Sohma et al. , 2001). Γενικά µοιάζει µε ένα βαθουλωµένο δίσκο, του οποίου η κυρτή πλευρά 

συνδέεται περιφερικά µε τα φωσφολιπίδια της µεµβράνης (βλ. Εικόνα 31). Στην κοίλη πλευρά του 

δίσκου βρίσκεται το αµινοτελικό άκρο κάθε αννεξίνης, το οποίο εκτεθειµένο µε κατεύθυνση µακριά 

από τη µεµβράνη, είναι προσβάσιµο για αλληλεπιδράσεις µε άλλες πρωτεΐνες, όπως µέλη της 

οικογένειας S100 ή µε µία δεύτερη µεµβρανική επιφάνεια. Παράλληλα το αµινοτελικό άκρο παίζει και 

βασικό ρυθµιστικό ρόλο, αφ’ ενός λόγω της παρουσίας υπολειµµάτων στόχων µετά-µεταφραφρα-

στικών τροποποιήσεων σε αυτό και αφ’ ετέρου επειδή επηρεάζει την ασβέστιο-εξαρτώµενη ικανότητα 

σύνδεσης µε φωσφολιπίδια, σταθεροποιώντας ή αποσταθεροποιώντας διαφορετικές συνολικές 

διαµορφώσεις του µορίου (Rosengarth and Luecke, 2003). Είναι πιθανότατα το αµινοτελικό άκρο που 

ευθύνεται για µία σειρά λειτουργιών των αννεξινών οι οποίες δεν απαιτούν την παρουσία ασβεστίου 

για να εκτελεστούν (Gerke and Moss, 2002).  
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Οι αννεξίνες των εντόµων είναι διαφοροποιηµένες από τις αντίστοιχες σπονδυλωτών και 

κατώτερων οργανισµών 

 

Οι αννεξίνες των σπονδυλωτών (Α1-13) δεν αντιπροσωπεύονται µε ορθόλογα γονίδια στα 

έντοµα (Gerke and Moss, 2002), γεγονός που αναδεικνύεται και µε τη σύγκριση των αλληλουχιών της 

συντηρηµένης κεντρικής περιοχής των αννεξινών κουνουπιών, µε τις αντίστοιχες άλλων εντόµων, 

σπονδυλωτών, κατώτερων πολυκύτταρων οργανισµών και πρωτίστων. Μονάχα οι προγονικές 

αννεξίνες των σπονδυλωτών, όπως η Α13, φαίνεται να αντιπροσωπεύονται σε κατώτερους 

πολυκύτταρους οργανισµούς, όπως η ύδρα. Μία πρόσθετη θεµελιώδης διαφορά µεταξύ των αννεξινών 

του Ανωφελούς και των αντίστοιχων των σπονδυλωτών είναι και ο συνολικός αριθµός εξονίων από τα 

οποία αποτελείται το κάθε γονίδιο. Οι αννεξίνες των σπονδυλωτών κωδικοποιούνται από 12 έως 15 

εξόνια (Gerke and Moss, 2002), ενώ οι αντίστοιχες του Ανωφελούς από 2 έως 4 εξόνια. Σε αντίθεση µε 

τα σπονδυλωτά, όπου η πληροφορία για την κεντρική περιοχή των αννεξινών περικλείεται σε µία 

πλειάδα εξονίων που απέχουν ελάχιστα µεταξύ τους (µέγεθος εσονίων  µικρότερο του 1 Kb ), στον 

Ανωφελή  οι αντίστοιχες πληροφορίες περιέχονται σε ένα ή δύο εξόνια.  

Έχει προταθεί ότι νωρίς στη φυλογένεση των χορδωτών,  πριν από 500-600 εκατοµµύρια έτη, 

το «πρώτο» γονιδίωµα των σπονδυλωτών περιείχε την πληροφορία για µονάχα τρεις αννεξίνες, τις Α7, 

Α11 και Α13 (Morgan and Fernandez, 1995, Morgan and Fernandez, 1997, Bances et al. , 2000, 

Iglesias et al. , 2002). Στο κουνούπι υπάρχουν  4 γονίδια αννεξινών, από τα οποία τα τρία εµφανίζουν 

υψηλή οµολογία µεταξύ τους, βρίσκονται συναθροισµένα σε αλληλουχία µήκους 8 Kb και είναι 

πιθανόν να προέκυψαν από διπλασιασµό ενός γονιδίου. Η συσσώρευση µεταλλαγών στην κωδική 

περιοχή του ενός από αυτά και η απουσία έκφρασης στους ιστούς ενήλικων κουνουπιών, θα µπορούσε 

να αποτελεί ένδειξη ότι πρόκειται για ψευδογονίδιο. Στη  ∆ροσόφιλα υπάρχουν µόνο τρία γονίδια 

αννεξινών (Αnn IX, AnnX, anxb11), αλλά και ένα πιθανό παραπροϊόν διπλασιασµού (CG33487) που 

περιέχει την πληροφορία για τη σύνθεση 122 αµινοξέων του καρβοξυτελικού άκρου της αννεξίνης 

ΑnnX.  Σε αντίθεση µε το κουνούπι που το σύνολο των γονιδίων είναι στενά συνδεδεµένα  στο δεξιό 

βραχίονα του 2 χρωµοσώµατος, τα δύο από τα τρία δροσοφιλικά (AnnX, anxb11) εντοπίζονται στο Χ 

χρωµόσωµα ενώ το τρίτο στο δεξιό βραχίονα του χρωµοσώµατος 3.  

    

Η ύπαρξη πολλαπλών ισοµορφών αληθεύει για µέλη της οικογένειας των αννεξινών 

 

Στην παρούσα εργασία, βρέθηκαν µε ανάλυση Western πολλαπλές ισοµορφές αννεξινών, 

τόσο στον Ανωφελή όσο και στην ∆ροσόφιλα, µε µοριακό βάρος  γύρω στα 35kDa, αλλά  και στα 50 

kDa. ∆εν είναι η πρώτη φορά που κάτι τέτοιο αναφέρεται για τις αννεξίνες και έχουν δοθεί 

διαφορετικές εξηγήσεις για το φαινόµενο αυτό. Εναλλακτικό µάτισµα της αννεξίνης Α6 των 

σπονδυλωτών οδηγεί στην αποµάκρυνση ενός εξονίου µήκους 18 νουκλεοτιδίων και έτσι προκύπτουν 

δύο ισοµορφές της πρωτεΐνης µε χαρακτηριστική εµφάνιση ηλεκτροφορητικής διπλέτας  (Moss and 

Crumpton, 1990). Παράληψη της µεταγραφής του εξονίου 2 της αννεξίνης Α5, οδηγεί στην παραγωγή 

µίας ισοµορφής της πρωτεΐνης µε βραχύτερο αµινοτελικό άκρο και µοριακό βάρος µικρότερο κατά 3 
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kDa (Berendes et al. , 1993). Για τις αννεξίνες Α1 και Α2 έχει αναφερθεί ότι φωσφορυλίωσή τους 

οδηγεί τόσο σε πρωτεόλυση του αµινοτελικού τους άκρου, όσο και σε τροποποίηση του 

υποκυτταρικού εντοπισµού τους (Seemann et al. , 1996), ενώ η ενδοκυτταρική πρωτεόλυση της Α1 

µπορεί να προηγηθεί της φωσφορυλίωσής της, αντιπροσωπεύοντας έναν καθαρό µετά τη µετάφραση 

ρυθµιστικό µηχανισµό (Movitz and Dahlgren, 2000). Το αµινοτελικό άκρο των αννεξινών του 

Ανωφελούς φέρει στόχους πλειάδας πιθανών µετά-µεταφραστικών τροποποιήσεων, όπως 

γλυκοσυλιώσεων και φωσφορυλιώσεων, οι οποίες θα µπορούσαν να ευθύνονται και για τη µικρή 

διαφορά που παρατηρείται στην κινητικότητα των ισοµορφών κατά την ηλεκτροφόρηση. Ειδικότερα 

για τις ισοµορφές µοριακού βάρους γύρω στα 50 kDa, θα µπορούσαν να αντιπροσωπεύουν προϊόντα 

γονιδίων µε 8 συνολικά επαναλήψεις αννεξίνης, που έχουν ήδη εντοπισθεί στο γονιδίωµα της 

∆ροσόφιλας, ή σύµπλοκα των αννεξινών µε EF-hand πρωτεΐνες και ειδικότερα της υποοικογένειας 

S100 (Schafer and Heizmann, 1996). Οι S100 πρωτεΐνες έχουν µοριακό βάρος που κυµαίνεται γύρω 

στα 10 kDa, και  έχει δειχθεί ότι τρεις τουλάχιστον αννεξίνες σπονδυλωτών αλληλεπιδρούν µε τρία 

διαφορετικά µέλη της συγκεκριµένης υποοικογένειας (Donato and Russo-Marie, 1999, Donato, 1999). 

Ισοµορφές της αννεξίνης Α7, µοριακού βάρους 47 και 51 kDa οι οποίες διαφέρουν κατά 22 αµινοξέα 

στο αµινοτελικό τους άκρο, βρέθηκε να εκφράζονται σε µυοκύτταρα (Selbert et al. , 1995). 

Συνοψίζοντας λοιπόν, γίνεται φανερό, ότι η ύπαρξη πλειάδας ισοµορφών αννεξινών είναι ένα σύνηθες 

φαινόµενο για τη συγκεκριµένη οικογένεια, όµως επιπλέον έρευνα  είναι απαραίτητη για να 

ξεκαθαρίσει εάν κάτι από τα παραπάνω συµβαίνει και στα έντοµα. 

 

Οι αννεξίνες του κουνουπιού βρίσκονται στον εξωκυττάριο χώρο 

 

Ανοσοχρώση σε ιστούς κουνουπιών δείχνει ότι οι αννεξίνες εντοπίζονται στον εξωκυττάριο 

χώρο των επιθηλιακών κυττάρων του µεσεντέρου και των ωοθηκών. Παρόλο που δεν φέρουν 

αλληλουχίες-σήµατα για την έκκρισή τους, µέλη της οικογένειας έχει δειχθεί πως µπορούν να δρουν 

ως υποδοχείς του ενδοθηλίου για πρωτεάσες του ορού, καθώς και ως αναστολείς για τη µετανάστευση 

των ουδετερόφιλων και την πήξη του αίµατος (Raynal and Pollard, 1994). Εξωκυττάρια αννεξίνη Α1 

συνεντοπίζεται µε, και προσδένεται σε α4β1 ιντεγκρίνες (Euzger et al. , 1999, Solito et al. , 2000), η 

αννεξίνη Α5 προσδένεται σε κολλαγόνο τύπου ΙΙ και Χ (von der Mark and Mollenhauer, 1997), ενώ η 

εξωκυττάρια  αννεξίνη Α2 έχει την ικανότητα πρόσδεσης σε δοµικές περιοχές φιµπρονεκτίνης  τύπου 

ΙΙΙ (Chung and Erickson, 1994). Στην παρούσα εργασία η αννεξίνη συνεντοπίζεται µε λαµινίνη, µία 

γνωστή πρωτεΐνη του εξωκυττάριου υποστρώµατος. Τουλάχιστον 20 διαφορετικά πολυπεπτίδια 

θηλαστικών, κυρίως αυξητικοί παράγοντες και λεκτίνες βρίσκονται στον εξωκυττάριο χώρο, χωρίς να 

ακολουθούν το κλασικό µονοπάτι έκκρισης (Rubartelli and Sitia, 1997). Μία πρόσφατη µελέτη ρίχνει 

φως σε έναν πιθανό νέο τρόπο µεταφοράς των αννεξινών έξω από το κύτταρο (Deora et al. , 2004). 

Σύµφωνα µε αυτή, η µεταφορά της αννεξίνης Α2 στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών κυττάρων 

ανθρώπου συµβαίνει ανεξάρτητα από το κλασικό µονοπάτι του ενδοπλασµατικού δικτύου - Golgi και 

χρειάζεται τη φωσφορυλίωση του αµινοτελικού της άκρου και την πρόσδεση της πρωτεΐνης p11. 

Εναλλακτικές θεωρίες θέλουν τις εξωκυττάριες αννεξίνες να προέρχονται από τη λύση γειτονικών 
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κυττάρων ή να ακολουθούν κάποιους υποδοχείς του κυττάρου στην διαδικασία της εξωκύττωσής τους 

(Raynal and Pollard, 1994). 

 

 

 

 

 

Πιθανές λειτουργίες των αννεξινών στο κουνούπι 

 

 

Ο µεγαλύτερος όγκος πληροφοριών για πιθανές λειτουργίες των αννεξινών, αφορά τα 

σπονδυλόζωα. Φαίνεται ότι συµµετέχουν στη ρύθµιση της οργάνωσης της κυτταρικής µεµβράνης και 

της µεβρανικής κυκλοφορίας, καθώς και στη ρύθµιση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσής και του 

δυναµικού των ιόντων ασβεστίου κατά µήκος της µεµβράνης, (Donato and Russo-Marie, 1999). Στον 

Ανωφελή, η επαγωγή της µεταγραφής δύο γονιδίων αννεξινών 24 και 48 ώρες µετά το γεύµα γεύµατος 

αίµατος αποκαλύπτει την πιθανή σηµασία τους κατά την αιµατοφαγία. Μέσα σε λίγα λεπτά, το 

κουνούπι καταπίνει έναν σχετικά τεράστιο όγκο αίµατος και αρχίζει µία σειρά δοµικών µεταβολών µε 

κατάληξη την ολική διάταση του µεσεντέρου. ∆εδοµένου του προτύπου έκφρασης των αννεξινών, στο 

µεσοκυττάριο χώρο και στη  βασική πλευρά του µεσεντέρου, µεταξύ των συνδέσµων κυττάρων και 

µυών, καθώς και στην βασική λεπίδα, είναι πολύ πιθανόν να απαιτείται η de novo παραγωγή 

αννεξινών, ώστε να ενισχυθεί η συνάφεια µεταξύ των κυττάρων που αποτελούν το τοίχωµα του 

µεσεντέρου και κατά συνέπεια η ανθεκτικότητά του στην πίεση που ασκεί ο µεγάλος όγκος του 

γεύµατος.  Πράγµατι, µε κρυοηλεκτρονική µικροσκοπία έχει παρατηρηθεί ότι αννεξίνες  συµµετέχουν 

στο σχηµατισµό συνδέσµων µεταξύ απέναντι µεµβρανών (Lambert et al. , 1997). Καθώς η µοριακή 

δοµή των αννεξινών αποκαλύπτει µία θέση πρόσδεσης µε φωσφολιπίδια, η ικανότητά τους να 

συνδέουν απέναντι µεµβράνες θα µπορούσε να εξηγηθεί είτε µέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων 

µεταξύ δύο µορίων αννεξινών που βρίσκονται προσδεµένα σε αυτές (Oling et al. , 2000), είτε µε τον 

εντοπισµό στο αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης  µίας δεύτερης δοµικής περιοχής πρόσδεσης σε 

µεµβράνη (βλ. Εικόνα 31), κάτι που αληθεύει για την αννεξίνη Α1 (Bitto and Cho, 1999). Τέλος, µία 

τρίτη εναλλακτική ερµηνεία είναι µέσω της αλληλεπίδρασης του αµινοτελικού άκρου, µε διµερικές 

πρωτεΐνες της οικογένειας S100, όπως είναι γνωστό για την αννεξίνη Α2 (Lewit-Bentley et al. , 2000).  
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Εικόνα 31: µοντέλο για το συνδετικό µεταξύ δύο µεµβρανών ρόλο των αννεξινών 

από τους Gerke and Moss, (2002). 
 

 

Η ύπαρξη δύο διαφορετικών θέσεων πρόσδεσης σε βιολογικές δοµές, βρέθηκε στις αννεξίνες 

των εντόµων: η αποµάκρυνση των δισθενών ιόντων από το διάλυµα µε EGTA είναι ικανή να οδηγήσει 

την εκχύλιση των αννεξινών από τα µικροσώµατα, αποδεικνύοντας την ασβέστιο-εξαρτώµενη 

σύνδεσή τους µε την κυτταρική µεµβράνη. Η πρόσδεσή τους όµως στα παράσιτα δεν διαταράσσεται 

από την απουσία δισθενών ιόντων στο διάλυµα επώασης των ωοκινετών µε τα φίλτρα. Ενεργότητα 

πρόσδεσης των αννεξινών σε µεµβράνες, απουσία δισθενών ιόντων, έχει παρατηρηθεί τόσο κατά την 

πρόσδεση της αννεξίνης Α2 στις µεµβράνες κυττάρων Α549 (Liu et al. , 1997), όσο και κατά την 

αλληλεπίδραση της αννεξίνης Α5 µε την πλασµατική µεµβράνη των αιµοπεταλίων (Tzima and Walker, 

2000). Ίσως στις συγκεκριµένες αλληλεπιδράσεις αννεξινών να µεσολαβεί κάποια πρωτεΐνη  τύπου 

υποδοχέα, η οποία αφ’ ενός να αλληλεπιδρά µε αυτές και αφ’ ετέρου να βρίσκεται συνδεδεµένη µε την 

πλασµατική µεµβράνη. 

Μέλη της οικογένειας των αννεξινών και ειδικότερα η αννεξίνη Α5, έχουν την ικανότητα 

ασβέστιο-εξαρτώµενης σύνδεσης σε φωσφατιδυλοσερίνη. Φυσιολογικά, τα συγκεκριµένα 

φωσφολιπίδια βρίσκονται στο εσωτερικό της πλασµατικής µεµβράνης, αλλά κατά τη διάρκεια της 

απόπτωσης του κυττάρου εξωτερικεύονται, µε αποτέλεσµα να είναι διαθέσιµα για πρόσδεση σε 

εξωγενώς προστιθέµενη αννεξίνη Α5. Το γεγονός αυτό είναι εκµεταλλεύσιµο τεχνικά για τον 

εντοπισµό αποπτωτικών κυττάρων µέσω της δοκιµής πρόσδεσης αννεξίνης Α5 σε αυτά (van Engeland 

et al. , 1998). Κατά τη διείσδυση του µεσεντέρου από τα παράσιτα της ελονοσίας, ένα µέρος των 

επιθηλιακών κυττάρων, αλλά και µεγάλο ποσοστό των παρασίτων, εισέρχονται σε πρόγραµµα 

απόπτωσης (Han et al. , 2000, Al-Olayan et al. , 2002b). Η πρόσδεση όµως των παρασίτων σε φίλτρα 

που φέρουν τις αννεξίνες του κουνουπιού δεν φαίνεται να σχετίζεται µε την απόπτωση του παρασίτου: 

 79



οι αννεξίνες των εντόµων προσδένονται στα παράσιτα απουσία ασβεστίου, και επίσης, φίλτρα που 

φέρουν καθαρή ανθρώπινη αννεξίνη Α5 ή Α2 των βοοειδών δεν προσδένουν ωοκινέτες, ενώ δεν 

ανιχνεύθηκε και σήµα πρόσδεσης της φθορίζουσας αννεξίνης Α5 σε ωοκινέτες υπό συνθήκες 

καλλιέργειας. Ορθόλογο της αννεξίνης Α5 δεν βρίσκεται ούτε στη ∆ροσόφιλα, ούτε στον Ανωφελή, 

ενώ είναι γνωστό ότι τα κουνούπια δεν παράγουν φωσφατιδυλοσερίνη, αλλά µονάχα φωσφατι-

δυλοχολίνη και φωσφατιδυλοαιθανολαµίνη (van Heusden, 1996). Όλα τα παραπάνω δείχνουν ότι συµ-

µετοχή, άµεση ή έµµεση, των αννεξινών στην απόπτωση όπως έχει περιγραφεί στα θηλαστικά δεν 

συµβαίνει στα έντοµα. 

Με συνεστιακή µικροσκοπία αποκαλύφθηκε ότι ο συνεντοπισµός των αννεξινών µε τους 

ωοκινέτες είναι ένα φαινόµενο το οποίο συµβαίνει και in vivo, κατά την επαφή και επακόλουθη 

διείσδυση των παρασίτων στο µεσέντερο του κουνουπιού. Καθώς οι αννεξίνες βρίσκονται στην 

κορυφαία πλευρά του µεσεντέριου επιθηλίου, τα παράσιτα έρχονται σε επαφή και περιβάλλονται από 

αυτές, αµέσως µόλις διασχίσουν την περιτροφική µεµβράνη. Σε ένα πρόσφατο άρθρο αναφέρεται ότι 

in vitro επίδραση µε φωσφολιπάση Α2 σε µεσέντερα, εµποδίζει τη διαφοροποίηση του παρασίτου σε 

αυτά (Zieler et al. , 2001). Για το συγκεκριµένο αποτέλεσµα δεν απαιτείται η υδρολυτική δράση της 

φωσφολιπάσης αλλά, µονάχα η ικανότητα πρόσδεσης σε φωσφολιπίδια, ενώ η επίδρασή της γίνεται 

στην πλευρά του µεσεντέρου και όχι του παρασίτου. Το τελικό αποτέλεσµα είναι η αδυναµία των 

ωοκινετών να προσδένονται και να διαπερνούν το µεσέντερο του κουνουπιού. Οι παρατηρήσεις αυτές 

επιβεβαιώθηκαν και in vivo, αφού γενετικά τροποποιηµένα κουνούπια τα οποία εκφράζουν 

φωσφολιπάση στο µεσέντερό τους, έχουν µειωµένη ικανότητα µετάδοσης της ελονοσίας (Moreira et 

al. , 2002). Θα πρέπει εδώ να σηµειωθεί η ανασταλτική αλληλεπίδραση των αννεξινών µε τη 

φωσφολιπάση Α2 (Κim et al. , 2001, Buckland et al., 1998, Parente and Solito, 2004) καθώς και ότι οι 

αννεξίνες Α1 και Α5 είναι γνωστές και ως αντί-φωσφολιπάσες. Όµως επιπλέον πειράµατα είναι 

απαραίτητα για να διαπιστωθεί εάν η ανασταλτική δράση της φωσφολιπάσης οφείλεται στην πιθανή 

παρεµπόδιση της αλληλεπίδρασης του παρασίτου µε τις αννεξίνες του κουνουπιού. 

Μία άλλη πρόσφατη εργασία (Kenis et al. , 2004) προτείνει ότι η πρόσδεση αννεξίνης Α5 µε 

την κυρτή πλευρά του µορίου σε φωσφολιπίδια, δηµιουργεί µία κάµψη στην πλασµατική µεµβράνη. Σε 

συνδυασµό µε τον πολυµερισµό της πρωτεΐνης λόγω αλληλεπιδράσεων, σχηµατίζεται τοπική 

εγκόλπωση και ενδοκυτταρικό κυστίδιο, µε ένα καινούριο µηχανισµό µακροπινοκύττωσης, που δεν 

απαιτεί την παρουσία κλαθρίνης ή καβεολίνης, ούτε την καθοδήγηση του κυστιδίου από το δίκτυο 

ακτίνης του κυττάρου. Στην παρούσα εργασία δεν ήταν δυνατός ο εντοπισµός ωοκινετών σε ενδοκυτ-

ταρικά κυστίδια και ούτε κάτι τέτοιο είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία. Όµως η συσσώρευση 

αννεξίνης γύρω από τον ωοκινέτη, ίσως οδηγεί εκτός από την προσκόλληση στην κυτταρική µεµβράνη 

και σε µία τοπική εγκόλπωση, ένα από τα πιθανά πρώτα βήµατα για να διαπεραστεί η πλασµατική 

µεµβράνη κατά τη διαδικασία εισόδου των παρασίτων εντός των επιθηλιακών κυττάρων. Μία ανάλογη 

δράση υποδοχέα της αννεξίνης Α2 έχει ήδη περιγραφεί για τον ανθρώπινο κυτταροµεγαλοϊό (HCMV) 

(Wright et al. , 1995). 

 Η αλληλεπίδραση ωοκινέτη-αννεξίνης, πέρα από την αύξηση της συγγένειας του µεσεντέριου 

επιθηλίου για τους ωοκινέτες, η οποία είναι θεµελιώδης για την προσκόλληση των παρασίτων και την 

έναρξη της διείσδυσης του επιθηλίου, θα µπορούσε να συµβάλλει και στο χαλάρωµα της σύνδεσης των 
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επιθηλιακών κυττάρων - διευκολύνοντας το πέρασµα των παρασίτων µεταξύ των κυττάρων - , ή στην 

εξασθένιση της σύνδεσης των κυττάρων µε το εξωκυττάριο υπόστρωµα. Μια τέτοια δράση των 

αννεξινών στην πλαστικότητα των κυτταρικών µεµβρανών και στην προσκόλληση των κυττάρων στο 

εξωκυττάριο υπόστρωµα, είναι ήδη γνωστή όχι µόνο στα θηλαστικά (Siever and Erickson, 1997), αλλά 

και σε κατώτερους πολυκύτταρους οργανισµούς όπως η Ύδρα (Schlaepfer et al. , 1992). Το πρότυπο 

έκφρασης των αννεξινών δείχνει ότι θα µπορούσαν να δρουν και ως υπόστρωµα για την κινητικότητα 

και την καθοδήγηση του ωοκινέτη στο σύνολο της πορείας του εντός του επιθηλίου, ή να 

επιβραδύνουν και να σταµατούν την κίνησή του προς την αιµολέµφο, καθώς αυτός φτάνει στη βασική 

λεπίδα. Εναλλακτικά, η αλληλεπίδραση ωοκινέτη-αννεξινών θα µπορούσε να συµβάλλει στην 

αναδιαµόρφωση του µεσεντέριου επιθηλίου, συνεπεία της µόλυνσης  ή να οδηγεί στην παρουσίαση ή 

στην απόκρυψή των παρασίτων από το ανοσοποιητικό σύστηµα του κουνουπιού. Πρόσδεση αννεξίνης 

στην επιφάνεια των Τ λεµφοκυττάρων καθυστερεί τον προγραµµατισµένο κυτταρικό τους θάνατο µε 

ένα άγνωστο µέχρι τώρα µηχανισµό (Gidon-Jeangirard et al. , 1999). Κάτι ανάλογο ίσως να συµβαίνει 

και µε τους ωοκινέτες. Είναι επίσης πιθανόν η αλληλεπίδραση στη βασική λεπίδα να επάγει έναν 

άγνωστο µέχρι στιγµής σηµατοδοτικό µηχανισµό που ελέγχει τη µεταµόρφωση του ωοκινέτη σε 

ωοκύστη και την επακόλουθη ανάπτυξή της στη βασική πλευρά του επιθηλίου, αφού η αννεξίνη 

φανερώνεται να περιβάλλει και να προστατεύει τις αναπτυσσόµενες ωοκύστεις. Η επιπρόσθετη 

συσσώρευση µεταγράφων αννεξινών του κουνουπιού κατά τη λήψη µολυσµένου αίµατος, ενισχύει 

ακόµα περισσότερο την υπόθεση της εµπλοκής της συγκεκριµένης οικογένειας πρωτεϊνών σε 

διαδικασίες που συνοδεύουν τη µόλυνση του µεσεντέρου µε ελονοσία.  

Πρόσδεση αννεξίνης έχει παρατηρηθεί σε µία σειρά από διαφορετικά κύτταρα, µε 

διαφορετικό κάθε φορά λειτουργικό ρόλο. Εκτός από το θετικό ρόλο που έχει ήδη αναφερθεί στη 

διείσδυση ιών στα κύτταρα στόχους και στην αναστολή της απόπτωσης των Τ-λεµφοκυττάρων, η 

εξωτερίκευση αννεξίνης Α1 από τα ενδοθηλιακά κύτταρα οδηγεί σε αναστολή της σύνδεσης και 

διαπίδυσης των ουδετερόφιλων στο ενδοθήλιο (Perretti et al. , 1996), ενώ το ίδιο φαινόµενο 

επαναλαµβάνεται και κατά την πρόσδεση των µονοκύτταρων στο ενδοθήλιο (Solito et al. , 2000). Τα 

πρώτα πειράµατα για τον πιθανό λειτουργικό ρόλο της πρόσδεσης αννεξίνης, συγκλίνουν προς µία 

ευεργετική για το παράσιτο αλληλεπίδραση. Όταν χρησιµοποιηθούν πολυκλωνικά αντισώµατα 

παράλληλα µε το γεύµα µολυσµένου αίµατος, η µείωση στον αριθµό των ωοκυστών κυµαίνεται από 30 

έως 50%. Θα πρέπει ωστόσο να συνεκτιµηθεί και το γεγονός ότι ενώ τα πολυκλωνικά αντισώµατα 

προέρχονται από ανοσοποίηση έναντι των αννεξινών του An.gambiae, τα συγκεκριµένα πειράµατα 

έγιναν σε κουνούπια An.stephensi. Επιπλέον, κατά την ανοσοποίηση χρησιµοποιήθηκε ως ανοσογόνο 

ένα τµήµα της πρωτεΐνης που είχε υπερεκφρασθεί σε βακτήρια, µε πιθανό επακόλουθο την αδυναµία 

αναγνώρισης του συνόλου των περιοχών των αννεξινών που πιθανώς να ευθύνονται για την πρόσδεση 

στους ωοκινέτες. Επίσης είναι αµφίβολο το κατά πόσο η λήψη των αντισωµάτων µε το µολυσµένο 

γεύµα µπορεί να οδηγήσει σε εξ’ ίσου αποτελεσµατική ανταγωνιστική καταστολή της αλληλεπίδρασης 

µε τα παράσιτα, στο σύνολο του µεσεντέρου από την κορυφαία έως και τη βασική του πλευρά, ενώ 

κανείς δεν µπορεί να αποκλείσει και την πιθανότητα ότι περισσότερες της µίας, διαφορετικές 

πρωτεΐνες του κουνουπιού υποστηρίζουν µε συµπληρωµατικό τρόπο, τη µόλυνση του µεσεντέρου από 

τα παράσιτα.  
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Στα πειράµατα λειτουργικής απενεργοποίησης των αννεξινών µε τη µέθοδο RNAi, ένα 

µεγάλο εµπόδιο φαίνεται να αποτελεί ο µεγάλος χρόνος ζωής της πρωτεΐνης. Ακόµα και 4 ηµέρες µετά 

την ένεση του δίκλωνου RNA, οπότε και γίνεται η λήψη µολυσµένου γεύµατος από το κουνούπι, το 

επίπεδο έκφρασης αννεξινών µειώνεται περίπου στο µισό. Εντούτοις, αυτή η µείωση της συνολικής 

ποσότητας αννεξινών είναι ικανή να προκαλέσει µία σχεδόν αντίστοιχη µείωση στον αριθµό των 

ωοκυστών που ανιχνεύονται µετά από µολυσµένο γεύµα. Είναι πιθανόν, εάν παρακολουθηθεί το 

επίπεδο αναστολής της έκφρασης της πρωτεΐνης σε ένα ευρύτερο χρονικό διάστηµα µετά την ένεση 

δίκλωνου RNA, να επιτευχθεί µία µεγαλύτερη µείωση των επιπέδων των αννεξινών κατά τη χρονική 

στιγµή της λήψης µολυσµένου γεύµατος, κάτι που ίσως θα είχε θεαµατικότερες επιδράσεις στην 

αναστολή της διαφοροποίησης του παρασίτου εντός του µεσεντέρου. 

Ένα ερώτηµα που άµεσα προκύπτει από την παρούσα διατριβή είναι γιατί η ενεργότητα 

πρόσδεσης ωοκινετών εντοπίζεται σε ένα έντοµο - τη ∆ροσόφιλα - που ποτέ δεν έρχεται σε επαφή µε 

Πλασµώδια. Πρέπει να σηµειωθεί ότι τα κύτταρα S2 υποστηρίζουν την πλήρη in vitro διαφοροποίηση 

του P. gallinaceum (Al-Olayan et al. , 2002a), καθώς και ότι ωοκινέτες του ίδιου είδους 

διαφοροποιούνται πλήρως σε µολυσµατικούς σποροζωίτες όταν ενεθούν σε ενήλικες ∆ροσόφιλες 

(Schneider and Shahabuddin, 2000). Εποµένως φαίνεται ότι τα παράσιτα της ελονοσίας επωφελούνται 

προϋπαρχόντων µηχανισµών για να διεισδύσουν στους ιστούς των εντόµων και να προστατευθούν από 

τις επιθέσεις του ανοσοποιητικού τους συστήµατος.   

Συνοψίζοντας θα λέγαµε ότι χρησιµοποιώντας µία πρωτότυπη in vitro τεχνική πρόσδεσης 

ωοκινετών σε φίλτρα, ταυτοποιήθηκε στα δίπτερα µία οικογένεια πρωτεϊνών - των αννεξινών - που 

έχει την ικανότητα αλληλεπίδρασης in vivo µε τα παράσιτα της ελονοσίας, επηρεάζοντας την πορεία 

µόλυνσης του µεσεντέρου του κουνουπιού από αυτά. Για να επιτευχθεί αυτό το απροσδόκητο 

αποτέλεσµα, έγινε χρήση µεθοδολογιών γονιδιωµατικής και πρωτεοµικής που οδήγησαν στην 

ταυτοποίηση των πρωτεϊνών σε ένα οργανισµό - τη ∆ροσόφιλα - και στην κλωνοποίηση των 

ορθόλογων γονιδίων στον οργανισµό που µας ενδιαφέρει - τον Ανωφελή -, ανάλογα µε τη 

διαθεσιµότητα της ολοκληρωµένης γονιδιωµατικής αλληλουχίας. ∆εδοµένου ότι ο εξελικτικός 

διαχωρισµός των δύο ειδών έγινε πριν 250 εκατοµµύρια χρόνια (Yeates and Wiegmann, 1999), η 

επιτυχία της συγκεκριµένης στρατηγικής δείχνει την αξία των δύο συγκεκριµένων ολοκληρωµένων 

γονιδιωµάτων για την εντοµολογία. Το πρότυπο έκφρασης των αννεξινών, καθιστά τα αντισώµατα που 

παρήχθησαν στη συγκεκριµένη εργασία, πολύτιµα εργαλεία για τη µελέτη της διείσδυσης του 

µεσεντέρου των δίπτερων εντόµων από σειρά επικίνδυνων για τη δηµόσια υγεία παθογόνων. Πολύ 

λίγα είναι γνωστά για τις αννεξίνες των εντόµων ως τώρα και δεδοµένης της διαφοροποίησης τους σε 

επίπεδο αλληλουχίας από τις αντίστοιχες των θηλαστικών, η µοριακή ανάλυση της αλληλεπίδρασής 

τους µε το παράσιτο, ίσως ανοίξει νέους ορίζοντες, τόσο για την παρασκευή εµβολίων κατά της 

ελονοσίας, όσο και για την ανάπτυξη νέων µεθόδων καταπολέµησης της νόσου που θα στοχεύουν τον 

κύκλο του παρασίτου στο κουνούπι.  
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