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Summary 
 

Midgut epithelial responses triggered by Plasmodium ookinete invasion in the 

vector Anopheles gambiaeis a matter of intense research, due to their direct 

or indirect involvement in parasite survival. For this reason we undertook the 

effort to study mosquito metalloproteases of the extracellular matrix (ECM), 

which are the main enzymes involved in epithelial reorganization in several 

organisms. 

Taking advantage of gene predictions of Anopheles database, as well as, of 

phylogenetic relationships, we identified representative members of all three 

major families of ECM metallo-proteinases, ADAMs, ADAMTSs and MMPs. 

Transcriptional profiling indicated putative implications of ADAMs and 

ADAMTSs in developmental processes, however, an additional involvement 

of those proteases in vector-parasite interactions cannot be excluded.  

Our study was mainly focused on MMP-1, a representative member of MMP 

family of metalloproteases.  Reverse genetics, cell biology and transcriptional 

profiling, as well as, the use of established Anopheles gambiaehemocyte-like 

celllines, revealed not only involvement of AgMMP1 in the processes of 

midgut epithelial reconstitution after parasite invasion, as expected, but in 

addition a protective role of the AgMMP1 protease in the survival of the 

parasite during the oocyst stage. Our data indicate that these two roles are 

probably conferred by different MMP1 isoforms; a transmembrane and a 

secreted form, expressed in the mosquito midgut epithelium and hemocytes 

respectively.   
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Περίληψη 
Το πέρασμα του ωοκινέτη από το μεσεντερικό επιθήλιο του κουνουπιού 

προκαλεί μια σειρά αποκρίσεων από το τελευταίο που επηρεάζουν την 

βιωσιμότητα του παρασιτικού πληθυσμούείτε άμεσα, είτε έμμεσα μέσω 

ανοσοποιητικών μηχανισμών. Για τους παραπάνω λόγους θελήσαμε να 

χαρακτηρίσουμε γονίδια του Ανωφελούς που κωδικοποιούν 

μεταλλοπρωτεάσες της εξωκυττάριας μήτρας, αφού αυτές θεωρούνται σε 

άλλους οργανισμούς ότι παίζουν βασικό ρόλο στην αναδιάταξη των 

επιθηλίων. Η αναζήτηση στη δημοσιευμένη αλληλουχία του γονιδιώματος του 

κουνουπιού,και η μελέτη των φυλογενετικών σχέσεων με ομόλογα γονίδια 

από άλλους οργανισμούς μας οδήγησαν στην ταυτοποίηση πρωτεασών της 

εξωκυττάριας μήτρας που ανήκουν σε τρεις διαφορετικές οικογένειες, τις 

ADAMs, ADAMTSsκαι τις MMPs. Το μεταγραφικό πρότυπο των ADAMsκαι 

ADAMTSsέδειξε ρύθμιση της έκφρασης τουςσε στάδια διαφοροποίησης του 

εντόμου, γεγονός που συμφωνεί και με δεδομένα από άλλους οργανισμούς 

για πιθανή εμπλοκή τους σε αναπτυξιακές διεργασίες.  

Η μελέτη μας επικεντρώθηκε κυρίως στον χαρακτηρισμό του γονιδίου MMP-1, 

που ανήκει στην οικογένεια των MMPμεταλλοπρωτεασών, από το οποίο 

βρήκαμε να εκφράζονται, μετά από εναλλακτικό μάτισμα, δυο ισομορφές της 

MMP1 πρωτεϊνης, μια επιθηλιακή διαμεμβρανική και μια εκκρινόμενη την 

οποία εντοπίσαμε στα περιφερειακά αιμοκύτταρα του ενήλικου ατόμου. Το 

μεταγραφικό πρότυπο του γονιδίου, σε συνδυασμό με πειράματα αντίστροφης 

γενετικής και κυτταρικής βιολογίας ανέδειξαν ρύθμιση της γονιδιακής 

έκφρασης σε πολλαπλά επίπεδα (μεταγραφικό, μετα-μεταγραφικό, μετα-

μεταφραστικό) και πιθανή εμπλοκή της MMP1 πρωτεάσης στην διαδικασία 

επούλωσης του επιθηλίου μετά από το πέρασμα του ωοκινέτη μέσα από 

αυτό. Επιπλέον όμως υπέδειξαν ότι το(α) προϊόν(τα) του ΜΜΡ1 γονιδίου 

λειτουργούν προστατευτικά για την επιβίωση του παρασίτου κατά την 

διάρκεια της πρώϊμης ανάπτυξης της ωοκύστης. Μάλιστα τα ευρήματα μας 

μας οδηγούν στην υπόθεση ότι οι δυο διακριτοί βιολογικοί ρόλοι της 

πρωτεάσης, εμπλοκή στην αναδιάταξη του μεσεντέρου του κουνουπιού και 

προστασία της πρώϊμης ωοκύστης του παρασίτου, μπορεί να εκτελούνται 

από την διαμεμβρανική και την εκκρινόμενη ισομορφή αντίστοιχα.      
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Η ελονοσία οφείλεται σε ένα από τα 5 διαφορετικά είδη Plasmodium: P. 

falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, και του P. knowlesi. Τα παράσιτα 

αυτά μεταφέρονται στον άνθρωπο από περίπου 50 διαφορετικά είδη 

κουνουπιών, που ανήκουν κυρίως στο γένος του Ανωφελούς. Στο 

συγκεκριμένο γένος ωστόσο ανήκουν 350 περίπου επιπλέον διαφορετικά είδη 

στα οποία το παράσιτο δεν μπορεί να αναπτυχτεί.  

Αξίζει επιπλέον να σημειωθεί ότι μεταξύ των φορέων κουνουπιών 

εμφανίζονται άτομα ανθεκτικά στο παράσιτο,ενώ υπό φυσιολογικές συνθήκες 

ο αριθμός των παρασίτων που τελικά επιβιώνουν μέσα στον φορέα είναι 

ελάχιστος σε σχέση με τον αριθμό τους στο αίμα (Sinden 2002). Οι λόγοι για 

τους οποίους τα κουνούπια εμφανίζουν αυτή τη ‘φυσιολογική’ ανθεκτικότητα 

στο παράσιτο είναι στο μεγαλύτερο βαθμό άγνωστοι, αλλά σαφώς 

καταδεικνύεται ότι η συμβίωση του παράσιτου με τον φορέα του αποτελεί μια 

πολύπλοκη και μερικώς μόνο προσδιορισμένη σχέση.  

Η αποκάλυψη των βιολογικών διεργασιών που κρύβονται πίσω από αυτή τη 

σχέση δίνει  νέα ώθηση στην αντιμετώπιση μιας ασθένειας που ακόμη και 

σήμερα ευθύνεται για τον θάνατο ενός εκατομμύριου ανθρώπων ετησίως 

μόνο στην Αφρική. Προς την κατεύθυνση αυτή έχουν συμβάλλει σημαντικά η 

αλληλούχηση των γονιδιωμάτων τόσο του Ανωφελούς, όσο και του 

P.falciparum, καθώς και νέες τεχνικές αντίστροφης γενετικής (π.χ. RNAi) και 

σταθερού μετασχηματισμού, που έχουν εφαρμοστεί με επιτυχία στους δυο 

οργανισμούς. Μέσω αυτών των εργαλείων έχει αποκαλυφθεί ο ρόλος πολλών 

γονιδίων στην επιτυχή ολοκλήρωσητης ζωής του παράσιτου μέσα στον 

ασπόνδυλο φορέα του ή στην παρεμπόδιση της επιτυχούς ολοκλήρωσης του 

παρασιτικού κύκλου μέσα στο κουνούπι.  
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Εικονα1:Κύκλος ζωής του παράσιτου μέσα στον ασπόνδυλο φορέα του. Ο 

κύκλος ζωής του παρασίτου μέσα στο κουνούπι ξεκινά με τη διαφοροποίηση 

των γαμετών μέσα στο μεσεντερο. Συνεχίζει με σύντηξη των γαμετών, 

δημιουργία του ωοκινετη και τελικά διείσδυση του μεσεντερικου επιθηλίου από 

τον τελευταίο. Η προσέγγιση της βασικής λαμινας από τον ωοκινετη συμπίπτει 

με τη διαφοροποίηση του σε ωοκυστη. Μέσα στην ωοκυστη συνεχείς 

πυρηνικές διαιρέσεις και κυτοκινηση οδηγούν στον σχηματισμό των 

σποροζωιδίων, τα οποία απελευθερώνονται στην αιμολεμφο του εντόμου 21 

ημέρες μετά την αιματοφαγία και κατευθύνονται στους σιελογόνους αδένες για 

να μεταφερθούν στον επόμενο φορέα με το δάγκωμα του κουνουπιού. 

1.Γαμετογένεση του 

παρασίτου 

2.Διείσδυση 

μεσεντερικού επιθηλίου

3.Διαφοροποίηση 

σε ωοκύστεις.

4.Διείσδυση 

σιελογόνων 

αδένων από 

σποροζωιδια 
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1.1. Κύκλος ζωής του παρασίτου μέσα στον φορέα του 

 
1.1.1 Γαμετογένεση του παρασίτου 
Το ταξίδι του παρασίτου μέσα στο κουνούπι ξεκινά με την λήψη μολυσμένου 

αίματος από το τελευταίο. Μέσα στον μεσεντερικό αυλό αρσενικά και θηλυκά 

γαμετοκύτταρα του πλασμωδίου ωριμάζουν σε αρσενικούς και θηλυκούς 

γαμέτες. Στη διαδικασία αυτή καταλυτικό ρόλο φαίνεται να παίζει η πτώση της 

θερμοκρασίας μέσα στον μεσεντερικο αυλό, η αλλαγή του pH, καθώς και η 

παρουσία του ξανθουρενικού οξέος (Billker, Lindo et al. 1998). Συγκεκριμένα 

το τελευταίο φαίνεται να προκαλεί μια αύξηση των επίπεδων ασβεστίου στο 

κυτταρόπλασμα των γαμετοκυττάρων επάγοντας έτσι την διαφοροποίηση 

τους σε γαμέτες. Επιπρόσθετα, η παρουσία ασβεστίου οδηγεί στην 

ενεργοποίηση μιας κινάσης (CDPK4) στους αρσενικούς γαμέτες με 

αποτέλεσμα τον σχηματισμό 8 ευκίνητων αρσενικών γαμετών (Billker, 

Dechamps et al. 2004), που φέρουν μαστίγιο και απελευθερώνονται από το 

ερυθροκύτταρο με τη βοήθεια μιας δεύτερης κινάσης Pbmap2 προκειμένου να 

συντηχτούν με τους θηλυκούς γαμέτες και να σχηματιστεί έτσι το ζυγωτο 

(Khan, Franke-Fayard et al. 2005; Tewari, Dorin et al. 2005). Στην ανάπτυξη 

των γαμετοκυττάρων σημαντικό ρόλο παίζει και μια οικογένεια 

αντιοξειδωτικών ενζύμων (Peroxiredoxins) (Yano, Komaki-Yasuda et al. 

2006). Μετά την δημιουργία του κάθε ζυγωτόδιαφοροποιείται σε έναν ευκίνητο 

ωοκινέτη μέσα σε μια χρονική περίοδο 5-18 ωρών. 

 

1.1.2 Διαφοροποίηση του ζυγώτη σε ωοκινέτη και διείσδυση του 
μεσεντερικού επιθηλίου του κουνουπιού 
Στη διάρκεια της διαφοροποίησης του ζυγώτη σε ωοκινέτη λαμβάνουν χώρα 

δυο μειωτικές διαιρέσεις, οι οποίες όμως δεν συνοδεύονται από κυτταρική 

διαίρεση. Επιπλέον ο ζυγώτης διαφοροποιείται και μορφολογικά κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης του. Συγκεκριμένα αλλάζει η σύσταση της επιφάνειας 

του και σχηματίζεται στο εμπρόσθιο τμήμα του ώριμου πλέον ωοκινέτη μια 

δομή, το κορυφαίο σύμπλοκο (apical complex), που αποτελείται κυρίως από 

ένα σύνολο εκκριτικών οργανιδίων που ονομάζονται μικρονημάτια (Sinden 

2002). Η δομή αυτή φαίνεται να παίζει βασικό ρόλο στην αναγνώριση των 

κυττάρων του ξενιστή και στην ικανότητα κίνησης του ωοκινέτη που είναι 
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βασική προϋπόθεση προκειμένου να καταφέρει να διεισδύσει το μεσεντερικο 

επιθήλιο του κουνουπιού (Menard 2001). Να σημειωθεί ότι η κίνηση του 

ωοκινέτη κατά την διείσδυση του μεσεντερικού επιθηλίου έχει περιγραφεί 

(Vlachou, Zimmermann et al. 2004) καιμοιάζει ως ένα βαθμό με την κίνηση 

των σποροζωϊδίων κατά την διάρκεια εισβολής των ηπατικών κυττάρων. 

Κατά τη διάρκεια της εισβολής του μεσεντέρου ο ωοκινέτης αντιμετωπίζει μια 

σειρά εμποδίων. Το πρώτο εμπόδιο είναι αυτό της περιτροφικής μεμβράνης. 

Όπως σε όλα τα αιματοφάγα έντομα έτσι και στα κουνούπια σχηματίζεται 6 

περίπου ώρες μετά τη λήψη του αίματος ένα παχύ στρώμα εσωτερικά του 

μεσεντέρου που αποτελείται κυρίως από χιτίνη και εκκρίνεται από τα 

επιθηλιακά κύτταρα του μεσεντέρου. Η παρουσία αυτού του στρώματος 

προστατεύει το κουνούπι από την είσοδο μικροοργανισμών που πιθανά 

υπάρχουν μέσα στο αίμα, καθώς και από τα υψηλά επίπεδα αίμης που 

προκαλεί η πέψη του αίματος (Shao, Devenport et al. 2001). Προκειμένου να 

καταφέρει να περάσει ο ωοκινέτης τη περιτροφική μεμβράνη εκκρίνονται από 

τα μικρονημάτια του ένζυμα με δυνατότητα αποικοδόμησης της χιτίνης, οι 

χιτινάσες. Στο P.falciparum και στο P.gallinaceumη εμπλοκή των ενζύμων 

αυτών είναι απαραίτητη για την διείσδυση του μεσεντερικού επιθηλίου, ενώ 

στην περίπτωση του P. bergheiφαίνεται να είναι λιγότερο σημαντική (Sinden 

RE 2004). 

Το δεύτερο εμπόδιο στην πορεία του ωοκινέτη είναι το ίδιο το μεσεντερικό 

επιθήλιο. Η είσοδος στα επιθηλιακά κύτταρα του μεσεντέρου πιθανά να 

χρειάζεται την αλληλεπίδραση μεταξύ μορίων του παρασίτου και του φορέα. 

Από τη μεριά του φορέα τέτοια μόρια δεν έχουν ταυτοποιηθεί. Από τη μεριά 

του παρασίτου πιθανά μόρια είναι που εκκρίνονται από τα μικρονημάτια και 

σχετίζονται με την ικανότητα κίνησης και διείσδυσης.  

Τέτοια μόρια είναι η πρωτεΐνη ΜΑΟΡ η οποία είναι σημαντική για την είσοδο 

του παρασίτου στα επιθηλιακά κύτταρα και μοιάζει δομικά με την πρωτεΐνη 

(SPECT) η οποία είναι σημαντική και για την διείσδυση των σποροζωϊδίων 

στα ηπατοκύτταρα (Ishino, Yano et al. 2004; Kadota, Ishino et al. 2004). 

Σημαντικό ρόλο στη διείσδυση του μεσεντερικού επιθηλίου από τον ωοκινέτη 

έχουν και οι πρωτεΐνες CTRP και TRAP. Διαγονιδιακά παράσιτα που δεν 

εκφράζουν αυτές τις πρωτεΐνες παρουσιάζουν πρόβλημα στην ικανότητα 

κίνησης στο στάδιο του ωοκινέτη και δεν μπορούν να εισβάλλουν στο 
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μεσεντερικο επιθήλιο (Dessens, Beetsma et al. 1999; Yuda, Sakaida et al. 

1999). Το γεγονός ότι η CTRP φαίνεται να αλληλεπιδρά με τη λαμινίνη του 

κουνουπιούυποδηλώνει ένα πιθανό ρόλο τηςCTRP(Limviroj, Yano et al. 2002; 

Mahairaki, Voyatzi et al. 2005), ενώ το γεγονός ότι το ίδιο μόριο αλληλεπιδρά 

με τη λαμινίνη και σε μετέπειτα αναπτυξιακά στάδια του παρασίτου κάνει τον 

ρόλο της για την επιβίωση του παρασίτου μέσα στον φορέα του πιο 

σημαντικό (Arrighi and Hurd 2002).  

Προκειμένου να φτάσουν τα παράσιτα στο βασικό έλασμα του επιθηλίου 

πρέπει να περάσουν και από το κυτταρόπλασμα των μεσεντερικών κυττάρων. 

Συχνά μάλιστα φαίνεται ότι ένας μόνο ωοκινέτης περνά διαδοχικά από 

γειτονικά κύτταρα προκειμένου να καταφέρει να προσεγγίσει το βασικό 

έλασμα. Από την πλευρά του παρασίτου έχει ταυτοποιηθεί μια πρωτεΐνη 

(CelTOS) η οποία παίζει ρόλο σε αυτή τη διαδικασία(Kariu, Ishino et al. 2006). 

Στον φορέα το πέρασμα του ωοκινέτη προκαλεί αποπτωτικό θάνατο των 

επιθηλιακών κυττάρων  που προσβάλλονται από τον ωοκινέτη, τα οποία 

αρχικά χάνουν τις μικρολάχνες τους και στη συνέχεια αποβάλλονται από το 

επιθήλιο μέσω ενός δακτυλίου ακτίνης στο είδος An.gambiaeή ενός 

σχηματισμού κώνου ακτίνης στο είδος Aedesaegypti(Han, Thompson et al. 

2000; Gupta, Kumar et al. 2005). Και στις δυο περιπτώσεις οι μορφολογικές 

αυτές αλλαγές έχουν σαν αποτέλεσμα όχι μόνο την αποβολή των 

αποπτωτικών κυττάρων από το επιθήλιο του μεσεντέρου, αλλά και τη 

επούλωση του (healing) και τη διατήρηση της συνέχειας του. Μάλιστα η 

αναδιάταξη του κυτταροσκελετού της ακτίνης κατά τη διάρκεια επούλωσης του 

επιθηλίου φαίνεται ότι οδηγεί τα γειτονικά στο αποπτωτικό κύτταρα, να 

σχηματίζουν ψευδοπόδια προκειμένου να κλείσουν το κενό που αφήνει πίσω 

του το, ή τα αποπτωτικά κύτταρα (Vlachou, Zimmermann et al. 2004). Οι 

παραπάνω διαδικασίες μοιάζουν σε μεγάλο βαθμό με την διαδικασία 

επούλωσης που έχει περιγραφεί και σε άλλαεπιθήλια(Brock, Midwinter et al. 

1996).  

Οι παραπάνω μορφολογικές αλλαγές στο επίπεδο του μεσεντέρου 

επηρεάζουν σύμφωνα με βιβλιογραφικές αναφορές και το παράσιτο. Ο 

αποπτωτικός θάνατος που προκαλεί η διείσδυση των παρασίτων στα 

επιθηλιακά κύτταρα έχει σαν αποτέλεσμα την απελευθέρωση ελεύθερων 

ριζών στο κυτταρόπλασμα του αποπτωτικού κυττάρου, που μπορούν να 
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επηρεάσουν την επιβίωση του παρασίτου (Han, Thompson et al. 2000). 

Επιπλέον η αναδιάταξη του κυτταροσκελετού ακτίνης φαίνεται με πειράματα 

σιώπησης των μορίων που είναι υπεύθυνα για τον 

πολυμερισμό/αποπολυμερισμό της ότι επηρεάζει την επιβίωση των 

ωοκινετών (Vlachou, Schlegelmilch et al. 2005). Ο μηχανισμός με τον οποίο 

γίνεται αυτό δεν είναι γνωστός, ωστόσο μορφολογικά δεδομένα υποστηρίζουν 

την επικάλυψη του ωοκινέτη από ένα ίσως προστατευτικό στρώμα ινιδίων 

ακτίνης (Vlachou, Zimmermann et al. 2004). Παρόμοια παρατήρηση έχει 

αναφερθεί και για την ιντεγκρίνη ένα μόριο που συμμετέχει στην 

αλληλεπίδραση μεταξύ των επιθηλιακών κυττάρων (Mahairaki, Lycett et al. 

2005). 

 Η σημασία της ακεραιότητας του μεσεντερικού επιθηλίου για την επιβίωση 

του κουνουπιού φαίνεται από το γεγονός ότι ένα ζευγάρι μορίων, μια οξειδάση 

και μια περοξειδάση, οι οποίες συμβάλλουν στην διατήρηση της ακεραιότητας 

του εξωκυτταριου στρώματος του μεσεντερικού επιθηλίου διασφαλίζουν την 

παρεμπόδιση της εισόδου του μικροβιακού πληθυσμού που υπάρχει στον 

μεσεντερικό αυλό στην αιμόλεμφο του, και την παρεμπόδιση της έκτοπης και 

έντονης ενεργοποίησης του αμυντικού του μηχανισμού. Τα δύο αυτά μόρια  

συμβάλλουν επίσης σημαντικά στην επιβίωση του παρασιτικού 

πληθυσμού(Kumar, Molina-Cruz et al.).  

Η σημασία της μικροβιακής χλωρίδαςστην επιβίωση του παρασίτου μέσα 

στον ασπόνδυλο φορέα του αποτελεί μια νέα περιοχή μελέτης και όπως 

δείχνουν πρόσφατες αναφορές συμπεριλαμβανομένης και της παραπάνω η 

μικροβιακή χλωρίδα μπορεί να επηρεάσει σημαντικά την επιβίωση του 

παρασίτου.  
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Εικόνα 2: Μορφολογικές αποκρίσεις του μεσεντερικού επιθηλίου του 

κουνουπιού μετά από την διείσδυση του ωοκινέτη. Α) Το πέρασμα του 

ωοκινέτη μέσα από τα επιθηλιακά κύτταρα προκαλεί αποπτωτικό θάνατο στα 

τελευταία. Τα αποπτωτικά κύτταρα αποβάλλονται από το επιθήλιο μέσω ενός 

κώνου ακτίνης στο είδος Aedesaegypti (Β) ή ενός δακτυλίου ακτίνης στο είδος 

Anophelesgambiae (Γ). Δ) αριστερά: Η αναδιάταξη του κυτταροσκελετού 

ακτίνης κατά την επούλωση του μεσεντερικού επιθηλίου οδηγεί στον 

σχηματισμό ψευδοποδίων από τα γειτονικά κύτταρα του αποπτωτικού, καθώς 

και στον σχηματισμό ενός στρώματος ινιδίων ακτίνηςγύρω από τον ωοκινέτη 

(δεξιά). Ε) ο ωοκινέτης που διεισδύει το μεσεντερικό επιθήλιο περιβάλλεται 

επιπλέον από ιντεγκρίνη του κουνουπιού. 

 

Η προσέγγιση του βασικού ελάσματος του μεσεντέρου από τον ωοκινέτη 

αποτελεί ίσως και το πιο ευάλωτο σημείο κατά την διείσδυση. Στο στάδιο αυτό 

το παράσιτο έρχεται σε επαφή με την αιμόλεμφο του φορέα και αυτό προκαλεί 

μια σειρά καλά καταγεγραμμένων αντιδράσεων του ανοσοποιητικού 

συστήματος. Δύο «ανοσολογικές» αντιδράσεις φαίνεται να ενεργοποιούνται:η 

μελανοποίηση και η λύση του ωοκινέτη.  

Στηλύσημετέχουντρίαβασικάμόρια, ηΤΕΡ1 (thioester-

containingcomplementlikeprotein), ηLRIM (leucine-richrepeatprotein), 

καιηAPL1C (AnophelesPlasmodumresponsiveleucinerichrepeat 1) (Blandin, 

Shiao et al. 2004; Osta, Christophides et al. 2004). Τα τρία αυτά μόρια 

φαίνεται ότι συμπλοκοποιούνται, όπως έδειξαν πειράματα σε κυτταρικές 

σειρές κουνουπιού και καλύπτουν την επιφάνεια του ωοκινέτη, μόλις αυτός 

φτάσει το βασικόέλασμα του μεσεντέρου, οδηγώντας τον σε λύση(Povelones, 

Α Β Γ

Δ Ε 
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Waterhouse et al. 2009). Ο μηχανισμός της λύσης φαίνεται να είναι  όμοιος με 

τον μηχανισμό προσβολής μικροοργανισμών από πρωτεΐνες του 

συμπληρώματος σε ανωτέρα θηλαστικά.  

Κατά τη μελανοποίηση τα μόρια που προάγουν την μετατροπή της 

προφαινολοξειδάσης σε ενεργή φαινολοξειδάση είναι πρωτεΐνες της 

οικογενείας των CLIPA και CLIPB(Volz, Mulleretal. 2006). Ωστόσο η δράση 

τους περιορίζεται λόγω της αναστολής από πρωτεΐνες της οικογενείας των C-

type  λεκτινών (CTL4 και CTLMA2) καθώς και από τον αναστολέα 

πρωτεασών σερίνης SRPN2(Michel, Budd et al. 2005).  

Σημαντικό είναι ότι η έκφραση των μορίων και των δυο αυτών μονοπατιών 

ελέγχεται από τους μεταγραφικούς παράγοντες REL1 και REL2, οι οποίοι 

ενεργοποιούνται με τη σειρά τους μέσω των γνωστών μονοπατιών 

ενεργοποίησης του ανοσοποιητικού συστήματος των εντομών, τα μονοπάτια 

Toll και Imd(Meister, Kanzok et al. 2005). 

Τα παραπάνω υποδεικνύουν ότι προκειμένου να μπορέσει να περάσει ο 

ωοκινέτης το φράγμα του μεσεντερικού επιθηλίου πρέπει να αντιμετωπίσει μια 

σειρά εμποδίων. Η επιτυχημένη έκβαση της διείσδυσης του απαιτεί από τη 

μεριά του κίνηση, αλλά και ικανότητα να αναγνωρίζει και να μπορεί να 

διεισδύσει τα επιθηλιακά κύτταρα, ενώ χρειάζεται παράλληλα να αποφύγει και 

τις επιθέσεις του ανοσοποιητικού συστήματος του κουνουπιού. Τα παραπάνω 

δικαιολογούν το λόγο για τον οποίο το στάδιο αυτό θεωρείται το πιο ευάλωτο 

στην διάρκεια της ανάπτυξης του παρασίτου μέσα στο κουνούπι και γιατί 

επομένως χρήζει και περαιτέρω μελέτης. 



[14] 
 

Α Β
Εικόνα 3 :Ανοσολογικές 

αποκρίσεις του 

κουνουπιού στη διείσδυση 

του μεσεντερικού 

επιθηλίου από τον 

ωοκινέτη.Α)Σχηματικά 

παρουσιάζονται οι δύο 

αντιδράσεις που 

ενεργοποιούνται με την 

προσέγγιση του βασικού 

ελάσματος από τον 

ωοκινέτη. Κατά την 

μελανοποίηση βασικό 

ρόλο παίζουν οι C-

typelectins και ο αναστολέας των πρωτεασών σερίνης SRPN2 που 

προφυλάσσουν τον ωοκινέτη από μελανοποίηση. Κατά την λύση βασικό ρόλο 

παίζουν οι πρωτεΐνες TEP-1, LRIM/APL1C, οι οποίες συμπλοκοποιούνται κι 

οδηγούν ένα μεγάλο μέρος του παρασιτικού πληθυσμού στη λύση. Β) 

παράσιτα που έχουν μελανοποιηθεί στην βασική πλευρά του μεσεντερικου 

επιθηλίου (πάνω μέρος)  και ωοκινέτες που περιβάλλονται από TEP-1 και 

οδηγούνται στην λύση (κάτω μέρος). 

 
1.1.3 Ανάπτυξη της ωοκύστης και των σποροζωϊδίων στο βασικό 
έλασμα του μεσεντέρου. 
 

Καθώς ο ωοκινέτης έρχεται σε επαφή με το βασικό έλασμα του μεσεντέρου 

ξεκινά η διαφοροποίηση του σε ωοκύστη. Η διαφοροποίηση του ωοκινέτη σε 

ωοκύστη έχει περιγραφεί σε κάποια έκταση(Al-Olayan, Beetsma et al. 2002). 

Στις αναπτυσσόμενες νεαρές ωοκύστεις παρατηρούνται συνεχείς κυτταρικές 

διαιρέσεις, οι οποίες επειδή δεν συνοδεύονται από κυτοκίνηση οδηγούν σε 

ένα πολυπύρηνο παράσιτο το οποίο αυξάνει συνεχώς σε μέγεθος. 

Παράλληλα με τις κυτταρικές διαιρέσεις παρατηρούνται και πτυχώσεις της 

μεμβράνης της ωοκύστης οι οποίες χωρίζουν το κυτταρόπλασμα σε 

διαμερίσματα που έχουν ονομαστεί σποροβλάστες. Από τους σποροβλάστες 
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θα προεκβάλλουν τα σποροζωϊδια μέσω μιας διαδικασίας που απαιτεί κίνηση 

των πυρήνων και άλλων κυτταρικών οργανιδίων. Τελικά, κυτοκίνηση των 

σποροζωϊδίων οδηγεί στην ώριμη πλέον ωοκύστη που περιέχει απλοειδή 

σποροζωίδια. Βασικό ρόλο στις παραπάνω διαδικασίες φαίνεται να παίζουν οι 

πρωτεΐνες CSP(Menard, Sultan et al. 1997; Thathy, Fujioka et al. 2002) και 

LAP1 (Claudianos, Dessens et al. 2002), καθώς και η πρωτεάση κυστεϊνης 

falcipain στο P. Falciparum(Eksi, Czesny et al. 2004).  

Παρόλο που έχει μελετηθεί σε μικρό βαθμό φαίνεται ότι και σε αυτό το στάδιο 

της ανάπτυξης του παρασίτου παίζει ρόλο η αλληλεπίδραση με το κουνούπι, 

τόσο θετικά ώστε να δοθούν τα κατάλληλα ερεθίσματα για να ξεκινήσει η 

διαφοροποίηση, στην φυσιολογία και το μεταβολισμό της αναπτυσσόμενης 

ωοκύστης, αλλά και αρνητικά μέσω των ανοσοποιητικών μηχανισμών του 

κουνουπιού. 

Ήδη αναφέρθηκε ότι τόσο η CTRP, όσο και η SOAPπρωτεϊνες του παρασίτου 

έχει βρεθεί ότι αλληλεπιδρούν με τη λαμινίνη ένα συστατικό του βασικού 

ελάσματος του μεσεντέρου (Arrighi and Hurd 2002). Παρ’ όλο που σε invitro 

συστήματα καλλιέργειαςP. berghei βρέθηκε ότι μπορεί να γίνει ανάπτυξη του 

ωοκινέτη σε ωοκύστη χωρίς την παρουσία συστατικών του βασικού 

ελάσματος (Al-Olayan, Beetsma et al. 2002), και μάλιστα παρασίτων που 

στερούνταν τις πρωτεϊνες CTRPκαι SOAP(Nacer, Underhill et al. 2008), 

ωστόσο in vivo στο κουνούπι έχει βρεθεί ότι η επιφάνεια της ωοκύστης 

αλληλεπιδρά με συστατικά του βασικού ελάσματος, και ότι μεταγραφική 

σιώπηση του γονιδίου της λαμινίνης επηρεάζει την επιβίωση του παρασίτου 

(Arrighi, Lycett et al. 2005). Επιπλέον πρέπει να αναφερθεί ότι έχει 

παρατηρηθεί έκτοπη ανάπτυξη ωοκύστεων όταν ωοκινέτες ενύονται στην 

αιμόλεμφο του κουνουπιού, αλλά και της Drosophilamelanogaster. Οι έκτοπες 

όμως αυτές ωοκύστεις μεγαλώνουν μόνο σε επαφή με το βασικόέλασμα 

ιστών (Weathersby 1954; Schneider and Shahabuddin 2000).  

Επιπρόσθετα η ανάπτυξη των ωοκύστεων απαιτεί τη λήψη θρεπτικών 

συστατικών και ειδικά λιπιδίων. Προκειμένου να μπορέσει να επιβιώσει το 

παράσιτο φαίνεται συμφώνα με πειραματικά δεδομένα ότι προσλαμβάνει 

λιποφορίνη του φορέα του(Atella, Bittencourt-Cunha et al. 2009). Με 

πειράματα γονιδιακής σιώπησης έχει βρεθεί ότι οι απολιποφορίνες Ι και ΙΙ του 

κουνουπιού επηρεάζουν την επιβίωση του παρασίτου. Δεδομένου ότι η 
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σιώπηση των απολιποφορινών επηρεάζει όχι μόνο την βιωσιμότητα των 

ωοκύστεων, αλλα και το πέρασμα του ωοκινέτη από το μεσεντερικό επιθήλιο 

θεωρείται πιθανό ο ρόλος τους να αφορά όχι μόνο μεταβολικές ανάγκες του 

παρασίτου, αλλά και την εμπλοκή τους σε ανοσοποιητικές αντιδράσεις του 

κουνουπιού. Μια πιθανή εμπλοκή των απολιποφορινών στις ανοσολογικές 

αποκρίσεις του κουνουπιού ενισχύεται από το γεγονός ότι πειράματα 

μικροσυστοιχειών στην Drosophilaυποδεικνύουν συμμετοχη των ομόλογων 

μορίων σε ανάλογα μονοπάτια. (Mendes, Schlegelmilch et al. 2008). 

Αλλά και η αλληλεπίδραση της ωοκύστης με συστατικά του βασικού 

ελάσματος πιθανολογείται ότι πέρα από αναπτυξιακά ερεθίσματα μπορεί να 

προσφέρει στην ωοκύστη και προστασία από επιθέσεις του ανοσοποιητικού 

συστήματος του κουνουπιού. Όπως όμως φαίνεται από πρόσφατες αναφορές 

η κάλυψη της επιφάνειας της ωοκύστης από μόρια του φορέα δεν είναι αρκετή 

για να ‘ξεγελάσει΄το ανοσοποιητικό σύστημα. Επαγωγή της έκφρασης της 

συνθάσης του νιτρικού οξειδίου λογω ενεργοποίησης του ανοσοποιητικού 

μονοπατιού JAK/STAT οδηγεί σε συγκέντρωση ελεύθερων ριζών που 

μπορούν να οδηγήσουν σε απώλειες του παρασιτικού πληθυσμού (Gupta, 

Molina-Cruz et al. 2009). Μάλιστα το παράσιτο φαίνεται ότι στο στάδιο αυτό 

διατηρεί ενεργό ένα μεταβολικό μονοπάτι οξειδοαναγωγής για αποβολή 

αυτών των τοξικών ριζών. Απενεργοποίηση αυτού του μονοπατιού οδηγεί σε 

μη βιώσιμες ωοκύστεις και μη παραγωγή σποροζωιδίων(Pastrana-Mena, 

Dinglasan et al.).  

1.1.4 Απελευθέρωση σποροζωϊδίων από τις ώριμες ωοκύστεις και 
διείσδυση των σιελογόνων αδένων του κουνουπιού 
 

Η απελευθέρωση των σποροζωιδίων από την ώριμη ωοκύστη είναι μια 

ενεργή διαδικασία, στην οποία φαίνεται να συμμετέχουν δύο κυρίως 

παρασιτικές πρωτεΐνες η ECP (EgressionCysteineProtease), μια πιθανή 

πρωτεάση που ανήκει στην οικογένεια των SERA(Aly and Matuschewski 

2005), αλλά και η κύρια adhesin των σποροζωιδίων, CSP(Wang, Fujioka et 

al. 2005), που αναφέρθηκε και προηγουμένως. 

Ο τρόπος μετακίνησης των σποροζωιδίων στους σιελογόνους αδένες είναι 

ένα ζήτημα που δεν έχει διευκρινιστεί ακόμη. Υπάρχουν αναφορές που 

υποστηρίζουν ότι πρόκειται για ένα φαινόμενο χημειοτακτισμού, ενώ άλλες 
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υποστηρίζουν ότι πρόκειται για μια παθητική διαδικασία, μέσωτης 

κυκλοφορίας της αιμολέμφου του κουνουπιού (Rodriguez and Hernandez-

Hernandez Fde 2004; Akaki and Dvorak 2005).  

Πάντως η κίνηση ολίσθησης που παρουσιάζουν τα σποροζωίδια είναι 

σημαντική για τον επιτυχημένο κύκλο της επιβίωσης του παρασίτου στον 

φορέα του. Σε αυτή παίζουν ρόλο η πρωτεΐνη TRAP,  η οποία ανήκει στην ίδια 

οικογένεια με την πρωτεΐνη CTRP που εκφράζεται στο στάδιο το ωοκινέτη, 

καθώς και πρωτεΐνες του μηχανισμού ακτο-μυοσίνης. Ο μηχανισμός αυτός 

είναι σημαντικός όχι μόνο για την κίνηση, αλλά και για την εισβολή τελικά των 

σιελογόνων αδένων από τα σποροζωίδια (Vlachou, Schlegelmilch et al. 

2006).  

Αντίθετα με την εισβολή του μεσεντερικού επιθηλίου η εισβολή των 

σιελογόνων αδένων γίνεται με αντίθετη φορά, δηλαδή από την βασική στην 

κορυφαία πλευρά του επιθηλίου. Παρόλα αυτά το συνθετικό πεπτίδιο SM-

1(salivaryglandandmidgutpeptide 1) εμποδίζει την εισβολή του παρασίτου και 

στα δυο επιθήλια(Ghosh, Ribolla et al. 2001). Πρόσφατες μελέτες 

υποδεικνύουν ότι η αλληλεπίδραση που παρεμποδίζει το παραπάνω πεπτίδιο 

είναι αυτή της πρωτεΐνης TRAPμε την πρωτεϊνη saglinτων σιελογόνων 

αδένων του κουνουπιού (Ghosh, Devenport et al. 2009). 

Αντίστοιχηπαρεμπόδιση αλληλεπίδρασης από το SM-1 μεταξύ 

παρασιτικής(ων) πρωτεϊνών και πρωτεϊνης(ων) του μεσεντερικού επιθήλιου 

του κουνουπιού δεν έχουν προσδιοριστεί.  

Σε ότι αφορά παρασιτικές πρωτεϊνες σημαντικό ρόλο στην εισβολή των 

σιελογόνων αδένων φαίνεται ότι παίζουν και οι MAEBL και CSP(Kariu, Yuda 

et al. 2002).  

Σημαντική μορφολογική διαφορά στις δυο διαδικασίες εισβολής, εκείνης του 

μεσεντέρου από τον ωοκινέτη και εκείνης των σιελογόνων αδένων από τα 

σποροζωϊδια, είναι ότι το πέρασμα των σποροζωϊδίων μέσα από το βασικό 

έλασμα του επιθηλίου των σιελογόνων αδένων οδηγεί στον σχηματισμό ενός 

παρασιτοφορου κυστιδίου γύρω από αυτά. Η απελευθέρωση των 

σποροζωϊδίων από αυτό το κυστίδιο γίνεται μέσα στο κυτταρόπλασμα των 

επιθηλιακών κυττάρων των σιελογόνων αδένων. Από εκεί τα σποροζωίδια 

περνούν στους αγωγούς έκκρισης των αδένων, διαδικασία που οδηγεί στον 

σχηματισμό για μια ακόμη φορά ενός παρασιτοφόρου κυστιδίου. Η 



[18] 
 

απελευθέρωση τους από το κυστίδιο γίνεται μέσα στους αγωγούς και μόνο τα 

σποροζωίδια που απελευθερώνονται στους αγωγούς έκκρισης μεταφέρονται 

με το τσίμπημα του κουνουπιού. Τα υπόλοιπα αποθηκεύονται για το επόμενο 

τσίμπημα ή χάνονται.  

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 5: Διείσδυση διαγονιδιακων σποροζωιδιων που εκφράζουν GFP 

στους σιελογόνους αδένες του κουνουπιού 

. 
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Παρασιτικά μόρια  εμπλοκή Μόρια του κουνουπιού εμπλοκή 
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επιθηλίου 
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Peroxiredoxins Οξειδαση/υπεροξειδαση 

Chitinases Διείσδυση 

μεσεντερικο

ύ επιθηλίου 

TEP1 Μόρια 

ανοσοποιητι

κού 

συστήματος, 

που 

λειτουργούν 

ως 

αγωνιστές ή 

ανταγωνιστέ

ς στην 

επιβίωση του 

παρασίτου 

όταν αυτό 

φτάσει στην 

βασική 

πλευρά του 

επιθηλίου 

MAOP LRIM 

CTRP APL1C 

Celtos Σχηματισμό

ς 

σποροζωιδί

ων, 

απελευθέρω

ση αυτών 

από την 

ωοκύστη, 

διείσδυση 

σιελογόνων 

αδένων 

CLIPA/CLIPB/CTL4/CTLMA2/S

RPN2 

CSP/LAP1/Falcipain/ECP/M

AEBL 

Apolipophorins/laminin/NO 

synthase 

Επιβίωση 

παρασίτου 

στο στάδιο 

της 

ωοκύστης 

  saglin Διείσδυση 

σιελεγόνων 

αδένων 
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2.1 Η οικογένεια μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας στοιβάδας. 
 

Το γεγονός ότι το πέρασμα του παρασίτου από το μεσεντερικό επιθήλιο του 

κουνουπιού αποτελεί το πιο αδύναμο σημείο στην διάρκεια της ανάπτυξης 

του, μας οδήγησε να επικεντρωθούμε σε αυτό το σημείο της βιολογικής 

αλληλεπίδρασης φορέα-παρασίτου. Πληροφορίες που παρατέθηκαν 

παραπάνω υποδεικνύουν την σημασία που μπορεί να έχει για την επιβίωση 

του πλασμωδίου η διαδικασία αναδιάταξης του επιθηλίου, τόσο για την 

επιβίωση του ωοκινέτη όσο και για το επόμενο αναπτυξιακό του στάδιο, αυτό 

της ωοκύστης.  

Για τον λόγο αυτό οδηγηθήκαμε στην μελέτη των πρωτεασών εξωκυττάριας 

στοιβάδας που θεωρούνται τα μόρια που είναι κατ’ εξοχήν υπεύθυνα για την 

αναδιοργάνωση των επιθηλίων. Άλλωστε μελέτες της έκφρασης γονιδίων του 

κουνουπιού με την χρήση μικροσυστοιχειών δείχνει επαγωγή του αναστολέα 

των μεταλλοπρωτεασών κατά την διάρκεια της εισβολής του μεσεντερικού 

επιθηλίου, γεγονός που μπορεί να υποδεικνύει αυξημένη πρωτεολυτική 

δράση από τις πρωτεάσες εξωκυτταριας στοιβάδας και ανάγκη ρύθμισης 

αυτής της ενεργότητας (Vlachou, Schlegelmilch et al. 2005). 

Οι μεταλλοπρωτεάσες εξωκυττάριας στοιβάδας ανήκουν στις ψευδαργύρο-

εξαρτώμενες πρωτεάσες οι οποίες χωρίζονται σύμφωνα με την πρωτοταγή 

δομή των καταλυτικών τους τμημάτων στις: gluzinkins, metzinkins, inuzinkins 

και carboxypeptidases. Η ομάδα των metzinkinsυποκατηγοριοποιείται στις 

πρωτεάσες: serralysins, astacins, matrixins και adamalysins. Από τις 

τελευταίες, οι ομάδες των matrixins και των adamalysins είναι αυτές στις 

οποίες αποδίδεται η δυνατότητα να πρωτεολύσουν συστατικά της 

εξωκυττάριας μήτρας. Στην κατηγορία των matrixins ανήκουν οι MMPs ενώ 

στην κατηγορία των adamalysins ανήκουν οι ADAMs και οι ADAMTSs(Seals 

and Courtneidge 2003). 

Δομικά αυτές οι οικογένειες πρωτεασών παρουσιάζουν πολλές ομοιότητες 

ιδίως στον αμινοτελικο τους άκρο. Χαρακτηριστική είναι η παρουσία i) του 

σηματοδοτικου πεπτιδίου, ii) του προπεπτιδίου, η παρουσία του οποίου 

διατηρεί το ενζυμο ανενεργό, και iii) του μοτίβου πρόσδεσης του 

ψευδαργύρου στο καταλυτικό τους τμήμα. Ειδικά το τελευταίο μοτίβο 

διαφοροποιείται ανάμεσα στις MMPs και τις ADAMs/ADAMTSs. Στις MMPs η 
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χαρακτηριστική αλληλουχία είναι: HEXXHXXGXXH, ενώ στις 

ADAMs/ADAMTSs είναι  HEXXHXXG/N/SXXHD. Το κατάλοιπο ασπαρτικού 

οξέος είναι χαρακτηριστικό για τις ADAMs/ADAMTSs και τις διαφοροποιεί από 

τις ΜΜΡs. Η πρόσδεση του ιόντος ψευδαργύρου ανάμεσα στα τρία κατάλοιπα 

ιστιδινών γίνεται με την βοήθεια του καταλοίπου γλουταμικου οξέος, ενώ η 

αλληλεπίδραση του με ένα διατηρημένο κατάλοιπο κυστεϊνης στο 

προπεπτίδιο των μεταλλοπρωτεασών είναι η αιτία που τις καθιστά ανενεργές. 

Σημαντική για την σωστή πρόσδεση του ψευδαργύρου είναι και η παρουσία 

του καταλοίπου μεθειονίνης που κωδικοποιείται μετά το μοτίβο πρόσδεσης 

και αλληλεπιδρά με αυτό δημιουργώντας τη χαρακτηριστική ‘Met-turn’ (Porter, 

Clark et al. 2005).  

Καρβοξυτελικά, η δομή των πρωτεασών των τριών οικογενειών διαφέρει 

σημαντικά μεταξύ τους και αποτελεί ουσιαστικά την ‘υπογραφή’ της κάθε 

οικογένειας. Το καρβοξυτελικο μέρος των ADAMs χαρακτηρίζεται από την 

παρουσία ενός τμήματος disintegrin, ενός τμήματος που περιέχει πολλά 

κατάλοιπα κυστεϊνης (cysteine-rich), ενός τμήματος EGF-like, ενός 

διαμεμβρανικου τμήματος και μιας κυτταροπλασματικής ουράς 

(SealsandCourtneidge 2003).  

Το καρβοξυτελικόάκρο των ADAMTSs κωδικοποιεί ένα τμήμα disintegrin, 

όπως οι ADAMs, ένα κεντρικό TSPrepeat, το οποίο ακολουθείται από ένα 

τμήμα πλούσιο σε κυστείνες κι ένα spacerdomain.  Το καρβοξυτελικό άκρο 

των ADAMTSs διαφοροποιείται από πρωτεάση σε πρωτεάση. Υπάρχουν 

κάποιες ADAMTSs που κωδικοποιούν επιπλέον TSPrepeats, ενώ κάποιες 

άλλες δεν κωδικοποιούν κανένα επιπλέον. Ο αριθμός των καρβοξυτελικών 

TSPrepeats μπορεί να φτάσει σε κάποιες από τις ADAMTSsκαι τα 14 (Porter, 

Clarketal. 2005).    

Οι ΜΜPs καρβοξυτελικά χαρακτηρίζονται από την παρουσία μιας περιοχής 

χαμηλής συντήρησης (hingeregion), η οποία κωδικοποιείται μετά το 

καταλυτικό τμήμα της πρωτεάσης και χωρίζει το τελευταίο, και από τα 

συντηρημένα hemopexindomains. Οι MMPsμπορούν να είναι είτε 

διαμεμβρανικές είτε εκκρινόμενες (RaandParks 2007). 

Η δομή των μεταλλοπρωτεασών, όπως περιγράφηκε πιο πάνω καθορίζει και 

την τοπολογία τους στο κύτταρο. Η παρουσία του σηματοδοτικού πεπτιδίου 

σε όλες τις μεταλλοπρωτεάσες δικαιολογεί την παρουσία τους στο 
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ενδοπλασματικό δίκτυο και στην συνέχεια στο κυτταρικό διαμέρισμα του 

Golgi, όπου και φαίνεται ότι λαμβάνουν χώρα μετα-μεταφραστικές 

τροποποιήσεις των πρωτεασών,(Seals and Courtneidge 2003).  

Η τελική θέση των μεταλλοπρωτεασών εξαρτάται αρχικά από την παρουσία ή 

όχι διαμεμβρανικου τμήματος. Έτσι θεωρείται ότι οι ADAMs είναι κατ’ εξοχήν 

διαμεμβρανικές μεταλλοπρωτεάσες(Reiss and Saftig 2009), ενώ οι ΜΜPs 

όπως αναφέρθηκε μπορεί να είναι είτε διαμεμβρανικες είτε εκκρινόμενες. 

Κάποια μέλη της οικογένειας αυτής στερούνται διαμεμβρανικού τμήματος, 

αλλά φαίνεται ότι αλληλεπιδρούν με την κυτταρική μεμβράνη λογω παρουσίας 

GPIanchor. Τέλος οι πρωτεάσες της οικογένειας των ADAMTSs θεωρούνται 

κατ’ εξοχήν εκκρινόμενες με δυνατότητα αλληλεπίδρασης με μόρια της 

εξωκυττάριας στοιβάδας λογω παρουσίας των TSPrepeats(Porter, Clark et al. 

2005).   

 

 

 
 

Εικόνα 6: Διαγραμματική απεικόνιση της δομής των τριών οικογενειών 

μεταλλοπρωτεασων εξωκυττάριας στοιβάδας. Στο αμινοτελικό τους άκρο η 

δομή μεταξύ των τριών οικογενειών δεν διαφέρει και χαρακτηρίζεται από την 

παρουσία σηματοδοτικου πεπτιδίου, προπεπτιδιου και καταλυτικού κέντρου. 

Καρβοξυτελικά η παρουσία διαφορετικών τμημάτων διακρίνει δομικά τη μια 

οικογένεια από την άλλη. Οι MMPs κωδικοποιούν hemopexindomains, οι 

ADAMTSs τα TSPrepeats και οι ADAMs τα λεγόμενα EGFrepeats και το 

διαμεμβρανικο τμήμα. 
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2.2 Έκφραση των πρωτεασών εξωκυττάριας στοιβάδας. 
 

Μελέτες πρωτεασών εξωκυττάριας στοιβάδας έχουν γίνει κυρίως σε 

ανώτερους φυλογενετικά οργανισμούς και ειδικά στον άνθρωπο, λόγω κυρίως 

της εμπλοκής τους σε μια σειρά από ασθένειες.  

Σε ότι αφορά την οικογένεια των ΜΜΡs φαίνεται ότι στον ανθρώπινο 

οργανισμό κωδικοποιούνται 23 διαφορετικά γονίδια(Ra and Parks 2007). Στην 

Drosophilamelanogaster(Page-McCaw, Seranoetal. 2003) αντίθετα και στο 

Triboliumcastaneum(Knorr, Schmidtbergetal. 2009) κωδικοποιούνται 

αντίστοιχα δύο και τρία μέλη αυτής της οικογένειας. Αναφορές για έκφραση 

MMPέχουν γίνει και για το έντομο Galleriamelonella(AltincicekandVilcinskas 

2008).  

H οικογένεια των ADAMTSs έχει 19 διαφορετικούς αντιπροσώπους στον 

άνθρωπο, ενώ έχει μελετηθεί κι ένα γονίδιο στον C.elegans (mig17), (Ihara 

and Nishiwaki 2007), κι ένα στο λεπιδόπτερο Bombyxmori (Bm-ADAMTS1) 

(Ote, Mita et al. 2005). 

Σε ότι αφορά την οικογένεια των ADAMs υπάρχουν περισσότερες αναφορές 

για την έκφραση και το βιολογικό τους ρόλο σε μεγαλύτερη ποικιλία 

οργανισμών, όπως στον Schizosacharomycespombe, C.elegans και D. 

melanogaster(ReissandSaftig 2009).  

 

2.3 Ρύθμιση της δράσης των μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας 
στοιβάδας. 
 
Όπως η δράση των περισσοτέρων πρωτεασών, έτσι και η δράση των 

μεταλλοπρωτεασών ρυθμίζεται σε πολλά επίπεδα, τόσο μεταγραφικά όσο και 

μεταμεταγραφικά και μεταμεταφραστικά.  

Τα μονοπάτια με τα οποία γίνεται επαγωγή της μεταγραφής των 

μεταλλοπρωτεασών έχουν χαρακτηριστεί μόνο ως ένα βαθμό και προφανώς 

διαφοροποιούνται μεταξύ των τριών οικογενειών, αφού και οι βιολογικοί τους 

ρόλοι δεν είναι οι ίδιοι και τα σήματα επαγωγής διαφορετικά(Vincenti and 

Brinckerhoff 2007).  

Για τις οικογένειες μεταλλοπρωτεασώνADAMs και ADAMTSs έχει αναφερθεί 

σε πολλές περιπτώσεις εναλλακτικό μάτισμα. Συνήθως το εναλλακτικό 
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μάτισμα οδηγεί σε μετάγραφα που κωδικοποιούν πρωτεϊνικά προϊόντα τα 

οποία συνήθως έχουν ίδιο αμινοτελικό άκρο και διαφορετικό καρβοξυτελικό. 

Στην περίπτωση των ADAMs το εναλλακτικό μάτισμα απομακρύνει την 

περιοχή που κωδικοποιεί το διαμεμβρανικό τμήμα της πρωτεΐνης, οδηγώντας 

έτσι στην παραγωγή εναλλακτικών μορφών που διαφέρουν τοπολογικά 

(εκκρινόμενες ή διαμεμβρανικες)(Seals and Courtneidge 2003). Στην 

περίπτωση των ADAMTSs το εναλλακτικό μάτισμα διαφοροποιεί τον αριθμό 

των τελικών TSPrepeats, γεγονός που οδηγεί σε πρωτεάσες με διαφορετική 

εξειδίκευση ως προς τα υποστρώματα(Porter, Clark et al. 2005). 

Στην περίπτωση των ΜΜΡs εναλλακτικό μάτισμα έχει αναφερθεί σε 

μεμονωμένες μόνο περιπτώσεις και αντίθετα από την περίπτωση των ADAMs 

και ADAMTSs δεν φαίνεται να ακολουθεί ένα συγκεκριμένο πρότυπο. Σε 

κάποιες περιπτώσεις το εναλλακτικό μάτισμα επηρεάζει την περιοχή που 

κωδικοποιεί τα hemopexindomains(Illman, Keski-Oja et al. 2003), σε άλλες 

διαφοροποιεί το αμινοτελικό άκρο με αποτέλεσμα την κωδικοποίηση 

πρωτεάσης που δεν εκφράζει σηματοδοτικό πεπτίδιο (Hu, Klein et al. 1999), ή 

ακόμη δενεκφράζεισηματοδοτικό πεπτίδιο και προπεπτίδιο (Luo, Mari et al. 

2002), γεγονόςπουτελικά καθιστά αυτές τις μορφές ενδοκυτταρικές 

τοπολογικά. Τέλος έχει αναφερθεί και περίπτωσηόπου το εναλλακτικό 

μάτισμα, όπως και στην περίπτωση των ADAMsοδηγεί στην έκφραση δυο 

πανομοιότυπων πρωτεϊνικών προϊόντων, όπου το ένα είναι εκκρινόμενο και 

το άλλο διαμεμβρανικό (Matsumoto, Katoh et al. 1997). 

Η μετα-μεταφραστική ρύθμιση της ενεργότητας των μεταλλοπρωτεασών 

γίνεται σε τρία κυρίως στάδια: θετικά με την απομάκρυνση προπεπτιδίου, και 

αρνητικά με το περιορισμό τους σε υπο-κυτταρικάδιαμερίσματα και αναστολή 

τους από εξειδικευμένους αναστολείς(Ra and Parks 2007).  

Η παρουσία του προπεπτιδίου είναι αυτή που καθιστά τις μεταλλοπρωτεάσες 

ανενεργές. Η απομάκρυνση του επομένως είναι ουσιαστική για την ρύθμιση 

της ενεργότητας. Κοινή αντίληψη είναι ότι η απομάκρυνση του προπεπτιδίου 

στις τρεις παραπάνω οικογένειες μεταλλοπρωτεασών γίνεται μέσω 

πρωτεόλυσης από πρωτεάσες της οικογένειας των pro-proteinconvertases και 

συγκεκριμένα από τη φουρίνη. Το παραπάνω συμπέρασμα προκύπτει από το 

γεγονός ότι τα περισσότερα χαρακτηρισμένα μέλη των τριών οικογενειών 

περιέχουν μεταξύ του προπεπτιδίου τους και της περιοχής της πρωτεάσης το 
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μοτίβο RXK/RR, που είναι η χαρακτηριστική θέση πρωτεόλυσης από 

φουρίνης. Ωστόσο υπάρχουν και αναφορές που υποδεικνύουν ότι η 

απομάκρυνση του προπεπτιδιου πιθανά να είναι πιο πολύπλοκη διαδικασία.  

Για τα περισσότερα μέλη της οικογένειας των ADAMs η εμπλοκή της 

φουρίνηςστην απομάκρυνση του προπεπτιδίουέχει δειχθεί τόσο με 

μεταλλαξογένεση του RXK/RR μοτίβου, όσο και με κυτταρολογικές μελέτες 

που υποδεικνύουν συνεντοπισμό της φουρίνης με τις μεταλλοπρωτεάσες στο 

Golgi(Nakayama 1997; Kang, Zhaoetal. 2002). Σε κάποιες περιπτώσεις όμως 

έχει δειχθεί η απομάκρυνση του προπεπτιδίου να οφείλεται σε 

αυτοπρωτεόλυση(Schlomann, Wildeboer et al. 2002). 

Στην οικογένεια των ADAMTSs έχουν αναφερθεί περιπτώσεις όπου το 

προπεπτίδιο δεν περιέχει το χαρακτηριστικό μοτίβο αναγνώρισης της 

φουρίνης. Για αυτές τις ADAMTSsέχει βρεθεί ότι η απομάκρυνση του 

προπεπτιδίου δεν είναι αναγκαία για την εκδήλωση της καταλυτικής 

ενεργοτητας(Majerus, Zheng et al. 2003). Στις περισσότερες βέβαια αναφορές 

η απομάκρυνση του προπεπτιδίου γίνεται με την διαμεσολάβηση pro-

proteinconvertases στο κυτταρικό διαμέρισμα του Golgi(Wang, Tortorella et 

al. 2004), ενώ δεν αποκλείεται και η διαμεσολάβηση άλλων 

μεταλλοπρωτεασών (Wang, Tortorella et al. 2004).  

Σε κάποιες άλλες ADAMTS πρωτεάσες φαίνεται ότι το προπεπτίδιο περιέχει 

περισσότερα από ένα μοτίβα αναγνώρισης φουρίνης και θεωρείται ότι η 

τμηματική πρωτεόλυση του αμινοτελικού τους άκρου μπορεί να ελέγχει την 

έκκριση τους (Wang, Lee et al. 2003).  

Για τα μέλη της οικογένειας των ΜΜΡs η απομάκρυνση του προπεπτιδίου 

μέσω της διαμεσολάβησης φουρίνης, ή μέσω δράσης άλλων 

μεταλλοπρωτεασών της ίδιας οικογένειας, ή τελικά μέσω αυτο-πρωτεόλυσης  

έχει αποδειχθεί σε ορισμένες περιπτώσεις και υπάρχουν ενδείξεις από 

invitroκυρίως δεδομένα και για πιο πολύπλοκους μηχανισμούς ενεργοποίησης 

τωνMMPs. Αυτοί μπορεί να είναι είτε αλλοστερικές αλληλεπιδράσεις είτε 

αντιδράσεις οξειδοαναγωγής που οδηγούν τελικά σε χαλάρωση του δεσμού 

μεταξύ του καταλοίπου κυστείνης του προπεπτιδίου και του ιόντος 

ψευδαργύρου στο καταλυτικό κέντρο (Ra and Parks 2007).  

Μετά την ενεργοποίηση τους ο έλεγχος της ενεργότητας των 

μεταλλοπρωτεασών γίνεται από εξειδικευμένους  αναστολείς στις περιοχές 
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δράσης τους. Οι εξειδικευμένοι πεπτιδικοί αναστολείς έναντι των 

μεταλλοπρωτεασών εξωκυτταριας στοιβάδας είναι αυτοί της οικογένειας 

τωνTIMPs. Η δομή των αναστολέων αυτής της οικογένειας είναι αρκετά 

συντηρημένη μεταξύ διαφορετικών οργανισμών. Αποτελείται από ένα 

αμινοτελικό άκρο που είναι αυτό που έχει την ανασταλτική δράση κι ένα 

καρβοξυτελικό άκρο που δεν επηρεάζει την δομή και την δράση του πρώτου. 

Το ανασταλτικό τμήμα των TIMP χαρακτηρίζεται από την παρουσία 

δισουλφιδικών δεσμών. Λόγω αυτών τα μόρια παρουσιάζουν μια συμπαγή 

δομή η οποία εισχωρεί μέσα στο καταλυτικό κέντρο των μεταλλοπρωτεασών 

και αναστέλλει την ενεργότητα του. Ανάλογα με τον οργανισμό και τον αριθμό 

των μεταλλοπρωτεασών που εκφράζει φαίνεται να αυξάνει και ο αριθμός 

αναστολέων της συγκεκριμένης οικογενείας. Έτσι στον άνθρωπο έχει βρεθεί 

ότι εκφράζονται 4 αναστολείςTIMP, οι οποίοι μάλιστα παρουσιάζουν κι 

εξειδίκευση ως προς τις μεταλλοπρωτεάσες στόχους. Ο αναστολέας TIMP-3 

φαίνεται να είναι πιο εξειδικευμένος έναντι μεταλλοπρωτεασών της 

οικογένειας των ADAMs και ADAMTSs, ενώ οι υπόλοιποι έχουν μεγαλύτερη 

ανασταλτική δράση έναντι των MMPs, η οποία όμως διαφέρει από αναστολέα 

σε αναστολέα, για παράδειγμα ο TIMP-1 δεν είναι ικανός αναστολέας για τις 

περισσότερες διαμεμβρανικές MMPs(Brew and Nagase). Στην περίπτωση της 

Drosophilamelanogaster φαίνεται ότι κωδικοποιείται ένας μόνο αναστολέας, ο 

οποίος είναι εξίσου ικανός έναντι των ΜΜΡs της Drosophila όσο και έναντι της 

πρωτεασης TACE του ίδιου οργανισμού που ανήκει στην οικογένεια των 

ADAMs(Wei, Xie et al. 2003). Τελευταίες αναφορές προτείνουν συμμετοχή 

των TIMPsσε διαδικασίες όπως η απόπτωση και ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασμός. Σε αυτές τις περιπτώσεις όμως τα μόρια φαίνεται να 

εμπλέκονται όχι μέσω της ιδιότητας τους ως αναστολείς μεταλλοπρωτεασών 

(Brew and Nagase).   
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Εικόνα 7: Τοπολογία των μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας στοιβάδας και 

ρύθμιση της καταλυτικής τους ενεργότητας. Οι μεταλλοπρωτεάσες 

εξωκυττάριας στοιβάδας οδηγούνται στο ενδοπλασματικό δίκτυο, λόγω της 

παρουσίας σηματοδοτικού πεπτιδίου κι από εκεί στο διαμέρισμα Golgi. Η 

τελική τοποθέτηση τους διαφέρει από οικογένεια σε οικογένεια. Οι ADAMTSs 

εντοπίζονται κυρίως στον εξωκυττάριο χώρο αλληλεπιδρώντας με μόρια της 

εξωκυττάριας μήτρας. Οι ADAMs είναι κατεξοχήν διαμεμβρανικές, ενώ οι 

MMPs μπορούν να είναι είτε μεμβρανικές, (μέσω GPIanchor ή μέσω 

διαμεμβρανικού τμήματος), είτε εκκρινόμενες. Β) Μεταμεταγραφικά το 

βασικότερο στάδιο ρύθμισης της ενεργότητας των μεταλλοπρωτεασών είναι η 

απομάκρυνση του προπεπτιδίου. Αυτή λαμβάνει χώρα κυρίως με πρωτεόλυση 

από πρωτεάσες της οικογενείας των pro-proteinconvertases ή από άλλες 

μεταλλοπρωτεάσες ή ακόμη και με αυτοπρωτεόλυση. Απομάκρυνση του 

προπεπτιδίου μπορεί να γίνει αλλοστερικά, καθώς και παρουσία ελεύθερων 

ριζών. Σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της ενεργότητας των μεταλλοπρωτεασών 

παίζει και η παρουσία αναστολέων των μεταλλοπρωτεασών καθώς και η 

ρυθμιζόμενη έκκριση τους από το κύτταρο. 
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Εικόνα 8 :.Δομή του 

αναστολέα των 

μεταλλοπρωτεασώνTIMP. 

Φαίνονται η παρουσία 

καταλοίπων κυστείνης στο 

αμινοτελικό άκρο του 

αναστολέα (N-domain) και 

οι περιοχές που 

αλληλεπιδρούν με τις 

μεταλλοπρωτεάσες IRI-V. 

 

 

 

2.4 Λειτουργικοί ρόλοι των μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας 
στοιβάδας. 
Όπως ειπώθηκε παραπάνω οι πρωτεάσες εξωκυττάριας στοιβάδας είναι τα 

κατεξοχήν μόρια που ευθύνονται για την αναδιοργάνωση της τελευταίας. 

Λόγω αυτής της ιδιότητας εμπλέκονται σε έναν πλήθος βιολογικών 

διεργασιών. Επιπλέον πολλές από τις πρωτεάσες αλληλεπιδρούν και 

πρωτεολύουν υποστρώματα που δεν σχετίζονται με τον περικυτταρικό χώρο 

γεγονός που διευρύνει ακόμη περισσότερο το λειτουργικό τους ρόλο.  

Τα μέλη της οικογένειας των ADAMTSs είναι τα κατεξοχήν μόρια 

αναδιοργάνωσης του εξωκυττάριου χώρου. Έχουν εμπλακεί σε ασθένειες που 

αφορούν διαταραχές του συνδετικού ιστού λόγω της καταλυτικής τους δράσης 

σε υποστρώματα, όπως το κολλαγόνο (απομάκρυνση του προπεπτιδίου των 

προκολλαγόνων Ι, ΙΙ και ΙΙΙ), ή συστατικών του χόνδρου (πρωτεογλυκάνες), 

όπως aggrecan, versican και brevican(Porter, Clark et al. 2005). Στο 

λεπιδόπτερο Bombyxmori η επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου Bm-

ADAMTS1 κατά την έκδυση της νύμφης υποδηλώνει εμπλοκή του σε 

διαδικασίες ιστόλυσης και ιστονεογένεσηςπου γίνονται εκτεταμένα σ’ αυτό το 

αναπτυξιακό στάδιο (Ote, Mita et al. 2005). Τα μέλη της οικογένειας των 

ADAMs είναι περισσότερο γνωστά για την εμπλοκή τους σε αναπτυξιακές 

διαδικασίες. Τα πιο γνωστά μέλη αυτής της οικογένειας είναι οι πρωτεάσες 

TACE και Kuzbanian. 
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Gene name Protein name Alternative 
names Known substrates 

ADAMTS1 ADAMTS-1 METH-1; 
aggrecanase-3 Aggrecan; versican V1 

ADAMTS2 ADAMTS-2 PCINP Procollagen I, II and III N-
propeptides 

ADAMTS3 ADAMTS-3 KIAA0366* Procollagen II N-propeptide 

ADAMTS4 ADAMTS-4 aggrecanase-1; 
KIAA0688* 

Aggrecan; brevican; versican 
V1; fibromodulin; decorin;  

ADAMTS5 ADAMTS-5 aggrecanase-2; 
ADAMTS11 Aggrecan 

ADAMTS9 ADAMTS-9 KIAA1312 Aggrecan; versican 

ADAMTS13 ADAMTS-13 vWFCP von Willebrand factor 

ADAMTS14 ADAMTS-14 Procollagen I N-propeptide 

ADAMTS15 ADAMTS-15 Aggrecan 

 

Πίνακας 1 : Λειτουργικοίρόλοι των μεταλλοπρωτεασών της οικογένειας των 

ADAMTSs του ανθρώπου. Στον πίνακααναφέρονται τα ονόματα των 

πρωτεασών και τα υποστρώματα τους, όπου είναι γνωστά. 

 

Οι πρωτεάσες αυτές δρουν στο επίπεδο της κυτταρικής μεμβράνης και η 

καταλυτική τους δράση θεωρείται απαραίτητη για να επακολουθήσει 

ενδομεμβρανική πρωτεόλυσηη οποία τελικά οδηγεί στην απελευθέρωση 

πρωτεολυτικών τμημάτων των μορίων που δρουν ως μεταγραφικοί 

παράγοντες. Στην περίπτωση των TACE και Kuzbanian στην Drosophila έχει 

βρεθεί ότι οι δυο πρωτεάσες μετέχουν στην πρωτεόλυση του Notch, 

παίζοντας έτσι βασικό ρόλο στα αναπτυξιακά μονοπάτια που αυτό επάγει 

(Reiss and Saftig 2009). Πέρα από τον ρόλο τους στην ενδομεμβρανική 

πρωτεόλυση οι πρωτεάσες της οικογένειας των ADAMs παίζουν βασικό ρόλο 

στην απελευθέρωση διαλυτών παραγόντων, όπως ορμονών, παραγόντων 

ανάπτυξης και χυμοκινών. Παραδείγματα τέτοιων παραγόντων είναι ο EGF 

και ο TGF-a. Τέλος κυρίως λόγω του disintegrindomainοι ADAMsέχουν την 

δυνατότητα να αλληλεπιδρούν και στη συνέχεια να πρωτεολύουν μόρια που 

παίζουν ρόλο στην επικοινωνία μεταξύ κυττάρων, όπως οι ιντεγκρίνες 

(integrins) και οι καντχερίνες (cadherins). Λόγω αυτής της εξειδίκευσης τους 
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έχουν εμπλακεί σε διαδικασίες αναδιάταξης επιθηλίων σε περιπτώσεις 

τραυματισμού του, ή σε περιπτώσεις μετακίνησης κυττάρων κατά τη διάρκεια 

ανοσολογικών αποκρίσεων (Reiss and Saftig 2009). 

 
Εικόνα 9: Λειτουργικός ρόλος 

μεταλλοπρωτεασών της οικογένειας των 

ADAMs. A) Κατάλυση κι απελευθέρωση 

παραγόντων που δρουν ως σηματοδοτικά 

μόρια. Β) Η πρωτεόλυση από τις ADAMs είναι 

απαραίτητη προϋπόθεση για να επακολουθήσει 

ενδομεμβρανική πρωτεόλυση. Γ) Πρωτεόλυση  

μορίων που παίζουν ρόλο στην επικοινωνία 

μεταξύ των κυττάρων, όπως ιντεγκρίνες, 

καντχερίνες 

 

 

 

 

Οι πρωτεάσες της οικογένειας των ΜΜPs παρουσιάζουν το μεγαλύτερο εύρος 

υποστρωμάτων που μπορούν να πρωτεολύσουν κι επομένως και την 

μεγαλύτερη ποικιλία στις  διεργασίες, (φυσιολογικές ή παθολογικές), στις 

οποίες τις βρίσκουμε να εμπλέκονται. Σε ότι αφορά τον ρόλο τους στην δομή 

κι οργάνωση των επιθηλίων οι πρωτεάσες της οικογένειας αυτής μπορούν να 

καταλύσουν τόσο πρωτεΐνες της εξωκυττάριας μήτρας, όπως η 

perlecan(Riggins, Mernaugh et al.), laminin και το κολλαγόνο (Sympson, 

Talhouk et al. 1994), όσο και πρωτεΐνες που καθορίζουν την επικοινωνία 

μεταξύ των κυττάρων, όπως η ιντεγκρίνες (Gonzalo, Moreno et al.), η E-

cadherin(McGuire, Li et al. 2003), και η ninjurin(Zhang, Dailey et al. 2006).  

Η καταλυτική δράση των μεταλλοπρωτεασών πάνω σε αυτά τα μόρια 

επηρεάζει την αρχιτεκτονική των επιθηλίων διευκολύνοντας την μετακίνηση 

κυττάρων του επιθηλίου κατά την επούλωση τους ή την διάρρηξη επιθηλίων 

κατά την μετάσταση καρκινικών κυττάρων. Επιπλέον σε αυτή τη δράση των 

μεταλλοπρωτεασών πιστεύεται ότι οφείλεται ο ρόλος τους σε αναπτυξιακές 

διαδικασίες. Αυτές έχουν χαρακτηριστεί καλύτερα στην Drosophila με 
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φαινοτυπικό έλεγχο γενετικά μεταλλαγμένων στελεχών που δεν εκφράζουν 

είτε την Dm-MMP1(Llano, Pendas et al. 2000), είτε την Dm-MMP2(Llano, 

Adam et al. 2002). Στην πρώτη περίπτωση φαίνεται ότι η πρωτεάση 

επηρεάζει την μορφογένεση της τραχείας (Llano, Pendas et al. 2000), ενώ 

στην δεύτερη φάνηκε η απουσία της να δημιουργεί προβλήματα στην 

φυσιολογική λειτουργία της ιστόλυσης κατά την μεταμόρφωση του 

εντόμου(Llano, Adam et al. 2002). Να τονιστεί σε αυτό το σημείο ότι η 

καταλυτική δράση των μεταλλοπρωτεασών σε δομικές πρωτεΐνες του 

επιθηλίου μπορεί να λειτουργήσει και σηματοδοτικά. Για παράδειγμα η 

πρωτεόλυση του κολλαγόνου παράγει τμήματα που λειτουργούν ως 

σηματοδοτικά μόρια στην διαδικασία της αγγειογένεσης(Hamano, Zeisberg et 

al. 2003).  

Παράλληλα με την αναμενόμενη δράση των MMPs έναντι μορίων της 

εξωκυττάριας μήτρας, invivo μελέτες υποδεικνύουν βασικό ρόλο των ΜΜPs 

στον μηχανισμό της έμφυτης ανοσίας (innateimmunity). Ηδη ο ρόλος των 

ΜΜΡs στην διατήρηση της συνέχειας των επιθηλίων μετά από τραυματισμό 

είναι ουσιώδους σημασίας για την προστασία του οργανισμού από επιθέσεις 

μικροοργανισμών. Τα επιθήλια αποτελούν φράγμα για την είσοδο 

μικροοργανισμών κι επομένως η διατήρηση της συνέχειας τους λογω της 

δράσης των μεταλλοπρωτεασών θεωρείται βασικός μηχανισμός του έμφυτου 

ανοσοποιητικού συστήματος (William C. Parks 2004).  

Παράλληλα όμως για κάποιες από τις ΜΜΡs έχουν περιγραφεί και πιο άμεσοι 

ρόλοι στην καταπολέμηση των μικροοργανισμών. Φαίνεται ότι κάποιες από τις 

MMPsεπιδρούν στην δράση των χυμοκινών, που ευθύνονται για την 

επιστράτευση κυττάρων του ανοσοποιητικού στα σημεία της μόλυνσης. Η 

αλληλεπίδραση των μεταλλοπρωτεασών μπορεί να είναι άμεση με 

πρωτεόλυση των χυμοκινών, που οδηγεί σε μείωση (McQuibban, Gong et al. 

2002), ή αύξηση (Van den Steen, Proost et al. 2000) της ικανότητας τους να 

προσελκύουν τα κύτταρα του ανοσοποιητικού. Οι μεταλλοπρωτεάσες 

μπορούν ακόμη να επιδρούν έμμεσα στην δράση των χυμοκινών αλλάζοντας 

κυρίως την τοπική συγκέντρωση των τελευταίων. Αυτό μπορεί να γίνει είτε με 

πρωτεόλυση των υποδοχέων των χυμοκινών είτε με πρωτεόλυση μορίων του 

εξωκυττάριου στρώματος με τα οποία αλληλεπιδρούν οι χυμοκίνες 

προκειμένου να αγκιστρώνονται σε συγκεκριμένες θέσεις του περικυτταρικού 



[32] 
 

χώρου (Khandaker, Mitchell et al. 1999). Οι MMPs φαίνεται να πρωτεολύουν 

και κυτοκίνες (Yu and Stamenkovic 2000), σηματοδοτικά μόρια που 

ευθύνονται για τον έλεγχο της έκφρασης μορίων του ανοσοποιητικού. Αυτό 

γίνεται κυρίως με πρωτεολυτική ενεργοποίηση πρώιμων μορφών των 

κυτοκινών κι απελευθέρωση έτσι της ενεργής τους μορφής.  

Τέλος,MMPs έχει αναφερθεί να εμπλέκονταιστη πρωτεολυτική ωρίμανση 

πρώιμων μορφών αντιμικροβιακών πεπτιδίων, όπως οι pro-defensins(Wilson, 

Schmidt et al. 2009). Παράλληλα έχει σημειωθεί μια περίπτωση MMP, 

(MMP12), όπου τα ίδια τα hemopexindomainsτης πρωτεάσης μπορούν να 

δράσουν έναντι των μικροοργανισμών (Houghton, Hartzell et al. 2009).     
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Όνομα Κοινή ονομασία υπόστρωμα  

1. MMP-1  Collagenase-1  Collagen  

2. MMP-2  Gelatinase-A  chemokines  

3. MMP-3  Stromelysin-1  Cadherin, laminin, IV 
collagen , cytokines  

4. MMP-7  Matrilysin  
Pro-defensins, FASL, 
cytokines, syndecan, E-
cadherin, elastin  

5. MMP-8  Collagenase-2  Chemokines  

6. MMP-9  Gelatinase-B  Cytokines  

7. MMP-12  Metalloelastase  Cytokines 

8. MMP-13  Collagenase-3  Collagen  

9. MMP-14  MT1-MMP  Pro-MMP2, collagen, fibrin, 
syndecan, laminin  

10. MMP-15  MT2-MMP  Fibrin 

11. MMP-16  MT3-MMP  Fibrin, syndecan 

Dm1-MMP  Ninjurin 

 

Πίνακας 2: Λειτουργικοί ρόλοι μεταλλοπρωτεασών οικογένειας ΜΜΡs. Στον 

πίνακα παρατίθενται γνωστά υποστρώματα μεταλλοπρωτεασών του 

ανθρώπου και της MMP1 της D. melanogaster. Με κόκκινο έχουν τονιστεί οι 

μεταλλοπρωτεάσες που έχουν πιθανό ρόλο σε μηχανισμούς του 

ανοσοποιητικού συστήματος. 
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2.1 Βασικές τεχνικές που αφορούν τοκουνούπι 

 

2.1.1 Ανάπτυξη κουνουπιών 

Σε όλα τα πειράματαχρησιμοποιήθηκανκουνούπια του στελέχουςG3 του 

Anophelesgambiae. Τα κουνούπιαμεγάλωσαν με σταθερήθερμοκρασία 280C, 

υγρασία 80% και με ελεγχόμενοκύκλοημέρας-νυχτας (12-12). Οι προνύμφες 

των κουνουπιώνμεγάλωσαν σε νερό με τροφή για γάτες. Τα 

ενήλικαάτοματρέφονταν με διάλυμα σουκροζης 10%(w/v). Για την 

αναπαραγωγή τα θηλυκάενήλικαάτοματρέφονταν σε 

αναισθητοποιημέναποντίκιαBALB/c. Η εναπόθεση των αβγώνγίνονταν 3 

ημέρεςμετά τη χορήγησηαίματος. 

 

2.1.2 Μόλυνσηκουνουπιών 
Η μόλυνση των κουνουπιώνέγινε με δυο τρόπους, είτε από 

αναισθητοποιημέναμολυσμέναποντίκια, είτεμέσωmembranefeeder. 

Στην πρώτη περίπτωση δίνοταν ιδιαίτερη προσοχή ώστε η παρασιταιμία του 

ποντικού να μην ξεπερνά το1-2%. Τα θηλυκάκουνούπιααφήνονταν να 

ταϊστούν από το ποντικό για 15min. 

Στην δεύτερη περίπτωση στα κουνούπια χορηγούνταν invitro μεγαλωμένοι 

ωοκινέτες και μερικώς εμπλουτισμένοι μετά από κατακρήμνιση με 

amoniumchloride. Οι εμπλουτισμένοι ωοκινέτες αναμιγνύονταν με φρέσκο μη 

μολυσμένοαίμα σε συγκέντρωση 3000-5000 ωοκινετες/μl και χορηγούνταν 

στα κουνούπιαμέσωmembranefeeder. Καθ’ολη τη διάρκεια του ταϊσματος 

μέσω feederη θερμοκρασία του μίγματοςαίμα-ωοκινετες διατηρούνταν σε 

σταθερήθερμοκρασία 370C. Τα κουνούπιααφήνονταν να φάνε για τουλάχιστον 

30min, ενώ είχεπροηγηθεί 12ωρη περίοδος, όπου τους παρέχοντανμόνονερό. 

Και στις δυο περιπτώσεις τα κουνούπιαδιατηρούντανκατευθείανμετά την 

χορήγηση του αίματος σε θάλαμοθερμοκρασίας 190C, με υγρασία  80% , ενώ 

36-48ωρες μετά την αιμοφαγια τα μη ταϊσμέναθηλυκάαπομακρύνονταν.  

 

2.1.3 Πειράματαμεταμεταγραφικής σιώπησης 

Για τα πειράματα αυτά χρησιμοποιούνταν πάντα έκτος από τις πειραματικές 

ομάδες των ενήλικων θηλυκών  κουνουπιών στις οποίες γίνονταν σιωπηση 

του ή των γονιδίων στόχων και μια ομάδα κουνουπιών που ήταν το δείγμα 
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αναφοράς και ενύονταν με δίκλωνο RNA έναντι GFP. Όλα τα 

κουνούπιαπροέρχονταν από την ίδιαγενιά και είχαν την ίδιαηλικία (1-

2ημερων). Τα κουνούπιααναισθητοποιούνταν με CO2  και ενύονταν με τη 

βοήθειαειδικής συσκευής με δίκλωνοRNA. HποσότηταδίκλωνουRNA που 

ενύονταν σε κάθε κουνούπιήτανελεγχόμενη (3x69nl). Τρειςημέρεςμετά την 

χορήγηση του δίκλωνουRNA τα κουνούπια από την, ή τις πειραματικέςομάδες 

και το δείγμααναφοράςτρέφονταν από το ίδιομολυσμένοζώο, όπως 

περιγράφηκε στην προηγούμενηπαράγραφο. Ακολουθούσεανάλυση των 

ενεμένωνατόμωνανάλογα με τις ανάγκες του πειράματος.  

 

2.1.4 ΕξαγωγήRNA από κουνούπια 

Για την εξαγωγήRNA από ιστούςκουνουπιών η ανατομία του 

εντόμουγίνοντανπάνω σε πάγο. Η ποσότητα του ιστού που 

χρησιμοποιήθηκεδιαφοροποιούντανανάλογα με τον ιστό. Στην περίπτωση 

των μεσεντέρωνχρησιμοποιούνταν 50 μεσέντερα από κουνούπια που δεν 

είχανφάειαίμα και 30 μεσέντερα από κουνούπιαμετά την αιμοφαγια. Στην 

περίπτωση των περιφερικώναιμοκυττάρωνχρησιμοποιούντανπερίπου 300-

500 κουνούπια. Για τη συλλογή της αιμολέμφουκόβονταν η προβοσκίδα του 

κουνουπιού και μετά από πίεση στον θώρακα του εντόμουσυλλέγονταν η 

σταγόνα που αποκαλύπτονταν από την προβοσκίδα. Στην περίπτωση των 

σωμάτων των κουνουπιώνχρησιμοποιούνταν 10-15 σώματακουνουπιών από 

τα οποίαείχαναπομακρυνθεί το κεφάλι, το μεσέντερο, οι ωοθήκες και τα 

Malphigiantubules. Στην περίπτωσηεξαγωγήςRNA από προνύμφες και 

νύμφεςχρησιμοποιήθηκαν 8-10 άτομα.  

Oιστός ή τα περιφερικάαιμοκύτταρατοποθετούντανάμεσα σε διάλυμαTRIZOL 

1ml και διατηρούνταν στους -800C ή συνεχίζονταν η επεξεργασία του 

δείγματος. Στην περίπτωση αυτή οι ιστοί διαλύονταν άμεσα στο TRIZOL και 

γίνονταν προσθήκη χλωροφορμίου(1/5 του όγκου). Ακολουθούσε 

φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 30min. Hπάνωφάσηδιαχωρίζονταν και 

γίνοντανπροσθήκηισοπροπανόλης 1/1 του όγκου. Μετά την κατακρήμνιση του 

RNAεπακολουθούσε αν ήταναναγκαίοαπομάκρυνση του γενωμικούDNA με 

προσθήκηDNAσης, καθαρισμός με μίγμα φαινόλης-χλωροφορμίου και 

κατακρήμνιση του RNA με αιθανόλη. Στη συνέχειαγίνοντανποιοτικός και 

ποσοτικόςέλεγχος του RNA με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμααγαρόζης και 
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φωτομέτρηση. Υπόκανονικέςσυνθήκες η απόδοση σε RNAχρησιμοποιώντας 

τις παραπάνωποσότητεςιστώνκυμαίνονταν από 20-30μgrRNA, εκτός από τα 

αιμοκύτταραόπου η απόδοσηήταν πολύ μικρότερη (500-1000ngr).   

 
2.1.5 Εξαγωγήπρωτεϊνικώνεκχυλισμάτων από κουνούπια 

Για την εξαγωγήπρωτεϊνικώνεκχυλισμάτων από ιστούςκουνουπιών η 

ανατομία του εντόμουέγινε πάλι πάνω σε πάγο, με τη διαφορά ότι στην 

περίπτωση αυτή η διατήρηση των ιστώνγίνονταν σε διάλυμα 1xPBS στο 

οποίοείχεγίνειπροσθήκημίγματοςαναστολέων πρωτεασών. Οι πρωτεϊνες 

διαλυτοποιούνταν με προσθήκηLaemlibuffer και βράσιμο στους 1000C για 

5min .  

Η ποσότητα του ιστού που χρησιμοποιήθηκε στην περίπτωση αυτή 

διαφοροποιούνταν και πάλι από ιστό σε ιστό. Στην περίπτωση των 

μεσεντερικων επιθηλίων, 7-8 μεσέντερα από κουνούπια τα οποία δεν 

είχανφάειαίμαέδινανικανοποιητικήποσότηταπρωτεϊνικούεκχυλίσματος για ένα 

δείγμα σε πειράματαανοσοαποτύπωσης. Αν τα μεσέντεραπροέρχονταν από 

κουνούπια που είχανφάειαίματότεχρησιμοποιούσαμε 10 μεσέντερα από τα 

οποία όμως έπρεπε να έχειαπομακρυνθείπροσεκτικάόλο το αίμα. Στην 

περίπτωσηεκχυλισμάτων από σώματακουνουπιών ένακουνούπιήταναρκετό. 

Τα πρωτεϊνικάδείγματα από περιφερικάαιμοκύτταραέπρεπε  να 

περιέχουνποσότητα αιμολέμφου από τουλάχιστον 20 κουνούπια/δείγμα. 

Τέλος για τα πρωτεϊνικάδείγματα των ωοθηκών η ποσότητα του 

ιστούδιαφοροποιούνταν αν οι ωοθήκεςπροέρχονταν από κουνούπια που δεν 

είχανφάειαίμα (7-10) ή από κουνούπια που είχανφάειαίμα (3-4). 

 

2.1.6 Ανοσοιστοχημεία σε μεσεντερικά επιθήλια,  περιφερικά      
αιμοκύτταρα κουνουπιών και ωοθήκες. 
Για τα πειράματαανοσοιστοχημείας σε μεσεντερικα 

επιθήλιακουνουπιώνχρησιμοποιούντανκουνούπια τα οποίαείχανφάειαίμα. 

Στην περίπτωση αυτή, όπως και στις προηγούμενες η απομάκρυνση του 

μεσεντέρου από το έντομο γίνονταν μέσα σε διάλυμα 1xPBS σε πάγο. Στη 

συνέχεια γίνονταν δυο κάθετες τομές στο άνω και κάτω μέρος του μεσεντέρου 

και μια επιμήκης, προκειμένου να ανοίξει το μεσέντερο και να αποκαλυφθεί το 

αίμα. Αυτό απομακρύνοντανπροσεκτικάμαζί με την περιτροφικήμεμβράνη. 
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Κατόπιν τα επιθήλιατοποθετούνταν σε διάλυμα 4% φορμαλδεΰδης για 15-

20min. Αφούξεπλένονταν 3x5min με 1xPBSεπακολουθούσε η διάρρηξη των 

κυτταρικώνμεμβρανών με επώαση για 60-95min σε διάλυμαPBT (1xPBS, 

1%BSA, 0,1% tritonx-100). Τα πρώτααντισώματααραιώνονταν στο 

ίδιοδιάλυμα και επωάζονταν με τον ιστό για 12hrs. Ακολουθούσε πλύση με 

διάλυμα PBT 3x15min και επώαση με τα δεύτερα αντισώματα, που περιείχαν 

τα φθοροφόρα, για 1hr παρουσία ΡΒΤ. Τα επιθήλιατοποθετούνταν σε slides 

σε διάλυμακατάλληλο για τη διατήρηση του φθορισμού με τέτοιοτρόπο, ώστε 

να μη δημιουργούνταιπτυχώσεις, αφούπρώταξεπλένονταν με διάλυμα ΡΒΤ 

3x15min. Οι χρώσεις του πυρήνα και του κυτταροσκελετου ακτινης με 

φαλλοιδίνηγίνονταν κατά τη διάρκεια του δεύτερουξεπλύματος με ΡΒΤ. Στην 

περίπτωση των ωοθηκών το πρωτόκολλο για τα 

πειράματαανοσοιστοχημείαςδιαφοροποιούντανμόνο ως προς το διάλυμα 

ΡΒΤ. Αντίαυτούχρησιμοποιήθηκεδιάλυμα: 1× PBS pH7, 0.2% Saponin, 1% 

BSA. 

Να σημειωθεί ότι τα μεσεντερικά επιθήλια που προορίζονταν για μέτρηση 

ωοκύστεων στα λινοτυπικά πειράματα κυρίως της μεταμεταγραφικής 

αποσιώπησης απομακρύνονταν από το έντομο 7-10 ημέρες μετά την 

αιμοφαγια σε διάλυμα 1xPBS, τοποθετούνταν σε διάλυμα φορμαλδεΰδης 4% 

για 15-20min και αφού ξεπλένονταν 3x5min με 1xPBS  ήταν έτοιμα για 

παρατήρηση. 

Στην περίπτωση των αιμοκυττάρωνχρησιμοποιήθηκανslides, τα 

οποίαείχανπρώταεπωαστεί με διάλυμαpoly-L-lysine, για να διασφαλιστεί η 

συνάφεια των αιμοκυττάρων με την επιφάνεια του slide. 

Ακλουθούσεfixationεπώαση με διάλυμα ΡΒΤ, όπως και στην περίπτωση των 

μεσεντερικων επιθηλίων. Η επώαση με τα πρώτααντισώματαγίνονταν για 1hr 

σε RT και επακολουθούσεεπώαση με τα δεύτερααντισώματα, 

αφούπρώταμεσολαβούσεξέπλυμα με ΡΒΤ. Στην περίπτωση αυτή οι χρώσεις 

του πυρήνα και του κυτταροσκελετου της ακτινης γίνοντανπαράλληλα με την 

επώαση με το δεύτεροαντίσωμα.  

Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα αυτά και οι 

προτεινόμενεςσυγκεντρώσεις τους παρουσιάζονται στον πίνακα 2. 
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2.2Τεχνικες που αφορούν το παράσιτο 

 

2.2.1Διατηρηση του παρασιτικούστελέχους 
Τα παρασιτικά στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν, δηλαδή το στέλεχος που 

εκφράζει GFP και το διαγονιδιακό που εκφράζει timp, διατηρούνταν σε 

ποντίκια 6-10 εβδομάδων (BALB/C, ή Theiler’sOriginal), τα οποία μολύνονταν 

μετά από ενδοπεριτοναϊκή ένεση με μολυσμένο αίμα. Για την μόλυνση ενός 

υγιούςποντικιούχρησιμοποιούνταν 100-200μlμολυσμένουαίματος. Η 

παρασιταιμία των μολυσμένωνποντικιώνελέγχονταν με 

χρώσηGiemsaστρώματοςαίματος και παρατήρηση σε μικροσκόπιο σε φακό 

100x.  Όταν τα ποντίκιαχρησιμοποιούνταν για μόλυνσηκουνουπιών η 

παρασιταιμία τους δεν έπρεπε να ξεπερνά το 3-5%, ενώ ελέγχονταν και το 

ποσοστόεξώθησης των φερόντωνμαστίγιοαρσενικώνγαμετοκυττάρων σε 

μικροσκόπιοπαρουσίαθρεπτικούμέσουRPMI. Σε κάθε πεδίο ο 

αριθμόςτέτοιωνσυμβάντων δεν έπρεπε να ξεπερνά τα 4-5. Στην περίπτωση 

που το αίμα από τα μολυσμέναποντίκιαχρησιμοποιούνταν για in-

vitroπαραγωγή ωοκινετων χορηγούνταν στα ποντίκια 24 ώρες πριν την 

μόλυνσηphenylhydrazine (6mg/ml, 200μlενδοπεριτοναϊκά. Η παρασιταιμία του 

μολυσμένουποντικιούέπρεπε να ξεπερνά το 10-15% και η 

εμφάνισηαρσενικώνγαμετοκυττάρων με μαστίγιαέπρεπε να είναι πάνω από 5-

6 σε κάθε πεδίο.  

 

2.2.2 Μετασχηματισμός του παρασιτικούστελέχους και γενοτύπηση 
Ο μετασχηματισμός του διαγονιδιακού παρασιτικού στελέχους που εκφράζει 

timp έγινε στο στέλεχος 507cl1 που εκφράζει GFP συστατικά. Η διαδικασία 

του μετασχηματισμούέγινε, όπως έχειήδηπεριγραφεί. 

Συνοπτικάinvitroπαρηγμέναώριμαschizonts που περιέχουν και 

μεροζοϊτεςαπομονώνονταν με μέθοδοκλίσηςNycodenz. Περίπου 0.5-1x107 

απομονωμέναschizontsμετασχηματίζονταν με 5-10μgDNA της 

πλασμωδιακήςκατασκευής στην οποίαείχεκλωνοποιηθεί το cDNA του 

timpχρησιμοποιώντας το πρόγραμμαU-33 της συσκευήςNucleofector 

(AmaxaGmbH). 

Tα μετασχηματισμέναπαράσιταενύοντανενδοφλεβικά σε ποντίκια. 

Προκειμένου να επιλεγούν τα μετασχηματισμέναπαράσιταχορηγούνταν στο 
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πόσιμονερό των ποντικιώνpyrimethamine για ένα διάστημα 5-7 ημερών. Τα 

μετασχηματισμέναπαράσιταφέρουνγονίδιοανθεκτικότητας στο 

συγκεκριμένοφάρμακο. Η παρουσίαπαρασίτων στα οποία το πλασμίδιο που 

φέρει το timpείχεεισαχθεί στο γενωμικόDNAελέγχονταν με PCP.  

Για το λόγο αυτό απομονώνοντανγενωμικόDNA από το 

αίμαμολυσμένωνποντικιών, χρησιμοποιώντας το QIAmpDNAKit. Το 

γενωμικόDNAχρησιμοποιήθηκε ως μήτρα σε 

αλυσιδωτέςαντιδράσειςπολυμεράσης. Στις αντιδράσεις αυτές 

χρησιμοποιήθηκαν 3 διαφορετικάζεύγηεκκινητών. Το πρώτοζεύγος (L665-

L740) αποκαλύπτει αν έχειγίνει ή όχι ενσωμάτωση του πλασμιδίου. Το 

δεύτερο και τρίτοζεύγοςαποκαλύπτει σε ποιο σημείο του 

χρωμοσώματοςέχειγίνει η ένθεση (στο cssu ή στο dssuγενετικότόπο). Το 

ζεύγος των εκκινητών για τον γενετικότόποcssu είναι L270-L740, ενώ το 

ζεύγοςεκκινητών για τον γενετικότόποdssu είναι L260-L740.  

 

2.2.3 Invitroκαλλιέργειες ωοκινετων 
Για τις invitroκαλλιέργειες ωοκινετων και τον καθαρισμό τους ακολουθήθηκε 

ένα ήδηχαρακτηρισμένοπρωτόκολλο. Συνοπτικά 1mlαίματος από 

μολυσμένοποντικόσυλλέχτηκε σε σύριγγα που περιείχεηπαρίνημετά από 

διάρρηξη της καρδιάς. Το αίμα αναμιγνύονταν με θρεπτικό μέσο για 

καλλιέργεια ωοκινετών σε αναλογία 1:10 κι επωάζονταν στους 190C για 18-

24ωρες.  

Για την απομόνωση των ωοκινετών η καλλιέργεια φυγοκεντρούνταν στις 

2000rpm για 10min και η πελέττα επαναδιαλύονταν σε 0,5ml 1xPBS. Η 

επαναδιαλυμένη πελέττα προστίθενταν σε διάλυμα Am.chloride 0,9%(w/v). 

Για κάθε 1mlαίματοςχρειάζονταν 50mlδιαλύματοςAm.chloride. 

Ακλουθούσεεπώαση στον πάγο για 30-40min και φυγοκέντρηση στις 1500rpm 

για 5min. Κατόπιν η πελέττα των ωοκινετων πλένονταν με 1xPBS 3x5min και 

τέλοςεπαναδιαλύονταν σε κατάλληλοόγκο 1xPBSανάλογα με το μέγεθος της. 

Ο αριθμός των ωοκινετων που 

απομονώνοντανπροσδιορίζοντανμετάαπόμέτρηση σε αιματοκυτταρόμετρο.  

Θρεπτικόμέσο για την καλλιέργεια των ωοκινετων: Επαναδιάλυση 

16,4grRPMI-1640 με Hepes (25mM) και γλουταμίνη (2mM, Sigma), 

2grNaHC03, 10mlπενικιλίνη (5000U/ml)/Στρεπτομυκίνη (5mg/ml), 
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50mghypoxanthine. ΡύθμισηpH στα 8.0 με ΝaOH. Ο τελικόςόγκος του 

διαλύματοςπρέπει να είναι 1lt. Aκολουθείαποστείρωση με φίλτροδιαμέτρου 

0,4μm και προσθήκη 10% FCS.  

 

2.2.4 Ανοσοιστοχημεία ωοκινετων και εκχύλισηπρωτεϊνών από 
ωοκινετες 
Στα πειράματαανοσοιστοχημείας ωοκινετων οι απομονωμένοι και 

καθαρισμένοισύμφωνα με την προηγούμενηπαράγραφο ωοκινετες 

τοποθετούντανπάνω σε microchamberslides. Κάθε δείγμαπεριείχε 1000-5000 

ωοκινετες. Τα δείγματααφήνονταν να ξεραθούν και στη 

συνέχειαπροστίθεντανδιάλυμα 4% φορμαλδεΰδης για 15-20min. 

Ακολουθούσαν ξεπλύματα με 1xPBS, 3x5min κι επώαση σε διάλυμα PBT για 

30-45min. H επώαση των πρώτων αντισωμάτων έγινε σε θερμοκρασία 

δωματίου για 1hr και επακολουθούσε επώαση με δεύτερο αντίσωμα για 1hr 

σε θερμοκρασία δωματίου και πάλι. Στο ενδιάμεσο των 

επωάσεωνμεσολαβούσανξεπλύματα με PBT. Oι αραιώσεις των πρώτων και 

δεύτερωναντισωμάτωνγίνονταν σε διάλυμαPBT. Τα αντισώματα που 

χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα αυτά και οι προτεινόμενεςσυγκεντρώσεις 

τους παρουσιάζονται στον πίνακα 2. 

Για την εκχύλισηπρωτεϊνών από ωοκινετες χρησιμοποιήθηκαν και 

πάλιαπομονωμένοι και καθαρισμένοι ωοκινετες. Για κάθε πρωτεϊνικό δείγμα 

χρησιμοποιήθηκαν περίπου 1x106 ωοκινετες επαναδιαλυμένοι σε RIPAbuffer 

(1% ΤritonX-100, 1% sodiumdeoxycholate, 0,1% SDS, 0,15MNaCl, 

50mMTris-HCl, pH 7.2, Rochecompleteproteaseinhibitorscocktail) στους 

οποίους είχε προστεθεί Laemmlibuffer κι είχε επακολουθήσει βρασμός τους. 

 

2.3 Τεχνικές που αφορούν τις κυτταρικέςσειρές 

 

2.3.1 Διατήρησηκαλλιεργειών 
Οι κυτταρικέςσειρέςεντόμων που χρησιμοποιήθηκανήταν οι sua5.β και η 

sua4.0. Τα κύτταρα καλλιεργούνταν σε 75 και 25cm2 φλάσκες παρουσία 

θρεπτικού μέσου schneider’s (GIBCO) που περιείχε 10% απενεργοποιημένο 

ορό και 1%Penicillin/streptomycin (D10 Complete) σε θερμοκρασία 280C. Τα 

κύτταραεπωάζονταν 3-4 ημέρεςμέχρι να καλυφτείολόκληρη η επιφάνεια της 
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φλάσκας. Στην συνέχεια τα κύτταρααποκολλούνταν από την επιφάνεια της 

φλάσκαςμηχανικά και τοποθετούνταν σε καινούργιεςφλάσκες με αναλογία 1 

μέροςκυτταρικούεναιωρήματος 4 μέρηκαινούργιουθρεπτικούμέσου. 

 

2.3.2Μετασχηματισμος κυτταρικώνσειρών. 
Για τον μετασχηματισμό των κυτταρικώνσειρών τα κύτταρα από μια φλάσκα 

στην οποίαείχεκαλυφτείικανοποιητικά η επιφάνεια της τοποθετούνταν σε 6-

wellplates (η αναλογία σε αυτή την περίπτωσηήταν 1 μέροςκυτταρικού 

εναιωρηματος/3 μέρηκαινούργιουθρεπτικούυλικού) και αφήνονταν στους 280C 

για 12-24 ώρες. Για τον μετασχηματισμό των κυττάρωνχρησιμοποιήθηκε το 

Effectenetransfectionreagent (Qiagen) με μερικέςτροποποιήσεις. 

Συγκεκριμένα για κάθε φρεάτιοχρησιμοποιήθηκανσυνολικά 

4μgrπλασμιδιακούDNA. Στις περιπτώσεις όπου χρησιμοποιήθηκε το 

επαγόμενο σύστημα τετρακυκλίνης ο ενεργοποιητής αντιπροσώπευε το ¼ της 

συνολικής ποσότητας του πλασμιδιακού DNA, το πλασμίδιο που έφερε το 

γονίδιο του ενδιαφέροντας μας το 1/2 και το πλασμίδιο που έφερε τον δείκτη 

για την αποδοτικότητα του πειράματος διαμόλυνσης (tetopRFP ή 

ΤΕΤΟΡGFP)  το 1/4.      

Τα κύτταρα αφήνονταν για 24-36hrs, οπότε κι ελέγχονταν η αποδοτικότητα 

του πειράματος διαμόλυνσης παρατηρώντας το ποσοστό των κυττάρων που 

εξέφραζαν την φθορίζουσα χρωστική που είχε χρησιμοποιηθεί κάθε φορά 

(GFP/RFP). Aν αυτό το ποσοστόκρίνοντανικανοποιητικό, τα 

κύτταραξεπλένονταν με διάλυμα 1xPBS και αφήνονταν άλλες 24-36 

hrsπαρουσίαθρεπτικούμέσου, που δεν περιείχεFBS. 

 

2.3.3 Εξαγωγήπρωτεϊνικώνεκχυλισμάτων από κυτταρικέςσειρές 
Για την εξαγωγήπρωτεϊνικώνεκχυλισμάτων από κυτταρικέςσειρές τα 

κύτταραφυγοκεντρούνταν (1500rpm, 5min). Το 

θρεπτικόμέσοαπομονώνοντανμετά την φυγοκέντρηση και οι πρωτεΐνες του 

κατακρημνίζονταν με ακετόνη. Η κυτταρικήπελέτταξεπλένονταν 2 φορές με 

1xPBS και επαναδιαλύονταν σε διάλυμαRIPA (1% ΤritonX-100, 1% 

sodiumdeoxycholate, 0,1% SDS, 0,15MNaCl, 50mMTris-HCl, pH 7.2, 

Rochecompleteproteaseinhibitorscocktail). Aκολουθούσεσπάσιμο των 

κυτταρικώνμεμβρανών με 3 διαδοχικούςκύκλουςψύξης-αποψυξης και 
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ηχοβολισμό ( 1x 15sec). Το διαλυτόκλάσμα των κυττάρωνδιαχωρίζονταν από 

το μεμβρανικόμε φυγοκέντρηση (13000rpm, 30min) και αναλύονταν σε 

πειράματαανοσοαποτύπωσης. Nα σημειωθεί ότι τα κύτταρααπό κάθε wellενός 

6-wellplateεπαναδιαλύονταν σε 200-300μlRIPAbuffer από το οποίο και 

χρησιμοποιούνταν το ¼ με 1/5 σε κάθε πείραμαανοσοαποτύπωσης.  

 
  2.3.4 Ανοσοιστοχημείακυττάρων 
Tα πειράματαανοσοιστοχημείας των κυττάρωνέγινανπάνω σε 

καλυπτρίδεςδιαμέτρου 13mm, οι οποίεςείχαν πριν επωαστεί με διάλυμαpoly-

L-lysine. Τα κύτταρα (περίπου 50μlκυτταρικούεναιωρήματος από ένα well του 

6-wellplate) αφήνονταν να προσκολληθούνπάνω στις καλυπτρίδεςπερίπου 

10-15min. Στη συνέχειαακλουθούσεπλύσιμο με 1xPBS, επώαση με διάλυμα 

4% φορμαλδεΰδης για 10min και πλύσιμοπάλι με 1xPBS. Η διάρρηξη των 

κυτταρικώνμεμβρανών και το blockingγίνονταν με 

επώασηπαρουσίαδιαλύματοςPBT για 45min. Aκολουθούσεεπώαση με τα 

πρώτααντισώματα (αραιωμένα σε PBT) για 1hr σε θερμοκρασίαδωματίου, 

πλυσίματα με διάλυμα ΡΒΤ και επώαση με τα δεύτερααντισώματα για 1hr σε 

θερμοκρασίαδωματίου. Οι καλυπτρίδεςτοποθετούντανκατόπιν σε 

μικροσκοπικάslidesπάνω σε διάλυμαδιατήρησης του φθορισμού. Τα 

αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα αυτά και οι 

προτεινόμενεςσυγκεντρώσεις τους παρουσιάζονται στον πίνακα 2. 

 

2.4 RNAτεχνικές 

 

2.4.1 ΣύνθεσηcDNA 
Η cDNAσύνθεσηέγινε με το ενζυμο MMLVreversetranscriptase (Invitrogen) 

σύμφωνα με τις οδηγίες της εταιρείας. Σε όλες τις 

συνθέσειςχρησιμοποιήθηκεποσότητασυνολικούRNA 5μgr, ενώ σαν εκκινητές 

της αντίδρασης της αντίστροφηςμεταγραφήςχρησιμοποιήθηκεoligodT18 στην 

προτεινόμενησυγκέντρωση. 

 
2.4.2 ΠαραγωγήδίκλωνουRNA 
Για την παραγωγή του δίκλωνου RNA κομμάτια των γονιδίων στόχων 

κλωνοποιήθηκαν στον φορέα pll10, ο οποίος φέρει θέσεις πρόσδεσης της Τ7 
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RNAπολυμεράσης εκατέρωθεν του κλωνοποιημένου τμήματος του γονιδίου. 

Οι φορείς που περιείχαν τα υποκλωνοποιημέναμέρη των 

γονιδίωνστόχωνχρησιμοποιούνταν σε δυο διαφορετικέςαντιδράσειςπέψης ( με 

τα ενζυμα HINDIII και BamH1). Οι ευθυγραμμισμένοι με τα δυο διαφορετικά 

ενζυμα φορείςκαθαρίζονταν από την παρουσία των ενζύμων και 

φωτομετρούνταν. 1μgr από κάθε 

ευθυγραμμισμένοπλασμίδιοχρησιμοποιούνταν για την αντίδραση της 

σύνθεσης του δίκλωνουRNA  με το MEGAscriptkit (Ambion). Οι 

αντιδράσειςγίνονταν σε τελικόόγκο 40μl και επωάζονταν στους 370C για 

12hrs. Ακλουθούσεκαθαρισμός της αντίδρασης με φαινόλη-χλωροφορμιο και 

κατακρήμνιση του δίκλωνουRNA. Το τελευταίοεπαναδιαλύονταν σε 

κατάλληλοόγκο, ώστε η συγκέντρωση του να είναι 3-5μgr/λ. Η ποιότητα του 

δίκλωνουRNAελέγχονταν και σε πήκτωμααγαρόζης. 

 

2.4.3 Real-timePCR 
Για τις αντιδράσεις του Real-timePCRσχεδιάστηκανκατάλληλαζεύγηεκκινητών 

για κάθε γονίδιοχρησιμοποιώντας το πρόγραμμαOligo. Κατά το 

σχεδιασμόιδιαίτερησημασίαδόθηκε στην κατά το δυνατόμικρότερηπιθανότητα 

των επιλεγμένωνεκκινητών να σχηματίζουνδιμερή. Επιπλέον οι 

εκκινητέςσχεδιάστηκαν στα όριαμεταξύ δυο εξονίων του κάθε 

μεταγράφουπροκειμένου να μην χρειάζεται τα RNA που απομονώθηκαν από 

τους ιστούς να υφίστανταιπέψη με Dnαση. Το συγκεκριμένοπρόγραμμαέδινε 

τη δυνατότηταυπολογισμού της θερμοκρασίας στην οποία το προϊόν που 

έδινε το κάθε ζευγάριεκκινητώνέλιωνε, γεγονός που διευκόλυνε το σχεδιασμό 

του προγράμματος της αντίδρασης.  

Οι εκκινητές χρησιμοποιούνταν σε αντιδράσεις αντίστροφης πολυμεράσης με 

μήτρα cDNA από ιστούς του κουνουπιού (μεσέντερα ή σώματα) προκειμένου 

να κλωνοποιηθεί το κομμάτι εκείνο του μεταγράφου που βρίσκονταν μεταξύ 

των δυο εκκινητών σε πλασμιδιακό φορέα PCRIItopo (Invitrogen). 

Οι πλασμιδιακοίφορείς που περιείχαν το κομμάτι του μεταγράφου του 

ενδιαφέροντος μας αραιώνοντανδιαδοχικά (1ngr, 100pgr, 10pgr, 1pgr). Οι 

διαδοχικές αυτές αραιώσειςήταν η μήτρα σε δοκιμαστικέςαντιδράσειςReal-

timePCR κατά τις οποίες οι εκκινητέςχρησιμοποιούνταν σε 

διαφορετικέςσυγκεντρώσεις. Τα ζευγάρια των διαφορετικώνσυγκεντρώσεων 
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που δοκιμάζοντανήταν: 0,9F-0,9R, 0,9F-0,3R, 0,3F-0,9R, 0,3F-0,3R, όπουF 

είναι ο Forwardεκκινητής και R είναι oreverseεκκινητής για κάθε μετάγραφο. 

Το ζευγάριεκείνο της συγκέντρωσης των εκκινητών με το οποίο η 

καμπύληφθορισμού του προϊόντος μας ήτανικανοποιητική στις 

μικρότερεςσυγκεντρώσειςεπιλέγονταν ως η κατάλληλησυγκέντρωση για τις 

πειραματικέςαντιδράσεις. Στον παρακάτωπίνακαπαρουσιάζονται οι 

προτεινόμενεςσυγκεντρώσεις,  οι θερμοκρασίεςυβριδοποίησης τους καθώς 

και οι θερμοκρασίεςόπουεντοπίζονταν το παραγόμενοπροϊόν. 

Οι αντιδράσεις του Real-timePCRγίνονταν όπως οι 

κλασικέςαντιδράσειςπολυμεράσης με τη διαφορά ότι 

γίνοντανπροσθήκηχρωστικήςSYBR-GREENDYE σε συγκέντρωση 0,4x από 

συγκεντρωμένοδιάλυμα 1000x. 

 

Ονομασίαε
κκινητή 

Θερμοκρασίαυβρ
ιδοποίησης 

Προτεινόμενησυ
γκέντρωση 

Εύροςθερμοκρασίαςεντο
πισμούπροϊόντος 

qRTATS2 
(up-Low) 

670C 0,3-0,9 84,86,87,88,89,900C 

qRTATS1 
(Up-Low) 

550C 0,9-0,3 84,86,87,88,89,900C 

rtMMP2 
(up-Low) 

580C 0,9-0,3 82,84,86,88,90,920C 

rtMMP1 
(up-Low) 

570C 0,9-0,3 82,84,86,88,90,920C 

rttimp (Up-
Low) 

580C 0,9-0,3 82,84,86,88,90,920C 

S7  0,3-0,9  
 
 
 
2.4.4 Semi-quantitativePCR 
Στις αντιδράσεις για το semi-quantitativePCR τα ζεύγη τω εκκινητών που 

χρησιμοποιήθηκαν δεν θεωρήθηκεαναγκαίο να υβριδοποιούνται στο 

όριομεταξύ δυο εξονίων, αρκεί το παραγόμενοπροϊόν να μπορούσε να 

διαχωριστείικανοποιητικά από πιθανόπαραγόμενοπροϊόν από γενωμικόDNA. 

Οι αντιδράσειςγίνονταν όπως οι 

κλασσικέςαντιδράσειςαλυσιδωτήςπολυμεράσης με τη διαφορά ότι ο αριθμός 

των κύκλωνήταντέτοιος ώστε η παραγωγή του προϊόντος να είναι σε 

εκθετικήφάση και να μην έχειφτάσει στον κορεσμό. Για να γίνει αυτό δείγματα 

από την αντίδρασηλαμβάνονταν σε διαφορετικούςκύκλους και αναλύονταν σε 
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πήκτωμααγαρόζης. Ο καταλληλότεροςαριθμόςκύκλωνεπιλέγονταν και 

χρησιμοποιούνταν στα επόμεναπειράματα. οι θερμοκρασίεςυβριδοποίησης 

των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα αυτά και οι κύκλοι που 

επιλέχτηκανπροκειμένου η παραγωγή του προϊόντος να είναι σε 

εκθετικήφάσηφαίνονται στον παρακάτωπίνακα .  

Μετά το τέλος των αντιδράσεων τα δείγματααναλύονταν σε 

πήκτωμαπολυακρυλαμίδης 5%, στα 

οποίαγίνοντανπροσθήκηχρωστικήςSYBRGREENDYE. Hποσοτικοποίηση των 

παραγόμενωνπροϊόντωνγίνονταν με το πρόγραμμα 

 

Ονομασίαεκκινητών Θερμοκρασίαυβριδοποίησης Αριθμόςκύκλωναλυσιδωτήςαντίδρασηςπολ

GTS1(For-Rev) 580C 24 
GTS2 (For-Rev) 600C 26 
qRTATS2Up-
isoTS2Low 

580C 29 

ADAMB (For-Rev) 600C 27 
ADAMH (For-Rev) 600C 27 
ADAMD (For-Rev) 580C 25 
S7 580C 17 
 
 
 
2.5 Πρωτεϊνικέςτεχνικές 
 
2.5.1 Πειράματαανοσοαποτύπωσης 
Για την ανάλυση των εκχυλισμάτων με την μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης 

ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο της BIORAD. Η ανάλυση των εκχυλισμάτων 

έγινε με χρήση κατάλληλου πηκτώματος ακρυλαμίδης ανάλογα με το μέγεθος 

της πρωτεΐνης προς ανίχνευση. 

Οι πρωτεΐνες μεταφέρονταν από το πήκτωμα σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

και στην συνέχεια επωάζονταν σε 1xPBS στο 

οποίοείχεγίνειπροσθήκηαπορρυπαντικού Tween 20 (PBS-T) σε συγκέντρωση 

0,1% το οποίο περιείχε 5% γάλα σε σκόνη. Μετά από ξεπλύματα σε PBS-T η 

μεμβράνη επωάστηκε με τα πρώτα αντισώματα σε διάλυμα PBS-T με 1% 

γάλα. Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν και οι 



[47] 
 

προτεινόμενεςσυγκεντρώσειςφαίνονται στον πίνακα 1. Στην συνέχεια 

ακολουθούσαν ξεπλύματα με PBS-T και προσθήκη των δεύτερων 

αντισωμάτων a-mouse ή a-rabbit IgG  ανάλογα με το είδος των πρώτων 

αντισωμάτων που είχαν χρησιμοποιηθεί. Το σήμα των πρωτεϊνικών ζωνών 

στο φιλμ παρήχθη από το ένζυμο HRP (horse raddish peroxidase) το οποίο 

είναι συζευγμένο με τα δεύτερα αντισώματα. Για την αντίδραση του HRP 

απαιτούνταν επώαση της μεμβράνης με το κατάλληλο υπόστρωμα (ECL: 

Pierce Biotechnology Inc). Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στα 

πειράματα αυτά και οι προτεινόμενεςσυγκεντρώσεις τους παρουσιάζονται 

στον πίνακα 2. 

 

2.5.2 Απομόνωση και καθαρισμός βακτηριακά εκφρασμένων πρωτεϊνών 
Συνολικάέγινεπαραγωγήέξιδιαφορετικώνχιμαιρικώνπρωτεϊνών της pQE30-

ADAMTS1Ag, της pGAT2-ADAMTS2Ag1 και pΕΤΜ80-ADAMTS2Ag2, της 

pET16b-MP1Ag, της pET16b-MP2Ag και της pET16b-timpAg. Όλες οι 

χιμαιρικέςπρωτεΐνεςχρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγήαντισωμάτωνέναντι 

των αντίστοιχωνπρωτεϊνών και η στρατηγικήκλωνοποίησης τους στους 

αντίστοιχουςφορείςπαρουσιάζεται στην παράγραφο 2.3.1. τα 

βακτηριακάστελέχη που χρησιμοποιηθήκαν για την έκφραση των 

παραπάνωπρωτεϊνώνδιέφερανανάλογα με τονφορέα που χρησιμοποιήθηκε. 

Οι κατασκευές που έγιναν στον φορέαpQE30 εκφραστήκαν στο 

βακτηριακόστέλεχοςSG13009-pRep4, ενώ όλες οι υπόλοιπες στον 

στέλεχοςBL21-pLys. TopRep4 και pLys είναι επισώματα που 

διατηρούνταιπαρουσίακαναμυκίνης και χλωραμφαινικόληςαντίστοιχα και 

εξασφαλίζουν την επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης του 

ενδιαφέροντοςμόνομετά την προσθήκηIPTG.  

Αρχικά για κάθε πρωτεΐνη πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες σε καλλιέργειες 

μικρής κλίμακας προκειμένου να καθοριστεί σε ποιο κλάσμα των βακτηριακών 

κυττάρων εκφράζονται οι χιμαιρικές πρωτεΐνες και ποιες είναι οι βέλτιστες 

συνθήκες παραγωγής τους (θερμοκρασία, συγκέντρωση IPTG, χρόνος 

επώασης παρουσία IPTG). Από τις δοκιμασίες αυτές πρόεκυψε ότι όλες οι 

πρωτεΐνεςεκφράζονται στο αδιάλυτοκλάσμα των βακτηριακώνκυττάρων 

(inclusionbodies). Οι συνθήκεςπαραγωγής τους παρουσιάζονται στον 

παρακάτωπίνακα: 
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Χιμαιρική
πρωτεΐνη 

Συγκέντρ
ωσηIPTG 

Θερμοκρασίαεπώα
σηςπαρουσίαIPTG 

Xρόνοςεπώασης
παρουσίαIPTG 

Συγκέντρωσ
ηιμιδαζολίου 
στο 
διάλυμαέκλο
υσης 

pQE30-
ADAMTS
1Ag 

0,5mM 300C 4hrs  

pETM80-
ADAMTS
2Ag1 

0,15mM 300C 4hrs  

pGAT2-
ADAMTS
2Ag2 

0,3mM 300C 4hrs  

pET16b-
MP1Ag 

 
0,3mM 

300C 3hrs  

pET16b-
MP2Ag 

0,15mM 300C 3hrs  

pET16b-
timpAg 

0,15mM 300C 3hrs  

 

Μετά τον καθορισμό των συνθηκώνπαραγωγήςέγινεπαραγωγή των 

πρωτεϊνών σε μεγάληκλίμακα. Για τον λόγο αυτό αρχικές καλλιέργειες των 

200ml εμβολιάζονταν σε θρεπτικό μέσο LB που περιείχε την κατάλληλη 

ποσότητα αντιβιοτικού με το στέλεχος επιλογής. Η καλλιέργεια επωάζονταν 

Ο/Ν στους 370C υπό ανάδευση. Την επόμενη μέρα εμβολιάζονταν 2-5 lt 

θρεπτικού μέσου LB/κατάλληλου αντιβιοτικού με 20 ml της αρχικής Ο/Ν 

καλλιέργειας (=1/50 αραίωση). Τα κύτταρα επωάζονταν στους 370C υπό 

ανάδευση μέχρι να φτάσουν στην OD600=0.5-0.6. Από τα κύτταρα αυτά 

διατηρούνταν 1ml καλλιέργειας, το οποίο φυγοκεντρούνταν. Το κυτταρικό 

ίζημα επαναδιαλύοταν σε 50μl 3x Protein Loading Buffer. Το δείγμα αυτό 

αντιστοιχούσε στο προ επαγωγής δείγμα (-induction sample). Στις 

καλλιέργειες γίνοντανπροσθήκηκατάλληληςσυγκέντρωσηςIPTG και 

ακλουθούσεεπώαση στην κατάλληληθερμοκρασία και για το απαραίτητο για 

κάθε πρωτεΐνηχρονικόδιάστημα. Μετά την επώαση 1 ml καλλιέργειας 
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φυγοκεντρούνταν και η κυτταρικήπελέττα επαναδιαλύονταν σε 3x Protein 

Loading Buffer, όπως και παραπάνω. Το δείγμα αυτό αντιστοιχούσε στο μετά 

επαγωγής δείγμα (+induction sample). Τα υπόλοιπακύτταρασυλλέγονταν 

 με φυγοκέντρηση στις 6000rpm στους 40C για 15min. 

 Το κυτταρικό ίζημα επαναδιαλύονταν σε διάλυμα Α: 20mM Tris pH=8, 

50mMNaHPO4, 250mMNaCl, 0,05% Tween20, 1mMPMSF) σε αναλογία 

10mlδιαλύματος για κάθε 1grκυτταρικήςπελέττας. Τα κύτταρα ηχοβολούνταν 

για 45 λεπτά με ενδιάμεσο πάγωμα του δοχείου τους σε διάλυμα EtOH-ξηρού 

πάγου. Στην συνέχεια φυγοκεντρούνταν στις 13.000 rpm στους 40C για 

45min.  

Το αδιάλυτοκλάσμα των βακτηρίωνεπαναδιαλύονταν σε διάλυμα Β: 

20mMTrispH=8,0, 50mMNaHPO4, 250mMNaCl, 0,05% Tween20, 8MUREA, 

5% glycerol, 10mM β-mercaptaethanol κι επωάζονταν για 12hrs. 

Ακλουθούσεφυγοκέντρηση, προσθήκη 10mMιμιδαζολίου κι επώαση του 

υπερκειμένου με σφαιρίδιαNi-NTA για 1-2hrs. Τα 

σφαιρίδιαείχανπροηγουμένωςξεπλυθεί με H2O και με διάλυμα Β 

(+10mMιμιδαζόλιο) ποσότητας 5 όγκων του όγκου των σφαιριδίωνNi-NTA. Η 

ποσότητα των σφαιριδίωνκαθορίζονταν από την ποσότητα της 

χιμαιρικήςπρωτεΐνης που περιείχε το αδιάλυτοκλάσμα των βακτηρίων το 

οποίο και υπολογίζονταν από μέτρηση με Bradford και από το πρότυπο με 

χρώσηCoomassie που δίνει το αδιάλυτοκλάσμα σε 

πήκτωμαπολυακρυλαμίδης. Μετά την επώαση των 

σφαιριδίωνακλουθούσεπακετάρισμα της κολώνας και πλύσιμοαρχικά με 5 

όγκουςκολώναςδιαλύματος Β. Στη συνέχειαακλουθούσεπλύση της κολώνας 

με 5 όγκουςδιαλύματοςB’: 20mMTrispH=8,0, 50mMNaHPO4, 250mMNaCl, 

0,05% Tween20, 6MUREA, 5% glycerol, 10mMιμιδαζόλιο, 10mM β-

mercaptaethanol. Κατόπινγίνοντανπλύση με διάλυμαC: 20mMTrispH=8,0, 

50mMNaHPO4, 250mMNaCl, 0,05% Tween20, 6MUREA, 5% glycerol, 

20mMιμιδαζόλιο, 10mM β-mercaptaethanol και τέλοςπλύση με διάλυμαD: 

20mMTrispH=8,0, 50mMNaHPO4, 250mMNaCl, 0,05% Tween20, 6MUREA, 

5% glycerol, 40mMιμιδαζόλιο, 10mM β-mercaptaethanol. Η έκλουση της κάθε 

χιμαιρικήςπρωτεΐνηςγίνονταν σε διάλυμα Ε: 20mMTrispH=8,0, 

50mMNaHPO4, 250mMNaCl, 0,05% Tween20, 6MUREA, 5% glycerol, 

40mMιμιδαζόλιο, 10mM β-mercaptaethanol. Η συγκέντρωσηιμιδαζολίου στο 
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διάλυμαέκλουσηςήτανδιαφορετική για κάθε πρωτεΐνη και παρουσιάζεται στον 

πίνακα 3. Η ποιότητα και η ποσότητα της 

καθαρισμένηςπρωτεΐνηςπροσδιορίζονταν με μέτρησηBradford και με ανάλυση 

των δειγμάτων σε αποδιατακτικόπήκτωμαπολυακρυλαμίδης και χρώση με 

Coomassie.  

 

2.5.3Παραγωγη αντισωμάτων 
Hπαραγωγήόλων των αντισωμάτωνέγινε σε εταιρείαπαραγωγήςαντισωμάτων 

(CustomHybridoma). Η ανοσοποίηση σε όλες τις περιπτώσειςέγινε σε 

κουνέλια. Για την ανοσοποίηση ενός ζώουαπαιτήθηκαν 1-

2mgrκαθαρούαντιγόνου σε συγκέντρωση 1mgr/ml. 

 
2.5.4 Καθαρισμόςαντισωμάτων 
Ο καθαρισμόςόλων των αντισωμάτωνέγινε με ακινητοποίηση των αντιγόνων 

από τα οποία αυτά προήρθαν σε μεμβράνηνιτροκυτταρίνης κι επώαση των 

ορών με αυτή. Πιο συγκεκριμένα 1mgrαπομονωμένουαντιγόνουφορτώθηκε σε 

παρασκευαστικόπήκτωμαπολυακρυλαμίδης της κατάλληληςπυκνότητας, 

ανάλογα με το μέγεθος του, και ηλεκτροφορήθηκε σε 

αποδιατακτικέςσυνθήκες. Ακολούθησεμεταφορά της πρωτεΐνης σε 

μεμβράνηνιτροκυτταρίνης και χρώσηαυτής με PonceauS. Το 

κομμάτινιτροκυτταρίνης που είχεσυνδεδεμένο το αντιγόνοαπομονώθηκε κι 

επωάστηκε με 3%BSA σε διάλυμαTBSΤ (20mMTrispH 7,4, 500mMNaCl, 

0,05% Tween 20) για 1hr σε θερμοκρασίαδωματίου. Ο Όρος (περίπου 2ml) 

αραιώθηκε σε διάλυμα ΤΒST 1:4 και επωάστηκε με την 

μεμβράνηνιτροκυτταρίνης για τουλάχιστον 12hrs στους 40C. Mετά την 

επώαση η μεμβράνηξεπλύθηκε με διάλυμαTBST και τα ειδικά προς το 

αντιγόνοαντισώματαεκλούστηκαν από αυτό με διάλυμαέκλουσης 

(gentleAg/AbElutionbuffer ,PierceProteinResearchproducts). Η έκλουσηέγινε 

σε τελικόόγκοίδιο με αυτόν του ορού που χρησιμοποιήθηκεαρχικά και 

έλαβεχωρά με επώαση της νιτροκυτταρίνης με το διάλυμαέκλουσης 2x10min. 

Στα καθαρισμένααντισώματαπροστέθηκεNaN3 και ακολούθησεφύλαξη τους 

στους -200C. 

.2.5.5 Ζυμογραφία καζείνης ζελατίνης 
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Για τα πειράματα αυτά τα πρωτεινικά εκχυλίσματα αναλύθηκαν απουσία 

αναγωγικού παράγοντα. Πιο συγκεκριμενα έγινε προσθήκη υποστρώματος 

καζείνης ή ζελατίνης στα πηκτώματα πολυακρυλαμίδης (τελική συγκέντρωση 

2mgr/ml). Στη συνέχεια τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν, χωρίς να προηγηθεί 

βρασμός τους. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης τα πηκτώματα πλύθηκαν 

εκτενώς με διαλυμα 2% Τriton. Aκολούθησε επώαση των πηκτωμάτων σε 

διαλυμα ενεργοποίησης (50mMtrispH7.5, 150mMNaCl, 5mMCaCl2) στους 

370Cγια 24ώρες. 

2.6 Πλασμιδιακέςκατασκευές 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την 

παραγωγήτμημάτων των γονιδίων ή ολόκληρων των 

γονιδίωνμέσωαλυσιδωτώναντιδράσεωνπολυμεράσηςπαρατίθενται στον 

πίνακα 1. 

 

2.6.1 Πλασμιδιακέςκατασκευές για έκφραση σε βακτηριακάκύτταρα 

Για την πρωτεαση ADAMTS2 έγινεπαραγωγή δυο τμημάτων της σε 

βακτηριακάκύτταρα, προκειμένου να αναπτυχθούναντισώματαέναντιαυτών. 

Το ένα τμήμααντιστοιχεί στο αμινοτελικόάκρο της πρωτεΐνης και 

κλωνοποιήθηκε στον φορέαpGAT2 στις θέσειςπεριοριστικώνενζύμωνNco-

EcoR1. Το τμήμα αυτό του γονιδίουπολλαπλασιάστηκε με 

αλυσιδωτήαντίδρασηπολυμεράσης με τους εκκινητέςTSP3AbFor-

TSP3AbRev, οι οποίοιπεριέχουν στις αλληλουχίες τους τις 

αντίστοιχεςπεριοριστικέςθέσεις.  Το δεύτεροτμήμακλωνοποιήθηκε στον 

φορέαpETM80 στις θέσειςπεριοριστικώνενζύμωνNco-Sac1. Οι εκκινητές που 

χρησιμοποιήθηκαν στην περίπτωση αυτή για την αναπαραγωγή του 

αντίστοιχουτμήματος του γονιδίου είναι οι ΑTS2-AbM80For- ATS2-

AbM80Rev, που επίσηςπεριέχουν στις αλληλουχίες τους τις 

αντίστοιχεςπεριοριστικέςθέσεις.  

Για την παραγωγή του αντιγόνουέναντιADAMTS1 έγινεκλωνοποίησητμήματος 

του γονιδίου με τους εκκινητές ΑΤSF-ATSR στον φορέαpQE30. 

Toτμήμακλωνοποιήθηκε στις περιοριστικέςθέσεις  του φορέαBamH1-EcoR1, 

οι οποίεςπεριέχονται και στην αλληλουχία των εκκινητών.  

Για τα αντιγόναέναντιMMP1, MMP2 και timp η κλωνοποίηση των 

αντίστοιχωντμημάτων των γονιδίωνέγινε στον φορέαpET16b. Και στις τρεις 
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περιπτώσεις τα τμήματακλωνοποιήθηκαν στις περιοριστικέςθέσειςNde1-

BamH1, οι οποίεςπεριέχονται και στις αλληλουχίες των εκκινητών που 

χρησιμοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασμό των τμημάτων των γονιδίων. 

Στην περίπτωση της ΜΜΡ1 οι εκκινητέςαυτοί είναι οι AgMMP1Ab-For-

AgMMP1AbRev, της ΜΜΡ2 είναι οι ΜP2AgFor-MP2AgRev και στην 

περίπτωση του timp Οι εκκινητές είναι οι AgNtimpFor-AgNtimpRev. 

Πρέπει να σημειωθεί ότι για όλες τις κατασκευές ο σχεδιασμός των εκκινητών 

έγινε με τέτοιο τρόπο ώστε τα αντίστοιχα τμήματα των γονιδίων να 

εκφράζονται στα βακτηριακά κύτταρα με μια ουρά ιστιδίνης στο αμινοτελικό 

τους άκρο, χωρίς να χαλάσει το αναγνωστικό τους πλαίσιο.   

 

2.6.2 Πλασμιδιακέςκατασκευές για πειράματα σιώπησης 
Όλες οι πλασμιδιακέςκατασκευές για τα πειράματα σιωπησης 

πραγματοποιήθηκαν στον φορέαpll10. Για το γονίδιοADAMTS2 

πολλαπλασιάστηκετμήμα του με 

αλυσιδωτήαντίδρασηπολυμεράσηςχρησιμοποιώντας τους εκκινητέςTS2F-

TS2R. Aυτοίπεριέχουν στο 5 άκρο της αλληλουχίας τους τις 

περιοριστικέςθέσειςBamH1 και EcoR1 αντίστοιχα. Σε αυτές τις 

περιοριστικέςθέσειςέγινε και η κλωνοποίηση του τμήματος του 

γονιδίουADAMTS2. Στις υπόλοιπεςπεριπτώσεις τα τμήματα των γονιδίων που 

χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή του δίκλωνουRNAκλωνοποιούνταν 

στον ενδιάμεσοφορέαPCRIItopo, μεταξύ δυο θέσεωνEcoRI. Το 

τμήμααπομονώνονταν από τον ενδιάμεσοφορέα με πέψη με EcoRI και 

κλωνοποιούνταν στον pll10 στην ίδιαπεριοριστικήθέση. Στην περίπτωση αυτή 

η κλωνοποίηση δεν ήταναναγκαίο να γίνει με συγκεκριμένοπροσανατολισμό. 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκανπαρατίθενται στον 

πίνακα 1.  

  
2.6.3 Πλασμιδιακέςκατασκευές για διαγονιδιακάπαράσιτα 

Για την έκφραση του  timp σε ωοκινετες, το κομμάτι του timp που εκφράζει τον 

ενεργόαναστολέα (AgNtimp) εκφράστηκε ως χιμαιρικόμόριο με το 

σηματοδοτικο πεπτίδιο της πλασμωδιακήςπρωτεΐνηςCTRP. Η έκφραση του 

χιμαιρικούαναστολέαελέγχονταν από τον υποκινητή του 

ίδιουπλασμωδιακούγονιδίουCTRP, το οποίοεκφράζεται στο στάδιο του 
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ζυγώτη και του ωοκινετη. Το 3’ UTR του χιμαιρικούγονιδίουαποτελούσε το 

3’UTR του πλασμωδιακούγονιδίουPbs21.  

To σηματοδοτικο πεπτίδιο του CTRPσυντέθηκε ως 5-3 και 3-5 εκκινητής 

(CTRPSPFor, CTRPSPRev). Οι εκκινητέςείχανprotrudingάκρα των 

περιοριστικώνενζύμωνBamH1 και NdE1 στο 5 και στο 3 άκρο τους αντίστοιχα. 

Το ενεργότμήμα του γονιδίουtimpκλωνοποιήθηκε στον φορέαPCRIItopo με 

τους εκκινητές ΑgNtimpFor και BergheitimpRev, οι οποίοιπεριείχαν στην 

αλληλουχία τους τις περιοριστικέςθέσειςNdeΙ και NotI. Ο 

φορέαςPCRIItopoάνοιξε με BamH1 NdeIπροκειμένου να κλωνοποιηθεί στο 5 

άκρο του AgNtimp το CTRP σηματοδοτικο πεπτίδιο. Στη συνέχεια το 

χιμαιρικόγονίδιοκλωνοποιήθηκε στον ενδιάμεσοφορέαpCp~S σαν BamHI-

NotIκομμάτιανάμεσα στον υποκινητήCTRP και στο 3’UTR του Pbs21. 

Hκασέτα, εκκινητήCTRP, cDNA ΑgNtimpυπό σηματοδοτικο πεπτίδιοCTRP και 

3’UTRPbs21, απομονώθηκε από τον ενδιάμεσοφορέα και κλωνοποιήθηκε 

στον φορέαμετασχηματισμού του πλασμωδίουpDEF-TgDHFR/DSSU με το 

περιοριστικό ενζυμο EcoRV. Αυτό το τελικόπλασμίδιομετασχηματισμούpDEF-

TgDHFR/DSSUΑgNtimpCTRPSPπεριέχει το dssu-rrna με το οποίο και γινεται 

ο ανασυνδιασμός κατά τον μετασχηματισμό του παρασίτου. Επιπλέον στον 

φορέα αυτό περιέχεται και το γονίδιο που προσδίδειανθεκτικότητα στην 

πυριμεθαμινη (Toxoplasmagondiidhfr/tsυπόυποκινητήpbeef-1aa), 

προσφέρονταςέτσι τη δυνατότηταεπιλογήςμετασχηματισμένωνπαρασίτων. Nα 

σημειωθεί ότι στο τελικόπλασμίδιομετασχηματισμούέγινε πέψη πριν τη χρήση 

του με μια περιοριστικήθέση που περιέχεταιμόνο μια φορά στην αλληλουχία 

του φορέα. 

 

2.6.4 Πλασμιδιακέςκατασκευές για μετασχηματισμόκυτταρικώνσειρών 

Όλες οι πλασμιδιακές κατασκευές που θα περιγράφουν παρακάτω έγιναν 

στον φορέα TETOplink, ο οποίος περιέχει ρυθμιστικά στοιχειά tetop ή 

tetoplink-a1AT, ο οποίος περιέχει το σηματοδοτικο πεπτίδιο της α1ΑΤ 

κλωνοποιημένο στις περιοριστικές θέσεις EcoRI -BglII του φορέα ΤΕΤΟplink. 

Η κλωνοποίηση του σηματοδοτικούπεπτιδίουέγινε με πολλαπλασιασμό του με 

PCR, πέψη με MfeI, BglII και κλωνοποίηση στις αντίστοιχεςθέσεις του φορέα 

(Σταματακη Αγάπη).  
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Η πλασμιδιακήκατασκευή ΤΕΤΟplink-MP1ORFέγινε με πολλαπλασιασμό του 

αναγνωστικούπλαισίου της ΜΜΡ1 με PCR με τους εκκινητέςMP1ORF-

Up/MP1ORFLw, οι οποίοπεριέχουν στην αλληλουχία τους τις 

περιοριστικέςθέσειςEcoRI- XhoIαντίστοιχα. Το προϊόν της 

αλυσιδωτήςαντίδρασηςπολυμεράσηςκλωνοποιήθηκε στον ΤΕΤΟplink με τα 

αντίστοιχα ενζυμα. 

Η πλασμιδιακήκατασκευή ΤΕΤΟplink-AgtimpORFέγινε με πολλαπλασιασμό 

και πάλι του αναγνωστικούπλαισίου του timp με τους 

εκκινητέςAgtimpORFUp/AgtimpORFLw. Οι εκκινητέςαυτοίπεριέχουν στην 

αλληλουχία τους τα ίδιαπεριοριστικά ενζυμα με αυτά που χρησιμοποιήθηκαν 

στην περίπτωση της ΜΜΡ1 και η στρατηγικήκλωνοποίησης που 

ακολουθήθηκεήτανίδια. 

Στην πλασμιδιακήκατασκευή ΤΕΤΟplink- MP1-3xmyc-Ntag το προπεπτίδιο 

και το ενδογενές σηματοδοτικο πεπτίδιο της ΜΜΡ1 αντικαταστάθηκαν από το 

σηματοδοτικο πεπτίδιο της α1ΑΤ και τον επίτοπο 3xmyc. Για αυτή την 

κατασκευή ο επίτοπος 3xmycπολλαπλασιάστηκε με PCRχρησιμοποιώντας 

τους εκκινητές 3xmycFor-3xmycRev, οι οποίοιπεριέχουν στην αλληλουχία 

τους τις περιοριστικέςθέσειςEcoR1-NdeIαντίστοιχα. Το cDNA της 

ενεργοποιημένης ΜΜΡ1 πολλαπλασιάστηκε με PCRχρησιμοποιώντας τους 

εκκινητές ΜΡ1w/opropeptideFor-MP1w/opropeptideRev, οι οποίοιπεριέχουν 

στις αλληλουχίες τους τις περιοριστικέςθέσειςNdeI-EcoRIαντίστοιχα. Η 

κλωνοποίηση των δυο αυτώντμημάτων, του επιτόπου και του cDNA της 

ενεργοποιημένης ΜΜΡ1, έγινεταυτόχρονα στην περιοριστικήθέση του 

φορέαTETOplink-a1AT ΜfeI. Επιλέχτηκαν οι κλώνοιαυτοί στους οποίους η 

κλωνοποίηση των δυο τμημάτωνείχεγίνει με τον σωστόπροσανατολισμό.  

Στην πλασμιδιακήκατασκευή ΤΕΤΟplink-MP2-3xmyc-Ntag η στρατηγική της 

κλωνοποίησηςήτανίδια με αυτή που χρησιμοποιηθηκε στην περίπτωση της 

ΜΜΡ1. Για τον πολλαπλασιασμό του cDNA της ενεργοποιημένης μορφης της 

ΜΜΡ2 χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές ΜΡ2w/opropeptideFor-

MP2w/opropeptideRev. 

Στην πλασμιδιακήκατασκευή ΤΕΤΟplink-MP1-10xHisV5-Ntag το προπεπτίδιο 

και το ενδογενές σηματοδοτικο πεπτίδιο της ΜΜΡ1 αντικαταστηθηκαν από το 

σηματοδοτικο πεπτίδιο της a1AT και τον επιτοπο 10xHisV5. O επιτοπος 

συντεθηκε ως 5-3 και 3-5 εκκινητης. Στην αλληλουχίααυτών των εκκινητων 
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περιεχονται τα protruding ακρα των περιοριστικων θεσεων BglII και NdeI (5’ 

και 3’ αντίστοιχα). Η τελικη κατασκευήπρόεκυψεμετά από 

ταυτόχρονηκλωνοποίηση του δίκλωνουεπιτόπου 10xHisV5 και του 

ενεργοποιημένουcDNA της ΜΜΡ1 που είχεχρησιμοποιηθεί και στην 

περίπτωση της κατασκευής ΤΕΤΟplink-MP1-3xmyc-Ntag (ΝdeI-

EcoRIκομμάτι) στις περιοριστικέςθέσεις του φορέα ΤΕΤΟplink-a1ATBglII και 

MfeI.  

Στην πλασμιδιακήκατασκευή ΤΕΤΟplink-AgNtimp-10xHisV5-Ntag το 

ενδογενές σηματοδοτικο πεπτίδιο του αναστολέααντικαταστήθηκε από το 

σηματοδοτικο πεπτίδιο της α1ΑΤ και τον επίτοπο 10xHisV5. TocDNA που 

αντιστοιχεί στο ΑgNtimpπολλαπλασιάστηκε με PCR. Η κλωνοποίηση στον 

φορέαTETOplinka1ATέγινε όπως και στην προηγούμενηπερίπτωση στις 

περιοριστικέςθέσειςBglII-XhoI. 

Για την πλασμιδιακήκατασκευήTETOplink-MMP1-10xHisV5Ntag-3xmycCtag 

το cDNA της ενεργοποιημένηςμορφής της ΜΜΡ1, που είχεχρησιμοποιηθεί και 

για τις προηγούμενεςκατασκευέςκλωνοποιήθηκε στον φορέαPCRIItopo. 

Aκολούθησεπέψη του φορέα, με τα περιοριστικά ενζυμα Spe-HindIII, 

προκειμένου να απομακρυνθεί η περιοριστικήθέσηBamHIαυτού, και 

επανασύνδεση του, μετά από γέμισμα των άκρων του με Klenow. Στη 

συνεχείακλωνοποιήθηκε στην περιοριστικήθέσηBamHI της ΜΜΡ1 ο επίτοπος 

3xmyc, oοποίοςείχεπροκύψειμετά από PCR με τους εκκινητές 3xmycCtagFor-

3xmycCtagRev. Στην αλληλουχία των εκκινητώναυτώνείχεπροστεθεί η 

περιοριστικήθέσηBamHI, καθώς και τα απαραίτητανουκλεοτίδιαπροκειμένου 

να μην χαλάσει το αναγνωστικόπλαίσιο της ΜΜΡ1. Το χιμαιρικόcDNA ΜΜΡ1-

3xmycCtagκλωνοποιήθηκε στις περιοριστικέςθέσειςBglII-MfeI του 

φορέαTETOplink-aiATμαζί με τον επίτροπο 10xHisV5, που 

είχεχρησιμοποιηθεί και στις προηγούμενεςκατασκευές.   
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Πίνακας 1Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν 
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3xmycCtagRev GGATCCCCAAGATCTTCCTCTGAGATGAG TETOPlink‐MMP1N/Ctag

εκφραση ενεργοποιημενης μορφης ΜΜΡ1 σε 
αιμοκυτταρικες σειρες με προσθηκη επιτοπου 
10xHisV5 στο αμινοτελικο ακρο και 3xmyc στο 
καρβοξυτελικο ακρο

ΜΜΡ1

10xHisV5Foroligo
GATCTCAGCAGCATCACCACCATCATCACCATCACC
ACCACCACGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCG
GTCTCGATTCTACGCA

TETOPlink‐MMP1N/Ctag

εκφραση ενεργοποιημενης μορφης ΜΜΡ1 σε 
αιμοκυτταρικες σειρες με προσθηκη επιτοπου 
10xHisV5 στο αμινοτελικο ακρο και 3xmyc στο 
καρβοξυτελικο ακρο

ΜΜΡ1

10xHisV5Revoligo
TATGCGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGG
GATAGGCTTACCGTGGTGGTGATGGTGATGATGGT
GGTGATGCTGCTGA

TETOPlink‐MMP1N/Ctag

εκφραση ενεργοποιημενης μορφης ΜΜΡ1 σε 
αιμοκυτταρικες σειρες με προσθηκη επιτοπου 
10xHisV5 στο αμινοτελικο ακρο και 3xmyc στο 
καρβοξυτελικο ακρο

ΜΜΡ1

ΜP1isoform Rev CTAGGAAAAAGGGGAGCCAG
Αλληλουχια εναλλακτικης ισομορφης που 
εκφραζεται στα αιμοκυτταρα

ΜΜΡ1

ΑgMMP2‐Up GAGTTGGATGCGGGACAGGTC pll10MMP2 κατασκευη δικλωνου RNA εναντι ΜΜΡ2 MMP2
AgMMP2‐Lw TGCGCGGTCCATAGATCGATT pll10MMP2 κατασκευη δικλωνου RNA εναντι ΜΜΡ2 MMP2
MP2AgFor AAACATATGACAACACGGCGACC pET16bMMP2Ag παραγωγη αντιγονου εναντι ΜΜΡ2 MMP2
MP2AgRev AAAGGATCCTCACAGTGGTCTCGG pET16bMMP2Ag παραγωγη αντιγονου εναντι ΜΜΡ2 MMP2
rtMMP2‐Up TGGTCGACTCTACTGGAAATTC Real‐time PCR MMP2
rtMMP2‐Lw GCCCTTGAAGAAGTACGTCT Real‐time PCR MMP2

MP2 w/o propeptide 
For

AAACATATGCGCCCTTTGCTACACAGTTTG ΤΕΤΟPlink‐MP2
εκφραση ενεργοποιημενης μορφης ΜΜΡ2 σε 
αιμοκυτταρικες σειρες με προσθηκη επιτοπου 
3xmyc στο αμινοτελικο ακρο

MMP2

MP2 w/o propeptide 
Rev

AAACTCGAGTTAAGCGTAATGTTTGGAAAAGTG ΤΕΤΟPlink‐MP2
εκφραση ενεργοποιημενης μορφης ΜΜΡ2 σε 
αιμοκυτταρικες σειρες με προσθηκη επιτοπου 
3xmyc στο αμινοτελικο ακρο

MMP2

Agtimp‐up GGATGCGTACAAGATTGCAATC pll10‐timp κατασκευη δικλωνου RNA εναντι timp TIMP
Agtimp‐Lw TCACGGGTACTTGGGACTATT pll10‐timp κατασκευη δικλωνου RNA εναντι timp TIMP
rttimp‐Up GGATGGTGATGCTTCCCAC Real‐time PCR TIMP
rttimp‐Lw CAACACTTGTGCAACGATTACG Real‐time PCR TIMP
AgNtimp‐For AAAAACATATGTGCAGCTGCCTCCCGCAGCAT pET16b‐timp παραγωγη αντιγονου εναντι timp TIMP
AgNtimp‐Rev AAAAAGGATCCTCAGCCCTTGCGATAGACGCCG pET16b‐timp παραγωγη αντιγονου εναντι timp TIMP

AgtimpORF‐For GGATGAAGACGAACCGTCTGCTA TETOPlink‐timp
εκφραση αναγνωστικου πλαισιου timp σε 
αιμοκυτταρικες σειρες

TIMP

AgtimpORF‐Rev 
(Agtimp‐Lw)

TCACGGGTACTTGGGACTATT TETOPlink‐timp
εκφραση αναγνωστικου πλαισιου timp σε 
αιμοκυτταρικες σειρες

TIMP

Βergheitimp‐For 
(CTRP SP)

GATCCATGAACAAAAAATTTGTGTTAGCATTGTCTT
ATTTAGTACTATGTGTGCATTTTATTATAGCACA

εκφραση ΑgNtimp σε παρασιτα P.berghei με 
σηματοδοτικο πεπτιδιο CTRP

TIMP

Bergheitimp‐Rev 
(CTRP SP)

TATGTGCTATAATAAAATGCACACATAGTACTAAAT
AAGACAATGCTAACACAAATTTTTTGTTCATG

εκφραση ΑgNtimp σε παρασιτα P.berghei με 
σηματοδοτικο πεπτιδιο CTRP

TIMP

Bergheitimp‐For 
(AgNtimp‐For)

AAAAACATATGTGCAGCTGCCTCCCGCAGCAT
εκφραση ΑgNtimp σε παρασιτα P.berghei με 
σηματοδοτικο πεπτιδιο CTRP

TIMP

Bergheitimp‐Rev AAAGCGGCCGCTCAGCCCTTGCGATAGACGCCG
εκφραση ΑgNtimp σε παρασιτα P.berghei με 
σηματοδοτικο πεπτιδιο CTRP

TIMP

S7 (rt) F GTGCGCGAGTTGGAGAAGA Real‐time PCR
S8 (rt) R ATCGGTTTGGGCAGAATGC Real‐time PCR  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Πίνακας 2Αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν και 
προτεινόμενεςσυγκεντρώσεις 
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Ονομα 
αντισωματος/χρωστικης 

Προτεινομενη 
συγκεντρωση σε 
πειραματα 
ανοσοαποτυπωσης 

Προτεινομενη 
συγκεντρωση σε 
πειραματα 
ανοσοιστοχημειας 

Α-ΜΜΡ1 1:500 1:200 

a-tubulin 1:1000  

a-Pbs21  1:1000 

a-PbCap380  1:1000 

Falloidin  1:300 

a-integrin  1:1000 

a-timp 1:200 1:200 

Topro  1:1000 

a-myc 1:1000 1:1000 

a-GFP 1:1000  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

 

Ταυτοποίηση μεταλλοπρωτεασών 
εξωκυττάριας μήτρας στον 

οργανισμόAnophelesgambiae 
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1.1  Επιλογή μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας στοιβάδας – Κριτήρια 
επιλογής για περαιτέρω μελέτη. 

 

Η εμπλοκή των μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας στοιβάδας και των 

αναστολέων τους σε βιολογικές διαδικασίες (ανοσολογικές αποκρίσεις, 

αναδιάταξη επιθηλίων), ανάλογες με αυτές που λαμβάνουν χώρα κατά την 

διείσδυση του παρασίτου μέσα από το μεσεντερικό επιθήλιο, οδήγησε όπως 

αναφέρθηκε και στην εισαγωγή στην επιλογή τους για περαιτέρω μελέτη.  

Μετά από μια πρώτη αρχική ταυτοποίηση των γονιδίων θεωρήθηκε σημαντικό 

αυτά να τηρούν τις παρακάτω προϋποθέσεις ώστε να μελετηθούν 

λεπτομερώς:  
Α) Έκφραση τους στο μεσεντερικό επιθήλιο. Όπως αναφέρθηκε και στην 

εισαγωγή η διέλευση του παρασίτου μέσα από το μεσεντερικό επιθήλιο είναι μια 

σημαντική διεργασία στο κύκλο ζωής του παρασίτου μέσα στο κουνούπι, κατά 

την οποία το παράσιτο σημειώνει τις μεγαλύτερες του απώλειες. Γι’αυτον τον 

λόγο έκφραση των γονιδίων στο μεσεντερικό επιθήλιο του κουνουπιού αποτελεί 

βασικό κριτήριο επιλογής τους για περαιτέρω μελέτη.  

Β) Πιθανή μεταγραφική ρύθμιση μετά από ερεθίσματα αιματοφαγίας ή/και 

μόλυνσης με παράσιτο. Κάτι τέτοιο, χωρίς να είναι απόλυτο θα μπορούσε να 

υποδηλώνει πιθανή εμπλοκή των γονιδιακών προϊόντων στην διαδικασία 

διέλευσης του ωοκινέτη και επακόλουθης επούλωσης του επιθηλίου. 

Γ) Φυλογενετικές τους σχέσεις με ομόλογα από συγγενείς οργανισμούς ήδη 

χαρακτηρισμένα γονίδια ή/και παράλογα γονίδια.  Οι πληροφορίες από τις 

φυλογενετικές σχέσεις με ομόλογα γονίδια, εφόσον υποδεικνύουν λειτουργικούς 

ρόλους διαφορετικούς από αυτούς που ενδιαφέρουν την συγκεκριμένη μελέτη, 

θα μπορούσαν σε συνδυασμό με τα παραπάνω να αποκλείσουν γονίδια από 

περαιτέρω μελέτη.  

 

1.2 Ταυτοποίηση γονιδίων της οικογένειας των μεταλλοπρωτεασων 
εξωκυτταριας στοιβάδας και των αναστολέων τους  
Προκειμένου να ταυτοποιηθούν πιθανά γονίδια μεταλλοπρωτεασων 

εξωκυτταριας μήτρας και αναστολέων τους έγινε αναζήτηση στο 

δημοσιευμένο γονιδιώμα του οργανισμού An. Gambiae (www.anobase.org,  

www.ensembl.org ) υπό τους όρους IPR001818, IPR001590 και ΙPR001820.  
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Οι κωδικοί αυτοί αντιστοιχούν στα ενεργά τμήματα των πρωτεασών της 

οικογένειας ΜΜΡs (IPR001818), ADAMs και ADAMTSs (IPR001590) και του 

αναστολέα τους TIMP(IPR001820) και ουσιαστικά περιγράφουν τα βασικά 

χαρακτηριστικά των ενεργών τμημάτων των μορίων αυτών. Στην περίπτωση 

των μεταλλοπρωτεασών τα χαρακτηριστικά αυτά είναι: α) η παρουσία της 

αλληλουχίας HEXXHXXGXXH το σημείο δηλαδή πρόσδεσης ψευδαργύρου. 

β) η παρουσία του καταλοίπου μεθιονίνης στο 3 άκρο του ενεργού κέντρου.  

γ) η παρουσία της κυστεϊνης στο προπεπτίδιο των μορίων που διατηρεί τα 

ένζυμα ανενεργά. δ) Η παρουσία για κάθε μια από τις οικογένειες των 

μεταλλοπρωτεασών (MMPs, ADAMs και ADAMTSs) των επιπλέον 

καρβοξυτελικών τμημάτων υπευθύνων για την αλληλεπίδραση των ένζυμων 

με τα υποστρώματα τους (adhesivedomains). Στην περίπτωση του αναστολέα 

TIMP το βασικότερο χαρακτηριστικό του ενεργού τους τμήματος είναι η 

παρουσία 12 κυστεινών, που αλληλεπιδρούν μεταξύ τους με δισουλφιδικούς 

δεσμούς, όπως αναφερθηκε και στην εισαγωγή. 

Η παραπάνω αναζήτηση οδήγησε στην ταυτοποίηση των αλληλουχιών με 

IDsΑGAP006904, AGAP011870, AGAP003929 ως πιθανά γονίδια που 

κωδικοποιούν ΜΜPs, των AGAP003496, AGAP003498, AGAP000974, 
AGAP002381, ΑGAP003070, AGAP008790 ως πιθανά γονίδια που 

κωδικοποιούν ADAMs, των AGAP001113, AGAP004201,AGAP004961 ως 
πιθανά γονίδια που κωδικοποιούν ΑDAMTSs και του AGAP003319 ως 

πιθανό γονίδιο που κωδικοποιείTIMP. 

Ανάλυση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών που κωδικοποιούνται από τα 

παραπάνω πιθανά γονίδια με προγράμματα πρόβλεψης πρωτεϊνικών δομών 

( http://smart.embl-heidelberg.de/ ) επιβεβαίωσε ότι οι περισσότερες από 

αυτές φέρουν και τα επιπλέον τμήματα (adhesivedomains) υπεύθυνα για την 

αλληλεπίδραση με τα υποστρώματα τους κι  επομένως αξίζει να μελετηθούν 

περαιτέρω. Από την περαιτέρω μελέτη αποκλείστηκε η αλληλουχία 

AGAP004961 αφού δεν ικανοποιούσε την παραπάνω προϋπόθεση.  

Η επιλογή των παραπάνω γονιδίων στηρίχτηκε και σε πληροφορίες, όπου 

υπήρχαν, από ομολογίες με άλλους ασπόνδυλους (Drosophilamelanogaster, 

Αedesaegypti, Culexpipiens) και σπονδυλωτούς οργανισμούς σχ.1α, σχ.2α, 

σχ.3α, σχ.4α. Βάσει αυτών των πληροφοριών αποκλείστηκαν από την 

παραπέρα μελέτη τα γονίδια AGAP002381, ΑGAP003070, AGAP008790, 
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αφού αυτά φαίνεται από το φυλογενετικό δέντρο (σχ2α) να αποτελούν 

ομόλογα των ήδη χαρακτηρισμένων στην Drosophila γονιδίων TACE, 

Kuzbanian και kuzbanian-like. Τα γονίδια αυτά παίζουν βασικό ρόλο σε 

αναπτυξιακές διαδικασίες που δεν αφορούν όμως την συγκεκριμένη μελέτη 

(Nye 1997). 

Συνοπτικά, συνδυάζοντας τις πληροφορίες που προκύπτουν από τις 

πρωτεϊνικές αλληλουχίες και τις ομολογίες των παραπάνω γονιδίων 

προκύπτει για τις μεν MMPs ότι και τα τρία ταυτοποιημένα γονίδια αυτής της 

οικογένειας, τα οποία στο εξής θα αναφέρονται ως ΜΜΡ1 (AGAP006904) 

MMP2 (AGAP011870) και MMP3(AGAP003929) έχουν την χαρακτηριστική 

για την οικογένεια αυτή κεντρική πρωτεϊνική δομή όπως περιγράφηκε στη 

εισαγωγή (σηματοδοτικο πεπτίδιο, προπεπτίδιο, metalloproteasedomain και 

hemopexindomains) με εξαίρεση την ΜΜΡ2 σχ.1β. 

 Συγκεκριμένα για το γονίδιο αυτό η βάση δεδομένων δεν προβλέπει την 

έκφραση σηματοδοτικού πεπτιδίου και προπεπτιδίου, γεγονός που οδηγεί 

στην πιθανότητα λάθους στην δημοσιευμένη αλληλουχία, αφού κάτι παρόμοιο 

είναι πολύ σπάνιο για την οικογένεια αυτή. Παρόμοια περίπτωση φαίνεται να 

είναι αυτή της μεταλλοπρωτεάσης stromelysin 3 στον άνθρωπο που 

περιγράφηκε και στην εισαγωγή, όπου μια εναλλακτική ισομορφή του γονιδίου 

φαίνεται ότι εκφράζει πρωτεϊνικό προϊόν που διατηρεί τα metalloprotease και 

hemopexindomains του, αλλά όχι το σηματοδοτικο πεπτίδιο και το 

προπεπτίδιο του, εκφράζεται δηλαδή ως ενεργή μεταλλοπρωτεάση και 

εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων(Luo, Mari et al. 2002). 

Επιπλέον η ΜΜΡ23 στον άνθρωπο εκφράζεται χωρίς σηματοδοτικο πεπτίδιο, 

με ένα ασυνήθιστα μικρό σε σχέση με τις υπόλοιπες μεταλλοπρωτεασες 

προπεπτίδιο στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων(Velasco, Pendas et al. 

1999). 

 Παρά την έλλειψη σηματοδοτικού πεπτιδίου, προγράμματα πρόβλεψης 

πρωτεϊνικής δομής, αλλά και τοπολογίας πρωτεϊνών δείχνουν ότι το 

πρωτεϊνικό προϊόν του γονιδίου MMP2 περιέχει metalloproteasedomain, 

τέσσερα hemopexindomains κι ένα  διαμεμβρανικό τμήμα στο καρβοξυτελικό 

του άκρο. 

Το γονίδιο ΜΜΡ1 προβλέπεται από τη βάση δεδομένων να έχει τρία 

εναλλακτικά μετάγραφα, τα οποία διαφέρουν μεταξύ τους ως προς το 
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5’UTR(untranslatedregion) αλλά εκφράζουν το ίδιο πρωτεϊνικό προϊόν. Αυτό 

σύμφωνα με το πρόγραμμα πρόβλεψης πρωτεϊνικής δομής φαίνεται να είναι  

διαμεμβρανικό με το αμινοτελικό του άκρο να βρίσκεται στον εξωκυτταριο 

χώρο.  

Το πρωτεϊνικό προϊόν του MMP3 γονιδίου δεν φαίνεται να είναι 

διαμεμβρανικό, ούτε προβλέπεται να είναι GPI-anchored. Η παρουσία 

ωστόσο σηματοδοτικού πεπτιδίου στο αμινοτελικό του άκρο φαίνεται να 

καθιστά πιθανότερη την έκκριση του από το κύτταρο. 

Οι φυλογενετικές σχέσεις των γονιδίων της οικογένειας των MMPs φαίνονται 

στο φυλογενετικό δέντρο (σχ1α). Από αυτό προκύπτει ότι τα γονίδια ΜΜΡ1 

και ΜΜΡ2 του κουνουπιού είναι ομόλογα με τα αντίστοιχα ήδη 

χαρακτηρισμένα γονίδια MMP1 και ΜΜΡ2 της Drosophila. Όπως και στη 

Drosophila όμως τα δύο αυτά γονίδια φαίνεται να απέχουν φυλογενετικά 

μεταξύ τους. Αντίθετα στην ίδια φυλογενετική ομάδα με το ΜΜΡ2 γονίδιο 

ανήκει το γονίδιο ΜΜΡ3 του Ανωφελούς το οποίο όμως απουσιάζει από την 

Drosophila. Πρέπει να σημειωθεί εδώ παρόλο που δε φαίνεται στο 

φυλογενετικό δέντρο ότι για την Drosophila έχουν αναφερθεί δυο ισομορφές 

για το MMP1 γονίδιο (Page-McCaw, Serano et al. 2003). Οι δυο ισομορφές 

διαφοροποιούνται στα πρωτεϊνικά προϊόντα που εκφράζουν, αφού έχουν 

διαφορετικό καρβοξυτελικό άκρο(Zhang, Dailey et al. 2006).  

Σύγκριση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών των μεταλλοπρωτεασών του 

Ανωφελούς  αυτής της οικογένειας με τις αντίστοιχες μεταλλοπρωτεάσες της 

Drosophila (σχήμα 1γ) επιβεβαιώνει τις φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ των 

μορίων ενώ αποκαλύπτει και μεγάλη συντήρηση αμινοξικών κατολοίπων που 

παίζουν σημαντικό ρόλο στην ενεργοτητα των μορίων, όπως είναι γνωστό 

από άλλους οργανισμούς κι έχει ήδη συζητηθεί στην εισαγωγή. Τέτοια 

αμινοξικά κατάλοιπα είναι η συντηρημένη κυστείνη και μεθιονίνη του 

προπεπτιδίου και του ενεργού κέντρου αντίστοιχα, η furincleavagesite, θέση 

στην οποία κόβει η furin προκειμένου να απομακρυνθεί το προπεπτίδιο,  το 

Znbindingdomain, που είναι το κέντρο ενεργοτητας του μορίου, αλλά και τα 

hemopexindomains, τα οποία φαίνεται να παρουσιάζουν συντήρηση όχι μόνο 

ως προς την αμινοξική αλληλουχία τους, αλλά και ως προς τον αριθμό τους 

(4). Λιγότερο συντηρημένες περιοχές φαίνεται να είναι η περιοχή hinge και το 

καρβοξυτελικό άκρο των μορίων.  Συγκεκριμένα η περιοχή hinge της ΜΜΡ1 
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στον Ανωφελή και τη Δροσόφιλα φαίνεται να είναι σχετικά μικρή. Αντίθετα η 

περιοχή hinge της ΜΜΡ2 και στους δυο οργανισμούς είναι ιδιαίτερα 

εκτεταμένη και χαρακτηρίζεται από την παρουσία πολλαπλών επαναλήψεων 

συγκεκριμένων αμινοξικών καταλοίπων. Στην περίπτωση της ΜΜΡ2 του 

Ανωφελούς πρόκειται για επαναλήψεις θρεονίνης, ενώ στην περίπτωση της 

Δροσόφιλας είναι επαναλήψεις της αλληλουχίας: γλουταμίνη, γλουταμικό, 

αργινίνη. Σε ότι αφορά τα καρβοξυτελικά άκρα των μορίων η αμινοξική τους 

αλληλουχία καθορίζει και την προβλεπόμενη τοπολογία τους. Ετσι η ΜΜΡ1  

του Ανωφελους περιέχει ένα πιθανά διαμεμβρανικό τμήμα, ενώ η αντίστοιχη 

της Drosophila προβλέπεται να αλληλεπιδρά με την μεμβράνη μέσω ενός 

GPI-anchor. Τόσο η ΜΜΡ2 του Ανωφελούς, όσο και της Drosophila 

προβλέπονται να είναι τοποθετημένες στην μεμβρανη μεσω ενός GPI-anchor.     

Η πρωτεϊνική αλληλουχία των γονιδίων AGAP001113 και 

AGAP004201 (θα αναφέρονται ως ADAMTS1 και ADAMTS2 αντίστοιχα) είναι 

η χαρακτηριστική για αυτή την οικογένεια (σχ.2β), περιέχουν δηλαδή τα 

χαρακτηριστικά για την οικογένεια των ADAMTSsmetalloproteasedomain, 

spacerdomain και thombospondinrepeats (TSPs). H πρωτεΐνη ADAMTS2 

περιέχει στο καρβοξυτελικό της άκρο ένα επιπλέον domain, το gondomain, το 

οποίο την κατηγοριοποιεί στην ομάδα των gonADAMTSs, όπως φαίνεται και 

στο φυλογενετικό δέντρο. Από την ομάδα αυτή των γονιδίων έχει 

χαρακτηριστεί το γονίδιο gon-1 του οργανισμού C.elegans, το οποίο 

λειτουργικά φαίνεται να μετέχει στην μορφογένεση των γονάδων του 

οργανισμού (Meighan, Cram et al. 2004). 

Όπως φαίνεται και από το φυλογενετικό δέντρο (σχ2β) τα δυο γονίδια των 

ADAMTSs του Ανωφελούς απέχουν μεταξύ τους και σχηματίζουν, μαζί με τα 

ομόλογα τους σταάλλα είδη κουνουπιών και στη Δροσόφιλα, διαφορετικές 

ομάδες. Συγκρινόμενες οι πρωτεϊνικές αλληλουχίες των ADAMTS1 του 

κουνουπιού και του ομόλογου του στην Δροσόφιλα (DmADAMTS1) 

εμφανίζουν μεγάλη συντήρηση τόσο στις περιοχές που αντιστοιχούν στα 

χαρακτηριστικά για αυτές τις πρωτεΐνες domains, όσο και έξω από αυτά 

(σχ2γ,β). Το ίδιο συμβαίνει και με τιςADAMTS2 του Ανωφελούς και του 

ομόλογου του στην Δροσόφιλα (DmADAMTS2) (σχ2γ,α). Για την σύγκριση 

αυτή χρησιμοποιήθηκε η πρωτεϊνική αλληλουχία μόνο της μιας από τις δυο 

ισομορφές του γονιδίου DmADAMTS2 που εκφράζονται στην Δροσόφιλα. Ο 
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λόγος είναι ότι οι δυο ισομορφές διαφέρουν μόνο στο 5’ άκρο τους και 

συγκεκριμένα στην περιοχή που κωδικοποιεί το prodomain της πρωτεάσης.  

Στο σημείο αυτό πρέπει να σημειωθεί ότι στην οικογένεια των ΑDAMTSs 

ανήκουν και άλλα γονίδια, (AGAP010001, AGAP010003, AGAP007792), 

πρωτεϊνικά προϊόντα των οποίων όμως έχουν μόνο τα πρωτεϊνικά τμήματα 

που αντιστοιχούν στα adhesivedomainsκαι στερούνται της αλληλουχίας που 

κωδικοποιεί για την πρωτεολυτική ενεργότητα. Τα γονίδια αυτά ονομάζονται 

ADAMTS-like γονίδια και το πιο καλά χαρακτηρισμένο από αυτά είναι το 

γονίδιο της  pappilin, το οποίο είναι συντηρημένο και στο κουνούπι 

(AGAP001662). Hpapilin είναι συστατικό του βασικού ελάσματος, τόσο στην 

Drosophila, όσο και στο C.elegans, και είναι σημαντική για την εμβρυακή 

ανάπτυξη και των δυο οργανισμών πιθανά λογω αλληλεπίδρασης τόσο με 

αλλά μόρια της εξωκυτταριας μήτρας όσο και με πρωτεάσες της οικογένειας 

των ADAMTSs(Fessler, Kramerovaetal. 2004). 

Τα γονίδια της οικογένειας των ADAMs, τα οποία στο εξής θα αναφέρονται ως 

ADAMB (AGAP003496), ADAMD (AGAP003498) και ADAMH (AGAP000974) 

φαίνεται να κωδικοποιούν πρωτεΐνες με την χαρακτηριστική για αυτήν την 

οικογένεια πρωτεϊνική δομή σχ3β. Βέβαια, το πρωτεϊνικό προϊόν του γονιδίου 

ADAMB φαίνεται να μην περιλαμβάνει κάποιο διαμεμβρανικό τμήμα, παρόλο 

που οι πρωτεασες αυτές γενικότερα είναι διαμεμβρανικές, όπως αναφέρθηκε 

και στην εισαγωγή. Αυτό μπορεί να οφείλεται σε ελλείπεις πληροφορίες για 

��������������������J�������������������������

��J�������������������������������������������

διαμεμβρανική, κάτι που έχει ήδη αναφερθεί για κάποιες ADAMs κυρίως ως 

αποτέλεσμα εναλλακτικού ματίσματος (Edwards, Handsley et al. 2008).  

Πάντως το γονίδιο ADAMB είναι αρκετά κοντά φυλογενετικά με το γονίδιο 

ADAMD, ενώ και τα δυο αυτά γονίδια έχουν ομολογίες με το γονίδιο Νeu-3 της 

Drosophila. Οι φυλογενετικές σχέσεις των τριών γονιδίων φαίνονται τόσο στο 

φυλογενετικό δέντρο σχ3α, όσο και με σύγκριση των πρωτεϊνικών προϊόντων 

τους σχ3γ.  Το γονίδιο Neu-3, που σχετίζεται με την κυτταρική διαφοροποίηση 

(Flybase) φαίνεται να έχει δυο εναλλακτικά μετάγραφα, τα οποία 

κωδικοποιούν δυο διαφορετικά πρωτεϊνικά προϊόντα. Αυτά διαφέρουν μεταξύ 

τους ως προς το καρβοξυτελικό τους άκρο. Ενώ δηλαδή και οι δυο 

εναλλακτικές ισομορφές κωδικοποιούν διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, το 
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πρωτεϊνικό προϊόν της μιας από αυτές φαίνεται να έχει μικρότερη 

κυτταροπλασματική ουρά από το άλλο. Στη σύγκριση των πρωτεϊνικών 

αλληλουχιών των τριών γονιδίων, όπου χρησιμοποιήθηκε η μια από τις δυο 

ισομορφές του γονιδίου Neu-3 φαίνεται ότι η πρωτεΐνη ADAMD βρίσκεται πιο 

κοντά στη Neu-3 της Δροσόφιλας. Πάντως και τα τρία πρωτεϊνικά προϊόντα 

παρουσιάζουν συντήρηση των αλληλουχιών τους στα βασικά δομικά στοιχεία 

τους (furincleavagesite, metalloproteasedomain, disintegrindomain, 

ACRdomain και EGFrepeat). 

 Το γονίδιο ADAMH έχει ομολογία με το γονίδιο mind-meld της Drosophila, 

όπως φαίνεται στο φυλογενετικό δέντρο σχ3α.  Το τελευταίο φαίνεται να 

σχετίζεται με την ανάπτυξη του κεντρικού νευρικού συστήματος του 

οργανισμού (Flybase) και φαίνεται να έχει τρεις εναλλακτικές ισομορφές, τα 

πρωτεϊνικά προϊόντα των οποίων διαφέρουν, όπως και στη περίπτωση του 

γονιδίου Neu-3 στην κυτταροπλασματική τους ουρά. Σύγκριση των 

πρωτεϊνικών αλληλουχιών των δυο γονιδίων ADAMH και mind- meld (sx3γ) 

οδήγησε στη διαπίστωση ότι παρόλο που παρουσιάζουν συντήρηση όλων 

των γνωστών πρωτεϊνικών δομών των ADAMs, φέρουν και τα δυο την ίδια 

σημειακή μετάλλαξη στο κατάλοιπο γλουταμίνη (Ε-Μ) του καταλυτικού τους 

κέντρου, η οποία εφόσον είναι αληθής τα καθιστά ανενεργά. Αναζήτηση 

ομόλογων γονιδίων σε άλλους οργανισμούς έδειξε ότι παρόμοιες περιπτώσεις 

έχουν βρεθεί τόσο στον άνθρωπο, όσο και στον οργανισμό C.elegans. Στον 

τελευταίο το ομόλογο γονίδιο του ADAMH, που ονομάζεται unc-71, φέρει 

επίσης σημειακή μετάλλαξη στο καταλυτικό του κέντρο που το καθιστά 

ανενεργό. Λειτουργικάτο γονίδιο unc-71 σχετίζεται με τη ρύθμιση της 

μετανάστευσης των νευρικών αξόνων μέσω αλληλεπίδρασης με ιντεγκρινες. 

Αν και έχει προταθεί για άλλους οργανισμούς ότι παρόμοιες περιπτώσεις 

ανενεργών ADAMs μπορεί να ασκούν ανασταλτική δράση σε ενεργές ADAMs 

κάτι τέτοιο δεν αποδεδείχθηκε για την περίπτωση του γονιδίου unc-71 

(Huang, Huang et al. 2003). 

Τέλος το μοναδικό γονίδιο που ανήκει στην οικογένεια των αναστολέων 

ΤΙΜΡs έχει το χαρακτηριστικό για την οικογένεια αυτή NTRdomain σχ.4β1 και 

στο εξής θα αναφέρεται ως timp. Πέρα από τη φυλογενετική σχέση μεταξύ του 

αναστολέα timp του κουνουπιού και των ομόλογων αναστολέων άλλων 

οργανισμών, έχει δειχθεί και συντήρηση στην θέση των γονιδίων αυτών μέσα 
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στο γονιδίωμα του κάθε οργανισμού (σπονδυλωτά και ασπόνδυλα). Όλα, 

λοιπόν τα γονίδια που κωδικοποιούν αναστολείς αυτής της οικογένειας 

εντοπίζονται σε ιντρόνια του γονιδίου της synapsin(Pohar, Godenschwege et 

al. 1999). Αυτό φαίνεται να ισχύει και στην περίπτωση του γονιδίου timp του 

Ανωφελούς σχ4β2.  

Σύγκριση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών των αναστολέων του Ανωφελούς και 

της Δροσόφιλα έδειξε συντήρηση κυρίως των καταλοίπων κυστείνης των 

ενεργών περιοχών τους που αποτελεί άλλωστε και το βασικότερο 

χαρακτηριστικό τους 
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Σχ.1α ΦυλογενετικόδέντροMMPs 
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MΜPs 
MMP1 

 
MMP2 

 
MMP3 

 
 
Σχημα1β:Σχηματική απεικόνιση των ταυτοποιημένων από την βάση 

δεδομένων γονιδίων των μεταλλοπρωτεασών της εξωκυττάριας μήτρας και 

των προβλεπόμενων πρωτεϊνικών τους προϊόντων. Τα διαφορετικά χρώματα 

αντιπροσωπεύουν διαφορετικές πρωτεϊνικές δομές και τα αντίστοιχα εξώνια 

από τα οποία αυτές κωδικοποιούνται. Τα βέλη υποδεικνύουν τις θέσεις πάνω 

στο γονίδιο όπου σχεδιάστηκαν εκκινητές για την κλωνοποίηση μέρους των 

γονιδίων και την περιγραφή του μεταγραφικού τους προτύπου. Η παρουσία * 

στα σχήματα δηλώνει ότι η αλληλουχία των γονιδίων, όπως αυτή δίνεται από 

την βάση δεδομένων δεν είναι πλήρης. Για το γονίδιο AGAP006904(MMP1) η 

βάση δεδομένων προβλέπει την ύπαρξη τριών μεταγράφων, τα οποία 

διαφέρουν μεταξύ τους ως προς το 5’UTR. 

 
Σχήμα 1γ.Σύγκριση πρωτεϊνικών αλληλουχιών των γονιδίων της οικογένειας 

του Ανωφελούς με τα γονίδια της ίδιας οικογένειας της Drosophila. Έχουν 

τοποθετηθεί σε πλαίσιο οι αλληλουχίες στις οποίες παρατηρείται μεγαλύτερη 

συντήρηση ( cysteineswitch, furincleavagesite και Ζnbindingdomain). 

Συντήρηση παρατηρείται επίσης στις περιοχές που αντιστοιχούν στα 4 

hemopexindomains (μαύρο, κόκκινο, πράσινο και πορτοκαλί περίγραμμα)των 

μορίων.   
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Σχ2β Φυλογενετικόδέντρο ΑDAMTSs 
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ADAMTSs 
AGAP001113 (ADAMTS1) 

 
AGAP004201 (ΑDAMTS2) 

 
 
Σχημα2β:Σχηματική απεικόνιση των ταυτοποιημένων από την βάση 

δεδομένων γονιδίων των μεταλλοπρωτεασών της εξωκυττάριας μήτρας και 

των προβλεπόμενων πρωτεϊνικών τους προϊόντων. Τα διαφορετικά χρώματα 

αντιπροσωπεύουν διαφορετικές πρωτεϊνικές δομές και τα αντίστοιχα εξώνια 

από τα οποία αυτές κωδικοποιούνται. Τα βέλη υποδεικνύουν τις θέσεις πάνω 

στο γονίδιο όπου σχεδιάστηκαν εκκινητές για την κλωνοποίηση μέρους των 

γονιδίων και την περιγραφή του μεταγραφικού τους προτύπου 
α) 
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β)
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Σχημα2γΣύγκριση πρωτεϊνικών αλληλουχιών των α) ADAMTS2 του 

Ανωφελούς και της Δροσόφιλας β)ADAMTS1 του Ανωφελούς και της 

Δροσόφιλας. Έχουν υπογραμμιστεί οι περιοχές πιθανής πρωτεόλυσης από 

την πρωτεάση furin, ενεργότητας μεταλλοπρωτεάσης και το spacerdomain των 

μορίων, καθώς και τα δυο TSPrepeats με διαφορετικό χρώμα. 

 

Σχ.3αΦυλογενετικόδέντροADAMs 
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ADAMs 
AGAP003496 (ADAMB) 

 
AGAP003498 (ADAMD) 

 
AGAP00974 (ADAMH) 

 
 

 

Σχημα3β:Σχηματική απεικόνιση των ταυτοποιημένων από την βάση 

δεδομένων γονιδίων των μεταλλοπρωτεασών της εξωκυττάριας μήτρας και 

των προβλεπόμενων πρωτεϊνικών τους προϊόντων. Τα διαφορετικά χρώματα 

αντιπροσωπεύουν διαφορετικές πρωτεϊνικές δομές και τα αντίστοιχα εξώνια 

από τα οποία αυτές κωδικοποιούνται. Τα βέλη υποδεικνύουν τις θέσεις πάνω 

στο γονίδιο όπου σχεδιάστηκαν εκκινητές για την κλωνοποίηση μέρους των 

γονιδίων και την περιγραφή του μεταγραφικού τους προτύπου. Η παρουσία * 

στα σχήματα δηλώνει ότι η αλληλουχία των γονιδίων, όπως αυτή δίνεται από 

την βάση δεδομένων δεν είναι πλήρης. 
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α)
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.Σχήμα 3γΣύγκριση των πρωτεϊνικών προϊόντων του γονιδίου ADAMH και 

μιας από τις τρεις ισομορφές του γονιδίου mind-meld της 

Δροσόφιλας(α),καθώς και των προϊόντων των γονιδίων ADAMB, ADAMD και 

μιας από τις δυο ισομορφές του γονιδίου Neu-3(β). Έχουν υπογραμμιστεί τα 

βασικά δομικά στοιχεία των πρωτεϊνών: furincleavagesite, 

metalloproteasedomain, disintegrindomain, ACR, EGFrepeat και 

διαμεμβρανικό domain. Στην περίπτωση των ADAMH και mind-meld έχει 

υπογραμμιστεί η σημειακή μετάλλαξη του καταλυτικού τους κέντρου που 

καθιστά τα μόρια ανενεργά.  

 

 

Σχ.4αΦυλογενετικόδέντροtimp 



[82] 
 

 
1)1111111111111111111111112)                                                  

 
 

Σχήμα 4β:1)Σχηματική απεικόνιση του μοναδικού στο γονιδίωμα του 

Ανωφελούς γονιδίου που κωδικοποιεί αναστολέα μεταλλοπρωτεασών. Τα 

διαφορετικά χρώματα αντιπροσωπεύουν διαφορετικές πρωτεϊνικές δομές και 

τα αντίστοιχα εξώνια από τα οποία αυτές κωδικοποιούνται. . Τα βέλη 

υποδεικνύουν τις θέσεις πάνω στο γονίδιο όπου σχεδιάστηκαν εκκινητές για 

την κλωνοποίηση μέρους των γονιδίων και την περιγραφή του μεταγραφικού 

τους προτύπου. 

2)οργάνωση του γονιδίου timp στο γονιδίωμα του Ανωφελούς. Ο κωδικός 

AGAP003318 αντιστοιχεί στο γονίδιο synapsin του κουνουπιού, στο τέταρτο 

ιντρόνιο του οποίου εντοπίζεται το timp (AGAP003319 
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Σχήμα 4γ:Σύγκριση των πρωτεϊνικών αλληλουχιών των αναστολέων της 

οικογένειας timp του Ανωφελούς και της Δροσόφιλα. Με κόκκινο πλαίσιο έχει 

σημειωθεί το σηματοδοτικό πεπτίδιο των δυο μορίων, ενώ έχει υπογραμμιστεί 

το ενεργό τους κέντρο. Το αμινοτελικό άκρο του ενεργού κέντρου, που 

αλληλεπιδρά με τις μεταλλοπρωτεασες είναι διπλά υπογραμμισμένο.  

 

1α.4 Έκφραση των μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας στοιβάδας στο 
μεσέντερο του κουνουπιού και μεταγραφική ρύθμιση τους μετά από 
ερεθίσματα αιματοφαγίας ή επιμόλυνσης με παράσιτο. 
 

Προκειμένου να πιστοποιηθεί ότι τα γονίδια που επιλέχτηκαν καταρχήν 

εκφράζονται, σχεδιάστηκαν εκκινητές (σx.1β,2β,3β). Αυτοί χρησιμοποιήθηκαν 

σε πειράματα semi-quantitativePCR, για να διερευνηθεί η παρουσία και τα 

επίπεδα των αντίστοιχων μεταγράφων στοmRNAπροερχόμενοαπό μεσέντερα 

ενήλικων θηλυκών κουνουπιών σε διαφορετικά χρονικά σημεία (0,24,48,96 

ώρες) μετά από λήψη είτε φυσιολογικού και είτε μολυσμένου αίματος . 

Επιπρόσθεταγια να μελετηθεί και το ιστοειδικό πρότυπο έκφρασης των 

γονιδίων (μεσέντερο σε σχέση με σώμα κουνουπιού), καθώς και το 

αναπτυξιακό πρότυπο έκφρασης, χρησιμοποιήθηκε και cDNAπροερχόμενο 

από RNA μεσεντέρων, υπόλοιπου σώματος (μετά την αφαίρεση του 

μεσεντέρου), καθώς και από RNAαπό  2 και 4 σταδίου προνύμφης , και 

σταδίου νύμφης. Τα πειράματα επαναλήφτηκαν τουλάχιστον τρεις φορές για 
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κάθε πειραματικό δείγμα, χρησιμοποιώντας mRNAs από διαφορετικές ομάδες 

κουνουπιών. Για  να γίνει η κανονικοποίηση των mRNAs στα παραπάνω 

πειράματα χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές για τη ριβοσωμική πρωτεΐνη S7, τα 

επίπεδα έκφρασης της οποίας δεν διαφοροποιούνταισημαντικά ανάλογα με 

τον ιστό ή με την αναπτυξιακό στάδιο (constitutivelyexpressed). 

 

Μεταγραφικό πρότυπο ADAMs 

 

Ο μέσος όρος των πειραμάτων (σχ.5) για τα γονίδια της οικογένειας των 

ADAMs έδειξε ότι και τα τρία γονίδια εκφράζονται στο μεσεντερικο επιθήλιο 

του Ανωφελούς. Ωστόσο η έκφραση των γονιδίων ADAMB και ADAMH είναι 

πολύ χαμηλότερη στο μεσέντερο σε σχέση με το υπόλοιποσώμα του 

κουνουπιού. Επιπλέον, η έκφραση και των τριών γονιδίων φαίνεται να 

βρίσκεται σε ιδιαίτερα υψηλά επίπεδα στα σταδία ανάπτυξης του κουνουπιού 

που εξετάστηκαν (προνύμφες 2ου και 4ου σταδίου και νύμφες) 
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Σχ.5Μεταγραφικό πρότυπο έκφρασης της οικογένειας γονιδίων ADAMs στο 

μεσεντερικό επιθήλιο σε διαφορετικά χρονικά σημεία μετά τη λήψη αίματος με 

ή χωρίς παράσιτο, στα διαφορετικά σταδία ανάπτυξης του εντόμου και σε 

διαφορετικούς ιστούς (μεσέντερα, σώμα κουνουπιού) σε αρσενικά και θηλυκά 

ενήλικα άτομα. 
 

Μεταγραφικό πρότυπο ADAMTSs 

 

Α)Μεταγραφικό πρότυπο ADAMTS2 

Οι αρχικοί εκκινητές που σχεδιάστηκαν για το γονίδιο ADAMTS2 (σχ6α) και 

χρησιμοποιήθηκαν σε πειράματα αλυσιδωτής αντίδρασης με υπόστρωμα 

cDNA από μεσέντερα κουνουπιών έδωσαν αντίθετα με τις προβλέψεις της 

δημοσιευμένης αλληλουχίας  δυο διαφορετικού μεγέθους προϊόντα διακριτά το 

ένα από το άλλο. Αλληλούχηση αυτών των προϊόντων έδειξε ότι και τα δυο 

προέρχονται από το γονίδιο ADAMTS2 πιθανά μετά από εναλλακτικό 

μάτισμα. Για να διαπιστωθεί η ύπαρξη και το ακριΔρβές πρότυπο 

εναλλακτικού ματίσματος και η τυχόν παρουσία επιπλέον εναλλακτικών 

μεταγράφων προχωρήσαμε σε πειράματα 3’ και 5’ RACEPCR (σε συνεργασία 

με τον Δρα G.J. Lycett). Για τον λόγο αυτό σχεδιάστηκαν εκκινητές στο 

κομμάτι του μεταγράφου που κωδικοποιεί το ενζυμικό μέρος του μορίου 

(σχ6α) και χρησιμοποιήθηκαν στις αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυμεράσης με 

μήτρα cDNA από σώματα κουνουπιών. Από την αντίδραση 5’ RΑCEPCR 

πρόεκυψε ένα μονό προϊόν, που αντιστοιχεί στο προβλεπόμενο από τη βάση 
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δεδομένων, ενώ από την αντίδραση 3’ RACEPCR προέκυψαν τέσσερα 

διαφορετικά προϊόντα, η αλληλούχηση των οποίων έδειξε ότι όλα 

προέρχονται από το γονίδιο ADAMTS2. Συγκεκριμένα οι αλληλουχίες των 

προϊόντων αυτών φαίνεται να είναι ταυτόσημες και σύμφωνες με την 

προβλεπόμενη μέχρι το σημείο που κωδικοποιεί και το δεύτερο TSPrepeat. 

Στη συνέχεια όμως η αλληλουχία τους διαφοροποιείται λογω εναλλακτικού 

ματίσματος και αποκλεισμού διαφορετικών  εξωνίων. Με βάση τα παραπάνω 

πιστοποιήθηκε η ύπαρξη εναλλακτικών για το γονίδιο ADAMTS2 ισομορφών, 

οι οποίες και ονομάστηκαν A, B, C και D (σχ6β). Μάλιστα ενδιαφέρον 

προκαλεί το γεγονός ότι το εναλλακτικό μάτισμα διαφοροποιεί και τα 

προβλεπόμενα πρωτεϊνικά προϊόντα που εκφράζουν οι τέσσερεις ισομορφές, 

αφού επηρεάζει τον αριθμό και την αμινοξική αλληλουχία των TSPrepeats. 

Πάντως το πρότυπο ματίσματος είναι κοινό καιγια τα τέσσερα μετάγραφα ως 

προς το σημείο εκείνο που κωδικοποιεί το gondomain του μορίου.  

Για να διαπιστωθεί αν τα εναλλακτικά μετάγραφα παρουσιάζουν ιστοειδικό 

πρότυπο έκφρασης, καθώς και αν η παρουσία αίματος η παρασίτου στο 

μεσεντερικο επιθήλιο αλλάζει το πρότυπο έκφρασης τους προχωρήσαμε σε 

πειράματα RT-PCR χρησιμοποιώντας  τα cDNAs που χρησιμοποιήθηκαν και 

για την περιγραφή του μεταγραφικού προτύπου των άλλων μορίων και 

ζευγάρι εκκινητών που αντιστοιχεί σε κοινές μεταξύ των μεταγράφων 

αλληλουχίες, αλλά που το προϊόν τους έχει διαφορετικό μέγεθος για την κάθε 

ισομορφή (σχ6β). Η αλυσιδωτή αυτή αντίδραση πολυμεράσης έδειξε ότι οι 

ισομορφές Α και Β εντοπίζονται στα στάδια νύμφης, προνύμφης και στα 

σώματα των ενήλικων κουνουπιών, ενώ οι ισομορφές C και D εντοπίζονται 

στα σώματα και στα μεσέντερα των ενήλικων κουνουπιών, ανεξάρτητα από 

την παρουσία αίματος με ή χωρίς παράσιτο (σχ6γ).    

Για να εξεταστεί αν τα μεταγραφικά επίπεδα του γονιδίου ADAMTS2 αλλάζουν 

μεταξύ των παραπάνω καταστάσεων προχωρήσαμε σε πειράματα semi-

quantitativePCR, όπως και στην περίπτωση των ADAMs, χρησιμοποιώντας 

όμως ζεύγος εκκινητών στο 5’ άκρο του γονιδίου (σχ.1β), που είναι κοινό και 

για τα τέσσερα μετάγραφα. Ο μέσος όρος τριών ανεξαρτήτων μεταξύ τους 

πειραμάτων έδειξε ότι τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου ADAMTS2 στο 

μεσέντερο και στο σώμα του ενήλικου κουνουπιού είναι τα ίδια και δεν  

επηρεάζονται από την παρουσία αίματος ή παρασίτου. Στα αναπτυξιακά  από 
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την άλλη σταδία του εντόμου η έκφραση του γονιδίου φαίνεται να βρίσκεται σε 

ίδια επίπεδα  στα σταδία προνύμφης τετάρτου σταδίου και νύμφης με αυτά 

του ενήλικου εντόμου. Αντίθετα τα επίπεδα έκφρασης διατηρούνται χαμηλά  

σε προνύμφες δευτέρου σταδίου (σχ7).   
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Γ) 
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Σχήμα 6:Εναλλακτικό μάτισμα γονιδίου ADAMTS2. A) Δομή γονιδίου όπως 

περιγράφεται στη βάση δεδομένων και προβλεπόμενο πρωτεϊνικό προϊόν. Τα 

βέλη με μαύρο χρώμα αντιπροσωπεύουν το ζευγάρι των εκκινητών που 

αρχικά αποκάλυψαν το εναλλακτικό μάτισμα. Τα βέλη με κόκκινο και πράσινο 

χρώμα αντιπροσωπεύουν τους εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για το 

5’RACE και το 3’RACEPCR αντίστοιχα. Β) Δομή των πρωτεϊνικών προϊόντων 

που εκφράζονται από τα εναλλακτικά μετάγραφα Α, Β, C και D. Οι αριθμοί στο 

κάθε domain των πρωτεϊνών αντιπροσωπεύουν τον αριθμό των εξωνίων από 

τα οποία αυτά κωδικοποιούνται. Το εναλλακτικό μάτισμα αλλάζει όχι μόνο τον 

αριθμό των TSPrepeats, αλλά και την αμινοξική τους αλληλουχία, όπως 

φαίνεται στα μετάγραφα C και D στα TSPrepeats συμβολισμένα ως e’ και f’. Γ) 

ιστοειδικό πρότυπο έκφρασης των εναλλακτικών μεταγράφων. Οι ισομορφές A 

και Β εμφανίζονται μόνο στα σώματα των ενήλικων κουνουπιών και στα σταδία 

της προνύμφης και νύμφης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. Σχήμα 7:Μεταγραφικό πρότυπο έκφρασης του γονιδίου ADAMTS2 στο 

μεσεντερικό επιθήλιο σε διαφορετικά χρονικά σημεία μετά τη λήψη αίματος με 

και χωρίς παράσιτο, σε διαφορετικά στάδια ανάπτυξης του εντόμου και σε 

διαφορετικούς ιστούς σε αρσενικά και θηλυκά άτομα. 

 

Β)Μεταγραφικό πρότυπο έκφρασης ADAMTS1 

 

Όπως και στην περίπτωση του γονιδίου ADAMTS2 τα επίπεδα έκφρασης του 

γονιδίου ADAMTS1 στο μεσέντερο και στο σώμα του ενήλικου κουνουπιού 
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είναι ίδια. Τα μεταγραφικά επίπεδα όμως του γονιδίου φαίνεται να ρυθμίζονται 

από την παρουσία του παρασίτου στο μεσέντερο του κουνουπιού. 

Συγκεκριμένα 24 ώρες μετά την λήψη μολυσμένου αίματος, το χρονικό 

δηλαδή παράθυρο κατά το οποίο οι ωοκινέτες διαπερνούν μαζικά το 

μεσεντερικο επιθήλιο τα επίπεδα μεταγραφής του γονιδίου μειώνονται 

περίπου 80% σε σχέση με τα μεταγραφικά επίπεδα του γονιδίου στο ίδιο 

χρονικό παράθυρο μετά την λήψη αίματος χωρίς όμως παράσιτο.  

Σε ότι αφορά την έκφραση των γονιδίου στα αναπτυξιακά σταδία αυτή 

φαίνεται να αυξάνεται στα τελευταία σταδία ανάπτυξης του εντόμου (4ου 

σταδίου προνύμφες και νύμφες).  

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Σχήμα 8 Μεταγραφικό πρότυπο έκφρασης του γονιδίου ADAMΤS1 στο 

μεσεντερικο επιθήλιο σε διαφορετικά χρονικά σημεία μετά τη λήψη αίματος με 

ή χωρίς παράσιτο, στα διαφορετικά σταδία ανάπτυξης του εντόμου και σε 

διαφορετικούς ιστούς (μεσέντερα, σώμα κουνουπιού) σε αρσενικά και θηλυκά 

ενήλικα άτομα. 24 ώρες μετά τη λήψη μολυσμένου αίματος η έκφραση του 

γονιδίου μειώνεται σημαντικά στο μεσεντερικο επιθήλιο 
 

 

Mεταγραφικό πρότυπο ΜΜΡs 

 

Σε ότι αφορά το μεταγραφικό πρότυπο των γονιδίων της οικογένειας των 

ΜΜΡs και την παραπέρα μελέτη τους πρέπει να σημειωθεί ότι η προσθήκη 
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της πρόβλεψης του γονιδίου MMP3 στην βάση δεδομένων  έγινε αφού είχε 

ολοκληρωθεί μεγάλο μέρος της συγκεκριμένης μελέτης. Γι’ αυτό τον λόγο στην 

εργασία αυτή περιλαμβάνονται μονό οι πληροφορίες που αφορούν τον αρχικό 

χαρακτηρισμό του. Συγκεκριμένα τα αρχικά πειράματα αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης προκειμένου να διαπιστωθεί το πρότυπο έκφρασης 

του γονιδίου σε διαφορετικούς ιστούς και στα αναπτυξιακά σταδία έδειξε ότι 

αυτό εκφράζεται στο στάδιο της προνύμφης και νύμφης καθώς και στα 

ενήλικα άτομα. Σε αυτά όμως φαίνεται να εκφράζεται κυρίως στο σώμα των 

ενήλικων κουνουπιών και πολύ λιγότερο στο μεσεντερικο τους ιστό. Επιπλέον 

κλωνοποίηση του γονιδίου από διαφορετικές πηγές (mRNA από προνύμφες 

και από σώματα ενήλικων ατόμων) αποκάλυψε ότι η αλληλουχία του 

μεταγράφου που προβλέπεται από τη βάση δεδομένων δεν είναι ακριβής. 

Συγκεκριμένα η αλληλούχηση των κλώνων που απομονώθηκαν έδειξε ότι το 

μάτισμα των δυο τελευταίων εξωνίων γίνεται διαφορετικά από το 

προβλεπόμενο με αποτέλεσμα να αλλάζει το αναγνωστικό πλαίσιο του 

μεταγράφου κι επομένως και το παραγόμενο πρωτεϊνικό προϊόν στο 

καρβοξυτελικό του άκρο. Σε αυτό φαίνεται να μην εκφράζεται η 

προβλεπόμενη καρβοξυτελική ουρά. Αντί αυτής το καινούργιο πρωτεϊνικό 

προϊόν εκφράζει ένα επιπλέον hemopexindomain. Η δομή του μεταγράφου 

και της πρωτεΐνης MMP3 σύμφωνα με την αλληλούχηση φαίνεται στο σχ.9.1.  

Τα γονίδια ΜΜΡ1 και ΜΜΡ2 διαφέρουν σημαντικά ως προς το μεταγραφικό 

τους πρότυπο. Συγκεκριμένα η παρουσία του μεταγράφου του γονιδίου 

ΜΜΡ1 είναι πολύ πιο έντονη στο μεσεντερικο επιθήλιο του Ανωφελούς σε 

σχέση με την παρουσία του μεταγράφου του γονιδίου ΜΜΡ2. Επιπλέον, η 

παρουσία παρασίτου στο μεσέντερο του κουνουπιού συμπίπτει με αύξηση 

των μεταγραφικών επιπέδων του ΜΜΡ1 γονιδίου. Αντίθετα η έκφραση του 

γονιδίου ΜΜΡ2 στο μεσεντερικο ιστό δεν φαίνεται να επηρεάζεται ούτε από 

την παρουσία αίματος, ούτε από την παρουσία παρασίτου. Σημαντική όμως 

αύξηση των μεταγραφικών επιπέδων του ΜΜΡ2 σημειώνεται στα 

αναπτυξιακά σταδία του κουνουπιού και ειδικότερα στο στάδιο του 4ου σταδίου 

προνύμφης και στο στάδιο της νύμφης. Τέλος η αναλογία της έκφρασης των 

δυο γονιδίων στο μεσέντερο σε σχέση με το υπόλοιπο σώμα του κουνουπιού 

είναι διαφορετική, ενώ δηλαδή η έκφραση του ΜΜΡ1 βρίσκεται στα ίδια 
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επίπεδα στους δυο ιστούς, η έκφραση του γονιδίου ΜΜΡ2 εντοπίζεται σε 

υψηλότερα επίπεδα στο σώμα του κουνουπιού (σχ.9.2).  
 

Α) 

 
Β) 

 
 

 
Σχημα9.1A) Το προβλεπόμενο από τη βάση δεδομένων μεταγραφικό και 

πρωτεϊνικό προϊόν του γονιδίου ΜΜΡ3 φαίνεται αριστερά. Η αλληλούχηση 

διαφορετικών κλώνων αποκάλυψε διαφορετικό πρότυπο ματίσματος από το 

προβλεπόμενο, το οποίο επηρεάζει και την αλληλουχία και δομή του 

πρωτεϊνικού προϊόντος στο καρβοξυτελικό του άκρο. Β) Αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης χρησιμοποιώντας τους εκκινητές που φαίνονται στο σχ.Α 

(μαύρα βέλη) και cDNA από προνύμφες, νύμφες, σώματα και μεσέντερα 

ενήλικων κουνουπιών.   
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¨Σχήμα 9.2 Μεταγραφικό πρότυπο έκφρασης της οικογένειας γονιδίων ΜΜPs 

στο μεσεντερικο επιθήλιο σε διαφορετικά χρονικά σημεία μετά τη λήψη αίματος 

με ή χωρίς παράσιτο, στα διαφορετικά σταδία ανάπτυξης του εντόμου και σε 

διαφορετικούς ιστούς (μεσέντερα, σώμα κουνουπιού) σε αρσενικά και θηλυκά 

ενήλικα άτομα.  

 

Μεταγραφικό πρότυπο έκφρασης timp 

 

Τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου timp φαίνεται να αυξάνονται στο τέταρτο 

στάδιο προνύμφης και να διατηρούνται σταθερά τόσο στο στάδιο της νύμφης 

όσο και στο ενήλικο άτομο. Μάλιστα, στο ενήλικο άτομο τα επίπεδα έκφρασης 

δεν διαφέρουν ανάμεσα στο μεσέντερο και το υπόλοιπο σώμα κουνουπιού). 

Ωστόσο η παρουσία αίματος στο μεσέντερο προκαλεί αύξηση της μεταγραφής 

του γονιδίου, η οποία εντοπίζεται χρονικά 24 ώρες μετά την παρουσία αίματος 

και συνεχίζεται μέχρι και 96 ώρες μετά την αιμοφαγια. Η παρουσία του 

παρασίτου στο μεσεντερικο επιθήλιο δεν φαίνεται να επηρεάζει επιπλέον την 

έκφραση του γονιδίου.  
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Σχήμα 10 Μεταγραφικό πρότυπο έκφρασης του γονιδίου timp στο μεσεντερικο 

επιθήλιο σε διαφορετικά χρονικά σημεία μετά τη λήψη αίματος με ή χωρίς 

παράσιτο, στα διαφορετικά σταδία ανάπτυξης του εντόμου και σε 

διαφορετικούς ιστούς (μεσέντερα, σώμα κουνουπιού) σε αρσενικά και θηλυκά 

ενήλικα άτομα. 
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1.4 Συμπερασματα 
 

Οι πληροφορίες που προέκυψαν από τη δομή των γονιδίων των πρωτεασών 

εξωκυττάριας στοιβάδας και των αντίστοιχων πρωτεϊνικών προϊόντων τους, 

αλλά και από το μεταγραφικό πρότυπο έκφρασης τους και την φυλογενετική 

σχέση μεταξύ τους και με ομόλογα γονίδια οδήγησε στα παρακάτω 

συμπεράσματα. 

Τα γονίδια της οικογένειας των ADAMs που εξετάσαμε φαίνεται να έχουν 

πολύ χαμηλά επίπεδα έκφρασης στο μεσεντερικό επιθήλιο του κουνουπιού. 

Μάλιστα η έκφραση τους δεν επηρεάζεται από την παρουσία αίματος, με ή 

χωρίς παράσιτο. Σύμφωνα λοιπόν με τα κριτήρια που θέσαμε στην 

παράγραφο 1.2 αποφασίστηκε ότι η οικογένεια αυτών των πρωτεασών δεν θα 

μελετηθεί περαιτέρω. Στην απόφαση αυτή συνετέλεσε και το γεγονός ότι τα 

ομόλογα αυτών των γονιδίων στην Drosophila έχουν λειτουργικούς ρόλους  

που δεν αφορούν την συγκεκριμένη μελέτη(π.χ. διαφοροποίηση νευρικών 

κυττάρων). Τα υψηλά επίπεδα έκφρασης και των τριών γονιδίων της 

οικογένειας αυτής  στο στάδιο της προνύμφης και νύμφης του κουνουπιού θα 

μπορούσαν να υποδεικνύουν συμμετοχή των μορίων σε αναπτυξιακά 

μονοπάτια. 

Η οικογένεια πρωτεϊνών ADAMTSs φαίνεται να περιλαμβάνει δυο γονίδια με 

χαρακτηριστική για τις πρωτεάσες αυτές δομή. Και τα δυο γονίδια της 

οικογένειας που ταυτοποιήθηκαν φάνηκε αρχικά να εκφράζονται στο 

μεσεντερικό επιθήλιο και μάλιστα τα επίπεδα του ADAMTS1 μεταγράφου 

μειώνονται σημαντικά κατά την φάση διείσδυσης των ωοκινετών.   

Το γονίδιο ADAMTS2 προβλέπεται να κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη με το 

χαρακτηριστικό GONdomain στο καρβοξυτελικό της άκρο. Το πιο καλά 

χαρακτηρισμένο ομόλογο γονίδιο αυτής της οικογένειας στο C.elegans είναι το 

gon-1. Το προϊόν του gon-1 γονιδίου βρέθηκε ότι παίζει καθοριστικό ρόλο 

στην μετανάστευση των κυττάρων tip κατά την μορφογένεση των γονάδων. 

Θεωρείται ότι ασκεί αυτόν τον ρόλο μέσω πρωτεόλυσης συστατικών της 

εξωκυττάριας μήτρας, πιθανά της fibulin(Meighan, Crametal. 2004) 

Βρήκαμε ότι το γονίδιο ADAMTS2 μεταγράφεται σε τέσσερεις διαφορετικές 

ισομορφές, οι οποίες διατηρούν τα γενικά δομικά χαρακτηριστικά των 

ADAMTSs, αλλά διαφέρουν ως προς την αλληλουχία των TSPdomains λόγω 
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εναλλακτικού ματίσματος.Οι ισομορφές A και Β εντοπίζονται μόνο στο σώμα 

του κουνουπιού και στα σταδία της προνύμφης και νύμφης, ενώ οι ισομορφές 

C και D εντοπίζονται τόσο στο μεσέντερο του ενήλικου ατόμου όσο και στο 

σώμα του. Με δεδομένο ότι έχει προταθεί ότι τα TSPdomainsτων ADAMTSs 

είναι υπεύθυνα για την αλληλεπίδραση των ενζύμων με τα υποστρώματα 

τους, μπορεί να κανείς να υποθέσει ότι τα πρωτεϊνικά προϊόντα των 

ισομορφών έχουν διαφορετικά υποστρώματα.  

Οι ADAMTSs είναι τα κατεξοχήν μόρια με δυνατότητα πρωτεόλυσης 

συστατικών εξωκυτταριας μήτρας όπως έχει δειχθεί με τη λειτουργική μελέτη 

ADAMTSs του ανθρώπου.  Πιο συγκεκριμένα μόρια του συνδετικού ιστού που 

έχει βρεθεί να πρωτεολύει η οικογένεια αυτή πρωτεασών είναι οι πρωτείνες 

του χόνδρου aggrecan και versican, αλλά και το κολλαγόνο και μια 

γλυκοπρωτεϊνη του αίματος η οποία χαρακτηρίζεται από την δημιουργία 

μεγάλων συμπλόκων, που ονομάζεται vonWillebrandfactor. Η δράση των 

ADAMTSs εναντι των παραπάνω υποστρωμάτων τις εμπλέκει σε 

παθολογικές καταστάσεις, όπως η αρθρίτιδα, η μετανάστευση καρκινικών 

κυττάρων(Porter, Clark et al. 2005), και η δημιουργία θρομβώσεων στο αίμα, 

λογω αδυναμίας του ενζύμου ADAMTS13 να πρωτεολύσει τον  

vonWillebrandfactor(Sadler 2008).  

Η οικογένεια των ΜΜΡs περιλαμβάνει τρία γονίδια στον Ανωφελή. Στην 

Drosophila αντίθετα έχουν χαρακτηριστεί δυο MMPs. Από τις φυλογενετικές 

σχέσεις των γονιδίων μεταξύ τους προκύπτει ότι τα γονίδια ΜΜΡ1 και ΜΜΡ2 

του Ανωφελούς είναι ομόλογα με τα αντίστοιχα χαρακτηρισμένα στη 

Drosophila ΜΜΡ1 και ΜΜΡ2 γονίδια. Επιπλέον τα δυο αυτά γονίδια φαίνεται 

ότι τόσο στο κουνούπι όσο και στην Drosophila ανήκουν σε δυο διαφορετικές 

φυλογενετικές ομάδες. Το τρίτο γονίδιο του Ανωφελούς, ΜΜΡ3, ανήκει στην 

ίδια φυλογενετική ομάδα με το ΜΜΡ2 και ομόλογα του ταυτοποιήθηκαν όχι 

μόνο στον Ανωφελή, αλλά και στα AedesAegypti και Culexpipiens. Τρία μέλη 

της οικογένειας των MMPs έχουν ταυτοποιηθεί και στο Τribolium.  

Το ΜΜΡ3 γονίδιο δεν μελετήθηκε διεξοδικά, ωστόσο φαίνεται από αρχικά 

πειράματα να εκφράζεται περισσότερο στα αναπτυξιακά στάδια και στα 

σώματα των ενήλικων ατόμων κι όχι στον μεσέντερο. Πρέπει επίσης να 

τονιστεί σε ότι αφορά το γονίδιο ΜΜΡ3 ότι αλληλούχηση κλώνων του από 

διαφορετικά cDNA αποκάλυψε διαφορετικό από το προβλεπόμενοαπό την 
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DATABASE πρότυπο ματίσματος, το οποίο διαφοροποιεί και το 

προβλεπόμενο πρωτεϊνικό προϊόν σε ότι αφορά το καρβοξυτελικό του άκρο.  

 Τα γονίδια ΜΜΡ1 και ΜΜΡ2 παρουσιάζουν διαφορετικό πρότυπο έκφρασης, 

γεγονός που θα μπορούσε να υποδηλώνει, λαμβάνοντας υπόψη και την 

φυλογενετική τους απόκλιση, και διαφορετικό λειτουργικό ρόλο. Πάντως και τα 

δυο γονίδια εκφράζονται στο μεσεντερικό επιθήλιο και μάλιστα το γονίδιο 

ΜΜΡ1 επηρεάζεται μεταγραφικά από την παρουσία του παρασίτου.  

Σε ότι αφορά την οικογένεια των αναστολέων των μεταλλοπρωτεασών timp 

στον Ανωφελή αντιπροσωπεύεται με ένα και μόνο γονίδιο, που διατηρεί τα 

γνωστά για τουςTIMP αναστολείς χαρακτηριστικά της πρωτεινικής 

αλληλουχίας και δομής, αλλά και της γενωμικής θέσης και οργάνωσης. Ο timp 

αναστολέας της Drosophila(Wei, Xie et al. 2003), αλλά και ο timp-

3αναστολέας του ανθρώπου(Anand-Apte, Bao et al. 1996)εμφανίζουν ένα 

ευρύ φάσμα αναστολής έναντι όλων των οικογενειών των  

μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας στοιβάδας.  

Πρέπει στο σημείο αυτό να τονιστεί ότι ανασταλτική δράση έναντι πρωτεασών 

εξωκυττάριας στοιβάδας έχει αναφερθεί και για άλλα μόρια. Ένα από αυτά 

είναι η πρωτεΐνη του πλάσματος, που ονομάζεται alpha2macroglobulin και 

ανήκει στην ίδια οικογένεια με αυτή των πρωτεϊνών του συμπληρώματος του 

αίματος, μια ομάδα πρωτεϊνών που συμμετέχει στην έμφυτη ανοσία, 

προκαλώντας λύση των μικροοργανισμών που εισβάλλουν στον οργανισμό. 

Η alpha2macroglobulin διαφέρει από τις άλλες πρωτεΐνες του 

συμπληρώματος, αφού πρόκειται για αναστολέα, με πολύ ευρύ μάλιστα 

φάσμα δράσης(Armstrong 2006). Συγκεκριμένα ανασταλτική δράση αυτού του 

μορίου έχει αναφερθεί όχι μόνο για μεταλλοπρωτεάσες, αλλά και για 

πρωτεάσες κυστείνης, σερίνης και ασπαρτικού οξέος. Ομόλογα αυτής της 

οικογένειας,  έχουν χαρακτηριστει και μελετηθεί στην Drosophila και στο 

κουνούπι και  ονομάζονται TEPs (thioestercontainingproteins). Στο κουνούπι 

η οικογένεια αυτή περιλαμβάνει 14 γονίδια, ένα από τα οποία (ΤΕΡ1) έχει 

μελετηθεί εκτεταμένα,(Levashina, Moita et al. 2001; Blandin, Shiao et al. 

2004). Αν και η tep1 δεν έχει ρόλο αναστολέα, θα μπορούσε κανείς να 

περιμένει από άλλα γονίδια της οικογένειας αυτής να δρουν ως τέτοιοι.  

Ο δεύτερος χαρακτηρισμένος αναστολέας μεταλλοπρωτεασών ονομάζεται 

RECK. Πρόκειται για μια γλυκοπρωτεϊνη με μοτίβα αναστολέα πρωτεασών 
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σερίνης. Σε αντίθεση με το timp που είναι εκκρινόμενο από το κύτταρο, εκτός 

από τις περιπτώσεις όπου αλληλεπιδρά με άλλα μόρια, ο αναστολέας RECK 

φαίνεται να διατηρείται στην μεμβράνη του κύτταρου μέσω ενός GPIanchor. 

Το γεγονός τον κάνει πιθανό αναστολέα διαμεμβρανικώνμεταλλοπρωτεασών. 

Δράση του RECK έχει αναφερθεί και απέναντι στις ADAMTSs (κατεξοχήν 

εκκρινόμενες), όπως βέβαια και απέναντι στις πρωτεασες της οικογένειας των 

ADAMs και των MMPs(RheeandCoussens 2002). Στον άνθρωπο η δράση του 

συγκεκριμένου αναστολέα απέναντι στις μεταλλοπρωτεασες έχει μελετηθεί 

κυρίως σε περιπτώσεις καρκινικών κύτταρων, ενώ στη Drosophila το μόριο 

αυτό φαίνεται να συμμετέχει στην αποδόμηση της βασικής 

μεμβράνης(Srivastava, Pastor-Pareja et al. 2007). Εκφραση του αναστολέα 

αυτού έχει αναφερθεί και στο Tribolium(Knorr, Schmidtbergetal. 2009).  

Το προβλεπόμενο ομόλογο γονίδιο στο κουνούπι (ΑGAP010646) κωδικοποιεί 

αναστολέα με χαρακτηριστικά μοτίβα αναστολέων πρωτεασών σερινης. 

Πειράματα αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης με εκκινητές που 

σχεδιάσαμε για το γονίδιο, χρησιμοποιώντας ως μήτρα mRNAs από 

μεσεντερικο ιστό κουνουπιών δείχνουν έκφραση του γονιδίου στο μεσέντερο.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 
Ανάπτυξη εργαλείων-τεχνικών για την 

λειτουργική μελέτη των γονιδίων ADAMTSs, 
MMPs και timp 
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2.1. Αντίστροφη γενετική στον οργανισμό Anophelesgambiae 
 

Η αλληλούχηση του γονιδιώματος του Ανωφελούς αποτελεί αναμφίβολα μια 

σημαντική πηγή πληροφοριών για την μελέτη γονιδίων του οργανισμού αυτού. 

Προκειμένου όμως να διερευνηθεί ο λειτουργικός ρόλος τους απαιτείται η 

χρήση αντίστροφης γενετικής (ReverseGenetics). Ο γενετικός 

μετασχηματισμός είναι ένα από τα εργαλεία αντίστροφης γενετικής. Ενα άλλο 

είναι η μεταγραφική σιώπηση γονιδίων μέσω της χορήγησης δίκλωνου RNA 

ομόλογου με το γονίδιο στόχο, μια τεχνική η οποία έχει αποδειχθεί αρκετά 

αποδοτική στην περίπτωση του Ανωφελούς.  

Όπως είναι γνωστό από την μελέτη του μηχανισμού RNAinterfenence σε 

άλλους οργανισμούς, το δίκλωνο RNA κόβεται σε siRNAs από την ενδο-

ριβονουκλεάση Dicer. Το σύμπλοκο Dicer/siRNA μεταφέρεται στο σύμπλοκο 

RISC (RnaInducedSilencingComplex), το οποίο ενεργοποιείται με τη 

διαμεσολάβηση μιας ελικάσης. Η ελικάση οδηγεί στην απομάκρυνση του 

senseRNA από το σύμπλοκο RISC και την αλληλεπίδραση του τελευταίου με 

το mRNA του γονιδίου στόχου λόγω συμπληρωματικότητας. Στο τελευταίο 

βήμα του μηχανισμού του RNAinterference βασικό ρόλο παίζει μια νουκλεάση 

η οποία κόβει το mRNA του γονιδίου στόχου και οδηγεί σε μεταμεταγραφική 

σιώπηση του τελευταίου. 

Η χρήση της RNAinterferenceτεχνολογίας έχει οδηγήσει σε σημαντικές 

ανακαλύψεις που αφορούν κυρίως τον ρόλο γονιδίων του ανοσοποιητικού 

συστήματος του κουνουπιού σε σχέση με το παράσιτο. Μέσω αυτής της 

τεχνικής αποκαλύφθηκε ο ρόλος όλων των γονιδίων που συμμετέχουν στο 

μονοπάτι της μελανοποίησης του παρασίτου, αλλά και ο ρόλος των 

λεγόμενων μορίων ανταγωνιστών του παρασίτου, δηλαδή των γονιδίων του 

Ανωφελούς LRΙΜ, APL1 και ΤΕΡ1. 

Οταν γίνεται χρήση της τεχνολογίας μεταμεταγραφικής σιώπησης για την 

διερεύνηση του λειτουργικού ρόλου των γονιδίων στόχων πρέπει να 

ακολουθούνται ορισμένα βασικά βήματα ελέγχου. Πρώτα από όλα είναι 

σημαντικό να προσδιορίζεται, σε μεταγραφικό καταρχήν επίπεδο η 

αποτελεσματικότητα του RNAinterferenceέναντι του γονιδίου στόχου. Στα 

γονίδια που μέχρι τώρα έχουν μελετηθεί μέσω αυτής της τεχνολογίας η 

μείωση των μεταγραφικών επιπέδων μετά από την χορήγηση του ομόλογου 
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σε αυτά δίκλωνου RNA ήταν της τάξης του 70-80% σε σχέση με τα 

μεταγραφικά επίπεδα των αντίστοιχων γονιδίων σε κουνούπια όπου δεν είχε 

γίνει χορήγηση ομόλογου δίκλωνου RNA. Επιπλέον, σημαντικό είναι να 

καθοριστεί και το χρονικό παράθυρο στο οποίο η σιώπηση του γονιδίου 

λαμβάνει χώρα. Στα περισσότερα γονίδια που έχουν σιωπηθεί μέχρι τώρα το 

φαινόμενο τηςσιώπησης φαίνεται να ξεκινά 1 ημέρα μετά την χορήγηση του 

δίκλωνου RNA και να συνεχίζει μέχρι και 6-12 ημέρες μετά(Blandin, Moita et 

al. 2002; Volz, Muller et al. 2006). Τέλος πρέπει να σημειωθεί ότι η επιτυχία 

καταστολής της έκφρασης ενός γονιδίου εξαρτάται και από τον χρόνο ημιζωής 

της πρωτεΐνης που αυτό εκφράζει. Γι αυτό τον λόγο θεωρείται σημαντικός ο 

έλεγχος μετά από χορήγηση δίκλωνου RNA όχι μόνο των μεταγραφικών 

επιπέδων του γονιδίου, αλλά και των επιπέδων του αντίστοιχου πρωτεΐνικού 

προϊόντος. Προκειμένου βέβαια να γίνει αυτό απαιτείται η ύπαρξη 

λειτουργικού αντισώματος έναντι της συγκεκριμένης πρωτεΐνης.  

Επιπρόσθετα όμως ένα αντίσωμα μπορεί να δώσει σημαντικές πληροφορίες 

για την πρωτεΐνη που αφορούν μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις, 

υποκυτταρική θέση μέσα στο κύτταρο, αλλά και πιθανές αλληλεπιδράσεις με 

άλλα μόρια.    

Κρίθηκε λοιπόν σημαντικό να εξεταστεί αν τα μόρια του ενδιαφέροντος μας 

μπορούν να σιωπηθούν με την χορήγηση δίκλωνου RNA. Επίσης θεωρήθηκε 

απαραίτητη η ανάπτυξη αντισωμάτων για τα επιλεγμένα μόρια, που θα 

διευκόλυνε τόσο για τον έλεγχο της αποσιώπησης, όσο και για την πιο 

ολοκληρωμένη περιγραφή τους. Στο κεφάλαιο αυτό επομένως θα 

αναφερθούν οι προσπάθειες για μεταμεταγραφική σιώπηση των 

μεταλλοπρωτεασών της οικογένειας των ADAMTSs, των MMPs και του 

χαρακτηρισμένου από άλλους οργανισμούς ομόλογου αναστολέα τους timp, 

καθώς και η ανάπτυξη και πιστοποίηση των αντισωμάτων που αναπτύχτηκαν 

για τα παραπάνω μόρια. 

 

2α.1 Η έκφραση των γονιδίων της οικογένειας των ADAMTSs δεν  
καταστέλλεται μετά από χορήγηση ομόλογου δίκλωνου RNA 
 

Για την μεταμεταγραφική σιώπηση των γονιδίων ADAMTS1 και ADAMTS2 

μέρος των γονιδίων κλωνοποιήθηκε και χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή 
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δίκλωνου RNA. Oπως φαίνεται στο σχήμα 1 στην περίπτωση της ADAMTS1 

χρησιμοποιήθηκε μέρος της 3΄ αλληλουχίας του γονιδίου που φαίνεται να 

κωδικοποιεί το τελευταίο TSPrepeat του γονιδιακού προϊόντος. Στην 

περίπτωση του ADAMTS2 επιλέχτηκε και πάλι αλληλουχία στο 3΄ακρο του 

γονιδίου, που φαίνεται να κωδικοποιεί το gondomain της πρωτεΐνης (σχ.2). Η 

αλληλουχία αυτή είναι κοινή και για τις τέσσερεις ADAMTS2 ισομορφές.  

Το δίκλωνο RNA που παράχθηκε από τα παραπάνω τμήματα ενέθηκε στον 

θώρακα ενήλικων κουνουπιών. Σαν πείραμα αναφοράς ενέθηκε δίκλωνο RNA 

έναντι GFP με τον ίδιο τρόπο και στην ίδια ποσότητα. 

 Για να ελέγξουμε την σιώπηση των αντίστοιχων γονιδίων σε επίπεδο 

RNAσχεδιάστηκαν εκκινητές σε διαφορετική περιοχή από αυτή που 

χρησιμοποιήθηκε για την σιώπηση τους (σχ.1,2). Αυτοί χρησιμοποιήθηκαν σε 

πειράματα Real-time PCR, όπου ποσοτικοποιήθηκαν τα μετάγραφα των δύο 

γονιδίων σε mRNA από τα μεσέντερα των ενεμένων με δίκλωνο RNA έναντι 

ADAMTS1 και ADAMTS2 κουνουπιών, καθώς και στο mRNA από τα 

μεσέντερα των ενεμένων με δίκλωνο GFP κουνουπιών. Η σύγκριση των τιμών 

σε τρεις διαφορετικές πειραματικές διατάξεις έδειξε ότι η μεταγραφή των δυο 

ADAMTS γονιδίων δεν καταστέλλεται στο μεσέντερο των ενήλικων 

κουνουπιών μετά από τη χορήγηση του δίκλωνου RNA. O μέσος όρος των 

πειραμάτων real-timePCR φαίνεται διαγραμματικά στο σχήμα1 για το γονίδιο 

ADAMTS1 και στο σχήμα2 για το γονίδιο ADAMTS2.    

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



[102] 
 

 

Α) 

 
 

 

 
 

.Σχήμα 1.Α) Σχηματική απεικόνιση του γονιδίου ADAMTS1 και του 

πρωτεϊνικού του προϊόντος. Τα μπλε βέλη αντιπροσωπεύουν τους εκκινητές 

που σχεδιάστηκαν για την κλωνοποίηση του τμήματος του γονιδίου που 

χρησιμοποιήθηκε για παράγωγη δίκλωνου RNA. Η αντίστοιχη περιοχή έχει 

σημειωθεί και στη σχηματική απεικόνιση της πρωτεΐνης ADAMTS1. Τα κόκκινα 

βέλη αντιπροσωπεύουν τους εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα 

Real-timePCR, προκειμένου να πιστοποιηθεί η μεταμεταγραφική αποσιώπηση 

του γονιδίου.  B) Διαγραμματική απεικόνιση αποτελεσμάτων τριών 

ανεξαρτήτων αποτελεσμάτων real-timePCR σε μεσέντερα ενεμένων με 

δίκλωνο GFP και ADAMTS1 κουνουπιών. Τα επίπεδα μεταγραφής του 

γονιδίου ADAMTS1 δεν φαίνεται να μεταβάλλονται μετά τη χορήγηση 

ομόλογου  δίκλωνου RNA σε σχέση  με το πείραμα αναφοράς 

 
 

 

 

Α)      

Β) 
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Σχήμα 2Α) Σχηματική απεικόνιση των εναλλακτικών μεταγράφων του γονιδίου 

ADAMTS2 και των πρωτεϊνικών τους προϊόντων. Η περιοχή του gondomain 

που έχει τονιστεί είναι η περιοχή που χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή 

δίκλωνου RNA και είναι κοινή για τα τέσσερα μετάγραφα. Τα βέλη 

αντιπροσωπεύουν τους εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα real-

timePCR για να πιστοποιηθεί η σιώπηση του γονιδίου. Β) τρία ανεξάρτητα 

πειράματα real-timePCR έδειξαν ότι η ποσότητα του ADAMTS2 μεταγράφου 

παραμένει σταθερή μετά από την χορήγηση δίκλωνου  για το αντίστοιχο 

γονίδιο RNA σε σχέση με το πείραμα αναφοράς. Τα πειράματα έγιναν από 

cDNA προερχόμενο από μεσέντερα κουνουπιών. Οι εκκινητές που 

χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα αυτά είναι κοινοί και για τα τέσσερα 

μετάγραφα. 

 

 

Β) 
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2α.2 Παραγωγή αντισωμάτων έναντι γονιδίων της οικογένειας ADAMTSs 
 

Για την ανάπτυξη αντισωμάτων έγινε παραγωγήσε βακτήρια αντιγόνων που 

αντιστοιχούσαν σε ανασυνδιασμένα τμήματα των πρωτεϊνών ADAMTS1, 

ADΑMTS2 και καθαρισμός τους μέσω χρωματογραφίας συγγένειας. Η 

επιλογή των πρωτεϊνικών τμημάτων που χρησιμοποιήθηκαν ως αντιγόνα 

έγινε βάσει των παρακάτω κριτηρίων: 

Α) Αντιγονικότητα των ανασυνδιασμένων πρωτεϊνών, αποκλείοντας όπου 

ήταν δυνατό υδροφοβικές περιοχές των μορίων.  

Β) Ομολογία με άλλες πρωτεΐνες του κουνουπιού. Τα πρωτεϊνικά τμήματα 

που τελικά επιλέχτηκαν ως αντιγόνα δεν παρουσίαζαν εκτενείς ομολογίες, 

πάνω δηλαδή από έξι αμινοξέα (θεωρητικά μικρότερος δυνατός επίτοπος) στη 

σειρά, με καμιά άλλη πρωτεΐνη του Aνωφελούς. Έτσι αποφεύγεται η 

ανάπτυξη αντισωμάτων, που θα μπορούσαν να αναγνωρίσουν και άλλες 

πρωτεΐνες του κουνουπιού πέρα από αυτές που μας ενδιαφέρουν. 

Γ) Πληροφορίες για την βιολογία των μεταλλοπρωτεασών από άλλα 

συστήματα. Το σημείο αυτό αφορά κυρίως τις πρωτεάσες της οικογένειας των 

ADAMTSs. H εκτεταμένη πρωτεόλυση στο καρβοξυτελικό άκρο των 

ADAMTSs, μας προέτρεψε να επιλέξουμε περιοχές στο καρβοξυτελικό άκρο. 

Ανάκτηση πιθανών αντισωμάτων έναντι του καρβοξυτελικού άκρου πιθανά θα 

διευκόλυνε την σύνδεση τροποποίησης/λειτουργικότητας.  

Στον άνθρωπο έχει βρεθεί ότι η ADAMTS4 και 5 πρωτεολύονται στο 

καρβοξυτελικό τους άκρο. Τα προϊόντα  που προκύπτουν φαίνεται να έχουν 

διαφορετική συγγένεια με τα υποστρώματα της πρωτεάσης σε σχέση με το μη 

πρωτεολυμένο μόριο (Kashiwagi, Enghild et al. 2004; Zeng, Corcoran et al. 

2006). Ενδείξεις για μεταμεταφραστικες πρωτεολύσεις υπάρχουν επίσης για 

τις ADAMTS9,-16 και 18 (Porter, Clark et al. 2005). Κοινό χαρακτηριστικό 

αυτών των τροποποιήσεων είναι ότι λαμβάνουν χώρα στο καρβοξυτελικό 

άκρο των μορίων, όπου και εκφράζονται οι περιοχές της πρωτεΐνης που είναι 

υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση τους με αλλά μόρια. Μάλιστα ειδικά για την 

ADAMTS4 δείχθηκε ότι το πρωτεολυτικό βήμα που απαιτείται προκειμένου να 

διατηρηθεί η συγγένεια του μορίου με το βασικό του υπόστρωμα aggrecan 

λαμβάνει χώρα μέσα στο spacerdomain(Kashiwagi, Enghildetal. 2004). 
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Ετσι, για την παράγωγή ορρού έναντι της πρωτεΐνης ADAMTS1 επιλέχτηκε η 

περιοχή που  φαίνεται στο σχήμα 3 και αντιστοιχεί στο μεγαλύτερο μέρος του 

καρβοξυτελικού άκρου της, ενώ περιλαμβάνει και μέρος της αλληλουχίας που 

κωδικοποιεί το ενεργό κέντρο της. Το τμήμα αυτό του γονιδίου 

υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα έκφρασης με τέτοιο τρόπο ώστε κατά τη 

μετάφραση του να υπάρχουν στο πρωτεϊνικό προϊόν 6 ιστιδίνες στο 5’ άκρο 

του, χωρίς όμως να αλλάζει το αναγνωστικό πλαίσιο του γονιδίου ADAMTS1 . 

Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων με τον συγκεκριμένο πλασμιδιακό 

φορέα έκφρασης οδήγησε σε παραγωγή του ανασυνδιασμένου τμήματος της 

πρωτεΐνης ADAMTS1, μεγέθους 55Κd. Το απομονωμένο από τα βακτηριακά 

εκχυλίσματα ανασυνδιασμένο τμήμα της πρωτεΐνης ADAMTS1 

χρησιμοποιήθηκε για την επαγωγή ανοσολογικής αντίδρασης σε κουνέλια, 

από τα οποία και προέκυψε τελικά ο ορρός.  
 

 
Σχήμα 3 . Η περιοχή που αντιστοιχεί στο βέλος απεικονίζει την 

ανασυνδιασμένη πρωτεΐνη που χρησιμοποιήθηκε ως αντιγόνο για την 

παραγωγή του ορού έναντι ADAMTS1. Η ζώνη της φωτογραφίας αντιστοιχεί 

στο καθαρισμένο κι απομονωμένο πρωτεϊνικό προϊόν που παρήχθη στα 

βακτηριακά κύτταρα και χρησιμοποιήθηκε για ανοσοποίηση. 

 

Για την παραγωγή αντισωμάτων έναντι της ADAMTS2 πρωτεάσης 

εκφράστηκαν σε βακτηρια δυο διαφορετικά ανασυνδιασμένα τμήματα αυτής. 

Το πρώτο (TS25pAg) αντιστοιχεί στην περιοχή της πρωτεΐνης που ονομάζεται 

spacerdomain και το δεύτερο (TS23pAg) στην περιοχή της πρωτεΐνης που 

ονομάζεται gondomain. Οι περιοχές αυτές της πρωτεάσης κωδικοποιούνται 

και από τα τέσσερα εναλλακτικά μετάγραφα του γονιδίου, επομένως τα 

πιθανά παραγόμενα αντισώματα θα έπρεπε να αναγνωρίζουν τα πρωτεϊνικά 
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προϊόντα και των τεσσάρων μεταγράφων(σχημα.4). Και στις δυο περιπτώσεις 

τα αντιγόνα εκφράστηκαν ως χιμαιρικές πρωτεΐνες, στην πρώτη περίπτωση 

(TS25pAg) με μια ουρά έξι αμινοξέων ιστιδίνης και στην δεύτερη (TS23pAg) 

με μια ουρά έξι αμινοξέων ιστιδίνης και με την πρωτεΐνη GST (σχημα 4). 

 

 
Σχήμα 4Σχηματική απεικόνιση των πρωτεϊνικών προϊόντων των τεσσάρων 

ισομορφών του γονιδίου ADAMTS2 και του μοριακού μεγέθους αυτών. Με το 

κόκκινο βέλος φαίνεται η περιοχή που κλωνοποιήθηκε κι εκφράστηκε για την 

παραγωγή του TS25p ορού, ενώ με το κίτρινο βέλος φαίνεται η αντίστοιχη 

περιοχή που χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή του TS25p ορού. Η 

ποσότητα και ποιότητα των απομονωμένων ανασυνδιασμένων πρωτεϊνών 

ελέχθηκε σε αποδιατακτικό πήκτωμα με κατάλληλη χρωστική. 

 

Η ειδικότητα των ορρών ελέγχθηκε αρχικά έναντι τωνανασυνδιασμένων 

αντιγόνων που χρησιμοποιήθηκαν για την ανοσοποίηση. Τα πειράματα αυτά 

έδειξαν ότι ο ορρός ADAMTS1περιέχει αντισώματα έναντι του αντιγόνου που 

χρησιμοποιήθηκε (σχήμα 5Α). Το ίδιο συνέβει και με τον ορρό που προέκυψε 

μετά από ανοσοποίηση με το TS23pAgτο οποίο αναγνώριζει το αντίστοιχο 

αντιγόνο σε συγκεντρώσεις πολύ μικρές, ακόμη και της τάξης του 1pgr, όπως 

φαίνεται και στοsx5β. Αντίθετα ο ορρός που προέκυψε από το TS25pAg 

φαίνεται να αναγνωρίζει το τελευταίο μόνο σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις, 

της τάξης των 10ngr (σχ.5Β). Το γεγονός μάλιστα ότι αναγνωρίζει με την ίδια 

ένταση άσχετη με την ADAMTS2 ανασυνδιασμένη πρωτεΐνη εκφρασμένη σε 
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βακτηριακά κύτταρα και απομονωμένη με τον ίδιο τρόπο δημιουργεί εξ αρχής 

αμφιβολίες ως προς την ειδικότητα του.  

Για να προσδιορίσουμε την ειδικότητα του ορρών έναντι των ενδογενών 

ADAMTS1 και ADAMTS2 χρησιμοποιήσαμε κατ’ αρχήν ανοσοαποτύπωση 

εκχυλισμάτων που προέρχονταν τόσο από naïveκουνούπια όσο και από 

κουνούπια τα οποία είχαν ταϊστεί με αίμα ή είχαν μολυνθεί από παράσιτο. 

Επιπρόσθετα, χρησιμοποιήθηκαν και εκχυλίσματα από κουνούπια που είχαν 

χωριστεί σε μεσέντερο και υπόλοιπο σώμα. Με αυτό τον τρόπο όχι μόνο τα 

αναμενόμενα μοριακά μεγέθη των πρωτεϊνικών προϊόντων, αλλά και η 

προηγούμενη πληροφορία όσον αφορά την ιστοειδικότητα της έκφρασης των 

ADAMTSγονιδίων, αλλά και μεταβολές της έκφρασης μετά από ερέθισμα 

(αιματοφαγία ή επιμόλυνση με παράσιτο), μπορούσαν βοηθητικά να 

χρησιμοποιήθούν για να πιστοποιηθεί η ειδικότητα των ορρών. Τέλος, 

χρησιμοποιήθηκε και ανοσο-ιστοχημία μια και η υποκυτταρική τοπολογία του 

ανοσο-αντιδρόντος υλικού θα μπορούσε να προσφέρει ένα επιπρόσθετο 

στοιχείο σε σχέση με την ειδικότητα των ορρών. Παρόλες αυτές τις 

προσπάθειες (που παρατίθενται  στο τέλος του κεφαλαίου, Annex), δεν 

κατορθώσαμε να αποκομίσουμε ασφαλή πληροφορία για την ειδικότητα των 

ορρών.  
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Α) 

 
 

 

Β)

 
 

Σχήμα 5 Α)Ειδικότητα ορού ADAMTS1 έναντι του ίδιου του αντιγόνου (ΤS1Ag 

100, 10 και 1 pgr) και μη σχετικού αντιγόνου (ΜP2Ag 100, 10 και 1pgr). 

Β)Πιστοποίηση της ειδικότητας των δυο ADAMTS2 ορών έναντι των 

αντιγόνων που χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή τους. Α) ο TS23p ορός 

αναγνωρίζει το αντιγόνο TS23p σε συγκεντρώσεις της τάξης 1pgr-100pgr. B) 

O ΤS25p ορός αναγνωρίζει την ανασυνδιασμένη πρωτεΐνη TS25p σε 

συγκεντρώσεις της τάξης του 1ngr-10ngr. Αναγνωρίζει εξίσου έντονα όμως και 

ανασυνδιασμένη πρωτεΐνη εκφρασμένη και απομονωμένη με τον ίδιο τρόπο 

στις ίδιες συγκεντρώσεις 

 

ADAMTS1 ορός 
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Συμπεράσματα 
Προκειμένου να μελετήσουμε λειτουργικά τα γονίδια ADAMTS1 και ADAMTS2 

θελήσαμε να αναπτύξουμε αντισώματα έναντι των αντίστοιχων πρωτεϊνών. 

Επιπλέον εξετάσαμε αν για τα γονίδια αυτά μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε 

ως εργαλείο τη μεταμεταγραφική σιώπηση. 

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων μας έδειξαν ότι τόσο το γονίδιο ADAMTS1, 

όσο και το γονίδιο ADAMTS2 δεν είναι δεκτικά σε μεταμεταγραφική σιωπηση. 

Το γεγονός ότι δεν καταφέραμε να εντοπίσουμε σιώπηση των γονιδίων στο 

μεσέντερο μπορεί να οφείλεται σε πολλούς παράγοντες. Αρχικά πρέπει να 

τονιστεί ότι στις περισσότερες δημοσιευμένες περιπτώσεις η τεχνική του RNAi 

έχει εφαρμοστεί κυρίως για γονίδια του κουνουπιού που εκφράζονται στα 

αιμοκύτταρα ή στο λιπώδες σώμα (fatbody). Τόσο τα αιμοκύτταρα όσο και τα 

κύτταρα του λιπώδους σώματος είναι περισσότερο προσβάσιμα στο δίκλωνο 

RNA, που ενύεται στον θώρακα του ενήλικου ατόμου. Παρόλαυτα και στην 

περίπτωση γονιδίων που εκφράζονται στα αιμοκύτταρα έχουν περιγραφεί 

περιπτώσεις, όπως αυτή ορισμένων γονιδίων της οικογένειας των C-

typelectins, όπου η μεταμεταγραφική τους σιωπηση δεν ήταν εφικτή ή δεν 

ήταν ικανοποιητική(Volz, Muller et al. 2006). Μάλιστα, ενδιαφέρον προκαλεί 

το γεγονός ότι σε παράλογα αυτών των γονιδίων επιτεύχθηκε ικανοποιητική 

μείωση των μεταγραφικών επιπέδων της τάξης του 60-85%, σε σχέση πάντα 

με τα μεταγραφικά τους επίπεδα στο δείγμα αναφοράς.  

Η μη δεκτικότητα στη μεταμεταγραφική σιώπηση μπορεί να οφείλεται είτε σε 

λανθασμένη επιλογή της περιοχής που χρησιμοποιείται ως μήτρα για το 

δίκλωνο RNA είτε στη δομή τουγονιδίου που είναι υποψήφιο για 

μεταμεταγραφική σιώπηση. Οπως έχει αναφερθεί το δίκλωνο RNA πρέπει να 

πληροί συγκεκριμένες θερμοδυναμικές ιδιότητες που εξαρτώνται από την 

αλληλουχία του και καθορίζουν την ενσωμάτωση του siRNA στο συμπλοκο 

RISC. Στην δεύτερη περίπτωση θεωρείται ότι η δομή RNA του γονιδίου 

μπορεί να περιορίζει την προσβασιμότητα του συμπλόκου RISC κι επομένως 

και την σιώπηση του (Kurreck 2006). Θα είχε ίσως νόημα συνεπώς η επιλογή 

διαφορετικής περιοχής και η επανάληψη των πειραμάτων.  

Σε ότι αφορά τα αντισώματα που αναπτύχθηκαν έναντι των πρωτεϊνών 

ADAMTS1 και ADAMTS2 τα αποτελέσματα που προέκυψαν δεν έδωσαν 

σαφή απάντηση ως προς την ειδικότητα τους. Δημιουργεί πρόβλημα το 
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γεγονός ότι η σιώπηση των δυο γονιδίων δεν είναι δυνατή τουλάχιστον στον 

μεσεντερικο ιστό, με αποτέλεσμα να μην μπορεί να γίνει επιβεβαίωση της 

ειδικότητας των ορών που αναπτύχτηκαν. Ο μόνος εναλλακτικός τρόπος που 

προτείνουμε έτσι ώστε να διαπιστωθεί αν τελικά οι ορροί είναι λειτουργικοί 

είναι η έκφραση ανασυνδιασμένου cDNA των γονιδίων σε κυτταρικές σειρές 

εντόμων.  

 

2β.1 Η μεταγραφή των γονιδίων ΜΜΡ1,  ΜΜΡ2 και timp καταστέλλεται 
μετά από τη χορήγηση ομόλογου δίκλωνου RNA 

 

Όπως και στην περίπτωση των γονιδίων ADAMTS1,  ADAMTS2 μέρος των 

μεταγράφων των γονιδίων ΜΜΡ1, ΜΜΡ2 και tιmp κλωνοποιήθηκε και 

χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή δίκλωνου RNA. Αυτό ενέθηκε στο 

θώρακα ενήλικων κουνουπιών. Παράλληλα ως πείραμα αναφοράς ενέθηκε με 

τον ίδιο τρόπο και δίκλωνο RNA έναντι GFP. Τα μεσέντερα των ενεμένων 

κουνουπιών απομονώθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν για την απομόνωση 

mRNA. Το cDNA που προέκυψε από αυτό αποτέλεσε τη μήτρα σε πειράματα 

real-timePCR, στα οποία ποσοτικοποιήθηκαν τα μετάγραφα των τριών 

γονιδίων σε σχέση πάντα με τα πειράματα αναφοράς. 

 Για τις αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυμεράσης χρησιμοποιήθηκαν και σε αυτή 

την περίπτωση ζεύγη εκκινητών που αντιστοιχούν σε περιοχές διαφορετικές 

από αυτές που χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή του δίκλωνου RNA. Η 

ανάλυση τριών τουλάχιστον πειραμάτων real-timePCR έδειξε ότι τα επίπεδα 

μεταγραφής και των τριών γονιδίων στα μεσέντερα κουνουπιών ενεμένων με 

το αντίστοιχο δίκλωνο RNA μειώνονται 80-90% σε σχέση με τα επίπεδα 

μεταγραφής των γονιδίων σε μεσέντερα κουνουπιών ενεμένων με δίκλωνο 

GFP. Συγκεκριμένα στην περίπτωση των γονιδίων MMP1, MMP2 τα επίπεδα 

μεταγραφής τους στο μεσέντερο μετά από τη χορήγηση ομόλογου δίκλωνου 

RNA μειώνονται κατά 70% σε σχέση με τα επίπεδα μεταγραφής τους στο 

μεσέντερο κουνουπιών ενεμένων με δίκλωνο GFP.  

Στην περίπτωση του timp αναστολέα η μεταμεταγραφική σιώπηση είναι ακόμη 

πιο ισχυρή (πτώση των μεταγραφικών επιπέδων κατά 90% σε σχέση πάντα 

με το πείραμα αναφοράς).Σε αυτή την περίπτωση, λήφθηκε υπόψη και η 

πιθανότητα αλληλεπίδρασης των γονιδίων σε μεταγραφικό επίπεδο. Για αυτό 
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τον λόγο ελέχθηκαν τα μεταγραφικά επίπεδα και των τριών γονιδίων μετά από 

τη σιωπηση καθενός από αυτά.  O σχεδιασμός και η ανάλυση των 

πειραμάτων RNAi και για τα τρία γονίδια φαίνεται στο σχήμα6. 

 
 

Σχήμα 6.Τα μαύρα βέλη υποδεικνύουν την περιοχή που χρησιμοποιήθηκε για 

την παραγωγή δίκλωνου RNA για τα γονίδια ΜΜΡ1, ΜΜΡ2 και timp 

αντίστοιχα. Τα γκρι βέλη αντιπροσωπεύουν τους εκκινητές που 

χρησιμοποιήθηκαν για κάθε γονίδιο στα πειράματα real-timePCR. 

Διαγραμματική απεικόνιση των αποτελεσμάτων των real-timePCR τριών 

ανεξάρτητων μεταξύ τους πειραμάτων μεταμεταγραφικής σιώπησης για κάθε 

γονίδιο. Σε κάθε πειραματικό σύνολο ελέχθηκαν μεταγραφικά τα αποτελέσματα 

της σιώπησης καθενός από τα τρία γονίδια στα επίπεδα μεταγραφής των 

υπολοίπων. 

 

2β.2 Ανάπτυξη αντισωμάτων έναντι των μεταλλοπρωτεασών ΜΜΡ1 και 
ΜΜΡ2 κι έναντι του πιθανού αναστολέα τους timp. 
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Όπως και στην περίπτωση των γονιδίων ADAMTSs κρίθηκε αναγκαία η 

ανάπτυξη αντισωμάτων έναντι των MMPsκαι του του αναστολέα τους,. 

Λαμβάνοντας υπόψη τα κριτήρια που αναφέρθηκαν στο κεφαλαίο 2α.2 έγινε 

παραγωγή ανασυνδιασμένων τμημάτων των τριών πρωτεϊνών σε βακτηριακά 

κύτταρα. Η προσθήκη επιτόπου 6 αμινοξέων ιστιδίνης στο αμινοτελικό άκρο 

των ανασυνδιασμένων πρωτεϊνών συνέβαλλε στην εύκολη απομόνωση τους 

από τα βακτηριακά εκχυλίσματα, προκειμένου να χρησιμοποιηθούν τελικά για 

την ανοσοποίηση ζώων. Τα αντισώματα που πρόεκυψαν δοκιμάστηκαν για 

την ειδικότητα τους έναντι εκχυλισμάτων από ιστούς κουνουπιών, όπως 

περιγράφεται παρακάτω. Σε αντίθεση με την περίπτωση των ADAMTSs, για 

τα γονίδια MMPs και timpτα δεδομένα μας αποδεικνύουν την ικανοποιητική 

σιώπηση τους στον μεσεντερικό ιστό μετά από χορήγηση δίκλωνουRNA. 

Επομένως κι εφόσον ο χρόνος ημιζωής των τριών πρωτεϊνών δεν είναι 

μεγάλος, περιμένει κανείς να δει σημαντική μείωση των πρωτεϊνικών 

προϊόντων που θα αναγνωρίζουν τα αντισώματα, εάν είναι ειδικά, σε 

μεσεντερικα τουλάχιστον εκχυλίσματα σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης. 

 
2β.3 Το αντίσωμα έναντι ΜΜΡ1 είναι ειδικό. 
 
Η περιοχή που επιλέχτηκε για την παραγωγή του αντιγόνου της πρωτεΐνης 

ΜΜΡ1 φαίνεται στο σχήμα 22 και περιλαμβάνει ένα μικρό μέρος του ενεργού 

τμήματος της μεταλλοπρωτεάσης καθώς και τα δυο πρώτα 

hemopexindomains αυτής μαζί με το hingeregion. Ο ορρός που πρόεκυψε 

από ανοσοποίηση με την παραπάνω ανασυνδιασμένη πρωτεΐνη καθαρίστηκε 

έναντι αυτής. Το καθαρισμένο πλέον πολυκλωνικό αντίσωμα αναγνωρίζει σε 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης, όπως φαίνεται στο σχήμα 8, σε ικανοποιητικό 

βαθμό το ίδιο το αντιγόνο, αλλά και δυο πρωτεϊνικά προϊόντα μεγέθους 

περίπου 60 και 50Kd σε μεσεντερικα εκχυλίσματα. Το αναμενόμενο μέγεθος 

της MMP1 του Ανωφελούς είναι 63,5Kd. Μετά την απομάκρυνση του 

σηματοδοτικού πεπτιδίου η πρωτεΐνη (προζυμογόνο) έχει αναμενόμενο 

μέγεθος 60,6Kd, ενώ μετά την απομάκρυνση του προπεπτιδίου η ενεργή 

πλέον πρωτεάση έχει μέγεθος 51,4Kd (σχήμα 7). Τα δυο πρωτεϊνικά 

προϊόντα που αναγνωρίζονται επομένως στα μεσεντερικά εκχυλίσματα θα 

μπορούσαν με βάση το μέγεθος τους να αντιστοιχούν στο προζυμογόνο και 
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ζυμογόνο της MMP1. Για να διαπιστωθεί αυτό έγιναν πειράματα RNAi σε 

κουνούπια, από τα οποία απομονώθηκαν τα μεσέντερα και αναλύθηκαν σε 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης. Η ένταση των πρωτεϊνικών προϊόντων που 

αναγνωρίζονται από το αντίσωμα σε μεσέντερα από κουνούπια που είχαν 

ενεθεί με δίκλωνο RNA έναντι MMP1 ήταν εμφανώς μειωμένη σε σχέση με 

αυτή των προϊόντων που αναγνωρίζονται στα εκχυλίσματα από μεσέντερα 

κουνουπιών ενεμένων με δίκλωνο GFP, παρόλο που τα δυο πρωτεϊνικά 

δείγματα φαίνεται να φέρουν το ίδιο συνολικό ποσό πρωτεΐνης, όπως δείχνει 

επώαση τους με αντίσωμα τουμπουλίνης.  

Για την περαιτέρω απόδειξη της ειδικότητας του ορού το cDNA που 

αντιστοιχεί στο αναγνωστικό πλαίσιο του γονιδίου MMP1 κλωνοποιήθηκε σε 

φορέα επαγόμενης έκφρασης μέσω του συστήματος τετρακυκλίνης. 

Ακολούθησε συνδιαμόλυνση αιμοκυτταρικής σειράς κουνουπιού (sua5.1) με 

τον παραπάνω φορέα καθώς και με φορέα έκφρασης του συνεργοποιητή 

tTA2. Ο συνεργοποιητήςβρίσκεται υπό τον μεταγραφικό έλεγχο του υποκινητή 

του γονιδίου SRPN10 σερπίνης ή ακτινης και καταστέλλεται παρουσία 

δοξυκυκλίνης. Ενεργοποίηση του συστήματος (απουσία δοξυκυκλίνης) και 

ανάλυση των κυτταρικών εκχυλισμάτων με πειράματα ανοσοαποτύπωσης 

έδειξε ότι ο καθαρισμένος ΜΜΡ1 ορρός αναγνωρίζει πρωτεϊνικό προϊόν 

αναμενόμενου μοριακού μεγέθους (63,5Kd σχ.7) μόνο στα διαμολυσμένα με 

ΜΜΡ1-ORFcDNA κυτταρικά εκχυλίσματα και μόνο απουσία δοξυκυκλίνης 

(σχ.9). Παράλληλα πειράματα ανοσοφθορισμού χρησιμοποιώντας τον ορό 

έναντι ΜΜΡ1 επιβεβαίωσαν τα αποτελέσματα των πειραμάτων 

ανοσοαποτύπωσης. Πρέπει ωστόσο να σημειωθεί ότι το πρότυπο που δίνουν 

τα εκχυλίσματα των μετασχηματισμένων κυττάρων υποδεικνύουν ότι σε αυτά 

δεν λαμβάνει χώρα απομάκρυνση του προπεπτιδίου, αλλά ούτε και του 

σηματοδοτικού πεπτιδίου, όπως υποδηλώνει η μικρή διαφορά μεγέθους με το 

προζυμογόνο της ΜΜΡ1 που εντοπίζει το αντίσωμα στα μεσεντερικα 

εκχυλίσματα. 
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Σχημα7.. Σχηματική απεικόνιση της MMP1 και του αναμενόμενου μοριακού 

μεγέθους αυτής μετά τις αναμενόμενες μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις. Η 

περιοχή που περιλαμβάνεται στην αγκύλη αντιπροσωπεύει την περιοχή που 

χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή του αντιγόνου. Η απομονωμένη από 

βακτηριακά εκχυλίσματα ανασυνδιασμένη πρωτεΐνη φαίνεται στο 

αποδιατακτικό πήκτωμα με χρωστική Coomassie. 

 

 
 
Σχημα8Α)Ο ορρός έναντι ΜΜΡ1 αναγνωρίζει το αντιγόνο του. Β) σε 

μεσεντερικα εκχυλίσματα ο ορρός αναγνωρίζει δυο πρωτεϊνικά προϊόντα 

μεγέθους μεταξύ 60 και 50Kd. Γ) η ένταση των πρωτεϊνικών προϊόντων που 

αναγνωρίζονται από τον ΜΜΡ1 ορρό μειώνεται σε μεσεντερικα εκχυλίσματα 

από κουνούπια που έχουν ενεθεί με δίκλωνο RNA έναντι ΜΜΡ1 σε σχέση με 

την ένταση των προϊόντων στα μεσεντερικά εκχυλίσματα κουνουπιών 

ενεμένων με δίκλωνο GFP. Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα έχουν ποσοτικοποιηθεί 

με αντίσωμα έναντι τουμπουλίνης. 
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Σχήμα 9.Εκχυλίσματα από, κύτταρα διαμολυσμένα με φορέα έκφρασης που 

φέρει το cDNA του αναγνωστικού πλαισίου της ΜΜΡ1 απουσία δοξυκυκλίνης 

και κύτταρα διαμολυσμένα με τον ίδιο φορέα παρουσία δοξυκυκλίνης 

αναλύθηκαν σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης παράλληλα με μεσεντερικά 

εκχυλίσματα κι επωάστηκαν με ορρό  έναντι ΜΜΡ1.Β)ανοσοφθορισμός 

κυττάρων διαμολυσμένων με τον ίδιο φορέα απουσία και παρουσία 

δοξυκυκλίνης. Η ΜΜΡ1 φαίνεται με πράσινο χρώμα, ενώ το μπλε χρώμα 

αντιστοιχεί σε χρώση του πυρήνα με topro. 

 

2β.4 Το αντίσωμα έναντι ΜΜΡ2 είναι μη ειδικό.  
 
Η παρουσία πολλαπλών επαναλήψεων αμινοξέων θρεονίνης στο hingeregion 

της ΜΜΡ2 σε συνδυασμό με την εκτενή ομολογία της με τις υπόλοιπες 

μεταλλοπρωτεάσες του Ανωφελούς περιόρισε τις επιλογές ως προς την 

περιοχή που θα μπορούσε να εκφραστεί για την παραγωγή αντιγόνου. Τελικά 

καταλήξαμε στην επιλογή μικρού μέρους του hingeregion και του πρώτου 

hemopexindomain, όπως φαίνεται στο σχήμα 10. Τοτμήμα αυτό της 

πρωτεϊνης εκφράστηκε σε βακτηριακά κύτταρα και απομονώθηκε μέσω του 

επιτόπου ιστιδινών που προστέθηκε, όπως και στις προηγούμενες 

περιπτώσεις, στο αμινοτελικό της άκρο. Ο ορρός που προέκυψε από 

ανοσοποίηση με την ανασυνδιασμένη αυτή πρωτεΐνη καθαρίστηκε έναντι του 

αντιγόνου του, όπως και στην περίπτωση του ΜΜΡ1 ορρού. Ο καθαρισμένος 

ορρός αναγνωρίζει το αντιγόνο του, αλλά όχι ολόκληρη την ανασυνδιασμένη 

πρωτεΐνη παρηγμένη και απομονωμένη με τον ίδιο τρόπο (σχ.10).  
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Σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης ο καθαρισμένος ορρός αναγνωρίζει σε 

εκχυλίσματα από μεσέντερα κουνουπιών απομονωμένα σε διαφορετικά 

χρονικά σημεία (0,24,48,96 ώρες) μετά τη λήψη αίματος παρουσία ή απουσία 

παρασίτου πρωτεϊνικό προϊόν μεγέθους περίπου 60 Kd (σχ.11β).  Το 

αναμενόμενο μέγεθος της ενεργής πρωτεάσης είναι 62,7Kd. Επομένως το 

προϊόν που αναγνωρίζει ο ορός θα μπορούσε βάσει μεγέθους να αντιστοιχεί 

στην ΜΜΡ2. Ενδιαφέρον έχει το γεγονός ότι στα παραπάνω πειράματα 

ανοσοαποτύπωσης η έκφραση του προϊόντος που αναγνωρίζεται φαίνεται να 

ρυθμίζεται από την παρουσία αίματος, αφού η ένταση της αυξάνεται 

σημαντικά 24 ώρες μετά τη λήψη αίματος και αρχίζει να επανέρχεται σε 

φυσιολογικά επίπεδα 48ωρες μετά, μόνο απουσία παρασίτου. Διαφορετικά 

παραμένει σε υψηλά επίπεδα μέχρι και 96 ώρες μετά την λήψη μολυσμένου 

αίματος. Τα πειράματα αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης, που 

παρουσιάστηκαν στο προηγούμενο κεφάλαιο δεν έδειξαν κάτι ανάλογο σε 

μεταγραφικό επίπεδο για το mRNAτου MMP2 γονιδίου. Επιπλέον πειράματα 

real-timePCR όμως που έγιναν προκειμένου να προσδιοριστεί με μεγαλύτερη 

ακρίβεια το μεταγραφικό πρότυπο του MMP2 γονιδίου μετά από αιματοφαγία 

παρουσία ή απουσία παρασίτου (σχ.11α) δείχνουν μικρή αύξηση (της τάξης 

1,5Χ) των μεταγραφικών επίπεδων του γονιδίου 48 ώρες μετά τη λήψη 

αίματος στον μεσεντερικο ιστό. Παρουσία παρασίτου αντίθετα η αύξηση των 

μεταγραφικών επίπεδων στο μεσέντερο φαίνεται να ξεκινά 24 ώρες μετά τη 

λήψη αίματος και να διατηρείται σε υψηλά επίπεδα μέχρι και 4 ημέρες μετά 

την αιματοφαγία, αποτέλεσμα που συμβαδίζει με την έκφραση του 

πρωτεϊνικού προϊόντος που αναγνωρίζεται από τον MMP2 ορό. Πρέπει να 

σημειωθεί εδώ ότι τα αποτελέσματα αυτά προέκυψαν από τρία ανεξάρτητα 

μεταξύ τους πειράματα.  

Για να διαπιστωθεί αν η ταυτότητα του παραπάνω προϊόντος αντιστοιχεί στην 

ΜΜΡ2 συνδιάσαμε τη μεταμεταγραφικής σιώπηση με την ανοσοαποτύπωση 

των εκχυλισμάτων που προέκυψαν. Τα μεσέντερα από τα ενεμένα με δίκλωνο 

RNA έναντι ΜΜΡ2 κουνούπια απομονώθηκαν σε διαφορετικά χρονικά σημεία 

μετά τη χορήγηση του δίκλωνου RNA (0ωρες, 2 και 4 ημέρες) και 

αναλύθηκαν. Η ποσότητα του ανοσο-αντιδρόντος προϊόντος που 

αναγνωρίζεται σε αυτά τα δείγματα δεν φαίνεται να διαφέρει σε σχέση με την 

ποσότητα του σταεκχυλίσματα από μεσέντερα κουνουπιών ενεμένων με 
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δίκλωνο GFP και απομονωμένων στα ίδια χρονικά σημεία (σχ.12). Η συνολική 

ποσότητα πρωτεΐνης που φέρουν τα παραπάνω πρωτεϊνικά εκχυλίσματα, 

όπως δείχνει η τουμπουλίνη δεν διαφοροποιείται σημαντικά. Τα παραπάνω 

δεν συμφωνούν με τα αποτελέσματα που δείχνουν ότι η χορήγηση του 

δίκλωνου RNA έναντι MMP2 επιφέρει μεταμεταγραφική σιώπηση του γονιδίου 

στον μεσεντερικο ιστό.  Η παραπάνω αντίθεση σε σχέση με τα αποτελέσματα 

του real-timePCR μπορεί να σημαίνει, είτε ότι το πρωτεϊνικό προϊόν που 

αναγνωρίζει το αντίσωμα δεν έχει σχέση με την ΜΜΡ2, είτε το προϊόν του 

ΜΜΡ2 γονιδίου είναι εξαιρετικά σταθερό και τα επίπεδα του δεν 

μεταβάλλονται μετά από μεταμεταγραφική σιώπηση του γονιδίου.  

Εφόσον λοιπόν τα πειράματα RNAi δεν μπορούν να δώσουν απάντηση 

προχωρήσαμε σε πειράματα έκτοπης έκφρασης ανασυνδιασμένου τμήματος 

του γονιδίου MMP2 σε αιμοκυτταρικές σειρές εντόμων, κουνουπιού και 

Δροσόφιλας (sua5.1 και S2 αντίστοιχα). Συγκεκριμένα δημιουργήθηκε ένα 

τεχνητό μινι-γονίδο στο οποίο το proteasedomain και το 3’ άκρο του MMP2 

γονιδίου συνδέθηκε αμινοτελικά με το σηματοδοτικό πεπτίδιο της Α1 αντι-

θρυψίνης και με αλληλουχία που κωδικοποιεί για τρεις επαναλήψεις του 

επιτόπου που αναγνωρίζεται από mycαντίσωμα (σχ213α). Το τεχνητό αυτό 

μινι-γονίδιο (pTETOM2ATNtag) τέθηκε υπό το μεταγραφικό έλεγχο του 

tetOPυποκινητή ο οποίος ενεργοποιείται από τον rtTA συνεργοποιητή. Ο rtTA 

συνεργοποιητής ρυθμίζεται από δοξυκικλίνη. Δηλαδή παρουσία δοξυκικλίνης 

προσδένεται στον tetOPυποκινητή και ενεργοποιεί το υποκίμενο γονίδιο. 

Η διαμόλυνση των κυτταρικών σειρών έγινε με μίγματου 

πλασμιδίου(pTETOM2ATNtag) και ένα πλασμίδιο που εκφράζει τον 

ενεργοποιητή rtTA υπό υποκινητή ακτίνης. Η έκφραση του ανασυνδιασμένου 

μινι-γονιδίου της MMP2 επάχθηκε με την προσθήκη δοξυκυκλίνης. Πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα των διαμολυσμένων κυττάρων παρουσία και απουσία 

δοξυκυκλίνης αναλύθηκαν σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης, όπου 

χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα έναντι του επιτόπου myc και ο καθαρισμένος 

ορός έναντι ΜΜΡ2.  

Η χρήση του mycαντισώματος επιβεβαίωσε την έκφραση πρωτεϊνικού 

προϊόντος του αναμενόμενου μοριακού μεγέθους (72Kd) (σχ.13β). Αντίθετα 

με τον MMP2 oρρό δεν ανιχνεύτηκε το αντίστοιχο προϊόν (σχ13γ) 

επιβεβαιώνοντας έτσι την μη ειδικότητας του.  
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Στα ίδια πειράματα διαμόλυνσης έγινε ανοσοχρώση των κυττάρων με 

αντίσωμα έναντι myc και  καθαρισμένο MMP2 όρο. Παρατήρηση των 

δειγμάτων επιβεβαίωσε ότι ο ορρός δεν αναγνωρίζει το προϊόν του 

ανασυνδιασμένου ΜΜΡ2 γονιδίου που εκφράζεται στα κύτταρα, αφού το 

πρότυπο που δίνουν τα κύτταρα παρουσία και απουσία δοξυκυκλίνης δεν 

διαφοροποιείται.  

Αντίθετα το myc αντίσωμα εντοπίζει το προϊόν  μόνο όμως στα διαμολυσμένα 

κύτταρα όπου έχει προστεθεί δοξυκυκλίνη. Μάλιστα η έκφραση αυτού 

φαίνεται να εντοπίζεται κυρίως στην περιοχή γύρω από τον πυρήνα (σχ.13γ).   

 

 
 

 

 
 

 

Σχήμα 10. Διαγραμματική απεικόνιση της πρωτεϊνικής δομής της MMP2. 

Αναγράφεται η περιοχή που επιλέχτηκε για την παραγωγή του αντιγόνου, το 

οποίο και φαίνεται μετά τον καθαρισμό του σε αποδιατακτικό πήκτωμα με 

χρώση Coomassie.  
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Σχήμα 11 Α)Πρότυπο έκφρασης του πρωτεϊνικού προϊόντος (μεγέθους 60kd) 

που αναγνωρίζεται από τον MMP2 ορό με πειράματα ανοσοαποτύπωσης στον 

μεσεντερικο ιστό σε διαφορετικές χρονικές στιγμές (0,24,48 και 96 ώρες) μετά 

την λήψη αίματος απουσία και παρουσία παρασίτου. Β) Πρότυπο έκφρασης 

του μεταγράφου της MMP2, όπως προέκυψε μετά από 3 ανεξάρτητα μεταξύ 

τους πειράματα Real-timePCR στις ίδιες χρονικές στιγμές μετά τη λήψη 

αίματος απουσία και παρουσία παρασίτου. 

 
 
Σχήμα 12Α) Μεσεντερικοί ιστοί από κουνούπια ενεμένα με δίκλωνο RNA 

έναντι GFP και MMP2 απομονώθηκαν σε διαφορετικά χρονικά σημεία μετά την 

χορήγηση του δίκλωνου RNA (0 ώρες, 2 και 4 ημέρες) και  αναλύθηκαν σε 

πείραμα ανοσοαποτύπωσης με τον ΜΜΡ2 ορό Β)Έλεγχος των μεταγραφικών 
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επιπέδων του MMP2 γονιδίου στον μεσεντερικο ιστό 4 ημέρες μετά την 

χορήγηση δίκλωνου RNA έναντι ΜΜΡ2. Στο διάγραμμα απεικονίζονται τα 

αποτελέσματα τριών ανεξαρτήτων μεταξύ τους πειραμάτων Real-timePCR. 

β) 

 

Σχήμα 13Α)Διαγραμματική 

απεικόνιση της κατασκευής 

που χρησιμοποιήθηκε για 

επιμόλυνση των κυττάρων. Το 

ανασυνδιασμένο γονίδιο που 

απεικονίζεται κλωνοποιήθηκε 

σε φορέα που φέρει 

ρυθμιστικά στοιχειά tetop 

προκειμένου να εξασφαλιστεί η 

επαγόμενη έκφραση του   με το 

σύστημα τετρακυκλίνης. Β) Τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των 

διαμολυσμένων κυττάρων 

παρουσία και απουσία της 

δοξυκυκλίνης αναλύθηκαν σε 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης με αντίσωμα έναντι του επιτόπου myc και με 

τον καθαρισμένο ορό έναντι MMP2. Γ) το πείραμα της διαμόλυνσης αναλύθηκε 

και με ανοσοχρώση. Το myc αντίσωμα εντοπίζει το παραγόμενο προϊόν 

(πράσινο) σε διαμολυσμένα κύτταρα παρουσία της δοξυκυκλίνης. Το πρότυπο 

του ορού έναντι ΜΜΡ2 δεν αλλάζει με την παρουσία της δοξυκυκλίνης. Το 

μπλε χρώμα αντιστοιχεί στην χρώση του πυρήνα (topro). 

 

2β.5 Ο ορός έναντι timp είναι ειδικός 
 
Η περιοχή που επιλέχτηκε για την παράγωγη timp αντιγόνου αντιστοιχεί σε 

μέρος του inhibitorydomain της πρωτεΐνης (σχ.14). Συγκεκριμένα με βάση 

βιβλιογραφικά δεδομένα από ομόλογους αναστολείς άλλων οργανισμών 

(Drosophila, άνθρωπο) η περιοχή αυτή θεωρείται αρκετή και απαραίτητη για 

να εξασφαλιστεί η ανασταλτική δράση του μορίου(Wei, Xie et al. 2003). Σε 



[121] 
 

συμφωνία με τις παραπάνω αναφορές η περιοχή αυτή ονομάστηκε ΑgNtimp 

και διατηρεί όπως και στους άλλους οργανισμούς την χαρακτηριστική 

παρουσία πολλών αμινοξέων κυστεϊνης 

(CxCxCxx….Cxx….Cxx….CxCxCxCxCx…CxxCxxx). Όπως και με τα 

παραπάνω αντιγόνα το AgNtimpπαρήχθη σε βακτηριακά κύτταρα και 

απομονώθηκε μέσω της ουράς των έξι ιστιδινών που φέρει στο αμινοτελικό 

της άκρο. Ο ορός που προέκυψε μετά από ανοσοποίηση ζώων με το 

συγκεκριμένο αντιγόνο καθαρίστηκε έναντι του αντιγόνου του και δοκιμάστηκε 

σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης με μεσεντερικά εκχυλίσματα από 

κουνούπια ενεμένα με δίκλωνο RNA έναντι GFP και κουνούπια ενεμένα με 

δίκλωνο RNA έναντι timp. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα που 

παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 2β.1 η μεταμεταγραφική σιώπηση του γονιδίου 

timp είναι επιτυχής κι επομένως περιμένει κανείς να είναι ανιχνεύσιμη και σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο. Όπως φαίνεται στο σχ.15ο καθαρισμένος ορός ανιχνεύει 

στα μεσεντερικα εκχυλίσματα των GFPενεμένων κουνουπιών ένα πρωτεϊνικό 

προϊόν μεγέθους περίπου 25Kd. Η ένταση αυτού του προϊόντος μειώνεται 

σημαντικά στα εκχυλίσματα των ds-timp ενεμένων κουνουπιών, παρόλο που 

τα δυο δείγματα φέρουν συνολικά το ίδιο πρωτεϊνικό φορτίο, όπως δείχνει 

επώαση τους με αντίσωμα τουμπουλίνης. Το μέγεθος του συγκεκριμένου 

προϊόντος συμφωνεί με το αναμενόμενο μέγεθος του αναστολέα (23,5Kd) και 

το γεγονός ότι μειώνεται σημαντικά μετά από την χορήγηση του δίκλωνου 

RNA συνηγορεί υπέρ της ειδικότητας του ορού. Ωστόσο ο καθαρισμένος ορός 

αναγνωρίζει στα μεσεντερικά εκχυλίσματα και άλλα πρωτεϊνικά προϊόντα η 

ένταση των οποίων δεν διαφοροποιείται μετά από τη μεταμεταγραφική 

αποσιώπηση.  
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Σχημα14Διαγραμματική απεικόνιση 

της πρωτεϊνικής δομής του 

αναστολέα. Η περιοχή που 

επιλέχτηκε ως αντιγόνο αντιστοιχεί 

σε μέρος του NTRdomain  του 

αναστολέα και φαίνεται στο 

αποδιατακτικό πήκτωμα με χρώση Coomassie μετά τον καθαρισμό της από τα 

βακτηριακά εκχυλίσματα.  
 
 

Σχήμα 15Μεσεντερικα εκχυλίσματα από 

κουνούπια ενεμένα με δίκλωνο GFP και timp σε 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης με τον 

καθαρισμένο ορό έναντι timp. To πρωτεϊνικό 

προϊόν που αντιστοιχεί, βάσει μεγέθους, στον 

αναστολέα υποδεικνύεται με το βέλος. Τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα ποσοτικοποιήθηκαν με 

αντίσωμα τουμπουλίνης. 

 

 
 
2β.6 Συζήτηση 
 
Όπως και με τις ADAMTSs έτσι και με τις MMPs και τον αναστολέα τους timp 

θεωρήθηκε απαραίτητη η ανάπτυξη αντισωμάτων και η εδραίωση της τεχνικής 

της μεταμεταγραφικήςσιώπησης, προκειμένου να είναι δυνατό να 

προχωρήσει κανείς στον χαρακτηρισμό τους και τη διερεύνηση του 

λειτουργικού τους ρόλου.  

Ξεκινώντας με την τεχνική του RNAi, επιλέχτηκε για κάθε μια από τις MMPs 

και για τον timp αναστολέα περιοχή αντίστοιχου μεγέθους με αυτή που 

χρησιμοποιήθηκε και για τις ADAMTSs προκειμένου να χρησιμοποιηθεί για 

την παραγωγή δίκλωνου RNA. Σε αντίθεση όμως με την περίπτωση των 
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ADAMTSs αποδείχτηκε ότι χορήγηση του δίκλωνου RNA έναντι των MMPs 

και του timρ οδήγησε σε σημαντική πτώση των μεταγραφικών επιπέδων των 

γονιδίων στα μεσέντερα των κουνουπιών, όταν αυτά συγκρίθηκαν με τα 

μεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων σε μεσέντερα κουνουπιών ενεμένων με 

δίκλωνο GFP. Το γεγονός αυτό δείχνει ότι τουλάχιστον η τεχνική είναι εφικτή 

για την λειτουργική ανάλυση κάποιων από τις μεταλλοπρωτεάσες. Το γεγονός 

ότι δεν επιτυχαμε σιώπηση για τα ADAMTSγονίδια μπορεί τελικά πράγματι να 

οφείλεται στην δομή RNA των των γονιδίων ή στην συγκεκριμένη περιοχή 

που επιλέχτηκε για παραγωγή του δίκλωνου RNA. 

Η παρουσία δίκλωνου RNA φαίνεται να έχει κάποιες φορές μη επιθυμητά 

αποτελέσματα στη μεταγραφική ρύθμιση άλλων γονιδίων πέραν του γονιδίου 

στόχου, θετικά ή αρνητικά. Μερική ομολογία του δίκλωνου RNAγια το γονίδιο 

στόχο με τα γονίδια αυτά θα μπορούσε να επηρεάσει αρνητικά τα επίπεδα 

των αντίστοιχων RNA(Naito, Yoshimura et al. 2009).Eκτοπη ενεργοποίηση 

μεταγραφικών παραγόντων, λόγω της σιώπησης του γονιδίου στόχου, μπορεί 

να οδηγήσει στην αύξηση της μεταγραφικής δραστηριότητας των γονιδίων 

που αυτοί ελέγχουν(Svoboda 2007). Σε άλλες περιπτώσεις έχει βρεθεί ότι 

σιώπηση ενός γονιδίου μπορεί να επηρεάσει τα μεταγραφικά επίπεδα ενός ή 

περισσότερων γονιδίων με τα οποία συμμετέχουν στα ίδια ρυθμιστικά 

μονοπάτια. Για παράδειγμα σιώπηση του αναστολέα μεταλλοπρωτεασων 

timp-1 σε ηπατικές κυτταρικές σειρές οδήγησε στην αύξηση των 

μεταγραφικών επιπέδων της μεταλλοπρωτεασης 13(Cong, Liu et al. 2009).  

Προκειμένου να αποκλειστεί λοιπόν το ενδεχόμενο όπου αποσιώπηση της 

μιας MMP επηρεάζει τα μεταγραφικά επίπεδα της άλλης, ή του timp 

αναστολέα στον μεσεντερικο ιστό, ελέχθηκαν τα μεταγραφικά επίπεδα και των 

τριών γονιδίων μετά από τη χορήγηση δίκλωνου RNA έναντι καθενός από 

αυτά. Τα αποτελέσματα αυτά όμως δεν έδειξαν σε μεταγραφικό τουλάχιστον 

επίπεδο να υπάρχει συν-ρύθμιση μεταξύ των τριών γονιδίων. Πρέπει βέβαια 

να τονιστεί ότι δεν είναι γνωστό κατά πόσο επηρεάζεται η MMP3 από τη 

σιώπηση των άλλων δύο MMPs και του timp αναστολέα, αφού η μελέτη του 

συγκεκριμένου γονιδίου δεν περιλήφθηκε από την αρχή στην συγκεκριμένη 

εργασία.  

   Σε ότι αφορά την ανάπτυξη και την πιστοποίηση της ειδικότητας των 

αντισωμάτων βοήθησε σημαντικά το γεγονός ότι η έκφραση και των τριών 
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γονιδίων μειώνονταν σημαντικά μετά την χορήγηση δίκλωνου RNA. Ανάλογη 

μείωση επομένως περιμένει κανείς να δει και σε πρωτεϊνικό επίπεδο, εκτός 

και αν ο χρόνος ημιζωής τους είναι μεγάλος. Στην περίπτωση πάντως και της 

MMP1 και του timp εντοπίστηκαν σε μεσεντερικά εκχυλίσματα πρωτεϊνικά 

προϊόντα του αναμενόμενου μοριακού μεγέθους που μειωνόταν αισθητά μετά 

από χορήγηση δίκλωνουRNA έναντι των δύο γονιδίων. Πρέπει να σημειωθεί 

ότι ο ορός έναντι του αναστολέα αναγνωρίζει στα μεσεντερικά εκχυλίσματα κι 

άλλα πρωτεϊνικά προϊόντα μεγαλύτερου μοριακού μεγέθους από το 

αναμενόμενο, η έκφραση όμως των οποίων δεν φαίνεται να διαφοροποιείται 

μετά από την χορήγηση δίκλωνου RNA έναντι timp.  

Στην περίπτωση της ΜΜΡ1 ο ορός αναγνωρίζει στα μεσεντερικά εκχυλίσματα 

δυο πρωτεϊνικά προϊόντα που βάσει μεγέθους αντιστοιχούν στο προζυμογόνο 

και στο ζυμογόνο της μεταλλοπρωτεάσης, δείχνοντας ότι μεταμεταγραφικά η 

πρωτεΐνη αυτή παρουσιάζει το γνωστό πρότυπο ενεργοποίησης που έχει ήδη 

περιγραφεί για τις ΜΜΡs.  

Σε ότι αφορά τον MMP2 ορό αντίθετα ο συνδιασμός γονιδιακής σιώπησης και 

ανοσοαποτύπωσης, υπέδειξε ότι ήταν μάλλον μη ειδικός, μια και η γονιδιακή 

σιώπηση δεν οδήγησε σε αναμενόμενη μείωση της πρωτεϊνης, πράγμα που 

επιβεβαιώθηκε και με την έκτοπη έκφραση του MMP2 γονιδίου σε 

αιμοκυτταρικές σειρές κουνουπιών. Σεαυτή τη περίπτωση ο ορός δεν 

αναγνωρίσε ούτε σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης ούτε σε πειράματα 

ανοσοιστοχημείας το έκτοπα εκφρασμένο προϊόν, παρόλο που αντίσωμα 

έναντι του επιτόπου myc με το οποίοη έκτοπα εκφρασμένη MMP2 ήταν 

σημασμένη, αναγνώρισε προϊόν αναμενόμενου μοριακού μεγέθους στο 

κυτταρόπλασμα των διαμολυσμένων κυττάρων, συγκεντρωμένο κυρίως στην 

περιοχή γύρω από τον πυρήνα. Το γεγονός αυτό οδηγεί στο συμπέρασμα ότι 

ο συγκεκριμένος ορός δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί περαιτέρω στην 

λειτουργική ανάλυση και χαρακτηρισμό του μορίου. 

Σε αντίστοιχα πειράματα έκτοπης έκφρασης της MMP1στις κυτταρικές σειρές 

φάνηκε ότι το έκτοπα εκφρασμένο πρωτεϊνικό προϊόν, είναι μόνο το 

προζυμογόνο, δηλαδή δεν παράγεται ζυμογόνο μέσω απομάκρυνσης του 

σηματοδοτικού πεπτιδίου και του προπεπτιδίου όπως συμβαίνει στο 

μεσέντερο. Μάλιστα τα πειράματα της ανοσοιστοχημείας δείχνουν ότι το 

εκτοπα εκφρασμένο προζυμογόνο συγκεντρώνεται στο κυτταρόπλασμα των 



[125] 
 

διαμολυσμένων κυττάρων, πιθανά στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Τα 

παραπάνω υποδεικνύουν ότι η έκφραση ολόκληρου του αναγνωστικού 

πλαισίου του γονιδίου της ΜΜΡ1 στη συγκεκριμένη κυτταρική σειρά δεν 

οδηγεί στην επιθυμητή μεταμεταφραστική τροποποίηση της πρωτεΐνης. 

Εφόσον είμαστε σίγουροι για την αλληλουχία του εκφρασμένου cDNA, μπορεί 

κανείς να υποθέσει ότι η μη απομάκρυνση του προπεπτιδίου και η 

συσσώρευση κατά συνέπεια της πρωτεΐνης στα διαμολυσμένα κύτταραμπορεί 

να οφείλεται στην απουσίααπό τα κύτταρα της πρωτεάσης που είναι 

υπεύθυνη για την απομάκρυνση του προπεπτιδίου στο μεσέ. Τέτοιες 

πρωτεάσες ανήκουν στην οικογένεια των pro-proteinconvertases κι ένας 

χαρακτηριστικός αντιπρόσωπος τους είναι η furin. Όπως έχει ήδη δειχθεί (Wu, 

Munshi et al. 2007)μη απομάκρυνση του προπεπτιδίου της διαμεμβρανικής 

MT-MMP1 του ανθρώπου λογω αναστολής της δράσης της υπεύθυνης για 

την ενεργοποίηση της πρωτεάσης οδήγησε σε συσσώρευση του ανενεργού 

προζυμογόνου της μεταλλοπρωτεασης σε ενδοσώματα του κυττάρου και 

εκτενή γλυκοζυλίωση της. Κατά αντιστοιχία είναι πιθανό οι αιμοκυτταρικές 

σειρές που χρησιμοποιήθηκαν για την διαμόλυνση να μην εκφράζουν την 

κατάλληλη pro-proteinconvertase που ενεργοποιεί την MMP1 στα μεσεντερικα 

επιθηλιακά κύτταρα, με αποτέλεσμα την έκφραση τελικά ενός ανενεργού 

μορίου που δεν μπορεί να οδηγηθεί στην κυτταρική μεμβράνη. 
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Παράρτημα 
ADAMTS1 ορρός 

Η ADAMTS1 του Ανωφελούς προβλέπεται να έχει μοριακό μέγεθος της τάξης 

των 100Kd, ενώ μετά την απομάκρυνση του προπεπτιδίου το παραγόμενο 

πρωτεϊνικό προϊόν έχει μοριακό μέγεθος 90Κd. Συνδυάζοντας τις 

πληροφορίες που υπάρχουν για αυτό το μόριο από το μεταγραφικό πρότυπο 

έκφρασης του, θα περίμενε κανείς τα επίπεδα της πρωτεΐνης που 

εκφράζονται από το συγκεκριμένο γονίδιο να μειώνονται σημαντικά 24ωρες 

μετά από την χορήγηση μολυσμένου αίματος, στο μεσέντερο του κουνουπιού. 

Πειράματα ανοσοαποτύπωσης σε εκχυλίσματα από μεσέντερα κουνουπιών 

24 και 48 ώρες μετά τη χορήγηση αίματος παρουσία και απουσία παρασίτου, 

καθώς και σε μεσέντερα κουνουπιών που δεν είχαν τραφεί με αίμα ωστόσο 

έδειξαν ότι ο ορρός δεν αναγνωρίζει κανένα πρωτεϊνικό προϊόν μεγέθους 90-

100Κd. Αντίθετα αναγνωρίζει έντονα ένα πρωτεϊνικό προϊόν μεγέθους 

περίπου 72Κd, η ποσότητα του οποίου όμως παραμένει αμετάβλητη σε όλα 

τα παραπάνω πρωτεϊνικά δείγματα (σχ.1Α). Να αναφερθεί ότι τα δείγματα 

αυτά έφεραν ίδια ποσότητα συνολικής πρωτεΐνης, όπως έδειξε στο ίδιο 

πείραμα ανοσοαποτύπωσης επώαση με αντίσωμα έναντι τουμπουλίνης, μιας 

πρωτεΐνης του κυτταρικού σκελετού η έκφραση της οποίας δεν μεταβάλλεται 

σημαντικά μεταξύ διαφορετικών συνθηκών.    

Επιπρόσθετα κουνούπια ενέθηκαν, με δίκλωνο RNA έναντι GFP κι έναντι 

ADAMTS1 και τα εκχυλίσματα τους χρησιμοποιήθηκαν σε πειράματα 

ανοσοαποτύπωσης. Ανάλυση εκχυλισμάτων από σώματα των παραπάνω 

κουνουπιών με τον συγκεκριμένο ορρό έδειξε ότι αυτός αναγνωρίζει και στα 

εκχυλίσματα από σώματα κουνουπιών πρωτεϊνικό προϊόν μεγέθους 72Κd, 

όπως και στην περίπτωση των μεσεντέρων. Η ποσότητα όμως του 

πρωτεϊνικού αυτού προϊόντος δεν φαίνεται να διαφοροποιείται μετά από 

σιώπηση του ADAMTS1 γονιδίου. Αντίθετα η χορήγηση δίκλωνου RNA έναντι 

ADAMTS1 φαίνεται να μειώνει την έκφραση δυο πρωτεϊνικών προϊόντων, το 

μέγεθος των οποίων σύμφωνα με τον πρωτεϊνικό μάρτυρα είναι μικρότερο 

από 130 και μεγαλύτερο από 100Κd, διαφορετικό δηλαδή και πάλι από το 

αναμενόμενο για την ADAMTS1 (σχ.1Β). Nα σημειωθεί ότι τα δυο αυτά 

πρωτεϊνικά προϊόντα δεν αναγνωρίζονται από τον ορρό σε μεσεντερικά 

εκχυλίσματα, αλλά ούτε και σε εκχυλίσματα από σώματα κουνουπιών 24 και 



[127] 
 

48 ώρες μετά από αιματοφαγία στο ίδιο πείραμα αναοσοαποτύπωσης. Η 

βασική διαφορά των εκχυλισμάτων από  τα σώματα των ενεμένων 

κουνουπιών και των υπολοίπων δειγμάτων είναι ότι τα πρώτα περιέχουν 

πολύ περισσότερη πρωτεΐνη, όπως αποκαλύπτεται μετά από επώαση με 

αντίσωμα τουμπουλίνης. Επιπλέον, ο ορρός δεν αναγνωρίζει κανένα 

πρωτεϊνικό προϊόν σε εκχυλίσματα από αιμόλεμφο κουνουπιών.  

Τέλος, ο ορρός ADAMTS1 ελέχθηκε και σε πειράματα ανοσοφθορισμού 

έναντι μεσεντερικού ιστού. Μεσεντερικα επιθήλια 24 ώρες μετά τη λήψη 

αίματος παρουσία ή μη παρασίτου επωάστηκαν με ADAMTS1 ορρό και 

παρατήρηση τους σε μικροσκόπιο φθορισμού έδειξε ότι το ανοσοαντιδρόν 

υλικό που αναγνωρίζει ο ορρός εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα των 

επιθηλιακών κυττάρων του μεσεντέρου και στους μύες που περιβάλλουν τη 

βασική πλευρά του( σχημα2). Η ένταση του σήματος, αλλά και η θέση του 

ανοσο-αντιδρόντος υλικού δεν διαφοροποιείται μεταξύ των διαφορετικών 

καταστάσεων (παρουσία-απουσία παρασίτου). 

 

Α-tubulin 

 
 

     Α) 

   Β) 

ADAMTS1 

ορός 

ADAMTS1 ορός 

Α-tubulin 
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Σχήμα1.ΕιδικότηταορούADAMTS1  

Α) έναντι εκχυλισμάτων από μεσέντερα κουνουπιών που δεν έχουν φάει αίμα 

και από μεσέντερα κουνουπιών 24 και 48 ώρες μετά από αιματοφαγία 

παρουσία ή απουσία παρασίτου. Το πρωτεϊνικό περιεχόμενο των δειγμάτων 

φαίνεται από την επώαση με αντίσωμα τουμπουλίνης 

Β)έναντι εκχυλισμάτων από σώματα και αιμόλεμφο κουνουπιών που δεν έχουν 

φάει αίμα και από σώματα κουνουπιών 24 και 48 ώρες μετά από αιματοφαγία. 

Στο ίδιο πείραμα επωάστηκαν με τον ίδιο ορρό και εκχυλίσματα από σώματα 

κουνουπιών ενεμένα με δίκλωνο RNA έναντι GFP και ADAMTS1. Όπως 

αποκαλύπτει και το αντίσωμα τουμπουλίνης τα δυο τελευταία δείγματα 

περιέχουν πολύ περισσότερη πρωτεΐνη από τα προηγούμενα. Να σημειωθεί  

ότι το αντίσωμα τουμπουλίνης δεν δίνει σήμα στο δείγμα της αιμολέμφου. 

 
 

 

 
 

Σχημα2εντοπισμός του ανοσο-αντιδρόντος υλικού με αντι-ADAMTS1 ορρό 

(πράσινο) με ανοσοχρώση και χρήση συνεστιακής μικροσκοπίας. Στο πείραμα 

αυτό έγινε ταυτόχρονη χρώση με topro (μπλε) και a-Pbs21 (κόκκινο) Α) 

Εντοπισμός σε επιθηλιακά κύτταρα του μεσεντερικου ιστού στην κορυφαία(1) 

και την βασική πλευρά τους (2) 24 ώρες μετά την λήψη αίματος. Β)Εντοπισμός 

σε επιθηλιακά κύτταρα του μεσεντέρου στην κορυφαία (1) και την βασική(2) 

πλευρά τους 24 ώρες μετά την λήψη μολυσμένου αίματοςμεσεντερου στην 

Α) 

Β) 

1 

1 

2

2
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κορυφαία (1) και την βασική(2) πλευρά τους 24 ώρεςμετά την 

λήψημολυσμένουαίματος  
 

ADAMTS2 ορός 

 

Οι ADAMTS2ορροί που παρήχθηκαν θα έπρέπε να αναγνωρίζουν σε 

εκχυλίσματα από ιστούς κουνουπιών πρωτεϊνικά προϊόντα που να 

αντιστοιχούν στα τέσσερα εναλλακτικά μετάγραφα του ADAMTS2γονιδίου. Τα 

τέσσερα εναλλακτικά μετάγραφα του γονιδίου ADAMTS2 δίνουν τέσσερα 

πρωτεϊνικά προϊόντα μοριακού μεγέθους 167, 162, 156 και 150kd αντίστοιχα 

για τις ισομορφές Α,Β, Γ και Δ. Το μοριακό μέγεθος των προϊόντων αυτών 

μετά από την απομάκρυνση του προπεπτιδίου μειώνεται κατά 10Kd. 

Σύμφωνα με το μεταγραφικό πρότυπο του γονιδίου που περιγράφηκε στο 

προηγούμενο κεφάλαιο οι ισομορφές Γ και Δ κι επομένως και τα πρωτεϊνικά 

τους προϊόντα (156, 150kd) θα πρέπει να εντοπίζονται στον μεσεντερικο ιστό 

και στα σώματα των κουνουπιών, ενώ οι ισομορφές Α και Β και τα προϊόντα 

τους (167, 162kd) θα πρέπει να εντοπίζονται μόνο στο σώμα του κουνουπιού. 

Για να διαπιστωθεί αν ισχύουν τα παραπάνω οι δυο ορροί δοκιμάστηκαν σε 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης με πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από μεσέντερα και 

σώματα κουνουπιών.  

Στην περίπτωση του ορρού που προέκυψε από το ΤS23pAg αναγνωρίζονται 

πρωτεϊνικά προϊόντα στα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από σώματα κουνουπιών, 

και προϊόντα μικρότερα από τα παραπάνω τόσο στα μεσεντερικα 

εκχυλίσματα, όσο και στα εκχυλίσματα από τα σώματα (σχ3). Σύμφωνα με τα 

παραπάνω θα μπορούσαν τα πρωτεϊνικά προϊόντα που αναγνωρίζονται μόνο 

στα σώματα των κουνουπιών να αντιστοιχούν στις ισομορφές Α και Β, ενώ το 

μικρότερο πρωτεϊνικό προϊόν που εντοπίζεται και στα δυο πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα να αντιστοιχεί στις ισομορφές Γ και Δ.  

Μετά από καθαρισμό του ορρού έναντι του αντιγόνου και χρησιμοποίηση του 

σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης έναντι των ίδιων πρωτεϊνικών 

εκχυλισμάτων (σχ3)  το πρωτεϊνικό πρότυπο των εκχυλισμάτων δεν φαίνεται 

να διαφέρει σημαντικά. Συγκεκριμένα, αναγνωρίζεται και στα δυο πρωτεϊνικά 

εκχυλίσματα μονό το μικρότερο πρωτεϊνικό προϊόν, αυτό δηλαδή που θα 

μπορούσε βάσει μεγέθους να αντιστοιχεί στις ισομορφές Γ και Δ  (η διαφορά 
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μεγέθους μεταξύ των δυο προϊόντων είναι πολύ μικρή για να γίνει διακριτή σε 

αποδιατακτικό πήκτωμα). Επιπλέον  αναγνωρίζονται  τόσο πριν, όσο και μετά 

από τον καθαρισμό έναντι αντιγόνου πρωτεϊνικά προϊόντα μικρότερου 

μοριακού μεγέθους(100-72kd, 55Kd και 42Kd). Αυτά θα μπορούσαν να 

αντιστοιχούν σε προϊόντα πρωτεόλυσης.  

Εγιναν επίσης πειράματα ανοσοαποτύπωσης με εκχυλίσματα από σώματα 

και μεσέντερα κουνουπιών ενεμένων με δίκλωνων RNA έναντι ADAMTS2. Το 

πρότυπο που έδωσε ο ορρός σε αυτά τα εκχυλίσματα συγκρίθηκε με το 

πρότυπο που έδωσε σε εκχυλίσματα των ίδιων ιστών από κουνούπια ενεμένα 

με δίκλωνο GFP. Στο πείραμα αυτό δεν χρησιμοποιήθηκε ο καθαρισμένος 

ορρός. Οπως φαίνεται στο σχήμα 3 η ένταση των πρωτεϊνικών προϊόντων, 

τόσο των μεγαλομοριακών, όσο και των μικρότερων, που αναγνωρίζει ο 

ορρός δεν φαίνεται να διαφέρει μεταξύ των κουνουπιών των ενεμένων με 

δίκλωνο RNA έναντι GFP ή ADAMTS2.  

Τέλος ο TS23p ορός ελέχθηκε και σε πειράματα ανοσοφθορισμού με 

μεσεντερικούς ιστούς 24 ώρες μετά την λήψη αίματος. Όπως φαίνεται και από 

το σχήμα4, το ανοσοαντιδρόν υλικό που αναγνωρίζει ο ορρός φαίνεται να 

εντοπίζονται στο ενδοπλασματικο κυρίως δίκτυο των επιθηλιακών κυττάρων 

του μεσεντερου. 
 

 
 

 

 

TS23p ορός 

πριν τον 

καθαρισμό 

TS23p ορός 

μετά τον 

καθαρισμό
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Σχήμα3Πρωτεϊνικό πρότυπο ορού ΤS23p σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης 

με εκχυλίσματα από μεσέντερα και σώματα κουνουπιών πριν και μετά τον 

καθαρισμό έναντι του αντιγόνου. Ο καθαρισμός του ορού δεν διαφοροποιεί 

σημαντικά τα πρωτεϊνικά προϊόντα που αυτός αναγνωρίζει.  

Γ)Πειράματα ανοσοαποτύπωσης με εκχυλίσματα από σώματα και μεσέντερα 

κουνουπιών μετά από σιωπηση του γονιδίου ADAMTS2 με δίκλωνο RNA. 

Σύγκριση του πρωτεϊνικού προτύπου που αναγνωρίζεται σε αυτά τα 

εκχυλίσματα από τον TS23p ορό σε σχέση με πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από 

κουνούπια ενεμένα με δίκλωνο GFP. Η ένταση των πρωτεϊνικών προϊόντων 

μεταξύ των δυο διαφορετικών ομάδων (ενωμένων με δίκλωνο GFP και 

δίκλωνο ADAMTS2) παραμένει ίδια. 

 

Σχήμα4Εντοπισμός του TS25p 

ορού ειδικού υλικού (πράσινο) σε 

επιθηλιακά κύτταρα μεσεντερικου 

ιστού 24ωρες μετά την λήψη 

αίματος με χρήση 

ανοσοιστοχημείας και 

συνεστιακής μικροσκοπίας. 

Συγχρώση με a-Histone αντίσωμα 

(κόκκινο). 

 

Στην οικογένεια πρωτεϊνών των ADAMTSs έχουν αναφερθεί πολλές 

περιπτώσεις μεταμεταφραστικών τροποποιήσεων, όπως γλυκοζυλιώσεις, 

αλλά και πρωτεολύσεις. Είναι πιθανό και οι ADAMTSs του Ανωφελούς να 

υφίστανται παρόμοιες τροποποιήσεις, που θα μετέβαλλαν τα αναμενόμενα 

μεγέθη των ADAMTSπροϊόντων. Aν λάβει κανείς υπόψη τα βιβλιογραφικά 

δεδομένα, που αναφέρθηκαν για την ADAMTS4 του ανθρώπου, πιθανή θέση 

πρωτεόλυσης για τις ADAMTSs είναι η περιοχή πριν ή μέσα στο 

spacerdomain. Βάσει αυτού μπορεί κανείς να υπολογίσει τα προβλεπόμενα 

μοριακά μεγέθη των αμονοτελικών και καρβοξυτελικών πιθανών προϊόντων 

πρωτεόλυσης  των ADAMTS1 και 2, όπως φαίνεται στο σχήμα 5 και να τα 

συγκρίνει με τα μοριακά μεγέθη των προϊόντων που οι οροί αναγνωρίζουν. 

Στην περίπτωση του ADAMTS1 ορρού το κυριότερο πρωτεϊνικό προϊόν που 
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αναγνωρίζεται είναι περίπου 75 Κd. Σε ορισμένα μάλιστα πρωτεϊνικά δείγματα 

με πλούσιο πρωτεϊνικό περιεχόμενο ο ADAMTS1 ορός αναγνωρίζει επιπλέον 

πρωτεϊνικά προϊόντα μεγέθους 50 και 30Kd. Επομένως σύμφωνα με το 

σχήμα 20 και δεδομένου ότι ο συγκεκριμένος ορρός μπορεί θεωρητικά να 

αναγνωρίζει και τα δυο μέρη της πρωτεΐνης που προκύπτουν από πιθανή 

πρωτεόλυση, θα μπορούσε κανείς να ισχυριστεί ότι τα δυο πρωτεϊνικά 

προϊόντα που αναγνωρίζονται στα πρωτεϊνικά εκχυλίσματα (70 και 30Κd) θα 

μπορούσαν βάσει μεγέθους να προέρχονται από την ADAMTS1.  

 Αντίστοιχα ο TS23p ορρός αναγνωρίζει τόσο πριν όσο και μετά τον 

καθαρισμό του έναντι αντιγόνου ένα πρωτεϊνικό προϊόν μεγέθους περίπου 

100Κd, αλλά και μικρότερα μεγέθους 50 και 40Kd.  Τα προϊόντα αυτά μάλιστα 

φαίνεται να αναγνωρίζονται στα εκχυλίσματα από σώματα, αλλά και από 

μεσέντερα κουνουπιών. Σύμφωνα ωστόσο με τα μεγέθη που φαίνονται στο 

σχήμα 20 και δεδομένου ότι ο TS23p ορρός μπορεί θεωρητικά να 

αναγνωρίσει μονό τα καρβοξυτελικό άκρο του μορίου, κανένα από τα 

προϊόντα που αναγνωρίζονται στα πειράματα ανοσοαποτύπωσης δεν θα 

μπορούσε να αντιστοιχεί βάσει μεγέθους στα υποτιθέμενα πρωτεολυτικά 

προϊόντα των τεσσάρων ισομορφών.  Επομένως είτε ο ορρός δεν είναι 

ειδικός, είτε λαμβάνει χώρα στο μόριο αυτό πρωτεόλυση σε κάποιο άλλο 

σημείο του. .  

 

ΠιθανάσημείαπρωτεόλυσηςADAMTS2   

 

Πιθανά σημεία 

πρωτεόλυσης ADAMTS1 
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Σχημα5Σχηματική απεικόνιση της δομής των πρωτεϊνών ADAMTS1 και 

ADAMTS2, όπως έχει ήδη περιγράφει σε προηγούμενο κεφαλαίο. Τα μαύρα 

βέλη δείχνουν πιθανά σημεία πρωτεόλυσης των μορίων, σύμφωνα με τα 

βιβλιογραφικά δεδομένα. Στις αγκύλες αναφέρονται τα μοριακά μεγέθη των 

παραγομένων προϊόντων που θα πρέπει να αναγνωρίζονται από τους ορούς 

(τα αντιγόνα από τα οποία αυτοί προέκυψαν υποδεικνύονται με το πορτοκαλί 

βέλος) 
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Κεφάλαιο 3 
Λειτουργικήανάλυση του γονιδίου ΜΜΡ1 του 

οργανισμούAnophelesgambiae 
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3.1.1Toπρωτεϊνικόπροϊόν του γονιδίου ΜΜΡ1 
παρουσιάζειδιαφορετικόπρότυποέκφρασης σε διαφορετικούςιστούς 
του οργανισμούAnophelesgambiae. 
 

Προκειμένου να γίνει πλήρης λειτουργικός χαρακτηρισμός της MMP1 

εξετάστηκε το πρότυπο  έκφρασης της σε ένα εύρος  ιστών του κουνουπιού. 

Τα κουνούπια χωρίστηκαν σε αιμόλεμφο/περιφερειακά αιμοκύτταρα, 

μεσέντερο, ωοθήκες και υπόλοιπο σώμα (carcass).  

Οι παραπάνωιστοίαπομονώθηκαν από κουνούπιαενεμένα με 

δίκλωνοRNAέναντι ΜΜΡ1 , είτε με δίκλωνο RNAέναντι GFP(δείγματα 

αναφοράς) και αναλύθηκαν σε πειράματαανοσοαποτύπωσης με το α-

ΜΜΡ1αντίσωμα. Τα αποτελέσματα των παραπάνωπειραμάτωνεπιβεβαίωσαν 

την έκφραση της πρωτεΐνης ΜΜΡ1 στον μεσεντερικο ιστό με τη μορφήδύο 

πρωτεϊνών που με βάση τα μοριακά τους μεγέθη αντιστοιχούν στο 

προζυμογόνο και στο ζυμογόνο αντίστοιχα.  

Τόσο στα εκχυλίσματα από ωοθήκες όσο και από σώματα των κουνουπιών η 

ΜΜΡ1 ανιχνεύεται στη μορφή του ζυμογόνου. Επιπρόσθετα όμως στα 

εκχυλίσματα που προέρχονται από μεσέντερα ή από τις ωοθήκες και τα 

σώματα των κουνουπιών ανιχνεύονται με το αντι-MMP1 αντίσωμα πρωτεϊνικά 

προϊόντα μικρότερου μοριακού μεγέθους, 34Kd (μεσέντερα)και 27Κd 

(ωοθήκες/carcasses). Τα προϊόντα αυτά σχετίζονται με την ΜΜΡ1, καθόσον 

τα επίπεδα τους μειώνονται μετά από χορήγηση δίκλωνου RNAειδικού για 

MMP1 σε σχέση πάντα με τα επίπεδα τους στο δείγμα αναφοράς. Πρέπει 

όμως να σημειωθεί ότι η παρουσία τους όπως φαίνεται από επαναλήψεις των 

πειραμάτων ανοσοαποτύπωσης είναι τυχαία. 

Στην αιμολεμφο των κουνουπιών το α-MMP1 αντίσωμα εντοπίζει μια μόνο 

πρωτεϊνη, το μοριακό μέγεθος της οποίας είναι μεταξύ εκείνων του 

προζυμογόνου και του ζυμογόνου. Η απόκλιση μεγεθους της MMP1 

πρωτεϊνης της αιμολέμφου από εκείνο του MMP1 προζυμογόνου και 

ζυμογόνου που ανιχνεύονται στο μεσέντερο δείχνει είτε την παρουσια μιας 

εναλλακτικής ισομορφής ΜΜΡ1 στην αιμόλεμφο και τα περιφερειακά 

αιμοκύτταρα, είτε εναλλακτική πρωτεολυτική ωρίμανση.  
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Σχημα1 Πείραμαανοσοαποτύπωσης που επιβεβαιώνει το 

διαφορετικόπρότυποέκφρασης της ΜΜΡ1 στο μεσέντερο (midguts), στην 

αιμολεμφο (haemolymph) και στο σώμα του κουνουπιού (carcass), που δεν 

περιλαμβάνει τον μεσεντερικο ιστό και τις ωοθήκες. Συγκρίνεται το 

πρότυποέκφρασης της πρωτεΐνης στους παραπάνωιστούς από 

κουνούπιαενεμένα με δίκλωνοRNAέναντι ΜΜΡ1 σε σχέση με 

κουνούπιαενεμένα με δίκλωνοGFP (δείγμααναφοράς). Η 

ίσηποσότηταπρωτεϊνικούφορτίουμεταξύ των 

διαφορετικώνδειγμάτωνεπιβεβαιώνεται με επώαση με 

αντίσωμαέναντιτουμπουλίνης. Για το δείγμα της αιμολέμφου, όπου δεν 

εκφράζεταιτουμπουλίνη η κανονικοποίηση των δειγμάτωνέγινε με 

μέτρησηαυτών με Bradford 

 

Τα ομόλογα γονίδια στην Δροσόφιλα και το Triboliumcastaneumπροβλέπεται 

να κωδικοποιούν δυο εναλλακτικάμετάγραφα εκ των οποίων το ένα 

αντιστοιχεί σε διαμεμβρανική πρωτεϊνη, όπως η μεσεντερική μορφή της 

ΜΜΡ1 του Ανωφελούς, και το άλλο σε εκκρινόμενη. Τα παραπάνω ενίσχυσαν  

την υπόθεση της πιθανής ύπαρξης εναλλακτικού MMP1 μεταγράφου στον 

Ανωφελή.  

Για τον λόγο αυτό διερευνήθηκε η ESTdatabase του Ανωφελούς για ΜΜΡ1 

σχετιζόμενα ESTs(http://web.bioinformatics.ic.ac.uk/vectorbase/AnoEST.v8). 
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Φάνηκε ότι κάποιες αλληλουχίες ESTs που προέρχονταν από ενήλικα 

κουνούπια υποδείκνυαν την ύπαρξη ενός μεταγράφου που κωδικοποιούσε 

πρωτεϊνικό προϊόν με διαφορετικό καρβοξυτελικό άκρο από το ήδη 

προβλεπόμενο.  

Σχεδιάστηκαν εκκινητές με βάση την παραπάνω αλληλουχία οι οποίοι 

χρησιμοποιήθηκαν σε αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυμεράσης με μήτρα cDNA 

από αιμοκύτταρα και σώματα ενηλίκων θηλυκών κουνουπιών. Το προϊόν που 

προέκυψε από αυτές τις αντιδράσεις αλληλουχήθηκε και η αλληλουχία του 

έδειξε ότι πράγματι στα αιμοκύτταρα εκφράζεται ένα εναλλακτικό μετάγραφο 

της ΜΜΡ1 στο οποίο το μάτισμα του τέταρτου εξονίου γίνεται με αλληλουχία 

του μη μεταγραφόμενου 3’ άκρου του γονιδίου της ΜΜΡ1. Το πρωτεϊνικό 

προϊόν που εκφράζεται από το συγκεκριμένο μετάγραφο έχει προβλεπόμενο 

μοριακό μέγεθος ίδιο με αυτό που εντοπίζεται στα αιμοκύτταρα, ενώ το 

καρβοξυτελικό του άκρο δεν κωδικοποιεί διαμεμβρανική περιοχή. Σχηματικά 

το εναλλακτικό μετάγραφο της ΜΜΡ1 και του πρωτεϊνικού του προϊόντος που 

εκφράζεται στα αιμοκύτταρα παρουσιάζεται στο σχήμα 2Α. 

 Η φυλογενετική σχέση των ομόλογων γονιδίων της ΜΜΡ1 του Ανωφελούς 

στους οργανισμούς Triboliumκαι Drosophilaπαρουσιάζεται στο σχήμα 2Β με 

τη μορφή δενδρογράμματος. Από αυτό γίνεται αντιληπτό ότι σε όλα τα έντομα 

στα οποία έχει μελετηθεί η MMP1, αυτή βρίσκεται με δύο μορφές, μια 

διαμεμβρανική και μια εκκρινόμενη, ενώ φαίνεται ότι η DmMMP1 είναι πιο 

κοντά φυλογενετικά στην ΜΜΡ1 του Triboliumcastaneum. 
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A. 

 
 

 

 

B. 

 
 
Σχήμα 2Α) Διαγραμματική απεικόνιση της δομής των δυο εναλλακτικών 

μεταγράφων της ΜΜΡ1 του Ανωφελούς και των πρωτεϊνικών προϊόντων που 

αυτά εκφράζουν. Να υπενθυμιστεί ότι η ισομορφή 1 (iso1) είναι το μετάγραφo 

που εντοπίζεται στο μεσεντερικο επιθήλιο του Ανωφελούς και κωδικοποιεί μια 

διαμεμβρανική πρωτεΐνη μεγέθους 63,5kd, ενώ η ισομορφή 2(iso 2) είναι η 

ισομορφή που εκφράζεται στα αιμοκύτταρα και κωδικοποιεί μια εκκρινόμενη 

πρωτεΐνη μεγέθους 57,5Kd . 

B) Φυλογενετικό δέντρο των ομόλογων γονιδίων της πρωτεάσης ΜΜΡ1 του 

ανωφελούς στους οργανισμούς Triboliumcastaneum, Drosophila 

melanogaster και Aedesaegypti. Το φυλογενετικό δέντρο έγινε με σύγκριση 

των πρωτεϊνικών αλληλουχιών των μεταγράφων κάθε οργανισμού και 

περιλαμβάνει και τα προϊόντα των εναλλακτικών ισομορφών, όπου αυτά 
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προβλέπονται. Η ισομορφή 1 (iso 1) αντιστοιχεί στην κάθε περίπτωση στο 

διαμεμβρανικό πρωτεϊνικό προϊόν, ενώ η ισομορφή 2 στο εκκρινόμενο 

πρωτεϊνικό προϊόν. 

 

Τα πειράματα ανοσοαποτύπωσης συνοδεύτηκαν και με πειράματα 

ανοσοεντοπισμού, προκειμένου να αποκαλυφθεί  η υποκυτταρική τοπολογία 

της MMP1 στους διαφορετικούς ιστούς και κυτταρικούς τύπους. Η 

απομόνωση των ιστών για τα πειράματα αυτά έγινε παράλληλα με την 

απομόνωση τους για τα πειράματα ανοσοαποτύπωσης.  

Η ανάλυση των δειγμάτων έγινε με συνεστιακή μικροσκοπία και 

παρουσιάζεται στο σχήμα 3. Στον μεσεντερικο ιστό  ο ανοσοεντοπισμός έδειξε 

ότι η πρωτεΐνη εκφράζεται μόνο στο δείγμα αναφοράς (μεσέντερα από 

κουνούπια ενεμένα με δίκλωνο GFP) κι εντοπίζεται κυρίως στις επιφάνειες 

επαφής/διασύνδεσης των επιθηλιακών κυττάρων (attachmentsites), καθώς 

και στο κυτταρόπλασμα αυτών. Παρόμοιο εντοπισμό εμφανίζει η MMP1 

πρωτεάση και στις ωοθήκες των κουνουπιών στις επιφάνειες 

επαφής/διασύνδεσης των θυλακοκυττάρων (folliclecells) που περιβάλλουν τα 

τροφοκύτταρα (nursecells) και το αναπτυσσόμενο ωοκύτταρο.  

Στα περιφερειακά αιμοκύτταρα της ίδιας ομάδας κουνουπιών η πρωτεάση 

MMP1 εμφανίζει διαφορετικό εντοπισμό. Εντοπίζεται συγκεντρωμένη μέσα 

στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων σε μεγάλα συσσωματώματα, τα οποία 

πιθανόν αντιστοιχούν σε υποκυτταρικά κυστίδια. 

\ 
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Σχήμα3Μεσεντερικοίιστοί (midguts), αιμοκύτταρα (hemocytes) και ωοθήκες 

(ovaries) κουνουπιώνενεμένων με δίκλωνοRNAέναντιGFP (GFPinj) κι έναντι 

ΜΜΡ1 (Μ1 inj) αναλύθηκαν σε πειράματαανοσοιστοχημείας με 

συνεστιακήμικροσκο

πία. Με 

κόκκινοεντοπίζεται η 

ΜΜΡ1 και με μπλε ο 

πυρήνας των 

κυττάρων και στους 

τρεις ιστούς. Το 

πράσινοαντιστοιχεί 

στην 

φθορίζουσαχρωστικ

ήPhalloidin που 

διαγράφει τα ινίδια 

ακτινης. Η χρωστική 

αυτή 

χρησιμοποιήθηκεμό

νο στο 

αιμοκυτταρικόδείγμα

, προκειμένου να αποκαλυφθούν τα όρια των κυττάρων. 

 

 
 
Συμπερασματικά, η πρωτεάση MMP1, εκφράζεται σαν διαμεμβρανική 

πρωτεάση στα επιθηλιακά κύτταρα του μεσεντέρου και τα θυλακοκύτταρα και 

εντοπίζεται κυρίως στις επιφάνειες επαφής των κυττάρων, ενώ τα 

αποτελέσματα της ανοσοαποτύπωσης και του ανοσοεντοπισμού συνηγορούν 

ότι η εναλλακτική ισομορφή της MMP1 η οποία στερείται διαμεμβρανικού 

τμήματος, εκφράζεται αποκλειστικά στα αιμοκύτταρα και εντοπίζεται σε 

υποκυτταρικά συσσωματώματα. 

 
3.1.2 Και οι δύο ισομορφές της ΜΜΡ1 του Ανωφελούς αντιστοιχούν σε 
ενεργή πρωτεάση 
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Προκειμένου να πιστοποιηθεί ότι οι δύο εναλλακτικές ΜΜΡ1 ισομορφές που 

εκφράζονται στο μεσεντερικο επιθήλιο και στα περιφερικά αιμοκύτταρα 

αντίστοιχα έχουν ενεργότητα πρωτεάσης, εκχυλίσματα των ανωτέρω 

αναλύθηκαν με ζυμογραφία καζεΐνης απουσία αναγωγικού παράγοντα. 

Στην ζυμογραφία τα πρωτεινικά εκχυλίσματα αναλύονται με ηλεκτροφόρηση 

σε πηκτώματα πολυακρυλαμίδης που έχουν συμπολυμεριστεί με 

υποστρώματα όπως η καζείνη ή η ζελατίνη. Απομάκρυνση του 

αποδιατακτικού παράγοντα οδηγει σε επαναδιάταξη των πρωτεασών και 

κατάλυση του υποστρώματος. Η πρωτεολύτικη ενεργότητα ανιχνεύεται μετά 

από βάψιμοτου πηκτώματος. Στις συνθήκες στις οποίες λαμβάνει χώρα η 

συγκεκριμένη διαδικασία ενεργοποιείται όχι μόνο το ζυμογόνο, αλλά και το 

πρόζυμογόνο της μεταλλοπρωτεάσης. 

Δεδομένου ότι η καζεΐνη είναι ένα γενικό υπόστρωμα πρωτεασών, για να 

πιστοποιηθεί ποιές ζώνες καζεϊνολυτικής ενεργότητας αντιστοιχούν στις 

ισομορφές της MMP1 αναλύθηκαν συγκριτικά εκχυλίσματα περιφερικών 

αιμοκυττάρων και μεσεντέρων από κουνούπια στα οποία η έκφραση της 

ΜΜΡ1 είχε σιωπηθεί με χορήγηση δίκλωνου RNA έναντι ΜΜΡ1, και 

αντίστοιχα εκχυλίσματα από κουνούπια τα οποία είχαν ενεθεί με δίκλωνο RNA 

έναντι GFP(δείγματα αναφοράς) .  

Χρώση του πηκτώματος με Coomassie αποκάλυψε καζεϊνολυτική ενεργοτητα 

σε ζώνες με μοριακά μεγέθη αναμενόμενα για το προζυμογόνο και την 

μεσεντερική μορφή του ζυμογόνου της  ΜΜΡ1, στα εκχυλίσματα από 

μεσέντερο, καθώς επίσης και για την αιμοκυτταρική ΜΜΡ1 ισομορφή στα 

εκχυλίσματα από αιμόλεμφο. Στα αντίστοιχα εκχυλίσματα από κουνούπια στα 

οποία η έκφραση της ΜΜΡ1 είχε αποσιωπηθεί οι αντίστοιχες ζώνες 

καζεινολυτικής ενεργότητας δεν εμφανίζονταν υποδεικνύοντας ότι όντως οι 

ζώνες αντιστοιχούσαν στις ισομορφές της ΜΜΡ1 (σχ.4).  

Πρέπει να σημειωθεί ότι σε παρόμοια πειράματα ζυμογραφίας στα οποία 

χρησιμοποιήθηκε σαν υπόστρωμα ζελατίνη δεν αποκαλύφθηκαν ζώνες 

ζελατινολυτικής ενεργότητας που να αντιστοιχούν στα αναμενόμενα μεγέθη 

για τις ΜΜΡ1 ισομορφές, γεγονός που υποδηλώνει ότι η ζελατίνη δεν είναι 

προτιμώμενο υπόστρωμα από την MMP1. Κάτι αντίστοιχο είχε προηγούμενα 

παρατηρηθεί και στην περίπτωση της ΜΜΡ1 της Drosophila η οποία φαίνεται 
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επίσης να προτιμά την καζεΐνη κι όχι τη ζελατίνη σαν υπόστρωμα(Llano, 

Pendas et al. 2000). 

Όπως φαίνεται στο σχήμα 4 έντονη καζεϊνολυτική ενεργότητα εμφανίζεται στα 

εκχυλίσματα που προέρχονται από μεσέντερο και σε ζώνη που αντιστοιχεί σε 

πρωτεϊνη μεγέθους περίπου 34Kd. Παρόμοιο μέγεθος έχει και το προϊόν που 

ευκαιριακά εντοπίζεται με α-MMP1 αντίσωμα και εικάζεται ότι είναι προϊόν 

πρωτεόλυσης της ΜΜΡ1. Το γεγονός όμως ότι η ζώνη καζεϊνολυτικής 

ενεργότητας στην ζυμογραφία δεν φαίνεται να διαφοροποιείται μεταξύ 

εκχυλισμάτων που προέρχονται από κουνούπια στα οποία έχει χορηγηθεί 

δίκλωνο RNAέναντι GFPή δίκλωνο RNAέναντι ΜΜΡ1 υποδεικνύει ότι η 

συγκεκριμένη καζεϊνολυτική ενεργότητα δεν ταυτίζεται με MMP1 

πρωτεολυτικό προϊόν.      

 

 

 
 

 
Σχήμα4Ζυμογραφικήανάλυση σε υπόστρωμακαζεΐνηςεκχυλισμάτων από 

μεσεντερικο ιστό (midguts) και περιφερικάαιμοκύτταρα (hemo) κουνουπιών 

στα οποίαείχεχορηγηθείδίκλωνοRNAέναντιGFP(dsGFP) κι έναντι ΜΜΡ1 

(dsMMP1). Το μαύρο και άσπροτόξουποδεικνύουν το προζυμογόνο και 

ζυμογόνο της μεσεντερικούς ΜΜΡ1, ενώ το βέλοςυποδεικνύει την 

αιμοκυτταρική ΜΜΡ1 
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3.2 Περιγραφή του προτύπουέκφρασης της μεσεντερικής και 
αιμοκυτταρικής ΜΜΡ1 
 
3.2.1 Η αιματοφαγία επάγει άμεσα την έκφραση της ΜΜΡ1 στο 

μεσεντερικό επιθήλιο. 
Η πρόσληψη αίματος από τα θηλυκά κουνούπια, έχει σαν αποτέλεσμα την 

άμεση διάταση του μεσεντέρου για να μπορέσει να χωρέσει τον όγκο του 

αίματος που είναι σχεδόν πενταπλάσιος του συνολικού όγκου του εντόμου. 

Για να επιτευχθεί η διάταση αυτή μπορεί κανείς να πιθανολογήσει ότι τα 

κύτταρα του μονόστοιβου μεσεντερικού επιθηλίου χρειάζεται να χαλαρώσουν 

τις μεταξύ τους συνδέσεις ή ακόμη και να κινηθούν πάνω στην εξωκυττάρια 

μήτρα (extracellularmatrix). Σ αυτή την διεργασία σημαντικό ρόλο μπορεί να 

παίζει και η MMP1 πρωτεάση. 

Θελήσαμε συνεπώς αρχικά να διερευνήσουμε τις μεταβολές του προτύπου 

έκφρασης της MMP1 στο μεσέντερο σε σχέση με την πρόσληψη αίματος.  

Για τον λόγο αυτό απομονώθηκαν μεσέντερα θηλυκών κουνουπιών σε 

διαφορετικές χρονικές στιγμές, 0, 24, 48 και 96 ώρες, μετά την αιματοφαγία. 

 Η έκφραση της ΜΜΡ1 σε αυτά τα επιθήλια αναλύθηκε αρχικά σε μεταγραφικό 

επίπεδο με πειράματα Real-timePCR.Η κανονικοποίηση των  δειγμάτων 

mRNA έγινε μέσω της μέτρησης των μεταγράφων του γονιδίου της 

ριβοσωμικής πρωτεΐνης S7, τα οποία όπως έχει ήδη αναφερθεί παραμένουν 

σταθερά ανεξαρτήτως συνθηκών μόλυνσης ή αιματοφαγίας. 

 Τα αποτελέσματα τριών ανεξαρτήτων πειραμάτων Real-timePCR έδειξαν ότι 

24ωρες μετά τη λήψη του αίματος παρουσιάζεται μια μικρή πτώση της 

μεταγραφής του γονιδίου περίπου 50% σε σχέση με τα επίπεδα μεταγραφής 

του 0 ώρες μετά την αιμοφαγια. Στις 48 και 96 ώρες όμως μετά την 

αιματοφαγία τα επίπεδα έκφρασης του μορίου είναι ελαφρώς αποκλείνοντα 

(48ωρες) ή σχεδόν ταυτόσημα (96ωρες) με αυτά των 0 ωρών (σχ.5).  
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Σχήμα 5Διαγραμματικήαπεικόνιση των αποτελεσμάτωνReal-timePCR 

πουαφορούν το μεταγραφικόπρότυπο του μορίου 0,24,48 και 96 ώρεςμετά την 

αιμοφαγια (0,24,48,96 ΑΒF). Στο ίδιοσχήμαφαίνονται τα 

πειράματαανοσοαποτύπωσηςεπιθηλίωναπομονωμένων από κουνούπια στα 

ίδιαχρονικάσημεία, καθώς και από κουνούπια που δεν έχουνταϊστεί με αίμα 

(SF). Tα πειράματαανοσοιστοχημείαςαναλύθηκαν με συνεστιακήμικροσκοπία 

και δείχνουν την τοποθέτηση της ΜΜΡ1 στην κορυφαίαπλευρά (apical) του 

μεσεντερου. Με κόκκινοαπεικονίζεται η ΜΜΡ1, ενώ με μπλε ο πυρήνας των 

κυττάρων (topro). 

 

Παράλληλα εκχυλίσματα μεσεντέρων αναλύθηκαν σε πρωτεϊνικό επίπεδο με 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης. Στα εκχυλίσματα μεσεντέρων που 

προέρχονται από κουνούπια που δεν εχουν προσλάβει αίμα οι δύο μορφές 

της MMP1, ζυμογόνο και προζυμογόνο, βρίσκονται σχεδον σε ισομοριακές 

αναλογίες. Ο λόγος όμως μεταξύ των δυο μορφών της ΜΜΡ1 αλλάζει 

δραματικά αμέσως μετά την πρόσληψη αίματος προς όφελος του 

προζυμογόνου γεγονός που υποδηλώνει νεοσύνθεση (σχ.5).  

Στις 24 και 48 ώρες όμως μετά τη λήψη αίματος τα επίπεδα της MMP1 

μειώνονται δραματικά σε σχέση με τα επίπεδα έκφρασης της στο χρόνο 0 , 

και η πρωτεάση ανιχνεύεται κυρίως στη μορφή του ζυμογόνου. 

.  
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Η παραπάνω εικόνα διασταυρώθηκε και με πειράματα ανοσο-ιστοχημείας 

μεσεντερικών επιθηλίων στα αντίστοιχα χρονικά σημεία μετά την πρόσληψη 

αίματος. Αμέσως μετά την αιματοφαγια, οπότε ανιχνεύονται αυξημένα 

επίπεδα MMP1 προζυμογόνου στα εκχυλίσματα με Western, το ανοσο-

αντιδρόν MMP1 υλικό εντοπίζεται ενδοκυτταρικά σε κοκκιώδη μορφή, πιθανά 

στο ενδοπλασματικο δίκτυο, ενισχύοντας έτσι την υπόθεση της νεοσύνθεσης 

MMP1 αμέσως μετά τη πρόσληψη του αίματος (σχ.5). 

Στις 24 και 48 ώρες όμως μετά τη αιματοοφαγία, όταν στα εκχυλίσματα 

ανιχνεύεται μόνο MMP1 ζυμογόνο, ανοσο-αντιδρόν MMP1 υλικό 

συγκεντρώνεται κυρίως στις θέσεις επαφής/διασύνδεσης μεταξύ των 

κυττάρων, που είναι και η αναμενόμενη θέση του ζυμογόνου. 

Συνεκτιμώντας τα αποτελέσματα από τις τρεις μεθοδολογίες που 

χρησιμοποιήσαμε για να αποτυπώσουμε το πρότυπο έκφρασης της MMP1 

κατά την αιματοφαγία, καταλήγουμε στα ακόλουθα συμπεράσματα.  

Στο μεσέντερο των θηλυκών κουνουπιών που δεν έχουν προσλάβει αίμα ο 

λόγος προζυμογόνου/ζυμογόνο MMP1 είναι σχεδόν ισομοριακός. Αμέσως 

όμως μετά την πρόσληψη αίματος και πολύ γρήγορα τα επίπεδα του MMP1 

προζυμογόνου αυξάνουν σημαντικά λόγω αυξημένης μεταγραφής ή 

μετάφρασης (νεοσύνθεση). Η απότομη αύξηση των επιπέδων του 

προζυμογόνου έχει σαν αντισταθμιστικό αποτέλεσμα μια πτώση του 

μεταγραφικού ρυθμού που είναι εμφανής 24 ώρες μετά την αιματοφαγία, ο 

οποίος αρχίζει να ανακάμπτει στις 48 ώρες.  

Παράλληλα όμως στο ίδιο διάστημα η πρωτεολυτική ωρίμανση του ζυμογόνου 

επιταχύνεται. Πιθανολογούμε ότι αυτή η σύνθετη ρύθμιση αφενός μεν 

αντανακλά αυξημένη ανάγκη για ενεργή MMP1πρωτεάση, λόγω της διάτασης 

του μεσεντέρου και της αναδιάταξης του επιθηλίου, αλλά ταυτόχρονα και μια 

προσπάθεια ρύθμισης των συνολικών επιπέδων της MMP1 έτσι ώστε τελικά 

τα επίπεδα ενεργού ενζύμου να μη γίνουν επικίνδυνα για την ακεραιότητα του 

επιθηλίου.   

Μόνο στις 96 ώρες μετά την αιματοφαγία, και όταν το μεσέντερο έχει σχεδόν 

επανέλθει στις κανονικές τους διαστάσεις, ο λόγος προζυμογόνου προς 

ζυμογόνο επανέρχεται στα κανονικά επίπεδα.  
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3.2.2 Αυξημένη δίοδος ωοκινετών μέσω του μεσεντερικού 
επιθηλίουαυξάνει δραστικά τα επίπεδα ΜΜΡ1  

Στην συνέχεια θελήσαμε να διερευνήσουμε το πρότυπο έκφρασης της MMP1 

στο μεσεντερικο επιθήλιο σε συνθήκες μόλυνσης με παράσιτο.  Για το σκοπό 

αυτό απομονώθηκαν μεσέντερα θηλυκών κουνουπιών στις χρονικές στιγμές 

0,24,48 και 96 ώρες μετά τη λήψη μολυσμένου αίματος.  

Χρησιμοποιήθηκαν δύο διαφορετικές συνθήκες ταϊσματος των θηλυκών 

κουνουπιών. Στην μία περίπτωση τα κουνούπια ταίστηκαν με μολυσμένα 

ποντίκια στα οποία καταγράφηκε υψηλή παρασιταιμία (>5%), ενώ στην 

δεύτερη περίπτωση χρησιμοποιήθηκαν ποντίκια με μικρότερη παρασιταιμία 

(<1%).  

Η λήψη μολυσμένου αίματος διαφορετικής παρασιταιμίας, οδηγεί 

θεωρητικά σε διαφορετικό φορτίο ωοκινετών και επομένως σε διαφορετικού 

βαθμού προσβολή του μεσεντέρου. Σε αντιπροσωπευτικό δείγμα από τις δυο 

ομάδες κουνουπιών, σιτισμένων με αίμα υψηλής (High-H) ή χαμηλής (Low-L) 

παρασιταιμίας έγινε καταμέτρηση του αριθμού των ωοκυστεων 7 ημέρες μετά 

τη λήψη του αίματος, προκειμένου να επιβεβαιωθεί ότι όντως ο μέσος αριθμός 

των ωοκινετων που πέρασε από τα μεσέντερα και αναπτύχθηκε σε ωοκύστεις 

ήταν αντίστοιχος του βαθμού της αρχικής παρασιταιμίας (υψηλός ή χαμηλός). 

Στο 80% των μεσεντέρων που αναλύθηκαν από την ομάδα Lτο εύρος του 

αριθμού των ωοκύστεων ανά μεσέντερο ήταν 0-60. Στην περίπτωση που τα 

κουνούπια προσέλαβαν αίμα υψηλής παρασιταιμίας (ομάδα Η), στο 70% των 

μεσεντέρων το εύρος του αριθμού των ωοκύστεων ήταν 60-300 (σχ.6).   

Από τα υπόλοιπα κουνούπια των ομάδων Hκαι L, απομονώθηκαν τα 

μεσέντερα και προσδιορίστικαν με real-timePCR τα επίπεδα μεταγράφων 

MMP1, και τα επίπεδα MMP1 και ο λόγος προζυμογόνο/ζυμογόνο με 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης.  

Τρία διαφορετικά κι ανεξάρτητα μεταξύ τους  πειράματα real-timePCR, στα 

οποία η κανονικοποίηση των δειγμάτων έγινε, όπως και παραπάνω, με το 

μετάγραφο της ριβοσωμικής πρωτεΐνης S7,επιβεβαίωσαν την παρατήρηση 

που είχε αρχικά καταγραφεί και με τα semi-quantitativePCR. 

Δηλαδή την αύξηση των επιπέδων μεταγράφων MMP1 τη χρονική στιγμή της 

διέλευσης του παρασίτου μέσα από τα επιθηλιακά κύτταρα του μεσεντερου 
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(24 ώρες μετά τη λήψη του μολυσμένου αίματος) σε σχέση με τα επίπεδα 

μεταγραφής του μορίου τη χρονική στιγμή 0 (σχ.6).  

Φάνηκε όμως ότι αυτό ίσχυε μόνο για τα μεσέντερα κουνουπιών από τα οποία 

είχε περάσει μεγάλος αριθμός ωοκινετων, δηλαδή εκείνων της ομάδας Η. 

Στην αντίστοιχη χρονική περίοδο στα μεσέντερα των κουνουπιών που 

προέρχονται από την ομάδα L, που έχουν δηλαδή προσλάβει αίμα χαμηλής 

παρασιταιμίας και στα οποία τελικά καταγράφεται χαμηλός αριθμός 

ωοκύστεων, τα επίπεδα MMP1 μεταγράφων φαίνεται ελαφρώς να μειώνονται, 

όπως και στην περίπτωση της απλής αιματοφαγίας (σχ.6).  

Σε πρωτεϊνικό επίπεδο η ανάλυση εκχυλισμάτων των μεσεντέρων σε 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης με το ΜΜΡ1 αντίσωμα όχι μόνο επιβεβαίωσε 

τα αποτελέσματα των real-timePCR, αλλά επιπλέον αποκάλυψε και 

σημαντική διαφορά στο λόγο ΜΜΡ1 προζυμογόνο/ζυμογόνο μεταξύ των 

ομάδων Η και L. Στην περίπτωση των μεσεντέρων που προέρχονταν από τα 

κουνούπια της ομάδας L (πρόσληψη αίματος χαμηλής παρασιταιμίας), 24 

ώρες μετά την πρόσληψη αίματος, το πρωτεϊνικό πρότυπο έκφρασης της 

ΜΜΡ1 ήταν παρόμοιο με αυτό που περιγράφηκε στην περίπτωση της απλής 

αιματοφαγίας (σχ.6). 

Στα εκχυλίσματα μεσεντέρων που προέρχονταν από τα κουνούπια της 

ομάδας Η, 24 ώρες μετά την πρόσληψη μολυσμένου αίματος τα επίπεδα του 

ζυμογόνου αυξάνονταν δραματικά, υποδηλώνοντας όχι μόνο νεοσύνθεση του 

μορίου (όπως επαληθεύουν και τα αποτελέσματα των real-timePCRs), αλλά 

και αυξημένη ωρίμανση και παραγωγή της ενεργής μορφής του (σχ.6). 

Στις υπόλοιπες χρονικές στιγμές (48 και 96 ώρες μετά την πρόσληψη 

μολυσμένου αίματος) δεν καταγράφηκαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των 

ομάδων Lκαι Η, δηλαδή παρουσία μικρού ή μεγάλου αριθμού παρασίτων. 

Μεταγραφικά φαίνεται να επιστρέφουν σταδιακά τα επίπεδα έκφρασης σε 

αυτά των 0 ωρών, ενώ πρωτεϊνικά εντοπίζεται κυρίως η μορφή του 

ζυμογόνου στα εκχυλίσματα μεσεντέρων. Τέλος, 96 ώρες μετά τη λήψη 

αίματος η έκφραση της ΜΜΡ1 μεταγραφικά και πρωτεϊνικά δεν παρουσιάζει 

διαφορές σε σχέση με το αντίστοιχο πρότυπο έκφρασης τη χρονική στιγμή 0. 
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Σχήμα6τα αποτελέσματα των real-timePCRs που αφορούν το  

μεταγραφικόπρότυποέκφρασης του γονιδίου ΜΜΡ1 σε συνθήκεςμόλυνσης με 

υψηλούς (HighInfection) ή χαμηλούςαριθμούς 

(LowInfection)παρασίτωνπαρουσιάζονταιδιαγραμματικά. 

Παράλληλαγίνεταιπαράθεση των πειραμάτωνανοσοαποτύπωσης με το 

αντίσωμα ΜΜΡ1 (A-MMP1), που αφορούν το πρωτεϊνικόπρότυποέκφρασης 

του μορίου ΜΜΡ1 0, 24, 48 και 96ώρεςμετά τη 

λήψηαίματοςυψηλής(0,24,48,96hrs AHI) και 

χαμηλήςπαρασιταιμίας(0,24,48,96hrsALI). Να σημειωθεί ότι η 

κοινωνικοποίηση των πρωτεϊνικώνδειγμάτωνέγινε με επώαση τους με 

αντίσωματουμπουλίνης (a-tubulin). Η διασπορά του αριθμού των ωοκυστεων 

που μετρήθηκαν 7 ημέρεςμετά τη λήψηαίματος στα μεσέντερα κάθε 

ομάδαςκουνουπιών (χαμηλή, υψηλήπαρασιταιμία) παρατίθεταιδιαγραμματικά. 

Η μέτρηση των ωοκυστεων έγινεχρησιμοποιώντας το GFPπου 

ενδογενώςεκφράζουν τα παράσιτα. 

 

Η αλλαγή του προτύπου έκφρασης της ΜΜΡ1 24ωρες  μετά τη λήψη 

μολυσμένου αίματος αναλύθηκε και με πειράματα ανοσοιστοχημείας (σχ.7).  

Με ανάλυση των δειγμάτων με συνεστιακή μικροσκοπία,  φάνηκε ότι στην 

κορυφαία πλευρά του μεσεντερικού επιθηλίου, προς τον μεσεντερικό αυλό, η 
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ΜΜΡ1 εντοπίζεται στα σημεία πρόσδεσης/επαφής των επιθηλιακών 

κυττάρων. Στα σημεία στα οποία ο ωοκινετης εισβάλλει στο μεσεντερικο 

επιθήλιο MMP1 ανοσοαντιδρόν υλικό διαγράφει την ήδη χαρακτηρισμένη 

«ροζέτα», τον σχηματισμό δηλαδή των υγιών επιθηλιακών κυττάρων που 

περιβάλλει συνήθως το κύτταρο ή τα κύτταρα τα οποία καταστρέφει ο 

ωοκινετης κατά την εισβολή του στο επιθήλιο(Mahairaki, Lycett et al. 2005).  

Τα κύτταρα τα οποία έχουν υποστεί την εισβολή του ωοκινέτη τελικά 

αποπίπτουν και απομακρύνονται από το επιθήλιο. Τα γειτονικά υγιή 

επιθηλιακά κύτταρα, όπως έχει προταθεί, διατείνονται για να κλείσουν το κενό 

που δημιουργείται από την απομάκρυνση των προσβεβλημένων κυττάρων 

και έτσι σχηματίζεται η χαρακτηριστική «ροζέτα».Στη βασική πλευρά του 

μεσεντερου και μόνο στα σημεία εισβολής του παρασίτου παρατηρήθηκε ότι η 

ΜΜΡ1 σχηματίζει ένα δακτύλιο που περιβάλλει το διερχόμενο παράσιτο. Στα 

σημεία εισβολής του παρασίτου, όπου τα αποπτωτικα κύτταρα δεν έχουν 

ακόμη αποβληθεί από το επιθήλιο, ο σχηματισμός του MMP1-δακτυλίου 

φαίνεται να βρίσκεται στο κέντρο της ροζέτας κάτω από το κύτταρο ή κύτταρα 

στα οποία έχει προκαλέσει απόπτωση το πέρασμα του ωοκινετη  

Τομές των επιθηλίων στον άξονα ΧΥ έδειξαν ότι ο δακτύλιος ουσιαστικά 

αντιπροσωπεύει υπερσυγκέντρωση του μορίου ΜΜΡ1 στις προεκτεινόμενες 

άκρες των υγιών επιθηλιακών κυττάρων (σχ.7). 

Δεδομένου ότι ο κυτταρικός εντοπισμός της ΜΜΡ1 στο υπόλοιπο μεσέντερο, 

πέρα δηλαδή από τις θέσεις εισβολής του παρασίτου, δεν διαφοροποιείται 

από τον αντίστοιχο εντοπισμό σε κατάσταση αιματοφαγίας (εκτός ίσως από το 

πιο έντονο κυτταροπλασματικό εντοπισμό), θα μπορούσε κανείς να υποθέσει 

ότι η υπερσυγκέντρωση ΜΜΡ1 που παρατηρείται στη βασική πλευρά του 

μεσεντερου αντιπροσωπεύει την αυξημένη σύνθεση ζυμογόνου που 

παρατηρήθηκε στα πειράματα ανοσοαποτύπωσης. Θεωρητικά επομένως ο 

δακτύλιος ΜΜΡ1 που περιβάλλει το παράσιτο θα μπορούσε να είναι ενεργή 

μεταλλοπρωτεάση. 

Να σημειωθεί ότι 48ωρες μετά τη λήψη του μολυσμένου αίματος, όπου στις 

περισσότερες θέσεις εισβολής τα παράσιτο έχει πλέον φτάσει στη βασική 

πλευρά του μεσεντερου, και το ή τα αποπτωτικα κύτταρα έχουν αποβληθεί 

από το επιθήλιο, η παρουσία του ΜΜΡ1-δακτυλίου παραμένει, αλλά η 

διάμετρος του μειώνεται. 
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Σχήμα7Συνεστιακήμικροσκοπία σε πειράματαανοσοιστοχημείας μεσεντερικων 

επιθηλίων 24ωρες μετά τη 

λήψημολυσμένουαίματοςδείχνουνδιαφορετικόπρότυποεντοπισμού της ΜΜΡ1 

στην κορυφαία (apical) και τη βασική (basal) πλευρά του μεσεντερου. Οι τομές 

των επιθηλίων στη βασικήπλευρά του μεσεντερου έγιναν και στον XYάξονα 

(XYsections). Με κόκκινοαντιπροσωπεύεται η ΜΜΡ1 ενώ με πράσινο μια 

πρωτεΐνηεπιφανείας του παρασίτου το Pbs21. Το μπλε αντιστοιχείστον 

πυρήνα των κυττάρων (topro) 

 

3.2.3 Πρώιμες ωοκύστεις στην βασική πλευρά του μεσεντερου 
περιβάλλονται από ΜΜΡ1. 
 

Όπως αναφέρθηκε στο προηγούμενο κεφάλαιο 48ωρες μετά τη λήψη 

μολυσμένου αίματος το πρότυπο εντοπισμού της ΜΜΡ1 στα μεσεντερικα 

επιθήλια τείνει να ομοιάσει αυτό της φυσιολογικής κατάστασης (απουσία 

παρασίτου).  

Ωστόσο παρατήρηση μεσεντερικων επιθηλίων 3 και 4 ημέρες μετά την 

αιματοφαγία έδειξε ότι ένας σημαντικός αριθμός παρασίτων, τα οποία έχουν 
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πλέον προσεγγίσει το βασικό έλασμα (basallamina) του επιθηλίου κι έχουν 

αρχίσει την διαφοροποίηση σε ωοκυστεις, περιβάλλονται από MMP1 ανοσο-

αντιδρόν υλικό. 

Για να διευκρινιστεί εάν πράγματι ΜΜΡ1 πρωτεΐνη περιβάλλει το παράσιτο 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα αποσιώπησης στα οποία κουνούπια ενεμένα 

με δίκλωνο RNAέναντι ΜΜΡ1 ή έναντι GFPταΐστηκαν με μολυσμένο αίμα. Τα 

μεσεντερικα επιθήλια αυτών των κουνουπιών απομονώθηκαν 3 ημέρες μετά 

τη λήψη αίματος και αναλύθηκαν με πειράματα ανοσοιστοχημείας και 

συνεστιακής μικροσκοπίας. Η παρατήρηση έδειξε ότι σε μεσέντερα 

κουνουπιών στα οποία είχε σιωπηθεί η ΜΜΡ1 οι πρώϊμες ωοκύστεις δεν ήταν 

θετικές στο ΜΜΡ1 αντίσωμα, επιβεβαιώνοντας έτσι ότι η αναγνώριση των 

παρασίτων από το ΜΜΡ1 αντίσωμα, είναι αληθής και οφείλεται στην 

παρουσία πρωτεΐνης ΜΜΡ1 στην επιφάνεια αυτών (σχήμα 8). 

Για να διαπιστωθεί αν η παρουσία ΜΜΡ1 ανοσο-αντιδρόντος υλικού είναι 

συνεχής καθόλη τη διάρκεια ανάπτυξης της ωοκύστης συγκρίναμε ωοκύστεις 

3 και 7 ημέρες μετά τη λήψη μολυσμένου αίματος. 

 Σαν διαγνωστικοί δείκτες των διαφορετικών σταδίων ανάπτυξης των 

ωοκύστεων χρησιμοποιήθηκαν η μορφολογία και το μέγεθος των ωοκύστεων, 

και η χρώση του πυρήνα, που αντανακλά τις πυρηνικές διαιρέσεις που 

λαμβάνουν χώρα μέσα στην ωοκυστη και οδηγούν τελικά στο σχηματισμό των 

σποροζωιδίων. 

 Παρατήρηση των επιθηλίων στο συνεστιακό μικροσκόπιο βάσει των 

παραπάνω κριτηρίων επιβεβαίωσε την παρουσία ΜΜΡ1 ανοσο-αντιδρόντος 

υλικού σε πρώιμες ωοκυστεις (3ημερες μετά την αιματοφαγία, σχημα9Β), 

αλλά όχι και σε ώριμες ωοκυστεις (7 ημέρες μετά την αιματοφαγία, σχημα9Γ). 

Πρέπει να σημειωθεί ότι στα μεσέντερα που αναλύθηκαν 3 ημέρες μετά τη 

λήψη μολυσμένου αίματος εντοπίστηκαν και ωοκινετες που ξεκινούσαν (βάσει 

μορφολογίας) την διαφοροποίηση τους σε ωοκυστεις. Ορισμένοι από αυτούς 

ήταν θετικοί για ΜΜΡ1 η οποία εντοπίζονταν κυρίως στο μέρος του ωοκινετη 

που ήταν σε επαφή με το βασικό έλασμα του μεσεντερικού επιθηλίου 

(σχημα9Α).    
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Σχήμα8 Μεσεντερικα επιθήλια 3 ημέρεςμετά τη 

λήψημολυσμένουαίματοςαναλύθηκαν σε πειράματαανοσοιστοχημείας. Τα 

παράσιτα που εντοπίστηκαν στην βασικήπλευρά του μεσεντερου βρίσκονται 

στο σταδίαανάπτυξης της ωοκυστης, όπως δηλώνει ο πυρήνας τους (μπλε)  

και η μορφολογία τους και είναι θετικά, τόσο για το Pbs21(πράσινο), όσο και 

για την ΜΜΡ1(κόκκινο). Σε μεσέντερακουνουπιών στα οποίαέχεισιωπηθεί η 

ΜΜΡ1 (Μ1inj) οι αναπτυσσόμενες ωοκυστεις δεν περιβάλλονται από ΜΜΡ1.    

 

 
 
Σχήμα9 Α,Β) παράσιτα που αναπτύσσονται σε μεσεντερικα 

επιθήλιακουνουπιών 3 ημέρεςμετά την αιμοφαγια. Στα 

πειράματαανοσοιστοχημείαςχρησιμοποιήθηκεαντίσωμα έναντι ΜΜΡ1 (κόκκινο) 
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και Pbs21 (πράσινο) για τον εντοπισμό των παρασίτων, καθώς και topro 

(μπλε). Η ΜΜΡ1 φαίνεται να αλληλεπιδρά με ωοκινετες (Α.ookinetes), 

αλλάκυρίως με πρώιμες ωοκυστεις (Β. earlyoocysts).  

Γ) Ώριμες ωοκυστεις σε μεσέντερακουνουπιών 7 ημέρεςμετά την αιμοφαγια. 

Για τον εντοπισμό τους χρησιμοποιήθηκεαντίσωμα ΜΜΡ1 (κόκκινο) 

topro(μπλε) και το ενδογενέςGFP(πράσινο) που εκφράζουν τα παράσιτα. 

 

3.2.4 Τα επίπεδα της αιμοκυτταρικής ισομορφής της ΜΜΡ1 δεν 
επηρεάζονται από την παρουσία αίματος ή/και παρασίτου. 

Δεδομένου ότι η μεσεντερική μορφή της ΜΜΡ1 φάνηκε τόσο μεταγραφικά, 

όσο και πρωτεϊνικά να επηρεάζεται από την λήψη αίματος και ιδιαιτέρα από τη 

λήψη μολυσμένου αίματος, θεωρήθηκε σημαντικό να δειχθεί αν ισχύει το ίδιο 

και για την αιμοκυτταρική ΜΜΡ1. Το ερώτημα ήταν δύσκολο να απαντηθεί, 

λογω του πολύ μικρού δείγματος αιμολέμφου που μπορεί κανείς να συλλέξει 

από κάθε κουνούπι. Γι αυτό το λόγο το πρότυπο έκφρασης της ΜΜΡ1 

προσεγγίστηκε σε αυτή την περίπτωση μόνο σε πρωτεϊνικό επίπεδο με 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης και ανοσοιστοχημείας.  

Αιμόλεμφος συλλέχθηκε από κουνούπια που δεν είχαν φάει αίμα και από 

κουνούπια που είχαν φάει αίμα με ή χωρίς παράσιτο 36 ώρες και 4 ημέρες 

μετά την πρόσληψη αίματος.  

Τα πειράματα ανοσοαποτύπωσης με το ΜΜΡ1 αντίσωμα έναντι των 

παραπάνω δειγμάτων έδειξαν ότι η έκφραση της ΜΜΡ1 παραμένει σταθερή 

ανεξάρτητα από την παρουσία αίματος ή παρασίτου. Επιπλέον η μελέτη 

περιφερικών αιμοκυττάρων με ανοσοιστοχημία έδειξε ότι στις παραπάνω 

συνθήκες αιματοφαγίας δεν επηρεάζεται ούτε ο κυτταρικός εντοπισμός της 

ΜΜΡ1 στα αιμοκύτταρα.  

Σε όλες τις περιπτώσεις η ΜΜΡ1 που ανιχνεύεται στα κύτταρα περιορίζεται σε 

κυστίδια εντός των κύτταρων ή σε επαφή με αυτά (σχημα10). 
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Σχήμα 10Πείραμαανοσοαποτύπωσης σε δείγματααιμολέμφου από κουνούπια 

που δεν είχανφάειαίμα (SFhemo) και από κουνούπια που είχανφάειαίμα με 

(AI) ή χωρίςπαράσιτο (ABF) 36 ώρες και 4 ημέρεςμετά. Παράλληλαφαίνεται 

στο πείραμα αυτό και το πρότυποέκφρασης της ΜΜΡ1 σε 

μεσέντερακουνουπιών που δεν έχουνφάειαίμα (SFmidguts). Tα 

αιμολεμφικάδείγματαποσοτικοποιήθηκαν με Bradford, προκειμένου να 

αναλυθούνσυνολικάίσεςποσότητεςπρωτεΐνης. Τα ίδιαδείγματααναλύθηκαν και 

σε πειράματαανοσοιστοχημείας. Σε αυτά η ΜΜΡ1 εντοπίζεται με κόκκινο, ενώ 

το πράσινοαντιστοιχεί στα ινίδια ακτινης των κύτταρων(phalloidin) και το μπλε 

στον πυρήνα τους (topro). 

 

3.3 Λειτουργική μελέτη του γονιδίου ΜΜΡ1 
 
3.3.1 Η παρουσία της ΜΜΡ1 δρα προστατευτικά για την επιβίωση του 
παρασίτου και την ανάπτυξη των ωοκύστεων. 
 

Το επόμενο ερώτημα που θελήσαμε να προσεγγίσουμε μετά την ολοκλήρωση 

της περιγραφής της έκφρασης του μορίου της ΜΜΡ1 ήταν αν υπάρχει 

πιθανός λειτουργικός ρόλος της σε ότι αφόρα την επιβίωση του παρασίτου 

μέσα στο κουνούπι. Για το λόγο αυτό προχωρήσαμε σε πειράματα 

μεταμεταγραφικής αποσιώπησης του γονιδίου ΜΜΡ1 κι έλεγχο της 
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βιωσιμότητας του παρασίτου μέσα σε κουνούπια με τέτοιο γενετικό 

υπόβαθρο. 

Όπως περιγράφηκε ήδη στο προηγούμενο κεφάλαιο η χορήγηση δίκλωνου 

RNAέναντι ΜΜΡ1 έχει ως αποτέλεσμα ικανοποιητική μείωση της έκφρασης 

του μορίου τόσο σε μεταγραφικό όσο και σε πρωτεϊνικό επίπεδο στον 

μεσεντερικο ιστό, χωρίς να επηρεάζεται μεταγραφικά τουλάχιστον στον ίδιο 

ιστό το πρότυπο έκφρασης άλλων μορίων που πιθανά σχετίζονται λειτουργικά 

με την ΜΜΡ1, δηλαδή η ΜΜΡ2 και ο αναστολέας TIMP.  

Επιπλέον πειράματα ανοσοαποτύπωσης με το αντίσωμα ΜΜΡ1 στα οποία 

αναλύθηκαν εκχυλίσματα διαφορετικών ιστών από κουνούπια ενεμένα με 

δίκλωνοRNAέδειξαν όπως φαίνεται στο σχήμα 1 ικανοποιητική μείωση της 

έκφρασης του μορίου όχι μόνο στο μεσέντερο, αλλά και στην αιμολεμφο, στις 

ωοθήκες και στο υπόλοιπο σώμα του κουνουπιού. 

Σύμφωνα επομένως με τα παραπάνω φαίνεται ότι τεχνικά τουλάχιστον η 

σιωπηση της ΜΜΡ1 στο κουνούπι είναι δυνατή με την χορήγηση δίκλωνου 

RNA. Προχωρήσαμε έτσι σε επαναλήψεις τέτοιων πειραμάτων, στα οποία τα 

ενεμένα με ΜΜΡ1 δίκλωνο RNA κουνούπια τρέφονταν με μολυσμένο αίμα και 

μετρούνταν ο αριθμός των ωοκυστεων που αναπτύσσονταν μέσα σε αυτά 7-

10 ημέρες μετά την πρόσληψη μολυσμένου αίματος (M1-πειραματική ομάδα). 

Ο αριθμός αυτός συγκρινόταν κάθε φορά με τον αριθμό των ωοκύστεων που 

αναπτύσσονταν σε κουνούπια τα οποία είχαν προσλάβει το ίδιο μολυσμένο 

αίμα αλλά είχαν προηγούμενα ενεθεί με δίκλωνο RNAέναντι GFP (GFP-ομάδα 

αναφοράς). 

Για κάθε setπειραμάτων αρχικά εξεταζόταν με πειράματα ανοσοαποτύπωσης 

(χρησιμοποιώντας ΜΜΡ1 αντίσωμα) αν η σιώπηση του γονιδίου ΜΜΡ1 είναι 

επιτυχής συγκρίνονταν δηλαδή τα επίπεδα έκφρασης της ΜΜΡ1 σε 

εκχυλίσματα μεσεντέρων τυχαία επιλεγμένων κουνουπιών των ομάδων Μ1 

και GFP. Επιτυχής σιώπηση της έκφρασης του MMP1 γονιδίου στα μεσέντερα 

σήμαινεi και ικανοποιητική σιώπηση του στον υπόλοιπο οργανισμό.  

Στο σχήμα 11 παρουσιάζεται ενδεικτικά ένα πείραμα ανοσοαποτύπωσης στο 

οποίο τα επίπεδα έκφρασης της ΜΜΡ1 στα κουνούπια που έχουν ενεθεί με 

δίκλωνο RNAέναντι ΜΜΡ1 (Μ1-πειραματική ομάδα) είναι σημαντικά μειωμένα 

σε σχέση με τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης σε κουνούπια στα οποία 

έχει χορηγηθεί δίκλωνο RNAέναντι GFP (GFP-ομάδα αναφοράς).Παράλληλα 
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παρουσιάζεται κι ένα ενδεικτικό πείραμα ανοσοιστοχημείας το οποίο 

αποδεικνύει παραπέρα την επιτυχή σιώπηση του γονιδίου σε κουνούπια Μ1-

ομάδας. Μόνο πειραματικά setsστα οποία καταγράφηκε ικανοποιητική 

σιώπηση του MMP1 γονιδίου συμπεριλήφθησαν στις στατιστικές αναλύσεις. 

Σημαντικό θεωρήθηκε επίσης για αυτά τα πειράματα ο αριθμός των 

κουνουπιών που τελικά επιβίωναν της όλης διαδικασίας, για κάθε μια από τις 

ομάδες (Μ1 ή GFP) κάθε πειραματικού set, να ήταν μεγαλύτερος από 25. 

Αυτό βοηθά ώστε οι στατιστικές μετρήσεις να είναι αξιόπιστες. Επιπλέον 

σημαντικό για την αξιοπιστία των μετρήσεων είναι οι αριθμοί των ωοκυστεων 

που καταμετρούνται σε κάθε μεσέντερο να μην είναι ιδιαιτέρα μικροί (0-10),  ή 

να μην εμφανίζονται μεγάλες διαφορές από μεσέντερο σε μεσέντερο (πχ 50% 

των μεσεντέρων να φέρουν 0 παράσιτα και το υπόλοιπο 50% >200).  

Τέλος και αυτό αφορά ιδιαιτέρα την αποκάλυψη φαινοτύπων που δεν είναι 

ιδιαιτέρα ισχυροί είναι απαραίτητο ο αριθμός των ανεξαρτήτων επαναλήψεων 

των πειραμάτων (διαφορετικός πληθυσμός κουνουπιών, διαφορετικό δείγμα 

δίκλωνου RNA, διαφορετικό δείγμα μολυσμένου αίματος) να είναι 

μεγαλύτερος από τρία.  

Βάσει αυτών των προϋποθέσεων επιλέχθηκαν 5 ανεξάρτητες επαναλήψεις 

πειραμάτων, 5 πειραματικά set. Οι αριθμοί των παρασίτων που 

καταμετρηθήκαν σε κάθε πειραματικό set από τις δυο διαφορετικές ομάδες 

κουνουπιών (Μ1 ή GFP) υποβλήθηκαν σε στατιστική ανάλυση (Mann-

Whitneytest), τα αποτελέσματα της οποίας φαίνονται στο σχήμα 11. Οι μέσοι 

όροι των ωοκυστεων από τις δυο πειραματικές ομάδες σε κάθε πειραματικό 

set καταγράφονται στον πίνακα του σχήματος 11 και υποδεικνύουν ότι 

σιώπηση της ΜΜΡ1 έχει ως αποτέλεσμα μείωση του αριθμού των ωοκυστεων 

κατά 50-80%. Η τιμή ρ που προέκυψε από τη στατιστική επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων (ρ<0,0001) δείχνει ότι η διαφορά αυτή είναι σημαντική και 

αποτελεί ισχυρή ένδειξη ότι η ΜΜΡ1 δρα προστατευτικά για το παράσιτο. 
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Σχήμα 11 Στο επάνωμέρος του 

σχήματοςπαρουσιάζονταιενδεικτικάπειράματαανοσοαποτύπωσης και 

ανοσοιστοχημείας σε μεσεντερικα επιθήλιακουνουπιώνενεμένων με 

δίκλωνοGFPκαι δίκλωνο ΜΜΡ1, στα οποίαχρησιμοποιήθηκε το ΜΜΡ1 

αντίσωμα. Στην περίπτωση των πειραμάτωνανοσοαποτύπωσης η 

κανονικοποίηση των δειγμάτωνέγινε με αντίσωματουμπουλίνης, ενώ στην 

περίπτωση των 

πειραμάτωνανοσοιστοχημείαςχρησιμοποιήθηκεαντίσωμαέναντι του παρασίτου 

(Pbs21), το οποίοφαίνεται με κόκκινο και topro, το οποίοφαίνεται με μπλε. Το 

διάγραμμα του σχήματοςδείχνει την διασπορά των παρασίτων στα μεσέντερα 

των κουνουπιών στα οποίαέχεισιωπηθεί η ΜΜΡ1 (Μ1inj) σε σχέση με τη 

διασπορά των παρασίτων στα μεσέντερα του δείγματοςαναφοράς (GFPinj). Οι 

οριζόντιεςμπάρεςαντιστοιχούν στο μέσοόρο του αριθμού των ωοκυστεων και 

οι κάθετες στο 95% διάστημαεμπιστοσύνης. Αναλυτικά οι αριθμοί των 

μεσεντέρων που αναλύθηκαν στα πέντε ανεξάρτητα πειράματα, το ποσοστό 

αυτών που είχαν παράσιτα (%infectivity) και ο μέσος όρος των παρασίτων 

που μετρήθηκαν στην κάθε πειραματική ομάδα καταγράφονται στον πίνακα 

που παρατίθεται. 
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Υπάρχουν δυο σημεία κατά την εισβολή του παρασίτου από το μεσέντερο του 

κουνουπιού , όπου το παράσιτο έρχεται σε επαφή με την MMP1.  

Το πρώτο είναι όταν ο ωοκινέτης διαπερνά το επιθήλιο, όπου ενεργή πιθανά 

πρωτεάση σχηματίζει δακτύλιο στη βάση του προσβεβλημένου κυττάρου  με 

τον οποίο ο ωοκινέτης έρχεται σε γειτνίαση.Παρόλαυτα πρέπει να σημειωθεί 

ότι δεν παρατηρήθηκε MMP1-ανοσοαντιδρόν υλικό στην επιφάνεια του 

Λαμβάνοντας υπόψη τις βιβλιογραφικές αναφορές που αφορούν την 

συμμέτοχη ΜΜΡ πρωτεασών στη διαδικασία επούλωσης των επιθηλίων 

ωοκινέτη κατά την δίοδο του από το επιθήλιο.(Chen and Parks 2009)η 

σιώπηση της ΜΜΡ1 θα μπορούσε να έχει αρνητική επίπτωση στην  γρήγορη 

επούλωση του μεσεντερου του κουνουπιού. Κάτι τέτοιο είναι δυνατό να έχει 

σαν αποτέλεσμα την εισόδο μεγάλου αριθμού βακτηρίων από τον αυλό του 

στην αιμολεμφο του κουνουπιούκαι ενεργοποίηση ανοσοποιητικών 

μηχανισμών του κουνουπιού. Παρόμοια κατάσταση έχει περιγραφεί με δυο 

γονίδια του Ανωφελούς, μια περοξειδάση και μια οξειδάση, που παίζουν 

όπως φαίνεται σημαντικό ρόλο στον σχηματισμό ενός γλυκοπρωτεινικού 

στρώματος στο μεσεντερικο επιθήλιο εμποδίζοντας έτσι την είσοδο βακτηρίων 

πληθυσμών στην αιμολεμφο του εντόμου, με αποτέλεσμα την διατήρηση των 

ανοσολογικών αποκρίσεων σε φυσιολογικά επίπεδα και την επιβίωση τελικά 

του παρασίτου στον μεσεντερικο ιστό(Kumar, Molina-Cruz et al.).Σ’ αυτή την 

τελευταία περίπτωση η παρουσία της MMP1 θα είχε ένα έμεσα προστατευτικό 

ρόλο, καθώς θα επιτάχυνε την διαδικασία επούλωσης και άρα την 

παρεμπόδιση της διέλευσης βακτηρίων.  

Το δεύτερο στάδιο είναι όταν ο ωοκινέτης φτάνει στο βασικό έλασμα και 

έρχεται σε επαφή με την αιμόλεμφο. Και όπως παρατηρήθηκε μέρος των 

πρώιμων ωοκύστεων που αναπτύσσονται στην βασική πλευρά του 

μεσεντερου περιβάλλονται από ΜΜΡ1 ανοσοαντιδρόν υλικό (σχήμα 5,6). Η 

παρουσία ΜΜΡ1 στην επιφάνεια της αναπτυσσόμενης ωοκύστης θα 

μπορούσε να υποδεικνύει ένα πιθανά άμεσα προστατευτικό ρόλο της 

πρωτεάσης στο στάδιο αυτό.  
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3.3.2 Η επούλωση του μεσεντερικου επιθηλίου δεν παρουσιάζει 
σημαντικές φαινομενολογικές διαφορές σε κουνούπια όπου έχει 
σιωπηθεί η ΜΜΡ1. 

Για να ελεχθεί αν η ΜΜΡ1 έχει ουσιαστικό και αναντικατάστατο ρόλο στη 

διαδικασία επούλωσης του επιθηλίου, χρησιμοποιήθηκαν δυο κυτταρικοί 

δείκτες που φαίνεται να αποκαλύπτουν τη διαδικασία. Ο πρώτος είναι η 

φαλλοιδίνη, μια φθορίζουσα χρωστική που δένει στα ινίδια της F-ακτινης 

επιτρέποντας έτσι την παρατήρηση του κυτταροσκελετου και ο δεύτερος είναι 

το αντίσωμα έναντι β- ιντεγκρίνης ενός υποδοχέα που επιτρέπει την 

επικοινωνία μεταξύ των επιθηλιακών κυττάρων και του εξωκυτταριου 

στρώματος. 

Σύμφωνα με τις βιβλιογραφικές αναφορές η επούλωση των επιθηλίων γίνεται 

με δυο τρόπους ανάλογα με την έκταση του τραύματος, είτε με την προέκταση 

λαμελλοποδίων από τα γειτονικά κύτταρα, είτε με έναν ενεργό μηχανισμό του 

κυτταροσκελετου και πάλι των γειτονικών κυττάρων που οδηγεί στη σύσφιξη 

μεταξύ αυτών (purse-stringmechanism),προκειμένου και στις δυο 

περιπτώσεις να αποκατασταθεί τελικά η συνέχεια του επιθηλίου (Brock, 

Midwinter et al. 1996). Παρόμοια κατάσταση όπως ειπωθηκε και στην 

εισαγωγη έχει περιγραφεί και στο προσβεβλημενο από ωοκινετες μεσεντερο 

του κουνουπιού κυρίως με τη χρήση της φαλλοιδίνης(Han, Thompson et al. 

2000; Gupta, Kumar et al. 2005), αλλά και του ηλεκτρονικού 

μικροσκοπίου(Vlachou, Zimmermann et al. 2004).  

Για τον λόγο αυτό επαναλήφθηκαν τα πειράματα σιωπησης της ΜΜΡ1, όπως 

περιγράφηκαν στην προηγούμενη παράγραφο, 24ωρες όμως μετά την λήψη 

μολυσμένου αίματος τα μεσεντερικα επιθήλια απομονώθηκαν και 

χρησιμοποιήθηκαν σε πειράματα ανοσοιστοχημείας με αντίσωμα έναντι 

ΜΜΡ1 και φαλλοιδίνη. 

 Ανάλυση των επιθηλίων με συνεστιακή μικροσκοπία έδειξε ότι στα δείγματα 

αναφοράς η φαλλοιδίνη δίνει το πρότυπο των δακτυλίων που έχει ήδη 

περιγραφεί γύρω από το αποπτωτικο κύτταρο, έναν εξωτερικό που φαίνεται 

να προέρχεται από τα ινίδια ακτινης των γειτονικών κυττάρων κι έναν 
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εσωτερικό που φαίνεται να προέρχεται από τον κυτταροσκελετό του 

αποπτωτικου κυττάρου που αποβάλλεται. Ο δακτύλιος της ΜΜΡ1 στις 

περισσότερες περιπτώσεις βρίσκεται μεταξύ των δυο δακτυλίων ακτινης γύρω 

από τον διερχόμενο ωοκινετη (σχ.12Α). Στην περίπτωση των επιθηλίων που 

προέρχονται από κουνούπια στα οποία έχει σιωπηθεί η ΜΜΡ1 οι δυο 

δακτύλιοι ακτινης που προβάλλονται με τη φαλλοιδίνη φαίνεται να 

σχηματίζονται κανονικά, ενώ η χρώση με ΜΜΡ1 αντίσωμα επιβεβαιώνει την 

έλλειψη ΜΜΡ1 σε αυτά. Να σημειωθεί ότι η συγκριτική παρατήρηση 

επιθηλίων όπου η ΜΜΡ1 εκφράζεται ή έχει σιωπηθεί έδειξε παρόμοιους 

αριθμούς ωοκινετων να διέρχονται μέσα από αυτά.  

Α. 

 

Β. 

 

Σχήμα 12 Α)Μεσεντερικα επιθήλια από κουνούπιαενεμένα με δίκλωνοGFP 

(GFPinj) και δίκλωνοRNAέναντι ΜΜΡ1 (M1inj)αναλυθήκαν σε 

πειράματαανοσοιστοχημείας 24 ώρεςμετά τη λήψημολυσμένουαίματος με 

αντισώματα έναντι ΜΜΡ1 (κόκκινο) κι έναντιPbs21 (μπλε) καθώς και με 



[161] 
 

φαλλοιδίνη (πράσινο).Β) Διαγραμματικη απεικονιση της τοπολογιας των δυο 

δακτυλίων ακτινης και ΜΜΡ1 που αχηματιζονται γυρω από το αποπτωτικο, 

λογω του περασμα του ωοκινετη, μεσεντερικο επιθηλιακο κυτταρο. Το κοκκινο, 

πρασινο και μπλε αντιπροσωπευει αντιστοιχα την ΜΜΡ1, ακτινη και τον 

πυρηνα 

  

 

Ο δεύτερος κυτταρολογικός δείκτης που χρησιμοποιήθηκε προκειμένου να 

διαπιστώσουμε αν η διαδικασία της εισβολής του ωοκινετη μέσα από το 

μεσεντερικο επιθήλιο παρουσιάζει διαφορές σε κουνούπια που δεν 

εκφράζουν ΜΜΡ1 ήταν η ιντεγκρινη. Σύμφωνα με τις βιβλιογραφικές 

αναφορές το αντίσωμα έναντι β-ιντεγκρινης δεν αποκαλύπτει μόνο τη 

διαδικασία επούλωσης του επιθηλίου, αφού διαγράφει τη ροζέτα γύρω από το 

αποπτωτικο κύτταρο και υπερσυγκεντρώνεται στην βασική πλευρά της θέσης 

διείσδυσης του ωοκινετη κάτω από το αποβαλλόμενο αποπτωτικο κύτταρο, 

αλλά υποδεικνύει κι έναν πιθανό σημαντικό ρολό της ιντεγκρίνης για το ίδιο το 

παράσιτο, αφού περιβάλλει τον διερχόμενο ωοκινετη, προστατεύοντας τον, 

όπως εικάζεται(Mahairaki, Lycett et al. 2005).Δεδομένου ότι σε αλλά 

συστήματα οι ΜΜΡs έχει βρεθεί να αλληλεπιδρούν άμεσα ή έμμεσα με τις 

ιντεγκρινες συμμετέχοντας έτσι στη μεταφορά ερεθισμάτων στο κύτταρο από 

τον εξωκυτταριο χώρο(Crosby and Waters)θελήσαμε να δούμε αν 

υπάρχειπιθανήεπίπτωση του κυτταρολογικούπροτύπουέκφρασης της 

ιντεγκρίνης στα μολυσμένα μεσεντερικα επιθήλια του κουνουπιού σε 

συνθήκες σιωπησης της ΜΜΡ1. 

Η πειραματικήδιάταξη που χρησιμοποιήθηκε σε αυτή την περίπτωση είναι ίδια 

με αυτή που περιγράφηκεπαραπάνωμόνο που αντί για φαλλοιδίνη τα 

πειράματαανοσοιστοχημείαςπραγματοποιήθηκαν με αντίσωμαιντεγκρίνης. 

Ανάλυση των επιθηλίων στο συνεστιακό μικροσκόπιο επιβεβαίωσε την έντονη 

παρουσία ανοσο-αντιδρόντος υλικού με το αντίσωμα της ιντεγκρίνης στην 

επιφάνεια του διερχόμενου ωοκινέτη καθώς και την συγκέντρωση αυτής στη 

βασική πλευρά του μεσεντερου κάτω από το αποβαλλόμενο αποπτωτικο 

κύτταρο. Οι παρατηρήσεις αυτές ισχύουν όχι μόνο για τα μεσέντερα 

κουνουπιών που έχουν ενεθεί με δίκλωνο RNAέναντι GFP, αλλά και αυτών 

που έχουν ενεθεί με δίκλωνο RNAέναντι ΜΜΡ1 (σχ.13).  
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Σχήμα 13τομές από συνεστιακόμικροσκόπιο μεσεντερικων 

επιθηλίωνκουνουπιών στα οποίαέχειχορηγηθείδίκλωνοRNAέναντιGFP 

(GFPinj) κι έναντι ΜΜΡ1 (Μ1inj) κι έχουνεπωαστεί με αντίσωμα ΜΜΡ1 

(πράσινο), β-ιντεγκρινης (κόκκινο) και topro (μπλε).  

 

 

3.3.3 Οι απώλειες των παρασίτων που αναπτύσσονται σε μεσεντερικα 
επιθήλια στα οποία έχει σιωπηθεί η ΜΜΡ1 σημειώνονται στο 
αναπτυξιακό στάδιο της ωοκύστης. 
 

Προκειμένου να διαπιστωθεί αν η εναπόθεση ΜΜΡ1 ανοσο-αντιδρόντος 

υλικού στη επιφάνεια των πρώιμων ωοκύστεων ευθύνεται για τον 

προστατευτικό ρόλο της MMP1 έναντι του παρασίτου πραγματοποιήθηκε 

συγκριτική φαινοτυπική ανάλυση  σε κουνούπια που είχαν ενεθεί με δίκλωνο 

RNAέναντιΜΜΡ1 ή εναντι GFP (δείγμα αναφοράς). Σε αυτή την περίπτωση η 

καταμέτρηση των ωοκύστεων έγινε σε δυο χρονικά σημεία, στις 2 και στις 7 
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ημέρες μετά τη χορήγηση του μολυσμένου αίματος. Οι ωοκύστεις που 

καταμετρούνταν συγκρίνονταν με αυτούς του δείγματος αναφοράς, ενώ το 

μολυσμένο αίμα που χορηγήθηκε και στις δυο ομάδες (πειραματική και 

αναφοράς) ήταν το ίδιο. 

 Το χρονικό σημείο των 7 ημερών ήταν αυτό που είχε επιλεγεί και στα 

προηγούμενα φαινοτυπικά πειράματα και αποκάλυψε τον πιθανό λειτουργικό 

ρολό της πρωτεάσης στην επιβίωση του παρασίτου. Το χρονικό σημείο των 

δυο ημερών επιλέχθηκε προκειμένου να διαπιστωθεί αν οι αριθμοί των 

ωοκινετών που φτάνουν στο βασικό έλασμα του μεσεντερικού επιθηλίου των 

δυο πειραματικών ομάδων και αρχίζουν την διαφοροποίηση σε ωοκυστεις 

είναι ίδιοι.  

Δεδομένου ότι η διείσδυση του μεσεντερου από τους ωοκινετες δεν είναι 

συγχρονισμένη, αλλά πραγματοποιείται σε ένα χρονικό παράθυρο 18-36 

ωρών μετά την αιματοφαγία θεωρήθηκε ότι είναι προτιμότερο η καταμέτρηση 

να γίνει στις 48ωρες κι όχι νωρίτερα.  

Η αποκάλυψη των ωοκύστεων στα δυο επιλεγμένα χρονικά σημεία έγινε με 

διαφορετικό τρόπο. Στις 7 ημέρες μετά την αιμοφαγια οι ωοκύστεις έχουν 

πλέον αυξηθεί σημαντικά σε διάμετρο, αφού έχουν ξεκινήσει οι πυρηνικές και 

κυτταρικές διαιρέσεις. Για αυτό το λόγο ο φθορισμός του ενδογενούς GFPπου 

εκφράζουν είναι ικανοποιητικός και διακριτός(σχημα14). Στο στάδιο ωστόσο 

των δυο ημερών η καταμέτρηση μέσω GFPείναι δύσκολο να γίνει. Για αυτό το 

λόγο χρησιμοποιήθηκε αντίσωμα έναντι PbCap380 (σχήμα 14). Το τελευταίο 

αναγνωρίζει μια πρωτεΐνη που εντοπίζεται στην κάψα της ωοκύστης. Η 

έκφραση της ξεκινά όταν το παράσιτο αρχίζει να διαφοροποιείται σε ωοκυστη 

(~36ωρες μετά την αιμοφαγια) και συνεχίζεται μέχρι και 15 ημέρες μετά τη 

λήψη αίματος(Srinivasan, Fujioka et al. 2008). Η χρήση του συγκεκριμένου 

αντισώματος όχι μόνο έκανε πιο διακριτή την παρουσία των παρασίτων, αλλά 

επέτρεψε και την καταμέτρηση μόνο εκείνων των παρασίτων που είχαν 

εισέλθει στο στάδιο διαφοροποίησης σε ωοκυστεις που ήταν και το επιθυμητό. 

Όπως και στην προηγούμενη περίπτωση τα πειράματα επαναλήφθηκαν τρεις 

ανεξάρτητες φορές. Οι μέσοι όροι των παρασίτων που καταμετρήθηκαν σε 

κάθε πείραμα στα μεσέντερα των δυο ομάδων (πειραματικής και αναφοράς) 

στις δυο χρονικές στιγμές ανάχθηκαν σε ποσοστό επί τοις εκατό για να μπορεί 

να γίνει σύγκριση μεταξύ τους, δεδομένου ότι τα ποσοστά παρουσίας των 
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παρασίτων στον ξενιστή διαφοροποιούνταν από πείραμα σε πείραμα. 

 Όπως φαίνεται και στον πίνακα του σχήματος 14, όπου αναγράφονται οι 

μέσοι όροι των παρασίτων που μετρούνταν σε κάθε πείραμα, αλλά και στο 

διάγραμμα του ίδιου σχήματος, όπου παρουσιάζονται συνολικά τα 

αποτελέσματα και των τριών πειραμάτων, στη χρονική περίοδο των δυο 

ημερών οι αριθμοί των ωοκυστεων που αναπτύσσονται στα επιθήλια των 

κουνουπιών στα οποία έχει σιωπηθεί η ΜΜΡ1 είναι παρόμοιοιμε αυτούς του 

δείγματος αναφοράς. Αντίθετα στις 7 ημέρες παρατηρείται μείωση του 

αριθμού των ωοκύστεων που συνεχίζουν να αναπτύσσονται στα κουνούπια 

που δεν εκφράζουν ΜΜΡ1 της τάξης του 60% σε σχέση πάντα με τους 

αριθμούς των ωοκύστεων που καταμετρούνται στα ενεμένα με δίκλωνο 

RNAέναντι GFPκουνούπια.  

 Ανάλυση των μέσων όρων (twowayAnova)  των τριών πειραμάτων έδειξε ότι 

η διαφορά στον αριθμό των παρασίτων στις δυο χρονικές στιγμές ήταν 

στατιστικά σημαντική (Ρ<0,0001). 

 
 

 

 
 

Σχήμα 14 Στον πίνακα του σχήματοςκαταγράφονται οι αριθμοί των 

μεσεντέρων που αναλυθήκαν (DIS) και πόσα εξ’αυτων είχανπαράσιτα (INF) σε 

κάθεένα από τα τρίαπειράματα (1st, 2nd. 3rdexp) στη χρονικήστιγμή των 2 και 

των 7 ημερώνμετά την αιμοφαγια (2days, 7 daysAIαντίστοιχα) στην 

πειραματικήομάδα των ενεμένων με δίκλωνοRNAέναντιGFPκι έναντιMMP1 
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κουνουπιών (GFP, M1 inj). Η πληροφορία αυτή παρουσιάζεται και με 

ποσοστόεπί τοις εκατό (% infectivity). Στον πίνακααναγράφεταιακόμη ο 

μέσοςόροςτων παρασίτων που καταμετρήθηκαν σε κάθε ομάδα (average), 

καθώς και ο αντίστοιχοςεπί τοις εκατόμέσοςόρος (% average). Συνολικά τα 

αποτελέσματα των τριώνανεξαρτήτωναποτελεσμάτωνπαρουσιάζονται και 

διαγραμματικά. 

Οι εικόνες που παρατίθενταιμαζί με το διάγραμμα είναι ενδεικτικέςλήψεις από 

μικροσκόπιοφθορισμού, όπουφαίνεται το πρότυπο των νεαρών ωοκυστεων 

που ήτανθετικές για την έκφρασηPbCap380 στις δυο ημέρεςμετά την 

αιμοφαγιακαι καταμετρήθηκαν (κόκκινο, υποδεικνύονται από τα βέλη). 

Αντίστοιχα στις 7 ημέρεςμετά την αιμοφαγια φαίνεται το πρότυποέκφρασης του 

ενδογενούςGFP πουεκφράζουν οι ώριμεςπλέον ωοκυστεις (πράσινο). 

 

Τα παραπάνω αποτελέσματα ουσιαστικά υποδεικνύουν ότι η ΜΜΡ1 ασκεί τον 

προστατευτικό ρολό έναντι του παρασίτου όταν αυτό έχει φτάσει πλέον στην 

βασική λαμινα του μεσεντερου κι έχει αρχίσει την διαφοροποίηση του σε 

ωοκυστη. Στο στάδιο αυτό, όπως έχει ήδη περιγραφεί, η ΜΜΡ1 περιβάλλει 

την αναπτυσσομένη ωοκυστη (σχήμα 8,9) γεγονός που ενισχύει τα ευρήματα 

των παραπάνω φαινοτυπικών πειραμάτων κι οδηγεί σε περαιτέρω 

διερεύνηση του πιθανού ρόλου που έχει η παρουσία της ΜΜΡ1 σε αυτό το 

στάδιο του παρασίτου.  

Προκειμένου όμως να προσεγγιστεί το παραπάνω ερώτημα θα πρέπει να 

εξακριβωθεί ποια μορφή της ΜΜΡ1 περιβάλλει την αναπτυσσομένη ωοκυστη 

και αν η μορφή αυτή έχει ενεργοτητα πρωτεάσης.  

Το αντίσωμα έναντι ΜΜΡ1 αποκάλυψε τρεις διαφορετικές εκφραζόμενες 

μορφές της πρωτεΐνης που θα τις διαχωρίσουμε σύμφωνα με το μοριακό τους 

μέγεθος. Τις  60 και 51Kd μορφές της ΜΜΡ1 που αντιστοιχούν στο 

προζυμογόνο και ζυμογόνο της πρωτεάσης,εκφράζονται στον μεσεντερικο 

κυρίως ιστό και σύμφωνα με τη νουκλεοτιδική αλληλουχία τους και το 

κυτταρολογικό πρότυπο έκφρασης τους εντοπίζονται στο κυτταρόπλασμα και 

την μεμβράνη αντιστοιχα της κορυφαίας πλευράς των επιθηλιακών κυτταρων. 

Την 55Kd ΜΜΡ1 πουεκφράζεται στα περιφερικά αιμοκύτταρα και τα 34 και 

27kdπρωτεϊνικά προϊόντα που εικάζεται ότι είναι προϊόντα πρωτεόλυσης του 

μορίου κι εντοπίζονται στον μεσεντερικο ιστό και στο σώμα του κουνουπιού 
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αντίστοιχα.  

Η διαμεμβρανική τοπολογία των μεσεντερικών μορφών της ΜΜΡ1 στην 

κορυφαία πλευρά της μεμβράνης των μεσεντερικων επιθηλιακών κυττάρων 

μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι δεν θα μπορούσε να περιβάλλει την 

αναπτυσσομένη ωοκυστη. 

Θεωρούμε επομένως πιο πιθανό η προέλευση της ΜΜΡ1 που αλληλεπιδρά 

με την ωοκυστη να είναι είτε το 55Kd αιμολεμφικό προϊόνείτε τα 

34/27Kdπροϊόντα που εντοπίζονται στα μεσεντερικα εκχυλίσματα και στα 

εκχυλίσματα από το σώμα του κουνουπιού. Προκειμένου να επιβεβαιωθεί η 

υπόθεση αυτή χρειάζεται να αποδειχθεί ότι τα δυο αυτά πρωτεϊνικά προϊόντα 

μπορεί να είναι εκκρινόμενα. Επιπλέον σημαντικό είναι να δειχθεί αν 

διατηρούν την πρωτεολυτική τους ενεργοτητα ή όχι, ειδικά σε ότι αφόρα το 

πρωτεολυτικό προϊόν, αφού η αιμοκυτταρική ΜΜΡ1 βάσει μεγέθους φαίνεται 

να περιέχει το πρωτεολυτικό τμήμα. Ενεργή παρουσία της ΜΜΡ1 στην 

επιφάνεια του παρασίτου διαφοροποιεί πιθανό τρόπο με τον οποίο αυτή ασκεί 

τον πιθανό προστατευτικό της ρολό. 

Για να απαντηθούν τα παραπάνω ερωτήματα ακολουθήσαμε δυο 

διαφορετικές προσεγγίσεις. Στην μια χρησιμοποιήσαμε τις κυτταρικές σειρές 

προκειμένου να χαρακτηρίσουμε τα δυο πρωτεϊνικά προϊόντα της ΜΜΡ1 και 

να απαντήσουμε στα ερωτήματα που μας αφορούν.   

Στη δεύτερη προσέγγιση μελετήθηκε το πρότυπο έκφρασης και πιθανός 

λειτουργικός ρόλος του αναστολέα των μεταλλοπρωτεασων timp. Θεωρήσαμε 

ότι εφόσον το timpτου κουνουπιού είναι ενεργός αναστολέας 

μεταλλοπρωτεασων είναι πιθανό το πρότυπο έκφρασης του και ο ρόλος του 

στην επιβίωση του παρασίτου να αποκαλύψει έμμεσα αν η ΜΜΡ1 που 

καλύπτει την επιφάνεια του παρασίτου έχει ή όχι πρωτεολυτική δράση. 

 
3.4.1 Η αιμοκυτταρική ισομορφή της ΜΜΡ1 εκφράζεται στην 
αιμοκυτταρική σειρά sua4.0 του A.gambiae, εκκρίνεται στο θρεπτικό 
μέσο κι έχει πρωτεολυτική ενεργοτητα. 
 
Αρχική ανάλυση εκχυλισμάτων sua4.0 κυττάρων και του θρεπτικού τους 

μέσου σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης με το ΜΜΡ1 αντίσωμα έδειξε ότι το 

τελευταίο αναγνωρίζει πολλαπλά πρωτεϊνικά προϊόντα. Προκειμένου να 
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ταυτοποιηθούν τα πρωτεϊνικά προϊόντα που αντιστοιχούν στην ΜΜΡ1 τα 

κύτταρα επωάστηκαν με δίκλωνο RNAέναντι της πρωτεάσης. Στη συνέχεια τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των κυττάρων και του υπερκειμένου θρεπτικού 

μέσου αναλυθήκαν και πάλι σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης με το ΜΜΡ1 

αντίσωμα. Η σύγκριση του προτύπου των πρωτεϊνικών προϊόντων που 

αναγνωρίζονται από το αντίσωμα στα εκχυλίσματα από τα κύτταρα που είχε 

γίνει προσθήκη δίκλωνου RNAμε αυτό των εκχυλισμάτων από κύτταρα στα 

οποία δεν είχε γίνει προσθήκη αποκάλυψε ότι στο θρεπτικό μέσο της 

κυτταρικής σειράς sua 4.0 εκκρίνεται μια πρωτεΐνη που έχει το ίδιο μοριακό 

μέγεθος με αυτό της αιμοκυτταρικής ισομορφής της ΜΜΡ1 (σχ.15). 

Μπορούμε επομένως να συμπεράνουμε ότι η αιμοκυτταρική ΜΜΡ1 μπορεί να 

είναι εκκρινόμενη.  

.  

 
 

Σχήμα 15πειράματαανοσοαποτύπωσης με πρωτεϊνικάεκχυλίσματα από την 

κυτταρικήπελέττα (cellpellet) και το θρεπτικόμέσο (cellsCM) κυττάρωνsua 4.0 

χωρίςπροσθήκη και με προσθήκηδίκλωνουRNAέναντι ΜΜΡ1 (dscellpellet, 

dscellCM). Ο αστερίσκοςυποδεικνύει την αιμοκυτταρική ΜΜΡ1 που 

εντοπίζεται στο θρεπτικόμέσο των sua 4.0 και σε εκχυλίσματα από 

περιφερικάαιμοκύτταραανωφελούς (hemo). Στο ίδιοπείραμααναλυθήκαν και 

μεσεντερικα εκχυλίσματα, ενώ η κανονικοποίηση των δειγμάτωνέγινε με 

αντίσωμαέναντιτουμπουλίνης. 

 

Επιπλέον θελήσαμε να διαπιστώσουμε αν η ΜΜΡ1 που εκκρίνεται στο 

θρεπτικό μέσο των κυττάρων διατηρεί την πρωτεολυτική της ενεργοτητα, 

όπως και η αιμοκυτταρική ΜΜΡ1. Για αυτό τον λόγο υπερκείμενα κυττάρων 

στα οποία είχε χορηγηθεί δίκλωνο RNAέναντι GFPή δίκλωνο RNAέναντι 
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ΜΜΡ1 αναλύθηκαν με ζυμογραφία καζεΐνης.  

Όπως φαίνεται στο σχήμα 16 καζεϊνολυτική ενεργότητα εντοπίστηκε μόνο στο 

θρεπτικό μέσο των κυττάρων στα οποία είχε χορηγηθεί δίκλωνο RNAέναντι 

GFPκαι στο αναμενόμενο για την αιμοκυτταρική ισομορφή ΜΜΡ1 μοριακό 

μέγεθος. Επιπλέον, καζεϊνολυτική ενεργότητα εντοπίζεται και σε ζώνη 

μικρότερου μοριακού μεγέθους (~42kDa). Μάλιστα και αυτή η ενεργοτητα 

φαίνεται να σχετίζεται με την ΜΜΡ1, αφού δεν εντοπίζεται στο θρεπτικό μέσο 

κυττάρων στα οποία η MMP1 έχει σιωπηθεί.  

Η ίδια πρωτεϊνη ~42kDaανιχνεύεται και σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης στα 

οποία δεν έχει προστεθεί μερκαπταιθανόλη στο θρεπτικό μέσο, όπως 

φαίνεται στο σχήμα 16β, (στις ίδιες δηλαδή συνθήκες με αυτές που γίνεται η 

ζυμογραφία). Εικάζουμε ότι το προϊόν αυτό αντιστοιχεί στην αιμοκυτταρική 

ΜΜΡ1 ισομορφή μετά την αφαίρεση του προπεπτιδίου (prodomain), δηλαδή 

στο ζυμογόνο MMP1 στα αιμοκύτταρα. Πιθανά απουσία αναγωγικού 

παράγοντα καταλύεται η απομάκρυνση του προπεπτιδίου μέσα στον 

δοκιμαστικό σωλήνα. 

 

 

 
Σχήμα 16 Α) Ζυμογραφίακαζεΐνηςθρεπτικούμέσου (CM)κυττάρων στα 

οποίαέχειχορηγηθείδίκλωνοRNAέναντιGFP (dsGFPCells) και 

δίκλωνοRNAέναντι ΜΜΡ1 (dsMMP1 cells).B) 

Πείραμαανοσοαποτύπωσηςθρεπτικούμέσουκυττάρωνπαρουσία (+) και 

απουσία (-) β-μερκαπταιθανόλης. 

 

3.4.2 Υπερέκφραση μεσεντερικού ΜΜΡ1 ζυμογόνου σε sua4.0 κύτταρα 
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οδηγεί σε ΜΜΡ1 πρωτεολυτικά προϊόντα. 
 

Βιβλιογραφικά δεδομένα υποστηρίζουν ότι η υπερέκφραση ή/και ο 

ολιγομερισμός ενεργών ΜΜΡ ζυμογόνωνσε άλλα συστήματα οδηγεί σε 

φαινόμενα αυτο-πρωτεόλυσης τους 

(Hernandez-Barrantes, Toth et al. 2000; Lehti, Lohi et al. 2002; Rozanov and 

Strongin 2003).Θα μπορούσε επομένως κανείς να υποστηρίξει ότι η υπερ-

συγκέντρωση ΜΜΡ1 ζυμογόνου στα μεσέντερα στα σημεία εισβολής του 

ωοκινέτη μπορεί να έχει σαν συνέπεια την αυτοπρωτεόλυση του μορίου και 

να εξηγεί την παρουσία μικρότερων πρωτεϊνικών MMP1 προϊόντων που 

ενίοτε εντοπίζονται στα εκχυλίσματα μεσεντέρων. Προκειμένου να πετύχουμε 

συνθήκες υπερέκφρασης μεσεντερικού ΜΜΡ1 ζυμογόνου χρησιμοποιήσαμε 

την κυτταρική σειρά sua4.0. Όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 2 

μετασχηματισμός της κυτταρικής σειράς sua5.1 με το cDNAπου κωδικοποιεί 

ολόκληρο το αναγνωστικό πλαίσιο της ΜΜΡ1 οδήγησε σε έκφραση του 

μορίου, χωρίς όμως απομάκρυνση του προπεπτιδίου του και του 

σηματοδοτικού του πεπτιδίου. Αυτό μπορεί να οφείλεται, όπως έχει ήδη 

αναφερθεί, είτε σε μη αναγνώριση του σηματοδοτικού πεπτιδίου από τη 

συγκεκριμένη κυτταρική σειρά, είτε στο γεγονός ότι στη συγκεκριμένη 

κυτταρική σειρά δεν εκφράζονται proproteinconvertasesπου να αναγνωρίζουν 

το ΜΜΡ1 προζυμογόνο σαν υπόστρωμα και να απομακρύνουν το 

προπεπτίδιο της καθιστώντας την ενεργό ζυμογόνο.  

Έκφραση της ίδιας κατασκευής στην κυτταρική σειρά sua 4.0 οδήγησε και 

πάλι στην έκφραση  ενός μορίου μεγέθους 63kd, το οποίο αντιστοιχεί στο 

προ-ζυμογόνο, όπως φαίνεται από πειράματα ανοσοαποτύπωσης και 

εντοπισμό του μέσα στα κύτταρα, πιθανά στο ενδοπλασματικο δίκτυο 

(σχ.17Α).  

Προκειμένου να πετύχουμε λοιπόν έκφραση ενεργοποιημένου ΜΜΡ1 

ζυμογόνου η κυτταρική σειρά sua4.0 μετασχηματίστηκε παροδικά με ένα 

ανασυνδιασμένο cDNAτης μεσεντερικής ΜΜΡ1 ισομορφής όπου η περιοχή 

που κωδικοποιεί το σηματοδοτικο της πεπτίδιο και το προπεπτίδιο 

αντικαταστάθηκε με μια περιοχή που κωδικοποιεί για το σηματοδοτικο 

πεπτίδιο της α1-αντιτρυπσινης και τον επίτοπο 3xmyc. Hυπόλοιπη περιοχή 

της ΜΜΡ1 που κωδικοποιεί την ενεργότητα πρωτεάσης, τα 



[170] 
 

hemopexindomainsκαι το διαμεμβρανικό τμήμα παρέμειναν ανέπαφα. Το 

ανασυνδιασμένο αυτό cDNA (παρουσιάζεται σχηματικά στο σχήμα 

17Α)κλωνοποιήθηκε σε φορέα που φέρει τον υποκινητή tet-O-Pκαι 

μετασχηματίστηκε μαζί με φορέα που εκφράζει τον μεταγραφικό ενεργοποιητή 

tTA2s, που αναγνωρίζει τον tet-O-P υποκινητή. 

Ανάλυση εκχυλισμάτων της πελέτας και του θρεπτικού μέσου των 

μετασχηματισμένων κυττάρων σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης με αντίσωμα 

έναντι του επιτόπου 3xmyc (α-myc αντίσωμα) ανίχνευσε στην πελέττα των 

μετασχηματισμένων κυττάρων μια διπλή ζώνη στο μέγεθος που αντιστοιχεί 

στο αναμενόμενο για το ενεργοποιημένο προζυμογόνο (~65KDa) (σχ17Α). Η 

παρουσία της διπλής ζώνης μπορεί να ερμηνευτεί σαν μη ικανοποιητική 

απομάκρυνση του σηματοδοτικού πεπτιδίου.  

Χρησιμοποιόντας όμως το α-ΜΜΡ1 αντίσωμα σε ανοσοαποτύπωση των ίδιων 

εκχυλισμάτων δεν ανιχνεύθηκε η ~65kDaζώνη αλλά αντίθετα ανιχνεύθηκαν 

δύο διαφορετικού μεγέθους πρωτεϊνικά προϊόντα. Στο μεν εκχύλισμα της 

κυτταρικής πελέττας το αντίσωμα ανιχνεύει κυρίως ένα πρωτεϊνικό προϊόν 

40kDa και με λιγότερη ένταση ένα πρωτεϊνικό προϊόν 34kDa. Toίδιο 34kDa 

πρωτεϊνικό προϊόν ανιχνεύεται πιο έντονα στο θρεπτικό μέσο των 

μετασχηματισμένων κυττάρων. Το πρωτεϊνικό αυτό προϊόν έχει παραπλήσιο 

μοριακό μέγεθος με αυτό που εντοπίζεται ενίοτε σε εκχυλίσματα μεσεντέρων 

εκχυλίσματα (σχ17Α). 

Ανοσοιστοχημεία των μετασχηματισμένων κυττάρων με το α-ΜΜΡ1 αντίσωμα 

ανίχνευσε ανοσο-αντιδρόν υλικό στα κύτταρα όπως και το α-mycαντίσωμα 

ενώ ταυτόχρονη χρώση με τα δύο αντισώματα οδηγεί σε μερικό συνεντοπισμο 

των δυο σημάτων (σχ17Β).   
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Σχήμα 17 Σχηματική απεικόνιση του ανασυνδιασμένου cDNAτης ΜΜΡ1 που 

αντιστοιχει σε ολοκληρο το αναγνωστικό πλαίσιο του μορίου (Μ1ORF) καιτης 

χιμαιρικής ΜΜΡ1 που χρησιμοποιήθηκε για τον μετασχηματισμό των sua4.0 

κυττάρων (M1ATNtag). Το αναμενόμενο μοριακό μέγεθος του πρωτεϊνικού 

προϊόντος τουM1ORFcDNAείναι 63,4KDa,ενώ του M1ATNtagcDNAείναι 

63,1Kd.  Τα μετασχηματισμένα με M1ATNtag κύτταρα, οι κυτταρικές τους 

πελέττες (pellet) και το θρεπτικό μέσο (CM), αναλύθηκαν σε 

πειράματαανοσοαποτύπωσης με αντίσωμα έναντι του mycεπιτόπου. Τα ίδια 

εκχυλίσματα δοκιμάστηκαν σε πείραμα ανοσοαποτύπωσης με αντίσωμα έναντι 

ΜΜΡ1 μαζί με εκχυλίσματα από κύτταρα μετασχηματισμένα με το 

Μ1ORFcDNA, καθώς και με εκχυλίσματα από μεσέντερα (midguts),περιφερικά 

αιμοκύτταρα (hemo) και σώματα (carcasses) κουνουπιών. Τα πρωτεινικα 

προιοντα των 42 και 34 kDaσημειωνονται με μαυρο και ασπρο αστερισκο 

αντιστοιχα ενώ η ολομορφη τηςΜΜΡ1 με βελος. 
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Β) Toκυτταρικό πρότυπο της Μ1ΑΤΝtag και της Μ1ORF αποκαλύφθηκε σε 

πειράματα ανοσοιστοχημείας με αντίσωμα έναντι ΜΜΡ1 και myc(κόκκινο). Στα 

πειράματα αυτά χρησιμοποιήθηκε φαλλοιδίνη (πράσινο) και topro (μπλε). 

Παράλληλα παρατίθενται και πειράματα ανοσοιστοχημείας στα οποία έγινε 

συγχρώση με αντίσωμα έναντι myc (πράσινο) και ΜΜΡ1 (κόκκινο). 

 

Επιχειρώντας μια πρώτη ερμηνεία των αποτελεσμάτων θα μπορούσε κανείς 

να υποθέσει ότι η υπερέκφραση ενεργοποιημένου ζυμογόνου MMP1 οδηγεί 

μέσα στο ενδοπλασματικό δίκτυο (ER) σε αυξημένη αυτο-πρωτεόλυση του, 

είτε διαμοριακή (inter-molecular) είτε ενδομοριακή (intra-molecular). Από τα 

δύο προϊόντα αυτο-πρωτεόλυσης το ένα (34kDa) εξάγεται τελικά στο 

υπερκείμενο θρεπτικό μέσο. Τα επίπεδα όμως της ενδογενούς αιμοκυτταρικής 

MMP1 ισομορφής παραμένουν ανέπαφα.Προκειμένου να δειχθεί ότι 

υπεύθυνο για την παρουσία των παραπάνω προϊόντων είναι το 

ενεργοποιημένο προζυμογόνο και ότι τα προϊόντα που ανιχνεύονται είναι 

προϊόντα αυτο-πρωτεόλυσης έγινε προσθήκη δυο διαφορετικών χημικών 

αναστολέων μεταλλοπρωτεασων στα μετασχηματισμένα κύτταρα και επώαση 

με αυτούς 24-36 ωρες. Οι πελέττες και το θρεπτικό μέσο των κυττάρων 

αναλύθηκαν στη συνέχεια σε πειράματα ανοσοαποτύπωσης με α-MMP1 και 

α-mycαντισώματα.  

Όπως φαίνεται στο σχήμα 18 επώαση των μετασχηματισμένων κυττάρων 

οδηγεί σαφώς σε μειωμένο εντοπισμό του πρωτεϊνικού προϊόντος των 

34Kdστο θρεπτικό μέσο των κυττάρων, επιβεβαιώνοντας έτσι ότι το τελευταίο 

προέρχεται από πρωτεόλυση της ενεργοποιημένης ΜΜΡ1 και μάλιστα ότι 

αυτή η πρωτεόλυση είναι αποτέλεσμα της δράσης κάποιας 

μεταλλοπρωτεασης. Αντίθετα η παρουσία του προϊόντος των 42Kdδεν 

φαίνεται να επηρεάζεται εξίσου δραστικά, υποδηλώνοντας ότι το προϊόν αυτό 

είναι πιθανά αποτέλεσμα δράσης κάποιας άλλης πρωτεάσης, ίσως όχι 

μεταλλοπρωτεασης. 

 Το γεγονός ότι τα 34 και 42kdπροϊόντα προέρχονται από το ενεργοποιημένο 

ΜΜΡ1 επιβεβαιώνεται περαιτέρω από το γεγονός ότι η ποσότητα της 

πρωτεΐνης αυτής αυξάνεται στα εκχυλίσματα της κυτταρικής πελέτας μετά την 

προσθήκη των χημικών αναστολέων. 
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 .Σχήμα 18Α) 

πειράματαανοσοαποτύπωση

ς με εκχυλίσματα από την 

κυτταρικήπελέττα 

(solublefractionofcellpellet) 

και το θρεπτικόμέσο 

(culturemedium) κυττάρων 

(cells) 

κυττάρωνμετασχηματισμένων 

με την ενεργοποιημένημορφή 

της ΜΜΡ1 (Μ1ΑΤΝtag) και 

κυττάρωνμετασχηματισμένων με την ίδιακατασκευήμετά την προσθήκη των 

χημικώναναστολέωνGM6001 και 1,10ΡΕ (Μ1ΑΤΝtag+GM, 

M1ATNtag+1,10PEαντίστοιχα). Στα πειράματα αυτά 

χρησιμοποιήθηκεαντίσωμαέναντι ΜΜΡ1 και mycεπιτόπου, ενώ το 

ίδιοποσοστόμετασχηματισμένωνκυττάρων στα δείγματα που 

αναλύθηκανεπιβεβαιώθηκε με τον μάρτυραGFP. Β) πειράματα 

ανοσοιστοχημείας στα οποία έγινε συγχρώση με αντίσωμα έναντι ΜΜΡ1 

(κόκκινο) και myc (πράσινο)a) κύτταρα μετασχηματισμένα με την 

ενεργοποιημένη ΜΜΡ1, b) κύτταρα μετασχηματισμένα με την ενεργοποιημένη 

ΜΜΡ1 μετά από προσθήκη αναστολέα GM, c) κύτταρα μετασχηματισμένα με 

την ενεργοποιημένη ΜΜΡ1 μετά την προσθήκη αναστολέα 1,10PE. 

 

 

Α) 

Β) 
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Τα παραπάνω αποτελέσματα υποστηρίζουν ότι το ενεργοποιημένο ΜΜΡ1 

ζυμογόνο μπορεί να υποστεί πρωτεόλυση σε συνθήκες υπερέκφρασης, η 

οποία είναι μάλιστα αποτέλεσμα δράσης της ίδιας της ΜΜΡ1 (ή κάποιας 

μεταλλοπρωτεασης του ER). Το γεγονός ότι το αντίσωμα έναντι του  myc 

επιτόπου δεν αναγνωρίζει τα παραγόμενα πρωτεολυτικά προϊόντα της έκτοπα 

εκφρασμένης ΜΜΡ1 δεν βοηθά στο να προσδιορίσουμε τη θέση 

πρωτεόλυσης, ωστόσο προτείνει ότι στα πρωτεολυτικά αυτά προϊόντα δεν 

περιέχεται το αμινοτελικό άκρο της πρωτεάσης.   

 

3.4.3 Προσπάθειες προσδιορισμού της αλληλεπίδρασης της ΜΜΡ1 με 
την αναπτυσσόμενη ωοκύστη  

 

Σύμφωνα με βιβλιογραφικές αναφορές συν-καλλιέργεια κυτταρικών σειρών 

εντόμων με invitroαναπτυγμένους ωοκινετες οδηγεί στην διαφοροποίηση των 

τελευταίων προς ωοκύστεις η οποία συνήθως είναι ατελής, αλλά σε μερικές 

περιπτώσεις φτάνει μέχρι και του σχηματισμού σποροζωιδίων (Carter, Nacer 

et al. 2007).  

Οπως προαναφέρθηκε τα sua4.0 κύτταρα φαίνεται να μοιάζουν με περιφερικά 

αιμοκυτταρα, σε ότι τουλάχιστον αφορά την MMP1 αφού εκφράζουν σχεδόν 

αποκλειστικά την αιμοκυτταρική ισομορφή της. Επιπρόσθετα, παραπάνω 

δείξαμε ότι μετά από διαμόλυνση μπορεί να εκφραστεί εξωγενώς στα sua4.0 

ενεργό MMP1 ζυμογόνο (που αντιστοιχεί στην ζυμογόνο ισομορφή του 

μεσεντέρου), το οποίο μάλιστα με αυτο-πρωτεόλυση φαίνεται να παράγει 

πρωτεολυτικά προϊόντα των οποίων το μέγεθος συμπίπτει με εκείνο MMP1 

προϊόντων που ανιχνεύσαμε invivo. 

Θεωρήσαμε συνεπώς ότι τα υπερκείμενα sua4.0 κυττάρων, όπως έχουν ή 

μετά από διαμόλυνση τους με το πλασμίδιο (pTetopM1ATNtag) μπορούν να 

αποτελέσουν μια πηγή MMP1-σχετιζόμενων πεπτιδίων και να μας 

διευκολύνουν να προσεγγίσουμε την προέλευση του MMP1 ανοσο-

αντιδρόντος υλικού που παρατηρήσαμε να καλύπτει ένα μεγάλο αριθμό 

αναπτυσσόμενων ωοκύστεων invivo. 

Για το σκοπό αυτό προχωρήσαμε σε συν-καλλιέργειες invitroανεπτυγμένων 

ωοκινετών και sua4.0 κυττάρων (ως έχουν, ή μετά από επίδραση με δίκλωνο 

RNA έναντι MMP1 ώστε να αποσιωπηθεί ή έκφραση της αιμοκυτταρικής 
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MMP1, ή μετά από διαμόλυνσή τους με το πλασμίδιο (pTetopM1ATNtag) 

ώστε να εκφράσουν ενεργοποιημένο MMP1 ζυμογόνο και τα πρωτολυτικά του 

προϊόντα).   

Οι ωοκινέτες αφαίθηκαν σε καλλιέργεια με τα sua4.0 κύτταρα γιαπερίπου 2 

ημέρες οπότε στην μεγάλη τους πλειοψηφία είχαν διαφοροποιηθεί σε νεαρές 

ωοκυστεις.  

Στην συνέχεια από όλες τις συν-καλλιέργειες απομονώθηκαν κύτταρα και 

ωοκινέτες/ωοκύστεις και έγινε ανοσοιστοχημική χρώση χρησιμοποιόντας τον 

ορό έναντι ΜΜΡ1 και αντίσωμα έναντι Pbs21 το οποίο ανιχνεύεται στην 

επιφάνεια ωοκινετών και νεαρών ωοκύστεων. Όπως φαίνεται στο σχήμα 19 

παρά το γεγονός ότι τα παράσιτα είχαν αρχίσει μέσα στις συγκαλλιέργειες να 

διαφοροποιούνται σε ωοκυστεις, γεγονός που αναδεικνύεται από τη 

μορφολογία τους και από το μέγεθος και την μορφολογία του πυρήνα τους, σε 

καμία περίπτωση δεν παρατηρήθηκε παρουσία ΜΜΡ1 στην επιφάνεια αυτών. 

Πέραν των ερμηνειών για τεχνικές αδυναμίες τις προσέγγισης (π.χ. αραιή 

συγκέντρωση της MMP1 και πρωτεολυτικών προϊόντων στο υπερκείμενο των 

κυττάρων σε σχέση με την πιθανά υψηλή τοπική συγκέντρωση τους γύρω 

από την αναπτυσσόμενη ωοκύστη invivo) οι παρατηρήσεις σ’ αυτό το τεχνητό 

σύστημα μπορεί να υποδηλώνουν ότι η αλληλεπίδραση των νεαρών 

ωοκύστεων με MMP1 invivoμπορεί να μην είναι άμεση αλλά να 

διαμεσολαβείται από άλλα συστατικά της εξωκυττάριας στοιβάδας (όπως 

κολλαγόνο και λαμινινη) με τα οποία η MMP1 μπορεί να αλληλεπιδράσει καιτα 

οποία έχει δειχθεί να καλύπτουν επίσης την επιφάνεια του ωοκινέτη. Απουσία 

αυτών των μορίων από τα υπερκείμενα των sua 4.0 κυττάρων μπορεί να 

οδηγεί και στην απουσία αλληλεπίδρασης MMP1 πεπτιδίου(ων)με τις νεαρές 

ωοκυστεις όπως παρατηρείται invivo.  

Επιπλέον δεν πρέπει να ξεχνάμε ότι η ανάπτυξη των ωοκύστεων στα τεχνητά 

συστήματα συν-καλλιέργειας με κύτταρα στο μεγαλύτερο αριθμό δεν είναι 

παραγωγική (δεν οδηγεί δηλαδή σε πλήρως ανεπτυγμένες ωοκύστεις με 

φυσιολογική σπορογονία), που μπορεί να σημαίνει μεγάλες διαφορές στην 

φυσιολογία τους και στην δομή της κάψας τους.   
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Σχήμα 19 Πειράματα 

συγκαλλιεργειών 

κύτταρων sua 4.0 με 

invitroμεγαλωμένους 

ωοκινετες 3 ημέρες 

μετά την προσθήκη των 

τελευταίων. Α) Νεαρές 

ωοκυστεις (πράσινο) 

που αναπτύσσονται 

παρουσία κύτταρων 

sua4.0 στα οποία η 

ενδογενής ΜΜΡ1 έχει 

σιωπηθεί. Με μπλε φαίνεται η χρωστική του πυρήνα (topro). B) Νεαρές 

ωοκυστεις παρουσία κύτταρων sua4.0 διαμολυσμένων με την κατασκευή 

M1Ntag. Το πρωτεϊνικό προϊόν της εξωγενούς πρωτεάσης φαίνεται με 

κόκκινο, ενώ το  πράσινο και μπλε αντιστοιχεί στα παράσιτα και στην χρωστική 

του πυρήνα (topro). 

 

Εναλλακτικά με την παραπάνω προσέγγιση χρησιμοποιήσαμε υπερκείμενα 

sua4.0 κυττάρων, (είτε από κύτταρα στα οποία δεν είχαμε καθόλου επιδράσει, 

είτε από κύτταρα στα οποία είχαμε σιωπήσει την MMP1, είτε από κύτταρα στα 

οποία είχαμε έκτοπα εκφράσει ενεργοποιημένο MMP1 ζυμογόνο), τα οποία 

ενέσαμε στην αιμόλεμφο. Η χορήγηση των υπερκειμένων στην αιμόλεμφο 

έγινε 48 ώρες μετά την πρόσληψη μολυσμένου αίματος, όταν η πλειονότητα 

των ωοκινετων είχαν φτάσει πλέον στο βασικό έλασμα του μεσεντέρου και 

είχαν αρχίσει την διαφοροποίηση σε ωοκύστεις.  

Δεδομένου ότι ένα μέρος μόνο των νεαρών ωοκύστεων που αναπτύσσονται 

invivo, φαίνεται να καλύπτονται με MMP1 ανοσο-αντιδρόν υλικό, θεωρήσαμε 

ότι με αυτό τον τρόπο, χορηγόντας επιπλέον MMP1 θα μπορούσαμε να 

αυξήσουμε τον αριθμό των MMP1-καλυμμένων ωοκύστεων.   

Το μεγάλο πρόβλημα που αντιμετωπίσαμε όμως με αυτή την προσέγγιση, η 

οποία τελικά εγκαταλήφθηκε, ήταν τα υψηλά ποσοστά μελανοποιησης των 

ωοκυστεων που αναπτύσσονται στα  μεσεντερικα επιθήλια κουνουπιών 

ενεμένων με θρεπτικό μέσο της αιμοκυτταρικής σειράς, το οποίο μπορεί να 
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εξηγηθεί από το γεγονός ότι στην κυτταρική σειρά sua4.0 είναι 

ενεργοποιημένο το μονοπάτι της φαινολοξειδάσης και άρα τα τελικά προϊόντα 

που συντελούν στην μελανοποίηση. 

 

 
3.5Μοριακός/λειτουργικός χαρακτηρισμός του ιστικού αναστολέα 
μεταλλοπρωτεασών (tissueinhibitorofmetalloproteases), TIMP, του 
Ανωφελούς 

 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 1 και 2 

φαίνεται ότι τουλάχιστον στον μεσεντερικο ιστό του κουνουπιού παράλληλα με 

την ΜΜΡ1 εκφράζεται και το γονίδιο TIMP.  

Θεωρήσαμε σημαντικό να περιγράψουμε το πρότυπο έκφρασης (χρονο- ιστο-

ειδική έκφραση, υποκυττάριος εντοπισμός) του αναστολέα TIMP προκειμένου 

να διαπιστωθεί αν τα δυο γονίδια (MMP1 και TIMP) συν-ρυθμίζονται 

μεταγραφικά και μετα-μεταγραφικά. 

 
 

3.5.1 O αναστολέας AgTIMP έχει ενεργότητα έναντι MMP1. 
Κατ’ αρχήν θελήσαμε να προσδιορίσουμε αν το γονίδιο το οποίο ταυτοποιείται 

ως TIMP αναστολέας στο γονιδίωμα του Ανωφελούς, είναι πράγματι 

αναστολέας μεταλλοπρωτεασών και ιδιαίτερα της MMP1. Για το σκοπό αυτό 

χρησιμοποιήσαμε την κυτταρική σειρά sua4.0. Όπως παρουσιάστηκε στο 

κεφάλαιο 3, έκτοπη έκφραση ανασυνδιασμένου cDNAπου κωδικοποιεί για 

ενεργοποιημένη πρωτεάση ΜΜΡ1 σε sua4.0 κύτταρα, οδηγεί σε 

πρωτεολυτικά προϊόντα διακριτού μεγέθους. Η πρωτεόλυση αυτή οφείλεται σε 

δράση κάποιας μεταλλοπρωτεασης, αφού αναστέλλεται από την παρουσία 

του χημικού αναστολέα έναντι μεταλλοπρωτεασων GM6001, και όλες οι 

ενδείξεις συνηγορούν ότι οφείλεται σε αυτοπρωτεόλυση (είτε ενδο-, είτε δια- 

μοριακή).  

Το πλασμίδιο (pTETOtimp) από το οποίο ο TIMPαναστολέας εκφράζεται με 

επαγώμενο τρόπο χρησιμοποιήθηκε σε μίγμα με το πλασμίδιο 

(pTETOM1ATNtag) που εκφράζει ενεργοποιημένο ΜΜΡ1 ζυμογόνο 

(Μ1Νtag). Στα παραπάνω πλασμίδια, τόσο ο TIMP όσο και το 
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ενεργοποιημένο ΜΜΡ1 ζυμογόνο έχουν τεθεί υπό τον μεταγραφικό έλεγχο 

του tetOPυποκινητή, ο οποίος ενεργοποιείται μόνο παρουσία ttA2s 

ενεργοποιητή. Για να επιτευχθεί επομένως έκφραση των των TIMP και ΜΜΡ1 

ζυμογόνου στις διαμολύνσεις των sua4.0 κυττάρων συμπεριλαμβάνεται και το 

πλασμίδιο που εκφράζει τον ενεργοποιητή ttA2sυπό υποκινητή σερπίνης. Σε 

διαμολύνσεις αναφοράς τα πλασμίδια (pTETOtimpκαι pTETOM1ATNtag) 

εκφράστηκαν μόνα τους με πλασμίδιο ενεργοποιητή.  

Σε καθένα ένα από τα παραπάνω πειράματα συμπεριλήφθηκε και πλασμίδιο 

το οποίο εκφράζει GFP υπό τον μεταγραφικό έλεγχο του tetOPυποκινητή, 

προκειμένου να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης του ποσοστού της διαμόλυνσης 

των κυττάρων. 

Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα των διαμολυσμένων κύτταρων και των υπερκείμενων 

θρεπτικών μέσων τους απομονώθηκαν και αναλυθήκαν σε πειράματα 

ανοσοαποτύπωσης με αντισώματα έναντι TIMP, MMP1, myc (επίτοπος που 

έχει χρησιμοποιηθεί για την σήμανση (tagging) του MMP1 ζυμογόνου) και 

GFP.  

Ο ορρός έναντι TIMPανιχνεύει στην κυτταρική πελέτα των sua4.0 κυττάρων ή 

στην πελέτα των κυττάρων που έχουν διαμολυνθεί μόνο με το πλασμίδο 

(pTETOtimp) μια ζώνη ~..23.kDa, ή οποία αντιστοιχεί στο αναμενόμενο 

μέγεθος του TIMP. Η ένταση της ζώνης αυξάνει στην πελέτα των κυττάρων 

που έχουν διαμολυνθεί μόνο με τοpTETOtimpπλασμίδιο, όσο και σε αυτά τα 

οποία διαμολύνθηκαν με pTETOtimp και pTETOM1ATNtag μίγμα 

πλασμιδίων. TIMP αναστολέας δεν ανιχνεύεται στο υπερκείμενο των sua4.0 

κυττάρων, ενώ αντίθετα ανιχνεύεται έντονα στα υπερκείμενα κυττάρων που 

έχουν διαμολυνθεί με pTETOtimpκαιpTETOtimppTETOM1ATNtagμιγμα 

πλασμιδίων (σχ.20Α).  

Η ανάλυση των εκχυλισμάτων που προέρχονταν από κύτταρα διαμολυσμένα 

με τα δύο πλασμίδια (pTETOtimpκαι pTETOM1ATNtag) φαίνεται να οδηγεί 

στην εξαφάνιση από την κυτταρική πελέτα του (~.42kDa) προϊόντος και από 

το υπερκείμενο του (~34KDa) προϊόντος τα οποία ανιχνεύονται με το 

αντίσωμα έναντι MMP1. Αντίθετα και τα δύο χαρακτηριστικά πρωτεολυτικά 

προϊόντα, τα οποία εικάζουμε ότι είναι προϊόν αυτο-πρωτεόλυσης της 

ενεργοποιημένης MMP1, ανιχνεύονται  σε κύτταρα που διαμολύνθηκαν μόνο 

με (pTETOM1ATNtag) πλασμίδιο (σχ.20Β). 
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 Επιπρόσθετα, η ανάλυση των εκχυλισμάτων με αντι-myc αντίσωμα, το οποίο 

ανιχνεύει το έκτοπα εκφρασμένο μη πρωτεολυμένο MMP1, έδειξε ότι σε 

συνθήκες συνέκφρασης ενεργοποιημένου ΜΜΡ1 ζυμογόνου και TIMP, και 

επομένως καταστολή της αυτο-πρωτεόλυσης, το μη πρωτεολυμένο MMP1 

ζυμογόνο αυξάνεται σημαντικά σε σχέση με την παρουσία του στις πελέτες 

των κυττάρων που έχουν διαμολυνθεί μόνο με το pTetoM1ATNtag πλασμίδιο 

(σχ.20Γ). 

Συμπερασματικά, τα sua4.0 κύτταρα εκφράζουν ενδογενώς TIMP αναστολέα, 

ο οποίος όμως σε αντίθεση με το αιμοκυττάρικο ζυμογόνο της MMP1 δεν 

εκκρίνεται στο υπερκείμενο των κυττάρων. Αυτό συνηγορεί με πειράματα που 

παρουσιάζονται παρακάτω και δείχνουν ασθενή παρουσία του TIMP στην 

αιμόλεμφο.Εκκριση του  TIMP στο υπερκείμενο των sua4.0 κυττάρων 

παρατηρείται μόνο στην περίπτωση έκτοπης υπερ-έκφρασης του αναστολέα 

μετά από διαμόλυνση.  

Ταυτόχρονη έκτοπη υπερ-έκφραση του TIMP και ενεργοποιημένου MMP1 

ζυμογόνου έχει σαν αποτέλεσμα την αναστολή της αυτο-πρωτεόλυσης του  

ενεργοποιημένου MMP1 ζυμογόνου, που διαγνωστικά ανιχνεύεται με την 

παρουσία χαρακτηριστικών ζωνών στα εκχυλίσματα κυτταρικής πελέτας και 

υπερκειμένου, πράγμα που δείχνει ότι το προβλεπόμενο TIMP γονίδιο 

κωδικοποιεί για  αναστολέα MMPs.  
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Σχήμα 20 

Α)Πειράματαανοσοαποτύπωσης με ορόέναντιtimp σε κυτταρικέςπελέττες 

(pellet) και θρεπτικόμέσο (CM) κύτταρων (cells), καικύτταρωνδιαμολυσμένων 

με ενεργοποιημένη ΜΜΡ1 (M1Ntag),με ενεργοποιημένη ΜΜΡ1 και αναστολέα 

(Μ1Νtag+timp) και με αναστολέα (timp). Το πρωτεϊνικό προϊόν που αντιστοιχεί 

στον αναστολέα φαίνεται με το ανοιχτό τόξο, ενώ τα ίσα ποσοστά διαμόλυνση 

μεταξύ των διαφορετικών κυτταρικών πληθυσμών φαίνονται με πειράματα 

ανοσοαποτύπωσηςεκχυλισμάτων της πελεττας αυτών με αντίσωμα έναντι 

GFP. Β)πειράματαανοσοαποτύπωσης των ίδιωνπρωτεϊνικώνεκχυλισμάτων με 

ορόέναντι ΜΜΡ1. Το κλειστότόξουποδεικνύει τα πρωτεολυτικάπροϊόντα που 

εντοπίζονται στην πελέττα και το θρεπτικόμέσο των διαμολυσμένων με 

ενεργοποιημένη ΜΜΡ1 κύτταρων. Γ) πείραμαανοσοαποτύπωσης των 

ίδιωνεκχυλισμάτων της κυτταρικής πελεττας με αντίσωμαέναντι του 

επιτόπουmyc. Hακέραιηενεργοποιημένη ΜΜΡ1 υποδεικνύεται με το βέλος. 
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3.5.2Περιγραφή του προτύπου έκφρασης του αναστολέα 
μεταλλοπρωτεασών, TIMP, στον μεσεντερικο ιστό και στα περιφερικά 
αιμοκύτταρα του οργανισμού A. Gambiae 

 

3.5.2α Η έκφραση του αναστολέα TIMP διατηρείται σε χαμηλά επίπεδα κατά 

την διάρκεια επούλωσης του μεσεντερικου επιθηλίου μετά την εισβολή των 

παρασίτων. 

Το πρότυπο έκφρασης του TIMPστο μεσέντερο μελετήθηκε με παρόμοιο 

τρόπο με αυτόν της ΜΜΡ1, δηλαδή στα χρονικά σημεία 0, 24, 48 και 96 ώρες 

μετά από απλή αιματοφαγία και μετά την λήψη μολυσμένου αίματος, τόσο σε 

επίπεδο μεταγράφων με Real-timePCR, όσο και σε επίπεδο πρωτεϊνης με 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης, καθώς και σε κυτταρολογικό επίπεδο στα ίδια 

χρονικά σημεία.  

Μεταγραφικά, τρία διαφορετικά κι ανεξάρτητα πειράματα δείχνουν ότι τα 

επίπεδα έκφρασης του TIMPστο μεσέντερο παραμένουν σταθερά και στα τρία 

χρονικά σημεία, τόσο μετά από τη λήψη απλού αίματος όσο και μετά από τη 

λήψη μολυσμένου αίματος (σχημα21). Μόνο 24 ώρες μετά τη πρόσληψη 

μολυσμένου αίματος με υψηλό βαθμό παρασιταιμίας φαίνεται να υπάρχει 

μικρή αύξηση των επιπέδων TIMP μεταγράφων (1,5x)σε σχέση με τα επίπεδα 

κατά την πρόσληψη μολυσμένου αίματος.  

Συγκρίνοντας τα αποτελέσματα αυτά με το αντίστοιχο πρότυπο έκφρασης του 

ΜΜΡ1 γονιδίου διαπιστώνεται ότι μεταγραφικά, η έντονη παρουσία MMP1 

μεταγράφων 24ωρες μετά τη λήψη μολυσμένου αίματος (αύξηση των 

επιπέδων έκφρασης 3x), σε συνθήκες υψηλής μόλυνσης, δεν συνοδεύεται με 

αντίστοιχα έντονη παρουσία TIMP μεταγράφων. 

 

Σε ότι αφορά τα επίπεδα TIMPπρωτεϊνης, όπως φαίνεται στο σχημα 22Α είναι 

υψηλά πριν την όποια πρόσληψη αίματος (μολυσμένου ή μη). Αμέσως μετά 

την πρόσληψη αίματος (φυσιολογικού ή μολυσμένου) τα επίπεδα του TIMP 

πεπτιδίου μειώνονται δραματικά και παραμένουν μειωμένα μέχρι και 48 ώρες 

μετά την πρόσληψη αίματος. Μόνο στις 96 ώρες αρχίζει να καταγράφεται μια 

τάση επαναφοράς του TIMP στα αρχικά επίπεδα.  

Όπως έχει ήδη αναφερθεί ο ορρός έναντι TIMP, παρόλες τις προσπάθειες για 

καθαρισμό του αναγνωρίζει και άλλα πρωτεϊνικά προϊόντα μεγαλύτερου 
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μοριακού μεγέθους. Μάλιστα όπως διαπιστώνεται στο σχήμα 22Α η έκφραση 

κάποιων προϊόντων φαίνεται να μεταβάλλεται στα διάφορα χρονικά σημεία 

μετά την αιματοφαγία.  

Προκειμένου να διερευνηθεί η παρουσία ή απουσία TIMPαπό τις ζώνες 

μεγαλύτερου μοριακού μεγέθους (με πιθανή αιτιολογία συμπλοκοποίηση με 

κάποια άλλη πρωτεϊνη ή με τον εαυτό του), έγιναν πειράματα σιώπησης του 

TIMP. Σε διαφορετικά χρονικά σημεία απομονώθηκαν μεσέντερα από 

κουνούπια στα οποία είχε χορηγηθεί δίκλωνο RNA έναντι GFP ή έναντι TIMP. 

Πειράματα ανοσοαποτύπωσης των εκχυλισμάτων έδειξαν ότι οι ζώνες αυτές 

των οποίων η έκφραση διαφοροποιείται στα διαφορετικά χρονικά σημεία μετά 

την αιματοφαγία δεν φαίνεται να σχετίζονται με τον αναστολέα, αφού η 

έκφραση τους δεν επηρεάζεται από τη σιώπηση του γονιδίου. Αντίθετα, τα 

επίπεδα του TIMP μειώνονται δραματικά στα κουνούπια στα οποία χορηγείται 

δίκλωνο RNAέναντι TIMP (σύγκριση των GFPμε timplanes, στα ίδια χρονικά 

σημεία),  

 

 

Σχήμα 

21Μεταγραφικόπρότυποέκφρασηςαναστολέα μεταλλοπρωτεασων στον 

μεσεντερικο ιστόκουνουπιών. 

ΔιαγραμματικήαπεικόνισητριώνανεξαρτήτωνπειραμάτωνReal-timePCR σε 

συνθήκεςαιμοφαγίας (BFprofile) και 

αιμοφαγίαςπαρουσίαςμικρούαριθμούπαρασίτων (Lowinfection) και 

μεγάλουαριθμούπαρασίτων (ΗighInfection). Hκανονικοποίηση των 

δειγμάτωνέγινε με το μετάγραφο της ριβοσωμικήςπρωτεΐνηςS7. Να σημειωθεί 
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ότι τα cDNAsπου χρησιμοποιήθηκαν ως μήτρες σε αυτά τα πειράματα είναι τα 

ίδια με τα cDNAsπου χρησιμοποιήθηκαν για την περιγραφή του 

προτύπουέκφρασης της μεταλλοπρωτεασης ΜΜΡ1, επομένως και οι 

διασπορές των ωοκυστεων βάσει των  οποίωνκαθορίστηκε η υψηλή και η 

χαμηλήπαρασιταιμίαισχύουν και σε αυτή την περίπτωση. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήμα 22Πρωτεϊνικόπρότυποέκφρασηςαναστολέαtimpστον μεσεντερικο 

ιστόιστό του κουνουπιού. Α)Πειράματα ανοσοαποτύπωσης με μεσεντερικα 

εκχυλίσματα απομονωμένα σε διαφορετικά χρονικά σημεία (0,24,48,96) μετά 

από τη λήψη αίματος (BF) και αίματος παρουσία παρασίτου (INF).B) 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης με μεσεντερικα εκχυλίσματα απομονωμένα στις 

ίδιες χρονικές στιγμές μετά την αιμοφαγια από κουνούπια στα οποία είχε 

χορηγηθεί δίκλωνο RNAέναντι GFP (dsGFP) κι έναντι timp (dstimp). 

Toπρωτεϊνικόπροϊόν που αντιστοιχεί στον αναστολέα, όπως αποκαλύπτεται 

από τα πειράματα σιωπησης υποδεικνύεται με το βέλος. Και στις δυο 

περιπτώσεις τα πρωτεϊνικάεκχυλίσματαέχουνκανονικοποιηθεί με 

αντίσωμαέναντιτουμπουλίνης. 

 

3.5.2β Εκφραση του TIMP στην αιμόλεμφο και τα περιφερικά αιμοκύτταρα  

 

Η διερεύνηση του προτύπου έκφρασης του αναστολέα στα περιφερικά 

αιμοκύτταρα έγινε μόνο σε πρωτεϊνικό επίπεδο, όπως και στην περίπτωση 

της MMP1. Αιμόλεμφος απομονώθηκε από κουνούπια 36 ώρες και 4 ημέρες 

μετά τη λήψη φυσιολογικού αίματος, ή μετά τη λήψη μολυσμένου αίματος. Και 
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σε αυτή την περίπτωση αναλύθηκαν παράλληλα και εκχυλίσματα αιμολέμφου 

από κουνούπια ενεμένα με δίκλωνο RNAέναντι GFPή έναντιTIMP, (σχήμα 

4Α).  

Οπως διαπιστώθηκε τα επίπεδα έκφρασης του αναστολέα στην αιμόλεμφο 

είναι ιδιαιτέρα χαμηλά και δεν παρουσιάζουν καμιά μεταβολή κατά την 

μόλυνση με το παράσιτο. Στα δε εκχυλίσματα που προέρχονται από 

κουνούπια στα οποία χορηγείται δικλωνο RNAέναντι TIMP, ακόμη και η μικρή 

ποσότητα TIMP εξαφανίζεται από τα εκχυλίσματα της αιμόλεμφου (σχ.23Α).  

Ανοσοιστοχημία (σχημα23Β) περιφερικών αιμοκυττάρων εντόπισε με τον όρο 

έναντι TIMP  ασθενική χρώση στο κυτταρόπλασμα. H διαφοροποίηση όμως 

στην ένταση της χρώσης στα αιμοκύτταρα που προέρχονταν από κουνούπια 

στα οποία η έκφραση του TIMP είχε σιωπηθεί ήταν πολύ μικρή, γεγονός που 

συμφωνεί με τα πειράματα  ανοσοαποτύπωσης 

 
Σχήμα 23 Α) πειράματα 

ανοσοαποτύπωσης σε 

εκχυλίσματα από περιφερικά 

αιμοκύτταρα (hemo) με τον 

ορό έναντι timp. Τα 

αιμοκύτταρα απομονώθηκαν 

36 ώρες και 4 ημέρες μετά τη 

λήψη αίματος με (ΑΙ) και χωρίς 

παράσιτο (ΑΒF). Στο ίδιο 

πείραμα αναλυθήκαν και 

εκχυλίσματα από περιφερικά 

αιμοκύτταρα και μεσεντερικα 

επιθήλια (midgut) κουνουπιών στα οποία είχε σιωπηθεί ο αναστολέας (dstimp) 

και των αντίστοιχων δειγμάτων αναφοράς (dsGFP). Το πρωτεϊνικό προϊόν που 

αντιστοιχεί στο timpυποδεικνύεται με βέλος. Β) πειράματα ανοσοιστοχημείας 

σε περιφερικά αιμοκύτταρα κουνουπιών ενεμένων με δίκλωνοRNAέναντι 

GFPκι έναντι timp. Όπως και στο παραπάνω πείραμα τα κουνούπια αυτά δεν 

είχαν φάει αίμα. Με κόκκινο παρουσιάζεται ο αναστολέας και με πράσινο η 

χρώση φαλλοιδίνης. Οι πυρήνες των αιμοκυττάρων απεικονίζονται με μπλε. 
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3.5.3Απουσία TIMP από τα σημεία επούλωσης του μεσεντερικού 
επιθηλίου μετά το πέρασμα του ωοκινέτη 
 
Για να διαπιστώσουμε ανυπάρχει υπερ-συγκέντρωση του αναστολέα στα 

σημεία επούλωσης του μεσεντερικού επιθηλίου μετά το πέρασμα του 

ωοκινέτη (δομές ροζέτας), πραγματοποιήθηκαν πειράματα ταυτόχρονης 

χρώσης των μεσεντερικων επιθηλίων 24 ώρες μετά τη λήψη μολυσμένου 

αίματος με αντισώματα έναντι TIMP και MMP1. Επειδή και οι δύο ορροί (anti-

Timp, antiMMP1) έχουναναπτυχθεί σε κουνέλια για να πετύχουμε ταυτόχρονη 

χρώση έγινε δέσμευση του anti-timpορού με κομμάτι αντισώματος που 

αναγνωρίζει ΙgGsκουνελιών και φέρει φθοροφόρο.    

Όπως φαίνεται στο σχήμα 24 (3Α,3Β,3Γ)  η αυξημένη συγκέντρωση ΜΜΡ1 

στη βασική πλευρά του επιθηλίου γύρω από την περιοχή όπου διέρχεται ο 

ωοκινετης δεν συνοδεύεται από αυξημένη παρουσία TIMPαναστολέα. 

Απουσία TIMP από τον σχηματισμό “ροζέτας” καταγράφηκε και σε 

μεσεντερικά επιθήλια 24 ώρες μετά την λήψη μολυσμένου αίματος τα οποία 

«βάφτηκαν» με καθαρισμένο ορρό έναντι TIMPκαι χρώση έναντι ακτίνης 

(φαλλοιδίνη) (σχημα24,3Δ).  

Παρ’ όλο που ο ορρός έναντι του αναστολέα δεν είναι ικανοποιητικά καθαρός, 

το πιθανότερο είναι ότι ο TIMPαναστολέας απουσιάζει από την περιοχή 

επούλωσης του μεσεντερικου επιθηλίου μετά από τη διέλευση του παρασίτου.  

Επιπρόσθετα, μια και καταγράψαμε παρουσία ΜΜΡ1-ανοσοαντιδρόντος 

υλικού στην επιφάνεια της αναπτυσσόμενης ωοκύστης 3-4 ημέρες μετά τη 

λήψη του μολυσμένου αίματος θελήσαμε να διαπιστώσουμε αν 

συνεντοπίζεται και ο αναστολέας TIMP  στην επιφάνεια νεαρών ωοκύστεων. 

Πειράματα ανοσοιστοχημείας σε μεσεντερικα επιθήλια μολυσμένων 

κουνουπιών με τον ορρό έναντι TIMP, 3 ημέρες μετά την πρόσληψη 

μολυσμένου αίματος έδειξαν ότι οι επιφάνειες των νεαρών ωοκύστεων είναι 

αρνητικές για την παρουσία TIMP(σχ.25).  

Συμπερασματικά, και στις δύο θέσεις που καταγράψαμε έκτοπη αυξημένη 

παρουσία MMP1-ανοσοαντιδρόντος υλικού, δηλαδή στα σημεία επούλωσης 

του μεσεντερικού επιθηλίου και στην επιφάνεια των νεαρών ωοκύστεων, ο 

TIMP αναστολέας απουσιάζει 
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Σχήμα 24πειράματα ανοσοαποτύπωσης μεσεντερικων επιθηλίων 24 ώρες 

μετά τη λήψη μολυσμένου αίματος Α) τομές στη βασική πλευρά του 

μεσεντερικου επιθηλίου στην περιοχή διείσδυσης του ωοκινετη. Με πράσινο 

απεικονίζεται η ΜΜΡ1, με κόκκινο το timp και με μπλε το Pbs21. Β και 

Γ)Πλάγιες τομές της ίδιας με αυτή στο Α περιοχή στον άξονα ΧΖ. Δ) τομές και 

πάλι στη βασική πλευρά του επιθηλίου. Το πράσινο αντιστοιχεί στη χρώση της 

φαλλοιδίνης και το κόκκινο στο timp, ενώ με μπλε απεικονίζεται ο ωοκινετης  

(Pbs21). 

Σχημα25Απουσίααναστολέα από 

την αναπτυσσόμενη ωοκυστη. 

Πειράματαανοσοιστοχημείας 3 

ημέρεςμετά τη 

λήψημολυσμένουαίματος. Στη 

βασικήπλευρά του επιθηλίου οι 

νεαρές ωοκυστεις εντοπίζονται με 

το αντίσωμαPbs21 (πράσινο), 

ενώ ο αναστολέας με τον 

ορόέναντιαυτού (κόκκινο). Για τον 

εντοπισμό των πυρήνωνχρησιμοποιήθηκε η χρώσηtopro (μπλε). 
 

 
3.6.4 Η σιώπηση του αναστολέα TIMPδεν έχει καμία επίδραση στην 
διέλευση και παραπέρα ανάπτυξη του παρασίτου.  
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Επιχειρήσαμε να διερευνήσουμε πιθανή λειτουργική εμπλοκή του αναστολέα 

TIMPστην διαδικασία διείσδυσης του μεσεντερικού επιθηλίου από τον 

ωοκινέτη και την διαδικασία επούλωσης του πρώτου. Για τον σκοπό αυτό 

προχωρήσαμε σε πειράματα αποσιώπησης της έκφρασης του TIMP. Η 

επιτυχής σιώπηση του TIMPελέχθηκε σε μεταγραφικό επίπεδο με πειράματα 

real-timePCR, καθώς και σε πρωτεϊνικό επίπεδο με πειράματα 

ανοσοαποτύπωσης σε εκχυλίσματα μεσεντερικων επιθηλίων (σχημα26Α,Β). 

Και στις δυο περιπτώσεις ως δείγμα αναφοράς χρησιμοποιήθηκε συνολικό 

cDNA ή πρωτεϊνικό εκχύλισμα από μεσέντερα κουνουπιών ενεμένων με 

δίκλωνο RNAέναντι GFP. 

Στα κουνούπια στα οποία η έκφραση του TIMPείχε σιωπηθεί και στα 

αντίστοιχα δείγματα αναφοράς (κουνούπια ενεμένα με δίκλωνο RNAέναντι 

GFP) χορηγήθηκε μολυσμένο αίμα. Τα μεσέντερα των ενεμένων κουνουπιών 

που είχαν φάει αίμα απομονώθηκαν 7 ημέρες μετά την αιματοφαγία, 

προκειμένου να μετρηθεί ο αριθμός των ωοκυστεων που αναπτύσσονταν σε 

αυτά.  

Τα αποτελέσματα τριών ανεξαρτήτων πειραμάτων για κάθε πειραματική 

ομάδα αναλύθηκαν στατιστικά (Student’sttest), και οι αριθμοί των ωοκυστεων 

που μετρήθηκαν στην κάθε ομάδα συγκρίθηκαν. Πρέπει να σημειωθεί ότι και 

στην περίπτωση αυτή τελικά επιλέχθηκαν κι αναλυθήκαν πειράματα που 

τηρούσαν τις προϋποθέσεις που αναφέρθηκαν στην παράγραφο 3.3.1. 

Οι μετρήσεις από τα παραπάνω πειράματα και η διαγραμματική απεικόνιση 

της διασποράς των ωοκυστεων φαίνεται στο σχήμα 26Γ.Hσυγκριτική ανάλυση 

των αριθμών των ωοκύστεων μεταξύ των δύο πειραματικών ομάδων 

(κουνουπιών τα οποία είχαν ενεθεί με δίκλωνο RNA έναντι GFP ή TIMP) 

έδειξε τελικά ότι η σιώπηση της έκφρασης του TIMPγονιδίου δεν έχει καμιά 

επίδραση στην επιβίωση του παρασίτου μέσα στον φορέα. 
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Σχήμα 26Α) ΔιαγραμματικήαπεικόνισητριώνανεξαρτήτωνπειραμάτωνReal-

timePCRμε timpεκκινητές σε μήτραcDNAαπομονωμένο από μεσεντερικα 

επιθήλιακουνουπιώνενεμένων με δίκλωνοRNAέναντιGFPκαι 

κουνουπιώνενεμένων με δίκλωνοRNAέναντιtimp. B) 

Πειράματαανοσοαποτύπωσης σε εκχυλίσματα μεσεντερικων 

επιθηλίωνκουνουπιών στα οποίαείχεχορηγηθείδίκλωνοRNAέναντιGFP 

(dsGFPinjectedmidguts) κι έναντιtimp (dstimpinjectedmidguts). Η 

κανονικοποίηση των πρωτεϊνικώνδειγμάτωνέγινε με 

αντίσωμαέναντιτουμπουλίνης. Γ) Στον πινάκααναγράφονταιαναλυτικάκαι για τα 

τρίαπειράματα ο αριθμός των μεσεντέρων που είχαν ωοκυστεις στο 

συνολικόαριθμό των μεσεντέρων που αναλυθήκαν (ΙΝF/DIS) και το 

ποσοστόεπί τοις εκατό (%infectivity) που προκύπτει από αυτή την αναλογία 

για κάθε πειραματικόσύνολο (GFPvstimp,) καθώς και ο μέσοςόρος των 

ωοκυστεων σε ποσοστό %. Διαγραμματικάαπεικονίζεται η διασπορά των 

ωοκυστεων στα μεσέντερα και των τριώνπειραμάτων.  
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Εφόσον τα πειράματα σιώπησης του αναστολέα δεν αποκάλυψαν κάποια 

αλληλεπίδραση του με την ΜΜΡ1, προσπαθήσαμε να προσεγγίσουμε το 

ερώτημα με αντίθετο τρόπο. Συγκεκριμένα, εξετάστηκε η δυνατότητα να 

αυξηθούν αντί να μειωθούν τα επίπεδα του αναστολέα στο μεσεντερικό 

επιθήλιο και πιο συγκεκριμένα στη διάρκεια κατά την οποία αναπτύσσονται σε 

αυτό οι νεαρές ωοκύστεις, δεδομένου ότι χρονικά εκεί τοποθετείται ο 

προστατευτικός ρόλος που ασκεί η πρωτεάση στο παράσιτο. Σύμφωνα με τα 

όσα αναφέρθηκαν παραπάνω η ελλειψη φαινοτύπου μετά από σιώπηση του 

αναστολέα μπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι τα δυο μόρια δεν 

συνεντοπίζονται στην επιφάνεια της νεαρής ωοκύστης, επομένως αύξηση των 

επιπέδων έκφρασης του αναστολέα σε αυτή την περιοχή θα μπορούσε να 

οδηγήσει σε αλληλεπίδραση του με την ΜΜΡ1 και αναστολή της. Κάτι τέτοιο 

όχι μονο θα αποδείκνυε την ανασταλτική δράση του timpστην πρωτεάση αλλά 

και θα έδειχνε ότι ο προστατευτικός προς το παράσιτο ρόλος της ΜΜΡ1 

οφείλεται στη πρωτεολυτική της δράση. 

Προκειμένου να πετύχουμε το παραπάνω χρησιμοποιήθηκε το παράσιτο ως 

φορέας έκφρασης timp. 
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3.7Συζήτηση 
 

Το γονίδιο με κωδικό (AGAP006904) προβλέπεται από την βάση δεδομένων 

του  Ανωφελούς (Anobase) να κωδικοποιεί μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη με τα 

χαρακτηριστικά μεταλλοπρωτεάσης εξωκυττάριας στοιβάδας, την οποία 

ονομάσαμε TM-MMP1 (TransMembrane-MMP1). Και αυτό γιατί στην 

παρούσα εργασία ανακαλύψαμε μια δεύτερη MMP1 ισομορφή η οποία 

προκύπτει από εναλλακτικό μετάγραφο του ίδιου γονιδίου. Το μετάγραφο 

παράγεται με εναλλακτικό μάτισμα και κωδικοποιεί πρωτεϊνη, η οποία 

στερείται διαμεμβρανικού τμήματος και γι’ αυτό προβλέπεται να είναι 

εκκρινόμενη, (Secreted-MMP1, S-MMP1).  

Δείξαμε επίσης ότι η ενώ η έκφραση της διαμεμβρανικής TM-ΜΜΡ1 

ισομορφήs περιορίζεται σε επιθηλιακούς ιστούς (μεσέντερο, ωοθήκες), η 

εναλλακτική εκκρινόμενη S-ΜΜΡ1 ισομορφή εκφράζεται αποκλειστικά στα 

αιμοκύτταρα.  

Τόσο η διαμεμβρανική TM-MMP1 όσο και η αιμοκυτταρική/εκκρινόμενη S-

ΜΜΡ1 ισομορφή, δείξαμε ότι έχουν καζεϊνολυτική ενεργότητα με πειράματα 

ζυμογραφίας. Το γεγονός ότι σε αντίστοιχα πειράματα ζυμογραφίας ζελατίνης 

και κολλαγόνου (μη παρατιθέμενα), παρότι πιο εξειδικευμένα υποστρώματα 

των  μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας στοιβάδας, δεν αποκαλύφθηκε η 

MMP1 ενεργότητα συμφωνεί με αντίστοιχα ευρήματα για την ομόλογη ΜΜΡ1 

της Δροσόφιλα(Llano, Pendasetal. 2000). 

Εναλλακτικό μάτισμα προβλέπεται και για τα ομόλογαMMP1 γονίδια της 

Drosophilaκαι του Triboliumcastaneum, όπου και σ’ αυτές τις περιπτώσεις 

φαίνεται να οδηγεί σε μια διαμεμβρανική και μια εκκρινόμενη ισομορφή. Είναι 

όμως πρώτη φορά που καταδεικνύεται οτι οι δύο εναλλακτικές μορφές 

υπάρχουν in vivo, δεν συνεντοπίζονται αλλά έχουν ιστο-/κυτταρο-ειδική 

έκφραση.  

Εχει συνεπώς ιδιαίτερο ενδιαφέρον να μελετηθεί αν η κατάσταση αυτή είναι 

γενικευμένη για τις MMP1 των αρθροπόδων καθώς επίσης και ο ρόλος της S-

MMPστην κυτταρική ανοσία. Αυξημένα επίπεδα MMP1 mRNAέχουν 

καταγραφεί σε ανοσο-διεγερμένα (stimulated) αιμοκύτταρα του Τ.Castaneum, 

χωρίς να έχει προσδιοριστεί αν κωδικοποιεί για S-MMP1, ενώ η σιώπηση του 
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MMP1 γονιδίου αυξάνει την επιδεκτικότητα Triboliumστον εντομοπαθογόνο 

μύκητα Beauveriabassiana.(Knorr, Schmidtberg et al. 2009) 

Υποκυτταρικά στα αιμοκύτταρα του Ανωφελούς η S-MMP1 εντοπίζεται 

συσσωρευμένη σε μεγάλα κυστίδια υποδηλώνοντας πιθανή ελεγχόμενη 

έκκριση της. Ειναι ξεκάθαρο από το μέγεθος της S-MMP1 που προσδιορίζεται 

τόσο με ανοσο-αποτύπωση όσο και με ζυμογραφία ότι μέσα στα κυστίδια των 

αιμοκυττάρων η S-MMP1 βρίσκεται με την μορφή του προ-ζυμογόνου.  

Βιβλιογραφικές αναφορές σε ΜΜΡs του ανθρώπου υποδεικνύουν ότι σε ότι 

αφορά τις εκκρινόμενες ΜΜΡsη ελεγχόμενη έκκριση τους είναι σημαντική για 

τη ρύθμιση της ενεργότητας τους. ΣυγκεκριμέναηΜΜΡ7(Ryu, Lee et al. 

2009)καιηΜΜΡ9(Ra and Parks 2007)φαίνεταινα 

αλληλεπιδρούνμεπρωτεογλυκάνεςκυτταρικώνμεμβρανών. Μέσω αυτής της 

αλληλεπίδρασης οι πρωτεάσες συγκεντρώνονται σε περιοχές του 

περικυτταρικού χώρου μέσα στα οποία φαίνεται να λαμβάνει χώρα μέσω 

αυτο-πρωτεόλυσης απομάκρυνση των προ-πεπτιδίων τους κι ενεργοποίηση 

τους.  

Εγείρονται συνεπώς ερωτήματα σε ότι αφορά τα ερεθίσματα που μπορούν να 

προκαλέσουν την έκκριση της S-MMP1 και την επακόλουθη ωρίμανση της σε 

ζυμογόνο. Από τα αποτελέσματα που παραθέτουμε ούτε η αιματοφαγια ούτε 

η παρουσία του παρασίτου οδήγησαν σε αυξημένη έκκριση της S-MMP1 από 

τα κυστίδια (degranulation) των αιμοκυττάρων, ή ωρίμανση της σε ζυμογόνο, 

χωρίς να αποκλείουν τοπική απελευθέρωση και ωρίμανση. 

Σημειώνουμε ότι στην αιμοκυτταρική σειρά sua 4.0, η S-MMP1 εκφράζεται σε 

σημαντικά επίπεδα και όπως δείχνει ο συνδιασμός ανοσο-ιστοχημίας και 

ανοσο-αποτύπωσης εκκρίνεται συνεχώς (constituvely) στο υπερκείμενο των 

κυττάρων.  

Και σ’ αυτήν την περίπτωση όμως συνδιασμός ανοσο-αποτύπωσης και 

ζυμογραφίας έδειξε ότι η S-MMP1 εκκρίνεται στο υπερκείμενο των κυττάρων 

με την μορφή του προ-ζυμογόνου. Ζυμογόνο ανιχνεύθηκε στο θρεπτικό μέσο 

των sua 4.0 κύτταρων μόνο σε συνθήκες δοκιμαστικού σωλήνα παρουσία 

αποδιατακτικών παραγόντων (απορρυπαντικό), γεγονός που υποδεικνύει ότι 

η ωρίμανση της S-MMP1 λαμβάνει χώρα εξωκυττάρια. Οπως έχει αναφερθεί 

για άλλες MMPs, εξωκυττάρια η ωρίμανση τους σε ζυμογόνο γίνεται με την 
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διαμεσολάβηση είτε μη πεπτιδικών ενεργοποιητών (π.χ.ΝΟ), είτε άλλων 

εκκρινόμενων πρωτεασών ή μέσω αυτο-πρωτεόλυσης ((Ra and Parks 2007)). 

Σε αντίθεση με την S-MMP1, τόσο προ-ζυμογόνο όσο και ζυμογόνο της TM-

ΜΜΡ1 ανιχνεύεται στο μεσέντερο, ενώ στις ωοθήκες η TM-MMP1 ανιχνεύεται 

κυρίως με την μορφή του ζυμογόνου . Προφανώς και λόγω της τοπολογίας 

της TM-MMP1 στα σημεία επαφής των επιθηλιακών κυττάρων, η 

ενεργοποίηση της γίνεται ενδοκυττάρια, πιθανά μέσα στο ενδοπλασματικό 

δίκτυο (Endoplasmic Reticulum, ER). Η παρουσία στο προπεπτίδιο 

(prodomain) της ΜΜΡ1 του χαρακτηριστικού μοτίβου RKKR, που 

εξειδικευμένα αναγνωρίζεται από πρωτεάσες της οικογένειας των 

ProproteinConvertases (PCs), οι οποίες εντοπίζονται κυρίως στο ER, 

υποδεικνύουν την TM-MMP1 ως πιθανό υπόστρωμα των PCs. 

Αμέσως μετά την λήψη αίματος  η στοιχειομετρία TM-MMP1 

προζυμογόνου/ζυμογόνου αλλάζει προς όφελος του προζυμογόνου. Αυτό 

πιθανά αντανακλά νεοσύνθεση της TM-MMP1 πράγμα που υποδεικνύεται και 

από την  αυξημένη συγκέντρωση της TM-MMP1 στο ενδοπλασματικο δίκτυο. 

Στις 24ωρες μετά την πρόσληψη αίματος τα  επίπεδα του ζυμογόνου 

αυξάνονται σημαντικά σε βάρος του προ-ζυμογόνου, ενώ μειώνεται η 

παρουσία TM-MMP1 στο ER και αυξάνεται η παρουσία της στις κυτταρικές 

μεμβράνες των επιθηλιακών κύτταρων. 

Τα παραπάνω προτείνουν ότι ακόμη και κατά την απλή αιματοφαγία, η MMP1 

στο μεσέντερο ρυθμίζεται τόσο σε μεταγραφικό, όσο και σε μεταμεταγραφικό 

επίπεδο, και υποδηλώνουν πιθανή λειτουργική εμπλοκή της TM-MMP1 στις 

διεργασίες διάτασης και επαναφοράς του μεσεντερικού επιθηλίου που 

συμβαίνουν κατά την πρόσληψη και την πέψη του αίματος.   

Αντίστοιχα στις 24 ώρες μετά την πρόσληψη αίματος υψηλής παρασιταιμίας 

τα μεταγραφικά επίπεδα του MMP1 γονιδίου αυξάνονται σημαντικά, ενώ σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο παρότι καταγράφονται αυξημένα επίπεδα TM-MMP1 

προ-ζυμογόνου σε σχέση με τα επίπεδα του κατά την πρόσληψη (0 ώρες), ο 

λόγος προζυμογόνο/ζυμογόνο είναι προς ώφελος του τελευταίου, πράγμα 

που υποδηλώνει επιτάχυνση της ωρίμανσης της TM-MMP1.  

Παράλληλα πειράματα ανοσο-ιστοχημίας έδειξαν ότι 24 ώρες μετά την 

πρόσληψη μολυσμένου αίματος, στη βασική πλευρά του μεσεντερικου 

επιθηλίου στις θέσεις διείσδυσης των ωοκινετων και στα κύτταρα που 
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γειτονεύουν με εκείνα που έχουν υποστεί την προσβολή παρατηρείται 

υπερσυγκέντρωση ΤΜ-MMΡ1 σε μορφή δακτυλίου, σε γειτνίαση με τον 

δακτύλιο ακτινης που έχει ήδη περιγραφεί(Han, Thompson et al. 2000)και 

σχηματίζεται γύρω από το σημείο εισβολής του ωοκινετη στο επιθήλιο.  

Με δεδομένο ότι το χρονικό σημείο των 24 ωρών μετά την πρόσληψη 

μολυσμένου αίματος είναι το σημείο που αρχίζει μαζικά η διείσδυση των 

ωοκινετών στο μεσέντερο, προκαλώντας καταστροφή επιθηλιακών κυττάρων 

και ρήξη στην συνέχεια του επιθηλίου, τα ευρήματα αυτά συμφωνούν με μια 

αυξημένη ανάγκη για ενεργό ένζυμο. 

Τα κυτταρολογικά ευρήματα συμφωνούν επίσης με βιβλιογραφικές αναφορές 

όπου έχει παρατηρηθεί ότι ο μηχανικός τραυματισμός ψευδο-επιθηλίων, 

(δηλαδή κυτταρικών σειρών που δημιουργούν σε καλλιέργεια συνεχές 

μονόστοιβο επιθήλιο), συνοδεύεται από αναδιάταξη του κυτταροσκελετού 

ακτινης των κύτταρων που γειτονεύουν με το μηχανικά προκαλούμενο 

τραύμα, προκειμένου να κλείσουν τα κενά στη συνέχεια του ψευδο-επιθηλίου. 

Προκειμένου ωστόσο τα γειτονικά κύτταρα να κινηθούν προς το τραύμα και να 

το «επουλώσουν» χρειάζεται να χαλαρώσουν την επαφή μεταξύ τους και να 

κινηθούν πάνω  στην εξωκυττάρια μήτρα. Σε αυτή την κατεύθυνση φαίνεται να 

παίζουν βασικό ρόλο οι ΜΜΡs, η έκφραση πολλών από τις οποίες αυξάνεται 

στα κύτταρα γύρω από το τραύμα, έτσι ώστε να είναι δυνατή η κατάλυση 

συστατικών της εξωκυτταριας μήτρας, π.χ. κολλαγόνο, ιντεγκρινες, syndecan, 

που συμβάλλουν στις αλληλεπίδρασεις των κυττάρων μεταξύ τους και με τον 

εξωκυτταριο χώρο (Chen and Parks 2009). Στις κυτταρικές σειρές που 

χρησιμοποιήθηκαν ως μοντέλα ψευδο-επιθηλίων για τη μελέτη της 

διαδικασίας της επούλωσης αυτό που παρατηρήθηκε ήταν καθυστέρηση της 

επούλωσης, όταν αναστέλλονταν η δράση των MMPs.  

Πιθανή χρονική υστέρηση στην επούλωση του μεσεντερικού επιθήλιου μετά 

την προσβολή του από ωοκινέτες, λόγω απουσίας MMP1 είναι δύσκολο να 

καταγραφεί με την μεθοδολογία που ακολουθήσαμε δεδομένου ότι η εισβολή 

των ωοκινετών δεν είναι συγχρονισμένη κι επομένως κάθε θέση εισβολής 

χρονικά βρίσκεται σε διαφορετική φάση της διαδικασίας επούλωσης. Για κάτι 

τέτοιο χρειάζεται μια πειραματική μέθοδολογία για την παρακολούθηση της 

διαδικασίας επούλωσης σε πραγματικό χρόνο. 
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 Επιπρόσθετα δεν πρέπει να αγνοείται ότι απουσία ΜΜΡ1, η δράση της 

μπορεί να αναπληρώνεται από την δράση κάποιου αλλού παράλογου 

γονιδίου (ΜΜΡ2, ΜΜΡ3), ή ακόμη και από ADAMs ή ADAMTSs. Η 

μορφολογία πάντως των δακτυλίων ακτίνης ή ιντεγκρίνης στις θέσεις 

διείσδυσης των ωοκινετών δεν φαίνεται να διαφοροποιείται σε κουνούπια στα 

οποία έχει σιωπηθεί η έκφραση του MMP1 γονίδιου, πράγμα που σημαίνει ότι 

ο μηχανισμός επούλωσης διατηρεί τα βασικά του χαρακτηριστικά. 

Μια από τις αρχικές υποθέσεις εργασίας που είχαμε κάνει είναι ότι πιθανή 

ενεργοποίηση μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας στοιβάδας, να διευκολύνει 

την διέλευση των ωοκινετών, «χαλαρώντας» το μεσεντερικό επιθήλιο. 

Λειτουργική εμπλοκή μεταλλοπρωτεασών έχει δειχθεί να διευκολύνει την 

διέλευση παρασιτών και ιών. Σε κάποιες περιπτώσεις οι μεταλλοπρωτεάσες 

παράγονται από τον παθογόνο μικροοργανισμό(Heck, Morihara et al. 1986; 

Brindley, Gam et al. 1995), σε άλλες περιπτώσεις εμπλέκονται 

μεταλλοπρωτεάσες του ξενιστή και ο παθογόνος μικροοργανισμός επηρεάζει 

είτε τα επίπεδα τους, είτε την ενεργοποίηση τους. Μια τέτοια περίπτωση είναι 

αυτή του ιού ΗΙV, που χρησιμοποιεί μια ΜΜΡ του ξενιστή του προκειμένου να 

μπορέσει να εισβάλλει στους επιθηλιακούς ιστούς(Weeks, Klotman et al. 

1993). Παρόμοια κατάσταση έχει περιγραφεί και στην περίπτωση της 

εγκεφαλικής ελονοσίας, όπου πιθανά λόγω αιμοζοίνης(Prato, D'Alessandro et 

al.) παρατηρείται αύξηση της δράσης μεταλλοπρωτεασών, η οποία και 

σχετίζεται με την ικανότητα του παρασίτου να μπορεί να περάσει τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό(Van den Steen, Van Aelst et al. 2006). Εξ’ άλλου 

μια αρχική αξιολόγηση των αποτελεσμάτων έδειχναν μια σχέση παρασιτικού 

φορτίου και επιπέδων ζυμογόνου στο μεσέντερο. 

Επιχειρήθηκε λοιπόν αποσιώπηση της έκφρασης του MMP1 γονιδίου μέσω 

dsRNA και σύνδεση της με την ανάπτυξη των ωοκύστεων. Μετά την 

καταμέτρηση των ωοκυστεων που αναπτύσσονται στο μεσεντερικο επιθήλιο 7 

ημέρες μετά τη χορήγηση του μολυσμένου αίματος διαπιστώθηκε μια 

στατιστικά σημαντική μείωση του αριθμού τους, της τάξης του 70%,  στα 

κουνούπια στα οποία το ΜMP1 γονίδιο είχε επιτυχώς σιωπηθεί (dsMMP1inj) 

σε σχέση με την ομάδα αναφοράς (dsGFPinj). Η μείωση αυτή όμως δεν 

μπορούσε να συνδεθεί άμεσα με μια υστέρηση στην διαδικασία εισβολής γιατί 

στις 24 ώρες, μετά την πρόσληψη μολυσμένου αίματος, με τους κατάλληλους 
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μοριακούς δείκτες, η πυκνότητα των θέσεων εισβολής ωοκινετών δεν 

φαινόταν να διαφοροποιείται σημαντικά στα μεσέντερα της πειραματικής 

dsMMP1inj ομάδας και σε εκείνα της ομάδας αναφοράς (dsGFPinj).  

Σε επόμενο κύκλο πειραμάτων καταγράψαμε τον αριθμό των 

ωοκινετών/ωοκύστεων στα μεσέντερα dsMMP1inj και dsGFPinj κουνουπιών 

(όλα προερχόμενα από την ίδια γενιά) σε δύο χρονικά σημεία. Στο χρονικό 

σημείο των 48 ωρών μετά την πρόσληψη μολυσμένου αίματος, όταν οι 

ωοκινετες έχουν φτάσει πλέον στο βασικό έλασμα του μεσεντερου και έχουν 

ξεκινήσει να διαφοροποιούνται σε ωοκύστεις (πρώϊμες ωοκύστεις), και  στο 

χρονικό σημείο των 7 ημερών (όψιμες οοκύστεις). Στις 48 ώρες μετά την λήψη 

μολυσμένου αίματος οι αριθμοί των πρώϊμων ωοκύστεων και στις δύο ομάδες 

(dsMMP1inj και dsGFPinj) ήταν περίπου ίδιοι, ενώ στις 7 ημέρες 

καταγράψαμε και πάλι μια στατιστικά σημαντική μείωση όψιμων οοκύστεων 

στα κουνούπια της dsMMP1inj ομάδας.  

Έχει βρεθεί ότι οι απώλειες του παρασιτικού πληθυσμού δεν λαμβάνουν 

χώρα μόνο κατά τη διείσδυση του επιθηλίου, αλλά και κατά την ωρίμανση των 

ωοκυστεων. Συγκεκριμένα ο αριθμός των παρασίτων που καταγράφονται 24 

ώρες μετά τη λήψη μολυσμένου αίματος μειώνεται κατά 2,8 φορές στις 48 

ώρες, ενώ στις 72 ώρες παρατηρείται μια επιπλέον μείωση της τάξης του 35% 

(Abraham, Pinto et al. 2005).Οι λόγοι για τους οποίους παρατηρείται αυτή η 

μείωση του παρασιτικού πληθυσμού δεν έχουν διερευνηθεί πλήρως. 

Πρόσφατη μελέτη  υποστηρίζει ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού 

μονοπατιού STAT, που έχει ως αποτέλεσμα την αυξημένη έκφραση του 

ενζύμου ΝΟS και τη λύση τελικά των ωοκύστεων μέσω παραγωγής του 

ΝΟ(Gupta, Molina-Cruz et al. 2009). 

Τα δεδομένα μας υπέδειξαν ότι η ΜΜΡ1 ασκεί ένα προστατευτικό ρόλο για το 

παράσιτο όταν αυτό έχει πλέον περάσει το μεσεντερικο επιθήλιο, έχει φτάσει 

στο βασικό έλασμα και έχει αρχίσει να διαφοροποιείται σε ωοκυστη. Σε 

συμφωνία με αυτή την υπόθεση η ανοσο-ιστοχημία αποκάλυψε την παρουσία 

ΜΜΡ1 ανοσο-αντιδρόντος υλικού στην επιφάνεια ενός σημαντικού αριθμού 

πρώϊμων ωοκυστεων, αλλά  όχι στην επιφάνεια όψιμων οοκύστεων, ή 

ωοκινετών κατά την φάση διείσδυσης του επιθηλίου. 

 Η αλληλεπίδραση του MMP1-ανοσοαντιδρόντος υλικού με την επιφάνεια της 

πρώϊμης ωοκύστης μπορεί να είναι είτε άμμεση, είτε έμμεση μέσω 
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αλληλεπίδρασης των MMP1 hemopexin domains με μόρια της εξωκυτταριας 

μήτρας  του μεσεντέρου (κολλαγόνο, λαμινινη), τα οποία σύμφωνα με 

βιβλιογραφικές αναφoρές ο ωοκινέτης συσσωρεύει στην επιφάνεια του κατά 

το πέρασμα του από το μεσεντερικό επιθήλιο.  

 

Ποιά όμως είναι η προέλευση του MMP1 ανοσο-αντιδρόντος υλικού στη 

επιφάνεια των πρώϊμων ωοκύστεων?  

Μια προφανής πηγή είναι τα αιμοκύτταρα και επομένως το MMP1 ανοσο-

αντιδρόν υλικό η S-MMP1. Εναλλακτικά όμως θα μπορούσε να σχετίζεται με 

πρωτεολυτικά παράγωγα της TM-MMP1. Παράλληλα με τα TM-MMP1 

προζυμογόνο και ζυμογόνο στα εκχυλίσματα μεσεντέρων εντοπίστηκε και ένα 

μικρότερο πρωτεϊνικό προϊόν (34Kd), του οποίου η έκφραση μειωνόταν μετά 

από σιώπηση του γονιδίου. 

Πρωτεολυτικά παράγωγα έχουν παρατηρηθεί για πολλές MMPs, είτε invivo, 

είτε σε invitro πειραματικές διατάξεις. (Kremer, Chen et al. 1998; Ray, 

Lukyanov et al. 2003; Osenkowski, Toth et al. 2004). 

Στιςπιοπολλέςπεριπτώσειςταπρωτεολυτικάπαράγωγα 

προέρχονταιαπόαυτοπρωτεόλυση των MMPs που οδηγεί στην 

απενεργοποίηση τους. Η αυτοπρωτεόλυσηαποτελεί ένα τρόπο ελέγχου της 

ενζυμικής ενεργότητας και συνδέεται μετην υπερέκφρασηςτων 

MMPs(Roderfeld, Buttner et al. 2000), ήτηνμηφυσιολογικήενδοκύττωση 

τους(Gingras, Page et al. 2000). Σε άλλες πάλι περιπτώσεις η 

αυτοπρωτεόλυση φαίνεται να ελέγχεται από την γλυκοζυλίωση  που λαμβάνει 

χώρα στο καρβοξυτελικό άκρο των MMPs(Remacle, Chekanov et al. 2006). 

Για να διερευνήσουμε αν η υπερέκφραση TM-MMP1 ζυμογόνου μπορεί να 

σχετιστεί με πρωτεολυτικά παράγωγα, εκφράσαμε έκτοπα σε sua 4.0 κύτταρα 

TM-MMP1 από την οποία είχαμε αφαιρέσει το προπεπτίδιο (ενεργοποιημένη 

TM-MMP1),(Cao, Hymowitz et al. 2000).H έκτοπη έκφραση ενεργοποιημένης 

ΤM-MMP1 στα sua 4.0 κύτταρα είχε σαν αποτέλεσμα την εμφάνιση στα 

κυτταρικά εκχυλίσματα και στο θρεπτικό μέσο των διαμολυσμένων κυττάρων 

πρωτεολυτικών παραγώγων 42 και 34 Kdαντίστοιχα. Επώαση 

διαμολυσμένων sua 4.0 κυττάρων με δυο διαφορετικούς χημικούς αναστολείς 

μεταλλοπρωτεασών, ή ταυτόχρονη έκφραση ενεργοποιημένoυ TM-MMP1 

ζυμογόνου και ιστικού αναστολέαtimp, είχε σαν αποτέλεσμα την μείωση των 
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TM-MMP1 πρωτεολυτικών παραγώγων και αντίστοιχα την αύξηση της 

ποσότητας του ακέραιου ενεργοποιημένου TM-MMP1 ζυμογόνου. Τα 

παραπάνω επιβεβαίωσαν ότι υπερέκφραση ζυμογόνου TM-MMP1 έχει σαν 

αποτέλεσμα την παραγωγή πρωτεολυτικών παραγώγων, πιθανά μέσω 

αυτοπρωτεόλυσης, εκ των οποίων τουλάχιστον ένα 34 kDa παράγωγο 

εκκρίνεται. Το παράγωγο αυτό θεωρούμε ότι προέρχεται από το 

καρβοξυτελικό άκρο της ΤΜ-MMP1 στο οποίο εδράζονται τα  

hemopexindomain και hingeregion, αλλά προφανώς χρειάζεται ακριβής 

προσδιορισμός του μέσω πρωτεομικής ανάλυσης. 

Πάντως το 34 kDa πρωτεολυτικό παράγωγο που ανιχνεύθηκε στο θρεπτικό 

μέσο των διαμολυσμένων κυττάρων έχει ίδιο μοριακό μέγεθος με αυτό που 

εντοπίζεται στα εκχυλίσματα των μεσεντέρων. Επομένως δεν μπορεί να 

αποκλειστεί ότι στα σημεία εισβολής του ωοκινέτη στο μεσέντερο, όπου 

παρατηρήσαμε υπερ-συγκέντρωση TM-MMP1 ζυμογόνου παράγεται και 

εκκρίνεται τοπικά 34 kDa πρωτεολυτικό παράγωγο της TM-MMP1, και να 

είναι αυτό τελικά το MMP1-ανοσοαντιδρόν υλικό που καλύπτει τις πρώϊμες 

ωοκύστεις. 

Είναι προφανές ότι η ταυτότητα του MMP1-ανοσοαντιδρόντος υλικούστην 

επιφάνεια των νεαρών ωοκύστεων, (S-MMP1 ή 34 kDa πρωτεολυτικό 

παράγωγο), οδηγεί σε παραπέρα υποθέσεις σε ότι αφορά τον τρόπο που 

πιθανά ασκεί την θετική του δράση στην ανάπτυξη των ωοκύστεων.  Η βασική 

διαφορά είναι ότι η μεν αιμοκυτταρική S-ΜΜΡ1 περιέχει και την ενεργότητα 

πρωτεάσης, ενώ το 34 kDa πρωτεολυτικό προϊόν παράγωγο υποθέτουμε ότι 

προέρχεται από το καρβοξυτελικό άκρο της TM-MMP1 στο οποίο εδράζονται 

η πλούσια σε κυστεϊνες hinge region και τα hemopexin domains. 

Ο ρόλος των hemopexindomainsστη λειτουργία των μεταλλοπρωτεασών 

φαίνεται να είναι πολλαπλός. Σε όλες τις περιπτώσεις η περιοχή αυτή των 

πρωτεασών θεωρείται σημαντική γιατί επάγει την επαφή των πρωτεασών με 

άλλα μόρια(Piccard, Van den Steen et al. 2007). Τέτοια μόρια μπορεί να είναι 

οι αναστολείς τους ή άλλες μεταλλοπρωτεάσες επηρεάζοντας έτσι την 

αναστολή ή την ενεργοποίηση τους. Ακομη μπορεί να είναι τα υποστρώματα 

των ΜΜΡs, όπως το κολλαγόνο, οι ιντεγκρίνες ή οι χυμοκίνες και οι υποδοχείς 

τους. Πρόσφατες δημοσιεύσεις αναφέρουν ότι η ΜΜΡ12 περιέχει ένα 
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τετραπεπτίδιο στο hemopexindomainτης (KDDK) το οποίο φαίνεται να έχει 

αντιμικροβιακή δράση (Houghton, Hartzell et al. 2009). 

 Αν μπορεί να υποτεθεί ένας ρόλος του 34 kDa MMP1 προϊόντος αυτός είναι 

ανάλογος αυτού που έχει προταθεί για άλλα συστατικά του βασικού 

ελάσματος του μεσεντερου δηλαδή ένα μασκάρισμα (masking) και προστασία 

από αντιδράσεις του ανοσοποιητικού συστήματος του εντόμου(Arrighi, Lycett 

et al. 2005). 

Στην πρώτη όμως περίπτωση, (όπου το MMP1-ανοσοαντιδρόν υλικό 

ανιστοιχεί σε S-MMP1), η προστασία των οοκύστεων ή η θετική επίδραση 

στην ανάπτυξη τους μπορεί να είναι ενεργή, εμπλέκοντας την ενζυμική 

ενεργότητα. Σύμφωνα με αναφορές ιικές μεταλλοπρωτεάσες μπορούν να 

πρωτεολύσουν αντιμικροβιακά πεπτίδια(Belas, Manosetal. 2004). Βέβαια 

πρέπει να τονιστεί ότι η δομή αυτών των μεταλλοπρωτεασών είναι 

διαφορετική από αυτή των ΜΜΡs και επιπλέον ότι οι MMPs του ανθρώπου 

που έχουν μεγαλύτερη συγγένεια με την ΜΜΡ1 του κουνουπιού φαίνεται ότι 

έχουν αντίθετη από την παραπάνω δράση. Συγκεκριμένα απομακρύνουν το 

προπεπτίδιο αντιμικροβιακών πεπτιδίων, α και β defensins, καθιστώντας τα 

έτσι ενεργά(Wilson, Schmidt et al. 2009). 

Από την άλλη μεριά η συμμετοχή της ΜΜΡ1 στην βιωσιμότητα του 

παρασιτικού πληθυσμού μπορεί να μην αφορά ανοσολογικές αντιδράσεις, 

αλλά αναπτυξιακά ερεθίσματα. Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή ο 

μηχανισμός με τον οποίο το παράσιτο περνά από το στάδιο του ωοκινέτη στο 

στάδιο της ωοκύστης αποτελεί θέμα αντιθέσεων, αφού υπάρχουν δεδομένα 

που υποστηρίζουν ότι η αναπτυξιακή αυτή διαφοροποίηση δεν απαιτεί 

συμμετοχή του κουνουπιού(Carter, Nacer et al. 2007), και άλλα δεδομένα που 

υποστηρίζουν ότι συστατικά της βασικής λαμινας είναι αυτά που αποτελούν το 

αναπτυξιακό ερέθισμα για την συνέχεια του κύκλου ζωής του μέσα στον 

φορέα(Adini and Warburg 1999; Arrighi and Hurd 2002; Arrighi, Lycett et al. 

2005). Προσπαθήσαμε να διερευνήσουμε αν άλλα μόρια του κουνουπιού τα 

οποία επίσης συγκεντρώνονται στην επιφάνεια ωοκινετών και ωοκύστεων και 

έχουν συνδεθεί με απώλειες του παρασίτου μέσα στο κουνούπι όπως η ΤΕΡ-

1(Blandin, Shiao et al. 2004)ή μόρια με τα οποία η ΤEP-1 αλληλεπιδρά για να 

προκαλέσει λύση των παρασίτων, LRIM/APL1Ccomplex(Povelones, 

Waterhouse et al. 2009), εμφανίζουν αλλάγες στο πρότυπο έκφρασης τους (ή 
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στην πρωτεολυτική τους ωρίμανση) απουσία MMP1, στα υπερκείμενα sua 4.0 

κύτταρα, ή στην αιμόλεμφο αλλά δεν καταγράψαμε καμμιά σημαντική 

διαφοροποίηση.  

Εφόσον το timpθα μπορούσε να δρα ως αναστολέας της ΜΜΡ1 θα περίμενε 

κανείς σιώπηση του να έχει τον αντίθετο φαινότυπο από αυτόν της σιωπησης 

της μεταλλοπρωτεασης, πράγμα το οποίο δεν παρατηρήσαμε.  

Ο Anopheles TIMP αναστολέας απουσιάζει τόσο από τον δακτύλιο MMP1 

στις θέσεις εισβολής, που θεωρούμε θέσεις τοπικής υπερ-συγκέντρωσης 

ενεργού TM-MMP1 ζυμογόνου, (και πιθανά θέσεις παραγωγής του 34 kDa 

προϊόντος), ή από την επιφάνεια των πρώϊμων ωοκύστεων. Η εικόνα που 

έχουμε τόσο από τα sua 4.0 κύτταρα, όσο και από τα in vivo πειράματα 

ανοσο-ιστοχημίας είναι ότι ο TIMP αναστολέας δεν εκκρίνεται. Μόνο σε 

συνθήκες έκτοπης υπερ-έκφρασης στα sua 4.0 κύτταρα παρατηρήσαμε 

έκκριση του στο υπερκείμενο των κυττάρων.  

Πιθανά η μόνη προσέγγιση για να δοθεί οριστική απάντηση σε ότι αφορά την 

φύση της προστασίας που η MMP1 παρέχει στην αναπτυσσόμενη ωοκύστη, 

και αν αυτή εμπλέκει την ενεργότητα μεταλλοπρωτεάσης, είναι ή έκτοπη 

υπερ-έκφραση του ιστικού αναστολέα ΜMP (tissue inhibitor of 

metalloproteases), TIMP, σε διαγονιδιακά κουνούπια, είτε εκκρινόμενου στην 

αιμόλεμφο, είτε αυξάνοντας τα επίπεδα του στο μεσέντερο. 

 

Παρακάμπτοντας την δημιουργία διαγονιδιακών κουνουπιών που να υπερ-

εκφράζουν TIMP, προσπαθήσαμε να αυξήσουμε τα επίπεδα του TIMP στην 

γειτνίαση του ωοκινέτη, δημιουργόντας διαγονιδιακά παράσιτα που να 

εκφράζουν ενεργό TIMP αναστολέα σε εκκρινόμενη μορφή στο στάδιο του 

ωοκινέτη και της ωοκύστης. Η προσπάθεια αυτή ατύχησε μια και η ανάλυση 

των διαγονιδιακών παρασίτων έδειξε ότι ο TIMP αναστολέας δεν εκκρίνεται 

από τα διαγονιδιακά παράσιτα. Τα αποτελέσματα αυτής της προσπάθειας 

παραθέτονται στο επόμενο κεφάλαιο. 

 

Συνοπτικά τα αποτελέσματα μας δείχνουν ότι το γονίδιο ΜΜΡ1 του 

Ανωφελούς έχει δυο ισομορφές που κωδικοποιούν δυο πρωτεϊνικά προϊόντα, 

τα οποία παρουσιάζουν ιστοειδικό πρότυπο έκφρασης και διαφοροποιούνται 

ως προς την τοπολογία τους. Η μεσεντερική ΜΜΡ1 είναι διαμεμβρανική 
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πρωτεΐνη, ενώ η αιμοκυτταρική ΜΜΡ1 είναι εκκρινόμενη. Λειτουργικά τα 

αποτελέσματα αυτού του κεφαλαίου υποδεικνύουν διαφορετικό ρόλο για 

αυτές τις δυο ισομορφές. Η μεν μεσεντερική ΜΜΡ1 φαίνεται να συμμετέχει σε 

διαδικασίες επούλωσης του μεσεντερικού επιθηλίου μετά από την διείσδυση 

του ωοκινέτη. Η δε αιμοκυτταρική ΜΜΡ1 είναι πιθανό να αλληλεπιδρά με τη 

νεαρή ωοκύστη παίζοντας έτσι ένα προστατευτικό ρόλο για την επιβίωση του 

παρασίτου.  

Η αξιολόγηση των πειραμάτων που έχουν παρατεθεί παραπάνω, προτείνουν 

ότι MMP1 κατά την αλληλεπίδραση του ωοκινέτη με το επιθήλιο 

συγκεντρώνεται στα σημεία διείσδυσης στα γειτονικά κύτταρα του(των) 

προσβαλλόμενου(ων) κυττάρου(ων), γεγονός που προτείνει μια πιθανή 

εμπλοκή στην επιδιόρθωση του μεσεντερικού επιθηλίου μετά την εισβολή, και 

στην επιφάνεια των ωοκινετών αμέσως μόλις φτάνουν στο βασικό έλασμα, 

καθώς και στην επιφάνεια των νεαρών ωοκύστεων. Το γεγονός ότι η 

αποσιώπηση της έκφρασης της MMP1 δεν επηρεάζει σημαντικά τον αριθμό 

των ωοκινετών που περνούν το μεσεντερικό επιθήλιο και φτάνουν στο βασικό 

έλασμα υποδεικνύει ότι πιθανότατα η MMP1 δεν εμπλέκεται στην διαδικασία 

διείσδυσης του επιθηλίου από τον ωοκινέτη.  
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Εκτοπη έκφραση του TIMPαναστολέα του 
Ανωφελούς σε διαγονιδιακό παράσιτο 
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Κατασκευή του φορέα CTRP-timp 

Προκειμένου να αποφευχθούν προβλήματα με την έκφραση του αναστολέα 

στο παράσιτο επιλέχθηκε να εκφραστεί μια μικρότερη περιοχή κι όχι ολόκληρο 

το αναγνωστικό πλαίσιο του γονιδίου. Η περιοχή που επιλέξαμε ήταν αυτή 

που κωδικοποιεί το λεγόμενο AgNtimp, το οποίο είχε χρησιμοποιηθεί και ως 

αντιγόνο για την παραγωγή αντισώματος έναντι του αναστολέα (κεφ.2). 

Για να αυξήσουμε την έκκριση του γονιδιακού προϊόντος επιλέχθηκε ως 

σηματοδοτικο πεπτίδιο αυτό του CTRP, δεδομένου ότι η παραπάνω πρωτεΐνη 

γνωρίζουμε ότι οδηγείται στο εκκριτικό μονοπάτι του παρασίτου μέσω των 

μικρονηματίων(Limviroj, Yanoetal. 2002; Li, Templetonetal. 2004).   
Για την παραγωγή των διαγονιδιακων παρασίτων χρησιμοποιήθηκε ο φορέας 

pDEFSSUToxo (RV). Ο φορέας αυτός περιέχει το γονίδιο dhfr-tsτου T.gondii, 

υπό τον έλεγχο του eef1a υποκινητή του P.berghei, το οποίο επιτρέπει την 

επιβίωση του παρασίτου παρουσία πυριμεθαμίνης. Επιπλέον ο φορέας 

περιέχει την αλληλουχία του γενετικού τόπου d-ssu-rrna, μέσω του οποίου 

επιτυγχάνεται ο ομόλογος ανασυνδιασμός με τον αντίστοιχο γενετικό τόπο 

στο γένωμα του παρασίτου. Να τονιστεί ότι ο γενετικός τόπος dssuέχει μεγάλη 

ομολογία με τον γενετικό τόπο cssu και η αλληλουχία που περιέχεται στον 

φορέα είναι πανομοιότυπη και στα δυο γονίδια. Γι’αυτό το λόγο και η 

ενσωμάτωση στο γένωμα μπορεί να γίνει σε οποιοδήποτε από τα δύο γονίδια. 

Το cDNAπου αντιστοιχεί στην ενεργή περιοχή του timpτοποθετήθηκε κάτω 

από τον έλεγχο του υποκινητή CTRP, oοποίος εξασφαλίζει έκφραση του 

γονιδίου στο στάδιο του ζυγώτη, του ωοκινέτη, αλλά και της ωοκύστης, που 

μας ενδιαφέρει (Vlachou, Zimmermann et al. 2004). Το 3’UTRτου γονιδίου 

επιλέχθηκε να είναι το 3’UTRτου γονιδίου Pbs28. Στο 3’ακρο αυτού βρίσκεται 

το γονίδιο dhfr-ts. Η παραπάνω κασέτα τοποθετήθηκε μεταξύ της 

αλληλουχίας d-ssu-rrna. Ομόλογος ανασχεδιασμός οδηγεί σε ενσωμάτωση 

αυτής στο γένωμα του παρασίτου. Σχηματικά ο φορέας που χρησιμοποιήθηκε 

και η περιοχή στην οποία γίνεται ο ομόλογος ανασυνδιασμός φαίνεται στο 

σχήμα 27. 
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Σχήμα 27 Α)Σχηματική απεικόνιση της αλληλουχίας που αντιστοιχεί στην 

περιοχή AgNtimp που επιλέχθηκε για έκφραση στο πλασμώδιο. Όπως 

φαίνεται η αλληλουχία αντιστοιχεί στο αμινοτελικό άκρο του ΝΤRdomainτου 

αναστολέα και χαρακτηρίζεται από την παρουσία καταλοίπων κυστεινης. Στο 

5’ άκρο της αλληλουχίας που αντιστοιχεί στο AgNtimp κλωνοποιήθηκε η 

αλληλουχία του CTRPγονιδίου που κωδικοποιεί το σηματοδοτικο πεπτίδιο της 

πρωτεΐνης. Β) Απεικόνιση του φορέα που χρησιμοποιήθηκε για τον 

μετασχηματισμό των παρασίτων. Γ) Σχηματική απεικόνιση του γενετικού τόπου 

dssu-rrnaστον οποίο λαμβάνει χώρα ο ομόλογος ανασχεδιασμός. Δ) ο 

γενετικός τόπος dssu-rrna, όπως προκύπτει μετά τον ομόλογο ανασυνδιασμό 

με τον φορέα μετασχηματισμού.  

 

3.8.2Γενοτύπηση και χαρακτηρισμός του διαγονιδιακού παρασίτου 
Pbtimp. 
Η παραγωγή των διαγονιδιακών παρασίτων (Ρουμπάκη Χαρά) οδήγησε σε 

απομόνωση δυο παρασιτικών πληθυσμών, που ονομάστηκαν κλώνος 2 και 3 

κι έγινε, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο υλικά και μέθοδοι σε δυο βήματα. 

Αρχικά με electroporationτης πλασμωδιακής κατασκευής που περιγράφηκε 

παραπάνω και στη συνέχεια με διαδοχική αραίωση (serialdilution), 

προκειμένου να καταλήξουμε σε καθαρούς πληθυσμούς διαγονιδιακών 

παρασίτων (κλώνους), που να προκύπτουν από ένα αρχικό παράσιτο, και 

επομένως να είναι γονιδιακά πανομοιότυπα. Η σωστή ενσωμάτωση του 

πλασμιδιακού φορέα επιβεβαιώθηκε με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

χρησιμοποιώντας ως μήτρα γενωμικό DNA από τους δυο κλώνους και τρεις 
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διαφορετικούς εκκινητές, που υποδεικνύονται στο σχήμα 27, τουςFw1 (L665), 

Fw2 (L260) και Fw3 (L270).Οι παραπάνω εκκινητές χρησιμοποιήθηκαν σε 

συνδυασμό με τον εκκινητή Rev1 (L740), που υβριδοποιείται σε αλληλουχία 

κοινή για τα cssuκαι dssuγονίδια. Ο παραπάνω εκκινητής σε συνδυασμό με 

τον εκκινητή Fw1 δίνει ένα προϊόν μεγέθους 2,1Kb στην αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης, που αντιστοιχεί σε αλληλουχία του γονιδίου Tgdhfr, εφόσον 

έχει ενσωματωθεί η κασέτα του φορέα μετασχηματισμού στο γένωμα του 

παρασίτου. Όπως φαίνεται στο σχήμα 28, η αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης με το παραπάνω ζεύγος εκκινητών δίνει τόσο για τον κλώνο 2, 

όσο και για τον 3 το επιθυμητού μεγέθους προϊόν, που σημαίνει ότι η κασέτα 

του φορέα μετασχηματισμού ενσωματώθηκε σταθερά στο γονιδίωμα και των 

δυο παρασιτικών πληθυσμών (κλώνων) που απομονώθηκαν. Τα ζεύγη των 

εκκινητών Fw2-Rev1 και Fw3-Rev1υβριδοποιούνται στα d και cssu γονίδια 

αντίστοιχα και δίνουν ένα προϊόν μεγέθους 3kbστην αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης, εφόσον ο αντίστοιχος γενετικός τόπος είναι άθικτος. Τα ζεύγη 

των εκκινητών αυτών χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου να πιστοποιήσουν 

περαιτέρω την ενσωμάτωση της πλασμωδιακής κατασκευής στο παρασιτικό 

γένωμα, αλλά και να υποδείξουν το αλληλόμορφο στο οποίο έλαβε χώρα η 

ενσωμάτωση αυτή. Όπως φαίνεται λοιπόν στο σχήμα 28Α και οι δυο κλώνοι 

που επιλέχθηκαν δίνουν  το παραπάνω προϊόν μόνο με το ζεύγος Fw2-Rev1, 

που σημαίνει ότι ο ομόλογος ανασχεδιασμός δεν έγινε στο dssu γονίδιο, αλλά 

στο cssu, οι εκκινητές του οποίου δεν δίνουν κανένα προϊόν κατά την 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης. 
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Σχήμα 28 Γονοτύπηση και χαρακτηρισμός των διαγονιδιακων παρασίτων που 

εκφράζουν timp. Α) Η ενσωμάτωση του φορέα στο παρασιτικό γένωμα 

υποδεικνύεται από την παραγωγή του προϊόντος μεγέθους 2Kb σε αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης με τους εκκινητές Fw1-Rev1. Hσωστή ενσωμάτωση 

του στον γενετικό τόπο cssuκι όχι στο αλληλόμορφο του dssu υποδεικνύεται 

από την παραγωγή προϊόντος μεγέθους 3Kb με το ειδικό για το dssuγενετικό 

τόπο ζεύγος εκκινητών (Fw2-Rev1) κι όχι με το cssuειδικό ζεύγος εκκινητών 

(Fw3-Rev1). Τα παραπάνω ισχύουν και για τους δυο παρασιτικούς 

πληθυσμούς (cl2, cl3). B) πείραμα ανοσοαποτύπωσης με ορό έναντι timp σε 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα ωοκινετων αγρίου τύπου (wt) και ωοκινετων από τους 

δυο διαγονιδιακούς παρασιτικούς πληθυσμούς (cl2, cl3). H κανονικοποίηση 

των πρωτεϊνικών δειγμάτων έγινε με αντίσωμα έναντι Pbs21.Γ) πείραμα 

ανοσοιστοχημείας σε ωοκινετες των ίδιων παρασιτικών πληθυσμών (wt, cl2, 

cl3). Με πράσινο απεικονίζεται το ενδογενές GFPπου εκφράζουν τα παράσιτα 

και με κόκκινο το timp. 

 

Τα παραπάνω πειράματα επιβεβαίωσαν την ενσωμάτωση του φορέα 

μετασχηματισμού στο γονιδίωμα των παρασίτων. Προκειμένου όμως να 

διαπιστωθεί αν τα παράσιτα με τέτοιο γενετικό υπόβαθρο μπορούν να 

εκφράσουν το πρωτεϊνικό προϊόν που αντιστοιχείστο AgNtimpχρειάστηκε να 

αναλυθούν και τα πρωτεϊνικά τους εκχυλίσματα. Γι’αυτό το λόγο ωοκινέτες 

από τους δυο θετικούς παρασιτικούς πληθυσμούς απομονώθηκαν από 
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invitroκαλλιέργειες και τα πρωτεϊνικά τους εκχυλίσματα αναλύθηκαν σε 

πειράματα ανοσοαποτύπωσης με ορό έναντι timp, όπως φαίνεται στο σχήμα 

28Β. Oορός αναγνωρίζει στα εκχυλίσματα των ωοκινετών και των δυο 

παρασιτικών κλώνων πρωτεϊνικό προϊόν του επιθυμητού μοριακού μεγέθους 

(17Kd). Toπροϊόν αυτό αναγνωρίζεται μόνο στα εκχυλίσματα των 

διαγονιδιακων παρασίτων κι όχι σε αυτά του αγρίου τύπου, επιβεβαιώνοντας 

ότι το προϊόν αυτό προέρχεται από το γονίδιο που εισήχθη στο γένωμα των 

παρασίτων.  

Πειράματα ανοσοιστοχημείας με ορό έναντι timpσε ωοκινέτες απομονωμένους 

με τον ίδιο τρόπο, όπως παραπάνω από τα μετασχηματισμένα και μη 

παράσιτα έδειξαν ότι μόνο στους ωοκινέτες των μετασχηματισμένων 

παρασίτων oορός αναγνωρίζει πρωτεϊνικό προϊόν. Παρατήρηση των 

δειγμάτων σε συνεστιακή μικροσκοπία αποκάλυψε επιπλέον και την κυτταρική 

τοπολογία του έκτοπα εκφρασμένου προϊόντος. Στο σχήμα 28Γ φαίνεται ότι ο 

αναστολέας εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα του ωοκινέτη ιδιαιτέρα στην 

περιοχή γύρω από τον πυρήνα (πιθανά ενδοπλασματικο δίκτυο). Το 

ενδογενές CTRP με το υποκινητή και το σηματοδοτικο πεπτίδιο του οποίου 

εκφράζεται ο αναστολέας εντοπίζεται κυρίως στην κορυφαία περιοχή του 

ωοκινετη στα οργανίδια των μικρονηματίων (Li, Templeton et al. 2004). Το 

γεγονός ότι η τοπολογία του αναστολέα δεν είναι η ιδία με αυτή του 

CTRPμπορεί να υποδεικνύει πρόβλημα στην τοποθέτηση του στο σωστό 

εκκριτικό μονοπάτι, λογω λανθασμένης δομής της πρωτεΐνης ή λόγω 

υπερέκφρασης αυτής.  

 

3.8.3 Το έκτοπα  AgNtimpδεν εκκρίνεται γύρω από την περιοχή του 
παρασίτου στη διάρκεια της εισβολής του μεσεντερικου επιθηλίου και 
στα επόμενα στάδια ανάπτυξης του σε αυτό. 
 Η παραγωγή των διαγονιδιακων παρασίτων έγινε προκειμένου να αυξηθούν 

τα επίπεδα του αναστολέα στην περιοχή γύρω από το παράσιτο σε δυο 

κυρίως χρονικές περιόδους ανάπτυξης του τελευταίου. Κατά την διάρκεια της 

εισβολής του μεσεντερικου επιθηλίου, οπότε και παρατηρείται η 

υπερσυγκέντρωση της ΜΜΡ1, πιθανά λόγω συμμετοχής της στην επούλωση 

του επιθηλίου και κατά το στάδιο της νεαρής ωοκύστης, οπότε και 

παρατηρείται παρουσία της πρωτεάσης στην επιφάνεια αυτής με 
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προστατευτικό ρόλο για το παράσιτο, όπως στηρίζουν τα φαινοτυπικά 

πειράματα σιώπησης της ΜΜΡ1.   
Βάσει των παραπάνω εξετάσαμε αν και ο έκτοπα εκφρασμένος αναστολέας 

συνεντοπίζεται με την ΜΜΡ1 στις παραπάνω χρονικές στιγμές. Για αυτό το 

λόγο μεσεντερικά επιθήλια από κουνούπια που είχαν λάβει διαγονιδιακά 

παράσιτα απομονώθηκαν 24ωρες και 3ημερες μετά τη λήψη μολυσμένου 

αίματος και αναλύθηκαν σε πειράματα ανοσοιστοχημείας με ορό έναντι timp.  

Στο χρονικό σημείο των 24ωρων μετά τη λήψη του μολυσμένου αίματος 

παρατήρηση των επιθηλίων αποκάλυψε ότι το διαγονιδιακό παράσιτο ήταν 

θετικό για την παρουσία timp. Φάνηκε όμως ότι η παρουσία του αναστολέα 

περιοριζόταν μέσα στο παράσιτο κι όχι στην περιοχή όπου αυτός διεισδύει το 

μεσεντερικό επιθήλιο. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν και με τα 

πειράματα ανοσοιστοχημείας των invitroωοκινετών που δείχνουν ότι το 

έκτοπα εκφρασμένο πρωτεϊνικό προϊόν εντοπίζεται κυρίως στην περιοχή που 

πιθανά αποτελεί το ενδοπλασματικό δίκτυο του παρασίτου. Μη τοποθέτηση 

του timpστα μικρονηματια μπορεί να δικαιολογήσει το γεγονός της απουσίας 

του από το μεσεντερικο επιθήλιο. Να τονιστεί εδώ ότι η ενδογενής πρωτεΐνη 

CTRPεντοπίζεται στο επιθήλιο κατά τη διάρκεια της εισβολής του παρασίτου 

μέσα από αυτό.  

Τα απομονωμένα 3 ημέρες μετά τη λήψη μολυσμένου αίματος μεσεντερικα 

επιθήλια εξετάστηκαν για την παρουσία του έκτοπα εκφρασμένου αναστολέα 

στην επιφάνεια των νεαρών ωοκυστεων. Όπως και στην προηγούμενη 

περίπτωση η απουσία του ενδογενούς αναστολέα τόσο από την περιοχή 

εισβολής του παρασίτου, όσο και από την επιφάνεια του στο στάδιο της 

νεαρής ωοκυστης διευκόλυνε την παρατήρηση των δειγμάτων και την 

εξαγωγή συμπερασμάτων σε ότι αφόρα την απουσία ή την παρουσία του 

έκτοπα εκφρασμένου αναστολέα από τις ζητούμενες περιοχές. Η παρατήρηση 

των δειγμάτων έδειξε πολύ χαμηλά επίπεδα έκφρασης του αναστολέα στις 

νεαρές ωοκυστεις. Μάλιστα το πρωτεϊνικό προϊόν δεν εντοπιζόταν στην 

επιφάνεια των νεαρών ωοκυστεων, αλλά στο κυτταρόπλασμα αυτών. 

Παρόμοια παρατήρηση ισχύει και για τα διαγονιδιακά παράσιτα που 

εκφράζουν την πρωτεΐνη GFPκάτω από τον έλεγχο του υποκινητή του 

ενδογενούς CTRPγονιδίου. Σε αυτή την περίπτωση όμως δεν είχε 
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χρησιμοποιηθεί και το σηματοδοτικο πεπτίδιο του ctrpγονιδίου(Vlachou, 

Zimmermann et al. 2004).  

Όπως φαίνεται όμως από τα παραπάνω αποτελέσματα η παρουσία αυτού 

του σηματοδοτικού πεπτιδίου δεν εξασφάλισε το ζητούμενο πρότυπο 

έκφρασης του έκτοπα εκφρασμένου αναστολέα, πράγμα που σημαίνει ότι δεν 

ήταν δυνατό να χρησιμοποιηθεί για να απαντηθούν τα ερωτήματα που 

αφορούν την ΜΜΡ1, εάν δηλαδή η παρουσία της κατά την εισβολή και 

ανάπτυξη του παρασίτου στο μεσέντερο είναι ενεργή και αν μπορεί 

νααναστέλλει από το Agtimp. 

 

Σχήμα 29 παρουσία 

του έκτοπα 

εκφρασμένου 

αναστολέα στο 

μεσεντερικο επιθήλιο. 

Α) Μεσεντερικα 

επιθήλια  

απομονωμένα 24ωρες 

μετά την λήψη 

μολυσμένου αίματος 

με παράσιτα αγρίου 

τύπου (WT) και 

Διαγονιδιακα 

παράσιτα που 

εκφράζουν timp(cl2).Toπράσινο αντιπροσωπεύει την χρώση 

ακτινης(φαλλοιδίνη) στην περιοχή εισβολής του ωοκινετη. Ο ωοκινετης 

υποδεικνύεται με το άσπρο βέλος και στις δυο περιπτώσεις και απεικονίζεται 

με μπλε (Pbs21). Toκόκκινο αντιπροσωπεύει τον αναστολέα timp, που 

φαίνεται να εντοπίζεται στο εσωτερικό των διαγονιδιακων παρασίτων. Β) 

νεαρές ωοκυστεις σε μεσεντερικα επιθήλια απομονωμένα 3 ημέρες μετά την 

λήψη αίματος με παράσιτα αγρίου τύπου(WT) και Διαγονιδιακα παράσιτα (cl2). 

Με μπλε απεικονίζεται ο πυρήνας των νεαρών ωοκυστεων, με πράσινο η 

παρασιτική πρωτεΐνη Pbs21 και με κόκκινο ο αναστολέας timp.  
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3.8.4 Έκτοπη έκφραση του αναστολέα timpστο Plasmodiumbergheiδεν 
επηρεάζει την επιβίωση του στον ασπόνδυλο  φορέα του. 

 

Παρά το γεγονός ότι η διαγονιδιακή σειρά που παρήχθη δεν μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για να απαντηθούν ερωτήματα που αφορούν την ΜΜΡ1, 

θελήσαμε να διαπιστώσουμε αν το διαγονιδιακό παράσιτο που εκφράζει τον 

αναστολέα έχει κάποιο πρόβλημα στην επιβίωση του μέσα στο κουνούπι.  

Για τους παραπάνω λόγους κουνούπια ταΐστηκανμε σύστημα τεχνητής 

μεμβράνης με μολυσμένο αίμα που περιείχε invitroμεγαλωμένους ωοκινέτες 

αγρίου τύπου και ωοκινέτες από το διαγονιδιακό παράσιτο που εκφράζει timp. 

Και σε αυτή την περίπτωση τα πειράματα έγιναν με διαγονιδιακά παράσιτα 

του κλώνου 2, ο οποίος φαίνεται να έχει πανομοιότυπο πρότυπο έκφρασης 

του αναστολέα με τον κλώνο 3 (σχημα28). Το τάισμα των κουνουπιών έγινε 

με τεχνητό σύστημα, προκειμένου να διασφαλιστεί ότι δίνεται ο ίδιος αριθμός 

ωοκινετών στα κουνούπια. Επτά ημέρες μετά την λήψη του μολυσμένου 

αίματος τα μεσεντερικά επιθήλια των κουνουπιών απομονώθηκαν και οι 

ωοκύστεις μετρήθηκαν σε κάθε δείγμα και συγκρίθηκαν, για να διαπιστωθεί αν 

η διαγονιδιακή σειρά συμπεριφέρεται διαφορετικά. Τρία ανεξάρτητα 

πειράματα ωστόσο έδειξαν ότι τα διαγονιδιακά παράσιτα δεν παρουσιάζουν 

κανένα πρόβλημα στην ανάπτυξη τους μέσα στον ασπόνδυλο φορέα 

(σχημα30) 

 
Σχήμα 30 Φαινοτυπική ανάλυση διαγονιδιακής σειράς που εκφράζει timp. Στο 

σχήμα παρουσιάζονται διαγραμματικά οι μέσοι όροι ωοκυστεων που 

μετρήθηκαν σε μεσεντερικα επιθήλια κουνουπιών ταϊσμένων με παράσιτα 

αγρίου τύπου που εκφράζουν GFP (GFPparasites) και κουνουπιών ταϊσμένων 

με παράσιτα που εκφράζουν timp (timpparasites). Αναλυτικά ο αριθμός των 

μεσεντέρωνπου είχαν παράσιτα (INF) και ο αριθμός των μεσεντέρων που 
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αναλυθήκαν (DIS) φαίνεται στον πίνακα που παρατίθεται. Από αυτά τα 

νούμερα υπολογίζεται το επί τοις εκατό ποσοστό των μεσεντέρων που είχαν 

παράσιτα (infectivity). Oμέσος όρος των ωοκυστεων (average) σε κάθε δείγμα 

στα τρία ανεξάρτητα πειράματα και ο μέσος όρος επί τοις εκατό (%average) 

παρατίθεται στον ίδιο πίνακα.  

 

Συμπερασματικά,η προσπάθεια να αυξηθούν τα επίπεδα του αναστολέα των 

μεταλλοπρωτεασών στο ίδιο χρονικό σημείο και στην ίδια περιοχή πιθανής 

πρωτεολυτικής δραστηριότητας της ΜΜΡ1, δηλαδή στην επιφάνεια των 

νεαρών ωοκύστεων δεν λειτούργησε. Γι’αυτό τον λόγο και το γεγονός ότι τα 

διαγονιδιακά παράσιτα δεν παρουσιάζουν φαινοτυπικά πρόβλημα στην 

ανάπτυξη τους μέσα στον ασπόνδυλο φορέα τους δεν μπορεί να αξιολογηθεί, 

αφού μπορεί να οφείλεται είτε στο γεγονός ότι ο προστατευτικός ρόλος της 

ΜΜΡ1 δεν έχει σχέση με την πρωτεολυτική της δράση είτε στο ότι τα επίπεδα 

έκφρασης του αναστολέα δεν είναι ικανοποιητικά προκειμένου να αναστείλουν 

την δράση της ΜΜΡ1 πάνω στην επιφάνεια της νεαρής ωοκυστης.  
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Στον φορέα ελονοσίας Anophelesgambiaeεκφράζονταιαντιπροσωπευτικά 

γονίδιαμέλη που κωδικοποιούν για πρωτεάσες της εξωκυττάριας μήτρας και 

από τις τρεις γνωστές οικογένειες[A Disintegrin And Metalloprotease, 

(ADAMs), A Disintegrin and Metalloprotease with Thrombospodin repeats, 

ADAMTSs,και Matrix Metalloproteases, (ΜΜPs)], καθώς και τουλάχιστον ένας 

καλά χαρακτηρισμένος αναστολέας τους, ο ιστικός αναστολέας 

μεταλλοπρωτεασών (tissueinhibitorofmetalloproteases, timp).  

Συγκεκριμέναβρεθήκαντρίαμέλη της οικογένειας των ADAMs, που 

ονομάστηκανADAMB, ADAMCκαι ADAMD. Η έκφρασητους φαίνεται να 

επάγεται στη διάρκεια των αναπτυξιακώνσταδίων του εντόμου 

(στάδιοπρονύμφης και νύμφης), γεγονός που οδηγεί στην υπόθεση για 

πιθανήεμπλοκή τους σε αναπτυξιακάμονοπάτια, όπως είναι ήδηγνωστό για 

γονίδια της οικογένειαςαυτήςειδικά στη Drosophilamelanogaster.  

Η οικογένειαADAMTSsαντιπροσωπεύεται στον Ανωφελή με δύο γονίδια,τα 

ADAMTS1 και ADAMTS2. Και τα δύο γονίδιαφαίνεται ότι εκφράζονται σε 

ικανοποιητικάεπίπεδα στο ενήλικοέντομο και ειδικότερα στο 

μεσεντερικόεπιθήλιο. Ειδικά σε ότι αφορά το ADAMTS1 το πρότυποέκφρασης 

έδειξεσημαντικήμείωση της μεταγραφής του γονιδίουκατά την διάρκεια της 

μαζικής εισβολής ωοκινετών από το μεσέντερο (24 ώρες μετά την πρόσληψη 

μολυσμένου αίματος).  

Το γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεάση ADAMTS2 από την άλλη βρέθηκε 

ότι εκφράζειτέσσερειςισομορφές οι 

οποίεςκωδικοποιούντέσσεραδιαφορετικάπρωτεϊνικάπροϊόντα. Τα προϊόντα 

αυτά διαφέρουνμεταξύ τους ως προς τον αριθμό και την αμινοξικήαλληλουχία 

των TSPrepeatsτου καρβοξυτελικού τους άκρου. Δεδομένου ότι τα 

συγκεκριμένατμήματα της πρωτεάσηςκαθορίζουν την συγγένεια της με τα 

υποστρώματα και το γεγονός ότι οι 

εναλλακτικέςισομορφέςπαρουσιάζουνδιαφορετικόπρότυποέκφρασης (δυο 

από αυτές εκφράζονταιμόνο στα αναπτυξιακάστάδια του κουνουπιού και στο 

σώμα του ενήλικουατόμου)μπορεί να υποδηλώνειδιαφορετικούςλειτουργικούς 

τους ρόλους. Οιπροσπάθειες να προσεγγίσουμε τον λειτουργικό ρόλοτόσο 

της ADAMTS1 όσο και τηςADAMTS2 με τη βοήθειααντισωμάτων και την 

χρήση RNAiτεχνικής δεν ήταναποτελεσματικές με αποτέλεσμα να 

εξακολουθούν να υπάρχουνσημαντικάερωτήματα για τα συγκεκριμέναγονίδια.  
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Σε ότι αφορά την οικογένεια των MMPsτα αρχικά μας ευρήματαέδειξαν την 

παρουσία στο γονιδίωμα του Ανωφελούς τριών γονιδίων που κωδικοποιούν 

για μεταλλοπρωτεάσες της εξωκυττάριας μήτρας (MatrixMetalloproteases, 

MMPs) που ονομάστηκανMMP1, MMP-2 και MMP-3. Σε αντίθεση με την 

Drosophilaπου εκφράζει δυο MMPs, ο Anophelesgambiaeόπως και το 

σκαθάρι Triboliumcastaneumεκφράζει τρεις MMPs. Η ΜΜΡ2 και η ΜΜΡ3 του 

Ανωφελούςφαίνεται ότι εκφράζονται πιο έντονα στη διάρκεια των 

αναπτυξιακώνσταδίων του εντόμου, ενώ αντίθετα τα επίπεδαέκφρασης της 

ΜΜΡ1 στη διάρκεια των αναπτυξιακώνσταδίων είναι πολύ πιο χαμηλά.  

Στο ενήλικοέντομο η έκφραση της ΜΜΡ2 και ΜΜΡ3 περιορίζεταιμόνο στο 

σώμα του κουνουπιού (εκτός του μεσεντέρου). Αντίθετα η ΜΜΡ1 

εκφράζεταιόχι μόνο στό σώμα αλλά σε υψηλάεπίπεδα και στο μεσέντερο.  

Βρέθηκε ότι το γονίδιοέχει δυο εναλλακτικέςισομορφές, που 

κωδικοποιούναντίστοιχα μια διαμεμβρανική και μια εκκρινόμενη μορφή της 

ΜΜΡ1 πρωτεάσης. Η έκφραση της διαμεμβρανικήςμορφής περιορίζεται στα 

επιθήλια, ενώ η έκφραση της εκκρινόμενηςπεριορίζεται στα αιμοκύτταρα του 

ενήλικου εντόμου. 

Η χρήσηαντισώματος που παρήχθηέναντι της ΜΜΡ1 και ο 

λεπτομερήςχαρακτηρισμός του μεταγραφικούπροτύπουέκφρασης του 

γονιδίουέδειξερύθμισητόσο σε μεταγραφικόόσο και σε μεταμεταγραφικο 

επίπεδο της διαμεμβρανικής ΜΜΡ1. Συγκεκριμέναφάνηκε ότι στη 

διάρκειαδιείσδυσης του ωοκινέτη από το μεσεντερικο επιθήλιο του 

κουνουπιούεπάγεται η μεταγραφή του γονιδίου και η απομάκρυνση από τη 

νεοσυντιθέμενηπρωτεΐνη του προπεπτιδίου της, γεγονός που οδηγεί σε 

υψηλάεπίπεδαέκφρασηςενεργήςπιθανά μεταλλοπρωτεάσης (ζυμογόνο) στον 

μεσεντερικο ιστό. Τοπολογικά, η διαμεμβρανική ΜΜΡ1 βρέθηκε να 

συγκεντρώνεται στη βασικήπλευρά του επιθηλίουσχηματίζοντας μια 

δομήδακτυλίου που περιβάλλει τον ωοκινέτη. 

Η ρύθμιση της έκφρασης του ΜΜΡ1 γονιδίου κατά την φάση διείσδυσης του 

ωοκινέτη, και ο συνεντοπισμός του γονιδιακού προϊόντος με άλλους δείκτες 

της αναδιοργάνωσης του επιθηλίου, όπως η ακτίνη και η ιντεγκρίνη κατά την 

διάρκεια αυτής της διαδικασίας υποδεικνύει συμμετοχή της ΜΜΡ1 στην 

επούλωση του μεσεντέρου μετά από το πέρασμα του παρασίτου μέσα από 

αυτό. Παρόλο που περαιτέρω πειράματα έδειξαν ότι η πιθανολογούμενη 
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συμμετοχήτης ΜΜΡ1 στην επούλωσηδεν επηρεάζει την διείσδυση του 

παρασίτου από το μεσεντερικό επιθήλιο, η διερεύνηση του μηχανισμού με τον 

οποιο η ΜΜΡ1 συμμετέχει στην διαδικασία αυτή μπορεί να συνεισφέρει 

γενικότερα στις μελέτες για τον ρόλο των ΜΜΡs στους μηχανισμούς 

επούλωσης επιθηλίων. Το μονόστοιβο μεσεντερικό επιθήλιο του κουνουπιού 

θα μπορουσε να αποτελέσει ένα λειτουργικόσύστημα μοντέλο για τέτοιες 

μελέτες δεδομενου ότι μπορει κανείς, χρησιμοποιόντας το παράσιτο, να 

προκαλέσει ελεγχόμενα μικρότερο ή μεγαλύτεροτραυματισμό στο επιθήλιο, 

ελέγχοντας το παρασιτικό φορτίο.  

Η εκκρινόμενη (αιμοκυτταρική) μορφή της ΜΜΡ1 εκφράζεται κι εκκρίνεται ως 

προζυμογόνο, όπως έδειξανοι μελέτες στις οποίες χρησιμοποιήσαμε μια 

αιμοκυτταρικήσειρά του Ανωφελούς. Εξακολουθεί να αποτελεί ερώτημα ποιός 

είναι ο μηχανισμός που μπορεί να οδηγήσει σε απομάκρυνση του 

προπεπτιδίου από την εκκρινόμενη ΜΜΡ1, και συνακόλουθη ενεργοποίηση 

της, μετά την έκκριση από το κύτταρο. Η κυτταρική σειρά που 

χρησιμοποιήσαμε μπορεί ίσως να αποτελέσει ένα σύστημα που θα μας 

επέτρεπε την διερεύνηση της εμπλοκής διαφορετικών παραγόντων (π.χ. 

ελεύθερες ρίζες, ΝΟ, μικροβιακή επιμόλυνση), στην εξωκυττάρια ωρίμανση 

της εκκρινόμενης MMP1. Πάντως, τα επίπεδαέκφρασης της και ο 

υποκυττάρικος εντοπισμός της εκκρινόμενης MMP1 δεν  φάνηκε να 

διαφοροποιούνταισημαντικά σε συνθήκεςλήψηςαίματος, με ή χωρίςπαράσιτο.  

Ο φαινοτυπικόςχαρακτηρισμόςατόμων στα οποίαεπιτυχώςσιωπήθηκε το 

γονίδιο της ΜΜΡ1 ανέδειξετον προστατευτικό του ρόλο για την επιβίωση του 

παρασίτουμέσα στο κουνούπι. Η προσπάθεια να προσδιορίσουμεχρονικά το 

στάδιο στο οποίοτο(α) προϊόν(τα) του ΜΜΡ1 γονιδίου επηρεάζει την 

επιβίωσητου παρασίτου μας οδήγησε στο συμπέρασμαότι ο 

προστατευτικόςαυτός ρόλοςεκδηλώνεται κατά τα 

πρώταστάδιαδιαφοροποίησης της νεαρής ωοκύστης. Αυτό υποστηρίζεται και 

από το γεγονός ότι οι αναπτυξιακά πρώϊμες ωοκύστεις αλλά όχι οι όψιμες 

καλύπτονται με ΜΜΡ1 ανοσοαντιδρόν υλικό.  

Θεωρούμεότιη ωοκύστη κατά την πρώϊμη φάση ανάπτυξης της αλληλεπιδρά 

με κάποια από τις μορφές της ΜΜΡ1, είτε την εκκρινόμενη είτε το 

πρωτεολυτικόπροϊόν της διαμεμβρανικής MMP1 το οποίο ανιχνεύσαμε σε 

εκχυλίσματα μεσεντέρου. Το τελευταίο πιθανολογούμε με βάση και τα 
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δεδομένα από την έκτοπη έκφραση ενεργοποιημένης διαμεμβρανικής MMP1 

σε κύτταρα, ότι μπορεί να απελευθερώνεται μέσω αυτο-πρωτεόλυσης στα 

σημεία υπερ-συγκέντρωσης ενεργοποιημένης MMP1. Τέτοια σημεία είναι οι 

περιοχές διείσδυσης του ωοκινέτη στην γειτνίαση των οποίων αναπτύσσονται 

οι ωοκύστεις. 

Yποστηρίζουμε ότι είναι πιο πιθανόη πρώϊμη ωοκύστη να καλύπτεται από 

εκκρινόμενη MMP1, δεδομένου ότι η ανίχνευση τουπρωτεολυτικούπροϊόντος 

της διαμεμβρανικής MMP1 στα εκχυλίσματα του μεσεντέρου ήτανστοχαστική. 

Αν η προστασία που ασκεί η ΜΜΡ1 στη νεαρή ωοκύστη εμπλέκει την 

ενεργότητα πρωτεάσης ή τα hemopexindomains, μέσω των οποίων μπορεί να 

αλληλεπιδρά με άλλαμόρια, (παρασιτικά ή μόρια του φορέα), εξακολουθεί να 

αποτελεί ένα σημαντικόερώτημα το οποίοπροσπαθήσαμε να 

προσεγγίσουμεμε διάφορους τρόπους (π.χ. με 

πειράματασυγκαλλιεργειαςπαρασίτων με την αιμοκυτταρικήσειρά ή με έκθεση 

invitroκαλλιεργημένων ωοκινετών στο υπερκείμενο αιμοκυττάρων). Δυστυχώς 

οι προσεγγίσεις που ακλουθήσαμεπαρουσίαζαντεχνικέςαδυναμίες με 

αποτέλεσμα να μην μπορούμε να βγάλουμεασφαλήσυμπεράσματα.  

Θεωρούμε όμως ότι η απάντηση των 

παραπάνωερωτημάτωνέχειιδιαίτερησημασίαπροκειμένου να κατανοηθεί με 

λεπτομέρεια ο μηχανισμόςμέσω του οποίου η ΜΜΡ1 προστατεύει την νεαρή 

ωοκύστη. Προς το παρόνμπορούμεμόνο να κάνουμευποθέσειςσύμφωνα με 

τα βιβλιογραφικάδεδομένα που υπάρχουν, και οι υποθέσεις αυτές μας 

κατευθύνουνείτε σε συμμετοχή της ΜΜΡ1 στους μηχανισμούς έμφυτης 

ανοσίας (innateimmunity) του κουνουπιού, είτεεμπλοκή της σε 

κάποιομονοπάτι που επάγει την διαφοροποίησητου ωοκινέτη σε 

ωοκύστη.Εφόσον αποδειχθεί η δεύτερη υπόθεση μας θα είναι η πρώτη φορά 

που θα δειχθεί ένα μόριο του κουνουπιού να επηρεάζει τις αναπτυξιακές 

διαδικασίες του παρασίτου.  

Είναι γεγονός ότι στην εργασία αυτή περιοριστήκαμε στην πιθανή εμπλοκή 

των μεταλλοπρωτεασών εξωκυττάριας στοιβαδας στην αλληλεπίδραση του 

παρασίτου με το μεσεντερικο επιθήλιο. Ωστόσο ανοικτά ερωτήματα υπάρχουν 

και για τον τρόπο με τον οποίο  τα σποροζωϊδια του παρασίτου εισβάλλουν 

στο επιθήλιοτων σιελογόνων αδένων του κουνουπιού. Όπως αναφέρθηκε και 

στην εισαγωγή το πέρασμα των σποροζωϊδίων μέσα από αυτό το επιθήλιο 
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γίνεται με την αντίθετη φορά από αυτή που ακολουθεί ο ωοκινέτης κατά την 

διείσδυση του μεσεντέρου, δηλαδή από την βασική στην κορυφαία πλευρά 

του επιθηλίου. Το γεγονός ότι τα ευρηματα μας δείχνουν ότι η διαμεμβρανική 

μορφή της ΜΜΡ1 εντοπίζεται και σε άλλα επιθήλια, όπως το επιθήλιο των 

θυλακοκυττάρωνστις ωοθήκες των θηλυκών κάνει εξαιρετικά ενδιαφέρουσα τη 

διερεύνηση της παρουσίας και των λειτουργικών ρόλωντωνΜΜΡs στην 

μορφολογία και οργάνωση του επιθηλίου των σιελογόνων αδένων του 

κουνουπιού, καθώς και τη πιθανή εμπλοκή τους στην δείσδυση τους από τα 

σποροζωϊδια. 
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